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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ｐ－［３－（４－アセチル－３－ヒドロキシ－２－プロピルフェノキシ）プロポキシ］フ
ェニル酢酸又はその製薬学的に許容される塩を有効成分として含有するＬＤＬ－コレステ
ロールを低下させるための医薬組成物。
【請求項２】
ＬＤＬ－コレステロール低下作用を有する化合物を同定するための方法であって、ペルオ
キシソーム増殖薬活性化受容体ＰＰＡＲδ活性化作用を測定し、ペルオキシソーム増殖薬
活性化受容体ＰＰＡＲδ活性化作用を有する化合物を選択することを特徴とする方法。
【発明の詳細な説明】
技術分野
本発明は，（1）PPARδ活性化作用若しくはPPARδ及びγ活性化作用を有する化合物，又
はその製薬学的に許容される塩を有効成分として含有するコレステロール低下を有する医
薬組成物，（2）コレステロール低下作用がＬＤＬ－コレステロール低下作用である医薬
組成物，（3）ｐ－［３－（４－アセチル－３－ヒドロキシ－２－プロピルフェノキシ）
プロポキシ］フェニル酢酸，又はその製薬学的に許容される塩を有効成分とするコレステ
ロール低下作用を有する医薬組成物，及び（4）コレステロール低下作用を有する化合物
を同定するための方法であって、ペルオキシソーム増殖薬活性化受容体PPARδ活性化作用
，又はPPARδ及びPPARγ活性化作用を測定することを特徴とする方法，に関する。
背景の技術
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血中脂質レベルの増加，特にＬＤＬ（low density lipoprotein）－コレステロールレベ
ルの増加は，動脈硬化症を引き起こす重要な原因の一つとして考えられている。今までに
知られているＬＤＬ－コレステロール低下薬としては，コレステロール生合成の律速酵素
であるHMG-CoA（ヒドロキシメチルグルタリルＣｏＡ;3-hydroxy-3-methylglutaryl coenz
ymeA）還元酵素の阻害剤や腸管内でのコレステロールの再吸収抑制剤などがある。例えば
，HMG-CoA還元酵素阻害剤投与による血清ＬＤＬ－コレステロール低下の機序は，主とし
て肝臓でのコレステロール生合成阻害による細胞内コレステロールとその代謝産物生成量
の低下及びそれによるＬＤＬ受容体発現亢進作用に基づくものであるとされる（J.Lipid 
Res.,33,p1569-1582,1992）。
HMG-CoA還元酵素阻害剤の１つ，シンバスタチンの第Ｉ相臨床試験では，健常人の血清コ
レステロールレベルは投与開始約１週間で約２０％の低下率を示し，その後の投与でもよ
り継続した低下は期待できないことが示されている。また、血清総コレステロール220mg/
dl以上の高脂血症患者においても，その低下率は約２０％程度であることが示されている
（山本章ほか，臨床医薬，4（3）,p409,1988）。
一方，特公昭63-35626号公報に記載されているYM-16638化合物は，元来，強いSRS-A（ス
ロー・リアクティング・サブスタンス・オブ・アナフィラキシー;slow reacting substan
ce of anaphylaxis）拮抗作用を有する化合物であり，種々のアレルギー性疾患（例えば
気管支喘息，じん麻疹）や虚血性の心及び脳疾患，炎症などの予防・治療剤並びに抗潰瘍
剤として有用なことが知られている（Arzneim.-Forsch.Drug Res.,38（1）,p682-685,198
8,Prostaglandins Leukotrienes,and Essential Fatty Acids,36,p43-47,1989）。
この化合物の抗潰瘍・抗喘息薬としての臨床試験において，意外にもヒトで強力な血清コ
レステロール低下作用を有することが見出され，また動物実験においても同様な作用を示
すことが確認されている（Drug Dev.Res.,38,p86-92,1996，特開平2-215717号公報）。上
記の血清コレステロールの低下率は，健常人に対して約２６％（60mg投与）～４１％（12
0mg投与）であり（Drug Dev.Res.,38,p86-92,1996），初期第II相臨床試験においても約
２０％～５０％の低下率を示す割合は被検者の約８０％を示した。このようなヒトに対す
る強い血清コレステロールの低下作用は，ＨＤＬ（high density lipoprotein）－コレス
テロールの低下ではなく，ＬＤＬ－コレステロール，アポ蛋白質Ｂの有意な低下に起因す
るものであり，一方，血清トリグリセリドレベルに対してはその低下作用は弱いことが判
っている（Drugs,53（2）,p299-336,1997）。
YM-16638の血清コレステロール低下作用機序に関するこれまでの研究から，肝臓でのコレ
ステロール生合成阻害効果を有すること（Br.J.Pharmacol.,118,p174-178,1996）並びに
肝臓でのＬＤＬ受容体の活性化とＬＤＬ受容体遺伝子発現レベルを増加させる作用を有す
ることが知見されている（Drug Dev.Res.,38,p86-92,1996）。しかしながら，これらの作
用を引き起こすYM-16638化合物の作用機序の更なる詳細については不明であった。
近年，血中脂質レベルの低下にも関与する脂肪細胞の分化増殖の機序に関する研究の中で
，核内受容体であるPPAR（ペルオキシソーム増殖薬活性化受容体；peroxisome prolifera
tor-activated receptor）の存在が見出された（Nature,347,p645-650,1990）。PPARには
これまでに大きく分けて３つのサブタイプの存在が知られており，PPARα，PPARδ，PPAR
γと称する（Proc.Natl.Acad.Sci.USA,91,p7355-7359,1994,蛋白質・核酸・酵素，40（13
）,p50-55,1995）。更に，種々の化合物について，PPARのサブタイプの活性化やその脂質
低下作用についての報告がなされている。例えば，糖尿病治療薬であるチアゾリジンジオ
ン系化合物は，PPARγのリガンドであり，ヒトにおいて血清中のコレステロールレベルは
低下させないが，血清トリグリセリドレベルを有意に低下させることが知られている（Di
abetes,46,p433-439,1997,Diabetes Care,19（2）,p151-156,1996,15（2）,p193-203,Dia
betologia,39,p701-709,1996＜文献１＞）。一方，古くから脂質低下薬として用いられて
いるフィブレート系薬剤は，PPARαのリガンド効果を有することが知られており，臨床で
は，強い血清トリアシルグリセロールレベルの低下が総じて認められている（Proc.Natl.
Acad.Sci.USA,94,p4312-4317,1997,Drugs,40（2）,p260-290,1990＜文献２＞）。
フィブレート系薬剤と共にPPARαの特異的リガンドとして，Wy14,643（Pirinixic acid）



