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明 細 書

発明の名称 ：神経細胞死抑制剤

技術分野

[0001 ] 本発明は、環状ホスファチジン酸又は力ルバ環状ホスファチジン酸を有効

成分とする一過性脳虚血による遅発性の神経細胞死を抑制するための薬剤に

関する。

背景技術

[0002] 脳血管疾患には、血管の病的プロセスにより生 じる何 らかの脳の異常が含

まれる。血管の病的プロセスには、次のいずれか 1 つまたは複数が含まれる

と考えられる。血栓または塞栓による血管内腔の閉塞、血管の破裂、血管壁

の透過性の変化、血液質の粘度上昇などによる変化がある。

[0003] 脳血管疾患は典型的には発作として現れる、発作は血流の欠如及び脳への

不十分な酸素により生 じる脳組織の死として特徴づけることができる。欧米

においては、心疾患及び癌についで、発作が主な死因である。わが国におい

ては、脳血管障害の死亡率は減少 している一方、発症率は増加 しており、高

齢者の寝たきりの原因の約4割を占めている。

[0004] 発作は虚血性または出血性である。虚血性発作では、血管を閉塞する血餅

により、またはァテローム硬化症により、脳の一部への血液供給が低下する

力、、止まる。脳への血流低下または停止が、脳虚血として知 られている。脳

虚血は数秒から数分持続する事があり、虚血が 2 , 3 分以上起 こると脳組織

の梗塞が生 じる。更に、脳虚血は、重篤且つ長時間の心不全またはショック

に由来する循環及び低血圧の障害からも起 こりうる。

[0005] これまで、脳虚血疾患に対する治療薬は幾つか臨床の現場で使用されてき

ており多くの患者の救命に貢献 してきているが、発作を発症 してからの治療

には充分な効果を発揮 し得ていないのが現状である。また、下記の文献にお

いては神経細胞死を引き起 こす疾患の予防法並びに治療法として、 リゾフォ

スファチジルエタノールアミンを用いる技術 （特許文献 1 ) 、グルタメー ト



レセプターァゴニス ト （特許文献 2 ) 、 ピリドキシン、ピリドキサ ミンなど

(特許文献 3 ) 、ホスファチジルコリンなどを有効成分とする予防剤 （特許

文献 4 ) 、 ドコサへキサェン並びにその誘導体 （特許文献 5 ) 、ジリノレオ

ィルホスファチジルエタノールアミンを有効成分とする医薬組成物 （特許文

献 6 ) 、 リゾホスファチジン酸、 リゾホスファチジルイノシ トールなど （特

許文献 7 ) が知 られている。

先行技術文献

特許文献

[0006] 特許文献1 ：特開 2 0 0 7 _ 2 2 9 6 6 号公報

特許文献2 ：特開平 7 — 1 9 6 5 3 3 号公報

特許文献3 ：特表 2 0 0 3 — 5 2 8 1 4 6 号公報

特許文献4 ：特開 2 0 0 0 _ 2 3 9 1 6 8 号公報

特許文献5 ：特開平 2 —4 9 7 2 3 号公報

特許文献6 ：特開 2 0 0 5 — 2 4 7 7 2 8 号公報

特許文献7 ：特表平 1 1 — 5 1 2 4 3 9 号公報

発明の概要

発明が解決 しょうとする課題

[0007] しか しながら、脳血管障害による一過性脳虚血による遅発性神経細胞死を

原因とする病態に対 して、現在までに充分な効果が認められる治療薬はなく

、新たな薬剤の開発が求められている。即ち、本発明は、一過性脳虚血によ

る遅発性の神経細胞死を抑制する作用を有する新規な神経細胞死抑制剤を提

供することを解決すべき課題とする。

課題を解決するための手段

[0008] 本発明者は、すでに環状ホスファチジン酸及びその誘導体が神経細胞の分

化誘導、神経細胞の神経突起伸長作用を有 し、脳神経細胞死を抑制すること

を見いだ しているが、環状ホスファチジン酸又はカル/ く環状ホスファチジン

酸及びその誘導体が、一過性脳虚血による遅発性神経細胞死を抑制すること



を見いだ し、本発明を完成するに至 った。

[0009] すなわち、本発明によれば、環状ホスファチジン酸又は力ルバ環状ホスフ

ァチジン酸あるいはその塩を含有する、一過性脳虚血による遅発性の神経細

胞死を抑制するための薬剤が提供 され る。

好ま しくは、環状ホスファチジン酸又は力ルバ環状ホスファチジン酸は、

式 （1 ) で示 され る化合物である。

[化 1]

