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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】レニン阻害剤又は薬学的に許容されるその塩を含む、糖尿病性心筋症の処置用医
薬組成物の提供。
【解決手段】２型又は１型糖尿病患者の糖尿病性心筋症の処置用医薬の製造のため、レニ
ン阻害剤例えばアリスキレン又は薬学的に許容されるその塩の、単独で、又は、他の活性
成分、例えばＡＣＥＩ、ベータブロッカー、アンギオテンシンII受容体アンタゴニスト、
ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤、及びインスリンのような１型糖尿病治療剤から成る群
から選択される１種以上の活性成分と組み合わせた組成物。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　糖尿病性心筋症の処置用医薬の製造のためのレニン阻害剤または薬学的に許容されるそ
の塩の使用。
【請求項２】
　２型または１型糖尿病患者の処置のための、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　レニン阻害剤がアリスキレンまたはその塩である、請求項１または２に記載の使用。
【請求項４】
　レニン阻害剤または薬学的に許容されるその塩を含む、糖尿病性心筋症の処置用医薬組
成物。
【請求項５】
　２型または１型糖尿病患者の処置のための、請求項４に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　レニン阻害剤がアリスキレンまたはその塩である、請求項４または５に記載の医薬組成
物。
【請求項７】
　レニン阻害剤または薬学的に許容されるその塩を、１種以上、例えば１～３種の活性成
分と組み合わせて使用する、請求項１から３のいずれかに記載の使用。
【請求項８】
　他の活性成分がＡＣＥＩ、ベータブロッカー、アンギオテンシンII受容体アンタゴニス
ト、ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤、およびインスリンのような１型糖尿病治療剤、ま
たはいずれの場合も独立してその塩から成る群から選択される、請求項７に記載の使用。
【請求項９】
　他の活性成分が
－　アラセプリル、ベナゼプリル、ベナゼプリラート、カプトプリル、セロナプリル、シ
ラザプリル、デラプリル、エナラプリル、エナプリラート、フォシノプリル、イミダプリ
ル、リシノプリル、モベルトプリル、ペリンドプリル、キナプリル、ラミプリル、スピラ
プリル、テモカプリルおよびトランドラプリルから成る群から選択されるＡＣＥＩ、また
はいずれの場合も独立してその塩；
－　バルサルタン、ロサルタン、エプロサルタン、イルベサルタン、テルミサルタン、カ
ンデサルタンおよびサプリサルタンから成る群から選択されるアンギオテンシンII受容体
アンタゴニスト、またはいずれの場合も独立してその塩；
－　トログリタゾン、ロシグリタゾン、シグリタゾン；ダルグリタゾン；エングリタゾン
；イサグリタゾンおよびピオグリタゾンから成る群から選択される２型糖尿病治療剤、ま
たはいずれの場合も独立してその塩；および／または
－　インスリンのような１型糖尿病性治療剤、またはその塩
である、請求項７または８に記載の使用。
【請求項１０】
　同時、別々または連続使用のための、請求項７～９のいずれかに記載の使用。
【請求項１１】
　さらに、１種以上、例えば１～３種の活性成分を含む、請求項４～６のいずれかに記載
の医薬組成物。
【請求項１２】
　さらなる活性成分がＡＣＥ阻害剤、アンギオテンシンII受容体アンタゴニスト、ベータ
ブロッカー、ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤、およびインスリンのような１型糖尿病治
療剤から成る群から選択される、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　さらなる活性成分が
－　アラセプリル、ベナゼプリル、ベナゼプリラート、カプトプリル、セロナプリル、シ
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ラザプリル、デラプリル、エナラプリル、エナプリラート、フォシノプリル、イミダプリ
ル、リシノプリル、モベルトプリル、ペリンドプリル、キナプリル、ラミプリル、スピラ
プリル、テモカプリルおよびトランドラプリルから成る群から選択されるＡＣＥＩ、また
はいずれの場合も独立してその塩；
－　バルサルタン、ロサルタン、エプロサルタン、イルベサルタン、テルミサルタン、カ
ンデサルタンおよびサプリサルタンから成る群から選択されるアンギオテンシンII受容体
アンタゴニスト、またはいずれの場合も独立してその塩；
－　トログリタゾン、ロシグリタゾン、シグリタゾン；ダルグリタゾン；エングリタゾン
；イサグリタゾンおよびピオグリタゾンから成る群から選択される２型糖尿病性治療剤、
またはいずれの場合も独立してその塩；および／または
－　インスリンのような１型糖尿病性治療剤、またはその塩
である、請求項１１または１２に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　請求項４、５、６、１１、１２または１３に記載の医薬組成物を、糖尿病性心筋症の処
置における同時、別々または連続的使用の指示書と共に含む、商業用包装物。
【請求項１５】
　糖尿病性心筋症の処置用キットであって：
ａ)　第一の単位投与形態で、レニン阻害剤または薬学的に許容されるその塩；
ｂ)　第二の単位投与形態などで、ＡＣＥ阻害剤、アンギオテンシンII受容体アンタゴニ
スト(例えば、バルサルタン)、ベータブロッカー、２型糖尿病治療剤、１型糖尿病治療剤
、または、いずれの場合も、独立して薬学的に許容されるその塩から成る群から選択され
る、少なくとも１種の治療剤；
ｃ)　該第一、第二などの単位形態を含む、容器
を含む、キット。
【請求項１６】
　糖尿病性心筋症の処置方法であって、ヒトを含む温血動物、治療的有効量のアリスキレ
ンのようなレニン阻害剤、または薬学的に許容されるその塩を単独で、または、例えば、
ＡＣＥＩ、ベータブロッカー、アンギオテンシンII受容体アンタゴニスト(antagoniss）
、ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤、インスリンのような１型糖尿病治療剤、またはいず
れの場合も独立してその塩のような１種以上の活性成分と組み合わせて投与することを含
む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、糖尿病性心筋症の処置用医薬の製造のための、レニン阻害剤、または薬学的
に許容されるその塩の、単独で、または、１種以上の活性成分と組み合わせた使用に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　レニン－アンギオテンシン系(ＲＡＳ)の酵素カスケードは一連の生化学事象を含み、そ
れ自体よく知られており、例えば高血圧の処置の可能性を開くための、制御的介入を使用
するための種々のアプローチが存在する。アンギオテンシン変換酵素(ＡＣＥ)阻害および
／またはアンギオテンシン受容体遮断を介したＲＡＳの薬理学的抑制は、広範な心血管疾
患(ＣＶＤ)の処置のための、証明された有効な治療的アプローチである。レニンの酵素活
性の阻害剤は、アンギオテンシンＩの形成の低下をもたらす。その結果、産生されるアン
ギオテンシンIIの量が減る。その活性ペプチドホルモンの濃度減少は、例えば、レニン阻
害剤の抗高血圧効果の直接の原因である。従って、レニン阻害剤またはその塩を、例えば
、降圧剤としてまたは鬱血性心不全の処置に用い得る。さらなる評価が、レニン阻害剤が
遙かに広い範囲の適応症(therapeutic indication)に対しても用い得ることも明らかにす
る可能性がある。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　Hayat et al (Clinical Science 2004, 1007, 539)により記載されている通り、糖尿病
患者は心不全を発症するリスクが増大しており、それは、糖尿病性心筋症と呼ばれる別の
疾患経過である。それ故、心筋症の発症は、真性糖尿病患者における重大な合併症を代表
する。糖尿病患者における糖尿病性心筋症を予防しまたは遅延させるための医薬を提供す
る必要がある。驚くべきことに、本発明者らは、アリスキレンのようなレニン阻害剤が、
単独でまたは組み合わせで、糖尿病性心筋症の処置に有益な効果を有し得ることを発見し
た。それ故、本発明は糖尿病性心筋症の処置のための治療的アプローチを提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
発明の要約
　一つの局面において、本発明は、レニン阻害剤、例えばアリスキレン、または薬学的に
許容されるその塩の、単独で、または、例えば、ＡＣＥＩ、アンギオテンシンII受容体ア
ンタゴニスト、ベータブロッカー、ＴＺＤ(チアゾリジンジオン類)のような２型糖尿病治
療剤、インスリンのような１型糖尿病治療剤、またはいずれの場合も独立してその塩のよ
うな、１種以上の活性成分と組み合わせた、糖尿病性心筋症の処置に使用するための医薬
の製造のための使用に関する。
【０００５】
　一つの態様において、本発明は、糖尿病性心筋症の処置のための、レニン阻害剤、例え
ばアリスキレン、または薬学的に許容されるその塩の使用に関する。それ故、一つの態様
において、レニン阻害剤、例えばアリスキレン、または薬学的に許容されるその塩を、糖
尿病性心筋症の処置用単剤療法として投与する。
【０００６】
　他の局面において、本発明は、レニン阻害剤、例えばアリスキレン、または薬学的に許
容されるその塩を、単独で、または、例えば、ＡＣＥＩ、アンギオテンシンII受容体アン
タゴニスト、ベータブロッカー、ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤、インスリンのような
１型糖尿病治療剤、またはいずれの場合も独立してその塩のような１種以上の活性成分と
組み合わせて含む、糖尿病性心筋症処置用医薬組成物に関する。
【０００７】
　さらに他の態様において、本発明は、レニン阻害剤、例えばアリスキレン、または薬学
的に許容されるその塩を含み、さらなる活性成分を何等含まない、糖尿病性心筋症の処置
用医薬組成物に関する。それ故、一つの態様において、レニン阻害剤、例えばアリスキレ
ン、または薬学的に許容されるその塩を糖尿病性心筋症の単剤療法として投与する。
