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(57)【要約】
本明細書では、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤を
投与することにより、眼における白内障形成又は老眼の
進行を阻害する又は後退させる方法が記述される。老眼
及び白内障はいずれも、クリスタリン、特に、βＬクリ
スタリンと呼ばれる、可溶性の水晶体タンパク質の凝集
により引き起こされる。βＬクリスタリンの凝集は、静
電現象であり、静電相互作用阻害剤を用いて、βＬクリ
スタリン凝集物の形成を阻止することに加えて、既に形
成された凝集物を脱凝集化することできることが判明し
た。
【選択図】図１２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　眼における白内障形成の進行を阻害する又は後退させる方法であって、
　前記眼を、ポリペプチドではない少なくとも１つのβＬクリスタリン静電相互作用阻害
剤を含む、白内障を阻害するのに有効な量の眼科用組成物と接触させるステップを含む方
法。
【請求項２】
　βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、有機塩、無機塩、イオン性液体、ｐＨ９～５
の溶液、又はこれらの組合せを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、カチオン及びアニオンを含有する有機塩を含
み、前記カチオン及びアニオンがそれぞれ独立して、炭素原子４～１５個の長さの脂肪族
部分を有する脂肪族基である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、カチオン及びアニオンを含有するイオン性液
体を含み、前記カチオン及びアニオンがそれぞれ独立して、炭素原子４～１５個の長さの
脂肪族部分を有する脂肪族基である、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、ｐＨ９～５の溶液である、請求項２に記載の
方法。
【請求項６】
　βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、少なくとも１つの眼科的に許容可能なビヒク
ルを含む眼科用組成物の形態である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記眼科用組成物が、点眼液である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記眼科用組成物が、眼科用デバイスである、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　眼科用デバイスが、コンタクトレンズ、眼内レンズ、又は涙点プラグである、請求項８
に記載の方法。
【請求項１０】
　眼における老眼の進行を阻害する又は後退させる方法であって、
　前記眼を、ポリペプチドではない少なくとも１つのβＬクリスタリン静電相互作用阻害
剤を含む、老眼を阻害するのに有効な量の眼科用組成物と接触させるステップを含む方法
。
【請求項１１】
　βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、有機塩、無機塩、イオン性液体、ｐＨ９～５
の溶液、又はこれらの組合せを含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、ｐＨ９～５の溶液である、請求項１１に記載
の方法。
【請求項１３】
　βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、カチオン及びアニオンを含有する有機塩を含
み、前記カチオン及びアニオンがそれぞれ独立して、炭素原子４～１５個の長さの脂肪族
部分を有する脂肪族基である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、カチオン及びアニオンを含有するイオン性液
体を含み、前記カチオン及びアニオンがそれぞれ独立して、炭素原子４～１５個の長さの
脂肪族部分を有する脂肪族基である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
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　βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、少なくとも１つの眼科的に許容可能なビヒク
ルを含む眼科用組成物の形態である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１６】
　前記眼科用組成物が、点眼液である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記眼科用組成物が、眼科用デバイスである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　眼科用デバイスが、コンタクトレンズ、眼内レンズ、又は涙点プラグである、請求項１
７に記載の方法。
【請求項１９】
　眼における加齢による水晶体変性の進行を阻害する又は後退させる方法であって、前記
眼を、ポリペプチドではない少なくとも１つのβＬクリスタリン静電相互作用阻害剤を含
む、変性を阻害するのに有効な量の眼科用組成物と接触させるステップを含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、眼の水晶体における加齢変化の進行を阻害する又は後退させる方法に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　［0001］眼の水晶体は、虹彩のすぐ後方に吊り下げられている透明の構造であり、光線
を網膜上の焦点に導く。水晶体は、可溶性タンパク質及び不溶性タンパク質の両方を含有
し、両タンパク質で、水晶体の湿重量の３５パーセントを占める。若年の健常な水晶体で
は、クリスタリンと一般的に称する可溶性タンパク質が、水晶体タンパク質の９０パーセ
ントを占める。老化プロセス中、水晶体のクリスタリンは不溶性の凝集物を形成し、これ
は少なくとも部分的には、近傍の物体に対して焦点を変化させる眼の能力の喪失である老
眼を特徴づける水晶体核の変形能低下の一因となる。老眼における水晶体の不溶性凝集物
の形成は、加齢性白内障の形成における早期段階であると考えられている。
【０００３】
　［0002］白内障は、眼の水晶体における濁り（ｃｌｏｕｄｉｎｅｓｓ）又は混濁化（ｏ
ｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ）により定義される。個体が加齢するにつれて、水晶体内に存
在するクリスタリンが凝集物へと転換されるために白内障が形成し、結果として水晶体の
混濁が増大する。具体的に述べると、加齢と共に、ヒトの水晶体核における可溶性シャペ
ロンであるαクリスタリンが高分子量の凝集物内及び不溶性タンパク質内に組み込まれ、
αクリスタリンの濃度が徐々に低下する。凝集物の存在は、水晶体の健康及び機能を損な
い、治療せずに放置すると、白内障により、実質的な視力喪失、又はさらには失明がもた
らされる可能性がある。現在のところ、白内障の最も一般的な治療は、手術である。
【０００４】
　［0003］クリスタリンとは、脊椎動物の眼の水晶体線維細胞において最も高度に発現す
る構造タンパク質である。クリスタリンは、２つのサブファミリー：低分子の熱ショック
タンパク質スーパーファミリーのメンバーであり、分子シャペロンとしてもまた機能する
αクリスタリン（αＡクリスタリン及びαＢクリスタリン）、並びに水晶体における可溶
性タンパク質の大半を占め、水晶体構造の透明性及び屈折特性に寄与する、進化的に連関
するβクリスタリン及びγクリスタリンのスーパーファミリーに分けられる。白内障の発
症における役割に加えて、αＡクリスタリン及びαＢクリスタリンは、アレキサンダー病
、クロイツフェルト－ヤコブ病、アルツハイマー病、及びパーキンソン病などの神経変性
疾患にも関与している。
【０００５】
　［0004］米国特許出願公開第２００８／０２２７７００号は、シャペロン活性を有する
ペプチドを治療的処置として用いる、タンパク質の脱凝集化について説明している。具体
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的に述べると、αＢペプチドが用いられて、光散乱により測定されるｐＨに誘導されるβ
クリスタリンの凝集物が脱凝集化された。水晶体内にアルファクリスタリンを継続的に供
給することは難題である。必要とされることは、白内障及び老眼の阻害及び／又は後退の
ためにクリスタリンを脱凝集化するために適する代替的な方法である。
【発明の概要】
【０００６】
　［0005］一実施形態では、眼における白内障形成の進行を阻害する又は後退させる方法
は、眼を、ポリペプチドではない少なくとも１つのβＬクリスタリン静電相互作用阻害剤
を含む、白内障を阻害するのに有効な量の眼科用組成物と接触させるステップを含む。
【０００７】
　［0006］別の実施形態では、眼における老眼の進行を阻害する又は後退させる方法は、
眼を、ポリペプチドではない少なくとも１つのβＬクリスタリン静電相互作用阻害剤を含
む、老眼を阻害するのに有効な量の眼科用組成物と接触させるステップを含む。
【０００８】
　［0007］別の実施形態では、眼における加齢による水晶体変性の進行を阻害する又は後
退させる方法は、眼を、ポリペプチドではない少なくとも１つのβＬクリスタリン静電相
互作用阻害剤を含む、変性を阻害するのに有効な量の眼科用組成物と接触させるステップ
を含む。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】［0008］　２３℃の（Ａ）水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリン、及び（
Ｂ）水中の０．２ｍｇ／ｍＬのαクリスタリンの動的光散乱によりもたらされる確率分布
関数を示す図であり、図中のτは、遅延時間である。
【図２】［0009］　２３℃のＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンの確率分布
関数を示す図であり、図中のτは、遅延時間である。
【図３】［0010］　２３℃の水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンの相対散乱強度
を示す図である。
【図４】［0011］　２３℃の水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンのフラクタル次
元の解析を示す図である。
【図５】［0012］　２３℃のＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンの相対散乱
強度を示す図である。
【図６】［0013］　２３℃のＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンのフラクタ
ル次元の解析を示す図である。
【図７】［0014］　２３℃の水中の０．２ｍｇ／ｍＬのαクリスタリン、０．６ｍｇ／ｍ
ＬのβＬクリスタリンの、角度を４０°～８５°についての確率分布関数を示す図であり
、図中のτは、遅延時間である。
【図８】［0015］　水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンの、（Ａ）０．１５Ｍの
塩を含む急速モード及び０．１５Ｍの塩を含まない急速モード、並びに（Ｂ）塩を含む緩
徐モード及び塩を含まない緩徐モードの流体力学半径を傾きが明らかにするグラフである
。
【図９】［0016］　２３℃の水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンの速度論的研究
を示す図である。
【図１０】［0017］　２３℃のＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンの速度論
的研究を示す図である。
【図１１】［0018］　２３℃のＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンの、ｐＨ
２、７、及び１０についての確率分布関数を示す図である。
【図１２】［0019］　白内障形成について提起される機構について例示する図である。
【図１３】［0020］　水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンの、ＳＤＳを含む急速
モード及びＳＤＳを含まない急速モード、並びにＳＤＳを含む緩徐モード及びＳＤＳを含
まない緩徐モードの流体力学半径を明らかにするグラフである。
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【発明を実施するための形態】
【００１０】
　［0021］当業者は、以下の詳細な説明、図面、及び付属の特許請求の範囲から、上記で
説明した特徴及び他の特徴を認識及び理解するであろう。
【００１１】
　［0022］本明細書では、βＬクリスタリン凝集物を脱凝集化する方法であって、該βＬ

