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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】虚血を有するまたは虚血の危険性のある対象者を治療するための医薬組成物の提
供。
【解決手段】ＣＴ，ＭＲＩまたはＰＥＴ分析によって虚血ペナンブラおよび出血が無い事
に基づき，血栓溶解剤を投与する再かん流療法が実施される前に，療法効果の向上の為に
投与される脳シナプスタンパクＰＳＤ－９５阻害剤を含む医薬組成物。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　中枢神経系に対する虚血の損傷作用を治療する方法であって、
　虚血を有するまたは虚血の危険性のある対象者にＰＳＤ－９５阻害剤を投与し、
　前記対象者に再かん流療法を実施し、
　前記ＰＳＤ－９５阻害剤および再かん流療法は、前記対象者の中枢神経系に対する虚血
の損傷作用を治療するものであることを特徴とする方法。
【請求項２】
　前記ＰＳＤ－９５阻害剤は、前記再かん流療法が実施される前に、投与されることを特
徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＰＳＤ－９５阻害剤は、虚血の危険性のある対象者に、虚血の発症前に投与され、
　前記再かん流療法は、虚血の発症後に実施されることを特徴とする請求項１に記載の方
法。
【請求項４】
　前記ＰＳＤ－９５阻害剤は、虚血の発症後に投与され、
　再かん流療法は、虚血の発症後に実施されることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記虚血は、脳虚血であることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記対象者は、脳卒中を有していることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記虚血は、ＣＮＳへのまたはＣＮＳからの血流を阻害することによって、中枢神経系
に影響する心臓、肺、または主肢の虚血であることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記対象者は、前記ＰＳＤ－９５阻害剤の投与と前記再かん流療法の実施との間に、脳
虚血の存在および／または脳出血の欠如について試験されることを特徴とする請求項１に
記載の方法。
【請求項９】
　前記対象者は、前記ＰＳＤ－９５阻害剤の投与と前記再かん流療法の実施との間に、出
血の存在または危険性について評価されることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記評価は、ＰＥＴスキャン、ＣＡＴスキャン、ＭＲＩを実施するステップ、または、
前記対象者の病歴もしくは虚血の目安を提供する１つ以上の生体標識を再検討するステッ
プを含むことを特徴とする請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ＰＳＤ－９５阻害剤は、ペプチドであることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ＰＳＤ－９５阻害剤は、ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃであることを特徴とする請求項１に
記載の方法。
【請求項１３】
　前記再かん流は、血栓溶解剤を投与することによって実施されることを特徴とする請求
項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記血栓溶解剤は、プラスミノーゲン活性化因子であることを特徴とする請求項１３に
記載の方法。
【請求項１５】
　前記血栓溶解剤はｔＰＡであることを特徴とする請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ＰＳＤ－９５阻害剤の投与と前記再かん流療法との間隔は、３０分～６時間である
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ことを特徴とする請求項１３～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記血栓溶解剤は、損傷した血流の部位への局所投与で投与されることを特徴とする請
求項１３～１６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記再かん流療法は、機械的再かん流であることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記再かん流療法は、虚血の発症後３時間よりも後に実施されることを特徴とする請求
項１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記再かん流療法は、虚血の発症後４．５時間よりも後に実施されることを特徴とする
請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記再かん流療法は、虚血の発症後４．５時間よりも後かつ２４時間よりも前に実施さ
れることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　前記再かん流療法は、ＣＴ，ＭＲＩまたはＰＥＴ分析によって示される、完全梗塞がな
いこと、虚血ペナンブラおよび出血がないことに基づいて、再かん流について対象者が適
格であると決定した後に実施されることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記再かん流療法は、虚血の発症後少なくとも１２時間または少なくとも２４時間に実
施されることを特徴とする請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記再かん流療法は、虚血の発症後２７５～６９０分に実施されることを特徴とする請
求項２２に記載の方法。
【請求項２５】
　前記ペプチドは、内在化ペプチドに結合するか脂質付加されており、これによって、細
胞膜または血液脳関門の透過が容易になっていることを特徴とする請求項１１に記載の方
法。
【請求項２６】
　前記ペプチドはミリストイル化ペプチドであることを特徴とする請求項２５に記載の方
法。
【請求項２７】
　前記ペプチドは、ＫＬＳＳＩＥＳＤＶ（配列番号５）もしくはＫＬＳＳＩＥＴＤＶ（配
列番号４３）から成る、またはＫＬＳＳＩＥＳＤＶ（配列番号５）もしくはＫＬＳＳＩＥ
ＴＤＶ（配列番号４３）を含むアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項２６に記載
の方法。
【請求項２８】
　前記ミストイル化は、前記ペプチドのＮ末端においてなされていることを特徴とする請
求項２６または２７に記載の方法。
【請求項２９】
　虚血の兆候および／または症状を呈する対象者群を治療する方法であって、
　ＰＳＤ－９５阻害剤を対象者に投与するステップを有し、
　再かん流療法の副作用の容認できない危険性について対象者を分析し、
　副作用の容認できない危険性を有しない対象者は再かん流療法を受け、
　副作用の容認できない危険性を有する対象者は再かん流療法を受けないことを特徴とす
る方法。
【請求項３０】
　副作用の容認できない危険性の前記分析には、出血の存在または危険性についての分析
が含まれることを特徴とする請求項２９に記載の方法。
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【請求項３１】
　前記対象者は、脳卒中の兆候および／または症状を呈し、
　前記分析は、虚血性脳卒中と出血性脳卒中とを区別する脳スキャンを実施することを含
み、
　虚血性脳卒中を有する対象者は、再かん流療法を受け、
　出血性脳卒中を有する対象者は再かん流療法を受けないことを特徴とする請求項２９に
記載の方法。
【請求項３２】
　再かん流療法も受ける対象者における中枢神経系に対する虚血の損傷作用を治療するた
めに使用される、ＮＭＤＡＲ ２Ｂに結合するＰＳＤ－９５を阻害する薬剤であって、
　前記再かん流療法および前記薬剤は、中枢神経系に対する虚血の損傷作用を治療するこ
とを特徴とする薬剤。
【請求項３３】
　ＮＭＤＡＲ ２Ｂ，２ＡまたはｎＮＯＳに結合するＰＳＤ－９５を阻害する薬剤も受け
る対象者における再かん流療法に使用するための薬剤または装置であって、
　前記再かん流療法および前記薬剤は、中枢神経系に対する虚血の損傷作用を治療するこ
とを特徴とする薬剤または装置。
【請求項３４】
　コイル、ステント、バルーン（たとえば、大動脈内バルーン、ポンプ）、またはカテー
テルであることを特徴とする請求項３３に記載の薬剤または装置。
【請求項３５】
　血栓溶解剤、血管拡張剤または高血圧剤であることを特徴とする請求項３３に記載の薬
剤または装置。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
関連出願の参照
　本出願は非仮出願であり、２０１１年6月２４日出願の米国特許出願第ＵＳ６１／５０
１，１１７号および２０１２年３月２８日出願の米国特許出願第ＵＳ６１／６１７，００
１の利益を主張しており、これら両出願は、あらゆる目的のために、参照によってその全
体が組み込まれる。
【０００２】
背景技術
　虚血性脳卒中は、死および重篤な障害の一般的原因であり、通常、頭蓋内腔および／も
しくは脳に至るまたはそれらの内部の血管の閉塞によって引き起こされる。利用可能な有
効な治療はほとんどない。１つの治療は、問題の血管内の閉塞物を取り除くことから成る
。他の治療は、脳への血圧を高めることによって、脳内のかん流圧を変化させることから
成る。血管の閉塞物は、様々な機械装置を使用して、または、静脈内投与もしくは動脈内
投与される「血液塊破壊剤」を使用して、取り除くことが可能である。このような血液塊
破壊剤の中には、虚血の原因となっている塞栓を溶解して脳への血流を回復するために脳
卒中の対象者に投与される血栓溶解剤である、組織プラスミノーゲン活性化因子（ｔＰＡ
）、ならびに、アルテプラーゼ、レテプラーゼおよびテネクテプラーゼなどの遺伝子組換
えｔＰＡがある。血液塊を破壊する他の血栓溶解薬には、ストレプトキナーゼ、ウロキナ
ーゼおよびデスモタプラーゼが含まれる。機械的再かん流装置には、動脈内カテーテル、
バルーン、ステント、および、Ｐｅｎｕｍｂｒａ Ｓｙｓｔｅｍ Ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ
 Ｃａｔｈｅｒなどの種々の血液塊修復装置がある。脳内のかん流圧を変化させる治療に
は、大動脈などの脳外動脈内で膨張させて、血流を他の身体部位から転用し脳動脈かん流
を高めることが可能なバルーンなどの、脳内の動脈かん流を上昇させる装置、たとえば、
ＣｏＡｘｉａ ＮｅｕｒｏＦｌｏ（商標）カテーテル装置、が用いられる。まとめると、
これらの方略は、脳虚血の発症に際してまたはその後に、脳かん流を高める薬剤および機
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械手段であると考えることができる（以下、「再かん流療法」と総称する）。
【０００３】
　虚血の発症後すぐに施されるｔＰＡおよび他の再かん流療法は、虚血性脳卒中による死
および障害を減少させるのに有効であるが、虚血を呈する対象者の約３％未満が、ｔＰＡ
または他の再かん流療法で治療されるに過ぎない。ｔＰＡおよび他の再かん流療法の使用
が少ないことは、脳出血を患っている、または脳出血を被る危険性が高い患者に施した場
合には死の危険性がある、ということに部分的に起因している。脳卒中は、虚血または出
血のいずれの結果でもあり得る。多くの場合、対象者を病院に運び、初期診断に達し、虚
血性脳卒中と出血性脳卒中を識別するために脳スキャンを実施するのに要する時間は、ｔ
ＰＡまたは他の再かん流療法が有効であり得る時間帯の外に、対象者を置いてしまう。し
たがって、多くの虚血性脳卒中の対象者が、ｔＰＡまたは他の再かん流療法の利益を享受
することができるかも知れないのに、そのような治療を受けずにいる。
【０００４】
　脳卒中および関連状態の治療の別の形態が、現在、臨床試験中である（国際特許出願公
開公報第ＷＯ２０１０１４４７２１号およびＡａｒｔｓらのＳｃｉｅｎｃｅ ２９８，８
４６－８５０（２００２）を参照）。この治療は、ＰＳＤ－９５を阻害する薬剤であるＴ
ａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ（ＮＡ－１）を使用し、したがって、Ｎ－メチル－Ｄ－アスパラギン
酸受容体（ＮＭＤＡＲ）および神経型一酸化窒素合成酵素（ｎＮＯＳ）への結合を妨害し
、脳虚血により誘発される興奮毒性を低減するものである。治療は、梗塞の大きさを減少
させ、機能障害を軽減させる。
【図面の簡単な説明】
【０００５】
【図１】図１Ａ　非ヒト霊長類（ＮＨＰ）への投与プロトコルを説明する図、および、損
傷領域を示すＭＲＩ上の結果の拡散体積を示すグラフである。図１Ｂ　４．５時間脳卒中
の発症後４８時間のＤＷＩ ＭＲＩを示す図である。図１Ｃ　４．５時間脳卒中の発症後
４８時間のＴ２体積を示す図である。図１Ｄ　４．５時間脳卒中の発症後７日のＴ２体積
を示す図である。
【０００６】
【図２】図２Ａ　動物を４．５時間ＭＣＡＯに付してＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃまたはプラシ
ーボで５分処理したときの、処理動物および対照動物におけるＭＣＡＯ後のＤＷＩ高信号
の増加の時間経過を示す図である。図２Ｂ　異なる時点での脳のかん流画像およびＭＲＩ
画像を示す図である。
【０００７】
【図３】プラシーボまたはＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ動物におけるペナンブラ不一致の時間変
化を示す図である。
【０００８】
【図４】図４Ａ　Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃが、細胞内ＡＴＰ枯渇を低減し、マウス皮質ニュ
ーロンを酸素－グルコース欠乏（ＯＧＤ）によって誘発される細胞毒性に対して保護する
ことを示す図であり、ＯＧＤ後２０時間にヨウ化プロピジウム標識法により測定した細胞
死の割合を示す図である。図４Ｂ　正常酸素圧の対照試料に対する％ＡＴＰ濃度で表した
、化学発光ＡＴＰ検出アッセイにより測定した皮質ニューロンからの細胞内ＡＴＰ濃度を
示す図である。
【０００９】
【図５】ＮＡ－１（Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ）は、脳卒中後に単回投与したとき、磁気共鳴
画像法（ＭＲＩ）により評価して、脳における障害の発達を停止させることができるが、
その有効性が、脳血流量の変更を介して生じるのではないことを示す図である。
【００１０】
【図６】図６Ａ　開始時におけるかん流障害の体積を示す図である。図６Ｂ　３０日にわ
たるＤＷＩおよびＴ２画像により測定した脳卒中体積の分析を示す図である。図６Ｃ　Ｍ
ＣＡＯ後２４時間にプラシーボおよび薬物で処理した動物において生じた脳卒中の、代表
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的なＴ２強調画像を示す図である。図６Ｄ　３０日にＮＡ－１（Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ）
およびプラシーボで処理した動物からの、ヘマトキシリンおよびエオシンで染色した代表
的な連続組織切片を示す図である。図６Ｅ　２４時間ＤＷＩ体積および３０日Ｔ２強調体
積を用いて計算した脳卒中体積を示す図である。図６Ｆ　３０日の観察期間にわたるＮＨ
ＰＳＳを示す図である。
【００１１】
【図７】図７Ａ　かん流障害の体積を示す図である。図７Ｂ　７日にわたるＤＷＩおよび
Ｔ２ＭＲＩにより測定した脳卒中体積を示す図である。図７Ｃ　各動物の初期かん流障害
に対して規格化した、４８時間ＤＷＩおよびＴ２ならびに７日Ｔ２強調ＭＲＩスキャンか
らの脳卒中体積を示す図である。図７Ｄ　代表的な７日ＭＲＩを示す図である。図７Ｅ　
代表的な７日組織を示す図である。図７Ｆ　７日の観察期間にわたるＮＨＰＳＳスコアを
示す図である。
【００１２】
【図８】図８Ａ　かん流障害の体積を示す図である。図８Ｂ　１４日にわたるＤＷＩおよ
びＴ２ＭＲＩにより測定した脳卒中体積を示す図である。図８Ｃ　各動物の初期かん流障
害に対して規格化した、４８時間ＤＷＩおよびＴ２ならびに１４日Ｔ２強調ＭＲＩスキャ
ンからの脳卒中体積を示す図である。図８Ｄ　代表的な１４日ＭＲＩを示す図である。図
８Ｅ　代表的な１４日組織を示す図である。図８Ｆ　１４日の観察期間にわたるＮＨＰＳ
Ｓスコアを示す図である。
【００１３】
【図９】図９Ａ　脳卒中およびＮＡ－１（Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ）での処理に続く、ラッ
トの同側半球と対側半球とのＰＳＤ－９５：ＮＭＤＡＲ共免疫沈降の割合を示すグラフで
ある。図９Ｂ　様々な濃度のＮＡ－１または対照の存在下での、抗ＰＳＤ－９５抗体で免
疫沈降したＮＭＤＡＲの量を示す例示的免疫ブロットである。
【００１４】
【図１０】脳卒中およびＮＡ－１（Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ）での処理に続く異なる時点で
の、ラットの同側半球と対側半球とのＰＳＤ－９５：ＮＭＤＡＲ共免疫沈降の割合を示す
グラフである。
【００１５】
【図１１】脳卒中に付し、種々の組み合わせおよび回数のｔＰＡおよびＮＡ－１（Ｔａｔ
－ＮＲ２Ｂ９）投与で処理した、２４時間後のラット脳における梗塞領域を示す図である
。
【００１６】
発明の概要
　本発明は、中枢神経系に対する虚血の損傷作用を治療する方法であって、虚血を有する
または虚血の危険性のある対象者にＰＳＤ－９５阻害剤を投与し、前記対象者に再かん流
療法を実施し、前記ＰＳＤ－９５阻害剤および再かん流療法が、前記対象者の中枢神経系
に対する虚血の損傷作用を治療するものである方法を提供する。随意的に、前記ＰＳＤ－
９５阻害剤は、前記再かん流療法が実施される前に、投与される。随意的に、前記ＰＳＤ
－９５阻害剤は、虚血の危険性のある対象者に、虚血の発症前に投与され、前記再かん流
療法は、虚血の発症後に実施される。随意的に、前記ＰＳＤ－９５阻害剤は虚血の発症後
に投与され、再かん流療法は虚血の発症後に実施される。いくつかの方法において、前記
虚血は脳虚血である。いくつかの方法において、前記対象者は脳卒中を有している。いく
つかの方法において、前記虚血は、ＣＮＳへのまたはＣＮＳからの血流を阻害することに
よって、中枢神経系に影響する心臓、肺、または主肢の虚血である。いくつかの方法にお
いて、前記対象者は、前記薬剤の投与と前記再かん流療法の実施との間に、脳虚血の存在
および／または脳出血の欠如について試験される。いくつかの方法において、前記対象者
は、前記薬剤の投与と前記再かん流療法の実施との間に、出血の存在または危険性につい
て評価される。いくつかの方法において、前記評価は、ＰＥＴスキャン、ＣＡＴスキャン
、ＭＲＩを実施すること、または、前記対象者の病歴もしくは虚血の目安を提供する１つ
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以上の生体標識を再検討することを含む。いくつかの方法において、前記ＰＳＤ－９５阻
害剤はペプチドである。いくつかの方法において、前記薬剤はＮＡ－１（Ｔａｔ－ＮＲ２
Ｂ９ｃ）である。いくつかの方法において、前記再かん流は、血栓溶解剤を投与すること
によって実施される。いくつかの方法において、前記血栓溶解剤はプラスミノーゲン活性
化因子である。いくつかの方法において、前記血栓溶解剤はｔＰＡである。いくつかの方
法において、前記再かん流療法は機械的再かん流である。いくつかの方法において、前記
再かん流療法は、虚血の発症後３時間よりも後に実施される。いくつかの方法において、
前記再かん流療法は、虚血の発症後４．５時間よりも後に実施される。いくつかの方法に
おいて、前記再かん流療法は、虚血の発症後４．５時間よりも後かつ２４時間よりも前に
実施される。いくつかの方法において、前記再かん流療法は、ＣＴ，ＭＲＩまたはＰＥＴ
分析によって示される完全梗塞がないこと、虚血ペナンブラおよび出血がないことに基づ
いて、再かん流について対象者が適格であると決定した後に実施される。いくつかの方法
において、前記再かん流療法は、虚血の発症後少なくとも１２時間または少なくとも２４
時間に実施される。いくつかの方法において、前記再かん流療法は、虚血の発症後２７５
～６９０分に実施される。いくつかの方法において、ＰＳＤ－９５の投与と前記再かん流
療法との間隔は、３０分～６時間であり得る。いくつかの方法において、血栓溶解剤が、
損傷した血流の部位への局所投与で投与される。上記の方法のいずれにおいても、前記ペ
プチドまたは他の薬剤は、内在化ペプチドに結合されるか脂質付加されて、これによって
、細胞膜または血液脳関門の透過が容易になり得る。いくつかのペプチドまたは他の薬剤
は、ミリストイル化されている。ペプチドは、好ましくは、Ｎ末端においてミリストイル
化されている。
【００１７】
　本発明は、さらに、虚血の兆候および／または症状を呈する対象者群を治療する方法で
あって、ＰＳＤ－９５阻害剤を対象者に投与し、再かん流療法の副作用の容認できない危
険性について対象者を分析し、副作用の容認できない危険性を有しない対象者は再かん流
療法を受け、副作用の容認できない危険性を有する対象者は再かん流療法を受けない方法
を提供する。いくつかの方法において、副作用の容認できない危険性の前記分析には、出
血の存在または危険性についての分析が含まれる。いくつかの方法において、前記対象者
は脳卒中の兆候および／または症状を呈し、前記分析は、虚血性脳卒中と出血性脳卒中と
を区別する脳スキャンを実施することを含み、虚血性脳卒中を有する対象者は再かん流療
法を受け、出血性脳卒中を有する対象者は再かん流療法を受けない。
【００１８】
　本発明は、再かん流療法も受ける対象者における中枢神経系に対する虚血の損傷作用を
治療するために使用される、ＮＭＤＡＲ ２Ｂまたは他のＮＭＤＡＲ ２サブユニットに結
合するＰＳＤ－９５を阻害する薬剤であって、前記再かん流療法および前記薬剤は、中枢
神経系に対する虚血の損傷作用を治療する薬剤を提供する。
【００１９】
　本発明は、さらに、ＮＭＤＡＲ ２Ｂ，２ＡまたはｎＮＯＳに結合するＰＳＤ－９５を
阻害する薬剤も受ける対象者における再かん流療法に使用するための薬剤または装置であ
って、前記再かん流療法および前記薬剤は、中枢神経系に対する虚血の損傷作用を治療す
る薬剤または装置を提供する。随意的に、前記装置は、コイル、ステント、バルーン（た
とえば、大動脈内バルーン、ポンプ）、またはカテーテルである。随意的に、前記薬剤は
、血栓溶解剤、血管拡張剤または高血圧剤である。
【００２０】
定義
　「キメラペプチド」は、天然には互いに会合していないが、融合タンパクとしてまたは
化学結合によって、互いに結合している２つの成分ペプチドを有するペプチドを意味する
。
【００２１】
　「融合」タンパクまたはペプチドは、天然には互いに融合して単一ポリペプチド配列と
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なっていない、２つ（以上）の異なる非相同ポリペプチドに由来する配列から成る複合ペ
プチド、すなわち単一アミノ酸配列を指す。
【００２２】
　「ＰＤＺドメイン」の用語は、脳シナプスタンパクＰＳＤ－９５、ショウジョウバエ中
隔結合タンパクＤｉｓｃｓ－Ｌａｒｇｅ（ＤＬＧ）、および、上皮密着結合タンパクＺＯ
１（ＺＯ１）に対する有意な配列同一性（たとえば、少なくとも６０％）によって特徴付
けられる、約９０個のアミノ酸のモジュールタンパクドメインを指す。ＰＤＺドメインは
、Ｄｉｓｃｓ－Ｌａｒｇｅ相同反復（「ＤＨＲ」）およびＧＬＧＦ（配列番号６８）反復
としても知られている。ＰＤＺドメインは、一般に、コアコンセンサス配列（Ｄｏｙｌｅ
，Ｄ．Ａ．，１９９６，Ｃｅｌｌ ８５：１０６７－７６）を保持していると見られる。
例示的なＰＤＺドメイン含有タンパクおよびＰＤＺドメイン配列が、米国特許出願第１０
／７１４，５３７号に開示されており、この出願は参照によってその全体が本明細書に組
み込まれる。
【００２３】
　「ＰＬタンパク」または「ＰＤＺリガンドタンパク」の用語は、ＰＤＺドメインと分子
複合体を形成する天然タンパク、または、完全長タンパクから切り離された（たとえば、
３，４，５，８，９，１０，１２，１４または１６残基などの３～３５残基のペプチドフ
ラグメントとしての）発現の場合は、カルボキシ末端がそのような分子複合体を形成する
タンパクを指す。この分子複合体は、たとえば米国特許公開公報第ＵＳ２００６０１４８
７１１号に記載の、「Ａアッセイ」または「Ｇアッセイ」を使用してインビトロで、また
は、インビボで観察することが可能である。
【００２４】
　「ＮＭＤＡ受容体」または「ＮＭＤＡＲ」の用語は、ＮＭＤＡと相互作用することが知
られている、下記の種々のサブユニット型を含む膜結合タンパクを指す。このような受容
体は、ヒトまたは非ヒト（たとえば、マウス、ラット、ウサギ、サル）由来であり得る。
【００２５】
　「ＰＬモチーフ」は、ＰＬタンパクのＣ末端のアミノ酸配列（たとえば、Ｃ末端の３，
４，５，６，７，８，９，１０，１２，１４，１６，２０または２５個の連続残基）（「
Ｃ末端ＰＬ配列」）、または、ＰＤＺドメインに結合することが知られている内部配列（
「内部ＰＬ配列」）を指す。
【００２６】
　「ＰＬペプチド」は、ＰＤＺドメインに特異的に結合するＰＬモチーフを含む、または
そのようなＰＬモチーフから成る、あるいは、別の態様でそのようなＰＬモチーフに基づ
くペプチドである。
【００２７】
　「単離された」または「精製された」の用語は、対象種（たとえば、ペプチド）が、そ
の対象種を含有する天然資源から得られた試料などの、試料に存在する汚染物質から精製
されていることを意味する。対象種が単離または精製されている場合、それは、試料に存
在する主要な高分子（たとえば、ポリペプチド）種であり（すなわち、モル基準で、その
組成物における他の個々の種よりも多く存在する）、好ましくは、その対象種は、存在す
る全高分子種の少なくとも約５０％（モル基準で）を含む。一般的に、精製されたまたは
実質的に純粋な組成物は、その組成物に存在する全高分子種の８０～９０％超を含む。最
も好ましくは、対象種は、実質的に均一になるまで精製され（つまり、従来の検出方法で
は汚染種が検出され得ない）、組成物は本質的に単一の高分子種から成る。「単離された
」または「精製された」の用語は、単離種との組み合わせで作用するよう意図された他の
成分の存在を、必ずしも排除しない。たとえば、内在化ペプチドは、活性ペプチドに結合
しているにもかかわらず、単離されていると表現することができる。
【００２８】
　「ペプチド模倣体」は、天然アミノ酸から成るペプチドと、同じ構造的および／または
機能的特徴を実質的に有する合成化合物を指す。ペプチド模倣体は、全体的にアミノ酸の
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合成非天然アナログを含み得、または、部分的に天然ペプチドアミノ酸で、部分的にアミ
ノ酸の非天然アナログであるキメラ分子であり得る。ペプチド模倣体は、また、天然アミ
ノ酸の保存的置換を、その置換が模倣体の構造および／または阻害もしくは結合活性を実
質的に変化させない限り、あらゆる程度で含むことができる。ポリペプチド模倣組成物は
、あらゆる組み合わせの非天然構造要素を含むことができ、非天然構造要素は、一般に、
ａ）天然のアミド結合（「ペプチド結合」）連結とは異なる残基連結基；ｂ）天然アミノ
酸残基に代わる非天然残基；または、ｃ）二次構造模倣を引き起こす（つまり、たとえば
、ベータターン、ガンマターン、ベータシート、アルファヘリックスコンフォメーション
などの二次構造を誘導しまたは安定化する）残基、の３つの構造群に由来する。活性ペプ
チドおよび内在化ペプチドを含むキメラペプチドのペプチド模倣体において、活性部位も
しくは内在化部位または両者は、ペプチド模倣体であり得る。
【００２９】
　「特異的結合」の用語は、2分子、たとえばリガンドと受容体、の結合であって、分子
（リガンド）が、他の様々な多くの分子の存在下においてさえ、他の特異的分子（受容体
）に会合する、つまり、１つの分子が、分子の異種混合物において、他の分子に優先的に
結合する能力によって特徴付けられる結合を指す。リガンドの受容体への特異的結合は、
検出可能に標識されたリガンドの受容体への結合が、過剰の非標識リガンドの存在で減少
すること（つまり、結合競合アッセイ）によっても証拠だてられる。
【００３０】
　興奮毒性は、ＮＭＤＡ受容体、たとえば、ＮＭＤＡＲ ２Ｂサブユニットを有するＮＭ
ＤＡ受容体などの、興奮性神経伝達物質グルタメートの受容体の過剰活性化によって、ニ
ューロンが損傷し死亡する病理過程である。
【００３１】
　「対象者」の用語は、ヒト、および、前臨床試験で使用されるマウスまたはラットなど
の実験動物モデルと共に、哺乳類などの獣医学動物を含む。
【００３２】
　「薬剤」の用語は、薬理活性を有するまたは有しない化合物、天然化合物、合成化合物
、小分子、ペプチド、およびペプチド模倣体を含む、あらゆる化合物を含む。ＰＳＤ－９
５阻害剤は、以下にさらに述べるように、ＰＳＤ－９５を阻害する薬剤である。
【００３３】
　「薬理活性剤」は、薬理活性を有する薬剤を意味する。薬理活性剤には、既知の薬物で
ある化合物、および、薬理活性が確認されているが、動物モデルまたは臨床試験において
治療効果評価がさらに行われている化合物、が含まれる。キメラ薬剤は、内在化ペプチド
に結合した薬理活性剤を含む。薬剤は、活性薬剤が、疾病の予防もしくは治療に有用であ
る、または有用かも知れないことを示すスクリーニング系において活性を示す場合、薬理
活性を有すると表現することができる。スクリーニング系は、インビトロ系細胞系、動物
系、またはヒト系であり有る。薬剤は、疾病の治療において実際の予防的または治療的有
用性を確立するために、さらなる試験が必要とされるかも知れなくても、薬理活性を有す
ると表現することができる。
【００３４】
　ｔａｔペプチドは、ＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ（配列番号１）を含み、またはこの配列から
成り、この配列内の５残基を超える残基が削除、置換または挿入されておらず、結合ペプ
チドまたは他の薬剤の細胞への取り込みを促進する能力を維持しているペプチドを意味す
る。好ましくは、あらゆるアミノ酸変化は保存的置換である。好ましくは、会合体におけ
るあらゆる置換、削除または内部挿入は、好ましくは上記の配列の電荷に類似する、正味
正電荷をペプチドに残す。このことは、かなりの数のＲ残基およびＫ残基を置換または削
除しないことで、達成することができる。ｔａｔペプチドのアミノ酸は、ビオチンまたは
小分子で誘導体化して、炎症反応を軽減することが可能である。
【００３５】
　薬理活性剤の同時投与とは、それらの薬剤の検出可能な量が血漿中に同時に存在するよ



