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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　低体温療法を組合せて、新生児低酸素性虚血性脳症（ＮＨＩＥ）の治療に使用するため
の、植物由来カンナビノイドのカンナビジオール（ＣＢＤ）を含む、医薬組成物。
【請求項２】
　前記ＣＢＤが植物抽出物の形態である請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記ＣＢＤが純粋な形態または単離された形態である請求項１に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、神経保護に有用な他の療法と組み合わせて、植物由来カンナビノイドのカン
ナビジオール（ＣＢＤ）（phytocannabinoid cannabidiol (CBD)）を使用することに関す
る。好ましくは、他の療法は、低体温法である。さらなる実施形態では、低体温法とＣＢ
Ｄとの組合せの治療は、神経保護に有用な更なる療法を追加的に含んでもよい。この療法
には、抗てんかん薬、キセノン、Ｎ－アセチルシステイン、エリスロポエチン、およびメ
ラトニンが含まれる。好ましくは、神経保護療法は、低酸素性虚血性脳症（ＨＩＥ）の治
療に使用され、より好ましくは、ＨＩＥは新生児低酸素性虚血性脳症（ＮＨＩＥ）、脳卒
中または心停止である。
【背景技術】
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【０００２】
　新生児低酸素性虚血性脳症（ＮＨＩＥ）をもたらす周産期仮死は、正期産の新生児１０
００人当たり２から９人に生じている。早産児は更に高い割合で（早産の新生児１０００
人当たり６０人）、この周産期仮死に罹患する。直接的な脳損傷を被ることに加えて、急
性の脳機能異常に至り、さらには、こうした障害によって脳の発達が妨げられ、長期の病
的状態が決定づけられる可能性がある。
【０００３】
　全世界で毎年、ＮＨＩＥが原因で約２００万人の乳幼児が死亡するか、又は長期にわた
る疾病のまま生存している。
【０００４】
　近年の新生児学および周産期医学における継続的な進展にもかかわらず、前述の数値は
実質的に変化していない。したがって、ＮＨＩＥは依然として、全世界の乳幼児の後天性
新生児神経障害の主要な原因となっている。
【０００５】
　ＮＨＩＥの管理は、この疾患の複雑な病態生理学によって決定される。低酸素虚血の間
の早期のエネルギー低下後に、神経細胞のイオンポンプの機能不全により、細胞内カルシ
ウムの中毒性上昇が生じ、分解酵素を活性化する。また、グルタミン酸などの細胞外の興
奮毒性物質が増加して、さらにカルシウム流入を増やす。
【０００６】
　再灌流の間、再酸素付加反応（re-oxygenation response）および炎症性反応によって
、損傷の二次的徴候が現れ始め、二次的なエネルギー欠損およびＤＮＡ損傷をきたし、ア
ポトーシスを活性化する。
【０００７】
　熱ショック蛋白質、抗アポトーシス蛋白質、神経系成長因子および内在性カンナビノイ
ドなどの体内物質は、天然の神経保護物質または神経再生物質として作用し得る。しかし
、治療法が存在しないことにより、大半の症例は重度の脳損傷または死に至る。
【０００８】
　未成熟な脳は、グルタミン酸、サイトカイン、および酸化ストレスに対する感受性が高
く、またアポトーシス促進性のメカニズムが優位であるために、低酸素性虚血性損傷に特
になりやすい。
【０００９】
　低酸素性虚血性（ＨＩ）損傷は、胎児発達の様々な段階にある胎児に影響を及ぼす可能
性があり、さらに、陣痛および分娩の間ならびに出生後の新生児に影響を及ぼす可能性が
ある。
【００１０】
　妊娠期間中の問題としては、子癇前症、血管疾患を伴う妊娠性糖尿病、先天性胎児感染
症、薬物／アルコール乱用、重度の胎児性貧血、心疾患、肺の形成異常、または胎盤への
血流に関する問題を含み得る。
【００１１】
　陣痛および分娩の間の問題としては、臍帯の閉塞、捻転もしくは脱出、胎盤もしくは子
宮の破裂、胎盤からの過剰出血、骨盤位などの胎児の異常位置、陣痛後期の長期化、また
は母体の過度な低血圧を含み得る。
【００１２】
　分娩後の問題としては、重度の未成熟、重度の肺もしくは心疾患、重度の感染症、脳も
しくは頭蓋骨への外傷、脳の先天性形成異常、または新生児の過度な低血圧を含み得る。
【００１３】
　ＨＩ障害と不可逆性の二次的なエネルギー低下との間に「一過性治療可能域（temporar
y therapeutic window）」があり、これによりＨＩ脳損傷の軽減につながる治療戦略の可
能性が決定づけられる。こうした治療戦略は、興奮毒性、酸化ストレスおよび炎症を含む
いくつかの因子に作用するものでなければならない。



