
(57)【要約】
本発明は、緩徐な不活性化を示す A型 K+  チャネル (slowly-inactivating A-type K+  chann
el)開口作用を有する化合物またはその薬理学的に許容される塩を有効成分として含有す
る過活動膀胱治療剤、および slowly-inactivating A-type K+  channel開口作用を指標と
して測定することを含む過活動膀胱治療剤のスクリーニング方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
緩 徐 な 不 活 性 化 を 示 す A型 K +  チ ャ ネ ル (slowly-inactivating A-type K +  channel)開 口 作
用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 過 活 動 膀
胱 治 療 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
緩 徐 な 不 活 性 化 を 示 す A型 K +  チ ャ ネ ル (slowly-inactivating A-type K +  channel)開 口 作
用 を 有 す る 化 合 物 が 、 N-(5,5-ジ オ キ シ ド -10-オ キ ソ -4,10-ジ ヒ ド ロ チ エ ノ [3,2-c][1]ベ
ン ゾ チ エ ピ ン -9-イ ル )-3,3,3-ト リ フ ル オ ロ -2-ヒ ド ロ キ シ -2-メ チ ル プ ロ パ ン ア ミ ド で あ
る 請 求 項 １ 記 載 の 過 活 動 膀 胱 治 療 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
緩 徐 な 不 活 性 化 を 示 す A型 K +  チ ャ ネ ル (slowly-inactivating A-type K +  channel)開 口 作
用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 の 治 療 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む
過 活 動 膀 胱 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
過 活 動 膀 胱 治 療 剤 の 製 造 の た め の 、 緩 徐 な 不 活 性 化 を 示 す A型 K +  チ ャ ネ ル (slowly-inacti
vating A-type K +  channel)開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩
の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
緩 徐 な 不 活 性 化 を 示 す A型 K +  チ ャ ネ ル (slowly-inactivating A-type K +  channel)開 口 作
用 を 指 標 と し て 測 定 す る こ と を 含 む 過 活 動 膀 胱 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 過 活 動 膀 胱 治 療 剤 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
過 活 動 膀 胱 は 尿 意 切 迫 感 お よ び 頻 尿 の 症 状 を 呈 し て い る 病 的 状 態 で あ り 、 切 迫 性 尿 失 禁 を
併 発 し て い る 場 合 と 併 発 し て い な い 場 合 が あ る が 、 こ れ ら の 症 状 を 説 明 で き る よ う な 局 所
の 病 的 要 因 ま た は 代 謝 系 の 要 因 が な い と さ れ て い る 。 蓄 尿 お よ び 排 尿 は 、 末 梢 お よ び 中 枢
神 経 系 を 含 む 複 雑 な 反 射 経 路 の 生 理 的 制 御 を 受 け て い る ［ ユ ー ロ ロ ジ ー （ Urology） 、 50
巻 、 サ プ ル メ ン ト 6A号 、 36-52頁 （ 1997年 ） ］ 。 尿 意 切 迫 感 と は 急 激 か つ 強 力 な 尿 意 を 指
し 、 切 迫 性 尿 失 禁 は 尿 意 切 迫 感 に よ る 不 随 意 な 尿 漏 れ を 指 す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
過 活 動 膀 胱 に 起 因 す る 尿 意 切 迫 感 お よ び 切 迫 性 尿 失 禁 の よ う な 症 状 を 有 す る 患 者 に は 、 多
く の 場 合 、 膀 胱 内 圧 測 定 に お い て 排 尿 筋 の 不 随 意 （ 無 抑 制 ） 収 縮 が 認 め ら れ 、 こ れ は 排 尿
筋 過 活 動 と 呼 ば れ る 。 こ の 排 尿 筋 過 活 動 が 尿 意 切 迫 感 と 切 迫 性 尿 失 禁 の 要 因 と 考 え ら れ て
い る 。 さ ら に 、 尿 意 切 迫 感 は 頻 尿 の 要 因 と も な る 。 こ の 排 尿 筋 過 活 動 は 、 ２ つ の カ テ ゴ リ
ー に 分 類 さ れ る 。 患 者 に 神 経 障 害 が 認 め ら れ る 場 合 の 神 経 因 性 膀 胱 （ 排 尿 筋 過 反 射 ） 、 お
よ び 患 者 に 神 経 障 害 が 認 め ら れ な い 場 合 の 不 安 定 膀 胱 （ 排 尿 筋 不 安 定 症 ） で あ る 。 不 安 定
膀 胱 の 要 因 は お そ ら く は 神 経 因 性 膀 胱 も し く は 排 尿 筋 平 滑 筋 自 体 の 障 害 の い ず れ か （ ま た
は そ の 両 方 ） で あ る と 考 え ら れ て い る 。 神 経 因 性 膀 胱 と 関 係 す る 神 経 障 害 に は パ ー キ ン ソ
ン 病 、 脳 卒 中 、 糖 尿 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 末 梢 性 神 経 障 害 お よ び 脊 髄 損 傷 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
膀 胱 に お け る 充 満 感 は Aδ 線 維 お よ び C線 維 の 二 種 類 の 膀 胱 知 覚 求 心 性 ニ ュ ー ロ ン を 介 し て
中 枢 神 経 系 に 伝 え ら れ る が 、 通 常 の 状 態 で は 、 C線 維 は 関 与 し て い な い （ silentで あ る ）
。 他 方 、 膀 胱 の 知 覚 過 敏 な ど の 状 態 の 下 で は C線 維 の 感 受 性 が 増 大 し て い る こ と が 知 ら れ
て い る ［ ク リ ニ カ ル ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ペ イ ン （ Clinical J. Pain） 、 16巻 、 S86-89頁
（ 2000年 ） ］ 。 さ ら に 、 核 上 型 脊 髄 損 傷 患 者 の 過 活 動 膀 胱 に 、 膀 胱 知 覚 求 心 路 C線 維 を 介
し た 脊 髄 反 射 機 構 が 関 与 し て い る こ と が 知 ら れ て い る ［ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ユ ー ロ ロ ジ ー
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（ J. Urol.） 、 157巻 、 585-589頁 （ 1997年 ） ］ 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
