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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　大動脈弁狭窄症を、対象が必要とする場合に治療又は回復させる薬剤の調製のためのペ
プチドとリン脂質との複合体の使用であって、前記ペプチドが配列番号１の配列を有する
ことを特徴とする使用。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法において、前記リン脂質が、エッグスフィンゴミエリン又は１，
２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＰＰＣ）であることを特徴
とする使用。
【請求項３】
　請求項１に記載の使用において、前記リン脂質が、エッグスフィンゴミエリン及び１，
２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＰＰＣ）であることを特徴
とする使用。
【請求項４】
　請求項３に記載の使用において、前記エッグスフィンゴミエリンと、前記１，２－ジパ
ルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＰＰＣ）とが１：１の重量比で存在
することを特徴とする使用。
【請求項５】
　請求項３に記載の使用において、前記配列番号１のペプチドと、前記エッグスフィンゴ
ミエリンと、前記１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＰＰ
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Ｃ）とが１：１：１の重量比で存在することを特徴とする使用。
【請求項６】
　請求項１に記載の使用において、前記薬剤が大動脈弁狭窄症を治療することを特徴とす
る使用。
【請求項７】
　請求項１に記載の使用において、前記薬剤が大動脈弁狭窄症を回復させることを特徴と
する使用。
【請求項８】
　請求項１に記載の使用において、前記薬剤が非経口投与用に調剤されることを特徴とす
る使用。
【請求項９】
　請求項１又は８に記載の使用において、前記薬剤が前記対象の体重１ｋｇにつき約１ｍ
ｇないし約０．５ｇのペプチド用量で調剤されることを特徴とする使用。
【請求項１０】
　請求項１又は８に記載の使用において、前記薬剤が前記対象の体重１ｋｇにつき約２５
ｍｇのペプチド用量で調剤される調剤されることを特徴とする使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００６年６月１日出願の米国暫定特許出願シリアルナンバー６０／８０９
，８５０の優先権を主張し、ここにその開示の全体を参照によって組み込む。
【０００２】
　本発明は、医学的な方法及び化合物の一般的な分野に関し、特に、弁膜症治療の方法及
び化合物に関係する。
【背景技術】
【０００３】
　心臓の機能は、心臓血管システムの血液循環に必要なエネルギーを供給することである
。全臓器を介する血流は受動的であり、心臓のポンプ作用によって動脈圧が静脈圧より高
く維持されるだけで起こる。右心ポンプは、血液が肺血管を介して流れるために必要なエ
ネルギーを提供し、左心ポンプは、血液が全身の臓器を介して流れるエネルギーを提供す
る。
【０００４】
　静脈血は、全身の臓器から上大静脈及び下大静脈によって右心房へ戻る。これは、三尖
弁を通って右心室内へ入り、ここから肺動脈弁を介して肺動脈によって肺循環内へ送り出
される。酸素を豊富に含んだ肺静脈血は、肺静脈内を左心房へ流れ、僧帽弁を介して左心
室へ入る。ここから大動脈弁を介して大動脈内へ送られ全身の臓器へ分配される。
【０００５】
　したがって、その正常な動作において、心臓の左心室は、酸素の豊富な血液を大動脈を
介して身体の脈管構造内の動脈へ送り出す。心臓がポンプ作用を行うと、左心室と大動脈
の間に配置された大動脈弁は、血流の方向を制御するために開閉する。より具体的には、
心臓の鼓動又は心収縮中に、大動脈弁が開いて血液は左心室から大動脈へ流れることがで
きる。心臓の鼓動の間、又は心拡張中、大動脈弁は閉じてしっかりとした密閉状態を作り
出し、血液が心室内へ漏れ出ることを防ぐ。
【０００６】
　弁は、構造的に、一方向にのみ流れるようにするとともに、これらを横切る圧力差の方
向に応じて受動的に開閉できるように構成されている。大動脈弁は一般的に、３つの線維
性リーフレット又は弁尖から構成される。リーフレットは、心室の血液の駆出中に大動脈
の壁に対して押されて開き、心拡張中に戻ってこれらの自由な縁部は接合して、心臓内へ
血液が戻ることを防ぐ。
【０００７】
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　各大動脈弁の弁尖の後の大動脈壁は外側に隆起しており、バルサルバ洞として知られる
３つの構造を形成する。２つの最も前方の大動脈弁の弁尖は、それぞれバルサルバ洞から
の左右の冠動脈の起点であるので左右の冠尖として知られ、残りの後部分は無冠尖として
知られる。
【０００８】
　なんらかの理由によって、大動脈弁は、どういうわけか損傷を受けて狭窄することが起
こる。これが起こると、大動脈弁は正常な広がりまで開かず、心臓から大動脈内への血流
が妨げられる。これは、大動脈弁狭窄症として通常知られる心臓状態をもたらす。
【０００９】
　大動脈弁狭窄症の一般的な病因は、先天性異常、リウマチ熱、又は老齢患者における石
灰化変性を含む。二尖弁は、最も一般的な先天性異常であり、弁尖のうちの一つにおける
縫線(raphe)が交連の障害を生じることを示す。生まれた時に一又は四つの弁が存在する
ことは滅多にない。二尖弁は初期段階の狭窄症ではないが、最終的に、線維症や肥厚によ
って石灰化による開口の大きさを小さくしてしまう。実際、機械的剪断応力が、一般的に
石灰化損傷をもたらす。
【００１０】
　リウマチ熱は、リーフレットの周辺部に傷を残し、最終的に、交連を融合して石灰化す
る。大動脈弁狭窄症の５０％以上の大人は二尖弁を有することが知られているが、線維症
及び肥厚は弁が二尖か三尖かどうかを測定することを難しくする。
【００１１】
　変性型大動脈弁狭窄症の老齢患者において、カルシウム沈着は通常、洞や環で起こり、
リーフレットの周辺部は石灰化されないまましばしば残る。
【００１２】
　現在、大動脈弁狭窄症の細胞生理学に対する理論が多く提案されている。このような理
論には、損傷、機械的剪断応力、変性をもたらす自己免疫現象、１回の拍出量の慢性的な
上昇、及びカルシウム代謝の変化（腎不全、ページェット病でみられるような）に反応す
る心臓血管の危険因子を含む。
【００１３】
　その病因にかかわらず、大動脈弁狭窄症は左心室収縮期圧を増加させる。心室腔の収縮
期の高血圧は、心筋壁の求心性肥大によって補償され、壁圧は正常になる。心房の収縮が