(3) JP 6284525 B2 2018.2.28

10

20

30

40

50

【００１４】
　低体温療法（therapeutic hypothermia）がＮＨＩＥの有用な治療法であることは明ら
かにされており、ヒト新生児における実証された神経保護作用を有する唯一の療法となっ
ている。残念ながら、これらの効果は部分的であり、軽度の症例でのみ成功している。
【００１５】
　新生児における最近の臨床試験は、誘導した中等度低体温により、月齢１２～２４か月
での死亡率と長期にわたる神経発達上の疾病との複合転帰（combined outcome）を減少す
ることが明らかにされている。低体温法を除き、確立された療法は存在しない。
【００１６】
　低体温法は損傷した脳を完全に保護するわけではなく、最も重度のＨＩ損傷の新生児は
多くの場合、治療が上手くいかない。
【００１７】
　神経保護を改善し得る低体温法の間または後には、治療可能域（therapeutic window）
を拡大したり、又は長期にわたる相加的もしくは相乗的な保護を行うために、他の療法を
追加する必要がある（ＣｉｌｉｏおよびＦｅｒｒｉｅｒｏ、２０１０）。しかし、新生児
期に投与される薬物は、未成熟な脳にとって有毒となる可能性があることを考慮しておく
ことが重要である。多くの薬物およびそれらの代謝産物の排泄は、低体温によって変わる
可能性があり、したがって、ＨＩ損傷による肝および腎クリアランスの低下が毒性を高め
るおそれがある。
【００１８】
　ＨＩＥでは、てんかん発作がよく併発することを主な理由として、抗てんかん薬（ＡＥ
Ｄ）が低体温法と組み合わせて使用されてきた。ＡＥＤであるトピラマート（Topiramate
）は、動物モデルにおいてＨＩ発現直後に使用した場合、低体温法と何らかの相乗的作用
を示したものの、使用した用量は、小児において、てんかん治療に使用される用量を大幅
に上回っていた。
【００１９】
　事実、上述したＣｉｌｉｏおよびＦｅｒｒｉｅｒｏは、キセノン、Ｎ－アセチルシステ
イン、エリスロポエチン、メラトニンおよびカンナビノイドなどの薬剤が、低体温からの
保護を高め得ることを示唆している。
【００２０】
　本願出願人は、カンナビノイドがカルシウム流入やグルタミン酸放出を抑制し、抗酸化
物質および抗炎症性物質であり、ＭＡＰキナーゼ経路を調整し、低体温を誘発し、神経再
生を促進することから、ＮＨＩＥの治療にカンナビノイドを使用することが可能であるこ
とを提案した。しかし、これらの効果の多くが、ＣＢ１受容体の活性化によるものである
。未成熟な脳では、ＣＢ１受容体の過活性化がアポトーシスを増やすことが知られている
。したがって、ＣＢ１作用薬はＮＨＩＥにおける神経保護にとって適切ではない。
【００２１】
　非向精神性カンナビノイドのカンナビジオール（ＣＢＤ）は、その作用がＣＢ１－非依
存性であることから非常に注目されている。事実、ＣＢＤは、ＮＨＩＥのｉｎ　ｖｉｖｏ
モデルおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルにおいて、組織学的および生化学的な脳損傷を抑制
することが示されている（Ａｌｖａｒｅｚら、２００８）。このカンナビノイドはまた、
ＨＩ発現後、少なくとも３日間、有益な効果をもたらすことが示されている（Ｌａｆｅｕ
ｎｔｅら、２０１１）。
【００２２】
　さらに、英国特許第２４３４３１２号明細書には、ＣＢＤ植物抽出物の神経保護的特性
について記載されている。
【発明の概要】
【００２３】
　現在、低体温療法の効果を高めるために有用な治療薬が存在しないことは、社会全体お
よびＮＨＩＥを患う新生児を抱えた家族に対して、相当の経済的および生涯にわたる個人
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的な負担を強いることを意味する。したがって、このような小児らの転帰を改善する差し
迫った必要性が存在する。
【００２４】
　驚くべきことに、ＮＨＩＥの動物モデルにおいて、低体温療法とカンナビノイドＣＢＤ
とを組み合わせることで、ＨＩ損傷後の神経保護に相乗的効果があることが示された。こ
れは、ＮＨＩＥに対する有益な治療の選択肢を提供するものである。
【００２５】
　本発明の第一の態様によれば、低酸素性虚血の治療に使用するための、植物由来カンナ
ビノイドのカンナビジオール（ＣＢＤ）と低体温療法との組合せを提供するものである。
【００２６】
　好ましくは、ＣＢＤは植物抽出物の形態である。又は、好ましくは、ＣＢＤは純粋な形
態または単離された形態である。
【００２７】