【０００８】
　さらなる態様において、本発明は、レニン阻害剤、例えばアリスキレン、または薬学的
に許容されるその塩を、例えば、いずれの場合も、単位投与形態の、ＡＣＥ阻害剤、アン
ギオテンシンII受容体アンタゴニスト、ベータブロッカー、ＴＺＤのような２型糖尿病治
療剤、およびインスリンのような１型糖尿病治療剤、またはいずれの場合も独立してその
塩から選択される、１種以上の活性成分と組み合わせて、薬学的に許容される担体と共に
含む、糖尿病性心筋症の処置に同時に、別々にまたは連続的に使用するための、医薬組成
物に関する。
【０００９】
　本発明は、さらに、ヒトを含む温血動物に、治療的有効量のレニン阻害剤、例えばアリ
スキレン、または薬学的に許容されるその塩を、単独で、または、例えば、ＡＣＥＩｓ、
ベータブロッカー、アンギオテンシンII受容体アンタゴニスト(antagoniss）、ＴＺＤの
ような２型糖尿病治療剤、インスリンのような１型糖尿病治療剤、またはいずれの場合も
独立してその塩のような１種以上の活性成分と組み合わせて投与することを含む、糖尿病
性心筋症の処置方法に関する。
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【発明を実施するための形態】
【００１０】
本発明による態様
　本発明が適用されるレニン阻害剤は、インビボでレニン阻害活性を有し、それ故に、例
えば、高血圧(例えば、悪性高血圧、本態性高血圧、孤立性収縮期高血圧、または他の二
次的高血圧の何れであるかを問わない)の予防、発症遅延および／または処置用治療剤と
して、薬学的有用性を有する全てのものである。レニン阻害剤が有用であり得るさらなる
適応症は、例えばＷＯ２００４／００２５４９、ＷＯ２００５／０８９７３１、ＷＯ２０
０６／０４１７６３、ＷＯ２００６／０４１９７４、ＷＯ２００６／１１６４３５、ＷＯ
２００２／４０００７およびＰＣＴ出願番号２００７／０６５５６４に記載されている。
【００１１】
　例えば、本発明は、下記に開示されたレニン阻害剤から成る群から選択される、レニン
阻害剤、特にその化合物請求項および実施例の最終生成物に関する：
米国特許５５５９１１１、６１９７９５９、６３７６６７２、６０５１７１２、６１９７
９５９、６２６８４９９および６２７４７３５；米国特許出願２００４／０２０４４５５
、２００２／０８７００２；ＷＯ２００３／０９９７６７、ＷＯ２００５／０５４１７７
、ＷＯ２００５／０５１８９５、ＷＯ２００５／０５１９１１、ＷＯ２００６／０６６８
９６、ＷＯ２００６／０６９７８８、ＷＯ２００６／０７４９２４、ＷＯ２００６／０９
４７６３、ＷＯ２００６／１０００３６、ＷＯ２００６／０１１７１８３、ＷＯ２００６
／１２５６２１、ＷＯ２００６／１２８６５９、ＷＯ２００７／００６５３４、ＷＯ２０
０７／０７７００５；ＷＯ２００３／０９３２６７、ＷＯ２００４／００２９５７、ＷＯ
２００４／０９６１１６、ＷＯ２００４／０９６７９９、ＷＯ２００４／０９６８０３、
ＷＯ２００４／０９６８０４、ＷＯ２００５／０４０１２０、ＷＯ２００５／０４０１６
５、ＷＯ２００５／０４０１７３、ＷＯ２００５／０５４２４３、ＷＯ２００５／０５４
２４４、ＷＯ２００６／０２１３９９、ＷＯ２００６／０２１４０１、ＷＯ２００６／０
２１４０２、ＷＯ２００６／０２１４０３、ＷＯ２００６／０５８５４６、ＷＯ２００６
／０５９３０４、ＷＯ２００６／０６１７９１、ＷＯ２００６／０６３６１０、ＷＯ２０
０６／０６４４８４、ＷＯ２００６／０７９９８８、ＷＯ２００６／０９２２６８、ＷＯ
２００６／１２９２３７、ＷＯ２００６／１３１８８４、ＷＯ２００７／０３４４０６、
ＷＯ２００７／０３４４４５、ＷＯ２００７／０４９２２４、ＷＯ２００３／１０３６５
２、ＷＯ２００３／１０３６５２、ＷＯ２００７／０４５５５１、ＷＯ２００４／０８９
９１５、ＷＯ２０００／６３１７３、ＷＯ２０００／６４８７３、ＷＯ２０００／６４８
８７、ＷＯ１９９７／０９３１１、ＷＯ２００５／０３７８０３、ＷＯ２００５／０６１
４５７、ＷＯ２００５／０７０８７０、ＷＯ２００５／０７０８７１、ＷＯ２００５／０
７０８７７、ＷＯ２００５／０９０３０４、ＷＯ２００５／０９０３０５、ＷＯ２００６
／００５７４１、ＷＯ２００６／０６１４２６、ＷＯ２００６／０６１４２７、ＷＯ２０
０６／０９５０２０、ＷＯ２００６／１０３２７３、ＷＯ２００６／１０３２７５、ＷＯ
２００６／１０３２７７、ＷＯ２００７／０３１５５７およびＷＯ２００７／０３１５５
８；ＰＣＴ出願２００７／００５１３０および２００７／００５１３１；欧州特許出願０
７１１１２９０.８および欧州特許０８６３８７５。
【００１２】
　レニン阻害剤は、例えば、ジテキレン(ditekiren)、テルラキレン(terlakiren)、ザン
キレン、アリスキレンおよびその塩から成る群から選択される。一つの態様において、レ
ニン阻害剤は、アリスキレンまたはその塩、例えばヘミフマル酸塩、硝酸塩、硫酸水素塩
およびオロト酸塩、特にそのヘミフマル酸である。遊離塩基形のアリスキレンは、２(Ｓ)
,４(Ｓ),５(Ｓ),７(Ｓ)－Ｎ－(３－アミノ－２,２－ジメチル－３－オキソプロピル)－２
,７－ジ(１－メチルエチル)－４－ヒドロキシ－５－アミノ－８－[４－メトキシ－３－(
３－メトキシ－プロポキシ)フェニル]－オクタンアミドと化学的に定義され、ＥＰ６７８
５０３Ａに実施例８３として開示されている。
【００１３】
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　他の態様において、本発明は、レニン阻害剤または薬学的に許容されるその塩と、１種
以上の活性成分の組み合わせの、糖尿病性心筋症の処置用医薬の製造のための使用に関す
る。
【００１４】
　一つの態様において、他の活性成分は、ＡＣＥＩ、ベータブロッカー、アンギオテンシ
ンII受容体アンタゴニスト、ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤、およびインスリンのよう
な１型糖尿病治療剤、またはいずれの場合も独立してその塩から成る群から選択される。
【００１５】
　他の態様において、レニン阻害剤、またはその塩と組み合わせて使用すべき他の活性成
分は、ＡＣＥ阻害剤、またはその塩である。
【００１６】
　本発明に従い使用し得る適当なＡＣＥＩは、種々の構造特性を有するＡＣＥＩ、例えば
アラセプリル、ベナゼプリル、ベナゼプリラート、カプトプリル、セロナプリル、シラザ
プリル、デラプリル、エナラプリル、エナプリラート(enaprilat)、フォシノプリル、イ
ミダプリル、リシノプリル、モベルトプリル、ペリンドプリル、キナプリル、ラミプリル
、スピラプリル、テモカプリル、トランドラプリルおよびその塩から成る群のメンバーを
含む。一つの態様において、ＡＣＥ阻害剤は、ベナゼプリル、ベナゼプリラート、カプト
プリル、エナラプリル、エナプリラートおよびその塩から成る群から選択され；他の態様
において、ＡＣＥ阻害剤はベナゼプリル、ベナゼプリラートまたはその塩である。
【００１７】
　さらに別の態様において、本発明は、アリスキレン、またはその塩と、アラセプリル、
ベナゼプリル、ベナゼプリラート、カプトプリル、セロナプリル、シラザプリル、デラプ
リル、エナラプリル、エナプリラート、フォシノプリル、イミダプリル、リシノプリル、
モベルトプリル、ペリンドプリル、キナプリル、ラミプリル、スピラプリル、テモカプリ
ル、トランドラプリルまたはその塩、特にベナゼプリル、ベナゼプリラート、カプトプリ
ル、エナラプリル、エナプリラートまたはその塩、特にベナゼプリル、ベナゼプリラート
またはその塩のようなＡＣＥＩ、またはその塩の組合せの、同時の、別々のまたは連続的
な使用に関する。
【００１８】
　なおさらに別の態様において、本発明は、糖尿病性心筋症の処置用医薬の製造のための
、レニン阻害剤または薬学的に許容されるその塩とアンギオテンシンII受容体アンタゴニ
ストの組合せの、同時の、別々のまたは連続的な使用に関する。
【００１９】
　本発明において使用し得る適当なアンギオテンシンII受容体アンタゴニストは、種々の
構造特性を有するアンギオテンシンII受容体アンタゴニストを含む。例えば、出願番号４
４３９８３を有する欧州特許出願および欧州特許１１４６８７２Ｂ１に上げられている化
合物；特に化合物の請求項および実施例の最終生成物、例えば、(Ｓ)－Ｎ－(１－カルボ
キシ－２－メチルプロプ－１－イル)－Ｎ－ペンタノイル－Ｎ－[２’(１Ｈ－テトラゾー
ル－５－イル)ビフェニル－４－イルメチル]アミン[バルサルタン]およびその薬学的に許
容される塩を特記し得る。さらに、公開番号２５３３１０を有する欧州特許出願、公開番
号４０３１５９を有する欧州特許出願、公開番号ＷＯ９１／１４６７９を有するＰＣＴ特
許出願、公開番号４２０２３７を有する欧州特許出願、公開番号５０２３１４を有する欧
州特許出願、公開番号４５９１３６を有する欧州特許出願、公開番号５０４８８８を有す
る欧州特許出願、公開番号５１４１９８を有する欧州特許出願、公開番号４７５２０６を
有する欧州特許出願、公開番号ＷＯ１９９３／２０８１６を有するＰＣＴ特許出願に表記
されているもの；特にその中の化合物の請求項および実施例の最終生成物に上げられてい
る化合物も引用される。一つの態様において、アンギオテンシンII受容体アンタゴニスト
は、バルサルタン、ロサルタン、エプロサルタン、イルベサルタン、テルミサルタン、カ
ンデサルタン、サプリサルタン、オルメサルタンおよびその塩；好ましくはバルサルタン
、ロサルタン、エプロサルタン、イルベサルタン、テルミサルタン、カンデサルタン、サ
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プリサルタンおよびその塩から成る群から選択し；特にアンギオテンシンII受容体アンタ
ゴニストはバルサルタンまたはその塩である。
【００２０】
　具体的態様において、本発明は、アリスキレン、またはその塩と、バルサルタン、ロサ
ルタン、エプロサルタン、イルベサルタン、テルミサルタン、カンデサルタン、サプリサ
ルタンまたはその塩；特にバルサルタンまたはその塩のようなアンギオテンシンII受容体
アンタゴニスト、またはその塩の組合せの、同時の、別々の、または連続的使用に関する
。
【００２１】
　さらに別の態様において、本発明は、糖尿病性心筋症の処置用医薬の製造のための、レ
ニン阻害剤または薬学的に許容されるその塩とβ－ブロッカーの組合せの、同時の、別々
の、または連続的な使用に関する。
【００２２】
　本発明における使用に適当なβ－ブロッカーは、β－アドレナリン受容体に関してエピ
ネフリンと競合し、エピネフリンの作用を妨害する、β－アドレナリン遮断剤(β－ブロ
