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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式Ｉ：
【化１】

Ｉ
の化合物、又はその薬学的に許容され得る塩（式中：
　一つのＣ－Ｈ基が：



(2) JP 5946768 B2 2016.7.6

10

20

30

40

50

【化２】

で置き換えられるか；又は、
　二つのＣ－Ｈ基が、各々独立してＣ－ＯＨで置き換えられ、かつ一つのＣ－Ｈ基が：

【化３】

で置き換えられる）。
【請求項２】
　一つのＣ－Ｈ基が
【化４】

で置き換えられる、請求項１に記載の化合物、又はその薬学的に許容され得る塩。
【請求項３】
　一つの飽和Ｃ－Ｈ基が
【化５】

で置き換えられる、請求項１に記載の化合物、又はその薬学的に許容され得る塩。
【請求項４】
　二つのＣ－Ｈ基が各々独立してＣ－ＯＨで置き換えられ、かつ一つのＣ－Ｈ基が：
【化６】

で置き換えられる、請求項１に記載の化合物、又はその薬学的に許容され得る塩。
【請求項５】
　６－（３－（１－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ
－ピラゾール－１－イル）－２－シアノエチル）シクロペンチルオキシ）－３，４，５－
トリヒドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸
である請求項１に記載の化合物、又はその薬学的に許容され得る塩。
【請求項６】
　６－（１－（１－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ
－ピラゾール－１－イル）－２－シアノエチル）シクロペンチルオキシ）－３，４，５－
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トリヒドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；
　６－（１－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラ
ゾール－１－イル）－２－シアノ－１－シクロペンチルエトキシ）－３，４，５－トリヒ
ドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；
　６－（２－（１－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ
－ピラゾール－１－イル）－２－シアノエチル）シクロペンチルオキシ）－３，４，５－
トリヒドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；
　６－（２－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラ
ゾール－１－イル）－１－シアノ－２－シクロペンチルエトキシ）－３，４，５－トリヒ
ドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；及び
　６－（３－（１－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ
－ピラゾール－１－イル）－２－シアノエチル）シクロペンチルオキシ）－３，４，５－
トリヒドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；
から選択される請求項１に記載の化合物、又は上述のいずれかの薬学的に許容され得る塩
。
【請求項７】
　６－（４－（１－（２－シアノ－１－シクロペンチルエチル）－１Ｈ－ピラゾール－４
－イル）－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－７－イル）－３，４，５－トリヒド
ロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸
である化合物、又はその薬学的に許容され得る塩。
【請求項８】
　６－（４－（１－（２－シアノ－１－シクロペンチルエチル）－１Ｈ－ピラゾール－４
－イル）－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－５－イルオキシ）－３，４，５－ト
リヒドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；
　６－（４－（１－（２－シアノ－１－シクロペンチルエチル）－１Ｈ－ピラゾール－４
－イル）－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－６－イルオキシ）－３，４，５－ト
リヒドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；
　６－（４－（１－（２－シアノ－１－シクロペンチルエチル）－１Ｈ－ピラゾール－４
－イル）－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－２－イルオキシ）－３，４，５－ト
リヒドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；及び
　６－（４－（１－（２－シアノ－１－シクロペンチルエチル）－１Ｈ－ピラゾール－４
－イル）－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－７－イルオキシ）－３，４，５－ト
リヒドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；
　から選択される化合物、又は上述のいずれかの薬学的に許容され得る塩。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、２００９年１０月９日出願の米国仮特許出願第６１／２５０，３８７号及び２
０１０年３月２２日出願の米国仮特許出願第６１／３１６，２１８号による優先権を主張
し、これら文書の開示はその全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－
ピラゾール－１－イル）－３－シクロペンチルプロパンニトリルのヒドロキシル、ケト及
びグルクロニド誘導体を提供する。
【背景技術】
【０００３】
　タンパク質キナーゼ（ＰＫ）は、中でも、細胞の増殖、生存及び分化、器官形成及び形
態発生、新生血管形成、組織の修復及び再生を含む、多様な、重要な生物学的プロセスを
制御する酵素のグループである。タンパク質キナーゼは、様々な生物学的状況において、
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タンパク質（又は基質）のリン酸化を触媒し、それにより基質の細胞活性を調節すること
によって、それらの生理学的機能を発揮する。正常な組織／器官内での機能に加えて、多
数のタンパク質キナーゼはまた、癌を含む多くのヒト疾患において、より特殊化した役割
を果たす。タンパク質キナーゼのサブセット（発癌性タンパク質キナーゼとも称される）
は、制御されない場合、腫瘍の形成及び増殖を引き起こし、更に腫瘍の維持及び進行に寄
与し得る（非特許文献１）。現在まで、発癌性タンパク質キナーゼは、癌の治療と薬物の
開発のための最大かつ最も魅力的なタンパク質標的の一つである。
【０００４】
　ヤヌスキナーゼ（ＪＡＫ）ファミリーは、免疫応答に関与する細胞の増殖及び機能のサ
イトカイン依存性制御において役割を果たす。現在、四つの哺乳動物ＪＡＫファミリーメ
ンバーが知られている：ＪＡＫ１（ヤヌスキナーゼ－１としても知られる）、ＪＡＫ２（
ヤヌスキナーゼ－２としても知られる）、ＪＡＫ３（ヤヌスキナーゼ、白血球；ＪＡＫＬ
；Ｌ－ＪＡＫ及びヤヌスキナーゼ－３としても知られる）及びＴＹＫ２（タンパク質－チ
ロシンキナーゼ２としても知られる）。ＪＡＫタンパク質のサイズは１２０～１４０ｋＤ
ａの範囲にあり、７つの保存ＪＡＫホモロジー（ＪＨ）ドメインを含み、これらの一つは
、機能的触媒キナーゼドメインであり、他の一つは、制御機能の役割を果たす、及び／又
はＳＴＡＴのドッキング部位としての役割を果たす可能性がある偽キナーゼドメインであ
る（Scott, Godshall et al. 2002、前出）。
【０００５】
　ＪＡＫキナーゼのレベルにおけるシグナル伝達の遮断は、ヒト癌の治療の開発に有望で
ある。ＪＡＫキナーゼの阻害は、乾癬及び皮膚感作等の皮膚免疫疾患に苦しむ患者にも治
療的利益を有することが想定される。従って、ヤヌスキナーゼ又は関連キナーゼの阻害剤
は、広く探索されており、またいくつかの刊行物は、有効なクラスの化合物を報告してい
る。例えば、下に示す（Ｒ）－３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４
－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）－３－シクロペンチルプロパンニトリルを含む
ある種のＪＡＫ阻害剤は、各々の全体が参照により本明細書に組み込まれる２００６年１
２月１２日出願の特許文献１；２００９年７月１６日出願の特許文献２に報告され；化合
物Ｉの所定の代謝産物は、２００８年６月１２日出願の特許文献３に報告されている。
【０００６】
【化１】

　Ｉ
【０００７】
　従って、癌及び他の疾患を治療する、新しい、より有効な医薬品を開発するために、ヤ
ヌスキナーゼ等のキナーゼを阻害する新しい又は改善された薬剤が継続して必要とされて
いる。本明細書に記載する代謝産物、組成物及び方法は、これらの必要性及び他の目標に
向けられている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】米国特許出願番号第１１／６３７，５４５号（米国特許公開第２００７／
０１３５４６１号）
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【特許文献２】米国特許出願番号第１２／１３８，０８２号（米国特許公開第２００９／
０１８１９５９号）
【特許文献３】米国特許出願番号第１２／１３７，８８３号（米国特許公開第２００８／
０３１２２５８号）
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Blume-Jensen P et al, Nature 2001, 411(6835):355-365
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、とりわけ、式Ｉ：
【化２】

Ｉ
の化合物のヒドロキシル、ケト及びグルクロニド誘導体、又はその薬学的に許容され得る
塩を提供する。
【００１１】
　従って、一態様において、本明細書には、式Ｉ：

【化３】

Ｉ
の化合物、又はその薬学的に許容され得る塩が提供され、式中：
　ｎ個のＣ－Ｈ基が、各々独立してＣ－ＯＨで置き換えられるか；又は、
　一つのＣＨ２基が、独立してＣ＝Ｏで置き換えられるか；又は、
　一つのＣ－Ｈ基が、

【化４】

で置き換えられるか；又は、
　二つのＣ－Ｈ基が、各々独立してＣ－ＯＨで置き換えられ、かつ一つのＣ－Ｈ基が、
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【化５】

で置き換えられ；
　ｎは１、２、３又は４であり；
　但し、化合物は：
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（３－ヒドロキシシクロペンチル）プロパンニトリル；
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（２－ヒドロキシシクロペンチル）プロパンニトリル；
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（３－オキソシクロペンチル）プロパンニトリル；
及びその薬学的に許容され得る塩から選択されないことを条件とする。
【００１２】
　式Ｉの一実施態様において、
　シアノ基に対してα位の炭素原子は、Ｃ－ＯＨ又はＣ＝Ｏ基で置き換えられず；
　シアノ基に対してβ位の炭素原子は、Ｃ－ＯＨ基で置き換えられない。
【００１３】
　化合物の別の実施態様において、ｎ個のＣ－Ｈ基は、各々独立してＣ－ＯＨで置き換え
られる。別の実施態様において、ｎは１である。更なる別の実施態様では、ｎは２である
。尚別の実施態様では、ｎは３である。別の実施態様では、ｎは４である。
【００１４】
　式Ｉの別の実施態様において、一つのＣＨ２基が、独立してＣ＝Ｏで置き換えられる。
尚別の実施態様において、一つのＣ－Ｈ基が、

【化６】

で置き換えられる。
【００１５】
　別の実施態様において、一つの飽和Ｃ－Ｈ基が、

【化７】

で置き換えられる。
【００１６】
　更なる別の実施態様において、二つのＣ－Ｈ基が、各々独立してＣ－ＯＨで置き換えら
れ、かつ一つのＣ－Ｈ基が、
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【化８】

で置き換えられる。
【００１７】
　本発明は更に、本明細書に記載する化合物、又はその薬学的に許容され得る塩、及び少
なくとも一種の薬学的に許容され得る担体を含有する組成物を提供する。
【００１８】
　本発明は更に、ＪＡＫを本明細書に記載する所定の化合物、又はその薬学的に許容され
得る塩と接触させることを含む、ＪＡＫの活性を調節する方法を提供する。本発明は更に
、治療的有効量の本明細書に記載する所定の化合物、又はその薬学的に許容され得る塩を
患者に投与することを含む、患者における疾患の治療方法を提供する。特定の実施態様に
おいて、疾患は、ＪＡＫ活性に関連する。そのような疾患には、例えば、同種移植片拒絶
又は移植片対宿主病が挙げられる。疾患は、皮膚疾患、多発性硬化症、関節リウマチ、若
年性関節炎、Ｉ型糖尿病、ループス、炎症性腸疾患、クローン病、重症筋無力症、免疫グ
ロブリン腎症、心筋炎又は自己免疫性甲状腺疾患を含むがこれらに限定されない自己免疫
疾患も含み得る。自己免疫疾患は、水疱性皮膚疾患、例えば尋常性天疱瘡（ＰＶ）又は類
天疱瘡（ＢＰ）でもあり得る。皮膚疾患は、アトピー性皮膚炎、乾癬、皮膚感作、皮膚過
敏、皮膚発疹、接触性皮膚炎又はアレルギー性接触感作であってもよい。
【００１９】
　別の実施態様では、疾患は、ウイルス疾患である。本明細書に記載する化合物により治
療することができるウイルス疾患の例には、エプスタイン・バーウイルス（ＥＢＶ）、肝
炎Ｂ、肝炎Ｃ、ＨＩＶ、ＨＴＬＶ　１、水痘－帯状疱疹ウイルス（ＶＺＶ）又はヒト乳頭
腫ウイルス（ＨＰＶ）が挙げられる。
【００２０】
　別の実施態様では、疾患は、癌、例えば固形腫瘍である。治療される癌は、前立腺癌、
腎癌、肝癌、乳癌、肺癌、甲状腺癌、カボジ肉腫、キャッスルマン病又は膵癌であり得る
。特定の実施態様において、癌は、前立腺癌である。癌は、血液性であり得る。癌はまた
、リンパ腫、白血病又は多発性骨髄腫であり得る。別の実施態様では、癌は皮膚癌、例え
ば皮膚Ｔ細胞リンパ腫又は皮膚Ｂ細胞リンパ腫であり得る。別の実施態様では、癌は、多
発性骨髄腫である。治療される疾患は、癌を原因とする若しくは癌に伴う疲労、又は癌を
原因とする若しくは癌に伴う拒食症若しくは悪液質でもあり得る。
【００２１】
　別の実施態様では、治療される疾患は、骨髄増殖性疾患、例えば真性多血症（ＰＶ）、
本態性血小板血症（ＥＴ）、骨髄線維症を伴う骨髄化生（ＭＭＭ）、慢性骨髄性白血病（
ＣＭＬ）、慢性骨髄単球性白血病（ＣＭＭＬ）、過好酸性症候群（ＨＥＳ）又は全身性肥
満細胞疾患（ＳＭＣＤ）である。
【００２２】
　別の実施態様では、治療される疾患は、炎症性疾患である。炎症性疾患は、眼の炎症性
疾患、例えば虹彩炎、ブドウ膜炎、強膜炎又は結膜炎であり得る。炎症性疾患は、気道、
例えば上気道又は下気道の炎症性疾患であり得る。炎症性疾患は、炎症性ミオパチー又は
心筋炎であり得る。
【００２３】
　別の実施態様では、疾患は、虚血再灌流又は関連した虚血性事象である。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明は、とりわけ３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）
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－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）－３－シクロペンチルプロパンニトリルのヒドロキシル
、ケト及びグルクロニド誘導体を提供する。いくつかの実施態様において、化合物は、化
合物Ｉの代謝産物である。いくつかの実施態様において、化合物は、一つ又はそれ以上の
ＪＡＫの活性を調節し得、例えばＪＡＫの発現又は活性に関連した疾患の治療に有用であ
り得る活性代謝産物である。いくつかの実施態様において、医療従事者による式Ｉの化合
物の投与レベルの調整を補助するためんい、本明細書に記載する代謝産物化合物のレベル
を測定及びプロファイリングする。
【００２５】
　従って、本発明は、式Ｉ：
【化９】

Ｉ
の化合物、又はその薬学的に許容され得る塩を提供し、式中：
　ｎ個のＣ－Ｈ基が、各々独立してＣ－ＯＨで置き換えられるか；又は、
　一つのＣＨ２基が、独立してＣ＝Ｏで置き換えられるか；又は、
　一つのＣ－Ｈ基が、

【化１０】

で置き換えられるか；又は、
　二つのＣ－Ｈ基が、各々独立してＣ－ＯＨで置き換えられ、かつ一つのＣ－Ｈ基が、
【化１１】

で置き換えられ；
　ｎは１、２、３又は４であり；
　但し、化合物は：
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（３－ヒドロキシシクロペンチル）プロパンニトリル；
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（２－ヒドロキシシクロペンチル）プロパンニトリル；
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（３－オキソシクロペンチル）プロパンニトリル；
及びその薬学的に許容され得る塩から選択されないことを条件とする。
【００２６】
　いくつかの実施態様において、ｎ個のＣ－Ｈ基が、各々独立してＣ－ＯＨで置き換えら
れる。いくつかの実施態様において、ｎは１である。いくつかの実施態様において、ｎは
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２である。いくつかの実施態様において、ｎは３である。いくつかの実施態様において、
ｎは４である。
【００２７】
　いくつかの実施態様において、一つのＣＨ２基が、独立してＣ＝Ｏで置き換えられる。
【００２８】
　いくつかの実施態様において、一つのＣ－Ｈ基が、
【化１２】

で置き換えられる。
【００２９】
　いくつかの実施態様において、一つの飽和Ｃ－Ｈ基が、

【化１３】

で置き換えられる。
【００３０】
　いくつかの実施態様において、二つのＣ－Ｈ基が、各々独立してＣ－ＯＨで置き換えら
れ、かつ一つのＣ－Ｈ基が：
【化１４】

で置き換えられる。
【００３１】
　いくつかの実施態様において：
　　シアノ基に対してα位の炭素原子は、Ｃ－ＯＨ、Ｃ＝Ｏ、又は
【化１５】

基で置き換えられず；
　　シアノ基に対してβ位の炭素原子は、Ｃ－ＯＨ又は

【化１６】

基で置き換えられない。
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【００３２】
　いくつかの実施態様において：
　　シアノ基に対してα位の炭素原子は、Ｃ－ＯＨ又はＣ＝Ｏ基で置き換えられず； 
　　シアノ基に対してβ位の炭素原子は、Ｃ－ＯＨ基で置き換えられない。
【００３３】
　別の実施態様では、本発明は、式ＩＩ：
【化１７】

ＩＩ
の化合物、又はその薬学的に許容され得る塩を提供し、式中：
　炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ又はｍの１、２、３又は４個が、各
々独立してＯＨで置換されるか；又は、
　炭素ｈ、ｉ、ｊ、ｋ又はｍの一つが、独立して＝Ｏで置換されるか；又は、
　炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ又はｍの一つが：

【化１８】

で置換されるか；又は、
　炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ又はｍの二つが、各々独立してＯＨ
及び：
【化１９】

で置換される。
　但し、化合物は：
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（３－ヒドロキシシクロペンチル）プロパンニトリル；
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（２－ヒドロキシシクロペンチル）プロパンニトリル；
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（３－オキソシクロペンチル）プロパンニトリル；
及びその薬学的に許容され得る塩から選択されないことを条件とする。
【００３４】
　式ＩＩのいくつかの実施態様において、炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ
、ｋ又はｍの１、２、３又は４個が、各々独立してＯＨで置換される。いくつかの実施態



(11) JP 5946768 B2 2016.7.6

10

20

30

40

50

様において、炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ又はｍの一つが、ＯＨで
置換される。いくつかの実施態様において、炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、
ｊ、ｋ又はｍの２個が、各々独立してＯＨで置換される。いくつかの実施態様において、
炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ又はｍの３個が、各々独立してＯＨで
置換される。いくつかの実施態様において、炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、
ｊ、ｋ又はｍの４個が、各々独立してＯＨで置換される。
【００３５】
　いくつかの実施態様において、炭素ｈ、ｉ、ｊ、ｋ又はｍの一つが、＝Ｏで置換される
。
【００３６】
　いくつかの実施態様において、炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ又は
ｍの一つが、
【化２０】