　好ましくは、治療対象となる低酸素性虚血は、新生児低酸素性虚血性脳症（ＮＨＩＥ）
である。
【００２８】
　代替として、治療対象となる低酸素性虚血は、脳卒中または心停止である。
【００２９】
　以下の添付の図面を参照して、本発明の実施形態を更に説明する。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】ＨＩ損傷後に処置を行った仔ブタの脳の組織学的所見（histology）を示す図で
ある。
【図２】ＨＩ損傷後のラットにおける脳損傷の比較を示す図である。
【図３】ＨＩ損傷後のラットの神経運動機能（neurobehavioural performance）を示すグ
ラフである。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　後述する例１は、従来技術を説明し、２つの異なるモデルにおけるＣＢＤの神経保護特
性について詳述するものである。ＣＢＤは、ＨＩ損傷後の脳組織の修復を可能にすること
が明らかにされている。
【００３２】
　例２は、低体温療法とＣＢＤとの相乗的な神経保護作用を明らかにするものである。
【００３３】
［例１：低酸素性虚血（ＨＩ）後のカンナビジオール（ＣＢＤ）の神経保護特性］
［材料および方法］
　上述したＡｌｖａｒｅｚら、２００８に記載されているように、ＨＩの仔ブタモデルを
使用した。麻酔を施した１～３日齢の仔ブタの左右頸動脈を閉塞し、吸入される酸素を３
０分間にわたり２１％から１０％まで低減することで、一時的にＨＩ障害の誘発を行う。
【００３４】
　ＨＩからの回復の３０分後に、試験化合物を静脈内経路により投与した。試験化合物は
以下の通りであった。
・ビヒクル
・ＣＢＤ（１ｍｇ／ｋｇ）
・ＣＢＤ（１ｍｇ／ｋｇ）と、ＣＢ２拮抗薬であるＡＭ６３０（１ｍｇ／ｋｇ）
・ＣＢＤ（１ｍｇ／ｋｇ）と、５ＨＴ１Ａ拮抗薬であるＷＡＹ１００６３５（０．１ｍｇ
／ｋｇ）
・ＣＢＤ（１ｍｇ／ｋｇ）と、アデノシン受容体の非特異的拮抗薬であるカフェイン（１
０ｍｇ／ｋｇ）
【００３５】
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　血流力学（Hemodynamic）パラメーター（心拍出量、血圧、心拍数および血管外肺水分
量（extravascular lung water content））、体温、呼吸（respiratory）パラメーター
（肺コンプライアンス（lung compliance）、気道抵抗、酸素化指数（oxygeneration ind
ex））を、ＨＩの終了後６時間にわたり記録した。
【００３６】
　１時間毎に血液サンプルを採取し、尿も回収した。脳の活動を振幅統合型ＥＥＧ（ampl
itude-integrated EEG）により記録した。
【００３７】
　実験の終了時に、仔ブタを安楽死させ、脳の摘出を行う。一方の半球を直ちに－８０℃
で凍結保存し、他方を４％パラホルムアルデヒド中に保存した。凍結した脳のサンプルを
取り、陽子磁気共鳴分光法（Ｈ＋－ＭＲＳ）を行った。ＨＩを受けていない同様に管理さ
れた仔ブタを対照群とした。
【００３８】
　ＣＢＤ処置された仔ブタの血液サンプルを使用して、血清ＣＢＤ濃度を求めた。
【００３９】
　Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ－Ｌｏｐｅｚら、２００７に記載されているように、ＨＩのラット
モデルを使用した。麻酔下で、７～１０日齢のウィスターラットの左頸動脈に電気凝固を
施した後、１０％の酸素に１２０分間曝露させることによって、一時的にＨＩ障害の誘発
を行う。
【００４０】
　ＨＩの終了後、仔ラットをビヒクル０．１ｍＬ皮下またはＣＢＤ（１ｍｇ／ｋｇ）単回
投与で処置した。
【００４１】
　低酸素に曝露させていない仔ラットに擬似手術を行い、これらを対照群とし、上述した
ビヒクルまたはＣＢＤで処置した。処置後、仔ラットを母親のもとへ戻した。
【００４２】
　３５日目に、ラットに神経運動（neurobehavioral）試験、すなわち、ロータロッド（
協調性を評価）、シリンダー（一側性障害（unilateral deficits）を評価）、および新
奇物体選好（novel object preference）（記憶障害を評価）を行った。
【００４３】
　その後、ラットを安楽死させ、脳を摘出し、４％パラホルムアルデヒド中に保存した。
当該脳に対して磁気共鳴画像法を行い、損傷領域を調べた。一部のラットについては、Ｈ
Ｉの７日後にＭＲＩ検査を行った。
【００４４】
［結果］
［子ブタモデル］