(10) JP 2017-193535 A 2017.10.26

10

20

30

40

50

うに、それらの薬剤が近接した時間内に投与されること、および／または、それらの薬剤
が疾病の同一の症状発現に対して治療効果を発揮するように、もしくは、それらの薬剤が
疾病の同一の症状発現の治療において協働的もしくは相乗的に作用するように、投与され
ることを意味する。たとえば、内在化ペプチドによって誘導され得る抗炎症反応を抗炎症
剤が阻害し得るように、抗炎症剤とｔａｔペプチドを含む薬剤とが十分に近接した時間内
に投与されるとき、抗炎症剤はｔａｔペプチドを含む薬剤と協働的に作用する。
【００３６】
　統計的に有意とは、０．０５未満の、好ましくは０．０１未満の、最も好ましくは０．
００１未満のｐ値を指す。
【００３７】
　疾病の症状発現とは、疾病の兆候および／または症状が散在的に存在する期間、つまり
、兆候および／または症状が存在しない、あるいはより低い程度で存在するより長い期間
に挟まれた期間、を意味する。
【００３８】
発明の詳細な説明
Ｉ．概要
　本発明は、虚血性脳卒中などの、ＣＮＳにおけるまたはＣＮＳに影響する虚血のための
組み合わせ治療を提供する。本治療は、ＰＳＤ－９５阻害剤の投与、および、再かん流療
法（たとえば、ｔＰＡもしくは他の血栓溶解剤の投与による、または、影響を受けたＣＮ
Ｓ領域への血流を増大させる機械装置の使用による）を実施すること含む。ｔＰＡおよび
他の再かん流療法の従来の使用においては、有効性は虚血の発症から時間の経過に伴って
低下し、出血の副作用の可能性が高まる。したがって、ｔＰＡの場合、血栓溶解の療法は
、虚血の発症から約３～４．５時間後には無効であると考えられている。本発明は、再か
ん流療法と組み合わせてＰＳＤ－９５阻害剤を投与することが、再かん流療法の効果を高
め、および／または、虚血発症後の時間経過に伴うｔＰＡまたは他の再かん流療法の効果
の低下を減速させ、これによって、ｔＰＡまたは他の再かん流療法を施し得る時間帯を広
げる、という洞察に部分的に基づいている。
【００３９】
　ｔＰＡおよび他の再かん流療法が、虚血性脳卒中を有することが判明している脳卒中対
象者にのみ安全に投与できるのに対し、ＰＳＤ－９５阻害剤は、対象者が虚血性脳卒中ま
たは出血性脳卒中のいずれを有するかによらず、ならびに、対象者がそもそも脳卒中を患
っているかによらず、脳卒中を有するまたは脳卒中の可能性のある対象者に、安全に投与
することができる。ＰＳＤ－９５阻害剤を投与することにより、虚血性脳卒中の存在を判
断するために脳スキャンまたは他の何らかの診断を実施して、その後、適切であれば、ｔ
ＰＡまたは他の再かん流療法を施すために利用可能な時間が増す。したがって、虚血性脳
卒中を有するより多くの対象者が、ｔＰＡまたは他の再かん流療法の恩恵を受けることが
でき、同時に、ＰＳＤ－９５阻害剤の恩恵を受けることができる。
【００４０】
ＩＩ．ＰＳＤ－９５を阻害する薬剤
　ＰＳＤ－９５阻害剤は、ＰＳＤ－９５と、１つ以上のＮＭＤＡＲ（たとえば、２Ａ，２
Ｂ，２Ｃもしくは２Ｄ）またはｎＮＯＳ（たとえば、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ Ｐ２９４７
５）との、相互作用を阻害する。阻害は、たとえば、ＰＳＤ－９５への阻害剤の特異的結
合の結果であり得る。このような薬剤は、脳卒中、および、少なくとも部分的にＮＭＤＡ
Ｒ興奮毒性によって媒介される他の神経学的状態の、１つ以上の損傷作用を軽減するのに
有用である。このような薬剤には、ＮＭＤＡ受容体またはＰＳＤ－９５のＰＤＺドメイン
の、ＰＬモチーフを含むまたはこれに基づくアミノ酸配列を有するペプチドが含まれる。
このようなペプチドは、ＰＳＤ－９５とｎＮＯＳならびにＫＶ１－４およびＧｌｕＲ６な
どの他のグルタメート受容体（たとえば、カイナイト(kainite)受容体またはＡＭＰＡ受
容体）との相互作用をも阻害し得る。好ましいペプチドは、シナプス後肥厚－９５タンパ
ク（ＰＳＤ－９５）（Ｓｔａｔｈａｋｉｓｍ，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ４４（１）：７１－８
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ニューロンのＮ－メチル－Ｄ－アスパルテートＮＲ２Ｂサブユニットを含む１つ以上のＮ
ＭＤＡ受容体２サブユニットのＣ末端ＰＬ配列との相互作用を阻害する（Ｍａｎｄｉｃｈ
 ｅｔ ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ２２，２１６－８（１９９４））。ＮＭＤＡＲ２Ｂは
、ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ ４０９９６１２、Ｃ末端の２０個のアミノ酸ＦＮＧＳＳＮＧＨＶ
ＹＥＫＬＳＳＩＥＳＤＶ（配列番号１１）、および、ＰＬモチーフＥＳＤＶ（配列番号１
２）を有する。好ましいペプチドは、ヒト型のＰＳＤ－９５とヒトＮＭＤＡＲ受容体とを
阻害する。しかし、阻害は、タンパクの変種からも示され得る。使用可能なＮＭＤＡおよ
びグルタメート受容体のリストを次に示す。
【表１】
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【００４１】
　いくつかのペプチドは、ＰＳＤ-９５と複数のＮＭＤＡＲサブユニットとの相互作用を
阻害する。そのような例において、そのペプチドを使用することは、興奮性神経伝達への
異なるＮＭＤＡＲのそれぞれの寄与を理解することを、必ずしも必要としない。他のペプ
チドは、単一のＮＭＤＡＲに対して特異的である。
【００４２】
　ペプチドは、上記サブユニットのいずれかのＣ末端に由来するＰＬモチーフを含みまた
はＰＬモチーフに基づくことができ、［Ｓ／Ｔ］－Ｘ－［Ｖ／Ｌ］を含むアミノ酸配列を
有し得る。この配列は、好ましくは、本発明のペプチドのＣ末端に現れる。好ましいペプ
チドは、［Ｅ／Ｄ／Ｎ／Ｑ］－［Ｓ／Ｔ］－［Ｄ／Ｅ／Ｑ／Ｎ］－［Ｖ／Ｌ］（配列番号
３８）を含むアミノ酸配列を、Ｃ末端に有する。例示的ペプチドは、Ｃ末端アミノ酸とし
て、ＥＳＤＶ（配列番号１２）、ＥＳＥＶ（配列番号２９）、ＥＴＤＶ（配列番号３９）
、ＥＴＥＶ（配列番号４０）、ＤＴＤＶ（配列番号４１）およびＤＴＥＶ（配列番号４２
）を含む。特に好ましい２つのペプチドは、ＫＬＳＳＩＥＳＤＶ（配列番号５）およびＫ
ＬＳＳＩＥＴＤＶ（配列番号４３）である。このようなペプチドは、通常、３～２５個の
アミノ酸を有し（内在化ペプチドなし）、５～１０個のアミノ酸、特に９個のアミノ酸（
ここでも内在化ペプチドなし）のペプチド長が好ましい。そのようないくつかのペプチド
において、すべてのアミノ酸は、ＮＭＤＡ受容体のＣ末端に由来する（内在化ペプチド由
来のアミノ酸を含まない）。
【００４３】
　ＰＳＤ－９５とＮＭＤＡＲとの相互作用を阻害する他のペプチドには、ＰＳＤ－９５の
ＰＤＺドメイン１および／もしくは２、または、ＮＲ２Ｂなどの、ＰＳＤ－９５とＮＭＤ
Ａ受容体との相互作用を阻害するこれらのいずれかのサブフラグメントに由来するペプチ
ドが含まれる。このような活性ペプチドは、ＰＳＤ－９５のＰＤＺドメイン１および／ま
たはＰＤＺドメイン２に由来する、少なくとも５０，６０，７０，８０または９０個のア
ミノ酸を含み、これらのアミノ酸は、Ｓｔａｔｈａｋｉｓｍ，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ４４（
１）：７１－８２（１９９７）によって提供されるＰＳＤ－９５（ヒトの配列）、または
、ＮＰ＿０３１８９０．１，ＧＩ：６６８１１９５（マウスの配列）の、アミノ酸６５～
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２４８付近に見られる。
【００４４】
　本発明のペプチドおよびペプチド模倣体は、変更されたアミノ酸残基、たとえば、Ｎ－
アルキル化された残基を含み得る。Ｎ末端アルキル化の変更には、たとえば、Ｎ－メチル
、Ｎ－エチル、Ｎ－プロピル、Ｎ－ブチル、Ｎ－シクロヘキシルメチル、Ｎ－シクロヘキ
シルエチル、Ｎ－ベンジル、Ｎ－フェニルエチル、Ｎ－フェニルプロピル、Ｎ－（３，４
－ジクロロフェニル）プロピル、Ｎ－（３，４－ジフルオロフェニル）プロピル、および
、Ｎ－（ナフチレン－２－イル）エチルが含まれる。
【００４５】
　Ｂａｃｈ，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．５１，６４５０－６４５９（２００８）および国際
特許出願公開公報第ＷＯ２０１０／００４００３号には、ＮＲ２Ｂ９ｃ（配列番号６）の
一連のアナログが記載されている。ＰＤＺ結合活性は、３個のＣ末端アミノ酸（ＳＤＶ）
のみを有するペプチドによって示される。Ｂａｃｈは、また、Ｘ１ｔＳＸ２Ｖ（配列番号
６８）を含みまたはこの配列から成るアミノ酸配列であって、ｔおよびＳは代替アミノ酸
であり、Ｘ１はＥ，ＱおよびＡの中から選択され、または、それらのアナログであり、Ｘ