ッカー)を含む。特に、β－ブロッカーは、アルファ(α)－アドレナリン受容体と比較し
てβ－アドレナリン受容体に選択的であり、それ故、顕著なα－遮断効果を有しない。適
当なβ－ブロッカーは、例えば、アセブトロール、アテノロール、ベタキソロール、ビソ
プロロール、カルテオロール、カルベジロール、エスモロール、ラベタロール、メトプロ
ロール、ナドロール、オクスプレノロール、ペンブトロール、ピンドロール、プロプラノ
ロール、ソタロール、チモロールおよびその塩；特にアテノロール、メトプロロール、プ
ロプラノロールおよびその塩から選択される化合物である。一つの態様において、本発明
において使用するβ－ブロッカーは、アテノロール、メトプロロール、プロプラノロール
およびその塩である。
【００２３】
　さらに他の態様において、本発明は、糖尿病性心筋症の処置用医薬の製造のための、レ
ニン阻害剤(例えばアリスキレン)または薬学的に許容されるその塩と、ＴＺＤのような２
型糖尿病治療剤の組合せの、同時の、別々の、または連続的な使用に関する。
【００２４】
　本発明において使用するのに適当なＴＺＤは、例えば、トログリタゾン、ロシグリタゾ
ン、シグリタゾン；ダルグリタゾン；エングリタゾン；イサグリタゾン、ピオグリタゾン
を含むチアゾリジンジオン類(ＴＺＤ)から選択される化合物、およびその塩を含む。一つ
の態様において、ＴＺＤはトログリタゾン、ロシグリタゾン、ピオグリタゾン、およびそ
の塩を含む。
【００２５】
　さらに他の態様において、本発明は、糖尿病性心筋症の処置用医薬の製造のための、レ
ニン阻害剤(例えばアリスキレン)または薬学的に許容されるその塩と、インスリンのよう
な１型糖尿病剤、またはその塩の組合せの、同時の、別々の、または連続的な使用に関す
る。
【００２６】
　さらなる態様において、本発明は、アリスキレンのようなレニン阻害剤、または薬学的
に許容されるその塩と、ＡＣＥ阻害剤またはその塩を組み合わせて含む、糖尿病性心筋症
の処置用医薬組成物に関する。この態様のＡＣＥＩは、例えば、上記のＡＣＥＩの群から
選択され；ＡＣＥＩは、例えば、ベナゼプリルまたはその塩である。
【００２７】
　なおさらに別の態様において、本発明は、アリスキレンのようなレニン阻害剤、または
薬学的に許容されるその塩と、アンギオテンシンII受容体アンタゴニストまたはその塩を
組み合わせて含む、糖尿病性心筋症の処置用医薬組成物に関する。この態様のアンギオテ
ンシンII受容体アンタゴニストは、例えば、上記のアンギオテンシンII受容体アンタゴニ
ストの群から選択され；アンギオテンシンII受容体アンタゴニストは、例えば、バルサル
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タンまたはその塩である。
【００２８】
　さらに別の態様において、本発明は、アリスキレンのようなレニン阻害剤、または薬学
的に許容されるその塩と、β－ブロッカーまたはその塩を組み合わせて含む、糖尿病性心
筋症の処置用医薬組成物に関する。この態様のβ－ブロッカーは、例えば、上記のβ－ブ
ロッカーの群から選択される。
【００２９】
　なお別の態様において、本発明は、アリスキレンのようなレニン阻害剤、または薬学的
に許容されるその塩と、ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤、またはその塩を組み合わせて
含む、糖尿病性心筋症の処置用医薬組成物に関する。この態様のＴＺＤは、例えば、上記
のＴＺＤの群から選択される。
【００３０】
　なおさらなる態様において、本発明は、アリスキレンのようなレニン阻害剤、または薬
学的に許容されるその塩と、インスリンのような１型糖尿病治療剤、またはその塩を組み
合わせて含む、糖尿病性心筋症の処置用医薬組成物に関する。
【００３１】
　さらに別の態様において、本発明は、糖尿病性心筋症の処置方法であって、それを必要
とするヒトを含む温血動物に、治療的有効量のアリスキレンのようなレニン阻害剤、また
は薬学的に許容されるその塩を、ＡＣＥＩ、またはその塩と組み合わせて含む医薬組成物
を投与することを含む、方法に関する。この態様のＡＣＥＩは、例えば、上記のＡＣＥＩ
群から選択され；ＡＣＥＩは、例えば、ベナゼプリルまたはその塩である。
【００３２】
　他の態様において、本発明は、糖尿病性心筋症の処置方法であって、それを必要とする
ヒトを含む温血動物に、治療的有効量のアリスキレンのようなレニン阻害剤、または薬学
的に許容されるその塩を、アンギオテンシンII受容体アンタゴニスト、またはその塩と組
み合わせて含む医薬組成物を投与することを含む、方法に関する。この態様のアンギオテ
ンシンII受容体アンタゴニストは、例えば、上記のアンギオテンシンII受容体アンタゴニ
ストから成る群から選択され；アンギオテンシンII受容体アンタゴニストは、例えば、バ
ルサルタンまたはその塩である。
【００３３】
　さらに他の態様において、本発明は、糖尿病性心筋症の処置方法であって、それを必要
とするヒトを含む温血動物に、治療的有効量のアリスキレンのようなレニン阻害剤、また
は薬学的に許容されるその塩を、β－ブロッカー、またはその塩と組み合わせて含む医薬
組成物を投与することを含む、方法に関する。この態様のβ－ブロッカーは、例えば、上
記のβ－ブロッカーの群から選択される。
【００３４】
　さらに別の態様において、本発明は、糖尿病性心筋症の処置方法であって、それを必要
とするヒトを含む温血動物に、治療的有効量のアリスキレンのようなレニン阻害剤、また
は薬学的に許容されるその塩を、ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤、またはその塩と組み
合わせて含む医薬組成物を投与することを含む、方法に関する。この態様のＴＺＤは、例
えば、上記のＴＺＤの群から選択される。
【００３５】
さらに別の態様において、本発明は、糖尿病性心筋症の処置方法であって、それを必要と
するヒトを含む温血動物に、治療的有効量のアリスキレンのようなレニン阻害剤、または
薬学的に許容されるその塩を、インスリンのような１型糖尿病治療剤、またはその塩と組
み合わせて含む医薬組成物を投与することを含む、方法に関する。
【００３６】
　下記は、本明細書を通して使用する種々の用語の定義である：
　用語“アリスキレン”は、具体的に定義されていない限り、遊離塩基としておよびその
塩、特にそのヘミフマル酸塩、硝酸塩、硫酸水素塩およびオロト酸塩、特にそのヘミフマ
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ル酸塩としての両態様を含むと理解すべきである。
【００３７】
　用語“バルサルタン”、具体的に定義されていない限り、遊離塩基としておよびその塩
、特に以下に記載の薬学的に許容されるその塩としての両方であると理解すべきである。
【００３８】
　バルサルタン、または薬学的に許容されるその塩は、例えば、それ自体既知の方法で製
造できる。塩形態は、酸付加塩を含む。少なくとも１個の酸基(例えば、ＣＯＯＨまたは
５－テトラゾリル)を有する化合物は、塩基とも塩を形成できる。塩基との適当な塩は、
例えば、アルカリ金属またはアルカリ土類金属塩、例えば、ナトリウム、カリウム、カル
シウムまたはマグネシウム塩のような金属塩、またはアンモニアまたはモルホリン、チオ
モルホリン、ピペリジン、ピロリジン、モノ－、ジ－またはトリ－低級アルキルアミン、
例えば、エチル－、ｔｅｒｔ－ブチル－、ジエチル－、ジイソプロピル－、トリエチル－
、トリブチル－またはジメチルプロピルアミン、またはモノ－、ジ－またはトリヒドロキ
シ低級アルキルアミン、例えば、モノ－、ジ－またはトリ－エタノールアミンのような有
機アミンとの塩である。対応する内部塩を、さらに形成してよい。医薬使用に不適当であ
るが、例えば、遊離化合物またはその薬学的に許容される塩の単離または精製に使用でき
る塩も含む。一つの態様において、塩は、例えば、次のものから選択されるから選択され
る；バルサルタンの一ナトリウム塩の非晶形；二ナトリウム塩の非晶形またはその結晶形
、特に水和物形。バルサルタンの一カリウム塩の非晶形；バルサルタンの二カリウム塩の
非晶形またはその結晶形、特に水和物形。バルサルタンのカルシウム塩の結晶形、特にそ
の水和物形、主に四水和物；バルサルタンのマグネシウム塩の結晶形、特にその水和物形
、主に六水和物；バルサルタンのカルシウム／マグネシウム混合塩の結晶形、特に水和物
形；バルサルタンのビス－ジエチルアンモニウム塩の結晶形、特に水和物形；バルサルタ
ンのビス－ジプロピルアンモニウム塩の結晶形、特に水和物形；バルサルタンのビス－ジ
ブチルアンモニウム塩の結晶形、特にその水和物形、主にヘミ水和物；バルサルタンのモ
ノ－Ｌ－アルギニン塩の非晶形；バルサルタンのビス－Ｌ－アルギニン塩の非晶形；バル
サルタンのモノ－Ｌ－リシン塩の非晶形；バルサルタンのビス－Ｌ－リシン塩非晶形。
【００３９】
　一つの態様において、バルサルタンを遊離酸として使用する。
【００４０】
　β－ブロッカーが、酸または塩基または他の方法で薬学的に許容される塩またはプロド
ラッグを形成できるとき、これらの形は本発明に包含されると見なされ、本化合物はまた
、遊離形の形でまたは薬学的に許容される塩または生理学的に加水分解され、かつ許容さ
れるエステルのようなプロドラッグの形で投与し得ることは理解すべきである。例えば、
メトプロロールは、その酒石酸塩として適切に投与され、プロプラノロールは塩酸塩とし
て適切に投与されるなど。
【００４１】
　２型および１型糖尿病治療剤は、抗糖尿病剤を意味し、例えば、インスリン、インスリ
ン誘導体および模倣剤；インスリン分泌促進物質、例えばスルホニルウレア類、例えばグ
リソキセピド、グリブリド、グリベンクラミド、アセトヘキサミド、クロロプロパミド、
グリボルヌリド、トルブタミド、トラザミド、グリピジド、カルブタミド、グリキドン、
グリヘキサミド、フェンブタミドミドまたはトルシクラミド(tolcyclamide)；および好ま
しくはグリメピリド、グリクラジド、およびアマリール；インスリン分泌性スルホニルウ
レア受容体リガンド、例えばメグリチナイド、例えば、ナテグリニドおよびレパグリニド
；抗糖尿病性Ｄ－フェニルアラニン誘導体；チアゾリジンジオン誘導体、例えばグリタゾ
ン類、例えば、ピオグリタゾン、トログリタゾンまたはロシグリタゾン、特にピオグリタ
ゾンまたはロシグリタゾン；グルコキナーゼアクティベーター；タンパク質チロシンホス
ファターゼ－１Ｂ(ＰＴＰ－１Ｂ)阻害剤、例えばＰＴＰ－１１２；ベータ－３ＡＲ(アド
レナリン受容体)のアゴニスト、ＵＣＰ(脱共役タンパク質)のアゴニスト、ＰＥＰＣＫ(ホ
スホエノールピルベートカルボキシキナーゼ)の阻害剤、ＰＤＨＫ(ピルビン酸デヒドロゲ



