
JP 2012-508191 A 2012.4.5

(57)【要約】
【課題】良好な水溶解性を有するピノセンブリンの医薬処方物を提供すること。
【解決手段】シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの封入複合体、
およびそれらの調製物が、提供される。封入複合体は、薬物を作製するために使用するこ
とができる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ピノセンブリンおよびシクロデキストリンまたはその誘導体を含み、好ましくは、ピノ
センブリンとシクロデキストリンまたはその誘導体とのモル比が、１：１～１：１００、
好ましくは１：１～１：１０である、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセ
ンブリンの封入複合体。
【請求項２】
　前記ピノセンブリンが、Ｌ－ピノセンブリン、Ｓ－ピノセンブリン、ラセミ型ピノセン
ブリンまたはそれらの任意の組合せからなる群より選ばれる、請求項１に記載のシクロデ
キストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの封入複合体。
【請求項３】
　前記シクロデキストリンまたはその誘導体が、α－シクロデキストリン、β－シクロデ
キストリン、γ－シクロデキストリン、ヒドロキシエチル－β－シクロデキストリン、ジ
メチル－β－シクロデキストリン、ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン、ジヒ
ドロキシプロピル－β－シクロデキストリン、メチル－β－シクロデキストリン、グルコ
ース　シクロデキストリン、マルトース　シクロデキストリン、マルトトリオース　シク
ロデキストリン、カルボキシメチル　シクロデキストリン、スルホブチル　シクロデキス
トリン、スルホブチルエーテル－β－シクロデキストリンおよびそれらの任意の組合せか
らなる群より選ばれる、請求項１または２に記載のシクロデキストリンまたはその誘導体
によるピノセンブリンの封入複合体。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか一項に記載のシクロデキストリンまたはその誘導体によるピノ
センブリンの有効量の封入複合体、および必要に応じて、医薬として許容され得る担体ま
たは賦形剤を含む、医薬組成物。
【請求項５】
　医薬組成物が、経口投与、あるいは静脈内、筋肉内、腹腔内または皮下注射の経路によ
り投与される、請求項４記載の医薬組成物。
【請求項６】
　医薬組成物が、輸液剤、注射剤、注射用粉末剤、経口用液剤、シロップ剤、錠剤、カプ
セル剤、顆粒剤、分散性錠剤、経口用崩壊性錠剤、バッカル用錠剤などの形態である、請
求項４に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　医薬組成物が、０．０１～３％（ｇ／ｍｌ）の濃度を有する、ヒドロキシプロピル－β
－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体の注射剤である、請求項４、５
または６に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　医薬組成物が、ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの
封入複合体の注射用粉末剤であり、かつ、前記注射用粉末剤が溶解される溶液が、３～１
０のｐＨを有する、請求項４、５または６に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　以下の工程を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載のシクロデキストリンまたはそ
の誘導体によるピノセンブリンの封入複合体を調製するための方法：
（１）シクロデキストリンまたはその誘導体を溶媒中に添加して、１～６０％の重量濃度
を示すシクロデキストリンまたはその誘導体の溶液または懸濁液を得ること；
（２）ピノセンブリンを前記溶液または懸濁液に添加し、かつ、攪拌または研磨により混
合して前記封入複合体を得ること；ならびに、必要に応じて
（３）工程（２）で得られた封入複合体の混合液から溶媒を除去すること。
【請求項１０】
　溶媒が、水、エタノール、メタノール、プロパノール、イソプロパノール、エチレング
リコール、グリセリン、アセトン、またはそれらの任意の組合せからなる群より選ばれる
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、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　疾患または障害、特に、心血管性もしくは脳血管性疾患、または脳卒中、あるいは細菌
性および／もしくは真菌性感染を予防および／または治療するための医薬用薬物の調製の
ための、請求項１～３のいずれか一項に記載のシクロデキストリンまたはその誘導体によ
るピノセンブリンの封入複合体の使用。
【請求項１２】
　請求項４～８のいずれか一項に記載の医薬組成物を、それを必要とする被験体に投与す
ることを含む、被験体における疾患または障害、特に、心血管性もしくは脳血管性疾患、
または脳卒中、あるいは細菌性および／もしくは真菌性感染を予防または治療するための
