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DMEM   Dulbecco’s modified Eagle’s medium  

DMSO   dimethyl sulfoxide  

EIA   enzyme immunoassay  

EP   prostaglandin E2 receptor 

FBS   fetal bovine serum 

IC50   50% inhibitory concentration 

ID50   50% inhibitory dose 

IL   interleukin 

IP   prostaglandin I2 receptor 

6-keto PGF1  6-keto prostaglandin F1 

mPGES-1  microsomal prostaglandin E synthase-1 

mPGES-2  microsomal prostaglandin E synthase-2 

LPS   lipopolysaccharide 

NSAIDs   nonsteroidal anti-inflammatory drugs 

PBS   phosphate-buffered saline 

PG   prostaglandin  

PGDS   prostaglandin D synthase 

PGES   prostaglandin E synthase 

PGIS   prostaglandin I synthase 



 

 

PWL   paw withdrawal latency 

TX   thromboxane  

TXAS   thromboxane A synthase 

UD50   50% ulceration dose
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第 1 章 緒論 

 

“炎症”は外傷や病気に対する重要な生体防御反応である。炎症では“発赤”、“発熱”、

“腫脹”、“疼痛”を特徴とする徴候が生じるが（ケルススの 4 徴候）、これらの反応は

傷害部位の修復を目的として起こる。炎症は崩壊した細胞や血小板から分泌されるヒス

タミン、プロスタグランジン（prostaglandin, PG）などの種々の化学伝達物質によって誘

導される。放出された化学伝達物質は血管に作用して血管透過性を亢進させ、それによ

り血漿成分の滲出が容易となり、傷害局所への炎症細胞の浸潤を促す。また、ロイコト

リエンなどは好中球の遊走を促進する。傷害局所に集積した好中球は貪食によって病原

体あるいは壊死組織を除去するとともにサイトカインやタンパク質分解酵素を産生し、

さらに炎症を増強させる。組織の傷害が一段落するとマクロファージが遊走され、残っ

た壊死組織などを除去する。こうした一連の反応を経て炎症は終焉し、組織の修復が完

了する。しかしながら、関節リウマチなどの自己免疫疾患においては炎症が収束せずに

長期間持続し、慢性炎症となる 1。最近の研究により、糖尿病や肥満、癌などの生活習

慣病の病態にも慢性炎症が関わっていると言われており、慢性炎症と病気との関わりが

注目されてきている 2, 3。 

炎症の 4 徴候の 1 つである“痛み”もまた外傷や病気に対する生体防御のための重要

な警告反応である。生まれながら痛みを感じない先天性無痛症患者では、皮膚、軟部組

織、骨関節に様々な外傷を受けやすく、また患者自身はその受傷に気づかずに重症化し

てしまうことが多い 4。一方で、通常の経過あるいは外傷の治療に要する妥当な時間を

超えて痛みが持続する慢性疼痛では警告反応の役割を逸脱し、それ自体が有害な病態を

もたらす 5。慢性炎症病態では慢性痛が生じている場合もあり、生活の質が著しく低下

する。実際、関節リウマチ患者が最も改善を望む症状は痛みであると報告されている 6。 
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非ステロイド性抗炎症剤（nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs）は変形性関節

症や関節リウマチ、抜歯後疼痛などに広く用いられている薬剤である。NSAIDs の作用

機序はシクロオキシゲナーゼ（cyclooxygenase, COX）-1 および COX-2 の阻害である。

COX-2 は炎症刺激によって発現が誘導される酵素で、炎症反応において主要な役割を果

たしていると言われている。一方、COX-1 は恒常的に発現している酵素で、消化管保護

作用などに関わることが知られている 7。そのため、NSAIDs によって COX-1 が阻害さ

れると消化管粘膜保護作用が減弱し、その結果、胃潰瘍などの消化管障害を発症すると

考えられている 8。そこで、次世代の NSAIDs としてセレコキシブやロフェコキシブ、

バルデコキシブなどの COX-2 選択的阻害剤が開発された 9, 10。 

予想された通り、COX-2 選択的阻害剤は従来の NSAIDs と比較して消化管障害作用が

弱いことが示された 11-13。しかしながら、ロフェコキシブの大腸癌予防効能追加を目的

とした長期比較臨床試験において、心筋梗塞や脳梗塞といった心血管イベントのリスク

を増大させることが明らかになった 14, 15。この結果を受けてロフェコキシブは市場から

撤退したが、アメリカでは副作用被害者による集団訴訟が起こされるなど大きな社会問

題に発展した。バルデコキシブも同様に心血管イベントリスクが増大することが臨床試

験で示されたため撤退となった 16。ロフェコキシブおよびバルデコキシブの心血管イベ

ントリスク増大のメカニズムは明らかにされていないものの、トロンボキサン

（thromboxane, TX）A2 と PGI2 の不均衡が原因とする仮説が提唱されている 17。TXA2

は血液凝固作用を有し、COX-1 を介して血小板から産生される。一方、PGI2は血液凝固

抑制作用を有し、血管内皮において主に COX-2 を介して産生される。すなわち、COX-2

選択的阻害剤の服用により血液凝固抑制作用を有する PGI2の産生が抑制される一方で、

血液凝固作用を有する TXA2 の産生には影響しないことから、これらの調節因子のバラ

ンスが血液凝固優位に傾くことで心血管系に悪影響を及ぼすと考えられる。したがって、

より副作用の少ない新たな消炎鎮痛剤の開発が望まれている。 
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PG は細胞内でアラキドン酸カスケードによって生合成される生理活性物質である

（Fig. 1-1）。アラキドン酸は COX によって PGH2となり、PGH2はさらに PGE 合成酵素

（PGE synthase, PGES）、PGI 合成酵素（PGI synthase, PGIS）、PGD 合成酵素（PGD synthase, 

PGDS）および TXA 合成酵素（TXA synthase, TXAS）などの合成酵素によって種々の PG

に変換される。これらの最終産物のうち、PGE2は最も代表的な炎症メディエーターとし

て知られており、炎症性疼痛においても重要な役割を果たしていると考えられている。

PGE2は PGES によって PGH2から生成されるが、PGES には細胞質 PGES（cytosolic PGES, 

cPGES）、ミクロソーム PGES（microsomal PGES, mPGES）-1 および mPGES-2 の 3 つの

サブタイプが存在することが知られている。cPGES は多くの細胞の細胞質に恒常的に発

現しており、生体の恒常性維持に必要な PGE2産生に関わっている 18。mPGES-2 は膜に

恒常的に発現しているが、その機能については不明な点が多い。mPGES-1 は同じく膜型

の PGES だが、cPGES や mPGES-2 とは異なりインターロイキン（interleukin, IL）-1 や

リポ多糖（lipopolysaccharide, LPS）などの炎症刺激によって発現が誘導される。さらに

炎症部位や腫瘍組織など、COX-2 が高発現している部位において mPGES-1 と COX-2 の

共発現が認められている 19。これらの情報から、mPGES-1 が炎症性疾患の病態に関わる

主要な PGES として機能していると考えられている。2002 年に植松らによって mPGES-1

ノックアウトマウスが作製されて以降 20、炎症反応および炎症性疼痛における mPGES-1

の重要性が明らかにされてきた 21, 22。したがって、mPGES-1 の阻害あるいは PGE2産生

を選択的に抑制した場合でも、COX-2 選択的阻害剤と同程度の抗炎症作用が期待される。

さらに、PGH2 から PGE2 への変換はプロスタノイド合成の最終段階であることから、

PGE2 産生を選択的に抑制しても PGI2 および TXA2 の産生プロファイル、すなわち心血

管イベントリスクには影響を与えないことが期待される 23。したがって、mPGES-1 阻害

剤などの選択的 PGE2 産生阻害剤が新たな消炎鎮痛薬のターゲットとして注目されてい

る。 
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一方、同じくプロスタグランジンの一種である PGI2 も炎症反応において重要な役割

を果たしていると言われている。PGI2受容体（IP）ノックアウトマウスでは酢酸ライジ

ングモデルにおいてライジング反応が抑制されることが報告されている 24, 25。また、IP

アンタゴニストがげっ歯類の関節炎モデルにおいて抗炎症作用および鎮痛作用を示し

たことが報告されている 26, 27。したがって、IP アンタゴニストもまた消炎鎮痛薬のター

ゲットとして注目されている。PGE2と PGI2はいずれもCOX-2の下流で産生されるため、

COX-2 選択的阻害剤により PGE2と PGI2両方の産生が抑制されるが、PGE2と PGI2のど

ちらが炎症反応においてより重要であるかを直接比較検証した研究結果はこれまで報

告されていない。そこで本研究では、PGE2、PGI2それぞれのシグナルを阻害する化合物

を用いて、炎症および炎症性疼痛における PGE2および PGI2の寄与について検証するこ

とを目的とした。第 2 章では、モルモット・ラットそれぞれに活性を有する新規選択的

PGE2産生阻害剤の取得を行なった。第 3 章ではモルモット炎症および炎症性疼痛モデル

における PGE2の寄与について、モルモットで活性を示す選択的 PGE2産生阻害剤を用い

て検証した。第 4 章ではラット炎症モデルにおける PGE2の寄与について、ラットに活

性を示す選択的 PGE2産生阻害剤を用いて検証した。第 5 章では、ラット炎症性疼痛モ

デルにおいて選択的 PGE2産生阻害剤および IP アンタゴニストを用いて、それぞれを単

独投与あるいは併用した場合の鎮痛作用について検証した。 
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Fig. 1-1.  The arachidonic acid cascade 
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第 2 章 選択的 PGE2産生阻害剤の合成 

 

2-1 緒言 

 

これまでに臨床応用されている NSAIDs は COX-1, 2 あるいは COX-2 選択的阻害剤で

あるため、PGE2を含む全ての（あるいは複数の）プロスタノイド産生が抑制される。そ

のため、炎症性疼痛における PGE2の寄与について検証するためには PGE2を選択的に抑

制する化合物が必要である。これまでに mPGES-1 阻害による選択的 PGE2産生阻害剤は

いくつか報告されているものの、経口投与によって評価できる化合物の報告はほとんど

ない 28。腹腔内投与あるいは皮下投与など経口以外の投与法の場合、投与部位において

炎症が発生し、実験的に誘導した炎症が抑制されてしまう counter-irritation が発生する可

能性がある 29。したがって、化合物の薬理作用を正しく評価するためには経口投与可能

な選択的 PGE2 産生阻害剤を用いるのが妥当と考え、本章では独自の化合物の取得を行

なった。 
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2-2 方法 

 

マクロファージアッセイ 

モルモットマクロファージアッセイおよびラットマクロファージアッセイはそれぞ

れ第 3 章 3-2、第 4 章 4-2 に記載した方法で実施し、PGE2と TXB2量を EIA キット（Assay 

Designs）を用いて測定した。 

 

代謝安定性試験 

代謝安定性試験は肝ミクロソームを用いて実施した。モルモット肝ミクロソームは

Male Dunkin-Hartley guinea pig（In Vitro Technology）、ラット肝ミクロソームは Pooled SD1 

rat liver microsome-male（XENOTECH）を使用した。反応溶液は、10 mM D-グルコース-6-

リン酸二ナトリウム塩一水和物（オリエンタル酵母）、1 unit/ml グルコース-6-リン酸デ

ヒドロゲナーゼ（オリエンタル酵母）および 3.3 mM 塩化マグネシウム（ナカライテス

ク）を添加した 100 mM リン酸緩衝液（pH 7.4）に、上記の各ミクロソーム（0.1 mg/ml） 

を添加したものである。反応溶液に評価化合物（1 M）を添加した後 37°C に加温し 10

分間プレインキュベーションした。-ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（オ

リエンタル酵母）を最終濃度が 1 mM となるように添加して 30 分間インキュベートし、

氷冷した後アセトニトリルを添加して反応を停止させた。代謝物の解析は LC-MS/MS を

用いて行なった。 

 

LC-MS/MS 解析 

LC-MS/MS 解析には代謝安定性試験後に得られたアセトニトリル層を回収して用い

た。LC-MS/MS 測定は以下の機器を用いて行なった。 

HPLC システム： Agilent シリーズ 1100（Agilent Technologies） 
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Mass Spectrometry： API 4000（Applied Biosystems） 

カラム：  Shim-pack XR-ODS column（2 mm × 30 mm, Shimadzu Corp.） 

移動相：  A：5 mM 酢酸アンモニウム：アセトニトリル＝5：95 

   B：5 mM 酢酸アンモニウム：アセトニトリル＝95：5 

グラジエント： A/B＝99/1（0 min）, 50/50（0-0.1 min）, 50/50（0.01-0.5 min） 

0/100（0.5-1 min）および 0/100（1-1.75 min） 

流速：   0.75 ml/min 

検出モード：  MRM（multiple reaction monitoring）  



9 

 

2-3 ベンゾチアゾール誘導体 BT4c の獲得 

 

選択的 PGE2産生阻害剤の候補として、化合物 BT1a のようなベンゾチアゾール誘導体 

が知られていた（第一三共社内情報より）。この BT1a（Fig. 2-1）はモルモット由来マク

ロファージにおける PG 産生阻害評価系において、TXA2 の産生を抑制することなく 

PGE2産生を選択的に抑制した（PGE2 IC50 = 1.9 uM , TXA2 IC50 > 30 uM）。 

BT1a をリード化合物として、より高活性・高選択性および物性プロファイルの向上し

た化合物の取得を目的として誘導体展開を行なった。BT1a の分子構造をベンゾチアゾー

ル部（A 環部）、ピペリジンカルボン酸部（B 環部）およびアミノシクロヘキサン環部（C

環部）の 3 箇所の部分構造に分割して構造変換・修飾を行うことにより効率的に誘導体

展開を行なった。 

誘導体展開で合成した代表的な化合物を Fig. 2-1 に示す。C 環部の展開においてシス

の相対立体配置でかつメチル基上に水酸基を導入することにより BT1a と比較して活性 

が約 30 倍向上した BT4b（IC50 = 0.064 uM）を見出した。興味深いことに、BT4b の鏡像

体である BT4b’はプロスタノイド産生の選択性こそ示すものの、その活性は約 10 倍程

度弱いことが判明した。次に、C 環部を最も良い活性を示したアミノアルコール体に固

定して A 環部の展開を行なった。その結果、A 環部の 6 位にメチルを導入することによ

り活性が増強した BT4d（IC50 = 0.023 uM）を得た。さらにこれをフッ素基に変換するこ

とによりモルモットミクロソーム中の代謝安定性が 37.4%まで改善した BT4c を見出し

た。 
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Fig. 2-1.  Improvement of an in vitro PGE2 production inhibition activity through structure 

modification of BT1a  
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2-4 ベンゾチアゾール骨格からキノリン骨格への変遷および Q4e、Q4b の獲得 

 

前項で得られたベンゾチアゾール誘導体はモルモット由来の細胞において、プロスタ

ノイドの産生阻害の高い選択性を示すと共に、強い PGE2 産生阻害活性を示すことが明

らかになった。一方、消炎鎮痛剤の評価において一般的に用いられる薬効動物であるラ

ット由来のマクロファージに対しては PGE2産生阻害活性が大幅に減弱した（IC50 = 1.5 

M）。そこで、ラットに対する活性の向上を目指し、さらなる誘導体展開を行なった。 

誘導体展開により得られた化合物のラット由来のマクロファージに対する活性およ

び代謝安定性を Fig. 2-2 に示す。最初に、A 環部のベンゾチアゾール骨格を種々の二環

性縮環および単環芳香族環への変換を行なった。その結果、ラットマクロファージにお

いて十分な活性および PG 選択性を示す 1 位置換ベンゾイミダゾール誘導体を見出すと

共に、より活性プロファイルが改善した 3 位フェニル置換キノリン誘導体を見出した。

見出されたキノリン誘導体 Q4c はラットミクロソーム中の代謝安定性が 0%と非常に悪

かったため、ラットにおける代謝安定性の改善を目指して再度C環部の変換を行なった。

シクロヘキサン環上のヒドロキシメチル基の配置を変換することにより、代謝安定性が

改善した 1,3 トランス体 Q4d および 1,4 シス体 Q4h を得た。次に、ヒドロキシメチル基

をより極性の高い置換基であるカルバモイル基へと変換することにより、代謝安定性が

さらに改善した Q4e および Q4i を得た。カルバモイル基の窒素原子上にアルキル基を導

入すると、活性は向上する傾向が見られる一方で、代謝安定性は悪くなることが判明し

た（Q4f）。さらに、カルバモイル基をカルボキシル基へと変換することにより、活性・

代謝安定性を両立した Q4b を見出した。 
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Fig. 2-2.  Improvement of rat PGE2 production inhibition activity through structure 

modification of BT4c 
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2-5 各誘導体の合成法 

 

Fig. 2-3 に各誘導体の一般合成法を示す。A 環に相当する二環性縮環化合物、B 環に相

当する二置換環状アミン化合物、および C 環に相当するモノ置換アミン化合物を順に縮

合することで、コンバージェントに様々な誘導体の合成が可能である。二環性縮環化合

物（BT1, BI1, Q1）に対して、ピペリジンカルボン酸誘導体を付加させることで化合物

BT2、BI および Q2 が得られる。エステル基を加水分解し、得られたカルボキシル基を

別途合成したアミノシクロヘキサン誘導体と縮合して化合物 BT4、BI4 および Q4 を得

ることができる。本項に記載の化合物は全てこの方法に従って合成した。代表例として、

Q4b の具体的な合成を Fig. 2-4 に示す。 
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Fig. 2-3.  A general synthetic method of benzothiazole, benzoimidazole, and quinoline 

derivatives 
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Fig. 2-4.  Synthesis of compound Q4b  
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第 3 章 選択的プロスタグランジン E2産生阻害剤がモルモット発熱モデル、関節炎モデ

ル、および炎症性疼痛モデルに及ぼす影響の解析 

 

3-1 緒言 

 

第 2 章では、モルモットおよびラットそれぞれに活性を有する選択的 PGE2産生阻害

剤の取得に成功した。本章ではモルモットに活性を有する化合物 BT4c（以後、化合物 A）

を用いて、モルモット炎症モデルにおける薬理作用を評価した。また、既存 NSAIDs で

あるインドメタシンおよびモルモットに活性を有する mPGES-1 阻害剤として報告され

ている MF6330の薬理評価も実施し、化合物 A との比較を行なった。 
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3-2 材料および方法 

 