クリスタリン凝集物を、該βＬクリスタリン凝集物を脱凝集化するのに十分な量でβＬク
リスタリン静電相互作用阻害剤を含む組成物と接触させるステップを含む方法が開示され
る。眼における白内障形成の進行を阻害する又は後退させる方法であって、眼を、βＬク
リスタリン静電相互作用阻害剤を含む、白内障を阻害するのに有効な量の組成物と接触さ
せるステップを含む方法がさらに開示される。眼における老眼の進行を阻害する又は後退
させる方法であって、眼を、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤を含む、老眼を阻害す
るのに有効な量の組成物と接触させるステップを含む方法もまた開示される。特定の実施
形態では、静電相互作用阻害剤は、ポリペプチドではない。
【００１２】
　［0023］本明細書において、本発明者らは、動的光散乱、濁度測定、及び透過型電子顕
微鏡法などの技法を用いて、溶液中のクリスタリンにより形成される凝集物を調べた。興
味深いことに、溶液中のαクリスタリンは、流体力学半径が約１０ｎｍの狭い範囲の集団
として存在し、一方、溶液中のβＬクリスタリンは、１つは流体力学半径が約７ｎｍの集
団、２つめは流体力学半径が約１５０ｎｍの集団という、２つの集団として存在する。流
体力学半径が約１５０ｎｍのβＬクリスタリン集団は、凝集した集団である。さらに、α
クリスタリンを、βＬクリスタリンに約３：１の比で添加すると、αクリスタリンのシャ
ペロンとしての性質のために、凝集したβＬクリスタリン集団が消失する。βＬクリスタ
リンの様々な集団を確認することを可能とするために、本発明者らは、αクリスタリンに
加えて、βＬクリスタリンのサイズを低減させるか、又はβＬクリスタリンの形成を阻止
することができる相互作用阻害剤を同定する実験を試みた。約０．１５ＭのＮａＣｌの添
加が、βＬクリスタリン凝集物のサイズを減少させ、一方、０．１ｍｇ／ｍＬのドデシル
硫酸ナトリウムは、βＬクリスタリン凝集物のサイズに影響を及ぼさず、０．１ｍｇ／ｍ
Ｌのプロテオグリカンは、βＬクリスタリン凝集物のサイズを増大させる結果をもたらす
ことが判明した。加えて、ｐＨをｐＨ約１０からｐＨ約２へと低下させると、βＬクリス
タリン凝集物のサイズが増大する。
【００１３】
　［0024］理論に束縛されずに、βＬクリスタリンの凝集は、静電現象であると考えられ
ている。静電相互作用を破壊しうる塩などの分子種は、αクリスタリンのシャペロン活性
の代わりになり、βＬクリスタリン凝集物のサイズを阻止／低減することが可能である。
ドデシル硫酸ナトリウムは、タンパク質間相互作用を破壊するには有効であることが多い
が、βＬクリスタリン凝集物のサイズは低減しない。凝集物のサイズを低減しないのは、
ドデシル硫酸ナトリウムなどの添加剤が、クリスタリン分子の疎水性残基と複合体を形成
するためであると考えられている。さらにより驚くべきことに、プロテオグリカンは、β

Ｌクリスタリン凝集物のサイズを増大させる。プロテオグリカンの場合、多くのクリスタ
リン分子が、クリスタリン分子と比較してはるかに高分子であるプロテオグリカン分子と
非共有結合により結合すると考えられている。
【００１４】
　［0025］βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤による治療は、白内障及び老眼など、β