(10) JP 2010-31006 A 2010.2.12

10

20

30

40

50

ナーゼキナーゼ)阻害剤、ＧＳＫ３(グリコーゲンシンターゼキナーゼ－３)阻害剤、例え
ばＳＢ－５１７９５５、ＳＢ－４１９５０５２、ＳＢ－２１６７６３、ＮＮ－５７－０５
４４１およびＮＮ－５７－０５４４５；ＧＦＡＴ(グルタミンフルクトース－６－ホスフ
ェートアミドトランスフェラーゼ)の阻害剤、Ｇ６Ｐａｓｅ(グルコース－６－ホスファタ
ーゼ)の阻害剤、Ｆ－１,６－ＢＰａｓｅ(フルクトース－１,６－ビスホスファターゼ)の
阻害剤、ＧＰ(糖タンパク質)の阻害剤、ＲＸＲ(レチノイドＸ受容体)リガンドまたはアゴ
ニスト、例えばＧＷ－０７９１およびＡＧＮ－１９４２０４；ナトリウム依存性グルコー
ス共輸送体阻害剤、例えばＴ－１０９５；グリコーゲンホスホリラーゼＡ阻害剤、例えば
ＢＡＹ　Ｒ３４０１；アルドースレダクターゼ阻害剤；ソルビトールデヒドロゲナーゼ阻
害剤；ビグアナイド、例えばメトホルミン；アルファ－グルコシダーゼ阻害剤、例えばア
カルボース、アジポシン、ボグリボース、ミグリトール、エミグリテート、カミグリボー
ス、デンダミステート(tendamistate）、トレスタチン、プラディマイシン－Ｑおよびサ
ルボスタチン；グルカゴン受容体アンタゴニスト、ＧＳＫ－３の阻害剤、ＧＬＰ－１(グ
ルカゴン様ペプチド－１)、ＧＬＰ－１類似体、例えばエキセンディン－４およびＧＬＰ
－１模倣剤；ＧＬＰ－１アゴニスト；ＰＰＡＲ(ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体)の
モジュレーター、例えば、非グリタゾン型ＰＰＡＲγアゴニスト、例えばＮ－(２－ベン
ゾイルフェニル)－Ｌ－チロシン類似体、例えばＧＩ－２６２５７０、およびＪＴＴ５０
１またはデュアルＰＰＡＲγ／ＰＰＡＲαアゴニスト；抗糖尿病性バナジウム；抗糖尿病
性フェニル酢酸誘導体、β細胞イミダゾリン受容体アンタゴニスト、エストロゲン関連受
容体ガンマ(ＥＲＲγ)アゴニスト、例えばＧＳＫ４７１６またはＧＳＫ９０８９；エスト
ロゲン関連受容体(ＥＲＲ)、例えばＥＲＲα、ＥＲＲβ、およびＥＲＲγ受容体のアゴニ
ストまたはアンタゴニスト；ＤＰＰIV(ジペプチジルペプチダーゼIV)阻害剤、例えば式
【化１】

の(Ｓ)－１－[(３－ヒドロキシ－１－アダマンチル)アミノ]アセチル－２－シアノ－ピロ
リジン(ＬＡＦ２３７またはビルダグリプチンとしても既知)、およびＬ－ｔｈｒｅｏ－イ
ソロイシルチアゾリジン(Probiodrugに従う化合物コード：上記の通りＰ３２／９８)、シ
タグリプチン(ＭＫ－０４３１としても既知)、(２Ｓ)－１－{(２－(５－メチル－２－フ
ェニル－オキサゾール－４－イル)－エチルアミノ)－アセチル}－ピロリジン－２－カル
ボニトリル、または(２Ｓ)－１－{(１,１－ジメチル－３－(４－ピリジン－３－イル－イ
ミダゾール－１－イル)－プロピルアミノ)－アセチル}－ピロリジン－２－カルボニトリ
ル、(Ｓ)－１－((２Ｓ,３Ｓ、１１ｂＳ)－２－アミノ－９、１０－ジメトキシ－１,３,４
,６,７,１１ｂ－ヘキサヒドロ－２Ｈ－ピリド(２,１－ａ)イソキノリン－３－イル)－４
－フルオロメチル－ピロリジン－２－オン、または(Ｓ,Ｓ,Ｓ,Ｓ)－１－(２－アミノ－９
、１０－ジメトキシ－１,３,４,６,７,１１ｂ－ヘキサヒドロ－２Ｈ－ピリド(２,１－ａ)
イソキノリン－３－イル)－４－メチル－ピロリジン－２－オン、ＧＳＫ２３Ａ、サクサ
グリプチン、３－(アミノメチル)－２－イソブチル－１－オキソ－４－フェニル－１,２
－ジヒドロ－６－イソキノリンカルボキサミドおよび２－{[３－(アミノメチル)－２－イ
ソブチル－４－フェニル－１－オキソ－１,２－ジヒドロ－６－イソキノリル]オキシ}ア
セトアミド；ＳＣＤ－１(ステアロイル－ＣｏＡデサチュラーゼ－１)阻害剤；ＤＧＡＴ１
およびＤＧＡＴ２(ジアシルグリセロールアシルトランスフェラーゼ１および２)阻害剤；
ＡＣＣ２(アセチルＣｏＡカルボキシラーゼ２)阻害剤；タンパク質チロシンホスファター
ゼ(ＰＴＰａｓｅ)阻害剤、特に、ＰＴＰａｓｅ－１Ｂ(ＰＴＰ－１Ｂ)阻害剤およびＴ細胞
ＰＴＰａｓｅ(ＴＣ　ＰＴＰ)、胃内容物排泄阻害剤、およびＡＧＥ(糖化最終産物)のブレ
ーカー、またはいずれの場合も薬学的に許容されるその塩を含む。
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【００４２】
　ＴＺＤ(チアゾリジンジオン)のような２型糖尿病治療剤が、酸または塩基または他の方
法で薬学的に許容される塩またはプロドラッグを形成できるとき、これらの形は本発明に
包含されると見なされ、本化合物はまた、遊離形の形でまたは薬学的に許容される塩また
は生理学的に加水分解され、かつ許容されるエステルのようなプロドラッグの形で投与し
得ることは理解すべきである。
【００４３】
　塩は、特に薬学的に許容される塩である。それらは、塩基性または酸性基のような塩形
成基が存在するときに形成でき、それは、例えば４～１０のｐＨ範囲の水性溶液中に、少
なくとも部分的に解離した形で存在でき、または特に固体形、特に結晶形で単離できる。
このような塩は、例えば、酸付加塩として、例えば有機または無機酸と、塩基性窒素原子
(例えばイミノまたはアミノ)を有する化合物から形成され、特に薬学的に許容される塩で
ある。適当な無機酸は、例えば、ハロゲン酸、例えば塩酸、硫酸、またはリン酸である。
適当な有機酸は、例えば、カルボン酸、ホスホン酸、スルホン酸またはスルファミン酸、
例えば酢酸、プロピオン酸、乳酸、フマル酸、コハク酸、クエン酸、アミノ酸、例えばグ
ルタミン酸またはアスパラギン酸、マレイン酸、ヒドロキシマレイン酸、メチルマレイン
酸、安息香酸、メタン－またはエタン－スルホン酸、エタン－１,２－ジスルホン酸、ベ
ンゼンスルホン酸、２－ナフタレンスルホン酸、１,５－ナフタレン－ジスルホン酸、Ｎ
－シクロヘキシルスルファミン酸、Ｎ－メチル－、Ｎ－エチル－またはＮ－プロピル－ス
ルファミン酸、または他の有機プロトン酸、例えばアスコルビン酸である。カルボキシま
たはスルホニルのような負に荷電したラジカルの存在下で、塩はまた塩基と形成され、例
えば金属またはアンモニウム塩、例えばアルカリ金属またはアルカリ土類金属塩、例えば
ナトリウム、カリウム、マグネシウムまたはカルシウム塩、またはアンモニアまたは適当
な有機アミン、例えば、３級モノアミン、例えばトリエチルアミンまたはトリ(２－ヒド
ロキシエチル)アミン、またはヘテロ環式塩基、例えばＮ－エチル－ピペリジンまたはＮ,
Ｎ’－ジメチルピペラジンとのアンモニウム塩である。塩基性基および酸基が同一分子に
存在するとき、化合物はまた内部塩も形成し得る。
【００４４】
　これらの活性剤は、プロドラッグ形で存在してよい。本発明は、本発明の活性医薬種(p
harmaceutical species)のプロドラッグを含み、例えばここで、インビボで遊離酸に変換
可能なカルボン酸のエステルの場合、または遊離アミノ基に変換可能な保護アミンの場合
のように、１個以上の官能基が保護されているか、または誘導体化されているが、インビ
ボで官能基に変換できる。ここで使用する用語“プロドラッグ”は、特にインビボで、例
えば、血中での加水分解により、速やかに親化合物に変換する化合物を意味する。詳細な
記載は、T. Higuchi and V. Stella, Pro-drugs as Novel Delivery Systems, Vol. 14 o
f the A.C.S. Symposium Series, Edward B. Roche, ed., Bioreversible Carriers in D
rug Design, American Pharmaceutical Association and Pergamon Press, 1987; H Bund
gaard, ed, Design of Prodrugs, Elsevier, 1985;およびJudkins, et al. Synthetic Co
mmunications, 26(23), 4351-4367 (1996)において提供され、その各々を引用により本明
細書に包含させる。
【００４５】
　プロドラッグは、それ故に可逆性誘導体に変換されている官能基を有する医薬を含む。
典型的に、このようなプロドラッグは、加水分解により活性医薬に変換される。例として
、以下のものを挙げ得る：
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【表１】

