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(57)【要約】
本発明はサルビノリン組成物およびその使用に関する。
具体的には、本発明は、サルビノリン組成物を投与して
、血管収縮、血管閉塞、または血流および自己調節の破
壊と関連する疾患および障害を治療することに関する。
例えば、サルビノリン組成物は、心停止、くも膜下出血
、脳卒中、脳血管攣縮、脳低酸素／虚血、大脳動脈閉塞
、または自己調節障害に関与する任意の病状を有する被
験体に投与され得る。別の態様では、本明細書では、サ
ルビノリンＡの医薬組成物であって、サルビノリンＡお
よびシクロデキストリンの水溶液を含む組成物が提供さ
れる。
【選択図】図４２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　心停止を患っている、または患っていた被験体において心停止と関連する神経傷害を治
療する、または生存の可能性を増加させる方法であって、前記被験体に治療的有効量のサ
ルビノリンまたはその医薬組成物を投与することを含む、方法。
【請求項２】
　前記サルビノリンはサルビノリンＡである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記サルビノリンはサルビノリンのエステル、サルビノリンベンゾエート、または還元
型サルビノリンである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記投与は鼻腔内投与である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記サルビノリンは前記心停止中に投与される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記サルビノリンは心肺蘇生（ＣＰＲ）が実施されている間に投与される、請求項１に
記載の方法。
【請求項７】
　前記サルビノリンは心肺蘇生（ＣＰＲ）が実施された後に投与される、請求項１に記載
の方法。
【請求項８】
　前記サルビノリンは冠動脈バイパス手術を受ける被験体に投与される、請求項１に記載
の方法。
【請求項９】
　前記被験体は新生児被験体である、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記被験体はヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　脳卒中を患っている、または患っていた被験体において脳卒中を治療する方法であって
、前記被験体に治療的有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を鼻腔内投与すること
を含む、方法。
【請求項１２】
　前記サルビノリンはサルビノリンＡである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記サルビノリンはサルビノリンのエステル、サルビノリンベンゾエート、還元型サル
ビノリン、またはサルビノリンの類似体である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記サルビノリンは前記脳卒中中または後に投与される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記被験体は新生児被験体である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記被験体はヒトである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１７】
　大脳動脈閉塞または脳低酸素／虚血を患っている、または患っていた被験体において大
脳動脈閉塞を治療する方法であって、前記被験体に治療的有効量のサルビノリンまたはそ
の医薬組成物を投与することを含む、方法。
【請求項１８】
　前記サルビノリンはサルビノリンＡである、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記投与は鼻腔内投与である、請求項１８に記載の方法。
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【請求項２０】
　前記サルビノリンは前記被験体が、脳低酸素／虚血または大脳動脈閉塞を患っている間
、または前記被験体が脳低酸素／虚血または大脳動脈閉塞を患っていた後に投与される、
請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記被験体は新生児被験体である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記被験体はヒトである、請求項１８に記載の方法。
【請求項２３】
　くも膜下出血を有する被験体において脳血管攣縮を治療する方法であって、前記被験体
に治療的有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を投与することを含む、方法。
【請求項２４】
　前記サルビノリンはサルビノリンＡである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記投与は静脈内投与である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記投与は鼻腔内投与である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
　前記被験体は新生児被験体である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２８】
　前記被験体はヒトである、請求項２４に記載の方法。
【請求項２９】
　サルビノリンＡおよびシクロデキストリンの水溶液を含む、サルビノリンＡの医薬組成
物。
【請求項３０】
　前記シクロデキストリンは２－ヒドロキシプロピル－シクロデキストリンである、請求
項２９に記載の組成物。
【請求項３１】
　前記シクロデキストリンは２－ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン（ＨＰＢ
ＣＤ）である、請求項３０に記載の組成物。
【請求項３２】
　前記シクロデキストリン濃度は１％（ｗ／ｖ）～５０％（ｗ／ｖ）の間である、請求項
２９に記載の組成物。
【請求項３３】
　前記シクロデキストリン濃度は約２０％である、請求項３２に記載の組成物。
【請求項３４】
　前記サルビノリンＡ濃度は少なくとも５０μｇ／ｍＬである、請求項２９に記載の組成
物。
【請求項３５】
　被験体において脳血管拡張と関連する疾患を治療するための方法であって、前記被験体
に、治療的有効量の、請求項２９～３４のいずれか一項に記載のサルビノリンＡ組成物を
投与することを含む、方法。
【請求項３６】
　被験体において脳血管拡張を生成させるための方法であって、前記被験体に、治療的有
効量の、請求項２９～３４のいずれか一項に記載のサルビノリンＡ組成物を投与すること
を含む、方法。
【請求項３７】
　心停止を患っている、または患っていた被験体において心停止と関連する神経傷害を治
療する、または生存の可能性を増加させる方法であって、前記被験体に、治療的有効量の
、請求項２９～３４のいずれか一項に記載のサルビノリンＡ組成物を投与することを含む
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、方法。
【請求項３８】
　脳卒中を患っている、または患っていた被験体において脳卒中を治療する方法であって
、前記被験体に、治療的有効量の、請求項２９～３４のいずれか一項に記載のサルビノリ
ンＡ組成物を鼻腔内投与することを含む、方法。
【請求項３９】
　大脳動脈閉塞または脳低酸素／虚血を患っている、または患っていた被験体において大
脳動脈閉塞を治療する方法であって、前記被験体に、治療的有効量の、請求項２９～３４
のいずれか一項に記載のサルビノリンＡ組成物を投与することを含む、方法。
【請求項４０】
　くも膜下出血を有する被験体において脳血管攣縮を治療する方法であって、前記被験体
に、治療的有効量の、請求項２９～３４のいずれか一項に記載のサルビノリンＡ組成物を
投与することを含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はサルビノリン組成物およびその使用に関する。具体的には、本発明は、サルビ
ノリン組成物を投与して、血管収縮、血管閉塞、または血流および自己調節の破壊と関連
する疾患および障害を治療することに関する。例えば、サルビノリン組成物は、心停止、
くも膜下出血、脳卒中、脳血管攣縮、脳低酸素／虚血、大脳動脈閉塞、または自己調節障
害に関与する任意の病状を有する被験体に投与され得る。
【背景技術】
【０００２】
　サルビノリンＡは、サルビア・ディビノラム、メキシコ固有のシソ科（ミント）ファミ
リーの多年生草本の活性成分である。サルビア・ディビノラムは長く、伝統的に、宗教目
的のための霊的癒しセッション中に意識の幻が見えている状態を生成させるために使用さ
れてきた。サルビノリンＡは最も有効性が高い、天然起源の、非ペプチド、および唯一の
非窒素性κオピオイド受容体（ＫＯＲ）アゴニストであることが示されている。
【０００３】
　アヘンの歴史と同様に、自然に豊富な植物としてサルビア・ディビノラムが、数世紀の
間娯楽目的のために人間により使用されてきており、サルビノリンＡは、臨床診療におい
て使用される、すなわちうつ病または嗜癖などを治療するための可能性のある新しいオピ
オイド受容体アゴニストとなり得ることが提案されている。他のオピオイドＫＯＲアゴニ
ストのいずれも、それらの副作用のために、今までのところ臨床的に使用されていない。
これらとしては、著しい不快の誘導、低い選択性、呼吸抑制、および未知の安全性プロフ
ァイルが挙げられる。サルビノリンＡはＫＯＲアゴニストであるにもかかわらずオピオイ
ドに属さず、大抵の国では規制物質ではない。化合物の多くの固有の特性、すなわち迅速
な作用発現、短時間作用、容易な血液脳関門通過、および呼吸抑制なし、などにより、と
りわけ神経疾患に対する魅力的な可能性のある薬物療法となっている。
【０００４】
　心停止（ＣＡ）、とりわけ心突然死は、米国では死亡の主因である。毎年、およそ２９
５，０００の病院外ＣＡの症例があり、生存率は７％であり、２００，０００症例の院内
ＣＡがあり、生存率は２０～３０％である。過半数のＣＡ生存者はその後、脳死を含む様
々な程度の永久的神経機能障害に苦しむ。ヒト被験体および異なるＣＡ動物モデルにおけ
る研究により、これらの神経病状は、脳への虚血／再灌流（ＩＲ）傷害により誘導される
ことが証明されている。ＣＡの数秒以内に、脳への血流および酸素送達が止まり、代謝性
事象のカスケードが引き起こされ、これにより、脳組織低酸素および壊死（低酸素／虚血
傷害）に至ることがある。循環が心肺蘇生（ＣＰＲ）により回復されると、再灌流からの
二次傷害がこの時間中脳傷害をさらに悪化させる可能性がある（再灌流傷害）。
【０００５】
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　現在、低体温療法が神経傷害のための唯一の有効なＣＡ後治療と考えられる。しかしな
がら、この治療は適格患者集団に適用可能であるにすぎず、資源不足の施設では危険であ
る可能性があり、よって、とりわけ、死亡、多臓器不全、肺高血圧、および失血の発生率
の増加に至る。そのため、ＣＡからの、生存率を改善し、神経細胞傷害の重荷を低減させ
るための容易に管理可能な薬物療法に対する著しい医学的必要性が存在する。
【０００６】
　脳卒中は世界中で死亡の主因である。毎年、約７９５，０００人の人々が米国において
新しいまたは再発性脳卒中を経験し；４０秒毎に、米国における誰かが脳卒中にかかり；
４分毎に、誰かが脳卒中で死亡している。脳卒中は重度の長期身体障害の主因である。全
ての脳卒中の８７％が虚血性であり、その場合、脳への血液供給が中断され、虚血／再灌
流（ＩＲ）臓器傷害の典型的な例である。実験動物においてそのような神経細胞傷害を低
減させる多くの可能性のある神経保護薬は、臨床試験で失敗している。脳卒中の狭い治療
可能時間域のために、可能性のある神経保護薬は、時宜に即して、著しい障害なしで、迅
速な作用発現時間で送達できなければならない。
【０００７】
　くも膜下出血（ＳＡＨ）は米国では、毎年、およそ３０，０００人の患者において起こ
る。７０％までのＳＡＨ患者では、脳血管攣縮が推定され、罹患率および死亡率の主な原
因である。多数の治療方法が提案され、評価されてきた。それにもかかわらず、１つの治
療様式も有効であると証明されていない。
【０００８】
　サルビノリンＡは非常に疎水性の分子であり、水に不溶性である。サルビノリンＡはエ
タノール、ＤＭＳＯ、およびアセトンのような有機溶媒に可溶性であることが知られてい
る。しかしながら、これらの溶媒は、日常的な臨床使用、とりわけ静脈内（ＩＶ）送達に
好適ではない。サルビノリンＡは、神経障害に対し臨床的に有用であるので、臨床送達の
ためにサルビノリンＡを製剤化するために使用することができる材料、好ましくはＦＤＡ
により認可された材料を同定することが必要である。
【０００９】
　したがって、様々な疾患および傷害を治療するための臨床薬物療法としての、サルビノ
リンＡの新しい使用および製剤を探索する必要がある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　１つの態様では、本明細書では、心停止を患っている、または患っていた被験体におい
て心停止と関連する神経傷害を治療する方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験
体に治療的有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を投与すること。別の態様では、
本明細書では、心停止を患っている、または患っていた被験体において生存の可能性を増
加させる方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験体に治療的有効量のサルビノリ
ンまたはその医薬組成物を投与すること。
【００１１】
　別の態様では、本明細書では、くも膜下出血を有する被験体において脳血管攣縮を治療
する方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験体に治療的有効量のサルビノリンま
たはその医薬組成物を投与すること。
【００１２】
　別の態様では、本明細書では、大脳動脈閉塞を患っている、または患っていた被験体に
おいて大脳動脈閉塞を治療する方法が提供され、方法は下記を含む：前記被験体に治療的
有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を投与すること。
【００１３】
　別の態様では、本明細書では、脳低酸素／虚血発作を患っている、または患っていた被
験体において、梗塞サイズを低減させる方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験
体に治療的有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を投与すること。さらに別の態様
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では、本明細書では、脳低酸素／虚血を患っている、または患っていた被験体において、
血管漏出を低減させる方法が提供され、方法は下記を含む：前記被験体に治療的有効量の
サルビノリンまたはその医薬組成物を投与すること。
【００１４】
　別の態様では、本明細書では、サルビノリンＡの医薬組成物であって、サルビノリンＡ
およびシクロデキストリンの水溶液を含む組成物が提供される。
【００１５】
　別の態様では、本明細書では、医薬組成物であって、本明細書で記載される方法におい
て使用するためのサルビノリンを含む組成物が提供される。
【００１６】
　本発明の他の特徴および利点は下記詳細な説明、実施例および図から明らかになるであ
ろう。しかしながら、詳細な説明および具体例は発明の好ましい実施形態を示しているが
、例として与えられるにすぎないことが理解されるべきである。というのも、発明の精神
および範囲に含まれる様々な変更および改変はこの詳細な説明から当業者に明らかになる
であろうからである。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】サルビノリンＡは子ブタの軟膜動脈を拡張させた。パネルＡ：サルビノリンＡは
、脳軟膜動脈を用量依存的に拡張させた。Ｌ－ＮＮＡ、一酸化窒素シンターゼ阻害剤は、
ＳＮＰではなく、サルビノリンの拡張効果をブロックする。パネルＢ：サルビノリンＡ投
与／２分は軟膜動脈拡大を維持することができる。パネルＣ：７－ＮＩＮＡ、ｎＮＯＳ阻
害剤は、サルビノリンの拡張効果をブロックしなかった。パネルＤ：ＳＮＰ（１００ｐＭ
）は、Ｌ－ＮＮＡの構成効果を回復させたが、Ｌ－ＮＮＡによりブロックされたサルビノ
リンＡにより誘導された拡張効果を回復させなかった（ｎ＝５）。Ｌ－ＮＮＡ：Ｎ（Ｇ）
－ニトロ－Ｌ－アルギニン；ＳＮＰ：ニトロプルシドナトリウム；７－ＮＩＮＡ：７－ニ
トロインダゾール。
【図２】サルビノリンＡはＣＳＦ中のｃＧＭＰを増加させ、Ｌ－ＮＮＡはサルビノリンに
より誘導されたｃＧＭＰ上昇および血管拡張をブロックした（ｎ＝５）。ｃＧＭＰ：環状
