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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）

［式中、Ｒ1は、酸化、ニトロ化、ニトロソ化、ニトロヒドリル化および／またはアミノ
化された脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基を表す。ただし、不斉炭
素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものと
する。］で示される化合物、その塩またはそれらの溶媒和物である、標識されていてもよ
い高活性型ＬＰＡを用いることを特徴とする、ＬＰＡが関与する疾患の予防および／また
は治療物質のスクリーニング方法。
【請求項２】
　Ｒ1の主鎖の炭素数が、６乃至２６である請求の範囲１記載の方法。
【請求項３】
　Ｒ1が、以下のＱ群から選択される１種以上の部分構造を有する脂肪族炭化水素基もし
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くは脂肪族炭化水素カルボニル基であって、Ｑ群が、

［式中、矢印は結合部位を表し、Ｇは、

（式中、矢印は結合部位を表す。）または水素原子を表す。ただし、不斉炭素は、Ｒ配置
、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものとする。］から
なる群である請求の範囲１記載の方法。
【請求項４】
　Ｒ1が、

［式中、矢印は結合部位を表し、Ｙはカルボニル基またはメチレン基を表し、ｐおよびｑ
はそれぞれ独立して０または１乃至７の整数を表し、Ｅ1およびＥ2はそれぞれ独立して、
Ｃ１－４アルキレン基、Ｃ２－４アルケニレン基または結合手を表し、Ａは、結合手、

（式中、矢印は結合部位を表し、Ｇは請求の範囲３の記載と同じ意味を表す。ただし、不
斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいも
のとする。）を表し、ｎは１乃至６の整数を表し、ｎが２以上の場合、複数のＥ1、Ｅ2お
よびＡはそれぞれ同じでも異なっていてもよい。但し、Ｒ1中、少なくとも１つのＡは、
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（式中、矢印は結合部位を表し、Ｇは請求の範囲３の記載と同じ意味を表す。ただし、不
斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいも
のとする。）を表すものとする。］である請求の範囲３記載の方法。
【請求項５】
　Ｒ1が、

［式中、矢印は結合部位を表し、Ｙはカルボニル基またはメチレン基を表し、ｐ１および
ｑ１はそれぞれ独立して１乃至７の整数を表し、Ｔは、

（式中、矢印は結合部位を表す。ただし、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、または
それらが任意の比率で混合していてもよいものとする。）を表し、ｒは１乃至５の整数を
表し、ｒが２以上の場合、複数のＴはそれぞれ同じでも異なっていてもよい。但し、Ｒ1

中、少なくとも１つのＴは、

（式中、矢印は結合部位を表す。ただし、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、または
それらが任意の比率で混合していてもよいものとする。）を表すものとする。］である請
求の範囲４記載の方法。
【請求項６】
　Ｒ1が、１個のヒドロペルオキシ基で置換され、２乃至３個の二重結合を有する炭素数
１８個の脂肪族炭化水素カルボニル基である請求の範囲５記載の方法。
【請求項７】
　Ｒ1が、
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［式中、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合してい
てもよいものとする。］である請求の範囲６記載の方法。
【請求項８】
　Ｒ1が、１乃至３個のエポキシ基で置換され、０または１乃至２個の二重結合を有する
炭素数１８個の脂肪族炭化水素カルボニル基である請求の範囲５記載の方法。
【請求項９】
　Ｒ1が、
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［式中、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合してい
てもよいものとする。］である請求の範囲８記載の方法。
【請求項１０】
　ＬＰＡが関与する疾患が、泌尿器系疾患、中枢性疾患、炎症性疾患、循環器疾患、癌、
糖尿病、免疫系疾患または消化器系疾患である請求の範囲１記載の方法。
【請求項１１】
　泌尿器系疾患が、排尿障害である請求の範囲１０記載の方法。
【請求項１２】
　以下の一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）

［式中、Ｒ1は、酸化、ニトロ化、ニトロソ化、ニトロヒドリル化および／またはアミノ
化された脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基を表す。ただし、不斉炭
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素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものと
する。］で示される化合物、その塩またはそれらの溶媒和物である、標識されていてもよ
い高活性型ＬＰＡを用いることを特徴とする、ＬＰＡが関与する疾患の予防および／また
は治療物質のスクリーニング用キット。
【請求項１３】
　（１）標識されていてもよい高活性型ＬＰＡと、（２）ＬＰＡ受容体蛋白質、その部分
ペプチドまたはその塩とを用いることを特徴とする請求の範囲１記載の方法。
【請求項１４】
　ＬＰＡ受容体が、ＥＤＧ－２、ＥＤＧ－４、ＥＤＧ－７またはＧＰＲ２３である請求の
範囲１３記載の方法。
【請求項１５】
　（１）(a)標識されていてもよい高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する
細胞とを接触させた場合と、（２）(a)標識されていてもよい高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰ
Ａ受容体蛋白質を含有する細胞および(c)試験化合物とを接触させた場合における該細胞
の細胞内カルシウムイオン濃度上昇活性を測定し、比較することを特徴とする、請求の範
囲１３記載の方法。
【請求項１６】
　（１）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドま
たはその塩とを接触させた場合と、（２）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受
容体蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩および(c)試験化合物とを接触させた場合に
おける、標識された高活性型ＬＰＡの該ＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドまたはそ
の塩に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする、請求の範囲１３記載の方法。
【請求項１７】
　（１）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞とを接
触させた場合と、（２）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有
する細胞および(c)試験化合物とを接触させた場合における、標識された高活性型ＬＰＡ
の該細胞に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする、請求の範囲１３記載の方
法。
【請求項１８】
　（１）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞の膜画
分とを接触させた場合と、（２）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白
質を含有する細胞の膜画分および(c)試験化合物とを接触させた場合における、標識され
た高活性型ＬＰＡの該細胞の膜画分に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする
、請求の範囲１３記載の方法。
【請求項１９】
　以下の一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）

［式中、Ｒ1は、酸化、ニトロ化、ニトロソ化、ニトロヒドリル化および／またはアミノ
化された脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基を表す。ただし、不斉炭
素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものと
する。］で示される化合物、その塩またはそれらの溶媒和物である、高活性型ＬＰＡに対
する抗体。
【請求項２０】
　ＬＰＡ受容体のシグナル伝達を不活性化する中和抗体である請求の範囲１９記載の抗体
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【請求項２１】
　請求の範囲１３記載のスクリーニング方法を用いて化合物を選別する工程を含むことを
特徴とする、ＬＰＡが関与する疾患の予防および／または治療物質の製造方法。
【請求項２２】
　化学的または酵素的に合成した、一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）

［式中、Ｒ1は、酸化、ニトロ化、ニトロソ化、ニトロヒドリル化および／またはアミノ
化された脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基を表す。ただし、不斉炭
素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものと
する。］で示される化合物、その塩またはそれらの溶媒和物。
【請求項２３】
　Ｒ1が、１個のヒドロペルオキシ基で置換され、２乃至３個の二重結合を有する炭素数
１８個の脂肪族炭化水素カルボニル基である請求の範囲２２記載の化合物。
【請求項２４】
　Ｒ1が、
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［式中、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合してい
てもよいものとする。］である請求の範囲２３記載の化合物。
【請求項２５】
　Ｒ1が、１乃至３個のエポキシ基で置換され、０または１乃至２個の二重結合を有する
炭素数１８個の脂肪族炭化水素カルボニル基である請求の範囲２２記載の化合物。
【請求項２６】
　Ｒ1が、
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［式中、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合してい
てもよいものとする。］である請求の範囲２５記載の化合物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規な物質である高活性型リゾホスファチジン酸（以下、高活性型ＬＰＡと
略記する場合がある。）、およびそれを用いることを特徴とする、リゾホスファチジン酸
（以下、ＬＰＡと略記する場合がある。）が関与する疾患の予防および／または治療物質
のスクリーニング方法等に関する。
【背景技術】
【０００２】
　脂質メディエーターの一つであるＬＰＡは、スフィンゴシン－１－リン酸とともに、リ
ゾリン脂質と総称されている。ＬＰＡは、ＥＤＧ（Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｄｉｆｆｅ
ｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｇｅｎｅ）－２、４、７と称されるＧＰＣＲ（Ｇ蛋白質共役型の
７回膜貫通領域を分子内に持つ受容体）のリガンドであり、これらの受容体に結合するこ
とで、種々の細胞機能や生体機能等の調節、および各種疾患（例えば、泌尿器系疾患、中
枢性疾患、炎症性疾患、循環器疾患、癌、糖尿病、免疫系疾患および消化器系疾患等）の
発症、進展等に関与することが知られている。
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【０００３】
　ＬＰＡとその受容体の結合をモジュレートする化合物は、これらの疾患の予防および／
または治療薬となる可能性があるため、それらを得るために種々のスクリーニング方法が
開発されている（例えば、国際公開第９９／２４５６９号パンフレット（特許文献１）、
国際公開第９６／３９４３６号パンフレット（特許文献２）参照）。
【０００４】
　通常、ＧＰＣＲリガンドとして機能する脂質メディエーターは、例えば、ＰＡＦ（血小
板活性化因子）やロイコトリエンの様に、健常な生体の血中では検出されないか、または
検出されても微量である。一方、ＬＰＡは、哺乳動物の血清中に１ｍＬあたり数μｇとい
う極めて高濃度での存在が確認されている。このようにリガンドが過剰な状態では、ＬＰ
Ａ受容体は常時活性化状態にあることが予想される。しかしながら、化学的に合成したＬ
ＰＡ受容体のアゴニストを生体に投与すると、かかる受容体は、一般的なリガンド－受容
体の反応と同様に活性化作用を示す。従って、ＬＰＡ受容体は、そのリガンドであるＬＰ
Ａが過剰に存在するのにも関わらず、通常、不活化状態にあり、例えば、種々の疾患時等
のようにＬＰＡ受容体が活性化する場合、ＬＰＡ受容体の活性化を担うリガンドは、ＬＰ
Ａ以外の別のリガンドであることが予測された。
【０００５】
【特許文献１】国際公開第９９／２４５６９号パンフレット
【特許文献２】国際公開第９６／３９４３６号パンフレット
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の課題は、生体内においてＬＰＡ受容体の活性化を担う、ＬＰＡ以外の新規リガ
ンドを見出し、かかるリガンドとＬＰＡ受容体を用いてそれらの結合をモジュレートする
物質の高感度スクリーニング系を構築することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、鋭意検討を行った結果、驚くべきことに、ＬＰＡは生体内で酸化等の修
飾を受けることにより、より高活性で、新規なリガンドとしてＬＰＡ受容体に結合して機
能するという事実を見出し、この知見に基づいてさらに検討を加えることにより本発明を
完成した。
【０００８】
　すなわち、本発明は、
［１］標識されていてもよい高活性型ＬＰＡを用いることを特徴とする、ＬＰＡが関与す
る疾患の予防および／または治療物質のスクリーニング方法；
［２］高活性型ＬＰＡが、以下の一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）
【０００９】
【化１】

【００１０】
［式中、Ｒ１は、酸化、ニトロ化、ニトロソ化、ニトロヒドリル化および／またはアミノ
化された脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基を表す。ただし、不斉炭
素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものと
する。］で示される化合物、その塩またはそれらの溶媒和物である前記［１］記載の方法
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［３］Ｒ１の主鎖の炭素数が、６乃至２６である前記［２］記載の方法；
［４］Ｒ１が、以下のＱ群から選択される１種以上の部分構造を有する脂肪族炭化水素基
もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基であって、Ｑ群が、
【００１１】
【化２】

【００１２】
［式中、矢印は結合部位を表し、Ｇは、
【００１３】
【化３】

【００１４】
（式中、矢印は結合部位を表す。）または水素原子を表す。ただし、不斉炭素は、Ｒ配置
、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものとする。］から
なる群である前記［２］記載の方法；
［５］Ｒ１が、
【００１５】

【化４】

【００１６】
［式中、矢印は結合部位を表し、Ｙはカルボニル基またはメチレン基を表し、ｐおよびｑ
はそれぞれ独立して０または１乃至７の整数を表し、Ｅ１およびＥ２はそれぞれ独立して
、Ｃ１－４アルキレン基、Ｃ２－４アルケニレン基または結合手を表し、Ａは、結合手、
【００１７】
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【００１８】
（式中、矢印は結合部位を表し、Ｇは前記［４］の記載と同じ意味を表す。ただし、不斉
炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいもの
とする。）を表し、ｎは１乃至６の整数を表し、ｎが２以上の場合、複数のＥ１、Ｅ２お
よびＡはそれぞれ同じでも異なっていてもよい。但し、Ｒ１中、少なくとも１つのＡは、
【００１９】
【化６】

【００２０】
（式中、矢印は結合部位を表し、Ｇは前記［４］の記載と同じ意味を表す。ただし、不斉
炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいもの
とする。）を表すものとする。］である前記［４］記載の方法；
［６］Ｒ１が、
【００２１】

【化７】

【００２２】
［式中、矢印は結合部位を表し、Ｙはカルボニル基またはメチレン基を表し、ｐ１および
ｑ１はそれぞれ独立して１乃至７の整数を表し、Ｔは、
【００２３】
【化８】

【００２４】
（式中、矢印は結合部位を表す。ただし、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、または
それらが任意の比率で混合していてもよいものとする。）を表し、ｒは１乃至５の整数を
表し、ｒが２以上の場合、複数のＴはそれぞれ同じでも異なっていてもよい。但し、Ｒ１

中、少なくとも１つのＴは、
【００２５】



(13) JP 4779650 B2 2011.9.28

10

20

30

40

50

【化９】

【００２６】
（式中、矢印は結合部位を表す。ただし、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、または
それらが任意の比率で混合していてもよいものとする。）を表すものとする。］である前
記［５］記載の方法；
［７］Ｒ１が、１個のヒドロペルオキシ基で置換され、２乃至３個の二重結合を有する炭
素数１８個の脂肪族炭化水素カルボニル基である前記［６］記載の方法；
［８］Ｒ１が、
【００２７】
【化１０】

【００２８】
［式中、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合してい
てもよいものとする。］である前記［７］記載の方法；
［９］Ｒ１が、１乃至３個のエポキシ基で置換され、０または１乃至２個の二重結合を有
する炭素数１８個の脂肪族炭化水素カルボニル基である前記［６］記載の方法；
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［１０］Ｒ１が、
【００２９】
【化１１】

【００３０】
［式中、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合してい
てもよいものとする。］である前記［９］記載の方法；
［１１］ＬＰＡが関与する疾患が、泌尿器系疾患、中枢性疾患、炎症性疾患、循環器疾患
、癌、糖尿病、免疫系疾患または消化器系疾患である前記［１］記載の方法；
［１２］泌尿器系疾患が、排尿障害である前記［１１］記載の方法；
［１３］標識されていてもよい高活性型ＬＰＡを用いることを特徴とする、ＬＰＡが関与
する疾患の予防および／または治療物質のスクリーニング用キット；
［１４］前記［１］記載の方法および／または前記［１３］記載のキットを用いて得られ
た化合物、その塩、その溶媒和物またはそれらのプロドラッグを含有してなる泌尿器系疾
患、中枢性疾患、炎症性疾患、循環器疾患、癌、糖尿病、免疫系疾患または消化器系疾患
の予防および／または治療剤；
［１５］排尿障害の予防および／または治療剤である前記［１４］記載の剤；
［１６］前記［１］記載の方法および／または前記［１３］記載のキットを用いて得られ
た化合物、その塩、その溶媒和物またはそれらのプロドラッグと、α１拮抗薬、抗コリン
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薬、５α－リダクターゼ阻害薬および抗アンドロゲン薬から選択される１種以上とを組み
合わせてなる排尿障害の予防および／または治療剤；
［１７］（１）標識されていてもよい高活性型ＬＰＡと、（２）ＬＰＡ受容体蛋白質、そ
の部分ペプチドまたはその塩とを用いることを特徴とする前記［１］記載の方法；
［１８］ＬＰＡ受容体が、ＥＤＧ－２、ＥＤＧ－４、ＥＤＧ－７またはＧＰＲ２３である
前記［１７］記載の方法；
［１９］（１）(a)標識されていてもよい高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含
有する細胞とを接触させた場合と、（２）(a)標識されていてもよい高活性型ＬＰＡと、(
b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞および(c)試験化合物とを接触させた場合における
該細胞の細胞内カルシウムイオン濃度上昇活性を測定し、比較することを特徴とする、前
記［１７］記載の方法；
［２０］（１）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプ
チドまたはその塩とを接触させた場合と、（２）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)Ｌ
ＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩および(c)試験化合物とを接触させた
場合における、標識された高活性型ＬＰＡの該ＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドま
たはその塩に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする、前記［１７］記載の方
法；
［２１］（１）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞
とを接触させた場合と、（２）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質
を含有する細胞および(c)試験化合物とを接触させた場合における、標識された高活性型
ＬＰＡの該細胞に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする、前記［１７］記載
の方法；
［２２］（１）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞
の膜画分とを接触させた場合と、（２）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容
体蛋白質を含有する細胞の膜画分および(c)試験化合物とを接触させた場合における、標
識された高活性型ＬＰＡの該細胞の膜画分に対する結合量を測定し、比較することを特徴
とする、前記［１７］記載の方法；
［２３］高活性型ＬＰＡに対する抗体；
［２４］ＬＰＡ受容体のシグナル伝達を不活性化する中和抗体である前記［２３］記載の
抗体；
［２５］前記［２３］記載の抗体を含有してなるＬＰＡが関与する疾患の診断薬；
［２６］前記［１７］記載のスクリーニング方法を用いて化合物を選別する工程を含むこ
とを特徴とする、ＬＰＡが関与する疾患の予防および／または治療物質の製造方法；
［２７］化学的または酵素的に合成した、一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）
【００３１】
【化１２】

【００３２】
［式中、Ｒ１は、酸化、ニトロ化、ニトロソ化、ニトロヒドリル化および／またはアミノ
化された脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基を表す。ただし、不斉炭
素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものと
する。］で示される化合物、その塩またはそれらの溶媒和物；
［２８］Ｒ１が、１個のヒドロペルオキシ基で置換され、２乃至３個の二重結合を有する
炭素数１８個の脂肪族炭化水素カルボニル基である前記［２７］記載の化合物；
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【００３３】
【化１３】

【００３４】
［式中、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合してい
てもよいものとする。］である前記［２８］記載の化合物；
［３０］Ｒ１が、１乃至３個のエポキシ基で置換され、０または１乃至２個の二重結合を
有する炭素数１８個の脂肪族炭化水素カルボニル基である前記［２７］記載の化合物；
［３１］Ｒ１が、
【００３５】
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【化１４】

