
(57)【要約】
本発明はヘムオキシゲナーゼ -1およびヘム分解産物を用いる障害の処置に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 炎 症 を 患 う か ま た は 炎 症 の 危 険 性 が あ る 患 者 を 同 定 す る 段 階 ； 並 び に
　 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 誘 導 す る こ と ； 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 発 現 さ せ る こ と ；
お よ び 炎 症 を 低 減 さ せ る の に 十 分 な 量 で HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、
鉄 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 サ リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン 、 鉄 デ キ
ス ト ラ ン 、 ま た は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 ；
を 含 む 、 患 者 に お け る 炎 症 を 低 減 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 処 置 が 、 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 誘 導 す る こ と で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 処 置 が 、 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 発 現 さ せ る こ と で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 処 置 が 、 HO-1を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 処 置 が 、 ビ リ ベ ル ジ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と で あ る 、 請 求 項 1記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 薬 学 的 組 成 物 が 約 1か ら 1000マ イ ク ロ モ ル /kg/日 の 用 量 で 患 者 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 5記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 炎 症 が 潰 瘍 性 大 腸 炎 に 付 随 す る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 処 置 が 、 ビ リ ル ビ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と で あ る 、 請 求 項 1記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 処 置 が 、 フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と で あ る 、 請 求 項 1記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 処 置 が 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン （ DFO） ま た は サ リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・
ヒ ド ラ ゾ ン （ SIH） を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 処 置 が 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と で あ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 処 置 が 、 ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と で あ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 フ ェ リ チ ン が 鉄 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ り 誘 導 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 炎 症 が 、 喘 息 、 成 人 型 呼 吸 促 拍 症 候 群 、 間 質 性 肺 線 維 症 、 肺 塞 栓 症 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患
、 原 発 性 肺 高 血 圧 症 、 慢 性 肺 気 腫 、 う っ 血 性 心 不 全 、 末 梢 血 管 疾 患 、 脳 卒 中 、 ア テ ロ ー ム
性 動 脈 硬 化 症 、 虚 血 -再 灌 流 傷 害 、 心 臓 発 作 、 糸 球 体 腎 炎 、 腎 臓 の 炎 症 を 伴 う 症 状 、 尿 生
殖 路 の 感 染 、 ウ イ ル ス 性 お よ び 中 毒 性 肝 炎 、 肝 硬 変 、 イ レ ウ ス 、 壊 死 性 全 腸 炎 、 特 異 的 お
よ び 非 特 異 的 炎 症 性 腸 疾 患 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 創 傷 治 癒 不 全 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー
キ ン ソ ン 病 、 移 植 片 対 宿 主 病 、 お よ び 出 血 性 、 敗 血 性 ま た は ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 性 シ ョ ッ ク
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 症 状 に 付 随 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 炎 症 が 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 脾 臓 、 脳 、 皮 膚 、 お よ び /ま た は 腎 臓 の 炎 症 で あ る 、 請 求 項 1
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 炎 症 が 、 消 化 管 に 局 在 す る 炎 症 症 状 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 炎 症 症 状 が 、 ア メ ー バ 赤 痢 、 細 菌 性 赤 痢 、 住 血 吸 虫 症 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 全 腸 炎 、 エ ル
シ ニ ア 全 腸 炎 、 ヒ ト ギ ョ ウ チ ュ ウ 、 放 射 線 全 腸 炎 、 虚 血 性 大 腸 炎 、 好 酸 球 性 胃 腸 炎 、 潰 瘍
性 大 腸 炎 、 不 定 大 腸 炎 、 お よ び ク ロ ー ン 病 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 炎 症 症 状 が 潰 瘍 性 大 腸 炎 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 す る こ と ； 患 者 に お い て HO-1を 発 現 さ せ る こ と ； お よ び 一 酸 化
炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1
つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 し 、 か つ 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 （ a） ド ナ ー に お い て フ ェ リ チ ン を 誘 導 す る こ と ； ド ナ ー に お い て フ ェ リ チ ン を 発 現 さ
せ る こ と ； お よ び HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、
鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 ま た は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を ド ナ ー に 投 与 す る こ と か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1つ の 処 置 を ド ナ ー に 与 え る 段 階 ；
　 （ b） ド ナ ー か ら 器 官 を 得 る 段 階 ； 並 び に
　 （ c） 器 官 を レ シ ピ エ ン ト に 移 植 す る 段 階
を 含 む 、 器 官 を 移 植 す る 方 法 で あ っ て 、 段 階 （ a） で 与 え ら れ る 処 置 が 、 レ シ ピ エ ン ト に
移 植 し た 後 の 器 官 の 生 存 ま た は 機 能 を 増 強 す る の に 十 分 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 （ a） ド ナ ー の 器 官 を 提 供 す る 段 階 ；
　 （ b） 器 官 に お い て フ ェ リ チ ン を 誘 導 す る こ と ； 器 官 に お い て フ ェ リ チ ン を 発 現 さ せ る
こ と ； お よ び HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 鉄 デ
キ ス ト ラ ン 、 ま た は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 、 少 な く と も 1つ の 処 置 を 器 官 に エ ク ス ビ ボ で 与 え る 段 階 ； 並 び に
　 （ c） 器 官 を レ シ ピ エ ン ト に 移 植 す る 段 階
を 含 む 、 器 官 を 移 植 す る 方 法 で あ っ て 、 段 階 （ b） で 器 官 に 与 え ら れ る 処 置 が 、 レ シ ピ エ
ン ト に 器 官 を 移 植 し た 後 の 器 官 の 生 存 ま た は 機 能 を 増 強 す る の に 十 分 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 （ a） ド ナ ー の 器 官 を 提 供 す る 段 階 ；
　 （ b） 器 官 を レ シ ピ エ ン ト に 移 植 す る 段 階 ； 並 び に
　 （ c） 段 階 （ b） の 前 、 間 、 ま た は 後 に 、 レ シ ピ エ ン ト に お い て フ ェ リ チ ン を 誘 導 す る こ
と ； レ シ ピ エ ン ト に お い て フ ェ リ チ ン を 発 現 さ せ る こ と ； お よ び HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ
ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 ま た は ア ポ フ ェ リ チ ン を
含 む 薬 学 的 組 成 物 を レ シ ピ エ ン ト に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も
1つ の 処 置 を レ シ ピ エ ン ト に 与 え る 段 階
を 含 む 、 器 官 を 移 植 す る 方 法 で あ っ て 、 段 階 （ c） で レ シ ピ エ ン ト に 与 え ら れ る 処 置 が 、
レ シ ピ エ ン ト に 器 官 を 移 植 し た 後 の 器 官 の 生 存 ま た は 機 能 を 増 強 す る の に 十 分 で あ る 、 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ド ナ ー に お い て HO-1を 誘 導 す る こ と ； ド ナ ー に お い て HO-1を 発 現 さ せ る こ と ； お よ び 一
酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を ド ナ ー に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く
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と も 1つ の 処 置 を ド ナ ー に 与 え る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ド ナ ー に お い て HO-1を 誘 導 し 、 か つ 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を ド ナ ー に 投 与 す る
段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 器 官 に お い て HO-1を 誘 導 す る こ と ； 器 官 に お い て HO-1を 発 現 さ せ る こ と ； お よ び 一 酸 化
炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 器 官 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1
つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 器 官 に お い て HO-1を 誘 導 し 、 か つ 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 器 官 に 投 与 す る 段 階
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 レ シ ピ エ ン ト に お い て HO-1を 誘 導 す る こ と ； レ シ ピ エ ン ト に お い て HO-1を 発 現 さ せ る こ
と ； お よ び 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を レ シ ピ エ ン ト に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 23記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 レ シ ピ エ ン ト に お い て HO-1を 誘 導 し 、 か つ 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を レ シ ピ エ ン
ト に 投 与 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 （ a） 患 者 に 血 管 形 成 術 を 実 施 す る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 実 施 す る 段 階 の 前 、 間 、 ま た は 後 に 、 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 誘 導 す る こ と ；
患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 発 現 さ せ る こ と ； お よ び HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ
ェ リ チ ン 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 ま た は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組
成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1つ の 処 置 を 与 え る 段
階
を 含 む 、 患 者 に 血 管 形 成 術 を 実 施 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 す る こ と ； 患 者 に お い て HO-1を 発 現 さ せ る こ と ； お よ び 一 酸 化
炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1
つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 し 、 か つ 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 （ a） 患 者 に 血 管 手 術 を 実 施 す る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 実 施 す る 段 階 の 前 、 間 、 ま た は 後 に 、 患 者 に お い て HO-1ま た は フ ェ リ チ ン を 誘 導
す る こ と ； 患 者 に お い て HO-1ま た は フ ェ リ チ ン を 発 現 さ せ る こ と ； お よ び HO-1、 ビ リ ル ビ
ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 ま た は ア ポ フ ェ
リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も
1つ の 処 置 を 与 え る 段 階 ；
を 含 む 、 患 者 に 血 管 手 術 を 実 施 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 す る こ と ； 患 者 に お い て HO-1を 発 現 さ せ る こ と ； お よ び 一 酸 化
炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1
つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 し 、 か つ 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
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　 細 胞 増 殖 障 害 お よ び /も し く は 細 胞 分 化 障 害 を 患 う か ま た は そ の 危 険 性 が あ る 患 者 を 同
定 す る 段 階 ； 並 び に
　 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 誘 導 す る こ と ； 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 発 現 さ せ る こ と ；
お よ び 細 胞 増 殖 障 害 お よ び /ま た は 細 胞 分 化 障 害 を 処 置 す る の に 十 分 な 量 で 、 HO-1、 ビ リ
ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 鉄 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 ま た は
ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少
な く と も 1つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 ；
を 含 む 、 患 者 に お け る 細 胞 増 殖 障 害 お よ び /ま た は 細 胞 分 化 障 害 を 処 置 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 す る こ と ； 患 者 に お い て HO-1を 発 現 さ せ る こ と ； お よ び 一 酸 化
炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1
つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 し 、 か つ 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 虚 血 を 患 う か ま た は 虚 血 の 危 険 性 が あ る 患 者 を 同 定 す る こ と ； 並 び に
　 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 誘 導 す る こ と ； 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 発 現 さ せ る こ と ；
お よ び 虚 血 の 影 響 を 低 減 さ せ る の に 十 分 な 量 で 、 HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ
リ チ ン 、 鉄 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 ま た は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的
組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1つ の 処 置 を 患 者 に
与 え る 段 階 ；
を 含 む 、 患 者 に お け る 虚 血 の 影 響 を 低 減 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 す る こ と ； 患 者 に お い て HO-1を 発 現 さ せ る こ と ； お よ び 一 酸 化
炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1
つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 し 、 か つ 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
優 先 権 の 主 張
　 本 出 願 は 米 国 特 許 法 第 119条 （ e） 項 の 下 で 2002年 4月 15日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 60/372,
762号 に 対 す る 優 先 権 を 主 張 し 、 そ の 内 容 は 全 て 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
連 邦 政 府 に よ り 資 金 援 助 さ れ た 研 究 開 発
　 本 発 明 は 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 に よ り 賦 与 さ れ た 助 成 金 第 HL58688号 の 下 で 政 府 支 援 を 伴
っ て 為 さ れ た 。 政 府 は 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 限 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
技 術 分 野
　 本 発 明 は ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ -1お よ び ヘ ム 分 解 産 物 を 用 い る 障 害 の 処 置 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
背 景
　 ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ -1（ HO-1） は ヘ ム の 分 解 の 第 1段 階 を 触 媒 す る 。 HO-1は b型 ヘ ム 分 子
の α メ ソ 炭 素 架 橋 を 酸 化 に よ り 切 断 し 、 等 モ ル 量 の ビ リ ベ ル ジ ン IXa、 一 酸 化 炭 素 （ CO）
、 お よ び 遊 離 の 鉄 を 生 じ る 。 続 い て 、 ビ リ ベ ル ジ ン は ビ リ ベ ル ジ ン リ ダ ク タ ー ゼ に よ り ビ
リ ル ビ ン に 変 換 さ れ 、 そ し て ヘ ム か ら の Fe 2 ＋ の 放 出 が Fe 2 ＋ 捕 捉 タ ン パ ク 質 フ ェ リ チ ン の
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発 現 を 誘 導 し 、 こ れ は Fe 2 ＋ の Fenton反 応 を 介 し た 遊 離 ラ ジ カ ル の 作 製 に 関 与 す る 能 力 を
制 限 す る こ と に よ り 、 抗 酸 化 剤 と し て 作 用 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
概 要
　 本 発 明 は 一 部 、 ヘ ム お よ び /ま た は HO-1の 分 解 産 物 の 投 与 が 炎 症 を 軽 減 し 、 そ し て 虚 血
に 付 随 す る 損 傷 を 抑 制 す る と い う 発 見 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 炎 症 を 患 う か ま た は 炎 症 の 危 険 性 を 有 す る 患 者 を 同 定 す る 段 階 、 並
び に 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 誘 導 し ； 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 発 現 さ せ ； そ し て /ま
た は 炎 症 を 低 減 さ せ る の に 十 分 量 の HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 鉄 、
デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン （ DFO） 、 サ リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン （ SIH
） 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び /も し く は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与
す る こ と を 含 む 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 を 含 む 、 患 者 の 炎 症 を 低 減 さ せ る 方 法 を 特 徴 と す
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 処 置 は ビ リ ベ ル ジ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る こ と で あ る 。 薬 学
的 組 成 物 を 例 え ば 約 1か ら 1000マ イ ク ロ モ ル /kg/日 、 例 え ば 10か ら 500μ mol/kg/日 、 20か
ら 200μ mol/kg/日 、 ま た は 25か ら 100μ mol/kg/日 の 投 与 量 で 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た は 、 あ る い は 加 え て 、 処 置 は ビ リ ル ビ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階
を 含 む こ と が で き る 。 約 1か ら 約 300μ mol/l、 例 え ば 約 10か ら 約 200μ mol/l、 ま た は 約 50
か ら 約 100μ mol/lの 範 囲 の ビ リ ル ビ ン の 血 清 レ ベ ル を 生 じ る よ う に 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に
投 与 す る こ と が で き る 。 約 1か ら 1000mg/kg、 例 え ば 10か ら 500mg/kg、 20か ら 200mg/kg、 ま
た は 25か ら 150mg/kgの 範 囲 内 に 入 る こ と が で き る ビ リ ル ビ ン の 個 々 の 投 与 量 を 投 与 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 処 置 は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む こ と が
で き る 。 薬 学 的 組 成 物 を 例 え ば 約 1か ら 1000mg/kg、 例 え ば 10か ら 500mg/kg、 20か ら 200mg/
kg、 ま た は 25か ら 150mg/kgの 投 与 量 で 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 処 置 は DFOを 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む こ と も で き る 。 薬 学 的 組 成
物 を 例 え ば 約 0.1か ら 1000mg/kg、 例 え ば 0.5か ら 800mg/kg、 1か ら 600mg/kg、 2か ら 400mg/k
g、 ま た は 2.5か ら 250mg/kgの 投 与 量 で 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 処 置 は 鉄 デ キ ス ト ラ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む こ と が
で き る 。 薬 学 的 組 成 物 を 例 え ば 約 1か ら 1000mg/kg、 例 え ば 10か ら 900mg/kg、 100か ら 800mg
/kg、 300か ら 700mg/kg、 ま た は 400か ら 600mg/kgの 投 与 量 で 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る
。 ま た は 、 遊 離 の 鉄 を 、 例 え ば 鉄 サ プ リ メ ン ト の 形 態 で 患 者 に 送 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 処 置 は ま た サ リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン （ SIH） を 含 む 薬 学 的
組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む こ と も で き る 。 薬 学 的 組 成 物 を 例 え ば 約 0.02か ら 100m
mol/kg、 例 え ば 約 0.02か ら 10mmol/kg、 例 え ば 0.02か ら 50mmol/kgま た は 0.2か ら 20mmol/kg
の 投 与 量 で 患 者 に 経 口 的 ま た は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 炎 症 は 、 非 限 定 例 と し て は 喘 息 、 成 人 型 呼 吸 促 拍 症 候 群 、 間 質 性 肺 線 維 症 、 肺 塞 栓 症 、
慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 原 発 性 肺 高 血 圧 症 、 慢 性 肺 気 腫 、 う っ 血 性 心 不 全 、 末 梢 血 管 疾 患 、 脳
卒 中 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 虚 血 -再 灌 流 傷 害 、 心 臓 発 作 、 糸 球 体 腎 炎 、 腎 臓 の 炎 症
を 伴 う 症 状 、 尿 生 殖 路 の 感 染 、 ウ イ ル ス 性 お よ び 中 毒 性 肝 炎 、 肝 硬 変 、 イ レ ウ ス 、 壊 死 性
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全 腸 炎 、 特 異 的 お よ び 非 特 異 的 炎 症 性 腸 疾 患 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 創 傷 治 癒 不 全 、 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 移 植 片 対 宿 主 病 、 ま た は 出 血 性 、 敗 血 性 、 も し く は ア ナ フ
ィ ラ キ シ ー 性 シ ョ ッ ク な ど が あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 態 様 で は 、 炎 症 は 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 膵 臓 、 関 節 、 眼 、 気 管 支 、 脾 臓 、 脳 、 皮 膚
、 お よ び /ま た は 腎 臓 の 炎 症 で あ る 。 炎 症 は ま た 消 化 管 に 局 在 す る 炎 症 症 状 で も よ い 。 炎
症 症 状 は 例 え ば ア メ ー バ 赤 痢 、 細 菌 性 赤 痢 、 住 血 吸 虫 症 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 全 腸 炎 、 エ ル
シ ニ ア 全 腸 炎 、 ヒ ト ギ ョ ウ チ ュ ウ 、 放 射 線 全 腸 炎 、 虚 血 性 大 腸 炎 、 好 酸 球 性 胃 腸 炎 、 潰 瘍
性 大 腸 炎 、 不 定 大 腸 炎 （ indeterminate colitis） お よ び ク ロ ー ン 病 で も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 方 法 は さ ら に 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 お よ び /も し く は 発 現 す る 段 階 、 並 び に /ま た は 一
酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 器 官 を 移 植 す る 方 法 を 特 徴 と し 、 こ の 方 法 は HO-1ま た は フ ェ リ
チ ン を ド ナ ー に お い て 誘 導 す る こ と ； フ ェ リ チ ン を ド ナ ー に お い て 発 現 さ せ る こ と ； 並 び
に /ま た は HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 サ リ チ
ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び /も し く は ア ポ
フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を ド ナ ー に 投 与 す る こ と を 含 む 処 置 を ド ナ ー に 与 え る 段 階
； ド ナ ー か ら 器 官 を 得 る 段 階 ； 並 び に 器 官 を レ シ ピ エ ン ト に 移 植 す る 段 階 を 含 み 、 こ こ で
与 え ら れ た 処 置 は レ シ ピ エ ン ト へ の 移 植 の 後 に 器 官 の 生 存 ま た は 機 能 を 増 強 す る の に 十 分
で あ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に ド ナ ー に お い て HO-1を 誘 導 お よ び /も し く は
発 現 さ せ る 段 階 、 並 び に /ま た は 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を ド ナ ー に 投 与 す る 段 階
を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 器 官 を 移 植 す る 方 法 を も 特 徴 と し 、 こ の 方 法 は 、 ド ナ ー の 器 官 を 提 供 す る
段 階 ； HO-1も し く は フ ェ リ チ ン を 器 官 に お い て 誘 導 す る 段 階 ； HO-1も し く は フ ェ リ チ ン を
器 官 に お い て 発 現 さ せ る こ と ； 並 び に /ま た は HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ
チ ン 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 サ リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン 、 鉄 デ
キ ス ト ラ ン 、 お よ び /も し く は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む
処 置 を エ ク ス ビ ボ で 器 官 に 与 え る 段 階 ； 並 び に 器 官 を レ シ ピ エ ン ト に 移 植 す る こ と を 含 み
、 こ こ で 器 官 に 与 え ら れ た 処 置 は 移 植 後 の 器 官 の 生 存 ま た は 機 能 を 増 強 す る の に 十 分 で あ
る 。 特 定 の 態 様 で は 、 方 法 は さ ら に 器 官 に お い て HO-1を 誘 導 お よ び /も し く は 発 現 さ せ る
段 階 、 並 び に /ま た は 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 器 官 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 器 官 を 移 植 す る 方 法 を 特 徴 と し 、 こ の 方 法 は 、 ド ナ ー か ら の 器 官 を 提
供 す る 段 階 ； 器 官 を レ シ ピ エ ン ト に 移 植 す る 段 階 ； 並 び に 移 植 段 階 の 前 、 間 、 ま た は 後 に
、 HO-1も し く は フ ェ リ チ ン を レ シ ピ エ ン ト に お い て 誘 導 す る こ と ； HO-1も し く は フ ェ リ チ
ン を レ シ ピ エ ン ト に お い て 発 現 さ せ る こ と ； お よ び /ま た は HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル
ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 サ リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド
ラ ゾ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び /も し く は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を レ シ ピ
エ ン ト に 投 与 す る こ と を 含 む 処 置 を レ シ ピ エ ン ト に 与 え る こ と を 含 み 、 こ こ で レ シ ピ エ ン
ト に 与 え ら れ た 処 置 は レ シ ピ エ ン ト へ の 器 官 の 移 植 の 後 に 器 官 の 生 存 ま た は 機 能 を 増 強 す
る の に 十 分 で あ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 方 法 は さ ら に レ シ ピ エ ン ト に お い て HO-1を 誘 導 お よ
び /も し く は 発 現 さ せ る 段 階 、 並 び に /ま た は 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を レ シ ピ エ ン
ト に 投 与 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 患 者 に お い て 血 管 形 成 術 を 実 施 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は
、 患 者 に お い て 血 管 形 成 術 を 実 施 す る 段 階 ； 並 び に 実 施 段 階 の 前 、 間 、 ま た は 後 に HO-1も
し く は フ ェ リ チ ン を 患 者 に お い て 誘 導 す る こ と ； HO-1も し く は フ ェ リ チ ン を 患 者 に お い て
発 現 さ せ る こ と ； 並 び に /ま た は HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 デ ス フ
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ェ ロ キ サ ミ ン 、 サ リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、
お よ び /も し く は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 処 置 を
与 え る 段 階 を 含 む 。 特 定 の 態 様 で は 、 方 法 は さ ら に 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 お よ び /も し
く は 発 現 さ せ る 段 階 、 並 び に /ま た は 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段
階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 患 者 に お い て 血 管 手 術 を 実 施 す る 方 法 を 特 徴 と し 、 こ の 方 法 は 患 者 に お い
て 血 管 手 術 を 実 施 す る 段 階 ； 並 び に 血 管 手 術 を 実 施 す る 前 、 間 、 ま た は 後 に 、 HO-1も し く
は フ ェ リ チ ン を 患 者 に お い て 誘 導 す る こ と ； フ ェ リ チ ン を 患 者 に お い て 発 現 さ せ る こ と ；
お よ び /ま た は HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 サ
リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び /も し く は
ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 少 な く と も 1つ の 処 置 を 患 者 に
与 え る 段 階 を 含 む 。 特 定 の 態 様 で は 、 前 記 方 法 は さ ら に 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 お よ び /
も し く は 発 現 さ せ る 段 階 、 並 び に /ま た は 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す
る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 患 者 に お い て 細 胞 増 殖 障 害 お よ び /ま た は 細 胞 分 化 障 害
を 処 置 す る 方 法 を 特 徴 と し 、 こ の 方 法 は 、 細 胞 増 殖 障 害 お よ び /ま た は 細 胞 分 化 障 害 を 患
う か 、 ま た は そ の 危 険 性 の あ る 患 者 を 同 定 す る 段 階 ； 並 び に フ ェ リ チ ン を 患 者 に お い て 誘
導 す る こ と ； フ ェ リ チ ン を 患 者 に お い て 発 現 さ せ る こ と ； お よ び /ま た は HO-1、 ビ リ ル ビ
ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 鉄 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 サ リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ
コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び /も し く は ア ポ フ ェ リ チ ン を 含 む 薬 学
的 組 成 物 を 、 細 胞 増 殖 お よ び /も し く は 分 化 障 害 を 処 置 す る の に 十 分 な 量 で 患 者 に 投 与 す
る こ と を 含 む 少 な く と も 1つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 を 含 む 。 特 定 の 態 様 で は 、 前 記 方
法 は さ ら に 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 お よ び /も し く は 発 現 さ せ る 段 階 、 並 び に /ま た は 一 酸
化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 患 者 に お い て 虚 血 の 影 響 を 低 減 さ せ る 方 法 を 特 徴 と し 、
こ の 方 法 は 、 虚 血 を 患 う か ま た は そ の 危 険 性 の あ る 患 者 を 同 定 す る 段 階 ； 並 び に フ ェ リ チ
ン を 患 者 に お い て 誘 導 す る こ と ； フ ェ リ チ ン を 患 者 に お い て 発 現 さ せ る こ と ； 並 び に /ま
た は HO-1、 ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 鉄 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン 、 サ リ チ ル
ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び /も し く は ア ポ フ
ェ リ チ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 、 虚 血 の 影 響 を 低 減 さ せ る の に 十 分 な 量 で 患 者 に 投 与 す る
こ と を 含 む 、 少 な く と も 1つ の 処 置 を 患 者 に 与 え る 段 階 を 含 む 。 特 定 の 態 様 で は 、 前 記 方
法 は さ ら に 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 お よ び /も し く は 発 現 さ せ る 段 階 、 並 び に /ま た は 一 酸
化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 薬 学 的 組 成 物 」 な る 用 語 は 、 患 者 お よ び /ま た は 器 官 に 投 与 す る こ と が で き る 活 性 成
分 、 例 え ば HO-1も し く は フ ェ リ チ ン （ ま た は HO-1も し く は フ ェ リ チ ン の イ ン デ ュ ー サ ー ）
、 ビ リ ル ビ ン 、 お よ び /ま た は ビ リ ベ ル ジ ン を 含 有 す る 気 体 、 液 体 ま た は 固 体 組 成 物 を 記
載 す る た め に 本 明 細 書 の 全 体 に わ た っ て 用 い ら れ る 。 本 発 明 は こ れ ら の い ず れ か 2つ 、 3つ
、 4つ ま た は 5つ を 組 み 合 わ せ て 、 ま た は 順 々 に 使 用 す る こ と を 企 図 す る 。 薬 学 的 組 成 物 の
ど の 形 態 、 例 え ば 気 体 、 液 体 お よ び /ま た は 固 体 が 規 定 の 適 用 に 好 ま し い か は 当 業 者 に は
認 識 さ れ よ う 。 さ ら に 、 規 定 の 適 用 の た め の 薬 学 的 組 成 物 に ど の 活 性 成 分 を 含 め る べ き か
は 当 業 者 に は 認 識 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 患 者 」 な る 用 語 は 本 発 明 の 方 法 に よ る 処 置 が 提 供 さ れ る ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 を 記 載
す る た め に 本 明 細 書 の 全 体 に わ た っ て 用 い ら れ る 。 本 発 明 に 獣 医 学 的 適 用 が 見 込 ま れ て い
る の は 明 白 で あ る 。 前 記 用 語 に は 、 非 限 定 例 と し て 、 哺 乳 動 物 、 例 え ば ヒ ト 、 そ の 他 の 霊
長 類 、 ブ タ 、 げ っ 歯 類 、 例 え ば マ ウ ス お よ び ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、
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ウ シ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 お よ び ヤ ギ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 有 効 量 」 お よ び 「 処 置 す る の に 有 効 」 な る 用 語 は 、 意 図 さ れ る 効 果
ま た は 生 理 学 的 な 結 果 を 引 き 起 こ す た め の そ の 投 与 の 文 脈 で 有 効 で あ る 量 、 ま た は 濃 度 、
並 び に 急 性 ま た は 慢 性 投 与 お よ び 定 期 的 ま た は 連 続 的 投 与 を 含 む 期 間 で の 、 本 明 細 書 で 記
載 す る （ 複 数 の ） 薬 学 的 組 成 物 の 投 与 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 処 置 す る 」 ま た は
「 処 置 」 な る 用 語 は 、 疾 患 ま た は 症 状 、 例 え ば 本 明 細 書 で 記 載 す る 疾 患 ま た は 症 状 の 影 響
の 発 症 を 遅 延 、 阻 止 、 ま た は 軽 減 す る こ と を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 炎 症 ま た は 虚 血 、 例 え ば 移 植 関 連 の 虚 血 に 付 随 す る 損 傷 の 処 置 ま た は 予 防 の た め の 薬 剤