【００４６】
　プロドラッグはまた、酸化的または還元的反応により活性剤に変換可能な化合物も含む
。例として、次のものを記載し得る：
酸化的活性化
　Ｎ－およびＯ－脱アルキル化
　酸化的脱アミノ化
　Ｎ－酸化
　エポキシド化
還元的活性化
　アゾ還元
　スルホキシド還元
　ジスルフィド還元
　生体還元的アルキル化
　ニトロ還元。
【００４７】
　プロドラッグの代謝的活性化としてまた言及すべきは、ヌクレオチド活性化、リン酸化
活性化および脱カルボキシル化活性化である。さらなる情報に関しては、“The Organic 
Chemistry of Drug Design and Drug Action”, R B Silverman(特にChapter 8, 497～54
6頁参照)。
【００４８】
　本発明の化合物の保護された誘導体はそれ自体薬理学的活性を有しないかもしれないが
、それらを、例えば非経腸的または経口で投与し、その後体内で代謝されて、薬理学的に
活性な本発明の化合物を形成し得る。このような誘導体は、それ故に“プロドラッグ”の
例である。記載の化合物の全てのプロドラッグが本発明の範囲内に含まれる。保護基の使
用は、‘Protective Groups in Organic Chemistry’, edited by J W F McOmie, Plenum
 Press (1973), and ‘Protective Groups in Organic Synthesis’, 2nd edition, T W 
Greene & P G M Wutz, Wiley-Interscience (1991)に充分に記載されている。
【００４９】
　化合物、塩、医薬組成物、疾患、障害等について複数表現を使用するとき、これは、１
個以上の単一化合物、塩、医薬組成物、疾患、障害等を意味し、単数表現を使用するとき
、これは、複数(例えばまた同一化合物の異なる立体異性体、例えばラセミ体におけるエ
ナンチオマー等)または単数(“一”)を含むことを意図する。
【００５０】
　用語“有効量”または“治療的有効量”は、糖尿病性心筋症の進行を停止するか、また
は遅延させる、または、そうでなければ完全にもしくは一部寛解させるか、または該状態
に対して軽減的に作用する、活性成分または活性剤の量を意味する。
【００５１】
　用語“予防的有効量”は、糖尿病性心筋症の発症を予防する活性成分または活性剤の量
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を意味する。
【００５２】
　用語“医薬”、“活性物質”、“活性成分”、“活性剤”は、遊離形または薬学的に許
容される塩の形の化合物、特にここに特定したタイプの化合物を意味するとして理解すべ
きである。
【００５３】
　用語“温血動物”または“患者”は、ヒト、イヌ、ネコ、ウマ、ブタ、ウシ、サル、ウ
サギ、マウスおよび実験動物を含み、これに限定されない。一つの態様において、哺乳動
物はヒトである。
【００５４】
　用語“処置”は、該疾患、状態または障害の予防、制圧(combating)または進行遅延の
目的のために、好ましくは疾患、状態または障害の制圧の目的のための患者の管理および
ケアを意味し、および特にまた予防処置でもある。
【００５５】
　用語“予防”／“予防する”は、該疾患、状態または障害の発生を予防するために、健
常患者に組み合わせ製剤または医薬組成物のような医薬を予防投与することを意味すると
して理解すべきである。
【００５６】
　用語“進行遅延”／“進行を遅延する”は、該疾患、状態または障害の全段階にある患
者に、組み合わせ製剤または医薬組成物のような医薬を予防投与することを意味するとし
て理解すべきである。
【００５７】
　用語“糖尿病”は１型および２型糖尿病の両方を含む。用語“１型糖尿病”は、インス
リン依存性真性糖尿病(ＩＤＤＭ)と呼ばれ、膵臓ランゲルハンス島内のインスリン産生細
胞(β細胞)が選択的に、免疫学的細胞の標的となり、その浸潤により破壊される、慢性自
己免疫疾患である。ＩＤＤＭは、一方でのベータ細胞を標的とする破壊的自己免疫過程と
、他方でのこれらの細胞の再生能の間の好ましくないバランスによる、膵臓ベータ細胞の
進行性損失により特徴付けられる。このアンバランスは最終的にベータ細胞および内因性
インスリン分泌の完全な欠失を導く。用語“２型糖尿病”は、２型真性糖尿病を意味し、
これは、膵臓が、膵臓ベータ(β)細胞機能の障害により充分なインスリンを分泌しないお
よび／またはインスリン産生に対する非感受性(インスリン抵抗性)が存在する、疾患であ
る。典型的に、空腹時血漿グルコースは１２６mg／dL未満であるが、前糖尿病は、例えば
、次の状態の一つにより特徴付けられる状態である：空腹時血糖異常(１１０－１２５mg
／dL)および耐糖能障害(空腹時グルコースレベル１２６mg／dL未満および食後グルコース
レベル１４０mg／dL～１９９mg／dL)。２型真性糖尿病は高血圧を伴うことも伴わないこ
ともある。真性糖尿病は、例えば、アフリカ系アメリカ人、ラテン／ヒスパニック系アメ
リカ人、ネイティブアメリカン、アジア系アメリカ人および太平洋諸島系人に頻繁に起こ
る。インスリン抵抗性のマーカーは、ＨｂＡ１Ｃ、ＨＯＭＡ　ＩＲ、コラーゲンフラグメ
ント測定、尿中ＴＧＦ－β、ＰＡＩ－１およびプロレニンを含む。
【００５８】
　糖尿病患者は心不全を発症するリスクが増加しており、これは“糖尿病性心筋症”と名
付けられる明確な疾患過程である。用語“糖尿病性心筋症”(Hayat et al in Clinical S
cience 2004, 1007, 539により定義されている通り)は、最終的にＬＶＨ[左室肥大]なら
びに拡張期および収縮期不全またはこれらの組み合わせに至る、広範な構造異常を引き起
こす、糖尿病患者の心筋に影響する疾患過程である。糖尿病性心筋症は、筋細胞肥大およ
び心筋線維症により特徴付けられる(Bell, Diabetes Care, 2003, 26, 2433)。Scognamig
lio (The American Journal of Cardiology, 2004, 93, 17A)により記載の通り、糖尿病
性心筋症は、顕著な冠動脈疾患または全身性高血圧が存在しない、収縮機能の欠如により
特徴付けられる状態である。Bell (Diabetes Care, 2003, 26, 2433)が指摘の通り、糖尿
病患者における心不全(ＨＦ)の疫学は次の通り、要約できる：