グアノシン一リン酸；ＣＳＦ：脳脊髄液；Ｌ－ＮＮＡ；Ｎ（Ｇ）－ニトロ－Ｌ－アルギニ
ン
【図３】イベリオトキシンではなくグリベンクアミド（Ｇｌｉｂｅｎｃａｍｉｄｅ）は、
サルビノリンＡの拡張効果をブロックした。イベリオトキシンと共に任意の順序で与えた
グリベンクアミド（Ｇｌｉｂｅｎｃａｍｉｄｅ）はサルビノリンの拡張効果をブロックし
た（ｎ＝５）。Ｓ：サルビノリンＡ；Ｇｌｉｂ：グリベンクアミド（Ｇｌｉｂｅｎｃａｍ
ｉｄｅ）；Ｉｂｅｒｉ：イベリオトキシン；＊：最初に投与された作用物質。
【図４】イベリオトキシンではなくグリベンクアミド（Ｇｌｉｂｅｎｃａｍｉｄｅ）は、
クロマカリムおよびＣＧＲＰの拡張効果をブロックする。グリベンクアミド（Ｇｌｉｂｅ
ｎｃａｍｉｄｅ）ではなくイベリオトキシンはＮＳ１６１９の拡張効果をブロックする。
パネルＡは、前処理剤ありまたはなしでの１０ｎＭのクロマカリム、ＣＧＲＰおよびＮＳ
１６１９の効果を証明する。パネルＢは、１Ｍのクロマカリム、ＣＧＲＰおよびＮＳ１６
１９の効果を証明する（ｎ＝５）。Ｇｌｉｂ：グリベンクアミド（Ｇｌｉｂｅｎｃａｍｉ
ｄｅ）；Ｉｂｅｒｉ：イベリオトキシン；ＣＧＲＰ：カルシトニン遺伝子関連ポリペプチ
ド；＊：最初に投与された作用物質。
【図５】スルピリドではなくナロキソンおよびノルビナルトルフィミンはサルビノリンＡ
の拡張効果をブロックする。パネルＡ：イソプロテノール（ｉｓｏｐｒｏｔｅｎｏｌ）で
はなく、ナロキソンおよびＭｅｔ－エンカフリン（ｅｎｋａｐｈｌｉｎ）はサルビノリン
Ａの拡張効果をブロックする。パネルＢ：ノルビナルトルフィミンはサルビノリンＡの拡
張効果をブロックする。パネルＣ：スルピリドはサルビノリンＡの拡張効果をブロックし
なかった（ｎ＝５）。Ｍｅｔ－ｅｎｋ：メチオニンエンケファリン。
【図６】サルビノリンＡ投与は、両方の試験用量に対し、用量依存的様式で、低炭酸症お
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よびエンドセリンにより誘導された狭窄軟膜動脈を拡張させた。パネルＡ：低炭酸症（ｎ
＝４）；パネルＢ：エンドセリン（ｎ＝５）。
【図７】軟膜動脈上へ１μΜのサルビノリンＡを添加すると、数秒以内に直ちに血管を拡
張させた。これは動脈を約４０％拡張させ、血管直径はベースラインに５分以内に戻った
。
【図８】サルビノリンＡの画像である。
【図９】ククルビツリルの画像である。
【図１０】サルビノリン－ククルビツリル複合体の画像である。
【図１１】サルビノリン－ククルビツリル複合体の画像である。
【図１２】サルビノリン－ククルビツリル複合体の画像である。
【図１３】：高炭酸ガス血症に対する軟膜動脈の拡張に関するＨＩ後サルビノリンＡ投与
の効果を示す。ＤＭＳＯを用いたＨＩは、高炭酸ガス血症に対する軟膜動脈の拡張を害し
た。ＨＩ開始時および３０分後に投与されたＳＡは、ノルビナルトルフィミン（Ｎｏｒｂ
ｉｎ）により鈍くされた、中等度および重度の高炭酸ガス血症に対する軟膜動脈の拡張を
保存した。各群Ｎ＝５。パーセンテージ変化＝（高炭酸ガス血症後直径－高炭酸ガス血症
前直径）／高炭酸ガス血症前直径）×１００。ＳＡ：サルビノリンＡ；中等度：５０～６
０ｍｍＨｇのＰａＣＯ２を有する高炭酸ガス血症；重度：７０～８０ｍｍＨｇのＰａＣＯ

２を有する高炭酸ガス血症。
【図１４】：低血圧に対する軟膜動脈の拡張に関するＨＩ後サルビノリンＡ投与の効果を
示す。ＤＭＳＯを用いたＨＩは、低血圧に対する軟膜動脈の拡張にダメージを与えた。Ｈ
Ｉ開始時および３０分後に投与されたＳＡは、ノルビナルトルフィミン（Ｎｏｒｂｉｎ）
の共投与により鈍くされた、中等度および重度低血圧に対し軟膜動脈の拡張を保存した。
パーセンテージ変化＝（低血圧後直径－低血圧前直径）／低血圧前直径）×１００。各群
Ｎ＝５。ＳＡ：サルビノリンＡ。中等度：平均血圧の２５％減少。重度：平均血圧の４５
％減少。
【図１５】：イソプロテレノールに誘導された動脈拡張は、ＫＯＲまたはＥＲＫシグナル
伝達に依存しなかった。ＨＩ前の直径（ベースライン）および後の軟膜動脈直径に関する
イソプロテレノール（１０ｎＭ、１μΜ）の効果は、ベースラインに比べ、様々な介入あ
りまたはなしで、著しくは変化しなかった、ｐ＞０．０５。各群Ｎ＝５。パーセンテージ
変化＝（イソプロテレノール後直径－イソプロテレノール前直径）／イソプロテレノール
前直径）＊１００；ＳＡ：サルビノリンＡ；Ｎｏｒｂｉｎ：ノルビナルトルフィミン
【図１６】サルビノリンＡ投与は、ＨＩ後１時間で観察された上昇したＣＳＦ　ＥＲＫ活
性をブロックした。対照群における（ｎ＝１０、ＤＭＳＯおよびｎｏｒ－ＢＩＮ群）ＨＩ
後１時間でのｐＥＲＫ／ＥＲＫの比は、ベースラインと比べて、著しく増加した。全ての
群に対するベースラインを統合し（ｎ＝２０）、ＤＭＳＯおよびｎｏｒ－ＢＩＮ群からの
データを統合し、ＤＭＳＯ＋Ｎｏｒｂｉｎ（ｎ＝１０）として提示し、統計解析の検出力
を増加させた。というのも、いくつかの大きな分散が観察されたからである。上昇したＥ
ＲＫ活性はＨＩ後直ちに（ｎ＝５）または３０分（ｎ＝５）にサルビノリンＡを投与した
群では、消失した。Ｎｏｒｂｉｎ：ノルビナルトルフィミン；ＳＡ：サルビノリンＡ。
【図１７】軟膜動脈直径に関する低血圧の効果を示す：低酸素／虚血前（ベースライン）
、後（Ｈ／Ｉ；３５ｍｍＨｇのＰＯ２で１０分間、続いて全脳虚血２０分間）、Ｈ／Ｉ後
、サルビノリンＡで前処置（１０μｇ／ｋｇ　ｉ．ｖ．；Ｈ／Ｉ＋ＳＡ）Ｈ／Ｉ３０分前
、およびＨ／Ｉ後Ｕ０１２６で前処置（１ｍｇ／ｋｇ、ｉ．ｖ．；Ｈ／Ｉ＋ＳＡ＋Ｕ０１
２６）、ＥＲＫのアンタゴニスト、サルビノリンＡ３０分前、ＳＰ６００１２５（１μΜ
、局所投与；Ｈ／Ｉ＋ＳＡ＋ＳＰ６００１２５）、ＪＮＫのアンタゴニスト、サルビノリ
ンＡ３０分前、ＳＢ２０３５８０（１０μΜ、局所投与；Ｈ／Ｉ＋ＳＡ＋ＳＢ２０３５８
０）、Ｐ３８のアンタゴニスト、サルビノリンＡ３０分前。サルビノリンＡによる前処置
は、Ｕ０１２６による消失する、低血圧に対する軟膜動脈の拡張応答を保存した。ＳＡ：
サルビノリンＡ；Ｈ／Ｉ：低酸素／虚血；中等度：中等度低血圧（ＭＡＰの２５％減少）
；重度：重度低血圧（ＭＡＰの４５％減少）。各群Ｎ＝５；ベースラインバーは、２５の
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動物全てからのデータを表す。全ての非列挙補正Ｐ値＞０．４０５。全ての補正９５％信
頼区間幅＜１０．３２。
【図１８】軟膜動脈直径に関する高炭酸ガス血症の効果を示す：低酸素／虚血前（ベース
ライン）、後（Ｈ／Ｉ；３５ｍｍＨｇのＰＯ２で１０分間、続いて全脳虚血２０分間）、
Ｈ／Ｉ後サルビノリンＡで前処置（１０μｇ／ｋｇ　ｉ．ｖ．；Ｈ／Ｉ＋ＳＡ）Ｈ／Ｉ３
０分前、およびＨ／Ｉ後Ｕ０１２６で前処置（１ｍｇ／ｋｇ、ｉ．ｖ．；Ｈ／Ｉ＋ＳＡ＋
Ｕ０１２６）、ＥＲＫのアンタゴニスト、サルビノリンＡ３０分前、ＳＰ６００１２５（
１μΜ、局所投与；Ｈ／Ｉ＋ＳＡ＋ＳＰ６００１２５）、ＪＮＫのアンタゴニスト、サル
ビノリンＡ３０分前、ＳＢ２０３５８０（１０μΜ、局所投与；Ｈ／Ｉ＋ＳＡ＋ＳＢ２０
３５８０）、Ｐ３８のアンタゴニスト、サルビノリンＡ３０分前。サルビノリンＡによる
前処置は、Ｕ０１２６により消失する、高炭酸ガス血症に対する軟膜動脈の拡張応答を保
存した。ＳＡ：サルビノリンＡ；Ｈ／Ｉ：低酸素／虚血；中等度：５０～６０ｍｍＨｇの
ＰａＣＯ２を有する中等度高炭酸ガス血症；重度：７０～８０ｍｍＨｇのＰａＣＯ２を有
する重度高炭酸ガス血症。各群Ｎ＝５；ベースラインバーは、２５の動物全てのからのデ
ータを表す。全ての非列挙補正Ｐ値＞０．１０８。全ての補正９５％信頼区間幅＜１０．
４３。
【図１９】低酸素／虚血前（ベースライン）および後の軟膜動脈直径に関するイソプロテ
レノール（１０ｎΜ、１μΜ）の効果は、様々な介入ありまたはなしで著しくは変化しな
かった。ＳＡ：サルビノリンＡ；Ｈ／Ｉ：低酸素／虚血。各群Ｎ＝５；ベースラインバー
は、２５の動物全てのからのデータを表す。全ての非列挙補正Ｐ値＝１。全ての補正９５
％信頼区間幅＜１０．１３。
【図２０】サルビノリンＡの投与前およびサルビノリンＡまたはＵ０１２６＋サルビノリ
ンＡの前処置後３０分のｐＥＲＫ／ＥＲＫの比を示す。ＣＳＦ中のｐＥＲＫ／ＥＲＫの比
はサルビノリンＡ前処置群において３０分で著しく増加し；そのような増加は、ＥＲＫア
ンタゴニスト（Ｕ０１２６）前処置により消失した。ＳＡ：サルビノリンＡ。Ｈ／Ｉ：低
酸素／虚血。全ての非列挙補正Ｐ値＝１。全ての補正９５％信頼区間幅＜０．３３。
【図２１】実施例５における異なる群の死亡率を示す。ＨＰおよびＳＡ群の死亡率は、そ
れぞれ、７０％および３８．５％である。対照群では死亡はなかった。ＳＡとＨＰ群の間
の差は、ＳＡが統計学的に死亡率を著しく減少させたことを示した（＊ｐ＝０．０１４、
ＳＡ＋ＨＰ対ＨＰ。ＳＡ：サルビノリンＡ；ＨＰ：低酸素）。
【図２２】ＳＡは、実施例５において、出生後第２日および第３日での体重増加を上昇さ
せたことを示す。Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ７、Ｐ１４、およびＰ２１での対照、低酸素、お
よびＳＡ処置群における子の体重を我々の研究において記録した。ＳＡ処置は、第１日に
比べＰ２（ｐ＝０．０３１８）およびＰ３（ｐ＝０．０２２１）に、体重増加を上昇させ
た。しかしながら、Ｐ３、Ｐ７、Ｐ１４およびＰ２１では、異なる群間で有意の差は観察
されなかった（データ示さず）（＊ｐ＜０．０５　ＳＡ＋ＨＰ対ＨＰ。Ｐ：出生後；ＳＡ
：サルビノリンＡ；ＨＰ：低酸素）。
【図２３】ＳＡは、実施例５においていくらかの発達神経学的転帰を改善したことを示す
。低酸素は前肢掴み（Ａ）、断崖回避（Ｂ）、正向反射（Ｃ）、および開眼（Ｄ）におい
て著しい遅延を誘導した。ＳＡは、そのような低酸素により誘導された神経学的転帰を著
しく救済した（＃ｐ＜０．０５　ＨＰ対対照；＊ｐ＜０．０５　ＳＡ＋ＨＰ対ＨＰ。ＳＡ
：サルビノリンＡ；ＨＰ：低酸素）。
【図２４】ＳＡは実施例５において発達パラメータのいくつかに関して統計学的改善を示
さなかった。歩行（Ａ）、腹這い（Ｂ）、走ること（Ｃ）、頭を向けるおよび嗅ぐこと（
Ｄ）、座ること（Ｅ）、補助ありの立ち上がり（Ｆ）、負の走地性試験（Ｇ）および踏み
直り反射（Ｈ）などの発達パラメータのいくつかに関し統計学的有意性はないが、低酸素
の子はまた、対照およびＳＡ群に比べて出現の遅れを示した。低酸素の子は１９．８６±
０．２９日で、対照群における１８．１８±０．４４３５日に比べ、補助なしでの立ち上
がりの出現の遅れを示した。ＳＡで処置した低酸素の子は、低酸素の子よりも１８．６９
±０．３８４３日で良好な成績を示し（Ｉ）、これは、対照群と同様である（＃ｐ＜０．
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０５ＨＰ対対照；＊ｐ＜０．０５ＳＡ＋ＨＰ対ＨＰ。ＳＡ：サルビノリンＡ；ＨＰ：低酸
素）。
【図２５】ＳＡは、実施例５において、オープンフィールドテストの結果を著しくは改善
しなかった。（Ａ）左の図はオープンフィールドテストのスケッチを示す。マウスを個々
に、４１ｃｍ（Ｌ）×４１ｃｍ（Ｗ）×３０ｃｍ（Ｈ）プラスチック箱に入れた。「エリ
アの中心部分」を、箱の中心における２０．５ｃｍ×２０．５ｃｍの正方形として規定し
た。エリアの残りを、「エリアの周辺部分」として規定した。各マウスがエリアの中心部
分および周辺部分を探索するのに費やした時間および立ち上がり行動の数を、それぞれ、
最初の５分および３０分で記録した。（Ｂ）中心フィールドにいる秒数をオープンフィー
ルドテストにおいてＰ２１で記録し、これにより、ＨＰは、対照に比べ、秒数を著しく減
少させ、ＳＡ投与は低酸素後、中心フィールドにいる秒数を増加させたことが示されたが
、差は、統計的に有意ではなかった（＃ｐ＜０．０５ＨＰ対対照．Ｐ：出生後；ＳＡ：サ
ルビノリンＡ；ＨＰ：低酸素）。
【図２６】ＳＡは、実施例５において、立ち上がり活動をＰ２１に著しく改善したことを
示す。Ｐ２１での最初の５分および３０分における立ち上がりテストは低酸素により害さ
れ、そのような障害はＳＡ投与では観察されず、これは対照群と同様であり、ＳＡは低酸
素により誘導される長期神経障害のいくらかを改善することができることが示された（＃

ｐ＜０．０５　ＨＰ対対照；＊ｐ＜０．０５　ＳＡ＋ＨＰ対ＨＰ。Ｐ：出生後；ＳＡ：サ
ルビノリンＡ；ＨＰ：低酸素）。
【図２７】ＳＡは、実施例５において、長期不安レベルおよび空間記憶を改善しなかった
ことを示す。不安レベルおよび自発運動活性を検出するための高架式ゼロ迷路に関しては
、ＳＡ投与と低酸素単独群との間で、迷路のオープンアーム（Ａ）およびオープン／クロ
ーズド移行（Ｂ）において費やされる時間のパーセンテージにおいて有意の差はなかった
。バーンズ迷路タスクを使用して、空間参照記憶を評価した。我々の研究では、標的まで
の時間（Ｃ）および標的領域内での時間（Ｄ）の群間での有意の差はなかった。対照とＨ
Ｐ群の間でも差はなかった（ＳＡ：サルビノリンＡ；ＨＰ：低酸素）。
【図２８】ＳＡは、実施例５において、長期記憶欠損を変化させなかったことを示す。全
ての群が同様の速度で学習し、恐怖条件付けテストの長期行動において有意の差はなかっ
た。対照群はＨＰ群に比べ、訓練試行（Ａ）、合図試行（Ｂ）、短期（Ｃ）および長期（
Ｄ）文脈すくみ行動において、障害を示さなかった（ｐ＞０．０５）。ＳＡによる前処置
は、ＨＰおよび対照マウスに比べ恐怖記憶を変化させなかった（ｐ＞０．０５．ＳＡ：サ
ルビノリンＡ；ＨＰ：低酸素）。
【図２９】実施例６のマウス研究において使用されるプロトコルを示す。
【図３０】鼻腔内サルビノリンＡ投与は握力スコアにより測定される運動機能において用
量依存的改善を示したことを示す。しかしながら、そのような保護効果は、２５０μｇ／
ｋｇの用量を超えると減少する。
【図３１】鼻腔内サルビノリンＡ投与は神経行動において用量依存的改善を示したことを
示す。
【図３２】鼻腔内サルビノリンＡ投与は、脳のＴＴＣ染色における白色梗塞面積の低減に
より見てわかるように、梗塞サイズの用量依存的低減を示したことを示す。図３０におい
て示される結果と同様に、保護効果は、２５０μｇ／ｋｇの用量を超えると減少する。
【図３３】投与された鼻腔内サルビノリンＡの用量の関数としての梗塞面積を示す。
【図３４】エバンスブルー血管外漏出は、脳の虚血および再灌流後の血液脳関門破壊およ
び血管漏出を示した。鼻腔内サルビノリンＡ投与は破壊および漏出を低減させたが、κ受
容体アンタゴニストノルビナルトルフィミン（ｎｏｒｂｉｎ）の投与は、サルビノリンＡ
の保護効果を阻害した。
【図３５】鼻腔内サルビノリンＡは全運動機能を改善することを示す。サルビノリンＡが
投与されなかったマウス（地面上のマウス）は正常に歩くことができない。というのも、
左側は１２０分の中大脳動脈閉塞（ＭＣＡＯ）後２４時間麻痺したからである。傷害後に
（紐上のマウス）鼻腔内サルビノリンＡが投与されたマウスは吊り紐をゆっくり動くこと
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ができる。
【図３６】μおよびκオピオイド受容体が過剰発現されたＨＥＫ細胞におけるへルキノリ
ンに対する親和性決定を示す。図３６Ａは、ＤＡＭＧＯ、強力なμアゴニストと比べた、
へルキノリンのμ受容体との結合親和性を証明する。ＫｉはＤＡＭＧＯに対しては２．５
ｎＭであり、へルキノリンに対しては４５ｎＭである。図３６Ｂで示されるモデルにより
、へルキノリン（結合ポケットにおいて赤色球形リガンド上Ｈとして標識される）は、β
－フナルトレキサミン（結合ポケットにおいて水色球形リガンド上βとして標識される）
、結晶構造で見出される選択的μオピオイド受容体リガンドに対するものと同じ結合部位
に結合することが示唆される。
【図３７】κオピオイド受容体が過剰発現されたＨＥＫ細胞におけるへルキノリンに対す
る親和性決定および結合部位の位置を示す。図３７Ａは、Ｕ６９５９３、強力なκアゴニ
ストと比べた、へルキノリンのκ受容体との結合親和性を証明する。ＫｉはＵ６９５９３
に対しては０．８ｎＭであり、へルキノリンに対しては１８４ｎＭである。図３７Ｂで示
されたモデルにより、へルキノリン（結合ポケットにおいて赤色球形リガンド上Ｈとして
標識される）は、ＪＤＴｉｃ（結合ポケットにおいて緑色球形リガンド上Ｊとして標識さ
れる）、結晶構造で見出される選択的κオピオイド受容体リガンドに対するものと同じ結
合部位に結合することが示唆される。
【図３８】へルキノリンの脳血管拡張効果は、κオピオイド受容体により媒介される。図
３８は、軟膜動脈に関するへルキノリン（ｈｅｒｋｉｎｏｉｎ）（Ｈｅｒｋ）の拡大効果
がκ受容体アンタゴニストノルビナルトルフィミン（ＮＴＰ）によりブロックされる（図
３８Ａ）；が、μ受容体アンタゴニストβ－フナルトレキサミンによりブロックされない
（β－ＦＮＡ、図３８Ｂ）ことを証明する。へルキノリン（ｈｅｒｋｉｎｏｉｎ）の拡大
効果は、イソプロテレノール（ＩＳＯ）、強力なβアドレナリン作動薬に等しい（図３８
Ａ）（Ｐｓ＞０．０５）。ＮＴＰまたはβ－ＦＮＡ単独の投与は、拡大効果を有さない（
一元配置ＡＮＯＶＡ、続いてダネット多重比較検定）。各群ｎ＝５。＊はｐ＜０．０５、
＊＊はｐ＜０．０１、＊＊＊はｐ＜０．００５（ｔ検定）、＃はｐ＜０．０５（ＡＮＯＶ
Ａテスト）。
【図３９】へルキノリンの脳血管拡張効果はｃＡＭＰシグナル伝達により媒介される。図
３９Ａは、ＣＳＦ中のｃＡＭＰのレベルはへルキノリン投与で上昇し、これはκアンタゴ
