
JP 6181061 B2 2017.8.16

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　脳虚血による神経細胞障害を低減するために、対象において前もってニューロンを調整
するために、脳虚血が発生する４８時間前に投与する組成物であって、
　（ａ）脳虚血による神経細胞障害を低減するために、対象において前もってニューロン
を調整するための治療的に有効な用量のアポエクオリンと、
　（ｂ）薬学的に許容され得る担体と、を含む、組成物。
【請求項２】
　注入可能な用量として製剤化される、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記注入が、海馬内注入である、請求項２に記載の組成物。
【請求項４】
　前記対象が、ヒトである、請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　脳虚血による神経細胞障害を低減するために、対象において脳虚血が発生する４８時間
前に投与してニューロンを調整する医薬を製造するためのアポエクオリンの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
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　本出願は、２０１１年１１月１５日に出願された、米国特許出願第６１／５５９，８１
６号の利益を主張し、全ての目的に関して、その内容が参照により本願明細書に取り込ま
れる。
【０００２】
　本発明は、虚血による神経細胞障害を低減するための組成物および方法に関する。具体
的には、本発明は、アポエクオリン、および、対象における脳虚血による神経細胞障害を
低減するその使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　米国心臓協会によれば、米国において４０秒に１人が脳卒中を患っている。現在、脳卒
中について、米国食品医薬品局に認可された処置は、組換え組織プラスミノーゲン活性化
因子（ｒＴＰＡ）の１つのみである。ｒＴＰＡは、多くの人々を救っているが、有害な副
作用、例えば、出血も有し得る。
【０００４】
　虚血中に、ニューロンは、過剰の細胞内カルシウムに曝される。細胞内カルシウムは、
正常な神経機能に必要ではあるが、カルシウムが多すぎると、例えば、細胞死に繋がるイ
ベントのカスケードを引き起こし得る。複数のメカニズム、例えば、カルシウム結合タン
パク質（ＣａＢＰ）が、ニューロンが細胞質のカルシウムレベルを制限または調節するの
を可能する。前記ＣａＢＰであるカルビンジンＤ－２８ｋによる処置により、虚血に由来
する有害な作用が低減されることが示されてきた。残念ながら、虚血によるニューロンの
死を防止するための代替となる治療法は存在しない。したがって、ニューロンにおける虚
血の有害な作用を処置するのに有用な、新規な治療法に関する要求が存在する。
【発明の概要】
【０００５】
　ここで、本発明は、ニューロンに対する虚血性保護を提供するためのアポエクオリンの
使用を説明する。したがって、第１の態様において、本発明は、脳虚血による神経細胞障
害を低減するために、対象、好ましくは、ヒトにおいて、前もってニューロンを調整する
（preconditioning）方法を包含する。このような方法は、対象におけるニューロンに、
アポエクオリンを投与する工程を含み、前記アポエクオリンは、前記ニューロンにおいて
、サイトカイン発現レベルにおける変化を起こして、脳虚血による神経細胞障害の低減を
もたらす。
【０００６】
　好ましい投与経路は、前記対象への注入、好ましくは、海馬内注入によるものである。
【０００７】
　ある実施形態では、神経細胞障害作用における低減は、前記アポエクオリンの投与時か
ら、少なくとも２４時間持続する。他の実施形態では、神経細胞障害作用における低減は
、前記アポエクオリンの投与時から、少なくとも４８時間持続する。
【０００８】
　他の態様では、本発明は、脳虚血による神経細胞障害を低減するために、対象において
前もってニューロンを調整するための医薬を製造するためのアポエクオリンの使用を対象
にする。
【０００９】
　本発明は、さらに、脳虚血による神経細胞障害を低減するために、対象において前もっ
てニューロンを調整するための組成物を包含する。このような組成物は、（ａ）脳虚血に
よる神経細胞障害を低減するために、対象において前もってニューロンを調整するための
治療的に有効な用量のアポエクオリン；および、（ｂ）薬学的に許容され得る担体を含む
。好ましい組成物は、注入可能な用量として製剤化される。
【００１０】
　別の態様では、本発明は、脳虚血による神経細胞障害を低減するために、対象において
前もってニューロンを調整するためのキットを対象にする。このようなキットは、（ａ）
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脳虚血による神経細胞障害を低減するために、対象において前もってニューロンを調整す
るための治療的に有効な用量のアポエクオリン；および、（ｂ）前記対象に前記量のアポ
エクオリンを投与するために構成された送達装置を含む。
【００１１】
　本発明における他の目的、特徴および利点は、明細書、特許請求の範囲および図面の概
観した後に明らかとなるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１Ａ】アポエクオリン注入後のＩＬ－１０　ｍＲＮＡにおける、媒体対照のパーセン
トとしての時間依存性増加を示す（アポエクオリンは、「ＡＱ」と略称される。）。
【図１Ｂ】β－アクチンｍＲＮＡにおける変化は、観察されなかった。
【図２Ａ】細胞救出におけるＡＱの用量依存性作用を示す。
【図２Ｂ】虚血の２日前に投与された４％ＡＱが、神経保護的であること（ＡＱ後におけ
る、トリパンブルー標識されたニューロンの減少に留意する。）を示す。
【図２Ｃ】ＡＱにより提供された神経保護のウィンドウを示す。
【図２Ｄ】海馬内に注入後のＡＱの有効性を示す。
