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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ペプスタチンおよび／または、その生理学的に許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロ
ドラッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあらゆる比率でのそれらの混合物、およ
びさらなる賦形剤および／またはアジュバントを含む、関節内投与のための医薬製剤。
【請求項２】
　少なくとも１つのさらなる医薬活性化合物を含む、請求項１に記載の医薬製剤。
【請求項３】
　ペプスタチンおよび／またはその生理学的に許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロド
ラッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあらゆる比率でのそれらの混合物が、固体
、液体または半液体の賦形剤またはアジュバンドおよび、任意に、さらなる医薬活性化合
物とともに、好適な剤形にされることを特徴とする、請求項１または２に記載の関節内投
与のための医薬製剤の調製のための方法。
【請求項４】
　関節症、外傷性軟骨損傷、関節炎、疼痛、異痛症または痛覚過敏からなる群から選択さ
れる生理学的および／または病態生理学的な状態の処置および／または予防における、関
節内投与のための請求項１または２に記載の医薬製剤。
【請求項５】
　関節症の治療および／または予防における、関節内投与のための請求項１または２に記
載の医薬製剤。
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【請求項６】
　医薬製剤が、以下のとおり：
ａ）毎週から毎年、
ｂ）隔週から半年ごと、または
ｃ）毎月から３カ月ごとに、
関節内に投与される、請求項４または５に記載の医薬製剤。
【請求項７】
　関節症、外傷性軟骨損傷、関節炎、疼痛、異痛症および痛覚過敏からなる群から選択さ
れる生理学的および／または病態生理学的な状態の処置および／または予防における関節
内投与のための医薬製剤の調製における、ペプスタチンおよび／またはその生理学的に許
容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロドラッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあ
らゆる比率でのそれらの混合物の使用。
【請求項８】
　関節症の処置および／または予防における関節内投与のための医薬製剤の調製における
、ペプスタチンおよび／またはその生理学的に許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロド
ラッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあらゆる比率でのそれらの混合物の使用。
【請求項９】
　ペプスタチンおよび／またはその生理学的に許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロド
ラッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあらゆる比率でのそれらの混合物が、以下
のとおり：
ａ）毎週から毎年、
ｂ）隔週から半年ごと、または
ｃ）毎月から３カ月ごとに、
関節内に投与される、請求項７または８に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ペプスタチンを含む、関節内投与のための医薬製剤および医薬およびそれら
の調製、および、特に、関節症、外傷性軟骨損傷、関節炎、疼痛、異痛症または痛覚過敏
の、特に好ましくは、関節症における処置および／または予防におけるそれらの使用に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　関節症は、世界中で最も広まっている関節疾患であり、関節症の放射線医学的徴候は、
６５歳を超える年齢の大部分で見出される医療制度においては、このように著しく重要で
あるにもかかわらず、関節症の原因は今日まで不明のままであり、有効な予防策はさらに
は遠い目標のままである。関節の隙間の減少（関節軟骨の破壊を原因とする）は、軟骨下
骨および骨棘の形成における変化とともに、該疾患の放射線医学的な特徴である。しかし
ながら、患者においては、疼痛（荷重依存的かつ夜間の安静時痛）とそれに続く機能障害
が表面化される。それはまた、対応する二次疾患とともに患者を社会的に孤立させるもの
でもある。
【０００３】
　関節症という用語は、ドイツにおける非公式な定義によると、その年齢に対する通常の
程度を超えた「関節の摩耗」を意味する。原因は、過剰な負荷（例えば体重増加）、関節
の位置異常などの先天性または外傷性の原因、または骨粗鬆症などの骨疾患による骨の変
形であるとみなされる。関節症は、同様に、別の疾患、例えば、関節の炎症（関節炎）（
二次性関節症）の結果として生じ得るか、または過荷重誘発性浸出（二次性炎症反応）（
活性化関節症）を付随し得る。英米の専門家の文献は、関節面の破壊が、おそらく主に荷
重の影響に起因し得る、骨関節炎［ＯＡ］と炎症性成分に起因する関節の変形が表面化す
る、リウマチ性関節炎［ＲＡ］とを区別する。
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【０００４】
　原則として、関節症は、その原因により区別される。アルカプトン尿症性関節症は、既
存のアルカプトン尿症の場合の関節におけるホモゲンチジン酸沈着の増加に基づいている
。血友病性関節症の場合には、定期的な関節内の出血は、血友病（血友病性関節）の場合
に発生する。関節症は、健康な軟骨上の尿酸結晶（尿酸）の機械的な影響によって引き起
こされる(W. Pschyrembel et al.: Klinisches Woerterbuch mit klinischen Syndromen 
and einem Anhang Nomina Anatomica [Clinical Dictionary with Clinical Syndromes a
nd a Nomina Anatomica Annex]. Verlag Walter de Gruyter & Co, 253rd Edition, 1977
)。
【０００５】
　関節炎の古典的な原因は、関節の形成異常である。臀部の例を使用すると、生理的臀部
体位の場合において、最も大きな機械的な負荷を有する領域が異形成臀部の場合よりも有
意に大きな面積を表すことが明らかとなっている。しかしながら、関節に作用する力によ
り引き起こされる負荷は、関節形状とは実質的に無関係である。それらは本質的に、主要
な負荷領域（単数または複数）にわたって分配される。したがって、相対的に小さな領域
の場合において、より大きな領域の場合におけるよりも、より大きな圧力が生じるであろ
う。したがって、関節軟骨に対する生体力学的圧力は、異形成臀部の場合において、生理
的臀部体位の場合よりも大きい。この法則は、一般に、理想的な解剖学的形状とは異なる
支持関節における関節症変化の発生が増加したことが原因とされている。
【０００６】
　傷害の結果が早期の摩耗の原因となる場合、用語、外傷後関節症が使用される。議論さ
れている二次性関節症のさらなる原因は、機械的、炎症性、代謝性、化学的（キノロン）
、栄養的、ホルモン性、神経学的および遺伝的な理由である。しかしながら、ほとんどの
場合において与えられる診断は、原因疾患が見かけ上存在しないことを医師が意味する、
特発性関節症である(H. I. Roach and S. Tilley, Bone and Osteoarthritis F. Bronner
 and M. C. Farach-Carson (Edi-tors), Verlag Springer, Volume 4, 2007)。
【０００７】
　関節症の医学的原因は、例えば、ジャイレースインヒビターのタイプの抗生物質（シプ
ロフロキサシン、レボフロキサシンなどのフルオロキノロン）であり得る。これらの医薬
は不十分な血管新生組織（硝子関節軟骨、腱組織）におけるマグネシウムイオンの錯化を
もたらし、このことは不可逆的な損傷が結合組織に発生したという結果を有する。この損
傷は、一般に子供および少年の成長期に、より顕著である。腱障害および関節障害は、こ
のクラスの医薬の知られている副作用である。独立した薬理学者およびリウマチ専門医か
らの情報によると、成人では、これらの抗生物質は、硝子関節軟骨の生理学的な分解の加
速をもたらす(M. Menschik et al., Anti-microb. Agents Chemother. 41, 1997, pp. 25
62-2565; M. Egerbacher et al., Arch. Toxicol. 73, 2000, pp. 557-563; H. Chang et
 al., Scand. J. Infect. Dis. 28, 1996, pp. 641-643; A. Chaslerie et al., Therapi
e 47, 1992, p. 80)。フェンプロクモンでの拡張処置はまた、関節内部構造の負荷の場合
には、骨密度を減少させることによって関節症を助長し得る。
【０００８】
　年齢のほかに、知られている変形性関節症に対する危険因子は、機械的な過荷重、（微
小）外傷、保持機構の欠如によって引き起こされる関節の不安定化、および遺伝的因子で
ある。しかしながら、発生、可能なインターベンションのいずれもが十分に説明されてい
ない(H. I. Roach and S. Tilley, Bone and Osteoarthritis F. Bronner and M. C. Far
ach-Carson (Editors), Verlag Springer, Volume 4, 2007)。
【０００９】
　関節症によって影響を受ける関節において、一酸化窒素の含有量が倍に増加する。適度
な機械的な刺激は、プラスの効果を有する傾向がある一方で、軟骨組織の強い機械的な刺
激に起因して同様の状況が観察された(P. Das et al., Journal of Orthopaedic Researc
h 15, 1997, pp. 87-93. A. J. Farrell et al. Annals of the Rheumatic Diseases 51,
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 1992, pp. 1219-1222; B. Fermor et al., Journal of Orthopaedic Research 19, 2001
, pp. 729-737)。機械的な力の作用は、このように因果的に変形性関節症の進行に関与し
ている(X. Liu et al., Biorheology 43, 2006, pp. 183-190)。
【００１０】
　原則的に、関節症の治療は、２つの目的を追求する。第一に、通常の荷重の下の痛みか
らの解放、および第二に、関節における機械的な制限または変化の防止である。これらの
目的は、疾患の進行を止められ得ないため、純粋に対症治療アプローチとしての疼痛処置
によって長期的に達成され得ない。後者を達成する場合、軟骨破壊を停止しなければなら
ない。成人患者における関節軟骨は再生され得ないため、関節軟骨に点圧力の増加をもた
らす関節形成異常または位置異常などの病原因子の除去は、さらに極めて重要である。
【００１１】
　最終的に、医薬を補助的に用いて軟骨組織における変性プロセスを防止または停止する
ことが試みられている。
【００１２】
　関節軟骨の機能的な状態、ひいては、その負荷抵抗性のための必須因子は、主にコラー
ゲン、プロテオグリカンおよび水からなる、細胞外マトリックスである。細胞外マトリッ
クスの分解に関与する酵素は、特に、メタロプロテアーゼ、アグリカナーゼおよびカテプ
シン酵素を含む。しかしながら、さらなる酵素はまた、原理的に、軟骨マトリックス、例
えば、プラスミン、カリクレイン、好中球エラスターゼ、トリプターゼおよびキマーゼを
分解させ得る。
【００１３】
　カテプシンは、リソソームプロテアーゼのパパインスーパーファミリーに属する。カテ
プシンは正常なタンパク質分解および標的タンパク質および組織の変換、およびタンパク
質分解カスケードおよびプロ酵素の活性化の開始に関与する。さらに、それらは、ＭＨＣ
クラスＩＩの発現に関与している(Baldwin (1993) Proc. Natl. Acad. Sci., 90: 6796-6
800; Mixuochi (1994) Immunol. Lett., 43: 189-193)。しかしながら、異常なカテプシ