【００３６】
［式中、不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合してい
てもよいものとする。］である前記［３０］記載の化合物；
［３２］前記［１］記載の方法および／または前記［１３］記載のキットを用いて得られ
た化合物、その塩、その溶媒和物またはそれらのプロドラッグ；
［３３］一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）
【００３７】
【化１５】

【００３８】
［式中、Ｒ１は、酸化、ニトロ化、ニトロソ化、ニトロヒドリル化および／またはアミノ
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化された脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基を表す。ただし、不斉炭
素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものと
する。］で示される化合物、その塩またはそれらの溶媒和物を含有してなる細胞培養用組
成物；
［３４］細胞分化制御剤である前記［２９］記載の組成物；および
［３５］一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）
【００３９】
【化１６】

【００４０】
［式中、Ｒ１は、酸化、ニトロ化、ニトロソ化、ニトロヒドリル化および／またはアミノ
化された脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基を表す。ただし、不斉炭
素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものと
する。］で示される化合物、その塩またはそれらの溶媒和物の化学的または酵素的製造方
法；
等に関する。
【００４１】
　本発明において、ＬＰＡとは、前記の一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）におい
て、Ｒ１が「無置換の脂肪族炭化水素基」もしくは「無置換の脂肪族炭化水素カルボニル
基」であるものを意味し、天然に存在するもの、天然に存在しないもののいずれであって
もよい。ここで、「無置換の脂肪族炭化水素基」とは、炭素原子および水素原子のみによ
って構成される直鎖状の基であればよく、例えば、アルキル基、アルケニル基、アルキニ
ル基等が含まれる。また、該「無置換の脂肪族炭化水素基」は、脂環式炭化水素基様構造
をその基中に含んでいてもよい。「脂環式炭化水素基様構造」とは、例えば、低級シクロ
アルカン、低級シクロアルケン等の脂環式炭化水素から、任意の二個の水素原子を除いて
できる二価の基を意味する。「低級シクロアルカン」としては、例えば、シクロプロパン
、シクロブタン、シクロペンタン、シクロヘキサン等の炭素数３乃至８のシクロアルカン
等が挙げられる。「低級シクロアルケン」としては、例えば、シクロプロペン、１－シク
ロペンテン、２－シクロペンテン、３－シクロペンテン、１－シクロヘキセン、２－シク
ロヘキセン、３－シクロヘキセン、３－シクロヘプテン等の炭素数３乃至８のシクロアル
ケン等が挙げられる。脂環式炭化水素基様構造を基中に含む脂肪族炭化水素基としては、
例えば、７－（２－ヘキシルシクロプロピル）ヘプチル基等が挙げられる。「アルキル基
」としては、例えば、メチル、エチル、プロピル、ブチル、ペンチル、ヘキシル、ヘプチ
ル、オクチル、ノニル、デシル、ウンデシル、ドデシル、トリデシル、テトラデシル、ペ
ンタデシル、ヘキサデシル、ヘプタデシル、オクタデシル、ノナデシル、イコシル、ヘニ
コシル、ドコシル、トリコシル、テトラコシル、ペンタコシル、ヘキサコシル、ヘプタコ
シル、オクタコシル、ノナコシル、トリアコンチル基等の直鎖状のＣ１－３０アルキル基
等が挙げられる。「アルケニル基」としては、例えば、エテニル、プロペニル、ブテニル
、ペンテニル、ヘキセニル、ヘプテニル、オクテニル、ノネニル、デセニル、ウンデセニ
ル、ドデセニル、トリデセニル、テトラデセニル、ペンタデセニル、ヘキサデセニル、ヘ
プタデセニル、オクタデセニル、ノナデセニル、イコセニル、ヘニコセニル、ドコセニル
、トリコセニル、テトラコセニル、ペンタコセニル、ヘキサコセニル、ヘプタコセニル、
オクタコセニル、ノナコセニル、トリアコンテニル基等の直鎖状のＣ２－３０アルケニル
基等が挙げられる。「アルキニル基」としては、例えば、エチニル、プロピニル、ブチニ
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ル、ペンチニル、ヘキシニル、ヘプチニル、オクチニル、ノニニル、デシニル、ウンデシ
ニル、ドデシニル、トリデシニル、テトラデシニル、ペンタデシニル、ヘキサデシニル、
ヘプタデシニル、オクタデシニル、ノナデシニル、イコシニル、ヘニコシニル、ドコシニ
ル、トリコシニル、テトラコシニル、ペンタコシニル、ヘキサコシニル、ヘプタコシニル
、オクタコシニル、ノナコシニル、トリアコンチニル基等の直鎖状のＣ２－３０アルキニ
ル基等が挙げられる。
【００４２】
　本発明において、「無置換の脂肪族炭化水素カルボニル基」とは、前記の「無置換の脂
肪族炭化水素基」にカルボニル基が結合した一価の基を意味する。
【００４３】
　本発明において、ＬＰＡは、Ｒ１を構成する炭素鎖の炭素数と、Ｒ１中の二重結合の数
とを用いて、例えば、Ｒ１を構成する炭素鎖の炭素数が１８個で、Ｒ１中の二重結合の数
が１個であれば、１８：１－ＬＰＡというように表記することもある。
【００４４】
　本発明において、好ましいＬＰＡとしては、天然に存在するものが挙げられる。
【００４５】
　また、本発明において、好ましいＬＰＡとしては、前記の表記法に倣って、例えば、１
６：１－ＬＰＡ、１８：１－ＬＰＡ、１８：２－ＬＰＡ、１８：３－ＬＰＡ、２０：１－
ＬＰＡ、２０：２－ＬＰＡ、２０：３－ＬＰＡ、２０：４－ＬＰＡ、２０：５－ＬＰＡ、
２２：１－ＬＰＡ、２２：２－ＬＰＡ、２２：３－ＬＰＡ、２２：４－ＬＰＡ、２２：５
－ＬＰＡ、２２：６－ＬＰＡ等が挙げられる。
【００４６】
　本発明において、より好ましいＬＰＡとしては、哺乳動物、特にヒトの生体内に存在す
るＬＰＡが好ましく、例えば、２２：６－ＬＰＡ、２０：５－ＬＰＡ、２０：４－ＬＰＡ
、１８：１－ＬＰＡ、１８：２－ＬＰＡ、１８：３－ＬＰＡ、１６：１－ＬＰＡ等が挙げ
られる。より具体的には、例えば、Ｒ１として、ｃｉｓ－Δ９－オクタデセノイル、ｃｉ
ｓ，ｃｉｓ－Δ９，Δ１２－オクタデカジエノイル、全ｃｉｓ－Δ９，Δ１２，Δ１５－
オクタデカトリエノイル、全ｃｉｓ－Δ５，Δ８，Δ１１，Δ１４－エイコサテトラエノ
イル、ｎ－ドデカノイル、ｎ－テトラデカノイル、ｎ－ヘキサデカノイル、ｎ－オクタデ
カノイル、ｔｒａｎｓ－Δ９－オクタデセノイル、ｃｉｓ－Δ９－ヘキサデセノイル、ｃ
ｉｓ－Δ６－オクタデセノイル、（９Ｚ）－９－オクタデセン－１－イル、（９Ｚ，１２
Ｚ）－９，１２－オクタデカジエン－１－イル、（９Ｚ，１２Ｚ，１５Ｚ）－９，１２，
１５－オクタデカトリエン－１－イル、（５Ｚ，８Ｚ，１１Ｚ，１４Ｚ）－５，８，１１
，１４－エイコサテトラエン－１－イル、ｎ－ドデシル、ｎ－テトラデシル、ｎ－ヘキサ
デシル、ｎ－オクタデシル、（９Ｅ）－９－オクタデセン－１－イル、（９Ｚ）－９－ヘ
キサデン－１－イル、（６Ｚ）－３－オクタデセン－１－イル基等を有する一般式（Ｉ）
、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）の化合物等が挙げられる。
【００４７】
　本発明において、高活性型ＬＰＡとは、前記ＬＰＡとは異なる構造を有し、ＬＰＡ受容
体に結合する物質であり、かつＬＰＡに比較して実質的に同等以上の活性を示すものであ
ればよく、その構造は限定されない。ここで、「ＬＰＡに比較して実質的に同等以上の活
性を示すもの」としては、例えば、（１）受容体結合活性、または（２）シグナル情報伝
達作用等が、ＬＰＡ受容体の公知のリガンドであるＬＰＡと比較して、例えば、約１倍乃
至約１０倍、好ましくは約１倍乃至約１００倍、より好ましくは約１倍乃至約１０００倍
である物質を意味する。本発明において、高活性型ＬＰＡは、全ての活性測定系でＬＰＡ
を上回る活性を示す必要はなく、ＬＰＡの活性を検出できる試験系の少なくとも一つの系
でＬＰＡを上回る活性を示すものであればよい。受容体結合活性やシグナル情報伝達作用
等の活性の測定は、公知の方法に準じて行なうことができるが、例えば、後述するスクリ
ーニング方法や実施例に記載の方法等に従って測定することができる。
【００４８】
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　本発明において、好ましい高活性型ＬＰＡとしては、例えば、前記の一般式（Ｉ）、（
ＩＩ）または（ＩＩＩ）において、Ｒ１が酸化、ニトロ化、ニトロソ化、ニトロヒドリル
化および／またはアミノ化された脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基
であるもの等が挙げられる。ここで、脂肪族炭化水素基としては、例えば、前記「無置換
の脂肪族炭化水素基」として例示したもの等が挙げられる。脂肪族炭化水素カルボニル基
とは、例えば、前記「無置換の脂肪族炭化水素カルボニル基」と同様の意味を表す。「酸
化」とは、その対象となる分子（ここでは、脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カ
ルボニル基を意味する。）に対し、酸素原子が少なくとも１原子導入されることを意味し
、その他の原子の増減は特に限定されない。具体的には、脂肪族炭化水素基もしくは脂肪
族炭化水素カルボニル基が、水酸基（－ＯＨ）、オキソ基（＝Ｏ）、ヒドロペルオキシ基
（－ＯＯＨ）、エポキシ基（鎖にある２個の炭素原子と結合する酸素原子（－Ｏ－））、
エピジオキシ基（鎖にある２個の炭素原子と結合する酸素原子（－Ｏ－Ｏ－））、ホルミ
ル基（－ＣＨＯ）等の酸素原子含有基を有するに至ることを意味するが、この「酸化」に
伴って、脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カルボニル基の炭素鎖が切断されても
構わない。「ニトロ化」は、ニトロ基（－ＮＯ２）が付加することを意味する。「ニトロ
ソ化」は、ニトロソ基（－ＮＯ）が付加することを意味する。「ニトロヒドリル化」は、
ニトロ基と水酸基が同一炭素原子に付加することを意味する。「アミノ化」は、「アミノ
酸付加」を意味し、「アミノ酸付加」とは、任意のアミノ酸が付加することを意味する。
付加するアミノ酸は特に限定されず、また、ペプチドであってもよい。好ましくは、生体
内に通常に存在するアミノ酸（例えば、α－アミノ酸等）や、そのペプチド等が挙げられ
る。ペプチドを構成するアミノ酸の個数は特に限定されない。好ましくは、２個乃至１０
個、より好ましくは２個乃至５個、特に好ましくは、２個（すなわち、ジペプチド）乃至
３個（すなわち、トリペプチド）等が挙げられる。「アミノ化」する好適なアミノ酸とし
ては、例えば、システイン、セリン、グルタチオン、グリシルシステイン、５－グルタミ
ルシステイン等が挙げられる。前記の「酸化」と同様、これら「ニトロ化」、「ニトロソ
化」、「ニトロヒドリル化」、「アミノ化」に伴って、脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族
炭化水素カルボニル基の炭素鎖が切断されても構わない。
【００４９】
　すなわち、本発明において、好ましい高活性型ＬＰＡとしては、例えば、前記の一般式
（Ｉ）、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）において、Ｒ１が、
【００５０】
【化１７】

【００５１】
［式中、＊は不斉炭素を表し、その炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任
意の比率で混合していてもよいものとし、他の全ての記号は前記と同じ意味を表す。］
から選択される１種以上の部分構造を有する脂肪族炭化水素基もしくは脂肪族炭化水素カ
ルボニル基であるもの等が挙げられる。
【００５２】
　尚、本明細書中、前記のように不斉炭素を記号「＊」を用いて表記することがあるが、
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該記号を付せずとも当業者によって不斉炭素が存在すると判断できる場合、該不斉炭素は
、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれらが任意の比率で混合していてもよいものとする
。
【００５３】
　本発明において、より好ましい高活性型ＬＰＡとしては、例えば、前記の一般式（Ｉ）
、（ＩＩ）または（ＩＩＩ）において、Ｒ１が
【００５４】
【化１８】

【００５５】
［式中、全ての記号は前記と同じ意味を表す。］
であるもの等が挙げられる。このうち、特に、
【００５６】

【化１９】

【００５７】
［式中、全ての記号は前記と同じ意味を表す。］
で表わされるものが好ましく、とりわけ、Ｔとして
【００５８】

【化２０】

【００５９】
［式中、全ての記号は前記と同じ意味を表す。］
で表わされる構造を少なくとも一つは有するものが好適である。
【００６０】
　また、本発明においては、前記の好ましいＬＰＡが酸化されたものも好ましい。例えば
、２２：６－ＬＰＡ、２０：４－ＬＰＡ、１８：１－ＬＰＡ、１８：２－ＬＰＡ、１８：
３－ＬＰＡ、１６：１－ＬＰＡ等が酸化されたものが好ましく、例えば、２０：４－ＬＰ
Ａ、１８：１－ＬＰＡ、１８：２－ＬＰＡ、１８：３－ＬＰＡ等が酸化されたものがより
好ましい。
【００６１】
　これらのうち、特にＲ１の炭素数が１８であるものにおいては、Ｒ１が－Ｃ１８Ｈ３１

Ｏ３または－Ｃ１８Ｈ２９Ｏ３で示される脂肪族炭化水素カルボニル基であるもの、特に
、Ｒ１が１個のヒドロペルオキシ基で置換され、２乃至３個の二重結合を有する炭素数１
８個の脂肪族炭化水素カルボニル基であるものが好ましく、具体的には、Ｒ１が、
【００６２】
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【化２１】

【００６３】
［式中、すべての記号は前記と同じ意味を表す。］である一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または
（ＩＩＩ）の化合物が好ましい。
【００６４】
　また同様に、Ｒ１が－Ｃ１８Ｈ３１Ｏ２、－Ｃ１８Ｈ３１Ｏ３、－Ｃ１８Ｈ２９Ｏ２、
－Ｃ１８Ｈ２９Ｏ３、または－Ｃ１８Ｈ２９Ｏ４で示される脂肪族炭化水素カルボニル基
であるもの、特にＲ１が１乃至３個のエポキシ基で置換され、０または１乃至２個の二重
結合を有する炭素数１８個の脂肪族炭化水素カルボニル基であるものが好ましく、具体的
には、Ｒ１が、
【００６５】
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【化２２】

