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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
被験体において、緑内障性網膜症を処置するための医薬の調製における、Ｎｒｆ２タンパ
ク質の核転位のための刺激活性を有するスルホラファン、および受容可能なキャリアを含
有する組成物の有効量の、使用。
【請求項２】
前記被験体が、緑内障性網膜症を発症する危険がある、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
前記被験体が、緑内障性網膜症の症状を有する、請求項１に記載の使用。
【請求項４】
前記医薬が、眼内注射、遅延放出送達デバイスの移植、または、局所投与、経口投与、も
しくは鼻腔内投与のために調製される、請求項１に記載の使用。
【請求項５】
前記医薬が、眼内投与のために調製される、請求項１に記載の使用。
【請求項６】
被験体において、緑内障性網膜症を処置するための組成物であって、Ｎｒｆ２タンパク質
の核転位のための刺激活性を有するスルホラファンの有効量、および受容可能なキャリア
を含有する、組成物。
【請求項７】
前記被験体が、緑内障性網膜症を発症する危険がある、請求項６に記載の組成物。
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【請求項８】
前記被験体が、緑内障性網膜症の症状を有する、請求項６に記載の組成物。
【請求項９】
前記組成物が、眼内注射、遅延放出送達デバイスの移植、または、局所投与、経口投与、
もしくは鼻腔内投与のために調製される、請求項６に記載の組成物。
【請求項１０】
前記組成物が、眼内投与のために調製される、請求項６に記載の組成物。
【請求項１１】
被験体において、網膜の神経節細胞の喪失を遅延または防止するための医薬の調製におけ
る、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位のための刺激活性を有するスルホラファン、および受容
可能なキャリアを含有する組成物の有効量の、使用。
【請求項１２】
前記被験体が、緑内障性網膜症を発症する危険がある、請求項１１に記載の使用。
【請求項１３】
前記被験体が、緑内障性網膜症の症状を有する、請求項１１に記載の使用。
【請求項１４】
前記医薬が、眼内注射、遅延放出送達デバイスの移植、または、局所投与、経口投与、も
しくは鼻腔内投与のために調製される、請求項１１に記載の使用。
【請求項１５】
前記医薬が、眼内投与のために調製される、請求項１１に記載の使用。
【請求項１６】
被験体において、網膜の神経節細胞の喪失を遅延または防止するための組成物であって、
Ｎｒｆ２タンパク質の核転位のための刺激活性を有するスルホラファンの有効量、および
受容可能なキャリアを含有する、組成物。
【請求項１７】
前記被験体が、緑内障性網膜症を発症する危険がある、請求項１６に記載の組成物。
【請求項１８】
前記被験体が、緑内障性網膜症の症状を有する、請求項１６に記載の組成物。
【請求項１９】
前記組成物が、眼内注射、遅延放出送達デバイスの移植、または、局所投与、経口投与、
もしくは鼻腔内投与のために調製される、請求項１６に記載の組成物。
【請求項２０】
前記組成物が、眼内投与のために調製される、請求項１６に記載の組成物。
【請求項２１】
被験体において、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位を刺激するための医薬の調製における、ス
ルホラファンおよび受容可能なキャリアを含有する組成物の有効量の、使用。
【請求項２２】
前記被験体が、緑内障性網膜症を発症する危険がある、請求項２１に記載の使用。
【請求項２３】
前記被験体が、緑内障性網膜症の症状を有する、請求項２１に記載の使用。
【請求項２４】
前記医薬が、眼内注射、遅延放出送達デバイスの移植、または、局所投与、経口投与、も
しくは鼻腔内投与のために調製される、請求項２１に記載の使用。
【請求項２５】
前記医薬が、眼内投与のために調製される、請求項２１に記載の使用。
【請求項２６】
被験体において、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位を刺激するための組成物であって、刺激活
性を有するスルホラファンの有効量、および受容可能なキャリアを含有する、組成物。
【請求項２７】
前記被験体が、緑内障性網膜症を発症する危険がある、請求項２６に記載の組成物。
