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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　０．１～１００μＭの濃度のＮ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラキス－（２－ピリジルメチル
）－エチレンジアミン（ＴＰＥＮ）又はその医薬的に許容可能な塩と、約０．１～約１０
％（ｗ／ｖ）の濃度の、平均分子量が約２０～約５０ｋＤａであるアルギン酸ナトリウム
と、医薬的に許容可能な担体からなる、心臓血管疾患、虚血性心疾患、急性心筋梗塞およ
び心筋低酸素症からなる群から選択される低酸素関連心疾患の治療用医薬組成物であって
、静脈内投与又はカテーテル法によって投与される医薬組成物。
【請求項２】
　静脈内投与が、静脈内注射又は静脈内点滴である、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記カテーテル法が、動脈内カテーテル法である、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　医薬組成物の治療有効量が約０．１～約１０ｍｌの範囲である、請求項１～３のいずれ
か１つに記載の医薬組成物。
【請求項５】
　医薬組成物の治療有効量が約０．５～約５ｍｌの範囲である、請求項４に記載の医薬組
成物。
【請求項６】
　医薬組成物が、再灌流の開始時、再灌流中、又は再灌流後の同日中に投与される、請求
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項１～５のいずれか１つに記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野及び背景
　本発明は、そのいくつかの実施形態において、低酸素関連疾患を治療するための医薬組
成物及びその使用方法、より詳細には、ＴＰＥＮ及びアルギネート (alginate)化合物を
有効成分として含む医薬組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　低酸素症－虚血性傷害は、酸素供給と需要との間のミスマッチをもたらす血液供給の組
織制限に起因し、これは細胞壊死をもたらし得る。虚血組織に対する酸素化された(oxyge
nated)血液の回復、すなわち再酸素化は、通常、プログラムされた細胞死、すなわちアポ
トーシスに関連するより重篤な組織損傷を引き起こし得る。これらの２つの事象間の関連
は、虚血－再灌流傷害（ischemia-reperfusion　Injury,ＩＲＩ）として知られている。
したがって、ＩＲＩを最小化することは、広範な臨床的意味を有する。ＩＲＩは、急性心
筋梗塞、脳卒中、血栓溶解、及び再酸素化／再灌流後の虚血に関連する他の病的状態の間
に生じるレドックス活性金属及びフリーラジカル媒介カスケードとみなされる。組織及び
器官への傷害/損傷のこのタイプは、心肺バイパス、経皮的冠動脈インターベンション、
冠動脈形成術及び他の血栓溶解処置のような医療処置中の虚血後再灌流においても生じる
。
【０００３】
　銅、鉄及び亜鉛のような生物学的に重要な遷移金属もまた、レドックス活性金属であり
、且つ、再灌流誘発心筋損傷において決定的な媒介的(mediatory)役割を果たすことが判
明している。したがって、それらの細胞内輸送は厳密に調節され、且つ、正常な生理学的
条件下では、フェリチン及びセルロプラスミンのような保護細胞内貯蔵タンパク質内にin
　situで保存される。
【０００４】
　しかし、低酸素症－虚血のような状況下では、それらは頻繁にその貯蔵(stores)から放
出され、且つ、再灌流を開始すると高酸素レベルにさらされる。その結果は、酸化還元活
性触媒プロセス、及びフェントン（Ｆｅｎｔｏｎ）反応及びハーバー・ワイス（Ｈａｂｅ
ｒ－Ｗｅｉｓｓ）反応による有害なフリーラジカル、いわゆる活性酸素種（reactive　ox
ygen　species,ＲＯＳ）の形成の誘発すること(triggering)である。
【０００５】
　ＲＯＳは、心臓発作及び脳卒中、脳外傷、臓器移植拒絶、様々な神経変性疾患、関節炎
などの多くの疾患、症候群及び病状に関与し、且つ、それらを媒介する。
【０００６】
　神経細胞アポトーシス死の促進による虚血性脳損傷のような臓器損傷に有意に寄与する
鉄、銅及びまた亜鉛のような細胞内遷移金属の虚血誘発された高蓄積。キレート剤によっ
て亜鉛を除去することは、虚血性脳損傷を軽減する有効なアプローチであり得る。
【０００７】
　本発明者に対する米国特許第５，０８２，８５１号は、虚血－再灌流障害から心臓組織
を保護することができる金属キレート剤、Ｎ，Ｎ，Ｎ’
，Ｎ’－テトラキス－（２－ピリジルメチル）－エチレンジアミン（ＴＰＥＮ）を教示し
ている。この高特異性の重金属キレート剤は、酸化還元活性化の開始前に酸化還元活性金
属（遷移金属）の酸化還元電位を不活性形態に変化させることにより、及び従って、有害
な活性酸素種（ＲＯＳ）の収量および放出を防止することによって作用すると考えられる
。
【０００８】
　国際特許出願公開ＷＯ２０１３／００３４４５は、ＴＰＥＮは、低酸素ストレス傷害か