【００６６】
［式中、すべての記号は前記と同じ意味を表す。］である一般式（Ｉ）、（ＩＩ）または
（ＩＩＩ）の化合物も好ましい。
【００６７】
　本発明において、Ｃ１－４アルキレン基としては、例えば、メチレン、エチレン、トリ
メチレン、テトラメチレン基およびそれらの異性体基等が挙げられる。
【００６８】
　本発明において、Ｃ２－４アルケニレン基としては、例えば、エテニレン、プロペニレ
ン、ブテニレン基およびそれらの異性体基等が挙げられる。
【００６９】
　本発明において、好ましい高活性型ＬＰＡは、Ｒ１の炭素鎖の長さで規定することもで
きる。具体的には、高活性型ＬＰＡとして、Ｒ１の主鎖の炭素数が６個乃至２６個である
もの等も好ましい。ここで、主鎖の炭素数としては、脂肪族炭化水素カルボニル基におけ
るカルボニル炭素も含まれる。すなわち、Ｒ１として、酸化、ニトロ化、ニトロソ化、ニ
トロヒドリル化および／またはアミノ化された、Ｃ６－２６アルキル基、Ｃ６－２６アル
ケニル基、Ｃ６－２６アルキニル基、Ｃ６－２５アルキルカルボニル基、Ｃ６－２５アル
ケニルカルボニル基、Ｃ６－２５アルキニルカルボニル基等が好ましい。特に酸化された
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これらの基が好ましい。Ｒ１において、より好ましくは、例えば、主鎖の炭素数が１０個
乃至２０個であるもの等であり、特に好ましくは、主鎖の炭素数が１６個乃至２０個であ
るもの等である。
【００７０】
　本発明において、前記の高活性型ＬＰＡは、以下の方法によって得ることができる。例
えば、（１）化学的に合成する；（２）生体サンプルから精製する；（３）酵素的に合成
する；等の何れかの方法によって得ることができる。
【００７１】
　化学的に合成する場合は、公知の方法、例えば、コンプリヘンシヴ・オーガニック・ト
ランスフォーメーションズ：ア・ガイド・トゥー・ファンクショナル・グループ・プレパ
レーションズ，セカンド・エディション（リチャードＣ．ラロック，ジョンワイリーアン
ドサンズＩｎｃ，１９９９）［Comprehensive Organic Transformations : A Guide to F
unctional Group Preparations, 2nd Edition (Richard C. Larock, John Wiley & Sons 
Inc, 1999)］に記載された方法等）を適宜改良し、組み合わせて用いることによって製造
するか、または前記ＬＰＡを酸化させることによって得ることができる。ＬＰＡを酸化さ
せる場合は、酸化剤を用いてもよいし、酸素と反応させてもよい。ＬＰＡを酸化剤で処理
する場合は、ＬＰＡを含有する任意の溶媒（例えば、水や有機溶媒（例えば、クロロホル
ム、メタノール、アセトニトリル等）等）に、適当な酸化剤（例えば、メタクロロ過安息
香酸等）を添加し、処理することによって得ることができる。ＬＰＡと酸素を反応させる
には、酸素ガスと接触させてもよいし、空気酸化させてもよい。また、任意の溶媒中の溶
存酸素と反応させてもよい。例えば、適当な容器（例えば、ナスフラスコ等のある程度の
表面積を確保できるガラス容器等）にＬＰＡを吸着させて適当な温度（例えば、室温等）
で乾燥空気気流下で保存するか、またはＬＰＡを含有する任意の溶媒（例えば、水や有機
溶媒（例えば、クロロホルム、メタノール、アセトニトリル等）等）を、任意の期間（例
えば、２４時間乃至数日間）、任意の温度（好ましくは、室温等）でインキュベーション
することによって得ることができる。
【００７２】
　生体サンプルからの精製は、公知の方法、例えば、ゲル濾過等の方法によって得られた
フラクションをシリカゲルカラムクロマトグラフィーもしくは逆相カラムクロマトグラフ
ィー等の精製法に付すことによって行うことができる。また、これらの方法によって、目
的とする高活性型ＬＰＡが混合物として得られた場合には、公知の精製法によって単離す
ることができる。例えば、シリカゲル（例えば、Ｍｅｒｃｋ７７３４等）を担体とし、適
当な溶媒、例えば、クロロホルム、メタノールおよび水からなる混合溶媒等を用いてシリ
カゲルクロマトグラフィーを行うことにより単離することができる。生体サンプルとして
は、例えば、血液等を好適に用いることができる。
【００７３】
　酵素的に合成する場合は、例えば、ミエロペルオキシダーゼ、酸化酵素、１２/１５－
リポキシゲナーゼ、Ｐ４５０代謝酵素等を用いることができる。
【００７４】
　これらの製造工程において、原料として用いるＬＰＡは、例えば、後記の参考例に記載
するように、リゾホスファチジルコリンを酵素、例えば、ホスホリパーゼＤ等を用いて酵
素的に処理することによって、またはさらに前記の公知の精製方法に付すことによって得
ることができる。
【００７５】
　本発明において、ＬＰＡ受容体蛋白質としては、前記ＬＰＡとの結合能を有し、かつ、
かかる受容体蛋白質を発現する細胞の細胞内にシグナルを伝達しうる受容体蛋白質であれ
ば、特に制限なく用いることができる。このような受容体蛋白質としては、例えば、公知
のＬＰＡ受容体蛋白質であるＥＤＧ－２、ＥＤＧ－４、ＥＤＧ－７およびＧＰＲ２３等が
好適に用いられるが、これらの蛋白質と実質的に同質の活性を有するか、またはこれらの
蛋白質のアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を有する蛋白質等も用いることがで
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きる。尚、ＥＤＧ－２、ＥＤＧ－４、ＥＤＧ－７はそれぞれ、ＬＰＡ１、ＬＰＡ２、ＬＰ
Ａ３と称されることもある。ここで、「実質的に同質の活性を有する蛋白質」としては、
例えば、性質的に同質のリガンド結合活性、シグナル情報伝達作用等を有する蛋白質等が
挙げられる。従って、実質的に同質の活性を有する蛋白質としては、リガンド結合活性や
シグナル情報伝達作用等の活性が、前記の公知の受容体蛋白質、すなわち、ＥＤＧ－２、
ＥＤＧ－４、ＥＤＧ－７およびＧＰＲ２３等の活性と同等（例えば、約０．０１倍乃至約
１００倍、好ましくは約０．５倍乃至約２０倍、より好ましくは約０．５倍乃至約２倍）
である蛋白質が好ましいが、これらの活性の程度や蛋白質の分子量等の量的要素は異なっ
ていてもよい。リガンド結合活性やシグナル情報伝達作用等の活性の測定は、公知の方法
に準じて行なうことができるが、例えば、後述するスクリーニング方法に従って測定する
ことができる。「実質的に同一のアミノ酸配列を有する蛋白質」としては、例えば、前記
の公知の受容体蛋白質、すなわち、ＥＤＧ－２、ＥＤＧ－４、ＥＤＧ－７およびＧＰＲ２
３等の蛋白質のアミノ酸配列と約５０％以上、好ましくは約６０％以上、より好ましくは
約７０％以上、さらに好ましくは約８０％以上、なかでも好ましくは約９０％以上、最も
好ましくは約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列を有する蛋白質等が挙げられる。
【００７６】
　本発明において、前記のＬＰＡ受容体蛋白質は、その由来に限定されない。例えば、ヒ
トや哺乳動物（例えば、モルモット、ラット、マウス、ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、サ
ル等）のあらゆる細胞（例えば、脾細胞、神経細胞、グリア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞
、メサンギウム細胞、ランゲルハンス細胞、表皮細胞、上皮細胞、内皮細胞、繊維芽細胞
、繊維細胞、筋細胞、脂肪細胞、免疫細胞（例えば、マクロファージ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、
ナチュラルキラー細胞、肥満細胞、好中球、好塩基球、好酸球、単球等）、巨核球、滑膜
細胞、軟骨細胞、骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞、乳腺細胞、肝細胞もしくは間質細胞、ま
たはこれらの細胞の前駆細胞、幹細胞もしくは癌細胞等）や血球系の細胞、またはそれら
の細胞が存在するあらゆる組織、例えば、脳、脳の各部位（例えば、嗅球、扁頭核、大脳
基底球、海馬、視床、視床下部、視床下核、大脳皮質、延髄、小脳、後頭葉、前頭葉、側
頭葉、被殻、尾状核、脳染、黒質等）、脊髄、下垂体、胃、膵臓、腎臓、肝臓、生殖腺、
甲状腺、胆のう、骨髄、副腎、皮膚、筋肉、肺、消化管（例えば、大腸、小腸等）、血管
、心臓、胸腺、脾臓、顎下腺、末梢血、末梢血球、前立腺、睾丸、精巣、卵巣、胎盤、子
宮、骨、関節、骨格筋等に由来する蛋白質であってもよく、また合成蛋白質であってもよ
い。
【００７７】
　また、本発明におけるＬＰＡ受容体蛋白質は、前記のＬＰＡ受容体蛋白質の他、それら
のアミノ酸配列に対し、幾つかのアミノ酸が付加、欠失および／または置換等の修飾が起
こったアミノ酸配列を含有する受容体蛋白質等であってもよい。また、本発明におけるＬ
ＰＡ受容体蛋白質は、所望によって、分子内の任意の官能基（例えば、カルボキシル基、
アミノ基、水酸基、チオール基等）が、受容体としての機能を失わない程度に、任意の置
換基によって置換されていてもよく、また、糖鎖が結合していてもよい。
【００７８】
　本発明において、前記受容体蛋白質の部分ペプチド（以下、部分ペプチドと略記する場
合がある。）としては、前記の受容体蛋白質の部分ペプチド、またはその部分ペプチドと
実質的に同一のアミノ酸配列を有するペプチドであれば何れのものであってもよいが、好
適には、前記の受容体蛋白質分子のうち、細胞膜の外に露出している部位であって、実質
的に同質のリガンド結合活性を有するもの等が用いられる。前記の公知の受容体蛋白質、
すなわち、ＥＤＧ－２、ＥＤＧ－４、ＥＤＧ－７およびＧＰＲ２３等の部分ペプチドとし
ては、例えば、疎水性プロット解析において細胞外領域（親水性（Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉ
ｃ）部位）であると分析された部分を含むペプチド等が挙げられる。また、疎水性（Ｈｙ
ｄｒｏｐｈｏｂｉｃ）部位を一部に含むペプチドも同様に用いることができる。個々のド
メインを個別に含むペプチドも用いることができるが、複数のドメインを同時に含む部分
のペプチドであってもよい。本発明において用いられる部分ペプチドのアミノ酸の数は、
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前記した受容体蛋白質の構成アミノ酸配列のうち少なくとも２０個以上、好ましくは５０
個以上、より好ましくは１００個以上であることが好ましい。ここで、「実質的に同一の
アミノ酸配列」とは、前記の受容体蛋白質の部分ペプチドのアミノ酸配列と約５０％以上
、好ましくは約６０％以上、より好ましくは約７０％以上、さらに好ましくは約８０％以
上、なかでも好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有するア
ミノ酸配列を意味する。また、「実質的に同質のリガンド結合活性」とは、性質的に同質
のリガンド結合活性を意味し、前記の受容体蛋白質のリガンド結合活性と同様に測定する
ことができる。
【００７９】
　また、本発明における部分ペプチドは、前記の部分ペプチドの他、それらのアミノ酸配
列に対し、幾つかのアミノ酸が付加、欠失および／または置換等の修飾が起こったアミノ
酸配列を含有する部分ペプチド等であってもよい。また、本発明における部分ペプチドは
、所望によって、分子内の任意の官能基（例えば、カルボキシル基、アミノ基、水酸基、
チオール基等）が、リガンド結合活性を失わない程度に、任意の置換基によって置換され
ていてもよく、また、糖鎖が結合していてもよい。
【００８０】
　本発明において、前記受容体蛋白質またはその部分ペプチドの塩としては、酸または塩
基との生理学的に許容される塩等が挙げられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩等
が好ましい。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸
、硫酸等）との塩、あるいは有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マ
レイン酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸
、ベンゼンスルホン酸等）との塩等が用いられる。
【００８１】
　本発明において、前記のＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩は、公知
の方法によって得ることができる。本発明におけるＬＰＡ受容体蛋白質またはその塩は、
前記したヒトや哺乳動物の細胞または組織から公知の受容体蛋白質の精製方法によって製
造することができる。また、かかる受容体蛋白質をコードするＤＮＡを含有する形質転換
体を培養することによっても製造することができる。さらに、公知の蛋白質合成法または
これに準じて製造することもできる。ＬＰＡ受容体蛋白質を得る方法は、例えば、国際公
開第９７／００９５２号パンフレット、国際公開第９６／３９４３６号パンフレット、特
開平１０－２１０９９３号公報、特開平１１－１８７８８号公報、国際公開第９９／２９
８８７号パンフレット、国際公開第９９／２４５６９号パンフレット等に詳細に記述され
ている。ヒトや哺乳動物の組織または細胞から製造する場合、ヒトや哺乳動物の組織また
は細胞をホモジナイズした後、酸等で抽出を行ない、得られた抽出液を逆相クロマトグラ
フィー、イオン交換クロマトグラフィー等のクロマトグラフィーを組み合わせることによ
り精製単離することができる。本発明における部分ペプチドまたはその塩は、公知のペプ
チドの合成法に従って、あるいは本発明の蛋白質を適当なペプチダーゼで切断することに
よって製造することができる。ペプチドの合成法としては、例えば、固相合成法、液相合
成法等を用いることができる。
【００８２】
　本発明において、高活性型ＬＰＡの標識に用いる標識物質としては、例えば、放射性同
位元素、酵素、蛍光物質、発光物質等を用いることができる。放射性同位元素としては、
例えば、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ等が用いられる。酵素としては、例
えば、β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、アルカリホスファターゼ、パーオキ
シダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素等が用いられる。蛍光物質としては、例えば、フルオレス
カミン、フルオレッセンイソチオシアネート等が用いられる。発光物質としては、例えば
、ルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン等が用いられる。
【００８３】
　本発明の高活性型ＬＰＡは、安全で低毒性であるので、スクリーニングツールとして用
いることができる。
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【００８４】
　本発明のスクリーニング方法は、（１）標識されていてもよい高活性型ＬＰＡと、（２
）ＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩とを用いることを特徴とする。こ
れらの物質を用いて、特定の機能を有する物質、例えば、ＬＰＡが関与する疾患の予防お
よび／または治療物質を見出す場合、それは全て本発明に包含される。本発明のスクリー
ニング方法は、例えば、（１）(a)標識されていてもよい高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受
容体蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩とを接触させた場合と、（２）(a)標識され
ていてもよい高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドまたはその
塩、および(c)試験化合物とを接触させた場合との比較を行うことによって行われる。こ
こで、本発明のスクリーニング方法に用いるＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドまた
はその塩は、リガンド結合活性を損なっていなければどのような状態のものであってもよ
い。例えば、単離された状態であってもよいし、細胞に発現した状態のものであってもよ
い。また、かかる細胞から調製した膜画分の状態であってもよいし、さらには生体（例え
ば、哺乳動物等）であってもよい。本発明のスクリーニング方法において、ＬＰＡ受容体
蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩と、リガンドである高活性型ＬＰＡの結合を測定
する方法は、かかるＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩の状態に応じて
適宜変更することができる。例えば、単離された状態や、膜画分の状態、または細胞に発
現した状態であれば、結合アッセイを用いることができる。また、細胞に発現した状態で
あれば、細胞に起こる現象（例えば、細胞内のサイクリックＡＭＰ（ｃＡＭＰ）やカルシ
ウムイオン濃度の増減、特定の蛋白質もしくはそれをコードするｍＲＮＡの増減、あるい
は細胞外への特定の蛋白質の分泌等）を指標にすることができる。哺乳動物（例えば、マ
ウス、ラット、イヌ等）を用いるのであれば、かかる生体に起こる現象を指標にすること
ができる。また、所望によって、生体から摘出した特定の組織を用いて評価を行うことも
できる。例えば、気管やその他の平滑筋もしくは腸管等を用いたマグヌス試験等であって
もよい。
【００８５】
　本発明において、好ましいスクリーニング方法としては、例えば、以下の［Ｉ］乃至［
ＩＶ］の方法等が挙げられる。［Ｉ］（１）(a)標識されていてもよい高活性型ＬＰＡと
、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞とを接触させた場合と、（２）(a)標識されてい
てもよい高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞、および(c)試験化合
物とを接触させた場合における該細胞の細胞内カルシウムイオン濃度上昇活性を測定し比
較することを特徴とするスクリーニング方法。［ＩＩ］（１）(a)標識された高活性型Ｌ
ＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩とを接触させた場合と
、（２）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドま
たはその塩、および(c)試験化合物とを接触させた場合における、標識された高活性型Ｌ
ＰＡの該ＬＰＡ受容体蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩に対する結合量を測定し比
較することを特徴とするスクリーニング方法。［ＩＩＩ］（１）(a)標識された高活性型
ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞とを接触させた場合と、（２）(a)標識
された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞、および(c)試験化合物
とを接触させた場合における、標識された高活性型ＬＰＡの該細胞に対する結合量を測定
し比較することを特徴とするスクリーニング方法。［ＩＶ］（１）(a)標識された高活性
型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞の膜画分とを接触させた場合と、（
２）(a)標識された高活性型ＬＰＡと、(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞の膜画分、
および(c)試験化合物とを接触させた場合における、標識された高活性型ＬＰＡの該細胞
の膜画分に対する結合量を測定し比較することを特徴とするスクリーニング方法。結合量
の測定、すなわち結合アッセイや細胞内カルシウムイオン濃度の上昇活性の測定は公知の
方法または市販の測定用キットを用いて測定することができる。
【００８６】
　前記のスクリーニング方法において、ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞を用い、細胞
内カルシウムイオン濃度の上昇活性の測定を指標とする場合、まず、ＬＰＡ受容体蛋白質
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を含有する細胞をマルチウェルプレート等に培養し、所望によって新鮮な培地あるいは細
胞に毒性を示さない適当なバッファーに交換した後に、試験化合物および／または本発明
