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(57)【要約】
　本明細書に開示されるのは、網膜の疾患の治療方法で
あって、オランザピン、あるその代謝産物、クロザピン
、およびｎ－デスメチルクロザピンから成る群から選択
される、化合物のそのような治療の必要がある患者への
投与を含む、方法である。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　酸化ストレスによって生じる、または悪化される、網膜障害を治療するための方法であ
って、
【化１】

またはその薬学的に許容される塩
から成る群から選択される化合物を、それを必要とする患者に投与することを含む、方法
。
【請求項２】
　前記網膜障害は、湿潤および乾燥型加齢黄斑変性、網膜色素変性、スターガルト病錐体
ジストロフィおよび網膜色素上皮のパターンジストロフィ、黄斑浮腫、網膜剥離、網膜の
外傷、腫瘍と関連付けられた網膜腫瘍および網膜疾患、網膜色素上皮の先天性肥大、急性
後部多発性斑状網膜色素上皮症、ならびに急性網膜色素上皮炎から成る群から選択される
、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記網膜障害は、湿潤および乾燥型加齢黄斑変性、網膜色素変性、スターガルト病錐体
ジストロフィおよび網膜色素上皮のパターンジストロフィ、網膜色素上皮の先天性肥大、
急性後部多発性斑状網膜色素上皮症、ならびに急性網膜色素上皮炎から成る群から選択さ
れる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記化合物は、経口投与される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記化合物は、眼内にそれを注入することによって投与される、請求項１に記載の方法
。
【請求項６】
　前記化合物は、眼に局所的に投与される、請求項１に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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関連出願の相互参照
　本願は、２０１０年１２月３日出願の米国特許仮出願第６１／４１９，６６０号の利益
を請求し、参照により全体として本明細書に組み込まれる。
【０００２】
網膜の疾患を治療するための方法
　本明細書に開示されるのは、網膜の疾患の治療方法であって、クロザピン、ｎ－デスメ
チルクロザピン、オランザピン、オランザピンのある代謝産物、および後述の本明細書に
記載されるような種々の他の化合物を、そのような治療の必要がある患者へ投与すること
によって、網膜に作用する方法である。
【発明の概要】
【０００３】
　本発明は、酸化ストレスによって生じる、または悪化される、網膜障害の治療方法であ
って、
【化１】

