
JP 5914357 B2 2016.5.11

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　自閉症の治療において使用するための医薬組成物であって、
　ブメタニドまたはその類似体と、薬学的に許容される担体とを含み、
　前記類似体は、ブメタニドアルデヒド、ブメタニドジベンジルアミド、ブメタニドジエ
チルアミド、ブメタニドモルホリノエチルエステル、ブメタニド３－（ジメチルアミノプ
ロピル）エステル、ブメタニドＮ，Ｎ－ジエチルグリコールアミドエステル、ブメタニド
ジメチルグリコールアミドエステル、ブメタニドピバキセチルエステル、ブメタニドメト
キシ（ポリエチレンオキシ）ｎ－ｉ－エチルエステル、ブメタニドベンジルトリメチルア
ンモニウム塩またはブメタニドセチルトリメチルアンモニウム塩から選択される、
医薬組成物。
【請求項２】
　ブメタニドを含む、請求項１に記載の医薬組成物。
 

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、自閉症の治療に使用される、神経細胞内への塩素イオンの流入を阻害する化
合物または神経細胞からの塩素イオンの流出を改善する化合物に関する。
【背景技術】
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【０００２】
　小児自閉症候群障害（ＡＳＤ：Autistic
Syndrome Disorder）としては、情動的関係の構築能力の先天的欠如、互恵的社会交流で
の行動異常、言語および非言語コミュニケーション、常同的行動や繰り返しの遊びに付随
する周囲環境での制限された関心などの広範囲にわたる異常が挙げられる（Ｋａｎｎｅｒ
、１９４３年；ＬｅｖｙおよびＨｙｍａｎ、１９９３年；ＬｅｖｙおよびＨｙｍａｎ、２
００５年；Ａｄｒｉｅｎら、２００１年；Ｂｌａｎｃら、２００５年；Ｂｏｕｒｒｅａｕ
ら、２００９年）。これまでの調査から、遺伝的素因がこの疾患に関与していると考えら
れているが、環境汚染物質や恐らく妊娠中の母親の曝露などの１つ以上の環境要因が整っ
た場合に症状が発生するのでないかということが分かっている（ＰｅｒｓｉｃｏおよびＢ
ｏｕｒｇｅｒｏｎ、２００６年；Ｂｏｕｒｇｅｒｏｎ、２００９年；Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ
、２００２年）。遺伝的および環境的危険因子が発達プログラムを変え、それにより、皮
質および／または皮質下の奇形が引き起こされ、誤って配置／接続された神経細胞集合が
形成されるということが示唆されている。第１の症状は、最も可能性が高い早期の起点で
ある３歳前に発症する。現在のところ、ＡＳＤに有効な生物学的／医薬的治療が存在しな
い。
【０００３】
　脳の成熟は、電位開口型受容体シナプス作動チャネルの発達上の一連の発現および脳の
パターンに関連している（Ｓｐｉｔｚｅｒら、１９９４年；Ben Ariら、２００７年）。
抑制性伝達物質ＧＡＢＡの作用の発達的変化は、これらの変化の単に一例である。未発達
の神経細胞は、成人よりも高い（Ｃｌ－）Ｉを有し、それにより、ＧＡＢＡの奇異的興奮
作用が生じる（Ben Ari、２００２年；Ben Ariら、２００７年）。これは、塩素イオンを
流入させる共輸送体ＮＫＣＣ１の早期での発現と、神経細胞から塩素イオンを流出させる
ＫＣＣ２の後期での働きに起因する（ＫａｈｌｅおよびＳｔａｌｅｙ、２００８年；Ｒｉ
ｖｅｒａら、１９９９年；Ｄｚｈａｌａら、２００５年；Ｄｅｌｐｉｒｅら、１９９９年
；Ｄｅｌｐｉｒｅ、２０００年；Ｌｉら、２００２年）。さらに、（Ｃｌ－）Ｉの調節は
動的であり、活性亢進の短時間の発症によってさえも変化し（ＢａｌｅｎａおよびＷｏｏ
ｄｉｎ、２００８年；Ｆｉｕｍｅｌｌｉら、２００５年；ＦｉｕｍｅｌｌｉおよびＷｏｏ
ｄｉｎ、２００７年；Ｗｏｏｄｉｎら、２００３年）、様々な発作、病変、てんかん発作
および神経障害によってより持続的になる（Ｋｈａｌｉｌｏｖら、２００３年；Ｋｈａｌ
ｉｌｏｖら、２００５年；Ｃｏｈｅｎら、２００２年；Ｈｕｂｅｒｆｅｌｄら、２００６
年；Ｈｕｂｅｒｆｅｌｄら、２００７年）。従って、（Ｃｌ－）Ｉを減少させる利尿薬は
、新規抗てんかん薬および神経保護薬を構成する（Ｄｚｈａｌａら、２００５年；Ｎａｒ
ｄｏｕら、２００９年；Ｋａｈｌｅら、２００８年；Ｐａｙｎｅら、２００３年）。これ
に沿って、現在、小児てんかんにおけるその目的に向かって臨床試験が行われている。
【０００４】
　ブメタニド（Ｂｕｍ）（Ｃｏｈｅｎ、１９８１年；Ｆｅｉｔ、１９８１年）は、共輸送
体ＮＫＣＣ１に選択的に拮抗し、それにより（Ｃｌ－）Ｉを減少させる古典的な利尿剤で
ある（Ｄｅｌｐｉｒｅら、１９９９年；ＤｅｌｐｉｒｅおよびＭｏｕｎｔ、２００２年）
。Ｂｕｍは、１９７５年以降成人に、そして１９８６年以降小児に広く利用されており、
成人および小児におけるその薬物動態学とその副作用は、よく知られている（Ｌｏｐｅｚ
－Ｓａｍｂｌａｓら、１９９７年；Ｓｕｌｌｉｖａｎら、１９９６年；Ｗｉｔｔｅら、１
９８６年；Ｍａｒｓｈａｌｌら、１９９８年）。Ｂｕｍは、急性疾患（頭部外傷後の浮腫
）や、気管支肺異形成、腎炎症候群または心臓鬱血などの長期疾患に使用されており（Ｏ
’Ｄｏｎｎｅｌｌら、２００４年；Ｍａｃｋｉｅら、１９８６年；Ｓｕｌｌｉｖａｎら、
１９９６年）、最近では、症例報告（Ｋａｈｌｅら、２００９年）に、てんかん発作の重
症度の減少が報告されている。特に小児において、連続的な臨床的および生物学的監視を
伴う限り、Ｂｕｍの使用は安全である。
【０００５】
　本発明者らは、現在５人の自閉症児において、臨床的および生物学的監視を行いながら
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、Ｂｕｍの効果を調査している。様々な症例を得るために、施設または自宅にいるＡＳＤ
小児の大集団からアプリオリなしにこれらの自閉症児を選択した。本利尿剤を投与し（１
ｍｇ／２４時間、０．５ｍｇを１日に２回）、治療を３ヶ月間継続した。この期間は、Ｉ
ＡＳに対する効果の評価にとって十分だとみなされた最短持続期間であった。本発明者ら
は、５人の小児におけるＩＡＳ兆候の有意な改善を報告する。これらの観察は、ＩＡＳ（
より一般的には自閉症）におけるＢｕｍの使用の広範囲なスクリーニングを必要とする。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明者らは、神経細胞内への塩素イオンの流入を阻害し、それにより細胞内濃度を減
少させるＮＫＣＣ共輸送体拮抗薬が自閉症の治療に有用になり得るという仮説を立てた。
【０００７】
　従って、本発明は、自閉症の治療に使用される、神経細胞内への塩素イオンの流入を阻
害する化合物および神経細胞からの塩素イオンの流出を改善する化合物に関する。
【０００８】
　別の態様では、本発明は、本発明に係る化合物と医薬的に許容される担体とを含む自閉
症の治療に使用される医薬組成物に関する。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
（定義）
　本明細書の全体にわたって、いくつかの用語が用いられており、これらの用語を以下の
段落に定義する。
【００１０】
　本明細書に使用されている「自閉症」という用語は、社会的交流およびコミュニケーシ
ョン障害と、他の欠陥を伴う制限された繰り返し行動を特徴とする神経発達障害ファミリ
ーを意味する。小児が３歳になる前に、これらの全ての徴候が始まる。自閉症は、神経細
胞およびそれらのシナプシスの接続および組織化方法が変化することによって脳内の情報
処理に影響を与えるが、この発生機序は十分に理解されていない。２つの他の自閉症スペ
クトル障害（ＡＳＤ）は、認知的発達および言語の遅延がないアスペルガー症候群と、他
の２つの障害の完全な基準が満たされない場合に診断される非定型自閉症と、広汎性発達
障害が特定されない場合の特定不能の広汎性発達障害（ＰＤＤ－ＮＯＳ）である。
【００１１】
　本明細書に使用されている「Ｎａ－Ｋ－Ｃｌ共輸送体」を表すＮＫＣＣとは、細胞内外
へのナトリウム、カリウムおよび塩素イオンの能動輸送を支援するタンパク質を意味する
。この膜輸送タンパク質のいくつかの変種またはイソ型、特にＮＫＣＣ１およびＮＫＣＣ
２が存在する。ＮＫＣＣ１は、体全体に分布しているが、脳内、特に発達中の動物および
ヒトの脳内にも広く分布している。ＮＫＣＣ１は、神経細胞内に細胞内塩素イオンを増加
させ、それによりＧＡＢＡをより興奮性にするように作用する。広範囲な調査から、ＮＫ
ＣＣ１の遮断により細胞内塩素イオンが減少し、それによりＧＡＢＡの阻害作用が増加す
ることが分かっている。現在では、生体内および生体外調査から、ＮＫＣＣ１の遺伝的お
よび／または薬理学的遮断により、初期のネットワーク活動が減少することが分かってい
る。
【００１２】
　本明細書に使用されている「カリウム塩素共輸送体」を表すＫＣＣという用語は、塩素
イオンの共輸送体を意味する。いくつかの変種またはイソ型、特にＫＣＣ２が存在する。
