
(57)【要約】
ウルソデオキシコール酸 (UDCA)、その塩、およびその類似物 (たとえば糖、タウロ (tauro)
、ウルソデオキシコール酸 (UDCA)、および他の共結合誘導体 )などの親水性胆汁酸を投与
することにより出血を伴う神経系障害を治療するための方法。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 親 水 性 胆 汁 酸 、 そ の 塩 、 そ の 類 似 物 及 び そ の 組 み 合 わ せ た 物 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る
化 合 物 の 有 効 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 出 血 と 関 連 し た 神 経 系 障 害 を 有 す る 患 者 を
治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 患 者 が ヒ ト 患 者 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 化 合 物 が 、 医 薬 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 担 体 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
　 投 与 が 非 経 口 投 与 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 投 与 が 経 口 投 与 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 出 血 と 関 連 し た 神 経 系 障 害 が 、 出 血 性 発 作 、 頭 部 の 外 傷 性 傷 害 、 脊 髄 傷 害 、 又 は 抹 消 神
経 障 害 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 出 血 と 関 連 し た 神 経 系 障 害 が 出 血 性 発 作 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 、 そ の 塩 、 そ の 類 似 物 、 お よ び そ れ を 組 み 合 わ せ た 物 か ら 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 の 有 効 量 を 患 者 へ 投 与 す る こ と を 含 む 、 神 経 系 障 害 を 有 す る 患 者
を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 患 者 が ヒ ト 患 者 で あ る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 化 合 物 が 、 医 薬 的 に 受 け 入 れ 可 能 な 担 体 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 投 与 が 非 経 口 投 与 を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 投 与 が 経 口 投 与 を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 出 血 に 関 連 し た 神 経 系 障 害 が 、 出 血 性 発 作 、 頭 部 の 外 傷 性 傷 害 、 脊 髄 障 害 、 又 は 抹 消 神
経 障 害 を 含 む 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 出 血 に 関 連 し た 神 経 系 障 害 が 、 出 血 性 発 作 を 含 む 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 の 類 似 物 が 、 グ リ コ -ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 で あ る 請 求 項 ８
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 の 類 似 物 が 、 タ ウ ロ -ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 で あ る 請 求 項 ８
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 の 類 似 物 が 、 他 と 結 合 し た ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 誘 導 体 で あ
る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 出 血 性 発 作 は 脳 血 管 に 破 壊 的 な 症 状 を 残 し 、 推 定 さ れ る 発 生 率 が 100,000人 当 り 15か ら 3
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5人 で あ り 、 そ し て 死 亡 率 が 50%に 近 づ い て い る 。 最 近 の 発 作 に よ る 生 存 者 が 約 2.9百 万 人
で あ り 、 そ の 大 部 分 が 身 体 に 重 篤 な 障 害 を 負 っ て い る 。 デ ー タ で は 、 発 作 の 10-15%が 脳 内
出 血 の 結 果 で あ り 、 従 っ て 発 作 生 存 者 が 300.000か ら 450,000人 占 め て い る 。 主 な 脳 内 出 血
(ICH)の リ ス ク 要 因 は 、 高 血 圧 、 外 傷 性 傷 害 (trauma)、 動 静 脈 の 奇 形 や 腫 瘍 が あ げ ら れ る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 出 血 性 発 作 や 虚 血 性 発 作 な ど の 中 枢 神 経 系 の 急 性 疾 患 は 、 通 常 遅 発 性 の 神 経 細 胞 死 の 結
果 で あ る 。 正 確 な 脳 障 害 の 機 構 が ま だ 十 分 に 理 解 さ れ て い な い が 、 計 画 的 細 胞 死 と し て の
ア ポ ト ー シ ス が 、 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と 、 多 く の 研 究 が 示 唆 し て い る 。 浸 出 す る 血
液 産 生 物 と 組 織 反 応 を 起 こ し 、 そ の 結 果 虚 血 、 浮 腫 、 強 い 炎 症 が 起 こ り 、 最 終 的 に 細 胞 死
と な る こ と か ら 、 塊 状 の 血 餅 に よ る 影 響 が 二 次 障 害 を 高 め る と 考 え ら れ る 。 出 血 性 発 作 か
ら 細 胞 死 へ の 機 構 は 複 雑 で あ り 、 ネ ク ロ ー シ ス か ら ア ポ ト ー シ ス に 及 ぶ 相 互 作 用 に 関 与 す
る と 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 脳 内 虚 血 か ら 再 潅 流 し た 後 に 細 胞 は 、 ク ロ マ チ ン の 縮 重 、 TUNELの 標 識
化 、 お よ び カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 を 含 む 幾 つ か の ア ポ ト ー シ ス の 特 徴 を 示 す こ と が 認 め ら れ
た 。 さ ら に ア ポ ト ー シ ス の 特 徴 的 兆 候 が 、 出 血 性 発 作 後 の 脳 内 に 示 さ れ て い る 。 そ れ に も
か か わ ら ず 出 血 発 作 後 の 神 経 細 胞 の 欠 失 機 構 が 、 実 験 モ デ ル が 十 分 で は な い こ と か ら 記 載
が あ ま り 十 分 で な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 (UDCA)は 内 在 性 の 胆 汁 酸 で あ り 、 そ の 胆 汁 酸 が こ こ 数 十 年 に わ
た り 種 々 の 肝 臓 疾 患 の 治 療 に 臨 床 的 に 使 用 さ れ て き た 。 UDCAや タ ウ ロ ・ ウ ル ソ デ オ キ シ コ
ー ル 酸 (TUDCA)な ど の 結 合 誘 導 体 が 、 肝 細 胞 と 非 肝 細 胞 の 両 方 の ア ポ ト ー シ ス 閾 値 を 調 節
す る 際 に 独 特 の 役 割 を 果 た す と い う 、 こ う し た 観 察 が 、 こ れ ら の 分 子 の 生 物 的 役 割 を 拡 大
し た 。 UDCAと TUDCAが ミ ト コ ン ド リ ア 膜 を 安 定 に し 、 ミ ト コ ン ド リ ア 膜 の 脱 分 極 や チ ャ ン
ネ ル の 生 成 、 あ る 種 の 活 性 酸 素 種 の 産 生 、 シ ト ク ロ ー ム  Cの 放 出 、 カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 、
お よ び 核 様 酵 素 ポ リ (ADP-リ ボ ー ス )ポ リ メ ラ ー ゼ の 切 断 を 含 む 、 ア ポ ト ー シ ス 事 態 (event
s)の 幾 つ か を 防 止 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に UDCAが 、 マ イ ト ゲ ン -活 性 化 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ の 生 存 経 路 の 強 力 な 活 性 化 剤 で
あ る 。 最 後 に 最 近 の 報 告 に お い て TUDCAを 投 与 す る と 、 ハ ン チ ン ト ン 病 を 化 学 的 に 誘 発 さ
れ た 動 物 、 お よ び そ の 病 気 の ト ラ ン ス ゲ ニ ッ ク な 動 物 モ デ ル ば か り か 、 急 性 虚 血 性 発 作 に
対 す る 神 経 細 胞 が 保 護 さ れ た 。 ラ ッ ト の 中 脳 動 脈 を 閉 塞 し た 後 に TUDCAを 静 脈 内 へ 投 与 す
る と 、 ミ ト コ ン ド リ ア 膜 の 異 状 (perturbation)や 、 下 流 の ア ポ ト ー シ ス と 関 連 す る カ ス パ
ー ゼ 活 性 を 有 意 に 減 少 さ せ な が ら 、 細 胞 死 を 保 護 し 閉 塞 ザ イ ズ を 減 少 さ せ 、 そ し て 神 経 機
能 を 改 善 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 外 科 治 療 や 医 薬 治 療 は 共 に 、 出 血 性 発 作 後 の 罹 病 率 や 死 亡 率 の 減 少 に 全 く 効 果 が な く 、
そ し て 虚 血 性 発 作 の 患 者 の 治 療 の こ う し た 患 者 の 臨 床 試 験 が 、 全 く 遅 れ て い る 。 出 血 性 発
作 に 伴 い 拡 大 す る 細 胞 死 を 緩 和 し 、 そ し て 出 血 に 伴 う 他 の 神 経 系 障 害 を 緩 和 す る 治 療 剤 が
、 切 迫 し て 必 要 と な っ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 要 約
　 本 発 明 は 、 出 血 と 関 連 し た 神 経 系 障 害 (特 定 例 と し て 中 枢 神 経 系 の 障 害 )を 有 す る 患 者 の
治 療 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 患 者 が ヒ ト で あ り 、 そ し て 投 与 工 程 が 、 ウ ル ソ デ オ キ シ
コ ー ル 酸 (UDCA)、 そ の 塩 、 そ の 類 似 物 、 又 は そ れ を 組 み 合 わ せ た 物 の 有 効 量 の 投 与 を 含 む
。 　 本 発 明 の １ の 観 点 は 、 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 (UDCA)、 そ の 塩 、 そ の 類 似 物 (た と え
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ば 糖 結 合 物 、 タ ウ ロ 結 合 物 お よ び そ の 他 の 結 合 誘 導 物 )又 は そ れ を 組 み 合 わ せ た 物 の 有 効
量 に て 、 患 者 へ 投 与 す る 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 投 与 工 程 は 、 非 経 口 又 は 経
口 投 与 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 神 経 系 障 害 は 、 典 型 的 に 出 血 の 存 在 と 特 徴 付 け が さ れ 、 そ し て そ れ と 関 連 付 け ら れ た 脳
、 お よ び /又 は 脊 髄 障 害 で あ る 。 た と え ば 出 血 に 関 連 し た 神 経 系 障 害 が 、 出 血 性 発 作 、 頭
部 外 傷 障 害 (head trauma)、 脊 髄 損 傷 又 は 抹 消 神 経 障 害 と な る 可 能 性 が あ る 。 本 明 細 書 に
お け る 「 患 者 」 が 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 家 畜 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ネ コ な ど を 含 む 。 好 ま し い 対 象 が
、 ヒ ト 又 は 他 の 哺 乳 動 物 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 図 示 的 な 例 に よ る 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 出 血 に 関 連 し た 神 経 系 障 害 を 有 す る 患 者 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 現 段 階 で 、
出 血 に 関 連 し た 細 胞 死 を 減 少 さ せ る 有 効 な 治 療 法 が な い 。 神 経 系 障 害 は 、 出 血 の 存 在 で 特
徴 付 け ら れ る 神 経 線 維 の 傷 害 で あ る 。 た と え ば 、 出 血 に 関 連 し た 神 経 系 障 害 は 、 出 血 性 発
作 、 頭 部 外 傷 、 脊 髄 傷 害 又 は 抹 消 神 経 傷 害 の 可 能 性 が あ る 。 好 ま し く は そ の 障 害 が 、 出 血