の 製 造 に お け る HO-1並 び に /ま た は い ず れ か の ヘ ム の 分 解 産 物 、 例 え ば ビ リ ル ビ ン 、 ビ リ
ベ ル ジ ン 、 フ ェ リ チ ン 、 鉄 、 デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン （ DFO） 、 サ リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ
コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン （ SIH） 、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び /も し く は ア ポ フ ェ リ チ ン の 使
用 も ま た 本 発 明 に 含 ま れ る 。 炎 症 を 患 う か ま た は そ の 危 険 性 の あ る 患 者 に お け る 炎 症 を 処
置 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 に お い て 薬 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。 器 官 移 植 の 方 法 に お
い て 、 例 え ば 炎 症 お よ び 虚 血 -再 灌 流 傷 害 を 低 減 さ せ る た め に 薬 剤 を 使 用 す る こ と も で き
る 。 ま た 患 者 に 血 管 手 術 ま た は 血 管 形 成 術 を 実 施 す る 方 法 に お い て 薬 剤 を 使 用 す る こ と も
で き る 。 ま た 患 者 に お い て 細 胞 増 殖 障 害 お よ び /ま た は 細 胞 分 化 障 害 を 処 置 す る 方 法 で 薬
剤 を 使 用 す る こ と も で き る 。 ま た 患 者 に お け る 虚 血 の 影 響 を 処 置 ま た は 予 防 す る 方 法 で 薬
剤 を 使 用 す る こ と も で き る 。 薬 剤 は 本 明 細 書 に 記 載 す る い ず れ か の 形 態 で よ く 、 そ し て 単
独 で 、 ま た は 例 え ば COと 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 別 に 定 義 し な い か ぎ り 、 本 明 細 書 で 用 い る 全 て の 技 術 お よ び 科 学 的 用 語 は 本 発 明 が 属 す
る 当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ る の と 同 一 の 意 味 を 有 し て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る も の に 類
似 す る か ま た は 等 し い 方 法 お よ び 材 料 を 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験 に お い て 使 用 す る こ と が
で き る が 、 適 当 な 方 法 お よ び 材 料 を 以 下 に 記 載 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 全 て の 刊 行 物 、
特 許 出 願 、 特 許 、 お よ び そ の 他 の 参 照 文 献 は そ の 全 て が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ る 。 抵 触 す る 場 合 は 定 義 を 含 め て 本 明 細 書 が 支 配 す る 。 加 え て 、 材 料 、 方 法 お よ び 実 施
例 は 説 明 の た め だ け で あ り 、 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の 態 様 の 詳 細 を 添 付 の 図 面 お よ び 以 下 の 記 載 に 示 す 。 本 発 明 の
そ の 他 の 特 徴 、 目 的 、 お よ び 利 点 は 記 載 お よ び 図 面 か ら 、 並 び に 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 種 々 の 疾 患 ま た は 症 状 、 例 え ば 炎 症 を 処 置 す る た め に 、 お よ び /ま た は 種 々 の
外 科 的 手 順 、 例 え ば 移 植 手 術 の 結 果 を 改 善 す る た め に 、 患 者 に お け る い ず れ か ま た は 全 て
の ヘ ム 分 解 産 物 を 提 供 、 例 え ば 投 与 、 誘 導 お よ び /ま た は 発 現 す る こ と を 含 む 。 任 意 で 、
ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ -1（ HO-1） を 、 い ず れ か ま た は 全 て の ヘ ム 分 解 産 物 、 例 え ば 一 酸 化 炭
素 （ CO） 、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 ビ リ ル ビ ン 、 鉄 お よ び フ ェ リ チ ン の 投 与 と 組 み 合 わ せ て 患 者 に
提 供 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 い ず れ か ま た は 全 て の ヘ ム 分 解 産 物 を 患 者 に 提 供 す る 代
わ り に HO-1を 患 者 に 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ -1お よ び ヘ ム 分 解 産 物 の 使 用
ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ -1
　 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 ま た は 発 現 す る こ と に よ り 、 ま た は 外 因 性 の HO-1を 直 接 患 者 に
投 与 す る こ と に よ り HO-1を 患 者 に 提 供 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 誘 導 す る （
誘 導 し た ） 」 な る 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 、 例 え ば HO-1ま た は フ ェ リ チ ン を コ ー ド す る 、 患 者
自 身 の 内 因 性 （ 例 え ば 非 組 換 え ） 遺 伝 子 を 用 い て 患 者 の 体 内 で 前 記 タ ン パ ク 質 の 生 成 の 増
加 を 引 き 起 こ す こ と を 意 味 す る 。
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【 ０ ０ ３ １ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 に よ り 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 HO-1の 生 成 を 、 ヘ ミ ン に よ り 、 鉄 プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン に よ り 、 ま た は コ バ
ル ト ・ プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン に よ り 誘 導 す る こ と が で き る 。 重 金 属 、 サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ
ン 、 一 酸 化 窒 素 、 COCl 2 、 エ ン ド ト キ シ ン 、 お よ び 熱 シ ョ ッ ク な ど の 種 々 の 非 ヘ ム 物 質 も
ま た HO-1発 現 の 強 力 な イ ン デ ュ ー サ ー で あ る （ Otterbeinら 、 Am.J.Physiol.Lung Cell Mo
l.Physiol.279： L1029-L1037（ 2000） ； Choiら 、 Am.J.Respir.Cell Mol.Biol.15： 9-19（
1996） ； Maines、 Annu.Rev.Pharmacol.Toxicol.37： 517-554（ 1997） ； お よ び Tenhunenら
、 J.Lab.Clin.Med.75： 410-421（ 1970） ） 。 HO-1は ま た 、 過 酸 化 水 素 、 グ ル タ チ オ ン 枯 渇
薬 （ depletor） 、 UV照 射 お よ び 酸 素 過 剰 症 な ど の 酸 化 ス ト レ ス を 創 り 出 す 種 々 の 作 用 物 質
お よ び 条 件 に よ り 高 度 に 誘 導 さ れ る （ Choiら 、 Am.J.Respir.Cell Mol.Biol.15： 9-19（ 19
96） ； Maines、 Annu.Rev.Pharmacol.Toxicol.37： 517-554（ 1997） ； お よ び Keyseら 、 Pro
c.Natl.Acad.Sci.USA 86： 99-103（ 1989） ） 。 「 HO-1の イ ン デ ュ ー サ ー を 含 む 薬 学 的 組 成
物 」 と は 、 患 者 に お い て HO-1を 誘 導 す る こ と が で き る い ず れ か の 作 用 物 質 、 例 え ば 本 明 細
書 で 記 載 す る い ず れ か の 作 用 物 質 、 例 え ば ヘ ミ ン 、 鉄 プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン 、 お よ び /ま た
は コ バ ル ト ・ プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 移 入 に よ り 患 者 に お い て HO-1を 発 現 す る こ と が で き る こ と を 企 図 す る
。 本 明 細 書 で 用 い る 「 発 現 す る （ 発 現 し た ） 」 な る 用 語 は 、 体 外 か ら 投 与 さ れ た 遺 伝 子 （
例 え ば 組 換 え 遺 伝 子 ） を 用 い て 患 者 の 体 内 で タ ン パ ク 質 、 例 え ば HO-1ま た は フ ェ リ チ ン の
生 成 の 増 加 を 引 き 起 こ す こ と を 意 味 す る 。 い か な る 免 疫 反 応 を も 最 小 限 に す る た め に 、 HO
-1ま た は フ ェ リ チ ン は 患 者 と 同 一 種 （ 例 え ば ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 ） の も の で あ る の が
好 ま し い 。 構 成 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ） ま た は 組 織
特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 乳 房 細 胞 の 乳 清 プ ロ モ ー タ ー ま た は 肝 臓 細 胞 の ア ル ブ ミ ン プ
ロ モ ー タ ー ） に よ り 発 現 を 駆 動 さ せ る こ と が で き る 。 HO-1ま た は フ ェ リ チ ン を コ ー ド す る
適 当 な 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー （ 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル
ス （ AAV） 、 ポ ッ ク ス （ 例 え ば ワ ク シ ニ ア ） ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） 、 マ
ウ ス の 微 小 ウ イ ル ス 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス 1お よ び レ ン チ ウ イ ル ス ） を 経 口 的 に 、 吸 入 に よ り 、 ま た は 本 明 細 書 で 記 載 す る 症 状 の
処 置 に 適 当 な 位 置 で の 注 射 に よ り 患 者 に 投 与 す る 。 症 状 の 部 位 へ の 直 接 的 な 局 所 投 与 が 特
に 好 ま し い 。 同 様 に 、 HO-1ま た は フ ェ リ チ ン を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 例 え ば 裸
の DNAと し て 、 リ ポ ソ ー ム 中 で 、 ま た は 微 粒 子 中 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら に 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 に よ り 外 因 性 HO-1タ ン パ ク 質 を 患 者
に 直 接 投 与 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 記 載 し た 患 者 に お け る HO-1の 誘 導 ま た は 発 現 に
加 え て 、 ま た は こ れ の 代 替 と し て 外 因 性 HO-1を 直 接 投 与 す る こ と が で き る 。 HO-1タ ン パ ク
質 を リ ポ ソ ー ム 中 で 、 お よ び /ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 例 え ば TAT融 合 タ ン パ ク 質 と
し て 患 者 に 送 達 す る こ と が で き る （ 例 え ば Becker-Hapakら 、 Methods 24： 247-256（ 2001
） 参 照 ） 。 外 科 的 手 順 、 例 え ば 移 植 の 文 脈 に お い て 、 HO-1を ド ナ ー 、 レ シ ピ エ ン ト お よ び
/ま た は 移 植 さ れ る 器 官 に 誘 導 お よ び /ま た は 発 現 お よ び /ま た は 投 与 す る こ と が で き る と
考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
ヘ ム 分 解 産 物
　 加 え て 、 あ る い は ま た は 、 ヘ ム 分 解 産 物 を 本 明 細 書 で 記 載 す る 疾 患 ま た は 症 状 を 処 置 す
る た め に 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 「 ヘ ム 分 解 産 物 」 に は 一 酸 化 炭 素 、 鉄 、 ビ リ ベ ル
ジ ン 、 ビ リ ル ビ ン お よ び （ ア ポ ） フ ェ リ チ ン な ど が あ る 。 前 記 の い ず れ か を 例 え ば 薬 学 的
組 成 物 の 活 性 成 分 と し て 、 ま た は 本 明 細 書 で 記 載 す る 別 の 方 法 に よ り 患 者 に 提 供 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
ビ リ ベ ル ジ ン お よ び ビ リ ル ビ ン
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　 「 ビ リ ベ ル ジ ン 」 お よ び 「 ビ リ ル ビ ン 」 な る 用 語 は 、 ヘ ム 分 解 の 結 果 と し て 生 成 さ れ る
直 鎖 状 テ ト ラ ピ ロ ー ル 化 合 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ビ リ ベ ル ジ ン お よ び /ま た は ビ リ ル ビ ン を 含 む 薬 学 的 組 成 物 は 、 典 型 的 に は 水 性 ま た は
固 体 形 態 で 患 者 に 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な ビ リ ベ ル ジ ン お よ び ビ リ ル ビ ン を い
ず れ か の 市 販 の 供 給 源 、 例 え ば 医 療 用 途 ま た は 研 究 用 途 の 生 化 学 物 質 を 供 給 す る い ず れ か
の 供 給 源 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。 ビ リ ベ ル ジ ン お よ び ビ リ ル ビ ン の 調 製 、 使 用 ま た は
保 存 に お い て 、 化 合 物 を で き る だ け 光 に 曝 露 し な い こ と が 推 奨 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 薬 学 的 組 成 物 に 含 ま れ 、 か つ 患 者 に 投 与 さ れ る ビ リ ベ ル ジ ン お よ び /ま た は ビ リ ル ビ ン
の 量 は 、 ビ リ ル ビ ン お よ び /ま た は ビ リ ベ ル ジ ン の 吸 収 、 分 布 、 不 活 性 化 お よ び 排 泄 速 度
、 並 び に 当 業 者 に 公 知 の そ の 他 の 因 子 に 依 存 す る 。 ビ リ ベ ル ジ ン お よ び /ま た は ビ リ ル ビ
ン の 有 効 量 は 特 定 の 疾 患 ま た は 症 状 を 処 置 す る の に 有 効 な 量 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ビ リ ベ ル ジ ン の 有 効 量 は 約 1か ら 1000マ イ ク ロ モ ル /kg/日 の 範 囲 内 に あ っ て よ く 、 例 え
ば 少 な く と も 10μ mol/kg/日 、 例 え ば 少 な く と も 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 1
00、 200、 300、 400、 500、 600、 700、 800、 ま た は 900μ mol/kg/日 で あ る 。 好 ま し い 範 囲
に は 10か ら 500μ mol/kg/日 、 20か ら 200μ mol/kg/日 、 お よ び 25か ら 100μ mol/kg/日 な ど が
あ る 。 ビ リ ベ ル ジ ン は 体 内 で 急 速 に ビ リ ル ビ ン に 変 換 さ れ る （ ビ リ ベ ル ジ ン リ ダ ク タ ー ゼ
に よ る ） の で 、 本 発 明 は 1000マ イ ク ロ モ ル /kg/日 を 超 え る ビ リ ベ ル ジ ン 用 量 を 患 者 に 投 与
で き る こ と を 企 図 す る 。 ビ リ ベ ル ジ ン の 全 用 量 を 、 1回 投 与 量 と し て 、 多 回 投 与 量 で （ 例
え ば 1日 数 回 ） 、 ま た は 持 続 注 入 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 約 1か ら 約 300μ mol/l、 例 え ば 少 な く と も 約 10か ら 約 200μ mol/l、 ま た は 約 50か ら 約 100
μ mol/lの 範 囲 の 血 清 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル を 生 じ る よ う に ビ リ ル ビ ン の 有 効 量 を 患 者 に 投 与
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 血 清 レ ベ ル を 生 じ る た め に 、 約 1か ら 1000mg/kgの 範 囲 に 入
り う る 、 例 え ば 少 な く と も 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 200、 300、 400、
500、 600、 700、 800、 ま た は 900mg/kgの ビ リ ル ビ ン の 個 々 の 投 与 量 を 投 与 す る こ と が で き
る 。 好 ま し い 範 囲 に は 10か ら 500mg/kg、 20か ら 200mg/kg、 お よ び 25か ら 150mg/kgな ど が あ
る 。 ビ リ ル ビ ン の 全 用 量 を 1回 投 与 量 と し て 、 多 回 投 与 量 で （ 例 え ば 1日 数 回 ） 、 ま た は 持
続 注 入 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 適 用 に 依 存 し て こ れ ら の 範 囲 外 の ビ リ ル ビ ン お よ び /ま た は ビ リ ベ ル ジ ン の 量 を 使 用 で
き る こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。 ビ リ ベ ル ジ ン お よ び /ま た は ビ リ ル ビ ン を 含 む 薬 学
的 組 成 物 の 急 性 、 亜 急 性 、 お よ び 慢 性 投 与 が 本 発 明 に よ り 企 図 さ れ 、 こ れ は 例 え ば 患 者 の
疾 患 ま た は 症 状 の 重 篤 度 ま た は 持 続 性 に 依 存 す る 。 症 状 を 処 置 し 、 か つ 意 図 さ れ る 薬 理 学
的 ま た は 生 物 学 的 効 果 を 奏 す る の に 十 分 な 時 間 （ 無 期 限 を 含 む ） 、 組 成 物 を 患 者 に 送 達 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は ビ リ ベ ル ジ ン お よ び /ま た は ビ リ ル ビ ン を 担 体 に 結 合 で き る こ と を 企 図 す る 。
こ の よ う な 担 体 に は 、 例 え ば ア ル ブ ミ ン ま た は シ ク ロ デ キ ス ト リ ン な ど が あ る 。 ビ リ ベ ル
ジ ン お よ び /ま た は ビ リ ル ビ ン の こ の よ う な 担 体 へ の 結 合 は 、 ビ リ ベ ル ジ ン お よ び /ま た は
ビ リ ル ビ ン の 溶 解 性 を 増 し 、 そ れ に よ り ビ リ ベ ル ジ ン お よ び /ま た は ビ リ ル ビ ン の 組 織 で
の 沈 着 を 防 ぐ こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 望 ま し い 効 果 を 生 み 出 す た め に 未 結 合 の ビ リ ベ ル
ジ ン お よ び /ま た は ビ リ ル ビ ン 並 び に ア ル ブ ミ ン を 個 別 に 投 与 で き る こ と を 企 図 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た は 、 あ る い は 加 え て 、 患 者 に お い て ビ リ ル ビ ン レ ベ ル を 上 昇 さ せ る の が 望 ま し い と
考 え ら れ る 状 況 で は 、 ビ リ ベ ル ジ ン リ ダ ク タ ー ゼ を 患 者 に 誘 導 、 発 現 お よ び /ま た は 投 与
す る こ と が で き る こ と が 企 図 さ れ る 。 ビ リ ベ ル ジ ン リ ダ ク タ ー ゼ タ ン パ ク 質 を 例 え ば リ ポ
ソ ー ム 中 で 患 者 に 送 達 す る こ と が で き る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 遺 伝 子 移 入 に よ り 患 者 に お い
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て ビ リ ベ ル ジ ン リ ダ ク タ ー ゼ の レ ベ ル を 上 昇 さ せ る こ と が で き る こ と を 企 図 す る 。 適 当 な
発 現 調 節 配 列 に 動 作 可 能 に 連 結 さ れ た コ ー ド 化 配 列 を 伴 う 、 ビ リ ベ ル ジ ン リ ダ ク タ ー ゼ を
コ ー ド す る 適 当 な 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー （ 例 え ば プ ラ ス ミ ド 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴
ウ イ ル ス （ AAV） 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ま た は 本 明 細 書 で 記 載 す る い ず れ か そ の 他 の 遺 伝 子
治 療 ベ ク タ ー ） を 、 経 口 的 に 、 吸 入 に よ り 、 ま た は 本 明 細 書 で 記 載 す る 症 状 の 処 置 に 適 当
な 位 置 で の 注 射 に よ り 患 者 に 投 与 す る 。 本 発 明 の 1つ の 態 様 で は 、 ビ リ ベ ル ジ ン リ ダ ク タ
ー ゼ を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 、 本 明 細 書 で 記 載 す る 症 状 に 冒 さ れ て い る 器 官 に 投 与 し 、 そ
し て 続 い て ま た は 同 時 に ビ リ ベ ル ジ ン を 器 官 に 投 与 し て 、 器 官 に お い て ビ リ ベ ル ジ ン リ ダ
ク タ ー ゼ が ビ リ ベ ル ジ ン を 分 解 し て ビ リ ル ビ ン を 生 成 す る よ う に す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
鉄 お よ び フ ェ リ チ ン
　 HO-1の ヘ ム に 対 す る 作 用 に よ る 遊 離 の 鉄 の 放 出 が ア ポ フ ェ リ チ ン の 誘 導 を 刺 激 し 、 こ れ
は 迅 速 に 鉄 を 捕 捉 し て フ ェ リ チ ン を 形 成 す る 。 本 発 明 は 炎 症 ま た は 虚 血 ま た は 患 者 の 種 々
の 疾 患 も し く は 症 状 に 付 随 す る 細 胞 増 殖 を 処 置 す る た め に 、 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 誘
導 ま た は 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 に よ り フ ェ リ
チ ン を 患 者 に お い て 誘 導 す る こ と が で き る 。 例 え ば 患 者 に 鉄 デ キ ス ト ラ ン を 投 与 す る こ と
に よ り フ ェ リ チ ン を 誘 導 す る こ と が で き る 。 別 の 実 例 と し て は 、 患 者 に 紫 外 線 を 曝 露 す る
こ と に よ り 患 者 に お け る フ ェ リ チ ン レ ベ ル を 上 昇 さ せ る こ と が で き る （ Otterbeinら 、 Am.
J.Physiol.Lung.Cell Mol.Physiol.279： L1029-L1037（ 2000） ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 フ ェ リ チ ン の イ ン デ ュ ー サ ー を 含 む 薬 学 的 組 成 物 」 と は 、 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を
誘 導 す る こ と が で き る い ず れ か の 作 用 物 質 、 例 え ば ヘ ム 、 鉄 、 お よ び /ま た は 鉄 デ キ ス ト
ラ ン を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 を 意 味 す る 。 典 型 的 に は 、 フ ェ リ チ ン の イ ン デ ュ ー サ ー を 含
む 薬 学 的 組 成 物 は 、 水 性 ま た は 固 体 形 態 で 患 者 に 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な フ ェ
リ チ ン の イ ン デ ュ ー サ ー 、 例 え ば 鉄 ま た は 鉄 デ キ ス ト ラ ン を 、 い ず れ か の 商 業 用 の 供 給 源
、 例 え ば 医 療 用 途 ま た は 研 究 用 途 の 化 学 物 質 を 供 給 す る 商 業 用 の 供 給 源 か ら 入 手 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 フ ェ リ チ ン の イ ン デ ュ ー サ ー 、 例 え ば 鉄 ま た は 鉄 デ キ ス ト ラ ン の 有 効 量 は 疾 患 ま た は 症
状 を 処 置 す る の に 有 効 な 量 で あ る 。 有 効 量 の 鉄 デ キ ス ト ラ ン を 1日 1回 ま た は 数 回 投 与 で き
、 各 投 与 量 は 、 約 1か ら 1000mg/kgの 範 囲 に 入 る こ と が で き 、 例 え ば 少 な く と も 2、 2.5、 5
、 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 200、 250、 300、 400、 500、 600、 700、 80
0、 ま た は 900mg/kgで よ い 。 鉄 デ キ ス ト ラ ン の 好 ま し い 範 囲 に は 10か ら 900mg/kg、 100か ら
800mg/kg、 300か ら 700mg/kg、 ま た は 400か ら 600mg/kgな ど が あ る 。 市 販 に よ り 入 手 可 能 な
鉄 サ プ リ メ ン ト 、 例 え ば 鉄 を 含 有 す る 錠 剤 の 1回 量 ま た は 多 回 投 与 量 と し て 、 遊 離 の 鉄 を
患 者 に 送 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 遺 伝 子 移 入 に よ り 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン 、 例 え ば H鎖 フ ェ リ チ ン の
レ ベ ル を 上 昇 さ せ る こ と が で き る こ と を 企 図 す る 。 適 当 な 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー （ 本 明 細 書
に 記 載 さ れ る ） を 患 者 に 経 口 的 に 、 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 す る 症 状 を 処 置 す る の に 適 当 な
位 置 で 注 射 も し く は 移 植 に よ り 投 与 す る 。 さ ら に 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の
方 法 に よ り 外 因 性 の フ ェ リ チ ン を 直 接 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る
よ う に 、 患 者 に お い て フ ェ リ チ ン を 誘 導 ま た は 発 現 さ せ る の に 加 え て 、 ま た は そ の 代 替 と
し て 、 外 因 性 の フ ェ リ チ ン を 直 接 投 与 す る こ と が で き る 。 フ ェ リ チ ン タ ン パ ク 質 を 例 え ば
リ ポ ソ ー ム 中 で 、 お よ び /ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 例 え ば TAT融 合 タ ン パ ク 質 と し て
患 者 に 送 達 す る こ と が で き る （ 例 え ば Becker-Hapakら 、 Methods 24： 247-256（ 2001） 参
照 ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た は 、 あ る い は 加 え て 、 そ の 他 の 鉄 結 合 分 子 を 患 者 に 投 与 し て 望 ま し い 効 果 （ 例 え ば
遊 離 鉄 レ ベ ル を 低 下 す る ） を 生 み 出 す か ま た は 増 強 す る こ と が で き る こ と が 企 図 さ れ る 。
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1例 と し て は 、 本 発 明 は ア ポ フ ェ リ チ ン お よ び い ず れ か の 型 の 鉄 キ レ ー タ ー 、 例 え ば デ ス
フ ェ ロ キ サ ミ ン （ DFO） ま た は サ リ チ ル ア ル デ ヒ ド ・ イ ソ ニ コ チ ノ イ ル ・ ヒ ド ラ ゾ ン （ SIH
） を 患 者 に 投 与 し て （ 例 え ば Blahaら 、 Blood 91（ 11） ： 4368-4372（ 1998） 参 照 ） 、 望 ま
し い 効 果 を 生 み 出 す か ま た は 増 強 す る こ と が で き る こ と を 企 図 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 有 効 量 の DFOを 1日 1回 ま た は 数 回 投 与 す る こ と が で き 、 そ し て 各 投 与 量 は 、 約 0.1か ら 10
00mg/kgの 範 囲 に 入 る こ と が で き 、 例 え ば 少 な く と も 2、 2.5、 5、 10、 20、 30、 40、 50、 60
、 70、 80、 90、 100、 200、 250、 300、 400、 500、 600、 700、 800、 ま た は 900mg/kgで よ い
。 DFOの 好 ま し い 範 囲 に は 0.5か ら 800mg/kg、 1か ら 600mg/kg、 2か ら 400mg/kg、 ま た は 2.5
か ら 250mg/kgな ど が あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 有 効 量 の SIHを 1日 1回 ま た は 数 回 投 与 す る こ と が で き 、 そ し て 各 投 与 量 は 、 約 0.02か ら 1
00mmol/kg、 例 え ば 0.02か ら 50mmol/kg、 ま た は 0.2か ら 20mmol/kgの 範 囲 に 入 る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 有 効 量 の ア ポ フ ェ リ チ ン を 1日 1回 ま た は 数 回 投 与 す る こ と が で き 、 そ し て 各 投 与 量 は 、
約 1か ら 1000mg/kgの 範 囲 に 入 る こ と が で き 、 例 え ば 少 な く と も 2、 2.5、 5、 10、 20、 30、 4
0、 50、 60、 70、 80、 90、 100、 200、 250、 300、 400、 500、 600、 700、 800、 ま た は 900mg/
kgで よ い 。 好 ま し い 範 囲 に は 10か ら 500mg/kg、 20か ら 200mg/kg、 お よ び 25か ら 150mg/kgな
ど が あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 前 記 の い ず れ か 、 例 え ば 鉄 キ レ ー ト 、 例 え ば DFOま た は SIH、 鉄 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び ア
ポ フ ェ リ チ ン を 1回 投 与 量 と し て 、 多 回 投 与 量 で （ 1日 数 回 投 与 ） 、 ま た は 持 続 注 入 に よ り
投 与 す る こ と が で き る こ と は 当 業 者 に は 認 識 さ れ よ う 。 さ ら に 前 記 の い ず れ か を 連 続 的 に
、 か つ 望 ま し い 効 果 を 生 み 出 す の に 必 要 な 長 さ で 投 与 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 前 記 の
い ず れ か を 、 適 用 に 依 存 し て 規 定 の 範 囲 を 超 え る 量 で 投 与 で き る こ と は 当 業 者 に 認 識 さ れ
よ う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
一 酸 化 炭 素
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 一 酸 化 炭 素 」 （ ま た は 「 CO」 ） な る 用 語 は 、 そ の 気 体 状 態 の 、 液 状
に 圧 縮 さ れ た 、 ま た は 水 溶 液 に 溶 解 し た 一 酸 化 炭 素 分 子 を 記 載 す る 。 本 発 明 の 使 用 に 有 効
な 量 の 一 酸 化 炭 素 は 、 疾 患 ま た は 症 状 を 処 置 す る の に 有 効 な 量 で あ る 。 気 体 に 関 し て は 、
一 酸 化 炭 素 の 有 効 量 は 概 し て 約 0.0000001％ か ら 約 0.3重 量 ％ 、 例 え ば 0.0001％ か ら 約 0.25
重 量 ％ の 範 囲 に 入 り 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 0.001重 量 ％ 、 例 え ば 0.005重 量 ％ 、 0.010
重 量 ％ 、 0.02重 量 ％ 、 0.025重 量 ％ 、 0.03重 量 ％ 、 0.04重 量 ％ 、 0.05重 量 ％ 、 0.06重 量 ％
、 0.08重 量 ％ 、 0.10重 量 ％ 、 0.15重 量 ％ 、 0.20重 量 ％ 、 0.22重 量 ％ 、 ま た は 0.24重 量 ％ の
一 酸 化 炭 素 で あ る 。 COの 液 体 溶 液 に 関 し て は 、 有 効 量 は 概 し て 約 0.0001％ か ら 約 0.0044g 
CO/液 体 100gの 範 囲 に 入 り 、 例 え ば 0.0001、 0.0002、 0.0004、 0.0006、 0.0008、 0.0010.0.
0013、 0.0014、 0.0015、 0.0016、 0.0018、 0.0020、 0.0021、 0.0022、 0.0024、 0.0026、 0.
0028、 0.0030、 0.0032、 0.0035、 0.0037、 0.0040、 ま た は 0.0042g CO/水 溶 液 100gで あ る
。 適 用 に 依 存 し て こ れ ら の 範 囲 を 超 え る 量 を 使 用 で き る こ と は 当 業 者 に 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 一 酸 化 炭 素 組 成 物 は 気 体 の 一 酸 化 炭 素 組 成 物 で よ い 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な 圧 縮 ま た は
加 圧 さ れ た 気 体 を い ず れ か の 商 業 用 供 給 源 か ら 、 圧 縮 さ れ た 気 体 を 貯 蔵 す る の に 適 当 な い
ず れ か の 型 の 容 器 で 入 手 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 圧 縮 ま た は 加 圧 さ れ た 気 体 を 、 医 療
用 途 の 圧 縮 さ れ た 気 体 、 例 え ば 酸 素 を 供 給 す る い ず れ か の 供 給 源 か ら 入 手 す る こ と が で き
る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い ら れ る 一 酸 化 炭 素 な ど の 加 圧 さ れ た 気 体 を 、 望 ま し い 最 終
組 成 物 の 全 て の 気 体 （ 例 え ば CO、 He、 NO、 CO 2 、 O 2 、 N 2 ） が 同 一 の 容 器 に 入 る よ う に 提 供
す る こ と が で き る 。 任 意 で 、 個 々 の 気 体 が 入 っ た 複 数 の 容 器 を 用 い て 本 発 明 の 方 法 を 実 施
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 酸 化 炭 素 が 入 っ た 単 一 の 容 器 を そ の 他 の 気 体 を 伴 う か ま た
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は 伴 わ な い で 提 供 す る こ と が で き 、 そ の 内 容 物 は 場 合 に よ っ て は 、 そ の 他 の 容 器 、 例 え ば
酸 素 、 窒 素 、 二 酸 化 炭 素 、 圧 縮 空 気 、 ま た は い ず れ か そ の 他 の 適 当 な 気 体 も し く は そ の 混
合 物 が 入 っ た 容 器 の 内 容 物 と 混 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 患 者 に 投 与 さ れ る 気 体 の 一 酸 化 炭 素 組 成 物 は 典 型 的 に は 0重 量 ％ か ら 約 7
9重 量 ％ の 窒 素 、 約 21重 量 ％ か ら 約 100重 量 ％ の 酸 素 、 お よ び 約 0.0000001重 量 ％ か ら 約 0.3
重 量 ％ （ 約 1ppbま た は 0.001ppmか ら 約 3,000ppmに 相 当 す る ） の 一 酸 化 炭 素 を 含 有 す る 。 好
ま し く は 、 気 体 組 成 物 中 の 窒 素 の 量 は 約 79重 量 ％ 、 酸 素 の 量 は 約 21重 量 ％ 、 お よ び 一 酸 化
炭 素 の 量 は 約 0.0001重 量 ％ か ら 約 0.25重 量 ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 0.001重 量 ％ 、 例
え ば 0.005重 量 ％ 、 0.010重 量 ％ 、 0.02重 量 ％ 、 0.025重 量 ％ 、 0.03重 量 ％ 、 0.04重 量 ％ 、 0
.05重 量 ％ 、 0.06重 量 ％ 、 0.08重 量 ％ 、 0.10重 量 ％ 、 0.15重 量 ％ 、 0.20重 量 ％ 、 0.22重 量
％ 、 ま た は 0.24重 量 ％ の 一 酸 化 炭 素 で あ る 。 適 用 に 依 存 し て 、 0.3％ 以 上 （ 例 え ば 1％ ま た
は そ れ 以 上 ） の 一 酸 化 炭 素 濃 度 を 有 す る 気 体 の 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 短 期 間 （ 例 え ば 1回 ま
た は 数 回 の 呼 吸 で ） 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 気 体 の 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 用 い て 一 酸 化 炭 素 ガ ス を 含 む 雰 囲 気 を 作 る こ と が で き る 。 例
え ば 一 酸 化 炭 素 ガ ス を 含 む 加 圧 さ れ た 気 体 が 入 っ た 容 器 を 提 供 す る こ と 、 お よ び 加 圧 さ れ
た 気 体 を 容 器 か ら チ ャ ン バ ー ま た は 空 間 に 放 出 し て 、 チ ャ ン バ ー ま た は 空 間 の 内 部 に 一 酸
化 炭 素 ガ ス を 含 む 雰 囲 気 を 形 成 す る こ と に よ り 、 適 当 な レ ベ ル の 一 酸 化 炭 素 ガ ス を 含 む 雰
囲 気 を 作 る こ と が で き る 。 ま た は 、 気 体 を 呼 吸 マ ス ク ま た は 呼 吸 管 に 至 る 装 置 に 放 出 し 、
そ れ に よ り 呼 吸 マ ス ク ま た は 呼 吸 管 内 で 一 酸 化 炭 素 ガ ス を 含 む 雰 囲 気 を 作 り 、 患 者 が 空 間
内 で 有 意 な レ ベ ル の 一 酸 化 炭 素 に 曝 露 さ れ る 唯 一 の 人 間 で あ る こ と を 確 実 に す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 を 用 い て 、 雰 囲 気 内 で の 一 酸 化 炭 素 レ ベ ル を
測 定 ま た は モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 に は 電 気 化 学 的 検 出 、 ガ ス ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 放 射 性 同 位 元 素 計 数 、 赤 外 線 吸 収 、 比 色 分 析 、 お よ び 選 択 膜 に 基 づ く 電 気
化 学 的 方 法 （ 例 え ば Sundermanら 、 Clin.Chem.28： 2026-2032（ 1982） ； Ingiら 、 Neuron 1
6： 835-842（ 1996） 参 照 ） な ど が あ る 。 100万 分 の 1以 下 の レ ベ ル の 一 酸 化 炭 素 を 例 え ば 、
ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 放 射 性 同 位 元 素 計 数 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 さ ら に
、 中 間 赤 外 線 気 体 セ ン サ ー に よ り 生 物 学 的 組 織 に お い て ppm以 下 の 範 囲 の 一 酸 化 炭 素 レ ベ
ル を 測 定 で き る こ と は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る （ 例 え ば Morimotoら 、 Am.J.Physiol
.Heart.Circ.Physiol.280： H482-H488（ 2001） ） 。 一 酸 化 炭 素 セ ン サ ー お よ び 気 体 検 出 装
置 は 多 く の 商 業 用 供 給 源 か ら 広 く 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 は 液 体 組 成 物 で も よ い 。 気 体 を 液 体 に 溶 解 さ せ る た め の
当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 に よ り 、 液 体 を 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物
に す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 液 体 を い わ ゆ る 「 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 」 内 に 置 き 、 そ し
て 液 体 中 で 一 酸 化 炭 素 の 望 ま し い 濃 度 に 到 達 す る ま で 、 好 ま し く は 二 酸 化 炭 素 と バ ラ ン ス
の と れ た 、 一 酸 化 炭 素 の 連 続 流 に 曝 露 す る こ と が で き る 。 別 の 実 例 で は 、 液 体 中 で 一 酸 化
炭 素 の 望 ま し い 濃 度 に 到 達 す る ま で 、 一 酸 化 炭 素 ガ ス を 直 接 液 体 に 「 バ ブ リ ン グ 」 す る こ
と が で き る 。 規 定 の 水 溶 液 に 溶 解 で き る 一 酸 化 炭 素 の 量 は 温 度 の 低 下 と 共 に 増 加 す る 。 さ
ら に 別 の 実 例 で は 、 適 当 な 液 体 を 気 体 の 拡 散 を 可 能 に す る 配 管 に 通 す こ と が で き 、 こ こ で
こ の 配 管 は 一 酸 化 炭 素 を 含 む 雰 囲 気 を 通 る （ 例 え ば 膜 型 人 工 肺 の よ う に 装 置 を 利 用 す る ）
。 一 酸 化 炭 素 は 液 体 中 に 拡 散 し 、 液 体 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 作 製 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 液 体 は 、 患 者 に 投 与 す る の に 適 し た 当 業 者 に 公 知 の い ず れ か の 液 体 で よ い （ 例 え ば Oxfo
rd Textbook of Surgery, Morrisお よ び Malt編 、 Oxford University Press（ 1994） 参 照
） 。 概 し て 、 液 体 は 水 溶 液 で あ る 。 溶 液 の 実 例 に は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） 、 Celsior（
商 標 ） 、 Perfadex（ 商 標 ） 、 Collins溶 液 、 ク エ ン 酸 溶 液 お よ び ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 （ UW
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） 溶 液 （ Oxford Textbook of Surgery, Morrisお よ び Malt編 、 Oxford University Press
（ 1994） ） な ど が あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は 化 合 物 （ 例 え ば CO放 出 化 合 物 、 例 え ば 光 活 性 化 可 能 な CO放 出 化 合 物 ） 、 例 え ば
ジ マ ン ガ ネ ー ゼ ・ デ カ カ ル ボ ニ ル 、 ト リ カ ル ボ ニ ル ジ ク ロ ロ ル テ ニ ウ ム （ II） 二 量 体 、 お
よ び 塩 化 メ チ レ ン （ 例 え ば 400か ら 600mg/kgの 間 、 例 え ば 約 500mg/kgの 用 量 で ） の 投 与 の
後 、 COを 体 内 に 放 出 す る 化 合 物 を 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 で き る こ と も 企 図 し 、 カ ル ボ
キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び CO供 与 ヘ モ グ ロ ビ ン 置 換 体 も 同 様 に 投 与 で き る 。 COガ ス ま た は 液
体 の 用 量 を 送 達 で き る 作 用 物 質 を 利 用 す る こ と も で き る （ 例 え ば CO放 出 ガ ム 、 ク リ ー ム 、
軟 膏 ま た は パ ッ チ ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 い ず れ か の 適 当 な 液 体 を 気 体 の 拡 散 に よ り 規 定 の 濃 度 の 一 酸 化 炭 素 ま で 飽 和 さ せ る こ と