で置換される。
【００３７】
　いくつかの実施態様において、炭素ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ又はｍの一つが、

【化２１】

で置換される。
【００３８】
　いくつかの実施態様において、炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、ｉ、ｊ、ｋ又は
ｍの二つが、各々独立してＯＨで置換され、かつ炭素ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ、ｈ、
ｉ、ｊ、ｋ又はｍの一つが、

【化２２】

で置換される。
【００３９】
　いくつかの実施態様において：
　炭素ｍは、ＯＨ、＝Ｏ又は
【化２３】

　基で置換されず； 
　炭素ｆは、ＯＨ又は
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【化２４】

基で置換されない。
【００４０】
　いくつかの実施態様において：
　炭素ｍは、ＯＨ又は＝Ｏ基で置換されず；
　炭素ｆは、ＯＨ基で置換されない。
【００４１】
　上述の実施態様の各々は、適切な結合価に関する規則を順守するものと仮定する。
【００４２】
　いくつかの実施態様において、化合物は：
　６－（３－（１－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ
－ピラゾール－１－イル）－２－シアノエチル）シクロペンチルオキシ）－３，４，５－
トリヒドロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（１，２－ジヒドロキシシクロペンチル）プロパンニトリル；及び
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（１－ヒドロキシシクロペンチル）プロパンニトリル；
　又は上述のいずれかの薬学的に許容され得る塩から選択される。
【００４３】
　いくつかの実施態様において、化合物は：
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（１－ヒドロキシシクロペンチル）プロパンニトリル；
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－シクロペンチル－３－ヒドロキシプロパンニトリル；
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－シクロペンチル－２－ヒドロキシプロパンニトリル；
　３－シクロペンチル－３－（５－ヒドロキシ－４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリ
ミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）プロパンニトリル；
　３－シクロペンチル－３－（３－ヒドロキシ－４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリ
ミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）プロパンニトリル；
　３－シクロペンチル－３－（４－（５－ヒドロキシ－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリ
ミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）プロパンニトリル；
　３－シクロペンチル－３－（４－（６－ヒドロキシ－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリ
ミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）プロパンニトリル；
　３－シクロペンチル－３－（４－（２－ヒドロキシ－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリ
ミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）プロパンニトリル；
　３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール
－１－イル）－３－（１，２－ジヒドロキシシクロペンチル）プロパンニトリル；
　３－シクロペンチル－３－（４－（５，６－ジヒドロキシ－６，７－ジヒドロ－５Ｈ－
ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）プロパン
ニトリル；及び
　６－（４－（１－（２－シアノ－１－シクロペンチルエチル）－１Ｈ－ピラゾール－４
－イル）－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－７－イル）－３，４，５－トリヒド
ロキシテトラヒドロ－２Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；
　又は上述のいずれかの薬学的に許容され得る塩から選択される。
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【００４４】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載する化合物は、以下のチャート１～７に
示す化合物、そのエナンチオマー、ジアステレオマー及びラセミ体を含むことができる。
【００４５】
チャート１
【化２５】

【００４６】
チャート２
【化２６】

【００４７】



(14) JP 5946768 B2 2016.7.6

10

20

30

40

チャート３
【化２７】

【００４８】
チャート４
【化２８】

【００４９】
チャート５
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【化２９】

【００５０】
チャート６

【化３０】

【００５１】
チャート７
【化３１】

【００５２】
　所定の代謝産物を下記の表１に示す。構造は、全ての可能な立体異性体を包含すること
が意図される。
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表１
【表１－１】
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【表１－３】

＊括弧内の数字は、表２（後出）の化合物の番号を指す。
【００５４】
　本明細書に記載する化合物は、（Ｒ）－３－（４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリ
ミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）－３－シクロペンチルプロパンニト
リルの代謝産物である。本発明の代謝産物は、ＪＡＫ阻害剤（Ｒ）－３－（４－（７Ｈ－
ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）－３－シ
クロペンチルプロパンニトリル（化合物Ｉ）の薬物動態及び毒物動態試験で収集したヒト
、ラット又はイヌの尿試料から単離された。いくつかの代謝産物はＪＡＫ阻害剤であり得
、化合物Ｉと比較して、ヒトミクロソーム内で有意に高い遊離画分及び代謝安定性に関連
した有利な特性を有し得る。本代謝産物は、望ましくは、化合物Ｉと比較して長い、ヒト
内での排出半減期を有し得る。
【００５５】
　いくつかの実施態様において、本発明の代謝産物は、実質的に単離されている。「実質
的に単離されている」とは、化合物が、該化合物が形成又は検出された環境から少なくと
も部分的に又は実質的に分離されていることを意味する。部分的な分離としては、例えば
本発明の化合物に富んだ組成物を挙げることができる。実質的な分離としては、少なくと
も約５０重量％、少なくとも約６０重量％、少なくとも約７０重量％、少なくとも約８０
重量％、少なくとも約９０重量％、少なくとも約９５重量％、少なくとも約９７重量％又
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は少なくとも約９９重量％の代謝産物を含有する組成物を挙げることができる。
【００５６】
　本発明は、本明細書に記載する化合物の薬学的に許容され得る塩も含む。本明細書で使
用される「薬学的に許容され得る塩」とは、親化合物が、存在する酸又は塩基部分をその
塩形態に変換することによって変更されている、開示された化合物の誘導体を指す。薬学
的に許容され得る塩の例には、アミン等の塩基性残基の無機又は有機酸塩；カルボン酸等
の酸性残基のアルカリ又は有機塩等が挙げられるが、これらに限定されない。本発明の薬
学的に許容され得る塩としては、例えば非毒性の無機又は有機酸から形成された親化合物
の従来の非毒性塩が挙げられる。本発明の薬学的に許容され得る塩は、塩基性又は酸性部
分を含む親化合物から、従来の化学的方法により合成することができる。一般に、それら
の塩は、これらの化合物の遊離酸又は塩基形態を、水又は有機溶媒、又はそれらの混合物
中で、化学量論量の適切な塩基又は酸と反応させることにより調製することができる。一
般に、エーテル、酢酸エチル、エタノール、イソプロパノール又はアセトニトリルのよう
な非水性媒体が好ましい。好適な塩のリストは、各々の全体が参照により本明細書に組み
込まれるRemington's Pharmaceutical Sciences, 17th ed., Mack Publishing Company, 
Easton, Pa., 1985, p. 1418及びJournal of Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977)に
見出される。
【００５７】
　「薬学的に許容され得る」という表現は、本明細書で、堅実な医療判断の範囲内で、妥
当な利益／リスクの比に見合う、過度の毒性、過敏、アレルギー応答若しくは他の問題又
は合併症を有さずに人間及び動物の組織と接触させるのに好適な、化合物、材料、組成物
及び／又は剤形を指すよう使用される。
【００５８】
　本明細書に記載する化合物は、非対称である（例えば、一つ又はそれ以上の不斉中心を
有する）。特に示さない限り、エナンチオマー及びジアステレオマー等の全部の立体異性
体が意図される。光学活性の出発物質から光学活性形態を調製する方法は、ラセミ混合物
の分割、又は立体選択的合成による等、当技術分野にて公知である。
【００５９】
　本明細書に記載する化合物は、代謝産物中に存在する原子の全部の同位体も含む。同位
体は、同一の原子番号を有するが異なる質量数を有する原子を含む。例えば、水素の同位
体は、トリチウム及び重水素を含む。化合物は、化合物の溶媒和物及び水和物、又は塩形
態も含み得る。
【００６０】
　本明細書で使用される「化合物」という用語は、描写される構造の全部の立体異性体、
幾何異性体、互変異性体及び同位体を含むことを意味する。
【００６１】
合成
　本明細書に記載する、その塩を含む化合物は、公知の有機合成技術を用いて調製するこ
とができ、多数の可能な合成経路のいずれかに従って合成することができる。
【００６２】
　本明細書に記載する化合物を調製するための反応は、有機合成の当業者が容易に選択で
きる好適な溶媒中で行うことができる。好適な溶媒は、反応が行われる温度、例えば溶媒
の凍結温度から溶媒の沸点迄の範囲であり得る温度で、出発物質（反応関与体）、中間体
又は生成物と実質的に反応しないものであり得る。所定の反応は、一種の溶媒又は二種以
上の溶媒の混合物中で行われてもよい。特定の反応ステップに応じて、特定の反応ステッ
プのための好適な溶媒が当業者により選択され得る。
【００６３】
　本明細書に記載する化合物の調製は、様々な化学基の保護及び脱保護を含み得る。保護
及び脱保護の必要性、及び適切な保護基の選択は、当業者により容易に決定され得る。保
護基の化学は、例えばその全体が参照により本明細書に組み込まれるT.W. Greene and P.
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G.M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 3rd. Ed., Wiley & Sons, Inc.,
 New York (1999)に見出すことができる。
【００６４】
　反応は、当技術分野にて公知の任意の好適な方法に従って監視され得る。例えば、生成
物の形成は、核磁気共鳴法（例えば、１Ｈ又は１３Ｃ）、赤外分光法、分光光度法（例え
ば、ＵＶ－可視）、若しくは質量分析法等の分光学的手段、又は高速液体クロマトグラフ
ィー（ＨＰＬＣ）若しくは薄層クロマトグラフィー等のクロマトグラフィーにより監視さ
れてもよい。
【００６５】
　本明細書に記載する化合物は、文献にて公知の多数の準備経路に従って調製され得る。
例えば、本明細書に記載する化合物は、各々の全体が参照により本明細書に組み込まれる
、２００６年１２月１２日出願の特許文献１；２００９年７月１６日出願の特許文献２；
及び特許文献３に記載されているプロセスと類似するプロセスにより形成されてもよい。
本明細書に記載する化合物を調製する合成方法の例が、下記のスキームに提供される。
【００６６】
　スキーム１に示すように、化合物３２の合成は、４－クロロピロロピリミジンＳ１から
出発する。Ｓ１をピラゾールボロネートＳ２と塩基性条件下、Ｐｄ（０）触媒の存在下で
鈴木カップリングさせることにより、三環式化合物Ｓ３を提供することができ、該化合物
は続いて、Ｎ－ヨードスクシンイミドを使用してヨード化合物Ｓ４に選択的に変換される
。ヨード化合物Ｓ４は、対応する酢酸エステルＳ５に変換される。Ｓ５を酢酸中にて４Ｍ
臭化水素で処理することにより、メトキシ基の遊離ヒドロキシルへの脱保護と共に所望の
ピロール環内の酸化を有するＳ６が提供される。これらの条件下でアミドに加水分解され
たシアノ基は、Ｓ６をトリクロロアセチルクロリド及びトリエチルアミンで処理して脱水
を達成することにより、３２内に再導入される。
【００６７】
スキーム１
【化３２】

【００６８】
　モノ－ヒドロキシル化化合物４２（代謝産物８）は、２００８年６月１２日出願の特許
文献３に報告されている。更に、シクロペンチル環上にヒドロキシル基を有する化合物も
、スキーム２のように合成することができる。例えば、市販のラセミ体Ｓ１４のアルコー
ルを保護した後、カルボン酸エステルをアルデヒドに還元し、その後アルデヒドをオレフ
ィン化してＳ１７を提供する。塩基性条件下でＳ９をＳ１７に抱合体付加してＳ１８を提
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マーの混合物を提供し、次にジアステレオマーを多数のキラルＨＰＬＣカラムを使用して
分離して、Ｓ１９の４つのジアステレオマーを提供する。いくつかの実施態様において、
本発明は、スキーム２の一つ又はそれ以上のステップを含む、化合物４２、又はその薬学
的に許容され得る塩の作製プロセスを提供する。
【００６９】
スキーム２
【化３３】

【００７０】
　モノ－ヒドロキシル化化合物３６の別の例は、スキーム３に示す連続により得られる。
保護シアノヒドリン（cycanohydrin）Ｓ３１をＤＩＢＡＬにより対応するアルデヒドに還
元した後、Ｓ７等のホスホネートを用いてオレフィン化して、クロトンニトリル（croton
tirile）Ｓ３３を提供することができる。塩基性条件下でＳ９をＳ３３に抱合体付加して
Ｓ３４を提供し、Ｓ３４からピロール環上の保護基を除去してジアステレオマーの混合物
を提供し、次にジアステレオマーを複数のキラルＨＰＬＣカラムを使用して分離して、３
６の個々の立体異性体を提供することができる。
【００７１】
スキーム３
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【００７２】
　ジヒドロキシル化代謝産物は、スキーム４に示すように同様の方法で得ることができる
：シクロペンテンカルボキサルデヒドＳ６ＡをイリドＳ７で直接処理して、クロトンニト
リル（crotonitrile）誘導体Ｓ８を提供し得る。次に、ニトリルＳ８を、ＤＢＵ等の塩基
の存在下でピラゾールＳ９と反応させて、Ｓ１０をジアステレオマー混合物として与えて
もよく、これを四酸化オスミウムによりジヒドロキシル化して、ＳＥＭ基を除去した後に
シス－アルコール、シス－Ｓ１２Ａを提供してもよい。この混合物の個々の立体異性体（
シス－Ｓ１２Ａ）は、キラルクロマトグラフィーにより分離されて、エナンチオマー的に
純粋なアルコールを与えることができる。トランス－Ｓ１２Ａは、最初にオレフィンをｍ
－ＣＰＢＡでエポキシ化した後、エポキシドを酸性条件下で開環することにより得ること
ができる。この混合物の個々の立体異性体（トランス－Ｓ１２Ａ）は、キラルクロマトグ
ラフィーにより分離されて、エナンチオマー的に純粋なアルコールを与えることができる
。出発アルデヒドＳ６ＡをＳ６Ｂ及びＳ６Ｃで置き換えることにより、同一の合成経路を
、異性体のＳ１２Ｂ及びＳ１２Ｃを得るよう適合させることができる。
【００７３】
スキーム４
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【化３５】