性 の 発 作 で あ り 、 そ れ が 一 体 性 の あ る 血 管 の 破 断 に よ り 、 実 際 に 脳 物 質 へ 血 流 す る こ と を
特 徴 付 け る 。 こ れ は 、 主 に 脳 内 の 所 定 領 域 へ の 血 流 閉 塞 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 、 虚 血 性 発
作 と 明 ら か に 相 違 す る 。 典 型 的 に 虚 血 性 発 作 が 、 関 連 す る 出 血 を 有 し な い が 、 そ の 領 域 の
浮 腫 と 関 連 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 化 合 物 が 、 虚 血 性 発 作 の 治 療 物 質 と し て 知 ら れ 、 出 血 性 発 作 又 は
出 血 性 発 作 と 関 連 し た 固 有 の 傷 害 と し て の 他 の 神 経 系 障 害 の 治 療 物 質 と し て 使 用 で き る こ
と は 、 予 期 さ れ な い こ と で あ っ た 。 細 胞 死 が 、 ア ポ ト ー シ ス 、 ネ ク ロ ー シ ス 、 そ し て /又
は ネ ク ロ ー プ ト シ ス と 関 連 し て い る か ど う か 判 ら な か っ た 。 早 期 細 胞 死 (典 型 的 に 虚 血 性
発 作 に お い て 発 生 す る )が 、 典 型 的 な ネ ク ロ ー シ ス の 結 果 で あ り 、 一 方 遅 発 性 細 胞 死 (典 型
的 に 出 血 性 発 作 に 発 生 )が 、 典 型 的 な ア ポ ト ー シ ス の 結 果 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 親 水 性 胆 汁 酸 、 そ の 塩 、 そ の 類 似 物 又 は そ の 組 み 合 わ せ た 物 を 使 用 す
る こ と を 含 む 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ た 親 水 性 胆 汁 酸 は 、 デ オ キ シ コ ー ル 酸 (DCA)よ り 有 意
な 親 水 性 物 質 で あ る 。 こ れ は 、 水 と オ ク タ ノ ー ル 間 の 分 画 係 数 を 評 価 す る こ と に よ り 決 定
で き 、 こ こ で 親 水 性 が 有 意 的 に 高 い 胆 汁 酸 が 、 水 に 対 し て 非 常 に 好 ま し い 。 選 択 肢 と し て
、 親 水 性 胆 汁 酸 が 有 意 に 高 く な る と 、 高 速 液 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 使 用 す る 逆 相 カ ラ ム 上
で の 保 持 時 間 が 有 意 に 早 く な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 特 に 好 ま し い 親 水 性 胆 汁 酸 は 、 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 を 含 む 。 親 水 性 胆 汁 酸 に 類 似 す
る 例 が 、 胆 汁 酸 の 結 合 誘 導 体 を 含 む 。 特 に 好 ま し い ２ 種 の 結 合 誘 導 体 は 、 グ リ コ -ウ ル ソ
デ オ キ シ コ ー ル 酸 と タ ウ ロ -ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 を 含 む 。 他 の 結 合 誘 導 体 は 、 ウ ル ソ
デ オ キ シ コ ー ル 酸 の 3-サ ル フ ェ ー ト 、 ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 の 7-サ ル フ ェ ー ト 、 お よ び
ウ ル ソ デ オ キ シ コ ー ル 酸 の 3,7-サ ル フ ェ ー ト を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 全 て の 親 水 性 胆 汁 酸 が 、 本 発 明 の 全 て の 方 法 に 有 効 で あ る わ け で は な い が 、 こ れ ら が 、
ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る 周 知 の 薬 剤 を 使 用 し 、 細 胞 培 養 系 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 で
き る こ と を 、 試 験 に よ り 容 易 に 評 価 す る こ と が で き る 。 こ う し た 化 合 物 が 、 神 経 系 障 害 の
治 療 の た め の 有 効 量 に て 使 用 さ れ 、 こ れ は 予 防 的 治 療 と 療 法 的 治 療 の 両 方 の 意 味 が あ る 。
そ の 治 療 は 療 法 的 治 療 が 好 ま し い 。 た と え ば そ の 治 療 を 、 出 血 性 発 作 、 自 動 車 事 故 に よ る
頭 部 外 傷 、 た と え ば 仕 事 な ど と 関 連 し 抹 消 神 経 の 障 害 を 有 す る 患 者 へ 適 用 す る 。 典 型 的 治
療 を で き る だ け 早 く 開 始 し 、 切 迫 し た 細 胞 死 を 減 少 さ せ る こ と で あ る 。 予 防 的 な 使 用 は 、
主 に 重 篤 な 高 血 圧 患 者 な ど 出 血 性 発 作 の 危 険 性 の 高 い 患 者 に 対 し そ れ を 取 り 除 く こ と で あ
る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る 化 合 物 の 「 有 効 量 」 は 、 そ の 投 与 レ ベ ル が 、 出 血 に よ る 障 害 発
生 を 予 防 し 、 減 少 さ せ 、 阻 害 又 は 抑 制 さ せ る に 有 効 な 量 で あ る 。
　 本 発 明 の 方 法 に お い て こ う し た 化 合 物 が 、 も し そ れ を 所 望 す る 場 合 、 さ ら に 医 薬 的 に 受
け 入 れ 可 能 な 担 体 を 含 む 組 成 物 の 形 に て 使 用 で き る 。 典 型 的 に 好 ま し い 例 と し て 、 本 明 細
書 に 記 載 の 化 合 物 を 医 薬 組 成 物 に て 処 方 し 、 さ ら に 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 、 ヒ ト の 患 者 な
ど へ 、 典 型 的 に 哺 乳 動 物 へ 、 選 択 さ れ た 投 与 経 路 に 適 合 し た 多 様 な 形 に て 投 与 す る 。 そ の
処 方 が 、 経 口 、 直 腸 、 膣 、 局 所 的 、 鼻 、 眼 又 は 非 経 口 (皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、
鞘 内 、 心 室 内 、 脳 組 織 へ 直 接 注 入 な ど を 含 む )に よ り 投 与 に 適 し た 処 方 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 従 来 の よ う に そ の 処 方 が 投 与 量 単 位 の 形 で 提 示 で き 、 そ し て 薬 理 技 術 に よ る い ず れ か 周
知 の 方 法 で 調 製 で き る 。 全 て の 方 法 が 、 担 体 に 関 連 し た 化 合 物 の 活 性 を も た ら す 工 程 を 含
み 、 そ れ が 1又 は 複 数 の 補 助 成 分 を 含 む こ と が で き る 。 一 般 的 な 処 方 剤 は 、 液 体 の 担 体 、
細 分 割 し た 固 体 担 体 、 又 は そ の 両 方 の 担 体 に 関 係 付 け ら れ た 化 合 物 の 活 性 を 均 一 に そ し て
緊 密 に 発 生 さ せ 、 さ ら に 必 要 で あ れ ば そ の 生 成 物 を 所 望 の 処 方 物 中 へ 成 型 し 、 調 製 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 経 口 投 与 と し て 適 切 な 本 発 明 の 処 方 剤 が 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 カ プ セ ル 、 ロ ゼ ン ジ 、 ウ エ
ハ ー 、 又 は カ シ エ ー (cachets)な ど の 個 別 単 位 に 提 示 で き 、 そ れ ぞ れ が 、 粉 末 状 の 顆 粒 状
と し て 、 リ ポ ゾ ー ム 内 に 組 み 入 れ ら れ た 状 態 、 あ る い は シ ロ ッ プ 、 エ レ キ シ ル 、 乳 液 、 又
は ド ラ ウ ト (draught)な ど の 水 溶 性 又 は 非 水 溶 性 の 溶 液 又 は 懸 濁 液 に 、 所 定 量 の ア ポ ト ー
シ ス 制 限 化 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 ピ ル 、 カ プ セ ル な ど が 、 1又 は 複 数 の 以 下 の も の を 含 む こ と が
で き る 、 す な わ ち ガ ム ・ ト ラ ガ カ ン ト 、 ア カ シ ア 、 コ ー ン ス タ ー チ 又 は ゲ ラ チ ン な ど の 結
合 剤 ； 燐 酸 二 カ ル シ ウ ム な ど の 賦 形 剤 ； コ ー ン ス タ ー チ 、 ポ テ ト ス タ ー チ 、 ア ル ギ ン 酸 な
ど の 膨 化 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 潤 滑 剤 、 サ ッ カ ロ ー ズ 、 フ ラ ク ト ー ス 、 ラ
ク ト ー ス 又 は ア ス パ ル テ ー ム な ど の 甘 味 剤 ； お よ び 天 然 又 は 人 工 香 味 剤 が あ げ ら れ る 。 さ
ら に カ プ セ ル の 場 合 の 単 位 投 与 量 の 形 状 が 、 植 物 油 又 は ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル な ど 液
状 担 体 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 そ の 他 種 々 の 物 質 を 、 被 覆 剤 と し て 又 は そ の 他 に は 固 体 の 単 位 投 与 量 の 形 と し て 、 物 理
的 形 状 を 変 更 し 提 示 す る こ と が で き る 。 た と え ば 錠 剤 、 ピ ル 、 又 は カ プ セ ル は 、 ゲ ラ チ ン
、 ワ ッ ク ス 、 シ ェ ラ ッ ク 、 又 は 砂 糖 な ど に よ っ て 被 覆 す る こ と が で き る 。 シ ロ ッ プ 又 は エ
レ キ シ ル は 、 1又 は 複 数 の 甘 味 剤 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 又 は プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン な ど の 防 腐 剤 、
砂 糖 の 結 晶 化 を 遅 延 さ せ る 素 剤 、 多 価 ア ル コ ー ル 、 た と え ば グ リ セ ロ ー ル 又 は ソ ル ビ ト ー
ル な ど 他 の い ず れ か の 成 分 の 溶 解 性 を 増 大 さ せ る 素 剤 、 染 料 、 お よ び 香 味 剤 を 含 む こ と が
で き る 。 単 位 投 与 量 の い ず れ か の 形 状 を 調 製 す る 場 合 使 用 さ れ る 素 材 が 、 使 用 さ れ る 量 で
実 質 的 に 毒 性 の な い こ と で あ る 。 そ の 化 合 物 が 継 続 的 に 放 出 さ れ る 調 製 物 、 お よ び デ バ イ
ス に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 に 適 し た 化 合 物 が 、 患 者 の 飲 食 物 と し て の 食 品 、 添 加 物 、 補
給 物 な ど へ 直 接 組 み 入 れ る こ と が で き る 。 従 っ て さ ら に 本 発 明 は 食 品 生 成 物 を 提 供 す る 。
す で に パ ン 、 穀 粒 、 ミ ル ク な ど 滋 養 補 給 又 は 滋 養 強 化 資 源 と し て 使 用 さ れ て い る 処 理 食 品
を 、 本 目 的 の た め に 使 用 す る こ と が 極 め て 都 合 が 良 く 、 本 食 品 の い ず れ か が こ の 目 的 に 適
合 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 従 来 の 非 経 口 投 与 と し て 適 切 な 処 方 剤 が 、 所 望 の 化 合 物 の 無 菌 の 水 溶 性 調 製 物 、 又 は 所
望 の 化 合 物 の 分 散 性 の 無 菌 粉 末 物 を 含 み 、 そ れ が 受 容 者 の 血 液 と 等 張 で あ る こ と が 好 ま し
い 。 液 体 調 製 物 に 含 む こ と が で き る 等 張 剤 は 、 砂 糖 、 緩 衝 液 お よ び 食 塩 な ど の 塩 を 含 む 。
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所 望 の 化 合 物 の 溶 液 を 水 に て 調 製 可 能 で あ り 、 所 望 に よ り 非 毒 性 界 面 活 性 剤 と 混 合 し 調 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 所 望 の 化 合 物 の 分 散 液 を 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル (グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ
コ ー ル 、 液 化 ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル な ど )、 植 物 オ イ ル 、 グ リ セ ロ ー ル ・ エ ス テ ル 、
お よ び そ の 混 合 液 に て 調 製 す る こ と が で き る 。 最 終 的 に 投 与 さ れ た 状 態 は 、 製 造 お よ び 保
存 状 態 で 無 菌 で あ り 、 液 状 で 且 つ 安 定 な こ と で あ る 。 た と え ば 必 要 な 流 動 性 は リ ポ ソ ー ム
を 使 用 し 、 分 散 に は 適 切 な 粒 子 サ イ ズ を 使 用 し 又 は 界 面 活 性 剤 を 用 い て 行 わ れ る 。 液 体 調