化合物 

選択的 PGE2産生阻害剤として、第 2 章で合成した化合物 A を用いた（Fig. 3-1A）。イ

ンドメタシンは Sigma-Aldrichより購入したものを用いた。試験に供する化合物は 20% N, 

N-ジメチルアセタミド、20% Tween80、および生理食塩水の混合溶媒（DTS 溶液）に溶

解し、2 ml/kg b.w.の投与用量で経口投与した。ただし、アジュバント誘導性関節炎モデ

ルにおいて 1 日 2 回投与を実施した際は、DTS 溶液による体重低下などの望ましくない

作用を避けるために投与用量を 1 ml/kg b.w.とした。 

 

動物 

実験動物は 4 週齢の雌性 Slc Hartley モルモット（日本エスエルシー）を用いた。動物

は室温を 23 ± 2°C、湿度を 55 ± 20%に維持した飼育室にて飼育し、毎日 20 時から 8 時

までを暗期とした。特に記載がない限り、餌および水は自由摂取とした。動物は使用前

に 1 週間馴化飼育を行なった。全ての実験手順は第一三共株式会社の動物飼育指針に沿

って実施した。 

 

モルモットマクロファージアッセイ 

モルモット腹腔マクロファージの調製は Moriya らの手法を参考に実施した 31。流動

パラフィン（和光純薬工業）を雌性モルモットに 50 ml/kg b.w.の投与用量で腹腔内に投

与した。その 4 日後にイソフルラン麻酔下にて頸動脈より放血死させた後に、腹腔内を

50 ml の氷冷ダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（Thermo Fisher Scientific）で洗浄し、洗

浄液を回収した。洗浄液はガーゼを用いてろ過を行ない、ろ液を 1000 rpm、4°C で 5 分

間遠心した。上清およびパラフィンを丁寧に取り除き、10%ウシ胎児血清（fetal bovine 
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serum, FBS）および 1% ペニシリン/ストレプトマイシン含有 RPMI-1640（Thermo Fisher 

Scientific）に懸濁し、1000 rpm、4°C で 5 分間遠心した。上清を取り除き、Red Blood Cell 

Lysis buffer（Sigma-Aldrich）を5 ml添加して細胞を懸濁した後に3分間静置した。10% FBS

含有 RPMI-1640 で 2 回洗浄した後、細胞数をカウントして 2 x 105 cells/ well となるよう

に調整し、アスピリン（Sigma-Aldrich）を終濃度が 100 M となるように添加した後に

96 穴培養プレートに細胞を播種し 2 時間培養した。非接着細胞を洗浄操作で除去した後

に化合物を添加して 1 時間培養し、LPS を終濃度が 10 g/ml となるように添加した後に

37°C、5% CO2条件下で 24 時間培養した（経時変化を観察する試験では培養時間を 2、4、

7、24 および 48 時間とした）。ブランクには LPS の代わりに 10% FBS 含有 RPMI-1640

を 10 l添加した。培養終了後、上清を回収し PGE2および TXB2含量を EIAキット（Assay 

Designs）を用いて測定した。 

 

ウェスタンブロット 

LPS で刺激したマクロファージは経時的に回収し、5 mM EDTA および Protease 

inhibitor cocktail（Roche）を含む氷冷リン酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered saline, PBS）

中で超音波処理を 10 秒間 × 2 回施した。セルライセート中のタンパク含有量を BCA タ

ンパク質アッセイキット（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定し、タンパク量に換算

して 5 g のライセートを SDS-PAGE により分離し、PVDF 膜（Merck Millipore）に転写

した後に 5% スキムミルクを含むトリス緩衝液中で 30 分間ブロッキングを行なった。

PVDF 膜に mPGES-1 抗体（Cayman Chemical）あるいは COX-2 抗体（Immuno-Biological 

Laboratories）を添加して 1 時間インキュベートした。ペルオキシダーゼ標識の二次抗体

と 1 時間インキュベートした後に ECL-plus（Life Technologies）を用いて検出した。 
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血中濃度測定試験 

化合物 A はモルモットに 10 mg/kg b.w.経口投与した（n = 3）。血液サンプルは投与後

0.5、1、2、4、6、8、24 時間に採取し、12000 rpm、4°C で 5 分間遠心分離して血漿を回

収した。血漿中の化合物濃度は LC-MS/MS 法により測定した。 

 

LC-MS/MS 解析 

LC-MS/MS 解析は第 2 章に記載の方法と同様の条件で実施し、化合物 A はアセトニト

リルで抽出した。化合物 A の検出イオンピークは m/z 420.9→209 を選択した。 

 

炎症組織中のプロスタイノイド含量測定試験 

本試験は牛山らの手法を参考に実施した 32。前日より一晩絶食した後に、20%イース

ト（Brewer’s yeast, Sigma-Aldrich）懸濁液をモルモットの右後肢足底皮下に 0.1 ml 投与し、

炎症を惹起した。イースト投与の 4 時間後に、動物を炭酸ガスにより安楽殺した後に速

やかに右足を切除、重量を測定して液体窒素を用いて急速凍結した。凍結した足サンプ

ルは Cryo-press®（Microtec Co., Ltd.）を用いて粉砕処理し、その後 10 mM EDTA および

100 M インドメタシンを含んだ PBS を足重量の 4 倍量添加し、Polytron®ホモジナイザ

ーで 1 分間ホモジナイズ処理を行なった。ホモジネートは 9,500 x g、4°C で 5 分間遠心

分離し、上清をプロスタノイド測定まで-20°C に保存した。化合物 A、MF63 およびイン

ドメタシンはそれぞれ足組織回収の 2、4 および 5 時間前に経口投与した（n = 5）。足組

織中の PGE2、6-keto PGF1および TXB2 含量はそれぞれの EIA キット（Cayman Chemical）

を用いて測定した。 

 

イースト誘導性発熱モデル 

本試験は小林らの手法を参考に実施した 33。20%イースト懸濁液 2 ml をモルモットの
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背部皮下に投与した。投与 18 時間後に直腸温を Digital rectal thermometer（Physitemp 

Instruments）で測定し、直腸温が 39.5°C 以上に上昇した個体を発熱試験に使用した。化

合物あるいは溶媒（DTS 溶液）を経口投与し、投与後 1 時間ごとに 5 時間まで直腸温を

測定した（n = 5-7）。イースト非投与群をコントロール群とした。 

 

アジュバント誘導性関節炎モデル 

本試験は Winder らの手法を参考に実施した 34。アジュバントは加熱滅菌 

Mycobacterium butyricum（BD biosciences）を乾熱滅菌した流動パラフィンを用いて 2 

mg/ml となるように調製し、Sonifier Cell Disruptor 200（Branson Ultrasonic）で 50 Hz で 5

分間断続的に超音波処理を行なった。調製したアジュバントはモルモットの右後肢足蹠

皮内に 0.05 ml（100 g/animal）投与し、投与日を Day 0 とした。化合物 A およびインド

メタシンはそれぞれ 1 日 2 回および 1 回投与した（n = 6）。足体積は Plethysmometer（Ugo 

Basile）を用いて Day 7 まで 1 日 1 回測定した。 

 

胃粘膜障害試験 

本試験は Jahn らの手法を参考に実施した 35。モルモットの糞食を防止するため、前日

夕刻にエリザベスカラーをモルモットに装着し、絶食を実施した。化合物投与の 4 時間

後に動物を安楽殺し、胃を摘出した（n = 5~10）。摘出した胃は 10 ml PBS で洗浄した後

に噴門部を鉗子で留め、幽門部から 10% ホルマリン液を 10 ml 注入した後に幽門部も鉗

子で留めて 10 分間固定処理した。胃の大湾に沿って切開した後に胃の粘膜を実体顕微

鏡で観察し、出血斑の全長を計測した。出血斑の全長が 2.0 mm 以上の個体を胃障害陽

性と判定し、胃障害陽性個体率を群ごとに算出した。 
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イースト誘導性熱性痛覚過敏モデル 

本試験は Hargreaves らの手法を参考に実施した 36。前日夕刻より絶食した後に、20% 

イースト懸濁液 0.1 ml をモルモットの左後肢足底皮下に投与した。投与の 2 および 3 時

間後にプランター試験装置（Hargreaves Apparatus, Ugo Basile）を用いて熱刺激を与えて

から逃避行動を起こすまでの潜時（paw withdrawal latency, PWL）を測定し、3 時間時点

でのPWLが 7秒以下の個体を試験に使用した。化合物あるいはDTS溶液を経口投与し、

PWL を投与後 1 時間ごとに 4 時間まで測定した（n = 5~6）。 

 

統計解析 

マクロファージアッセイおよび血中濃度測定試験では、結果は全て平均値±標準偏差

で示した。統計解析は Dunnett の多重比較検定を実施した。炎症組織中プロスタノイド

測定試験では、化合物によるプロスタイノイド産生阻害率を以下のように算出した：1−

｛（化合物投与個体のプロスタノイド量）−（イースト無処置個体のプロスタノイド量）｝

/｛（溶媒投与群のプロスタノイド量）−（イースト無処置個体のプロスタノイド量）｝× 100。

50%阻害用量（ID50, mg/kg b.w.）は化合物の投与量と抑制率の間の回帰直線を最小二乗

法により求めて算出した。発熱試験では、化合物による抑制率を以下のように算出し

た：1−｛（化合物投与個体の直腸温）−（イースト無処置個体の直腸温）｝/｛（溶媒投与群

の直腸温）−（イースト無処置個体の直腸温）｝× 100。ID50（mg/kg b.w.）は化合物の投

与量と抑制率（各用量の最大値）の間の回帰直線を最小二乗法により求めて算出した。

胃粘膜障害試験では、UD50（障害発生率が 50%の用量）は胃障害陽性率を元にプロビッ

ト法を用いて算出した。  
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3-3 結果 

 

化合物 A はモルモットマクロファージアッセイにおいて PGE2を選択的に抑制する 

モルモットマクロファージアッセイにおいて、LPS 処置により COX-2 および

mPGES-1 の発現がそれぞれ 7 および 24 時間をピークに上昇した（Fig. 3-1B）。さらに、

LPS処置によりPGE2産生が24時間をピークに上昇した（Fig. 3-1C）。これらの結果から、

化合物評価時のマクロファージ培養時間は 24 時間とした。TXB2産生も LPS 刺激により

検出限界以下から 13.2 ng/ml まで上昇した。化合物 A は PGE2の産生を濃度依存的に抑

制し、IC50は 19.6 nM であったが、一方で TXB2の産生は促進した（Fig. 3-1D）。MF63

も PGE2産生を選択的に抑制し、IC50は 63 nM であった（Fig. 3-1E）。 

 

化合物 A は DTS 溶液使用時にモルモットにおいて良好な体内動態を示す 

化合物 A のモルモットにおける薬物動態プロファイルを評価した。化合物 A は懸濁

用溶媒として汎用される 0.5% メチルセルロース溶液懸濁では経口吸収性が悪かったた

め（データ無し）、DTS 溶液を溶媒として使用した。化合物 A（10 mg/kg b.w.）は経口投

与後に速やかに吸収され、投与 0.5 時間後に最大血漿中濃度（Cmax）6.7 M まで上昇し、

その後 1、2、4、6 および 8 時間後にはそれぞれ 5.7 M、4.3 M、3.1M、1.3 M およ

び 0.68 M と減少し、24 時間後には検出限界以下となった。血中半減期（t1/2）は 2.7 時

間であった（Fig. 3-2）。 

 

化合物 A は炎症組織において PGE2産生を選択的に抑制する 

in vivo における PGE2、TXB2および 6-keto PGF1産生に化合物 A が及ぼす影響をイー

スト投与により炎症を誘導した足組織を用いて評価した。イースト投与 4 時間後におけ

るTXB2産生上昇はわずかであった一方で、PGE2と6-keto-PGF1α産生は大幅に増加した。
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化合物 A は PGE2産生を抑制し、ID50は 3 mg/kg b.w.未満であったが、6-keto PGF1およ

び TXB2産生は亢進した（Fig. 3-3A）。MF63 も同様に PGE2産生を抑制し（ID50は 10 mg/kg 

b.w.未満）、6-keto PGF1および TXB2産生は亢進する傾向を示した（Fig. 3-3B）。対照的

に、インドメタシンは測定した全てのプロスタノイド産生を抑制し、PGE2の ID50は 2.4 

mg/kg b.w.であった（Fig. 3-3C）。 

 

化合物 A はイースト誘導性発熱を改善する 

化合物 A の解熱作用を、モルモットイースト誘導性発熱モデルを用いて評価した。イ

ーストの皮下注射により直腸温の上昇が認められ、投与 18 時間後に 39.8°C に達した。

化合物 A は用量依存的に解熱作用を示し、ID50は 6.9 mg/kg b.w.であった（Fig. 3-4A）。

MF63 も用量依存的に解熱作用を示し、ID50は 9.2 mg/kg b.w.であった（Fig. 3-4B）。イン

ドメタシンは 30 mg/kg b.w.で強力な解熱作用を示した。 

 

化合物 A はアジュバント誘導性関節炎モデルにおいて抗炎症作用を有する 

化合物 A の抗炎症作用を、モルモットアジュバント誘導性関節炎モデルを用いて評価

した。Fig. 3-5A に示すように、アジュバント処置をした動物の足は処置翌日より緩やか

に肥厚し始め、処置 6 日後より急激に肥厚した。化合物 A は 100 mg/kg b.w.を 1 日 2 回

投与した群でのみ足の肥厚を抑制した（Fig. 3-5A）。インドメタシンは 100 mg/kg b.w.を

1 日 1 回投与した群で足の肥厚を抑制した（Fig. 3-5B）。インドメタシン 100 mg/kg b.w.

投与群では体重増加が抑制していたが、化合物 A 投与群ではいずれの投与用量において

も体重増加への影響は認められなかった（Fig. 3-5C, D）。 

 

化合物 A は既存 NSAIDs と比較して消化管障害のリスクが低い 

化合物Aおよびインドメタシンの胃粘膜障害作用を、モルモットを用いて評価した。
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インドメタシンは用量依存的に胃障害作用を示し、50%陽性率（UD50）は 15 mg/kg b.w.

であった。また、インドメタシンの in vivo PGE2産生抑制試験の ID50（2.4 mg/kg b.w., Fig. 

3-3C）に対する UD50 の比をセーフティーマージンとして算出したところ、6.25 であっ

た。一方、化合物 A は 100 mg/kg b.w.を経口投与した群でのみ胃障害作用が認められ、

その時の胃障害陽性率は 20%であった（Table 1）。また、化合物 A の in vivo PGE2産生抑

制試験の ID50が 3 mg/kg b.w.未満（Fig. 3-3A）で、UD50は 100 mg/kg b.w.以上であること

からセーフティーマージンは 30 以上であった。 

 

化合物 A はイースト誘導性熱性痛覚過敏モデルにおいて、既存 NSAIDs よりも鎮痛作用

が弱い 

化合物 A の鎮痛作用を、モルモットイースト誘導性熱性痛覚過敏モデルを用いて評価

した。イースト処置により、PWL が 19.5 秒（無処置個体）から 4.8 秒まで短縮した。イ

ンドメタシン 30 mg/kg b.w.投与群では投与の 3 および 4 時間後に PWL を有意に延長し

た。一方、化合物 A は 100 mg/kg b.w.投与時においても PWL の延長作用は認められなか

った（Fig. 3-6）。 
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3-4 考察 

 

第 3 章では第 2 章にて合成した選択的 PGE2産生阻害剤である化合物 A の薬理作用に

ついて、モルモットを用いて既存 NSAIDs すなわち非選択的 COX 阻害剤であるインド

メタシンおよび mPGES-1 阻害剤である MF63 と比較した。マクロファージアッセイで

は LPS 刺激により COX-2 の発現が亢進し、続いて mPGES-1 の発現が亢進した。PGE2

産生量は mPGES-1 の発現に相関していた。化合物 A は PGE2の産生を抑制し、TXB2の

産生を亢進した。一方、mPGES-1 阻害剤である MF63 は PGE2産生を抑制したが、TXB2

の産生に影響を与えなかった。これまでの研究で、MF63 は A549 細胞を用いた試験で

PGE2を抑制すると共に PGF2産生を亢進することが報告されていることから 30、本試験

においても TXB2 以外の他のプロスタノイドの産生を亢進している可能性がある。遺伝

的にmPGES-1を欠損させると PGE2以外のプロスタノイド産生が亢進することが報告さ

れている 37, 38。全てのプロスタノイドは共通の基質である PGH2から合成されることか

ら、PGE2産生が抑制されたことにより基質である PGH2が蓄積し、その後、他のプロス

タノイドに転換されたことが示唆される。これまでの報告を見る限り、PGE2産生抑制か

ら他のプロスタノイド産生亢進に繋がるメカニズムは他に知られていない。したがって、

化合物 A は PGES（おそらく mPGES-1）阻害剤であると考えられる。 

化合物 A は DTS 溶液で溶解した条件で良好な血中暴露を示したため、in vivo 炎症モ

デルを用いて化合物 A の薬理作用を評価した。イースト誘導性足部炎症モデルでは、イ

ンドメタシンが全てのプロスタノイド産生を抑制したのに対し、化合物 A および MF63

は PGE2産生のみを選択的に抑制した。この試験ではイースト処置によって 6-keto-PGF1α

産生が増加しており、化合物 A あるいは MF63 投与によりその産生がさらに亢進した。

TXB2の産生も化合物 A によって亢進していたが、その程度は 6-keto-PGF1αの方が顕著

であり、この結果は化合物 A による PGE2以外のプロスタノイドの亢進プロファイルが
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組織や細胞における各種合成酵素の発現量に依存していることを示唆している。 

