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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　海綿体神経損傷を防止または処置するための薬学的組成物を製造するための、ニューレ
グリンの使用であって、該組成物は、医学的手技および／または手術手技によってそのよ
うな損傷を受けるリスクのある対象に、該医学的手技および／または手術手技の前に投与
するためのニューレグリンの有効量を含む、使用。
【請求項２】
　手技が根治的骨盤手術である、請求項１記載のニューレグリンの使用。
【請求項３】
　手技が腫瘍切除術である、請求項１または２記載のニューレグリンの使用。
【請求項４】
　手技が前立腺切除術である、請求項１～3のいずれか一項記載のニューレグリンの使用
。
【請求項５】
　海綿体神経損傷が勃起機能障害を引き起こす、請求項１記載のニューレグリンの使用。
【請求項６】
　手技が前立腺癌のための、膀胱癌のための、または直腸癌のためのものである、請求項
1～４のいずれか一項記載のニューレグリンの使用。
【請求項７】
　組成物が、投与ごとに100マイクログラム／kg体重～10ミリグラム／kg体重の用量を含
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む、請求項１記載のニューレグリンの使用。
【請求項８】
　組成物が、投与ごとに500マイクログラム／kg体重～5ミリグラム／kg体重の用量を含む
、請求項１記載のニューレグリンの使用。
【請求項９】
　組成物が、投与ごとに500マイクログラム／kg体重～1ミリグラム／kg体重の用量を含む
、請求項１記載のニューレグリンの使用。
【請求項１０】
　組成物が、手技の48時間前に投与するためのものである、請求項1記載のニューレグリ
ンの使用。
【請求項１１】
　ニューレグリンがGGF2またはその活性断片である、請求項１記載のニューレグリンの使
用。
【請求項１２】
　ニューレグリンが上皮増殖因子様（EGF様）ドメインを含む、請求項１記載のニューレ
グリンの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、その各々の全内容が参照により本明細書に組み入れられる、2009年10月14日
に提出された米国特許仮出願第61/251,583号および2009年10月16日に提出された第61/252
,161号に対する優先権を主張する。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、神経の外傷または損傷に関する。より詳しくは、末梢神経損傷を防止、処置
、または改善するために、ニューレグリンまたはその機能的セグメントを用いることに関
する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　末梢神経は一般的に、自動車事故、オートバイ事故、手術、刃物および弾丸による創傷
、ならびに母子双方に対する出生時の損傷を含む外傷によって損傷を受ける。神経損傷の
一般的な外科的原因には、前立腺切除および乳房切除が挙げられる。術中の他の一般的な
損傷は、長時間の肢位または不可避もしくは偶発的な神経圧迫の結果である。神経が損傷
を受けると、傷害を受けた神経によって支配される体の領域において感覚および／または
機能の喪失が起こる。たとえば、前立腺切除による神経の損傷後では、一般的に勃起機能
障害が起こる。乳房切除後では、上肢および／または肩甲骨の固有の機能がしばしば失わ
れる。さらに、出生時の損傷または上腕神経叢に対する傷害を伴う他の外傷後では、同側
の肢の機能障害が起こる。
【０００４】
　神経損傷後の機能障害の程度を防止または制限することができるいかなる治療も、末梢
神経損傷の処置に関する現行の治療戦略に有意な影響を及ぼすであろう。末梢神経損傷に
関するさらなる治療および処置が必要である。
【発明の概要】
【０００５】
　ニューレグリンは、中枢神経系の疾患および損傷に関する多様な動物モデルにおいて神
経保護および神経回復効果に関係している。しかし、本発明の前までは、ニューレグリン
が、末梢神経損傷を防止および／または処置できることは立証されていなかった。したが
って、本発明のある態様は、ニューレグリン（たとえば、GGF2）またはその機能的セグメ
ントを、末梢神経損傷を有するまたは末梢神経損傷のリスクのある対象に投与することに
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よって、末梢神経損傷を処置または改善する方法に向けられる。
【０００６】
　本発明は、末梢神経損傷のニューレグリン処置が、神経損傷の前または後のいずれかに
与えられた場合に、末梢神経機能の喪失を減弱させること、末梢神経機能の喪失を改善ま
たは減弱させること、およびいくつかの例では末梢神経機能を回復させることができるこ
とを証明する。ある態様において、末梢神経損傷は回避される。ある態様において、既に
存在する末梢神経損傷は消失する。ある態様において、末梢神経損傷は完全には回避され
ない。ある態様において、既に存在する末梢神経損傷は完全には消失しない。
【０００７】
　末梢神経損傷の処置におけるニューレグリンの有効性を証明するために、ラット勃起機
能障害モデルをインビボ系として用いる。ある局面において、本発明は、末梢神経損傷に
起因する勃起機能障害の処置に向けられるが、本発明は勃起機能障害のみに限定されない
。ニューレグリンは、任意の末梢神経損傷に関して単独療法として有効でありえ、天然も
しくは人工の神経導管による同時処置またはシュワン細胞などの細胞治療による同時処置
を必要としない。
【０００８】
　ある態様は、末梢神経損傷を有するまたは末梢神経損傷を受けるリスクのある対象にニ
ューレグリンの有効量を投与する段階を含む、末梢神経損傷を処置する方法に向けられる
。ある態様は、末梢神経損傷を受けるリスクのある対象にニューレグリンの有効量を投与
する段階を含む、末梢神経損傷を予防または防止する方法に向けられる。対象という用語
は、哺乳動物および特にヒト対象を含む。
【０００９】
　ある態様において、末梢神経損傷は、自動車事故、オートバイ事故、手術、刃物および
弾丸による創傷、ならびに出生時の損傷が挙げられるがこれらに限定されない外傷の結果
である。ある態様において、末梢神経損傷は、前立腺切除、乳房切除等などの手術の結果
である。本質的に任意の外科的介入の状況において、末梢神経損傷は、組織切開、組織切
除の直接の結果でありえ、および／または肢位および／または圧迫により二次的に起こり
うる。特定の態様において、ニューレグリンは、勃起機能障害を起こすであろう末梢神経
損傷を処置または防止するために用いられる。
【００１０】
　さらなる態様は、海綿体神経および／または陰茎神経などの勃起機能に関連する末梢神
経に対する外科的損傷に起因する勃起機能障害の処置に向けられる。海綿体神経損傷はし
ばしば前立腺癌切除の結果として起こり、この損傷は勃起機能障害（ED）を引き起こしう
る。
【００１１】
　現行の薬学的介入は、陰茎の勃起を助長するために海綿体への血流を増加させることに
よって、損傷の結果として生じる機能的欠損を処置する。現在、陰茎の体積を増加させて
正常な陰茎勃起と類似の状態にすることによって、損傷の結果として生じる機能的欠損を
処置する、医学装置による介入が存在する。EDを処置するために用いられる既存の介入に
は全て欠点がある。
【００１２】
　本発明は、任意の機能的欠損の重症度を減少させることによって、損傷時に神経を急性
的に保護するおよび／または患者の回復を増強する。
【００１３】
　ニューレグリン1ペプチド（GGF2）を、容認された海綿体神経損傷モデルであるラット
の両側挫滅モデルにおいて試験した；このモデルはシルデナフィルおよび他のED薬を試験
するために用いられている。本明細書において述べられるように、損傷後5週目に神経を
電気刺激して、海綿体内圧（ICP）を測定したところ、GGF2は機能的転帰を改善した。
【００１４】
　ある態様は、乳房切除後の神経損傷のニューレグリンによる処置に向けられる。乳房切
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除の際には、長胸、肋間上腕、および胸背神経の損傷が一般的であるが、他の神経も同様
に傷害を受けることがあり、そのような損傷を防止または処置するためにニューレグリン