が で き る 。 ま た は 、 規 定 の レ ベ ル の 一 酸 化 炭 素 を 含 有 す る よ う に 品 質 管 理 さ れ て い る 予 め
作 製 さ れ た 溶 液 を 使 用 す る こ と が で き る 。 一 酸 化 炭 素 分 析 器 に 連 結 さ れ た 気 体 透 過 性 、 液
体 非 透 過 性 膜 を 用 い る 測 定 に よ り 用 量 の 正 確 な 調 節 を 達 成 す る こ と が で き る 。 溶 液 を 望 ま
し い 有 効 な 濃 度 ま で 飽 和 さ せ 、 そ し て こ れ ら の レ ベ ル を 維 持 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 気 体 お よ び /ま た は 液 体 を 患 者 に 投 与 す る 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 に
よ り 、 患 者 を 一 酸 化 炭 素 組 成 物 で 処 置 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 液 体 ま た は 気 体 の 一
酸 化 炭 素 組 成 物 の 患 者 へ の 全 身 投 与 （ 例 え ば 吸 入 お よ び /ま た は 摂 取 に よ る ） 、 並 び に 患
者 の 器 官 、 例 え ば 消 化 管 へ の 組 成 物 の 局 所 投 与 を 企 図 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 気 体 の 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 典 型 的 に は 口 ま た は 鼻 腔 を 通 っ て 肺 へ の 吸 入 に よ り 投 与 し 、
こ こ で 一 酸 化 炭 素 は そ の 効 果 を 直 接 奏 す る か ま た は 容 易 に 患 者 の 血 流 に 吸 収 さ れ 得 る 。 治
療 用 気 体 組 成 物 で 利 用 さ れ る 活 性 化 合 物 （ CO） の 濃 度 は 、 一 酸 化 炭 素 の 吸 収 、 送 達 、 不 活
性 化 お よ び 排 泄 速 度 （ 概 し て 呼 吸 を 介 す る ） 、 並 び に 当 業 者 に 公 知 の そ の 他 の 因 子 に 依 存
す る 。 い ず れ か の 特 定 の 対 象 に 関 す る 、 具 体 的 な 投 与 計 画 は 、 個 体 の 必 要 性 お よ び 投 与 を
行 う 人 ま た は 組 成 物 の 投 与 を 管 理 す る 人 の 専 門 的 な 判 断 に 従 っ て 、 時 間 を か け て 調 整 す べ
き で あ り 、 そ し て 本 明 細 書 に 示 し た 濃 度 範 囲 は 例 示 に 過 ぎ ず 、 そ し て 主 張 さ れ る 本 発 明 の
範 囲 ま た は 実 施 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い こ と を さ ら に 理 解 す べ き で あ る 。
例 え ば 患 者 の 疾 患 ま た は 症 状 の 重 篤 度 ま た は 持 続 性 に 依 存 し て 、 一 酸 化 炭 素 の 急 性 、 亜 急
性 ま た は 慢 性 投 与 が 本 発 明 に よ り 企 図 さ れ る 。 症 状 を 処 置 し 、 そ し て 意 図 さ れ る 薬 理 学 的
ま た は 生 物 学 的 効 果 を 奏 す る の に 十 分 な 時 間 （ 無 期 限 を 含 む ） 、 患 者 に 一 酸 化 炭 素 を 送 達
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 一 酸 化 炭 素 を 含 む 気 体 の 医 薬 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 方 法
お よ び 装 置 の 実 例 に は 、 人 工 呼 吸 器 、 フ ェ ー ス マ ス ク お よ び テ ン ト 、 ポ ー タ ブ ル 吸 入 器 、
静 脈 内 人 工 肺 （ 例 え ば Hattlerら 、 Artif.Organs 18（ 11） ： 806-812（ 1994） ； お よ び Gol
obら 、 ASAIO J.47（ 5） ： 432-437（ 2001） ） 、 並 び に 以 下 で さ ら に 詳 記 す る 基 準 気 圧 （ no
rmobaric） チ ャ ン バ ー な ど が あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 例 え ば 患 者 へ の 経 口 送 達 に よ る 、 患 者 に 全 身 送 達 す る た め の 一 酸 化 炭
素 を 含 む 水 溶 液 を 作 製 で き る こ と を 企 図 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ま た は 、 あ る い は 加 え て 、 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 患 者 の 器 官 に 直 接 適 用 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 患 者 に 気 体 を 吹 き 込 む た め の 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 に よ り
、 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 消 化 管 全 体 の 内 部 お よ び /ま た は 外 部 に 、 ま た は そ の い ず れ か の 部
分 に 適 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 気 体 、 例 え ば 二 酸 化 炭 素 を し ば し ば 患 者 の 消 化 管 お
よ び 腹 腔 に 吹 き 込 み 、 エ ン ド ス コ ー プ お よ び ラ プ ロ ス コ ー プ の 各 々 の 手 順 の 間 の 試 験 を 容
易 に す る （ 例 え ば Oxford Textbook of Surgery, Morrisお よ び Malt編 、 Oxford Universit
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y Press（ 1994） 参 照 ） 。 患 者 の 消 化 管 に 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 直 接 投 与 す る た め に 類 似 の
手 順 を 用 い る こ と が で き る こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 水 性 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 患 者 の 器 官 に 直 接 投 与 す る こ と も で き る 。 液 体 を 患 者 に 投 与 す
る た め の 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 に よ り 、 組 成 物 の 水 性 形 態 を 投 与 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 水 性 形 態 を 経 口 的 に 、 例 え ば カ プ セ ル 化 さ れ た 、 ま た は カ プ セ ル
化 さ れ て い な い 水 性 一 酸 化 炭 素 組 成 物 の 投 与 量 を 患 者 に 摂 取 さ せ る こ と に よ り 投 与 す る こ
と が で き る 。 別 の 実 例 と し て は 、 エ ン ド ス コ ー プ お よ び ラ プ ロ ス コ ー プ の 各 々 の 手 順 の 間
に 、 患 者 の 消 化 管 お よ び 腹 腔 に 液 体 、 例 え ば 生 理 食 塩 水 溶 液 を 注 入 す る こ と が で き る 。 液
体 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 患 者 の 器 官 に 直 接 投 与 す る た め に 類 似 の 手 順 を 用 い る こ と が で き る
こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
組 み 合 わ せ 治 療
　 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る い ず れ か の 処 置 、 例 え ば HO-1お よ び /も し く は フ ェ リ チ
ン の 誘 導 /発 現 /投 与 、 並 び に CO、 ビ リ ル ビ ン 、 お よ び /も し く は ビ リ ベ ル ジ ン の 投 与 を 別
個 に 、 ま た は い ず れ か の 組 み 合 わ せ で 、 外 科 的 手 順 に お い て 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 す る
障 害 も し く は 症 状 を 処 置 す る た め に 用 い る こ と が で き る こ と を 企 図 す る 。 さ ら に 、 本 発 明
は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 処 置 の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 用 い る 任 意 の 処 置 計 画 に お い て 、 単 回
ま た は 多 回 の 場 合 に 同 時 に 、 か つ /ま た は 種 々 の 時 点 で 別 個 に 、 例 え ば 疾 患 ま た は 症 状 の
異 な る 相 で 処 置 を 与 え る こ と が で き る こ と を 企 図 す る 。 例 え ば 、 ビ リ ル ビ ン お よ び 鉄 の 双
方 、 ま た は こ れ ら の 双 方 に COを 加 え た も の 、 ま た は ビ リ ル ビ ン ＋ フ ェ リ チ ン 、 ま た は 2つ
ま た は そ れ 以 上 の HO-1の イ ン デ ュ ー サ ー を 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 で の 患 者 の 処 置
　 液 体 、 固 体 お よ び /ま た は 気 体 を 患 者 に 投 与 す る 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の
方 法 に よ り 本 明 細 書 に 記 載 す る 薬 学 的 組 成 物 で 患 者 を 処 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
薬 学 的 組 成 物 の 全 身 送 達
水 性 お よ び 固 体 薬 学 的 組 成 物
　 本 発 明 は 、 水 性 薬 学 的 組 成 物 を 、 体 内 、 例 え ば 静 脈 内 、 動 脈 内 、 腹 腔 内 、 お よ び /ま た
は 皮 下 へ の 注 射 に よ る 、 患 者 へ の 全 身 送 達 用 に 作 製 す る こ と が で き る こ と を 企 図 す る 。 水
性 薬 学 的 組 成 物 を 経 口 送 達 用 に 、 例 え ば カ プ セ ル 化 さ れ た 、 ま た は カ プ セ ル 化 さ れ て い な
い 形 態 で 調 製 し て 、 消 化 管 の い ず れ か の 部 分 、 例 え ば 胃 ま た は 小 腸 で 吸 収 さ せ る こ と も で
き る 。 同 様 に 、 固 体 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 へ の 全 身 送 達 用 に 、 例 え ば 粉 末 ま た は 摂 取 可 能 な
カ プ セ ル の 形 態 で 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 水 性 お よ び 固 体 薬 学 的 組 成 物 は 典 型 的 に は 活 性 成 分 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含
む 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 」 な る 言 語 は 、 医 薬 的 投 与 に 適 合 す る 溶 媒 、
分 散 培 地 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 細 菌 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 化 お よ び 吸 収 遅 延 剤 等 を 含 む 。 補
助 的 な 活 性 化 合 物 を 組 成 物 に 組 み 込 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 薬 学 的 組 成 物 を そ の 意 図 さ れ る 投 与 経 路 に 適 合 す る よ う に 処 方 す る 。 投 与 経 路 の 実 例 に
は 、 非 経 口 、 例 え ば 静 脈 内 、 皮 内 、 皮 下 、 経 口 お よ び /ま た は 直 腸 投 与 な ど が あ る 。 非 経
口 、 皮 内 ま た は 皮 下 適 用 に 用 い ら れ る 溶 液 ま た は 懸 濁 液 は 以 下 の 成 分 を 含 む こ と が で き る
。 滅 菌 希 釈 剤 、 例 え ば 注 射 用 水 、 生 理 食 塩 水 溶 液 、 不 揮 発 性 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は そ の 他 の 全 身 用 溶 媒 ； 抗 細 菌 剤 、 例 え ば ベ ン
ジ ル ア ル コ ー ル ま た は メ チ ル パ ラ ベ ン ； 抗 酸 化 剤 、 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 ま た は 亜 硫 酸 水
素 ナ ト リ ウ ム ； バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 ま た は リ ン 酸 塩 お よ び 張 性 を 調 整
す る た め の 作 用 物 質 、 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま た は デ キ ス ト ロ ー ス 。 酸 ま た は 塩 基 、 例 え
ば 塩 酸 ま た は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い て pHを 調 整 す る こ と が で き る 。 非 経 口 用 調 製 物 を ア
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ン プ ル 、 デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル シ リ ン ジ 、 ま た は ガ ラ ス も し く は プ ラ ス チ ッ ク 製 の 多 回 投 与 用
バ イ ア ル に 封 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 注 射 用 途 に 適 し た 薬 学 的 組 成 物 は 、 滅 菌 溶 液 （ こ こ で は 水 溶 性 ） ま た は 分 散 液 お よ び 滅
菌 注 射 用 溶 液 ま た は 分 散 液 の 即 時 調 製 用 の 滅 菌 粉 末 を 含 む 。 静 脈 内 投 与 用 に 適 し た 担 体 に
は 生 理 学 的 食 塩 水 、 静 菌 水 、 Cremophor EL（ 商 標 ） （ BASF、 Parsippany、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ
ー 州 ） ま た は リ ン 酸 塩 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） な ど が あ る 。 全 て の 場 合 に お い て 、 組 成 物 は 無
菌 で な け れ ば な ら ず 、 そ し て 容 易 に 注 射 可 能 な 程 度 に 流 動 性 で あ る べ き で あ る 。 製 造 お よ
び 保 存 条 件 下 で 安 定 で あ る べ き で あ り 、 そ し て 微 生 物 、 例 え ば 細 菌 お よ び 真 菌 の 夾 雑 作 用
に 対 し て 保 護 さ れ な け れ ば な ら な い 。 担 体 は 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば
グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 ） 、 お よ び 適 当 な
そ の 混 合 物 を 含 有 す る 溶 媒 ま た は 分 散 培 地 で よ い 。 例 え ば レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ の
使 用 に よ り 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要 な 粒 子 サ イ ズ の 維 持 に よ り 、 お よ び 界 面 活 性 剤 の 使 用
に よ り 、 適 切 な 流 動 性 を 維 持 す る こ と が で き る 。 微 生 物 の 作 用 の 防 御 は 種 々 の 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 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ
ロ サ ー ル 等 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 多 く の 場 合 、 等 張 化 剤 例 え ば 、 糖 、 ポ リ ア ル コ
ー ル 、 例 え ば マ ン ニ ト ー ル も し く は ソ ル ビ ト ー ル 、 ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 組 成 物 に 含 め
る こ と が で き る 。 吸 収 を 遅 延 さ せ る 作 用 物 質 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ
び ゼ ラ チ ン を 組 成 物 に 含 め る こ と に よ り 、 注 射 用 組 成 物 の 吸 収 延 長 を も た ら す こ と が で き
る 。 マ イ ク ロ ビ ー ズ 、 マ イ ク ロ ス フ ェ ア 、 ま た は い ず れ か そ の 他 の 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る
方 法 、 例 え ば カ プ セ ル 化 を 用 い て 活 性 成 分 の 放 出 ま た は 吸 収 を 遅 延 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 必 要 量 の 活 性 成 分 を 適 当 な 溶 媒 中 に 、 前 記 で 列 挙 し た 1つ の 成 分 ま た は 組 み 合 わ せ た 成
分 と 共 に 組 み 込 み 、 必 要 な 場 合 続 い て 滅 菌 濾 過 す る こ と に よ り 滅 菌 注 射 用 溶 液 を 調 製 す る
こ と が で き る 。 概 し て 、 基 本 的 な 分 散 媒 体 お よ び 前 記 で 列 挙 さ れ た も の か ら 必 要 な そ の 他
の 成 分 を 含 有 す る 滅 菌 溶 媒 に 活 性 化 合 物 を 組 み 込 む こ と に よ り 分 散 液 を 調 製 す る 。 滅 菌 注
射 用 溶 液 の 調 製 の た め の 滅 菌 粉 末 の 場 合 、 好 ま し い 調 製 方 法 は 真 空 乾 燥 、 お よ び 、 予 め 滅
菌 濾 過 し た そ の 溶 液 に 由 来 す る 任 意 の 別 の 望 ま し い 成 分 が 加 わ っ た 活 性 成 分 の 粉 末 を 生 じ
る 凍 結 乾 燥 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 水 性 ま た は 固 体 で よ い 経 口 組 成 物 は 、 概 し て 不 活 性 希 釈 剤 ま た は 食 用 担 体 を 含 む 。 経 口
治 療 用 投 与 の 目 的 で 、 活 性 化 合 物 を 賦 形 剤 と 共 に 組 み 込 み 、 そ し て 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 ま た
は カ プ セ ル 、 例 え ば ゼ ラ チ ン カ プ セ ル の 形 態 で 使 用 す る こ と が で き る 。 薬 学 的 に 適 合 す る
結 合 剤 お よ び /ま た は 補 助 材 料 を 組 成 物 の 一 部 と し て 含 め る こ と が で き る 。 錠 剤 、 丸 剤 、
カ プ セ ル 、 ト ロ ー チ 等 は い ず れ か の 以 下 の 成 分 ま た は 類 似 の 特 性 の 化 合 物 を 含 有 す る こ と
が で き る ： 結 合 剤 、 例 え ば 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 ト ラ ガ ン ト ガ ム ま た は ゼ ラ チ ン ； 賦 形 剤
、 例 え ば デ ン プ ン ま た は ラ ク ト ー ス ； 崩 壊 剤 、 例 え ば ア ル ギ ン 酸 、 Primogel（ 商 標 ） 、 ま
た は コ ー ン ス タ ー チ ； 滑 沢 剤 、 例 え ば ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム ま た は ス テ ロ ー ト ； 流 動
促 進 剤 、 例 え ば コ ロ イ ド 性 二 酸 化 ケ イ 素 ； 甘 味 剤 、 例 え ば ス ク ロ ー ス ま た は サ ッ カ リ ン ；
ま た は 着 香 剤 、 例 え ば ペ パ ー ミ ン ト 、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル 、 ま た は オ レ ン ジ フ レ ー バ ー 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 経 粘 膜 ま た は 経 皮 手 段 に よ り 全 身 投 与 を 行 う こ と も で き る 。 経 粘 膜 ま た は 経 皮 投 与 に 関
し て は 、 透 過 す べ き 障 壁 に 適 当 な 浸 透 剤 を 製 剤 に 使 用 す る 。 こ の よ う な 浸 透 剤 は 概 し て 当
技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 例 え ば 経 粘 膜 投 与 に は 、 界 面 活 性 剤 、 胆 汁 酸 塩 、 お よ び フ
シ ジ ン 酸 誘 導 体 な ど が あ る 。 鼻 用 ス プ レ ー ま た は 坐 剤 の 使 用 に よ り 経 粘 膜 投 与 を 達 成 す る
こ と が で き る 。 経 皮 投 与 に は 、 概 し て 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る よ う に 、 活 性 化 合 物
を 軟 膏 、 塗 剤 、 ゲ ル 、 ま た は ク リ ー ム に 製 剤 化 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 化 合 物 を 坐 剤 （ 例 え ば 慣 用 さ れ る 坐 剤 基 剤 、 例 え ば コ コ ア バ タ ー お よ び そ の 他 の グ リ セ
リ ド を 用 い る ） ま た は 直 腸 送 達 用 の 停 留 浣 腸 の 形 態 で 調 製 す る こ と も で き る 。
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【 ０ ０ ７ ７ 】
　 活 性 成 分 を 、 体 内 か ら の 急 速 な 排 泄 に 対 し て 化 合 物 を 保 護 す る 担 体 を 用 い て 、 例 え ば 移
植 お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 送 達 系 な ど の 放 出 調 節 製 剤 に 調 製 す る こ と が で き る 。 生 体 分
解 性 、 生 体 適 合 性 重 合 体 、 例 え ば エ チ レ ン ビ ニ ル ア セ タ ー ト 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー
ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 お よ び ポ リ 酢 酸 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ
う な 製 剤 を 調 製 す る た め の 方 法 は 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 材 料 を Alza Corporationお よ
び Nova Pharmaceuticals,Inc.か ら 商 業 的 に 入 手 す る こ と も で き る 。 リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 （
ウ イ ル ス 抗 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 感 染 細 胞 に 標 的 化 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 含 む
） を 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と し て 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら を 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に
従 っ て 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,522,811号 に 記 載 さ れ る よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 投 与 の 容 易 さ お よ び 投 与 量 の 一 貫 性 の た め に 、 投 与 単 位 形 態 で 経 口 ま た は 非 経 口 用 組 成
物 を 製 剤 化 す る の が 有 利 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 投 与 単 位 形 態 と は 、 処 置 す る 対 象 に 単
一 投 与 量 と し て 適 し た 物 理 学 的 に 個 別 の 単 位 を 意 味 し ； 各 々 の 単 位 は 、 必 要 と さ れ る 薬 学
的 担 体 を 伴 っ て 、 望 ま し い 治 療 効 果 を 生 み 出 す よ う に 算 出 さ れ た 、 所 定 の 量 の 活 性 化 合 物
を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 細 胞 培 養 ま た は 実 験 動 物 に お い て 、 例 え ば LD50（ 集 団 の 50％ の 致 死 量 ） お よ び ED50（ 集
団 の 50％ に お い て 治 療 的 に 有 効 で あ る 用 量 ） を 決 定 す る た め の 標 準 的 な 医 薬 的 手 順 に よ り
、 こ の よ う な 化 合 物 の 毒 性 お よ び 治 療 用 効 果 を 決 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 お よ び 治 療 効
果 の 間 の 用 量 比 は 治 療 指 標 で あ り 、 そ し て LD50/ED50比 と し て 表 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ お よ び 動 物 実 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ を 、 ヒ ト で 使 用 す る た め の 用 量 の
範 囲 を 処 方 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 の 投 与 量 は 、 毒 性 が ほ と ん
ど ま た は 全 く な い ED50を 含 む 循 環 濃 度 の 範 囲 内 に 在 る の が 好 ま し い 。 用 い た 投 与 量 お よ び
利 用 し た 投 与 経 路 に 依 存 し て 、 投 与 量 を こ の 範 囲 内 で 変 動 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の
方 法 に お い て 使 用 す る 任 意 の 化 合 物 に つ い て は 、 最 初 に 細 胞 培 養 ア ッ セ イ か ら 治 療 的 有 効
量 を 推 測 す る こ と が で き る 。 細 胞 培 養 で 決 定 さ れ る 、 IC50（ す な わ ち 徴 候 の 最 大 阻 止 の 50
％ を 達 成 す る 被 験 化 合 物 の 濃 度 ） を 含 む 循 環 血 漿 濃 度 範 囲 を 達 成 す る よ う に 、 動 物 モ デ ル
に お い て 用 量 を 処 方 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 情 報 を 用 い て ヒ ト に お い て 有 用 な 用 量
を さ ら に 正 確 に 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 血 漿 中
の レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
気 体 の 薬 学 的 組 成 物
　 気 体 の 薬 学 的 組 成 物 、 例 え ば 一 酸 化 炭 素 を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 を 口 ま た は 鼻 腔 を 通 っ
て 肺 に 吸 入 す る こ と に よ り 患 者 に 全 身 送 達 す る こ と が で き る 。 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 投 与 す
る た め の 以 下 の 方 法 お よ び 装 置 は 、 本 明 細 書 で 記 載 す る 気 体 の 薬 学 的 組 成 物 に 有 用 な 全 身
送 達 方 法 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
人 工 呼 吸 器
　 空 気 ま た は 圧 縮 気 体 の 標 準 タ ン ク 中 の そ の 他 の 酸 素 含 有 気 体 （ 例 え ば 21％  O 2 、 79％  N 2
） と 混 合 し た 医 療 用 の 一 酸 化 炭 素 （ 濃 度 を 変 動 さ せ る こ と が で き る ） を 購 入 す る こ と が で
き る 。 こ れ は 非 反 応 性 で あ り 、 本 発 明 の 方 法 に 必 要 な 濃 度 は 可 燃 性 範 囲 （ 空 気 中 10％ ） を
十 分 に 下 回 る 。 病 院 で は 、 気 体 は 恐 ら く ベ ッ ド サ イ ド に 送 達 さ れ 、 そ こ で ブ レ ン ダ ー で 望
ま し い 濃 度 （ ppm； 100万 分 の 1） ま で 室 内 空 気 と 混 合 さ れ る 。 患 者 は 人 工 呼 吸 器 を 介 し て
気 体 混 合 物 を 吸 入 し 、 人 工 呼 吸 器 は 患 者 の 快 適 性 お よ び 必 要 性 に 基 づ い た 流 速 に 設 定 さ れ
る 。 こ れ は 肺 画 像 （ す な わ ち 呼 吸 速 度 、 1回 換 気 量 等 ） に よ り 決 定 さ れ る 。 患 者 が 望 ま し
い 量 以 上 の 一 酸 化 炭 素 を 不 必 要 に 投 与 さ れ る こ と を 防 ぐ た め に 、 多 重 安 全 機 構 を 送 達 系 に
設 計 す る こ と が で き る 。 （ 1） 静 脈 血 で 測 定 す る こ と が で き る カ ル ボ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン （ C
OHb） 、 お よ び （ 2） 人 工 呼 吸 器 の 側 面 の ポ ー ト か ら 収 集 さ れ た 発 散 さ れ た 一 酸 化 炭 素 を 調
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べ る こ と に よ り 、 患 者 の 一 酸 化 炭 素 レ ベ ル を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 患 者 の 健 康 状 態
に 基 づ い て 、 お よ び マ ー カ ー を 規 準 に し て 、 一 酸 化 炭 素 曝 露 を 調 整 す る こ と が で き る 。 必
要 な 場 合 、 100％  O 2 吸 入 に 切 り 換 え る こ と に よ り 、 一 酸 化 炭 素 を 患 者 か ら 洗 い 流 す こ と が
で き る 。 一 酸 化 炭 素 は 代 謝 さ れ な い ； 従 っ て 、 吸 入 さ れ て も 最 終 的 に は CO 2 に 変 換 さ れ た
極 少 し の 割 合 を 除 い て 発 散 さ れ る 。 一 酸 化 炭 素 を 任 意 の レ ベ ル の O 2 と 混 合 し て 、 結 果 的 に
低 酸 素 状 態 を 招 く こ と な く 、 一 酸 化 炭 素 の 治 療 送 達 を 提 供 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
フ ェ ー ス マ ス ク お よ び テ ン ト
　 気 体 混 合 物 を 含 有 す る 一 酸 化 炭 素 を 前 記 の よ う に 調 製 し て 、 フ ェ ー ス マ ス ク ま た は テ ン
ト を 用 い て 患 者 に 受 動 吸 入 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 吸 入 さ れ る 濃 度 を 変 化 さ せ る こ と が
で き 、 そ し て 単 純 に 100％  O 2 に 切 り 換 え る こ と に よ り 洗 い 流 す こ と が で き る 。 吸 入 さ れ る
一 酸 化 炭 素 濃 度 が 高 く な り す ぎ る の を 防 ぐ 多 重 安 全 機 構 を 伴 う マ ス ク ま た は テ ン ト で ま た
は そ の 近 く で 一 酸 化 炭 素 レ ベ ル の モ ニ タ リ ン グ を 行 う 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
ポ ー タ ブ ル 吸 入 器
　 例 え ば 病 院 に い な い レ シ ピ エ ン ト の 断 続 的 な 処 置 を 可 能 に す る た め に 、 圧 縮 さ れ た 一 酸
化 炭 素 を ポ ー タ ブ ル 吸 入 器 に 詰 め 、 そ し て 定 量 的 に 吸 入 す る こ と が で き る 。 異 な る 濃 度 の
一 酸 化 炭 素 を 容 器 に 詰 め る こ と が で き る 。 装 置 は 、 オ ン ・ オ フ バ ル ブ お よ び 必 要 に 応 じ 標
準 的 な 投 与 計 画 に 従 っ て 患 者 が COを 一 服 す る チ ュ ー ブ が 付 い た 、 適 当 に 希 釈 さ れ た COの で
き る だ け 単 純 な 小 型 タ ン ク （ 例 え ば 5kg未 満 ） で よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
静 脈 内 人 工 肺
　 O 2 送 達 お よ び CO 2 除 去 の た め に 設 計 さ れ た 人 工 肺 （ 血 液 中 の 気 体 交 換 の た め の カ テ ー テ
ル 装 置 ） を 一 酸 化 炭 素 送 達 に 用 い る こ と が で き る 。 移 植 さ れ る 場 合 、 カ テ ー テ ル は 大 静 脈
の 1つ に 設 置 さ れ 、 そ し て 全 身 送 達 用 か ま た は 局 所 部 位 で の い ず れ か で 規 定 の 濃 度 の 一 酸
化 炭 素 を 送 達 す る こ と が で き る 。 送 達 は 、 処 置 部 位 、 例 え ば 小 腸 の 近 く で 短 期 間 の 、 高 濃
度 の 一 酸 化 炭 素 の 局 所 送 達 （ こ の 高 濃 度 は 血 流 中 で 速 や か に 希 釈 さ れ る ） か 、 ま た は 低 濃
度 の 一 酸 化 炭 素 に 対 す る 比 較 的 長 期 の 曝 露 で よ い （ 例 え ば Hattlerら 、 Artif,Organs 18（
11） ： 806-812（ 1994） ； お よ び Golobら 、 ASAIO J.47（ 5） ： 432-437（ 2001） ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
基 準 気 圧 （ normobaric） チ ャ ン バ ー
　 特 定 の 例 で は 、 患 者 全 体 を 一 酸 化 炭 素 に 曝 露 す る こ と が 望 ま し い 。 第 三 者 が 曝 露 さ れ る
危 険 性 を な く し て 、 患 者 を 一 酸 化 炭 素 で 満 た し た （ 患 者 を 危 険 に さ ら す こ と の な い レ ベ ル
で 、 ま た は 許 容 さ れ る 危 険 性 を も た ら す レ ベ ル で 、 ま た は 非 ヒ ト ド ナ ー ま た は 脳 死 ド ナ ー
に 関 し て 任 意 の 望 ま し い レ ベ ル で ） 密 閉 チ ャ ン バ ー の 内 部 に 置 く 。 曝 露 の 完 了 時 に チ ャ ン
バ ー に 空 気 （ 例 え ば 21％  O 2 、 79％  N 2 ） を 流 入 さ せ 、 そ し て 患 者 を 曝 露 系 か ら 出 す 前 に 一
酸 化 炭 素 の 残 留 が な い こ と を 確 認 す る た め に 一 酸 化 炭 素 分 析 器 に よ り 試 料 を 分 析 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
薬 学 的 組 成 物 の 局 所 送 達
　 ま た は 、 あ る い は 加 え て 、 薬 学 的 組 成 物 を 器 官 、 組 織 、 ま た は 処 置 す べ き 患 者 の 身 体 の
部 分 に 直 接 適 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
水 性 お よ び 固 体 薬 学 的 組 成 物
　 液 体 ま た は 固 体 を 患 者 に 投 与 す る た め の 公 知 の い ず れ か の 方 法 に よ り 、 水 性 お よ び 固 体
薬 学 的 組 成 物 を 患 者 の 器 官 、 ま た は 処 置 の 標 的 と な っ て い る 患 者 の 身 体 の 一 部 に 直 接 適 用
す る こ と も で き る 。 例 え ば 水 性 ま た は 固 体 組 成 物 を 経 口 的 に 、 例 え ば カ プ セ ル 化 さ れ た ま
た は カ プ セ ル 化 さ れ て い な い 投 与 量 の 水 性 ま た は 固 体 薬 学 的 組 成 物 を 患 者 に 摂 取 さ せ る こ
と に よ り 投 与 し て 、 消 化 管 の 内 部 ま た は そ の い ず れ か の 部 分 を 処 置 す る こ と が で き る 。 さ
ら に 、 エ ン ド ス コ ー プ お よ び ラ プ ロ ス コ ー プ の 各 々 の 手 順 の 間 に 液 体 、 例 え ば 生 理 食 塩 水
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溶 液 を し ば し ば 患 者 の 消 化 管 お よ び 腹 腔 に 注 射 す る 。 類 似 の 手 順 を 用 い て 水 性 薬 学 的 組 成
物 を 器 官 ま た は 、 例 え ば 処 置 す べ き 器 官 の 周 辺 に 直 接 投 与 し 、 そ れ に よ り 器 官 を イ ン サ イ
チ ュ ー で 水 性 薬 学 的 組 成 物 に 曝 露 で き る こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 移 植 の 文 脈 に お い て 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 に よ り 、 例 え ば ド ナ ー
か ら 除 去 す る 前 に イ ン サ イ チ ュ ー で 、 器 官 を 液 体 薬 学 的 組 成 物 で 洗 い 流 す こ と に よ り 、 イ
ン サ イ チ ュ ー で の 曝 露 を 行 う こ と が で き る （ Oxford Textbook of Surgery,Morrisお よ び M
alt編 、 Oxford University Press（ 1994） 参 照 ） 。 こ の よ う な 曝 露 を さ ら に 以 下 で 詳 細 に
記 載 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
気 体 薬 学 的 組 成 物
　 患 者 に 気 体 を 吹 き 込 む た め の 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 に よ り 、 気 体 薬
学 的 組 成 物 を 患 者 の 器 官 に 、 ま た は 処 置 の 標 的 と な っ て い る 患 者 の 一 部 に 直 接 適 用 す る こ
と が で き る 。 例 え ば エ ン ド ス コ ー プ お よ び ラ プ ロ ス コ ー プ の 各 々 の 手 順 の 間 に 気 体 、 例 え
ば 二 酸 化 炭 素 を し ば し ば 患 者 の 消 化 管 お よ び 腹 腔 に 吹 き 込 ん で 、 試 験 を 容 易 に す る （ 例 え
ば Oxford Textbook of Surgery,Morrisお よ び Malt編 、 Oxford University Press（ 1994）
参 照 ） 。 類 似 の 手 順 を 用 い て 気 体 の 薬 学 的 組 成 物 を 消 化 管 の 内 部 、 ま た は い ず れ か の そ の
部 分 に 直 接 投 与 で き る こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。 さ ら に 、 気 体 の 薬 学 的 組 成 物 を 患
者 の 腹 腔 に 、 例 え ば 処 置 す べ き 器 官 の 周 辺 に 吹 き 込 ん で 、 そ れ に よ り 気 体 の 薬 学 的 組 成 物
を イ ン サ イ チ ュ ー で 器 官 に 曝 露 す る こ と が で き る こ と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ９ １ 】
外 科 的 手 順 ： 移 植
　 本 発 明 は 移 植 を 受 け る 患 者 を 処 置 す る た め の 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 の 使 用 を 企 図 す る
。 器 官 の 収 集 、 保 存 お よ び 移 植 過 程 の い ず れ か の 段 階 で ド ナ ー 、 レ シ ピ エ ン ト お よ び /ま
た は 器 官 を 処 置 す る た め に 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 器 官 を ド ナ ー か ら 収 集 し
、 本 発 明 に 従 っ て 薬 学 的 組 成 物 で エ ク ス ビ ボ で 処 置 し 、 そ し て レ シ ピ エ ン ト に 移 植 す る こ
と が で き る 。 ま た は 、 あ る い は 加 え て 、 器 官 を ド ナ ー に お い た ま ま 、 （ ド ナ ー を 処 置 す る
か 、 ま た は 器 官 を 処 置 す る こ と に よ り ） イ ン サ イ チ ュ ー で 処 置 す る こ と が で き る 。 任 意 で
、 薬 学 的 組 成 物 を 外 科 的 手 術 の 前 、 間 、 お よ び /ま た は 後 に 、 例 え ば 器 官 を レ シ ピ エ ン ト
の 血 液 で 再 灌 流 し た 後 に 薬 学 的 組 成 物 を レ シ ピ エ ン ト に 投 与 す る こ と が で き る 。 ド ナ ー か
ら の 器 官 の 収 集 の 過 程 の 前 ま た は 間 に 組 成 物 を ド ナ ー に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 「 移 植 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 の 全 体 に わ た っ て 、 器 官 を 患 者 に 移 動 さ せ る 方 法 を 記 載 す
る 一 般 的 な 用 語 と し て 用 い ら れ る 。 「 移 植 」 な る 用 語 は 当 技 術 分 野 に お い て 、 レ シ ピ エ ン
ト に お い て 移 植 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 の 機 能 的 な 完 全 性 を 維 持 す る と い う 意 図 を 持 つ 、 生
存 組 織 ま た は 細 胞 の ド ナ ー か ら レ シ ピ エ ン ト へ の 移 動 と し て 定 義 さ れ る （ 例 え ば The Merc
k Manual、 Berkow、 Fletcherお よ び Beers編 、 Merck Research Laboratories、 Rahway、 ニ
ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 （ 1992） ） 。 用 語 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 全 て の カ テ ゴ リ ー の 移 植
を 含 む 。 移 植 は ド ナ ー と レ シ ピ エ ン ト と の 間 の 部 位 的 お よ び 遺 伝 学 的 関 係 に よ り 分 類 さ れ
る 。 用 語 に は 、 例 え ば 自 己 移 植 （ 患 者 の あ る 位 置 の 細 胞 ま た は 組 織 を 同 一 患 者 の 同 一 ま た
は 別 の 位 置 へ の 除 去 お よ び 移 動 ） 、 同 種 移 植 （ 同 一 種 の メ ン バ ー 間 の 移 植 ） 、 お よ び 異 種
移 植 （ 異 な る 種 の メ ン バ ー 間 の 移 植 ） な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ド ナ ー 」 ま た は 「 ド ナ ー 患 者 」 な る 用 語 は 、 保 存 お よ び /ま た は レ
シ ピ エ ン ト 患 者 へ の 移 植 の 目 的 の た め に そ こ か ら 器 官 ま た は 組 織 を 得 る こ と が で き る 動 物
（ ヒ ト ま た は 非 ヒ ト ） を 意 味 す る 。 「 レ シ ピ エ ン ト 」 ま た は 「 レ シ ピ エ ン ト 患 者 」 な る 用
語 は そ こ に 器 官 ま た は 組 織 を 移 動 さ せ る こ と が で き る 動 物 （ ヒ ト ま た は 非 ヒ ト ） を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 「 器 官 拒 絶 」 、 「 移 植 片 拒 絶 」 ま た は 「 拒 絶 」 な る 用 語 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で
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あ り 、 そ し て 本 明 細 書 の 全 体 に わ た っ て 、 レ シ ピ エ ン ト に お け る 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 の
拒 絶 の 過 程 を 記 載 す る 一 般 的 な 用 語 と し て 用 い ら れ る 。 例 え ば 通 常 臨 床 実 践 で 同 定 さ れ る
3つ の 主 要 な 拒 絶 パ タ ー ン ： 超 急 性 拒 絶 、 急 性 拒 絶 お よ び 慢 性 拒 絶 が 定 義 に 含 ま れ る （ 例
え ば Oxford Textbook of Surgery, Morrisお よ び Malt編 、 Oxford University Press（ 199
4） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 「 器 官 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 全 体 に わ た っ て 、 動 物 の 特 定 の 機 能 を 有 す る い ず れ か の 解
剖 学 的 部 分 ま た は メ ン バ ー を 記 載 す る た め の 一 般 的 な 用 語 と し て 用 い ら れ る 。 さ ら に 器 官
の 実 質 的 な 部 分 、 例 え ば 器 官 か ら 得 ら れ る 付 着 組 織 は こ の 用 語 の 意 味 に 含 ま れ る 。 な お さ
ら に 、 器 官 の 1細 胞 ほ ど の 小 型 の 器 官 の 部 分 が こ の 用 語 の 意 味 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な 器
官 に は 、 非 限 定 例 と し て 腎 臓 ； 肝 臓 ； 心 臓 ； 腸 、 例 え ば 大 腸 お よ び 小 腸 ； 膵 臓 、 例 え ば 島
； お よ び 肺 な ど が あ る 。 さ ら に こ の 定 義 は 骨 、 皮 膚 お よ び 血 管 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 器 官 の 薬 学 的 組 成 物 へ の エ ク ス ビ ボ 曝 露 を 、 気 体 の 薬 学 的 組 成 物 を 含 む 雰 囲 気 に 、 液 体
薬 学 的 組 成 物 、 例 え ば 液 体 灌 流 液 、 保 存 溶 液 、 も し く は 薬 学 的 組 成 物 を 含 有 す る 洗 浄 液 に
、 ま た は そ の 双 方 に 器 官 を 曝 露 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 例 え ば 、 一 酸 化 炭 素 を 含 む 気 体 薬 学 的 組 成 物 へ の 器 官 の 曝 露 の 文 脈 に お い て 、 適 当 な レ
