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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
被験体における急性脳虚血を治療するための組成物であって、
　１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストまたはその薬学的に受容可能な
塩
を含み、該組成物は、血栓溶解剤またはその薬学的に受容可能な塩と組み合わせて一緒に
または別個のいずれかで投与されることを特徴とし、ここで、該１型スルホニル尿素受容
体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストが、該血栓溶解剤の投与のための治療濃度域を増加させる
か、または、該アンタゴニストと該血栓溶解剤の組合せが、再灌流後の出血性転換の減少
または予防をもたらすことを特徴とし、該ＳＵＲＩアンタゴニストが、グリベンクラミド
、トルブタミド、レパグリニド、ナテグリニド、メグリチニド、グリクラジドまたはグリ
メピリドから選択される、組成物。
【請求項２】
前記被験体に投与されるＳＵＲＩアンタゴニストの量が、
　（ａ）０．０００１μｇ／ｋｇ／日から２０ｍｇ／ｋｇ／日までの範囲内；
　（ｂ）０．０１μｇ／ｋｇ／日から１００μｇ／ｋｇ／日までの範囲内；または
　（ｃ）１００μｇ／ｋｇ／日から２０ｍｇ／ｋｇ／日までの範囲内；
にある、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
前記被験体に投与されるのに適しているＳＵＲＩアンタゴニストが、
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　（ａ）０．０００１μｇ／ｋｇ／治療から２０ｍｇ／ｋｇ／治療までの範囲内；
　（ｂ）０．０１μｇ／ｋｇ／μから１００μｇ／ｋｇ／μまでの範囲内；または
　（ｃ）１００μｇ／ｋｇ／μから２０ｍｇ／ｋｇ／μまでの範囲内；
にある、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
前記ＳＵＲＩアンタゴニストが、細胞の中へのＮａ＋の流入を遮断して、それにより該細
胞の脱分極または細胞毒性浮腫を防止する、請求項１～３のうちのいずれか１項に記載の
組成物。
【請求項５】
前記ＳＵＲＩアンタゴニストが、ボーラス注入液としてか、輸液としてか、または輸液と
組み合わせたボーラス注入液として、投与されるのに適していることを特徴とする、請求
項１～４のうちのいずれか１項に記載の組成物。
【請求項６】
前記血栓溶解剤が、組織プラスミノーゲン活性化因子（ｔＰＡ）、ウロキナーゼ、プロウ
ロキナーゼ、ストレプトキナーゼ、アニストレプラーゼ、レテプラーゼ、テネクテプラー
ゼ、またはこれらの任意の組み合わせである、請求項１～５のうちのいずれか１項に記載
の組成物。
【請求項７】
出血性転換、脳室内出血、または神経細胞および／もしくは内皮細胞の細胞死を低減する
ための、請求項１～６のうちのいずれか１項に記載の組成物。
【請求項８】
前記血栓溶解剤またはその塩による治療の前に投与されるのに適していることを特徴とす
る、請求項１～７のうちのいずれか１項に記載の組成物。
【請求項９】
前記血栓溶解剤またはその塩による治療の後に投与されるのに適していることを特徴とす
る、請求項１～７のうちのいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１０】
急性脳虚血を治療するための組成物であって、
　血栓溶解剤またはその薬学的に受容可能な塩
を含み、該組成物は、１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストまたはその
薬学的に受容可能な塩と組み合わせて一緒にまたは別個のいずれかで投与されることを特
徴とし、ここで、該１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストが、該血栓溶
解剤の投与のための治療濃度域を増加させるか、または、該アンタゴニストと該血栓溶解
剤の組合せが、再灌流後の出血性転換の減少または予防をもたらすことを特徴とし、該１
型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストが、請求項１～５のうちのいずれか
１項において規定されるとおりである、組成物。
【請求項１１】
前記血栓溶解剤が、組織プラスミノーゲン活性化因子（ｔＰＡ）、ウロキナーゼ、プロウ
ロキナーゼ、ストレプトキナーゼ、アニストレプラーゼ、レテプラーゼ、テネクテプラー
ゼ、またはこれらの任意の組み合わせである、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
出血性転換、脳室内出血、または神経細胞および／もしくは内皮細胞の細胞死を低減する
ための、請求項１０～１１のうちのいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１３】
前記１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストまたはその塩による治療の前
に投与されることを特徴とする、請求項１０～１２のうちのいずれか１項に記載の組成物
。
【請求項１４】
前記１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストまたはその塩による治療の後
に投与されることを特徴とする、請求項１０～１３のうちのいずれか１項に記載の組成物
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。
【請求項１５】
血栓溶解剤またはその薬学的に受容可能な塩と組み合わせて被験体における急性脳虚血を
治療するための医薬の製造のための、１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニ
ストまたはその薬学的に受容可能な塩の使用であって、ここで、該１型スルホニル尿素受
容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストが、該血栓溶解剤の投与のための治療濃度域を増加させ
るか、または、該アンタゴニストと該血栓溶解剤の組合せが、再灌流後の出血性転換の減
少または予防をもたらし、該ＳＵＲＩアンタゴニストが、グリベンクラミド、トルブタミ
ド、レパグリニド、ナテグリニド、メグリチニド、グリクラジドまたはグリメピリドから
選択される、使用。
【請求項１６】
１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストまたはその薬学的に受容可能な塩
と組み合わせて被験体における急性脳虚血を治療するための医薬の製造のための、血栓溶
解剤またはその薬学的に受容可能な塩の使用であって、ここで、該１型スルホニル尿素受
容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストが、該血栓溶解剤の投与のための治療濃度域を増加させ
るか、または、該アンタゴニストと該血栓溶解剤の組合せが、再灌流後の出血性転換の減
少または予防をもたらし、該ＳＵＲＩアンタゴニストが、グリベンクラミド、トルブタミ
ド、レパグリニド、ナテグリニド、メグリチニド、グリクラジドまたはグリメピリドから
選択される、使用。
【請求項１７】
１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストまたはその薬学的に受容可能な塩
と、血栓溶解剤またはその薬学的に受容可能な塩とを、被験体における急性脳虚血を治療
することにおいて同時に使用、別々に使用、または連続して使用するための組み合わせ調
製物として含む、製品であって、ここで、該１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アン
タゴニストが、該血栓溶解剤の投与のための治療濃度域を増加させるか、または、該アン
タゴニストと該血栓溶解剤の組合せが、再灌流後の出血性転換の減少または予防をもたら
し、該ＳＵＲＩアンタゴニストが、グリベンクラミド、トルブタミド、レパグリニド、ナ
テグリニド、メグリチニド、グリクラジドまたはグリメピリドから選択される、製品。
【請求項１８】
１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストと、
　血栓溶解剤と、
を含む、神経保護キットであって、
　該１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストがある容器中に含まれ、該血
栓溶解剤が別の容器中に含まれているか、または、該１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲ
Ｉ）アンタゴニストと該血栓溶解剤とが一つの容器中に含まれており、
　ここで、該１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストが、該血栓溶解剤の
投与のための治療濃度域を増加させるか、または、該アンタゴニストと該血栓溶解剤の組
合せが、再灌流後の出血性転換の減少または予防をもたらし、該ＳＵＲＩアンタゴニスト
が、グリベンクラミド、トルブタミド、レパグリニド、ナテグリニド、メグリチニド、グ
リクラジドまたはグリメピリドから選択される、
キット。
【請求項１９】
前記血栓溶解剤がｔＰＡである、請求項１８に記載のキット。
【請求項２０】
グリベンクラミド、トルブタミド、レパグリニド、ナテグリニド、メグリチニド、グリク
ラジドまたはグリメピリドから選択される１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲ１）アンタ
ゴニストまたはその薬学的に受容可能な塩を含む、脳卒中を患う被験体の死亡率を低下さ
せるための組成物であって、該組成物は、血栓溶解剤または薬学的に受容可能なそれらの
塩と組み合わせて一緒にまたは別個のいずれかで投与されることを特徴とし、そして、該
組成物の投与は、以下：
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　ａ）該血栓溶解剤の投与のための治療濃度域を増加させるか、または
　ｂ）出血性転換、細胞膨張もしくは浮腫を減少させるか、または
　ｃ）ａ）およびｂ）の両方
に有効である、組成物。
【請求項２１】
前記組成物の投与が、脳卒中の大きさを減少させる、請求項２０に記載の組成物。
【請求項２２】
前記組成物の投与が、梗塞周辺組織に位置する浮腫を減少させる、請求項２０に記載の組
成物。
【請求項２３】
前記組成物が、消化的または非経口的に投与する、請求項２０に記載の組成物。
【請求項２４】
前記非経口的が、静脈内、皮内、筋内、動脈内、くも膜下腔内、皮下、腹腔内、または脳
室内を含む、請求項２３に記載の組成物。
【請求項２５】
前記血栓溶解剤が前記被験体に投与された後に、前記組成物が該被験体に投与される、請
求項２０に記載の組成物。
【請求項２６】
グリベンクラミド、トルブタミド、レパグリニド、ナテグリニド、メグリチニド、グリク
ラジドまたはグリメピリドから選択される１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲ１）アンタ
ゴニストまたはその薬学的に受容可能な塩を含む、脳卒中を患う被験体の梗塞周辺組織領
域における浮腫を減少させるための組成物であって、該組成物は、血栓溶解剤または薬学
的に受容可能なそれらの塩と組み合わせて一緒にまたは別個のいずれかで投与されること
を特徴とし、そして、該組成物の投与は、以下：
　ａ）該血栓溶解剤の投与のための治療濃度域を増加させるか、または
　ｂ）出血性転換、細胞膨張もしくは浮腫を減少させるか、または
　ｃ）ａ）およびｂ）の両方
に有効である、組成物。
【請求項２７】
前記血栓溶解剤が前記被験体に投与された後に、前記組成物が該被験体に投与される、請
求項２６に記載の組成物。
【請求項２８】
グリベンクラミド、トルブタミド、レパグリニド、ナテグリニド、メグリチニド、グリク
ラジドまたはグリメピリドから選択される１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲ１）アンタ
ゴニストまたはその薬学的に受容可能な塩を含む、被験体における出血性転換を低減させ
るための組成物であって、血栓溶解剤または薬学的に受容可能なそれらの塩と組み合わせ
て一緒にまたは別個のいずれかで投与されることを特徴とし、ここで、該１型スルホニル
尿素受容体（ＳＵＲＩ）アンタゴニストが、該血栓溶解剤の投与のための治療濃度域を増
加させるか、または、該アンタゴニストと該血栓溶解剤の組合せが、再灌流後の出血性転
換の減少または予防をもたらすことを特徴とする、組成物。
【請求項２９】
グリベンクラミド、トルブタミド、レパグリニド、ナテグリニド、メグリチニド、グリク
ラジドまたはグリメピリドから選択される１型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲ１）アンタ
ゴニストまたはその薬学的に受容可能な塩を含む、被験体における血栓溶解剤の投与のた
めの治療濃度域を増加させるための組成物であって、血栓溶解剤または薬学的に受容可能
なそれらの塩と組み合わせて一緒にまたは別個のいずれかで投与されることを特徴とし、
ここで、該アンタゴニストと該血栓溶解剤の組合せが、再灌流後の出血性転換の減少また
は予防をもたらすことを特徴とする、組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、その全体が参考として本明細書に援用される、２００４年９月１８日付出願
の米国仮出願第６０／６１０，７５８号の優先権を主張するものである。
【０００２】
　連邦政府による後援を受けた研究または開発に関する説明
　本発明は、国立衛生研究所から交付された助成金番号：ＮＳ０４８２６０による政府か
らの支援、および米国復員軍人援護局からのメリットレビュー助成金を一部受けて行われ
たものである。米国政府は、本発明において一定の権利を保有しうる。
【０００３】
　技術分野
　本発明は、細胞生物学、生理学、および医学という分野を対象とする。より詳細には、
本発明は、細胞内カルシウムによって活性化され、細胞内ＡＴＰによって遮断されるユニ
ークな非選択的陽イオンチャネル（ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル）を標的とする治療用化合
物を投与する工程を包含する、患者を治療する新規の方法に取り組んでいる。具体的な実
施形態において、治療用化合物はアゴニストであり、それを、神経細胞が死滅することが
有効な、癌治療などの療法に用いる。別の具体的な実施形態において、治療用化合物はア
ンタゴニストであり、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの遮断および／または阻害が有効である
、脳の虚血または浮腫の治療などの療法に用いる。ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニス
トおよび／またはアンタゴニストを含む組成物も企図されている。
【背景技術】
【０００４】
　発明の背景
　Ｉ．ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル
　ユニークで非選択な１価の陽イオン性ＡＴＰ感受性チャネル（ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネ
ル）は、天然の反応性星状細胞（ＮＲＡ）で初めて同定され、後に、本明細書に記載され
ているように、脳卒中後または外傷性脳損傷後の神経細胞および毛細血管内皮細胞で同定
された（Ｓｉｍａｒｄらに対する特許文献１、および非特許文献１参照、各々それらの全
体が参考として本明細書に援用される）。ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、膵β細胞のＫＡ

ＴＰチャネル（非特許文献２）と同じように、Ｉ型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲ１）の
調節サブユニットおよび膜孔形成サブユニットからなるヘテロ多量体構造体であると考え
られている。ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの膜孔形成サブユニットは未同定のままである。
【０００５】
　ＳＵＲは、グリベンクラミドおよびトルブタミドなどの抗糖尿病性スルホニル尿素に対
する感受性を付与し、ジアゾキシド、ピナシジル、およびクロマカリンなどの「Ｋ＋チャ
ネル開口薬」と呼ばれる化学的に多様な薬剤群による活性化に関与する（非特許文献３；
非特許文献４；非特許文献５；非特許文献６；非特許文献７）。さまざまな組織において
、分子的に異なったＳＵＲが、異なった膜孔形成サブユニットに結合して、識別可能な生
理学的および薬理学的特性をもつＫＡＴＰチャネルを形成する。膵β細胞中のＫＡＴＰチ
ャネルは、Ｋｉｒ６．２と連結したＳＵＲ１から形成されるが、心筋および平滑筋のＫＡ

ＴＰチャネルは、それぞれＫｉｒ６．２およびＫｉｒ６．１と連結したＳＵＲ２Ａおよび
ＳＵＲ２Ｂから形成される（非特許文献８）。明らかに異なった膜孔形成サブユニットで
構成されているにもかかわらず、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルも、スルホニル尿素化合物に
対して感受性である。
【０００６】
　また、ＫＡＴＰチャネルとは異なって、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、ナトリウムイオ
ン、カリウムイオン、セシウムイオン、およびその他の１価陽イオンをほぼ同じような容
易さで伝導する（非特許文献１）が、このことは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの特徴、ひ
いては一定の化合物に対するアフィニティーが、ＫＡＴＰチャネルとは異なることを示唆
している。
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【０００７】
　細胞内のＣａ２＋によって活性化され、かつ、細胞内ＡＴＰによって抑制される別の非
選択的陽イオンチャネルが同定されているが、星状細胞の中ではない。さらに、星状細胞
で発現され見出されるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、その他のチャネルと、カルシウム感
受性およびアデニンヌクレオチド感受性について生理学的に異なっている（Ｃｈｅｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２００１）。
【０００８】
　ＩＩ．神経膠症カプセル（Ｇｌｉｏｔｉｃ　Ｃａｐｓｕｌｅ）
　脳内の「異物」の回りに形成される神経膠症カプセルは、重要であるが、それにも拘わ
らず顧みられることのなかった生体システムである。一方において、神経膠症カプセルは
、有害な刺激に対する脳の反応、すなわち、異物を囲い込み、単離し、廃棄し、さもなけ
れば異物から自身を防御しようとする脳の試みを表すものである。他方で、神経膠症カプ
セルは、脳腫脹の一因となる浮腫液を発生させ、かつ、その構成細胞が細胞毒性浮腫を起
して、さらに脳腫脹を増大させる有害な可能性のある組織塊を形成する。また、神経膠症
カプセルは、免疫監視機構から外来細胞を保護する。
【０００９】
　神経膠症カプセルの形成に関与する主要な要素は、外傷性移植異物であれ、転移性腫瘍
、脳膿瘍、脳卒中後の梗塞性壊死組織であっても、多くのタイプのＣＮＳ疾患で同一であ
ると考えられている。まず、小膠細胞および星状細胞が、傷害部位近辺で活性化され、大
型で星形のＧＦＡＰ陽性反応性星状細胞が、反応の最も顕著な細胞成分を形成する。次に
、物体の異物性を認識して、それを取り囲んで取り込む反応が開始する。「異物」の概念
は非常に多様な病理状態を包含するが、ほとんどの場合、反応は互いに非常に類似してい
る。
【００１０】
　異物と神経膠症カプセルの間の界面は、神経膠症カプセルの内部域と呼ばれ、傷害に対
する全体的な反応を決定する上で非常に重要であると考えられている。
【００１１】
　総合的には有益であるにもかかわらず、神経膠症カプセルは、脳腫脹および腫瘤効果に
関与する有害になる可能性があり、かつ、免疫系による監視から外来細胞を遮蔽する可能
性のある組織塊を形成する。本出願人は、ラットおよびヒトのさまざまな病状において、
神経膠症カプセルの内部域の反応性星状細胞（Ｒ１星状細胞）が、新規のＳＵＲ１調節型
陽イオンチャネルであるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを発現すること、およびこのチャネル
が細胞の生存可能性を直接調節していること、すなわち、チャネルの開口は壊死性細胞死
に伴い、また、チャネルの閉鎖は、エネルギー（ＡＴＰ）枯渇によって誘導される細胞死
からの保護に伴うことを初めて見つけ出そうとするものである。
【００１２】
　ＩＩＩ．癌
　脳転移は、癌患者の病的状態および死亡の重要な原因である。これらの患者のほとんど
は全身性疾患で死ぬため、しばしば、主な治療目的は単に生活の質を高めるということに
なる。脳転移に対する通常の治療法は、通常、全脳照射である。化学療法は、化学的感受
性腫瘍において脳転移の退縮をもたらすこともあるが、総体的に、化学療法および免疫療
法などの補助的療法の結果は期待外れである。
【００１３】
　脳転移を隔離する「障壁」で最も広く知られているのは血液脳関門（ＢＢＢ）である。
また、転移の回りに形成される神経膠症カプセルは、転移性腫瘍を隔離および防御する「
腫瘍脳関門（ｔｕｍｏｒ－ｂｒａｉｎ　ｂａｒｒｉｅｒ）」（ＴＢＢ）を形成する。グリ
ア芽腫などの原発性ＣＮＳ由来腫瘍とは異なり、脳の転移性癌は、顕著な星状細胞反応を
誘発して、神経膠症カプセルの形成をもたらす。転移性腫瘍の回りにできる神経膠症カプ
セルは、傷害刺激に対する脳の反応、すなわち、脳が、転移性腫瘍の回りを囲み、隔離し
、退治するか、それ以外の方法でそれ自体を保護しようとする試みを代表するものである
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。しかし、重要なことには、神経膠症カプセルは、転移性腫瘍を免疫監視および治療標的
から保護する障壁としても機能するのである。
【００１４】
　転移性脳腫瘍に対する良好な免疫療法および化学療法は把握できないままである。一般
的に、これらの腫瘍を治療することの難しさは、脳に存在する腫瘍に化学療法剤および免
疫細胞が接触するのを妨げると考えられている血液脳関門（ＢＢＢ）が存在するせいであ
る。しかし、脳にある転移性腫瘍への血液供給の多くは、腫瘍を取り囲む神経膠症カプセ
ルの中に位置する血管および毛細血管から発生しており、これらの毛細血管は、脳自体に
存在するものとは異なって有窓になっている。腫瘍を取り囲む神経膠症カプセルそれ自体
は、密着結合タンパク質を発現するＲ１星状細胞が存在する内部域をもち、この内部域は
、腫瘍と脳の間で障壁を形成していると考えられている。Ｒ１星状細胞によって形成され
る障壁は脳腫瘍関門（ＴＢＢ）と名付けられている。
【００１５】
　化学療法剤による単剤療法は、主に血液脳関門（ＢＢＢ）があるために、通常の化学療
法剤では有効量がＣＮＳの部位にまで到達できない傾向にあるため、たいして有効ではな
いという傾向にある。例えば、エトポシドおよびアクチノマイシンＤは、２つとも広く使
用されている、トポイソメラーゼＩＩを阻害する腫瘍学用薬剤であるが、血液脳関門を有
用な量で通過することができない。
【特許文献１】国際公開第０３／０７９９８７号パンフレット
【非特許文献１】Ｃｈｅｎ　Ｍ，Ｓｉｍａｒｄ　ＪＭ．Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２００１
；２１：６５１２－６５２１
【非特許文献２】Ｃｈｅｎ　Ｍら、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２００３；２３：８５６８－
８５７７
【非特許文献３】Ａｇｕｉｌａｒ－Ｂｒｙａｎ　Ｌら、Ｓｃｉｅｎｃｅ．１９９５；２６
８：４２３－４２６
【非特許文献４】Ｉｎａｇａｋｉ　Ｎら、Ｎｅｕｒｏｎ．１９９６；１６：１０１１－１
０１７
【非特許文献５】Ｉｓｏｍｏｔｏ　Ｓら、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．１９９６；２７１：
２４３２１－２４３２４
【非特許文献６】Ｎｉｃｈｏｌｓ　ＣＧら、Ｓｃｉｅｎｃｅ．１９９６；２７２：１７８
５－１７８７
【非特許文献７】Ｓｈｙｎｇ　Ｓら、Ｊ　Ｇｅｎ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．１９９７；１１０：
６４３－６５４
【非特許文献８】Ｆｕｊｉｔａ　Ａら、Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｔｈｅｒ．２０００；８５
：３９－５３
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　本明細書に記載したように、本出願人が、神経膠症カプセルの内部域にＮＣＣａ－ＡＴ

Ｐチャネルを発現するＲ１星状細胞が存在して、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを発現する星
状細胞を選択的に死滅させることでＴＢＢを破壊し、白血球がＴＢＢを通過して移動でき
るようにしていることを初めて見つけ出そうとしている。
【００１７】
　その他のさらなる目的、特徴、および利点は、開示目的で記載されている、本発明の好
適な実施形態に関する以下の説明から明らかになる。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　発明の要旨
　本発明は、細胞内カルシウムによって活性化され、細胞内ＡＴＰによって遮断されるユ
ニークな非選択的陽イオンチャネル（ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル）であって、例えば、急
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性ニューロン損傷（例えば、低酸素症、虚血、脳浮腫、または細胞膨張）などの外傷性損
傷、毒性の化合物または代謝物、急性傷害、癌、脳膿瘍などに暴露されたか、されている
神経細胞、神経膠細胞（例えば、星状細胞、上衣細胞、乏突起膠細胞、および小膠細胞）
、または神経内皮細胞（例えば、毛細血管内皮細胞）の中で発現されうる陽イオンチャネ
ルに関する。より具体的には、本発明は、このＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの制御および／
または調節、およびどのようにして、その調節を用いて、例えば、過剰増殖性疾患、およ
び急性ニューロン損傷（例えば、脳卒中、虚血性／低酸素性損傷）など、さまざまな病気
および／または状態を治療することができるのかに関する。さらに、本発明は、このＮＣ

Ｃａ－ＡＴＰチャネルの制御および／または調節、および神経膠症カプセルの完全性の維
持または破壊におけるその役割について関する。このチャネルの調節および／または制御
は、チャネルの活性因子もしくはアゴニスト、またはチャネルのアンタゴニストまたは阻
害剤を投与した結果起こる。このように、病気に応じて、細胞死を防止するため、例えば
、組織外傷または組織圧の上昇による虚血によって生じた脳浮腫を治療するために、組成
物（アンタゴニストまたは阻害剤）を投与して、チャネルを遮断または阻害する。これら
の例では、チャネルは、細胞の脱分極を防止、低下、または調節するために遮断される。
癌またはその他の過剰増殖性疾患の場合には、癌細胞または過剰増殖性細胞の細胞死をも
たらす細胞の脱分極を引き起こすためのアゴニストまたは活性化化合物を投与してチャネ
ルを開口または活性化することが望ましい。
【００１９】
　本発明に係る組成物は、消化的（ａｌｉｍｅｎｔａｒｙ）または非経口的に送達するこ
とができる。消化的投与（ａｌｉｍｅｎｔａｒｙ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）の例
は、経口、口腔内、直腸、または舌下によるものがあるが、これらに限定されない。非経
口投与は、筋肉内、皮下、腹腔内、静脈内、腫瘍内、動脈内、脳室内、腔内、嚢内、くも
膜下腔内、または胸膜内によるものがあるが、これらに限定されない。その他の投与法と
しては、局所、粘膜、経皮、脳実質への直接注入も可能である。
【００２０】
　細胞に投与することができるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはアンタゴニ
ストの有効量は、約０．０００１ｎＭから約２０００μＭという用量である。より詳細に
は、投与されるアゴニストの用量は、約０．０１ｎＭから約２０００μＭ；約０．０１μ
Ｍから約０．０５μＭ；約０．０５μＭから約１．０μＭ；約１．０μＭから約１．５μ
Ｍ；約１．５μＭから約２．０μＭ；約２．０μＭから約３．０μＭ；約３．０μＭから
約４．０μＭ；約４．０μＭから約５．０μＭ；約５．０μＭから約１０μＭ；約１０μ
Ｍから約５０μＭ；約５０μＭから約１００μＭ；約１００μＭから約２００μＭ；約２
００μＭから約３００μＭ；約３００μＭから約５００μＭ；約５００μＭから約１００
０μＭ；約１０００μＭから約１５００μＭ、および約１５００μＭから約２０００μＭ
である。当然ながら、これらの量はすべて例示であり、これらの数値の中間にある量もす
べて本発明で使用されうる。
【００２１】
　治療としてのＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストおよび／またはアンタゴニストあ
るいはそれに関連した化合物の有効量は、治療の対象となる宿主、および具体的な投与法
によって変わる。本発明の一つの実施形態において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニ
ストおよび／またはアンタゴニストあるいはそれに関連した化合物の用量範囲は、約０．
０１μｇ／ｋｇ（体重）から約２０，０００μｇ／ｋｇ（体重）である。「体重」という
用語は、動物を処理している場合に使用可能である。単離された細胞を処理している場合
、本明細書で使用される「体重」は、「全細胞体重」を意味すると解すべきである。「全
体重」という用語は、単離細胞と動物のどちらを処理する場合にも使用可能である。すべ
ての濃度および治療レベルを、本願では「体重」または単に「ｋｇ」で表すが、それらは
、同様に「全細胞体重」および「全体重」の濃度も含むものとする。しかし、当業者には
、さまざまな投薬量範囲、例えば、０．０１μｇ／ｋｇ（体重）から２０，０００μｇ／
ｋｇ（体重）、０．０２μｇ／ｋｇ（体重）から１５，０００μｇ／ｋｇ（体重）、０．
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０３μｇ／ｋｇ（体重）から１０，０００μｇ／ｋｇ（体重）、０．０４μｇ／ｋｇ（体
重）から５，０００μｇ／ｋｇ（体重）、０．０５μｇ／ｋｇ（体重）から２，５００μ
ｇ／ｋｇ（体重）、０．０６μｇ／ｋｇ（体重）から１，０００μｇ／ｋｇ（体重）、０
．０７μｇ／ｋｇ（体重）から５００μｇ／ｋｇ（体重）、０．０８μｇ／ｋｇ（体重）
から４００μｇ／ｋｇ（体重）、０．０９μｇ／ｋｇ（体重）から２００μｇ／ｋｇ（体
重）、または０．１μｇ／ｋｇ（体重）から１００μｇ／ｋｇ（体重）を利用できること
が分かろう。さらに、当業者には、例えば、０．０００１μｇ／ｋｇ、０．０００２μｇ
／ｋｇ、０．０００３μｇ／ｋｇ、０．０００４μｇ／ｋｇ、０．００５μｇ／ｋｇ、０
．０００７μｇ／ｋｇ、０．００１μｇ／ｋｇ、０．１μｇ／ｋｇ、１．０μｇ／ｋｇ、
１．５μｇ／ｋｇ、２．０μｇ／ｋｇ、５．０μｇ／ｋｇ、１０．０μｇ／ｋｇ、１５．
０μｇ／ｋｇ、３０．０μｇ／ｋｇ、５０μｇ／ｋｇ、７５μｇ／ｋｇ、８０μｇ／ｋｇ
、９０μｇ／ｋｇ、１００μｇ／ｋｇ、１２０μｇ／ｋｇ、１４０μｇ／ｋｇ、１５０μ
ｇ／ｋｇ、１６０μｇ／ｋｇ、１８０μｇ／ｋｇ、２００μｇ／ｋｇ、２２５μｇ／ｋｇ
、２５０μｇ／ｋｇ、２７５μｇ／ｋｇ、３００μｇ／ｋｇ、３２５μｇ／ｋｇ、３５０
μｇ／ｋｇ、３７５μｇ／ｋｇ、４００μｇ／ｋｇ、４５０μｇ／ｋｇ、５００μｇ／ｋ
ｇ、５５０μｇ／ｋｇ、６００μｇ／ｋｇ、７００μｇ／ｋｇ、７５０μｇ／ｋｇ、８０
０μｇ／ｋｇ、９００μｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、１２
ｍｇ／ｋｇ、１５ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ、および／または３０ｍｇ／ｋｇなど、さ
まざまな異なった投薬量レベルを使用できることが分かろう。当然ながら、これらの投薬
量はすべて例示であり、これらの数値の中間にある投薬量もすべて本発明で使用されうる
。上記投薬量範囲または投薬量レベルのいずれも、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニス
トおよび／またはアンタゴニストあるいはそれに関連した化合物に用いることができる。
【００２２】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、Ｉ型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲ１）のアンタゴニス
トによって遮断され、ＳＵＲ１活性化因子によって開口される。より詳細には、Ｉ型スル
ホニル尿素受容体（ＳＵＲ１）のアンタゴニストは、ＫＡＴＰチャネルの遮断因子を含み
、ＳＵＲ１活性化因子は、ＫＡＴＰチャネルの活性化因子を含む。より具体的には、本発
明に係るＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、２０から５０ｐＳの間でカリウムイオン（Ｋ＋）
に対する単一チャネルコンダクタンスを有する。また、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、生
理学的濃度範囲、すなわち、１０－８から１０－５Ｍの濃度範囲で、細胞膜の細胞質側に
あるＣａ２＋によって刺激も受ける。また、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、生理学的濃度
範囲、すなわち、１０－１から１０Ｍの濃度範囲で、細胞質ＡＴＰによって阻害も受ける
。また、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、以下の陽イオン：Ｋ＋、Ｃｓ＋、Ｌｉ＋、Ｎａ＋