を用いることができる。ニューレグリンは、神経機能を保護および回復するために乳房切
除の前および／または後に送達することができる。強さ、感覚、可動域および反射を含む
上肢の機能に関して一般的に用いられる多くの測定が存在し、その全てまたは任意のもの
も神経機能の保護または回復を決定するために適切である。本発明は、任意の医学的また
は手術手技で損傷を受けた任意の神経に等しく当てはまる。
【００１５】
　さらなる態様は、上腕神経叢に対する外傷後の神経損傷のニューレグリン処置を含む。
上腕神経叢の損傷は、影響を受けた肢の運動および知覚の欠陥を起こす、鈍器による外傷
、出生時外傷、乗り物での事故、ならびにスポーツ時の損傷の、共通の結果である。ニュ
ーレグリンは、傷害を低減させて肢の機能を回復するために、上腕神経叢を有する人に投
与することができる。出産などの予測される事態では、本発明の組成物を予防的に与える
ことができる。肢の機能は、運動機能、強さ、感覚、可動域および／または反射に関する
任意の数の容認された神経学的測定によって測定することができる。
【００１６】
　ある局面は、用いられる特定のニューレグリンの活性および当業者によって認識される
医学的状況に基づいて、ニューレグリンポリペプチドまたはペプチド約1、2、3、4、5、6
、7、8、9、10、1～10、1～20、10～20、1～30、1～40、1～50、10～20、10～30、10、15
、20、25、30、35、40、50、15～25、15～40、15～35、15～50、20～50、20～40、20～40
、25～35、30～50、30～60、50～75、50～100、100、1～100、100～150、150～200、200
、1～200μgまたはmgの投与を含む。ある局面は、手術の前および／または後にニューレ
グリンの投与を含む。
【００１７】
　ある局面において、ニューレグリンは、NRG1、2、3、または4遺伝子によってコードさ
れる任意の完全長のニューレグリンでありうる。さらなる局面において、ニューレグリン
は、ニューレグリンポリペプチドの任意の機能的セグメントでありうる。ある態様におい
て、ニューレグリンの機能的セグメントは、EGF様ドメインを含有する。ある態様におい
て、ニューレグリンは、erbB受容体に結合してこれを活性化するNRG1、2、3、または4遺
伝子由来の任意のペプチドでありうる。ある態様において、ニューレグリンは、改変ペプ
チドがerbB受容体に結合してこれを活性化するように、NRG1、2、3、または4遺伝子によ
ってコードされる野生型ペプチドから改変された任意のペプチドでありうる。
【００１８】
　ニューレグリンおよびニューレグリンのEGF様ドメインを含有するポリペプチドは、単
位剤形で、薬学的に許容される希釈剤、担体、または賦形剤と共に対象に投与することが
できる。従来の薬学の実践を使用して、患者または実験動物に対してそのような組成物を
投与するために適した製剤または組成物を提供してもよい。静脈内投与が好ましいが、任
意の適切な投与経路、たとえば非経口、皮下、筋肉内、頭蓋内、眼窩内、眼、脳室内、嚢
内、脊髄内、槽内、腹腔内、鼻腔内、エアロゾル、経口、または経皮もしくは表面投与（
たとえば、真皮を通過して血流に入ることができる製剤を運ぶ装置または粘着性のパッチ
を適用することによる）を使用してもよい。治療製剤は、液体の溶液または懸濁液の剤形
でありえ；経口投与の場合、製剤は錠剤またはカプセル剤の剤形でありえ；および鼻腔内
製剤の場合、粉剤、点鼻剤、またはエアロゾルの剤形でありうる。
【００１９】
　「ニューレグリン-1」、「NRG-1」、「ヘレグリン」とは、ErbB受容体1、3、または4に
結合し、かつ受容体対形成（二量体化）によりErbB2にも結合するポリペプチドを意味す
る。1つの態様において、ニューレグリンは、その各々の全内容が参照により本明細書に
組み入れられる、米国特許第5,530,109号；第5,716,930号；および第7,037,888号に記述
されるp185erbB2リガンド遺伝子によってコードされる。1つの態様において、ニューレグ
リンは、GGF2もしくはその任意の小配列、またはGGF2の配列の全てもしくは活性な部分を
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含む任意の分子である。
【００２０】
　「治療的有効量」または「有効量」という用語は、研究者、獣医師、医師、または他の
臨床家によって求められる組織、系、動物またはヒトの生物学的または医学的応答を誘発
するニューレグリンの量を意味することが意図される。
【００２１】
　治療の変化は、対処される疾患または病態、たとえば末梢神経損傷を軽減する方向への
、測定された生化学または生理学的特徴の変化である。より詳しくは、「有効量」は、医
学的病態もしくは虚弱に関連する症状を減少させる、特定の身体機能の障害を起こす疾患
もしくは障害における身体機能を正常化する、または疾患もしくは病態の臨床的に測定さ
れたパラメータの1つもしくは複数における改善を提供するために十分な量である。
【００２２】
　特許請求の範囲における「または」という用語の使用は、代替物のみを指すまたは代替
物が相互に排他的であると明白に示されている場合を除き、「および／または」を意味す
るために用いられる。同様に、「または」という用語を用いて記載されたいかなるものも
また、記載の他の選択肢から具体的に除外されうることも企図される。
【００２３】
　本出願を通して、「約」という用語は、値を決定するために使用される装置または方法
に関する誤差の85％、90％、95％以内、または標準偏差内である値を示すために用いられ
る。
【００２４】
　長年の特許法に従い、特許請求の範囲または明細書における用語「1つの（a）」および
「1つの（an）」という用語は、具体的に記されていない場合、1つまたは複数を指す。
【００２５】
　本発明に従うある態様において、ニューレグリンは予防的に用いられ、それにより、起
こりうる損傷を防止するまたは弱める。本発明に従うある態様において、ニューレグリン
は、対象の今後の状態を示すために予後的に用いられる。本発明に従うある態様において
、ニューレグリンは、病態または状態の存在または存在の可能性を示すために診断的に用
いられる。本発明に従うある態様において、ニューレグリンは、処置される病態または疾
患の症状または徴候を弱めるまたは取り除く何らかの様式で病態に影響を及ぼすために治
療的に用いられる。
【００２６】
[本発明1001]
　末梢神経損傷を受けるリスクのある対象、または末梢神経損傷を既に有する対象にニュ
ーレグリンの有効量を投与する段階を含む、末梢神経損傷を防止または処置する方法。
[本発明1002]
　ニューレグリンが手術手技の前に投与される、本発明1001の方法。
[本発明1003]
　手術手技が前立腺癌手術である、本発明1001の方法。
[本発明1004]
　前立腺癌手術が前立腺切除術である、本発明1003の方法。
[本発明1005]
　ニューレグリンが乳児出産の前に妊娠中の母親に投与される、本発明1001の方法。
[本発明1006]
　ニューレグリンが、乳癌処置の前に患者に投与される、本発明1001の方法。
[本発明1007]
　乳癌処置が完全または部分的乳房切除術である、本発明1004の方法。
[本発明1008]
　勃起機能障害を起こす末梢神経損傷を有する対象、またはそのような末梢神経損傷を受
けるリスクのある対象にそれぞれ、ニューレグリンの有効量を投与する段階を含む、末梢
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神経損傷に起因する勃起機能障害を処置または予防する方法。
[本発明1009]
　以下の段階を含む、患者における勃起機能障害の病因を診断する方法：
　勃起障害を有する患者にニューレグリンの有効量を投与する段階；およびその後、
　勃起機能障害が軽減するか否かを同定する段階であって、
　それにより、投与する段階の後に勃起機能障害が軽減した場合、患者は末梢神経傷害の
結果としての勃起機能障害を有すると診断される、前記段階。
　本発明の他の目的、特色、および長所は、以下の詳細な説明から明らかとなるであろう
。しかしながら、本発明の精神および範囲内の様々な変化および改変がこの詳細な説明か
ら当業者に明らかであろうことから、詳細な説明および具体例は本発明の特定の態様を示