(3) JP 6849683 B2 2021.3.24

10

20

30

40

50

ら最大７０％までの（但し７０％以下の）保護を心臓細胞に提供することができることを
教示している。ＴＰＥＮの有効濃度範囲は約１～約１０μＭであった。より高濃度で投与
されたＴＰＥＮは、保護効力の低下をもたらした（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｕｓｃｌｅ
　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｔｉｌｉｔｙ、２００７年１０月、第２８
巻、第７－８号、第４２１～４２８頁）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、有効でありかつ上記の制限がない低酸素関連疾患を治療するための医薬組
成物の必要性が広く認識されており、且つ、そのような医薬組成物を持つことが非常に有
益である。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
発明の概要
　本発明の一態様によれば、ＴＰＥＮ又はその医薬的に許容可能な塩、アルギネート化合
物、及び医薬的に許容可能な担体を包含する医薬組成物が提供される。
【００１１】
　本発明の別の態様によれば、低酸素関連疾患を治療する方法が提供される。該方法は、
それを必要とする対象(a　subject)に医薬組成物の治療有効量を投与するステップを包含
する。
【００１２】
　本発明のさらに別の態様によれば、低酸素関連疾患を治療する方法が提供される。該方
法は、以下のステップ：
　（ａ）治療有効量のＴＰＥＮ又はその医薬的に許容可能な塩を、それを必要とする対象
に投与するステップと、
　（ｂ）治療有効量のアルギネート化合物を前記対象に投与するステップと、
を包含する。
【００１３】
　以下に記載する本発明の好ましい実施形態におけるさらなる特徴によれば、アルギネー
ト化合物はアルギン酸ナトリウムである。
【００１４】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、アルギネート化合物
の平均分子量は約１０～約３００ｋＤａの範囲である。
【００１５】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、アルギネート化合物
の平均分子量は、約１０～約５０ｋＤａの範囲である。
【００１６】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、医薬組成物中のアル
ギネート化合物の濃度は約０．１～約１０％（ｗ／ｖ）の範囲である。
【００１７】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、医薬組成物中のアル
ギネート化合物の濃度は、約１～約４％（ｗ／ｖ）の範囲である。
【００１８】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、医薬組成物中のアル
ギネート化合物の濃度は約２％（ｗ／ｖ）である。
【００１９】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、医薬組成物中のアル
ギネート化合物の濃度は、約１％（ｗ／ｖ）である。
【００２０】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、医薬組成物中のＴＰ
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ＥＮの濃度は、０．１～１００μＭの範囲である。
【００２１】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、医薬組成物中のＴＰ
ＥＮの濃度は約１～５０μＭである。
【００２２】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、医薬組成物中のＴＰ
ＥＮの濃度は１～１０μＭの範囲である。
【００２３】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、医薬組成物中のＴＰ
ＥＮの濃度は３～５μＭの範囲である。
【００２４】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、アルギネート化合物
中のα－Ｌ－グルロン酸とβ－Ｄ－マンヌロン酸との間のモノマー比は１：１～３：１の
範囲である。
【００２５】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、低酸素関連疾患は、
心血管疾患、虚血性心疾患、急性心筋梗塞（acute　myocardial　infarction,ＡＭＩ）、
虚血性脳症、虚血性脳卒中、黄斑変性症、眼の虚血性症候群、虚血性視神経症、糖尿病性
網膜症、関節炎、炎症、敗血症、敗血症誘発性ショック、腎臓疾患、組織線維症、胃腸疾
患、神経変性疾患、呼吸窮迫症候群、気管支肺異形成症(bronchopulmonary　displasia)
、肺高血圧、低酸素性肺高血圧、重症肺高血圧症、ＣＯＰＤ、糖尿病網膜症、糖尿病、角
膜血管新生、病原性血管成長、筋骨格障害、虚血再灌流傷害、心筋低酸素症、又は心肥大
からなる群から選択される。
【００２６】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、心疾患は虚血性心疾
患である。
【００２７】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、心疾患は急性心筋梗
塞である。
【００２８】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、投与は注射又はカテ
ーテル法によって行われる。
【００２９】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、カテーテル法は、動
脈内カテーテル法である。
【００３０】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、有効量は約０．１～
約１０ｍｌの範囲である。
【００３１】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、有効量は約０．５～
約５ｍｌの範囲である。
【００３２】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、ＴＰＥＮを投与する
ステップ及びアルギネート化合物を投与するステップは同時に(concomitantly)行われる
。
【００３３】
　記載された好ましい実施形態におけるなおさらなる特徴によれば、ＴＰＥＮを投与する
ステップ及びアルギネート化合物を投与するステップは、順次行われる。
【００３４】
　本発明は、低酸素関連疾患の治療のための安全で有効な医薬組成物及びその使用方法を
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提供することによって、現在知られている構成の欠点にうまく対処する。
【００３５】
　他に定義されない限り、本明細書で使用される全ての技術用語及び／又は科学用語は、
本発明が属する技術分野の当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。本
明細書に記載された方法及び材料と類似又は同等の方法及び材料を本発明の実施形態の実
施又は試験に使用することができるが、例示的な方法及び／又は材料を以下に記載する。
紛争の場合、定義を含めて特許明細書が支配する。さらに、材料、方法、及び実施例は例
証に過ぎず、必ずしも限定的なものではない。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
好ましい実施形態の説明
　本発明は、ＴＰＥＮ及びアルギネート化合物を活性成分として包含する医薬組成物であ
る。医薬組成物は、低酸素関連疾患の治療に使用することができる。
【００３７】
　本発明の原理及び動作は、図面及び付随の説明を参照することによって、よりよく理解
され得る。
【００３８】
　本発明の少なくとも１つの実施形態を詳細に説明する前に、本発明はその適用が必ずし
も以下の説明に記載された詳細又は実施例により例示される詳細に限定されないことを理
解されたい。本発明は、他の実施形態が可能であるか、又は様々な方法で実施又は実行さ
れることが可能である。
【００３９】
　米国特許第８，１６８，６１２号及び米国特許出願第１２／５３０，４８８号は、急性
心筋梗塞（ＡＭＩ）の治療のためのアルギネート化合物の使用を教示している。アルギネ
ートの治療効果は、梗塞組織の細胞外マトリクス内に固体ゲルが形成され、それにより、
ＡＭＩ後のその治癒及び修復過程の間に損傷した心臓組織に機械的支持を提供することに
起因する。先行技術は、アルギネートが治療的に有益な生理学的活性の生化学を発揮し得
ることを記載又は示唆していない。
【００４０】
　本発明者は、本発明を実施することを減らす一方で、アルギン酸ナトリウムが培養細胞
への低酸素誘発損傷を防止することができることを驚くべきことに明らかにした。機械的
支持は培養細胞に関連することができないので、及びさらにアルギネートは生きた細胞の
中に浸透することができないので、この知見は予想外であった。しかし、以下の実施例の
節に示すように、低酸素条件下で培養心臓細胞にアルギン酸ナトリウムを提供すると、当
該細胞によって放出されるクレアチンキナーゼ（ＣＫ）及び乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤ
Ｈ）酵素の量が実質的に減少した。これらの酵素の放出減衰（低酸素傷害の指標である）
は、生化学的経路を必要とするので、観察されたそれらの放出の減少は、アルギネートが
生化学的経路を介して低酸素傷害から細胞を保護する能力の指標であると推定される。実
施例はさらに、アルギン酸ナトリウムをＴＰＥＮと組み合わせることにより、いずれかの
化合物単独よりも低酸素傷害からの実質的により効果的な保護がもたらされることを示す
。
【００４１】
　したがって、本発明の１つの態様によれば、Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラキス－（２－
ピリジルメチル）－エチレンジアミン（ＴＰＥＮ）又はその医薬的に許容可能な塩、アル
ギネート化合物、及び医薬的に許容可能を包含する医薬組成物が提供される。
【００４２】
　本明細書で使用される「医薬組成物」という語句は、ＴＰＥＮ又はその医薬的に許容可
能な塩及び本明細書に記載のアルギネート化合物と、医薬的に許容可能な適切な担体及び
賦形剤などの他の化学成分との調製物を指す。医薬組成物の目的は、対象への活性成分の
投与を容易にすること、又は場合により、不活発体(an　inanimate　object)の中又は上
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にその適用（接触）を容易にすることである。
【００４３】
　本明細書で使用される「医薬的に許容可能な担体」という用語は、生物に対して有意な
刺激を引き起こさず、且つ、分布、治療特性を阻害しないか、又はさもなければ、投与又
は適用された化合物の生物学的活性及び特性を無効にしない担体又は希釈剤を意味する。
【００４４】
　本明細書で使用される「賦形剤」という用語は、薬剤の投与又は適用をさらに容易にす
るために医薬組成物に添加される不活性物質を指す。
【００４５】
　本明細書で使用されるＴＰＥＮとは、下記構造式を有する化合物Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－
テトラキス－（２－ピリジルメチル）－エチレンジアミンを意味する。
【化１】