２はＡ，Ｑ，Ｄ，Ｎ，Ｎ－メチル－Ａ，Ｎ－メチル－Ｑ，Ｎ－メチル－Ｄ，およびＮ－メ
チル－Ｎの中から選択され、または、それらのアナログである、アミノ酸配列を有するア
ナログを報告している。随意的に、このペプチドは、Ｐ３位置（Ｃ末端から３番目のアミ
ノ酸、つまり、ｔＳによって占められる位置）においてＮ－アルキル化されている。この
ペプチドは、シクロヘキサンまたは芳香族置換基によってＮ－アルキル化され、さらに、
その置換基とペプチドまたはペプチドアナログの末端基との間にスペーサ基を含むことが
でき、スペーサ基は、好ましくはメチレン、エチレン、プロピレン、およびブチレンの中
から選択されるアルキル基である。芳香族置換基は、ナフタレン－２－イル部分、または
、１つ以上のハロゲンおよび／もしくはアルキル基で置換された芳香族環であり得る。
【００４６】
　他の変更も活性に悪影響を及ぼすことなく組み込むことが可能であり、これらには、天
然のＬ異性型の１個以上のアミノ酸の、Ｄ異性型のアミノ酸による置換が含まれる。した
がって、Ｌ配位（これは、化学物質の構造に応じて、ＲまたはＳとも言われる）で天然に
産するあらゆるアミノ酸は、同じ化学構造型を有しキラリティーが逆のアミノ酸またはペ
プチド模倣体、つまり、一般にＤアミノ酸と呼ばれるが、ＲまたはＳ型と呼ぶこともでき
るアミノ酸で、置き換えることが可能である。したがって、ペプチド模倣体は、Ｄアミノ
酸残基を、１，２，３，４，５個、少なくとも５０％、または、すべて含んでよい。Ｄア
ミノ酸残基をいくつかまたはすべて含むペプチド模倣体は、「インベルソ」ペプチドと呼
ばれることがある。
【００４７】
　ペプチド模倣体は、レトロペプチドも含む。レトロペプチドは、逆のアミノ酸配列を有
する。ペプチド模倣体は、また、アミノ酸の順序が逆で、したがって、もともとＣ末端の
アミノ酸がＮ末端に現れ、Ｌアミノ酸に代えてＤアミノ酸が使用される、レトロインベル
ソペプチドも含む。国際特許出願公開公報第ＷＯ２００８／０１４９１７号には、アミノ
酸配列ｖｄｓｅｉｓｓｌｋ－ｒｒｒｑｒｒｋｋｒｇｙｉｎ（配列番号６９）（小文字はＤ
アミノ酸を指す）を有する、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃのレトロインベルソアナログが記載さ
れており、これが脳虚血の阻害に有効であると報告されている。本明細書に記載の他の有
効なペプチドは、Ｒｖ－Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ（ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧＹＫＬＳＳＩＥＳ
ＤＶ；配列番号７０）である。
【００４８】
　リンカー、たとえばポリエチレングリコールリンカーは、ペプチドまたはペプチド模倣
体の活性部分を二量化して、タンデムＰＤＺドメインを含有するタンパクに対するその親
和性および選択性を向上させるのに使用することができる。Ｂａｃｈ ｅｔ ａｌ．，（２
００９） Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．４８：９６８５－９６８９および国際
特許出願公開公報第ＷＯ２０１０／００４００３号を参照。ＰＬモチーフ含有ペプチドは
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。Ｂａｃｈは、さらに、ＮＭＤＡＲのＣ末端由来の五量体ペプチドＩＥＳＤＶ（配列番号
７１）が、ＰＳＤ－９５へのＮＭＤＡＲ ２Ｂの結合の阻害に有効であると報告している
。ＩＥＴＤＶ（配列番号７３）を、ＩＥＳＤＶの代わりに使用することもできる。随意的
に、ＰＥＧの２～１０個のコピーは、直列に連結してリンカーとすることができる。随意
的に、リンカーは、内在化ペプチドに結合し、または脂質付加して、細胞取り込みを高め
ることもできる。例示的な二量体阻害剤の例を次に示す（Ｂａｃｈ ｅｔ ａｌ．，ＰＮＡ
Ｓ １０９（２０１２）３３１７－３３２２を参照）。本明細書に開示のＰＳＤ－９５阻
害剤のいずれも、ＩＥＴＤＶの代わりに使用することが可能であり、あらゆる内在化ペプ
チドまたは脂質付加部分は、ｔａｔの代わりに使用することができる。示したｔａｔへの
他のリンカーも使用可能である。
【化１】

ＩＥＴＡＶは配列番号７４であり、ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲは配列番号２であり、ｒｒｒ
ｑｒｒｋｋｒは配列番号７５であり、小文字はＤアミノ酸を示す。
【００４９】
　ペプチド、ペプチド模倣体または他の薬剤の適当な薬理活性は、所望の場合、霊長類お
よび本出願に記載の臨床試験における試験に先立ち、前述の脳卒中のラットモデルを用い
て、確認することができる。ペプチドまたはペプチド模倣体は、ＰＳＤ－９５とＮＭＤＡ
Ｒ ２Ｂとの相互作用を阻害する能力について、米国特許出願公開公報第ＵＳ２００５０
０５９５９７号に記載のアッセイを用いて、スクリーニングすることも可能であり、この
公報は参照によって組み込まれる。有用なペプチドは、一般に、そのようなアッセイにお
いて、５０μＭ，２５μＭ，１０μＭ，０．１μＭまたは０．０１μＭのＩＣ５０値を有
している。好ましいペプチドは、一般に、０．００１～１μＭのＩＣ５０値を、より好ま
しくは、０．００１～０．０５，０．０５～０．５または０．０５～０．１μＭのＩＣ５
０値を有している。ペプチドまたは他の薬剤が、１つの相互作用、たとえば、ＮＭＤＡＲ
２ＢへのＰＳＤ－９５の相互作用、の結合を阻害するとして特徴付けられるとき、そのよ
うな表現は、ペプチドまたは薬剤が、他の相互作用、たとえば、ｎＮＯＳへのＰＳＤ－９
５の結合、をも阻害することを排除するものではない。
【００５０】
　上述のものなどのペプチドは、随意的に、誘導体化（たとえば、アセチル化、リン酸化
、ミリストイル化、ゲラニル化および／またはグリコシル化）して、阻害剤への結合親和
性を高め、阻害剤の細胞膜を透過する能力を高め、または安定性を高めることが可能であ
る。具体的な例として、Ｃ末端から３番目の残基がＳまたはＴである阻害剤については、
この残基は、そのペプチドを使用する前に、リン酸化することができる。
【００５１】
　薬理活性剤には、ＰＳＤ－９５とＮＭＤＡＲ ２Ｂとの相互作用、および／または上述
の他の相互作用、を阻害する小分子も含まれる。好適な小分子阻害剤は、たとえば、国際
特許出願公開公報第ＷＯ／２００９／００６６１１号に、記載されている。好適な化合物
の例示的クラスは次の式を有する。
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【化２】

　ここで、Ｒ１は、０～４個のＲ７で置換されたシクロヘキシル、０～４個のＲ７で置換
されたフェニル、－（ＣＨ２）ｕ－（ＣＨＲ８Ｒ９），分枝Ｃ１－６アルキル（イソプロ
ピル、イソブチル、１－イソプロピル－２－メチル－ブチル、１－エチル－プロピル）お
よび－ＮＨ－Ｃ（Ｏ）－（ＣＲ１０Ｒ１１）ｖＨで構成される群から選択され、
　各Ｒ７は、Ｃ１－６アルキル、Ｃ１-６アルコキシ、－Ｃ（Ｏ）Ｒ１２、ＯＨ、ＣＯＯ
Ｈ、－ＮＯ、Ｎ置換インドリンおよび細胞膜移行ペプチドで構成される群から選択される
個別の構成要素であり、
　各Ｒ８およびＲ９は、Ｈ、ＯＨ、シクロヘキサン、シクロペンタン、フェニル、置換フ
ェニル、およびシクロペンタジエンで構成される群から個別に選択され、
　各Ｒ１０およびＲ１１は、Ｈ，シクロヘキサン、フェニルおよび細胞膜移行ペプチドで
構成される群から個別に選択され、
　Ｒ１２は、Ｃ１－６アルキルおよびアリールで構成される群から選択される構成要素で
あり、ｕおよびｖの各々は個別に０～２０であり、
　ここで、Ｒ２，Ｒ３，Ｒ４，Ｒ５およびＲ６のうちの１つは－ＣＯＯＨであり、Ｒ２，
Ｒ３，Ｒ４，Ｒ５およびＲ６の残余は各々、Ｆ，Ｈ，ＯＣＨ３およびＣＨ３で構成される
群から個別に選択される。
【００５２】
　このような化合物の１つは０６２０－００５７であり、その構造は次のとおりである。
【化３】

【００５３】
　薬理活性剤は、内在化ペプチドに結合させて、細胞への取り込みおよび／または血液脳
関門の通過を促進することができる。内在化ペプチドは、多くの細胞タンパクまたはウイ
ルスタンパクが膜を横断するのを可能にする、比較的短いペプチドの周知のクラスである
。内在化ペプチドは、細胞膜形質導入ペプチドまたは細胞透過性ペプチドとしても知られ
、たとえば５～３０個のアミノ酸を有し得る。このようなペプチドは、一般に、膜透過を
促進すると信じられているアルギニン残基および／またはリジン残基の上記の通常の表記
から、（一般のタンパクと比べて）正電荷を有する。いくつかのこのようなペプチドは、
少なくとも５，６，７または８個のアルギニン残基および／またはリジン残基を有する。
例には、アンテナペディアタンパク（Ｂｏｎｆａｎｔｉ，Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ．５７，
１４４２－６（１９９７））(およびその変異体)、ヒト免疫不全ウイルスのｔａｔタンパ
ク、タンパクＶＰ２２，ヘルペスシンプレックスウイルスタイプ１のＵＬ４９遺伝子の産
生物、ペネトラチン、ＳｙｎＢ１および３、トランスポータン(Transportan)、アンフィ
パシック(Amphipathic)、ｇｐ４１ＮＬＳ、ｐｏｌｙＡｒｇ、ならびに、リシン、アブリ
ン、モデシン、ジフテリア毒素、コレラ毒素、炭疽毒素、易熱性毒素、および、緑膿菌外
毒素Ａ（ＥＴＡ）などの、いくつかの植物および細菌タンパク毒素が含まれる。他の例は
、以下の文献に記載されている（Ｔｅｍｓａｍａｎｉ，Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｔ
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ｏｄａｙ，９（２３）：１０１２－１０１９，２００４；Ｄｅ Ｃｏｕｐａｄｅ，Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ Ｊ．，３９０：４０７－４１８，２００５；Ｓａａｌｉｋ Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ
ａｔｅ Ｃｈｅｍ．１５：１２４６－１２５３，２００４；Ｚｈａｏ，Ｍｅｄｉｃｉｎａ
ｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｒｅｖｉｅｗｓ ２４（１）：１－１２，２００４；Ｄｅｓｈａｙ
ｅｓ，Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ６２
：１８３９－４９，２００５）；Ｇａｏ，ＡＣＳ Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．２０１１，６，
４８４－４９１，ＳＧ３（ＲＬＳＧＭＮＥＶＬＳＦＲＷＬ）（すべて参照によって組み込
まれる）。
【００５４】
　好ましい内在化ペプチドは、ＨＩＶウイルス由来のｔａｔである。先の研究で報告した
ｔａｔペプチドは、ＨＩＶｔａｔタンパクに見られる標準的アミノ酸配列ＹＧＲＫＫＲＲ
ＱＲＲＲ（配列番号２）を含み、またはこの配列から成る。このようなｔａｔモチーフに
隣接する追加の残基が（薬理活性剤の他に）存在する場合、その残基は、たとえば、ｔａ
ｔタンパク由来のこのセグメントに隣接する天然アミノ酸、もしくは、２つのペプチドド
メインを連結するのに一般に使用される種類のスペーサまたはリンカーアミノ酸、たとえ
ば、ｇｌｙ（ｓｅｒ）４（配列番号４４）、ＴＧＥＫＰ（配列番号４５）、ＧＧＲＲＧＧ
ＧＳ（配列番号４６）、もしくはＬＲＱＲＤＧＥＲＰ（配列番号４７）（たとえば、Ｔａ
ｎｇ ｅｔ ａｌ．（１９９６），Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１，１５６８２－１５６
８６；Ｈｅｎｎｅｃｋｅ ｅｔ ａｌ．（１９９８），Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｎｇ．１１，４
０５－４１０）を参照）であり、または、隣接残基なしに変異体の取り込みをもたらす能
力を大きく減じることのない他のあらゆるアミノ酸であり得る。好ましくは、活性ペプチ
ド以外の隣接アミノ酸の数は、ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ（配列番号２）のどちら側におい
ても１０を超えない。ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ（配列番号２）のＣ末端に隣接する追加の
アミノ酸残基を含む１つの好適なｔａｔペプチドは、ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲＰＱ（配列
番号４８）である。ただし、好ましくは、隣接アミノ酸は存在しない。使用可能な他のｔ
ａｔペプチドには、ＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲＰＱ（配列番号４）およびＧＲＫＫＲＲＱＲＲ
ＲＰ（配列番号７２）が含まれる。
【００５５】
　Ｎ型カルシウムチャンネルに結合する能力が低い上記ｔａｔペプチドの変異体は、国際
特許出願公開公報第ＷＯ／２００８／１０９０１０号に記載されている。そのような変異
体は、アミノ酸配列ＸＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ（配列番号４９）を含み、またはこのアミノ
酸配列から成り、ここで、Ｘは、Ｙ以外のアミノ酸であるか、存在しない（この場合、Ｇ
が自由Ｎ末端残基である）。好ましいｔａｔペプチドは、Ｎ末端のＹ残基がＦで置換され
ている。したがって、ＦＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ（配列番号３）を含む、またはこの配列か
ら成るｔａｔペプチドが好ましい。他の好ましい変異ｔａｔペプチドは、ＧＲＫＫＲＲＱ
ＲＲＲ（配列番号１）から成る。他の好ましいｔａｔペプチドは、ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧ
またはＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧＹ（配列番号７０のアミノ酸１～１０または１～１１）を含
み、またはこの配列から成る。Ｎ型カルシウムチャンネルを阻害することなく薬理活性剤
の取り込みを促進する他のｔａｔ由来ペプチドには、次の表２に示したものが含まれる。
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【表２】