ンの発現は、重度の疾患をもたらし得る。したがって、増加カテプシンの発現は、癌細胞
において、例えば、乳癌、肺癌、前立腺癌、グリア芽腫、頭頸部癌において検出され、カ
テプシンは、乳癌、肺癌、頭頸部癌における、および脳腫瘍における治療の成功が不十分
なことと関連していることが示された(Kos et al. (1998) Oncol. Rep., 5: 1349-1361; 
Yan et al. (1998) Biol. Chem., 379: 113-123; Mort et al. ; (1997) Int. J. Bio¬c
hem. Cell Biol., 29: 715-720; Friedrick et al. (1999) Eur. J Cancer, 35: 138-144
)。さらに、異常なカテプシンの発現は、例えば、リウマチ性関節炎および変形性関節症
などの炎症性および非炎症性疾患の発症において、明らかに関与している(Keyszer (1995
) Arthritis Rheum., 38: 976-984)。
【００１４】
　カテプシン活性の分子メカニズムは十分に説明されていない。一方では、例えば、誘発
されたカテプシンの発現が、アポトーシスに対して血清を取り込まれたＢ細胞を保護し、
およびカテプシンＢのアンチセンスオリゴヌクレオチドによる細胞の処置は、アポトーシ
スを誘発することが見出された(Shibata et al. (1998) Biochem. Biophys. Res. Commun
., 251: 199-20; Isahara et at. (1999) Neuroscience, 91: 233-249)。これらの報告は
、カテプシンの抗アポトーシスの役割を示唆している。しかしながら、それらは、アポト
ーシスメディエーターとしてカテプシンを記述している過去の報告とは完全に対照的であ
る(Roberts et al (1997) Gastroenterology, 113: 1714-1726; Jones et al. (1998) Am
. J. Physiol., 275: G723-730)。
【００１５】
　カテプシンは、リボソーム上の不活性な酵素前駆体として合成され、リソソーム系に移
される。Ｎ末端プロペプチドのタンパク質分解切断の後、リソソームの酸性環境における
カテプシン濃度は、１ｍＭまで増加し、カテプシンＳはリソソームによって細胞外培地に
放出される。
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【００１６】
　カテプシンの場合、分化は、システインカテプシンＢ、Ｃ、Ｈ、Ｆ、Ｋ、Ｌ、Ｏ、Ｓ、
ＶおよびＷ、アスパルチルカテプシンＤおよびＥおよびセリンカテプシンＧの間で行われ
る。
【００１７】
　臨床開発中のカテプシンインヒビターの例は、関節症の処置のためのカテプシンＫイン
ヒビター、および関節炎、神経因性疼痛および乾癬の処置のためのカテプシンＳインヒビ
ターである。
【００１８】
　カテプシンＤのほかに、アスパルチルプロテアーゼはまた、ＨＩＶアスパルチルプロテ
アーゼ（ＨＩＶ－１プロテアーゼ）、レニン、ペプシンＡおよびＣ、ＢＡＣＥ（Ａｓｐ２
、メマプシン）、プラスメプシンおよびアスパルチルヘモグロビンＳ(Takahashi, T. et 
al., Ed. Aspartic Proteinases Structure, Function, Biology and Biomedical Implic
a-tions (Plenum Press, New York, 1995), Adams, J. et al., Ann. Rep. Med. Chem. 3
1, 279-288, 1996; Edmunds J. et al., Ann. Rep. Med. Chem. 31, 51-60, 1996; Mille
r, D. K. et al., Ann. Rep. Med. Chem 31, 249-268, 1996)を含む。カテプシンＤは、
通常、細胞内または貪食タンパク質の分解に関与し、したがって、タンパク異化において
 (Kay, et al., Intracellular Protein Catabolism (eds. Katunuma, et al., 155-162,
 1989) 、および抗原プロセシングにおいて(Guagliardi, et al., Nature, 343, 133-139
, 1990; Van Noort, et al., J. Biol. Chem., 264, 14159-14164, 1989)、タンパク質の
代謝に重要な役割を果たしている(Helseth, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 3
302-3306, 1984)。
【００１９】
　カテプシンＤレベルの増加は、多くの疾患と関連する。したがって、カテプシンＤレベ
ルの増加は乳癌における予後不良および細胞浸潤の増加および転移のリスクの増加、およ
び治療後のより短い無再発生存期間および全体的に低い生存率と相関する(Westley B. R.
 et al., Eur. J. Cancer 32, 15-24, 1996; Rochefort, H., Semin. Cancer　Biol. 1:1
53, 1990; Tandon, A. K. et al., N. Engl. J. Med. 322, 297, 1990)。乳癌におけるカ
テプシンＤの分泌速度は、遺伝子の過剰発現によって、およびタンパク質の修飾プロセシ
ングによって促進される。カテプシンＤおよび他のプロテアーゼ、例えば、増殖する腫瘍
のすぐ近くで作られた、コラゲナーゼ、などのレベルの増加は、腫瘍の周囲の領域に細胞
外マトリックスを分解する可能性があり、ひいては、リンパ循環系を介して新たな組織へ
の腫瘍細胞の剥離および浸潤を促進する(Liotta L. A., Scientific American Feb:54, 1
992; Liotta L. A. and Stetler-Stevenson W. G., Cancer Biol. 1:99, 1990; Liaudet 
E., Cell Growth Differ. 6:1045-1052, 1995; Ross J. S., Am. J. Clin. Pathol. 104:
36-41, 1995; Dickinson A. J., J. Urol. 154:237-241, 1995)。
【００２０】
　カテプシンＤは、脳の変性的変化、例えばアルツハイマー病とさらに関連する。したが
って、カテプシンＤは、アミロイドβ前駆体タンパク質またはトランスフェクトされた細
胞のアミロイドタンパク質の発現を増加させる突然変異体前駆体の切断と関連する(Catal
do, A. M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 87:3861, 1990;Ladror, U. S. et al., J. 
Biol. Chem. 269:18422, 1994、Evin G., Biochemistry 34:14185-14192, 1995)。アミロ
イドβ前駆体タンパク質のタンパク質分解によって生成したアミロイドβタンパク質の結
果、脳中のプラークの生成がもたらされ、アルツハイマー病の発生の原因であると見られ
る。増加したカテプシンＤレベルがまた、アルツハイマー病患者の脳脊髄液において見出
され、カテプシンＤの突然変異体アミロイドβ前駆体タンパク質と比較して高いタンパク
質分解活性が、見出された(Schwager, A. L., et al. J. Neurochem. 64:443, 1995)。さ
らに、カテプシンＤ活性の有意な増加は、ハンチントン病患者からの生検において測定さ
れる(Mantle D., J. Neurol. Sci. 131:65-70, 1995)。
【００２１】
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　カテプシンＤは、関節症の発生において様々なレベルで必須の役割を果たすと考えられ
る。したがって、カテプシンＤの増加したｍＲＮＡレベルは、健常イヌと比較して、自発
的な関節症を有するイヌにおける股関節頭部の関節軟骨において測定される(Clements D.
 N. et al., Arthritis Res. Ther.. 2006; 8(6):R158;Ritchlin C. et al., Scand. J. 
Immunnol. 40:292-298, 1994)。Devauchelle V. et al. (Genes Immun. 2004, 5(8):597-
608)はまた、リウマチ性関節炎と比較して、関節症の場合におけるヒト患者中でのカテプ
シンＤの様々な発現割合を示す(Keyszer G. M., Arthritis Rheum. 38:976-984, 1995も
参照)。カテプシンＤはまた、ムコリピドーシスにおいて役割を果たすと見られる(Kopitz
 J., Biochem. J. 295, 2:577-580, 1993)。
【００２２】
　リソソームのエンドペプチターゼカテプシンＤは、軟骨細胞において最も広範なプロテ
イナーゼである(Ruiz-Romero C. et al., Proteomics. 2005, 5(12):3048-59)。さらに、
カテプシンＤのタンパク質分解活性は、変形性関節症患者から培養した滑膜において検出
され(Bo G. P. et al., Clin. Rheumatol. 2009, 28(2):191-9)、増加したタンパク質分
解活性はまた、リウマチ性関節炎を有する患者の滑膜切除組織中で見出される(Taubert H
. et al., Autoimmunity. 2002, 35(3):221-4)。したがって、Lorenz et al. (Proteomic
s. 2003, 3(6):991-1002)はまた、リソソームの、および分泌されたアスパルチルプロテ
アーゼカテプシンＤが、カテプシンＢおよびＬとは対照的に関節炎および関節症に関して
未だ詳細に研究されていないことを明記しているが、しかしながら、Lorenz et al.は、
リウマチ性関節炎を有する患者と比較して高いタンパク質レベルのカテプシンＤを、関節
症を有する患者の滑膜組織中に見出した。
【００２３】
　同様に、Gedikoglu et al. (Ann. Rheum. Dis. 1986, 45(4): 289-92)は、滑膜組織に
おいて、および、Byliss and Ali (Biochem. J. 1978, 171(1): 149-54)は、関節症患者
の軟骨において、カテプシンＤのタンパク質分解活性の増加を検出した。
【００２４】
　関節症の場合には、ｐＨの局所的な減少は軟骨の領域において発生した。ｐＨのこの減
少は、軟骨における異化プロセスを理解するために極めて重要である。
【００２５】
　関節症の場合には、直接の相関関係は、関節組織における低ｐＨと疾患の重症度および
進行の間に見出された。５．５のｐＨで、軟骨の自己消化が発生する。これは、（例えば
、マウス、ウシまたはヒトからの）外植片培養においてペプスタチンまたはリトナビルに
よって、ほぼ完全に阻害され得る。これは、ペプスタチンは、１つの例外、－ＢＡＣＥ１
－を除いてアスパルチルプロテアーゼを阻害し、わずかに、これら２つのアスパルチルプ
ロテアーゼが、これまでに軟骨組織において同定されているため関節症におけるカテプシ
ンＤの必須の役割、または重要な役割を示唆している。それゆえ、Bo G. P. et al. (Cli
n. Rheumatol. 2009, 28(2): 191-9)はまた、関節の病理学的変化におけるカテプシンＤ
の重要な役割を記述する。
【００２６】
　最もよく知られているアスパルチルプロテアーゼインヒビターは、ペプスタチン、最初
はストレプトミセス培養物から単離されたペプチドである。ペプスタチンは、ペプシン、
カテプシンおよびレニンに対して有効である。多くのアスパルチルプロテアーゼインヒビ
ターが、したがってペプスタチンの構造の例に関してモデル化された(U.S. Pat. No. 4,7
46,648; Umezawa, H., et al., J. Antibiot (Tokyo) 23: 259-62, 1970; Morishima, H.
, et al., J. Antibiot. (Tokyo) 23: 263-5, 1970; Lin, T. and Wil¬liams, H. R., J
. Biol. Chem. 254: 11875-83, 1979; Jupp, R. A., et al., Bio¬chem. J. 265: 871-8
, 1990; Agarwal, N. S. and Rich, D. H., J. Med. Chem. 29: 2519-24, 1986; Baldwin