失われるとき、例えば心房細動又は心房心室の分離中に、左心室の動きが低下しうるよう
に、非協調性の、肥厚の左心室は拡張期充満に対する心房の寄与により依存するようにな
る。また、心拡張期中の肥厚の左心室の異常弛緩や硬直が増加によって心拡張の機能低下
と左心室及び左房拡張期圧の上昇がもたらされる。
【００１４】
　心筋障害は、最終的に、慢性の重度の弁閉塞及び収縮状態の低下から起こる。左心室の
拡大は一部の患者にも起こる。心筋の酸素消費は、左心室の心収縮圧の上昇と左心室重量
の増加によって高い状態である。さらに、左心室拡張気圧が増加することによって、心筋
かん流に必要な圧力勾配を小さくする。したがって、著しい大動脈弁狭窄症は、酸素供給
が減少することによって、高い心筋酸素要求量が不十分な状態で維持されるようになり、
心内膜下虚血をもたらす。
【００１５】
　最終的に、心筋の変力状態の低下とともに、駆出分は正常範囲以下に低下する（左心室
の関係する拡張を伴う又は伴わない）。左心室端部の拡張期圧がさらに上昇することによ
って（収縮機能障害を伴う又は伴わない二次的な拡張機能障害）、肺静脈圧が上昇する。
かん流の悪い心内膜下心筋層を伴う大動脈弁狭窄症において、心筋酸素需要は増加し、狭
心症、不整脈、及び突然死さえもたらす。
【００１６】
　重度の大動脈弁狭窄症の状態において、何らかの主な症状の進行は、著しい死亡リスク
を示唆し、外科的治療適応とされる。発症後の平均寿命は２乃至３年であるか、症状が心
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不全の場合はそれ以下である。症状であるおそらく突然死は、しばしば身体活動に伴って
起こり、大動脈弁狭窄症の患者は軽度から中程度の重症度であっても精力的な活動や競技
を避けるべきである。したがって、大動脈弁狭窄症は高い死亡率だけではなく、実質的な
病的状態にも関係する。
【００１７】
　石灰沈着性の大動脈狭窄が大動脈弁狭窄症の症例の大部分を占める。この状態は、大動
脈弁のリーフレットの上又は上側面に石灰化結節を作ることを特徴とする。これらの結節
は、リーフレットの可撓性を小さくし、これによってこれらの可動性と十分に開く能力を
制限する。
【００１８】
　大動脈弁狭窄症を治療するために３つの技術、すなわち、弁置換術、手術における脱石
灰化又は創面切除、あるいは心臓弁及びバルーンの弁形成術が、用いられている。
【００１９】
　最近は、心臓切開手術の際の弁置換術が症候性大動脈弁狭窄症の標準的な治療である。
分離される大動脈弁置換術の１０年の生存率は、老齢患者であっても比較的良い。しかし
ながら、この技術は、患者が胸骨切開（開胸）と心臓切開手術を受けるのに十分なほど健
康である必要がある。この手順のための手術の死亡率は、特に高齢者で比較的高い。
【００２０】
　２種類の補綴心臓弁、すなわち、生物から得られていない材料のみから作られる機械弁
と、生物材料からすべて又は一部が作られている生体補綴弁がある。最近使用する機械弁
は、ボール・ケージ構造、傾斜したディスク構造（１又は２のディスク）、又はヒンジで
連結されたリーフレット構造を具える。
【００２１】
　生体補綴弁は、一般的に、支持ステントと、複数のリーフレットとを具える。リーフレ
ットは、通常、生物材料から作られるが、現在のステントは一般的に少なくとも部分的に
非生物材料から作られる。リーフレットの生物材料は、心膜、大腿筋膜、又は心臓弁など
自己組織にすることができる。代替的に、この材料は、ヒト移植用の非自己ヒト組織など
同種組織に由来するようにしてもよく、又は異種にすることもできる。
【００２２】
　各種の補綴心臓弁は、利点と不利点とを有している。機械的な心臓弁は耐久性が良く、
従って、長期的に機能性をもたらす可能性が高いが、血栓塞栓の危険性があるので、長期
の抗凝固薬療法を必要とする。しかしながら、長期抗凝固薬療法は、血栓症事象に対する
残存リスクと同等の発生率で出血の危険性を伴う。
【００２３】
　生体補綴弁は、最初、自然の弁の血行動態特性に近い。これらは、機械弁より血栓の危
険性が小さい。しかしながら、このような弁は、機械弁より石灰化の危険性がかなり高い
。機能的に障害のあるバイオ補綴心臓弁の治療法は、新しい弁との交換（従って、第二の
開放心臓手術）を頻繁に必要とし、バイオ補綴心臓弁の予想有用寿命は、患者に深刻な医
療問題と医療システムにおける経済的負担の両方を制限する。
【００２４】
　さらに、補綴心臓弁の全ては、やや狭窄する。血栓症又は石灰化に伴う補綴の機能不全
によって障害物の増加や逆流が発生する。逆流は弁周囲の漏れからも生じ、それは弁縫合
部の領域における漏れである。弁機能不全に伴う乱流は、溶血や貧血をもたらしうる。補
綴弁が正常に機能している場合でさえ、一部の患者に溶血が起こりうる。
【００２５】
　心内膜炎は、人工心臓弁を有する患者において別の可能性のある大きな合併症である。
抗生物質の予防的投与が、菌血症に関する歯、胃腸、及び尿生殖器の手術並びに他の手順
の前に行われなければならない。
【００２６】
　さらに、一部の患者は、従来の置換弁を収容できるほど大きくない寸法の大動脈を有す
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る。したがって、かなりの数の患者にとって、弁置換術は不可能であったり、非実用的、
又は望ましくない。
【００２７】
　機械的置換弁が現れる以前、大動脈弁の術中機械的創面切除又は脱石灰化が長年用いら
れている。この技術では、弁を手動で置換するのではなく大動脈を外科的に入れて、外科
医が好適な外科的道具を用いて石灰化した沈着物を取り除く。最近、超音波創面切除が石
灰化した沈着物を取り除くのに有効であると説明されている。それにもかかわらず、この
技術は、さらに患者が胸部手術に対して生存し、回復するほど十分に健康であることを必
要とし、この外科的手術に関係する費用やリスク全てを伴う。
【００２８】
　大動脈弁狭窄症を治療する第３の技術は、経皮的大動脈弁バルーン形成術である。この
手順において、膨張式のバルーンカテーテルが大動脈弁まで進められて膨張し、石灰化し
た小結節を圧縮して破壊し、リーフレットの可動性を増やす。この手順は、前述した２つ
の技術に関連する多くの危険性や不利点をなくすことができるが、再狭窄が一年以内にか
なり一般的に起こるので、この技術の有用性は、外科的治療の対象とならない又は手術を
拒む患者に対する一時的な症状の緩和に限定される。
【００２９】
　従って、大動脈弁狭窄症及び他の弁膜症の非外科的治療が必要とされる。
【００３０】
　本発明は、大動脈弁狭窄症の進行を妨げるだけではなく、脂質逆輸送アゴニストを用い
て狭窄の程度を低減する方法を提供することによって、従来技術及び現在の傾向と著しく
異なる。
【００３１】
　従って、本発明の目的は、弁膜症の新規的な非外科的治療を提供することである。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００３２】