【００７４】
　上述した方法の組み合わせを、その全体が参照により本明細書に組み込まれる２００６
年１２月１２日出願の特許文献１；及び２００８年６月１２日出願の特許文献３に記載さ
れているものと共に使用して、本発明のトリヒドロキシ化合物を得ることができる。例え
ば、本明細書に記載するヒドロキシ及びジヒドロキシ化合物を、２００８年６月１２日出
願の特許文献３に記載されているＳｗｅｒｎ酸性条件下で酸化してもよい。ヒドロキシル
基を含む代謝産物のグルクロニドは、Suzuki et al.（全体が参照により本明細書に組み
込まれるBioorg. Med. Chem. Lett. (1999),  9(5),  659-662）の手順に従って合成する
ことができる。
【００７５】
方法
　本明細書に記載する所定の化合物は、一つ又はそれ以上のヤヌスキナーゼ（ＪＡＫ）の
活性を調節することができる。「調節する」という用語は、キナーゼのＪＡＫファミリー
の一つ又はそれ以上のメンバーの活性を増大又は低下させる能力を指すことを意味する。
従って、本明細書に記載する所定の化合物は、ＪＡＫを本明細書に記載する任意の一つ又
はそれ以上の化合物又は組成物と接触させることによりＪＡＫを調節する方法に使用する
ことができる。いくつかの実施態様において、所定の化合物は、一つ又はそれ以上のＪＡ
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Ｋの阻害剤として作用し得る。いくつかの実施態様において、本明細書に記載する所定の
化合物は、一つ又はそれ以上のＪＡＫの活性を刺激するよう作用し得る。更なる実施態様
において、所定の化合物は、調節量の本発明の化合物を投与することにより、受容体の調
節を必要とする個人においてＪＡＫの活性を調節するのに使用することができる。
【００７６】
　化合物が結合し及び／又は調節するＪＡＫは、ＪＡＫファミリーの任意のメンバーを含
むことができる。いくつかの実施態様において、ＪＡＫは、ＪＡＫ１、ＪＡＫ２、ＪＡＫ
３又はＴＹＫ２である。いくつかの実施態様において、ＪＡＫは、ＪＡＫ１又はＪＡＫ２
である。いくつかの実施態様において、ＪＡＫは、ＪＡＫ２である。いくつかの実施態様
において、ＪＡＫは、ＪＡＫ３である。
【００７７】
　いくつかの実施態様において、活性化合物は、選択性を有してもよい。「選択性」とは
、少なくとも一つの他のＪＡＫと比較して、より高い親和性によりＪＡＫに結合し、又は
より高い効能によりＪＡＫを阻害する化合物を意味する（例えば、ＪＡＫ３及び／又はＴ
ＹＫ２を上回るＪＡＫ１又はＪＡＫ２に対する選択性を有する阻害剤）。いくつかの実施
態様において、選択性とは、（例えば、ＪＡＫ１、ＪＡＫ３及びＴＹＫ２を上回る）ＪＡ
Ｋ２に対する選択的阻害を意味する。理論に束縛されるものではないが、ＪＡＫ３の阻害
剤は免疫抑制効果を導き得るため、癌（例えば多発性骨髄腫等）の治療に有用な、ＪＡＫ
３を上回るＪＡＫ２に対する選択性を有する化合物は、より少ない免疫抑制副作用を有す
るという追加の利点を提供し得る。選択性は、少なくとも約５倍、少なくとも約１０倍、
少なくとも約２０倍、少なくとも約５０倍、少なくとも約１００倍、少なくとも約２００
倍、少なくとも約５００倍又は少なくとも約１０００倍であり得る。選択性は、当技術分
野にて日常的な方法により測定することができる。いくつかの実施態様において、選択性
は、各酵素のＫｍにて試験されてもよい。いくつかの実施態様において、ＪＡＫ３を上回
るＪＡＫ２に対する選択性は、細胞ＡＴＰ濃度により決定することができる。
【００７８】
　本発明の別の態様は、治療的有効量又は治療的有効用量の本明細書に記載する所定の化
合物又はその医薬組成物を、そのような治療を必要とする個人に投与することによる、個
人（例えば、患者）におけるＪＡＫ－関連疾患又は疾患の治療方法に関する。ＪＡＫ－関
連疾患には、ＪＡＫの過剰発現及び／又は異常な活性レベルを含む、ＪＡＫの発現又は活
性に直接又は間接的に関連付けられる任意の疾患、疾患又は病状を挙げることができる。
ＪＡＫ－関連疾患は、ＪＡＫ活性を調節することにより、予防、回復又は治癒できる任意
の疾患、疾患又は病状も含み得る。
【００７９】
　ＪＡＫ－関連疾患の例には、例えば、臓器移植拒絶反応（例えば、同種移植片拒絶及び
移植片対宿主病）を含む、免疫系に関与する疾患が挙げられる。
【００８０】
　ＪＡＫ－関連疾患の更なる例には、多発性硬化症、関節リウマチ、若年性関節炎、Ｉ型
糖尿病、ループス、乾癬、炎症性腸疾患、潰瘍性大腸炎、クローン病、重症筋無力症、免
疫グロブリン腎症、自己免疫性甲状腺疾患等の自己免疫疾患が挙げられる。いくつかの実
施態様において、自己免疫疾患は、尋常性天疱瘡（ＰＶ）又は類天疱瘡（ＢＰ）等の自己
免疫性水疱皮膚疾患である。
【００８１】
　ＪＡＫ－関連疾患の更なる例には、喘息、食物アレルギー、アトピー性皮膚炎及び鼻炎
等のアレルギー状態が挙げられる。ＪＡＫ－関連疾患の更なる例には、エプスタイン・バ
ーウイルス（ＥＢＶ）、肝炎Ｂ、肝炎Ｃ、ＨＩＶ、ＨＴＬＶ　１、水痘－帯状疱疹ウイル
ス（ＶＺＶ）及びヒト乳頭腫ウイルス（ＨＰＶ）等のウイルス疾患が挙げられる。
【００８２】
　ＪＡＫ－関連疾患又は病状の更なる例には、乾癬（例えば、尋常性乾癬）、アトピー性
皮膚炎、皮膚発疹、皮膚過敏、皮膚感作（例えば、接触性皮膚炎、アレルギー性接触性皮
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膚炎又はアレルギー性接触感作）等の皮膚疾患が挙げられる。例えば、いくつかの医薬品
を含む所定の物質は、局所的に適用された際に皮膚感作を引き起こし得る。いくつかの実
施態様において、少なくとも一種のＪＡＫ阻害剤を、望まれない感作を引き起こす薬剤と
共に共投与又は連続投与することは、望まれない感作又は皮膚炎等を治療する助けとなり
得る。いくつかの実施態様において、皮膚疾患は、少なくとも一種のＪＡＫ阻害剤の局所
投与により治療される。
【００８３】
　更なる実施態様において、ＪＡＫ－関連疾患は、固形腫瘍（例えば、前立腺癌、腎癌、
肝癌、膵癌、胃癌、乳癌、肺癌、頭部及び首部の癌、甲状腺癌、神経膠芽腫、カボジ肉腫
、キャッスルマン病、黒色腫等）、血液性の癌（例えば、リンパ腫、急性リンパ性白血病
等、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）等の白血病、又は多発性骨髄腫）、並びに皮膚Ｔ細胞リ
ンパ腫（ＣＴＣＬ）及び皮膚Ｂ細胞リンパ腫等の皮膚癌により特徴付けられるものを含む
癌である。皮膚Ｔ細胞リンパ腫の例には、セザリー症候群及び菌状息肉腫が挙げられる。
【００８４】
　ＪＡＫ－関連疾患は更に、偽キナーゼドメイン内に少なくとも一つの変異を有するもの
（例えば、ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ）等のＪＡＫ２変異体；偽キナーゼドメインの外部に少な
くとも一つの変異を有するＪＡＫ２変異体；ＪＡＫ１変異体；ＪＡＫ３変異体；エリスロ
ポエチン受容体（ＥＰＯＲ）変異体の発現；又はＣＲＬＦ２の無秩序発現により特徴付け
られるものを含むことができる。
【００８５】
　ＪＡＫ－関連疾患は更に、真性多血症（ＰＶ）、本態性血小板血症（ＥＴ）、骨髄化生
を伴う骨髄線維症（ＭＭＭ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、慢性骨髄単球性白血病（Ｃ
ＭＭＬ）、好酸球増加症候群（ＨＥＳ）、全身性マスト細胞疾患（ＳＭＣＤ）等の骨髄増
殖性疾患（ＭＰＤ）を含むことができる。
【００８６】
　更にＪＡＫ－関連疾患は、炎症及び炎症性疾患を含む。炎症性疾患の例には、サルコイ
ドーシス、眼の炎症性疾患（例えば、ドライアイ、虹彩炎、ブドウ膜炎、強膜炎、結膜炎
、又は関連する疾患）、気道の炎症性疾患（例えば、鼻炎若しくは副鼻腔炎等の鼻及び副
鼻腔を含む上気道の疾患、又は気管支炎、慢性閉塞性肺疾患等を含む下気道の疾患）、心
筋炎等の炎症性ミオパチー、及び他の炎症性疾患が挙げられる。ＪＡＫ阻害剤で治療可能
な他の炎症性疾患には、全身性炎症性応答症候群（ＳＩＲＳ）及び敗血性ショックが挙げ
られる。
【００８７】
　本明細書で使用される「ドライアイ疾患」は、Ｄｒｙ　Ｅｙｅ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ（Ｄ
ＥＷＳ）の最近の公式報告に要約されている疾患状態を包含することが意図され、該報告
では、ドライアイを「眼表面に対する潜在的な損傷を伴う、不快感、視覚障害及び涙膜不
安定性の徴候をもたらす、涙及び眼表面の多因子疾患。これは、涙膜の増大されたモル浸
透圧濃度、及び眼表面の炎症を伴う。」と定義している。Lemp,「Definition and Classi
fication of Dry Eye Disease: Report of the Definition and Classification Subcomm
ittee of the International Dry Eye Workshop」, Ocular Surface, 5(2), 75-92 April
 2007、これは、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。いくつかの実施態様に
おいて、ドライアイ疾患は、涙液分泌減少型ドライアイ（ＡＤＤＥ）又は涙液蒸発亢進型
ドライアイ疾患、又はそれらの適切な組み合わせから選択される。いくつかの実施態様に
おいて、ドライアイ疾患は、シェーグレン症候群ドライアイ（ＳＳＤＥ）である。いくつ
かの実施態様において、ドライアイ疾患は、非シェーグレン症候群ドライアイ（ＮＳＳＤ
Ｅ）である。
【００８８】
　更なる態様において、本発明は、それを必要とする患者における結膜炎、ブドウ膜炎（
慢性ブドウ膜炎を含む）、脈絡膜炎（chorioditis）、網膜炎、毛様体炎、強膜炎（sclie
ritis）、上強膜炎、若しくは虹彩炎の治療；又は角膜移植、ＬＡＳＩＫ（レーザー角膜
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内切削形成術（laser assisted in situ keratomileusis））、レーザー屈折矯正角膜切
除術、若しくはＬＡＳＥＫ（レーザー角膜上皮屈折矯正術（laser assisted sub-epithel
ial keratomileusis））に関連した炎症若しくは疼痛の治療；又は角膜移植、ＬＡＳＩＫ
、レーザー屈折矯正角膜切除術、若しくはＬＡＳＥＫに関連した視力の喪失の阻害；又は
移植片拒絶の阻害の方法を提供し、該方法は、治療的有効量の本発明の化合物、又はその
薬学的に許容され得る塩を患者に投与することを含む。
【００８９】
　ＪＡＫ阻害剤は更に、虚血再灌流傷害、又は卒中若しくは心停止等の炎症性虚血性事象
に関連した疾患又は病状の治療に使用することができる。ＪＡＫ阻害剤は更に、癌を原因
とする又は癌に関連したもの等の、拒食症、悪液質又は疲労の治療に使用することができ
る。ＪＡＫ阻害剤は更に、再狭窄、強皮症又は線維症の治療に使用することができる。Ｊ
ＡＫ阻害剤は更に、例えば糖尿病性網膜症、癌又は神経変性等の、低酸素症又はアストロ
グリア増殖症に関連した病状の治療に使用することができる。例えばDudley, A.C. et al
. Biochem. J. 2005, 390(Pt 2):427-36及びSriram, K. et al. J. Biol. Chem. 2004, 2
79(19):19936-47. Epub 2004 Mar 2を参照されたい。
【００９０】
　ＪＡＫ阻害剤は更に、痛風、及び例えば良性前立腺肥大又は良性前立腺肥大症による、
増大した前立腺サイズの治療に使用することができる。
【００９１】
　更なるＪＡＫ－関連疾患には、骨粗鬆症等の骨吸収疾患、変形性関節症が挙げられる。
骨吸収は、ホルモン失調及び／若しくはホルモン療法、又は自己免疫疾患（例えば骨サル
コイドーシス）、又は癌（例えば骨髄腫）等の他の病状にも関連し得る。骨吸収のＪＡＫ
阻害剤による低下は、約１０％、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、
約７０％、約８０％又は約９０％であり得る。
【００９２】
　本明細書で使用される「接触させる」という用語は、示された部分をインビトロ系又は
インビボ系内で一緒にすることを指す。例えば、ＪＡＫを化合物と「接触させる」は、本
発明の化合物を、ＪＡＫを有するヒト等の個人又は患者に投与すること、及び、例えば細
胞を含む試料内又はＪＡＫを含有する精製製剤中に、化合物を導入することを含む。
【００９３】
　本明細書で使用される、交換可能に使用される「個人」又は「患者」という用語は、哺
乳動物、好ましくはマウス、ラット、他の齧歯類、ウサギ、イヌ、ネコ、ブタ、畜牛、ヒ
ツジ、ウマ又は霊長類を含む任意の動物、最も好ましくはヒトを指す。
【００９４】
　本明細書で使用される「治療的有効量」という表現は、研究者、獣医、医師又は他の臨
床医によって組織、系、動物、個人又はヒト内で求められる、活性化合物又は医薬品の、
生物学的応答又は医薬応答を引き出す量を指す。
【００９５】
　本明細書で使用される「治療する」又は「治療」という用語は、（１）疾患の予防；例
えば、疾患、病状又は疾患に罹患する傾向があり得るが、疾患の病理又は総体症状を経験
又は提示していない個人における疾患、病状又は疾患の予防；（２）疾患の阻害；例えば
、疾患、病状又は疾患の病理又は総体症状を経験している個人における疾患、病状又は疾
患の阻害、及び（３）疾患の回復；例えば、疾患、病状又は疾患の病理又は総体症状を経
験している個人における疾患、病状又は疾患の回復（即ち、病理及び／又は総体症状の逆
転）、例えば疾患の重篤さの低減等、の一つ又はそれ以上を指す。
【００９６】
　個々の化合物Ｉを投与した後の患者内の代謝産物のレベルは、測定及びプロファイリン
グすることができる。次に、それらの代謝産物プロファイルを使用してその個人における
投与計画（例えば、化合物Ｉの投与のための）を調整してもよい。例えば、様々な代謝産
物の所定期間後のレベルにより示される、化合物Ｉのより急速なクリアランスは、初期投
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与量を増やすよう調整する必要があることを意味し得る。
【００９７】
組み合わせ療法
　例えば、化学療法薬、抗炎症剤、ステロイド、免疫抑制薬、及び例えば国際公開第２０
０６／０５６３９９号に記載されているもの等のＢｃｒ－Ａｂｌ、Ｆｌｔ－３、ＲＡＦ及
びＦＡＫキナーゼ阻害剤、又は他の薬剤等の一つ又はそれ以上の追加の医薬品を、本明細
書に記載する所定の化合物と組み合わせて使用して、ＪＡＫ－関連疾患、疾患又は病状を
治療してもよい。一つ又はそれ以上の追加の医薬品は、同時に又は順次患者に投与されて
もよい。
【００９８】
　化学療法薬の例には、プロテアソーム（proteosome）阻害剤（例えば、ボルテゾミブ）
、サリドマイド、レブリミド、及びメルファラン、ドキソルビシン、シクロホスファミド
、ビンクリスチン、エトポシド、カルムスチン等のＤＮＡ－損傷剤等が挙げられる。
【００９９】
　ステロイドの例には、デキサメタゾン又はプレドニゾン等のコルチコステロイド（cori
ticosteroid）が挙げられる。
【０１００】
　Ｂｃｒ－Ａｂｌ阻害剤の例には、米国特許第５，５２１，１８４号、国際公開第０４／
００５２８１号及び米国特許出願番号第６０／５７８，４９１号に開示されている属及び
種の化合物、及びその薬学的に許容され得る塩が挙げられる。
【０１０１】
　好適なＦｌｔ－３阻害剤の例には、国際公開第０３／０３７３４７号、国際公開第０３
／０９９７７１号及び国際公開第０４／０４６１２０号に開示されているような化合物、
及びそれらの薬学的に許容され得る塩が挙げられる。
【０１０２】
　好適なＲＡＦ阻害剤の例には、国際公開第００／０９４９５号及び国際公開第０５／０
２８４４４号に開示されているような化合物、及びそれらの薬学的に許容され得る塩が挙
げられる。
【０１０３】
　好適なＦＡＫ阻害剤の例には、国際公開第０４／０８０９８０号、国際公開第０４／０
５６７８６号、国際公開第０３／０２４９６７号、国際公開第０１／０６４６５５号、国
際公開第００／０５３５９５号及び国際公開第０１／０１４４０２号に開示されているよ
うな化合物、及びそれらの薬学的に許容され得る塩が挙げられる。
【０１０４】
　いくつかの実施態様において、一つ又はそれ以上の本明細書に記載する化合物は、イマ
チニブを含む一種又はそれ以上の他のキナーゼ阻害剤と組み合わせて使用されて、特にイ
マチニブ又は他のキナーゼ阻害剤に耐性の患者を治療してもよい。
【０１０５】
　いくつかの実施態様において、一つ又はそれ以上の化合物は、多発性骨髄腫等の癌の治
療において、化学療法薬と組み合わせて使用されてもよく、化学治療薬単独での応答と比
較して、その毒性効果を悪化させることなく治療応答を改善し得る。多発性骨髄腫の治療
に使用される追加の医薬品の例には、例えばメルファラン、メルファラン＋プレドニゾン
［ＭＰ］、ドキソルビシン、デキサメタゾン及びベルケイド（ボルテゾミブ）が挙げられ
るが、これらに限定されない。多発性骨髄腫の治療に使用される更なる追加の薬剤には、
Ｂｃｒ－Ａｂｌ、Ｆｌｔ－３、ＲＡＦ及びＦＡＫキナーゼ阻害剤が挙げられる。本発明の
化合物と追加の薬剤との組み合わせにより、相加又は相乗効果の結果がもたらされること
が望ましい。また更に、デキサメタゾン等の薬剤に対する多発性骨髄腫細胞の耐性は、本
発明の化合物の治療後に逆転させ得る。薬剤は、単一剤形若しくは連続剤形中でＪＡＫ阻
害剤と組み合わされてもよく、又は別個の剤形として同時に若しくは連続して投与されて
もよい。
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【０１０６】
　いくつかの実施態様において、デキサメタゾン等のコルチコステロイドが、少なくとも
一つのＪＡＫ阻害剤と組み合わせて患者に投与され、ここでデキサメタゾンは、連続的で
はなく断続的に投与される。
【０１０７】
　いくつかの更なる実施態様では、一つ又はそれ以上の化合物と他の治療薬との組み合わ
せは、骨髄移植又は幹細胞移植の前、最中、及び／又は後に患者に投与されてもよい。
【０１０８】
医薬製剤及び剤形
　医薬品として使用される際、本明細書に記載する化合物は、医薬組成物の形態で投与さ
れ得る。これらの組成物は、医薬の分野にて周知の方法で調製されてもよく、局部又は全
身性治療のいずれであるかに応じて、また治療される場所に応じて、多様な経路により投
与することができる。投与は、局所（経皮、上皮、眼内、並びに鼻腔内、膣及び直腸送達
を含む粘膜に対するものを含む）、経肺（例えば、噴霧器によるものを含む、粉末又はエ
アゾルの吸入又は送気（insufflation）；気管内又は鼻腔内により）、経口又は非経口で
あってもよい。いくつかの実施態様において、組成物は経口投与に好適である。非経口投
与には、静脈内、動脈内、皮下、腹腔内、筋内注射若しくは注入；又は頭蓋内、例えばく
も膜下腔内若しくは脳室内、投与が含まれる。非経口投与は、単一大量瞬時投与の形態で
あってもよく、又は例えば連続灌流ポンプによるものであってもよい。局所投与用の医薬
組成物及び製剤には、経皮パッチ、軟膏、ローション、クリーム、ジェル、液滴、坐剤、
噴霧剤、液体及び粉末を挙げることができる。従来の医薬担体、水性、粉末又は油性基剤
、増粘剤等が必要であり又は望ましい。被覆コンドーム、手袋等も有用であり得る。
【０１０９】
　本発明は、活性成分としての一つ又はそれ以上の本明細書に記載する化合物を、一種又
はそれ以上の薬学的に許容され得る担体（賦形剤）と組み合わせた医薬組成物も含む。本
発明の組成物を作製する際、活性成分は一般に、賦形剤と混合されるか、又は賦形剤によ
り希釈されるか、又はそのような担体内に例えばカプセル、薬袋、紙若しくは他の容器の
形態で封入される。賦形剤が希釈剤としての役割を果たす場合、賦形剤は、活性成分のビ
ヒクル、担体又は媒体として機能する固体、半固体又は液体材料であってもよい。従って
、組成物は、錠剤、丸剤、散剤、ロゼンジ、薬袋、カシェ剤、エリキシル剤、縣濁剤、乳
剤、液剤、シロップ剤、エアゾル（固体又は液体媒体として）、例えば１０重量％までの
活性化合物を含有する軟膏、軟及び硬ゼラチンカプセル剤、坐剤、無菌注射剤及び無菌包
装散剤の形態であってもよい。
【０１１０】
　製剤の調製の際、活性化合物は他の成分と組み合わされる前に粉砕されて、適切な粒径
を提供し得る。活性化合物が実質的に不溶性の場合、２００メッシュ未満の粒径に粉砕さ
れ得る。活性化合物が実質的に水溶性の場合、粒径は粉砕により、例えば約４０メッシュ
に調整されて、製剤中にて実質的に均一の分布を提供し得る。
【０１１１】
　活性成分は、湿式粉砕等の公知の粉砕手順を使用して粉砕されて、錠剤の形成及び他の
製剤タイプに適した粒径を得ることができる。活性成分の微粉化（ナノ微粒子）製剤は、
当技術分野にて公知のプロセスにより調製され得る。例えば国際特許出願公開第２００２
／０００１９６号を参照されたい。
【０１１２】
　好適な賦形剤のいくつかの例には、乳糖、右旋糖、ショ糖、ソルビトール、マンニトー
ル、澱粉、アカシアゴム、リン酸カルシウム、アルギネート、トラガカント、ゼラチン、
ケイ酸カルシウム、微結晶セルロース、ポリビニルピロリドン、セルロース、水、糖蜜及
びメチルセルロースが挙げられる。製剤は、更に、タルク、ステアリン酸マグネシウム及