　図１のＡおよびＢは、低酸素虚血（ＨＩ）の終了後６時間に採取した脳組織を示したも
のである。図１のＡは、擬似手術を行った仔ブタ群の脳切片をニッスル染色したものを、
ＨＩを受けた後にビヒクルもしくはＣＢＤ１ｍｇ／ｋｇ　ｉ．ｖ．単独、またはＣＢＤ（
１ｍｇ／ｋｇ）とＣＢ２拮抗薬であるＡＭ６３０（ＡＭ）とを併用、ＣＢＤ（１ｍｇ／ｋ
ｇ）と５ＨＴ１Ａ拮抗薬であるＷＡＹ１００６３５（ＷＡＹ）とを併用、およびＣＢＤ（
１ｍｇ／ｋｇ）とアデノシン拮抗薬であるカフェイン（ＣＡＦ）とを併用処置した仔ブタ
群のそれぞれについて採取した脳切片をニッスル染色したものと比較している。
【００４５】
　この図から明らかなように、ＣＢＤによって、皮質と海馬の両方において壊死組織の割
合が減少している。ＣＢＤによって誘発される神経細胞死の減少は、カフェインによる場
合を除き、ＡＭ、ＷＡＹのいずれによっても鈍くなっている。
【００４６】
　図１のＢは、マイクロアレイで求めた脳組織内のインターロイキン１の濃度を示す。こ
こでもやはり、ＣＢＤはＩＬ－１の産生を抑制するが、ＷＡＹまたはカフェインを除き、
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ＡＭではＩＬ－１の産生の抑制は鈍くなっている。
【００４７】
［ラットモデル］
　図２は、ラットの脳の磁気共鳴画像（ＭＲＩ）を示すものであり、この画像によると、
ＨＩ後から７日目のＨＩ＋ＶＥＨおよびＨＩ＋ＣＢＤの損傷の容積は同様であることが明
らかになり、脳損傷の重症度は両群ともに同様に高度であることが示唆された。
【００４８】
　１カ月後（Ｐ３７）、ＨＩ＋ＶＥＨでは脳の容積は同様のままであったが、ＣＢＤによ
り有意に減少した。
【００４９】
　図３は、ラットの損傷の容積だけではなく、神経運動機能も含んだＣＢＤによる保護効
果を示すものである。ＣＢＤ投与により、運動機能（シリンダーリア（cylinder rear）
試験）、協調性（ロータロッド）および記憶（新奇物体認識））の各種試験の正常化がも
たらされたが、一方、処置なしのラット群については、神経運動試験の結果は芳しいもの
ではなかった。
【００５０】
［結論］
　仔ブタモデルにおいて、ＣＢＤを用いることで、ＨＩによって引き起こされる脳の壊死
領域の量を減少させることが可能であることが示された。
【００５１】
　ラットモデルでは、ＣＢＤには神経保護作用があることを示し、さらにこの作用に加え
て、１カ月後には脳損傷の減少が確認された。このカンナビノイドＣＢＤは神経修復を促
しているのである。
【００５２】
［例２：低酸素性虚血（ＨＩ）後の低体温療法とカンナビジオール（ＣＢＤ）の相乗的投
与］
［材料および方法］
　鎮静状態で人工呼吸器につながれた仔ブタ（日齢１～２）に、ＨＩ脳損傷を経験させた
（低酸素－ＦｉＯ２　１０％＋両側頸動脈を３０分間圧迫）。
【００５３】
　正常体温（ＮＴ）の仔ブタは、温めたエアブランケットを使用して３７～３８℃に維持
した。
【００５４】
　低体温（ＨＴ）の仔ブタは、冷水マットレスにより３３～３４℃に冷却した。
【００５５】
　ＨＩ後３０分に仔ブタにビヒクル（ＶＥＨ）またはＣＢＤ（１ｍｇ／ｋｇ）のいずれか
をｉ．ｖ．経路により投与した。
【００５６】
　ＨＩ脳を組織学的検査のために採取し、ＨＩ損傷から６時間後の頭頂皮質内の神経細胞
（ニッスル染色（Ｎｉｓｓｌ））、星状膠細胞（ＧＦＡＰ）および小膠細胞（ｍＧＣ）（
ＩＢＡ－１）の数を定量した。
【００５７】
　ＧＦＡＰ－免疫反応性プロセスまたはＩＢＡ－１－免疫反応性プロセスと神経細胞本体
（cell bodies）（ＩｍａｇｅＪ）の面積率を細胞数で除することで、星状膠細胞または
ｍＧＣの平均サイズを求めた。
【００５８】
　同様に、ＨＩ障害のない被験動物を対照群とした（擬似処置群、ＳＨＭ）。
【００５９】
［結果］
　神経保護は、ＣＢＤと低体温とを組み合わせて処置した動物群で、最も良好であること
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がわかった（Ｐ＜０．０５）。
【００６０】
　特に低体温で処置した動物群において、ＣＢＤは、ＨＩによって誘発される星状膠細胞
数の減少を防止した。
【００６１】
　特にＣＢＤと低体温との組合せにおいて、ＣＢＤは星状膠細胞の活性を高めた（増大し
たプロセスは、増大した平均サイズに等しい）。
【００６２】
　低体温処置により、小膠細胞の数は減少したが、ビヒクル処置動物群とＣＢＤ処置群と
の間に差異はみられなかった。
【００６３】
　表２．１は、ＨＩ損傷後の小膠細胞の平均サイズを示したものである。
【表１】