　広い態様において、本発明は、対象の狭窄性弁膜症を予防又は治療する方法を提供し、
当該方法は、治療上有効量の脂質逆輸送アゴニストを必要時に対象に投与するステップを
具える。例えば、前記脂質輸送アゴニストはコレステロール逆輸送アゴニストである。
【００３３】
　本発明のいくつかの実施例において、狭窄性弁膜症は、大動脈弁狭窄症、石灰化弁狭窄
症、又はなんらかの他の狭窄性弁膜症である。
【００３４】
　本発明のいくつかの実施例において、前記脂質逆輸送アゴニストは、ＨＤＬ、ＨＤＬ様
生理作用を有するペプチド、脂質と複合したＨＤＬ様生理作用を有するペプチド、ＨＤＬ
模倣剤、ＣＥＴＰモジュレータ、ＳＲＢ１モジュレータ、ＬＸＲ／ＲＸＲアゴニスト、Ａ
ＢＣＡ１アゴニスト、及びＰＰＡＲアゴニスト、及びアポリポタンパク質Ａ－１（Ａｐｏ
Ａ－１）模倣ペプチド／リン脂質複合体から成る群から選択される。
【００３５】
　この後者の場合において、前記ＡｐｏＡ－１模倣ペプチド／リン脂質複合体を投与する
ステップは、前記ＡｐｏＡ－１模倣ペプチド／リン脂質複合体を前記対象に注入するステ
ップを具えてもよい。この場合の投与量の例は、前記対象の体重ｋｇあたり約１μｇ乃至
約１０ｇ、前記対象の体重ｋｇあたり約１ｍｇ乃至約０．５ｇ、前記対象の体重ｋｇあた
り約２５ｍｇである。
【００３６】
　例えば、前記ＡｐｏＡ－１模倣ペプチドは、後述するＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１の配列を具
え、前記ＡｐｏＡ－１模倣ペプチドはエッグスフィンゴミエリン及び１，２－ジパルミト
イル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン(1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholi
ne)（ＤＰＰＣ）によって複合体形成されてもよい。
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【００３７】
　いくつかの実施例において、前記対象は、哺乳動物、例えばヒトである。
【００３８】
　別の広い態様において、本発明は、対象の弁石灰化を予防又は治療する方法を提供し、
当該方法は、治療上有効量の脂質逆輸送アゴニストを必要時に対象に投与するステップを
具える。
【００３９】
　さらに別の広い態様において、本発明は、対象の狭窄性弁膜症を制御する方法を提供し
、当該方法は、必要時に対象内のコレステロール逆輸送を増やすステップを具える。
【００４０】
　さらに別の広い態様において、本発明は、狭窄性弁膜症を予防又は回復する方法を提供
し、当該方法は、脂質逆輸送アゴニストを必要時に患者に投与するステップを具える。
【００４１】
　さらに別の広い態様において、本発明は、対象の狭窄性弁膜症を制御する方法を提供し
、当該方法は、治療上有効量の脂質逆輸送アゴニストを必要時に対象に投与するステップ
を具える。
【００４２】
　例えば、前記狭窄性弁膜症を制御するステップは、前記狭窄性弁膜症の進行速度を低下
させるステップ又は前記狭窄性弁膜症を少なくとも部分的に回復させるステップを具えて
もよい。
【００４３】
　さらに別の広い態様において、本発明は、対象の狭窄性弁膜症を制御するための脂質逆
輸送アゴニストの使用を提供する。
【００４４】
　さらに別の広い態様において、本発明は、対象の狭窄性弁膜症を制御する医薬組成物質
を作るための脂質逆輸送アゴニストの使用を提供する。
【００４５】
　変形例において、方法は、治療上有効量のアポリポタンパク質Ａ－１（ＡｐｏＡ－１）
の生物学的特性を模倣する化合物Ａとして後述する化合物の投与を具える。化合物Ａ及び
他の好適な化合物が、２００１年９月１１に発表された米国特許第６，２８７，５９０号
、２００３年１月１４日に発表された米国特許第６，５０６，７９９号に記述されており
、これらは、ここに全体を参照によって組み込んでいる。実際に、これらの特許に記述さ
れている化合物や分子の作用に関連する現在の知識を考慮して、これらの化合物や分子に
よってここに提示されている結果と同じ結果を得ることができる。
【００４６】
　利点として、提案された方法は、弁膜症に対し比較的侵襲性のある又は比較的無効の既
存の治療に代替するものである。また、弁膜症の進行を遅くする事に加え、提案された方
法は狭窄性弁膜症を回復する。従って、提案された治療は、大動脈弁狭窄及び他の弁膜症
の進行を遅くする又は止める可能性を有するだけではなく、大動脈弁狭窄及び他の弁膜症
の後退をももたらす。
【００４７】
　大動脈弁狭窄（ＡＶＳ）は、最も一般的な心臓弁膜症であり、標準の治癒的療法は、心
臓切開における外科的な弁置換術である。脂質逆輸送アゴニストがＡＶＳを予防する又は
治療する可能性を有するかどうかを決定するために、ＡｐｏＡ－１模倣ペプチドの注入が
試験され、これらがＡＶＳの後退を誘導することができるかどうかを測定した。その目的
のために、１５匹の雄性ニュージーランドホワイトラビットに、超音波心臓検査によって
ＡＶＳが有意に検出されるまでコレステロール含有飼料及びビタミンＤ２を与えた。動物
を無作為に選んで、生理食塩水（コントロール群、ｎ＝８）又はＡｐｏＡ－１模倣ペプチ
ド（処置群、ｎ＝７）を１週あたり３回を２週間与えた。連続的な超音波心臓検査図及び
死後の弁組織学を行って。大動脈弁口面積が、コントロールと比較して処置群において、
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処置の７日（２１．９±３．６ｍｍ２対１９．６±１．８ｍｍ２, Ｐ＝０．０１９） (１
４．２％と３．９％の増加)、１０日 （２３．０±４．１ｍｍ２対２０．３±２．４ｍｍ
２, Ｐ＝０．００６) (１９．８％対７．６％)及び１４日（２３．８±３．１ｍｍ２対２
１．３±２．４ｍｍ２,Ｐ＝０．０１２）（２４．６％対１２．９％）後に著しく改善さ
れた。大動脈弁の厚さは、コントロールでは変化しなかったことに対し、処置群（０．０
９４±０．０３４ｃｍ対０．０７５±０．０３３ｃｍ）では処置の１４日以内に２１％減
少した（Ｐ＝０．０００６) 。弁のリーフレット及びバルサルバ洞の基底部にある病変の
範囲は、コントロール群と比較して処置群において小さかった （５２．８±１２．５％
対６６．７±９．９％，Ｐ＝０．０３２）。石灰化領域が減少する顕著な傾向も観察され
た（１．６±２．０％対６．９±６．７％,Ｐ＝０．０６３）。従って、ＡｐｏＡ－１模
倣ペプチドは実験的にＡＶＳの後退をもたらす。
【００４８】
　本発明の他の目的、利点、及び特性は、例示としてのみ示された好適な実施例の以下の
非制限的な記述を読んで添付図面を参照することによってより明らかになりうる。
【図面の簡単な説明】
【００４９】
【図１】図１は、ＡｐｏＡ－１模倣ペプチドの処置期間中に得られた超音波心臓検査測定
を介して得た大動脈弁口面積値を示す。「０」日目は、コレステロール及びビタミンＤ２

