發明專利說明書

（本說明書格式、順序及粗體字，請勿任意更動，※記號部分請勿填寫）

· 申請案號：

· 申請日期：                   ※I P C 分類：

壹、發明名稱：（中文/英文） 
    C型肝炎治療劑
貳、申 請 人：（共  人）

姓名或名稱：（中文/英文）
代表人：（中文/英文）
住居所或營業所地址：（中文/英文）

國  籍：（中文/英文）  

參、發明人：（共  人）
姓　名：（中文/英文）
住居所地址：（中文/英文）

國  籍：（中文/英文）

肆、聲明事項：
   本案係符合專利法第二十條第一項  第一款但書或  第二款但書規定之期間，其日期為：  年  月  日。
◎本案申請前已向下列國家（地區）申請專利     主張國際優先權：   

【格式請依：受理國家（地區）；申請日；申請案號數　順序註記】

1.

2.

3.

4.

5.

   主張國內優先權(專利法第二十五條之一)：

【格式請依：申請日；申請案號數　順序註記】

1.

2.

   主張專利法第二十六條微生物：
   國內微生物 【格式請依：寄存機構；日期；號碼　順序註記】
   國外微生物 【格式請依：寄存國名；機構；日期；號碼　順序註記】
   熟習該項技術者易於獲得，不須寄存。

伍、中文發明摘要：
   本發明提供一種C型肝炎的預防劑及/或治療劑，其以下述一般式(Ⅰ)所示之化合物(Ⅰ)或其鹽做為有效成分。
(貼摘要的化學式)
陸、英文發明摘要：
柒、指定代表圖：
(一)本案指定代表圖為：第（    ）圖。
(二)本代表圖之元件代表符號簡單說明:

捌、本案若有化學式時，請揭示最能顯示發明特徵的化學式：
(貼申請專利範圍化學式)
玖、發明說明： 
【發明所屬之技術領域】

本發明為有關於C型肝炎治療劑。更詳而言之，為有關於C型肝炎病毒(Hepatitis C Virus以下稱之為HCV)複製子的RNA複製阻礙劑。特別是有關含有以下述化合物(I)或是其鹽為有效成分做為其特徵的C型肝炎治療劑。
【先前技術】

一般推定HCV的帶原者在全世界有1.7億人(約3%)，在日本國內大約達到150萬人。其治療法的第一選擇方式為干擾素(以下稱之為IFN，interferon)- 雷巴威林(Ribavirin雷巴威林，Virazole萬拉佐)合併雞尾酒療法，即使在這種療法中，其有效率對於所有型的HCV是40%，而對對於日本國內最常見的IFN耐受性型病毒(基因型1b)其有效率不過是15~20%而已，另一方面，其發生副作用的頻率也很高。在現行療法中，要完全驅除病毒是很困難的。當慢性肝炎無法根治的時候，會確實地進展為肝硬化(30%)、肝細胞癌(25%)。在歐美，C型肝炎是肝臟移植的主要病因。但是，在移植後的肝臟，仍然有不少會有HCV的再出現。因此在社會上，有非常大的需要，期待能有一種新藥「在有效性、安全性上皆改善，具有更強力的抗病毒效果，可以抑制C型肝炎。
  HCV是一種帶有正股RNA的病毒，從對其基因鹼基對的序列的解析，將之分類到Flaviviridae科。若根據文獻Fiel ds Virology fourth edition, D. Knipe et al ed., Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins 2001, 1127-1161的話，被發現有HCV的存在，是被推定在從1970年代，至其發現為止，歷經了一番困難，有很長的一段的時間，它被稱之為非A非B病毒。於1989年由Coo Q-L et al.( Science 244,359~362(1989))從感染實驗動物的血清，選殖出了本病毒基的一部分，並同定了其Cdna序列，由此正式被命名為HCV。其基因組RNA約有9500個鹼基，其具有讀取框架，其編碼由大概300個胺基酸殘基的複合蛋白質。其形成病毒粒子的構造蛋白質位於N末端，芯蛋白質C、2種類的被膜蛋白E1、E2更進一步以非構造蛋白質NS1的順序並列。複合蛋白質受到修飾，藉此做出構成病毒基因組RNA的複製上所需要的複製裝置的蛋白質。
【發明內容】