製 物 の 無 菌 化 は 、 所 望 の 化 合 物 の 生 物 活 性 を 保 持 す る 従 来 方 法 に よ っ て 、 好 ま し く は 滅 菌
フ イ ル タ ー に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 粉 末 を 調 製 す る 好 ま し い 方 法 は 、 注 入 可 能 な 滅 菌 溶 液 の 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 を 含 む
。 そ の 結 果 微 生 物 に 対 す る 汚 染 が 、 種 々 の 抗 菌 剤 を 用 い て 防 止 す る こ と が で き 、 た と え ば
パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 、 チ ロ メ サ ー ル な ど を 含 む 抗 菌 剤
、 抗 ウ イ ル ス 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 が あ げ ら れ る 。 延 長 期 間 を 越 え る 所 望 の 化 合 物 の 吸 着 は 、
た と え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム や ゲ ラ チ ン な ど の 遅 延 剤 を 含 む こ と に よ り 、 実 現
で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 鼻 中 へ 噴 霧 す る 調 製 剤 が 、 保 存 剤 お よ び 等 張 剤 と 所 望 の 純 正 な 化 合 物 の 水 溶 液 を 含 む こ
と が で き る 。 こ う し た 調 製 剤 を 、 鼻 の 粘 膜 に 適 合 し た pHと 等 張 状 態 に 調 節 す る こ と が 好 ま
し い 。 pHと 等 張 因 子 を 眼 の 因 子 と 適 合 す る よ う 適 切 に 調 節 す る こ と を 除 い て 、 眼 炎 の 調 製
剤 が 、 鼻 へ 噴 霧 す る 方 法 と 類 似 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ る 。 直 腸 又 は 膣 へ 投 与 す る 調 製 剤 が
、 コ コ ア バ タ ー な ど 適 切 な 担 体 、 又 は 水 素 付 加 さ れ た 脂 肪 又 は 水 素 付 加 さ れ た 脂 肪 性 カ ル
ボ ン 酸 を 伴 う 座 薬 と し て 提 示 で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 典 型 的 な 調 製 物 が 、 鉱 油 、 石 油 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル コ ー ル な ど の 1又 は 複 数 の 媒 体 に
溶 解 さ れ 又 は 懸 濁 さ れ た 所 望 の 化 合 物 、 又 は 典 型 的 な 医 薬 調 製 物 と し て 使 用 す る た め の 別
の 基 剤 (base)を 含 む こ と が で き る 。 こ う し た 調 製 物 の 例 は 、 皮 膚 に 使 用 す る 化 粧 用 ロ ー シ
ョ ン 、 ク リ ー ム 、 又 は サ ン ク リ ー ム を 含 む 。 さ ら に 前 記 成 分 に 加 え 本 発 明 の 調 製 物 が 、 希
釈 剤 、 緩 衝 液 、 結 合 剤 、 分 解 剤 、 表 面 活 性 剤 、 増 粘 剤 、 潤 滑 剤 、 保 存 剤 (抗 酸 化 剤 )な ど を
含 む 1又 は 複 数 の ア ク セ サ リ ー 成 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 所 望 化 合 物 の 有 効 な 投 与 量 を 、 動 物 モ デ ル に お け る in vitroの 活
性 と in vivoの 活 性 と を 比 較 し 決 定 す る こ と が で き る 。 マ ウ ス や 他 の 動 物 の 有 効 量 か ら ヒ
ト へ の 有 効 量 を 推 定 す る 方 法 が 、 技 術 的 に 周 知 で あ る 。 一 般 的 に 成 人 の ヒ ト に 対 し て 、 注
射 、 注 入 又 は 摂 取 投 与 量 を 、 一 般 に 約 200 mg/日 か ら 約 7000mg/日 (す な わ ち 1日 当 り 、 体 重
kg当 り 約 15mgか ら 50mgの 投 与 量 )ま で 変 更 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ れ は 、 １ リ ッ ト ル 以 上 の 血 清 当 り 約 10か ら 約 15μ molの レ ベ ル を 生 成 す る た め に は 、
た と え ば 1日 当 り １ 乃 至 3回 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 1回 の 薬 物 量 を 注 射 し 更 に 傷
害 に よ り 24-48時 間 継 続 し て 滴 下 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 利 点 が 以 下 の 例 に よ り 示 さ
れ て い る 。 し か し な が ら こ れ ら の 例 お よ び 他 の 条 件 そ し て 詳 細 な 事 項 に 引 用 さ れ た 特 定 物
質 お よ び そ の 量 は 、 技 術 的 に 広 く 適 用 で き る よ う 解 釈 す べ き で あ り 、 本 発 明 を 過 度 に 限 定
し て 構 成 す べ き で な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 さ ら に コ ラ ゲ ナ ー ゼ 誘 発 ICHモ デ ル の ア ポ ト ー シ ス の 役 割 が 、
特 徴 付 け ら れ 、 そ し て TUDCAに て 誘 発 さ れ 神 経 細 胞 を 保 護 す る 性 質 お よ び 機 構 が 正 確 に 示
さ れ た 。 特 に TUDCAに て 治 療 す る と 、 神 経 細 胞 の 死 や 変 性 が 著 し く 減 少 す る 。 さ ら に NF-κ
Bの 活 性 を 有 意 に 減 少 さ せ 、 Bcl-2の レ ベ ル を 高 い 状 態 に 維 持 し 、 そ し て ラ ッ ト で は 神 経 細
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胞 の 機 能 の 改 良 が 示 さ れ た 。 さ ら に TUDCAの 治 療 は Aktを 活 性 化 し 、 Badの 燐 酸 化 を 誘 発 し
、 そ の た め 細 胞 の 生 存 が 促 進 さ れ る 。 従 っ て TUDCAな ど の 化 合 物 が 、 独 特 で 、 非 毒 性 の 内
因 性 の 化 合 物 で あ り 、 そ し て 脳 に 対 す る 出 血 性 発 作 の 治 療 の た め 、 そ し て 恐 ら く 脳 に 対 す
る 他 の ア ポ ト ー シ ス 関 連 障 害 の 治 療 の た め の 潜 在 的 に 有 力 な 治 療 剤 で あ る と 、 決 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 材 料 お よ び 方 法
　 ICHの ラ ッ ト モ デ ル 、
　 ア メ リ カ 国 内 科 学 ア カ デ ミ ー に て 作 成 さ れ 、 そ し て (ア メ リ カ 厚 生 省 の )国 立 衛 生 研 究 所
(NIH公 開 番 号 86-23,改 定 1985)に て 公 開 さ れ た 「 Guid for the Care and Use of Laborato
ry Animals」 に 記 載 さ れ て い る 研 究 所 の 案 内 指 針 に 従 っ て 、 全 動 物 が ヒ ト の ケ ア ー を 受 け
て い る 。 メ ス の Sprague-Dawleyラ ッ ト (250-300グ ラ ム (g);Harlan Sprague-Dawley,Inc.,I
ndianapolis,IN)を 、 ケ タ ミ ン と キ シ ラ ジ ン の 混 合 液 に よ る 筋 肉 内 注 射 に て 麻 酔 し 、 コ フ
・ ヘ ッ ド ホ ル ダ ー (Kopf headholder)に 仰 臥 し た 位 置 に 設 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 内 側 と 外 側 へ 分 岐 す る 右 頚 動 脈 を 露 出 さ せ 、 そ の 外 部 頚 動 脈 の 遠 位 端 部 を 遊 離 し 、 内 部
頚 動 脈 を 直 線 的 に 引 き 入 れ た (retracted)。 次 に ポ リ エ チ レ ン 管 、 PE-10(Becton-Dickinso
n,Sparks,MD)を 外 側 頚 動 脈 か ら 内 側 頚 動 脈 へ 導 入 し 、 そ し て 前 方 を 結 合 し 、 外 部 頚 動 脈 を
固 定 し た 。 TUDCA(Calbicochem-Novabiochem Corp.,San Diego,CA)を 、 燐 酸 緩 衝 液 に て pH7
.4、 ミ リ リ ッ タ ー 当 り 400ミ リ グ ラ ム (mg/ml)に て 溶 解 し た 。 生 理 食 塩 水 又 は TUDCA溶 液 (体
重 キ ロ グ ラ ム 当 り １ ミ リ リ ッ ト ル (ml/kg bw))を 、 内 部 頚 動 脈 へ 5分 以 内 に 直 接 注 入 し た 。
異 な る 濃 度 の TUDCA(10,50,100お よ び 200mg/kg bw)を 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 注 入 1時 間 前 、 又 は 注
入 1,3お よ び 6時 間 後 に 投 与 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 最 終 的 に ポ リ エ チ レ ン 管 を 取 り 出 し 、 外 部 頚 動 脈 の 端 部 を 焼 杓 し 、 さ ら に そ の 傷 を 塞 い
だ 。 発 作 傷 害 を 誘 導 す る た め に 動 物 を 固 定 装 置 (stereotaxic apparatus)に 配 置 し 、 さ ら
に コ ラ ゲ ナ イ ザ ー を 注 入 し ICHを 誘 導 し た (Rosenbergら 、 Stroke 1990;21:801-807 and Ch
esneyら 、 Stroke 1995;26:312-316)。 簡 単 に 言 う と 頭 骨 を 曝 し て 頭 皮 を 介 し 正 中 線 か ら 切
開 を 行 っ た 。 0.5単 位 (U)の 細 菌 性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ (type VII;Sigma Chemical Co.,St.Louis,
MO)を 含 む 生 理 食 塩 水 1-μ lの (1分 当 り 0.5μ l(μ l/min))の 注 入 を 、 ハ ミ ル ト ン ・ シ リ ン ジ
(Hamilton syringe)を 用 い 、 以 下 の 座 標 位 置 に 従 い 線 条 体 に 固 定 し て 行 っ た 、 す な わ ち プ
レ グ マ に 対 し 前 方 に 0.4ミ リ メ ー タ (mm)、 そ し て 側 方 3.0mm、 皮 質 面 に 対 し 下 方 5.0mmに て
固 定 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 い っ た ん 注 入 が 終 了 す る と 、 ハ ミ ル ト ン ・ シ リ ン ジ (Hamilton syringe)を 所 定 の 位 置 に
3分 間 維 持 し た 。 外 科 的 操 作 を 介 し て CMA/150温 度 調 節 装 置 に よ り 、 体 内 の 温 度 を 37℃ に 維
持 し た 。 そ の ラ ッ ト を 食 料 を 有 す る 籠 内 へ 取 り 出 し 、 そ し て 白 熱 電 球 に て 加 温 し た 。 ICH
に 誘 導 2日 後 に 神 経 細 胞 の 試 験 を 行 っ た 。 次 に そ の 動 物 を 犠 牲 に し 、 そ し て 脳 を 取 り 出 し
、 一 連 の 冷 却 に よ る 切 断 処 理 か 、 RNAと タ ン パ ク 質 の 抽 出 の い ず れ か に 対 し 、 -70℃ に 冷 凍
し た 。 胆 汁 分 析 の た め に 動 物 の サ ブ セ ッ ト に お け る 血 清 お よ び 脳 の 試 料 を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 神 経 的 試 験
　 そ の 動 物 を 外 科 術 後 ２ 日 に ア ポ モ ル ヒ ネ に 応 答 し た 回 転 行 動 を 試 験 し た 。 ア ポ モ ル ヒ ネ
(1mg/kg bw;Sigma Chemical Co.)を 皮 下 注 射 し 、 そ し て 回 転 を 、 コ ン ピ ュ ー タ 制 御 に よ る
Columbus Instruments Videomex-V system(Columbus,OH)に よ り 決 定 し た 。 注 射 後 5分 毎 に
計 数 を 行 い 60分 間 継 続 し た 。 ICH2日 後 に 最 初 の 工 程 を 、 左 右 の 前 脚 の 歩 く 挙 動 を 独 立 的 に
分 析 す る こ と に よ り 評 価 し た 。 こ の 試 験 に お け る 動 物 を 、 一 方 の 前 肢 と 両 方 の 後 肢 を 拘 束
す る 方 法 に て 固 定 し た 。 自 由 な 肢 を 、 動 物 の 体 重 が 肢 の 中 心 と な る よ う に 平 面 上 に 位 置 付
け し た 。 ラ ッ ト が 歩 行 運 動 を 開 始 し 、 そ し て 動 物 の 体 重 が 再 度 肢 の 中 心 と な る よ う に 観 察
者 が ラ ッ ト の 位 置 を 調 節 し た 。 各 肢 に よ り 開 始 さ れ た 歩 数 を 、 1分 間 計 数 し た 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
　 血 腫 の 容 量
　 行 動 試 験 の 後 ラ ッ ト を 犠 牲 に し 、 そ の 脳 を 取 り 出 し 一 連 の 冷 凍 切 断 を し た 。 ICHの コ ア
お よ び 周 囲 領 域 を 含 む 出 血 損 傷 部 の 容 量 を 、 Nissl法 に よ り 染 色 し た 後 20μ mの 冷 凍 断 面 を
均 一 な 立 体 容 量 分 析 を 用 い 定 量 し た 。 容 量 分 析 を 、 Cavalieri's法 (Howardら 、 Unbiiased 