【００５６】
　Ｘは、遊離アミノ末端、１個もしくは２個のアミノ酸、または結合部分を表し得る。内
在化ペプチドは、結合ペプチドまたはペプチド模倣体を各型内に有するまたは有しない、
インベルソ型またはレトロ型またはインベルソレトロ型で使用することができる。たとえ
ば、好ましいキメラペプチドは、ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧＹ－ＫＬＳＳＩＥＳＤＶ（ＮＡ－
１もしくはＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃとしても知られる配列番号７０）のアミノ酸配列を含み
、もしくはこのアミノ酸配列から成り、または、ＲＲＲＱＲＲＫＫＲＧＹ－ＫＬＳＳＩＥ
ＴＤＶ（配列番号３７）のアミノ酸配列を含み、もしくはこのアミノ酸配列から成る。
【００５７】
　内在化ペプチドは、従来の方法によって、薬理活性剤に取り付けることが可能である。
たとえば、薬剤は、化学結合で、たとえばカップリン剤または結合剤によって、内在化ペ
プチドに結合させることができる。多くのそのような試薬が市販されており、Ｓ．Ｓ．Ｗ
ｏｎｇ，Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃ
ｒｏｓｓ－Ｌｉｎｋｉｎｇ，ＣＲＣ Ｐｒｅｓｓ（１９９１）によって、総説されている
。架橋化剤のいくつかの例には、Ｊ－スクシンイミジル ３－（２－ピリジルジチオ）プ
ロピオネート（ＳＰＤＰ）またはＮ，Ｎ’－（１，３－フェニレン）ビスマレイミド；Ｎ
，Ｎ’－エチレン－ビス－（ヨードアセタミド）または６～１１個の炭素メチレン架橋（
これは、比較的にスルフヒドリル基に特異的である）を有する他の試薬；および、１，５
－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼン（これは、アミノ基およびチロシン基と不可逆
的結合を形成する）が含まれる。他の架橋化剤には、ｐ，ｐ’－ジフルオロ－ｍ、ｍ’－
ジニトロジフェニルスルホン（これは、アミノ基およびフェノール基と不可逆的架橋を形
成する）；ジメチル アジピミデート（これは、アミノ基に特異的である）；フェノール
－１，４－ジスルホニルクロライド（これは、主としてアミノ基と反応する）；ヘキサメ
チレンジイソシアネートもしくはジイソチオシアネート、または、アゾフェニル－ｐ－ジ
イソシアネート（これは、主としてアミノ基と反応する）；グルタルアルデヒド（これは
、いくつかの異なる側鎖と反応する）、および、ジスジアゾベンジジン（これは、主とし
てチロシンおよびヒスチジンと反応する）が含まれる。
【００５８】
　内在化ペプチドへのペプチド付着である薬理活性剤は、好ましくはＮ末端にて内在化ペ
プチドに融合したペプチド配列を含む、融合タンパクを生成することによって達成するこ
とができる。
【００５９】
　ＰＳＤ－９５を阻害するペプチド（または他の薬剤）を内在化ペプチドに結合させるこ
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とに代えて、または加えて、そのようなペプチドは脂質に結合させて（脂質付加）、複合
体の疎水性をペプチド単独よりも高め、これによって、結合ペプチドが細胞膜および／ま
たは脳関門を透過するのを促進することができる。脂質付加は、好ましくは、Ｎ末端アミ
ノ酸において実施されるが、ＰＳＤ－９５とＮＭＤＡＲ ２Ｂとの相互作用を阻害するペ
プチドの能力が、５０％を超えて低下しないことを条件に、内部アミノ酸においても実施
することが可能である。好ましくは、脂質付加は、最もＣ末端の４個のアミノ酸の１つ以
外のアミノ酸において実施される。脂質は、水よりもエーテルに溶け易い有機分子であり
、脂肪酸、グリセリドおよびステロイドを含む。脂質付加の好適な形態は、ミリストイル
化、パルミトイル化、または、ラウリル酸およびステアリン酸などの、好ましくは１０～
２０炭素の鎖長を有する他の脂肪酸の付加のほか、ゲラニル化、ゲラニルゲラニル化およ
びイソプレニル化である。天然タンパクの翻訳後の変更で生じる種類の脂質付加が、好ま
しい。ペプチドのＮ末端アミノ酸のアルファアミノ基へのアミド結合の形成を介する、脂
肪酸での脂質付加も好ましい。脂質付加は、予め脂質付加されたアミノ酸を含むペプチド
合成により行うことができ、インビトロで酵素的に、または、遺伝子組み換え発現によっ
て、化学架橋によって、もしくはペプチドの化学的誘導体化によって、実施することがで
きる。ミリストイル化によって変更されたアミノ酸および他の脂質変更体は、市販されて
いる。
【００６０】
　脂質付加は、好ましくは、標準的なｔａｔペプチドを高用量（たとえば、３ｍｇ／ｋｇ
以上）で投与したときに見られるような血圧の一過性の低下を引き起こすことなく、また
は、少なくとも、標準的なｔａｔペプチドに結合した同一のペプチドよりも小さい低下を
伴うのみで、結合ペプチド（たとえば、ＫＬＳＳＩＥＳＤＶ（配列番号５）またはＫＬＳ
ＳＩＥＴＤＶ（配列番号４３））が、細胞膜および／または血液脳関門を通過するのを促
進する。
【００６１】
　随意的にｔａｔペプチドに融合された、薬理活性ペプチドは、固相合成または遺伝子組
み換え法によって合成することができる。ペプチド模倣体は、科学文献および特許文献、
たとえば、Ｏｒｇａｎｉｃ Ｓｙｎｔｈｅｓｅｓ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｖｅ Ｖｏｌｕｍｅｓ
，Ｇｉｌｍａｎ ｅｔ ａｌ．（Ｅｄｓ） Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ ＆ Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，
ＮＹ， ａｌ－Ｏｂｅｉｄｉ（１９９８） Ｍｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ． ９：２０５
－２２３；Ｈｒｕｂｙ（１９９７） Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．１：１
１４－１１９；Ｏｓｔｅｒｇａａｒｄ（１９９７） Ｍｏｌ．Ｄｉｖｅｒｓ．３：１７－
２７；Ｏｓｔｒｅｓｈ（１９９６） Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｅｎｚｙｍｏｌ．２６７：２２０－
２３４、に記載されている様々な処理および手法を用いて合成することができる。
【００６２】
ＩＩＩ．再かん流のための薬剤および方法
　虚血を引き起こすプラークおよび血液塊（塞栓としても知られる）は、薬理的手段およ
び物理的手段の双方によって、溶解し、除去し、または迂回することが可能である。プラ
ークおよび血液塊の溶解および除去ならびに結果として生じる血流の回復は、再かん流と
呼ばれる。１つのクラスの薬剤は、血栓溶解により作用する。これらの薬剤は、組織プラ
スミノーゲン活性化因子（ｔＰＡ）の注入を通じて、プラスミンによる線維素溶解を模す
ことによる。プラスミンは、架橋したフィブリンの網目（血液塊の骨格）を消去して、血
液塊を可溶にし、他の酵素によるさらなるタンパク分解に付し、閉塞した血管の血流を回
復させる。血栓溶解剤の例には、組織プラスミノーゲン活性化因子ｔ－ＰＡ、アルテプラ
ーゼ（Ａｃｔｉｖａｓｅ）、レテプラーゼ（Ｒｅｔａｖａｓｅ）、テネクテプラーゼ（Ｔ
ＮＫａｓｅ）、アニストレプラーゼ（Ｅｍｉｎａｓｅ）、ストレプトキナーゼ（Ｋａｂｉ
ｋｉｎａｓｅ，Ｓｔｒｅｐｔａｓｅ）、および、ウロキナーゼ（Ａｂｂｏｋｉｎａｓｅ）
が含まれる。
【００６３】
　再かん流に使用することができる薬物の他のクラスは、血管拡張剤である。これらの薬
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剤は、血管を弛緩させ広げて、血液が閉塞の周囲を流れるようにすることで、作用する。
血管拡張剤の種類のいくつかの例には、アルファ－アドレナリン受容体拮抗剤（アルファ
－ブロッカー）、アンジオテンシン受容体ブロッカー（ＡＲＢ）、ベータ２－アドレナリ
ン受容体拮抗剤（β２－ブロッカー）、カルシウムチャンネルブロッカー（ＣＣＢ）、中
枢作用性交感神経遮断剤、直接作用性血管拡張剤、エンドセリン受容体拮抗剤、神経節遮
断剤、ニトロ拡張剤(nitrodilator)、ホスホジエステラーゼ阻害剤、カリウムチャンネル
開口剤、および、レニン阻害剤が含まれる。
【００６４】
　再かん流に使用することができる薬物の他のクラスは、エピネフリン、フェニレフリン
、プソイドエフェドリン、ノルエピネフリン、ノルエフェドリン、テルブタリン、サルブ
タモール、および、メチルエフェドリンなどの、昇圧剤（つまり、血圧を上昇させる薬剤
）である。上昇したかん流圧は、障害物の周囲の血液の流れを増大させ得る。
【００６５】
　再かん流の機械的方法には、血管形成術、カテーテル法、動脈バイパス移植術、ステン
ト挿入法、塞栓除去術、または、動脈内膜切除術が含まれる。このような処置は、プラー
クを機械的に除去し、血管を開いたままにすることによって、血小板の流れを回復させ、
よって、血液が、プラークの周りを流れ、または、プラークを迂回し得るようになる。
【００６６】
　再かん流の他の方法には、血流を身体の他の領域から脳に転用する装置の使用が含まれ
る。１つの例は、大動脈を部分的に閉塞するカテーテルであり、たとえば、ＣｏＡｘｉａ
 ＮｅｕｒｏＦｌｏ（商標）カテーテル装置であり、これは、最近、無作為化試験に付さ
れており、脳卒中治療についてのＦＤＡの認可を受けるかも知れない。この装置は、虚血
の発症後１４時間までの脳卒中を示す対象者に、使用されている。
【００６７】
　非血栓溶解剤または再かん流の機械的方法の使用は、ペプチドＰＳＤ－９５阻害剤をタ
ンパク分解のために使用せず、したがって、このことは、ＰＳＤ－９５阻害剤および再か
ん流が同時にまたは時間的に近接して施される場合には、利点であるかも知れない。
【００６８】
ＩＶ．脳卒中
　脳卒中は、原因によらずＣＮＳにおける血流の損傷から生じる状態である。原因となり
得るものには、塞栓症、出血および血栓形成が含まれる。いくつかの神経細胞は、血流損
傷の結果、速やかに死ぬ。これらの細胞は、グルタメートを含むその成分分子を放出し、
グルタメートはＮＭＤＡ受容体を活性化し、このことは細胞内カルシウムレベル、および
細胞内酵素レベルを上昇させて、さらなる神経細胞の死（興奮毒性カスケード）をもたら
す。ＣＮＳ組織の死は、梗塞と呼ばれる。梗塞体積（つまり、脳卒中の結果で死んだ神経
細胞の体積）は、脳卒中の結果による病理損傷の程度の指標として使用することができる
。症状的効果は、梗塞の体積、および、梗塞が脳のどこに位置するか、の双方に依存する
。ランキンストロークアウトカムスケール（Ｒａｎｋｉｎ，Ｓｃｏｔｔ Ｍｅｄ Ｊ；２：
２００－１５（１９５７））およびバーセルインデックスなどの、障害指数は、症状的損
傷の尺度となり得る。ランキンスケールは、以下のように、対象者の全体的状態を直接評
価することに基づいている。
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【表３】