(14) JP 2010-31006 A 2010.2.12

10

20

30

40

50

１)ＨＦは、年齢適合非糖尿病対象よりも糖尿病男性で２倍多く、そして糖尿病女性で５
倍多い。
２)２型糖尿病対象の約３.３％が、各年にＨＦを発症する。
３)高齢糖尿病対象は、非糖尿病対象よりもＨＦを発症するリスクが１.３倍高い。
４)高齢糖尿病対象のＨＦの有病率は３９％である。
５)高齢糖尿病患者におけるＨｂＡ１ｃの１％上昇は、ＨＦのリスクの１５％上昇と関連
する。
６)糖尿病患者は、大規模ＨＦ治験参加全患者の２５％を占める。
【００５９】
　一般名、商標名またはコード番号で同定した活性剤の構造は、標準要約書“The Merck 
Index”の現行版から、またはデータベース、例えば、Life Cycle Patents Internationa
l(例えばIMS World Publications)から取り得る。当業者はこれらの引用文献を参照して
、活性剤を充分に同定することが可能であり、同様に、それを製造し、標準試験モデルで
、インビトロおよびインビボの両方で医薬適応症および特性を試験することが可能である
。
【００６０】
　本発明の医薬組成物は、ヒトを含む哺乳動物への経腸、例えば経口または経直腸、経皮
および非経腸投与に適するものであり、組成物は、薬理学的活性化合物を単独で、または
慣用的な医薬補助剤と共に含む。例えば、医薬組成物は、約０.１％～１００％、例えば
約１％～約８０％の活性化合物から成る。経腸または非経腸投与用医薬組成物は、例えば
、単位投与形態、例えば被覆錠、錠剤、カプセル剤または坐薬およびまたアンプル剤であ
る。これらは、それ自体既知の方法で、例えば慣用の混合、造粒、コーティング、溶解ま
たは凍結乾燥工程により製造する。それ故、経口使用のための医薬組成物は、活性化合物
と固体賦形剤を合わせ、所望により得られた混合物を造粒し、そして、望むならばまたは
必要であるならば、該混合物または顆粒を、適当な補助剤を添加後、錠剤または被覆錠コ
アに加工することにより得ることができる。経口投与のために、レニン阻害剤、特に、例
えばそのヘミフマル酸塩の形の、アリスキレン；および所望によりＡＣＥ阻害剤、アンギ
オテンシンII受容体アンタゴニスト、ベータ－ブロッカー、ＴＺＤのような２型糖尿病治
療剤、インスリンのような１型糖尿病治療剤、および薬学的に許容されるその塩から成る
群から選択される少なくとも１種の治療剤を含む医薬組成物は、例えば、溶液、懸濁液、
錠剤、ピル、カプセル、粉末、マイクロエマルジョンおよび単位投与量小包の形を取り得
る。一つの態様において、本医薬組成物は、活性成分を：ａ)希釈剤、例えば、ラクトー
ス、デキストロース、スクロース、マンニトール、ソルビトール、セルロースおよび／ま
たはグリシン；ｂ)平滑剤、例えば、シリカ、タルク、ステアリン酸、そのマグネシウム
またはカルシウム塩および／またはポリエチレングリコール；錠剤についてはまたｃ)結
合剤、例えば、ケイ酸アルミニウム・マグネシウム、デンプンペースト、ゼラチン、トラ
ガカント、メチルセルロース、ナトリウムカルボキシメチルセルロースおよびまたはポリ
ビニルピロリドン；望むならばｄ)崩壊剤、例えば、デンプン、寒天、アルギン酸または
そのナトリウム塩、または起沸性混合物；および／またはｅ)吸収剤、着色剤、香味剤お
よび甘味剤と共に含む、錠剤またはゼラチンカプセルである。注射用組成物は、例えば、
水性等張溶液または懸濁液であり、および坐薬は有利に脂肪エマルジョンまたは懸濁液か
ら製造する。
【００６１】
　該組成物は滅菌してもよくおよび／またはアジュバント、例えば防腐剤、安定化剤、湿
潤剤または乳化剤、溶解促進剤、浸透圧調整用塩および／または緩衝剤を含んでよい。
【００６２】
　活性化合物の投与量は、投与形態、恒温動物種、年齢および／または個々の状態のよう
な種々の因子に依存し得る。特に、医薬組み合わせの投与は、治療的有効量、特に商業的
に入手可能な量である。一つの態様において、投与は、低投与量組み合わせである。
【００６３】
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　通常、経口投与の場合、１mg～約３６０mの大凡の１日量が、例えば、体重約７５kgの
患者に対して概算される。
【００６４】
　通常、小児は成人量の大凡半量を摂取するか、または成人と同量を摂取してもよい。各
個体について必要な投与量は、例えば、活性成分の血清濃度を測定することによりモニタ
ーでき、最適レベルに調節する。全ての投与量は、活性剤に基づき、すなわちアリスキレ
ンについては、投与量は遊離塩基に基づく。
【００６５】
　例えば、体重約７０kgの温血動物、例えばヒトに投与すべきレニン阻害剤、例えばアリ
スキレン、特に酵素レニンの阻害、例えば血圧低下に有効な投与量は、３mg～３ｇ、例え
ば１０mg～１ｇ、例えば２０mg～６００mg(例えば１５０mg～３００mg)／人／日であり；
例えば、同じサイズであり得る１～４個の単一用量に、例えば、分割する。例えばアリス
キレンの単一用量は、例えば、７５、１００、１５０、２００、２５０、３００または６
００mg／成人患者を含む。
【００６６】
　一つの態様において、単位投与形態のアンギオテンシンII受容体アンタゴニストは、例
えば１０～約３６０mg、例えば、バルサルタン、特に４０mg、８０mg、１６０mgまたは３
２０mgの、例えば治療的有効量を含む、例えば、錠剤またはカプセルであり得る。活性成
分の適用は、１日３回行い、例えば２０mgまたは４０mgの、例えば、バルサルタンの１日
量から開始して、１日８０mgを介して、さらに１日１６０mgから１日３２０mgに増やして
よい。一つの態様において、バルサルタンは、１日２回、各々、各８０mgまたは１６０mg
の投与量で適用する。対応する投与量を、例えば、朝、昼または晩に摂取し得る。一つの
態様において、投与は１日２回(ｂ.ｉ.ｄ.)である。
【００６７】
　単位投与形態のＡＣＥ阻害剤は、例えば５mg～２０mg、例えば５mg、１０mgまたは２０
mgの、例えば、ベナゼプリル；６.５mg～１００mg、例えば６.２５mg、１２.５mg、２５m
g、５０mg、７５mgまたは１００mgの、例えば、カプトプリル；２.５mg～２０mg、例えば
２.５mg、５mg、１０mgまたは２０mgの、例えば、エナラプリル；１０mg～２０mg、例え
ば１０mgまたは２０mgの、例えば、フォシノプリル；２.５mg～４mg、例えば２mgまたは
４mgの、例えば、ペリンドプリル；５mg～２０mg、例えば５mg、１０mgまたは２０mgの、
例えば、キナプリル；または１.２５mg～５mg、例えば１.２５mg、２.５mg、または５mg
の、例えば、ラミプリルを含む、例えば、錠剤またはカプセルである。一つの態様におい
て、投与は１日３回(ｔ.ｉ.ｄ.)である。
【００６８】
　β－ブロッカーの経口投与用の適当な１日量(成人)は、例えば：２００～１２００mgの
、例えば、アセブトロール；２５～１００mgの、例えば、アテノロール；１０～２０mgの
、例えば、ベタキソロール；５～１０mgの、例えば、ビソプロロール；２.５～１０mgの
、例えば、カルテオロール；１００～１,８００mgの、例えば、ラベタロール；５０～４
５０mgの、例えば、メトプロロール；４０～２４０mgの、例えば、ナドロール；６０～４
８０mgの、例えば、オクスプレノロール；２０～８０mgの、例えば、ペンブトロール；１
０～６０mgの、例えばピンドロール；４０～３２０mgまたは６０～３２０mg(長時間作用
型製剤)の、例えば、プロプラノロール；１６０～３２０mgの、例えば、ソタロール；２
０～６０mgの、例えば、チモロールである。
【００６９】
　ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤の経口投与のための適当な１日量は、例えば：０.０
０１mg／kg～約１００mg／kg、例えば０.０１mg～２０００mg／日、例えば０.０１、０.
０５、０.１、０.２、０.５、１.０、２.５、５、１０、１５、２０、２５、３０、４０
、５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、５００、７
５０、８５０、１,０００および２,０００ミリグラムである。
【００７０】
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　最終的に、投与すべき活性剤および特定の製剤の正確な投与量は、多くの因子、例えば
、活性剤の放出速度に依存する。例えば、必要な活性剤の量およびその放出速度は、決定
し得る、どの程度の時間、血漿中の特定の活性剤の濃度が、治療効果のために許容される
レベルで残るかを測定する、既知インビトロまたはインビボ技術に基づき決定し得る。
【００７１】
　特に、市販されている本発明による医薬組合せの複数活性成分については、特に治療的
に有効な市販の投与量である。
【００７２】
　大型哺乳動物について、指示される総１日量は約０.０１～１００mg／kgの化合物であ
り、簡便には、例えば徐放形態で約０.１～約４００mgの本化合物を含む単位投与形態で
１日１～４回投与する。
【００７３】
　本発明が、別々に投与し得る複数化合物の組合せでの処置方法に関する局面を含むため
、本発明はまた、キットの形態の別々の医薬組成物の組み合わせにも関する。本キットは
、例えば、２または３種の別々の医薬組成物：(１)レニン阻害剤、または薬学的に許容さ
れるその塩、および薬学的に許容される担体または希釈剤および(２)ＡＣＥ阻害剤、また
は薬学的に許容されるその塩、アンギオテンシンII受容体アンタゴニスト、例えば、バル
サルタンまたは薬学的に許容されるその塩、ベータブロッカーまたは薬学的に許容される
その塩、ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤、または薬学的に許容されるその塩、インスリ
ンのような１型糖尿病治療剤、または薬学的に許容されるその塩から成る群から選択され
る少なくとも１種の治療剤、および薬学的に許容される担体または希釈剤を含み得る。(
１)および(２)の量は、別々に併用投与したときに、有益な治療効果が達成されるような
量である。本キットは、別々の組成物を含むための容器、例えば、各区画が、例えば、(
１)または(２)を含む、複数の投与形態(例えば、錠剤)を含む、分割された瓶または分割
されたホイル小包を含む。あるいは、活性成分含有投与形態を分けるよりむしろ、本キッ
トは、各々が全投与量を含み、それが別々の投与形態を含む、別々の区画を含み得る。こ
のタイプのキットの例は、各個々のブリスターが２個または３個(またはそれ以上)の錠剤
を含み、１個(またはそれ以上の)錠剤が医薬組成物(１)を含み、第二の(またはそれ以上
の)錠剤が医薬組成物(２)を含む、ブリスターパックである。典型的に本キットは、別々
の成分の投与の指示を含む。キット形態は、別々の成分を別々の投与形態(例えば、経口
と非経腸)で投与するとき、異なる投与間隔で投与するとき、または組合せの個々の成分
のタイトレーションが処方医により望まれるときに、有益である。本発明の場合、キット
は、例えば：
(１)第一の投与形態で、レニン阻害剤、特に、例えば、そのヘミフマル酸塩の形の、アリ
スキレン、および薬学的に許容される担体または希釈剤を含む、治療的有効量の組成物、
および
(２)第二の投与形態で、ＡＣＥ阻害剤または薬学的に許容されるその塩、アンギオテンシ
ンII受容体アンタゴニスト(例えば、バルサルタン)または薬学的に許容されるその塩、ベ
ータブロッカーまたは薬学的に許容されるその塩、ＴＺＤのような２型糖尿病治療剤、ま
たは薬学的に許容されるその塩、インスリンのような１型糖尿病治療剤、または薬学的に
許容されるその塩から成る群から選択される少なくとも１種の治療剤、および薬学的に許
容される担体または希釈剤、および
(３)該第一および第二投与形態を含む、容器
を含み得る。
【００７４】
　Bell(Diabetes Care, 2003, 26, 2433)により記載されている通り、糖尿病性心筋症は
、筋細胞肥大および心筋線維症により特徴付けられる。糖尿病性心不全の病因は、それ故
多パラメータ性である。アリスキレンのようなレニン阻害剤の糖尿病性心筋症の処置にお
ける適性を示すここに記載の試験は、ストレプトゾトシン誘発糖尿病マウスにおける心不
全マーカーの分析に焦点を当てる。以下のパラメータを分析する：
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１)形態計測学的および血行力学的パラメータの分析：心エコーおよびＬＶカテーテル法
により行われる分析は、糖尿病が引き起こす、拡張期および収縮期不全のような心臓病理
学に対する試験薬の効果を同定する。
【００７５】
２)組織学および遺伝子発現による増強された活性酸素種(ＲＯＳ)産生、筋細胞アポトー
シス、および心臓線維症の分析：ＲＯＳ産生、アポトーシス、および線維症は、特異的染
色を使用した免疫組織化学により、および、これらの状態に関与する遺伝子(例えばＮＡ
ＤＰＨオキシダーゼ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＴＧＦ－β、およびコラーゲン)の発現を測定
することにより、検出する。これらの測定は、心臓線維症、アポトーシス、およびＲＯＳ
産生に対する試験薬の効果を同定する。ＲＯＳの産生は、糖尿病性心不全の主原因因子で
あることが提案されており、それはまた心臓筋細胞アポトーシスももたらす。心臓線維症
は拡張期不全に関与すると見なされている。
【００７６】
３)Ａｎｇ　II測定および遺伝子発現による心臓ＲＡＳの分析：この測定は、糖尿病にお
ける心臓ＲＡＳの活性化に対する試験薬の効果を同定する。ＲＡＳは、糖尿病性心不全の
病因に関与する。インビトロおよびインビボでの細胞内ＲＡＳの活性化が当分野で証明さ
れている。Ａｎｇ　IIレベルおよびＡＧＴ、レニン、およびＡＣＥの発現を測定すること
により、循環しているおよび局所的な心臓ＲＡＳの活性化が決定される。
【００７７】
４)確立された心臓リモデリングのマーカー、例えばＡＮＰ、β－ＭＨＣ、およびＴＧＦ
－βの分析；そして糖尿病性心筋症に関与する新たに同定された遺伝子、例えば、筋小胞
体Ｃａ２＋　ＡＴＰａｓｅ(ＳＥＲＣＡ２)、ｐ９０リボソームＳ６キナーゼ(ｐ９０ＲＳ
Ｋ)、およびプロレニン変換酵素(ＰＲＥＣＥ)ＡＮＰ、β－ＭＨＣ、ＳＥＲＣＡ２、ｐ９
０ＲＳＫ、およびＰＲＥＣＥは、心臓リモデリングの確立されたマーカーである。ＡＮＰ
およびβ－ＭＨＣは、心臓リモデリングの確立されたマーカーである。ＳＥＲＣＡ２の発
現減少が、糖尿病における拡張期不全を担うＣａ２＋恒常性を変化させることがシメされ
ている。より最近、ｐ９０ＲＳＫおよびＰＲＥＣＥが、糖尿病性心不全に強く関係付けら
れている。
【００７８】
５)炎症誘発性心臓サイトカイン(ＴＮＦ－α、ＩＬ６、およびＩＬ１－β)の分析：糖尿
病性心筋症と関連する異常の一つは心臓炎症であり、それは、サイトカイン、例えばＴＮ
Ｆ－α、ＩＬ６、およびＩＬ１－βのレベル上昇を伴う。試験薬によるサイトカインレベ
ルの正常化は、心臓機能の改善を示し得る。
【００７９】
６)心臓における試験薬の組織および細胞濃度の測定：アリスキレンが、心臓内のＡｎｇ
　IIの局所産生を阻害することにより心保護的効果を生じ得るため、この薬剤で処置して
いる動物におけるアリスキレンの心臓濃度を測定することが望まれる。
【００８０】
　Ａｎｇ　IIにより調節される、数パラメータがこの試験には包含されている。上記パラ
メータのいくつかは糖尿病初期(１週間)で明白であるが、より長い試験(４および８週間)
が、種々のＲＡＳブロッカーの効果をより説得力をもって区別するであろう。
【００８１】
　驚くべきことに、本発明により、レニン阻害剤が糖尿病性心筋症の処置に使用し得るこ
とが判明した。
【００８２】
　特に、本発明者らは、アリスキレンのようなレニン阻害剤が、単独でまたは組み合わせ
で、糖尿病性心筋症の処置において有益な効果を有し得ることを発見した。
【００８３】
　ｉＡｎｇ　II(細胞内Ａｎｇ　II)は、心肥大(Kumar R at al in Trends Endocrinol Me
tab 18:208-214, 2007; Baker KM at al in Regul Pept 120:5-13, 2004)を含む種々の生
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尿病の模倣)の使用により、糖尿病ラット心臓における細胞内レニン－アンギオテンシン
系(ＲＡＳ)の活性化が存在することが判明している。本発明は、高血糖がインビボで心臓
細胞内レニン－アンギオテンシン系を活性化することを示し、ｉＡｎｇ　IIが糖尿病と関
連する心血管の病的状態に関与することを証明する。重大なことに、糖尿病ラットにおけ
る、レニン阻害剤によるＲＡＳの遮断が、ＡＴ１アンタゴニストまたはＡＣＥ阻害剤での
阻害と比べて、心臓線維症および酸化的ストレスからのより大きな保護を提供することが
判明している。例えば、ｉＡｎｇ　II合成はアリスキレンで遮断されるが、ベナゼプリル
ではされず、糖尿病誘発心臓線維症はカンデサルタンおよびベナゼプリルで一部阻止され
るが、アリスキレンは完全な阻止を生じる。レニン阻害剤は、それ故糖尿病状態における
顕著な心血管への恩恵を提供する。
【００８４】
　高グルコースは、細胞内ＲＡＳ活性化の主要な刺激である。１型および２型糖尿病両方
とも高血糖を伴う。それ故、１型糖尿病における細胞内ＲＡＳに関する観察は、２型糖尿
病にも適用できる。
【００８５】
　この仮説は、新生児ラット心臓筋細胞において、インスリンの存在下でさえ高グルコー
スにより細胞内ＲＡＳが活性化されることを証明したインビトロ試験の結果により支持さ
れる。さらに、２型糖尿病患者からの心臓組織の組織学的分析は、Ａｎｇ　IIに関して増
強された細胞内染色を示している(Frustaci A at al in Circ Res 87:1123-1132, 2000)
。
【００８６】
　レニン阻害剤の投与によりまたは本発明に従い使用する複数治療剤の組合せの投与によ
り発揮される薬理活性は、例えば、当分野で既知の対応する薬理学的モデルの使用により
、証明し得る。当業者は、前記および後記で示す治療適応症および有益な効果を証明する
ための関連試験モデルを選択することが充分に可能である。
【００８７】
　レニン阻害剤、または薬学的に許容されるその塩を含む本発明の組み合わせは、種々の
投与経路により投与できる。各薬剤は、最大応答を発揮するための特異的組み合わせおけ
る各治療剤の最適薬剤レベルを決定するために、広範囲の投与量にわたり試験し得る。こ
れらの試験のために、群あたり少なくとも６匹の動物から成る処置群を使用することが好
ましい。各試験は、個々の成分の評価と同時に、組み合わせ処置群の効果が測定される、
方法で行うのが最良である。
【００８８】
　レニン阻害剤の、単独での、またはここに記載の通りのさらなる活性成分との組み合わ
せでの、糖尿病性心筋症の処置のための有用性は、例えば、Ｃ５７／ＢＬ６マウスでの試
験の実施により、および後記のパラメータの測定により実験的に証明し得る。
【実施例】
【００８９】
方法
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【表２】