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【請求項２８】
前記被験体が、緑内障性網膜症の症状を有する、請求項２６に記載の組成物。
【請求項２９】
前記組成物が、眼内注射、遅延放出送達デバイスの移植、または、局所投与、経口投与、
もしくは鼻腔内投与のために調製される、請求項２６に記載の組成物。
【請求項３０】
前記組成物が、眼内投与のために調製される、請求項２６に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、緑内障に関連する網膜症および視神経障害のための予防剤および治療剤の分
野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　緑内障は、視神経の損傷、および網膜神経節細胞（ＲＧＣ）の選択的なアポトーシスに
よる死（視野の進行性の喪失および失明につながる）を含む、類似のセットの臨床的特徴
を有する、疾患の異質の群である。眼内圧（ＩＯＰ）の異常な増加は、緑内障のほとんど
の形態に付随する。唯一の利用可能な処置は、医薬または外科手術のいずれかによってＩ
ＯＰを低下させることである。ＩＯＰを低下させることは、特定の型の緑内障の発症を遅
くし、そして、その損傷効果を遅延させるのに有効である。それにもかかわらず、緑内障
患者における視野の喪失は、常にＩＯＰと相関するわけではなく、ＩＯＰを低下させるこ
とだけでは、疾患の進行を完全には停止しない。このことは、圧力が、緑内障性網膜症お
よび視神経障害の唯一の原因ではない可能性があることに関係している。おそらく、さら
なる機構が疾患の進行に寄与する。緑内障性網膜症は、一般に、緑内障を有する患者また
は動物において見られる、網膜における機能障害または病理学的変化、特に、ＲＧＣの死
として理解されている。緑内障性視神経障害とは、ＲＧＣの軸索が通過する視神経におけ
る機能障害または病理学的変化をいう。
【０００３】
　成人のヒトの網膜全体の断面は、近位もしくは最深の領域（硝子体側）から、遠位もし
くは最外の領域（脈絡叢側）の方向で並ぶ、以下の細胞の層を示す：
　内境界膜、
　眼線維層（ｏｐｔｉｃ　ｆｉｂｅｒ　ｌａｙｅｒ）、
　神経節細胞層、
　内網状叢、
　内顆粒層、
　外網状層、
　外顆粒層、
　外部境界膜、
　杆状体および網膜錐体の内節、
　杆状体および網膜錐体の外節、
　網膜の色素上皮、および
　脈絡毛細管板。
【０００４】
　網膜の色素上皮および脈絡毛細管板は、脈絡膜に最も近い網膜の背部で見られ、一方で
、内境界膜は、硝子体房（ｖｉｔｒｅａｌ　ｃｈａｍｂｅｒ）の最も近くにある。神経節
細胞層は、光受容の入力を集め、その入力を、有髄軸索を介し、視神経を通じて、脳に送
る。神経節細胞は、緑内障の危険にさらされている細胞である。
【０００５】
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　ＲＧＣの死に寄与する、提案される分子機構としては、グルタミン酸の毒性、神経栄養
性因子の離脱症状、脈管の異常（虚血）、反応性神経膠症、および一酸化窒素誘導性の毒
性が挙げられる。しかし、これらの提案される機構のいずれもが、当該分野の研究者によ
って広く受け入れられていない。
【０００６】
　特許文献１として公開された、Ｇａｏ，Ｘ．らに対するＰＣＴ特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ
０２／４０４５７号は、聞くところによれば、ヒト網膜の色素上皮細胞におけるスルホラ
ファン（ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ）による第ＩＩ段階の解毒酵素の誘導を提供する。Ｚ
ｈａｎｇ，Ｙ．らに対する特許文献２は、聞くところによれば、グルタチオン、または、
脊髄組織における第ＩＩ段階の解毒酵素を上昇させる化合物、スルホラファンによる、神
経変性疾患（アルツハイマー病および筋萎縮性側索硬化症）の処置を提供する。網膜の色
素上皮細胞は、神経節細胞が、ニューロンであり、網膜の色素上皮細胞はニューロンでは
ないという点で、網膜の神経節細胞とは異なる。さらに、眼組織（例えば、網膜）の、特
定の治療剤に対する生物学的応答は、脊髄組織および脳組織の生物学的応答からは予測さ
れ得ない。引用される出願は、緑内障における網膜の神経節細胞（ＲＧＣ）の喪失および
視神経障害のための、保護または処置に対処していない。
【特許文献１】国際公開第０３／０５１３１３号パンフレット