に対し、いずれか２種類の陽イオン間の透過率が０．５よりも大きく、かつ２よりも小さ
いという程度まで透過性ももつ。
【００２３】
　本発明の特定の実施形態は、神経細胞、または神経膠細胞、または神経内皮細胞、また
はこれらの組み合わせにおいてＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを活性化するのに有効な化合物
の一定量を被験体に投与して、過剰増殖性疾患を治療する方法を含む。チャネルの活性化
によって、細胞の脱分極化を引き起こすナトリウムイオン（Ｎａ＋）の流入をもたらす。
Ｎａ＋の流入は浸透圧勾配を変化させて、細胞への水の流入をもたらし、最終的には壊死
細胞死をもたらす細胞毒性浮腫を引き起こす。
【００２４】
　過剰増殖性疾患は腫瘍、例えば、良性または悪性の腫瘍である。より具体的には、腫瘍
は神経腫または神経膠腫である。さらに、腫瘍は、原発性脳腫瘍または転移性脳腫瘍から
発生しうる。神経膠腫は、星状細胞腫、脳幹膠腫、上衣腫、視神経膠腫、および希突起膠
腫を含むが、これらに限定されない。また、腫瘍は、グリア芽腫、髄芽腫、脈絡叢乳頭腫
、腫瘍転移、髄膜腫、下垂体腺腫、シュワン細胞腫、リンパ腫、先天性腫瘍、神経肉腫、
神経線維腫症、神経芽細胞腫、頭蓋咽頭腫、松果体部腫瘍、および未分化神経外胚葉性腫
瘍でもよい。
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【００２５】
　活性化化合物またはアゴニストは、Ｉ型スルホニル尿素受容体のアゴニストでもよい。
例えば、本発明で使用できるアゴニストは、例えば、ジアゾキシド、ピナシジル、Ｐ１０
７５、およびクロマカリンである、ＳＵＲ１のアゴニストを含むが、これらに限定されな
い。その他のアゴニストは、例えば、３－イソプロピルアミノ－７－メトキシ－４Ｈ－１
，２，４－ベンゾチアジアジン１，１－ジオキシド（ＮＮＣ５５－９２１６）、６，７－
ジクロロ－３－イソプロピルアミノ－４Ｈ－１，２，４－ベンゾチアジアジン１，１－ジ
オキシド（ＢＰＤＺ１５４）、７－クロロ－３－イソプロピルアミノ－４Ｈ－１，２，４
－ベンゾチアジアジン１，１－ジオキシド（ＢＰＤＺ７３）、６－クロロ－３－イソプロ
ピルアミノ－４Ｈ－チエノ［３，２－ｅ］－１，２，４－チアジアジン１，１－ジオキシ
ド（ＮＮＣ５５－０１１８）４，６－クロロ－３－（１－メチルシクロプロピル）アミノ
－４Ｈ－チエノ［３，２－ｅ］－１，２，４－チアジアジン１，１－ジオキシド（ＮＮ４
１４）、３－（３－メチル－２－ブチルアミノ）－４Ｈ－ピリド［４，３－ｅ］－１，２
，４－チアジアジン１，１－ジオキシド（ＢＰＤＺ４４）、３－（１’，２’，２’－ト
リメチルプロピル）アミノ－４Ｈ－ピリド（４，３－ｅ）－１，２，４－チアジアジン１
，１－ジオキシド（ＢＰＤＺ６２）、３－（１’，２’，２’－トリメチルプロピル）ア
ミン－４Ｈ－ピリド（２，３－ｅ）－１，２，４－チアジアジン１，１－ジオキシド（Ｂ
ＰＤＺ７９）、２－アルキル－３－アルキルアミノ－２Ｈ－ベンゾ－および２－アルキル
－３－アルキルアミノ－２Ｈ－ピリド［４，３－ｅ］－１，２，４－チアジアジン１，１
－ジオキシド、６－クロロ－３－アルキルアミノ－４Ｈ－チエノ［３，２－ｅ］－１，２
，４－チアジアジン１，１－ジオキシド誘導体、４－Ｎ－置換型および－非置換型の３－
アルキル－および３－（アルキルアミノ）－４Ｈ－ピリド［４，３－ｅ］－１，２，４－
チアジアジン１，１－ジオキシドである、ジアゾキシド誘導体を含むが、これらに限定さ
れない。また、６－クロロ－２－メチルキノリン－４（１Ｈ）－オン（ＨＥＩ７１３）お
よびＬＮ５３３０２１など、その他の化合物、ならびにアリールシアノグアニジン薬物群
がＳＵＲ１の活性化因子またはアゴニストとして知られている。その他の使用可能な化合
物は、ＫＡＴＰチャネルを活性化することが知られている化合物などである。
【００２６】
　更なる実施形態では、本方法は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを活性化し、刺激し、また
は開口させる活性化化合物と組み合わせて、被験体に抗癌治療を施すことを含む。抗癌療
法または抗腫瘍療法は、化学療法、放射線療法、免疫療法、外科手術、またはこれらの組
み合わせである。
【００２７】
　本発明の別の実施形態は、被験体の脳内の腫瘍の周囲にある腫瘍脳関門の完全性を破壊
する方法であって、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、またはこれらの組み合わせに
おいてＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを活性化するのに有効な化合物を被験体に投与する工程
を包含する方法を含む。この方法は、さらに、抗癌療法または抗腫瘍療法が、化学療法、
放射線療法、免疫療法、外科手術、またはこれらの組み合わせである抗癌療法を被験体に
施す工程を包含する。
【００２８】
　さらに、本発明の別の実施形態は、神経細胞または神経膠細胞または神経内皮細胞の細
胞死を誘導する方法であって、細胞の中でＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを活性化するのに有
効な化合物を細胞に投与する工程を包含する方法を含む。ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの活
性化は、細胞の脱分極を引き起こすナトリウムイオン（Ｎａ＋）の流入をもたらす。Ｎａ
＋の流入は、浸透圧勾配を変化させて、細胞内への水の流入を引き起こし、究極的には壊
死性細胞死をもたらす細胞毒性浮腫へと至る。
【００２９】
　さらに、本発明の別の実施形態は、血栓溶解剤（例えば、組織プラスミノーゲン活性化
因子（ｔＰＡ）、ウロキナーゼ、プロウロキナーゼ、ストレプトキナーゼ、アニストレプ
ラーゼ、レテプラーゼ、テネクテプラーゼ）、抗凝固剤または抗血小板剤（例えば、アス
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ピリン、ワルファリンまたはクマディン）、スタチン、利尿剤、血管拡張剤、マンニトー
ル、ジアゾキシド、または、虚血プレコンディションを刺激または促進する類似化合物、
または薬学的に受容可能なその塩、およびＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを阻害する化合物、
またはその薬学的に受容可能な塩を含む薬学的組成物を含む。この薬学的組成物は神経保
護剤であると考えることができる。例えば、血栓溶解剤とＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを阻
害する化合物とを合わせて含む薬学的組成物は神経保護作用がある。なぜなら、血栓溶解
剤の投与についての治療濃度域を数時間増加させる、例えば、血栓溶解剤の投与について
の治療濃度域を、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストを同時投与することによっ
て数時間（４～８時間）増加させることができるからである。
【００３０】
　このチャネルは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル阻害剤、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル遮断剤
、Ｉ型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲ１）アンタゴニスト、ＳＵＲ１阻害剤、またはチャ
ネルを通る膜電流の規模を低下させることができる化合物によって阻害することができる
。より詳細には、ＳＵＲ１アンタゴニストは、グリベンクラミド、トルブタミド、レパグ
リニド、ナテグリニド、メグリチニド、ミダグリゾール、ＬＹ３９７３６４、ＬＹ３８９
３８２、グリクラジド、グリメピリド、エストロゲン、およびエストロゲン関連化合物（
エストラジオール、エストロン、エストリオール、ゲニステイン、非ステロイド型エスト
ロゲン（例えば、ジエチスチルベストール（ｄｉｅｔｈｙｌｓｔｉｌｂｅｓｔｒｏｌ）、
植物性エストロゲン（例えばクメストロール）、ゼラレノンなど）、およびＫＡＴＰチャ
ネルを阻害または遮断することが知られている化合物からなる群から選択される。また、
ＭｇＡＤＰを用いてチャネルを阻害することもできる。ＫＡＴＰチャネルを阻害または遮
断するために使用できるその他の化合物は、トルブタミド、グリブリド（ｌ［ｐ－２［５
－クロロ－Ｏ－アニサミド）エチル］フェニル］スルホニル］－３－シクロへキシル－３
－ウレア）；クロプロパミド（ｌ－［［（ｐ－クロロフェニル）スルホニル］－３－プロ
ピルウレア；グリピジド（ｌ－シクロへキシル－３［［ｐ－［２（５－メチルピラジンカ
ルボキサミド）エチル］フェニル］スルホニル］ウレア）；またはトラザミド（ベンゼン
スルホンアミド－Ｎ－［［（ヘキサヒドロ－ｌＨ－アゼピン－ｌイル）アミノ］カルボニ
ル］－４－メチル）などであるが、これらに限定されない。
【００３１】
　本発明の別の実施形態は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを発現する神経内皮細胞に由来す
る膜調製物を含む組成物を含むが、ここで、チャネルはＩ型スルホニル尿素受容体（ＳＵ
Ｒ１）のアンタゴニストによって遮断され、ＳＵＲ１活性化因子によって開口される。よ
り具体的には、チャネルは以下の性質を有する：（ａ）３５ｐＳ型チャネルである、（ｂ
）約１０－８から約１０－５Ｍの濃度範囲にある細胞質Ｃａ２＋によって刺激される；（
ｃ）細胞質ＡＴＰが約０．８μＭよりも低いときに開口する；そして、（ｄ）一価陽イオ
ンのＫ＋、Ｃｓ＋、Ｌｉ＋、およびＮａ＋に対して透過性である。
【００３２】
　さらなる実施形態において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを阻害する化合物は、血栓溶解
剤（例えば、組織プラスミノーゲン活性化因子（ｔＰＡ）、ウロキナーゼ、プロウロキナ
ーゼ、ストレプトキナーゼ、アニストレプラーゼ、レテプラーゼ、テネクテプラーゼ）、
抗凝固剤または抗血小板剤（例えば、アスピリン、ワルファリンまたはクマディン）、ス
タチン、利尿剤、血管拡張剤（例えば、ニトログリセリン）、マンニトール、ジアゾキシ
ド、または、虚血プレコンディションを刺激または促進する類似化合物と併用して投与す
ることができる。
【００３３】
　さらに、別の実施形態は、被験体における急性脳虚血を治療する方法であって、一定量
の血栓溶解剤またはその薬学的に受容可能なその塩と、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを阻害
する化合物またはその薬学的に受容可能な塩の一定量とを組み合わせて被験体に投与する
工程を包含する方法を含む。特定の実施形態では、血栓溶解剤は、組織プラスミノーゲン
活性化因子（ｔＰＡ）、ウロキナーゼ、プロウロキナーゼ、ストレプトキナーゼ、アニス
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トレプラーゼ、レテプラーゼ、テネクテプラーゼ、またはそれらを組み合わせたものであ
る。ＳＵＲ１アンタゴニストは、標準的な非経口または消化による経路で投与することが
でき、例えば、ＳＵＲ１アンタゴニストは、ボーラス注入液（ｂｏｌｕｓ　ｉｎｊｅｃｔ
ｉｏｎ）として、または輸液（ｉｎｆｕｓｉｏｎ）として、またはそれらを併用して投与
することができる。
【００３４】
　チャネルは、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、またはそれらの組み合わせの上で
発現される。阻害剤は、細胞内へのＮａ＋の流入を遮断して、細胞が脱分極化するのを防
止する。それによって、細胞内へのＮａ＋の流入の阻害は、細胞毒性浮腫を予防し、出血
性転換を低減する。したがって、この治療は、神経細胞および／または神経内皮細胞の細
胞死または壊死を低減する。
【００３５】
　特定の実施形態において、被験体に投与されるＳＵＲ１アンタゴニストの量は、約０．
０００１μｇ／ｋｇ／日から約２０ｍｇ／ｋｇ／日、約０．０１μｇ／ｋｇ／日から約１
００μｇ／ｋｇ／日、または約１００μｇ／ｋｇ／日から約２０ｍｇ／ｋｇ／日までの範
囲内にある。さらに、ＳＵＲ１アンタゴニストは、治療が、一日当り（１、２、３、４な
ど）、一週当り（１、２、３、４、５など）、一月当り（１、２、３、４、５など）で投
与されるＳＵＲ１アンタゴニストの量またはＳＵＲ１アンタゴニストの用量を含む形で被
験体に投与することができる。治療は、被験体に投与されるＳＵＲ１アンタゴニストの量
が、一回の治療あたり約０．０００１μｇ／ｋｇから約２０ｍｇ／ｋｇ、約０．０１μｇ
／ｋｇから約１００μｇ／ｋｇ、または約１００μｇ／ｋｇから約２０ｍｇ／ｋｇまでの
範囲内になるよう投与することができる。
【００３６】
　本発明の別の実施形態は、脳卒中を患う被験体の死亡率を低下させる方法であって、神
経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、またはそれらの組み合わせにおいてＮＣＣａ－ＡＴ

Ｐチャネルを阻害するのに有効な化合物を被験体に投与する工程を包含する方法を含む。
本化合物は、脳卒中のサイズを減少させ、梗塞周囲組織に存在する浮腫を縮小させる。本
化合物は、消化的（例えば、経口、口腔内、直腸内、または舌下）、または非経口（例え
ば、静脈内、皮内、筋肉内、動脈内、くも膜下腔内、皮下、腹腔内、または脳室内）、お
よび／または局所的（例えば、経皮）、粘膜、または、脳実質への直接注入によって投与
することができる。
【００３７】
　さらに、別の実施形態は、被験体の梗塞周囲組織領域に存在する浮腫を低減する方法で
あって、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、またはそれらの組み合わせにおいてＮＣ

Ｃａ－ＡＴＰチャネルを阻害するのに有効な化合物を被験体に投与する工程を包含する方
法を含む。
【００３８】
　さらなる実施形態は、脳卒中を発症するリスクを有する被験体を治療する方法であって
、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、またはそれらの組み合わせにおいてＮＣＣａ－

ＡＴＰチャネルを阻害するのに有効な化合物を被験体に投与する工程を包含する方法を含
む。
【００３９】
　特定の実施形態において、被験体は心臓疾患の治療を受けており、そのため、この疾患
は、被験体が脳卒中を発症するリスクを高める。この治療は、例えば、心筋梗塞を治療す
るために血栓溶解剤を使用することを含むことが可能である。さらに、被験体は、心房細
動または凝固障害を患っているために、脳卒中の発症リスクを有する可能性がある。その
他脳卒中を発症するリスクを有する被験体には、肺塞栓を発症するリスクを有するもの、
外科手術を受けているもの（例えば、血管手術または神経外科手術）、または、脳卒中を
起すリスクを高める治療、例えば、脳／血管内治療、血管造影、またはステント留置術を
受けているものなどである。
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【００４０】
　本発明の別の実施形態は、脳浮腫を発症するリスクを有する被験体を治療する方法であ
って、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、またはそれらの組み合わせにおいてＮＣＣ

ａ－ＡＴＰチャネルを阻害するのに有効な化合物を被験体に投与する工程を包含する方法
を含む。リスクを有する被験体は、動静脈奇形または腫瘤占拠性病変（ｍａｓｓ－ｏｃｃ
ｕｐｙｉｎｇ　ｌｅｓｉｏｎ）（例えば、血腫）を患っているか、または、脳外傷のリス
クを高める活動に関与しているかもしれない。
【００４１】
　さらに、本発明の別の実施形態は、被験体の脳膿瘍周囲にある神経膠症カプセルの完全
性を維持する方法であって、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、またはそれらの組み
合わせにおいてＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを阻害および／または遮断するのに有効な化合
物を被験体に投与する工程を包含する方法を含む。
【００４２】
　さらに、本発明の別の方法は、脳における神経細胞浮腫および／または細胞毒性損傷を
診断する方法であって、ＳＵＲ１のアンタゴニストを標識すること、標識されたＳＵＲ１
のアンタゴニストを被験体に投与すること、被験体の脳において標識されたＳＵＲ１のア
ンタゴニストのレベルを測定することを含み、標識されたＳＵＲ１のアンタゴニストが存
在することが、脳内に神経細胞浮腫および／または細胞毒性損傷があることを示す。
【００４３】
　本発明の別の方法は、被験体における脳腫瘍の境界を決定することを含み、ＳＵＲ１の
アンタゴニストを標識すること、標識されたＳＵＲ１のアンタゴニストを被験体に投与す
ること、被験体の脳における標識されたＳＵＲ１のアンタゴニストを視覚化することを含
み、標識されたＳＵＲ１のアンタゴニストが存在することが、脳腫瘍、例えば、転移性腫
瘍の境界を示す。特定の実施形態において、視覚化工程は、ポジトロン放出断層撮影法（
ＰＥＴ）を用いて行われる。
【００４４】
　さらなる実施形態において、本方法は、脳卒中後の周辺部を決定する方法を含み得、Ｓ
ＵＲ１のアンタゴニストを標識すること、標識されたＳＵＲ１のアンタゴニストを被験体
に投与すること、被験体の脳における標識されたＳＵＲ１のアンタゴニストを視覚化する
ことを含み、標識されたＳＵＲ１のアンタゴニストが存在することが、脳卒中後の周辺部
を示す。
【００４５】
　さらに、本発明は、脳卒中神経疾患をモニタリングする方法であって、ＳＵＲ１のアン
タゴニストを標識すること、標識されたＳＵＲ１のアンタゴニストを被験体に投与するこ
と、被験体の脳における標識されたＳＵＲ１のアンタゴニストを視覚化することを含み、
標識されたＳＵＲ１のアンタゴニストが存在することが、病気の進行を示すものである方
法を含む。特定の実施形態において、この視覚化工程は、脳卒中の進行をモニタリングす
るために毎日行われる。
【００４６】
　別の実施形態は、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、またはそれらの組み合わせに
おいてＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを阻害する化合物、およびＩＶ溶液を含む神経保護剤注
入キットを含む。この化合物および溶液は、同一の容器内に含まれるか、異なった容器内
に含まれる。より詳細には、化合物は、溶液の容器の中に含まれる。
【００４７】
　キットは、さらに、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、またはそれらの組み合わせ
においてＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを阻害する化合物が予め充填されている注射器を含む
神経保護剤ボーラスキットを含むことができる。
【００４８】
　さらに、別の実施形態は、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、またはそれらの組み
合わせにおいてＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを阻害する化合物、および血栓溶解剤（例えば
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、ｔＰＡ）、抗凝固剤（例えば、ワルファリンまたはクマディン）、抗血小板剤（例えば
、アスピリン）、利尿剤（例えば、マンニトール）、スタチン、または血管拡張剤（例え
ば、ニトログリセリン）を含む神経保護剤キットを含む。
【００４９】
　以上で、以下の発明の詳細な説明をより理解しやすいものとするために、本発明の特徴
および技術的利点を幾分広範に概観した。本発明の請求の範囲の対象を形成する本発明の
さらなる特徴と利点を以下に説明する。当業者は、開示された概念および具体的な実施形
態は、本発明と同じ目的を実施するために別の構造に改変したり、設計したりする基礎と
して利用することができると解すべきである。また、当業者は、そのような同等の構成を
、添付の請求の範囲に示されている発明の趣旨および範囲から外れるものと認識してはな
らない。以下の説明を添付の図面と一緒に考慮すると、本発明の特徴と考えられる新規の
特徴が、その構成および操作法に関して、さらなる目的および利点とともに明らかになろ
う。しかし、各図面は、例示および説明のためのみに提示されたものであり、本発明の限
界を規定するためのものではないことを明確に理解されたい。
【発明を実施するための最良の形態】
【００５０】
　発明の詳細な説明
　本発明をより完全に理解するため、ここで、添付の図面とともに以下の説明に言及する
。
【００５１】
　本出願で開示する発明に、本発明の範囲および趣旨から逸脱することなく、さまざまな
実施形態および改変を加えることができることは、当業者にとって容易に明らかである。
【００５２】
　Ｉ．定義
　本請求項および／または本明細書の中で「含む」という用語とともに使用される場合、
「ａ」または「ａｎ」という語の使用は、「１つ」を意味するが、「１つ以上」、「少な
くとも１つ」および「１つ以上」という意味とも矛盾しない。請求項の中で「または」と
いう語の使用は、二者択一のみを意味すると明示されているか、あるいは選択肢が互いに
排他的である場合を除いては、「および／または」を意味するように使用される、ただし
、本開示は二者択一のみ、および「および／または」を意味する定義を支持する。
【００５３】
　本明細書において使用する「急性」という用語は、健康への影響の開始を意味するもの
であり、通常、その影響は、短期であって長くは続かないと考えられる急激な発生である
。
【００５４】
　本明細書において使用する「急性脳虚血」という用語は、急激に発生し、長くは続かな
い脳虚血現象を意味する。「急性脳虚血」および「脳卒中」という用語は互換的に使用す
ることができる。
【００５５】
　本明細書において使用する「抗癌治療」または「抗腫瘍」という用語は、癌細胞および
／または腫瘍細胞を破壊するか、あるいは癌細胞および／または腫瘍細胞の増殖を遅らせ
るか、停止させるか、または逆転させる、いずれかの治療法を意味する。抗癌または抗腫
瘍治療法は、非限定例として、放射線治療法（放射線療法）、化学療法、またはこれらの
治療法の組み合わせたものなどがある。
【００５６】
　本明細書において使用する「アゴニスト」という用語は、細胞の上で受容体と結合して
、内因性物質が結合して生じるのと同一または同等の反応または活性を開始させる生物剤
または化学剤を意味する。本発明において、アゴニストは、神経細胞、神経膠細胞、また
は神経内皮細胞のＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルと組み合わせになり、結合し、および／また
は会合して、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを開口する（活性化させる）。特定の実施形態に
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おいて、アゴニストは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節サブユニット、具体的にはＳＵ
Ｒ１と組み合わせになり、結合し、および／または会合する。あるいは、アゴニストは、
ＮＣＣａ－ＡＴＰの膜孔形成サブユニットと組み合わせになり、結合し、および／または
会合して、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを開口する（活性化させる）。アゴニストおよび／
または活性化因子という用語は互換的に使用することができる。
【００５７】
　本明細書において使用する「アンタゴニスト」という用語は、体内で作用して、別の化
学物質または生物学的物質の生理学的な活性を低下させる生物剤または化学剤を意味する
。本発明において、アンタゴニストは、神経細胞、神経膠細胞、または神経内皮細胞（例
えば、毛細血管内皮細胞）のＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの活性を遮断、阻害、低下および
／または減少させる。本発明において、アンタゴニストは、神経細胞、神経膠細胞、また
は神経内皮細胞（例えば、毛細血管内皮細胞）のＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルと組み合わせ
になり、結合し、および／または会合して、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを閉じさせ（非活
性化させ）る、すなわち、病的状態における生物学的活性に関して、生物学的活性を低下
させることを意味する。特定の実施形態において、アンタゴニストは、ＮＣＣａ－ＡＴＰ

チャネルの調節サブユニット、具体的にはＳＵＲ１と組み合わせになり、結合し、および
／または会合する。あるいは、アンタゴニストは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの膜孔形成
サブユニットと組み合わせになり、結合し、および／または会合して、ＮＣＣａ－ＡＴＰ

チャネルを閉じさせる（非活性化させる）。アンタゴニストまたは阻害剤は互換的に使用
することができる。
【００５８】
　本明細書において使用する「大脳膿瘍」または「脳膿瘍」という用語は、腫脹と一般的
には関連する化膿性滲出液の限局的な塊を意味する。
【００５９】
　本明細書において使用する「血液脳関門」または「ＢＢＢ」という用語は、血液から脳
へと通過する可能性のあるものを制限する効果をもつ、脳血管と脳組織の間にある障壁を
意味する。
【００６０】
　本明細書において使用する「癌」という用語は、正常な制御の消失というユニークな形
質によって、無秩序な増殖、分化の欠如、局部的組織浸潤、および転移がもたらされる細
胞の過剰増殖を意味する。癌は、腫瘍細胞からなる腫瘍も含む。当業者は、例えば、白血
病が腫瘍細胞を含まないように、全ての癌が腫瘍細胞を含むわけではないことを理解して
いる。
【００６１】
　本明細書において使用する「脳虚血」という用語は、ある領域への十分な血流の欠如、
例えば、脳への十分な血流の欠如を意味するが、それは、血餅、血管収縮、出血、または
膨張する塊による組織圧迫から生じうる。
【００６２】
　本明細書において使用する「脱分極」という用語は、細胞膜の電位差が減少または消失
する、ナトリウムイオンに対する細胞膜の透過性の増加を意味する。
【００６３】
　本明細書において使用する「有効量」または「治療有効量」という用語は互換的であり
、病気または状態の症状を改善または治療をもたらす量を意味する。当業者は、有効量に
よって患者または被験体の状態が改善されるかもしれないが、その病気および／または状
態の完治には至らないこともあると理解している。
【００６４】
　本明細書において使用する「内皮」という用語は、体腔、血管、およびリンパ管の内側
表面を裏打ちする細胞層、または毛細血管を形成する細胞層を意味する。
【００６５】
　本明細書において使用する「内皮細胞」という用語は、内皮の細胞、または、体腔、例



(16) JP 5307397 B2 2013.10.2

10

20

30

40

50

えば、血管またはリンパ管あるいは毛細血管を裏打ちする細胞を意味する。特定の実施形
態において、内皮細胞という用語は、神経内皮細胞、または神経系、例えば、中枢神経系
または脳の一部である内皮細胞を意味する。
【００６６】
　本明細書において使用する「過剰増殖性疾患」という用語は、細胞の過剰増殖に起因す
る病気を意味する。過剰増殖性疾患の例は、癌、腫瘍または新生物などであるが、これら
に限定されない。
【００６７】
　本明細書において使用する「神経膠症カプセル」という用語は、転移性腫瘍、脳膿瘍、
またはその他、病的状態にある場合以外は脳に通常存在しない塊などの異物の回りを全体
的または部分的に取り囲む物理的障壁を意味する。特定の実施形態において、神経膠症カ
プセルは、神経細胞、神経膠細胞（例えば、星状細胞）、および／またはＮＣＣａ－ＡＴ

Ｐチャネルを発現する内皮細胞を含む内部域を含む。
【００６８】
　本明細書において使用する「病的状態」という用語は、病気である状態である。さらに
、病的状態は、罹患率、すなわち一定の集団に占める病人や病例の比率を意味することも
可能である。
【００６９】
　本明細書において使用する「死亡」という用語は、死に至るか、死をもたらす状態であ
る。さらに、死亡は、死亡率、すなわち一定の集団に占める死亡者数の比率を意味するこ
とも可能である。
【００７０】
　本明細書において使用する「神経細胞」という用語は、神経系の形態学的および機能的
な単位である細胞を意味する。この細胞は、神経細胞本体、樹状突起、および軸索を含む
。ニューロン、神経細胞、神経単位の、神経単位、およびニューロサイトという用語は互
換的に使用することが可能である。神経細胞型は、大脳皮質の（カハール）水平細胞、マ
ルチノティック（Ｍａｒｔｉｎｏｔｔｉｃ）細胞、双極細胞、単極細胞、プルキニエ細胞
、大脳皮質の運動野の錐体細胞を含むことができ、内部構造を示す典型的な神経細胞本体
に限定されるものではない。
【００７１】
　本明細書において使用する「神経性」という用語は、神経系に関するものを意味する。
【００７２】
　本明細書において使用する「神経グリア」または「神経膠細胞」という用語は、神経系
の非神経細胞要素である細胞を意味する。神経グリア、ニューログリアサイト、および神
経膠細胞は互換的に使用することができる。神経膠細胞は、上衣細胞、星状細胞、乏突起
膠細胞、または小膠細胞を含むが、これらに限定されない。
【００７３】
　本明細書において使用する「防止する」という用語は、病状を進行させるリスク、ある
いは病状もしくは進行、またはその他の異常もしくは有害な状態に関するパラメーターを
最小化させるか、減少させるか、もしくは抑制することを意味する。
【００７４】
　本明細書において使用する「脳卒中」という用語は、脳循環の機能障害に関連した急性
の臨床事象を意味する。「急性脳虚血」および［脳卒中］という用語は、互換的に使用す
ることができる。
【００７５】
　本明細書において使用する「腫瘍」という用語は、いずれかの膨張性の腫脹を意味する
。腫瘍は、組織の異常増殖である「新生物」という用語と互換性がある。腫瘍は悪性であ
っても良性であってもよい。
【００７６】
　本明細書において使用する「腫瘍脳関門（ｔｕｍｏｒ－ｂｒａｉｎ　ｂａｒｒｉｅｒ）
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」という用語は、脳内の異物と脳の周囲組織との間にある生化学的障壁を意味する。腫瘍
脳関門は、本明細書において互換的にＴＢＢと称される。
【００７７】
　本明細書において使用する「治療すること」および［治療］という用語は、被験体の病
気または状態に改善が見られるよう、被験体に治療有効量の組成物を投与することを意味
する。改善とは、観察可能であるか、または測定可能な改善である。従って、当業者は、
治療により患者の状態を改善されるかもしれないが、病気の完治にはならないかもしれな
いことを理解している。治療は、病気および／または状態を生じさせるリスクを有する被
験体を治療することも含んでもよい。
【００７８】
　ＩＩ．本願発明
　本発明は、治療用組成物およびそれらを使用する方法を対象とするものである。一つの
実施形態において、治療用組成物は、神経細胞、神経膠細胞、または神経内皮細胞のＮＣ

Ｃａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストおよび／またはアンタゴニストである。
【００７９】
　特定の実施形態において、本発明は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを活性化させる、星状
細胞のＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストを投与することを含む、癌治療を必要とす
る癌患者を治療する方法を目的とする。具体的な実施形態において、本アゴニストはＮＣ

Ｃａ－ＡＴＰチャネルのＳＵＲ１を標的とする。特定の実施形態において、癌は脳にある
が、より具体的には、脳にある転移性腫瘍を含む。
【００８０】
　特定の実施形態において、本発明のアゴニストは、癌の周囲の腫瘍脳関門の完全性を破
壊して、それがなければ閉め出される薬剤に、腫瘍脳関門を通って接触することが可能と
なる。特定の実施形態において、アゴニストは、化学療法、放射線療法および／または免
疫療法などの抗癌療法と組み合わせて施される。
【００８１】
　あるいは、本発明は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを活性化させる、星状細胞のＮＣＣａ

－ＡＴＰチャネルのアゴニストを投与することを含む、腫瘍脳関門を破壊する方法を目的
とするものである。
【００８２】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストを含む方法は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのア
ゴニスト、例えば、ジアゾキシドを星状細胞に注入して、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを発
現する神経細胞、神経膠細胞（例えば、星状細胞）および／または神経内皮細胞を選択に
殺傷することを目的とする。この注入は直接的なものでも間接的なものでもよい。転移性
脳腫瘍のように、神経膠症カプセルが関与する病態を治療する場合には、神経細胞、神経
膠細胞（例えば、星状細胞）、または神経内皮細胞を選択的に殺傷することが望ましい。
アゴニストは、免疫反応を開始させやすくするか、あるいは、化学療法剤に対する透過性
を高める。
【００８３】
　本明細書に記載したように、Ｉ型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲ１）は、脳転移で腫瘍
脳関門（ＴＢＢ）を構成するＲ１星状細胞の中でＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの一部として
発現される。Ｒ１星状細胞のＳＵＲ１を、そのアゴニストを用いて標的にすると、ＴＢＢ
の完全性を損なうため、脳における転移性腫瘍を治療するメカニズムが提供される。特定
の実施形態において、本発明のアゴニストは、異物の周囲にある神経膠症カプセルの完全
性を破壊して、それがなければ排除される生物学的および／または内因性の化合物、例え
ば白血球を神経膠症カプセルの中に侵入させることが可能になる。
【００８４】
　特定の実施形態において、アゴニストは、例えば、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを発現す
る神経細胞、神経膠細胞（例えば、星状細胞）および／または神経内皮細胞の活性を開き
、活性化させ、および／または上昇させることができる化合物などである。具体的には、
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アゴニストは、例えばジアゾキシドのようなＳＵＲ１活性化因子であり、それらは、当技
術分野においてＫチャネルを開口させる（活性化する）ことが知られている。
【００８５】
　本発明は、化学療法、免疫療法および／または放射線療法と組み合わせて使用すること
を想定している。固形腫瘍（例えば、肺、結腸、乳房、および脳の腫瘍）の治療では、抗
癌剤を腫瘤に浸透させることが困難であるために効率的な治療が妨げられている（Ｊａｉ
ｎ，１９９４）。治療薬を癌部位に送達することを容易にする手段を同定して、現行の抗
癌療法の有効性を高めることが必要である。この必要性に対処するために、別の実施形態
において、本出願者らは本明細書において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニスト
を投与することによって抗癌療法を促進、改善および／または増強する方法を提供する。
【００８６】
　インビトロでの研究には、さまざまな固形腫瘍モデル、例えば、周知の誘導型乳癌モデ
ルを使用することができ、それから腫瘍細胞を採取して脳に再移植して、自家「転移性」
腫瘍を生じさせることができる。
【００８７】
　Ｒ１星状細胞の中でＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの一部として発現されているＩ型スルホ
ニル尿素受容体（ＳＵＲ１）に加え、本発明は、さらに、虚血の後、このチャネルのＳＵ
Ｒ１調節サブユニットがニューロンおよび毛細血管内皮細胞の中で上方制御され、この受
容体を遮断すると、脳卒中のサイズ、脳浮腫および死亡率が低下することを説明する。し
たがって、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストは、細胞毒性浮腫およびイオン性
浮腫の形成を防止、緩和、阻害および／または抑制する上で重要な役割を果たしている可
能性がある。
【００８８】
　別の実施形態において、本発明の治療用化合物は、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細
胞またはそれらの組み合わせのＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストを含む。アン
タゴニストは、頭蓋内圧の増加および／または中枢神経系の細胞毒性浮腫をもたらす、低
酸素状態および／または虚血に付随する有害な状態の治療に使用されることを想定してい
る。このような状態には、外傷、虚血性脳損傷、すなわち二次的ニューロン損傷、および
出血性梗塞などがある。アンタゴニストは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを発現する細胞を
保護するが、これは、神経膠症カプセルの完全性が重要であって、例えば、脳膿瘍などに
よる感染の広がりを防ぐためにそれを維持する必要がある臨床治療にとっては望ましいこ
とである。ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの阻害による防御は、脳浮腫の縮小に関連する。
【００８９】
　一つの態様において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの活性を遮断、阻害、さもなければ低
下させる。そのような例では、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストを投与および
／または適用する。このアンタゴニストは、チャネルを通過する流動が低下、中断、減少
および／または停止するように、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを調節する。このアンタゴニ
ストは、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞またはそれらの組み合わせのＮＣＣａ－Ａ

ＴＰチャネルの活性に関して可逆的または非可逆的な活性をもつかもしれない。このアン
タゴニストは、細胞の脱分極化を防止または低下させることができ、それによって、細胞
の脱分極化によって生じうる浸透圧変化が原因で起きる細胞腫脹を減少させることができ
る。したがって、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの阻害は細胞傷害性の浮腫および内皮細胞死
を減少させることができる。
【００９０】
　本発明の治療用化合物によって治療可能な被験体は、頭蓋内圧の増加をもたらす低酸素
状態および／または虚血に関連する状態を患っているか、それを発症するリスクをもつ被
験体、および／または中枢神経系（ＣＮＳ）の細胞毒性浮腫を有する被験体を含むが、こ
れらに限定されない。このような状態には、外傷（例えば、外傷性脳損傷（ＴＢＩ）、脳
震盪）、虚血性脳損傷、出血性梗塞、脳卒中、心房細動、凝固障害、肺血栓症、動静脈奇
形、腫瘤状病変（例えば、血腫）があるが、これらに限定されない。このような状態を発
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症するリスクをもつ、さらに別の被験体には、脳卒中の危険を高める治療、例えば、（血
管または神経）外科手術、血栓溶解剤による心筋梗塞の治療、脳／血管内治療、ステント
留置、血管造影などを受けている被験体などがある。
【００９１】
　本発明の別の態様は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストを血栓溶解剤と同時
投与することを含む。これら２つの化合物の同時投与は、出血性転換を減少させて血栓溶
解剤の治療濃度域を増加させる。血栓溶解剤の治療濃度域は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル
のアンタゴニストを同時投与することで、数時間（４～８時間）まで増加する可能性があ
る。
【００９２】
　血栓溶解剤に加えて、他の薬剤、例えば、抗血小板剤、抗凝固剤、血管拡張剤、スタチ
ン、利尿薬であるが、これらに限定されない薬剤を本発明のアンタゴニストと併用するこ
とができる。
【００９３】
　本発明の別の態様は、標識したＳＵＲ１アンタゴニストを使用して、脳卒中、脳浮腫の
段階を診断、測定またはモニタリングするか、あるいは腫瘍および／または脳卒中のサイ
ズ／境界／境界を視覚化することを含む。例えば、脳卒中後の周辺部を、標識したＳＵＲ
１アンタゴニストを用いてモニタリングまたは視覚化することができる。
【００９４】
　さらに、本発明の組成物を利用して、細胞傷害性脳浮腫に関連する状態のリスクがある
か、それらを患っている被験体を治療するために使用する神経保護剤キットを製造するこ
とができる。
【００９５】
　ＩＩＩ．ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル
　本発明は、一部、その全体が参考として本明細書に援用される米国特許出願公開第２０
０３０２１５８８９号において星状細胞上のチャネルとして定義された特定のチャネルで
あるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの発見に基づくものである。より具体的には、本発明は、
このチャネルが星状細胞で発現されるだけでなく、脳損傷、例えば、低酸素事象、虚血事
象、または、これらの事象に関連する他の二次的ニューロン損傷の後、神経細胞、神経膠
細胞、および／または神経内皮細胞上で発現されることをさらに明確にしている。
【００９６】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルはカルシウムイオン（Ｃａ２＋）により活性化され、ＡＴＰ
に対して感受性である。従って、このチャネルは、細胞内Ｃａ２＋によって活性化され、
細胞内ＡＴＰによって遮断される非選択性陽イオンチャネルである。このチャネルは、細
胞内ＡＴＰ枯渇によって開口されると、Ｃｌ－に対する電気的勾配、およびＨ２Ｏに対す
る浸透圧勾配を作り出して細胞毒性浮腫および細胞死をもたらす大量のＮａ＋流入に起因
する完全な脱分極化に関与する。このチャネルを遮断または阻害すると、大量のＮａ＋は
発生せず、細胞毒性浮腫を防止できる。
【００９７】
　一定の機能的特徴によって、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、他の既知のイオンチャネル
と区別される。これらの特徴には、１）Ｎａ＋、Ｋ＋およびその他の一価陽イオンを容易
に通過させる非選択性陽イオンチャネルであること、２）細胞内カルシウムの増加、およ
び／または細胞内ＡＴＰの減少によって活性化されること、３）例えば、膵β細胞に存在
するようなＫＡＴＰチャネルのみと関連しているとこれまで考えられてきたＩ型スルホニ
ル尿素受容体（ＳＵＲ１）によって調節されることなどがあるが、これらに限定されない
。
【００９８】
　より具体的には、本発明のＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、カルシウムイオン（Ｋ＋）に
対して２０～５０ｐＳの間の単一チャネルコンダクタンスを有する。また、ＮＣＣａ－Ａ