【００４６】
　ＴＰＥＮは、例えば、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｌｔｄ，Ｇｅｒｍａｎｙのような
いくつかの商用製造業者から容易に入手可能である。
【００４７】
　本明細書で使用される語句「医薬的に許容可能な塩」は、親化合物及びその対イオンの
荷電種を指し、これは、親化合物の溶解特性を改変するために、及び／又は親化合物によ
る生物へのいずれの有意な刺激を低減するために、典型的に使用される一方で、投与され
た化合物の生物学的活性及び特性を無効にしない。限定されるものではないが、医薬的に
許容可能な塩の例は、カルボン酸塩又は硫酸塩アニオンなどのアニオン及び／又はアンモ
ニウム、ナトリウム、カリウムなどのカチオンを含む塩を包含するが、これらに限定され
ない。好適な塩は、例えば、Ｂｉｒｇｅ　ｅｔ　ａｌ．（Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．１９
７７，６６：１－１９）に記載されている。
【００４８】
　本発明の一実施形態において、医薬組成物中のＴＰＥＮの最終濃度は、約１～５０μＭ
の範囲である。別の実施形態において、医薬組成物中のＴＰＥＮの最終濃度は、約０．１
～約１００μＭの範囲である。別の実施形態では、医薬組成物中のＴＰＥＮの濃度は、約
１～約１０μＭの範囲である。別の実施形態において、医薬組成物中のＴＰＥＮの最終濃
度は、約３～約５μＭの範囲である。
【００４９】
　本明細書で使用される語句「アルギネート化合物」は、海藻（例えば、Ｌａｍｉｎａｒ
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ｉａ　ｈｙｐｅｒｂｏｒｅａ、Ｌ．　ｄｉｇｉｔａｔａ、Ｅｃｌｏｎｉａ　ｍａｘｉｍａ
、Ｍａｃｒｏｃｙｓｔｉｓ　ｐｙｒｉｆｅｒａ、Ｌｅｓｓｏｎｉａ　ｎｉｇｒｅｓｃｅｎ
ｓ、Ａｓｃｏｐｈｙｌｌｕｍ　ｃｏｄｏｓｕｍ、Ｌ．　ｊａｐｏｎｉｃａ、Ｄｕｒｖｉｌ
ｌａｅａ　ａｎｔａｒｃｔｉｃａ及びＤ．　ｐｏｔａｔｏｒｕｍ）から誘導されたポリア
ニオン性多糖コポリマーを意味し、且つ、これはβ－Ｄ－マンヌロン酸（Ｍ）及びα－Ｌ
－グルロン酸（Ｇ）残基を様々な割合で包含する。
【００５０】
　本発明の教示によると、好適なアルギネート化合物は、いずれの生体適合性の非免疫原
性、且つ好ましくは、生体分解可能な(bio-erodible)アルギネート化合物であり得る。
【００５１】
　いくつかの実施形態では、本発明のアルギネート化合物は、１：１～３：１の範囲のＬ
－グルロン酸とβ－Ｄ－マンヌロン酸との間のモノマー比、及び約１０～約３００ｋＤａ
の範囲の分子量を有する。いくつかの実施形態では、アルギネート化合物の分子量は、約
１０～約５０ｋＤａの範囲である。
【００５２】
　アルギネート化合物は、遊離塩基、酸、塩基性、アニオン塩、又は一価カチオン塩の形
態であり得る。いくつかの実施形態では、アルギネート化合物は、アルギン酸ナトリウム
、アルギン酸カリウム、アルギン酸リチウム、アルギン酸ルビジウム及びアルギン酸のセ
シウム塩などの可溶性アルギン酸塩、並びにアンモニウム塩及びモノ－、ジ－又はトリ－
エタノールアミンアルギネート、アニリンアルギネートなどの有機塩基の可溶性アルギネ
ートであるが、これらに限定されない。
【００５３】
　一実施形態では、アルギネート化合物はアルギン酸ナトリウムである。欧州及びアメリ
カ合衆国（ＵＳＡ）の薬理学的規制当局のすべての品質及び安全性要件を満たす医薬品グ
レードのアルギン酸ナトリウムは、例えばＮｏｖａｍａｔｒｉｘ　ＦＭＣ　Ｂｉｏｐｏｌ
ｙｍｅｒｓ（Ｄｒａｍｍｅｎ，Ｎｏｒｗａｙ）又はＱｉｎｇｄａｏ　Ｒｏｎｇｄｅ　Ｓｅ
ａｗｅｅｄ　Ｃｏ．，　Ｌｔｄ，（青島、中国）など、いくつかの商用製造業者から容易
に入手可能である。
【００５４】
　一実施形態では、本発明の医薬組成物中のアルギネート化合物の最終濃度は、約０．１
～約１０％（ｗ／ｖ）の範囲である。別の実施形態において、医薬組成物中のアルギネー
ト化合物の最終濃度は、約１～約４％（ｗ／ｖ）の範囲である。別の実施形態では、医薬
組成物中のアルギネート化合物の最終濃度は約２％（ｗ／ｖ）である。別の実施形態にお
いて、医薬組成物中のアルギネート化合物の最終濃度は、約１％（ｗ／ｖ）である。
【００５５】
　場合により、本発明の医薬組成物は、少なくとも１つの治療剤をさらに包含する。本発
明の医薬組成物に含まれ得る好適な治療剤は、例えば成長因子（例えば、塩基性線維芽細
胞増殖因子(basic　fibroblast　growth　factor)；ｂＦＧＦ）、血管内皮増殖因子（vas
cular　endothelial　growth　factor,ＶＥＧＦ）、インスリン様成長因子（insulin-lik
e　growth　factor,ＩＧＦ）、ＴＧＦファミリーのメンバー、骨形成タンパク質（bone　
morphogenic　proteins,ＢＭＰ）、血小板由来増殖因子、アンジオポイエチン、及び筋原
性因子、転写因子、サイトカイン、及びホメオボックス遺伝子産物などの他の因子、ポリ
ヌクレオチド、ポリペプチド、ホルモン、抗炎症薬、抗アポトーシス剤又は抗生物質剤で
あり得る。
【００５６】
　有利には、前記１以上の治療薬(agent　or　agents)は、本発明のアルギネート化合物
と化学的に結合することができる。そのような結合は、いずれの公知の化学結合アプロー
チ、好ましくは共有結合を介して行うことができる。好適な共有結合は、例えば、エステ
ル結合（例えば、カルボン酸エステル結合、オキシアルキルカルボン酸エステル結合、ア
ミド結合又はチオエステル結合）、グリコシド結合、カーボネート結合、カルバメート結
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合、チオカルバメート結合、尿素結合又はチオ尿素結合であり得る。
【００５７】
　薬物の処方及び投与のための技術は、参照により本明細書に組み込まれる、“Ｒｅｍｉ
ｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ”　Ｍａｃｋ　Ｐｕ
ｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｅａｓｔｏｎ，　ＰＡ最新版に見ることができる。
【００５８】
　したがって、本発明による使用のための医薬組成物は、活性成分（複数可）の医薬的に
使用可能な調製物への加工を促進する賦形剤及び助剤を含む１以上の医薬的に許容可能な
担体を用いて、従来の方法で製剤化することができる。適切な製剤(formulation)は、選
択された投与経路に依存する。投与量は、使用される剤形及び利用される投与経路に依存
して変化し得る。正確な製剤、投与経路及び投与量は、患者の状態を考慮して、個々の医
師が選択することができる（例えば、Ｆｉｎｇｌ　ｅｔ　ａｌ．，　１９７５，　ｉｎ　
“Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉ
ｃｓ”，　Ｃｈ．１　ｐ．１を参照）。
【００５９】
　医薬組成物は、局所的もしくは全身的処置又は投与が選択されるかどうか、及び処置さ
れるべき領域に応じて、１つ又は複数の経路のいずれかで投与するために製剤化すること
ができる。投与は、経口的に、吸入によって、又は非経口的に、例えば静脈内点滴又は腹
腔内、皮下、筋肉内もしくは静脈内注射によって、又は局所的に（経皮的に、眼科的に、
膣内に、直腸内、鼻腔内に、を含む）行うことができる。
【００６０】
　本発明の一実施形態では、医薬組成物は、注射又は非経口投与に適した溶液として製剤
化される(formulated)。
【００６１】
　別の実施形態において、本発明の医薬組成物は、局所投与のために製剤化される。
【００６２】
　別の実施形態において、本発明の医薬組成物は、眼科投与用に製剤化される。
【００６３】
　別の実施形態において、本発明の医薬組成物は点眼剤として製剤化される。
【００６４】
　投与されるか、さもなければ適用される医薬組成物の量は、もちろん、治療される対象
、苦痛の重篤度、投与様式、処方する医師の判断などに依存するであろう。
【００６５】
　本発明の組成物は、必要に応じて、有効成分を含有する１つ以上の単位投与形態を含有
し得るＦＤＡ（米国食品医薬品局）承認キットのようなパック又はディスペンサー装置で
提供され得る。パックは、例えば、ブリスターパック又は（吸入のための）加圧容器など
であるが、これに限定されない金属又はプラスチックホイルを含むことができる。パック
又はディスペンサー装置は、投与のための指示書を伴ってもよい。パック又はディスペン
サーはまた、医薬品の製造、使用又は販売を規制する政府機関によって規定された形態の
容器に関する通知を添付することができ、この通知には、ヒト又は獣医学的投与のための
組成物の形態の政府機関(the　agency)による承認が反映される。このような通知は、例
えば、処方薬のための米国食品医薬品局（ＦＤＡ）の承認を受けたラベル表示、又は承認
済み製品インサートであってもよい。適合性のある(compatible)医薬担体中に配合された
(formulated)本発明の実施形態による活性成分（複数可）を含む組成物はまた、調製され
、適切な容器に入れられ、且つ、特定の本明細書に詳述されたような医学的状態、疾患又
は障害の治療のために標識され得る。
【００６６】
　いくつかの実施形態によれば、本明細書に提示される医薬組成物は包装材料に包装され
、且つ、低酸素関連疾患の治療に使用するために、包装材料の中又は上に印刷で識別され
る。
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【００６７】
　上記のように、本発明の医薬組成物は、低酸素傷害から生きている細胞及び体組織を保
護するために使用することができる。したがって、本発明の一態様によれば、低酸素関連
疾患を治療する方法が提供される。この方法は、本発明の医薬組成物の治療有効量を、そ
れを必要とする対象に投与するステップを包含する。
【００６８】
　本明細書で使用される「低酸素」(hypoxia，低酸素症)という用語は、酸素含有量（Ｏ