しながら例証のために与えられているに過ぎないことを理解すべきである。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
　以下の図面は本明細書の一部を形成し、本開示のある局面を説明するために含められる
。本発明は、本明細書において紹介した特定の態様の詳細な説明と共に、これらの図面の
1つを参照することによってよりよく理解されうる。
【図１】平均ICP変化のデータである。
【図２】大動脈圧に対して正規化したデータである。
【図３】処置群（（パネルA）正常、（パネルB）挫滅、（パネルC）挫滅＋GGF2）あたり
動物3匹の骨盤神経節（major pelvic ganglia）（MPG）の代表的なフルオロゴールド標識
である。陰茎組織に注入されたフルオロゴールドは、無傷の神経を通してMPGの細胞体ま
で逆行的に輸送される。パネルA：正常な動物は、神経損傷の非存在下で観察される逆行
性の標識の量を示す。パネルB：挫滅動物は、フルオロゴールド標識が完全にMPGまで戻る
よう輸送されることが不可能なため、損傷による、無傷の神経線維の劇的な低減を示す。
パネルC：挫滅＋GGF2動物は、フルオロゴールド標識MPG細胞数の増加を示し、このことは
GGF2処置の結果として損傷後により多くの神経線維が保存されることを示している。
【図４】MPGにおけるフルオロゴールド標識の定量。結果は、正常な動物がMPGにおいて多
数の細胞体標識を有することを示した。挫滅損傷後、標識細胞数は、神経線維の傷害およ
びその結果標識をMPGまで逆行的に輸送できないことにより、劇的に低減する。しかし、G
GF2処置は、フルオロゴールドを陰茎組織からMPGまで逆行的に輸送するために利用可能な
無傷の神経線維の数を改善し、その結果、多数の標識細胞をもたらした。
【図５】nNosレベルでの代表的な染色。海綿体nNOSは、十分に確立された海綿体神経保存
のマーカーである。この研究結果は、正常な組織染色（パネルA）を含んだ。比較すると
、海綿体神経挫滅損傷（パネルB）後にnNOS染色は有意に喪失した。陰茎体における海綿
体神経終末のnNOS染色が保存されたことは、GGF2処置により挫滅損傷後の海綿体神経の生
存率が増加したことを証明した（パネルC）。染色密度は、GGF2処置によるnNOS染色の保
存を示している。
【図６】チロシンヒドロキシラーゼ（TH）レベルの代表的な染色。この図の結果は、パネ
ルAにおいて正常組織の染色を示し、パネルBにおいて海綿体神経挫滅損傷後のTH染色の有
意な喪失を示す。パネルCは、陰茎体における海綿体神経終末の保存されたTH染色を示し
、この知見は、挫滅損傷後にGGF2処置によってもたらされる陰茎神経支配の全般的保存ま
たは再確立に対応する。このように、染色密度は、GGF2処置によるTH染色の保存を示した
。
【図７】小胞アセチルコリントランスポーター（VaChT）の代表的な染色。結果は、正常
組織染色（パネルA）および海綿体神経挫滅損傷後のVaChT染色の有意な喪失（パネルB）
を示す。対照的に、（パネルC）に示された、陰茎体において海綿体神経終末のVaChT染色
が保存されたことは、GGF2処置により挫滅損傷後の海綿体神経の生存率が増加したこと（
C）を証明している。染色密度は、GGF2処置によるVaChT染色の保存に向かう傾向を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
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発明の詳細な説明
　末梢神経に対する損傷は、たとえば外傷、事故、または手術によって引き起こされる様
々な事象、圧迫、挫傷、相互作用、挫滅、または伸長の共通の結果である。神経損傷に至
る外部要因は多様であるが、神経レベルでの症状発現は共通の特色である（論評に関して
は、Lee and Wolfe, J Am Acad Orthop Surg, 8(4), p. 243, 2008を参照されたい）。任
意の原因の外傷による損傷はしばしば、有髄化、神経上膜、神経周膜、神経内膜、および
軸索に対して傷害を引き起こす。最も軽症の症例では、損傷は主にミエリンおよび神経上
膜に起こり、その後数日または数週間以内に完全な回復が自然に起こる。
【００２９】
　しかしながら、多くの神経損傷では神経内膜および軸索の破壊が起こり、完全に回復し
ない、または回復に長期間を要する機能破壊が起こる。
【００３０】
　その上、軸索に対する障害を伴う末梢神経損傷では、損傷後数時間以内にその軸索の局
所変性が起こる。翌数日のあいだに、近位ニューロン細胞体および軸索は、ウォーラー変
性として知られるプロセスを受ける。軸索が変性すると、ミエリン産生シュワン細胞が死
滅して後に破片および炎症が残る。このシュワン細胞の死および関連炎症は神経傷害を悪
化させる。
【００３１】
　中枢神経系とは異なり、末梢神経では有意な量の再生が起こりうる。軸索は神経周膜チ
ャンネルに沿って成長して遠位標的を再度神経支配し、およびシュワン細胞は、軸索を再
度有髄化する。末梢神経の再生は認められるが、残念なことに、このプロセスは完全では
ない；変性を受ける多くのニューロンは決して再生することなく、またはその本来の標的
を決して発見せず、永続的な機能障害が起こる。この機能障害は、運動機能の喪失、知覚
機能の喪失、感覚異常、反射の喪失、硬直、拘縮、または可動域の減少を含み得る。
【００３２】
　神経損傷後の機能障害の程度を制限することができるいかなる治療も、末梢神経損傷の
処置に関する現行の治療戦略に対して有意な影響を有するであろう。
【００３３】
　一連の文献から、ニューレグリンが人工導管を通したニューロンの再生能を増強して、
シュワン細胞移植片などの細胞治療との補助治療として機能することが証明されている。
本発明の前では、末梢神経損傷において、機能の保護および／または回復などにより、ニ
ューレグリン単独で処置できることは知られていなかった。
【００３４】
　これらの試験において使用されるモデル（ラット勃起機能障害モデル）は、標準的な認
められた十分周知されている末梢神経損傷モデルである。この具体的なアプローチでは、
鉗子で圧迫することによって、海綿体神経に損傷を与える。同じ圧迫または挫滅損傷を、
他の任意の末梢神経においてモデルとして用いることができる。海綿体神経損傷モデルに
おいて、機能的欠損は勃起機能の欠損である。外傷性神経損傷の一般的で一貫した病理生
理学の観点から、そのような海綿体神経損傷は、前立腺切除誘発損傷の優れたモデルであ
るのみならず、全ての外傷性末梢神経損傷の一般的モデルである。
【００３５】
　末梢神経に対する損傷は、後根神経節（DRG）に位置する知覚ニューロンの細胞体内で
変化を誘導する；これらの変化は、生存および軸索再生を促進する。都合のよい条件下で
は、例として挫滅損傷後、ほとんどの神経線維は再生に成功する。しかし、多くの臨床的
に関連する情況において、外傷または疾患誘発神経損傷は不良な転帰を有し、機能回復は
ごく限定的で、しばしばかなりの遅れを伴う。そのような例では、ニューロパシー性また
は慢性の疼痛状態が発症しうる。
【００３６】
　疼痛は、通常、知覚神経損傷または傷害に関連し、それによって罹患領域の防御および
不動化が起こる。それゆえ、侵害受容（疼痛知覚の基礎となるニューロンシグナル伝達）
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は、不快な知覚および感情的経験を誘発するものの、迅速な治癒の機構および迅速な治癒
の促進と同時に起こる。しかし、多くの病的な事態において、侵害受容性のインプットに
より、生物にとって非常に有害である機能的変化が起こりうる。
【００３７】
　神経の損傷により、一次求心性ニューロンおよび脊髄でのその中心接続の特性の多くに
変化が起こり、それによって異痛症（通常無害な刺激からの疼痛の知覚）、痛覚過敏（任
意の所定の疼痛刺激に対する誇張された応答）、および受容野（すなわち、刺激が適用さ
れた場合に「痛い」領域）の拡大が起こる。慢性疼痛の病態の大部分は、中枢または末梢
神経組織のいずれかに対する傷害の結果として生じる。
【００３８】
勃起機能障害
　性的不能または勃起機能障害（ED）とも呼ばれる障害は、米国だけでも2000万人の男性
が罹患している一般的な問題である。陰茎の勃起は、神経の完全性および機能的血管の双
方に依存する神経血管現象である。性的刺激が与えられると、神経伝達物質（特に酸化窒