の高活性型ＬＰＡ等を添加して一定時間インキュベートした後、細胞を抽出して、カルシ
ウムイオン濃度を定量する方法等が好適に用いられる。
【００８７】
　前記のスクリーニング方法において、ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞もしくはその
膜画分を用いる場合、該細胞をグルタルアルデヒド、ホルマリン等で固定化して用いても
よい。固定化の方法は公知の方法に従って行なうことができる。ＬＰＡ受容体蛋白質を含
有する細胞としては、該ＬＰＡ受容体蛋白質を発現した宿主細胞等が好適に用いられる。
ここで、宿主細胞としては、大腸菌、枯草菌、酵母、昆虫細胞、動物細胞等が好ましい。
また、ＬＰＡ受容体蛋白質の発現量がスクリーニング系に適用可能な量であれば、正常細
胞を用いることも可能である。細胞膜画分としては、細胞を破砕した後、公知の方法によ
って得られる細胞膜が多く含まれる画分のことをいう。細胞の破砕方法としては、Ｐｏｔ
ｔｅｒ－Ｅｌｖｅｈｊｅｍ型ホモジナイザーで細胞を押し潰す方法、ワーリングブレンダ
ーやポリトロン（キネマティカ（Ｋｉｎｅｍａｔｉｃａ）社製）による破砕、超音波によ
る破砕、フレンチプレス等で加圧しながら細胞を細いノズルから噴出させることによる破
砕等が挙げられる。細胞膜の分画には、分画遠心分離法や密度勾配遠心分離法等の遠心力
による分画法が好ましく用いられる。例えば、細胞破砕液を低速（例えば、約５００ｒｐ
ｍ乃至約３０００ｒｐｍ等）で短時間（例えば、約１分乃至約１０分等）遠心し、上清を
さらに高速（例えば、約１５０００ｒｐｍ乃至約３００００ｒｐｍ等）で通常約３０分乃
至約２時間遠心し、得られる沈澱を膜画分とする。該膜画分中には、発現したＬＰＡ受容
体蛋白質と細胞由来のリン脂質や膜蛋白質等の膜成分が多く含まれる。該ＬＰＡ受容体蛋
白質を含有する細胞や膜画分中のＬＰＡ受容体蛋白質の量は、１細胞当たり１０３乃至１
０８分子であることが好ましく、１０５乃至１０７分子であることが好適である。なお、
発現量が多いほど膜画分当たりのリガンド（すなわち、ＬＰＡもしくは高活性型ＬＰＡ）
結合活性（比活性）が高くなり、高感度なスクリーニング系の構築が可能になるばかりで
なく、同一ロットで大量の試料を測定することが可能となる。
【００８８】
　本発明のスクリーニング方法において得られた、ＬＰＡ受容体への結合活性を示す化合
物には、ＬＰＡ受容体のアゴニストおよびアンタゴニストが含まれる。ＬＰＡ受容体への
結合活性を示す化合物群から、ＬＰＡ受容体のアゴニストまたはアンタゴニストを選別す
るためには、例えば、（１）化合物単独でのシグナル情報伝達作用の有無を確認する；（
２）化合物存在下、ＬＰＡもしくは高活性型ＬＰＡを添加した場合のシグナル情報伝達作
用の有無を確認する；等の試験を行えばよい。シグナル情報伝達作用の有無は、例えば、
前記のように、細胞に起こる現象や組織・生体に起こる現象等を指標にすることで確認す
ることができる。
【００８９】
　本発明において、標識されていてもよい高活性型ＬＰＡを用いることを特徴とする、Ｌ
ＰＡが関与する疾患の予防および／または治療物質のスクリーニング用キットは、(a)標
識されていてもよい高活性型ＬＰＡ、および(b)ＬＰＡ受容体蛋白質を含有する細胞また
はその膜画分を中心に構成されるものである。本発明のスクリーニング用キットの例とし
ては、例えば、次のものが挙げられる。
１．スクリーニング用試薬
（a）測定用緩衝液および洗浄用緩衝液：Ｈａｎｋｓ’　Ｂａｌａｎｃｅｄ　Ｓａｌｔ　
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ギブコ（Ｇｉｂｃｏ）社製）に、０.０５％のウシ血清アルブミン（
シグマ（Ｓｉｇｍａ）社製）等を加えたもの。孔径０.４５μｍのフィルターで濾過滅菌
し、４℃で保存するか、あるいは用時調製してもよい。；（b）ＬＰＡ受容体蛋白質標品
：ＬＰＡ受容体蛋白質を発現させたチャイニーズハムスターオーバリー（Ｃｈｉｎｅｓｅ
　Ｈａｍｓｔｅｒ　Ｏｖａｒｙ、ＣＨＯ）細胞を、１２穴プレートに５×１０５個／ウェ
ルで継代し、３７℃、５％ＣＯ２、９５％ａｉｒで２日間培養したもの。；（c）標識さ
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れた高活性型ＬＰＡ：市販の〔３Ｈ〕、〔１２５Ｉ〕、〔１４Ｃ〕、〔３５Ｓ〕等で標識
した高活性型ＬＰＡを含有する溶液。４℃あるいは－２０℃にて保存し、用時に測定用緩
衝液にて１μＭに希釈する。；（d）高活性型ＬＰＡ標準液：高活性型ＬＰＡを０.１％ウ
シ血清アルブミン（シグマ（Ｓｉｇｍａ）社製）を含むＰＢＳで１ｍＭとなるように溶解
し、－２０℃で保存する。
２．測定法
（a）１２穴組織培養用プレートにて培養したＬＰＡ受容体蛋白質発現チャイニーズハム
スターオーバリー（Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｈａｍｓｔｅｒ　Ｏｖａｒｙ、ＣＨＯ）細胞を、測
定用緩衝液１ｍＬで２回洗浄した後、４９０μＬの測定用緩衝液を各ウェルに加える。；
（b）１０－３乃至１０－１０Ｍの試験化合物溶液を５μＬ加えた後、標識された高活性
型ＬＰＡを５μＬ加え、室温にて１時間反応させる。非特異的結合量を知るためには試験
化合物の代わりに１０－３Ｍの高活性型ＬＰＡを５μＬ加えておく。；（c）反応液を除
去し、１ｍＬの洗浄用緩衝液で３回洗浄する。細胞に結合した標識された高活性型ＬＰＡ
を０.２Ｎ　ＮａＯＨ－１％ＳＤＳで溶解し、４ｍＬの液体シンチレーターＡ（和光純薬
製）と混合する。（d）液体シンチレーションカウンター（ベックマン（Ｂｅｃｋｍａｎ
）社製）を用いて放射活性を測定し、Ｐｅｒｃｅｎｔ　Ｍａｘｉｍｕｍ　Ｂｉｎｄｉｎｇ
（ＰＭＢ）を式｛ＰＭＢ＝［（Ｂ－ＮＳＢ）／（Ｂ０－ＮＳＢ）］×１００｝で求める。
ここで、ＰＭＢはＰｅｒｃｅｎｔ　Ｍａｘｉｍｕｍ　Ｂｉｎｄｉｎｇを表し、Ｂは検体を
加えた時の値を表し、ＮＳＢはＮｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｂｉｎｄｉｎｇ（非特異的結
合量）を表し、Ｂ０は最大結合量を表す。
【００９０】
　本発明において、高活性型ＬＰＡに対する抗体は、高活性型ＬＰＡを認識し得る抗体で
あればよく、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体の何れであってもよい。本発
明の高活性型ＬＰＡに対する抗体は、（１）本発明の高活性型ＬＰＡ、（２）高活性型Ｌ
ＰＡとキャリアー蛋白質との複合体、あるいは（３）アミノ基やカルボキシル基を高活性
型ＬＰＡ側鎖に有する誘導体とキャリアー蛋白質との複合体等を抗原として用いて、公知
の抗体もしくは抗血清の製造法に従って製造することができる。具体的な方法について、
以下に一例を示す。
【００９１】
　〔モノクローナル抗体の作製〕
（ａ）モノクローナル抗体産生細胞の作製
本発明の高活性型ＬＰＡは、単独で、または担体や希釈剤とともに哺乳動物に対して投与
される。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全フロイントアジュバントや不完全フ
ロイントアジュバントを投与してもよい。投与は通常２乃至６週毎に１回ずつ、計２乃至
１０回程度行なわれる。用いられる哺乳動物としては、例えば、サル、ウサギ、イヌ、モ
ルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ等が挙げられるが、マウスおよびラットが好ま
しく用いられる。また、投与部位は特に限定されず、抗体産生が可能な部位であればよい
。モノクローナル抗体産生細胞の作製は、抗原を免疫された温血動物、例えば、マウスか
ら抗体価の認められた個体を選択し、最終免疫の２乃至５日後に脾臓またはリンパ節を採
取し、それらに含まれる抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合させることにより、モノクロー
ナル抗体産生ハイブリドーマを調製することができる。抗血清中の抗体価の測定は、例え
ば、前記の標識された高活性型ＬＰＡと抗血清とを反応させたのち、抗体に結合した標識
物質の活性を測定することにより行なうことができる。骨髄腫細胞との融合操作は公知の
方法、例えば、ケーラーとミルスタインの方法〔ネイチャー（Ｎａｔｕｒｅ)、２５６巻
、４９５頁（１９７５年）〕に従って行うことができる。融合を促進するために、例えば
、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）やセンダイウィルス等、好ましくは、ＰＥＧ等が用
いられる。ここで、骨髄腫細胞としては、例えば、ＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０等が
挙げられるが、Ｐ３Ｕ１が好ましい。用いられる抗体産生細胞（脾臓細胞）数と骨髄腫細
胞数との好ましい比率は１：１乃至２０：１程度であり、ＰＥＧ（好ましくは、ＰＥＧ１
０００乃至ＰＥＧ６０００）が１０乃至８０％程度の濃度で添加され、約２０乃至４０℃
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、好ましくは約３０乃至３７℃で約１乃至１０分間インキュベートすることにより効率よ
く細胞融合を実施できる。
【００９２】
　モノクローナル抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングには種々の方法が使用できる
が、例えば、抗原、すなわち高活性型ＬＰＡを直接あるいは担体とともに吸着させた固相
（例えば、マイクロプレート等）にハイブリドーマ培養上清を添加し、次に放射性物質や
酵素等で標識した抗免疫グロブリン抗体（細胞融合に用いられる細胞がマウスの場合、抗
マウス免疫グロブリン抗体が用いられる）またはプロテインＡを加え、固相に結合したモ
ノクローナル抗体を検出する方法、抗免疫グロブリン抗体またはプロテインＡを吸着させ
た固相にハイブリドーマ培養上清を添加し、放射性物質や酵素等で標識したレセプター蛋
白質を加え、固相に結合したモノクローナル抗体を検出する方法等が挙げられる。モノク
ローナル抗体の選別は、公知あるいはそれに準じる方法に従って行なうことができるが、
通常はＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）を添加した動物細胞用培地
等で行なうことができる。選別および育種用培地としては、ハイブリドーマが生育できる
ものならばどのような培地を用いてもよい。例えば、１乃至２０％、好ましくは１０乃至
２０％の牛胎児血清を含むＲＰＭＩ－１６４０培地、１乃至１０％の牛胎児血清を含むＧ
ＩＴ培地（和光純薬製）またはハイブリドーマ培養用無血清培地（ＳＦＭ－１０１、日水
製薬製）等を用いることができる。培養温度は、通常２０乃至４０℃、好ましくは約３７
℃である。培養時間は、通常５日乃至３週間、好ましくは１週間乃至２週間である。培養
は、通常５％炭酸ガス下で行なうことができる。ハイブリドーマ培養上清の抗体価は、前
記の抗血清中の抗体価の測定と同様に行うことができる。
【００９３】
　（ｂ）モノクローナル抗体の精製
モノクローナル抗体の分離精製は、通常のポリクローナル抗体の分離精製と同様に免疫グ
ロブリンの分離精製法に従って行なうことができる。このような精製法としては、例えば
、塩析法、アルコール沈殿法、等電点沈殿法、電気泳動法、イオン交換体（例えば、ＤＥ
ＡＥ等）による吸脱着法、超遠心法、ゲル濾過法、抗原結合固相、またはプロテインＡあ
るいはプロテインＧ等の活性吸着剤により抗体のみを採取し、結合を解離させて抗体を得
る特異的精製法等が挙げられる。
【００９４】
　〔ポリクローナル抗体の作製〕
ポリクローナル抗体は、公知の方法あるいはそれに準じる方法に従って製造することがで
きる。例えば、免疫抗原である高活性型ＬＰＡとキャリアー蛋白質との複合体を作成し、
前記のモノクローナル抗体の製造法と同様に哺乳動物に免疫を行ない、かかる免疫動物か
ら本発明の高活性型ＬＰＡに対する抗体を含有するものを採取して、抗体の分離精製を行
なうことによって製造することができる。哺乳動物を免疫するために用いられる免疫抗原
とキャリアー蛋白質との複合体において、キャリアー蛋白質の種類およびキャリアーとハ
プテンとの混合比は、キャリアーに架橋させて免疫したハプテンに対して抗体が効率良く
作成できるものであれば、どの様なものをどの様な比率で架橋させてもよいが、例えば、
ウシ血清アルブミン、ウシサイログロブリン、キーホール・リンペット・ヘモシアニン等
を、重量比でハプテン１に対し、約０.１乃至約２０、好ましくは約１乃至約５の割合で
カップルさせる方法が用いられる。また、ハプテンとキャリアーのカップリングには、種
々の縮合剤を用いることができるが、グルタルアルデヒドやカルボジイミド、マレイミド
活性エステル、チオール基、ジチオビリジル基を含有する活性エステル試薬等が好適に用
いられる。縮合生成物は、単独で、または担体や希釈剤とともに哺乳動物に対して投与さ
れる。また、投与部位は特に限定されず、抗体産生が可能な部位であればよい。投与に際
して抗体産生能を高めるため、完全フロイントアジュバントや不完全フロイントアジュバ
ントを投与してもよい。投与は通常２乃至６週毎に１回ずつ、計２乃至１０回程度行なわ
れる。ポリクローナル抗体は、前記の免疫された哺乳動物の血液、腹水等、好ましくは血
液から採取することができる。抗血清中のポリクローナル抗体価の測定は、前記の血清中
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の抗体価の測定と同様にして測定することができる。ポリクローナル抗体の分離精製は、
前記のモノクローナル抗体の分離精製と同様の免疫グロブリンの分離精製法に従って行な
うことができる。
【００９５】
　本発明において、高活性型ＬＰＡに対する抗体は、高活性型ＬＰＡを特異的に認識する
ことができるので、被験液中の高活性型ＬＰＡの定量、特にサンドイッチ免疫測定法によ
る定量等に使用することができる。本発明の高活性型ＬＰＡに対する抗体は、例えば、疾
患の診断等に用いることできる。例えば、ある疾患の患者から採取した生体サンプル（好
ましくは、病変部位組織や血液等）における高活性型ＬＰＡの量を測定し、正常組織や健
常人サンプルにおける高活性型ＬＰＡの量と比較することで、かかる疾患がＬＰＡが関与
する疾患であるか否かを判定することができる。疾患が、ＬＰＡが関与する疾患であった
場合は、例えば、以下に示す中和抗体や、本発明のスクリーニング方法もしくはスクリー
ニング用キットを用いて得られたＬＰＡが関与する疾患の治療物質を投与することで、効
果的に疾患を治療することができる。また、健常人から採取した生体サンプルであっても
、高活性型ＬＰＡの量が、通常健常人で得られる値に比べて多いものであれば、本発明の
スクリーニング方法もしくはスクリーニング用キットを用いて得られたＬＰＡが関与する
疾患の予防物質を投与することで、ＬＰＡが関与する疾患の発症を効果的に予防すること
ができる。
【００９６】
　本発明において、高活性型ＬＰＡに対する中和抗体とは、高活性型ＬＰＡがＬＰＡ受容
体蛋白質に対して結合することを阻害し、かつＬＰＡ受容体蛋白質からのシグナル伝達機
能を不活性化する抗体を意味する。従って、本発明の高活性型ＬＰＡに対する抗体が中和
抗体である場合は、前記の目的以外に、高活性型ＬＰＡおよび／またはＬＰＡ受容体の関
与するシグナル伝達、例えば、ＬＰＡ受容体蛋白質を介する細胞刺激活性（例えば、アラ
キドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内カルシウムイオン濃度上昇、細胞内サイクリ
ックＡＭＰ（ｃＡＭＰ）生成、細胞内サイクリックＧＭＰ（ｃＧＭＰ）生成、イノシトー
ルリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、ｐＨの
低下等を促進する活性または抑制する活性等）を不活性化することもできる。
【００９７】
　本発明において、高活性型ＬＰＡは、前記のスクリーニング方法や前記の抗体作成等に
用いることができる他、一般的に用いられる細胞培養用基礎培地に混合して細胞培養用組
成物として用いることができる。高活性型ＬＰＡを含有する細胞培養用組成物は、細胞分
化制御剤としての作用を有しているため、例えば、未分化な細胞を特定の機能を有する細
胞に分化させたり（分化誘導作用）、あるいは未分化な細胞が自律的もしくは他律的に分
化する現象を抑制したり（分化抑制作用）することができる。ここで、未分化な細胞とは
、前記のＬＰＡ受容体蛋白質を発現する細胞であって、特定の刺激によって増殖可能であ
り、かつ特定の刺激によって特定の機能を有する細胞に分化可能な細胞を意味し、その由
来によって限定されるものではない。細胞の由来は、動物、特に哺乳動物であるものが好
ましく、とりわけ、ヒトであることが好ましい。例えば、胚性幹細胞、外胚葉幹細胞、中
胚葉幹細胞、内胚葉幹細胞、間葉系幹細胞、造血幹細胞、神経幹細胞、神経前駆細胞、肝
幹細胞、筋幹細胞、膵幹細胞、皮膚幹細胞、網膜幹細胞、毛包幹細胞、骨前駆細胞、脂肪
前駆細胞、軟骨細胞、毛母細胞、上皮細胞、血管内皮細胞、平滑筋細胞等の細胞や、これ
らの細胞の分化系譜内の細胞等といった細胞が好ましく用いられる。
【００９８】
　高活性型ＬＰＡとの混合に用いられる細胞培養用基礎培地は特に限定されず、例えば、
ダルベッコの改変イーグル培地、ウィリアムズＥ培地、ハムのＦ－１０培地、Ｆ－１２培
地、ＲＰＭＩ－１６４０培地、ＭＣＤＢ１５３培地、１９９培地等の従来より細胞培養用
基礎培地として知られている培地を使用することができる。また、細胞培養用基礎培地に
は、所望によって抗生物質や抗黴物質を添加することもできる。またさらに、細胞培養用
基礎培地には、さらに所望によって、血清（例えば、ウシ胎児血清（ＦＢＳ）、ウマ血清
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（Ｈｏｒｓｅ　Ｓｅｒｕｍ）等）、インシュリン、ＥＧＦ、ＦＧＦ２、ｂＦＧＦ、インタ
ーロイキン（ＩＬ）、幹細胞増殖因子（ＳＣＦ）、エリスロポイエチン（ＥＰＯ）、イン
ターフェロン（ＩＦＮ）、トロンボポイエチン（ＴＰＯ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、コ
ロニー刺激因子（ＣＳＦ）、デキサメタゾン、β－リン酸グリセロール、アスコルビン酸
、ＴＧＦ－β、１－メチル－３－イソブチルキサンチン（１－ｍｅｔｈｙｌ－３－ｉｓｏ
ｂｕｔｙｌｘａｎｔｈｉｎｅ）、インドメタシン等の、それ自体分化誘導活性を有するよ
うな添加物も適宜加えることができる。
【００９９】
　高活性型ＬＰＡを含有する細胞培養用組成物を用いて細胞培養を行なう場合は、高活性
型ＬＰＡの濃度、作用させる時間、細胞密度、その他の培養条件（例えば、カルチャーデ
ィッシュのコーティングの有無等）等は、培養する細胞の種類に応じて適宜変更すればよ
い。高活性型ＬＰＡを含有する細胞培養用組成物によって培養した細胞が分化したか否か
の判別の方法は公知の方法で行なうことができる。例えば、培養した細胞がそれぞれの分
化段階に応じて特徴的に発現する蛋白質やｍＲＮＡ等を指標に用いて検出することが好ま
しい。
【０１００】
　高活性型ＬＰＡを含有する細胞培養用組成物を用いて培養した細胞は、種々の用途に用
いることができる。例えば、生体から採取した未分化細胞を、高活性型ＬＰＡを含有する
細胞培養用組成物を用いて培養し分化させることで、細胞移植用の細胞を調製することが
できる。
【０１０１】
　　［異性体］
　本発明においては、特に指示しない限り異性体はこれを全て包含する。例えば、アルキ
ル基、アルコキシ基およびアルキレン基等には直鎖のものおよび分枝鎖のものが含まれる
。さらに、二重結合、環、縮合環における異性体（Ｅ、Ｚ、シス、トランス体）、不斉炭
素の存在等による異性体（Ｒ、Ｓ体、α、β体、エナンチオマー、ジアステレオマー）、
旋光性を有する光学活性体（Ｄ、Ｌ、ｄ、ｌ体）、クロマトグラフ分離による極性体（高
極性体、低極性体）、平衡化合物、これらの任意の割合の混合物、ラセミ混合物は、全て
本発明に含まれる。また、本発明においては、互変異性による異性体をも全て包含する。
【０１０２】
　本発明においては、前記したように、不斉中心となる炭素原子を、＊を付すことによっ
て表示する場合がある。＊を付した炭素原子は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれら
が任意の比率で混合していてもよい。また、記号「＊」を付せずとも当業者によって不斉
炭素が存在すると判断できる場合、該不斉炭素は、Ｒ配置、Ｓ配置であるか、またはそれ
らが任意の比率で混合していてもよいものとする。
【０１０３】
　本発明においては、結合部位を矢印で表記する場合がある。２以上の矢印を有する構造
は、それらの矢印が結合可能な位置に結合していればよく、その方向は限定されない。
【０１０４】
　本発明においては、特に断わらない限り、当業者にとって明らかなように記号
【０１０５】
【化２３】