方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの封入複合体、
その調製方法、それを含有する医薬組成物、および当該封入複合体または当該医薬組成物
の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　５，７－ジヒドロキシフラバノンまたは２，３－ジヒドロ－５，７－ジヒドロキシ－２
－フェニル－４Ｈ－１－ベンゾピラン－４－オンとして知られるピノセンブリン（ｐｉｎ
ｏｃｅｍｂｒｉｎ）は、以下の式を有する、水不溶性のフラバノン化合物である：
【０００３】

【化１】

【０００４】
　ピノセンブリンの構造中には１つのキラル中心が存在し、天然ピノセンブリンは、［α
］Ｄ

１５が－４５．３（ｃ，０．９，溶媒としてアセトン）である、そのＳ－立体配置で
ある。
【０００５】
　（Ｓ）－ピノセンブリンは、プロポリスから抽出される天然産物である。それはまた、
松、ユーカリの葉、アカシアゴム等に、低濃度で見出される（非特許文献１）。現在、ピ
ノセンブリンは、合成により入手することができ、それ故、豊富である（非特許文献２）
。
【０００６】
　ピノセンブリンは、多くの悪性細菌および真菌に対して感受性であり、特に幾つかの薬
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物耐性株に対して比較的良好な抗細菌効果を奏することが文献中に報告されている（非特
許文献３）。特許文献１は、レボピノセンブリンが脳卒中に対して良好な効果を有するこ
とを開示している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】中国特許出願公開第２００４１００３７８６０．９号
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｃｏｍｂｉｎｅｄ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　２００
４
【非特許文献２】Ｙｏｎｇｈａｏ　Ｃｈｅｎｇ，Ｙａｂｏ　Ｄｕａｎ，Ｙａｎ　Ｑｉ，Ｘ
ｉａｏｙｕｎ　Ｇｕｏ，Ｙｕａｎｆｅｎｇ　Ｔｏｎｇ，Ｇｕａｎｈｕａ　Ｄｕ，Ｓｏｎｇ
　Ｗｕ，ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｒｅａｇｅｎｔ，２００６　Ｖｏｌ．２８，Ｎｏ．７：４３
７
【非特許文献３】Ｈｙｕｎ　Ｋｏｏ，Ｐｅｄｒｏ　Ｌ．Ｒｏｓａｌｅｎ，Ｊａｉｍｅ　Ａ
．Ｃｕｒｙ，Ｙｏｎｇ　Ｋ．Ｐａｒｋ，およびＷｉｌｌｉａｍ　Ｈ．Ｂｏｗｅｎ，Ａｎｔ
ｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎｔｓ　＆　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．２００２，４６（５），１３
０２－１３０９
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　ピノセンブリンは、その水不溶性およびその比較的低い経口吸収性のために、低い経口
バイオアベイラビリティーを有する。さらに、その水不溶性のために、それを注射剤にす
ることが困難である。特に、医薬処方物は、脳卒中等の急性疾患を治療するために用いら
れる場合、速やかに活性剤を放出し、かつ迅速に効果を発揮することが必要とされるので
、急性障害を治療する最も一般的な臨床方法は、静脈内注射である。したがって、注射用
の投薬形態を達成するためには、ピノセンブリンの溶解性の課題が、先ず解決されなけれ
ばならない。
【００１０】
　そこで、良好な水溶解性を有するピノセンブリンの医薬処方物を得ることは、急務であ
る。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明の発明者らは、驚くべきことに、シクロデキストリンまたはその誘導体を用いて
ピノセンブリンの封入複合体を生成することにより、ピノセンブリンの水溶解性を大いに
向上できることを見出した。
【００１２】
　したがって、本発明は、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの
封入複合体を提供する。封入複合体は、ピノセンブリンおよびシクロデキストリンまたは
その誘導体を任意の割合で含む。好ましくは、ピノセンブリンとシクロデキストリンまた
はその誘導体とのモル比は、１：１～１：１００の範囲であり、より好ましくは１：１～
１：１０の範囲である。
【００１３】
　別の局面では、本発明は、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリン
の封入複合体を作製する方法を提供する。
【００１４】
　本発明はまた、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの当該封入
複合体、および必要に応じて、医薬として許容され得る担体または賦形剤を含む医薬組成
物を提供する。
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【００１５】
　本発明はさらに、被験体における疾患または障害を予防および／または治療するための
、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの封入複合体、あるいは封