【００６９】
　バーセルインデックスは、日常生活の１０の基本的動作を行う対象者の能力についての
一連の質問に基づいており、結果は０～１００のスコアで表され、低いスコアは障害が重
いことを示す（Ｍａｈｏｎｅｙ ｅｔ ａｌ．，Ｍａｒｙｌａｎｄ Ｓｔａｔｅ Ｍｅｄｉｃ
ａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ １４：５６－６１（１９６５））。
【００７０】
　代替の脳卒中重度／転帰は、ｗｗｗ．ｎｉｎｄｓ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｄｏｃｔｏｒｓ／
ＮＩＨ＿Ｓｔｒｏｋｅ＿Ｓｃａｌｅ＿Ｂｏｏｋｌｅｔ．ｐｄｆにて入手可能な、ＮＩＨス
トロークスケールを用いて測定することができる。
【００７１】
　このスケールは、対象者の意識、運動、知覚および言語機能のレベルの評価を含む、１
１群の機能を行う対象者の能力に基づいている。
【００７２】
　虚血性脳卒中とは、より具体的には、脳への血流の妨害によって引き起こされる種類の
脳卒中を指す。この種の妨害の基礎疾患は、血管壁を内張りする脂肪性沈着物の成長が、
最も普通である。この状態は、アテローム性動脈硬化と呼ばれる。これらの脂肪性沈着物
は、２種類の妨害を引き起こし得る。脳血栓症とは、血管の詰まった部分に成長する血栓
（血液塊）を指す。「脳塞栓」とは、一般に、循環系の他の場所、通常、心臓または胸郭
上部および頸部の大動脈、で形成された血液塊またはアテロームを指す。次いで、血液塊
および／またはアテロームの一部が抜け出して血流に入り、脳の血管を通って、最終的に
、通り抜けるには小さすぎる血管に達する。塞栓の第２の重要な原因は、心房細動として
知られる不規則な心拍である。これは、血液塊が心臓で形成され、遊離して脳に達する状
況を生成する。虚血性脳卒中の原因となり得るさらなるものには、出血、血栓形成、動脈
または静脈の切開、心拍停止、出血を含むあらゆる原因のショック、および、脳血管また
は脳に達する血管の外科手術または心臓手術などの医原生の原因が含まれる。虚血性脳卒
中はすべての脳卒中の症例の、約８３％を占める。
【００７３】
　一過性脳虚血発作（ＴＩＡ）は、小脳卒中または警告脳卒中である。ＴＩＡにおいては
、虚血性脳卒中を示す状態が存在し、一般的な脳卒中の危険信号が現れる。ただし、妨害
（血液塊）は、短時間生じて、通常の機構で自然に消える傾向にある。心臓手術を受ける
対象者は、一過性脳虚血発作の危険性が特に高い。
【００７４】
　出血性脳卒中は、脳卒中症例の約１７％を占める。これは、破裂して周囲の脳に出血す
る、弱くなった血管の結果で生じる。血液は鬱積し、周囲の脳組織を圧迫する。出血性脳
卒中の２つの一般な種類は、脳内出血およびくも膜下出血である。出血性脳卒中は、弱く
なった血管の破裂の結果生じる。弱くなった血管の破裂の原因となり得るものには、高い
血圧が血管の破裂を引き起こす高血圧性出血、または、脳動脈瘤を含む破裂性脳血管奇形
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、動静脈奇形（ＡＶＭ）もしくは海綿状奇形などの、弱くなった血管の他の根本原因が含
まれる。出血性脳卒中は、梗塞部の血管を弱める虚血性脳卒中の出血性変化、または、異
常に弱い血管を包含するＣＮＳにおける原発性もしくは転移性の腫瘍からの出血によって
も生じ得る。出血性脳卒中は、脳血管への直接の外科的損傷などの、医原生の原因からも
生じ得る。動脈瘤は、血管の弱った領域の膨張である。放置すると、動脈瘤は弱くなり続
け、最終的に破裂して脳に出血する。動静脈奇形（ＡＶＭ）は、異常に形成された血管の
房である。海綿状奇形は、弱くなった静脈構造からの出血を引き起こし得る静脈異常であ
る。これらの血管のいずれも、破裂して、脳への出血を引き起こし得る。出血性脳卒中は
、身体外傷からも生じ得る。脳の一部分における出血性脳卒中は、出血性脳卒中で失われ
る血液の不足を通じて、他の部分に虚血性脳卒中をもたらし得る。
【００７５】
Ｖ．治療に適する対象者
　治療に適する対象者には、ＣＮＳ、または、身体の他の部位であって、閉塞が脳内の血
流を妨げることになる血管に影響を及ぼす部位、のいずれかに虚血の兆候または症状を呈
している対象者が含まれる。これらの対象者には、脳卒中の兆候もしくは症状、心筋虚血
、肺塞栓症、肢虚血、腎虚血または網膜虚血を呈している対象者が含まれる。このような
対象者には、そのような状態が疑われるが他の状態を排除することができない対象者の他
、一般に認められている基準、たとえばＤＳＭ ＩＶ ＴＲに従って診断される対象者が、
含まれる。
【００７６】
　治療に適する対象者には、また、虚血の危険性がありながら、虚血が未だ発症していな
い対象者も含まれる。対象者は、彼または彼女が、対象集団よりも虚血を生じる危険性が
高い場合に、危険性がある。対照集団には、その疾患と診断された、または、その疾患の
家族歴を有する一般集団（たとえば、年齢、性別、人種および／または民族性で適合する
）から無作為に選択された１以上の個体が含まれてよい。対象者は、その疾患に関わる「
危険因子」がその対象者に付随していることが判った場合、疾患の危険性があると考え得
る。危険因子には、たとえば、対象者の集団の統計的または疫学的研究を通じた、所与の
疾患に関わるあらゆる活性、形質、出来事または特性が含まれる。したがって、対象者は
、危険因子を特定する研究が特にその対象者を含んでいなかった場合でも、疾患について
危険性があると分類され得る。たとえば、一過性脳虚血発作の頻度は、心臓手術を受けて
いない対象者の集団よりも心臓手術を受けた対象者の集団で高いので、心臓手術を受ける
対象者は、一過性脳虚血発作の危険性がある。
【００７７】
　脳に影響する虚血の危険性のある対象者には、脳またはＣＮＳに、血管内手術、クリッ
ピング、ステント挿入、またはマイクロカテーテル法などの、外科的処置を受ける者が含
まれる。このような対象者には、また、脳に血液を供給する血管（つまり、脳を心臓に接
続する血管、たとえば、頸動脈および頸静脈）、または、網膜、腎臓、脊髄もしくは肢に
血液を供給する動脈に影響を及ぼす身体のどこかに手術を受ける者も含まれる。対象者の
好ましいクラスは、脳動脈瘤を治療するために血管内手術を受ける者である。これらの種
類の手術を受ける対象者は、ＣＮＳに影響を及ぼす虚血の危険性が高い。脳卒中の危険性
がある対象者には、喫煙者、高血圧者、糖尿病者、高コレステロール血症者である患者も
含まれる。特に危険性の高い対象者は、脳卒中、小脳卒中、または一過性虚血発作の既往
があるものである。
【００７８】
ＶＩ．組み合わせた治療方法
　組み合わせた方法は、ＰＳＤ－９５阻害剤を投与すること、および、再かん流療法の一
形態を、治療に適する対象者に施すことを含む。ＰＳＤ－９５阻害剤および再かん流は、
どちらの順序でも、または同時に、施すことができる。通常、ＰＳＤ－９５阻害剤および
再かん流は、同時に、重複もしくは近接する時間（つまり、１５分間隔以内）に施され、
または、ＰＳＤ－９５阻害剤が先に施される。
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【００７９】
　前もって予測することができない虚血の治療については、ＰＳＤ－９５阻害剤は、虚血
の発症後できるだけまたは実際的に速やかに、投与することができる。たとえば、ＰＳＤ
－９５阻害剤は、虚血の発症後０．５，１，２，３，４，５，６，９，１２または２４時
間以内に、投与することができる。前もって予測することが可能な虚血については、ＰＳ
Ｄ－９５阻害剤は、虚血の発症の前に、発症と同時に、または発症の後に、投与すること
ができる。たとえば、手術に起因する虚血については、ＰＳＤ－９５阻害剤は、虚血が生
じているか生じそうであるかにかかわらず定期的に、手術の開始前３０分から始まり手術
後１，２，３，４，５，６，９，１２または２４時間に終わる期間に、投与されることが
ある。ＰＳＤ－９５阻害剤は、重大な副作用がないので、脳卒中または虚血の他の状態が
疑われるときは、当技術分野において承認されている基準に従う診断がなされていなくて
も、投与することが可能である。たとえば、ＰＳＤ－９５阻害剤は、脳卒中が起こった場
所（たとえば、患者の家庭）で、または、対象者を病院に搬送する救急車の中で、投与す
ることができる。ＰＳＤ－９５阻害剤は、また、発症前の脳卒中または虚血の他の状態の
危険性があり、実際にその状態を生じるかも生じないかも知れない対象者にも、安全に投
与することができる。
【００８０】
　ＰＳＤ－９５阻害剤の投与に続き、または時として前に、虚血の兆候および／または症
状を呈する対象者は、対象者がＣＮＳ内にまたはＣＮＳに影響する虚血を有するかを判断
するために、および、対象者が出血を有するまたは出血を疑われるかを判断するために、
さらなる診断評価を受けることができる。脳卒中の症状を呈する対象者において特に、そ
の脳卒中が出血または虚血のどちらの結果であるかを判断する試験では、出血が脳卒中の
１７％を占める。診断試験は、ＣＡＴスキャン、ＭＲＩもしくはＰＥＴ画像スキャンなど
の１つ以上の器官のスキャン、または、脳卒中が起こっていることを示唆する生体標識に
ついての血液検査を含み得る。Ｂ型神経成長因子、フォン・ヴィレブランド因子、マトリ
クスメタロプロテイナーゼ－９、および、単球走化性タンパク－１（Ｒｅｙｎｏｌｄｓ 
ｅｔ ａｌ．，Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ４９：１７３３－１７３９（２０
０３）を参照）を含む、脳卒中に関係するいくつかの生体標識が知られている。スキャン
される器官には、虚血の場所であると疑われるあらゆる器官（たとえば、脳、心臓、肢、
脊椎、肺、腎、網膜）の他、出血の源であると疑われるあらゆる器官が含まれる。脳のス
キャンは、虚血性脳卒中と出血性脳卒中とを区別するための普通の手続である。診断評価
は、対象者の病歴を記録しまたは検討すること、および他の試験を実施すること、も含み
得る。以下の因子のいずれかが単独でまたは組み合わせで存在することは、再かん流療法
が許容できない危険性を示すかを評価するのに使用することができる：対象者の症状が小
さいまたは急速に改善していること、対象者が脳卒中の発症に際し発作を起こしたこと、
対象者が他の脳卒中または重篤な頭部外傷を過去３ヶ月以内に有したこと、対象者が過去
１４日以内に大きな手術を受けたこと、対象者が頭蓋内出血の既知の病歴を有すること、
対象者が１８５ｍｍＨｇを超える最高血圧を持続的に有すること、対象者が１１０ｍｍＨ
ｇを超える最低血圧を持続的に有すること、対象者の血圧を降下させるために積極的な治
療が必要なこと、対象者がくも膜下出血を示唆する症状を有すること、対象者が過去２１
日以内に消化管出血または尿路出血を有すること、対象者が過去７日以内に非圧縮性部位
に動脈穿刺を受けたこと、対象者が過去４８時間以内にヘパリンを受けＰＴＴが上昇して
いること、対象者のプロトロンビン時間が１５秒を超えること、対象者の血小板数が１０
０，０００μＬ未満であること、対象者の血清グルコースが５０ｍｇ／ｄＬ未満であるま
たは４００ｍｇ／ｄＬを超えること、対象者が血友病患者であるか他の凝固欠乏症を有す
ること。
【００８１】
　さらなる診断調査は、承認されている基準に従って、または少なくとも高い可能性で、
調査の前に、対象者が虚血状態を有するか、および、対象者が出血を有するか、出血の許
容できない危険性を有するか、または、副作用の許容できない危険性により、再かん流療
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法を受けることから除外されるか、を決定する。そして、ＣＮＳ内のまたはＣＮＳに影響
しそうな虚血状態という診断が確認されており、副作用の許容できない危険性を有しない
対象者は、再かん流療法に付される。好ましくは、再かん流療法は、何らかの診断手続の
完了後出来る限り早く実施される。何人かの対象者において、再かん流療法は、虚血の発
症後０，１，２，３，４，４．５，５，６，７，８，１０，１２，１５，１８，または２
４時間を超えて開始される。医療機関にて（たとえば、血管内手術中に）発生する脳卒中
において、治療は発症後１時間よりも前に開始される。何人かの対象者において、再かん
流療法は、虚血の発症後０．５～６，０．５～１２，０．５～１８または０．５～２４時
間に開始される。何人かの対象者において、再かん流療法は、これまで再かん流療法が有
効であると考えられていた３～４．５時間の時間帯外に開始される。たとえば、何人かの
対象者において、再かん流療法は、虚血の発症後３時間または４．５時間を超え、虚血の
発症後２４時間または４８時間までに、開始される。何人かの対象者において、再かん流
療法は、虚血の発症後５，６，７，８，９または１０から２４時間または４８時間までに
、開始される。何人かの対象者において、再かん流療法は、虚血の発症後２７５～３９０
分から開始される。何人かの対象者において、再かん流療法は、ＣＴスキャンで完全梗塞
がないこと、コンピュータ断層撮影（ＣＴ）、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）またはポジトロ
ン断層撮影（ＰＥＴ）画像基準による虚血性ペナンブラの証拠があること、および脳出血
がないことなどの、特定の診断基準に基づいて、再かん流について適格であるとされるこ
とを条件に、虚血の発症の時間にかかわらず、開始される。
【００８２】
　再かん流の時間は、ＰＳＤ－９５阻害剤の投与から測定することもできる。時間間隔は
、たとえば、５分～２４時間または４８時間であり得る（ＰＳＤ－９５の投与と再かん流
との間隔であり、ここでも本明細書の他所でも、ＰＳＤ－９５阻害剤の投与の開始から再
かん流実施の開始までが測定される）。時間間隔は、たとえば、１５分～６時間、１５分
～４．５時間、１５分～３時間、１５分～１時間、３０分～６時間、３０分～３時間、３
０分～４．５時間、１～３時間、または１～４．５時間である。タンパク分解を通じて作
用する再かん流のための薬剤（たとえば、ｔＰＡ）と組み合わせて使用されるＴａｔ－Ｎ
Ｒ２Ｂ９ｃなどのペプチドＰＳＤ-９５阻害剤については、より長い間隔が有利となり得
、これは、より長い間隔は、阻害剤が、生じるプラスミンによるタンパク分解を受ける前
の、作用を発現するまでの時間を長くするからである。
【００８３】
　虚血状態が確認されていない、または虚血状態ではなさそうであると考えられる対象者
は、通常、再かん流療法は施されない。このような対象者は、ＰＳＤ-９５阻害剤から利
益を受けていないかも知れないが、治療されない場合よりも悪くなることもない。虚血状
態が確認されていない、または虚血状態ではなさそうであると考えられるが、再かん流療
法の副作用の許容できない危険性があると考えられる対象者は、再かん流療法を施されな
い。このような対象者は、ＰＳＤ－９５阻害剤の利益を得るかも知れないが、再かん流療
法の許容できない副作用の危険性から免れる。
【００８４】
　ＰＳＤ－９５阻害剤および再かん流療法の両治療は、梗塞の大きさおよび虚血による機
能障害を減少させる能力を、個別に有する。本方法に従って組み合わせて使用されるとき
は、梗塞の大きさおよび／または機能障害の減少は、好ましくは、組み合わせ（つまり、
協働的）以外の比較可能な投与計画で単独で投与されるいずれかの薬剤の使用よりも大き
い。より好ましくは、梗塞の大きさおよび／または機能障害の減少は、組み合わせ以外の
比較可能な投与計画での単独の薬剤で達成される減少の、少なくとも和であり、または、
好ましくは、和を超える（つまり、相乗的である）。いくつかの投与計画において、再か
ん流療法は、同時のまたは前もってのＰＳＤ－９５阻害剤の投与がなければ無効であると
きでも、虚血の発症後の時点（たとえば、４．５時間超）で、梗塞の大きさおよび／また
は機能障害を減少させるのに有効である。換言すれば、対象者がＰＳＤ－９５阻害剤およ
び再かん流療法を施されるとき、再かん流療法は、好ましくは、ＰＳＤ－９５阻害剤なし
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でより早い時点に施される場合と少なくとも同様に有効である。したがって、ＰＳＤ－９
５阻害剤は、再かん流療法が効く前または効くときに、虚血の１つ以上の損傷作用を低減
することによって、再かん流療法の有効性を効果的に高める。したがって、ＰＳＤ－９５
阻害剤は再かん流療法の実施の遅延を補償し、その遅延は、対象者が彼または彼女の初期
症状を認識することの遅延によるものか、対象者を病院または他の医療機関に搬送するこ
との遅延によるものか、あるいは、虚血の存在および／もしくは出血の非存在、またはそ
の許容できない危険性を確立するための診断手続を実施することの遅延によるものか、に
かかわらない。ＰＳＤ－９５阻害剤と再かん流療法との、相加的または相乗的効果を含む
、統計的に有意な組み合わせ効果は、臨床試験における集団間で、または、臨床前研究に
おける動物モデルの集団間で、立証することができる。
【００８５】
ＶＩ．有効な投与計画
　ＰＳＤ－９５阻害剤は、ＣＮＳの虚血の1つ以上の損傷作用を軽減し、阻害しまたは遅
延させる量、頻度および投与経路で投与される。他に示さない限り、内在化ペプチドに結
合した薬理活性剤を含む、キメラ薬剤である阻害剤の用量は、キメラ薬剤の薬理活性成分
のみならず、薬剤全体についていう。有効量は、疾病を患い本発明の薬剤で治療される対
象者（または動物モデル）の集団における虚血の１つ以上の損傷作用を、その疾病または
症状を患いその薬剤で治療されない対象者（または動物モデル）の対照集団における損傷
に比べて、軽減し、阻害しまたは遅延させるに足る薬剤の量を意味する。量は、また、個
々の治療対象者が、本発明の方法により治療されない比較対象者の対照集団における平均
の転帰よりも、好ましい転帰を示す場合に、有効であると考えられる。有効な投与計画に
は、意図する目的を達成するために必要な、頻度、投与経路での有効な薬剤の投与が含ま
れる。
【００８６】
　治療を必要とする状態が脳卒中であるとき、転帰は梗塞体積または障害指数によって決
定することができ、用量は、治療を受けた個々の対象者が、ランキンスケールの２以下の
障害、または、バーセルスケールで７５以上を示す場合に、有効であると認識することが
でき（Ｌｅｅｓ ｅｔ ａｌ．，Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄ ２００６；３５４：５８８－６０
０を参照）、または、治療を受けた対象者の集団が、いずれかの障害スケール（たとえば
、バーセル、ランキン、ＮＩＨストロークスケール）上で、治療を受けていない比較集団
よりも、有意に改善された（つまり、より軽度の障害）スコア分布を示す場合に、もしく
は、治療を受けた対象者の集団が、治療を受けていない比較集団と比べて、有意に減少し
た梗塞体積もしくは梗塞数を示す場合に、有効であると認定することができる。薬剤の単
回用量が、通常、脳卒中の治療に十分である。ただし、複数回用量を、たとえば、１，２
，３，６，１２，１８または２４時間の時間間隔で、完全閉塞の存在がＣＴスキャンで検
出されるまで、または、さらなる利益が見られなくなるまで、投与することもできる。
【００８７】
　薬剤に応じて、投与は、非経口、静脈内、経鼻、経口、皮下、動脈内、頭蓋内、くも膜
下、腹腔内、局所的、鼻腔内、または、筋肉内に行うことができる。ペプチド薬剤には静
脈内投与が好ましい。
【００８８】
　内在化ペプチドを含むキメラ薬剤、特に、アミノ酸配列ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ（配列