【特許文献２】米国特許出願公開第２００２／００９１０８７号明細書
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　緑内障性網膜症および視神経障害を管理するための、一般に受け入れられている抗緑内
障治療法は存在しない。健康に対する緑内障の衝撃、および先行技術における処置方法の
不備を鑑みて、緑内障性網膜症および視神経障害に対処する改善された処置方法を有する
ことが望ましい。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　（発明の要旨）
　本発明によれば、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位のための刺激活性を有する薬剤、ならび
に細胞傷害性代謝産物を解毒および排除する、遺伝子産物のその後の増加は、網膜の神経
節細胞の喪失、および視神経に対する緑内障性の損傷の遅延または防止に、保護効果また
は治療効果を提供する。本明細書中で使用される場合、「Ｎｒｆ２タンパク質の核転位の
ための刺激活性」とは、Ｎｒｆ２の有効性または核への輸送を増強する薬剤を意味する。
Ｎｒｆ２タンパク質の核への転位は、細胞傷害性代謝産物を解毒および排除する遺伝子産
物の発現のその後の増加を可能にする。本発明の方法は、被験体において、緑内障性網膜
症および視神経障害を処置する方法を提供し、この方法は、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位
のための刺激活性を有する薬剤、および受容可能なキャリアを含有する組成物の有効量を
、被験体に投与する工程を包含する。被験体は、緑内障性網膜症もしくは視神経障害を発
症する危険があり得るか、または、緑内障性網膜症もしくは視神経障害の症状を有し得る
。
【０００９】
　Ｎｒｆ２タンパク質の核転位、ならびに細胞傷害性代謝産物を解毒および排除する遺伝
子産物のその後の増加を刺激する、本発明の薬剤は、Ｍｉｃｈａｅｌ付加アクセプター、
ジフェノール、チオカルバメート、キノン、１，２－ジチオール－３－チオン、ブチル化
ヒドロキシアニソール、フラボノイド、イソチオシアネート、３，５－ジ－ｔｅｒｔ－ブ
チル－４－ヒドロキシトルエン、エトキシキン（ｅｔｈｏｘｙｑｕｉｎ）、３－ヒドロキ
シクマリン、これらの組み合わせ、またはこれらの薬理学的に活性な誘導体もしくはアナ
ログを含み得る。１つの実施形態において、この薬剤は、イソチオシアネート（例えば、
スルホラファン）またはその薬理学的に活性な誘導体を含む。別の実施形態において、こ
の薬剤は、１，２－ジチオール－３－チオン（例えば、オルチプラッツ（ｏｌｔｉｐｒａ
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ｚ））またはその薬理学的に活性な誘導体を含む。
【００１０】
　Ｎｒｆ２タンパク質の核転位、ならびに細胞傷害性代謝産物を解毒および排除する遺伝
子産物のその後の増加を刺激する薬剤の投与は、眼内注射、遅延放出送達デバイスの移植
、または、局所投与、経口投与、鼻腔内投与、全身注射または他の全身投与によってであ
り得る。
【００１１】
　本発明の方法のさらなる実施形態において、被験体は、緑内障性網膜症または視神経障
害を有すると診断され、そして、本発明の別の実施形態において、被験体は、緑内障性網
膜症または視神経障害の症状を有する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１２】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位、ならびに細胞傷害性代謝産物を解毒および排
除する遺伝子産物のその後の増加を刺激する薬剤の、緑内障性網膜症および視神経障害の
処置方法としての使用に関する。
【００１３】
　用語「緑内障性網膜症および視神経障害を処置する」とは、本明細書中で使用される場
合、緑内障性網膜症もしくは視神経障害、またはそれらの症状の発症を遅延もしくは予防
するか、その進行を抑制するか、または、軽減することを意味する。Ｎｒｆ２タンパク質
の核転位、ならびに細胞傷害性代謝産物を解毒および排除する遺伝子産物のその後の増加
を刺激することは、網膜の神経節細胞の保護、および視神経の保護のために提供される。
【００１４】
　Ｎｒｆ２の核転位は、特定の求電子物質および酸化物質に曝露された細胞において誘導
される。Ｎｒｆ２の核転位により誘導された遺伝子は、求電子物質に対する保護を増強し