解熱作用は NSAIDs のよく知られた薬理作用の一つであり、風邪などの病原菌の感染

により引き起こされる発熱は COX-2 および mPGES-1 によって誘導された PGE2を介し

て起こることが知られている 39, 40。本章では化合物 A のモルモットにおける解熱作用を

評価した。その結果、化合物 A はインドメタシンおよび MF63 と同等の解熱作用を示し

た。化合物 A の解熱作用は 5 時間時点で低下していたが、これは化合物 A の Cmaxが 0.5

時間であり、その後比較的速やかに消失する血中動態を反映していると考えられる。し

たがって、血中動態が改善された化合物は薬理作用が持続することが期待される。 

既存 NSAIDs および COX-2 選択的阻害剤はリウマチや変形性関節症患者に使用され

ており、PGE2がこれらの病態に関与していることが知られている 41-43。本章では化合物

A が関節炎モデルにおいて抗炎症作用を示すか否かを検討した。アジュバント接種日か

ら 100 mg/kg b.w.の化合物 A を 1 日 2 回投与したところ、個体の体重増加を抑制せずに

足部の浮腫を抑制した。一方、インドメタシンは 100 mg/kg b.w.の 1 日 1 回投与により浮

腫を抑制したが、この用量では体重増加が有意に抑制されていたことから、消化管障害

などの副作用が発生していた可能性が示唆された。こうした副作用は炎症反応にも影響

することが予想されるため、本検討においてインドメタシンで認められた抗炎症作用は

消化管障害などの副作用によって引き起こされた可能性が高い。インドメタシンはラッ

トアジュバント誘導性関節炎の陽性対照薬として薬理試験に使用されることが多いが、

その時の用量は概ね 3 mg/kg b.w.程度である。一方、今回のモルモットアジュバント誘導

性関節炎モデルでは 100 mg/kg b.w.でのみ有意に浮腫の抑制が認められた。正確な原因は

不明だが、インドメタシンの薬理作用についてラットとモルモットで種差が存在する可

能性が考えられる。したがって、既存 NSAIDs や COX-2 選択的阻害剤と化合物 A の抗

炎症作用の比較は、他の動物モデルを用いたさらなる精査が必要であろう。 

既存 NSAIDs の代表的な副作用として消化管障害が知られている。我々は化合物 A の
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胃潰瘍形成リスクについて評価した。インドメタシンは強い胃障害を引き起こし、セー

フティーマージンは 6.25 であった。これに対し、化合物 A のセーフティーマージンは

30 以上であった。これらの結果は、化合物 A は既存 NSAIDs と比較して消化管障害リス

クが低いことを示唆している。これまでの研究でも、PGE2産生あるいは PGE2シグナル

の選択的抑制は消化管障害リスクが低いことが示唆されている。例えば、MF63 はヒト

mPGES-1 ノックインマウスにおいて粘膜障害を起こさず、リスザルにおいても血便を誘

発しない 30。さらに、PGE2受容体（EP4）アンタゴニストが抗炎症作用を示す一方で消

化管障害を誘発しないことも報告されている 44, 45。PGE2だけでなく PGI2も胃粘膜保護

に寄与することが知られており 46、本試験においてはインドメタシンが全てのプロスタ

ノイド産生を抑制するのに対し、化合物 A は 6-keto-PGF1α（PGI2）の産生は抑制しない。

よって、既存 NSAIDs とは異なり、化合物 A を投与した動物では残存する PGI2が胃粘

膜を保護しており、これが消化管障害作用の弱い理由であると考えられる。 

最後に、化合物 A の炎症性疼痛モデルにおける鎮痛作用を評価した。本モデルにおい

てインドメタシンは鎮痛作用を示した一方で、化合物 A は PGE2産生を正常レベルにま

で抑制する用量である 100 mg/kg b.w.を投与した場合でも鎮痛作用が認められなかった。

選択的 PGE2産生阻害剤が既存 NSAIDs や COX-2 選択的阻害剤と同等の鎮痛作用を有す

るかに関する結論はまだ出ていない。MF63 の鎮痛作用はモルモット LPS 誘導性熱性痛

覚過敏モデルで報告されているが 30、一方で mPGES-1 欠損マウスではザイモサン誘導性

痛覚過敏モデルで鎮痛作用を示さなかったことが報告されている 47。PGE2 だけでなく

PGI2もまた炎症および炎症性疼痛に関わることが報告されており 24、PGI2の受容体アン

タゴニストがマウス慢性関節炎モデルにおいて疼痛および炎症を抑制することが報告

されている 26。化合物 A は PGE2産生を抑制するが、6-keto-PGF1α（PGI2）の産生を亢進

することから、PGI2が疼痛知覚に寄与しているために鎮痛作用が認められなかった可能

性がある。 
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本章で得られた知見をまとめた図を Fig. 3-7 に示す。選択的 PGE2産生阻害剤を用い

た検討から、炎症反応のうち発熱および腫脹は主に PGE2 を介していることが示唆され

たが、疼痛に関しては PGE2 以外のプロスタノイドの関与が示唆された。この点を明ら

かにするために次章以降さらなる検討を行なった。 
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Fig. 3-1.  Inhibitory effect of compound A on LPS-induced prostaglandin synthesis in guinea 

pig macrophages.  (A) Chemical structure of compound A.  (B) Time-course analysis of 

COX-2 (upper) and mPGES-1 (lower) expression after LPS stimulation in guinea pig 

macrophages.  (C) Time-course analysis of PGE
2
 synthesis with or without LPS stimulation in 

guinea pig macrophages.  (D and E) Dose dependent effect of compound A (D) and MF63 (E) 

on the production of PGE
2
 and TXB

2
 in guinea pig macrophages.  Data are expressed as % 

amount of LPS-stimulated control.  Results are shown as the mean ± S.D. (in duplicate). 
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Fig. 3-2.  Time-course of plasma concentration of compound A after oral administration 

(10 mg/kg) in guinea pigs.  Results are shown as the mean ± S.D. (n = 3/time point). 
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Fig. 3-3.  Inhibitory effect of compound A (A), MF63 (B) and indomethacin (C) on 

yeast-induced prostaglandin synthesis in guinea pigs.  Right hind paw was injected 0.1 ml of 

20% suspension of brewer’s yeast.  Paw tissues were harvested 4 h after yeast injection.  

Compound A, MF63 and indomethacin were orally administered 2 h, 4 h and 5 h before harvest, 

respectively.  Results are shown as the mean ± S.E.M. (n = 5).   

*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 for compound- versus vehicle-treated animals. 
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Fig. 3-4.  Anti-pyretic effect of compound A (A) and MF63 (B) on the yeast-induced pyrexia in 

guinea pigs.  Pyrexia was induced by the subcutaneous injection of 2 ml of 20% suspension of 

brewer’s yeast.  After 18 h, each compound or vehicle (DTS solution) was orally administered 

to animals which cause fever.  Rectal temperature was measured every one hour until 5 h after 

administration.  Results are shown as the mean ± S.E.M. (n = 5-7/group).  *, p < 0.05; **, p < 

0.01; ***, p < 0.001 for compound- versus vehicle-treated animals. 
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Fig. 3-5.  Effect of compound A (A and C) and indomethacin (B and D) on the development of 

adjuvant arthritis (A and B) and weight gain (C and D) in guinea pigs.  Animals received a 

single, right hind footpad intradermal injection of M. butyricum (100 μg/0.05 ml/paw) in a liquid 

paraffin emulsion.  Compound A or indomethacin or vehicle (DTS solution) was orally 

administered b.i.d. and q.d., respectively, from Day 0.    Results are shown as the mean ± 

S.E.M. (n = 6/group).  *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 for compound- versus 

vehicle-treated animals. 
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Table 1.  Effect of compound A and indomethacin on gastric mucosal lesion formation in 

guinea pigs. 
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Fig. 3-6.  Analgesic effect of compound A and indomethacin on yeast-induced thermal 

hyperalgesia in guinea pigs.  Left hind paw was injected 0.1 mL of 20% suspension of brewer’s 

yeast.  After hyperalgesia-induced animals were selected, compound A, indomethacin, or 

vehicle (DTS solution) was orally administered.  Paw withdrawal latency was measured 1, 2, 3 

and 4 h after administration.  Results are shown as the mean ± S.E.M. (n = 5-6/group).  *, p < 

0.05; **, p < 0.01 for compound- versus vehicle-treated animals. 
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Fig. 3-7.  Graphical summary of this chapter.  Among inflammatory responses, heat and 

swelling are mediated mainly by PGE2.  On the other hand, pain is suggested to be mediated by 

other prostanoids than PGE2. 
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第 4 章 選択的プロスタグランジン E2産生阻害剤がラット発熱モデルおよび関節炎モデ

ルに及ぼす影響の解析 

 

4-1 緒言 

 

第3章では、モルモット発熱モデル、関節炎モデルおよび炎症性疼痛モデルを用いて、

選択的 PGE2産生阻害剤の薬理作用を検討した。化合物 A は in vitro、in vivo いずれにお

いても PGE2 を選択的に抑制し、さらに解熱作用、抗炎症作用を示したものの、炎症性

疼痛モデルにおける鎮痛作用は既存 NSAIDs よりも弱かった。一般に、薬剤の解熱作用、

抗炎症作用および鎮痛作用の試験ではラットが用いられており 48、実際にラットで有効

な薬剤が臨床応用に繋がった例も多い。したがって、本章では選択的 PGE2 産生阻害剤

の薬理作用を精査することを目的として、ラット発熱モデルおよび関節炎モデルにおけ

る化合物の薬理作用を評価した。化合物は第 2 章で合成したラットに活性を有する化合

物 Q4e（以後、化合物 B）を用いた。 
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4-2 材料および方法 

 

化合物 

選択的 PGE2産生阻害剤として、第 2 章にて合成した化合物 B を用いた（Fig. 4-1）。

セレコキシブは Cayman Chemical より購入したものを用いた。試験に供する化合物は全

て 0.5% メチルセルロース 400 溶液（和光純薬工業株式会社）に溶解し、3~5 ml/kg b.w.

の投与用量で経口投与した。 

 

動物 

実験動物は 5 または 6週齢の雄性または雌性 Lewis ラット（日本チャールス・リバー）

を用いた。ラットマクロファージアッセイでは 8 週齢の Sprague-Dawley ラット（日本エ

スエルシー）を用いた。動物は室温を 23 ± 2°C、湿度を 55 ± 20%に維持した飼育室にて

飼育し、毎日 20 時から 8 時までを暗期とした。特に記載がない限り、餌および水は自

由摂取とした。動物は使用前に 1 週間馴化飼育を行なった。全ての実験手順は第一三共

株式会社の動物飼育指針に沿って実施した。 

 

A549 細胞アッセイ 

ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞株である A549 細胞を、10% FBS、100 units/ml ペニシリン、

100 g/ml ストレプトマイシン（Pen/Strep、Thermo Fisher Scientific）含有 Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium（DMEM、Thermo Fisher Scientific）を用いて 2.5 x 104/well とな

るように調製し、96 穴培養プレートに播種して 37°C、5% CO2条件下で 24 時間培養し

た。非接着細胞を除去した後に、化合物あるいは溶媒を添加した 1% FBS、Pen/Strep 含

有 DMEM 200 l を添加し、37°C、5% CO2 条件下で 1 時間培養した。その後 IL-1

（PeproTech）を終濃度 10 ng/ml となるように添加し、37°C、5% CO2条件下で 24 時間培
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養した。培養終了後、上清を回収し PGE2、6-keto PGF1、PGF2および TXB2含量を EIA

キット（Assay Designs）を用いて測定した。尚、IL-1処置 24 時間後に IL-1無処置細胞

と IL-1処置細胞のセルライセートを回収し、ウェスタンブロット試験に供した。 

 

ラットマクロファージアッセイ 

ラット腹腔マクロファージの調製は山木らの手法を参考に実施した 49。ペプトン（BD 

Biosciences）およびスターチ（BD Biosciences）をそれぞれ 5%となるように生理食塩水

に懸濁し、121°C で 15 分オートクレーブ処置した。室温に戻した後に、体重 100 g 当り

5 ml の用量で Sprague-Dawley ラットに腹腔内投与した。4 日後にラットをイソフルラン

麻酔下にて頸動脈より放血死させた後、第 3 章「モルモットマクロファージアッセイ」

の項と同様の手法によって細胞を回収し、マクロファージアッセイを行なった。培養終

了後、上清を回収し PGE2、6-keto PGF1、PGF2および TXB2含量を EIA キット（Assay 

Designs）を用いて測定した。尚、LPS 処置後 1、2、4、8 および 24 時間後にそれぞれ

LPS 無処置細胞と LPS 処置細胞のセルライセートを回収し、ウェスタンブロット試験に

供した。 

 

ウェスタンブロット 

A549 細胞アッセイで回収した細胞およびマクロファージアッセイで回収した細胞は、

5 mM EDTA および protease inhibitor cocktail（Roche）を含む氷冷 PBS 中で超音波処理を

10 秒間 × 2 回施した。セルライセート中のタンパク含有量を BCA タンパク質アッセイ

キット（Thermo Fisher Scientific）を用いて測定し、タンパク量に換算して 10 g（A549

細胞）あるいは 5 g（ラットマクロファージ）のセルライセートを SDS-PAGE により分

離し、以下第 3章「ウェスタンブロット」の項と同様の手法によりmPGES-1およびCOX-2

発現を検出した。 
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血中濃度測定試験 

化合物 B はラットに 30 mg/kg b.w.経口投与した（n = 3）。血液サンプルは投与後 0.5、

1、2、3、4 および 8 時間に尾静脈より採取し、12,000 rpm、4°C で 5 分間遠心分離して

血漿を回収した。脳組織は化合物投与 4 時間後に回収して重量を測定し、10 mM EDTA

と 100 μM インドメタシンを添加した生理食塩水を脳重量の 4 倍量添加して Polytron® 

homogenizer にて 4°C で 60 秒間ホモジナイズした。血漿中および脳組織中の化合物濃度

は LC-MS/MS 法により測定した。 

 

LC-MS/MS 解析 

LC-MS/MS 解析は第 2 章に記載の方法と同様の条件で実施し、化合物 B はアセトニト

リルで抽出した。化合物 B の検出イオンピークは m/z 471→329 を選択した。 

 

LPS 誘導性発熱モデル 

本試験は中村らの手法を参考に実施した 50。LPS（10 μg/2 ml/kg b.w., lot No. 0111:B4, 

Sigma-Aldrich）を雄性 Lewis ラット（n = 5）に腹腔内投与し、発熱を誘導した。化合物

は LPS 投与の直後に経口投与した。直腸温は Digital rectal thermometer（Physitemp 

Instruments, Inc.）を用いて LPS 投与前ならびに LPS 投与 1、2、3 および 4 時間後に測定

した。LPS 非投与動物をコントロールとした。最終測定後に動物を安楽殺し、脳脊髄液

（cerebrospinal fluid, CSF）を後頭下穿刺により採取した。CSF中 PGE2および 6-keto PGF1

濃度は EIA キット（Cayman Chemical）を用いて測定した。 

 

アジュバント誘導性関節炎モデル 

アジュバント誘導性関節炎モデルは Winder らの手法に若干の修正を加えて実施した

34。アジュバントは加熱殺菌 Mycobacterium butyricum（lot No. 7047934, BD Biosciences）
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を乾熱滅菌した液状パラフィン（和光純薬工業）に 2 mg/ml となるように懸濁し、Sonifier 

Cell Disruptor 200（Branson Ultrasonic）を用いて超音波粉砕処置を行なった。アジュバン

ト（100 μg M. butyricum/0.05 ml/paw）を雌性 Lewis ラットの右足底皮内投与し、この日

を Day 0 とした。アジュバントによる足部の肥厚が最大化した Day 19 に動物を足体積の

平均値が等しくなるように群分けを実施した（n = 6）。化合物あるいは溶媒は 1 日 1 回

Day 19からDay 21まで経口投与した。アジュバント接種した足の体積をDay 19からDay 

22 まで Plethysmometer（Ugo Basile）を用いて測定した。アジュバント非接種動物をコン

トロールとし、結果はそれぞれの個体の足体積からコントロール群の足体積の平均値を

引いた値を Increased foot volume（ml）として示した。 

 

統計解析 

in vitro アッセイおよび血中濃度測定試験の結果は平均値±標準偏差で示し、その他の

結果は全て平均値±標準誤差で示した。in vitro 試験では、IC50は 4 用量漸増法により算

出した。統計解析は Dunnett の多重比較検定により実施した。 
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4-3 結果 

 

化合物 B は PGE2産生を選択的に抑制する 

化合物 B の PGE2抑制活性および選択性をヒトとラットの細胞アッセイ系を用いて評

価した。A549 細胞アッセイでは、IL-1処置により COX-2 と mPGES-1 の発現が亢進し、

PGE2産生が増加した（Fig. 4-2A）。本試験系では PGE2の他に 6-keto PGF1と PGF2産生

も増加していたが、TXB2産生の増加はわずかであった（Fig. 4-2B）。化合物 B は PGE2

を選択的に抑制し、IC50は 12.8 nM であったが（Fig. 4-2C）、PGE2以外のプロスタノイド

の産生は化合物の濃度依存的に亢進していた（Fig. 4-2D-F）。産生が亢進したプロスタノ

イドのうち、PGF2の亢進された量が最も多かった。セレコキシブは全てのプロスタノ

イド産生を抑制し、PGE2、6-keto PGF1、PGF2および TXB2の IC50はそれぞれ 0.5、0.7、

1.3 および 0.8 nM であった（Fig. 4-2G）。ラットマクロファージアッセイでは、LPS 刺激

により COX-2 と mPGES-1 発現が 24 時間後まで時間依存的に亢進し、PGE2 産生は

mPGES-1 発現と相関していた（Fig. 4-3A）。LPS 刺激により PGE2、6-keto PGF1、PGF2

およびTXB2の産生が増加した（Fig. 4-3B）。化合物BはPGE2産生を抑制し、IC50は 1.9 nM

であった（Fig. 4-3C）。一方、化合物 B により TXB2産生は亢進したが、化合物 B による

PGF2産生亢進はわずかで、6-keto PGF1産生は変化しなかった（Fig. 4-3D-F）。セレコキ

シブは全てのプロスタノイド産生を抑制し、PGE2、6-keto PGF1、PGF2および TXB2の

IC50はそれぞれ 0.8、0.9、3.1 および 3.2 nM であった（Fig. 4-3G） 

 

化合物 B は良好な経口吸収性を示す 

化合物 B（30 mg/kg b.w.）は経口投与後に速やかに吸収され、投与の 30 分後に 12.2 M

となり、投与 1 時間後に Cmax 19 M まで上昇した。投与後 2、3 および 4 時間でそれぞ

れ 16.3 M、13.2 M および 8.1 M と緩やかに低下し、投与 8 時間後の血漿中濃度は
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2.6 M、t1/2は 4.5 時間であった（Fig. 4-4）。また、血中曝露の指標である曲線下面積

（AUC0→∞）は 39.4 g∙h/ml であった。一方で、脳中の化合物 B 濃度は投与後 4 時間で

0.6 M であり、血漿中濃度の 10 分の 1 未満であった。 

 

