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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】キヌレニンが関与する疾患の治療のための環状ペプチド化合物、キヌレニン産生
阻害剤及び医薬組成物の提供。
【解決手段】シアノバクテリアから単離した、特定のアミノ酸の配列からなる環状ペプチ
ド化合物である、キヌレニン産生阻害剤。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記式（１）で表される環状ペプチド化合物。
【化１】

【請求項２】
　キヌレニンの産生を抑制するための、請求項１に記載の環状ペプチド化合物。
【請求項３】
　キヌレニンが関与する疾患の治療のための、請求項１又は請求項２に記載の環状ペプチ
ド化合物。
【請求項４】
　前記キヌレニンが関与する疾患が、がん、うつ病、神経変性疾患、白内障、臓器移植拒
絶反応及び外傷からなる群より選択される少なくとも１種である、請求項３に記載の環状
ペプチド化合物。
【請求項５】
　請求項１～請求項４のいずれか１項に記載の環状ペプチド化合物を有効成分として含む
、医薬組成物。
【請求項６】
　シアノバクテリアから単離した環状ペプチド化合物である、キヌレニン産生阻害剤。
【請求項７】
　前記シアノバクテリアがＯｋｅａｎｉａ　ｓｐ．である、請求項６に記載のキヌレニン
産生阻害剤。
【請求項８】
　キヌレニンが関与する疾患の治療のための、請求項６又は請求項７に記載のキヌレニン
産生阻害剤。
【請求項９】
　前記キヌレニンが関与する疾患が、がん、うつ病、神経変性疾患、白内障、臓器移植拒
絶反応及び外傷からなる群より選択される少なくとも１種である、請求項８に記載のキヌ
レニン産生阻害剤。
【請求項１０】
　請求項６～請求項９のいずれか１項に記載のキヌレニン産生阻害剤を有効成分として含
む、医薬組成物。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、環状ペプチド化合物、キヌレニン産生阻害剤及び医薬組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　キヌレニンはトリプトファンからナイアシンを生成する代謝経路（キヌレニン経路）で
代謝されるアミノ酸の一種である。近年、がん細胞から放出されるキヌレニンが免疫寛容
（生体に本来備わっている免疫監視機構が働かず、がん細胞が排除されない状況）の状態
を作り出し、がんの進行に寄与しているとの報告がなされている。
【０００３】
　例えば、特許文献１には、生体内でキヌレニンを産生する律速酵素であるインドールア
ミン－２，３－ジオキシゲナーゼの阻害剤であり、がん等の疾患の治療に有用である１，
２，５－オキサジアゾール誘導体が記載されている。
【０００４】
　一方、自然界に存在する物質を単離し、これを医薬品として利用しようという試みがな
されている。例えば、海洋域に生息する生物から単離した物質に医薬品として有用な活性
が見出されている（例えば、非特許文献１参照）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２０１４－１１４２９９号公報
【０００６】
【非特許文献１】細胞工学，３２，６７５－６８１，２０１３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　キヌレニンの産生を阻害する活性を有する化合物を新たに見出すことは、キヌレニンが
関与する疾患の治療方法の発展に資すると考えられる。特に、がん細胞におけるキヌレニ
ンの産生の抑制を作用機序とする抗がん剤は、直接的にがん細胞の増殖を阻害する既存の
抗がん剤に比べて副作用の大幅な軽減が期待できる。
　また、海洋域に生息する生物から単離した物質にキヌレニンの産生を抑制する活性を見
出したという報告はこれまでなされていない。
【０００８】