(3) JP 4427825 B2 2010.3.10

10

20

30

40

50

が知られているが（EMBO J.,11,p433-439,1992,Arch.Biochem.Biophys.,228（1）,p185-1
96,1984,＜文献３＞），高等生物に対する脂質低下作用について報告はない。この他，抗
血栓薬などとして用いられるプロスタサイクリン（PGI2）自体にはPPARαもPPARδも活性
化作用はないことが確認されているが（Proc.Natl.Acad.Sci.USA.,94,p4312-4317,1997）
，その誘導体であるカルバプロスタサイクリン（cPGI2）には，PPARαとPPARδの両リガ
ンド活性のあることが報告されている。しかし，該化合物の脂質低下作用に関する詳細は
未だ報告されてはいない（J.Biol.Chem.,272（9）,p5367-5370,1997,Proc.Natl.Acad.Sci
.USA,94,p4312-4317,1997＜文献４＞）。
一方、英国公開公報GB 2292885には、NUC1（ヒトPPARδ）受容体を活性化する物質を投与
することによる高脂血症薬がクレームされているが、明細書に開示された脂肪酸酸化に関
連する酵素のレベルを調節する旨の記載は、トリグリセリドの代謝に関連するものであり
、コレステロール低下作用については何ら開示も示唆もされていない。
従って，以上の知見にも拘わらず，血清コレステロール低下作用にPPARのいずれのサブタ
イプが関与しているのかについては，未だ確認されていない。
PPARのサブタイプが関与する新規作用機序に基づくコレステロール低下剤は，治療上従来
薬よりも優れた効果を示すことが期待できる。現状では，上記作用機序が明らかにされて
おらず，充分満足できる薬剤が見い出されてはいない。そこで，PPARのサブタイプが関与
する作用機序が明らかであり，優れたコレステロール低下作用を有し，医薬品として充分
満足できる薬剤の開発が切望されている。
発明の開示
本発明者等は，上記YM-16638のコレステロール低下の作用機序について，鋭意研究を行っ
た結果，該化合物がPPARδ及びγ活性化作用を有することを本発明により初めて見い出し
た。この知見，及びPPARγのリガンドであるチアゾリジンジオン系化合物が血清コレステ
ロールレベルを低下させないとの従来の報告から，上記コレステロールの低下作用にはPP
ARδが主に関与しているのではないかと考え，PPARδ活性化作用を有する化合物について
更に研究した。即ち，PPARδ活性化作用，又はPPARδ及びγ活性化作用を測定することを
特徴とする方法を用いることにより，PPARδ活性化作用を有する化合物を探索した。この
結果，チェコ登録特許CZ 281130に抗炎症作用、抗喘息作用を示す化合物として開示され
たｐ－［３－（４－アセチル－３－ヒドロキシ－２－プロピルフェノキシ）プロポキシ］
フェニル酢酸がPPARδ及びγ活性化作用を有し，且つ意外にもYM-16638と同様に優れた血
清コレステロール低下作用及びＬＤＬ－コレステロール低下作用を示すことが高等動物を
用いた実験において見出され，これらの知見に基づいて本発明を完成した。
即ち，本発明は，PPARδ活性化作用若しくはPPARδ及びγ活性化作用を有する化合物，又
はその製薬学的に許容される塩を有効成分として含有するコレステロール低下作用を有す
る医薬組成物に関する。
また、本発明は、上記コレステロール低下作用がＬＤＬ－コレステロール低下作用である
医薬組成物に関する。
更に本発明は，ｐ－［３－（４－アセチル－３－ヒドロキシ－２－プロピルフェノキシ）
プロポキシ］フェニル酢酸又はその製薬学的に許容される塩を有効成分として含有するコ
レステロール低下作用を有する医薬組成物に関する。
更にまた，本発明は，コレステロール低下作用を有する化合物を同定するための方法であ
って、PPARδ活性化作用，又はPPARδ及びγ活性化作用を測定することを特徴とする方法
に関する。
以下，本発明について詳細に説明する。
本発明において，「ペルオキシソーム増殖薬活性化受容体PPAR活性化作用」とは，その受
容体のリガンド結合部位に化合物が直接的に結合・作用し，もしくは間接的に作用し，そ
のリガンド結合受容体によって機能発現が引き起こされる初期段階の作用の全てを意味し
，その受容体活性化作用を測定することにより求められる測定値が，化合物非添加（ここ
では溶媒として用いたジメチルスルフォキサイド添加）の細胞での活性値と比較して，統
計学的に有意差があると判定した場合に「活性化作用あり」と判断する。
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本発明において「コレステロール低下作用」とは，病態レベルの血清中のコレステロール
値（治療の必要とされる通常220mg以上）を有意に低下させる作用を意味し，コレステロ
ール低下作用を示す医薬組成物は、血清コレステロールの上昇に起因する各種疾患の予防
及び治療に有用である。
本発明のコレステロール低下作用を有する医薬組成物が有効成分として含有する「PPARδ
活性化作用若しくはPPARδ及びγ活性化作用を有する化合物」とは，ケミカルファイルに
登録されている種々の公知化合物の中から本発明のコレステロール低下作用を有する化合
物の同定方法により選択されたもの，あるいはこれら選択された化合物の母核を利用した
置換基変換により新規に合成した化合物等，公知又は新規に拘わらずPPARδ活性化作用，
又はPPARδ及びγ活性化作用を有する化合物を全て包含するものである。
「製薬学的に許容される塩」とは，該化合物が酸又は塩基と形成する塩であり，生体に対
し非毒性であるものを意味する。
具体的には，無機酸若しくは有機酸との酸付加塩，あるいは無機若しくは有機塩基との塩
