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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　中枢神経系ニューロンの軸索の伸出を調節する方法において使用する、本質的に有効量
のイノシンからなる医薬組成物であって、該方法が、中枢神経系ニューロンを、当該医薬
組成物と、軸索の伸出が刺激されるように接触させることを含む、当該医薬組成物。
【請求項２】
　前記の中枢神経系ニューロンが哺乳動物の当該ニューロンである、請求項１に記載の医
薬組成物。
【請求項３】
　傷害後に中枢神経系ニューロンの軸索伸出を刺激する方法において使用するイノシンよ
りなる医薬組成物であって、該方法が該医薬組成物を患者に、軸索伸出が刺激されるよう
に投与することを含む、請求項１又は２記載の医薬組成物。
【請求項４】
　傷害が卒中によるものである、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　傷害が外傷性脳障害(ＴＢＩ)によるものである、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　傷害が大脳動脈瘤によるものである、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　傷害が脊髄損傷によるものである、請求項３に記載の医薬組成物。
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【請求項８】
　脊髄損傷を、単麻痺、両側麻痺、対麻痺、半側麻痺及び四肢麻痺よりなる群から選択す
る、請求項７に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　中枢神経系ニューロンとの接触におけるイノシン濃度が２５μＭである、請求項３に記
載の医薬組成物。
【請求項１０】
　イノシンを５μＭ～１０００μＭの濃度で投与する、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　イノシンを１０μＭ～５００μＭの濃度で投与する、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　イノシンを患者の中枢神経系への導入により投与する、請求項１又は３に記載の医薬組
成物。
【請求項１３】
　イノシンを患者の脳脊髄液中に導入する、請求項１又は３に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　イノシンを髄膜下へ導入する、請求項１又は３に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　イノシンを脳室中に導入する、請求項１又は３に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　イノシンを腰椎部に導入する、請求項１又は３に記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　イノシンを大槽中に導入する、請求項１又は３に記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　イノシンを製薬上許容し得る配合物にて投与する、請求項１又は３に記載の医薬組成物
。
【請求項１９】
　製薬上許容し得る配合物が分散系である、請求項１８に記載の医薬組成物。
【請求項２０】
　製薬上許容し得る配合物が脂質ベースの配合物を含む、請求項１８に記載の医薬組成物
。
【請求項２１】
　製薬上許容し得る配合物がリポソーム配合物を含む、請求項１８に記載の医薬組成物。
【請求項２２】
　製薬上許容し得る配合物が多小胞性リポソーム配合物を含む、請求項１８に記載の医薬
組成物。
【請求項２３】
　製薬上許容し得る配合物がポリマーマトリクスを含む、請求項１８に記載の医薬組成物
。
【請求項２４】
　製薬上許容し得る配合物が小型ポンプ内に含まれる、請求項１８に記載の医薬組成物。
【請求項２５】
　製薬上許容し得る配合物が、その製薬上許容し得る配合物を患者に投与した後少なくと
も１週間にわたるイノシンの患者への持続的送達を与える、請求項１８に記載の医薬組成
物。
【請求項２６】
　製薬上許容し得る配合物が、その製薬上許容し得る配合物を患者に投与した後少なくと
も１ヶ月にわたるイノシンの患者への持続的送達を与える、請求項１８に記載の医薬組成
物。
【請求項２７】
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　患者が哺乳動物である、請求項１又は３に記載の医薬組成物。
【請求項２８】
　哺乳動物がヒトである、請求項２７に記載の医薬組成物。
【請求項２９】
　中枢神経系ニューロンが網膜神経節細胞である、請求項１又は３に記載の医薬組成物。
【請求項３０】
　患者における哺乳動物中枢神経系ニューロンの軸索伸出を刺激するための医薬品製造に
使用される、イノシンよりなる医薬。
【請求項３１】
　医薬がイノシン以外の如何なる神経成長モジュレーターをも含まない、請求項３０に記
載の医薬。
【請求項３２】
　医薬が、中枢神経系、脳脊髄液、髄膜下、脳室、腰椎部及び大槽よりなる群から選択す
る患者中の部位への投与に適している、請求項３０に記載の医薬。
【請求項３３】
　イノシンが２５μＭの濃度で存在する、請求項３０に記載の医薬。
【請求項３４】
　医薬が患者におけるイノシンの持続的送達を与える、請求項３０に記載の医薬。
【請求項３５】
　医薬が、卒中による傷害、外傷性脳障害(ＴＢＩ)による傷害、大脳動脈瘤による傷害及
び脊髄損傷よりなる群から選択する傷害の治療に適している、請求項３０に記載の医薬。
【請求項３６】
　イノシンと製薬上許容し得るキャリアーを含む請求項１に記載の製薬組成物をパッケー
ジ化されたこの製薬組成物の使用についての指示と共に含む、中枢神経系疾患の治療のた
めのパッケージ化された配合物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
発明の背景
幼児期後における中枢神経系(ＣＮＳ)への傷害は、大抵は不可逆性の機能障害を生じる。
脳又は脊髄内では、卒中、外傷その他の原因から生じたダメージは、認識、感覚及び運動
機能の終生の喪失を生じ得るし、生活機能の維持さえも喪失し得る。失われた神経細胞は
、取替えられることはなく、傷の部位の近くでは限られた量の局所的なシナプス再編成が
起こり得るにもかかわらず、予備の細胞は、一般に、切断された連絡を再生することはで
きない。失われた機能は、現在、治療することはできない。
【０００２】
ＣＮＳにおける再生不能は、軸索の生長を抑制するグリア細胞表面上の阻害性分子の存在
；生長を促進する適当な基質分子例えばラミニンの不在及び細胞の生存と分化に必要な遺
伝子発現のプログラムを活性化するのに必要とされる適当な栄養因子の不在を含む幾つか
の因子に帰せられてきた。
【０００３】
対照してみると、末梢神経系(ＰＮＳ)内では、傷害を受けた神経繊維は、結果的に機能の
良好な回復を伴って、長距離にわたって再生し得る。過去１５年間に、神経科学者は、こ
れが末梢神経系と中枢神経系の神経細胞間の本来的な差の結果ではないということ；著し
くＣＮＳのニューロンは、ＰＮＳ(例えば、座骨神経)の移植片を通って生長する機会を与
えられれば非常に長距離にわたって軸索を伸ばすであろうことを認識するに至った。それ
故、ＣＮＳのニューロンは、細胞外環境からの正しいシグナルを受ければ生長する能力を
保持している。ＣＮＳとＰＮＳの異なる潜在的生長能力に寄与する因子には、ＣＮＳ中で
神経繊維を囲むがＰＮＳ中の同等の細胞集団(シュワン細胞)にはそれ程多くない希突起グ
リア細胞表面上の部分的に特性決定された生長阻害性分子；ＰＮＳでは生長を促進するが
ＣＮＳ中には存在しない基底層その他の表面の分子(例えば、ラミニン)；及び細胞の生存
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と分化の基礎となる遺伝子発現のプログラムを活性化する栄養因子、可溶性ポリペプチド
が含まれる。かかる栄養因子は神経細胞の生存力と分化の維持に必須と考えられているが
、ＣＮＳにおける軸索の再生の誘導の原因である特定のものは、未確認のままである。そ
の結果、今日まで、ＣＮＳ傷害に対する有効な治療薬は、開発されなかった。
【０００４】
従って、ＣＮＳニューロンの伸出を調節するための方法及び組成物が、依然として、必要
とされている。
【０００５】
発明の要約
本発明は、中枢神経系ニューロン特に哺乳動物の中枢神経系ニューロンの軸索の伸出を調
節するための方法及び組成物を提供する。この発明は、少なくとも部分的に、プリンヌク
レオシド及びそのアナログが、哺乳動物のＣＮＳニューロンを含むＣＮＳニューロン(例
えば、網膜神経節ニューロン)の軸索の伸出を調節する(即ち、刺激するか又は阻害する)
ことができるという発見に基づいている。その上、この発明のプリンヌクレオシド及びそ
れらのアナログは、何ら更なる神経成長モジュレーター(神経成長因子等)の存在なしでＣ
ＮＳニューロンの軸索の伸出の調節に有効である。
【０００６】
従って、この発明の方法は、一般に、中枢神経系ニューロンをプリンヌクレオシド又はそ
のアナログと接触させることを包含する。一面において、この発明は、好ましくはイノシ
ン若しくはグアノシンヌクレオシド又はこれらのアナログを用いて伸出を刺激する方法を
提供する。他の面において、この発明は、好ましくは６－チオグアニンを用いて伸出を刺
激する方法を提供する。特に好適な具体例においては、この発明の方法は、網膜神経節細
胞の軸索の伸出を調節する。
【０００７】
この発明の中枢神経系ニューロンの軸索の伸出を刺激する方法は、ＣＮＳニューロンに対
するダメージ又は他の傷害(例えば、卒中、外傷性脳障害、大脳動脈瘤、脊髄損傷等)の後
に用いることができる。この発明のＣＮＳニューロンの軸索の伸出を阻害する方法は、異
所的軸索伸出が起こり得る神経増殖性疾患例えば癲癇(例えば、外傷後癲癇)及び神経障害
性疼痛症候群において用いることができる。
【０００８】
一面において、プリンヌクレオシド又はそのアナログを、本発明に従って、患者の中枢神
経系に(例えば、患者の脳脊髄液中に)導入することにより、患者に投与する。この発明の
ある面においては、プリンヌクレオシド又はそのアナログを髄膜下に例えば脳室、腰椎部
又は大槽中に導入する。好適具体例において、この発明の刺激方法は、ダメージを受けた
網膜神経節細胞の伸出を促進する。かかる状況において、プリンヌクレオシド又はそのア
ナログを局所的に網膜神経節細胞に投与して軸索の伸出を刺激することができる。
【０００９】
この発明の更に別の面においては、プリンヌクレオシド又はそのアナログを、製薬上許容