ベ ル の 一 酸 化 炭 素 ガ ス を 含 む 雰 囲 気 を 作 る の に 適 し た 任 意 の チ ャ ン バ ー ま た は 区 域 で 曝 露
を 実 施 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な チ ャ ン バ ー に は 、 例 え ば 保 存 溶 液 中 に 器 官 を 収 容 す
る 目 的 で 構 築 さ れ た イ ン キ ュ ベ ー タ ー お よ び チ ャ ン バ ー な ど が あ る 。 適 当 な チ ャ ン バ ー は
、 一 酸 化 炭 素 の 濃 度 が 規 定 の 濃 度 お よ び 純 度 を 達 成 お よ び 維 持 で き る よ う に 、 チ ャ ン バ ー
に 供 給 さ れ た 気 体 の み が 雰 囲 気 内 部 に 存 在 す る チ ャ ン バ ー で よ く 、 例 え ば こ の 場 合 チ ャ ン
バ ー は 密 閉 さ れ て い る 。 例 え ば 、 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー を 用 い て 器 官 を 一 酸 化 炭 素 組 成 物
に 曝 露 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 一 酸 化 炭 素 は 気 体 が 入 っ た 容 器 か ら 連 続 流 で 供 給 さ れ る
。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 別 の 実 例 で は 、 器 官 の 水 性 薬 学 的 組 成 物 へ の 曝 露 の 文 脈 に お い て 、 器 官 が 水 性 薬 学 的 組
成 物 に 完 全 に 、 ま た は 部 分 的 に 浸 漬 す る の に 十 分 な 容 量 を 有 す る い ず れ か の チ ャ ン バ ー ま
た は 空 間 に お い て 曝 露 を 実 施 す る こ と が で き る 。 さ ら に 別 の 実 例 で は 、 器 官 を い ず れ か の
適 当 な 容 器 内 に 置 き 、 そ し て 器 官 が 組 成 物 の 連 続 流 に 曝 露 さ れ る よ う に 、 液 体 薬 学 的 組 成
物 に 器 官 を 「 洗 い 流 し 」 さ せ る こ と に よ り 、 器 官 を 曝 露 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 別 の 選 択 肢 で は 、 器 官 を 水 性 薬 学 的 組 成 物 で 灌 流 す る こ と が で き る 。 「 灌 流 」 な る 用 語
は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 用 語 で あ り 、 そ し て 液 体 、 例 え ば 水 性 薬 学 的 組 成 物 が 器 官 の
血 管 を 通 過 す る こ と に 関 す る 。 器 官 を エ ク ス ビ ボ お よ び イ ン サ イ チ ュ ー で 灌 流 す る た め の
方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 連 続 低 温 機 械 灌 流 に よ り 、 器 官 を 水 性 薬 学
的 組 成 物 で エ ク ス ビ ボ で 灌 流 す る こ と が で き る （ 例 え ば Oxford Textbook of Surgery, Mo
rrisお よ び Malt編 、 Oxford University Press（ 1994） 参 照 ） 。 薬 学 的 水 溶 液 を 規 定 の 時
間 、 脈 管 構 造 に 残 留 さ せ る こ と が で き る 。 任 意 で 、 器 官 か ら ド ナ ー 血 液 を 除 去 す る た め に
、 水 性 薬 学 的 組 成 物 で 灌 流 す る 前 に 、 イ ン サ イ チ ュ ー ま た は エ ク ス ビ ボ 灌 流 で 、 薬 学 的 組
成 物 を 含 ま な い 水 溶 液 、 例 え ば UW溶 液 で 器 官 を 灌 流 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は
例 え ば 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 用 い る 場 合 、 ド ナ ー ヘ モ グ ロ ビ ン に よ る 一 酸 化 炭
素 の 競 合 を 避 け る た め に 有 利 で あ る 。 別 の 選 択 肢 で は 、 洗 浄 溶 液 そ の も の が 薬 学 的 組 成 物
、 例 え ば 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 例 で は 、 一 酸 化 炭 素 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 の 文 脈 に お い て 、 器 官 を 例 え ば 一
酸 化 炭 素 を 含 ま な い 培 地 ま た は 溶 液 内 に 置 く 、 例 え ば 浸 漬 す る こ と が で き 、 そ し て チ ャ ン
バ ー 内 に 置 い て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 一 酸 化 炭 素 含 有 雰 囲 気 へ の 曝 露 を 介 し て 培 地 ま た は
溶 液 か ら 一 酸 化 炭 素 組 成 物 を 作 製 で き る よ う に で き る 。 さ ら に 別 の 実 例 で は 、 一 酸 化 炭 素
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を 含 ま な い 液 体 に 器 官 を 浸 漬 す る こ と が で き 、 そ し て 一 酸 化 炭 素 を 液 体 中 に 「 バ ブ リ ン グ
」 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 器 官 を ド ナ ー か ら 収 集 し 、 そ し て 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ か の 方 法 に よ り 移 植
す る こ と が で き る （ 例 え ば Oxford Textbook of Surgery, Morrisお よ び Malt編 、 Oxford U
niversity Press（ 1994） 参 照 ） 。 多 く の 状 況 、 例 え ば ド ナ ー /レ シ ピ エ ン ト の 年 齢 、 ま た
は 移 植 さ れ る 器 官 の 性 質 に 依 存 し て 、 移 植 の た め の 器 官 の 移 植 お よ び /ま た は 収 集 方 法 を
変 え る こ と が で き る こ と は 当 業 者 に 認 識 さ れ よ う 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 器 官 を 薬 学 的 組 成 物 に 曝 露 す る た め の 前 記 の 方 法 、 例 え ば 洗 浄 、 浸 漬 ま た は 灌
流 の い ず れ か ま た は 全 て を 規 定 の 手 順 に お い て 、 例 え ば 単 一 の 移 植 手 順 に お い て 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
外 科 的 手 術 の 手 順 ： バ ル ー ン 血 管 形 成 術 お よ び 外 科 的 手 術 に 誘 導 さ れ た 内 膜 肥 厚
　 本 発 明 は バ ル ー ン 血 管 形 成 術 を 受 け た か 、 ま た は そ う で な け れ ば 例 え ば 血 管 手 術 に よ り
内 膜 肥 厚 の 危 険 性 の あ る 患 者 を 処 置 す る た め の 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 の 使 用 を 企 図 す る
。 手 順 、 例 え ば 血 管 形 成 術 、 バ イ パ ス 手 術 ま た は 器 官 移 植 の 後 の 血 管 傷 害 に よ る 内 膜 肥 厚
は こ れ ら の 治 療 的 介 在 の 成 功 を 制 限 し 続 け て い る 。 「 内 膜 肥 厚 」 な る 用 語 は 当 技 術 分 野 に
お い て 公 知 の 用 語 で あ り 、 そ し て 本 明 細 書 で は 内 膜 内 の 細 胞 、 例 え ば 平 滑 筋 細 胞 お よ び /
ま た は 筋 線 維 芽 細 胞 の 増 殖 を 意 味 す る 。 内 膜 肥 厚 が い ず れ か の 多 く の 因 子 、 例 え ば 内 膜 へ
の 機 械 的 、 化 学 的 お よ び /ま た は 免 疫 学 的 損 傷 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 可 能 性 が あ る こ と は
当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。 内 膜 肥 厚 を し ば し ば 、 例 え ば バ ル ー ン 血 管 形 成 術 ま た は 血 管 手
術 、 例 え ば 静 脈 移 植 片 に 関 係 す る 血 管 手 術 の 後 に 患 者 に お い て 観 察 す る こ と が で き る 。 「
血 管 形 成 術 」 な る 用 語 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 用 語 で あ り 、 そ し て 動 脈 の リ モ デ リ ン
グ に 関 係 す る い ず れ か の 手 順 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 手 順 に は 、 例 え ば バ ル ー ン （ 「 バ ル
ー ン 血 管 形 成 術 」 ） 、 レ ー ザ ー （ 「 レ ー ザ ー 血 管 形 成 術 」 ） 、 お よ び 血 管 形 成 術 を 実 施 す
る た め の い ず れ か そ の 他 の 様 式 を 用 い る 、 例 え ば そ の 他 の 適 当 な 装 置 、 例 え ば マ イ ク ロ 加
工 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い る 血 管 形 成 術 な ど が あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 第 一 に 、 内 膜 肥 厚 の 何 ら か の 証 拠 が あ る 前 に 予 防 的 処 置 を 始 め る こ と が で き る の で 、 内
膜 肥 厚 を 進 行 さ せ る 危 険 性 が あ る と 考 え ら れ る 個 体 は 特 に 本 発 明 の 恩 恵 を 受 け る こ と が で
き る 。 「 危 険 性 の あ る 」 個 体 に は 、 例 え ば 血 管 形 成 術 、 例 え ば バ ル ー ン 血 管 形 成 術 を 受 け
た か 、 も し く は こ れ か ら 受 け る 患 者 、 ま た は い ず れ か の 型 の 内 膜 へ の 機 械 的 、 化 学 的 お よ
び /ま た は 免 疫 学 的 損 傷 を 有 し て い る か 、 も し く は こ れ か ら 有 す る 患 者 な ど が あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 外 科 的 手 術 の 手 順 ま た は 血 管 形 成 術 の 前 、 間 お よ び /ま た は 後 に 患 者 を 本 発 明 の 方 法 に
従 っ て 処 置 す る こ と が で き る 。 さ ら に 望 む 場 合 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 器 官 移 植 の 文
脈 に お い て 、 静 脈 を 本 明 細 書 に 記 載 す る 薬 学 的 組 成 物 に イ ン サ イ チ ュ ー で お よ び /ま た は
エ ク ス ビ ボ で 曝 露 す る こ と が で き る 。 気 体 薬 学 的 組 成 物 、 お よ び /ま た は 液 体 薬 学 的 組 成
物 、 例 え ば そ こ に 活 性 成 分 が 溶 解 し て い る 液 体 灌 流 液 、 保 存 溶 液 、 ま た は 洗 浄 溶 液 に 静 脈
を 曝 露 す る こ と が で き る 。 例 え ば 逆 行 性 灌 流 に よ り 、 液 体 薬 学 的 組 成 物 を 動 脈 部 分 に 滴 下
注 入 で き 、 そ し て 規 定 の 時 間 、 そ の 部 分 に 残 存 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
障 害 お よ び 症 状
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 一 つ ま た は 複 数 の 以 下 の 炎 症 、 呼 吸 器 、 心 臓 血 管 、 腎 臓 、 肝 ・
胆 管 、 生 殖 お よ び 消 化 管 障 害 ； シ ョ ッ ク ； ま た は 細 胞 増 殖 お よ び /も し く は 分 化 障 害 を 処
置 す る か 、 ま た は 虚 血 の 影 響 を 低 減 さ せ る か 、 ま た は 創 傷 治 癒 を 助 け る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
呼 吸 器 障 害
　 呼 吸 器 症 状 の 実 例 に は 、 非 限 定 例 と し て 喘 息 ； 急 性 呼 吸 促 拍 症 候 群 （ ARDS） 、 例 え ば 腹
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膜 炎 、 肺 炎 （ 細 菌 性 ま た は ウ イ ル ス 性 ） 、 ま た は 外 傷 に よ り 引 き 起 こ さ れ る ARDS； 特 発 性
肺 疾 患 ； 間 質 性 肺 疾 患 、 例 え ば 間 質 性 肺 線 維 症 （ IPF） ； 肺 塞 栓 症 ； 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ C
OPD） ； 気 腫 ； 気 管 支 炎 ； 嚢 胞 性 線 維 症 ； い ず れ か の 型 の 肺 癌 ； 肺 傷 害 、 例 え ば 過 酸 素 症
に よ る 肺 傷 害 ； 原 発 性 肺 高 血 圧 症 （ PPH） ； 二 次 性 肺 高 血 圧 症 ； お よ び 睡 眠 関 連 障 害 、 例
え ば 睡 眠 時 無 呼 吸 症 な ど が あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
心 臓 血 管 障 害
　 心 臓 血 管 障 害 に は 心 臓 血 管 系 、 例 え ば 心 臓 、 血 管 、 お よ び /ま た は 血 液 に 関 係 す る 障 害
な ど が あ る 。 心 臓 血 管 障 害 は 例 え ば 動 脈 圧 の 不 均 衡 、 心 臓 の 機 能 不 良 、 ま た は 例 え ば 血 栓
に よ る 血 管 の 閉 塞 に よ り 引 き 起 こ さ れ 得 る 。 こ の よ う な 障 害 の 実 例 に は 、 う っ 血 性 心 不 全
、 末 梢 血 管 疾 患 、 肺 血 管 血 栓 性 疾 患 、 例 え ば 肺 塞 栓 症 、 脳 卒 中 、 心 臓 へ の 虚 血 -再 灌 流 （ I
/R） 傷 害 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 お よ び 心 臓 発 作 な ど が あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
腎 障 害
　 腎 臓 に 関 連 す る 障 害 に は 、 非 限 定 例 と し て は 糸 球 体 傷 害 の 病 理 、 例 え ば 糸 球 体 性 腎 炎 に
お け る イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 複 合 体 沈 着 お よ び 細 胞 媒 介 の 免 疫 ； 代 替 補 体 活 性 化 経 路 の 活 性
化 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 損 傷 ； 末 梢 細 胞 傷 害 ； 細 胞 性 お よ び 可 溶 性 メ デ ィ エ ー タ ー な ど の
糸 球 体 傷 害 の メ デ ィ エ ー タ ー に 関 係 す る 病 理 ； 急 性 糸 球 体 性 腎 炎 、 例 え ば 急 性 増 殖 性 糸 球
体 性 腎 炎 、 例 え ば 溶 連 菌 感 染 後 糸 球 体 性 腎 炎 、 お よ び 非 溶 連 菌 性 急 性 糸 球 体 性 腎 炎 、 急 速
進 行 性 糸 球 体 性 腎 炎 、 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 、 膜 性 糸 球 体 性 腎 炎 （ 膜 性 ネ フ ロ パ シ ー ） 、 微 小
変 化 型 疾 患 （ リ ポ イ ド ネ フ ロ ー ゼ ） 、 巣 状 分 節 糸 球 体 硬 化 症 、 膜 性 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 Ig
Aネ フ ロ パ シ ー （ Berger病 ） 、 巣 状 増 殖 性 お よ び 壊 死 性 糸 球 体 腎 炎 （ 巣 状 糸 球 体 腎 炎 ） 、
お よ び 慢 性 糸 球 体 性 腎 炎 な ど が あ る 。 腎 臓 の 障 害 に は 尿 生 殖 路 の 感 染 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
肝 ・ 胆 管 障 害
　 肝 臓 が 関 係 す る 障 害 に は 、 非 限 定 例 と し て は 肝 硬 変 お よ び 感 染 性 障 害 、 例 え ば A～ E型 肝
炎 ウ イ ル ス 感 染 お よ び そ の 他 の 肝 炎 ウ イ ル ス に よ る 感 染 な ど の ウ イ ル ス 性 肝 炎 、 臨 床 病 理
症 候 群 、 急 性 ウ イ ル ス 性 肝 炎 、 慢 性 ウ イ ル ス 性 肝 炎 、 お よ び 劇 症 肝 炎 ； 並 び に 薬 物 お よ び
毒 素 誘 起 の 肝 臓 疾 患 、 例 え ば ア ル コ ー ル 性 肝 臓 疾 患 な ど が あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
消 化 管 障 害
　 消 化 管 障 害 に は 、 非 限 定 例 と し て は （ 消 化 管 、 例 え ば 大 腸 ま た は 小 腸 の い ず れ か の 部 分
の ） イ レ ウ ス ； 炎 症 性 腸 疾 患 、 例 え ば 特 異 的 炎 症 性 腸 疾 患 、 例 え ば 感 染 性 特 異 的 炎 症 性 腸
疾 患 、 例 え ば ア メ ー バ も し く は 細 菌 性 赤 痢 、 住 血 吸 虫 症 、 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 全 腸 炎 、 エ ル
シ ニ ア 全 腸 炎 、 ま た は ヒ ト ギ ョ ウ チ ュ ウ ； 非 特 異 的 炎 症 性 腸 疾 患 、 例 え ば 放 射 線 全 腸 炎 、
虚 血 性 大 腸 炎 、 ま た は 好 酸 球 性 胃 腸 炎 ； 非 感 染 性 特 異 的 腸 疾 患 、 例 え ば 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 不
定 大 腸 炎 （ indeterminate colitis） お よ び ク ロ ー ン 病 ； 壊 死 性 全 腸 炎 （ NEC） ； 並 び に 膵
炎 な ど が あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
細 胞 増 殖 障 害 お よ び /ま た は 細 胞 分 化 障 害
　 細 胞 増 殖 障 害 お よ び /ま た は 細 胞 分 化 障 害 の 実 例 に は 、 非 限 定 例 と し て は 癌 、 例 え ば 癌
腫 、 肉 腫 、 転 移 性 障 害 ま た は 造 血 性 腫 瘍 性 障 害 、 例 え ば 白 血 病 な ど が あ る 。 転 移 性 腫 瘍 は
非 限 定 例 と し て は 前 立 腺 、 結 腸 、 肺 、 乳 房 お よ び 肝 臓 起 源 の も の な ど の 多 く の 原 発 腫 瘍 型
か ら 生 じ 得 る 。 「 癌 」 な る 用 語 は 自 立 的 増 殖 能 力 を 有 す る 細 胞 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 細
胞 の 例 に は 、 細 胞 増 殖 を 急 増 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 異 常 状 態 ま た は 症 状 を 有 す る 細 胞 な
ど が あ る 。 前 記 用 語 は 全 て の 型 の 癌 性 増 殖 、 例 え ば 腫 瘍 、 発 癌 過 程 、 ま た は 転 移 組 織 を 含
む こ と を 意 味 す る 。 種 々 の 器 官 系 、 例 え ば 肺 、 乳 房 、 胸 腺 、 リ ン パ 節 、 消 化 管 、 お よ び 尿
生 殖 路 の 悪 性 腫 瘍 、 並 び に 多 く の 結 腸 癌 、 腎 細 胞 癌 腫 、 前 立 腺 癌 お よ び /ま た は 精 巣 腫 瘍
、 肺 の 非 小 細 胞 癌 腫 、 小 腸 の 癌 お よ び 食 道 の 癌 な ど の 悪 性 腫 瘍 を 含 む 腺 癌 も ま た 含 ま れ る
。 「 癌 腫 」 な る 用 語 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 呼 吸 系 癌 腫 、 消 化 管 系 癌 腫 、 泌 尿
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生 殖 系 癌 腫 、 精 巣 癌 腫 、 乳 房 癌 腫 、 前 立 腺 癌 種 、 内 分 泌 系 癌 腫 、 お よ び メ ラ ノ ー マ な ど の
上 皮 ま た は 内 分 泌 組 織 の 悪 性 腫 瘍 を 意 味 す る 。 癌 腫 の 実 例 に は 、 子 宮 頚 管 、 肺 、 前 立 腺 、
乳 房 、 頭 部 お よ び 頚 部 、 結 腸 並 び に 卵 巣 の 組 織 か ら 形 成 さ れ る も の な ど が あ る 。 前 記 用 語
は ま た 、 例 え ば 癌 腫 組 織 お よ び 肉 腫 組 織 か ら 成 る 悪 性 腫 瘍 を 含 む 癌 肉 腫 を も 含 む 。 「 腺 癌
」 と は 腺 組 織 に 由 来 す る 癌 腫 か 、 ま た は そ の 腫 瘍 細 胞 が 認 識 可 能 な 腺 構 造 に 由 来 す る 癌 腫
を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 「 肉 腫 」 な る 用 語 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 間 葉 起 源 の 悪 性 腫 瘍 を 意 味 す る 。
「 造 血 性 腫 瘍 性 障 害 」 な る 用 語 は 造 血 性 起 源 の 過 形 成 /腫 瘍 性 細 胞 に 関 係 す る 疾 患 を 含 む
。 造 血 性 腫 瘍 性 障 害 は 脊 髄 、 リ ン パ 節 も し く は 赤 血 球 系 統 、 ま た は そ の 前 駆 体 細 胞 か ら 生
じ 得 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い て 処 置 す る こ と が で き る 癌 に は 、 と り わ け 、 例 え ば 胃
、 結 腸 、 直 腸 、 肝 臓 、 膵 臓 、 肺 、 乳 房 、 子 宮 頚 管 、 子 宮 体 、 卵 巣 、 前 立 腺 、 精 巣 、 膀 胱 、
腎 臓 、 脳 /中 枢 神 経 系 、 頭 部 お よ び 頚 部 、 喉 、 ホ ジ キ ン 病 、 非 ホ ジ キ ン 白 血 病 、 皮 膚 メ ラ
ノ ー マ 、 種 々 の 肉 腫 、 小 細 胞 肺 癌 、 絨 毛 癌 、 口 /咽 頭 、 食 道 、 喉 頭 、 メ ラ ノ ー マ 、 並 び に
腎 臓 お よ び リ ン パ 腫 な ど が あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
神 経 学 的 障 害
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 神 経 学 的 障 害 を 処 置 す る こ と も で き る 。 神 経 学 的 障 害 に は 、 非 限
定 例 と し て は 脳 に 関 係 す る 障 害 、 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど の 脳 皮 質 を 患 う 変 性 疾 患 、
並 び に パ ー キ ン ソ ニ ズ ム お よ び 特 発 性 パ ー キ ン ソ ン 病 （ 振 戦 麻 痺 ） な ど の 基 底 核 お よ び 脳
幹 の 変 性 疾 患 な ど が あ る 。 さ ら に 前 記 方 法 を 用 い て 疼 痛 傷 害 を 処 置 す る こ と が で き る 。 疼
痛 傷 害 の 実 例 に は 、 非 限 定 例 と し て は 、 通 常 痛 覚 過 敏 と 称 さ れ る 組 織 傷 害 の 種 々 の 形 態 、
例 え ば 炎 症 、 感 染 お よ び 虚 血 の 間 に 引 き 出 さ れ る 疼 痛 応 答 （ 例 え ば Fields、 Pain、 ニ ュ ー
ヨ ー ク 、 McGraw-Hill（ 1987） に 記 載 さ れ て い る ） ； 筋 骨 格 障 害 に 付 随 す る 疼 痛 、 例 え ば
関 節 痛 ； 歯 痛 ； 頭 痛 ； 外 科 的 手 術 に 付 随 す る 疼 痛 ； 過 敏 性 腸 症 候 群 に 関 連 す る 疼 痛 ； ま た
は 胸 痛 な ど が あ る 。 発 作 性 障 害 、 例 え ば て ん か ん も ま た こ の 分 類 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
炎 症 性 障 害
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 炎 症 性 障 害 を 処 置 す る こ と が で き る 。 「 炎 症 性 障 害 」 お よ び 「 炎
症 」 な る 用 語 は 、 局 所 反 応 お よ び 結 果 的 に 生 じ る 形 態 学 的 変 化 、 傷 害 物 質 の 破 壊 ま た は 除
去 、 並 び に 修 復 お よ び 治 癒 に 至 る 応 答 な ど の 、 物 理 的 、 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 作 用 物 質 に
よ り 引 き 起 こ さ れ る 傷 害 ま た は 異 常 刺 激 に 応 答 し て 罹 患 し た 血 管 お よ び 隣 接 す る 組 織 に 生
じ る 動 的 複 合 反 応 （ 細 胞 学 的 お よ び 組 織 学 的 研 究 に 基 づ い て 認 識 す る こ と が で き る ） か ら
成 る 基 本 的 な 病 理 学 的 過 程 を 記 載 す る た め に 用 い ら れ る 。 炎 症 は 、 場 合 に よ っ て 、 細 胞 免
疫 細 胞 、 例 え ば 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 お よ び /ま た は リ ン パ 球 （
例 え ば Bお よ び Tリ ン パ 球 ） の 組 織 部 分 へ の 浸 潤 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 加 え て 、 炎 症 組 織
は そ の 部 分 に 浸 潤 し た 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン を 含 有 す る こ
と も あ る 。 し ば し ば 、 炎 症 は 血 液 凝 固 お よ び 血 小 板 凝 集 の 双 方 を 含 む 血 栓 症 に 付 随 す る 。
炎 症 な る 用 語 は 種 々 の 型 の 炎 症 、 例 え ば 急 性 、 慢 性 、 ア レ ル ギ ー 性 （ 肥 満 細 胞 に 関 係 す る
症 状 を 含 む ） 、 変 質 性 （ 変 性 ） 、 萎 縮 性 、 カ タ ル 性 （ 気 道 に お い て 最 も 頻 繁 で あ る ） 、 ク
ル ー プ 性 、 線 維 素 性 化 膿 性 、 線 維 素 性 、 免 疫 、 過 形 成 ま た は 増 殖 性 、 亜 急 性 、 漿 液 性 お よ
び 漿 液 線 維 素 性 な ど の 炎 症 を 含 む 。 消 化 管 ま た は 任 意 の そ の 部 分 、 腎 臓 （ kidneys） 、 肝
臓 、 心 臓 、 皮 膚 、 脾 臓 、 脳 、 腎 臓 （ kidney） 、 肺 管 、 お よ び 肺 に 局 在 す る 炎 症 が 本 発 明 の
方 法 に よ り 処 置 さ れ る の に 好 ま し い 。 シ ョ ッ ク 、 例 え ば 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 任 意 の 型 の 外
傷 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 出 血 性 シ ョ ッ ク 、 お よ び ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 性 シ ョ ッ ク が 本 発 明 の
方 法 に よ り 処 置 さ れ る の に 好 ま し い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎
、 狼 瘡 、 お よ び そ の 他 の 炎 症 お よ び /ま た は 自 己 免 疫 疾 患 、 免 疫 不 全 に 起 因 す る （ 例 え ば H
IV感 染 に 起 因 す る ） 高 度 な 炎 症 状 態 、 並 び に 過 敏 症 を 処 置 で き る こ と も 企 図 さ れ る 。
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【 ０ １ １ ７ 】
創 傷 治 癒
　 本 発 明 は 、 HO-1お よ び ヘ ム 分 解 産 物 の 抗 炎 症 特 性 に 基 づ い て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法
を 用 い て 創 傷 治 癒 を 促 す こ と が で き る こ と を 企 図 す る （ 例 え ば 移 植 、 裂 傷 （ 例 え ば 手 術 に
よ る ） ま た は 熱 傷 し た 皮 膚 に お い て ） 。 典 型 的 に は こ れ ら を 創 傷 に 局 所 適 用 す る が （ 例 え
ば 創 傷 被 覆 剤 、 ロ ー シ ョ ン ま た は 軟 膏 ） 、 同 様 に 全 身 的 に 送 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
生 殖 障 害
　 本 発 明 は 、 ま た 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 を 用 い て 特 定 の 生 殖 障 害 、 例 え ば 性 交 不 能 お よ
び /ま た は 性 感 染 性 疾 患 に 付 随 す る 炎 症 を 処 置 ま た は 予 防 す る こ と も で き る こ と を 企 図 す
る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 早 期 子 宮 収 縮 を 予 防 す る こ と が で き 、 早 産 お よ び 月 経
痙 攣 を 予 防 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 一 部 説 明 す る が 、 い か な る よ う に も 本 発 明 を 限 定 す る と 解
釈 す べ き で な い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
実 施 例 1． 急 性 大 腸 炎
　 こ れ ら の 実 験 で は 、 急 性 大 腸 炎 動 物 モ デ ル に お い て CoPP、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 COお よ び DFO
を 試 験 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
材 料 お よ び 方 法
動 物
　 こ の 実 施 例 で は 4か ら 6週 齢 の 病 原 体 不 在 の 雄 C57BL/6マ ウ ス （ Taconic； C57BL/6X129 sv
j株 ） を 使 用 し た 。 マ ウ ス を ケ ー ジ あ た り 4匹 で 1週 間 飼 育 し 、 そ し て 実 験 前 は 自 由 に 通 常
の 研 究 室 用 飼 料 お よ び 飲 料 水 を 与 え た 。 試 験 の 開 始 時 に 全 マ ウ ス の 体 重 は 22.5gか ら 27.7g
の 間 で あ っ た 。 動 物 実 験 プ ロ ト コ ー ル は Beth Israel Deaconess Medical Centerの 動 物 管
理 使 用 委 員 会 に よ り 再 検 討 さ れ 、 そ し て 承 認 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
大 腸 炎 の 誘 導
　 マ ウ ス に 蒸 留 水 に 溶 解 し た 5％ （ 重 量 /容 量 ） デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ DSS） （ 分
子 量 40,000； ICN Biomedicals Inc.、 オ ハ イ オ 州 ） を 7日 間 与 え る こ と に よ り 、 大 腸 炎 を
誘 導 し た 。 得 ら れ た 症 状 を 「 DSS大 腸 炎 」 と 称 し た 。 対 象 動 物 に は 蒸 留 水 を 自 由 に 与 え た
。 対 照 群 お よ び CO処 置 群 に お け る 致 死 率 は 各 々 10％ （ 2/20） お よ び 14％ （ 2/14） で あ っ た
。 こ れ ら の 動 物 を 統 計 分 析 か ら 排 除 し た 。 別 の 群 で は 、 7日 間 の 5％ DSS処 置 中 に 致 死 は 生
じ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
実 験 試 薬 お よ び 処 置 プ ロ ト コ ー ル
　 コ バ ル ト ・ プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン （ CoPPIX） 、 亜 鉛 プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン （ ZnPPIX、 Porphy
rin Products、 Logan、 ユ タ 州 ） 、 お よ び ビ リ ベ ル ジ ン 二 塩 酸 塩 （ ICN Biomedicals Inc.
、 オ ハ イ オ 州 ） を 少 量 の 0.2M NaOHに 溶 解 し 、 続 い て 1M HClで pHを 7.4に 調 整 し 、 そ し て 0.
9％  NaClに 希 釈 し た 。 貯 蔵 溶 液 （ CoPPIXお よ び ZnPPIX＝ 1mg/ml、 ビ リ ベ ル ジ ン ＝ 10mM） を
等 分 し 、 そ し て 使 用 時 ま で -70℃ に 維 持 し た 。 光 曝 露 は で き る だ け 制 限 し た 。 CoPPIX（ 5mg
/kg） 、 ZnPPIX（ 20mg/kg） 、 お よ び ビ リ ベ ル ジ ン （ 50μ mol/kg） を マ ウ ス に 腹 腔 内 投 与 （
i.p.） し 、 24時 間 後 に DSS大 腸 炎 を 誘 導 し 、 そ し て そ の 後 毎 日 誘 導 し た 。 イ ミ ダ ゾ ー ル バ
ッ フ ァ ー 中 （ 50mM イ ミ ダ ゾ ー ル 、 220mM NaCl、 pH7.4） に デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン （ DFO） を
調 製 し た 。 DFOを 1日 2回 （ 125mg/kg） 皮 下 （ s.c.） 注 射 す る か 、 ま た は ミ ニ 浸 透 圧 Alzet（
商 標 ） ポ ン プ （ Alza Corporation、 Palo Alto、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に よ り 腹 腔 内 （ i.p.
） 注 入 （ 130mg/kg/日 ； ポ ン プ 流 速 0.5μ l/時 で 8日 間 ） し た （ Postmaら 、 Exp.Parasitol. 
89（ 3） ： 323-330（ 1998） ） 。 大 腸 炎 誘 導 の 24時 間 前 に ポ ン プ を 腹 腔 内 に 設 置 し た 。 DSS
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処 置 の 7日 目 に 動 物 を 屠 殺 し た と き に 、 ポ ン プ を 除 去 し 、 そ し て DFO適 用 が 行 わ れ た か ど う
か を 決 定 す る た め に 評 価 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 CO曝 露 チ ャ ン バ ー 内 に 動 物 を 入 れ る こ と に よ り COガ ス を 体 外 か ら 投 与 し た （ Otterbein
ら 、 Nat.Med.6（ 4） ： 422-428（ 2000） ） 。 簡 単 に は 、 曝 露 チ ャ ン バ ー に 入 る 前 に 、 ス テ
ン レ ス ス チ ー ル の 混 合 シ リ ン ダ ー 中 で 圧 縮 気 体 中 1％ （ 10,000ppm） 濃 度 の COを バ ラ ン ス の
と れ た 空 気 （ 21％ 酸 素 ） と 混 合 物 し た 。 チ ャ ン バ ー に 送 達 さ れ る 前 に 混 合 シ リ ン ダ ー 中 の
COの 流 速 を 変 動 さ せ る こ と に よ り CO濃 度 を 調 節 し た 。 流 速 は 主 に O 2 流 に よ り 決 定 さ れ る の
で 、 CO流 の み を 変 化 さ せ て 曝 露 チ ャ ン バ ー へ の 最 終 濃 度 を 分 配 し た 。 CO分 析 器 （ Intersca
n Corporation、 Chatsworth、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 用 い て チ ャ ン バ ー 内 の COレ ベ ル を 連
続 的 に 測 定 し た 。 大 腸 炎 誘 導 の 24時 間 前 に マ ウ ス を チ ャ ン バ ー 内 に 置 き 、 そ し て 実 験 の 全
期 間 中 （ 全 部 で 8日 間 ） 曝 露 チ ャ ン バ ー 内 で 飼 育 し た 。 全 期 間 CO濃 度 を 250か ら 400ppmの 間
に 維 持 し た 。 動 物 を 毎 日 チ ャ ン バ ー か ら 取 り 出 し て 、 体 重 お よ び 便 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
大 腸 炎 の 徴 候 の 評 価
　 全 動 物 を 毎 日 臨 床 的 に 評 価 し た 。 各 動 物 の 評 価 に は 、 体 重 の 測 定 、 潜 血 陽 性 並 び に 肉 眼
的 血 液 の 有 無 お よ び 便 の 粘 稠 性 に 関 す る 試 験 が 含 ま れ る 。 体 重 減 少 、 消 化 管 出 血 （ 血 液 な
し ； 潜 在 血 液 ＝ 潜 血 ＋ ； 肉 眼 的 血 液 ） お よ び 便 の 粘 稠 性 （ 正 常 便 ＝ う ま く 形 成 さ れ た ペ レ
ッ ト 状 ； 軟 便 ＝ ペ ー ス ト 状 お よ び 半 形 成 さ れ た 便 ； 下 痢 ＝ 肛 門 に 付 着 す る 液 状 便 ） を パ ー
セ ン ト で 点 数 化 す る こ と に よ り 疾 患 活 動 性 指 数 （ DAI） を 算 出 し た （ 表 1） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 （ 表 １ ） 疾 患 活 動 性 指 数 （ DAI） の ス コ ア
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ７ 】
　 動 物 を 屠 殺 し 、 そ し て 結 腸 -盲 腸 接 合 部 か ら 肛 門 縁 ま で の 全 結 腸 を 除 去 し 、 そ し て 穏 や
か に 便 を 清 浄 し た 。 結 腸 の 遠 位 部 分 を 10％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 そ し て ヘ マ ト キ シ
リ ン お よ び エ オ シ ン で 染 色 す る た め に パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 横 断 面 を 以 下 の 0か ら 4ま で
の ス ケ ー ル で 粘 膜 傷 害 の 重 篤 度 に 関 し て 盲 検 様 式 で 等 級 分 け し た 。 0級 ： 陰 窩 は 無 傷 で あ
る ； 1級 ： 陰 窩 の 3分 の 1の 基 底 部 が 喪 失 さ れ て い る ； 2級 ： 陰 窩 の 3分 の 2の 基 底 部 が 喪 失 さ
れ て い る ； 3級 ： 陰 窩 全 体 が 喪 失 さ れ て い る が 、 表 面 上 皮 は 無 傷 の ま ま で あ る ； 4級 ： 陰 窩
お よ び 表 面 上 皮 の 双 方 が 喪 失 さ れ て い る （ び ら ん ） 。 加 え て 、 各 組 織 断 面 に 関 す る 各 々 の
傷 害 表 面 面 積 の パ ー セ ン テ ー ジ を 以 下 の 1か ら 4ま で の ス ケ ー ル で 点 数 化 し た 。 1＝ 1％ か ら
25％ ； 2＝ 26％ か ら 50％ ； 3＝ 51％ か ら 75％ ； 4＝ 76％ か ら 100％ 。 2つ の ス コ ア の 積 が 各 断
面 に 関 す る 陰 窩 ス コ ア に な る 。 次 い で 全 断 面 の 平 均 を 各 動 物 に 関 し て 算 出 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 動 物 の 遠 位 結 腸 に 由 来 す る 組 織 試 料 を 除 去 し 、 そ し て 液 体 窒 素 で 瞬 間 凍 結 し た 。 凍 結 し
た 組 織 を 完 全 に 粉 砕 し 、 そ し て プ ロ テ イ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 補 充 し た Ripaバ ッ フ ァ ー で
均 質 化 し た 。 Bio-Rad Dc Protein Assay（ 商 標 ） に よ り 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て （ Bio-Ra
d、 Hercules、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 し た 。 Laemmliに 従 っ て 、 10％ 　
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て タ ン パ ク 質 35μ gを 充 填 す る こ と に よ り 変 性 条 件 下 で 電
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気 泳 動 を 実 施 し た 。 エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り タ ン パ ク 質 を ポ リ ビ ニ ル ジ フ ル オ リ
ジ ン 膜 （ Immobilon P（ 商 標 ） ； Millipore、 Bedford、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） に 移 し た 。
次 い で ヒ ト HO-1（ StressGen、 Victoria、 カ ナ ダ ） ま た は β チ ュ ー ブ リ ン （ Boehringer Ma
nnheim、 Mannheim、 ド イ ツ ） に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 検
出 し た 。 HRP抱 合 ロ バ 抗 ウ サ ギ IgGま た は ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ Pierce） お よ び ECLア ッ セ イ （
Amersham Life Science、 Arlington Heights、 イ リ ノ イ 州 ） を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 書 に
従 っ て タ ン パ ク 質 を 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
半 定 量 的 PCR
　 RNeasy Miniキ ッ ト （ Qiagen Inc.、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 米 国 ） を 用 い て RNAを 抽 出 し 、
そ し て RNA PCRキ ッ ト （ TaKaRa、 PanVera、 Madison、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 米 国 ） を 用 い て c
DNAに 逆 転 写 し た 。 使 用 す る 各 プ ラ イ マ ー 対 に 特 異 的 な 、 10μ M dNTP、 50pgの 5'-プ ラ イ ム
お よ び 3'-プ ラ イ ム オ リ ゴ 、 LA-Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ TaKaRa） 2.5単 位 、 お よ び MgCl 2 を 含 有
す る 反 応 混 合 物 50μ l中 で cDNA全 量 2μ lを 増 幅 し た 。 Life Technoloties（ ニ ュ ー ヨ ー ク 州
、 米 国 ） か ら マ ウ ス お よ び ヒ ト HO1（ 372bp） の プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
お よ び β -ア ク チ ン （ 525bp） の プ ラ イ マ ー
　
　
　
を 入 手 し た 。 Peltier Thermal Cycler PTC-200（ MJ Research、 Las Vegas、 ネ バ ダ 州 、 米
国 ） で 、 94℃ で 4分 間 の 変 性 の 後 、 94℃ 、 55℃ お よ び 72℃ で 各 1分 間 の サ イ ク ル を 各 プ ラ イ
マ ー 対 に 特 異 的 な サ イ ク ル 数 で 繰 り 返 し て PCR反 応 を 実 施 し た 。 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し
た 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で PCR産 物 （ 10か ら 20μ l） を 分 析 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
統 計 分 析
　 未 処 置 ま た は CoPP、 ZnPP、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 COま た は DFO処 置 し た マ ウ ス の 体 重 減 少 ％ お
よ び DAIス コ ア デ ー タ を 平 均 ± 標 準 偏 差 と し て ま と め た 。 Mann-Whitney検 定 を 用 い て 有 意
性 を 算 出 し 、 そ し て p＜ 0.05と し て 定 義 し た 。 徴 候 の 発 現 ま で の 時 間 を Kaplan-Meier生 命
表 を 用 い て 算 出 し た 。 ロ グ ラ ン ク 検 定 お よ び 発 現 ま で の 平 均 時 間 を 用 い て 群 間 差 を 試 験 し
、 信 頼 区 間 95％ が 報 告 さ れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
結 果
　 飲 料 水 中 5％ DSSに 曝 露 し た C57/BL6
マ ウ ス は 、 2お よ び 3日 ま で に 軟 便 お よ び 潜 血 陽 性 便 の 進 行 を 伴 う 最 初 の 臨 床 徴 候 を 示 し た
。 5か ら 6日 ま で に た い て い の 動 物 が 下 痢 お よ び 肉 眼 的 出 血 を 伴 う 出 血 性 大 腸 炎 の 完 全 な 構
図 を 進 展 さ せ た 。 対 照 群 で は 、 7日 間 の 試 験 の 終 末 ま で に 2匹 が 死 亡 し た （ 対 象 20匹 中 、 10
％ ） 。 こ れ ら の 死 亡 は 双 方 共 に 6日 目 に 生 じ た 。 こ れ ら の 動 物 を 統 計 分 析 か ら 排 除 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 DSS大 腸 炎 の 誘 導 に よ り 、 時 間 と 共 に HO-1 mRNAレ ベ ル が 著 し く 上 昇 し た （ 図 1A-1B） 。 H
O-1タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル の 上 昇 も 観 察 さ れ た （ 図 1C） 。 24時 間 後 に は HO-1タ ン パ ク 質 レ
ベ ル の わ ず か な 上 昇 が 明 ら か に な り ； そ の 後 一 貫 し て 上 昇 し 、 7日 に は 最 大 レ ベ ル に 至 っ
た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 CoPP（ 5mg/kg） を 毎 日 腹 腔 内 投 与 す る こ と
に よ り （ 飲 料 水 を 介 し て 動 物 を DSSに 曝 露 す る 24時 間 前 に 開 始 す る ） 動 物 の 結 腸 組 織 に お
い て HO-1が 誘 導 さ れ た 。 CoPP処 置 し た 動 物 は 全 7日 間 の 実 験 期 間 に わ た っ て 腸 内 で 一 貫 し