素）が海綿体神経終末および内皮細胞から放出される。その結果起こる動脈および細動脈
平滑筋の弛緩が動脈流を増加させる。海綿体内部に貯留された血液は、陰茎を勃起状態に
する。
【００３９】
　前立腺癌、膀胱癌、または直腸癌の手術などの、根治的骨盤手術による海綿体神経の損
傷は、米国における医原性EDの最も一般的な原因の1つである。EDは、根治的前立腺切除
後の病的状態の主な原因である。たとえば、神経温存手術技法が導入されたにもかかわら
ず、限局性前立腺癌のために両側海綿体神経温存技法を受けた男性では、術後の性交能の
割合は30％から80％の範囲である（Wang, J Sex Med, 4: 1085-97, 2007）。
【００４０】
　今日まで様々な神経調整戦略が研究されているが、損傷前もしくは損傷時の海綿体神経
の神経保護のために利用可能な処置はなく、または損傷後に神経再生を誘発する処置もな
い（Michl et al., J Urol 176:227-31, 2006; Burnett and Lue, J Urol 176:882-7, 20
06）。骨盤の悪性疾患に関する外科および放射線療法が、現在では神経を温存するよう修
正されたにもかかわらず、処置後に勃起機能を保存して回復させる新しい手段が必要であ
る。
【００４１】
　傷害部位の遠位では、軸索およびミエリン鞘の変性、マクロファージの浸潤、貪食、お
よびシュワン細胞の脱分化から始まり、ビュングナー帯の形成に至る十分に定義されたパ
ターンの細胞変化が認められる。これらの変化は、損傷を受けた神経の環境および軸索の
再生能を変化させる。ニューロンの生存は、軸索が「伝達」モードから成長モードへと切
り替わる際は栄養因子、タンパク質（GAP-43、チューブリン、アクチン）、新規ニューロ
ペプチド、およびサイトカインの発現によって助長される。遠位神経断端の支持およびニ
ューロンの再生能は無限ではないことから、成長能を増強する新しい戦略が必要である（
Fu and Gordon, Mol Neurobiol. 14: 67-116, 1997）。
【００４２】
ニューレグリン
　「ニューレグリン」、「ニューレグリン-1」、「NRG-1」、「ヘレグリン」とは、ErbB1
、ErbB3、またはErbB4受容体に結合して、ErbB2受容体と対を形成する（二量体化する）
ポリペプチドを意味する。たとえば、ニューレグリンは、その各々の全内容が参照により
本明細書に組み入れられる、米国特許第5,530,109号；第5,716,930号；および第7,037,88
8号に記述されるp185erbB2リガンド遺伝子によってコードされうる；ニューレグリンはま
た、NRG-2、3、および4遺伝子によってコードされうる。ニューレグリンは、GGF2または
その任意の活性断片でありうる；これはまた、GGF2の保存的変種またはGGF2を含む分子で
ありうる。当技術分野におけるいくつかの用途において、「ニューレグリン」という用語
は、完全なニューレグリン分子のEGF-様ドメインのみを指すことが意図される；これはま
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た、「ニューレグリン様」タンパク質、ペプチド、またはポリペプチドとしても知られる
。
【００４３】
　「ニューレグリン様」タンパク質、ペプチド、またはポリペプチドとは、ニューレグリ
ン遺伝子によってコードされるEGF-様ドメインを保有するポリペプチドを意味する。ある
態様において、「ニューレグリン様」タンパク質、ペプチド、またはポリペプチドは、末
梢神経損傷を有する対象、または末梢神経損傷のリスクのある対象（たとえば、関連する
末梢神経損傷のリスクがある手術または出産を予定している患者）において治療効果を生
じる。
【００４４】
　GGF2アミノ酸配列（下線で示されるそのEGF-様ドメインを含む領域を有する）は、

（GenBankアクセッション番号AAB59622、参照により本明細書に組み入れられる）である
。本発明のある局面において、ニューレグリンポリペプチドまたはそのセグメントは、GG
F2のアミノ酸配列と75、80、85、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、または100
％同一または相同である。本発明のある局面において、ニューレグリン様ポリペプチドは
、GGF2のEGF-様ドメインのアミノ酸配列と75、80、85、86、97、88、89、90、91、92、93
、94、95、96、97、98、99、または100％同一もしくは相同である。
【００４５】
　本明細書において用いられる「タンパク質」または「ポリペプチド」は、アミノ酸残基
を少なくとも10個を含む分子を指す。ある態様において、タンパク質は、GGF2ポリペプチ
ドの全てまたは一部を含む。いくつかの態様において、タンパク質またはポリペプチドの
野生型が使用されるが、本発明のいくつかの態様において、末梢神経損傷を処置するため
に改変タンパク質またはポリペプチドが使用される。「ペプチド」、「タンパク質」、ま
たは「ポリペプチド」という用語は、本明細書において互換的に用いられる。便宜上、ペ
プチドという用語は、本明細書において任意の長さのアミノ酸配列を指すために用いられ
る。
【００４６】
　「改変ペプチド」は、その化学構造、特にそのアミノ酸配列が、それぞれの野生型ペプ
チドに対して変化しているペプチドを指す。いくつかの態様において、改変ペプチドは少
なくとも1つの改変アミノ酸を有する。いくつかの態様において、改変ペプチドは、少な
くとも1つのd-アミノ酸を有する。いくつかの態様において、改変ペプチドは少なくとも1
つの天然に存在しないアミノ酸を有する。
【００４７】
　限定されないが、ある態様において、ペプチド（野生型または改変型）の大きさは、本
明細書において記述されるまたは参照される対応するアミノ酸配列の5、6、7、8、9、10
、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30
、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50
、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70
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、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90
、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、110、120、130、140、150、160、170、18
0、190、200、210、220、230、240、250、275、300、325、350、375、400、422個または
それより多くのアミノ分子およびそこから派生する任意の範囲のいずれか（またはそこか
ら派生する任意の範囲）を含みうる；1つの態様において、そのようなタンパク質、ポリ
ペプチド、またはサイズの範囲は、GGF2に関連する。ポリペプチドは、その対応する野生
型より短くするために、アミノ末端またはカルボキシ末端切断によって変異されうるが、
ポリペプチドはまた、特定の機能を有する異種タンパク質配列と融合またはコンジュゲー
トすることによって変更されうる（たとえば、標的化または局在、精製目的のため等）こ
とが企図される。
【００４８】
　本明細書において用いられる「アミノ酸分子」は、当技術分野において公知である任意
のアミノ酸、アミノ酸誘導体、またはアミノ酸模倣体を指す。ある態様において、ペプチ
ド分子の残基は連続的であり、いかなる非アミノ分子もアミノ分子残基の配列を中断しな
い。他の態様において、配列は、1つまたは複数の非アミノ分子部分を含みうる。特定の
態様において、ペプチド分子の残基の配列は、1つまたは複数の非アミノ分子部分によっ
て中断されうる。
【００４９】
　したがって、「ペプチド」組成物という用語は、アミノ酸配列を含む；これらのアミノ
酸は自然界で合成されるタンパク質における一般的な20個のアミノ酸、または任意の改変
されたもしくは普通でないアミノ酸のいずれかでありうる。
【００５０】
　ペプチド組成物は、以下を含む当業者に公知の任意の技術によって作製されうる：（i
）標準的な分子生物学技術を通したペプチドの発現、（ii）天然起源からのペプチド化合
物の単離、または（iii）化学合成。あるニューレグリン遺伝子に関するヌクレオチド配