飼料の終了とＡｐｏＡ－１模倣ペプチドの処置期間の最初に対応する、*Ｐ≦０．０５；*
*Ｐ≦０．０１．（ｂ）、大動脈弁の厚さの値、***Ｐ≦０．００１。
【図２】図２は、ＡｐｏＡ－１模倣ペプチドの処置期間中に得られた超音波心臓検査測定
を介して得た大動脈弁の厚さの値を示す。「０」日目は、コレステロール及びビタミンＤ

２飼料の終了とＡｐｏＡ－１模倣ペプチドの処置期間の最初に対応する、*Ｐ≦０．０５
；**Ｐ≦０．０１．、***Ｐ≦０．００１。
【図３】図３は、コントロール及び処置群の大動脈弁における分析領域（ＲＯＡ）に対す
る病変領域（ＬＡ）のパーセンテージの比較を示す、*Ｐ≦０．０３２。
【図４】図４は、両方の群の大動脈弁口面積（ＡＶＡ）と、大動脈弁における分析領域（
ＲＯＡ）に対する病変領域（ＬＡ）のパーセンテージとの相関を示す。
【図５】図５は、両方の群の動物において、超音波心臓検査における大動脈弁の厚さとバ
ルサルバ洞領域における石灰化領域のパーセンテージとの相関を示す。一匹のコントロー
ル動物の値（四角）が図の左下の２つの三角形の後に隠れている。
【発明を実施するための形態】
【００５０】
　本記述は、多くの公文書を参照しており、これらの内容をここに全体を参照によって組
み込む。病理組織学的、実験的、及び臨床データは、石灰化した大動脈弁狭窄（ＡＶＳ）
がリポタンパク質の沈殿、炎症、及び能動的なリーフレットの石灰化による能動的な疾患
経過であることを示唆している（１）。ＡＶＳとアテローム性動脈硬化症との間には、い
くつかの類似点があるが、これらの病態生理学及び治療はかなり異なる。病態生理学に関
して、ＡＶＳの患者の約半分に二尖の大動脈弁が存在して疾患の一因となっているのに対
し、アテローム性動脈硬化症は構造的な先天性の異常によるものではない。また、リウマ
チ性心臓疾患はＡＶＳをもたらしうるが、アテローム性動脈硬化症に結びつくことはない
。高齢者の石灰化ＡＶＳは、西洋諸国で最も頻繁な種類であり、しばしば単独の大動脈弁
置換術をもたらし、関連する冠状動脈バイパス外科手術を必要としない。医学的な治療に
関し、スタチンは、冠状動脈性心臓病の患者を保護して、進行を停止させるかアテローム
性動脈硬化症の後退を引き起こすことが分かっている（３）。対照的に、最近の無作為化
臨床試験における集中的なスタチン療法によって、ＡＶＳの進行を防ぐことはできない（
４）。同様に、アンジオテンシン変換酵素阻害薬はいくつかの大規模な臨床試験において
心臓を保護することが分かっているが、ＡＶＳの進行を遅くすることはできなかった。ま
とめると、アテローム性動脈硬化症とＡＶＳは、異なる患者集団に作用する異なった疾患
である。
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【００５１】
　ＨＤＬコレステロールと冠動脈疾患との間には反比例関係がある。実験的なアテローム
性動脈硬化症の動物における研究で、ＡｐｏＡ１ミラノ／リン脂質複合体がコレステロー
ルを早く輸送し、これにより動脈硬化性プラーク負荷を減らすことが示されている（５、
６）。さらに、２つの臨床研究の結果は、再構成ＨＤＬの注入によって冠状動脈硬化症を
急速に改善できることを示している（７、８）。我々は、ＨＤＬに基づく治療は、ＡＶＳ
の後退も引き起こすと仮説をたてた。これを安全に達成できる場合、ＡＶＳの治療及び後
退は、このよくある疾患の我々の臨床的なアプローチを一変させうる。アポリポタンパク
質Ａ－１（ＡｐｏＡ－１）は、コレステロール逆輸送の強化を含む多くのこの有益な作用
を調節するＨＤＬの構成成分である（９）。我々の研究において使用したペプチドは、Ａ
ｐｏＡ－１と同様に脂質の存在下で両親媒性αへリックスを形成することができる（１０
、１１）。従って、我々は、新生ＨＤＬを模倣するＡｐｏＡ－１模倣ペプチドとリン脂質
の複合体の石灰化ＡＶＳの後退をもたらす能力を前述したラビットモデルで試験した（１
２）。
【００５２】
　よく知られるように、血漿中のリポタンパク質の主な機能は、コレステロールやトリグ
リセリドなどの脂質輸送である。血漿中の輸送では、通常、コレステロールエステルとし
てのコレステロール及びトリグリセリドは、これらが疎水性コアを形成するリポタンパク
質粒子内に含まれている。このコアは、リン脂質、非エステル化コレステロール、及びア
ポリポタンパク質と呼ばれるタンパク質を含む表面コートによって覆われている。後者は
脂質輸送に関与しており、さらに一部は、多くの脂質代謝に関与している酵素に相互作用
する。今までに、少なくとも１０のアポリポタンパク質、すなわち、Ａ－１、Ａ－２、Ａ
－４、Ｂ－４８、Ｂ－１００、Ｃ－Ｉ、Ｃ－ＩＩ、Ｃ－ＩＩＩ、Ｄ及びＥが確認されてい
る。
【００５３】
　我々は、好適な化合物の使用を介して脂質逆輸送機構の効率を高める方法が、弁膜症の
治療に可能なアプローチであるという仮説をたてた。また、石灰化沈着物を除去し、これ
によって狭窄性弁膜症を効果的に治癒しうる可能性がある。
【００５４】
　この仮説を試験するために使用した化合物は、化合物Ａとして後述され、アポリポタン
パク質Ａ－１（ＡｐｏＡ－１）の生物学的特性を模倣するリポタンパク質である。この種
の化合物、Ａｐｏ　Ａ－１模倣剤又はアゴニストが、２００２年４月２３日にＤａｓｓｅ
ｕｘらによって発行された標題「Ｌｉｐｉｄ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｏｆ ＡＰＯ Ａ－１ 
ａｇｏｎｉｓｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ」米国特許第６，３７６，４６４号に詳細に開示さ
れている。この文書はここに全体を参照によって組み込まれる。
【００５５】
　簡単に説明すると、これらの化合物は、脂質の存在中で両親媒性αへリックスを形成す
ることができ、ＡｐｏＡ－１の活性を模倣するペプチド又はこの類似物を具える。従って
、これらはＡｐｏＡ－１アゴニストと呼ばれる。このアゴニストは、これらの主な特性と
して１５乃至２９のアミノ酸残基、好ましくは２２のアミノ酸残基、又はこの類似物から
成る「コア」ペプチドを有しており、これにおいて、ペプチド内の少なくとも１のアミド
結合が、置換アミド、アミドの同配体、又はアミド模倣剤に置き換えられる。
【００５６】
　これらのＡｐｏＡ－１アゴニストは、部分的に、活性に重要であると考えられる２２－
ｍｅｒコンセンサス配列の一次配列において、一定のアミノ酸残基を変化させることによ
って、天然ＡｐｏＡ－１の活性を達成するかいくつかの実施例ではそれ以上の活性を示す
合成ペプチドを生じると開示した発見Ｖｅｎｋａｔａｃｈａｌａｐａｔｈｉ他、１９９１
、Ｍｏｌ.　Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｂｉｏｌ． Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ、
Ｉｎｄｉａｎ Ａｃａｄ． Ｓｃｉ． Ｂ： ５８５－５９６ （ＰＶＬＤＥＦＲＥＫＬＮＥ
ＥＬＥＡＬＫＱＫＬＫ； 後述する“Ｓｅｇｒｅｓｔ’ｓ コンセンサス ２２－ｍｅｒ”