またはその薬学的に許容される塩
から成る群から選択される化合物を、それを必要とする患者に投与することを含む、方法
を開示する。
【０００４】
　別の実施形態では、治療が試みられる網膜障害は、湿潤および乾燥型加齢黄斑変性、網
膜色素変性、スターガルト病錐体ジストロフィおよび網膜色素上皮のパターンジストロフ
ィ、黄斑浮腫、網膜剥離、網膜の外傷、腫瘍と関連付けられた網膜腫瘍および網膜疾患、
網膜色素上皮の先天性肥大、急性後部多発性斑状網膜色素上皮症、ならびに急性網膜色素
上皮炎から成る群から選択される。
【０００５】
　別の実施形態では、網膜障害は湿潤および乾燥型加齢黄斑変性網膜色素変性、スターガ
ルト病錐体ジストロフィおよび網膜色素上皮のパターンジストロフィ、網膜色素上皮の先
天性肥大、急性後部多発性斑状網膜色素上皮症、ならびに急性網膜色素上皮炎から成る群
から選択される。
【０００６】
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　別の実施形態では、投与される化合物は、経口投与される。
【０００７】
　別の実施形態では、投与される化合物は、眼内にそれを注入することによって投与され
る。
【０００８】
　別の実施形態では、投与される化合物は、眼に局所的に投与される。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】オランザピンが、用量応答性様式において、網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞を酸化
ストレス（ｔＢＨ）誘発アポトーシス（Ａ）から有意に保護し、ＲＰＥ細胞（Ｂ）からの
ＰｏｌｙＩ：Ｃ誘発ＩＬ－８分泌を阻害することを示す。エラーバーは、ＳＥＭである。
【図２】オランザピン、その代謝産物、およびクロザピンが、ｔＢＨ誘発細胞死からＲＰ
Ｅを保護することを示す。エラーバーは、ＳＥＭである。
【図３】オランザピンが、青色光に暴露されたラットの上側網膜の厚さを有意に保護する
ことを示す。薬物治療は、青色光暴露の２日前に開始された。動物は、３日間、１日に１
度、オランザピンＩＰ注入を受け、最後の投薬は、青色光暴露の１時間前であった。ラッ
トは、４時間、約６～７キロのルクス強度を伴う青色光に暴露される前、２４時間、暗順
応させた。青色光暴露の直後、通常の室内灯に戻す前（１２時間点灯／１２時間暗闇）、
ラットは、さらに３日間、再び暗順応させた。光干渉断層撮影（ＯＣＴ）は、青色光暴露
後、７～１０日において、青色光によって生じた網膜の厚さの変化を評価するために使用
された。エラーバーは、ＳＥＭである。ＯＳは、左目で、ＯＤは、右目である。
【図４】オランザピンが、青色光に暴露されたラットの網膜のａおよびｂ波を有意に保護
することを示す。薬物治療および暗順応は、図３に説明されたものと同様であった。網膜
電図は、青色光暴露後、７～１０日において、記録された。エラーバーは、ＳＥＭである
。ＢＬは、青色光である。
【図５】オランザピンが、青色光に暴露されたラットの外核層を有意に保護することを示
す。薬物治療および暗順応は、図３に説明されたものと同様であった。Ｈ＆Ｅ染色は、青
色光暴露後、２～３週間、行われた。Ｂ－Ｌは、青色光である。ＯＮＨは、神経経頭であ
る。
【図６】オランザピンが、青色光暴露によって生じる、網膜のロドプシンの損失を有意に
保護することを示す。薬物治療および暗順応は、図３において説明されたものと同様であ
った。免疫組織化学研究は、青色光暴露後、２～３週間行われた。Ｂ－Ｌは、青色光であ
る。ＯＮＨは、神経経頭である。
【図７】オランザピンが、有意にＲＰＥ６５損失を保護し、かつ部分的に、ＧＦＡＰ発現
増加を阻害することを示す。薬物治療および暗順応は、図３において説明されたものと同
様であった。免疫組織化学研究は、青色光暴露後、２～３週間行われた。Ｂ－Ｌは、青色
光である。ＯＮＨは、神経経頭である。
【図８】オランザピンの硝子体内注射が、青色光に暴露されたラットのＥＲＧの改変を有
意に防ぐことを示す。硝子体内注射（ＩＶＴ）のために、動物は、青色光暴露前、１時間
オランザピンを受けた。水は、ＩＶＴ注入の間、並行対照溶媒として使用された。ラット
は、４時間、約６～７キロのルクス強度を伴う青色光に暴露される前、２４時間、暗順応
させた。青色光暴露の直後、通常の室内灯に戻す前（１２時間点灯／１２時間暗闇）、ラ
ットは、さらに３日間、再び、暗順応させた。ＣＴＲＬは、未投薬対照であって、Ｖｅｈ
は、水であって、０．０４、０．２、または１マイクログラムのオランザピン／眼である