番号２）を含むＨＩＶ ｔａｔペプチドについては、本薬剤の投与は、ヒスタミンの放出
および高レベルの内在化ペプチドに関連するその下流効果を低減するために、抗炎症剤と
組み合わせてもよいし、しなくてもよい。併用に好ましい薬剤は、クロモリンもしくはロ
ドキサミド、または本明細書に記載のいずれか他の薬物などの、肥満細胞の脱顆粒阻害剤
である。抗ヒスタミン剤またはコルチコステロイドを、特に、両者を組み合わせて、また
は高用量で、使用することも可能である（国際特許出願公開公報第ＷＯ２００９／０７６
１０５号および第ＷＯ２０１０／１４４７４２号を参照）。
【００８９】
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　ヒトへの投与については、キメラ薬剤Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの好ましい用量は、２～３
ｍｇ／ｋｇ、および、より好ましくは２．６ｍｇ／ｋｇである。示した用量は、一般的な
病院で測定され得る精度の許容範囲を含むものと理解すべきである。この用量は、ほとん
どの対象者において、かなりの量のヒスタミンの放出およびその後遺症なしで、薬剤を投
与することができる最大用量なので、好ましい。高用量でのヒスタミンの放出は、上述の
ように抗炎症剤の併用で制御することが可能であり、いずれにせよ、通常は有害事象なし
で自然と解消するが、用量を３ｍｇ／ｋｇ未満、および、好ましくは２～３ｍｇ／ｋｇ、
より好ましくは２．６ｍｇ／ｋｇに保つことによって、回避するのが最も良い。このよう
な量は、単回投与、つまり、疾病の症状発現当たり１回投与、のものである。このような
用量は、毎日、またはより頻繁に、投与することができる。より低い用量、随意的に、１
～２ｍｇ／ｋｇ、０．５～１ｍｇ／ｋｇ、０．１～０．５ｍｇ／ｋｇ、または、０．１ｍ
ｇ／ｋｇ未満、を用いてもよい。反復投与の投与計画については、さらに低い用量を使用
してよい。
【００９０】
　上記で示した用量は、キメラ薬剤Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ（ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲＫＬ
ＳＳＩＥＳＤＶ；配列番号６）のものである。同じ効果を達成するための他の薬剤の等価
用量は、いくつかの手法で決定することができる。１個または数個のアミノ酸が置換、挿
入または削除されており、分子量が約±２５％の範囲内で同じに保たれている、その薬剤
の近縁変異体については、上記の用量が依然として良好な指針である。ただし、一般に、
他の薬剤については、等価用量は、内在化ペプチドが存在する場合、これを含むまたは含
まないその薬剤の分子量、標的に対するＫｄ、ならびに、その薬物動態および薬力学パラ
メータ、に依存して変り得る。いくつかの薬剤については、等価用量は、等モル量の薬理
活性剤を供給するように、計算することができる。他の薬剤については、Ｋｄまたは薬物
動態もしくは薬力学パラメータの差異を考慮して、さらなる調整をすることができる。い
くつかの薬剤については、等価用量は、動物モデルまたは臨床試験において同じ終点への
到達を達成した用量から、実験的に決定される。
【００９１】
　Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃなどのペプチド薬剤は、好ましくは、血管への注入、より好まし
くは、静脈注射によって、供給される。キメラ薬剤Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃについては、こ
れらの考察間のバランスを提供する好ましい注入時間は、５～１５分、より好ましくは１
０分である。示した時間は、±１０％の誤差の記録を含むと理解すべきである。注入時間
は、完了した初期の注入で残るすべての液滴を洗い落すためのすすぎ注入の延長時間を含
まない。Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃについての注入時間は、随意的に内在化ペプチドに結合し
た他の薬理活性剤、特に、上述のＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの近縁変異体、の指針となり得る
。
【００９２】
　ＰＳＤ－９５阻害剤は、医薬組成物の形態で投与することが可能である。医薬組成物は
、一般に、ＧＭＰ条件下で製造される。非経口投与の医薬組成物は、好ましくは、殺菌さ
れており（たとえば、ペプチドのフィルター殺菌）、発熱物質がない。医薬組成物は、単
位用量型（つまり、単回投与のための用量）で提供することができる。医薬組成物は、１
つ以上の生理学的に許容可能な担体、希釈剤、添加剤、または、キメラ薬剤を処理して薬
学的に使用し得る組成物にするのを容易にする補助剤、を使用する従来の方法で、調製す
ることができる。適切な組成物は、選択される投与経路に依存する。
【００９３】
　キメラ薬剤Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの例示的な組成物は、生理食塩水（０．８～１．０％
および好ましくは０．９％生理食塩水）またはリン酸緩衝生理食塩水中に、１０～３０ｍ
ｇ／ｍｌの濃度、たとえば、１６～２０ｍｇ／ｍｌ、１８ｍｇ／ｍｌまたは２０ｍｇ／ｍ
ｌの濃度で、ペプチドを含有する。凍結すると、このような組成物は、４年以上の期間に
わたって安定である（僅かなペプチドの分解または凝集）。追加の添加剤を加えることも
でき、この安定性を得るためには、このような添加物を有しない生理食塩水またはリン酸
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緩衝生理食塩水で十分である。使用のためには、このような組成物は、融解され、血管へ
の注入のために、希釈されてより大きな体積の生理食塩水とされる。
【００９４】
　再かん流のための薬理活性剤の多くの例が、臨床に使用されている。このような薬剤は
、それらの従来の組成物、用量、投与経路、および投与頻度に従って、本組み合わせ方法
で使用することができる（Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ’ｓ Ｄｅｓｋ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ、およ
び適用可能なパッケージ挿入物を参照）。たとえば、ｔＰＡまたは他の血栓溶解剤は、ヒ
トにおいて、０．５～１．５ｍｇ／ｋｇ、好ましくは０．９ｍｇ／ｋｇの用量で静脈内に
投与することが可能である。ｔＰＡまたは他の血栓溶解剤は、また、ヒトの患者において
、３６時間にわたる０．０２～０．１ｍｇ／ｋｇ／時の用量で、動脈内に投与することも
可能である。ｔＰＡまたは他の血栓溶解剤は、また、損傷した血流の部位、たとえば、脳
の塞栓、に直接投与することも可能であり、これについては、好ましい用量は、ヒトの患
者において、２ｍｇ（または、３０ｋｇ未満の体重の患者においてはそれ未満）である。
局所投与は、好ましくは、カテーテル経由である。梗塞部位への直接の投与は、ペプチド
ＰＳＤ－９５阻害剤がタンパク分解に曝される可能性を低減する。同様に、再かん流の機
械的方法を、従来の実務に従って、採用することも可能である。
【実施例】
【００９５】
実施例１：
皺脳旧世界霊長類における脳卒中後の神経保護作用
　序論
【００９６】
　遺伝学上、解剖学上および行動上のヒトへの類似性を有する高次皺脳非ヒト霊長類（Ｎ
ＨＰ）を使用して、シナプス後肥厚部タンパクＰＳＤ－９５を神経毒シグナル伝達経路か
ら分離する化合物であるＰＳＤ－９５阻害剤による神経保護作用を試験した。ここで、脳
卒中損傷は、脳卒中発症後にＰＳＤ－９５阻害剤が投与されるＮＨＰにおいて、防止され
得ることが示された。この治療は、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）によって測定される梗塞体
積および組織構造を減少させ、虚血脳組織のゲノム規模スクリーニングにおいて虚血細胞
の遺伝子転写能力を保存し、神経行動学的アッセイにおいて神経機能を大きく保存した。
ＭＲＩによる組織神経保護作用の程度は、神経機能の保存に強く対応し、脳組織完全性は
機能的転帰を反映し得るという未証明の見解を支持した。我々の知見は、脳卒中後の組織
神経保護作用および改善された機能的転帰は、皺脳ＮＨＰにおいてＰＳＤ－９５阻害剤を
用いて明白に達成することが可能である、ということを確立する。
【００９７】
　実験の一般的流れおよび評価
【００９８】
　割り付けを隠匿し、すべての転帰を盲評価して、すべての実験を行った。一次転帰の判
定は、Ｔ２強調ＭＲＩ研究から３０日に測定した梗塞体積であった。解剖上の二次転帰は
、拡散強調画像（ＤＷＩ）ＭＲＩによる４時間および２４時間での、Ｔ２ＭＲＩによる２
４時間での、およびＴ２ＭＲＩによる３０日での梗塞体積、ならびに、組織構造であった
。神経行動学的転帰は、３０日の観察期間全体を通じて、非ヒト霊長類ストロークスケー
ル（ＮＨＰＳＳ）、ならびに、ヒルアンドバレータスク(hill and valley task)、２チュ
ーブタスク(two-tube task)および６ウェルタスク(six well task)を含む、知覚運動バッ
テリーを用いて、測定した。治療および評価の計画を図１Ａに示し、以下に説明する。中
大脳動脈閉塞の時間は、以下に述べるように、実験間で変動した。
【００９９】
　マカクに、９０分のＭＣＡＯの開始後１時間または３時間のどちらかに始まる、Ｔａｔ
－ＮＲ２Ｂ９ｃ（２．６ｍｇ／ｋｇ）またはプラシーボ（０．９％生理食塩水）の１０分
間の静脈内注射を、無作為に与えた。ＮＨＰのために選択した用量は、ラット研究で使用
した先の用量から外挿した「霊長類等価用量」の計算から近似し、体表面積の種間差の規
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格化に基づいた。
【０１００】
　ＭＣＡＯから１５分以内に動物をＭＲＩスキャン装置に移し、ＭＣＡＯ中に血流を奪わ
れた脳体積（危険性のある組織）を定量化するために、すべての動物について、かん流画
像化を行った。さらに、ＭＲ血管造影法（ＭＲＡ）を行って、ＭＣＡＯを確認した。９０
分のＭＣＡＯの終了後に、２回目のＭＲＡを行って、ＭＣＡの再かん流を確認し、その後
４時間に、拡散画像を撮影した。次いで、動物を覚醒させ、自然に回復させた。動物を再
び麻酔して、２４時間および３０日に再撮影した。ＮＨＰＳＳスコアを、ＭＣＡＯの８時
間以内におよび３０日まで割り当て、残りの神経試験を、第７日および第１４日または３
０日のいずれかに、行った。
【０１０１】
　生理学的パラメータには、実験における群間で差がなく、または、ＭＣＡＯから１５分
以内のかん流画像で判定した危険性のある組織の体積には、薬剤とプラシーボとで差がな
かった。
【０１０２】
　非ヒト霊長類ストロークスケール（ＮＨＰＳＳ）ならびに、場合によっては、ヒルアン
ドバレー(hill and valley task)、２チューブチョイスタスク(two-tube choice task)お
よび６ウェルタスク(six well task)を含む知覚運動バッテリーを用いて、１４日～３０
日の観察期間全体を通して神経学的評価を行った。ＮＨＰＳＳは、ヒト脳卒中検査に使用
されるＮＩＨストロークスケールに類似の複合評定である。４１点というスコアが、重篤
な両側性神経障害を表し、０は正常である。残りの試験は、四肢の全体的な強さ、微細運
動機能、および半側空間無視または視野欠損の影響の組み合わせを測定する。
【０１０３】
Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ治療は、脳虚血を低減し、再かん流療法の時間帯を、ｔＰＡについ
ての通常の４．５時間帯を超えて、広げることができる。
　現在のところ、唯一の広く認可されている急性虚血性脳卒中の治療は、線維素溶解薬、
ｒｔ－ＰＡ（遺伝子組み換えプラスミノーゲン活性化因子）の静脈内注射を使用する、閉
塞した脳動脈の再かん流である。ｒｔ－ＰＡの静脈内注射での従来の再かん流は、脳卒中
発症後９０分以内に施したときに臨床転帰の改善において最も有益であり、利益は、その
後減少して、４．５時間でごく僅かになるか無くなる。再かん流の有用性についてのこの
狭い時間帯は、利益を受けられたかも知れない患者の数を制限している。したがって、神
経保護剤での早期治療の１つの可能性のある用途は、再かん流療法から臨床的利益が得ら
れるかも知れない時間間隔を広げることである。神経外科医およびニューロインターベン
ショナリスト(neurointerventionalist)は、脳の状態が、助けるべき有用な脳が未だある
こと、および、出血の危険性なしにそうすることが確実にできることを示すならば、標準
的時間帯の外で、再かん流療法を使用することができる。これを調べるために、静脈注射
ｒｔ－ＰＡがヒトにおいて有意に有益ではなくなる（Ｃｏｏｋ ｅｔ ａｌ．，Ｎａｔｕｒ
ｅ．４８３，２１３－７ ２０１２も参照）４．５時間の時点まで再かん流を遅らせたと
きに、ＭＣＡＯ開始後６０分でのＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ投与が脳卒中の転帰を改善するか
を、ＮＨＰにおいて評価した。
【０１０４】
　６頭のマカクを永久ＭＣＡＯに付し、虚血発症後５分から始めて、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９
ｃまたはプラシーボのいずれかで処理した。動物をＭＲＩスキャン装置に置き、ＤＷＩ 
ＭＲＩスキャンを１５分ごとに得た（図２Ａ）。ＤＷＩ高強度が検出可能な脳の体積は、
両群において、時間と共に増加した。ただし、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃでの処理は、その増
加の速度を約２倍鈍らせた（図２Ａ；対照およびＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの時定数＝２．２
０±０．２８時間および４．５０±０．５４時間；ｐ＝０．０１９）。ＭＣＡＯ後４．５
時間においてさえ、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃで処理した動物は、４８時間および７日に、Ｍ
ＲＩおよびＴ２スキャンで梗塞の大きさの有意な減少を示した（図１Ｂ～図１Ｄ）。さら
に、虚血体積内において、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃで処理した動物の脳のＤＷＩ強度は、非
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処理の対照よりも低いままであり、梗塞体積内の組織がより良好な完全性を保っているこ
とを示唆している(図２Ｂ）。これらのデータは、救済され得る脳が残存しており、有効
な時間帯の外であるため通常は改善しないと考えられる時点での、再かん流剤または療法
の実施が、再かん流および脳組織の生存を改善しそうであることの証拠を提供する。これ
らのデータは、また、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃが、残存する組織を救うための脳の再かん流
に有用な時間を、広げ得ることの証拠を提供する。
【０１０５】
　Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、９０分の脳卒中に付した非ヒト霊長類において、梗塞体積お
よび積神経損傷を有意に減少させる。
【０１０６】
　虚血性脳卒中後１時間に与えたときのＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの効果を調べる後続の研究
を、このモデルで行った。２０頭のマカクを、９０分ＭＣＡＯの開始後１時間から始まる
、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ（２．６ｍｇ／ｋｇ）またはプラシーボ（０．９％生理食塩水）
の１０分間静脈内注射に、無作為に付した。ＮＨＰのために選択した用量は、ラット研究
で使用した先の用量から外挿した「霊長類等価用量」の計算から近似し、体表面積の種間
差の規格化に基づいた。
【０１０７】
　ＭＣＡＯから１５分以内に動物をＭＲＩスキャン装置に移し、ＭＣＡＯ中に血流を奪わ
れた脳体積（危険性のある組織）を定量化するために、すべての動物について、かん流画
像化を行った。さらに、ＭＲ血管造影法（ＭＲＡ）を行って、ＭＣＡＯを確認した。９０
分のＭＣＡＯ後に、２回目のＭＲＡを行って再かん流を確認し、その４時間後に、拡散画
像を撮影した。次いで、動物を覚醒させ、自然に回復させた。動物を再び麻酔して、２４
時間および３０日に再撮影した。ＮＨＰＳＳスコアを、ＭＣＡＯの８時間以内におよび３
０日まで割り当て、残りの神経試験を、第７日および第３０日に行った。
【０１０８】
　プラシーボを与えた１０頭の動物のうちの４頭は、その脳卒中から４８時間以内に、脳
腫脹および鈎回ヘルニアにより、死亡した。Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃで試験した３頭の動物
は、脳卒中には、または薬剤には無関係の手術／麻酔の合併症の結果、死亡した。どれも
「包括解析」（ＩＴＴ）から除外しなかった。早期死亡のせいで欠けたデータは、あり得
る最大の梗塞体積および最悪の神経学スコアを反映するようにした。このやり方は、有意
な治療効果の検出に対して偏見をもたらすが、これが最も保守的であり、ヒト臨床試験に
採用されるやり方を最もよく反映している。
【０１０９】
　生理学的パラメータ、または、ＭＣＡＯから１５分以内のかん流画像で判定した危険性
のある組織の体積には、薬剤とプラシーボとで差がなかった（図６Ａ）。ただし、２４時
間までに、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃで処理した動物は、ＤＷＩ画像（４４．０％減少、ｐ＝
０．０３９；図６Ｂ）およびＴ２強調画像（３７．４％減少、ｐ＝０．０１０；図６Ｂ、
図６Ｃ）で、プラシーボと比べて、梗塞体積の有意な減少を示した。梗塞体積におけるこ
の減少は、３０日Ｔ２強調ＭＲＩスキャンで反映され（３８．７％減少、ｐ＝０．０１３
；図６Ｃ）および３０日の組織学的評価で反映された（図６Ｄ；ＩＴＴおよび早期死亡例
を除いて、それぞれ、梗塞体積の５９．３％および７３．６％減少；ｐ＜０．００１）。
ＮＨＰは、ヒトと同様に、ＭＣＡＯ後に可変の梗塞を有するかも知れないので、各動物の
梗塞体積は、ＭＣＡＯの１５分以内に検出したそのＭＲＩかん流に対して規格化した。こ
の規格化は、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃでの治療が、ＤＷＩ画像で測定して、２４時間までに
、梗塞を危険性のある体積の５５％減少させ、Ｔ２強調ＭＲＩで測定して、３０日に、７
０％減少させることを、明らかにした。２４時間ＭＲＩから計算した梗塞体積は、３０日
組織学的分析から得られたものと、よく相関した（Ｒ＝０．６９１，ｐ＜０．０１）。
【０１１０】
　３０日の観察期間全体を通して、非ヒト霊長類ストロークスケール（ＮＨＰＳＳ）なら
びにヒルアンドバレータスク(hill and valley task)、２チューブチョイスタスク(two-t
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ube choice task)および６ウェルタスク(six well task)を含む知覚運動バッテリーを用