【図３Ａ】ＩＬ－１０　ｍＲＮＡ発現における、複数のサイトカインおよびケモカインに
おける変化を表すＰＣＲアレイを示す。
【図３Ｂ】β－アクチンｍＲＮＡ発現における、複数のサイトカインおよびケモカインに
おける変化を表すＰＣＲアレイを示す。
【図３Ｃ】ＡＱ投与後における、複数のサイトカインおよびケモカインにおける変化を表
すＰＣＲアレイを示す。
【図４】サイトカインが、ＡＱ注入により顕著に変化する様式を示すグラフを示す。
【図５】本発明者らにより試験された免疫応答遺伝子の相互作用を示す模式図を示す。
【図６Ａ】ＡＱ注入後における急性炎症反応遺伝子における変化を示すグラフを示す。
【図６Ｂ】ＡＱ注入後におけるＴ／Ｂ細胞活性化因子における変化を示すグラフを示す。
【図６Ｃ】ＡＱ注入後における血管新生／細胞増殖因子遺伝子における変化を示すグラフ
を示す。
【図６Ｄ】ＡＱ注入後におけるマクロファージ誘因遺伝子における変化パターンを示すグ
ラフを示す。
【図６Ｅ】ＡＱ注入後におけるカルシウム・メディエータ遺伝子における変化を示すグラ
フを示す。
【図６Ｆ】ＡＱ注入により変化する（機能によりグループ化された）遺伝子を示すグラフ
を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　Ｉ．全般
　本発明の材料および方法が記載される前に、本発明は、記載された特定の方法、プロト
コル、材料および試薬には限定されず、これらは変更される場合があることが理解される
。本願明細書において使用される専門用語は、記載の特定の実施形態の目的についてのみ
であり、本発明の範囲を限定することを意図していない。前記範囲は、後に出願された非
仮出願のいずれかによってのみ限定されるであろう。
【００１４】
　本願明細書および添付の特許請求の範囲で使用する場合、単数形の「ａ」、「ａｎ」お
よび「ｔｈｅ」は、文脈が他のものを明確に指示しない限り、複数の言及を含むことに留
意すべきである。なお、「ａ」（または「ａｎ」）、「１つ以上（ｏｎｅ　ｏｒ　ｍｏｒ
ｅ）」および「少なくとも１つ（ａｔ　ｌｅａｓｔ　ｏｎｅ）」の用語は、本願明細書に
おいて互換的に使用され得る。「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「包含する（ｉｎｃ
ｌｕｄｉｎｇ）」および「有する（ｈａｖｉｎｇ）」の用語は、互換的に使用され得るこ
とにも留意すべきである。
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【００１５】
　特に規定されない限り、本願明細書で使用される全ての技術的および科学的用語は、本
発明が属する技術分野における通常の知識を有するものにより、通常に理解されるのと同
じ意味を有する。本願明細書に記載のものに類似するまたは同等の方法および材料のいず
れかが、本発明の実施または試験に使用され得るが、好ましい方法および材料は、これか
ら記載される。本願明細書において具体的に記載された全ての刊行物および特許は、全て
の目的、例えば、本発明との関連で使用され得る前記刊行物において報告された化学物質
、機器、統計的分析および方法を記載および開示することに関して、参照により取り込ま
れる。本明細書において引用された全ての参考文献は、当該分野における技術レベルの示
すものとして取り込まれる。本願明細書では、本発明が、従来の発明に基づいてこのよう
な開示に先行する資格を与えられないことの了解として理解されるものではない。
【００１６】
　ＩＩ．本発明
　本願明細書で使用する場合、「対象」は、哺乳類および非哺乳類を意味する。「哺乳類
」は、あらゆる分類の哺乳類、例えば、制限されず、ヒト、非ヒトの霊長類、例えば、チ
ンパンジーおよび他の類人猿ならびにサルの種類；家畜、例えば、ウシ、ウマ、ヒツジ、
ヤギおよびブタ；飼育動物、例えば、ウサギ、イヌおよびネコ；実験動物、例えば、げっ
歯類、例えば、ラット、マウスおよびモルモット等を意味する。非哺乳類の例としては、
制限されず、トリ等があげられる。「対象」の用語は、具体的な年齢または性別を意味し
ない。
【００１７】
　本願明細書で使用する場合、「投与すること（ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｉｎｇ）」または
「投与（ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）」は、身体内、好ましくは、前記対象の脳内、
より好ましくは、前記対象の海馬内に、アポエクオリンを導入するための任意の手段を含
む。投与の例としては、制限されず、経口、点鼻、点耳、点眼、頬内、舌下、経肺、経皮
、経粘膜ならびに皮下、腹腔内、静脈内、硬膜外および筋肉内の注入があげられる。
【００１８】
　「治療的有効量」は、障害、症状または疾患を処置するために、対象に投与される場合
、前記障害または症状または疾患についてのこのような処置を達成するのに十分であるア
ポエクオリンの量を意味する。前記「治療的に有効量」は、処置される障害または症状ま
たは疾患の状態、前記処置される障害または症状または疾患の重症度、前記対象の年齢お
よび関連する健康、投与の経路および形式、担当する医師または獣医の判断ならびに他の
要因により変動するであろう。
【００１９】
　本発明の目的に関して、「処置すること（ｔｒｅａｔｉｎｇ）」または「処置（ｔｒｅ
ａｔｍｅｎｔ）」は、前記疾患、症状または障害と戦う目的で、患者の管理およびケアを
説明する。前記用語は、予防的（ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ）、すなわち、予防的（ｐｒｏｐ
ｈｙｌａｃｔｉｃ）および緩和的な処置の両方を包含する。処置することは、前記兆候も
しくは合併症の開始を防止する、前記兆候もしくは合併症を緩和する、または、前記疾患
、症状もしくは障害を除去するためのアポエクオリンの投与を含む。
【００２０】
　「アポエクオリン」の用語は、カルシウム結合タンパク質であるエクオリンのアポタン
パク質を意味する。エクオリンは、２つの区別されるユニット、おおよそ２２ｋＤａの分
