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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験者の目の涙液分泌または内因性ＮＧＦ分泌を増加するための医薬の製造における、
式（Ｉ）：
【化１】

　　式（Ｉ）
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で表される化合物である、2,3,5,4'-テトラヒドロキシスチルベン2-O-β-D-グルコピラノ
シドの使用。
【請求項２】
　前記医薬が、被験者の目への局所投与用である、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　前記被験者が、ドライアイに罹患した被験者である、請求項２に記載の使用。
【請求項４】
　目の涙液分泌または内因性ＮＧＦ分泌を増加するための局所的眼科用組成物であって、
式（Ｉ）：
【化２】

で表される化合物である、2,3,5,4'-テトラヒドロキシスチルベン2-O-β-D-グルコピラノ
シドと、薬学的に許容可能な担体を含む、目の涙液分泌または内因性ＮＧＦ分泌を増加す
るための局所的眼科用組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、２，３，５，４’‐テトラヒドロキシスチルベン２‐Ｏ‐β‐Ｄ‐グルコピ
ラノシドである化合物でドライアイを治療及び防止する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　眼球乾燥症は一般に乾性角結膜炎として知られている。毎年数百万の人々がこの一般的
な目の病気を患っている。眼球乾燥症のリスクに影響する可能性がある要因は数多くある
。電子製品の急速な発展は今日の眼球乾燥症を引き起こしている最も一般的な理由である
。スマートフォンやタブレット、ノートパソコンなどの増加によって眼球乾燥症患者の数
が大幅に増加している。従って、眼球乾燥症の治療及び防止方法の開発は重要な研究テー
マである。
【０００３】
米国眼科学会の発表によれば、眼球乾燥症とは、平常の涙液膜に（１）涙の産生減少また
は（２）涙液蒸発過多のいずれか、つまり一般に涙液層に見られる粘液または脂質産生の
異常がある疾患であると定義される。また、眼球乾燥症は症状と重篤度に基づき異なるレ
ベルに区分することができる。ドライアイには、目の乾燥、かゆみ、炎症、眠そうな目、
涙液過多、ヒリヒリおよびチクチクする痛み、異物感、光がまぶしい、視界がぼやける、
といった症状が含まれる。症状が重篤化すると、目が腫れたり、うっ血したり、視力障害
を発生したりする。
【０００４】
　ドライアイに罹患する具体的なリスク要因には、加齢、閉経後の女性における男性ホル
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モン分泌不足、栄養不足、アルコール依存症、感染または化学火傷により引き起こされた
角膜損傷、甲状腺機能亢進症の眼球突出、顔面または三叉神経けいれん、長期的なコンタ
クトレンズ装着、およびシェーグレン症候群や全身性エリテマトーデス、多形性紅斑、リ
ウマチ性関節炎などの自己免疫疾患が含まれる。
【０００５】
　眼球乾燥症の標準的治療には、人工涙液、外科手術による涙点プラグの除去、コルチコ
ステロイド点眼が含まれる。さらに、２００３年に炎症とアンドロゲン欠損誘発眼球乾燥
症の治療向けに０.０５％シクロスポリンがＦＤＡより認可されている。これらの治療は
目に湿潤を保ち、涙液の蒸発を防止して、眼表面の乾燥を緩和することができるが、これ
ら薬剤を頻繁に使用すると、毒性作用と刺激のリスクが増加するだけでなく、薬剤耐性感
染症の増加にもつながる恐れがある。その結果、ステロイドの代わりに非ステロイド性抗
炎症薬（ＮＳＡＩＤ）がドライアイの治療に使用されることが増えている。
【０００６】
　１９５０年代に発見された神経成長因子（ＮＧＦ）は、特定の標的神経（神経細胞）の
成長、維持、生存に重要である。それらはシグナル伝達物質としても機能している。ＮＧ
ＦにはＴｒｋ　Ａとｐ７５ＮＴＲの２つの受容体がある。ＮＧＦとその受容体は、ラット
の涙腺組織によって発現されることも実証されており、またヒトの涙液でも定量化されて