２）が約５％以下となるように、生理学的レベル未満の(below)酸素欠乏又は不適切な酸
素供給の環境を指す。ほとんどの場合、低酸素組織は約２％以下である酸素含有量を有す
る。低酸素症は、例えば１５ｍｍＨｇ未満、１０ｍｍＨｇ未満、５．０ｍｍＨｇ未満など
の、２０ｍｍＨｇ（ｍｍ水銀）未満の低Ｏ２分圧（ｐＯ２）と関連付けることができる。
【００６９】
　本明細書で使用される「低酸素関連疾患」という語句は、対象の組織における低酸素(h
ypoxia)が関与する疾患、障害又は状態を指す。低酸素症(hypoxia)は、症状であるか、又
は前記疾患、障害又は状態の原因、発症、進行、改善又は治癒において役割を果たすこと
ができるか、のいずれかである。低酸素関連疾患は、限定されないが、虚血－再灌流傷害
に起因するか又は関連する疾患、障害又は状態であり得るが、それらに限定されない。
【００７０】
　本発明の教示による低酸素症関連疾患は、心血管疾患、虚血性心疾患、急性心筋梗塞（
ＡＭＩ）、虚血性脳症、虚血性脳卒中、黄斑変性、眼の虚血性症候群(ocular　ischemic
　syndrome)、虚血性視神経症（ischemic　optic　neuropathy,ＩＯＮ）、糖尿病性網膜
症、関節炎、炎症、敗血症、敗血症誘発ショック、腎臓疾患、組織線維症、胃腸疾患、神
経変性疾患、呼吸窮迫症候群、気管支肺異形成症、肺高血圧、低酸素性肺高血圧、重症肺
高血圧症、ＣＯＰＤ、糖尿病網膜症、糖尿病、角膜血管新生、病原性血管成長及び筋骨格
障害、急性虚血性症候群、心筋低酸素症、心肥大、虚血再灌流傷害（ＩＲＩ）、
　心臓の(cardiac)心臓手術、冠動脈インターベンション（バルーン及びステント）、不
整脈の管理及び臓器移植、冠状動脈ステント留置のための血管形成術中の不整脈、又は心
臓弁膜インターベンションから生じるＩＲＩ、
であり得るが、これらに限定されない。
【００７１】
　本明細書で使用される「治療する」という語句は、病理の発達を阻害、防止もしくは抑
止すること、及び／又は病理の軽減、寛解もしくは退行を引き起こすことを指す。当業者
は、様々な方法論及びアッセイが病理の発達を評価するために使用され得、且つ同様に、
様々な方法論及びアッセイが病理の軽減、寛解又は退行を評価するために使用され得るこ
とを理解するであろう。
【００７２】
　本明細書で使用される「それを必要とする対象」という語句は、低酸素関連疾患と診断
された哺乳類の男性または女性の対象（例えば、ヒト）を指す。特定の実施形態では、こ
の用語は、低酸素症関連疾患を発症する危険性のある個体を包含する。獣医学的用途も考
慮される。対象は、新生児、乳児、若年者、青年期、成人及び高齢の成人を包含するいず
れの性別又はいずれの年齢であり得る。
【００７３】
　本明細書で使用される「有効量」という語句は、有意な治療上の利益を提供するために
有効な量を指す。投与される組成物の量は、もちろん、治療される対象、苦痛の重症度、
投与方法、処方する医師の判断などに依存するであろう。有効量は、約０．１～約１０％
（ｗ／ｖ）、好ましくは約０．２～約５％（ｗ／ｖ）、好ましくは約０．３～約２％（ｗ
／ｖ）、好ましくは約０．５～約１．５％（ｗ／ｖ）の範囲、好ましくは約２％（ｗ／ｖ
）、好ましくは約１％（ｗ／ｖ）の濃度について、約０．１～約１０ｍｌ（１～１０００
ｍｇのｄｗｔ）、好ましくは約１～５ｍｌ（１０～５００ｍｇのｄｗｔ）の範囲である。
【００７４】
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　本明細書で使用される「治療上有効な量」という語句は、有意な治療上の利益を提供す
るために有効な量を指す。投与される組成物の量はもちろん、治療される対象、苦痛の重
篤度、投与方法、処方する医師の判断などに依存するであろう。有効量は、約０．１～約
１０％（ｗ／ｖ）、好ましくは約０．２～約５％（ｗ／ｖ）、好ましくは約０．３～約２
％（ｗ／ｖ）、好ましくは約０．５～約１．５％（ｗ／ｖ）の範囲、好ましくは約２％（
ｗ／ｖ）、好ましくは約１％（ｗ／ｖ）の濃度について、約０．１～約１０ｍｌ（１～１
０００ｍｇのｄｗｔ）、好ましくは約１～５ｍｌ（１０～５００ｍｇのｄｗｔ）の範囲で
ある。
【００７５】
　本発明の医薬組成物は、それを必要とする対象に、梗塞した心筋内又はその周囲に本発
明の医薬組成物の治療上有効量を提供することによって、心筋梗塞を治療するために使用
することができる。
【００７６】
　急性心筋梗塞（ＡＭＩ）を治療するために、医薬組成物は、バルーンカテーテルなどの
好適なカテーテルを介して、動脈内、好ましくは冠状動脈内に投与することができる（例
えば、Ｋｎｉｇｈｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　９５：２０７５－２０８
１，１９９７を参照）。
【００７７】
　本発明の医薬組成物は、ＡＭＩの同じ日に、再灌流の開始中又は開始後に投与すること
ができる。いくつかの実施形態では、医薬組成物は、ＡＭＩ後約１日で、ＡＭＩ後約１日
後、ＡＭＩ後約２日後、ＡＭＩ後約３日後、ＡＭＩ後約４日後、約５日後に投与されるＡ
ＭＩ後の約６日後、又はＡＭＩ後約７日後に投与される。
【００７８】
　虚血性脳卒中を治療するために、本発明の医薬組成物は、好ましくは、好適なカテーテ
ルを介して動脈内に投与される。投与は、再灌流の開始時、その間、又はその後に行うこ
とができる。
【００７９】
　このようなカテーテルは、典型的には、１つ以上の内部通路（内腔(lumens)）を含有す
る細長い可撓性カテーテル本体と、材料を前記カテーテル本体に導入し、且つ、前記内腔
を通って流れることを可能にする近位部分と、遠位部分であって、好ましくは、適用され
た圧力に応答して材料がカテーテルを出ることを可能にする前記遠位部分の端部又はその
近くに、テーパエンド及び１以上の出口ポートを有する、遠位部分と、を含む。
【００８０】
　本発明の医薬組成物の注射の前又は同時に、虚血を引き起こす血栓は、例えば、血栓溶
解、機械的再疎通又は塞栓摘出を介して除去されなければならない。
【００８１】
　血栓溶解は、ｔ－ＰＡなどのプラスミノーゲン活性化因子を静脈内又は動脈内投与する
ことを伴う。動脈内血栓溶解は、例えば米国特許公開第２００８００９５７６０号、Ｆｕ
ｒｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．　（　ＪＡＭＡ　２８２：２００３－１１，　１９９９）、　Ａ
ｒｎｏｌｄ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｊ　Ｎｅｕｒｏｌ　Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ　Ｐｓｙｃｈ　７
５：８５７－６２，　２００４）及びＬｉｎｄｓｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｍａｔｔｌｅ　（Ｓ
ｔｒｏｋｅ　３７：９２２－８，　２００６）に記載されているような当該技術分野で知
られている手順を用いて、閉塞した動脈の直接的カテーテル法及びカテーテルによる血栓
溶解剤の局所投与を伴う。
【００８２】
　好適な機械的再疎通及び塞栓摘出術の手順は、例えば、Ｂｅｒｇｕｉ　ｅｔ　ａｌ．（
Ｓｔｒｏｋｅ　３７：１４５－５０，２００６）、Ｓｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．（Ｓｔｒｏ
ｋｅ　３６：１４３２－８，２００５）及び米国特許出願第２００９０１０５７３７号及
び第２００５０２７７９７９号に記載されている。
【００８３】
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　脳卒中を引き起こす閉塞部位のような脳動脈の正確な所望の位置に本発明の医薬組成物