。左パネルは、各眼からのデータの散布図であって、右パネルは平均結果の棒図表である
。網膜電図は、青色光暴露後、７～１０日において、記録された。エラーバーは、ＳＥＭ
である。
【図９】オランザピンの局所的な眼の投薬が、青色光に暴露されたＳＤラットの網膜のａ
およびｂ波信号を有意に保護することを示す。局所投与のために、薬物は、青色光暴露前
、２４時間（ＢＩＤ）および１時間（ＱＩ）与えられた。水は、局所投与の間、並行対照
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溶媒として使用された。ラットは、４時間、約６～７キロのルクス強度を伴う青色光に暴
露される前、２４時間、暗順応させた。青色光暴露の直後、通常の室内灯に戻す前（１２
時間点灯／１２時間暗闇）、ラットは、さらに３日間、再び暗順応させた。網膜電図は、
青色光暴露後７～１０日において、記録された。エラーバーは、ＳＥＭである。
【図１０】オランザピンが、高酸素誘発網膜血管新生を有意に減衰させることを示す。同
腹新生マウスおよびその雌親は、Ｐ７からＰ１２において、７５％の酸素チャンバ内に置
かれた。チャンバは、５日間、十分な食物および水を含有し、かつ薬物投与を動物に許可
するためのみ開放された。マウスは、Ｐ１２において、通常の酸素含有量を伴う室内空気
に戻された。水中のオランザピンまたはＶＥＨ（水）は、Ｐ１０から開始し、Ｐ１６まで
継続的に、強制栄養によって１日１回投与された。網膜新生血管は、室内空気への動物の
暴露５日後、Ｐ１７において評価された。エラーバーは、ＳＥＭである。
【図１１】オランザピンが、有意にレーザを阻害し、ラットの脈絡膜血管新生を誘発した
ことを示す。エラーバーは、ＳＥＭである。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
網膜の病気
　本発明の化合物は、網膜の疾患を治療するために使用されてもよい。出願人による「網
膜の疾患」とは、酸化ストレスによって生じる、または悪化される、網膜またはそれを囲
繞する組織の任意の病気を意味する。これらは、黄斑変性、糖尿病性網膜症、脈絡膜新生
血管膜、黄斑浮腫（類嚢胞黄斑浮腫および黄斑の腫れとも称される）、網膜上膜（黄斑ひ
だ）、黄斑円孔、網膜色素変性、黄斑変性（スターガルト病若年性黄斑変性、ベスト卵黄
状ジストロフィ、錐体ジストロフィ、および網膜色素上皮のパターンジストロフィ等）、
網膜剥離、網膜の外傷、それらと関連付けられた網膜腫瘍および網膜疾患、網膜色素上皮
の先天性肥大、急性後部多発性斑状網膜色素上皮症、ならびに急性網膜色素上皮炎を含む
。
【００１１】
　加齢黄斑変性とも称される黄斑変性は、米国における５０歳以上の人の失明の最も一般
的な原因であり、その有病率は、年齢とともに増加する。ＡＭＤは、湿潤（新生血管）ま
たは乾燥（非新生血管）型のいずれかとして分類される。疾患の乾燥型が、最も一般的で
ある。中心網膜が、歪曲、着色、または最も一般には、薄くなる時、網膜色素上皮の萎縮
および黄斑光受容体の損失と関連付けられたプロセスを引き起こす。その結果は、中心地
図状萎縮である。疾患の湿潤型は、最も深刻な視力喪失に関与する。湿潤型は、通常、老
化と関連付けられるが、ＡＩＤＳを伴う個人において悪化され得る、ヒストプラスマ症等
の深刻な近視およびいくつかの眼内感染症を含む、湿潤型黄斑変性を引き起こし得る、他
の疾患とも関連付けられる。湿潤型は、網膜色素上皮を通して成長する異常血管を特徴と
し、出血、滲出、瘢痕化、または網膜剥離をもたらす。
【００１２】
　糖尿病と関連付けられた網膜症は、１型糖尿病の失明の主要原因であって、かつ２型糖
尿病でもよく見られる。網膜症の程度は、糖尿病の持続時間に依存し、概して、糖尿病の
発病から１０年以上後に生じ始める。糖尿病性網膜症は、（１）毛細血管透過性の増加、
浮腫、出血、微細動脈瘤、および滲出液を特徴とする、非増殖性または背景糖尿病網膜症
、または２）網膜から硝子体に延在する新血管形成、瘢痕化、線維組織形成、および網膜
剥離の潜在性を特徴とする増殖性網膜症として、分類され得る。糖尿病性網膜症は、少な
くとも部分的に、高血糖に起因する糖化タンパク質の発達によって生じると考えられてい
る。糖化タンパク質は、遊離基を生成し、酸化組織損傷およびグルタチオン等の細胞の活
性酸素種（ＲＯＳ）スカベンジャーの消耗をもたらす。
【００１３】
　脈絡膜新生血管膜において、脈絡膜に起因する異常血管は、網膜の層を通して成長する
。もろい新しい血管は、容易に壊れ、血液および流体を網膜の層内に鬱血させる。
【００１４】