ＴＰチャネルは、濃度域が１０－８～１０－５Ｍである生理学的濃度域において、細胞膜
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の細胞質側上にあるＣａ２＋によっても刺激を受ける。また、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル
は、生理学的濃度範囲、すなわち、１０－１から１０Ｍの濃度範囲で、細胞質ＡＴＰによ
って阻害も受ける。また、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルは、陽イオンであるＫ＋、Ｃｓ＋、
Ｌｉ＋、Ｎａ＋に対し、これらのいずれか２種類の陽イオン間の透過率が０．５よりも大
きく、かつ２よりも小さいという程度まで透過性ももつ。
【００９９】
　ＩＶ．ＮＣＣａ-ＡＴＰチャネルの調節因子
　本発明はチャネルの調節因子、例えば、チャネルのアゴニストおよびアンタゴニストを
含む。本発明のアンタゴニストまたはアゴニストの例は、その全体が参考として本明細書
に援用される米国公開出願第２００３０２１５８８９号において同定されたアゴニストお
よび／またはアンタゴニストを含むことができる。当業者は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル
が、調節サブユニットＳＵＲ１および膜孔形成サブユニットという２つのサブユニットか
らなることを認識している。
【０１００】
　Ａ．ＳＵＲ１の調節因子
　特定の実施形態において、Ｉ型スルホニル尿素受容体（ＳＵＲ１）に対するアンタゴニ
ストはチャネルを遮断するのに適している。適当なＳＵＲ１アンタゴニストの例は、グリ
ベンクラミド、トルブタミド、レパグリニド、ナテグリニド、メグリチニド、ミダグリゾ
ール、ＬＹ３９７３６４、ＬＹ３８９３８２、グリクラジド、グリメピリド、エストロゲ
ン、およびエストロゲン関連化合物（エストラジオール、エストロン、エストリオール、
ゲニステイン、非ステロイド型エストロゲン（例えば、ジエチスチルベストール（ｄｉｅ
ｔｈｙｌｓｔｉｌｂｅｓｔｒｏｌ）、植物性エストロゲン（例えばクメストロール）、ゼ
ラレノンなど）、およびこれらを組み合わせたものであるが、それらに限定されない。本
発明の好ましい実施形態において、ＳＵＲ１アンタゴニストは、グリベンクラミドおよび
トルブタミドからなる群から選択される。さらに、別のアンタゴニストはＭｇＡＤＰであ
ってもよい。その他のアンタゴニストは、ＫＡＴＰチャネルの遮断剤、例えば、トルブタ
ミド、グリブリド（ｌ［ｐ－２［５－クロロ－Ｏ－アニサミド）エチル］フェニル］スル
ホニル］－３－シクロへキシル－３－ウレア）；クロプロパミド（ｌ－［［（ｐ－クロロ
フェニル）スルホニル］－３－プロピルウレア；グリピジド（ｌ－シクロへキシル－３［
［ｐ－［２（５－メチルピラジンカルボキサミド）エチル］フェニル］スルホニル］ウレ
ア）；またはトラザミド（ベンゼンスルホンアミド－Ｎ－［［（ヘキサヒドロ－ｌＨ－ア
ゼピン－１イル）アミノ］カルボニル］－４－メチル）などであるが、これらに限定され
ない。
【０１０１】
　本発明において使用することができるアゴニストは、例えば、ジアゾキシド、ピナシジ
ル、Ｐ１０７５、およびクロマカリン、またはＫＡＴＰチャネルの活性化因子である、Ｓ
ＵＲ１のアゴニストを含むが、これらに限定されない。その他のアゴニストは、例えば、
３－イソプロピルアミノ－７－メトキシ－４Ｈ－１，２，４－ベンゾチアジアジン１，１
－ジオキシド（ＮＮＣ５５－９２１６）、６，７－ジクロロ－３－イソプロピルアミノ－
４Ｈ－１，２，４－ベンゾチアジアジン１，１－ジオキシド（ＢＰＤＺ１５４）、７－ク
ロロ－３－イソプロピルアミノ－４Ｈ－１，２，４－ベンゾチアジアジン１，１－ジオキ
シド（ＢＰＤＺ７３）、６－クロロ－３－イソプロピルアミノ－４Ｈ－チエノ［３，２－
ｅ］－１，２，４－チアジアジン１，１－ジオキシド（ＮＮＣ５５－０１１８）４，６－
クロロ－３－（１－メチルシクロプロピル）アミノ－４Ｈ－チエノ［３，２－ｅ］－１，
２，４－チアジアジン１，１－ジオキシド（ＮＮ４１４）、３－（３－メチル－２－ブチ
ルアミノ）－４Ｈ－ピリド［４，３－ｅ］－１，２，４－チアジアジン１，１－ジオキシ
ド（ＢＰＤＺ４４）、３－（１’，２’，２’－トリメチルプロピル）アミノ－４Ｈ－ピ
リド（４，３－ｅ）－１，２，４－チアジアジン１，１－ジオキシド（ＢＰＤＺ６２）、
３－（１’，２’，２’－トリメチルプロピル）アミン－４Ｈ－ピリド（２，３－ｅ）－
１，２，４－チアジアジン１，１－ジオキシド（ＢＰＤＺ７９）、２－アルキル－３－ア
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ルキルアミノ－２Ｈ－ベンゾ－および２－アルキル－３－アルキルアミノ－２Ｈ－ピリド
［４，３－ｅ］－１，２，４－チアジアジン１，１－ジオキシド、６－クロロ－３－アル
キルアミノ－４Ｈ－チエノ［３，２－ｅ］－１，２，４－チアジアジン１，１－ジオキシ
ド誘導体、４－Ｎ－置換型および－非置換型の３－アルキル－および３－（アルキルアミ
ノ）－４Ｈ－ピリド［４，３－ｅ］－１，２，４－チアジアジン１，１－ジオキシドであ
る、ジアゾキシド誘導体を含むが、これらに限定されない。また、６－クロロ－２－メチ
ルキノリン－４（１Ｈ）－オン（ＨＥＩ７１３）およびＬＮ５３３０２１など、その他の
化合物、ならびに薬品群である、アリールシアノグアニジンがＳＵＲ１の公知の活性化因
子またはアゴニストである。
【０１０２】
　Ｂ．ＳＵＲ１の転写および／または翻訳の調節因子
　特定の実施形態において、調節因子は、ＳＵＲ１（調節サブユニット）の転写および／
または翻訳を調節する化合物（タンパク質、核酸、ｓｉＲＮＡなど）および／または膜孔
形成サブユニットを含む調節因子実体であってよい。
【０１０３】
　１．転写因子
　転写因子は、特定のＤＮＡ配列（例えば、プロモーターおよびエンハンサー）に結合し
て、コードされたＤＮＡ領域の転写を調節する調節タンパク質である。したがって、転写
因子を利用して、ＳＵＲ１の発現を調節することができる。典型的には、転写因子は、Ｄ
ＮＡに結合する結合ドメイン（ＤＮＡ結合ドメイン）、および転写を調節する調節ドメイ
ンを含む。調節ドメインが転写を活性化させる場合、その調節ドメインは活性化ドメイン
と呼ばれる。その調節ドメインが転写を阻害する場合には、その調節ドメインは抑制ドメ
インと呼ばれる。より詳細には、Ｓｐ１およびＨＩＦ１αなどの転写因子を用いて、ＳＵ
Ｒ１の発現を調節することができる。
【０１０４】
　２．アンチセンスおよびリボザイム
　翻訳または転写の開始部位、またはスプライス部位に結合するアンチセンス分子は理想
的な阻害剤である。アンチセンス、リボザイム、および二本鎖ＲＮＡ分子は、特定の配列
を標的にして、ＳＵＲ１などの特定のポリペプチドの減少または除去を達成する。従って
、ＳＵＲ１を調節するために、アンチセンス、リボザイム、および二本鎖ＲＮＡ、ならび
にＲＮＡ干渉分子を構築して使用することが想定される。
【０１０５】
　ａ）アンチセンス分子
　アンチセンス法は、核酸が相補配列と対合しようとする事実を利用する。相補性は、ポ
リヌクレオチドが標準的なワトソン・クリック相補性ルールに従って塩基対を形成する能
力をもつものであることを意味する。すなわち、より大きいプリンは、より小さいピリミ
ジンと対合して、シトシンと対合したグアニン（Ｇ－Ｃ）、およびＤＮＡの場合は、チミ
ンと対合したアデニン（Ａ－Ｔ）、またＲＮＡの場合には、ウラシルと対合したアデニン
（Ａ－Ｕ）の組み合わせを形成する。ハイブリダイズする配列の中に、あまり一般的でな
い塩基、例えば、イノシン、５－メチルシトシン、６－メチルアデニン、ヒポキサンチン
などが含まれても、対合を妨げることはない。
【０１０６】
　ポリヌクレオチドにより二本鎖（ｄｓ）ＤＮＡを標的にすると３重らせんが形成され、
ＲＮＡを標的にすると２重らせんが形成されるはずである。アンチセンスポリヌクレオチ
ドは、標的細胞に導入されると、その標的ポリヌクレオチドに特異的に結合して、転写、
ＲＮＡプロセシング、輸送、翻訳、および／または安定性を妨げる。アンチセンスＲＮＡ
構築物、またはそのようなアンチセンスＲＮＡをコードするＤＮＡを用いて、ヒト被験体
などの宿主動物の体内など、宿主細胞の中での遺伝子の転写または翻訳あるいはその両方
を、インビトロまたはインビボで阻害する。
【０１０７】
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　アンチセンス構築物は、遺伝子のプロモーターおよびその他の調節領域、エクソン、イ
ントロン、またはエクソン・イントロン境界域にも結合するように設計される。最も効果
的なアンチセンス構築物は、イントロン／エクソンスプライス部位に相補的な領域を含む
と考えられる。従って、イントロン／エクソンスプライス部位の５０～２００塩基の中に
ある領域に相補性を有するアンチセンス構築物を使用する。エクソン配列には、その標的
選択性に重大な影響を与えることなく、構築物の中に組み込むことができるものがあるこ
とが観察されている。組み込まれるエクソン材料の量は、使用する具体的なエクソンおよ
びイントロン配列に応じて変化するであろう。インビトロで構築物をテストして、通常の
細胞機能が影響を受けるか否か、または相補配列を有する関連遺伝子の発現が影響を受け
るか否かを測定するだけで、エクソンＤＮＡが過剰に含まれていないかを簡単に調べるこ
とができる。
【０１０８】
　ゲノムＤＮＡの部分をｃＤＮＡまたは合成配列と組み合わせて、特異的な構築物を作成
できるのが利点である。例えば、最終構築物の中にイントロンがあるのが所望であれば、
ゲノムクローンを使用する必要があろう。ｃＤＮＡまたは合成ポリヌクレオチドは構築物
の残余部分により便利な制限酵素認識部位を提供することができるため、配列の残りで利
用することができる。
【０１０９】
　ｂ）ＲＮＡ干渉
　本発明において、二本鎖ＲＮＡを干渉分子、例えば、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として使
用することも想定されている。ＲＮＡ干渉は、対象とする生物に二本鎖ＲＮＡ分子を単に
注射する、浸す、または給餌して、対象とする特定の遺伝子を「ノックダウン」または阻
害するために利用される。この技術は、トランスフェクションまたは組換え技術を必要と
せずに、遺伝子の機能を選択的に「ノックダウン」する（Ｇｉｅｔ，２００１；Ｈａｍｍ
ｏｎｄ，２００１；Ｓｔｅｉｎ　Ｐ，ｅｔ　ａｌ，２００２；Ｓｖｏｂｏｄａ　Ｐ，ｅｔ
　ａｌ，２００１；Ｓｖｏｂｏｄａ　Ｐ，ｅｔ　ａｌ，２０００）。
【０１１０】
　別のタイプのＲＮＡｉはしばしば小型干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）と呼ばれ、ＳＵＲ１を
阻害するために利用することもできる。ｓｉＲＮＡは二本鎖構造または一本鎖構造を含み
、その配列は、少なくとも標的遺伝子の一部と「実質的に同一」である（ＷＯ０４／０４
６３２０号参照、これはその全体が参考として本明細書に援用される）。当技術分野にお
いて知られているように、「同一性」とは、配列同士を比較して決定される、２つ以上の
ポリヌクレオチド（またはポリペプチド）配列の間の関係である。当技術分野において、
同一性は、ポリヌクレオチド配列間のヌクレオチドの順序の一致によって決定される、そ
の配列間の配列の関係性の程度も意味する。同一性は容易に計算可能である。例えば、Ｃ
ｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｌｅｓｋ，Ａ．Ｍ．
，ｅｄ．Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８
８；Ｂｉｏｃｏｍｐｕｔｉｎｇ：Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｐｒ
ｏｊｅｃｔｓ，Ｓｍｉｔｈ，Ｄ．Ｗ．，ｅａ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，１９９３、ならびにＷＯ９９／３２６１９、ＷＯ０１／６８８３６、ＷＯ０
０／４４９１４、およびＷＯ０１／３６６４６に開示されている方法を参照、これらは参
考として本明細書に援用される。２つのヌクレオチド配列間の同一性を測定する方法はい
くつか存在するが、この用語は当技術分野において周知されている。同一性を測定する方
法は典型的には、ヌクレオチド配列の一致の程度が最大になるように設計されており、ま
た典型的には、コンピュータープログラムに具体化されている。このようなプログラムは
、関連分野の当業者には容易に利用可能である。例えば、ＧＣＧプログラムパッケージ（
Ｄｅｖｅｒｅｕｘ　ｅｔ　ａｌ．）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、およびＦＡＳＴＡ（
Ａｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，）ならびにＣＬＵＳＴＡＬ（Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｔ　ａ
ｌ，１９９２；Ｔｈｏｍｐｓｏｎ，ｅｔ　ａｌ，１９９４）などがある。
【０１１１】



(23) JP 5307397 B2 2013.10.2

10

20

30

40

50

　このように、ｓｉＲＮＡは、標的遺伝子、例えばＳＵＲ１、または、膜孔形成サブユニ
ットのように、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルに関連する、その他いずれかの分子的実体の少
なくとも一部と本質的に同一であるヌクレオチド配列を含む。当業者は、ＳＵＲ１の核酸
配列はＧｅｎＢａｎｋにおいて、例えば、その全体が参考として本明細書に援用されるＧ
ｅｎＢａｎｋ登録番号Ｌ４０６２４として容易に利用可能であることを知っている。好ま
しくは、ｓｉＲＮＡは、標的遺伝子の少なくとも一部と完全に同一であるヌクレオチド配
列を含む。もちろん、ＲＮＡ配列をＤＮＡ配列と比較するときには、ＤＮＡ配列はデオキ
シリボヌクレオチドを含むが、「同一」のＲＮＡ配列はリボヌクレオチドを含み、さらに
、ＲＮＡ配列は、ＤＮＡ配列がチミジンを含む位置に、一般的にはウラシルを含む。
【０１１２】
　当業者は、長さの異なる２つのポリヌクレオチドを、長い方の断片の全長にわたり比較
することができることを理解している。あるいは、小さな領域を比較することも可能であ
る。通常は、本発明を実施する際の有用性を最終的に評価するためには、長さの等しい配
列を比較する。ｓｉＲＮＡとして使用するには、ｄｓＲＮＡ間で１００％の同一性があり
、標的遺伝子（例えば、ＳＵＲ１）の少なくとも１５個の連続したヌクレオチドがあるこ
とが好ましいが、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、または９５％もしくはそれ
以上のｄｓＲＮＡも、本発明において使用することができる。標的遺伝子の少なくとも一
部と本質的に同一であるｓｉＲＮＡは、２つの相補鎖の一方（または、自己相補的なＲＮ
Ａの場合、２つの自己相補的な部分のうちの一方）が、その一部の配列または標的遺伝子
の配列と同一であるか、または標的遺伝子のその一部のヌクレオチド配列に対して１つ以
上の挿入、欠失、または単一点突然変異を含むｄｓＲＮＡであってもよい。このように、
ｓｉＲＮＡ技術には、遺伝的変異、系統多型性、または進化的分岐に起因すると期待する
ことができる配列変異を許容することができるという特性がある。
【０１１３】
　例えば、化学合成法、インビトロ転写、ｓｉＲＮＡ発現ベクター、およびＰＣＲ発現カ
セットなど、ｓｉＲＮＡを調製する方法はいくつかある。どの方法を使用するかに関わり
なく、ｓｉＲＮＡ分子の設計の第一段階はｓｉＲＮＡ標的部位の選択であるが、これは標
的遺伝子のいずれの部位であってよい。特定の実施形態において、当業者は遺伝子の標的
選択領域を手作業で選ぶことができるが、それは標的選択領域としてのＯＲＦ（読み取り
枠）であって、「ＡＴＧ」開始コドンの下流にある５０～１００ヌクレオチドであるかも
しれない。しかし、ｓｉＲＮＡ分子の設計を補助するために可能なすぐに使用できるプロ
グラムがあり、例えば、ＰｒｏｍｅｇａのｓｉＲＮＡ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｄｅｓｉｇｎｅｒ
、ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ　Ｃｏｒｐ．のｓｉＲＮＡ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｆｉｎｄｅｒ、Ｉｍｇ
ｅｎｅｘ　Ｃｏｒｐ．のｓｉＲＮＡ　Ｒｅｔｒｉｅｖｅｒ　Ｐｒｏｇｒａｍ、ＥＭＢＯＳ
Ｓ　ｓｉＲＮＡアルゴリズム、ＱｉａｇｅｎのｓｉＲＮＡプログラム、Ａｍｂｉｏｎ　ｓ
ｉＲＮＡプレディクター、Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ　ｓｉＲＮＡプレディクション、およびＳ
ｆｏｌｄなどがある。従って、上記プログラムのいずれかを利用しても、本発明で使用可
能なｓｉＲＮＡ分子を作成することができると考えられる。
【０１１４】
　ｃ）リボザイム
　リボザイムは、部位特異的に核酸を切断するＲＮＡ－タンパク質複合体である。リボザ
イムは、エンドヌクレアーゼ活性を持つ特異的な触媒ドメインを有する（Ｋｉｍ　ａｎｄ
　Ｃｅｃｈ，１９８７；Ｆｏｒｓｔｅｒ　ａｎｄ　Ｓｙｍｏｎｓ，１９８７）。例えば、
非常に多数のリボザイムが、高度な特異性をもってリン酸エステル転移反応を促進して、
しばしば、あるオリゴヌクレオチド基質の中にいくつかあるリン酸エステルの１つだけを
切断する（Ｃｅｃｈ　ｅｔ　ａｌ，１９８１；Ｒｅｉｎｈｏｌｄ－Ｈｕｒｅｋ　ａｎｄ　
Ｓｈｕｂ，１９９２）。このような特異性は、化学反応に先立ち、基質が、特定の塩基対
合の相互作用を介してリボザイムの内部ガイド配列（「ＩＧＳ」）に結合するという必要
性によるものである。
【０１１５】
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　リボザイム触媒作用は、主に、核酸が関与する配列特異的な切断／ライゲーション反応
の一部として観察されてきた（Ｊｏｙｃｅ，１９８９；Ｃｅｃｈ　ｅｔ　ａｌ，１９８１
）。例えば、米国特許第５，３５４，８５５号により、一定のリボザイムは、既知のリボ
ヌクレアーゼの配列特異性よりも高い、ＤＮＡ制限酵素の配列特異性に匹敵する配列特異
性をもったエンドヌクレアーゼとして働くことが報告されている。従って、配列特異的リ
ボザイム介在型の遺伝子発現阻害法が治療用途に特に適している（Ｓｃａｎｌｏｎ　ｅｔ
　ａｌ，１９９１；Ｓａｒｖｅｒ　ｅｔ　ａｌ，１９９０；Ｓｉｏｕｄ　ｅｔ　ａｌ，１
９９２）。本研究のほとんどは、特異的なリボザイムによって切断される特異的な変異コ
ドンに基づいて、標的ｍＲＮＡを改変することを含んでいた。本明細書に含まれる情報お
よび当業者の知識に照らせば、所定の遺伝子を特異的に標的にする更なるリボザイムを調
製および使用することが今後容易になるであろう。
【０１１６】
　その他の適当なリボザイムは、ＲＮＡ開裂活性を有するＲＮａｓｅＰに由来する配列（
Ｙｕａｎ　ｅｔ　ａｌ，１９９２；Ｙｕａｎ　ａｎｄ　Ａｌｔｍａｎ，１９９４）、ヘア
ピン型リボザイム構造（Ｂｅｒｚａｌ－Ｈｅｒｒａｎｚ　ｅｔ　ａｌ，１９９２；Ｃｈｏ
ｗｒｉｒａ　ｅｔ　ａｌ，１９９３）、および肝炎δウイルスから作られるリボザイム（
Ｐｅｒｒｏｔｔａ　ａｎｄ　Ｂｅｅｎ，１９９２）などである。ＲＮＡ開列活性に向けら
れたリボザイムの一般設計および最適化について詳細に論じられている（Ｈａｓｅｌｏｆ
ｆ　ａｎｄ　Ｇｅｒｌａｃｈ，１９８８；Ｓｙｍｏｎｓ，１９９２；Ｃｈｏｗｒｉｒａ，
ｅｔ　ａｌ，１９９４；ａｎｄ　Ｔｈｏｍｐｓｏｎ，ｅｔ　ａｌ，１９９５）。
【０１１７】
　リボザイム設計のその他の変数は、所定の標的ＲＮＡ上にある切断部位を選択すること
である。リボザイムは、相補的な塩基対合相互作用によってある部位にアニーリングする
ことにより、所定の配列を標的にする。このようなターゲティングには２つの相同性のス
トレッチが必要である。このような相同な配列のストレッチが、上記で定義した触媒リボ
ゾーム構造に隣接する。相同な配列のストレッチはそれぞれ、７から１５ヌクレオチドま
でさまざまな長さにすることができる。相同配列を画定するのに必要なことは、ただ、標
的ＲＮＡ上で、それらが、切断部位となる特異的配列によって分離されているということ
だけである。ハンマーヘッド型リボザイムでは、切断部位は、標的ＲＮＡの上のジヌクレ
オチド配列であり、ウラシル（Ｕ）の後にアデニン、シトシンまたはウラシルが続く（Ａ
，Ｃ　ｏｒ　Ｕ；Ｐｅｒｒｉｍａｎ，ｅｔ　ａｌ，１９９２；Ｔｈｏｍｐｓｏｎ，ｅｔ　
ａｌ，１９９５）。このジヌクレオチド配列がいずれか所定のＲＮＡに存在する頻度は、
統計的には１６回に３回である。
【０１１８】
　標的ＲＮＡを効率的に切断するようにリボザイムを設計して試験することは、当業者に
よく知られている手順である。リボザイムを設計して試験する科学的方法の例は、Ｃｈｏ
ｗｒｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）およびＬｉｅｂｅｒ　ａｎｄ　Ｓｔｒａｕｓ（１
９９５）に記載されており、それぞれが参考として援用される。ＳＵＲ１を標的とするリ
ボザイムに使用する効果的で好ましい配列を同定するのは、単に所定の配列を調製して試
験するという問題にすぎず、当業者に周知の日常的に行われているスクリーニング法であ
る。
【０１１９】
　Ｃ．調節因子をスクリーニングする方法
　本発明のさらなる実施形態は、活性および／または発現を改変するＮＣＣａ－ＡＴＰチ
ャネルの調節因子、例えば、アゴニストまたはアンタゴニストを同定する方法を含むこと
ができる。これらのアッセイ法は、候補物質の大きなライブラリーをランダムにスクリー
ニングすることを含んでもよいし、あるいは、これらのアッセイ法を用いて、ＮＣＣａ－

ＡＴＰチャネルの機能または活性または発現を調節する可能性がより高くなると考えられ
る構造上の特性を考慮して選択した特定の化合物群に集中的に取り組むことも可能である
。
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【０１２０】
　機能という用語は、ｍＲＮＡ発現、タンパク質発現、タンパク質活性、またはチャネル
活性を測定しうること、より具体的には、調節因子がＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを開口ま
たは抑制または遮断する能力を測定しうることを意味する。本発明に従ってスクリーニン
グされる化合物は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルに結合して、そのチャネルを開口するか（
例えば、アゴニスト）、またはそのチャネルを遮断する（例えば、アンタゴニスト）、天
然または合成の有機化合物、ペプチド、抗体およびその断片、ペプチド模倣体であるが、
これらに限定されない。神経細胞膨張または脳腫脹の治療に使用するには、チャネルを遮
断する化合物が好ましい。チャネルを開口するか開口状態に保つアゴニストは、ペプチド
、抗体またはその断片、およびＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル（またはその一部）のＳＵＲ１
サブユニットを含み、かつＳＵＲ１に対する循環リガンドに結合してこれを「中和」する
、その他の有機化合物などである。
【０１２１】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルに影響を与える化合物のスクリーニングに関しては、例えば
、天然産物または合成化学物質、ならびに、タンパク質などの生物学的に活性な物質を含
む既知の化合物のライブラリーを、阻害剤または活性化因子となる化合物についてスクリ
ーニングすることができる。好ましくは、このような化合物はＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル
のアンタゴニストであって、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル阻害剤、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネ
ル遮断剤、ＳＵＲ１アンタゴニスト、ＳＵＲ１阻害剤、および／またはチャネルを通る膜
電流の大きさを低下させることができる化合物などである。
【０１２２】
　化合物には、小さな有機または無機の分子、化合物ライブラリーで利用可能な化合物、
ペプチド、例えば、可溶性ペプチドなど、ランダムペプチドライブラリーのメンバーを含
むがそれらに限定されないペプチドなど（例えば、Ｌａｍ，Ｋ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ，１９９
１，Ｎａｔｕｒｅ　３５４：８２－８４；Ｈｏｕｇｈｔｅｎ，Ｒ．ｅｔ　ａｌ，１９９１
，Ｎａｔｕｒｅ　３５４：８４－　８６参照）、ならびに、Ｄ型および／またはＬ型の立
体配座アミノ酸で構成される、コンビナトリアル化学法で得られる分子ライブラリー、ホ
スホペプチド（ランダムに、または部分的に縮重した誘導されたホスホペプチドライブラ
リーのメンバーを含むが、それらに限定されない；例えば、Ｓｏｎｇｙａｎｇ，Ｚ．，ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９３，Ｃｅｌｌ　７２：７６７－７７８参照）、抗体（ポリクローナル
抗体、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、抗イディオタイプ抗体、キメラ抗体、または単
鎖抗体、およびＦＡｂ、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦＡｂの発現ライブラリー断片、ならび
にそれらのエピトープ結合断片）などがある。
【０１２３】
　本発明に従ってスクリーニングすることができるその他の化合物は、血液脳関門を通過
し、適当な神経細胞に侵入して、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル遺伝子の発現、またはＮＣＣ

ａ－ＡＴＰチャネル活性に関与する他の遺伝子の発現に（例えば、遺伝子発現に関与する
調節領域または転写因子と相互作用して）影響を与えることができる小さな有機分子、あ
るいはＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの活性、またはＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル活性に関与す
る他の細胞内因子の活性に影響を与えるような化合物であるが、これらに限定されない。
【０１２４】
　調節因子を同定、作成、生成、提供、製造、または取得するために、通常、ＮＣＣａ－

ＡＴＰチャネルの活性を、候補物質の存在下、不在下、またはその両方で測定するが、こ
こで、阻害剤またはアンタゴニストは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの発現または活性を下
方制御、低下、阻害、遮断、または減少させるいずれかの物質と定義され、また、活性化
因子すなわちアゴニストは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを上方制御、促進、活性化、増加
、または開口させるいずれかの物質と定義される。例えば、方法は以下の工程を通常含む
：
　（ａ）インビトロまたはインビボにおいて、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの発現または活
性を活性化するか阻害すると思われる候補物質を提供すること；
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　（ｂ）インビトロまたはインビボにおけるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの発現または活性
を活性化するか阻害する候補物質の能力を評価すること；
　（ｃ）調節因子を選択すること；および
　（ｄ）この調節因子を製造すること。
【０１２５】
　特定の実施形態において、代わりとなる評価工程は、候補物質が、インビトロまたはイ
ンビボにおいてＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルに特異的に結合する能力を評価する工程であっ
てもよい。
【０１２６】
　さらなる実施形態において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを細胞または無細胞系の中で提
供して、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを候補物質と接触させることができる。次に、ＮＣＣ

ａ－ＡＴＰチャネルの活性または発現に関する候補物質の効果を評価して調節因子を選択
する。調節因子が同定されれば、この方法は、その調節因子の製造をさらに提供すること
もできる。
【０１２７】
　Ｖ．癌治療の方法
　Ａ．アゴニストによる治療
　特定の実施形態において、本発明は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを活性化する、ＮＣＣ

ａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストを神経細胞または神経膠細胞または神経内皮細胞に投与
することを含む治療を必要とする癌患者を治療する方法を目的とするものである。特定の
実施形態において、アゴニストはＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのＳＵＲ１を標的とする。特
定の実施形態において、癌は脳に存在しており、より具体的には、脳内に存在する転移性
腫瘍を含む。
【０１２８】
　あるいは、本発明は、星状細胞のＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストを投与するこ
とを含む腫瘍脳関門を破壊する方法であって、該アゴニストが該ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネ
ルを活性化する方法を目的とするものである。
【０１２９】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストを投与することによって、ＮＣＣａ－ＡＴＰチ
ャネルが開くため、細胞増殖が抑止、遅延、低下、または阻害される。ＮＣＣａ－ＡＴＰ

チャネルのアゴニストを投与することができる神経細胞には、ＳＵＲ１を発現するあらゆ
る細胞が含まれ得る。
【０１３０】
　細胞に投与することができるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはアンタゴニ
ストの有効量は、約０．０００１ｎＭから約２０００μＭという用量である。より詳細に
は、投与されるアゴニストの用量は、約０．０１ｎＭから約２０００μＭ；約０．０１μ
Ｍから約０．０５μＭ；約０．０５μＭから約１．０μＭ；約１．０μＭから約１．５μ
Ｍ；約１．５μＭから約２．０μＭ；約２．０μＭから約３．０μＭ；約３．０μＭから
約４．０μＭ；約４．０μＭから約５．０μＭ；約５．０μＭから約１０μＭ；約１０μ
Ｍから約５０μＭ；約５０μＭから約１００μＭ；約１００μＭから約２００μＭ；約２
００μＭから約３００μＭ；約３００μＭから約５００μＭ；約５００μＭから約１００
０μＭ；約１０００μＭから約１５００μＭ、および約１５００μＭから約２０００μＭ
である。当然ながら、これらの量はすべて例示であり、これらの数値の中間にある量もす
べて本発明で使用されうる。
【０１３１】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物は、インビトロまたはイ
ンビボにおいて細胞、または新生物、または新生細胞の増殖速度を計測可能な程度に遅延
、停止、または逆転させることによって、直接的または間接的に細胞の増殖または新生物
の成長を阻害すると考えられる。望ましくは、増殖速度は、細胞増殖速度を測定するのに
適したアッセイ法を用いて測定したときに、２０％、３０％、５０％、または７０％ある
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いはそれ以上遅くなる。
【０１３２】
　さらに、本発明は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストを投与して癌を治療する方
法を提供する。このアゴニストまたはその関連化合物は、非経口的または消化的に投与す
ることができる。非経口投与には、静脈内、皮内、筋肉内、動脈内、くも膜下腔内、脳室
内、腫瘍内、皮下、または腹腔内があるが、これらに限定されない（米国特許第６，６１
３，３０８号、第５，４６６，４６８号、第５，５４３，１５８号、第５，６４１，５１
５号、および５，３９９，３６３号、これらは、その全体が参考として本明細書に援用さ
れる）。消化的投与は、経口、口腔内、直腸内、または舌下であるが、これらに限定され
ない。
【０１３３】
　本発明の治療用化合物、および／または治療法の投与は、全身性、局所性および／また
は局部性の投与を含むが、また経口、静脈内、および筋肉内でもよい。あるいは、その他
の投与経路、例えば、動脈への灌流、腔内、腹腔内、胸膜内、脳室内、腫瘍内、実質内、
および／またはくも膜下腔内への投与も想定している。所望であれば、治療用化合物は、
たとえ治療用化合物と化学療法剤を同時に投与しなくても、化学療法剤と同じ経路で投与
することが可能である。当業者は、標準的な方法および手順を用いて、適当な投与経路を
決定できることを知っている。一つの例において、化学療法に対する反応を評価する場合
には、末梢的および中心的に投与することが望ましく、医療専門家は全身的投与法を用い
るかもしれない。
【０１３４】
　治療法は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物を含む有効量
の組成物で個体を治療することを含む。有効量は、一般的に、病気およびその症状の程度
を検出可能な程度に、また反復して回復、低減、最小化、または制限するのに十分な量で
あると説明される。より具体的には、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストおよびその
関連化合物による治療は、細胞を殺傷し、細胞の成長を阻害し、細胞増殖を阻害し、転移
を抑え、腫瘍サイズを減じ、さもなければ、腫瘍細胞の悪性の表現型を直接的または間接
的に逆転または抑制すると考えられる。
【０１３５】
　使用されるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物の「治療有効
量」にいう有効量とは、レシピエントである動物または患者において、有益な結果を、特
に癌治療について生じるのに効果的な量である。このような量は、まず、公表文献をレビ
ューすることによって、インビトロ試験を行うことによって、または、健康な実験動物に
おいて代謝研究を行うことによって決定することができる。臨床場面で使用する前に、動
物モデル、好ましくは、広く認められている、治療すべき特定の病気の動物モデルで確認
試験を行うことが有益かもしれない。特定の実施形態で使用するのに好適な動物モデルは
齧歯動物モデルであるが、その理由は、それらを使用するのが経済的であり、かつ、特に
、得られる結果が臨床的価値を予測するものとして広く受け入れられているからである。
【０１３６】
　当技術分野においてよく知られているように、任意の特定の患者に対する活性化合物、
例えば、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物などの具体的な用
量レベルは、用いる具体的な化合物の活性、年齢、体重、全体的な健康、性別、食事、投
与時期、投与経路、排泄速度、薬剤の併用、および治療を受けている具体的な病気の重症
度など、多様な要因に応じて決まる。投与を担当する者が、個々の被験体にとって適当な
用量を決定する。さらに、ヒトに投与するには、調製物は、ＦＤＡの生物学的製剤基準（
ＦＤＡ　Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ）が要求する無菌性、発熱原性、一般
的安全性および純度の基準を満たさなければならない。
【０１３７】
　治療としてのＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物の治療有効
量は、治療を受ける宿主、および具体的な投与方式に応じて決まる。本発明の一つの実施
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形態において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物の用量範囲
は、０．０００１μｇ／ｋｇ（体重）～約５００ｍｇ／ｋｇ（体重）であろう。用語「体
重」は、動物が処置されている場合に適用可能である。単離された細胞を処理している場
合、本明細書で使用される「体重」は、「全細胞体重」を意味すると解すべきである。「
全体重」という用語は、単離細胞と動物のどちらを処理する場合にも使用可能である。す
べての濃度および治療レベルを、本願では「体重」または単に「ｋｇ」で表すが、それら
は、同様に「全細胞体重」および「全体重」の濃度も含むものとする。しかし、当業者に
は、さまざまな投薬量範囲、例えば、０．０００１μｇ／ｋｇ（体重）～４５０ｍｇ／ｋ
ｇ（体重）、０．０００２μｇ／ｋｇ（体重）～４００ｍｇ／ｋｇ（体重）、０．０００
３μｇ／ｋｇ（体重）～３５０ｍｇ／ｋｇ（体重）、０．０００４μｇ／ｋｇ（体重）～
３００ｍｇ／ｋｇ（体重）、０．０００５μｇ／ｋｇ（体重）～２５０ｍｇ／ｋｇ（体重
）、５．０μｇ／ｋｇ（体重）～２００ｍｇ／ｋｇ（体重）、１０．０μｇ／ｋｇ（体重
）～１５０ｍｇ／ｋｇ（体重）、１００．０μｇ／ｋｇ（体重）～１００ｍｇ／ｋｇ（体
重）、または１０００μｇ／ｋｇ（体重）～５０ｍｇ／ｋｇ（体重）の有用性を理解して
いる。さらに、当業者には、さまざまな投薬量レベル、例えば、０．０００１μｇ／ｋｇ
、０．０００２μｇ／ｋｇ、０．０００３μｇ／ｋｇ、０．０００４μｇ／ｋｇ、０．０
０５μｇ／ｋｇ、０．０００７μｇ／ｋｇ、０．００１μｇ／ｋｇ、０．１μｇ／ｋｇ、
１．０μｇ／ｋｇ、１．５μｇ／ｋｇ、２．０μｇ／ｋｇ、５．０μｇ／ｋｇ、１０．０
μｇ／ｋｇ、１５．０μｇ／ｋｇ、３０．０μｇ／ｋｇ、５０μｇ／ｋｇ、７５μｇ／ｋ
ｇ、８０μｇ／ｋｇ、９０μｇ／ｋｇ、１００μｇ／ｋｇ、１２０μｇ／ｋｇ、１４０μ
ｇ／ｋｇ、１５０μｇ／ｋｇ、１６０μｇ／ｋｇ、１８０μｇ／ｋｇ、２００μｇ／ｋｇ
、２２５μｇ／ｋｇ、２５０μｇ／ｋｇ、２７５μｇ／ｋｇ、３００μｇ／ｋｇ、３２５
μｇ／ｋｇ、３５０μｇ／ｋｇ、３７５μｇ／ｋｇ、４００μｇ／ｋｇ、４５０μｇ／ｋ
ｇ、５００μｇ／ｋｇ、５５０μｇ／ｋｇ、６００μｇ／ｋｇ、７００μｇ／ｋｇ、７５
０μｇ／ｋｇ、８００μｇ／ｋｇ、９００μｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、５ｍｇ／ｋｇ、１
０ｍｇ／ｋｇ、１２ｍｇ／ｋｇ、１５ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ、および／または３０
ｍｇ／ｋｇを使用できることが分かろう。当然ながら、これらの投薬量はすべて例示であ
り、これらの数値の中間にある投薬量もすべて本発明で使用されうる。上記投薬量範囲ま
たは投薬量レベルのいずれも、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはそれに関連
した化合物に用いることができる。
【０１３８】
　患者または被験体への本発明のＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの治療用アゴニストの組成物
の投与は、もしあるとすればＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストの毒性を考慮した上
で、化学療法剤の投与に関する一般的なプロトコールに従う。治療周期は必要に応じて繰
り返されることが期待される。さまざまな標準的な治療法、また外科的介入を、上記の治
療法と併用して適用することが可能である。
【０１３９】
　治療は、さまざまな「単位用量」を含むことが可能である。単位用量とは、その投与、
例えば、適当な経路および治療計画と関連して所望の反応を生じるよう計算された所定量
の治療用組成物（ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物）を含む
ことと定義される。投与すべき量、ならびに具体的な経路および処方は、医療分野の当業
者が適宜決めうることである。また、治療すべき被験体、具体的には、被験体の状態、お
よび所望の防御も重要である。単位用量は１回の注射で投与する必要はなく、一定期間に
わたる持続注入を含むことも可能である。
【０１４０】
　本発明に従って、腫瘍にＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物
の組成物を直接注射することにより、癌を治療することができる。あるいは、いずれかの
適当な輸送媒体を用いて、腫瘍に組成物を注入または灌流することができる。腫瘍に関し
ては、局所的または局部的投与も考えられる。より好ましくは、全身投与または経口投与
を行うことができる。また、適当な場合、例えば、腫瘍を切除し、腫瘍床を治療して、残
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留する微細な疾患を除去する場合には、連続投与を適用してもよい。シリンジを介した輸
送、またはカテーテル法が好ましい。そのような連続灌流は、治療の開始後、約１～２時
間から、約２～６時間まで、約６～１２時間まで、約１２～２４時間まで、約１～２日ま
で、約１～２週間まで、またはこれ以上の期間にわたって行ってもよい。通常、連続灌流
による治療組成物の用量は、灌流を行う期間にわたって調整され、１回または多数回の注
射により投与する用量に等しい。４ｃｍよりも大きい腫瘍については、投与すべき容量は
約４～１０ｍＬ（好ましくは１０ｍＬ）であり、４ｃｍより小さい腫瘍については、約１
～３ｍＬ（好ましくは３ｍＬ）という容量が用いられる。単一用量として送達される複数
回注射は約０．１～約１ｍＬの容量を含む。
【０１４１】
　特定の実施形態において、治療を受けている腫瘍は、少なくともはじめは切除可能なも
のでなくてもよい。ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの治療用アゴニストの組成物による治療に
よって、直接的または間接的に、周縁部での収縮によって、または、一定の特に侵襲的な
部位の除去によって、腫瘍の切除可能性が増す可能性がある。治療後、切除が可能になり
得る。切除後さらに治療すれば、腫瘍部位における微細な残留疾患を取り除くのに役に立
つであろう。
【０１４２】
　Ｂ．ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストおよび／または他の抗癌剤との併用癌治療
　本発明との関連で、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物を別
の治療薬剤と併用して、癌をより効果的に治療することが想定されている。抗癌剤は、癌
／腫瘍細胞を標的とする放射線療法、化学療法、遺伝子治療、ホルモン療法、または免疫
療法であるが、これらに限定されない。
【０１４３】
　別の治療薬剤を投与する場合、この別の治療薬剤の用量が予め見積られた毒性レベルを
超えない限り、この別の治療薬剤の有効量は、単に、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニ
ストまたはその関連化合物と併用して動物に投与されると、癌増殖を阻害および／または
減少させるのに効果のある量であると定義することができる。これは、動物または患者を
モニタリングし、行った治療の成功を示す健康および病気の物理学的および生化学的なパ
ラメーターを測定して簡単に決定することができる。このような方法は、動物実験および
臨床上の実施において日常的なものである。
【０１４４】
　直接的にせよ間接的にせよ、本発明の方法および組成物を用いて、細胞を死滅させ、細
胞周期停止を誘導し、細胞増殖を阻害し、転移を阻害し、血管形成を阻害し、または、さ
もなければ、癌細胞の悪性の表現型を逆転させるか低減するためには、通常、ＮＣＣａ－

ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物を別の治療薬剤と一緒に細胞に接触さ
せることになる。これらの組成物は、細胞増殖を阻害し、および／または細胞の中でアポ
トーシスを誘導するのに効果のある合計量の形で提供されるであろう。この方法は、細胞
を、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物に、別の治療用の薬剤
または因子と併用して同時に接触させることを含むことができる。細胞を、両方の薬剤を
含む単一の組成物または薬学的製剤と接触させること、または、細胞を２つの別々の組成
物または製剤（ここでは、一方の組成物がＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたは
その誘導体を含み、もう一方が別の薬剤を含む）と同時に接触させることによって行うこ
とができる。
【０１４５】
　あるいは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物による治療は
、数分から数週間に及ぶ間隔で、別の薬剤による治療に先行するか、後に続いてもよい。
別の薬剤を別々に細胞に適用する実施形態において、一般的に、各送達の時間の間に著し
い期間が経過しないことを確実にして、薬剤が細胞に有利な複合効果を依然として及ぼす
ことができるようにするであろう。そのような例では、細胞を両方のモダリティーに、互
いの送達の約１２～２４時間以内、より好ましくは互いの送達の約６～１２時間以内に接
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触させるが、僅か約１２時間の遅延時間が最も好ましいと考えられる。しかし、場合によ
っては、各投与の間に数日（２、３、４、５、６、または７日）から数週間（１、２、３
、４、５、６、７、または８週間）が経過する場合、治療期間を著しく延ばすことが望ま
しいかもしれない。
【０１４６】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物のいずれかを、例えば、
抗癌剤などの別の治療薬剤と併用して１回より多く投与することが望ましいとも考えられ
る。ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはその関連化合物を「Ａ」、別の治療薬
剤を「Ｂ」とすると、以下に例示するように、さまざまな組み合わせを用いることができ
る。
【０１４７】
【化１】

。
【０１４８】
　１．化学療法剤
　本発明のいくつかの実施形態において、化学療法は、典型的には、定期的な周期で施す
ことができる。１周期が１用量を含むことができ、その後、正常組織が薬剤の副作用から
回復できるよう、数日または数週間治療を行わない。数日間連続してか、隔日で数日間投
与を行うことができるが、その後に休止期間が続く。１つより多い薬剤を使用する場合に
は、治療計画は各薬剤の投与回数および正確な投与時間を特定することになる。ある者が
受ける周期の回数は、治療の開始前に（癌の型および段階に応じて）決めるか、または腫
瘍がどれくらい速く縮むかを考慮するために、流動的にすることもできる。ある深刻な副
作用のため、医師たちは化学療法計画を調整して、患者に回復する時間を与える必要があ
るかもしれない。
【０１４９】
　癌治療において本発明のアゴニストおよびその関連化合物と併用して使用することがで
きる化学療法剤は、シスプラチン（ＣＤＤＰ）、カルボプラチン、プロカルバジン、メク
ロレタミン（ｍｅｃｈｌｏｒｅｔｈａｍｉｎｅ）、シクロホスファミド、カンプトセシン
（ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃｉｎ）、イホスファミド、メルファラン、クロラムブシル、ブス
ルファン、ニトロソウレア、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ブレ
オマイシン、プリコマイシン、ミトマイシン、エトポシド（ＶＰ１６）、タモキシフェン
、ラロキシフェン、エストロゲン受容体結合因子、ゲムシタビン、ナベルビン、ファルネ
シルタンパク質トランスフェラーゼ阻害因子、トランスプラチン（ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ
ｉｕｍ）、５－フルオロウラシルおよびメトトレキサート、あるいは、前記のものの関連
化合物または派生変異体であるが、これらに限定されない。
【０１５０】
　２．放射線療法薬剤
　放射線療法薬剤も、癌を治療する際に、本発明の化合物と併用して使用することができ
る。ＤＮＡ損傷を引き起こし、かつ広範に使用されてきた因子は、γ線、Ｘ線として一般
に知られているもの、および／または腫瘍細胞への放射性同位体の指向的送達などである
。他の形態のＤＮＡ損傷因子、例えば、マイクロ波および紫外線照射なども考えられる。
これらの因子はすべて、ＤＮＡ、ＤＮＡ前駆体、ＤＮＡの複製および修復、ならびに染色
体の集合および維持に対して広範な損傷を与える可能性が最も高い。Ｘ線の線量範囲は、
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長期間（３～４週間）になるときは５０から２００レントゲンの一日線量から、２０００
レントゲンから６０００レントゲンのまでの単一線量までの範囲にわたる。放射性同位体
の線量範囲は大幅に変化し、同位元素の半減期、放射される照射の強度および型、ならび
に新生細胞による取り込みに依存する。
【０１５１】
　３．免疫療法薬剤
　免疫療法薬剤も、癌を治療する際に、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニストまたはそ
の関連化合物と併用して、本発明において使用することができる。免疫療法薬剤は、通常
、癌細胞を標的として破壊する免疫エフェクター細胞および分子の使用に依存する。免疫
エフェクターは、例えば、腫瘍細胞の表面上のあるマーカーに対して特異的な抗体である
かもしれない。抗体は単独で治療のエフェクターとして働くかもしれないし、他の細胞を
動員して、実際に細胞の殺傷をもたらすかもしれない。また、抗体は、薬剤または毒素（
化学療法剤、放射性核種、リシンＡ鎖、コレラ毒素、百日咳毒素など）に結合して、単に
標的剤として働くだけかもしれない。あるいは、エフェクターは、腫瘍細胞標的と直接ま
たは間接に相互作用を行う表面分子を担持するリンパ球かもしれない。さまざまなエフェ
クター細胞は、細胞傷害性Ｔ細胞およびＮＫ細胞などである。
【０１５２】
　通常、腫瘍細胞には、ターゲティングを受け入れる、例えば、他の大多数の細胞には存
在しないマーカーがなければならない。多くの腫瘍マーカーが存在し、それらのいずれか
は、本発明に関連して、ターゲティングに適しているかもしれない。一般的な腫瘍マーカ
ーは、癌胎児性抗原、前立腺特異抗原、泌尿器腫瘍関連抗原、胎児性抗原、チロシナーゼ
（ｐ９７）、ｇｐ６８、ＴＡＧ－７２、ＨＭＦＧ、シアリルルイス抗原、ＭｕｃＡ、Ｍｕ
ｃＢ、ＰＬＡＰ、エストロゲン受容体、ラミニン受容体、ｅｒｂＢおよびｐ１５５などで
ある。
【０１５３】
　４．細胞増殖阻害剤
　腫瘍抑制遺伝子は、過剰な細胞増殖を阻害するように機能する。これらの遺伝子の不活
性化により、阻害活性が破壊され、無秩序な増殖がもたらされる。腫瘍抑制因子であるｐ
５３、ｐ１６、およびＣ－ＣＡＭを以下で説明する。
【０１５４】
　高レベルのｐ５３変異体が、化学発癌現象、紫外線照射、およびいくつかのウイルスに
よって形質転換された細胞の多くで発見されている。ｐ５３遺伝子は、しばしば、多様な
ヒト腫瘍における突然変異による不活性化の標的となり、通常のヒト癌の中で最も高頻度
で突然変異する遺伝子であることがすでに記録されている。ヒトＮＳＣＬＣの５０％超で
変異しており（Ｈｏｌｌｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ，１９９１）、広範な他の腫瘍において
も変異している。
【０１５５】
　ｐ５３遺伝子は、例えば、ラージＴ抗原およびＥ１Ｂなどの宿主タンパク質と複合体を
形成することができる、３９３アミノ酸のリンタンパク質をコードする。このタンパク質
は、正常な組織および細胞の中に存在するが、形質転換された細胞または腫瘍組織と比較
すると極めて低濃度で存在する。
【０１５６】
　野生型ｐ５３は、多くの細胞型において重要な成長調節因子として認識されている。ミ
スセンス突然変異は、ｐ５３遺伝子ではありふれた現象であり、癌遺伝子の形質転換能力
に必須である。点突然変異に促された単一の遺伝的変異によって発癌型ｐ５３が生じるこ
とがある。しかし、他の癌遺伝子とは異なり、ｐ５３の点突然変異は、少なくとも３０個
の異なったコドンの中で起き、しばしば、ホモ接合になるのを待たずに細胞の表現型に変
化を生じさせる優性対立遺伝子を生じさせることが知られている。さらに、これらのドミ
ナントネガティブな対立遺伝子の多くは、生物体に許容され、生殖系列の中で継代される
と考えられている。さまざまな変異対立遺伝子は、最小限の機能障害をもつドミナントネ
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ガティブな対立遺伝子から強い浸透性をもつドミナントネガティブな対立遺伝子にまで及
ぶと考えられる（Ｗｉｎｂｅｒｇ，１９９１）。
【０１５７】
　別の細胞増殖阻害因子はｐ１６である。真核細胞周期の主な遷移は、サイクリン依存性
キナーゼ、すなわちＣＤＫによって開始される。ＣＤＫの一つである、サイクリン依存性
キナーゼ４（ＣＤＫ４）はＧ１を通して進行を調節する。この酵素の活性は、Ｇ１後期に
Ｒｂをリン酸化することかもしれない。ＣＤＫ４の活性は、活性化サブユニットであるＤ
型サイクリン、およびＣＤＫ４に特異的に結合して、これを阻害するタンパク質であると
生化学的に特徴づけられている阻害サブユニットｐ１６ＩＮＫ４による調節を受けるため
、Ｒｂリン酸化を調節することができる（Ｓｅｒｒａｎｏ　ｅｔ　ａｌ，１９９３；Ｓｅ
ｒｒａｎｏ　ｅｔ　ａｌ，１９９５）。ｐ１６ＩＮＫ４タンパク質はＣＤＫ４阻害因子で
あるため（Ｓｅｒｒａｎｏ，１９９３）、この遺伝子の欠失はＣＤＫ４の活性を増大させ
、その結果、Ｒｂタンパク質の過剰リン酸化をもたらす。ｐ１６も、ＣＤＫ６の機能を調
節することが知られている。
【０１５８】
　ｐ１６ＩＮＫ４は、ｐ１６Ｂ、ｐ１９、ｐ２１ＷＡＦ１、およびｐ２７ＫＩＰ１を含む
、新たに記述されたＣＤＫ阻害タンパク質のクラスに属する。ｐ１６ＩＮＫ４遺伝子は９
ｐ２１にマップされるが、これは、多くの腫瘍型において高頻度で欠失している染色体領
域である。ｐ１６ＩＮＫ４遺伝子のホモ接合的欠失および突然変異は、ヒト腫瘍細胞株の
中にも高頻度で存在する。この証拠は、ｐ１６ＩＮＫ４遺伝子が腫瘍抑制遺伝子であるこ
とを示唆するものである。しかしながら、この解釈は、ｐ１６ＩＮＫ４遺伝子の変化の頻
度が、培養細胞株よりも初代の無培養腫瘍における方がずっと低いという観察結果により
疑問が提起されている（Ｃａｌｄａｓ　ｅｔ　ａｌ，１９９４；Ｃｈｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ
，１９９４；Ｈｕｓｓｕｓｓｉａｎ　ｅｔ　ａｌ，１９９４；Ｋａｍｂ　ｅｔ　ａｌ，１
９９４；Ｏｋａｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ，１９９４；Ａｒａｐ　ｅｔ　ａｌ，１９９５）。
プラスミド発現ベクターを用いたトランスフェクションによって野生型ｐ１６ＩＮＫ４の
機能を回復すると、いくつかのヒト癌細胞株によるコロニー形成が低減した（Ｏｋａｍｏ
ｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４；Ａｒａｐ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５）。
【０１５９】
　本発明に従って使用できる他の遺伝子は、Ｒｂ、ｍｄａ－７、ＡＰＣ、ＤＣＣ、ＮＦ－
１、ＮＦ－２、ＷＴ－１、ＭＥＮ－Ｉ、ＭＥＮ－ＩＩ、ｚａｃ１、ｐ７３、ＶＨＬ、ＭＭ
ＡＣ１／ＰＴＥＮ、ＤＢＣＣＲ－１、ＦＣＣ、ｒｓｋ－３、ｐ２７、ｐ２７／ｐ１６融合
物、ｐ２１／ｐ２７融合物、抗血栓遺伝子（例えば、ＣＯＸ－１、ＴＦＰＩ）、ＰＧＳ、
Ｄｐ、Ｅ２Ｆ、ｒａｓ、ｍｙｃ、ｎｅｕ、ｒａｆ、ｅｒｂ、ｆｍｓ、ｔｒｋ、ｒｅｔ、ｇ
ｓｐ、ｈｓｔ、ａｂ１、Ｅ１Ａ、ｐ３００、血管形成関与遺伝子（例えば、ＶＥＧＦ、Ｆ
ＧＦ、トロンボスポンジン、ＢＡＩ－１、ＧＤＡＩＥ、またはそれらの受容体）およびＭ
ＣＣなどである。
【０１６０】
　５．プログラムされた細胞死の調節因子
　アポトーシス、すなわちプログラムされた細胞死は癌療法において必須の過程である（
Ｋｅｒｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９７２）。Ｂｃｌ－２ファミリーのタンパク質およびＩＣＥ
様プロテアーゼは、他の系においてアポトーシスの重要な調節因子およびエフェクターで
あることが証明されている。Ｂｃｌ－２タンパク質は、濾胞性リンパ腫に付随して発見さ
れ、アポトーシスを調節し、さまざまなアポトーシス刺激に反応して細胞生存を高めるの
に顕著な役割を果たしている（Ｂａｋｈｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ，１９８５；Ｃｌｅａｒｙ　
ａｎｄ　Ｓｋｌａｒ，１９８５；Ｃｌｅａｒｙ　ｅｔ　ａｌ，１９８６；Ｔｓｕｊｉｍｏ
ｔｏ　ｅｔ　ａｌ，１９８５；Ｔｓｕｊｉｍｏｔｏ　ａｎｄ　Ｃｒｏｃｅ，１９８６）。
進化的に保存されているＢｃｌ－２タンパク質は、現在、関連タンパク質のファミリーの
メンバーであると認められており、死アゴニスト（ｄｅａｔｈ　ａｇｏｎｉｓｔ）または
死アンタゴニストとして分類することができる。
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【０１６１】
　細胞死を促すように機能するＢｃｌ－２のメンバー、例えば、Ｂａｘ、Ｂａｋ、Ｂｉｋ
Ｂｉｍ、ＢｉｄおよびＨａｒａｋｉｒｉなどを、癌を治療する際に、ＮＣＣａ－ＡＴＰチ
ャネルのアゴニストまたはその関連化合物と併用して使用することが考えられている。
【０１６２】
　６．外科手術
　さらに、本発明において外科手術を利用することも想定される。約６０％の癌患者が、
予防的手術、診断的手術または病期判定のための手術、治療的手術、および対症的手術な
ど、何らかの種類の手術を受ける。治療的手術は、癌組織の全部または一部を物理的に取
り除き、切除し、および／または破壊する切除を含む。腫瘍切除とは、腫瘍の少なくとも
一部を物理的に除去することを意味する。腫瘍切除以外に、外科手術による治療には、レ
ーザー外科手術、冷凍外科手術、電気外科手術および顕微鏡手術（モース手術（Ｍｏｈｓ
’ｓ　ｓｕｒｇｅｒｙ））などがある。さらに、本発明は、表在癌、前癌状態、または偶
発的な量の通常組織の除去と組み合わせて用いられることも考えられる。
【０１６３】
　癌性細胞の全部、組織、または腫瘍の部分の切除時に、体の中に空洞が形成されること
がある。治療は、さらに別の抗癌療法を用いて、領域の灌流、直接注入、局所適用によっ
て行うことができる。このような治療は、例えば、１、２、３、４、５、６、または７日
毎、あるいは１、２、３、４、および５週毎、あるいは１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、１１、または１２ヶ月毎に繰り返してもよい。これらの治療は、投薬量を変
えてもよい。
【０１６４】
　７．他の薬剤
　他の薬剤を本発明と併用して治療効率を改善することができることが考えられる。これ
らの付加的薬剤は、免疫調節薬、細胞表面受容体およびＧＡＰ結合の上方制御に影響を与
える薬剤、細胞分裂停止剤および分化剤、細胞接着阻害剤、またはアポトーシス誘導物質
に対する過剰増殖性細胞の感受性を増大させる薬剤などである。免疫調節薬は、腫瘍壊死
因子；インターフェロンα、β、およびγ；ＩＬ－２およびその他のサイトカイン；Ｆ４
２Ｋおよびその他のサイトカイン関連化合物；またはＭＩＰ－１、ＭＩＰ－１β、ＭＣＰ
－１、ＲＡＮＴＥＳ、およびその他のケモカインなどである。さらに、細胞表面受容体ま
たはそのリガンド、例えば、Ｆａｓ／Ｆａｓリガンド、ＤＲ４またはＤＲ５／ＴＲＡＩＬ
などの上方制御は、過剰増殖性細胞に対する自己分泌または傍分泌効果を確立させること
によって、本発明のアポトーシス誘導能力を増強すると考えられる。ＧＡＰ結合の数を増
加させて細胞間のシグナル伝達を増やすと、隣接する過剰増殖性細胞集団に対する抗過剰
増殖効果が高まる。他の実施形態において、細胞分裂停止剤または分化剤は、本発明と併
用して、治療の抗過剰増殖効果を改善させることができる。細胞接着阻害剤は、本発明の
効能を改善すると考えられる。細胞接着阻害剤の例は、局所接着キナーゼ（ＦＡＫ）阻害
剤およびロバスタチンである。さらに、過剰増殖性細胞のアポトーシスに対する感受性を
増大させる他の薬剤、例えばｃ２２５抗体などを本発明と併用すると、治療効率を改善す
ることができると考えられる。
【０１６５】
　ＶＩ．脳虚血治療の方法
　Ａ．アンタゴニストによる治療
　他の実施形態において、本発明の治療用化合物は、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細
胞、またはそれらの組み合わせのＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストを含む。ア
ンタゴニストは、頭蓋内圧および／または中枢神経系の細胞毒性浮腫に付随する有害状態
を治療する際に使用できると考えられる。このような状態は、外傷（例えば、外傷性脳損
傷（ＴＢＩ））、虚血性脳損傷、一次的および二次的なニューロン損傷、脳卒中、動静脈
奇形（ＡＶＭ）、腫瘤状病変（例えば、血腫）、および出血性梗塞などである。アンタゴ
ニストは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを発現する細胞を保護するが、これは、イオン性お
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よび細胞毒性浮腫が形成される場合、虚血に続いて毛細血管の完全性が失われる場合、お
よび脳膿瘍などの感染の拡大を防止するために、神経膠症カプセルの完全性が重要であっ
て、それを維持する必要がある場合における臨床治療にとって望ましいことである。当業
者は、脳膿瘍が完全に封入されると、脳腫脹が起きることに気づいている。ＮＣＣａ－Ａ

ＴＰチャネルの阻害による防御は、イオン性および細胞傷害性の脳浮腫の低減に関連する
。従って、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを阻害する化合物は神経保護剤である。
【０１６６】
　一つの態様において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを遮断、阻害するか、さもなければ、
活性を低下させる。このような例では、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストを投
与および／または適用する。このアンタゴニストはＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを調節して
、このチャネルを通過する（イオンおよび／または水の）流動を低下、中断、減少および
／または停止させる。このアンタゴニストは、神経細胞、神経膠細胞、神経内皮細胞、ま
たはそれらの組み合わせのＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの活性に関して、可逆的または不可
逆的な活性を有する可能性がある。したがって、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを阻害すると
、イオン性浮腫の形成、および出血性転換を伴う細胞毒性浮腫および内皮細胞の死滅を低
減することができる。
【０１６７】
　従って、本発明は、急性脳虚血を治療および軽減するのに有用である。本発明の具体的
な実施形態によれば、有効量の活性化合物を投与するとチャネルを遮断することができる
が、それが開いたままであれば、神経細胞の腫脹および細胞死滅が起こる。ＳＵＲ１に対
する多様なアンタゴニストが、チャネルを遮断するのに適している。適当なＳＵＲ１アン
タゴニストの例は、グリベンクラミド、トルブタミド、レパグリニド、ナテグリニド、メ
グリニチニド、ミダグリゾール、ＬＹ３９７３６４、ＬＹ３８９３８２、グリクラジド、
グリメピリド、エストロゲン、エストロゲン関連化合物、およびそれらの組み合わせであ
るが、これらに限定されない。本発明の好ましい実施形態において、ＳＵＲ１のアンタゴ
ニストは、グリベンクラミドおよびトルブタミドからなる群から選択する。使用すること
ができる別のアンタゴニストはＭｇＡＤＰである。神経細胞腫脹および細胞死滅を防ぐた
めに、さらに他の治療「戦略」を採用することもでき、神経細胞を分極状態で維持する方
法、および強い脱分極化を抑える方法などが含まれるが、これらに限定されない。
【０１６８】
　さらなる実施形態において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの阻害剤またはアンタゴニスト
を用いて、出血性転換を低下、または軽減、または抑制することができる。虚血後に毛細
血管の中で起こる病理学的一連の事象は、血管内の区画から脳実質の中に移動する主な成
分に基づいて、３段階に分けることができる（Ａｙａｔａ　２００２；Ｂｅｔｚ，１９９
６；Ｂｅｔｚ　１９８９）。第１段階は、電解質（Ｎａ＋、Ｃｌ－）と水の脳実質への移
動を伴う、「イオン性」浮腫の形成を特徴とするが、その間、ＢＢＢは損なわれない。第
２段階は、ＢＢＢの崩壊による、「血管原性」浮腫の形成を特徴とし、その間、高分子と
水が脳実質の中に入ってゆく。第３段階は、毛細血管の破局的な機能不全による出血性転
換を特徴とするが、その間、血液の全成分が血管外に遊出して脳実質の中に入る。スター
リングの法則に従えば、これらの相を理解するには、次の２つのものを同定する必要があ
る。（ｉ）実質の中に物を「押し込む」駆動力；および（ｉｉ）これらのものを実質の中
に通過させる透過孔。
【０１６９】
　このように、アンタゴニストまたはその関連化合物を使用することによって、脳卒中を
患っている被験体の死亡率を低下させ、および／または周辺領域を救うか、不可逆的損傷
となる危険のある組織領域を含む周辺領域における損傷を防ぐことができる。
【０１７０】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストの投与によって、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネ
ルの開口により、内皮細胞の脱分極化が抑制、遅延、低下または阻害される。したがって
、細胞の脱分極化を抑制すると、Ｎａ＋流入の抑制または阻害がもたらされて、浸透圧勾
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配の変化を防止するため、水が内皮細胞に流入するのを防止し、細胞腫脹、小疱形成およ
び細胞毒性浮腫を停止させる。このように、内皮細胞の脱分極化を防止、または阻害、ま
たは減衰させると、出血性転換を防止または抑制することができる。
【０１７１】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストを投与することができる神経細胞は、ＳＵ
Ｒ１を発現する細胞などであり、例えば、神経細胞、神経膠細胞、または神経内皮細胞で
ある。
【０１７２】
　アンタゴニストまたはその関連化合物で治療することができる被験体は、外傷（例えば
、外傷性脳損傷（ＴＢＩ））、虚血性脳損傷、一次的および二次的なニューロン損傷、脳
卒中、動静脈奇形（ＡＶＭ）、脳膿瘍、腫瘤状病変、出血性梗塞、あるいは、その他、脳
浮腫および／または頭蓋内圧の増加をもたらす脳低酸素症または脳虚血を伴う他のいずれ
かの状態、例えば、脳腫瘤、脳浮腫、血腫、末期脳浮腫、脳症などを患っているか、発症
するリスクのある被験体である。従って、アンタゴニストは、治療的処置が、予防または
予防的処置を含む治療的処置でもよい。アンタゴニストまたはその関連化合物は神経保護
剤である。
【０１７３】
　本発明のアンタゴニストで治療することができる他の被験体は、脳卒中を発症するリス
クがあるか、素因を有する被験体などである。このような被験体は、心房細動、凝固障害
を患い、および／または肺血栓症のリスクを有する被験体であり得るが、それらに限定さ
れない。
【０１７４】
　特定の実施形態において、脳卒中のリスクを有する被験体は、例えば、大脳／血管内治
療、外科手術（例えば、開頭術、頭蓋内手術、脳腫瘍（例えば、血腫）の除去、冠動脈バ
イパス手術（ＣＡＢＧ）、血管造影、ステント交換、その他の血管手術、および／または
他のＣＮＳまたは神経外科手術）、ならびに血栓溶解剤による心筋梗塞（ＭＩ）の治療な
どを受けている被験体を含むことができる。このような場合、被験体は、実際の治療に先
立って、本発明のアンタゴニストまたは関連化合物による治療を受けることができる。予
備治療は、実際の治療または手術の（１、２、３）ヶ月前、（１、２、３）週間前、（１
、２、３）日前、（１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２）時間前ま
たは（１５、３０、６０、９０）分前にアンタゴニストおよび／または関連化合物を投与
することを含むことができる。アンタゴニストおよび／または関連化合物による治療は、
治療および／または手術の間、ならびに治療および／または手術の後、被験体の中で脳卒
中を起こすリスクが低下、縮小、または軽減するまで続けることができる。
【０１７５】
　さらなる実施形態において、本発明のアンタゴニストは、頭部／頸部の外傷を負う危険
のある被験体、例えば、頭部／頸部の外傷の危険を増大させるスポーツまたはその他の活
動に関与する被験体などに投与することができる。
【０１７６】
　細胞に投与することができるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストの有効量は、
約０．０００１ｎＭから約２０００μＭという用量である。より具体的には、投与される
アゴニストの用量は、約０．０１ｎＭから約２０００μＭ；約０．０１μＭから約０．０
５μＭ；約０．０５μＭから約１．０μＭ；約１．０μＭから約１．５μＭ；約１．５μ
Ｍから約２．０μＭ；約２．０μＭから約３．０μＭ；約３．０μＭから約４．０μＭ；
約４．０μＭから約５．０μＭ；約５．０μＭから約１０μＭ；約１０μＭから約５０μ
Ｍ；約５０μＭから約１００μＭ；約１００μＭから約２００μＭ；約２００μＭから約
３００μＭ；約３００μＭから約５００μＭ；約５００μＭから約１０００μＭ；約１０
００μＭから約１５００μＭ、および約１５００μＭから約２０００μＭである。当然な
がら、これらの量はすべて例示であり、これらの数値の中間にある量もすべて本発明で使
用されうる。
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【０１７７】
　アンタゴニストまたはその関連化合物は、非経口的または消化的に投与することができ
る。非経口投与は、静脈内、皮内、筋肉内、動脈内、くも膜下腔内、皮下、または腹腔内
であるが、これらに限定されない（米国特許第６，６１３，３０８号、第５，４６６，４
６８号、第５，５４３，１５８号、第５，６４１，５１５号、および第５，３９９，３６
３号（これらはそれぞれ全体が参考として、本明細書に特に援用される）。消化的投与は
、経口、口腔、直腸内、または舌下であるが、これらに限定されない。
【０１７８】
　本発明の治療用化合物および／または療法の投与は、全身投与、局所および／または局
部的投与、例えば、カテーテル、移植可能なポンプなどを介する、局所的（皮膚、経皮的
）によるものなどがある。あるいは、例えば、動脈灌流、腔内灌流、腹腔内灌流、脳室内
灌流および／またはくも膜下腔内灌流などの他の投与経路も考えられる。当業者は、標準
的な方法および手順を用いて適当な投与経路を決定できることを知っている。その他の投
与経路は、本明細書の他所で検討されており、参考として本明細書に援用される。
【０１７９】
　治療方法は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストまたはその関連化合物を含む
、有効量の組成物で患者を治療することを含む。有効量は、一般的に、病気およびその症
状の程度を検出可能な程度に、また反復して回復、低減、最小化、または制限するのに十
分な量であると説明される。より具体的には、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニス
トおよびその関連化合物による治療は、細胞脱分極化を抑え、Ｎａ＋流入を阻止し、浸透
圧勾配の変化を抑え、細胞の中への水の流入を阻止し、細胞傷害性細胞浮腫を抑え、脳卒
中サイズを減少させ、出血性転換を抑制させ、そして、被験体の死亡率を低下させる。
【０１８０】
　使用されるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストまたはその関連化合物の有効量
とは、レシピエントである動物または患者において、特に脳卒中治療に関して、有益な結
果を起こすのに有効な量である。そのような量は、まず、公表文献をレビューすることに
よって、インビトロ試験を行うことによって、または、健康な実験動物において代謝研究
を行うことによって決定することができる。臨床場面で使用する前に、動物モデル、好ま
しくは、広く認められている、治療すべき特定の病気の動物モデルで確認試験を行うこと
が有益かもしれない。特定の実施形態で使用するのに好適な動物モデルは齧歯動物モデル
であるが、その理由は、それらを使用するのが経済的であり、かつ、特に、得られる結果
が臨床的価値を予測するものとして広く受け入れられているからである。
【０１８１】
　当技術分野においてよく知られているように、特定の患者に対する活性化合物、例えば
、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストまたはその関連化合物などの具体的な用量
レベルは、用いる具体的な化合物の活性、年齢、体重、全体的な健康、性別、食事、投与
時期、投与経路、排泄速度、薬剤の併用、および治療を受けている具体的な病気の重症度
など、多様な要因に応じて決まる。投与を担当する者が、個々の被験体にとって適当な用
量を決定する。さらに、ヒトに投与するには、調製物は、ＦＤＡの生物学的製剤基準が要
求する無菌性、発熱原性、一般的安全性および純度の基準を満たさなければならない。
【０１８２】
　当業者は、アンタゴニストまたはその関連化合物の有効量が、脳卒中の危険の低下、頭
蓋内圧の低下、細胞死の減少、脳卒中サイズの減少など、所望の結果を達成するのに必要
な量であり得ることを認識している。また、この量は、患者において合理的な血糖レベル
を維持する量でもあり、例えば、アンタゴニストの量は、血糖レベルを少なくとも６０ｍ
ｍｏｌ／Ｌに維持し、より好ましくは、血糖レベルを約６０ｍｍｏｌ／Ｌ～約１５０ｍｍ
ｏｌ／Ｌの範囲に維持する。したがって、これらの量は、被験体が低血糖症になるのを予
防する。グルコースレベルが正常でなければ、当業者は、患者が低血糖か高血糖であるか
に応じてインスリンまたはグルコースを投与するであろう。
【０１８３】
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　治療としてのＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストまたはその関連化合物の有効
量は、治療を受ける宿主、および具体的な投与方式に応じて決まる。本発明の一つの実施
形態において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストまたはその関連化合物の用量
範囲は、約０．０１μｇ／ｋｇ（体重）～約２０，０００μｇ／ｋｇ（体重）であろう。
「体重」という用語は、動物が処理される場合に使用可能である。単離された細胞を処理
している場合、本明細書で使用される「体重」は、「全細胞体重」を意味すると解すべき
である。「全体重」という用語は、単離細胞と動物のどちらを処理する場合にも使用可能
である。すべての濃度および治療レベルを、本願では「体重」または単に「ｋｇ」で表す
が、それらは、同様に「全細胞体重」および「全体重」の濃度も含むものとする。しかし
、当業者には、さまざまな投薬量範囲、例えば、０．０１μｇ／ｋｇ（体重）～２０，０
００μｇ／ｋｇ（体重）、０．０２μｇ／ｋｇ（体重）～１５，０００μｇ／ｋｇ（体重
）、０．０３μｇ／ｋｇ（体重）～１０，０００μｇ／ｋｇ（体重）、０．０４μｇ／ｋ
ｇ（体重）～５，０００μｇ／ｋｇ（体重）、０．０５μｇ／ｋｇ（体重）～２，５００
μｇ／ｋｇ（体重）、０．０６μｇ／ｋｇ（体重）～１，０００μｇ／ｋｇ（体重）、０
．０７μｇ／ｋｇ（体重）～５００μｇ／ｋｇ（体重）、０．０８μｇ／ｋｇ（体重）～
４００μｇ／ｋｇ（体重）、０．０９μｇ／ｋｇ（体重）～２００μｇ／ｋｇ（体重）、
または０．１μｇ／ｋｇ（体重）～１００μｇ／ｋｇ（体重）を利用できることが分かろ
う。さらに、当業者には、例えば０．０００１μｇ／ｋｇ、０．０００２μｇ／ｋｇ、０
．０００３μｇ／ｋｇ、０．０００４μｇ／ｋｇ、０．００５μｇ／ｋｇ、０．０００７
μｇ／ｋｇ、０．００１μｇ／ｋｇ、０．１μｇ／ｋｇ、１．０μｇ／ｋｇ、１．５μｇ
／ｋｇ、２．０μｇ／ｋｇ、５．０μｇ／ｋｇ、１０．０μｇ／ｋｇ、１５．０μｇ／ｋ
ｇ、３０．０μｇ／ｋｇ、５０μｇ／ｋｇ、７５μｇ／ｋｇ、８０μｇ／ｋｇ、９０μｇ
／ｋｇ、１００μｇ／ｋｇ、１２０μｇ／ｋｇ、１４０μｇ／ｋｇ、１５０μｇ／ｋｇ、
１６０μｇ／ｋｇ、１８０μｇ／ｋｇ、２００μｇ／ｋｇ、２２５μｇ／ｋｇ、２５０μ
ｇ／ｋｇ、２７５μｇ／ｋｇ、３００μｇ／ｋｇ、３２５μｇ／ｋｇ、３５０μｇ／ｋｇ
、３７５μｇ／ｋｇ、４００μｇ／ｋｇ、４５０μｇ／ｋｇ、５００μｇ／ｋｇ、５５０
μｇ／ｋｇ、６００μｇ／ｋｇ、７００μｇ／ｋｇ、７５０μｇ／ｋｇ、８００μｇ／ｋ
ｇ、９００μｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、１２ｍｇ／ｋｇ
、１５ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ、および／または３０ｍｇ／ｋｇなど、さまざまな異
なった投薬量レベルを使用できることが分かろう。当然ながら、これらの投薬量はすべて
例示であり、これらの数値の中間にある投薬量もすべて本発明で使用されうる。上記投薬
量範囲または投薬量レベルのいずれも、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストまた
はそれに関連した化合物に用いることができる。
【０１８４】
　患者または被験体への本発明のＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの治療用アンタゴニストの組
成物の投与は、もしあるとすればＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストの毒性を考
慮した上で、血栓溶解剤など、脳卒中の治療に使用される療法剤の投与に関する一般的な
プロトコールに従う。治療周期は必要に応じて繰り返されることが期待される。さまざま
な標準的な治療法、また外科的介入を、上記の治療法と併用して適用することが可能であ
る。
【０１８５】
　治療は、さまざまな「単位用量」を含むことが可能である。単位用量とは、その投与、
例えば、適当な経路および治療計画と関連して所望の反応を生じるよう計算された所定量
の治療用組成物（ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストまたはその関連化合物）を
含むことと定義される。投与すべき量、ならびに具体的な経路および処方は、医療分野の
当業者が適宜決めうることである。また、治療すべき被験体、具体的には、被験体の状態
、および所望の防御も重要である。単位用量は１回の注射で投与する必要はなく、一定期
間の持続注入を含むことも可能である。
【０１８６】
　Ｂ．併用療法
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　本発明との関連で、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストまたはその関連化合物
を別の治療薬剤と併用して、脳虚血事象をより効果的に治療し、および／または頭蓋内圧
を低下させる別の治療薬剤と併用して使用することが考えられる。いくつかの実施形態に
おいて、薬理学的治療薬を含むが、それに限定されない通常の療法および薬剤を、本発明
のアンタゴニストまたはその関連化合物と併用することができると考えられる。
【０１８７】
　薬理学的治療薬、および投与法、投薬量などが当業者によく知られており（例えば、ｔ
ｈｅ　“Ｐｈｙｓｉｃｉａｎｓ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ”，Ｇｏｏｄｍａｎ＆Ｇ
ｉｌｍａｎ’ｓ　“Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈ
ｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ”，“Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ”，ａｎｄ　“Ｔｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｉｎｄｅｘ，Ｅｌｅｖｅｎｔｈ　
Ｅｄｉｔｉｏｎ”参照。これらは関連部分が参考として本明細書に援用される）、本明細
書の開示内容に照らして、本発明と組み合わせることができる。投薬量の多少の差異は、
治療を受けている被験体の状態に応じて、必ず生じるものである。いずれの場合でも、投
与を担当する者が、個々の被験体のための適当な用量を決め、そのような個別の決定は当
業者が適宜なしうることである。
【０１８８】
　本発明において使用することができる薬理学的治療薬の非限定的な例は、抗高リポタン
パク血症薬、抗動脈硬化薬、抗コレステロール薬、抗炎症薬、抗血栓／線維素溶解薬、抗
凝固薬、抗血小板薬、血管拡張剤、および／または利尿薬などである。使用される血栓溶
解剤は、プロウロキナーゼ、ストレプトキナーゼ、および組織プラスミノーゲン活性化因
子（ｔＰＡ）であるが、これらに限定されない。抗コレステロール剤は、ＨＭＧ－ＣｏＡ
還元酵素阻害剤、コレステロール吸収阻害剤、胆汁酸金属イオン封鎖剤、ニコチン酸およ
びその誘導体、フィブリン酸およびその誘導体などであるが、これらに限定されない。Ｈ
ＭＧ－ＣｏＡ還元酵素阻害剤は、例えば、アトルバスタチンカルシウム（Ｌｉｐｉｔｏｒ
（登録商標））、セリバスタチンナトリウム（Ｂａｙｃｏｌ（登録商標））、フルバスタ
チンナトリウム（Ｌｅｓｃｏｌ（登録商標））、ロバスタチン（Ａｄｖｉｃｏｒ（登録商
標））、プラバスタチンナトリウム（Ｐｒａｖａｃｈｏｌ（登録商標））、およびシンバ
スタチン（Ｚｏｃｏｒ（登録商標））などのスタチンを含むが、これらに限定されない。
摂取コレステロールの吸収を低下させることが知られている薬剤は、例えば、登録商標Ｚ
ｅｔｉａなどがある。胆汁酸金属イオン封鎖剤は、コレスチラミン、コレスチポルおよび
コレセバラム（ｃｏｌｅｓｅｖａｌａｍ）などであるが、これらに限定されない。その他
の抗コレステロール剤は、フィブリン酸およびその誘導体（例えば、ゲムフィブロジル、
フェノフィブラートおよびクロフィブラート）；ニコチン酸およびその誘導体（例えば、
ニシアン、ロバスタチン）、ならびにニコチン酸、の放出を持続させる薬剤、例えば、ニ
アスパン（ｎｉａｓｐａｎ）などである。抗炎症薬は、非ステロイド系抗炎症剤（例えば
、ナプロキセン、イブプロフェン、セレオキシブ（ｃｅｌｅｏｘｉｂ））、およびステロ
イド系抗炎症薬（例えば、グルココルチコイド）などがあるが、これらに限定されない。
抗凝固薬は、ヘパリン、ワルファリン、およびクマディンなどであるが、これらに限定さ
れない。抗血小板薬は、アスピリン、およびアスピリン関連化合物、例えば、アセトアミ
ノフェンなどであるが、これらに限定されない。利尿薬は、例えば、フロセミド（Ｌａｓ
ｉｘ（登録商標））、ブメタニド（Ｂｕｍｅｘ（登録商標））、トルセミド（Ｄｅｍａｄ
ｅｘ（登録商標））、チアジドおよびチアジド様利尿薬（例えば、クロロチアジン（Ｄｉ
ｕｒｉｌ（登録商標））、ならびにヒドロクロロチアジド（Ｅｓｉｄｒｉｘ（登録商標）
）、ベンズチアジド、シクロチアジド、インダパミド、クロルサリドン、ベンドロフルメ
チアジド、メトラゾン）、アミロリド、トリアムテレン、およびスピロノラクトンなどで
あるが、これらに限定されない。血管拡張薬はニトログリセリンなどであるが、これに限
定されない。
【０１８９】
　従って、特定の実施形態において、本発明は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニ
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ストを血栓溶解薬と同時投与することを含む。これら２つの化合物の同時投与は、血栓溶
解剤の治療濃度域を増加させることができる。本発明の方法および薬学的組成物において
使用することができる適当な血栓溶解剤の例はプロウロキナーゼ、ストレプトキナーゼ、
および組織プラスミノーゲン活性化因子（ｔＰＡ）である。
【０１９０】
　特定の実施形態において、本発明は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストを、
グルコースまたは関連炭水化物と同時投与して、血清グルコースの適当なレベルを維持す
ることを含む。血糖の適当なレベルは、約６０ｍｍｏｌ／Ｌ～約１５０ｍｍｏｌ／Ｌの範
囲内である。このように、血清グルコースをこの範囲内に維持するためには、グルコース
または関連炭水化物を一緒に投与する。
【０１９１】
　別の治療薬剤を投与する場合、この別の治療薬剤の投与量が予め見積られた毒性レベル
を超えない限り、この別の治療薬剤の有効量は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニスト
またはその関連化合物と併用して動物に投与されると、脳浮腫を縮小させるのに効果的な
量であると簡単に定義することができる。これは、動物または患者をモニタリングし、行
った治療の成功を示す健康および病気の物理学的および生化学的なパラメーターを測定し
て簡単に決定することができる。このような方法は、動物実験および臨床上の実施におい
て日常的なものである。
【０１９２】
　直接的にせよ間接的にせよ、本発明の方法および組成物を用いて、出血性転換を抑え、
細胞腫脹を減らすなどするためには、通常、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニスト
またはその関連化合物を、別の治療薬剤、例えば、ｔＰＡ、アスピリン、スタチン、利尿
薬、ワルファリン、クマディン、マンニトールなどと併用して、細胞に接触させることに
なる。これらの組成物は、出血性転換、細胞腫脹および浮腫を抑えるのに効果のある合計
量の形で提供されるであろう。この方法は、細胞を、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアゴニ
ストまたはその関連化合物に、別の治療用の薬剤または因子と併用して同時に接触させる
ことを含むことができる。これは、細胞を、両方の薬剤を含む単一の組成物または薬学的
製剤と接触させること、または、細胞を２つの別々の組成物または製剤（ここでは、一方
の組成物がＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストまたはその誘導体を含み、もう一
方が別の薬剤を含む）と同時に接触させることによって行うことができる。
【０１９３】
　あるいは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのアンタゴニストまたはその関連化合物による治
療は、数分から数週間、数ヶ月に及ぶ間隔で、別の薬剤による治療に先行するか、後に続
いてもよい。別の薬剤を別々に細胞に適用する実施形態において、通常、各送達の時間の
間に著しい期間が経過しないよう、薬剤が細胞に有利な複合効果を依然として及ぼせるよ
うにするであろう。そのような例では、細胞を両方のモダリティーに、互いの送達の約１
～２４時間以内、より好ましくは互いの送達の約６～１２時間以内に接触させることが想
定される。
【０１９４】
　一般的には、血栓溶解剤の最大限の利益を得るためには、脳卒中の症状が発生してから
３時間以内に治療を開始して、迅速な診察、脳卒中、および脳卒中型の判別を行うことが
重要である。しかし、本発明では、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを血栓溶解剤とともに投与
することで、治療濃度域が増加する。血栓溶解剤の治療濃度域を、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャ
ネルのアンタゴニストの同時投与により、数時間（４～８時間）増加させることが可能に
なる。
【０１９５】
　さらに、アンタゴニストとｔＰＡを併用することで、再灌流後の出血性転換の減少また
は予防がもたらされる。出血性転換は、循環の回復後に無菌性梗塞が出血性梗塞に変容し
たものである。脳卒中と再灌流のこのような合併症は、虚血の進行とともに悪化する毛細
血管内皮細胞の機能障害のせいであると一般に認められている。従って、本発明は、虚血
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が生じた結果として起きる内皮細胞機能障害の保護薬である。
【０１９６】
　内皮細胞機能障害は３つの相を含む。第１の相は、血液脳関門が無傷のままで、イオン
性浮腫が形成されることを特徴とする。第２の相は、血液脳関門がもはや無傷ではない血
管原性浮腫が形成されることを特徴とする。第３の相は、毛細血管の完全性が失われ、そ
の過程で、赤血球など、血液の全成分が血管外に遊離して脳実質の中に入ることで起きる
出血性転換を特徴とする。ＢＢＢの崩壊は、ＭＭＰ、特にＭＭＰ－２（ゼラチナーゼＡ）
およびＭＭＰ－９（ゼラチナーゼＢ）の発現および放出をもたらす、虚血誘発性の内皮細
胞活性化を含む。
【０１９７】
　出血性転換が患者の死亡率を増加させるため、このような患者は急いで治療を受けるこ
とが必須である。例えば、血栓性脳卒中後、再灌流およびｔＰＡ治療が３時間を超えて遅
れると、一般的に、患者に出血性転換が起こることが知られている。従って、本発明のア
ンタゴニストを投与することによって、虚血性内皮細胞の壊死が低減されて、ｔＰＡの治
療域が広がり、患者の死亡率が低下させることができる。
【０１９８】
　ＶＩＩ．診断学
　アンタゴニストまたは関連化合物を、虚血またはニューロン、膠細胞への損傷の診断、
モニタリング、または予後に、あるいは脳浮腫、転移性腫瘍などの帯域の中にある神経細
胞をモニタリングする際に使用することができる。
【０１９９】
　Ａ．遺伝子診断
　本発明の一つの実施形態は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのいずれかの部分の発現、例え
ば、調節ユニットであるＳＵＲ１の発現、および／または膜孔形成サブユニットの発現を
検出する方法を含む。これは発現したＳＵＲ１のレベル、および／または発現した膜孔形
成サブユニットのレベルを測定することを含むことができる。本発明によって、ＮＣＣａ