ニストＮＴＰの投与で消失したことを証明する。図３９Ｂは、へルキノリンの脳血管拡張
効果は１０μΜ　Ｒｐ－ｃＡＭＰＳ、ｃＡＭＰアンタゴニストの投与により消失したこと
を証明する（ｎ＝５）Ｓｐ：Ｓｐ－ｃＡＭＰＳ、Ｒｐ：Ｒｐ－８－Ｂｒ－ｃＡＭＰｓ。＊

はｐ＜０．０５、＊＊はｐ＜０．０１、＊＊＊はｐ＜０．００５
【図４０】シャム、くも膜下出血（ＳＡＨ）およびサルビノリン（Ｓａｌｖａｎｏｒｉｎ
）Ａ（ＳＡ）処置群に対する２４時間後の全脳画像（腹側）。
【図４１】シャム、ＳＡＨおよびＳＡ処置群の脳底動脈のＨ＆Ｅ染色を示す。
【図４２】ＳＡＨ後に与えられたサルビノリンＡは、ＳＡＨ後２４時間に著しく、（Ａ）
直径を増加させ、（Ｂ）脳底動脈の壁の厚さを減少させた。（Ｃ）ＳＡＨ後に与えられた
サルビノリンＡは神経スコアに対し有意の効果を有さない＃ｐ＜０．０５対シャム、＊ｐ
＜０．０５対ＳＡＨ
【図４３】メタノール－アセトン（４：１）中のサルビノリンＡに対する検量線を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明はサルビノリン組成物およびその使用に関する。具体的には、本発明はサルビノ
リンを投与し、その被験体における心停止または脳卒中後の被験体の生存を増加させるこ
とに関する。発明はさらに、脳血管攣縮、くも膜下出血、脳低酸素／虚血、大脳動脈閉塞
、または自己調節障害に関与する任意の病状を有する被験体を治療することに関する。
【００１９】
　１つの態様では、本明細書では、心停止を患っている、または患っていた被験体におい
て心停止と関連する神経傷害を治療する方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験
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体に治療的有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を投与すること。別の態様では、
本明細書では、心停止を患っている、または患っていた被験体において生存の可能性を増
加させる方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験体に治療的有効量のサルビノリ
ンまたはその医薬組成物を投与すること。
【００２０】
　別の態様では、本明細書では、くも膜下出血を有する被験体において脳血管攣縮を治療
する方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験体に治療的有効量のサルビノリンま
たはその医薬組成物を投与すること。
【００２１】
　別の態様では、本明細書では、大脳動脈閉塞を患っている、または患っていた被験体に
おいて大脳動脈閉塞を治療する方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験体に治療
的有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を投与すること。
【００２２】
　別の態様では、本明細書では、脳低酸素／虚血を患っている、または患っていた被験体
において梗塞サイズを低減させる方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験体に治
療的有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を投与すること。さらに別の態様では、
本明細書では、脳低酸素／虚血を患っている、または患っていた被験体において血管漏出
を低減させる方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験体に治療的有効量のサルビ
ノリンまたはその医薬組成物を投与すること。
【００２３】
　別の態様では、本明細書では、医薬組成物であって、本明細書で記載される方法におい
て使用するためのサルビノリンを含む組成物が提供される。
【００２４】
　別の態様では、本明細書では、必要のある被験体において脳血管拡張を生成させるため
の方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験体に治療的有効量のサルビノリンまた
はその医薬組成物を投与すること。別の態様では、本明細書では、被験体において脳血管
攣縮、低酸素、および／または虚血と関連する疾患を治療するための方法が提供され、方
法は、下記を含む：前記被験体に治療的有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を投
与すること。
【００２５】
　別の態様では、本明細書では、被験体において、血管収縮、血管閉塞、または血流およ
び自己調節の破壊と関連する疾患を治療するための方法が提供され、方法は、下記を含む
：前記被験体に治療的有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を投与すること。別の
態様では、本明細書では、必要のある被験体において鎮静または麻酔効果を生成させるた
めの方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被験体に治療的有効量のサルビノリンま
たはその医薬組成物を投与すること。
【００２６】
　別の態様では、本明細書では、医薬組成物であって、治療的有効量のサルビノリンを含
む組成物が提供され、ここで、前記サルビノリンは、必要のある被験体において脳血管拡
張を生成させるのに有効な量で存在する。別の態様では、本明細書では、医薬組成物であ
って、治療的有効量のサルビノリンを含む組成物が提供され、ここで、前記サルビノリン
は、被験体において脳血管攣縮、低酸素、および／または虚血と関連する疾患を治療する
のに有効な量で存在する。別の態様では、本明細書では、医薬組成物であって、くも膜下
出血を有する被験体において脳血管攣縮を治療するための、治療的有効量のサルビノリン
を含む組成物が提供される。
【００２７】
　別の態様では、本明細書では、医薬組成物であって、治療的有効量のサルビノリンを含
む組成物が提供され、ここで、前記サルビノリンは、被験体において低酸素／虚血からの
臓器保護を提供するのに有効な量で存在する。別の態様では、本明細書では、医薬組成物
であって、治療的有効量のサルビノリンを含む組成物が提供され、ここで、前記サルビノ
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リンは、被験体において血管収縮、血管閉塞、または血流および自己調節の破壊と関連す
る疾患を治療するのに有効な量で存在する。
【００２８】
　別の態様では、本明細書では、医薬組成物であって、治療的有効量のサルビノリンを含
む組成物が提供され、ここで、前記サルビノリンは、必要のある被験体において鎮静また
は抗侵害受容性効果を生成させるのに有効な量で存在する。
【００２９】
　別の態様では、本明細書では、サルビノリンＡの医薬組成物であって、サルビノリンＡ
およびシクロデキストリンの水溶液を含む組成物が提供される。好ましくは、シクロデキ
ストリンは２－ヒドロキシプロピル－シクロデキストリン、例えば２－ヒドロキシプロピ
ル－β－シクロデキストリン（ＨＰＢＣＤ）または２－ヒドロキシプロピル－γ－シクロ
デキストリン（ＨＰＧＣＤ）である。より好ましくは、シクロデキストリンは２－ヒドロ
キシプロピル－β－シクロデキストリン（ＨＰＢＣＤ）である。いくつかの実施形態では
、組成物は、静脈内投与のために適合される。いくつかの実施形態では、サルビノリンＡ
濃度は少なくとも２５μｇ／ｍＬである。好ましくは、サルビノリンＡ濃度は少なくとも
５０μｇ／ｍＬである。
【００３０】
　いくつかの実施形態では、サルビノリンＡ水溶液中のシクロデキストリン（例えば、Ｈ
ＰＢＣＤ）濃度は少なくとも１％（ｗ／ｖ）、少なくとも２．５％（ｗ／ｖ）、少なくと
も５％（ｗ／ｖ）、少なくとも７．５％（ｗ／ｖ）、少なくとも１０％（ｗ／ｖ）、少な
くとも１２．５％（ｗ／ｖ）、少なくとも１５％（ｗ／ｖ）、少なくとも１７．５％（ｗ
／ｖ）、少なくとも２０％（ｗ／ｖ）、少なくとも２２．５％（ｗ／ｖ）、または少なく
とも２５％（ｗ／ｖ）である。いくつかの実施形態では、サルビノリンＡ水溶液中のシク
ロデキストリン（例えば、ＨＰＢＣＤ）濃度は、５０％（ｗ／ｖ）未満、４５％（ｗ／ｖ
）未満、４０％（ｗ／ｖ）未満、３５％（ｗ／ｖ）未満、３０％（ｗ／ｖ）未満、２５％
（ｗ／ｖ）未満、２２．５％（ｗ／ｖ）未満、２０％（ｗ／ｖ）未満、１７．５％（ｗ／
ｖ）未満、１５％（ｗ／ｖ）未満である。好ましくは、シクロデキストリンは、約少なく
とも２０％（ｗ／ｖ）のサルビノリンＡ水溶液中の濃度を有するＨＰＢＣＤである。
【００３１】
　本出願の発明者は驚いたことに、かつ予想外に、サルビノリンは、速効作用発現および
消失で、かつ血行動態を変化させずに、脳血管を劇的に拡張させることを見出した。脳動
脈の直径は、図７に示されるように、１マイクロモルのサルビノリンで４０％まで拡張し
た。血管はサルビノリンの適用直後に拡張し、拡張効果は３～５分未満続いた。この所見
は、サルビノリンは、脳卒中、脳傷害、または、くも膜下出血および頭部外傷後を含む、
脳血管攣縮と関連する他の関連する臨床的状況における脳血管攣縮を治療するために使用
することができることを証明する。さらに、サルビノリンは、脊髄虚血および他の神経虚
血に対して治療するために使用され得る。
【００３２】
　サルビノリンＡおよびその類似体は公知の化合物である。サルビノリンＡ、サルビア・
ディビノラムの活性成分は、ほぼ１００万人の人々により娯楽目的のために、毎年米国で
使用されており、唯一の公知の非窒素性選択的κオピオイド受容体（ＫＯＲ）アゴニスト
である。
【００３３】
　ジテルペンサルビノリンＡは、高親和性の選択的κオピオイド受容体アゴニストである
ことが示されている。Ｒｏｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．
　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９９：１１９３４　（２００２）；およびＢｕｔｅｌｍａｎｅｔ　
ａｌ．，　Ｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　１７２：２２０　（２００４）を参
照されたい。
【００３４】
　サルビノリンおよびそれらの誘導体は当技術分野で知られている。例えば、サルビノリ
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ン、それらの誘導体、およびそれらを合成するための方法は米国２００６／００５２４３
９号、米国２００７／０２１３３９４号、ＷＯ２００５／０８９７４５号、およびＷＯ２
００８／１１９０９７号（その各々がその全体として参照により本明細書に組み込まれる
）に記載される。
【００３５】
　当業者に知られているサルビノリンまたはその誘導体は、本明細書で記載される方法お
よび組成物において使用され得る。サルビノリンの例としては、サルビノリンＡ、Ｂ、Ｃ
、Ｄ、Ｅ、またはＦが挙げられるが、それらに限定されない。１つの実施形態では、サル
ビノリンはサルビノリンＡである。別の実施形態では、サルビノリンはサルビノリンＢで
ある。別の実施形態では、サルビノリンはサルビノリンＣである。別の実施形態では、サ
ルビノリンはサルビノリンＤである。別の実施形態では、サルビノリンはサルビノリンＥ
である。別の実施形態では、サルビノリンはサルビノリンＦである。別の実施形態では、
サルビノリンはサルビノリンのエステルである。別の実施形態では、サルビノリンはサル
ビノリンベンゾエートである。別の実施形態では、サルビノリンはサルビノリンの代謝産
物である。別の実施形態では、サルビノリンはサルビノリンＡの類似体である。例えば、
へルキノリンは、サルビノリンＡの類似体である（Ｊｉ　Ｆ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｒａ
ｉｎ　Ｒｅｓ．　２０１３，　１４９０：９５－１００（これによりその全体が参照によ
り組み込まれる））。本明細書で記載される方法および組成物において使用され得る他の
サルビノリン類似体は２－Ｏ－エトキシメチルサルビノリンＢおよび２－Ｏ－メトキシメ
チルサルビノリンＢである。
【００３６】
　１つの実施形態によれば、治療的有効量のサルビノリンを投与することは、必要のある
被験体において血管拡張を生成させる。
【００３７】
　発明はさらに、必要のある哺乳類に治療的有効量のサルビノリンを投与することを含む
、疾患または病状を治療する方法を提供する。
【００３８】
　１つの実施形態では、被験体において、血管収縮、血管閉塞、または血流および自己調
節の破壊と関連する疾患を治療するための方法が提供され、方法は、下記を含む：前記被
験体に治療的有効量のサルビノリンまたはその医薬組成物を投与すること。
【００３９】
　本明細書で記載される医薬組成物は「治療的有効量」を含み得る。「治療的有効量」は
、所望の治療結果を達成するのに必要とされる投与および期間で有効な量を示す。分子の
治療的有効量は、個体の疾患状態、年齢、性別、および体重、ならびに分子の、個体にお
いて所望の応答を誘発する能力などの因子によって変動し得る。治療的有効量はまた、分
子の毒性または有害効果を、治療的に有益な効果が上回るものである。
【００４０】
　本明細書では、「治療する」および「治療」という用語は、予防または防止手段を含む
治療処置を示し、ここで、目的は、疾患または病状と関連する望ましくない生理的変化を
防止または減速させる（減らす）ことである。例えば、心停止と関連する神経傷害を治療
することは、心停止を患っている、または患っていた被験体において神経傷害を防止する
ことを含むが、これに限定されない。有益なまたは所望の臨床結果としては、症状の軽減
、疾患または病状の程度の減少、疾患または病状の安定化（すなわち、疾患または病状が
悪化しない場合）、疾患または病状の進行の遅延または減速、疾患または病状の寛解また
は緩和、および疾患または病状の緩解（部分的か全体かに関係なく）が挙げられるが、そ
れらに限定されない。「治療」はまた、治療を受けなかった場合に予想される生存と比べ
て延長された生存を意味することができる。治療の必要なものとしては、疾患または病状
をすでに有しているもの、ならびに疾患または病状を有する傾向があるものまたは疾患ま
たは病状が防止されるべきものが挙げられる。
【００４１】
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　血管収縮、血管閉塞、または血流および自己調節の破壊により引き起こされる、または
これらと別様に関連する疾患または障害の例としては、脳血管攣縮、くも膜下出血、脳卒
中、脳外傷または傷害、虚血再灌流障害、低灌流状態、および低酸素が挙げられるが、そ
れらに限定されない。
【００４２】
　本明細書で記載されるサルビノリンおよびその医薬組成物は、当技術分野で知られてい
る方法により、例えば非経口的に、癌化細胞の近くに（ｐａｒａｃａｎｃｅｒａｌｌｙ）
、経粘膜的に、経皮的に、筋肉内に、静脈内に、皮内に、皮下に、腹腔内に、脳室内に、
頭蓋内に、腟内にまたは腫瘍内に、くも膜下腔内に、および吸入により被験体に投与する
ことができる。好ましい実施形態では、それらは経粘膜的に投与される。より好ましい実
施形態では、それらは鼻腔内に投与される。
【００４３】
　本明細書で記載される方法および組成物の別の実施形態では、医薬組成物は経口的に投
与され、よって、経口投与に好適な形態で、すなわち固体または液体調製物として製剤化
される。好適な固体経口製剤としては、錠剤、カプセル、丸薬、顆粒、ペレットなどが挙
げられる。好適な液体経口製剤としては、溶液、懸濁液、分散物、エマルジョン、油など
が挙げられる。本発明の別の実施形態では、活性材料成分はカプセル中で製剤化される。
この実施形態によれば、本発明の組成物は、活性化合物および不活性担体または希釈剤に
加えて、ハードゼラチンカプセルを含む。
【００４４】
　別の実施形態では、医薬組成物は液体調製物の静脈内、動脈内、または筋肉内注射によ
り投与される。好適な液体製剤としては、溶液、懸濁液、分散物、エマルジョン、油など
が挙げられる。別の実施形態では、医薬組成物は静脈内投与され、よって、静脈内投与に
好適な形態で製剤化される。別の実施形態では、医薬組成物は動脈内投与され、よって、
動脈内投与に好適な形態で製剤化される。別の実施形態では、医薬組成物は筋肉内投与さ
れ、よって、筋肉内投与に好適な形態で製剤化される。
【００４５】
　別の実施形態では、医薬組成物は鼻腔内投与され、よって、鼻腔内投与に好適な形態で
製剤化される。
【００４６】
　別の実施形態では、医薬組成物は局所的に身体表面に投与され、よって、局所投与に好
適な形態で製剤化される。局所製剤としては、ジェル、軟膏剤、クリーム、ローション、
液滴などが挙げられる。
【００４７】
　別の実施形態では、医薬組成物は、坐薬、例えば、直腸坐薬または尿道坐薬として投与
される。別の実施形態では、医薬組成物は、ペレットの皮下埋め込みにより投与される。
別の実施形態では、ペレットは、ある期間にわたって活性剤の制御放出を提供する。
【００４８】
　別の実施形態では、活性化合物は、小胞、例えばリポソーム内で送達される。
【００４９】
　他の実施形態では、本発明の方法において使用される担体または希釈剤としては下記が
挙げられるが、それらに限定されない：ガム、デンプン（例えば、コーンスターチ、アル