し得る配合物にて投与する。製薬上許容し得る配合物は、分散系例えば脂質ベースの配合
物、リポソーム配合物又は多小胞性リポソーム配合物であってよい。製薬上許容し得る配
合物は又、例えば合成ポリマー例えばポリエステル(ＰＬＡ、ＰＬＧＡ)、ポリエチレング
リコール、ポロキソマー、無水ポリマー及びプルロニックから選択するポリマーマトリク
ス又は天然から誘導されたポリマー例えばアルブミン、アルギネート、セルロース誘導体
、コラーゲン、フィブリン、ゼラチン及び多糖類から選択するポリマーマトリクスをも含
むことができる。
【００１０】
好適具体例において、製薬上許容し得る配合物は、プリンヌクレオシドの患者への送達で
あって、製薬上許容し得る配合物の患者への投与後少なくとも１週間(一層好ましくは、
少なくとも１ヶ月)にわたる持続的送達例えば「緩慢な放出」を与える。この発明の配合
物の持続的送達を達成するための好適なアプローチには、この配合物を含む緩慢な放出用
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のポリマー製カプセル又は浸出ポンプの利用が含まれる。
【００１１】
この発明は、更に、中枢神経系ニューロン(好ましくは、哺乳動物のＣＮＳニューロン)の
軸索の伸出を調節するための医薬の製造におけるプリンヌクレオシド又はそのアナログの
利用をも包含する。好適具体例において、この医薬は、プリンヌクレオシド又はそのアナ
ログ以外の神経成長モジュレーターを含まない。例えば、一具体例において、この医薬は
、神経成長因子を含まない。
【００１２】
この発明のプリンヌクレオシド又はそのアナログ及び製薬上許容し得るキャリアーを含む
製薬組成物及びパッケージ化された配合物も又、この発明により与えられる。
【００１３】
この発明の他の特徴及び利点は、下記の詳細な説明及び請求の範囲から明らかとなろう。
【００１４】
詳細な説明
本発明は、中枢神経系(ＣＮＳ)ニューロンの軸索の伸出を調節するための方法、特に、哺
乳動物のＣＮＳニューロンの軸索伸出を調節する方法を提供する。この発明は、少なくと
も部分的に、ある種のプリンヌクレオシド(例えば、イノシン及びグアノシン)及びそれら
のアナログが金魚並びに哺乳動物の網膜神経節細胞からの軸索の伸出の刺激を誘導すると
いう発見に基づいている(それぞれ、実施例Ｉ及びＸＩを参照されたい)。この発明は、更
に、少なくとも部分的に、他のプリンヌクレオシド例えばアデノシンヌクレオシド及びそ
のアナログが網膜神経節細胞からの軸索伸出の阻害を誘導するという発見に基づいている
(実施例Ｘ参照)。実施例ＩＩに示すように、プリンヌクレオシドは、それらの対応ヌクレ
オチドより一層活性であり、それらは、細胞内経路によってそれらの効果を発揮する(実
施例ＶＩ参照)。その上、脱アミドによるアデノシンのイノシンへの変換(例えば、外因性
のアデノシンデアミナーゼによる)は、軸索伸出の刺激を生じるが、アデノシンの脱アミ
ドの妨害は、軸索伸出の阻害を生じる(実施例ＩＶ参照)。尚、更に、これらのプリンヌク
レオシド又はそれらのアナログの軸索伸出に対するこの効果は、他の神経成長モジュレー
ター(例えば、神経成長因子)の存在を必要としない。
【００１５】
従って、ＣＮＳニューロンの軸索伸出を調節するためのこの発明の方法は、一般に、中枢
神経系ニューロンをプリンヌクレオシド又はそのアナログに、軸索伸出が調節されるよう
に接触させることを含む。
【００１６】
好適具体例において、この発明の方法を用いて、傷害例えば卒中、外傷性脳障害、大脳動
脈瘤又は脊髄損傷の後に、中枢神経系ニューロンの軸索伸出を刺激する(例えば、イノシ
ン又はグアノシンを用いて)。
【００１７】
他の好適具体例においては、この発明の方法を用いて、例えば、異所的又は過度の軸索伸
出が起こり得る神経増殖性疾患例えば癲癇又は神経障害性疼痛疾患におけるＣＮＳニュー
ロンの軸索伸出を阻害する(例えば、６－チオグアニンを用いて)。癲癇例えば外傷後癲癇
においては、錐体ニューロンの傷害を受けた軸索の発芽は、過度に頻発的な興奮性シナプ
ス及び過興奮性の神経ネットワークの形成へと導くということが観察されている(Prince 
D.A.等(1997)Nature Medicine 3:957-958；及びMcKinney R.A.等(1997)Nature Medicine 
3:990-996を参照されたい)。その上、神経障害性疼痛症候群は、望ましくない神経末端発
芽と関連付けられてきた(例えば、Woolf C.J.等(1983)Nature 306:686-688に記載されて
いる)。
【００１８】
ここで用いる場合、「中枢神経系ニューロンの軸索伸出を調節する」という言いまわしは
、中枢神経系ニューロンの軸索伸出を様々なレベルに(例えば、標的のＣＮＳ傷害の治療
を可能にするレベルまで)刺激し又は阻害する能力を包含することを意図している。
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【００１９】
ここで用いる場合、用語「伸出」(即ち、軸索伸出)は、ＣＮＳニューロンからの軸索の生
長の過程をいう。この伸出は、全く新しい軸索を生じてもよいし、部分的にダメージを受
けた軸索の修復を生じてもよい。伸出は、典型的には、少なくとも５つの細胞直径の長さ
の軸索突起の伸長により証明される。その上、軸索伸出は、ＧＡＰ－４３発現(これは、
例えば、免疫染色により検出することができる)により証明され得る。
【００２０】
ここで用いる場合、用語「ＣＮＳニューロン」は、神経成長因子(ＮＧＦ)に不応答性の脳
及び脊髄のニューロンを包含することを意図している。この用語は、支持細胞又は保護細
胞例えば星状細胞、希突起グリア細胞、小グリア細胞、上衣等を包含することも、末梢神
経系(例えば、体性神経系、自律神経系、交感神経系又は副交感神経系)ニューロンを包含
することも意図していない。好適なＣＮＳニューロンは、哺乳動物ニューロン、一層好ま
しくは、ヒトのニューロンである。
【００２１】
ここで用いる場合、「接触させる」という言いまわしは、プリンヌクレオシド又はそのア
ナログをＣＮＳニューロンの近くに、そのプリンヌクレオシド又はアナログが該ＣＮＳニ
ューロンからの軸索突起の伸出を調節することができるようにもたらすイン・ビボ又はイ
ン・ビトロの方法の両方を包含することを意図している。
【００２２】
ここで用いる場合、術語「プリンヌクレオシド」は、当分野で認められ、且つ糖に結合し
た任意のプリン塩基又はそのアナログを包含することを意図している。例えば、プリンヌ
クレオシドには、グアノシン、イノシン又はアデノシンが含まれ、アナログには６－チオ
グアニン(６－ＴＧ)等が含まれる。ここで用いる場合、プリンヌクレオシドの「アナログ
」は、機能活性に必要なプリンヌクレオシドの化学構造例えば糖に結合したプリン環を保
持しているが天然のプリンヌクレオシド中に見出されないある種の化学構造例えば側基(
例えば、チオ又はクロロ基)の改変をも含む化合物をいう。
【００２３】
一具体例において、ＣＮＳニューロンの軸索伸出を、好ましくはイノシン若しくはグアノ
シンヌクレオシド又はこれらのアナログを用いて刺激する。他の具体例においては、ＣＮ
Ｓニューロンの軸索伸出を、好ましくは６－チオグアニンを用いて阻害する。アデノシン
は、阻害性プリンヌクレオシドとして機能するが、アデノシンデアミナーゼにより刺激性
プリンヌクレオシドのイノシンに変換される。従って、アデノシンは、それがイノシンに
脱アミド化される状況(例えば、外因性のアデノシンデアミナーゼ活性の存在下)において
は、刺激性プリンヌクレオシドとして用いることができる。或いは、アデノシンデアミナ
ーゼの活性がブロックされる状況においては、アデノシンを刺激性プリンヌクレオシドと
して用いることができる。アデノシンアナログ、２－クロロアデノシンも又、阻害性ヌク
レオシドとして用いることができるが、それの例えばＡ１、Ａ２及び／又はＡ３レセプタ
ーにおける別の効果はそれをイン・ビボで用いるのに一層好ましくないものにし得る。
【００２４】
この発明は又、傷害の後に中枢神経系ニューロンの伸出を刺激する方法をも提供する。こ
の方法は、患者にプリンヌクレオシド(例えば、イノシン又はグアノシン)又はそのアナロ
グを投与することを含む。
【００２５】
ここで用いる場合、用語「患者」は、ＣＮＳ傷害を受け易い動物好ましくは哺乳動物(最
も好ましくは、ヒト)を包含することを意図している。好適具体例において、患者は、霊
長類である。一層好適な具体例においては、霊長類は、ヒトである。患者の他の例には、
イヌ、ネコ、ヤギ及びウシが含まれる。
【００２６】
ここで用いる場合、用語「傷害」は、ＣＮＳの正常機能に直接又は間接に影響を及ぼすダ
メージを包含することを意図している。例えば、傷害は、網膜神経節細胞に対するダメー
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ジ；外傷性脳障害；卒中による傷害；大脳動脈瘤による傷害；脊髄損傷(単麻痺、両側麻
痺、対麻痺、半側麻痺及び四肢麻痺を含む)；神経増殖性疾患；癲癇例えば外傷後癲癇；
又は神経障害性疼痛症候群であってよい。
【００２７】
ここで用いる場合、用語「卒中」は、当分野で認められ且つ、極度の興奮又は脳の動脈の
閉塞(例えば、血餅によるもの)により引き起こされる意識、感覚及び随意運動の突然の減
少又は喪失を包含することを意図している。
【００２８】
ここで用いる場合、用語「外傷性脳障害」は、当分野で認められ且つ、頭部に対して外傷
を与える打撃が脳及び繋がっている脊髄にダメージを引き起こす状態(しばしば、頭蓋を
貫通しない)を包含することを意図している。通常、最初の外傷が膨張性血腫、蜘蛛膜下
出血、大脳浮腫、高い頭蓋内圧(ＩＣＰ)及び大脳低酸素症を生じ、これらは、更に、低い
大脳血流(ＣＢＦ)のために重大な二次的事象へと導き得る。
【００２９】
製薬上許容し得る配合物
この発明の方法において、プリンヌクレオシド又はそのアナログは、製薬上許容し得る配
合物にて投与することができる。かかる製薬上許容し得る配合物は、典型的には、プリン
ヌクレオシド又はそのアナログ並びに製薬上許容し得るキャリアー及び／又は賦形剤を含
む。ここで用いる場合、「製薬上許容し得るキャリアー」は、任意の及びすべての生理学
的に適合性の溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤及び抗カビ剤、等張剤及び吸収遅延剤
等を包含する。例えば、このキャリアーは、脳脊髄液中への注射に適当であり得る。賦形
剤には、製薬的に許容し得る安定剤及び錠剤分解物質が含まれる。本発明は、合成の又は
天然のポリマーを、巨大分子複合体、ナノカプセル、ミクロスフェア又はビーズの形態で
含む任意の製薬的に許容し得る配合物、及び水中油エマルジョン、ミセル、混合ミセル、
合成膜小胞及び封じ直した赤血球を含む脂質ベースの配合物に関係する。
【００３０】
一具体例において、製薬上許容し得る配合物には、ポリマーマトリクスが含まれる。