, E. T., et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 90: 6796-800, 1993; Francis, S. E. 
et al., EMBO J 13: 306-17, 1994)。
【００２７】
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　アスパルチルプロテアーゼおよびカテプシンＤは、しばしば、神経変性疾患、認知障害
、認知症、アルツハイマー病、癌、マラリア、ＨＩＶ感染および心臓血管系の疾患の処置
のための活性化合物の標的タンパク質として記述され、および例えば、WO 2009013293、E
P 1987834、EP 1872780、EP 1867329、EP 1745778、EP 1745777、EP 1745776、WO 199900
2153、WO 1999055687、US 6150416、WO 2003106405、WO 2005087751、WO 2005087215、WO
 2005016876、US 2006281729、WO 2008119772、WO 2006074950、WO 2007077004、WO 2005
049585、US 6251928およびUS 6150416などにおいて、アスパルチルプロテアーゼまたはカ
テプシンＤのインヒビターはこれらの疾患の処置のために開示されている。
【００２８】
　知られているカテプシンＤインヒビターならびに２種のモデル化合物であるペプスタチ
ンおよびリトナビルは、カテプシンＤ活性を有効に阻害するが、それらは、しかしながら
、他のアスパルチルプロテアーゼについての完全に低い選択性を有する。血圧ならびに体
液および電解質バランスの調節におけるレニン－アンジオテンシン系（ＲＡＳ）の役割(O
paril, S. et al., N. Engl. J. Med. 1974; 291:381-401/446-57)、ならびに、心血管系
の疾患におけるレニンおよびペプシンインヒビターの有効性は十分に知られており、した
がって、特にこれらの低選択性カテプシンＤインヒビターの経口的な、または全身的な投
与に関する多数の副作用が予想され得、全身合併症もまた、局所的適用に関して化合物の
拡散により予想され得る。
【００２９】
　さらに、特にペプチド化合物は、一般に血漿、滑液および他のコンパートメントの流体
で低い安定性を有し、それらは、非常に速やかな代謝分解を受け、血液中、関節包内およ
び他のコンパートメントでの滞留時間が短いことが予想され得ることを意味する。
【００３０】
　したがって、M. F. et al. (J. Pharm. Sciences, Vol. 81, No. 8, 731-735, 1992)は
、リウマチ性関節炎を有する患者のプールされたヒト血清中、および、プールされた滑液
中でのペプチド化合物の安定性を検討した。（７３１ページ、右側の列、最後から二番目
の段落を参照）。表１および表２において、Powell et al.は、試験をした、１０～２５
の長さのアミノ酸を有する修飾および非修飾ペプチドの大部分が、試験をした、ヒト血漿
（ＨＳ）、滑液（ＳＦ）、ウシ胎児血清（ＦＣＳ）またはマウス肝臓ホモジネート（ＭＬ
Ｈ）の培地において、一時間未満の半減期を有することを開示した（７３５ページ、右側
の列、最後の段落を参照）。関節炎を有する患者のプールされたヒト血清、およびプール
された滑液中のペプチド化合物の安定性は、基本的には同様に低い（７３３ページを参照
）。
【００３１】
　血漿中のペプチド化合物の低い安定性および短い滞留時間を背景として、および上記に
記載されていると予想される副作用により、ペプチドカテプシンＤインヒビターの経口投
与または全身投与は、関節症の処置のために考慮されない。
【００３２】
　ペプチド化合物の関節内投与はまた、滑液において予想される短い半減期により、しか
し、特に、関節カプセル内において予想される短い滞留時間により（滑膜および分解を介
した拡散）、および血漿中での拡散に起因して予想される全身性の副作用により、一般に
、当業者によって不適切と判断される。
【００３３】
　特に、Powell et al. (1992)によると、数時間というペプチド化合物の短い半減期は、
頻繁に関節内注射が必要であることを意味する。しかしながら、関節の隙間への注射は痛
みおよび患者に対する感染症の有意なリスクと関連し、したがって、かかる注射は、２～
４週間の間隔より頻繁に実施すべきではない。
【発明の概要】
【００３４】
　本発明の目的は、関節症の予防および処置のために採用され得、局所または関節内投与
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の場合において滑液中で十分安定し，わずかな程度で血漿中に滑膜を介して拡散するだけ
で、ひいては、活性化合物の濃度は注射後できるだけ長い期間にわたって治療的に有効な
範囲内に残るように、関節包において長い滞留時間を有する、新規の医薬および医薬製剤
を見出すことであった。
【００３５】
　驚くべきことに、ペプスタチンは、静脈内または経口投与の場合、高いクリアランスに
もかかわらず、関節包内または滑液中でＩＣ５０を有意に超える濃度で、ひいては、懸濁
液の関節内注射の場合には、より長い期間にわたって薬理学的に有効な濃度で残ることが
見出された。さらに、ペプスタチンは、そのペプチド構造にもかかわらず（例を参照）、
滑液において驚くほど高い安定性を呈し、ひいては、ペプスタチンは、Powell et al.に
よって測定された滑液中でのペプチド化合物の最長の安定性さえも、有意に超え(Powell 
et al. Table II on page 733を参照：滑液中かろうじて２日の半減期を有するNo. 8百日
咳毒素、約７時間半の半減期を有するNo. 15らい菌（Myobacterium leprae）、数分の半
減期を持つ他のすべてのペプチド化合物）、ペプスタチンは、Powell et al.によって予
想されたように、わずか数時間の間に臨床的に関連するレベルで関節包に残るが、代わり
に、２週間以上、ＩＣ５０を有意に超える濃度で存在するため、関節包における、この驚
くほど高い安定性および驚くほど長い滞留時間は、関節症の処置においてペプスタチンの
医学的に関連する使用を可能にする。
【００３６】
　したがって、ペプスタチンは、驚くべきことに、医薬および医薬製剤に好適であり、そ
れは、本発明の医薬および医薬製剤が、せいぜい週に１回、好ましくは数ヶ月に１回の間
隔で関節内投与されさえすればよいように、関節症の予防および処置のための局所または
関節内投与され、長期間にわたって高いレベルで残る。
【００３７】
　ペプスタチンは、極めて有効なカテプシンＤのインヒビターであり、関節包における、
その長い滞留時間および滑膜からの徐放により、関節内投与の場合、低全身レベル（血漿
レベル）のみを達成するので、関節症の処置のために関節内投与した場合に予想される副
作用はほとんどない。
【００３８】
　例えば、Powell et al. (1992)による検討に基づいて、滑液中でのペプチド化合物の低
い安定性が予想されて、さらに、血漿への滑膜からの小さいサイズのペプチド化合物の高
い放出が予想されていた、関節包において短い滞留時間をもたらすであろう両方のプロセ
スのため、関節包におけるペプスタチンの長い滞留時間は、特に、治療的に驚くべき価値
がある。しかしながら、驚くべきことに、ペプスタチンは、予想に反して、滑液において
両方の安定性が高く、また、滑膜からの放出が明らかに非常に低いため、関節包において
長い滞留時間を有する。
【００３９】
　それゆえ、本発明は、ペプスタチン（（３Ｓ，４Ｓ）－３－ヒドロキシ－４－［（Ｓ）
－２－（（３Ｓ，４Ｓ）－３－ヒドロキシ－６－メチル－４－｛（Ｓ）－３－メチル－２
－［（Ｓ）－３－メチル－２－（３－メチルブチリルアミノ）ブチリルアミノ］ブチリル
アミノ｝ヘプタノイルアミノ）プロピオニルアミノ］　－６－メチルヘプタン酸）および
／またはその生理学的に許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロドラッグおよび立体異性
体のうちの１つ、またはあらゆる比率でのそれらの混合物を包含する、関節内投与のため
の医薬製剤に関する。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】図１は、滑液中のペプスタチンの安定性データである。
【図２】図２は、薬物動態 -関節内投与後の血漿および関節におけるペプスタチンの滞留
時間を示すグラフである。
【図３】図３は、薬物動態－静脈内および経口投与後の血漿におけるペプスタチンの滞留
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時間を示す表である。
【図４】図４は、関節症におけるインビボでの有意な有効性を示す結果である。
【図５ａ】図５ａは、インビトロ：ウシ滑液におけるマイクロダイアリシスの結果である
。
【図５ｂ】図５ｂは、インビトロ：膝関節（モルモット）におけるマイクロダイアリシス
の結果である。
【図５ｃ】図５ｃは、陽性溶出液サンプルの数である。
【００４１】
　本発明はまた、さらなる賦形剤および／またはアジュバントを含む、このタイプの発明
に記載の医薬製剤に関する。
　さらに、本発明は、少なくとも１つのさらなる医薬活性化合物を含む、本発明に記載の
上記医薬製剤にも関する。
【００４２】
　本発明はまた、ペプスタチンと同様の特性、すなわち、ナノモル範囲でのカテプシンＤ
阻害、滑液中での高い安定性および関節包において長い滞留時間を有するペプチドカテプ
シンＤインヒビターを含む関節内投与のための医薬製剤に関する。
【００４３】
　本発明はまた、光学的に活性な形態（立体異性体）、鏡像異性体、ラセミ体、ジアステ
レオマーおよび水和物およびペプスタチンの溶媒和物の使用に関するようにペプスタチン
は、たくさんのキラル中心を含有する。
【００４４】
　薬学的または生理学的に許容し得る誘導体は、例えば、ペプスタチンの塩、および、ま
た、いわゆるプロドラッグ化合物を意味すると解釈される。プロドラッグ化合物は、例え
ば、アルキル基またはアシル基（下記のアミノおよびヒドロキシル保護基も参照）、糖ま
たはオリゴペプチドによって修飾され、生体内で急速に切断または遊離されて、有効なペ
プスタチン分子を形成するペプスタチン誘導体を意味すると解釈される。これらはまた、
例えば、Int. J. Pharm. 115 (1995), 61-67に記載されるとおり、ペプスタチンの生分解
性ポリマー誘導体を含む。
【００４５】
　ペプスタチンは、その最終的な非塩形態で使用され得る。一方、本発明はまた、当該分
野で知られている手順により様々な有機および無機塩基から誘導され得る、その薬学的に
許容し得る塩の形態におけるペプスタチンの使用を包含する。ペプスタチンの薬学的に許
容し得る塩の形態は、大部分が従来の方法によって調製される。ペプスタチンは、カルボ
キシル基を含有するため、その好適な塩の１つは、対応する塩基付加塩を得るために好適
な塩基とペプスタチン反応させることによって形成され得る。かかる塩基は、例えば、水
酸化カリウム、水酸化ナトリウムおよび水酸化リチウムを含む、アルカリ金属水酸化物；
水酸化バリウムおよび水酸化カルシウムなどのアルカリ土類金属水酸化物；アルカリ金属
アルコキシド、例えば、カリウムエトキシドおよびナトリウムプロポキシド；および、ピ
ペリジン、ジエタノールアミンおよびＮ－メチルグルタミンなどの様々な有機塩基である
。ペプスタチンのアルミニウム塩は、同様に含まれる。
【００４６】
　さらに、ペプスタチンの塩基性塩は、アルミニウム、アンモニウム、カルシウム、銅、
鉄（ＩＩＩ）、鉄（ＩＩ）、リチウム、マグネシウム、マンガン（ＩＩＩ）、マンガン（
ＩＩ）、カリウム、ナトリウムおよび亜鉛塩を含むが、これは限定を表すことを意図する
ものではない。
【００４７】
　上記の塩のうち、好ましいのは、アンモニウム；アルカリ金属塩、ナトリウムおよびカ
リウム、およびアルカリ土類金属塩、カルシウムおよびマグネシウムである。薬学的に許
容し得る有機非毒性塩基から誘導されるペプスタチンの塩は、天然に生じる置換アミン、
環状アミン、および塩基性イオン交換樹脂、例えば、これは以下に限定することを表すこ
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とを意図するものではないが、アルギニン、ベタイン、カフェイン、クロロプロカイン、
コリン、Ｎ，Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン（ベンザチン）、ジシクロヘキシルアミ
ン、ジエタノールアミン、ジエチルアミン、２－ジエチルアミノエタノール、２－ジメチ
ルアミノエタノール、エタノールアミン、エチレンジアミン、Ｎ　エチルモルホリン、Ｎ