(6) JP 2013-544838 A 2013.12.19

10

20

30

40

50

　疾患、損傷、または手術の結果として生じ得る黄斑浮腫において、流体は、中心視のぼ
やけ、乱れを生じる、黄斑の層内に集まる。
【００１５】
　網膜上膜は、黄斑にわたって形成するセロハン状の膜であり、ぼやけおよび乱れを生じ
させることによって、中心視に影響を及ぼす。それが進むにつれて、黄斑上の薄膜の牽引
は、腫れを引き起こし得る。疾患は、ほとんどの場合、７５歳を超える人々において見ら
れる。
【００１６】
　網膜色素変性は、夜盲症および進行性の周辺視野の喪失を特徴とする網膜変性であって
、最終的に、完全失明をもたらす。検眼鏡での変化は、暗いモザイク状のレチナール色素
沈着、網膜血管の減衰、視神経乳頭の蝋様蒼白、および進行型の黄斑変性を含む。色素沈
着の欠如があり得る、ある場合には、網膜色素変性は、硝子体の変性混濁および白内障と
関連付けられることができる。
【００１７】
　黄斑ジストロフィは、集合的に、多数の人々における深刻な視力喪失の原因である、疾
患の異種群に適用される用語である。黄斑ジストロフィの共通する特性は、網膜の黄斑に
おける光受容細胞の変性に起因する、中心視の進行性喪失である。黄斑ジストロフィの多
くの形態において、疾患の末期は、法的盲をもたらす。２０を超える黄斑ジストロフィの
型が、公知である。これらのいくつかは、例えば、加齢黄斑変性、スターガルト病様優性
黄斑変性、劣性スターガルト病、否定型卵黄状黄斑ジストロフィ（ＶＭＤ１）、アッシャ
ー症候群１Ｂ型、常染色体優性新生血管炎症性硝子体網膜症、家族性滲出性硝子体網膜症
、およびベスト病黄斑ジストロフィ（遺伝性黄斑ジストロフィ、またはベスト病卵黄状黄
ジストロフィ（ＶＭＤ２）としても公知）である。
【００１８】
　スターガルト病様優性黄斑ジストロフィ（染色体優性斑状皮膚萎縮とも呼ばれる）は、
若年発症黄斑変性である。本疾患に苦しむ患者は、概して、幼児期、通常の視力を有する
が、小児期の間、視力喪失が始まると、法的盲へと急速に進行する。臨床的に、鮮明な境
界を伴う萎縮性黄斑病変の存在を特徴とし、多くの場合、黄色眼底斑点と関連付けられる
。
【００１９】
　ベスト病黄斑ジストロフィは、未知の生化学的要因の遺伝性常染色体優性黄斑ジストロ
フィである。疾患は、小児期から４０歳に及び得る、発病の年齢を有する。臨床症状は、
初期段階では、黄斑の下にある網膜色素上皮（ＲＰＥ）内に黄色がかった有形リポフスチ
ンの異常蓄積を含む。これは、ＲＰＥの特徴的「卵黄」外観および段階的な視力の喪失を
引き起こす。加齢とともに、ＲＰＥは、リポフスチンの蓄積が、消散し、瘢痕化および新
血管形成が生じるのに伴って、ますます破壊される。これらの変化は、さらなる視力喪失
に付随して起こる。
【００２０】
　スターガルト病様優性黄斑ジストロフィおよびベスト病黄斑ジストロフィに見られる病
理学的特徴は、先進国における老齢患者の失明の主な原因である、加齢黄斑ジストロフィ
（ＡＭＤ）において見られる特徴と同様に様々である。
【００２１】
　網膜剥離は、網膜の感覚層が、網膜色素上皮および脈絡膜のその下層の支持組織から分
離される時、生じる。概して、網膜剥離は、自然発症的に生じ得る、または外傷に起因し
得るかのいずれかである、網膜裂傷または硝子体牽引の存在によって引き起こされる。網
膜剥離はまた、早産児の未熟児網膜症または糖尿病患者の糖尿病性網膜症等の病理に起因
し得る。網膜剥離の症候は、無痛であって、片目の突発性の部分または完全視力喪失であ
る。裂傷がある時、または、その下層構造から網膜の分離を生じさせる牽引がある時、液
体硝子体は、開口部を通って、網膜下腔内へと通過し、さらなる網膜下腔内の滲出を誘発
する。網膜は、徐々に、下層の網膜色素上皮から分離および剥離する。これは、外側網膜
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から、脈絡膜からの酸素および栄養素のその通常供給を奪う。時間とともに、網膜剥離は
また、網膜の外側部分に位置付けられる光受容細胞の喪失に起因する、視力喪失をもたら
す。
【００２２】
　出願人による「治療」とは、医学的に処置することを意味する。本用語は、黄斑変性に
付随する、視力の低下等の網膜疾患の症状を軽減するため、ならびにその病気に付随する
異常血管増大等の疾患と関連付けられた、生理学的変化に対処するために、本発明の化合
物を投与することを含む。
【００２３】
本発明の化合物
　本発明の方法は、クロザピン、オランザピン、またはオランザピンのある代謝産物を治
療の必要がある患者へ投与することによって、網膜の疾患を治療する。本化合物は、よく
知られている。
【００２４】
　クロザピンは、抗精神病薬として、１９７０年から処方されてきた。以下の構造を有す
る。
【化２】

　その化学名は、２－クロロ－１１－（４－メチルピペラジン－１－イル）－５Ｈ－ジベ
ンゾ［ｂ，ｅ］［１，４］ジアゼピンである。これは、種々の方法で合成されてもよい。
ある方法は、以下の通りである。
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【化３】

別の方法は、以下の通りである。
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【化４】

以下の構造を有する、Ｎ－デスメチルクロザピンは、
【化５】

Ｔｏｃｒｉｓから得られることができる。
【００２５】
　オランザピンは、別のよく知られている抗精神病薬である。以下の構造を有する。



(10) JP 2013-544838 A 2013.12.19

10

20

30

40

【化６】

その化学名は、２－メチル－４－（４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ
［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピンである。Ｅｌｌｉ　Ｌｉｌｌｙ　ａｎ
ｄ　Ｃｏｍｐａｎｙは、本薬物をＺｙｐｒｅｘａという商標名で販売している。オランザ
ピンの製造のある方法は、次の通りである。これは、米国特許第５，６３１，２５０号に
おいて開示されており、その内容は、参照することによって本明細書に組み込まれる。
【化７】