カ リ ウ ム ・ チ ャ ネ ル （ K +  channel） は 種 々 組 織 の 細 胞 膜 上 に 存 在 し 、 膜 電 位 の 調 節 を 介 し
て 様 々 な 生 理 作 用 に 関 与 し て い る 。 K +  チ ャ ネ ル は 、 電 位 依 存 性 、 Ca + + 感 受 性 、 お よ び そ
の 他 の チ ャ ネ ル の 性 質 に よ り 種 々 の タ イ プ に 分 類 さ れ る 。 緩 徐 な 不 活 性 化 を 示 す A型 K +  チ
ャ ネ ル (slowly-inactivating A-type K +  channel)は 、 カ プ サ イ シ ン 感 受 性 脊 髄 後 根 神 経
節 （ DRG） 神 経 細 胞 に 発 現 し て お り ［ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ニ ュ ー ロ フ ィ ジ オ ロ ジ ー （ J. Ne
urophysiol.） 、 75巻 、 2629-2646頁 （ 1996年 ） ］ 、 C線 維 の 興 奮 性 を 制 御 し て い る ［ ジ ャ
ー ナ ル ・ オ ブ ・ フ ィ ジ オ ロ ジ ー （ J. Physiol.） 、 494巻 、 1-16頁 （ 1996年 ） ］ 。 正 常 ラ ッ
ト の 膀 胱 求 心 性 神 経 C線 維 の 活 動 電 位 は 、 slowly-inactivating A-type K + チ ャ ネ ル の 効 果
に よ り 高 い 閾 値 を 保 っ て い る 。 一 方 、 慢 性 膀 胱 炎 ラ ッ ト に お い て は 、 イ オ ン チ ャ ネ ル 特 性
が 変 化 し て 、 K + 電 流 の 減 弱 が 起 き て い る 。 こ の た め 膀 胱 炎 時 に は 、 C線 維 の 興 奮 性 が 上 昇
し 、 過 活 動 膀 胱 が 惹 起 さ れ る と 考 え ら れ て き た ［ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ニ ュ ー ロ サ イ エ ン ス
（ J. Neurosci.） 、 19巻 、 4644-4653頁 （ 1999年 ） ］ 。 ま た 、 脊 髄 損 傷 後 の 過 活 動 膀 胱 を
示 し て い る ラ ッ ト に お い て は slowly-inactivating A-type K +  channel密 度 が 減 少 し て 、 C
線 維 の 興 奮 性 が 上 昇 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
上 記 の 知 見 に よ り 、 我 々 は 、 脊 髄 損 傷 ま た は 膀 胱 炎 な ど の 神 経 因 性 膀 胱 の よ う な 種 々 病 態
か ら 生 じ る 過 活 動 膀 胱 を 、 slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 を 介 し て C線 維 の
興 奮 性 を 低 下 さ せ る こ と に よ り 、 治 療 で き る と い う 仮 説 を 立 て た 。 我 々 は 、 slowly-inact
ivating A-type K +  channelの 開 口 活 性 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る
塩 が 、 過 活 動 膀 胱 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と を 見 い だ し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
本 発 明 の 目 的 は 、 優 れ た 過 活 動 膀 胱 治 療 剤 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 は 、
（ １ ） slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理
学 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 過 活 動 膀 胱 治 療 剤 、 お よ び
（ ２ ） slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 が 、 N-(5,5-ジ オ
キ シ ド -10-オ キ ソ -4,10-ジ ヒ ド ロ チ エ ノ [3,2-c][1]ベ ン ゾ チ エ ピ ン -9-イ ル )-3,3,3-ト リ
フ ル オ ロ -2-ヒ ド ロ キ シ -2-メ チ ル プ ロ パ ン ア ミ ド で あ る （ １ ） 項 記 載 の 過 活 動 膀 胱 治 療 剤
に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 は 、
（ ３ ） slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理
学 的 に 許 容 さ れ る 塩 の 治 療 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 過 活 動 膀 胱 の 治 療 方 法 、 お よ び
（ ４ ） 過 活 動 膀 胱 治 療 剤 の 製 造 の た め の 、 slowly-inactivating A-type K +  channel開 口
作 用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、
（ ５ ） slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 作 用 を 指 標 と し て 測 定 す る こ と を 含
む 過 活 動 膀 胱 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
本 明 細 書 に お け る 「 slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 」
は 、 そ の 性 質 の 一 つ と し て slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 し て い
れ ば 、 新 規 で あ る か 公 知 で あ る か を 問 わ ず 、 ま た 化 合 物 の 構 造 等 に 限 定 さ れ ず 、 す べ て の
slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 と
し て は 、 (S)-(+)-N-(5,5-ジ オ キ シ ド -10-オ キ ソ -4,10-ジ ヒ ド ロ チ エ ノ [3,2-c][1]ベ ン ゾ
チ エ ピ ン -9-イ ル )-3,3,3-ト リ フ ル オ ロ -2-ヒ ド ロ キ シ -2-メ チ ル プ ロ パ ン ア ミ ド ［ (S)-(+)
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-N-(5,5-dioxido-10-oxo-4,10-dihydrothieno[3,2-c][1]benzothiepin-9-yl)-3,3,3-trif
luoro-2-hydoxy-2-methylpropanamide］ （ 化 合 物 １ ） な ど が あ る 。 化 合 物 １ は WO98/46587
に 記 載 さ れ て い る 化 合 物 1-25と 同 一 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 、 slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 作