であり，製薬学的に許容しうるこれらの塩としては，具体的には塩酸，臭化水素酸，ヨウ
化水素酸，硫酸，硝酸若しくは燐酸等の鉱酸，又はギ酸，酢酸，プロピオン酸，シュウ酸
，マロン酸，コハク酸，フマル酸，マレイン酸，乳酸，リンゴ酸，酒石酸，クエン酸，メ
タンスルホン酸，エタンスルホン酸，ベンゼンスルホン酸若しくは，トルエンスルホン酸
等の有機酸，又はアスパラギン酸若しくはグルタミン酸などの酸性アミノ酸との付加塩，
ナトリウム，カリウム，マグネシウム，カルシウム，アルミニウム，リチウムなど無機塩
基，メチルアミン，エチルアミン，エタノールアミンなどの有機塩基，リジン，オルニチ
ンなどの塩基性アミノ酸との塩やアンモニウム塩等を挙げることが出来る。
更に，本発明化合物は水和物，エタノール等との溶媒和物や結晶多形を形成する場合があ
り、本発明は，これらの水和物，溶媒和物又は結晶多形の分離されたものあるいは混合化
合物を全て包含する。
本発明のコレステロール低下作用を有する化合物の同定方法は，ペルオキシソーム増殖薬
活性化受容体PPARδ活性化作用，又はPPARδ及びγ活性化作用を測定することを特徴とす
る方法であり，化合物のPPARδ、又はPPARδ及びγ活性化作用の確認や、コレステロール
低下作用を有する化合物を選択する方法を提供するものである。該方法は，（a）PPARδ
あるいはPPARγ受容体の機能的断片をコードする発現カセットの構築物の作成，（b）上
記受容体断片と結合する機能蛋白断片についての１，又は複数の応答要素，及びレポータ
ー遺伝子の結合した構築物の作成，（c）この構成物を用いる宿主への共トランスフェク
ション，（d）試験される化合物の添加，及び（e）レポーター遺伝子の発現の測定，（f
）試験化合物をコントロールと比較し、PPARδ活性化作用，又はPPARδ及びγ活性化作用
を示す化合物を選択する工程からなり，該方法を用いることにより多数の化合物を迅速且
つ効率的に測定し、ランダムスクリーニングすることが可能である。
上記工程（a）及び（b）は，近年，核内受容体のリガンド評価系として確立されたもので
あり，詳細は，酵母（Saccharomyces cerevisiae）に発現するガラクトース代謝酵素調節
蛋白質GAL4［GAL1（galactokinase）,GAL7（α-D-galactose-1-phosphate uridyltransfe
rase）,GAL10（uridine diphosphoglucose-4-epimerase）の発現調節因子とその応答配列
UASG（galactose upstream activating region）との結合を利用したレポーター系である
（Cell,40,p767-774,1985,52,p161-167,1988,52,p169-178,1988,54,p199-207,1988）。後
記実施例１に記載の，酵母のＧＡＬ４蛋白のＤＮＡ結合能を利用したレポーターシステム
（J.Biol.Chem.,270（22）,p12953-12956,1995）以外に，PPARのDNA結合領域が結合する
応答領域（peroxisome proliferator responsive element,PPRE）を利用したレポーター
システム（Proc.Natl.Acad.Sci.USA,94,p4312-4317,1997,91,p7355-7359,1994,J.Biol.Ch
em.,268（8）,p5530-5534,1993）やバクテリアテトラサイクリンオペロンを利用したレポ
ーターシステム（J.Biol.Chem.,270（41）,p23975-23983,1995）などが利用可能である。
実施例１に記載の，ベクターの構築に必要な遺伝子操作に関する基本的技術については，
Basic Methods in Molecular Biology,2ndEdition（Leonard G.Davis,W.Michael Kuehl,J
ames F.Battey,Prentice-Hall International Inc.,1994）及び細胞工学・別冊，“バイ
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オ実験イラストレイテッド▲２▼遺伝子解析の基礎”［中山広樹，西方敬人著（秀潤社）
（１９９５年）］を参考に行うことが可能である。
本発明の工程（a）で使用する遺伝子発現ベクターは，ＧＡＬ４蛋白質のＤＮＡ結合領域
（GAL4-DBD）をコードする遺伝子を既に含む市販のベクター，pGBT9 DNA-Binding Domain
 Vector（ベクターサイズ5.5kb,GAL4-DBD領域とアンピシリン耐性遺伝子AmpR配列をベク
ター内に有する；クロンテック社製）であり，そのGAL4-DBD領域の近傍にあるマルチプル
クローニングサイト（MCS）に目的とする核内受容体のリガンド結合領域を導入すること
によって，細胞内で発現されるキメラ蛋白質が本同定法におけるセンサーとなり得るのに
充分都合の良いものであって，pGBT9に代えて製品pAS2 DNA-Binding Domain Vector（ク
ロンテック社製）を用いることもできるし，文献（Cell,52,p169-178,1988）に記載の方
法やその変法を利用することによっても構築は可能である。
工程（b）で使用する，活性化キメラ蛋白質に対する応答要素とレポーター遺伝子の融合
ベクターは，公知である応答要素を構築して市販のルシフェラーゼ遺伝子を含む発現ベク
ター（ピカジーンベクター２（PGV-B2），東洋インキ製造（株））に導入したものであり
，その方法は，通常，適当な制限酵素部位を有する短い断片を経由して挿入される。即ち
，例えば，レポーター遺伝子の近くに組み込むために，例えば適当な制限酵素を有するレ
ポーター遺伝子を切断し，応答要素を挿入するというような慣用手段を用いて行い，使用
