
(57)【要約】
本発明は、癌を含む細胞増殖障害のような疾患の化学療法領域に関するものである。特に
本発明は、被験者の処置における保護薬剤としてのヒアルロナン  (HA) の使用に関するも
のである。 HAは化学療法剤とともに投与されると、被験者に投与される用量の化学療法剤
の投与が長期化される。 HAの保護効果によって化学療法剤の投与量が一般に有効な投与量
として認められている量よりもかなり高くすることができ、そのような投与量は本発明で
なければ、被験者において受け容れがたい副作用を引き起こすと予想される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 高 用 量 の 化 学 療 法 剤 を 長 期 に 投 与 す る
方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の HAを そ の 前 に 、 お よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る
方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
単 回 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 200%ま で 高 用 量 で あ る
こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は 累 積 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量
よ り も 600%ま で 高 用 量 で あ る こ と が で き る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
化 学 療 法 剤 の 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 約 10%か ら 約 1
50%高 用 量 で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
化 学 療 法 剤 の 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 約 35%か ら 約 1
00%高 用 量 で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
HAお よ び 化 学 療 法 剤 を 同 時 に 投 与 す る 、 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
化 学 療 法 剤 の 投 与 の 約 24時 間 前 か ら 約 5分 前 に HAを 投 与 す る 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ４ の い ず
れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
化 学 療 法 剤 の 投 与 の 約 12時 間 前 か ら 約 10分 前 に HAを 投 与 す る 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ４ の い ず
れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
化 学 療 法 剤 の 投 与 の 約 30分 前 に HAを 投 与 す る 請 求 項 １ か ら 請 求 項 ４ の い ず れ か に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ９ 】
有 効 量 の HAが １ 日 あ た り 約 0.5 mg/kg体 重 か ら 約 20 mg/kg体 重 で あ る 、 請 求 項 １ か ら 請 求
項 ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
有 効 量 の HAが １ 日 あ た り 約 5 mg/kg体 重 か ら 約 10 mg/kg体 重 で あ る 、 請 求 項 １ か ら 請 求 項
８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
単 回 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 200%ま で 高 用 量 で あ る
こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は 累 積 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量
よ り も 600%ま で 高 用 量 で あ る こ と が で き る 化 学 療 法 剤 に よ っ て 対 象 を 長 期 に 処 置 す る 方 法
で あ っ て 、 有 効 量 の HAを 上 記 の 化 学 療 法 剤 の 前 に 、 お よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 す る こ と を
特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
化 学 療 法 剤 の 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 約 10%か ら 約 1
50%高 用 量 で あ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
化 学 療 法 剤 の 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 約 35%か ら 約 1
00%高 用 量 で あ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
HAお よ び 化 学 療 法 剤 を 同 時 に 投 与 す る 請 求 項 １ １ か ら 請 求 項 １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ５ 】
化 学 療 法 剤 の 投 与 の 約 24時 間 前 か ら 約 5分 前 に HAを 投 与 す る 請 求 項 １ １ か ら 請 求 項 １ ３ の
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
化 学 療 法 剤 の 投 与 の 約 12時 間 前 か ら 約 10分 前 に HAを 投 与 す る 請 求 項 １ １ か ら 請 求 項 １ ３ の
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
化 学 療 法 剤 の 投 与 の 約 30分 前 に HAを 投 与 す る 請 求 項 １ １ か ら 請 求 項 １ ３ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
有 効 量 の HAが １ 日 あ た り 約 0.5 mg/kg体 重 か ら 約 20 mg/kg体 重 で あ る 、 請 求 項 １ １ か ら 請
求 項 １ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
有 効 量 の HAが １ 日 あ た り 約 5 mg/kg体 重 か ら 約 10 mg/kg体 重 で あ る 、 請 求 項 １ １ か ら 請 求
項 １ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
悪 性 疾 患 を 処 置 す る 際 に 、 化 学 療 法 剤 の 投 与 の 前 に 、 お よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 す る 医 薬
を 製 造 す る た め の HAの 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 癌 を 含 む 細 胞 増 殖 障 害 の よ う な 疾 患 の 化 学 療 法 領 域 に 関 す る も の で あ る 。 特 に
本 発 明 は 、 被 験 者 の 処 置 に お け る 保 護 薬 剤 と し て の ヒ ア ル ロ ナ ン  (HA) の 使 用 に 関 す る も
の で あ る 。 HAは 化 学 療 法 剤 と と も に 投 与 さ れ る と 、 被 験 者 に 投 与 さ れ る 用 量 の 化 学 療 法 剤
の 投 与 が 長 期 化 さ れ る 。 HAの 保 護 効 果 に よ っ て 化 学 療 法 剤 の 投 与 量 が 一 般 に 有 効 な 投 与 量
と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も か な り 高 く す る こ と が で き 、 そ の よ う な 投 与 量 は 本 発 明 で
な け れ ば 、 被 験 者 に お い て 受 け 容 れ が た い 副 作 用 を 引 き 起 こ す と 予 想 さ れ る 。
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
明 細 書 中 に 引 用 し た 参 考 文 献 の 図 書 目 録 の 詳 細 は 、 本 明 細 書 の 最 後 に 列 記 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
本 明 細 書 に お け る 先 行 文 献 の 引 用 は 、 そ の 先 行 文 献 が い ず れ か の 国 に お け る 技 術 常 識 を 示
す こ と を 認 め 、 あ る い は そ の こ と を 示 唆 す る 記 載 で は な く 、 お よ び そ の よ う な も の と し て
解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
人 間 を 含 む 動 物 を 苦 し め る 多 く の 疾 患 は 、 化 学 療 法 剤 に よ っ て 処 置 さ れ る 。 例 え ば 、 化 学
療 法 剤 は 膠 原 病 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 、 代 謝 障 害 お よ び 皮 膚 病 を 含 む 腫 瘍 性 疾 患 の 処 置 に 有
効 で あ る こ と が 立 証 さ れ て お り 、 こ れ ら の 薬 剤 の 中 に は 、 非 常 に 有 効 で あ り  (例 え ば ビ ン
ク リ ス チ ン お よ び ブ レ オ マ イ シ ン )、 好 中 球 減 少 症 の よ う な 毒 性 副 作 用 の 問 題 を 引 き 起 こ
さ な い も の も あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
化 学 療 法 剤 を 正 し く 使 用 す る に は 、 化 学 療 法 剤 を 選 択 し 、 投 与 量 を 決 定 し 、 お よ び 治 療 を
行 う 前 に 、 疾 患 の 自 然 史 や 病 理 生 理 学 を 徹 底 的 に 熟 知 し て い る 必 要 が あ る 。 各 被 験 者 は 、
顕 性 ま た は 潜 在 性 感 染 、 血 液 疾 患 、 栄 養 失 調 状 態 お よ び 重 篤 な 代 謝 障 害 の よ う な 毒 性 を 増
強 し か ね な い 要 因 に 向 け て 注 意 深 く 評 価 さ れ な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 肝 臓 、 腎 臓 お よ
び 骨 髄 の よ う な 特 定 の 主 要 器 官 の 機 能 状 態 は き わ め て 重 要 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 適 切 な 化 学
療 法 剤 の 選 択 や 有 効 な 治 療 方 法 の 工 夫 は 被 験 者 の 症 状 に よ っ て 影 響 さ れ る 。 残 念 な こ と に
、 多 く の 化 学 療 法 剤 は 正 常 組 織 と 悪 性 組 織 と の 間 の 選 択 性 を 欠 く た め 、 重 大 な 副 作 用 を も
た ら す 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
望 ま し く な い 毒 性 副 作 用 に は 、 心 毒 性 、 毛 髪 欠 乏 、 胃 腸 毒 性  (吐 き 気 お よ び 嘔 吐 を 含 む )
、 神 経 毒 性 、 肺 毒 性 、 喘 息 お よ び 骨 髄 抑 制  (好 中 球 減 少 症 を 含 む ) が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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化 学 療 法 に 付 随 す る 骨 髄 抑 制 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 骨 髄 の 造 血 前 駆 細 胞  (HPCs) の 著
し い 薬 物 誘 発 性 の 機 能 低 下 の 結 果 で あ る  (Shimamura et al., Exp. Hematol. 16: 681-68
5, 1988)。 続 い て 起 こ る 好 中 球 数 の 減 少 が 二 次 感 染 を 引 き 起 こ し 、 そ の 軽 重 が 好 中 球 減 少
症 の 持 続 性 と 重 篤 度 を 引 き 起 こ す  (Bodey et al., Ann. Intern. Med. 64: 328, 1966)。
二 次 感 染 の 結 果 、 患 者 は 化 学 療 法 か ら 解 放 さ れ 、 細 胞 毒 性 処 置 の 潜 在 的 利 益 を 制 限 す る 広
域 ス ペ ク ト ラ ム 抗 生 物 質 の 処 置 下 に 置 か れ る 。 し か し 抗 生 物 質 の 使 用 に も か か わ ら ず 、 重
篤 な 好 中 球 減 少 症 患 者 が 敗 血 症 に よ り 死 亡 す る こ と は 珍 し い こ と で は な い  (Pettengel et
 al., Blood 80(6): 430-436, 1992)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
一 般 に 、 好 中 球 減 少 症 の レ ベ ル は 骨 髄 の 再 生 能 お よ び ／ ま た は 投 与 さ れ る 薬 物 の 投 与 量 に
依 存 す る 。 実 際 、 好 中 球 減 少 症 は 被 験 者 に 与 え る 薬 物 投 与 量 を 軽 減 す る 決 定 の 主 な 理 由 と
な る こ と が 多 い  (Dotti et al., Haematologica 80: 142-145, 1995)。 薬 物 投 与 量 の 軽 減
は 化 学 療 法 の 有 効 性 、 ま た は 潜 在 的 有 効 性 の 欠 乏 を 典 型 的 に 伴 う た め 、 薬 物 投 与 量 の 軽 減
は 望 ま し く な い 。 そ れ ゆ え 、 化 学 療 法 に 付 随 す る 好 中 球 減 少 症 の 頻 度 ま た は 重 篤 度 を 緩 和
す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 薬 物 投 与 量 の 軽 減 を 回 避 で き 、 ま た は 化 学 療 法 剤 の 標 準 的
な 投 与 量 よ り も 高 用 量 で 投 与 す る こ と す ら 可 能 と す る 投 与 計 画 ま た は 同 時 投 与 薬 物 を 同 定
す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
マ ウ ス モ デ ル に お け る 骨 髄 抑 制 を 軽 減 す る い く つ か の 最 近 の 研 究 に お い て 、 5-フ ル オ ロ ウ
ラ シ ル  (Shimamura et al., Blood 69: 353-355, 1987)、 と り わ け ド キ ソ ル ビ シ ン  (Shim
amura et al., 1988, supra) の 初 期 注 射 後 、 ヒ ト 組 換 え 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子  (rG-CS
F) を 毎 日 皮 下 注 射 す る こ と に よ り 、 好 中 球 減 少 症 か ら の 回 復 が 促 進 さ れ る こ と が 観 察 さ
れ て い る 。 ヒ ト rG-CSFは 造 血 前 駆 細 胞 の 増 殖 と 分 化 を 刺 激 す る こ と に よ っ て 本 効 果 を 発 揮
す る  (Cohen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 2484-2488, 1987)。 よ り 最 近 に
は 、 rG-CSFが 細 胞 毒 性 の 化 学 療 法 を 受 け た 患 者 に お い て 、 好 中 球 減 少 症 の 回 復 を 促 進 す る
ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 わ れ た  (Sheridan et al., Lancet 339: 640-644, 1992; Pettenge
ll et al., 1992, supra; Anglin et al., Leuk, Lymphoma 11: 469-472, 1993; Kotaka 
et al., Int. J. Utrol. 6: 61-67, 1999)。 し か し 、 rG-CSFの 適 用 は 最 適 に は 、 数 が 増 大
し た 造 血 前 駆 細 胞 が 細 胞 毒 性 薬 物 に 対 し て 過 敏 と な る 可 能 性 が あ る た め  (Dotti et al., 
1995, supra)、 化 学 療 法 の 繰 り 返 し サ イ ク ル と 組 合 せ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
化 学 療 法 剤 の 癌 ま た は 標 的 細 胞 殺 傷 の た め の 高 用 量 を 毒 性 副 作 用 を 伴 わ ず に 、 ま た は そ の
レ ベ ル を 軽 減 さ せ て 、 使 用 で き る プ ロ ト コ ー ル を 開 発 す る 必 要 が あ る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ １ １ 】
本 明 細 書 を 通 し て 、 そ の 文 脈 か ら 他 の 意 味 が 類 推 さ れ な け れ ば 、 「 含 む 」 と い う 語 句 、 ま
た は 「 含 ま れ る 」 ま た は 「 含 ん で い る 」 の よ う な バ リ エ ー シ ョ ン の 語 句 は 、 記 載 し て い る
要 素 ま た は 数 字 ま た は そ れ ら の 群 を 含 む こ と を 意 味 す る と 理 解 さ れ 、 他 の 要 素 ま た は 数 字
ま た は そ れ ら の 群 を 除 外 す る 意 味 で は な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 は 、 被 験 者 が 一 般 的 な 細 胞 毒 性 薬 物 を 用 い て 処 置 を 受 け る と き に 、 ヒ ア ル ロ ナ ン  (
HA) が 保 護 物 質 と し て 被 験 者 に 使 用 す る こ と が で き る と い う 決 定 を 一 部 分 基 礎 と し て い る
。 被 験 者 が 細 胞 毒 性 薬 物 を 投 与 さ れ 得 る 場 合 に は 、 癌 の よ う な 生 命 を 脅 か す 疾 患 の 処 置 が
あ る 。 こ れ ら の 場 合 に お い て 一 義 的 な 治 療 目 標 は 、 悪 性 細 胞 を 退 縮 さ せ る こ と で あ る 。 し
か し 、 現 在 利 用 で き る 治 療 に 有 効 な 薬 剤 は 、 期 待 さ れ る よ り も 特 異 性 が 低 く 、 そ れ ら の 投
与 が 、 最 終 的 に は 被 験 者 の 正 常 細 胞 の 多 く を 同 様 に 死 滅 さ せ る 。 癌 が 十 分 す ば や く 退 縮 さ
れ な い と 、 同 時 に 起 こ る 正 常 細 胞 へ の 望 ま し く な い 影 響 が と て も 高 い た め 、 処 置 を 縮 小 し
、 ま た は 停 止 し な け れ ば な ら な い と こ ろ ま で 被 験 者 の 状 況 を 悪 化 す る こ と が あ る 。 こ れ が
処 置 を 受 け る 被 験 者 に 悲 惨 な 結 果 を も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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化 学 療 法 剤 の 治 療 効 果 を 延 長 お よ び 増 大 す る た め に 十 分 な 長 期 間 、 処 置 の 休 止 の 必 要 性 を
緩 和 す る こ と が で き る 薬 剤 は 、 癌 や そ の 他 の 疾 患 の 多 く の 形 態 の 処 置 に 明 瞭 な 利 点 を 示 す
で あ ろ う 。 処 置 計 画 に HAを 利 用 す る 利 益 は い く つ か 既 に 知 ら れ て い る も の も あ る が 、 HAの
保 護 効 果 は 現 在 ま で 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
そ れ ゆ え に 本 発 明 は あ る 側 面 で は 、 単 回 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て
い る 量 よ り も 200%ま で 高 用 量 で あ る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は 累 積 投 与 量 が 、 一 般 に 有
効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 600%ま で 高 用 量 で あ る こ と が で き る 化 学 療 法 剤
を 長 期 に 投 与 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の HAを そ の 前 に 、 お よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 す る
こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 方 法 で は 、 HAの そ の 前 の 、 お よ び ／ ま た は 同 時 の 投 与 は 、 本 発 明 で な け れ ば 同 時 に 起 こ
る 正 常 細 胞 へ の 望 ま し く な い 有 害 な 影 響 を 改 善 ま た は 廃 止 す る 効 果 す ら 有 す る 。 治 療 薬 剤
の 細 胞 毒 性 効 果 に よ っ て 患 者 の 健 康 は 悪 影 響 を 受 け な い た め 、 上 記 の 治 療 薬 剤 を 通 常 投 与
量 よ り も 高 用 量 で 投 与 で き 、 お よ び よ り 長 期 間 作 用 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 望
ま し く な い 悪 性 細 胞 に 対 す る 投 与 薬 物 の 望 ま し い 細 胞 毒 性 効 果 に よ り 処 置 が 成 功 す る 機 会
を 増 大 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
そ れ ゆ え 、 本 発 明 は 別 の 側 面 で は 、 単 回 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て
い る 量 よ り も 200%ま で 高 用 量 で あ る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は 累 積 投 与 量 が 、 一 般 に 有
効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 600%ま で 高 用 量 で あ る こ と が で き る 化 学 療 法 剤
に よ っ て 対 象 を 長 期 に 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の HAを 上 記 の 化 学 療 法 剤 の 前 に 、 お
よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
こ の よ う な 処 置 方 法 の 結 果 は 、 通 常 観 察 さ れ る 受 け 容 れ が た い 重 篤 な 副 作 用 が 除 去 さ れ る
こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
HAは ポ リ マ ー 分 子 で あ る の で 、 さ ま ざ ま な 分 子 量 の 分 子 を 含 む も の と し て 製 剤 化 で き る 。
よ り 低 い 分 子 量 を 有 す る 製 剤 も 本 発 明 の 方 法 に 有 効 で あ る が 、 750,000か ら 2,000,000 Da
の 範 囲 の モ ー ダ ル 分 子 量 を も つ HAを 含 む 製 剤 が 好 ま し い 。 よ り 高 い 分 子 量 の HAは 、 低 濃 度
で は 自 己 凝 集 し て 三 次 元 網 構 造 を 形 成 す る よ う な 三 次 構 造 を と る 利 点 が あ る 。 こ の 網 構 造
は 制 御 可 能 な 多 孔 性 と 分 子 次 元 を 特 徴 と し て お り 、 こ れ に よ り 多 糖 類 の 容 積 ド メ イ ン 中 に
保 持 さ れ る 治 療 用 分 子 と そ の 外 部 環 境 と の 間 に 平 衡 を 確 立 す る こ と が 可 能 と な る 。 HA三 次
元 構 造 へ の 治 療 用 分 子 の 「 充 填 」 に よ り 、 病 態 部 位 へ の 治 療 薬 剤 の 放 出 を 制 御 で き 、 続 い
て 正 常 組 織 に 対 す る 非 特 異 的 な 標 的 性 を 克 服 で き る 。 特 に 好 ま し い 分 子 量 は 750,000か ら 1
,000,000 Daの 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
好 ま し い 態 様 で は 、 HA製 剤 は 化 学 療 法 剤 の 投 与 と 同 時 に ま た は そ の 前 に 被 験 者 に 投 与 す る
こ と が で き る 。 注 射 用 溶 液 、 粉 末 製 剤 、 錠 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 、 ま た は 他 の 簡 便 な 形 態 な
ど 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 多 く の 方 法 に よ っ て HA製 剤 は 調 製 で き る 。
【 好 ま し い 態 様 の 詳 し い 説 明 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 で は 有 効 量 の HAの 存 在 下 、 正 常 細 胞 へ の 化 学 療 法 剤 の 望 ま し く な い 累 積 的 な 細 胞 毒
性 効 果 が 改 善 さ れ る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 通 常 、 こ の 望 ま し く な い 細 胞 毒 性 に よ り 、 結
果 的 に 化 学 療 法 剤 を 除 き 、 ま た は 少 な く と も 処 置 レ ベ ル ま た は 処 置 期 間 を 軽 減 す る こ と が
必 要 と な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
し か し 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 HAを 使 用 す る こ と に よ り 、 化 学 療 法 患 者 に お け る 化 学 療 法
剤 の 投 与 量 ま た は 投 与 期 間 の 望 ま し く な い 軽 減 の 必 要 性 を 回 避 す る こ と が で き る 。 好 中 球
減 少 症 、 心 毒 性 、 お よ び 吐 き 気 、 嘔 吐 や 重 篤 な 体 重 損 失 に よ っ て 明 ら か に な る 胃 腸 毒 性 を
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含 む 受 け 容 れ が た い 重 篤 な 副 作 用 が 緩 和 ま た は 回 避 さ れ る 。 有 効 量 の HAの 非 存 在 下 で は 化
学 療 法 剤 が 投 与 さ れ た な ら 起 こ り 得 る 以 上 の レ ベ ル ま で 化 学 療 法 剤 の 投 与 量 を 、 有 効 量 の
HAを そ の 前 に 、 お よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 増 大 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
そ れ ゆ え に 本 発 明 は あ る 側 面 で は 、 単 回 投 与 量 が 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て
い る 量 よ り も 200%ま で 高 用 量 で あ る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は 累 積 投 与 量 が 、 一 般 に 有
効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 600%ま で 高 用 量 で あ る こ と が で き る 、 化 学 療 法
剤 を 長 期 に 投 与 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の HAを そ の 前 に 、 お よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 す
る こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 化 学 療 法 を 受 け て い る 被 験 者 が 受 け 容 れ が た い 副 作 用 に 苦 し ん で お り 、
改 変 し た ま た は 代 替 の 処 置 を 受 け さ せ る べ き か 否 か 、 ま た は い つ 受 け さ せ る べ き か を 容 易
に 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 化 学 療 法 患 者 が 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル お よ び ／ ま た は ド
キ ソ ル ビ シ ン の よ う な 細 胞 毒 性 の 化 学 療 法 剤 を 投 与 さ れ て お り 、 そ の 投 与 期 間 中 、 好 中 球
減 少 症 、 心 毒 性 お よ び 胃 腸 毒 性 の よ う な 受 け 容 れ が た い 副 作 用 を 示 す こ と が 予 想 さ れ る 場
合 に は 、 臨 床 医 は 、 化 学 療 法 剤 の 投 与 量 を 軽 減 す る か わ り に 、 本 発 明 に 従 い 、 有 効 量 の HA
を そ の 前 に 、 お よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 す る こ と に よ り 、 そ の 化 学 療 法 剤 の 投 与 量 を 維 持
ま た は 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 副 作 用 は 「 受 け 容 れ が た い 重 篤 な 副 作 用 」 と
呼 称 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
「 そ の 前 に 、 お よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 す る 」 と は 、 被 験 者 に 化 学 療 法 剤 が 投 与 さ れ る 前
に 、 そ れ と 同 時 に 、 ま た は そ の 後 に 、 HAを 投 与 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。 HAを 化
学 療 法 剤 の 前 に 投 与 す る 場 合 、 化 学 療 法 剤 の 投 与 の 約 24時 間 前 か ら 約 5分 前 に 投 与 す る の
が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は 約 12時 間 前 か ら 約 10分 前 に 、 さ ら に 好 ま し く は 約 5時 間 前 か
ら 約 10分 前 に 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 0.5時 間 前 に 投 与 す る 。 HAを 化 学 療 法 剤 の 後 に 投
与 す る 場 合 、 化 学 療 法 剤 の 投 与 の 0.05時 間 後 か ら 24時 間 後 に 投 与 す る の が 好 ま し く 、 よ り
好 ま し く は 0.1時 間 後 か ら 5時 間 後 に 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 0.5時 間 後 に 投 与 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
投 与 す る 化 学 療 法 剤 は 、 好 ま し く は カ ル ム ス チ ン  (BCNU)、 ク ロ ラ ム ブ シ ル  (ロ イ ケ ラ ン )
、 シ ス プ ラ チ ン  (プ ラ チ ノ ー ル )、 チ タ ラ ビ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン  (ア ド リ ア マ イ シ ン )、 フ
ル オ ロ ウ ラ シ ル  (5-FU)、 メ ト ト レ キ セ ー ト  (メ キ セ ー ト )、 シ ク ロ ホ ス ホ ア ミ ド 、 CPT11
、 エ ト ポ シ ド 、 プ リ カ マ イ シ ン  (ミ ト ラ シ ン ) お よ び 例 え ば パ ク リ タ キ セ ル の よ う な タ キ
サ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
最 も 好 ま し い 場 合 に は 、 化 学 療 法 剤 は ド キ ソ ル ビ シ ン  (ア ド リ ア マ イ シ ン ) で あ る 。 ド キ
ソ ル ビ シ ン は ア ン ト ラ サ イ ク リ ン グ リ コ シ ド 抗 生 物 質 で あ り 、 臨 床 上 使 用 さ れ て い る 最 も
有 効 な 抗 腫 瘍 薬 物 の ひ と つ で あ る  (Carter, J. Nat. Cancer Inst. 55: 1265-1274, 1975
)。 臨 床 で の 有 効 性 は 、 乳 癌 腫 、 肺 癌 腫 お よ び 甲 状 腺 癌 腫 を 含 む 固 形 腫 瘍 、 急 性 白 血 病 お
よ び リ ン パ 腫 の よ う な 血 液 学 的 悪 性 腫 瘍 お よ び 柔 組 織 肉 腫 お よ び 骨 肉 腫 お よ び 神 経 芽 細 胞
腫 の よ う な 広 範 囲 の 腫 瘍 状 態 に わ た る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 一 般 的 な 治 療 処 置 に お い て 、 連 続 投 与 に よ り 受 け 容 れ が た い 副 作 用 が 生
じ る 時 点 に 関 す る 判 断 を 経 験 に 基 づ い て 行 う こ と が で き る 。 こ の 時 点 を 超 え て 細 胞 毒 性 薬
剤 を 連 続 投 与 す る こ と を 本 明 細 書 で は 、 薬 物 を 「 長 期 に 投 与 」 と 呼 称 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 よ り も 200%
ま で 高 用 量 の 化 学 療 法 剤 を 長 期 に 投 与 す る 処 置 の 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の HAを 上 記 の 化 学
療 法 剤 の 前 に 、 お よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 被 験 者 」 と い う 用 語 は 、 化 学 療 法 剤 を 用 い た 処 置 が 必 要 な 疾 患 ま た
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は 状 態 を も つ 動 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 被 験 者 は 細 胞 増 殖 障 害  (例 え ば 腫 瘍 障 害 ) に
罹 患 し て い る 。 本 発 明 の 目 的 の 被 験 者 は 、 ヒ ト お よ び 他 の 霊 長 類 、 家 畜 動 物  (例 え ば 羊 、
馬 、 牛 、 豚 、 ロ バ )、 研 究 用 動 物  (例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト ) お よ び
コ ン パ ニ オ ン 動 物  (例 え ば 犬 お よ び 猫 ) の よ う な 哺 乳 類 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 ヒ ト は 霊 長 類 の 中 で 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
腫 瘍 疾 患 に 苦 し む 被 験 者 の 処 置 に お い て 、 細 胞 毒 性 薬 物 に は 投 与 さ れ る 薬 物 に 応 じ て 「 一
般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 」 が あ り 、 こ れ は 処 置 す る 臨 床 医 が 熟 知 し て お
り 、 そ れ 以 上 の 量 は 、 臨 床 医 は 現 在 で は 一 般 に 処 方 し た が ら な い 量 で あ る 。 こ れ は 、 上 記
の よ う に 処 方 さ れ た 細 胞 毒 性 薬 物 の 正 常 細 胞 へ の 有 害 効 果 が こ れ ら の 受 け 容 れ が た い 重 篤
な 副 作 用 が 続 く の を 予 防 す る た め に 処 置 を 軽 減 し 、 取 り 除 く ま で 、 長 期 に わ た り 蓄 積 さ れ
る か ら で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 種 々 の 化 学 療 法 剤 に つ い て 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て
認 め ら れ て い る 量 を 何 が 構 成 す る か を 認 識 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
し か し 本 発 明 の と お り に 、 単 回 投 与 量 が 200%ま で 高 用 量 で あ る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た
は 累 積 投 与 量 が 600%ま で 高 用 量 で あ る こ と が で き る 化 学 療 法 剤 を 投 与 す る こ と が で き る 。
「 200%ま で 高 用 量 で あ る 」 と い う 表 現 は 約 5％ か ら 約 200%ま で の 間 の い ず れ か の 数 字 ま た
は 分 数 を 含 み 、 包 含 す る も の と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 よ り 好 ま し い 範 囲 は 約 20％ か ら 約
150%ま で で あ る 。 最 も 好 ま し い 態 様 で は 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量 は
約 35%か ら 約 100%ま で 増 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
そ れ ゆ え に 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 被 験 者 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 の 化 学 療 法 剤 が 有
効 量 の HAの 前 に 、 お よ び ／ ま た は 同 時 に 投 与 さ れ る と き に 、 臨 床 的 に 受 け 容 れ が た い 副 作
用 を 引 き 起 こ す 投 与 量 よ り も 高 用 量 の 化 学 療 法 剤 を 投 与 で き る と い う 特 徴 を 有 す る 上 記 の
方 法 を 提 供 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
こ こ で 用 い ら れ て い る よ う に 、 「 有 効 量 」 と い う 用 語 は 、 化 学 療 法 剤 の 副 作 用 の 重 篤 度 を
減 少 さ せ る の に 有 効 な HA量 を 意 味 し て お り 、 一 般 に 有 効 な 投 与 量 と し て 認 め ら れ て い る 量
と 同 用 量 ま た は 高 用 量 の 化 学 療 法 剤 の 投 与 量 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
特 有 の 「 有 効 量 」 は 、 そ の 前 に 、 ま た は 同 時 に 投 与 さ れ る 化 学 療 法 剤 の 同 一 性 、 患 者 の 肉
体 的 条 件 、 処 置 さ れ る 哺 乳 類 の タ イ プ 、 処 置 の 継 続 期 間 お よ び  (も し あ れ ば ) 同 時 に な さ
れ る 治 療 の 性 質 の よ う な 因 子 に よ っ て 明 ら か に 変 化 す る 。 し か し 一 般 に 、 有 効 量 の HAは 体
重 キ ロ グ ラ ム あ た り 約 0.5 mgか ら 約 10 mgの オ ー ダ ー で あ り 、 一 日 に 体 重 キ ロ グ ラ ム あ た
り 約 5 mgか ら 約 20 mgの 間 が 好 ま し い 量 で あ る 。 (一 日 患 者 一 人 当 た り 約 0.3 gか ら 約 3 gま
で )
【 ０ ０ ３ ５ 】
HAは ポ リ マ ー 分 子 で あ る の で 、 さ ま ざ ま な 分 子 量 の 範 囲 を 示 す 。 そ れ ゆ え HA製 剤 は 種 々 の
分 子 量 の 分 子 を 含 む こ と が で き る 。 ほ と ん ど い ず れ の 平 均 モ ー ダ ル 分 子 量 の HA製 剤 は 本 発
明 の 方 法 に 有 効 で あ る 。 し か し 、 よ り 好 ま し い 製 剤 は よ り 高 い モ ー ダ ル 分 子 量 の も の で あ
る 。 750,000か ら 2,000,000 Daの 範 囲 の モ ー ダ ル 分 子 量 を も つ HAが 好 ま し い 。 よ り 高 い 分
子 量 の HAは 、 低 濃 度 で は 自 己 凝 集 し て 三 次 元 網 構 造 を 形 成 す る よ う な 三 次 構 造 を と る 利 点
が あ る 。 こ の 網 構 造 は 制 御 可 能 な 多 孔 性 と 分 子 次 元 を 特 徴 と し て お り 、 こ れ に よ り 多 糖 類
の 容 積 ド メ イ ン 中 に 保 持 さ れ る 治 療 用 分 子 と そ の 外 部 環 境 と の 間 に 平 衡 を 確 立 す る こ と が
可 能 と な る 。 HA三 次 元 構 造 へ の 治 療 用 分 子 の 「 充 填 」 に よ り 、 病 態 部 位 へ の 治 療 薬 剤 の 放
出 を 制 御 で き 、 続 い て 正 常 組 織 に 対 す る 非 特 異 的 な 標 的 性 を 克 服 で き る 。 特 に 好 ま し い 分
子 量 は 750,000か ら 1,000,000 Daの 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 上 記 の 化 学 療 法 剤 が 有 効 量 の HAの 非 存 在 下 投 与 さ れ た 場 合 に 被 験 者 に 受
け 容 れ が た い 重 篤 な 副 作 用 を 引 き 起 こ す と 予 想 さ れ る 量 の 、 ま た は そ れ 以 上 の 量 の 化 学 療
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法 剤 を 継 続 的 に 、 ま た は 長 期 に 使 用 す る こ と を 可 能 に す る 。 投 与 量 は 、 特 定 の 化 学 療 法 剤
の 同 一 性 や そ の 他 の 因 子 に 応 じ て 変 化 す る 。 し か し 本 発 明 の 方 法 で は 、 例 え ば 60 mg/m 2 以
上 の 、 よ り 好 ま し く は 80 mg/m 2 以 上 の 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 100 mg/m 2 以 上 の ド キ ソ ル
ビ シ ン を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
化 学 療 法 剤 お よ び ／ ま た は HAは 、 経 口 的 に 、 局 部 的 に 、 非 経 口 的 に 、 腫 瘍 内 注 射 に よ っ て
、 ま た は 従 来 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 非 毒 性 の 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び ビ ヒ ク ル を 含 む
ユ ニ ッ ト 製 剤 の 投 与 の と き に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 非 経 口 的 」 と い
う 用 語 は 、 皮 下 注 射 、 エ ー ロ ゾ ル 注 射 、 静 脈 注 射 、 筋 肉 注 射 、 鞘 内 注 射 、 頭 蓋 注 射 、 舌 下
注 射 、 リ ン パ 注 射 、 ま た は 注 入 、 ま た は 灌 流 の テ ク ニ ッ ク を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
こ こ で 用 い ら れ て い る よ う に 、 「 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 と は 、 被 験 者 に 化 学 療 法 剤 、
お よ び ／ ま た は HAを 運 搬 す る た め の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 溶 媒 、 担 持 し た 薬 剤 、 ま た は ビ ヒ
ク ル で あ る 。 担 体 は 、 液 体 ま た は 固 体 で あ り 、 計 画 さ れ た 投 与 方 法 と と も に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
従 っ て 化 学 療 法 剤 、 お よ び ／ ま た は HAは 、 例 え ば 局 部 的 の 、 経 口 の 、 お よ び 非 経 口 の 製 薬
的 な 製 剤 化 の よ う な 本 発 明 の 方 法 で の 使 用 の た め に 製 剤 化 さ れ 得 る 。 そ れ ゆ え に 化 学 療 法
剤 、 お よ び ／ ま た は HAを 、 錠 剤 、 水 性 ま た は 非 水 性 懸 濁 液 、 口 内 錠 、 ト ロ ー チ 、 粉 末 、 顆
粒 、 乳 液 、 カ プ セ ル 、 シ ロ ッ プ 、 ま た は エ リ キ シ ル 剤 と し て 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き
る 。 経 口 的 な 使 用 の た め の 製 剤 は 、 甘 味 料 、 香 料 、 着 色 料 、 お よ び 保 存 料 の う ち の ひ と つ
、 ま た は そ れ 以 上 か ら 成 る 。 化 学 療 法 剤 、 お よ び ／ ま た は HAの 錠 剤 構 成 物 は 、 錠 剤 製 品 に
適 す る 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 非 毒 性 の 賦 形 剤 と と も に 組 合 せ 中 に 活 性 な 成 分 を 含 む こ と が で
き る 。 こ れ ら の 賦 形 剤 は 例 え ば 、 （ １ ） 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 ラ ク ト ー ス 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム
、 ま た は リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な 不 活 性 な 希 釈 剤 、 （ ２ ） コ ー ン ス タ ー チ ま た は ア ル ギ
ン 酸 の よ う な 粒 化 剤 お よ び 分 解 剤 、 （ ３ ） 澱 粉 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は ア カ シ ア の よ う な 結 合
剤 、 （ ４ ） ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ま た は タ ル ク の よ う な 潤 滑 剤 で あ
る 。 そ の よ う な 錠 剤 は 、 胃 腸 管 で の 分 解 お よ び 吸 収 を 遅 ら せ る 既 知 の 技 術 に よ っ て 、 コ ー
テ ィ ン グ し な い 、 ま た は コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き 、 長 期 間 持 続 す る 作 用 を 提 供 す る 。
例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ル ま た は ジ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ル の よ う な 時 間 遅 延
物 質 を 用 い る こ と が で き る 。 コ ー テ ィ ン グ に は 放 出 制 御 の た め の 浸 透 性 治 療 用 錠 剤 を 形 成
す る た め に 、 U.S. Patent Nos. 4,256,108、 4,160,452、 お よ び 4,265,874記 載 の 技 術 を 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
HAだ け で な く 化 学 療 法 剤 は 、 本 発 明 の 方 法 の 使 用 の た め に 、 生 体 内 の 塗 り 薬 、 非 経 口 注 射
、 ま た は 長 期 間 の 個 別 の 、 ま た は 他 の も の と 一 緒 の 緩 や か な 灌 流 に よ っ て 投 与 さ れ 得 る 。
投 与 ル ー ト は 、 静 脈 注 射 、 動 脈 注 射 、 腹 膜 注 射 、 筋 肉 注 射 、 皮 下 注 射 、 口 腔 注 射 、 ま た は
超 真 皮 注 射 で あ る こ と が で き る 。 非 経 口 的 投 与 の 調 製 は 、 無 菌 の 水 性 ま た は 非 水 性 溶 液 、
懸 濁 液 お よ び 乳 液 を 含 む 。 非 水 性 溶 媒 の 例 は 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 、 オ リ ー ブ オ イ ル の よ う な 植 物 油 、 お よ び エ チ ル オ レ ー ト の よ う な 注 射 用 有 機 エ ス
テ ル で あ る 。 水 性 担 体 は 、 食 塩 お よ び 緩 衝 化 媒 質 な ど の 、 水 、 ア ル コ ー ル 性 ／ 水 性 溶 液 、
乳 液 、 ま た は 懸 濁 液 を 含 む 。 非 経 口 ビ ヒ ク ル に は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 リ ン ガ ー の ブ ド
ウ 糖 、 ブ ド ウ 糖 、 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム が 含 ま れ 、 乳 酸 塩 の リ ン ガ ー の 静 脈 注 射 ビ ヒ ク ル
に は 、 流 動 体 お よ び 栄 養 補 給 剤 、 電 解 質 補 給 剤  (リ ン ガ ー の ブ ド ウ 糖 を 基 本 と す る も の )
、 お よ び 同 種 の も の が 含 ま れ る 。 保 存 料 お よ び 他 の 添 加 物 は 、 例 え ば 抗 菌 物 質 、 抗 酸 化 物
質 、 キ レ ー ト 剤 、 発 育 因 子 、 お よ び 不 活 性 ガ ス 、 お よ び 同 種 の も の の 中 に も 存 在 し う る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
HAは 小 さ な 単 薄 膜 小 嚢 、 大 き な 単 薄 膜 小 嚢 、 お よ び 多 薄 膜 小 嚢 の よ う な リ ポ ソ ー ム 運 搬 シ
ス テ ム の 形 態 で も 投 与 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム は 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 の よ う な 種 々 の ホ ス ホ リ ピ ッ ド か ら 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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本 発 明 の 方 法 は 、 細 胞 増 殖 障 害 の 処 置 の た め の 化 学 療 法 剤 を 被 験 者 の ど の 部 分 に 処 置 す べ
き か と い う こ と に 使 用 さ れ 得 る こ と を 明 ら か に す る 。 「 細 胞 増 殖 障 害 」 と は 、 あ る 細 胞 ま
た は い く つ か の 細 胞 が 、 新 生 物 、 腫 瘍 、 ま た は 癌 を 引 き 起 こ す 変 質 的 発 育 、 典 型 的 な 異 常
型 発 育 を 示 す こ と を 意 味 す る 。 細 胞 増 殖 障 害 は 例 え ば 、 乳 癌 、 肺 癌 、 前 立 腺 癌 、 腎 臓 癌 、
皮 膚 癌 、 神 経 組 織 癌 、 卵 巣 癌 、 子 宮 癌 、 肝 臓 癌 、 膵 臓 癌 、 上 皮 組 織 癌 、 頭 部 組 織 癌 、 お よ
び 頚 部 組 織 癌 、 さ ら に は 胃 潰 瘍 系 組 織 癌 、 腸 系 組 織 癌 、 外 分 泌 系 組 織 癌 、 内 分 泌 系 組 織 癌
、 リ ン パ 系 組 織 癌 、 ま た は 造 血 系 組 織 癌 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 神 経 消 耗 障 害 、 ホ ル モ ン の 不 均 衡 、 お よ び 同 種 の も の の 処 置 の た め に 化
学 療 法 剤 を 被 験 者 の ど の 部 分 に 処 置 す べ き か と い う こ と に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 明 細 書 に 含 ま れ て い る い ず れ の 文 書 、 証 書 、 物 質 、 装 置 、 記 事 、 ま た は 同 種 の も の に 関
す る 検 討 は 、 本 発 明 の た め の 文 脈 を 提 供 す る 目 的 の た め だ け の も の で あ る 。 い ず れ か の 、
ま た は す べ て の こ れ ら の 事 項 は 、 先 行 文 献 の 基 礎 部 分 を 形 成 す る か 、 ま た は 本 出 願 の 各 請
求 項 の 優 先 日 の 前 に オ ー ス ト ラ リ ア ま た は そ の 他 の 地 域 に 存 在 す る 本 発 明 に 関 す る 分 野 の
一 般 的 な 共 通 知 識 で あ る か の い ず れ か の 承 認 と し て 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 は 、 下 記 の 非 制 限 的 な 例 の 参 照 と し て さ ら に 記 載 す る 。 し か し 下 記 の 例 は 例 証 と な
る の み で あ る と 理 解 さ れ る べ き で あ り 、 本 明 細 書 で 記 述 さ れ る 本 発 明 の 一 般 性 に つ い て の
制 限 と し て 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。 特 に 、 本 発 明 は 癌 に 関 す る 詳 細 に つ い て 記 載 さ れ る
場 合 に は 、 本 明 細 書 で の 発 見 は 癌 の 処 置 に 限 定 さ れ る も の で は な い と 明 ら か に 理 解 さ れ る
。 例 え ば HAは 、 他 の 条 件 で 処 置 さ れ る よ う な 化 学 療 法 剤 の 細 胞 毒 性 副 作 用 の 処 置 に 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
実 施 例 １
細 胞 毒 性 の イ ン ビ ボ モ デ ル （ １ ）