列ならびにペプチド配列が既に開示されており、広く認められているコンピューター化デ
ータベースにおいて見いだされうる。そのような1つのデータベースは、National Center
 for Biotechnology InformationのGenbankおよびGenPeptデータベース（ncbi.nlm.nih.g
ov/でのワールドワイドウェブで入手可能）である。本明細書において開示される技術ま
たは当業者に公知であろう技術を用いて、これらの遺伝子のコード領域を増幅および／ま
たは発現させてもよい。
【００５１】
　改変ペプチドには、置換、挿入、または欠失変種を挙げることができる。欠失変種は典
型的に、本来のまたは野生型分子の1つまたは複数の残基を欠損する。個々の残基を欠失
させることができ、または多数の隣接するアミノ酸を欠失させることができる。切断型タ
ンパク質を生成するために、コード核酸配列に終止コドンを導入してもよい（置換または
挿入による）。挿入変異体は典型的に、ペプチドの非末端点での材料の付加を伴う。これ
は、1つまたは複数の残基の挿入を含みうる。しばしば融合タンパク質または融合ペプチ
ドと呼ばれる末端の付加も同様に生成されうる。置換変種は典型的に、ペプチド内の1つ
または複数の部位でのあるアミノ酸と別のアミノ酸との交換を含有し、ニューレグリン受
容体の結合および活性化などの他の機能または特性を失ってまたは失うことなく、ペプチ
ドの1つまたは複数の特性を調整するように設計されうる。置換は保存的でありうる、す
なわち、あるアミノ酸が類似の形状および電荷のアミノ酸に交換される。または、置換は
、ペプチドの機能または活性が影響を受けうるように、非保存的でありうる。非保存的変
化は典型的に、残基を化学的に異なる残基に置換すること、たとえば極性または荷電アミ
ノ酸を非極性または非荷電アミノ酸の代わりとすることおよびその逆を含む。
【００５２】
　「保存的置換」は、当技術分野において周知であり、これにはたとえば以下の変化が挙
げられるが、これらに限定されない：アラニンからセリン；アルギニンからリジン；アス
パラギンからグルタミンまたはヒスチジン；アスパラギン酸塩からグルタミン酸塩；シス
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テインからセリン；グルタミンからアスパラギン；グルタミン酸塩からアスパラギン酸塩
；グリシンからプロリン；ヒスチジンからアスパラギンまたはグルタミン；イソロイシン
からロイシンまたはバリン；ロイシンからバリンまたはイソロイシン；リジンからアルギ
ニン；メチオニンからロイシンまたはイソロイシン；フェニルアラニンからチロシンまた
はロイシンまたはメチオニン；セリンからトレオニン；トレオニンからセリン；トリプト
ファンからチロシン；チロシンからトリプトファンまたはフェニルアラニン；およびバリ
ンからイソロイシンまたはロイシン。
【００５３】
　同様に、アミノ酸および核酸配列は、配列が生物活性の維持などの本明細書において記
載される機能的基準を満たす限り、追加のN-もしくはC-末端アミノ酸、または5'もしくは
3'配列などの追加の残基を含みうることが理解されるであろう。末端配列の付加は、特に
、コード領域の5'または3'部分のいずれかに隣接する様々な非コード配列を含みうる核酸
配列に当てはまる。
【００５４】
薬学的製剤
　本発明の薬学的製剤は、薬学的に許容される担体に溶解または分散されたペプチドの有
効量を含む。「薬学的または薬理学的に許容される」という句は、対象、たとえば適切で
あればヒトに投与した場合に、有害な、アレルギーまたは他の望ましくない反応を通常生
じない組成物を指す。そのような薬学的組成物の調製は、参照により本明細書に組み入れ
られる、Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. Mack Printing Company, 199
0によって例示されるように、本開示に照らして当業者に公知である。その上、ヒトでの
投与目的に関して、調製物は、たとえばUSFDA Office of Biological Standardsによって
必要とされる無菌性、発熱性、一般安全性、および純度標準を満たすべきであることが理
解されるであろう。
【００５５】
　さらに、本明細書において用いられる「薬学的に許容される担体」には、本開示を考慮
して当業者に公知であるように、溶媒、分散媒体、コーティング、界面活性剤、抗酸化剤
、保存剤（たとえば、抗菌剤、抗真菌剤）、等張剤、吸収遅延剤、塩、保存剤、薬物、薬
物安定化剤、ゲル、結合剤、賦形剤、崩壊剤、潤滑剤、甘味料、着香料、色素、これらの
類似材料および組み合わせなどの材料が挙げられる。いかなる従来の担体も活性成分と不
適合性である場合を除き、治療的または薬学的組成物におけるその使用が企図される。
【００５６】
　本発明の薬剤は、固体、液体、またはエアロゾル型で投与されるか否かに応じて、およ
び注射などの投与経路のために無菌的である必要があるか否かに応じて異なるタイプの担
体を含みうる。本発明は、静脈内、皮内、動脈内、腹腔内、病変内、頭蓋内、関節内、前
立腺内、胸膜内、気管内、鼻腔内、硝子体内、膣内、直腸内、腫瘍内、筋肉内、皮下、結
膜下、膀胱内、粘膜、心膜内、臍帯内、眼内、経口、表面、局所、吸入（たとえば、エア
ロゾル）投与することができる。さらに、本発明は、注射、注入、持続注入、標的細胞を
直接浴する局所灌流によって、カテーテルを介して、洗浄を介して、または他の方法によ
って、または当業者に公知であろう前述の任意の組み合わせによって投与することができ
る。
【００５７】
　対象に投与される本発明の組成物の実際の投与量は、体重、病態の重症度、処置される
疾患のタイプ、過去のまたは同時の治療介入、患者の特発疾患、および投与経路などの身
体および生理学的要因によって決定することができる。いずれにしても、投与の責任を有
する医師は、組成物中の活性成分の濃度および個々の対象に関する適切な用量を決定する
であろう。
【００５８】
　ある態様において、薬学的組成物は、たとえば少なくとも約0.1％の活性化合物を含み
うる。他の態様において、活性化合物は、単位重量の約2％から約75％、またはたとえば
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、約25％から約60％、およびそこから派生する任意の範囲を構成する。他の非限定的な例
において、用量はまた、投与あたり約1マイクログラム/kg体重、約5マイクログラム/kg体
重、約10マイクログラム/kg体重、約50マイクログラム/kg体重、約100マイクログラム/kg
体重、約200マイクログラム/kg体重、約350マイクログラム/kg体重、約500マイクログラ
ム/kg体重、約1ミリグラム/kg体重、約5ミリグラム/kg体重、約10ミリグラム/kg体重、約
50ミリグラム/kg体重、約100ミリグラム/kg体重、約200ミリグラム/kg体重、約350ミリグ
ラム/kg体重、約500ミリグラム/kg体重から約1000 mg/kg体重またはそれより多く、およ
びそこから派生する任意の範囲を含みうる。本明細書において記載される数値から派生す
る範囲の非限定的な例では、上記の数値に基づいて、約5 mg/kg体重から約100 mg/kg体重
、約5マイクログラム/kg体重から約500ミリグラム/kg体重等の範囲を投与することができ
る。
【００５９】
　いずれにしても、組成物は、1つまたは複数の成分の酸化を遅らせるために様々な抗酸
化剤を含みうる。加えて、微生物の作用の防止は、パラベン（たとえば、メチルパラベン
、プロピルパラベン）、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサル、また
はその組み合わせが挙げられるがこれらに限定されない様々な抗菌剤および抗真菌剤など
の保存剤によってもたらされうる。
【００６０】
　薬剤は、遊離の塩基、中性または塩型の組成物に調製されうる。薬学的に許容される塩
には、酸付加塩、たとえばペプチド組成物の遊離のアミノ基によって形成される塩、また
はたとえば塩酸もしくはリン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、酒石酸、もしくは
マンデル酸などの有機酸によって形成される塩が挙げられる。遊離のカルボキシル基によ