ＫＣＣ２は、多くの臓器、特に脳内に存在し、細胞内塩素イオンを除去し、それによりＧ
ＡＢＡの阻害作用を増強するように作用する。ＫＣＣ２遮断薬は、ＧＡＢＡを興奮性にし
、かつ容易にてんかん発作を発生させるように形質転換させ、ＫＣＣ２の遺伝子欠損は、
マウスでは致死的である。また、ＫＣＣ２は、興奮性から抑制性へのＧＡＢＡの作用の変
化に対応して、発達の比較的後期に発現する。また、広範囲にわたる発作およびてんかん
発作により機能的なＫＣＣ２が除去され、それにより、ＧＡＢＡの持続的な興奮作用およ
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びさらなるてんかん発作が引き起こされる。
【００１３】
　本明細書に使用されている「利尿薬」という用語は、利尿率を上昇させ、そのようにし
て強制利尿手段を提供する任意の薬物を意味する。いくつかの種類の利尿薬が存在する。
すべての利尿薬は体からの水の排出を増加させるが、各種類は異なった方法でこの増加を
行う。
【００１４】
　本明細書に使用されている「ループ利尿薬」という用語は、腎臓のヘンレ係蹄上行脚に
作用する利尿薬を意味する。
【００１５】
　本明細書に使用されている「治療すること」または「治療」という用語は、そのような
用語が適用される障害または疾患の進行の後退、軽減もしくは阻害または予防、あるいは
そのような用語が適用される障害または疾患の１つ以上の症状の進行の後退、軽減もしく
は阻害または予防を意味する。
【００１６】
（拮抗薬およびその使用）
　本発明の第１の目的は、自閉症の治療に使用される、神経細胞内への塩素イオンの流入
を阻害する化合物または神経細胞からの塩素イオンの流出を改善する化合物に関する。
【００１７】
　好ましい実施形態では、本発明に係る化合物は、ＮＫＣＣ共輸送体を阻害するかＫＣＣ
共輸送体を活性化する。
【００１８】
　別の好ましい実施形態では、本発明に係る化合物は、ＮＫＣＣ共輸送体拮抗薬またはＫ
ＣＣ共輸送体作動薬である。
【００１９】
　一実施形態では、前記ＮＫＣＣ拮抗薬またはＫＣＣ作動薬は、低分子量拮抗薬、例えば
小有機分子（天然または非天然）であってもよい。
【００２０】
　「小有機分子」という用語は、医薬品に一般に使用されるそれらの有機分子に相当する
大きさの分子（天然または非天然）を指す。上記用語は、生体高分子（例えば、タンパク
質、核酸など）を除外する。好ましい小有機分子は、最大約５０００Ｄａ、より好ましく
は最大２０００Ｄａ、最も好ましくは最大約１０００Ｄａのサイズ範囲を有する。
【００２１】
　別の実施形態では、本発明のＮＫＣＣ拮抗薬またはＫＣＣ作動薬は、ＮＫＣＣを阻害す
るかＫＣＣを活性化する抗体またはＮＫＣＣを阻害するかＫＣＣを活性化する抗体断片で
あってもよい。
【００２２】
　ＮＫＣＣまたはＫＣＣに対する抗体は、例えば、特に、ブタ、ウシ、ウマ、ウサギ、ヤ
ギ、ヒツジおよびマウスから選択される宿主動物に適当な抗原またはエピトープを投与す
ることによって、公知の方法に従って産生することができる。抗体産生を高めるために、
当該技術分野で知られている各種アジュバントを使用することができる。本発明の実施で
有用な抗体はポリクローナル抗体であってもよいが、モノクローナル抗体が好ましい。Ｎ
ＫＣＣまたはＫＣＣに対するモノクローナル抗体は、培養物中の連続細胞株によって抗体
分子の産生を得る任意の技術を用いて調製および単離することができる。産生および単離
技術としては、最初にＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５年）、the human 
B-cell hybridoma technique（Ｃｏｔｅら、１９８３年）およびthe EBV-hybridoma tech
nique （Ｃｏｌｅら、１９８５年）に記載されたハイブリドーマ技術が挙げられるが、こ
れらに限定されない。あるいは、単鎖抗体（米国特許第４，９４６，７７８号を参照）の
産生について記載されている技術を、抗ＮＫＣＣまたは抗ＫＣＣ単鎖抗体を産生するよう
に構成することができる。本発明を実施するのに有用なＮＫＣＣ拮抗薬またはＫＣＣ作動
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薬としては、限定されるものではないが、無傷の抗体分子のペプシン消化によって生成す
ることができるＦ（ａｂ’）２断片や、Ｆ（ａｂ’）２断片のジスルフィド架橋を減少さ
せることによって生成することができるＦａｂ断片などの抗ＮＫＣＣ抗体断片または抗Ｋ
ＣＣ抗体断片が挙げられる。あるいは、ＮＫＣＣまたはＫＣＣに対して所望の特異性を有
する断片の迅速な同定を可能にするように、Ｆａｂおよび／またはｓｃＦｖ発現ライブラ
リを構築することができる。
【００２３】
　ヒト化抗ＮＫＣＣ抗体または抗ＫＣＣ抗体およびそこからの抗体断片は、公知の技術に
従って調製することもできる。「ヒト化抗体」は、ヒト以外の免疫グロブリン由来の最小
配列を含む、ヒト以外（例えば齧歯類）のキメラ抗体型である。大抵の場合、ヒト化抗体
は、レシピエントの超可変領域（ＣＤＲ）からの残基が、所望の特異性、親和性および能
力を有するマウス、ラット、ウサギまたはヒト以外の霊長類などのヒト以外の生物種（ド
ナー抗体）の超可変領域からの残基で置き換えられたヒト免疫グロブリン（レシピエント
抗体）である。場合によっては、ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領域（ＦＲ）残基
は、対応するヒト以外の残基で置き換えられている。さらに、ヒト化抗体は、レシピエン
ト抗体またはドナー抗体中に存在しない残基を含んでいてもよい。これらの修飾は、抗体
性能をさらに改善するために行う。一般に、ヒト化抗体は、少なくとも１つ、典型的に２
つの可変領域の実質的に全てを含み、可変領域では、超可変ループの全てまたは実質的に
全ては、ヒト以外の免疫グロブリンの超可変ループに対応し、ＦＲの全てまたは実質的に
全ては、ヒト免疫グロブリン配列のＦＲである。ヒト化抗体は任意に、免疫グロブリン定
常領域（Ｆｃ）（典型的にはヒト免疫グロブリンＦｃ）の少なくとも一部も含む。ヒト化
抗体の作製方法は、例えば、Ｗｉｎｔｅｒ（米国特許第５，２２５，５３９号）およびＢ
ｏｓｓ（Ｃｅｌｌｔｅｃｈ社、米国特許第４，８１６，３９７号）に記載されている。
【００２４】
　さらに別の実施形態では、ＮＫＣＣ拮抗薬またはＫＣＣ作動薬を、アプタマーから選択
してもよい。アプタマーは、分子認識の点で抗体の代替物となる分子種である。アプタマ
ーは、高親和性および特異性により、実質的にあらゆる種類の標的分子を認識する能力を
有するオリゴヌクレオチドまたはオリゴペプチド配列である。そのようなリガンドは、Tu
erk C.およびGold L.（１９９０年）に記載されているように、ランダム配列ライブラリ
の試験管内進化法（ＳＥＬＥＸ）によって単離してもよい。ランダム配列ライブラリは、
ＤＮＡのコンビナトリアル化学合成によって入手可能である。このライブラリの各メンバ
ーは、非反復配列の最終的に化学修飾される直鎖状オリゴマーである。この種の分子の考
えられる修飾、用途および利点は、Jayasena S.D.（１９９９年）に概説されている。ペ
プチドアプタマーは、２種類のハイブリッド法によってコンビナトリアルライブラリから
選択される大腸菌チオレドキシンＡなどのプラットフォームタンパク質によって示される
立体構造的に制限された抗体可変領域からなる（Ｃｏｌａｓら、１９９６年）。
【００２５】
　低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）も、本発明で使用されるＮＫＣＣ共輸送体遺伝子発現
阻害剤として機能することができる。ＮＫＣＣ共輸送体遺伝子発現は、ＮＫＣＣ共輸送体
遺伝子発現が特異的に阻害されるように（すなわちＲＮＡ干渉またはＲＮＡｉ）、対象ま
たは細胞を、小さな二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）または小さな二本鎖ＲＮＡの産生を引き
起こすベクターもしくは構築物に接触させることによって減少させることができる。適当
なｄｓＲＮＡまたはｄｓＲＮＡコードベクターの選択方法は、配列が知られている遺伝子
については当該技術分野でよく知られている（例えば、Tuschl, T.ら（１９９９年）、El
bashir, S. M.ら（２００１年）、Hannon, GJ.（２００２年）、McManus, MT.ら（２００
２年）、Brummelkamp, TR.ら（２００２年）、米国特許第６，５７３，０９９号および第
６，５０６，５５９号ならびに国際特許公開第０１／３６６４６号、第９９／３２６１９
号および第０１／６８８３６号を参照）。
【００２６】
　リボザイムも、本発明で使用されるＮＫＣＣ共輸送体遺伝子発現阻害剤として機能する
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ことができる。リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒することができる酵素ＲＮＡ分