－ＡＴＰチャネルの上方制御または発現増加はＳＵＲ１の増大したレベルと関連し、それ
は、例えば、脳浮腫などのニューロン損傷の増加と相関することが理解される。
【０２００】
　第一に、生体試料は被験体から得る。この生体試料は、組織または液体であろう。特定
の実施形態において、この生体試料は、脳、および／または脳の内皮細胞または微小血管
、および／または神経膠症カプセルに由来する細胞を含む。例えば、転移性腫瘍では、膠
細胞が活性化されて腫瘍の周囲にカプセルを形成する。
【０２０１】
　使用する核酸は、標準的な方法に従って、生体試料に含まれる細胞から単離する（Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ，１９８９）。この核酸は、ゲノムＤＮＡであっても、あるい
は、分画された細胞のＲＮＡ、または全細胞ＲＮＡであってもよい。ＲＮＡを使用する場
合には、ＲＮＡを相補鎖ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）に変換することが望ましいかもしれない。一
つの実施形態において、このＲＮＡは全細胞ＲＮＡであるが、別の態様においてはポリＡ
ＲＮＡである。通常、核酸を増幅する。
【０２０２】
　方式によっては、特定の目的とする核酸を、増幅法を直接用いて、または増幅後、既知
の第２の核酸を用いて、試料の中で同定する。次に、同定した産物を検出する。一定の用
途においては、検出を視覚的手段（例えば、ゲルのエチジウムブロマイド染色法）によっ
て行うことができる。あるいは、この検出法は、化学発光、放射性標識または蛍光標識の
放射活性シンチグラフィー、さらには電気または熱のインパルスシグナルを利用した装置
によって間接的に産物を同定することを含むことができる（Ａｆｆｙｍａｘ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ；Ｂｅｌｌｕｓ，１９９４）。
【０２０３】
　検出に続いて、所定の被験体で見られた結果を、正常な被験体の統計的に有意な参照群
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、および脳卒中、癌、脳浮腫などと診断された被験体と比較することができる。
【０２０４】
　さらに、チップに基づくＤＮＡ技術、例えば、Ｈａｃｉａ　ｅｔ　ａｌ，（１９９６）
およびＳｈｏｅｍａｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９６）に記載されているようなものを
診断に利用することが考えられる。要するに、これらの技術は、多数の遺伝子をすばやく
正確に解析するための定量的手法を含む。オリゴヌクレオチドで遺伝子にタグ付をするか
、あるいは、固定プローブのアレイを用いて、標的分子を高密度配列として分離し、これ
らの分子をハイブリダイゼーションに基づいてスクリーニングするために、チップ技術を
利用することができる。Ｐｅａｓｅ　ｅｔ　ａｌ，（１９９４）；Ｆｏｄｏｒ　ｅｔ　ａ
ｌ，（１９９１）も参照。
【０２０５】
　Ｂ．他の型の診断
　分子、例えば、化合物および／またはタンパク質および／または抗体の、診断薬として
の有効性を増大させるためには、少なくとも一つの所望の分子または成分を連結または共
有結合または複合体化させるのが常法である。
【０２０６】
　結合体の一定の例は、分子（例えば、タンパク質、抗体、および／または化合物）が検
出可能な標識に連結している結合体である。「検出可能な標識」は、その特異的な機能特
性および／または化学的特徴により検出することができる化合物および／または要素であ
り、これらを使用して、これらが付着する抗体を検出することが可能になり、および／ま
たは、所望であれば、さらに定量可能となる。
【０２０７】
　結合体は、通常、診断薬として使用するに好適である。診断薬は、通常、２つのクラス
、すなわち、例えば、さまざまな免疫測定法などのインビトロ診断薬に使用されるもの、
および／または、通常、「分子指向型イメージング」として知られている、インビボでの
診断プロトコールにおいて使用されるものに含まれる。
【０２０８】
　多くの適当な造影剤が、これらを、例えば抗体などの分子に付着させる方法と同じよう
に当技術分野において知られている（例えば、米国特許第５，０２１，２３６号、第４，
９３８，９４８号、および第４，４７２，５０９号を参照。これらはそれぞれ参考として
本明細書に援用される）。使用されるイメージング成分は、常磁性イオン、放射性同位体
、蛍光色素、ＮＭＲにより検出可能な物質、Ｘ線画像化などでもよい。
【０２０９】
　常磁性イオンの場合には、例として、クロム（ＩＩＩ）、マンガン（ＩＩ）、鉄（ＩＩ
Ｉ）、鉄（ＩＩ）、コバルト（ＩＩ）、ニッケル（ＩＩ）、銅（ＩＩ）、ネオジム（ＩＩ
Ｉ）、サマリウム（ＩＩＩ）、イッテルビウム（ＩＩＩ）、ガドリニウム（ＩＩＩ）、バ
ナジウム（ＩＩ）、テルビウム（ＩＩＩ）、ジスプロシウム（ＩＩＩ）、ホルミウム（Ｉ
ＩＩ）および／またはエルビウム（ＩＩＩ）を挙げることができるかもしれないが、ガド
リニウムが特に好適である。その他の関係で、例えば、Ｘ線画像化などに有用なイオンは
、ランタン（ＩＩＩ）、金（ＩＩＩ）、鉛（ＩＩ）、および特にビスマス（ＩＩＩ）など
があるが、これらに限定されない。
【０２１０】
　治療および／または診断に応用される放射性同位元素の場合は、アスタチン２１１、１

１炭素、１４炭素、５１クロム、３６塩素、５７コバルト、５８コバルト、銅６７、１５

２Ｅｕ、ガリウム６７、３水素、ヨウ素１２３、ヨウ素１２５、ヨウ素１３１、インジウ
ム１１１、５９鉄、３２リン、レニウム１８６、レニウム１８８、７５セレン、３５硫黄
、テクニシウム９９ｍおよび／またはイットリウム９０が挙げられるかもしれない。１２

５Ｉはしばしば、特定の実施形態において使用するのに好適であり、また、テクニシウム
９９ｍおよび／またはインジウム１１１はエネルギーが低く、長期間の検出に適している
ため、しばしば好適である。
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【０２１１】
　結合体としての使用が考えられる蛍光標識には、Ａｌｅｘａ３５０、Ａｌｅｘａ４３０
、ＡＭＣＡ、ＢＯＤＩＰＹ６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ６５０／６６５、ＢＯＤＩＰＹ
－ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ－Ｒ６Ｇ、ＢＯＤＩＰＹ－ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ－ＴＲＸ、Ｃａｓ
ｃａｄｅ　Ｂｌｕｅ、Ｃｙ３、Ｃｙ５、６－ＦＡＭ、フルオレセイン、イソチオシアネー
ト、ＨＥＸ、６－ＪＯＥ、オレゴングリーン４８８、オレゴングリーン５００、オレゴン
グリーン５１４、パシフィックブルー、ＲＥＧ、ローダミングリーン、ローダミンレッド
、レノグラフィン、ＲＯＸ、ＴＡＭＲＡ、ＴＥＴ、テトラメチルローダミン、および／ま
たはテキサスレッドなどがある。
【０２１２】
　本発明において想定される別の型の結合体は、主にインビトロで使用することを意図さ
れたものであるが、ここで、分子は、色素原性基質に接触すると有色産物を生成する二次
的結合リガンドおよび／または酵素（酵素タグ）に連結している。適当な酵素の例は、ウ
レアーゼ、アルカリホスファターゼ、（セイヨウワサビ）水素ペルオキシダーゼ、または
グルコースオキシダーゼなどである。好ましい二次的結合リガンドはビオチンおよび／ま
たはアビジンおよびストレプトアビジン化合物である。このような標識の使用は当業者に
よく知られていて、例えば、米国特許第３，８１７，８３７号、第３，８５０，７５２号
、第３，９３９，３５０号、第３，９９６，３４５号、第４，２７７，４３７号、第４，
２７５，１４９号および第４，３６６，２４１号に記載されており、これらはそれぞれ参
考として本明細書に援用される。
【０２１３】
　他のさまざまな免疫検出法の工程が、科学文献、例えば、Ｎａｋａｍｕｒａ　ｅｔ　ａ
ｌ．，（１９８７）などに記載されている。最も単純で直接的な意味で、免疫測定法は結
合実験である。一定の好適な免疫測定法は、さまざまなタイプの放射免疫測定法（ＲＩＡ
）および免疫ビーズ捕捉測定法である。また、組織切片を用いる免疫組織化学的検出法も
、特に有用である。しかし、検出法がこのような技術に限定されないことは容易に理解で
き、ウエスタンブロッティング、ドットブロッティング、ＦＡＣＳ解析法なども、本発明
に関連して使用することができる。
【０２１４】
　ウエスタンブロッティングとともに使用する免疫学を利用した検出法は、ＳＵＲ１、ま
たはＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節サブユニットに対する、酵素、放射標識、または蛍
光的にタグ付けされた二次的分子／抗体などがあり、この点について特に有用だと考えら
れる。このような標識の使用に関する米国特許は、第３，８１７，８３７号、第３，８５
０，７５２号、第３，９３９，３５０号、第３，９９６，３４５号、第４，２７７，４３
７号、第４，２７５，１４９号および第４，３６６，２４１号などであり、これらは参考
として本明細書に援用される。当然ながら、当技術分野において知られているように、例
えば、二次抗体またはビオチン／アビジンリガンド結合構成などの二次的結合リガンドの
利用によって、さらなる利点も見出されるかもしれない。
【０２１５】
　上記したイメージング技術以外にも、当業者は、ポジトロン放出断層撮影、ＰＥＴ造影
、ＰＥＴスキャンも診断検査として使用できることを知っている。ＰＥＴスキャンは、ポ
ジトロン放出からの放射線を検出することを利用して生理学的画像を得ることを含む。ポ
ジトロンは、被験体に投与された放射活性物質から放射される微粒子である。
【０２１６】
　このように、本発明の特定の実施形態において、アンタゴニストまたはその関連化合物
を、上記したように酵素、放射標識、蛍光的にタグ付けして、脳浮腫によるニューロン損
傷を診断、モニター、および／または段階付けする。例えば、酵素、放射標識、蛍光的に
タグ付けしたアンタゴニストまたはその関連化合物を用いて、腫瘍のサイズ、限界、およ
び／または境界を決定することができる。一定の腫瘍、例えば、転移性腫瘍の境界を定め
ることは困難である。転移性腫瘍においては、膠細胞が活性化されて、腫瘍の周囲にカプ
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セルまたは神経膠症カプセルを形成する。従って、標識したアンタゴニストまたはその関
連化合物は腫瘍の境界を定めるために使用することができ、外科医によってそれを除去す
る効率を向上させることができる。さらに、標識したアンタゴニストまたはその関連化合
物を使用して、脳卒中後の将来の梗塞または損傷を受ける危険性のある周辺部または領域
を決定または規定することができる。
【０２１７】
　ＶＩＩＩ．化合物の処方および投与経路
　本発明の薬学的組成物は、薬学的に受容可能な担体に溶解または分散された、有効量の
一つ以上のＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節因子（アンタゴニストおよび／またはアゴニ
スト）またはその関連化合物または付加的薬剤を含む。「薬学的、または薬理学的に許容
される」という語句は、動物、例えば、ヒトなどに必要に応じて投与したときに、不都合
、アレルギー性、または他の有害な反応を生じることのない分子的実体および組成物を意
味する。少なくとも一つのＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節因子（アンタゴニストおよび
／またはアゴニスト）、またはその関連化合物、または付加的な活性成分を含む薬学的組
成物の調製物は、参照されて本明細書に組み入れられるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄ．　Ｍａｃｋ　Ｐｒｉｎｔ
ｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９０に例示されているように、本願の開示を踏まえれば、
当業者に分かるはずである。さらに、動物（例えばヒト）に投与するには、当然ながら、
調製物は、ＦＤＡの生物学的製剤基準が要求する無菌性、発熱原性、一般的安全性および
純度の基準を満たさなければならない。
【０２１８】
　本明細書において使用される「薬学的に受容可能な担体」は、当業者に知られているよ
うに（例えば、参照されて本明細書に組み入れられる、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄ．　Ｍａｃｋ　Ｐｒｉｎｔ
ｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９０，ｐｐ．１２８９－１３２９参照）、任意および全て
の溶媒、分散媒、コーティング、界面活性剤、抗酸化剤、保存剤（例えば、抗細菌剤、抗
真菌剤）、等張剤、吸収遅延剤、塩類、保存剤、薬剤、薬剤安定剤、ゲル剤、結合剤、賦
形剤、崩壊剤、潤滑剤、甘味剤、香味剤、色素などの物質、およびそれらの組み合わせを
含む。通常の担体が活性成分と不適合でない限り、薬学的組成物にそれを使用することが
想定されている。
【０２１９】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節因子（アンタゴニストおよび／またはアゴニスト）、
またはその関連化合物は、それが個体、液体、またはエアロゾルのいずれの形で投与され
るか、および注射のように、投与経路によって滅菌を必要とするか否かによって、さまざ
まなタイプの担体を含む可能性がある。本発明は、静脈内、皮内、経皮、くも膜下腔内、
脳室内、動脈内、腹腔内、鼻腔内、膣内、直腸内、局所的、筋肉内、皮下、粘膜、経口、
局所、局部、吸入（例えば、エアロゾル吸入）、注射、注入、持続注入、標的細胞を直接
浸す局所的灌流、カテーテルを介した、洗浄を介した、クリームで、脂質組成物（例えば
、リポソーム）で、または、当業者に知られているような（例えば、参照されて本明細書
に組み入れられる、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ，　１８ｔｈ　Ｅｄ．　Ｍａｃｋ　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，　１９
９０参照）その他の方法、もしくは、前記の経路を組み合わせたものによって投与するこ
とができる。
【０２２０】
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節因子（アンタゴニストおよび／またはアゴニスト）、
またはその関連化合物は、遊離塩基、中性、または塩の形の組成物に処方することができ
る。薬学的に受容可能な塩は、例えば、タンパク質性組成物の遊離アミノ基によって形成
されるもの、または、例えば、塩酸またはリン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、
酒石酸、またはマンデル酸などの有機酸によって形成されるものなどの酸付加塩を含む。
遊離したカルボキシル基によって形成される塩類も、例えば、水酸化ナトリウム、水酸化
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カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウム、または水酸化第二鉄などの無機塩基
；またはイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジン、またはプロカインなどの
有機塩基から得ることもできる。処方に当たっては、投薬処方に適合した形で、また、治
療有効量にして溶液を投与する。処方剤は、注射液などの非経口投与用に、または肺に送
達するためのエアロゾルに処方されたもの、または、薬剤放出カプセルなど、消化的に投
与するために処方されたものなど、さまざまな投薬形態にして簡単に投与される。
【０２２１】
　さらに、本発明によって、投与に適した本発明の組成物が、薬学的に受容可能な担体に
入って、場合によっては不活性希釈剤とともに提供される。この担体は、同化可能でなけ
ればならず、液体、半固体すなわちペースト状、または固体の担体を含む。通常の媒体、
薬剤、希釈剤、または担体がレシピエントに対して有害、またはそれに含まれる組成物の
治療的有効性にとって有害でない限り、それを、本発明の方法を実施する際に使用するた
めの投与可能な組成物にして使用するのが適当である。担体または希釈剤の例は、脂肪、
油、水、生理食塩水、脂質、リポソーム、樹脂、結合剤、充てん剤など、またはこれらの
組み合わせなどである。また、この組成物は、一つ以上の成分の酸化を遅らせるために、
さまざまな抗酸化剤を含むことが可能である。さらに、微生物の作用の防止は、パラベン
（例えば、メチルパラベン、プロピルパラベン）、クロロブタノール、フェノール、ソル
ビン酸、チメロサール、またはこれらの組み合わせを含むが、それらに限定されない、さ
まざまな抗細菌剤および抗真菌剤などの保存剤によってもたらすことができる。
【０２２２】
　本発明によれば、組成物は、適宜実用的な方法、すなわち、溶液、懸濁液、乳化、混合
、カプセル封入、吸収などによって担体と組み合わされる。このような手順は、当業者に
とって日常行われていることである。
【０２２３】
　本発明の具体的な実施形態において、組成物を、半固体または固体の担体と組み合わせ
て充分に混合する。混合は、粉砕など便利な方法で行えばよい。また、組成物が治療活性
を失うこと、すなわち、胃の中で変性することから保護するために、安定化剤を混合過程
で加えることもできる。組成物に使用する安定化剤の例には、バッファー、グリシンやリ
ジンなどのアミノ酸、デキストロース、マンノース、ガラクトース、フルクトース、ラク
トース、ショ糖、マルトース、ソルビトール、マンニトールなどの炭水化物が含まれる。
【０２２４】
　さらなる実施形態において、本発明は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節因子（アンタ
ゴニストおよび／またはアゴニスト）、またはその関連化合物、１種類以上の脂質、およ
び水性溶媒を含む、薬学的脂質媒体（ｖｅｈｉｃｌｅ）の使用に関する。本明細書で使用
する「脂質」という用語は、特徴として水に不溶性で、有機溶媒によって抽出可能な広範
囲の物質を含むものと定義される。この広範な種類の化合物は、当業者には周知のもので
あり、本明細書において「脂質」という用語が使用される際、任意の特定の構造に限定さ
れるわけではない。例えば、長鎖脂肪族炭化水素およびその誘導体を含む化合物などであ
る。脂質は、天然のものでも、合成（すなわち、人間によって設計または製造されたもの
）でもよい。しかし、脂質は、普通、生物学的物質である。生物学的脂質は、当技術分野
において周知されており、例えば、中性脂肪、リン脂質、ホスホグリセリド、ステロイド
、テルペン、リゾ脂質、スフィンゴ糖脂質、糖脂質、スルファチド、エーテル結合型およ
びエステル結合型の脂肪酸を有する脂質、および重合性脂質、ならびにこれらを組み合わ
せたものを含む。当然ながら、本明細書に具体的に記載したもの以外の化合物で、当業者
によって脂質であると理解されているものも、本発明の組成物および方法に含まれる。
【０２２５】
　当業者は、組成物を脂質媒体中に組成物を分散させるために用いることのできる技術範
囲を熟知していよう。例えば、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節因子（アンタゴニストお
よび／またはアゴニスト）、またはその関連化合物を、当業者に既知の手段によって、脂
質を含む溶液に分散させ、脂質で溶解し、脂質で乳化し、脂質と混合し、脂質に共有結合



(45) JP 5307397 B2 2013.10.2

10

20

30

40

50

させ、脂質中に懸濁液として含ませ、ミセルまたはリポソームを含むか、もしくはそれら
と複合体を形成させ、さもなければ、脂質または脂質構造物と結合させることができる。
分散によって、リポソームの形成がもたらされても、もたらされなくてもよい。
【０２２６】
　動物患者に投与される、本発明の組成物の実際の投薬量は、体重、状態の重症度、治療
中の病気のタイプ、既往または同時に行われる治療的および／または予防的な介入、患者
の特発性疾患、および投与経路などの物理学的および生理学的な因子によって決定するこ
とができる。投薬量および投与経路に応じて、好適な投薬量の投与回数、および／または
有効量は、被験体の反応によって変えることができる。いずれにしても、投与に関与する
施術者が、組成物中の活性成分の濃度、および各被験体に対する適当な用量を決める。
【０２２７】
　特定の実施形態において、薬学的組成物は、例えば、少なくとも約０．１％の活性化合
物を含むことができる。別の実施形態では、活性化合物は、例えば、１単位の重量の約２
％から約７５％、または約２５％から約６０％、およびそれから導き出せる範囲を構成す
ることができる。当然ながら、治療上有用な各組成物における活性化合物の量を、適切な
投薬量が化合物の所定の単位用量で得られるような方法で調製することができる。可溶性
、生物利用可能性、生物学的半減期、投与経路、製品の貯蔵寿命、およびその他の薬理学
的な考慮事項などの要因が、そのような医薬処方剤を調製する分野の当業者によって検討
されるのであるから、多様な投薬量および治療計画が望ましいかもしれない。
【０２２８】
　Ａ．消化的な組成物および処方剤
　本発明の好適な実施形態において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節因子（アンタゴニ
ストおよび／またはアゴニスト）、またはその関連化合物を、消化的経路を介して投与す
るように処方する。消化的な経路は、組成物が消化管と直接接触する、すべての可能な投
与経路を含む。具体的には、本明細書に開示された薬学的組成物は、経口、口腔内、直腸
内、または舌下に投与することができる。そのため、これらの組成物は、不活性希釈剤と
ともに、または同化可能な可食担体とともに処方することができ、あるいは、硬ゼラチン
カプセルまたは軟ゼラチンカプセルに封入することもでき、あるいは、錠剤に圧縮するこ
ともでき、あるいは、食事用の食物に直接取り込むこともできる。
【０２２９】
　特定の実施形態において、活性化合物は、賦形剤とともに取り込んで、摂取可能な錠剤
、口腔錠、トローチ、カプセル、エリキシル剤、懸濁剤、シロップ、ウエハース、などの
形で使用することができる（Ｍａｔｈｉｏｗｉｔｚ　ｅｔ　ａｌ，　１９９７；Ｈｗａｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ，１９９８；米国特許第５，６４１，５１５号；第５，５８０，５７９号
；および第５，７９２，　４５１号。これらはそれぞれ参考として、その全体が本明細書
に援用される）。また、錠剤、トローチ剤、丸剤、カプセルなどは、以下のものを含み得
む：結合剤、例えば、トラガカントガム、アカシア、コーンスターチ、ゼラチン、または
これらの組み合わせなど；賦形剤、例えば、第二リン酸カルシウム、マンニトール、ラク
トース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、セルロース、炭
酸マグネシウム、またはこれらの組み合わせなど；崩壊剤、例えば、コーンスターチ、ポ
テトスターチ、アルギン酸、またはこれらの組み合わせなど；潤滑剤、例えば、ステアリ
ン酸マグネシウムなど；甘味剤、例えば、ショ糖、ラクトース、サッカリン、またはこれ
らの組み合わせなど；香味剤、例えば、ペパーミント、ウィンターグリーン油、チェリー
風味剤、オレンジ風味剤など。投薬単位形態がカプセルの場合、上記タイプの材料に加え
て、脂質担体を含むことができる。その他さまざまな材料を、コーティングとして、また
は、それ以外に、投薬単位の物理的な形状を改変するために存在させることができる。例
えば、錠剤、丸剤、またはカプセルを、セラック、糖、またはその両方でコートすること
ができる。投薬形態がカプセルの場合には、上記タイプの材料に加えて、液体担体などの
担体を含むことができる。ゼラチンカプセル、錠剤、または丸剤を経腸用にコートするこ
とができる。腸溶コーティングは、組成物が、ｐＨが酸性の胃や腸の上部で変性するのを
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防止する。例えば、米国特許第５，６２９，００１号参照。小腸に到達したところで、そ
この塩基性ｐＨが、コーティングを溶かして、組成物を放出させて、指定された細胞、例
えば、上皮腸細胞およびパイエル板Ｍ細胞に吸収させる。エリキシルのシロップは、活性
化合物のショ糖を甘味剤として、メチルパラベンおよびプロピルパラベンを保存剤として
、チェリー風味剤またはオレンジ風味剤などの着色剤および香味剤を含むことができる。
当然ながら、すべての投薬単位形態を調製する際に使用する材料はすべて、医薬的に純粋
で、かつ使用する量では実質的に非毒性であることが必要である。さらに、活性化合物を
、徐放性の調製物および処方剤に取り込むことも可能である。
【０２３０】
　経口投与については、代わりの方法として、本発明の組成物を、一つ以上の賦形剤とと
もに、うがい薬、歯磨剤、口腔錠、経口スプレー、または舌下用の経口的に投与される処
方剤の形にして取り込むことができる。例えば、うがい薬は、必要量の活性成分を、ホウ
酸ナトリウム溶液（ドーベル液）など適当な溶媒に取り込ませて調製することができる。
あるいは、活性成分を、ホウ酸ナトリウム、グリセリン、および重炭酸カリウムを含む経
口溶液などの経口用溶液の中に取り込むか、または歯磨剤に分散させるか、または治療有
効量を、水、結合剤、研磨剤、香味剤、発泡剤、および保湿剤を含み得る組成物に加える
ことができる。あるいは、組成物は、舌下に置くことができるか、口内で溶けるような錠
剤または溶液の形にすることもできる。
【０２３１】
　その他の消化的な投与方式に適した別の処方剤には坐薬などがある。坐薬は、さまざま
な重さと形の固体の投薬形態であり、通常、直腸に挿入するように薬が入っている。挿入
後、坐薬は体腔液の中で軟化、融解、または溶解する。通常、坐薬には、伝統的な担体、
例えば、ポリアルキレングリコール、トリグリセリド、またはこれらの組み合わせを含む
ことができる。特定の実施形態では、坐薬は、例えば、活性成分を、約０．５％から約１
０％の範囲で、好ましくは、約１％から約２％含む混合物から形成することができる。
【０２３２】
　Ｂ．非経口用の組成物および処方剤
　さらなる実施形態において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節因子（アンタゴニストお
よび／またはアゴニスト）、またはその関連化合物を非経口経路によって投与することが
できる。本明細書において使用する「非経口」という用語は、消化管を迂回する経路を含
む。詳細には、本明細書で開示されている薬学的組成物を、例えば、静脈内、皮内、筋肉
内、動脈内、脳室内、くも膜下腔内、皮下、または腹腔内に投与することができるが、こ
れらに限定されない。米国特許第６，７５３７，５１４号、第６，６１３，３０８号、第
５，４６６，４６８号、第５，５４３，１５８号；第５，６４１，５１５号；および第５
，３９９，３６３号（各々、その全体が参考として具体的に本明細書に援用される）。
【０２３３】
　遊離型塩基、または薬学的に受容可能な塩としての活性化合物の溶液を、ヒドロキシプ
ロピルセルロースなどの界面活性剤と適当に混合した水の中で調製することができる。分
散剤も、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、およびこれらの混合物の中で、お
よび油の中で調製することができる。通常の保存および使用条件下では、これらの調製物
は、微生物の増殖を阻止するために保存剤を含む。注射可能な使用に適した医薬形態は、
滅菌水性溶液または分散剤、および滅菌注射溶液または分散剤を即時調製するための滅菌
粉剤などである（米国特許第５，４６６，４６８号、その全体が参考として具体的に本明
細書に援用される）。すべての場合において、形態は滅菌されていなければならず、また
、簡単に注射できる程度に流動的でなければならない。製造および保存の条件下で安定し
ていなければならず、また、細菌や真菌類などの微生物による汚染作用から保護しなけれ
ばならない。担体は、例えば、水、エタノール、ＤＭＳＯ、ポリオール（すなわち、グリ
セロール、プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）、これらの
適当な混合物、および／または植物油を含む溶媒または分散媒体でもよい。例えば、レシ
チンなどのコーティングを利用して、分散剤の場合には、必要とされる粒子サイズを維持
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することによって、および界面活性剤を使用することによって、適正な流動性を維持する
ことができる。微生物の作用を阻止することは、さまざまな抗細菌剤および抗真菌剤、例
えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールなどによっ
てもたらされ得る。多くの場合、等張剤、例えば、糖類または塩化ナトリウムを含むこと
が好ましいであろう。注射用組成物の持続的吸収は、例えば、モノステアリン酸アルミニ
ウムおよびゼラチンなど、吸収を遅らせる薬剤を組成物に使用することによって引き起こ
すことができる。
【０２３４】
　例えば、水性溶液での非経口投与のために、その溶液を、必要であれば、適当に緩衝し
なければならず、液体希釈剤は、最初に十分な生理食塩水またはグルコースで等張にされ
る。これら特定の水性溶液は、静脈内、筋肉内、皮下、および腹腔内に投与するのに特に
適している。これに関連して、使用することができる滅菌水性媒体は、本開示に照らせば
、当業者に分かるはずである。例えば、１投薬量を１ｍＬの等張ＮａＣｌ溶液に溶解して
、１０００ｍＬの皮下注入液に加えるか、提案された注入部位に注射する（例えば、“Ｒ
ｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ”１５ｔｈ　
Ｅｄｉｔｉｏｎ，ｐａｇｅｓ　１０３５－１０３８　ａｎｄ　１５７０－１５８０参照）
。投薬量の多少の変化は、治療されている被験体の状態によって必ず起こる。いずれにし
ても、投与に関与する者が、各被験体について適当な用量を決定する。さらに、ヒトに投
与するには、調製物は、ＦＤＡの生物学的製剤基準が要求する無菌性、発熱原性、一般的
安全性および純度の基準を満たさなければならない。
【０２３５】
　滅菌注射溶液は、必要量の活性化合物を、上記に列挙されているさまざまな他の成分と
ともに適当な溶媒に取り込んで、必要であれば、引き続き濾過滅菌を行なうことによって
調製される。通常、分散剤は、さまざまな滅菌済み活性成分を、基剤である分散媒体、お
よび上記に列挙されている成分から必要とされる他の成分を含む滅菌された媒体の中に取
り込むことによって調製される。滅菌注射溶液を調製するための滅菌粉末の場合には、好
適な調製法は、活性成分に、既に滅菌濾過されたその溶液からの付加的な所望の成分を加
えたものの粉末が得られる真空乾燥技術および凍結乾燥技術である。粉末化された組成物
を、安定化剤とともにかまたはそれを伴わずに、例えば、水または生理食塩水などの液体
担体と混合する。
【０２３６】
　Ｃ．種々の薬学的組成物および処方剤
　本発明の別の好適な実施形態において、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの調節因子（アンタ
ゴニストおよび／またはアゴニスト）、またはその関連化合物を、さまざまな種々雑多な
経路、例えば、局所（すなわち、経皮）投与、粘膜投与（鼻腔内、膣内など）、および／
または吸入によって投与するために処方することができる。
【０２３７】
　局所投与するための薬学的組成物は、軟膏、ペースト、クリーム、または粉末など、薬
用に適用するために処方された活性化合物を含むことができる。軟膏は、あらゆる油性の
吸着性エマルジョン、および水溶性の局所適用用組成物を含むが、一方、クリームおよび
ローションは、エマルジョンベースのものだけを含む組成物である。局所的に投与された
薬剤は、皮膚を通して活性成分が吸着されるのを促進するために浸透促進剤を含むことが
できる。適当な浸透促進剤は、グリセリン、アルコール、アルキルメチルスルホキシド、
ピロリドン、およびルアロカプラム（ｌｕａｒｏｃａｐｒａｍ）などである。局所に適用
するための組成物の基剤となる可能性があるものは、ポリエチレングリコール、ラノリン
、コールドクリーム、およびペトロラタム、およびその他適当な吸収性エマルジョンまた
は水溶性の軟膏基剤などである。また、局所用調製物は、活性成分を保存し、均一な混合
物を提供するために必要であれば、乳化剤、ゲル化剤、および抗微生物性保存剤も含むこ
とが可能である。また、本発明の経皮投与は、「パッチ」を使用することを含み得る。例
えば、パッチは、１種類以上の活性物質を、所定の速度で、決められた期間にわたって連
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続して供給することができる。
【０２３８】
　特定の実施形態において、薬学的組成物は、点眼薬、鼻腔内スプレー、吸入、および／
またはその他のエアロゾル送達媒体によって送達することができる。鼻エアロゾルスプレ
ーによって肺に直接組成物を送達する方法が、例えば、米国特許第５，７５６，３５３号
、および第５，８０４，２１２号（それぞれ、その全体が参考として具体的に本明細書に
援用される）に記載されている。同様に、鼻腔内微粒子樹脂（Ｔａｋｅｎａｇａ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９８）、およびリゾホスファチジル－グリセロール化合物（米国特許第５，
７２５，８７１号、その全体が参考として具体的に本明細書に援用される）を用いる薬剤
の送達も薬学分野において知られている。同様に、ポリテトラフルオロエチレン支持マト
リックスの形状での経粘膜による薬剤送達が、米国特許第５，７８０，０４５号（その全
体が参考として具体的に本明細書に援用される）に記載されている。
【０２３９】
　エアロゾルという用語は、液状化または加圧されたガス推進剤中に分散された、細かな
粒子に分割された固体または液体の粒子のコロイド系を意味する。本発明の典型的な吸入
用のエアロゾルは、液体推進剤、または液体推進剤と適当な溶媒の混合物における活性成
分の懸濁液からなる。適当な容器は、推進剤の圧力要件に応じて変化する。エアロゾルの
投与は、被験体の年齢、体重、および症状の重篤度および反応に応じて変動する。
【０２４０】
　ＩＸ．診断または治療用のキット
　本明細書に記載した組成物の任意のものをキットに入れることができる。非限定的な例
では、ＳＵＲ１に選択的に結合するか、それを同定する化合物を診断キットに含ませるこ
とができる。このような化合物を「ＳＵＲ１マーカー」と呼ぶことができ、抗体（モノク
ローナルまたはポリクローナル）、ＳＵＲ１オリゴヌクレオチド、ＳＵＲ１ポリペプチド
、低分子、またはこれらの組み合わせ、アンタゴニスト、アゴニストなどであるが、これ
らに限定されない。迅速に測定するために、これらのＳＵＲ１マーカーの任意のものを、
放射性物質および／または蛍光マーカー、および／または酵素タグに連結することができ
ることが企画される。また、このキットは、脂質、および／または付加的薬剤、例えば、
放射性マーカー、または酵素マーカー、または蛍光マーカーを適当な容器手段の中に含む
こともできる。
【０２４１】
　このキットは、検出アッセイ用の標準曲線を作成するのに使用することができるため、
適当に等分されたＳＵＲ１マーカー、脂質、および／または標識または未標識の本発明の
付加的薬剤組成物を含むことが可能である。キットの成分は、水性媒体の中、または凍結
乾燥した形にパッケージすることができる。キットの容器手段は、通常、少なくとも１個
のバイアル、試験管、フラスコ、ビン、注射器、またはその他の容器手段を含み、その中
に成分を入れて、好ましくは、適当に等分することができる。一つより多い成分がキット
の中にある場合、キットも、通常、その中に別の成分が別々に入れられている第二、第三
、または他の追加の容器を含んでいる。しかし、さまざまな組み合わせの成分をバイアル
の中に含ませることができる。また、本発明のキットは、一般的に、ＳＵＲ１マーカー、
脂質、付加的薬剤、およびその他の試薬容器を、販売のために厳重に密封して含むための
手段も含む。そのような容器は、その中に所望のバイアルが保持されている、射出成形ま
たは吹き込み成形されたプラスチック製の容器を含むことができる。
【０２４２】
　本発明の治療用キットは、アンタゴニスト、アゴニスト、またはその関連化合物を含む
キットである。治療中の状態および／または病気に応じて、キットは、ＮＣＣａ－ＡＴＰ