って形成される塩はまた、たとえばナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、
もしくは水酸化第二鉄などの無機塩基、またはイソプロピルアミン、トリメチルアミン、
ヒスチジン、もしくはプロカインなどの有機塩基に由来することができる。
【００６１】
　組成物が液体型である態様において、担体は、水、エタノール、ポリオール（たとえば
、グリセロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコール等）、脂質（たと
えば、トリグリセリド、植物油、リポソーム）、およびその組み合わせを含むがこれらに
限定されない溶媒または分散媒体でありうる。たとえばレシチンなどのコーティングを用
いることによって；たとえば液体ポリオールまたは脂質などの担体中に分散させることに
よって必要な粒子径を維持することによって；たとえばヒドロキシプロピルセルロースな
どの界面活性剤を用いることによって；またはそのような方法の組み合わせによって、適
当な流動性を維持することができる。多くの場合において、たとえば砂糖、塩化ナトリウ
ム、またはその組み合わせなどの等張物質を含めることが好ましいであろう。
【００６２】
　ある態様において、組成物は、経口摂取などの経路による投与のために調製される。こ
れらの態様において、固体組成物は、たとえば液剤、懸濁剤、乳剤、錠剤、丸剤、カプセ
ル剤（たとえば、硬または軟ゼラチンカプセル）、徐放性製剤、口腔内組成物、トローチ
剤、エリキシル剤、懸濁剤、シロップ剤、ウェーハ、またはその組み合わせを含みうる。
経口組成物を、食事の食物と共に直接組み入れてもよい。経口投与のための好ましい担体
は、不活性希釈剤、同化可能な食用担体、またはその組み合わせを含む。本発明の他の局
面において、経口組成物は、シロップ剤またはエリキシル剤として調製されうる。シロッ
プ剤またはエリキシル剤は、たとえば、少なくとも1つの活性物質、甘味料、保存剤、着
香料、色素、保存剤、またはその組み合わせを含みうる。
【００６３】
　ある特に好ましい態様において、経口組成物は、1つまたは複数の結合剤、賦形剤、崩
壊剤、潤滑剤、着香料、およびその組み合わせを含みうる。ある態様において、組成物は
、以下の1つまたは複数を含みうる：たとえばトラガカントゴム、アカシアゴム、コーン
スターチ、ゼラチンまたはその組み合わせなどの結合剤；たとえばリン酸二カルシウム、
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マンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウ
ム、セルロース、炭酸マグネシウムまたはその組み合わせなどの賦形剤；たとえばコーン
スターチ、ジャガイモデンプン、アルギン酸、またはその組み合わせなどの崩壊剤；たと
えばステアリン酸マグネシウムなどの潤滑剤；たとえばスクロース、ラクトース、サッカ
リン、またはその組み合わせなどの甘味料；たとえばペパーミント、冬緑油、サクランボ
香料、オレンジ香料等などの着香料；または前述のその組み合わせ。用量単位形態がカプ
セル剤である場合、上記のタイプの材料に加えて液体担体などの担体を含有してもよい。
様々な他の材料がコーティングとして、または用量単位の物理的形態を改変するために存
在してもよい。例として、錠剤、丸剤、またはカプセル剤をシェラック、砂糖、またはそ
の両者によってコーティングしてもよい。
【００６４】
　滅菌注射用液剤は、任意で、先に列挙した他の様々な成分と共に、適切な溶媒中に必要
量の本発明の活性化合物を組み入れ、必要であれば濾過滅菌することによって、調製する
ことができる。一般的に、分散剤は、基礎分散媒体および／または他の成分を含有する滅
菌溶剤に様々な滅菌活性成分を組み入れることによって調製される。滅菌注射用液剤、懸
濁剤、または乳剤の調製のための滅菌粉末の場合、好ましい調製法は、予め濾過滅菌され
たその液体媒体から活性成分プラス任意の追加の所望の成分の粉末を生じる真空乾燥また
は凍結乾燥技術である。液体媒体は、必要であればふさわしく緩衝作用を有するべきであ
り、液体希釈剤を最初に、十分量の食塩水またはグルコースによって注射前に等張にすべ
きである。直接注射のための高濃度組成物の調製物も同様に企図され、この場合、溶媒と
してDMSOを用いることは、極めて迅速な浸透が起こり、小さい領域に高濃度の活性物質を
送達すると想像される。
【００６５】
　好ましくは、本発明の組成物は、標準的な製造および貯蔵条件下で安定であり、細菌お
よび真菌などの微生物の混入作用から保護される。エンドトキシンの混入は、安全なレベ
ル、たとえば0.5 ng/mgタンパク質未満で最小限に維持すべきであると認識されるであろ
う。
【００６６】
　特定の態様において、注射可能な組成物の持続的吸収は、たとえばモノステアリン酸ア
ルミニウム、ゼラチン、またはその組み合わせなどの吸収を遅らせる物質を含む本発明の
組成物によってもたらすことができる。
【実施例】
【００６７】
実施例1：海綿体神経損傷のラットモデル
　海綿体神経損傷のラットモデルは典型的に、以下の方法論を用いる。ラットをイソフル
ランによって麻酔する。体温を37℃に維持するために動物を温熱パッドの上に置く。腹部
の毛を刈って、無菌的なクリニジン溶液（ポビドンヨード）によって拭く。腹腔の正中下
腹部開口部を作製して、両方の海綿体神経および骨盤神経節（MPG）を露出する。海綿体
神経の損傷は、血管鉗子によって海綿体神経を片側あたり2分間挫滅することによって引
き起こされる。ニューレグリンに関連する試験において、2つのニューレグリン群を損傷
の48時間前に処置した。
【００６８】
　ラット挫滅モデルは、勃起機能の単純で再現可能で極めて信頼可能な減少を提供する。
この技術は、広く用いられており、この技術を用いていくつかの試験が公表されている。
挫滅損傷後の勃起機能を試験する必要はなく、勃起機能の減少は予測可能であり、典型的
に機能的試験は挫滅損傷後約5週間目に行われる。
【００６９】
　海綿体神経に対する損傷後、腹筋と筋膜（吸収可能な縫合）とを再近置して2～3回の断
続縫合により腹腔を2層で閉鎖する。皮膚を非ウィッキング（PDSまたはコーティングした
ビクリル（vicryl））縫合材料によって皮膚の表皮下（埋没）連続縫合を用いて閉じる。
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ブプレノルフィン麻酔薬を、疼痛管理のために術中（手技終了の10分前）および術後6～1
2時間毎に48時間与えた。
【００７０】
　術後約5週目に、ラットをケタミン（100 mg/kg IP）およびキシラジン（5 mg/kg）によ
って麻酔した。同じ切開部を通して海綿体脚を露出し、左脚部に挿入されて海綿体内圧を
測定するように特異的に設計されたソフトウェアプログラムに接続された23 G針を用いて
、機能的試験を行った。測定前に、海綿体神経を電極によって1.5 mAで刺激する。測定手
順の長さはおよそ15分間である。ラットを、麻酔から回復する前に頚動脈安楽死によって
安楽死させて、組織（海綿体神経、MPG、陰茎、前立腺）を、光学顕微鏡および分子組織
学的評価のために収集した。
【００７１】
　図1に示される海綿体内圧（ICP）データに示されるように、損傷後5週目の海綿体神経
の電気刺激は、両方のニューレグリン処置群について神経および終末器官機能が有意に保
存されたことを証明し、これは高用量でさらに著しかった。データを、最初にボンフェロ
ーニt-検定を伴う非反復測定ANOVAによって分析し、p＜0.05で有意であると見なした。結
果は全て平均値±SEMとして表記する。変化はまた、図2に示されるように大動脈圧に対し
て正規化しても有意に改善した。
【００７２】
　組織学的見地から、データは、NRG処置が、MPGにおけるフルオロゴールドの逆行的に輸
送された標識に基づく無傷の神経線維の数を増加させて、陰茎の神経および平滑筋組織か
らのニューロン酸化窒素シンターゼおよびVaChTの保存を改善したことを示している。こ
のことは、神経保護および／または神経再生作用機序が存在することを示している。平滑
筋のアポトーシスも同様に、いかなるニューレグリンも受けていない挫滅損傷動物と比較
して減少する。
【００７３】
実施例2：フルオロゴールドの組織学的方法
　このプロトコールを行うために、4％フルオロゴールドの海綿体内注射を行い、1週目に