　本発明は上記事情を鑑みてなされたものであり、環状ペプチド化合物、キヌレニン産生
阻害剤及び医薬組成物を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　上記課題を解決するための手段には、以下の実施形態が含まれる。
＜１＞下記式（１）で表される環状ペプチド化合物。
【００１０】
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【化１】

【００１１】
＜２＞キヌレニンの産生を抑制するための、＜１＞に記載の環状ペプチド化合物。
【００１２】
＜３＞キヌレニンが関与する疾患の治療のための、＜１＞又は＜２＞に記載の環状ペプチ
ド化合物。
【００１３】
＜４＞前記キヌレニンが関与する疾患が、がん、うつ病、神経変性疾患、白内障、臓器移
植拒絶反応及び外傷からなる群より選択される少なくとも１種である、＜３＞に記載の環
状ペプチド化合物。
【００１４】
＜５＞＜１＞～＜４＞のいずれか１項に記載の環状ペプチド化合物を有効成分として含む
、医薬組成物。
【００１５】
＜６＞シアノバクテリアから単離した環状ペプチド化合物である、キヌレニン産生阻害剤
。
【００１６】
＜７＞前記シアノバクテリアがＯｋｅａｎｉａ　ｓｐ．である、＜６＞に記載のキヌレニ
ン産生阻害剤。
【００１７】
＜８＞キヌレニンが関与する疾患の治療のための、＜６＞又は＜７＞に記載のキヌレニン
産生阻害剤。
【００１８】
＜９＞前記キヌレニンが関与する疾患が、がん、うつ病、神経変性疾患、白内障、臓器移
植拒絶反応及び外傷からなる群より選択される少なくとも１種である、＜８＞に記載のキ
ヌレニン産生阻害剤。
【００１９】
＜１０＞＜６＞～＜９＞のいずれか１項に記載のキヌレニン産生阻害剤を有効成分として
含む、医薬組成物。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明によれば、環状ペプチド化合物、キヌレニン産生阻害剤及び医薬組成物が提供さ
れる。
【発明を実施するための形態】
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【００２１】
＜第１実施形態＞
　本開示の第１実施形態は、下記式（１）で表される環状ペプチド化合物である。
【００２２】
【化２】

【００２３】
　上記構造を有する環状ペプチド化合物は、キヌレニンの産生を抑制する活性を有する。
キヌレニンの産生の抑制は、種々の態様で観察されうる。例えば、上記環状ペプチド化合
物の存在下におけるキヌレニンの産生量の抑制、減少、消失等にとして観察されうる。キ
ヌレニンの産生の抑制は、例えば、産生したキヌレニンの分解により達成されるものであ
ってもよく、キヌレニンの産生自体の抑制によるものであってもよい。
【００２４】
　上記環状ペプチド化合物は、キヌレニン産生を抑制する機能が損なわれない限りにおい
て種々の改変を施してもよい。例えば、環状ペプチド化合物を構成するアミノ酸残基のそ
れぞれが置換基を有していてもよく、アミノ酸残基のそれぞれがＬ体又はＤ体のいずれで
あってもよい。
【００２５】
　上記環状ペプチド化合物は、生物から単離したものであっても、化学的又は生物工学的
手法によって作製したものであってもよい。ある実施形態では、上記環状ペプチド化合物
はシアノバクテリアから単離したものであってもよい。シアノバクテリアの種類は特に制
限されないが、海洋域に生息するシアノバクテリアであってもよく、Ｏｋｅａｎｉａ　ｓ
ｐ．であってもよい。
【００２６】
　上記環状ペプチド化合物は、キヌレニンの産生を抑制する活性を有するため、キヌレニ
ンの産生を抑制するために用いることができる。すなわち、上記環状ペプチド化合物はキ
ヌレニン産生阻害剤であってもよい。
【００２７】
　上記環状ペプチド化合物は、例えば、キヌレニンの産生が関与する疾患の治療に用いる
ことができる。本開示において「治療」には、キヌレニンの産生が関与する疾患の症状を