Ｌクリスタリンの凝集から結果として生じる疾患及び／又は状態を治療するのに用いるこ
とができる。本明細書で用いられる白内障とは、水晶体におけるタンパク質相互作用の変
化により引き起こされる、眼の水晶体の混濁である。タンパク質相互作用には、タンパク
質のミスフォールディングに加えて、凝集など、タンパク質間相互作用も含まれる。老眼
は、加齢又は老齢に起因する視覚障害である。老眼の症状には、近くの物体に焦点を合わ
せる能力の低下、眼精疲労、細かい印字を読むことの困難、読書又は照明されたスクリー
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ンを見るときの疲労、はっきりと接視することの困難、印字を読むときのコントラストの
低下、読書のための明るくより直接的な照明の必要性、読書対象をはっきりと見るために
読書対象を遠くに保持する必要があること、及び頭痛、とりわけ、近見視力を用いるとき
の頭痛が含まれる。老眼を患う個体の視力は正常であることもあるが、時間と共に、近く
の物体に焦点を合わせる能力が少なくとも部分的には失われ、老眼を患う個体は、読書な
ど、近見視力を必要とする仕事に眼鏡を必要とするようになる。４０歳を過ぎたほとんど
すべての個体が、多かれ少なかれ老眼に罹患する。
【００１５】
　［0026］眼における白内障形成の進行を阻害する方法では、眼をβＬクリスタリン静電
相互作用阻害剤と接触させる前に、眼が、１つ又は複数の発症しつつあるか又は完全に発
症した白内障を既に含有しうる。したがって、該方法を用いて、眼におけるさらなる白内
障の形成を阻害することもでき、眼に既に存在する、発症しつつある白内障の成熟白内障
の形成を阻害することもできる。代替的に、眼をβＬクリスタリン静電相互作用阻害剤と
接触させる前に、眼が、発症しつつあるか又は完全に発症した白内障を伴わない場合もあ
る。
【００１６】
　［0027］眼における白内障形成の進行を後退させる方法では、眼を本明細書で開示され
るβＬクリスタリン静電相互作用阻害剤と接触させることにより、眼における白内障の少
なくとも部分的な後退～完全な後退を達成する。
【００１７】
　［0028］同様に、眼における老眼の進行を阻害する方法では、眼をβＬクリスタリン静
電相互作用阻害剤と接触させる前に、個体が、１つ又は複数の老眼の症状を既に知覚して
いる可能性がある。したがって、該方法を用いて、知覚される症状（複数可）の進行を軽
減することもでき、老眼のさらなる症状の形成を阻害することもできる。代替的に、眼を
βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤と接触させる前に、眼が、老眼の症状を伴わない場
合もある。
【００１８】
　［0029］眼における老眼の進行を後退させる方法では、眼を本明細書で開示されるβＬ

クリスタリン静電相互作用阻害剤と接触させることにより、眼における老眼の症状の少な
くとも部分的な後退～完全な後退を達成する。
【００１９】
　［0030］本明細書で用いられるβＬクリスタリン静電相互作用阻害剤とは、βＬクリス
タリンの凝集をもたらす、βＬクリスタリンによるタンパク質間静電相互作用に干渉する
のに適する分子である。一実施形態では、静電相互作用阻害剤は、ポリペプチドではない
。βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤は、βＬクリスタリン凝集物の形成を阻止、及び
／又は既に形成された凝集物のサイズを低減する。特定の実施形態では、βＬクリスタリ
ン静電相互作用阻害剤が、有機塩、無機塩などの塩、若しくはイオン性液体、及び／又は
ｐＨ約９～約５の溶液である。
【００２０】
　［0031］一実施形態では、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、少なくとも１つの
塩を含む。本明細書で用いられる「塩」という用語は、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＮＨ４Ｃｌな
どのハロゲン化アンモニウム、ＣａＣｌ２などのハロゲン化アルカリ土類金属、酢酸ナト
リウム、酢酸カリウム、酢酸アンモニウム、クエン酸ナトリム、クエン酸カリウム、クエ
ン酸アンモニウム、硫酸ナトリウム、硫酸カリウム、硫酸アンモニウム、酢酸カルシウム
、又はこれらの混合物のうちの１つ又は複数が含まれるがこれらに限定されない有機塩又
は無機塩を包含することを意図する。さらなる有機塩には、エチルアンモニウムニトレー
トなどのアルキルアンモニウム塩、クエン酸ナトリウム、ギ酸ナトリウム、アスコルビン
酸ナトリウム、グルコン酸マグネシウム、グルコン酸ナトリウム、トロメタミン塩酸塩、
コハク酸ナトリウム、及びこれらの組合せが含まれる。
【００２１】
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　［0032］別の実施形態では、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、少なくとも１つ
のイオン性液体を含む。イオン性液体は、１００℃未満では、有機カチオン及び無機アニ
オン又は有機アニオンからなる塩である。例示的なイオン性液体には、例えば、Ｎ’－ア
ルキル及びＮ’－（ω－ヒドロキシ－アルキル）－Ｎ－メチルイミダゾリウムクロリド、
トリ－イソブチル（メチル）ホスホニウムｐ－トルエンスルホネート、１－エチル－３－
メチルイミダゾリウムテトラフルオロボレート、１－ブチル－３－メチルイミダゾリウム
クロリド、１－ヘキシル－３－メチルイミダゾリウムクロリド、１－エチル－３－メチル
イミダゾリウムトリフルオロメタンスルホネート、１－エチル－３－メチルイミダゾリウ
ムトリフルオロメタンスルホネート、テトラエチルアンモニウムブロミド、ｎ－ブチルピ
リジニウムクロリド、テトラブチルホスホニウムブロミド、ベンジルトリエチルアンモニ
ウムクロリド、１－エチル－３－メチルイミダゾリウムクロリド、１－ブチル－２，３－
ジメチルイミダゾリウムテトラフルオロボレート、１，３－ジメチルイミダゾリウムメチ
ルスルホネート、１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムトリフルオロアセテート、１－
ブチル－３－メチルイミダゾリウムクロリド、１－ブチル－３－メチルイミダゾリウム２
（２－メトキシエトキシ）エチルスルフェート、１－ブチル－１－メチルピロリジニウム
ジハイドロジェンホスフェート、及びこれらの組合せが含まれる。
【００２２】
　［0033］特定の実施形態では、有機塩及びイオン性液体が、カチオン及びアニオンを含
有し、該カチオン及びアニオンがそれぞれ独立して、炭素原子４～１５個の長さの脂肪族
部分を有する脂肪族基である。
【００２３】
　［0034］別の実施形態では、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、ｐＨ約９～約５
の溶液である。該溶液は、例えば、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、炭酸ナトリウム
、クエン酸、リン酸、酢酸、及び塩酸など、１つ又は複数のｐＨ調節剤を含むことが典型
的である。
【００２４】
　［0035］一実施形態では、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤が、ポリペプチドでは
ない。本明細書では、「ポリペプチド」、「ペプチド」、及び「タンパク質」は、アミノ
酸残基のポリマーを指すように互換的に用いられる。該用語は、１つ又は複数のアミノ酸
残基が対応する天然アミノ酸の人工の化学的模倣体であるアミノ酸ポリマーに加えて、天
然のアミノ酸ポリマー及び非天然のアミノ酸ポリマーにも適用される。
【００２５】
　［0036］βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤を眼と接触させて、白内障の進行の阻害
及び／若しくは既存の白内障の軽減、又は老眼の症状の阻害及び／若しくは軽減をもたら
す。本明細書で用いられる「眼を接触させる」という用語は、βＬクリスタリン静電相互
作用阻害剤を、眼に直接適用する方法を包含する。上記で説明した方法では、当業者に知
られる適切な手段を用いて、眼を化合物と接触させることができる。このような方法の例
には、眼科用デバイスの形態で適用されるか、又は他の形で眼に局所適用される、眼内へ
の化合物の注射、又は化合物の点眼若しくは噴霧が含まれるがこれらに限定されない。
【００２６】
　［0037］本明細書で用いられる「白内障を阻害するのに有効な量」という用語は、眼に
おける白内障の進行若しくは形成を阻害するか、又は眼に既に存在する、発症しつつある
白内障の、進行又は成熟白内障の形成を阻害する量を意味する。白内障を阻害するのに有
効なβＬクリスタリン静電相互作用阻害剤の量は、当業者に知られる多様な因子に依存す
る。このような因子には、眼のサイズ、眼に既に存在する、完全に発症したか又は発症し
つつある任意の白内障の数及び進行、並びに投与方式が含まれるがこれらに限定されない
。白内障を阻害するのに有効な量は、医薬組成物が、単回投与されるかどうか、又は医薬
組成物が、ある期間にわたり定期的に投与されるどうかにもまた依存する。該期間は、任
意の日数、週数、月数、年数であってよい。一実施形態では、白内障を阻害するのに有効
な量のβＬクリスタリン静電相互作用阻害剤は、約０．００１ｇ～約０．１ｇである。具
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体的には、白内障を阻害するのに有効な量は、約０．０１ｇ～約０．０５ｇである。
【００２７】
　［0038］本明細書で用いられる「老眼を阻害するのに有効な量」という用語は、眼にお
ける老眼の症状を軽減するか、又は眼における老眼のさらなる症状の進行を阻害する量を
意味する。老眼を阻害するのに有効なβＬクリスタリン静電相互作用阻害剤の量は、当業
者に知られる多様な因子に依存する。このような因子には、眼のサイズ、個体に既に存在
する症状の数及び種類、並びに投与方式が含まれるがこれらに限定されない。白内障を阻
害するのに有効な量は、医薬組成物が、単回投与されるかどうか、又は医薬組成物が、あ
る期間にわたり定期的に投与されるかどうかにもまた依存する。該期間は、任意の日数、
週数、月数、年数であってよい。一実施形態では、老眼を阻害するのに有効な量のβＬク
リスタリン静電相互作用阻害剤は、約０．００１ｇ～約０．１ｇである。具体的には、老
眼を阻害するのに有効な量は、約０．０１ｇ～約０．０５ｇである。
【００２８】
　［0039］本明細書で用いられる「眼科用組成物」という用語は、眼への投与に適する薬
学的に許容される製剤、送達デバイス、機構又はシステムを指す。「眼科用組成物」とい
う用語には、溶液、懸濁液、ゲル、軟膏、スプレー、デポ剤デバイス、又は眼に対するβ