、そして、損傷を受けたタンパク質の修復または分解を促進する、解毒酵素を生じる。こ
れらの酵素の誘導は、転写レベルで調節され、この酵素をコードする遺伝子のプロモータ
ーに見られる、特定のエンハンサー（抗酸化物質応答エレメント（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎ
ｔ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｅｌｅｍｅｎｔ）すなわちＡＲＥ）により媒介される。ＡＲＥの
配列の前後関係、化学誘発物質の性質、および細胞型は、特定の遺伝子におけるエンハン
サーの活性に影響を与える。
【００１５】
　転写因子であるＮｒｆ２は、ＮＦ－Ｅ２転写因子ファミリーのメンバーであり、抗酸化
物質応答エレメント（ＡＲＥ）媒介性の遺伝子発現をアップレギュレートすることを担っ
ている。Ｎｒｆ２は、プロモーターのＡＲＥ（抗酸化物質応答エレメント）領域に結合す
ることによって遺伝子発現を誘導し、恒常的に、または、抗酸化物質ストレスシグナルに
応答して、遺伝子の転写を活性化する。通常の条件下では、Ｎｒｆ２は、リプレッサータ
ンパク質Ｋｅａｐ１（アクチン細胞骨格に係留された細胞質タンパク質）により結合され
て、細胞質中に存在すると考えられる。理論に束縛されることは望まないが、本発明者ら
は、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位のための刺激活性を有する薬剤は、Ｎｒｆ２との相互作
用のために、細胞質ゾル因子Ｋｅａｐ１のシステインリッチな介在領域と競合し得ると考
える（Ｄｉｎｋｏｖａ－Ｋｏｓｔｏｖａ，Ａ．Ｔ．ら，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ，ＵＳＡ，９９：１１９０８－１１９１３（２００２））。特定の化合物（例えば
、スルホラファン）によるＮｒｆ２－Ｋｅａｐ１複合体の崩壊は、Ｎｒｆ２を遊離して、
核へと転位させ得、核において、Ｎｒｆ２は、遺伝子のＡＲＥ領域において他の転写因子
（すなわち、Ｍａｆ、ｃ－Ｊｕｎなど）とヘテロ二量体化して、ＡＲＥが調節する遺伝子
発現の誘導をもたらし得る。
【００１６】
　このＮｒｆ２／ＡＲＥ経路により発現される酵素およびタンパク質は、化学的に可変性
の細胞保護的な特性を有し、そして、これらは、毒性の代謝産物および生体異物に対する
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防御となる。Ｎｒｆ２／ＡＲＥ経路によって発現されることが知られている酵素およびタ
ンパク質としては、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、ＵＤＰ－グルクロノシルト
ランスフェラーゼ、ＮＡＤＰ（Ｈ）キノンオキシドレダクターゼ、γ－グルタミニルシス
テインシンテターゼ、シャペロン／ストレス応答タンパク質、およびユビキチン／プロテ
アソームタンパク質が挙げられる。
【００１７】
　Ｎｒｆ２タンパク質の核転位のための刺激活性を有する薬剤としては、例えば、以下が
挙げられる：
　Ｍｉｃｈａｅｌ付加アクセプター（例えば、α，β－不飽和カルボニル化合物）（例え
ば、マレイン酸ジエチルまたはフマル酸ジメチル）；
　ジフェノール（例えば、レスベラトール（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ））、
　ブチル化ヒドロキシアニソール（例えば、２（３）－ｔｅｒｔ－ブチル－４－ヒドロキ
シアニソール）、
　チオカルバメート（例えば、ピロリジンジチオカルバメート）、
　キノン（例えば、ｔｅｒｔ－ブチル－ヒドロキノン）、
　イソチオシアネート（例えば、スルホラファン、その前駆体であるグルコシノレート、
グルコラファニン、またはフェネチルイソチオシアネート（ＰＥＩＴＣ））、
　１，２－ジチオール－３－チオン（例えば、オルチプラッツ）、
　３，５－ジ－ｔｅｒｔ－ブチル－４－ヒドロキシトルエン、
　エトキシキン、
　クマリン（例えば、３－ヒドロキシクマリン）、
　フラボノイド（例えば、ケルセチンまたはクルクミン）、
　硫化ジアリル、
　インドール－３－カルビノール、
　没食子酸エピガロ－３－カテキン、
　エラグ酸、
　これらの組み合わせ、または、これらの薬理学的に活性な誘導体もしくはアナログ。
【００１８】
　Ｍｉｃｈａｅｌアクセプターは、電子吸引基に隣接するアルケンを有する分子である。
電子吸引基は、通常、カルボニルであるが、ニトリルまたはニトロ基でもあり得る。化学