  環孢靈A(ClclosporinA:商品名Sandimmun)經常被使用在臟器移植上做為免疫抑制劑。M. Thali et al.(Nature 372, 363-365(1994)提出報告指出環孢靈A可阻礙人類免疫缺陷病毒型1(Human Tmmunodeficiency Virus Type 1, HIV-1)的病毒粒子形成蛋白質和環孢靈之間的相互作用，顯示具有抗HIV-1活性。還有舉報告中有提出環孢靈具有直接的抗HCV作用者，可列舉K. Inoue et al, 6th International Symposium on Hepatitic C and Related Virus. 3-6 June(2000) Bethesda, MD, USA.等的發表。但是至今為止，還有其他的團體的發表來支持這個看法。
  在臨床上，M. Berenguer et al.(J. Hepatol 32, 673-684(2000))提出報告指出免疫抑制劑環孢靈A的使用，將會促進移植患者體內的HCV的增殖。還有G. Everson, Liver Tran 10 Suppl 1:S19-27(2002)也有提出報告，說在肝臟移植的病人體內，對環孢靈A和其他的免疫抑制劑，針對其HCV的再感染做比較時，彼等之間的再感染率上並沒有差別。
  IFN和環孢靈A的併用療法，結果認為比IFN單獨療法更具有效果的報告，可由前述的K. Inoue et al,(J. Gastroenterol 38, 567~572(2003))所暗示，另一方面，進行此報告的追試的S. Cotler et al.(J. Clin. Gastroenterol, 36 352~355(2003))研究中，報告指出IFN和環孢靈A的併用療法比起現行的聚乙烯二醇化(Pegylated)IFN和雷巴威林(Ribavirin)併用療法，其效果較為差劣。但是，在此報告也指出，雖然是屬於少數例，環孢靈A的血中最低濃度值較高的病例，會顯示出較佳的治療效果。

  由以上來看，更迫切地需要一種C型肝炎治療劑，比起環孢靈A，在例如活性的強度上，血中移行性、選擇性、副作用的降低上等，皆有改良者。
(用以解決課題之手段)
    本發明的化合物(I)為由下述式所表示，是與環孢靈A在化學構造上，特別為在構成胺基酸上不同的化合物，例如其可依照特開平5-271267號公報之中所記載的方法，可以藉由黴菌(Stachybotrys chart aum No. 19392:寄託編號為FERM BP-3364)所生產。
(貼第4頁化學式(I)) 
化合物(I)的適當的鹽，是在醫學上得以容許的普通的無毒的鹽，例如可舉：與無機鹼基的鹽(例如：鈉鹽、鉀鹽等的鹼金族金屬鹽、鈣鹽、鎂鹽等之鹼土族類金屬鹽、胺鹽)，與有機鹼基的鹽(例如：三乙基胺鹽、二異丙基乙基胺鹽、吡啶鹽、甲吡喀鹽、乙醇胺鹽、三乙醇胺鹽、環己基胺鹽、N’N’-二芐基乙基二胺鹽等之有機胺鹽)、無機鹽附加鹽(例如：鹽酸鹽、 溴化氫酸鹽、硫酸鹽、磷酸鹽等)、有機羧酸或是磺酸附加鹽(例如甲酸鹽、醋酸鹽、三氟醋酸鹽、順丁烯二酸鹽、酒石酸鹽、葡糖酸鹽、富馬酸鹽、甲烷磺酸鹽、苯磺酸鹽、甲苯磺酸鹽等)、鹼基性或是與酸性胺基酸(例如：精胺酸、天門冬胺酸、麩胺酸等)之間的鹽等的鹼之間的鹽或是酸附加鹽。
   於本發明中，以化合物(I)或是其鹽做為有效成分的HCV治療劑，是含有有機或是與無機擔體或是賦形劑之間的混合物，可以固體、半固體、或是以液體的型式的醫藥製劑的形態來使用，其可適於投與於經口、舌下、頰、鼻腔、呼吸器、腸管外(包括對皮內、臟器內、皮下、皮膚內、肌肉內、關節內、中心靜脈、肝靜脈、未梢靜脈、淋巴液、心臟、動脈之注射、包括對眼睛周圍的注射之眼內或是眼精周圍點滴)；對眼球內、眼球構造