子である。リボザイムの作用機序は、相補的な標的ＲＮＡとのリボザイム分子の配列特異
的ハイブリッド形成と、それに続くエンドヌクレアーゼ切断を伴う。そのため、ＮＫＣＣ
共輸送体ｍＲＮＡ配列のエンドヌクレアーゼ切断を特異的かつ効率的に触媒する遺伝子工
学的ヘアピン型またはハンマー型リボザイム分子は、本発明の範囲内で有用である。最初
に、典型的にはＧＵＡ、ＧＵＵおよびＧＵＣ配列などのリボザイム切断部位の標的分子を
走査することによって、任意のＲＮＡ標的候補内の特異的リボザイム切断部位を同定する
。一旦同定したら、オリゴヌクレオチド配列を不適当なものにし得る二次構造などの予測
される構造特徴について、切断部位を含む標的遺伝子の領域に対応する約１５～２０個の
リボヌクレオチドからなる短いＲＮＡ配列を評価することができる。候補となる標的の適
合性についても、例えば、リボヌクレアーゼプロテクションアッセイを用いて、相補的オ
リゴヌクレオチドとのハイブリッド形成への利用可能性を試験することによって評価する
ことができる。
【００２７】
　ＮＫＣＣ共輸送体遺伝子発現阻害剤として有用なアンチセンスオリゴヌクレオチドおよ
びリボザイムは、公知の方法によって調製することができる。これらの方法としては、例
えば、固相ホスホルアミダイト化学合成などの化学合成技術が挙げられる。あるいは、Ｒ
ＮＡ分子をコードするＤＮＡ配列の生体外もしくは生体内転写によってアンチセンスＲＮ
Ａ分子を生成することができる。そのようなＤＮＡ配列を、Ｔ７またはＳＰ６ポリメラー
ゼプロモーターなどの好適なＲＮＡポリメラーゼプロモーターが組み込まれる多種多様な
ベクターに組み込むことができる。本発明のオリゴヌクレオチドに対する様々な修飾を、
細胞内安定性および半減期を増加させる手段として導入することができる。可能な修飾と
しては、分子の５’および／または３’末端に対するリボヌクレオチドまたはデオキシリ
ボヌクレオチドのフランキング配列の付加または、オリゴヌクレオチド骨格中のホスホジ
エステラーゼ結合に代わるホスホロチオエートまたは２’－Ｏ－メチルの使用が挙げられ
るが、これらに限定されない。
【００２８】
　本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドｓｉＲＮＡおよびリボザイムは、単独でまた
はベクターに結合させて、生体内送達してもよい。「ベクター」は、その最も広い意味で
は、細胞、好ましくはＮＫＣＣ共輸送体を発現している細胞までアンチセンスオリゴヌク
レオチドｓｉＲＮＡまたはリボザイム核酸を容易に運搬することができる任意の媒体であ
る。好ましくは、ベクターは、ベクターが消失する分解の程度よりも低い分解で核酸を細
胞まで運搬する。一般に、本発明において有用なベクターとしては、プラスミド、ファー
ジミド、ウイルスまたはアンチセンスオリゴヌクレオチドｓｉＲＮＡもしくはリボザイム
核酸配列の挿入または組み込みによって操作されたウイルス源もしくは細菌源由来の他の
媒体が挙げられるが、これらに限定されない。ウイルスベクターは好ましい種類のベクタ
ーであり、レトロウイルス（例えば、モロニーマウス白血病ウイルス、ハーベイマウス肉
腫ウイルス、マウス乳癌ウイルスおよびラウス肉腫ウイルス）、アデノウイルス、アデノ
随伴ウイルス、ＳＶ４０型ウイルス、ポリオーマウイルス、エプスタインバーウイルス、
パピローマウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス、ポリオウイルス、および
レトロウイルスなどのＲＮＡウイルスからの核酸配列が挙げられるが、これらに限定され
ない。列挙されていないが当該技術分野で知られている他のベクターも容易に用いること
ができる。
【００２９】
　好ましい実施態様では、ＮＫＣＣ共輸送体を阻害する化合物は利尿薬である。
【００３０】
　別の好ましい実施形態では、利尿薬はループ利尿薬である。
【００３１】
　好ましい実施形態では、本発明に係る化合物はＮＫＣＣ１拮抗薬である。
【００３２】
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　別の好ましい実施形態では、本発明に係る化合物はブメタニドである。
【００３３】
　好ましい実施形態では、本発明に係る化合物は、フロセミド、エタクリン酸、トルセミ
ド、アゾセミド、ムゾリミン、ピレタニド、トリパミドなど、ベンドロフルメチアジド、
ベンズチアジド、クロロチアジド、ヒドロクロロチアジド、ヒドロフルメチアジド、メチ
クロチアジド、ポリチアジド、トリクロルメチアジド、クロルタリドン、インダパミド、
メトラゾンおよびキネタゾンなどのチアジドおよびチアジド様利尿薬ならびにそのような
化合物の類似体および機能的な誘導体から選択される。
【００３４】
　好ましい実施形態では、本発明に係る類似体は、国際特許公開第２００６１１０１８７
号に記載されている式を有していてもよい。
【００３５】
　好ましい実施形態では、本発明に係る類似体は、ブメタニドアルデヒド、ブメタニドジ
ベンジルアミド、ブメタニドジエチルアミド、ブメタニドモルホリノエチルエステル、ブ
メタニド３－（ジメチルアミノプロピル）エステル、ブメタニドＮ，Ｎ－ジエチルグリコ
ールアミドエステル、ブメタニドジメチルグリコールアミドエステル、ブメタニドピバキ
セチルエステル、ブメタニドメトキシ（ポリエチレンオキシ）ｎ－ｉ－エチルエステル、
ブメタニドベンジルトリメチルアンモニウム塩およびブメタニドセチルトリメチルアンモ
ニウム塩であってもよい。
【００３６】
　別の好ましい実施形態では、本発明に係る類似体は、フロセミドアルデヒド、フロセミ
ドエチルエステル、フロセミドシアノメチルエステル、フロセミドベンジルエステル、フ
ロセミドモルホリノエチルエステル、フロセミド３－（ジメチルアミノプロピル）エステ
ル、フロセミドＮ，Ｎ－ジエチルグリコールアミドエステル、フロセミドジベンジルアミ
ド、フロセミドベンジルトリメチルアンモニウム塩、フロセミドセチルトリメチルアンモ
ニウム塩、フロセミドＮ，Ｎ－ジメチルグリコールアミドエステル、フロセミドメトキシ
（ポリエチレンオキシ）ｎ－ｉ－エチルエステル、フロセミドピバキセチルエステルおよ
びフロセミドプロパキセチルエステルであってもよい。
【００３７】
　別の好ましい実施形態では、本発明に係る類似体は、ピレタニドアルデヒド、ピレタニ
ドメチルエステル、ピレタニドシアノメチルエステル、ピレタニドベンジルエステル、ピ
レタニドモルホリノエチルエステル、ピレタニド３－（ジメチルアミノプロピル）エステ
ル、ピレタニドＮ，Ｎ－ジエチルグリコールアミドエステル、ピレタニドジエチルアミド
、ピレタニドジベンジルアミド、ピレタニドベンジルトリメチルアンモニウム塩、ピレタ
ニドセチルトリメチルアンモニウム塩、ピレタニドＮ，Ｎ－ジメチルグリコールアミドエ
ステル、ピレタニドメトキシ（ポリエチレンオキシ）ｎ－ｉ－エチルエステル、ピレタニ
ドピバキセチルエステルおよび／またはピレタニドプロパキセチルエステルであってもよ
い。
【００３８】
　別の好ましい実施形態では、本発明に係る類似体は、テトラゾリル置換アゾセミド（例
えば、メトキシメチルテトラゾリル置換アゾセミド、メチルチオメチルテトラゾリル置換
アゾセミドおよびＮ－ｍＰＥＧ３５０－テトラゾリル置換アゾセミド）、アゾセミドベン
ジルトリメチルアンモニウム塩および／またはアゾセミドセチルトリメチルアンモニウム
塩であってもよい。
【００３９】
　別の好ましい実施形態では、本発明に係る類似体は、ピリジン置換トルセミド第四級ア
ンモニウム塩または対応する内塩（双性イオン）であってもよい。例としては、メトキシ
メチルピリジニウムトルセミド塩、メチルチオメチルピリジニウムトルセミド塩およびＮ
－ｍＰＥＧ３５０－ピリジニウムトルセミド塩が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４０】
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　好ましい実施形態では、本発明に係る化合物はＫＣＣ２作動薬である。
【００４１】
　好ましい実施形態では、本発明に係る化合物は、細胞表面のＮＫＣＣタンパク質濃度を
抑制するか細胞表面のＫＣＣタンパク質濃度を高める化合物である。
【００４２】
　別の好ましい実施形態では、当該細胞は神経細胞である。
【００４３】
　本発明の別の目的は、それを必要としている対象に神経細胞内への塩素イオンの流入を
阻害する化合物または神経細胞からの塩素イオンの流出を改善する化合物を投与すること
を含む、自閉症の治療方法に関する。
【００４４】
　一態様では、本発明は、それを必要としている対象に上記ＮＫＣＣ拮抗薬を投与するこ
とを含む、自閉症の治療方法に関する。
【００４５】
　本発明の化合物を、以下に定義されている医薬組成物の形態で投与してもよい。
【００４６】
　好ましくは、神経細胞内への塩素イオンの流入を阻害するか神経細胞からの塩素イオン
の流出を改善する前記化合物、好ましくは前記ＮＫＣＣ拮抗薬または前記ＫＣＣ作動薬を