抗 癌 剤 の ド キ ソ ル ビ シ ン  (ア ド リ ア マ イ シ ン ) は 、 以 下 に 「 Dox」 と 呼 称 す る が 、 Asta Me
dical (NSW, オ ー ス ト ラ リ ア ) か ら そ れ ぞ れ の 容 量 が 2.5 mLで 最 終 濃 度 が 2 mg/mLの も の
を シ リ ン ジ 単 位 で 、 ま た は 最 終 濃 度 が 2 mg/mLで あ る 0.9%無 菌 塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら 再 構 成
さ れ る ド キ ソ ル ビ シ ン の 塩 酸 塩 粉 末 と し て 購 入 し た 。 乾 燥 ヒ ア ル ロ ナ ン  (HA) 824,000 KD
aは Pearce Pharmaceuticals (ビ ク ト リ ア 、 オ ー ス ト ラ リ ア ) か ら 購 入 し 、 無 菌 水 に 溶 か
し て 最 終 濃 度 を 10 mg/mLと し 、 0.22 μ mフ ィ ル タ ー を 通 し て 殺 菌 し 、 使 用 す る ま で 4℃ で
保 存 し た 。 ヒ ア ル ロ ナ ン と ド キ ソ ル ビ シ ン の 組 合 せ （ 以 下 に 「 HyDox」 と 呼 称 す る ） は 、
望 む 投 与 量 の ド キ ソ ル ビ シ ン と な る よ う に 、 計 量 し た 10 mg/mLの ヒ ア ル ロ ナ ン と 計 量 し た
0.5 mg/mLの Doxを 混 合 し て 調 製 し た 。 本 研 究 を 通 し て 使 用 す る HAの 投 与 量 は 体 重 あ た り 13
.3 mg/kgで あ っ た 。 Doxの 投 与 量 は 6, 9, 12, 16, 24 mg/kgで あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