 眼球層的點滴；包含耳管之耳朵、乳頭狀空氣室、外部以及包含內部聽覺管、鼓膜、中耳、蝸牛螺旋管鍵鞘囊、迷路等之內耳；腸管、直腸、陰道、尿管、膀胱。就子宮內以及週產適應症，投與在母體的血管內或是包含子宮、子宮頸部、陰道之母體器官、胚胎、胎兒、新生兒以及聯合組織以及羊膜、臍帶動脈以及靜脈、胎盤之類的空問之中，以腸管外為較佳，不過此等通路要依照患者的狀態而有所改變。
    以化合物(Ⅰ)或其鹽做為治療劑，雖可單獨投與，但是還是將此做為處方調劑的一部分來利用為較佳。本發明的「HCV治療劑」為至少一種，或是以與好幾種適當的有機、或是無機擔體或者是賦形劑、或者是其他藥理學的治療劑一起混合的混合物的形式來含有，例如，可以以固體、半固體、或是液體的形態的醫藥製劑的形態來使用，有效成皆，例如，與製藥上普通無毒性的擔體一起混合，做成顆粒劑、錠劑、微粒劑、糖錠劑、膠囊劑、坐劑、乳霜劑、軟膏劑、噴霧劑、吹入用粉劑、注射用液劑、乳劑或者是懸濁劑等之液體形態；經口攝取劑、點眼劑、其他適於使用的任意形態。然後，若是有需要的話，還可以在上述製劑之中添加安定劑、增黏劑、濕潤劑、硬化劑、著色劑等之補助劑；香料或是緩衝劑；其他任意的常用添加劑。

    本發明的「HCV治療劑」之中，因應疾病的經過，或是狀態，配合化合物(Ⅰ)的或其鹽，以得到所希望的HCV抑制效果。

    化合物(Ⅰ)或是其鹽的治療有效投與量，會因為需處置的各個患者的年齡以及狀態而有所不同，也依該治療劑被投與的處方的類型以及投與所進行的樣態以及疾病的階段或是投與的間隔而不同，通常治療藥佔全組成物的重量的0.1到90%為止。為了抑制HCV，以腸管外投與，以體重的每1公斤每日投與0.0001mg至50mg，更佳者為0.001至25mg的量，還有以腸管內的投與，大約為體重每1公斤1日投與0.001至100mg，較佳為0.01至60mg的量。但是此等投與量，為了得到治療結果，有時候也必須超過其上限不可。
    化合物(Ⅰ)或是其鹽之中，也包含溶劑和化合物(例如：水和物、乙醇和物等)。

    化合物(Ⅰ)或是其鹽之中，也包含結晶形態、非結晶形態兩方面的形態。

    化合物(Ⅰ)或是其鹽之中，也包含前驅藥的形態。

    本發明在透過說明書所記載的條件之中，是有關使用HCV治療劑的發明。在本發明之中，因此之故，也包括所有的廣告、標籤、包裝、資訊資料、包夾廣告、產物明細、廣告資料、文字、宣傳單、雜誌、書等；或是藉由會話、傳真、電話、照片、收音機、錄音帶、電視、膠卷、網際網路、電子郵件等所做的資訊交換媒體、利用電腦所做的資訊手段，有為了關臨床試驗的提案、針對HCV抑制作用的使用治療劑的臨床試驗上所做的研究實驗手續書等也包含在內。
    在此被引用的專利說明書以及刊行物，因為被引用而也包含於本說明書之中。

    V. Lohmann et al.(Science 285, 110~113(1999))製作導入了次基因HCV RNA分子之人肝癌細胞株(Huh7)，提出報告指出：已成功地導入細胞，而且次基因HCV RNA以高倍率地複製。這可以認為是由於在這一些細胞株之中的次細胞HCV RNA的複製機制，與受到了HCV感染的肝細胞內中之完全長的HCV RNA基因組的複製極為相似。因此，使用導入了次基因HCV RNA 的Huh7細胞的細胞水準之下的分析方法成為本發明之阻礙HCV複製之化合物(Ⅰ)或是其鹽的活性評價方法的基礎。
    為了顯示本發明的化合物(Ⅰ)或是其鹽的有用性，在以下表示其試驗例。