10

20

30

40

50

(27) JP 2005-522521 A 2005.7.28

DSSは 急 性 出 血 性 大 腸 炎 お よ び HO-1発 現 を 誘 導 す る 。

CoPPで の 処 置 が 腸 組 織 で の HO-1を 誘 導 す る 。



て 高 レ ベ ル の HO-1タ ン パ ク 質 を 示 し た が 、 未 処 置 の 動 物 は HO-1レ ベ ル の 緩 徐 な 上 昇 を 呈 し
、 こ れ は 7日 目 に 最 大 に 達 し た （ 図 2Aお よ び 2B対 図 1Aお よ び 1B） 。 未 処 置 動 物 に お け る 7日
目 の HO-1レ ベ ル は 、 CoPP処 置 動 物 に お い て 観 察 さ れ た HO-1レ ベ ル を 下 回 っ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 CoPP処 置 に よ る HO-1
の 定 常 的 な 誘 導 は 臨 床 的 お よ び 形 態 学 的 に 観 察 さ れ る よ う に DSS大 腸 炎 を 改 善 し た 。 7日 目
に お い て 、 体 重 減 少 の 平 均 全 パ ー セ ン ト は 未 処 置 群 （ n＝ 20） と 比 較 し て CoPP処 置 群 （ n＝
12） で 有 意 に 低 か っ た （ -11.8％ 対 -22％ ； p＜ 0.001； 図 3A） 。 さ ら に 、 体 重 減 少 、 便 粘 稠
性 、 お よ び 腸 内 出 血 を 因 子 と す る DAIは 2群 間 で 有 意 な 差 を 示 し た （ CoPP処 置 で 2.8、 お よ
び 未 処 置 動 物 で 3.8、 p＜ 0.001； 図 3B参 照 ） 。 疾 患 の 進 行 の 経 過 中 に 、 2日 目 に 始 ま る 、 Co
PP処 置 お よ び 未 処 置 群 間 で の DAIの 有 意 な 差 が 観 察 さ れ た （ DAIの 差 ＝ 0.4、 p＜ 0.05） 。 Co
PPに よ り 付 与 さ れ た 最 大 保 護 は 5日 目 に 生 じ た （ DAIの 差 ＝ 1.64、 p＜ 0.001） 。 7日 目 の 終
末 に 向 け て 、 差 は 小 さ く な っ て い っ た （ DAIの 差 ＝ 1.04、 p＜ 0.001； 図 3C） 。 動 物 が 徴 候
、 例 え ば 軟 便 お よ び 肉 眼 的 腸 内 出 血 の 発 現 を 進 展 さ せ る の に 必 要 な 時 間 は 、 CoPPで HO-1が
誘 導 さ れ た 群 に お い て 有 意 に 延 長 さ れ た （ 各 々 p＜ 0.02お よ び p＜ 0.005； 図 3Dお よ び 3E）
。 3日 （ 95％ 信 頼 区 間 ： 2.4か ら 3.6日 ） で 軟 便 を 進 行 さ せ た 未 処 置 動 物 と 比 較 し て 、 CoPP
で 処 置 し た 動 物 は 平 均 4.6日 （ 95％ 信 頼 区 間 ： 4.1か ら 5.1日 ） で 軟 便 を 進 行 さ せ た 。 出 血
は 、 未 処 置 動 物 の 5.1日 （ 95％ 信 頼 区 間 ： 4.6か ら 5.6日 ） と 比 較 し て 、 CoPP処 置 動 物 で 平
均 6.9日 （ 95％ 信 頼 区 間 ： 6.3か ら 7.4日 ） 後 に 観 察 さ れ た 。 HO-1酵 素 活 性 の ブ ロ ッ カ ー で
あ る 亜 鉛 プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン （ ZnPP） で 処 置 し た 対 照 群 は 未 処 置 動 物 と 比 較 し て 、 DSS大
腸 炎 の 自 然 の 経 過 に 有 意 な 変 化 を 示 さ な か っ た （ 図 2A-2B） 。 従 っ て 、 CoPPの 保 護 効 果 は
こ の 化 合 物 に よ る HO-1の 特 異 的 誘 導 に 基 づ い て い る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 組 織 学 的 に は 、 DSS大 腸 炎 単 独 を 有 す る 動 物 は 陰 窩 構 造 の 進 行 性 の 喪 失 を 示 し 、 こ れ は 7
日 ま で に 粘 液 腺 の 完 全 な 破 壊 に 至 っ た （ 図 4A） 。 主 に マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 好 中 球 お よ び
い く つ か の リ ン パ 球 か ら 成 る 混 合 炎 症 性 浸 潤 が 固 有 層 お よ び 粘 膜 下 組 織 に 現 れ た 。 散 発 的
に 表 面 上 皮 の 陰 窩 膿 瘍 お よ び び ら ん が 観 察 さ れ た （ 図 4A） 。 対 照 的 に 、 CoPP処 置 試 料 が 陰
窩 構 造 の 残 存 お よ び 無 傷 の 上 皮 表 面 を 示 し た が 、 穏 や か な 炎 症 性 浸 潤 を 伴 う 陰 窩 の 基 底 部
お よ び 粘 膜 筋 板 の 間 の 分 離 の 増 加 が 同 様 に 7日 目 に 観 察 さ れ た （ 図 4A） 。 結 腸 損 傷 の 評 価
に よ り 、 あ ま り 広 範 で な く 、 重 篤 な 粘 液 腺 の 破 壊 を 示 す 未 処 置 群 と 比 較 し て 、 CoPP群 が 有
意 に 低 い 陰 窩 ス コ ア を 有 す る （ 2.6対 4.8； p＜ 0.05） こ と が 示 さ れ た 。 病 理 学 的 変 化 に よ
り 支 持 さ れ る 臨 床 疾 患 活 動 性 に よ り 、 CoPP処 置 動 物 の 有 意 に 良 好 な 経 過 お よ び 結 果 が 示 さ
れ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ビ リ ベ ル ジ ン /ビ リ ル ビ ン 、
鉄 /フ ェ リ チ ン 、 お よ び COの DSS大 腸 炎 に 対 す る 保 護 効 果 を 調 査 し た 。 最 初 の 群 （ n＝ 12）
で は 、 ビ リ ベ ル ジ ン の 腹 腔 内 注 射 で 毎 日 処 置 す る こ と に よ り DSS大 腸 炎 に 対 す る 保 護 が 見
出 さ れ た 。 体 重 減 少 パ ー セ ン ト （ 図 5A） お よ び DAI（ 図 5B） は 対 照 動 物 に 比 較 し て 7日 後 に
有 意 に 低 下 し た （ 体 重 減 少 パ ー セ ン ト ： 16.5％ 対 22％ ； DAIス コ ア 3.3対 3.8； p＜ 0.01） 。
CoPP処 置 と 同 様 に 、 徴 候 （ 例 え ば 軟 便 お よ び 肉 眼 的 腸 内 出 血 ） の 進 行 ま で の 時 間 は 有 意 に
延 長 さ れ た （ 各 々 p＜ 0.01お よ び p＜ 0.05） （ 図 5Dお よ び 5E） 。 未 処 置 動 物 の 3日 （ 95％ 信
頼 区 間 ： 2.4か ら 3.6日 ） と 比 較 し て 、 ビ リ ベ ル ジ ン で 処 置 し た 動 物 は 平 均 4.4日 （ 95％ 信
頼 区 間 ： 4か ら 4.9日 ） で 軟 便 を 進 行 さ せ た 。 5.1日 （ 95％ 信 頼 区 間 ： 4.6か ら 5.6日 ） で 出
血 を 呈 し た 未 処 置 動 物 と 比 較 し て 、 ビ リ ベ ル ジ ン 処 置 動 物 で は 平 均 6.2日 （ 95％ 信 頼 区 間
： 5.4か ら 6.9日 ） 後 に 出 血 を 生 じ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 光 学 顕 微 鏡 の 使 用 に よ り ビ リ ベ ル ジ ン 処 置 群 が 温 存 さ れ た 陰 窩 構 造 を 有 す る こ と が 観 察
さ れ た （ 図 6A） 。 陰 窩 ス コ ア も ま た 未 処 置 群 と 比 較 し て 有 意 に 良 好 で あ っ た （ 3対 4.8； p
＜ 0.05； 図 6B） 。 全 体 で は 、 ビ リ ベ ル ジ ン は CoPP/HO-1と 同 一 の 程 度 ま で の 保 護 を 媒 介 し
な か っ た が 、 CoPP/HO-1と ビ リ ベ ル ジ ン と の 効 果 の 差 は 有 意 に 至 ら な か っ た 。
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HO-1誘 導 が DSS大 腸 炎 を 改 善 し 、 付 随 す る 結 腸 損 傷 を 低 減 さ せ る 。

外 因 的 に 適 用 さ れ た ビ リ ベ ル ジ ン が DSS大 腸 炎 を 改 善 す る 。



【 ０ １ ３ ８ 】
　 動 物 の 200～ 400ppm（ 200ppm、 n＝ 6； 400ppm、 n＝ 6） の COへ の 連 続 曝 露 は 、 対 照 と 比 較
し て 効 果 が な か っ た （ 図 5A-B） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 鉄 キ レ ー タ ー で あ る DFOを 用 い て 内 因 性 フ ェ リ チ ン の 潜 在 的 機 能 を 評 価 し た 。 125mg/kg 
DFO（ n＝ 4） の 皮 下 注 射 を 1日 2回 、 動 物 に 投 与 し た が 、 保 護 効 果 を 示 さ な か っ た 。 さ ら に
、 腹 腔 内 に 置 い た 浸 透 圧 ポ ン プ （ n＝ 4） を も 使 用 し た 。 ポ ン プ は 0.5μ l/時 の 一 定 の ポ ン
プ 流 速 で 130mg/kg/日 の DFOを 送 達 し た 。 こ の 投 与 量 に よ り 内 因 性 の 鉄 が マ ウ ス か ら 有 効 に
除 去 さ れ る こ と が 以 前 に 証 明 さ れ て い る （ Postmaら 、 Exp. Parasitol. 89（ 3） ： 323-330
（ 1998） ） が 、 保 護 効 果 は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 5A-5B） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
結 論
　 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 例 え ば 単 独 ま た は COと 組 み 合 わ せ た CoPPま た は ビ リ ベ ル ジ ン の 投
与 に よ る HO-1の 上 方 制 御 が 、 結 腸 の 炎 症 、 例 え ば 大 腸 炎 お よ び 付 随 す る 結 腸 損 傷 の 処 置 に
有 用 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
実 施 例 2． 心 臓 移 植
　 こ れ ら の 実 験 で は 、 CoPP、 ビ リ ベ ル ジ ン 、 お よ び COを 心 臓 移 植 マ ウ ス モ デ ル に お い て 試
験 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
材 料 お よ び 方 法
動 物
　 雄 DBA/2（ H-2 d ） 、 B6AF1（ H-2 k / d , b ） お よ び FVB（ H-2 q ） マ ウ ス を Jackson Lab.Inc.（ B
ar Harbor、 メ イ ン 州 ） か ら 購 入 し た 。 こ れ は 施 設 内 の 特 定 病 原 体 不 在 の 設 備 内 で 飼 育 さ
れ 、 適 当 な 光 サ イ ク ル を 有 し 、 水 お よ び 飼 料 は 自 由 に 摂 取 で き る よ う に し 、 そ し て 6か ら 1
0週 齢 で 実 験 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
心 臓 移 植
　 DBA2/Jお よ び B6AF1マ ウ ス を 各 々 ド ナ ー お よ び レ シ ピ エ ン ト と し て 使 用 し た 。 Corryお よ
び Russellの 手 順 に 従 っ て （ Corryら 、 Transplant Proc.5（ 1） ： 733-735（ 1973） ） 異 所
心 臓 移 植 を 実 施 し た 。 簡 単 に は 、 肺 静 脈 、 並 び に 下 お よ び 上 大 静 脈 の 結 紮 の 後 、 心 臓 を ド
ナ ー マ ウ ス か ら 切 除 し た 。 顕 微 鏡 下 で 大 動 脈 移 植 片 お よ び 肺 動 脈 を レ シ ピ エ ン ト の 腹 部 の
大 動 脈 お よ び 下 大 静 脈 に 各 々 吻 合 し た 。 以 前 に 記 載 さ れ た よ う な カ フ 技 術 を 用 い て 頚 部 へ
の 2次 心 臓 移 植 を 実 施 し た （ Matsuuraら 、 Transplantation 51（ 4） ： 896-898（ 1991） ）
。 簡 単 に は 、 DBA2/J（ ド ナ ー 株 ） ま た は FVB（ サ ー ド パ ー テ ィ ー 株 ） マ ウ ス の い ず れ か か
ら 心 臓 移 植 片 を 収 集 し た 。 レ シ ピ エ ン ト の 右 頚 静 脈 お よ び 右 総 頚 動 脈 を 切 開 し 、 そ し て カ
フ （ ポ リ エ チ レ ン ま た は ポ リ イ ミ ド ） を こ れ ら の 血 管 に 連 結 し た 。 大 動 脈 移 植 片 お よ び 肺
動 脈 を 各 々 レ シ ピ エ ン ト の 総 頚 動 脈 お よ び 頚 静 脈 の カ フ 上 で 袖 付 け し 、 そ し て 結 紮 し た 。
移 植 片 の 移 植 後 、 拍 動 を 毎 日 の 触 診 に よ り モ ニ タ ー し 、 そ し て 移 植 片 の 収 縮 の 強 度 に 従 っ
て ＋ 1か ら ＋ 4ま で 点 数 化 し た 。 移 植 片 拒 絶 を 拍 動 の 停 止 と し て 定 義 し 、 そ し て 直 接 検 査 、
続 い て 組 織 学 的 試 験 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
細 胞 お よ び 培 養 培 地
　 脾 臓 を 切 り 刻 み 、 続 い て 赤 血 球 を 浸 透 圧 溶 解 す る こ と に よ り 1次 マ ウ ス 白 血 球 を 単 離 し
た 。 さ ら に ナ イ ロ ン -ウ ー ル メ ッ シ ュ カ ラ ム を 通 過 さ せ る こ と に よ り T細 胞 を 富 化 し 、 そ し
て MACS Pan T細 胞 単 離 キ ッ ト （ Miltenyi Biotec Inc.、 Auburn、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 用
い て 、 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 精 製 し た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 決 定 さ れ る よ う に
、 CD3＋ T細 胞 の 純 度 は 95％ 以 上 で あ っ た 。 2mMの 1-グ ル タ ミ ン 、 100単 位 /mlの ペ ニ シ リ ン
、 100μ g/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 お よ び 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 で 補 充 し た RPMI 1640培 養 培
地 （ Bio Whittaker Inc.、 Walkersville、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） 中 で ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 系 を 保
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持 し た 。 マ ウ ス 1次 細 胞 培 養 に 関 し て は 、 2-ME（ 50μ M） も ま た 培 地 に 添 加 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
実 験 試 薬 お よ び 処 置 プ ロ ト コ ー ル
　 コ バ ル ト ・ プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン （ CoPPIX） 、 亜 鉛 プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン （ ZnPPIX、 Prophy
rin Products、 Logan、 ユ タ 州 ） お よ び ビ リ ベ ル ジ ン 二 塩 酸 塩 （ ICN Biomedicals Inc.、
オ ハ イ オ 州 ） を 少 量 の 0.2M NaOHに 溶 解 し 、 続 い て 1M HClで pH7.4に 調 整 し 、 0.9％  NaClで
希 釈 し た 。 貯 蔵 溶 液 （ CoPPIXお よ び ZnPPIX＝ 1mg/ml、 ビ リ ベ ル ジ ン ＝ 10mM） を 等 分 し 、 そ
し て 使 用 時 ま で -70℃ に 維 持 し た 。 光 曝 露 は で き る 限 り 制 限 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ド ナ ー お よ び レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス を CoPPIX（ 5mg/kg/日 ） 、 ZnPPIX（ 5mg/kg/日 ） ま た は
ビ リ ベ ル ジ ン （ 1回 投 与 あ た り 50μ mol/kgの 投 与 量 で 1日 1、 2ま た は 3回 投 与 し た ） の い ず
れ か で 処 置 し た 。 全 て の 試 薬 を 腹 腔 内 （ i.p.） 注 射 に よ り 投 与 し た 。 ド ナ ー マ ウ ス を 2日
間 処 置 し 、 移 植 片 を 収 集 す る 2日 前 か ら 開 始 し た （ -2日 お よ び -1日 ） 。 レ シ ピ エ ン ト マ ウ
ス の 処 置 は 移 植 の 1日 前 に 始 め 、 そ し て 移 植 後 13日 ま で 続 け た （ -1日 か ら 13日 ） 。 -7日 に
ド ナ ー 脾 細 胞 注 入 （ DSI） を 用 い る 実 験 に 関 し て （ DSI（ D-7） ） 、 レ シ ピ エ ン ト 動 物 の 処
置 （ CoPPIXま た は ZnPPIXの い ず れ か で ） を -8日 か ら 開 始 し 、 そ し て 6日 に 終 え た 。 レ シ ピ
エ ン ト は さ ら な る 処 置 を 受 け な か っ た 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に DBA/2Jマ ウ ス か ら 単 離
し た 脾 臓 細 胞 （ 2x10 7 ） を DSI処 置 に 用 い た 。 陰 茎 静 脈 を 介 し て 0.9％  生 理 食 塩 水 200μ lと
共 に 細 胞 を 注 射 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
ビ リ ル ビ ン ア ッ セ イ
　 ビ リ ベ ル ジ ン 50μ mol/kgを B6AF1マ ウ ス に 腹 腔 内 注 射 し た 。 ビ リ ベ ル ジ ン 注 射 の 前 な ら
び に 15、 30、 60、 120、 240お よ び 360分 後 に 血 液 を 抜 い た 。 血 液 試 料 の 遠 心 に よ り 血 清 を
収 集 し 、 そ し て 全 ビ リ ル ビ ン ア ッ セ イ キ ッ ト （ Sigma Aldrich、 St.Louis、 ミ ズ ー リ 州 ）
を 用 い て 全 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル を 測 定 し た 。 全 ビ リ ル ビ ン の 測 定 は キ ッ ト プ ロ ト コ ー ル に 従
っ て 実 施 し 、 そ し て 各 試 料 に 関 し て 二 連 で 実 施 し た 。 こ の 実 験 を 4回 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
ConAお よ び 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 媒 介 増 殖 ア ッ セ イ
　 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 に 従 っ て B6AF1脾 細 胞 ま た は 精 製 さ れ た T細 胞 を 調 製 し 、 そ し て
応 答 細 胞 と し て 使 用 し た 。 応 答 細 胞 （ 2.5x10 5 /ウ ェ ル ） を ConA（ 1μ g/ml） ま た は 抗 CD3モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1μ g/ml） の い ず れ か で 刺 激 し 、 そ し て 96ウ ェ ル 丸 底 プ レ ー ト 中 で 培
養 し た 。 精 製 さ れ た T細 胞 （ 5x10 4 /ウ ェ ル ） を 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 10μ g/ml） で 被
覆 し た 96ウ ェ ル 平 底 プ レ ー ト 中 、 抗 CD28モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1μ g/ml） の 存 在 下 で 培 養
し た 。 ビ リ ベ ル ジ ン を 伴 っ て （ 種 々 の 濃 度 で ） ま た は 伴 わ ず に 、 37℃ で 48時 間 、 5％  CO 2
を 含 む 95％ 空 気 中 で 細 胞 を 培 養 し た 。 こ れ に 3 Hチ ミ ジ ン （ 1μ Ci/ウ ェ ル ） で 細 胞 培 養 の 終
了 前 に 16時 間 、 パ ル ス 標 識 し 、 そ し て β カ ウ ン タ ー を 用 い て 3 Hチ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 測 定
し た 。 こ れ ら の 増 殖 ア ッ セ イ を 三 連 で 実 施 し て 、 そ し て 3回 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
混 合 リ ン パ 球 培 養 （ MLC）
　 96ウ ェ ル 丸 底 プ レ ー ト 中 、 照 射 さ れ た （ 25Gy、 1 3 7 Cs） DBA/2脾 細 胞 （ 5x10 5 /ウ ェ ル ） を
応 答 細 胞 （ 5x10 5 /ウ ェ ル ） と 共 に 、 37℃ で 3日 間 、 5％  CO 2 を 伴 う 95％ 空 気 中 で 同 時 培 養 し
た 。 応 答 細 胞 と し て 心 臓 の レ シ ピ エ ン ト に 由 来 す る 細 胞 を 用 い る 場 合 、 同 時 培 養 の 期 間 は
、 さ ら な る イ ン ビ ト ロ 処 置 を 何 ら 施 さ な い で 3日 間 で あ っ た 。 細 胞 培 養 の 終 了 の 16時 間 前
に 3 Hチ ミ ジ ン （ 1μ Ci/ウ ェ ル ） を 加 え 、 そ し て 3 Hチ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
IL-2ア ッ セ イ
　 B6AF1白 血 球 （ 2.5x10 5 細 胞 /ウ ェ ル ） を 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1μ g/ml） で 刺 激 し
、 そ し て ビ リ ベ ル ジ ン を 伴 っ て （ 50ま た は 100μ M） ま た は 伴 わ ず に 96ウ ェ ル 丸 底 プ レ ー ト
中 で 培 養 し た 。 48時 間 後 に 培 養 上 澄 （ 100μ l） を 収 集 し 、 使 用 時 ま で -80℃ で 保 存 し た 。
全 培 養 を 三 連 で 実 施 し た 。 IL-2ア ッ セ イ キ ッ ト （ Quantikine（ 登 録 商 標 ） M、 R＆ D System
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s,Inc.） を 用 い る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） に よ り 、 キ ッ ト の 指 示 書 に 従 っ て
上 澄 中 の IL-2レ ベ ル を 測 定 し た 。 各 上 澄 試 料 の IL-2の 測 定 を 二 連 で 実 施 し た 。 実 験 を 4回
繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 （ IL-2R発 現 ）
　 B6AF1白 血 球 （ 5x10 5 細 胞 /ウ ェ ル ） を 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1μ g/ml） で 刺 激 し 、
そ し て ビ リ ベ ル ジ ン を 伴 っ て （ 100μ M） ま た は 伴 わ ず に 96ウ ェ ル 丸 底 プ レ ー ト 中 で 培 養 し
た 。 刺 激 後 6お よ び 24時 間 に 細 胞 を 収 集 し 、 洗 浄 し 、 そ し て 蛍 光 色 素 結 合 ア イ ソ タ イ プ 対
照 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 特 異 的 抗 CD4お よ び /ま た は 抗 CD25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 全
抗 体 を BD Pharmingenか ら 入 手 し た ） で 染 色 し た 。 刺 激 し て い な い 未 使 用 の 白 血 球 を 陰 性
対 照 と し て 使 用 し た 。 抗 体 染 色 の 後 、 FACSort（ 商 標 ） フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー お よ び CellQ
uest（ 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ ア （ BD Biosciences、 Palo Alto、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 用 い て
細 胞 試 料 を 分 析 し た 。 各 試 料 に 関 し て 10,000個 の CD4＋ T細 胞 が 得 ら れ 、 そ し て そ の CD25発
現 を 試 験 し た 。 実 験 を 3回 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
HO活 性 ア ッ セ イ
　 DBA/2Jマ ウ ス に 処 置 を 施 さ な い か 、 ま た は CoPPIXも し く は ZnPPIXを 5mg/kgの 投 与 量 で 腹
腔 内 投 与 し た （ 群 あ た り n＝ 10） 。 処 置 後 1日 に 、 動 物 を 屠 殺 し 、 脾 臓 お よ び 心 臓 を 切 除 し
、 そ し て 組 織 試 料 を -80℃ で 凍 結 し た 。 凍 結 組 織 試 料 を 氷 冷 ス ク ロ ー ス お よ び Tris HClバ
ッ フ ァ ー 中 で 均 質 化 し た 。 遠 心 後 に ミ ク ロ ソ ー ム ペ レ ッ ト が 得 ら れ 、 そ し て MgCl 2 -リ ン 酸
カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 し た 。 次 い で 試 料 タ ン パ ク 質 を ラ ッ ト 肝 臓 細 胞 質 ゾ ル 、 ヘ ミ
ン 、 グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 塩 、 グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 塩 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ お よ び NADPH（ Sig
ma-Aldrich Corporation、 St.Louis、 ミ ズ ー リ 州 ） を 含 有 す る 反 応 混 合 物 と 共 に 37℃ で 60
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ジ ア ゾ 化 ス ル フ ァ ニ ル 酸 と 反 応 さ せ て ア ゾ ビ リ ル ビ ン を 生 じ さ
せ る こ と に よ り 、 生 成 し た ビ リ ル ビ ン を 分 光 光 度 計 を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
タ ン パ ク 質 抽 出 お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
　 DBA/2マ ウ ス に CoPPIXを 5mg/kgの 投 与 量 で 腹 腔 内 投 与 し た 。 未 処 置 動 物 を 未 使 用 対 照 と
し て 提 供 し た 。 処 置 後 1、 2、 4、 お よ び 7日 に 心 臓 お よ び 脾 臓 を 動 物 か ら 切 除 し 、 そ し て 試
料 を 液 体 窒 素 中 で 瞬 間 凍 結 し た 。 得 ら れ た 組 織 か ら タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 調 製 し 、 変 性 条 件
下 （ 10％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル ） で 電 気 泳 動 し 、 そ し て ポ リ ビ ニ ル ジ フ ル オ リ ジ ン 膜 （
Immobilon（ 商 標 ） P、 Millipore、 Bedford、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） に 移 し た 。 ウ サ ギ 抗 ヒ
ト HO-1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Stress Gen Biotechnologies Corp.、 Victoria、 カ ナ ダ ） を
用 い て HO-1を 検 出 し た ； ヤ ギ 抗 マ ウ ス α -ア ク チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1A4、 Sigma-Aldr
ich Corporation） を 用 い て α -ア ク チ ン を 検 出 し た 。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 抱 合 ロ
バ 抗 ウ サ ギ ま た は ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG2次 抗 体 （ Pierce、 Rockford、 イ リ ノ イ 州 ） を 用 い て 1
次 抗 体 を 検 出 し た 。 Enhanced Chemi Luminescence（ ECL（ 商 標 ） ） ア ッ セ イ キ ッ ト （ Amer
sham Life Science Inc.、 Arlington Heights、 イ リ ノ イ 州 ） を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 書
に 従 っ て 、 タ ン パ ク 質 を 可 視 化 し 、 そ し て 放 射 線 写 真 の 形 態 で 保 存 し た （ Biomax（ 商 標 ）
MS、 Eastman Kodak、 Rochester、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） 。 HO-1の 発 現 量 を α -ア ク チ ン 発 現 で
正 規 化 し 、 そ し て ImageQuant（ 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ ア （ Molecular Dynamics、 Sunny Vale、
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に よ り 定 量 化 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
核 タ ン パ ク 質 抽 出 お よ び 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ （ EMSA）
　 ジ ャ ー カ ッ ト T細 胞 を 、 10％ FCSで 補 充 し た RPMI 1640中 、 50nM 酢 酸 ミ リ ス チ ン 酸 ホ ル ボ
ー ル （ PMA） お よ び 2μ M イ オ ノ マ イ シ ン （ 双 方 の 試 薬 は ICN Biomedicalsよ り 入 手 ） と 共
に 、 100μ M ビ リ ベ ル ジ ン の 存 在 下 、 ま た は 不 在 下 で 培 養 し た 。 刺 激 の 0、 2、 お よ び 4時 間
後 に 細 胞 （ 各 時 点 で 各 群 に つ き 30x10 6 細 胞 ） を 収 集 し 、 PBSで 2回 洗 浄 し 、 そ し て ペ レ ッ ト
化 し た 。 核 お よ び 細 胞 質 抽 出 を 改 変 Shapiro法 に 従 っ て 調 製 し た （ Shapiroら 、 DNA 7（ 1）
： 47-55（ 1988） ） 。 Bradfordア ッ セ イ に よ り タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 し た 。 以 下 の オ リ ゴ
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ヌ ク レ オ チ ド （ Invitrogen、 Calsbad、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を EMSAに 使 用 し た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を [ 3 2 P]ATPで 放 射 性 標 識 し た 。 以 前 に 記 載 さ れ て い る よ う に EMSA反 応
を 組 み 立 て た （ Ushevaら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 93（ 24） ： 13571-13576（ 1996） ） 。
画 像 ス キ ャ ナ を 用 い て EMSA放 射 線 写 真 の デ ジ タ ル 画 像 を 得 た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
統 計 学
　 心 臓 移 植 片 生 存 を Kaplan-Meier法 に よ り プ ロ ッ ト し 、 そ し て ロ グ ラ ン ク 検 定 を 適 用 し て
統 計 学 的 有 意 性 を 比 較 し た 。 HO-1/α -ア ク チ ン タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 平 均 ± 標 準 偏 差
と し て 表 現 す る 。 そ の 他 の デ ー タ を 平 均 ± 平 均 の 標 準 誤 差 （ 平 均 ± SEM） と し て 表 現 す る
。 一 元 配 置 ANOVAに よ り 群 間 統 計 分 析 を 実 施 し 、 そ し て ポ ス ト ホ ッ ク 検 定 に Fisherの PSLD
を 用 い た 。 p値 が ＜ 0.05の 場 合 、 比 較 は 統 計 学 的 に 有 意 で あ る と 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
結 果
　 図 7A-7Cに
示 す よ う に 、 CoPPIXの 投 与 が 成 熟 マ ウ ス の 心 臓 お よ び 脾 臓 に お け る HO-1タ ン パ ク 質 発 現 を
上 方 制 御 し た 。 CoPPIX注 射 の 1日 後 に HO-1の 最 大 発 現 が 検 出 さ れ た （ 図 7A） 。 CoPPIXに よ
り HO-1酵 素 活 性 も ま た 有 意 に 増 強 さ れ た が 、 こ れ は HO-1機 能 を 阻 止 す る こ と が 解 っ て い る
ZnPPIXの 場 合 に は な か っ た （ 図 1B） 。 こ れ ら の デ ー タ に 基 づ い て 、 CoPPIXに よ る 酵 素 的 に
活 性 な HO-1発 現 の 誘 導 の 心 臓 同 種 移 植 片 拒 絶 に 及 ぼ す 影 響 を 評 価 し た 。 ZnPPIXを 対 照 試 薬
と し て 使 用 し た 。 CoPPIXお よ び ZnPPIXの 双 方 を ド ナ ー に は -2日 か ら 、 そ し て レ シ ピ エ ン ト
に は -1日 か ら 移 植 後 13日 ま で 毎 日 投 与 し た 。 未 処 置 B6AF1レ シ ピ エ ン ト は 11.5日 の 中 央 値
生 存 時 間 （ MST） で DBA/2心 臓 同 種 移 植 片 を 拒 絶 し た （ 図 7D） 。 CoPPIX投 与 に よ る HO-1発 現
の 誘 導 の 結 果 、 移 植 片 生 存 の 有 意 な 延 長 に 至 っ た （ 対 照 に 対 し 、 p＜ 0.005） 。 6個 の 移 植
片 の う ち 2個 （ 33.3％ ） が 長 期 間 、 す な わ ち ＞ 100日 生 存 し た が 、 そ の 他 の 4個 の 拒 絶 移 植
片 の MSTは 18日 で あ っ た 。 対 照 的 に 、 ZnPPIXの 投 与 の 結 果 、 未 処 置 対 照 群 と 比 較 し て 、 移
植 片 生 存 の 延 長 に は 至 ら な か っ た ； こ れ ら の 移 植 片 は MST11日 で 早 期 に 拒 絶 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 図 8A-8Cに 示 す
よ う に 、 CoPPIXと 同 一 の 処 置 ス ケ ジ ュ ー ル を 用 い た 、 す な わ ち 1日 1回 投 与 の ビ リ ベ ル ジ ン
（ 50μ mol/kg） の 投 与 に よ り 、 移 植 片 MSTが 20.5日 ま で 延 長 さ れ た （ 対 照 と 比 較 し た 場 合 p
＜ 0.01） （ 図 8A） 。 外 因 的 に 投 与 さ れ た ビ リ ベ ル ジ ン の お よ そ の 半 減 期 を 決 定 す る た め に
、 50μ mol/kgの 1回 注 射 の 後 に 血 清 ビ リ ベ ル ジ ン レ ベ ル を 分 析 し た 。 ビ リ ベ ル ジ ン の 投 与
時 に 血 清 ビ リ ベ ル ジ ン レ ベ ル は 速 や か に ピ ー ク に な り 、 15分 で 最 大 レ ベ ル に 到 達 し 、 そ の
後 4か ら 6時 間 で 基 底 レ ベ ル に 戻 る （ 図 8B） 。 従 っ て 投 与 あ た り 50マ イ ク ロ モ ル /kgで 1日 2
回 （ 12時 間 毎 ） ま た は 3回 （ 8時 間 毎 ） の ビ リ ベ ル ジ ン の 投 与 の 効 果 を 試 験 し た 。 こ れ ら の
2回 処 置 の ス ケ ジ ュ ー ル は 移 植 片 生 存 を 有 意 に 上 昇 し 、 6個 の う ち 4個 （ 66.7％ ） の 移 植 片
は 100日 以 上 生 存 し た （ 双 方 と も 対 照 に 対 し p＜ 0.001、 図 2A） 。 ビ リ ベ ル ジ ン 処 置 に よ り
長 期 間 、 同 種 移 植 片 を 受 け 入 れ た こ れ ら の レ シ ピ エ ン ト を 、 ド ナ ー （ DBA2/J） ま た は サ ー
ド パ ー テ ィ ー （ FVB） 株 マ ウ ス （ 各 株 に 関 し て n＝ 3） の い ず れ か に 由 来 す る 心 臓 同 種 移 植
片 を 用 い る 第 2セ ッ ト 移 植 で チ ャ レ ン ジ し た 。 図 8Cに 示 す よ う に 、 最 初 の 移 植 片 を 宿 す レ
シ ピ エ ン ト は ド ナ ー 株 に 由 来 す る 2次 心 臓 移 植 片 を 60日 間 以 上 受 け 入 れ た が 、 一 方 サ ー ド
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HO-1発 現 お よ び 酵 素 機 能 の 誘 導 に よ り 心 臓 の 同 種 移 植 片 生 存 が 延 長 さ れ る 。