ラット LPS 誘導性発熱モデルにおいて化合物 B は PGE2産生を抑制し、解熱作用を示す 

ラット LPS 誘導性発熱モデルにおける化合物 B の解熱作用を評価した。LPS 処置に

より直腸温が 36.5 ± 0.2°C から 37.7 ± 0.1°C へ 2 層性に上昇し（Fig. 4-5A）、CSF中の PGE2

および 6-keto-PGF1α産生が上昇した（Fig. 4-5B）。化合物 B の 30 mg/kg b.w.投与により解

熱作用が認められ、CSF 中の PGE2産生を用量依存的に低下させた。この時、CSF 中の

6-keto-PGF1α産生の低下はわずかであった。セレコキシブは 10 mg/kg b.w.で強力な解熱

作用を示し、CSF中の PGE2および 6-keto-PGF1α産生をほぼ完全に抑制した（Fig. 4-5A, B）。 

 

ラットアジュバント誘導性関節炎モデルにおいて化合物 B は抗炎症作用を示す 

化合物 B の抗炎症作用を評価するために、ラットアジュバント誘導性関節炎モデルを

用いた。Fig. 4-6 に示したように、ラット足部はアジュバント接種 19 日目（Day 19）の

時点で劇的に肥厚した。化合物 B は 30 mg/kg b.w./day 投与群において有意に足体積の低

下が認められたが、その作用はセレコキシブ（10 mg/kg b.w./day）よりも弱かった。 
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4-4 考察 

 

第 4 章では第 2 章にて合成した選択的 PGE2産生阻害剤である化合物 B の薬理作用に

ついて、ラットを用いて COX-2 選択的阻害剤であるセレコキシブと比較した。 

A549 細胞アッセイでは、IL-1刺激により COX-2 および mPGES-1 タンパクの発現が

誘導された。プロスタノイドは PGF2、PGE2、6-keto PGF1、TXB2の順に多く産生され

た。化合物 B は PGE2の産生を選択的に抑制したが、一方で他のプロスタノイドの産生

を亢進した。他のプロスタノイドの亢進は第 3 章で評価を実施した化合物 A においても

認められた現象であり、化合物Bも化合物Aと同様に PGE2合成酵素（おそらくmPGES-1）

を阻害することにより、PGE2 以外のプロスタノイド産生を亢進していると考えられる。

産生が亢進されたプロスタノイドの中では PGF2の亢進が著しく、その亢進された量は

PGE2の抑制量よりも 10 倍以上多かった。PGE2から他のプロスタノイドへの転換が起こ

る場合、構造的に 1 分子の PGE2が 1 分子の PGF2に転換されると予想されるが、本検

討結果では抑制された PGE2 量以上の PGF2産生が亢進された。この原因を解明するた

めにはプロスタノイド産生転換のメカニズムについて精査する必要がある。ラットマク

ロファージアッセイでは、LPS 刺激により COX-2 および mPGES-1 タンパクの発現が誘

導され、プロスタノイドはPGE2、PGF2、6-keto PGF1、TXB2の順に多く産生された。

化合物 B はラットマクロファージにおいても PGE2産生を選択的に抑制し、PGF2および

TXB2産生を亢進した。一方で、A549 細胞アッセイとは異なり 6-keto PGF1産生に変化

は認められなかった。mPGES-1 ノックアウトマウスおよび mPGES-1 阻害剤を用いたこ

れまでの研究では、異なるプロスタノイド産生プロファイルの変化が報告されている。

たとえばマウス樹状細胞を用いた研究では、mPGES-1 欠損により PGE2産生が減少した

が 6-keto PGF1やTXB2産生に変化はなく、PGD2の産生が亢進すると報告されている 51。

他の研究では、mPGES-1 を欠損した常在性マクロファージを LPS で刺激したところ、
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野生型と比較して PGE2と 6-keto PGFの産生が抑制されていたと報告されている 37。一

方で、ヒト単球を用いた試験において mPGES-1 阻害剤は他のプロスタノイド産生には

影響を与えなかったという報告や 52、PGE2に加えて 6-keto PGF1と TXB2の産生が抑制

されたという報告もある 28。さらに、マウス腹腔マクロファージを LPS で刺激した実験

では、PGE2の産生抑制に伴い 6-keto PGF1産生が亢進したと報告されている 53。これら

の結果から、プロスタノイド産生プロファイルの変化は細胞種や組織によって異なると

考えられる。 

プロスタノイド産生プロファイルの変化は TXA2/PGI2バランスの不均衡、すなわち血

液凝固作用を有するTXA2量が抗血小板作用を有する PGI2量を上回ることにより血液凝

固にバランスが傾き、その結果、心血管系の恒常性に悪影響を与えるかもしれない。し

かしながら、mPGES-1 欠損においては尿中の PGE の代謝物が減少し、PGI2の代謝物が

増加するが TXA の代謝物は変化しないことが報告されている。また、COX-2 選択的阻

害剤によって亢進される頸動脈の血栓性閉塞が、mPGES-1 欠損マウスでは亢進しないこ

とが示されている 23, 54。したがって、選択的に PGE2産生を阻害した場合でも COX-2 選

択的阻害剤のような心血管系への影響は少ないことが期待されるが、最近の研究では

mPGES-1 の遺伝子欠損と mPGES-1 阻害剤による薬理学的阻害では阻害様式が異なると

指摘されていることから 53、選択的 PGE2 産生阻害剤の心血管系イベントへの影響につ

いては、阻害剤の血栓形成への影響を直接評価するなどのさらなる精査が必要と思われ

る。 

化合物 B はラットにおいて良好な経口吸収性を示したことから、ラット in vivo 薬理

モデルにおける作用を検討した。LPS 誘導性発熱モデルにおいて、化合物 B は解熱作用

を示した。発熱は脳の視床下部において産生される PGE2 によって調節されていること

から 39, 40、選択的 PGE2産生阻害剤は解熱剤として有用であると考えられる。しかしな

がら、化合物 B の解熱作用はセレコキシブよりも弱かった。セレコキシブは経口投与時
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の脳組織中の最大化合物濃度が血漿中最大濃度とほぼ等しいことが分かっている 55。本

章の検討では、セレコキシブは CSF 中の PGE2産生をほぼ完全に抑制していた一方で、

化合物 B は 30 mg/kg b.w.投与時でも CSF 中の PGE2を完全には抑制していなかった。こ

れは化合物 B の脳組織中濃度が血漿中濃度の 10 分の 1 未満であり、脳組織における化

合物曝露および PGE2産生抑制が不十分であったことが原因と考えられる。 

続いて、ラットアジュバント誘導性関節炎モデルにおける化合物 B の作用を評価した。

このモデルは関節リウマチの非臨床モデルとして広く用いられているモデルであり、

COX-2 選択的阻害剤の有効性が報告されている 32。本章の検討では治療的効果を評価す

ることを目的として、関節炎が形成された後から化合物Bの投与を開始した。その結果、

化合物 B は形成された足部の浮腫を改善した。よって、選択的 PGE2産生阻害剤は関節

リウマチの治療薬として有用であると考えられる。しかしながら、化合物 B の抗炎症作

用はセレコキシブよりも弱かった。この理由としては以下の 2 つの可能性が考えられる。

1つ目は、A549細胞およびラットマクロファージアッセイの結果から、化合物Bの in vitro 

PGE2産生阻害活性がセレコキシブよりも弱いことが挙げられる。2 つ目には体内動態の

差が考えられる。セレコキシブを 2 mg/kg b.w.経口投与した時の Cmaxおよび AUC0→∞は

それぞれ 11 M および 41.9 g∙h/ml と報告されている 55。一方で、本章の検討により化

合物 B の Cmax および AUC0→∞は 30 mg/kg b.w.経口投与時でそれぞれ 19 M および

39.4 g∙h/ml であることが分かっており、ほぼ 2 mg/kg b.w.のセレコキシブと同等の血中

曝露と考えられる。しかしながら、本章の試験におけるセレコキシブの用量は 10 mg/kg 

b.w.であったことから、より血中曝露が高いことが予想され、これらの差が薬理作用の

差に繋がっていることが考えられる。したがって、より in vitro 活性が強く、血中動態の

良好な選択的 PGE2産生阻害剤であればより強力な抗炎症作用を示すと考えられる。 

本章で得られた知見をまとめた図を Fig. 4-7 に示す。選択的 PGE2産生阻害剤を用い

た検討から、発熱および腫脹反応は主に PGE2 を介していることが示唆された。この知
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見は第 3 章のモルモット炎症モデルにおいて得られた知見と一致することから、これら

の炎症反応における PGE2の関与をさらに支持すると思われる。 
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Fig. 4-1.  Chemical structure of compound B 
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Fig. 4-2.  Induction of prostanoids synthesis and inhibitory profile of compound B in A549 cells.  

A, A549 cells were treated with IL-1for 24 h and the expression of COX-2 and mPGES-1 

(upper panel) and the production of PGE
2
 (lower panel) were examined.  B, the production of 

PGE2, 6-keto PGF1, PGF2and TXB2 with or without IL-1 treatment.  C-F, dose-dependent 

effects of compound B on the production of PGE2 (c), 6-keto PGF1 (d), PGF2eand TXB2 (f) 

in A549 cells.  G, dose-dependent effects of celecoxib on the production of PGE2, 6-keto PGF1, 

PGF2and TXB2 in A549 cells.  Results are shown as the mean ± S.D. (in duplicate). 
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Fig. 4-3.  Induction of prostanoids synthesis and inhibitory profile of compound B in rat 

peritoneal macrophages.  A, rat macrophages were treated with LPS for 1, 2, 4, 8, and 24 h and 

the expression of COX-2 and mPGES-1 (upper panel) and the production of PGE
2
 (lower panel) 

were examined.  B, the production of PGE2, 6-keto PGF1, PGF2and TXB2 with or without 

LPS treatment.  C-F, dose-dependent effects of compound B on the production of PGE2 (c), 

6-keto PGF1 (d), PGF2eand TXB2 (f) in rat macrophages.   

G, dose-dependent effects of celecoxib on the production of PGE2, 6-keto PGF1, PGF2and 

TXB2 in rat macrophages.  Results are shown as the mean ± S.D. (in duplicate). 
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Fig. 4-4.  Plasma concentration of compound B after oral administration (30 mg/kg) in rats.  

Results are shown as the mean ± S.D. (n = 3/time point).  
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Fig. 4-5.  Anti-pyretic effect of compound B in rats.  A, time course of rectal temperature in a 

LPS-induced pyrexia model.  Male rats received LPS (10 g/2 ml/kg) intraperitoneally.  

Compound B, celecoxib, or 0.5% MC (control) was orally administered just after LPS injection.  

B, PGE
2
 and 6-keto-PGF

1
 contents in CSF.  CSF was obtained by suboccipital puncture 4 h 

after LPS injection.  Results are shown as the mean ± S.E.M. (n = 5/group).  The statistical 

analysis was performed by Dunnett’s test for multiple comparisons.   

*, p < 0.05; **, p < 0.01 for compound- versus 0.5% MC-treated animals. 
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Fig. 4-6.  Anti-inflammatory effect of compound B and celecoxib in a rat adjuvant-induced 

arthritis model.  Female rats received a single, right hind-paw intradermal injection of M. 

butyricum (100 μg/0.05 ml/paw) in a liquid paraffin emulsion on Day 0.  Compound B, 

celecoxib or 0.5% MC (control) was orally administered once a day from Day 19 to Day 21.  

The increased foot volume of the adjuvant-injected foot was determined from Day 19 to Day 22.  

Results are shown as the mean ± S.E.M. (n = 6/group).  The statistical analysis was performed 

by Dunnett’s test for multiple comparisons.  *, p < 0.05; **, p < 0.01 for compound-versus 

0.5% MC-treated animals. 
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Fig. 4-7.  Graphical summary of this chapter.  Among inflammatory responses, heat and 

swelling are mediated mainly by PGE2.  These results are consistent with the result of 

chapter 3.  
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第 5 章 選択的プロスタグランジン E2産生阻害剤を用いた、ラット炎症性疼痛モデルに

おけるプロスタグランジン E2およびプロスタグランジン I2シグナルの寄与の解

析 

 

5-1 緒言 

 

第 4 章ではラットに活性を有する選択的 PGE2産生阻害剤である化合物 B を用いて

炎症モデルにおける薬理作用を評価した。その結果、選択的 PGE2 産生阻害により解熱

作用および抗炎症作用を示し得ることが示唆された。本章では選択的 PGE2 産生阻害剤

の炎症性疼痛モデルにおける薬理作用について、COX-2 選択的阻害剤であるセレコキシ

ブと比較検討した。また、PGI2 の寄与を評価するために IP アンタゴニストである

RO3244019 を用いて検討を行なった。尚、第 4 章で使用した化合物 B は高用量投与時に

弱いながらも鎮静作用が認められた（データ無し）。一般に鎮痛試験は疼痛刺激に対す

る応答を観察する行動評価であるが、鎮静作用を有する薬剤は行動抑制作用を示すこと

から、鎮痛試験においては擬陽性が懸念される。したがって、本章では鎮静作用が認め

られない化合物 Q4b（以後、化合物 C）を用いた。 
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5-2 材料および方法 

 

化合物 

選択的 PGE2産生阻害剤として、第 2 章にて合成した化合物 C を用いた（Fig. 5-1）。

セレコキシブは Cayman Chemical より購入したものを用いた。IP アンタゴニストである

RO3244019（（R）－3－フェニル－2－（5－フェニル－ベンゾフラン－2－イルメトキシ

カルボニルアミノ）－プロピオン）、および EP4 アンタゴニストである CJ-023423（N－

［N－［2－［4－（2－エチル－4,6－ジメチル－1H－イミダゾ［4,5－c］ピリジン－1－

イル）フェニル］エチル］カルバモイル］－4－メチルベンゼンスルホンアミド）は第

一三共株式会社創薬化学研究所にて合成した。試験に供する化合物は全て 0.5%メチルセ

ルロース 400 溶液に溶解し、5 ml/kg b.w.の投与用量で経口投与した。 

 

動物 

アジュバント誘導性関節炎疼痛モデルでは、5 または 6 週齢 Lewis ラット（日本チャ

ールス・リバー）を用いた。イースト誘導性炎症性疼痛モデルにおいては 4 または 5 週

齢の Wistar-Imamichi ラット（動物繁殖研究所）を用いた。ラットマクロファージアッセ

イでは 8 週齢の Sprague-Dawley ラット（日本エスエルシー）を用いた。動物は室温を 23 

± 2°C、湿度を 55 ± 20%に維持した飼育室にて飼育し、毎日 20 時から 8 時までを暗期と

した。特に記載がない限り、餌および水は自由摂取とした。動物は使用前に 1 週間馴化

飼育を行なった。全ての実験手順は第一三共株式会社の動物飼育指針に沿って実施した。  
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ラットマクロファージアッセイ 

第 4 章で記載した方法と同様にラットマクロファージアッセイを実施した。尚、化合

物 C の評価は第 4 章の化合物 B の評価と同時に実施したため、LPS（－）および LPS（＋）

時のプロスタノイド産生量およびセレコキシブの結果は第 4 章と同値である。 

 

ラットアジュバント誘導性関節炎疼痛モデル 

本試験は葛声らの手法を参考に実施した 56。アジュバントは第 4 章のアジュバント誘

導性関節炎モデルと同様に調製および投与し、投与日を Day 0 とした。Day 18 の夕刻よ

り動物を絶食し、Day 19 にラットのアジュバント非接種足の足根脛骨関節を 2~3 秒の間

隔を空けて一定の負荷で 5 回屈曲刺激を与えた。刺激を与えた 5 回全てで啼鳴反応を示

した個体を疼痛陽性個体として試験に用いた。個体を無作為に群分けし、化合物あるい

は溶媒を経口投与した（n = 6）。疼痛反応は化合物投与の 1、2、3 および 4 時間後に、

足根脛骨関節を 5 回屈曲刺激し、啼鳴反応を示した回数をペインスコアとして測定した。

アジュバントを投与していない個体ではペインスコアは 0 であった。最終測定終了後に

動物を安楽殺し、非接種足を切除して重量を測定した。その後液体窒素で急速冷凍し、

続く処理の実施まで-80°C に保存した。凍結サンプルは第 3 章の炎症組織中のプロスタ

イノイド含量測定試験と同様に粉砕・ホモジナイズ処理を行い、ホモジナイズ上清中の

PGE2および 6-keto PGF1含量はそれぞれの EIA キット（Cayman Chemical）を用いて測

定した。 

 

イースト誘導性急性炎症性疼痛モデル（Randall-Selitto 法） 

本試験は Randall らの手法を参考に実施した 57。体重 60~80 g の雄性 Wistar-Imamichi

ラットを前日夕刻より絶食し、0.1 ml の 20%イースト懸濁液を右足底皮内投与した。痛

覚過敏刺激として、イースト投与の 16 および 18 時間後に Analgesy-Meter（Ugo-Basile）
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を用いて 250 g までの漸増圧負荷をイースト処置足底部に与えた。イースト処置の 18.5

時間後に漸増圧負荷を与え、動物が啼鳴反応を示した負荷（g）を疼痛閾値として計測

した。疼痛閾値が 60~120 g の個体を選抜し、直ちに化合物あるいは溶媒を経口投与した

（n = 6）。疼痛閾値は化合物投与後の 1、2、3 および 4 時間後に測定した。最終測定終

了後に動物を安楽殺し、炎症足組織を回収した。足組織は上述のラットアジュバント誘

導性関節炎疼痛モデルと同様に粉砕・ホモジナイズ処理を行なった。また、腰髄の L5

部位を含む約 2 cm の脊髄組織を回収し、ホモジナイズ処理のみを足組織と同様の手法で

行なった。ホモジナイズ上清中の PGE2および 6-keto PGF1含量はそれぞれの EIA キット

（Cayman Chemical）を用いて測定した。 

 

統計解析 

in vitro アッセイおよび血中濃度測定試験の結果は平均値±標準偏差で示し、その他の

結果は全て平均値±標準誤差で示した。in vitro 試験では、IC50は 4 用量漸増法により算

出した。足組織中プロスタノイド測定において、化合物によるプロスタノイド産生抑制

率は以下の式により算出した：1−｛（化合物投与個体のプロスタノイド量）−（炎症非誘

導個体のプロスタノイド量）｝/｛（溶媒投与群のプロスタノイド量）−（炎症非誘導個体

のプロスタノイド量）｝×100。ID50は化合物の投与量と抑制率の間の回帰直線を最小二乗

法により求めて算出した。有意差検定は、プロスタノイド産生試験においては Dunnett

の多重比較検定により実施し、その他の試験は Steel の多重比較検定により実施した。 
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5-3 結果 

 

化合物 C はラットマクロファージにおいて PGE2を選択的に抑制する 

ラットマクロファージアッセイにおける化合物 C の阻害プロファイルを評価した。化

合物 C は LPS 刺激による PGE2産生を濃度依存的に抑制し、IC50は 1.9 nM であった（Fig. 