オ ス の F1マ ウ ス  (C57 x CBA; 11～ 13週 齢 ) を Animal Central Division (モ ナ シ ュ 大 学 、
ビ ク ト リ ア 、 オ ー ス ト ラ リ ア ) か ら 得 て 、 イ ン ビ ボ 研 究 で 使 用 し た 。 マ ウ ス は ラ ン ダ ム に
各 処 置 群  (処 置 群 あ た り 6匹 ) に 分 配 し 、 実 験 開 始 前 の 2～ 3週 間 は 順 応 さ せ た 。 処 置 群 は
、 そ れ ぞ れ 投 与 量 6, 9, 12, 16お よ び 24 mg/kgの Doxを 受 け る 「 薬 物 の み 」 の 群 、 6, 9, 1
2, 16, 24 mg/kgの Doxの 投 与 30分 前 に HA (13.3 mg/kg) を 注 射 さ れ る 群 、 お よ び 6, 9,お
よ び 12 mg/kgの HyDoxの 群 に 分 割 し た 。 二 つ の 対 照 群 に は 、 生 理 食 塩 水 、 HA (13.3 mg/kg)
 を そ れ ぞ れ 静 脈 注 射 し た 。 処 置 群 を 始 め る 前 に 、 各 実 験 動 物 の 血 液  (200 μ L) を 後 部 眼
窩 洞 出 血 に よ り 収 集 し 、 EDTAを 含 ん だ チ ュ ー ブ に す ぐ に 移 し 変 え て 、 軽 く は じ い て 混 合 し
、 分 析 ま で 氷 上 で 保 存 し た 。 対 応 す る 対 照 、 薬 物 、 ま た は HA／ 薬 物 の 組 合 せ と と も に マ ウ
ス の 尾 静 脈 に 単 回 ボ ー ラ ス 静 脈 内 注 射 を 行 っ た 後 、 こ れ を 0日 目 と し た 。 そ し て 前 述 の 方
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法 に よ り 、 1, 4, 7, 10, 14日 目 に 連 続 し て マ ウ ス の 採 血 を 行 っ た 。 す べ て の 血 液 サ ン プ
ル は 、 Adiva 120 Differential Coulter Counter (Bayer Diagnostics, USA) で 白 血 球 組
織 の 分 析 を 行 っ た 。 本 研 究 期 間 を 通 し て 、 マ ウ ス の 数 、 食 物 摂 取 量 、 お よ び 一 般 的 な 活 動
レ ベ ル を 日 に ち ベ ー ス で 記 録 し た 。 14日 目 に マ ウ ス を 頚 部 脱 臼 に よ っ て 死 亡 さ せ 、 心 臓 、
肺 、 肝 臓 、 脾 臓 、 腎 臓 、 胃 、 腸 、 お よ び 睾 丸 を 取 り 除 き 、 す ぐ に 食 塩 水 で 緩 衝 さ れ た リ ン
酸 塩 中 の 10% v/v ホ ル マ リ ン 溶 液 に 固 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

Doxを 投 与 さ れ た マ ウ ス は 、 HyDox製 剤 の 場 合 、 ま た は Dox注 射 の 30分 前 の 13.3 mg/kgの HA
に あ ら か じ め 敏 感 な 場 合 の い ず れ も 、 本 実 験 期 間 中 生 存 し た 。 よ り 高 用 量 の Doxを 投 与 し
た 処 置 群 に だ け マ ウ ス の 死 亡 が 観 察 さ れ た 。 24 mg/kgの Doxを 投 与 し た 群 で は 、 二 匹 の マ
ウ ス が 本 研 究 の 最 後 ま で 生 存 し た の に 対 し 、 同 量 の Doxの 投 与 の 30分 前 に HAを 受 け た マ ウ
ス は 、 処 置 期 間 中 生 存 し た  (図 3)。 薬 物 の 静 脈 注 射 の 後 、 8日 目 に 不 意 に 死 亡 し た 9 mg/kg
の Doxを 投 与 し た 群 の マ ウ ス 一 匹 を 除 い て 、 他 の す べ て の マ ウ ス は 本 研 究 の 最 後 ま で 生 存
し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

好 中 球 減 少 症
す べ て の 群 の 0日 目 の 平 均 好 中 球 数 は 、 血 液 中 1.39 x 10 3  cells/μ L± 0.60 SD (最 小 値 ＝
0.54, 最 大 値 ＝ 3.34 x 10 3  cells/μ L) で あ っ た 。 処 置 群 ど う し の 比 較 を 可 能 に す る た め
デ ー タ を 標 準 化 す る た め に 、 実 験 デ ー タ は 各 マ ウ ス の 採 血 時 基 準 値 に 対 す る 割 合 と し て 表
し 、 続 く 1, 4, 7, 10,お よ び 14日 目 の 測 定 結 果 も 同 様 に 表 し た 。 (0日 目 の 血 量 ＝ 100%)
【 ０ ０ ５ ０ 】
6 mg/kgド キ ソ ル ビ シ ン と HyDox処 置 群
本 研 究 の Dox最 低 投 与 量 は 6 mg/kgで あ り 、 ヒ ト の 30 mg/m 2 の 投 与 量 に 相 当 す る 。 二 つ の 薬
物 の 組 合 せ  (HyDoxま た は Doxの 投 与 前 の HA) に お い て 、 好 中 球 減 少 症 は 実 際 に 逆 で 、 「 Do
xの み 」 の 処 置 群 と 比 較 し た と き に 末 梢 好 中 球 レ ベ ル の 増 加 が 観 察 さ れ た  (図 1お よ び 2中
、 6 mg/kgと ラ ベ ル さ れ た パ ネ ル )。 そ の 最 高 値 は 約 160% (テ ー ブ ル 1A、 Bお よ び C) で あ り
、 4日 目 に 観 察 さ れ た 。 7日 目 ま で 段 階 的 に 低 下 し た が 、 「 Doxの み 」 の 群 よ り も 高 い 値 を
保 っ て お り 、 好 中 球 レ ベ ル は 14日 目 に な っ て も ベ ー ス ラ イ ン ま で 回 復 し な か っ た 。
テ ー ブ ル 1A
0日 目 の 割 合 と し て 表 さ れ た 全 ド キ ソ ル ビ シ ン 投 与 量 と 薬 物 の 組 合 せ の 好 中 球 減 少 症 の デ
ー タ : ド キ ソ ル ビ シ ン 注 射 の 好 中 球 減 少 症 の デ ー タ
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
*本 実 験 の 終 わ り に 、 二 匹 の マ ウ ス だ け が 生 存 し た 。 こ れ ら の サ ン プ ル の う ち 一 つ が 不 意
に 凝 固 し た た め 、 一 つ の 血 液 サ ン プ ル の み で 、 好 中 球 含 有 量 を 分 析 し た 。
テ ー ブ ル 1B
ヒ ア ル ロ ナ ン  (13.3 mg/Kg、 824,000 Da) を ド キ ソ ル ビ シ ン の 30分 前 に 注 射 し た 場 合 の 好
中 球 減 少 症 の デ ー タ
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
テ ー ブ ル 1C
HyDox製 剤 と 対 照 注 射 の 場 合 の 好 中 球 減 少 症 の デ ー タ
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ １ 】
9 mg/kgド キ ソ ル ビ シ ン と HyDox処 置 群
9 mg/kgの Doxは ヒ ト の 45 mg/m 2 の 投 与 量 に 相 当 し 、 類 似 の 傾 向 が HyDox製 剤 と HAが Doxの 投
与 前 に 投 与 さ れ た と き の 両 方 で 観 察 さ れ た  (そ れ ぞ れ Figure 1お よ び 2)。 し か し 、 こ れ ら
両 方 の 処 置 群 に お い て 末 梢 好 中 球 が わ ず か に 減 少 し た が 、 4日 目 ま で に こ れ ら の 値 は 約 150
%ま で 増 加 し た 。 「 Doxの み 」 の 群 に お い て 、 薬 物 誘 発 性 の 最 低 血 算 値 の 好 中 球 減 少 症 が 4
日 目 に 観 察 さ れ 、 0日 目 の 採 血 時 基 準 値 の 約 72%で あ っ た 。 続 く 7, 10お よ び 14日 目 の 測 定
で 、 Doxの 投 与 前 に HAを 投 与 す る 群 で の 好 中 球 の 割 合 が 、 Doxの み の 群 で 観 察 さ れ た パ タ ー
ン に 戻 る こ と が 明 ら か に な っ た 。 (Figure 2, 9 mg/kgと ラ ベ ル さ れ た パ ネ ル )
【 ０ ０ ５ ２ 】
12 mg/kgド キ ソ ル ビ シ ン と HyDox処 置 群
好 中 球 減 少 症 に 対 す る HAの 保 護 効 果 は 、 Doxの 投 与 前 に HAを 投 与 す る 群 と 比 較 し た と き に
、 12 mg/kgの HyDox (ヒ ト の 60 mg/m 2 に 相 当 ) を 投 与 し た と き に お い て よ り い っ そ う 明 ら
か で あ っ た 。 (Figure 1お よ び 2の そ れ ぞ れ ) 4日 目 の み 12 mg/kgの HyDoxを 投 与 し た 群 の 末
梢 好 中 球 が 平 均 64%レ ベ ル ま で 低 下 し た 。 そ の 後 、 末 梢 好 中 球 は 採 血 時 基 準 値 よ り も 大 き
な 値 を 回 復 し 、 お よ び 維 持 し た 。 ま た 好 中 球 減 少 症 の 最 も 低 い レ ベ ル は Doxの み の 群 に お
い て 観 察 さ れ た 。 (Figure 1, 12 mg/kgの パ ネ ル 、 黒 線 )
【 ０ ０ ５ ３ 】
16 mg/kgお よ び 24 mg/kgの ド キ ソ ル ビ シ ン と HyDox処 置 群
16 mg/kgお よ び 24 mg/kgの Dox投 与 群 に は 、 HyDoxの 製 剤 化 に 直 面 す る 困 難 、 お よ び マ ウ ス
へ の 注 射 の 容 量 制 限 の た め に 、 HyDoxを 含 ま な か っ た 。 そ れ ゆ え こ れ ら の 投 与 量 に お い て
、 Doxの み お よ び Doxの 投 与 前 の HAを 研 究 し た 。 HAが 薬 物 投 与 前 に 投 与 さ れ た 場 合 、 103%の
値 が 観 察 さ れ た 一 方 で 、 Dox16 mg/kg (ヒ ト の 80 mg/m 2 の 投 与 量 に 相 当 ) 中 の 好 中 球 レ ベ
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ル が 1日 目 ま で に 約 59%に な っ た  (Figure 2; 16 mg/kgと ラ ベ ル さ れ た パ ネ ル )。 好 中 球 減
少 症 の 最 も 低 い レ ベ ル が 4日 目 に 観 察 さ れ 、 「 Doxの み 」 の 群 で よ り 重 篤 で あ っ た 。 好 中 球
減 少 症 の 程 度 は 、 24 mg/kgの 投 与 量 の Doxで 非 常 に 重 篤 で 、 HAと と も に 投 与 す る か ま た は
し な い か で 同 じ 重 篤 度 で あ っ た 。 (Figure 2; 24 mg/kgと ラ ベ ル さ れ た パ ネ ル )
【 ０ ０ ５ ４ 】
す べ て の 処 置 群 を 通 し て 、 最 低 血 算 値 の 好 中 球 減 少 症 は 投 与 量 に 依 存 し 、 HyDoxの 群 ま た
は Doxの 投 与 前 に HAを 投 与 さ れ た 群 の い ず れ も 投 与 さ れ た 同 用 量 の Doxと 比 較 し て 、 Doxの
み を 受 け た 処 置 群 に お い て 、 よ り 重 篤 で あ っ た  (Figure 4)。 食 塩 水 の 対 照 注 射 の 投 与 は
好 中 球 レ ベ ル に あ ま り 効 果 は な く 、 そ れ ゆ え グ ラ フ 化 し な か っ た 。 デ ー タ は テ ー ブ ル 1Cに
示 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
ほ と ん ど 予 期 し な か っ た こ と は 、 HA対 照 群 か ら 得 ら れ た 結 果 で 、 他 の す べ て の 実 験 群 と 同
じ 投 与 量  (13.3 mg/kg) を 注 射 し た 群 で あ る 。 HA群 の 末 梢 好 中 球 の 割 合 は 、 HyDox製 剤 の
場 合  (Figure 1) と HAが 薬 物 の 30分 前 に 投 与 さ れ た 場 合  (Figure 2) の 両 方 で 6 mg/kgと 9
 mg/kgの 投 与 量 に 非 常 に 類 似 し て い た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