【０１０６】
は紙面の向こう側（すなわちα配置）に結合していることを表し、
【０１０７】
【化２４】
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【０１０８】
は紙面の手前側（すなわちβ配置）に結合していることを表し、
【０１０９】
【化２５】

【０１１０】
はα配置、β配置またはそれらの任意の比率の混合物であることを表し、
【０１１１】

【化２６】

【０１１２】
は、α配置とβ配置の任意の比率の混合物であることを表す。
【０１１３】
　　［塩および溶媒和物］
　本発明のスクリーニング方法もしくはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物
（以下、本発明によって導かれる化合物と略記する場合がある。）は、塩を形成していて
もよく、またＮ－オキシド体や四級アンモニウム塩であってもよい。さらにこれらの化合
物は、溶媒和物であってもよい。本発明によって導かれる化合物の塩としては薬理学的に
許容されるもの全てが含まれる。薬理学的に許容される塩は毒性のない、水溶性のものが
好ましい。適当な塩として、例えば、アルカリ金属（例えば、カリウム、ナトリウム、リ
チウム等）の塩、アルカリ土類金属（例えば、カルシウム、マグネシウム等）の塩、アン
モニウム塩（例えば、テトラメチルアンモニウム塩、テトラブチルアンモニウム塩等）、
有機アミン（例えば、トリエチルアミン、メチルアミン、ジメチルアミン、シクロペンチ
ルアミン、ベンジルアミン、フェネチルアミン、ピペリジン、モノエタノールアミン、ジ
エタノールアミン、トリス（ヒドロキシメチル）メチルアミン、リジン、アルギニン、Ｎ
－メチル－Ｄ－グルカミン等）の塩、酸付加物塩［例えば、無機酸塩（例えば、塩酸塩、
臭化水素酸塩、ヨウ化水素酸塩、硫酸塩、リン酸塩、硝酸塩等）、有機酸塩（例えば、酢
酸塩、トリフルオロ酢酸塩、乳酸塩、酒石酸塩、シュウ酸塩、フマル酸塩、マレイン酸塩
、安息香酸塩、クエン酸塩、メタンスルホン酸塩、エタンスルホン酸塩、ベンゼンスルホ
ン酸塩、トルエンスルホン酸塩、イセチオン酸塩、グルクロン酸塩、グルコン酸塩等）等
］等が挙げられる。本発明によって導かれる化合物のＮ－オキシド体とは、本発明によっ
て導かれる化合物の窒素原子が、酸化されたものを表す。また、本発明によって導かれる
化合物のＮ－オキシド体は、さらに前記の塩を形成していてもよい。本発明によって導か
れる化合物の四級アンモニウム塩とは、本発明によって導かれる化合物の窒素原子が、Ｒ
０基（Ｒ０基は、置換基を有していてもよい脂肪族炭化水素基、置換基を有していてもよ
い環状基を表す。）によって四級化されたものを表す。本発明によって導かれる化合物の
四級アンモニウム塩は、さらに前記の塩、前記のＮ－オキシド体を形成していてもよい。
本発明によって導かれる化合物、その塩、そのＮ－オキシド体、その四級アンモニウム塩
の適当な溶媒和物としては、例えば、水、アルコール系溶媒（エタノール等）等の溶媒和
物等が挙げられる。溶媒和物は非毒性かつ水溶性であることが好ましい。本発明によって
導かれる化合物は、公知の方法で前記の塩、前記のＮ－オキシド体、前記の四級アンモニ
ウム塩、前記の溶媒和物に変換することができる。
【０１１４】
　本発明の高活性型ＬＰＡは、塩を形成していてもよく、また溶媒和物であってもよい。
これらの塩や溶媒和物としては、前記の本発明のスクリーニング方法もしくはスクリーニ
ング用キットを用いて得られる化合物の塩や溶媒和物と同様のものが好ましく用いられる
。
【０１１５】
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　　［プロドラッグ］
　本発明において、本発明によって導かれる化合物のプロドラッグは、生体内において酵
素や胃酸等による反応により本発明によって導かれる化合物に変換する化合物をいう。本
発明によって導かれる化合物のプロドラッグとしては、例えば、本発明によって導かれる
化合物がアミノ基を有する場合、該アミノ基がアシル化、アルキル化、リン酸化された化
合物（例えば、本発明によって導かれる化合物のアミノ基がエイコサノイル化、アラニル
化、ペンチルアミノカルボニル化、（５－メチル－２－オキソ－１，３－ジオキソレン－
４－イル）メトキシカルボニル化、テトラヒドロフラニル化、ピロリジルメチル化、ピバ
ロイルオキシメチル化、アセトキシメチル化、tert－ブチル化された化合物等）；本発明
によって導かれる化合物が水酸基を有する場合、該水酸基がアシル化、アルキル化、リン
酸化、ホウ酸化された化合物（例えば、本発明によって導かれる化合物の水酸基がアセチ
ル化、パルミトイル化、プロパノイル化、ピバロイル化、サクシニル化、フマリル化、ア
ラニル化、ジメチルアミノメチルカルボニル化された化合物等）；本発明によって導かれ
る化合物がカルボキシ基を有する場合、該カルボキシ基がエステル化、アミド化された化
合物（例えば、本発明によって導かれる化合物のカルボキシ基がエチルエステル化、フェ
ニルエステル化、カルボキシメチルエステル化、ジメチルアミノメチルエステル化、ピバ
ロイルオキシメチルエステル化、エトキシカルボニルオキシエチルエステル化、フタリジ
ルエステル化、（５－メチル－２－オキソ－１，３－ジオキソレン－４－イル）メチルエ
ステル化、シクロヘキシルオキシカルボニルエチルエステル化、メチルアミド化された化
合物等）；等が挙げられる。これらの化合物は自体公知の方法によって製造することがで
きる。また、本発明によって導かれる化合物のプロドラッグは水和物および非水和物のい
ずれであってもよい。また、本発明によって導かれる化合物のプロドラッグは、廣川書店
１９９０年刊「医薬品の開発」第７巻「分子設計」１６３乃至１９８頁に記載されている
ような、生理的条件で本発明によって導かれる化合物に変化するものであってもよい。さ
らに、本発明によって導かれる化合物は同位元素（例えば３Ｈ、１４Ｃ、３５Ｓ、１２５