(式中、 R は、炭素数 1 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルキル基、炭素数

2 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルケニル基、又は炭素数 2 〜 3 0 の直鎖

状若 しくは分岐状アルキニル基であ り、 これ らの基はシク口アル力ン環又は

芳香環を含んでいてもよい。 X 及び Y はそれぞれ独立に、 _ 0 _ 又は_ 〇 1~1 2

—を示すが、 X 及び Y が同時に一 C H 2_ になることはない。M は、水素原子

又は対カチオ ンである。）

[001 0] 好ま しくは、一般式 （1 ) において、 X 及び Y が _ o _ である。

好ま しくは、一般式 （1 ) において、 X 又は Y が _ C H 2_ である。

好ま しくは、一般式 （1 ) において、 R が C 15 H 29又は C 17 H 33である。

[001 ] 本発明によればさらに、環状ホスファチジン酸又は力ルバ環状ホスファチ

ジン酸あるいはその塩を、一過性脳虚血による遅発性の神経細胞死を伴 う患

者に投与することを含む、一過性脳虚血による遅発性の神経細胞死を抑制す

る方法が提供 され る。

[001 2] 本発明によればさらに、一過性脳虚血による遅発性の神経細胞死を抑制す

るための薬剤の製造のための、環状ホスファチジン酸又は力ルバ環状ホスフ



ァチ ジン酸 あるいはその塩の使用が提供 され る。

発 明の効果

[001 3 ] 本発 明によれ ば、環状ホス ファチ ジン酸又 は力ルバ環状ホス ファチ ジン酸

を有効成分 と して含有す る こ と を特徴 とす る、副作用の少 な い一過性脳虚血

による遅発性の神経細胞死 を抑制す るための薬剤 を提供 で きる。

図面の簡単な説明

[001 4 ] [ 図 1 ] 図 1 は、一過性脳虚血処理 に伴 う海 馬 C A I 領域遅発性神経細胞死 にお

ける2ccPA ( 力ルバ環状ホス ファチ ジン酸）及 びCPA (環状ホス ファチ ジン酸

) の効果 を示す 。

[図 2 ] 図 2 は、一過性脳虚血処理 に伴 う海 馬 C A I 領域 の観察結 果 を示す 。

[図 3 ] 図 3 は、一過性脳虚血処理 に伴 う海 馬 C A I 領域遅発性神経細胞死 にお

ける2ccPA ( 力ルバ環状ホス ファチ ジン酸）及 びCPA (環状ホス ファチ ジン酸

) の効果 を示す 。

発 明を実施す るための形態

[001 5 ] 以下、本発 明につ いて更 に具体 的に説 明す る。

本 明細書 中で以下 に記載す る実施例 では、 コン トロール群 を含む ラ ッ ト海

馬 C A 1 領域 の錐体細胞 に対 して、一過性の脳虚血処理 による遅発性神経細

胞死が誘導 され て いる実験 系 を用 いた。 この実験 系 において、環状ホス ファ

チ ジン酸又 はカル / く環状ホス ファチ ジン酸 は明 らか に同領域 の遅発性神経細

胞死 を抑制す る働 きが ある こ とが示 され た。

[001 6 ] 一過性脳虚血 によ って、遅発性の神経細胞死が起 こる ことが、脳梗塞 な ど

の疾患の治療効果 を妨 げる原 因 とな って いる。その メカニズム は未 だ明 らか

でな い こ と も多いが、一過性脳虚血後 に、神経細胞特有の細胞死決定機構 が

働 いて、それ が最終 的にアポ トー シス共通の経路 に不可逆 的に進行す る と考

え られ て いる。その際 に、海 馬GA1 領域 で一過性脳虚血後 、遅発性神経細胞死

に先立 って、ュ ビキチ ン/ プ ロテア ソ一ムの機能が不可逆 的に低 下 し、それ が

神経細胞死 を引 き起 こす き っか けとな る ことが報告 され 、その際 に、カスバ

—ゼ 3 や p53 が必要不可欠で ある ことが明 らか に され て いる （Yoneku r a , I . , Ta



ka i , K. , Asa i , A. , Kawahara, Ν. , K i r i no, Τ. ρ53 potent i ates h i ppocampa l

neurona l death caused by l oba l i schemi a . J . Cereb. B l ood F l ow Metab.

, 26 ： 332-1 340 (2006) ；及びAsa i , A. , Tanahash i , N. , Qu i , J . -H. , Sa i to, N

. , Ch i , S. , Kawahara, N. , Tanaka, K. , K i r i no, T . Se l ect i v e proteasoma l d

ysfunct i o n i n the h i ppocampa l CA1 rreg i on after trans i ent forebra i n i

schemi a . J . Cereb. B l ood F l ow Metab. , 22 ：705-71 0 (2002) ) 。

[001 7] また、虚血 によ り、嫌気性代謝 によるアシ ドー シスの進行 によってNa+ の

細胞 内流入が起 こ り、Na+ 負荷のために細胞が膨張す る こと、その後 に起 こ

る再還流 によって フ リー ラジカルの発生 とGa2+ の流入が起 こ り、 フ リー ラジ

カル による細胞膜障害が さらなるGa2+ 増加 を引き起 こ して、最終的には細胞

膜破壊 を起 こ して細胞死 をきたす ことも報告 され ている （橋本克次，吉岡淳，

今橋憲一，楠 岡英雄 カル シム と再還流障害 . 呼吸 と循環 49 : 43-49 (2001

) ) 。 また再還流後 には、ァラキ ドン酸代謝系や一酸化窒素合成酵素か らの フ

リー ラジカル産生による酸化ス トレス も、細胞死 を助長す る （Love, S. Ox i

dat i e stress i n bra i n i schemi a . Bra i n Patho l . 9 ：119-1 3 1 ( 1999; ；。

この ことか ら、再還流時にフ リー ラジカルス力ベ ンジャー を投与す る ことに

よ り、細胞死への経路 を遮断 して再還流障害 を軽減 あるいは阻止できる可能

性が考 え られ 、 この観点か ら開発 された治療薬が ラジカ ツ ト （一般名 ：エダ

ラボ ン）である。 これ は、 フ リー ラジカル消去 によ り、細胞膜脂質の過酸化

を抑制 して、脳保護作用 を示す物質で、本研究 によるcPA とは作用機序が全 く

異 なる。

[001 8 ] 即 ち、本発 明の薬剤 は、一過性脳虚血 による遅発性の神経細胞死 を抑制す

るために使用す る ことができ、環状ホス ファチジン酸又は力ルバ環状ホス フ

ァチジン酸又はその塩 を有効成分 と して含む。環状ホス ファチジン酸又は力

ル / く環状ホス ファチジン酸 と しては本発 明の効果 を示す ものであれ ば特 に限

定 され ないが、好ま しくは、下記式 （I ) で示 され る環状ホス ファチジン酸

を使用す る ことができる。

[001 9]