を送達することは、例えば、米国特許第４，９９５，８６２号、第６，３７９，３７３号
、米国特許出願公開番号第２００５０２２８３５９偽ｙ」に記載されているような、当該
技術で知られている手順を使用して行うことができる。
【００８４】
　本発明の医薬組成物及びそれを大脳動脈内の所定の位置に投与するのに好適なカテーテ
ルは、必要に応じて、虚血性の脳の症状の治療に用いるための医薬組成物を識別するパッ
ケージング材料をさらに含むキットに含めることができる。
【００８５】
　本発明の医薬組成物はまた、虚血筋組織に医薬組成物の治療上有効量を提供することに
より、虚血横紋筋などの虚血筋組織に関連する疾患及び状態を治療するために使用するこ
とができる。
【００８６】
　本発明の医薬組成物は、医薬組成物の有効量に体外の組織もしくは器官もしくは細胞を
浸漬又は入浴させることにより、体外の組織もしくは器官を虚血及び酸素ラジカル関連の
損傷から保護及び保存するために使用することもできる。
【００８７】
　単一の医薬組成物中に組み合わせたＴＰＥＮ及びアルギネート化合物の投与が好ましい
が、本発明の活性成分は別々に投与することができる。したがって、低酸素関連疾患は、
以下のステップ：
　（ａ）治療有効量のＴＰＥＮ又はその医薬的に許容可能な塩を、それを必要とする対象
に投与するステップと、
　（ｂ）治療有効量のアルギネート化合物を前記対象に投与するステップと、
により治療することができる。一実施形態では、ステップ（ａ）及び（ｂ）は同時に実施
される。別の実施形態において、ステップ（ａ）及び（ｂ）は順次行われる。
【００８８】
　本明細書で使用される用語「約」は、±１０％を意味する。
【００８９】
　用語「ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ」、「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ」、「ｉｎｃｌｕｄｅｓ」、「
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ」、「ｈａｖｉｎｇ」及びそれらの活用形は、「含むがこれに限定さ
れない」を意味する。
【００９０】
　「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ」という用語は、「含み、且つ、これに限定された」を
意味する。
【００９１】
　「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ」という用語は、追加の成分
、ステップ及び／又は部分が特許請求された組成物、方法もしくは構造の基本的及び新規
な特徴を実質的に変えない限り、組成物、方法もしくは構造が追加の成分、ステップ及び
／又は部分を包含してよいことを意味する。
【００９２】
　本明細書で使用されるように、単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、文脈上、他
に明確に指示されない限り、複数の言及を包含する。例えば、「化合物」又は「少なくと
も１の化合物」という用語は、その混合物を包含する複数の化合物を包含し得る。
【００９３】
　本願を通して、本発明の様々な実施形態を範囲形式で提示することができる。範囲形式
での記載は、便宜上及び簡潔さのためであること、及び、本発明の範囲に対する柔軟性の
ない制限として解釈されるべきではないことを理解されたい。したがって、範囲の記載は
、すべての可能な部分範囲、並びにその範囲内の個々の数値を具体的に開示したものとみ
なされるべきである。例えば、１～６のような範囲の記載は、１～３，１～４，１～５，
２～４，２～６，３～６等のような下位範囲、並びにその範囲内の個々の数字、例えば１
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，２，３，４，５及び６を具体的に開示したものと考えるべきである。これは、範囲の幅
に関係なく適用される。
【００９４】
　本明細書において数値範囲が示されるときはいつでも、示された範囲内にいずれの引用
数字（分数又は整数）を含むことを意味する。第１の指示番号と第２の指示番号との「間
の範囲である／範囲であること」、及び第１の指示番号「から」第２の指示番号「までの
範囲である／範囲であること」なる語句は、本明細書では交換可能に使用され、且つ、第
１の指示番号及び第２の指示番号と、その間の全ての分数及び整数とを包含することを意
味する。
【００９５】
　本明細書中で使用される場合、用語「方法」とは、与えられたタスクを達成するための
やり方、手段、技術及び手順を意味する。既知のやり方、手段、技術及び手順であるか、
又は、化学、薬理学、生物学、生化学及び医学技術の実践者により、既知のやり方、手段
、技術及び手順から容易に開発されたか、のいずれかであるやり方、手段、技術及び手順
を包含するが、これらに限定されない。
【００９６】
　明確さのため、別個の実施形態の文脈で説明される本発明の特定の特徴は、単一の実施
形態において組み合わせて提供されてもよいことが理解される。逆に、簡潔さのため、単
一の実施形態の文脈で説明される本発明の様々な特徴は、別個に又はいずれの好適なサブ
コンビネーションで、又は本発明のいずれの他の記載された実施形態において好適に提供
され得る。様々な実施形態の文脈で説明される特定の特徴は、実施形態がそれらの要素な
しで動作不能でない限り、それらの実施形態の本質的な特徴と見なすべきではない。
【００９７】
　本明細書に上述され、請求項部分で特許請求される本発明の様々な実施形態及び態様は
、以下の実施例において実験的サポートを見出す。
【実施例】
【００９８】
　以下の実施例を参照するが、これらの実施例は上記の説明と共に本発明を非限定的に説
明するものである。
【００９９】
実施例１
低酸素下ラット初代(primary)心臓細胞により放出されるＣＫ及びＬＤＨの量に対するＴ
ＰＥＮ及びアルギン酸ナトリウムの効果
材料及び方法
化合物
　Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラキス－（２－ピリジルメチル）－エチレンジアミン（ＴＰ
ＥＮ）は、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙから購入した。
【０１００】
　アルギン酸ナトリウム（ＵＰ－ＶＬＶＧ医薬品グレード、Ｍｗ＝２０～５０ｋＤａ）は
、Ｑｉｎｇｄａｏ　Ｒｏｎｇｄｅ　Ｓｅａｗｅｅｄ　Ｃｏ．，　Ｌｔｄ（青島、中国）か
ら購入した。
【０１０１】
ラット初代心臓細胞培養物の調製
　Ｓｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙラット心臓（１～２日齢）を滅菌除去し、そして余分な
血液細胞を除去するために、Ｃａ＋＋及びＭｇ＋＋を含まない(-free)ＰＢＳに３回浸し
た(bathed)。心臓を小さな断片に切り刻み、及びその後、以前に記載されているように、
イチジクの抽出物から調製したタンパク質分解酵素－ＲＤＢ溶液（Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　ｒｅｓｅａｒｃｈ，　Ｉｎｓｔ．，　Ｎｅｓ　Ｚｉｏｎａ，　Ｉｓｒａｅｌ）中で
攪拌した（Ｂｒｉｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂａｓｉｃ　Ｒｅｓ．　Ｃａｒｄｉｏｌ．　８５
：２３７－２４６　，　１９９０），　Ｓｈｎｅｙｖａｙｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ　Ｍｏ
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ｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃａｒｄｉｏｌ．　３３：　１２４９－１２６１，　２００１）。その後