チャネルを遮断および／または阻害するために、ＳＵＲ１アンタゴニスト、またはその関
連化合物を含むことができる。または、キットは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを開口させ
るために、ＳＵＲ１アゴニスト、またはその関連化合物を含むことができる。このような
キットは、通常、適当な容器手段の中に、ＳＵＲ１のアンタゴニスト、アゴニスト、また
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はその関連化合物の薬学的に受容可能な処方剤を含む。このキットは、単一の容器手段を
有するものでも、および／または各化合物に対し別々の容器手段を有するものであっても
よい。
【０２４３】
　キットの成分が、一つおよび／またはそれよりも多い溶液で提供される場合には、この
溶液は水性溶液であって、滅菌された水性溶液が特に好ましい。ＳＵＲ１のアンタゴニス
ト、アゴニスト、またはその関連化合物は、注射針を通過する組成物に処方することも可
能である。そのような場合には、容器手段それ自体が、注射器、ピペット、および／また
はその他の同様の装置であってもよく、そこから処方剤を身体の感染部位に適用し、動物
に注射し、および／または、さらにキットの別の成分に適用および／またはそれと混合す
ることも可能である。
【０２４４】
　水性溶液の例は、エタノール、ＤＭＳＯ、および／またはリンゲル液などであるが、こ
れらに限定されない。特定の実施形態において、ＤＭＳＯまたはエタノールの使用濃度は
、０．１％または（１ｍＬ／１０００Ｌ）を超えない。
【０２４５】
　しかし、キットの成分を乾燥粉末として提供することが可能である。試薬および／また
は成分を乾燥粉末として提供するときは、適当な溶媒を加えて粉末を再構成することがで
きる。溶媒を別の容器手段に入れて提供することも想定される。
【０２４６】
　容器手段は、通常、少なくとも１個のバイアル、試験管、フラスコ、ビン、注射器、お
よび／またはその他の容器手段であり、その中にＳＵＲ１のアンタゴニスト、アゴニスト
、またはその関連化合物が適当に配分されている。また、キットは、滅菌した薬学的に受
容可能なバッファーおよび／またはその他の希釈剤を収容するために別の容器手段を含む
ことも可能である。
【０２４７】
　また、本発明のキットは、一般的に、販売のために厳重に密封したバイアルを収容する
ための手段、例えば、所望のバイアルを保持している、射出成形および／または吹き込み
成形されたプラスチック製の容器なども含む。
【０２４８】
　容器の数および／またはタイプとは無関係に、本発明のキットは、ＳＵＲ１のアンタゴ
ニスト、アゴニスト、またはその関連化合物を動物の体内に注射／投与、および／または
配置を補助するための器具を含むか、および／またはそれとともに同梱することもできる
。そのような器具は、注射器、ピペット、鉗子、および／または任意のそのような医学的
に認可される送達媒体であろう。
【０２４９】
　ＳＵＲ１のアンタゴニスト、アゴニスト、またはその関連化合物以外に、キットは、第
二の活性成分を含むこともできる。第二の活性成分の例は、低血糖症を予防するための物
質（例えば、グルコース、Ｄ５Ｗ、グルカゴンなど）、血栓溶解剤、抗凝固剤、抗血小板
剤、スタチン、利尿剤、血管拡張剤などである。これら第二の活性成分を、ＳＵＲ１のア
ンタゴニスト、アゴニスト、またはその関連化合物と同じバイアルに入れることもできる
が、別々のバイアルに収容することもできる。
【０２５０】
　さらに、本発明のキットは、グルコース試験キットを含むこともできる。すなわち、グ
ルコース試験キットを用いて患者の血糖を測定してから、ＳＵＲ１のアンタゴニスト、ア
ゴニスト、またはその関連化合物を被験体に投与し、その後、患者の血糖を測定すること
ができる。
【０２５１】
　上記のキット以外に、ＩＶバッグが、開口または破壊して化合物をＩＶバッグの中に放
出することができる隔壁またはチャンバーを含むように、本発明の治療用キットを組み立
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てることができる。別のタイプのキットは、ボーラス用キットが、予め充てんされている
注射器、または同じように簡易に使用でき、迅速に投与できる装置を含むボーラス用キッ
トを含むこともできる。注入用キットは、バイアルまたはアンプル、および注入前にバイ
アルまたはアンプルに添加するためのＩＶ溶液（例えば、リンゲル液）を含むことができ
る。注入用キットは、注入の前、最中、または後に被験体にボーラス／負荷量を投与する
ためのボーラス用キットも含む。
【実施例】
【０２５２】
　Ｘ．実施例
　以下の実施例は、本発明の好適な実施形態を示すために含まれている。当業者は、以下
の実施例に開示されている技術は、本発明者によって、本発明を実施する際に十分に機能
することが発見され、それゆえ、その実施にとって好適なモードを構成すると考えられる
技術を代表するものであると理解すべきである。しかし、当業者は、本開示を踏まえて、
開示されている具体的な実施形態に多くの変化を加えても、なお、本発明の趣旨および範
囲から逸脱することなく、同様または類似の結果を得ることができることを理解できるは
ずである。
【０２５３】
　実施例１
　エストロゲンによる調節
　ＫＡＴＰチャネル（Ｋｉｒ６．１、Ｋｉｒ６．２）の特徴は、ＡＴＰに対するチャネル
アフィニティーが、膜脂質であるＰＩＰ２の存在によって調節を受けることである。膜の
細胞質側にＰＩＰ２を適用すると、ＫＡＴＰチャネルの開口状態での安定性が高まる（Ａ
ｓｈｃｒｏｆｔ，１９９８；Ｂａｕｋｒｏｗｉｔｚ　ｅｔ　ａｌ，１９９８；Ｒｏｈａｃ
ｓ　ｅｔ　ａｌ，１９９９）。開口状態での安定性の増加は、ＡＴＰがない状態でチャネ
ルが開口する確率が高まることで示され、また、これに対応してＡＴＰによる阻害に対す
る感受性が低下する結果になる（Ｅｎｋｖｅｔｃｈａｋｕｌ　ｅｔ　ａｌ，２０００；Ｈ
ａｒｕｎａ　ｅｔ　ａｌ，２０００；Ｋｏｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ，１９９９；Ｌａｒｓｓ
ｏｎ　ｅｔ　ａｌ，２０００）。
【０２５４】
　ＫＡＴＰチャネルとＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルには数多くの類似点があることから、本
願発明者らは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのＡＴＰ感受性も、同じようにＰＩＰ２に反応
するだろうと考えた。このことを、Ｃｓ＋を電荷担体とし、バス（ｂａｔｈ）中１μＭの
Ｃａ２＋および１０μＭのＡＴＰ（後者がチャネルを完全に遮断すると予想された）を用
いたインサイドアウトパッチでＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを調べることによって試験した
。これらの条件下では、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのみがＲ１星状細胞内で記録された。
バスにＰＩＰ２（５０μＭ）を加えると、ＫＡＴＰチャネルに対するＰＩＰ２の作用との
類似性から予想されたとおり、チャネルの活性が顕著になった（図１）。このチャネル活
性はグリベンクラミドによって遮断されたことから、チャネルの同一性が確認された。
【０２５５】
　受容体が介在するメカニズムが、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル活性の調節に関係したか否
かを決定するために、周知のホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）を用いて、ＰＬＣ活性化がＰＩ
Ｐ２の分解と消費をもたらし、それによってＡＴＰに対するアフィニティーを増加させる
、例えば、チャネルの開口を低下させるか否かを調べた。エストロゲンは、脳、およびそ
の他の部位における周知のＰＬＣ活性化因子である（Ｂｅｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ，２００２
；Ｌｅ　Ｍｅｌｌａｙ　ｅｔ　ａｌ，１９９９；Ｑｕｉ　ｅｔ　ａｌ，２００３）。この
実験では、細胞内シグナル伝達機構が変わるのを防ぐために、細胞が付着したパッチを調
べた。アジ化ナトリウムに暴露して細胞のＡＴＰの枯渇をもたらすことによって、ＮＣＣ

ａ－ＡＴＰチャネル活性が生じた（図２、記録結果の最初の部分）。
【０２５６】
　エストロゲン（Ｅ２；１０ｎＭ）をバスに適用すると、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルに起
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因する活性が速やかに終了した（図２）。このことは、エストロゲンが、ＮＣＣａ－ＡＴ

Ｐチャネルに対して調節制御を行ったことを示唆しており、また、シグナル伝達カスケー
ドを迅速に（非ゲノム的に）活性化することができるエストロゲン受容体がこれらの細胞
上に存在していたことを示唆している。
【０２５７】
　次に、雄および雌から得たＲ１星状細胞においてエストロゲン受容体を検出できるか否
かを決定するために。ゼラチンスポンジ移植物を、３匹の雌ラット（Ｆ）の群および３匹
の雄ラット（Ｍ）の別群で移植後７日目に回収した。各群から集めたタンパク質を、ウエ
スタンブロッティング法により、子宮由来のタンパク質をコントロールとして用いて、２
種類の希釈率（（４ｘ＝５０μｇの全タンパク質；１ｘ＝１２．５μｇの全タンパク質）
で解析した（図３Ａ）。膜を、αエストロゲン受容体およびβエストロゲン受容体の両方
を認識した抗体によってブロットした。雌雄とも、α受容体（６６ｋＤａ）およびβ受容
体（５５ｋＤａ）に相当する分子量のところに顕著なバンドを示した（図３）（Ｈｉｒｏ
ｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）。また、雌雄由来のタンパク質の同一試料を用い、膵臓由
来のタンパク質をポジティブコントロールとして用いて、ＳＵＲ１の存在を確認した（図
３Ｂ）。明らかに、エストロゲン受容体は、雄および雌に由来する星状細胞で既に報告さ
れている（Ｃｈｏｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００１）。大脳皮質では、ウエスタンブロットに
よって示唆されているように、βアイソフォームの方が豊富に存在すると報告されている
（Ｇｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００１）。
【０２５８】
　次に、図２の電気生理学的実験を、雄のラットから回収したＲ１星状細胞を用いて反復
した。上記したように、アジ化ナトリウムに暴露した後、細胞内ＡＴＰを枯渇させてＮＣ

Ｃａ－ＡＴＰチャネル活性を活性化させる細胞付着パッチを調べた（図４Ａ）。より高い
時間分解能における記録を調べることによって、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルに適したコン
ダクタンスをもつ明確なチャネルの活性を確認した（図４Ｂ）。エストロゲンをバスに適
用すると（図４、Ｅ２、１０ｎＭ、矢印）、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルによる活性は速や
かに終了した（図４）。これらのデータは、エストロゲンが、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル
に対して調節制御を行ったことをさらに証明し、また加えて、この反応が、雄および雌の
Ｒ１星状細胞において同等に強固であることを示唆した。
【０２５９】
　エストロゲンの作用から類推して、ＰＩＰ２を枯渇させる他のメカニズム、例えば、他
の受容体介在メカニズムや、Ｇタンパク質などのような、より直接的なＰＬＣの活性化因
子は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの活性に対して同じような阻害作用をもち、防御効果を
発揮するものと期待できよう。
【０２６０】
　実施例２
　神経膠症カプセル
　標準的なモデルは、麻酔したラットの頭頂葉に刺傷を与えること、および滅菌した異物
（ゼラチンスポンジ：Ｇｅｌｆｏａｍ（登録商標））を刺傷内に移植することを含んでい
た。標準モデルの変種は、スポンジに物質（例えば、リポ多糖、ＬＰＳ）を染み込ませる
か、スポンジに直接差し込まれた輸送用カテーテルをもつ浸透圧ミニポンプを用いて物質
をインビボで連続的に注入することを含んでいた。この傷害手順は、十分に動物によって
許容され、実質的に有病率および死亡率はゼロで、最小限の痛みを伴うものであった。イ
ンビボでは適当な時間を置いた後、組織切片を組織学的または免疫組織化学的に調べるた
めに全脳を回収した。あるいは、スポンジ自体を脳からそっと取り出した場合には、神経
膠症カプセルの内部域はスポンジに接着しているので、それに沿って切り出した。こうし
て、タンパク質（例えば、ウエスタン法）またはｍＲＮＡ（ＲＴ－ＰＣＲ）についてスポ
ンジをアッセイするか、または、酵素的に解離させて、電気生理学的測定またはその他の
単一細胞測定を行うために構成細胞を回収した。
【０２６１】
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　神経膠症カプセルは、傷害後７～１０日で十分に発達した。脳の灌流固定を行う前にエ
バンスブルーで動物を灌流して、神経膠症カプセルを冠状切片内で視覚化した（図５Ａ）
。浮腫の領域（暗部）が、ゼラチンスポンジ（暗部）を囲む無血管性神経膠症カプセル（
明部）の輪郭を描くように見えた。抗ＧＦＡＰ抗体による免疫組織化学的試験によって、
スポンジ近辺にある脳実質が多くのＧＦＡＰ陽性の反応性星状細胞を含んでいることが示
された（図５Ｂ；矢印はゼラチンスポンジの在処を示している）。出力を上げると、これ
らの実質内ＧＦＡＰ陽性細胞が大型で、数多くの顕著な細胞突起を担持していることが明
らかになった（図５Ｃ、矢印）。ゼラチンスポンジ自体を調べたところ、スポンジの隙間
に移動したＧＦＡＰ陽性の反応性星状細胞が示された（図５Ｄ、矢印）。
【０２６２】
　実施例３
　神経膠症カプセルからの細胞単離
　神経膠症カプセルおよびゼラチンスポンジの内部領域をパパイン消化して新しく単離し
た細胞の位相差顕微鏡検査によって３種類の細胞が明らかになった。ほとんどの細胞（＞
９０％）は大きくて丸く、細胞突起を持っておらず、位相が明るかった（図６Ａ）。いく
つかの細胞（３～５％）は、小さくて丸く、細胞突起を持っておらず、位相が暗かった（
図６Ｂ）。時折、中ぐらいの大きさで、位相が明るく、１個の細胞の直径よりも大きな長
さの多数の突起を持つ細胞が見られた（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。免疫蛍光
実験によって、これらの細胞のすべてが、ＧＦＡＰ（図６Ｃ、Ｄ）およびビメンチン（図
６Ｅ、Ｆ）などの代表的な星状細胞マーカーに対して強い陽性を示した。ＯＸ－４２に対
する低密度標識（ｓｐａｒｓｅ　ｌａｂｅｌｉｎｇ）によって示されたところによると、
小膠細胞は、神経膠症カプセルそれ自体の内部域では顕著でなかった。神経膠症カプセル
の内部域にある細胞は、Ｏ２Ａ前駆細胞マーカーであるＡ２Ｂ５、および線維芽細胞マー
カーであるプロリル４－ヒドロキシラーゼ（Ｄａｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）に
対して陰性であった。
【０２６３】
　新たに単離された細胞と同じように、初代培養物でも３種類の形態学的に異なる型の細
胞が観察された。ほとんどの細胞（＞９０％）が大型の多角形性細胞で（図６Ｇｂ）、一
部（３～５％）が小型の双極細胞であり（図６Ｇａ）、ごくまれに突起を持つ星形の細胞
が観察された（Ｐｅｒｉｌｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０００）。これらの細胞はすべて、
抗ＧＦＡＰ抗体で強く標識された（図６Ｈ）。酵素消化によって得られた細胞をその後個
別に初代培養する実験によって、大きな明位相の細胞は大型の多角形性細胞になり（図６
Ｇｂ）、小さな暗位相の細胞は小型の双極細胞になる（図６Ｇａ）ことが分かった（Ｄａ
ｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。
【０２６４】
　神経膠症カプセルの内部域由来の３種類の形態学的に判別可能なＧＦＡＰ陽性星状細胞
は、以下のように非常に異なった巨視に見た全細胞の電気生理学的特徴を示した：
　（ｉ）星形の星状細胞に関する電気生理学的実験では、それらがＫｉｒ２．３およびＫ
ｉｒ４．１の内向き整流性チャネルを発現することが明らかになり、また、免疫標識実験
によって、それらが、ＳＵＲ１サブユニットおよびＫｉｒ６．１サブユニットからなるＫ