び鉱物油等の滑沢剤；湿潤剤；乳化及び懸濁化剤；ヒドロキシ安息香酸メチル及びプロピ
ル等の保存剤；甘味剤；並びに風味剤を含有することができる。本発明の組成物は、当技
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術分野にて公知の手順を使用することにより、患者への投与後、活性成分が急速、持続又
は遅延放出するよう処方されてもよい。
【０１１３】
　組成物は、各投与量が約５～約１０００ｍｇ（１ｇ）、より通常には約１００～約５０
０ｍｇの活性成分を含む単位剤形で処方されてもよい。「単位剤形」という用語は、ヒト
対象及び他の哺乳動物のための単一投与量として好適な物理的に別々の単位を指し、各単
位は、好適な医薬賦形剤と共に所望の治療効果を生じるよう計算された所定量の活性物質
を含む。
【０１１４】
　いくつかの実施態様において、本発明の組成物は、約５ｍｇ～約５０ｍｇの活性成分を
含有する。当業者は、これが約５ｍｇ～約１０ｍｇ、又は約１０ｍｇ～約１５ｍｇ、又は
約１５ｍｇ～約２０ｍｇ、又は約２０ｍｇ～約２５ｍｇ、又は約２５ｍｇ～約３０ｍｇ、
又は約３０ｍｇ～約３５ｍｇ、又は約３５ｍｇ～約４０ｍｇ、又は約４０ｍｇ～約４５ｍ
ｇ、又は約４５ｍｇ～約５０ｍｇの活性成分を含有する化合物又は組成物を具現すること
を認識するであろう。
【０１１５】
　いくつかの実施態様において、本発明の組成物は、約５０ｍｇ～約５００ｍｇの活性成
分を含有する。当業者は、これが約５０ｍｇ～約１００ｍｇ、又は約１００ｍｇ～約１５
０ｍｇ、又は約１５０ｍｇ～約２００ｍｇ、又は約２００ｍｇ～約２５０ｍｇ、又は約２
５０ｍｇ～約３００ｍｇ、又は約３５０ｍｇ～約４００ｍｇ、又は約４５０ｍｇ～約５０
０ｍｇの活性成分を含有する化合物又は組成物を具現することを認識するであろう。
【０１１６】
　いくつかの実施態様において、本発明の組成物は、約５００ｍｇ～約１，０００ｍｇの
活性成分を含有する。当業者は、これが約５００ｍｇ～約５５０ｍｇ、又は約５５０ｍｇ
～約６００ｍｇ、又は約６００ｍｇ～約６５０ｍｇ、又は約６５０ｍｇ～約７００ｍｇ、
又は約７００ｍｇ～約７５０ｍｇ、又は約７５０ｍｇ～約８００ｍｇ、又は約８００ｍｇ
～約８５０ｍｇ、又は約８５０ｍｇ～約９００ｍｇ、又は約９００ｍｇ～約９５０ｍｇ、
又は約９５０ｍｇ～約１，０００ｍｇの活性成分を含有する化合物又は組成物を具現する
ことを認識するであろう。
【０１１７】
　活性化合物は広い投与量範囲に亘って有効であり得、一般に、薬学的有効量で投与され
る。しかしながら、実際に投与される化合物の量は、通常、治療される病状、投与経路の
選択、投与される実際の化合物、年齢、体重、及び個々の患者の応答、患者の徴候の重篤
さ等を含む関連する状況に応じて、医師により決定されることを理解するであろう。
【０１１８】
　錠剤等の固体組成物を調製するには、主要な活性成分を薬学的賦形剤と共に混合して、
本発明の化合物の均質な混合物を含む固体予備処方組成物を形成する。これら予備処方組
成物を均質と称する際、活性成分は、一般に、組成物全体にて均等に分散され、従って組
成物は、等しく有効な錠剤、丸剤及びカプセル剤等の単位剤形に容易に細分されることが
できる。この固体予備処方物は、次いで例えば約０．１～約１０００ｍｇの本発明の活性
成分を含む、上述のタイプの単位剤形に細分される。
【０１１９】
　本発明の錠剤又は丸剤は、被覆され又は別様に構成されて、長時間作用の利点を提供す
る剤形を提供してもよい。例えば、錠剤又は丸剤は、内部投与成分及び外部投与成分を含
んでもよく、後者は前者を覆うエンベロープの形態である。二つの成分は、胃内での崩壊
に抵抗し、内部成分を十二指腸内へ無傷のまま通過させ又は放出を遅延させる役割を果た
す、腸溶層（enteric layer）により分離されてもよい。そのような腸溶層又は皮膜用に
は多様な材料を使用することができ、そのような材料には、多数の高分子酸と、ｓｈｅｌ
ｌａｃ、セチルアルコール及び酢酸セルロース等の材料との高分子酸の混合物とが挙げら
れる。
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【０１２０】
　化合物及び組成物が組み込まれて経口投与又は注射され得る液体形態としては、水性溶
液、好適に風味付けされたシロップ剤、水性又は油性縣濁液、及び綿実油、ゴマ油、ヤシ
油又はピーナッツ油等の食用油を有する風味付けされた乳剤、並びにエリキシル剤及び同
様の医薬ビヒクルが挙げられる。
【０１２１】
　吸入又は吹送用の組成物には、薬学的に許容され得る、水性溶媒又は有機溶媒、又はそ
れらの混合物中の溶液及び縣濁液、並びに粉末が挙げられる。液体組成物又は固体組成物
は、前述のように、薬学的に許容され得る好適な賦形剤を含んでもよい。いくつかの実施
態様において、組成物は、局部又は全身性効果のために経口又は経鼻呼吸経路により投与
される。組成物は、不活性ガスの使用により噴霧されてもよい。噴霧される溶液は、噴霧
装置から直接吸入されてもよく、又は噴霧装置を顔面マスク、テント若しくは間欠性陽圧
呼吸機械に取り付けてもよい。溶液、縣濁液又は粉末組成物は、製剤を適切な様式で送達
する装置から経口又は鼻腔内投与されてもよい。
【０１２２】
　患者に投与される化合物又は組成物の量は、投与されるもの、予防又は治療等の投与の
目的、患者の状態、投与様式等に応じて変更されるであろう。治療的用途においては、組
成物は、疾患及びその合併症の徴候を治癒又は少なくとも部分的に抑止するのに十分な量
で、既に疾患に苦しんでいる患者に投与され得る。有効な用量は、治療される疾患の病状
に依存し、また疾患の重篤さ、年齢、体重及び患者の全身の状態等の因子に応じた主治医
の判断によるであろう。
【０１２３】
　患者に投与される組成物は、上述した医薬組成物の形態であってもよい。これらの組成
物は、従来の滅菌技術により滅菌され、又は滅菌濾過されてもよい。水性溶液は、そのま
ま使用するよう包装され、又は凍結乾燥されてもよく、凍結乾燥製剤は、投与前に滅菌水
性担体と組み合わされる。化合物製剤のｐＨは、一般に、３～１１、より好ましくは５～
９、最も好ましくは７～８であろう。所定の前述の賦形剤、担体又は安定剤の使用により
、医薬塩の形成がもたらされることを理解するであろう。
【０１２４】
　化合物の治療的投与量は、例えば、治療のための特定の使用、化合物の投与様式、患者
の健康及び状態、並びに処方する医師の判断に従って変更され得る。医薬組成物中の化合
物の割合又は濃度は、投与量、化学的特性（例えば、疎水性）、及び投与経路を含む多数
の因子に応じて変わり得る。例えば、化合物は、非経口投与用に、約０．１～約１０％　
ｗ／ｖの化合物を含む水性生理学的緩衝溶液中で提供されてもよい。いくつかの典型的な
用量範囲は、約１μｇ／ｋｇ～約１ｇ／ｋｇ体重／日である。いくつかの実施態様におい
て、用量範囲は、約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ体重／日である。投与量は
、疾患又は疾患のタイプ及び進行の程度、特定の患者の全体的な健康状態、選択される化
合物の相対的な生物学的有効性、賦形剤の処方、及びその投与経路等の変数に依存する可
能性がある。有効な用量は、インビトロ又は動物モデル試験システムに由来する用量応答
曲線から外挿されてもよい。
【０１２５】
　本発明の組成物は、更に、化学療法薬、ステロイド、抗炎症性化合物、又は免疫抑制薬
等の、一つ又はそれ以上の追加の医薬品を含有してもよく、その例は上に列挙されている
。
【０１２６】
　いくつかの実施態様において、化合物、又はその薬学的に許容され得る塩は、眼科用組
成物として投与される。従って、いくつかの実施態様において、方法は、化合物、又はそ
の薬学的に許容され得る塩、及び眼科的に許容され得る担体の投与を含む。いくつかの実
施態様において、眼科用組成物は、液体組成物、半固体組成物、インサート、フィルム、
微小粒子又はナノ粒子である。
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【０１２７】
　いくつかの実施態様において、眼科用組成物は、液体組成物である。いくつかの実施態
様において、眼科用組成物は、半固体組成物である。いくつかの実施態様において、眼科
用組成物は、局所組成物である。局所組成物には、液体及び半固体組成物が挙げられるが
、これらに限定されない。いくつかの実施態様において、眼科用組成物は、局所組成物で
ある。いくつかの実施態様において、局所組成物は、水性溶液、水性縣濁液、軟膏又はジ
ェルを含む。いくつかの実施態様において、眼科用組成物は、眼の前部、上眼瞼下、下眼
瞼上及び結膜嚢内に局所的に適用される。いくつかの実施態様において、眼科用組成物は
滅菌される。滅菌は、溶液の滅菌濾過のような公知の技術により、又は溶液をすぐに使用
できる（ready-to use）アンプル内で加熱することにより達成され得る。眼科用の本発明
の組成物は更に、眼科用製剤の調製に好適な医薬賦形剤を含有してもよい。そのような賦
形剤の例は、保存剤、緩衝剤、キレート化剤、抗酸化剤、及び浸透圧を制御するための塩
である。
【０１２８】
　本明細書で使用される「眼科的に許容され得る担体」という用語は、化合物、又はその
薬学的に許容され得る塩を含有及び放出することができ、かつ眼に適合性の任意の物質を
指す。いくつかの実施態様において、眼科的に許容され得る担体は、水又は水溶液若しく
は縣濁液であるが、眼球インサート内に使用される軟膏及びポリマーマトリックスの作製
に使用される油も含む。いくつかの実施態様において、組成物は、化合物、又はその薬学
的に許容され得る塩を含有する水性縣濁液であってもよい。軟膏及び縣濁液の両方を含む
液体眼科用組成物は、選択された投与経路に適した粘度を有してもよい。いくつかの実施
態様において、眼科用組成物は、約１，０００～約３０，０００センチポアズの範囲内の
粘度を有する。
【０１２９】
　いくつかの実施態様において、眼科用組成物は、更に、界面活性剤、補助剤、緩衝液、
抗酸化剤、等張化剤、保存剤（例えば、ＥＤＴＡ、ＢＡＫ（塩化ベンズアルコニウム）、
亜塩素酸ナトリウム、過ホウ素酸ナトリウム、ポリクオタニウム－１）、増粘剤又は粘度
調整剤（例えば、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシメチルセルロース、ポリビニ
ルアルコール、ポリエチレングリコール、グリコール４００、プロピレングリコールヒド
ロキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルグァー、ヒアルロン酸及びヒドロキシプロ
ピルセルロース）等の一つ又はそれ以上を含有し得る。製剤中の添加剤には、塩化ナトリ
ウム、重炭酸ナトリウム、ソルビン酸、メチルパラベン、プロピルパラベン、クロルヘキ
シジン、ヒマシ油及び過ホウ酸ナトリウムを挙げることができるが、これらに限定されな
い。
【０１３０】
　水性眼科用組成物（溶液又は縣濁液）は、一般に、生理学的に又は眼科的に有害な構成
成分を含まない。いくつかの実施態様において、精製又は脱イオン水が、組成物中に使用
される。ｐＨは、生理学的に及び眼科的に許容され得る任意のｐＨ調整酸、塩基又は緩衝
液を加えることにより約５．０～８．５の範囲内に調整され得る。眼科的に許容され得る
酸の例には、酢酸、ホウ酸、クエン酸、乳酸、リン酸、塩酸等が挙げられ、塩基の例には
、水酸化ナトリウム、リン酸ナトリウム、ホウ酸ナトリウム、クエン酸ナトリウム、酢酸
ナトリウム、乳酸ナトリウム、トロメタミン、トリヒドロキシメチルアミノ－メタン等が
挙げられる。塩及び緩衝液には、クエン酸塩／右旋糖、重炭酸ナトリウム、塩化アンモニ
ウム、並びに上述の酸及び塩基の混合物が挙げられる。
【０１３１】
　いくつかの実施態様において、方法は、眼の外部表面と接触する、治療薬のデポーの形
成又は供給を含む。デポーは、涙又は他の眼浄化機構により急速に除去されない治療薬の
源を指す。デポーは、単一適用により、連続した、持続する高い濃度の治療薬が、眼の外
部表面上の流体中に存在することを可能にする。いかなる理論に束縛されるものではない
が、吸収及び浸透は、溶解している薬物の濃度と、外部組織の薬物含有流体との接触時間
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との両方に依存し得ると考えられる。薬物が眼液による浄化及び／又は眼組織内への吸収
により除去されるにつれて、補充された眼液中にデポーから追加の薬物が提供され、例え
ば溶解される。従って、デポーの使用は、より不溶性の治療薬の眼組織に対する負荷を容
易に促進することができる。いくつかの実施態様において、デポーは、８時間又はそれ以
上残留することができる。いくつかの実施態様において、眼科用デポー形態は、水性高分
子縣濁液、軟膏及び固体インサートを含むがこれらに限定されない。
【０１３２】
　いくつかの実施態様において、眼科用組成物は、軟膏又はジェルである。いくつかの実
施態様において、眼科用組成物は、油ベースの送達ビヒクルである。いくつかの実施態様
において、組成物は石油又はラノリン基剤を含み、該基剤に活性成分が通常０．１～２％
として、及び賦形剤が加えられる。通常の基剤としては、鉱物油、ワセリン及びそれらの
組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施態様において、軟膏
は下眼瞼上にリボンとして適用される。
【０１３３】
　いくつかの実施態様において、眼科用組成物は、眼科用インサートである。いくつかの
実施態様において、眼科用インサートは、生物学的に不活性、軟性、生体内侵食性、粘弾
性、治療薬に暴露後の滅菌に安定、浮遊細菌からの感染に耐性、生体内侵食性（bioerodi
ble）、生体適合性、及び／又は粘弾性である。いくつかの実施態様において、インサー
トは、眼科的に許容され得るマトリックス、例えばポリマーマトリックスを含む。マトリ
ックスは、一般にポリマーであり、治療薬が、一般に、ポリマーマトリックス中に分散さ
れ、又はポリマーマトリックスに結合される。いくつかの実施態様において、治療薬は、
溶解又は共有結合の加水分解を介して、マトリックスからゆっくり放出され得る。いくつ
かの実施態様において、ポリマーは、生体内侵食性（可溶性）であり、その溶解速度は、
内部に分散されている治療薬の放出速度を管理し得る。別の形態において、ポリマーマト
リックスは、生分解性ポリマーであり、該ポリマーは加水分解等により分解されて、該ポ
リマーに結合し又は該ポリマー中に分散した治療薬を放出する。更なる実施態様において
、マトリックス及び治療薬は、追加の高分子皮膜で包囲されて、更に放出を管理し得る。
いくつかの実施態様において、インサートは、ポリカプロラクトン（ＰＣＬ）、エチレン
／ビニルアセテートコポリマー（ＥＶＡ）、ポリアルキルシアノアクリレート、ポリウレ
タン、ナイロン、又はポリ（ｄｌ－ラクチド－コ－グリコリド）（ＰＬＧＡ）、又はこれ
らの任意のコポリマー等の生分解性ポリマーを含む。いくつかの実施態様において、治療
薬は、マトリックス材料中に分散され、又は、マトリックス材料の作製に使用されるモノ
マー組成物中に重合前に分散される。いくつかの実施態様において、治療薬の量は、約０
．１～約５０％、又は約２～約２０％である。更なる実施態様において、使用済みインサ
ートを除去する必要がないように、生分解性又は生体内侵食性ポリマーマトリックスが使
用される。生分解性又は生体内侵食性ポリマーが分解又は溶解するにつれて、治療薬が放
出される。
【０１３４】
　更なる実施態様において、眼科用インサートは、その全体が参照により本明細書に組み
込まれるWagh, et al.,「Polymers used in ocular dosage form and drug delivery sys
tems」, Asian J. Pharm., pages 12-17 (Jan. 2008)に記載されているものを含むが、こ
れらに限定されないポリマーを含む。いくつかの実施態様において、インサートは、ポリ
ビニルピロリドン（ＰＶＰ）、アクリレート又はメタクリレートポリマー又はコポリマー
（例えば、ローム（Rohm）製又はデグッサ（Degussa）製のポリマーのＥｕｄｒａｇｉｔ
（登録商標）ファミリー）、ヒドロキシメチルセルロース、ポリアクリル酸、ポリ（アミ
ドアミン）デンドリマー、ポリ（ジメチルシロキサン）、ポリエチレンオキシド、ポリ（
ラクチド－コ－グリコリド）、ポリ（２－ヒドロキシエチルメタクリレート）、ポリ（ビ
ニルアルコール）又はポリ（プロピレンフマレート）から選択されるポリマーを含む。い
くつかの実施態様において、インサートは、Ｇｅｌｆｏａｍ（登録商標）Ｒを含む。いく
つかの実施態様において、インサートは、４５０ｋＤａ－システイン抱合体のポリアクリ
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ル酸である。
【０１３５】
　いくつかの実施態様において、眼科用組成物は、眼科用フィルムである。そのようなフ
ィルムに好適なポリマーには、Wagh, et al.（前記の箇所）に記載されているものが挙げ
られるが、これらに限定されない。いくつかの実施態様において、フィルムは、エチレン
グリコールジメタクリレートで架橋されたＮ，Ｎ－ジエチルアクリルアミドとメタクリル
酸とのコポリマーから作製されたもの等の、ソフトコンタクトレンズである。
【０１３６】
　いくつかの実施態様において、眼科用組成物（compositon）は、ミクロスフェア又はナ
ノ粒子を含む。いくつかの実施態様において、ミクロスフェアは、ゼラチンを含む。いく
つかの実施態様において、ミクロスフェアは、後眼部、脈絡膜腔（chroroidal space）内
、強膜内、硝子体内、又は網膜下に注射される。いくつかの実施態様において、ミクロス
フェア又はナノ粒子は、その全体が参照により本明細書に組み込まれるWagh, et al.（前
記の箇所）に記載されているものを含むが、これらに限定されないポリマーを含む。いく
つかの実施態様において、ポリマーは、キトサン、ポリアクリル酸等のポリカルボン酸、
アルブミン粒子、ヒアルロン酸エステル、ポリイタコン酸、ポリ（ブチル）シアノアクリ
レート、ポリカプロラクトン、ポリ（イソブチル）カプロラクトン、ポリ（乳酸－コ－グ
リコール酸）又はポリ（乳酸）である。いくつかの実施態様において、ミクロスフェア又
はナノ粒子は、固体脂質粒子を含む。
【０１３７】
　いくつかの実施態様において、眼科用組成物は、イオン交換樹脂を含む。いくつかの実
施態様において、イオン交換樹脂は、無機ゼオライト又は合成有機樹脂である。いくつか
の実施態様において、イオン交換樹脂は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる
Wagh, et al.（前記の箇所）、に記載されているものを含むが、これらに限定されない。
いくつかの実施態様において、イオン交換樹脂は、部分中和ポリアクリル酸である。
【０１３８】
　いくつかの実施態様において、眼科用組成物は、水性高分子縣濁液である。いくつかの
実施態様において、治療薬又は高分子懸濁化剤が水性媒体中に懸濁される。いくつかの実
施態様において、水性高分子縣濁液は、眼に投与される前にそれらが有していた粘度と同
一の又は実質的に同一の粘度を眼内で維持するよう処方され得る。いくつかの実施態様に
おいて、水性高分子縣濁液は、涙液と接触した後、ゲル化が増大されるよう処方され得る
。
【０１３９】
標識化合物及びアッセイ方法
　本発明の別の態様は、本明細書に記載する所定の化合物の標識版（放射標識、蛍光標識
等）に関し、該バージョンは、イメージング技術のみでなく、ヒトを含む組織試料中での
ＪＡＫの場所の特定（localize）及びＪＡＫの定量化と、標識化合物の結合を阻害するこ
とによるＪＡＫリガンドの同定とを含む、インビトロ及びインビボの両方でのアッセイに
も有用である。従って、本発明は、それらの標識化合物を含むＪＡＫアッセイを含む。
【０１４０】
　本発明は更に、同位体標識化合物を含む。「同位体標識」又は「放射標識」化合物は、
一つ又はそれ以上の原子が、自然界に一般に見出される（即ち、天然に存在する）原子質
量又は質量数とは異なる原子質量又は質量数を有する原子で置き換えられ又は置換されて
いる、本明細書に記載する化合物である。本明細書に記載する化合物に組み込まれ得る好
適な放射性核種には、２Ｈ（重水素（ｄｅｕｔｅｒｉｕｍ）をあらわすために、Ｄとも記
される）、３Ｈ（トリチウム（ｔｒｉｔｉｕｍ）をあらわすために、Ｔとも記される）、
１１Ｃ、１３Ｃ、１４Ｃ、１３Ｎ、１５Ｎ、１５Ｏ、１７Ｏ、１８Ｏ、１８Ｆ、３５Ｓ、
３６Ｃｌ、８２Ｂｒ、７５Ｂｒ、７６Ｂｒ、７７Ｂｒ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ及
び１３１Ｉが挙げられるが、これらに限定されない。本明細書の放射性標識化合物に組み
込まれる放射性核種は、その放射性標識化合物の特定の用途に依存するであろう。例えば
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ｒ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ又は　を組み込んだ化合物が、一般に、最も有用であろ
う。放射イメージング用途には、１１Ｃ、１８Ｆ、１２５Ｉ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１３