いる（Ｌｅｅ，　Ｈ．Ｋ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０
０５．１３９(６）：p．９６５‐７１）。さらに、ＮＧＦは生体外で、および眼表面の維
持と角膜創傷治癒で重要な役割を果たす涙液膜と角膜上皮において、角膜上皮細胞の増殖
と分化を誘発することが示されている（Ｌａｍｂｉａｓｅ，　Ａ．，　ｅｔ　ａｌ．，　
Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ，　２００９．５０(１０）：ｐ
．４６２２‐３０）。ＮＧＦ点眼剤は犬のドライアイモデルで涙液の分泌と結膜杯細胞密
度を増加できることが分かっている（Ｃｏａｓｓｉｎ，　Ｍ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｒ
ａｅｆｅｓ　Ａｒｃｈ　Ｃｌｉｎ　Ｅｘｐ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ，　２００５．２４３
(２）：p.１５１‐５）。臨床において、ドライアイ患者は涙液中のＮＧＦ発現が増加し
ており、これはドライアイ患者が眼表面の正常な機能を維持するための代償機序である（
Ｌａｍｂｉａｓｅ，　Ａ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｒｃｈ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ，　２
０１１．１２９(８）：ｐ．９８１‐６）。さらに、ＮＧＦは眼表面を保護するためのム
チンを分泌する能力を有する杯細胞への結膜上皮細胞の分化を誘発できる（Ｌａｍｂｉａ
ｓｅ，　Ａ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃ
ｉ，　２００９．５０(１０）：ｐ．４６２２‐３０; Ｌａｍｂｉａｓｅ，　Ａ．，　ｅ
ｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ，　２００９．１０
６(３２）：ｐ．１３４６９‐７４）。しかしながら、これらの結果はＮＧＦの調整がド
ライアイの治療と眼の保護の重要な要因であることを示唆している。
【０００７】
　ドライアイのより安全で、より効果的な治療法がまだ必要とされている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｌｅｅ，　Ｈ．Ｋ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｏｐｈｔｈａｌｍ
ｏｌ，２００５．１３９(６）：p．９６５‐７１
【非特許文献２】Ｌａｍｂｉａｓｅ，　Ａ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈ
ｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ，　２００９．５０(１０）：ｐ．４６２２‐３０
【非特許文献３】Ｃｏａｓｓｉｎ，　Ｍ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｒａｅｆｅｓ　Ａｒｃ
ｈ　Ｃｌｉｎ　Ｅｘｐ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ，　２００５．２４３(２）：p.１５１‐
５
【非特許文献４】Ｌａｍｂｉａｓｅ，　Ａ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｒｃｈ　Ｏｐｈｔｈ
ａｌｍｏｌ，　２０１１．１２９(８）：ｐ．９８１‐６
【非特許文献５】Ｌａｍｂｉａｓｅ，　Ａ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｏｐｈ
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ｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ，　２００９．５０(１０）：ｐ．４６２２‐３０;
【非特許文献６】Ｌａｍｂｉａｓｅ，　Ａ．，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ，　２００９．１０６(３２）：ｐ．１３４６９‐７４
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、２，３，５，４’‐テトラヒドロキシスチルベン２‐Ｏ‐β‐Ｄ‐グ