骨盤神経節（MPG）組織を採取し4％パラホルムアルデヒド、0.1 Mリン酸緩衝液中で終夜
固定した後、20％スクロース中に入れた。厚さ20μmの凍結切片を作製した。Infinityカ
メラおよびイメージングシステムを用いて画像を得た後、フルオロゴールド増強細胞数に
関して盲検的に分析した。次に、MPG標本スライドガラスを無作為に選択して（10個/動物
）、無傷のニューロン数を確認するために細胞計数を行った（たとえば、Dail, W. G., T
rujillo, D., de la Rosa, D. and Walton, G.: Autonomic innervation of reproductiv
e organs: analysis of the neurons whose axons project in the main penile nerve i
n the pelvic plexus of the rat. Anat Rec, 224: 94, 1989; Laurikainen A, Hiltunen
 JO, Vanhatalo S, Klinge E, Saarma M: Glial cell line-derived neurotrophic facto
r is expressed in penis of adult rat and retrogradely transported in penile para
sympathetic and sensory nerves. (Cell Tissue Res 2000, 302:321-9を参照されたい）
。
【００７４】
　このように、これはフルオロゴールドを用いる逆行性追跡プロトコールであった。この
プロトコールからの結果は、ニューレグリン処置が、海綿体神経の再生およびその標的（
陰茎海綿体）への再投射、ならびに／または神経保護を助けることを示す情報を提供した
。
【００７５】
　したがって、フルオロゴールドを、標的器官、この場合は陰茎の体部に注射した。次に
、終末器官の神経終末からの取込みが起こった。この取込みは、神経線維が保存されて注
射領域に再成長することを示した。フルオロゴールドの取込みが起こった後、フルオロゴ
ールドは神経軸索において逆行的に輸送されて、MPG（骨盤神経節）の本来のニューロン
に標識が蓄積された。
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【００７６】
　図3は、処置群（（パネルA）正常、（パネルB）挫滅、（パネルC）挫滅＋GGF2）あたり
動物3例からの骨盤神経節（MPG）の代表的なフルオロゴールド標識を示す。正常な動物（
パネルA）は、神経損傷の非存在下で観察される逆行性の標識量を示す。挫滅動物（パネ
ルB）は、フルオロゴールド標識がMPGに完全に戻るよう輸送されることが不可能なため、
損傷による、無傷の神経線維の劇的な低減を示す。挫滅＋GGF2動物（パネルC）は、フル
オロゴールド標識MPG細胞数の増加を示し、GGF2処置の結果として損傷後に、保存された
神経線維がより多く存在することを示している。
【００７７】
　図4は、MPGにおけるフルオロゴールド標識の定量を提供する。正常動物は、MPGにおい
て多数の細胞体標識を有する。挫滅損傷後、神経線維の損傷が起こり、その結果標識を逆
行的にMPGに輸送することができないことの結果として、標識細胞数は劇的に低減する。G
GF2処置は、フルオロゴールドを陰茎組織からMPGに逆行的に輸送するために利用できる無
傷の神経線維の数を改善し、それによって多数の標識細胞をもたらした。
【００７８】
実施例3：免疫組織化学
　海綿体の近位部分の長軸方向の凍結切片をnNos、VaChTに関して染色した。洗浄は全て
、1％ triton-Xを含有するTris緩衝液によって行った。組織を5％正常ヤギ血清によって1
時間ブロックした後、
　a）nNOs（Sigma；1/1000）、または
　b）VaChT（Abcam；1/150）、または
　c）TH（Millipore；1/5000）
と共にそれぞれ、4℃で終夜インキュベートした。
【００７９】
　数回すすいだ後、ヤギ抗ウサギHRPおよびロバ抗ヤギ（1/1000）抗体と共に1時間インキ
ュベートし、次いで0.2％硫酸アンモニウムニッケルおよび0.03％過酸化水素を含有するD
AB溶液中で10分間インキュベートした。最後の洗浄後、切片を脱水して、キシレン中で清
浄にして、Permount（Fisher Scientific）においてカバーガラスを載せた。
【００８０】
nNos染色：
　海綿体内の海綿体神経の軸索終板から放出された酸化窒素（NO）は、内皮NOと共に、平
滑筋の弛緩を引き起こし、陰茎勃起の血行力学的変化を開始すると共に、腫脹の維持に関
与する。現在、海綿体神経の損傷後の性交能の回復は、残っている神経組織の軸索再生お
よび終末器官（神経NO活性化を可能にする）の機能的な神経再支配の成否に、少なくとも
部分的に依存すると理解されている。海綿体神経が損なわれた後の陰茎の動物モデル試験
において、十分に定義された病理生物学的変化が観察されている。これらの病理生物学的
変化は、ニューラプラクシーから致死性の軸索傷害にまで及ぶ可能性があり、これには平
滑筋のアポトーシス、内皮のアポトーシス、酸化窒素シンターゼ（NOS）神経密度の低減
、トランスフォーミング増殖因子β（TGF-β）などの線維増殖性サイトカインのアップレ
ギュレーション、平滑筋の線維症もしくは喪失、または変化したソニック・ヘッジホッグ
タンパク質などの病理生物学的シグナル伝達応答を挙げることができる。
【００８１】
　加えて、持続的な回復段階のあいだの海綿体神経ニューラプラクシーのために二次的に
起こる勃起の慢性的欠如は、弛緩状態と勃起状態のあいだの正常な海綿体サイクリングの
不全によるさらなる海綿体平滑筋の構造的悪化の可能性を増悪させると考えられている（
Bella AJ, Lin G, Fandel TM, Hickling DR, Morash C, Lue TF. Nerve growth factor m
odulation of the cavernous nerve response to injury. J Sex Med 6 Suppl 3: 347-35
2, 2009）。
【００８２】
　海綿体nNOSは、海綿体神経保存の十分に確立されたマーカーである（たとえば、http:/
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/onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1464-410X.2010.09364.x/fullを参照されたい
）。このプロトコールの結果は、実施例1のプロトコールに従って生じたラットにおける
両側性の海綿体神経損傷後の神経保護効果および／または神経再生効果を示した。
【００８３】
　染色密度の結果（代表的な近位体部切片、無作為に選択したスライドガラス5枚、観察
者に知らせない盲検 - 1群あたり動物5匹に基づく）は、ニューレグリンによって処置し
た対象に関してnNOS染色が保存されることを示した。
【００８４】
　図5は、nNosレベルの代表的な染色を提供する。染色密度はnNOSの存在を示す。この研
究の結果は正常組織の染色（パネルA）を含む。比較すると、海綿体神経挫滅損傷（パネ
ルB）後にnNOS染色は有意に失われる。陰茎体における海綿体神経終末のnNOS染色が保存
されたことは、GGF2処置により、挫滅損傷後（パネルC）の海綿体神経の生存率および／
または再生が増加したことを証明している。染色密度は、GGF2処置によりnNOS染色が保存
されたことを示している。
【００８５】
小胞アセチルコリントランスポーター（VaChT）染色
　陰茎を神経支配する骨盤神経節ニューロンは、nNOSおよびコリン作動神経マーカーを発
現するが、陰茎の交感神経ノルアドレナリン神経支配は主に交感神経鎖を介して生じ、陰
茎神経または骨盤神経節を通らない。このプロトコールの結果は、ニューレグリン処置が
、小胞アセチルコリントランスポーター（VaChT）に関する海綿体内染色に基づいて、海
綿体神経の再生およびその標的（陰茎海綿体）への再投射、および／または神経保護を助
けたことを示している。術後EDの主な病因は神経原性であるが、齧歯類での試験から、陰
茎神経損傷後に、形態学的および機能的変化も同様に海綿体組織内で起こることが判明し