【００３１】
用語「ポリマー」又は「ポリマー製」は、当分野で認められており、標的の病状例えばＣ
ＮＳ傷害の治療を生じるようにプリンヌクレオシド又はそのアナログを送達することので
きる反復するモノマーユニットよりなる構造的フレームワークを包含する。これらの用語
は又、コポリマー及びホモポリマー(例えば、合成又は天然のもの)をも包含する。直鎖状
ポリマー、分枝鎖ポリマー及び架橋したポリマーも又、含まれる。
【００３２】
例えば、本発明で用いられる製薬上許容し得る配合物を形成するのに適したポリマー材料
には、天然から誘導されたポリマー例えばアルブミン、アルギネート、セルロース誘導体
、コラーゲン、フィブリン、ゼラチン及び多糖類並びに合成ポリマー例えばポリエステル
(ＰＬＡ、ＰＬＧＡ)、ポリエチレングリコール、ポロキソマー、ポリ無水物及びプルロニ
ックが含まれる。これらのポリマーは、中枢神経系を含む神経系に対して生体適合性であ
り、それらは、中枢神経系内で生物分解性であって如何なる毒性の分解副生物も生成せず
且つ、それらは、ポリマーの速度論特性を操作することによりプリンヌクレオシド放出の
様式及び持続時間を改変する能力を有する。ここで用いる場合、用語「生物分解性」は、
ポリマーが、患者の体内で、酵素の作用により、加水分解作用により及び／又は他の類似
の機構により時間をかけて分解されることを意味する。ここで用いる場合、用語「生体適
合性」は、ポリマーが、毒性でも有害でもないことにより、及び免疫学的拒絶を引き起こ
さないことにより、生きている組織又は生物体と適合性であることを意味する。
【００３３】
ポリマーは、当分野で公知の方法(Sandler,S.R.; Karo,W.Polymer Syntheses; Harcourt 
Brace: Boston,1994; Shalaby,W.; Ikeda,Y.; Langer,R.; Williams,J.Polymers of Biol
ogical and Biomedical Significance (ACS Symposium Series 540; American Chemical 
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Society: Washington,DC,1994)を用いて製造することができる。ポリマーは、可撓性であ
るようにデザインすることができる；生物活性な側鎖の間の距離及びポリマー主鎖とこの
基の間のリンカーの長さを制御することができる。他の適当なポリマー及びそれらの製造
方法は、米国特許第５，４５５，０４４号及び５，５７６，０１８号に記載されており、
これらの内容を本明細書中に参考として援用する。
【００３４】
ポリマー配合物は、米国特許第４，８８３，６６６号(この特許の教示を、参考として本
明細書中に援用する)に記載されているように、液化ポリマー中のプリンヌクレオシドの
分散により又は、Odian G.,Principles of Polymerization and ring opening polymeriz
ation,第二版, John Wiley & Sons, New York, 1981(内容を参考として本明細書中に援用
する)に記載されているように、バルク重合、界面重合、溶液重合及びリング重合等の方
法によって形成することができる。これらの配合物の特性は、反応温度、ポリマーとプリ
ンヌクレオシドの濃度、用いる溶媒の種類、及び反応時間等のパラメーターを変えること
により制御される。
【００３５】
プリンヌクレオシド又はそのアナログを、一種以上の製薬上許容し得るポリマーに封入し
て、マイクロカプセル、ミクロスフェア又はミクロパーティクル(これらの用語は、ここ
では、交換可能に用いる)を形成することができる。マイクロカプセル、ミクロスフェア
及びミクロパーティクルは、慣用的に、直径２ミリメートル以下(通常、直径５００ミク
ロン以下)の球状粒子よりなる易流動性粉末である。１ミクロン未満の粒子は、慣用的に
、ナノカプセル、ナノパーティクル又はナノスフェアと呼ばれる。大抵、マイクロカプセ
ルとナノカプセル、ミクロスフェアとナノスフェア、又はミクロパーティクルとナノパー
ティクルの間の差異は、大きさであり；一般に、これら２者の内部構造の間に差異は、あ
るにしても殆どない。本発明の一面において、平均直径は、約４５μｍ未満、好ましくは
２０μｍ未満、一層好ましくは約０．１～１０μｍである。
【００３６】
他の具体例において、製薬上許容し得る配合物は、脂質ベースの配合物を包含する。任意
の公知の脂質ベースの薬物送達システムを、この発明の実施に用いてもよい。例えば、多
小胞リポソーム(ＭＶＬ)、多重膜リポソーム(多重膜小胞又は「ＭＬＶ」としても知られ
る)、小型単膜リポソームを含む単膜リポソーム(単膜小胞又は「ＳＵＶ」としても知られ
る)及び大型単膜リポソーム(大型単膜小胞又は「ＬＵＶ」としても知られる)は、すべて
、カプセル封入されたプリンヌクレオシド又はそのアナログの持続的放出速度が確立され
得る限り、用いることができる。一具体例において、脂質ベースの配合物は、多小胞リポ
ソームシステムであってよい。制御された放出用の多小胞リポソームの薬物送達システム
の作成方法は、ＰＣＴ出願ＵＳ９６／１１６４２、ＵＳ９４／１２９５７及びＵＳ９４／
０４４９０に記載されている(これらの内容を、参考として本明細書中に援用する)。
【００３７】
合成膜小胞の組成は、通常、リン脂質の組合せ(普通、ステロイド特にコレステロールと
の組合せ)である。他のリン脂質又は他の脂質を用いることもできる。
【００３８】
合成膜小胞生成において有用な脂質の例には、ホスファチジルグリセロール、ホスファチ
ジルコリン、ホスファチジルセリン、ホスファチジルエタノールアミン、スフィンゴ脂質
、セレブロシド及びガングリオシドが含まれる。好ましくは、卵ホスファチジルコリン、
ジパルミトイルホスファチジルコリン、ジステアロイルホスファチジルコリン、ジオレオ
イルホスファチジルコリン、ジパルミトイルホスファチジルグリセロール及びジオレオイ
ルホスファチジルグリセロールを含むリン脂質を用いる。
【００３９】
プリンヌクレオシド又はそのアナログを含む脂質ベースの小胞の製造においては、プリン
ヌクレオシドのカプセル封入の効率、プリンヌクレオシドの不安定性、生成した小胞集団
の均一性及び大きさ、プリンヌクレオシド対脂質の比、透過性、この調製物の不安定性、
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及びこの配合物の製薬的許容性等の変数を考慮すべきである(Szoka等,Annual Reviews of
 Biophysics and Bioengineering,9:467,1980；Deamer等,Liposomes,Marcel Dekker,New 
York,1983,27；及びHope等,Chem.Phys.Lipids,40:89,1986を参照されたい。これらの内容
を参考として本明細書中に援用する)。
【００４０】
製薬上許容し得る配合物の投与
この発明の製薬上許容し得る配合物を、プリンヌクレオシド又はそのアナログが中枢神経
系ニューロンと接触して、それにより、軸索伸出を調節するように投与する。これらの配
合物の局所的及び全身投与の両方とも、この発明により企図されるが、局所投与は、プリ
ンヌクレオシド又はアナログの有効な局所的濃度を達成するのに並びにこの薬剤の全身投
与から起こり得る副作用を回避するのに適している。一具体例において、プリンヌクレオ
シド又はそのアナログを、患者の中枢神経系例えば患者の脳脊髄液中に導入することによ
り投与する。この発明のある面において、プリンヌクレオシド又はそのアナログを髄膜下
に例えば脳室、腰椎部又は大槽内に導入する。他の面においては、プリンヌクレオシド又
はそのアナログを眼球内に導入し、それにより、網膜神経節細胞に接触させる。
【００４１】
製薬上許容し得る配合物は、容易に水性ビヒクル中に懸濁させることができ、慣用の皮下
注射針により又は注入ポンプを用いて導入することができる。導入の前に、これらの配合
物を、好ましくは米国特許第４３６，７４２号(内容を参考として本明細書中に援用する)
に記載のようにガンマー線照射又は電子線滅菌により滅菌することができる。
【００４２】
一具体例において、ここに記載のプリンヌクレオシド配合物を、患者に、傷害の時から傷
害が起きた後約１００時間までの期間中(例えば、傷害の時から２４、１２又は６時間以
内)に投与する。
【００４３】
この発明の他の具体例において、プリンヌクレオシド配合物を、患者に、髄膜下に投与す
る。ここで用いる場合、用語「髄膜下投与」は、プリンヌクレオシド配合物を直接患者の
脳脊髄液中に、穿頭孔を通しての側脳室注入又は大槽若しくは腰椎部穿刺等を含む技術に
より送達することを包含することを意図している(Lazorthes等,Advances in Drug Delive
ry Systems and Applications in Neurosurgery,143-192及びOmaya等,Cancer Drug Deliv
ery,1:169-179に記載されている。これらの内容を参考として本明細書中に援用する)。用
語「腰椎部」は、第３及び第４腰椎の間の領域(背中の下部)を包含することを意図してい
る。用語「大槽」は、頭の後ろで頭蓋が終わって脊髄が始まる領域を包含することを意図
している。用語「脳室」は、脊髄の中心管と繋がっている脳内の空所を包含することを意
図している。上記の何れへのプリンヌクレオシドの投与も、プリンヌクレオシド配合物の
直接注射により又は注入ポンプの使用により達成することができる。注射のために、この
発明のプリンヌクレオシド配合物を溶液(好ましくは、生理的に適合性の緩衝液例えばハ
ンクス溶液又はリンゲル液)中に配合することができる。更に、このプリンヌクレオシド
配合物は、固体形態に配合して、使用直前に再溶解又は懸濁させることができる。凍結乾
燥形態も含まれる。この注射は、例えば、プリンヌクレオシド配合物のボーラス注射又は
連続注入(例えば、注入ポンプ使用)の形態であってよい。
【００４４】
この発明の一具体例においては、プリンヌクレオシド配合物を、側脳室注射により患者の
脳に、好ましくは傷害の起きた時から１００時間以内に(例えば、傷害の時から６、１２
又は２４時間以内に)投与する。この注射は、例えば、患者の頭蓋に開けた穿頭孔から行
うことができる。他の具体例においては、この配合物を、患者の脳室中に外科的に挿入し
たシャントを通して、好ましくは傷害が起きた時から１００時間以内に(例えば、傷害の
時から６、１２又は２４時間以内に)投与する。例えば、この注射を両側脳室内に行うこ
とができ、これらは、第３、第４の一層小さい脳室中への注射も行うことができるにして
も、一層大きい。更に別の具体例においては、プリンヌクレオシド配合物を、注射により