する適当な末端を有する応答要素の構築はＤＮＡ合成機上で合成される。
更には，公知の応答要素は，DNA合成機により作成することも可能であるが，pG5CAT repo
rter plasmid（クロンテック社製）のように既に市販の適当なベクターに組み込まれてい
るものを使用することも可能であり，好ましくは，化合物の同定に使用する後記宿主中で
応答性の良い応答要素を選択，使用することが望ましい。
適当なプロモーター，及びターミネーター配列は，好ましくは後記宿主中で活性であるよ
うに選択され，当業界で良く知られているものである。それらは，構造遺伝子，及び任意
にマーカー基，及び他の遺伝子工学における標準的技術によって好都合な要素と結合し得
る。
本発明のコレステロール低下作用を有する化合物の同定方法で述べた，工程（c）で作成
した構築物の発現に用いる好ましい宿主細胞とは，例えば細菌，例えば酵母のような真菌
，昆虫又は哺乳類の細胞であり，HepG2細胞，NIH-3T3,COS-1,COS-7,U-937,CV-1,KI-293等
が代表的なものであり，特にHepG2やCV-1,NIH-3T3細胞が好ましい。これらの細胞を用い
た遺伝子導入に関する実験条件は，好ましくは細胞障害性の少ない，導入遺伝子量が多く
かつ分解されにくい条件であって，後記実施例１において利用したリポフェクトアミンに
よる遺伝子導入方法に限らない。
工程（d）は，ケミカルファイルに登録されている公知化合物あるいは新規に合成した化
合物を適当な希釈倍率で希釈したものを，遺伝子を導入しておいた細胞の培地に添加し，
後記工程（e）の測定を行うものであり，例えば９６ウェルプレートを用いるHigh throug
h put screening系として処理することが可能である。
工程（d）において，化合物は適当な溶媒に溶解した条件下で細胞の培地中に添加される
ものであって，そのインキュベーションの方法としては，細胞内に導入した２つの遺伝子
とそれらに作用する物質が，最終的にレポーター活性として測定するのに必要充分な条件
下で行い，化合物が細胞膜を通過できなければ，適当な単体を加えるか，細胞のない系を
用いることも可能である。
本発明におけるレポーター遺伝子の発現に関しては，例えば，産生蛋白質，酵素活性，も
しくは細胞増殖量のような，転写レベル，又は翻訳レベルで測定し得る。
工程（e）において測定の対象となる指標としては，適当なレポーター遺伝子が当業界で
は良く知られている。例としては，ホタルルシフェラーゼ（luc,PGV，ピカジーン社製）
の他に，シーパンジールシフェラーゼ（luc,pRL，ピカジーン社製），細菌ハイブリドル
シフェラーゼ（lu×AB），クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（CAT），
β－Ｄ－ガラクトシダーゼ（lacZ）である。
工程（f）において、コントロールとして試験化合物の溶媒を用い、溶媒のみで処理した
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細胞で工程（e）のレポーター遺伝子発現の指標を測定し、その活性値（コントロール値
）を1.0として，試験化合物の相対的なリガンド活性を算出する。PPARδ若しくはPPARδ
及びγに対して有意に活性化作用を示す化合物を選択する。
産業上の利用可能性
本発明により提供される医薬組成物は，新規作用機序，即ち，ペルオキシソーム増殖薬活
性化受容体のサブタイプであるPPARδ活性化作用若しくはPPARδ及びγ活性化作用を有す
ることを特徴とするものであり，特にヒトやサルなどを含む高等生物において従来薬より
も薬効の点において非常に優れていることが期待されるものである。
本発明のｐ－［３－（４－アセチル－３－ヒドロキシ－２－プロピルフェノキシ）プロポ
キシ］フェニル酢酸は，その化学構造中の水酸基等に基づき，ケト－エノール互変異性体
等の各種異性体が存在するが，本発明はこれらの異性体の単離されたもの，あるいは混合
物の全てを包含する。
また本発明化合物は，塩基と塩を形成する。塩基との塩としては，ナトリウム，カリウム
，マグネシウム，カルシウム，アルミニウム等の無機塩基，メチルアミン，エチルアミン
，エタノールアミン，リジン，アルギニン，オルニチン等の有機塩基との塩やアンモニウ
ム塩が挙げられる。更に，本発明化合物は，その理化学的性質や製造条件により水和物，
エタノール等との溶媒和物，あるいは結晶多形をなす種々の結晶形を有する物質として得
られることがある。本発明にはこれら水和物，エタノール等との溶媒和物，及び種々の結
晶形の物質全てが包含される。
本発明化合物は，後記製造例１に記載の方法又は当業者に公知のその変法により製造する
ことが可能であり，遊離のまま，あるいはその塩として単離される。本発明化合物の塩は
遊離の酸又は塩基である本発明化合物に通常の造塩反応を付することにより製造できる。
単離精製は，抽出，濃縮，留去，結晶化，濾過，再結晶，各種クロマトグラフィー等，通
常の化学操作を適用して行われる。各種の異性体は，異性体間の物理化学的な性質の差を
利用して常法により単離できる。
発明の効果
本発明のコレステロール低下作用を有する医薬組成物は，新規作用機序であるPPARδ活性
化作用，又はPPARδ及びγ活性化作用に基づき，特にヒトあるいはサル等の高等生物にお
いて，優れた血清コレステロール低下作用、特にＬＤＬ－コレステロール低下作用を示す
ものである。
また、本発明のコレステロール低下作用を有する化合物の同定方法は，実際にコレステロ
ール低下作用に優れた化合物を選択するのに有用な方法であることが確認されており，多
数の化合物から迅速且つ効率的に目的とするコレステロール低下作用を有する化合物をス
クリーニングし選択する上で極めて有用である。