(9) JP 5394236 B2 2014.1.22

10

20

30

40

50

又は“コンセンサス ２２－ｍｅｒ”）に基づく。Ｓｅｇｒｅｓｔ’ｓ コンセンサス ２
２－ｍｅｒペプチド （Ｇｌｕ－５、Ｌｙｓ－９、及びＧｌｕ－１３） の３つの荷電アミ
ノ酸残基を疎水性Ｌｅｕ残基に置換することによって、ＡｐｏＡ－１の構造及び機能の特
性を技術分野においてそれまで見たことがない程に模倣するということが発見された。
【００５７】
　化合物Ａは、配列：Ｈ－Ｐｒｏ－Ｖａｌ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－Ｌｅｕ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－
Ｇｌｕ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ－Ｇｌｕ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ－
Ｌｙｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ－Ｌｅｕ－Ｌｙｓ－ＯＨ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１）を具えるペプ
チドを含み、Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓによって複合体形成さ
れた（Ｔｏｒｒａｎｃｅ、ＣＡ、ＵＳＡ）。純度は、高性能液体クロマトグラフィ及び質
量スペクトル解析によって評価され、９８％以上であった。ペプチドは、エッグスフィン
ゴミエリン及び１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＰＰＣ
）（Ａｖａｎｔｉ Ｐｏｌａｒ Ｌｉｐｉｄｓ）（１０）を生理食塩水中で構成成分を質量
比１：１：１で混合し、溶液が完全に透明になるまで多数の加熱及び冷却サイクルを行う
ことによって複合体形成した。複合体を含む溶液は、アリコート内で凍結乾燥して長期間
保存した。無菌状態下で毎週戻されて、新鮮な溶液を４℃で保持した。複合体の生物学的
な活性は、その能力についてラットで試験し、ペプチドの静脈注射の後にコレステロール
を移動し、血中のＨＤＬコレステロールを上昇させることができた（データは図示せず）
。
【００５８】
　これらの既知の生物活性及び構造に基づいて、上述した米国特許第６，３７６，４６４
号に開示された化合物などの他の化合物が、化合物Ａと同じ効果を示しうると考えられて
いる。
【００５９】
　状態、疾患、不調、又は状況の「治療」又は「処置」という言葉は、
（１）状態、疾患、不調、又は状況に苦しむ又はかかりやすいかもしれないが状態、疾患
、不調、又は状況の臨床又は潜在性の症状を経験又は発現していない対象に、発現する状
態、疾患、不調、又は状況の臨床症状の発症を予防する又は遅らせること；
（２）状態、疾患、不調、又は状況を抑制する、すなわち状態、疾患、不調、もしくは状
況又はこの少なくとも一の臨床又は潜在性の症状の発現を止めたり減らしたりすること；
（３）状態、疾患、不調、又は状況を緩和する、すなわち状態、疾患、不調、もしくは状
況又は少なくとも一の臨床又は潜在性の症状の後退をもたらすこと；
を含む。
【００６０】
　処置を受ける対象の利点は、統計的に有意であるか少なくとも対象又は医師が認知でき
るかのいずれかである。
【００６１】
　「対象」という言葉は、哺乳動物（特にヒト）や家畜（例えば、猫や犬を含む家庭のペ
ット）や非家畜動物（例えば野生動物）などの他の動物を含む。
【００６２】
　「治療上有効量」は、状態、疾患、不調、又は状況を治療するために対象に投与すると
き、このような処置に十分な効果を有する化合物の総量を意味する。「治療上有効量」は
、化合物、状態、疾患、不調、又は状況、及び重症度や処置を受ける対象の年齢、体重、
身体状況、反応性に依存して変化しうる。
【００６３】
医薬組成物
【００６４】
　本発明の医薬組成物は、本発明の少なくとも一の化合物と、薬剤として容認可能な賦形
剤（薬剤として容認可能な担体又は希釈液など）とを含む。医薬組成物は、治療上有効量
の本発明の化合物を含むことが好ましい。本発明の化合物は、薬剤として容認可能な賦形



(10) JP 5394236 B2 2014.1.22

10

20

30

40

50

剤（担体又は希釈液など）を伴っていたり、担体によって希釈されたり、カプセル、袋、
紙、又は他の容器の形にすることができる担体内に封入されたりしてもよい。
【００６５】
　好適な担体の例には、水、食塩水、アルコール類、ポリエチレングリコール、硬化ヒマ
シ油（polyhydroxyethoxylated castor oil ）、ピーナツ油、オリーブ油、ゼラチン、ラ
クトース、テラアルバ（terra alba）、スクロース、デキストリン、カルボン酸マグネシ
ウム、糖、シクロデキストリン、アミロース、ステアリン酸マグネシウム、タルク、ゼラ
チン、寒天、ペクチン、アカシア、ステアリン酸又は低級アルキルエーテル化セルロース
、珪酸、脂肪酸、脂肪酸アミン、脂肪酸モノグリセリド、及びジグリセリド、ペンタエリ
スリトール脂肪酸エステル、ポリオキシエチレン、ヒドロキシメチルセルロース、および
ポリビニルピロリドンが含まれるが、限定ではない。
【００６６】
　担体もしくは希釈剤は、モノステアリン酸グリセリル、もしくはジステアリン酸グリセ
リルなどの持続性放出物質を、単独で、又はワックスと混合したものを含んでもよい。
【００６７】
　また、医薬組成物には、一又はそれ以上の薬剤として容認可能な補助剤、湿潤剤、乳化
剤、懸濁剤、保存料、浸透圧に影響する塩、緩衝剤、甘味料、香料、着色料、又は先の任
意の組合せが含まれてもよい。本発明の医薬組成物は、当該技術分野において公知である
手順を用いて、対象への投与後に活性因子を、急速に放出する、徐放する、又は遅れて放
出するような処方とすることができる。
【００６８】
　本発明の医薬組成物は、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
 Ｐｒａｃｔｉｃｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ、２０ｔｈ Ｅｄ．、２００３（Ｌｉｐｐｉｎ
ｃｏｔｔ Ｗｉｌｌｉａｍｓ ＆ Ｗｉｌｋｉｎｓ）に記述されているように従来技術によ
って調整することができる。例えば、活性化合物は、担体と混合するか、もしくは担体で
希釈するか、または、アンプル、カプセル、袋、紙、もしくは他の容器の形にしうる担体
の内部に封入することができる。担体が希釈剤として提供されるとき、これは、活性化合
物用の媒体、賦形剤、もしくは媒質として機能するような固体、半固体、または液体の物
質とすることができる。活性化合物は、顆粒状固体である容器、例えば袋の中に吸着させ
ることができる。
【００６９】
　医薬組成物は、従来の形、例えば、カプセル、錠剤、エアロゾル、溶液、懸濁液、又は
局所適用のための物質にすることができる。
【００７０】
　投与の経路は、本発明に係る活性化合物が、適切な又は所望の活性箇所へ効率的に輸送
されるような任意の経路とすることができる。投与の好適な経路には、限定ではなく、経
口、経鼻、経肺、経口腔、真皮下、経皮、非経口的、直腸、デポー、皮下、静脈内、尿道
内、筋肉内、鼻腔内、眼（例えば点眼液など）、又は局所（例えば局所の軟膏など）が含
まれる。
【００７１】
実験例
【００７２】
　ラビットにおける大動脈弁狭窄の複合的な動物モデルが行われている。このモデルは、
ヒトで観察される臨床症状と同様の石灰化によって特徴付けられる大動脈弁狭窄をもたら
した。
【００７３】
方法
【００７４】
動物及び実験
【００７５】
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　Ｄｒｏｌｅｔら（１２）による開示を出展とする動物モデルを使用した。１５匹の雄性
ニュージーランドホワイトラビット（２．７乃至３．０ｋｇ、１２乃至１３週齢）に、飲
料水で０．５％のコレステロール含有飼料（ハーラン、インディアナポリス、インディア
ナ州）及びビタミンＤ２（１日５００００ＵＩ；シグマ、マーカム、カナダ）を、超音波
心臓検査によって大動脈弁口面積（ＡＶＡ）の減少又はトランス弁(transvalvular)速度
比（Ｖ１／Ｖ２）の減少≧１０％によって規定されるＡＶＳが有意に検出されるまで（１
２．９±２．４週）与えた。
【００７６】
　次いで、動物に、コレステロールの低下を模倣するように標準飼料（ビタミンＤ２無し
）に戻して、生理食塩水（コントロール群、ｎ＝８）又はＡｐｏＡ－１模倣ペプチド（処
置群、ｎ＝７）のいずれかを受けるように無作為に割り当てた。ラビットに、生理食塩水
又はリン脂質と複合したＡｐｏＡ－１模倣ペプチド（２５ｍｇ／ｋｇ）（化合物Ａ）を１
週あたり３回を２週間、辺縁耳静脈を介して注入した。無作為化処置期間中、３乃至４日
毎に、超音波心臓検査図を連続的に行った（超音波心臓検査法を参照）。これらの最後の
注入の後２日に、動物に最後の超音波心臓検査図を行って屠殺し、大動脈弁を採取して組
織分析を行った。血液試料をベースライン時、処置前、及び屠殺前に耳動脈を介して得た
。総コレステロール、ＨＤＬコレステロール、トリグリセリド、及びカルシウムの量を自
動フィルター光度計システム(ＤｉｍｅｎｓｉｏｎＲｘＬ Ｍａｘ、 Ｄａｄｅ Ｂｅｈｒｉ
ｎｇ、ＩＬ）で測定した。
【００７７】
　動物の管理と手順は、カナダ動物管理協会（Canadian Council on Animal Care）のガ
イドラインに従っており、動物研究の機関倫理委員会によって認証された。
【００７８】
超音波心臓検査
【００７９】
　経胸腔的超音波心臓検査の調査を、ベースライン時と、高コレステロール飼料の８週目
から開始して有意なＡＶＳが発現するまで週１回の頻度で、及びＡｐｏＡ－１模倣ペプチ
ド又は生理食塩水コントロール処置の４、７、１０、及び１４日後に行った。調査は、標
準の超音波心臓検査システム（Ｓｏｎｏｓ ５５００、Ｐｈｉｌｉｐｓ Ｍｅｄｉｃａｌ 
Ｉｍａｇｉｎｇ、 ＭＡ）を使用するＳ１２プローブを用いて行った。ケタミン（４５ｍ
ｇ／ｋｇ）及びミダゾラム（０．７５ｍｇ／ｋｇ）の筋内注射を鎮静作用のために用いた
。
【００８０】
　大動脈弁の胸骨傍長軸及び短軸像を記録してリーフレットの形態を評価した。左心室流
出路（ＬＶＯＴ）の径をズームした胸骨傍長軸像で測定し、ＬＶＯＴ断面積（ＣＳＡＬＶ