5-2B）。化合物 C 処置によって 6-keto PGF1および PGF2産生は抑制されなかったが（Fig. 

5-2C, D）、TXB2産生は亢進した（Fig. 5-2E）。 

 

化合物 C はアジュバント誘導性関節炎疼痛モデルにおいて PGE2産生を抑制するが、痛

覚過敏を抑制しない 

ラットアジュバント誘導性関節炎疼痛モデルにおける化合物 C の鎮痛作用を評価し

た。アジュバント接種 19 日後に慢性疼痛は誘導され、試験期間中は疼痛が維持されて

いた。セレコキシブ（10 mg/kg b.w.）が投与後 3 および 4 時間でペインスコアを有意に

改善した一方で、化合物 C はいずれの時間においてもペインスコアの改善が認められな

かった（Fig. 5-3A）。試験終了後の回収した足組織中の PGE2および 6-keto PGF1量を測

定した。アジュバントの接種により PGE2産生は 0.3 ± 0.08 ng/paw （非接種個体足）か

ら 9.3 ± 1.8 ng/paw まで増加したが、6-keto PGF1産生は非接種個体足が 9.5 ± 1.1 ng/paw

であったのに対し 10.0 ± 1.0 ng/paw とほとんど変化が認められなかった。化合物 C は最

低用量である 1 mg/kg b.w.から選択的に PGE2産生を強く抑制し、ID50は 1 mg/kg b.w.未満

であった（Fig. 5-3B）。一方、セレコキシブは PGE2と 6-keto PGF1いずれの産生も抑制

した（Fig. 5-3B）。  
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化合物 C はイースト誘導性急性炎症性疼痛モデルにおいて痛覚過敏を抑制しない 

イースト誘導性急性炎症性疼痛モデルはNSAIDsの鎮痛作用評価に広く用いられてい

るモデルであるため、本モデルにおける化合物 C の鎮痛作用を評価した。イースト処置

により、足組織における PGE2および 6-keto PGF1産生はそれぞれ 1.1 ± 0.02 ng/paw から

30.9 ± 2.6 ng/paw および 4.0 ± 0.4 ng/paw から 11.9 ± 2.0 ng/paw に増加した。また、脊髄に

おける PGE2および 6-keto PGF1産生もそれぞれ 0.08 ± 0.02 ng/tissue から 0.37 ± 0.04 

ng/tissue および 0.2 ± 0.02 ng/tissue から 0.32 ± 0.04 ng/tissue に増加した。化合物 C は足組

織および脊髄の PGE2 産生を選択的に抑制し、ID50 はそれぞれ 2.9 mg/kg b.w.および

4.2 mg/kg b.w.であった（Fig. 5-4A, B）。しかしながら、化合物 C 投与による疼痛閾値の

変化は認められなかった（Fig. 5-4C）。一方、セレコキシブ（5 mg/kg b.w.）は足組織お

よび脊髄の PGE2および 6-keto PGF1産生を有意に抑制し（Fig. 5-4A, B）、投与後および

時間後に有意に疼痛閾値を上昇させた（Fig. 5-4C）。イースト無処置個体の疼痛閾値は

およそ 300 g 程度であったことから（データ無し）、セレコキシブは炎症性痛覚過敏をほ

ぼ正常レベルにまで改善したと考えられた。

 

化合物 C と IP アンタゴニストを併用すると痛覚過敏を抑制する 

化合物 C が鎮痛作用を示さなかった理由を明らかにするために、他のプロスタノイド

が痛覚過敏に寄与している可能性について検討した。PGI2が炎症性疼痛に関与するとい

う報告があることから 24、IPアンタゴニストであるRO3244019を用いて試験を実施した。

アジュバント誘導性関節炎疼痛モデルでは、RO3244019 単剤ではペインスコアを改善し

なかったが、興味深いことに、化合物 C と RO3244019 を併用した群においてはセレコ

キシブと同程度にペインスコアを改善した（Fig. 5-5A）。さらに、イースト誘導性急性炎

症性疼痛モデルにおいても、RO3244019 単剤では疼痛閾値に変化は認められなかったが、

2 剤を併用した場合にはセレコキシブと同程度に疼痛閾値を上昇させた（Fig. 5-5B）。 
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EP4アンタゴニストと IPアンタゴニストを併用するとアジュバント誘導性関節炎疼痛モ

デルにおいて痛覚過敏を抑制する 

PGE2 受容体のうち、EP4 受容体が炎症性疼痛において重要な役割を果たしていると

言われている 58。よって、EP4 アンタゴニストである CJ-023423 を用いて IP アンタゴニ

スト RO3244019 との併用試験を実施した。アジュバント誘導性関節炎疼痛モデルにおい

て、CJ-023423 および RO3244019は単剤ではペインスコアの改善は認められなかったが、

2 剤を併用した群では有意にペインスコアを改善した（Fig. 5-6）。 
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5-4 考察 

 

PGE2は発熱や浮腫、炎症性疼痛において主要な役割を担っていると考えられており、

既存の NSAIDs や COX-2 選択的阻害剤がこれらの症状の治療に広く用いられている。し

かしながら、これらの薬剤は PGE2だけでなく COX-1 および COX-2 の下流で産生され

る全てのプロスタノイド産生も抑制する。PGE2 以外のプロスタノイドの中では PGI2 が

炎症および炎症性疼痛に関与していることが報告されているが 24-26、PGE2 と PGI2 の炎

症性疼痛における役割をそれぞれの選択的産生阻害剤あるいは受容体アンタゴニスト

を用いて直接比較した研究は報告されていない。そこで第 5 章では選択的 PGE2産生阻

害剤である化合物 C および IP アンタゴニストである RO3244019 を用いて、炎症性疼痛

における PGE2と PGI2の果たす役割について検討を行なった。 

最初に、化合物 C のプロスタノイド阻害プロファイルを確認するため、ラットマクロ

ファージアッセイを実施した。化合物 C は第 4 章で報告した化合物 B と同様に PGE2産

生を選択的に阻害したことから、化合物 C も mPGES-1 阻害剤であると推定される。第 4

章で評価した化合物 B は高用量時に若干の鎮静作用が認められたため（データ無し）、

鎮痛作用の評価には不適と判断し、そのような作用が見られない化合物 C を用いて炎症

性疼痛モデルにおける鎮痛作用を評価した。 

ラットアジュバント誘導性関節炎疼痛モデルにおいて、化合物 C は PGE2産生を抑制

した一方で 6-keto PGF1産生は抑制せず、むしろ高用量では亢進する傾向を示した。

30 mg/kg b.w.を投与した群の PGE2産生はセレコキシブ投与群と同程度であった。しかし

ながら、セレコキシブが鎮痛作用を示したにも関わらず化合物 C は 30 mg/kg b.w.でも鎮

痛作用を示さなかった。化合物 C とは異なり、セレコキシブは 6-keto PGF1産生も抑制

していたことから、これらの結果は PGE2 産生のみを抑制しても炎症性疼痛の緩和には

不十分であり、PGI2などの他のプロスタノイド産生も抑制する必要があることを示唆し
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ている。イースト誘導性急性炎症性疼痛モデルにおいて、化合物 C は炎症足および脊髄

の PGE2産生を選択的に抑制し、30 mg/kg b.w.投与群ではセレコキシブ（5 mg/kg b.w.）

投与群と同程度に PGE2 産生を抑制した。しかしながら、本モデルにおいてもセレコキ

シブが強力な鎮痛作用を示した一方で、化合物 C はいずれの用量でも鎮痛作用を示さな

かった。この結果は、アジュバント誘導性関節炎疼痛モデルの結果と同様に、PGE2以外

のプロスタノイドが炎症性痛覚過敏に寄与していることを示唆している。 

PGE2以外のプロスタノイドの中では PGI2が炎症および炎症性疼痛に関与することが

多く報告されているため 24-26、IP アンタゴニストとして報告されている RO324401959を

用いて PGI2シグナルの寄与について検討を行なった。アジュバント誘導性関節炎疼痛モ

デルにおいて、RO3244019 単剤では鎮痛作用を示さなかったが、化合物 C と RO3244019

を併用した場合にセレコキシブと同等の鎮痛作用を示した。イースト誘導性急性炎症性

疼痛モデルにおいても同様に 2 剤を併用した場合にのみセレコキシブと同等の鎮痛作用

が認められた。これらの結果は、PGE2 と PGI2 両方のシグナルが炎症性痛覚過敏に寄与

しており、その両方を同時に阻害することが鎮痛作用発現に必要であることを強く示唆

している。 

痛覚は末梢で感知した痛み刺激が神経線維の一種である A線維および C 線維によっ

て認識され、後根神経節に存在する侵害受容器において Na+や Ca2+などの電気信号に変

換されることで伝えられる。直接の発痛物質としてはブラジキニンやカプサイシン、ATP

などが知られている。PGE2あるいは PGI2は、神経細胞膜上に発現するそれぞれの G 蛋

白共役型受容体に結合し、プロテインキナーゼ A あるいは C を介して上記発痛物質によ

って電気信号が発生する閾値を低下させることで痛覚過敏を誘導すると考えられてい

る 60, 61。本論文で用いた炎症性痛覚過敏モデルにおいても、炎症によって産生された

PGE2 と PGI2 の両方が侵害受容器における閾値の低下を誘導しており、どちらか一方の

シグナルを阻害したとしても他方のシグナルがそれを補う形で痛覚過敏を誘導したた
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めに、鎮痛作用の発現には至らなかったと考えられる。ただ興味深いことに、アジュバ

ント誘導性関節炎疼痛モデルではアジュバント接種によって 6-keto PGF1産生に変化は

見られなかった。この結果は、正常時に存在している PGI2も炎症性疼痛のメディエータ

ーとして機能し得ることを示唆している。しかし、当然ながら生体では炎症刺激を与え

られた時にのみ痛覚過敏が誘導される。本章での実験結果から正確なメカニズムは不明

であるが、アジュバント接種により 6-keto PGF1産生は増加しなかったが IP 受容体の発

現が増加した結果 PGI2シグナルが亢進し、痛覚過敏誘導に寄与していたかもしれない。 

PGE2 のみの抑制では鎮痛作用が不十分であるということを示唆する実験結果は、

mPGES-1 ノックアウトマウスを用いた研究で報告されている 47。この論文では、ザイモ

サン誘導性痛覚過敏モデルにおいて、mPGES-1 ノックアウトマウスでは痛覚過敏が抑制

されなかった。著者らは他のプロスタノイドが PGE2 の作用を補う形で痛覚過敏に寄与

していると考察している。我々の研究においても、化合物 C による選択的 PGE2産生阻

害により、mPGES-1 ノックアウトと同様の代償機構が起こっていると考えられる。PGE2

および PGI2 以外のプロスタノイドが末梢性および中枢性痛覚過敏の誘導に関与してい

るという報告がある。たとえば、脊髄腔内に PGD2 を投与すると痛覚過敏が誘導される

62。正確なメカニズムは不明であるが、PGF2がアロディニア（通常痛みを感じない程度

の接触刺激を痛みと感じる感覚異常）の誘導に関与しているという報告もある 63。我々

の研究では、PGE2 と PGI2 のシグナルを同時に抑制することにより炎症性痛覚過敏を改

善できることが示唆されたが、それ以外のプロスタノイドの炎症性疼痛における役割に

ついては今後さらなる検討が必要であろう。 

最後に、PGE2 がどの EP 受容体を介して炎症性疼痛に関与しているかを検討した。

PGE2の受容体として EP1~EP4 の 4 つのサブタイプが知られているが、このうちアジュ

バント接種によって EP4 の発現が後根神経節において誘導され、炎症性痛覚過敏に寄与

することが知られている 58。さらに、炎症モデルにおいて EP4 受容体のブロックによっ
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て抗炎症作用および鎮痛作用を示すことが報告されている 44, 64。これらの知見を踏まえ、

EP4 選択的アンタゴニストとして報告されている CJ-02342364, 65を用いて、我々が用いた

炎症性疼痛モデルにおける EP4 の関与を検討した。その結果、アジュバント誘導性関節

炎疼痛モデルにおいて、CJ-023423 単剤では鎮痛作用が認められなかった。CJ-023423 を

用いた中尾らの研究では、カラゲニン誘導性の炎症性痛覚過敏モデルおよび体重負荷測

定法を用いたアジュバント誘導性関節炎疼痛モデルをそれぞれ急性および慢性炎症性

疼痛モデルとして用いており、いずれのモデルにおいても CJ-023423 が鎮痛作用を示し

たと報告されている 64。アジュバントを起炎剤として用いている点は我々が実施したモ

デルと同様であるが、中尾らは関節炎が十分に誘導されていないアジュバント接種の 2

日後に試験を実施している点が我々の試験条件とは異なる。また他の研究で、アジュバ

ント接種によって後根神経節で EP4発現が誘導されるのは接種 2~7日後の間であると報

告されていることから、アジュバント接種 7 日までの比較的早期の段階では EP4 が炎症

および炎症性疼痛に主に寄与しており、この期間では EP4 アンタゴニストによって鎮痛

作用が認められたと考えられる。一方で本研究結果から、関節炎が完全に形成された慢

性期では、EP4 のブロックだけでは鎮痛作用を示すには不十分であると考えられる。

CJ-023423 と RO3244019 の併用により鎮痛作用が認められたことから、こうした慢性期

では EP4 だけでなく IP シグナルも炎症性痛覚過敏に寄与していることが示唆された。

EP4 以外の EP 受容体に関しては検討をしてないが、本研究結果から慢性炎症性疼痛に

おける PGE2シグナルは主に EP4 を介していることが示唆された。 

本章で得られた知見をまとめた図を Fig. 5-7 に示す。本研究により、炎症性痛覚過敏

にはアラキドン酸カスケードによって産生される PGE2 と PGI2 の両方が寄与しており、

その両方を同時に抑制することが鎮痛作用発現に必要であることが初めて明らかとな

った。また、PGE2のシグナルは 4 つの受容体サブタイプのうち主に EP4 受容体を介し

て伝えられることが示唆された。  
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Fig. 5-1.  Chemical structure of compound C 
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Fig. 5-2.  Induction of prostanoids synthesis and inhibitory profile of compound C in rat 

peritoneal macrophages.  A, the production of PGE2, 6-keto PGF1, PGF2and TXB2 with or 

without LPS treatment.  B to E, dose-dependent effects of compound C on the production of 

PGE2 (B), 6-keto PGF1(C), PGF2Dand TXB2 (E) in rat macrophages.   

F, dose-dependent effects of celecoxib on the production of PGE2, 6-keto PGF1, PGF2 and 

TXB2 in rat macrophages.  Results are shown as the mean ± S.D. (in duplicate).   

A representative result from reproduced experiments is shown. 
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Fig. 5-3.  Analgesic effect of compound C and celecoxib in adjuvant-induced chronic 

inflammatory pain in rats.  A, Time course of pain score.  Male Lewis rats received a single, 

right hind-paw intradermal injection of M. butyricum (100 g/0.05 ml/paw) in a liquid paraffin 

emulsion on Day 0.  At Day 19, animals with established hyperalgesia (pain score = 5) were 

orally administered compounds or 0.5% MC.  Pain response was examined 1, 2, 3 and 4 h after 

administration.  B, Effect of compound C and celecoxib on inflamed tissue prostanoids’ 

production in adjuvant-induced chronic inflammatory pain model.  Inflamed paw was obtained 

after the last measurement of pain score.  Results are shown as the mean ± S.E.M. (n = 

6/group).  The statistical analysis was performed by Steel’s test and Dunnett’s test for pain 

score (A) and prostanoids’ content (B), respectively.   

*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 for compound- versus 0.5% MC-treated animals.  
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Fig. 5-4.  Analgesic effect of compound C and celecoxib in yeast-induced acute inflammatory 

pain in rats.  A, Effect of compound C and celecoxib on inflamed paw prostanoids’ production 

in yeast-induced acute inflammatory pain model.  Inflamed paw was obtained after the last 

measurement of pain threshold.  B, Effect of compound C and celecoxib on lumbar area of 

spinal cord prostanoid production in yeast-induced acute inflammatory pain model.  Spinal cord 

was obtained after the last measurement of pain threshold.  C, Time course of pain threshold.  

Male Wister-Imamichi rats received a single, right hind-paw intradermal injection of dead 

Brewer’s yeast (20%/0.1 ml/paw).  After 18.5 h, compounds or 0.5% MC were administered 

orally to animals with established hyperalgesia (pain threshold : 60 ~ 120 g).  Pain response 

was examined 1, 2, 3 and 4 h after administration.  Results are shown as the mean ± S.E.M. 

(n = 6/group).  The statistical analysis was performed by Dunnett’s test and Steel’s test for 

prostanoids’ content (A and B) and pain threshold (C), respectively.  *, p < 0.05; **, p < 0.01 

for compound- versus 0.5% MC-treated animals.  
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Fig. 5-5.  Analgesic effect of compound C and/or RO3244019 in acute and chronic 

inflammatory pain models.  A, Results of adjuvant-induced chronic inflammatory pain model.  