的な多様性により、これらの化合物は、求電子物質であり、そして、求核性のスルフヒド
リル基と反応する能力を有する。「その薬理学的に活性な誘導体」とは、Ｎｒｆ２タンパ
ク質の核転位のための刺激活性を有する上記の化合物のいずれかに構造的に関連し、そこ
から誘導可能な薬剤であり、そして、例えば、そのエステル、アミドもしくは塩であり得
る。「その薬理学的に活性ナアナログ」とは、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位のための刺激
活性を有する上記化合物のいずれかに構造的に類似するが、例えば、異なる元素の１原子
での１原子の置き換え、または、特定の官能基の存在のような、組成においてわずかに異
なる薬剤である。１つの実施形態において、本発明は、緑内障性視神経障害または緑内障
性網膜症の処置方法において、スルホラファン、オルチプラッツ、その薬理学的に活性な
アナログ、またはその薬学的に受容可能な塩を提供する。
【００１９】
　スルホラファン（製品番号Ｓ６３１７，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）は、例えば、キ
ノンレダクターゼ、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼおよびグルタチオンレダクタ
ーゼを誘導することが知られている。酵素の誘導は、ヒト成人の網膜色素上皮細胞（Ｚｈ
ａｎｇ，Ｙ．ら，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ，ＵＳＡ，８９：２３９９－２
４０３（１９９２））を含む、種々の細胞株において観察されている。スルホラファンア
ナログとしては、例えば、６－（イソチオシアナト－２－ヘキサノン）、エキソ－２－ア
セチル－６－イソチオシアナトノルボルナン、エキソ－２－（イソチオシアナト－６－メ
チルスルホニルノルボルナン）、６－イソチオシアナト－２－ヘキサノール、１－（イソ
チオシアナト－４－ジメチルホスホニルブタン、エキソ－２－（１－ヒドロキシエチル）
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ノルボルナン、１－（イソチオシアナト－５－メチルスルホニルペンタン）、ｃｉｓ－３
－（メチルスルホニル）（シクロヘキシルメチルイソチオシアネート）およびｔｒａｎｓ
－３－（メチルスルホニル）（シクロヘキシルメチルイソチオシアネート）が挙げられる
。
【００２０】
　（投与様式）
　本発明の薬剤は、当業者に周知の技術を用いて、眼に直接（例えば：局所用の眼ドロッ
プまたは眼軟膏；盲嚢内の、または強膜の近くもしくは眼内に移植された、遅延放出デバ
イス；眼周囲注射、結膜注射、テノン嚢下注射、前房腔内（ｉｎｔｒａｃａｍｅｒａｌ）
注射、硝子体内注射、または小管内注射）、または、全身性（例えば：経口、静脈内注射
、皮下注射または筋肉内注射；非経口送達、経皮送達または鼻腔送達）に送達され得る。
本発明の薬剤は、眼内挿入物または眼内移植デバイス内に処方され得ることがさらに企図
される。
【００２１】
　（被験体）
　本明細書中で記載される、緑内障性網膜症もしくは視神経障害について処置される被験
体は、緑内障性網膜症もしくは視神経障害を発症する危険のあるヒトもしくは別の動物で
あっても、緑内障性網膜症もしくは視神経障害の症状を有するヒトもしくは別の動物であ
ってもよい。
【００２２】
　（処方および投薬量）
　本発明の薬剤は、適切な眼科用キャリア中の、溶液、懸濁液またはエマルジョン（分散
剤）として投与され得る。以下は、本発明により実施される可能な処方の例である。
【００２３】
【表１】

【００２４】
【表２】

【００２５】
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【表３】

【００２６】
【表４】

　さらなる実施形態において、眼科用組成物は、約０．１～１００ナノモル濃度（ｎＭ）
であるか、または、さらなる実施形態においては、１～１０ｎＭの眼内濃度で提供される
ように処方される。２０μＭまでのピーク血漿濃度が、全身投与について達成され得る。
局所用組成物は、当業者の慣用的な指示に従って、１日１～４回、眼の表面に送達される
。処方物のｐＨは、４～９、または４．５～７．４であるべきである。全身用処方物は、
例えば、約１０ｍｇ～１０００ｍｇ、約１０ｍｇ～５００ｍｇ、約１０ｍｇ～１００ｍｇ
、または１２５ｍｇまでの、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位、ならびに細胞傷害性代謝産物