別の方法は、次の通りである。それは、米国特許出願公開第２００６／０３５８８７号に
おいて開示されており、その内容は、参照することによって本明細書に組み込まれる。
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【００２６】
　オランザピンは、以下の化合物に代謝され、その両方はまた、本発明の方法において使
用されてもよい。

【化９】

代謝産物Ａ
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【化１０】

代謝産物Ｂ
【００２７】
　オランザピン－Ｎ－酸化物（代謝産物Ａ）、およびＮ－デメチルオランザピン（代謝産
物Ｂ）は、Ｔｏｒｏｎｔｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌから得られることがで
きる。
【００２８】
　一実施形態では、薬学的に許容される塩として、本発明の化合物を投与する。薬学的に
許容される塩は、動物またはヒトへの投与に好適である、親化合物の任意の塩である。薬
学的に許容される塩はまた、酸、別の塩、あるいは酸または塩に変換されるプロドラッグ
の投与の結果として、生体内で形成される任意の塩を指す。塩は、１つ以上の対応する対
イオンと関連付けられた、共役酸または塩基等の化合物の１つ以上のイオン型を備える。
塩は、１つ以上の脱プロトン化酸性基（例えば、カルボン酸）、１つ以上のプロトン化塩
基性基（例えば、アミン）、あるいは両方（例えば、両性イオン）から形成または組み込
むことができる。
【００２９】
　酸性官能基の薬学的に許容される塩は、有機または無機塩基から誘導されてもよい。塩
は、一価または多価イオンを備えてもよい。特に興味深いのは、無機イオン、リチウム、
ナトリウム、カリウム、カルシウム、およびマグネシウムである。有機塩は、アミン、特
に、モノアルキル、ジアルキル、およびトリアルキルアミン、またはエタノールアミン等
のアンモニウム塩で構成されてもよい。好適な塩の考察は、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓａｌｔｓ：Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ、Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
、ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｂｙ　Ｓｔａｈｌ　ａｎｄ　Ｗｅｒｍｕｔｈ　（Ｗｉｌｅｙ－ＶＣＨ
、　２００２）を参照されたい。
【００３０】
製剤および投与
　本発明の化合物は、経口、経皮（例えば、パッチの使用を通して）、経鼻、舌下、直腸
、または非経口経路のいずれかを介して投与されてもよい。ある好ましい実施形態では、
化合物は、眼内への注入によって送達される。
【００３１】
　一実施形態では、化合物は、１日あたり約０．２５ｍｇから約１５００ｍｇに及ぶ用量
で投与され、別の実施形態では、化合物は、単回または分割量において、１日あたり０．
２５から約３００ｍｇの用量で投与され、別の実施形態では、化合物は、１日に体重のｋ
ｇあたり０．０１ｍｇから約１０ｍｇの用量で投与されるが、必然的に治療される対象者
の体重および健康状態および選択される特定の投与経路、ならびに治療に対する個人の反
応、選択される製剤、および患者が治療される時間の長さに応じて、変形例が生じるであ
ろう。いくつかの事例では、１日あたり０．２５ｍｇ未満の用量が、適度であり得る一方
、他の場合では、依然として、より大量の用量が、いかなる有害な副作用も生じさせるこ
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となく、採用され得るが、そのようなより大量の用量は、最初に、１日を通して投与され
るために、いくつかの少量の用量に分割されることを前提とする。
【００３２】
　活性化合物は、以前に示されたいくつかの経路のいずれかによって、単独で、あるいは
薬学的に許容される担体または希釈剤と組み合わせて投与されることができる。より具体
的には、活性化合物は、多種の異なる剤形で投与されることができ、例えば、それらは、