ファ化でんぷん）、糖（例えば、ラクトース、マンニトール、スクロース、デキストロー
ス）、セルロース材料（例えば、微結晶セルロース）、アクリレート（例えば、ポリメチ
ルアクリレート）、炭酸カルシウム、酸化マグネシウム、タルク、またはそれらの混合物
。
【００５０】
　他の実施形態では、液体製剤のための薬学的に許容される担体は水溶液または非水溶液
、懸濁液、エマルジョンまたは油である。非水溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリ
エチレングリコール、および注射用有機エステル、例えばオレイン酸エチルである。水性
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担体としては、水、アルコール／水溶液、エマルジョンまたは懸濁液が挙げられ、生理食
塩水および緩衝媒質が含まれる。油の例は、動物、野菜、または合成起源のもの、例えば
、ピーナッツ油、大豆油、オリーブ油、ひまわり油、魚－肝油、別の魚油、または乳もし
くは卵由来の脂質である。
【００５１】
　別の実施形態では、非経口ビヒクル（皮下、静脈内、動脈内、または筋肉内注射用）と
しては、塩化ナトリウム溶液、リンゲルデキストロース、デキストロースおよび塩化ナト
リウム、乳酸リンゲルおよび固定油が挙げられる。静脈内ビヒクルとしては、流体および
栄養分補充薬、電解質補充薬、例えばリンゲルデキストロースに基づくもの、などが挙げ
られる。例は、界面活性剤および他の薬学的に許容されるアジュバントの添加ありまたは
なしの、無菌液、例えば水および油である。一般に、水、生理食塩水、水性デキストロー
スおよび関連糖溶液、およびグリコール、例えばプロピレングリコールまたはポリエチレ
ングリコールが、特に注射用溶液に対し好ましい液体担体である。油の例は、動物、野菜
、または合成起源のもの、例えば、ピーナッツ油、大豆油、オリーブ油、ひまわり油、魚
－肝油、別の魚油、または乳もしくは卵由来の脂質である。
【００５２】
　他の実施形態では、組成物はさらに、バインダ（例えば、アラビアゴム、コーンスター
チ、ゼラチン、カルボマー、エチルセルロース、グアーガム、ヒドロキシプロピルセルロ
ース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ポビドン）、崩壊剤（例えば、コーンスタ
ーチ、ジャガイモデンプン、アルギン酸、二酸化ケイ素、クロスカルメロースナトリウム
、クロスポビドン、グアーガム、デンプングリコール酸ナトリウム）、様々なｐＨおよび
イオン強度の緩衝剤（例えば、Ｔｒｉｓ－ＨＣＩ、酢酸塩、リン酸塩）、表面への吸収を
防止するための添加物、例えばアルブミンまたはゼラチン、洗浄剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ
２０、Ｔｗｅｅｎ８０、プルロニックＦ６８、胆汁酸塩）、プロテアーゼ阻害剤、界面活
性剤（例えば、ラウリル硫酸ナトリウム）、浸透増強剤、可溶化剤（例えば、グリセロー
ル、ポリエチレングリセロール）、抗酸化剤（例えば、アスコルビン酸、メタ重亜硫酸ナ
トリウム、ブチルヒドロキシアニソール）、安定剤（例えば、ヒドロキシプロピルセルロ
ース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース）、増稠剤（例えば、カルボマー、コロイド
状二酸化ケイ素、エチルセルロース、グアーガム）、甘味料（例えば、アスパルテーム、
クエン酸）、保存剤（例えば、チメロサール、ベンジルアルコール、パラベン）、潤滑剤
（例えば、ステアリン酸、ステアリン酸マグネシウム、ポリエチレングリコール、ラウリ
ル硫酸ナトリウム）、流動助剤（例えば、コロイド状二酸化ケイ素）、可塑剤（例えば、
フタル酸ジエチル、クエン酸トリエチル）、乳化剤（例えば、カルボマー、ヒドロキシプ
ロピルセルロース、ラウリル硫酸ナトリウム）、ポリマコーティング（例えば、ポロクサ
マーまたはポロキサミン）、コーティングおよびフィルム形成剤（例えば、エチルセルロ
ース、アクリレート、ポリメタクリレート）および／またはアジュバントを含む。
【００５３】
　別の実施形態では、本明細書で提供される医薬組成物は、制御放出組成物、すなわち、
活性化合物が投与後ある期間にわたって放出される組成物である。制御放出または徐放組
成物は親油性デポー（例えば、脂肪酸、ワックス、油）形態の製剤を含む。別の実施形態
では、組成物は、即時放出組成物、すなわち活性化合物が投与直後に放出される組成物で
ある。
【００５４】
　別の実施形態では、医薬組成物は、制御放出系で送達される。例えば、作用物質は、静
脈内注入、埋め込み型浸透圧ポンプ、経皮パッチ、リポソーム、または他の投与様式を用
いて投与され得る。１つの実施形態では、ポンプが使用され得る（Ｌａｎｇｅｒ、上記；
Ｓｅｆｔｏｎ，　ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．　Ｒｅｆ．　Ｂｉｏｍｅｄ．　Ｅｎｇ．　１４：２
０１　（１９８７）；　Ｂｕｃｈｗａｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｕｒｇｅｒｙ　８８：５
０７　（１９８０）；　Ｓａｕｄｅｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎ．　Ｅｎｇｌ．　Ｊ．　Ｍｅ
ｄ．　３２１：５７４　（１９８９）を参照されたい）。別の実施形態では、ポリマ材料



(16) JP 2017-508768 A 2017.3.30

10

20

30

40

50

が、例えばミクロスフェアまたはインプラント内で使用される。さらに別の実施形態では
、制御放出系が、標的細胞に近接して配置され、よって、全身用量のほんの一部だけが必
要とされる（例えば、Ｇｏｏｄｓｏｎ，　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏ
ｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ，上記，　ｖｏｌ．　２，　ｐｐ．
　１１５－１３８　（１９８４）；およびＬａｎｇｅｒ　Ｒ，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９
：　１５２７－１５３３　（１９９０）を参照されたい。
【００５５】
　組成物はまた、別の実施形態では、ポリマ化合物、例えばポリ乳酸、ポリグリコール酸
、ヒドロゲル、などの微粒子調製物中または上への、またはリポソーム、マイクロエマル
ジョン、ミセル、単層または多重膜小胞、赤血球ゴースト、またはスフェロプラスト上へ
の活性材料の組み入れを含む。そのような組成物は、物理的状態、溶解度、安定性、イン
ビボ放出速度、およびインビボクリアランス速度に影響を与えるであろう。
【００５６】
　ポリマ（例えば、ポロクサマーまたはポロキサミン）でコートされた微粒子組成物およ
び組織特異的受容体、リガンドまたは抗原に対する抗体に結合された、または組織特異的
受容体のリガンドに結合された化合物もまた、本発明に含まれる。
【００５７】
　水溶性ポリマ、例えばポリエチレングリコール、ポリエチレングリコールおよびポリプ
ロピレングリコールのコポリマ、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、ポリビニ
ルアルコール、シクロデキストリン、ククルビツリル、ポリビニルピロリドンまたはポリ
プロリンの共有結合により修飾された化合物もまた、発明により含まれる。修飾された化
合物は、静脈内注射後、血液中で、対応する非修飾化合物よりも、実質的により長い半減
期を示すことが知られている（Ａｂｕｃｈｏｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８１；　Ｎ
ｅｗｍａｒｋ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８２；およびＫａｔｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，　１９８
７）。そのような修飾はまた、水溶液中での化合物の溶解度を増加させ、凝集を排除し、
化合物の物理的および化学的安定性を増強させ、化合物の免疫原性および反応性を著しく
低減させ得る。その結果、所望のインビボ生物活性が、非修飾化合物よりも少ない頻度で
、またはより低い用量での、ポリマ－化合物付加物の投与により達成され得る。
【００５８】
　１つの実施形態では、方法は活性化合物を唯一の活性材料成分として投与することを含
む。しかしながら、活性化合物を１つ以上の追加の治療薬と組み合わせて投与することを
含む、疾患および傷害を治療するための方法もまた、本発明の範囲内に包含される。これ
らの追加の作用物質は、当技術分野で知られているように、治療される疾患または障害に
適切である。
【００５９】
　他の治療的に有効な作用物質はサルビノリンにコンジュゲートされ、サルビノリンと同
じ組成物中に組み入れられ、または別の組成物として投与され得る。他の治療的作用物質
または治療は、サルビノリンの投与前、中および／または後に投与され得る。
【００６０】
　サルビノリンの他の作用物質および／または治療との投与は同時に、または別々に、同
じかもしくは異なる経路を介して、同時にもしくは異なる時に起こり得る。投与レジメン
は最適な所望の応答（例えば、治療または予防的応答）を提供するように調整され得る。
【００６１】
　本明細書で記載される病状または疾患の治療のための本明細書で記載される組成物の有
効用量は、多くの異なる因子、例えば、投与手段、標的部位、患者の生理的状態、患者が
ヒトか動物か、投与される他の薬物療法、および治療が予防的か治療的かによって変動す
る。通常、患者はヒトであるが、トランスジェニック哺乳類を含む非ヒト哺乳類もまた、
治療することができる。治療投与量は、安全性および効力を最適化するために、当業者に
公知のルーチン方法を使用して用量設定され得る。
【００６２】
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　１つの実施例では、単一ボーラスが、投与され得る。別の例では、いくつかに分けられ
た用量が、時間と共に投与され得る。さらに別の実施例では、用量は、治療状況の緊急事
態により示されるように、比例的に低減または増加され得る。用量単位形態は、本明細書
では、哺乳類被験体を治療するための単位投与量として適合された物理的に別々の単位を
示す。各単位は、所望の治療効果を生成させるように計算されたあらかじめ決められた量
の活性化合物を含み得る。いくつかの実施形態では、用量単位形態は、活性化合物の特有
の特性および達成されるべき特定の治療的または予防的効果により指示され、これに直接
依存する。
【００６３】
　組成物は、一回だけ投与され得、または、複数回または持続注入で投与され得る。複数
回投与では、組成物は、例えば、１日３回、１日２回、１日１回、２日に１回、週２回、
毎週、２週間に１回、または毎月投与され得る。
【００６４】
　投与量値は軽減されるべき病状の型および重症度と共に変動し得る。任意の特定の被験
体に対し、特定の投与レジメンは時間と共に、個別の必要性および組成物を投与する、ま
たはその投与を監督する人物の専門的判断に従い調整することができ、本明細書で明記さ
れる投与量範囲は例示であり、方法の範囲または実施を制限することは意図されないこと
が、さらに理解される。
【００６５】
　被験体への「投与」は、任意の特定の送達系に制限されず、非経口（皮下、静脈内、髄
内、関節内、筋肉内、または腹腔内注射を含む）、直腸、局所、経皮または経口（例えば
、カプセル、懸濁液または錠剤）、くも膜下腔内、鼻腔内および吸入を含み得るが、限定
はされない。被験体への投与は、単回投与または繰り返し投与または持続注入で、様々な
生理的に許容される塩形態のいずれかで、および／または、医薬組成物の一部としての許
容される医薬担体および／または添加物と共に起こり得る。改めて、生理的に許容される
塩形態および標準医薬製剤技術は当業者に知られている（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’
ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，　Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉ
ｎｇ　Ｃｏ．を参照されたい）。
【００６６】
　「約」または「およそ」という用語は、当業者により決定される特定の値に対する許容
誤差範囲内を意味し、これは、一部には、その値がどのように測定され、または決定され
たか、すなわち、測定系の限界に依存するであろう。例えば、「約」は、当技術分野にお
ける実施につき、１以上の標準偏差以内を意味することができる。あるいは、測定可能な
値、例えば量、時間、濃度、などに言及する場合、特定の値からの±２０％または±１０
％、より好ましくは±５％、さらにいっそう好ましくは±１％、さらにより好ましくは±
０．１％の変動を包含してもよく、というのも、そのよう変動は開示された方法を実施す
るのに適切であるからである。
【００６７】
　本明細書で記載される治療方法は、好適な哺乳類、例えば、サルおよびヒト、ウマ、雌
ウシ、ネコ、イヌ、ウサギなどの霊長類、ならびにラットおよびマウスなどの齧歯類を治
療するために使用することができる。好ましくは、治療される哺乳類はヒトである。
【００６８】
　本明細書で引用される特許、特許出願、または特定の刊行物を含むいずれの参考文献も
、それらの全体が参照により組み込まれる。
【００６９】
　下記実施例は、発明の好ましい実施形態をより詳しく説明するために提示される。しか
しながら、それらは、決して、発明の広い範囲を制限するものとして解釈されるべきでは
ない。
【実施例】
【００７０】
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　実施例１
　サルビノリンＡは一酸化窒素シンターゼ、κ受容体およびアデノシン三リン酸感受性カ
リウムチャネルの活性化により、脳血管拡張を生成させる
　この実施例では、我々は、サルビノリンＡは、低炭酸症またはエンドセリンにより誘導
した安静緊張および亢進緊張状態下で、一酸化窒素シンターゼ、アデノシン三リン酸感受
性カリウム（ＫＡＴＰ）チャネルおよびκ受容体の活性化により軟膜動脈を拡張させるこ
とを証明した。
【００７１】
　材料および方法
　サルビノリンＡ（純度≧９８％）、ニトロプルシドナトリウム（ＳＮＰ）、Ｎ（Ｇ）－
ニトロ－Ｌ－アルギニン（Ｌ－ＮＮＡ）、グリベンクラミド、イベリオトキシン、クロマ
カリム、カルシトニン遺伝子関連ポリペプチド（ＣＧＲＰ）、ＮＳ１６１９、ナロキソン
、メチオニンエンケファリン、ノルビナルトルフィミン、７－ニトロインダゾール（７－
ＮＩＮＡ）、スルピリドおよびイソプロテレノールをＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（セン
トルイス、ＭＯ、ＵＳＡ）から入手する。他の化学薬品も全て、Ｓｉｇｍａから入手し、
これらは試薬グレードであった。
【００７２】
　動物および外科手術
　両方の性別の新生ブタ（１～６日齢、体重１．３～１．８ｋｇ）をこの研究のために使
用した。プロトコルはペンシルバニア大学の施設内実験動物委員会により認可された。動
物を、イソフルラン（１～２最小肺胞気濃度）で誘導し、その後、α－クロラロース（８
０～１００ｍｇ／ｋｇ、５ｍｇ／ｋｇ／ｈで補充、ＩＶ）で維持した。両方の大腿動脈を
カテーテル処置し、血圧および血液ガスをモニタした。カテーテルを薬物療法投与のため
に右大腿静脈に挿入した。動物を気管カニューレ挿入後室内空気で換気させた。直腸温度
を３７～３９℃で、加熱パッドにより維持した。閉鎖頭蓋窓を直接軟膜動脈可視化および
直径測定のために配置した。閉鎖頭蓋窓は３つの部分から構成された：ステンレス鋼リン
グ、円形ガラス製カバーガラス、およびステンレス鋼リング内の３つのプレカット穴に取
り付けられた１７ゲージ皮下針から構成される３つのポート。皮質周囲くも膜脳脊髄液（
ＣＳＦ）を環状グアノシン一リン酸（ｃＧＭＰ）決定のために、頭蓋窓ポートを介して収
集した。窓を配置する前に、頭皮を反映させ、開口を頭蓋内頭頂葉皮質上方に作製した。
その後、硬膜を切断し、骨縁上で退縮させた。頭蓋窓を頭蓋開口上に配置し、定位置に歯
科用アクリルで固定した。窓下の空間を、下記組成を有する（ｍＭで表される）人工ＣＳ
Ｆで充填した：１リットルあたり、３．０ＫＣｌ、１．５ＭｇＣｌ２、１．５ＣａＣｌ２

、１３２ＮａＣｌ、６．６尿素、３．７デキストロース、および２４．６ＮａＨＣＯ３、
ｐＨ７．３３、ＰＣＯ２４６ｍｍＨｇおよびＰＯ２４３ｍｍＨｇ。人工ＣＳＦを３７～３
８℃まで温め、その後、脳皮質表面に適用した。軟膜動脈を、解剖顕微鏡上に載置された
テレビカメラを用いて観察した。血管直径を、ビデオマイクロスケーラを備えるビデオモ
ニタが接続されたカメラから測定した（モデルＶＰＡ５５０、Ｆｏｒ－Ａ－Ｃｏｒｐ．、
ロサンゼルス、ＣＡ）。
【００７３】
　実験プロトコル
　軟膜動脈直径（小動脈直径１２０～１６０マイクロメートル；細動脈直径５０～７０マ
イクロメートル）を３０秒毎に、調査薬物ありまたはなしでの人工ＣＳＦの注射後１０分
間モニタし、記録した。一般に、窓を３０秒にわたり１～２ｍｌのＣＳＦを用いて、窓の
側面中に接続されたポートを介してフラッシングした。ＣＳＦ試料をｃＧＭＰ分析のため