入複合体を含有する医薬組成物の使用を提供する。一実施形態では、当該疾患は、心血管
性もしくは脳血管性疾患、または脳卒中、あるいは細菌性および／もしくは真菌性感染で
ある。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】図１は、通常の生理食塩水を注射したウサギ耳の病理組織学の代表的な写真（Ｈ
Ｅ染色）を示す。図中に示されるように、滑らかな静脈内膜があり、血管の周辺において
炎症応答を呈していない。
【図２】図２は、ピノセンブリン封入複合体注射剤を注射したウサギ耳の組織病理学の代
表的な写真（ＨＥ染色）を示す。図中に示されるように、滑らかな静脈内膜があり、血管
の周辺において炎症応答を呈していない。
【図３】図３は、ＭＣＡＯ手術傷害ラットのベダーソン（Ｂｅｄｅｒｓｏｎ）スコアに対
する、ＤＬ０１０８（ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリ
ンの封入複合体）の効果を示す。
【図４】図４は、ＭＣＡＯ手術傷害動物の神経学的症状スコア（ＮＳＳ）に対するＤＬ０
１０８の効果を示す。
【図５】図５は、ＭＣＡＯ手術傷害後の種々の時間での、皮質の中型動脈血供給領域にお
けるｒＣＢＦ（局所脳血流）値（Ａ）、およびＭＣＡＯ手術傷害ラットのｒＣＢＦ値に対
するＤＬ０１０８の効果（Ｂ）を示す。　　　　　　　　　　　　　　　　　図３～図５
のデータは、平均±Ｓ．Ｅ．Ｍとして表わされる。これらの結果は、１元配置ＡＮＯＶＡ
およびデュネット（Ｄｕｎｅｔｔ’ｓ）検定により解析されている。Ｎ＝１０，♯♯Ｐ＜
０．０１　ｖｓ．　ブランクコントロール群，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１　ｖｓ
．　ビヒクルコントロール群。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　１つの局面では、本発明は、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリ
ンの封入複合体を提供する。ここで、当該封入複合体は、ピノセンブリンおよびシクロデ
キストリンまたはその誘導体を含み、ピノセンブリンとシクロデキストリンまたはその誘
導体とのモル比は、１：１～１：１００、好ましくは１：１～１：１０の範囲である。
【００１８】
　本発明では、用語「ピノセンブリン」としては、Ｌ－ピノセンブリン、Ｓ－ピノセンブ
リン、ラセミ型ピノセンブリン、またはそれらの任意の組合せが挙げられる。ピノセンブ
リンは、天然資源から、または化学合成により入手することができる。
【００１９】
　本発明では、シクロデキストリンまたはその誘導体は、α－シクロデキストリン、β－
シクロデキストリン、γ－シクロデキストリン、ならびに、ヒドロキシエチル－β－シク
ロデキストリン、ジメチル－β－シクロデキストリン、ヒドロキシプロピル－β－シクロ
デキストリン、ジヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン、メチル－β－シクロデ
キストリン、グルコース　シクロデキストリン、マルトース　シクロデキストリン、マル
トトリオース　シクロデキストリン、カルボキシメチル　シクロデキストリン、スルホブ
チル　シクロデキストリン、スルホブチルエーテル－β－シクロデキストリンおよびそれ
らの任意の組合せが挙げられるがこれらに限定されない、種々の置換基を有するその誘導
体からなる群より選ぶことができる。一実施形態では、当該シクロデキストリンまたはそ
の誘導体は、β－シクロデキストリンまたはヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリ
ンである。別の実施形態では、当該シクロデキストリンまたはその誘導体は、ジメチル－
β－シクロデキストリン、ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン、スルホブチル
エーテル－β－シクロデキストリン、ヒドロキシエチル－β－シクロデキストリンまたは
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それらの任意の組合せである。
【００２０】
　本発明では、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの封入複合体
は、液状または固形状の形態、あるいは半固形状の形態であってもよく、これは、処方さ
れる投薬形態または処置適用の要件に依存する。
【００２１】
　別の局面では、本発明は、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリン
の有効量の当該封入複合体、および必要に応じて、医薬として許容され得る担体または賦
形剤を含む医薬組成物を提供する。特に、医薬組成物の単位投薬量は、１～１０００ｍｇ
、好ましくは５０～２５０ｍｇの活性剤ピノセンブリンを含有する。シクロデキストリン
またはその誘導体によるピノセンブリンの封入複合体は、当業者に周知の方法により、哺
乳動物、特にヒトに対する適当な医薬組成物の形態に製造することができる。
【００２２】
　医薬組成物は、経口投与、ならびに静脈内、筋肉内、腹腔内または皮下注射等の種々の
経路において適用することができる。
【００２３】
　医薬組成物は、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの当該封入