stereology:three-dimensional measurement in microscopy.New York:BIOS Scientific 
Publishers Ltd 1998)に よ り 行 っ た 。 損 傷 領 域 を 、 各 動 物 が 900μ m離 れ た 厚 さ 20μ mの 11
の Nissl染 色 断 面 部 に て 判 定 し た 。 容 積 (mm 3 )を 、 公 式 V=Txa/pΣ Piに よ り 計 算 し た 、 こ こ
で V=関 係 容 積 、 T=両 断 面 部 間 の 距 離 (mm)、 a/p=各 点 と の 関 連 面 積 (mm 2 )、 お よ び Pi=各 断 面
に お い て 対 象 を ヒ ッ ト す る 点 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 TUNELの 染 色 処 理
　 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 注 入 か ら 2日 後 に 、 ラ ッ ト を 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 末 端 の デ オ キ シ ヌ ク レ
オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 介 在 の dUTPの ニ ッ ク （ nick)末 端 標 識 (TUNEL)の た め 犠 牲 に し
た 。 厚 さ 10μ mの 脳 切 片 を 、 1%の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に て 固 定 し 、 酢 酸 と エ タ ノ ー ル と の 溶
液 で ー 20℃ に て 後 固 定 し 、 そ し て pH7.4の 燐 酸 緩 衝 液 に て 洗 浄 し た 。 In situに お け る ア ポ
ト ー シ ス 検 出 キ ッ ト の Apotag(Intergen Co.,Purchase,NY)を 、 製 造 業 者 の 推 薦 に よ り TUNE
L染 色 に 使 用 し た 。 簡 単 に い う と 各 動 物 に 一 連 の 同 じ 脳 切 片 を 、 平 衡 緩 衝 液 に て イ ン キ ュ
ウ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 末 端 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -dNTPを 、 そ の 切
片 へ 加 え 37℃ に て 1時 間 (h)イ ン キ ュ ウ ベ ー ト し た 。 次 に ス ラ イ ド を 、 抗 -ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン
・ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 溶 液 に て 、 30分 間 (min)処 理 し 、 DAB基 質 に て 着 色 し 、 そ し て 0.5%の メ
チ ル グ リ ー ン に て 対 比 染 色 し た 。 各 動 物 に 対 し 出 血 コ ア ー に 隣 接 す る 領 域 内 に お い て 、 少
な く と も 3個 の 無 作 為 領 域 (400x)か ら コ ン ピ ュ ー タ ・ ス ク リ ー ン グ リ ッ ト 上 に て 、 TUNEL-
正 細 胞 の 数 を 計 数 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 DEVD特 異 的 カ ス パ ー ゼ 活 性
　 カ ス パ ー ゼ 活 性 を 、 同 一 半 球 領 域 や 相 当 す る 対 向 領 域 か ら 切 断 脳 組 織 に お い て 判 定 し た
。 そ の 組 織 を 、 10mM Tris-HCl緩 衝 液 、 pH7.6、 5mMの MgCl 2 、 1.5mMの KAｃ 、 2mMの DTT、 お
よ び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル 錠 剤 (COMPLETE;Roche Diagnostics,GmbH,Mannheim,Germ
any)を 含 む 単 離 緩 衝 液 に て 均 一 化 (homogenized)し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 般 に カ ス パ ー ゼ 活 性 が 、 基 質 N-ア セ チ ル -Asp-Glu-Val-Asp-pNA(DEVD-pNA;Sigma CHem
ical Co.)か ら 、 発 色 団 p-ニ ト ロ ア ニ リ ド (pNA)の 酵 素 切 断 に よ り 評 価 さ れ る 。 タ ン パ ク 質
分 解 反 応 を 、 50μ gの 細 胞 質 ゾ ル タ ン パ ク 質 、 お よ び 50μ Mの DEVD-pNAを 含 む 単 離 緩 衝 液 中
で 行 っ た 。 反 応 混 合 物 を 37℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 pNAの 調 製 物 を 、 96ウ エ ル ・ プ
レ ー ト リ ー ダ を 使 用 し 405nmに て 測 定 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 製 造 業 者 の 明 細 書 に よ り B
io-Radタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ ・ キ ッ ト (Bio-Rad Laboratories,Hercules,CA)を 用 い て 決 定 し
た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 RNAの 単 離 お よ び RT-PCR
　 Bcl-2フ ァ ミ リ ー に お け る 発 現 の 変 化 を 、 RT-PCRに よ り 判 定 し た 。 全 RNAを Life Technol
ogies,Inc.(Grand Island,NY)か ら の TRIZOL試 薬 を 使 用 し 、 脳 組 織 か ら 抽 出 し た 。 RT-PCR
の た め 5μ gの 全 RNAを 、 オ リ ゴ (dT)(IDT,Inc.,Coralville,IA)、 お よ び SUPERSCRIPT II逆
転 写 酵 素 (Life Technologies Inc.)を 用 い 逆 転 写 し た 。 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ
イ マ ー 対 を 、 Roche Diagnostics,GmbHか ら Expand High Fidelity PCR Systemを 用 い PCR増
幅 の た め cDNA鋳 型 を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 下 の 配 列 を 、 プ ラ イ マ ー と し て 使 用 し た 、 す な わ ち Bcl-2セ ン ス プ ラ イ マ ー が 、 5'-CT
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GGTGGCAACATCGCTCTG-3'(配 列 番 号 1)、 Bcl-2 抗 セ ン ス プ ラ イ マ ー が 、 5'-GGTCTGCTGACCTCA
CTTGTG-3'(配 列 番 号 2)、 Bax セ ン ス プ ラ イ マ ー が 、 5'-TGGTTGCCCTTTTCTACTTTG-3'(配 列 番
号 3)、 お よ び Bax 抗 セ ン ス プ ラ イ マ ー が 、 5'-GAAGTAGGAAAGGAGGCCATC-3'(配 列 番 号 4)、 Bc
l-x セ ン ス プ ラ イ マ ー 、 5'-AGGTCGGCGATGAGTTTGAA-3'(配 列 番 号 5)、 お よ び Bcl-x 抗 セ ン
ス プ ラ イ マ ー が 、 5'-CGGCTCTCGGCTGCTGCATT-3'(配 列 番 号 6)、 β -ア ク チ ン セ ン ス プ ラ イ マ
ー が 、 5'-TGCCCATCTATGAGGGTTACG-3'(配 列 番 号 7)、 お よ び β -ア ク チ ン 抗 セ ン ス プ ラ イ マ
ー が 、 5'-TAGAAGCATTTGCGGTGCACG-3'(配 列 番 号 8)で あ る 。 構 成 的 に 発 現 さ れ る β -ア ク チ
ン mRNAの 産 生 物 を コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 増 幅 さ れ た PCR産 生 物 を 、 ア ガ ロ ー ス ・
ゲ ル 電 気 泳 動 と 臭 化 エ チ ジ ュ ウ ム 染 色 に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 免 疫 ブ ロ ッ テ ン グ と 免 疫 組 織 化 学 法
　 Bcl-2フ ァ ミ リ ー 、 NF-κ B、 Iκ B、 p-Akt、 お よ び p-Badタ ン パ ク 質 レ ベ ル を 、 12%の ド デ
シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (SDS-PAGE)法 に よ り 分 離 さ れ た 全
タ ン パ ク 質 ホ モ ジ ネ ー ト (homogenates)か ら 決 定 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 1:500(Santa Cruz Bi
otechnology,Santa Cruz,CA)に 希 釈 し た Bcl-2と NF-κ Bと 反 応 性 の あ る マ ウ ス の 一 次 モ ノ
ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 か 同 じ く 希 釈 し た Bcl-x S / L ,Bax,Iκ B, p-Akt、 お よ び p-Badと 反 応 性 の
あ る ラ ビ ッ ト の 一 次 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の い ず れ か に て プ ロ ー ブ し 、 そ の 後 西 洋 わ さ び ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ に 結 合 し た 二 次 抗 マ ウ ス 抗 体 か 抗 ラ ビ ッ ト 抗 体 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 最 後 に SUPERSIGNAL基 質 (Pierce Rockford,IL)を 使 用 し て 、 特 定 の 膜 タ ン パ ク 質 を 検 出
す る た め に 膜 を 処 理 し た 。 NF-κ B活 性 化 の 免 疫 組 織 化 学 法 は 、 1%の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に て
固 定 し 、 さ ら に -20℃ に て 酢 酸 -エ タ ノ ー ル 溶 液 に て 後 固 定 し 、 次 に 燐 酸 緩 衝 液 を pH7.4に
て 洗 浄 し 、 厚 み 10μ mの 前 頭 部 の 冷 凍 切 片 を 、 IMMUNOCRUZS染 色 系 (Santa Cruz Biotechnol
ogy)を 使 用 し 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 簡 単 に 言 う と 、 正 常 な ヤ ギ の 血 清 に て ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 冷 凍 切 片 を 、 NF-κ B p65の
サ ブ ユ ニ ッ ト (Santa Cruz Biotechnology)に 対 し つ ま り Iκ Bの 解 離 後 、 結 合 の た め に の み
利 用 で き る エ ピ ト ー プ に 対 し 、 活 性 化 し た 特 異 的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に て プ ロ ー ブ し た 。
ビ オ チ ン と 結 合 し た 二 次 抗 -マ ウ ス 抗 体 が 適 用 さ れ 、 次 に そ の ス ラ イ ド を 、 HRP-ス テ ッ プ
ア ビ ジ ン 複 合 体 に て 処 理 し 、 HRP基 質 混 合 物 に て 染 色 し 、 そ し て 0.5%の メ チ ル グ リ ー ン に
て 対 比 染 色 し た 。 各 ラ ッ ト か ら 複 数 の 切 片 を 、 血 腫 に 隣 接 し た 領 域 に お い て 試 験 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 血 清 お よ び 脳 の 胆 汁 酸 の 分 析
　 正 常 な コ ン ト ロ ー ル と 線 条 体 内 に 血 腫 を 有 す る ラ ッ ト を 、 TUDCA又 は 担 体 を 注 入 し て 1,3
,お よ び 6時 間 後 に 犠 牲 に し た 。 血 液 を 採 取 し 、 血 餅 化 (clotted)さ せ 、 回 転 (spun)さ せ て
、 そ の 血 清 を 取 り 出 し 、 さ ら に -20℃ に て 凍 結 し た 。 そ れ に 加 え 5%の 抱 水 ク ロ ラ ー ル に て
麻 酔 し そ し て ト ラ ン ス カ ー デ ア ル 燐 酸 緩 衝 液 を 注 入 し た 後 に 、 脳 を 取 り 出 し 、 フ ラ ッ シ ュ
凍 結 し 、 -70℃ に て 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 胆 汁 酸 を 有 機 溶 媒 に よ り 抽 出 、 Lipidex 1000で 精 製 、 液 体 -固 体 の 抽 出 、 加 水 分 解 、 親
脂 質 ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る 単 離 、 そ し て メ チ ル エ ス テ ル -ト リ メ チ ル シ リ
ル エ ー テ ル 誘 導 体 へ の 変 換 、 そ の 後 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り 評 価 し た (Setchellら 、 G
astroenterology 1997;112:226-235)。 胆 汁 酸 の 濃 度 を 、 nmol/gの 組 織 又 は μ mol/lの 血 清
と し て 表 わ し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 濃 度 測 定 お よ び 統 計 分 析