好 中 球 測 定 だ け で な く 、 赤 血 球 、 ヘ モ グ ロ ビ ン の 割 合 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 割 合 、 血 小 板 の
割 合 お よ び リ ン パ 球 の 割 合 も 考 慮 し た 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ の デ ー タ を 、 テ ー ブ ル 2か ら 6
に 示 す 。 こ れ ら の テ ー ブ ル に あ る す べ て の デ ー タ は 採 血 前 の 値 に 対 す る 割 合 と し て 表 さ れ
て お り 、 薬 物 注 射 の 前 0日 目 か ら 得 ら れ た 。
テ ー ブ ル 2
ヘ モ グ ロ ビ ン の 割 合
【 表 ４ 】
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(b/f) は ド キ ソ ル ビ シ ン の 30分 前 に ヒ ア ル ロ ナ ン を 注 射 し た こ と を 示 す 。
** で は こ の 処 置 群 か ら の サ ン プ ル が 測 定 1日 目 に 「 ゼ ロ 」 と 読 ま れ た 。
テ ー ブ ル 3
ヘ マ ト ク リ ッ ト の 割 合
【 表 ５ 】
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テ ー ブ ル 4
血 小 板 の 割 合
【 表 ６ 】
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テ ー ブ ル 5
赤 血 球 の 割 合
【 表 ７ 】
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テ ー ブ ル 6
リ ン パ 球 の 割 合
【 表 ８ 】
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【 ０ ０ ５ ７ 】
HyDox製 剤 に お け る す べ て の 投 与 量 に お い て 、 末 梢 リ ン パ 球 の 割 合 が 同 用 量 の Doxと 比 べ て
よ り 大 き く 観 察 さ れ た  (テ ー ブ ル 6)。 HAの 対 照 注 射 に よ り 末 梢 リ ン パ 球 が ま す ま す 増 加 し
、 最 大 168%の 増 加 が 4日 目 に 確 認 さ れ た 。 24 mg/kgの Doxを 投 与 し た と き の 血 小 板 の 増 加 は
、 同 用 量 の 投 与 に お け る 好 中 球 数 の 増 加 と 関 連 し て お り 、 こ れ は お そ ら く 体 内 組 織 の ダ メ
ー ジ と そ の 感 染 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

す べ て の 処 置 群 で 、 日 ベ ー ス で 体 重 損 失 が 見 ら れ た 。 本 研 究 の 終 わ り に 、 デ ー タ を 本 来 の
体 重 の 割 合 と し て 表 し 、 こ の 方 法 で グ ラ フ 化 し た 。 HAお よ び 食 塩 水 注 射 を 対 照 す る 群 の 両
方 に お い て 、 体 重 損 失 の 割 合 は 同 じ で あ っ た 。 そ れ ゆ え 、 HAデ ー タ の み を 比 較 の た め の 実
験 デ ー タ と と も に プ ロ ッ ト し た 。 す べ て の 実 験 群 の 体 重 損 失 の デ ー タ は HAと 食 塩 水 対 照 を
含 み 、 テ ー ブ ル 7A、 7Bお よ び 8に 示 す 。
テ ー ブ ル 7A
6, 9お よ び 24 mg/kgの 投 与 量 の ド キ ソ ル ビ シ ン 、 お よ び 6, 9お よ び 24 mg/kgの 投 与 量 の ド
キ ソ ル ビ シ ン 注 射 の 前 の HA投 与 の 際 の 体 重 損 失 の デ ー タ 。 デ ー タ は 処 置 開 始 前 の 本 来 の 体
重 の 割 合 と し て 表 さ れ る 。
【 表 ９ 】
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テ ー ブ ル 7B
12お よ び 16 mg/kgの 投 与 量 の ド キ ソ ル ビ シ ン 、 お よ び 12お よ び 16 mg/kgの 投 与 量 の ド キ ソ
ル ビ シ ン 注 射 の 前 の HA投 与 の 際 の 体 重 損 失 の デ ー タ
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
テ ー ブ ル 8
6, 9お よ び 12 mg/kgの 投 与 量 の HyDox注 射 の 際 の 体 重 損 失 の デ ー タ
【 表 １ １ 】
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【 ０ ０ ５ ９ 】
マ ウ ス の 体 重 損 失 は 投 与 量 に 依 存 し 、 最 も 高 い 程 度 の 損 失 が 24 mg/kgの 投 与 群 に お い て 観
察 さ れ 、 本 来 の 体 重 の ほ ぼ 25%が 7日 目 ま で に 減 少 し た  (Figure 5; 24 mg/kgと ラ ベ ル さ れ
た パ ネ ル )。 よ り 低 い 6お よ び 9 mg/kgの 投 与 量 の Doxを 投 与 し た 場 合 に お い て 、 Doxの 投 与
前 の HAに お け る 体 重 損 失 は HA対 照 デ ー タ と 比 較 で き 、 Doxの 投 与 前 に 9 mg/kgの HAを 投 与 し
た 場 合 に お い て 8日 目 ま で に ほ ぼ 本 来 の 開 始 体 重 ま で 戻 り 始 め た 。 9 mg/kgの Doxの み の 群
は 最 大 ほ ぼ -10%ま で 減 少 し た が 、 Doxの 投 与 前 に HAを 投 与 し た 群 で は 最 大 -5.7%だ け に と ど
ま っ た 。 12 mg/kgの 用 量 の Dox投 与 の 前 に HAを 投 与 し た 群  (ヒ ト の 60 mg/m 2 に 相 当 ) で は
、 体 重 損 失 が 対 照 群 に お い て 観 察 さ れ た も の と ま た 比 較 で き た が 、 Doxの み の 群 と 比 較 し
た と き は 、 体 重 損 失 が 本 来 の 体 重 の ほ と ん ど 13%が 11日 目 ま で に 損 失 し た こ と が よ り 明 ら
か に な り 始 め た 。 (Figure 5)
【 ０ ０ ６ ０ 】
興 味 深 い こ と に 、 HyDox製 剤 に お い て 同 用 量 の 投 与 が テ ス ト さ れ た と き に 、 体 重 損 失 が 対
応 す る Doxの み の 群 と 同 じ で あ っ た  (Figure 6)。 し か し よ り 低 い 投 与 量 の HyDoxが 試 験 さ
れ た と き に 、 6お よ び 9 mg/kgの 群 は 体 重 損 失 が な く 、 7日 目 ま で に 実 際 に 本 来 の 開 始 体 重
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を 超 え る 体 重 を 得 始 め た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
上 記 デ ー タ は 、 ヒ ト の 30, 45お よ び 60 mg/m 2 に 相 当 す る 投 与 量 で は 、 HyDoxお よ び Doxの 30
分 前 に HAを 投 与 さ れ た 群 に お い て 好 中 球 減 少 症 が 軽 減 さ れ 、 血 液 循 環 へ の 好 中 球 の 放 出 が
実 際 に 蓄 積 さ れ る 可 能 性 を 有 す る こ と を 示 す 。 こ れ は 、 薬 物 関 連 の 好 中 球 減 少 症 の た め の
処 置 の 不 完 全 性 に 妨 げ ら れ る こ と の 多 い 現 在 の 化 学 療 法 計 画 の 見 地 か ら は 重 要 な 発 見 で あ
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
実 施 例 ２
心 毒 性 の イ ン ビ ボ モ デ ル （ １ ）

大 人 の メ ス の Wistarラ ッ ト  (10週 齢 ) は Animal Central Division (モ ナ シ ュ 大 学 、 ビ ク
ト リ ア 、 オ ー ス ト ラ リ ア ) か ら 購 入 し 、 ６ つ の 実 験 群  (処 置 群 あ た り n=8) に ラ ン ダ ム に
分 配 し た 。 群 １ か ら ３ は 毎 週 （ １ ） 1.5 mg/kgの Doxの み ； （ ２ ） 1.5 mg/kgの Doxの 30分 前
に 投 与 す る HA； お よ び （ ３ ） 1.5 mg/kgの HyDoxの 静 脈 注 射 を 受 け た 。 群 ４ か ら ５ は 毎 週 そ
れ ぞ れ 食 塩 水 お よ び 13.3 mg/kgの HAと 同 用 量 の 静 脈 注 射 を 受 け た 。 群 ６ は 処 置 な し と し た
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 研 究 の 開 始 前 に 、 血 液  (500 μ L) が そ れ ぞ れ の ラ ッ ト か ら 尾 静 脈 血 手 順 に よ っ て 集 め
ら れ た 。 血 液 は 1.5 mLキ ャ ピ ジ ェ ク ト チ ュ ー ブ に 集 め ら れ 、 最 低 30分 間 凝 固 さ せ た 。 こ の
後 、 凝 固 物 は 3,500 g a v で 2分 間 の 遠 心 分 離 に よ っ て ペ レ ッ ト 化 し 、 得 ら れ た 血 清 を き れ い
な 1.5 mLの エ ッ ペ ン ド ル フ に 移 し 変 え 、 さ ら な る 分 析 ま で -20℃ で 即 座 に 保 存 し た 。 採 血
前 処 置 の 後 、 各 実 験 動 物 に そ れ ぞ れ の 薬 物 の 組 合 せ を 注 射 し 、 ま た は 対 照 処 置 を 行 い 、 投
与 の 24時 間 後 、 ラ ッ ト の 尾 静 脈 か ら 採 血 し 、 上 記 の よ う に 処 置 を 施 し た 。 そ の 後 、 動 物 は
1週 間 ご と に 12週 間 の 間 、 薬 物 組 合 せ の 注 射 を 受 け 、 血 液 は 処 置 後 24時 間 で 集 め ら れ た 。
群 １ 、 ２ 、 お よ び ３ の 動 物 が 受 け た Doxの 全 累 積 投 与 量 は 18 mg/kgで あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

最 後 の 注 射 か ら 1週 間 後 、 ラ ッ ト は 首 を 切 っ て 死 亡 さ せ 、 内 臓 は 食 塩 水 で 緩 衝 さ れ た リ ン
酸 塩 中 の 10% v/v ホ ル マ リ ン 溶 液 に 固 定 し た 。 組 織 固 定 の 前 に 、 腎 臓 、 肝 臓 、 お よ び 骨 格
筋 の 一 部 お よ び 心 臓 を す ぐ に 取 り 除 き 、 氷 中 の チ ュ ー ブ 中 に 置 い た 。 組 織 は す ぐ に 使 用 す
る か 、 ま た は 評 価 ま で -80℃ で 保 存 し た 。 「 ウ ェ ッ ト 」 組 織 重 量 を 記 録 す る 前 に 、 各 サ ン
プ ル は 細 か く 小 片 に し 、 1 mM EDTAを 含 む 氷 冷 0.25 Mス ク ロ ー ス 、 0.1 mM EDTAを 含 む 50 m
Mの pH7.8の リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 の 二 種 類 で 激 し く 洗 浄 し た 。 組 織 は 2 mLの 氷 -リ ン 酸 塩 -
EDTA緩 衝 液 に 再 懸 濁 さ せ 、 Ultraturraxホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 、 5秒 の 破 裂 を 3回 、 5分 以
上 の 間 、 氷 上 で 均 一 化 し た 。 細 か い 懸 濁 液 は リ ン 酸 塩 -EDTA緩 衝 液 と と も に 4 mLの 最 終 的
な 容 積 ま で に し 、 後 述 の 酵 素 お よ び GSHの 評 価 分 析 の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

4 mLの 均 一 化 さ れ た 組 織 か ら 、 1 mLを き れ い な 1.5 mLエ ッ ペ ン ド ル フ に 移 し 、 氷 上 で 保 存
し た 。 別 の 1 mLの リ ン 酸 塩 緩 衝 液 が 3 mLの 均 一 化 さ れ た 組 織 に 最 終 容 積 が 4 mLと な る よ う
に 加 え た 。 酵 素 の 評 価 分 析 の た め に 均 一 化 さ れ た ク ル ー ド ホ モ ジ ネ ー ト  (4 mL) が TLA100
.2ロ ー タ ー を 固 定 し た Beckman TL-100 ultracentrifugeを 用 い て 、 100,000 x g、 4℃ で 60
分 間 遠 心 分 離 し た 。 遠 心 分 離 の 後 、 透 明 な 高 ス ピ ー ド の 上 澄 み を 分 割 し 、 グ ル タ チ オ ン ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ  (GP)、 カ タ ラ ー ゼ お よ び ジ ス ム タ ー ゼ 超 酸 化 物  (SOD) 活 性 の 直 接 的 な 決
定 ま で -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
GSHの 評 価 分 析 の た め に 、 0.25 mLの 25% w/vメ タ ホ ス ホ リ ッ ク 酸 を 1 mLの 本 来 の ク ル ー ド
ホ モ ジ ネ ー ト に 加 え 、 徹 底 的 に 混 合 し 、 氷 上 で 15分 間 培 養 し た 。 た ん ぱ く 質 沈 殿 物 は 10,0
00 g、 4℃ で 10分 間 遠 心 分 離 に よ っ て 錠 剤 化 し た 。 透 明 な 上 澄 み を き れ い な チ ュ ー ブ に 移
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し 変 え 、 3日 を 超 え な い 期 間 -70℃ で 保 存 す る か 、 ま た は GSHレ ベ ル を 直 接 決 定 す る か の い
ず れ か の 処 置 を 行 っ た 。 GSHレ ベ ル は Cohn & Lyleに よ っ て 記 載 さ れ た o-フ タ ル ア ル デ ヒ ド
を 用 い た 蛍 光 評 価 分 析 に よ り 決 定 し た 。 （ Anal. Biochem. 14(3): 434-440, 1996）
【 ０ ０ ６ ７ 】
SOD活 性 は McCord & Fridovichに よ る 方 法  (J. Biol. Chem. 244(22): 6056-6063, 1969) 
に よ っ て シ ト ク ロ ム cを 測 定 し て 決 定 し た 。 GP活 性 は 間 接 的 に 連 結 し た 評 価 分 析  (Paglia 
& Valentine, J. Lab. Clin. Med. 70(1): 158-169, 1967) に よ っ て 評 価 し た 。 カ タ ラ ー
ゼ 活 性 は Claiborneに よ る 記 載 の 方 法  (Am. Rev. Respir. Dis. 131(6): 947-949, 1985) 
に よ っ て 240 nmで の H 2 O 2 の 分 解 に 続 い て 測 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
100,000 gお よ び 10,000 gの 上 澄 み の た ん ぱ く 質 濃 度 は BCAた ん ぱ く 質 評 価 分 析 を 用 い て 決
定 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

Doxに よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 心 毒 性 の 程 度 を 定 量 す る た め に 、 cTnTの 血 清 レ ベ ル を Roche D
iagnostics (ビ ク ト リ ア 、 オ ー ス ト ラ リ ア ) か ら の 心 臓 ト ロ ポ ニ ン Tの 免 疫 分 析 を 用 い た
研 究 を 通 し て 集 め た 各 血 清 サ ン プ ル に つ い て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