を解毒および排除する遺伝子産物のその後の増加を刺激する薬剤を含み得る。
【００２７】
　「有効量」とは、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位、ならびに細胞傷害性代謝産物を解毒お
よび排除する遺伝子産物のその後の増加を刺激し得る薬剤の量をいう。このような遺伝子
発現の誘導は、反応性の求電子物質の毒性および他の毒性代謝産物に対する防御を提供す
る。従って、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位、ならびに細胞傷害性代謝産物を解毒および排
除する遺伝子産物のその後の増加を刺激する薬剤は、細胞傷害性に対する防御のために提
供される。このような保護は、緑内障性視神経障害または緑内障性網膜症を発祥する危険
のある被験体における、症状の発症を遅延または防止する。処方物の有効量は、例えば、
被験体の年齢、種族および性別、または視神経障害の重篤度のような要因に依存し得る。
１つの実施形態において、薬剤は、眼に局所的に送達され、治療有効量で網膜の神経節細
胞に達し、それにより、網膜症または視神経障害の疾患の進行を緩和する。
【００２８】
　正確なレジメンは、臨床医の裁量に委ねられるが、得られる溶液は、好ましくは、１日
に１～４回、各眼に各溶液を１滴入れるか、または、臨床医により指示されるように投与
される。
【００２９】
　（受容可能なキャリア）
　眼科的に受容可能なキャリアは、眼への刺激がせいぜいほとんど～全く生じず、必要な
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場合、適切な保存を提供し、そして、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位、ならびに細胞傷害性
代謝産物を解毒および排除する遺伝子産物のその後の増加を刺激する、本発明の１種以上
薬剤を、均質な投薬形態で送達するキャリアである。眼科用の送達について、Ｎｒｆ２タ
ンパク質の核転位、ならびに細胞傷害性代謝産物を解毒および排除する遺伝子産物のその
後の増加を刺激する薬剤は、眼科的に受容可能な保存料、共溶媒、界面活性剤、増粘剤（
ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ　ｅｎｈａｎｃｅｒ）、浸透増強剤（ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ　ｅｎ
ｈａｎｃｅｒ）、緩衝液、塩化ナトリウム、または水と組み合わせて、水性の滅菌眼科用
懸濁液、溶液、または粘性もしくは半粘性のゲル、または、他の型の固形もしくは半固形
の組成物（例えば、軟膏）を形成し得る。眼科用の溶液処方物は、生理学的に受容可能な
等張水溶性緩衝液中にこの薬剤を溶解することによって調製され得る。さらに、眼科用溶
液は、薬剤の溶解を補助するために、眼科的に受容可能な界面活性剤を含み得る。粘性成
形化合物（ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ　ｂｕｉｌｄｉｎｇ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ）（例えば、ヒド
ロキシメチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、メチルセルロース、ポリビニル
ピロリドンなど）が、化合物の保持を改善するために、本発明の組成物に添加され得る。
【００３０】
　滅菌眼科用軟膏処方物を調製するために、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位、ならびに細胞
傷害性代謝産物を解毒および排除する遺伝子産物のその後の増加を刺激する薬剤は、適切
なビヒクル（例えば、鉱油、液体ラノリン、または白色ワセリン）中で、保存剤と組み合
わされる。滅菌眼科用ゲル処方物は、他の眼科用処方物についての当該分野で公知の方法
に従って、例えば、ＣＡＲＢＯＰＯＬ（登録商標）－９４０（ＢＦ　Ｇｏｏｄｒｉｃｈ，
Ｃｈａｒｌｏｔｔｅ，ＮＣ）などの組み合わせから調製した親水性基材中にこの薬剤を懸
濁することによって調製され得る。例えば、ＶＩＳＣＯＡＴ（登録商標）（Ａｌｃｏｎ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｆｏｒｔ　Ｗｏｒｔｈ，ＴＸ）は、眼内注射のた