ルコピラノシドである化合物でドライアイを治療及び防止する方法を提供することにある
。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明のドライアイを治療または防止する方法は、必要とする被験者に対し、一般式（
Ｉ）で表される化合物の有効量を投与する工程を含み、
【化１】

　　式（Ｉ）、
ここで、Ｒはグルコースである。
【００１１】
　本発明の特定の実施態様において、前記式（Ｉ）の化合物は、被験者の涙液分泌を増加
するために有効な量で投与される。
【００１２】
　本発明の特定の実施態様において、前記式（Ｉ）の化合物は、被験者の涙管組織（ｌａ
ｃｒｉｍａｌ　ｔｉｓｓｕｅ）の内因性ＮＧＦ分泌を増加するために有効な量で投与され
る。
【００１３】
　前述の概要の説明と、以下の詳細な説明は、本発明を限定するものではなく、例示と説
明のみを目的としていると理解されるべきである。
【００１４】
　本発明の前述の概要、及び以下の詳細な説明は、添付の図面を参照しながら読むことで
より理解されるであろう。本発明の例示を目的として、現時点で好ましい実施形態が図面
に記載されている。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】ＨＣＥ細胞におけるＢＡＣ誘発損傷に対する式（Ｉ）の化合物の効果を示すグラ
フである。
【図２】ＢＡＣ誘発ドライアイマウスモデル（１）における式（Ｉ）の化合物の涙液分泌
改善を示すグラフである。
【図３】ＢＡＣ誘発ドライアイマウスモデル（２）における式（Ｉ）の化合物の涙液分泌
改善を示すグラフである。
【図４】ＢＡＣ誘発ドライアイマウスにおける涙液ＮＧＦタンパク質発現に対する式（Ｉ
）の化合物の効果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
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【００１６】
　本明細書で使用される用語は、本発明との関係の範囲内で、かつ各用語が使用されてい
る特定の文脈において、全般に該当分野で一般的な意味を持つ。本発明を説明するために
使用される特定の用語については、以下で、または本明細書の他所で、本発明の説明に関
して実施者に追加のガイダンスを提供するために説明されている。本明細書のあらゆる部
分での例の使用は、ここで説明されるあらゆる用語の例を含め、例示のみを目的としてお
り、いかなる方法でも本発明、またはあらゆる例示された用語の要旨と意味を限定するも
のではない。同様に、本発明は本明細書に示された多様な実施態様に限定されない。
【００１７】
　別途定義されている場合を除き、ここで使用されるすべての技術的および科学的用語は
、当業者により一般的に理解されるものと同じ意味を持つ。矛盾がある場合、定義を含め
、本文書に準じる。
【００１８】
　本明細書で使用される、「大体」、「約」、または「およそ」は、一般に、示された値
または範囲の２０パーセント以内、好ましくは１０パーセント以内、より好ましくは５パ
ーセント以内を意味する。本明細書に示された数量はおよそであり、つまり「大体」、「
約」、または「およそ」という用語が明示的に記載されていなくても暗示され得る。
【００１９】
　一態様において、本発明はドライアイを治療または防止する方法を提供する。本発明の
方法は、必要とする被験者に対し、一般式（Ｉ）で表される化合物の有効量を投与する工
程を含み、

【化２】

　　　式（Ｉ）、
ここで、Ｒはグルコースである。
【００２０】
　式（Ｉ）の化合物は、当該分野で知られる方法によって作製でき、例えば、米国特許第
２０１００１６０２４３ Ａ１号で開示される方法があり、当該特許の全体が本明細書に
参考として組み込まれる。
【００２１】
　本明細書で使用される「有効量」という用語は、式（Ｉ）の化合物の所望される治療ま
たは防止効果、または特定種類の反応の誘導を提供するに足る量を指す。必要とされる有
効量は、被験者の疾患の状態、身体状態、年齢、性別、人種、体重などに応じて、被験者
によって異なる。しかしながら、適切な有効量は通常の実験のみを使用して当業者が判断
することが可能であろう。本発明の特定の実施態様において、前記有効量は、被験者の涙