　エチルピペリジン、グルタミン、グルコサミン、ヒスチジン、ヒドラジン、イソプロピ
ルアミン、リドカイン、リジン、メグルミン、Ｎ－メチル－Ｄ－グルカミン、モルホリン
、ピペラジン、ピペリジン、ポリアミン樹脂、プロカイン、プリン、テオブロミン、トリ
エタノールアミン、トリエチルアミン、トリメチルアミン、トリプロピルアミンおよびト
リス（ヒドロキシメチル）メチルアミン（トロメタミン）をも含めた、第一、第二および
第三級アミン、置換アミンの塩を含む。
【００４８】
　言及したように、ペプスタチンの薬学的に許容し得る塩基付加塩は、アルカリ金属およ
びアルカリ土類金属または有機アミンなどの金属またはアミンで形成される。好ましい金
属は、ナトリウム、カリウム、マグネシウムおよびカルシウムである。好ましい有機アミ
ンは、Ｎ，Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン、クロロプロカイン、コリン、ジエタノー
ルアミン、エチレンジアミン、Ｎ－メチル－Ｄ－グルカミンおよびプロカインである。
【００４９】
　ペプスタチンの塩基付加塩は、従来の方法で塩の生成を引き起こす、十分な量の所望の
塩基と接触させ、遊離酸形態をもたらすことによって調製される。遊離酸は、従来の方法
で、塩形態を酸と接触させて、遊離酸を単離することによって再生され得る。遊離酸形態
は、極性溶媒中の溶解度などのその特定の物理的特性に関して、対応する塩形態とある特
定の点において異なる；しかしながら、本発明の目的のために、塩は他の方法でそれらの
それぞれの遊離酸形態に対応する。
【００５０】
　上述での観点から、本関連において「薬学的に許容し得る塩」は、特に、この塩形態が
、活性化合物の遊離形または過去に使用された活性化合物の他の塩形態と比較して、活性
化合物に改善された薬物動態学的特性を付与する場合、その塩の１つの形態でペプスタチ
ンを包含する活性化合物を意味するものと解釈されることが理解できる。活性化合物の薬
学的に許容し得る塩形態はまた、過去に有していなかった所望の薬物動態学的特性を有す
る、この活性化合物を初めて提供することができ、さらには体内でのその治療有効性に関
して、この活性化合物の薬力学にプラスの影響を与えることができる。
【００５１】
　ペプスタチンの溶媒和物は、それらの相互の引力により形成されるペプスタチン不活性
溶媒分子の付加を意味するものと解釈される。溶媒和物は、例えば、一水和物または二水
和物などの水和物、または、アルコラート、すなわち、例えば、メタノールまたはエタノ
ールなどのアルコールとの添加化合物である。
【００５２】
　ペプスタチンは、選択的にアスパルチルプロテアーゼ、特にカテプシンＤを阻害するの
で、耐容性良好で、有益な薬理学的特性を有することが見出された。
【００５３】
　それゆえ、本発明は、さらに、カテプシンＤによって、および／またはカテプシンＤ促
進シグナル伝達によって引き起こされ、促進および／または伝播される疾患の処置および
／または予防のための関節内投与のための医薬の調製のためのペプスタチンの使用に関す
る。
【００５４】
　したがって、本発明はまた、特に、生理学的なおよび／または病態生理学的な状態の処
置および／または予防に使用するための、ペプスタチンおよび／またはその生理学的に許
容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロドラッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあ
らゆる比率でのそれらの混合物を包含する、関節内投与のための医薬に関する。
【００５５】
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　特に好ましいのは、特に、カテプシンＤに関連する生理学的および／または病態生理学
的条件である。
【００５６】
　生理学的なおよび／または病態生理学的な状態は、例えば、疾患または病気および特有
の疾患における医学的障害、訴え、症状または合併症などの、医学的に関連する生理学的
および／または病態生理学的な状態を意味するものと解釈される。
【００５７】
　本発明は、さらに、関節症、外傷性軟骨損傷および関節炎、特にリウマチ性関節炎から
なる群から選択される生理学的なおよび／または病態生理学的な状態の処置および／また
は予防に使用するための、ペプスタチンおよび／またはその生理学的に許容し得る塩、誘
導体、溶媒和物、プロドラッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあらゆる比率での
それらの混合物を包含する、関節内投与のための医薬に関する。特に好ましいのは、関節
症の処置および／または予防に使用することが好ましい。
【００５８】
　痛みは、急性事象として警告およびコントロールシグナルの特徴を有するが、慢性疼痛
としては、これを欠如し、この場合（慢性疼痛症候群として）、今日では、独立した症候
群としてみなされ、扱われるべき複雑な知覚である。痛覚過敏は、痛みに対する過剰な感
受性および通常は痛みを伴う刺激に対する反応に対して医学で使用される用語である。痛
みを引き起こし得る刺激は、例えば、圧力、熱、寒さまたは炎症である。痛覚過敏は、知
覚過敏の一形態であり、刺激に対する過剰な感受性の総称である。異痛症は、通常は痛み
を引き起こさない刺激によって誘発される痛みの感覚に対して医学で使用される用語であ
る。
【００５９】
　本発明は、さらに、ペプスタチンおよび／またはその生理学的に許容し得る塩、誘導体
、溶媒和物、プロドラッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあらゆる比率でのそれ
らの混合物を包含する、生理学的なおよび／または病態生理学的な状態の処置および／ま
たは予防に使用するための、疼痛、異痛症および痛覚過敏からなる群から選択される関節
内投与のための医薬に関する。
【００６０】
　したがって、本発明は、特に好ましくは、関節症、外傷性軟骨損傷、関節炎、疼痛、異
痛症および痛覚過敏からなる群から選択される生理学的なおよび／または病態生理学的な
状態の処置および／または予防において使用するための、特に好ましくは、関節症の処置
および／または予防において使用するための、ペプスタチンおよび／またはその生理学的
に許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロドラッグおよび立体異性体のうちの１つ、また
はあらゆる比率でのそれらの混合物を包含する、関節内投与のための医薬に関する。
【００６１】
　上記に開示の医薬は、上記の生理学的および／または病態生理学的な状態の処置および
／または予防のための関節内投与のための医薬の調製のためのペプスタチンに対応する使
用を含むことが意図されている。
【００６２】
　さらには、上記の開示された医薬は、ペプスタチンが、このような処置を必要とする患
者に関節内に投与される、上記の生理学的および／または病態生理学的な状態の処置およ
び／または予防のための関節内投与のために対応する方法を含むことが意図されている。
【００６３】
　したがって、本発明は、好ましくは、関節症、外傷性軟骨損傷、関節炎、疼痛、異痛症
または痛覚過敏からなる群から選択される生理学的なおよび／または病態生理学的な状態
の処置および／または予防における関節内投与のための本発明による医薬製剤の使用に関
する。
【００６４】
　本発明は、本明細書では、特に好ましくは、関節症の処置および／または予防における
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関節内投与のための本発明による医薬製剤の使用に関する。
【００６５】
　したがって、本発明はまた、好ましくは、関節症、外傷性軟骨損傷、関節炎、疼痛、異
痛症および痛覚過敏からなる群から選択される生理学的なおよび／または病態生理学的な
状態の処置および／または予防において関節内投与のための、ペプスタチンおよび／また
はその生理学的に許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロドラッグおよび立体異性体のう
ちの１つ、またはあらゆる比率でのそれらの混合物の使用に関する。
【００６６】
　本発明は、ここで、特に好ましくは、関節症の処置および／または予防における関節内
投与のための、ペプスタチンおよび／またはその生理学的に許容し得る塩、誘導体、溶媒
和物、プロドラッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあらゆる比率でのそれらの混
合物の使用に関する。
【００６７】
　本発明はまた、ペプスタチンと同様の特性、すなわちナノモル範囲でのカテプシンＤ阻
害、滑液における高い安定性および関節包における長い滞留時間を有する、関節症、外傷
性軟骨損傷、関節炎、疼痛、異痛症および痛覚過敏からなる群から選択される生理学的な
および／または病態生理学的な状態の処置および／または予防における、特に好ましくは
、関節症の処置および／または予防における、関節内投与のための、ペプチド性カテプシ
ンＤインヒビターの使用に関する。
【００６８】
　ペプスタチンは、例に記載のとおり、酵素アッセイおよび動物実験で容易に証明し得る
有利な生物学的活性を提示する。かかる酵素ベースのアッセイにおいて、ペプスタチンは
、通常、好適な範囲での、好ましくは、マイクロモル範囲での、特に好ましくは、ナノモ
ル範囲でのＩＣ５０値によって記録される、阻害効果を提示し、生じさせる。
【００６９】
　ペプスタチンは、ヒトまたは動物に、特に、サル、ウマ、イヌ、ネコ、ラットまたはマ
ウス、などの哺乳動物において、投与され得、ヒトまたは動物の身体の治療的処置におい
て、および上記の疾患の闘病において、使用され得る。それはさらに、診断剤として、ま
たは試薬として使用され得る。
【００７０】
　ペプスタチンは、非化学的方法によって、特に関節内投与のための医薬製剤の調製のた
めに使用され得る。この場合、それは、少なくとも１種の固体、液体および／または半液
体の賦形剤および／またはアジュバントと共に、および、任意に、１または２以上のさら
なる活性化合物（単数または複数）と組み合わせて、好適な剤形にされる。
【００７１】
　それゆえ、本発明は、さらにまた、特に、ペプスタチンおよび／またはその生理学的に
許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロドラッグおよび立体異性体のうちの１つ、または
あらゆる比率でのそれらの混合物を包含し、さらに賦形剤および／またはアジュバントを
包含する、関節内投与のための医薬製剤に関し、および、少なくとも１つのさらなる医薬
活性化合物を包含する、関節内投与のための医薬製剤に関する。
【００７２】
　特に、本発明はまた、ペプスタチンおよび／またはその生理学的に許容し得る塩、誘導
体、溶媒和物、プロドラッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあらゆる比率でのそ
れらの混合物が、固体、液体または半液体の賦形剤および／またはアジュバントおよび、
任意に、さらなる医薬活性化合物とともに好適な剤形にされることを特徴とする、関節内
投与のための医薬製剤の調製のための方法に関する。
【００７３】
　本発明の医薬製剤は、ヒトまたは獣医学における医薬として使用され得る。患者または
ホストは、任意の哺乳動物種、例えば、霊長類種、特にヒト；マウス、ラットおよびハム
スターを含むげっ歯類；ウサギ；ウマ、ウシ、イヌ、ネコなどに属し得る。動物モデルは
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、ヒトの疾患の処置のためのモデルを提供する実験的検討の対象である。
【００７４】
　好適な担体物質は、関節内投与にとって好適であり、本発明による化合物とともに反応
しない、有機または無機物質である。当業者は、その専門知識により、どのアジュバント
が、所望の医薬処方物に好適であるかに精通している。溶剤、例えば、水、生理食塩水、
または、例えば、エタノール、プロパノールまたはグリセロールなどのアルコール、グル
コースまたはマンニトール溶液などの糖溶液、または前記溶媒の混合物、および他の活性
化合物担体の他に、浸透圧、酸化防止剤、分散剤、消泡剤、緩衝物質、防腐剤または可溶
化剤に影響を与えるために、安定剤および／または湿潤剤、乳化剤、塩を使用することも
また、可能である。所望であれば、本発明による調製物または医薬は、上記医学的適応の
予防および／または処置に有効である、１または２以上のさらなる活性化合物、例えば、
１または２以上のビタミンまたは活性化合物を包含してもよい。
【００７５】
　所望であれば、本発明の製剤または医薬は、１または２以上のさらなる活性化合物およ
び／または、１または２以上の作用増強剤（アジュバント）を包含してもよい。
【００７６】
　用語「医薬処方物」および「医薬製剤」は、本発明の目的のための同義語として使用さ