、ＲＤＢ溶液を２５℃でＰＢＳで１：２００に希釈し、それぞれ１０分間ずつ数サイクル
行った。１０％ウマ血清を含有する培地を加えた、解離細胞を含有する上清懸濁液を５０
０ｇで５分間遠心分離した。遠心分離後、上清相を捨て、そして、１０％熱不活性化ウマ
血清及び０．５％ニワトリ胚抽出物を補充したダルベッコ変法イーグル培地に細胞を再懸
濁した。細胞懸濁液を１×１０６細胞／ｍｌに希釈し、そして３００ｐＬのサンプルを２
４ウェルプレート（４プレート）のコラーゲン／ゼラチン被覆プラスチック培養皿に入れ
た。各ウェルに自然収縮を示すコンフルエントな単層が２日以内に培養液中に発生した。
翌日、死細胞を除去するために細胞を洗浄し、そして増殖培地を、今度はグルコースを含
まないＰＢＳを用いて、実験開始の２日ごと及び実験開始前に交換した。次いで、手順開
始の日の５日後にこれらの心筋細胞培養物についてin　vitroで実験を行った。低酸素実
験の直前に、培養ウェルを、５％ＣＯ２及び９５％空気の加湿雰囲気インキュベーター中
、３７℃で３０分間定常状態で、インキュベートした。
【０１０２】
低酸素誘導
　新生仔ラットの心臓から約３×１０５個の心筋細胞をグルコース不含ＰＢＳと共に培養
し、低酸素（酸素及びグルコース欠乏）に１８０分間暴露した。Ｏ．　Ｇｏｌａｎ　ｅｔ
　ａｌ．（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，　８１　（２０１１）
，　ｐｐ．　１２１９－１２２７）によって本質的に記載される手順を使用した。
【０１０３】
　手短に言えば、酸素を１００％アルゴンで置換することにより、閉鎖チャンバ内で低酸
素を実施した。低酸素の間、Ｎ２雰囲気中の酸素レベルは１％未満(below)であった。そ
して１８０分後、低酸素症の場合、ＰＢＳ中のｐＯ２は＜０．４Ｔｏｒｒであった。低酸
素ストレス傷害は、細胞から放出された乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）及びクレアチン
キナーゼ（ＣＫ）の活性に基づいて、３時間の低酸素相の終わりに、及びしたがって再酸
素化のさらに２時間後に、決定された。
【０１０４】
酵素放出測定
　ＬＤＨ及びＣＫ測定の両方のために、低酸素下で１８０分間インキュベートし各ウェル
の２５のμＬアリコートを、きれいな２４ウェルトレーに移し、これらを自動分光光度計
内に配置し、且つ、酵素活性の生成物は３０℃、振とう下で３４０ｎｍの波長を介して測
定された。結果はコントロール(control)と比較して表した。
【０１０５】
ＣＫ活性測定
　クレアチンキナーゼ（Creatine　Kinase,ＣＫ）活性は、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ
　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ．，　Ｍｉｄｄｌｅｔｏｗｎ，ＶＡ　２２６４５－１９
０５，ＵＳＡからのＣＫ－ＮＡＣ試薬（Ｎ－アセチルシステインにより活性化されたクレ
アチンキナーゼ）を用いて、心筋細胞培地（ＰＢＳ）内で決定した。中程度の（ＰＢＳ）
サンプル（２５ｐｌ）を低酸素傷害の終わりに採取した（１８０分後）。
【０１０６】
ＬＤＨ活性測定
　ＬＤＨ－Ｌキット（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｔｒａｃｅ，Ｍｅｌｂｏｕｒｎｅ，Ａｕｓｔｒａｌ
ｉａ）を使用して、心臓細胞培地（ＰＢＳ）内で乳酸脱水素酵素（lactate　dehydrogena
se,ＬＤＨ）活性を測定した。中程度の（ＰＢＳ）サンプル（２５ｐｌ）を低酸素傷害の
終わりに採取した（１８０分後）。
【０１０７】
結果
　以下の表１～１０は、アルギン酸ナトリウムと組み合わせたＴＰＥＮが培養心臓細胞を
低酸素傷害から効果的に保護することを示している。
【０１０８】
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　低酸素に曝露された心臓細胞に０．３及び１％の濃度で投与されたアルギン酸ナトリウ
ムは、それぞれ、前記細胞から放出されたＣＫの４４．７及び８１．９％の減少をもたら
した（表１）。観察されたＣＫ低下は、アルギン酸ナトリウムが培養心臓細胞を低酸素傷
害から保護することができるという指標である。この観察は非常に驚くべきことであった
。なぜなら、２０～５０ｋＤａの分子量を有するアルギン酸分子は、培養細胞に浸透した
り、又はそこで相互作用したりすることは期待できなかったためである。
【０１０９】
　０．１～０．３％のアルギン酸ナトリウム濃度を増加させると、細胞から放出されるＣ
Ｋ及びＬＤＨのそれぞれの減少がもたらされた。例えば、０．１及び０．３％の濃度で提
供されるアルギン酸ナトリウム（３μＭ　ＴＰＥＮと組み合わせる）は、それぞれ６５．
５及び７４．３％のＣＫ低下をもたらした（表２～３）。同様に、０．１％及び０．３％
の濃度でアルギン酸ナトリウム単独（ＴＰＥＮなし）を投与すると、それぞれＣＫが８．
７及び６４．５％、ＬＤＨが１３．８及び２８．７％減少した（表７～９）。
【０１１０】
　０．３～３μＭの濃度でＴＰＥＮを投与すると、細胞から放出されたＣＫ及びＬＤＨが
それぞれ減少した。例えば、０．３，１及び３μＭで提供されたＴＰＥＮは（０．１％ア
ルギン酸ナトリウムと組み合わせた）、それぞれ２０．５，６０．８及び６５．５％のＣ
Ｋ低下をもたらした（表２）。しかし、ＴＰＥＮが上記最適濃度で(above-optimal　conc
entrations)投与された場合、ＣＫ及びＬＤＨ低下に対するＴＰＥＮ効果は低下していた
。例えば、７．５μＭで投与されたＴＰＥＮは（０．１％アルギン酸ナトリウムと組み合
わせた）、ＴＰＥＮを３μＭの濃度で投与した結果の６５．５％のＣＫ低下と比較して、
わずか４６．２％のＣＫ低下をもたらした（０．１％アルギン酸ナトリウムと組み合わせ
た；表２）。
【０１１１】
　興味深いことに、上記の最適濃度で投与した場合のＴＰＥＮの低下した有効性は、アル
ギン酸ナトリウムの量を増加させることによって無効にされた。したがって、７．５μＭ
の濃度で投与されたＴＰＥＮは、０．３％の濃度のアルギン酸ナトリウムと組み合わせて
７１．２％のＣＫ減少をもたらした（表３）。
【０１１２】
　したがって、結果は、アルギン酸ナトリウムと組み合わせたＴＰＥＮの使用が、低酸素
傷害からの心臓細胞の保護においていずれかの化合物単独の使用よりも実質的に優れてい
ることを示している。
【０１１３】
　　　　　　　　　　　　　　表１
　低酸素下でラット心臓細胞から放出されるＣＫの量に対するアルギン酸ナトリウムの影
響＊
【表１】
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＊　　細胞を低酸素状態に３時間曝した。
＊＊　値は以下のように算出した：
　　〔（処理された細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（未処理細胞培養物中の測定
されたＣＫ活性）］／［（未処理細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（〔低酸素に曝
されていないコントロール細胞培養中の測定されたＣＫ活性）］×１００。
Environment:　環境
　　Hypoxia:　低酸素
　　Control(normoxia)：　コントロール(酸素正常状態）
Sodium　Alginate(%)：　アルギン酸ナトリウム
Mean：　平均
ＳＤ：　標準偏差
CK　Reduction(%)：　ＣＫ減少(%)
【０１１４】
　　　　　　　　　　　　　　　　　表２
　低酸素下ラット心臓細胞から放出されたＣＫの量に対するアルギン酸ナトリウム及びＴ
ＰＥＮの効果＊
【表２】