液分泌を増加するために有効な量である。本発明の特定の実施態様において、前記有効量
は、被験者の涙管組織（ｌａｃｒｉｍａｌ　ｔｉｓｓｕｅ）（または涙腺（ｌａｃｒｉｍ
ａｌ　ｇｌａｎｄ））の内因性ＮＧＦ分泌を増加するために有効な量である。
【００２２】
　式（Ｉ）の化合物は被験者に対して１日１～１０回、１回１～１０滴量、好ましくは１
日１～４回、１回１～５滴量を点眼投与することができる。例えば、被験者は式（Ｉ）の
化合物を含む製剤を毎回３滴、１日３回使用することができる。眼局所投与の場合、１～
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２０μｇ／ｍｌの濃度の式（Ｉ）の化合物を使用することができ、好ましくは、２～１０
μｇ／ｍｌの濃度の式（Ｉ）の化合物を使用することができる。
【００２３】
　好ましくは、式（Ｉ）の化合物は被験者の眼に局所的に投与される。
【００２４】
　別の一態様において、本発明は式（Ｉ）の化合物と、薬学的に許容可能な担体を含む、
ドライアイを治療または防止するための局所的眼科用組成物を提供する。
【００２５】
　本発明の組成物は、１つ以上の薬学的に許容可能な担体を用いて従来既知の方法で製造
することができる。本明細書で使用される用語「薬学的に許容可能な担体」とは、任意の
標準的な薬学的担体を指す。そのような担体は、生理食塩水、緩衝食塩水、デキストロー
ス、水、グリセロール、エタノール、プロピレングリコール、クレモフォール、ナノ粒子
、リポソーム、重合体、およびそれらの組み合わせを含むことができるが、これらに限ら
ない。
【００２６】
　さらに別の一態様において、本発明はドライアイの治療または防止のための薬剤製造に
おける式（Ｉ）の化合物の使用を提供する。
【００２７】
　以下、限定ではなく例示を目的として提供される次の実施例により、本発明についてさ
らに説明する。
【００２８】
実施例
　塩化ベンザルコニウム（ＢＡＣ）は点眼剤で最も一般的に使用される防腐剤の１つであ
る。しかし、この防腐剤は眼球乾燥症の潜在的リスクと認識されている。従って、多くの
眼球乾燥症の体外及び体内モデルがＢＡＣによって成功裏に開発されている。
【００２９】
　これらのモデルに基づいて、式（Ｉ）の化合物が眼球乾燥症に対して有効な点眼薬であ
ることを証明する強力な実験的証拠がある。まず塩化ベンザルコニウムを使用してヒト角
膜上皮細胞を損傷させてから、式（Ｉ）の化合物で処理し、式（Ｉ）の化合物が損傷後の
細胞生存率を高めることを発見した。さらに、マウスモデルで塩化ベンザルコニウムをド
ライアイ誘発剤として使用した。一週間の損傷後、式（Ｉ）の化合物を２、５または１０
μｇ／ｍｌ含有する点眼剤でマウスを１日３回治療し、その治療が涙液分泌を回復させ、
ＮＧＦ遺伝子発現レベルを増加したことを発見した。結果によれば、式（Ｉ）の化合物が
涙腺のＮＧＦを活性化させ、涙液分泌を増加して眼表面の損傷を修復できることが示され
た。
【実施例１】
【００３０】
　ＨＣＥ細胞におけるＢＡＣ誘発損傷に対する式（Ｉ）の化合物の効果
【００３１】
塩化ベンザルコニウム細胞損傷モデル
【００３２】
　ヒト角膜上皮細胞（ＨＣＥ）細胞が６ウェルプレートに５×１０５細胞、１０％ＦＣＳ
含有ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地で２４時間播種された。細胞接着後、培地が除去され、０.０
００５％塩化ベンザルコニウムに移されて２４時間後、ＰＢＳで洗浄され、０.４、２、
１０μｇ／ｍｌの異なる濃度の式（Ｉ）の化合物（化合物Ａ）で４８時間処理された。最
後に細胞がトリプシン処理され、１０００ｒｐｍで５分間遠心分離された後、上清が除去
され、１ｍｌのＤＭＥＭ／Ｆ１２培地を添加して細胞が再懸濁された。続いて０.４％の
トリパンブルーと培地が１：３で希釈され、顕微鏡で細胞数を数えて異なる濃度の処理に
よる生存性が観察された。結果を図１に示す。*Ｐ＜０.０５、**Ｐ＜０.０１、０ｇ／ｍ
ｌ化合物のＡ群と比較、スチューデントＴ検定。データは平均±ＳＤ（ｎ＝３）で示され
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ている。
【実施例２】
【００３３】
　式（Ｉ）の化合物がＢＡＣ誘発ドライアイマウスにおける涙液分泌を改善する
【００３４】
　塩化ベンザルコニウム誘発ドライアイマウスモデル（１）
【００３５】