複合体を液状形態において用いることにより、注射剤等の液状投薬形態（輸液剤、注射用
水溶液剤および注射用粉末剤を含む）、経口用液剤およびシロップ剤に調製することがで
きる；医薬組成物は、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの当該
封入複合体を固形状形態において用いることにより、錠剤、カプセル剤、顆粒剤、分散性
錠剤、経口用崩壊性錠剤、バッカル用錠剤などのような固形状投薬形態に調製することが
できる。
【００２４】
　好ましい液状投薬形態は、ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセ
ンブリンの封入複合体の注射剤、例えば、その注射用水溶液剤を含む。一実施形態では、
当該注射用水溶液剤は、０．０１～３％（ｇ／ｍｌ）の濃度、および３～１０、好ましく
は４～９、より好ましくは５～８、特に６～８のｐＨを有する；注射用水溶液剤はさらに
、塩化ナトリウムおよびグルコース等の浸透圧調節剤、ならびに塩酸および水酸化ナトリ
ウム等のｐＨ調節剤を含むことができる。
【００２５】
　当該注射剤はまた、注射用粉末剤の形態であってもよい。一実施形態では、当該注射用
粉末剤が溶解している溶液は、３～１０のｐＨを有する；当該注射用粉末剤はさらに、マ
ンニトールおよびラクトース等の支援剤、ならびに塩酸および水酸化ナトリウム等のｐＨ
調節剤を含むことができる。
【００２６】
　別の局面では、本発明は、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリン
の当該封入複合体を調製するための方法を提供し、これは、シクロデキストリンまたはそ
の誘導体を溶媒またはビヒクル中に添加して、１～６０％、好ましくは５～６０％の重量
濃度を有するシクロデキストリンまたはその誘導体の溶液または懸濁液を得る工程；ピノ
センブリンを当該溶液または懸濁液に添加する工程；ならびに、攪拌または研磨により混
合して、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの当該液状封入複合
体を得る工程を含む。シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの液状
封入複合体は、液剤または懸濁剤であってもよい；シクロデキストリンまたはその誘導体
によるピノセンブリンの封入複合体の液剤は、攪拌して清澄かつ透明な状態にした場合に
、入手することができる。
【００２７】
　シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの固形状封入複合体は、シ
クロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの封入複合体の液剤から溶媒を
除去することにより、例えば、凍結乾燥、スプレー乾燥または蒸留濃縮により、入手され
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る。
【００２８】
　シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの固形状封入複合体を調製
するための方法では、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの封入
複合体の液剤を、先ず、シクロデキストリンまたはその誘導体の濃度に関して１０～１５
重量％の範囲に濃縮し、続いて、凍結乾燥することにより、シクロデキストリンまたはそ
の誘導体によるピノセンブリンの固形状封入複合体を入手することができる。
【００２９】
　本発明の一実施形態では、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリン
の固形状封入複合体は、シクロデキストリンまたはその誘導体をコロイドミルまたは乳鉢
中に添加し、適切な量の溶媒を添加し、攪拌してペーストを生成し、当該ペーストにピノ
センブリンを添加し、１～５時間研磨して粘稠なペーストを生成し、続いて、濾過、濃縮
または凍結乾燥することにより、入手することができる。
【００３０】
　シクロデキストリンまたはその誘導体を溶解し得る適切な溶媒は、水、エタノール、メ
タノール、プロパノール、イソプロパノール、エチレングリコール、グリセリン、アセト
ン、またはそれらの任意の組合せからなる群より選ばれる。好ましくは、溶媒は、水であ
る。
【００３１】
　上述した調製方法では、当該ピノセンブリンは、ピノセンブリンの固体、または適切な
量の有機溶媒中に溶解したピノセンブリンの液体として、添加される。
【００３２】
　別の局面では、本発明は、疾患または障害を予防および／または治療するための医薬用
薬物の調製のための、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの封入
複合体の使用に関する。
【００３３】
　ある実施形態では、当該疾患または障害は、心血管性または脳血管性疾患である。好ま
しい実施形態では、当該心血管性または脳血管性疾患は、脳卒中である。別の実施形態で
は、当該疾患または障害は、細菌性および／または真菌性感染である。
【００３４】
　さらに、本発明は、有効量の医薬組成物を、それを必要とする被験体に投与することを
含む、被験体における疾患または障害を予防および／または治療するための方法を提供す