(10) JP 4601816 B2 2010.12.22

10

20

30

40

50

、患者の大槽又は腰椎部に、好ましくは傷害が起きた時から１００時間以内に(例えば、
傷害の時から６、１２又は２４時間以内に)投与する。
【００４５】
投与の持続時間及びレベル
この発明の方法の好適具体例においては、プリンヌクレオシド又はそのアナログを、ＣＮ
Ｓニューロンと長時間接触させて軸索伸出の調節を実施する。このプリンヌクレオシド又
はアナログとの持続的接触は、例えば、このプリンヌクレオシドまたはアナログの長期間
例えば１週間、数週間、１ヶ月又はもっと長期間にわたっての反復投与により達成するこ
とができる。一層好ましくは、プリンヌクレオシド又はアナログの投与のために用いられ
る製薬上許容し得る配合物は、このプリンヌクレオシド又はアナログの患者への持続的送
達例えば「緩慢な放出」を与える。例えば、この配合物は、この製薬上許容し得る配合物
が患者に投与された後に、プリンヌクレオシド又はアナログを少なくとも１、２、３又は
４週間にわたって送達することができる。好ましくは、本発明に従って治療される患者は
、少なくとも３０日間にわたってこのプリンヌクレオシド又はアナログで治療される(反
復投与により又は持続的送達システムの利用により、或はこれら両方により)。
【００４６】
ここで用いる場合、用語「持続的送達」は、プリンヌクレオシド又はそのアナログのイン
・ビボでの、投与後のある期間(好ましくは、少なくとも数日間、１週間、数週間、１ヶ
月又はもっと長期間)にわたる連続的送達を包含することを意図している。プリンヌクレ
オシド又はそのアナログの持続的送達は、例えば、期間にわたるプリンヌクレオシド又は
そのアナログの連続的治療効果により示され得る(例えば、プリンヌクレオシド又はその
アナログの持続的送達は、期間にわたるＣＮＳニューロンの連続的伸出又は連続的伸出阻
害により示され得る)。或は、プリンヌクレオシド又はそのアナログの持続的送達は、そ
のプリンヌクレオシド又はアナログの存在を期間にわたってイン・ビボで検出することに
より示すことができる。
【００４７】
持続的送達のための好ましいアプローチは、この配合物を送達するためのポリマーカプセ
ル又は小型ポンプの利用を包含する。ポリマーカプセルは、前に記載したようにして製造
することができる。移植可能な注入ポンプシステム(例えば、Infusaid；例えば、Zierski
,J.等(1988)Acta Neurochem.Suppl.43:94-99；Kanoff,R.B.(1994)J.Am.Osteopath.Assoc.
94:487-493参照)及び浸透ポンプ(Alza社より市販されている)は、当分野で利用可能であ
る。投与の他の様式は、移植可能な外部からプログラムすることのできる注入ポンプによ
るものである。適当な注入ポンプシステム及びリザーバーシステムも又、Blomquistの米
国特許第５，３６８，５６２号及びDoanの米国特許第４，７３１，０５８号に記載されて
おり、Pharmacia Deltec Inc.により開発されている。
【００４８】
この発明の方法において用いられる製薬配合物は、治療上有効な量のプリンヌクレオシド
又はそのアナログを含有する。「治療上有効な量」は、所望の結果を達成するための必要
な期間にわたる有効な投与量をいう。プリンヌクレオシド又はそのアナログの治療上有効
な量は、患者の病状、年齢及び体重等の因子及び患者において所望の応答を(単独で又は
一種以上の他の薬剤と組み合わせて)誘出するこのプリンヌクレオシド又はそのアナログ
の能力によって変化し得る。投薬養生法は、最適の治療応答を与えるように調節すること
ができる。治療上有効な量は、このプリンヌクレオシド又はそのアナログの何らかの毒性
又は有害な効果よりも治療上有益な効果が勝っているものでもある。非制限的な投薬範囲
は、約５μＭ～１０００μＭであるが、特に最適の投薬量は、他の因子の内で、使用する
特定のプリンヌクレオシド又はそのアナログによって変化する。
【００４９】
イノシンによる軸索伸出の刺激を達成するためには、治療上有効な濃度の非制限的な範囲
は、５μＭ～１０００μＭであり、一層好ましくは１０μＭ～５００μＭである。尚一層
好ましくは、ＣＮＳニューロンと接するイノシンの局所的濃度は、約２５μＭである。
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【００５０】
グアノシンによる軸索伸出の刺激を達成するためには、治療上有効な濃度の非制限的な範
囲は、５μＭ～１０００μＭであり、一層好ましくは１０μＭ～５００μＭである。尚一
層好ましくは、ＣＮＳニューロンと接するグアノシンの局所的濃度は、約１００μＭであ
る。
【００５１】
６－チオグアニンによる軸索伸出の阻害を達成するためには、ＣＮＳニューロンと接する
６－チオグアニンの局所的濃度は、好ましくは５０μＭ以下である。アデノシンを(その
イノシンへの変換を阻止するように)比較的高い投与量例えば５ｍＭより高濃度で用いて
、神経突起伸出を阻害することができる。しかしながら、かかる濃度では、アデノシンは
、毒性となり得る。従って、アデノシンアナログ例えば６－チオグアニンが、軸索生長を
阻害するための哺乳動物患者への投与に好ましい。
【００５２】
投薬量の値は軽減すべき病気の重さによって変化し得るということは、注意すべきである
。任意の特定の患者について、期間にわたって、個々の必要性に応じて及びプリンヌクレ
オシド若しくはそのアナログを投与する又は投与を監視する専門家の判断に応じて特別の
投薬養生法が調節されるべきであるということ、並びにここに示した投薬量の範囲は単な
る例であって請求している発明の範囲又は実施を制限することを意図するものではないと
いうことは、更に理解されるべきである。
【００５３】
この発明は、他の具体例において、本質的にプリンヌクレオシド又はそのアナログ(例え
ば、イノシン、グアノシン、６－チオグアニン)及び製薬上許容し得るキャリアーよりな
る製薬組成物、並びにＣＮＳニューロンをこの組成物に接触させることにより軸索伸出を
調節するためのそれらの利用方法を提供する。用語「本質的に・・・よりなる」とは、製
薬組成物が如何なる他の神経成長モジュレーター例えば神経成長因子(ＮＧＦ)をも含まな
いことを意味する。一具体例において、この発明の製薬組成物は、パッケージされた配合
物として提供され得る。このパッケージされた配合物は、一の容器中のこの発明の製薬組
成物と、中枢神経系ニューロンの傷害例えば網膜神経節細胞に対する傷害、脊髄損傷又は
外傷性脳障害に関係する病気を有する患者を治療するためのその組成物の投与のための印
刷された指示を包含し得る。ＣＮＳニューロン(例えば、哺乳動物のＣＮＳニューロン)の
伸出を調節するための医薬の製造におけるこの発明のプリンヌクレオシド及びそのアナロ
グの利用も又、この発明に包含される。
【００５４】
ＣＮＳニューロンのイン・ビトロ治療
ＣＮＳニューロンを、更に、イン・ビトロでプリンヌクレオシド又はそのアナログと接触
させて、イン・ビトロで軸索伸出を調節することができる。従って、当分野で周知の技術
を用いてＣＮＳニューロン細胞を患者から単離してイン・ビトロで生育させ、その後、本
発明に従って処理して軸索伸出を調節することができる。簡単にいえば、ＣＮＳニューロ
ン細胞培養を、適当な培養基(例えば、培養皿)に付着した神経組織の断片から神経細胞を
移動させることにより又はその組織を例えば機械的に若しくは酵素的にばらばらにするこ
とにより得て、ＣＮＳニューロン細胞の懸濁液を生成することができる。例えば、酵素の
トリプシン、コラゲナーゼ、エラスターゼ、ヒアルロニダーゼ、ＤＮアーゼ、プロナーゼ
、ディスパーゼ又はこれらの様々な組合せを用いることができる。トリプシン及びプロナ
ーゼは、最も完全な分離を与えるが、細胞にダメージを与え得る。コラゲナーゼ及びディ
スパーゼは、一層完全でない分離を与えるが、一層無害である。組織(例えば、神経組織)
を単離する方法及び細胞(例えば、ＣＮＳニューロン細胞)を得るための組織の分離は、Fr
eshney R.I., Culture of Animal Cells, A Manual of Basic Technique,第三版、1994に