れている。
【００７７】
　ここで使用されるように、「薬学的に許容」は、医薬、沈殿試薬、賦形剤、アジュバン
ト、安定化剤、溶媒、および、望ましくない生理学的な副作用なしに、それから得られる
医薬製剤の哺乳動物への投与を容易にする他の薬剤に関する。
【００７８】
　非経口投与のための医薬製剤の場合、等張性、体水分正常状態および処方物（低毒性）
、採用されるアジュバントおよび一次包装の安全性および忍容性のための要件がある。驚
くべきことに、ペプスタチンは、好ましくは、直接使用が可能であり、および、例えば、
高濃度の有機溶媒または他の毒物学的に許容できないアジュバントなどの、毒物学的に許
容できない物質の除去のためのさらなる精製工程が、医薬処方物で使用する前に不要であ
るという利点を有する。
【００７９】
　本発明はまた、特に好ましくは、析出させた非結晶で、析出させた結晶で、または溶解
または懸濁した形でのペプスタチン、および、任意に、賦形剤および／またはアジュバン
トおよび／または、さらなる薬学的に活性な化合物を含む、関節内投与のための医薬製剤
に関する。
【００８０】
　ペプスタチンは、好ましくは、ペプスタチンの不利な望ましくない凝集体を生じること
なく、高濃度処方物の調製を可能にする。したがって、高活性化合物含量を有する、すぐ
に使用できる溶液は、ペプスタチンを補助的に用いて、水性溶媒とともに、または水性媒
体中で調製され得る。
【００８１】
　ペプスタチンおよび／または生理学的に許容し得る塩および溶媒和物はまた、凍結乾燥
され、得られた凍結乾燥物は、例えば、関節内投与のための注射調製物の調製のために使
用され得る。
【００８２】
　関節内投与のための水性製剤は、水溶液中でペプスタチンを溶解または懸濁し、任意に
、アジュバントを加えることにより調製され得る。そのため、定義された濃度で前記のさ
らなるアジュバントを包含する原液の定義された量を、定義された濃度のペプスタチンを
有する溶液または懸濁液に有利に加え、その混合物を、任意に、予め計算された濃度に水
で希釈する。代替的に、アジュバントは、固形で加えられ得る。それぞれの場合において
必要とされる原液および／または水の量は、その後、得られた水溶液または懸濁液に加え
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られ得る。ペプスタチンはまた、すべてのさらなるアジュバントを包含する溶液中で、有
利に直接溶解され、または懸濁され得る。
【００８３】
　ｐＨ４～１０を有する、好ましくは、ｐＨ５～９、および２５０～３５０ｍＯｓｍｏｌ
／ｋｇの重量オスモル濃度を有する、溶液または懸濁液を含有するペプスタチンは有利に
調製され得る。したがって、医薬製剤は、直接痛みなしで、実質的に関節内に投与され得
る。さらに、関節内投与のための調製物に加えてもよい、ひいては、比較的多量の活性化
合物の投与を可能にするさらなる活性化合物、例えば、グルコース溶液、等張食塩水また
はリンガー溶液などの注射溶液もまた包含してもよい。
【００８４】
　ペプスタチンは、生理学的に十分に忍容性があり、調製が容易で、正確に分配され得、
好ましくは、保存および輸送を通して、および複数の凍結および融解プロセスの間、アッ
セイ、分解生成物および凝集物に対して安定的である。好ましくは、冷蔵庫の温度（２～
８℃）および室温（２３～２７℃）で、６０％の相対大気湿度（ＲＨ）で、少なくとも３
ヶ月から２年の期間にわたって、安定した方法で保存され得る。
【００８５】
　例えば、ペプスタチンは、乾燥によって安定に保存され、必要に応じて溶解または懸濁
することにより、すぐに使用できる医薬製剤に変形され得る。可能な乾燥方法は、例えば
、これらの例に限定されないが、窒素ガス乾燥、真空オーブン乾燥、凍結乾燥、有機溶媒
での洗浄およびその後の空気乾燥、液体床乾燥、流動床乾燥、噴霧乾燥、ローラー乾燥、
層乾燥、室温での空気乾燥およびさらなる方法である。
【００８６】
　「有効量」という用語は、組織、系、動物またはヒトにおいて、例えば研究者または医
師によって求められているかまたは所望されている生物学的または薬学的応答を生じさせ
る、医薬の、または薬学的に活性な化合物の量を意味する。
【００８７】
　さらに、「治療的有効量」という用語は、この量を施与されていない対応する対象と比
較して、以下の結果：疾患、症候群、状態、愁訴、障害もしくは副作用の改善された処置
、治癒、防止もしくは解消、あるいはまた疾患、状態もしくは障害の進行の低減を有する
量、を意味する。用語「治療的有効量」はまた、正常な生理学的機能を増加させるのに有
効である量を網羅する。
【００８８】
　関節内投与のための本発明による調製物または医薬の使用について、ペプスタチンおよ
び／または生理学的に許容し得る塩および溶媒和物は、一般に知られている市販で入手可
能の調製物と同様に使用される。投与量は、ここで、患者の年齢、性別、体重および健康
状態および体質、および患者の疾患の重症度およびその他の個別要因に依存する。
【００８９】
　関節内投与のための本発明による医薬製剤は、好ましくは、毎週から毎年、特に好まし
くは、隔週から半年ごと、特に大変好ましくは、毎月から四半期ごとに、関節内投与され
る。
【００９０】
　それゆえ、本発明は、さらに、本発明の医薬製剤が以下のとおり：
ａ）毎週から毎年、
ｂ）隔週から半年ごとまたは
ｃ）毎月から四半期ごとに、
関節内に投与される、本発明の医薬製剤の本発明の使用にも関する。
【００９１】
　したがって、本発明はまた、関節症、外傷性軟骨損傷、関節炎、疼痛、異痛症および痛
覚過敏からなる群から選択される生理学的なおよび／または病態生理学的状態の処置およ
び／または予防における、特に好ましくは、ペプスタチンおよび／またはのその生理学的
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に許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロドラッグおよび立体異性体のうちの１つ、また
はあらゆる比率でのそれらの混合物が以下のとおり：
ａ）毎週から毎年、
ｂ）隔週から半年ごとまたは
ｃ）毎月から四半期ごとに、
関節内に投与される、関節症の処置および／または予防における、関節内投与のための、
ペプスタチンおよび／またはその生理学的に許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロドラ
ッグおよび立体異性体のうちの１つ、またはあらゆる比率でのそれらの混合物の使用に関
する。
【００９２】
　しかしながら、患者のための個々の用量および投与間隔はまた、例えば、使用される特
定の化合物の有効性、年齢、体重、健康状態、性別、栄養の一般的な状態、投与の時間お
よび方法、排泄率、他の医薬との併用および特有の疾患の重症度および持続期間などの多
くの個々の要因に依存する。
【００９３】
　生体内での医薬活性化合物の摂取の尺度は、その生物学的利用能である。医薬活性化合
物は、注射液の形態で生体内に関節に送達された場合、その絶対的な生物学的利用能、す
なわち、変化していない形で関節の隙間に達する薬剤の割合は、１００％である。薬物動
態についての、すなわち生物学的利用能についてのデータは、J. Shaffer et al. (J. Ph
arm. Sciences, 88 (1999), 313-318)の方法と同様に得られ得る。
【００９４】
　さらに、このタイプの医薬は、一般に薬学分野で知られている方法によって調製され得
る。
【００９５】
　医薬は、関節内経路による投与に適合され得る。このタイプの薬剤は、薬学分野で知ら
れているすべての方法によって、例えば、賦形剤（複数可）または補助剤（複数可）と活
性化合物を組み合わせることによって調製され得る。
【００９６】
　関節内投与は、本発明による化合物が、関節軟骨の近くの滑液に直接投与され、そこか
ら軟骨組織へ拡散することが可能であるという利点を有する。本発明による医薬製剤は、
このようにして、関節の隙間に直接注入され、ひいては、意図したとおりに作用部位で直
接作用を発揮する。本発明の化合物はまた、遅く、持続性のある、および／またはコント
ロールされた活性化合物の放出を有する、関節内投与のための医薬の調製に適している。
ひいては、ペプスタチンは、遅延放出処方物の調製に適しており、このことは、投与が比
較的大きな時間間隔でのみ必要であるので、患者にとって有利である。
【００９７】
　関節内投与に適合した医薬は、処方物が処置されるべき受容者の滑液と等張にされるこ
とによって、抗酸化剤、緩衝剤、静菌および溶質を包含する水性および非水性滅菌注射溶
液；ならびに懸濁媒体および増粘剤を包含し得る、水性および非水性滅菌懸濁液を含む。
処方物は、使用直前に必要な無菌の担体液体、例えば、注射用の水を加えさえすればよい
ように、単回用量または複数回用量容器、例えば、密封アンプルおよびバイアルで送達さ
れ得、フリーズドライ（凍結乾燥）状態で保存され得る。処方にしたがって調製される注
射溶液および懸濁液は、滅菌粉末、顆粒および錠剤から調製され得る。
【００９８】
　ペプスタチンはまた、例えば、小型単層小胞、大型単層小胞および多層小胞などのリポ
ソーム送達系の形態で投与され得る。リポソームは、例えば、コレステロール、ステアリ
ルアミンまたはホスファチジルコリンなどの様々なリン脂質から形成され得る。
【００９９】
　ペプスタチンはまた、標的医薬賦形剤として、可溶性ポリマーに結合され得る。かかる
ポリマーは、パルミトイル基によって置換された、ポリビニルピロリドン、ピランコポリ
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パルトアミドフェノール、またはポリエチレンオキシドポリリジンを含んでもよい。さら
に、ペプスタチンは、医薬、例えば、ポリ乳酸、ポリ－イプシロン－カプロラクトン、ポ
リヒドロキシ酪酸、ポリオルトエステル、ポリアセタール、ポリジヒドロキシピラン、ポ
リシアノアクリレート、ポリ－乳酸－コ－グリコール酸、デキストランとメタクリレート
の間のコンジュゲート、ポリホスホエステル、様々な多糖およびポリ－アミンおよびポリ
－ε－カプロラクトン、アルブミン、キトサン、コラーゲンまたは修飾ゼラチンおよびヒ
ドロゲルの架橋された、または両親媒性ブロックコポリマーなどのポリマー、の徐放を達
成するのに適している生分解性ポリマーのクラスに結合され得る。
【０１００】
　本発明の医薬はまた、特に上記の成分の他に、医薬処方物の特定のタイプに関して、当
該分野において他の通常の薬剤を包含してもよいことは言うまでもない。
【０１０１】
　さらに、本発明の医薬は、特定の既知の治療において相加または相乗効果を提供するた
めに使用され得、および／または特定の知られている治療の有効性を回復するために使用
され得る。
【０１０２】
　ペプスタチンの他に、本発明の医薬製剤はまた、さらなる医薬活性化合物、例えば関節
症の処置に使用するため、他のカテプシンＤインヒビター、ＮＳＡＩＤＳ、Ｃｏｘ－２イ
ンヒビター、グルココルチコイド、ヒアルロン酸、アザチオプリン、メトトレキサート、
例えば、抗ＩＣＡＭ－１抗体および／またはＦＧＦ－１８などの抗ＣＡＭ抗体、を包含し
てもよい。上述の他の疾患の処置のために、本発明による医薬製剤はまた、ペプスタチン
の他に、それらの処置における当業者に知られている、さらなる医薬活性化合物を包含し
てもよい。
【０１０３】
　さらなる態様がなくても、それは、当業者は最も広い範囲で、上記の説明を利用するこ
とができるであろうことが想定される。したがって、好ましい態様は、単に、一切いかな
る方法でも限定するものではない記述的開示としてみなされるべきである。
【０１０４】
　以下の例は、このように本発明を限定することなく説明することを意図する。特に明記
しない限り、パーセントデータは重量パーセントで表す。すべての温度は摂氏で示される
。「従来の後処理」：必要があれば、水を加え、必要があれば、ｐＨを２と１０の間の値
に調整し、最終生成物の構成に応じて、混合物を酢酸エチルまたはジクロロメタンで抽出
し、相を分離し、有機相を硫酸ナトリウム上で乾燥させ、濾過し、蒸発させ、生成物をシ
リカゲル上で、および／または結晶化によりクロマトグラフィーにより精製する。シリカ
ゲル上のＲｆ値；質量分析：ＥＩ（電子衝撃イオン化）：Ｍ＋、ＦＡＢ（高速原子衝撃）
：（Ｍ＋Ｈ）＋、ＴＨＦ（テトラヒドロフラン）、ＮＭＰ（Ｎメチルピロリドン）、ＤＭ
ＳＯ（ジメチルスルホキシド）、ＥＡ（酢酸エチル）をＭｅＯＨ（メタノール）、ＴＬＣ
（薄層クロマトグラフィー）
【０１０５】
　ペプスタチンは合成され、特徴付けられている。しかしながら、ペプスタチンの調製お
よび特徴付けは、当業者のための他の方法によって実施され得る。
【０１０６】
　例１：ペプスタチン－ペプチドカテプシンＤインヒビター
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【表１】