用 の 測 定 方 法 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 後 記 の 試 験 例 １ お よ び ２ に 記 載 の 方 法 な ど が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 で 用 い ら れ る 化 合 物 の 薬 理 作 用 を 試 験 例 に よ り 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
試 験 例 １ ：  DRG細 胞 に お け る slowly-inactivating　 K + 電 流 増 強 効 果
＜ 材 料 お よ び 方 法 ＞
動 物 の 準 備
試 験 は 成 熟 Sprague Dawley系 雌 性 ラ ッ ト を 用 い て 行 っ た 。 未 同 定 の DRGニ ュ ー ロ ン 群 あ る
い は 膀 胱 神 経 を 支 配 す る 特 定 の DRGニ ュ ー ロ ン 群 を 用 い て 、 2系 列 の 実 験 を 行 っ た 。 膀 胱 を
神 経 支 配 す る DRGニ ュ ー ロ ン 群 は 、 細 胞 単 離 7日 前 に ハ ロ タ ン 麻 酔 下 動 物 の 膀 胱 壁 に 注 入 し
た 蛍 光 色 素 の 4%(w/w) フ ァ ー ス ト ・ ブ ル ー （ Fast Blue）  (ポ リ ロ イ 社 （ Polyloy） , グ ロ
ス ・ ウ ム ス タ ッ ト （ Gross Umstat） ,ド イ ツ （  Germany） )の 逆 行 性 軸 索 輸 送 に よ っ て 標 識
し た 。 色 素 は 膀 胱 の 背 側 表 面 の 3～ 6部 位 に 28ゲ ー ジ の 注 射 針 を 用 い て 注 入 し た （ 1部 位 当
り 5～ 6 μ L、 総 容 量 20～ 30 μ L） 。 各 注 入 部 位 は 、 隣 接 組 織 が 色 素 で 汚 染 す る の を 最 小 限
に す る た め 生 理 食 塩 水 で 洗 っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
＜ 細 胞 分 離 ＞
DRGか ら の 単 離 ニ ュ ー ロ ン は ハ ロ タ ン 麻 酔 下 動 物 か ら 調 製 し た 。 L6お よ び S1 DRGを 動 物 よ
り 切 り 出 し 、 0.3 mg/mL ト リ プ シ ン （ Type 3、 シ グ マ 社 ） 、 1 mg/mL コ ラ ゲ ナ ー ゼ （ Type
 1、 シ グ マ 社 ） お よ び 0.1 mg/mLデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Type 4、 シ グ マ 社 ） を 含 む 5
mLの DMEM（ シ グ マ 社 ） を 加 え 、 35℃ で 25分 間 振 盪 浴 槽 中 で 単 離 し た 。 次 い で ト リ プ シ ン 活
性 を 中 和 さ せ る た め に ト リ プ シ ン 阻 害 剤 （ Type 2a、 シ グ マ 社 ） を 加 え た 。 個 々 の DRG細 胞
体 は 分 散 さ せ て 分 離 し 、 ポ リ -L-リ ジ ン で 覆 わ れ た 35 mmの ペ ト リ 皿 上 に 撒 い た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
＜ 電 気 的 記 録 ＞
色 素 標 識 さ れ た 膀 胱 を 支 配 す る 一 次 求 心 性 ニ ュ ー ロ ン は 、 蛍 光 ア タ ッ チ メ ン ト (UV-IAフ ィ
ル タ ー ； 励 起 波 長 、 365 nm)付 き 倒 立 型 位 相 差 顕 微 鏡 (ニ コ ン 社 、 東 京 、 日 本 )を 用 い て 特
定 し た 。 培 養 皿 中 の 各 標 識 ニ ュ ー ロ ン に 対 し 、 室 温 (20゜ C～ 22℃ )で ギ ガ オ ー ム ・ シ ー ル
・ ホ ー ル セ ル 記 録 法 を 実 施 し た 。 通 常 、 培 養 皿 中 に は 200～ 300個 の 非 標 識 ニ ュ ー ロ ン の う
ち 、 3～ 7の 標 識 細 胞 が 含 ま れ て い る 。 内 液 （ KOHで pH 7.4に 調 整 し た ） は 以 下 の 通 り (mmol
/L)：  KCl 140、 CaCl２  1、 MgCl２  2、 EGTA 11、 HEPES 10、 Mg-ATP 2、 Tris-GTP 0.4。 パ
ッ チ 電 極 の 抵 抗 は 、 内 液 で 満 た さ れ た 時 に 1～ 4 MΩ で あ っ た 。 ニ ュ ー ロ ン は NaCl 150、 KC
l 5、 CaCl２  2.5、 MgCl２  1、 HEPES 10お よ び D-glucose 10（ 以 上 、 mmol/L） を 含 む 外 液
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（ NaOHで pH 7.4に 調 整 し た ） で 1.5 mL/minの 流 速 で 表 面 灌 流 し た 。 全 て の 記 録 は 、 Axopat
ch-1D パ ッ チ ク ラ ン プ 増 幅 器 (ア ク ソ ン ・ イ ン ス ト ル メ ン ツ 社 （ Axon Instruments） 、 フ
ォ ス タ ー ・ シ テ ィ （ Foster City） 、 カ ル フ ォ ル ニ ア 州 （ CA） )を 用 い て 行 い 、 デ ー タ は PC
LAMPソ フ ト ウ ェ ア  (ア ク ソ ン ・ イ ン ス ト ル メ ン ツ 社 （ Axon Instruments） )に て 取 得 し て
解 析 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
電 位 固 定 記 録 で は 、 外 向 き K＋ 電 流 と 内 向 き Na＋ 電 流 を 測 定 し た 。 K＋ 電 流 を 単 離 す る た め
、 choline-Cl 150、 KOH 5、 CaCl２  0.03、 HEPES 10、 Mg(OH)２ 3お よ び D-glucose10（ 以 上
、 mmol/L） を 含 む 外 液 （ HClで pH 7.4に 調 整 し た ） に 変 更 し た 。
未 同 定 DRGニ ュ ー ロ ン を 用 い た 第 1番 目 の 一 連 の 実 験 で は 、 外 向 き K＋ 電 流 を 、 -90 mVの 保
持 電 位 か ら 、 長 さ 800 msの +60 mVの 脱 分 極 処 置 で 誘 発 し 、 さ ら に １ 秒 間 の -20 mVの 条 件 付
き 前 パ ル ス の 後 、 セ カ ン ド ・ パ ル ス と し て +60 mV ま で 同 様 の 脱 分 極 パ ル ス を 順 次 与 え る
こ と に よ り 誘 発 し た 。 フ ァ ー ス ト ・ ブ ル ー で 標 識 し た 膀 胱 求 心 性 DRGニ ュ ー ロ ン を 用 い た
第 2番 目 の 実 験 群 で は 、 -120mVの 保 持 電 位 （ slowly-inactivating　 A-type K + 電 流 が 完 全
に 活 性 化 さ れ る 条 件 ） か ら 活 性 化 さ れ た 外 向 き K＋ 電 流 か ら 、 -40 mVの 保 持 電 位 （ slowly-
inactivating　 A-type K + 電 流 の ほ と ん ど が 不 活 性 化 さ れ て い る 条 件 ） か ら 活 性 化 さ れ た
外 向 き K＋ 電 流 を 差 し 引 く こ と に よ り slowly-inactivating　 A-type K + 電 流 を 分 離 し た 。
化 合 物 は 低 濃 度 か ら 累 積 的 に 適 用 し た 。 電 流 は 最 高 点 (ピ ー ク )で 測 定 し 、 対 照 (化 合 物 適