【００９０】
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　下記の試験法を使用する：
方法１
１型糖尿病：
　８群の８週齢雄マウス　Ｃ５７／ＢＬ６を使用する：対照、糖尿病、ならびにアンギオ
テンシンII受容体アンタゴニスト、例えば、カンデサルタン、ＡＣＥＩ、例えばベナゼプ
リル、およびレニン阻害剤、例えばアリスキレンで処置する対照および糖尿病マウス。各
群は１５匹の動物を含む。糖尿病を、低用量(例えば５０mg／kg／日で５日間)のストレプ
トゾトシン(Sigma)の１０mMクエン酸緩衝液の反復腹腔内投与により誘発する。対照群の
動物は緩衝液のみ受ける。この工程は、マウスにおいて確固たるそして一貫した高血糖を
引き起こす。糖尿病の確立を、グルコメータを使用した、＞２５０の血中グルコース測定
値により確認する。血中グルコースレベルを、週に２回モニターして、糖尿病の持続を確
認する。皮下インスリン処置によりグルコースレベルが正常化された対照糖尿病群も包含
させる。アンギオテンシンII受容体アンタゴニスト、例えばカンデサルタン、ＡＣＥＩ、
例えばベナゼプリル、およびレニン阻害剤、例えばアリスキレンを、浸透圧ミニポンプに
より投与する。動物を、糖尿病の確立から１、４および８週目に心臓機能、形態学、組織
学、および遺伝子発現について試験する。浸透圧ミニポンプを、８週群において４週後に
交換する。これらの時点で、心臓収縮期および拡張期機能、線維症、酸化的ストレス、お
よび遺伝子発現に対する糖尿病の顕著な影響が測定される。
【００９１】
２型糖尿病：
　Ｃ５７ＢＬＫＳ／ｊ背景の、８群の６週齢雄マウス、糖尿病(ｄｂ／ｄｂ)および非糖尿
病同腹子対照を使用する：対照、糖尿病、ならびに、アンギオテンシンII受容体アンタゴ
ニスト、例えば、カンデサルタン；ＡＣＥＩ、例えばベナゼプリル；およびレニン阻害剤
、例えばアリスキレンで処置された対照および糖尿病マウス。各群は１５匹の動物を含む
。糖尿病を、グルコメータを使用して、＞２５０の血中グルコース測定値により確認する
。アンギオテンシンII受容体アンタゴニスト、例えばカンデサルタン；ＡＣＥＩ、例えば
ベナゼプリル；およびレニン阻害剤、例えばアリスキレンを浸透圧ポンプにより投与する
。動物を、処置１、４および８週目に心臓機能、形態学、組織学、および遺伝子発現につ
いて試験する。浸透圧ミニポンプを、８週群において４週後に交換する。これらの時点で
、糖尿病誘発心臓収縮期および拡張期機能、線維症、酸化的ストレス、および遺伝子発現
に対する処置の効果が測定される。
【００９２】
パラメータ試験：
ｉ)形態計測学的および血行力学的分析：
収縮期血圧を、毎週、尾加圧帯(tail-cuff)プレチスモグラフィーにより測定する。心エ
コー分析を、麻酔下の動物(例えば４０－５０mg／kgケタミンおよび例えば腹腔内５mg／k
gキシラジンで)で、１２MHzトランスデューサーを備えたAgilent 5500 Sono S心エコーを
使用して行う。左心室の二次元短軸画像を乳頭筋レベルで得た後、Ｍモード静止画を得る
。拡張終期および収縮末期心室中隔(ＩＶＳＴｄ、ＩＶＳＴｓ)、後壁肥厚(ＰＷＴｄ、Ｐ
ＷＴｓ)、前壁肥厚(ＡＷＴｄ)および左室内部直径(ＬＶＤｄ、ＬＶＤｓ)を、コンピュー
タ分析システムを使用して測定する。左室径短縮率パーセント(％ＦＳ)、相対的壁厚(Ｒ
ＷＴ)、および左室容積(ＬＶＭ)を、当分野で標準的な式を使用して計算する。心エコー
分析を、最初のストレプトゾトシン注射日およびその後毎週行う。６匹のマウスの群は、
糖尿病誘導１、４、および８週後４０－５０mg／kgの例えばケタミンおよび５mg／kgの例
えばキシラジン、腹腔内で麻酔下する。変力および変弛緩機能を、右総頚動脈カニューレ
挿入を介して左心室に位置する、マイクロナノメーター・カテーテル(Millar 1.4 F, SPR
 671, Millar Instruments, Texas)で、左室圧展開(ｄＰ／ｄｔ　ｍａｘ)および左室圧減
衰(ｄＰ／ｄｔ　ｍｉｎ)を測定することにより評価する。マウスを殺し、心臓を摘出し、
秤量し、組織学的分析のために処理する。
【００９３】
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ii)線維症についての組織学的分析：
　組織学的分析を、上記試験(ｉ)で糖尿病誘導１、４、および８週目に得た心臓を使用し
て行う。摘出した心臓をＰＢＳで濯ぎ、続いてＣａ２＋を欠くKrebs-Hanseleit溶液中で
、インキュベートして、心臓筋肉を弛緩させ、その後１０％ホルマリンに固定する。エタ
ノールで脱水し、パラフィンにマウント後、５μm厚切片を切る。切片を形態学的分析用
にヘマトキシリンおよびエオシンで、および線維症検出用にpicrosirius red(Fluka)で染
色する。筋細胞面積を測定するために、１０個の別々の切片からのほぼ円形の毛細血管プ
ロファイルおよび核を有する横断面を使用する。
【００９４】
iiｉ)心臓筋細胞アポトーシス：
　これらの心臓においてTUNEL陽性心臓筋細胞数が増加するかどうかを測定するために、
５μm厚パラフィン切片をキシレンに浸漬し、再水和し、プロテイナーゼＫ(２０μg／ml)
とインキュベートすることにより脱パラフィン化する。内因性ペルオキシダーゼを３％Ｈ

２Ｏ２のメタノール溶液で不活性化後、切片を末端デオキシヌクレオチジルトランスフェ
ラーゼおよびビオチニル化デオキシウリジン５－トリホスフェートと共に、In Situ Cell
 Death Detection Kit(Roche)を使用してインキュベートする。標識をストレプトアビジ
ン－ＨＲＰおよびジアミノベンジンにより検出し、顕微鏡的に観察する。陽性対照として
、切片を小球菌Ｄｎａｓｅ　Ｉ(１mg／ml)で前処理して、ＤＮＡ鎖破壊を誘発する。心臓
切片を、心臓筋細胞特異的筋節α－アクチンに関してモノクローナル抗体ＥＡ－５３(Sig
ma)で共染色し、心臓筋細胞と線維芽細胞を区別する。無作為視野から、平均１０００個
のＥＡ－５３陽性細胞が分析される。
【００９５】
iv)ＲＯＳ測定を凍結心臓切片で、スーパーオキサイドにより、ＤＮＡへの挿入により細
胞内に捕捉されるエチジウムブロマイドに酸化される、細胞透過性蛍光色素であるジヒド
ロエチジウム(ＤＨＥ)で染色することにより行う。凍結心臓切片(２０μM)を、１０μM　
ＤＨＥと、３７℃で４５分間、光から保護された加湿チャンバー内でインキュベートする
。挿入された色素の蛍光画像を蛍光顕微鏡を使用して得る。
【００９６】
ｖ)ｉＡｎｇ　II測定：
　心臓を取り出す１０分前にマウスを麻酔し、ヘパリン(５０００単位／体重Kg、ＩＰ)で
処理する。胸部を胸骨で開き、心臓を２０Ｇ　屈曲性(phalanged)　ステンレススチール
カニューレで上行大動脈内にカニューレ挿入し、直ちに摘出する。心臓を、８０mmHg一定
圧のKrebs-Henseleit緩衝液を使用して、大動脈を通して逆行性に灌流する。コラゲナー
ゼ溶液(０.１％ｗ／ｖ)を灌流緩衝液に添加し、心臓を４５分間灌流する。灌流後、心室
を小片に切り、コラゲナーゼ溶液を含むスピナー・フラスコに移す。分散した細胞を、各
５分間のインキュベーション後にデカントにより回収する。不連続percoll勾配上で筋細
胞を非筋細胞と分ける。Ａｎｇ　IIを精製細胞から抽出し、濃度をＥＬＩＳＡにより測定
する。
【００９７】
vi)遺伝子発現：
　リアルタイムＲＴ－ＰＣＲを使用してＡＧＴ、レニン、ＡＣＥ、ＴＧＦ－β、ＡＮＰ、
β－ＭＨＣ、ＳＥＲＣＡ２、ｐ９０ＲＳＫ、およびＰＲＥＣＥ発現を測定する。ＧＡＰＤ
Ｈを、相対的定量のためにハウスキーピング遺伝子として測定する。プライマーおよびプ
ローブを文献に記載の通り、例えばNaito et al, Hypertension, 2002, 40, 827; Itoh e
t al Circulation, 2006, 113, 1787およびHu et al, Circulation Research, 2005, 96,
 1006に記載の通り合成する。簡単に言うと、心臓をＰＢＳで洗浄し、－８０℃で貯蔵す
るために直ぐにRNase Later(Ambion)溶液に移す。ＲＮＡ単離(AmbionのToTally RNAキッ
ト)およびｃＤＮＡ合成(Applied Biosystemsからの大容量cDNA逆転写キット)を、市販の
キットを使用して実施する。
【００９８】
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vii)タンパク質発現：
　上記遺伝子の発現を、ウェスタン分析でタンパク質レベルで確認する。タンパク質を、
ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離し、ニトロセルロース膜に移す。その膜を、
標的タンパク質に特異的な一次抗体でプローブする。化学ルミネセンスまたは蛍光のいず
れかで検出用に標識された二次抗体を使用して膜に結合した一次抗体を定量し、これは標
的タンパク質の量に対応する。
【００９９】
vii)サイトカイン：
　炎症誘発性心臓サイトカインＴＮＦ－α、ＩＬ６、およびＩＬ１－βを、市販のＥＬＩ
ＳＡキット(Pharmingen/BD Biosciences)により、製造者の指示に従って測定する(Wester
mann et al Diabetologia 2006, 49, 2507)。
【０１００】
　本実験研究は以下の通り要約できる：
【表３】