子量を有する各アポタンパク質であるアポエクオリン、および補欠分子族であるセレンテ
ラジン、ルシフェリンから構成される。エクオリンは、発光クラゲ（例えば、Ａｅｑｕｏ
ｒｅａ種、例えば、オワンクラゲ（Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｖｉｃｔｏｒｉａ））および各種
他の海洋生物から単離された発光タンパク質である。エクオリンは、Ｏｓａｍｕ　Ｓｈｉ
ｍｏｍｕｒａにより前記セレンテラジンから、最初に単離された。本発明に有用なアポエ
クオリンは、従来公知の単離および精製スキームによりその天然源から入手でき、または
、例えば、アポエクオリンの異種発現に有用な、組換えＤＮＡ構築物および共通して修飾
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された宿主細胞を使用する、発現系を使用する公知の遺伝子組換え法により入手できる。
【００２１】
　本願明細書で使用する場合、「サイトカイン」の用語は、神経系のグリア細胞および免
疫系の多くの細胞により分泌され、細胞間通信に広く使用されるシグナル伝達分子のカテ
ゴリーである、小型の細胞シグナル伝達タンパク質分子を意味してもよい。サイトカイン
は、タンパク質、ペプチドまたは糖タンパク質として分類され得る。したがって、「サイ
トカイン」の用語は、多様な発生学的起源の細胞により、身体全体を通して産生される制
御分子の、大きく、多様なファミリーを包含する。前記「サイトカイン」の用語は、免疫
修飾剤、例えば、インターロイキンおよびインターフェロンを包含してもよい。
【００２２】
　本願明細書で使用する場合、「前もって調整すること（ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎ
ｇ）」の用語は、身体の組織への血液供給の喪失および、このため、酸素供給の喪失への
抵抗性を生じさせるための技術を意味する。本件では、前もって調整することは、例えば
、対照と比較して、アポエクオリン投与後に救出された細胞のパーセントまたは数をアッ
セイすることにより測定された場合の、ニューロンにおける血液供給の喪失への抵抗性を
生じさせることを意味する。
【００２３】
　本発明者らは、背側海馬（ｄｈｐｃ）内に直接注入された場合、腔腸動物であるオワン
クラゲ（Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｖｉｃｔｏｒｉａ）由来の前記２２ｋＤのＣａＢＰであるア
ポエクオリン（ＡＱ）が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ虚血型発作に供された場合の細胞死を、顕著
に減少させることを示してきた（Ｄｅｔｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，２００９；２０１１）。
ＡＱ注入後２４および４８時間ではこの細胞死の減少が存在したが、ＡＱ注入後１時間で
は存在しなかった。興味深いことに、前記ＡＱタンパク質は、注入後１時間で存在し、注
入後２４時間ではほとんど存在せず、注入後４８時間までに、わずかに存在するのみであ
った。ＡＱの作用とその存在との間の逆のパターンは、この変化が神経免疫調節反応によ
るかどうかを本発明者らに問わせた。一部の形式の虚血、例えば、小さな虚血発作を前も
って調整することは、より大きく、全体的な発作の前になされた場合、梗塞を減少させる
（Ａｒａ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０；Ｊｏｎｅｓ＆Ｂｅｒｇｅｒｏｎ，２００１）。虚血
を前もって調整することの保護的効果は、免疫系の活性化に関連してきた（Ｒｅｈｎｉ＆
Ｓｉｎｇｈ，２０１２；Ｗｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２）。本願明細書では、作用のメ
カニズムを１つも採用しないが、ＡＱがサイトカインを活性化する場合、ある種の前もっ
た虚血の調整により、細胞死を減少させることが可能であり、ここで、アポエクオリン注
入から見られる神経保護反応が、一部には、神経免疫調節反応のためであり得る。
【００２４】
　アポエクオリンは、治療的有効量で、患者に投与される。アポエクオリンは、単独、ま
たは、薬学的に許容され得る組成物の一部として投与され得る。さらに、アポエクオリン
または組成物は、例えば、ボーラス注入により一度に全部、例えば、一連の錠剤により複
数回投与されることができ、または、例えば、経皮送達を使用して、一定期間を通して実
質的に均等に送達されることができる。さらに、活性剤の用量を、経時的に変化させるこ
とができる。アポエクオリンは、即時放出製剤、徐放性製剤またはそれらの組み合わせを
使用して投与され得る。「徐放性」の用語は、持続性放出、遅延放出およびそれらの組み
合わせを含む。
【００２５】
　本発明の組成物は、単一単位用量として、もしくは、複数の単一単位用量として、調製
され、包装されるか、または、まとめて販売され得る。本願明細書で使用する時、「単位
用量」は、所定量の活性成分を含む個別的な量の組成物である。前記活性成分の量は、一
般的には、患者に投与されるであろう活性成分の用量、または、このような用量の都合の
良い少数、例えば、このような用量の２分の１または３分の１等と等しい。
【００２６】
　本発明の組成物における、前記活性成分、前記薬学的に許容され得る担体および任意の
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更なる成分の相対的な量は、処置されるヒトの同一性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）、サイズおよ
び症状に応じて、さらに、前記組成物が投与される経路に応じて変化するであろう。
【００２７】
　本発明の別の態様は、本発明の組成物と指示書とを含むキットに関する。指示書として
は、刊行物、記録、図解、または、ヒトにおいて、本願明細書で説明される目的のうちの
１つについて、本発明の組成物の有用性を伝えるのに使用される任意の他の表現媒体があ