た（たとえば、Keast JR. Plasticity of pelvic autonomic ganglia and urogenital in
nervation. Int Rev Cytol 2006;248: 141-208; Andersson KE, Hedlund P, Alm P. Symp
athetic pathways and adrenergic innervation of the penis. Int J Impot Res 2000;1
2:S5-12; Mulhall JM, Bella AJ, Briganti A, McCullough A, Brock G. Erectile Funct
ion Rehabilitation in the Radical Prostatectomy Patient. J Sex Med 7(4), 1687-16
98, 2010を参照されたい）。
【００８６】
　染色密度の結果（代表的な近位体部切片、無作為に選択したスライドガラス5枚、観察
者に知らせない盲検 - 1群あたり動物5匹に基づく）は、GGF2を投与されたラットにおい
てVaChT染色が保存されることを示した。
【００８７】
　図7は、小胞アセチルコリントランスポーター（VaChT）の代表的な免疫組織化学染色を
提供する。染色密度は、VaChTの存在を示す。結果は、正常組織染色（パネルA）、および
海綿体神経挫滅損傷後のVaChT染色の有意な喪失（パネルB）を含む。対照的に、パネルC
に示される陰茎体における海綿体神経終末のVaChT染色が保存されたことは、GGF2処置に
よって処置した挫滅損傷の後に海綿体神経の生存率および／または再生が増加したことを
証明した（パネルC）。染色密度は、GGF2処置によってVaChT染色が保存されたことを示す
。
【００８８】
TH染色
　THはアドレナリン作動神経線維のマーカーであり、体部における神経保存を裏付けるた
めに用いられる。体部の近位部分の凍結切片を長軸方向に作製し、カテコラミン合成マー
カーであるチロシンヒドロキシラーゼに対する一次抗体によって染色した（Impaired Cav
ernous Reinnervation after Penile Nerve Injury in Rats with Features of the Meta
bolic Syndrome Matthew R. Nangle, BSc, PhD, Joseph Proietto, MBBS, PhD,†and Jan
et R. Keast, BSc, PhD J Sex Med 2009;6:3032-3044）。
【００８９】
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　染色密度の結果は、THが存在することを示す。実際に達成された染色密度の結果（代表
的な近位体部切片、無作為に選択したスライドガラス5枚、観察者に知らせない盲検 - 1
群あたり動物5匹）は、GGF2によって処置した動物においてTH染色が保存されることを示
した。図6は、チロシンヒドロキシラーゼ（TH）レベルの代表的な染色を提供する。結果
は、正常組織染色（パネルA）および海綿体神経挫滅損傷後のTH染色の有意な喪失（パネ
ルB）を含む。パネルCは、陰茎体における海綿体神経終末のTH染色の保存が、GGF2処置に
よる、挫滅損傷後の陰茎神経支配の保存の全般的増加に、最もよく対応することを示して
いる（パネルC）。染色密度は、GGF2処置によりTH染色が保存される傾向があることを示
す。
【００９０】
　図6は、チロシンヒドロキシラーゼ（TH）レベルの代表的な染色を提供する。結果は、
正常組織染色（パネルA）および海綿体神経挫滅損傷後のTH染色の有意な喪失（パネルB）
を含む。パネルCは、陰茎体における海綿体神経終末のTH染色の保存が、GGF2処置による
、挫滅損傷後の陰茎神経支配の保存の全般的増加に、最もよく対応することを示している
（パネルC）。染色密度は、GGF2処置によりTH染色が保存される傾向があることを示す。
【００９１】
実施例4：他の態様
　末梢神経損傷はほとんどいかなる外科的状況においても起こりうる。神経損傷の可能性
は、任意の手術における組織切開の位置および程度に相関する。たとえば乳房切除術は、
腋窩および腕のしびれ（たとえば、肋間上腕神経損傷に対する損傷）、翼状肩甲骨（長胸
神経損傷に対する損傷）、広背筋の麻痺（胸背神経損傷に対する損傷）が挙げられる、末
梢神経損傷に起因する合併症を有することが多い（Watt-Boolsen et al., 1988; Aitken 
and Minton, 1983）。
【００９２】
　したがって、ニューレグリンは、神経に対する損傷を制限するために、および／または
末梢神経機能の回復を増強するために、乳房切除術の前、後、または前後のいずれかで用
いられる。乳房切除術を受ける予定の患者を、手術の約24時間前に適切な量のニューレグ
リンによって処置する。任意で、患者はまた、神経回復を増強するために術後に約6週間
またはそれより多くの期間処置される。他の態様において、患者は術前に限って処置され
るか、または術後に限って処置される。本明細書において注目されるように、ニューレグ
リンは腫瘍切除術（前立腺切除術、乳房切除術、甲状腺切除術等）の結果として起こる神
経損傷を予防するために用いられる。ニューレグリンは、腫瘍細胞の形成および増殖の促
進物質および抑制物質として関係していることに注意されたい（Atlas et al., 2003; Ch
ua et al., 2009）。ニューレグリン処置は、ある腫瘍を有する患者において禁忌である
または禁忌でない可能性がある。ニューレグリンは、erbB陽性腫瘍を有する患者では、十
分な安全性試験によりニューレグリンがそのような腫瘍の成長を増強しないことが証明さ
れる場合に限って、用いられる。
【００９３】
　さらに、手術による神経損傷の処置は、乳房切除術および前立腺切除術に限定されない
。神経損傷は、大幅な切開および／または切除を伴ういかなる手術においてもしばしば起
こる。これらの手術には、上肢の手術、手の手術、膝の手術／置換、股関節手術／置換、
肘の手術／置換、動脈および静脈手術のための頚部切開、甲状腺手術、扁桃切除、手およ
び足の手術が挙げられうるがこれらに限定されない。末梢神経損傷は骨盤、腹部手術、お
よび結腸直腸手術に関して一般的である。神経損傷はまた、口腔および顔面手術について
も起こる。
【００９４】
　手術における切開および切除を通した神経に対する直接の損傷に加えて、神経損傷はし
ばしば、患者の姿勢による術中の神経の圧迫または伸張、接点での、または覆い布、拘束
、クリップ、テープ、もしくは組織を圧迫しうる他の任意の物体からの圧迫に起因する。
これらは、手術の不可避の結果でありうるか、または不適切な技術の結果でありうる。末
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梢神経損傷の状況または病因によらず、ニューレグリンは、そのような損傷を防止および
／または処置することが見いだされている。
【００９５】
　ヒトにおいて、臨床試験により、ニューレグリンまたはプラセボ対照によって処置した
患者においてしばしば影響を受ける神経領域の知覚および／または運動機能を評価するデ
ータによって、末梢神経損傷の防止および処置に関するNRGの効能が証明されている。た
とえば、腋窩のしびれは、異痛症、痛覚過敏、知覚閾値または重症度（2点識別）の試験
を含む知覚機能の標準的な神経学的方法によって試験されうる。これらの方法は、当技術
分野において標準である。患者を、術後数ヶ月間追跡して、ニューレグリンによって処置
した患者群と対照によって処置した患者群とのあいだで統計学的比較を行う。これらの追
跡に拠って、手術事象の前および／または後のNRG処置は、評価した末梢神経損傷を防止
および／または処置することが見いだされる。
【００９６】
　前述と類似の試験もまた、運動強度、可動域、および協調運動を類似の様式で評価する
。これらの試験に拠って、手術事象の前および／または後でのNRG処置は、運動強度、可
動域、または協調運動の1つまたは複数の障害を起こす末梢神経損傷を防止および／また
は処置することが見いだされる。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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