＊　　細胞を低酸素状態に３時間曝した。
＊＊　値は以下のように算出した：
　　〔（処理された細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（未処理細胞培養物中の測定
されたＣＫ活性）］／［（未処理細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（〔低酸素に曝
されていないコントロール細胞培養中の測定されたＣＫ活性）］×１００。
【０１１５】
　　　　　　　　　　　　　　　　表３
　低酸素下でのラット心臓細胞から放出されるＣＫの量に対するアルギン酸ナトリウム及
びＴＰＥＮの効果＊
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【表３】

　
＊　　細胞を低酸素状態に３時間曝した。
＊＊　値は以下のように算出した：
　　〔（処理された細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（未処理細胞培養物中の測定
されたＣＫ活性）］／［（未処理細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（〔低酸素に曝
されていないコントロール細胞培養中の測定されたＣＫ活性）］×１００。
【０１１６】
　　　　　　　　　　　　　　　表４
　低酸素下でのラット心臓細胞からのＬＤＨ放出に対するアルギン酸ナトリウム及びＴＰ
ＥＮの効果＊
【表４】

＊　　細胞を低酸素状態に３時間曝した。
＊＊　値は以下のように算出した：
　　〔（処理された細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（未処理細胞培養物中の測定
されたＣＫ活性）］／［（未処理細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（〔低酸素に曝
されていないコントロール細胞培養中の測定されたＣＫ活性）］×１００。
【０１１７】
　　　　　　　　　　　　　　　表５
　低酸素下でラット心臓細胞から放出されるＬＤＨの量に対するアルギン酸ナトリウム及
びＴＰＥＮの効果＊
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【表５】

＊　　細胞を低酸素状態に３時間曝した。
＊＊　値は以下のように算出した：
　　〔（処理された細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（未処理細胞培養物中の測定
されたＣＫ活性）］／［（未処理細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（〔低酸素に曝
されていないコントロール細胞培養中の測定されたＣＫ活性）］×１００。
【０１１８】
　　　　　　　　　　　　　　　　　表６
　低酸素下でラット心臓細胞から放出されるＬＤＨの量に対するアルギン酸ナトリウム及
びＴＰＥＮの効果＊
【表６】

＊　　細胞を低酸素状態に３時間曝した。
＊＊　値は以下のように算出した：
　　〔（処理された細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（未処理細胞培養物中の測定
されたＣＫ活性）］／［（未処理細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（〔低酸素に曝
されていないコントロール細胞培養中の測定されたＣＫ活性）］×１００。
【０１１９】
　　　　　　　　　　　　　　　　表７
　低酸素下でのラット心臓細胞から放出されるＣＫの量に対するアルギン酸ナトリウム及
びＴＰＥＮの効果＊
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【表７】

　
＊　　細胞を低酸素状態に３時間曝した。
＊＊　値は以下のように算出した：
　　〔（処理された細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（未処理細胞培養物中の測定
されたＣＫ活性）］／［（未処理細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（〔低酸素に曝
されていないコントロール細胞培養中の測定されたＣＫ活性）］×１００。
【０１２０】
　　　　　　　　　　　　　　　表８
　低酸素下でのラット心臓細胞から放出されるＣＫの量に対するアルギン酸ナトリウム及
びＴＰＥＮの効果＊

【表８】

＊　　細胞を低酸素状態に３時間曝した。
＊＊　値は以下のように算出した：
　　〔（処理された細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（未処理細胞培養物中の測定
されたＣＫ活性）］／［（未処理細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（〔低酸素に曝
されていないコントロール細胞培養中の測定されたＣＫ活性）］×１００。
【０１２１】
　　　　　　　　　　　　　　　表９
　低酸素下でラット心臓細胞から放出されるＬＤＨの量に対するアルギン酸ナトリウム及
びＴＰＥＮの効果＊
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【表９】

＊　　細胞を低酸素状態に３時間曝した。
＊＊　値は以下のように算出した：
　　〔（処理された細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（未処理細胞培養物中の測定
されたＣＫ活性）］／［（未処理細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（〔低酸素に曝
されていないコントロール細胞培養中の測定されたＣＫ活性）］×１００。
【０１２２】
　　　　　　　　　　　　　表１０
　低酸素下でラット心臓細胞から放出されるＬＤＨの量に対するアルギン酸ナトリウム及
びＴＰＥＮの効果＊