[化 2]

ノ、、ま

[0020] (式 中、 R は、炭素数 1 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状 アルキル基 、炭素数

2 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状 アル ケニル基 、又 は炭素数 2 〜 3 0 の直鎖

状若 しくは分岐状 アルキニル基 で あ り、 これ らの基 はシク 口アル 力 ン環又 は

芳香環 を含んで いて もよい。 X 及 び Υ はそれ ぞれ独立 に、 _ 0 _ 又 は _ 〇 1~1 2

—を示すが、 X 及 び Υ が 同時に一 C Η 2_ にな る ことはな い。 Μ は、水素原子

又 は対 カチオ ンで ある。）

[0021 ] 式 （I ) において、置換基 R が示す炭素数 1〜 30の直鎖状若 しくは分岐状 ァ

ルキル基の具体例 と しては、例 えば、 メチル基 、ェチル基 、 プ ロ ピル基 、 ブ

チル基 、ペ ンチル基 、へキ シル基 、ヘ プチル基 、ォ クチル基 、 ノニル基 、デ

シル基 、 ゥンデ シル基 、 ドデ シル基 、 トリデ シル基 、テ トラデ シル基 、ペ ン

タデ シル基 、へキサ デ シル基 、ヘ プタデ シル基 、ォ クタデ シル基 、 ノナデ シ

ル基 、エイ コシル基 な どが挙 げ られ る。

[0022] 置 換基 R が示す炭素数 2 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状 アル ケニル基の具