錠剤、カプセル、溶液、懸濁液、および同等物の形式の種々の薬学的に許容される不活性
担体と組み合わせられてもよい。そのような担体は、固体希釈剤または充填剤、滅菌水性
媒体、および種々の非毒性有機溶剤を含む。加えて、経口医薬品は、好適に加糖および／
または風味付けされることができる。一般に、活性化合物は、体重あたり約５．０％から
約７０％に及ぶ濃度レベルでそのような剤形において存在する。
【００３３】
　本発明の一実施形態では、クロザピンは、眼に局所的に、または眼内に注入することに
よって、送達されてもよい。本目的の好適な製剤は、液体、懸濁液、乳剤、および同等物
を含む。眼の薬物製品の局所用製剤は、当技術分野においてよく知られており、例えば、
米国特許出願公開第２００５００５９５８３号、第２００５０２７７５８４号、第２００
７００１５６９０号、および第２００７００１５６９１号、ならびに米国特許第５，４７
４，９７９号および第６，５８２，７１８号において説明されており、その全ての開示は
、参照により本明細書に組み込まれる。
【００３４】
　一実施形態では、クロザピン製剤は、点眼薬として投与され、典型的投与では、製剤の
２５から５０μｌが、眼に投与される。そのような製剤は、１日１回、２回、３回、４回
、またはそれ以上、投与されてもよい。
【実施例】
【００３５】
　本発明は、以下の実施例によって例証される。
【００３６】
　ＡＴＣＣからのＡＲＰＥ－１９細胞を、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）を補充したＤＥ
ＭＥ／Ｆ１２培地中に増殖させ、９６ウェルプレート中に、１ウェル当たり１０，０００
細胞の密度で分割した。細胞を、０．１％ＦＢＳ培地中で一晩培養した後、化合物／薬物
の添加を行った。目的の化合物の原液を、異なる濃度で作製し、０．１％ＦＢＳ培地中の
ＡＲＰＥ－１９細胞に１時間添加した。
【００３７】
　細胞生存率アッセイ：化合物／薬物前処理の１時間後、細胞は、３時間、０．３ｍＭの
ｔｅｒｔ－ブチルヒドロペルオキシド（ｔＢＨ）での培養に続き、３回洗浄され、一晩新
たな薬物および媒体（０．１％ＦＢＳ媒体）と置換された。細胞生存率は、細胞増殖分析
キット（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、２２１０）によって判定された。エラーバーは、ＳＥＭで
ある。ｎは、３である。その結果は、図１、２、および１２において示される。
【００３８】
　ＩＬ－８アッセイ：薬物前処理の１時間後、細胞は、２４時間、１ｕｇ／ｍｌのｐｏｌ
ｙＩ：Ｃで培養された。細胞培養上清は、ＩＬ－８　ＥＬＩＳＡ　Ｋｉｔ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ、Ｄ８０００Ｃ）でＩＬ－８生産を測定するために使用された。エラーバーは
、ＳＥＭである。ｎは、３である。その結果は、図１において示される。
【００３９】
　青色光研究：４から５月齢のＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）雄ラットが、以下
の研究において使用された。薬物治療は、青色光暴露前の２日前に開始された。動物は、
３日間、１日に１度、オランザピンＩＰ注入を受け、最後の投薬は、青色光暴露の１時間
前であった。
　硝子体内注射（ＩＶＴ）のために、動物は、青色光暴露の１時間前にオランザピン（以
下で示される構造を有する）を受けた。局所投与のために、薬物は、２４時間（ＢＩＤ）
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および青色光暴露の１時間前（ＱＩ）に与えられた。水は、並行対照溶媒ＩＰ／ＩＶＴ注
入または局所投与のために使用された。ラットは、４時間、約６～７ｋのルクス強度を伴
う青色光に暴露される前、２４時間、暗順応させた。青色光暴露の直後、通常の室内灯に
戻す前、ラットは、さらに３日間、再び暗順応させた（１２時間点灯／１２時間暗闇）。
光干渉断層撮影（ＯＣＴ）が、青色光暴露後、７～１０日において、青色光によって生じ
た網膜の厚さの変化を評価するために使用された。エラーバーは、ＳＥＭである（図３）
。
【００４０】
　網膜電図写真（ＥＲＧ）アッセイ：両眼性フラッシュ網膜電図が、Ｅｓｐｉｏｎ　Ｅ2