消失又は軽減させることのほか、症状の進行の度合いを抑制することも含まれる。
【００２８】
　キヌレニンの産生が関与する疾患としては、各種のがん、アルツハイマー病、ウイルス
感染症、自己免疫疾患、うつ病、神経変性疾患、白内障、臓器移植拒絶反応、外傷等が挙
げられるが、本開示はこれらに制限されるものではない。
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【００２９】
　キヌレニン産生阻害剤は、医薬品に限らずサプリメント、食品、飲料等の形態で用いる
ものであってもよく、研究等の医療行為以外の目的に用いるものであってもよい。
【００３０】
　キヌレニン産生阻害剤は、そのまま単独で投与することも可能であるが、通常各種の医
薬製剤として提供するのが好ましい。また、それら医薬製剤は、動物および人に使用され
るものである。 
【００３１】
　投与経路としては、治療に際し最も効果的なものを使用するのが好ましく、経口、また
は例えば腸内、口腔内、皮下、筋肉内、静脈内等の非経口をあげることができる。投与形
態としては、カプセル剤、錠剤、顆粒剤、散剤、シロップ剤、乳剤、座剤、注射剤等があ
る。
【００３２】
　キヌレニン産生阻害剤の有効用量および投与回数は、投与形態、患者の年令、体重、治
療すべき症状の性質、重篤度等により異なるが、通常、投与量は、１日当たり０．０１～
１０００ｍｇ／人、好ましくは５～５００ｍｇ／人であり、投与回数は、１日１回又は分
割して投与するのが好ましい。
【００３３】
＜第２実施形態＞
　本開示の第２実施形態は、シアノバクテリアから単離した環状ペプチド化合物であるキ
ヌレニン産生阻害剤である。
【００３４】
　環状ペプチド化合物を得る対象のシアノバクテリアの種類は特に制限されないが、海洋
域に生息するシアノバクテリアであってもよく、Ｏｋｅａｎｉａ　ｓｐ．であってもよい
。
【００３５】
　シアノバクテリアから単離した環状ペプチド化合物は、上述した第１実施形態の式（１
）で表される環状ペプチド化合物であってもよい。
【００３６】
　キヌレニン産生阻害剤のその他の詳細は、上述した第１実施形態における「環状ペプチ
ド化合物」を「キヌレニン産生阻害剤」に読み替えたうえで参照できる。
【００３７】
＜第３実施形態＞
　本開示の第３実施形態は、第１実施形態の環状ペプチド化合物又は第２実施形態のキヌ
レニン産生阻害剤を有効成分として含む医薬組成物である。
【００３８】
　医薬組成物が第１実施形態の環状ペプチド化合物又は第２実施形態のキヌレニン産生阻
害剤以外の成分を含む場合、当該成分としては、薬剤の調製に一般に用いられる媒質及び
製剤用添加物が挙げられる。媒質としては、固体媒質（例えば、ゼラチン、乳糖）及び液
体媒質（例えば、アルコール、水、生理食塩水）が挙げられる。製剤用添加物としては、
賦形剤、崩壊剤、結合剤、滑沢剤、界面活性剤、緩衝剤、溶解補助剤、安定化剤、等張化
剤などが挙げられる。これらの成分の配合量は、第１実施形態の環状ペプチド化合物又は
第２実施形態のキヌレニン産生阻害剤が有効成分として作用しうるのであれば特に制限さ
れない。
【００３９】
　医薬組成物の形態は特に制限されず、用途に応じて選択できる。例えば、錠剤、顆粒剤
、散剤、カプセル剤、懸濁剤、シロップ、乳剤、リモナーデ剤等の経口投与に適した形態
、座剤、注射剤等の非経口投与に適した形態などが挙げられる。
【００４０】
　経口投与に適した形態の製剤、例えば乳剤、シロップ剤等の液体調製物は、水、ショ糖
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、ソルビット、果糖等の糖類、ポリエチレングリコール、プロピレングリコール等のグリ
コール類、ゴマ油、オリーブ油、大豆油等の油類、ｐ－ヒドロキシ安息香酸エステル類等
の防腐剤、ストロベリーフレーバー、ペパーミントフレーバー等のフレーバー類などを使
用して製造できる。また、カプセル剤、錠剤、散剤、顆粒剤等は、乳糖、ブドウ糖、ショ