体例 と しては、例 えば、ァ リル基 、 ブテニル基 、ォ クテニル基 、デセニル基

、 ドデカジエニル基 、へキサ デカ トリェニル基 な どが挙 げ られ 、 よ り具体 的

には、 8 —デセニル基 、 8 _ ゥンデセニル基 、 8 — ドデセニル基 、 8 _ トリ

デセニル基 、 8 —テ トラデセニル基 、 8 _ ペ ンタデセニル基 、 8 _ へキサ デ

セニル基 、 8 _ ヘ プタデセニル基 、 8 —ォ クタデセニル基 、 8 —ィ コセニル

基 、 8 — ドコセニル基 、ヘ プタデ力一 8 , 1 —ジェニル基 、ヘ プタデ力一

8 , 1 1 , 1 4 — トリェニル基 、 ノナデ力一 4 , 7 , 1 0 , 1 3 —テ トラエ

ニル基 、 ノナデ力一 4 , 7 , 1 0 , 1 3 , 6 _ ペ ンタエニル基 、へニ コサ



- 3 , 6 , 9 , 1 2 , 1 5 , 8 _ へキサェニル基などが挙げられる。

[0023] 置換基 Rが示す炭素数2〜30の直鎖状若 しくは分岐状アルキニル基の具体例

としては、例えば、 8 _ デシニル基、 8 —ゥンデシニル基、 8 — ドデシニル

基、 8 _ トリデシニル基、 8 —テ トラデシニル基、 8 _ ペンタデシ二ル基、

8 _ へキサデシニル基、 8 _ ヘプタデシ二ル基、 8 —ォクタデシニル基、 8

—ィコシニル基、 8 — ドコシニル基、ヘプタデカ— 8 , 1 1 —ジィニル基な

どが挙げられる。

[0024] 上記のアルキル基、アルケニル基又はアルキニル基に含有され うるシクロ

アルカン環の具体例 としては、例えば、シクロプロパン環、シクロブタン環

、シクロペンタン環、シクロへキサン環、シクロオクタン環などが挙げられ

る。シクロアルカン環は、1個以上のへテロ原子を含んでいてもよく、そのよ

うな例 としては、例えば、ォキシラン環、ォキセタン環、テ トラヒ ドロフラ

ン環、 N _ メチルプロリジン環などが挙げられる。

[0025] 上記のアルキル基、アルケニル基又はアルキニル基に含有され うる芳香環

の具体例 としては、例えば、ベンゼン環、ナフタレン環、 ピリジン環、フラ

ン環、チォフェン環などが挙げられる。

[0026] 従 って、置換基 Rがシクロアルカン環によって置換されたアルキル基であ

る場合の具体例 としては、例えば、シクロプロピルメチル基、シクロへキシ

ルェチル基、 8 , 9 —メタノペンタデシル基などが挙げられる。

[0027] 置換基 R が芳香環によって置換されたアルキル基である場合の具体例 とし

ては、ベンジル基、フエネチル基、 p _ ペンチルフエニルォクチル基などが

挙げられる。

[0028] R は、好ま しくは、炭素数 9 〜 1 7 の直鎖状若 しくは分岐状アルキル基、

炭素数 9 〜 1 7 の直鎖状若 しくは分岐状アルケニル基、又は炭素数 9 〜 1 7

の直鎖状若 しくは分岐状アルキニル基である。 R は、さらに好ま しくは、炭

素数 9 、 1 1 、 1 3 、 1 5 又は 1 7 の直鎖状若 しくは分岐状アルキル基、又

は炭素数 9 、 1 1 、 1 3 、 1 5 又は 1 7 の直鎖状若 しくは分岐状アルケニル

基である。 R は、特に好ま しくは、炭素数 9 、 1 1 、 1 3 、 1 5 又は 1 7 の



直鎖状若 しくは分岐状アルケニル基である。

[0029] 一般式 （1 ) で示 され る化合物 中の X 及び Y はそれ ぞれ独立 に、 _ 0 —又は

_ C H 2_ を示すが、 X 及び Y が同時に _ C H 2_ になる ことはない。即 ち、 X

及び Y の組み合わせ は以下の 3 通 りである。

( 1 ) X が 一 0 —であ り、 Y が 一 o _ である。

( 2 ) X が _ C H 2_ で あ り、 Y が 一 0 —である。

( 3 ) X が 一 0 — であ り、 Y が _ C H 2_ で ある。

[0030] 式 （I ) で示 され る環状ホス ファチジン酸誘導体 中の M は、水素原子又は

対カチオ ンである。M が対カチオ ンである場合の例 と しては、例 えば、アル

カ リ金属原子、アル カ リ土類金属原子、置換若 しくは無置換ア ンモ ニ ゥム基

が挙 げ られ る。アル カ リ金属原子 と しては、例 えば、 リチウム、ナ トリウム

、カ リウムな どが挙 げ られ 、アル カ リ土類金属原子 と しては、例 えば、マグ

ネシゥム、カル シウムな どが挙 げ られ る。置換ア ンモ ニ ゥム基 と しては、例

えば、 プチルア ンモ ニゥム基、 トリェチルア ンモ ニゥム基、テ トラメチルァ

ンモ ニゥム基な どが挙 げ られ る。

[0031 ] 式 （I ) の化合物 はその置換基の種類 に応 じて、位置異性体 、幾何異性体

、互変異性体 、又は光学異性体の よ うな異性体が存在す る場合が あるが、全

ての可能な異性体 、並びに 2 種類以上の該異性体 を任意の比率で含む混合物

も本発 明の範囲内の ものである。

[0032] また、式 （I ) の化合物 は、水 あるいは各種溶媒 との付加物 （水和物又は

溶媒和物）の形で存在す る こともあるが、 これ らの付加物 も本発 明の範囲内

の ものである。 さらに、式 （I ) の化合物及びその塩の任意の結 晶形 も本発

明の範囲内の ものである。

[0033] 一般式 （1 ) で示 され る化合物の うち X 及び Y が _ 0 —である化合物 は、例

えば、特開平 5 — 2 3 0 0 8 8 号公報 、特開平 7 — 1 4 9 7 7 2 号公報 、特

開平 7 _ 2 5 8 2 7 8 号公報 、特開平 9 — 2 5 2 3 5 号公報 に記載の方法等

に準 じて化学的に合成す る ことができる。

[0034] また、一般式 （1 ) で示 され る化合物の うち X 及び Y が _ 0 —である化合物



は、特 開 2 0 0 1 _ 1 7 8 4 8 9 号 公報 に記載 の方法 に準 じて リゾ型 リン脂

質 にホスホ リパー ゼ D を作用 させ る ことに よ って合成す る こともで きる。 こ

こで用 いる リゾ型 リン脂 質 は、ホスホ リパー ゼ D を作用 しうる リゾ型 リン脂

質 で あれ ば特 に限定 され な い。 リゾ型 リン脂 質 は多 くの種 類 が知 られ て お り

、脂 肪酸種 が異 な る もの 、 エー テル 又 は ビニル エー テル結 合 を も った分子種

な どが知 られ て お り、 これ らは市販 品 と して入手可能 で ある。ホスホ リパー

ゼ D と して は、キ ャベ ツや落花 生 な どの高等植 物 由来の ものやSt r eptomvces

chromofuscus. Act i nomadu I a SP . な どの微 生物 由来の ものが市 販 式薬 と して

入手可能 で あるが 、Act i nomadu l a SP . No. 362 由来 の酵素 に よ って極 め て選 択

的 にCPAが合成 され る （特 開平 1 1 — 3 6 7 0 3 2 号 明細 書 ） 。 リゾ型 リン脂

質 とホスホ リパー ゼ D との反応 は、酵素 が活性 を発現 で きる条件 で あれ ば特

に限定 され な いが 、例 えば、塩化 カル シウム を含有す る酢酸緩衝 液 （p H 5

〜 6 程 度 ） 中で室温 か ら加温 下 （好 ま しくは 3 7 °C程 度 ） で 1 か ら 5 時間程

度反応 させ る ことに よ り行 う。生成 した CPA誘導体 は、常法 に準 じて、抽 出、

カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー 、薄層 ク ロマ トグ ラ フ ィー （T L C ) な どに よ り

精 製す る ことが で きる。

[0035] また 、一般 式 （1 ) で示 され る化合物 の うち X が _ C H 2—で あ り、 Y が — O

—で ある化合物 は、特 開 2 0 0 4 — 0 1 0 5 8 2 号 公報 又 は国際公 開W O O

3 0 4 2 4 6 号 公報 に記載 の方法 に よ り合成す る ことが で きる。

[0036] また 、 一般 式 （1 ) で示 され る化合物 の うち X が _ 0 _ で あ り、 Y が 一 C

H 2—で ある化合物 は、文献記載 の方法 （K o b a y a s h i , S . , 他 ， T

e t r a h e d r o n L e t t e s 3 4 , 4 0 4 7 — 4 0 5 0 ( 1 9 9

3 ) ；並 び に 「日本薬学会 第 2 3 回 反 応 と合成 の進 歩 シ ンポ ジウム 1 9 9

7 年 1 1 月 1 7 、 1 8 日 （熊本市 民会館 ）環状 ホス ファチ ジ ン酸 お よび カル

バ体 誘導体 の合成 と生理作用 、要 旨集 ペー ジ 1 0 1 — 1 0 4 」 ） に準 じて合

成す る ことが で き、 また 国際公 開W O 2 0 0 2 0 9 4 2 8 6 号 公報 に記載

の方法 に よ り合成す る ことが で きる。具体 的な合成経 路 の一例 を以下 に示す



[0037] [化3]