１Ｉ、７５Ｂｒ、７６Ｂｒ又は７７Ｂｒが一般に、最も有用であろう。
【０１４１】
　「放射標識」又は「標識化合物」は、少なくとも一つの放射性核種を組み込んでいる化
合物であることが理解される。いくつかの実施態様において、放射性核種は、３Ｈ、１４

Ｃ、１２５Ｉ、３５Ｓ及び８２Ｂｒからなる群から選択される。
【０１４２】
　本発明は更に、放射性同位体を本明細書に記載する化合物に組み込むための合成方法も
含む。放射性同位体を有機化合物に組み込むための合成方法は、当技術分野にて周知であ
り、当業者は、本明細書に記載する化合物に適用できる方法を容易に認めるであろう。
【０１４３】
　本発明の標識化合物は、化合物を同定／評価するスクリーニングアッセイに使用され得
る。例えば、ＪＡＫと接触した際のその濃度変化を標識の追跡を介して監視することによ
り、標識された、新たに合成又は同定された化合物（即ち、試験化合物）を、そのＪＡＫ
に結合する能力に関して評価することができる。例えば、（標識）試験化合物は、ＪＡＫ
に結合することが知られている他の化合物（即ち、標準化合物）の結合を低減させるその
能力に関して評価することができる。従って、試験化合物が、ＪＡＫに対する結合に関し
て、標準化合物と競合する能力は、その結合親和性と直接相関する。逆に、いくつかの他
のスクリーニングアッセイでは、標準化合物が標識され、試験化合物は標識されない。従
って、標識された標準的な化合物の濃度を監視して、標準的な化合物と試験化合物との競
合を評価することにより、試験化合物の相対的な結合親和性が解明される。
【０１４４】
キット
　本発明は、例えば癌等のＪＡＫ－関連疾患又は疾患の治療又は予防に有用な医薬キット
も含み、該キットは、治療的有効量の活性化合物を含む医薬組成物を収容する一つ又はそ
れ以上の容器を含む。そのようなキットは更に、所望であれば、当業者に容易に明らかと
なるように、例えば、一つ又はそれ以上の薬学的に許容され得る担体を有する容器、追加
の容器等の、一つ又はそれ以上の従来の様々な医薬キット構成要素を含んでもよい。投与
するべき成分の量を指示する、挿入物又はラベルのいずれかの説明書、投与のための指針
、及び／又は成分を混合するための指針も、キット内に含まれ得る。
【０１４５】
　本発明を特定の実施例により、より詳細に記載する。以下の実施例は例示を目的として
提供され、本発明を如何様にも限定するものではない。当業者は、変更又は修正されて本
質的に同一の結果を提供し得る、決定的ではない様々なパラメータを容易に認めるであろ
う。
【実施例】
【０１４６】
実施例１：（Ｒ）－３－シクロペンチル－３－［４－（２－ヒドロキシ－５－オキソ－６
，７－ジヒドロ－５Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾー
ル－１－イル］プロパンニトリル
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【化３６】

【０１４７】
ステップ１．（Ｒ）－３－シクロペンチル－３－［４－（２－メトキシ－７Ｈ－ピロロ［
２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プロパンニトリル
【化３７】

【０１４８】
　４－クロロ－２－メトキシ－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン（０．４ｇ、２．
１８ｍｍｏｌ、トロントリサーチケミカルズ（Toronto Research Chemicals）及び（Ｒ）
－３－シクロペンチル－３－［４－（４，４，５，５－テトラメチル－１，３，２－ジオ
キサボロラン－２－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プロパンニトリル（０．８２
４ｇ、２．６１ｍｍｏｌ、Org. Lett., 2009, 11(9), 1999-2002に記載されているように
調製）を１，４－ジオキサン（４ｍＬ）に溶解し、水（２ｍＬ）中の炭酸カリウム（０．
９０３ｇ、６．５４ｍｍｏｌ）を加えた。混合物を脱気し、テトラキス（トリフェニルホ
スフィン）パラジウム（０）（０．１２６ｇ、０．１０９ｍｍｏｌ）を加えた。反応混合
物を１００℃まで１６時間加熱した。反応混合物を水と酢酸エチル間に分配した。水性層
を酢酸エチルで３回抽出した。一緒にした抽出物を硫酸ナトリウム上で乾燥し、デカント
し、濃縮した。塩化メチレン中０～１０％　ＭｅＯＨの勾配を用いて溶出するフラッシュ
カラムクロマトグラフィーを使用して、生成物（６７０ｍｇ、９１％）を精製した。1H N
MR (300 MHz, CD3OD): δ 8.59 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 7.24 (d, 1H), 6.81 (d, 1H), 
4.47 (dt, 1H), 4.04 (s, 3H), 3.21 (dd, 1H), 3.10 (dd, 1H), 2.62-2.44 (m, 1H), 2.
02-1.86 (m, 1H), 1.81-1.20 (m, 7H); LCMS (M+H)+: 337.0.
【０１４９】
ステップ２．（Ｒ）－３－シクロペンチル－３－［４－（５－ヨード－２－メトキシ－７
Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プロ
パンニトリル
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【化３８】

【０１５０】
　３－シクロペンチル－３－［４－（２－メトキシ－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミ
ジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プロパンニトリル（０．５３２ｇ、１
．５８ｍｍｏｌ）のテトラヒドロフラン（２０ｍＬ）溶液に、Ｎ－ヨードスクシンイミド
（０．３６ｇ、１．６ｍｍｏｌ）を加えた。反応物を３０分間撹拌し、溶媒を真空中で除
去した。残留物をヘキサン中０～６５％酢酸エチルの勾配を用いて溶出するフラッシュカ
ラムクロマトグラフィーにより精製して、黄色固体（２５０ｍｇ、３４％）を得た。1H N
MR (300 MHz, CDCl3): δ 10.31 (br s, 1H), 8.27 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.29 (s, 1
H), 4.34-4.21 (m, 1H), 4.06 (s, 3H), 3.14 (dd, 1H), 3.03-2.90 (m, 1H), 2.66-2.49
 (m, 1H), 2.02-1.17 (m, 8H); LCMS (M+H)+: 463.0.
【０１５１】
ステップ３．（Ｒ）－４－［１－（２－シアノ－１－シクロペンチルエチル）－１Ｈ－ピ
ラゾール－４－イル］－２－メトキシ－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－５－イ
ルアセテート

【化３９】

【０１５２】
　３－シクロペンチル－３－［４－（５－ヨード－２－メトキシ－７Ｈ－ピロロ［２，３
－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プロパンニトリル（０．
２５ｇ、０．５４ｍｍｏｌ）の酢酸（３ｍＬ）溶液を酢酸銀（０．２７ｇ、１．６ｍｍｏ
ｌ）で処理し、７０℃まで１６時間加熱した。混合物を濾過し、ＭｅＣＮで濯ぎ、濾液に
水を加え、この混合物を２０分間撹拌した。この溶液に固体塩化ナトリウムを加えた。こ
の水性混合物を３部の酢酸エチルにより抽出して、生成物を得た。一緒にした抽出物を硫
酸ナトリウム上で乾燥し、デカントし、濃縮した。生成物の一部を、更に精製することな
く加水分解ステップ（ステップ４）に使用した。1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 9.87 (br
 s, 1H), 8.39 (s, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 4.22 (dt, 1H), 4.06 (s, 3H), 
3.14 (dd, 1H), 2.94 (dd, 1H), 2.64-2.47 (m, 1H), 2.36 (s, 3H), 2.03-1.86 (m, 1H)
, 1.79-1.12 (m, 7H); LCMS (M+H)+: 395.1.
【０１５３】
ステップ４．（Ｒ）－３－シクロペンチル－３－［４－（２－ヒドロキシ－５－オキソ－
６，７－ジヒドロ－５Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾ
ール－１－イル］プロパンアミド
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【０１５４】
　酢酸（２ｍＬ、８ｍｍｏｌ）中の４ＭのＨＢｒを４－［１－（２－シアノ－１－シクロ
ペンチルエチル）－１Ｈ－ピラゾール－４－イル］－２－メトキシ－７Ｈ－ピロロ［２，
３－ｄ］ピリミジン－５－イルアセテート（０．０５０ｇ、０．１３ｍｍｏｌ）に加え、
反応物を１時間撹拌した。揮発性物質を真空中で除去した。残留物を再構成し、分取ＨＰ
ＬＣ－ＭＳ（０．１５％　ＮＨ４ＯＨを含むＭｅＣＮ／Ｈ２Ｏの勾配を用いて溶出する）
を使用して、精製生成物（１２ｍｇ、２６％）を得た。1H NMR (500 MHz, d6-DMSO): δ 
9.20 (s, 1H), 8.69 (s, 1H), 7.34 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 4.49 (dt, 1H), 3.89 (s, 
2H), 2.80 (dd, 1H), 2.64 (dd, 1H), 2.36-2.26 (m, 1H), 1.83-1.74 (m, 1H), 1.63-1.
36 (m, 4H), 1.32-1.20 (m, 2H), 1.15-1.05 (m, 1H); LCMS (M+H)+: 357.0.
【０１５５】
ステップ５．（Ｒ）－３－シクロペンチル－３－［４－（２－ヒドロキシ－５－オキソ－
６，７－ジヒドロ－５Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾ
ール－１－イル］プロパンニトリル
　３－シクロペンチル－３－［４－（２－ヒドロキシ－５－オキソ－６，７－ジヒドロ－
５Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プ
ロパンアミド（０．００６ｇ、０．０２ｍｍｏｌ）の、トリエチルアミン（２０ＴＬ、０
．２ｍｍｏｌ）を含む塩化メチレン（０．５ｍＬ）溶液に、トリクロロアセチルクロリド
（２０ＴＬ、０．２ｍｍｏｌ）を加えた。反応が完了した際、分取ＨＰＬＣ－ＭＳ（０．
１５％　ＮＨ４ＯＨを含むＭｅＣＮ／Ｈ２Ｏ）を使用して精製生成物（３ｍｇ、５２％）
を得た。1H NMR (400 MHz, d6-DMSO): δ 11.39 (br s, 1H), 9.37 (s, 1H), 8.77 (s, 1
H), 8.63 (s, 1H), 4.68-4.59 (m, 1H), 3.94 (s, 2H), 3.19-3.15 (m, 2H), 2.42-2.30 
(m, 1H), 1.86-1.75 (m, 1H), 1.69-1.20 (m, 6H), 1.18-1.05 (m, 1H); LCMS (M+H)+: 3
39.1.
【０１５６】
実施例２：（３Ｒ）－及び（３Ｓ）－３－［（１Ｒ，２Ｒ）－２－ヒドロキシシクロペン
チル］－３－［４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラ
ゾール－１－イル］プロパンニトリル及び（３Ｒ）－及び（３Ｓ）－３－［（１Ｓ，２Ｓ
）－２－ヒドロキシシクロペンチル］－３－［４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミ
ジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プロパンニトリル



(38) JP 5946768 B2 2016.7.6

10

20

30

40

50

【化４１】

【０１５７】
ステップ１．（１Ｓ，２Ｒ）－エチル２－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリルオキシ）シ
クロペンタンカルボキシレート及び（１Ｒ，２Ｓ）－エチル２－（ｔｅｒｔ－ブチルジメ
チルシリルオキシ）シクロペンタンカルボキシレート

【化４２】

【０１５８】
　ｔｅｒｔ－ブチルジメチルクロロシラン（０．５２４ｇ、３．４８ｍｍｏｌ）及び１Ｈ
－イミダゾール（０．４７３ｇ、６．９５ｍｍｏｌ）のＮ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（
１５ｍＬ）溶液に、エチルシス－２－ヒドロキシ－１－シクロペンタンカルボキシレート
（ラセミ体、アクロス）（０．５０ｇ、０．００３２ｍｏｌ）を加えた。反応物を１６時
間撹拌した。更にイミダゾール（０．４０ｇ、５．８ｍｍｏｌ）及びｔｅｒｔ－ブチルジ
メチルクロロシラン（０．５０ｇ、３．３ｍｍｏｌ）を一部ずつ加え、反応物を更に２４
時間撹拌した。生成物をヘキサンで抽出した。抽出物を水で洗浄し、硫酸ナトリウム上で
乾燥し、濾過し、蒸発させてラセミ体ＴＢＳ－保護ヒドロキシエステル（０．９ｇ）を得
、これを更に精製することなく使用した。1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 4.46 (ddd, 1H)
, 4.19 (dq, 1H), 4.01 (dq, 1H), 2.72 (dt, 1H), 2.22-2.11 (m, 1H), 1.96-1.49 (m, 
5H), 1.26 (t, 3H), 0.84 (s, 9H), 0.03 (s, 3H), 0.01 (s, 3H).
【０１５９】
ステップ２．（１Ｓ，２Ｒ）－２－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリルオキシ）シクロペ
ンタンカルボアルデヒド及び（１Ｒ，２Ｓ）－２－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリルオ
キシ）シクロペンタンカルボアルデヒド
【化４３】