Ｌクリスタリン静電相互作用阻害剤の短期的送達若しくは長期的送達に適する、他の任意
の種類の製剤、デバイス、若しくは機構が含まれるがこれらに限定されない。例えば、経
口製剤とは対照的に、眼科用組成物は、例えば、結膜及び角膜の刺激、閉眼、涙液の分泌
、並びに有痛の反応など、多様な反応の誘導を回避する、薬学的に許容される眼科用ビヒ
クルの使用を含めた、眼科用組成物の眼への適用と関連する、特定の技術的特徴を示す。
具体的な眼科用組成物は、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤を含有する眼科用溶液若
しくは眼科用懸濁液（すなわち、点眼液）、眼科用軟膏、又は眼科用ゲルの形態であるこ
とが有利である。選択した具体的な形態に応じて、組成物は、緩衝剤、等張化剤、可溶化
剤、防腐剤、増粘剤、キレート化剤、抗酸化剤、及びｐＨ調節剤など、各種の添加剤を含
有しうる。
【００２９】
　［0040］適切な防腐剤の例には、クロロブタノール、デヒドロ酢酸ナトリウム、塩化ベ
ンザルコニウム、セチルピリジニウムクロリド、フェネチルアルコール、パラヒドロキシ
安息香酸エステル、塩化ベンゼトニウム、酸化エチレンとジメチルエチレンイミンとの親
水性二ハロゲン化コポリマー、これらの混合物などが含まれるがこれらに限定されない。
増粘剤は、例えば、メチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、カルボキシメチル
セルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロール、ポリビニルアルコール、カルボキシ
メチルセルロース、硫酸コンドロイチン、及びこれらの塩から選択することができる。適
切な可溶化剤には、ポリオキシエチレン水添ヒマシ油、ポリエチレングリコール、ポリソ
ルベート８０、及びモノステアリン酸ポリオキシエチレンが含まれるがこれらに限定され
ない。典型的なキレート化剤には、エデト酸ナトリウム、クエン酸、ジエチレントリアミ
ン五酢酸の塩、ジエチレントリアミンペンタメチレンホスホン酸、並びにエデト酸ナトリ
ウム及び亜硫酸水素ナトリウムなどの安定化剤が含まれるがこれらに限定されない。
【００３０】
　［0041］有用な緩衝液には、ホウ酸緩衝液、リン酸緩衝液、炭酸緩衝液、酢酸緩衝液な
どが含まれるがこれらに限定されない。眼科用組成物中の緩衝液濃度は、選択した具体的
な緩衝液に応じて、約１ｍＭ～約１５０ｍＭ以上で変化しうる。
【００３１】
　［0042］本明細書で用いられる「ビヒクル」という用語は、眼科用に適する担体、希釈
剤、又は賦形剤を包含することを意図する。「賦形剤」とは、１つ又は複数のバルクを供
給し、好ましい加工特徴を賦与し、溶解速度を制御する一助となり、また他の形で組成物
にさらなる望ましい特徴を与える成分を指す。特に、眼科用組成物が有効成分を同伴する
涙液の分泌を誘発しないように、賦形剤を選択する。許容される賦形剤は、所望の製剤に
応じて賦形剤を選択する方法について知る当業者によく知られている。
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【００３２】
　［0043］一実施形態では、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤を、コンタクトレンズ
又は涙点プラグなどの眼科用デバイスの形態で投与する。適切な眼科用デバイスには、矯
正用、美容用、又は治療用の品質を備えた生体適合性デバイスが含まれる。
【００３３】
　［0044］一実施形態では、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤は、場合によって制御
放出組成物として、コンタクトレンズに付着させてもよく、コンタクトレンズ内に組み込
んでもよく、コンタクトレンズに結合させてもよい。コンタクトレンズは、既知の材料、
例えば、ハイドロゲル、シリコーンハイドロゲル、シリコーンエラストマー、及びポリメ
チルメタクリレート（ＰＭＭＡ）、メタクリル酸エステルのポリマー、オリゴシロキサニ
ルアルキル（メタ）アクリレート単量体／メタクリル酸のコポリマーなどの気体透過性材
料を用いて作製することができる。含水性眼科用ソフトレンズ用材料の具体例には、米国
特許第５，８１７，７２６号において説明されている材料、米国特許第５，９０５，１２
５号において説明されている２－ヒドロキシエチルメタクリレートポリマー、欧州特許出
願第７８１，７７７号において説明されている眼科用レンズ材料、米国特許第５，９４２
，５５８号において説明されている、さらに脂質層でコーティングしたハイドロゲルレン
ズが含まれる（これらの特許文献のすべては、コンタクトレンズに関するこれらの特許文
献の教示について、本明細書に組み込まれる）。上記において知られる材料から作製され
る、ハード型レンズ又は硬質の角膜型レンズ、及びゲルレンズ、ハイドロゲルレンズ、又
はソフト型レンズなど、一般的に用いられるコンタクトレンズを用いることができる。
【００３４】
　［0045］例えば、コンタクトレンズ及び徐放に関するそれらの教示について本明細書に
組み込まれる、米国特許第５，６５８，５９２、同第６，０２７，７４５号、国際特許公
開第ＷＯ２００３／００３０７３号パンフレット、米国特許出願公開第２００５－００７
９１９７号において説明されている、徐放薬物と共にコンタクトレンズを作製する既知の
方法に従い、コンタクトレンズに、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤組成物を組み込
むか、結合させるか、又は付着させることにより、徐放型βＬクリスタリン静電相互作用
阻害剤組成物を作製することができる。具体的には、βＬクリスタリン静電相互作用阻害
剤組成物を、ポリビニルピロリドン、ヒアルロン酸ナトリウムなど、微粒子化するか又は
ゲルによる徐放剤の一部に付着させることにより、コンタクトレンズを作製することがで
きる。加えて、レンズの前面を形成する構成要素、及びレンズの後面を形成する構成要素
からコンタクトレンズを作製することなどによって、βＬクリスタリン静電相互作用阻害
剤組成物のリザーバーを形成することによっても、徐放をもたらすことができる。
【００３５】
　［0046］一実施形態では、βＬクリスタリン静電相互作用阻害剤を、涙点プラグにより
投与する。本明細書で用いられる涙点プラグという用語は、下涙点及び上涙点のそれぞれ
を介して、眼の下涙小管及び上涙小管へと挿入するのに適するサイズ及び形状を有するデ
バイスを指す。
【実施例】
【００３６】
　［0047］以下の非限定的な例により、本発明をさらに例示する。
【００３７】
材料及び方法
クリスタリンの試料調製：
　［0048］ウシの眼の水晶体に由来する、βＬクリスタリン（Ｃ５１６３、Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ）及びαクリスタリン（Ｃ４１６３、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を、
生体用冷凍庫内に保存した。これらの実験のために調製した４つのストック液は、水中の
２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリン、ＰＢＳ中の２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリン、水中の
２ｍｇ／ｍＬのαクリスタリン、及び水中の０．１５ＭのＮａＣｌであった。これらの実
験で用いる水はすべて、濾過及び脱イオン化した。水中の２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリ
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のβＬクリスタリンを、５ｍＬの水と混合することにより調製した。水中の２ｍｇ／ｍＬ
のαクリスタリン及びＰＢＳ中の２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンを調製するのにも、同
様の手順に従った。
【００３８】
　［0049］これらのストック液の希釈液を用いて、水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリス
タリン、水中の０．２ｍｇ／ｍＬのαクリスタリン、水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリ
スタリン、０．１５ＭのＮａＣｌ、水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリン、０．６
ｍｇ／ｍＬのαクリスタリン、及びＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンによ
る２ｍＬずつの試料を創出した。
【００３９】
　［0050］マイクロ９０（Ｍｉｃｒｏ－９０）界面活性剤（Ｚ２８１５０６、Ｓｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ）の極希薄な溶液中で１時間にわたり超音波処理し、次いで、濾過した
脱イオン化水で８回にわたりすすぎ、その後、アセトンで８回にわたり洗浄することによ
り、２０ｍＬシンチレーションバイアルを洗浄した。ケムステーション（ＣｈｅｍＳｔａ
ｔｉｏｎ）ソフトウェアを装備するアジレント８４５３（Ａｇｉｌｅｎｔ　８４５３）Ｕ
Ｖ分光光度計を用いて、クリスタリン濃度を検証した。２８０ｎｍにおけるαクリスタリ
ン及びβＬクリスタリンのモル吸光度は、それぞれ、０．７５及び１．３である。
【００４０】
　［0051］ｐＨ研究のために、ＰＢＳ中の２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンストック液を
用いて、被験試料を創出した。ｐＨを調節するのに、ＨＣｌ及びＮａＯＨを用いた。定期
的にｐＨを点検して、安定なリーディングを確認した。
【００４１】
動的光散乱のバックグラウンド：
　［0052］動的光散乱（ＤＬＳ）は、系のブラウン運動を分子レベルで緻密にモニタリン
グすることを可能とするので、レンズの凝集機構を調べるのに理想的である。ＤＬＳを用
いると、溶液中のクリスタリンの天然の立体構造及びサイズを決定することができる。Ｄ
ＬＳの限界の１つは、溶液が、Ｚｉｍｍレジームに従わなければならず、したがって、散
乱強度の測定値がｑＲ　ｇ＜１の範囲内にあり、濃度が重なり濃度（ｃ＊）
【数１】