ＡＴＰチャネルも発現することが示唆された（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｐｅ
ｒｉｌｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０００）；
　（ｉｉ）Ｒ２星状細胞に関する電気生理学的実験では、それらが、サソリ（レイウルス
・キンケストリアトゥス）に由来するポリペプチド毒素（Ｄａｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，
２００３）に対して感受性をもつ新規のＣａ２＋活性化型Ｃｌ－チャネルを発現すること
が明らかになった。Ｒ２星状細胞のみが、このチャネルを発現した；
　（ｉｉｉ）Ｒ１星状細胞に関する電気生理学的実験では、それらが、ＰＫＣδを介して
ＴＧＦβ１によって調節されるＫｉｒ２．３内向き整流性チャネルを発現することが明ら
かになった（Ｐｅｒｉｌｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｐｅｒｉｌｌａｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２０００）。培養後ではなく、新しく単離された場合、Ｒ１星状細胞は、新規のＳ
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ＵＲ１制御型ＫＡＴＰチャネルも発現した（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｃｈｅ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００１）。
【０２６５】
　実施例４
　ＳＵＲ１の発現
　グリベンクラミドは、スルホニル尿素受容体であるＳＵＲ１およびＳＵＲ２に結合し、
ＳＵＲ１に対するアフィニティーの方が高い。抗ＳＵＲｘ抗体を用いて免疫蛍光実験を行
った。ゼラチンスポンジのすぐ外側にある神経膠症カプセルの内部域（図７のｇｆ）は、
抗ＳＵＲ１抗体によって強く標識された（図８Ａ）が、抗ＳＵＲ２抗体では標識されなか
った（図７Ｂ）。低倍率では各細胞を識別することができなかったが、高倍率にすると、
単離後、ＳＵＲ１標識が各細胞の中に均一に分布していることが分かった（図７Ｃ）。
【０２６６】
　ＳＵＲ２ではなくＳＵＲ１が転写される証拠が、移植してから７日後に単離したゼラチ
ンスポンジから得たｍＲＮＡに対して行ったＲＴ－ＰＣＲ実験でも見られた。星状細胞で
見られるシグナル（図７Ｄ、レーン３）は、コントロールであるインスリノーマＲＩＮ－
ｍ５ｆ細胞（図７Ｄ、レーン２）と同じ、ゲル上の適正な位置に現れた。それに対し、Ｓ
ＵＲ２に対するｍＲＮＡは、反応性星状細胞では転写されなかった（図７Ｄ、レーン５）
が、コントロールとして用いた心筋細胞の中で転写された（図７Ｄ、レーン４）。
【０２６７】
　実施例５
　神経膠症カプセルの内部域の特徴づけ
　神経膠症カプセル中のＧＦＡＰ陽性反応性星状細胞がすべてＳＵＲ１陽性であるか否か
を調べるために、１週間前にゼラチンスポンジを移植し、その後、ＰＢＳ中４０％ショ糖
で２日間灌流固定および平衡したラットの脳を調べた。凍結切片を抗ＧＦＡＰ抗体および
抗ＳＵＲ１抗体で二重標識して免疫蛍光法で調べた。このおよびその他の免疫標識実験で
、標準的なコントロールとなるプロトコールは、利用可能であれば適当な免疫原性ペプチ
ドを使用するか、または一次抗体を省略することを含んでいた。
【０２６８】
　５匹の動物を切片化して、低倍率画像で画像化した。画像は、ゼラチンスポンジの縁か
らのＧＦＡＰ反応の深さ（厚さ）は、ＳＵＲ１反応の深さの数倍になることを一貫して示
していた。ＧＦＡＰ反応の深さを測定すると、約４００～５００μｍの値が得られた（図
８Ａ；図８Ａ～８Ｉで、ゼラチンスポンジ移植物の位置が常に左側になっている；図８Ｆ
のバーは１００μｍに等しい）。これに対し、ＳＵＲ１反応が明らかな部分は、２５～５
０μｍの深さまでにしか広がっていなかった（図８Ｄ）。ＳＵＲ１陽性領域の外側は、そ
のほとんどがＳＵＲ１陰性である、ＧＦＡＰ陽性の反応性星状細胞からなる広い領域にな
っていた。ＳＵＲ１反応は、常に、神経膠症カプセルの最深部域にある、異物との界面に
正確に位置していた。ＳＵＲ１陽性の細胞は、常にＧＦＡＰ陽性であった。この実験から
、ゼラチンスポンジに密着して、それと一緒に回収される細胞が、ＳＵＲ１を発現する可
能性が最も高いことが明白である。また、Ｒ１星状細胞が、この最深領域で、反応性星状
細胞のユニークなサブ集団を構成することも明らかになった。この観察結果から、神経膠
症カプセルの「内部域」が、神経膠症カプセルの残部とは異なるユニークな実体であると
いう概念が浮上してきた。
【０２６９】
　実施例６
　神経膠症カプセルの内部域のその他の特徴
　神経膠症カプセルの内部域をさらに詳しく評価するために別の実験を行った。以前の実
験では、通常酸素培養条件下でＲ１星状細胞を初代培養すると、３日後にＳＵＲ１制御型
ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの消失が起きるが、低酸素条件で培養すると、このチャネルの
継続的な発現が得られることが分かった（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。このよ
うに、チャネルの発現には低酸素条件が必要であること、したがって、ＳＵＲ１を発現す
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るＲ１星状細胞が存在する神経膠症カプセルの内部域も低酸素状態であると判断された。
このことを評価するために、ｐＯ２＜１０ｍｍＨｇで、免疫組織化学的に検出することが
できる細胞タンパク質と不可逆的な共有結合付加体を形成する組織化学的マーカーである
ピモニダゾールを用いた（Ａｒｔｅｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８；Ｈａｌｅ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００２；Ｋｅｎｎｅｄｙ　ｅｔ　ａｌ，１９９７）。
【０２７０】
　要するに、刺傷をもち、ゼラチンスポンジを移植されたラットを用意した。ラットを１
週間生かしておいた。殺す前にピモニダゾールを投与し、凍結切片を、ピモニダゾール付
加物を検出するのに適した抗体を用いて、免疫蛍光実験用に処理した。ＧＦＡＰ用に凍結
切片を二重標識した。この実験によって、もっとも顕著なピモニダゾール標識が僅か２０
～５０μｍの深さにしか広がっていない、神経膠症カプセルのＳＵＲ１陽性内部域に限定
された低酸素状態の存在が確認された（図８Ｂ；ＧＦＡＰは示されていないが、ＧＦＡＰ
反応の深さは図８Ａに示された深さに似ている）。高解像度画像化によって、ピモニダゾ
ール標識（図８Ｇ、右上図）が、大型のＧＦＡＰ陽性星状細胞の中に存在することが示さ
れた（図８Ｇ、左下図）。
【０２７１】
　これは、内部域の低酸素状態が、低酸素反応性の転写因子ＨＩＦ－１の上方制御／活性
化をもたらしたせいであろうと説明された。このことを調べるために、切片の抗ＨＩＦ－
１α抗体による免疫標識を、ＧＦＡＰを調べるための同時標識とともに実施した。この実
験によって、ＨＩＦ－１α標識は、僅か２０～５０μｍの深さにしか広がっておらず（図
８Ｃ；ＧＦＡＰは示されていないが、ＧＦＡＰ反応の深さは図８Ａに示された深さに似て
いる）、神経膠症カプセルのＳＵＲ１陽性内部域にほとんど限定されていることが確認さ
れた。高解像度画像化によって、ＨＩＦ－１α標識（図８Ｈ、右上図）が、大型のＧＦＡ
Ｐ陽性星状細胞の中に存在することが示された（図８Ｈ、左下図）。
【０２７２】
　密着結合タンパク質の発現も調べた。２つの密着結合タンパク質、ＺＯ－１およびオク
ルディン－５を、これらのタンパク質に対する抗体で別々の凍結切片を標識して調べた。
切片をＧＦＡＰについて二重標識した。ここでも、２０～５０μｍの深さの最深層のみが
、ＺＯ－１またはオクルディン－５のいずれかで標識された（図８Ｅおよび８Ｆ；ＧＦＡ
Ｐは示されていないが、ＧＦＡＰ反応の深さは図８Ａに示された深さに似ている）。高解
像度画像によって、オクルディン－５標識（図８Ｉ、右上図）が、大型のＧＦＡＰ陽性星
状細胞の中に存在することが示された（図８Ｉ、左下図）。
【０２７３】
　このように、神経膠症カプセルの内部域は、ＳＵＲ１制御型ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル
および密着結合タンパク質を発現する、そのＲ１星状細胞とともに、異物と脳の間にある
重要な障壁、例えば異物－脳関門（ＦｂＢＢ）として働いている可能性がある。その通り
であるならば、この障壁を破ると、傷害に対する全体的な応答にかなりの影響を与えるこ
とが予想されよう。
【０２７４】
　実施例７
　内部域の操作
　本発明者らの通常のプロトコールに従って、刺傷をもち、ゼラチンスポンジを移植され
たラットを用意して、１週間生かしておいた。手術の際に、ラットには、脳の傷害部位に
設置された輸送用カテーテルとともに浸透圧ポンプも皮下に移植した。動物には、グリベ
ンクラミド（１μＭを０．５μＬ／時間で７日間）またはジアゾキシド（１０μＭを０．
５μＬ／時間で７日間）によるポンプを受けさせた。全身毒性は見られず、神経学的挙動
は悪化せず、動物は健康そうに見え、発熱もなかった。
【０２７５】
　損傷を受けた脳の凍結切片をＧＦＡＰについて調べた。グリベンクラミドを投与された
動物では、周囲の脳からはっきりと区分される明確な神経膠症カプセルが視覚化され、内
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部域は、ＧＦＡＰ陽性細胞が密集しているように見えた（図９Ａ；ゼラチンスポンジは右
側になる）。これに対して、ジアゾキシドを投与された動物は、異物から離れたところに
まで広がった拡張したＧＦＡＰ陽性反応を示し、区分しにくい外部領域、およびゆるく密
集していない内部域をもっていた（図９Ｂ；ゼラチンスポンジは右側になる）。
【０２７６】
　凍結切片を、核標識であるＤＡＰＩによっても調べた。グリベンクラミドで処理された
動物の切片では、ほとんどの標識がＧＦＡＰ陽性星状細胞から生じたものであった。しか
し、ジアゾキシドで処理された動物の切片では、ＤＡＰＩ標識によって、小さな有核細胞
の「シート」が示された（図１０Ａのぼんやりしたスポット）。調べてみると、これらの
細胞シートは、多形核白血球（ＰＭＳ、好中球）であると思われた。このことを、ＰＭＮ
特異的マーカーであるＭＭＰ－８で標識して確認した（図１０Ｂ）。感染の証拠はなく、
外植された材料の微小な生物学的培養は、有酸素培養でも無酸素培養でも細菌の増殖は見
られなかったことに留意することが重要であり、このことは、この炎症反応が感染による
ものでないことを示している。
【０２７７】
　このように、グリベンクラミドによって内部域のＲ１星状細胞を保護したことが、傷害
に対するＧＦＡＰ反応全体を抑制したが、その一方で、ジアゾキシドによって内部域のＲ
１星状細胞を殺傷したことが、ＧＦＡＰ反応全体を拡張させて、膨大な数の好中球の動員
をもたらしたものと考えられる。これらの観察結果は、神経膠症カプセルの「内部域」が
、傷害に対する全体反応を決定する上で決定的な機能をもつユニークな実体であるという
概念を強力に裏付けていた。
【０２７８】
　実施例８
　複数の脳病理におけるＳＵＲ１
　３種類のラットモデル（外傷、膿瘍、および脳卒中）、およびヒトの転移性腫瘍から組
織を採取して、ＧＦＡＰおよびＳＵＲ１に対する抗体による二重免疫標識を行った。低倍
率図は、ＧＦＡＰに対して陽性の免疫標識を示し、同時にＳＵＲ１に対しても陽性免疫標
識も示す、ゼラチンスポンジ移植物に隣接する組織の層を明らかにした（図１１Ａ、Ｂ）
。各細胞を高倍率で調べたところ、ＳＵＲ１免疫標識は、大型で星形の星状細胞に存在す
ることが明らかとなり、異物である移植片を取り囲む神経膠症カプセルの内部域にＳＵＲ
１陽性のＲ１星状細胞が存在することが確認された（図１１Ｃ）。
【０２７９】
　ラットにおける脳膿瘍モデルを調べた。全身麻酔下で皮質下に自家糞石を移植して膿瘍
を生じさせた。これらの動物は良好に生き延びたが、軽度の体重減少の証拠を示した。手
術後１週間で殺処理したところ、化膿した空洞が神経膠症カプセルに囲まれているのが見
られた。この膿の領域に隣接した神経膠症カプセルを低倍率で見ると、ＧＦＡＰに対して
陽性の免疫標識を示し、かつ、同時にＳＵＲ１に対しても陽性の免疫標識を示す細胞が見
られた（図１１Ｄ、Ｅ）。各細胞を高倍率で調べたところ、ＳＵＲ１免疫標識が、大型の
星形星状細胞に存在することが分かり、脳膿瘍の回りにある神経膠症カプセルの内部域に
はＳＵＲ１陽性のＲ１星状細胞が存在することが確認された（図１１Ｆ）。
【０２８０】
　ラットにおける標準的な脳卒中モデルを調べた。全身麻酔下で、内頸動脈の分岐点まで
糸を頸動脈内に挿入して脳卒中を起こさせた。脳卒中を生き延びた動物を１週間目に殺処
理して脳を調べた。脳卒中の領域に隣接した組織を低倍率で見ると、ＧＦＡＰに対して陽
性の免疫標識を示し、かつ、同時にＳＵＲ１に対しても陽性の免疫標識を示す細胞が見ら
れた（図１１Ｇ、Ｈ）。各細胞を高倍率で調べたところ、ＳＵＲ１免疫標識が、大型の星
形星状細胞に存在することが分かり、脳卒中の回りにある神経膠症カプセルにはＳＵＲ１
陽性のＲ１星状細胞が存在することが確認された（図１１Ｉ）。
【０２８１】
　転移性脳腫瘍を切除するための手術を受けているヒトから組織を採取した。手術の際、
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転移部の回りにある神経膠症カプセルは、腫瘍自体および浮腫性の白質から容易に区別で
きる。転移部に隣接する神経膠症カプセルを低倍率で見ると、ＧＦＡＰに対して陽性の免
疫標識を示し、かつ、同時にＳＵＲ１に対しても陽性の免疫標識を示す細胞が見られた（
図１１Ｊ、Ｋ）。各細胞を高倍率で調べたところ、ＳＵＲ１免疫標識が、多数の十分に成
長した突起をもつ大型の星形星状細胞に存在することが分かり、ヒトの転移性脳腫瘍の回
りにある神経膠症カプセルには、ＳＵＲ１陽性のＲ１星状細胞が存在することが確認され
た（図１１Ｌ）。
【０２８２】
　これらのデータは、神経膠症カプセルを形成する部位にある反応性星状細胞でＳＵＲ１
上方制御が、Ｒ１星状細胞におけるＳＵＲ１に制御されるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの発
現と一致して起きることを初めて示すものである。データは、神経膠症カプセルでのＲ１
星状細胞におけるＳＵＲ１発現は、脳に影響を及ぼす数々の病態において共通する現象で
あると示している。これらのデータは、ＳＵＲ１に作用し、そうすることでこれらの細胞
の生死を決定し得る薬理学的な因子を利用することによって内部域におけるＲ１星状細胞
を選択的に操作する極めて稀な機会を強調している。
【０２８３】
　全体的にみて、これらの観察結果は、神経膠症カプセルの「内部域」が、神経膠症カプ
セルの残部とは異なるユニークな実体であるという概念を強力に裏付けていた。
【０２８４】
　実施例９
　ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルおよび壊死
　脳卒中の齧歯動物モデルでＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルを調べた。周辺部において、ＳＵ
Ｒ１標識が、ＧＦＡＰ陽性でもある星形の細胞中に見られた（図１２Ａ）。脳卒中の中央
部には星形の細胞は見られなかったが、ＧＦＡＰ陽性でもある（図示せず）、小疱様の外
観を示す丸い細胞の中でＳＵＲ１標識が見られた（図１２Ｂ、Ｃ）。生体内原位置で小疱
をもつ、この丸い細胞は、インビトロでアジ化ナトリウムへの暴露後に壊死してゆく反応
性星状細胞に類似していた。グリベンクラミドと生理食塩水の効果を測定した。グリベン
クラミドまたは生理食塩水は、皮下埋め込み型浸透圧ミニポンプを介して投与した（１μ
Ｍを０．５μＬ／時間で）。生理食塩水で処理されたラットでは、脳卒中後３日目の死亡
率は６８％であったが、グリベンクラミドで処理されたラットでは、３日死亡率は２８％
に低下していた（各群につき、ｎ＝２９；ｐ＜０．００１、χ２による）。別の動物にお
いて、グリベンクラミドで処理されたラットの脳卒中を起した半球は、生理食塩水処理さ
れたラットの僅か半量の過剰水しか含んでいなかった（各群につき、ｎ＝５；ｐ＜０．０
１、ｔ－検定による）ことから、浮腫形成におけるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの重要な役
割が確認された。
【０２８５】
　外傷の齧歯動物モデルでＳＵＲ１も調べた。外傷部位に薬剤を直接注入したときの効果
を、埋め込み型浸透圧ミニポンプを用いて試験した。チャネル阻害剤であるグリベンクラ
ミドを用いて、反応性星状細胞が死滅するのを低減し、チャネル活性化剤のジアゾキシド
を用いて、星状細胞の死滅を促進した。グリベンクラミドを注入すると、全体的な傷害反
応が低減され、異物移植片の回りにある神経膠症カプセルが安定し、また、コントロール
よりも炎症反応が最小化された。
【０２８６】
　逆に、ジアゾキシドは、本質的に、神経膠症カプセルを破壊して、大量の多形核白血球
（ＰＭＮ）の流入を特徴とする強大な炎症反応を誘発した（図１０Ａ、Ｂ）。これらのデ
ータは、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルが傷害反応において重要な役割を果たしていることを
示唆しており、また、炎症が、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの活性および反応星状細胞の壊
死と密接に関連しているという仮説を強力に裏付けている。
【０２８７】
　実施例１０
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　永続的ＭＣＡモデル
　オスまたはメスの成獣ウィスターラット（２７５～３５０ｇｍ）を一晩絶食させてから
麻酔した（ケタミン６０ｍｇ／ｋｇ＋キシラジン７．５ｍｇ／ｋｇ、ｉ．ｐ．）。右の大
腿動脈にカニューレを挿入して、温度、ｐＨ、ｐＯ２、ｐＣＯ２、およびグルコースなど
の生理学的パラメーターをモニタリングした。腹側頸部切開法を用いて、右外頸動脈およ
び翼突口蓋動脈を結紮した。総頸動脈は近位で結紮し、カテーテルを挿入して、内頸動脈
の塞栓を形成させた。
【０２８８】
　血栓塞栓性（ＴＥ）脳卒中には、１．５ｍｍの長さの、７～８個の同種異系血餅で塞栓
形成した。同種異系でトロンビン誘発性のフィブリンに富む血餅を調製した（Ｔｏｏｍｙ
　ｅｔ　ａｌ．，２００２）。
【０２８９】
　悪性脳浮腫（ＭＣＥ）による大きなＭＣＡ脳卒中には、本発明者らは、まず、微粒子（
Ｎａｋａｂａｙａｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）［ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）
粒子；Ｔａｒｇｅｔ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，Ｆｅｒｍｏｎｔ　ＣＡ；直径１５０～
２５０μｍ、１．５ｍＬのヘパリン加生理食塩水に６００μｇ］で塞栓形成し、モノフィ
ラメント縫合糸（４－０ナイロン、先端が丸く、ポリ－Ｌ－リシンでコートされている）
を、ＩＣＡ分岐点まで進め、結紮糸で定位置に固定したものを用いて、標準的な永続的管
腔内縫合糸閉塞（Ｋａｗａｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１）を起させた。
【０２９０】
　脳卒中後、動物に１０ｍＬのグルコースを含まない通常の生理食塩水を経皮注入法（ｄ
ｅｒｍｏｃｌｙｓｉｓ）によって投与した。動物が麻酔から覚めるまで、サーボ制御式加
温毛布を用いて直腸温度を約３７℃に維持した。脳卒中時の血液ガスおよび血清グルコー
スは、コントロールでは、ｐＯ２、９４±５ｍｍＨｇ；ｐＣＯ２、３６±５ｍｍＨｇ；ｐ
Ｈ、７．３３±０．０１；グルコース、１４２±６ｍｇ／ｄｌであり、グリベンクラミド
で処理された動物では、ｐＯ２、９３±３ｍｍＨｇ；ｐＣＯ２、３８±２ｍｍＨｇ；ｐＨ
、７．３４±０．０１；グルコース、１５２±７ｍｇ／ｄｌであった。
【０２９１】
　どちらのモデルでも、動物はすぐに麻酔から目覚めて動き回り、通常、異常な神経学的
機能、典型的には、旋回行動および片側不全麻痺を示した。血栓塞栓（ＴＥ）モデルでの
死亡率はごく僅かであったが、悪性脳浮腫（ＭＣＥ）モデルでは、動物は遅延性の増悪を
示し、しばしば死に至った。死亡例のほとんどは、ＭＣＡ閉塞の１２～２４時間後に生じ
、死体を解剖によって、無菌性梗塞が原因となって死亡したことが確認された。まれに、
脳卒中から６時間以内に動物が死亡したが、死亡後解剖でくも膜下出血を起していたこと
判明したが、この場合には、その動物を実験から除いた。ＭＣＥおよび無菌性梗塞をもつ
無処理動物における死亡率は６５％で、大きなＭＣＡ脳卒中をもつヒトにおける死亡率と
同程度であった（Ａｙａｔａ＆Ｒｏｐｐｅｒ，２００２）。
【０２９２】
　実施例１１
　脳卒中サイズ、死亡率、組織液、および薬剤の局在性に関する実験
　ＭＣＡ閉塞後（ＴＥおよびＭＣＥの両モデル）、生理食塩水またはグリベンクラミド（
Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ；３００μＭまたは１４８μｇ／ｍＬ、０．５μＬ
／時間で皮下に、負荷量なし）を送達するミニ浸透圧ポンプ（Ａｌｚｅｔ　２００２，Ｄ
ｕｒｅｃｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｃｕｐｅｒｔｉｎｏ，ＣＡ）を皮下に埋め込んだ
。脳卒中のサイズ（ＴＥモデル）を、連続した２ｍｍ厚の切片におけるＴＴＣ（－）組織
の容量として測定し、半球の容量に対する百分率で表し、脳卒中の４８時間後に、生理食
塩水またはグリベンクラミドのいずれかで処理された、それぞれ１０匹のオスのラットか
らなる２つの群の間で比較した。死亡率（ＭＣＥモデル）を、生理食塩水またはグリベン
クラミドのいずれかで処理された、それぞれ２９匹のラット（メス１９匹にオス１０匹）
からなる２つの処理群間で、脳卒中後最初の１週間比較した。浮腫（ＭＣＥモデル）を、
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生理食塩水またはグリベンクラミドのいずれかで処理された、それぞれ１１匹のオスのラ
ットからなる２つの処理群間で、脳卒中後８時間目に比較した。これらの２つの群の各々
のラットをそれぞれ２つのサブ群に分け、これらのうちの最初のものを、病変のある半球
全体における液を解析するために用い（ＴＴＣ処理なし）、第二のものを、病変のある半
球のＴＴＣ（＋）部分対ＴＴＣ（－）部分における液を解析するために用いた。蛍光標識
した薬剤の局在を見るために、２０匹のオスのラットにＭＣＡ脳卒中を生じさせ（ＭＣＥ
モデル）、ＢＯＤＩＰＹ結合グリベンクラミド（ＢＯＤＩＰＹ－ＦＬ－グリブリド、Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ；３００μＭまたは２３５μｇ／ｍ
Ｌ、０．５μＬ／時間で皮下に、負荷量なし）を送達するミニ浸透圧ポンプを埋め込んだ
。これらのうち、１５匹のラットを、薬剤の作用（死亡率、組織液、およびグルコース）
を確認するために使用し、５匹のラットを、薬剤の分布を決定するために使用した。
【０２９３】
　実施例１２
　免疫標識
　脳を灌流固定（４％パラホルムアルデヒド）し、凍結保護した（３０％ショ糖）。凍結
切片（１０μｍ）を調製し、標準的な技術（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）を用い
て免疫標識した。透過処理（０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００で１０分間）した後、切片
をブロックし（２％ロバ血清で１時間；Ｓｉｇｍａ　Ｄ－９６６３）、その後ＳＵＲ１に
対する一次抗体とインキュベートした（１：３００；室温に１時間、その後４℃で４８時
間；ＳＣ－５７８９；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）。洗浄後、
切片を蛍光二次抗体とインキュベートした（１：４００；ロバ抗ヤギＡｌｅｘａ　Ｆｌｕ
ｏｒ　５５５；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，ＯＲ）。同時標識するために、Ｎｅ
ｕＮに対する一次抗体（１：１００；ＭＡＢ３７７；Ｃｈｅｍｉｃｏｎ，ＣＡ）；ＧＦＡ
Ｐに対する一次抗体（１：５００；ＣＹ３結合体；Ｃ－９２０５；Ｓｉｇｍａ　Ｓｔ．Ｌ
ｏｕｉｓ，ＭＯ）、およびｖＷｆに対する一次抗体（１：２００；Ｆ３５２０、Ｓｉｇｍ
ａ）を用い、製造業者の推奨に従って組織を処理した。種に適合した蛍光二次抗体を必要
に応じて使用した。落射蛍光顕微鏡（Ｎｉｋｏｎ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　Ｅｌ０００）を用い
て蛍光シグナルを視覚化した。
【０２９４】
　実施例１３
　ＴＴＣ染色、脳卒中サイズ
　新たに回収した脳を２ｍｍ厚の冠状切片に切り、切片を、３７℃で３０分間ＴＴＣ（６
２．５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１３ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１．５％ジメチルホルムアミド
中０．１２５％ｗ／ｖ）に暴露した。脳卒中のサイズのために、染色した切片の写真を撮
って画像を解析（Ｓｃｉｏｎ　Ｉｍａｇｅ）して、ＴＴＣ（－）組織で占められた病変の
ある半球の割合を決定したが、浮腫に関する補正は行わなかった。液またはＳＵＲ１タン
パク質の含有量を測定するために、各冠状切片を拡大下で以下の３つの部分に分けた：（
ｉ）病変のないコントロール半球；（ｉｉ）病変のある半球のＴＴＣ（＋）部分；（ｉｉ
ｉ）病変のある半球のＴＴＣ（－）部分。そして、各動物について、この３つの部分から
集めた組織を、組織液を測定するか、ウエスタンブロットを行うために処理した。
【０２９５】
　実施例１４
　組織液含量
　湿／乾重量法（ｗｅｔ／ｄｒｙ　ｗｅｉｇｈｔ　ｍｅｔｈｏｄ）で組織液を定量した（
Ｈｕａ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。組織サンプルをブロットして、少量の吸着流体を取
り除いた。精密スケールでサンプルの重量を計って湿重量（ＷＷ）を得、８０℃および低
真空で一定の重量になるまで乾燥させてから、重量を再計量して、乾燥重量（ＷＤ）を得
た。各組織サンプルのＨ２Ｏのパーセントを、（ＷＷ－ＷＤ）×１００／ＷＷとして計算
した。
【０２９６】
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　実施例１５
　免疫ブロット
　組織溶解物およびゲルを調製した（Ｐｅｒｉｌｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００２）。Ｓ
ＵＲ１（ＳＣ－５７８９；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、Ｋｉ
ｒ６．ｌ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ）またはＫｉｒ６．２（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ）につい
て膜を作成した。膜をストリップして、β－アクチンについて再ブロットして（１：５０
００；Ｓｉｇｍａ　Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、一次データを正規化するのに用いた。検
出は、ＥＣＬシステム（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．）を用い
て、通常の画像化法および定量法（Ｆｕｊｉ　ＬＡＳ－３０００）により行った。
【０２９７】
　実施例１６
　インサイチュハイブリダイゼーション
　非放射性ジゴキシゲニン標識プローブを、製造業者のプロトコール（Ｒｏｃｈｅ）に従
って、ＳＰ６またはＴ７のＲＮＡポリメラーゼを用いて作成した。ＲＮＡのｄｉｇ－標識
プローブ（センス鎖およびアンチセンス鎖）を、以下のプライマーに隣接するＳＵＲ１イ
ンサート（６１３ｂｐ）をもつｐＧＥＭ－Ｔ　ｅａｓｙプラスミド（Ｐｒｏｍｅｇａ）か
ら作成した：５’ＡＡＧＣＡＣＧＴＣＡＡＣＧＣＣＣＴ３’（フォワード）（配列番号：
１）；５’ＧＡＡＧＣＴＴＴＴＣＣＧＧＣＴＴＧＴＣ３’（リバース）（配列番号：２）
。ラット脳（ＭＣＡ脳卒中後３、６、８時間後のもの）の新鮮凍結切片（１０μｍ）また
はパラフィン包埋切片（４μｍ）をインサイチュハイブリダイゼーションに用いた（Ａｎ
ｉｓｉｍｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，２００２）。
【０２９８】
　実施例１７
　神経膠症カプセルの内部域
　低酸素症の別の原因、例えば動脈の閉塞などがＳＵＲ１の上方制御をもたらしたか否か
を評価するために、実施例１０に記載した永続的局所脳虚血の２つの齧歯動物モデルを用
いた。
【０２９９】
　ＭＣＥモデルを用いて、ＳＵＲ１タンパク質およびｍＲＮＡを評価し、浮腫および生存
へのＳＵＲ１阻害の影響を評価した。一方、ＴＥモデルを用いて、脳卒中サイズへのＳＵ
Ｒ１阻害の影響を測定した。灌流なし（図１４Ａ）、ＴＴＣ染色（Ｍａｔｈｅｗｓ　ｅｔ
　ａｌ．，２０００）（図１４Ｂ）、およびＧＦＡＰ免疫標識を用いて、梗塞と梗塞周囲
領域とを区別した。
【０３００】
　ＳＵＲ１発現によって、梗塞の中心部が一時的に増加した。ここで、ＳＵＲ１の増加は
、ＭＣＡ閉塞の２～３時間後という早さで明らかになった（図１４Ｄ）が、これは、壊死
が開始するよりもかなり前であり、後に壊死が開始すると消失した（図１４Ｃ、図の右側
）。壊死が起こる前のこのような早期には、ＮｅｕＮで同時標識されたニューロン内でＳ
ＵＲ１は非常に顕著であった（図１４Ｄ～Ｆ）。
【０３０１】
　前大脳動脈（ＡＣＡ）領域とＭＣＡ領域の間にある古典的な虚血「分水界」領域などの
梗塞周囲領域では、ＳＵＲ１発現が中心部におけるよりも遅くなるが持続性である。６～
１２時間まで、ＳＵＲ１発現によって梗塞領域と梗塞周辺領域とがはっきりと区別された
（図１４Ｃ）。ここで、ＮｅｕＮ、ＧＦＡＰ（図１４Ｇ～Ｉ）、およびフォン・ヴィレブ
ランド因子（図１４Ｊ～Ｌ）それぞれとの同時標識によって明らかなように、ＳＵＲ１発
現は、ニューロン、星状細胞、および毛細血管内皮細胞で見られた。反対側にある組織か
ら明らかなように（図１４Ｃ、図の左側）、ＳＵＲ１は、普通、これらの皮質領域および
皮質下領域でこのように大量に発現されることはない（Ｔｒｅｈｅｒｎｅ＆Ａｓｈｆｏｒ
ｄ，１９９１；Ｋａｒｓｃｈｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）。
【０３０２】
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　ウエスタンブロットによって、ＳＵＲ１タンパク質の発現増加は、梗塞周囲領域で最も
顕著であることが示された（図１５Ａ～Ｄ）。しかし、ＫＡＴＰチャネルの膜孔形成サブ
ユニットであるＫｉｒ６．１またはＫｉｒ６．２は上方制御されなかった（図１５Ｃ～Ｄ
）。インサイチュハイブリダイゼーションによって、虚血領域からのニューロンおよび毛
細血管の中には、コントロール組織には存在しないＳＵＲ１転写産物が存在することが明
らかになり（図１５Ｅ～Ｇ）、脳虚血ではＫＡＴＰチャネルではなくＳＵＲ１が転写にお
いて上方制御されることが示唆された。
【０３０３】
　このように、これらのデータは、脳虚血では、Ｋｉｒ６．１またはＫｉｒ６．２ではな
くＳＵＲ１が、まず、壊死を起すことが運命付けられている領域で、次に、梗塞周辺領域
で転写段階での上方制御を受けることを示唆する。
【０３０４】
　実施例１８
　ＳＵＲ１の上方制御
　図１５Ａ～Ｇは、ＳＵＲ１が脳卒中で顕著に上方制御されることを示した。また、膜孔
形成サブユニットであるＫｉｒ６．１およびＫｉｒ６．２は、脳卒中では上方制御されな
いことが示され、ＫＡＴＰチャネルが関係していないことを示唆した。ＳＵＲ１の上方制
御は、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルによるものであって、ＫＡＴＰチャネルは無関係である
ことを証明するために、虚血領域由来のニューロンおよび内皮細胞にパッチクランプ記録
法を行った。大型のニューロン様細胞を、脳卒中後３時間後（図１６Ａ）および６時間後
に酵素を用いて単離した。パッチクランプ実験は、ＫＡＴＰチャネルを含む、すべてのＫ
＋チャネルを遮断するために、バスおよびピペット内でＣｓ＋を用いて行った。これらの
実験によって、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルについて予測されていたように、グリベンクラ
ミドによって遮断される、強い陽イオンチャネル活性が示された（図１６Ｂ）。さらに、
チャネル活性をＫ＋によって記録すると、新鮮に単離されたＲ１星状細胞で既に報告され
ているように、傾斜コンダクタンスは３４ｐＳであり（図１６Ｃ、Ｄ）、ＫＡＴＰチャネ
ルについて報告されている７０～７５ｐＳよりもずっと小さかった。
【０３０５】
　実施例１９
　脳虚血におけるＳＵＲ１の機能
　脳虚血において新たに発現されたＳＵＲ１の機能を決定するために、ＳＵＲ１の高度に
選択的な阻害剤であるグリベンクラミドの効果を調べた。死亡率（ＭＣＥモデル）に対す
るグリベンクラミドの効果を調べた。オスおよびメスを含む、動物の大きな群においては
、グリベンクラミドで処理すると、生理食塩水の場合と比較して、死亡率が６５％から２
４％へと劇的に低下する結果となった。（ｐ＜０．００２；図１７Ａ）。
【０３０６】
　グリベンクラミドは、エネルギー枯渇によって誘導された星状細胞の細胞毒性浮腫を改
善することが示されている（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）ため、この死亡率に対
する有益な効果は浮腫に関係があると推論された。脳卒中を誘導してから８時間後の浮腫
形成に対するグリベンクラミドの効果（ＭＣＥモデル）を調べた。これは、死亡率実験で
任意の動物が死ぬ前までの時間である。２つの実験のうち最初の実験では、病変のある半
球および病変のない半球における含水量を、実施例１４に記載した方法を用いて測定した
。コントロールとなる半球では、水は７７．９±０．２％であった。病変のある半球では
、生理食塩水で処理した群で、水は３．４％増加して、８１．３％±０．５％になったが
、グリベンクラミドで処理した群では、水は２．０％増加して、７９．９％±０．３％に
なった。これらの数値は有意に異なり（ｐ＜０．０５）、浮腫形成におけるＳＵＲ１の重
要な役割と整合していた。
【０３０７】
　次に、浮腫の位置をより詳しく特徴づけるために、冠状脳切片を生存可能なＴＴＣ（＋
）部分と生存不能なＴＴＣ（－）部分とに分割してから含水量を調べた。病変のない半球
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における水は７８．０±０．１％で（図１７Ｂ）、以前の数値７７．９±０．２％と同程
度で、ＴＴＣ処理によって含水量は変化しないことを示した。病変のある半球では、ＴＴ
Ｃ（＋）組織における水が、生理食塩水で処理した群で５．４％増加して８３．４±１．
１％になったが、グリベンクラミドで処理した群では２．５％増加したのみで、８０．５
±０．３％になった（図１７Ｂ）。これらの数値は有意に異なった（ｐ＜０．０５）。こ
れに対して、ＴＴＣ（－）組織の水についての数値は、生理食塩水およびグリベンクラミ
ドで処理したものそれぞれについて７８．７±１．０％および７８．６±０．４％となっ
て、差はなく（ｐ＝０．９７）、病変のない半球についての数値（７８．０％）よりも僅
かに高いだけで、組織液を増加させるには血流の継続が必要であることを反映した（図１
７Ｂ）（Ａｙａｔａ　＆　Ｒｏｐｐｅｒ，２００２）。
【０３０８】
　これらの動物において、浮腫を測定した８時間目の血清グルコースは、虚血によって引
き起こされた損傷に対する効果をもつ可能性のない範囲に止まっていた（Ｌｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９９４；Ｗａｓｓ　＆　Ｌａｎｉｅｒ，１９９６）（それぞれ生理食塩水および
グリベンクラミドで処理した動物について１２２±４対９３±３ｍｇ／ｄｌ；ラット１１
匹／群）。同時に、これらのデータは、浮腫が、ほぼ完全に脳卒中の初期中心部に隣接す
る生存可能な梗塞周囲（周辺部）組織に位置すること、およびそれを低減するのにグリベ
ンクラミドが非常に有効で、浮腫形成におけるＳＵＲ１の重要な役割と整合することを示
した。
【０３０９】
　このように、ＳＵＲ１に対して高度に選択的な（Ｇｒｉｂｂｌｅ　＆　Ｒｅｉｍａｎｎ
，２００３；Ｍｅｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）低用量グリベンクラミドによるデー
タによって、脳浮腫形成におけるＳＵＲ１の重要な役割を示す有力な証拠が提示された。
【０３１０】
　実施例２０
　脳卒中の大きさの効果
　非致死性の血栓塞栓（ＴＥ）モデルを用いて、脳卒中を引き起こしてから４８時間後の
脳卒中の大きさを評価した。
【０３１１】
　ＴＥモデルでは、グリベンクラミド処理によって、生理食塩水コントロールよりも極め
て大きな脳卒中容量の減少がもたらされた（３２．５±４．９％対１５．５±２．３％；
ｐ＜０．０１）（図１７Ｃ～Ｅ）。本質的にすべての動物は、処理群とは関係なく、終末
レンズ核線条体細動脈から供給された、大脳基底核を含む梗塞を患っていた。しかし、グ
リベンクラミド群で減少した脳卒中容量は、既に減圧式頭蓋骨切除術で報告されている現
象である、大脳皮質の顕著な節約をしばしば伴っていた（図１７Ｃ～Ｄ）（Ｄｏｅｒｆｌ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００１）。グリベンクラミドによって、皮質の節約が起こるのは
、脳浮腫の減少および頭蓋内圧の低下によって軟髄膜の側副血流が改善されたことを反映
しているのかもしれない。
【０３１２】
　実施例２１
　脳卒中後のＭＣＥモデル
　蛍光誘導体であるＢＯＤＩＰＹ－グリベンクラミドを用いて、脳卒中後にインビボで組
織を標識した（ＭＣＥモデル）。
【０３１３】
　蛍光誘導体は、親化合物と同じ態様で送達されると、同様の防御効果を示したが、効能
は低く［７日死亡率、４０％（ｎ＝１０）；病変のある半球のＴＴＣ（＋）部分の８時間
目における水、８２．７±１．４％（ｎ＝５）；血清グルコース、１０９±４ｍｇ／ｄｌ
］、標識された薬剤の効能が低下したことと整合していた（Ｚｕｎｋｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，２００４）。使用される薬剤の全身投与量が低いと、病変のない半球（図１８Ｂ）お
よび膵臓では最低限の標識が得られ、灌流されない脳卒中の中心部では標識が見られなか



(62) JP 5307397 B2 2013.10.2

10

20

30

40

50

った。しかし、梗塞周囲領域の細胞は明確に標識され、ＳＵＲ１の顕著な発現を示す、大
型のニューロン様細胞、および毛細血管（図１８Ｃ）など、微小血管（図１８Ａ）をはっ
きりと画定する標識を伴っていた（図１８Ｄ）。虚血脳における選択的な細胞標識は、グ
リベンクラミド結合部位の増加だけでなく、おそらく血液脳関門の変化による取り込み量
の増加も反映している可能性が高い。
【０３１４】
　したがって、これらのデータは、既述された星状細胞におけるＮＣＣａ－ＡＴＰチャネ
ルの存在（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）に
加えて、毛細血管内皮およびニューロンの中にもＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルが存在するこ
とを示していた。ＭＣＡ閉塞（ＭＣＥモデル）の１～６時間後の虚血皮質から単離したニ
ューロンおよび微小血管にさらにパッチクランプ実験を行って、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネ
ルが存在することを確認し、電荷担体としてＣｓ＋を用いて簡単に記録され、かつグリベ
ンクラミドによって遮断された、約３０～３５ｐＳコンダクタンスの非選択的陽イオンチ
ャネルを明らかにした。このチャネルは、非虚血性脳組織由来の細胞には存在しなかった
。
【０３１５】
　以上より、ＡＴＰ枯渇によって開口し、かつ、虚血性のニューロン、星状細胞、および
内皮細胞において新たに発現されるＳＵＲ１制御型ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルが、重要で
これまで未同定だった、細胞傷害性でイオン性の浮腫を形成するため必要とされるＮａ＋