従って，本発明の医薬組成物は，上記作用に基づき，血清コレステロール特にＬＤＬ－コ
レステロールの増加に起因する各種疾患，即ち，高コレステロール血症，高脂血症，黄色
腫，動脈硬化，又は動脈硬化に起因する各種疾患（冠状動脈硬化に基づく狭心症や心筋梗
塞等の虚血性心疾患，脳血管の硬化による脳梗塞や脳出血等の脳血管障害，硬化した脳動
脈の機械的圧迫による視神経萎縮や水頭症，腎動脈硬化に基づく腎硬化症，大動脈や末梢
動脈の内腔狭窄による動脈留や閉塞性動脈硬化症等）等の予防及び治療に極めて有用であ
る。
本発明の，PPARδ活性化作用若しくはPPARδ及びγ活性化作用を有する化合物，又はその
塩の１種，又は２種以上を有効成分として含有する製剤は，通常製剤化に用いられる担体
や賦形剤，その他の添加剤を用いて調製される。投与は錠剤，丸剤，カプセル剤，顆粒剤
，散剤，液剤等による経口投与，あるいは静注，筋注等の注射剤，坐剤，経皮等による非
経口投与のいずれの形態であってもよい。投与量は，症状，投与対象の年齢，性別等を考
慮して，個々の場合に応じて適宜決定されるが，通常，経口投与の場合，成人１日当たり
１～５００ｍｇ程度，非経口投与の場合，成人１日当たり０．１～５０ｍｇ程度であり，
これを１回で，あるいは２～４回に分けて投与する。
本発明による経口投与のための固体組成物としては，錠剤，散剤，顆粒剤等が用いられる
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。このような固体組成物においては，１つ又はそれ以上の活性物質が，少なくとも１つの
不活性な希釈剤，例えば乳糖，マンニトール，ブドウ糖，ヒドロキシプロピルセルロース
，微結晶セルロール，デンプン，ポリビニルピロリドン，メタケイ酸，アルミン酸マグネ
シウムと混合される。組成物は，常法に従って，不活性な希釈剤以外の添加剤，例えばス
テアリン酸マグネシウムのような潤滑剤や繊維素グルコール酸カルシウムのような崩壊剤
，ラクトースのような安定化剤，グルタミン酸，又はアスパラギン酸のような溶解補助剤
を含有していてもよい。錠剤又は丸剤は，必要によりショ糖，ゼラチン，ヒドロキシプロ
ピルセルロース，ヒドロキシプロピルメチルセルロースフタレート等の糖衣又は胃溶性あ
るいは腸溶性物質のフィルムで被膜してもよい。
経口投与のための液体組成物は，薬剤的に許容される乳濁剤，溶液剤，懸濁剤，シロップ
剤，エリキシル剤等を含み，一般的に用いられる不活性な希釈剤，例えば精製水，エタノ
ールを含む。この組成物は不活性な希釈剤以外に湿潤剤，懸濁剤のような補助剤，甘味剤
，風味剤，芳香剤，防腐剤を含有していてもよい。
非経口投与のための注射剤としては，無菌の水性，又は非水性の溶液剤，懸濁剤，乳濁剤
を包含する。水溶性の溶液剤，懸濁剤としては，例えば，注射用蒸留水及び生理食塩水が
含まれる。非水溶性の溶液剤，懸濁剤としては，例えば，プロピレングリコール，ポリエ
チレングリコール，オリーブ油のような植物油，エタノールのようなアルコール類，ポリ
ソルベート８０（商品名）等がある。このような組成物は，更に防腐剤，湿潤剤，乳化剤
，分散剤，安定剤（例えば，ラクトース）溶解補助剤（例えば，グルタミン酸，アスパラ
ギン酸）のような補助剤を含んでいてもよい。これらは例えば，バクテリア保留フィルタ
ーを通す濾過，殺菌剤の配合，又は照射によって無菌化される。また，これらは無菌の固
体組成物を製造し，使用前に無菌水，又は無菌の注射用溶媒に溶解して使用することもで
きる。
発明を実施するための最良の形態
以下に実施例を掲記し，本発明のコレステロール低下作用を有する化合物の同定方法，コ
レステロール低下剤及び化合物について更に詳細に説明する。
実施例１（コレステロール低下作用を有する化合物の同定方法）
（1）アクチベーションベクターの構築
PPARδ及びPPARγのリガンド効果を有する化合物を同定するために，酵母転写活性化蛋白
質ＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメイン（GAL4-DNA binding domain,GAL4-DBD）とPPARのリガン
ド結合ドメイン（ligand binding domain,LBD）との融合遺伝子発現ベクター（作成した
３つのアクチベーションベクターをGAL-PPARα,GAL-PPARδ,GAL-PPARγと命名した）の構
築を行った。操作は，i）第一段階をPPAR-LBDのクローニング，ii）第二段階をGAL4-DBD
遺伝子含有ベクターへの導入による融合ベクターの構築，iii）第三段階を発現ベクター
へのサブクローニングの３工程からなる（J.Biol.Chem.,270（22）,p12953-12956,1995,C
ell,83,p803-812,1995）。
i）ペルオキシソーム増殖薬活性化受容体（mPPAR;mouse peroxisome proliferator-activ
ated receptor;mPPARα,mPPARδ,mPPARγ）のリガンド結合領域（PPAR-LBD）をPCR（poly
merase chain reaction）により増幅させた。増幅に用いたテンプレートはマウス副睾丸
周囲脂肪組織から，総ＲＮＡ抽出試薬Isogen（ニッポンジーン社製）を用い，添付マニュ
アルに従って総ＲＮＡを調製し用いた。各PPARサブタイプのリガンド結合領域をコードす
る遺伝子をクローニングする為に合成したプライマーの塩基配列は次の通り:mPPARα（Gl
y165～Tyr467）;5’-TTC CCG GGG ATG TCA CAC AAT GCA ATT CGC-3’（配列番号1）と5’
-TTG GAT CCT CAG TAC AAA ATG TCT CTG TAG ATC TC-3’（配列番号2）,mPPARδ（Met137