【０１０１】
方法２
糖尿病の誘導および動物の処置
　糖尿病を、成熟雄Sprague Dawleyラット(２５０－３００ｇ)において、０.１Ｍクエン
酸ナトリウム緩衝化食塩水(ｐＨ４.５)に溶解したストレプトゾトシン(ＳＴＺ、６５mg／
体重kg、ＩＰ)の１回注射により誘導する。対照動物は、緩衝化食塩水のみを受ける。糖
尿病を、ＳＴＺ注射４８時間後およびその後１日おきに測定して、持続する血中グルコー
スレベル＞１５mmol／Ｌにより確認する。９匹の動物の群の糖尿病ラットを、インスリン
(２－５Ｕ、ＢＩＤ、ＳＣ)、アンギオテンシンII受容体アンタゴニスト、例えば、カンデ
サルタン(１mg／kg、ＩＰ)、レニン阻害剤、例えばアリスキレン(３０mg／kg、経口)、ま
たはＡＣＥＩ、例えばベナゼプリル(１０mg／kg、経口)のいずれかで、ＳＴＺ注射４８時
間後に開始して毎日７日間処置する。７日後、動物を秤量し、ケタミン／キシラジン(５
０／５mg／kg)を使用して麻酔する。心臓を単離し、秤量し、その後灌流し、後者はLange
ndorff法を使用する。
【０１０２】
心臓筋細胞の単離およびｉＡｎｇ　IIの測定
　心臓を単離し、Krebs-Henseleit重炭酸緩衝液で灌流し、続いてコラゲナーゼII(０.１
％ｗ／ｖ)で消化させる。筋細胞を、２５×ｇでｎ遠心分離により非筋細胞から分ける。
この方法を使用した筋細胞調製物の純度は、抗筋節ミオシン(ＭＦ－２０)および抗筋節ア
クチン抗体を使用したＦＡＣＳで分析して、＞９０％である。筋細胞含有ペレットを、Si
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ngh et al in Am J Physiol Heart Circ Physiol 293:H939-H948, 2007に記載の通り、
Ａｎｇ　II抽出のために処理する。細胞をプロテアーゼ阻害剤カクテル(Sigma)含有氷冷
１Ｍ酢酸中に、超音波処理(各５秒間の２パルス)を使用して溶解した。この溶解物を２０
,０００×ｇで１０分間沈降させ、上清をvacufugeで乾燥させ、続いて１％酢酸に再構成
する。このサンプルを、条件化ＤＳＣ－１８カラム(Supelco)に適用し、メタノールで溶
出する。溶出したサンプルを乾燥させ、ＥＬＩＳＡ用にＰＢＳ中に再構成する。血漿から
のＡｎｇ　IIの単離のために、等容量の２％酢酸を血漿に添加し、続いてAmicon Ultra-1
5フィルターを通して濾過する。この濾液をＤＳＣ－１８カラムに適用し、Ａｎｇ　IIを
、細胞溶解物について記載の通り溶出する。上記方法を使用して、外的に添加したＡｎｇ
　IIを＞９０％回収率で回収できる。Ａｎｇ　IIを、定量的、競合的ＥＬＩＳＡにより、
Am J Physiol Heart Circ Physiol 293:H939-H948, 2007に先に記載の通り、特異的抗Ａ
ｎｇ　II抗体(Peninsula Labs)を使用して測定する。ＥＬＩＳＡをプロテインＡおよび抗
Ａｎｇ　II抗体コート９６ウェル皿で行う。合成ビオチニル化Ａｎｇ　IIの、本抽出ペプ
チド存在下での競合的結合を、ストレプトアビジン－ホースラディッシュペルオキシダー
ゼ接合体存在下で検出する。定量のビオチニル化Ａｎｇ　IIと共に、非ビオチニル化合成
Ａｎｇ　IIの濃度を増加させて作成した標準曲線を使用して、サンプル中のペプチド濃度
医を計算する。細胞溶解物中のＡｎｇ　II濃度は、心臓重量あたりのfmoleとして、そし
て血漿中は血漿タンパク質ミリグラムあたりfmoleとして表す。
【０１０３】
　心臓灌流および酵素的分散後単離した心臓筋細胞中のＡｎｇ　IIレベルは、細胞内に存
在するＡｎｇ　IIに対応する。ｉＡｎｇ　II供給源、すなわち、細胞内合成であるのか、
ＡＴ１介在内在化であるのかを決定するために、糖尿病動物の一群をＡＴ１アンタゴニス
トであるカンデサルタンで処置して、受容体介在取り込みを防止する。糖尿病ラット心臓
からの心臓筋細胞は、対照動物(０.０６±０.０１fmole／心臓重量mg)と比較して、ｉＡ
ｎｇ　IIレベルの９.９倍上昇を示す(０.５９±０.０１fmole／心臓重量mg)。ＳＴＺ処置
ラットにおけるインスリンによる血中グルコースレベルの正常化は、ｉＡｎｇ　IIレベル
の上昇を完全に遮断し(０.１６±０.０２fmole／心臓重量mg)、後者が高血糖の特異的作
用であることを示す。糖尿病ラットのカンデサルタンでの処置はｉＡｎｇ　IIレベルを０
.４３±０.０５fmole／心臓重量mgまで低下させ、これはｉＡｎｇ　IIの主供給源が細胞
内合成であることを示す。糖尿病ラットのアリスキレンでの処置はｉＡｎｇ　IIレベルを
標準化させるが(０.１２±０.０２fmole／心臓重量mg)、一方ベナゼプリルはなんの効果
もない(０.５５±０.０２fmole／心臓重量mg)。
【０１０４】
心臓筋細胞アポトーシス
　アポトーシス心臓筋細胞を、パラフィン包埋心臓切片において、末端デオキシヌクレオ
チドトランスフェラーゼ介在ｄＵＴＰニック末端標識(TUNEL)アッセイおよび開裂カスパ
ーゼ－３染色を使用して検出する。TUNELアッセイを、製造者の指示に従ってアッセイキ
ット(Millipore Corporation, Temecula, CA)を使用して行う。筋細胞からの細胞質およ
び核をα－筋節アクチン抗体およびＤＡＰＩを各々使用して対比染色する。開裂カスパー
ゼ－３染色について、脱パラフィン化切片を、マイクロ波処理(microwaving)による０.０
１Ｍクエン酸緩衝液(ｐＨ６.０)中の抗原回収に付す。５％ＢＳＡで遮断後、切片をウサ
ギモノクローナル抗開裂カスパーゼ－３抗体(１：２００；Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA)と、一晩、４℃で、続いてフルオレッセインイソチオシアネート－接合ヤギ
抗ウサギＩｇＧ(１：２００；Molecular Probes)とインキュベートする。陽性に染色され
た核の数を２０視野／心臓および３心臓／処置群から計測する。
【０１０５】
　アポトーシス細胞の定量は、TUNELアッセイおよびカスパーゼ－３染色の両方で、対照
と比較して糖尿病心臓で３倍の増加を示す。インスリンでの血中グルコースの正常化また
は３種の異なる阻害剤でのＲＡＳの遮断はアポトーシス細胞の数を減らすが、アポトーシ
スを完全には防止しない。
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【表４】

【０１０６】
心臓における活性酸素種(ＲＯＳ)検出
　心臓におけるスーパーオキサイド産生を、ジヒドロエチジウム染色(ＤＨＥ、Sigma-Ald
rich)により検出する。凍結心臓切片(２０μm厚)を１０μM　ＤＨＥと、３７℃で４５分
間、光から保護された加湿チャンバー内でインキュベートする。Olympus FV300共焦点顕
微鏡で得た蛍光画像をSlide Book 4.2で分析する。筋細胞核の平均DHE蛍光強度は、同一
のレーザーと光電子増倍管設定で観察される１５個の無作為に選ばれた視野における、ピ
クセルの総数によってピクセルの合わせた蛍光値を割ることによって計算する。糖尿病心
臓は、対照動物と比較して増強されたスーパーオキサイド産生を示し、これはインスリン
処置動物において防止される。糖尿病ラットのカンデサルタンまたはベナゼプリルでの処
置は酸化的ストレスを減らすが、一方アリスキレンはそれを完全に遮断する。
【表５】

【０１０７】
心臓線維症
　心臓間質性線維症は、５μmパラフィン包埋切片上のMassonのトリクローム染色により
検定する。線維症の広がりおよび程度は０－４のスケールで評価される。グレード０は、
毛細血管周囲の線維性組織の小島およびコラーゲン状組織の細胞間単層以外、正常心筋の
ようにコラーゲン線維増殖がないことを意味する。限局的および極小線維症が１として評
価され、軽いパッチ状線維症がグレード２として、中程度の散在性線維症がグレード３と
して評価し、そして切片の大部分を覆う最も顕著な線維症を４として評価する。最低心臓
あたり３切片、切片あたり５視野、および実験群あたり３匹の動物を分析して、結果を平
均グレードとして示す。
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【０１０８】
　糖尿病経過１週間で、線維症に対する全体的染色は、対照動物(グレード０)と比較して
、糖尿病ラットの心臓で増強される(グレード１.５)。インスリン処置は線維症の増加を
完全に防止する(グレード０.０４)。糖尿病ラット心臓において、カンデサルタンおよび
ベナゼプリルは線維症の程度を減少させ(各々グレード０.４３および０.８８)、一方アリ
スキレンは線維症をより明白に低下させる(グレード０.２５)。
【０１０９】
統計学的解析
　値を平均±ＳＥとして表す。テューキーのpost hoc検定を伴うＡＮＯＶＡを統計学的解
析に使用した。Ｐ＜０.０５を統計学的有意と見なす。
【０１１０】
　上記は、好ましい態様を含み、本発明を完全に開示する。ここに具体的に開示の態様の
修飾および改善は、添付の特許請求の範囲の範囲内である。さらなる困難を要せず、当業
者は、前述の記載を使用して、本発明を完全に実施できるはずである。
【０１１１】
　上記の結果は、アリスキレンのようなレニン阻害剤が、単独で、または他の活性剤との
組合せのいずれかで、糖尿病性心筋症の処置に有用であることを証明する。
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