、治療的有効量で投与する。
【００４７】
　「治療的有効量」とは、先に記載した疾患を治療および／または予防するのに十分な化
合物の量を意味する。
【００４８】
　当然のことながら、本発明の化合物および組成物の１日の総使用量は、適切な医学的判
断の範囲内で主治医によって決定される。任意の特定の患者のための具体的な治療的有効
投与量は、治療中の障害および障害の重症度、用いられる具体的な化合物の活性、用いら
れる具体的な組成物、患者の年齢、体重、健康状態、性別および食事、投与時間、投与経
路および用いられる具体的な化合物の排出率、治療の持続時間、用いられる具体的なポリ
ペプチドと併用または同時使用される薬物、ならびに医療業界でよく知られている同様の
要因などの様々な要因によって決まる。例えば、所望の治療効果を達成するのに必要とさ
れる投与量よりも低量で本化合物の投与を開始し、所望の効果が達成されるまで、徐々に
投与量を増加させることは当該技術分野の技術の範囲に十分に含まれている。但し、本製
品の１日投与量は、成人１人当たり１日０．０１～１，０００ｍｇの広範囲にわたって異
なってもよい。好ましくは、本組成物は、治療される患者に対する投与量の対症調整(sym
ptomatic adjustment)のために、０．０１、０．０５、０．１、０．５、１．０、２．５
、５．０、１０．０、１５．０、２５．０、５０．０、１００、２５０および５００ｍｇ
の有効成分を含有する。本薬剤は典型的に、約０．０１ｍｇ～約５００ｍｇの有効成分、
好ましくは１ｍｇ～約１００ｍｇの有効成分を含有する。薬物の有効量は、通常１日当た
り体重の０．０００２ｍｇ／ｋｇ～約２０ｍｇ／ｋｇの投与量、特に１日当たり体重の約
０．００１ｍｇ／ｋｇ～７ｍｇ／ｋｇで投与される。
【００４９】
　本発明に係る化合物は、自閉症の治療で使用される医薬組成物の調製のために使用して
もよい。
【００５０】
　従って、本発明は、有効投与量のＮＫＣＣ共輸送体を阻害する化合物、好ましくはＮＫ
ＣＣ拮抗薬または本発明に係るＫＣＣ共輸送体を活性化させる化合物を含む医薬組成物も
提供する。
【００５１】
　本発明の任意の治療薬を薬学的に許容される賦形剤および任意に生分解性ポリマーなど
の徐放性マトリックスと組み合わせて、治療用組成物を形成してもよい。
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【００５２】
　「薬学的に」または「薬学的に許容される」とは、適当であれば哺乳類（特にヒト）に
投与された場合に、有害なアレルギ－または他の不都合な反応を引き起こさない分子的実
体および組成物を指す。薬学的に許容される担体または賦形剤とは、非毒性の固体、半固
体もしくは液体充填剤、希釈液、封入材または任意の種類の製剤補助剤を指す。
【００５３】
　医薬組成物の形態、投与経路、投与量および投与計画は、当然のことながら、治療され
る疾患、疾患の重症度、患者の年齢、体重および性別などによって異なる。
【００５４】
　本発明の医薬組成物は、局所、口腔、鼻腔内、非経口、眼内、静脈内、筋肉内または皮
下投与などのために製剤化することができる。
【００５５】
　好ましくは、本医薬組成物は、注射可能な製剤用の薬学的に許容される媒体を含有する
。このような媒体は、特に等張かつ無菌の食塩水（リン酸一ナトリウム、リン酸二ナトリ
ウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウムまたは塩化マグネシウムなどとそ
のような塩の混合物）、または、場合に応じて滅菌水または生理食塩水を添加するとすぐ
に注射溶液の構成が可能となる乾燥した、特に冷凍乾燥した組成物であってもよい。
【００５６】
　投与に使用される投与量は、各種パラメータの関数として、特に使用される投与様式、
関連する病態の関数として、または代わりとして所望の治療持続時間の関数として構成す
ることができる。
【００５７】
　さらに、他の薬学的に許容される形態としては、例えば経口投与のための錠剤または他
の固体、徐放性カプセルおよび現在使用することができる任意の他の形態が挙げられる。
【００５８】
　また、本発明に係る医薬組成物は、生物学的に活性または不活性の他の化合物を含有し
ていてもよい。例えば、治療薬の組み合わせにおいて、本発明の１種以上の治療薬を、別
の薬剤と組み合わせ、本発明の治療投与計画に従って投与してもよい。そのような組み合
わせ薬剤は、別々の組成物として投与しても、相補的な送達システムでの送達のために組
み合わせてもよく、あるいは、組み合わせた組成物、例えば混合物または融合化合物とし
て製剤化してもよい。さらに、上記治療薬の組み合わせは、ＢＢＢ浸透促進剤および／ま
たは高浸透圧剤を含んでいてもよい。
【００５９】
　あるいは、ＮＫＣＣ共輸送体を阻害するかＫＣＣ共輸送体を活性化する本発明の化合物
を、後述するスクリーニング法によってさらに同定することができる。
【００６０】
（スクリーニング法）
　本発明の別の目的は、ＮＫＣＣ共輸送体を阻害するかＫＣＣ共輸送体を活性化する化合
物のスクリーニング法に関する。
【００６１】
　特に、本発明は、自閉症の治療のためのＮＫＣＣ拮抗薬またはＫＣＣ作動薬のスクリー
ニング法を提供する。
【００６２】
　例えば、スクリーニング法は、候補化合物に直接または間接的に関連づけられた標識に
よって、ＮＫＣＣもしくはＫＣＣに対する、ＮＫＣＣもしくはＫＣＣを担持している細胞
もしくは膜に対する、あるいはそれらの融合タンパク質に対する候補化合物の結合を測定
してもよい。あるいは、スクリーニング法では、標識した競合物質（例えば、拮抗薬）と
の受容体に対する候補化合物の結合の競合を測定しても、定性的もしくは定量的に検出し
てもよい。
【００６３】
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　さらに、スクリーニング法では、受容体を担持している細胞にとって適当な検出システ
ムを用いて、本候補化合物により、ＮＫＣＣ拮抗薬またはＫＣＣ作動薬によって生成され
る信号を生じるか否かを試験してもよい。
【００６４】
　特定の実施形態では、本発明のスクリーニング法は、
ａ）その表面にＮＫＣＣまたはＫＣＣを発現している神経細胞を用意する工程、
ｂ）前記細胞を候補化合物と共にインキュベートする工程、
ｃ）前記候補化合物がＮＫＣＣに結合して阻害するか否かまたはＫＣＣに結合して活性化
するか否かを決定する工程、および
ｄ）ＮＫＣＣに結合して阻害するかＫＣＣに結合して活性化する候補化合物を選択する工
程、
とからなる工程を含む。
【００６５】
　一実施形態では、スクリーニング法で使用されるＮＫＣＣ共輸送体またはＫＣＣ共輸送
体は、本発明に定義されているその相同分子種および誘導体であってもよい。
【００６６】
　一般に、そのようなスクリーニング法は、その表面に、ＮＫＣＣもしくはＫＣＣまたは
それらの相同分子種および誘導体を発現する適当な細胞を用意する工程を伴う。特に、Ｎ
ＫＣＣまたはＫＣＣをコードする核酸を用いて細胞を形質移入し、それにより本発明の受
容体を発現させてもよい。そのような形質移入は、当該技術分野でよく知られている方法
によって達成してもよい。
【００６７】
　特定の実施形態では、細胞は、グリア細胞、ノイロン細胞、神経細胞、調査用に形質移
入された細胞系、または任意の生物種（マウス、ヒト…）の腎細胞からなる群から選択さ
れる。
【００６８】
　そのような細胞をスクリーニングされる化合物に接触させ、そのような化合物が共輸送
体を阻害または活性化するか否かを決定することによって拮抗薬または作動薬を決定する
ために本発明のスクリーニング法を用いてもよい。
【００６９】
　細胞生存率を決定することによってＮＫＣＣの阻害を評価することができる。細胞救援
活性の例として以下に記載されている方法のいずれか１つで陰性である場合、化合物は細
胞生存率を減少させるとみなされる。
【００７０】
　本発明の一実施形態によれば、本候補化合物は、以前に合成された化合物のライブラリ
、データベース上に構造が決定されている化合物のライブラリ、あるいは新しく合成され
た化合物または天然化合物のライブラリから選択してもよい。
【００７１】
　本候補化合物を、（ａ）タンパク質またはペプチド、（ｂ）核酸および（ｃ）有機もし
くは化学化合物（天然または非天然）の群から選択してもよい。例示として、米国特許第
５，４７５，０９６号および第５，２７０，１６３号に記載されているＳＥＬＥＸ法を行
うことによって、事前に選択した候補核酸のライブラリを得てもよい。さらなる例示とし
て、本候補化合物を、ＮＫＣＣまたはＫＣＣに対する抗体の群から選択してもよい。
【００７２】
　そのような方法を使用して、本発明に係るＮＫＣＣ拮抗薬またはＫＣＣ作動薬をスクリ
ーニングしてもよい。
【００７３】
　以下の表および実施例によって本発明をさらに例示する。但し、これらの実施例および
図は決して本発明の範囲を限定するものとして解釈すべきではない。
【００７４】
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【表１】