げられる。前記指示書は、例えば、本発明の薬学的組成物の適切な用量も説明し得る。本
発明のキットの指示書は、例えば、本発明の薬学的組成物を含む容器に添付されることが
できるか、または、前記薬学的組成物を含む容器とともに輸送され得る。または、前記指
示書は、前記指示書および前記薬学的組成物が、受取人により協同的に使用されることを
意図して、前記容器とは別に輸送され得る。
【００２８】
　本発明は、本発明の組成物と、前記組成物をヒトに送達するための送達装置を含むキッ
トも含む。例として、前記送達装置は、シリンジ、ニードルまたは用量測定容器であり得
る。前記キットは、さらに、本願明細書に記載の指示書を含む。前記キットは、個々の組
成物用の容器、例えば、分割されたボトルまたは分割されたホイル小包も含む。容器の更
なる例としては、シリンジ、ボックス、バッグ等があげられる。典型的には、キットは、
個々の成分の投与のための説明書を含む。前記キットの形式は、個々の成分が、好ましく
は、異なる投与形態（例えば、経口と非経口）で投与され、異なる投与間隔で投与される
場合、または、前記組み合わせの個々の成分の用量設定が、担当する医師により望まれる
場合に、特に有利である。
【００２９】
　薬学的組成物の非経口投与としては、ヒトの組織の物理的な破壊により特徴付けられる
投与、および、前記組織における破壊を介した前記薬学的組成物の投与の任意の経路があ
げられる。このため、非経口投与としては、前記組成物の注入、外科的切開による前記組
成物の適用、組織穿通的非外科的損傷による前記組成物の適用等による、薬学的組成物の
投与があげられる。具体的には、非経口投与としては、皮下、腹腔内、静脈内、動脈内、
筋肉内または胸骨内の注入および、静脈内、動脈内または腎臓透析注入技術があげられる
。例えば、本発明の組成物は、（ｖＰＡＧによる）脳への注入、髄腔内注入、腹腔内注入
または血液注入により、対象に投与され得る。
【００３０】
　非経口投与に適した組成物は、薬学的許容され得る担体、例えば、生理的に許容され得
る滅菌の水溶液または非水溶液、分散液、懸濁液またはエマルジョンと組み合わせられた
活性成分を含むか、または、滅菌注入液または分散液中での再構築のための滅菌粉末を含
んでもよい。適切な水性および非水性の担体、希釈液、溶媒または媒体（vehicle）の例
としては、水、等張性生理食塩水、エタノール、ポリオール（プロピレングリコール、ポ
リエチレングリコール、グリセロール等）、それらの適切な混合物、トリグリセリド、例
えば、植物油、例えば、オリーブ油、または、注入可能な有機エステル、例えば、オレイ
ン酸エチルがあげられる。適切な流動性は、例えば、コーティング、例えば、レシチンの
使用、分散液の場合における要求される粒径の維持、および／または、界面活性剤の使用
により維持され得る。このような製剤は、ボーラス投与または連続投与に適した形式で調
製、包装または販売され得る。注入可能な製剤は、単位投与の形態、例えば、アンプル中
、保存料を含むマルチドーズ容器中、または、自動注入もしくは医師による注入用の頓服
装置に調製、包装または販売され得る。
【００３１】
　非経口投与用の製剤としては、懸濁液、溶液、油性もしくは水性媒体におけるエマルジ
ョン、ペーストおよび埋め込み式の持続性放出もしくは生分解性製剤があげられる。この
ような製剤は、さらに、１つ以上の更なる成分、例えば、懸濁化剤、安定剤または分散剤
を含み得る。非経口投与用の製剤の一実施形態では、前記活性成分は、再構築された組成
物の非経口投与の前に、適切な媒体（例えば、発熱物質を含まない滅菌水）により再構築
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用の乾燥（すなわち、粉末または顆粒）形態において提供される。
【００３２】
　前記組成物は、滅菌された注入可能な水性もしくは油性（エマルジョン）懸濁液または
溶液の形態において、調製、包装または販売され得る。この懸濁液または溶液は、公知の
技術に基づいて配合されることができ、前記活性成分に加えて、更なる成分、例えば、本
願明細書に記載の分散剤、湿潤剤または懸濁化剤を含むことができる。このような滅菌さ
れた注入可能な製剤は、非毒性の非経口的に許容され得る希釈剤または溶媒、例えば、水
または１，３－ブタンジオール等を使用して調製され得る。他の許容され得る希釈剤およ
び溶媒としては、リンゲル液、等張性塩化ナトリウム溶液および不揮発性油、例えば、合
成のモノもしくはジグリセリドがあげられる。他の有用な非経口的に投与可能な製剤とし
ては、微晶質形状、リポソーム調製物における活性成分を含むもの、または、生分解性ポ
リマー系の成分として含むものがあげられる。持続性放出または埋め込み錠用の組成物は
、薬学的許容され得るポリマー材料または疎水性材料、例えば、エマルジョン、イオン交
換樹脂、難溶性のポリマーまたは難溶性の塩を含み得る。
【００３３】
　本発明の組成物は、補助剤、例えば、保存剤、湿潤剤、乳化剤および／または分散剤、
例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸等も含んでもよい。等張
剤、例えば、糖、塩化ナトリウム等を含むことも望ましい場合がある。注入可能な薬学的
組成物の長期吸収は、吸収を遅延させることが可能な薬剤、例えば、モノステアリン酸ア
ルミニウムおよび／またはゼラチンの使用により、もたらされ得る。具体的には、リポソ
ーム、マイソーム（ｍｙｓｏｍｅ）および乳化剤が、本発明の化合物を送達のためにより
可溶性にするのに使用され得る。
【００３４】
　剤形は、固体または注入可能な埋め込み錠または徐放性製剤を含み得る。好ましい実施
形態では、前記埋め込み錠は、有効量の活性剤と生分解性ポリマーとを含む。好ましい実
施形態では、適切な生分解性ポリマーは、ポリアスパルテート、ポリグルタメート、ポリ
（Ｌ－ラクチド）、ポリ（Ｄ，Ｌ－ラクチド）、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）、ポ
リ（ε－カプロラクトン）、ポリ無水物、ポリ（ベータ－ヒドロキシ－ブチレート）、ポ