PPTS

to

[0038] 上記においては、先ず、市販の （R) - ベンジルグ リシジルエーテル （1 ) をBF3

Et 20で活性化 させ、メチルホスホン酸ジメチルエステルにn-BuL i を作用 させて

得 られる リチォ体を反応 させることでアルコール (2) を得る。

得 られたアルコールを、 トルエン中で過剰のP- トルエンスルホン酸の ピリ

ジニゥム塩を用いて80°Cで反応 させることによ り、環化体 (3) を得る。この環

化体を、水素雰囲気下で20% Pd (0H) 2- Gを用いて加水素分解 し、脱ベンジル化

を行 う（4) 。縮合剤 として 1- ェチル -3- (3- ジメチルァ ミノプロピル）カルポジ

イ ミ ド塩酸塩を用いて、脂肪酸 と反応 させてカップリング体 (5) を得る。次に

、求核剤 としてプロモ トリメチルシランを用いて、メチル基だけを位置選択

的に除去 し、環状ホスホン酸 (6) を得る。これをエーテルを用いて分液 ロー ト

に移 しこみ、少量の0 . 02Nの水酸化ナ トリゥム水溶液を滴下 して、分液操作を

行い、ナ トリウム塩 （7) として目的化合物を抽出、精製する。

[0039] 本発明において有効成分 として用いる環状ホスファチジン酸又は力ルバ環

状ホスファチジン酸は、一過性脳虚血による遅発性の神経細胞死を抑制する

ことができる。本発明の薬剤は、一過性脳虚血による遅発性の神経細胞死を

抑制するための薬剤 として使用することができる。

[0040] 本発明の薬剤は、 1 又は 2 以上の製剤学的に許容 される製剤用添加物 と有



効成分である環状ホスファチジン酸又はカル/ く環状ホスファチジン酸 （好ま

しくは、式 （1 ) で示される化合物）とを含む医薬組成物の形態で提供する

ことが好ましい。

[0041 ] 本発明の薬剤は、種々の形態で投与することができるが、好適な投与形態

としては、経口投与でも非経口投与 （例えば、静脈内、筋肉内、皮下又は皮

内等への注射、直腸内投与、経粘膜投与など）でもよい。経口投与に適する

医薬組成物としては、例えば、錠剤、顆粒剤、カプセル剤、散剤、溶液剤、

懸濁剤、シロップ剤などを挙げることができ、非経口投与に適する医薬組成

物としては、例えば、注射剤、点滴剤、坐剤、経皮吸収剤などを挙げること

ができるが、本発明の薬剤の剤形はこれ らに限定されることはない。さらに

、公知の技術によって持続性製剤とすることもできる。

[0042] 本発明の薬剤の製造に用いられる製剤用添加物の種類は特に限定されず、

当業者が適宜選択可能である。例えば、賦形剤、崩壊剤又は崩壊補助剤、結

合剤、滑沢剤、コーティング剤、基剤、溶解剤又は溶解補助剤、分散剤、懸

濁剤、乳化剤、緩衝剤、抗酸化剤、防腐剤、等張化剤、PH調節剤、溶解剤、

安定化剤などを用いることができ、これ らの目的で使用される個々の具体的

成分は当業者に周知されている。

[0043] 経口投与用の製剤の調製に用いることができる製剤用添加物として、例え

ば、ブ ドウ糖、乳糖、D- マンニ トール、デンプン、又は結晶セルロース等の

賦形剤 ；カルポキシメチルセルロース、デンプン、又はカルポキシメチルセ

ルロースカルシウム等の崩壊剤又は崩壊補助剤 ；ヒドロキシプロピルセル口

—ス、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ポ リビニル ピロリドン、又は

ゼラチン等の結合剤 ；ステア リン酸マグネシウム又はタルク等の滑沢剤 ；ヒ

ドロキシプロピルメチルセルロース、白糖、ポ リエチレングリコール又は酸

化チタン等のコ一ティング剤 ；ワセ リン、流動パラフィン、ポ リエチレング

リコール、ゼラチン、カオ リン、グリセ リン、精製水、又はハ一 ドフアッ ト

等の基剤を用いることができる。

[0044] 注射あるいは点滴用の製剤の調製に用いることができる製剤用添加物とし



ては、注射用蒸留水、生理食塩水、 プロピレング リコール、界面活性剤等の

水性 あるいは用時溶解型注射剤 を構成 しうる溶解剤又は溶解補助剤 ；ブ ドウ

糖、塩化ナ トリウム、D- マ ンニ トール、グ リセ リン，等の等張化剤 ；無機酸、

有機酸、無機塩基又は有機塩基等の pH調節剤等の製剤用添加物 を用 いる こと

ができる。

[0045] 本発 明の薬剤 は ヒ トな どの哺乳動物 に投与す る ことができる。

本発 明の薬剤の投与量 は患者の年齢、性別、体重、症状、及び投与経路な

どの条件 に応 じて適宜増減 され るべ きであるが、一般的には、成人一 日あた

りの有効成分の量 と して 1 g k g か ら 1 , O O O m g k g 程度の範囲で

あ り、好ま しくは 1 O g k g か ら 1 O O m g k g 程度の範囲である。

上記投与量の薬剤 は一 日一回に投与 して もよい し、数回 （例 えば、 2 〜 4 回

程度）に分 けて投与 して もよい。

[0046] 以下の実施例 によ り本発 明を具体 的に説明す るが、本発 明は実施例 によつ

て限定 され る ことはない。

実施例

[0047] 実施例 1 ：c P A が ラ ッ ト海馬における一過性脳虚血後の遅発性神経細胞死

に及 ぼす効果

方法

実験 は、20匹の成熟雄 ウィス ター系 ラ ッ ト （体重 2 8 0 — 3 7 0 g ) で行

つた。

脳虚血及び組織学的解析の方法 は、基本的にKag i tan i , F . , Uch i da, S. , Hot

ta, H, and Sato, A (2000) Effects f o n i cot i ne on b l ood f l ow and de l ayed