Ｉ等）等で標識されていてもよい。
【０１１６】
　　［医薬品への適用］
　本発明のスクリーニング方法もしくはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物
、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグは、哺乳動物（例えば、ヒト、非
ヒト動物、例えば、サル、ヒツジ、ウシ、ウマ、イヌ、ネコ、ウサギ、ラット、マウス等
）に対して、高活性型ＬＰＡとＬＰＡ受容体の結合をモジュレートするので、ＬＰＡが関
与する疾患、例えば、泌尿器系疾患、中枢性疾患、炎症性疾患、循環器疾患、癌、糖尿病
、免疫系疾患または消化器系疾患等の予防および／または治療剤として用いることができ
る。
【０１１７】
　本発明のスクリーニング方法もしくはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物
、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグは、特に泌尿器系疾患の予防およ
び／または治療に有用である。ＬＰＡ受容体アゴニストは尿道を収縮させるので尿失禁（
例えば、尿道機能の衰えからくる腹圧性尿失禁、痴呆性尿失禁、反射性尿失禁、溢流性尿
失禁、切迫性尿失禁、全尿失禁、機能性尿失禁、溢流性尿失禁等）の予防および／または
治療に有用であり、ＬＰＡ受容体アンタゴニストは尿道を弛緩させるので尿道および前立
腺の収縮を抑制し、排尿困難（例えば、排尿開始遅延、排尿時間延長、尿線細小、間欠排
尿、二段排尿等）、尿閉、頻尿、夜間頻尿等の蓄尿障害に、さらにはコレラなどの感染症
の症状からくる排尿痛等の予防および／または治療に有用であり、また、尿道や前立腺を
弛緩させるので前立腺肥大症の予防および／または治療に有用である。
【０１１８】
　「ＬＰＡが関与する疾患」とは、前記に列挙した疾患に限定されず、該疾患の形成、増
悪および／または継続にＬＰＡが関与することが知られている疾患、およびＬＰＡの関与
が今後見出される疾患を全て包含する。
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【０１１９】
　また、本発明の高活性型ＬＰＡに対する抗体、特に中和抗体は、前記の診断剤としての
用途のほかに、高活性型ＬＰＡおよび／またはＬＰＡ受容体の関与するシグナル伝達、例
えば、ＬＰＡ受容体蛋白質を介する細胞刺激活性（例えば、アラキドン酸遊離、アセチル
コリン遊離、細胞内カルシウムイオン濃度上昇、細胞内サイクリックＡＭＰ（ｃＡＭＰ）
生成、細胞内サイクリックＧＭＰ（ｃＧＭＰ）生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電
位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、ｐＨの低下等を促進する活性ま
たは抑制する活性等）を不活性化することもできるので、ヒト化抗体とすることで、本発
明のスクリーニング方法もしくはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物、その
塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと同様に、哺乳動物（例えば、ヒト、非
ヒト動物、例えば、サル、ヒツジ、ウシ、ウマ、イヌ、ネコ、ウサギ、ラット、マウス等
）に対して、ＬＰＡが関与する前記の疾患の予防および／または治療剤として用いること
ができる。本発明の高活性型ＬＰＡに対する抗体を医薬として用いるには、一般的な抗体
医薬の処方に準じて行えばよい。
【０１２０】
　本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグ
を前記の目的で用いるには、通常、医薬組成物として、全身的または局所的に、経口また
は非経口の形で投与される。
【０１２１】
　投与量は、年齢、体重、症状、治療効果、投与方法、処理時間等により異なるが、通常
、成人一人あたり、１回につき、１ｍｇから1０００ｍｇの範囲で、１日１回から数回経
口投与されるか、または成人一人あたり、１回につき、１ｍｇから１００ｍｇの範囲で、
１日１回から数回非経口投与（好ましくは、静脈内投与）されるか、または１日１時間か
ら２４時間の範囲で静脈内に持続投与される。
【０１２２】
　もちろん前記したように、投与量は、種々の条件によって変動するので、前記投与量よ
り少ない量で十分な場合もあるし、また範囲を越えて必要な場合もある。
【０１２３】
　本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグ
を投与する際には、医薬製剤の製造法で一般的に用いられている自体公知の手段に従って
、本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグ
をそのまま、あるいは薬理学的に許容される担体と混合して、例えば、内服用固形剤（例
えば、錠剤（糖衣錠、フィルムコーティング錠を含む）、散剤、丸剤、顆粒剤、カプセル
剤等）、内服用液剤、外用液剤、注射剤、坐剤、徐放剤等の医薬製剤とすることで、経口
的または非経口的（例えば、局所、直腸、静脈投与等）に安全に投与することができる。
かかる製剤中の本発明によって導かれる化合物の含有量は、製剤全体の約０．０１重量％
乃至約１００重量％、好ましくは、約０．１重量％乃至約５０重量％、さらに好ましくは
、約０．５重量％乃至約２０重量％である。
【０１２４】
　これらの医薬製剤の製造に用いられる本発明によって導かれる化合物は、実質的に純粋
で単一な物質であるものに限定されず、不純物（例えば、製造工程に由来する副生成物、
溶媒、原料等、または分解物等）を、医薬品原薬として許容される範囲であれば含有して
いてもよい。
【０１２５】
　これらの医薬製剤の製造に用いられる薬理学的に許容される担体としては、製剤素材と
して慣用の各種有機あるいは無機担体物質等が挙げられ、例えば、固形剤における賦形剤
、滑沢剤、結合剤および崩壊剤、あるいは液剤における溶剤、溶解補助剤、乳化または懸
濁化剤、等張化剤、緩衝剤および無痛化剤等が挙げられる。さらに必要に応じ、通常の保
存剤、抗酸化剤、着色剤、甘味剤、吸着剤、湿潤剤等の添加物を適宜、適量用いることも
できる。
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【０１２６】
　経口投与のための内服用固形剤としては、錠剤、丸剤、カプセル剤、散剤、顆粒剤等が
挙げられる。カプセル剤には、ハードカプセルおよびソフトカプセルが含まれる。かかる
内服用固形剤においては、ひとつまたはそれ以上の活性物質はそのままか、または賦形剤
（例えば、ラクトース、マンニトール、グルコース、微結晶セルロース、デンプン、コー
ンスターチ、軽質無水ケイ酸等）、結合剤（例えば、ヒドロキシプロピルセルロース、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、結晶セルロース、白糖、Ｄ－
マンニトール、デキストリン、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、デンプン、ショ糖
、ゼラチン、メチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム等）、崩壊剤（
例えば、繊維素グリコール酸カルシウム、デンプン、カルボキシメチルセルロース、カル
ボキシメチルセルロースカルシウム、カルボキシメチルスターチナトリウム、Ｌ－ヒドロ
キシプロピルセルロース等）、滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン
酸カルシウム、タルク、コロイドシリカ等）等と混合され、常法に従って製剤化して用い
られる。また、必要によりコーティング剤（例えば、白糖、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）で被覆していてもよ
いし、また２以上の層で被覆していてもよい。さらにゼラチンのような吸収されうる物質
のカプセルを用いてもよい。
【０１２７】
　経口投与のための内服用液剤としては、薬剤的に許容される水剤、懸濁剤、乳剤、シロ
ップ剤、エリキシル剤等が挙げられる。かかる液剤においては、ひとつまたはそれ以上の
活性物質が、一般的に用いられる希釈剤（例えば、精製水、エタノールまたはそれらの混
液等）を用いて溶解、懸濁または乳化される。該液剤はさらに、湿潤剤、懸濁化剤、乳化
剤、甘味剤、風味剤、芳香剤、保存剤、緩衝剤等を含有していてもよい。
【０１２８】
　非経口投与のための注射剤は、全ての注射剤を含み、点滴剤をも包含する。例えば、筋
肉への注射剤、皮下への注射剤、皮内への注射剤、動脈内への注射剤、静脈内への注射剤
、腹腔内への注射剤、脊髄腔への注射剤、静脈内への点滴剤等が挙げられる。また、非経
口投与のための注射剤は、溶液、懸濁液、乳濁液および用時溶剤に溶解または懸濁して用
いる固形の注射剤を包含する。注射剤は、ひとつまたはそれ以上の活性物質を溶剤に溶解
、懸濁または乳化させて用いられる。溶剤としては、例えば、注射用蒸留水、生理食塩水
、マクロゴール、植物油（例えば、ゴマ油、トウモロコシ油、オリーブ油等）、プロピレ
ングリコール、ポリエチレングリコール、エタノールのようなアルコール類等およびそれ
らの組み合わせ等が用いられる。該注射剤はさらに、安定化剤（例えば、Ｄ－ソルビトー
ル、Ｄ－マンニトール、Ｌ－アラニン、アスコルビン酸、アルブミン、イノシトール、グ
ルコン酸ナトリウム、チオグリコール酸ナトリウム、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油等
）、溶解補助剤（例えば、グルタミン酸、アスパラギン酸、ポリソルベート８０（登録商
標）、ポリエチレングリコール、プロピレングリコール、Ｄ－マンニトール、安息香酸ベ
ンジル、エタノール、トリスアミノメタン、コレステロール、トリエタノールアミン、炭
酸ナトリウム、クエン酸ナトリウム等）、乳化または懸濁化剤（例えば、界面活性剤（例
えば、ステアリルトリエタノールアミン、ラウリル硫酸ナトリウム、ラウリルアミノプロ
ピオン酸、レシチン、塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム、モノステアリン酸グ
リセリン等）、親水性高分子（例えば、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、
カルボキシメチルセルロースナトリウム、メチルセルロース、ヒドロキシメチルセルロー
ス、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース等）等）、無痛化剤（
例えば、ベンジルアルコール等）、等張化剤（例えば、ブドウ糖、Ｄ－ソルビトール、塩
化ナトリウム、グリセリン、Ｄ－マンニトール等）、緩衝剤（例えば、リン酸塩、酢酸塩
、炭酸塩、クエン酸塩等の緩衝液等）、保存剤（例えば、パラヒドロキシ安息香酸エステ
ル類、クロロブタノール、ベンジルアルコール、フェネチルアルコール、デヒドロ酢酸、
ソルビン酸等）、抗酸化剤（例えば、亜硫酸塩、アスコルビン酸、α－トコフェロール等
）等を含んでいてもよい。これらは最終工程において滅菌するか無菌操作法によって製造
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、調製される。また、無菌の固形剤、例えば、凍結乾燥品を製造し、その使用前に無菌化
または無菌の注射用蒸留水または他の溶剤に溶解して使用することもできる。凍結乾燥は
、自体公知の方法によって行うことができる。一般的には、－２５℃以下の温度で凍結後
、乾燥庫内真空度を約１３．３Ｐａ以下に保ちながら、棚温を２５℃乃至４０℃に到達す
るまで昇温させつつ乾燥する方法が好ましい。
【０１２９】
　非経口投与のためのその他の製剤としては、ひとつまたはそれ以上の活性物質を含み、
常法により処方される外用液剤、軟膏剤、塗布剤、吸入剤、スプレー剤、坐剤および膣内
投与のためのペッサリー等が挙げられる。スプレー剤は、一般的に用いられる希釈剤以外
に亜硫酸水素ナトリウムのような安定化剤と等張性を与えるような緩衝剤、例えば、塩化
ナトリウム、クエン酸ナトリウムあるいはクエン酸のような等張剤を含有していてもよい
。スプレー剤の製造方法は、例えば米国特許第2,868,691号および同第3,095,355号に詳し
く記載されている。
【０１３０】
　本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグ
は、（１）該化合物の予防および／または治療効果の補完および／または増強、（２）該
化合物の動態・吸収改善、投与量の低減、および／または（３）該化合物の副作用の低減
等の目的のために、他の薬物と組み合わせて、併用剤として投与してもよい。また、併用
する他の薬物（以下、併用薬物と略記する場合がある。）の、（１）予防および／または
治療効果の補完および／または増強、（２）動態・吸収改善、投与量の低減、および／ま
たは（３）副作用の低減のために本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物
、またはそれらのプロドラッグを組み合わせて、併用剤として投与してもよい。
【０１３１】
　本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグ
と併用薬物の併用剤は、１つの製剤中に両成分を配合した配合剤の形態で投与してもよく
、また別々の製剤として投与する形態をとってもよい。この別々の製剤として投与する場
合には、同時投与および時間差による投与が含まれる。また、時間差による投与は、本発
明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグを先に
投与し、併用薬物を後に投与してもよいし、併用薬物を先に投与し、本発明によって導か
れる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグを後に投与してもかま
わず、それぞれの投与方法は同じでも異なっていてもよい。本発明によって導かれる化合
物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと併用薬物の併用剤により、予
防および／または治療効果を奏する疾患は特に限定されず、本発明によって導かれる化合
物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグの予防および／または治療効果
を補完および／または増強する疾患であるか、または併用薬物の予防および／または治療
効果を補完および／または増強する疾患であればよい。本発明によって導かれる化合物、
その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと併用薬物の併用剤における本発明
によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと併用薬
物の重量比は特に限定されない。また、併用薬物は、低分子化合物に限定されず、高分子
のタンパク、ポリペプチド、ポリヌクレオチド（ＤＮＡ、ＲＮＡ、遺伝子）、アンチセン
ス、デコイ、抗体、またはワクチン等であってもよい。併用薬物の投与量は、臨床上用い
られている用量を基準として適宜選択することができる。また、本発明によって導かれる
化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと併用薬物の配合比は、投
与対象の年齢および体重、投与方法、投与時間、対象疾患、症状、組み合わせなどにより
適宜選択することができる。例えば、本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒
和物、またはそれらのプロドラッグ１重量部に対し、併用薬物を０．０１重量部乃至１０
０重量部用いればよい。併用薬物は、以下に示す同種群および異種群から任意に１種以上
を任意の割合で、適宜組み合わせて投与してもよい。
【０１３２】
　本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグ
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の予防および／または治療効果を補完および／または増強する併用薬物には、前記したメ
カニズムに基づいて、現在までに見出されているものだけでなく今後見出されるものも含
まれる。本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロド
ラッグには、前記したようにＬＰＡ受容体アゴニストやＬＰＡ受容体アンタゴニストが含
まれるが、これらと併用し得る併用薬物としては、例えば以下に示すもの等が挙げられる
。
【０１３３】
　ＬＰＡ受容体アゴニストの泌尿器系疾患に対する予防および／または治療効果の補完お
よび／または増強のための他の薬物としては、他の泌尿器疾患治療薬、例えば、α１アゴ
ニスト、β２アゴニスト、抗コリン薬等が挙げられる。α１アゴニストとしては、例えば
、塩酸ミドドリン等が挙げられる。β２アゴニストとしては、例えば、塩酸クレンブテロ
ール等が挙げられる。抗コリン薬としては、例えば、塩酸オキシブチニン、塩化ベタネコ
ール、塩酸プロピベリン、臭化プロパンテリン、臭化メチルベナクチジウム、臭化ブチル
スコポラミン、酒石酸トルテロジン、塩化トロスピウム、Ｚ－３３８、ＵＫ－１１２１６
６－０４、ＫＲＰ－１９７、ダリフェナシン、ＹＭ－９０５等が挙げられる。
【０１３４】
　ＬＰＡ受容体アンタゴニストの泌尿器系疾患に対する予防および／または治療効果の補
完および／または増強のための他の薬物としては、他の泌尿器疾患治療薬、例えば、α１
アンタゴニスト、抗コリン薬、５α－リダクターゼ阻害薬、および／または抗アンドロゲ
ン薬等が挙げられる。α１アンタゴニストとしては、例えば、塩酸テラゾシン、塩酸ブナ
ゾシン、ウラピジル、塩酸タムスロシン、メシル酸ドキサゾシン、塩酸プラゾシン、イン
ドラミン、ナフトピジル、塩酸アルフゾシン、ＡＩＯ－８５０７Ｌ、シロドシン等が挙げ
られる。抗コリン薬としては、例えば、塩酸オキシブチニン、塩化ベタネコール、塩酸プ
ロピベリン、臭化プロパンテリン、臭化メチルベナクチジウム、臭化ブチルスコポラミン
、酒石酸トルテロジン、塩化トロスピウム、Ｚ－３３８、ＵＫ－１１２１６６－０４、Ｋ
ＲＰ－１９７、ダリフェナシン、ＹＭ－９０５等が挙げられる。ただし、抗コリン薬は前
立腺肥大を伴わない場合にのみ用いられる。主として前立腺肥大を伴わない場合の頻尿、
尿失禁の治療に用いられる。５α－リダクターゼ阻害薬としては、例えば、フィナステリ
ド、ＧＩ－９９８７４５等が挙げられる。抗アンドロゲン薬としては、例えば、オキセン
ドロン、酢酸オサテロン、ビカルタミド等が挙げられる。
【０１３５】
　本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグ
と併用薬物とを組み合わせることにより、（１）本発明によって導かれる化合物、その塩
、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグまたは併用薬物を単独で投与する場合に比
べて、その投与量を軽減することができる、（２）患者の症状（軽症、重症など）に応じ
て、本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッ
グと併用薬物を選択することができる、（３）本発明によって導かれる化合物、その塩、
その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと作用機序が異なる併用薬物を選択すること
により、長期間安全に使用できるので治療期間を長く設定することもできる、（４）本発
明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと作用
機序が異なる併用薬物を選択することにより、治療効果の持続を図ることができる、（５
）本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグ
と併用薬物とを併用することにより、相乗効果が得られる、等の優れた効果を得ることが
できる。
【０１３６】
　以下、本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロド
ラッグと併用薬物を併用して使用することを「本発明の併用剤」と称する。本発明の併用
剤の使用に際しては、本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそ
れらのプロドラッグと併用薬物の投与時期は限定されず、本発明によって導かれる化合物
、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグまたはその医薬組成物と併用薬物
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またはその医薬組成物とを、投与対象に対し、同時に投与してもよいし、時間差をおいて
投与してもよい。併用薬物の投与量は、臨床上用いられている投与量に準ずればよく、投
与対象、投与ルート、疾患、組み合わせ等により適宜選択することができる。本発明の併
用剤の投与形態は、特に限定されず、生体内で、本発明によって導かれる化合物、その塩
、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと併用薬物とが組み合わされていればよい
。このような投与形態としては、例えば、（１）本発明によって導かれる化合物、その塩
、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと併用薬物とを同時に製剤化して得られる
単一の製剤の投与、（２）本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、また
はそれらのプロドラッグと併用薬物とを別々に製剤化して得られる２種の製剤の同一投与
経路での同時投与、（３）本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、また
はそれらのプロドラッグと併用薬物とを別々に製剤化して得られる２種の製剤の同一投与
経路での時間差をおいての投与、（４）本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶
媒和物、またはそれらのプロドラッグと併用薬物とを別々に製剤化して得られる２種の製
剤の異なる投与経路での同時投与、（５）本発明によって導かれる化合物、その塩、その
溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと併用薬物とを別々に製剤化して得られる２種の
製剤の異なる投与経路での時間差をおいての投与（例えば、本発明によって導かれる化合
物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグ；併用薬物の順序での投与、あ
るいは逆の順序での投与）等が挙げられる。
【０１３７】
　本発明の併用剤を投与する際には、医薬製剤の製造法で一般的に用いられている自体公
知の手段に従って、本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれ
らのプロドラッグおよび／または併用薬物をそのまま、あるいは薬理学的に許容される担
体と混合して、例えば、内服用固形剤（例えば、錠剤（糖衣錠、フィルムコーティング錠
を含む）、散剤、丸剤、顆粒剤、カプセル剤等）、内服用液剤、外用液剤、注射剤、坐剤
、徐放剤等の医薬製剤とすることで、経口的または非経口的（例えば、局所、直腸、静脈
投与等）に安全に投与することができる。
【０１３８】
　これらの医薬製剤の製造に用いられる薬理学的に許容される担体としては、製剤素材と
して慣用の各種有機あるいは無機担体物質等が挙げられ、例えば、固形剤における賦形剤
、滑沢剤、結合剤および崩壊剤、あるいは液剤における溶剤、溶解補助剤、乳化または懸
濁化剤、等張化剤、緩衝剤および無痛化剤等が挙げられる。さらに必要に応じ、通常の保
存剤、抗酸化剤、着色剤、甘味剤、吸着剤、湿潤剤等の添加物を適宜、適量用いることも
できる。
【０１３９】
　賦形剤としては、例えば、ラクトース、マンニトール、グルコース、微結晶セルロース
、デンプン、コーンスターチ、軽質無水ケイ酸等が挙げられる。結合剤としては、例えば
、ヒドロキシプロピルセルロース、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、結晶セルロース、白糖、Ｄ－マンニトール、デキストリン、ヒドロキシプロピル
メチルセルロース、デンプン、ショ糖、ゼラチン、メチルセルロース、カルボキシメチル
セルロースナトリウム等が挙げられる。崩壊剤としては、例えば、繊維素グリコール酸カ
ルシウム、デンプン、カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチルセルロースカルシ
ウム、カルボキシメチルスターチナトリウム、Ｌ－ヒドロキシプロピルセルロース等が挙
げられる。滑沢剤としては、例えば、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸カルシウ
ム、タルク、コロイドシリカ等が挙げられる。溶剤としては、例えば、注射用蒸留水、生
理食塩水、マクロゴール、植物油（例えば、ゴマ油、トウモロコシ油、オリーブ油等）、
プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、エタノールのようなアルコール類等お
よびそれらの組み合わせ等が挙げられる。安定化剤としては、例えば、Ｄ－ソルビトール
、Ｄ－マンニトール、Ｌ－アラニン、アスコルビン酸、アルブミン、イノシトール、グル
コン酸ナトリウム、チオグリコール酸ナトリウム、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油等が
挙げられる。溶解補助剤としては、例えば、グルタミン酸、アスパラギン酸、ポリソルベ
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ート８０（登録商標）、ポリエチレングリコール、プロピレングリコール、Ｄ－マンニト
ール、安息香酸ベンジル、エタノール、トリスアミノメタン、コレステロール、トリエタ
ノールアミン、炭酸ナトリウム、クエン酸ナトリウム等が挙げられる。乳化または懸濁化
剤としては、例えば、界面活性剤（例えば、ステアリルトリエタノールアミン、ラウリル
硫酸ナトリウム、ラウリルアミノプロピオン酸、レシチン、塩化ベンザルコニウム、塩化
ベンゼトニウム、モノステアリン酸グリセリン等）、親水性高分子（例えば、ポリビニル
アルコール、ポリビニルピロリドン、カルボキシメチルセルロースナトリウム、メチルセ
ルロース、ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロ
ピルセルロース等）等）が挙げられる。無痛化剤としては、例えば、ベンジルアルコール
等が挙げられる。等張化剤としては、例えば、ブドウ糖、Ｄ－ソルビトール、塩化ナトリ
ウム、グリセリン、Ｄ－マンニトール等が挙げられる。緩衝剤としては、例えば、リン酸
塩、酢酸塩、炭酸塩、クエン酸塩等の緩衝液等が挙げられる。保存剤としては、例えば、
パラヒドロキシ安息香酸エステル類、クロロブタノール、ベンジルアルコール、フェネチ
ルアルコール、デヒドロ酢酸、ソルビン酸等が挙げられる。抗酸化剤としては、例えば、
亜硫酸塩、アスコルビン酸、α－トコフェロール等が挙げられる。
【０１４０】
　本発明の併用剤における本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、また
はそれらのプロドラッグの配合比は、製剤の形態によって相違するが、通常製剤全体に対
して約０．０１重量％乃至約１００重量％、好ましくは、約０．１重量％乃至約５０重量
％、さらに好ましくは、約０．５重量％乃至約２０重量％である。本発明の併用剤におけ
る併用薬物の配合比は、製剤の形態によって相違するが、通常製剤全体に対して約０．０
１重量％乃至約１００重量％、好ましくは、約０．１重量％乃至約５０重量％、さらに好
ましくは、約０．５重量％乃至約２０重量％である。本発明の併用剤における担体等の添
加剤の含有量は、製剤の形態によって相違するが、通常製剤全体に対して約１重量％乃至
約９９．９９重量％、好ましくは、約１０重量％乃至約９０重量％程度である。また、本
発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグと併
用薬物をそれぞれ別々に製剤化する場合も同様の含有量で構わない。
【０１４１】
　これらの製剤は常法（例えば日本薬局方記載の方法など）に従って調製される。例えば
、錠剤は、医薬品をそのまま、または賦形剤、結合剤、崩壊剤もしくはその他の適当な添
加剤を加えて均等に混和したものを適当な方法で顆粒とし、滑沢剤等を加えて圧縮成型す
るか、医薬品をそのまま、または賦形剤、結合剤、崩壊剤もしくはその他の適当な添加剤
を加えて均等に混和したものを直接圧縮成型して製造するか、または予め製造した顆粒に
そのまま、もしくは適当な添加剤を加えて均等に混合した後、圧縮成型することで製造す
ることができる。かかる錠剤は、必要に応じて着色剤、矯味剤等を加えることもできる。
また、適当なコーティング剤で剤皮を施すこともできる。注射剤は、医薬品の一定量を、
水性溶剤の場合は、注射用水、生理食塩水、リンゲル液等、非水性溶剤の場合は、通常植
物油等に溶解、懸濁もしくは乳化して一定量とするか、または医薬品の一定量を、注射用
容器に密封して製造することができる。経口投与用の製剤に用いられる担体としては、例
えば、デンプン、マンニット、結晶セルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム
等の製剤分野において常用されている物質が用いられる。注射用の製剤に用いられる担体
としては、例えば、蒸留水、生理食塩水、グルコース溶液、輸液剤等が用いられる。その
他、製剤一般に用いられる添加剤を適宜添加することもできる。
【０１４２】
　本発明の併用剤の投与量は、年齢、体重、症状、治療効果、投与方法、処理時間等によ
り異なるが、通常、本発明によって導かれる化合物および併用薬物として、それぞれ成人
一人あたり、１回につき、０．１ｍｇから1０００ｍｇの範囲で、１日１回から数回経口
投与されるか、または成人一人あたり、１回につき、０．１ｍｇから１００ｍｇの範囲で
、１日１回から数回非経口投与（好ましくは、静脈内投与）されるか、または１日１時間
から２４時間の範囲で静脈内に持続投与される。
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【０１４３】
　もちろん前記したように、投与量は、種々の条件によって変動するので、前記投与量よ
り少ない量で十分な場合もあるし、また範囲を越えて必要な場合もある。併用薬物は、副
作用が問題とならない範囲で、かつ本発明の目的が達成できる限り、どのような量を設定
することも可能である。併用薬物としての一日投与量は、症状の程度、投与対象の年齢、
性別、体重、感受性差、投与の時期、間隔、医薬製剤の性質、調剤、種類、有効成分の種
類などによって異なり、特に限定されない。
【０１４４】
　本発明の併用剤を投与するに際しては、同時期に投与してもよいが、併用薬物を先に投
与した後、本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロ
ドラッグを投与してもよいし、本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶媒和物、
またはそれらのプロドラッグを先に投与し、その後で併用薬物を投与してもよい。時間差
をおいて投与する場合、時間差は投与する有効成分、剤形、投与方法により異なるが、例
えば、併用薬物を先に投与する場合、併用薬物を投与した後１分乃至３日以内、好ましく
は１０分乃至１日以内、より好ましくは１５分乃至１時間以内に本発明によって導かれる
化合物を投与する方法等が挙げられる。本発明によって導かれる化合物、その塩、その溶
媒和物、またはそれらのプロドラッグを先に投与する場合、本発明によって導かれる化合
物、その塩、その溶媒和物、またはそれらのプロドラッグを投与した後、１分乃至１日以
内、好ましくは１０分乃至６時間以内、より好ましくは１５分乃至１時間以内に併用薬物
を投与する方法等が挙げられる。
［薬理活性］
　本発明のスクリーニング方法として、例えば、以下に示す方法が挙げられる。以下に示
すスクリーニング方法によりＬＰＡ受容体のアゴニストもしくはアンタゴニストを見出す
ことができる。以下に例示する方法はＬＰＡ受容体としてＥＤＧ－２を用いたものである
が、他のＬＰＡ受容体も同様に用いてもよい。
［ＥＤＧ－２アゴニスト活性およびアンタゴニスト活性の評価］
　ＥＤＧ－２に対する作用は、例えば、以下に示す実験により評価できる。
【０１４５】
　ヒトＥＤＧ－２遺伝子を過剰発現させたチャイニーズハムスターオーバリー（Ｃｈｉｎ
ｅｓｅ　Ｈａｍｓｔｅｒ　Ｏｖａｒｙ、ＣＨＯ）細胞を用いて該受容体のアゴニストおよ
びアンタゴニストの活性の評価が可能である。
【０１４６】
　ＥＤＧ－２発現細胞は、１０％ＦＢＳ（ウシ胎児血清）、ペニシリン／ストレプトマイ
シン、ブラスチサイジン（５μｇ／ｍＬ）含有Ｈａｍ’ｓＦ１２培地（ギブコ（Ｇｉｂｃ
ｏ）社製）を用いて培養する。まず、Ｆｕｒａ２－ＡＭ（ドージンドー（Ｄｏｊｉｎｄｏ
）社製）を細胞内へ取り込ませるため、細胞をＦｕｒａ２－ＡＭ溶液［１０％ＦＢＳ、Ｈ
ＥＰＥＳ緩衝液（２０ｍＭ、ｐＨ７．４）、プロベネシド（２．５ｍＭ、Ｓｉｇｍａ社製
、Ｎｏ．Ｐ－８７６１）含有Ｈａｍ’ｓＦ１２培地］（５μＭ）で、３７℃で６０分間イ
ンキュベーションし、ＨＥＰＥＳ緩衝液（２０ｍＭ、ｐＨ７．４）およびプロベネシド（
２．５ｍＭ）を含むＨａｎｋｓ液で１回洗浄し、同Ｈａｎｋｓ液に浸す。引き続き、以下
の（ｉ）または（ｉｉ）の方法に従って評価を行うことが可能である。
（ｉ）アンタゴニスト活性の評価
　蛍光ドラッグスクリーニングシステム（浜松ホトニクス社製）にプレートをセットし、
３０秒間無刺激で測定し、被験化合物の溶液を加える。５分後に高活性型ＬＰＡ（終濃度
：１００ｎＭ）を加え、添加前後の細胞内カルシウムイオン濃度を３秒間隔で測定する（
励起波長３４０ｎｍおよび３８０ｎｍ、蛍光波長５００ｎｍ）。化合物はＤＭＳＯに溶解
し、終濃度が１ｎＭ乃至１０μＭになるように添加する。ＥＤＧ－２拮抗活性は、化合物
を含まないＤＭＳＯを添加したウェルでの高活性型ＬＰＡによるピーク値をコントロール
値（Ａ）とし、化合物で処理した細胞での高活性型ＬＰＡ添加前の値から添加後の値の差
（Ｂ）とを比較し、式｛抑制率（％）＝（（Ａ－Ｂ）／Ａ）×１００｝を用いて抑制率（
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として算出できる。
（ｉｉ）アゴニスト活性の測定
　前記の蛍光ドラッグスクリーニングシステムにプレートをセットし、３０秒間無刺激で
測定し、被験化合物の溶液を添加する。評価化合物は、ＤＭＳＯ等に溶解し、終濃度が０
．１ｎＭ乃至１０μＭの範囲でＤＭＳＯ溶液が最終的に１／１０００濃度になるように添
加する。添加前後の細胞内Ｃａ２＋濃度（Ｆｕｒａ２－Ｃａ２＋蛍光）を３秒間隔で測定
する（励起波長３４０ｎｍおよび３８０ｎｍ、蛍光波長５００ｎｍ）。
【０１４７】
　アゴニスト活性は被験化合物の代わりにＤＭＳＯを添加したウェルでのＬＰＡ（例えば
、１８：３－ＬＰＡ等）や高活性型ＬＰＡ刺激でのピーク値をコントロール値（Ａ）とし
、被験化合物の添加前の値から添加後の蛍光比の上昇値（Ｂ）とを比較し、細胞内Ｃａ２