に、薬物療法投与前および後１０分に収集した。我々は脳皮質周囲くも膜ＣＳＦを、ＣＳ
Ｆを窓の１つのポートに徐々に注入し、ＣＳＦを反対のポート上の採集管中に自由に滴下
させることにより収集した。
【００７４】
　サルビノリンＡ（１０ｎΜ、１μΜ、アルコールにより溶解）およびＳＮＰ（１０ｎＭ
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、１μΜ）に対する応答をＮ（Ｇ）－ニトロ－Ｌ－アルギニン（Ｌ－ＮＮＡ、１μΜ）、
一酸化窒素シンターゼ（ＮＯＳ）阻害剤および７－ニトロインダゾール（１００ｎＭ）、
神経型ＮＯＳのアンタゴニストありまたはなしで取得した。
【００７５】
　サルビノリンＡに対する拡張応答における一酸化窒素の直接または許容役割を識別する
ために、軟膜動脈直径変化をＳＮＰ（１００ｐＭ）、閾値以下の血管濃度の一酸化窒素ド
ナー、Ｌ－ＮＮＡおよびサルビノリンＡと一緒の投与後に記録した。スルピリド（１００
ｎＭ）、ドパミン受容体Ｄ２アンタゴニスト：グリベンクラミド（１００ｎＭ）、ＫＡＴ

Ｐチャネルアンタゴニスト；イベリオトキシン（１００ｎＭ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃ
ｈ）、Ｋｃａチャネルアンタゴニストの、サルビノリンＡ、クロマカリム（１μＭ）およ
びカルシトニン遺伝子関連ポリペプチド（１０ｎＭ、１μΜ）、ＫＡＴＰアゴニスト、お
よびＮＳ１６１９（１０ｎΜ、１μΜ）、ＫＣａチャネルアゴニストに対する軟膜動脈応
答に関する影響、もまた、決定した。最後に、ナロキソン（１ｍｇ／ｋｇ　ＩＶ）および
ノルビナルトルフィミン（１μΜ局所投与、κオピオイド受容体アンタゴニストの、サル
ビノリンＡ、メチオニンエンケファリン（１０ｎＭ、１μΜ）およびイソプロテレノール
（１０ｎＭ、１μΜ）、βアドレナリン受容体アゴニストに対する応答に関する効果を調
べた。試験した薬物溶液は全て、使用日に新たに作製した。２分毎に投与したサルビノリ
ンＡに対する軟膜動脈応答を３０分間記録し、持続性の血管拡大が達成されたかどうかを
決定した。
【００７６】
　ｃＧＭＰ決定
　サルビノリンの脳脈管構造に関する効果に対する一酸化窒素経路の役割を決定するため
に、ＣＳＦ試料をＬ－ＮＮＡおよびノルビナルトルフィミン前処置ありおよびなしでの、
サルビノリンＡ投与前後に、ｃＧＭＰ決定のために回収した。市販のＥＬＩＳＡキット（
Ｅｎｚｏ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、Ｉｎｃ．プリマ
スミーティング、ＰＡ）を使用してｃＧＭＰ濃度を定量した。
【００７７】
　狭窄血管に対するサルビノリンＡ
　脳血管緊張が上昇している間でのサルビノリンの脳血管効果を試験するために、我々は
低炭酸症（ＰａＣＯ２を１０分間２０～３０％だけ低減させた）およびエンドセリン（０
．１ｐＭ）により血管収縮を誘導した。軟膜動脈直径をベースラインで、低炭酸症または
エンドセリンの投与後、およびサルビノリンＡ（１０ｎＭ、１μΜ）投与後にモニタした
（低炭酸症ではｎ＝４、エンドセリンではｎ＝５）。
【００７８】
　統計解析
　全てのデータ（直径およびｃＧＭＰ）を、反復測定を有するＡＮＯＶＡ、続いて、１０
．０のＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｐａｃｋａｇｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｓｏｃｉａｌ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ（ＳＰＳＳ）を用いたボンフェローニポストホックテスト（両側）を使用し
て解析した。ｐ＜０．０５のレベルを統計的に有意と考えた。値は絶対値の平均±ＳＥＭ
；またはベースライン値からのパーセンテージ変化として表される。全ての値の分布をヒ
ストグラムにより評価した。
【００７９】
　結果
　拡張効果および一酸化窒素経路の役割
　サルビノリンＡ投与は、図１Ａに示されるように、依存的に（１０ｎＭ、１μΜ）子ブ
タの軟膜動脈を拡張させた。拡張効果はサルビノリン投与直後に観察され、拡張期間は両
方の用量に対し５分未満続いた。サルビノリンＡが２分毎に投与された場合、図１Ｂに示
されるように、持続性の拡張効果が観察された。拡張応答は、Ｌ－ＮＮＡ、ＮＯＳ阻害剤
により消失したが、７－ニトロインダゾール（１００ｎＭ）、神経型ＮＯＳ（ｎＮＯＳ）
のアンタゴニストでは消失しなかった（図１Ａ、Ｃ）。ＳＮＰに対する拡張応答はＬ－Ｎ
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ＮＡにより影響されなかった（図１Ａ）。ＳＮＰ（１００ｐＭ）は、軟膜動脈に対し効果
を有さなかったが、これはＬ－ＮＮＡに誘導された狭窄を回復させた。しかしながら、こ
れはＬ－ＮＮＡによりブロックされたサルビノリンＡの拡張応答を回復させなかった（図
１Ｄ）。サルビノリンＡに応答する拡張はＣＳＦ中の上昇したｃＧＭＰと関連し、Ｌ－Ｎ
ＮＡはｃＧＭＰの上昇をブロックした（図２）。サルビノリン投与中、有意の血圧変化は
起こらなかった。
【００８０】
　ＫＣａチャネルではなくＫＡＴＰチャネルが拡大効果に関与した
　イベリオトキシン（１００ｎＭ）、Ｃａ２＋活性化Ｋ＋（ＫＣａ）チャネル阻害剤では
なく、グリベンクラミド（１００ｎＭ）、ＫＡＴＰチャネル阻害剤がサルビノリンＡの拡
張効果をブロックした。任意の順序のグリベンクラミドとイベリオトキシンもまた、サル
ビノリンＡにより誘導された拡張をブロックした（図３）。イベリオトキシン（１００ｎ
Ｍ）ではなく、グリベンクラミド（１００ｎＭ）がクロマカリム（ＫＡＴＰチャネルのア
ゴニスト、１０ｎＭおよび１μΜ）およびカルシトニン遺伝子関連ポリペプチド（別のＫ

ＡＴＰチャネルアゴニスト、１０ｎＭおよび１μΜ）に応答する拡張をブロックし；グリ
ベンクラミド（１００ｎＭ）ではなくイベリオトキシン（１００ｎＭ）が、ＮＳ１６１９
（ＫＣａチャネルアゴニスト、１０ｎＭおよび１μΜ）の拡張効果をブロックした（図４
）。
【００８１】
　ドパミン受容体Ｄ２アンタゴニストではなくオピオイド受容体アンタゴニストがサルビ
ノリンの拡張効果をブロックする
　ノルビナルトルフィミン、κオピオイド受容体選択的アンタゴニスト、およびナロキソ
ンは、サルビノリンＡおよびメチオニンエンケファリンに対する効果拡張をブロックした
。イソプロテレノールに対する応答は影響されなかった（図５Ａ、Ｂ）。スルピリド、ド
パミン受容体（Ｄ２）アンタゴニストは、サルビノリンＡに対する拡張応答に対し効果を
有さなかった（図５Ｃ）。ノルビナルトルフィミンは、サルビノリンＡ投与からのＣＳＦ
中のｃＧＭＰの上昇をブロックした。ノルビナルトルフィミン前処置ありでのサルビノリ
ンＡ（１０ｎＭおよび１μΜ）投与前後のｃＧＭＰのレベル間では差はなかった（ｐ＝１
）。
【００８２】
　サルビノリンは上昇した脳血管緊張状態において軟膜動脈を拡張させる
　低炭酸症およびエンドセリンは、軟膜動脈の直径を著しく減少させた（図６）。サルビ
ノリンは、炭酸正常（安静緊張）状態で観察されるものと同様の亢進緊張状態下で軟膜動
脈を拡張させた（図６）。上記実験のいずれにおいても、小動脈と細動脈の応答間で有意
の差は観察されず、よって、小動脈の差のみを提示した。
【００８３】
　論考
　この実施例では、サルビノリンＡは、子ブタにおける正常状態およびエンドセリンおよ
び低炭酸症により誘導される血管狭窄状態において強力な軟膜動脈拡張薬であることが証
明される。拡大効果が両方の試験用量に対して、サルビノリン投与直後に観察され、５分
未満続き、用量依存的であった。サルビノリンＡの持続性の拡張効果が連続投与により観
察された。オピオイド受容体、ＮＯＳおよびＫＡＴＰチャネルの活性化がそのような拡張
効果のシグナル経路に関与した。
【００８４】
　Ｕ５０４８８、外因性ＫＯＲアゴニスト、およびダイノルフィン、内在性ＫＯＲアゴニ
ストが軟膜動脈を拡張させたことが証明されている。Ｕ５０４８８は用量依存的に、ラッ
トにおける単離大動脈を弛緩させたこともまた、証明されている。他のＫＯＲアゴニスト
とは異なり、サルビノリンの拡大効果は非常に短命であり、５分未満である。これは、κ
アゴニストの中では今のところ、最短時間作用物質であり、それは、周術期設定および救
命医療における管理および用量設定の容易さのために、多くの臨床薬物療法に対する重要
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な薬理学的特徴である。より長い効果を達成するためには、注入が、臨床麻酔において使
用される最も一般的な技術である。この実施例では、我々は、持続的な血管拡大は連続投
与により達成することができることを見出した。
【００８５】
　タキフィラキシーではなく、サルビノリンＡの特有の構造がその短時間作用特徴に寄与
する。というのも、連続投与により、持続性の拡張効果という結果になるからである。そ
の構造中のエステル結合は、血液および組織中でエステラーゼにより容易に代謝させるこ
とができる。１つのグループが、カルボキシルエステラーゼが主に、ラット血漿中でのサ
ルビノリンＡ加水分解に関与し、分解産物はサルビノリンＢおよびサルビノリンＡのラク
トン環開環形態を含み、そのどちらも薬理学的に活性であることを証明した。
【００８６】
　他のＫＯＲアゴニストと同様に、ＮＯＳ、ＫＡＴＰチャネルおよびオピオイド受容体の
活性化はサルビノリンＡの拡張効果を媒介した。別のグループが、選択的ＫＯＲアゴニス
トＢＲＬ５２５３７は、虚血脳を、虚血性線条体における一酸化窒素生成を減弱させるこ
とにより保護したことを証明した。ＢＲＬ５２５３７の神経保護がｎＮＯＳヌルマウスに
おいて失われたことが証明された。そのため、ＫＯＲアゴニストＢＲＬ５２５３７はｎＮ
ＯＳ活性および虚血誘発一酸化窒素生成を減弱させた。しかしながら、この実施例では、
サルビノリンＡに対する軟膜動脈拡張は、Ｌ－ＮＮＡ、非特異的ＮＯＳ阻害剤により消失
し、７－ニトロインダゾール、選択的ｎＮＯＳアンタゴニストではそうでなく、ｎＮＯＳ
は、サルビノリンＡの拡張効果に関与しないことが示される。閾値以下の量の一酸化窒素
ドナー、ＳＮＰは、拡張応答を回復させることができなかったので、ＣＳＦ中のｃＧＭＰ
の上昇は、一酸化窒素生成の阻害ではなく刺激、許容イネーブラとしてではなく、内皮Ｎ
ＯＳ上でのサルビノリンの直接活性化のためである可能性がある。
【００８７】
　ＫＡＴＰチャネル活性化により血管平滑筋細胞の膜の過分極が得られ得る。膜電位変化
はその後、電位依存性Ｃａ２＋チャネルを介するＣａ２＋流入の変化により筋弛緩を調節
するであろう。この実施例は、サルビノリンＡはＫＡＴＰチャネルを直接的または間接的
に活性化することを証明する。ＫＡＴＰチャネルを活性化することができる多くの他の作
用物質とは異なり、サルビノリンＡは容易に血液脳関門を透過することができる。ＫＡＴ

Ｐチャネルは、低酸素、虚血または代謝阻害からの脳傷害に対し重大な保護役割を果たす
ので、サルビノリンＡは臨床用途のための神経保護薬となり得る。
【００８８】
　サルビノリンＡはドパミンＤ２受容体に対し高親和性を有することが証明されているが
、スルピリド、ドパミンＤ２受容体選択的アンタゴニストは、サルビノリンＡの拡張効果
に、何の効果も有さない。それどころか、ナロキソンおよびノルビナルトルフィミン、κ
オピオイド受容体選択的アンタゴニストは、サルビノリンＡの血管拡張効果を消失させ、
ドパミンＤ２受容体ではなく、κ受容体の重要な役割が示唆される。
【００８９】
　正常脳血管ならびに低炭酸症およびエンドセリンの両方による狭窄脳血管において観察
される血管拡張効果は、エンドセリンの増加が重要な役割を果たすくも膜下出血後の片頭
痛および脳血管攣縮を含む多くの臨床的状況において脳血管攣縮を治療するためのその臨
床適用を可能にする。他の短時間作用物質のように、持続注入を使用して、用量設定し、
投与量を調整することにより持続効果を達成することができるであろう。
【００９０】
　この実施例では、新生子ブタを研究被験体として使用した。ブタの皺脳は、ヒトと同様
であり、また、成熟度が同様である、傷害に選択的に脆弱である灰白質よりも多くの白質
を有する。新生子ブタはまた、容易な頭蓋窓配置および血管可視化のために十分大きいの
で、使用した。新生仔の脳血管応答は、多くの臨床的状況においてヒト被験体に類似する
。
【００９１】
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　結論として、サルビノリンＡは、子ブタにおける正常状態およびエンドセリンまたは低
炭酸症により誘導される血管狭窄状態において迅速で短時間作用する強力な軟膜動脈拡張
薬である。メカニズムはＮＯＳ、ＫＡＴＰチャネルおよびκ受容体の活性化を含む。これ
らの所見は脳血管拡張を要求する状況におけるサルビノリンＡの臨床値を示す。
【００９２】
　実施例２
　全脳低酸素／虚血後のサルビノリンＡ投与は、子ブタにおいてκオピオイド受容体を介
する脳血管自己調節を保存する
　低酸素／虚血（ＨＩ）により誘導された脳傷害により引き起こされる神経細胞死および
行動機能障害は周産期中ではまれではない。世界中で、全ての新生児死亡の２３％は、仮
死と関連し、その出生に中等度低酸素－虚血性脳症（ＨＩＥ）が関与した子供の３０％は
、精神遅滞、学習障害、および他の能力障害を発症し得る。不運なことに、この壊滅的な
状況を管理するために使用可能な薬物療法はない。
【００９３】
　ＫＯＲアゴニストは、脳自己調節を維持し、虚血からの脳傷害を低減させるのに要求さ
れる重要な特徴である、脳血管の拡張を引き起こす。虚血後、脳自己調節は害され、脳血
流の減少および神経細胞死となる。我々は、子ブタモデルにおいて、全ＨＩ前のサルビノ
リンＡの投与は、脳動脈の自己調節、神経細胞完全性の保存のための重要なメカニズムを
保存したことを証明した。この実施例では、我々は、ＨＩ後のサルビノリンＡの投与がＫ
ＯＲおよびＥＲＫ経路を介して脳自己調節を保存することができるかどうかを仮定し、試
験した。
【００９４】
　材料および方法
　サルビノリンＡ（純度≧９８％）を、ＣｈｒｏｍａＤｅｘ，　Ｉｎｃ．（Ｉｒｖｉｎｅ
、ＣＡ、ＵＳＡ）から取得した。イソプロテレノール（ＩＳＯ）、ノルビナルトルフィミ
ン（Ｎｏｒ－ＢＩＮ）を、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（ＭＯ、セントルイス、ＭＯ、Ｕ
ＳＡ）から取得した。全ての他の化学薬品（試薬グレード）を、同様に、Ｓｉｇｍａから
取得した。
【００９５】
　動物および閉鎖頭蓋窓のための外科手術
　両方の性別の新生ブタ（１～５日齢、１．２～１．５ｋｇ）をこの研究で使用した。動
物実験プロトコルは、ペンシルバニア大学の施設内実験動物委員会により認可された。前
に記載されるように、イソフルラン（１～２最小肺胞気濃度）を麻酔導入のために最初に
使用し、続いて、麻酔の維持のために、α－クロラロース（３０～５０ｍｇ／ｋｇ、５ｍ
ｇ／ｋｇ／ｈｒで補充、静脈内）を使用した。気管切開後、動物を最初に室内空気で換気
させ、直腸温度を３７～３９℃で維持するように加熱パッドで温め続けた。両側大腿動脈
をカテーテル処置し、血圧、血液ガス圧力およびｐＨをモニタした。大腿静脈を薬物療法
投与のためにカテーテル処置した。ガラス製カバーガラスを有する鋼リングから構成され
、３つのポートに接続する閉鎖頭蓋窓を、直接軟膜動脈可視化および直径測定のために配
置した。小軟膜動脈（１２０～１６０μｍ）および細動脈（５０～７０μｍ）を顕微鏡下
で同定し、顕微鏡に接続されたモニタ上で可視化し、ビデオマイクロスケーラ（モデルＶ
ＰＡ５５０、Ｆｏｒ－Ａ－Ｃｏｒｐ．、ロサンゼルス、ＣＡ）により測定した。頭蓋窓リ
ングに取り付けられたポートは、ＣＳＦサンプリング、洗い流し、および薬物投与のため
の１７ゲージ皮下針に適合する。皮質周囲くも膜ＣＳＦをベースラインおよびＨＩ後６０
分でＥＲＫ活性分析のために収集した。
【００９６】
　ＨＩ誘導
　低酸素を１０分間、換気のための室内空気をＮ２に切り換えることにより誘導し、続い
て換気を室内空気に回復させた。全脳虚血をその後、中空ボルトを介して頭蓋内に生理食
塩水を注入し、頭蓋内圧を平均血圧より高く２０分間維持することにより誘導した。全脳
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虚血を、軟膜動脈中の血流が、頭蓋窓上方の顕微鏡に接続されたモニタ上で、止まったこ
とが見えた時に確認した。クッシング応答（高い頭蓋内圧のために、動脈圧が劇的に上昇
する）を回避するために、必要とあれば、平均動脈圧を１００ｍｍＨｇ未満に維持するた
めに、血液を取り除いた。血液を虚血の終わりに大腿静脈を介して戻した。
【００９７】
　薬物処置
　４つの群のｉ．ｖ．薬物投与をＨＩ（各群ｎ＝５）後に実施した：（１）ＤＭＳＯ群：
ＤＭＳＯ（サルビノリンＡのビヒクル）１μｌ／ｋｇをＨＩ直後に投与；（２）ＳＡ０分
群：サルビノリンＡ（１μｇ／μｌを含むＤＭＳＯ）１０μｇ／ｋｇをＨＩ直後；（３）
ＳＡ３０分群：サルビノリンＡ（１μｇ／μｌを含むＤＭＳＯ）１０μｇ／ｋｇをＨＩ後
３０分；（４）ＳＡ＋Ｎｏｒｂｉｎ群：サルビノリンＡ（１０μｇ／ｋｇ）およびｎｏｒ
－ＢＩＮ（１μΜ、頭蓋窓の１つのポートを通して局所的に注射）をＨＩ直後。
【００９８】
　軟膜動脈応答
　高炭酸ガス血症、低血圧およびイソプロテレノール（１０ｎＭ、１μΜ）に対する軟膜