網膜電図写真システムを使用して、ＳＤラットにおいて記録された。ＥＲＧ当日、動物は
、少なくとも３０分間、暗順応させた。その眼は、トロピカミドＨＣｌ（１％）およびＡ
ｋ－ｄｉｌａｔｅ（１０％）で拡張された。ＥＲＧ記録に先立って、動物は、４０ｍｇ／
ｍｌケタミンＨＣＬおよび１２ｍｇ／ｍｌキシラジンＨＣＬの筋肉注射で麻酔され、かつ
加熱された台の上に置かれた。接地用ニードルが、腕の下の皮膚に置かれ、基準ニードル
が、頭の上の皮膚に置かれた。網膜は、０．１Ｈｚで平均１０回のトレースの間、１ｃｄ
．ｓ／ｍ２フラッシュを使用して刺激された。記録フィルタは、３００Ｈｚに設定された
。ＥＲＧ反応は、Ｅｓｐｉｏｎ　Ｅ2およびＭｉｃｒｏｓｏｆｔのエクセルプログラムを
使用して分析された。ｂ波の振幅は、ａ波のトラフからｂ波のピークまで測定され、ａ波
は、開始時の記録と負のふれのトラフとの間の振幅の差異として測定された。エラーバー
は、ＳＥＭである。（図４、８、および９）
【００４１】
　ラット眼組織処理およびＨ＆Ｅ染色：青色光暴露２～３週間後のＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａ
ｗｌｅｙ雄ラットは、ＣＯ2で安楽死され、眼窩が、摘出された。眼は、Ｄａｖｉｄｓｏ
ｎ固定剤中において一晩室温で固定され、２４時間、７０％のエタノールに移入された。
さらなる組織処理が、８０％、９５％、および１００％のアルコールならびにＰｒｏｐａ
ｒ中における連続脱水に続き、パラフィンに包埋された。ラットの眼全体は、ミクロトー
ム（ＲＭ２２５５；Ｌｅｉｃａ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍ）を使用して、鼻から側頭側に
垂直経線で横方向に切断された。指標として神経経頭を使用して、５ミクロン／切片を伴
う合計４５の連続切片が、１５個のスライドガラス上に収集された。スライド＃１、５、
１０、および１５は、脱パラフィン（ｄｉｐａｒａｆｆｉｎｉｚｅｄ）され、連続して、
実験群間の光受容体／ＲＰＥ病変を比較するための標準的プロトコルのように、ヘマトキ
シリン（核）およびエオシン（細胞質）を使用して着色された。スライドの残りは、標準
的免疫組織化学技法による特異抗体を使用して、ロドプシン、ＲＰＥ６５、およびＧＦＡ
Ｐの発現を判定するために使用された。その結果は、図５～７において示される。
【００４２】
　酸素誘発網膜症：酸素誘発網膜症（ＯＩＲ）／酸素過剰症が、Ｓｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ
によって報告されたプロトコルを使用して、Ｃ５７Ｂ６マウスにおいて誘発された。（Ｓ
ｍｉｔｈ　ＬＥ、　Ｗｅｓｏｌｏｗｓｋｉ　Ｅ、　ＭｃＬｅｌｌａｎ　Ａ、　ｅｔ　ａｌ
．　Ｏｘｙｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｍｏｕｓ
ｅ．　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ.　１９９４；３５（１）
：１０１－１１１）。同腹新生マウスおよびその雌親は、Ｐ７からＰ１２において、７５
％の酸素チャンバに置かれた。チャンバは、５日間、十分な食料および水を含有し、かつ
薬物投与を動物に許可するためのみ開放された。マウスは、Ｐ１２において、通常の酸素
含有量を伴う室内空気に戻された。水中のオランザピンまたはＶＥＨ（水）は、Ｐ１０か
ら開始し、Ｐ１６まで継続的に、強制栄養によって１日１回投与された。網膜新生血管は
、室内空気への動物の暴露５日後、Ｐ１７において評価された。
【００４３】
　網膜の血管造影および定量化：網膜新生血管は、以前説明されたように、ＯＩＲに曝さ
れたマウスにおける血管造影によって評価された（Ｓｍｉｔｈ　ＬＥ、Ｗｅｓｏｌｏｗｓ
ｋｉ　Ｅ，　ＭｃＬｅｌｌａｎ　Ａ、ｅｔ　ａｌ．Ｏｘｙｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｒｅ
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ｔｉｎｏｐａｔｈｙ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｍｏｕｓｅ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ
　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ．１９９４；３５（１）：１０１－１１１）。Ｐ１７において、マウス
は、深く麻酔がかけられ、次いで、５０ｍｇの高分子量（２０００ｋＤａ）フルオレセイ
ン－デキストラン（Ｓｉｇｍａ，　Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ，　ＭＯ）を含有する１ｍＬのＰ
ＢＳによって、左心室を通して灌流させた。眼が、摘出され、２４時間、４％のパラホル
ムアルデヒド中で固定された。水晶体の除去後、網膜が、解剖され、グリセロール－ゼラ
チンで全組織標本化された。網膜新生血管の定量化は、以前説明されたように行われた（
Ｃｈｅｎ　Ｊ，　Ｃｏｎｎｏｒ　ＫＭ，　Ａｄｅｒｍａｎ　ＣＭ，　Ｓｍｉｔｈ　ＬＥ．
　Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ　ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｄｅｃｒｅａｓｅｓ　ｖａｓ
ｃｕｌａｒ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｉｎ　ｍｉｃｅ．　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ．　
２００８；１１８（２）：５２６－５３３）。落射蛍光顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ，　Ｃｅ