る。被験体は、ネコ、イヌ、ウマ、ヒツジ、ウシ、サル、オランウータン等のような哺乳
動物であってもよく、好ましくはヒトである。一実施形態では、当該疾患または障害は、
心血管性または脳血管性疾患、特に脳卒中である。別の実施形態では、当該疾患または障
害は、細菌性および／または真菌性感染である。本発明における医薬組成物の有効量に関
して、それは、従来の方法により当業者により容易に決定され、例えば、それは、被験体
の体重の０．００１ｍｇ～１０ｍｇ／ｋｇであってもよい。さらに、当該医薬組成物の投
与経路は、適切に選択することができ、経口投与または非経口投与（静脈内、筋肉内、腹
腔内または皮下注射を含む）が挙げられる。
【００３５】
　本発明の実施形態により、以下の有益な効果を得ることができる。
【００３６】
　ピノセンブリンを含み、シクロデキストリンまたはその誘導体の管状構造中にピノセン
ブリン分子を補足させ、それにより、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセ
ンブリンの封入複合体を得るための、シクロデキストリンまたはその誘導体の使用を通じ
て、ピノセンブリンの水溶解性は、大きく向上する。２５℃では、ヒドロキシプロピル－
β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体の水溶解性は、２０００ｍｇ
／１００ｍｌと高く、封入しないピノセンブリンの水溶解性よりもはるかに高い。特定の
結果は、実施例１０に示される。
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【００３７】
　シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの本発明の封入複合体によ
り、封入複合体の形態にある活性ピノセンブリンは、固形状または液状の投薬形態に直接
的に使用することができる。シクロデキストリンまたはその誘導体は、低毒性の水溶解性
医薬アジュバントであり、それらから作製される、シクロデキストリンまたはその誘導体
によるピノセンブリンの封入複合体は、種々の液状または固形状の投薬形態への調製に適
切である。シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの本発明の封入複
合体は、良好な水溶解性および低い血管刺激性を有し、液状投薬形態への調製に適切であ
る。本発明の実施形態により、ピノセンブリンの低い水溶解性、および液状投薬形態、特
に、注射用投薬形態における直接的な適用の不能性等の課題が、解決された。さらに、水
溶解性の向上については、それらから生成される固形状投薬形態は、速い崩壊性、良好な
溶解、および高いバイオアベイラビリティーを示し、臨床用途に適切である。
【００３８】
　さらに、本発明の封入複合体は、良好な安全性を有する。急性毒性試験は、シクロデキ
ストリンによるピノセンブリンの封入複合体がマウス静脈内注射について７００ｍｇ／ｋ
ｇを超えるＬＤ５０値を有する（これは、有効投薬量よりも１００倍高い）ことを示す。
安全性試験（局所血管刺激試験、溶血試験、アナフィラキシー試験および筋肉内注射局所
刺激試験）は、本発明の封入複合体が、血管に対して如何なる刺激も、如何なる溶血およ
びアナフィラキシーも有さず、かつ非常に低い筋肉内注射局所刺激を有することを示す。
したがって、封入複合体は、安全であり、注射用投薬形態への調製に適切である。
【００３９】
　薬理学的アッセイは、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの本
発明の封入複合体が、ラットにおける急性の限局的な脳虚血により誘導される神経行動傷
害を大きく改善でき、皮質の中型動脈血管供給領域における脳血流の減少の程度を軽減で
きることを示す。本発明の封入複合体は、心血管性または脳血管性疾患、好ましくは脳卒
中を予防および／または治療するための医薬用薬物に調製することができる。
【００４０】
　ピノセンブリンが多くの悪性細菌および真菌に感受性であり、特に幾つかの薬物耐性株
に対して比較的良好な抗細菌効果を示すことが、当該分野において知られている。したが
って、シクロデキストリンまたはその誘導体によるピノセンブリンの封入複合体はまた、
細菌性および／または真菌性感染を予防および／または治療するための医薬用薬物を調製
するために用いることができる。
【００４１】
　以下に示される実施例は、本発明の例示であり、如何なる様式にも、本発明の範囲を限
定することが意図されない。本発明の精神および範囲から逸脱することなく当業者により
なされ得る種々の改変、変更または置換は、本発明の範囲内に含まれる。
【実施例】
【００４２】
実施例１：ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの液状封
入複合体（溶液）の調製
（１）４０ｇ　ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンを秤量し、それを４００ｍ
ｌ　蒸留水中に添加し、攪拌しつつ溶解させる。
（２）１ｇ　ピノセンブリンを別に秤量し、それを２０ｍｌ　無水エチルアルコールに添
加して溶液を生成し、それを当該ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン溶液に添
加して混合溶液を生成する；ならびに