動脈応答を、ＨＩ前およびＨＩ後６０分に、前に記載されるように取得した。イソプロテ
レノールを陽性対照として使用した。というのも、これは短時間作用物質であり、そのよ
うなモデルにおけるその血管拡大効果は我々の研究室でよく確立されているからである。
２つのレベルの高炭酸ガス血症（低レベルでは５０～６０ｍｍＨｇのＰａＣＯ２、高レベ
ルでは７０～８０ｍｍＨｇ）を高濃度ＣＯ２混合ガス（１０％ＣＯ２；２１％０２；６９
％Ｎ２）の吸入により生成させた。２つのレベルの低血圧を、５～８または１０～１５ｍ
ｌ／Ｋｇのいずれかの血液の大腿動脈からの迅速引き出しにより生成させ、中等度および
重度低血圧を誘導した（中等度として平均血圧の２５％減少および重度として４５％減少
）。そのような血圧の減少を一定に１０分間、追加の血液の引き出しまたは再注入により
維持した。
【００９９】
　ＥＲＫ活性測定
　ＥＲＫ活性をその後、以上で記載される凍結ＣＳＦ試料から決定した。ｐＥＲＫおよび
ＥＲＫのレベルをＥＬＩＳＡキットにより測定した（Ｅｎｚｏ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，　Ｉｎｃ．，プリマスミーティング，ＰＡ）。
【０１００】
　統計解析
　軟膜動脈直径のデータを反復測定ＡＮＯＶＡ、続いてポストホックテストとしてのボン
フェローニ方法により分析した。一元配置ＡＮＯＶＡを使用して、各群においてＨＩ前お
よびＨＩ後６０分に、ならびに、サルビノリンＡ投与ありまたはなしの群においてＥＲＫ
活性変化（ＥＲＫに対するｐＥＲＫの比として定量）を比較した。ベースラインデータを
反復測定分析（Ｇｒａｐｈ　Ｐａｄ　Ｐｒｉｓｍバージョン５．０２）において排除した
。Ｐ＜０．０５のαレベルを全ての統計検定において有意と考えた。値は平均±標準誤差
として表される。
【０１０１】
　結果
サルビノリンＡは全脳ＨＩ後高炭酸ガス血症に対する軟膜動脈自己調節を保存する
　図１３に示されるように、小軟膜動脈は、ＨＩ前２つのレベルの高炭酸ガス血症に応じ
て拡張した（ベースラインとして示される）。高炭酸ガス血症に対する拡大応答は、ＨＩ
後、ＤＭＳＯをＨＩの終わりに直ちに投与した場合鈍くなった（ｐｓ＜０．０１、ＨＩ前
のベースラインと比べて）。ＨＩ後直ちにまたは３０分でのサルビノリンＡの投与（１０
μｇ／ｋｇ）は、高炭酸ガス血症に対する軟膜動脈の拡張応答を保存した。そのような応
答は、サルビノリンＡおよびノルビナルトルフィミン（ｎｏｒ－ＢＩＮ）をＨＩ後３０分
に共投与した場合、完全に消失した（ｐｓ＜０．０１、ＨＩ前のベースラインと比べて）
。同様の観察が軟膜細動脈において得られた（データ示さず）。
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【０１０２】
　サルビノリンＡは全脳ＨＩ後低血圧に対する軟膜動脈自己調節を保存する
　低血圧の結果と同様に、小軟膜動脈は、ＨＩ前、ＨＩ高炭酸ガス血症前（ベースライン
として示される、図１４）、２つのレベルの低血圧に応じて拡張した。拡大応答は、ＨＩ
後、ＤＭＳＯをＨＩの終わりに直ちに投与した場合鈍くなった（ｐｓ＜０．０１、ＨＩ前
のベースラインと比べて）。ＨＩ後直ちに、または３０分に投与したサルビノリンＡ（１
０μｇ／ｋｇ）は低血圧に対する軟膜動脈の拡張応答を保存した。低血圧に対するそのよ
うな応答は、サルビノリンＡおよびｎｏｒ－ＢＩＮをＨＩ後３０分に共投与した場合、消
失した（ｐｓ＜０．０１、ベースラインと比べて）。同様の観察が軟膜細動脈において得
られた。
【０１０３】
　イソプロテレノールに対する軟膜動脈応答は実験の全ての組において不変のままである
　陽性対照として、イソプロテレノールに対する軟膜動脈応答（図１５）を測定し、全て
の群の間で、ＨＩ前後に変化が観察されなかった。
【０１０４】
　ＥＲＫシグナル伝達が、サルビノリンＡの保存効果に関与する
　ＥＲＫ活性は、ＣＳＦ中のｐＥＲＫ／ＥＲＫレベルの比として定量される。サルビノリ
ン効果なしの群内のＥＲＫ活性データ（ＤＭＳＯ群およびＳＡ＋Ｎｏｒｂｉｎ群；ＤＭＳ
Ｏ＋Ｎｏｒｎｉｎ群と改名）を合わせる。図１６に示されるように、サルビノリンなしの
群内のＥＲＫ活性はＨＩ後６０分に著しく増加した（ｐ＜０．０５、ＨＩ前ベースライン
と比べて）。サルビノリンＡ投与群のＥＲＫ活性は、ベースラインレベルまで低減した。
【０１０５】
　論考
　この実施例から３つの新しい所見がある。第１に、ＨＩ後直ちにまたは３０分でのサル
ビノリンＡの投与は、高炭酸ガス血症および低血圧に対する軟膜動脈拡張応答を保存する
。第２に、サルビノリンＡの保存効果はＫＯＲアンタゴニスト、ｎｏｒ－ＢＩＮにより鈍
くなった。第３に、サルビノリンＡはＨＩ後のＣＳＦ　ＥＲＫ活性の増加をブロックした
。
【０１０６】
　脳ＨＩの問題およびＫＯＲアゴニストの可能性のある役割
　出生仮死および小児虚血性脳卒中のどちらも出生の一般的な合併症である。周産期ＨＩ
は、これらの合併症の両方で起こり、重度および永久的神経心理学的欠損、例えば認知的
および行動的発達の遅延、精神遅滞、脳性麻痺、およびてんかんを誘導する可能性があり
、それは患者、家族および社会にとって壊滅的である。不運なことに、有効な周産期ＨＩ
管理に対し使用することができる薬物療法はない。低体温が負の合併症を低減させるため
のＨＩＥに対する唯一の治療である。しかし、それは臨床診療において広く認められおら
ず、または、薬理学的作用物質と組み合わせることが推奨される。組換え組織型プラスミ
ノーゲン活性化因子（ｔ－ＰＡ）、急性虚血性脳卒中に対しＦＤＡにより認可された治療
は、誘導脳卒中および障害脳血行動態に供せられたマウスにおいて脳卒中梗塞体積の増加
を含む有害作用を示した。
【０１０７】
　ＫＯＲアゴニストの神経保護効果は、他の虚血動物モデルにおいて証明されている。例
えば、ＫＯＲアゴニストＢＲＬ５２５３７およびＣＩ－９７７は、発作前３０分または発
作後６時間までに投与されると、異なるレベルの虚血に応答する、皮質ダメージ、例えば
脳腫脹および梗塞体積を低減させる。これらの所見により、ＫＯＲアゴニストは、臨床設
定においてＨＩ治療に対する有用な代替薬物療法となり得ることが示唆される。
【０１０８】
　新規薬物療法としてのサルビノリンＡ
　ＫＯＲアゴニストはおびただしい治療価値を示すが、ほとんどのＫＯＲアゴニストは、
オピオイドとしてのそれらの内因特性のために、臨床設定で使用されていない（低い選択
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性および／または許容される安全性プロファイルの欠如）。他のオピオイドＫＯＲアゴニ
ストとは異なり、サルビノリンＡは、自然源に由来することが知られている、最も強力で
、高選択的な、唯一の非オピオイド性ＫＯＲアゴニストである。サルビノリンＡはサルビ
ア・ディビノラム、数世紀の間、娯楽および宗教的な目的のためにヒトによって消費され
てきた自然に豊富な多年生草本の活性成分である。この化合物の多くの内因特性のために
、様々な神経病状のための可能性のある治療的薬物療法となっている。それらの特性とし
ては、豊富な植物から抽出および精製される、または合成により生成されるその能力、迅
速な作用発現、脂質溶解度、血液脳関門を容易に通過すること、鎮静および抗侵害受容性
効果（重病患者に特に適切な特徴）、高い用量または長期曝露での重要臓器における陰性
病理学的所見（無毒性）、呼吸抑制なしおよび露骨な幻覚または不快効果なしが挙げられ
る。サルビノリンＡはうつ病に対する可能性のある薬物療法として評価されてきた。ＨＩ
発作前でのサルビノリンＡ投与の保護効果を証明する我々の所見に加えて、我々は今や、
ＨＩ発作後のサルビノリンＡ投与（３０分まで）は、軟膜動脈の自己調節を保存したこと
を証明した。この保護効果は、ＫＯＲアンタゴニスト、ｎｏｒ－ＢＩＮの添加により消失
し、これにより、サルビノリンＡの保護効果はＫＯＲにより媒介されることが示される。
様々な研究が、自己調節、脳の重要保護メカニズムは、脳ＨＩ後に悪化する傾向があるこ
とを証明している。脳血管緊張の自己調節は、脳の重要保護メカニズムである。そして、
低血圧中の代償性脳血管拡張の障害は、虚血性脳卒中の設定における悪化した転帰に寄与
する。
【０１０９】
　ＥＲＫシグナル伝達の役割
　脳虚血／再灌流により刺激されたＥＲＫシグナル伝達は、ＨＩ傷害に対する重大な経路
である。我々は、ＥＲＫ活性はＨＩ後に増加し、増加はＨＩの神経細胞障害と関連し、そ
のような増加の阻害は虚血に対する神経保護応答と関連し、これはアポトーシスの低減と
関連し得ることを証明した。この実施例では、ＨＩにより誘導されたＣＳＦ　ＥＲＫ活性
における増加はサルビノリンＡによりブロックされ、これは発作後の脳自己調節の保護を
促進した。ＨＩにおけるＥＲＫシグナル伝達の役割は、ＨＩ発作前後で異なり得ることは
注目に値する。ＥＲＫシグナル伝達の活性化は、プレコンディショニングの保護効果と関
連し得る。プレコンディショニングにより誘導されるＥＲＫシグナル伝達の上方制御は、
脳卒中における神経細胞アポトーシスを低減させ、致死下の虚血後の海馬におけるＥＲＫ
シグナル伝達の活性化は、プレコンディショニングにより誘導された神経保護と相関する
。これらの結果は、サルビノリンＡの傷害前投与は、発作後の脳自己調節の障害を保護す
ることを証明する我々の研究と一致する。結論として、ＨＩ後０および３０分でのサルビ
ノリンＡ投与は、子ブタモデルにおいてＫＯＲおよびＥＲＫ経路を介する高炭酸ガス血症
および低血圧に対する軟膜動脈の自己調節を保存する。
【０１１０】
　実施例３
サルビノリンＡ前処置は、子ブタにおいてＥＲＫ／ＭＡＰＫを介する脳低酸素／虚血傷害
後の脳血管自己調節を保存する
　先天性心臓手術のための超低体温循環停止（ＤＨＣＡ）外科手術による心肺バイパス術
中の脳血流の中断のための脳低酸素／虚血は重大な臨床的問題である。ＤＨＣＡによる心
肺バイパス術を受けた複合先天性心疾患を有する子供の５０パーセントは、発達欠損、例
えば学童期の言語障害および注意欠陥障害を有する。ＤＨＣＡ中に起きる脳低酸素／虚血
は予想可能であり、よって、虚血により誘導される脳傷害を、薬理アプローチを用いて最
小に抑えることが可能である。不運なことに、証明された臨床的有益性を有する薬理作用
物質はまだ、同定されていない。
【０１１１】
　脳血管自己調節の損失は脳低酸素／虚血の重要な特徴の１つである。低血圧に対する自
己調節の損失により圧力受動的脳循環となる可能性があり、これは、脳血流を減少させ、
脳虚血をさらに悪化させる可能性がある。高炭酸ガス血症に対する脳血管調節の損失もま
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た、圧力受動的循環および脳室周囲白質軟化症の発症の一因となる。よって、虚血からの
脳血管自己調節の保存は、虚血からの脳傷害を低減させるために非常に重要である。我々
は、サルビノリンＡ、サルビア・ディビノラムの活性成分かつ非オピオイド性κオピオイ
ド受容体（ＫＯＲ）アゴニストは正常状態および病態において強力な脳血管拡張薬となる
ことを証明した。よって、サルビノリンＡは脳脈管構造を虚血から保護することができる
。他のＫＯＲアゴニストとは異なり、サルビノリンＡは、長く、異なる民族により様々な
目的、例えば霊的体験および病気を「治療すること」のために使用されてきており、臨床
的に許容される薬物療法としてのその高い可能が示される。
【０１１２】
　ＫＯＲアゴニストの全身投与は脳虚血の動物モデルにおいて神経保護効果を有すること
が証明されている。ＫＯＲアゴニストはマイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（ＭＡＰ
Ｋ）を活性化することができる。ＭＡＰＫは重要な細胞内シグナル伝達系であり、これは
細胞外シグナル制御キナーゼ（ＥＲＫ）、ｃ－Ｊｕｎ－Ｎ末端キナーゼ（ＪＮＫ）および
ｐ３８を含む。ＥＲＫカスケードの長期の持続的な活性化は脳虚血性プレコンディショニ
ングの重要な寄与メカニズムであることが証明された。この経路はまた、多くの他の形態
の薬理学的プレコンディショニング、例えばイソフルランおよびセボフルランに関与する
。よって、サルビノリンＡはこの経路を介する脳保護効果を生成し得る。上記証拠に基づ
き、我々は、サルビノリンＡ前処置は、ＭＡＰＫの活性化を介して低酸素／虚血からの低
血圧および高炭酸ガス血症に対する軟膜血管の自己調節を保存することができると仮定し
た。
【０１１３】
　方法
　サルビノリンＡ（純度≧９８）は、ＣｈｒｏｍａＤｅｘ，Ｉｎｃ．（Ｉｒｖｉｎｅ、Ｃ
Ａ、ＵＳＡ）製である。イソプロテレノール、Ｕ０１２６、ｓｐ６００１２５およびｓｂ
２０３５８０を、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（ＭＯ、セントルイス、ＭＯ、ＵＳＡ）か
ら入手する。他の化学薬品も全て、Ｓｉｇｍａから入手し、これらは試薬グレードであっ
た。
【０１１４】
　動物および外科手術
　１～５日齢子ブタを使用した。プロトコルはペンシルバニア大学（フィラデルフィア）
の施設内実験動物委員会により認可された。イソフルラン（１～２最小肺胞気濃度）を最
初に誘導のために使用し、続いてα－クロラロースを麻酔の維持のために使用した（３０
～１００ｍｇ／ｋｇ、２０～３０分毎に５～３０ｍｇ／ｋｇで補充、ＩＶ）。気管切開後
、子ブタを機械的に室内空気で換気させ、加熱パッドで温め続け、直腸温度を３７～３９
℃で維持した。大腿動脈を、連続血圧モニタリングまたは間欠的血液ガスモニタリングの
ためにカニューレ処置し、大腿静脈を薬物療法投与のためにカテーテル処置した。前に記
載されるように（２１）、閉鎖頭蓋窓を直接軟膜動脈可視化および直径測定のために配置
した（２１）。小軟膜動脈（１２０～１６０μｍ）および細動脈（５０～７０μｍ）を顕
微鏡下で同定し、顕微鏡に接続されたモニタ上で可視化し、ビデオマイクロスケーラ（モ
デルＶＰＡ５５０、Ｆｏｒ－Ａ－Ｃｏｒｐ．、ロサンゼルス、ＣＡ）により測定した。頭
蓋窓は、ガラス製カバーガラスを有する鋼リングであり、脳脊髄液（ＣＳＦ）サンプリン
グ、洗い流しおよび医薬投与のための３つのポートに接続されている。皮質周囲くも膜Ｃ
ＳＦを、上記ポートの１つを通して、ベースラインおよびサルビノリンＡまたはＵ０１２
６＋サルビノリンＡの投与後３０分に、ＥＲＫ／ＭＡＰＫ分析のために収集した。
【０１１５】
　プロトコル
　低酸素を１０分間、換気のための室内空気をＮ２に切り換えることにより誘導し、続い
て換気を室内空気に回復させ；その後、全脳虚血を中空ボルトを介して頭蓋内に生理食塩
水を注入し、頭蓋内圧を平均血圧より高く２０分間維持することにより誘導した。全虚血
を、軟膜動脈中の血流が、頭蓋窓上方の顕微鏡に接続されたモニタ上で、止まったことが
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見えた時に確認する。クッシング応答（高い頭蓋内圧のために、動脈圧が劇的に上昇する
）を回避するために、必要とあれば、平均動脈圧を１００ｍｍＨｇ以下に維持するために
、血液を取り除いた。血液を虚血の終わりに大腿静脈を介して戻した。
【０１１６】
　５組の実験を実施した（実験の各組においてｎ＝５）：（１）低酸素／虚血、サルビノ
リンＡのビヒクル、ＤＭＳＯ、１μｌ／ｋｇを低酸素／虚血前３０分に投与；（２）低酸
素／虚血、サルビノリンＡ、１μ／μｌを含むＤＭＳＯ、１０μｇ／ｋｇ　ｉ．ｖ．；（
３）低酸素／虚血、サルビノリンＡ（１０μｇ／ｋｇ　ｉ．ｖ．）およびＵ０１２６（１
ｍｇ／ｋｇ、ｉ．ｖ．）、ＥＲＫの上流のプロテインキナーゼのための阻害剤、（４）低
酸素／虚血、サルビノリンＡおよびｓｐ６００１２５（１μΜ、頭蓋窓の１つのポートを
通して局所的に注射）、ＪＮＫの阻害剤、（５）低酸素／虚血、サルビノリンＡおよびｓ
ｂ２０３５８０（１０μΜ、頭蓋窓の１つのポートを通して局所的に注射）、Ｐ３８の阻
害剤。Ｕ０１２６、ｓｐ６００１２５およびｓｂ２０３５８０をサルビノリンＡ３０分前
に投与する。Ｓｐ６００１２５およびｓｂ２０３５８０を血管作動性刺激と共に共投与し
、傷害後、脳皮質表面の曝露を続けさせた。
【０１１７】
　高炭酸ガス血症（低レベルでは５０～６０ｍｍＨｇのＰａＣＯ２、高レベルでは７０～
８０ｍｍＨｇ）を、高濃度ＣＯ２混合ガスの吸入により生成させた（１０％ＣＯ２；２１
％０２；６９％Ｎ２）。低血圧を、血液を大腿動脈から取り出すことにより生成させた（
中等度として平均血圧の２５％減少および重度として４５％）。低血圧、高炭酸ガス血症
、およびイソプロテレノール（１０ｎＭ、１μΜ）に対する軟膜動脈応答を、前に記載さ
れるように、低酸素／虚血前、傷害後６０分に取得した。
【０１１８】
ＥＲＫおよびｐＥＲＫ測定
　脳低酸素／虚血に関するサルビノリンＡの観察された効果に対するＥＲＫの役割を試験
するために、ＣＳＦ試料をＭＡＰＫのために回収した。ＭＡＰＫアイソフォームを、市販
のＥＬＩＳＡキットにより測定した（Ｅｎｚｏ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ、Ｉｎｃ．、プリマスミーティング、ＰＡ）。
【０１１９】
　統計解析
　軟膜動脈直径に関する高炭酸ガス血症、低血圧、およびイソプロテレノールに対する軟
膜動脈応答への脳低酸素／虚血の効果の調査のために取得したデータを、Ｇｒｅｅｎｈｏ
ｕｓｅ　Ｇｅｉｓｓｅｒ補正を有する反復測定ＡＮＯＶＡにより解析した。ボンフェロー
ニ補正を、全てのポストホック解析のために使用した（各刺激に対して１０の比較）。５
つの異なる処置（ＤＭＳＯ、ＳＡ、ＳＢ２０３５８０、Ｕ０１２６、およびＳＰ６００１