＋濃度上昇率を、式｛上昇率（％）＝（Ｂ／Ａ）×１００｝を用いて算出することができ
る。被験化合物の各濃度での上昇率を求めＥＣ５０値を算出する。
【発明の効果】
【０１４８】
　本発明によって、ＬＰＡが関与する疾患の予防および／または治療物質を効率的に得る
ことができる。本発明のスクリーニング方法は、ＬＰＡをリガンドとして用いた従来の方
法とは異なり、各種疾患の原因物質となる高活性型ＬＰＡをリガンドに用いているため、
より疾患時の生体環境を反映したスクリーニング方法である。
【図面の簡単な説明】
【０１４９】
【図１】１－リノレノイル（１８：３）－ＬＰＡおよびそれを酸化することで得られた高
活性型ＬＰＡの質量分析スペクトルデータを示す。
【発明を実施するための最良の形態】
【０１５０】
　以下に、参考例および実施例を挙げるが、本発明はこれらに限定されるものではない。
また、本発明の範囲を逸脱しない範囲で変化させてもよい。
【０１５１】
　ＬＰＡが酸化を受けることにより、高活性型ＬＰＡとして機能することは、例えば、以
下の実験によって証明された。
【０１５２】
　全体の操作は、基本的な生物学的手法に基づき、常法となっている方法を活用した。ま
た、本発明の測定方法は、以下のように、本発明によって導かれる化合物、その塩、その
溶媒和物、またはそれらのプロドラッグを評価するために、測定精度の向上および／また
は測定感度の改良を加えたものである。以下に詳細な実験方法を示した。
【０１５３】
　参考例１
（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（ホスホノオキシ）プロピル　（９Ｚ，１２Ｚ，１５Ｚ
）－９，１２，１５－オクタデカトリエノアート（以下、１－リノレノイル（１８：３）
－ＬＰＡと略記する。）
【０１５４】
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【化２７】

【０１５５】
の調製
　（ｉ）ホスホリパーゼＡ２（ＰＬＡ２）による１８：３－ホスファチジルコリン（ＰＣ
）からの１８：３－リゾホスファチジルコリン（ＬＰＣ）の調製
　１８：３－ＰＣ（Avanti, 850395C）を、ジエチルエーテルおよびメタノールの混合溶
媒（ジエチルエーテル：メタノール＝８５：１５）で５０ｍｇ／ｍＬに再溶解し、スター
ラーで激しく攪拌しつつ、ＰＬＡ２（Sigma, P-9279）（４００Ｕ／ｍＬ ｉｎ １０ｍＭ
　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４））を、１８：３－ＰＣ　1ｍｇあたり０．４８ＵのＰ
ＬＡ２の割合で加えた（ｆｉｎａｌ　２．４Ｕ　ＰＬＡ２／ｍｇ　１８：３－ＰＣ）。反
応溶液の溶媒をエバポレータで完全に除き、残渣をクロロホルムに溶解し、遠沈管に分注
して遠心（１２００ｒｐｍ、３ｍｉｎ、室温）し、上清を回収した後、溶媒をエバポレー
タで完全に除いた。残渣をメタノールに溶解し、その２０倍量のジエチルエーテルを加え
て室温で攪拌し、遠心（同）により１８：３－ＬＰＣを沈殿させた。
【０１５６】
　（ｉｉ）ホスホリパーゼＤ（ＰＬＤ）による１８：３－ＬＰＣからの１８：３－リゾホ
スファチジン酸（ＬＰＡ）の調製
　１８：３－ＬＰＣ（０．６０ｇ）を反応溶媒（４０ｍＬ、５ｍＭ　フッ化ナトリウム、
２００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４））に溶解させた。スターラーで激しく攪拌
しながら、ＰＬＤ（１０００Ｕ／ｍＬ）（Sigma, P-8023）を終濃度３３３Ｕ／ｍＬとな
るように反応溶液に加えた。室温で終夜反応させ、ＬＰＣの完全な分解をＴＬＣで確認し
た。反応溶液を６Ｎ塩酸にてｐＨ２乃至３付近に調整した後、クロロホルムで数回抽出し
、各有機層を２８％アンモニア水にて中和した。ＴＬＣで水層にＬＰＡの残存がないこと
を確認し、有機層をあわせて減圧下濃縮した。濃縮したＬＰＡをクロロホルムおよびメタ
ノールの混合溶媒（クロロホルム：メタノール＝７０：３０）に溶解し、シリカゲルカラ
ム（ワコーゲルＣ－２００）にかけて部分精製を行なった。その後、逆相カラム（Ｃ１８
）を用いたＨＰＬＣ法により以下の物性値を有する表題の１－リノレノイル（１８：３）
－ＬＰＡを得た。
＜ＴＬＣデータ＞
ＴＬＣ：Ｒｆ　0.54（クロロホルム：メタノール：水＝６５：３５：５）；
＜ＮＭＲデータ＞
ＮＭＲ（DMSO-d6）：δ　0.91(t, J=7.5Hz, 3H, C1), 1.28(m, 8H, C12, C13, C14, C15)
, 1.50(m, 2H, C16), 2.03(m, 4H, C2, C11), 2.27(t, J=7.5Hz, 2H, C17), 2.76(t, J=6
.0Hz, 4H, C5, C8), 3.67(m, 3H, C20, C21), 3.92(m, 2H, C19), 5.31(m, 6H, C3, C4, 
C6, C7, C9, C10)。
【０１５７】
　実施例１
１－リノレノイル（１８：３）－ＬＰＡを用いた高活性型ＬＰＡの調製
　参考例１で得られた１－リノレノイル（１８：３）－ＬＰＡ（１．０ｍｇ）を含むアセ
トニトリルとメタノールの混合溶媒（アセトニトリル：メタノール＝１：２）（０．９ｍ
Ｌ）に、メタクロロ過安息香酸（４．２ｍｇ）を含むアセトニトリルとメタノールの混合
溶媒（アセトニトリル：メタノール＝１：２）（０．１ｍＬ）を加えて撹拌し、室温で１
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６時間静置し、濃縮した。得られた残渣をクロロホルムとメタノールの混合溶媒（クロロ
ホルム：メタノール＝９．７：１）（１．６ｍＬ）に溶解し、シリカゲルカラムクロマト
グラフィー（Ｓｅｐ－Ｐａｋ　Ｖａｃ　Ｓｉｌｉｃａ　６ｃｃ（５００ｍｇ）、クロロホ
ルム：メタノール＝１：０乃至０：１）にて精製し、以下の物性値を有する高活性型ＬＰ
Ａを得た。
＜マススペクトルデータ＞
Ｏ３－１８：５－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-TOF-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C21H32O1
0P 475.1733, found 475.1756；Ｏ３－１８：４－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-TOF-ESI Neg.)(m/
z)：[M-H]- calcd for C21H34O10P 477.1890, found 477.1911；Ｏ３－１８：３－ＬＰＡ
　ＨＲＭＳ(Q-TOF-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C21H36O10P 479.2046, found 479
.2033；Ｏ４－１８：３－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-TOF-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C

21H36O11P 495.1995, found 495.1996；Ｏ４－１８：２－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-TOF-ESI N
eg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C21H38O11P 497.2152, found 497.2148。
【０１５８】
　実施例１－１
１－リノレオイル（１８：２）－ＬＰＡを用いた高活性型ＬＰＡの調製
　１－リノレノイル（１８：３）－ＬＰＡの代わりにＤ（＋）－ｓｎ－１－Ｏ－リノレオ
イル－グリセリル－３－ホスフェート・ナトリウム塩（echeon, L-0182）を用いて実施例
１と同様の操作を行い、以下の物性値を有する高活性型ＬＰＡ（（２Ｓ）－２－ヒドロキ
シ－３－［８－｛（２Ｒ、３Ｓ）－３－［（（２Ｒ、３Ｓ）－３－ペンチル－２－オキシ
ラニル）メチル］－２－オキシラニル｝オクタノイルオキシ］プロピルリン酸
【０１５９】
【化２８】

【０１６０】
、（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－［８－｛（２Ｓ、３Ｒ）－３－［（（２Ｓ、３Ｒ）－
３－ペンチル－２－オキシラニル）メチル］－２－オキシラニル｝オクタノイルオキシ］
プロピルリン酸
【０１６１】

【化２９】

【０１６２】
、（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－［８－｛（２Ｒ、３Ｓ）－３－［（（２Ｓ、３Ｒ）－
３－ペンチル－２－オキシラニル）メチル］－２－オキシラニル｝オクタノイルオキシ］
プロピルリン酸
【０１６３】
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【化３０】

【０１６４】
、および／または（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－［８－｛（２Ｓ、３Ｒ）－３－［（（
２Ｒ、３Ｓ）－３－ペンチル－２－オキシラニル）メチル］－２－オキシラニル｝オクタ
ノイルオキシ］プロピルリン酸
【０１６５】

【化３１】

【０１６６】
）を得た。
＜マススペクトルデータ＞
ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C21H38O9P 465.2254, found 465.22
88；ＨＲＭＳＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]--C3H7O5P 311.2368, [M-H]

--C3H7O5P-H

2O 293.2284, [M-H]
--C18H30O3 171.0207, [M-H]

--C18H30O3-H2O 153.0045；
＜ＮＭＲデータ＞
ＮＭＲ（deuterium oxide）：δ　0.8(t, J=7.2Hz, 3H), 1.2-1.6(m, 20H), 1.6(dt, J=1
5.0, 7.5Hz, 0.5H), 1.8(t, J=6.4Hz, 1H), 2.0(td, J=14.9, 5.0Hz, 0.5H), 2.3(t, J=7
.5Hz, 1H), 3.1-3.2(m, 2H), 3.2-3.3(m, 2H), 3.7-3.9(m, 2H), 4.0(m, 1H), 4.1(dd, J
=11.5, 6.6Hz, 1H), 4.1(dd, J=11.5, 3.7Hz, 1H)。
【０１６７】
　実施例１－２
１－アラキドノイル（２０：４）－ＬＰＡを用いた高活性型ＬＰＡの調製
　１－リノレノイル（１８：３）－ＬＰＡの代わりにＤ（＋）－ｓｎ－１－Ｏ－アラキド
ノイル－グリセリル－３－ホスフェート・ナトリウム塩（echeon, L-0204）を用いて実施
例１と同様の操作を行い、以下の物性値を有する高活性型ＬＰＡを得た。
＜マススペクトルデータ＞
Ｏ１－２０：４－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C23H38O8
P 473.2304, found 473.2289；Ｏ２－２０：４－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z
)：[M-H]- calcd for C23H38O9P 489.2253, found 489.2218；Ｏ３－２０：６－ＬＰＡ　
ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C23H34O10P 501.1890, found 501.1
871；Ｏ３－２０：５－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C23
H36O10P 503.2046, found 503.2010；Ｏ３－２０：４－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg
.)(m/z)：[M-H]- calcd for C23H38O10P 505.2203, found 505.2168；Ｏ４－２０：５－
ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C23H36O11P 519.1995, fou
nd 519.1980；Ｏ４－２０：４－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd
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 for C23H38O11P 521.2152, found 521.2133；Ｏ５－２０：５－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-Tof
-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C23H36O12P 535.1944, found 535.1973；Ｏ５－２
０：４－ＬＰＡ　ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C23H38O12P 537.2
101, found 537.2099。
【０１６８】
　実施例２
質量分析による比較
　実施例１で得られた高活性型ＬＰＡが、参考例１で得られた１－リノレノイル（１８：
３）－ＬＰＡとは異なるものであることを質量分析により確認した。以下に測定条件およ
び方法を示す。
＜材料＞
シリカゲルカラム：Ｄｅｖｅｌｏｓｉｌ６０－５（２．０ｍｍ×１５０ｍｍ）（Nomura C
hemical Co.,LTD.）
プレカラム：１．５ｍｍ×１０ｍｍガードカラム（Nomura Chemical Co.,LTD.）
＜調製試薬＞
ＨＰＬＣ用溶出バッファー
（１）バッファーＡ：
０．１％ギ酸アンモニウム（ｐＨ６．４）／アセトニトリル－メタノール混合溶媒（アセ
トニトリル：メタノール＝２：１）
（２）バッファーＢ：
０．１％ギ酸アンモニウム（ｐＨ６．４）／メタノール－水混合溶媒（メタノール：水＝
２：１）
＜使用機器＞
（１）ＨＰＬＣ（Waters, Alliance2795）
（２）Ｑ－ＴＯＦ質量分析装置（Micromass, Q-TOF Ultima API）
＜方法＞
（１）ＬＣ／ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳによる１－リノレノイル（１８：３）－ＬＰＡの検出
前記機種を用いて，以下のＨＰＬＣおよび質量分析装置の設定にて測定を行った。
ＥＳＩ－ＭＳ　Ｎｅｇａｔｉｖｅ　Ｉｏｎ　Ｍｏｄｅ
［Ｓｏｕｒｓｅ］
Ｃａｐｉｌｌａｒｙ：２．９；Ｃｏｎｅ：４０；ＲＦ　Ｌｅｎｓ１：５０．０；Ｓｏｕｒ
ｓｅ　Ｔｅｍｐ（℃）：１００；Ｄｅｓｏｌｖａｔｉｏｎ　Ｔｅｍｐ（℃）：２００；Ｃ
ｏｎｅ　Ｇａｓ　Ｆｌｏｗ（Ｌ／Ｈｒ）：５０；Ｄｅｓｏｌｖａｔｉｏｎ　Ｇａｓ　Ｆｌ
ｏｗ（Ｌ／Ｈｒ）：８００
［ＭＳ］
ＬＭ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ：１０．０；ＨＭ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ：１０．０；Ｃｏ
ｌｌｉｓｉｏｎ　Ｅｎｅｒｇｙ：５．０
［ＭＳ２］
ＴＯＦ（ｋＶ）：９．１０；ＭＣＰ：２０００
［ＬＣ］
ＨＰＬＣ　Ｇｒａｄｉｅｎｔ：括弧［］内はバッファーＡとバッファーＢの比率（％）を
示す。
０ｍｉｎ［１００：０］；５ｍｉｎ［１００：０］；２０ｍｉｎ［７０：３０］；３０ｍ
ｉｎ［７０：３０］；３５ｍｉｎ［１００：０］
Ｆｌｏｗ　Ｒａｔｅ：０．２ｍＬ／ｍｉｎ
Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　Ｖｏｌ．：３０μＬ（１００μｇ／ｍＬ　１－リノレノイル（１８
：３）－ＬＰＡ）
（２）ＬＣ／ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳによる高活性型ＬＰＡの検出
実施例１で得られた高活性型ＬＰＡ（２μＬ）をアセトニトリルとメタノールの混合溶媒
（アセトニトリル：メタノール＝１：２）にて５００倍希釈し、前記機種を用いて、以下
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の質量分析装置の設定にてダイレクトインジェクションにて測定を行った。
ＥＳＩ－ＭＳ　Ｎｅｇａｔｉｖｅ　Ｉｏｎ　Ｍｏｄｅ
［Ｓｏｕｒｓｅ］
Ｃａｐｉｌｌａｒｙ：２．９；Ｃｏｎｅ：４０；ＲＦ　Ｌｅｎｓ１：５０．０；Ｓｏｕｒ
ｓｅ　Ｔｅｍｐ（℃）：１００；Ｄｅｓｏｌｖａｔｉｏｎ　Ｔｅｍｐ（℃）：２００；Ｃ
ｏｎｅ　Ｇａｓ　Ｆｌｏｗ（Ｌ／Ｈｒ）：５０；Ｄｅｓｏｌｖａｔｉｏｎ　Ｇａｓ　Ｆｌ
ｏｗ（Ｌ／Ｈｒ）：８００
［ＭＳ］
ＬＭ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ：１５．０；ＨＭ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ：１５．０；Ｃｏ
ｌｌｉｓｉｏｎ　Ｅｎｅｒｇｙ：５．０
［ＭＳ２］
ＴＯＦ（ｋＶ）：９．１０；ＭＣＰ：２０００
＜結果＞
参考例１で得られた１－リノレノイル（１８：３）－ＬＰＡと実施例１で得られた高活性
型ＬＰＡは、質量分析で異なるスペクトルチャート（図１）を示した。
【０１６９】
　実施例３
薬理活性の確認およびＬＰＡとの活性比較
（１）［Ｃａ２＋］ｉアッセイ系による評価
　ヒトＥＤＧ－２遺伝子を過剰発現させたチャイニーズハムスターオーバリー（Ｃｈｉｎ
ｅｓｅ　Ｈａｍｓｔｅｒ　Ｏｖａｒｙ、ＣＨＯ）細胞を用いて該受容体のアゴニスト活性
の評価を行なった。ＥＤＧ－２発現細胞は、１０％ＦＢＳ（ウシ胎児血清）、ペニシリン
／ストレプトマイシン、ブラスチサイジン（５μｇ／ｍＬ）含有Ｈａｍ’ｓＦ１２培地（
Gibco BRL）を用いて培養した。まず、Ｆｕｒａ２－ＡＭ（Dojindo）を細胞内へ取り込ま
せるため、細胞をＦｕｒａ２－ＡＭ溶液［１０％ＦＢＳ、ＨＥＰＥＳ緩衝液（２０ｍＭ、
ｐＨ７．４）、プロベネシド（２．５ｍＭ）（Sigma, P-8761）含有Ｈａｍ’ｓＦ１２培
地］（５μＭ）で、３７℃で６０分間インキュベーションし、ＨＥＰＥＳ緩衝液（２０ｍ
Ｍ、ｐＨ７．４）およびプロベネシド（２．５ｍＭ）を含むＨａｎｋｓ液で１回洗浄し、
同Ｈａｎｋｓ液に浸した。蛍光ドラッグスクリーニングシステム（浜松ホトニクス社製）
にプレートをセットし、３０秒間無刺激で測定し、実施例１で得られた高活性型ＬＰＡを
含む溶液を添加した。ＬＰＡは生理食塩水に溶解し、終濃度が０．１ｎＭ乃至１０μＭの
範囲で添加した。添加前後の細胞内Ｃａ２＋濃度（Ｆｕｒａ２－Ｃａ２＋蛍光）を３秒間
隔で測定した（励起波長３４０ｎｍおよび３８０ｎｍ、蛍光波長５００ｎｍ）。
＜結果＞
実施例１で得られた高活性型ＬＰＡは、ＥＤＧ－２発現細胞における細胞内カルシウムイ
オン濃度の上昇作用を有することが判った。
（２）ラット摘出尿道を用いた収縮測定系による評価
　雌性または雄性ＣＤ（ＳＤ）ＩＧＳラット（日本チャールスリバー、使用時８乃至９週
齢）を頭部打撲法および頸動静脈切断により放血致死させた後、恥骨下の尿道を注意深く
摘出し、速やかにＫｒｅｂｓ－Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ液（１１２ｍＭ　ＮａＣｌ、５．９ｍ
Ｍ　ＫＣｌ、２．０ｍＭ　ＣａＣｌ２、１．２ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１．２ｍＭ　ＮａＨ２