めに使用され得る。本発明の薬剤が、眼にあまり浸透しない場合には、本発明の他の組成
物は、浸透増強物質（例えば、ＣＲＥＭＯＰＨＯＲ（登録商標）（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒ
ｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）およびＴＷＥＥＮ（登録商標）８０（ポリオキシエチ
レンソルビタンモノラウレート，Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ））を含有し得る。
【実施例】
【００３１】
　（実施例１　Ｎｒｆ２タンパク質の核転位のための刺激活性を有する薬剤）
　脈管内皮細胞（例えば、ウシ大動脈内皮細胞（ＢＡＥＣ，ＶＥＣ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ，Ｒｅｎｓｓｅｌａｅｒ，　ＮＹ）を使用して、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位のた
めの刺激活性を有する薬剤を決定する。例えば、コンフルエントな単層のウシ大動脈内皮
細胞を、１％ウシ胎仔血清を含むダルベッコ改変イーグル培地中で２４時間まで候補薬剤
に曝露する。Ｂｕｃｋｌｅｙ，Ｂ．Ｊ．ら（Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　
Ｃｏｍｍｕｍ，３０７：９７３－９７９（２００３））に記載されるように、細胞の溶解
物、細胞質抽出物および核抽出物を調製し、イムノブロッティングを行い、定量する。薬
剤なしの対照細胞と比較して、核の分画において検出されるＮｒｆ２の量を増加する薬剤
を、次いで、実施例２に示すような網膜の神経節細胞の毒性アッセイにおいて、活性を試
験する。
【００３２】
　（実施例２　Ｎｒｆ２タンパク質の核転位のための刺激活性を有する薬剤による、ラッ
ト網膜の神経節細胞の保護）
　培養したラットの神経網膜細胞を、Ｎｒｆ２タンパク質の核転位を刺激する薬剤と、１
～２４時間合せ、次いで、この組み合わせを、過酸化物に曝露する。過酸化物なしの対照
培養物と比較した、神経網膜細胞の生存は、その薬剤が酸化剤からの保護を提供すること
を示す。
【００３３】
　新生仔ラットの神経網膜細胞を、Ｐａｎｇ，Ｉ－Ｈ．ら（Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａ
ｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　４０：１１７０－１１７６（１９９９））に報告されるよう
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に、単離し、培養する。「神経網膜」とは、網膜の色素上皮なしの網膜をいう。従って、
培養物は、網膜細胞型の混合された集団を含む。簡単に述べると、新生仔Ｓｐｒａｇｕｅ
－Ｄａｗｌｅｙラット（２～５日齢）を麻酔し、２ｍｍの正中の開口部を、横静脈洞のす
ぐ尾側の頭皮に作製する。網膜の神経節細胞を、蛍光色素Ｄｉ－Ｉ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）（１，１’－ジオクタデシル－３，３，３’，３
’－テトラメチルインドカルボシアニン過塩化酸塩）で選択的に逆方向性に標識する。こ
のＤｉ－Ｉは、ニューロンを均一に標識する親油性のトレーサである。注射針（３０ゲー
ジ）の先端を、頭蓋の頂部の下６ｍｍに挿入し、５μｌのＤｉ－Ｉ溶液を、上丘に注射す
る。Ｄｉ－Ｉ溶液は、９０％エタノールおよび１０％ジメチルスルホキシド中に３ｍｇ／
ｍＬのＤｉ－Ｉを含有する。創傷は、弾性コロジオンの液滴で覆う。
【００３４】
　ＤｉーＩ注射の２～４日後、ラットを麻酔して、断頭により屠殺する。これらのラット
の眼を摘出して、ダルベッコの改変イーグル培地：栄養性混合物Ｆ１２（１：１；ＤＭＥ
Ｍ／Ｆ１２，Ｇｉｂｃｏ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）中に入れる。各眼からの網
膜を剥離して、単離する。網膜細胞を、５ｍｌのＤＭＥＭ／Ｆ１２中に１０ｍｇのパパイ
ン（３４単位／ｍＬ）、２ｍｇのＤＬ－システイン（３．３ｍＭ）および２ｍｇのウシ血
清アルブミン（０．４ｍｇ／ｍＬ）を含有する溶液により、３７℃にて２５分間解離させ
、次いで、５ｍＬ　ＲＧＣ培地（１０％ウシ胎仔血清、４ｍＭグルタミン酸、１００単位
／ｍＬペニシリンおよび１００μｇ／ｍｌストレプトマイシンを補充したＤＭＥＭ）で３