ＯＴ）をＣＳＡＬＶＯＴ＝Π（ＤＬＶＯＴ／２）２に従って計算した。パルスドプラ法に
よって心尖部五腔像において大動脈弁の近位でサンプルし、ＬＶＯＴ速度値（Ｖ１）及び
速度時間積分値（ＶＴＩＬＶＯＴ）を得た。大動脈弁を横切る連続波（ＣＷ）ドプラ探索
（interrogation）を用いて、同じ像でトランス弁最大速度（Ｖ２）及びＶＴＩ（ＶＴＩ

ＡＯ）を得た。Ｖ１／Ｖ２比が、ＡＶＳの発現を決定するために前処置期間において計算
された。大動脈弁口面積（ＡＶＡ）を連続方程式：ＡＶＡ＝ＣＳＡＬＶＯＴＸ（ＶＴＩＬ

ＶＯＴ／ＶＴＩＡＯ）によってそれぞれの時点で得た。中間部分での大動脈弁の厚さは、
ベースライン時と、無作為化治療の前と、最後の超音波心臓検査試験においてズームした
胸骨傍短軸像における拡張末期で測定した。
【００８１】
　３つの連続心臓サイクルの平均を各測定に用いた。追跡調査の前に前回の記録を参照す
ることによって連続検査で同じ結像面を得るように、特に取り計られた。全ての超音波心
臓検査の画像処理と測定は、全プロトコルを通じて無作為化処置の割り当てを無視して同
じ調査経験者によって行われた。
【００８２】
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組織形態計測
【００８３】
　上行大動脈及び大動脈弁を縦に開いて３つの弁尖に分けた。２つの尖を包埋剤中ですぐ
に冷凍し（ＯＣＴ Ｔｉｓｓｕｅ－Ｔｅｋ； Ｓａｋｕｒａ， ＵＳＡ）、－８０℃で保存
した。第３の尖は、１０％の緩衝ホルマリン中で４℃、２４時間浸漬固定され、パラフィ
ン中に包埋した。それぞれの尖の中央の３分の１から得た染色した又は免疫組織化学的に
分類された組織切片をデジタルビデオカメラ（Ｑｃｏｌｏｒ３、Ｏｌｙｍｐｕｓ）に接続
された光学顕微鏡(ＢＸ４１、Ｏｌｙｍｐｕｓ）を用いてコンピューターベースの数値化
画像システムによって分析した。分析領域（ＲＯＡ）は、リーフレットの基底部からバル
サルバ洞１０００μｍ及びリーフレットの基底部からリーフレット５００μｍから構成し
た。病変領域（ＬＡ）及びリーフレットの病変長（ＬＬＬ）を測定した。
【００８４】
組織化学
【００８５】
　ヘマトキシリン－フロキシン－サフラン(safran)、ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ及び Ｓｉｒｉｕ
ｓ－ｒｅｄ（Ｆ３Ｂ、ＢＤＨ、ＵＫ）染色部を調整し、組織の石灰化及びコラーゲンの調
査それぞれの定期実験を行った。偏光下でＳｉｒｉｕｓ　ｒｅｄピクリン酸染色部におい
てコラーゲン線維Ｉ型及びＩＩＩ型を前述の通りに定量した（１３）。免疫組織化学評価
では、全ての切片を抗ラビットマクロファージ（ＲＡＭ１１、Ｄａｋｏ、Ｃａｎａｄａ）
（希釈率１：１００）か抗ラビット平滑筋細胞α－アクチン（Ｃｌｏｎｅ １Ａ４、Ｄａ
ｋｏ、Ｃａｎａｄａ）（希釈率１：２００）のいずれかのマウスｌｇＧ２ａモノクローナ
ル抗体で前培養した。種に適したビオチン化二次抗体を適用し、次にスレプトアビジンホ
ースラディッシュペルオキシダーゼ複合体を適用し、アゾエチルカルバゾール（ＡＥＣ）
によって視覚化し、メイヤーのヘマトキシリンによって対比染色した。平滑筋細胞、マク
ロファージ、及び石灰化領域を倍率４０Ｘで得られたデジタル画像のＲＯＡにおいて定量
した。各切片の画像は、同じ照明設定でデジタル的に記録され、すべての試料に同じカラ
ー閾値で自動コンピュータベース解析を行った。データは、ＲＯＡにおいてパーセントで
分類した領域として示した。
【００８６】
　コレステロールフリーの組織の評価では、ＰＢＳ（ｐＨ７．４）中の４％パラフォルム
アルデヒドに固定された５μｍの低温切開片をフィリピンで染色した（１３）。切片は、
ＤＭＳＯを溶解しＰＢＳで希釈されたフィリピン複合体（Ｓｉｇｍａ、Ｃａｎａｄａ）中
で室温で１時間培養し、Ｖｅｃｔａｓｈｉｅｌｄ（Ｖｅｃｔｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ
ｅｓ、 ＵＳＡ） にマウントされ、ＤＡＰＩフィルタセットとＺｅｉｓｓ Ａｘｉｏｖｅ
ｒｔ ２００Ｍ顕微鏡を用いる傾向顕微鏡によって観察された。画像は、０．６３Ｘ Ｃ－
ｍｏｕｎｔ アダプタに取り付けられたＡｘｉｏＣａｍ ＭＲｍ デジタルカメラによって
得た。フィリピンデータは任意単位の蛍光強度として示した。
【００８７】
統計分析
【００８８】
　データは、平均値±標準偏差として示されている。「前処置」期間では、反復測定分散
分析（ＡＮＯＶＡ）モデルを使用して経時的および群（処置対コントロール群）の間の超
音波心臓検査及び血清測定を調査した。独立変数として時間、群、及び群ｘ時間相互関係
のモデルを用いて、所定の時点の群の間の比較が、有意な群ｘ時間相互関係の存在時にだ
け行った。その他の時点では、モデルの主要な群の効果に基づいて全体的な結果を出した
。無作為化処置期間では、反復測定共分散分析（ＡＮＣＯＶＡ）モデルを使用して、経時
的および群（処置対コントロール群）の間の超音波心臓検査及び血清測定を調査し、ベー
スライン値の反応変数で補正した。群ｘ時間相互関係は、ＡＮＣＯＶＡモデルにも含まれ
ており、所定の時点の群の間の比較は、有意な群ｘ時間相互関係の存在時にだけ行った。
その他の時点で、モデルの主要な群の効果に基づいて全体的な結果を出した。組織学的変
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数は、スチューデントｔ検定を用いて処置群とコントロール群との間で比較した。組織形
態計測と超音波心臓検査の変数との関係は、Ｐｅａｒｓｏｎ相関係数を用いて評価した。
全ての分析はＳＡＳｒｅｌｅａｓｅ８．２ (ＳＡＳ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｉｎｃ．， Ｃ
ａｒｙ， ＮＣ）で行い、有意水準０．０５で行った。
【００８９】
結果
【００９０】
血清脂質及びカルシウム血
【００９１】
　前処置期間（高コレステロール飼料の期間）中の群の間で、総コレステロール（Ｐ＝０
．９４２）、ＨＤＬコレステロール（Ｐ＝０．７８７）、トリグリセリド（Ｐ＝０．９０