【０１６０】
　ステップ１からの（１Ｓ，２Ｒ）－エチル　２－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリルオ
キシ）シクロペンタンカルボキシレート及び（１Ｒ，２Ｓ）－エチル　２－（ｔｅｒｔ－
ブチルジメチルシリルオキシ）シクロペンタンカルボキシレート（０．８６ｇ、３．２ｍ
ｍｏｌ）のヘキサン（４０ｍＬ）溶液に、－７８℃で１．０Ｍの水素化ジイソブチルアル
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ミニウムのトルエン（３．５ｍＬ、３．５ｍｍｏｌ）溶液を滴加した。反応混合物を－７
８℃で１時間撹拌し、この温度でメタノール（２ｍＬ）を滴加することによりクエンチし
た。冷却を中断し、混合物を周囲温度に到達させた。Ｒｏｃｈｅｌｌｅの塩の水溶液を加
えた。二層混合物を２時間激しく撹拌し、得られた層を分離した。水性層を更にヘキサン
で１回抽出した後、３部の酢酸エチルで抽出した。一緒にした抽出物をブラインで洗浄し
、硫酸ナトリウム上で乾燥し、デカントし、濃縮してラセミ体アルデヒド生成物を得、こ
れを更に精製することなく使用した（０．７ｇ、９７％）。1H NMR (400 MHz, CDCl3): 
δ 9.74 (d, 1H), 4.62 (ddd, 1H), 2.68-2.61 (m, 1H), 2.22-2.11 (m, 1H), 1.95-1.83
 (m, 1H), 1.80-1.57 (m, 4H), 0.85 (s, 9H), 0.05 (s, 3H), 0.04 (s, 3H).
【０１６１】
ステップ３．（Ｅ）－及び（Ｚ）－３－（（１Ｒ，２Ｒ）－２－（ｔｅｒｔ－ブチルジメ
チルシリルオキシ｝シクロペンチル）アクリロニトリル及び（Ｅ）－及び（Ｚ）－３－（
（１Ｓ，２Ｓ）－２－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリルオキシ｝シクロペンチル）アク
リロニトリル

【化４４】

【０１６２】
　ステップ２）からの（１Ｓ，２Ｒ）－２－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリルオキシ）
シクロペンタンカルボアルデヒド及び（１Ｒ，２Ｓ）－２－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチル
シリルオキシ）シクロペンタンカルボアルデヒド（０．３６ｇ、１．６ｍｍｏｌ）のトル
エン（９ｍＬ）溶液に、（トリフェニルホスホラニリデン）アセトニトリル（０．４７５
ｇ、１．５８ｍｍｏｌ）を加え、反応物を８０℃まで２時間加熱した。反応物を室温に冷
却し、水を加えた。生成物を３部のエチルエーテルで抽出した。抽出物をブラインで洗浄
し、硫酸ナトリウム上で乾燥し、デカントし、濃縮してＥ－及びＺ－オレフィン異性体の
ラセミ混合物を提供し、これを更に精製することなく使用した。1H NMR (400 MHz, CDCl3
): δ 6.82 (dd, 1H, トランスオレフィン), 6.63 (dd, 1H, シスオレフィン), 5.307 (d
d, 1H, トランスオレフィン), 5.305 (dd, 1H, シスオレフィン), 4.24 (ddd, 1H), 4.20
 (ddd, 1H), 2.96-2.86 (m, 1H), 2.53-2.43 (m, 1H), 1.95-1.56 (m, 12H), 0.87 (s, 9
H), 0.86 (s, 9H), 0.04-0.01 ( 一重項, 全体で12H).
【０１６３】
ステップ４．（３Ｒ）－及び（３Ｓ）－３－［（１Ｒ，２Ｒ）－２－ヒドロキシシクロペ
ンチル］－３－［４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピ
ラゾール－１－イル］プロパンニトリル並びに（３Ｒ）－及び（３Ｓ）－３－［（１Ｓ，
２Ｓ）－２－ヒドロキシシクロペンチル］－３－［４－（７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピ
リミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プロパンニトリル
　ステップ３）からの粗生成物である（Ｅ）－及び（Ｚ）－３－（（１Ｒ，２Ｒ）－２－
（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリルオキシ）シクロペンチル）アクリロニトリル並びに（
Ｅ）－及び（Ｚ）－３－（（１Ｓ，２Ｓ）－２－（ｔｅｒｔ－ブチルジメチルシリルオキ
シ）シクロペンチル）アクリロニトリル（０．４０ｇ、１．６ｍｍｏｌ）のアセトニトリ
ル（２０ｍＬ）溶液に、４－（１Ｈ－ピラゾール－４－イル）－７－｛［２－（トリメチ
ルシリル）エトキシ］メチル｝－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン（０．５０ｇ、
１．６ｍｍｏｌ）及び１，８－ジアザビシクロ［５．４．０］ウンデカ－７－エン（ＤＢ
Ｕ、０．２４ｍＬ、１．６ｍｍｏｌ）を加えた。反応物を室温で２時間撹拌し、更にＤＢ
Ｕ（０．２４ｍＬ、１．６ｍｍｏｌ）を加えた。反応物を３日間撹拌し、濃縮した。フラ
ッシュカラムクロマトグラフィー（１０～４０％酢酸エチル／ヘキサンの勾配を用いて溶
出）を使用して生成物を精製し、次いでこれをＤＣＭ中２０％　ＴＦＡで３時間処理し、
蒸発させ、メタノール溶液中の過剰のエチレンジアミンで一晩処理した。ＳＥＭ保護基の
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撹拌することにより、任意の残留ＴＢＳ保護基を除去した。完全に脱保護した生成物を分
取ＨＰＬＣ－ＭＳ（ＭｅＣＮ／Ｈ２Ｏの勾配中０．１５％　ＮＨ４ＯＨ）により精製した
。Ｍ＋Ｈ＝３２３の全画分をプールし、蒸発させた（およそ８０ｍｇ）。生成物を以下の
ように、一連のキラルクロマトグラフィー精製に付した：Ｃｈｉｒａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ　Ｃｈｉｒａｌｃｅｌ　ＯＪ－Ｈ（３×２５ｃｍ、５Ｔｍ）２０％　ＥｔＯＨ
／８０％ヘキサンを用いて流速２５ｍＬ／分で溶出して、ピーク１（１９ｍｇ）を得、以
下の少数のピークは収集しなかった；ピーク２（６０ｍｇ）、ピーク３（６ｍｇ）。ピー
ク２は混合物であり、次いでこれをＣｈｉｒａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｈｉｒ
ａｌｐａｋ　ＩＡ（２×２５ｃｍ、５Ｔｍ）を使用して７０％　ＥｔＯＨ／３０％ヘキサ
ンの勾配を用いて流速８ｍＬ／分で溶出して、３つの成分に更に分離した。これらを、生
成物の混合物であるピーク２－１（溶離２、ピーク１、３２ｍｇ）、ピーク２－２（６．
５ｍｇ）及びピーク２－３（１３．７ｍｇ）と標識した。ピーク２－１をＣｈｉｒａｌ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｈｉｒａｌｐａｋ　ＩＡ（２×２５ｃｍ、５Ｔｍ）を使用
して２５％　ＥｔＯＨ／７５％ヘキサンの勾配を用いて流速１２ｍＬ／分で溶出して、３
つの成分に更に分離した。単離した生成物を、ピーク２－１－１（１０．５ｍｇ）；２－
１－２（１３ｍｇ）；及び２－１－３（２．３ｍｇ）と標識した。
【０１６４】
ピーク１： 1H NMR (500 MHz, CD3OD): δ 8.65 (s, 1H), 8.62 (s, 1H), 8.37 (s, 1H),
 7.49 (d, 1H), 6.95 (d, 1H), 4.71 (ddd, 1H), 4.28 (br t, 1H), 3.26 (dd, 1H), 3.2
1 (dd, 1H), 2.53-2.45 (m, 1H), 1.98-1.73 (m, 3H), 1.62-1.47 (m, 2H), 1.38-1.29 (
m, 1H); LCMS (M+H)+: 323.
ピーク　２－１－１： 1H NMR (300 MHz, CD3OD): δ 8.64 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 8.3
8 (s, 1H), 7.49 (d, 1H), 6.94 (d, 1H), 4.90-4.78 (m, 1H), 3.64 (br t, 1H), 3.21 
(dd, 1H), 3.07 (dd, 1H), 2.55-2.40 (m, 1H), 2.01-1.58 (m, 6H); LCMS (M+H)+: 323.
ピーク　２－１－２： 1H NMR (500 MHz, CD3OD): δ 8.65 (s, 1H), 8.62 (s, 1H), 8.3
7 (s, 1H), 7.49 (d, 1H), 6.95 (d, 1H), 4.71 (ddd, 1H), 4.28 (br t, 1H), 3.26 (dd
, 1H), 3.21 (dd, 1H), 2.53-2.45 (m, 1H), 1.98-1.73 (m, 3H), 1.62-1.48 (m, 2H), 1
.38-1.26 (m, 1H); LCMS (M+H)+: 323.
ピーク　２－３： 1H NMR (300 MHz, CD3OD): δ 8.64 (s, 1H), 8.59 (s, 1H), 8.38 (s
, 1H), 7.48 (d, 1H), 6.93 (d, 1H), 4.90-4.78 (m, 1H), 3.64 (br t, 1H), 3.21 (dd,
 1H), 3.07 (dd, 1H), 2.55-2.40 (m, 1H), 2.01-1.58 (m, 6H); LCMS (M+H)+: 323.
【０１６５】
実施例３：ラセミ体３－（１－ヒドロキシシクロペンチル）－３－［４－（７Ｈ－ピロロ
［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プロパンニトリ
ルトリフルオロ酢酸塩
【化４５】

【０１６６】
ステップ１．１－［（トリメチルシリル）オキシ］シクロペンタンカルボアルデヒド
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【化４６】

【０１６７】
　Tetrahedron, 50(9), 2821-30; 1994に記載されている手順と同様の手順にて反応を行
った：１－［（トリメチルシリル）オキシ］シクロペンタンカルボニトリル（２．２５ｇ
、１２．３ｍｍｏｌ、Organometallics, 3(11), 1660-5; 1984に記載されているように調
製）のトルエン（１８ｍＬ）溶液に、－４５℃でヘキサン（１７．２ｍＬ、１７．２ｍｍ
ｏｌ）中の１．０Ｍの水素化ジブチルアルミニウムを滴加した。次いで、溶液を０℃に暖
まらせ、この温度で１時間撹拌した。反応混合物をジエチルエーテル（２５ｍＬ）と塩化
アンモニウム（２５ｍＬ、飽和）の混合物中に注いだ。得られた混合物に、１５℃で、硫
酸の希釈溶液（１．５３ｍＬの濃Ｈ２ＳＯ４を５０ｍＬの水で希釈することにより調製）
を加えた。次いで、溶液を温度５℃で一晩撹拌した。混合物を３部のジエチルエーテルで
抽出し、一緒にした抽出物をブラインで洗浄し、硫酸ナトリウム上で乾燥し、デカントし
、濃縮して生成物（０．８４ｇ、３６％）を得、これを更に精製することなくステップ２
で使用した。1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 9.47 (s, 1H), 1.88-1.46 (m, 8H), 0.00 (s
, 9H).
【０１６８】
ステップ２．（２Ｅ）－及び（２Ｚ）－３－｛１－［（トリメチルシリル）オキシ］シク
ロペンチル｝アクリロニトリル

【化４７】

【０１６９】
　シアノメチルホスホン酸ジエチル（０．９１２ｍＬ、５．６４ｍｍｏｌ）を、水素化ナ
トリウム（０．１９８ｇ、４．９６ｍｍｏｌ）のテトラヒドロフラン（１０ｍＬ）中の懸
濁液に０℃で滴加した。滴加後、反応物を室温に暖め、４５分間撹拌した。混合物を再び
０℃に冷却し、テトラヒドロフラン（２０ｍＬ）中の１－［（トリメチルシリル）オキシ
］シクロペンタンカルボアルデヒド（０．８４ｇ、４．５ｍｍｏｌ）を導入した。反応物
を室温に暖まらせ、２時間撹拌した。反応物に水及び酢酸エチルを加え、層を分離した。
水性層を更なる２部の酢酸エチルで抽出した。一緒にした有機抽出物をブラインで洗浄し
、硫酸ナトリウム上で乾燥し、デカントし、濃縮して生成物をオレフィン異性体の混合物
として得、これを更に精製することなくステップ３で使用した。 1H NMR (300 MHz, CDCl

3): δ 6.80 (d, 1H, トランス/主な 生成物), 6.53 (d, 1H, シス/少数の生成物), 5.52
 (d, 1H, トランス), 5.28 (d, 1H, シス), 2.06-0.76 (m, 16H 両方の異性体の合計),  
0.18 (s, 9H, 少数の生成物), 0.13 (s, 9H, 主な 生成物).
【０１７０】
ステップ３．ラセミ体３－（１－ヒドロキシシクロペンチル）－３－（４－（７－（（２
－（トリメチルシリル）エトキシ）メチル）－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－
４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）プロパンニトリル
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【化４８】