用 前 )で 規 格 化 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
内 向 き Na＋ 電 流 は 、 -90 mVの 保 持 電 位 か ら ＋ 60 mV、 800 msの 長 さ の 脱 分 極 処 置 に よ っ て
誘 発 し た 。 電 流 は 最 高 点 (ピ ー ク )で 測 定 し 、 対 照 (化 合 物 適 用 前 )で 規 格 化 し た 。
未 同 定 DRGニ ュ ー ロ ン を 用 い た 実 験 で 得 ら れ た 結 果 を 第 １ 表 ～ 第 ５ 表 に 、 カ プ サ イ シ ン 感
受 性 膀 胱 求 心 性 ニ ュ ー ロ ン を 用 い た 実 験 で 得 ら れ た 結 果 を 第 ６ 表 に 示 す 。 第 １ 表 に は 保 持
電 位 が -90 mV時 （ slowly-inactivating　 A-type K + 電 流 活 性 化 条 件 ） ま た は -20 mV時 （ sl
owly-inactivating　 A-type K + 電 流 不 活 性 化 条 件 ） の 電 流 変 化 に 対 す る 化 合 物 1の 作 用 を
示 す 。 第 ２ 表 に は 20 mmol/Lテ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ tetraethylammonium） 存 在 下 で
の 化 合 物 １ の 作 用 、 第 ３ 表 に は 5 μ mol/Lベ ラ パ ミ ル （ verapamil） 存 在 下 で の 化 合 物 １ の
作 用 、 第 ４ 表 に は 60 mmol/L テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ tetraethylammonium） 存 在 下 で
の 化 合 物 １ の 作 用 を 示 す 。 第 ５ 表 に は 、 Na + 電 流 に 対 す る 化 合 物 １ の 作 用 を 示 す 。 第 1～ 5
表 に お い て 、 nは 例 数 を 表 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ０ 】
第 １ 表 は 、 未 同 定 DRG細 胞 を 用 い た 、 膜 電 位 固 定 法 （ voltage clamp） で 測 定 し た 電 流 に 対
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す る 化 合 物 １ の 作 用 を 表 し て い る 。 保 持 電 位 （ HP） -90 mVか ら 活 性 化 さ れ る 電 流 は slowly
-inactivating　 A-type K + 電 流 を 含 む K + 電 流 を 測 定 し た 成 績 で あ り 、 保 持 電 位 -20 mVか ら
活 性 化 さ れ る 電 流 は 遅 延 整 流 性 K + 電 流 を 測 定 し た 成 績 で あ る 。 第 １ 表 よ り 、 化 合 物 １ は 化
合 物 濃 度 1× 10 - 7 ～ 5× 10 - 7  mol/Lを ピ ー ク に し て 、 slowly-inactivating　 A-type K + 電 流
を 増 強 す る が 、 遅 延 整 流 性 K + 電 流 に は 影 響 し な い （ 影 響 が 少 な い ） こ と が 示 唆 さ れ た 。 な
お 、 化 合 物 １ の 効 果 （ 値 ） は 、 薬 物 適 用 前 の 値 を 1と し た 時 の 相 対 値 で 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】
第 ２ 表 は 、 遅 延 整 流 性  K +  電 流 の 阻 害 剤 （ blocker） で あ る テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 存
在 下 で の 化 合 物 １ の 作 用 を 表 し て い る 。 遅 延 整 流 性  K + 電 流 の 阻 害 剤 存 在 下 で も 、 化 合 物
１ は 同 様 の 結 果 を 示 す こ と に よ り 、 化 合 物 １ の K +  電 流 増 強 効 果 は 遅 延 整 流 性  K +  channel
を 介 し た も の で は な い こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ４ 】
第 ３ 表 は 、 遅 延 整 流 性  K + 電 流 の 阻 害 剤 （ blocker） で あ る ベ ラ パ ミ ル （ verapamil） 存 在
下 で の 化 合 物 １ の 作 用 を 示 し て い る 。 第 ３ 表 に お い て も 第 ２ 表 と 同 様 の 結 果 が 得 ら れ て い
る こ と に よ り 、 化 合 物 １ の K + 電 流 増 強 効 果 は 遅 発 整 流 性  K +  channelを 介 し た も の で は な
い こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ６ 】
第 ４ 表 は 高 濃 度 の テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ TEA） 存 在 下 で の 化 合 物 １ の 作 用 を 表 し て
い る 。 高 濃 度 の テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （ TEA） は 遅 発 整 流 性  K + 電 流 の 阻 害 剤 （ blocke
r） と し て 作 用 す る 。 第 ４ 表 に お い て も 第 ２ 表 と 同 様 の 結 果 が 得 ら れ て い る こ と に よ り 、
化 合 物 １ の K + 電 流 増 強 効 果 は 遅 発 整 流 性  K +  channelを 介 し た も の で は な い こ と が 示 唆 さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ８ 】
第 ５ 表 は DRG細 胞 に お け る Na + 電 流 に 対 す る 化 合 物 １ の 作 用 を 表 し て い る 。 化 合 物 １ は Na +

電 流 に は 影 響 し な い こ と が 第 ５ 表 よ り 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
第 ６ 表 は 、 フ ァ ー ス ト ・ ブ ル ー で 標 識 さ れ た カ プ サ イ シ ン 感 受 性 膀 胱 求 心 性 ニ ュ ー ロ ン （
C線 維 と 推 定 さ れ る ニ ュ ー ロ ン ） に お け る slowly-inactivating　 A-type K + 電 流 （ I K ） お
よ び 遅 延 整 流 性 K + 電 流 に 対 す る 化 合 物 １ の 作 用 を 表 し て い る 。 slowly-inactivating　 A-t
ype K + 電 流 は 、 -120 mVの 保 持 電 位 （ slowly-inactivating　 A-type K + 電 流 が 完 全 に 活 性
化 さ れ る 条 件 ） か ら 活 性 化 さ れ た 外 向 き K + 電 流 か ら 、 -40 mVの 保 持 電 位 （ slowly-inactiv
ating　 A-type K + 電 流 の ほ と ん ど が 不 活 性 化 さ れ る 条 件 ） か ら 活 性 化 さ れ た 外 向 き K + 電 流
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を 差 し 引 く こ と に よ り 単 離 し た 。 第 ６ 表 よ り 、 未 同 定 DRGニ ュ ー ロ ン で の 検 討 と 同 様 に 、