未満でなければならないことである。
【００４２】
　［0053］Ａｒレーザー（λ＝５１４．５ｎｍ）によるＡＬＶ測定器を用いて、３５°～
６５°では５°間隔で、７０°～９０°では１０°間隔でＤＬＳデータを収集した。ＡＬ
Ｖ５０００相関器を用いて、データを解析した。ガラス製のＤＬＳ用試験管（４ｍＬ）を
、マイクロ９０の極希薄な溶液中で１時間にわたり超音波処理し、次いで、濾過した脱イ
オン化水で８回にわたりすすいだ後、アセトンで８回にわたり洗浄した。水晶体内のクリ
スタリン濃度は、極めて高いのが典型的である。しかし、Ｚｉｍｍレジームにより賦与さ
れる限界により示される通り、ＤＬＳによる特徴づけには、クリスタリンの希釈溶液が必
要とされる。したがって、０．２～０．６ｍｇ／ｍＬのクリスタリン溶液を、脱汚染化し
たＤＬＳ用試験管へと注入した。
【００４３】
　［0054］ＤＬＳは、リアルタイムにおける濃度の変動をモニタリングすることにより、
ポリマー溶液のブラウン運動についての情報を収集する。このプロセスでは、式（２）［
式中ｑは、散乱の波動ベクトルである］



(11) JP 2013-513622 A 2013.4.22

10

20

30

40

50

【数２】

を用いて、散乱強度の自己相関関数Ｉ（ｑ，ｔ）を決定する。
【００４４】
　［0055］ＡＬＶ測定器により収集されるデータは、ｇ２（τ）を与える。Ｃｏｎｔｉｎ
解析により、自己相関関数を、確率分布関数へと変換する。これは式３
【００４５】
　　ｇ２（τ）＝１＋｜ｇ１（τ）｜２　（３）
　［0056］［式中、ｇ１（τ）は、分布関数Ｆ（Γ）のラプラス変換である］を用いて、
ｇ１（τ）について解くことにより達成される。Γは、相関時間τの逆数である。Γが直
線的なｑ２依存性に従うことが実験的に示される限りにおいて、式（４）
　　Γ＝Ｄｑ２　（４）
を用いて、Γを拡散係数Ｄへと関連付けることができる。
【００４６】
　［0057］ストークス－アインシュタインの式