および、それらの生理学的に許容し得る塩、誘導体、溶媒和物、プロドラッグおよび立体
異性体、またはあらゆる比率でのそれらの混合物。
【０１０７】
　加えて、ペプスタチンは、レニン（ＩＣ５０＞１０，０００ｎＭ）を超えてのカテプシ
ンＤに対する高い選択性、優れた軟骨の浸透および測定可能な毒性および遺伝毒性がない
ことによって区別される。
【０１０８】
　例２：カテプシンＤインヒビターを同定するためのインビトロ蛍光アッセイ
　カテプシンＤ活性のモジュレーターを同定するために、Ｇｒｅｉｎｅｒ　３８４－ウェ
ルｎｂマイクロタイタープレートにおいて、同じ分子上のＤｐｎ（２，４－ジニトロフェ
ニル）基からのエネルギー移動によってクエンチされる、蛍光基（ＭＣＡ＝（７－メトキ
シクマリン－４－イル）アセチル）を有する合成ペプチドを用いて、連続的な酵素試験を
実施した。カテプシンＤによるペプチド基質の切断は、蛍光強度の増加を生じさせる。基
質の有効性を決定するために、基質の存在下における蛍光強度の時間依存性の増加と、基
質の非存在下における蛍光の時間依存性の増加とを比較した。
【０１０９】
　使用される参照基質は、ペプスタチンＡ（Sigma-Aldrich）であった。使用された基質
は、ＭＣＡ－ＧＫＰＩＬＦＦＲＬＫ（Ｄｎｐ）ｄ－Ｒ－ＮＨ２（Enzo Life Sciences、Lo
er-rach）であった。採用する酵素は、１．４ｎＭの最終濃度でヒト肝臓（Sigma-Aldrich
）から単離されたカテプシンＤであった。試験は、１００ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液、１
．２５％（ｖ／ｖ）のＤＭＳＯ、０．２５％（ｗ／ｖ）のＣｈａｐｓ、ｐＨ５．５、にお
いて実施した。各基質溶液２μｌを、連続的に希釈した基質濃度で、それぞれの場合のカ
テプシンＤ溶液４μｌに加え、１０分間室温でインキュベートした。反応は、基質溶液（
最終濃度５μＭ）２μＬを加えることによって開始した。起点蛍光測定（励起波長３４０
ｎｍ／発光波長４５０ｎｍ）でのEnvision multi-labelリーダー（Perkin Elmer）を使用
して実施した後、反応は、室温で６０分間インキュベートされた。その後、反応時間の間
における、切断ペプチド断片の量は、４５０ｎｍ（励起波長３４０ｎｍ）での蛍光強度の
増加を決定することで測定した。
【０１１０】
　結果：ペプスタチンは、ナノモル範囲でカテプシンＤを阻害する（表１参照）。
【０１１１】
　例３：軟骨外植片アッセイ
　軟骨分解の潜在的なカテプシンＤインヒビターの効果を検討するために、ウシ外植片に
基づくｐＨ誘発モデルを使用した。外植片が培養されている培地のｐＨは、本明細書にお
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いて、関節炎の膝の病態生理学的ｐＨに一致する。このｐＨは５．５である。その後、こ
のエキソビボモデルでは、軟骨分解プロセスを阻止することに関する作用について、潜在
的なカテプシンＤインヒビターを検討する。軟骨が破壊された場合、グリコサミノグリカ
ン（ＧＡＧ）は、細胞培養液の上清中に放出される。放出されたＧＡＧの量を、ＤＭＭＢ
（青色塩酸ジメチルメチレン）を活用して定量的に決定する。硫酸化ＧＡＧを、ジメチル
メチレンブルー塩酸塩を使用して検出する場合、６３３ｎｍでの吸収の減少を利用する。
それは非常に低いＧＡＧ濃度を使用することもまた可能であるので、染料／ＧＡＧ複合体
は、ＧＡＧとのＤＭＭＢの延長インキュベーション後でさえ析出せず、このことは、時に
は他の測定の方法においてわずか短時間の後に起こる。また、濃度を決定するために、検
量線を、コンドロイチン硫酸を使用して記録する。ＧＡＧ値を、ＩＣ５０値、すなわち基
質がその作用の５０％を提示する濃度を計算するために使用することができる。
【０１１２】
　溶液：
　インキュベーション培地、ｐＨ７．４：
　ＦＢＳなしのＤＭＥＭに、１％のペニシリン／ストレプトマイシンおよび３０μｇ／ｍ
ｌのアスコルビン酸を添加、培地は保存しない。
【０１１３】
　インキュベーション培地、ｐＨ５．５：
　ＦＢＳなしのＤＭＥＭに、ｐＨは、ＭＥＳを加えることによって調整し、ｐＨメーター
を使用してモニターし、１％ペニシリン／ストレプトマイシンおよび３０μｇ／ｍｌのア
スコルビン酸を添加。
【０１１４】
　ＧＡＧ測定のための溶液：
　ＤＭＭＢの発色溶液（Ｖ＝５００ｍｌ）：
　ＤＭＭＰ（ジメチルメチレンブルー）８ｍｇを２．５ｍｌのエタノール＋１ｇのギ酸ナ
トリウム＋１ｍｌのギ酸に溶解させ、再蒸留水で５００ｍｌに満たす。
【０１１５】
　インキュベーション培地：ＦＢＳ（ＦＢＳなしの培地）
　コンドロイチン硫酸溶液（標準曲線）
　以下の濃度の標準溶液の調製：５０μｇ／ｍｌ；２５μｇ／ｍｌ；１２．５μｇ／ｍｌ
；６．２５μｇ／ｍｌ；３．１２５μｇ／ｍｌ；１．５６μｇ／ｍｌ；０．７８μｇ／ｍ
ｌおよび培地のブランクコントロール。標準溶液の調製は、実験でもまた実施した培地で
実施する。
【０１１６】
　１．）手順：ウシ外植片のｐＨ誘発性軟骨分解
　ウシの外植片を最初に調製する。軟骨分解の誘導は、９６マルチウェルプレート中で実
施する。１つの外植片は、ウェルごとに培養する。それぞれの場合において、２００μｌ
のＦＢＳなしのＤＭＥＭ（インキュベーション培地　ｐＨ５．５）＋３０μｇ／ｍｌのア
スコルビン酸を加える。ネガティブコントロールとして、外植片を（ｎ＝４）ｐＨ７．４
中でインキュベートする（ＦＢＳなし）。このコントロールは、データの計算に含まれな
いが、その代わり、ｐＨの変化は、ＧＡＧの放出に所望の効果を有することを保証する。
この時点で、試験されるべき基質を加える。外植片のプレインキュベーションは実施しな
い。外植片を、３７℃、７．５％ＣＯ２で、インキュベーターにおいて３日間、対応する
基質と培養する。
【０１１７】
　２．）インキュベーション手順
　ＧＡＧ（グリコサミノグリカン）の遊離について、カテプシンＤインヒビターの効果を
検討するために、基質を、所望の濃度で採用して、３日間培養した。最初の実験において
、試験されるべき化合物を、１μＭおよび１％の濃度のＤＭＳＯで試験する。ＧＡＧの遊
離に＞５０％の効果を持つ基質（これはAssay Explorerにおいてコントロールの＜５０％
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に対応する）は、次の実験において、１００ｎＭおよび１％のＤＭＳＯで試験する。これ
らの条件下（これはAssay Explorerでコントロールの＜５０％に対応する）でのＧＡＧの
放出について、＞５０％の効果を有する基質を、濃度／作用関係で試験する。化合物を、
本明細書では、以下の濃度で検討する：３０μＭ、１０μＭ、３μＭ、１μＭ、０．３μ
Ｍ、０．１μＭ、０．０３μＭ、０．０１μＭ。
【０１１８】
　使用されるポジティブコントロールは、０．０１μＭの濃度を有するペプスタチンＡで
ある。アッセイウィンドウ(assay window)をコントロールによって定義され（ｐＨ５．５
）、０％の効果として定義され、およびコントロールｐＨ５．５＋０．０１μＭ　ペプス
タチンＡ、１００％の効果として定義される。３日間のインキュベーションの後、細胞培
養上清を回収し、－２０℃で保存するか、または直接測定する。放出されたＧＡＧの量は
、測光法で測定される。
【０１１９】
　ポジティブコントロール（ｐＨ５．５＋０．０１μＭ　ペプスタチンＡ）およびネガテ
ィブコントロール（ｐＨ５．５）に基づく％における、それぞれの基質の効果（１値）は
、１μＭおよび１００ｎＭの濃度について報告されている。値は、４つの反復の平均を表
す。濃度／作用関係の決定で、ＩＣ５０値は、データベース（Assay Explorer）に報告さ
れる。
【０１２０】
　４．）測定
　細胞培養上清（２００μｌ）を直接測定するかまたは、－２０℃で保存する。ＧＡＧの
濃度（上清中のＧＡＧ／ｍｌの）の正確な決定を確実にするために、測定値を、標準曲線
の線形領域において配置しなければならない。これを確実にするために、様々な希釈物を
規定通りに（１／５、１／１０、１／２０、１／４０）に導入する。希釈物を、培地を用
いて調製し、３８４マルチウェルプレート（１５μＬ）に自動的に（Hamilton）を導入し
た。ＤＭＭＢ溶液６０μｌを、同様に自動的に（またはマルチチャンネルピペットを使用
して）加える。急速な呈色反応が発生し、その後、プレートリーダー（例えば、Envision
）を使用して６３３ｎｍで測定する。サンプルの量に応じて、少なくとも１つの二重決定
(double determination)を実施する。
【０１２１】
　データをＣＳＶまたはＸＬＳファイルとしてＭＴＰリーダーで提供し、このフォーマッ
ト（ｘｌｓファイル）に基づいて生データとして保存するか、または特定の化合物のパー
セント効果の算出に使用する。
【０１２２】
　５．）品質コントロール
　ｐＨ誘導される軟骨分解を誘導するためのコントロールとして、４つの植片を、ｐＨ７
．４でインキュベートする。これは、軟骨の生理学的ｐＨに対応し、したがって、ここで
は、ＧＡＧの放出についての効果は予想されない。これらのＧＡＧ値（上清のμｇ／ｍｌ
）は、常にこのようにｐＨ５．５でインキュベーションのためのＧＡＧ値よりも有意に低
い。両方の実験を確認するために機能するが、アッセイウィンドウの定義のためにも重要
である、さらなるコントロールは、ペプスタチンコントロール（ｐＨ５．５＋０．０１μ
ｍペプスタチンＡ）である。この基質は、非特異的にほとんどのプロテアーゼの活性をブ
ロックし、ひいては、化合物の最大可能効果を決定する。