化 合 物 １ は slowly-inactivating　 A-type K + 電 流 を 増 加 さ せ る が 、 遅 延 整 流 性 K + 電 流 に は
影 響 が 少 な い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
試 験 例 ２ ： DRG細 胞 に お け る 膜 電 位 変 化
＜ 材 料 お よ び 方 法 ＞
動 物 の 準 備
試 験 は 成 熟 Sprague Dawley系 雌 性 ラ ッ ト を 用 い て 行 っ た 。 未 同 定 の DRGニ ュ ー ロ ン 群 お よ
び 膀 胱 神 経 を 支 配 す る 特 定 の 膀 胱 支 配 DRGニ ュ ー ロ ン 群 は 、 細 胞 単 離 7日 前 に ハ ロ タ ン 麻 酔
下 動 物 の 膀 胱 壁 に 注 入 し た 蛍 光 色 素 の 4%(w/w) フ ァ ー ス ト ・ ブ ル ー （ Fast Blue）  (ポ リ
ロ イ 社 （ Polyloy） , グ ロ ス ・ ウ ム ス タ ッ ト （ Gross Umstat） , ド イ ツ （ Germany） )の 逆
行 性 軸 索 輸 送 に よ っ て 標 識 し た 。 色 素 は 膀 胱 の 背 側 表 面 の 3～ 6部 位 に 28ゲ ー ジ の 注 射 針 を
用 い て 注 入 し た （ 1部 位 当 り 5～ 6 μ L、 総 容 量 20～ 30 μ L） 。 各 注 入 部 位 は 、 隣 接 組 織 が
色 素 に よ り 汚 染 す る の を 最 小 限 に す る た め 生 理 食 塩 水 で 洗 っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
＜ 細 胞 分 離 ＞
DRGか ら の 単 離 ニ ュ ー ロ ン は ハ ロ タ ン 麻 酔 下 動 物 か ら 調 製 し た 。 L6お よ び S1 DRGを 動 物 よ
り 切 り 出 し 、 0.3 mg/mL ト リ プ シ ン （ Type 3、 シ グ マ 社 ） 、 1 mg/mL コ ラ ゲ ナ ー ゼ （ Type
 1、 シ グ マ 社 ） お よ び 0.1 mg/mLデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Type 4、 シ グ マ 社 ） を 含 む D
MEM（ シ グ マ 社 ） 5mLを 加 え 、 35℃ で 25分 間 振 盪 浴 槽 中 で 単 離 し た 。 次 い で ト リ プ シ ン 活 性
を 中 和 さ せ る た め に ト リ プ シ ン 阻 害 剤 （ Type 2a、 シ グ マ 社 ） を 加 え た 。 個 々 の DRG細 胞 体
は 分 散 さ せ て 分 離 し 、 ポ リ -L-リ ジ ン で 覆 わ れ た 35 mmの ペ ト リ 皿 上 に 撒 い た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
＜ 電 気 的 記 録 ＞
色 素 標 識 さ れ た 膀 胱 を 支 配 す る 一 次 求 心 性 ニ ュ ー ロ ン は 、 蛍 光 ア タ ッ チ メ ン ト (UV-IAフ ィ
ル タ ー ； 励 起 波 長 、 365 nm)付 き 倒 立 型 位 相 差 顕 微 鏡 (ニ コ ン 社 、 東 京 、 日 本 )を 用 い て 特
定 し た 。 細 胞 分 離 6～ 8時 間 以 内 に 、 培 養 皿 中 の 各 標 識 ニ ュ ー ロ ン に 対 し 、 室 温 (20゜ C～ 22
℃ )で ギ ガ オ ー ム ・ シ ー ル ・ ホ ー ル セ ル 記 録 法 を 実 施 し た 。 通 常 、 培 養 皿 中 に は 200～ 300
個 の 非 標 識 ニ ュ ー ロ ン の う ち 、 3～ 7の 標 識 細 胞 が 含 ま れ て い る 。 内 液 （ KOHで pH 7.4に 調
整 し た ） は 以 下 の 通 り (mmol/L)：  KCl 140、 CaCl２  1、 MgCl２  2、 EGTA 11、 HEPES 10、 M
g-ATP 2、 Tris-GTP 0.4。 パ ッ チ 電 極 の 抵 抗 は 、 内 液 で 満 た さ れ た 時 に 1～ 4 MΩ で あ っ た
。 ニ ュ ー ロ ン は 、 NaCl 150、 KCl 5、 CaCl２  2.5、 MgCl２  1、 HEPES 10お よ び D-glucose 1
0（ 以 上 、 mmol/L） を 含 む 外 液 （ NaOHで pH 7.4に 調 整 し た ） で 1.5 mL/minの 流 速 で 表 面 灌
流 し た 。 全 て の 記 録 は 、 Axopatch-1D パ ッ チ ク ラ ン プ 増 幅 器 (ア ク ソ ン ・ イ ン ス ト ル メ ン
ツ 社 （ Axon Instruments） 、 フ ォ ス タ ー ・ シ テ ィ （ Foster City） 、 カ ル フ ォ ル ニ ア 州 （ C
A） )を 用 い て 行 い 、 デ ー タ は PCLAMPソ フ ト ウ ェ ア  (ア ク ソ ン ・ イ ン ス ト ル メ ン ツ 社 )に て
取 得 し て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
電 流 固 定 記 録 で は 、 DRG細 胞 の 膜 電 位 を 化 合 物 適 用 の 前 後 で 測 定 し た 。 膜 電 位 は 、 コ ン ト
ロ ー ル （ 化 合 物 適 用 前 ） で 規 格 化 し た 。
膜 電 位 に 対 す る 化 合 物 １ の 影 響 を 第 ７ 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 表 ７ 】
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【 ０ ０ ３ ６ 】
第 ７ 表 は 、 DRG細 胞 に お け る 膜 電 位 に 対 す る 化 合 物 １ の 作 用 を 表 し て い る 。 化 合 物 １ が slo
wly-inactivating　 A-type K + 電 流 を 増 強 、 す な わ ち 外 向 き 電 流 を 増 加 す る こ と に よ り 過
分 極 （ 膜 電 位 の マ イ ナ ス 側 へ の 変 化 ） を 誘 起 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の 作 用 は 、 DRG
細 胞 の 興 奮 性 を 低 下 さ せ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
以 上 の 試 験 例 １ お よ び 試 験 例 ２ の 結 果 よ り 、 化 合 物 １ が slowly-inactivating　 A-type K +

電 流 の 増 強 作 用 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
試 験 例 ３ ： 神 経 因 性 膀 胱 の 抑 制 作 用
実 験 は 、 チ ェ ン （ Cheng） ら の 方 法 [ブ レ イ ン ・ リ サ ー チ （ Brain Res.） 、 678巻 、 40-48頁
（ 1995年 ） ]に 準 じ て 行 っ た 。
実 験 に は 、 雌 性 SD系 ラ ッ ト 8～ 10週 令 （ 日 本 エ ス エ ル シ ー 社 供 給 ） を 使 用 し た 。 ラ ッ ト は
室 温 19～ 25℃ 、 湿 度 30～ 70%、 一 日 12時 間 照 明 （ 午 前 7時 ～ 午 後 7時 ） の 飼 育 室 に て 、 金 属