～Tyr439）;5’-TTC CCG GGC ATG TCG CAC AAC GCT AT-3’（配列番号3）と5’-TTG GAT 
CCT TAG TAC ATG TCC TTG TAG ATT-3’（配列番号4）,mPPARγ（Gly172～Tyr474）;5’-T
TC CCG GGG ATG TCT CAC AAT GCC ATC-3’（配列番号5）と5’-TTG GAT CCC TAA TAC AAG
 TCC TTG TAG AT-3’（配列番号6）。GeneAmp PCRシステム９６００型を用いてＰＣＲ反
応を行った。
ii）予め，合成したプライマーの片側には，制限酵素SmaIあるいはBamHIで切断可能なよ
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うにそれら認識配列を挿入しておいた。増幅後のPCR断片は，SmaIとBamHIで切断しておい
たpGBT9 DNA-Binding Domain Vector（5.5kb,GAL4-DBD領域とアンピシリン耐性遺伝子Amp
R配列を有する；クロンテック社製）にライゲーションすることによって導入し，これに
より作成されたベクターをpGBT9-PPAR-LBDと命名した。
iii）pGBT9-PPAR-LBDの中に含まれるGAL4-DBDとPPAR-LBDを結合させた融合遺伝子領域（G
AL4-DBD+PPAR-LBD）をHindIII/SalIを用いて切り出し，発現ベクター，pZeoSV（3.5kb，
ゼオシン耐性遺伝子ZeoR配列を有する；クロンテック社製）のマルチプルクローニングサ
イト（MCS）にHindIII/XhoIを用いて導入した。このようにして得られたGAL4-DBDとPPAR-
LBDのキメラ蛋白質発現ベクターを，それぞれGAL-PPARα,GAL-PPARδ,GAL-PPARγと命名
した。
（2）レポーターベクターの構築
ルシフェラーゼ遺伝子の発現を指標とするレポーターベクター（以下，RE-LUCと命名する
）の構築は，i）第一段階としてGAL4応答配列の作成，及びii）第二段階としてルシフェ
ラーゼ発現ベクターへのサブクローニングの２工程からなる（J.Biol.Chem.,270（22）,p
12953-12956,1995,Cell,83,p803-812,1995）。
i）GAL4-DBDの結合配列［GAL4応答配列;GAL4 responsive element,RE，又はUASG］を１回
（ＲＥ×１）及び３回繰り返したＤＮＡ配列（ＲＥ×３）をＤＮＡ合成機（Beckman DNA
合成装置Oligo1000M，ベックマン社製）を使用して合成した。適当な制限酵素サイトを両
端に入れ，これらを結合させて４回繰り返し配列断片（ＲＥ×４）を作成し，更にこれら
を用いて８回繰り返し配列断片（ＲＥ×８）を作成した。
ii）GAL4応答配列（RE×8）にTATA box部分を連結させたＤＮＡ断片をＰＣＲにより作成
し，ルシフェラーゼアッセイシステム用ベクター［ピカジーンベクター２（PGV-B2），東
洋インキ製造（株）］のルシフェラーゼ遺伝子配列上流5’-側にこれを挿入した（RE-LUC
）。作成したRE-LUCに含まれるＲＥ×８及びTATAボックスを含む挿入領域の塩基配列は，
シーケンシングキット（PRISMTMReady Reaction DyeDeoxyTMTerminator Cycle Sequencin
g Kit，アプライドバイオシステムズ社製）を用いて試料調製後，シーケンサー（ABI 373
A DNA sequencer，アプライドバイオシステムズ社製）を使用してその塩基配列を確認し
た。ＲＥ×８を含むＲＥ－ＬＵＣは，GAL-PPARγと併せて細胞に導入し，PPARγのリガン
ドであるＣＳ－０４５（トログリタゾン）を添加した際，得られるリガンド応答性（ルシ
フェラーゼ活性）が，繰り返し回数の異なる他のもの（ＲＥ×２，×３，×４，×５，×
６，×１０）と比較して最も強い活性を示すことから，本評価試験にはＲＥ×８を使用し
た。
（3）PPARα，PPARδ及びPPARγ活性化作用の測定
上記項目（１）及び（２）で作成したアクチベーションベクターとレポーターベクターを
用いて，以下の３つの工程［ｉ）構築物の宿主への共トランスフェクション，ii）化合物
添加による細胞処理，iii）レポーター遺伝子発現量の測定］により，化合物のPPAR活性
化作用を測定した。
i）（構築物の宿主への共トランスフェクション）
HepG2細胞（American Type Culture Collection,Meryland,USA）を１ウェル当たり1×104