６）、及びカルシウム血（Ｐ＝０．７２７）の血清レベルに対する有意差はなかった。ま
た、２週間の処置期間中、総コレステロールレベルは両方の群で統計的に同じであった（
Ｐ＝０．４７０）。コントロール群及び処置群のそれぞれの値は、無作為化の時に、２０
．４６±３．５２ ｍｍｏｌ／Ｌ及び ２０．１３±５．１８ ｍｍｏｌ／Ｌ、処置の終了
時に、１３．７８±６．２４ ｍｍｏｌ／Ｌ及び １７．５７±１０．３２ｍｍｏｌ／Ｌで
あった。処置期間中、ＨＤＬコレステロールレベルは、群の間で統計的に有意差はなかっ
た（Ｐ＝０．３７４）。ＨＤＬコレステロールは、無作為化の時に、０．５０±０．２０
ｍｍｏｌ／Ｌ及び０．５０±０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ、処置の終了時に、０．３９±０．１
７ｍｍｏｌ／Ｌ及び０．４５±０．１７ｍｍｏｌ／Ｌであった。この期間中、トリグリセ
リドレベルも同じであった（Ｐ＝０．５４４）。処置期間中、両方の群において、カルシ
ウム血は群の間で統計的に有意差はなく（Ｐ＝０．８３２）、無作為化の前で３．３１±
０．２９ ｍｍｏｌ／Ｌ及び３．１５±０．３７ｍｍｏｌ／Ｌ、処置の終了時で３．２２
±０．１１ｍｍｏｌ／Ｌ及び３．２２±０．１２ｍｍｏｌ／Ｌの値であった。
【００９２】
高コレステロール飼料及びビタミンＤ２の補給期間中のＡＶＳの発現
【００９３】
　コレステロール及びビタミンＤ２飼料によるＡＶＳ誘導時間は、コントロール及び処置
群で同じであった（１２．８±２．２対１３．０±２．９週；Ｐ＝０．８５２）。ベース
ライン時と高コレステロール含有飼料の期間の終了時のＡＶＡの間に有意差があった（Ｐ
＜０．０００１）。両方の群において、ＡＶＡは減少し、値はコントロールと処置したラ
ビットとの間でほぼ同じであった（コントロールにおけるベースライン時の２４．２±４
．１ｍｍ２から１９．０±２．７ｍｍ２へ、処置群における２４．７±３．９ｍｍ２から
１９．１±２．６へ）。従って、ＡＶＳ発現期間中、群の間のＡＶＡに有意差はなかった
（Ｐ＝０．８５２）。ＡＶＡは、コントロール群と処置群における無作為化処置の前に２
０．５±４．２％と２１．６±３．７％に減少した。
【００９４】
　また、Ｖ１／Ｖ２比は、ベースライン時と高コレステロール飼料の期間の終了時の測定
の間で有意差があった（Ｐ＜０．０００１）。Ｖ１／Ｖ２比は群の間で有意差なく、これ
らの時点の間で減少した（Ｐ＝０．９１４）。
【００９５】
処置に伴うＡＶＳの進行－超音波心臓検査
【００９６】
　図１に示すように、処置期間中（ＡＶＳ検出から処置の２週間後まで）、有意な群ｘ時
間相互関係がＡＶＡで観察された（Ｐ＝０．０１３）。反復測定ＡＮＣＯＶＡモデルを用
いて超音波心臓検査測定は、コントロールと比較して処置群において、処置の７日後（２
１．９±３．６ｍｍ２対１９．６±１．８ｍｍ２, Ｐ＝０．０１９） (１４．２±３．５
％対３．９±３．４％の相対的増加)、１０日後 （２３．０±４．１ｍｍ２対２０．３±
２．４ｍｍ２, Ｐ＝０．００６) (１９．８±３．５％対７．６±４．２％の相対的増加)
、及び１４日後（２３．８±３．１ｍｍ２対２１．３±２．４ｍｍ２,Ｐ＝０．０１２）
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（２４．６±２．０％対１２．９±３．５％の相対的増加）後にＡＶＡの有意な増加を示
した。
【００９７】
　大動脈弁の厚さが超音波心臓検査によって評価され、無作為化治療の前と、処置の１４
日後に測定された。有意な群ｘ時間相互関係が大動脈弁の厚さで観察された（Ｐ＝０．０
０５）。無作為化時点で群の間に有意差は見られなかったが、大動脈弁の厚さの有意な減
少が処置の１４日後にコントロール群と比較して処置群で観察された。大動脈弁の厚さは
、処置したラビットにおいて無作為化の前に０．０９４±０．０３４ｃｍ、処置の終了時
に０．０７５±０．０３３ｃｍであったが、コントロールにおいて両方の時点で０．０８
０±０．０２４ｃｍと ０．０８０±０．０２６ｃｍ であった。
【００９８】
組織学
【００９９】
　全ての動物が大動脈弁の病変を示した。新組織(neotissue)のキャップ(cap)にある病変
は、病変の約半分の深さから泡沫細胞を有する低密度の線維性材料に徐々に変わる泡沫細
胞の多重層を構成した。病変は、一般的に、接合部(the sinotubular area)から進行し、
バルサルバ洞全体を覆って尖の基底部及び動脈の近位リーフレットの最大２分の１乃至３
分の２まで延在した。対照的に、リーフレット室(leaflet ventricularis)の病変は一般
的ではなく、より重症度が軽かった。
【０１００】
組織形態計測
【０１０１】
　図３に示されるように、コントロール群と比較してＡｐｏＡ－１模倣ペプチド処置群に
おいて、ＲＯＡあたりのＬＡのパーセンテージは有意に減少した（５２．８±１２．５％
／ＲＯＡ対６６．７±９．９％／ＲＯＡ、Ｐ＝０．０３２）。興味深いことに、両方の群
において組織形態計測のＬＡ／ＲＯＡのパーセンテージと超音波心臓検査で測定したＡＶ
Ａを統合計算すると、ＬＡ／ＲＯＡのパーセンテージとＡＶＡの間に逆相関がみられた 
（ｒ＝－０．５４、Ｐ＝０．０３９、図４）。同様に、両群の統合データの分析は、ＡＶ
Ａと％ＬＬＬの間に逆相関を示した（すなわち、病変が占めるリーフレット総長又はＬＬ
Ｌ／リーフレット総長Ｘ１００のパーセンテージ）（ｒ＝－０．７０、Ｐ＝０．００４）
。しかしながら、％ＬＬＬにおいて処置及びコントロール群との間の差は、統計的有意性
に達しなかった（５５．７±２４．３％対７２．３±１１．７％、Ｐ＝０．１０９）。
【０１０２】
組織化学
【０１０３】
　石灰化した病巣が動物の大部分に観察された。バルサルバ洞の病変コアにおけるカルシ
ウム沈着を伴うラビットのパーセンテージは、処置群で５７％（４／７）、コントロール
で８８％（７／８）であった。バルサルバ洞領域のｖｏｎ　Ｋｏｓｓａ染色による石灰化
の占めるパーセンテージの定量は、コントロールと比較して処置群で７７％に減少する強