Male Lewis rats received a single, right hind-paw intradermal injection of M. butyricum (100 

g/0.05 ml/paw) in a liquid paraffin emulsion on Day 0.  At Day 19, animals with established 

hyperalgesia (pain score = 5) were orally administered compounds or 0.5% MC.  Pain response 

was examined 1, 2, 3 and 4 h after administration.  B, Male Wister-Imamichi rats received a 

single, right hind-paw intradermal injection of dead Brewer’s yeast (20%/0.1 ml/paw).  After 

18.5 h, compounds or 0.5% MC were administered orally to animals with established 

hyperalgesia (pain threshold : 60 g–120 g).  Pain threshold was measured 1, 2, 3 and 4 h after 

administration.  Results are shown as the mean ± S.E.M. (n = 6/group).  The statistical 

analysis was performed by Steel’s test for multiple comparisons.  *, p < 0.05 for compound- 

versus 0.5% MC-treated animals.  
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Fig. 5-6.  Analgesic effect of CJ-023423 and/or RO3244019 in adjuvant-induced chronic 

inflammatory pain model.  Male Lewis rats received a single, right hind-paw intradermal 

injection of M. butyricum (100 g/0.05 ml/paw) in a liquid paraffin emulsion on Day 0.  At Day 

19, animals with established hyperalgesia (pain score = 5) were orally administered compounds 

or 0.5% MC.  Pain response was examined 1, 2, 3 and 4 h after administration.  Results are 

shown as the mean ± S.E.M. (n = 6/group).  The statistical analysis was performed by Steel’s 

test for multiple comparisons.  **, p < 0.01 for compound- versus 0.5% MC-treated animals. 
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Fig. 5-7.  Graphical summary of this chapter.  It is suggested that both PGE2 and PGI2 signals 

play important roles in inflammatory pain.  Among PGE2 receptors, the EP4 receptor 

dominantly contributes to PGE2 signaling during inflammatory hyperalgesia.  
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第 6 章 総括 

 

“炎症”および“痛み”は重要な生体防御反応である一方で、慢性炎症や慢性疼痛に

おいては炎症や痛みの症状自体が患者の生活の質を著しく低下させる。変形性関節症や

関節リウマチ、抜歯後疼痛などにおける炎症症状の緩和には NSAIDs が広く用いられて

いる。しかしながら従来の NSAIDs および COX-2 選択的阻害剤では消化管障害や心血管

イベントリスクの増大が報告されており 14, 15、より副作用リスクの低い薬剤が求められ

ている。これまでの報告では、炎症刺激によって誘導されるプロスタノイドのうち PGE2

が炎症性疼痛に重要な役割を果たしていると考えられている 21, 22, 30, 66。また、PGE2産生

のみを抑制した場合、既存 NSAIDs や COX-2 選択的阻害剤で認められる消化管障害や心

血管イベントなどの副作用リスクには影響を与えないことが期待されることから、選択

的 PGE2 産生阻害剤が新たな消炎鎮痛剤のターゲットとして注目されている。しかしな

がら、選択的 PGE2 産生阻害剤は未だ上市されておらず、その抗炎症作用および鎮痛作

用については結論が出ていない。そこで本研究では、炎症および炎症性疼痛における

PGE2の寄与について選択的 PGE2産生阻害剤を用いて精査することを目的とした。 

第 2 章では経口投与可能な選択的 PGE2産生阻害剤の取得を目指した。以前の社内研

究でモルモットにおける選択的 PGE2 産生阻害活性を見出していたベンゾチアゾール化

合物 BT1a からの誘導体展開により、さらに活性が向上且つ代謝安定性も改善した化合

物 A を見出した。化合物 A はモルモットに活性を示すものの、炎症モデルで汎用されて

いるラットでは活性が大きく減弱することがわかったため、ラットに活性を有する化合

物を取得するためにさらに展開を行なった。その結果、ベンゾイミダゾール骨格がラッ

トに活性を有することを明らかにし、さらに活性と代謝安定性を向上させたキノリン骨

格を有する化合物 B および C を見出した。 

第 3 章では、モルモット炎症モデルおよび炎症性疼痛モデルにおけるベンゾチアゾー

ル骨格である化合物 A の薬理作用について、既存 NSAIDs であるインドメタシンおよび
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mPGES-1 阻害剤である MF63 と比較検討した。その結果、化合物 A は in vivo において

PGE2 産生を抑制するとともにイースト誘導性発熱モデルおよびアジュバント誘導性関

節炎モデルにおいてそれぞれ既存 NSAIDs であるインドメタシンと同等の解熱作用およ

び抗炎症作用を有することが示された。さらに、消化管障害作用を評価した結果、化合

物Aはインドメタシンよりも明らかに胃障害作用が弱いことが示された。しかしながら、

イースト誘導性炎症性疼痛モデルにおいて、インドメタシンが鎮痛作用を示した一方で

化合物 A は鎮痛作用を示さなかった。 

第 4 章では、ラット炎症モデルにおけるキノリン骨格化合物 B の薬理作用について、

COX-2 選択的阻害剤であるセレコキシブと比較検討を行なった。その結果、化合物 B は

in vivo で PGE2産生を選択的に抑制し、LPS 誘導性発熱モデルおよびアジュバント誘導

性関節炎モデルにおいてそれぞれ解熱作用および抗炎症作用を示した。化合物 B の薬理

作用自体はセレコキシブにやや劣るものであったが、in vitro 活性および体内動態をより

改善させた選択的 PGE2 産生阻害剤を得ることによりさらなる薬効が期待できると思わ

れる。 

第 5 章では、ラット炎症性疼痛モデルにおけるキノリン骨格化合物 C の薬理作用につ

いて、セレコキシブと比較検討を行なった。その結果、化合物 C はアジュバント誘導性

関節炎疼痛モデルおよびイースト誘導性炎症性疼痛モデルにおいて、in vivo で PGE2を

十分抑制したにも関わらず鎮痛作用が認められなかった。この結果は第 3 章のモルモッ

トを用いた試験結果と同様であること、さらに COX-2 選択的阻害剤であるセレコキシブ

はいずれのモデルでも鎮痛作用が認められたことから、炎症性痛覚過敏には PGE2 だけ

でなく他のプロスタノイドも寄与している可能性が示唆された。そこで、炎症性疼痛に

関与すると報告されている PGI2の関与を検証するために、IPアンタゴニスト RO3244019

の薬理作用を評価した。その結果、RO3244019 はいずれの炎症性疼痛モデルにおいても

単剤では鎮痛作用を示さなかったが、化合物 C と RO3244019 を併用した場合にセレコ
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キシブと同等の鎮痛作用を示した。この結果から、炎症性痛覚過敏においては PGE2 だ

けでなく PGI2もその誘導に関与しており、その両方を同時に抑制することが鎮痛作用発

現に必要であることが強く示唆された。最後に、PGE2の受容体のうちどのサブタイプが

炎症性疼痛に重要であるかを検証するために、EP4 アンタゴニスト CJ-023423 を用いた

評価を実施した。アジュバント誘導性関節炎疼痛モデルにおいて、CJ-023423 単剤では

鎮痛作用が認められなかったが、CJ-023423 と RO3244019 を併用した場合に鎮痛作用が

認められた。この結果から、炎症性痛覚過敏における PGE2シグナルは主に EP4 を介し

ていることが示唆された。 

本研究の結果から、腫脹や発熱などの炎症症状は選択的 PGE2産生阻害剤により抑制

し得ることが示唆された。しかしながら、炎症による疼痛反応は選択的 PGE2 産生阻害

剤では抑制することができず、鎮痛作用を示すためには PGE2シグナルと PGI2シグナル

の両方を同時に阻害する必要があることが示唆された。選択的 PGE2 産生阻害剤のヒト

における薬理作用の報告はなく、本研究で認められた結果がヒトにおいても同様である

かは不明だが、選択的 PGE2産生阻害剤は非選択的 COX 阻害剤や COX-2 選択的阻害剤

とは異なる薬理プロファイルであることが示唆された。本研究は、炎症性痛覚過敏に対

して、選択的 PGE2産生阻害剤および PGI2受容体アンタゴニストそれぞれの単剤では無

効であるものの、それらの併用により相乗的に抑制することを初めて示したものであり、

全てのプロスタノイド産生を抑制する既存のNSAIDsおよびCOX-2選択的阻害剤を用い

た過去の研究では得ることのできなかった知見である。したがって、本研究は炎症性痛

覚過敏のメカニズムの全貌解明に大きく寄与するものである。 
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化学の部：一般手順、材料および実験項 

 

特別に言及しない限り、すべての試薬および溶媒は試薬グレードの市販品を購入し使

用した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーは昭光サイエンティフック Purif-2 を用

いて精製した。薄層クロマトグラフィー（TLC）は Merck pre-coated TLC glass sheets with 

Silica Gel 60 F254 を使用し、化合物は UV またはリンモリブデン酸エタノール溶液やニ

ンヒドリン溶液などの発色剤を用いて検出した。 1H NMR スペクトルは JEOL 

JNM-EX400 または JNM-ECX-400 を使用し、CDCl3、CD3OD または DMSO-d6 溶媒を用

いて測定した。1H NMR のケミカルシフト値はテトラメチルシランを内部標準物質とし

て相対値を ppm 表記し、データはプロトン数、多重度（s, singlet; d, doublet; t, triplet; q, 

quartet; m, multiplet; br, broad）、カップリング定数（Hz）の順番で表記した。MS スペク

トルおよび高分解能 MS スペクトルはそれぞれ Agilent 1100 series LC/MSD mass 

spectrometers および Waters Xevo Q-Tof MS UPLC system を用いて測定した。元素分析

（CHN, F）は Microcoder JM10 および Dionex ICS-1500 を用いて測定した。 

 

 

ベンゾチアゾール誘導体の合成 

2,6－ジブロモ－5,7－ジメチル－1,3－ベンゾトリアゾール（BT1a） 

 

臭化銅(II)（6.26 g, 28.0 mmol）および亜硝酸－t－ブチル（3.60 ml, 30.0 mmol）のアセト

ニトリル（50 ml）懸濁溶液に、氷冷下、市販の 5, 7－ジメチル－1, 3－ベンゾチアゾー

ル－2－アミンを 20 分かけてゆっくりと滴下した。さらに 30 分攪拌した後、亜硝酸－t

－ブチル（0.30 ml, 2.50 mmol）を追加した。反応液を室温に戻し 1 時間攪拌した後、1 N

塩酸水溶液を加え、酢酸エチルにて抽出した。有機層を合わせ、水および飽和食塩水に
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て洗浄した後、無水硫酸ナトリウムにて乾燥した。減圧下にて溶媒を留去し、得られた

残渣をシリカゲルクロマトグラフィー（n－ヘキサン/酢酸エチル = 10/1－5/1）にて精製

し、標記化合物 1.99 g（収率 27％）を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.71 (1H, s), 2.61 (3H, s), 2.55 (3H, s); MS m/z 322 (M + H)+. 

 

2－ブロモ－6－フルオロ－5,7－ジメチル－1,3－ベンゾトリアゾール（BT1c） 

 

6－フルオロ－5,7－ジメチル－1,3－ベンゾチアゾール－2－アミンを用いて、化合物

BT1a の合成法に準じて、標記化合物（収率 76%）を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.63 (1H, d, J = 6.0 Hz), 2.42 (3H, d, J = 2.3 Hz), 2.39 (3H, d, J = 2.3 

Hz); ; MS m/z 260 (M + H)+. 

 

エチル－1－（6－ブロモ－5, 7－ジメチル－1, 3－ベンゾトリアゾール－2－イル）ピペ

リジン－4－カルボキシレート（BT2a） 

 

化合物 BT1a（478 mg, 1.49 mmol）およびエチル 4－ピペリジンカルボキシレート（0.30 

ml, 1.93 mmol）のイソプロピルアルコール（6 ml）溶液に、トリエチルアミン（0.42 ml, 

2.98 mmol）を加え、85°C にて 3.5 時間加熱攪拌した。反応液に水を加え、酢酸エチルに

て抽出した。有機層を合わせ、水および飽和食塩水にて洗浄した後、無水硫酸ナトリウ

ムにて乾燥した。減圧下にて溶媒を留去し、得られた残渣をシリカゲルクロマトグラフ

ィー（n－ヘキサン／酢酸エチル = 9/1－4/1）にて精製し、標記化合物 273 mg（収率 46%）

を固体として得た。 
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1H-NMR (CDCl3) δ: 7.29 (1H, s), 4.17 (2H, q, J = 7.1 Hz), 4.07 (2H, dt, J = 13.6, 3.9 Hz), 

3.26-3.21 (2H, m), 2.58-2.56 (1H, m), 2.53 (3H, s), 2.46 (3H, s), 2.05-2.04 (2H, m), 1.89-1.81 

(2H, m), 1.27 (3H, t, J = 7.1 Hz); MS m/z 397 (M + H)+. 

 

エチル－1－（5, 7－ジメチル－1, 3－ベンゾトリアゾール－2－イル）ピペリジン－4－

カルボキシレート（BT2b） 

 

化合物 BT2a（1.47 g, 3.70 mmol）のテトラヒドロフラン（15 ml）およびエタノール（10 

ml）の混合溶液に、10%水酸化パラジウム（1.0 g）を加え、水素雰囲気下、60°C にて 5

時間攪拌した。反応液にトリエチルアミンを加えた後、セライトろ過した。減圧下にて

溶媒を留去し、得られた残渣をシリカゲルクロマトグラフィー（n－ヘキサン/酢酸エチ

ル = 9/1－1/1）にて精製し、標記化合物 1.10 g（収率 94%）を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.88 (1H, s), 6.94 (1H, s), 4.19 (2H, q, J = 7.1 Hz), 3.95-3.55 (4H, br m), 

2.76-2.71 (1H, m), 2.41 (3H, s), 2.39 (3H, s), 2.23-2.20 (2H, m), 2.08-2.02 (2H, m), 1.28 (3H, t, 

J = 7.1 Hz); MS m/z 319 (M + H)+. 

 

エチル－1－（6－フルオロ－5, 7－ジメチル－1, 3－ベンゾトリアゾール－2－イル）ピ

ペリジン－4－カルボキシレート（BT2c） 

 

化合物 BT1c（1.35 g，5.18 mmol）を用いて、化合物 BT2a の合成法に準じて、標記化

合物（収率 88％）を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.19 (1H, d, J = 6.4 Hz), 4.16 (2H, q, J = 7.2 Hz), 4.06 (2H, dt, J = 13.4, 3.9 
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Hz), 3.23-3.20 (2H, m), 2.57-2.55 (1H, m), 2.34 (3H, d, J = 1.8 Hz), 2.30 (3H, d, J = 1.8 Hz), 

2.05-2.03 (2H, m), 1.90-1.80 (2H, m), 1.27 (3H, t, J = 7.2 Hz). 

 

1－（6－ブロモ－5,7－ジメチル－1,3－ベンゾトリアゾール－2－イル）ピペリジン－4

－カルボン酸（BT3a） 

 

化合物 BT2a（800 mg, 2.01mmol）のエタノール（20 ml）溶液に、1 N 水酸化ナトリウ

ム水溶液（5 ml）を加え、室温にて 15 時間攪拌した。反応液に 1 N 塩酸を加えた後、減

圧下、溶媒を留去した。得られた固体を水で洗浄した後、乾燥し標記化合物 759 mg（粗

精製品、収率 100%）を固体として得た。 

1H-NMR (DMSO-D6) δ: 12.35 (1H, br s), 7.31 (1H, s), 3.95 (2H, dt, J = 13.3, 3.7 Hz), 3.27-3.24 

(2H, m), 2.59-2.56 (1H, m), 2.47 (3H, s), 2.39 (3H, s), 1.97-1.93 (2H, m), 1.63-1.59 (2H, m); MS 

m/z 369 (M + H)+. 

 

1－（5, 7－ジメチル－1, 3－ベンゾトリアゾール－2－イル）ピペリジン－4－カルボン

酸（BT3b） 

 

化合物 BT2b（2.04 g， 6.41 mmol）を用いて、化合物 BT3a の合成法に準じて、標記

化合物（収率 98%）を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.24 (1H, s), 6.74 (1H, s), 4.13-4.09 (2H, m), 3.30-3.24 (2H, m), 2.65-2.63 

(1H, m), 2.40 (3H, s), 2.37 (3H, s), 2.10-2.05 (2H, m), 1.90-1.87 (2H, m) ; MS m/z 291 (M + 

H)+. 
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1－（6－フルオロ－5, 7－ジメチル－1, 3－ベンゾトリアゾール－2－イル）ピペリジン

－4－カルボン酸（BT3c） 

 

化合物 BT2c（1.52 g, 4.52 mmol）を用いて、化合物 BT3a の合成法に準じて、標記化

合物（収率 96%）を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.21 (1H, d, J = 6.0 Hz), 4.07 (2H, dt, J = 13.1, 3.7 Hz), 3.29-3.22 (2H, m), 

2.65-2.63 (1H, m), 2.34 (3H, d, J = 1.8 Hz), 2.31 (3H, d, J = 1.8 Hz), 2.09-2.07 (2H, m), 

1.93-1.83 (2H, m). 

 

 

1－（5, 7－ジメチル－1, 3－ベンゾチアゾール－2－イル）－N－［（1S, 2R）－2－（ヒド

ロキシメチル）シクロヘキシル］ピペリジン－4－カルボキサミド（BT4b） 

R

S

 

化合物 BT3b（358 mg, 1.23 mmol）、［（1R, 2S）－2－アミノシクロヘキシル］メタノー

ル（241 mg，1.87 mmol）および、3H－［1, 2, 3］トリアゾロ［4, 5－b］ピリジン－3－

オール（336 mg, 2.47 mmol）のジクロロメタン溶液（5 ml）にトリエチルアミン（859 l, 

6.17 mol）および 1－エチル－3－1(3－ジメチルアミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩

（712 mg, 3.71 mmol）を加え、室温にて 16 時間半攪拌した。ジクロロメタンを加え希釈

した後、0.1 N 塩酸水溶液を加えて中和洗浄した。有機層を飽和食塩水にて洗浄し、無水

硫酸ナトリウムにて乾燥した後、減圧下にて溶媒を留去した。残渣をシリカゲルクロマ
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トグラフィー（n－ヘキサン/酢酸エチル = 5/1－0/1）にて精製し標記化合物 401 mg（収

率 81%）を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.23 (1H, s), 6.74 (1H, s), 5.80 (1H, d, J = 8.6 Hz), 4.35-4.33 (1H, m), 

4.25-4.17 (3H, m), 3.36 (1H, td, J = 11.2, 4.6 Hz), 3.21-3.15 (2H, m), 3.10 (1H, td, J = 11.2, 4.0 

Hz), 2.47-2.43 (1H, m), 2.40 (3H, s), 2.37 (3H, s), 2.03-1.96 (2H, m), 1.93-1.64 (7H, m), 

1.41-1.24 (3H, m), 0.93-0.85 (1H, m); MS m/z 402 (M + H)+. 

 

1－（6－ブロモ－5, 7－ジメチル－1, 3－ベンゾチアゾール－2－イル）－N－［（1S, 2R）

－2－（ヒドロキシメチル）シクロヘキシル］ピペリジン－4－カルボキサミド（BT4a） 

R

S

 

化合物 BT3a（755 mg, 2.02 mmol）を用いて、化合物 BT4b の合成法に準じて、標記化

合物（収率 97%）を得た。 

1H-NMR (DMSO-D6) δ: 7.62 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.31 (1H, s), 4.35 (1H, dd, J = 6.9, 4.6 Hz), 

4.06-4.03 (3H, br m), 3.23-3.12 (4H, m), 2.63-2.59 (1H, m), 2.48 (3H, s), 2.39 (3H, s), 1.82-1.76 

(2H, m), 1.63-1.53 (6H, m), 1.42-1.40 (3H, m), 1.30-1.19 (2H, m); MS m/z 480 (M + H)+. 