【０１２３】
　６．）結果
　ペプスタチンはＧＡＧアッセイにおけるナノモル範囲でのＩＣ５０値を提示する（表１
参照）。
（１）Klompmakers, A. & Hendriks, T. (1986) Anal. Biochem. 153, 80-84,
Spectrophotometric Detection of Sulfated Glycosaminoglycans.
（２）Groves, P.J. et al. (1997) Anal. Biochem. 245, 247-248
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Polyvinyl alcohol-stabilised binding of sulfated GAGs to dimethylmethylene blue.
【０１２４】
　例４：動物における抗痛覚過敏作用の検討
　炎症反応を誘導するために、カラギーナン溶液（ＣＡＲ、１％、５０μｌ）を、ラット
の膝関節の片側に関節内注射した。非注入側をコントロールの目的のために使用した。群
ごとに６匹の動物を使用した。閾値は、マイクロメータねじ（膝関節の内側－外側）によ
って決定し、熱痛覚過敏を足の裏で、Hargreaves法(Hargreaves et al.1988)による指向
性の赤外線光源によって決定した。炎症部位（膝関節）は、測定部位（足の裏）と異なる
ので、二次熱痛覚過敏という用語は、そのメカニズムが、有効な鎮痛薬の発見にとって重
要であるから、本明細書で使用する。
【０１２５】
　熱痛覚過敏（Hargreaves試験）の実験の説明：実験動物を、石英シート上に、プラスチ
ックチャンバーに配置した。試験の前、実験動物に、最初に約５～１５分の時間を与え、
それ自体を環境に慣れさせる。実験動物が、もはや習熟段階後（探索段階の終了）に頻繁
に移動しなくなったらすぐに、焦点がガラス底部の平面内にある赤外光源を、刺激される
ように、後肢の直接下に配置する。そして実験の実行は、ボタンを押すことによって開始
する：赤外光は、後足の皮膚温度の上昇をもたらす。
【０１２６】
　実験は、実験動物が（疼痛閾値の発現が達成されたものとして）後足を上げるか、また
は予め指定された最大温度に到達したとき、赤外線光源の自動的なスイッチオフによる、
いずれかによって終了する。実験動物が、静止し座る限りは、足によって反射された光を
記録する。足の引っ込め（withdraw）がこの反射を中断し、その後、赤外光源がスイッチ
オフされ、スイッチオンからスイッチオフまでの時間を記録する。計器は、赤外光源が１
０秒間で約４５℃まで皮膚温度を増加させるような方法で検量する(Hargreaves et al. 1
988)。この目的のためにUgo Basileによって作られた計器を試験のために使用する。
【０１２７】
　ＣＡＲは、Sigma-Aldrichから購入した。本発明の特定のカテプシンＤインヒビターの
投与は、ＣＡＲの３０分前に関節内で、実施した。トリアムシノロン（ＴＡＣ）を１０μ
ｇ／関節をポジティブコントロールとして使用し、溶媒（ビヒクル）をネガティブコント
ロールとして使用した。痛覚過敏は、炎症を起こす足と炎症を起こさない足との間の引っ
込み時間の差として引用する。
【０１２８】
　結果：ＴＡＣは、ＣＡＲ誘発性腫脹を軽減することが可能であったが、ペプスタチンは
可能ではなかった。対照的に、ペプスタチンは、熱痛覚過敏の程度を用量に応じて減少さ
せることができた。
　評価：ペプスタチンが、抗痛覚過敏作用を発揮することが示された。ペプスタチンが炎
症性腫脹および、したがって、痛覚過敏のトリガーに影響がないことを提示するので、こ
れを前提とすることができる。したがって、ペプスタチンがヒトにおける疼痛低下作用を
呈することを、推測することができる。
【０１２９】
　例５：ウシ滑液におけるペプスタチンの安定性
　１．）ウシ滑液の抽出
　ウシ移植片の調製において（拡散チャンバーまたは他のアッセイのために）、牛の蹄（
中手関節）または牛の膝のいずれかを使用する。滑液は、両方の関節から得ることができ
る。この目的を達成するために、１０ｍｌのシリンジおよびカニューレを使用して、開い
た関節から滑液を注意深く除去し、調製した２ｍｌのエッペンドルフ容器に移した。エッ
ペンドルフ容器を、動物に応じて標識する（牛パスポートが入手可能である）。ここで、
関節を調製する間に、血液が関節の隙間に入らないことを確実にしなければならない。こ
のような場合は、滑液が赤みを帯びた色になり、結果として、廃棄しなければならない。
滑液は基本的に高粘性で、透明から黄色っぽい色である。滑液の巨視的分析とともに除去
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を記載する。
【０１３０】
　２．）ＳＦ中の物質の安定性試験のためのバッチ
　個々の化合物の安定性を確認するために、４つの異なるウシ滑液のプールを混合する。
そのため、ＳＦごとに約１ｍｌを使用する。混合物は、任意の吸収の影響を最小にするた
めに５ｍＬのガラス容器中で直接調製する。ＳＦは完全に、しかし、慎重に混合する。気
泡または泡は形成されないはずである。そのため、渦流ユニットは、最低速度で使用する
。試験されるべき化合物は、１μｍの初期濃度（それ以外が要求されない限り）で試験す
る。物質を加えた後、バッチを完全に、注意深く再度混合する。視覚的なモニタリングの
ために、すべてのＳＦバッチが撮影され、写真は、対応する実験のためにeLabBioファイ
ルにファイルする。バッチを４８ｈ、３７℃、および７．５％ＣＯ２で、インキュベータ
ーにおいてインキュベートする。
【０１３１】
　３．）サンプリング
　サンプリングは、事前に決められた時間の後に実施する（そうでない場合は、要求され
ない限り、以下を参照）。ＳＦの４×２００μｌを各時点で混合物から除去し、０．５ｍ
ｌ「低結合」エッペンドルフ容器に直接移される。「低結合」エッペンドルフ容器は、容
器のプラスチックとの物質の相互作用を最小化するために使用される。それぞれの場合に
おいて、後でＳＦの１＋１混合物が形成するよう、アセトニトリル２００μｌを予めエッ
ペンドルフ容器に導入しておく。これは、その後の分析を簡素化するが、タンパク質の沈
殿は、ＳＦを加えた直後に発生してもよい。これは、記録上で注意すべきである。物質を
加えた直後に、０ｈのサンプルを取り出す。これは、安定性の計算における１００％の値
に対応する。理想的には、採用される濃度は、ここで取得されるべきである。サンプルは
－２０℃で凍結され得る。
・０ｈ
・６ｈ
・２４ｈ
・４８ｈ
【０１３２】
　使用されるネガティブコントロールは、基質のないＳＦである。使用されるポジティブ
コントロールは、基質１μＭを有するＳＦである。これは、０ｈ値、ひいては、１００％
の安定性に対応する。
【０１３３】
　サンプルは－２０℃で「低結合」エッペンドルフ容器に保存する。サンプルは、その後
、定量的に測定する。対応する基質の検出は、質量分析によって実施する。
【０１３４】
　４．）データプロセシング
　測定された濃度（ｎｇ／ｍｌ）を、グラフ（Graph Pad Prism（登録商標））で時間に
対してプロットする。基質の比率安定性がここで決定される。使用される１００％の値は
、ＳＦにおいて、０ｈの時間で初期値である。データは、各実験番号の下で、eLabBioに
おいて保存し、ＭＳＲのデータベース（対応するインキュベーション時間後のパーセント
安定性）において報告する。
【０１３５】
　５．）結果
　ペプスタチンは、滑液中に少なくとも２週間にわたって安定したままである（図１参照
）。
【０１３６】
　例６：関節内注射後の薬物動態学的データ
　本試験（ＫＫ－Ｒａｔ－１２－００３）のために、１４匹の雄のリスターフーデッドラ
ットを使用した。すべてのラットは、時間「０」で、両方の膝関節へ単回の関節内注射を
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受けた。注射液は、均一に懸濁した化合物（懸濁液＝ＰＢＳ中の０．２５％Ｔｗｅｅｎ２
０との０．５％Ｍｅｔｈｏｃｅｌ　Ｋ４Ｍ中の化合物）の約７００μｇのうちの３０μｌ
からなる。懸濁液は、２５Ｇのカニューレを介して投与した。例えば、体重、膝腫脹また
は苦痛を楽にした体位などの生存中のパラメーターのいずれかの変化に関して、特殊性は
認められなかった。表２に示す各時点で、動物を屠殺して、膝関節を調製し（皮膚および
筋肉組織の除去）、さらなるプロセシングのために凍結した。
【０１３７】
　冷凍した関節を短時間で解凍し、可能な限り骨ハサミを使用して、粉砕し、その後、８
０％エタノールの４倍の容積を加えた。その後、混合物をUltra-turraxを使用して均質化
し、抽出物を室温で２０分間振とうさせ、その後、少なくとも３０分間、－２０℃で保存
した。次いで、混合物を、５分間１３，０００ｒｐｍで遠心分離した。上清の１０μｌの
アリコートを内部標準溶液で、１：５０００に希釈し、ＰＣＲプレートに移して、分析し
た。
【０１３８】
　内部標準溶液２０μｌの血漿を２０μｌに加え、メタノール１００μｌを加え、混合物
を５分間振とうさせた。抽出物を、少なくとも３０分間、－２０℃で保存し、その後、５
分間１３，０００ｒｐｍで遠心分離した。上清８０μｌをＰＣＲプレートに移し、分析し
た。
【０１３９】
　すべてのサンプルをＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳシステム補助的に用いて分析した。ペプスタ
チンの検出限界は、血漿中で０．１ｎｇ／ｍＬおよび組織内で８μｇ／ｇであった。