　 ImageMaster 1D Elite 濃 度 測 定 分 析 プ ロ グ ラ ム (Amersham Pharmacia Biotech,Uppsala
,Sweden)を 用 い 、 タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 バ ン ド の 相 対 強 度 を 分 析 し た 。 統 計 分 析 を 、 ANOV
Aお よ び Bonferroni'sの 複 数 比 較 試 験 に 対 し Window 95向 け GraphPad InStat version 3.00
(GraphPad Software,San Diego,CA)を 用 い て 行 っ た 。 P<0.05の 値 が 有 意 値 と 考 え ら れ る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 結 果
　 TUDCAが 、 出 血 発 作 後 の 血 餅 容 量 と ア ポ ト ー シ ス を 減 少 さ せ て い る 。 ヒ ト の 発 作 に よ り
繰 り 返 し 損 傷 に よ り 引 き 起 こ さ れ る ICHを 、 成 人 ラ ッ ト の 脳 内 の 柔 組 織 (parenchyma)へ 細
菌 性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 注 入 に よ り 誘 発 す る こ と が で き 、 そ れ が 、 血 管 の 拡 大 的 損 傷 を 引 き 起 こ
し て い る 。 図 １ A乃 至 １ Dを 参 照 。 一 連 の 切 片 内 を Nissl染 色 し 、 コ ン ピ ュ ー タ に よ る 容 積
分 析 で は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 注 入 か ら 2日 後 で 右 線 条 体 に 大 き な 出 血 損 傷 部 が 現 出 し た (図 1A)
。 損 傷 部 の 容 積 が 、 線 条 体 の 萎 縮 程 度 と 関 連 し 、 従 っ て 同 一 側 半 球 の 線 条 体 の 容 積 が 減 少
す る と 、 同 一 側 半 球 の 脳 室 サ イ ズ が 増 大 す る こ と で 相 殺 し て い る (デ ー タ が 示 さ れ て い な
い ） 。 さ ら に コ ラ ゲ ナ ー ゼ を 注 入 す る 1時 間 前 に 投 与 さ れ た TUDCAの 投 与 量 が 増 大 す る に つ
れ 、 受 け い れ た 動 物 の 損 傷 サ イ ズ が 顕 著 に 減 少 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 脳 の 出 血 損 傷 が 、 100mg/kg bwの TUDCAに て 処 理 さ れ た ラ ッ ト (担 体 対 処 理 群 に お い て 278
.4± 39.2mm 3 対 143.9± 46.5mm 3 、 そ れ ぞ れ p<0.05)と 比 較 し て 担 体 の 注 入 グ ル ー プ に お い て
約 50%有 意 に 大 き い こ と が 判 っ た 。 200mg/kg bwの TUDCAに て 、 さ ら に 損 傷 容 積 の 約 60%の 減
少 が 観 察 さ れ (p<0.01),こ こ で 10と 50mg/kg bwの 投 与 形 態 で は 、 保 護 性 が 有 意 に 低 か っ た
。 最 後 に TUDCAを 受 け た 動 物 の 脳 が 、 出 血 し た コ ア (core)(デ ー タ に 示 さ れ て い な い ） か ら
外 側 の 炎 症 性 細 胞 の 存 在 が 言 わ れ た よ り 有 意 に 少 な い こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 TUNELの 染 色 を 、 核 様 DNAの 断 片 に て 細 胞 を 同 定 す る た め に 使 用 し た 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞
が 、 対 向 側 半 球 の 両 実 験 グ ル ー プ (図 2A乃 至 2G)に ほ と ん ど 観 察 さ れ な か っ た 。 し か し な が
ら 、 TUNELに 正 の 細 胞 が 、 擬 似 作 用 (sham-operated)ラ ッ ト (p<0.01)の 同 一 側 半 球 に 顕 著 に
増 大 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に 出 血 し た 脳 の 損 傷 側 半 球 か ら 抽 出 さ れ た DNAを 電 気 泳 動 に か け る と 、 約 200-bpの
断 片 (デ ー タ に 示 さ れ て い な い )の DNAの 特 徴 的 ラ ダ リ ン グ (laddering)を 実 証 的 に 示 し た 。
TUDCAに て 処 理 す る と 、 100mg/kg bwの 投 与 後 (p<0.05)、 ほ ぼ 30%か ら 約 10%に ア ポ ト ー シ ス
の 細 胞 数 が 減 少 し た 。 さ ら に TUDCAを 、 よ り 多 い 投 与 量 に て 投 与 し た 場 合 、 >65%(p<0.01)
だ け ア ポ ト ー シ ス が 減 少 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 さ ら に コ ラ ゲ ナ ー ゼ 注 入 後 の 同 一 側 半 球 と 対 向 側 半 球 の 両 半 球 の カ ス パ ー ゼ 活 性 を 試 験
し た 。 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 、 関 係 す る 脳 組 織 か ら 調 製 し 、 カ ス パ ー ゼ -３ 様 の 酵 素 に 好 ま
し い 基 質 、 DEVD-pNAに て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 正 常 な 脳 組 織 と 比 較 し 対 向 側 半 球 に カ ス パ
ー ゼ 活 性 が 有 意 に 増 大 す る こ と が な い (デ ー タ を 示 し て い な い ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 対 照 的 に カ ス パ ー ゼ 活 性 が 、 担 体 注 入 の ラ ッ ト (p<0.01)脳 の 同 一 側 半 球 部 で ほ ぼ 4倍 増
大 し た (図 2H)。 100と 200mg/kg bwの TUDAを 投 与 (そ れ ぞ れ p<0.05、 お よ び p<0.01)し た 後 に
、 TUDCAが 、 損 傷 し た 半 球 に お け る カ ス パ ー ゼ 活 性 を 45-60%だ け 減 少 さ せ た 。 実 際 に お い
て 、 最 も 高 い 投 与 量 の TUDCAに て 処 理 さ れ た 同 一 側 領 域 と 対 向 側 領 域 と の 間 に 統 計 的 な 差
が な か っ た 。 こ れ ら の 知 見 で は 、 出 血 性 発 作 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ ・ モ デ ル に お い て 、 コ ア ー 領
域 の 外 側 の 神 経 細 胞 が ア ポ ト ー シ ス に て 死 に 、 そ し て TUDCAに よ り 効 率 的 に 救 う こ と を 示
唆 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 次 に TUDCA投 与 の 療 法 的 ウ イ ン ド ウ (window)を 決 定 し た 。 同 じ モ デ ル を 使 用 す る 場 合 、
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 注 入 1時 間 前 又 は 注 入 1、 3お よ び 6時 間 後 に 、 100mg/kg bwに て 担 体 又 は TUDCA
を 注 入 し た 。 出 血 の 発 生 の 1時 間 前 又 は 発 生 か ら 最 大 3時 間 後 ま で に 投 与 さ れ た TUDCAを 受
け た 動 物 に お い て 、 出 血 か ら 2日 後 の 損 傷 し た 脳 の 容 量 が 顕 著 に 減 少 し た (p<0.05)(図 3A)
。 6時 間 ま で こ の 40乃 至 50%の 保 護 効 果 が 、 1部 失 わ れ た が ま だ 明 示 し て い る 。 全 出 血 性 損
傷 部 の 72%ま で 表 し て い る 周 辺 の ICH (Peri-ICH） 容 量 が 、 任 意 の 時 間 点 で TUDCAに よ っ て
有 意 に 減 少 し た (p<0.05)(以 下 の 表 １ を 参 照 )。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 し か し な が ら 、 TUDCAが 、 出 血 6時 間 後 に 与 え ら れ た 時 の 損 傷 部 の コ ア 容 量 に 明 確 な 保 護
を 提 示 し て い な い こ と は 、 TUDCAに よ る 効 果 が 、 出 血 の よ り 小 さ な コ ア 部 の 外 側 に 有 意 に
強 力 で あ り 、 そ し て よ り 早 期 に 投 与 さ た 場 合 極 め て 明 確 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 TUNE
Lの 染 色 、 そ し て カ ス パ ー ゼ の 活 性 が 、 時 間 経 過 の 実 験 を 通 し て 担 体 を 注 入 し た 動 物 よ り
も TUDCAに て 処 理 さ れ た 動 物 に 顕 著 に 低 く な っ て い る (図 3Bお よ び 3C)。 従 っ て こ の 発 作 の
モ デ ル に お い て 、 TUDCAを 前 処 理 と 同 様 の 保 護 効 果 を 表 す よ う に 、 1時 間 又 は 3時 間 で TUDCA
を 受 け 入 れ た 動 物 と し て 、 出 血 後 少 な く と も 3時 間 ま で の ウ イ ン ド ウ (window)が 、 TUDCAを
使 用 す る こ と に よ り 介 在 の た め 開 く と 考 え ら れ る 。
　 表 １ 　 TUDCAに よ る ICHの コ ア お よ び そ の 周 辺 (Peri-ICH)の 減 少

　 　 　 　 　 時 間 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ICHコ ア ー 　 　 　 　 　 　 Peri-ICH

　 　 　 　 　 １ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 47.7± 3.2 * 　 　 　 　 　 　 　 48.6± 3.5 *

　 　 　 　 　 ３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 30.0± 18.9 * 　 　 　 　 　 　  42.8± 14.9 *

　 デ ー タ が 、 平 均 値 ± SEM(１ 群 当 り n=３ 乃 至 ５ 匹 の 動 物 )
　 担 体 注 入 動 物 か ら 、 各 時 間 点 に て * p<0.05
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 胆 汁 の 分 析 で は 、 TUDCAの 動 脈 投 与 に よ り 血 清 お よ び 脳 に お け る 濃 度 が 増 大 す る 結 果 を
示 し た 。 実 際 に 1回 100mg/kg bwの TUDCAの 容 量 に よ り 、 注 入 3時 間 後 に て 0.3か ら 10.6μ mol
/l(p<0.01)ま で 血 清 内 の 胆 汁 酸 が 有 意 に 高 く な っ た 。 こ の 変 化 を 、 担 体 注 入 の コ ン ト ロ ー
ル (p<0.01)と 比 較 し て こ の 胆 汁 酸 の 脳 内 濃 度 が 10倍 増 大 す る こ と と 関 連 付 け ら れ る 。 加 え
て TUDCAを 受 け た ラ ッ ト に 発 作 の あ る 動 物 と 正 常 コ ン ト ロ ー ル (p<0.05)間 の 脳 内 の 全 胆 汁
酸 の 濃 度 が 、 ほ ぼ ２ 倍 高 く な り 、 血 液 脳 間 門 を 交 差 す る 輸 送 の 増 大 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 TUDCAが 神 経 的 欠 陥 を 改 良
　 出 血 ２ 日 後 の 神 経 的 な 機 能 欠 陥 が 、 TUDCAに て 処 理 さ れ た ラ ッ ト に お い て 改 良 さ れ 、 そ
の 神 経 機 能 の 改 良 に よ り 、 損 傷 部 の 回 避 (sparing)を 伴 う こ と を 示 唆 し て い る 。 外 科 的 術
後 2日 に 担 体 注 入 の グ ル ー プ に お い て 、 ア ポ モ ル フ ィ ネ 投 与 に 応 答 し て 強 力 ネ ッ ト の 同 一
側 回 転 が 注 目 さ れ た 。 対 照 的 に TUDCAを 投 与 す る と 、 モ ー タ 活 性 の 通 常 応 答 を 減 衰 し た 。
担 体 が 注 入 さ れ た コ ン ト ロ ー ル に お い て 、 応 答 回 転 が 5分 当 り 約 20回 か ら 、 TUDCAに よ り 処
理 さ れ た ラ ッ ト に お い て (p<0.05)10回 以 下 に 減 少 し た 。 ICH 6時 間 後 に TUDCAが 与 え ら れ た
時 に よ り 有 意 で あ る こ と を 除 い て 、 投 与 期 が よ り 早 期 で あ れ ば 保 護 効 果 が よ り 明 確 と な っ
た 。 さ ら に １ 肢 を 置 き 、 そ し て 動 物 の 歩 行 運 動 の 開 始 能 力 を 評 価 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 De Ryck(De Ryck.Eur.Neurol.1990;30(suppl.2):21-27)の 変 化 か ら の １ 肢 配 置 試 験 で は
、 TUDCA投 与 の 時 間 経 過 実 験 を 介 し て 25乃 至 40%の 運 動 活 性 の 改 善 を 示 し た 。 担 体 注 入 ラ ッ
ト (p<0.05)よ り 、 片 側 の 線 条 体 を 出 血 し た 動 物 を TUDCAで 処 理 す る と 、 実 際 １ 分 間 に 、 左
側 の 前 肢 が よ り 有 意 な 歩 行 を 開 始 し た 。 加 え て 後 の 時 間 点 に て 処 理 さ れ た ラ ッ ト よ り コ ラ
ゲ ナ ー ゼ 注 入 1時 間 前 又 は 注 入 1時 間 後 の い ず れ か に て 、 TUDCAを 受 け た ラ ッ ト の 右 前 肢 と