いて、神経学的評価を行った。ＮＨＰＳＳは、ヒト脳卒中検査に使用されるＮＩＨストロ
ークスケールに類似の複合評定である。４１点というスコアが、重篤な両側性神経障害を
表し、０は正常である。残りの試験は、四肢の全体的な強さ、微細運動機能、および半側
空間無視または視野欠損の影響の組み合わせを測定する。
【０１１１】
　Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃで処理した動物は、３０日の観察期間全体を通して、虚血発症後
８時間の最初の評価から、改善されたＮＨＰＳＳスコアを示した（Ｐ＝０．０１８、二元
反復測定ＡＮＯＶＡ；図６Ｆ）。２チューブチョイスタスク(two-tube choice task)での
能力は、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃで処理した動物においては、脳卒中前のレベルに戻ったが
、プラシーボ群においては、完全に損なわれたままであった。このことは、脳救済が、「
消滅」、つまり、病変部位同側半側空間における事項への注意が病変部位対側半側空間に
おける事項への注意を曇らせる傾向、を妨げることを示唆している。Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９
ｃでの処理は、また、左上肢において、６ウェルタスク(6-well task)およびヒルアンド
バレーステアケイスタスク(Hill and Valley Staircase task)での能力を有意に改善した
。右上肢の能力も改善を示し、注意および知覚の能力の全体的な改善を示唆した。
【０１１２】
　Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、重篤な脳卒中における梗塞の大きさおよび神経障害を減少さ
せるのに有効である。
【０１１３】
　次いで、ｔＰＡでの再かん流の有効性の限界、４．５時間を超えて続く脳卒中における
、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの効果を明らかにした。１２頭のマカクを、４．５時間ＭＣＡＯ
の開始後１時間から始まる、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ（２．６ｍｇ／ｋｇ）またはプラシー
ボ（０．９％生理食塩水）の１０分間静脈内注射に、無作為に付した。他の点では、やり
方は、ＭＲＩスキャンのタイミングと、神経学的評価を７日に行ったこととを除いて、我
々の最初の研究と同様であった。
【０１１４】
　死亡例はなく、生理的パラメータまたはＭＣＡＯの危険性がある組織の体積において、
薬物とプラシーボとで差はなかった（図７Ａ）。ただし、虚血の期間が長いにもかかわら
ず、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃで処理した動物は、４８時間でのＴ２およびＤＷＩ画像で、お
よび、７日のＴ２強調画像で、プラシーボと比較して、梗塞体積の有意な減少を示した（
図７Ｂ～図７Ｅ）。さらに、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃで処理した動物は、虚血発症後１２時
間および７日の観察期間全体を通して、ＮＨＰＳＳスコアを最初の評価から改善し（Ｐ＝
＜０．００１；二元反復ＡＮＯＶＡ；図７Ｆ）、６ウェルタスク(6-well task)およびヒ
ルアンドバレーステアケイスタスク(Hill and Valley Staircase task)においてより良好
な能力の傾向を示した。これらの結果は、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃでの早期の処理は、側副
循環が制限されペナンブラが小さい重篤なＭＣＡＯのモデルにおいてさえ、再かん流が機
能的利益を有する時間帯を、上昇させるかも知れない。ＭＲＩで測定した、および神経学
的評価での、脳卒中後４．５時間での処理の利益の大きさは、再かん流療法の利益を拡大
して４．５時間の時間帯を超えさせる、早期の神経保護作用の有用性の可能性を示唆する
。
【０１１５】
　Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、脳卒中発症後３時間に投与されると、脳卒中に続く虚血およ
び神経障害の減少に有効である。
【０１１６】
　脳卒中発症の６０分以内の神経保護剤での処理は、患者の小さなサブセットにおいて実
行可能であるが、投与の治療時間帯を広げることは、脳卒中被害者のはるかに大きな集団
に利益をもたらすであろう。したがって、脳卒中発症後３時間でのＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ
の投与が、長期のＭＣＡＯの発症において有益であるかを判断した。ヒトにおいて、脳卒
中発症後３時間の静脈内投与ｒｔ－ＰＡでの再かん流は、神経保護作用を欠く場合におい
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ても有益である。これは、多くの患者において、救助可能なペナンブラのこの時点での存
在を証明する。この臨床的筋書を、ＮＨＰが３時間にＰＷＩ／ＤＷＩ不一致（ペナンブラ
）を示すＭＣＡＯモデルを用いて、実験的に再現した。ヒトにおける場合と同様に、その
ような不一致は、治療がない場合、梗塞へと成長する。
【０１１７】
　２４頭のマカクを、３．５時間ＭＣＡＯの開始後３時間から始まる、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ
９ｃ（２．６ｍｇ／ｋｇ）またはプラシーボ（０．９％生理食塩水）の１０分間静脈内注
射に、無作為に付した。他のやり方は、最終の画像化および神経学的評価を１４日に行っ
たことを除いて、変えなかった。死亡例はなく、生理的パラメータまたはＭＣＡＯの危険
性がある組織の体積において、群間で差はなかった（図８Ａ）。ただし、虚血の期間が長
く、また、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃでの治療が遅かったにもかかわらず、薬物で処理した動
物は、４８時間および１４日の解剖学的（ＭＲＩ）基準での評価で、プラシーボと比較し
て、梗塞体積の有意な減少を示した（図８Ｂ～図８Ｅ）。Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃで処理し
たＮＨＰは、また、１４日の観察期間全体を通して改善されたＮＨＰＳＳスコアを示し（
Ｐ＝０．００４；二元反復ＡＮＯＶＡ；図８Ｆ）、６ウェルタスク(6-well task)および
ヒルアンドバレーステアケイスタスク(Hill and Valley Staircase task)においてより良
好な能力の傾向を示した。したがって、ＮＨＰにおいて、脳卒中発症後３時間のＴａｔ－
ＮＲ２Ｂ９ｃでの処理は、脳卒中損傷の軽減に有効である。この治療時間帯は、脳卒中被
害者において実用的であるので、ＰＳＤ－９５阻害剤での処理は、臨床上実用的な治療方
略を構成し、再かん流のみの使用よりも有効であり得る。
【０１１８】
結論
　Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、サルおよびヒトのような高次脳における脳卒中の後の障害の
重症度を、効果的に低下させる。脳卒中後の時点でのＭＲＩ ＤＷＩおよびＴ２画像は、
虚血の領域の損傷が非処理の動物のものよりも有意に少ないことを示している。病変の体
積の減少に加えて、このことは、ＤＷＩ－ＭＲＩによる画像の強度が小さいこと、および
、Ｔ２画像の信号強度が低いことによっても示唆される。これらのデータは、救うべき脳
が未だ存在すること、および、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ処理なしではできないであろう脳の
大部分に血液が浸透して作用することを、再かん流療法が未だ可能にし得ることの、証拠
を提供する。したがって、特にｔＰＡのような薬剤での、再かん流療法は、より浸透して
、脳の病変部への血流をさらに増大させることに、効果的であり得る。
【０１１９】
　非ヒト霊長類方法
【０１２０】
　脳卒中モデル：動物を麻酔し（イソフラン１．０～２．５％）、挿管して酸素を供給し
た。脚カフスによるＢＰ、呼気終末のＣＯ２、Ｏ２飽和度、ＥＣＧ、および、直腸プロー
ブでの温度を、非侵襲的監視に含めた。温度を、加熱毛布で一定（３７±０．５℃）に保
った。大腿部動脈ラインを使用して、ＢＰおよび血液ガスを監視した。カニクイザル（３
．０～４．０ｋｇ）において、右前頭側頭開頭術を使用し、そして眼窩前頭分岐およびレ
ンズ核線条体動脈の起点から遠位の位置で５ｍｍチタン動脈瘤クリップを用いてシルビウ
ス裂溝の右ＭＣＡを閉塞して、ＭＣＡＯを実施した。
【０１２１】
　虚血ペナンブラ組織の定義：ペナンブラ組織を、組織摘出時には梗塞されていないが確
実に後の梗塞に至る組織であると、操作上定義した。ペナンブラはマカクにおいて変わり
得るかも知れないので、８つの２×２ｍｍ生体組織を、ＭＣＡＯ後１時間または６時間の
どちらかに、脳卒中と同側のＭＣＡ血管分布全体にわたる大脳皮質から採取し、また、脳
卒中と対側の、虚血大脳皮質から採取したものに対して鏡像位置からも採取した。生体組
織位置を撮影した。８つの生体組織のどれがペナンブラ組織を表しているかを決定するた
めに、動物を７Ｔ ＭＲＩスキャン装置に移し、生体組織採取から１５分以内および５．
７５時間に、拡散強調画像（ＤＷＩ）、Ｔ２画像およびかん流画像を撮影した。１時間で
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のペナンブラ組織を、ＤＷＩにより５．７５時間に梗塞に至った、梗塞のない組織と定義
した。６時間でのペナンブラ組織を、ＭＲかん流障害の範囲内であるが、ＤＷＩまたはＴ
２強調を示していない組織である、と定義した。ＮＨＰのペナンブラを定義するのにＭＲ
Ｉを使用することは、救済可能な組織の量が６時間までに減少するので、必須である。
【０１２２】
　一般的ＭＲＩ処理：画像撮影は、Ｐａｒａｖｉｓｉｏｎ ４．０ソフトウエアが稼働し
、Ｂ－ＧＡ２０Ｓ傾斜磁場コイルを使用する７テスラＢｒｕｋｅｒ ＢｉｏＳｐｅｃシス
テムで行った。内径１５．５ｃｍの直交送受信ボリュームコイルを、ＮＨＰのスキャンに
使用した。ＮＨＰに挿管して酸素を供給し、うつ伏せで撮影した。生理的監視を全期間維
持した。プロトコルは、軸平面内の２Ｄ Ｔ２強調画像、かん流画像および拡散強調画像
の積み重ねを提供した。Ｔ２強調画像には、高速スピンエコー法とも呼ばれるＲＡＲＥ法
を使用した（ＴＥ／ＴＲ＝８４／５０００ｍｓ、ｒａｒｅ ｆａｃｔｏｒ＝１４、９ｃｍ
視野上の２２５ｘ２２５マトリクスで４００ｘ４００ｘ１５００ミクロン解像度）。拡散
強調画像には、スピンエコーマルチショットエコープラナー法を使用した（ＴＥ／ＴＲ＝
３２／１００００ｍｓ、９ ＥＰＩショット、２５０ｋＨｚバンド幅、ｂ＝１０００ｓ／
ｍｍ２で３つの直交拡散方向、９ｃｍ視野上の１８０ｘ１８０マトリクスでの１０の平均
で５００ｘ５００ｘ１５００ミクロン解像度）。かん流画像は動的造影感受性強調かん流
法(dynamic, contrast enhanced, susceptibility-weighted perfusion method)で撮影し
た（Ｔ２＊ＥＰＩ、ＴＥ＝１８ｍｓ、２ ＥＰＩショット、２秒の時間分解能、９０反復
、９ｃｍ視野上の１８０ｘ１８０マトリクスで５つの連続断層にわたる７００ｘ７００ｘ
１５００ミクロン解像度）。かん流スキャンのために、末梢静脈への全７秒の注射時間の
３回目の繰り返しに始めて、ガドリニウム（０．１ｍｍｏｌ／ｋｇ）を静脈内に急速投与
した。拡散画像は、ＭＡＴＬＡＢ（Ｎａｔｉｃｋ，ＭＡ，ＵＳＡ）にて後処理して、３つ
のｂ＝１０００ｓ／ｍｍ２画像から平均画像を生成し、見かけ拡散係数(Apparent Diffus
ion Coefficient)（ＡＤＣ）マップを計算した。脳卒中体積は、ＩＴＫ－Ｓｎａｐ等高線
作図ソフトウエア（Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ，ＰＡ，ＵＳＡ）を用い、積み重ねて３次元に
再構成した平均拡散画像で計算した。かん流画像は、ＰｅｒｆＴｏｏｌソフトウエアを用
いて処理し、脳血流量マップを作成した。
【０１２３】
　実験計画および統計分析：脳卒中実験は、脳卒中療法産学円卓（ＳＴＡＩＲ）会議(Str
oke Therapy Academic Industry Roundtable committee)の「良い科学研究を確保するた
めの推奨(recommendations for ensuring good scientific enquiry)」に従って実施した
。３０日Ｔ２強調ＭＲＩに基づき、検出力０．８、アルファ＝０．０５および群平均の３
０％という想定標準偏差で、薬物とプラシーボとの間で、梗塞体積における４０％の差を
検出する、という要望に基づいて、１０動物／群のサンプルサイズを設定した。含まれる
あらゆる動物を除外しない包括解析アプローチに基づいて、一次分析を行った。２０頭の
カニクイザルを、薬物またはプラシーボ（担体のみ）での処理に無作為に付した。虚血の
誘導、維持および回復、実験動物の世話（早期の犠牲を含む）に関する決定、ならびに、
すべての転帰の評価、を担当する調査者は、動物がどちらの実験群に属するかを、知らさ
れなかった。群間の差異は、必要に応じて、スチューデントのt検定または反復測定ＡＮ
ＯＶＡを用いて、測定した。早死またはタスクを完了することができないことにより欠け
た値は、そのタスクに利用可能な最悪のスコア、または、全動物について得られる最大の
梗塞体積により規定される可能な最大の脳卒中体積、を反映するようにした。
【０１２４】
　神経学的評価：神経学的評価は、既に確認されている非ヒト霊長類ストロークスケール
（ＮＨＰＳＳ）、ならびに、ヒルアンドバレータスク(hill and valley task)、２チュー
ブタスク(two-tube task)および６ウェルタスク(six well task)を含む知覚運動バッテリ
ーを使用して行った。ＮＨＰＳＳスコアは、意識のある状態、防御反応、把握反射、四肢
運動、足取り、旋回行動、動作緩慢、平衡、無視、視野削減／片側視野欠損、および、顔
面麻痺の複合評定であり、その多くは、ヒトに使用されるＮＩＨストローク点数付けにも
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組み込まれている。全４１点のうち、０は正常な挙動に相当し、４１点は、重篤な両側性
神経障害に相当する。残りの試験は、どこかに記載されている普通のマーモセット（Ｃａ
ｌｌｉｔｈｒｉｘ ｊａｃｃｈｕｓ）のために開発されたアッセイを、変更したものであ
る。微小な知覚運動機能を評価することに加えて、それらは、消失および知覚空間障害／
無視も試験する。パイロット実験において、５頭のマカクを９０分ＭＣＡＯに付し、ＮＨ
ＰＳＳ結果は、最初の３６時間（平均３６．３、ＳＥＭ＝５．７）持続して、その後、１
４日～３０日（平均＝１４．３６、ＳＥＭ＝３．２）のプラトーレベルに徐々に低下する
、初期ピークをスコアに示した。知覚運動試験は、動物に、重篤な時空無視が残り、脳卒
中後７日および３０日に僅かな経時回復を示す片側不全麻痺が残った。これらの欠点は、
６ウェルタスク(six well task)および左腕のヒルアンドバレータスク(hill and valley 
task)の完了における有意な遅延として明瞭であり、前者については、７．８倍の平均遅
延および開始時の５．３３倍、後者については、バレー区分上で８．２倍の平均遅延およ
び開始時の６．４倍、ならびに、ヒル区分上で７．６倍の平均遅延および開始時の５．８
倍であった。
【０１２５】
実施例２：
ＰＳＤ－９５阻害剤は、かん流／拡散強調ＭＲＩ上で虚血ペナンブラ進展を停止させる
　この実施例の目的は、ＰＳＤ－９５阻害剤を用いた神経保護作用が、実験永久ＭＣＡＯ
において、脳血流量の増加（再かん流）なしで実行可能であることを、証明することであ
る。
【０１２６】
　方法：ラットをｐＭＣＡＯに付し、その１時間後に、ＰＳＤ－９５阻害剤Ｔａｔ－ＮＲ
２Ｂ９ｃ（７．５ｍｇ／ｋｇ）または生理食塩水の、５分間の静脈内注射で処理した。か
ん流ＭＲＩ（ＰＷＩ）および拡散ＭＲＩ（ＤＷＩ）を、４．７Ｔ Ｂｒｕｋｅｒシステム
で、ｐＭＣＡＯ後３０，４５，７０，７０，１２０，１５０および１８０分に得て、脳血
流量（ＣＢＦ）および見かけの拡散係数（ＡＤＣ）マップを決定した。２４時間に動物を
神経学的に採点して殺し、脳を切片化して、浮腫についての梗塞体積補正を確かめるため
にＴＴＣで染色した。ＯＧＤに付したニューロンにおいて、インビトロで、記載されてい
る（上記Ａａｒｔｓ ｅｔ ａｌ．（２００２））ように、ＡＴＰレベルに対するＴａｔ－
ＮＲ２Ｂ９ｃの作用を測定し、製造元（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）の指示
に従って、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｇｌｏ Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ Ｃｅｌｌ Ｖｉａｂｉ
ｌｉｔｙ Ａｓｓａｙを用いて、ＡＴＰレベルを評価した。
【０１２７】
　結果：血液ガス、電解質、および血中グルコースは、両群の間で差がなかった。２４時
間での神経スコアは、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ群が、プラシーボと比べて、有意に改善した
神経スコアを有することを示した。図３は、ＣＢＦ由来とＡＤＣ由来との病変体積の絶対
的不一致を示す。プラシーボ動物と比べて、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ群において、ＡＤＣ／
ＢＣＦ不一致病変体積は閉塞後９０分以降で有意に大きい。中心ペナンブラと皮質ペナン
ブラとにおける相対的ＣＢＦ値の関心領域の分析は、どちらの処理群においても、時点間
で、相対ＣＢＦに有意な変化を示さず、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ処理はＣＢＦに対して影響
がないことを表している。
【０１２８】
　閾値由来ＡＤＣおよびＣＢＦ病変体積で表される虚血性脳卒中の時空進化は、プラシー
ボ処理動物において、ＴＴＣ由来病変体積とよく相関した。Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ処理動
物において、ＡＤＣ病変体積は、プラシーボ群と同様に、ＭＣＡＯ後２５分～４５分に増
加した。ただし、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ薬剤開始直後７０分の時点で、増加は弱まった。
１２０分およびそれ以降では、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ処理動物におけるＡＤＣ病変は、プ
ラシーボ処理ラットにおけるよりも、有意に小さいままであった。ＣＢＦ由来体積および
ＴＴＣ梗塞体積は、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ動物において、有意に小さかった。図５は、Ｃ
ＢＦ由来とＡＤＣ由来との病変体積の絶対的不一致を示す。プラシーボ動物と比べて、Ｔ