ビ リ ベ ル ジ ン は 心 臓 同 種 移 植 片 に 対 し て ド ナ ー 特 異 的 耐 性 を 誘 導 す る 。



パ ー テ ィ ー 移 植 片 を 11日 以 内 に 拒 絶 し た 。 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 ビ リ ベ ル ジ ン 投 与 が MH
Cク ラ ス I＋ ク ラ ス II不 適 合 マ ウ ス 心 臓 移 植 に お い て 耐 性 を 誘 導 で き る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　

図 9に 示 す よ う に 、 異 な る 処 置 、 す な わ ち 処 置 な し （ n＝ 4） 、 CoPPIX（ n＝ 4） 、 ZnPPI
X（ n＝ 4） 、 ま た は ビ リ ベ ル ジ ン （ 50μ mol/kg/1日 1回 お よ び 50μ mol/kg/1日 3回 ； 各 群 n＝
4） を 行 っ た 心 臓 同 種 移 植 片 レ シ ピ エ ン ト の 免 疫 応 答 を 評 価 し た 。 DBA/2脾 細 胞 を フ ィ ー ダ
ー 細 胞 と し て 用 い る イ ン ビ ト ロ 培 養 で 、 心 臓 移 植 後 5日 に 収 集 し た レ シ ピ エ ン ト 脾 細 胞 を
応 答 細 胞 と し て 使 用 し た 。 72時 間 で 増 殖 を 測 定 し た （ 図 9） 。 CoPPIXに よ る HO-1誘 導 は イ
ン ビ ボ で 、 対 照 と 比 較 し て 有 意 な 様 式 で 脾 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 し た が （ p＜ 0.05） 、 ZnPPIX
は 阻 害 し な か っ た 。 ビ リ ル ビ ン を 1日 1用 量 投 与 さ れ た レ シ ピ エ ン ト お よ び 1日 3用 量 投 与 さ
れ た レ シ ピ エ ン ト の 双 方 に お い て 、 対 照 と 比 較 し て ビ リ ベ ル ジ ン 処 置 し た レ シ ピ エ ン ト に
由 来 す る 脾 細 胞 の 増 殖 は 有 意 に 抑 制 さ れ た （ p＜ 0.01） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ビ リ ベ ル ジ ン が イ ン ビ ト ロ で T細 胞
増 殖 に 抑 制 効 果 を 有 し て い る か ど う か を 評 価 す る た め に 、 ビ リ ベ ル ジ ン の 存 在 下 ま た は 不
在 下 で 、 未 使 用 B6AF1脾 細 胞 を ConA、 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 照 射 さ れ た DBA/2脾
細 胞 で 刺 激 し た 。 ビ リ ベ ル ジ ン は 全 例 で 白 血 球 増 殖 を 用 量 依 存 的 な 様 式 で 抑 制 し た （ 図 10
A-10C） 。 ConAま た は 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 駆 動 さ れ た T細 胞 増 殖 に 関 し て 、 50μ Mお
よ び 100μ Mの 濃 度 で 、 お よ び 同 種 抗 原 媒 介 T細 胞 活 性 化 の 場 合 に は 10μ Mで 有 意 な 抑 制 効 果
が 達 成 さ れ た （ 図 10C） 。 さ ら に 、 抗 原 提 示 細 胞 非 依 存 的 様 式 で T細 胞 を 刺 激 す る こ と が 示
さ れ た 組 み 合 わ せ で あ る 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＋ 抗 CD28モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 同 時 刺 激
に 応 答 し て 、 精 製 さ れ た B6AF1マ ウ ス T細 胞 （ 純 度 95％ 以 上 ） も ま た ビ リ ベ ル ジ ン に よ り 抑
制 さ れ た 点 で 、 ビ リ ベ ル ジ ン の 抑 制 効 果 は 直 接 T細 胞 に お い て 作 用 す る と 思 わ れ た （ 図 10D
） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　
抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 刺 激 の 後 の 脾 細 胞 に よ る IL-2生 成 は イ ン ビ ト ロ で の ビ リ ベ ル ジ
ン 処 置 に よ り 用 量 依 存 的 な 様 式 で 有 意 に 抑 制 さ れ た （ 図 11A） 。 ビ リ ベ ル ジ ン 処 置 の 6ま た
は 24時 間 後 の 外 因 性 の 組 換 え IL-2（ 50単 位 /ml） の 培 養 ウ ェ ル へ の 添 加 に よ り 、 ビ リ ベ ル
ジ ン の 抑 制 効 果 が 打 破 さ れ た （ 図 11B） 。 さ ら に 、 100μ Mの 濃 度 の ビ リ ベ ル ジ ン は 、 抗 CD3
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 刺 激 さ れ た 脾 臓 CD4＋ T細 胞 の IL-2レ セ プ タ ー α 鎖 （ IL-2α 、 CD25）
の 発 現 に 影 響 し な か っ た 。 6時 間 の 培 養 の 後 、 未 処 置 対 照 と 比 較 し た 代 表 的 な 結 果 を 示 し
（ 図 11C） ； 類 似 の 結 果 が 24時 間 後 に 認 め ら れ た 。 限 定 を 意 味 し な い 1つ の 理 論 と し て 、 ビ
リ ベ ル ジ ン は 、 IL-2Rα 表 面 発 現 の 下 方 制 御 ま た は IL-2に 駆 動 さ れ る 増 殖 に 関 係 す る シ グ
ナ ル 発 生 経 路 の 遮 断 に よ っ て で は な く 、 IL-2合 成 に 至 る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 直 接 干 渉 す る
こ と に よ り T細 胞 で そ の 効 果 を 奏 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 IL-2転 写 /発 現 に 関 与 す る 転 写 因 子 、 す な わ ち NF-κ Bお よ び NFATの 活 性 化 が ビ リ ベ ル ジ
ン に よ り 変 調 さ れ る か ど う か を 調 べ る た め に 、 ジ ャ ー カ ッ ト T細 胞 を PMAお よ び イ オ ノ マ イ
シ ン の 組 み 合 わ せ に よ り 刺 激 し た 。 EMSAに よ り 核 抽 出 物 の DNA結 合 活 性 を 測 定 す る こ と に
よ り 、 NF-κ Bお よ び NFATの 核 転 座 の レ ベ ル を 試 験 し た 。 刺 激 後 2お よ び 4時 間 に 各 々 評 価 さ
れ る よ う に 、 PMA＋ イ オ ノ マ イ シ ン 刺 激 に よ り NF-κ Bお よ び NFAT核 転 座 お よ び DNA結 合 の 活
性 化 が 誘 導 さ れ た 。 ビ リ ベ ル ジ ン は NF-κ Bお よ び NFATの 双 方 の DNA結 合 を 阻 止 し （ 図 11D）
、 こ れ は 恐 ら く NFATお よ び NF-κ B活 性 化 を 遮 断 す る こ と に よ り そ の 転 写 の 阻 止 を 介 し て IL
-2生 成 が 抑 制 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　

移 植 後 直 ぐ に （ 0日 ） DSIを B6AF1レ シ ピ エ ン ト に 与 え る 場 合 、 未
処 置 対 照 に 類 似 し て 、 DBA/2J心 臓 同 種 移 植 片 は 即 座 に 拒 絶 さ れ た （ 図 12A） 。 -2日 か ら の
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HO-1発 現 の 誘 導 ま た は ビ リ ベ ル ジ ン 投 与 が T細 胞 媒 介 同 種 免 疫 応 答 を イ ン ビ ボ で 抑 制 す
る 。

ビ リ ベ ル ジ ン は イ ン ビ ト ロ で T細 胞 増 殖 を 抑 制 す る 。

ビ リ ベ ル ジ ン は T細 胞 の NFATお よ び NF-κ Bの 核 転 座 の 遮 断 に よ り IL-2生 成 を 抑 制 す る 。

CoPPに よ る HO-1の 誘 導 は ド ナ ー 脾 細 胞 注 入 （ DSI） と 協 働 し て 心 臓 の 同 種 移 植 片 の 長 期
間 の 受 入 れ を 達 成 す る 。



ド ナ ー へ の CoPPIX投 与 、 お よ び DSI（ D0） と 一 緒 に 、 移 植 後 -1か ら 13日 ま で の レ シ ピ エ ン
ト へ の CoPPIX投 与 に よ る HO-1発 現 の 誘 導 は 、 DSI（ D0） ま た は CoPPIX処 置 単 独 と 比 較 し た
場 合 、 有 意 に （ p＜ 0.001） 移 植 片 生 存 を 延 長 さ せ た （ 8匹 中 7匹 （ 87.5％ ） で 100日 以 上 の
長 期 間 生 存 ） 。 逆 に 、 ZnPPIX＋ DSI（ D0） は 対 照 ま た は DSI（ D0） 単 独 と 比 較 し て 有 意 な 移
植 片 延 長 効 果 は な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 HO-1発 現 誘 導 が 長 期 間 の 同 種 移 植 片 生
存 を 達 成 す る の を 助 け る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　

心 臓 移 植 の 7日 前 （ D-7） に 行 っ た DSI単 独 に よ り 50％ （ 4/8） の 同 種 移 植 片 が 100日
以 上 生 存 し た （ 図 12B） 。 ド ナ ー へ の 2日 間 （ -1日 お よ び -2日 ） の CoPPIX投 与 、 お よ び レ シ
ピ エ ン ト へ の -8日 （ DSIの 1日 前 ） か ら 6日 ま で の CoPPIX投 与 ＋ DSI（ D-7） に よ る HO-1発 現
の 誘 導 に よ り 、 全 て の 心 臓 同 種 移 植 片 （ 100％ 、 7/7） が 100日 以 上 生 存 す る の が 可 能 に な
っ た 。 処 置 期 間 お よ び 投 与 量 は 本 研 究 で 用 い た そ の 他 の CoPPIX処 置 プ ロ ト コ ー ル と 同 一 で
あ る 。 重 要 な こ と は 、 前 記 し た も の と 同 一 の CoPPIX処 置 に 用 い ら れ る プ ロ ト コ ー ル の 下 で
、 HO-1酵 素 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ZnPPIXを ド ナ ー お よ び レ シ ピ エ ン ト の 双 方 に 投 与 し
た 場 合 、 DSI（ D-7） の 移 植 片 延 長 効 果 が 完 全 に 撤 廃 さ れ 、 長 期 間 生 存 し た 同 種 移 植 片 は な
か っ た （ MST： 13日 ） （ 0/9） 。 こ れ ら の 結 果 は DSIに 媒 介 さ れ る 長 期 間 の 同 種 移 植 片 生 存
に 及 ぼ す HO-1活 性 の 重 要 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
結 論
　 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 CoPPIXお よ び /ま た は ビ リ ベ ル ジ ン の 投 与 が 長 期 間 の 同 種 移 植 片
生 存 に 寄 与 し 得 る こ と が 示 さ れ て い る 。 CoPPIX投 与 の 効 果 は DSIの 投 与 に 相 乗 す る と 思 わ
れ 、 こ れ は DSIに 加 え て 、 例 え ば CoPPIXの 投 与 に よ る 、 HO-1発 現 を 誘 導 す る 処 置 が 同 種 移
植 片 の 生 存 性 を さ ら に 上 昇 さ せ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
実 施 例 3． H-フ ェ リ チ ン の 過 剰 発 現 が ラ ッ ト 肝 臓 の 虚 血 ・ 再 灌 流 傷 害 （ IRI） を 保 護 し 、 そ
し て 同 系 レ シ ピ エ ン ト へ の 移 植 時 の 肝 細 胞 損 傷 を 防 御 す る 。
　 フ ェ リ チ ン 重 鎖 （ H-フ ェ リ チ ン ） 遺 伝 子 の 発 現 を 、 治 療 様 式 で 、 例 え ば 移 植 さ れ た 器 官
の 虚 血 ・ 再 灌 流 傷 害 （ IRI） を 抑 制 す る た め に 使 用 で き る 潜 在 的 細 胞 保 護 効 果 に 関 し て 評
価 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
材 料 お よ び 方 法
TNF-α 誘 導 ア ポ ト ー シ ス
　 1次 ウ シ 動 脈 内 皮 細 胞 （ BAEC） ま た は マ ウ ス 2F-2B EC（ ATCC） を β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ＋
対 照 （ pcDNA3も し く は pcDNA3/HO-1） ま た は pcDNA3/H-フ ェ リ チ ン で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し た 。 TNF-α ＋ Act.Dに よ り ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し 、 そ し て 定 量 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
エ ト ポ シ ド お よ び 血 清 剥 奪 に よ り 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス
　 マ ウ ス 2F-2B細 胞 を β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ＋ 対 照 （ pcDNA3） ま た は pcDNA3/H-フ ェ リ チ ン で
同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て エ ト ポ シ ド （ 200μ M、 8時 間 ） で 処 理 す る か 、 ま た は 血
清 剥 奪 （ 0.1％  FCS、 24時 間 ） に 供 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
H-フ ェ リ チ ン 毒 性
　 マ ウ ス 2F-2B細 胞 を 、 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ＋ 漸 増 量 の pcDNA3/H-フ ェ リ チ ン （ 0.1か ら 200
ng/ウ ェ ル ） で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 対 照 と し て pcDNA3お よ び pcDNA3/HO-1を 使 用 し
た 。 TNF-α ＋ Act.Dに よ り ECア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し 、 そ し て β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た ECの ア ポ ト ー シ ス を 定 量 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
冷 虚 血 イ ン ビ ト ロ モ デ ル
　 虚 血 （ 24時 間 、 4℃ 、 Wisconsin大 学 （ UW） 溶 液 （ Oxford Textbook of Surgery、 Morris
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HO-1の 酵 素 活 性 は ド ナ ー 脾 細 胞 注 入 （ DSI） 媒 介 の 長 期 間 同 種 移 植 片 の 受 入 れ に 必 須 で
あ る 。



お よ び Malt編 、 Oxford University Press（ 1994） ） ） に 曝 露 し た SDラ ッ ト か ら 肝 臓 を 収
集 し 、 同 系 血 液 で エ ク ス ビ ボ 灌 流 し た 。 肝 臓 を 、 H-フ ェ リ チ ン を コ ー ド す る 組 換 え ア デ ノ
ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し 、 そ し て 対 照 は 形 質 導 入 さ れ て い な い か 、 ま た は β ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ で 形 質 導 入 さ れ た 。 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 30、 60、 90お よ び 120分 に 胆 汁 生 成 を 測 定 し
た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
冷 虚 血 イ ン ビ ボ 同 所 移 植 モ デ ル
　 虚 血 （ 24時 間 、 4℃ 、 Wisconsin大 学 （ UW） 溶 液 （ Oxford Textbook of Surgery、 Morris
お よ び Malt編 、 Oxford University Press（ 1994） ） ） に 曝 露 し た SDラ ッ ト か ら 肝 臓 を 収
集 し 、 同 系 血 液 で エ ク ス ビ ボ 灌 流 し た 。 肝 臓 を 、 H-フ ェ リ チ ン を コ ー ド す る 組 換 え ア デ ノ
ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し （ 対 照 は 形 質 導 入 さ れ て い な い か 、 ま た は β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で 形
質 導 入 さ れ た ） 、 そ し て 同 系 レ シ ピ エ ン ト に 移 植 し た 。 各 群 10匹 中 8匹 の 動 物 を 分 析 し た
。
【 ０ １ ７ １ 】
結 果
　 対 照 EC（ pcDNA3で
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ） は 転 写 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ア ク チ ノ マ イ シ ン D（ Act.D） の 存 在 下
で TNF-α へ の 曝 露 後 に 60か ら 70％ の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 示 し た （ 図 13A-13C） 。 H-フ ェ リ
チ ン の 発 現 は TNF-α 媒 介 の ECア ポ ト ー シ ス を 抑 制 し た （ 10％ ア ポ ト ー シ ス EC） （ 図 13A-13
C） 。 こ の 保 護 効 果 は 1次 ウ シ 動 脈 EC（ BAEC） と 同 様 に 、 EC系 2F-2Bで 観 察 さ れ た （ 図 13A）
。 H-フ ェ リ チ ン の 抗 ア ポ ト ー シ ス 効 果 は そ の 他 の プ ロ ア ポ ト ー シ ス 刺 激 、 例 え ば エ ト ポ シ
ド ま た は 血 清 剥 奪 で も 観 察 さ れ た （ 図 13B） 。 こ の 効 果 は 用 量 依 存 的 で あ り 、 3x10 5 細 胞 あ
た り pcDNA3/H-フ ェ リ チ ン 発 現 ベ ク タ ー 1ng～ 100ngか ら の 保 護 を 示 し た （ 図 13C） 。 TNF-α
/Act.D刺 激 細 胞 お よ び pcDNA3/H-フ ェ リ チ ン ＋ Act.Dの み で 処 置 し た 対 照 細 胞 に お け る ア ポ
ト ー シ ス 細 胞 数 の 増 加 に よ り 明 確 で あ る よ う に 、 100ngを 超 え る pcDNA3/H-フ ェ リ チ ン の レ
ベ ル は 毒 性 の 可 能 性 が あ る （ 図 13C） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　

長 期 の 冷 虚 血 （ UW溶 液 、 4℃ 、 24時 間 ） に 曝 露 し た ラ ッ ト 肝 臓 は 同 系 全 血 の 1回 エ ク ス
ビ ボ 再 灌 流 で 重 篤 な 傷 害 の 徴 候 を 示 し た 。 傷 害 は 再 灌 流 後 の 門 脈 血 流 （ 0分 で の 0.63± 0.0
76ml/分 /gか ら 120分 で の 1.13± 0.23ml/分 /gま で ） お よ び 胆 汁 生 成 （ 0分 で の 0.00338± 0.0
078ml/gか ら 120分 で の 0.025± 0.01ml/gま で ） の 相 対 的 に 低 い 増 加 に よ り 、 並 び に ALT放 出
の 有 意 な 増 加 （ 0分 で の 7.2± 4.9IU/lか ら 120分 で の 173± 71IU/lま で ） に よ り 明 白 で あ っ
た （ 図 14A） 。 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た 肝 臓 で 、 類 似 の
レ ベ ル の 門 脈 血 流 （ 0分 で の 0.626± 0.079ml/分 /gか ら 120分 で の 1.035± 0.105ml/分 /gま で
） お よ び 相 対 的 に 低 レ ベ ル の 胆 汁 生 成 （ 0分 で の 0.0005± 0.0002ml/gか ら 120分 で の 0.03±
0.0085ml/gま で ） 、 並 び に 有 意 な ALT放 出 （ 0分 で の 12.5± 10.5IU/lか ら 120分 で の 148± 92
IU/lま で ） が あ っ た と い う 点 で 類 似 の 結 果 が 得 ら れ た 。 未 処 置 ま た は β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
形 質 導 入 し た 群 と 異 な っ て 、 H-フ ェ リ チ ン 形 質 導 入 し た 肝 臓 は 門 脈 血 流 （ 0分 で の 0.62± 0
.099ml/分 /gか ら 120分 で の 1.372± 0.133ml/分 /gま で ） お よ び 胆 汁 生 成 （ 0分 で の 0.00621
± 0.0029ml/gか ら 120分 で の 0.043± 0.0088ml/gま で ） で 有 意 （ p＜ 0.01） に 大 き な 上 昇 を
示 し た （ 図 14A） 。 さ ら に H-フ ェ リ チ ン 形 質 導 入 し た 肝 臓 の ALT放 出 は 相 対 的 に 低 い レ ベ ル
に 留 ま っ た （ 0分 で の 9.3± 4.5IU/lか ら 120分 で の 68.6± 14.8IU/lま で ） 。 再 灌 流 の 2時 間
で 好 中 球 媒 介 の 酸 化 ス ト レ ス 傷 害 の マ ー カ ー で あ る ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 が 、 未 処
置 （ 1.35± 0.227単 位 /g） ま た は β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 形 質 導 入 し た （ 3.12± 0.9単 位 /g） 肝
臓 と 比 較 し て 、 H-フ ェ リ チ ン 形 質 導 入 し た 肝 臓 で 有 意 （ p＜ 0.05） に 阻 止 さ れ た （ 0.736±
0.58単 位 /g） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 H-フ ェ リ チ ン の 過 剰 発 現 が 、 長 期 の 冷 虚 血 に 関 わ ら ず 肝
臓 を IRIか ら 保 護 す る と い う 考 え を 支 持 し て い る 。 標 準 的 な Suzuki病 理 学 的 ス コ ア 化 に よ
り 評 価 さ れ る よ う に 、 H-フ ェ リ チ ン 遺 伝 子 で 形 質 導 入 し た 肝 臓 も ま た 、 形 質 導 入 し て い な
い （ p＜ 0.05） ま た は β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 形 質 導 入 し た （ p＜ 0.05） 肝 臓 と 比 較 し て 、 そ の
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H-フ ェ リ チ ン は ア ポ ト ー シ ス を 受 け る こ と か ら 内 皮 細 胞 を 保 護 す る 。

組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス 媒 介 H-フ ェ リ チ ン 発 現 は エ ク ス ビ ボ 再 灌 流 傷 害 か ら 肝 臓 を 保 護 す
る 。



組 織 学 的 詳 細 を 有 意 に 良 好 に 保 存 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 長
期 の 冷 虚 血 （ UW溶 液 、 4℃ 、 24時 間 ） に 曝 露 し た SDラ ッ ト に 由 来 す る 肝 臓 は 、 同 系 SDレ シ
ピ エ ン ト へ の 移 植 の 後 、 肝 細 胞 損 傷 の 重 篤 な 徴 候 を 示 し た 。 こ れ は 移 植 後 24時 間 の 高 い AS
Tの 血 清 レ ベ ル （ 3928± 1455IU/l） に よ り 明 白 で あ っ た 。 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 組 換 え ア デ
ノ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た 肝 臓 移 植 レ シ ピ エ ン ト に お い て 類 似 の 結 果 が 得 ら れ た （ 4887±
500IU/l） 。 正 反 対 に 、 H-フ ェ リ チ ン 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た 肝 臓 移 植 片 を
担 持 す る 動 物 で は 、 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ /未 処 置 群 と 比 較 し て （ p＜ 0.05） 、 AST放 出 （ 136
8± 550.8IU/l） が 有 意 に 阻 止 さ れ た 。 H-フ ェ リ チ ン 形 質 導 入 さ れ た 肝 臓 が IRIか ら 保 護 さ
れ た こ と は 、 同 系 SDレ シ ピ エ ン ト に 移 植 し た 場 合 、 H-フ ェ リ チ ン 形 質 導 入 さ れ た 肝 臓 の 90
％ ま で が 14日 よ り 長 く 生 存 し た と い う 実 証 に よ り 強 く 支 持 さ れ る 。 正 反 対 に 、 形 質 導 入 し
て い な い か ま た は β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 形 質 導 入 し た 肝 臓 の 40か ら 50％ の み が 、 同 系 SDレ シ
ピ エ ン ト に 移 植 し た 場 合 、 14日 よ り 長 く 生 存 し た （ 図 14B） 。 同 系 レ シ ピ エ ン ト に 移 植 さ
れ た H-フ ェ リ チ ン で 形 質 導 入 さ れ た 肝 臓 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 の 相 対 数 は 、
同 一 条 件 で 移 植 さ れ た 形 質 導 入 し て い な い か ま た は β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 形 質 導 入 し た 肝 臓
と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し た （ 図 14B） 。 H-フ ェ リ チ ン 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し
た 肝 臓 を 受 け 取 っ た レ シ ピ エ ン ト に お け る 長 期 生 存 は 、 形 質 導 入 し て い な い か ま た は β ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た 肝 臓 で 移 植 さ れ た レ シ ピ エ ン ト と 比
較 し て 有 意 に 増 強 さ れ た （ p＜ 0.001） 。 こ の 知 見 は 、 H-フ ェ リ チ ン の 抗 ア ポ ト ー シ ス 効 果
が 、 移 植 さ れ た 肝 臓 に お い て そ の 全 体 的 な 細 胞 保 護 機 能 に 寄 与 し 得 る と い う 仮 説 に 合 致 す
る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 図 15に 示 す よ う に 、 虚 血 お よ び 再 灌 流 時 に
遊 離 の ヘ ム が ECに よ り 内 部 移 行 さ れ る 。 ヘ ム に 対 す る HO-1作 用 は Fe 2 ＋ を 放 出 し 、 こ れ は F
enton反 応 を 介 し て 過 酸 化 水 素 （ H 2 O 2 ） の OH - お よ び OH・ へ の 変 換 を 触 媒 す る 。 こ れ ら は 炎
症 お よ び ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 発 す る 。 フ ェ リ チ ン は Fe 2 ＋ に 結
合 し 、 そ し て そ れ が H 2 O 2 と 反 応 す る の を 妨 げ 、 従 っ て こ の 過 程 を 遮 断 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
結 論
　 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 H-フ ェ リ チ ン の 抗 ア ポ ト ー シ ス 機 能 が 実 証 さ れ 、 例 え ば 外 因 性 フ
ェ リ チ ン の 投 与 に よ る 、 ま た は H-フ ェ リ チ ン 遺 伝 子 の 発 現 の 上 昇 に よ る H-フ ェ リ チ ン 活 性
の 上 昇 を 治 療 様 式 で 用 い る こ と が で き る こ と が 示 唆 さ れ る 。 そ の 肝 臓 IRIを 抑 制 す る 能 力
に よ り 、 H-フ ェ リ チ ン 遺 伝 子 の 発 現 が 結 果 的 に 長 期 の 冷 虚 血 に 関 わ ら ず 肝 臓 移 植 の 使 用 を
安 全 な も の に す る こ と が で き る 。 限 定 を 意 味 し な い 1つ の 理 論 と し て 、 H-フ ェ リ チ ン の 保
護 効 果 は 、 内 皮 細 胞 （ EC） お よ び 肝 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ で 阻 止
す る そ の 能 力 に 付 随 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
実 施 例 4． 増 強 さ れ た 島 移 植 片 生 存 性
　 体 外 か ら 投 与 さ れ た ビ リ ベ ル ジ ン ま た は CoPPの 同 系 島 移 植 を 増 強 す る 能 力 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
材 料 お よ び 方 法
動 物
　 6か ら 8週 齢 の 雄 DBA/2、 B6AF1お よ び DBA/1マ ウ ス （ Jackson） を 実 験 に 使 用 す る 。 マ ウ ス
を ケ ー ジ あ た り 4匹 で 2週 間 飼 育 し 、 そ し て 実 験 に 使 用 す る 前 に 通 常 の 研 究 室 用 飼 料 を 与 え
た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
処 置 プ ロ ト コ ー ル
　 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン （ STZ、 225mg/kg） を 用 い て レ シ ピ エ ン ト を 糖 尿 病 に し た 。 STZ投 与
の 5日 後 に 、 2回 連 続 で 350mg/dlを 超 え る 血 糖 レ ベ ル を 有 す る 動 物 を レ シ ピ エ ン ト と し て 用
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組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス 媒 介 H-フ ェ リ チ ン 発 現 が 同 所 肝 臓 移 植 の 後 の IRIを 保 護 す る 。

フ ェ リ チ ン の 細 胞 保 護 作 用 に 関 す る モ デ ル 。



い た 。 レ シ ピ エ ン ト の 腎 臓 被 膜 の 下 に 島 （ 500） を 移 植 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
試 薬
　 コ バ ル ト ・ プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン （ CoPPIX、 Porphyrin Products、 Logan、 ユ タ 州 ） 、 ビ
リ ベ ル ジ ン 二 塩 酸 塩 お よ び ビ リ ル ビ ン （ ICN Biomedicals Inc.、 オ ハ イ オ 州 ） を 少 量 の 0.
2M NaOHに 溶 解 し 、 続 い て 1M HClで pH7.4に 調 整 し 、 そ し て 1xPBSで 希 釈 し た 。 貯 蔵 溶 液 （ C
oPPIX＝ 2mg/ml、 ビ リ ベ ル ジ ン ＝ 3.2mg/ml、 ビ リ ル ビ ン 0.5mg/ml） を 等 分 し 、 そ し て 使 用
時 ま で -70℃ に 維 持 し た 。 光 曝 露 は で き る 限 り 制 限 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
HO-1の 誘 導 /ビ リ ベ ル ジ ン /ビ リ ル ビ ン の 投 与
　 ド ナ ー に 与 え る 場 合 、 島 単 離 の 24時 間 前 に CoPPIX（ 20mg/kg） を 与 え て HO-1発 現 を 誘 導
し た 。 CoPP処 置 の 後 、 異 な る 器 官 の HO-1発 現 を 確 認 す る た め に 、 処 置 の 24時 間 後 に 組 織 試
料 を 収 集 し 、 そ し て 液 体 窒 素 中 で 瞬 間 凍 結 し た 。 抗 HO-1抗 体 を 用 い て HO-1発 現 の 免 疫 組 織
化 学 分 析 を 実 施 し た 。 -1、 1、 3、 5お よ び 7日 に CoPPIX（ 20mg/kg） を レ シ ピ エ ン ト に 腹 腔
内 （ i.p.） 投 与 し た 。 島 単 離 の 1時 間 前 に ビ リ ベ ル ジ ン （ 50μ mol/kg） ま た は ビ リ ル ビ ン
（ 8.5μ mol/kg） を ド ナ ー の 腹 腔 内 に 投 与 し た 。 レ シ ピ エ ン ト に 関 し て は 、 ビ リ ベ ル ジ ン
（ 50μ mol/kg） ま た は ビ リ ル ビ ン （ 8.5μ mol/kg） を -1か ら 13日 ま で 毎 日 ま た は 1日 2回 の
い ず れ か で 腹 腔 内 投 与 し た 。 そ の 後 さ ら な る 処 置 は 行 わ な か っ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
グ ル コ ー ス レ ベ ル の 測 定
　 移 植 後 週 2回 グ ル コ ー ス レ ベ ル を 試 験 し た 。 ＜ 200mg/dlの グ ル コ ー ス レ ベ ル が 正 常 血 糖
と 考 え ら れ た 。 2回 連 続 で グ ル コ ー ス レ ベ ル が ＞ 300mg/dlで あ る 場 合 、 移 植 片 は 拒 絶 さ れ
た と 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
耐 性 試 験
　 腎 摘 出 術 を 行 う こ と に よ り 長 期 間 （ 100日 以 上 ） 生 存 し た 島 を 有 す る 多 く の 動 物 か ら 第 1
移 植 片 を 除 去 し た 。 元 来 の ド ナ ー と 同 系 で あ る 島 を 、 さ ら に 処 置 す る こ と な く 対 側 の 腎 被
膜 の 下 に 移 植 し た 。 こ れ ら の 第 2移 植 島 も ま た さ ら に 処 置 す る こ と な く 100日 以 上 生 存 し た
場 合 、 レ シ ピ エ ン ト は 耐 性 で あ る と 考 え ら れ た 。 元 来 の ド ナ ー と ク ラ ス Iま た は ク ラ ス II
抗 原 の い ず れ を も 共 有 し な い サ ー ド パ ー テ ィ ー ド ナ ー （ DBA/1） の 島 を 移 植 す る こ と に よ
り 、 抗 原 特 異 的 耐 性 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
病 理 学
　 長 期 間 （ 100日 以 上 ） 生 存 し た 移 植 片 で ヘ マ ト キ シ ン お よ び エ オ シ ン （ H＆ E） お よ び イ
ン ス リ ン 染 色 を 実 施 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
半 定 量 的 PCR
　 Rneasy（ 商 標 ） Miniキ ッ ト （ Qiagen Inc.、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 米 国 ） を 用 い て RNAを 抽
出 し 、 そ し て RNA PCRキ ッ ト （ TaKaRa、 PanVera、 Madison、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 米 国 ） を
用 い て cDNAに 逆 転 写 し た 。 使 用 す る 各 プ ラ イ マ ー 対 に 特 異 的 な 、 10μ M dNTP、 50pgの 5'-
プ ラ イ ム お よ び 3'-プ ラ イ ム オ リ ゴ 、 LA-Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ TaKaRa） 2.5単 位 、 お よ び MgCl