 

1－（6－フルオロ－5, 7－ジメチル－1, 3－ベンゾチアゾール－2－イル）－N－［（1S, 2R）

－2－（ヒドロキシメチル）シクロヘキシル］ピペリジン－4－カルボキサミド（BT4c） 

R

S

 

化合物 BT3c（3.56 g, 11.5 mmol）を用いて、化合物 BT4b の合成法に準じて、標記化

合物（収率 97%）を得た。 
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1H-NMR (DMSO-D6) δ: 7.62 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.19 (1H, d, J = 6.4 Hz), 4.35 (1H, dd, J = 6.4, 

4.8 Hz), 4.04-4.01 (3H, m), 3.23-3.12 (4H, m), 2.60 (1H, tt, J = 11.5, 3.7 Hz), 2.31 (3H, d, J = 

1.4 Hz), 2.25 (3H, d, J = 1.8 Hz), 1.81-1.75 (2H, m), 1.67-1.53 (6H, m), 1.42-1.40 (3H, m), 

1.27-1.19 (2H, m); MS m/z 420 (M + H)+. 

 

 

N－［（1S, 2R）－2－（ヒドロキシメチル）シクロヘキシル］－1－（5, 6, 7－トリメチル

－1, 3－ベンゾチアゾール－2－イル）ピペリジン－4－カルボキサミド（BT4d） 

R

S

 

化合物 BT4a（100 mg, 0.21 mmol），トリメチルボロキシン（57.9 Ll 0.42 mmol）、炭

酸カリウム（115 mg, 0.83 mmol）およびジオキサン（1.4 ml）の混合物に、テトラキス（ト

リフェニルホスフィン）パラジウム（36 mg, 0.03 mmol）を加え、アルゴン雰囲気下、160°C

にてマイクロウェーブ照射を行なった。反応混合物に酢酸エチルを加え、不溶物をセラ

イトろ過により除去した。ろ液を減圧濃縮し、得られた残渣を NH シリカゲルクロマト

グラフィー（n－ヘキサン/酢酸エチル = 4/1－1/1）にて精製し標記化合物 50 mg（収率

57%）を固体として得た。 

1H-NMR (DMSO-D6) δ: 7.62 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.14 (1H, s), 4.35 (1H, dd, J = 6.6, 4.8 Hz), 

4.03 (3H, d, J = 9.6 Hz), 3.23-3.08 (4H, m), 2.61-2.58 (1H, m), 2.34 (3H, s), 2.27 (3H, s), 2.16 

(3H, s), 1.77 (2H, t, J = 11.7 Hz), 1.62-1.58 (6H, m), 1.42-1.40 (3H, m), 1.30-1.20 (2H, m); MS 

m/z 416 (M + H)+. 
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キノリン誘導体の合成 

エチル 1－（6－メチル－3－フェニルキノリン－2－イル)ピペリジン－4－カルボキシレ

ート（Q2a） 

N
N

O

O

 

市販の 2－クロロ－6－メチル－3－フェニルキノリン（19.9 g, 78.6 mmol）の N－メチ

ルピロリドン（60 ml）溶液に市販のエチル－4－ピペリジンカルボキシレート（48.5 ml, 

315 mmol）を加え、160°C にて 15 時間攪拌した。得られた混合物に水を加え、酢酸エチ

ルにて抽出した。有機層を合わせ、水および飽和食塩水にて洗浄した後、無水硫酸ナト

リウムにて乾燥した。減圧下にて溶媒を留去し、得られた残渣をシリカゲルクロマトグ

ラフィー（n－ヘキサン/酢酸エチル = 9/1－1/1）にて精製した。得られた固体をヘキサ

ンにて洗浄し、標記化合物 24.2 g（収率 82%）を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.75 (1H, s), 7.73 (1H, d, J = 9.2 Hz), 7.68-7.63 (2H, m), 7.48-7.39 (4H, m), 

7.38-7.32 (1H, m), 4.12 (2H, q, J = 7.3 Hz), 3.65 (2H, dt, J = 13.3, 2.8 Hz), 2.77 (2H, dt, J = 

13.3, 2.8 Hz), 2.47 (3H, s), 2.41-2.31 (1H, m), 1.85-1.77 (2H, m), 1.71-1.59 (2H, m), 1.25 (3H, t, 

J = 7.3 Hz); MS m/z 375 (M + H)+. 

 

1－（6－メチル－3－フェニルキノリン－2－イル)ピペリジン－4－カルボン酸（Q3a) 

N
N

OH

O

 

化合物 Q2a（20.8 g, 55.5 mmol）のエタノール（50 ml）、テトラヒドロフラン（10 ml）

および水（10 ml）の混合溶液に、8 N 水酸化ナトリウム水溶液（15 ml, 120 mmol）を加

え、50°C にて 1 時間、その後室温にて 14 時間攪拌した。1 N 塩酸水溶液を加えて中和
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した後、減圧下にて溶媒を留去した。残渣に水を加え、次いで pH4 程度になるまで 1 N

塩酸水溶液を加えたところ固体が析出した。この反応混合物に n-ヘキサンおよびエーテ

ルを加え固体を濾取した後、水にて洗浄した。得られた個体を減圧下にて乾燥し、標記

化合物 19.3 g（収率 100%）を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.76 (2H, br s), 7.67-7.62 (2H, m), 7.48-7.40 (4H, m), 7.38-7.33 (1H, m), 

3.69-3.61 (2H, br m), 2.82 (2H, t, J = 11.9 Hz), 2.50-2.39 (1H, m), 2.48 (3H, s), 1.89-1.80 (2H, 

m), 1.74-1.62 (2H, m); MS m/z 347 (M + H)+. 

 

tert－ブチル－［シス－4－（シアノメチル）シクロヘキシル］カーバメート（C3）  

N
H

O
O N  

市販の tert－ブチル－［シス－4－（ヒドロキシメチル）シクロヘキシル］カーバメー

ト（4.71 g, 20.5 mmol）およびトリエチルアミン（5.72 ml, 41.0 mmol）のジクロロメタン

（50 ml）溶液に、氷冷下、メタンスルホニルクロリド（2.06 ml, 26.6 mmol）を滴下し、

0°C にて 2 時間、さらに室温にて 1 時間攪拌した。反応混合物にジクロロメタンを加え

希釈した後、1 N 塩酸水溶液を加えて中和洗浄した。有機層を飽和食塩水にて洗浄し、

無水硫酸ナトリウムにて乾燥した後、減圧下にて溶媒を留去した。残渣の N, N-ジメチル

ホルムアミド（30 ml）溶液に、水（5 ml）およびシアン化ナトリウム（3.05 g, 62.2 mmol）

を加え、90°C にて 12 時間攪拌した。反応混合物に水を加え酢酸エチルにて抽出した。

有機層を合わせ、飽和食塩水にて洗浄した後、無水硫酸ナトリウムにて乾燥した。減圧

下にて溶媒を留去し、得られた残渣をシリカゲルクロマトグラフィー（n－ヘキサン/酢

酸エチル = 3/1－1/2）にて精製し、標記化合物 4.57 g（収率 93%）を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 4.61 (1H, br s), 3.77 (1H, br s), 2.31 (2H, d, J = 6.9 Hz), 1.86-1.67 (5H, m), 

1.67-1.55 (2H, m), 1.45 (9H, s), 1.41-1.28 (2H, m). 
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tert－ブチル－［シス－4－（2－アミノ－2－オキソエチル）シクロヘキシル］カーバメ

ート（C4） 

N
H

O
O O

NH
2

 

化合物 C3（1.20 g，5.04 mmol）のエタノール溶液（10 ml）に 8 N 水酸化ナトリウム

溶液（1 ml）を加え 90°C にて 20 時間攪拌した。反応混合物を減圧濃縮し、水にて希釈

した後、酢酸エチルにて抽出した。有機層を合わせ、飽和食塩水にて洗浄した後、無水

硫酸ナトリウムにて乾燥した。減圧下にて溶媒を留去し、標記化合物 513 mg を固体と

して得た。 

1H-NMR (DMSO-d6) δ: 7.22 (1H, br s), 6.68 (2H, br s), 3.42-3.40 (1H, br m), 1.96 (2H, d, J = 

7.3 Hz), 1.83-1.73 (1H, m), 1.55-1.27 (9H, m), 1.38 (8H, s). 

 

2－（シス－4－アミノシクロヘキシル）アセトアミド塩酸塩（C5） 

NH
2

O
NH

2HCl
 

化合物 C4（513 mg）に市販の 4 N 塩酸ジオキサン溶液（6 ml）および市販の 5~10%

塩酸メタノール溶液（1 ml）を加え室温にて 2 時間攪拌した。反応混合物を減圧濃縮し

た後、酢酸エチルを加え希釈した。減圧下にて溶媒を留去し、標記化合物を定量的に固

体として得た。 

1H-NMR (DMSO-d6) δ: 8.07 (3H, br s), 7.31 (1H, br s), 6.74 (1H, br s), 3.18-3.07 (1H, m), 2.01 

(2H, d, J = 7.3 Hz), 1.91-1.81 (1H, m), 1.68-1.58 (4H, m), 1.51-1.35 (4H, m). 

 

エチル－（シス－4－｛［（1E）－フェニルメチレン］アミノ｝シクロヘキシル）アセテ
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ート（C6） 

N

O
O

 

エチル-（シス－4－アミノシクロヘキシル）アセテート塩酸塩 C1（5.60 g、25.3 mmol）

に飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を用いて中和し、クロロホルムにて抽出した。さらに

水層に 0.1 N 水酸化ナトリウム水溶液を加え、クロロホルムにて抽出した。有機層を合

わせ、飽和食塩水にて洗浄した後、無水硫酸ナトリウムにて乾燥した。減圧下にて溶媒

を留去し、得られた残渣を乾燥し、油状物3.50 gを得た。得られた油状物（1.80 g, 9.72 mmol）

のメタノール（49 ml）溶液に、無水硫酸ナトリウム（9.00 g）およびベンズアルデヒド

（0.982 ml, 9.72 mmol）を加えて室温にて 16 時間攪拌した。反応混合物をろ過し、減圧

下にて溶媒を留去し、標記化合物を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 8.32 (1H, s), 7.75-7.73 (2H, m), 7.41-7.38 (3H, m), 4.14 (2H, q, J = 7.2 Hz), 

3.43-3.39 (1H, m), 2.36 (2H, d, J = 7.3 Hz), 2.12-2.06 (1H, m), 1.86-1.54 (8H, m), 1.26 (3H, t, J 

= 7.2 Hz). 

 

エチル－2－（シス－4－｛［（1E）－フェニルメチレン］アミノ｝シクロヘキシル）プロ

パノエート（C7） 

N

O
O

 

窒素雰囲気下、1.14 M リチウムジイソプロピルアミドのテトラヒドロフラン溶液

（0.353 ml, 0.402 mmol）に、ドライアイス－メタノールで冷却下、化合物 C6（50.0 mg, 

0.183 mmol）のテトラヒドロフラン溶液（0.92 ml）を加えた。氷冷下、20 分間撹拌した

後、再びドライアイス－メタノールにて冷却した。ヨウ化メチル（34.2 l, 0.549 mmol）
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およびヘキサメチルリン酸トリアミド（70.0 l, 0.402 mmol）のテトラヒドロフラン溶液

（0.92 ml）を加え、室温にて 2.5 時間攪拌した。反応混合物に飽和塩化アンモニウム水

溶液を加え、酢酸エチルにて抽出した。有機層を合わせ、飽和食塩水にて洗浄した後、

無水硫酸ナトリウムにて乾燥した。減圧下にて溶媒を留去し、標記化合物を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 8.31 (1H, s), 7.75-7.73 (2H, m), 7.41-7.39 (3H, m), 4.21-4.09 (2H, m), 

3.48-3.41 (1H, m), 2.52-2.45 (1H, m), 1.78-1.67 (8H, m), 1.52-1.46 (1H, m), 1.27 (3H, t, J = 7.1 

Hz), 1.17 (3H, d, J = 7.1 Hz). 

 

エチル－2－メチル－2－（シス－4－｛［（1E）－フェニルメチレン］アミノ｝シクロヘ

キシル）プロパノエート（C8） 

N

O
O

 

化合物 C7 を用いて、化合物 C7 合成時の方法に準じて標記化合物を定量的に得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 8.31 (1H, s), 7.76-7.73 (2H, m), 7.41-7.38 (3H, m), 4.14 (2H, q, J = 7.1 Hz), 

3.54-3.52 (1H, m), 1.77-1.73 (7H, m), 1.41-1.39 (2H, m), 1.27 (3H, t, J = 7.1 Hz), 1.17 (6H, s). 

 

エチル－2－（シス－4－アミノシクロヘキシル）－2－メチルプロパノエート（C2） 

NH
2

O
O

 

化合物 C8（6.51 g, 20.5 mmol）のジクロロメタン（68.3 ml）溶液に、氷冷下、トリフ

ルオロ酢酸（2.35 ml, 30.7 mmol）を加えて室温で 2 時間攪拌した。反応液を減圧下にて

溶媒を留去した後に 4 N 塩酸－酢酸エチル（10 ml）を加えて再び減圧下にて溶媒を留去

した。水（200 ml）を加えてトルエンで洗浄した。水層に 4 N 水酸化ナトリウム水溶液
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（15 ml）を加え、酢酸エチル（150 ml x 1, 100 ml x 2）にて抽出した。有機層を合わせて

4 N 水酸化ナトリウム水溶液（3 ml）を加えた飽和水酸化ナトリウム水溶液（300 ml）で

洗浄した。無水硫酸ナトリウムで乾燥後、ろ過し、ろ液を減圧下にて溶媒を留去し、真

空乾燥することにより 4.02 g の標記化合物（収率 92%）を朱色油状物として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 4.12 (2H, q, J = 7.1 Hz), 3.20-3.17 (1H, m), 1.68-1.34 (11H, m), 1.25 (3H, t, 

J = 7.1 Hz), 1.12 (6H, s); MS m/z 214 (M + H)+.  

 

（1S, 3S）－3－｛［（ベンジルオキシ）カルボニル］アミノ｝シクロヘキサンカルボン酸

（C10 第二ピーク）および 

（1R, 3R）－3－｛［（ベンジルオキシ）カルボニル］アミノ｝シクロヘキサンカルボン酸

（C10 第一ピーク） 

N
H

O
OH

O
O

s
s

 

PCT WO2008/075196 出願明細書記載のトランス－3－｛［（ベンジルオキシ）カルボニ

ル］アミノ｝シクロヘキサンカルボン酸（120 g）を用いて超臨海流体クロマトグラフィ

ー（ダイセル、キラルパック AD－H、二酸化炭素/メタノール = 75 : 25）にて光学分割

を行なった。先に溶出する第一ピークを集めた後、減圧下にて溶媒を留去し、標記化合

物（56.7 g, 光学純度 > 98% ee）を固体として得た。また、後から溶出する第二ピーク

を集めた後、減圧下にて溶媒を留去し、標記化合物（55.4 g, 光学純度 > 98% ee）を固

体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.39-7.29 (5H, m), 5.19-5.05 (2H, br m), 4.79 (1H, br s), 3.91 (1H, br s), 

2.63 (1H, br s), 2.03-1.94 (1H, m), 1.83-1.44 (7H, m). []D
25 = +22.0 (c 1.01, CHCl3). 

 

ベンジル－［（1R, 3R）－3－｛［（1S）－1－フェニルエチル］カルバモイル｝シクロヘキ



89 

 

シル］カーバメート（C11） 

N
H

O
N
HO

O

R
R

 

化合物 C10 第一ピーク（300 mg, 1.08 mmol）のジクロロメタン（11 ml）溶液に、3H

－［1, 2, 3］トリアゾロ［4, 5－b］ピリジン－3－オール（294 mg, 2.16 mmol）、（1S）－1

－フェニルエタンアミン（138 μl, 1.08 mmol）、1－エチル－3－（3－ジメチルアミノプロ

ピル）カルボジイミド塩酸塩（414 mg, 2.16 mmol）、およびトリエチルアミン（0.452 ml, 

3.24 mmol）を加え、室温にて 20 時間攪拌した。反応混合物に水を加え、クロロホルム

にて抽出した。有機層を合わせ、無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、減圧下にて溶媒を

留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（n－ヘキサン/酢酸エチル = 

100/0－0/100）にて精製し、標記化合物 394 mg（収率 96%）を固体として得た。得られ

た固体を用いてイソプロピルアルコール溶媒から結晶化を行なった。得られた結晶を用

いて X 線結晶構造解析によって絶対立体構造を決定した。絶対立体配置は（1S）－1－

フェニルエタンアミンの立体配置を基に（1R, 3R）であると決定した。よって、化合物

C10 第二ピークの絶対立体配置は（1S, 3S）であると決定した。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.37-7.24 (10H, m), 5.75 (1H, br s), 5.15-5.07 (1H, m), 5.10 (2H, s), 4.81 

(1H, br s), 3.99-3.95 (1H, m), 2.32-2.26 (1H, m), 1.89-1.83 (2H, m), 1.74-1.62 (5H, m), 1.48 (3H, 

d, J = 6.9 Hz), 1.46-1.40 (1H, m); MS m/z 381 (M + H)+; []D
25 –40.8 (c 1.08, CHCl3). 

 

ベンジル［（1S, 3S）－3－カルバモイルシクロヘキシル］カーバメート（C12） 

 

化合物 C10 第二ピーク（3.00 g, 10.8 mmol）のジクロロメタン（150 ml）溶液に、氷冷
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下、市販の 1,1’－カルボニルジイミダゾール（2.10 g, 13.0 mmol）を加え、1 時間攪拌し

た。反応混合物に市販の 28%アンモニア水（20 ml）を加えた後、室温に戻して 3 時間攪

拌した。反応液にジクロロメタンを加え希釈した後、6 N 塩酸を加えて中和洗浄した。

有機層を飽和食塩水にて洗浄し、無水硫酸ナトリウムにて乾燥した。減圧下にて溶媒を

留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（n－ヘキサン/酢酸エチル = 

85/15－0/100）にて精製し、標記化合物（収率 100%）を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.41-7.31 (5H, m), 5.79-5.28 (1H, m), 5.66 (1H, s), 5.11 (2H, s), 4.92 (1H, 

s), 3.95 (1H, s), 2.43 (1H, s), 1.92-1.44 (8H, m). 