糖、マンニット等の賦形剤、澱粉、アルギン酸ソーダ等の崩壊剤、ステアリン酸マグネシ
ウム、タルク等の滑沢剤、ポリビニルアルコール、ヒドロキシプロピルセルロース、ゼラ
チン等の結合剤、脂肪酸エステル等の界面活性剤、グリセリン等の可塑剤などを用いて製
造できる。
【００４１】
　非経口投与に適した形態の製剤は、好ましくは受容者の血液と等張である活性化合物を
含む滅菌水性製剤からなる。例えば注射剤の場合、塩溶液、ブドウ糖溶液又は塩水とブド
ウ糖溶液の混合物からなる担体等を用いて注射用の溶液を調製する。
【００４２】
　局所製剤は、活性化合物を、１種もしくはそれ以上の媒質、例えば鉱油、石油、多価ア
ルコール等又は局所医薬製剤に使用される他の基剤中に溶解又は懸濁させて調製する。
腸内投与のための製剤は、通常の担体、例えばカカオ脂、水素化脂肪、水素化脂肪カルボ
ン酸等を用いて調製し、座剤として提供される。
【００４３】
　また、これら非経口剤においても、経口剤で例示したグリコール類、油類、フレーバー
類、防腐剤（抗酸化剤を含む）、賦形剤、崩壊剤、滑沢剤、結合剤、界面活性剤、可塑剤
等から選択される１種もしくはそれ以上の補助成分を添加することもできる。
【００４４】
＜第４実施形態＞
　本開示の第４実施形態は、第１実施形態の環状ペプチド化合物又は第２実施形態のキヌ
レニン産生阻害剤を細胞に接触させる工程を含む、キヌレニン産生阻害方法、又はキヌレ
ニンの産生が関与する疾患の治療方法である。
【００４５】
　第１実施形態の環状ペプチド化合物又は第２実施形態のキヌレニン産生阻害剤を細胞に
接触させる方法は特に制限されず、経口投与、静脈内投与、留置等の外科的処置等を挙げ
ることができる。また、上述した第３実施形態の医薬組成物の状態で細胞に接触させても
よい。
【００４６】
　第１実施形態の化合物又は第２実施形態のキヌレニン産生阻害剤を接触させる対象の細
胞は、例えば、がん細胞のようにキヌレニンの産生が通常よりも亢進している状態の細胞
であってもよい。第１実施形態の化合物又は第２実施形態のキヌレニン産生阻害剤を接触
させる対象の細胞は、ヒトの細胞であってもヒト以外の動物（実験動物、家畜動物、愛玩
動物等）の細胞であってもよい。また、生体内の細胞であっても生体外の細胞（培養細胞
を含む）であってもよい。
【００４７】
　キヌレニン産生阻害方法は、キヌレニンの産生が関与する疾患の治療を目的とするもの
であっても、治療以外の試験研究、検査等を目的とするものであってもよい。
【００４８】
　キヌレニン産生阻害方法がキヌレニンの産生が関与する疾患の治療を目的とするもので
ある場合、治療対象となるキヌレニンの産生が関与する疾患としては、各種のがん、アル
ツハイマー病、ウイルス感染症、自己免疫疾患、うつ病、神経変性疾患、白内障、臓器移
植拒絶反応、外傷等が挙げられるが、本開示はこれらに制限されるものではない。
【実施例】
【００４９】
　以下、実施例に基づき本開示の実施形態を具体的に説明するが、本開示はこれらの実施
例に制限されるものではない。
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【００５０】
（１）細胞の培養及び継代
　Ａ４３１細胞（ヒト上皮がん細胞株）の培養には、ＤＭＥＭ培地［Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’
ｓ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ’ｓ　ｍｅｄｉｕｍ；ＤＭＥＭ（日水製薬）に、０．
０１％　ＮａＨＣＯ３（ナカライテスク）、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン（ナカライテスク）
、抗生物質混合溶液（１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ　ペニシリン、１００μｇ／ｍＬ　ストレ
プトマイシン、０．２５μｇ／ｍＬ　アムホテリシンＢ、ナカライテスク）、１０％子牛