リ（オルト－エステル）およびポリホスファゼンからなる群から選択され得る。他の実施
形態では、前記埋め込み錠は、有効量の活性剤とシラスティックポリマーとを含む。前記
埋め込み錠は、有効量の放出を提供する。
【００３５】
　水性または油性の溶媒における活性成分の液体溶液は、液体状懸濁液と実質的に同じ方
法で調製され得る。主な違いは、前記活性成分が、前記溶媒に懸濁されるのではなく、溶
解されることである。本発明の組成物の溶液は、液体懸濁液に関して記載された各成分を
含み得る。懸濁化剤は、前記溶媒に前記活性成分を溶解させるのに必ずしも必要ではない
であろう。水性溶媒としては、例えば、水および等張性生理食塩水があげられる。油性溶
媒としては、例えば、アーモンド油、油性エステル、エチルアルコール、植物油、例えば
、ラッカセイ、オリーブ、ゴマもしくはヤシの油、分留された植物油および鉱油、例えば
、液体パラフィンがあげられる。
【００３６】
　本発明の組成物は、例えば、活性な薬学的成分の水溶性を改善し、薬剤の放出を延長し
、錠剤化特性を改善するために、さらに、シクロデキストリン成分を含んでもよい。一般
的に、グルコースの環状構造オリゴマー（「シクロデキストリン」）は、特定の細菌のデ
ンプン消化物から取得される。最も豊富なシクロデキストリンは、それぞれ、６、７およ
び８個のグルコース単位を有する、アルファ、ベータおよびガンマデキストリンである。
前記シクロデキストリンの内部空洞は、疎水性であり、前記分子の曝される表面は、親水
性である。シクロデキストリンは、活性な薬学的成分の安定性、水溶性を向上させ、揮発
性を低下させることが知られている。市販のシクロデキストリンまたはその誘導体の一部
の例は、下記；アルファ－シクロデキストリン（ＣＡＳ＃：１００１６－２０－３）；（
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２－ヒドロキシプロピル）－アルファ－シクロデキストリン（ＣＡＳ＃：１２８４４６－
３３－３）；ベータ－シクロデキストリン（ＣＡＳ＃：７５８５－３９－９）；６－Ｏ－
アルファ－Ｄ－グルコシル－ベータ－シクロデキストリン（ＣＡＳ＃：９２５１７－０２
－７）；ガンマ－シクロデキストリン（ＣＡＳ＃：１７４６５－８６－０）；および（２
－ヒドロキシプルピル）－ガンマ－シクロデキストリン（ＣＡＳ＃：１２８４４６－３４
－４）の通りである。本発明の活性剤を投与するための送達媒体を配合するのに特に有用
なシクロデキストリンとしては、Ｃｙｄｅｘ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ
から商標ＣＡＰＴＩＳＯＬとして入手できる、スルホブチルエーテル・ベータ－シクロデ
キストリン（ＳＢＥ－ベータ－ＣＤ）；ならびに、Ｒｏｑｕｅｔｔｅ　Ｐｈａｒｍａから
商標ＫＬＥＰＴＯＳＥとして入手できる、シクロデキストリンおよびヒドロキシプロピル
・ベータシクロデキストリンがあげられる。
【００３７】
　非ヒトの動物における非経口投与に関して、アポエクオリンは、ペーストまたはペレッ
トの形態で調製されてもよく、埋め込み錠として投与されてもよい。ペースト製剤は、薬
学的に許容され得る油、例えば、ピーナッツ油、ゴマ油、トウモロコシ油等に、アポエク
オリンを分散させることにより調製され得る。治療的有効量を含むペレットは、希釈剤、
例えば、カーボワックス、カルナバワックス等と混合することにより調製され得る。滑剤
、例えば、ステアリン酸マグネシウムまたはカルシウムが、ペレット化工程を改善するの
に添加され得る。２つ以上のペレットが、所望の用量レベルを達成するために、動物に投
与されてもよいことが、当然認識される。さらに、このような埋め込み錠が、前記動物の
身体において、適切な活性剤のレベルを維持するために、動物の処置期間中に、周期的に
投与されてもよいことが見出されてきた。
【００３８】
　本発明の組成物は、１日あたりに約０．０１から約１００ｍｇ／ｋｇの範囲での用量レ
ベルで、患者に投与され得る。正常な成人のヒトに関して、約０．０１から約１００ｍｇ
／ｋｇの範囲での用量は、典型的に十分であり、１日あたりに０．１から１０ｍｇ／ｋｇ
が、好ましい用量である。しかしながら、前記一般的な用量範囲における一部の変動性は
、処置される対象の年齢および体重、意図した投与経路、投与される具体的な化合物等に
応じて要求され得る。特定の患者についての用量範囲および最適な用量の決定は、十分に
、本開示の利益を有する当業者の能力内である。本発明の化合物は、持続性放出、徐放性
放出および遅延放出の製剤において使用され得ることも留意される。その形態も、当業者
に周知である。
【００３９】
　本発明の組成物が、細胞、前記細胞を含む組織、前記細胞と接触する体液に直接投与さ
れるか、または、前記化合物が、前記細胞に拡散もしくは輸送され得る身体の部位に投与
されるかは、重要ではない。前記組成物が、量および経路により患者に投与されれば十分
である。それによって、前記細胞における脂質を動かすのに十分な量の組成物が、前記細
胞に直接または間接的に到達する。最少量は、前記組成物が何であるかにより変化する。
【００４０】
　使用され得る具体的な用量および用量範囲は、多くの要因、例えば、患者の要求、処置
される症状の重症度および投与される活性成分の薬理学的活性により決まる。具体的な患
者に対する用量範囲および最適な用量の決定は、この開示を考慮して、当該分野における
通常の知識内で十分である。通常の知識を有する医師、歯科医師または獣医は、対象にお
ける所望の処置をもたらすために、有効量の組成物を直ちに決定し、処方するであろうこ
とが理解される。そのような進行において、前記医師または獣医は、例えば、最初に比較
的低用量を処方し、その後に、適切な反応が得られるまで、前記用量を増加させ得る。し
かしながら、任意の具体的な患者に対する具体的な用量レベルは、各種の要因、例えば、
使用される具体的な組成物の活性、前記ヒトの年齢、体重、一般的な健康状態、性別およ
び食事、投与のタイミング、投与経路、排出速度、任意の薬剤の組み合わせ、ならびに、