【０１７１】
　（２Ｅ）－及び（２Ｚ）－３－｛１－［（トリメチルシリル）オキシ］シクロペンチル
｝アクリロニトリル（０．９４ｇ、４．５ｍｍｏｌ）及び４－（１Ｈ－ピラゾール－４－
イル）－７－｛［２－（トリメチルシリル）エトキシ］メチル｝－７Ｈ－ピロロ［２，３
－ｄ］ピリミジン（１．４ｇ、４．５ｍｍｏｌ）のアセトニトリル（２０ｍＬ）中の縣濁
液に、１，８－ジアザビシクロ［５．４．０］ウンデカ－７－エン（０．６７ｍＬ、４．
５ｍｍｏｌ）を加えた。反応物を室温で６日間撹拌した。アセトニトリルを蒸発させた。
所望の非保護アルコール生成物を、フラッシュカラムクロマトグラフィーを使用して、ヘ
キサン中０～８０％酢酸エチルの勾配を用いて溶出して、非保護アルコール及びＴＭＳ－
保護アルコールの生成物の混合物から単離した（８９０ｍｇ、４４％）。1H NMR (300 MH
z, CDCl3): δ 8.87 (s, 1H), 8.56 (br s, 1H), 8.35 (s, 1H), 7.46 (d, 1H), 6.84 (d
, 1H), 5.69 (s, 2H), 4.40 (dd, 1H), 4.03 (s, 1H), 3.55 (dd, 2H), 3.46 (dd, 1H), 
2.97 (dd, 1H), 2.04-1.27 (m, 8H), 0.93 (dd, 2H), -0.05 (s, 9H); LCMS (M+H)+: 453
.1.
【０１７２】
ステップ４．ラセミ体３－（１－ヒドロキシシクロペンチル）－３－［４－（７Ｈ－ピロ
ロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プロパンニト
リルトリフルオロ酢酸塩
　ラセミ体３－（１－ヒドロキシシクロペンチル）－３－［４－（７－｛［２－（トリメ
チルシリル）エトキシ］メチル｝－７Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－４－イル）
－１Ｈ－ピラゾール－１－イル］プロパンニトリル（０．１００ｇ、０．２２１ｍｍｏｌ
）の塩化メチレン（４ｍＬ）及びトリフルオロ酢酸（１ｍＬ）の溶液を２時間撹拌し、溶
媒を蒸発させた。残留物をエチレンジアミン（０．１ｍＬ、２ｍｍｏｌ）と共にメタノー
ル（４．５ｍＬ）中で１時間撹拌し、蒸発させた。粗生成物をメタノール中で再構成し、
分取ＨＰＬＣ－ＭＳを使用した二つの連続クロマトグラフィーステップにより精製して（
第一の溶離において０．１５％　ＮＨ４ＯＨを含むアセトニトリル／Ｈ２Ｏの勾配、続い
て、第二の溶離において０．１％　ＴＦＡを含むアセトニトリル／Ｈ２Ｏの勾配を用いて
溶出）、ラセミ生成物をトリフルオロ酢酸塩として得た。1H NMR (400 MHz, d6-dmso): 
δ 12.72 (br s, 1H), 8.94 (s, 1H), 8.86 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.2
1 (s, 1H), 4.80 (dd, 1H), 3.51 (dd, 1H), 3.22 (dd, 1H), 1.79-1.42 (m, 7H), 1.25-
1.15 (m, 1H); LCMS (M+H)+: 323.1.
【０１７３】
実施例Ａ
　薬物動態及び毒物動態試験に関連して、化合物Ｉを投与した後、代謝産物１～３９をヒ
ト、ラット又はイヌの尿、血漿又は糞便から単離した。ＨＰＬＣ方法を用いて代謝産物を
単離した後、代謝産物が何であるかを決定した。使用した方法と、対応する代謝産物の保
持時間を、表２に示す。必要に応じて、タンデムＭＳ／ＭＳ分析及びより高次のＭＳｎ実
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験を行って、構造情報を明らかにした。
【０１７４】
　化合物Ｉは、ｍ／ｚ　３０７にプロトン化分子イオンを示し、プロダクトイオンスペク
トルは、ｍ／ｚ　２６６、１８６及び１５９にシグナルを示す。ｍ／ｚ　２６６のフラグ
メントイオンは、カルボニトリル部分の損失と一致する。ｍ／ｚ　１８６の診断フラグメ
ントイオンは、無傷シクロペンチルプロパンニトリル部分の損失を示している。ｍ／ｚ　
１５９のフラグメントイオンは、化合物Ｉのピラゾール環を通した切断に関連したシクロ
ペンチルプロパンニトリルの損失を示す。
【０１７５】
　代謝産物化合物１、２、２７及び２９は、主にヒト対象由来の尿中に観察され、微量レ
ベルの化合物２７及び２９が血漿中に観察された。フルスキャン質量分析法は、化合物Ｉ
のビス－ヒドロキシル化と一致する、ｍ／ｚ　３３９のプロトン化分子イオンを示した。
これらのｍ／ｚ　３３９イオンのプロダクトイオンフラグメンテーションは、これらの代
謝産物に関して事実上同一のスペクトルを提供し、イオンはｍ／ｚ　３２１、１８６、１
５９及び１５４に観察される。ｍ／ｚ　３２１のイオンは水損失と一致し、シクロペンチ
ル環上に少なくとも一つのヒドロキシル化が存在し得ることを示唆する。ｍ／ｚ　１８６
及びｍ／ｚ　１５９のイオンは、無傷ピラゾール－ピロロピリミジンと一致する。ｍ／ｚ
　１５４のイオンは、非修飾ピラゾール／ピロロピリミジン部分全体のニューラルロスと
一致する。ｍ／ｚ　２９８及びｍ／ｚ　２８０の少数のフラグメントイオンは、容易な水
損失を伴う又は伴わないアセトニトリル要素の損失を示唆し、シクロペンチル部分に対す
るヒドロキシル化の位置を更に制限している。このことは、ｍ／ｚ　２３７のイオンによ
り更に支持され、これは修飾シクロペンチルの損失と一致し、分子の残りの部分を非修飾
のまま残している。
【０１７６】
　化合物３１は、ヒト対象由来の尿中に見出された。フルスキャン質量分析法は、化合物
Ｉに対する３２ａｍｕの付加と一致する、ｍ／ｚ　３３９のプロトン化分子イオンを示し
た。ｍ／ｚ　３３９イオンのプロダクトイオンフラグメンテーションは、ｍ／ｚ　３１１
、２１８及び１９１にフラグメントイオンを提供する。ピラゾール－ピロロピリミジン部
分に対する３２ａｍｕの付加と一致する、ｍ／ｚ　２１８の一次フラグメント。ｍ／ｚ　
１９１のフラグメントイオンは、推定ビスヒドロキシル化ピラゾール－ピロロピリミジン
のピラゾール部分のＣＨＮ損失と一致し、ピロロピリミジンに対する修飾の位置を制限し
ている。ｍ／ｚ　３１１のフラグメントイオンは、アミド結合の切断と続くピロリジノン
からのＣＯの損失から生じた可能性がある。質量分析法のみを用いた化合物３１の構造割
り当ては曖昧な結果をもたらし、従って化合物３１をヒト尿から単離し、１Ｈ及び１３Ｃ
　ＮＭＲにより分析した。３１の構造は、化合物Ｉの飽和ピロロピリミジン部分のアミド
－アルコール代謝産物として同定される。３１のプロトンＮＭＲスペクトルは、δ　３．
５６に、強度２Ｈの一重項を有する。この一重項はδ　１７７．９の炭素と長距離相関を
有し、アミドと一致する。加えて、Ｈ３とＨ９との間で核Ｏｖｅｒｈａｕｓｅｒ増感（ｎ
Ｏｅ）が存在する。
【０１７７】
　化合物３２は、ヒト対象由来の血漿及び尿中に見出された。フルスキャン質量分析法は
、化合物Ｉに対する３２ａｍｕの付加と一致する、ｍ／ｚ　３３９のプロトン化分子イオ
ンを示した。ｍ／ｚ　３３９イオンのプロダクトイオンフラグメンテーションは、ｍ／ｚ
　２１８及び１９１にフラグメントイオンを提供する。ピラゾール－ピロロピリミジン部
分に対する３２ａｍｕの付加と一致する、ｍ／ｚ　２１８の一次フラグメント。ｍ／ｚ　
１９１のフラグメントイオンは、推定ビスヒドロキシル化ピラゾール－ピロロピリミジン
のピラゾール部分のＣＨＮの損失と一致し、ピロロピリミジンに対する修飾の位置を制限
している。質量分析法のみを用いた化合物３２の構造割り当ては曖昧な結果をもたらし、
従って化合物３２をヒト尿から単離し、１Ｈ及び１３Ｃ　ＮＭＲにより分析した。化合物
３２の構造は、化合物Ｉの飽和ピロロピリミジン部分のケト－アルコール代謝産物として
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特定される。３２のプロトンＮＭＲスペクトルは、δ　３．８２に、強度２Ｈの一重項を
有し、δ　１９１．５の炭素と長距離相関を示し、ケトンと一致する。Ｈ２～任意の他の
プロトンには核Ｏｖｅｒｈａｕｓｅｒ増感（ｎＯｅ）が観察されなかった。
【０１７８】
　化合物４０は、ヒト対象由来血漿及び尿中に観察された。フルスキャン質量分析法は、
化合物Ｉに対する３４ａｍｕの付加と一致する、ｍ／ｚ　３４１のプロトン化分子イオン
を示した。ｍ／ｚ　３４１イオンのプロダクトイオンフラグメンテーションは、ｍ／ｚ　
３２３、２２０、２０２及び１７５にフラグメントイオンを提供する。ｍ／ｚ　３２３の
フラグメントイオンは、ピロリジンジオールからの水の損失から生じる。ｍ／ｚ　２２０
及び２０２のフラグメントイオンは、観察された容易な水損失を伴う及び伴わない、二重
ヒドロキシル化飽和ピロロピリミジンと一致する。ｍ／ｚ　１７５に観察されるイオンは
、容易な水損失に続く、二重ヒドロキシル化飽和ピラゾールピロロピリミジンのピラゾー
ル部分からのＣＨＮの損失と一致する。化合物４０は、３－シクロペンチル－３－（４－
（５，６－ジヒドロキシ－６，７－ジヒドロ－５Ｈ－ピロロ［２，３－ｄ］ピリミジン－
４－イル）－１Ｈ－ピラゾール－１－イル）プロパンニトリルと同定される。
【０１７９】
　観察されたｍ／ｚ　４９９を有する、化合物Ｉの単一ヒドロキシル化代謝産物の抱合体
はヒト由来の尿中に見出され、７つの抱合体のうちの２つが微量にてヒト血漿中に観察さ
れた。初期プロダクトイオンフラグメンテーションは、これらの代謝産物の６つに関して
事実上同一のスペクトルを提供し、グルクロニド抱合体の損失と一致するｍ／ｚ　３２３
のイオンが観察される。これらのｍ／ｚ　３２３フラグメントイオンのプロダクトイオン
フラグメンテーション（ＭＳ３）は、再度、事実上同一の質量スペクトルを示し、ｍ／ｚ
　３０５、１８６及び１５９にフラグメントイオンを有した。ｍ／ｚ　３０５に見出され
るフラグメントイオンは、水損失（１８ａｍｕ）と一致し、ヒドロキシル化と、続く分子
の飽和部分上の衝突誘導フラグメンテーションを示唆し、シクロペンチル部分に対する修
飾の部位を制限している。ｍ／ｚ　１８６及びｍ／ｚ　１５９のフラグメントイオンは、
非修飾ピラゾール－ピロロピリミジンと一致する。追加の少数のフラグメントイオンは弱
すぎて、それらを確実性をもって割り当てることは全くできなかった。これらの推定代謝
産物が何であるかは、β－グルクロニダーゼを用いて単離グルクロニド抱合体を加水分解
してアグリコンを出現させることにより確認し、アグリコンを次にＨＰＬＣ－ＭＳによる
分析に付して、遊離アグリコンの保持時間と質量スペクトルとを単一ヒドロキシル化代謝
産物基準のものと一致させた。これらのグルクロニド抱合体代謝産物のアグリコンは、２
－ヒドロキシル代謝産物（代謝産物９、表１）及び３－ヒドロキシル代謝産物（代謝産物
８、表１）に対応する。第七のグルクロニド抱合体代謝産物、化合物４２、のアグリコン
は、化合物Ｉのピラゾール－ピロロピリミジン部分の単一ヒドロキシル化代謝産物に対応
し、該代謝産物は、ヒト対象由来の血漿又は尿中に独立して観察されなかった。フルスキ
ャン質量分析法は、化合物Ｉの１６ａｍｕの付加と一致する、ｍ／ｚ　３２３のプロトン
化分子イオンを示した。ｍ／ｚ　３２３イオンのプロダクトイオンフラグメンテーション
は、ｍ／ｚ　２０２に一次フラグメントを提供し、これはピラゾール－ピロロピリミジン
部分に対する１６ａｍｕの付加と一致する。ｍ／ｚ　１７５のフラグメントイオンは、推
定ヒドロキシル化ピラゾール－ピロロピリミジンのピラゾール部分からのＣＨＮの損失と
一致し、ピロロピリミジンに対する修飾の位置を制限している。代謝産物化合物４２の構
造は、化合物Ｉの単一ヒドロキシル化ピロロピリミジン部分のグルクロニド抱合体として
特定される。
【０１８０】
　代謝産物化合物４１は、ヒト対象由来の尿中に見出された。フルスキャン質量分析法は
、非修飾化合物Ｉのグルクロニド抱合と一致する、ｍ／ｚ　５８３のプロトン化分子イオ
ンを示した。ｍ／ｚ　５８３イオンのプロダクトイオンフラグメンテーションは、ｍ／ｚ
　３０７に一次フラグメントを提供し、これは無傷グルクロニドの損失と一致する。ｍ／
ｚ　１８６及びｍ／ｚ　１５９の少数のフラグメントイオンは、化合物Ｉに関して観察さ
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れたものと一致する。ｍ／ｚ　３０７フラグメントイオンのＭＳ３フラグメンテーション
も、ｍ／ｚ　１８６及びｍ／ｚ　１５９にフラグメントイオンを出現させた。化合物４１
は、化合物ＩのＮ－結合グルクロニド抱合体として特定される。
【０１８１】
表２
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【表２－４】

【０１８２】
方法Ａ１：ヒト、イヌ及びマウスの血漿、尿及び糞便試料中の１４Ｃ－化合物Ｉの生体内
変換
代謝産物プロファイリング用の試料調製：
血漿：
　全対象からの血漿試料を、対象及び／又は時間点によりプールした。プールした血漿試
料を、以下ように、ＨＰＬＣ－放射測定分析用に調製した：
プールした血漿試料のアリコートを、最初におよそ二つの同等の（Ｗ／Ｖ）容積のＨＰＬ
Ｃ等級アセトニトリル中１％ギ酸で抽出した後、激しくボルテックスし、遠心分離して変
性血漿タンパク質を除去した。上清を確保し、プレコンディショニングしたＷａｔｅｒｓ
　Ｃ－１８固相抽出カートリッジに通過させ、濾液を保持した。ＳＰＥカートリッジを保
持した。次いで、残りの血漿ペレットをＨＰＬＣ等級アセトニトリル／水（９０／１０）
中１％ギ酸で３回抽出し、各抽出後に遠心分離した。全上清を確保した。各々のギ酸／ア
セトニトリル／水抽出上清を使用してＳＰＥカートリッジを溶出した。次いで、ＳＰＥカ
ートリッジをメタノール中１％ギ酸で濯いだ。全溶離液を保持し、一緒にし、窒素流下に
て３０℃で蒸発させた。この抽出の残物をおよそ０．６ｍｌの水中０．１％ギ酸中で再構
成し、ボルテックスし、遠心分離して特定の物質を除去した。次いで、上清をＨＰＬＣ－
フロー放射測定法（Flow Radiometry）及びＨＰＬＣ－ＭＳにより分析した。
【０１８３】
尿：
　各対象由来のおよそ等量の尿のアリコートをプールして、適切な投与後時間間隔を表し
た。ＨＰＬＣ－放射測定分析の前に、プールした各尿試料を４，０００ｒｐｍで１０分間
遠心分離して微粒子物質を除去し、その後、直接分析した。
【０１８４】
糞便：
　各対象由来の糞便ホモジネートのアリコートをプールして、適切な投与後時間間隔を表
した。プールした糞便ホモジネート試料を、以下のようにＨＰＬＣ－放射測定分析用に調
製した：
【０１８５】
　糞便ホモジネートのおよそ５グラムアリコートを、最初におよそ二つの同等の（Ｗ／Ｖ
）容積のミリポア水で抽出した後、遠心分離して、固体を除去した。上清を確保し、プレ
コンディショニングしたＷａｔｅｒｓＣ－１８固相抽出カートリッジに通過させた。ＳＰ
Ｅカートリッジを保持した。次いで、残りの糞便ペレットをＨＰＬＣ等級アセトニトリル
／水（９０／１０）中１％ギ酸で３回抽出し、各抽出後に遠心分離した。全上清を確保し
た。各々のギ酸／アセトニトリル／水抽出上清を使用してＳＰＥカートリッジを溶出した
。全溶離液を保持し、一緒にし、窒素流下にて３０℃で蒸発させた。この抽出の残物をお
よそ２．０ｍｌの水中０．１％ギ酸で再構成し、ボルテックスし、遠心分離して微粒子物
質を除去した。次いで、上清をＨＰＬＣ－フロー放射測定法及びＨＰＬＣ－ＭＳにより分
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【０１８６】
ＨＰＬＣ－フロー放射測定分析方法：
　全試料を、ＨＰＬＣ－フロー放射測定法又はＨＰＬＣ－ＭＳのいずれかにより、実行可
能な限り同一の分析システムを使用して分析した。ＨＰＬＣ－フロー放射測定法システム
は、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＨＰ１１００シリーズＱｕａｔｅｒｎａｒｙポンプ、オートサンプ
ラー、及び、５００μＬ液体シンチレーションセルを有するＲａｙｔｅｓｔ　Ｒａｍｏｎ
ａ－９０フローシンチレーション検出器と結合されたＵＶ検出器からなっていた。Ｗａｔ
ｅｒｓ　Ｓｙｍｍｅｔｒｙ　Ｃ－１８　ＨＰＬＣカラム、４．６×２５０ｍｍ、５μｍ粒
径ＨＰＬＣカラムを用いて、化合物Ｉ及びその代謝産物の分離を達成した。移動相「Ａ」
は、ＨＰＬＣ等級水中の０．１％ギ酸からなり、移動相「Ｂ」は、ＨＰＬＣ等級メタノー
ル／アセトニトリル（１：１）からなっていた。分析物の溶出は、移動相「Ｂ」の線形増
加の勾配の使用により達成した。必要に応じて、様々な時間にて、二つの異なる勾配溶出
方法を使用した。これらの二つの方法のクロマトグラフィー条件を、表３及び４に概略す
る。
【０１８７】
ＨＰＬＣ－質量分析方法：
　ＨＰＬＣ－放射測定法システムは、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＨＰ１１００　シリーズＱｕａｔ
ｅｒｎａｒｙポンプ、及び、正イオン検出モードで作動されるＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓ
ｙｓｔｅｍｓ　ＡＰＩ　４０００　Ｑｔｒａｐと結合されたＬｅａｐ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ　ＣＴＣ－ＰＡＬオートサンプラーからなっていた。フルスキャン（ＭＳ）及び
データ依存性プロダクトスキャン（ＭＳ２）を、化合物Ｉの代謝産物の特徴付けに使用し
た。選択ＭＲＭトランジションも使用して、以前に同定及び特徴付けされた代謝産物を走
査及び同定した。化合物Ｉ及びその代謝産物の分離は、Ｗａｔｅｒｓ　Ｓｙｍｍｅｔｒｙ
　Ｃ－１８　ＨＰＬＣカラム、４．６×２５０ｍｍ、５μｍ粒径ＨＰＬＣカラムを使用し
て達成した。移動相「Ａ」は、ＨＰＬＣ等級水中の０．１％ギ酸からなり、移動相「Ｂ」
は、ＨＰＬＣ等級メタノール／アセトニトリル（１：１）からなっていた。分析物の溶出
は、移動相「Ｂ」の線形増加の勾配の使用により達成した。必要に応じて、様々な時間に
て、二つの異なる勾配溶出方法を使用した。これらの二つの方法のクロマトグラフィー条
件を、表３及び４に概略する。
【０１８８】
表３
【表３】

【０１８９】
表４
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【表４】

【０１９０】
方法Ａ２：化合物Ｉの生体内変換：代謝産物の単離
ヒト尿由来の代謝産物の単離：
　プールした尿試料から、２０ｃｃ　Ｗａｔｅｒｓ　ＨＬＢ　ＳＰＥカートリッジ（１グ
ラム吸着剤）を使用した固相抽出を用いて、化合物Ｉの代謝産物を濃縮した。カートリッ
ジを最初に１００％ＨＰＬＣ等級メタノールで、その後ミリポア水を用いてコンディショ
ニングした。次いで、カートリッジに１０ｍｌまでの生の未加工尿を直ちに負荷した。数
個の濃度の水中のＨＰＬＣ等級メタノールを使用して、カートリッジを連続して溶出した
（表５）。
【０１９１】
表５

【表５】

【０１９２】
　最初の尿、最後の負荷容積、及び全部の洗浄／溶出容積のアリコートを、ＬＣ－ＭＳに
より、化合物Ｉ及び興味ある代謝産物の存在に関して分析した。負荷容積、又は洗浄／溶
出のいずれも、ミリポア水中２５％メタノールまでは、有意な量の化合物Ｉ、又はその代
謝産物のいずれも存在しなかった。１００％メタノール溶出アリコート中に、有意な量の
薬物又は代謝産物は見出されなかった。５０％及び７５％メタノールの溶出からの溶出容
積は、各々、Ｇｅｎｅｖａｃ遠心エバポレーターを使用して容積が低減され、最終容積約
２ｍＬに再構成された後、興味ある代謝産物の画分収集のためにＬＣ－ＭＳ上に順次注入
された。
【０１９３】
分析条件：
　ＬＣ－ＭＳにより、Ｓｉｌ－ＨＴＣオートサンプラー及びシステムコントローラーから
なるＳｈｉｍａｄｚｕ　Ｂｉｎａｒｙ　ＨＰＬＣ　スタック、及び二つのＳｉｌ　１０Ａ
ＤＶｐ　高圧ＬＣ　ポンプと結合されたＦｉｎｎｉｇａｎ　ＬＣＱ　Ｄｅｃａ　ＸＰ　Ｐ
ｌｕｓを使用して、試料を分析した。質量分析は正イオン検出モードで作動され、データ
依存性スキャニングを使用してＭＳ及びデータ依存性ＭＳ２データを提供した。Ｓｈｉｍ
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ａｄｚｕ　ＵＶ検出器、Ｓｉｌ　ＳＰＤ１０　ＡＶｐを２５４ｎｍの検出波長で使用して
、質量分析計と協調してＨＰＬＣ溶離液を監視した。
【０１９４】
　移動相「Ａ」は、ギ酸によりｐＨをｐＨ３．２に調整された５ｍＭギ酸アンモニウムか
らなっていた（およそ０．１容積％）。移動相「Ｂ」は、９０％アセトニトリル／１０％
メタノールからなっていた。使用したＨＰＬＣカラムは、Ｚｏｂａｘ　ＸＤＢ　Ｃ－１８
、３．０ｍｍ×１５０ｍｍ、５．０Ｔｍ粒径であった。分析物の溶出は、移動相「Ｂ」の
線形増加の勾配の使用により達成した。分析スケールに関するクロマトグラフィー条件を
、下記の表６に概略する。
【０１９５】
表６
【表６】