い傾向がみられた （１．６±２．０％対６．９±６．７％；Ｐ＝０．０６３）。両方の
調査群の統合データを使用して、洞領域内の石灰化病巣領域のこのパーセンテージは、 
超音波心臓検査で測定した大動脈弁の厚さとかなりの相関を示した（ｒ＝０．６３，Ｐ＝
０．０１２）（図５）。
【０１０４】
　フィリピン染色によって検出されたフリーコレステロールは、ほとんどすべてのコント
ロール動物において大動脈弁全体の病変領域にわたって存在したが、蛍光標識は、Ａｐｏ
Ａ－１模倣ペプチドで処置したほとんどの動物の病変の管腔縁部でより低下する傾向にあ
った。管腔縁部の第１の１０μｍ内の蛍光標識の評価は、コントロールと比較して処置さ
れた動物において４１％のフリーコレステロールの減少を示したが、この差は、統計的優
位性に達しなかった（蛍光強度の任意ユニット２２１±５４対３７７±２２９、Ｐ＝０．
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２３１）。マクロファージ領域（３４．５％）は、αアクチン陽性領域（１７．１％）の
大きさの約２倍であり、群の間に有意差はなかった。ＲＯＡにおいて、コラーゲン線維Ｉ
ＩＩ型（薄緑色）のパーセンテージは、コラーゲン線維Ｉ型（赤黄色）より高かった（コ
ントロールにおける１９．７±５．５％／ＩＩＩ型のＲＯＡ対６．６±４．１％／Ｉ型の
ＲＯＡ、Ｐ＝０．００００９；処置したラビットにおける１９．１±１１．３％／ＩＩＩ
型のＲＯＡ対５．５±５．６％／Ｉ型のＲＯＡ、Ｐ＝０．０１５）。しかしながら、ＲＯ
Ａにおけるコラーゲン線維（Ｉ型及びＩＩＩ型）のパーセンテージは、両方の群の間で同
じであった （それぞれＰ＝０．６７１及びＰ＝Ｏ．８８３）。
【０１０５】
考察
【０１０６】
　これらの実験は、ＡｐｏＡ－１模倣ペプチドの注入が、実験的なＡＶＳの有意な後退を
もたらすことを照明している。コントロール群と比較して、ＡｐｏＡ－１模倣ペプチドの
注入は、ＡＶＡのより良い改善及び大動脈弁の厚さにおける有意な減少をもたらした。超
音波心臓検査のＡＶＳ重症度においてこれらの好ましい変化は、リーフレットの基底部範
囲の病変延在部の有意な減少及び石灰化が減少する強い傾向によって組織切片に生じた。
【０１０７】
　Ｄｒｏｌｅｔら（１２）によって明らかにされた大動脈弁の石灰化が有意に再現可能に
起こるＡＶＳのラビットモデルを用いて、臨床症状を模倣することが可能であった。コレ
ステロール含有飼料及びビタミンＤ２を約１３週間補給した後、超音波心臓検査測定は、
ＡＶＡにおいて２１％減少を示した。二次元画像が、弁の厚さの増加とリーフレットの硬
化及び石灰化領域に対応するエコー発生性を示した。組織学的検査は、リーフレットの肥
厚及びバルサルバ洞とリーフレット基底部の両方においてカルシウム沈着を確認した。こ
の調査は、実験的な石灰化ＡＶＳにおいてＡｐｏＡ－１模倣ペプチドの有益な効果の超音
波心臓検査及び組織学的証明を提供する。ＡＶＡにおける増加は、積極的な処置の開始後
７日と早くに観察され、１４日で２４％の改善を達成した。ＡＶＡは、ＡｐｏＡ－１模倣
ペプチドの注入によって高コレステロール飼料を開始する前の正常な値へ実際にほぼ戻っ
た。対照的に、コントロール群におけるコレステロール含有飼料及びビタミンＤ２補給の
中止は（脂質低下を模倣するために）、ペプチドの有益な効果を確認しているＡＶＡにお
いて軽い増加のみをもたらした。また、大動脈弁の厚さは、超音波心臓検査によって示す
ようにペプチドを伴う処置においてほんの１４日後に著しく減少した。興味深いことに、
超音波心臓検査によって決定されたＡＶＡは、組織学による病変の延在部の指標に逆相関
関係を示した。また、ＡｐｏＡ－１模倣ペプチドの注入は、リーフレット基底部周囲の組
織学分析範囲における病変領域のパーセンテージにおいて、有意な減少をもたらした。さ
らに、高齢者の石灰化ＡＶＳが先進国が遭遇する狭窄症を最も頻繁に形成すると考えると
、任意に選択した０．０５レベルでの統計的優位性をほとんど達した弁石灰化の延在部に
おける大きな減少は、臨床上重要になりうる。これは、大動脈弁の石灰化の存在によって
、ペプチドによる好ましい結果を得ることが排除されないばかりではなく、このアプロー
チが弁の石灰化自体を後退させうることを示唆している。この結果は、僧帽弁および／ま
たは石灰化にも適用可能である。
【０１０８】
　リン脂質と複合したＡｐｏＡ－１模倣ペプチドは、自然のＡｐｏＡ－１と同様の方法で
コレステロール逆輸送を刺激する（１４）。コントロールと比較してペプチドで処置した
ラビットにおいて総コレステロールのより高い循環レベル（処置の２週間後に観察された
）は、組織コレステロールの可動性の強化を示した。
【０１０９】
　本実験例は、例えば、ＨＤＬと同様の効果を有するＨＤＬ又はペプチド（脂質を含む又
は含まない）の１又はそれ以上の注入又は投与、ＨＤＬ模倣剤の経口投与、および／また
はコレステリルエステル輸送タンパク（ＣＥＴＰ）モジュレータ、スカベンジャー受容体
クラスＢメンバー１（ＳＲＢ１）モジュレータ、肝臓Ｘ受容体（ＬＸＲ）／レチノイドＸ
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受容体（ＲＸＲ）アゴニスト、ＡＴＰ結合カセット輸送体１（ＡＢＣＡ１）アゴニスト、
及びペルオキシソーム増殖因子活性化受容体（ＰＰＡＲ）アゴニスト、同様の物など任意
の好適なＨＤＬに基づく治療を使用してヒトにおいて同じ結果を得ることが可能であると
いうことを示唆している。
【０１１０】
　ここに記述した実験は大動脈弁狭窄の調節に関係しているが、これらの実験がヒトや他
の哺乳類において生物学的効果を予測しうるおよび／または全ての他の弁疾患に対してヒ
トや他の哺乳類において本発明を使用するモデルとして役立ちうることを当業者は容易に
理解しうる。
【０１１１】
　本発明は、この好適な実施例によって上述されているが、請求の範囲に規定される本発
明の主題の意図及び原理から外れることなく改良することができる。
【０１１２】
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