処置される任意の障害の重症度により決まるであろう。



(9) JP 6181061 B2 2017.8.16

10

20

30

40

50

【００４１】
　ある実施形態では、アポエクオリンは、薬学的な注入可能な投与の形態、例えば、注入
可能な担体系とのアポエクオリンの組み合わせにおいて配合される。本願明細書で使用す
る場合、注入可能な注入投与の形態（すなわち、非経口投与の形態）としては、制限され
ず、活性な薬剤物質を封入する、リポソーム性の注入剤またはリン脂質を有する脂質二重
層小胞があげられる。注入剤は、非経口用途を意図した滅菌された調製物を含む。
【００４２】
　ＵＳＰにより規定されるように、５通りの分類の注入剤：エマルジョン、脂質、粉末、
溶液および懸濁液が存在する。エマルジョン注入剤は、非経口的に投与されることを意図
した、滅菌された発熱物質を含まない調製物を含むエマルジョンを含む。溶液注入剤用の
脂質複合体および粉末は、非経口用途の溶液を形成するために再構築を意図した、滅菌さ
れた調製物である。懸濁液注入剤用の粉末は、非経口用途の懸濁液を形成するための再構
築を意図した、滅菌された調製物である。リポソーム性懸濁液注入剤用の凍結乾燥された
粉末は、リポソーム、例えば、脂質二重層内または水性空間に活性薬剤物質を封入するの
に使用されるリン脂質を有する脂質二重層小胞の包含を可能にする方法で製剤化された、
非経口用途の再構築を意図した、滅菌された凍結乾燥調製物であり、それにより、前記製
剤は、再構築により形成され得る。溶液注入剤用の凍結乾燥された粉末は、凍結乾燥（「
凍結乾燥」）により調製された溶液のために意図した剤形である。そのため、前記処理は
、極端に低圧力で、凍結した状態において、生成物から水を除去することを含む。そのた
め、後の液体の添加により、注入剤についての要求に対する全ての事項に合致する溶液を
形成する。懸濁液注入剤用の凍結乾燥された粉末は、適切な液状媒体に懸濁された固体を
含む非経口用途を意図した液体状の調製物であり、滅菌された懸濁液についての要求に対
する全ての事項に合致し、それにより、前記懸濁液用を意図した薬剤は、凍結乾燥により
調製される。溶液注入剤は、適切な溶媒または、注入に適した互いに親和性の溶媒の混合
物に溶解された、１つ以上の薬剤物質を含む液体状の調製物を含む。溶液濃縮物注入剤は
、適切な溶媒の添加により、注入についての要求に対する全ての事項に合致する溶液を生
成する、非経口用途の滅菌された調製物を含む。懸濁液注入剤は、液相全体に分散された
固体粒子を含む、（注入に適した）液体状の調製物を含む。そのため、前記粒子は、不溶
性であり、油相は、水相全体に分散され、逆もまた同様である。懸濁液リポソーム性注入
剤は、リポソーム（脂質二重層内または水性空間のいずれかに活性薬剤物質を封入するの
に使用されるリン脂質を通常含む脂質二重層小胞）が形成されるこのような方法において
、水相全体に分散された油相を有する、（注入剤に適した）液体状の調製物である。超音
波処理された懸濁液注入剤は、液相全体に分散された固体粒子を含む、（注入剤に適した
）液体状の調製物であり、そのため、前記粒子は、不溶性である。さらに、前記生成物を
、前記懸濁液を通してガスをバブリングしながら、超音波処理して、前記固体粒子による
ミクロスフェアの形成をもたらしてもよい。
【００４３】
　非経口担体系としては、１つ以上の薬学的に適切な賦形剤、例えば、溶媒および共溶媒
、可溶化剤、湿潤剤、懸濁化剤、増粘剤、乳化剤、キレート剤、緩衝剤、ｐＨ調整剤、酸
化防止剤、還元剤、抗菌保存剤、充填材、保護剤、等張化剤および特殊添加剤があげられ
る。
【００４４】
　この発明に基づく組成物および方法の種々の例示となる実施形態は、これから、下記の
実施例に記載される。下記の実施例は、実例の目的のみのために提供され、本発明の範囲
を限定することを何ら意図していない。実際に、本願明細書で示され、記載されたものに
加えて、本発明の種々の改良は、前述の記載および下記の実施例から、当業者に明らかと
なり、添付の特許請求の範囲の範囲内にあるであろう。
【実施例１】
【００４５】
　ＩＬ－１０の発現レベルを変化させるアポエクオリンのタイムコースおよび有効性
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　本実施例では、本発明者らは、抗炎症性サイトカインＩＬ－１０のｍＲＮＡ発現を増加
させる、アポエクオリンの有効性を説明する。前もって調整することは、短時間の非致死
性の虚血エピソードが、後のより重篤な虚血発作により引き起こされる損傷を和らげる現
象である。前もって調整することは、脳傷害に対する応答に見られるものと比較して、炎
症性メディエータ（例えば、ＩＬ－１βおよびＩＬ－６）の発現を低下させる。ＩＬ－１
０は、抗炎症性サイトカインであり、Ｃａ２＋チャネル遮断薬の投与後に増加することが
示されてきた。前もって調整することは、ＩＬ－１０の産生を増加させる。ＩＬ－１０は
、神経保護に関連する。これが神経保護性であり得る１つの様式は、ＴＮＦ－α産生の減
少により、ＩＬ－６を間接的に減少させることによる。
【００４６】
　材料および方法
　動物．５０匹の雄のＦ３４４成体ラット（平均齢＝３．４±０．２ｍｏ．）を使用した
。ラットを、１４／１０時間　日中／夜間のサイクルにおいて、食料および水へのフリー
アクセスにより維持した。
【００４７】
　手術
　ラットに麻酔をかけ、脳定位固定装置に載せた。無菌条件下において、頭皮を切開し、
側方に引っ込めた。頭部を、プレグマとラムダとの間で水平にした。各ラットを、左右の
ステンレス鋼ガイドカニューレで準備し、プレグマに対して定位座標（３．５ｍｍ後部、
±２．６ｍｍ側方、３．０ｍｍ腹側）を使用して、背側海馬（ｄｈｐｃ）に当たりを付け
た。カニューレを、ステンレス鋼ネジとエポキシで、頭がい骨に固定した。前記ラットに
注入していない場合に、前記ガイドカニューレが塞がるのを防止するために、ステンレス
鋼キャップを、定位置に残した。
【００４８】
　薬剤