【０１９６】
半分取分析条件：
　試料を、上記のようにＬＣ－ＭＳにより、以下の変更を加えて分析した：
使用したＨＰＬＣカラムは、Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｐｏｌａｒ　ＲＰ　１０ｍｍ×１５
０ｍｍ　５Ｔｍ粒径であった。
【０１９７】
　最初の分画は、中性酢酸アンモニウムを「Ａ」相として使用して行い、次の収集された
個々のピークのクリーンアップステップは、水中０．０２５％ギ酸を「Ａ」相として使用
して行った。移動相「Ｂ」は、９０％アセトニトリル／１０％メタノールからなっていた
。
【０１９８】
　最初の分析物溶出及び自動化画分収集は、移動相「Ｂ」の線形増加の勾配の使用により
行った。最初の半分取分析のクロマトグラフィー条件は下記の表７に概略されるが、％Ｂ
は次のクリーンアップステップにおいて必要に応じて個々の代謝産物の各々に関して最適
化した
【０１９９】
表７
【表７】
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＊次の分画ステップにおいて、個々の代謝産物の各々に関して最適化
【０２００】
　半分取分析の溶離液流を、ＰＥＥＫ　ｔｅｅ及びチューブを使用して分割し、約１．６
５ｍｌ／分の溶離液流は画分収集に使用し、残りを質量分析計に移動した。溶離液流組成
物をＭＳ及び選択ＭＳ－ＭＳ実験により監視した。ダイバートバルブを画分収集器と協調
して使用することにより、対象分析物を含む画分を自動的に収集した。
【０２０１】
方法Ａ３：ヒト及びラットの血漿及び尿試料中の化合物Ｉの生体内変換
試料調製：
　化合物Ｉを経口投与された動物及びヒト対象由来の血漿及び尿試料を、単回投与試験及
び／又は複数回投与試験後に得た。各対象の残留血漿試料を、時間加重平均プーリングに
よりプールした。プールした血漿試料のアリコート（１５０μＬ）を二容積のアセトニト
リルで沈殿させ、ボルテックス混合した後、遠心分離した。上清を除去し、ＬＣ－ＭＳに
よる分析に使用した。ヒトの場合、試験中の各個人由来の尿試料をプールして、臨床試験
の１日目（単回投与試験）及び１０日目（複数回投与試験）の０～１２時間を表した。分
析前に尿試料を約１５０００×ｇで１０分間遠心分離し、直接注入した。
【０２０２】
試料分析：
　エレクトロスプレーイオン化ＬＣ－ＭＳを用いて、正イオン化モードで作動させた、Ｔ
ｈｅｒｍｏ　Ｆｉｎｎｉｇａｎ　ＬＣＱ　Ｄｅｃａ－ＸＰ　Ｐｌｕｓ　Ｉｏｎ－Ｔｒａｐ
　Ｍａｓｓ分光計（サーモフィッシャーサイエンティフィック、ウォルサム、ＭＡ、ＵＳ
Ａ）を使用して、試料をアッセイした。データ依存性走査を使用して、最初のＭＳデータ
～ＭＳ２データを生成した。必要に応じて、より高次のＭＳｎ実験を行って、構造情報を
明らかにした。質量分光計を、オートサンプラー／コントローラーを組み合わせたＳｈｉ
ｍａｄｚｕ　Ｓｉｌ　ＨＴ－Ｃに接続し、該オートサンプラー／コントローラーは、Ｓｈ
ｉｍａｄｚｕ　ＬＣ－１０Ａバイナリ勾配ポンプシステム（シマヅサイエンティフィック
インスツルメンツ、コロンビア、ＭＤ、ＵＳＡ）を組み合わせた。勾配条件は、表８に記
載されている。化合物Ｉ及びその代謝産物の分離は、Ｚｏｒｂａｘ　ＸＤＢ　Ｃ－１８　
ＨＰＬＣカラム（３．０×１５０ｍｍ、３．５μｍｍ）（アジレント、サンタクララ、Ｃ
Ａ、ＵＳＡ）を移動相流速３００μＬ／分で使用して達成した。移動相「Ａ」は、ギ酸に
よりｐＨをｐＨ３．２に調整された、ミリポア水中の５ｍＭギ酸アンモニウムからなって
いた。移動相「Ｂ」は、９０％アセトニトリル／１０％メタノールからなっていた。
【０２０３】
表８．ＨＰＬＣ勾配溶出スキーム
【表８】

【０２０４】
方法Ａ４：ラットの胆汁、血漿及び尿の代謝産物の特徴付けの方法
　化合物Ｉを投与したラット由来の尿、糞便及び胆汁試料をプールした。単一試料中に、
一匹のラット由来の９０％の排泄用量が含まれるように、各時間点からおよそ３０％の各
試料をプールした。各ラット由来の試料を別個に分析した。糞便試料はアセトニトリルを
使用して抽出し、抽出回収率は、抽出物の液体シンチレーション計数（ＬＳＣ）と、非抽
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出ペレットの燃焼及びＬＳＣにより決定した。入手可能な場合、代謝産物基準を使用して
、構造を確認した。投与した用量の５％未満を占めるピークは、特に言及されない限り報
告しなかった。
【０２０５】
　尿、糞便、胆汁及び／又は血漿試料をＨＰＬＣ及び質量分析により分析して、放射活性
物質で標識した任意の代謝産物の分子量を決定し、これら代謝産物の構造情報を得た。
【０２０６】
方法Ａ５：単離方法
　化合物Ｉの薬物動態及び毒物動態試験からの尿試料を、同一の種の個々の動物、即ちイ
ヌ又はラットから一緒にプールした。尿試料は酢酸エチルを用いて、容積比１対１で３回
抽出した。酢酸エチル抽出画分をプールし、ロータリーエバポレーターを使用して揮発性
物質を除去した。得られた残留物をアセトニトリル：水（１：１　ｖ／ｖ）に溶解し、溶
液を分取ＨＰＬＣ精製に付した。各代謝産物の単離は、下記の３つのＨＰＬＣ条件を連続
して用いて達成した。
【０２０７】
　濃縮抽出物は、Ｚｏｂａｘ　ＳＢ　Ｃ１８カラム（１９×１５０ｍｍ、５Ｔｍ）上で、
水中０．１％　ＴＦＡ（溶媒Ａ）及びアセトニトリル中０．１％　ＴＦＡ（溶媒Ｂ）から
なる移動相を、５％～６０％溶媒Ｂの勾配を用いて２０分間に亘り、流速１５ｍＬ／分で
使用することにより精製した。
１．次いで、第一のＨＰＬＣ精製から収集した画分を更に、カラムＺｏｂａｘ　ＳＢ　Ｃ
１８カラム（９．６×１５０ｍｍ、５Ｔｍ）上で、水中０．１％　ＴＦＡ（溶媒Ａ）及び
メタノール（溶媒Ｂ）からなる異相相を、５％～９５％溶媒Ｂの勾配を用いて２５分間に
亘り、流速４ｍＬ／分で使用することにより精製した。
２．［Ｍ＋Ｈ］＋＝３２１及び３２３を有する、第二の精製から収集した各画分を、１５
％エタノールと８５％ヘキサン、又は３０％エタノールと７０％ヘキサンからなる移動相
を、キラルカラム（ＣｈｉｒａｌＣｅｌ　ＯＤ－Ｈ、２０×２５０ｍｍ、５Ｔｍ）上にて
流速１５ｍＬ／分で使用するキラル分離に付した。
【０２０８】
方法Ａ６：分析方法
　Ｚｏｒｂａｘ　ＳＢ　Ｃ１８カラム（４．６×１５０ｍｍ、８０Å、３．５Ｔｍ）をカ
ラム温度４０℃で使用して、水中０．０５％　ＴＦＡ（溶媒Ａ）及びアセトニトリル中０
．０５％　ＴＦＡ（溶媒Ｂ）からなる移動層を、表９に示す勾配溶出スキームにより、流
速１ｍＬ／分で使用するＨＰＬＣ分析を用いて、３５、３７及び３８に関する保持時間を
得た。インラインＵＶ検出は、２２０ｎｍで行った。
【０２０９】
表９．勾配溶出スキーム
【表９】

【０２１０】
方法Ａ７：代替的分析方法
　Ｗａｔｅｒ　Ａｔｌａｎｔｉｓ（登録商標）Ｔ－３　ＨＰＬＣカラム（４．６×１５０
ｍｍ、３．５μｍ）（ウォーターズコーポレーション（Water Corporation）、ミルフォ
ード、ＭＡ、ＵＳＡ）を移動相流速４００Ｌ／分で使用するＨＰＬＣ分析から、４０、４
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１及び４２に関する保持時間を得た。移動相「Ａ」は、ギ酸によりｐＨをｐＨ３．２に調
整されたミリポア水中の５ｍＭギ酸アンモニウムからなっていた。移動相「Ｂ」は、１０
０％メタノールからなっていた。初期移動相条件は、９０％移動相「Ａ」／１０％移動相
「Ｂ」であり、一分間で２７％移動相「Ｂ」へのステップ勾配を有した。次いで、初期勾
配を５７分間で５２％移動相「Ｂ」へと線形状に進行させ、１０分間で９５％移動相「Ｂ
」への第二の線形勾配が続いた。９５％移動相「Ｂ」における５分間のカラム洗浄期間が
続き、その後出発条件に戻り、次の分析注入の前に、カラムを８分間再平衡化した。１０
０％のカラム溶離液をＳｈｉｍａｄｚｕ固定波長ＵＶ検出器、ＳＰＤ－１０Ａｖｐ（シマ
ズサイエンティフィックインストルメンツ、コロンビア、ＭＤ、ＵＳＡ）を通して送り、
λ２５４ｎｍで監視した。ＵＶ検出器を出た後、ＰＥＥＫ　ｔｅｅを使用して溶離液流を
分割し、およそ１００μｌの溶離液がエレクトロスプレーイオン化を介して質量分析計に
導入されるようにした。エレクトロスプレー源の電圧を４．５ｋＶ、キャピラリー温度を
３２５℃にセットし、シース及びスイープガスを各々５０及び３０（任意単位）にセット
した。初期のデータ依存性ＭＳ／ＭＳ設定は、分離幅（isolation width）２．０ａｍｕ
及び衝突エネルギー設定４２を含んでいた。全ての他の機器の設定及び電位を最適化して
、化合物Ｉのための最大信号対雑音比を達成した。
【０２１１】
方法Ａ８：化合物Ｉのグルクロニド代謝産物の酵素加水分解。
　化合物Ｉの単離されたグルクロニド抱合体代謝産物を、β－グルクロニダーゼと共にイ
ンキュベートし、反応は全てのケースで完了まで進行し、関連するアグリコンを得、該ア
グリコンを上述と同一のＬＣ－ＭＳ法を用いて分析した。遊離アグリコンの保持時間及び
質量スペクトルを化合物Ｉの単一ヒドロキシル化代謝産物基準の保持時間及び質量スペク
トルと比較して、抱合体が何であるかを割り当てた。
【０２１２】
実施例Ｂ：
　分子量３２３の代謝産物試料は、ヒドロキシル含有代謝産物と推定され、Ｉｓｏｔｅｃ
から得た２００μＬのＣＤ３ＯＤに溶解された。分子量３２１の試料は、ケトン部分を含
むと推定され、Ｉｓｏｔｅｃから得た２００μＬのＣＤＣｌ３に溶解された。上記以外の
分子量を有する試料は、同様にＩｓｏｔｅｃから得た２００μＬのＤＭＳＯ－ｄ６に溶解
された。溶解後、ウィルマッドグラス（Wilmad Glass）から得た３ｍｍ　ＮＭＲ管内に各
試料を配置した。試料は、分析の直前に調製された。
【０２１３】
　Ｖａｒｉａｎ　ＩＮＯＶＡ　ＮＭＲ分光計を使用して試料を分析し、該分光計は、１Ｈ
の場合５００ＭＨｚで作動され、１３Ｃの場合１２５ＭＨｚで作動された。３ｍｍの三重
共鳴逆検出勾配プローブを使用した。全てのデータ獲得を行う間、試料を３０℃に保った
。プローブをロックし、各試料に関して粗調整した。他のＮＭＲ実験を行って、構造の決
定に必要なデータを得た。
【０２１４】
　化合物３１　1H(500 MHz, DMSO-D6): δ 8.58 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 4.47 (td, 1H)
, 3.56 (s, 2H), 3.18 (dd, 1H), 3.13 (dd, 1H), 2.35 (m, 1H), 1.79 (m, 2H), 1.59-1
.39 (m, 4H), 1.29 (m, 2H).
　化合物３２　1H(500 MHz, DMSO-D6): δ 9.24 (s, 1H), 8.66 (s, 1H), 4.56 (td, 1H)
, 3.82 (s, 2H), 3.17 (dd, 1H), 3.11 (dd, 1H), 2.35 (m, 1H), 1.79-1.12 (m, 4H), 1
.61-1.45 (m, 4H).
　化合物３５　1H(500 MHz, DMSO-D6): δ 12.25 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 8.73 (s, 1H)
, 8.37 (s, 1H), 7.64 (m, 1H), 7.08 (m, 1H), 4.93 (dd, J=11.6, 3.3, 1H), 3.76 (d,
 J=4.8, 1H), 3.52 (dd, J=17.2, 11.7, 1H), 3.08 (dd, J=17.4, 3.6), 2.04 (m, 1H), 
1.76 (m,1H), 1.63 (m, 1H), 1.54 (m, 2H), 0.95 (m, 1H).
　化合物３７　1H(500 MHz, CDCl3): δ 8.71 (s, 1H), 8.17 (s, 1H), 8.00 (s, 1H), 4
.22 (td, J=9.6, 3.7, 1H), 3.71 (s, 2H), 3.09 (dd, J=17.0, 9.1, 1H), 2.91 (dd, J=
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16.8, 3.7, 1H), 2.55 (m, 1H), 1.94 (m, 1H), 1.80-1.45 (m, 5H), 1.27 (m, 1H), 1.1
9 (m, 1H).
　化合物３８　1H(500 MHz, DMSO-D6): δ 11.35 (s, 1H), 8.60 (s, 1H), 8.54 (s, 1H)
, 8.09 (s, 1H), 4.55 (td, J=9.8, 3.8, 1H), 4.10 (m, 1H), 3.79 (s, 2H), 3.19 (dd,
 J=16.9, 9.5, 1H), 3.13 (dd, J=17.5, 4.5, 1H), 2.39 (m, 1H), 2.01 (m, 1H), 1.58 
(m, 1H), 1.48-1.07 (m, 4H).
【０２１５】
実施例Ｃ：
　代謝産物１～３９の活性データを、遊離画分及び固有クリアランスデータと共に、親化
合物である化合物Ｉのデータと比較し得る。ＪＡＫ活性アッセイ、遊離画分アッセイ及び
固有クリアランスアッセイは、以下に記載されている。代謝産物１～３９の個々の立体異
性体に関するデータ点を獲得し得る。代謝産物は、化合物Ｉと同様、ＪＡＫ１、ＪＡＫ２
及びＪＡＫ３の強力な阻害剤であり得る。
【０２１６】
インビトロでのＪＡＫキナーゼアッセイ
　本明細書に記載する化合物を、Park et al., Analytical Biochemistry 1999, 269, 94
-104に記載されている以下のインビトロアッセイに従って、ＪＡＫ標的の阻害活性につい
て試験し得る。Ｎ－末端Ｈｉｓタグを有する、ヒトＪＡＫ１（ａ．ａ．８３７～１１４２
）、ＪＡＫ２（ａ．ａ．８２８～１１３２）及びＪＡＫ３（ａ．ａ．７８１～１１２４）
の触媒ドメインを、昆虫細胞内にてバキュロウイルスを使用して発現させ、精製してもよ
い。ＪＡＫ１、ＪＡＫ２又はＪＡＫ３の触媒活性は、ビオチン標識ペプチドのリン酸化を
測定することによりアッセイし得る。均一時間分解蛍光（ＨＴＲＦ）によりリン酸化ペプ
チドを検出し得る。１００ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　ＤＴＴ、及び０．１ｍｇ／ｍＬ（０
．０１％）ＢＳＡを有する５０ｍＭトリス（ｐＨ７．８）緩衝液中に酵素、ＡＴＰ及び５
００ｎＭペプチドを含む反応物中で、各キナーゼに関して化合物のＩＣ５０を測定し得る
。反応物中のＡＴＰ濃度は、Ｊａｋ１の場合、９０μＭ、Ｊａｋ２の場合３０μＭ、Ｊａ
ｋ３の場合３μＭであり得る。反応は、室温で１時間行った後、アッセイ緩衝液（パーキ
ンエルマー、ボストン、ＭＡ）中の２０μＬ　４５ｍＭ　ＥＤＴＡ、３００ｎＭ　ＳＡ－
ＡＰＣ、６ｎＭ　Ｅｕ－Ｐｙ２０を用いて停止する。ユーロピウム標識抗体に対する結合
は４０分間であり得、ＨＴＲＦシグナルはＦｕｓｉｏｎプレートリーダー（パーキンエル
マー、ボストン、ＭＡ）上で測定してもよい。上記の任意のＪＡＫ標的に関して、１０μ
Ｍ又はそれ以下のＩＣ５０を有する化合物は、活性を有すると考慮することができる。
【０２１７】
遊離画分アッセイ
　試験化合物のタンパク質結合は、ハーバードアパラタス（Harvard Apparatus）（ホリ
ストン、ＭＡ）製のＤｉａｎｏｒｍシステムを使用した平衡透析により測定することがで
きる。透析はヒト血清中にて３７℃で２時間行うことができる。代謝産物は３μＭで、化
合物Ｉは３μＭ及び１０μＭでインキュベートされてもよい。透析後の血清及び緩衝液中
の化合物濃度は、ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ分析により決定し得る。遊離画分は、緩衝液対血清の
濃度の比として定義される。
【０２１８】
固有クリアランスアッセイ
　固有クリアランスは、１μＭの試験化合物を、ヒト男女混合肝臓ミクロソーム（０．５
ｍｇ／ｍＬタンパク質）中で、１ｍＭ　ＮＡＤＰＨの存在下、３７℃でインキュベートす
ることにより測定され得る。試験化合物の消失は、ＬＣ／ＭＳを用いて０、５、１０、２
０及び３０分にて監視してもよい。化合物濃度における低下の勾配を使用して、文献に報
告されている標準的な方法を用いることにより、ヒト固有クリアランスを計算することが
できる。
【０２１９】
　本明細書に記載したものに加えて、本発明の様々な変更が前述の記載から当業者に明ら
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かとなるであろう。そのような変更も添付の特許請求の範囲の範囲内に含まれることが意
図される。本願にて引用した各参考文献は、その全体が参照により本明細書に組み込まれ
る。
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