neurona l death f I l owi ng i ntern i ttent trans i ent i schemi a i n rat h i po

campus. Jpn. J . Phys i o l . 50, 585-595 に従 い、以下に述べ るよ うに一部改

変 した。動物 をハ ロセ ン （麻酔の導入時 3 . 5 % ：手術 および虚血 中 1 . 5

% ) で麻酔 した。抗生物質 を投与 （v i cc i l l i n 50mg/kg 筋注） し、環状ホス

ファチジン酸投与用の浸透圧ポ ンプを腹部皮下へ埋め込んだ。続 いて気管揷

管 し、呼吸 を人工呼吸器 （SN-480-7, Sh i nano, 東京） を用 いて維持 した。直



腸温 お よび側 頭筋温 をモニ ター し、 ヒー トパ ッ ドとラ ンプ （ATB-1 00, 日本

光 電工業 、東京 ） を用 いて両者 とも約 37. 5 °C に維 持 した 。両側椎 骨動脈 を永

久結 紮 し、両側 総頸 動脈 を 8分 間一過 性 に閉塞 した 。一過 性脳虚 血終 了直後 に

ハ ロセ ンを切 り、 15分後 に人工呼 吸器 をはず した 。

[0048] ポ ンプ調製

5 , 50 / mL rac- 2ccPA1 6 : 1/0. 2%脂 肪酸 フ リー の ゥシ血清 アル ブ ミン (BSA

) —生理 食塩水 (0. 9% NaCI ) 、500 g/ m rac-2ccPA ( 6 : 1) /2% BSA— 生理

食塩水 、 50, 500 g/mL, 5mg/mL R_cPA1 8 : 1/0. 2% BSA— 生理食塩水 を調整 し

、それ ぞれ Mi n i osmot i c pump mode l 2000 (a l zet, GA) に 200 パ I ず つ注入 し

た 。対照群 と して、 0 . 2% BSA— 生理食塩水 、 2% BSA— 生理食塩水 を注入 した

ポ ンプを調整 した 。ポ ンプを虚 血手術前 に腹腔 内に埋 め込み 、 5 日間継続 皮下

投与 を行 った 。

[0049] 実験 群

C 群 （比較例 ） ：0 . 2% BSA— 生理食塩水 （4 匹）

C 2 群 （比較例 ） ：2% BSA— 生理食塩水 （2 匹）

2ccPA 群 (本発 明 ) ：50 / mL 2ccPA1 6 : 1 ( 8 g/kg/5d) 、 (44 nmo l /kg/5d

) ( 4 匹）

cPA 群 (本発 明 ) ：500 / mL cPA1 6 : ( 180 パg/kg/5d) 、 (400 nmo l /kg/5d

) ( 4 匹）

参考 ：2ccPA1 6 : 1 (分 子 量 ：4 10 . 22) 、 cPA1 8 : 1 (分 子 量 ：440. 23)

[0050] 2ccPA1 6 : 1の構 造 は以下の通 りで ある。

[化 4 ]



[0051 ] cPA1 8 : 1の構造は以下の通 りである。

[化 5 ]