左 前 肢 と の 間 の 差 が 、 有 意 に 小 さ か っ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 TUDCAに て 処 理 さ れ た ラ ッ ト の NF-κ Bの 活 性 が 減 少 し た 。
　 出 血 発 作 に お け る シ グ ナ ル 経 路 、 お よ び TUDCAの 保 護 的 役 割 を 探 求 す る た め に 、 さ ら に
タ ン パ ク 質 の 合 成 が 可 能 な コ ア ー 損 傷 部 に 隣 接 し た 脳 組 織 、 お よ び コ ン ト ロ ー ル と し て 対
向 側 半 球 の 同 一 の 組 織 を 使 用 し た 。 図 4A乃 至 4Dを 参 照 。 NF-κ B/Iκ Bα タ ン パ ク 質 の 複 合
体 、 細 胞 中 の 酸 化 ス ト レ ス の 主 要 セ ン サ ー お よ び エ フ ェ ク タ ー の 変 化 が 、 擬 似 作 用 ラ ッ ト
(sham-operated rat)の 同 一 側 半 球 に 極 め て 顕 著 で あ る が 、 TUDCA処 理 後 の 明 示 が 有 意 的 に
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少 な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Iκ Bα に 対 す る Western blot分 析 が 、 対 向 側 半 球 と 比 較 し て (p<0.05)担 体 注 入 コ ン ト ロ
ー ル に お い て ほ ぼ 40%減 少 し た が 、 TUDCAの 投 与 量 を 増 大 す る に つ れ 治 療 に よ り 復 帰 す る 可
能 性 が 大 き く な る 。 さ ら に 擬 似 作 用 ラ ッ ト (sham-operated rat)に お い て 、 NF-κ Bp65の サ
ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 が 、 有 意 に 増 大 し た (p<0.05)、 し か し TUDCAが 注 入 さ れ た 動 物 で は 、 さ
ら な る 差 が 示 さ れ な か っ た (図 4Cお よ び 4D)。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 免 疫 組 織 化 学 法 と し て ICH後 の NF-κ Bの 活 性 を 確 認 す る た め に 、 そ こ に お け る 活 性 化 依
存 抗 NF-κ B抗 体 が 用 い ら れ た 。 同 一 側 半 球 に お け る 免 疫 化 学 的 な NF-κ Bが 、 擬 似 コ ン ト ロ
ー ル 動 物 (sham)に お い て 明 ら か に 検 出 で き る 、 し か し TUDCA治 療 で は ICH周 辺 領 域 で NF-κ B
の 活 性 が 顕 著 に 減 少 し た (図 4Aお よ び 図 4B)。 さ ら に 、 NF-κ Bの 活 性 化 の 分 散 領 域 が 、 TUUN
EL染 色 (デ ー タ が 示 さ れ て い な い )に よ り 測 定 さ れ た DNA断 片 領 域 と 一 致 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ れ ま で の 報 告 で は 、 Bcl-2が 、 ミ ト コ ン ド リ ア か ら 細 胞 質 の 基 質 に シ ト ク ロ ー ム  Cを
放 出 し 、 そ し て そ の 後 機 能 的 に 細 胞 死 を 阻 害 す る こ と を 実 証 し た (Kluckら 、 Science 1997
;275:1132乃 至 1136お よ び Yangら 、 Science 1997;275乃 至 1132)。 そ の た め 、 線 条 体 内 の 出
血 が 、 Bcl-2タ ン パ ク 質 と 他 の フ ァ ミ リ ー 要 素 を 誘 発 さ せ る か ど う か 、 NF-κ Bの 活 性 化 に
関 連 し た Bcl-xお よ び Baxを 試 験 し た 。 図 5A乃 至 5Dを 参 照 。 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト に よ り 、
コ ラ ゲ ナ ー ゼ 注 入 の 後 (p<0.01)同 一 側 半 球 の Bcl-2タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 、 約 6倍 と 顕 著 な 増
大 を 示 す が 、 Bcl-x L (p<0.05)に お い て 明 確 な 上 昇 が 見 ら れ な か っ た (図 5Aお よ び 5C)。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 前 ア ポ ト ー シ ス Baxが 、 有 意 に 増 大 し た (p<0.05)。 あ ら ゆ る 投 与 応 答 研 究 に よ り B
cl-2が 上 昇 す る に つ れ 、 TUDCA存 在 下 の Bcl-2タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 、 NF-κ Bの 活 性 化 と 関 連
し て い な い が 、 転 写 因 子 の 活 性 が 著 し く 減 少 し た 。 Bcl-x L タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 、 TUDCAに
よ り 僅 か に 減 少 し た が 、 Baxタ ン パ ク 質 が 、 処 理 中 に 対 向 側 半 球 の 値 に 戻 っ た 。 RT-PCRの
分 析 で は 、 線 条 体 の 出 血 後 の bcl-2(p<0.05)お よ び bcl-x L (p<0.01)mRNAの レ ベ ル が 有 意 に
増 大 す る こ と を 示 し た が bax mRNAを 変 化 し な か っ た (図 5Bお よ び 5D)。 さ ら に TUDCAが 、 Bcl
-2の 転 写 活 性 を 増 大 さ せ た が 、 Bcl-x L mRNAを 減 少 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 出 血 性 発 作 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ ・ モ デ ル に お い て こ う し た 知 見 で は 、 、 bcl-2と bc1-x L 発 現
の 上 限 調 節 が 、 NF-κ Bの 活 性 と 関 連 付 け 、 さ ら に TUDCAに よ り そ の NF-κ Bの 活 性 を 有 意 に
減 少 さ せ る 。 さ ら に 、 ICH前 の TUDCAの 投 与 が 、 NF-κ Bの 活 性 と 独 立 し た お そ ら く 別 の 選 択
肢 と し て の 経 路 を 介 し Bcl-2産 生 そ し て /又 は 安 定 性 の 増 大 と 関 連 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 TUDCAが 、 出 血 性 発 作 の 後 の 神 経 細 胞 を 保 護 す る た め に AKtを 活 性 に す る 。 ウ イ ル ス 性 原
ガ ン タ ン パ ク 質 v-AKtと 細 胞 的 に 相 同 で あ る AKtが 、 種 々 の 細 胞 種 の ア ポ ト ー シ ス に よ る 細
胞 死 を 抑 制 す る 。 さ ら に AKtが 、 Bcl-2フ ァ ミ リ ー を 伴 う 生 存 経 路 に 潜 在 的 に 結 合 す る 、 Ba
dの 燐 酸 化 と 結 び 付 け ら れ て い る 。 TUDCAの シ グ ナ リ ン グ 経 路 を 探 査 す る と 、 燐 酸 化 形 状 の
AKt-1の 発 現 が 、 ICHと 同 一 側 半 球 (p<0.01)側 に 顕 著 に 減 少 し た が 、 TUDCAで 処 理 す る こ と
に よ り 、 大 き く 復 帰 す る 可 能 性 が 見 出 さ れ た 。 図 6Aお よ び 6Bを 参 照 。 同 様 に TUDCAを 受 け
た ラ ッ ト の 脳 に お い て 燐 酸 化 さ れ た Badレ ベ ル が 、 未 処 理 の 擬 似 コ ン ト ロ ー ル (sham-contr
ols)(p<0.05)と 比 較 し て ほ ぼ 2倍 に 上 昇 し た 。 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ チ ド 3'-OHキ ナ ー ゼ (P
I3K)の 経 路 を 介 し 細 胞 内 の シ グ ナ リ ン グ が 、 TUDCAに 対 し 必 須 で あ ろ う と な か ろ う と 、 in 
vitroに お け る AKtの 燐 酸 化 を 停 止 す る よ う 、 PI3Kの 選 択 的 阻 害 剤 を 使 用 す る こ と に よ り 、
神 経 細 胞 内 の 影 響 が 評 価 さ れ た 。 大 脳 皮 質 神 経 細 胞 を ウ オ ル ト マ ン ニ ン に て 処 理 す る と 、
TUDCAに て 誘 発 さ れ る AKtの 燐 酸 化 が 一 部 阻 害 さ れ る が 、 細 胞 変 動 性 が 有 意 に 減 少 す る (デ
ー タ が 示 さ れ て い な い )。
　 結 論
　 UDCAお よ び TUDCAが 、 強 力 な 抗 -ア ポ ト ー シ ス 剤 と し て in vitroと in vivoの 両 方 に 作 用
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し 、 内 在 的 に 産 生 さ れ る 非 毒 性 な 胆 汁 酸 で あ る 。 膜 の 脱 分 極 お よ び チ ャ ン ネ ル の 形 成 を 阻
害 す る こ と に よ り (Rodriguesら 、 J Clin Invest 1998;101:2790-2799 and Rodrigues ら
、 Cell death Differ 1999;6:842-854)、 ミ ト コ ン ド リ ア の 機 能 不 全 を 防 止 す る 効 果 に 加
え 、 さ ら に こ れ ら の 分 子 が 、 細 胞 質 の カ ル シ ウ ム レ ベ ル を 調 節 す る こ と に よ り 、 シ グ ナ ル
導 入 経 路 に お け る 、 そ し て 転 写 を 調 節 す る こ と に よ り 遺 伝 子 発 現 に お け る 重 要 な 調 節 的 役
割 を 果 た す こ と が 可 能 で あ る (Guicciariら 、 Hepatology2002;35:971-973)。 遺 伝 的 な ハ ン
チ ン ト ン 病 の マ ウ ス モ デ ル に TUDCAを 投 与 す る こ と 、 線 条 体 の 変 性 を 有 意 に 減 少 さ せ 、 そ
し て 運 動 お よ び 知 覚 の 欠 陥 を 有 意 に 改 良 し た (Keeneら 、 Proc Natl Acad Sci USA 2002;99
:10671-10676)。 さ ら に 発 作 に よ る 虚 血 後 に 中 脳 動 脈 の 閉 塞 モ デ ル が 与 え ら れ た 場 合 、 TUD
CAが ア ポ ト ー シ ス 、 梗 塞 容 量 部 、 お よ び 神 経 系 行 動 障 害 を 有 意 に 減 少 さ せ る (Rodriguesら
、 J Cereb Blood Flow Metab 2002;22:463-471)。 現 段 階 の 研 究 で は 、 こ れ ま で の 記 載 を
拡 張 し 、 そ し て 発 作 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ に て 誘 発 さ れ た ICHの 発 作 性 モ デ ル に お け る TUDCAの 神
経 細 胞 へ の 保 護 効 果 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 TUDCAを 投 与 す る と 、 TUNEL陽 性 細 胞 の 出 現 、 カ ス パ ー ゼ -3 様 プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 化 、 I
CH周 辺 領 域 の 組 織 的 な 損 傷 を ほ ぼ 完 全 に 無 く し た 。 こ れ ら の 知 見 が 、 TUDCAに よ り 神 経 お
よ び 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 阻 害 と 矛 盾 し て い な い 。 さ ら に 出 血 の 開 始 か ら 3時 間 ま で 、 あ
る 場 合 に 6時 間 ま で に ほ と ん ど の 神 経 細 胞 を TUDCAに よ っ て 助 け る こ と が で き 、 そ れ が 神 経
細 胞 死 の 活 性 化 を 遅 延 さ せ る こ と と 矛 盾 し て い な い 。 従 っ て 、 少 な く と も こ の モ デ ル の 多
く の 細 胞 が 数 時 間 の 生 存 可 能 な 状 態 で あ り 、 治 療 が こ の 時 間 ウ イ ン ド ウ (time window)内
に て 開 始 さ た 場 合 に 抗 -ア ポ ト ー シ ス 剤 に よ っ て 復 帰 す る こ と が で き る 。 最 後 に さ ら に TUD
CAが 、 ブ ラ ン ト ・ ヘ ッ ド 外 傷 (blunt head trauma)の ラ ッ ト モ デ ル の 脳 に 傷 を 与 え た 後 、
ア ポ ト ー シ ス の 減 少 に 極 め て 効 果 的 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 実 際 に 高 力 領 域 (high power field)当 り TUNEL陽 性 細 胞 の 数 が 、 外 傷 的 な 脳 障 害 を 有 す
る 担 体 注 入 動 物 に お い て 約 27で あ る が 、 TUDCAを 受 け て い る ラ ッ ト に お い て わ ず か 12で あ
っ た 。 TUDCAに よ り ア ポ ト ー シ ス を 50%以 上 の 減 少 が 実 現 し た 。 損 傷 前 処 理 24時 間 、 そ の 後
2回 の 後 損 傷 処 理 を ヘ ッ ド 外 傷 の 時 間 と 24時 間 後 の 2回 の 後 損 傷 で 行 わ れ た 。 ICHが 、 100,0
00当 り 15乃 至 35と 想 定 さ れ る 発 生 を 有 す る 脳 血 管 の 破 壊 的 事 象 の 状 態 で あ り (Broderickら
、 N Engl J Med 1992;326:733-736 and Hankeyら 、 Stroke 1997; 28:2126-2132)そ し て 約