（３）混合溶液を４０～５０℃で２０分間、磁気的に攪拌して、ヒドロキシプロピル－β
－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体の清澄かつ透明な溶液を得る。
【００４３】
実施例２：ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの固形状
封入複合体の調製
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　工程（１）～（３）は、実施例１のものと同一であった。
（４）ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体
の得られた溶液を凍結乾燥させて、ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによる
ピノセンブリンの固形状封入複合体を得る。
【００４４】
実施例３：ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの固形状
封入複合体の調製
（１）２０ｇ　ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンを乳鉢中に秤り採り、それ
に１００ｍｌ　蒸留水を添加し、ペーストに研磨する；
（２）３ｇ　ピノセンブリンを別に秤量し、それを２０ｍｌ　無水エチルアルコールに添
加して溶液を生成し、それを当該ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンペースト
に添加して混合溶液を生成する；ならびに
（３）混合溶液を２時間研磨して、均一なペーストを生成し、濾過し、乾燥するまで減圧
下で蒸発させて、ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの
固形状封入複合体を得る。
【００４５】
実施例４：ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複
合体の塩化ナトリウム輸液剤の調製
（１）２０ｇ　ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンを秤量し、それを２００ｍ
ｌ　蒸留水中に添加し、攪拌しつつ溶解させ、０．５ｇ　注射用活性炭を添加し、攪拌し
つつ８０℃に加熱し、１５分間隔離し、濾過して活性炭を除去する；
（２）２ｇ　ピノセンブリンを別に秤量し、それを２０ｍｌ　無水エチルアルコールに添
加して溶液を生成し、それを当該ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン溶液に添
加して混合溶液を生成する；
（３）混合溶液を４０～５０℃で２０分間、磁気的に攪拌して、ヒドロキシプロピル－β
－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体の清澄かつ透明な溶液を得る；
（４）水を補充して８００ｍｌの容量にし、７～８ｇ　注射用塩化ナトリウムを添加し、
ｐＨを８～９に調整し、０．０５ＭのＨＣｌまたは０．０５ＭのＮａＯＨによりｐＨを３
．５～７に調整し、水を補充して１０００ｍｌの容量にし、０．１ｇ　注射用活性炭を添
加し、２０分間攪拌する；ならびに
（５）活性炭を除去し、溶液をボトル中に満たし、１１５℃で３０分間オートクレーブす
る。
【００４６】
実施例５：ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複
合体のグルコース輸液剤の調製
　工程（１）～（３）は、実施例４のものと同一であった。
（４）５０ｇ　注射用グルコースを秤量し、攪拌しつつ水を添加して溶解させて１００ｍ
ｌの容量にし、０．１ｇ　活性炭を添加し、わずかに沸騰するまで１５分間加熱し、濾過
して活性炭を除去する；
（５）グルコース溶液を封入複合体の溶液に添加し、水を補充して８００ｍｌの容量にし
、０．０５ＭのＨＣｌまたは０．０５ＭのＮａＯＨによりｐＨを６～７に調整し、水を補
充して１０００ｍｌの容量にし、０．１ｇ　注射用活性炭を添加し、２０分間攪拌する；
（６）フィルターおよびフィルタースティック（１．０μｍ、０．４５μｍおよび０．２
２μｍの孔径）により溶液を粗くかつ細くろ過し、溶液をボトル中に満たし、１１５℃で
３０分間オートクレーブする。
【００４７】
実施例６：ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複
合体を用いた無菌性注射用粉末剤の調製
（１）４０ｇ　ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンを無菌手術室中で秤量し、
それを水中に溶解して８０ｍｌの容量にし、０．１ｇ　活性炭を添加し、わずかに沸騰す
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（２）１ｇ　ピノセンブリンを別に秤量し、それを２０ｍｌ　無水エチルアルコール中に
溶解させ、この溶液を当該ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン封入複合体の溶
液に添加する；
（３）混合液を４０～５０℃で２０分間、磁気的に攪拌して、ヒドロキシプロピル－β－
シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体の清澄かつ透明な溶液を得る；