(33) JP 2017-193535 A 2017.10.26

10

20

30

40

50

ａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ群において、ＡＤＣ／ＢＣＦ不一致病変体積は閉塞後９０分以降で有
意に大きい。これらの結果は、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、梗塞を通じての血流が処理によ
って増大するならば生じるであろう如くには、梗塞の大きさを減少させず、または、虚血
ペナンブラを収縮させることにより転帰を改善しない、ことを示唆する。むしろ、それは
、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃが、存在する虚血に対する虚血組織の抵抗力を高める、神経保護
剤として作用することを示唆する。
【０１２９】
　１００ｎＭ Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃで処理した一次神経培養は、正常酸素圧状態で、生
理食塩水対照と比べて有意な細胞死またはＡＴＰレベルを示さなかった。ただし、１００
ｎＭ Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃでの前処理は、ＯＧＤ後２０時間に、生理食塩水対照と比べ
て、細胞死の２６％の減少という結果になった（図４Ａ）。ＡＴＰレベルは、Ｔａｔ－Ｎ
Ｒ２Ｂ９ｃ処理培養において、ＯＧＤ後１時間に、生理食塩水対照と比べて３４％大きか
った（図４Ｂ）。
【０１３０】
　考察：ラットまたはマウスにおけるＭＣＡＯ後６０分のＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ投与は、
ＡＤＣ低強度体積の有意な減少という結果になり、ＴＴＣによる梗塞体積の減少と相関し
た。脳卒中体積の減少は、ＭＣＡＯ後２４時間での神経学的スコアの有意な改善に関連し
た。ｐＭＣＡＯ後の脳卒中転帰におけるこれらの解剖学的および神経学的改善は、脳血流
に影響することなく達成され、血流を増大させなくても、神経保護によって脳卒中療法が
達成可能であることを、確立する。したがって、ＰＳＤ－９５阻害剤での治療と再かん流
方略とを物理的または治療的に組み合わせることは、脳卒中後の神経組織または脳の救済
をさらに向上させそうである、と期待される。
【０１３１】
　虚血の発症に続いて、恒常性維持機構の混乱、細胞機能の障害、および細胞死に関連す
る、細胞内ＡＴＰレベルの急速な低下がニューロンおよびグリアにおいて生じる。ＰＳＤ
－９５阻害剤処理は、ＡＴＰ枯渇の抑制をもたらした。これらの結果は、ＰＳＤ－９５阻
害剤処理が、虚血ペナンブラを保全して、再かん流療法の治療上または時間上の幅を広げ
る実行可能なアプローチを提供することを、もたらす。
【０１３２】
実施例３：
脳卒中に付した齧歯動物の脳においてＮＭＤＡＲ：ＰＳＤ－９５複合体を妨害するのに、
Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの４～５分の単回注射で十分である
　方法の概要
【０１３３】
　シナプス後肥厚－９５阻害剤：Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、ＨＩＶ－１－Ｔａｔタンパク
（ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ；Ｔａｔ）の細胞膜タンパク形質導入領域に融合した、ＮＲ２
Ｂサブユニットの９個のＣ末端アミノ酸（ＫＬＳＳＩＥＳＤＶ）を含む、合成ペプチドで
ある。ＰＳＤ－９５に結合し得ない対照は、ＳＤＶからＡＤＡに変更され、この対照を「
ＡＤＡ」ペプチドと呼ぶ。化合物およびその用量を知らない者が、ペプチドを生理食塩水
中で４～５分にわたって静脈内投与した。
【０１３４】
　動物：成体雄Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラット（２５０～３００ｇ；Ｃｈａｒｌｅ
ｓ Ｒｉｖｅｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｓｈｅｒｂｒｏｏｋｅ，Ｑｕｅｂｅｃ，Ｃａ
ｎａｄａ）を、研究機関の動物管理委員会(institutional animal care committees)によ
って承認された手続きに従って使用した。すべての実験は、非絶食動物に対して行った。
【０１３５】
　手術準備：永久的軟膜血管閉塞（３ＰＶＯ）のために、ラットを、１００ｍｇ／ｋｇケ
タミン、２ｍｇ／ｋｇアセプロマジンおよび５０ｍｇ／ｋｇキシラジンで、麻酔した。ラ
ットをインキュベートし、酸素供給した（６０ストローク／分、３０～３５ｍＬの換気量
）。平均動脈血圧、血液ガス、ｐＨ、およびグルコースを、左大腿動脈カテーテルで監視
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した。薬物を尾静脈から投与した。
【０１３６】
　実験手続：動物を３ＰＶＯ虚血に付した。その１時間後、動物に、生理食塩水、３ｎｍ
ｏｌ／ｇのＴａｔ－ＫＬＳＳＩＥＡＤＡ（配列番号７６）、または、０．３ｎｍｏｌ／ｇ
，３ｎｍｏｌ／ｇおよび１０ｎｍｏｌ／ｇのＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ（Ｔａｔ－ＫＬＳＳＩ
ＥＳＤＶ）を、注射した。さらに１時間後、同側（脳卒中側）および脳卒中の対側から、
大脳皮質を速やかに採取した。偽処理した動物は、開頭術を施しただけで、脳卒中または
薬物注射をしなかった。次いで、常法を用いて、採取した組織にＣｏ－ＩＰ実験を行った
。抗ＮＲ２Ｂ抗体または抗ＰＳＤ－９５抗体でのＣｏＩＰに続いて、示した抗体（抗ＮＲ
２Ｂ，ＰＳＤ－９５およびＳｒｃ）でブロットを調べた。Ｉｍａｇｅ Ｊソフトウエアを
用いて、バンドの濃度分析を行った。関連タンパクのＣｏ－ＩＰに対する処理の効果を測
定するために、まず、ブロット上の各タンパクのレベルを、免疫沈降したタンパク（ＰＳ
Ｄ－９５またはＮＲ２Ｂ）のレベルに対して規格化し、次いで、同側（脳卒中側）からの
レベルを、対側のレベルに対して規格化した。
【０１３７】
　結果：実験は５回反復した。各回の組織は、６匹の異なるラットから得た（条件ごとに
１匹）。各回において、組織は、脳卒中側（同側）半球および対側半球の両方から得た。
ＰＳＤ－９５およびＮＲ２Ｂの共免疫沈降(いずれかのタンパクに対する抗体で実施した
ＩＰ)での評価の通り、偽剤処理（脳卒中なし、薬物注射なし）の効果はなかった（例と
して示す図９Ａ、図９Ｂ）。同様に、対照ペプチドＴａｔ－ＫＬＳＳＩＥＡＤＡは、ＰＳ
Ｄ－９５とＮＲ２ＢとのＣｏ－ＩＰに対して効果を有しなかった。ただし、Ｔａｔ－ＫＬ
ＳＳＩＥＳＤＶでの処理は、ＰＳＤ－９５とＮＲ２ＢとのＣｏ－ＩＰを、用量依存的に阻
害した（図９Ａ、図９Ｂ）。ＰＳＤ－９５とＮＲ２ＢとのＣｏ－ＩＰの阻害の程度は、脳
卒中の阻害におけるＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの能力に平行し、０．３ｎｍｏｌ／ｇは、この
脳卒中モデルにおける梗塞の大きさの減少に無効であり、３または１０ｎｍｏｌ／ｇの用
量は有効であった。具体的には、０ｎＭ／ｇまたは０．３ｎＭ／ｇのＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９
ｃ用量は、脳卒中の減少に無効であり、ＰＳＤ－９５とＮＲ２Ｂとの会合を有意に阻害し
なった。一方、３ｎＭ／ｇまたは１０ｎＭ／ｇの用量のＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃでの処理は
、脳卒中損傷の阻害において有効であり、また、ＮＲ２ＢとＰＳＤ－９５との会合を有意
に阻害した。さらなる対照として、ＰＳＤ－９５またはＮＲ２Ｂで免疫沈降した組織を、
ＮＭＤＡＲ関連タンパクキナーゼＳｒｃ、ＮＭＤＡＲシグナル伝達複合体２５における主
要制御タンパク、に対する抗体で調べた。１０ｎＭ／ｇ Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃでの処理
は、ＮＲ２ＢをＰＳＤ－９５から解離させ、ＰＳＤ－９５またはＮＲ２ＢのＳｒｃとの会
合に効果がなかった（不図示）。このことは、ＮＲ２Ｂ／ＰＳＤ－９５相互作用の阻害に
おけるＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの作用が特異的であり、いずれかのタンパクとＳｒｃとの同
様の相互作用には効果がないことを示す。
【０１３８】
　結論：第１に、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、脳卒中後に投与されたとき、脳卒中側の脳に
入り、虚血脳において先に形成されたＮＲ２Ｂ／ＰＳＤ－９５複合体を解離させることが
できる。第２に、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、これを、用量依存的に達成することができる
。第３に、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃが、脳において先に形成されたＮＲ２Ｂ／ＰＳＤ－９５
複合体の有意な解離を達成する濃度は、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃが、同じ動物脳卒中モデル
において神経保護作用を有する用量に相当する。第４に、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃが、脳に
おいて先に形成されたＮＲ２Ｂ／ＰＳＤ－９５複合体の有意な解離を達成し得ない用量も
、また、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃが、同じ動物脳卒中モデルにおいて神経保護作用を有しな
い用量である。第５に、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、ＮＲ２Ｂ／ＰＳＤ－９５複合体に対し
て、選択的にその効果を達成する（つまり、これは、ＮＭＤＡＲシグナル伝達複合体分子
への非特異的作用ではない）。
【０１３９】
　第２の研究を、同じモデル、および、脳卒中に付した脳の領域に位置するニューロンに



(35) JP 2017-193535 A 2017.10.26

10

20

30

40

50

おけるＰＳＤ－９５：ＮＭＤＡＲ複合体の解離の時間経過を調べる処理条件と同じ条件で
、行った。先の研究と同様に、脳卒中を誘導するｐｉａｌ血管閉塞後２，４，８，２４ま
たは４８時間に、ラット脳を採取した。図１０は、ＮＭＤＡＲ：ＰＳＤ－９５複合体が、
Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの単回静脈内注射の後、少なくとも８時間、潜在的には２４～４８
時間、解離することを表している。したがって、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃを患者に投与し得
る時と、患者が、薬物療法的であれ物理的であれ、再かん流療法の利益を受けるかも知れ
ない時との間に、広い時間帯が存在する。
【０１４０】
　詳細な材料および方法
【０１４１】
　材料：ＮＡ１（ＧＭＰロット１６５Ｉ１１０７）およびＴＡＴ－ＡＤＡ（ＹＧＲＫＫＲ
ＲＱＲＲＲＫＬＳＳＩＥＡＤＡ）は、それぞれ、ＢａｃｈｅｍおよびＧｅｎｅＳｃｒｉｐ
ｔによって化学合成された。すべてのペプチドは、高速液体クロマトグラフィーによって
、９５％を超える純度に精製した。ペプチド備蓄品（３ｍＭまたは１０ｍＭ）を滅菌生理
食塩水で調製し、４℃にて保存した。
【０１４２】
　抗体：免疫沈降およびウエスタン：マウス抗ＮＭＤＡ２Ｂ（ａｂ２８３７３；Ａｂｃａ
ｍ）、ウサギ抗ＰＳＤ－９５（２５０７；Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）、ウサギ抗Ｎ
ＭＤＡ２Ｂ（４２１２，Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）、マウスモノクローナル抗ＰＳ
Ｄ－９５（ＭＡ１－０４６，Ｔｈｅｒｍｏ）、マウスモノクローナル抗Ｓｒｃ（ａｂ１６
８８５－１００）（Ａｂｃａｍ）。Ｄｙｎａｂｅａｄｓ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｉｍｍｕｎ
ｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ Ｋｉｔを、免疫沈降（１００．０７Ｄ，Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）に使用した。ウエスタンブロットのための二次抗体は、ＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅ 
Ｆ（ａｂ’）２ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｇｏａｔ ａｎｔｉ Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ ａｎｔｉｂ
ｏｄｙ（１１１－０３６－０４７）と結合したペルオキシダーゼ、および、Jａｃｋｓｏ
ｎ ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ Ｌａｂ ＩｎｃからのＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅ Ｆ（ａｂ
’）２ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｇｏａｔ ａｎｔｉ Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ（１１５－０３６－０
０６）と結合したペルオキシダーゼであった。
　虚血の３ｐｉａｌ血管閉塞モデル：体重２５０～３００ｇの雄Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗ
ｌｅｙラット（Ｃｏ－ＩＰ実験当たりｎ＝６）を、この研究に使用した。永久的３ｐｉａ
ｌ血管閉塞（３ＰＶＯ）は、先に記載した４，２６のように実施した。手短に述べれば、
ラットを、ケタミン（１００ｍｇ／ｋｇ）、アセプロマジン（２ｍｇ／ｋｇ）およびキシ
ラジン（５ｍｇ／ｋｇ）の０．５ｍｌ／ｋｇの筋肉内注射で、必要に応じて初期用量の３
分の１を追加して、麻酔した。肛門温度計を挿入し、動物を３７℃に保った加温パッドに
載置した。正中切開によって頭蓋骨を露出させ、組織をこすり取った。解剖顕微鏡および
空気圧式歯科用ドリルを用いて、右体性感覚皮質の上（ブレグマの２ｍｍ後方、５ｍｍ側
方）に、硬膜をそのままにしながら、頭蓋骨を貫通する長方形を開け、頭蓋骨の一部を持
ち上げて除くことによって、６～８ｍｍの頭蓋窓を開けた。バレル皮質の周囲の３つのｐ
ｉａｌ細動脈中大脳動脈分枝を、動脈当たり２ヶ所で、硬膜を通して電気的に焼灼した。
焼灼後、頭皮を縫合した。３ＰＶＯ虚血後１時間に、合計で約３００μｌの生理食塩水中
の処理薬剤を３分にわたってラットに大腿静脈から投与した（動物に対する目的のｍｇ／
ｋｇ用量を達成するための厳密な体積は、動物の体重によって決定した）。処理薬剤の投
与後１時間（脳卒中の２時間後）に、酸素を混合した３％イソフルランを用いて、ラット
を安楽死させた。
【０１４３】
　脳溶解物の調製：脳を頭蓋骨から除去して、皮質の虚血領域と対側の等価試料とを、速
やかに採取した。各脳試料を、３５０μｌのＲＩＰＡ溶解用緩衝液（Ｔｒｉｓ－ＨＣＬ 
５０ｍＭ，ＮａＣｌ １５０ｍＭ，ＥＤＴＡ １ｍＭ，ＳＤＳ ０．１％，Ｄｅｏｘｙｃｈ
ｏｌｉｃ ａｃｉｄ ０．５％，ＮＰ－４０ １％、に加えて、コンプリート プロテアーゼ
インヒビターカクテル（ＰｈｏｓＳＴＯＰリン酸インヒビターカクテル，Ｒｏｃｈｅ））
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に入れ、均質にして、氷上に載置した。
【０１４４】
　ラット大脳皮質由来のＮＭＤＡＲおよびその関連タンパクの共免疫沈降：ラット大脳皮
質溶解液を氷上で１時間インキュベートし、その後、４℃にて２０分間遠心分離した（１
２，０００ｒｐｍ）。上清を新たなチューブに移し、５μｇの抗ＰＳＤ－９５またはＮＭ
ＤＡＲ抗体を（提供された洗浄緩衝液を用いる製造元のプロトコルに従って）あらかじめ
加えた３０μｌ Ｄｙｎａｂｅａｄｓ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で、
４℃にて一夜インキュベートした。Ｄｙｎａｂｅａｄ－抗体－抗原複合体を４回洗浄し、
３０μｌのＲＩＰＡ緩衝液に１０μｌのＳＤＳ－ＰＡＧＥローディング緩衝液（２．４ｍ
ｌ １Ｍトリス ｐＨ６．８、０．８ｇ ＳＤＳ、４ｍｌ １００％グリセリン、０．１％ブ
ロモフェノールブルー、１ｍｌベータメルカプトエタノールをｄＨ２Ｏで１０ｍＬに量変
化させた）を加えたものに、再懸濁した。試料を、ビーズを保つために磁気上に載置して
７５℃にて１０分間加熱し、次いで、上清を分析のためにＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルに載せた
。
【０１４５】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウエスタンブロット：単離した免疫沈降物を、１０％ＳＤＳ－
ＰＡＧＥを用いて分解し、その後、ニトロセルロース膜に移した。膜を１：１０００の抗
ＰＳＤ－９５で調べ、次いで、洗浄し、ＥＣＬ化学発光キット（Ａｍｅｒｓｈａｍ／ＧＥ
 Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を用いて展開した。Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ Ｉｍａｇｅ Ａｎ
ａｌｙｚｅｒ ＬＡＳ－３０００（Ｆｕｊｉｆｉｌｍ）を用いて、３０秒～２分の露出で
、画像を撮影した。その後、膜を室温にて１０分のストリップ処理（１．５％グリシン，
０．１％ＳＤＳ，１％ Ｔｗｅｅｎ ２０、ｐＨ２．２）を行い、再ブロック化した。次い
で、膜を、抗ＮＭＤＡＲ２Ｂ（１：１０００）および抗Ｓｒｃ抗体（１：５００）で再調
査し、洗浄し、展開して、上述のように画像を撮影した。
【０１４６】
　画像分析：画像のバンド強度を、Ｉｍａｇｅ Ｊ（ＮＩＨ）を使用して分析した。同じ
動物由来の同側と対側との免疫沈降のバンド強度の比率を生成する前に、同側バンドおよ
び対側バンドを、まず、免疫沈降したＰＳＤ－９５またはＮＲ２Ｂレベルに対して規格化
した。
【０１４７】
実施例４：
Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃおよびｔＰＡは、脳卒中からの転帰を改善するために、同時にまた
は別の時に投与することができる
　まず、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃが血液塊溶解に影響しないこと、および、Ｔａｔ－ＮＲ２
Ｂ９ｃが血液塊からフィブリンを放出するｔＰＡの能力または速度に影響しないことを明
らかにするために、インビトロ試験を行った。手短に述べれば、１２５Ｉで標識したフィ
ブリノーゲンを含有するヒト血漿を、１００ｎＭ ＮａＣＬ、３０ｎＭ Ｎａ２ＨＰＯ４、
３ｍＭ ３０ｎＭ ＮａＨ２ＰＯ４を含有する緩衝液中の、種々の濃度のＴａｔ－ＮＲ２Ｂ
９ｃ、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ＋１５００ｎｇ／ｍｌ ｔＰＡ、または、ｔＰＡのみで、ｐ
Ｈ７．４、３７℃にて２時間インキュベートした。血液塊からのフィブリン放出の定量化
を、可溶材料のシンチレーション計数によって測定した。Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、血液
塊を溶解せず、また、血液塊からフィブリノーゲンを放出するｔＰＡの能力に影響しなか
った。
【０１４８】
　Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃおよびｔＰＡは、脳卒中の動物モデルに同時に投与し得ることを
示すために、上記のように、ラットにおける脳卒中のｐｉａｌ閉塞モデルを再び使用した
。Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃは、脳卒中後１時間に、４～５分の静脈内注射として投与し、ｔ
ＰＡは、ヒトにおいて処方（重量基準で用量の１０％を急速に、続いて、用量の残り９０
％を１時間にわたる注射で投与）されるように、ただし、齧歯動物試験に適する用量（重
量基準でヒト用量の１０倍）で、投与した。群（ｎ＝１０）には、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ
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Ｒ２Ｂ９ｃの注射後１５分に始まるｔＰＡの投与を受けた動物を含めた。図１１は、同時
に投与されたとき、または、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ投与がｔＰＡ投与の前であるときのど
ちらでも、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃとｔＰＡとの和が、ｔＰＡ単独よりも有効であることを
示す。ラットにおける組み合わせ治療の効果は、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃ単独の効果に類似
するが、ｔＰＡがプラスミノーゲンを、血漿中のＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃを開裂させ得るタ
ンパク分解プラスミンに変換する結果、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃのいくらかは開裂を受ける
ので、組み合わせ治療の効果は、おそらく、ｔＰＡおよびＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの両者の
寄与を反映している。換言すると、このデータは、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃがプラスミンに
よって開裂される結果として失われ、ｔＰＡ媒介の再かん流により補償される活性に、整
合している。プラスミノーゲンを活性化させるためのｔＰＡの（重量での）用量は、ヒト
においてはラットよりも１０倍少ないので、プラスミンによるＴａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの開
裂は、ヒトにおいてはラットよりも、低い程度で生じると期待される。したがって、これ
らのデータは、ヒトにおいて、脳卒中またはＣＮＳへの他の虚血の損傷作用を低減するｔ
ＰＡの寄与は、Ｔａｔ－ＮＲ２Ｂ９ｃの寄与と組み合わせることが可能であり、その効果
はどちらかの薬剤単独の効果よりも大きい。
【０１４９】
　本発明を、理解を明瞭にするために詳細に説明したが、添付の特許請求の範囲内で、一
定の変更をしてもよいことは明らかであろう。本出願で引用するすべての文献、受託番号
、および特許文献は、各々について個別にそうであると述べるのと全く同様に、それらの
全体が、参照によって本明細書に組み込まれる。異なる時点で、１つ以上の配列が受託番
号に関連付けられている場合、その受託番号に関連する配列は、本出願の有効な出願日の
ものであることが意図されている。有効な出願日は、問題の受託番号を開示した最も早い
優先出願の日である。文脈から他に明らかでない限り、本発明のあらゆる要素、実施形態
、工程、機能または特徴は、他との組み合わせで実施することが可能である。
【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】
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【請求項１】
　虚血を有するまたは虚血の危険性のある対象者を治療するための、ＰＳＤ－９５阻害剤
を含む医薬組成物であって、
　前記対象者は、再かん流療法を実施され、
　前記ＰＳＤ－９５阻害剤および再かん流療法は、前記対象者の中枢神経系に対する虚血
の損傷作用を治療するものであり、
　前記ＰＳＤ－９５阻害剤は、前記再かん流療法が実施される前に投与され、
　前記再かん流療法は、ＣＴ，ＭＲＩまたはＰＥＴ分析によって示される、虚血ペナンブ
ラおよび出血がないことに基づいて、再かん流について対象者が適格であると決定した後
に実施されることを特徴とする医薬組成物。
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