ＰＯ４、２５．０ｍＭ　ＮａＨＣＯ３、１１．５ｍＭ　Ｇｌｕｃｏｓｅ）に浸した。摘出
した標本から尿道部分を切り取り、切開し平板状にしたあと、輪走筋と平行に切断し、幅
２乃至３ｍｍ、長さ３乃至４ｍｍの短冊標本を一匹当たり２乃至３個作製した。
【０１７０】
　作製した標本をＫｒｅｂｓ－Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ液（３７±１℃、混合ガス［９５％Ｏ

２＋５％ＣＯ２］を通気）を充たしたマグヌス管内（容量：１０ｍＬ）に懸垂した。約０
．５ｇの張力負荷を与え６０分間安定させたあと、Ｆｏｒｃｅ　ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎ
ｔ　ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ（日本光電、ＦＤピックアップＴＢ－６１１Ｔ）からひずみ圧
アンプ（日本光電、ＡＰ－６２１Ｇ）を介してレコーダー（ＧＲＡＰＨＴＥＣ　ＣＯＲＰ
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．、リニアコーダＷＲ３３２０）上に収縮運動を記録した。
【０１７１】
　コントロールの収縮反応は、高濃度ＫＣｌ液（Ｋｒｅｂｓ－ＨｅｎｓｅｌｅｉｔのＮａ
Ｃｌを全てＫＣｌに置換したもの）で刺激することにより得た。実施例１、実施例１－１
または実施例１－２で得られた高活性型ＬＰＡを含む溶液を添加し、尿道収縮の用量依存
性を測定した。
＜結果＞
実施例１、実施例１－１および実施例１－２で得られた高活性型ＬＰＡは、用量依存的に
ラット摘出尿道を収縮させることが判った。
（３）ウレタン麻酔下ラット尿道内圧上昇測定系
　雄性ＣＤ（ＳＤ）ＩＧＳラット（日本チャールスリバー、使用時８乃至９週齢）をウレ
タン（１．２ｇ／ｋｇ）の皮下投与により麻酔した。頸部正中切開後、薬液投与用の頚静
脈カテーテル、血圧測定用の動脈カテーテルを挿入した。次に下腹部正中切開し、恥骨下
で尿道を結紮した。尿道カテーテルを膀胱頂部を切開して尿道内へ挿入し、膀胱頸部で結
紮固定した。尿道カテーテルの他端を圧トランスデューサーに接続して尿道内圧を測定し
た。尿道内圧を２０ｍｍＨｇ付近に合わせて静止させ、安定するまで静置した（約２０分
）。その後、実施例１、実施例１－１または実施例１－２で得られた高活性型ＬＰＡまた
はそれらを製造する原料として用いたＬＰＡを静脈内投与し、尿道内圧上昇作用を評価し
た。
＜結果＞
ウレタン麻酔下ラット尿道内圧上昇測定系を用いて、ＬＰＡと高活性型ＬＰＡとの活性を
比較した結果、高活性型ＬＰＡはＬＰＡに比べて強い尿道内圧の上昇活性を示した。例え
ば、参考例１で得られた１－リノレノイル（１８：３）－ＬＰＡと、実施例１で得られた
高活性型ＬＰＡとを比較した結果、０．３ｍｇ／ｋｇ、ｉ．ｖ．の投与量において、高活
性型ＬＰＡは、１－リノレノイル（１８：３）－ＬＰＡに比して、少なくとも１．５乃至
２倍の尿道内圧の上昇を認めた。また同様に１－リノレオイル（１８：２）－ＬＰＡと、
実施例１－１で得られた高活性型ＬＰＡとを比較した結果、０．３ｍｇ／ｋｇ、ｉ．ｖ．
の投与量においては、１－リノレオイル（１８：２）－ＬＰＡが０．６ｍｍＨｇの尿道内
圧の上昇を示したのに対し、実施例１－１で得られた高活性型ＬＰＡは５．４ｍｍＨｇの
尿道内圧の上昇を示した。さらに１．０ｍｇ／ｋｇ、ｉ．ｖ．の投与量においては、１－
リノレオイル（１８：２）－ＬＰＡが０．８ｍｍＨｇの尿道内圧の上昇を示したのに対し
、実施例１－１で得られた高活性型ＬＰＡは８．５ｍｍＨｇの尿道内圧の上昇を示した。
【０１７２】
　実施例４
（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－［（９Ｚ）－９－オクタデセノイルオキシ］プロピルリ
ン酸・二ナトリウム塩（以下、オレオイル（１８：１）－ＬＰＡと略記する。）
【０１７３】
【化３２】

【０１７４】
を用いた高活性型ＬＰＡの調製
　オレオイル（１８：１）－ＬＰＡ（Sigma, L-7260）（１２．２ｍｇ）を含むアセトニ
トリルとメタノールの混合溶媒（アセトニトリル：メタノール＝１：２）（９．３６ｍＬ
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）に、メタクロロ過安息香酸（３１．３ｍｇ）を含むアセトニトリルとメタノールの混合
溶媒（アセトニトリル：メタノール＝１：２）（１．１６ｍＬ）を加えて撹拌し、室温で
３８時間静置し、濃縮した。得られた残渣をクロロホルム（０．６ｍＬ）に溶解し、シリ
カゲルカラムクロマトグラフィー（Ｓｅｐ－Ｐａｋ　Ｖａｃ　Ｓｉｌｉｃａ　６ｃｃ（５
００ｍｇ）、クロロホルム：メタノール＝１：０乃至０：１）にて精製し、以下の物性値
を有する高活性型ＬＰＡ（（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－［８－（３－オクチル－２－
オキシラニル）オクタノイルオキシ］プロピルリン酸・二ナトリウム塩
【０１７５】
【化３３】

【０１７６】
、（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（１０－ヒドロキシ－８－オクタデセノイルオキシ）
プロピルリン酸・二ナトリウム塩
【０１７７】

【化３４】

【０１７８】
、および／または（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（９－ヒドロキシ－１０－オクタデセ
ノイルオキシ）プロピルリン酸・二ナトリウム塩
【０１７９】
【化３５】

【０１８０】
）（１１．３ｍｇ）を得た。
＜マススペクトルデータ＞
ＨＲＭＳ(Q-TOF-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C21H40O8P 451.2461, found 451.23
98；
ＨＲＭＳＭＳ(Q-TOF-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]--C3H7O5P 297.2430, [M-H]

--C3H7O5P-H2O 2
79.2334, [M-H]--C18H32O2 171.0090, [M-H]

--C18H32O2-H2O 152.9979。
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【０１８１】
　実施例５
１－リノレオイル（１８：２）－ＬＰＡを用いた高活性型ＬＰＡの調製
　Ｄ（＋）－ｓｎ－１－Ｏ－リノレオイル－グリセリル－３－ホスフェート・ナトリウム
塩（echeon, L-0182）（２．０ｍｇ）を含むギ酸アンモニウム水溶液(１．８ｍＬ、１０
ｍＭ、ｐＨ９．０)に、Ｓｏｙｂｅａｎ　ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ（５００００Ｕ／ｍ
Ｌ）を含むギ酸アンモニウム水溶液(１．０ｍＬ、１０ｍＭ、ｐＨ９．０)を加えて撹拌し
、室温にて６時間静置することにより、以下の物性値を有する高活性型ＬＰＡ（（２Ｓ）
－２－ヒドロキシ－３－（９－ヒドロペルオキシ－１０，１２－オクタデカジエノイルオ
キシ）プロピルリン酸
【０１８２】
【化３６】

【０１８３】
、（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（１０－ヒドロペルオキシ－８，１２－オクタデカジ
エノイルオキシ）プロピルリン酸
【０１８４】

【化３７】

【０１８５】
、（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（１２－ヒドロペルオキシ－９，１３－オクタデカジ
エノイルオキシ）プロピルリン酸
【０１８６】

【化３８】

【０１８７】
、および／または（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（１３－ヒドロペルオキシ－９，１１
－オクタデカジエノイルオキシ）プロピルリン酸
【０１８８】
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【化３９】

【０１８９】
）を得た。
＜マススペクトルデータ＞
ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C21H38O9P 465.2254, found 465.22
53；
ＨＲＭＳＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]--C3H7O5P-H2O 293.2256, [M-H]

--C18H30O3 
171.0233, [M-H]--C18H30O3-H2O 153.0066。
【０１９０】
　実施例５－１
１－リノレノイル（１８：３）－ＬＰＡを用いた高活性型ＬＰＡの調製
　Ｄ（＋）－ｓｎ－１－Ｏ－リノレオイル－グリセリル－３－ホスフェート・ナトリウム
塩の代わりにＤ（＋）－ｓｎ－１－Ｏ－リノレノイル－グリセリル－３－ホスフェート・
ナトリウム塩（echeon, L-0183）を用いて実施例５と同様の操作を行い、以下の物性値を
有する高活性型ＬＰＡ（（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（９－ヒドロペルオキシ－１０
，１２，１５－オクタデカトリエノイルオキシ）プロピルリン酸
【０１９１】
【化４０】

【０１９２】
、（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（１０－ヒドロペルオキシ－８，１２，１５－オクタ
デカトリエノイルオキシ）プロピルリン酸
【０１９３】

【化４１】

【０１９４】
、（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（１２－ヒドロペルオキシ－９，１３，１５－オクタ
デカトリエノイルオキシ）プロピルリン酸
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【０１９５】
【化４２】

【０１９６】
、（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（１３－ヒドロペルオキシ－９，１１，１５－オクタ
デカトリエノイルオキシ）プロピルリン酸
【０１９７】

【化４３】

【０１９８】
、（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（１５－ヒドロペルオキシ－９，１２，１６－オクタ
デカトリエノイルオキシ）プロピルリン酸
【０１９９】
【化４４】

【０２００】
、および／または（２Ｓ）－２－ヒドロキシ－３－（１６－ヒドロペルオキシ－９，１２
，１４－オクタデカトリエノイルオキシ）プロピルリン酸
【０２０１】
【化４５】

【０２０２】
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）を得た。
＜マススペクトルデータ＞
ＨＲＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]- calcd for C21H36O9P 463.2097, found 463.20
90；ＨＲＭＳＭＳ(Q-Tof-ESI Neg.)(m/z)：[M-H]--C3H7O5P-H2O 291.2151, [M-H]

--C18H3
0O3 171.0269, [M-H]

--C18H30O3-H2O 153.0096。
【０２０３】
　実施例６
正常動物の血漿中における高活性型ＬＰＡの検出
（ｉ）採血
　正常ラット（Ｃｒｊ：ＣＤ（ＳＤ）ＩＧＳ（雄性、日本チャールス・リバーより購入）
使用時１０週齢）を２４時間以上絶食した後に、保定器を使用して頚部静脈からヘパリン
加採血を行なった。
（ｉｉ）血漿の調製
　２０ｍｇ／ｍＬの２，６－ジ－ｔ－ブチル－４－ヒドロキシトルエンを含有するエタノ
ール溶液と、２ｍｇ／ｍＬのアスコルビン酸を含有する生理食塩水溶液とを５０μＬずつ
加えたガラス試験管に、採取した血液または生理食塩水を１．０ｍＬ加え、５秒間攪拌の
のち直ちにメタノール（２．５ｍＬ）および酢酸（６０μＬ）を加え、室温で２分間攪拌
した。さらに、クロロホルム（１．２５ｍＬ）を加え、室温で１分間攪拌し、１０分間静
置した。またさらに、クロロホルム（１．２５ｍＬ）を加え、室温で３０秒間撹拌し、飽
和食塩水（１．２５ｍＬ）を加え、１分間撹拌した後に、４℃で１０分間遠心分離した。
クロロホルム層を分取した後、水層にクロロホルム（１．２５ｍＬ）を加え、１分間撹拌
した後に、４℃で１０分間遠心分離した。得られたクロロホルム層を先に分取したクロロ
ホルム層とあわせ、窒素気流下、室温で８０分間乾燥した。乾燥後、窒素雰囲気下にて１
００ｍＭのリン酸二水素ナトリウムを含有する７０％メタノール水溶液（２００μＬ）に
溶解し、５分間遠心分離後、上清を分析容器にとり、分析用サンプルとした。
（ｉｉｉ）質量分析装置による測定
　分析用サンプルを質量分析により測定した。以下に測定条件および方法を示す。
＜材料＞
シリカゲルカラム：Ａｔｌａｎｔｉｓ　ｄＣ１８、３μｍ（２．１ｍｍ×５０ｍｍ）（Wa
ters Co.,LTD）
プレカラム：Ａｔｌａｎｔｉｓ　ｄＣ１８、３μｍ（２．１ｍｍ×１０ｍｍ）（Waters C
o.,LTD）
＜調製試薬＞
ＨＰＬＣ用溶出バッファー
（１）バッファーＡ：
１０ｍＭ　ギ酸アンモニウム（ｐＨ６．４）水溶液
（２）バッファーＢ：
１０ｍＭ　ギ酸アンモニウム（ｐＨ６．４）メタノール溶液
＜使用機器＞
（１）ＨＰＬＣ（Hewlett Packard, HP1100）
（２）タンデム質量分析装置（Micromass, Quattro micro API）
＜方法＞
前記機種を用いて、以下のＨＰＬＣおよび質量分析装置の設定にて測定を行った。
ＥＳＩ－ＭＳ　Ｎｅｇａｔｉｖｅ　Ｉｏｎ　Ｍｏｄｅ
［Ｓｏｕｒｓｅ］
Ｐｏｌａｒｉｔｙ：ＥＳ－；Ｃａｐｉｌｌａｒｙ（ｋＶ）：２．５；Ｅｘｔｒａｃｔｏｒ
（Ｖ）：２；ＲＦ　Ｌｅｎｓ（Ｖ）：０；Ｓｏｕｒｓｅ　Ｔｅｍｐ（℃）：１２０；Ｄｅ
ｓｏｌｖａｔｉｏｎ　Ｔｅｍｐ（℃）：３５０；Ｃｏｎｅ　Ｇａｓ　Ｆｌｏｗ（Ｌ／Ｈｒ
）：５９；Ｄｅｓｏｌｖａｔｉｏｎ　Ｇａｓ　Ｆｌｏｗ（Ｌ／Ｈｒ）：６１０
［ＭＳ］
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ＬＭ１　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ：１５；ＨＭ１　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ：１５；Ｉｏｎ　
Ｅｎｅｒｇｙ１：０．５；Ｅｎｔｒａｎｃｅ：－３；Ｅｘｉｔ：１；ＬＭ２　Ｒｅｓｏｌ
ｕｔｉｏｎ：１５；ＨＭ２　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ：１５；Ｉｏｎ　Ｅｎｅｒｇｙ２：３
；Ｍｕｌｔｉｐｌｉｅｒ（Ｖ）：６５０；Ｓｙｒｉｎｇｅ　Ｐｕｍｐ　Ｆｌｏｗ（μＬ／
ｍｉｎ）：１０；Ｇａｓ　Ｃｅｌｌ　Ｐｉｒａｎｉ　Ｐｒｅｓｓｕｒｅ（ｍｂａｒ）：２
．８６Ｅ－０３
［ＭＳＭＳ］
Ｃｙｃｌｅ　ｔｉｍｅ（ｓｅｃｓ）：１．７６０；Ｉｎｔｅｒ　Ｃｈａｎｎｅｌ　ｄｅｌ
ａｙ（ｓｅｃｓ）：０．０２；Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｗｉｎｄｏｗ（ｍｉｎｓ）：０．０
００　ｔｏ　３５．０００；Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ｍｏｄｅ：ＥＳ－；Ｄａｔａ　ｔｙ
ｐｅ：ＭＲＭ　ｄａｔａ
【０２０４】
【表１】

【０２０５】

［ＬＣ］
ＨＰＬＣ　Ｇｒａｄｉｅｎｔ：括弧［］内はバッファーＡとバッファーＢの比率（％）を
示す。
０～１ｍｉｎ［７０：３０］；１５ｍｉｎ［０：１００］；３０ｍｉｎ［０：１００］；
３０．１ｍｉｎ［７０：３０］；３５ｍｉｎ［７０：３０］
Ｆｌｏｗ　Ｒａｔｅ：０．２ｍＬ／ｍｉｎ
Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　Ｖｏｌ．：２０μＬ
Ｃｏｌｕｍｎ　Ｔｅｍｐ（℃）：２５
＜結果＞
測定値をＭａｓｓＬｙｎｘ解析ソフト（Waters）を用い、イオン化シグナルのクロマトチ
ャートのピーク面積（Ａｒｅａ　Ａｂｓ）を計算した。以下の表に結果を示す。
【０２０６】
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【０２０７】
酸化体は本分析条件にて特異的にかつ非酸化体と分離され、タンデムマススペクトル装置
にて検出された。例えば、２０：４－ＬＰＡに酸素１原子がついたもの（ｍ／ｚ：473.23
）は、ｂｌａｎｋでは検出限界以下（ＢＱＬ）であったが、正常ラットの血漿中では、１
１３のピーク面積を示した。
【産業上の利用可能性】
【０２０８】
　本発明は、以下に示すように医療分野への適用が可能である。
【０２０９】
　本発明によって、ＬＰＡが関与する疾患の予防および／または治療物質を効率的に得る
ことができる。本発明のスクリーニング方法は、ＬＰＡを用いた従来の方法とは異なり、
各種疾患の原因物質となる高活性型ＬＰＡをリガンドに用いているので、より生体環境を
反映したスクリーニング方法である。本発明のスクリーニング方法によって得られた物質
は、医薬品として適用することができる。
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