（４）水を補充して１００ｍｌの容量にし、０．２２μｍ膜を通してろ過し、１０ｍｌバ
イアル中に満たし（バイアルあたり２～３ｍｌ）、凍結乾燥および蓋をして無菌性注射用
粉末剤を得る。
【００４８】
実施例７：β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体の調製
　４０ｇ　β－シクロデキストリンを秤量し、それを１００ｍｌ　蒸留水中に添加し、４
０～５０℃に加熱して、β－シクロデキストリンを溶解させる。２０ｍｌ　無水エチルア
ルコール中に溶解させた１ｇ　ピノセンブリンを添加し、２～３時間、磁気的に攪拌し、
濾過および凍結乾燥して、β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体を
得る。
【００４９】
実施例８：β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体の経口用カプセル
剤の調製
　β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの２０ｇの封入複合体を秤量し、それを
均等倍増法により８０ｇ　ラクトースと混合し、結合剤としてのＨＰＭＣと共に水中に溶
解して、軟材料を製造し、軟材料を２０メッシュ篩により顆粒化し、６０℃で乾燥させて
、乾燥顆粒剤を製造し、乾燥顆粒剤を３０メッシュ篩により選別し、中間製造物を検査す
る；カプセルあたり５０ｍｇの活性剤をカプセル中に満たし、サンプルを検査し、包装す
る。
【００５０】
実施例９：β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体の経口用錠剤の調
製
　β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの２０ｇの封入複合体を秤量し、それを
均等倍増法により８０ｇ　ラクトースおよび５ｇ　カルボキシメチルスターチナトリウム
と混合し、結合剤としてのＨＰＭＣと共に水中に溶解して、軟材料を製造し、軟材料を２
０メッシュ篩により顆粒化し、６０℃で乾燥させて、乾燥顆粒剤を製造し、乾燥顆粒剤を
３０メッシュ篩により選別し、１ｇ　アラビアゴムを添加し、それらを均一に混合し、錠
剤あたり５０ｍｇの活性剤で打錠し、サンプルを検査し、包装する。
【００５１】
実施例１０：ピノセンブリンの溶解性の決定
　注射に有用な共溶媒性の非水性溶媒である溶解剤をスクリーニングするために、一連の
実験をそれらの一般的な投薬量に関してそれぞれ行って、ピノセンブリンの溶解効果を決
定した。
　結果を表１に示す：
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【表１】

　表１中の溶解性は、ピノセンブリンの溶解性である。これらの結果は、ピノセンブリン
の溶解性がシクロデキストリンまたはその誘導体により大きく改善できるものの、共溶媒
性の非水性溶媒である他の汎用の界面活性剤または溶解剤がピノセンブリンの良好な溶解
効果を奏さないことを示す。
【００５２】
安全性試験
ピノセンブリン封入複合体注射剤に対する動物の安全性試験
　ピノセンブリン封入複合体注射剤は、実施例４にしたがって調製されたヒドロキシプロ
ピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体の塩化ナトリウム輸液
剤を、０．９％塩化ナトリウム溶液で１０倍に希釈することにより調製した。
【００５３】
１．局所血管刺激試験
　１０ｍＬのピノセンブリン封入複合体注射剤（２ｍｇ　ピノセンブリンを含有する）を
、３日間にわたる一日一回による耳静脈でのＩＶ注射により、ラットに投与した。注射部
位および血管周辺は、炎症、および発赤またはうっ血等の刺激応答を伴わないことが完全
かつ明確に確認され、通常の生理食塩水を注射した部位と如何なる有意な差異もなかった
。如何なる異常な組織病理学的変化も観察されなかった。結果を、図１および２に示す。
【００５４】
２．溶血試験
　赤血球懸濁液、通常の生理食塩水、種々の容量のピノセンブリン封入複合体注射剤（０
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．２０ｍｇ／ｍｌの濃度を有する）または蒸留水を、表２中に列挙した処方にしたがって
、７個のチューブに添加した。これらのチューブを少し振盪させて十分に混合し、次いで
、３７℃にて温水浴中で維持した。溶血現象を、混合の０．５、１、２および３時間後に
観察した。臨床濃度でピノセンブリン封入複合体注射剤を含有するチューブにおける結果
と、通常の生理食塩水のブランクコントロールチューブにおけるものとの間に、如何なる
有意な差異もなかった。結果を表３に示す。
【００５５】
【表２】

【００５６】
【表３】

【００５７】
３．アナフィラキシー試験
　試験薬物（ピノセンブリン封入複合体注射剤）および陽性コントロール薬物（卵アルブ
ミン）がそれぞれ１４日間および２１日間にわたり静脈内投与されたモルモットのアナフ
ィラキシーの重篤度を、観察し、表４にしたがって決定した。結果を表５に示す。
【００５８】
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【表４】

【００５９】
【表５】

【００６０】
４．筋肉内注射に対する局所刺激応答試験
　筋肉応答の重篤度を、表６にしたがって決定した。ピノセンブリン封入複合体注射剤を