【００７５】
【表２】

【実施例】
【００７６】
（材料および方法）
　本発明者らは、５人の自閉症児において、臨床的および生物学的監視を行いながら、Ｂ
ｕｍの効果を調査した。様々な症例を得るために、施設または自宅にいるＩＡＳ小児の大
集団からアプリオリなしに、これらの自閉症児を選択した。本利尿剤を投与し（１ｍｇ／
２４時間、０．５ｍｇを１日に２回）、治療を３ヶ月間継続した。この期間は、ＩＡＳに
対する効果の評価にとって十分だとみなされた最短持続期間であった。本発明者らは、５
人の小児におけるＩＡＳ兆候の有意な改善を報告する。これらの観察は、ＩＡＳにおける
Ｂｕｍの使用の広範囲なスクリーニングを必要とする。
【００７７】
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　自閉性障害の厳しいＩＣＤ－１０（ＯＭＳ１９９３）基準を用いて、経験豊富な臨床精
神科医によって小児を診断した。これらの小児は、神経系疾患の病歴を有していなかった
（正常なＥＥＧ）。体系的に行った遺伝子検査は、識別可能な突然変異（核型および脆弱
Ｘ）を示さず、陰性であった。すべての参加者のＡＤＩ－Ｒ(Le Couteurら、１９８９年
；Ｌｏｒｄら、１９９４年）を回収して、診断を確認した。臨床的および生物学的検査か
ら、小児の中にＢｕｍに対して反対の兆候（特に、血液イオノグラム、アミノ基転移酵素
、アルカリホスファターゼ、尿毒症、クレアチン血症、クレアチニンクリアランス、γＧ
Ｔ、血糖症など）を示すものはいないことが分かった。低カリウム血症によって突発性不
整脈が誘発される可能性があるため、ＥＣＧを行って、不整脈を引き起こす傾向がより高
い当該患者の中にＱＴ延長を有しているものは誰もいないことを確認した。治療開始から
１週間後および２ヶ月後の血中ナトリウムおよびカリウムを含む臨床的監視を、治療の開
始後１、２および３ヵ月間にわたって毎週行った。小児の中に関連する神経障害に罹患し
たものは誰もおらず、少なくとも３ヶ月以降に他の治療を受けたものは誰もいなかった。
【００７８】
　可能な治療指数（有効性）を決定するために、本発明者らは、以下を含むＩＡＳ重症度
の５つの古典的な行動決定法を利用した：
ｉ）小児自閉症評定尺度（ＣＡＲＳ）は、スクリーニング手法として、経時的な自閉症症
状の変化を評価するために使用されている１５項目の評定尺度である。これらの項目は、
自閉症の広範囲な症状を含み、１～４の尺度で評定し、１は正常な行動を示し、４は、重
度に異常かつ／または不適当な行動を意味する。総評点は、１５項目を加算することによ
って決定する。３以上の尺度を有する項目数は、症候群の重症度の強い指標であり、治療
後の総評点および／または３以上の尺度を有する項目数の減少は、自閉的特徴の重症度の
改善を示す（Ｒｏｇｅｒｓら、１９９３年）。この手法は診断プロセスを補助するために
開発されたが、自閉的症状の発達変化にも影響されるため（Ｓｃｈｏｐｌｅｒら、１９８
０年；Ｍｅｓｉｂｏｖら、１９８９年）、治療によって引き起こされる変化を測定するた
めに使用することができる(Di LallaおよびＲｏｇｅｒｓ、１９９４年；B. Roge、１９８
９年のフランス語版も参照)。小児にゲームをさせるセッションおよび先週の小児の行動
に関する両親との活発な議論の間に記録を取った。
ｉｉ）ＡＢＣ（異常行動チェックリスト）は、両親との議論の間に治療医師によって記入
される質問表である（Ａｍａｎら、１９８５年；ＲｏｊａｈｎおよびＨｅｌｓｅｌ、１９
９１年）。これは、行動に対する分子の影響を評価するために治験で広く使用されている
。ＡＢＣは、０（全く生じない）から３（深刻）までの４つの尺度で項目を評価すること
ができる行動チェックリストを用いた、５８項目の標準化された問題点である。チェック
リストの質問は、５つの下位尺度：被刺激性（ＡＢＣ１）、社会的ひきこもり（ＡＢＣ２
）、常同症（ＡＢＣ３）、活動亢進（ＡＢＣ４）および過剰な発話（ＡＢＣ５）を含む。
ＡＢＣは米国では大規模に有効であり、小児集団の調査に適している。フランス語版を本
調査で使用した（Ｂｏｕｖａｒｄ、２０００年）。
ｉｉｉ）臨床全般印象尺度（ＣＧＩ）は、疾患の重症度を調査するために、大部分の治験
で広く使用されている。これは、０～７で評価され、１は正常値であり、患者の全般的な
状況の良好な評価とみなされる。臨床医は、当該患者の調査に参加している他の患者との
経験の関数として疾患の評価を提供することが求められる。第２の印象尺度によって、治
験の開始と比較して、患者および回復の全般的な改善の評価が得られる。７つのレベルが
あり、ゼロは進展がないことを示す。第３の印象尺度は、治療指数に関するものであり、
治療効果と副作用の両方を示す単一の評価を必要とするため、最も有用である。これは、
ほとんど副作用のない新世代精神病薬の研究に利用されている（Ｇｕｙ、１９７６年）。
ｉｖ）調節不全評価グリッド（ＲＤＥＧ）は、調節不全のレベルおよび小児の反応の遅さ
を検出することができるフランスの活動尺度（９６）である（Ａｄｒｉｅｎ、１９９６年
；Ａｄｒｉｅｎら、２００１年；Ｂｌａｎｃら、２００５年）。質問表は両親によって記
入され、先週の小児の行動に関するものである。
ｖ）反復制限行動（ＲＲＢ）尺度（Ｂｏｕｒｒｅａｕら、２００９年）は、０（その行動
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がその人によって全く発現されない）から、４（その行動が深刻に発現され、その人の特
徴である）までの５つの尺度で項目評価することができる３５項目からなる標準化された
チェックリストである。要因解析によって、４つの臨床的に有意義な要因、すなわち、感
覚運動の常同（Ｆ１）、変化に対する反応（Ｆ２）、制限された行動（Ｆ３）および調節
不全（Ｆ４）が分かる。
【００７９】
（結果）
　患者の要約を表１に示す。３人の男児は機能的言語を使用したが、残りの男児および女
児は機能的言語を使用しなかった。ＡＤＩ－Ｒの評点は、臨床診断を確認する閾値を上回
っている。小児１、３、５は、補助人の同行で伝統的な学校に通っている。その年の間、
小児１に対して週に１回、小児２に対して週に３回、心理学者がＡＢＡ手法を用いて小児
１および小児２を追跡調査する。小児２に対しては、絵カード交換式コミュニケーション
システム（ＰＥＣＳ）を利用した週２回の発声正常のセッションも行う。小児３に対して
は発声正常の治療を毎週行い、小児５に対しては全く治療を行わない。小児４を精神的発
達の遅い小児専門の医療施設で治療する。行動治療法および学校が中断される夏休みの間
に、Ｂｕｍの試験を行った。
【００８０】
　表２は、使用した異なる尺度の評点と３ヶ月の治療の前後で得られた評点を示す。治療
前の４人の小児（１、２、３、４）のＣＡＲＳ評点は、深刻なＩＡＳを示す３６超であっ