回洗浄する。細胞が分散されるまで、網膜片を、使い捨てのピペットを数回通すことによ
って咀嚼（ｔｒｉｔｕｒａｔｅ）する。細胞懸濁液（約３×１０６細胞／ｍＬ）を、ポリ
－Ｄ－リジンコーティングしたガラス底培養ディッシュに入れる。この細胞を、９５％空
気／５％　ＣＯ２で、３７℃にて培養する。
【００３５】
　Ｎｒｆ２タンパク質の核転位のための刺激活性を有する薬剤の保護作用を、この培養物
を候補薬剤で１～２４時間処理しことによって決定し、次いで、３００μＭのＨ２Ｏ２を
添加する。培養したＲＧＣを、Ｄｉ－Ｉ蛍光により識別する。ＲＧＣの生存率を、Ｄｉ－
Ｉ蛍光を有する残存細胞の数をカウントすることによって評価する。対照と比較して、網
膜の神経節細胞の生存率を改善する薬剤は、細胞傷害性の損傷からＲＧＣを保護するため
に提供され、そして、緑内障性視神経障害の処置のために有用である。
【００３６】
　（実施例３　スルホラファンによる、グルタミン酸誘導性毒性からのラット網膜神経節
細胞の保護）
　成体のＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットを、ＣＯ２窒息により安楽死させた。これ
らのラットの眼を摘出し、ＮＥＵＲＯＢＡＳＡＬＴＭ培地（Ｇｉｂｃｏ，Ｇａｉｔｈｅｒ
ｓｂｕｒｇ，ＭＤ）に入れた。各眼からの網膜を剥離し、単離した。網膜細胞を、２０ま
での網膜を、５ｍＬのＮＥＵＲＯＢＡＳＡＬＴＭ培地中に１０ｍｇのパパイン、２ｍｇの
ＤＬ－システインおよび２ｍｇのウシ血清アルブミンを含有する５ｍｌのパパイン溶液と
、３７℃にて２５分間合せることによって解離させ、３７℃にて２５分間解離させ、次い
で、５ｍｌのＲＧＣ培地、すなわち実施齢２に列挙されたものおよび１％ウシ胎仔血清を
補充した（ＮＥＵＲＯＢＡＳＡＬＴＭ）培地で３回洗浄した。細胞が分散されるまで、網
膜片を、熱加工した使い捨てのピペットを数回通すことによって咀嚼した。細胞懸濁液を
、ポリ－Ｄ－リジンコーティングおよびラミニンコーティングした８ウェルチャンバの培
養スライドに置いた。グルタミン酸、およびスルホラファンを含むグルタミン酸を、割り
当てたウェルに添加した。この細胞を、次いで、９５％空気／５％　ＣＯ２で、３７℃に
て３日間培養した。
【００３７】
　インキュベーション期間の終わりに、細胞を固定し、免疫細胞化学により、Ｔｈｙ－１
（ＲＧＣマーカー）について標識した。細胞の生存を、各ウェル内のＴｈｙ－１陽性の健
康な細胞を手動で数えることにより定量した。得られたデータを、図示し、そして、この
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データは、グルタミン酸（１００μＭ）でのＲＧＣの３日間の処理が、生存細胞の４０～
６０％の減少をもたらしたことを示す。細胞をスルホラファン（０．５μＭ）で処理する
ことにより、このような毒性が回避された。これらの結果は、スルホラファンが、網膜神
経節細胞への損傷に対して保護性であることを示す。
【００３８】
　本明細書中に列挙される参考文献は、これらが、本明細書中に示されるものに対して例
示的な手順または他の詳細な補足を提供する程度まで、具体的に参考として援用される。
【００３９】
　当業者は、本開示を踏まえ、本明細書中に開示される実施形態の改変が、本発明の精神
および範囲から逸脱することなくなされ得ることを理解する。本明細書中に開示される実
施形態のすべては、本開示を踏まえて、過度の実験をすることなしに作製かつ実行され得
る。本発明の全内容は、本開示およびその等価な実施形態に示される。本明細書は、本発
明が権利を与えられる保護の全範囲を不当に狭くするものとして解釈されるべきでない。
【００４０】
　本明細書中で使用される場合、そして、特に示されない限り、用語「ａ」および「ａｎ
」は、「１つ」、「少なくとも１つ」、または「１つ以上」を意味するものと理解される
。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】図１は、培養した成体のラット網膜神経節細胞におけるグルタミン酸誘導性の毒
性に対する、スルホラファンの効果を示す。細胞を、示された化合物で３日間処理した。
Ｔｈｙ－１陽性の健康な細胞をカウントすることにより、生存率を評価した。アスタリス
ク＊は、群間の分散の一元ＡＮＯＶＡ分析、その後のＤｕｎｎｅｔｔ検定による、対照値
からの有意差を表す。

【図１】
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