　アポエクオリン（ＡＱ；０、０．４、１および４％、Ｑｕｉｎｃｙ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅ）を、神経細胞が取り込むのを容易にするために添加された６％ＤＭＳＯを含むゼロ
Ｃａ２＋－ａＣＳＦ（人工脳脊髄液）において調製した。断頭前の１時間、１日、２日、
３日または５日に、ラットの一方の半球にＡＱを注入し、他方の半球に媒体を注入した。
左右の注入（０．５μｌ／サイド）を、６０秒にわたって行い、注入カニューレを、拡散
を確保するために、さらに２分間定位置に残した。前記注入カニューレを、前記ガイドカ
ニューレを越えて０．５ｍｍ延長して切断した。
【００４９】
　酸素－グルコース欠乏
　前頭断スライス（４００μｍ）を、標準的な手法を使用して調製した。ａＣＳＦにおい
て、スライスを１時間回復させた後、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ虚血を、フルクトース－ＣＳＦ（
グルコースがフルクトースに置き替えられ、９５％Ｏ２－５％ＣＯ２に代えて、９５％Ｎ

２－５％ＣＯ２でバブリング）に、スライスを５分間移すことにより誘発した。ついで、
前記スライスを、０．２％トリパンブルーを含む、酸素化されたａＣＳＦに、３０分間の
再かん流で戻した。トリパンブルーは、死んだ細胞に容易に浸透し、それらを青く染める
。一方、生きている細胞の場合には染まらない。前記スライスを、酸素化された室温のａ
ＣＳＦにおいて２回洗浄し、ついで、１０％中性緩衝化ホルマリンにおいて、冷蔵庫で一
晩固定した。ついで、スライスを、凍結保護し、クライオスタットにおいて切断し（４０
μｍ）、見出しを付した（ｓｕｂｂｅｄ）スライド上に載せた。
【００５０】
　細胞集計
　スライスを、Ｏｌｙｍｐｕｓ顕微鏡（デジタルカメラ搭載）下において、１０×で試験
し、画像を取得した。ＣＡ１（約８００μｍセクション）内のトリパンブルーで染色され
たニューロンを、実験条件を知らない実験者により集計した。統計的分析を、Ｓｔａｔｖ
ｉｅｗ（ｖ５．０；ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｉｎｃ．，Ｃａｒｙ、ＮＣ）を使用し
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て行った。ＡＮＯＶＡを、薬剤の効果を評価するのに使用した。星印は、ｐ＜０．０５を
示す。
【００５１】
　ウェスタン・ブロット
　ラットに、４％ＡＱの両側注入を行った。脳を、下記時点：１時間、１日、２日または
３日の１つで取り出した。脳を、直ちに－８０℃で凍結および保存した。前記ｄｈｐｃお
よび腹側海馬（ｖｈｐｃ）を解剖し、個々にホモジナイズした。サンプルを遠心分離し、
上清を除去し、Ｂｒａｄｆｏｒｄタンパク質アッセイキット（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を使用し
て測定した。タンパク質のサンプルを規準化し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１０％）に載せた。
タンパク質を、半乾燥の転写装置（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を使用してＰＶＤＦメンブレン上に
転写した。ついで、メンブレンを、ブロッキングバッファー（２時間）、一次抗体（４℃
で一晩；１：５０００　マウス抗エクオリン［Ｃｈｅｍｉｃｏｎ］または１：１０００　
ウサビ抗β－アクチン［Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ］）およ
び二次抗体（９０分；１：５０００　ヤギ抗マウス［Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ］または１：５０００　ヤギ抗ウサギ［Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ］において
インキュベートした。ついで、メンブレンを洗浄し、化学発光液（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）に入れ、オートラジオグラフィーフィルム（Ｈｙｐｅｒ
ｆｉｌｍ　ＭＰ）に曝した。画像を取得し、濃度測定を、ＮＩＨ　Ｉｍａｇｅ　Ｊソフト
ウェアを使用して行った。（各レーンについてのバックグラウンドを引いた）バンドの光
学濃度値が、ｖｈｐｃのバンドの平均の２標準偏差より大きい場合、バンドは、ポジティ
ブと見なされる。
【００５２】
　ＰＣＲ
　ＲＴ－ＰＣＲに関して、ラットの一方の半球に４％ＡＱを注入し、他方の半球に媒体を
注入した。注入後、１時間、１日または２日で、前記海馬を取り出し、直ちにトリゾール
に入れた。前記組織を、２５ゲージニードルおよびシリンジを使用してホモジナイズした
。サンプルを、ＲＮＡを単離するまで、－８０℃で凍結および保存した。ＲＮＡを、Ｑｉ
ａｇｅｎ　ＲＮｅａｓｙ　ｍｉｎｉキットプロトコルを使用して単離した。単離したＲＮ
Ａを、５０μｌのＲＮａｓｅを含まないＨ２Ｏに溶解した。ＲＮＡの純度を、２６０およ
び２８０ｎｍの吸光度比に基づいて算出した。１．８と２．１との間で記録された吸光度
は、純粋なＲＮＡと見なされた。Ｑｉａｇｅｎ　ＲＴ２　ＨＴ　Ｆｉｒｓｔ　Ｓｔｒａｎ
ｄキットを使用して、逆転写を行って、ｃＤＮＡを産生した。ＩＬ－１０およびβ－アク
チンのプライマーを、Ｑｉａｇｅｎから購入し、Ｑｉａｇｅｎ　ＲＴ２　ｑＰＣＲプライ
マーアッセイに基づいて使用した。ｃＤＮＡの増幅を、ＳＹＢＲ　ｇｒｅｅｎ（非特異的
ＤＮＡ染色）の蛍光により測定した。サンプルを、ＳｔｅｐＯｎｅリアルタイムＰＣＲシ
ステムおよびソフトウェアを使用して、９６ウェルプレートにおいて、３回反復で実行し
た。ハウスキーピング・タンパク質であるβ－アクチンの遺伝子発現は、サイトカイン発
現についての定量化ベースラインの役割を果たした。遺伝子発現の変化を、Ｐｆａｆｆｌ
法を使用して分析した。プライマー効率を、β－アクチンおよびＩＬ－１０それぞれにつ
いて、２つのランダムに選択されたサンプルに基づいて算出した。
【００５３】