ケ ー ジ に 5～ 7匹 ず つ 収 容 し 、 市 販 の 固 形 飼 料 と 水 を 自 由 に 摂 取 さ せ て 飼 育 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
ラ ッ ト に 脊 髄 損 傷 を 誘 起 し た 。 ラ ッ ト を ジ エ チ ル エ ー テ ル で 麻 酔 し 、 背 側 胸 髄 部 分 の 皮 膚
を 切 開 し た 。 第 7～ 8胸 椎 部 分 の 椎 弓 を 切 除 し た 。 第 7～ 8胸 髄 付 近 を 5 mm程 度 切 除 し 、 止 血
の た め 切 除 部 分 の 創 腔 に 酸 化 セ ル ロ ー ス を 充 填 し た 。 切 開 部 分 を 手 術 用 絹 糸 で 縫 合 し た 。
脊 髄 損 傷 手 術 後 、 完 全 に 自 律 排 尿 が 認 め ら れ る ま で 、 1日 2回 （ 8～ 9時 お よ び 18～ 19時 の 間
） 、 手 圧 排 尿 を 約 3週 間 行 っ た 。 ま た 、 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ ン (ampicillin、 シ グ マ 社 製 ；
150 mg/kg） の 筋 肉 内 投 与 を 1日 1～ 2回 、 約 2週 間 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
脊 髄 損 傷 4～ 5週 間 後 、 ラ ッ ト に 膀 胱 カ テ ー テ ル 手 術 を 施 し た 。 ジ エ チ ル エ ー テ ル 麻 酔 下 に
、 腹 部 正 中 を 切 開 し て 膀 胱 を 露 出 し た 。 組 織 を 傷 つ け な い よ う 、 先 端 を 鈍 化 さ せ た ポ リ エ
チ レ ン チ ュ ー ブ (PE-50； ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 )に 生 理 食 塩 液 （ 大 塚 製 薬 工 場 、 徳
島 、 日 本 ） を 満 た し 、 膀 胱 頂 部 よ り 挿 入 し た 。 こ の 膀 胱 カ テ ー テ ル を 手 術 用 絹 糸 で 固 定 、
留 置 し た 。 ま た 、 他 端 は 皮 下 を 通 し て 背 頸 部 よ り 導 出 し て 栓 を 取 り 付 け 、 皮 膚 に 手 術 用 糸
で 固 定 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
膀 胱 カ テ ー テ ル 手 術 4～ 6日 後 に シ ス ト メ ト リ ー 試 験 を 行 っ た 。 ラ ッ ト を ボ ー ル マ ン ケ ー ジ
（ 夏 目 製 作 所 社 ） に 入 れ 、 膀 胱 カ テ ー テ ル に 三 方 活 栓 を 連 結 し 、 一 方 は 圧 ト ラ ン ス デ ュ ー
サ ー (日 本 光 電 社 )を 連 結 し 、 他 方 は 生 理 食 塩 液 注 入 用 に イ ン フ ュ ー ジ ョ ン ポ ン プ （ ハ ー バ
ー ド ・ ア パ ラ タ ス 社 ） に 配 置 し た 50 mL注 射 筒 （ テ ル モ 社 ） に 連 結 し た 。 圧 ト ラ ン ス デ ュ
ー サ ー か ら の 膀 胱 内 圧 信 号 を 、 接 続 し た ひ ず み 圧 力 ア ン プ （ AP-601G； 日 本 光 電 社 ） に て
増 幅 し 、 こ れ を 収 納 し た ポ リ グ ラ フ シ ス テ ム （ RPM-6008； 日 本 光 電 社 ） を 介 し て サ ー マ ル
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ア レ イ レ コ ー ダ ー （ RTA-1200； 日 本 光 電 社 ） 上 に 記 録 し た 。 測 定 準 備 終 了 60～ 90分 後 、 室
温 の 生 理 食 塩 液 を 10 mL/hの 流 速 で 膀 胱 内 に 30分 間 持 続 注 入 し 、 排 尿 収 縮 が 発 現 す る の を
確 認 し た 。 30分 後 に 再 び 30分 間 の 生 理 食 塩 液 注 入 を 行 い 、 膀 胱 内 圧 を 測 定 し 薬 物 投 与 前 値
と し た 。 試 験 化 合 物 （ 化 合 物 １ ） は 0.5 w/v%メ チ ル セ ル ロ ー ス 水 溶 液 で 1 mg/mLと な る よ
う に 懸 濁 さ せ た 。 こ の 懸 濁 液 を 0.5 w/v%メ チ ル セ ル ロ ー ス 水 溶 液 で さ ら に 希 釈 し 、 目 的 濃
度 の 投 与 用 懸 濁 液 ま た は 溶 液 を 調 製 し 、 1 mL/kgの 容 量 で 経 口 投 与 し た 。 投 与 後 1、 3、 5時
間 を 溶 媒 ま た は 薬 物 投 与 後 の 測 定 時 点 と し 、 各 時 点 の 前 後 15分 間 （ 薬 物 投 与 後 45～ 75分 、
165～ 195分 、 285～ 315分 ） に 生 理 食 塩 液 の 膀 胱 内 注 入 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
通 常 の 排 尿 機 能 の 指 標 と し て 排 尿 収 縮 を 、 神 経 因 性 膀 胱 の 指 標 と し て 排 尿 前 収 縮 を 測 定 し
た 。 各 30分 間 の 測 定 期 間 に 観 察 さ れ る す べ て の 排 尿 収 縮 値 の 平 均 、 各 排 尿 収 縮 間 に 発 現 す
る 最 大 排 尿 前 収 縮 値 の 平 均 を そ れ ぞ れ 、 各 時 点 の 排 尿 収 縮 お よ び 排 尿 前 収 縮 の 大 き さ と し
た 。 な お 、 両 収 縮 値 に つ い て は 、 チ ャ ー ト 紙 に 記 録 さ れ た 膀 胱 内 圧 波 形 か ら コ ン ピ ュ ー タ
ー (PC-9801NS/R； NEC社 製 )で 制 御 し た デ ジ タ イ ザ ー  (KD3220； グ ラ フ テ ッ ク 社 ) で 読 み 取
り 、 Lotus 1-2-3 R2.5J (ロ ー タ ス 社 製 )上 で WJ2形 式 フ ァ イ ル と し て 保 存 し た 。  WJ2形 式
フ ァ イ ル を Excel for Windows version 7.0 (マ イ ク ロ ソ フ ト 社 製 )に 取 り 込 ん だ 。 排 尿 前
収 縮 お よ び 排 尿 収 縮 の 大 き さ は 、 薬 物 投 与 前 の 値 を 100と し た と き の 相 対 値 に 換 算 し 、 群
毎 に 平 均 ± 標 準 誤 差 を 求 め た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
化 合 物 １ の 結 果 に つ い て は 、 第 ８ 表 に 溶 媒 ま た は 薬 物 投 与 後 の 排 尿 前 収 縮 の 値 （ %） を 、
第 ９ 表 に 排 尿 収 縮 の 値 （ %） を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
試 験 例 ３ の 結 果 に よ れ ば 、 化 合 物 １ は 脊 髄 損 傷 ラ ッ ト の 排 尿 前 収 縮 （ 排 尿 筋 過 活 動 ） を 抑
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制 し た が 、 排 尿 収 縮 （ 生 理 的 な 収 縮 ） に は 影 響 が 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
試 験 例 ４ ： 不 安 定 膀 胱 抑 制 作 用
実 験 は マ ル ム グ レ ン （ Malmgren） ら の 方 法 [ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ユ ー ロ ロ ジ ー （ J.　 Urol.