【数３】

を用いて、流体力学半径Ｒｈを決定することができる。
【００４７】
　［0058］式（５）において、ｋＢは、ボルツマン定数であり、Ｔは、ケルビン単位の温
度であり、ηは、溶媒の粘稠性である。
【００４８】
静的光散乱のバックグラウンド：
　［0059］静的光散乱（ＳＬＳ）とＤＬＳとの根本的な違いは、ＳＬＳでは、散乱光の、
時間で平均した平均二乗濃度の変動が報告されるのに対し、ＤＬＳは、粒子のブラウン運
動を解析するということである。ＳＬＳは、慣性半径（Ｒｇ）、重量平均分子量（Ｍｗ）
、及び第２ビリアル係数（Ａ２）を決定するのに用いることが典型的である。凝集物が、
ｑＲｇ＞１で溶液中に存在する場合は、フラクタル次元（ｄｆ）もまた決定することがで
きる。
【００４９】
多重サイズスケールからの相対散乱の分配：
　［0060］単分散性の均一溶液を解析する場合は、確率分布関数に、狭いピークが１つ現
れる。この単一のピークは、溶液中に１つのＲｈが存在することを表わす。単一のポリマ
ー溶液について２つのピークが生じる場合、ピークは、溶液中におけるポリマーの個別の
鎖及び凝集形態を一般的に表わす。溶液中で多重サイズスケールが生じる場合は、角度１
°当たり特定の確率分布について現れる各ピークの重みづけ積分に基づき、各サイズスケ
ールについて、相対強度を決定することができる。相対強度を決定する第１のステップは
、式（６）
【数４】

を用いて、各ピークの積分を決定することである。
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【００５０】
　［0061］０からａまでの区間で求められる積分は、急速な減衰速度を表わし、急速モー
ドとして知られている。第２の積分は、緩徐モードと呼ばれ、ａからｂまでの区間で求め
られる。急速モードの積分及び緩徐モードの積分を、それぞれ、Ｆ１及びＦ２とする。２
つを超えるピークが存在する場合は、積分の限界を調整し、さらなる積分を加えることに
より、この式を改変すべきである。各角度についてＦ１及びＦ２を決定し、式（７）、（
８）、及び（９）
【００５１】
　　Ｉ（ｑ）ｔｏｔａｌ＝Ｉ（ｑ）１＋Ｉ（ｑ）２　（７）
【数５】

を用いて、各角度について収集された静的散乱データＩ（ｑ）ｔｏｔａｌに相対的重みを
適用することにより、それぞれについての相対散乱強度であるＩ（ｑ）１、及び凝集物に
ついての相対散乱強度であるＩ（ｑ）２を決定することができる２２。
【００５２】
ｑＲｇ＞１のときの形状因子：
　［0062］形状因子は、単量体の密度関数に対するフーリエ変換として定義される。この
関数は、解析されるポリマー系の形状に対する洞察を得る目的で用いる。デバイの式は、
ガウスコイルの形状因子である。
　　Ｐ（ｑ）＝２Ｎ／（ｑ４Ｒｇ４）×［ｅ－ｑ２Ｒｇ２－１＋ｑ２Ｒｇ２］　（１０）
この式は、２つの限界ｑＲｇ＜１及びｑＲｇ＞１を適用することにより、さらに簡略化す
ることができる。
　　ｑＲｇ＜１のとき、Ｐ（ｑ）＝（１－ｑ２Ｒｇ２／３）　（１１）
　　ｑＲｇ＞１のとき、Ｐ（ｑ）＝２／（ｑ２Ｒｇ２）　（１２）
【００５３】
　［0063］Ｚｉｍｍの条件を満たすには、ｑＲｇが１未満でなければならないことは既に
述べた。しかし、本明細書で論じる実験では、１００ｎｍより大きい慣性半径Ｒｇを有す
る大型の凝集物の場合、この条件は満たされない。凝集物が１００ｎｍより大きい場合、
散乱強度は、フラクタル次元、多分散性、及び局所的な単量体密度についての情報を包含
する。フラクタル次元ｄｆは、凝集物の形状に対して何らかの洞察をもたらすので、特に
所望される。ｄｆについての情報を導くために、相対静的強度データを、式（１０）の形
状因子Ｐ（ｑ）に適合させた。
　　Ｐ（ｑ）＝Ｐ（０）×［１＋２／（３×ｄｆ）×（ｑＲｇ）２］－ｄｆ／２　（１３
）
［式中、Ｐ（ｑ）∝（ｑＲｇ）－ｄｆ、ｑＲｇ＞１　（１４）］
【００５４】
　［0064］式（１０）は、すべての次元について、Ｐ（ｑ）が、デバイの式でｑＲｇ＞１
のときのＮ／（ｑＲｇ）ｄｆに比例するという結論に基づき導出した。
【００５５】
　［0065］式（１３）の線形化形であるｙ＝Ａ（１＋Ｂｘ）［式中、ｙ＝Ｉ（ｑ）－２／

ｄｆ、Ａ＝Ｉ（０）－２／ｄｆ、Ｂ＝（２Ｒｇ２）／（３ｄｆ）、及びｘ＝ｑ２］を用い
て、Ｒｇ及びｄｆの最良適合を数学的に決定した。
【００５６】
実施例１：動的光散乱（ＤＬＳ）によるクリスタリンの特徴づけ
　［0066］希釈溶液における水晶体クリスタリンの凝集傾向を解析することにより、凝集
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の物理的特性を理解することができる。解析される２つのタンパク質は、αクリスタリン
及びβＬクリスタリンであった。ＤＬＳは、２３℃の水中の０．２ｍｇ／ｍＬのαクリス
タリン溶液が、ただ１つのサイズスケールを有することを明らかにした。溶液中には、１
０ｎｍのＲｈだけが見出された。サイズ選択を、図１に示す、単一のガウスピーク分布関
数へと翻訳した。Ｒｈを１０ｎｍとするタンパク質は、拡散係数が２．４２ｅ－７ｃｍ２