た。小児５は、中程度の自閉症を示した。結果は、治療から３か月後に全小児のＣＡＲＳ
、ＡＢＣ、ＲＤＥＧおよびＲＲＢの総評点の改善を示している。ＣＧＩ１は有意に変化し
なかったが、この試験は、この段階で有意な変化を示さない疾患の重症度に関するもので
ある。本発明者らは、５人の小児について、ＣＧＩ２の僅かな全般的な回復も観察した。
患者１、２および５は、ＣＧＩ３で３の指数を有し、これは、副作用のない適度な作用を
示していた。患者３および４は、２の指数を有し、これは副作用のない最小の作用を示し
ていた。５人の小児において、ＣＡＲＳに関する３以上の尺度を有する項目数が治療によ
って減少した。ＡＢＣ５の下位評点は、治療によって変化しなかった。５人の小児におい
て、ＡＢＣ２、ＡＢＣ３、ＡＢＣ４、ＲＤＥＧ（調節不全）、ＲＤＥＧ（遅さ）、RRB F4
およびRRB F1は、可変的な程度まで改善した。対照的に、ＡＢＣ１、RRB F2、RRB F3の結
果は不均一である。
【００８１】
　治療から１週間後に開始し、毎月１回、脱水、起立性低血圧症、過敏症、痙攣、無力症
、下痢、筋肉痛、関節痛、嘔気、眩暈の調査を含む臨床的監視を行った。ナトリウムおよ
びカリウムのレベルは安定なままだった（試験は、治療の開始から１週間後および２ヶ月
後に行った）。副作用は全く認められなかった。
【００８２】
（考察）
　本結果は、ブメタニドがＩＡＳの行動的側面を改善することを示唆し、本利尿薬が全般
的な作用を有することを示唆している。本発明者らの知識の及ぶ限りでは、これは、自閉
症における塩素イオンの変化の可能性を高める最初の報告である。
【００８３】
　これらの観察から導き出される結果は、限定された数の症例によるランダム化二重盲検
法およびプラセボ調査の欠如などのいくつかの制限によって妨げられている。プラセボ効
果は、成人よりも小児においてよく見られ（Ｒｈｅｉｍｓら、２００８年）、これは自閉
症にも当てはまる（Ｓａｎｄｌｅｒ、２００５年）。明らかに、観察を確認または否定す
るためには広範囲の調査が必要である。本発明者らは、これらの制限のために、ブメタニ
ドの好ましい効果の実証およびＩＡＳに対するその作用の関与には限界があることを認識
している。それにも関わらず、本発明者らの観察から、ブメタニドは、利尿薬に対する一
般的な耐性に伴う副作用がないことが分かる。また、本発明者らは、その結果に示唆され
ている劇的な行動回復および自分の子供がより存在感がある(present)という両親の主張
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ならびにＢｕｍの有意な作用を支持して治療を続行したいという両親の願望によって、こ
れらの観察を提供すように促された。この主観的な概念を伝えることの難しさにも関わら
ず、存在感(presence)という同じ用語がすべての両親によって使用されたことを強調する
ことは興味深い。
【００８４】
　現時点では、ブメタニドが総体的症状の一側面に対して選択的な作用を与えるか否かに
ついて決定することはできない。発話については３ヶ月で改善が生じる可能性が低いため
、ＡＢＣ５に対するブメタニドの効果の欠如（文脈から外れた不適切に過剰な発話）が予
想される。対照的に、ほとんど全ての評点が可変的な程度まで改善され、これはブメタニ
ドの一般作用を強調している。認知および情動行動の変化は、ＩＡＳの基本的な特徴であ
り（Ｋａｎｎｅｒ、１９４３年；ＨｉｌｌおよびＦｒｉｔｈ、２００３年；Ｈｉｌｌ、２
００４年；ＢｉｅｂｅｒｉｃｈおよびＭｏｒｇａｎ、２００４年）、ブメタニドにより、
より良好な認知制御が可能となるという事実は、おそらく、両親によって報告されている
存在感の改善(improved presence)と相関しているはずである。ＡＢＣの下位尺度の結果
は、警戒の状態および社会交流、常同的行動、および認知制御の概念にも一致する活動亢
進の改善を示唆している。ブメタニドの薬力学については、ヒトの新生児で調査されてお
り（Ｓｕｌｌｉｖａｎら、１９９６年；Ｌｏｐｅｚ－Ｓａｍｂｌａｓら、１９９７年）、
最近の報告では、ブメタニドによっててんかんの小児におけるてんかん発作の重症度が減
少することが示唆されている（Ｋａｈｌｅら、２００９年）。広範囲にわたる実験的な調
査では、ブメタニドにより、てんかん発作の重症度が減少することが示唆されている（Ｋ
ａｈｌｅおよびＳｔａｌｅｙ、２００８年；Ｋａｈｌｅら、２００８年；Ｎａｒｄｏｕら
、２００９年）。ブメタニドは、新生児のてんかん発作の新規治療薬として、現在調査さ
れている（Eu FP7 NEMOプロジェクト）。
【００８５】
　本観察は、細胞内塩素イオンを減少させ、ＧＡＢＡの阻害作用を強化することによって
ブメタニドにより神経細胞の総合的プロセスの有効性が高められるという作業仮説に矛盾
していない。これらの調査の基本的な概念フレームは、発達プログラムを順守することに
失敗した神経細胞が、おそらく高い（Ｃｌ－）Ｉおよび他の電気的および構築上の特性を
含む未発達の特徴を維持するということである（Ｂｅｎ－Ａｒｉ、２００８年）。他の観
察は、ＧＡＢＡ作動性シグナルと自閉症との関連性を示唆している（Ｍｉｎｓｈｅｗ、１
９９７年；Ｈｕｓｓｍａｎ、２００１年；Ｓｃｈｍｉｔｚら、２００５年）。また、いく
つかの脳画像化観察により、自閉症では、特に、海馬、小脳および各種辺縁系構造におけ
るＧＡＢＡ／ベンゾジアゼピン受容体の有意な喪失が分かる（Ｇａｒｒｅａｕら、１９９
３年；Ｏｂｌａｋら、２００９年；Ｇｕｐｔｉｌｌら、２００７年；Ｂｌａｔｔ、２００
５年）。
【００８６】
　結論として、新興の一連の調査は、各種発達奇形に関連して塩素イオンが脳成熟の間に
蓄積することを示唆している。本観察は、この蓄積を減少させ、かつＧＡＢＡの阻害作用
を復活させるように作用する従来の利尿薬が自閉症において有益な作用を与え得、ＧＡＢ
Ａ／（Ｃｌ－）ＩとＩＡＳとの関連性に関するより詳細な実験的かつ臨床的調査を必要と
していることを示唆している。
【００８７】
（参考文献）
　本出願の全体にわたって、各種参考文献は、本発明が属する最先端技術について記載し
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【００８８】
Adrien JL,
Rossignol-Deletang N, Martineau J, Couturier G, Barthelemy C (2001) Regulation
of cognitive activity and early communication development in young autistic,
mentally retarded, and young normal children. Dev Psychobiol 39:124-136.