2 を 含 有 す る 反 応 混 合 物 50μ l中 で cDNA全 量 2μ lを 増 幅 し た 。 Life Technoloties（ ニ ュ ー
ヨ ー ク 州 、 米 国 ） か ら マ ウ ス お よ び ヒ ト HO1（ 372bp） の プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
お よ び β -ア ク チ ン （ 525bp） の プ ラ イ マ ー
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を 入 手 し た 。 Peltier Thermal Cycler PTC-200（ MJ Research、 Las Vegas、 ネ バ ダ 州 、 米
国 ） で 、 94℃ で 4分 間 の 変 性 の 後 、 94℃ 、 55℃ お よ び 72℃ で 各 1分 間 の サ イ ク ル を 各 プ ラ イ
マ ー 対 に 特 異 的 な サ イ ク ル 数 で 繰 り 返 し て PCR反 応 を 実 施 し た 。 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 1％ ア
ガ ロ ー ス ゲ ル で PCR産 物 （ 10か ら 20μ l） を 分 析 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
結 果

　 CoPPを ド ナ ー 動 物 に 投 与 し た 場 合 、 い く つ か の 異 な る 組 織 、 例 え ば 心 臓 、 腎 臓 、 膵 臓 、
肝 臓 お よ び 脾 臓 に お い て HO-1発 現 が 観 察 さ れ た 。 単 離 さ れ た 島 に お け る HO-1発 現 を 半 定 量
的 PCR分 析 に よ り 確 認 し た 。 DBA/2（ H-2 d ） か ら B6AF1（ H-2 b / a ） マ ウ ス に 島 移 植 を 行 っ た
。 続 い て 同 種 移 植 に 関 し て CoPPで HO-1を 誘 導 し た 。 ド ナ ー に お い て 島 を 採 取 す る 1日 前 か
ら 、 お よ び レ シ ピ エ ン ト に お い て 移 植 に 関 し て -1、 1、 3、 5お よ び 7日 に HO-1を 誘 導 し た 。
こ の プ ロ ト コ ー ル に よ り 概 し て 生 存 の 延 長 に 至 っ た が 、 い く つ か の 島 は 移 植 後 7日 の 後 何
ら 処 置 を 施 さ な か っ た に も 関 わ ら ず 長 期 間 （ 100日 以 上 ） 生 存 し た 。 加 え て 、 レ シ ピ エ ン
ト の 処 置 を 行 わ ず に ド ナ ー に お い て の み HO-1を 誘 導 す る こ と に よ り 、 レ シ ピ エ ン ト の 島 の
生 存 お よ び 機 能 の 延 長 の み な ら ず 、 偶 発 的 な 移 植 片 の 長 期 間 生 存 に 至 っ た 。 ド ナ ー お よ び
レ シ ピ エ ン ト 並 び に レ シ ピ エ ン ト 単 独 の 処 置 で の 生 存 結 果 を も 示 す （ 図 16） 。 耐 性 試 験 で
は 、 同 系 の 島 （ DBA/2） で 移 植 し た 5匹 全 て の 動 物 は 第 2移 植 片 を 無 期 限 に （ 100日 以 上 ） 受
け 入 れ た が 、 サ ー ド パ ー テ ィ ー 移 植 片 （ n＝ 3） を 迅 速 に 拒 絶 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 ビ リ ベ ル ジ ン ま た は ビ リ ル ビ ン の DBA/2ド ナ ー お よ び B6AF1レ シ ピ エ ン ト へ の 投 与 に よ り
、 移 植 後 13日 の 後 は 処 置 を 行 わ な か っ た が 、 66.7％ か ら 100％ の 長 期 間 生 存 が 導 か れ た 。
ビ リ ベ ル ジ ン 投 与 後 の ビ リ ル ビ ン の 半 減 期 は わ ず か 2.5か ら 3.5時 間 で あ っ た 。 従 っ て 、 ド
ナ ー お よ び レ シ ピ エ ン ト へ の ビ リ ル ビ ン の 1回 用 量 の 投 与 を 1日 2回 用 量 の 投 与 （ 12時 間 毎
） と 比 較 し た 。 1回 用 量 に よ り 島 の 生 存 の 延 長 お よ び 50％ 長 期 間 生 存 が 導 か れ た が 、 2回 用
量 に よ り 100％ 生 存 が 導 か れ た 。 レ シ ピ エ ン ト を ビ リ ベ ル ジ ン ま た は ビ リ ル ビ ン の み で 処
置 す る こ と に よ っ て も 、 有 意 な 割 合 の 長 期 生 存 島 が 導 か れ た （ 図 17） 。 ビ リ ベ ル ジ ン ま た
は ビ リ ル ビ ン で 処 置 さ れ た い く つ か の 長 期 間 生 存 動 物 に お い て 抗 原 特 異 的 な 耐 性 も ま た 認
め ら れ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 対 外 か ら 投 与 さ れ た ビ リ ベ ル ジ ン の 移 植 さ れ た 島 を 保 護 す る 能 力 を 最 小 量 モ デ ル （ mini
mal mass model） で 評 価 し た 。 同 系 島 移 植 を DBA/2マ ウ ス で 実 施 し た 。 島 （ 140） を 糖 尿 病
マ ウ ス の 腎 臓 被 膜 の 下 に 移 植 し た 。 被 験 動 物 を -1か ら 7日 ま で 1日 2回 、 50μ mol/kgの ビ リ
ベ ル ジ ン で 処 置 し た 。 対 照 を 溶 媒 の み で 処 置 し た 。 ビ リ ベ ル ジ ン 処 置 動 物 は 7.7± 5.5日 に
正 常 血 糖 に 戻 っ た ； 対 照 群 の 動 物 は 高 血 糖 の ま ま で あ っ た （ ＞ 52日 ） 。
【 ０ １ ８ ８ 】
結 論
　 同 系 島 移 植 片 の ド ナ ー お よ び /ま た は レ シ ピ エ ン ト を ビ リ ベ ル ジ ン ま た は CoPPで 処 置 す
る こ と に よ り 移 植 片 の 生 存 性 が 増 強 さ れ 、 糖 尿 病 性 高 血 糖 の 処 置 に 成 功 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
実 施 例 5． 新 生 内 膜 形 成 の 阻 止
　 CoPPま た は ビ リ ベ ル ジ ン の 投 与 の 新 生 内 膜 組 織 の 形 成 に 及 ぼ す 効 果 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
材 料 お よ び 方 法
動 物
　 体 重 350か ら 400gの 成 熟 雄 Lewisラ ッ ト （ LEW/CrlBR； Charles River Laboratories、 Wil
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mintgon、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） を バ ル ー ン 傷 害 モ デ ル に 使 用 し た 。 米 国 実 験 動 物 管 理 協
会 （ American Association for Laboratory Animal Care） の ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 動 物
を 飼 育 し 、 そ し て 研 究 プ ロ ト コ ー ル は Beth Israel Deaconess Medical Center、 Boston、
マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 の 所 内 動 物 管 理 使 用 委 員 会 に よ り 承 認 さ れ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
バ ル ー ン 傷 害 モ デ ル
　 左 総 頚 動 脈 お よ び 左 外 頚 動 脈 の 曝 露 の 後 、 外 頚 動 脈 を 介 し て 2F Fogartyカ テ ー テ ル （ Ed
wards Lifesciences LLC、 Irvine、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 導 入 し 、 そ し て 左 総 頚 動 脈 に 通
し 、 2気 圧 ま で 膨 張 さ せ 、 そ し て 分 岐 点 ま で 戻 し 、 次 い で し ぼ ま せ た 。 こ の 手 順 を 3回 繰 り
返 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
実 験 試 薬 お よ び 設 計
　 ビ リ ベ ル ジ ン 二 塩 酸 塩 （ ICN Biomedicals Inc. Aurora、 オ ハ イ オ 州 ） を 少 量 の 0.2M Na
OHに 溶 解 し 、 続 い て 1M HClで pH7.4に 調 整 し 、 そ し て PBSで 希 釈 し た 。 貯 蔵 溶 液 を 用 時 ま で
-70℃ に 維 持 し た 。 光 曝 露 は で き る 限 り 制 限 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
ビ リ ベ ル ジ ン 局 所 送 達
　 総 頚 動 脈 （ CCA） の 近 位 結 紮 お よ び 内 頚 動 脈 （ ICA） 遠 位 結 紮 の 後 、 ポ リ エ チ レ ン カ テ ー
テ ル を 頚 動 脈 の 外 枝 ま で 導 入 し 、 そ し て CCAを 洗 い 流 し た 。 PBSま た は PBSで 希 釈 し た 1お よ
び 0.1mM ビ リ ベ ル ジ ン 50μ lを 注 入 し 、 そ し て 傷 害 の 前 ま た は 直 後 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 遮 光 し た 。 ビ リ ベ ル ジ ン を 除 去 し 、 CCAを 0.9％  NaClで 2回 洗 い 流 し 、 そ し て CCAお よ
び ICAを 通 る 血 流 を 回 復 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
ビ リ ベ ル ジ ン 全 身 処 置
　 ビ リ ベ ル ジ ン を 50μ mol/kgの 用 量 で 腹 腔 内 注 射 し た 。 第 1回 用 量 を 外 科 的 手 順 の 3時 間 前
に 、 第 2回 用 量 を 外 科 的 手 順 の 直 後 に 注 射 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
結 果

　 バ ル ー ン 傷 害 の 14日 後 に 頚 動 脈 を 収 集 し 、 10％ ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、 そ し て パ ラ フ ィ ン
に 包 埋 す る か 、 ま た は 2-メ チ ル ブ タ ン 中 で 急 速 凍 結 し た 。 200μ mの 間 隔 で 5μ mの 連 続 断 面
を ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ シ ン 染 色 で 染 色 し た 。 各 管 の 6つ の 断 面 の 画 像 を Zeiss顕 微 鏡 （ Ax
ioskop（ 商 標 ） Zeiss、 Iowa City、 ア イ オ ワ 州 ） で 768× 512ピ ク セ ル の 解 像 度 で 撮 影 し た
。 手 動 の セ グ メ ン ト 化 に よ り 画 像 を 分 析 し 、 各 断 面 の 内 膜 お よ び 中 膜 を 透 写 し た 。 デ ジ タ
ル 画 像 ソ フ ト ウ ェ ア （ Axio Vision（ 商 標 ） 、 Carl Zeiss、 Jena、 ド イ ツ ） に よ り 面 積 お
よ び 直 径 に 相 当 す る ピ ク セ ル 数 と し て 面 積 お よ び 直 径 を 算 出 し た 。 内 膜 中 膜 比 （ 面 積 、 直
径 ） お よ び 管 腔 の 横 断 面 面 積 狭 小 化 を 用 い て 新 生 内 膜 形 成 を 評 価 し た 。 組 織 形 態 計 測 分 析
の 責 任 者 は 処 置 に 対 し て 盲 検 化 さ れ た 。 ANOVAを 用 い て StatView（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ
ア ・ バ ー ジ ョ ン 5.0で 各 群 の 24個 の 断 面 を 統 計 学 的 に 分 析 し た 。 図 18に 示 す よ う に 、 ビ リ
ベ ル ジ ン を 総 頚 動 脈 に 1時 間 滴 下 注 入 す る ラ ッ ト 頚 動 脈 の 局 所 前 処 置 、 お よ び 2つ の 時 点 の
ビ リ ベ ル ジ ン で の 全 身 処 置 に よ り バ ル ー ン 傷 害 後 の 新 生 内 膜 形 成 （ 矢 印 ） が 有 意 に 阻 止 さ
れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
結 論
　 ビ リ ベ ル ジ ン ま た は CoPPで の 処 置 が バ ル ー ン 傷 害 後 の 動 脈 傷 害 、 例 え ば 再 狭 窄 を 有 意 に
低 減 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
実 施 例 6． 内 毒 素 性 シ ョ ッ ク
　 ビ リ ベ ル ジ ン の 抗 炎 症 保 護 効 果 を 内 毒 素 性 シ ョ ッ ク の 動 物 モ デ ル に お い て 評 価 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
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材 料 お よ び 方 法
処 置 プ ロ ト コ ー ル
　 内 毒 素 （ リ ポ 多 糖 類 /LPS； Sigma； 大 腸 菌 （ E.coli） 血 清 型 0128： B7； 3mg/kg、 静 脈 内
） を 雄 Sprague-Dawleyに 投 与 し た 結 果 、 急 性 非 致 死 的 炎 症 に 至 っ た 。 ラ ッ ト で の 亜 致 死 的
用 量 の LPSの 結 果 、 エ ア ス ペ ー ス に お け る 好 中 球 蓄 積 お よ び タ ン パ ク 質 蓄 積 （ 双 方 共 に 肺
炎 症 の マ ー カ ー で あ る ） に よ る 中 程 度 の 肺 炎 症 に 至 っ た 。 炎 症 誘 発 性 サ イ ト カ イ ン TNF-α
は 血 清 に お い て 急 速 に 増 加 し 、 60か ら 90分 ま で に ピ ー ク に 達 す る 。 こ れ に 続 い て プ ロ ト タ
イ プ の 抗 炎 症 サ イ ト カ イ ン で あ る IL-10が 増 加 し 、 8か ら 12時 間 後 に ピ ー ク に 達 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
ビ リ ベ ル ジ ン の 投 与
　 LPS投 与 の 17時 間 前 、 1時 間 前 、 お よ び 8時 間 後 に ビ リ ベ ル ジ ン （ Frontier Scientific：
NaOHで 可 溶 化 し た 後 PBSで 調 製 ） 50μ mol/kgを 腹 腔 内 投 与 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
気 管 支 肺 胞 洗 浄
　 LPS投 与 の 24時 間 後 に 気 管 支 肺 胞 洗 浄 （ BAL） を 実 施 し た 。 市 販 に よ り 入 手 可 能 な ELISA
キ ッ ト （ R＆ D Systems Inc.） を 用 い て 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 血 清 サ イ ト カ イ ン を 測 定
し た 。 標 準 曲 線 に 基 づ く 標 準 Bradfordア ッ セ イ に よ り 全 タ ン パ ク 質 を 測 定 し た 。 標 準 的 な
方 法 を 用 い て BALを 実 施 し た 。 簡 単 に は 、 気 管 開 口 術 を 実 施 し 、 そ し て PBS 8ml（ お よ そ 35
ml/kg） を 3回 滴 下 注 入 し た 。 洗 液 試 料 の DiffQuik（ 登 録 商 標 ） Fixative（ American Scien
tific Products） 染 色 に よ り 全 細 胞 数 を 決 定 し 、 そ し て 細 胞 型 お よ び 形 態 学 の 鑑 別 分 析 を
行 っ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
結 果
　 ビ リ ベ ル ジ ン 投 与 に よ り エ ア ス ペ ー ス に お け る LPS誘 起 の TNF-α の レ ベ ル （ 図 19） 並 び
に 好 中 球 （ 図 20） お よ び タ ン パ ク 質 （ 図 21） 蓄 積 の レ ベ ル が 低 下 し た 。 ま た ビ リ ベ ル ジ ン
投 与 の 結 果 、 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 、 IL-10の 増 加 に 至 っ た （ 図 22） 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
結 論
　 ラ ッ ト に お け る 内 毒 素 投 与 に 付 随 す る 炎 症 効 果 を 低 減 さ せ る 能 力 に よ り 明 ら か な よ う に
、 ビ リ ベ ル ジ ン は 強 力 な 抗 炎 症 剤 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 施 例 7． 肝 炎
　 肝 炎 の マ ウ ス モ デ ル に お い て ビ リ ベ ル ジ ン の 処 置 の 効 果 を 評 価 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
材 料 お よ び 方 法
　 0.3μ g/マ ウ ス TNF-α （ マ ウ ス TNF-α ； Gibco） お よ び 250mg/kg腹 腔 内 Dガ ラ ク ト サ ミ ン
（ Sigma） （ 6か ら 10時 間 以 内 に 劇 症 肝 炎 を 誘 起 す る ） を 含 む カ ク テ ル の 腹 腔 内 注 射 の 16時
間 お よ び 1時 間 前 に ビ リ ベ ル ジ ン （ 50μ mol/kg、 腹 腔 内 ） を 雄 マ ウ ス （ C57BL/6J） に 投 与
し た 。 対 照 マ ウ ス に は PBS溶 媒 を 投 与 し た 。 6か ら 8時 間 後 に 心 臓 穿 刺 に よ り 血 清 試 料 を 採
取 し 、 Sigma Chem.Co.の ALTア ッ セ イ キ ッ ト に よ り 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て ア ラ ニ ン ・ ア
ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ ALT） に 関 し て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
結 果
　 ビ リ ベ ル ジ ン は 溶 媒 処 置 し た 対 照 と 比 較 し て 、 血 清 ALTレ ベ ル を 90％ 以 上 低 下 さ せ た （
対 照 の 約 1000IU/ml対 処 置 動 物 の 100IU/ml） 。 参 考 と し て 、 正 常 ALTレ ベ ル は 20か ら 30IU/m
lで あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
結 論
　 ビ リ ベ ル ジ ン 処 置 は 肝 臓 傷 害 お よ び 急 性 肝 炎 な ど の 肝 炎 に 付 随 す る 徴 候 を 低 減 さ せ る の
に 有 効 で あ る 。
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【 ０ ２ ０ ７ 】
実 施 例 8． 小 腸 移 植
　 小 腸 移 植 の 動 物 モ デ ル に お い て ビ リ ベ ル ジ ン で の 処 置 の 効 果 を 評 価 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
材 料 お よ び 方 法
動 物
　 体 重 200か ら 300gの 近 交 系 雄 LEW（ RT1） ラ ッ ト を Harlan Sprague Dawley,Inc.（ Indiana
polis、 イ ン デ ィ ア ナ 州 ） か ら 購 入 し 、 そ し て Pittsburgh大 学 の 層 流 動 物 用 施 設 で 飼 育 し
た 。 動 物 に は 標 準 的 な 食 餌 を 自 由 に 摂 取 さ せ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
小 腸 移 植
　 同 系 Lewisラ ッ ト で 小 腸 の 同 所 移 植 （ SITx） を 実 施 し た 。 以 前 に 記 載 さ れ た 手 順 （ Muras
eら 、 Handbook of Animal Models in Transplantation Research,Carmerら 編 、 CRC Press
、 Boca Raton、 フ ロ リ ダ 州 、 203-213頁 （ 1994） ） を 用 い て 大 静 脈 ド レ ナ ー ジ を 伴 う SITx
を 行 っ た 。 Treitz靭 帯 か ら 回 盲 弁 ま で の ド ナ ー の 全 小 腸 を 、 門 脈 お よ び 大 動 脈 の 一 部 と 繋
が っ た 上 腸 間 膜 動 脈 か ら 成 る 血 管 茎 で 隔 離 し た 。 大 動 脈 部 分 を 介 し て 移 植 片 を 冷 Ringer乳
酸 塩 溶 液 5mlで 灌 流 し 、 そ し て 0.5％ ネ オ マ イ シ ン 硫 酸 塩 （ Sigma、 St.Louis、 ミ ズ ー リ 州
） を 含 有 す る 冷 生 理 食 塩 水 溶 液 20mlで 腸 管 内 腔 を 灌 注 し た 。 10-0 Novafil（ 商 標 ） 縫 合 糸
を 用 い て 移 植 片 大 動 脈 と レ シ ピ エ ン ト の 腎 臓 下 大 動 脈 と の 間 、 並 び に 移 植 片 門 脈 と レ シ ピ
エ ン ト 大 静 脈 と の 間 の 端 側 吻 合 を 行 っ た 。 冷 虚 血 時 間 は 1時 間 で あ っ た 。 レ シ ピ エ ン ト の
全 腸 を 除 去 し 、 そ し て 近 位 お よ び 遠 位 腸 端 々 吻 合 に よ り 腸 の 連 続 性 を 復 元 し た 。 レ シ ピ エ
ン ト 動 物 に 予 防 用 セ フ ァ マ ン ド ー ル ・ ナ フ ァ ー ト を 1日 20mg、 術 後 3日 間 投 与 し た 。 移 植 さ
れ た レ シ ピ エ ン ト に は 手 術 後 3時 間 に 水 を 与 え 、 そ し て 手 術 後 24時 間 に 食 餌 を 与 え た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
SYBRグ リ ー ン ・ リ ア ル タ イ ム PCR
　 移 植 誘 導 前 炎 症 性 お よ び 抗 炎 症 性 遺 伝 子 発 現 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン 投 与 の 効 果 を 筋 層 抽
出 物 に お い て RT-PCRに よ り 評 価 し た 。 ビ リ ベ ル ジ ン （ 50μ mol/kg、 腹 腔 内 ） を ド ナ ー お よ
び レ シ ピ エ ン ト の 双 方 に 術 前 3時 間 に 投 与 し た 。 術 後 4時 間 に 正 常 な 腸 お よ び 移 植 し た 移 植
片 か ら 外 側 筋 層 を 収 集 し 、 そ し て 液 体 窒 素 中 で 瞬 間 凍 結 し た 。 こ の 時 点 で 腹 部 切 開 後 3か
ら 6時 間 の 間 に 生 じ る 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー 発 現 が 最 大 範 囲 に 入 る 。 以 前 に 記 載 さ れ た チ
オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン ・ フ ェ ノ ー ル -ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 法 （ Eskandariら 、 Am.J.Clin.Path
ol.75（ 3） ： 367-370（ 1997） ） を 用 い て 全 RNA抽 出 を 行 っ た 。 RNAペ レ ッ ト を RNA-secure
再 懸 濁 溶 液 （ Ambion Inc.、 Austin、 テ キ サ ス 州 ） に 再 懸 濁 し 、 続 い て DNaseI（ DNA-Free
キ ッ ト 、 Ambion Inc.、 Austin、 テ キ サ ス 州 ） で 処 理 す る こ と に よ り 夾 雑 し て い る 可 能 性
の あ る DNAの 除 去 を 行 っ た 。 各 試 料 か ら の 全 RNAの 等 量 の ア リ コ ー ト （ 5μ g） を 分 光 測 光 法
（ 波 長 250nm） に よ り 定 量 し 、 そ し て 40ng/μ lの 濃 度 で 等 分 し た 。 SYBRグ リ ー ン 2段 階 リ ア
ル タ イ ム PCRに よ り ピ ー ク の mRNA発 現 を 2連 で 定 量 し た 。 GAPDHを 内 因 性 参 照 と し て 使 用 し
た 。 ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー （ PE applied Biosystems、 Foster City、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） お
よ び Super Script II（ 商 標 ） （ Life Technologies、 Rockville、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） を 用
い て 、 等 分 し た RNAを 第 1鎖 相 補 的 DNA（ cDNA） 合 成 に 供 し た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 文 献 か ら
得 ら れ た か 、 ま た は 公 開 さ れ て い る 配 列 に 従 っ て 設 計 さ れ た （ 表 2） 。 SYBRグ リ ー ン PCRコ
ア 試 薬 （ PE Applied Biosystems） を 用 い て PCR反 応 混 合 物 を 調 製 し た 。 製 造 者 に よ り 推 奨
さ れ る 条 件 を 用 い て 各 試 料 を 2連 で 測 定 し た 。 ABI PRISM7700（ 商 標 ） 配 列 検 出 シ ス テ ム （
PE Applied Biosystems、 Foster City、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） で 、 反 応 物 を 50℃ で 2分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し て ウ ラ シ ル N'グ リ コ シ ラ ー ゼ を 活 性 化 し 、 そ し て 次 に 95℃ で 12分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し て Amplitaq Gold（ 商 標 ） ポ リ メ ラ ー ゼ を 活 性 化 し 、 続 い て 95℃ で 15秒 間 お よ
び 60℃ で 1分 間 の 40サ イ ク ル を 行 っ た 。 リ ア ル タ イ ム PCRの デ ー タ を Δ R n 蛍 光 シ グ ナ ル 対 サ
イ ク ル 数 と し て プ ロ ッ ト し た 。 任 意 の 閾 値 を log Δ R n サ イ ク ル プ ロ ッ ト の 直 線 部 分 の 中 央
に 設 定 し た 。 閾 値 サ イ ク ル （ C T ） を 、 Δ R n が こ の 閾 値 と 交 差 す る 点 で の サ イ ク ル 数 と し て
定 義 し た 。 mRNA発 現 の 定 量 を GADPHに 正 規 化 し 、 そ し て 比 較 C T 法 （ Schmittgenら 、 J.Bioch
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em.Biophys.Methods 46（ 1-2） ： 69-8（ 2000） ） を 用 い て 対 照 に 相 対 し て 算 出 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 夾 雑 す る ゲ ノ ム DNAの PCR増 幅 を 排 除 す る た め に 、 各 PCR反 応 に RT陰 性 対 照 （ 逆 転 写 さ れ
な か っ た RNAを 含 有 す る 試 料 ） を 含 め た 。 各 反 応 に 関 し て 融 解 曲 線 分 析 を 実 施 し て 、 特 異
的 産 物 の 増 幅 を 確 実 に し た 。 加 え て プ ラ イ マ ー を ゲ ル 電 気 泳 動 に 供 し て 、 非 特 異 的 結 合 の
不 在 を 確 認 し 、 そ し て ア ン プ リ コ ン が 正 確 な サ イ ズ で あ る こ と を 確 認 し た 。 標 的 cDNAの PC
R増 幅 の 効 率 を 試 験 し て 希 釈 の 共 直 線 性 を 測 定 し た 。 cDNAの 連 続 3倍 希 釈 を 3連 で 実 施 し た
。 相 対 入 力 コ ピ ー 数 に 対 し て C T 値 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 標 準 曲 線 を 作 製 し た 。 相 関 係
数 0.99で 勾 配 -3.2± 0.3の 標 準 曲 線 は 、 対 応 効 率 が 100± 10％ で 、 許 容 さ れ る と 考 え ら れ た
。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 （ 表 ２ ） プ ラ イ マ ー の 概 要
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ３ 】
運 動 性 研 究
　 移 植 し た 移 植 片 の 腸 運 動 不 全 の 処 置 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン 投 与 の 効 果 を イ ン ビ ト ロ お よ
び イ ン ビ ボ の 双 方 で 評 価 し た 。 術 後 24ま た は 48時 間 （ こ れ は 移 植 に 誘 導 さ れ る 運 動 不 全 が
ピ ー ク に 達 す る 時 点 で あ る こ と が 示 さ れ て い る ） に 組 織 を 収 集 し た 。 以 前 に 記 載 さ れ る よ
う に （ Eskandariら 、 Am.J.Physiol.273（ 3Pt1） ： G727-734（ 1997） ） 環 状 筋 の 機 械 的 活
動 性 を イ ン ビ ト ロ で 測 定 し た 。 ラ ッ ト を 麻 酔 し 、 そ し て 術 後 24時 間 に 放 血 死 さ せ た 。 97％
 O 2 /3％  CO 2 で 平 衡 に し た 、 予 め 酸 化 し た Krebs-Ringer炭 酸 水 素 塩 バ ッ フ ァ ー （ KRB； 137.
4mM Na＋ 、 5.9mM K＋ 、 2.5mM Ca 2 ＋ 、 1.2mM Mg 2 ＋ 、 134mM Cl - 、 15.5mM HCO 3

- 、 1.2mM H 2
PO 4

- 、 お よ び 11.5mM グ ル コ ー ス ） が 入 っ た Sylgaard（ 商 標 ） を 裏 打 ち し た 解 剖 皿 に 空 腸
の 中 央 部 分 を 固 定 し た 。 腸 間 膜 境 界 線 に 沿 っ て 腸 を 開 き 、 そ し て 細 い ピ ン セ ッ ト で 剥 が す
こ と に よ り 粘 膜 を 除 去 し た 。 筋 層 の 全 層 ス ト リ ッ プ （ 1× 6mm） を 環 状 筋 層 に 平 行 に 切 断 し
た 。 37℃ を 維 持 し 、 予 め 酸 化 し た KRBで 連 続 的 に 灌 流 し た 水 平 型 人 工 臓 器 チ ャ ン バ ー に 筋
肉 ス ト リ ッ プ を マ ウ ン ト し た 。 各 ス ト リ ッ プ の 一 端 を 、 結 紮 す る こ と に よ り 固 定 し た ポ ス
ト に 、 そ し て も う 一 端 を 等 尺 性 力 変 換 器 （ isometric force transducer） （ WPI、 Sarasot
a、 フ ロ リ ダ 州 ） に 付 着 さ せ た 。 ス ト リ ッ プ を 1時 間 平 衡 に し 、 そ の 後 、 漸 増 的 に 最 大 の 自
発 的 収 縮 を 生 じ る 長 さ （ L 0 ） ま で 伸 ば し た 。 30分 の 第 2平 衡 期 間 の 後 、 組 織 を 漸 増 濃 度 の
ム ス カ リ ン 性 ア ゴ ニ ス ト で あ る ベ タ ネ コ ー ル （ 0.3か ら 300μ M） に 10分 間 、 続 い て 10分 間
の 洗 浄 期 間 に 曝 露 す る こ と に よ り 収 縮 応 答 曲 線 を 作 製 し た 。 収 縮 活 性 を ト レ ー ス の 下 の 面
積 を 積 分 す る こ と に よ り 算 出 し 、 ス ト リ ッ プ の 重 量 お よ び 長 さ を 組 織 の ミ リ メ ー ト ル 四 方
に 変 換 す る こ と に よ り （ 1.03mg/mm 2 ） 正 規 化 し 、 そ し て g/s/mm 2 と し て 報 告 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
腸 血 流 の 測 定
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　 腸 間 膜 境 界 線 に 隣 接 し た 移 植 片 空 腸 お よ び 回 腸 の 漿 膜 表 面 に レ ー ザ ー Dopplerフ ロ ー メ
ー タ ー （ BLF 21D、 Transonic Systems、 Ithaca、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） の 平 ら な プ ロ ー ブ を 配
置 し て 腸 微 小 血 管 血 流 を モ ニ タ ー し た 。 SMAお よ び 辺 縁 動 脈 （ MA） の 血 流 を も 分 析 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
腸 血 流 の 測 定
　 平 ら な プ ロ ー ブ を 装 備 し た レ ー ザ ー Dopplerフ ロ ー メ ー タ ー （ BLF 21D、 Transonic Syst
ems、 Ithaca、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） を 用 い て 6時 間 保 存 し た 移 植 片 の 微 小 血 管 血 流 を 測 定 し た
。 腸 間 膜 境 界 線 に 隣 接 し た 移 植 片 空 腸 お よ び 回 腸 の 漿 膜 表 面 に プ ロ ー ブ を 配 置 す る こ と に
よ り 腸 微 小 血 管 血 流 を モ ニ タ ー し た 。 上 腸 間 膜 動 脈 （ SMA） お よ び 辺 縁 動 脈 （ MA） の 血 流
を も 分 析 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
移 植 片 透 過 性
　 10mM HEPES、 137.0mM NaCl、 5.36mM KCl、 4.17mM NaHCO 3 、 0.34mM Na 2 HPO 4 、 0.44mM KH

2 PO 4 、 0.41mM MgSO 4 ・ 7H 2 O、 0.49mM MgCl 2 ・ 6H 2 O、 1.26mM CaCl 2 、 お よ び 19.45mM グ ル コ
ー ス か ら 成 る 氷 冷 改 変 Krebs-Henseleit炭 酸 水 素 塩 バ ッ フ ァ ー ［ KHBB（ pH7.4） ］ 中 で 反 転
腸 サ ッ ク の 調 製 を 行 っ た 。 腸 部 分 の 一 端 を 4-0シ ル ク で 結 紮 し た 。 薄 い プ ラ ス チ ッ ク 製 の
ロ ッ ド を 用 い て 得 ら れ た 腸 サ ッ ク を 反 転 さ せ た 。 5ml プ ラ ス チ ッ ク シ リ ン ジ の チ ッ プ に 溝
を 切 り 込 み 、 そ し て KHBB 1.5mlを シ リ ン ジ に 吸 引 し た 。 4-0シ ル ク を 用 い て 、 反 転 さ せ た
腸 サ ッ ク の 開 口 端 で 溝 を 確 保 し 、 そ し て シ リ ン ジ か ら KHBBを 注 入 す る こ と に よ り 腸 を 穏 や
か に 膨 張 さ せ た 。 37℃ を 維 持 し 、 そ し て イ ソ チ オ シ ア ン 酸 フ ル オ レ セ イ ン ・ デ キ ス ト ラ ン
（ 平 均 分 子 量 4000Da； FD4； 20mg/ml） を 含 有 す る KHBBの 溶 液 80mlが 入 っ た ビ ー カ ー に サ ッ
ク を 吊 り 下 げ た 。 95％  O 2 お よ び 5％  CO 2 を 含 有 す る 混 合 気 体 を 穏 や か に バ ブ リ ン グ す る こ
と に よ り 浴 液 を 曝 気 し た 。 実 験 の 開 始 時 に 、 浴 液 1.0mlを 除 去 し て FD4の 初 期 濃 度 を 測 定 し
た 。 30分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 サ ッ ク の 長 さ を 測 定 し 、 そ し て 腸 サ ッ ク 内 の 液 体 1.
0mlを 収 集 し た 。 4℃ 、 1,000rpmで 10分 間 遠 心 す る こ と に よ り 試 料 を 清 澄 化 し た 。 続 い て 上
澄 300μ lを リ ン 酸 塩 緩 衝 食 塩 水 3.0mlで 希 釈 し 、 そ し て Perkin-Elmer LS-50蛍 光 分 光 光 度
計 （ Palo Alto、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 用 い て 励 起 波 長 492nm（ ス リ ッ ト 幅 ＝ 10.0nm） お よ
び 発 光 波 長 515nm（ ス リ ッ ト 幅 ＝ 10.0nm） で 溶 液 の 蛍 光 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
血 清 メ デ ィ エ ー タ ー の 検 出
　 保 存 さ れ た 腸 を 移 植 さ れ た レ シ ピ エ ン ト か ら 血 清 試 料 を 再 灌 流 の 3お よ び 12時 間 後 に 採
取 し 、 そ し て 評 価 す る と き ま で -80℃ で 保 存 し た 。 ラ ッ ト 酵 素 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ （ ELISA
） キ ッ ト を 用 い て 、 製 造 者 に 記 載 さ れ る よ う に （ R＆ D Systems,Inc.、 Cambridge、 マ サ チ
ュ ー セ ッ ツ 州 ） 血 清 IL-6を 測 定 し た 。 一 酸 化 窒 素 の 生 成 を モ ニ タ ー す る た め に 、 市 販 に よ
り 入 手 可 能 な 試 験 キ ッ ト （ Cayman、 Ann Arbor、 ミ シ ガ ン 州 ） を 用 い て 移 植 の 12時 間 後 に
、 NO代 謝 の 安 定 し た 最 終 生 成 物 で あ る 血 清 亜 硝 酸 塩 /硝 酸 塩 レ ベ ル を 測 定 し た 。 こ の ア ッ
セ イ 系 で は 、 硝 酸 塩 リ ダ ク タ ー ゼ を 用 い て 硝 酸 塩 を 亜 硝 酸 塩 に 還 元 し 、 そ し て 続 い て Grie
ss反 応 を 用 い て 試 料 の 亜 硝 酸 濃 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
デ ー タ 分 析
　 結 果 を 平 均 ± 平 均 の 標 準 誤 差 （ SEM） と し て 表 現 す る 。 Student検 定 ま た は 適 当 な 場 合 、
分 散 分 析 （ ANOVA） を 用 い て 統 計 分 析 を 行 っ た 。 確 率 水 準 p＜ 0.05を 統 計 学 的 に 有 意 で あ る
と 考 え た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
結 果