動 物 犠 牲 の 直 後 に 、 静 脈 隔 膜 の 横 断 片 を 心 臓 か ら 切 断 し 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 液 中 の 2%グ ル タ ル
ア ル デ ヒ ド 、 2%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 お よ び 4%グ ル コ ー ス に 固 定 し た 。 標 準 の ポ ス ト バ
ッ フ ァ リ ン グ 、 オ ス ミ ウ ム 酸 染 色 、 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 続 け て 行 っ た 。 標 本 は Philipの
電 子 顕 微 鏡 で 試 験 し 、 心 筋 細 胞 中 の 心 ダ メ ー ジ の 頻 度 お よ び 重 篤 度 が Billinghamら に よ る
方 法  (Can. Treat. Rep. 62: 865-872, 1978) に よ っ て 段 階 化 し た 。 要 す る に 、 主 に 横 断
さ れ た 心 筋 細 胞 か ら 成 る よ う に ブ ロ ッ ク を 選 択 し た 。 障 害 は 記 録 し 、 心 ダ メ ー ジ の 程 度 が
空 胞 化 さ れ た 筋 細 胞 の 割 合 と し て 表 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
Figure 7は 心 毒 性 へ の HA/Doxの 効 果 を 示 す 。 こ の グ ラ フ に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 HAの Do
xと の 製 剤 、 ま た は Dox投 与 前 の HA注 射 は 心 毒 性 の 開 始 を 遅 ら せ る こ と が で き る 。 ラ ッ ト 研
究 か ら の 血 清 ト ロ ポ ニ ン Tの デ ー タ は 、 本 段 階 で は HyDoxが 確 か に ト ロ ポ ニ ン Tの 放 出 を 遅
ら せ る 効 果 を 有 す る こ と を 示 す 。 (HyDoxの 心 毒 性 が 12 mg/kgの 累 積 投 与 量 に お い て 始 ま る
が 、 Doxの 累 積 的 投 与 量 は 9 mg/kgで あ る 。 )
【 ０ ０ ７ ２ 】
Figure 8A-8Bは ラ ッ ト の 心 毒 性 へ の HAお よ び Doxの 効 果 を 示 す 。 動 物 の 心 臓 の 空 胞 化 し た
筋 細 胞 は Doxを 受 け る の に 対 し て 、 動 物 の 空 胞 化 し て い な い 正 常 な 筋 細 胞 は HAお よ び Doxで
処 置 さ れ る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
実 施 例 ３
細 胞 毒 性 の イ ン ビ ボ モ デ ル （ ２ ）

オ ス の F1マ ウ ス  (C57 x CBA, 11～ 13週 齢 ) は Animal Central Division (モ ナ シ ュ 大 学 、
ビ ク ト リ ア 、 オ ー ス ト ラ リ ア ) か ら 得 た 。 各 投 与 処 置 の た め に 計 ６ 群  (群 あ た り n=8マ ウ
ス ) が 使 わ れ た 。 各 処 置 群 か ら の デ ー タ は 、 日 々 の 評 価 が 確 立 さ れ る よ う に 4日 ご と に 各
群 か ら サ ン プ リ ン グ し  (個 別 に 数 え ら れ た )、 ６ つ の 群 の 結 果 を 相 互 参 照 す る こ と に よ っ
て 確 立 し た 。 各 群 は 薬 物 投 与 の 前 に 上 記 の よ う に 扱 わ れ た 。 本 研 究 を 通 し て 血 液 を 集 め 、
先 の 例 で 概 略 さ れ る よ う に 好 中 球 含 有 量 を 分 析 し た 。 最 後 に は 、 す べ て の 動 物 が 人 道 的 に
犠 牲 に な り 、 内 臓 は PBS中 の 10% v/vホ ル マ リ ン 中 で 固 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

本 研 究 は 、 そ れ ぞ れ ヒ ト の 60 mg/m 2 お よ び 80 mg/m 2 の 治 療 に 相 当 す る 量 の 12 mg/kgお よ び
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16 mg/kgの 二 種 類 の 投 与 量 の Doxに 焦 点 を 絞 っ た 。 ま た 処 置 間 の 比 較 の た め の デ ー タ を 標
準 化 す る た め に 、 好 中 球 減 少 症 を 0日 目  (投 与 前 ) の 好 中 球 の 割 合 と し て 表 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
12 mg/kgの ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び HyDox処 置 群
12 mg/kgの 投 与 量 で 実 施 例 １ 記 載 の 好 中 球 減 少 症 に 似 た 傾 向 が 観 察 さ れ た 。 (Figure 9, 1
2 mg/kgの パ ネ ル ) HyDox投 与 の 24時 間 後 の 好 中 球 含 有 量 の 約 74%ま で の 低 下 に も か か わ ら
ず 、 2日 目 お よ び 3日 目 ま で に そ れ ぞ れ 267%お よ び 207%ま で の 末 梢 好 中 球 の 平 均 的 増 加 が あ
っ た 。 Doxの み の 群 で 末 梢 好 中 球 の 増 加 が 観 察 さ れ 、 2日 目 に ピ ー ク と な っ た に も か か わ ら
ず 、 HyDoxで 処 置 さ れ た 群 で 得 ら れ た 最 大 値 に は 達 し な か っ た 。 最 低 血 算 値 の 好 中 球 減 少
症 の 開 始 お よ び 継 続 期 間 が 両 方 の 群 に お い て 同 様 に 重 篤 で あ り 、 4日 目 に 初 め て 起 こ り 、 7
日 目 ま で に 正 常 な レ ベ ル に 回 復 す る ま で 2日 間 続 い た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
16 mg/kgの ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び HyDox処 置 群
16 mg/kgの Doxの 投 与 に お い て 、 テ ス ト さ れ た 薬 物 の 組 合 せ に 関 わ り な く 、 同 様 の 好 中 球
減 少 症 プ ロ フ ィ ー ル が 観 察 さ れ た  (Figure 9)。 こ の 傾 向 に も 関 わ ら ず 、 好 中 球 減 少 症 の
開 始 が 、 HyDox製 剤 で 処 置 を 受 け た 群  (Figure 9, 16 mg/kgの パ ネ ル , 実 線 ) に お い て 1日
の 差 で 遅 れ 、 5日 目 に 起 こ っ た 。 最 低 血 算 値 の 好 中 球 減 少 症 が 両 方 の 薬 物 投 与 の 組 合 せ の
場 合 と 同 じ で あ っ た が 、 HyDoxで 処 置 さ れ た 群 に お い て 正 常 な 測 定 へ の 回 復 ま で 24時 間 続
く だ け で あ っ た 。 対 照 的 に Doxで 処 置 さ れ た マ ウ ス は 最 低 血 算 値 の 好 中 球 減 少 症 か ら の 回
復 に 48時 間 以 上 か か っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
こ れ は 、 末 梢 好 中 球 の 減 退 の 後 起 こ り 、 4日 目 ま で に 最 低 血 算 値 の 好 中 球 減 少 症 が 薬 物 の
組 合 せ 間 で 比 較 で き 、 正 常 な 測 定 に 戻 る ま で 48時 間 続 い た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
16 mg/kgの Doxで 処 置 さ れ た マ ウ ス に お い て 、 い ず れ の 薬 物 の 組 合 せ に お い て も 、 同 じ 好
中 球 減 少 症 プ ロ フ ィ ー ル が 観 察 さ れ た 。 両 方 の 群 は 、 薬 物 の 静 脈 注 射 に 続 い て 2日 目 ま で
に 末 梢 好 中 球 の 増 加 を 示 し 、 こ れ は 好 中 球 数 の 減 少 に 先 行 し て 起 こ っ た 。 し か し 16 mg/kg
の HyDoxを 受 け た マ ウ ス に お い て 好 中 球 数 の 減 少 は 、 24時 間 の 差 で 遅 れ た が 、 Doxの み を 受
け た マ ウ ス と 比 較 し た と き と 同 様 に 重 篤 で あ っ た 。 (Figure 9)
【 ０ ０ ７ ９ 】

赤 血 球 数 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 血 小 板 お よ び リ ン パ 球 の 特 異 な 結 果 の 分 析 は HyDoxと と も に 、
ま た は 薬 物 の み の い ず れ か に お い て Doxが 投 与 さ れ た と き の 効 果 に ど の よ う な 違 い も 示 さ
な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

体 重 損 失 は 本 来 の 開 始 体 重 の 割 合 と し て 表 し た 。 体 重 損 失 は 12 mg/kgの Doxま た は HyDoxで
処 置 さ れ た 群 に お い て 4日 目 ま で 等 し か っ た 。 し か し 、 5日 目 ま で に HyDoxの 群 は 体 重 を 回
復 し 始 め て 12日 目 ま で に 本 来 の 開 始 体 重 ま で 回 復 し た  (Figure 10A, 12 mg/kg)。 対 照 的
に 12 mg/kgの Doxで 処 置 さ れ た 動 物 は 、 体 重 を 回 復 し 始 め る 前 に 6日 目 ま で 体 重 を 損 失 し 続
け た 。 12 mg/kgの 投 与 量 の 群 に お い て 、 体 重 損 失 の 最 大 の 割 合 は 12.9%で 6日 目 に 起 こ っ た
の に 対 し 、 HyDox群 は 4日 目 ま で に 最 大 9.6%の み の 損 失 で あ っ た 。 Doxの み を 受 け た マ ウ ス
は そ の 本 来 の 開 始 体 重 を 回 復 し な か っ た 。 (Figure 10A, 12 mg/kg)
【 ０ ０ ８ １ 】
16 mg/kgの Doxお よ び HyDox製 剤 で 処 置 さ れ た マ ウ ス の 体 重 損 失 は 同 様 の 傾 向 に 従 い 、 両 方
の 群 は そ の 本 来 の 体 重 を 回 復 し な か っ た 。 し か し 、 二 つ の 群 間 の 等 し い 体 重 損 失 に も 関 わ
ら ず 、 Doxの み を 受 け た マ ウ ス は 研 究 期 間 を 通 し て 平 均 し て よ り 多 く の 食 物 を 消 費 し た こ
と は 興 味 深 い  (Figure 10B, 16 mg/kgの Dox)。 こ の 効 果 は 12 mg/kgの 薬 物 投 与 で の HyDox
を 受 け た 群 に お い て よ り い っ そ う 顕 著 で あ っ た 。 HyDoxの 群 は 本 研 究 を 通 し て 同 量 の 食 物
を 消 費 し た が 、 Doxの み の デ ー タ と 比 較 し た と き よ り も 早 く 体 重 を 回 復 し た 。 (Figure 10B
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, 12 mg/kg)
【 ０ ０ ８ ２ 】
実 施 例 ４
心 毒 性 の イ ン ビ ボ モ デ ル （ ２ ）

ド キ ソ ル ビ シ ン を ド キ ソ ル ビ シ ン 塩 酸 塩 粉 末 と し て Asta Medical (NSW, オ ー ス ト ラ リ ア )
 か ら 購 入 し 、 最 終 濃 度 が 2 mg/mLの 0.9%無 菌 塩 化 ナ ト リ ウ ム に 再 構 成 し た 。 乾 燥 HA、 824,
000 Daを Pearce Pharmaceuticals (ビ ク ト リ ア 、 オ ー ス ト ラ リ ア ) か ら 購 入 し 、 無 菌 水 に
溶 か し て 最 終 濃 度 を 10 mg/mLと し て 、 0.22 μ mフ ィ ル タ ー を 通 し て 殺 菌 し 、 使 用 す る ま で
4℃ で 保 存 し た 。 HyDoxは 計 量 し た 10 mg/mLの HAを 計 量 し た 0.5 mg/mLの Doxと 混 合 す る こ と
に よ っ て 調 製 し 、 1.0 mg/kgの 望 む 投 与 量 の Doxと な る よ う に し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 研 究 を 通 し て 使 用 し た HAの 投 与 量 は 13.3 mg/kg体 重 で あ っ た 。 グ ル タ チ オ ン 、 o-フ タ ル
ア ル デ ヒ ド 、 キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ  (Buttermilkか ら 購 入 、 Grade I)、 還
元 NADPHタ イ プ IIIを シ グ マ ケ ミ カ ル か ら 購 入 し た 。 (St. Louis, MO) カ タ ラ ー ゼ 、 グ ル タ
チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び グ ル タ チ オ ン リ ダ ク タ ー ゼ は Roche Molecular Biochemica
ls (NSW, オ ー ス ト ラ リ ア ) か ら 購 入 し た 。 他 の す べ て の 試 薬 は ア ナ リ テ ィ カ ル グ レ ー ド
で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

大 人 の メ ス の 自 発 性 高 血 圧 の ラ ッ ト  (10週 齢 ) を Baker Medical Research Institute (メ
ル ボ ル ン 、 オ ー ス ト ラ リ ア ) か ら 購 入 し 、 ４ つ の 実 験 群  (処 置 群 あ た り n=10) に ラ ン ダ ム
に 分 配 し た 。 群 １ お よ び ２ に は 毎 週 （ １ ） 1.0 mg/kgの Doxの み ： （ ２ ） 1.0 mg/kgの HyDox
の 静 脈 注 射 を 行 っ た 。 群 ３ に は 毎 週 13.3 mg/kgの HAの 静 脈 注 射 を 行 っ た 。 群 ４ は 処 置 な し
と し た 。 12週 間 の 間 、 薬 物 組 合 せ を 1週 間 ご と に 動 物 に 注 射 し た 。 両 方 の 処 置 群 の 受 け た D
oxの 全 累 積 投 与 量 は 13 mg/kgで あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
分 析 の た め に 抗 酸 化 剤 酵 素 お よ び GSHの 組 織 プ ロ セ シ ン グ お よ び 評 価 分 析 を 実 施 例 ２ 記 載
の と お り に 実 行 し た 。 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る 心 ダ メ ー ジ の 分 析 も ま た 実 施 例 ２ 記 載 の と
お り に 実 行 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

誘 発 的 な 慢 性 の 心 毒 性 モ デ ル を 発 展 さ せ る た め に 、 Doxの み ま た は HyDoxの い ず れ の 場 合 も
、 毎 週 1.0 mg/kgの Doxを 4回 の 注 射 に よ り ラ ッ ト に 投 与 し た 。 実 験 群 に 与 え た Doxの 全 累 積
投 与 量 は 13 mg/kgで あ っ た 。 そ し て HA存 在 下 の 、 ま た は HA非 存 在 下 の Doxへ の 慢 性 的 な 影
響 が そ れ ぞ れ 心 保 護 ま た は 心 毒 性 か を 評 価 す る た め に 電 子 顕 微 鏡 を 使 用 し た 。 処 置 群 に わ
た る 解 剖 組 織 上 の 変 化 を 最 小 に す る た め に 、 左 心 室 の 側 面 の 境 界 の サ ン プ ル の EM分 析 を 行
っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
13 mg/kgの 累 積 投 与 量 の Doxは 、 自 発 性 高 血 圧 の ラ ッ ト モ デ ル に は 心 毒 性 で あ る こ と が 電
子 顕 微 鏡 試 験 に よ っ て 明 ら か に な り 、 他 の 同 様 の 被 験 者 の 研 究 と 一 致 し た 。 主 に 細 胞 質 の
空 胞 化 、 筋 原 線 維 の 破 壊 お よ び 筋 細 胞 の 超 構 造 組 織 へ の 分 裂 と し て Dox心 毒 性 が 特 に 述 べ
ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
HyDoxを 受 け た ラ ッ ト か ら 得 ら れ た 顕 微 鏡 写 真 と 比 較 し た と き 、 Doxで 処 置 さ れ た ラ ッ ト で
は は る か に 多 く 心 筋 細 胞 の 空 胞 化 が 発 生 し た  (そ れ ぞ れ Figure 11Cお よ び 11D)。 Doxは ク
リ ス テ へ の 小 さ な 分 裂 を 伴 っ た ミ ト コ ン ド リ ア の 膨 潤 も 引 き 起 こ し た 。 し か し そ の 重 篤 度
は 、 Doxの み を 受 け た ラ ッ ト に お い て よ り 高 か っ た 。 実 際 、 退 行 性 の ミ ト コ ン ド リ ア の 変
化 は こ れ ら の 副 細 胞 器 官 へ の 完 全 な 分 裂 に 関 連 し て お り 、 ミ エ リ ン 特 徴 の 出 現 と 一 致 し た
 (Figure 12Aお よ び 12B、 実 線 矢 印 )。 こ れ ら の 観 察 は HyDoxを 受 け た ラ ッ ト で は ほ と ん ど
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見 ら れ な か っ た  (Figure 12B)。 Doxへ の 慢 性 的 な 影 響 が 、 筋 原 線 維 の 溶 解 お よ び Z-バ ン ド
の 誤 配 列 を 含 む 組 織 化 さ れ た 筋 原 線 維 配 列 へ の 穏 や か な 分 裂 も 引 き 起 こ し た 。 ま た こ れ ら
の Doxの 心 毒 性 の 特 徴 は Doxの み を 受 け た ラ ッ ト に お い て 常 に よ り 重 篤 で あ っ た  (Figure 1
2A、 点 線 矢 印 )。 筋 原 線 維 の 溶 解 が ま だ 明 ら か で は あ る が 、 HyDoxで 処 置 さ れ た ラ ッ ト に お
い て 、 重 篤 度 は 低 く 、 ま だ 順 序 正 し い 筋 原 線 維 配 列 が 明 ら か で あ っ た 。 (Figure 12B、 ダ
ッ シ ュ 矢 印 )
【 ０ ０ ８ ９ 】
す べ て の 処 置 群 で の 心 筋 細 胞 の 空 胞 化 の 重 篤 度 を 図 13に 示 す 。 HyDox群 と 比 較 し た と き 、 D
ox群 の 筋 細 胞 の 空 胞 化 は ほ ぼ 2～ 3倍 大 き い 。 (p＜ 0.05: 処 置 群 間 の t-テ ス ト )
【 ０ ０ ９ ０ 】

フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ン グ 酵 素 す な わ ち ジ ス ム タ ー ゼ 超 酸 化 物 、 カ タ ラ ー ゼ 、 グ ル タ
チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の レ ベ ル お よ び 還 元 グ ル タ チ オ ン  (GSH) の レ ベ ル を Dox± HAへ の
慢 性 的 影 響 の 後 に 測 定 し た 。 対 照 の た め に 、 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び 骨 格 筋 の 抽 出 物 か ら の 抗
酸 化 剤 も ま た 決 定 し た 。 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び 骨 格 の 抗 酸 化 剤 の 容 量 へ の Doxお よ び H
yDoxへ の 慢 性 的 な 影 響 の 効 果 を Figure 14に 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
カ タ ラ ー ゼ
Doxお よ び HyDoxの 対 照 群 と 比 較 し た と き 、 HyDoxに 反 応 し た 心 臓 カ タ ラ ー ゼ に わ ず か な 増
加 が 観 察 さ れ た 。 HyDox活 性 が 両 方 の 対 照 群 か ら 観 察 さ れ た も の に 反 映 し て い る の に 対 し
て 、 肝 臓 カ タ ラ ー ゼ は Dox群 に 反 応 し て 著 し く 増 加 し た 。 (Figure 14A)
【 ０ ０ ９ ２ 】
還 元 グ ル タ チ オ ン  (GSH)
肝 臓 GSHの レ ベ ル は HyDoxを 受 け た ラ ッ ト に お い て 著 し く 減 少 し た 。 し か し 、 Doxで 処 置 さ
れ た ラ ッ ト の GSHレ ベ ル は 対 照 値 に 関 連 し て 変 化 し な か っ た  (Figure 14)。 同 様 の 傾 向 が
心 臓 の レ ベ ル で 観 察 さ れ た が 、 Dox処 置 が 対 照 に 類 似 の 値 を 与 え た の に 対 し 、 HyDox処 置 で
は GSH含 有 量 を 減 少 し た 。 (Figure 14: 除 か れ た 肝 臓 の デ ー タ の 挿 入 )
【 ０ ０ ９ ３ 】
グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
対 照 群 か ら 得 ら れ た 値 と 比 較 し た と き に 、 HyDoxお よ び Dox処 置 の 両 方 で 同 様 に 、 心 臓 の グ
ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の レ ベ ル が 増 加 し た  (Figure 14C)。 対 応 す る 対 照 デ ー タ と
比 較 し た と き に 、 両 方 の 薬 物 組 合 せ の 群 で 、 類 似 の 肝 臓 、 腎 臓 、 お よ び 骨 格 の グ ル タ チ オ
ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 示 し た 。 (Figure 14C)
【 ０ ０ ９ ４ 】
ジ ス ム タ ー ゼ 超 酸 化 物  (SOD)
処 置 な し の 対 照 群 と 比 較 し た と き に 、 心 臓 SOD活 性 は 処 置 群 間 で 比 較 的 、 変 化 し な か っ た  
(Figure 14D)。 HA対 照 群 は こ の 酵 素 の 活 性 を 著 し く 減 少 し た  (Figure 14D)。 骨 格 SOD活 性
が 緩 や か に 増 加 し た の に 対 し て 、 (Figure 14D) 肝 臓 お よ び 腎 臓 SODの 抑 圧 が 両 方 の 処 置 群
で 観 察 さ れ た 。 HyDox活 性 が 両 方 の 対 照 群 か ら 観 察 さ れ た も の と 反 映 し た の に 対 し て 、 肝
臓 カ タ ラ ー ゼ 活 性 が Doxの 影 響 に 反 応 し て 著 し く 増 加 し た 。 (Figure 14A)
【 ０ ０ ９ ５ 】
心 毒 性 が Dox治 療 の 全 累 積 投 与 量 を 500～ 550 mg/m 2 に 制 限 す る 複 雑 な 要 因 で あ る 。 Doxと HA
を 組 合 せ る こ と  (HyDox) に よ っ て 、 心 毒 性 の レ ベ ル が Doxの み と 比 較 し た と き に ほ ぼ 3倍
に 軽 減 さ れ る こ と を こ れ ら の デ ー タ が 示 し て い る 。 従 っ て 、 HyDoxの 使 用 に よ っ て 、 通 常
起 こ る 心 毒 性 を 引 き 起 こ さ ず に 、 高 有 効 性 抗 癌 剤 の よ り 高 用 量 の 累 積 投 与 が 可 能 と な る 。
心 毒 性 を 伴 わ な い 処 置 の 完 成 は 腫 瘍 へ の 反 応 の 蓋 然 性 を 拡 張 し 、 究 極 的 に 生 存 数 を 増 加 さ
せ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
実 施 例 ５
段 階 I 臨 床 試 験 － 進 行 し た 癌 患 者 に お け る ド キ ソ ル ビ シ ン ＋ HAの 組 合 せ  (「 HyDox」 )
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Doxと の 同 時 の HAの 投 与 が 進 行 し た 癌 患 者 に お け る Doxの 毒 性 に 影 響 す る か 否 か を 決 定 す る
た め に 段 階 Iの 研 究 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 研 究 に 含 ま れ る 適 格 性 の 判 断 基 準 は 、 以 下 の と お り で あ っ た 。 患 者 は 、 組 織 学 的 に 、 ま
た は 細 胞 学 的 に 確 認 さ れ る よ う な 進 行 し た 、 ま た は 転 移 し た 癌 を 有 し て い な け れ ば な ら な
い 。 患 者 は 前 に 治 療 を 受 け て い る べ き で は な く 、 多 く て も 前 に 一 つ の 治 療 計 画 し か 有 す る
べ き で は な く 、 お よ び 前 に ア ン ト ラ サ イ ク リ ン を 投 与 さ れ る べ き で は な い 。 患 者 は 歩 行 可
能 で 、 適 切 な 骨 髄 、 肝 臓 お よ び 腎 臓 機 能 を 有 し た 18歳 か ら 75歳 で あ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
最 初 の 治 療 サ イ ク ル で の 処 置 計 画 で は 、 患 者 は Doxの み ま た は Doxと HAを 受 け る か で 任 意 抽
出 さ れ る 。 二 番 目 の サ イ ク ル で は 会 話 が 適 用 さ れ た 。 続 く 4回 の サ イ ク ル で 、 患 者 は Doxと
HAを 受 け た 。 こ れ は 、 結 果 解 釈 に 影 響 さ れ る 患 者 間 の 変 化 を 軽 減 し な が ら 、 最 初 の 2サ イ
ク ル に お い て 毒 性 分 析 に お け る 患 者 自 身 の 対 照 と し て 各 患 者 が 活 動 す る こ と を 可 能 に し た
。
【 ０ ０ ９ ９ 】
HyDox製 剤  (注 入 バ ッ グ と し て ) が 以 下 の よ う に し て 調 製 さ れ た 。 HAは GlycoMed Research
, ニ ュ ー ヨ ー ク , USAか ら 得 て 、 蒸 留 水 中 に 粉 末 HAを 溶 か し て 0.22 μ mフ ィ ル タ ー を 通 し
、 無 菌 化 し て 調 製 し た 10 mg/mlの 原 料 か ら 使 用 し た 。 Doxは Asta Medicaか ら 得 て 、 250 mg
の ラ ク ト ー ス を 含 む 50 mgの 小 瓶 と し て 供 給 さ れ 、 8分 か ら 12分 間 の 一 定 の 回 転 に よ っ て 25
 mLの 通 常 の 注 射 用 食 塩 水 を 再 構 成 し た 。 注 射 用 塩 化 ナ ト リ ウ ム は Baxter Healthcare, シ
ド ニ ー 、 オ ー ス ト ラ リ ア か ら 500 mLの 注 入 バ ッ グ と し て 得 た 。 注 射 用 HyDoxは 13.3 mg/kg
の HAと 30, 45ま た は 60 mg/m 2 の Doxか ら 調 製 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
Dox± HAを 3週 間 サ イ ク ル で 1時 間 以 上 か け て 静 脈 投 与 に よ り 与 え た 。 段 階 Iの 研 究 に お け る
Doxの 初 期 投 与 量 は 30 mg/m 2 で あ り 、 HAの 投 与 量 は 500 mg/m 2 で あ っ た 。 二 段 階 で 60 mg/m 2

の 標 準 投 与 量 に 達 す る よ う に 投 与 量 を だ ん だ ん と 増 加 し た 。 従 っ て 初 期 投 与 量 の レ ベ ル は
30 mg/m 2 、 次 は 45 mg/m 2 で そ の 次 は 60 mg/m 2 と し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
4人 の 患 者 が 各 投 与 量 レ ベ ル に お い て 処 置 さ れ た 。 そ の 結 果 は 、 HAが Doxの 既 知 の い ず れ の
毒 性 も 増 加 さ せ な い こ と を 示 し た 。 よ り 高 用 量 の レ ベ ル で は 、 60 mg/m 2 の 投 与 に よ り 、 Do
xに よ っ て 誘 発 さ れ る 毛 髪 欠 乏 お よ び 好 中 球 減 少 症 の 程 度 の 両 方 が 軽 減 さ れ る だ け で な く
、 治 療 後 の 吐 き 気 お よ び 嘔 吐 も 明 ら か に 減 少 し た 。 好 中 球 数 の 結 果 を テ ー ブ ル 9に 示 す 。
患 者 の 幸 福 が 改 善 さ れ た よ う だ 。 他 の 毒 性 は 報 告 さ れ な か っ た 。
テ ー ブ ル 9
【 表 １ ２ 】

10

20

30

(25) JP 2005-505540 A 2005.2.24



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ３ 】

10

20

30

40

(26) JP 2005-505540 A 2005.2.24



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ４ 】

10

20

30

40

(27) JP 2005-505540 A 2005.2.24



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ５ 】

10

20

30

40

(28) JP 2005-505540 A 2005.2.24



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ６ 】

10

20

30

40

(29) JP 2005-505540 A 2005.2.24



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
実 施 例 ６

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-505540 A 2005.2.24



段 階 I 臨 床 試 験 － 転 移 し た 結 腸 直 腸 の 癌 患 者 に お け る 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル ＋ HAの 組 合 せ  (
「 Hyfive」 )
転 移 し た 結 腸 直 腸 の 癌 患 者 に 、 HAと 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル の 組 合 せ  (Hyfive) で 類 似 の 段 階
Iの 研 究 を 実 行 し た 。 適 格 性 の 判 断 基 準 は 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン が 使 用 で き る こ と 以 外 は
実 施 例 ３ と 同 様 で あ る 。 処 置 計 画 は 実 施 例 ３ で 行 っ た も の を 続 け た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
HyDox製 剤  (注 入 バ ッ グ と し て ) は 以 下 の よ う に し て 調 製 し た 。 実 施 例 ３ で 行 っ た よ う に
、 HAお よ び 注 射 用 塩 化 ナ ト リ ウ ム を GlycoMed Reseachお よ び Baxter Healthcareか ら そ れ
ぞ れ 得 た 。 Doxは David Bull Laboratoriesか ら 500 mgの 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル  (5-FU) を 含
む 10 mlの 小 瓶 と し て 得 た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
5-FU± HAを 4週 間 の サ イ ク ル で 1時 間 以 上 か け て 静 脈 投 与 に よ り 与 え た 。 本 研 究 で の 5-FUの
初 期 投 与 量 は 3日 間 で 毎 日 450 mg/m 2 で あ り 、 各 5-FU投 与 と と も に 500 mg/m 2 の HAを 投 与 し
た 。 連 続 5日 間 の 各 サ イ ク ル で 450 mg/m 2 の 標 準 投 与 量 に 二 段 階 で 達 す る よ う に 投 与 量 を だ
ん だ ん と 増 加 し た 。 従 っ て 初 期 投 与 量 の レ ベ ル は 3日 間 は 毎 日 450 mg/m 2 で 、 次 の 4日 間 は 4
50 mg/m 2 で 最 後 の 5日 間 は 毎 日 450 mg/m 2 と し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
4人 の 患 者 が 各 投 与 量 レ ベ ル に お い て 処 置 さ れ た 。 HAが 5-FUの 既 知 の い ず れ の 毒 性 も 増 加
さ せ な い こ と を そ の 結 果 が 示 し た 。 よ り 高 用 量 の レ ベ ル で は 、 治 療 後 の 吐 き 気 お よ び 嘔 吐
が 明 ら か に 減 少 し 、 好 中 球 減 少 症 ま た は 胃 腸 管 毒 性 を 示 さ な か っ た 。 好 中 球 数 の 結 果 を テ
ー ブ ル 10に 示 す 。
テ ー ブ ル 10
【 表 １ ７ 】
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細 胞 毒 性 の イ ン ビ ボ モ デ ル （ ３ ）
実 施 例 ５ お よ び ６ で 、 そ れ ぞ れ 6ヶ 月 お よ び 6週 間 の 間 、 HA／ 細 胞 毒 性 薬 物 の 組 合 せ の 効 果
を 調 査 し 、 メ ト ト レ キ セ ー ト ま た は 5-FUへ の HAの 付 加 が 腫 瘍 へ の 反 応 を 拡 張 し 、 転 移 を 軽
減 し 、 お よ び 胃 腸 毒 性 を 軽 減 す る こ と を 示 し た 。 そ れ ら の 結 果 が 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る
ヒ ト の 乳 癌 の 異 種 移 植 に 対 す る 処 置 に お い て 、 シ ク ロ ホ ス ホ ア ミ ド 、 メ ト ト レ キ セ ー ト お
よ び 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル  (CMF) の 有 効 性 へ の HAの 効 果 の 調 査 の 後 に 付 け 加 え ら れ た 。 以
下 の よ う な 有 効 性 の パ ラ メ ー タ を 調 査 し た 。 主 な 腫 瘍 容 積 、 癌 の 転 移 、 お よ び 体 重 、 臓 器
の 病 態 、 血 液 学 、 お よ び 生 存 に 関 す る 処 置 毒 性 。
【 ０ １ ０ ７ 】

ヒ ト の 乳 癌 腫 細 胞 線 MDA-MB-468 (American Tissue Culture Collection, Rockville, USA
) を CD44お よ び RHAMMの HAレ セ プ タ ー の 表 現 に 基 づ い て 選 択 し た 。 細 胞 は 定 期 的 に 成 長 し
、 10% w/vウ シ 胎 児 血 清 お よ び 10 μ g/mlの ゼ ン タ マ イ シ ン で 満 た さ れ た Leibovitz L-15 M
edium (Sigma, St. Louis, USA) の 175 cm 2 培 養 フ ラ ス コ ま た は 700 cm 2 ロ ー ラ ー ボ ト ル で
単 層 と し て 二 次 培 養 し た 。 マ ウ ス へ の 注 射 の た め に 細 胞 は 80%コ ン フ ル エ ン シ ー ま で 成 長
さ せ 、 0.05%ト リ プ シ ン ／ 0.01%EDTA溶 液 中 で ト リ プ シ ン 化 さ れ 、 Beckman TJ-6ベ ン チ 遠 心
分 離  (Beckman, メ ル ボ ル ン 、 オ ー ス ト ラ リ ア ) で 10分 間 400 gavで の 遠 心 分 離 に よ っ て 2
回 洗 浄 し 、 Model-ZM Coulterカ ウ ン タ ー  (Coulter Electronics, イ ギ リ ス ) を 用 い て 数
を 数 え 、 血 清 フ リ ー な Leibovitz L-15 Mediumで 2 x 10 8  cell/mlで 再 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】

無 胸 腺 症 の CBA/WEHIの 6～ 8週 齢 の メ ス の ヌ ー ド マ ウ ス  (Walter and Elisa Hall Research
 Institute, メ ル ボ ル ン 、 オ ー ス ト ラ リ ア ) を 特 定 病 原 体 フ リ ー の 条 件 下 、 無 菌 の 食 物 お
よ び 水 を 自 由 に 与 え つ つ 飼 育 し た 。 各 マ ウ ス に 1 x 10 7  cellsを 含 む 50～ 100 μ lの 注 射 を
1回 行 っ た 。 第 一 の 乳 首 の 下 、 乳 房 脂 肪 部 分 に 直 接 的 に 26ゲ ー ジ 針 で そ れ ら の 細 胞 を 注 射
し た 。 (Lamszus et al., Lab. Invest. 76(3): 339-353, 1997) 腫 瘍 測 定 が 毎 週 3つ の 垂
直 な 直 径  (d 1 d 2 d 3 ) を 測 定 す る こ と に よ っ て な さ れ た 。 腫 瘍 容 積 は 公 式  (1/6)π (d 1 d 2 d 3 )
 を 用 い て 見 積 も っ た 。 CMF± HAを 用 い た 処 置 を 癌 細 胞 接 種 の 約 4～ 8週 間 後 に 開 始 し た 。 テ
ー ブ ル 11は 処 置 開 始 時 点 に お け る 各 処 置 群 の 平 均 腫 瘍 容 積 を 示 す 。
テ ー ブ ル 11
【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】

同 じ 数 の マ ウ ス を 各 ケ ー ジ に 割 り 当 て た 。 実 験 の 段 階 に 依 存 し て 、 ケ ー ジ あ た り の 動 物 の
数 は 5～ 8ま で 変 化 し た 。 モ ナ シ ュ 大 学 の Central Animal Services SPF施 設 で 施 設 内 品 質
保 証 プ ロ グ ラ ム に 一 致 し て す べ て の 動 物 を 飼 育 し た 。