胎児血清（Ｆｅｔａｌ　ｂｏｖｉｎ　ｓｅｒｕｍ；　ＦＢＳ、ＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣ
Ｈ）を加えたもの］を用いた。Ａ４３１細胞懸濁液を直径１００ｍｍのシャーレ（Ｔｈｅ
ｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）に移してインキュベートした。細胞が十分増殖し、シャ
ーレの底面の大半を覆う状態となった際にシャーレの培地を取り除き、２ｍＬのリン酸塩
緩衝溶液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ；ＰＢＳ、８．０ｇ／
Ｌ　ＮａＣｌ、０．２ｇ／Ｌ　ＫＣｌ、１．１５ｇ／Ｌ　Ｎａ２ＨＰＯ４、０．２ｇ／Ｌ
　ＫＨ２ＰＯ４）で洗浄した。ＰＢＳを取り除き、１ｍＬのトリプシン（ナカライテスク
）を加え、１０分間インキュベートした後にＤＭＥＭ培地９ｍＬを加え、細胞懸濁液とし
た。次に、予め任意の量のＤＭＥＭ培地を加えた別のシャーレに懸濁液を加え、各濃度の
細胞懸濁液を調製し、インキュベートした。
【００５１】
（２）ＫＹＮアッセイ
　シアノバクテリアに含まれる物質と、Ａ４３１細胞からのキヌレニン産生量との関係を
調べるために、下記の手法でＫＹＮ（キヌレニン）アッセイを実施した。
　ＫＹＮアッセイには、シアノバクテリアのメタノール抽出物を使用した。シアノバクテ
リアのメタノール抽出物は、沖縄県石垣島で採集したシアノバクテリア（Ｏｋｅａｎｉａ
　ｓｐ．）約１０ｇにメタノール１００ｍＬを加え、７日間静置した後の抽出液をろ過、
濃縮し、得られた残渣の重量を測定し、濃度が１００ｍｇ／ｍＬになるようにメタノール
を添加して調製した。
【００５２】
　Ａ４３１細胞懸濁液を１５ｍＬエッペンチューブに移して遠心分離機にかけ、デカンテ
ーションで上清液を除去し、１００μＭ　Ｌ－トリプトファン（和光純薬）を含むＤＭＥ
Ｍ培地（トリプトファン含有培地）を加えた。さらに、トリプトファン含有培地で希釈し
、Ａ４３１細胞の懸濁液４．０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬを作製した後に、この懸濁液を
９６穴プレートに１００μＬ／ｗｅｌｌの濃度で播種した。２４時間のインキュベーショ
ンの後、培地を取り除き、トリプトファン含有培地を９０μＬ／ｗｅｌｌずつ加えた。１
００ｍｇ／ｍＬに調製済みのシアノバクテリアのメタノール抽出物をＡ４３１細胞に添加
した際の濃度が１μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬになるようにメタノー
ルで希釈し、１μＬ／ｗｅｌｌずつ添加した。１時間インキュベートした後に１μｇ／ｍ
ＬのＩＦＮ－γ（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ　ｈｕｍａｎ，ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ａ
ｎｉｍａｌ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ｆｒｅｅ、ＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣＨ）溶液を１０
μＬ／ｗｅｌｌずつ加え、２４時間のインキュベーションの後、吸光度（４６０ｎｍ）を
マイクロプレートリーダー（ＳＹＮＥＲＧＹ　Ｈ１、バイオテック・ジャパン）で測定し
た。その後、７％　トリクロロ酢酸（和光純薬）溶液と２％　ｐ－ジメチルアミノベンズ
アルデヒド（和光純薬）の酢酸溶液の混合液（２：５）を２００μＬ／ｗｅｌｌずつ添加
し、５分間静置後、再度吸光度を測定し、キヌレニンの産生量を数値化した。
【００５３】
　ＫＹＮアッセイの結果、シアノバクテリアのメタノール抽出物の存在下では、コントロ