／秒であると認められた。逆に、２３℃の水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンに
対してＤＬＳを実施したところ、分布関数には、２つのガウスピークが現れた。２つのピ
ークは、急速モード及び緩徐モードを表わす（図２）。急速モードは、溶液中で好ましい
個別のポリマー鎖の流体力学半径Ｒｈを示唆する。緩徐モードは、凝集物のＲｈを表わす
。該試料についての急速モードのＲｈは、２０ｎｍであった。緩徐モードのＲｈは、ＤＬ
Ｓを用いて正確に決定しうるサイズスケールを超えていた。
【００５７】
　［0067］βＬクリスタリンを水中に入れる場合は、急速モード及び緩徐モードが存在す
る。しかし、βＬクリスタリンを、リン酸緩衝生理食塩液であるＰＢＳ中に入れると、多
数のモードが存在する。ＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンの分布関数には
、４つの異なるモードが存在する。ある大きな角度では、４つのモードが、２つのモード
に見えるように重複する。これは、角度によりこれらのピークがシフトする結果である。
小さな角度では、図２で見られる通り、４つのピークが完全に分解される。溶液中に見出
されうる４つのＲｈ値は、１ｎｍ、４ｎｍ、９７ｎｍ、及びＤＬＳの正確な範囲を超える
より大きなスケールサイズである。
【００５８】
実施例２：βＬクリスタリンのフラクタル次元解析
　［0068］βＬクリスタリンが形成する凝集物の形状及びサイズを理解するため、２３℃
の水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリン、及び２３℃のＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍ
ＬのβＬクリスタリンに対して、フラクタル次元解析を実施した。式（６）～（９）を用
いて、２３℃の水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンについて、個別の鎖及び凝集
物に起因する相対散乱強度を決定し、次いで、図３にプロットした。
【００５９】
　［0069］予測される通り、図３は、凝集物に起因して、散乱のバルクが存在することを
明らかにする。このデータを用いて、［Ｉ（ｑ）／Ｉ（０）］×（ｑＲｇ）２をｑＲｇと
対比してグラフ表示することによって創出されるクラツキープロットを構築することによ
り、式（１３）を用いて凝集物のフラクタル次元（ｄｆ）を決定した。
【００６０】
　［0070］図４によれば、ｄｆは、約４．４である。Ｒｇは、５３７ｎｍであると決定さ
れたが、これは、ＤＬＳにより決定された値の相関オーダーにある。ＤＬＳにより約４４
０ｎｍであると決定されたＲｈ値は、この大きさのサイズスケールを解析するときのＤＬ
Ｓの限界のために、正確ではない可能性があることに注意することが重要である。図４の
ピークにおけるデータ点は、右側に大きくシフトしており、理論値と比較して増幅されて
いる。このシフト及び増幅は、凝集物の多分散性及び凝集物の分枝に起因する可能性が高
い。
【００６１】
　［0071］２３℃のＰＢＳ溶液中に０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンを入れたときに
は４つのサイズスケールが観察されたが、クラツキープロットにより解析するための基準
に適合するピークは１つだけであった。Ｒｈ≒１２００ｎｍの最大凝集物が、ｑＲｇ＞１
の基準を満たす唯一の凝集物であった。４つのサイズスケールの各々に起因する相対強度
は、式（６）～（９）を用いて決定した（図５）。
【００６２】
　［0072］式（１３）を用いて、２３℃のＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリ
ンにおける最大凝集物のｄｆを、クラツキープロットにより、２．３と決定した。このク
ラツキープロットに対応するＲｇは１４５２ｎｍであり、１２００ｎｍのＲｈのオーダー
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にある。
【００６３】
　［0073］図６のデータ点は、ｄｆを２．３とする理論的趨勢腺の近傍に一定の誤差限界
を有するようである。誤差は、確率分布関数における４つのピークすべてが必ずしも分解
されたとは限らないという事実に起因する可能性が高い。ｄｆに誤差が生じれば、相対分
散強度の分配においても誤差が生じる可能性があり、したがって、クラツキープロットに
も反映されるのであろう。
【００６４】
実施例３：αクリスタリンのシャペロンとしての役割
　［0074］前述の通り、αクリスタリンは、凝集を緩和又は阻害するので、水晶体では、
シャペロンタンパク質として作用する。αクリスタリン及びそのシャペロン能の、βＬク
リスタリンに対する影響を決定するため、２３℃の水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリス
タリン溶液、０．６ｍｇ／ｍＬのαクリスタリン溶液を調製して、ＤＬＳにかけた。ＤＬ
Ｓが明らかにした分布関数のピークは、１つだけであった（図７）。したがって、シャペ
ロンの添加は、凝集物を除去することが認められた。
【００６５】
　［0075］βＬクリスタリンと３：１の重量比でαクリスタリンを混合したところ、緩徐
モードが抑制された。緩徐モードは、帯電したポリマーが、電解質溶液中で凝集する自発
的傾向の結果である。このようにして形成される凝集物のサイズ、及び凝集物の脆弱な構
造は、静電相互作用の強度及び範囲を決定する実験変数により制御可能である。これらの
凝集物は光を散乱するので、このような凝集物の形成を回避することが極めて重要である
。緩徐モードの抑制により、αクリスタリンとβＬクリスタリンとの相互作用の性質につ
いての問題が提示された。αクリスタリンがβＬクリスタリンの凝集を調整する能力のた
めに、凝集自体の性質が静電作用によるものである可能性がある。
【００６６】
実施例４：βＬクリスタリンの凝集における静電作用の役割
　［0076］クリスタリンの凝集の性質が静電作用によるものであるかどうかを決定するた
め、０．１５ＭのＮａＣｌ水溶液中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンに対して、動
的光散乱を実施した（図８）。
【００６７】
　［0077］急速モードは、塩により大きく影響されなかったが、緩徐モードは大幅に変化
した。塩の添加により、凝集物のＲｈが２３０ｎｍから１２０ｎｍへと減少した。ＮａＣ
ｌの添加により、凝集物のＲｈが２分の１に低減されたことは、βＬクリスタリンの凝集
の性質が静電作用によるものであることを示す。
【００６８】
実施例５：溶液におけるβＬクリスタリンの速度論的趨勢
　［0078］凝集の動態は、濃度に依存する。２ｍｇ／ｍＬのストック液を０．２ｍｇ／ｍ
Ｌへと希釈することにより、各試料を調製した。したがって、各濃度のそれぞれにおいて
かかった時間を記述する変数を定義することが重要であった。βＬクリスタリンの速度論
的傾向を記述するのに用いた２つの変数は、ｔストック及びｔ試験管であった。ｔストッ

クとは、ストック液を創出してから希釈するまでに経過した時間を指す。ｔ試験管とは、
ストック液を希釈することによりＤＬＳ用試験管中の試料を作製してから経過した時間で
ある。まず、水中のβＬクリスタリンの速度論的結果について論じ、次いで、ＰＢＳ中の
βＬクリスタリンの結果について再検討する。
【００６９】
　［0079］ｔストック値を５時間及び２１４時間とし、室温の水中の０．２ｍｇ／ｍＬの
βＬクリスタリンを有する試料に対してＤＬＳを実施した。保管寿命及び混合に関して短
時間及び長時間を表わすように、これらのｔストック値を選択した。ｔ試験管時間を１、
４、７、２４、及び２１４時間として、各試料に対してＤＬＳを実施した。ｔストックを
変化させることの影響は、急速モード及び緩徐モードのいずれに対しても顕著であること
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が判明した（図９）。
【００７０】
　［0080］ｔストックを５時間とする系では、平衡が即時的に達成されなかったので、水
中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンとしたときの凝集の動態は濃度依存的である。
室温における０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリン溶液は、ｔストックを５時間とし、ｔ

試験管を１００時間としたときに、安定状態を達成した。凝集物の流体力学半径もまた、
ｔストック時間を２１４時間として調べた各ｔ試験管値において平衡に達したことが判明
した。急速モード及び緩徐モードの平衡Ｒｈ値は、それぞれ、７ｎｍ及び２１０ｎｍであ
った。
【００７１】
　［0081］１０倍濃度のリン酸緩衝生理食塩液（ＰＢＳ）（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ）中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンについての速度論的特質を、図１０
に示す。ＤＬＳを用いたところ、室温の緩衝液中に、βＬクリスタリン凝集物の４つの異
なるサイズ分布が観察された。ここでもまた、５時間及び２１４時間のｔストック値を用
いた。ｔ試験管値を１、４、７、２４、及び２１４時間とし、ＤＬＳを用いて、試料を解
析した。図１０によれば、流体力学半径は、濃度に依存せずに一定を維持した。したがっ
て、ＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンによる凝集状態は、測定した時間ス
ケールでは速度論的プロセスと認められなかった。
【００７２】
実施例６：βＬクリスタリンに対するｐＨの変動の影響
　［0082］機能的な眼においては、ｐＨの変化が、クリスタリンの凝集状態に影響を及ぼ
しうる。本節では、水晶体におけるβＬクリスタリンの凝集に対するｐＨの役割について
探索する。ＨＣｌ及びＮａＯＨによる滴定を介して、ｐＨを調整した。２３℃で、２、４
．８、６、７、８、及び１０のｐＨ値について検討した（表１）。
【表１】