【表１０】

＊　　細胞を低酸素状態に３時間曝した。
＊＊　値は以下のように算出した：
　　〔（処理された細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（未処理細胞培養物中の測定
されたＣＫ活性）］／［（未処理細胞培養物中の測定されたＣＫ活性）－（〔低酸素に曝
されていないコントロール細胞培養中の測定されたＣＫ活性）］×１００。
【０１２３】
実施例２
梗塞した心筋組織誘導イヌへのＴＰＥＮとアルギン酸ナトリウムの冠動脈内投与
材料と方法
試験組成：
　試験組成物は、食塩水（ネガティブコントロール）及び食塩水中３μＭのＴＰＥＮ及び
１％（ｗ／ｖ）アルギン酸ナトリウム（ＵＰ－ＶＬＶＧ，Ｍｗ　２０～５０ｋＤａ）から
構成されるＴＰＥＮ／アルギネート溶液である。
【０１２４】
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急性心筋梗塞（ＡＭＩ）の誘発
　２歳（２０～２５ｋｇ）のイヌを麻酔及び挿管し、そして室内空気で呼吸する。動物を
静脈内オキシモルフォン塩酸塩（０．２２ｍｇ／ｋｇ）及びジアゼパム（０．１７ｍｇ／
ｋｇ）で鎮静させ、そして１～２％イソフルランで麻酔面を維持する。この処置は、胸を
閉じた状態で及び無菌条件下で行う。冠動脈閉塞を生じさせるために、２．７フレンチの
ＰＴＣＡバルーンカテーテルを、大腿動脈切開を介して４ＪＬガイディングカテーテルを
通して０．０１４インチワイヤー上に導入する。４．０ｍｍ直径、１５ｍｍバルーンを使
用する。ガイドカテーテルを左主冠動脈に配置し、且つ、透視誘導下で前進させたワイヤ
を遠位回旋(Ｃｉｒｃｕｍｆｌｅｘ)冠状動脈に配置する。バルーンカテーテルは、ワイヤ
を介して冠状動脈内に進められ、第１の周辺ブランチの近位に配置される。全ての場合に
おいて、動物は静脈内ナトリウムヘパリン７５０～１０００ＵＳＰ単位で抗凝固される。
【０１２５】
冠動脈内投与
　いったん配置されると、冠状動脈を閉塞するため、ＰＴＣＡバルーンが膨張する。冠状
動脈の完全閉塞は、心電図上のＳＴセグメント上昇と、経胸腔２次元心エコー検査によっ
て評価されたＬＶ後壁運動のほぼ欠如(near　absence)で確認される。すべての場合にお
いて、冠動脈閉塞は３～５時間維持される。閉塞の終わりに、冠状動脈再灌流を可能にす
るため、バルーンを収縮させる。
【０１２６】
　試験溶液（２ｍｌ容量）を動物の回旋冠状動脈に注入する。試験溶液を使用する可能性
のある臨床設定をシミュレートするために、試験溶液の冠状動脈注射は、ＡＭＩの同じ日
（再灌流開始後約１時間）又はＡＭＩ後２～５日のいずれかで行う。犬はテスト溶液のい
ずれかを受けるようにランダムに割り当てられる。すべての動物は、ＡＭＩ後４ヶ月間追
跡される。血管造影及び心エコー検査は、ベースラインで、ＡＭＩを誘導する前に、試験
溶液を投与する直前に、及び２～４ヶ月後に、行う。
【０１２７】
エンドポイント
　１．左室収縮終期容積及び拡張終期容積の心室造影計測に基づく進行性ＬＶ拡張の予防
または減弱
　２．ＬＶ駆出率（ejection　fraction,ＥＦ）の心室造影計測及び左室内径短縮率（LV
　fractional　area　of　shortening,ＦＡＳ）の心エコー測定に基づくＬＶ収縮機能の
進行性低下の防止。
　３．梗塞したＬＶ壁の収縮期肥厚の心エコー測定に基づく梗塞拡大の予防又は減弱。
【０１２８】
血管造影及び心エコー測定
　血管造影及び心エコー計測はすべて、全身麻酔及び無菌条件下での心臓カテーテル検査
中に行われる。犬をその右側に置き、且つ、造影剤（ＲＥＮＯ－Ｍ－６０　Ｓｑｕｉｂｂ
，Ｐｒｉｎｃｅｔｏｎ，ＮＪ）の注射中にデジタルで記録した左心室造影図を得る。画像
倍率の補正は、ＬＶのレベルに配置された放射線不透過の較正グリッドを用いて行われる
。面積長さ法を用いて、ＬＶ収縮期の体積（end-systolic　volumes,ＥＳＶ）及び拡張終
期の体積（end-diastolic　volumes,ＥＤＶ）をＬＶシルエットから計算する（Ｄｏｄｇ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｃａｒｄｉｏｌ．　１９６６；　１８：１０－２４，　
１９６６）。左心室ＥＦは、拡張終期容積（ＥＤＶ）と収縮終期容積（ＥＳＶ）の差と拡
張終期容積（ＥＤＶ）との比×１００(times　100)として計算される（Ｓａｂｂａｈ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　８９：２８５２－２８５９，　１９９４）。
【０１２９】
　すべての２次元心エコー測定は、右臥位に配置された犬を用いて行われる。心エコー検
査は、３．５ＭＨｚトランスデューサを備えたＧｅｎｅｒａｌ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃ　ＶＩ
ＶＩＤ　７　Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ超音波システムを使用して実行され、且つ、オフライン
解析のためにＭｉｔｓｕｂｉｓｈｉ　ＭＤ３０００　ＶＨＳレコーダに記録される。乳頭
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l　shortening,ＦＡＳ；Ｋｏｎｏ　ｅｔ　ａｌ．　Ｊ　Ａｍ　Ｃｏｌｌ　Ｃａｒｄｉｏｌ
　１９９２；１９：１１０１－１１０５，　１９９２）の計算に使用する。％内径短縮率
は、拡張終期領域と収縮終期領域との差を拡張終期領域で割ったもの×１００(times　10
0)として定義される。ＬＶ前壁、後壁及び心室内隔壁の％収縮期壁の肥厚も、短軸図を用
いて測定される。それぞれは、拡張終期における壁厚と拡張終期の壁厚との比を、拡張終
期の壁厚で割ったもの×１００(time　100)として計算される。収縮期および収縮後の拍
動は、すべての分析から除外される。
【０１３０】
統計分析
　グループ内の血管造影及び心エコー検査のデータは、０．０５におけるアルファセット
により反復測定分散分析（analysis　of　variance,ＡＮＯＶＡ）を用いて分析される。
全体的なＡＮＯＶＡが有意である場合、前処置（pre-treatment,ＰＲＥ）と２ヶ月及び４
ヶ月とのペアワイズ比較を、Ｓｔｕｄｅｎｔ－Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓ検定を用いて行
う。この試験では、０．０５未満のｐ値が有意であるとみなされる。治療効果を評価する
ために、ＰＲＥから処理後２ヶ月まで及びＰＲＥから処理後４ヶ月までの各測定における
変化（Δ）が、２つの試験アーム(arms)のそれぞれについて計算される。対照群とＴＰＥ
Ｎ／アルギネート処置群との間にΔの有意差が存在するかどうかを判定するために、２つ
の手段についてｔ統計量(t-statistic)を使用し、ここでｐ＜０．０５を有意と見なした
。
【０１３１】
　本発明は、その特定の実施形態と関連して記載されているが、当業者には多くの代替、
変更及び変形が明らかであることは明らかである。したがって、添付の特許請求の範囲の
精神及び広範な範囲内にあるそのような代替物、改変物及び変形物の全てを包含すること
が意図される。
【０１３２】
　個々の刊行物、特許又は特許出願が、具体的かつ個々に参照により本明細書に組み込ま
れると示されているのと同程度に、本明細書中で言及されたすべての刊行物、特許及び特
許出願は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。さらに、本出願における任意
の参考文献の引用又は識別は、そのような参照が本発明の先行技術として利用可能である
ことを認めるものと解釈されてはならない。セクション見出しが使用される限り、それら
は必ずしも限定的であると解釈されるべきではない。
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