【００６４】
　上記の表から明らかなように、ＨＩ後、小膠細胞は活性化し、そのサイズを増大させた
が、これは、正常体温とビヒクルで処置した、ピクセルのサイズが１０２ピクセルから１
３４ピクセルへと３２ピクセル増大している動物群において示されている。ＣＢＤと低体
温による処置は、ＣＢＤ単独（１０２ピクセルから１２７ピクセルへと２５ピクセル増大
）および低体温単独（１６４ピクセルから２１９ピクセルへと５５ピクセル増大）に比べ
、１６４ピクセルから１７６ピクセルへとわずか１２ピクセルの増大にとどまり、その程
度が最も小さかった。
【００６５】
　表２．２は、被験動物の皮質内で確認された壊死神経細胞の割合を詳しく示したもので
ある。
【表２】

【００６６】
　この表から明らかなように、低体温とＣＢＤとを組み合わせた処置は、低体温単独（１
３．２％）およびＣＢＤ単独による処置（８．４％）に比べて、壊死神経細胞の割合が最
も低かった（４．５％）。
【００６７】
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［結論］
　ＨＩ後のＣＢＤ投与により、神経細胞および星状膠細胞が保護され、小膠細胞の活性化
が調整される。
【００６８】
　さらに、ＣＢＤは、低体温よりもわずかに有効であるものの、両療法を組み合わせて使
用した場合、統計的に有意な神経保護効果が生じる。
【００６９】
　この相乗性（synergy）は、ＮＨＩＥに罹患している新生児に有用な治療の選択肢を与
えるものである。さらに、このような治療法は、低酸素性虚血の発現、または脳卒中もし
くは心停止などの疾患に罹患している他のヒトの患者の治療においても有効に用いること
ができるであろう。
【００７０】
［参考文献］
CILIO and FERRIERO, Synergistic neuroprotective therapies with hypothermia, Semi
n Fetal Neonatal Med. October 2010; 15(5): 293-298.
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