個の細胞濃度で，コラーゲンタイプＩＶ処理９６ウェルプレート（イワキ（株）社製）に
まき，２日間，１０％の濃度で胎児ウシ血清（FCS）を添加したダルベッコ改変イーグル
培地［200μl/well,FCS-DMEM（GIBCO BRL）］の存在下において培養した。その後，３７
℃に保温した100μl/wellの細胞培養用培地OPTI-MEM I Reduced Serum Medium（GIBCO-BR
L製）で細胞を洗い，DNA含有溶液〔９６ウェルプレートの１ウェル（５０μｌ添加溶液）
当たり，以下の成分を含有するもの；0.01μgのGAL-PPARαあるいは-PPARδあるいは-PPA
Rγ,0.1μgのRE-LUCルシフェラーゼベクター，0.02μgのpCH110真核細胞発現ベクター［
β－ガラクトシダーゼ発現用ベクター（遺伝子導入効率補正用），ファルマシアバイオテ
ク（株）社製］，1μlのLipofectAMINE（GIBCO BRL），これらをOPTI-MEMに室温で１５分
間攪拌しながら溶解したもの〕を添加して，３７℃で３時間培養した。
ii）（化合物添加による細胞処理）
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細胞を10%FCS-DMEM 100μlで2回洗い，供試化合物（10-4M,５％ジメチルスルフォキシド
（DMSO）に溶解したもの）を含む１０％ FCS-DMEM 200μlに新たに交換して更に４８時間
，３７℃で培養を継続した。
iii）（レポーター遺伝子発現レベルの測定）
培地を除いた後，１ウェル当たり，ルシフェラーゼ活性測定用可溶化緩衝液（１倍希釈液
，ピカジーン社製）100μlを添加して，室温で１５～３０分間放置した。そのうちの20μ
lを別な測定用プレートに分取して，ルシフェラーゼ基質溶液100μl（ピッカジーン社製
）を添加し，AB-2100型 化学発光測定装置（アトー社製）を用いて１０秒間の発光量（ル
シフェラーゼ活性）を求めた。ルシフェラーゼ遺伝子の添加と同時に，加えておいたβ－
ガラクトシダーゼ発現遺伝子の細胞内導入による活性発現量を測定し，化合物添加による
ルシフェラーゼ活性の変動を導入遺伝子のトランスフェクション効率で補正した。β－ガ
ラクトシダーゼ活性の測定方法は，プロメガ（株）のマニュアルに準じて行った（Method
s Enzymol.,152,p704-720,1987,Biotechniques,7,p576,1989）。
20μlの可溶化試料を別な９６ウェルプレートに分取し，ONPG溶液（o-nitrophenyl-β-D-
galactopyranoside，プロメガ社製）100μlを添加して３７℃で９０分間インキュベート
した。反応停止薬（1M炭酸ナトリウム溶液，プロメガ社製）50μlを加え，室温にて415nm
の吸光度を測定した。溶媒として用いたジメチルスルフォニィルオキサイド（DMSO,０．
５％濃度）のみで処理した細胞のルシフェラーゼ活性値（コントロール値）を1.0とし，
相対的なリガンド活性を算出した（表1）。
この結果，YM-16638及び製造例１は，PPARδ及びγの活性化作用を有することが確認され
た。
【表1】