記載されている(この内容を参考として本明細書中に援用する)。
【００５５】
かかる細胞を、続いて、上記のような量及び持続時間で、プリンヌクレオシド又はそのア



(12) JP 4601816 B2 2010.12.22

10

20

30

40

50

ナログと接触させることができる。一度ＣＮＳニューロンにおいて軸索伸出の調節が達成
されれば、これらの細胞を例えば移植によって患者に再投与することができる。
【００５６】
この発明を、更に、下記の実施例により説明するが、制限するものと解するべきではない
。この出願中で引用されているすべての参考文献、特許及び公開された特許出願を参考と
して本明細書中に援用する。
【００５７】
実施例
下記の実施例においては、下記の方法論を用いた：
試料の調製
軸索生成因子１を、本質的に、Schwalb等,1995及びSchwalb等,Neuroscience, 72:901-910
,1996(これらの内容を参考として本明細書中に援用する)に記載されたようにして得た。
視神経を切開して、１ｍｍ長の断片に切り、３ｍｌのＬ－１５培地(GibcoBRL)又はリン酸
緩衝塩溶液(GibcoBRL)中に６神経の割合でインキュベートした。３～４時間後に、神経断
片を、０．２２μｍ細孔の低蛋白質結合フィルター(Gelman)を通して濾過することにより
取り出した。調整培地の低分子量画分を、最初は３ｋＤａの分子量カットオフ(Amicon Ce
ntriprep-3)を用い、次いで、１ｋＤａのカットオフ(Filtron)を用いて、限外濾過により
調製した。濾液を２０～３０％終濃度で陽性対照として用いた。アデノシン、アデノシン
５’一リン酸、アデノシンデアミナーゼ、アデノシン二リン酸、アデノシン三リン酸、８
－ブロモ３’，５’－サイクリックグアノシン一リン酸、３’，５’サイクリックアデノ
シン一リン酸、５’サイクリックグアノシン一リン酸、シチジン、グアノシン、ヒポキサ
ンチン、イノシン、５’－イノシン一リン酸、ａ－トコフェロール、６－チオグアニン、
チミジン、ウリジン及びキサンチンをすべて Sigma Chemical Co.(ミズーリ、 St.Louis
在)から得、８－ｐ－スルホフェニル－テオフィリン、ジブチルサイクリックアデノシン
一リン酸及び２－デオキシコフォルマイシンを Calbiochemから得、２－クロロアデノシ
ン、エリスロ－９－(２－ヒドロキシ－３－ノニル)アデニン及びＩＢ－ＭＥＣＡを Resea
rch Biochemicals,Inc.(マサチューセッツ、Natick在)から得、そして４－(ニトロベンジ
ル－６－チオイノシン)を Aldrich Chemicals,Inc.から得た。ｃＡＭＰ及びｃＧＭＰの膜
透過性の加水分解できないアナログ、８ブロモアデノシン－３’，５’サイクリックモノ
ホスホロチオエート及び８－(４－クロロフェニルチオ)グアノシン－３’，５’－サイク
リック一リン酸をBiologから得た。
【００５８】
分離した網膜の培養
６～１０ｃｍ長の金魚(ヘ゜ンシルベニア、 Parnell山、Parnell山漁場、Comet品種)を暗
順応させて、それらの網膜を切開した。網膜をパパイン(２０μｇ／ｍｌ)とインキュベー
トし、システイン(２．８ｍＭ)で３０分間室温で活性化し、その後、穏やかにすりつぶす
ことにより分離した。すりつぶしと沈降分離の反復サイクルは、神経節細胞においてほぼ
均質な培養を生成したが、それは、卵形の形状、相の明るい外観、大きさ(直径１５μｍ)
及び一様な内径の１つ又は２つだけの神経突起の伸長により容易に同定される；これらの
特徴は、逆行標識により確認されている(Schwartz及びAgranoff,Brain Res.206:331-343,
1981及びSchwalb等,J.Neuroscience 15:5514-5625,1995参照。これらの内容を参考として
本明細書中に援用する)。低密度培養を、ポリＬ－リジン被覆された２４ウェル培養皿(マ
サチューセッツ、Cambridge在, Costar)中にｃ．５×１０3細胞／ウェルでプレートする
ことにより達成した。細胞を、Schwalb等,1995(内容を参考として本明細書中に援用する)
に記載されたように、血清なしで、インシュリン、セレニウム、トランスフェリン、ウシ
血清アルブミン、カタラーゼ、スーパーオキシドジスムターゼ、ホルモン類及びビタミン
類をイーグルＬ－１５培地中に含む規定培地中で２１℃に維持した。精製したラット網膜
神経節細胞の分離された培養を、Barres等,Neuron,1:791-803,1988(内容を参考として本
明細書中に援用する)に記載されたように、イムノパニングにより調製した。簡単にいえ
ば、生後８日目のSparague-Dawleyラットから網膜を、システインで活性化したパパイン
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を用いて分離した。マクロファージを、抗ラットマクロファージ抗体(Accurate)とのイン
キュベーションとその後の抗ウサギＩｇＧ抗体を用いるイムノパニングにより除去した。
神経節細胞を抗Ｔｈｙ－１抗体を用いるイムノパニングにより単離してから、低密度培養
で用いるためにトリプシンで移動させた。ラット網膜神経節細胞を、３７℃で、ＣＯ2イ
ンキュベーター中に、上記と同じ培地(但し、３０ｍＭの重炭酸塩が存在する)を用いて維
持した。
【００５９】
実験のデザイン
典型的実験においては、試料を、４連で、２４ウェルプレートの無作為の位置にプレート
して、コードを隠して、生長が盲目的様式で評価されることを確実にした。各実験は、負
の対照の４ウェル(培地に栄養補足物のみを加えたもの)と正の対照の４ウェル(公知の活
性の標準化したＡＦ－１試料)を含んだ。生長及び生存を、すべての神経節細胞について
、６日後に、各ウェルの２５連続視野において、位相差顕微鏡検査を用いて、倍率４００
で評価した(ｃ．ウェル当たり１５０神経節細胞を計数)。５細胞直径の長さの突起の伸長
が、刺激された細胞を負の対照から明確に区別するので、生長の基準であった(Schwalb等
,1995参照)。計数終了後に、コードを破いて、データを表にし、平均と標準誤差を各試料
の４つの複製のウェルについてクリケットグラフ(ニューヨーク、 Islandia, CA Associa
tes)を用いて計算した。データを、負の対照における生長(通常、４～５％)を引き、正の
対照における生長で割ることにより標準化した。最も順調な実験においては、ＡＦ－１に
さらされた網膜神経節細胞(ＲＧＣ)の５０％より多くが、６日後に、５細胞直径の長さの
軸索を伸ばした。グループ比較は、ペア様式の２テイルドスチューデントｔ検定に基づい
た。幾つかの独立の実験を、図面の説明に記したように殆どの試料について行った。幾つ
かの場合において、細胞生存力を、染料５，６－カルボキシフルオレセインジアセテート
を用いて評価した。高倍率の視野当たりの生存力のあるＲＧＣの数として細胞生存を報告
する。
【００６０】
実施例Ｉ．金魚網膜神経節細胞からの軸索伸出のプリン誘導された刺激
視神経膠により分泌される低分子量の成長因子ＡＦ－１は、金魚の網膜神経節細胞から劇
的な伸出を誘導した。規定培地だけを用いた対照条件では、殆ど伸出は起きなかった。こ
れらの２つの限界を、他の因子についての結果を標準化する基礎とした。ヌクレオシド(
Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｕ及びＴ)を１～１００μＭの濃度で試験した場合には、アデノシンとグア
ノシンがＡＦ－１と殆ど同じ位に金魚の網膜神経節細胞からの伸出を刺激した(図１Ａ参
照)。ピリミジン塩基は、この濃度範囲にわたって活性を有しなかった。一層完全なこれ
らのプリンについての投与量－応答曲線は、アデノシンが１０～１５μＭのＥＣ50を有し
て２つの内で一層活性であることを示している(図１Ｂ参照)。５０～１００μＭの濃度で
は、アデノシンは、ＡＦ－１により誘導されるレベルの６０％に匹敵する最大応答を誘導
したが、一層高濃度では伸出は減少した。グアノシンは、アデノシンより一層高いＥＣ50