【實施方法】
對於HCV複製的阻礙作用的評價是使用RNA抽出管柱從細胞精製複製子RNA，利用Taq-Man化學法以即時RT-PCR直接定量複製子RNA來進行。評價方法是在Lohmann et al., Science 285:110(1999)以及Takeuchi et al, Gastroenterology 116:636~642(1999)的方法之上，再加上變更而成的方法。在以下記載其詳細的內容。
試驗化合物
1) 對細胞添加藥劑

放在6孔微孔滴定盤(Corning公司製 )之中，在其中的每一孔之中先裝入含有5%牛胎兒血清以及G418 300μm/ml的D-MEM培養基2ml，在此中再播種HCV表現細胞(Kishine et al., B.B.R.C 293:993~999(2002))。於37℃之下，有5%CO2的存在下經過16小時的培養之後，將試驗化合物和溶解的上述D-MEM培養基彼此交換。
2) 從細胞抽出RNA

    再經過2天的培養之後，遵照RNA抽出RNeasy Mini(Qiagen公司製)的實驗手續書，從細胞中抽出總RNA，使用Du800紫外可視分光解析系統(Beckman公司製)，測定其吸光度比(260nm/280nm)，求得其總RNA量。
3) 依照即時RT-PCR法所做的複製子RNA量的定量

   即時RT-PCR法是將增幅HCV基因序列的一部分的引物、互補的探針予以組合而進行(所有的試劑都是寶酒造公司製)以含有RNase抑制劑之NF水，將在2)之中所抽出的RNA，稀釋至25ng/μl，在384孔PCR盤分別分注2μl。RT-PCR用的反應液是遵照實驗手續書混合TaqMan EZ RT-PCR Core Reagent (Applied Biosystems公司)，分別添加8μl。
    利用ABI PRISM 7900HT sequence detection system(Biosystems公司提供), 進行RT-PCR，並進行HCV複製子RNA的定量。檢量線是使用將合成HCV RNA分別不斷地稀釋10倍而作成的。陰性控制則是在沒有添加RNA之下進行反應。

4) 內在性控制RNA的定量
做為內在性控制，和3)同樣地藉由即時RT-PCR定量甘油醛-3-磷酸脫氫酶(glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)mRNA。引物以及探針都是使用Applied Biosystems公司的TaqMan GAPDH控制反應試劑。使用試劑套組附加的控制RNA，將其每次每次予以稀釋成10倍，製作成檢量線。陰性控制則在沒有添加RnA之下進行反應。
細胞毒性的檢定
以和培養複製子阻礙活性的評價系同樣的條件培養HCV複製子表現細胞，以0.05%胰蛋白酶-0.5mMEDTA將細胞分散，利用0.1%曙紅-PBS(-)來染色細胞，於顯微鏡下計數生細胞數。
試驗結果
  對經過以內在性控制(GAPDH)的定量值修正後的複製子RNA的定量值，藉由描圖法算出相對於控制組(沒有添加藥劑群-只有DMSO)，顯示50%RNA水準的藥劑濃度，當做是EC50值。細胞毒性則是利用描圖法，算出相對於控制組(沒有添加藥劑群-只有DMSO)，顯示50%水準的藥劑濃度，當做是CC50值。
【表1】
	
	對HCV複製子的阻礙活性

E50(Μm)

	試驗化合物
	<0.5


    由以上的結果來看，顯示本發明的化合物(Ⅰ)或是其鹽具有抗C型肝炎病毒的活性。
拾、申請專利範圍：
1.一種C型肝炎預防劑及/或治療劑，其特徵為以下述一般式(Ⅰ)所示之化合物(Ⅰ)或是其鹽作為有效成分。
(貼申請專利範圍化學式(Ⅰ))

2.一種申請專利範圍第1項化合物(Ⅰ)或是其鹽的使用，其特徵為該使用是為了製造用以預防及/或治療C型肝炎的醫藥。

3.一種C型肝炎的預防及/或治療方法，其特徵為對人或是動物投與申請專利範圍第1項之化合物(Ⅰ)或是其鹽。
4.一種市販用包裝品，其特徵為由效能說明書所構成，該說明書之中記載了申請專利範圍第1項的化合物或是其鹽是被使用或必須被使用在C型肝炎的預防及/或治療上。
拾壹、圖式：
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