　まとめ
　図１Ａ、１Ｂに示すように、抗炎症性サイトカインは、アポエクオリン注入後に増加し
た。具体的には、ＩＬ－１０　ｍＲＮＡは、注入後１時間で早くも上昇した。グループ間
において、β－アクチンの発現の変化は、検出されなかった。抗炎症性サイトカインレベ
ルの向上と炎症の低下との間の周知の相間を考慮して、アポエクオリンは、ヒトへの設定
に関連し、直ちに適用可能である、医学的に関連する動物モデル系において、炎症を低下
させるのに有用な薬剤であると結論付けることができる。
【実施例２】
【００５４】
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　アポエクオリンは、虚血からニューロンを保護し、ラットの海馬におけるサイトカイン
ｍＲＮＡレベルを変化させる。
【００５５】
　図２Ａを参照して、本発明者らは、アポエクオリン（ＡＱ、エクオリンのＣａＢＰ成分
）の海馬内注入が、虚血による細胞死から、海馬のニューロンを顕著に保護することを実
証した。前記ＡＱの神経保護作用は、まず、２４時間で観察され、４８時間まで持続した
（図２Ｂおよび２Ｃ）。興味深いことに、ウェスタン・ブロット分析により、ＡＱタンパ
ク質レベルは、この期間にわたって劇的に低下することが示唆された（図２Ｄ）。前記Ａ
Ｑの神経保護作用は、４８時間で最も強力であったが、その時点で存在する相対的に低レ
ベルのＡＱタンパク質は、他の要因が、虚血による細胞死からニューロンを保護するＡＱ
の能力において役割を果たし得ることを示唆する。
【００５６】
　ＡＱ投与が、抗炎症性サイトカインレベルの変化をもたらすことは、１つの可能性であ
る。抗炎症性サイトカインであるインターロイキン－１０（ＩＬ－１０）は、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏにおいて、低酸素から神経を保護する能力が、以前に実証された。サイトカイン発
現が前記ＡＱの神経保護作用における役割を果たし得るという仮説を試験するために、サ
イトカインｍＲＮＡレベルを、１回の海馬内ＡＱ投与後の種々の時点で測定した。１２匹
の雄のＦ３４４ラットを、背側海馬において、両側にカニューレ処置した。回復後、４％
ＡＱを、片側性に注入した（他方の側に媒体を注入して、釣り合わせた）。１、２４また
は４８時間後、前記脳を取り出し、海馬を解剖し、ドライアイスに入れ、ホモジナイズし
た。ＲＮＡを、Ｑｉａｇｅｎ　ＲＮｅａｓｙ　ｍｉｎｉキットを使用して単離した。Ｑｉ
ａｇｅｎ　ＲＴ２　ＨＴ　Ｆｉｒｓｔ　Ｓｔｒａｎｄキット－９６を使用して、逆転写を
行った。ｑＰＣＲを、ＩＬ－１０およびβ－アクチンを定量化するのに使用した。図３Ａ
に示すように、ＩＬ－１０は、前記ＡＱ処置された半球において、１時間で顕著に増加し
たが（ｔ（１４）＝５．３０、ｐ＜０．０５）、注入後２４時間または４８時間では増加
しなかった（ｐ＞０．０５）。ＡＱ処置は、β－アクチンｍＲＮＡレベルに影響を及ぼさ
なかった（図３Ｂ）。
【００５７】
　さらに、サイトカインおよびケモカインについての、Ｑｉａｇｅｎ　ＲＴ２　Ｐｒｏｆ
ｉｌｅｒアレイによるＰＣＲアレイ分析を、他のサイトカインおよびケモカインが、これ
らの時点で活性化されるかどうかを評価するための試みにおいて行った（図３Ｃ）。実証
結果は、図４に表現され、ＡＱ投与後の時間依存性様式において、複数の抗炎症性サイト
カインおよびケモカインｍＲＮＡレベルの変化を示唆する。
【００５８】
　図５は、本発明者らにより試験された免疫応答遺伝子の相互作用を示す模式図を示す。
したがって、本発明者らは、前記アッセイされた遺伝子を、機能により解説する。図６Ａ
は、ＡＱ注入後における急性炎症反応遺伝子における変化を示し、図６ＢはＡＱ注入後に
おけるＴ／Ｂ細胞活性化因子における変化を示し、図６ＣはＡＱ注入後における血管新生
／細胞増殖因子遺伝子における変化を示し、図６ＤはＡＱ注入後におけるマクロファージ
誘因遺伝子における変化パターンを示し、図６ＥはＡＱ注入後におけるカルシウム・メデ
ィエータ遺伝子における変化を示し、そして、図６ＦはＡＱ注入に伴う機能変化によりグ
ループ化された遺伝子を示すグラフを示す。表１は、表の形式において、このデータを表
す。まとめると、これらの結果は、ＡＱが神経保護的であり、この神経保護が、神経免疫
調節メカニズムを含むことを示唆する。
【００５９】
　まとめ
　この実施例に表されるデータは、アポエクオリンの神経保護作用が時間依存性であるこ
とを実証する。背側海馬の領域ＣＡ１内へのＡＱ注入は、虚血発作前２４時間および４８
時間に投与された場合、細胞死を減少させ、虚血発作前１時間では減少させない。興味深
いことに、ＡＱは、有効性と効能との間に逆相関を示す。
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【００６０】
　本データは、さらに、アポエクオリンの神経保護作用が、神経免疫調節メカニズムに関
与し得ることを説明する。注入後のＩＬ－１０活性化は、免疫系が、その保護作用におい
て役割を果たすことを示唆する。他のサイトカインおよびケモカインの時間依存性の活性
化は、この仮説を支持する。
【００６１】
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【表１】

【００６２】
　本発明の他の実施形態および使用は、本願明細書および本願明細書に開示の発明の実施
からの考察から、当業者に明らかであろう。任意の理由について本願明細書で引用された
全ての参考文献、例えば、全ての学術雑誌の引用ならびに米国／外国の特許および特許出
願は、参照により本願明細書に、具体的かつ完全に取り込まれる。本発明は、本願明細書
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において説明され、記載された特定の試薬、製剤、反応条件等には制限されず、下記の特
許請求の範囲の範囲内に入る、それらの改良された形態を包含することが理解される。
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