(２５μＭ、図１Ｂ参照)を有し、１００μＭの濃度では、アデノシンと同じ最大レベルの
活性を刺激したが、一層高濃度において明確な活性減少はなかった。
【００６１】
実施例ＩＩ．プリンヌクレオチドは、ヌクレオシドより活性が低い
細胞外においては、アデノシンは、Ｐ1レセプター(本質的に、アデノシンに対して最大に
応答性)又はＰ2レセプター(ＡＴＰ又は他のヌクレオチドに対して最大に応答する)の何れ
かを刺激することができた。ＡＭＰとＡＤＰは、１００μＭ(ｐ００５)で、僅かに有意の
レベルの活性を示したが、ＡＴＰは１０μＭで示した(１００μＭでは示さなかった)(図
１Ｃ参照)。これらのプリンヌクレオチドの活性がプリン自体の活性よりもかなり低いの
で、Ｐ２レセプターが関与していることはありそうにない。これらのプリンは、細胞内で
、軸索生成における二次メッセンジャーとして働き得る環状ヌクレオチドの前駆体として
機能することができたというのが、もっともらしい。それ故、ｃＡＭＰ及びｃＧＭＰの膜
透過性アナログの生物学的活性を調べた。ジブチルｃＡＭＰ(ｄＢｃＡＭＰ)も８－Ｂｒｃ
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ＧＭＰも、１～１００μＭで何らの活性も示さなかった(図１Ｄ参照)。もっと最近開発さ
れた加水分解されない膜透過性のｃＡＭＰアナログ(８－ブロモアデノシン－３’，５’
サイクリックモノホスホロチオエート：Ｓｐ－８－Ｂｒ－ｃＡＭＰＳ)及びｃＧＭＰアナ
ログ(８－(４－クロロフェニルチオ)グアノシン－３’，５’－サイクリックモノホスフ
ェート：８－ｐｃｐｔ－ｃＧＭＰ)も又、１ｍＭ以下の濃度で試験した場合に不活性であ
ることが見出された(図１Ｄ参照)。
【００６２】
実施例ＩＩＩ．アデノシンの正の効果は、細胞外のアデノシンレセプターにより媒介され
るのではない
Collis等,Brit.J.Pharmacol.92:69-75,1987(内容を参考として本明細書中に援用する)に
記載された８－ｐ－(スルホフェニルテオフィリン)(８－ＰＳＴ)は、２つの最も一般的な
アデノシンレセプター(Ａ１及びＡ２)の阻害剤である。ラットにおいてアデノシンのレセ
プター媒介による効果を殆ど完全にブロックする投薬量である２０μＭにおいて、８－Ｐ
ＳＴは、アデノシン、グアノシン又はＡＦ－１により刺激される伸出に対して何らの効果
も有しなかった(図２参照)。アデノシンの正の効果が細胞外アデノシンレセプターによっ
て媒介されるのではないということの更なる証拠は、Ａ１、Ａ２及びＡ３レセプターのア
ゴニストである加水分解されないアナログ２－クロロアデノシン(２ＣＡ)を用いる研究か
ら生じる。１０及び１００μＭの濃度で、２－ＣＡは、３つの独立した実験の内の３つに
おいて、基線を下回る小さいが有意の生長の減少を引き起こした(図２参照)。
【００６３】
実施例ＩＶ．アデノシンは、生長を刺激するのにイノシンに加水分解されなければならな
い
アデノシンの活性が活性な代謝産物の形成によるものかどうかを研究するために、ＡＤＡ
の活性を、デオキシコフォルマイシン(ＤＣＦ)又はエリスロ－９－(２－ヒドロキシ－３
－ノニル)アデノシン(ＥＨＮＡ)を用いて阻害した。１０μＭ　ＤＣＦの存在下で、１０
０μＭアデノシンは、生長を刺激できないだけでなく、基線レベルより下に低下させた(
図３、レーンｅ対ｄ)。細胞の生存も、アデノシンの加水分解をブロックした場合に減少
した。１０μＭ　ＤＣＦの存在下において、１０μＭアデノシンは、生存を２０％減少さ
せ(示してない)、１００μＭアデノシンは、生存を５７％低下させた(図３、下段、レー
ンｅ)。ＤＣＦの伸出及び生存に対する効果は、ＤＣＦを単独で、ＡＦ－１と共に又はグ
アノシンと共に用いた場合には起きなかったので、特に加水分解されないアデノシンの存
在と関係していた(図３、レーンｂ及びｈ)。ＤＣＦと同様に、１０μＭ　ＥＨＮＡは、ア
デノシン(１００μＭ)を伸出の刺激において無効にし、細胞生存を約３０％低下させた(
データは示してない)。しかしながら、ＥＨＮＡは又、非特異的な効果をも示し、グアノ
シン又はＡＦ－１により刺激される生長を約５０％減じたが、細胞生存は変化させなかっ
た。アデノシンの正の効果がその加水分解を必要とするということの更なる証拠は、外因
性ＡＤＡを加える実験から生じる。０．４Ｕ／ｍｌで、この酵素は、１００μＭアデノシ
ンにより刺激される軸索伸出を減少させなかったし、細胞生存にも影響しなかった(図３
、レーンｆ参照)。
【００６４】
実施例Ｖ．イノシンは、活性な代謝産物である
アデノシンの脱アミドの主要生成物であるイノシンは、軸索伸出の強力なアクチベーター
であることが判明した。図４に示すように、イノシンのＥＣ50は、１０～１５μＭであり
、最大応答(ＡＦ－１により達成されるレベルの約６０％に匹敵する)を２５μＭより高濃
度で達成した。このＥＣ50及びイノシンにより誘導される最大応答はアデノシンのものと
類似していたが、一つの顕著な差異は、一層高濃度においてイノシンは、アデノシンの場
合と異なり、生長を低下させなかったことであった。イノシンの更なる加水分解は、ヒポ
キサンチンを生じるが、これは、全く活性を示さなかった(図４参照)。イノシン５’一リ
ン酸(５’ＩＭＰ)は、１０μＭでは不活性であり、１００μＭでは、１０μＭのイノシン
より低い活性を示した(図４参照)。
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【００６５】
実施例ＶＩ．プリンは、細胞内経路によって生長を刺激する
プリントランスポーターの２つの阻害剤であるニトロベンジルチオイノシン(ＮＢＴＩ)及
びジピリダモールを用いて、イノシン及びグアノシンが伸出を刺激するのにニューロン内
に入ることが必要かどうかを研究した。２０μＭで、ＮＢＴＩは、イノシン又はグアノシ
ンにより誘導される生長の約９０％をブロックした(図５参照；５０μＭイノシンについ
ては、活性の８６％が消失、ｐ＜０．００１；１００μＭグアノシンについては、活性の
９３％が消失、ｐ＜０．０１)。ジピリダモール(１０μＭ)も、イノシンにより誘導され
る生長を減少させた(１１４％の減少；ｐ＜０．０１；示してない；グアノシンは試験し
てない)。対照的に、ＡＦ－１は、ＮＢＴＩにより殆ど阻害を示さず(１０％低下、ｎ．ｓ
．)、ジピリダモールではもう少しだけ阻害された(２５％低下、ｎ．ｓ．、示してない)
。ＮＢＴＩが関連するプリンの活性の消失は、ＡＦ－１よりも遙かに大きかった(ｐ＜０
．００１)。
【００６６】
実施例ＶＩＩ．ＡＦ－１活性は、イノシンによるものではない
ＡＦ－１標品が依然としてそれらの生物学的活性の幾らかを説明することのできるプリン
を含み得るかどうかを扱うために、天然のＡＦ－１とイノシンを、セファデックスＧ－１
０(スウェーデン国、Uppsala在、Pharmacia Biotech)を用いるサイズ排除カラム上でのク
ロマトグラフィーにかけた(直径１ｃｍで、長さ１０ｃｍ)。試料を０．５ｍｌの容積に載
せて１ｍｌの画分中に集めた。カラムの緩衝液は、２０％メタノール(蒸留水中)又は０．
１４Ｍ　ＮａＣｌであった。カラムを、３０％の濃度で生物検定にかけた。図６Ａに示し
たように、イノシン活性のピークは、９～１０分であったが、ＡＦ－１のそれは７分に起
きた。
【００６７】
実施例ＶＩＩＩ．軸索伸出は、イノシンとグアノシンの効果であり、二次的因子の効果で
はない
ここで用いた培養は、７０～９０％の神経節細胞を含み、残りは、網膜の他の神経性及び
非神経性の構成要素であった(Schwartz及びAgranoff,1982及びSchwalb等,1995参照。これ
らの内容を参考として本明細書中に援用する)。この不均一性が、イノシン又はグアノシ
ンが、網膜神経節細胞を刺激して生長させる二次的因子を分泌する他の細胞集団上で最初
に作用し得る可能性を高めた。この場合、プリンの効果は、任意の二次的因子の濃度が細
胞密度に比例して増大するので、細胞密度と共に変化することが予想される。これを調べ
るために、軸索伸出を、イノシン又はグアノシンの固定された濃度に対する応答について
、３～４倍の範囲の細胞密度にわたって研究した。イノシンとグアノシンのデータの両方
についての回帰線は、生長が細胞密度の関数ではないことを示しており(図６Ｂ参照)、こ
れは、濃度依存性の二次的因子の存在の反証である。
【００６８】
実施例ＩＸ．リン蛋白質ＧＡＰ－４３の発現のプリンによる誘導
イン・ビボでの視神経の再生の一つの証明は、膜リン蛋白質ＧＡＰ－４３の増大された発
現である。このアップレギュレーションがプリンにより誘導されるかどうかを研究するた
めに、免疫組織化学を、組換え金魚ＧＡＰ－４３に対するポリクローナルウサギ抗血清を
用いて行った。組換えゼブラフィッシュＧＡＰ－４３を、スイス国、バーゼル大学のEva 
Reinhard博士により単離されたｃＤＮＡ(Reinhard等,Development,120:1757-1775,1994参
照。その内容を参考として本明細書中に援用する)で大腸菌をトランスフォームすること
により作成して、原核生物用発現ベクターｐＴｒｃＨｉｓＢ(Invitrogen)中にサブクロー
ン化した。この生成された蛋白質を、Ｎｉ2+－ＮＴＡ－アフィニティークロマトグラフィ
ーにより精製して、ウサギを免役するのに用いた。その結果生成した抗体の特異性を、ウ
エスタンブロットで示したが、該ブロットにおいて、この抗体は、金魚の脳由来の再生中
の網膜神経節細胞又はシナプトソームの原形質膜中で富化されているユニークな４８ｋＤ
ａのバンドを認識した。