10

20

30

40

50

(35) JP 2005-505540 A 2005.2.24

ヒ ト の 乳 癌 腫 細 胞 線

マ ウ ス の 腫 瘍 モ デ ル

動 物 の 維 持 お よ び 飼 育 場 所



【 ０ １ １ ０ 】

腫 瘍 誘 発 の 約 8週 間 後 、 二 つ の 腫 瘍 を も っ た マ ウ ス に 致 死 量 の ネ ン ブ タ ー ル を 与 え た 。 マ
ウ ス を 死 亡 さ せ て 3分 以 内 に 、 腫 瘍 を 外 科 的 に 取 り 除 き 、 す ぐ に 10% v/vホ ル マ リ ン 緩 衝 液
に 12時 間 固 定 し た 。 そ の 固 定 し た 腫 瘍 を 70～ 100% v/vエ タ ノ ー ル で 脱 水 し 、 パ ラ フ ィ ン に
埋 め 込 ん だ 。 断 片  (2か ら 4 μ m) を 切 り 取 っ て ス ラ イ ド に 置 き 、 油 分 を と り 、 水 中 に 入 れ
た 。 ス ラ イ ド は PBSで 5分 間 3回 洗 浄 し た 。 異 染 性 た ん ぱ く 質 を 10% w/vウ シ 胎 児 血 清 で の 10
分 間 の 培 養 に よ っ て 遮 断 し 、 PBSで す す い だ 。 抗 体 の 検 出 を 室 温  (RT) で 60分 間 適 用 し た
。 抗 血 清 ま た は 抗 体 は RHAMM (Applied Bioligands Corporation, Manitoba, カ ナ ダ ), CD
44H, CAEに 対 す る も の で 、 二 次 抗 体 は Zymed (カ リ フ ォ ル ニ ア , USA) か ら 購 入 し た 。 ス ラ
イ ド は PBSで 5分 間 3回 洗 浄 し 、 メ タ ノ ー ル 中 0.3% H 2 O 2 で 20分 間 浸 す こ と に よ り 、 内 部 に 生
じ る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 遮 断 し た 。 さ ら な る PBSで の 5分 間 3回 の 洗 浄 に 続 い て 、 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ -結 合 ブ タ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 血 清  (Dako, カ リ フ ォ ル ニ ア , USA) を RTで 60分 間
適 用 し た 。 Sigma Fast DAB (3,3'-ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン , Sigma, St. Louis, USA) 錠 剤 を
製 造 説 明 書 に よ っ て 調 製 し 、 DAB溶 液 を RTで 5～ 10分 間 適 用 し た 。 ス ラ イ ド を 10分 間 タ ッ プ
水 で 洗 浄 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し 、 脱 水 し て 置 い た 。
【 ０ １ １ １ 】

シ ク ロ ホ ス ホ ア ミ ド ／ メ ト ト レ キ セ ー ト ／ 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル  (CMF) 注 射 を マ ウ ス の 体
重 に よ っ て 個 別 に し 、 ヒ ト で は 以 下 の 用 量 に 相 当 す る 15 mg/kg MTX／ 30 mg/kg Cycloお よ
び 30 mg/kg 5-FUを 注 射 し た 。
15 mg/kg MTX＝ ヒ ト の 565 mg/m 2 に 相 当
30 mg/kg Cyclo＝ ヒ ト の 1 g/m 2 に 相 当
30 mg/kg 5-FU＝ ヒ ト の 400 mg/m 2 に 相 当
5-FUを mtxに 加 え 、 薬 物 組 合 せ を 1 m： シ リ ン ジ に 抜 き 出 す こ と に よ り 100 μ l注 射 を 調 製
し た 。 そ し て シ ク ロ は 個 別 の シ リ ン ジ に 抜 き 出 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
5-FU/HAを 目 的 と し て ピ ロ ゲ ン フ リ ー な HA原 料 溶 液  (10 mg/ml; 形 式 的 に m r  8.5x10

5  da) 
を 20 mg/mlの 5-FU原 料 溶 液 に 加 え 、 渦 動 し な が ら 一 晩 か け て 培 養 し 、 最 終 HA濃 度 が マ ウ ス
の 体 重 の 12.5 mg/kgに 相 当 す る ま で と し た 。 注 射 を 個 別 に マ ウ ス の 体 重 に よ っ て 行 い 、 10
0 μ l中 で 30 mg/kg 5-FUお よ び 12.5 mg/kg HAを 注 入 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
HA/CMF注 射 を マ ウ ス の 体 重 に よ っ て 個 別 に 行 い 、 15 mg/kg MTX／ 30 mg/kg Cyclo／ 30 mg/
kg 5-FUお よ び 12.5 mg/kg HAを 注 入 し 、 こ れ は ヒ ト で は 上 記 に 示 し た 用 量 と な る 。
【 ０ １ １ ４ 】
mtxを 5-FU/HAに 加 え 、 薬 物 組 合 せ を 調 製 し て 100 μ lの 注 射 を 調 製 し た 。 そ し て Cycloは 個
別 の シ リ ン ジ に 抜 き 出 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
マ ウ ス は ラ ン ダ ム に 以 下 の 処 置 群 に 分 配 し た 。
食 塩 水  (7日 サ イ ク ル の 1日 目 お よ び 2日 目 )
12.5 mg/kg HA 850 kD (7日 サ イ ク ル の 1日 目 お よ び 2日 目 )
12.5 mg/kg HA 850 kD (7日 サ イ ク ル の 1日 目 お よ び 3日 目 )
CMF (7日 サ イ ク ル の 1日 目 お よ び 2日 目 )
12.5 mg/kg HA 850 kD/CMF (7日 サ イ ク ル の 1日 目 お よ び 2日 目 )
CMF (7日 サ イ ク ル の 2日 目 お よ び 4日 目 )
1日 目 お よ び 3日 目 の 12.5 mg/kg HA 850 kD; CMF (7日 サ イ ク ル の 2日 目 お よ び 4日 目 )
処 置 は 尾 静 脈 を 経 由 し て 定 量 的 に 投 与 さ れ た 。 動 物 に 5-FU/MTX± HAに 続 い て 2分 後 に Cyclo
を 注 射 し た 。 動 物 の 体 重 お よ び 腫 瘍 容 積 を 日 に ち ベ ー ス で 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
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実 験 の 終 わ り に 、 動 物 が 疾 患 の 進 行 の た め に 安 楽 死 す べ き で あ る と き 、 ま た は 6週 間 の 処
置 計 画 が 完 了 し た と き は 、 0.1 mlの ネ ン ブ タ ー ル  (60 mg/ml) を 腹 膜 内 注 射 す る こ と に よ
っ て 動 物 を 麻 痺 さ せ 、 血 液 を 採 集 し 、 子 宮 頚 部 脱 臼 に よ り 死 亡 さ せ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
マ ウ ス を 死 亡 さ せ て す ぐ に 、 腫 瘍 、 肝 臓 、 心 臓 、 脾 臓 、 膀 胱 、 左 お よ び 右 腎 臓 、 子 宮 、 肺
、 胃 、 腸 、 脳 、 お よ び リ ン パ 節 が 切 開 さ れ 、 重 量 を 量 り 、 お よ び 10% v/vホ ル マ リ ン 中 に
置 い た 。 組 織 を 組 織 学 的 に プ ロ セ シ ン グ す る ま で 16～ 24時 間 の 間 、 固 定 し た 。 固 定 し た 組
織 を 100% v/vエ タ ノ ー ル に 段 階 的 に 脱 水 し 、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク に 埋 め 込 み 、 そ こ か ら 2
～ 4 μ mの 断 片 を ガ ラ ス 顕 微 鏡 ス ラ イ ド に 置 い た 。 ヘ マ ト キ シ リ ン 核 ス テ イ ン お よ び エ オ
シ ン 細 胞 質 ス テ イ ン を 用 い た 組 織 断 片 の 染 色 に よ り 、 処 置 毒 性 を 示 す い ず れ の 病 理 学 的 特
徴 も 際 立 っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】

胃 腸  (GI) 管 毒 性
動 物 の 下 痢 の よ う な GI管 不 調 お よ び 体 重 損 失 の よ う な よ り 重 篤 な 毒 性 の 徴 候 を 調 べ た 。 体
重 損 失 を 腫 瘍 の 重 量 を 引 い て 見 積 も ら れ る 実 質 体 重 を 計 算 す る こ と に よ っ て 調 べ 、 腫 瘍 の
重 量 は Shibamoto et al., Br. J. Cancer 74(11): 1709-1713, 1996で 引 用 さ れ て い る 1 g
 x 腫 瘍 容 積  (cm 3 ) の よ う に 計 算 し た 。 重 量 の 変 化 を 実 証 す る た め 、 以 下 の よ う に 動 物 の
体 重 を 処 置 開 始 時 で の 体 重 に 標 準 化 し た 。
体 重  (腫 瘍 を 除 く )-処 置 開 始 時 の 体 重  (腫 瘍 を 除 く )／  x 100
処 置 開 始 時 の 体 重  (腫 瘍 を 除 く )
【 ０ １ １ ９ 】
骨 髄 抑 制
赤 血 球 、 血 小 板 、 お よ び 白 血 球 数 を マ ウ ス の 粘 性 の 食 塩 水 中 の 血 液 を 1/50～ 1/2000に 希 釈
し 、 血 球 計 で 数 え る こ と に よ っ て 見 積 も っ た 。 血 液 の 塗 抹 を 作 り 、 お よ び Giemsaで 染 色 し
、 そ れ に よ っ て 好 中 球 、 リ ン パ 球 、 お よ び 赤 血 球 の 相 対 的 な 割 合 の 定 量 化 が 可 能 と な っ た
。 血 球 サ ブ 集 団 の 全 概 算 を マ ウ ス の 血 液 の 公 表 さ れ て い る デ ー タ と 比 較 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
臓 器 の 重 量 へ の 処 置 の 効 果
処 置 が 臓 器 の 萎 縮 ま た は 増 大 を 誘 発 し な い こ と を 確 か め る た め に 、 臓 器 を 取 り 出 し 、 死 後
出 血 の 間 に 重 量 を 量 っ た 。 各 臓 器 の 重 量 を 全 体 の 実 質 体 重 の 割 合 と し て 計 算 し 、 食 塩 水 の
み の 群 の 臓 器 の 重 量 と 比 較 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】

全 体 の 生 存 時 間 を 処 置 の 開 始 後 、 動 物 が 生 き た 時 間  (日 ま た は 週 ) と し て 計 算 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】

胃 腸 毒 性 : 体 重 の モ ニ タ リ ン グ
下 痢 の GI毒 性 の 存 在 を 毎 日 調 べ た と こ ろ 、 処 置 群 の う ち ど の 群 も そ の 徴 候 を 示 さ な か っ た
。 GI毒 性 の 明 ら か な 徴 候 に 加 え て 、 動 物 の 実 質 体 重  (腫 瘍 を 除 く ) も 6週 間 の 研 究 期 間 中
に 観 察 し た 。 他 の す べ て の 処 置 群 と 比 較 し た と き に 、 HAの CMFの 前 の 、 ま た は 同 時 の 投 与
が 、 統 計 的 に 著 し い 体 重 の 増 加 の 原 因 と な っ た 。 (テ ー ブ ル 12ま た は Figure 15)
テ ー ブ ル 12
CMF胃 腸 毒 性 へ の HAの 効 果 の 統 計 的 比 較
【 表 ２ １ 】
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【 ０ １ ２ ３ 】
骨 髄 毒 性 : 好 中 球 減 少 症
CMF処 置 計 画 で 白 血 球  (WBC) の 全 体 的 な 循 環 の 減 少 に 続 い て 骨 髄 毒 性 を 示 し た 。 HA/CMFの
そ の 前 の 、 ま た は 同 時 の 投 与 が 毒 性 に 打 ち 勝 つ よ う だ  (テ ー ブ ル 13～ 15)。 WBCサ ブ 集 団 は
、 CMFに よ っ て 最 も 影 響 を 受 け る 多 形 体 細 胞 タ イ プ で あ り 、 HA/CMFが 数 の 増 加 の 原 因 と な
る 場 合 に は 、 血 液 循 環 へ の 好 中 球 前 駆 体 の 補 充 の 可 能 性 が 示 さ れ る 。
テ ー ブ ル 13
骨 髄 毒 性 へ の CMF/HA処 置 の 効 果
【 表 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
テ ー ブ ル 14
血 球 の 食 塩 水 処 置 群 と の 比 較
【 表 ２ ３ 】
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テ ー ブ ル 15
血 球 の HA/CMF処 置 群 と の 比 較
【 表 ２ ４ 】
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【 ０ １ ２ ４ 】
臓 器 重 量 へ の 処 置 の 効 果
HAま た は CMFへ の HAの 添 加 は 処 置 な し の 群 と 比 較 し た と き  (テ ー ブ ル 16) に 著 し い 脾 臓 の
拡 大 を 引 き 起 こ し 、 脾 臓 の 病 態 試 験 が い ず れ の 異 常 組 織 ま た は 細 胞 病 変 も 示 さ な か っ た 。
HAも 心 臓 の 重 量 の わ ず か な 減 少 を 引 き 起 こ す よ う で 、 組 織 の 病 態 評 価 で い ず れ の 異 常 病 変
も 引 き 起 こ さ な か っ た 。 CMF処 置 計 画 に よ っ て 子 宮 萎 縮 が 発 生 す る が 、 HAの 同 時 の 投 与 に
よ っ て か な り 抑 え ら れ る よ う だ 。 CMFも GI管 の 拡 大 を 引 き 起 こ す 。
テ ー ブ ル 16
食 塩 水 に よ る 処 置 な し の 対 照 臓 器 重 量 と の 臓 器 重 量 の 比 較
【 表 ２ ５ 】
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【 ０ １ ２ ５ 】
臓 器 病 態 へ の 処 置 の 効 果
CMFで 処 置 し た 動 物 の 臓 器 の 病 態 評 価 は 、 肝 臓 が い く ら か 逆 の 病 変 を 示 す こ と を 示 し た  (
テ ー ブ ル 17)。 肝 臓 で は 、 重 要 な 壊 死 お よ び 炎 症 の 範 囲 が CMF、 CMFに 続 く HA、 食 塩 水 、 お
よ び HA処 置 群 で 観 察 さ れ た 。 重 要 な 壊 死 お よ び 炎 症 の 最 も ひ ど い 程 度 が CMFの み を 受 け た C
MF群 で 、 ま た は 動 物 が HAで 処 置 さ れ る 前 に 観 察 さ れ た 。 HAの 添 加 は 肝 臓 の 壊 死 お よ び 炎 症
を 全 体 的 に 抑 制 し た 。
テ ー ブ ル 17
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肺 お よ び 肝 臓 に お い て 観 察 さ れ る 逆 の 病 変 へ の 処 置 の 比 較
【 表 ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】