） 、 142巻 、 1134-1138頁 （ 1989年 ） ]に 準 じ て 行 っ た 。
実 験 に は 、 雌 性 SD系 ラ ッ ト 8～ 10週 令 （ 日 本 エ ス エ ル シ ー 供 給 ） を 使 用 し た 。 ラ ッ ト は 室
温 19～ 25℃ 、 湿 度 30～ 70%、 一 日 12時 間 照 明 （ 午 前 7時 ～ 午 後 7時 ） の 飼 育 室 に て 、 金 属 ケ
ー ジ に 5～ 7匹 ず つ 収 容 し 、 市 販 の 固 形 飼 料 と 水 を 自 由 に 摂 取 さ せ て 飼 育 し た 。
ラ ッ ト に 部 分 的 尿 道 閉 塞 を 誘 起 し た 。 ラ ッ ト を ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ・ ナ ト リ ウ ム （ 大 日 本
製 薬 社 、 大 阪 、 日 本 ） 50 mg/kg腹 腔 内 投 与 で 麻 酔 し 、 下 腹 部 部 分 の 皮 膚 お よ び 筋 肉 を 正 中
切 開 し た 。 ポ リ エ チ レ ン チ ュ ー ブ （ PE-20； ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 ） を 尿 道 に 挿 入
し た 。 尿 道 基 部 を 剥 離 し て 二 重 結 紮 し た 後 、 ポ リ エ チ レ ン チ ュ ー ブ を 引 き 抜 く こ と に よ り
、 尿 道 の 部 分 的 閉 塞 を 誘 起 し た 。 切 開 部 分 を 手 術 用 絹 糸 で 縫 合 し た 。 抗 生 物 質 ア ン ピ シ リ
ン （ ampicillin、 シ グ マ 社 製 ； 150 mg/kg） の 筋 肉 内 投 与 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
尿 道 閉 塞 手 術 後 6週 間 経 過 し 、 膀 胱 が 肥 大 し た ラ ッ ト に 膀 胱 カ テ ー テ ル 手 術 を 施 し た 。 ペ
ン ト バ ル ビ タ ー ル ・ ナ ト リ ウ ム 麻 酔 下 に 、 腹 部 正 中 を 切 開 し て 膀 胱 を 露 出 し た 。 組 織 を 傷
つ け な い よ う 、 先 端 を 鈍 化 さ せ た ポ リ エ チ レ ン チ ュ ー ブ (PE-50； ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ
ン 社 )に 生 理 食 塩 液 （ 大 塚 製 薬 工 場 社 、 徳 島 、 日 本 ） を 満 た し 、 膀 胱 頂 部 よ り 挿 入 し た 。
こ の 膀 胱 カ テ ー テ ル を 手 術 用 絹 糸 で 固 定 、 留 置 し た 。 ま た 、 他 端 は 皮 下 を 通 し て 背 頸 部 よ
り 導 出 し て 栓 を 取 り 付 け 、 皮 膚 に 手 術 用 糸 で 固 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
膀 胱 カ テ ー テ ル 手 術 4～ 6日 後 に シ ス ト メ ト リ ー 試 験 を 行 っ た 。 ラ ッ ト を ボ ー ル マ ン ケ ー ジ
（ 夏 目 製 作 所 社 ） に 入 れ 、 膀 胱 カ テ ー テ ル に 三 方 活 栓 を 連 結 し 、 一 方 は 圧 ト ラ ン ス デ ュ ー
サ ー (日 本 光 電 社 )を 連 結 し 、 他 方 は 生 理 食 塩 液 注 入 用 に イ ン フ ュ ー ジ ョ ン ポ ン プ （ ハ ー バ
ー ド ・ ア パ ラ タ ス 社 ） に 配 置 し た 50 mL注 射 筒 （ テ ル モ 社 ） に 連 結 し た 。 圧 ト ラ ン ス デ ュ
ー サ ー か ら の 膀 胱 内 圧 信 号 を 、 接 続 し た ひ ず み 圧 力 ア ン プ （ AP-601G； 日 本 光 電 社 ） に て
増 幅 し 、 こ れ を 収 納 し た ポ リ グ ラ フ シ ス テ ム （ RPM-6008； 日 本 光 電 社 ） を 介 し て サ ー マ ル
ア レ イ レ コ ー ダ ー （ RTA-1200； 日 本 光 電 社 ） 上 に 記 録 し た 。 測 定 準 備 終 了 60～ 90分 後 、 室
温 の 生 理 食 塩 液 を 10 mL/hの 流 速 で 膀 胱 内 に 実 験 終 了 ま で 持 続 注 入 し 、 排 尿 収 縮 お よ び 排
尿 前 収 縮 が 発 現 す る の を 確 認 し た 。 生 理 食 塩 液 注 入 開 始 3時 間 後 か ら 30分 間 の チ ャ ー ト を
薬 物 投 与 前 値 と し た 。 試 験 化 合 物 は 0.5 w/v%メ チ ル セ ル ロ ー ス 水 溶 液 で 1 mg/mLと な る よ
う に 懸 濁 さ せ た 。 こ の 懸 濁 液 を 0.5 w/v%メ チ ル セ ル ロ ー ス 水 溶 液 で さ ら に 希 釈 し 、 目 的 濃
度 の 投 与 用 懸 濁 液 ま た は 溶 液 を 調 製 し た 。 1 mL/kgの 容 量 で 経 口 投 与 し た 。 投 与 後 1、 3、 5
時 間 を 試 験 化 合 物 投 与 後 の 測 定 時 点 と し 、 各 時 点 の 前 後 15分 間 （ 薬 物 投 与 後 45～ 75分 、 16
5～ 195分 、 285～ 315分 ） を 測 定 期 間 と し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
通 常 の 排 尿 機 能 の 指 標 と し て 排 尿 収 縮 を 、 不 安 定 膀 胱 の 指 標 と し て 排 尿 前 収 縮 を 測 定 し た
。 各 30分 間 の 測 定 期 間 に 観 察 さ れ る す べ て の 排 尿 収 縮 値 の 平 均 、 各 排 尿 収 縮 間 に 発 現 す る
最 大 排 尿 前 収 縮 値 の 平 均 を そ れ ぞ れ 、 各 時 点 の 排 尿 収 縮 お よ び 排 尿 前 収 縮 の 大 き さ と し た
。 な お 、 両 収 縮 値 に つ い て は 、 チ ャ ー ト 紙 に 記 録 さ れ た 膀 胱 内 圧 波 形 か ら コ ン ピ ュ ー タ ー
(PC-9801NS/R； NEC社 製 )で 制 御 し た デ ジ タ イ ザ ー  (KD3220； グ ラ フ テ ッ ク 社 ) で 読 み 取 り
、 Lotus 1-2-3 R2.5J (ロ ー タ ス 社 製 )上 で WJ2形 式 フ ァ イ ル と し て 保 存 し た 。  WJ2形 式 フ
ァ イ ル を Excel for Windows version 7.0 (マ イ ク ロ ソ フ ト 社 製 )に 取 り 込 ん だ 。 排 尿 前 収
縮 お よ び 排 尿 収 縮 の 大 き さ は 、 薬 物 投 与 前 の 値 を 100と し た と き の 相 対 値 に 換 算 し 、 群 毎
に 平 均 ± 標 準 誤 差 を 求 め た 。
第 １ ０ 表 に 溶 媒 ま た は 化 合 物 １ 投 与 後 の 排 尿 前 収 縮 の 値 （ %） を 、 第 １ １ 表 に 溶 媒 ま た は
化 合 物 １ 投 与 後 の 排 尿 収 縮 の 値 （ %） を 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
【 表 １ ０ 】
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【 ０ ０ ５ ２ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
試 験 例 ４ の 結 果 に よ れ ば 、 化 合 物 １ は 、 膀 胱 肥 大 ラ ッ ト に お い て 排 尿 時 の 収 縮 で あ る 排 尿
収 縮 に は 影 響 を 与 え な か っ た （ 通 常 の 排 尿 に は 影 響 な し ） が 、 正 常 排 尿 時 以 外 の 不 規 則 な
排 尿 筋 不 安 定 症 で あ る 排 尿 前 収 縮 を 抑 制 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
試 験 例 ３ お よ び 試 験 例 ４ に お い て 、 本 発 明 に 用 い た 化 合 物 は 、 排 尿 前 収 縮 （ 排 尿 筋 過 過 活
動 ） を 抑 制 し 、 過 活 動 膀 胱 治 療 剤 と し て 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 し た が っ て 、 slowly
-inactivating　 A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ
れ る 塩 は 、 過 活 動 膀 胱 の 治 療 剤 と し て 有 用 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
試 験 例 ５ ： 急 性 毒 性 試 験
雄 性 dd系 マ ウ ス （ 体 重 20± 1g） を １ 群 3匹 用 い 、 試 験 化 合 物 を 経 口 ま た は 腹 腔 内 投 与 し た
。 投 与 後 7日 目 の 死 亡 状 況 を 観 察 し 、 最 小 致 死 量 （ MLD） 値 を 求 め た 。
そ の 結 果 、 化 合 物 １ の MLDは 、 経 口 投 与 で ＞ 1000mg/kgで あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
以 上 の 試 験 例 １ ～ ５ の 結 果 に よ り 、 slowly-inactivating　 A-type K +  channel開 口 作 用 を
有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 は 、 過 活 動 膀 胱 治 療 剤 と し て 有 用 で あ る