ール（シアノバクテリアのメタノール抽出物を添加せず）と比較したときにキヌレニンの
産生量が少ないことがわかった。
【００５４】
（３）ＭＴＴアッセイ
　シアノバクテリアのメタノール抽出物と、Ａ４３１細胞の生存状態との関係を調べるた
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　ＫＹＮアッセイと同様にＡ４３１細胞の懸濁液を９６穴プレートに播種し、シアノバク
テリアのメタノール抽出物と１μｇ／ｍＬのＩＦＮ－γ溶液を添加した。２４時間のイン
キュベーションの後にＭＴＴ（３－（４，５－ｄｉ－ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ－２－
ｙｌ）－２，５－ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ　ｂｒｏｍｉｄｅ、ナカライ
テスク）試薬を１５μＬ／ｗｅｌｌずつ添加し、４時間インキュベートした。その後、上
清を除去し、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を１５０μＬ／ｗｅｌｌずつ添加して沈
殿を溶解させ、吸光度（５４０ｎｍ）を測定した。
【００５５】
　ＭＴＴアッセイの結果、シアノバクテリアのメタノール抽出物の存在下では、コントロ
ール（シアノバクテリアのメタノール抽出物を添加せず）と比較したときにＡ４３１細胞
の減少に差は認められなかった。
【００５６】
（４）活性物質の単離
　ＫＹＮアッセイとＭＴＴアッセイの結果から、シアノバクテリアのメタノール抽出物の
存在下ではＡ４３１細胞の減少を伴わずにキヌレニンの産生が抑制されていることがわか
った。このことから、シアノバクテリアには細胞によるキヌレニンの産生を抑制する活性
物質が含まれていると推測し、シアノバクテリアのメタノール抽出物からの活性物質の単
離を下記の手法で行った。
【００５７】
　シアノバクテリア（湿重量４１５ｇ）にメタノール１Ｌを加え、一週間静置した。続い
て、上清をろ過し、濃縮してメタノール抽出物を得た。得られたシアノバクテリアのメタ
ノール抽出物を水と酢酸エチルを用いて分液した。活性評価の結果、酢酸エチル層に活性
を見出したため、酢酸エチル層を９０％メタノールとヘキサンで分液し、活性を評価した
。その結果、９０％メタノール層に活性を見出した。続いて、分液操作によって得た９０
％メタノール層の濃縮物をＯＤＳカラムクロマトグラフィー（Ｃｏｓｍｏｓｉｌ　７５Ｃ

１８－ＯＰＮ、ナカライテスク）で精製した。ＯＤＳカラムクロマトグラフィーでメタノ
ール／水混合溶媒（４０／６０、６０／４０、８０／２０、１００／０）で溶出して得た
各画分の活性を評価した結果、メタノール／水：８０／２０の混合溶媒で溶出した画分に
活性を見出した。次に、活性が確認された画分の濃縮物を高速液クロマトグラフィーで精
製した。カラムにはＳＴＲ　ＯＤＳ－ＩＩ（サイズ：内径２５０ｍｍ×２０ｍｍ、信和化
工）を使用し、溶媒にメタノール／水：８０／２０の混合溶媒を用いて、流速を５ｍＬ／
ｍｉｎに設定し、溶出物の吸光度（λ＝２１５ｎｍ）をＵＶ検出器（ＳＰＤ－１０ＡＶＶ

Ｐ、島津製作所）で検出し、クロマトグラムを得た。各精製画分の活性を評価した結果、
リテンションタイム５８分付近の成分に活性が確認されたため、回収した。回収した成分
について再度、同一条件で高速液体クロマトグラフィーによる精製を行い、リテンション
タイム５８分の成分を濃縮して、活性物質（８．１ｍｇ）を得た。
【００５８】
（５）活性物質の構造解析
　得られた活性物質の構造をＮＭＲにより解析したところ、上述した式（１）で表される
構造であることがわかった。
【００５９】
（６）活性物質の生理活性
　単離した活性物質のＫＹＮアッセイとＭＴＴアッセイを、上述した手法に従って行った
。評価結果は、それぞれ下記表１のとおりであった。
【００６０】
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