CMF処 置 計 画 は と て も 毒 性 が 高 く 、 動 物 は 過 度 の 体 重 損 失 を 通 し て 死 亡 し た 。 他 の 処 置 群
は 毒 性 を 引 き 起 こ さ な か っ た 。 HA/CMFの 同 時 の 投 与 に よ っ て 処 置 毒 性 が 全 体 的 に 除 去 さ れ
、 続 い て 著 し く 生 存 期 間 が 増 加 し た 。 (テ ー ブ ル 18お よ び Figure 16)
テ ー ブ ル 18
生 存 へ の HA/CMFの 効 果 の 統 計 的 比 較
【 表 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
先 の 結 果 は 、 HAの CMFの 前 の 、 ま た は 同 時 の 投 与 が 処 置 毒 性 を 変 え 、 抗 腫 瘍 の 有 効 性 を 維
持 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
実 施 例 ８
試 験 管 内 で の H9C2ラ ッ ト の 未 発 達 の 心 筋 細 胞 に お け る ド キ ソ ル ビ シ ン 細 胞 毒 性 へ の ヒ ア ル
ロ ナ ン の 効 果
H9C2心 筋 細 胞 を 、 DMEM中 10% w/v FCSで 50,000 cells/ml/wellの 密 度 と し 、 24穴 板 中 で 一
晩 中 沈 殿 さ せ た 。 24時 間 後 、 細 胞 を 1% w/v FCS中 で の 成 長 に よ り 4日 間 分 化 さ せ た 。 4日 後
、 0 μ g/ml, 0.0097 μ g/ml, 0.0195 μ g/ml, 0.03905 μ g/ml, 0.0781 μ g/ml, 0.1562 
μ g/ml, 0.3125 μ g/ml, 0.625 μ g/ml, 1.25 μ g/ml, 2.5 μ g/mlお よ び 5 μ g/mlの Dox
を 含 む 成 長 媒 質 中 で 細 胞 を 48時 間 培 養 し た 。 各 Dox濃 縮 を HAの 存 在 下 、 お よ び 非 存 在 下 4回
行 っ た 。 HAの 分 子 量 は 824,000 kDで あ り 、 Doxの 存 在 下 細 胞 に 適 用 し た 濃 度 は 、 1 μ M, 2.
5 μ M, 5 μ M, 7.5 μ Mお よ び 10 μ Mで あ っ た 。
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【 ０ １ ２ ８ 】
Dox± HAで の 48時 間 の 培 養 後 、 細 胞 を ハ ン ク ス 液 で 洗 浄 し 、 0.5 mlの ト リ プ シ ン ／ EDTAに
よ っ て 分 離 し て 均 一 な 単 細 胞 懸 濁 液 を 生 成 し 、 細 胞 を 15 mlの 食 塩 水 で 懸 濁 し た 。 15.5 ml
の 細 胞 懸 濁 液 は Coulterカ ウ ン タ ー を 用 い て 細 胞 数 を 数 え る た め に 使 用 し た 。 Dox± HA数 の
各 濃 度 を 薬 物 な し ／ HA対 照 な し の 細 胞 数 の 平 均 の 割 合 と し て 表 し た 。 結 果 を Figure 17に
示 す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
本 文 献 中 の 技 術 者 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 が 特 に 記 載 さ れ て い る も の よ り も 他 の
変 形 お よ び 修 飾 を 受 け や す い も の で あ る と 理 解 で き る 。 本 発 明 は そ の よ う な す べ て の 変 形
お よ び 修 飾 を 含 む も の と 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 個 々 に 、 ま た は ま
と め て 呼 称 さ れ て い る 、 ま た は 示 さ れ て い る す べ て の 段 階 、 特 徴 、 構 成 、 お よ び 化 合 物 、
お よ び 上 記 の 段 階 ま た は 特 徴 の い ず れ か の 二 つ 、 ま た は そ れ 以 上 の い ず れ の 、 お よ び ど の
組 合 せ を も 含 む 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ １ 】
【 図 １ 】 Figure 1A,1Bお よ び 1Cは 、 ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び HyDox製 剤 を 注 射 さ れ た マ ウ ス
の 末 梢 血 液 好 中 球 へ の ド キ ソ ル ビ シ ン の 効 果 を 示 し た 図 的 表 示 で あ る 。 11～ 13週 齢 の オ ス
の F1マ ウ ス に 、 そ れ ぞ れ （ A） 6 mg/kg、 （ B） 9 mg/kgお よ び （ C） 12 mg/kgの 投 与 量 で 上
記 の ド キ ソ ル ビ シ ン と 組 合 せ て 注 射 し た 。 血 液 は 静 脈 注 射 後 、 0 (ベ ー ス ラ イ ン ), 1, 4, 
7, 10お よ び 14日 目 に 集 め た 。 サ ン プ ル は 材 料 お よ び 方 法 で 概 略 し て い る よ う に 好 中 球 数
を 分 析 し た 。 毎 日 の デ ー タ は 0日 目 の 好 中 球 の 平 均 的 割 合 ± 誤 差 と し て グ ラ フ 化 し た 。 (破
線 : ド キ ソ ル ビ シ ン ; 実 線 : HyDox; 点 線 : HA) 実 験 デ ー タ は テ ー ブ ル 1Aお よ び 1Cに 示 す
。
【 ０ １ ３ ２ 】
【 図 ２ 】 Figure 2A, 2B, 2C, 2Dお よ び 2Eは 、 ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン 投 与
前 の HAを 注 射 さ れ た マ ウ ス の 末 梢 血 液 好 中 球 へ の ド キ ソ ル ビ シ ン の 効 果 を 示 し た 図 的 表 示
で あ る 。 11～ 13週 齢 の オ ス の F1マ ウ ス に 、 そ れ ぞ れ （ A） 6 mg/kg、 （ B） 9 mg/kg、 （ C） 1
2 mg/kg、 （ D） 16 mg/kg、 お よ び （ E） 24 mg/kgの ド キ ソ ル ビ シ ン を 上 記 薬 物 と 組 合 せ て
注 射 し た 。 血 液 を 集 め て 、 先 に 記 載 し た よ う に 好 中 球 数 を 分 析 し た 。 毎 日 の デ ー タ は 0日
目 の 好 中 球 の 平 均 的 割 合 ± 誤 差 と し て グ ラ フ 化 し た 。 (破 線 : ド キ ソ ル ビ シ ン ; 実 線 : ド
キ ソ ル ビ シ ン の 30分 前 に 注 射 さ れ た HA) 実 験 デ ー タ は テ ー ブ ル 1Aお よ び 1Bに 示 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
【 図 ３ 】 Figure 3は 、 ド キ ソ ル ビ シ ン を 注 射 さ れ た マ ウ ス の 生 存 の 割 合 を 示 し た 図 的 表 示
で あ る 。 二 つ の 処 置 群 の み で 、 本 研 究 の 継 続 期 間 の 終 了 前 に 何 匹 か が 死 亡 し た 。 そ の 処 置
群 は 9 mg/kg (実 線 ) お よ び 24 mg/kg (破 線 ) の ド キ ソ ル ビ シ ン を 投 与 し た 群 で あ る 。 他
の す べ て の マ ウ ス は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン と 合 わ せ て よ り 低 用 量 の ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び よ り 高
用 量 の ド キ ソ ル ビ シ ン を 受 け た も の を 含 み 、 本 研 究 の 最 後 ま で 生 存 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
【 図 ４ 】 Figure 4は 、 HAを 伴 っ て 、 お よ び HAな し で 、 段 階 的 に 増 減 す る ド キ ソ ル ビ シ ン と
と も に 観 察 さ れ た 最 低 血 算 値 の 好 中 球 減 少 症 を 示 し た 図 的 表 示 で あ る 。 各 処 置 投 与 量 に 関
し て 、 最 も 低 レ ベ ル の 好 中 球 数 を 記 録 し 、 グ ラ フ 化 し た 。 好 中 球 減 少 症 を 各 個 別 の 処 置 群
群 の 0日 目 の 測 定 の 割 合 と し て 示 す 。 (実 線 ＝ Hydox; 中 断 し た 線 ＝ Dox; 点 線 ＝ Dox投 与 前
の HA)
【 ０ １ ３ ５ 】
【 図 ５ 】 Figure 5A, 5B, 5C, 5Dお よ び 5Eは 、 ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン 投 与
前 の HAを 注 射 さ れ た マ ウ ス の 代 謝 ス ト レ ス へ の ド キ ソ ル ビ シ ン の 効 果 を 示 し た 図 的 表 示 で
あ る 。 オ ス の F1マ ウ ス に 、 そ れ ぞ れ （ A） 6 mg/kg、 （ B） 9 mg/kg、 （ C） 12 mg/kg、 （ D）
16 mg/kg、 お よ び （ E） 24 mg/kgの 投 与 量 で ド キ ソ ル ビ シ ン を 上 記 の 薬 物 と 組 合 せ て 注 射
し 、 マ ウ ス の 体 重 を 日 に ち ベ ー ス で 記 録 し た 。 デ ー タ は 体 重 の 増 減 を 表 し 、 本 来 の 体 重 の
平 均 の 割 合 ± 誤 差 と し て 表 し て い る 。 (破 線 : ド キ ソ ル ビ シ ン ; 実 線 : ド キ ソ ル ビ シ ン 投
与 前 の HA; 点 線 : HA) グ ラ フ の デ ー タ は テ ー ブ ル 2Aお よ び 2Bに 示 す 。
【 ０ １ ３ ６ 】
【 図 ６ 】 Figure 6A, 6Bお よ び 6Cは 、 代 謝 ス ト レ ス へ の HyDox製 剤 の 効 果 を 示 し た 図 的 表 示
で あ る 。 オ ス の F1マ ウ ス に 、 そ れ ぞ れ （ A） 6 mg/kg、 （ B） 9 mg/kgお よ び （ C） 12 mg/kg
の ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び 同 用 量 の HyDox製 剤 を 静 脈 注 射 し た 。 体 重 を 日 に ち ベ ー ス で 記 録
し 、 図 3に 記 載 さ れ た 同 じ 方 法 で グ ラ フ 化 し た 。 表 し た デ ー タ は 、 平 均 ± 誤 差 と し て 表 し
て い る 。 (破 線 : ド キ ソ ル ビ シ ン ; 実 線 : HyDox; 点 線 : HA) こ れ ら の グ ラ フ の デ ー タ は テ
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ー ブ ル 3に 示 す 。
【 ０ １ ３ ７ 】
【 図 ７ 】 Figure 7は 、 心 毒 性 へ の HA／ Doxの 効 果 を 示 し た 図 的 表 示 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
【 図 ８ 】 Figure 8Aお よ び 8Bは 、 （ A） ド キ ソ ル ビ シ ン お よ び （ B） ヒ ア ル ロ ナ ン お よ び ド
キ ソ ル ビ シ ン へ の 慢 性 的 な 影 響 の 後 の ラ ッ ト の 心 筋 細 胞 の 変 化 を 示 し た 電 子 顕 微 鏡 写 真 を
表 し て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
【 図 ９ 】 Figure 9Aお よ び 9Bは 、 HyDoxを 注 射 さ れ た マ ウ ス の 末 梢 血 液 好 中 球 へ の ド キ ソ ル
ビ シ ン の 効 果 を 示 し た 図 的 表 示 で あ る 。 マ ウ ス に そ れ ぞ れ （ A） 12 mg/kgお よ び （ B） 16 m
g/kgの 投 与 量 の ド キ ソ ル ビ シ ン と と も に HyDoxを 注 射 さ れ た 。 そ の 結 果 が 4日 ご と に 採 血 し
た ６ 群 の 結 果 に 相 互 参 照 す る こ と に よ っ て 確 立 さ れ た 。 こ の 方 法 で 、 日 々 の 好 中 球 含 有 量
の 評 価 を 決 定 す る こ と が で き た 。 毎 回 の ポ イ ン ト で プ ロ ッ ト さ れ た デ ー タ は 、 そ の 群  (n=
8) の 本 来 の 0日 目 の 数 の 割 合 ± 誤 差 と し て 表 さ れ る 平 均 好 中 球 数 を 表 す 。 (実 線 : HyDox; 
破 線 : ド キ ソ ル ビ シ ン ; 点 線 : HA)
【 ０ １ ４ ０ 】
【 図 １ ０ 】 Figure 10Aお よ び 10Bは 、 代 謝 ス ト レ ス お よ び 食 物 消 費 量 へ の HyDox製 剤 の 効 果
を 示 し た 図 的 表 示 で あ る 。 （ A） オ ス の F1マ ウ ス に 12お よ び 16 mg/kgの Doxお よ び HyDoxを
静 脈 注 射 し た 。 体 重 を 日 に ち ベ ー ス で 記 録 し 、 グ ラ フ 化 し 、 お よ び デ ー タ は 、 本 来 の 開 始
体 重 の 割 合 と し て の 体 重 の 増 減 と し て 表 し た 。 各 デ ー タ ポ イ ン ト は 8匹 の マ ウ ス の 平 均 ±
誤 差 で あ る 。 （ B） 同 じ 実 験 群 に お い て 、 食 物 消 費 量 を 日 に ち ベ ー ス で モ ニ タ ー し 、 マ ウ
ス １ 匹 、 １ 日 あ た り 消 費 す る 食 物 の 平 均 量 と し て 表 し た 。 点 は 、 n=6～ 8の 平 均 食 物 量 を 表
す 。 (破 線 お よ び 黒 丸 : ド キ ソ ル ビ シ ン ; 実 線 お よ び ＋ : HyDox) パ ネ ル Aに お け る 点 線 : H
A対 照
【 ０ １ ４ １ 】
【 図 １ １ 】 Figure 11A, 11B, 11Cお よ び 11Dは 、 ド キ ソ ル ビ シ ン ± ヒ ア ル ロ ナ ン へ の 慢 性
的 な 影 響 の 後 の ラ ッ ト の 心 筋 変 化 を 示 し た 電 子 顕 微 鏡 写 真 を 表 し て い る 。 ラ ッ ト に ド キ ソ
ル ビ シ ン ま た は HyDoxを 12週 間 か け て 毎 週 注 射 し た 。 ド キ ソ ル ビ シ ン の 累 積 投 与 量 は 13 mg
/kgで あ っ た 。 サ ン プ ル 中 の 心 筋 に 含 ま れ る 大 き な 融 合 し た 空 胞 （ 実 線 矢 印 ） は 、 ド キ ソ
ル ビ シ ン の み （ C） お よ び HyDox（ D） か ら 得 ら れ た こ と に 注 意 す る 。 筋 細 胞 の 空 砲 化 の 重
篤 度 は HyDox（ D） を 受 け た ラ ッ ト に お い て ず っ と 少 な か っ た 。 筋 細 胞 の 空 砲 化 は テ ス ト さ
れ た 対 照 群 の 処 置 な し （ A） お よ び ヒ ア ル ロ ナ ン （ B） に お い て 最 も 少 な か っ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
【 図 １ ２ 】 Figure 12A, 12B, 12Cお よ び 12Dは 、 ド キ ソ ル ビ シ ン へ の 慢 性 的 な 影 響 の 後 の
心 筋 中 の 筋 原 線 維 量 の 損 失 を 示 し た 電 子 顕 微 鏡 写 真 を 表 し て い る 。 ド キ ソ ル ビ シ ン （ A）
を 受 け た ラ ッ ト は 、 筋 原 線 維 の 特 徴 的 な 平 行 性 の 損 失 と Z-バ ン ド の 曇 り  (点 線 矢 印 ) に よ
っ て 示 さ れ た 筋 原 線 維 溶 解 を よ り 大 き く 示 し た 。 こ の 損 失 は 、 順 序 正 し い 筋 原 線 維 配 列 が
ま だ 存 在 す る HyDox処 置 を 受 け た ラ ッ ト  (B、 点 線 矢 印 ) か ら の サ ン プ ル に は 見 ら れ な か っ
た 。 ミ ト コ ン ド リ ア プ ロ フ ィ ー ル が 大 き く な り 、 ク リ ス テ の 分 裂 も 見 ら れ た 。 ミ ト コ ン ド
リ ア 機 能 へ の 重 篤 な 分 裂 が ミ エ リ ン 特 徴 の 出 現 に よ っ て 明 ら か と な っ た 。 (Aお よ び B、 実
線 矢 印 ) こ れ ら の 観 察 が HyDoxを 受 け た ラ ッ ト （ B） で は ほ と ん ど 見 ら れ な か っ た 。 対 照 群
か ら 得 ら れ た す べ て の サ ン プ ル で 、 Z-バ ン ド の 平 行 な 整 列 に よ っ て 示 さ れ る 完 全 な ミ ト コ
ン ド リ ア お よ び 順 序 正 し い 筋 原 線 維 の 配 列 が 含 ま れ て い た 。 (Cお よ び D: そ れ ぞ れ ヒ ア ル
ロ ナ ン お よ び 処 置 な し )
【 ０ １ ４ ３ 】
【 図 １ ３ 】 Figure 13は 、 空 胞 化 さ れ た 筋 細 胞 の 割 合 を 心 筋 症 の か か り や す さ と し て 示 し
た 図 的 表 示 で あ る 。 ラ ッ ト か ら の 心 室 内 隔 膜 の 断 片 が 伝 達 電 子 分 析 の た め に 加 工 さ れ 、 ダ
メ ー ジ の 程 度 が 記 録 さ れ た 。 筋 細 胞 の 空 砲 化 が す べ て の 影 響 を 受 け た 細 胞 に 不 変 の 特 徴 で
あ っ た た め 、 本 特 徴 が 傷 を 評 価 す る 有 効 な 方 法 と し て 使 わ れ た 。 い ず れ か の 超 薄 断 片 に お
い て 、 影 響 を 受 け て い な い 心 筋 細 胞 の 数 だ け で な く 、 傷 つ い た 細 胞  (例 え ば 、 空 胞 化 し た
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も の ) の 数 に よ り 、 完 全 な 横 断 面 を 評 価 で き た 。 そ し て 各 サ ン プ ル に お け る 傷 つ い た 細 胞
の 比 率 を 割 合 と し て 表 し た 。 デ ー タ は 平 均 ± 誤 差  (n=8～ 10) で 表 す 。 HA=ヒ ア ル ロ ナ ン ; 
NT=処 置 な し ; *Doxの み の 群 と 比 較 し た と き p＜ 0.001 (t-test)
【 ０ １ ４ ４ 】
【 図 １ ４ 】 Figure 14A, 14B, 14Cお よ び 14Dは 、 ド キ ソ ル ビ シ ン ± HAへ の 慢 性 的 な 影 響 の
後 の 抗 酸 化 レ ベ ル を 示 し た 図 的 表 示 で あ る 。 抗 酸 化 酵 素 カ タ ラ ー ゼ  (CAT) [A]; グ ル タ チ
オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ [C]; ジ ス ム タ ー ゼ 超 酸 化 物  (SOD) [D]の 活 性 、 お よ び 軽 減 さ れ た
グ ル タ チ オ ン [B]の レ ベ ル を Doxお よ び HyDoxへ の 慢 性 的 な 影 響 の 後 に 測 定 し た 。 各 バ ー は 8
か ら 10匹 の 動 物 の 平 均 的 な 評 価 ± 誤 差 を 表 し て い る 。 [B]に お い て 心 臓 の GSH含 有 量 が 見 え
る よ う に 、 肝 臓 デ ー タ を 除 き 、 再 グ ラ フ 化 し た  (B: 挿 入 )。 *処 置 群 [A]間 、 お よ び HyDox
お よ び Dox[B]間 で は p＜ 0.05 (変 異 度 の 一 方 的 分 析 )
【 ０ １ ４ ５ 】
【 図 １ ５ Ａ 】 Figure 15Aは 、 マ ウ ス の 体 重 へ の CMF/HA治 療 の 効 果 を 示 し た 図 的 表 示 で あ る
。 HAの CMFの 前 の 、 ま た は 同 時 の 投 与 で 、 体 重 が 統 計 的 に 著 し く 増 加 し た 。 6つ の 処 置 群 が
示 さ れ て い る 。 丸 ＝ 食 塩 水 ; 逆 三 角 ＝ 1日 目 、 2日 目 の HA; 四 角 ＝ 1日 目 、 3日 目 の HA; 菱 形
＝ 1日 目 、 2日 目 の CMF; 三 角 ＝ 1日 目 、 2日 目 の CMF/HA; 六 角 形 ＝ CMFに 続 く 1日 目 、 3日 目 の
HA。 さ ら な る 詳 細 は テ ー ブ ル 12に 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
【 図 １ ５ Ｂ 】 Figure 15Bは 、 マ ウ ス の 体 重 へ の CMF/HA治 療 の 効 果 の 直 線 回 帰 分 析 を 示 し た
図 的 表 示 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
【 図 １ ６ 】 Figure 16は 、 マ ウ ス の 平 均 生 存 数 へ の CMF/HA処 置 計 画 の 効 果 を 示 し た 図 的 表
示 で あ る 。 HAの 同 時 投 与 に よ り 毒 性 が 排 除 さ れ 、 生 存 期 間 が 統 計 的 に 著 し く 増 加 し た 。 (p
＜ 0.05) さ ら な る 詳 細 は テ ー ブ ル 18に 示 す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
【 図 １ ７ 】 Figure 17は 、 異 な る 濃 度 に お け る Doxの 細 胞 毒 性 す な わ ち 心 筋 細 胞 を 分 化 さ せ
る H9C2へ の HAの 異 な る 濃 度 範 囲 の 効 果 を 示 し た 投 与 量 対 応 曲 線 の 図 的 表 示 で あ る 。

10

20

(47) JP 2005-505540 A 2005.2.24



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ Ａ 】
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【 図 １ ５ Ｂ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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