。
slowly-inactivating　 A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理 学 的 に
許 容 さ れ る 塩 は そ の ま ま あ る い は 各 種 の 製 薬 形 態 で 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 製 薬
組 成 物 は 、 活 性 成 分 と し て 、 有 効 な 量 の slowly-inactivating　 A-type K +  channel開 口 作
用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 均 一
に 混 合 し て 製 造 で き る 。 こ れ ら の 製 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 経 口 ま た は 非 経 口 （ 静 脈 内 を 含 む
） な ど の 投 与 に 対 し て 適 す る 単 位 服 用 形 態 に あ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
経 口 服 用 形 態 に あ る 組 成 物 の 調 製 に お い て は 、 何 ら か の 有 用 な 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体
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が 使 用 で き る 。 例 え ば 懸 濁 剤 お よ び シ ロ ッ プ 剤 の よ う な 経 口 液 体 調 製 物 は 、 水 、 シ ュ ー ク
ロ ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 フ ラ ク ト ー ス な ど の 糖 類 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン
グ リ コ ー ル な ど の グ リ コ ー ル 類 、 ゴ マ 油 、 オ リ ー ブ 油 、 大 豆 油 な ど の 油 類 、 ｐ － ヒ ド ロ キ
シ 安 息 香 酸 エ ス テ ル 類 な ど の 防 腐 剤 、 ス ト ロ ベ リ ー フ レ ー バ ー 、 ペ パ ー ミ ン ト な ど の フ レ
ー バ ー 類 な ど を 使 用 し て 製 造 で き る 。 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 散 剤 お よ び 顆 粒 剤 な ど は 、 ラ ク
ト ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 シ ュ ー ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル な ど の 賦 形 剤 、 で ん 粉 、 ア ル ギ ン 酸
ソ ー ダ な ど の 崩 壊 剤 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク な ど の 滑 沢 剤 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル
コ ー ル 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン な ど の 結 合 剤 、 脂 肪 酸 エ ス テ ル な ど の
表 面 活 性 剤 、 グ リ セ リ ン な ど の 可 塑 剤 な ど を 用 い て 製 造 で き る 。 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 は
、 投 与 が 容 易 で あ る と い う 理 由 で 、 最 も 有 用 な 単 位 経 口 投 与 剤 で あ る 。 錠 剤 や カ プ セ ル 剤
を 製 造 す る 際 に は 固 体 の 製 薬 担 体 が 用 い ら れ る 。
ま た 、 注 射 剤 は 、 例 え ば 蒸 留 水 、 塩 溶 液 、 グ ル コ ー ス 溶 液 ま た は 塩 水 と グ ル コ ー ス 溶 液 の
混 合 物 か ら な る 担 体 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の 際 、 常 法 に 従 い 適 当 な 助 剤 を 用
い て 、 溶 液 、 懸 濁 液 ま た は 分 散 液 と し て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
slowly-inactivating　 A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の 薬 理 学 的 に
許 容 さ れ る 塩 は 、 上 記 製 薬 形 態 で 経 口 的 に ま た は 注 射 剤 な ど と し て 非 経 口 的 に 投 与 す る こ
と が で き 、 そ の 有 効 用 量 お よ び 投 与 回 数 は 、 例 え ば 投 与 形 態 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 症 状 な
ど に よ り 異 な る が 、 1～ 900 mg／ 60 kg／ 日 、 好 ま し く は 1～ 200 mg／ 60 kg／ 日 が 適 当 で あ
る 。
以 下 に 、 実 施 例 に よ っ て 本 発 明 の 様 態 を 説 明 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
実 施 例 １ ： 　 錠 剤
常 法 に よ り 、 次 の 組 成 か ら な る 錠 剤 を 調 製 し た 。
化 合 物 １ の 250 gを 、 マ ン ニ ト ー ル 1598.5 g、 で ん 粉 グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 100 g、 軽 質
無 水 ケ イ 酸 10 g、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 40 gお よ び 黄 色 三 二 酸 化 鉄 1.5 gと 常 法 に よ
り 混 合 し た 。 こ の 混 合 物 を 用 い 、 径 8 mmの 杵 臼 を も っ た 打 錠 機 （ 菊 水 社 製 、 Purepress Co
rrect-12型 ） で 打 錠 を 行 っ て 、 錠 剤 （ １ 錠 あ た り 活 性 成 分 25 mgを 含 有 す る ） を 得 た 。
処 方 を 第 １ ２ 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
実 施 例 ２ ： 　 カ プ セ ル 剤
常 法 に よ り 、 次 の 組 成 か ら な る カ プ セ ル 剤 を 調 製 し た 。
化 合 物 １ の 500 gを 、 ラ ク ト ー ス 300 g、 軽 質 無 水 ケ イ 酸 100 gお よ び ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム 100 gと 常 法 に よ り 混 合 し た 。 こ の 混 合 物 を カ プ セ ル 充 填 機 （ Zanasi社 製 、 LZ-64型 ）
に よ り 、 ハ ー ド カ プ セ ル 1号 に 充 填 し （ １ カ プ セ ル あ た り 100 mg） 、 カ プ セ ル 剤 （ １ カ プ
セ ル あ た り 活 性 成 分 50 mgを 含 有 す る ） を 得 た 。
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処 方 を 第 １ ３ 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
実 施 例 ３ ： 　 注 射 剤
常 法 に よ り 、 次 の 組 成 か ら な る 注 射 剤 を 調 製 す る 。
化 合 物 １ の 1 gを 精 製 ダ イ ズ 油 100 gに 溶 解 さ せ 、 精 製 卵 黄 レ シ チ ン 12 gお よ び 注 射 用 グ リ
セ リ ン 25gを 加 え る 。 こ の 混 合 物 を 常 法 に よ り 注 射 用 蒸 留 水 で 1000 mLと し て 練 合 ・ 乳 化 す
る 。 得 ら れ た 分 散 液 を 0.2μ ｍ の デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル 型 メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー を 用 い て 無 菌
濾 過 後 、 ガ ラ ス バ イ ア ル に 2 mlず つ 無 菌 的 に 充 填 し て 、 注 射 剤 （ １ バ イ ア ル あ た り 活 性 成
分 2 mgを 含 有 す る ） を 得 る 。
処 方 を 第 １ ４ 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 は 、 slowly-inactivating A-type K +  channel開 口 作 用 を 有 す る 化 合 物 ま た は そ の
薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 膀 胱 過 活 動 治 療 剤 、 お よ び slowly-ina
ctivating A-type K +  channel開 口 作 用 を 指 標 と し て 測 定 す る こ と を 含 む 過 活 動 膀 胱 治 療
剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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