50%の 死 亡 率 (Juvela,Arch Neuro 1995;52:1193-1200)に 近 づ い て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 外 科 的 療 法 お よ び 医 薬 的 療 法 が 、 ICH後 の 罹 患 率 又 は 死 亡 率 の 減 少 に 有 効 で は な く 、 そ
う し て こ れ ら の 患 者 の 臨 床 試 験 で は 、 虚 血 性 発 作 を 有 す る 患 者 に 対 す る 治 療 は 極 め て 遅 れ
て い る 。 血 餅 の 塊 状 部 が 影 響 す る 2次 的 な 損 傷 は 、 血 液 産 生 物 の 浸 入 に 対 し 組 織 反 応 か ら
引 き 起 こ さ れ る と 考 え ら れ 、 そ の 結 果 虚 血 、 浮 腫 、 強 度 の 炎 症 (Mendelow,Stroke 1993;24
:1115-7)と な り 、 そ し て 最 終 的 に 細 胞 死 と な る 。 急 性 の 発 作 か ら 細 胞 死 の 機 構 が 複 雑 で 、
さ ら に 事 象 の 相 互 作 用 を 関 与 す る と 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 し か し な が ら 大 脳 虚 血 後 の 再 灌 流 に よ り 、 ク ロ マ チ ン の 縮 重 、 TUNELの 標 識 化 、 お よ び
カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 (Choi,Curr Opin Neurobiol 1996;6:667-672)を 含 む ア ポ ト ー シ ス の
幾 つ か の 特 徴 を 示 す こ と が 認 め ら れ た 。 さ ら に ア ポ ト ー シ ス の 特 徴 的 兆 候 が 、 出 血 性 発 作
後 の 脳 に お い て 記 載 さ れ て い る (Gongら 、 Neurosurgery 2001;48:875-882 and Matzら 、 J 
Cereb Blood Flow Metab 2001;21:921-928)。 こ れ ら の 観 察 と 一 貫 し TUNEL陽 性 細 胞 の 数 が
劇 的 に 増 大 し 、 そ し て 血 餅 の す ぐ 周 辺 の 領 域 に お け る 有 意 な カ ス パ ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た
。 実 際 に 種 々 の ア ポ ト ー シ ス 関 連 タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る 選 択 的 な 神 経 細 胞 の 障 害 の こ の
狭 い 領 域 が 、 発 作 の 帰 結 に 重 要 で あ る こ と を 、 実 証 的 に 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ れ は 、 カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤 に て 処 理 さ れ た 動 物 、 お よ び 一 般 的 な 遺 伝 子 操 作 さ れ た カ ス
パ ー ゼ 欠 陥 マ ウ ス が 、 虚 血 性 脳 外 傷 が 減 少 し た こ と を 示 し て い る (Loddickら 、 NeuroRepor
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t 1996;7:1465-1468 and Haraら 、 Proc Natl Acad Sci USA 1997;94:2007-2012 and Chen
g ら 、 J Clin Invest 1998;101:1992-1999 and Endres ら 、 J Cereb Blood Flow Metab 1
998;18:238-247 and Schielkeら 、 J Cereb Blood Flow Metab 1998;18:180-185 and Rabu
ffettiら 、 J Neurosci 2000;20:4398-4404)。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ICHか ら 3時 間 後 ま で に 投 与 さ れ た TUDCAが 、 神 経 細 胞 機 能 の 改 良 と 関 連 し 、 ア ポ ト ー シ
ス 細 胞 死 を 防 止 す る こ と に よ り 、 線 条 体 の 損 傷 容 積 を 有 意 に 減 少 さ せ た 。 TUDCAが 、 あ る
種 の 活 性 酸 素 の 産 生 、 膜 電 位 の 崩 壊 、 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア の 外 側 膜 の 破 壊 を 直 接 阻 害 す
る (Rodriguesら 、 Mol Med 1998;4:165-178 and Rodriguesら 、 Biochem Biophys Res Comm
un 2001;281:468-471)。 追 加 的 に TUDCAが 、 細 胞 性 基 質 か ら ミ ト コ ン ド リ ア に Baxの 転 座 を
阻 害 す る こ と に よ り 、 ミ ト コ ン ド リ ア の 非 効 率 性 、 お よ び 毒 性 を 緩 和 す る (Rodringuesら
、 J Neurochem 2000;75:2368-2379 and Rodriguesら 、 Mol Med 1998;4:165-178 and Rodr
iguesら 、 Cell Death Differ 1999;6:842-854)。 膜 の 安 定 性 が 、 シ ト ク ロ ム  Cの 放 出 を 阻
害 し 、 そ れ に よ り カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 お よ び 基 質 の 切 断 な ど の 下 流 の 事 象 を 介 在 す る (Rod
riguesら 、 Mol Med 1998;4:165-178 and Rodriguesら 、 Cell Death Differ 1999;6:842-8
54 and Benzら 、 J Hepatol 1998;28:99-106)。 NF-κ Bの 活 性 化 が 、 発 作 外 傷 脳 に 重 要 な 役
割 を 有 す る こ と が 、 現 段 階 で 十 分 に 確 立 さ れ て い る (Sharpら 、 J Cereb Blood Flow Metab
 2000;20:1011-1032)。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ICHが 、 NF-κ Bの 早 期 活 性 化 に よ り 特 に 随 伴 さ れ (Hickenbottomら 、 Stroke 1999;30:247
2-2477)、 次 に 幾 つ か 炎 症 に 関 与 す る も の 、 そ し て ア ポ ト ー シ ス に 示 唆 さ れ る 他 の も の を
含 む 多 く の 異 な る 遺 伝 子 の 転 写 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 し か し な が ら 幾 つ か の 研 究 で
は 、 NF-κ Bが 外 傷 を 介 在 す る こ と を 示 し 、 そ の 外 に は 脳 を 保 護 で き る こ と を 示 唆 す る こ と
か ら 、 発 作 に お け る NF-κ Bの 正 確 な 役 割 が 明 ら か で な い 。 p50と p65の 絶 対 量 は 予 測 で き な
い が 、 実 験 的 ICHの 後 に NF-κ B DNA結 合 活 性 が 増 大 し 、 そ し て そ の 活 性 が 、 断 片 化 さ れ た D
NAを 含 む 細 胞 に し ば し ば 同 一 場 所 に 局 在 さ れ (colocalized)(Hickenbottomら Stroke 1999;
30:2472-2477)、 そ れ が 、 NF-κ Bに 有 害 な 役 割 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 逆 説 的 に は 、 NF-κ B活 性 の 中 核 的 介 在 物 の 発 現 が 減 少 す る と 、 抗 セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ
ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 を 介 し 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 腫 瘍 壊 死 因 子 -α (Mayneら 、 Stroke 2001
;32:240-248)が 、 ICH後 に 神 経 細 胞 を 保 護 す る 可 能 性 が あ る 。 前 の 記 載 と 一 致 し て 、 ICHよ
り 2日 後 の 血 餅 に 近 接 す る 周 辺 領 域 に て 、 NF-κ Bの 有 意 な 活 性 が 検 出 さ れ た 。 抗 ア ポ ト ー
シ ス タ ン パ ク 質 Bcl-2に 対 し コ ー ド し 、 そ し て 有 意 に 少 な い 程 度 の Bcl-x L へ の NF-κ Bの 下
流 の 標 的 遺 伝 子 が 、 同 じ 脳 領 域 に て 高 く 発 現 さ れ 、 そ れ が 、 細 胞 傷 害 に 関 与 す る 初 期 炎 症
反 応 対 し 脳 を 保 護 す る 生 存 経 路 の 活 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 興 味 深 い こ と に NF-κ Bの 活 性 が 有 意 に 減 少 す る に も か か わ ら ず 、 Bcl-2の レ ベ ル が TUDCA
投 与 後 継 続 し て 上 昇 す る 。 従 っ て ICHの 設 定 に お い て 、 初 期 炎 症 反 応 そ し て /又 は 酸 化 ス ト
レ ス が 、 重 要 な NF-κ Bの 活 性 と な り 、 Bcl-2と Bcl-x L の 発 現 が 増 大 す る が 、 細 胞 死 を 介 在
す る 他 の 遺 伝 子 の 活 性 を 介 し 同 時 に 傷 害 を 再 発 す る 可 能 性 の あ る こ と か ら 、 そ れ が 脳 を 保
護 す る と 見 ら れ る 。 実 際 に ア ポ ト ー シ ス が 、 ICHの 周 辺 領 域 に お け る さ ら に 顕 著 な 形 状 の
細 胞 死 で あ る 。 初 期 傷 害 を 防 止 す る た め に 、 TUDCAが NF-κ Bの 活 性 を 間 接 的 に 減 少 さ せ る
可 能 性 が あ る 。 同 時 に Bcl-2レ ベ ル が 、 TUDCAに よ る 別 の 生 存 経 路 の 活 性 を 介 し て お そ ら く
上 昇 し た 状 態 で あ る 。 血 液 生 成 細 胞 お よ び 他 の 細 胞 種 に お い て 特 徴 と さ れ る 特 異 的 シ グ ナ
リ ン グ ・ カ ス ケ ー ド (Ihle,Nature 1995;377:591-594 and Sirenら 、 Proc Natle Acad Sci
 USA 2001;98:4044-4049)が 、 ラ ッ ト の 脳 に お い て 機 能 的 で 、 そ し て TUDCAに よ り 調 節 す る
こ と が で き る 、 と い う 証 明 を こ れ ら の 研 究 か ら 確 認 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 よ り 重 要 な こ と は こ れ ら の 経 路 が 、 TUDCAの 神 経 細 胞 の 保 護 効 果 と し て 必 須 で あ る と 考
え ら れ る 。 TUDCAに よ る Aktの 燐 酸 化 が 、 Badの 燐 酸 化 と 潜 在 的 に 結 合 さ れ 、 そ れ が 抗 ア ポ
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ト ー シ ス Bcl-2フ ァ ミ リ ー 群 へ の 結 合 、 お よ び そ の フ ァ ミ リ ー 群 を 不 活 性 化 さ せ る 能 力 を
破 壊 す る こ と に よ り (Dattaら 、 Genes Dev 1999;13:2905-2927)、 生 存 を 促 進 す る こ と が 知
ら れ て い る 。 TUDCAが NF-κ Bの 活 性 を い か に 減 少 さ せ 、 そ し て 生 存 を 促 進 す べ き ア ポ ト ー
シ ス 分 子 の 能 力 を 変 更 さ せ る た め 、 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ 経 路 を い か に 活 性 化 さ せ る か が 、
本 研 究 か ら 十 分 に は 明 確 で な い が 、 神 経 細 胞 傷 害 を 復 帰 す る 能 力 が 、 出 血 性 発 作 の 治 療 の
考 察 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 全 て の 特 許 、 特 許 文 献 、 お よ び 刊 行 物 の 完 全 な 開 示 が 、 引 用 に よ
り 組 み 入 れ ら れ て い る 。 上 記 詳 細 な 記 載 お よ び 試 料 を 、 理 解 を 明 確 に す る た め に の み 提 示
し て い る 。 不 必 要 な 限 定 が 全 く な い こ と が 、 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 本 発 明 が 正 確 に 、 詳 細
に 明 示 し 、 記 載 さ れ て い る 点 に 限 定 さ れ る も の で な く 、 そ れ は 当 業 者 に 対 す る 自 明 性 が 、
ク レ ー ム に よ り 定 義 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る こ と に な る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
【 図 １ 】 図 1A-1Dは 、 ラ ッ ト に お い て コ ラ ゲ ナ ー ゼ に て 誘 発 さ れ た 線 条 体 内 の 出 血 に よ り
、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 注 入 ２ 日 後 、 右 側 線 条 体 に 大 き な 出 血 性 損 傷 部 が 形 成 さ れ て い る こ と を 示
す 。 図 １ Aは 、 実 験 的 に ICHを 受 け た ラ ッ ト 脳 を 介 し 、 環 状 切 断 部 (cornal section)の 出 血