２５）を群間の比較のための因子とし、低酸素／虚血前後の３つの刺激に対する４回の測
定を反復測定因子として使用した（５×４×３×２）。ベースラインは反復測定解析に含
めなかった。同じ統計学的方法をｐＥＲＫ／ＥＲＫデータに対して使用し、サルビノリン
Ａの投与前後の比変化、群間因子として３つの異なる処置（ＤＭＳＯ、ＳＡおよびＳＡ＋
Ｕ０１２６）、反復測定因子として時間（ＳＡ前、および後３０分）を比較した。Ｐ＜０
．０５のαレベルを全ての統計検定において有意と考えた。全ての値は平均±標準誤差と
して表される。この実施例で報告された全てのＰ値は、多重比較の効果に対して補正され
た。サンプルサイズはこの実施例ではかなり小さいが、相互作用の欠如、分散の均質性、
および正規分布の仮定の見かけの侵害はなかった。
【０１２０】
　結果
　サルビノリンＡは低酸素／虚血後の低血圧に対する軟膜動脈自己調節を保存した
　図１７に示されるように、小軟膜動脈は、低酸素／虚血前のベースラインで、２つのレ
ベルの低血圧に対し拡張したが、拡大応答は低酸素／虚血後著しく減少した（ｐ＜０．０
０１、低酸素／虚血前に比べて）。サルビノリンＡによる前処置（１０μｇ／ｋｇ、ｉｖ
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．）は、低血圧に対する軟膜動脈の拡張応答を保存した。これはＵ０１２６、ＥＲＫのア
ンタゴニストにより消失する（ｐ＜０．００１、ＳＡ群と比較して）。しかしながら、Ｓ
Ｐ６００１２５（ＪＮＫのアンタゴニスト、ｐ＞０．０５、ＳＡ群と比較して）およびＳ
Ｂ２０３５８０（Ｐ３８のアンタゴニスト、ｐ＞０．０５、ＳＡ群と比較して）の処置後
（サルビノリンＡの投与前３０分に投与された）、有意の変化はなかった。同様の観察が
軟膜細動脈において得られた（データ示さず）。
【０１２１】
　サルビノリンＡは低酸素／虚血後の高炭酸ガス血症に対する軟膜動脈自己調節を保存し
た
　低血圧に対する応答と同様に、小軟膜動脈は、低酸素／虚血前のベースラインで、２つ
のレベルの高炭酸ガス血症に対し拡張した（図１８）。拡大応答は低酸素／虚血後鈍くな
った。サルビノリンＡによる前処置（１０μｇ／ｋｇ、ｉｖ．）は、高炭酸ガス血症に対
する軟膜動脈の拡張応答を保存した。これは、Ｕ０１２６、ＥＲＫのアンタゴニストによ
り消失する。サルビノリンＡの投与前３０分に投与されたＳＰ６００１２５およびＳＢ２
０３５８０からは保存効果において有意の変化は観察されなかった（Ｐ＞０．０５）。同
様の観察が軟膜細動脈において得られた（データ示さず）。
【０１２２】
　イソプロテレノールに対する軟膜動脈応答は実験の全ての組において不変であった
　陽性対照として、図１９に示されるように、イソプロテレノールに対する軟膜動脈応答
は全ての群において、低酸素／虚血前後で、上記介入ありまたはなしで、不変であった。
【０１２３】
　ＥＲＫはサルビノリンＡの保存効果に関与した
　ＣＳＦ中のｐＥＲＫ／ＥＲＫの比はサルビノリンＡ前処置後３０分に著しく増加した（
図２０）。しかしながら、Ｕ０１２６、ＥＲＫのアンタゴニストがサルビノリン投与前３
０分に投与された場合、ｐＥＲＫ／ＥＲＫの比はサルビノリンＡ前処置後３０分に不変で
あった（図２０）。
【０１２４】
　論考
　この実施例では、２つの主要な新しい所見がある。第１に、サルビノリンＡの前処置は
低酸素／虚血後に脳血管自己調節能力を保存した。第２に、ＥＲＫ／ＭＡＰＫは、サルビ
ノリンＡの自己調節を保存する能力に関与する。この実施例はまた、新生子ブタにおける
全低酸素／虚血は、低血圧および高炭酸ガス血症に対する脳血管応答の自己調節能力を鈍
らせるという初期の所見を確認した。
【０１２５】
　乳幼児における脳低酸素／虚血に対する病態生理学的応答は完全に解明されていないが
、脳血管機能不全は、低酸素／虚血後神経発作において非常に重要な役割を果たす。脳傷
害に続発する低血圧および高炭酸ガス血症に対する脳血管自己調節応答を防止または保存
する最適薬理学的介入はない。脳卒中のために食品医薬品局により認可された唯一の薬物
療法は、組換え組織プラスミノーゲン活性化因子（ｔＰＡ）である。しかしながら、その
凝固した血管を再開させるのに有益な役割にもかかわらず、ｔＰＡはマウスにおいて脳卒
中梗塞体積を増加させ、それは低酸素／虚血により誘導される自己調節の障害を増強する
。Ｌ－ＮＮＡ、一酸化窒素合成の阻害剤は、虚血後に投与されると脳血管自己調節を回復
させることができることが証明されたが、しかしながら、その安全性プロファイルは臨床
用途のためには不明である。
【０１２６】
　この実施例では、我々は、サルビノリンＡ前処置は子ブタモデルにおいて、低酸素／虚
血後の低血圧および高炭酸ガス血症への自己調節応答を保存したことを証明し、これは、
とりわけ、乳幼児におけるＤＨＣＡ中に予測される脳虚血に対して、脳低酸素／虚血を減
弱させるためのその臨床適用を開く。低酸素／虚血からの神経細胞傷害を減弱させること
ができるかどうかを証明するための直接的証拠を提供するために、さらなる研究が必要と
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される。
【０１２７】
　証明された臨床的価値を有さない他のＫＯＲ受容体とは異なり、サルビノリンＡは、豊
富な天然植物、サルビア・ディビノラムから抽出される。アヘンの歴史と非常に類似して
、自然に豊富な植物としてのサルビア・ディビノラムは人間により様々な目的のために、
何世紀にもわたり使用されてきた。サルビノリンＡ、サルビア・ディビノラムの活性成分
は、臨床診療において使用される可能性のある新しいκアゴニストとなるであろうことが
提案されてきた。
【０１２８】
　サルビノリンＡは、我々が証明したように、正常および狭窄状態において強力な脳血管
拡張薬である。しかしながら、この拡大効果は連続投与がない限り一時的なものであり；
よって、自己調節の保存は拡大効果から誘導されるものとは異なり、というのも、サルビ
ノリンは低酸素／虚血前３０分に投与されたからである。ＭＡＰＫは細胞表面から核への
シグナル伝達において重要であることが証明されている。虚血前のＥＲＫ／ＭＡＰＫの上
昇は虚血後の神経生存と関連する（１５）。致死下の虚血後の海馬ＣＡ１領域におけるＥ
ＲＫ／ＭＡＰＫの活性化は、プレコンディショニングにより誘導された神経保護と相関す
る。運動プレコンディショニングは、ＥＲＫ／ＭＡＰＫを上方制御することにより、脳卒
中における神経細胞アポトーシスを低減させる。この実施例では、ＣＳＦ中のｐＥＲＫ／
ＥＲＫは、サルビノリンＡの投与後３０分に著しく増加し、ＥＲＫの活性化が示され、ま
た、サルビノリンＡは脳虚血前に投与されると血管または神経保護となり得ることが示唆
される。しかしながら、他の研究は、傷害直後再灌流期間でのＥＲＫ／ＭＡＰＫの上昇が
、子ブタにおける、低酸素／虚血後の脳血管拡張薬への応答の障害ならびに病理組織診断
と関連することを観察した（３２）。ＥＲＫ／ＭＡＰＫ機能の観察された二様性に対する
理由は不確かであるが、起始細胞部位、シグナル結合、または放出の時間的パターンに関
連し得る。
【０１２９】
　この実施例で使用した新生子ブタは実質的な白質を含む皺脳の特有の利点を提供し、こ
れは、齧歯類脳よりも、虚血性ダメージに対しより感受性であり、よりヒトに類似する。
結論として、サルビノリンＡ前処置は子ブタモデルにおいて、ＥＲＫ／ＭＡＰＫによる脳
低酸素／虚血後の低血圧および高炭酸ガス血症に対する脳血管自己調節を保存した。
【０１３０】
　実施例４
　困難な気道管理のための補助的薬物療法としてのサルビノリン
　困難な気道が問題となっているが、部分鎮静が患者の快適性および手順の実施を促進す
る場合、我々はしばしば覚醒（無麻酔）状態で患者の気道を管理しなければならない。理
想的な鎮静は下記基準を満たさなければならない：（１）鎮静である；（２）迅速な作用
発現を有する；（３）短時間作用である；（４）咳嗽を阻害する；（５）最小呼吸阻害を
有する；（６）最小血行動態効果を有する、ならびに（７）静脈内送達が容易である。サ
ルビノリンＡは、少なくとも文献で入手可能なデータに基づき、これらの基準を満たす。
それは、鎮静および解離効果を有し、咳を阻害し、少なくとも従来のμ受容体アゴニスト
（モルヒネ）と比べて最小呼吸抑制効果を有する、κオピオイド受容体アゴニストである
。それは迅速な作用発現および消失を有し、最小血行動態変化を伴う。よって、サルビノ
リンは覚醒時挿管中有用なものとなり得る。しかしながら、サルビノリンは水に溶解しに
くい。１つの選択肢は、水溶性を増加させるためにその塩形態を使用するものであり、他
の選択肢は、脂質エマルジョンを使用するものである。どちらの技術も、容易に使用可能
であり、周術期設定において、他の麻酔薬物のためにうまく使用されてきた。ククルビツ
リル（図１１）は担体として使用することができた。図１２～１３に示されるように、サ
ルビノリンおよびククルビツリルの複合体が使用され得る。
【０１３１】
　この薬物療法に関連する別の懸念はその不快効果であり、これはミダゾラムのような短
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時間作用ベンゾジアゼピンで対処することができる。
【０１３２】
　実施例５
　サルビノリンＡは新生仔マウス低酸素モデルにおいて、死亡率を減少させ、神経学的転
帰を改善する
　新生仔低酸素－虚血（ＨＩ）傷害は高い死亡率および生涯の破局的神経学的および神経
発達欠損（てんかん、学習障害、および行動障害を含む）を誘導する可能性がある。不運
なことに、ＨＩ関連神経障害を管理するために使用可能な有効な薬物はない。支持的治療
と一緒の低体温療法が唯一の有効なアプローチであると考えられる。しかしながら、よく
制御された低体温は確立された施設における厳選された患者集団に適用可能であるにすぎ
ず、仮死乳幼児においてたった約３０％の転帰改善しか生成され得ない。大規模な訓練お
よび集学的協力が要求される。資源不足の施設では、低体温療法は危険となる可能性があ
り、死亡率、多臓器不全、心突然死、肺高血圧、および失血の発生率の増加に至る。よっ
て、周産期における脳ＨＩからの神経細胞傷害を低減させるための新規薬物療法および／
または容易に管理可能な治療戦略を開発することが著しく医学的に要求される。
【０１３３】
　サルビノリンＡ（ＳＡ）は、サルビア・ディビノラム、ヒトにより数世紀の間消費され
てきた植物から抽出される、非オピオイド性の、高選択的で強力なκオピオイド受容体（
ＫＯＲ）アゴニストである。子ブタモデルを使用して、脳ＨＩ前または後でのＳＡ投与は
、脳をＨＩから保護することが以前に証明されており（Ｓｕ　Ｄ，　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎ
ｅｓｔｈ　Ａｎａｌｇ．　２０１２；　１１４：２００－２０４；　Ｓｕ　Ｄ，　ｅｔ　
ａｌ．，　Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ．　２０１１；１１４：３７４－３７９；およ
びＷａｎｇ　Ｚ，　ｅｔ　ａｌ．，　ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ．　２０１２；７：ｅ４１７２４
；各々がこれによりその全体が参照により組み込まれる）、ＳＡは、新生児のための脳保
護のための可能性のある薬物療法となり得ることが示される。他のオピオイドＫＯＲアゴ
ニストとは異なり、ＳＡは言語障害を生成させず、その内因特性により、様々な神経病状
に対する理想的な治療薬候補となっている。これらの特性としては下記が挙げられる：迅
速な作用発現、中枢神経系への容易な通過、抗侵害受容性および鎮静効果、長期または高
用量曝露後の臓器における負の病理学的変化なし、および呼吸抑制効果なし。化合物は幻
覚発現活性を有することが報告されているが、そのような効果は一時的であり、血圧およ
び心拍数変化または認知障害を生成させない。最近のヒト研究では、ＳＡに関連する持続
性の有害作用は観察されなかった。
【０１３４】
　この実施例では、我々は、ＳＡ投与は新生仔マウス低酸素モデルにおける転帰を改善す
ることができると仮定した。マウスモデルを、確立したモデルの利用能、神経行動テスト
戦略ならびに短期および長期神経学的転帰の両方を調査する能力のために選択した。
【０１３５】
　被験体および方法
　サルビノリンＡ（純度≧９８％）を、Ａｐｐｌｅ　Ｐｈａｒｍｓ（Ａｓｈｅｖｉｌｌｅ
　ＮＣ、ＵＳＡ）から取得した。全ての他の化学薬品（試薬グレード）を、Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ（ＭＯ、セントルイス、ＭＯ、ＵＳＡ）から取得した。
【０１３６】
　実験プロトコル
　プロトコルはペンシルバニア大学の施設内実験動物委員会（ＩＡＣＵＣ）により認可さ
れ、動物の使用のための国立衛生研究所ガイドラインにしたがい実施した。Ｃ５７ＢＬ／
６Ｊマウスを、Ｔｈｅ　Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（バーハーバー、ＭＥ）
から購入し、同系交配子をその後の実験のために使用した。子を、研究を通して、出生後
１２時間明／暗サイクル下で、食物および水を自由に与えて収容した。異なる同腹仔から
の子を３つの群に無作為に分けた。対照群中の子（ｎ＝１１）は、低酸素発作なしで、１
７％ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）のｉ．ｐ．注射を受けた；低酸素群（ｎ＝４６）
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は１７％ＤＭＳＯのｉ．ｐ．注射および低酸素発作を受けた；ＳＡ群（ｎ＝２６）は０．
５ｍｇ／ｋｇ　ＳＡを含む１７％ＤＭＳＯのｉ．ｐ．注射および低酸素発作を受けた。低
体重（＜１．２ｇ）の子を研究から排除した。
【０１３７】
　低酸素発作
　低酸素発作を出生後第１日に誘導した。ｉ．ｐ．注射後、子を水浴中のガラスチャンバ
に入れ、そこでは、温度は、３７℃で維持された。チャンバを密閉し、８％酸素および残
り窒素で充填した。１２０分の低酸素ガス曝露後、チャンバを開き、子を空気に曝露させ
た。胸部圧迫および四肢ストレッチを２０分までの間実施し、自発呼吸を回復させた。自
発呼吸をうまく回復した子をその後、３０分間の回復の後、それらの母親に戻した。
【０１３８】
　死亡率決定
　新生仔マウスは、無酸素性発作の直後２０分蘇生の間自発呼吸を回復させることができ
ない場合、生存していないと考えられる。死亡率は、下記として計算されるであろう：生
存率＝（群内のマウスの数－非生存の数）／群内のマウスの数。
【０１３９】
　短期発達運動行動観察
　出生後第２日から出生後第２１日まで、子を体重測定し、運動行動観察を毎日実施した
。子を個々にプラスチック試験箱内で観察した。下記行動の各々を３分間記録した：腹這
い、歩行、走ること、頭を向けることおよび嗅ぐこと、座ること、立ち上がりならびに開
眼。観察後、踏み直り反射、断崖回避、負の走地性、正向反射および前肢掴みテストを実
施した。２日連続で続いた行動または反射の最初の出現を記録した。
【０１４０】
　ＳＡの長期神経行動効果
　マウスが若齢と考えられる出生後第２１日での自発運動活性を計測するために、オープ
ンフィールドテストを実施した。マウスを個々に、４１ｃｍ（Ｌ）×４１ｃｍ（Ｗ）×３
０ｃｍ（Ｈ）プラスチック箱に入れた。「中心エリア」を、箱の中心の２０．５ｃｍ×２
０．５ｃｍの正方形として規定した。残りのエリアを、「周辺エリア」として規定した（
図２５Ａを参照されたい）。各マウスが中心および周辺部分を探索するのに費やした時間
および各個々のエリアでの立ち上がり行動の数を最初の５分および３０分間記録した。
【０１４１】
　１０～１１週齢で、全てのマウスを、下記の順で、いくつかの行動タスクを試験した：
ゼロ迷路、バーンズ迷路および恐怖条件づけ。マウスの基礎不安レベル、自然な自発運動
活性、運動学習、空間学習および連合記憶を調査するために、これらのタスクを実施した
。マウスには各行動テスト間の休息のために５日を与えた。
【０１４２】
　ゼロ迷路（不安様行動）：「オープンにいる時間」は、それらのオープン空間を回避す
る傾向によるマウス不安を測定する。不安をオープン対エンクローズド空間で費やした時
間を記録することにより測定した。不安増加はオープン内にいる時間の減少と相関する。
オープン／クローズド移行は全体の活性を測定する。移行増加は、より大きな活性と同等
である。
【０１４３】
　バーンズ迷路（空間学習）：視覚的合図を用いて学習する能力を測定する。標的までの
時間は１９の他の穴およびいくつかの視覚的合図を有するアリーナにおいて標的穴を見つ
けるのにかかる時間を測定する。バーンズ迷路は設定がより用意で、おそらく、ストレス
がより少なく、空間記憶を研究するための水迷路の有効な代案となる。バーンズ迷路タス
クの利点の１つは、他の同様のタスクほど、ストレスにより影響されず、強い嫌悪刺激ま
たは剥奪が使用されなかったことであった。
【０１４４】
　恐怖条件づけ（記憶）：低酸素傷害後の記憶欠損を調査し、評価するために、訓練試行
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すくみ、短期文脈すくみ、長期文脈すくみおよび合図試行すくみを記録した。
【０１４５】
　統計解析
　異なる群における子の死亡率を２×２分割表を使用して比較した。Ｐ値をフィッシャー
直接検定を用いて計算した。運動行動観察では、各パラメータに対する最初の出現日を一