　 注 射 さ れ た ビ リ ベ ル ジ ン （ BV） が ビ リ ル ビ ン に ど れ ほ ど 速 や か に 代 謝 さ れ る か を 評 価 す
る た め に 、 逐 次 的 血 清 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル を 分 析 し た 。 BV処 置 の 前 に は 血 清 ビ リ ル ビ ン レ ベ
ル は 検 出 不 能 で あ っ た 。 BVの 腹 腔 内 注 射 の 30分 後 に 血 清 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル は 正 常 動 物 の レ
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ベ ル と 比 較 し て 、 1.07± 0.5mg/dlの ピ ー ク に 到 達 し た 。 腹 腔 内 注 射 後 2時 間 ま で に ビ リ ル
ビ ン レ ベ ル は 正 常 に 戻 っ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】

　 SITxお よ び BVの 筋 肉 装 置 に 及 ぼ す 直 接 効 果 を 決 定 す る た め に 、 イ ン ビ ト ロ 器 官 槽 実 験 を
用 い て 自 発 性 お よ び ベ タ ネ コ ー ル 刺 激 性 空 腸 環 状 筋 収 縮 性 に 及 ぼ す 、 BV処 置 を 伴 う 、 お よ
び 伴 わ な い SITxの 効 果 を 調 べ た 。 腸 移 植 片 の 移 植 後 24時 間 （ そ の 時 点 に は SITxに 付 随 す る
腸 運 動 性 が 最 大 抑 制 さ れ る こ と が 解 っ て い る （ Schwarzら 、 Surgery 131： 413-423（ 2002
） ） に 組 織 を 収 集 し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 BV処 置 さ れ た 対 照 動 物 は 自 発 性 筋 肉 収 縮 活 性 に 変 化 が な い こ と を 実 証 し た 。 SITxの 結 果
、 自 発 性 筋 肉 収 縮 活 性 の 有 意 な 低 下 に 至 る が 、 BV処 置 さ れ た レ シ ピ エ ン ト 動 物 に 移 植 さ れ
た 移 植 片 か ら 収 集 さ れ た 空 腸 筋 肉 ス ト リ ッ プ は 未 処 置 移 植 片 と 比 較 し て 、 有 意 に 大 き な 自
発 性 収 縮 活 性 を 実 証 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 ベ タ ネ コ ー ル （ 0.3か ら 300μ M） の 槽 灌 流 液 へ の 添 加 に よ り 、 環 状 筋 収 縮 性 の 濃 度 依 存
的 増 加 が 引 き 出 さ れ た 。 未 処 置 お よ び BV処 置 動 物 に 由 来 す る 対 照 筋 肉 は 、 ベ タ ネ コ ー ル （
100μ M） に 対 し て 類 似 の 強 い 一 過 性 お よ び 強 直 性 収 縮 を 呈 し た が 、 未 処 置 の 移 植 さ れ た 腸
に 由 来 す る 筋 肉 は ベ タ ネ コ ー ル に 応 答 し て 、 お よ そ 51％ 少 な い 収 縮 性 を 生 じ た （ 1.7± 0.4
g/mm2/秒 ） 。 し か し な が ら 、 BV処 置 動 物 に よ り 生 じ た ベ タ ネ コ ー ル 刺 激 性 筋 肉 収 縮 性 は 未
処 置 移 植 筋 肉 よ り も 有 意 に 改 善 さ れ た 。 こ れ ら の 観 察 は 4群 の 動 物 の 各 々 に 関 し て 完 全 に
統 合 さ れ た 収 縮 性 ベ タ ネ コ ー ル 用 量 応 答 性 曲 線 の 作 製 の 全 体 に わ た っ て 反 映 さ れ た 。 図 25
に 示 す よ う に 、 BV治 療 に よ り 移 植 に 誘 導 さ れ る 筋 肉 収 縮 の 抑 制 が 低 減 さ れ 、 筋 肉 の 応 答 性
が 移 植 前 レ ベ ル ま で 回 復 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】

　 小 腸 筋 層 の 細 胞 性 炎 症 事 象 を SITx後 24時 間 に 特 徴 づ け し た 。 Hanker-Yates組 織 化 学 に よ
り 決 定 さ れ る ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ MPO） 活 性 を 用 い て 、 BV処 置 さ れ た 、 お よ び 処 置
さ れ て い な い 、 対 照 並 び に 移 植 さ れ た 動 物 に 由 来 す る 組 織 に お け る 多 形 核 好 中 球 （ PMN）
浸 潤 を 定 量 化 し た 。 生 理 食 塩 水 を 投 与 さ れ た 手 術 さ れ て い な い 対 照 で は 、 MPO陽 性 細 胞 は
稀 で あ っ た 。 正 常 動 物 へ の BV注 射 は MPO陽 性 細 胞 管 外 遊 出 を 200倍 視 野 あ た り 3.9± 1.3細 胞
に ま で 減 少 さ せ た が 、 生 理 食 塩 水 対 照 と 比 較 し て 有 意 に は 至 ら な か っ た 。 SITxは PMNの 腸
筋 層 へ の 有 意 な 動 員 を 招 い た 。 BV処 置 は MPO陽 性 細 胞 の 平 均 数 を 有 意 に 減 少 さ せ た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】

　 再 灌 流 後 4時 間 に 、 種 々 プ ロ ト タ イ プ の 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー の mRNAレ ベ ル を 定 量 分 析 に
よ り 決 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 リ ア ル タ イ ム RT-PCR分 析 に よ り 、 手 術 し て い な い 生 理 食 塩 水 対 照 と 比 較 し て 、 再 灌 流 後
4時 間 の 移 植 片 外 側 筋 層 抽 出 物 中 の 炎 症 関 連 サ イ ト カ イ ン 、 IL-6、 IL-10、 TNFα お よ び IL-
1β に 関 す る mRNA発 現 の 有 意 な 増 加 が 示 さ れ た （ 図 23A-D） 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 BV処 置 し た レ シ ピ エ ン ト ラ ッ ト の 移 植 片 筋 層 抽 出 物 で は 、 IL-6お よ び IL-1b発 現 の 平 均
比 較 発 現 が 、 4時 間 で 、 生 理 食 塩 水 処 置 さ れ 、 移 植 さ れ 、 そ し て 再 灌 流 さ れ た 移 植 片 と 比
較 し て 、 各 々 平 均 24％ （ p＝ 0.0099、 N＝ 5） お よ び 30％ （ p＝ 0.0040、 N＝ 5） ま で 低 減 さ れ
た （ 図 23Aお よ び 23D） 。 し か し な が ら 、 IL-6お よ び IL-1bと 異 な っ て 、 BV処 置 は 移 植 に よ
り 引 き 起 こ さ れ た TNF-α ま た は IL-10の 上 方 制 御 を 有 意 に 変 化 し な か っ た （ 図 23Bお よ び 23
C） 。 手 術 さ れ て い な い 動 物 の BV処 置 も ま た い ず れ か の サ イ ト カ イ ン の mRNAの 基 底 発 現 を
変 化 し な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
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　 誘 導 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 （ iNOS） の 遺 伝 子 発 現 お よ び シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ （ COX-2
） を リ ア ル タ イ ム RT-PCRに よ り 定 量 し た 。 結 果 に よ り 、 勢 力 の あ る 平 滑 筋 イ ン ヒ ビ タ ー で
あ る 一 酸 化 窒 素 お よ び プ ロ ス タ ノ イ ド の 酵 素 で あ る iNOSお よ び COX-2の 双 方 が 移 植 さ れ た
移 植 片 の 筋 層 に お い て 、 各 々 70.4倍 お よ び 5.2倍 有 意 に 上 方 制 御 さ れ た こ と が 示 さ れ た （
図 24A-B） 。 双 方 の 酵 素 の 平 均 相 対 mRNA発 現 は BV処 置 ラ ッ ト で お よ そ 50％ 低 下 し た （ p＝ 0.
015お よ び p＝ 0.032、 各 々 N＝ 5） 。 手 術 し て い な い 対 照 動 物 の BV処 置 は 、 iNOSま た は COX-2
の mRNA発 現 を 変 化 し な か っ た 。 循 環 炎 症 細 胞 の 炎 症 組 織 へ の 動 員 に お い て 重 要 な 役 割 を 果
た す 付 着 分 子 で あ る ICAM-1遺 伝 子 発 現 も ま た 、 対 照 と 比 較 し て 有 意 に 6.1± 3.8倍 増 加 し た
。 BV処 置 は 移 植 片 に お け る ICAM-1発 現 を 30％ ま で 有 意 に 低 減 さ せ た （ p＝ 0.020） （ 図 23C
） 。 BV処 置 は 移 植 片 に お け る MnSOD発 現 を 同 様 に 有 意 に 低 減 さ せ た （ 図 23D） 。
【 ０ ２ ２ ８ 】

　 HO-1は ヘ ム 触 媒 お よ び BV生 成 を 制 御 す る の で 、 外 部 か ら 提 供 さ れ た BVは BV処 置 さ れ た レ
シ ピ エ ン ト に お け る 内 因 性 HO-1誘 導 に 影 響 し 得 る 。 正 常 な 腸 で は 、 HO-1タ ン パ ク 質 発 現 は
な か っ た 。 虚 血 /再 灌 流 傷 害 は 空 気 処 置 し た 移 植 片 に お け る HO-1発 現 の 漸 増 に 随 伴 さ れ 、
再 灌 流 後 6か ら 24時 間 の 間 に 最 大 レ ベ ル に 到 達 し た 。 BV処 置 は 腸 HO-1生 成 に 有 意 な 影 響 を
及 ぼ さ な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】

移 植 片 標 本 内 の 全 抗 酸 化 能 力 ま た は 抗 酸 化 力 を 定 量 的 に 測 定 し た 。 Total Antioxidant Po
wer（ 登 録 商 標 ） （ Oxford Biomedical Research、 Oxford、 ミ シ ガ ン 州 ） を 用 い て 、 製 造
者 の 指 示 書 に 従 っ て 、 移 植 片 の 抗 酸 化 レ ベ ル を 検 出 し た 。 こ の 手 順 で は 、 試 料 に 存 在 す る
全 て の 抗 酸 化 剤 の 組 み 合 わ せ 作 用 に よ る Cu＋ ＋ 由 来 Cu＋ の 評 価 に よ り 、 試 料 中 の 抗 酸 化 レ
ベ ル の 評 価 を 検 出 す る 。 図 27に 示 す よ う に 、 BV処 置 は 移 植 さ れ た 腸 の 抗 酸 化 能 力 を 正 常 レ
ベ ル ま で 上 昇 さ せ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

　 冷 却 保 存 さ れ た 移 植 片 の 移 植 後 の IL-6お よ び iNOS mRNAの 発 現 低 下 （ 図 23Aお よ び 24B）
も ま た タ ン パ ク 質 生 成 に 反 映 さ れ た ； 生 理 食 塩 水 お よ び BV処 置 対 照 血 清 IL-6濃 度 は 低 か っ
た 。 移 植 後 3時 間 に 、 移 植 は 血 清 IL-6タ ン パ ク 質 濃 度 の 有 意 な 上 昇 を 引 き 起 こ し （ 5131.4
± 3169.1pg/ml） 、 そ し て 血 清 IL-6増 加 は BV処 置 を 受 け た 動 物 に お い て 有 意 に 低 か っ た （ 1
652± 306.9pg/ml、 p＝ 0.0347） 。 消 化 管 運 動 性 の レ ギ ュ レ ー タ ー と し て の 一 酸 化 窒 素 の 重
要 性 の た め に 、 移 植 さ れ た 動 物 の 血 清 中 の 一 酸 化 窒 素 代 謝 物 の 測 定 に よ り iNOSの 分 子 発 現
を 追 跡 し た 。 生 理 食 塩 水 お よ び BV処 置 対 照 で は 、 平 均 血 清 亜 硝 酸 塩 /硝 酸 塩 （ NO） レ ベ ル
は 各 々 17.3± 7.4お よ び 18.4± 3.2μ Mで あ っ た 。 移 植 後 12時 間 で 、 SITxは 血 清 NO生 成 物 の 3
4.4± 15.2μ Mま で の 有 意 な 上 昇 に 至 っ た 。 BV処 置 は 移 植 誘 導 血 清 NOレ ベ ル を 53％ ま で 、 18
.2± 3.9μ Mに 有 意 に 低 下 さ せ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】

　 腸 障 壁 機 能 の 喪 失 が 移 植 片 透 過 性 の 上 昇 を 引 き 起 こ す 。 4Kdフ ル オ レ セ イ ン ・ イ ソ チ オ
シ ア ナ ー ト ・ デ キ ス ト ラ ン を 用 い る 反 転 腸 サ ッ ク 法 に よ り 移 植 片 透 過 性 を 決 定 し た 。 未 処
置 移 植 片 で 透 過 性 の 顕 著 な 増 加 が 認 め ら れ た （ 1.44± 1.0ml/cm/分 ） 。 BV処 置 移 植 片 で は
腸 透 過 性 の 増 加 が 最 小 、 す な わ ち 増 加 の 約 60％ 阻 止 が あ り 、 2.82± 1.3ml/cm/分 に な っ た
（ 図 26A） 。
【 ０ ２ ３ ２ 】

　 移 植 後 の 血 流 は 劇 的 に 低 下 す る 。 BV投 与 は 移 植 後 の 微 小 血 管 血 流 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ
た （ 図 26B） 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
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　 腸 移 植 片 の UW中 の 6時 間 の 冷 却 保 存 に よ り 未 処 置 レ シ ピ エ ン ト の 腸 機 能 不 全 が 誘 導 さ れ
た ； 腸 I/R傷 害 に 対 す る 2次 的 な 腸 閉 塞 の た め に 、 14匹 の 対 照 動 物 の う ち 3匹 が SITx後 24時
間 以 内 に 死 亡 し 、 そ し て さ ら に 3匹 の 動 物 が SITx後 5お よ び 7日 に 死 亡 し た 。 対 照 的 に 、 全 B
V処 置 動 物 が SITxか ら 順 調 に 回 復 し た 。 14日 間 の 追 跡 調 査 で 生 存 し た 全 動 物 は 、 生 理 食 塩
水 対 照 で 57.1％ （ 8/14） お よ び BV処 置 群 で 100％ （ 8/8） で あ っ た （ p＜ 0.05） 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
結 論
　 前 記 の デ ー タ に よ り 、 BV処 置 の 結 果 、 移 植 後 の 移 植 片 腸 筋 層 内 の 炎 症 誘 発 の 鈍 化 、 小 腸
移 植 片 機 能 、 お よ び レ シ ピ エ ン ト 生 存 の 増 強 に 至 る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
別 の 態 様
　 本 発 明 を そ の 詳 細 な 説 明 と 組 み 合 わ せ て 記 載 し て き た が 、 前 記 の 記 載 は 説 明 を 意 図 す る
も の で あ り 、 そ し て 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ り 定 義 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と
を 意 図 す る も の で は な い こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 そ の 他 の 態 様 、 利 点 、 お よ び 改 変
は 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ６ 】
【 図 １ Ａ 】 対 照 動 物 に お け る DSS大 腸 炎 の 誘 導 後 の HO-1お よ び β -ア ク チ ン mRNAレ ベ ル の 半
定 量 的 PCR分 析 の 結 果 を 示 す ゲ ル の 写 真 で あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 対 照 動 物 に お け る DSS大 腸 炎 の 誘 導 後 の HO-1： β -ア ク チ ン mRNAレ ベ ル の 比 率 の
変 化 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 X軸 ： 日
【 図 １ Ｃ 】 対 照 動 物 に お け る DSS大 腸 炎 の 誘 導 後 の HO-1タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 増 加 を 示 す ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 写 真 で あ る 。 α -チ ュ ー ブ リ ン を 内 部 参 照 と し て 使 用 し た 。
【 図 ２ Ａ 】 コ バ ル ト ・ プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン （ CoPP） で 処 置 し た 動 物 に お け る DSS大 腸 炎 の
誘 導 後 の HO-1お よ び β -ア ク チ ン mRNAレ ベ ル の 半 定 量 的 PCR分 析 の 結 果 を 示 す ゲ ル の 写 真 で
あ る 。
【 図 ２ Ｂ 】 CoPPで 処 置 し た 動 物 に お け る 、 DSS大 腸 炎 の 誘 導 後 の HO-1： β -ア ク チ ン mRNAレ
ベ ル の 比 率 の 変 化 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ Ｃ 】 CoPPで 処 置 し た 動 物 に お け る 、 DSS大 腸 炎 の 誘 導 後 の HO-1タ ン パ ク 質 レ ベ ル の
増 加 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 写 真 で あ る 。 α -チ ュ ー ブ リ ン を ロ ー デ ィ ン グ 対 照 と し
て 使 用 し た 。
【 図 ３ Ａ 】 実 験 の 7日 目 に 観 察 さ れ た DSS大 腸 炎 に 付 随 す る 体 重 減 少 に 及 ぼ す コ バ ル ト ・ プ
ロ ト ポ ル フ ィ リ ン 処 置 の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 NT＝ 処 置 な し ； CoPP＝ コ バ ル ト
・ プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン ； ZnPP＝ 亜 鉛 プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン
【 図 ３ Ｂ 】 実 験 の 7日 目 に 観 察 さ れ た DSS大 腸 炎 疾 患 活 動 性 指 数 （ DAI） に 及 ぼ す コ バ ル ト
・ プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン 処 置 の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ Ｃ 】 7日 間 の DSS大 腸 炎 DAIに 及 ぼ す コ バ ル ト ・ プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン 処 置 の 影 響 を 説
明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ Ｄ 】 7日 間 の DSS大 腸 炎 に 付 随 す る 腸 内 出 血 に 及 ぼ す コ バ ル ト 処 置 の 影 響 を 説 明 す る
線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ Ｅ 】 7日 間 の DSS大 腸 炎 に 付 随 す る 便 の 異 常 に 及 ぼ す HO-1の コ バ ル ト ・ プ ロ ト ポ ル フ
ィ リ ン 誘 導 の 影 響 を 説 明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ Ａ 】 未 処 置 対 照 動 物 （ NT、 左 列 ） お よ び CoPP処 置 動 物 （ COPP、 右 列 ） の 10倍 （ 上 段
） お よ び 40倍 （ 下 段 ） に 拡 大 し た 陰 窩 構 造 の 4枚 の 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ４ Ｂ 】 陰 窩 ス コ ア に よ り 測 定 さ れ る 、 未 処 置 対 照 に 比 較 し て CoPPで 処 置 し た 動 物 に お
け る 粘 液 腺 に 対 す る 損 傷 の 相 対 的 な 減 少 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ Ａ 】 実 験 の 7日 目 に 観 察 さ れ た DSS大 腸 炎 に 付 随 す る 体 重 減 少 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン
、 DFOま た は 一 酸 化 炭 素 で の 処 置 の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 NT＝ 処 置 な し ； CO＝
一 酸 化 炭 素 ； DFO＝ デ ス フ ェ ロ キ サ ミ ン
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【 図 ５ Ｂ 】 実 験 の 7日 目 に 観 察 さ れ た DSS大 腸 炎 疾 患 活 動 性 指 数 （ DAI） に 及 ぼ す ビ リ ベ ル
ジ ン 、 DFOま た は 一 酸 化 炭 素 で の 処 置 の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ Ｃ 】 7日 間 の DSS大 腸 炎 DAIに 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン で の 処 置 の 影 響 を 説 明 す る 線 グ ラ
フ で あ る 。
【 図 ５ Ｄ 】 7日 間 の DSS大 腸 炎 に 付 随 す る 腸 内 出 血 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン で の 処 置 の 影 響 を
説 明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ Ｅ 】 7日 間 の DSS大 腸 炎 に 付 随 す る 便 の 異 常 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン で の 処 置 の 影 響 を
説 明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ Ａ 】 未 処 置 対 照 動 物 （ NT、 左 列 ） お よ び ビ リ ベ ル ジ ン 処 置 動 物 （ 右 列 ） の 10倍 （ 上
段 ） お よ び 40倍 （ 下 段 ） に 拡 大 し た 陰 窩 構 造 の 4枚 の 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ６ Ｂ 】 陰 窩 ス コ ア に よ り 測 定 さ れ る 、 未 処 置 対 照 に 比 較 し て ビ リ ベ ル ジ ン で 処 置 し た
動 物 に お け る 粘 液 腺 に 対 す る 損 傷 の 相 対 的 な 減 少 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ Ａ 】 CoPPIX投 与 後 0、 1、 2、 4、 お よ び 7日 で の 脾 臓 （ 左 列 ） お よ び 心 臓 （ 右 列 ） に
お け る HO-1（ 上 段 ） お よ び α -ア ク チ ン （ 下 段 ） タ ン パ ク 質 発 現 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分
析 の 結 果 を 示 す 一 連 の 写 真 で あ る 。
【 図 ７ Ｂ 】 CoPPIX投 与 後 0、 1、 2、 4、 お よ び 7日 で の HO-1発 現 レ ベ ル の 増 加 を 説 明 す る 棒
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ Ｃ 】 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル に 及 ぼ す CoPPIXま た は ZnPPIXで の 処 置 の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ
ラ フ で あ る 。
【 図 ７ Ｄ 】 CoPPIXま た は ZnPPIXで 処 置 し た 動 物 に お け る 心 臓 の 同 種 移 植 片 の 生 存 パ ー セ ン
ト を 説 明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ Ａ 】 3つ の 異 な る 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で ビ リ ベ ル ジ ン 処 置 し た 動 物 に お け る 心 臓 の 同
種 移 植 片 の 生 存 パ ー セ ン ト を 説 明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ Ｂ 】 ビ リ ベ ル ジ ン の 投 与 後 、 経 時 的 な 血 清 ビ リ ル ビ ン レ ベ ル の 上 昇 を 説 明 す る 線 グ
ラ フ で あ る 。
【 図 ８ Ｃ 】 ド ナ ー （ DBA/2J） か ら の 心 臓 の 同 種 移 植 片 ま た は サ ー ド パ ー テ ィ ー （ FVB） マ
ウ ス 株 を 用 い る 第 2セ ッ ト 移 植 に よ り チ ャ レ ン ジ し た マ ウ ス に お け る 生 存 パ ー セ ン ト を 説
明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 CoPPIX、 ZnPPIX、 ま た は ビ リ ベ ル ジ ン （ 1回 /日 ま た は 3回 /日 ） で 処 置 し た 動 物 に
お け る 脾 細 胞 の 増 殖 に 及 ぼ す 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ Ａ 】 ConAで 刺 激 し た 脾 細 胞 の 増 殖 に 及 ぼ す 異 な る 投 与 量 の ビ リ ベ ル ジ ン の 影 響 を
説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 刺 激 し た 脾 細 胞 の 増 殖 に 及 ぼ す 異 な る 投 与 量 の
ビ リ ベ ル ジ ン の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ Ｃ 】 照 射 さ れ た DBA/2脾 細 胞 で 刺 激 し た 脾 細 胞 の 増 殖 に 及 ぼ す 異 な る 投 与 量 の ビ
リ ベ ル ジ ン の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ Ｄ 】 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＋ 抗 CD28で 同 時 刺 激 し た 脾 細 胞 の 増 殖 に 及 ぼ す 異
な る 投 与 量 の ビ リ ベ ル ジ ン の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ Ａ 】 脾 細 胞 に よ る IL-2分 泌 に 及 ぼ す 異 な る 投 与 量 の ビ リ ベ ル ジ ン の 抑 制 効 果 を 説
明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ Ｂ 】 脾 細 胞 に よ る IL-2分 泌 に 及 ぼ す 異 な る 投 与 量 の ビ リ ベ ル ジ ン の 抑 制 効 果 に 及
ぼ す 外 因 性 IL-2の 添 加 の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ Ｃ 】 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ＋ ビ リ ベ ル ジ ン で
刺 激 し た 脾 細 胞 に お け る CD25発 現 の FACS分 析 の 結 果 を 示 す 3つ の グ ラ フ の パ ネ ル で あ る 。
【 図 １ １ Ｄ 】 DNA結 合 に よ り 測 定 さ れ る NF-κ Bま た は NFATの 核 転 座 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン
の 影 響 を 説 明 す る 一 対 の 写 真 で あ る 。
【 図 １ ２ Ａ 】 CoPPも し く は ZnPP単 独 （ ド ナ ー を -2日 （ D-2） お よ び -1日 （ D-1） に 処 置 し 、
レ シ ピ エ ン ト を -1日 （ D-1） か ら ＋ 13日 （ D13） ま で 処 置 し た ） 、 DSI単 独 （ レ シ ピ エ ン ト
を 0日 （ D0） に 処 置 し た ） 、 ま た は CoPPも し く は ZnPP（ ド ナ ー を D-2お よ び D-1に 処 置 し 、
レ シ ピ エ ン ト を D-1か ら D13ま で 処 置 し た ） ＋ DSI（ レ シ ピ エ ン ト を D0に 処 置 し た ） で 処 置
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し た 動 物 に お け る 移 植 片 生 存 パ ー セ ン ト を 説 明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ２ Ｂ 】 CoPPも し く は ZnPP単 独 （ ド ナ ー を -2日 （ D-2） お よ び -1日 （ D-1） に 処 置 し 、
レ シ ピ エ ン ト を -8日 （ D-8） か ら ＋ 6日 （ D6） ま で 処 置 し た ） 、 DST単 独 （ レ シ ピ エ ン ト を D
-7） に 処 置 し た ） 、 ま た は CoPPも し く は ZnPP（ ド ナ ー を D-2お よ び D-1に 処 置 し 、 レ シ ピ エ
ン ト を D-8か ら D6ま で 処 置 し た ） ＋ DSI（ レ シ ピ エ ン ト を -7日 （ D-7） に 処 置 し た ） で 処 置
し た 動 物 に お け る 移 植 片 生 存 パ ー セ ン ト を 説 明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ Ａ 】 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ＋ 対 照 （ pcDNA3ま た は pcDNA3/HO-1） ま た は pcDNA3/H-フ
ェ リ チ ン で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た BAEC（ 左 パ ネ ル ） ま た は マ ウ ス 2F-2B EC（ ATCC； 右
パ ネ ル ） に お け る 細 胞 生 存 パ ー セ ン ト を 説 明 す る 一 対 の 棒 グ ラ フ で あ る 。 黒 色 の 棒 は TNF-
α お よ び Act.Dで 処 置 し た ECを 示 す 。 灰 色 の 棒 は Act.Dで 処 置 し た ECを 表 す 。 6つ の う ち の
代 表 的 な 1つ の 実 験 を 示 す 。 示 し た 全 て の 結 果 は 2連 の ウ ェ ル の 平 均 ± SDで あ る 。
【 図 １ ３ Ｂ 】 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ＋ 対 照 （ pcDNA3） ま た は pcDNA3/H-フ ェ リ チ ン で 同 時 ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た マ ウ ス 2F-2B細 胞 に お け る 細 胞 生 存 パ ー セ ン ト を 説 明 す る 一 対 の 棒 グ
ラ フ で あ る 。 灰 色 の 棒 は 未 処 置 の ECを 表 し 、 そ し て 黒 色 の 棒 は エ ト ポ シ ド で 処 置 し た （ 20
0μ M、 8時 間 ； 左 パ ネ ル ） か 、 ま た は 血 清 剥 脱 に 供 し た （ 0.1％  FCS、 24時 間 ； 右 パ ネ ル ）
ECを 表 す 。 3つ の う ち の 代 表 的 な 1つ の 実 験 を 示 す 。 示 し た 全 て の 結 果 は 2連 の ウ ェ ル の 平
均 ± SDで あ る 。
【 図 １ ３ Ｃ 】 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ＋ 示 さ れ た 漸 増 量 の pcDNA3/H-フ ェ リ チ ン で 同 時 ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た マ ウ ス 2F-2B細 胞 に お け る 細 胞 生 存 パ ー セ ン ト を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る
。 pcDNA3ま た は pcDNA3/HO-1で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 対 照 と し て 使 用 し た 。 黒 色 の
棒 は TNF-α お よ び Act.Dで 処 置 し た ECを 示 す 。 灰 色 の 棒 は Act.Dで 処 置 し た ECを 表 す 。 3つ
の う ち の 代 表 的 な 1つ の 実 験 を 示 す 。 示 し た 全 て の 結 果 は 2連 の ウ ェ ル の 平 均 ± SDで あ る 。
【 図 １ ４ Ａ 】 虚 血 に 曝 露 し （ 24時 間 、 4℃ 、 UW溶 液 ） 、 そ し て 同 系 の 血 液 で エ ク ス ビ ボ 灌
流 し た SDラ ッ ト か ら 収 集 し た 肝 臓 に お け る 胆 汁 生 成 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 胆 汁 生 成
を n＝ 4の 平 均 ± 標 準 偏 差 と し て 示 す 。 120分 で の 胆 汁 生 成 は 、 形 質 導 入 し な か っ た （ p＜ 0.
001） か ま た は β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で 形 質 導 入 し た 肝 臓 （ p＜ 0.02） に 対 し て 、 H-フ ェ リ チ
ン で 形 質 導 入 し た 肝 臓 に お い て 有 意 に 高 か っ た こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 図 １ ４ Ｂ 】 Kaplan Mayer様 式 で の レ シ ピ エ ン ト 生 存 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 対 照 β
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ま た は H-フ ェ リ チ ン ア デ ノ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た 肝 臓 を 同 系 レ シ ピ エ
ン ト に 移 植 し た 。 群 あ た り 10匹 の 動 物 う ち の 8匹 を 分 析 し た 。 形 質 導 入 し な か っ た か ま た
は β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た 肝 臓 で 移 植 し た レ シ ピ エ ン ト
と 比 較 し て 、 H-フ ェ リ チ ン 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス 形 質 導 入 さ れ た 肝 臓 を 受 け 取 っ た レ シ ピ
エ ン ト に お け る 生 存 の 延 長 が 著 明 に 増 強 さ れ た （ p＜ 0.001） 。
【 図 １ ４ Ｃ 】 同 系 レ シ ピ エ ン ト に 移 植 し た 、 形 質 導 入 し な か っ た 肝 臓 ま た は 対 照 β ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ も し く は H-フ ェ リ チ ン ア デ ノ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た 肝 臓 に お け る ア ポ ト ー シ
ス の 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 移 植 後 24時 間 に ア ポ ト ー シ ス を
検 出 し た 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 黒 色 矢 印 で 示 す 。 倍 率 は 100倍 （ a、 c、 e） ま た は 400倍 （ b
、 d、 f） で あ る 。
【 図 １ ５ 】 フ ェ リ チ ン の 細 胞 保 護 作 用 に 関 す る モ デ ル の 略 図 で あ る 。 上 パ ネ ル ： 対 照 ； 下
パ ネ ル ： 組 換 え H-フ ェ リ チ ン ア デ ノ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た 細 胞 。 SOD： ス ー パ ー オ キ シ
ド ジ ス ム タ ー ゼ 。
【 図 １ ６ 】 ド ナ ー 、 レ シ ピ エ ン ト 、 ま た は 双 方 の CoPPで の 処 置 の 島 移 植 生 存 に 及 ぼ す 影 響
を 説 明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ７ 】 ド ナ ー お よ び レ シ ピ エ ン ト の ビ リ ル ビ ン ま た は ビ リ ベ ル ジ ン で の 処 置 の 島 移 植
生 存 に 及 ぼ す 影 響 を 説 明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ８ 】 バ ル ー ン 傷 害 後 の ラ ッ ト 頚 動 脈 に お け る 新 生 内 膜 形 成 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン で
の 前 処 置 の 影 響 を 説 明 す る 一 対 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 ラ ッ ト に お け る LPS誘 導 TNF-α 生 成 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン 前 処 置 の 影 響 を 説 明
す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 Ctl＝ 対 照
【 図 ２ ０ 】 LPSで 処 置 し た ラ ッ ト の 肺 に お け る 好 中 球 蓄 積 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン 前 処 置 の

10

20

30

40

50

(48) JP 2005-522521 A 2005.7.28



影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 未 処 置 対 照 ラ ッ ト で は 、 200個 の 細 胞 中 の 200個 が マ ク ロ
フ ァ ー ジ で あ り 、 好 中 球 は 存 在 し な い 。
【 図 ２ １ 】 LPSで 処 置 し た ラ ッ ト の 肺 に お け る タ ン パ ク 質 蓄 積 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン 前 処
置 の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 正 常 な 基 底 レ ベ ル は 約 30で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 LPSで 処 置 し た ラ ッ ト に お け る IL-10レ ベ ル に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン 前 処 置 の 影 響
を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 小 腸 移 植 モ デ ル に お け る IL-6、 IL-10、 TNFα お よ び IL-1β の 各 々 の レ ベ ル に 及
ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン で の 処 置 の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 リ ア ル タ イ ム RT-PCR分 析 に
よ り 、 手 術 し な か っ た 動 物 と 比 較 し て 、 移 植 後 4時 間 の 移 植 片 筋 層 に お け る IL-6、 IL-10、
TNFα お よ び IL-1bの mRNA発 現 の 有 意 な 増 加 が 示 さ れ た 。 COで 処 置 し た レ シ ピ エ ン ト で は 、
IL-6お よ び IL-1bの mRNAの 平 均 発 現 が 有 意 に 低 下 し た が 、 IL-10ま た は TNF-α で は 低 下 し な
か っ た 。 NM＝ 正 常 ； BV＝ ビ リ ベ ル ジ ン ； SITx＝ 小 腸 移 植
【 図 ２ ４ 】 小 腸 移 植 モ デ ル に お け る COX-2； iNOS； ICAM-1、 お よ び MnSODの 各 々 の レ ベ ル に
及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン で の 処 置 の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。 iNOSお よ び COX-2遺 伝 子
発 現 は 移 植 さ れ た 腸 の 筋 層 に お い て 有 意 に 上 方 制 御 さ れ た 。 BV処 置 に よ り 移 植 片 筋 層 抽 出
物 に お け る iNOS、 COX-2、 ICAM-1、 お よ び MnSOD mRNAの 発 現 が 有 意 に 低 下 し た 。
【 図 ２ ５ 】 移 植 さ れ た 小 腸 に お け る 収 縮 性 応 答 に 及 ぼ す 漸 増 用 量 の ベ タ ネ コ ー ル で の 処 置
の 影 響 を 説 明 す る 線 グ ラ フ で あ る 。 対 照 動 物 （ 黒 三 角 ） お よ び BV処 置 を 受 け て 手 術 し て い
な い 動 物 （ 黒 四 角 ） に 由 来 す る 空 腸 環 状 筋 ス ト リ ッ プ は ベ タ ネ コ ー ル に 応 答 し て 収 縮 面 積
の 用 量 依 存 的 増 加 を 示 し た 。 こ の 活 性 は 移 植 後 24時 間 に 採 取 し た 移 植 片 筋 肉 に お い て 有 意
に 低 下 し た （ 白 三 角 ） 。 BV処 置 し た 移 植 さ れ た 動 物 に お い て 有 意 な 改 善 が 測 定 さ れ た （ 白
四 角 ） （ 各 々 N＝ 5） 。
【 図 ２ ６ 】 小 腸 移 植 モ デ ル に お け る 透 過 性 お よ び 血 流 の 各 々 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン で の 処
置 の 影 響 を 説 明 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 小 腸 移 植 モ デ ル に お け る 抗 酸 化 能 力 に 及 ぼ す ビ リ ベ ル ジ ン 処 置 の 影 響 を 説 明 す
る 線 グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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