損 傷 部 を 示 す 。 輪 郭 が 、 同 一 側 (ipsilateral(Ipsi))ICHコ ア ー お よ び そ の 周 辺 部 (Peri-IC
H)で あ る 。 対 向 側 (contralateral(Contra))半 球 の 同 一 組 織 を 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 分 析
し た 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 1時 間 前 に 投 与 さ れ た TUDCAの 投 与 量 (10-200mg/kg bw)を 増 大 さ せ る と
、 そ れ を 受 け た 動 物 に お け る 全 損 傷 部 の 容 量 が 著 し く 減 少 し た こ と を 、 図 1Bお よ び 1Cに 示
す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 代 表 的 な Nisslに て 染 色 し た 線 条 体 の 断 片 部 を 、 各 処 理 グ ル ー プ と し て 示 す 。 担 体 を 注
入 し た 線 条 体 損 傷 部 (1B)を 引 用 の た め 輪 郭 を 示 し そ し て TUDCA処 理 動 物 (1C)の 線 条 体 上 に
重 ね 合 せ た 。 図 1Dで は 、 損 傷 部 の 容 積 を 定 量 し 平 均 値 ± SEM(n=グ ル ー プ 当 り 5匹 の 動 物 )を
グ ラ フ と し て 示 し 、 担 体 を 注 射 し た 動 物 の 同 一 側 (ipsilateral(Ipsi))半 球 か ら 、 * p<0.05
且 つ § p<0.01で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 図 ２ 】 図 2A-2Hで は 、 TUDCAが 、 ICHに 対 し 同 一 側 (ipsilateral)半 球 の ア ポ ト ー シ ス を 減
少 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 図 2Aか ら 図 2Fで は 、 TUNEL法 に よ る 染 色 断 面 部 の 代 表 的 線 条
体 の 顕 微 鏡 写 真 を 示 す 。 Rare UNEL法 に よ る 陽 性 (positive)細 胞 が 、 担 体 に て 処 理 さ れ た
動 物 (2A)、 お よ び 100mg/kg bwの TUDCAに て 処 理 さ れ た 動 物 (2B)の 対 向 側 (contralateral)
半 球 に 示 さ れ て い る 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 著 し く 増 大 さ せ る こ と が 、 担 体 が 注 入 さ れ た 動
物 の ICHに 対 し 同 一 側 (ipsilateral)半 球 に お い て 示 さ れ (2C)、 そ れ を 有 意 に 高 倍 率 に て 示
す (2E)。 TUDCA処 理 ラ ッ ト が 、 擬 似 的 に 処 理 さ れ た コ ン ト ロ ー ル (2D)よ る TUNELの 反 応 性 が
有 意 に 低 く 、 さ ら に そ れ を 有 意 に 高 い 倍 率 に て 観 察 す る こ と が で き る (2F)。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 断 面 部 が 、 0.5%の メ チ ル グ リ ー ン に て 対 比 染 色 さ れ る 。 も と か ら の 倍 率 が 200ｘ で あ る
。 図 2Gで は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 定 量 化 し 棒 グ ラ フ に て 示 す 。 担 体 を 注 入 し た ラ ッ ド は 、
コ ラ ゲ ナ ー ゼ １ 時 間 前 に 投 与 さ れ た TUDCAの 投 与 量 を 増 大 さ せ (10-200mg/kg bw)、 そ れ を
受 け る 動 物 と 比 較 し 全 細 胞 に 対 し ア ポ ト ー シ ス 細 胞 が 比 例 的 に 増 大 す る こ と を 示 し た 。 デ
ー タ が 、 平 均 値 ± SEM(n=グ ル ー プ 当 り ５ 匹 の 動 物 )で あ る 。 図 2Hで は 、 DEVDと 特 異 的 カ ス
パ ー ゼ 活 性 を 棒 グ ラ フ に て 示 す 。 プ ロ テ ア ー ゼ 様 カ ス パ ー ゼ -3の 活 性 が 、 対 向 側 半 球 と 比
較 し て 担 体 注 入 の コ ン ト ロ ー ル の 同 一 側 (ipsilateral)半 球 に お い て 有 意 に 高 い が 、 TUDCA
の 投 与 量 を 多 く す る に つ れ 、 ガ ス パ ー ゼ の 活 性 が 急 激 に 減 少 し て く る 。 デ ー タ が 、 平 均 値
± SEM(n=グ ル ー プ 当 り 5匹 の 動 物 )を 示 し 、 担 体 注 射 の 動 物 に お け る 同 一 側 (ipsilateral(I
psi))半 球 か ら 、 * p<0.05、 且 つ § p<0.01で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
【 図 ３ 】 図 3A-3Cに お い て 、 図 3Aで は TUDCA(100 mg/kg bw)が 損 傷 し た 容 量 を 減 少 さ せ る こ
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と を 示 し 、 図 3Bで は 、 TUNELの ポ ジ テ ブ (positive)細 胞 の 数 を 示 し 、 そ し て 図 3Cで は 、 出
血 の 発 生 の １ 時 間 前 又 は 出 血 発 生 の 少 な く と も ３ 時 間 後 ま で に 投 与 さ れ た 場 合 の ICHの 同
一 側 (ipsilateral)半 球 に お け る カ ス パ ー ゼ 活 性 を 示 す 。 デ ー タ は 、 平 均 値 ± SEM(n=グ ル
ー プ 当 り 3-5匹 の 動 物 )を 示 し 、 担 体 注 射 の 動 物 に お け る 同 一 側 (ipsilateral(Ipsi))半 球
か ら * p<0.05、 且 つ § p<0.01で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4A乃 至 ４ Dで は 、 TUDCAに て 処 理 す る と 、 ICHに 対 し て 同 一 側 (ipsilateral(Ipsi
))半 球 に お け る NF-κ B活 性 の 減 少 を 示 す 。 図 4Aお よ び 4Bで は 、 代 表 的 な 線 条 体 の 断 面 部 が
、 ICH２ 日 後 の 同 一 側 (ipsilateral(Ipsi))線 条 体 に お け る NF-κ B/p65を 活 性 化 す る こ と を
示 し て い る 。 免 疫 反 応 性 NF-κ Bが 、 担 体 注 入 コ ン ト ロ ー ル に て 明 確 に 検 出 で き る が (4A)、
100 mg/kg bwの TUDCAに て 処 理 さ れ た 動 物 で は 明 確 に 実 証 で き な い (4B)。 図 4Cで は 、 同 一
側 (ipsilateral(Ipsi))半 球 に お け る p65 NF-κ Bサ ブ ユ ニ ッ ト お よ び Iκ Bα の 代 表 的 免 疫
ブ ロ ッ ト が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 擬 似 処 理 ラ ッ ト の 同 一 側 (ipsilateral(Ipsi))半 球 に 、 NF-κ B/Iκ Bα タ ン パ ク 質 複 合 体
の 変 化 を 、 視 覚 的 に 見 る こ と が で き る が 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 1時 間 前 に 投 与 さ れ た TUDCA(10-20
0mg/kg bw)の 用 量 を 増 大 さ せ る こ と を 、 実 証 す る こ と が 難 し い 。 全 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を SD
S-PAGEに か け て 、 そ し て そ の ブ ロ ッ ト を 、 NF-κ B/p65と Iκ Bα に 対 す る 抗 体 に て プ ロ ー ブ
し た 。 図 4Dで は 、 NF-κ B/Iκ Bα タ ン パ ク 質 複 合 体 の 変 化 を 定 量 化 し て 、 平 均 値 ± SEM(n=
グ ル ー プ 当 り 3-5匹 の 動 物 )で あ る こ と を 図 式 的 に 示 し て い る 。 担 体 注 射 の 動 物 に お け る 同
一 側 (ipsilateral(Ipsi))半 球 か ら * p<0.05で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
【 図 ５ 】 図 5A-5Dで は 、 TUDCAに て 処 理 す る と 、 ICHに 対 す る 同 一 側 半 球 に お い て 、 Bcl-2フ
ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 の 産 生 お よ び 安 定 性 に 影 響 す る こ と を 示 し て い る 。 図 5Aで は 、 Bcl-2,
Bcl-x L お よ び Baxタ ン パ ク 質 が 、 対 向 側 半 球 と 比 較 し 担 体 注 入 ラ ッ ト の 脳 内 に て 上 昇 し て
い る こ と を 示 し て い る 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ １ 時 間 前 に 、 投 与 さ れ た TUDCA(10-200mg/kg bw)の
投 与 量 を 増 大 さ せ る と 、 Bcl-x L と Baxの 産 生 お よ び 安 定 性 を 逐 次 減 少 さ せ る が 、 Bcl-2の そ
れ を 減 少 さ せ な い 。 Bcl-2,Bcl-x L ,お よ び Baxの 代 表 的 な 免 疫 ブ ロ ッ ト お よ び 各 タ ン パ ク 質
の 定 量 的 レ ベ ル を 示 し て い る 。 全 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を SDS-PAGEに か け 、 そ し て そ の ブ ロ ッ
ト を 、 Bcl-2フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に 対 す る 抗 体 に て ブ ロ ー ブ し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 図 5Bで は 、 Bcl-2,Bcl-x L ,お よ び Baxの mRNAの レ ベ ル が 、 対 向 側 半 球 と 比 較 し て 担 体 を 注
射 し た ラ ッ ト の 脳 内 に お い て 、 上 昇 し た こ と を 示 し た 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ １ 時 間 前 に 、 投 与 さ
れ た TUDCA(10-200mg/kg bw)の 用 量 が 増 大 す る に つ れ 、 Bcl-x L の 転 写 活 性 を 逐 次 減 少 さ せ
た が 、 Bcl-2の そ れ を 減 少 さ せ な か っ た 。 全 RNA量 が 単 離 さ れ 、 そ し て Bcl-2,Bcl-x L ,お よ
び Baxの mRNAが RT-PCRに よ り 増 幅 さ れ た 。 増 幅 さ れ た PCR産 生 物 を 、 ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 電 気
泳 動 、 お よ び 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ り 分 析 し た 。 構 成 的 に 発 現 さ れ た β ア ク チ ン mRNAの
産 生 物 を 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 デ ー タ を 、 図 5Cと 図 5Dに て 平 均 値 ± SEM(n=グ ル
ー プ 当 り 3-5匹 の 動 物 )と し て 示 し た 。 担 体 注 射 の 動 物 に お け る 同 一 側 (ipsilateral(Ipsi)
)半 球 か ら * p<0.05、 且 つ § p<0.01で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 図 ６ 】 図 6A-6Bに お い て 、 TUDCAが 、 ICHに 対 し 同 一 側 (ipsilateral(Ipsi))半 球 に お け る
神 経 細 胞 を 保 護 す る よ う に Aktを 活 性 化 す る 。 リ ン 酸 化 さ れ た Akt-1の Ser-473お よ び リ ン
酸 化 さ れ た Badの Ser-136が 、 対 向 側 半 球 と 比 較 し て 担 体 に 注 射 さ れ た ラ ッ ト の 脳 に お い て
減 少 し た 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 1時 間 前 に 投 与 さ れ た TUDCAの 投 与 量 (10-200mg/kg bw)が 増 大 す る
と 、 Aktお よ び Badの リ ン 酸 化 が 逐 次 増 大 し て い く 。 p-Akt-1,Akt-1/2,お よ び p-Badの 代 表
的 免 疫 ブ ロ ッ ト 、 お よ び そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 の 定 量 レ ベ ル が 、 図 6Aに 示 さ れ る 。 全 タ ン
パ ク 質 抽 出 物 を SDS-PAGEに か け 、 そ し て そ の ブ ロ ッ ト を 燐 酸 化 さ れ た Arkと Badに 対 す る 抗
体 に て プ ロ ー ブ し た 。 デ ー タ が 平 均 値 ± SEM(n=グ ル ー プ 当 り 3-5匹 の 動 物 )と し て 、 図 6Bに
示 さ れ る 。 担 体 注 射 の 動 物 に お け る 同 一 側 (ipsilateral(Ipsi))半 球 か ら * p<0.05、 且 つ §
p<0.01で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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