実施例２（アカゲザルを用いた血清コレステロール低下作用評価試験）
Br.J.Pharmacol.,118,p174-178,1996に記載の方法に準じ，アカゲザルを用いた血清コレ
ステロール低下作用評価試験を行った。
i）体重約４．５～５kgの雄性アカゲザル（ハムリー社から購入）に対して，１匹当たり
，５０gのピュリナー粉末飼料（Code#5408，オリエンタル酵母社製）に５０mlの水及びビ
タミンＣ（５mg/kg/day，シグマ社製）を添加して固形状にしたものを５０g，及びバナナ
約１００gを１日２回供与し飼育した。この条件下で飼育したアカゲザルに有意な体重の
変動がないことを確認した。



(10) JP 4427825 B2 2010.3.10

10

20

30

40

ii）コントロール食に適応させたサルを，対照群４匹，投与群３匹に分け，対照群には化
合物非添加飼料を，投与群にはYM-16638が３０mg/kg/day、製造例１が３０mg/kg/dayとな
るように添加調製した同飼料を１日２回投与した。バナナは飼料の食べ残しを避けるため
飼料５０gの摂食後に与えるようにした。
iii）両群とも上記飼料で２週間飼育し，投与最終日の前日の約１６時間前から絶食させ
た条件下で大腿部から採血した。採血は，被検薬剤の投与前及び投与後の２回，体重測定
後に行った。採血したヘパリン処理血液から血清を分離し，日立736-10型自動分析装置を
用いて，酵素法により総コレステロール（TC）及びＬＤＬ－コレステロール（LDL-C）を
求めた（表２）。
なお、低下率は投与前値との比較により算出した。
【表２】

この結果，YM-16638及び製造例１は，優れた血清総コレステロール（TC）低下作用を示し
、特にＬＤＬ－コレステロール（LDL-C）低下作用を示すことが確認された。
製造例１
４－ヒドロキシフェニル酢酸メチル５．００ｇ，１，３－ジブロモプロパン１２．１５ｇ
，及び炭酸カリウム８．３２ｇをＮ，Ｎ－ジメチルホルムアミド30ml中室温で３晩攪拌し
た。氷水200mlを加えて酢酸エチルで抽出し（200ml×1回），有機層を水洗後（150ml×1
回），無水硫酸マグネシウム上で乾燥した。ろ過後，ろ液を濃縮して残さ８．１２ｇを得
た。本残さ２．８７ｇ，２－プロピル－３－ヒドロキシ－４－アセチルフェノール１．９
４ｇ，及び炭酸カリウム２．７６ｇをＮ，Ｎ－ジメチルホルムアミド３０ｍｌ中室温で１
晩攪拌した。氷水２００ｍｌを加えて酢酸エチルで抽出し（200ml×1回），有機層を水洗
後（200ml×1回），無水硫酸マグネシウム上で乾燥した。ろ過後，ろ液を濃縮して得られ
た残さ４．３０ｇをシリカゲルカラムクロマトグラフィー（Merck,Kieselgel 60）に付し
，クロロホルム溶出分から前駆体（Rf=0.75,TLC板:Merck DC-Fertigplatten Kieselgel 6
0 F254，展開溶媒:クロロホルム）を１．６３ｇ得た。本前駆体１．６３ｇをメタノール
４０ｍｌ及び１Ｎ水酸化ナトリウム水溶液２０．４ｍｌ中で１時間加熱還流した。放冷後
，１Ｎ塩酸水４０ｍｌを加えた。析出した結晶をろ取，メタノール／水で洗った後，減圧
下に乾燥することにより，ｐ－［３－（４－アセチル－３－ヒドロキシ－２－プロピルフ
ェノキシ）プロポキシ］フェニル酢酸１．１３ｇを得た。
融点:106-108℃
元素分析値（C22H26O6として）

赤外線吸収スペクトルνmax（KBr）cm-1:
2968,1700,1638,1586,1520,1504,1472,1420,1378,1274,1250,1126,1066,814,790.
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