(16) JP 4601816 B2 2010.12.22

10

20

30

40

50

【００６９】
ＡＦ－１、イノシン及びグアノシンは、すべて、Ｌ－１５処理された対照と比較して、Ｇ
ＡＰ－４３レベルの大きい増加を引き起こした。半定量的分析を、０(なし)、１(中位)又
は２(強い)のＧＡＰ－４３免疫反応性レベルを割り当てて、染色強度を、Ｌ－１５、イノ
シン又はＡＦ－１で処理した１５０～２００細胞について、細胞の軸索の長さ相関させる
ことにより行った。イノシンは、Ｌ－１５を超えて強く染色される細胞数の５．５倍の増
加を生じたが、ＡＦ－１は、８倍の増加を生じた。３つのすべての場合に、ＧＡＰ－４３
免疫染色の強度は、軸索の長さと強く相関した。
【００７０】
実施例Ｘ．軸索伸出の６－チオグアニン(６－ＴＧ)による阻害
金魚ＲＧＣにおいて、１０μＭの６－ＴＧは、ＡＦ－１により刺激されるすべての生長を
ブロックした(図７Ａ、レーン２参照)が、細胞生存には影響を有しなかった(図７Ｂ参照)
。同じ濃度の６－ＴＧは、２５μＭのイノシンにより刺激される伸出を５０％だけ減じた
(図７Ａ、レーン３及び４参照)が、１００μＭイノシン又は１００μＭグアノシンにより
刺激される生長には効果を有しなかった(図７Ａ、レーン５～８参照)。１００μＭにおい
て、イノシンは、１０μＭ６－ＴＧの存在下でＡＦ－１により誘導される生長をもとのレ
ベルまで完全に回復させたが、これは、イノシンのみにより誘導される生長のレベルより
有意に高かった(図７Ａ、レーン１０対６参照)。それ故、イノシン及び６－ＴＧは、伸出
を刺激するためにＡＦ－１によっても利用される細胞内シグナリングのレベルで競争的に
作用するようである。イノシンがＡＦ－１シグナリングにより利用されるのと同じ経路を
活性化することができるということの更なる証拠は、これら二者をＥＣ50レベルで合わせ
た場合にそれらが相加効果を示したが、飽和濃度では高レベルのＡＦ－１のみにより刺激
されたレベルで生長が飽和するという観察から生じた(図７Ｃ、レーン９参照)。６－ＴＧ
は遊離のチオールを有するので、プリンアナログとしてよりは還元剤として作用すること
ができた。しかしながら、２つの他の還元剤、ａ－トコフェロール(３０μＭ)又はグルタ
チオンａ－メチルエステル(ＭＥＧ)(１００μＭ)は、ＡＦ－１により刺激される伸出に対
する効果を有しなかった(図７Ｄ参照)。他の可能性は、イノシンが、６－ＴＧの伸出に対
する阻害効果をその細胞内への輸送を邪魔することによりブロックすることができたとい
うことである。しかしながら、イノシン、ＮＢＴＩ及びジピリダモールの活性をブロック
した２つの輸送阻害剤は、６－ＴＧがＡＦ－１により刺激される伸出をブロックすること
を阻止できなかった(図７Ｄ参照)。
【００７１】
実施例ＸＩ．哺乳動物の網膜神経節細胞は、イノシンに応答して軸索を伸ばす
網膜神経節細胞を、８日齢のラットから、Barres等,Neuron,1:791-803,1988(内容を参考
として本明細書中に援用する)に記載されたように、イムノパニングにより単離して、規
定培地中で生長させた。イノシンは、２５又は５０μＭで、５細胞直径の長さの軸索を伸
ばしている細胞数の５０％増加を刺激した(図８参照)。毛様体神経栄養因子(ＣＮＴＦ)は
、伸出の一層大きい増加を誘導し(図８参照)、細胞生存を増大させた。１０μＭで、６－
ＴＧは、ＣＮＴＦ誘導される伸出をブロックした。５０μＭのイノシンの添加は、ＣＮＴ
Ｆ誘導される伸出を殆ど最初のレベルまで回復させた(図８参照)。
【００７２】
同等物
当業者は、ここに記載したこの発明の特定の具体例に対する多くの同等物を認識し、又は
日常的実験を用いて確認することができるであろう。かかる同等物は、後記の請求の範囲
に包含されるものである。
【図面の簡単な説明】
【図１Ａ－Ｄ】　軸索の伸出に対するプリン作動性の効果を示すグラフである。
【図１Ａ】　示した通りの１、１０及び１００μＭの濃度のヌクレオシドアデノシン(Ａ)
、グアノシン(Ｇ)、シチジン(Ｃ)及びチミジン(Ｔ)に応答しての軸索生長を描いたグラフ
である。データは、負の対照における生長のレベルを引いてから２０～３０％のＡＦ－１
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で処理した正の対照における正味の生長で除することにより標準化してある。
【図１Ｂ】　アデノシンとグアノシンに関して投与量－応答曲線を描いたグラフである。
これらのデータから見積もられたＥＣ50値は、アデノシンにつき１０～１５μＭであり、
グアノシンについては２０～３０μＭである。
【図１Ｃ】　アデノシンヌクレオチドの効果を描いたグラフである。
【図１Ｄ】　サイクリックＡＭＰの膜透過性アナログ(ｄＢｃＡＭＰ、ジブチリルサイク
リックＡＭＰ；Ｓｐ－８－Ｂｒ－ｃＡＭＰＳ、８－ブロモアデノシン－３’，５’サイク
リックモノホスホロチオエート)又はサイクリックＧＭＰの膜透過性アナログ(８－Ｂｒｃ
ＧＭＰ、８－ブロモサイクリックＧＭＰ；８－ｐｃｐｔ－ｃＧＭＰ、８－(４－クロロフ
ェニルチオ)グアノシン－３’，５’－サイクリックモノホスフェート)の効果を描いたグ
ラフである。データは、平均＋平均の標準誤差(ＳＥＭ；０．０２未満であれば示さない)
を表し、２～４の独立した実験からプールしたものである。ｐ値は、２テイルドｔ検定に
基づくものである(生長を負の対照のそれと比較)。*ｐ＜０．０５；**ｐ＜０．０１；***