リ O し I H 33

？H—0 \ 力 O

CH 2—O OH
[0052] 光学顕微鏡観察

一過性脳虚血処理後 5 日目にラッ トをソムノペ ンチル深麻酔下で開胸 し、へ

パ リン含有生理食塩水、続 いて 1 0 % ホルマ リン溶液にて経心臓的還流固定

を行 った。 2 時間 4 度 にて保存 した後、脳 を摘出 した。海馬を含む部位 を中

心に厚 さ 3 m m でスライス し、組織片はさらに 4 時間室温、 1 0 % ホルマ リ

ン溶液中にて浸漬固定 した。ホルマ リン固定の試料 をバ ラフィンに包埋 し、

厚 さ 6 パm のパ ラフィン切片を作成 した。Bregma よ り3 . 3 m m 後方の部分

にあたる切片をへマ トキシ リン ェォ ジン染色 し、左右の海馬 C A I 領域の

錐体細胞 を組織学的に観察 した。 C A I 領域の錐体細胞 中、核濃縮 を呈 し、

細胞体が萎縮 していない生存錐体細胞数 を測定 し、 C A I の長 さで割 ること

で C A I 単位長 さ当た りの錐体細胞生存数 を算出 し、 さらに C I 群の値 を 1

と し各群の値 を相対的に表 した。

[0053] 結果

C 1 群、 C 2 群 ラッ 卜の海馬 C A I 領域の錐体細胞 に核濃縮及び細胞体の

萎縮 を起 こしている細胞が観察 され、一過性脳虚血処理による遅発性神経細

胞死が誘導 されていることが観察 された。なお、 B S A の濃度の違 いによる

錐体細胞生存率には差がみ られなか った。各 2ccPA 群，CPA群 ラッ トにおいて

も遅発性神経細胞死が観察 されたが、2ccPA 群においては、 C A I 単位長 さ当

た りの生存細胞の数は C 群 よ りも 2 倍 多 く顕著な遅発性神経細胞死抑制効



果 がみ られ た （図 1 ) 。

[0054] 実 施 例 2 ： c P A が ラ ッ ト海 馬 に お け る一過 性 脳 虚 血 後 の 遅 発 性 神 経 細 胞 死

に及 ぼす 効 果

実 施 例 1 と同様 の 化 合 物 （2ccPA1 6 : 1、及 び cPA1 8 : 1 ) を用 いて 、実 施 例 1

と同様 の 実 験 系 で 、 c P A が ラ ッ ト海 馬 に お け る一過 性 脳 虚 血 後 の 遅 発 性 神

経 細 胞 死 に及 ぼす 効 果 を調 べ た 。

[0055] 海 馬 C A I 領 域 の錐 体 細 胞 を組 織 学 的 に観 察 した結 果 を図 2 に示 す 。

図 2 の A ( V e h i c I e 投 与 群 ） の a 、及 び B (cPA 投 与 群 ） の a は 、海

馬 （Bregma -3. 3國 ） の C A 1 (矢 頭 が挟 ん で い る範 囲 ） の領 域 を示 す 。

[0056] 図 2 の A ( V e h i c I e 投 与 群 ） の b 、及 び B (cPA 投 与 群 ） の b は 、 C

A 領 域 に お け る細 胞 の 状 態 を示 す 。小 さ く濃 く染 ま って い るの が核 の凝 集

を起 こ した細 胞 、 つ ま り遅 発 性 細 胞 死 を起 こ した神 経 細 胞 で あ り、大 きな 丸

に な って い る細 胞 が 生細 胞 で あ り、核 は細 胞 の 中心 に小 さ く存 在 す る こ とが

わ か る。 A ( V e h i c I e 投 与 群 ） の b で は 、死 細 胞 の 数 が 多 く、 生存 し

て い る神 経 細 胞 が ほ ぼ見 当た らな いの に対 し、 B (cPA 投 与 群 ） の b で は生 き

て い る細 胞 が 主 とな って お り、死 ん で い る細 胞 は僅 か で あ る。 c P A 処 理 に

よ り、 C A 1 領 域 の神 経 細 胞 の 生存 率 が 大 幅 に上 昇 して い る こ とが わ か る。

[0057] 図 2 の A ( V e h i c I e 投 与 群 ） の 及 び B (cPA 投 与 群 ） の c は 、 G

F A P ( g l i a l - f i b i l l ary a c i d i c prote i n ) の 染色 像 を示 す 。 G F A P は ァ

ス トログ リア に局 在 す る 中間 径 フ ィラ メ ン トを構 成 す る タ ンパ ク質 で あ り、

G F A P の発 現 は 、脳 損 傷 、認 知 症 な どの神 経 疾 患 で増 加 、症 例 の 重症 度 に

関与 す る と考 え られ て い る。 A ( V e h i c I e 投 与 群 ） の c で は 、死 細 胞

の 周 りに と ころ ど ころ濃 く茶 色 （ant i -GFAP, DAB染色 ） に染色 され て い る細

胞 がみ られ るが 、 B (cPA 投 与 群 ） の c で は細 胞 の 周 りに濃 く染色 され て い る

部 位 は A の c ほ ど見 当た らな か った 。即 ち 、 CPA投 与 に よ り、 G F A P の 産 生

が 抑 制 され た と考 え られ る。

[0058] ラ ッ 卜の 海 馬 C A 1 に存 在 す る生細 胞 数 の 数 を調 べ た結 果 を図 3 に示 す 。G

ontro l (虚 血 処 理 な し）の ラ ッ トは 、 4 2 0 個 ほ どの神 経 細 胞 を持 つ こ とが 示



された。一方、 V e h i c l e (虚血処理後）のラッ トでは生神経細胞の数

は平均 4 8 個 と1割 ほどに減少す る。 しか しなが ら、 c P A 、 2 c c P A で処

理 したラッ トの脳では生細胞の数が顕著に増 えることが示 された。特に、 c

P A は濃度依存的に、脳虚血後の遅発性神経細胞死 を抑制す ることが分か り

、 1 8 パ g k g 5 日の投与で、平均 2 5 3 個の細胞が生き残 り、 6 割の

細胞が生存 したまま残 ることが分か った。虚血処理か ら比べても、 5 倍 ほど

生存率が上が った といえる。



請求の範囲

[請求項 1] 環状ホス ファチジン酸又は力ルバ環状ホス ファチジン酸 あるいはその

塩 を含有す る、一過性脳虚血による遅発性の神経細胞死 を抑制す るた

めの薬剤。

[請求項2] 環状ホス ファチジン酸又は力ルバ環状ホス ファチジン酸が、式 （1 )

で示 され る化合物である、請求項 1 に記載の薬剤。

[化 1]

(式 中、 R は、炭素数 1 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルキル基、

炭素数 2 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルケニル基、又は炭素数 2

〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルキニル基であ り、 これ らの基はシ

ク ロアルカン環又は芳香環 を含んでいてもよい。 X 及び Y はそれぞれ

独立に、 _ 0 _ 又は _ C H 2_ を示すが、 X 及び Y が同時に _ C H 2_

になることはない。M は、水素原子又は対カチオ ンである。）

[請求項3] —般式 （1 ) において、 X 及び Y が—O —である、請求項 1 又は 2 に

記載の薬剤。

[請求項4] 一般式 （1 ) において、 X 又は Y が— C H 2_ である、請求項 1 又は

2 に記載の薬剤。

[請求項5] —般式 （1 ) において、 R が C 15 H 29又は C 17 H 33である、請求項 1 か

ら4 の何れか 1項 に記載の薬剤。

[請求項6] 環状ホス ファチジン酸又は力ルバ環状ホス ファチジン酸 あるいはその

塩 を、一過性脳虚血による遅発性の神経細胞死 を伴 う患者 に投与す る

ことを含む、一過性脳虚血による遅発性の神経細胞死 を抑制す る方法



[請求項7] 環状ホス ファチジン酸又は力ルバ環状ホス ファチジン酸が、式 （1 )