ウサギに注射した４８時間後に、僅かなうっ血（直径＜０．５ｃｍ）のみが注射部位に生
じ、如何なる有意な刺激応答も、注射部位に生じず、刺激応答の平均の程度は、２．０以
下であった。このことは、ピノセンブリン封入複合体注射剤の筋肉内注射が低い局所刺激
を有することを実証する。これらの結果を表７に示す。
【００６１】
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【表６】

【００６２】
【表７】

【００６３】
薬理学的アッセイ
　ラットにおける脳虚血の急性局所傷害に対する、ヒドロキシプロピル－β－シクロデキ
ストリンによるピノセンブリンの封入複合体の保護効果
　アッセイ方法：アッセイは、文献（Ｚｈａｎｇ　Ｊｕｎｔｉａｎ，Ｍｏｄｅｒｎ　Ｅｘ
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，Ｏｃｔｏｂ
ｅｒ　１９９８，ｔｈｅ　Ｆｉｒｓｔ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｐｒｅ
ｓｓ　ｏｆ　Ｂｅｉｊｉｎｇ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ａｎｄ　Ｐｅｋ
ｉｎｇ　Ｕｎｉｏｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌｅｇｅ）中に報告されているようなＭＣ
ＡＯモデル方法にしたがって行った。
【００６４】
ベダーソンスコア
　偽手術群の動物行動スコアは、０であった。ビヒクルコントロール群（本明細書中以降
、ビヒクル群とも称される）における動物行動スコアの平均値は、３．４±０．６であっ
た。殆どの動物は、手術の反対側での前肢の内旋または嗜癖、反対への側方押出の間にお
ける伸展力の低下、屈曲、または輪における時折の歩行を示し、行動スコアは、３であっ
た。また、少数の動物のみが、前肢の内旋または抵抗力の低下を示し、行動スコアは、２
であった。幾つかの動物は、重篤な症状を有し、自律性の活動を欠いており、行動スコア
は４であった。
【００６５】
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　ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの封入複合体（１
ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇ、および１０ｍｇ／ｋｇ，活性成分ピノセンブリンの含量に対
して算出，ＤＬ０１０８と省略，本明細書中以降同様）は、用量－効果の関係性で、動物
のポスト（ｐｏｓｔ）脳虚血後に、神経損傷症状を顕著に寛解でき（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１）、ニモジピンの陽性コントロールよりも優れる（図３を参照）。
【００６６】
運動性の評価（傾斜スロープ試験）
　ラットが傾斜スロープに留まった平均時間は、偽群では７９．３±１０．４秒であった
。ビヒクル群では、急性脳虚血傷害を有するラットが傾斜スロープに留まった平均時間は
、４．０１±１．４２秒であり、それは、有意に低下した。ビヒクル群と比較すると、Ｄ
Ｌ０１０８（３ｍｇ／ｋｇ，１０ｍｇ／ｋｇ）は、用量－効果の関係性で、動物が傾斜ス
ロープに留まる時間を顕著に延長できた（Ｐ＜０．０１）。ＤＬ０１０８（３ｍｇ／ｋｇ
，１０ｍｇ／ｋｇ）は、ニモジピンの陽性コントロールよりも優れている（図４）。
【００６７】
ラット急性脳虚血組織のｒＣＢＦに対するＤＬ０１０８の効果
　皮質の中型動脈血供給領域におけるｒＣＢＦ（局所脳血流）値は、ＭＣＡＯ手術のため
に、手術前の基礎レベルの２０～３０％に急速に低下した。虚血２４時間後（断頭前）、
側枝循環代償が確立され、ｒＣＢＦ（ｒｅｇｉｏｎａｌ　ｃｅｒｅｂｒａｌ　ｂｌｏｏｄ
　ｆｌｏｗ）値は、手術の間の値と比較して少し増加したが、依然として基礎レベルの５
０％以下であった。これらの結果を図５Ａに示す。
【００６８】
　脳虚血の３０分後、ビヒクル群のｒＣＢＦ値は、基礎値の３１．０９±５．３５％であ
り、投与群、即ち、封入複合体ＤＬ０１０８群（１ｍｇ／ｋｇ，３ｍｇ／ｋｇ，１０ｍｇ
／ｋｇ）およびニモジピン群のｒＣＢＦ値は、それぞれ、基礎値の４０．７６±６．５８
％、５０．０９±７．０９％、５３．２８±８．０３％、５５．５８±６．０９％であっ
た。これらの結果は、投与群が脳虚血の血流において急速な回復を有したことを示し、ビ
ヒクル群に対する顕著な改善を示した。ＤＬ０１０８（３，１０ｍｇ／ｋｇ）群およびニ
モジピン（３ｍｇ／ｋｇ）群は、ビヒクル群と有意差を有した（Ｐ＜０．０５）。これら
の結果を図５Ｂに示す。
【００６９】
　結論として、ヒドロキシ－β－シクロデキストリンによるピノセンブリンの本発明の封
入複合体は、ラットにおける急性の限局的な脳虚血により誘導される神経行動傷害を大い
に改善でき、皮質の中型動脈血供給領域における脳血流の減少の程度を軽減できる。
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【図３】

【図４】
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【国際調査報告】
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