 

（1S, 3S）－3－アミノシクロヘキサンカルボキサミド塩酸塩（C13） 

NH
2

O
NH

2

HCl

 

化合物 C12（3.00 g, 10.9 mmol）のエタノール（100 ml）溶液に、市販の 10%パラジウ

ム炭素（300 mg）を加え、水素雰囲気下、室温にて 2.5 時間攪拌した。反応混合物をセ

ライトろ過した後、減圧下にて溶媒を留去した。得られた残渣に 1 N 塩酸エタノール溶

液を加えて懸濁させた後、減圧下にて溶媒を留去した。得られた残渣を乾燥し、標記化

合物 1.95 g（収率 97%）を固体として得た。 

1H-NMR (CD3OD) δ: 3.67-3.60 (1H, m), 2.77-2.73 (1H, m), 2.16 (1H, dt, J = 13.2, 4.6 Hz), 

1.97-1.82 (2H, m), 1.73-1.53 (4H, m), 1.49-1.40 (1H, m). 

 

［（1S, 3S）－3－アミノシクロヘキシル］メタノール塩酸塩（C14） 

NH
2

OHHCl
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PCT WO2009/153720A1 出願明細書記載のベンジル-［（1S, 3S）－3－（ヒドロキシメチ

ル）シクロヘキシル］カーバメートを用いて、化合物 C13 の合成法に準じて標記化合物

（収率 97%）を得た。 

1H-NMR (CD3OD) δ: 3.50 (1H, dd, J = 10.9, 6.9 Hz), 3.46 (1H, dd, J = 10.9, 6.9 Hz), 3.46-3.40 

(1H, m), 1.94-1.80 (2H, m), 1.75 (2H, t, J = 5.7 Hz), 1.70-1.58 (4H, m), 1.42-1.32 (1H, m). 

 

［（1S, 3S）－3－アミノ－N－エチルシクロヘキサンカルボキサミド（C15） 

NH
2

O
N
H

 

化合物 C10 第二ピークおよび市販のエチルアミン（2.0 M テトラヒドロフラン溶液）

を用いて、化合物 C12 の合成法に準じて油状物を得た。得られた油状物を用いて、化合

物 C13 の合成法に準じて標記化合物を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 5.57 (1H, br s), 3.32-3.24 (3H, m), 2.56-2.48 (1H, m), 2.09-1.78 (4H, m), 

1.75-1.55 (6H, m), 1.47-1.38 (1H, m), 1.13 (3H, t, J = 7.3 Hz). 

 

メチル－（1S, 3S）－3－アミノシクロヘキサンカルボキシレート塩酸塩（C16） 

NH
2

O
O

HCl

 

化合物 C10 第二ピークおよびメタノールを用いて、化合物 C12 の合成法に準じて固体

（収率 92%）を得た。得られた固体を用いて、化合物 C13 の合成法に準じて標記化合物

（収率 72%）を固体として得た。 

1H-NMR (CD3OD) δ: 3.69 (3H, s), 3.44-3.36 (1H, m), 2.92-2.82 (1H, m), 2.32-2.25 (1H, m), 

2.06-1.91 (2H, m), 1.76-1.67 (1H, m), 1.65-1.37 (4H, m). 
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エチル－［シス－4－（｛［1－（6－メチル－3－フェニルキノリン－2－イル）ピペリジ

ン－4－イル］カルボニル｝アミノ）シクロヘキシル］アセテート（Q4k） 

N
N

N
H

O

O
O

 

化合物 C1（183 mg, 0.823 mmol）および化合物 Q3a（202 mg, 0.583 mmol）、3H－［1, 2, 

3］トリアゾロ［4, 5－b］ピリジン－3－オール（1.75 g, 12.9 mmol）および N, N－ジメチ

ルピリジン－4－アミン（72.4 mg, 0.593 mmol）のジクロロメタン溶液（4 ml）にトリエ

チルアミン（0.41 ml, 291 mmol）および 1－エチル－3－（3－ジメチルアミノプロピル）

カルボジイミド塩酸塩（340 mg, 1.77 mmol）を加え、室温にて 15 時間半攪拌した。ジク

ロロメタンを加え希釈した後、0.1 N 塩酸水溶液を加えて中和洗浄した。有機層を飽和食

塩水にて洗浄し、無水硫酸ナトリウムにて乾燥した後、減圧下にて溶媒を留去した。残

渣をシリカゲルクロマトグラフィー（n－ヘキサン/酢酸エチル（10%メタノール） = 6/1

－1/2）にて精製し標記化合物 262 mg（収率 88%）を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.76 (1H, s), 7.75 (1H, d, J = 9.6 Hz), 7.69-7.63 (2H, m), 7.48-7.40 (4H, m), 

7.37-7.32 (1H, m), 5.47 (1H, d, J = 7.3 Hz), 4.13 (2H, q, J = 7.0 Hz), 4.04-3.97 (1H, br m), 

3.76-3.69 (2H, br m), 2.77-2.69 (2H, m), 2.48 (3H, s), 2.26 (2H, d, J = 7.3 Hz), 2.17-2.09 (1H, 

m), 2.00-1.91 (1H, m), 1.73-1.60 (10H, m), 1.26 (3H, t, J = 7.0 Hz), 1.25-1.17 (2H, m); MS m/z 

514 (M + H)+. Anal. Calcd for C32H39N3O3: C, 74.82; H, 7.65; N, 8.18. Found: C, 74.92; H, 7.71; 

N, 8.20. 

 

［シス－4－（｛［1－（6－メチル－3－フェニルキノリン－2－イル）ピペリジン－4－イ

ル］カルボニル｝アミノ）シクロヘキシル］酢酸（Q4j） 
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N
N

N
H

O

O
OH

 

化合物 Q4k（377 mg, 0.733 mmol）のエタノール（5 ml）および水（0.4 ml）懸濁液に、

8 N 水酸化ナトリウム水溶液（0.7 ml, 5.6 mmol）を加えて 60°C にて 2.5 時間攪拌した。

反応混合物に 1 N 塩酸水溶液を加えて酸性とした後、酢酸エチルにて抽出した。有機層

を合わせ、飽和食塩水にて洗浄した後、無水硫酸ナトリウムにて乾燥した。減圧下にて

溶媒を留去し、標記化合物 338 mg（収率 95%）を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 8.96 (1H, br s), 8.01 (1H, s), 7.62-7.60 (1H, m), 7.57-7.52 (2H, m), 

7.49-7.45 (4H, m), 6.18 (1H, s), 4.00-3.97 (3H, m), 3.45-3.39 (2H, m), 2.50-2.42 (3H, m), 2.50 

(1H, s), 2.35 (2H, d, J = 6.6 Hz), 1.96-1.37 (13H, m); HRMS calcd for C30H36N3O3 (M + H)+ 

calcd:486.2756, found:486.2751,  Anal. Calcd for C30H35N3O3･3.1H2O: C, 66.95; H, 7.67; N, 

7.76. Found: C, 66.95; H, 7.28; N, 7.38. 

 

N－［シス－4－（2－アミノ－2－オキソエチル）シクロヘキシル］－1－（6－メチル－

3－フェニルキノリン－2－イル）ピペリジン－4－カルボキサミド（Q4i） 

N
N

N
H

O

O
NH

2

 

化合物 Q3a および化合物 C5 を用いて、化合物 Q4k の合成法に準じて標記化合物（収

率 91%）を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.75 (1H, s), 7.74 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.68-7.64 (2H, m), 7.48-7.40 (4H, m), 

7.37-7.32 (1H, m), 5.50 (1H, d, J = 7.3 Hz), 5.40 (2H, br s), 4.05-3.98 (1H, br m), 3.76-3.70 (2H, 
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br m), 2.77-2.69 (2H, m), 2.48 (3H, s), 2.17 (2H, d, J = 7.3 Hz), 2.16-2.08 (1H, m), 1.99-1.89 

(1H, m), 1.73-1.59 (10H, m), 1.30-1.19 (2H, m); HRMS calcd for C30H37N4O2 (M + H)+ 

calcd:485.2916, found:485.2910, Anal. Calcd for C30H36N4O2•0.33H2O: C, 73.44; H, 7.53; N, 

11.42. Found: C, 73.59; H, 7.81; N, 11.13. 

 

N－［シス－4－（ヒドロキシメチル）シクロヘキシル］－1－（6－メチル－3－フェニ

ルキノリン－2－イル）ピペリジン－4－カルボキサミド（Q4h） 

N
N

N
H

O

OH  

PCT WO2004/087680A1 出願明細書記載の（シス－4－アミノシクロヘキシル）メタノ

ール塩酸塩および化合物 Q3a を用いて、化合物 Q4k の合成法に準じて標記化合物（収

率 52%）を得た。 

1H-NMR (DMSO-d6) δ: 7.92 (1H, s), 7.69-7.55 (5H, m), 7.52-7.37 (4H, m), 4.38-4.35 (1H, m), 

3.76-3.71 (1H, m), 3.62-3.57 (2H, m), 3.27-3.23 (2H, m), 2.66-2.57 (2H, m), 2.44 (3H, s), 

2.31-2.23 (1H, m), 1.55-1.24 (14H, m); HRMS calcd for C29H36N3O2 (M + H)+ calcd:458.2807, 

found:458.2810,  Anal. Calcd for C29H35N3O2・0.25H2O: C, 75.37; H, 7.74; N, 9.09. Found: C, 

75.08; H, 7.92; N, 8.88. 

 

エチル－2－メチル－2－［シス－4－（｛［1－（6－メチル－3－フェニルキノリン－2－

イル）ピペリジン－4－イル］カルボニル｝アミノ）シクロヘキシル］プロパノエート

（Q4a） 
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N
N

N
H

O

O
O

 

化合物 Q3a および化合物 C9 を用いて、化合物 Q4k の合成法に準じて標記化合物（収

率 79%）を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.76-7.73 (2H, m), 7.67-7.64 (2H, m), 7.47-7.40 (4H, m), 7.37-7.32 (1H, 

m), 5.54 (1H, d, J = 7.6 Hz), 4.12 (3H, q, J = 7.1 Hz), 3.75-3.70 (2H, m), 2.77-2.70 (2H, m), 

2.48 (3H, s), 2.19-2.11 (1H, m), 1.87-1.83 (2H, m), 1.74-1.49 (9H, m), 1.25 (3H, t, J = 7.1 Hz), 

1.16-1.05 (6H, m), 1.13 (2H, s); MS m/z 542 (M + H)+. 

 

2－メチル－2－［シス－4－（｛［1－（6－メチル－3－フェニルキノリン－2－イル）ピ

ペリジン－4－イル］カルボニル｝アミノ）シクロヘキシル］プロパン酸（Q4b） 

N
N

N
H

O

O
OH

 

化合物 Q4a を用いて、化合物 Q4j の合成法に準じて標記化合物（収率 16%）を固体

として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.78-7.76 (2H, m), 7.66-7.63 (2H, m), 7.47-7.41 (4H, m), 7.37-7.33 (1H, 

m), 5.59 (1H, d, J = 6.8 Hz), 4.11-4.06 (1H, m), 3.65-3.60 (2H, m), 2.88-2.81 (2H, m), 2.48 (3H, 

s), 2.24-2.17 (1H, m), 1.91-1.48 (11H, m), 1.26-1.13 (2H, m), 1.18 (6H, s); HRMS calcd for 

C32H40N3O3 (M + H)+ calcd:514.3069, found:514.3093,  Anal. Calcd for C32H39N3O3･0.9H2O: 

C, 72.53; H, 7.76; N, 7.93. Found: C, 72.51; H, 7.83; N, 7.93. 
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N－［（1S, 3S）－3－カルバモイルシクロヘキシル］－1－（6－メチル－3－フェニルキ

ノリン－2－イル）ピペリジン－4－カルボキサミド（Q4e） 

N
N

N
H

O

O
NH

2

 

化合物 Q3a および化合物 C13 を用いて、化合物 Q4k の合成法に準じて標記化合物（収

率 66%）を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.78 (1H, s), 7.76 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.69-7.66 (2H, m), 7.49-7.42 (4H, m), 

7.36 (1H, tt, J = 7.4, 1.1 Hz), 5.99 (1H, br s), 5.50 (1H, d, J = 6.9 Hz), 5.36 (1H, br s), 4.08-4.01 

(1H, m), 3.78-3.71 (2H, m), 2.79-2.71 (2H, m), 2.50-2.45 (1H, m), 2.49 (3H, s), 2.19-2.12 (1H, 

m), 2.06-1.99 (1H, m), 1.94-1.84 (1H, m), 1.77-1.45 (10H, m); HRMS calcd for C29H35N4O2 (M 

+ H)+ calcd:471.2760, found:417.2761, Anal. Calcd for C29H34N4O2･0.5EtOAc: C, 72.35; H, 

7.44; N, 10.89. Found: C, 72.30; H, 7.52; N, 10.89. 

 

N－［（1S, 3S）－3－（ヒドロキシメチル）シクロヘキシル］－1－（6－メチル－3－フ

ェニルキノリン－2－イル）ピペリジン－4－カルボキサミド（Q4d） 

N
N

N
H

O

OH  

化合物 Q3a および化合物 C14 を用いて、化合物 Q4k の合成法に準じて標記化合物（収

率 87%）を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.77 (1H, s), 7.76 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.69-7.66 (2H, m), 7.49-7.42 (4H, m), 

7.36 (1H, tt, J = 8.0, 1.1 Hz), 5.52 (1H, d, J = 8.0 Hz), 4.18-4.12 (1H, m), 3.74 (2H, d, J = 13.2 
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Hz), 3.58-3.48 (2H, m), 2.78-2.71 (2H, m), 2.49 (3H, s), 2.18-2.10 (1H, m), 1.78-1.37 (13H, m), 

1.23-1.14 (1H, m); HRMS calcd for C29H36N3O2 (M + H)+ calcd:458.2807, found:458.2808. 

N－［（1S, 3S）－3－（エチルカルバモイル）シクロヘキシル］－1－（6－メチル－3－

フェニルキノリン－2－イル）ピペリジン－4－カルボキサミド（Q4f） 

N
N

N
H

O

O
N
H

 

化合物 Q3a および化合物 C15 を用いて、化合物 Q4k の合成法に準じて標記化合物（収

率 97%）を固体として得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.76 (1H, s), 7.74 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.69-7.63 (2H, m), 7.50-7.39 (4H, m), 

7.38-7.31 (1H, m), 5.77 (1H, br s), 5.49 (1H, d, J = 6.9 Hz), 4.10-4.03 (1H, m), 3.77-3.69 (2H, 

m), 3.30 (2H, dt, J = 13.6, 6.5 Hz), 2.77-2.69 (2H, m), 2.48 (3H, s), 2.35-2.29 (1H, m), 2.18-2.10 

(1H, m), 1.94-1.87 (1H, m), 1.80-1.60 (9H, m), 1.58-1.43 (2H, m), 1.15 (3H, t, J = 7.1 Hz); 

HRMS calcd for C31H39N4O2 (M + H)+ calcd:499.3073, found:499.3076,  Anal. Calcd for 

C31H38N4O2: C, 74.67; H, 7.68; N, 11.24. Found: C, 74.39; H, 7.57; N, 11.13. 

 

メチル－（1S, 3S）－3－（｛［1－（6－メチル－3－フェニルキノリン－2－イル）ピペリ

ジン－4－イル］カルボニル｝アミノ）シクロヘキサンカルボキシレート（Q4l） 

N
N N

H

O

O
O

 

化合物 C16 および化合物 Q3a を用いて、化合物 Q4k の合成法に準じて標記化合物（収

率 84%）を得た。 
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1H-NMR (CDCl3) δ: 7.76 (1H, s), 7.74 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.66 (2H, d, J = 6.9 Hz), 7.48-7.40 

(4H, m), 7.35 (1H, t, J = 7.4 Hz), 5.37 (1H, d, J = 7.4 Hz), 4.13-4.04 (1H, m), 3.73 (2H, d, J = 

13.2 Hz), 3.69 (3H, s), 2.76-2.69 (2H, m), 2.58-2.52 (1H, m), 2.48 (3H, s), 2.16-2.08 (1H, m), 

1.98-1.91 (1H, m), 1.78-1.24 (11H, m), MS m/z 486 (M + H)+, Anal. Calcd for 

C30H35N3O3•0.2H2O: C, 73.65; H, 7.29; N, 8.59. Found: C, 73.79; H, 7.53; N, 8.36. 

 

（1S, 3S）－3－（｛［1－（6－メチル－3－フェニルキノリン－2－イル）ピペリジン－4

－イル］カルボニル｝アミノ）シクロヘキサンカルボン酸（Q4g） 

N
N N

H

O

O
OH

 

化合物 Q4l を用いて、化合物 Q4j の合成法に準じて標記化合物（収率 51%）を得た。 

1H-NMR (CDCl3) δ: 7.77-7.73 (2H, m), 7.67-7.63 (2H, m), 7.48-7.40 (4H, m), 7.34 (1H, tt, J = 

7.4, 1.1 Hz), 5.46 (1H, d, J = 7.4 Hz), 4.13-4.05 (1H, m), 3.75-3.68 (2H, m), 2.77-2.69 (2H, m), 

2.67-2.61 (1H, m), 2.47 (3H, s), 2.18-2.09 (1H, m), 2.09-2.02 (1H, m), 1.87-1.32 (11H, m); 

HRMS calcd for C29H34N3O3 (M + H)+ calcd:472.2600, found:472.2600. 

 

N－［（1S, 2R）－2－（ヒドロキシメチル）シクロヘキシル］－1－（6－メチル－3－フ

ェニルキノリン－2－イル）ピペリジン－4－カルボキサミド（Q4c） 

N
N

O

N
H

OH  

市販の［（1R, 2S）－2－アミノシクロヘキシル］メタノールおよび化合物 Q3a を用い
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て、化合物 Q4k の合成法に準じて標記化合物（収率 83%）を固体として得た。 

1H-NMR (DMSO-d6) δ: 7.93 (1H, s), 7.70-7.63 (3H, m), 7.61-7.60 (1H, m), 7.56-7.38 (5H, m), 

4.36 (1H, dd, J = 6.9, 4.6 Hz), 4.03-3.99 (1H, m), 3.63-3.58 (2H, m), 3.19-3.08 (2H, m), 

2.67-2.58 (2H, m), 2.44 (3H, s), 2.42-2.35 (1H, m), 1.60-1.49 (8H, m), 1.42-1.35 (3H, m), 

1.26-1.17 (2H, m) ; HRMS calcd for C29H36N3O2 (M + H)+ calcd: 458.2808, found: 458.2818, 

Anal. Calcd for C29H35N3O2: C, 76.12; H, 7.71; N, 9.18. Found: C, 76.17; H, 7.68; N, 9.19. 
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