で示 され る化合物である、請求項 1 に記載の方法。

[化2]

(式 中、 R は、炭素数 1 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルキル基、

炭素数 2 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルケニル基、又は炭素数 2

〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルキニル基であ り、 これ らの基はシ

ク ロアルカン環又は芳香環 を含んでいてもよい。 X 及び Y はそれぞれ

独立に、 _ 0 _ 又は _ C H 2_ を示すが、 X 及び Y が同時に _ C H 2_

になることはない。M は、水素原子又は対カチオ ンである。）

[請求項8] 一般式 （1 ) において、 X 及び Y が—O —である、請求項 6 又は 7 に

記載の方法。

[請求項9] —般式 （1 ) において、 X 又は Y が _ C H 2_ である、請求項 6 又は

に記載の方法。

[請求項 10] —般式 （1 ) において、 R が C 15 H 29又は C 17 H 33である、請求項 6 か

ら 9 の何れ力、1項 に記載の方法。

[請求項 11] 一過性脳虚血による遅発性の神経細胞死 を抑制す るための薬剤の製造

のための、環状ホス ファチジン酸又はカル / く環状ホス ファチジン酸 あ

るいはその塩の使用。

[請求項 12] 環状ホス ファチジン酸又は力ルバ環状ホス ファチジン酸が、式 （1 )

で示 され る化合物である、請求項 1 1 に記載の使用。



匕3

(式 中、 R は、炭素数 1 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルキル基、

炭素数 2 〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルケニル基、又は炭素数 2

〜 3 0 の直鎖状若 しくは分岐状アルキニル基であ り、 これ らの基はシ

ク ロアルカン環又は芳香環 を含んでいてもよい。 X 及び Y はそれぞれ

独立に、 _ 0 _ 又は _ C H 2_ を示すが、 X 及び Y が同時に _ C H 2_

になることはない。M は、水素原子又は対カチオ ンである。）

[請求項 13] —般式 （1 ) において、 X 及び Y が—O —である、請求項 1 1 又は 1

2 に記載の使用。

[請求項 14] 一般式 （1 ) において、 X 又は Y が— C H 2_ である、請求項 1 1 又

は 1 2 に記載の使用。

[請求項 15] —般式 （1 ) において、 R が C 15 H 29又は C 17 H 33である、請求項 1 1

か ら 1 4 の何れか 1項 に記載の使用。
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第 Π欄 請 求 の範 囲の一部 の調査 がで きない ときの意 見 （第 1 ペ ー ジの 2 の続 き）

法 第 8条 第 3項 （P C T 17条 （2) (a) ) の規 定 に よ り、 この 国 際調 査 報 告 は次 の理 由に よ り請 求 の範 囲 の一 部 につ い て作
成 しなか った。

1 . び 請求項 6 - 0 は、 この国際調査機 関が調 査 をす るこ とを要 しない対象 に係 るものであ る。

つ ま り、

請求項 6 — 1 0 は治療による人体の処置方法に関す るものであって、PCT規則 39· l (iv)
の規定により、国際調査をす ることを要 しない対象に係 るものである。

2 . 請 求項 は、有意義 な国際調査 をす るこ とがで き る程度 まで所 定 の要件 を満 た してい
ない 国際 出願 の部分 に係 るものであ る。 つ ま り、

3 . 請 求項 は、従属請 求 の範 囲で あって P C T 規則 6. 4 (a) の第 2 文及 び第 3文 の規定 に
従 って記載 され てい ない。

第 欄 発 明の単一性 が欠如 してい る ときの意見 （第 1 ペー ジの 3 の続 き)

次 に述ぺ るよ うに この国際 出願 に二以上 の発 明があ る とこの国際調 査機 関は認 めた。

1 . 出願 人 が必要 な追加 調査 手数料 をすベ て期 間内に納付 したので、 この国際調査報告 は、すべ ての調査可能 な請求
項 につい て作成 した。

2 . 追加 調査 手数料 を要 求す るまで もな く、すべ ての調査 可能 な請 求項 につ い て調 査す るこ とがで きたので、追加調
查手数料 の納付 を求 めなか った。

3 . 出願 人 が必要 な追加 調 査手数料 を一部 のみ しか期 間内に納付 しなかったので、 この国際調査報告 は、手数料 の納
付 の あった次 の請求項 のみ につ いて作成 した。

4 . 出願 人 が必要 な追加 調査 手数料 を期 間内に納付 しなか ったので、 この国際調査報告 は、請 求の範 囲の最初 に記載
され てい る発 明 に係 る次 の請求項 につい て作成 した。

追加調 査手数料 の異議 の 申立 てに関す る注意

追加 調査 手数科及 び 、該 当す る場合 には、異議 申立手数料 の納付 と共 に、 出願 人 か ら異議 申立てがあった。

追加 調 査 手数料 の納付 と共 に出願 人 か ら異議 申立てが あつたが、異議 申立手数料 が納付命令 書 に示 した期 間
内に支払 われ なか った。

追加 調査 手数料 の納付 はあったが、異議 申立て はなか った。
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請求項 7 に 「請求項 1 に記載の方法」と記載 されているが、請求項 1 に係 る発明は方法の発
明ではないか ら、かかる引用は不合理である。したがって、請求項 7 の 当該記載は 「請求項 _
に記載の方法」の誤記 とみな した。
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