流動のための経路を構成することが示唆されている。同時に、これらの知見は、脳虚血後
の浮腫形成を決定する新規の経路におけるＳＵＲ１の決定的な関与も示唆している。ＳＵ
Ｒ１を対象とする分子療法が、虚血に関連する多くのタイプのＣＮＳ損傷を治療するため
の重要で新しい方途を提供するかもしれない。
【０３１６】
　実施例２２
　グリベンクラミドおよびｔＰＡの同時投与
　血栓塞栓性脳卒中の齧歯動物モデルを用いた（Ａｏｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｋ
ｉｊｋｈｕｉｚｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｋａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，２０００；Ｓ
ｕｍｉｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｔｅｊｉｍａ　ｅｔ　ａｌ．，２００１）。要する
に、一晩絶食させたオスの自然発生高血圧ラットを、ハロタン（Ｎ２Ｏ／Ｏ２の７０／３
０混合物中に１～１．５％）を用いて自発呼吸によって麻酔する（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ，
２００４；Ｓｕｍｉｉ　ｅｔ　ａｌ，２００２）。サーモスタット調節型加温パッドで直
腸温度を約３７℃に維持した。右側大腿動脈にカニューレを挿入し、温度、平均血圧、ｐ
Ｈ、ｐＯ２、およびｐＣＯ２、グルコースなどの生理学的パラメーターをモニタリングし
た。ＭＣＡを閉塞するため同種異系血餅を用いた塞栓モデルで一時的な局所的虚血を得た
。同種異系で、トロンビン誘導性で、フィブリンに富む血餅を、Ｎｉｅｓｓｅｎ　ｅｔ　
ａｌ．による方法（Ａｓａｈｉ　ｅｔ　ａｌ，２０００；Ｎｉｅｓｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，
２００３；Ｓｕｍｉｉ　ｅｔ　ａｌ，２００２）を用いて調製した。１．５ｍｍの長さの
７個の血餅を塞栓形成に用いた。
【０３１７】
　腹側頸部切開法を用いて、内頸動脈および外頸動脈を露出させた。外頸動脈と翼突口蓋
動脈を結紮した。外科用可撤性クリップを総頸動脈および内頸動脈に適用した。血餅を含
む改変型ＰＥ－５０カテーテルを外頸動脈に逆行性挿入して、内頸動脈まで前進させた。
一時的クリップを取り外して血餅を注入した。切開部を閉じた。
【０３１８】
　脳卒中の後、動物にグルコースを含まない通常の生理食塩水を経皮注入によって全部で
１０ｍＬ投与した。動物が覚醒して動き回るまで温度を維持した。
【０３１９】
　治療（再灌流）を行う時間の直前に、動物を再麻酔して大腿静脈にカニューレを挿入し
た。治療時に、生理食塩水、または負荷量のグリベンクラミド（１．５μｇ／ｋｇ、ｉ．
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ｖ．、Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ）を最初に投与した。次に、ｒｔＰＡ（１０ｍｇ／
ｋｇ、アルテプラーゼ、Ｇｅｎｅｔｅｃｈ；２ｍＬの蒸留水に溶かして３０分間にわたっ
て投与した）（Ｂｕｅｓｓｅｂ　ｅｔ　ａｌ，２００２）のｉ．ｖ．投与によって再灌流
を行った。そして、胸背切開法を用いて、生理食塩水またはグリベンクラミド（３００μ
Ｍまたは１４８μｇ／ｍＬ、０．５μＬ／時間ｓ．ｑ．）を送達するミニ浸透圧ポンプ（
Ａｌｚｅｔ　２００２，Ｄｕｒｅｃｔ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｃｕｐｅｒｔｉｎｏ，
ＣＡ）を皮下に埋め込んだ。温度、平均血圧（テイルカフプレチスモグラフィー（ｔａｉ
ｌ　ｃｕｆｆ　ｐｌｅｔｈｙｓｍｏｇｒａｐｈｙ）、血液ガス、およびグルコースなどの
生理学的パラメーターをモニタリングした。
【０３２０】
　６時間目になると同時に、動物を生理食塩水またはグリベンクラミドで同時処理した（
負荷量１．５μｇ／ｋｇｉ．ｖ．、および１４８μｇ・ｍＬ＝３００μＭを含み、１／２
μＬ／時間で送達するミニ浸透圧ポンプの埋め込み）。脳卒中後２４時間目に動物を安楽
死させ、脳を灌流して血管内コンパートメントから血液を除去した。新鮮な脳の冠状切片
を調製して写真を撮った後、切片をＴＴＣ染色して梗塞領域を同定するために処理した。
【０３２１】
　生理食塩水で同時処理されたすべての動物（５／５）は、脳室内出血の証拠とともに、
梗塞を起した皮質領域および皮質下実質領域で出血性転換の大きな領域を示した（図１９
Ａ～Ｄ）。これに対して、グリベンクラミドで同時処理された動物では１／５のみが出血
性転換を示し、４／５は出血の証拠を示さなかった（図１９Ｅ～Ｈ）。
【０３２２】
　これらのデータは、グリベンクラミドの投与によって、脳卒中サイズ、イオン性浮腫、
および血管原性浮腫が低減されるだけでなく、出血性転換からも保護されることを示唆し
ている。
【０３２３】
　実施例２３
　脳の毛細血管および内皮細胞の単離
　本方法は、一部、既に報告されているような変更（Ｓｅｉｄａｌ，１９９１）を施した
Ｈａｒｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）の方法によるものであった。要するに、ラット
に深い麻酔をかけて、下行大動脈を結紮し、右心房を切開し、左心室にカニューレを挿入
して、酸化鉄粒子（粒子サイズ、１０μｍ；Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｍｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ
．）の１％懸濁液を含む生理学的溶液を５０ｍＬ灌流させた。脳を取り出し、軟膜および
軟膜血管をはぎ取って、カミソリの刃で皮質被膜を１～２ｍｍ３の細片に切り刻む。組織
片をトリプシン＋ＤＮＡｓｅとインキュベートしてから、ナイロンメッシュ（２１０μｍ
）のふるいにかける。保持された微小血管をコラゲナーゼに再懸濁し、さらに１０分間３
７℃で振とうしながらインキュベートした。消化を停止させるために、磁石によって容器
の側面に微小血管を接着させ、洗浄を繰り返して酵素および細胞残滓を取り除いた。
【０３２４】
　これらの方法を用いて、さらなる実験のための単一細胞（図２１）を得るためにさらに
消化するのに適した、正常な外観をもつ微小血管構造物を回収した。
【０３２５】
　新鮮に単離された内皮細胞を用い、ナイスタチン穿孔パッチ技術を用いて、単離された
内皮細胞を調べた。生理学的溶液では、この細胞は、負電位では明らかに強い内向整流性
電流を、正電位では軽度の外向電流を示し（図２２Ａ）、中間の電位では０に近い電流を
もつ（図２２Ｃ）、特徴的な電流－電圧曲線が得られ、新鮮に単離された内皮細胞で以前
観察された結果と同様であった（Ｈｏｇｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００２）。ピペット溶液内
のＫ＋がＣｓ＋に置き換わると、Ｋ＋チャネルの電流は完全に遮断された。この場合、内
皮細胞では、直線的な電流－電圧曲線が得られた（図２２Ｅ）。これらのデータによって
、新鮮に単離された内皮細胞における電圧依存的チャネルは、専ら、Ｎａ＋を運搬しない
Ｋ＋チャネルであることが実証された。
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【０３２６】
　実施例２４
　ニューロンの単離
　ビブラトーム切片からニューロンを単離した。免疫標識実験によって、虚血性ＮｅｕＮ
－陽性ニューロンが、まだ壊死が明らかにならない、ＭＣＡＯ後２～３時間以内にＳＵＲ
１を発現することが示された。したがって、ＭＣＡＯの２～３時間後に組織を調製した。
脳をブレグマの位置で冠状に分割し、凍結切片を半分から調製して、ビブラトーム切片を
残りの半分から調製した。凍結切片（１０μｍ）は、ＴＴＣ染色（Ｍａｔｈｅｗｓ　ｅｔ
　ａｌ．，２０００）、あるいは、高コントラスト銀梗塞染色法（ＳＩＳ）、（Ｖｏｇｅ
ｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）で虚血領域を同定するため、および免疫標識して、Ｎｅｕ
Ｎについて二重標識したニューロンにおけるＳＵＲ１の上方制御を確認するために用いた
。ビブラトーム切片（３００μｍ）を処理して（Ｈａｉｎｓｗｏｒｔｈ　ｅｔ　ａｌ，２
０００；Ｋａｙ　ｅｔ　ａｌ，　１９８６；Ｍｏｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ，１９９８）、パッ
チクランプ実験のための単一のニューロンを得た。冠状切片の選択部分を、空気で泡立て
たＨＢＳＳ中、３５℃でインキュベートした。３０分以上経過した後、断片を１．５ｍｇ
／ｍＬのプロテアーゼＸＩＶ（Ｓｉｇｍａ）を含むＨＢＳＳに移した。プロテアーゼ処理
を３０～４０分間行った後、断片を、酵素を含まないＨＢＳＳで濯いでから機械的に粉砕
した。コントロールには、病変のない半球の鏡像皮質領域由来の細胞を用いた。細胞を、
倒立顕微鏡の台上に載せたプラスチック製のペトリ皿の中に、１０～１２分間ＨＢＳＳの
中で定着させた。大型および中型のピラミッド型のニューロンを記録するために選択した
。２～３時間というこの早い時期には、星状細胞ではなくニューロンと毛細血管細胞のみ
がＳＵＲ１の上方制御を示す。
【０３２７】
　細胞が単離されたら、全細胞パッチ、インサイドアウトパッチ、アウトサイドアウトパ
ッチ、および穿孔パッチなど周知の方法を用いたパッチクランプ実験を使用した（Ｃｈｅ
ｎ　ｅｔ　ａｌ，２００３；Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ，２００１；Ｐｅｒｉｌｌａｎ　ｅｔ
　ａｌ，２００２；Ｐｅｒｉｌｌａｎ　ｅｔ　ａｌ，２０００；Ｐｅｒｉｌｌａｎ　ｅｔ
　ａｌ，１９９９）。
【０３２８】
　実施例２５
　グリベンクラミドによるＭＭＰ阻害
　脳卒中組織におけるＭＭＰ－９およびＭＭＰ－２の活性化をコントロールと比較した。
要するに、グリベンクラミド（１０μＭ）が存在する場合、およびＭＭＰ－阻害剤ＩＩ（
３００ｎＭ；Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）が存在する場合における、コントロール条件下（Ｃ
ＴＲ）での組換え型酵素のゼラチナーゼ活性および脳卒中組織。
【０３２９】
　次に、ゼラチン－セファロース４Ｂ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を用いて、上清にゼラチナ
ーゼ精製処理を行い、精製した上清に対して、ゼラチンを含むドデシル硫酸ナトリウムゲ
ルで酵素電気泳動法を行った（Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ，１９９４）。乾燥させたゲルを透明
度（Ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｃｙ）走査装置でスキャンし、デンシトメトリーによって画像
を解析した。各サンプルの相対的溶解を、そのバンドの積分密度値として表示し、そのサ
ンプルのタンパク質含量で割った。
【０３３０】
　酵素電気泳動法によって、ゼラチナーゼ活性は脳卒中後に上昇することが確認され（図
２０Ａ）、また、グリベンクラミド存在下でアッセイしたゼラチナーゼ活性（図２０Ｂ、
グリベンクラミド）は、不在下でアッセイされたゼラチナーゼ活性（図２０Ｂ、ＣＴＲ）
と同じであることが分かったが、ゼラチナーゼ活性は、市販のＭＭＰ阻害剤ＩＩ（図２０
Ｂ、ＭＭＰ－２／ＭＭＰ－９阻害剤）によって強く阻害された。これらのデータは、グリ
ベンクラミドがゼラチナーゼ活性を直接阻害するのではないことを明らかにし、グリベン
クラミドで観察される出血性転換の低下は、グリベンクラミドの虚血性内皮細胞に対する
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有益な防御作用によって生じることを示唆した。
【０３３１】
　実施例２６
　脳卒中におけるＳＵＲ１－ｍＲＮＡの上方制御
　脳卒中にＳＵＲ１が関与することのさらなる分子的証拠が、定量的ＲＴ－ＰＣＲを用い
て得られた。
【０３３２】
　ＭＣＡＯ（脳卒中）の対側（ＣＴＲ）および同側にあるホモジナイズした脳組織のサン
プルから、グアニジンイソチオシアネートを用いて全ＲＮＡを抽出および精製した。５０
μＬの反応混合液あたり４μｇの全ＲＮＡで、ＴａｑＭａｎ　ＲＴキット（Ａｐｐｌｉｅ
ｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いてｃＤＮＡを合成した。Ｈ１ｆ０（ヒストン１メンバ
ー０）に対して正規化して、ＳＵＲ１－ｍＲＮＡの相対値を得た。以下のプローブを用い
た：ＳＵＲ１フォワード：ＧＡＧＴＣＧＧＡＣＴＴＣＴＣＧＣＣＣＴ（配列番号：３）；
ＳＵＲｌリバース：ＣＣＴＴＧＡＣＡＧＴＧＧＣＣＧＡＡＣＣ（配列番号：４）；ＳＵＲ
ｌ　ＴａｑＭａｎプローブ：６－ＦＡＭ－ＴＴＣＣＡＣＡＴＣＣＴＧＧＴＣＡＣＡＣＣＧ
ＣＴＧＴＴＡＭＲＡ（配列番号：５）；Ｈ１ｆ０フォワード：ＣＧＧＡＣＣＡＣＣＣＣＡ
ＡＧＴＡＴＴＣＡ（配列番号：６）；Ｈ１ｆ０リバース：ＧＣＣＧＧＣＡＣＧＧＴＴＣＴ
ＴＣＴ（配列番号：７）；Ｈ１ｆ０ＴａｑＭａｎプローブ：６－ＦＡＭ－ＣＡＴＧＡＴＣ
ＧＴＧＧＣＴＧＣＴＡ　ＴＣＣＡＧＧＣＡ－ＴＡＭＲＡ（配列番号：８）。
【０３３３】
　これらのデータは、ＭＣＡＯの３時間後にＳＵＲ１のｍＲＮＡが中心部で顕著に増加し
たことを示していた（図２３）。
【０３３４】
　実施例２７
　ＳＵＲ１ノックダウン（ＳＵＲ１ＫＤ）は防御的である
　ＳＵＲ１の関与をさらに調べるために、他には本発明者らがＲ１星状細胞の単離に使用
した標準的なモデルにおいて、脳のゲルフォーム移植部位に設置された輸送用カテーテル
とともにミニ浸透圧ポンプを用いて、オリゴデオキシヌクレオチド（ＯＤＮ）を１４日間
注入して、ＳＵＲ１発現をインサイチュで「ノックダウン」させた（Ｐｅｒｉｌｌａｎ　
ｅｔ　ａｌ，１９８０，Ｐｅｒｉｌｌａｎ　ｅｔ　ａｌ，２００２，Ｐｅｒｉｌｌａｎ　
ｅｔ　ａｌ，２０００，Ｐｅｒｉｌｌａｎ　ｅｔ　ａｌ，　１９９９）。ＳＵＲ１発現の
ノックダウン（ＳＵＲｌＫＤ）は、アンチセンス（ＡＳ；５‘－ＧＧＣＣＧＡＧＴＧＧＴ
ＴＣＴＣＧＧＴ－３’；配列番号：９）（Ｙｏｋｏｓｈｉｋｉ　ｅｔ　ａｌ，１９９９）
オリゴデオキシヌクレオチド（ＯＤＮ）を、コントロールとして使用されるスクランブル
（ＳＣＲ；５’－ＴＧＣＣＴＧＡＧＧＣＧＴＧＧＣＴＧＴ－３’；配列番号：１０）ＯＤ
Ｎとともに用いて行った。
【０３３５】
　神経膠症カプセルの免疫ブロットによって、スクランブル配列ＯＤＮを与えたコントロ
ールと比較すると、ＳＵＲ１ノックダウン（ＳＵＲ１ＫＤ）組織においてＳＵＲ１発現が
顕著に低下することが示された（図２４Ａおよび２４Ｂ）。
【０３３６】
　本発明者らは、アジ化ナトリウムによって誘導されるＡＴＰ枯渇に対する機能的な反応
を評価するために、上記した標準的な細胞単離用プロトコール（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ，
２００３）を用いて、ＳＵＲ１ＫＤおよびコントロールから単一細胞を酵素的に単離した
。コントロール組織からのＲ１星状細胞において、アジ化ナトリウム（１ｍＭ）は、ＮＣ

Ｃａ－ＡＴＰチャネルの活性化の原因となるＮａ＋流入によって速やかな脱分極が起きた
（図２４Ｃ）。特に、この脱分極反応は、ＫＡＴＰチャネルが活性化されたときに観察さ
れる過分極反応とは反対であった。しかし、ＳＵＲ１ＫＤのＲ１星状細胞では、アジ化ナ
トリウムは、静止膜電位に対してほとんど効果がなかった（図２４Ｄ）。コントロールで
は、アジ化ナトリウムの適用は、６４±３．７ｍＶの脱分極をもたらしたが、ＳＵＲ１Ｋ
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【０３３７】
　さらに、アジ化ナトリウムに暴露した後に一般的に起きる膜の小疱形成は、ＳＵＲ１Ｋ
Ｄの細胞では見られず、Ｒ１星状細胞の細胞毒性浮腫におけるＳＵＲ１の役割が確認され
た。
【０３３８】
　実施例２８
　ＳＵＲ１発現を調節する分子的要因
　膵臓β細胞における実験に基づいて、ＳＵＲ１の転写活性を活性化させる上で重要だと
考えられているＳＵＲ１プロモーター領域付近で、いくつかのＳＰ１転写因子結合部位が
同定されている（Ａｓｈｆｉｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ，１９９８；Ｈｉｌａｌｉ　ｅｔ　ａｌ
，２００４）。特に、ＳＰ１は実質的に脳卒中では調べられたことがない（Ｓａｌｍｉｎ
ｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５）。
【０３３９】
　要するに、虚血性梗塞周囲組織を、ＳＵＲ１発現に重要なＳＰ１、脳虚血において上方
制御されることが広く知られているＨＩＦ１α（Ｓｅｍｅｎｚａ　２００１；Ｓｈａｒｐ
　ｅｔ　ａｌ．，２０００）、およびＳＵＲ１自身について免疫標識した。ＳＰ１は、Ｈ
ＩＦ１αの発現のせいで虚血であると確認された領域（図２５Ｂ）の中にある大型のニュ
ーロン様細胞および毛細血管において顕著に発現された（図２５Ａ、２５Ｃ）。特に、Ｓ
Ｐ１を発現した毛細血管は、ＳＵＲ１の顕著な発現も示した（図２５Ｃ、２５Ｄ）。対側
のコントロール組織は、ＳＰ１についてほとんど免疫標識を示さず、ＨＩＦ１αについて
は全く示さなかった（図２５Ｅ、２５Ｆ）。
【０３４０】
　脳卒中の初期にＳＰ１の核における局在が顕著に増加し（図２６Ａ、２６Ｂ）、核ＳＰ
１は、ＭＣＡＯ後ＳＵＲ１を発現する大型のニューロン様細胞内に存在していた（図２６
Ｃ）。
【０３４１】
　ゲルフォーム移植部位にアンチセンスオリゴデオキシヌクレオチドを注入してＨＩＦ１
αノックダウン動物を得た。図２７では、ＨＩＦ１αノックダウン動物でＳＵＲ１発現の
顕著な減少がもたらされることが確認され（図２７Ｂ、２７Ｄ）、ＳＰ１のみでなく、Ｈ
ＩＦ１αも、ＳＵＲ１発現の重要な調節因子である可能性が高いことの強い証拠を提示し
ている。
【０３４２】
　参考文献
　本明細書に記載されている全ての特許および刊行物は、本発明が属する技術分野におけ
る当業者の水準を示すものである。全ての特許および刊行物は、各個別の刊行物が参考と
して援用されると具体的かつ個別に示されているのと同じ範囲で参考として本明細書に援
用される。
【０３４３】
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【０３４５】



(69) JP 5307397 B2 2013.10.2

10

20

30

40

【表３】

【０３４６】



(70) JP 5307397 B2 2013.10.2

10

20

30

40

【表４】

【０３４７】
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【０３４８】



(72) JP 5307397 B2 2013.10.2

10

20

30

40

50

【表６】

。
【０３４９】
　本発明とその利点を詳細に説明してきたが、当然のことながら、添付の請求の範囲に規
定されている本発明の精神と範囲から逸脱することなく、本明細書において、さまざまな
変更、置換、および改変を行うことができる。さらに、本出願の範囲を、本明細書に記載
された特定の態様の過程、装置、製品、組成物、手段、方法、および工程に限定しようと
するものではない。本発明の開示内容から当業者が容易に理解できるように、本明細書に
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記載された対応する実施形態と実質的に同一の機能を果たすか、または実質的に同一の結
果を達成する、既存または後に開発される過程、装置、製品、組成物、手段、方法、また
は工程を、本発明に従って利用することも可能である。したがって、添付した請求の範囲
は、そのような過程、装置、製品、組成物、手段、方法、または工程も、その範囲内に含
むことを意図するものである。
【図面の簡単な説明】
【０３５０】
【図１】外部からホスファチジルイノシトール－４，５－ビスホスフェート（ＰＩＰ２）
を加えると、バス溶液（ｂａｔｈ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）中にＡＴＰが存在するにもかかわ
らず、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルの活性化をもたらすことが示されている。まず、チャネ
ル活性を遮断するのに十分である、１μＭ　Ｃａ２＋および１０μＭ　ＡＴＰを含むバス
溶液を用いて、Ｒ１星状細胞由来の膜のインサイドアウトパッチにおけるチャネル活性を
記録した。５０μＭのＰＩＰ２を加えるとチャネル活性化が起こり、これは、ＡＴＰに対
するチャネルのアフィニティーの見かけの低下を反映する。
【図２】Ｒ１星状細胞の中のＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルがエストロゲンによって阻害され
ることを示す。記録の最初の部分は、メスから得られたＲ１星状細胞由来の膜の細胞付着
性パッチに記録された、いくつかの多層構造（ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｅｄ）チャネルに由
来する活発な活性を示す。バスに１０ｎＭのエストロゲンを添加すると、チャネル活性の
強力な阻害が直ちにもたらされた。関与する機構は、エストロゲン受容体が介在するホス
ホリパーゼＣ（ＰＬＣ）の活性化に関連し、膜からのＰＩＰ２の枯渇をもたらし、ＡＴＰ
に対するアフィニティーの見かけの増加を反映していると考えられる。
【図３】図３Ａ～３Ｂは、オスおよびメス由来のＲ１星状細胞が、エストロゲン受容体お
よびＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルのマーカーであるＳＵＲ１を発現することを実証するウエ
スタンブロットを示している。細胞溶解物はオス（Ｍ）およびメス（Ｆ）由来のゼラチン
スポンジ移植物から得たものであり、コントロールとして使用した子宮由来の溶解物を用
いて、２つの希釈度（４×および１×）で実験を行った。図３Ａはエストロゲン受容体（
ＥＲ）に対する抗体を使用して作成したものであり、ＥＲαおよびＥＲβの両方が両方の
性別由来の星状細胞で発現されていることを実証している。膵臓組織をコントロールとし
て用いたウエスタンブロットによって、ＳＵＲ１も両方の性別由来の細胞により発現され
ていることが示された（図３Ｂ）。
【図４】オス由来のＲ１星状細胞では、ＮＣＣａ－ＡＴＰチャネルがエストロゲンによっ
て阻害されることを示している。記録の最初の部分は、オスから得られたＲ１星状細胞由
来の膜の細胞付着性パッチに記録された、いくつかの多層構造チャネルに由来する活発な
活性を示す。バスに１０ｎＭのエストロゲンを添加すると、チャネル活性の強力な阻害が
直ちにもたらされた。
【図５】図５Ａ～５Ｄは神経膠症カプセルを示す。図５Ａは、大きなゼラチンスポンジの
移植部位を通して切片にされたラットの脳の冠状切片を示す。すなわち、スポンジ（最深
部の暗色領域）が神経膠症カプセル（明色領域）によって包まれており、その外側には、
メチレンブルーを殺処理前に投与して確認した血管原性浮腫（外側の暗色領域）が見える
。図５Ｂおよび５Ｃはそれぞれ、ＧＦＡＰについて免疫標識した神経膠症カプセルの低倍
率像および高倍率像を示す。図５Ｄは、ゼラチンスポンジ移植物の内部にあるＧＦＡＰ標
識された細胞の高倍率像を示す。
【図６】図６Ａ～６Ｈは免疫標識された星状細胞を示す。図６Ａ、６Ｃ、６Ｅは、ＧＦＡ
Ｐ（図６Ｃ）およびビメンチン（図６Ｅ）について免疫標識された、新鮮に単離された大
型の明位相のＲ１星状細胞を示す。図６Ｂ、Ｄ、Ｆは、ＧＦＡＰ（図６Ｄ）およびビメン
チン（図６Ｆ）について免疫標識された、新鮮に単離された小型の暗位相のＲ２星状細胞
を示す。図６Ｇは、神経膠症カプセルから単離した星状細胞の初代培養を示すが、Ｒ１星
状細胞は大きな多角形性細胞となり（図６Ｇｂ）、Ｒ２星状細胞が小さな双極細胞となっ
ている（図６Ｇａ）。図６Ｈは、Ｒ１星状細胞ではなくＲ２星状細胞が、サソリ、レイウ
ルス・キンケストリアトゥス（Ｌｅｉｕｒｕｓ　ｑｕｉｎｑｕｅｓｔｒｉａｔｕｓ）由来
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の、フルオレセインでタグ付けされたクロロトキシン（Ｃｈｌｏｒｏｔｏｘｉｎ）で標識
されることを示す。
【図７】図７Ａ～７Ｄは、神経膠症カプセルの内部域がＳＵＲ２ではなくＳＵＲ１を発現
することを示す。ＳＵＲ１に対する免疫標識（図７Ａ）は、ゼラチンスポンジ（ｇｆ）に
隣接した細胞における顕著な発現を示したが、ＳＵＲ２に対する免疫標識は発現を示さな
かった（図７Ｂ）。ゼラチンスポンジ移植物から酵素的に単離され、ＳＵＲ１について免
疫標識された単一の細胞を示す（図７Ｃ）。図７Ｄは、コントロールインスリノーマ細胞
（レーン２）、単離Ｒ１星状細胞（レーン３）におけるＳＵＲ１に対するＲＴ－ＰＣＲ、
ならびにコントロール心臓細胞（レーン４）におけるＳＵＲ２に対するＲＴ－ＰＣＲを示
すが、単離Ｒ１星状細胞（レーン５）では見られない。
【図８】図８Ａ～８Ｉは、神経膠症カプセルのさまざまな特徴を示す。神経膠症カプセル
は、数細胞層の厚さがあるＧＦＡＰ陽性細胞によって特徴づけられるものである（図８Ａ
）。神経膠症カプセルの内部域のみが、ピモニドゾール（ｐｉｍｏｎｉｄｏｚｏｌｅ）標
識（図８Ｂ）、およびＨＩＦ１αに対する免疫標識（図８Ｃ）によって示されるように低
酸素状態である。また、内部域のみが、ＳＵＲ１に対して（図８Ｄ）、また、密着結合タ
ンパク質であるＺＯ－１（図８Ｅ）、およびオクルディン（ｏｃｃｌｕｄｅｎ）（図８Ｆ
）に対して免疫標識される。図８Ｇ～Ｉは、ピモニダゾール、ＨＩＦ１α、およびオクル
ディンがすべて、神経膠症カプセルの内部域を形成するＧＦＡＰ陽性星状細胞に局在する
ことを示している。
【図９】図９Ａ～Ｂは、神経膠症カプセルに対するＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル阻害（図９
Ａ）およびＮＣＣａ－ＡＴＰチャネル活性化（図９Ｂ）の効果を示す。ゼラチンスポンジ
移植物を有する動物を、化合物をゼラチンスポンジ領域に直接送達する浸透圧ミニポンプ
を介してグリベンクラミド注入（図９Ａ）またはジアゾキシド注入（図９Ｂ）によって処
理した。ＧＦＡＰに対する免疫標識は、グリベンクラミドによるチャネル阻害の結果、明
確な神経膠症カプセルの形成をもたらす（図９Ａ）が、ジアゾキシドによるチャネル活性
化は、内部域の細胞のジアゾキシドに誘導された壊死によって、より広範で、境界が不鮮
明なカプセル（図９Ｂ）の形成をもたらすことを明らかにした。
【図１０】図１０Ａ～Ｂは、ゼラチンスポンジ周囲の領域へのジアゾキシド注入により、
多形核白血球（ＰＭＮ）の重度の浸潤が生じたことを示す。ＤＡＰＩによる核標識は、高
密度に充填された小細胞がゼラチンスポンジの近くにあることを示し（図１０Ａ）、ＰＭ
Ｎ特異的マーカーであるＭＭＰ－８を用いた免疫標識は、これらの細胞がＰＭＮであるこ
とを示した（図１０Ｂ）。浸潤ＰＭＮによって示される強い炎症反応は、通常は神経膠症
カプセルによって形成される、脳と異物（ゼラチンスポンジ）との間の障壁が破壊された
ことによるものと考えられる。
【図１１】図１１Ａ～１１Ｌは、神経膠症カプセルの内部域にあるＲ１星状細胞が、ＮＣ

Ｃａ－ＡＴＰのマーカーであるＳＵＲ１を一般的に発現することを示す。ゼラチンスポン
ジ移植物を有するラット（図１１Ａ～１１Ｃ）、脳膿瘍を有するラット（図１１Ｄ～１１
Ｆ）、および転移性腫瘍を有するヒト（図１１Ｊ～１１Ｌ）の神経膠症カプセルの内部域
を示す。また、中大脳動脈の閉塞によって生じたラットの脳卒中（図１１Ｇ～１１Ｉ）に
隣接した反応性光沢部も示されている。すべての例において、細胞野は、図のようにＧＦ
ＡＰについて標識され、また、ＳＵＲ１について同時標識されている。高倍率での単一細
胞の例も、それぞれの状態について示している。
【図１２】図１２Ａ～１２Ｃは、脳卒中の縁部付近にある星形星状細胞が、ＮＣＣａ－Ａ

ＴＰチャネルのマーカーであるＳＵＲ１（図１２Ａ）を上方制御することを示している。
脳卒中の中央部では、小疱形成などの形態変化を示す細胞も、ＳＵＲ１に対して免疫標識
される（図１２Ｂ、１２Ｃ）。
【図１３】図１３Ａ～１３Ｃは、グリベンクラミドが、アジ化ナトリウムに誘導されるチ
ャネル開口、および壊死性細胞死から防御することを示している。図１３Ａは、新鮮に単
離した４つの異なるＲ１星状細胞を、それぞれ３０分にわたって観察した位相差画像を示
す。媒体溶液のみに曝露された細胞は、病的増悪が見られず明位相のままであった（コン
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トロール）。アジ化ナトリウム（１ｍＭ）への曝露によりＡＴＰが枯渇した細胞は、細胞
毒性浮腫と一致する進行性の小疱形成を発生させた。同様に、ＮＣＣａ－ＡＴＰ開口薬、
ジアゾキシドに曝露された細胞も、細胞毒性浮腫と一致する進行性の小疱形成を発生させ
た。グリベンクラミドの存在下でアジ化ナトリウムに曝露された細胞は、病的増悪が見ら
れない明位相のままであった。図１３Ｂおよび１３Ｃは、インビトロでのＡＴＰ枯渇によ
って誘導された、単離されたＲ１星状細胞の細胞死を示している。新鮮に単離したＲ１星
状細胞を、コントロール条件下、アジ化ナトリウム（１ｍＭ）に曝露後、または、グリベ
ンクラミド（１μＭ）存在下でアジ化ナトリウムに曝露した後、壊死についてはヨウ化プ
ロピジウム（ＰＩ）で（図１３Ｂ）、またはアポトーシス死についてはアネキシンＶで（
図１３Ｃ）標識した。アジ化ナトリウムに曝露したところ、大部分が、グリベンクラミド
によってそのほとんどが阻止される壊死を起した。
【図１４】図１４Ａ～１４Ｌは、ＳＵＲ１が、ＭＣＡ脳卒中で上方制御されることを示す
。ＭＣＡ脳卒中の８～１６時間後の３種類の異なった動物におけるＭＣＡ－ＡＣＡ間の分
水界領域を、殺処理前のエバンスブルー投与および殺処理後の墨汁による灌流（図１４Ａ
）によって、ＴＴＣ染色（図１４Ｂ）によって、およびＳＵＲ１に対する免疫蛍光画像化
（図１４Ｃ）によって同定した。免疫蛍光画像は、脳卒中の中心部の３時間目の細胞にお
けるＳＵＲ１（図１４Ｄ）、ニューロンマーカーであるＮｅｕＮに対して二重標識したも
の（図１４Ｅ）を示し、また、８時間目の梗塞周辺領域における細胞中のＳＵＲ１（図１
４Ｇ、１４Ｊ）、星状細胞マーカーであるＧＦＡＰ（図１４Ｈ）、および内皮細胞マーカ
ーであるフォンウィルブランド因子（図１４Ｋ）に対して二重標識したものを示す。二重
標識された視野を重ね合わせた画像を示す（図１４Ｆ、１４Ｉ、および１４Ｌ）。
【図１５】図１５Ａ～１５Ｇは、Ｋｉｒ６．１でもＫｉｒ６．２でもなくＳＵＲ１が、Ｍ
ＣＡ脳卒中において転写的に上方制御されることを示す。ＭＣＡ脳卒中後のさまざまな時
点（図１５Ａ）、およびさまざまな場所（図１５Ｂ）におけるＳＵＲ１（ほぼ１８０ｋＤ
ａ）のウエスタンブロットである。（図１５Ａ）では、溶解物はすべて、病変のある半球
のＴＴＣ（＋）梗塞周辺領域からのもので、表示された時点で採取したものである。（図
１５Ｂ）では、溶解物はすべて、ＭＣＡ脳卒中の８時間後に表示された領域から採取され
たものである。ａおよびｂの各レーンはそれぞれ単一の動物に由来している。Ｋｉｒ６．
１およびＫｉｒ６．２に関する比較データと組み合わせた（図１５Ａ）および（図１５Ｂ
）からのデータの定量；各個別のブロットについて、β－アクチンの値に対して、および
そのブロットに対するコントロールデータに対してデータを正規化し、分析した；＊＊、
ｐ＜０．０１。ＳＵＲ１に関するインサイチュハイブリダイゼーションにおいて、ＭＣＡ
脳卒中の３時間後、パラフィン切片は、虚血域における大型のニューロン様細胞（図１５
Ｅ）および毛細血管（図１５Ｆ）が標識されたことを示したが、コントロール側にある同
じ領域由来の組織は標識されなかった（図１５Ｇ）。
【図１６】図１６Ａ～１６Ｄは、脳卒中の中のニューロン様細胞のＮＣＣａ－ＡＴＰチャ
ネルのパッチクランプ記録を示す。図１６Ａは、ＭＣＡＯの３時間後、虚血領域から酵素
的に単離した大型のニューロン様細胞の位相差画像を示す。図１６Ｂは、電荷担体として
Ｃｓ＋を用いたインサイドアウトパッチの記録を示すが、チャネル活性は、表示（矢印）
の通り投与されたグリベンクラミドによって阻害され、ａおよびｂは表示した部分の拡大
された記録を示す。図１６Ｃは、電荷担体としてＫ＋を用いたインサイドアウトパッチの
表示された電位での記録を示すが、チャネル活性はグリベンクラミドにより遮断された。
図１６Ｄは、３４ｐＳの単一チャネル傾斜コンダクタンスを示す、さまざまな電圧での単
一チャネルの振幅のプロットを示す。
【図１７】図１７Ａ～１７Ｅは、グリベンクラミドが、ＭＣＡ脳卒中の死亡率、浮腫およ
び脳卒中のサイズを低下させることを示す。図１７Ａでは、生理食塩水（白抜きの記号）
またはグリベンクラミド（黒塗りの記号）で処理された、それぞれ１９匹のメスおよび１
０匹のオスのラットからなる２つの処理群で、ＭＣＡ脳卒中［悪性脳浮腫（ＭＣＥ）を有
する二重閉塞モデル］後７日間死亡率を評価したが、７日目の死亡率は有意に異なってい
た。オスおよびメスについてのサブ群解析も同様の結果を示した。図１７Ｂでは、生理食
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塩水またはグリベンクラミドで処理した、それぞれ６匹のオスのラットからなる２つの処
理群において、ＭＣＡ脳卒中（ＭＣＥモデル）の８時間後に浮腫を評価したが、湿／乾燥
重量を測定する前に、まず組織をＴＴＣで処理して、病変のある半球および対側半球を、
ＴＴＣ（＋）およびＴＴＣ（－）部分に分けたところ、ＴＴＣ（＋）領域における値が統
計学的に異なっていた。図１７Ｃ～１７Ｅでは、生理食塩水またはグリベンクラミドで処
理した、それぞれ１０匹のオスのラットからなる２つの処理群において、ＭＣＡ脳卒中［
血栓塞栓（ＴＥ）モデル］の４８時間後、脳卒中のサイズを評価したが、生理食塩水で処
理した動物（図１７Ｃ）およびグリベンクラミドで処理した別の動物（図１７Ｄ）におい
て、ＭＣＡ脳卒中（ＴＥモデル）後にＴＴＣ染色された冠状切片の画像は、皮質節約（ｃ
ｏｒｔｉｃａｌ　ｓｐａｒｉｎｇ）がしばしばグリベンクラミド処理と関連していること
を示している。脳卒中のサイズの値は、半球容積の割合（百分率）で表示した（図１７Ｅ
）。
【図１８】図１８Ａ～１８Ｄは、ＭＣＡ脳卒中におけるＢＯＤＩＰＹ－グリベンクラミド
の組織内分布を示す。ａ～ｃ、ＭＣＡ脳卒中（ＭＣＥモデル）およびＢＯＤＩＰＹ－グリ
ベンクラミド投与後６時間の動物の脳切片の蛍光画像；蛍光標識は、虚血領域由来の細胞
、微小血管（図１８Ａ）および毛細血管（図１８Ｃ）において明白であったが、対側半球
においては明白ではなかった（図１８Ｂ）。（図１８Ａ、１８Ｂ）の画像は、同じ動物を
同じ露光時間で撮影したものである。（図１８Ｃ）において、ＢＯＤＩＰＹ－グリベンク
ラミドで明るく標識された構造体は毛細血管であることが、単層の核によって確認できる
。図１８Ｄでは、抗ＳＵＲ１抗体で標識された、ＭＣＡ脳卒中（ＭＣＥモデル）後６時間
の動物の脳切片の免疫蛍光画像であって、毛細血管、および隣接するニューロン様細胞に
おいて強い標識化を示している。
【図１９】図１９Ａ～１９Ｈは、グリベンクラミドが出血性転換を低減することを示す。
図１９Ａ～１９Ｄは生理食塩水で同時処理した動物のものであり、図１９Ｅ～１９Ｈはグ
リベンクラミドで同時処理した動物のものである。左欄の冠状切片の写真は、１～２列の
みが、脳室内出血、に加えて皮質／皮下虚血領域（写真の右側にある赤い領域；矢印部分
）における広範な出血性転換を示している。同じ動物に由来する、写真の右欄のＴＴＣ処
理切片は梗塞領域を示す。
【図２０】図２０Ａ～２０Ｂは、脳卒中における基質メタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）の
ゼラチナーゼ活性、およびグリベンクラミドによる直接のＭＭＰ阻害がないことを示す酵
素電気泳動を示す。図２０Ａは、コントロールと比較した脳卒中組織におけるＭＭＰ－９
およびＭＭＰ－２の活性化を示し、左側に組換えＭＭＰ－９およびＭＭＰ－２の活性を示
す。図２０Ｂは、コントロール条件（ＣＴＲ）下、グリベンクラミド（１０μＭ）の存在
下、およびＭＭＰ阻害薬Π（３００ｎＭ、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）の存在下で、組換え酵
素のゼラチナーゼ活性、および脳卒中組織を示している。
【図２１】パッチクランプ用の調製物で酵素クリーニング後に、正常脳から新鮮に単離し
た大脳毛細血管の位相差顕微鏡写真を示す。
【図２２】図２２Ａ～２２Ｆは、新鮮に単離した脳内皮細胞および平滑筋細胞が電気生理
学的に容易に識別されることを示す。図２２Ａおよび２２Ｂは、内皮細胞中（図２２Ａ）
、および伸長した平滑筋細胞中（図２２Ｂ）において、－１２０ｍＶから＋１２０ｍＶま
で２０ｍＶずつ２００ｍｓの脱分極パルスをかける間に記録された巨視的電流を重ね合わ
せたものを示すが、ここで、保持電位、－６０ｍＶ；ナイスタチン穿孔パッチ技術；バス
溶液、２ｍＭのＣａ２＋を含む標準的なクレブス液；ピペット溶液、１４５ｍＭのＫ＋。
図２２Ｃおよび２２Ｄは、９つの内皮細胞（図２２Ｃ）および７つの平滑筋細胞（図２２
Ｄ）で記録された２００－ｍｓテストパルスの終端における平均（平均±ＳＥ）電流から
コンピュータ計算された電流・電圧曲線を示すが、ここで、保持電位、技術および溶液は
、図２２Ａおよび２２Ｂと同じである。図２２Ｅおよび２２Ｆは、内皮細胞中（図２２Ｅ
）および平滑筋細胞中（図２２Ｆ）におけるランプパルス（０．４５ｍＶ／ｍｓ、保持電
位－６０ｍＶ）の間に記録された電流・電圧曲線を示すが、ここで、図２２Ａおよび２２
Ｂと同じ保持電位、技術およびバス溶液を用いるが、Ｋ＋の代わりに１４５ｍＭのＣｓ＋
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【図２３】脳卒中におけるＳＵＲ１－ｍＲＮＡの上方制御を示すリアルタイムＲＴ－ＰＣ
Ｒを示す。
【図２４】図２４Ａ～２４Ｅは、Ｒ１星状細胞におけるＳＵＲ１ノックダウン（ＳＵＲ１
ＫＤ）が、ＡＴＰ枯渇誘導型脱分極から防御することを示す。図２４Ａおよび２４Ｂは、
Ｒ１細胞溶解物のウエスタンブロット（図２４Ａ）およびウエスタンブロットの定量化（
図２４Ｂ）によって、アンチセンスによるＳＵＲ１発現のノックダウンが確認されたこと
を示す。図２４Ｃ～２４Ｅは、アジ化ナトリウムが、ＳＣＲ－ＯＤＮに曝露された細胞に
おいて大規模な脱分極化が起こる（図２４Ｃ、２４Ｅ）が、ＡＳ－ＯＤＮに曝露した細胞
では脱分極がほとんどか全く起こらなかったこと（図２４Ｄ、２４Ｅ）を示す。
【図２５】図２５Ａ～２５Ｆは脳卒中における転写因子を示す。ＭＣＡＯ後８時間の同側
の梗塞周辺組織（図２５Ａ～Ｄ）および対側のコントロール組織（図２５Ｅ、２５Ｆ）に
由来する、ＡＣＡ領域とＭＣＡ領域の間にある皮質下分水界領域の免疫蛍光画像。梗塞周
辺領域は、ニューロン様細胞および毛細血管における、転写因子Ｓｐ１（図２５Ａ、２５
Ｃ）およびＨＩＦ１α（図２５Ｂ）の両方の、ならびに毛細血管におけるＳＵＲ１（図２
５Ｄ）の上方制御を示した。コントロール組織は、Ｓｐ１はほとんど、また、ＨＩＦ１α
は全く示さなかった（図２５Ｅおよび２５Ｆ）。
【図２６】図２６Ａ～２６Ｃは、脳卒中において、転写因子ＳＰ１の核局在、およびＳＰ
１のＳＵＲ１との共局在が増加することを示している。免疫蛍光画像は、対側部位（図２
６Ａ）と比較して、ＭＣＡＯ後３時間の虚血領域で核ＳＰ１の標識化が増加することを示
している（図２６Ｂ）。図２６Ｃは、同一の細胞において、核ＳＰ１（緑色）および細胞
質／細胞膜ＳＵＲ１（赤色）を示す大型のニューロン様細胞の二重標識。
【図２７】図２７Ａ～２７Ｄは、転写因子ＨＩＦ１αによるＳＵＲ１発現の制御を示す。
図２７Ａおよび２７Ｃは、コントロール（ＣＴＲ）およびＨＩＦ１αノックダウン（ＫＤ
）のゲルフォーム移植モデルに由来するＲ１星状細胞の中にあるＨＩＦ１αタンパク質の
ウエスタンブロット解析を示す。図２７Ｂおよび２７Ｃは、同一の細胞溶解物の中のＳＵ
Ｒ１タンパク質を示す。
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