(15) JP 5914357 B2 2016.5.11

10

20

30

40

50

Adrien J.-L
(1996) Autisme du jeune enfant: developpement psychologique et regulation de l’
activite. Paris:
Expansion scientifique Francaise.
Aman MG, Singh
NN, Stewart AW et al. (1985) The Aberrant Behavior Checklist: a behaviour
rating scale for assessment of treatment effects. American Journal of Mental
Deficiency 89 (5): 485-491.
Balena T,
Woodin MA (2008) Coincident pre- and postsynaptic activity downregulates NKCC1
to hyperpolarize E(Cl) during development. Eur J Neurosci 27:2402-2412.
Ben Ari Y
(2002) Excitatory actions of GABA during development: The nature of the
nurture. Nature Reviews Neuroscience 3:728-739.
Ben Ari Y,
Gaiarsa JL, Tyzio R, Khazipov R (2007) GABA: A Pioneer Transmitter That Excites
Immature Neurons and Generates Primitive Oscillations. Physiol Rev
87:1215-1284.
Ben-Ari Y
(2008) Neuro-archaeology: pre-symptomatic architecture and signature of
neurological disorders. Trends Neurosci 31:626-636.
Bieberich AA,
Morgan SB (2004) Self-regulation and affective expression during play in
children with autism or Down Syndrome: a short-term longitudinal study. J
Autism Dev Disord 34:439-448.
Blanc R, Adrien
JL, Roux S, Barthelemy C (2005) Dysregulation of pretend play and communication
development in children with autism. Autism 9:229-245.
Blatt GJ (2005)
GABAergic cerebellar system in autism: a neuropathological and developmental
perspective. Int Rev Neurobiol 71:167-178.
Bourgeron T
(2009) A synaptic trek to autism. Curr Opin Neurobiol 19:231-234.
Bourreau Y.,
Roux S., Gomot M., Bonnet-Brilhault F., Barthelemy C. (2009) Validation of the
repetitive and restricted behaviour scale in autism spectrum disorders.
European Child and adolescent psychiatry, Nov 18(11): 675-682. 
Bourreau Y,
Roux S, Gomot M, Barthelemy C (2009) [Repetitive and restricted behaviours
(RRB) in autism: clinical evaluation]. Encephale 35:340-346.
Bouvard M
(2000) Liste des comportements aberrants- version traduite, Issy les
moulineaux, EAP/ECPA.
Cohen I,
Navarro V, Clemenceau S, Baulac M, Miles R (2002) On the origin of interictal
activity in human temporal lobe epilepsy in vitro. Science 298:1418-1421.
Cohen M (1981)
Pharmacology of bumetanide. J Clin Pharmacol 21:537-542.
Delpire E
(2000) Cation-Chloride Cotransporters in Neuronal Communication. News Physiol



(16) JP 5914357 B2 2016.5.11

10

20

30

40

50

Sci 15:309-312.
Delpire E, Lu
J, England R, Dull C, Thorne T (1999) Deafness and imbalance associated with
inactivation of the secretory Na-K-2Cl co-transporter. Nat Genet 22:192-195.
Delpire E, Mount DB
(2002) Human and murine phenotypes associated with defects in cation-chloride
cotransport. Annu Rev Physiol 64:803-843.
DiLalla D.L.,
Rogers S.J. (1994) Domains of the Childhood Autism Rating Scale: relevance for
diagnosis and treatment. J. Autism Dev Disord. Apr 24(2):115-28
Dzhala VI,
Talos DM, Sdrulla DA, Brumback AC, Mathews GC, Benke TA, Delpire E, Jensen FE,
Staley KJ (2005) NKCC1 transporter facilitates seizures in the developing
brain. Nat Med 11:1205-1213.
Feit PW (1981)
Bumetanide--the way to its chemical structure. J Clin Pharmacol 21:531-536.
Fiumelli H,
Cancedda L, Poo MM (2005) Modulation of GABAergic transmission by activity via
postsynaptic Ca2+-dependent regulation of KCC2 function. Neuron 48:773-786.
Fiumelli H,
Woodin MA (2007) Role of activity-dependent regulation of neuronal chloride home
ostasis
in development. Current Opinion in Neurobiology 17:81-86.
Garreau B,
Herry D, Zilbovicius M, Samson Y, Guerin P, Lelord G (1993) Theoretical aspects
of the study of benzodiazepine receptors in infantile autism. Acta
Paedopsychiatr 56:133-138.
Guptill JT,
Booker AB, Gibbs TT, Kemper TL, Bauman ML, Blatt GJ (2007)
[3H]-flunitrazepam-labeled benzodiazepine binding sites in the hippocampal
formation in autism: a multiple concentration autoradiographic study. J Autism
Dev Disord 37:911-920.
Guy W. ECDEU
(1976) Assessment Manual for psychopharmacology, National institute of Mental He
alth
(Ed.). (Early Clinical Drug Evaluation Unit)
Hill EL (2004)
Executive dysfunction in autism. Trends Cogn Sci 8:26-32.
Hill E.L., Frith U.
(2003) Understanding autism: insights from mind and brain. Philos Trans R Soc
Lond B Biol Sci. Feb 28; 358 (1430): 281-9.
Hussman JP.
(2001) Suppressed gabaergic inhibition as a common factor in suspected
etiologies of autism, J of Autism and Developmental Disorders. 31 (2): 247-248.
Huberfeld G,
Wittner L, Clemenceau S, Baulac M, Kaila K, Miles R, Rivera C (2006) Perturbed
CI-homeostasis and gabaergic signaling in human temporal lobe epilepsy.
Epilepsia 47:20.
Huberfeld G,
Wittner L, Clemenceau S, Baulac M, Kaila K, Miles R, Rivera C (2007) Perturbed