【００７３】
　［0083］生理学的ｐＨ以外のすべてのｐＨ値では、動的光散乱において、急速モード及
び緩徐モードが存在する。各モードは、散乱実体の特定のサイズを表わす。急速モードは
、非凝集分子を表わし、緩徐モードは、凝集構造を表わす。最も酸性（ｐＨ＝２）の条件
下及び最も塩基性（ｐＨ＝１０）の条件下では、最大サイズのスケールがデータにおいて
優勢であったが、第２のサイズのスケールも明らかに存在した。第２のサイズのスケール
も存在するという結論は、確率分布関数における２つのピークに対する相対積分に基づい
て導出した（図１１）。集合したタンパク質凝集物のサイズ及び凝集傾向は、明らかにｐ
Ｈに依存することから、静電作用の役割が裏付けられる。
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【００７４】
　［0084］異なる溶液におけるクリスタリンの性質、及び静電作用の役割についての知見
を考慮して、本明細書では、白内障において見出される凝集を引き起こすと以前考えられ
ていた分子間ジスルフィド結合が、分子内ジスルフィド結合であることを提起する。図１
２は、提起されるモデルを例示するものである。
【００７５】
実施例７：ＳＤＳ及びプロテオグリカンはβＬクリスタリンを脱凝集化しない
　［0085］実施例４と同様に、非イオン性界面活性剤であるＳＤＳ、ドデシル硫酸ナトリ
ウム（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈから購入した）の、βＬクリスタリンの脱凝集化に対
する効果を調べた。ＳＤＳのＣＭＣは２．３６ｍｇ／ｍｌであるので、ＳＤＳ濃度を２．
３６ｍｇ／ｍｌ未満に維持した。図１３に示す通り、ＳＤＳは、βＬクリスタリンの脱集
合を刺激しなかった。
【００７６】
　［0086］プロテオグリカンは、硫酸ケラチン、硫酸コンドロイチン、及びヒアルロン酸
からなる。表２に示す通り、プロテオグリカンをβＬクリスタリンに添加したところ、凝
集サイズが増大した。
【表２】

【００７７】
実施例８：βＬクリスタリンの凝集サイズに対するｐＨの影響
　［0087］βＬクリスタリンの凝集現象を、白内障形成に関与する凝集の物理的特質を理
解するためのモデルとして用いた。系の初期解析は、αクリスタリンが、溶液中で１つの
流体力学半径Ｒｈを表わす、１分布ピーク系を形成することを示した。βＬクリスタリン
は、水中では急速モード及び緩徐モードをもたらし、ＰＢＳ中では４つのサイズスケール
をもたらした。急速モードは、単離分子に対応し、緩徐モードは、凝集物に対応する。散
乱強度を、フラクタル物体についての形状因子と適合させることにより、水中の最大凝集
物及びＰＢＳ中の最大凝集物の両方について、フラクタル次元を調べた。次いで、αクリ
スタリンとβＬクリスタリンとの相互作用、又はより具体的には、αクリスタリンのシャ
ペロンとしての性質について調べた。βＬクリスタリン溶液に添加すると、αクリスタリ
ンは、βＬクリスタリンの集合を低減することが裏付けられた。次いで、αクリスタリン
ではなく、０．１５ＭのＮａＣｌを用いることにより、凝集物の低減効果を観察した。こ
の実験は、βＬクリスタリンの集合の性質が、静電作用によるものであることを裏付けた
。
【００７８】
　［0088］２週間にわたり、散乱強度及び時間の関数として散乱強度の相関をモニタリン
グすることにより、２３℃の水及びＰＢＳの両方において、凝集の速度論的特質を調べた
。水中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリンについてのＲｈ値は、平衡に達するのに約
２週間を必要とした。したがって、これらの溶液についての平衡は、実験に影響を及ぼす
時間スケールにおいて達成されることが決定された。ＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬ

クリスタリンについてのＲｈ値は、数分間で平衡に達した。
【００７９】
　［0089］２３℃のＰＢＳ中の０．２ｍｇ／ｍＬのβＬクリスタリン溶液について、ｐＨ
を調整した。生物学的条件は、広範な範囲のＲｈ値が溶液中に存在する結果をもたらした
。しかし、ｐＨを酸性（４．８）のレジーム又は塩基性（８～１０）のレジームへと変化
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、すなわち、βＬクリスタリン及びαクリスタリンの組成、ＰＢＳ緩衝液対水、ｐＨ、温
度、ＳＤＳの存在、及び塩濃度の変化は、環境の変化がβＬクリスタリンの凝集に対して
大きな影響を及ぼしうることを裏付けた。
【００８０】
　［0090］βＬクリスタリンの集合において静電作用が果たすことが決定された顕著な役
割のために、白内障の凝集機構自体においてもまた実際に、静電作用が優勢であることが
本明細書で示唆される。したがって、本発明者らによる結果は、静電力に慎重に干渉する
ことにより、βＬクリスタリンの凝集の原因となる力、及び白内障の発症を緩和する戦略
をもたらす。
【００８１】
　［0091］イオン性液体は、凝集しつつある単量体の静電相互関係を切断するための２つ
の要件を満たす。イオン性液体の化学的構造は、疎水性部分とイオン性部分との複合体で
ある。イオン性部分は、タンパク質単量体間の静電相互作用を調整する。同時に、これら
の低分子イオンは、それらの疎水性テールをアンカリングすることにより、タンパク質分
子の近傍に配置される。加えて、低分子イオンのテール長は短いために、低分子イオンが
、油水溶液中のようにタンパク質から相分離することは阻止される。
【００８２】
　［0092］「１つの（ａ）」及び「１つの（ａｎ）」という用語は、量の限定を示すので
はなく、指示された項目のうちの少なくとも１つの存在を示す。「又は」という用語は、
「及び／又は」を意味する。「含む」、「有する」、「包含する」、及び「含有する」と
いう用語は、オープンエンドの用語（すなわち、「～が含まれるがこれらに限定されない
」を意味する）と解釈されるべきである。
【００８３】
　［0093］本明細書では、本発明者らに知られる最良の形態を含めた実施形態が説明され
ている。前出の説明を読めば、当業者には、このような実施形態の変形形態が明らかであ
ろう。当業者は、必要に応じてこのような変形形態を用いることが予期され、開示された
方法は、本明細書で具体的に説明されたものとは別の形で実施されることが予期される。
したがって、本明細書に添付の特許請求の範囲で列挙される対象物に対するすべての改変
物及び同等物が、関連法規により許容される範囲内で包含される。さらに、本明細書で別
段に指示されるか、又は文脈により別段に明確に反証されない限り、すべての可能な変形
形態における、上記で説明した要素の任意の組合せを包含する。



(18) JP 2013-513622 A 2013.4.22

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(19) JP 2013-513622 A 2013.4.22

【図５】 【図６】

【図７】 【図８（Ａ）】
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