【表２】

【０１４０】
　懸濁液を関節内投与した後、ペプスタチンは、ラットの膝関節において、約１０６ｈの
平均滞留時間およびわずかな滑膜からの徐放による非常に低い全身曝露および血液中の非
常に高いクリアランスを提示する。ペプスタチンは、血漿における、いわゆるフリップフ
ロップ動態、すなわち、末端血漿の半減期は、懸濁液からのペプスタチンの除去によって
ではなく、その代わり、滑膜を介した放出および拡散によって決定されることを提示する
。しかしながら、ペプスタチンは、２８日目まで投与した後、非常に低濃度で血漿におい
て検出可能であった（図２を参照）。
【０１４１】
　例７：静脈内（ｉ．ｖ．）および経口（ｐ．ｏ．）投与後の薬物動態学的データ
　ペプスタチンの薬物動態パラメーターは、最大で４つの物質のカクテルにおける試験物
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質の投与後、Wistarラット（体重約２５０ｇ）で決定した。ペプスタチンは（投与のタイ
プごとにｎ＝３）雄ラットに尾静脈へのｉ．ｖ．ボーラス注射によって、またはステンレ
ス鋼カニューレによる強制経口を介してのいずれかで投与した。試験物質をＤＭＳＯ／Ｐ
ＥＧ中に２００／水（２／６０／３８　ｖ／ｖ）の０．８ｍｇ／ｍｌの最終濃度で溶解し
、０．２ｍｇ／ｋｇの用量を静脈内で、０．５ｍｇ／ｋｇの用量を経口で投与した。軽い
イソフルラン麻酔で舌下静脈を介して投与した後の以下の時間で血液サンプル（２００μ
ｌ）を採取した：ｉｖ：０．１、０．５、１、２、４、６および２４ｈ；ｐｏ：０．２５
、０．５、１、２、４、６および２４ｈ。
【０１４２】
　血液サンプルを、リチウムヘパリンを含有する遠心チューブにおいて回収し、３分間、
４℃で、約１０，０００ｇで遠心分離した。そこから得られた血漿は、直ちに－２０℃で
凍結させ、分析まで保存した。血漿中濃度は、標準的なＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法によって決定
した。薬物動態パラメーターは、（ＣＬＰ、Ｖｓｓ、Ｔ１／２、Ｆ）は、ＮＣＡ分析を介
して決定した。
【０１４３】
　静脈内投与後、ペプスタチンは、非常に高いクリアランス（＞１００％の肝臓血流）、
平均分布容積、および、その結果として、非常に短い血漿半減期（約０．１４ｈ）を提示
する。経口投与した後、すべての血漿濃度は、検出限界以下であった（図３参照）。
【０１４４】
　例８：関節症におけるペプスタチンの有効性（インビボ）－ＡＣＬＴ　ｔＭｘモデル
　ラットを実験動物として選択した。剃毛および消毒の後、手術領域は、内側の皮膚を約
１ｃｍの長さでのカットによって開く。膝関節包を調製し、内側膝蓋骨靱帯を露出させる
。関節包を開いて、内側傍膝蓋骨（parapatellar）靭帯および膝蓋骨の横変位のカット後
は、前十字靱帯を、平滑末端を有する湾曲したナイフを使用してカットする（ＡＣＬＴ＝
前十字靭帯離断）。その後、所位置に半月板を保持する前部および後部靭帯を調製し、カ
ットして、半月板は、除去されたｔＭｘ（内側半月板切除）である。形成していてもよい
任意の血液凝固を除去するために、膝蓋骨を再配置した後、接合部を最終的に滅菌食塩溶
液ですすぐ。
【０１４５】
　膝蓋骨を再配置し、内側膝蓋靱帯を、カプセルのシールで連続縫合によって再固定する
。筋肉を同様に縫合する。その後、皮膚をシングルステッチによって閉じる。手術時間は
約１０分である。術後の試験期間は６週間であった。
【０１４６】
　関節内注射のために、動物を、イソフルラン１．５～２％の用量で麻酔する。注射前に
、ブプレノルフィンを皮下注射する。注射領域をやさしく剃毛し、消毒する。膝関節を、
わずかに曲がった位置にさせ、試験されるべき物質またはビヒクルを関節に注射する。
【０１４７】
　本試験のため、３０μｌで１ｍｇのペプスタチンを採用した。ネガティブコントロール
として、１つの試験群にビヒクルのみを注射した。ポジティブコントロールとして、ラッ
トの手術していない後肢を、それぞれの場合において使用した。
【０１４８】
　組織学的プロセシング
　採取した組織サンプルを、少なくとも７２時間、パラホルムアルデヒド（４％）で固定
し、次いで、２４時間水道水を流しながらすすぐ。サンプルを、その後、４週間にわたっ
て、Osteosoftによって脱灰する。次に、組織をパラフィンで浸潤させ、７μｍの厚さの
組織切片を調製した。評価のため、切片をSafraninO Fast Greenで染色した。
【０１４９】
　評価
　露光ゾーンの領域における2つの切片を各動物から選択し、評価システムを使用して経
験豊富な２名によって評価した。評価システムは、V.B. Kraus et al (Osteoarthritis &
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 Cartilage, 18, S3, 2010)による研究に基づいている。
【０１５０】
　結果
　ペプスタチンはまた、関節症におけるインビボでの有意な有効性を提示する（図４参照
）
【０１５１】
　例９：マイクロダイアリシス（microdialysis）
　作用部位における遊離医薬レベルは、薬剤の作用に決定的である。関節内注射の場合に
は、滑液における空間分布は、この点で非常に興味深い。
【０１５２】
　滑液は、ペプチドの分析的決定のための複雑なマトリックスを表す一方で、他方では、
遊離、すなわち、非タンパク質結合医薬画分のみ、作用に関連するため、マイクロダイア
リシス法を用いた。マイクロダイアリシスから得られた溶出液は、滑液の複雑なマトリッ
クスから遊離医薬レベルの分析を可能にする。その理由は、通過することができる特定の
サイズまでの分子隔膜（マイクロダイアリシス膜）のみを採用しているためである。この
「細孔径」は、溶出液の流量および材料の交換のための駆動力としての滑液中に存在する
医薬の遊離濃度に加えて、溶出液中の薬剤の濃度を決定する。
【０１５３】
　これらの検討のために、ＣＭＡ製のクプロファン膜を装着した６ｋＤａの孔径を有する
マイクロダイアリシスプローブ（参照番号００００８２；ＣＭＡ７；マイクロダイアリシ
スサンプル１ｍｍ３／ｐｋｇ）を使用した。溶出液流速は０．５μＬ／分であった。
【０１５４】
　まず、ウシ滑液中の放出動態を検討し、トリアムシノロン（Triam Injekt（登録商標）
２０ｍｇ）－関節内注射のために承認された医薬と比較した。ペプスタチン結晶を溶解し
ていない滑液に直接加えたのに対し、ここで、予め溶解した結晶懸濁液で、トリアムシノ
ロンを採用した。滑液１ｍｌごとに３ｍｇの医薬を、ガラス容器において採用し、このこ
とは膝関節への関節内注射後の濃度条件にほぼ対応する。および、驚いたことに、トリア
ムシノロンとは対照的に、非常に高いレベルの未結合のペプスタチンを測定した。おおよ
その一定のレベルはまた、滑液におけるペプスタチンの高い安定性での速い溶解速度を示
唆する（図５ａを参照）。
【０１５５】
　滑液中のペプスタチンを高い溶解性により、モルモット（Dunkin Hartley）についての
関節マイクロダイアリシスの結果は驚くべきものである。１４日までペプスタチン［１ｍ
ｇ／関節を、懸濁液として５０μｌで投与］を関節内注射した後、関節において、および
、検討した実質的にすべての溶出液において、ペプスタチンを有意なレベルで検出可能で
ある（図５ｂおよび５ｃを参照）。



(25) JP 6336067 B2 2018.6.6

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(26) JP 6336067 B2 2018.6.6

【図５ａ】

【図５ｂ】

【図５ｃ】



(27) JP 6336067 B2 2018.6.6

10

20

フロントページの続き

(72)発明者  クライン，マルクス
            ドイツ連邦共和国　６４２９１　ダルムシュタット、シュタインシュトラーセ　１６ビー
(72)発明者  ヴォドピア，ラルフ
            ドイツ連邦共和国　６９４６９　ヴァインハイム、カスタニエンヴェーク　１６
(72)発明者  グーリンク，ハンス
            ドイツ連邦共和国　６５３４３　エルトフィレ、ガルテンシュトラーセ　１ディー
(72)発明者  リンデマン，スヴェン
            ドイツ連邦共和国　６４２９１　ダルムシュタット、フランクフルター　シュトラーセ　２３６

    審査官  伊藤　基章

(56)参考文献  国際公開第２０１２／１０７１５３（ＷＯ，Ａ１）　　
              米国特許第３９０６０８５（ＵＳ，Ａ）　　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ａ６１Ｋ　　３８／００　　　　
              Ａ６１Ｋ　　　９／００　　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ／ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