(17) JP 5914357 B2 2016.5.11

10

20

30

40

50

chloride homeostasis and GABAergic signaling in human temporal lobe epilepsy. J
Neurosci 27:9866-9873.
Kahle KT,
Barnett SM, Sassower KC, Staley KJ (2009) Decreased seizure activity in a human
neonate treated with bumetanide, an inhibitor of the Na(+)-K(+)-2Cl(-)
cotransporter NKCC1. J Child Neurol 24:572-576.
Kahle KT,
Staley KJ (2008) The bumetanide-sensitive Na-K-2Cl cotransporter NKCC1 as a
potential target of a novel mechanism-based treatment strategy for neonatal
seizures. Neurosurg Focus 25:E22.
Kahle KT,
Staley KJ, Nahed BV, Gamba G, Hebert SC, Lifton RP, Mount DB (2008) Roles of
the cation-chloride cotransporters in neurological disease. Nat Clin Pract
Neurol 4:490-503.
Kanner L.
(1943) Autistic disturbances of affective contact. Nervous Child 2: 217-50
Khalilov I,
Holmes GL, Ben Ari Y (2003) In vitro formation of a secondary epileptogenic
mirror focus by interhippocampal propagation of seizures. Nat Neurosci
6:1079-1085.
Khalilov I, Le
Van QM, Gozlan H, Ben Ari Y (2005) Epileptogenic Actions of GABA and Fast
Oscillations in the Developing Hippocampus. Neuron 48:787-796.
Le Couteur A,
Rutter M, Lord C, Rios P, Robertson S, Holdgrafer M, McLennan J (1989) Autism
diagnostic interview: a standardized investigator-based instrument. J Autism Dev
Disord 19:363-387.
Levy SE, Hyman
SL (1993) Pediatric assessment of the child with developmental delay. Pediatr
Clin North Am 40:465-477.
Levy SE, Hyman
SL (2005) Novel treatments for autistic spectrum disorders. Ment Retard Dev
Disabil Res Rev 11:131-142.
Li H, Tornberg
J, Kaila K, Airaksinen MS, Rivera C (2002) Patterns of cation-chloride
cotransporter expression during embryonic rodent CNS development. Eur J
Neurosci 16:2358-2370.
Lopez-Samblas
AM, Adams JA, Goldberg RN, Modi MW (1997) The pharmacokinetics of bumetanide in
the newborn infant. Biol Neonate 72:265-272.
Lord C, Rutter
M, Le Couteur A (1994) Autism Diagnostic Interview-Revised: a revised version
of a diagnostic interview for caregivers of individuals with possible pervasive
developmental disorders. J Autism Dev Disord 24:659-685.
Mackie K,
DePasquale M, Cserr HF (1986) Increased permeability of a glial blood-brain
barrier during acute hyperosmotic stress. Am J Physiol 251:R1186-R1192.
Marshall JD,
Wells TG, Letzig L, Kearns GL (1998) Pharmacokinetics and pharmacodynamics of
bumetanide in critically ill pediatric patients. J Clin Pharmacol 38:994-1002.



(18) JP 5914357 B2 2016.5.11

10

20

30

40

50

Mesibov GB,
Schopler E, Caison W (1989) The Adolescent and Adult Psychoeducational Profile:
assessment of adolescents and adults with severe developmental handicaps. J
Autism Dev Disord 19:33-40.
Minshew NI.
(1997) In vivo brain chemistry of autism : 31P Magnetic resonance spectroscopy
studies, in Bauman ML and Kemper TL, The neurobiology of autism, Baltimore: John
s Hopkins
University Press.
Nardou R,
Ben-Ari Y, Khalilov I (2009) Bumetanide, an NKCC1 antagonist, does not prevent
formation of epileptogenic focus but blocks epileptic focus seizures in
immature rat hippocampus. J Neurophysiol 101:2878-2888.
O'Donnell ME,
Lam TI, Tran L, Anderson SE (2004) The role of the blood-brain barrier Na-K-2Cl
cotransporter in stroke. Adv Exp Med Biol 559:67-75.
Oblak A, Gibbs
TT, Blatt GJ (2009) Decreased GABAA receptors and benzodiazepine binding sites
in the anterior cingulate cortex in autism. Autism Res 2:205-219.
Patterson PH
(2002) Maternal infection: window on neuroimmune interactions in fetal brain
development and mental illness. Curr Opin Neurobiol 12:115-118.
Payne JA,
Rivera C, Voipio J, Kaila K (2003) Cation-chloride co-transporters in neuronal
communication, development and trauma. Trends Neurosci 26:199-206.
Persico AM,
Bourgeron T (2006) Searching for ways out of the autism maze: genetic,
epigenetic and environmental clues. Trends Neurosci 29:349-358.
Rheims S,
Cucherat M, Arzimanoglou A, Ryvlin P (2008) Greater response to placebo in
children than in adults: a systematic review and meta-analysis in
drug-resistant partial epilepsy. PLoS Med 5:e166.
Rivera C,
Voipio J, Payne JA, Ruusuvuori E, Lahtinen H, Lamsa K, Pirvola U, Saarma M,
Kaila K (1999) The K+/Cl- co-transporter KCC2 renders GABA hyperpolarizing
during neuronal maturation. Nature 397:251-255.
Roge B. (1989)
Echelle d’evaluation de l’autisme infantile-version traduite (CARS-T). Issy le
s moulineaux,
EAP/ECPA.
Rogers SJ,
Ozonoff S, Maslin-Cole C (1993) Developmental aspects of attachment behavior in
young children with pervasive developmental disorders. J Am Acad Child Adolesc
Psychiatry 32:1274-1282.
Rojahn J,
Helsel WJ (1991) The Aberrant Behavior Checklist with children and adolescents
with dual diagnosis. J Autism Dev Disord 21:17-28.
Sandler A.
(2005) Placebo Effects in Developmental Disabilities: Implications for Research
and Practice, Mental Retardation and Developmental Disabilities Research



(19) JP 5914357 B2 2016.5.11

10

20

Reviews 11: 164-170.
Schmitz C, van
K, I, Hof PR, van EH, Patterson PH, Steinbusch HW (2005) Autism:
neuropathology, alterations of the GABAergic system, and animal models. Int Rev
Neurobiol 71:1-26.
Schopler E,
Reichler RJ, De Vellis RF, Dally K. (1980) Toward Objective Classification of
Childhood Autism: Childhood Autism Rating Scale (CARS), J. of Autism and
Developmental disorders 10 (1): 91-103.
Spitzer NC, Gu
X, Olson E (1994) Action potentials, calcium transients and the control of
differentiation of excitable cells. Curr Opin Neurobiol 4:70-77.
Sullivan JE,
Witte MK, Yamashita TS, Myers CM, Blumer JL (1996) Pharmacokinetics of
bumetanide in critically ill infants. Clin Pharmacol Ther 60:405-413.
The ICD-10
Classification of Mental and Behavioural disorders: Diagnostic criteria for
research (1993), World Health Organization.
Witte MK, Stork
JE, Blumer JL (1986) Diuretic therapeutics in the pediatric patient. Am J
Cardiol 57:44A-53A.
Woodin MA,
Ganguly K, Poo Mm (2003) Coincident Pre- and Postsynaptic Activity Modifies
GABAergic Synapses by Postsynaptic Changes in Cl- Transporter Activity. Neuron
39:807-820.



(20) JP 5914357 B2 2016.5.11

10

20

フロントページの続き

(74)代理人  100114775
            弁理士　高岡　亮一
(72)発明者  ベン‐アリ，イェヘズケル
            フランス国，エフ－１３２７３　セデックス　０９　マルセイユ，ビーピー　１３，パーク　サイ
            エンティフィク　デ　ラミニー，インメド‐インセルム　ユー９０１
(72)発明者  レモニア，エリック
            フランス国，エフ－２９８２０　ボハース，ルート　デ　プラウダルメゾ，ホピタル　ボハース，
            センター　デ　リソーセス　オーティスム　デ　ブレタン

    審査官  安藤　公祐

(56)参考文献  特表２００８－５３５８３６（ＪＰ，Ａ）　　　
              Med Hypotheses，２００７年，68(5)，979-87
              Annu Rev Pharmacol Toxicol，１９８６年，26，293-309
              精神薬療研究年報，２００５年，37，191-7
              J Neurophysiol，２００９年，101(6)，2878-88

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ａ６１Ｋ　　４５／００　　　　
              Ａ６１Ｋ　　３１／１９６　　　
              Ａ６１Ｐ　　１３／０２　　　　
              Ａ６１Ｐ　　２５／００　　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＲＥＧＩＳＴＲＹ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	overflow