ｎｔｅｒ　Ｖａｌｌｅｙ，　ＰＡ）上において、４倍率で撮られた網膜の全組織標本の画
像が、Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ　７．０ソフトウェア（Ａｄｏｂｅ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ，　Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，　ＣＡ）に取り込まれ、網膜全体の画像を作成す
るために統合された。新血管形成は、以前説明されたように、定量化された（Ｂａｉ　Ｙ
，　Ｍａ　ＪＸ，　Ｇｕｏ　Ｊ，　ｅｔ　ａｌ．　Ｍuｌｌｅｒ　ｃｅｌｌ－ｄｅｒｉｖ
ｅｄ　ＶＥＧＦ　ｉｓ　ａ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｏｒ　ｔｏ　
ｒｅｔｉｎａｌ　ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ．　Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ．　２０
０９；２１９（４）：４４６－４５４）。Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐのフリーハンドツールは、
新生血管の房状分岐形成の面積の輪郭を描くために使用され、新血管形成の面積（ピクセ
ル単位）が、網膜全体の面積（ピクセル単位）の割合として表現された。バイアスを回避
するために、新血管形成の定量化は、動物治療に対して盲検化された観察者によって行わ
れた。その結果は、図１０において示される。
【００４４】
　脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）アッセイ：それぞれ２５０～３００グラムの重さのあるＢｒ
ｏｗｎ　Ｎｏｒｗａｙラット（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒｓ）が、研究に使用された。
薬物治療は、レーザ治療より２日前に開始された。オランザピンは、３日（２、１、およ
び０日）間、１日に１度、ｉ．ｐ．（１ｍｇ／ｋｇ）で与えられた。０日目の最後の用量
は、レーザ治療の約１時間前に、送達された。リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）は、並行
対照溶媒ＩＰ注入のために使用された。レーザ手技の０日目において、ラットの眼（瞳孔
）は、トロピカミドＨＣｌ（１％）およびＡｋ－ｄｉｌａｔｅ（１０％）で拡張された。
ラットは、次いで、４０ｍｇ／ｍｌのケタミンＨＣＬおよび１２ｍｇ／ｍｌのキシラジン
ＨＣＬの筋肉（ｉｎｔｒａｓｍｕｓｃｕｌａｒ）注射で麻酔された。眼底は、光学結合剤
としてＲｅｆｒｅｓｈ　Ｌｉｑｕｉｇｅｌ点眼薬を伴う顕微鏡スライドカバースリップを
使用して、可視化された。各動物に対して、各眼に６つのレーザスポット（３６０ｍＷ電
力、持続時間０．０７秒、５０μｍスポットサイズ）が、網膜血管２本毎の間に、視神経
乳頭の周囲にほぼ等距離で同心円状にアルゴンレーザ（Ｃｏｈｅｒｅｎｔ　Ｉｎｃ．；　
Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，　Ｃａ．）で構成された。薬物（オランザピン）またはＰＢＳ
の単一５ｕｌ体積が、レーザ光凝固手技後、１、４、および６日において硝子体空洞内に
注入された。レーザ治療後１１日目において、動物は、ＣＯ２暴露によって犠牲にされ、
ＣＮＶ形成が、以前説明されたように、アッセイされた。すぐに、眼が、摘出され、１時
間、１０％のホルマリン溶液中で固定された。眼は、５分×２回、ＰＢＳ中で漱がれた、
または一晩ＰＢＳ中に保持された。眼は、完全に、清浄され、眼杯および取着した網膜を
定位置に残したまま、ペトリ皿内で半分に切断した。眼杯網膜は、ＰＢＳ中で洗浄され、
網膜は、脈絡膜から分離および除去された。眼杯脈絡膜（ｃｕｐ－ｃｈｏｒｉｏｄ）は、
ＰＢＳ／０．５％トリトンＸ１００中イソレクチンＩＢ4コンジュゲート（１０ｕｇ／ｍ
ｌ）において一晩培養された。眼杯／脈絡膜は、２０分×３回、ＰＢＳ中で洗浄され、４
箇所において切断され、水性土台媒体を使用して、平坦に搭載された。蛍光の面積は、Ｍ
ｅｔａｍｏｒｐｈ画像分析ソフトウェア（ＲＰＩ，　Ｎａｔｉｃｋ，　ＭＡ）を使用して
定量化された。その結果は、図１１において示される。
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【００４５】
　結果は、本発明の化合物が、ＲＰＥを酸化ストレスおよびそのようなストレスを生じさ
せる疾患から保護すること（以下に要約されるように）を証明する。

【００４６】
　本明細書に開示されるあらゆる参照は、非特許（例えば、科学論文、雑誌参考文献）ま
たは特許（認定された特許または公開された特許出願）にかかわらず、参照することによ
って、全目的のために全体として本明細書に組み込まれる。
【００４７】
　前述の説明は、本発明を実施するために採用されることができる、具体的方法および組
成物を詳述し、想定される（ｃｏｍｔｅｍｐｌａｔｅｄ）最良の形態を表す。これに関し
て全体的範囲を制限するものとして解釈されるべきではなく、むしろ本発明の範囲は、添
付の請求項の合法の構造物によってのみ準拠される。

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図５】
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【図６】

【図７】
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【図１０】
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【国際調査報告】
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