　オスＢＡＬＢ／ｃマウス（６週齢）が１日３回（９：００、１３：３０、１８：００）
右目に５μｌの０.３％ＢＡＣの局所投与で治療された。マウスは１日目から７日目まで
対照群としてＰＢＳで治療された。そして１日３回（９：００、１３：３０、１８：００
）右目に化合物Ａ（２、５、１０μｇ／ｍｌ）５μｌの局所投与が行われ、対照群は８日
目から１９日目までＰＢＳで治療された。
【００３６】
　フェノールレッド綿糸涙液検査法が使用された。綿糸は黄色（酸性）で、涙液に接触す
ると薄い赤色に変わる。鉗子を使用して下瞼の外眼角から１/３の距離で綿糸の折り曲げ
た部分が眼の眼瞼結膜に挿入された。１５秒後、綿糸が取り除かれ、濡れた部分（赤）全
体が測定された。フェノールレッド綿糸涙液検査は７、１１、１５、１９日目に実施され
た。結果を図２に示す。*Ｐ＜０.０５、**Ｐ＜０.０１、対照群と比較、スチューデント
Ｔ検定。データは平均±ＳＤ（ｎ＝５～６）で示されている。
【００３７】
　塩化ベンザルコニウム誘発ドライアイマウスモデル（２）
【００３８】
　オスＢＡＬＢ／ｃマウス（９週齢）が１日３回（９：００、１３：３０、１８：００）
右目に５μｌの０.３％ＢＡＣの局所投与で治療された。マウスは１日目から７日目まで
対照群としてＰＢＳで治療された。そして１日３回（９：００、１３：３０、１８：００
）右目に化合物Ａ（５、１０μｇ／ｍｌ）５μｌの局所投与が行われ、対照群は１５日目
から１９日目までＰＢＳで治療された。
【００３９】
　フェノールレッド綿糸涙液検査法が使用された。綿糸は黄色（酸性）で、涙液に接触す
ると薄い赤色に変わる。鉗子を使用して下瞼の外眼角から１/３の距離で綿糸の折り曲げ
た部分が眼の眼瞼結膜に挿入された。１５秒後、綿糸が取り除かれ、濡れた部分（赤）全
体が測定された。フェノールレッド綿糸涙液検査は１４、１８、２０日目に実施された。
結果を図３に示す。*Ｐ＜０.０５、**Ｐ＜０.０１、対照群と比較、スチューデントＴ検
定。データは平均±ＳＤ（ｎ＝５～６）で示されている。
【実施例３】
【００４０】
　ＢＡＣ誘発ドライアイマウスにおける涙液ＮＧＦタンパク質発現に対する式（Ｉ）の化
合物の効果
【００４１】
ＢＡＣ誘発ドライアイマウスの右目から１０μｌのＰＢＳ洗浄により涙液が採取された。
マウスはＰＢＳ（対照群）と異なる濃度の化合物Ａの点眼剤で１０日間治療された。ＮＧ
Ｆタンパク質は陽性対照であった。５μｌの涙液量がウェスタンブロットで使用された。
【００４２】
　総タンパク濃度が１×Ｂｒａｆｏｒｄアッセイで測定された。変性のため、ローディン
グバッファー（７ｍｌの０.５Ｍ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ６.８、３ｍｌのグリセロール、１ｇの
１０％ＳＤＳ、０.９３ｇのＤＴＴ、０.５ｍｇの０.０５％ブロモフェノールブルー、１
０ｍｌ）を使用し、混合物を９５～１００℃で５分間煮沸させた。電気泳動のため総タン
パクがミニゲル（１２％ＳＤＳポリアクリルアミドゲル）ウェル当たり２０～４０μｇロ
ードされた。その後タンパクがポリビニリデンジフロライド（ＰＶＤＦ）膜に転写され、
膜がＴＴＢＳ中で５～１０％無脂肪ミルクパウダーでブロッキングされた。膜は一次抗体
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と４℃で一晩振とうによりインキュベートされ、ＴＴＢＳで複数回洗浄し、残留する一次
抗体が除去された後、二次抗体と室温で２時間インキュベートされた。
【００４３】
　タンパクレベルが化学発光検出システムにより測定され、Imagequantソフトウェアで解
析された。結果を図４に示す。*Ｐ＜０.０５、**Ｐ＜０.０１、***Ｐ＜０.００１、対照
群と比較、スチューデントＴ検定。データは平均±ＳＤ（ｎ＝４）で示されている。
【００４４】
　本発明の広範な概念を逸脱することなく上述した実施態様に変更を加えることが可能で
あることは、当業者には明らかであろう。従って、本発明は開示された具体的な実施態様
に限定されず、添付の特許請求の範囲により定義される本発明の要旨と範囲内の変更は、
本発明に含まれると理解される。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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