ｐ＜０．００１。
【図２】　アデノシンが、細胞外レセプターを介して生長を刺激するのではないことを示
すグラフである。ＡＦ－１(ａ－ｂ)、１００μＭアデノシン(Ａｄｏ)(ｃ－ｄ)又は１００
μＭグアノシン(Ｇｕｏ)(ｅ－ｆ)により刺激された伸出は、２０ｐＭ　８－ＰＳＴ(Ａ１
及びＡ２アデノシンレセプターの阻害剤)の添加により影響されない(ａ、ｃ及びｅにおけ
る生長をｂ、ｄ及びｆと比較されたい)。加水分解されないアデノシンのアナログである
２－クロロアデノシン(２－ＣＡ、１００μＭ)は、生長を基線レベルより低く減じる(ｇ)
(３実験で、ｐ＜０．００１)。
【図３】　アデノシンは、伸出を刺激するには加水分解されなければならないことを示す
グラフである。上段：ＡＦ－１(ａ－ｃ)、アデノシン(ｄ－ｆ)及びグアノシン(ｇ、ｈ)に
より誘導された伸出に対するデオキシコフォルマイシン(ＤＣＦ)及び外因性アデノシンデ
アミナーゼ(ＡＤＡ)の効果を描いたグラフ。下段：ＡＦ－１(ａ－ｃ)、アデノシン(ｄ－
ｆ)及びグアノシン(ｇ、ｈ)により誘導された生存に対するデオキシコフォルマイシン(Ｄ
ＣＦ)及び外因性アデノシンデアミナーゼ(ＡＤＡ)の効果を描いたグラフ。外因性ＡＤＡ
によりアデノシンの加水分解を促進させることは、不変のアデノシンの活性を残す(ｆ)が
、外因性ＡＤＡ活性をＤＣＦでブロックすることは、アデノシンによる成長(ｅ、上段)及
び生存(ｅ、下段)の抑制を引き起こす。***ｐ＜０．００１。
【図４】　イノシンに関する投与量－応答曲線を描いたグラフである。約５０μＭの濃度
で、イノシンは、ＡＦ－１で達成される成長の最大レベルの約６０％刺激する。イノシン
のＥＣ50は、１０～１５μＭと見積もられる。５’ＩＭＰはイノシンの活性の１／１０未
満を有するようであるが、ヒポキサンチンは不活性であった。１０μＭを超えるすべての
濃度のイノシンにより刺激された伸出は、バックグラウンドを有意に超えている(ｐ＜０
．００１)。
【図５】　イノシンとグアノシンが細胞内機構により成長を刺激することを描いたグラフ
である。ＮＢＴＩ(プリン輸送の阻害剤)は、２０μＭで、ＡＦ－１の活性に対して何の効
果も有しないが、イノシン(５０μＭ)又はグアノシン(１００μＭ)の活性の９０％をブロ
ックする。***(薬物を伴う成長と伴わない成長の差異)は、ｐ＜０．００１で有意である
。データは、４つの独立の実験からプールしたものである。
【図６Ａ】　ＡＦ－１が見かけのイノシン活性を含まないことを示すグラフである。Ｇ－
１０セファデックスカラムにおいて、ＡＦ－１は、７分のピークにて溶出し、ピークのイ
ノシン溶出時(即ち、９～１０分)に活性は検出されなかった。
【図６Ｂ】　イノシンとグアノシンの効果が細胞密度に無関係であることを示すグラフで
ある。多くの独立した実験からのデータ(各々を単一の点で示す)を、細胞伸出に対するプ
レート密度の効果について分析した。すべての場合に、イノシン又はグアノシンの濃度は
、１００μＭに維持した。回帰線を、最小二乗適合法(クリケットグラフ)により計算し、
これらの符号の下に示した。
【図７Ａ－Ｄ】　ＡＦ－１の効果が６－チオグアニンにより阻害されるがイノシンにより
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回復されることを示すグラフである。
【図７Ａ】　プリンアナログの６－ＴＧが、１０μＭで、ＡＦ－１により誘導された生長
を基線より下に抑制し、２５μＭイノシン(Ｉｎｏ－２５)により誘導された生長を約５０
％減じたことを示している(レーン４対３)；一層高濃度のイノシン又はグアノシン(Ｇｕ
ｏ－１００：レーン８対７)により誘導された生長は、影響を受けなかった。１００μＭ
のイノシンは、１０μＭの６－ＴＧの存在下でＡＦ－１により誘導された生長のすべてを
回復した(レーン１０)(該生長は、試料単独でも、１０μＭの６－ＴＧを伴っても、１０
０μＭのイノシンにより誘導される生長より有意に高い(ｐ＜０．０１))。
【図７Ｂ】　ここで用いた６－ＴＧの濃度が細胞生存に影響を有しないことを示すグラフ
である。
【図７Ｃ】　ＡＦ－１とイノシンが、部分的に、相加効果を有することを示すグラフであ
る。伸出を、ＡＦ－１とイノシンについて、各々０、ＥＣ50又は飽和濃度にて評価した。
各々の最大濃度の半分の効果は相加的であったが(レーン５)、生長は、各々の一層高濃度
の存在下でプラトーレベルに達した(レーン６、８、９)。
【図７Ｄ】　６－チオグアニンの効果に関する更なる研究を示している。ＡＦ－１により
刺激された伸出は、６－ＴＧ(１０μＭ)により完全にブロックされ、イノシンの活性を抑
制するプリン輸送ブロッカー阻害剤のＮＢＴＩ(Ｎ、２０μＭ)及び／又はジピリダモール
(Ｄ、１０μＭ)の存在下で回復されなかった。６－ＴＧの阻害効果は、２つの還元剤ａ－
トコフェロール(ａ－ｔｏｃ、３０μＭ)又はグルタチオンａ－メチルエステル(ＭＥＧ、
１００μＭ)により模倣されなかった。
【図８】　ラットの網膜神経節細胞に対するプリンの効果を描いたグラフである(定量的
研究)。ＣＮＴＦ刺激された生長は、６－ＴＧ(１０ｍＭ)により阻害されるが、２５μＭ
イノシンの添加により完全に回復される。対照との差の有意性：*ｐ＝０．０３；***ｐ＜
０．００１。結果は、３つの独立した研究からプールしたものである。
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