元配置ＡＮＯＶＡ、続いてテューキーの検定を用いて比較した。統計解析をＧｒａｐｈ－
Ｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ（バージョン５．０）を用いて実施した。データを平均±ＳＥＭとし
て示した。ｐ＜０．０５の値は、統計的に有意であると考えた。
【０１４６】
　結果
　ＳＡは死亡率を著しく減少させた
　低酸素群における４６の子のうちの１４およびＳＡ群における２６の子のうちの１６が
、ＨＩ傷害後生存した。ＳＡは、死亡率を７０％から３８．５％まで著しく減少させた（
ｐ＝０．０１４）（図２１）。
【０１４７】
　ＳＡは出生後第２日および第３日の体重を増加させた
　ＳＡ投与は、低酸素群に比べて、出生後第２日（Ｐ２）（ｐ＝０．０３１８）および３
日（Ｐ３）（ｐ＝０．０２２１）に体重を増加させた。しかしながら、Ｐ７、Ｐ１４およ
びＰ２１では、群間で有意の差は観察されなかった（図２２）。
【０１４８】
　ＳＡは発達転帰を改善した
　低酸素群の子は、前肢掴み、断崖回避、正向反射および開眼の出現の遅れを示した。Ｓ
Ａ投与は、これらの遅延を防止した（図２３）。
【０１４９】
　低酸素の子は、対照群における１８．１８±０．４４日に比べ、１９．８６±０．２９
日に補助なしでの立ち上がりの出現の遅れ（図２４Ｉ）を示した（ｐ＝０．００３４）。
ＳＡ投与を有する低酸素の子は、低酸素の子よりも、１８．６９±０．３８で著しく改善
された成績を提示し（ｐ＝０．０２５２）、これは、対照群と同様である。しかしながら
、他の発達パラメータ、例えば腹這い（図２４Ａ）、歩行（図２４Ｂ）、走ること（図２
４Ｃ）、頭を向けるおよび嗅ぐこと（図２４Ｄ）、座ること（図２４Ｅ）、補助ありの立
ち上がり（図２４Ｆ）、負の走地性試験（図２４Ｇ）ならびに踏み直り反射（図２４Ｈ）
については、統計学的有意性はなかったが、低酸素の子はまた、対照およびＳＡ群の両方
に比べ、出現の遅れを示した。
【０１５０】
　長期神経行動転帰
　ＳＡマウスは、オープンフィールドテスト中、Ｐ２１に、中心エリアでより多くの時間
を費やしたが、この差は、統計的に有意ではなかった（図２５）。一方、Ｐ２１での、最
初の５分および３０分における立ち上がりテストは、低酸素後害された。この障害は、Ｓ
Ａ投与では観察されず、対照群と同様であり、ＳＡは低酸素により誘導される神経学的転
帰を改善することができることが示唆される（それぞれ、ｐ＝０．０１６７およびｐ＝０
．０２０３）（図２６）。
【０１５１】
　ＨＩ後の抗不安特性に関するＳＡの効果を、高架式ゼロ迷路を使用して試験した。ＳＡ
と低酸素群の間で、迷路のオープンアームおよびオープン／クローズド移行において費や
した時間のパーセンテージの有意の差はなかった（図２７Ａ、Ｂ）。バーンズ迷路タスク
を使用して、空間記憶欠損を評価した。しかしながら、群間で有意の差はなかった（図２
７ＣおよびＤ）。また、恐怖条件づけのテストは、全ての群は同様の速度で学習し、いず
れの群間でも有意の差は観察されなかったことを示した（図２８）。
【０１５２】
　論考
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　この実施例では、我々は、低酸素前のＳＡ投与は死亡率を低減させ、いくつかの神経発
達パラメータを改善することを見出した。しかしながら、２１日を超えると神経学的転帰
に対して有意の差は群間で観察されなかった。この実施例における所見は、ＳＡはＨＩに
より誘導される傷害を低減させることができることを明らかにした、子ブタにおける研究
と一致する。
【０１５３】
　ＳＡおよび低酸素発作後の死亡率
　死亡率の低減はこの研究において最も印象的な所見の１つである。これは、ＳＡの神経
保護効果によるものであるが、ＳＡは心臓のような他の重要臓器において、低酸素発作中
に保護効果を提供できることが可能である。ＫＯＲアゴニストは心臓を虚血から保護する
ことが証明されている。さらに、ＳＡを可能性のある治療薬として使用する明確な標的研
究が将来の研究のために必要とされる。このモデルに対する対照群における死亡率は非常
に高く（７０％）、これは改変Ｒｉｃｅ－Ｖａｎｎｕｃｃｉモデルを用いて報告されたも
のよりも高い。可能性のある説明は、Ｒｉｃｅ－Ｖａｎｎｕｃｃｉモデルにおいて使用さ
れた出生後第１０日の代わりに、我々の研究では出生後第１日の子を使用したことと関連
し得る。高い死亡率のために、我々は研究の設計を、用量応答研究および治療時間窓調査
またはメカニズム研究なしで、神経転帰観察のために比較的簡単なままとした。
【０１５４】
　短期発達転帰
　神経発達行動および反射（正向、踏み直り、負の走地性および断崖回避）の欠損により
示されるように、神経発達は低酸素発作により害された。ＳＡは発達行動（前肢掴み、開
眼および補助なしでの立ち上がり）のいくつかおよび反射（正向および断崖回避）のいく
つかを改善した。いくつかの著しい改善が観察されたが、我々は、ＳＡは脳の様々な領域
に関連する発達パラメータの全ての観点に対しては神経保護を提供しなかったことを見出
した。全ての観察が行動のわずかな変化を検出するには十分高感度であるわけではない可
能性があり、その場合は、かなり大きなサンプルサイズが必要とされ得る。
【０１５５】
　長期神経転帰
　１０～１１週（成体年齢）での長期の、脳機能およびＳＡの情動性行動への影響を計測
するために、我々は不安レベルを測定するためにゼロ迷路、空間および視覚学習を測定す
るためにバーンズ迷路、および連合記憶を測定するために恐怖条件づけを選択した。不運
なことに、群間で有意の差はなかった。最も重要なことには、対照と低酸素群間で長期神
経転帰の差は見出されず、このモデルは長期神経転帰研究には好適ではない可能性がある
ことが示される。他の報告により、ＳＡは、短期記憶に影響を与えずに、長期記憶を害す
ることが示されているが、この研究ではＳＡ投与後に、記憶または学習障害は観察されて
いない。
【０１５６】
　結論
　この実施例では、ＳＡの投与は低酸素傷害後の、いくつかの態様における神経学的転帰
の改善および低減した死亡率と関連し、ＳＡは、新生児低酸素のための治療戦略として機
能することができることが示唆される。
【０１５７】
　実施例６
　鼻腔内サルビノリンＡは、マウス脳卒中モデルにおいて、梗塞サイズを低減させ、神経
学的転帰を改善する
　サルビノリンＡ（ＳＡ）は、ヒトにより何世紀にもわたって消費されてきた、公知の安
全性プロファイルを有する、唯一の公知の天然起源の非オピオイド性ＫＯＲアゴニストで
ある。これは、粘膜または吸入のいずれかにより送達されると、迅速な作用発現（数分以
内）を有する。ＳＡ鼻腔内は、静脈内（ＩＶ）アクセスが使用できない（病院外心停止イ
ベントに対して非常に一般的である）急性状況で迅速に実施することができる。虚血性脳
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卒中のための有効な療法に対する主な障壁はどれだけ迅速に薬物療法を患者に送達させる
ことができるかである。ＩＶ投与は迅速な作用発現を確保するが、病院外状況では、ＩＶ
アクセスは一般に使用できない。経口投与は一般に、薬理学的効果が達成されるのに３０
分超を必要とする。よって、迅速鼻腔内治療薬送達により、ＳＡは、脳低酸素／虚血性イ
ベントを治療するための非常に実用的で好都合な薬物療法となるであろう。
【０１５８】
　この実施例は、ＳＡの鼻腔内投与は、マウス脳卒中モデルにおいて、梗塞サイズを低減
させ、神経転帰を改善したことを証明する。図２９は使用したプロトコルを示す。簡単に
言うと、中大脳動脈閉塞（ＭＣＡＯ）をマウスにおいて誘導し、示された用量のサルビノ
リンＡを含むＤＭＳＯを鼻腔内に投与した。マウスを２４時間の間再灌流させ、その後、
マウスを安楽死させ、梗塞サイズおよび血管漏出を測定した。サルビノリンＡ投与は、握
力スコアにより測定される運動機能（図３０）および神経行動（図３１）において用量依
存的改善を示した。サルビノリンＡの鼻腔内投与により、脳のＴＴＣ染色における白色梗
塞面積の低減により見てわかるように、梗塞サイズの用量依存的低減も得られた（保護効
果が２５０μｇ／ｋｇの用量で減少したことを除く）（図３２および３３）。エバンスブ
ルー血管外漏出は脳の虚血および再灌流後の血液脳関門破壊および血管漏出を示した。鼻
腔内サルビノリンＡ投与は破壊および漏出を低減させたが、κ受容体アンタゴニストノル
ビナルトルフィミン（ｎｏｒｂｉｎ）の投与は、サルビノリンＡの保護効果を阻害した（
図３４）。鼻腔内サルビノリンＡは図３５に示されるように全運動機能を改善する。サル
ビノリンＡが投与されなかったマウス（地面上のマウス）は正常に歩くことができず、と
いうのも、左側はＭＣＡＯ後２４時間麻痺したからであり；鼻腔内サルビノリンＡが投与
されたマウス（紐上のマウス）は吊り紐をゆっくり動くことができる。
【０１５９】
　サルビノリンＡの鼻腔内投与は、迅速薬物送達のための静脈内アクセスの必要性を回避
し、薬物療法を患者に送達する時間を低減させ、脳をうまく保護する可能性を増加させる
。というのも、虚血性脳傷害のための治療可能時間域は非常に狭いからである。
【０１６０】
　実施例７
　へルキノリンは子ブタモデルにおいてκオピオイド受容体および環状アデノシン一リン
酸（ｃＡＭＰ）を介して脳血管を拡張する
　へルキノリンは、構造的に関連する化合物サルビノリンＡから誘導された、第１の非オ
ピオイド性μアゴニストである。κオピオイド受容体活性化は軟膜動脈拡張を誘発し、サ
ルビノリンＡは一酸化窒素シンターゼ、κ受容体、およびアデノシン三リン酸－感受性カ
リウムチャネルを活性化する強力な脳脈管構造拡張薬であるので、へルキノリンもまた、
脳血管拡張を誘発する可能性がある。へルキノリンは、競合結合アッセイにおいて、κ受
容体よりもμに対しおよそ８倍の選択性およびδ受容体よりもμに対しおよそ９８倍の選
択性を有する。よって、そのμアゴニズムが、非オピオイド性受容体アゴニストとしての
それらの可能性のある臨床的意味のために、このカテゴリ由来の化合物の脳脈管構造効果
において何らかの役割を果たすかどうかを解明することが重要である。
【０１６１】
　ｃＡＭＰはオピオイド受容体の下流の重要なモジュレーターであり（ＬｉｕおよびＡｎ
ａｎｄ、２００１）およびｃＡＭＰシグナル伝達の活性化は、血管平滑筋弛緩を誘発し、
ブタ脳における脳血管拡張が得られる。加えて、オピオイド受容体アンタゴニストの投与
はｃＡＭＰ類似体誘導軟膜を減弱させ、ｃＡＭＰ媒介とオピオイド媒介血管拡張の間の可
能性のある関連が示唆される。へルキノリンは、ｃＡＭＰ経路を介して脳血管拡張を誘導
できるということはあり得る。
【０１６２】
　ここで、我々は、へルキノリン、サルビノリンＡから誘導された第１の非オピオイド性
μアゴニストは、μおよびκオピオイド受容体およびｃＡＭＰ経路を介して、脳脈管構造
を拡張することができると仮定した。この仮説は、サルビノリンＡと関連する我々の以前
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の研究と区別される。というのも、その、高選択的κオピオイド受容体アゴニストサルビ
ノリンＡとの構造類似性にも関わらず、へルキノリンはμ受容体アゴニストとして分類さ
れるからである。
【０１６３】
　実験手順
　へルキノリン（純度≧９９％）を、Ａｓｃｅｎｔ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　ＬＬＣ（ケ
ンブリッジ、ＭＡ、ＵＳＡ）から取得した。イソプロテレノール、ＮＴＰ、β－ＦＮＡ、
Ｒｐ－ｃＡＭＰＳおよびＳｐ－８－Ｂｒ－２’－Ｏ－Ｍｅ－ｃＡＭＰＳ（Ｓｐ－ｃＡＭＰ
Ｓ）を、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（セントルイス、ＭＯ、ＵＳＡ）から購入した。全
ての他の化学薬品は試薬グレードであり、同様に、Ｓｉｇｍａから取得した。
【０１６４】
　インビトロ親和性決定
　クローン化ラットκ受容体およびクローン化ヒトμ受容体でトランスフェクトされた細
胞株を前に記載されるように、親和性決定のために使用した。［３Ｈ］Ｕ６９５９３、強
力なκ受容体アゴニスト、および［３Ｈ］ＤＡＭＧＯ、μ受容体アゴニストを試験化合物
の競合者として使用した。へルキノリンを、ＤＭＳＯ中の１ｍｇ／ｍｌストックとして調
製した。サルビノリンＡの同様のストック（陽性対照）もまた、調製した。Ｋｉ決定を、
国立精神保健研究所の向精神薬スクリーニングプログラムで実施した（契約番号ＨＨＳＮ
－２７１－２００８－０００２５－Ｃ、ＮＩＭＨ　ＰＤＳＰ；ｈｔｔｐ：／／ｐｄｓｐ．
ｍｅｄ．ｕｎｃ．ｅｄｕ／）。
【０１６５】
　コンピューターによるドッキングを用いた結合部位位置決め
　ドッキング計算を、前に記載されるようにＤｏｃｋｉｎｇＳｅｒｖｅｒを使用して実施
し（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｏｃｋｉｎｇｓｅｒｖｅｒ．ｃｏｍ）、リガンド結合部位
を位置決めした。へルキノリン座標をＰｕｂＣｈｅｍサーバからダウンロードした（ｈｔ
ｔｐ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）。マウスμオピオイ
ド受容体（ＰＤＢコード：４ＤＫＬおよびκオピオイド受容体（ＰＤＢコード：４ＤＪＨ
）の高分解能構造の座標を、タンパク質データバンク（ＰＤＢ）サーバからダウンロード
した。我々はＧａｓｔｅｉｇｅｒ部分電荷を、へルキノリン原子にサーバを介して付加し
た。３０×３０×３０Åグリッド点および０．３７５Å空間の親和性（グリッド）マップ
をこの研究で使用した。ドッキング結果のトップタンクのポーズ（ｔｏｐ　ｔａｎｋｅｄ
　ｐｏｓｅ）を使用して、各受容体に対するリガンドの重なりを比較した。我々はＰｙＭ
ＯＬ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｙｍｏｌ．ｏｒｇ／，　Ｖｅｒｓｉｏｎ　１．３，　Ｓ
ｃｈｒｏｄｉｎｇｅｒ，　ＬＬＣ）を使用し、グラフィカルレンダリングを作製した。
【０１６６】
　動物および外科手術
　両方の性別の新生ブタ（６日までの齢、１．１～２．０ｋｇ）をこの研究のために使用
した。プロトコルはペンシルバニア大学（フィラデルフィア）の施設内実験動物委員会に
より認可された。新生子ブタモデルを使用した。というのも、その脳は皺脳であり、灰白
質よりも多くの白質を含み、これはヒトと同様であるからである。さらに、頭部は、頭蓋
窓の挿入および血管可視化のために十分大きい。動物を、イソフルラン（１～２最小肺胞
気濃度）で誘導し、α－クロラロースで維持した（８０～１００ｍｇ／ｋｇ、５ｍｇ／ｋ
ｇ・ｈで補充、ＩＶ）。どちらの大腿動脈もカテーテル処置し、血圧および血液ガスをモ
ニタし、一定の二酸化炭素およびｐＨを維持した。カテーテルを、薬物療法投与のために
右大腿静脈中に挿入した。動物を気管挿管後室内空気で換気させた。加熱パッドを使用し
て、動物の直腸温度を３７～３９℃で維持した。子ブタの頭部の上部の閉鎖頭蓋窓を直接
軟膜動脈可視化および直径測定のために配置した。閉鎖頭蓋窓は３つの部分から構成され
た：ステンレス鋼リング、円形ガラス製カバーガラス、およびステンレス鋼リング内の３
つのプレカット穴に取り付けられた１７ゲージ皮下針から構成される３つのポート。ＣＳ
Ｆを、いくつかの動物におけるｃＡＭＰ測定のために、頭蓋窓ポートを通して収集した。
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窓下の空間を下記組成を有する（ｍＭで表される）人工ＣＳＦで充填した：３．０ＫＣｌ
；１．５ＭｇＣｌ２；１．５塩化カルシウム；１３２ＮａＣｌ；６．６尿素；３．７デキ
ストロース；２４．６ＮａＨＣＯ３；ｐＨ７．３３；ＰａＣＯ２、４６ｍｍＨｇ；および
ＰＯ２４３ｍｍＨｇ。人工ＣＳＦを３７～３８℃まで温め、その後、脳皮質表面に適用し
た。軟膜動脈を、解剖顕微鏡上に載置されたビデオカメラを用いて観察した。血管直径を
ビデオマイクロスケーラを有するカメラに接続されたビデオモニタから（ＶＰＡ５５０；
Ｆｏｒ－Ａ－Ｃｏｒｐ．、ロサンゼルス、ＣＡ）、薬物療法を投与した研究者によって測
定した。
【０１６７】
　プロトコル
　２つの型の軟膜血管、小動脈（安静直径１２０～１６０μｍ）および細動脈（安静直径
５０～７０μｍ）を、調査薬物ありまたはなしの人工ＣＳＦの注射後、３０秒毎にモニタ
し記録した。典型的には、窓を１～２ｍｌのＣＳＦでポートを通して３０秒にフラッシン
グした。へルキノリン（０．１ｎＭおよび１０ｎΜ、ＤＭＳＯで溶解）およびイソプロテ
レノール（１０ｎＭおよび１μΜ）に対する応答を、β－ＦＮＡ、ＮＴＰ、Ｓｐ－ｃＡＭ
ＰＳおよびＲｐ－ｃＡＭＰＳありまたはなしで取得した。試験した薬物溶液は全て使用日
に新たに作製した。
【０１６８】
　ｃＡＭＰアッセイ
　脳皮質周囲くも膜ＣＳＦ試料をへルキノリンおよびＮＴＰの投与前および後１０分に収
集し、ｃＡＭＰレベルを測定した。人工ＣＳＦを徐々に、窓の１つのポートに注入し、Ｃ
ＳＦを反対のポート上の採集管中に自由に滴下させた。市販のＥＬＩＳＡキット（Ａｓｓ
ａｙ　Ｄｅｓｉｇｎｓ、アナーバー、ＭＩ）を使用してｃＡＭＰ濃度を定量した。
【０１６９】
　統計解析
　全てのデータを一元配置ＡＮＯＶＡ（両側）、続いてボンフェローニポストホックテス
トまたはダネット多重比較検定を用いて解析した（Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）に対して
ＳＰＳＳ１１．０）。Ｐ＜０．０５のαレベルを全ての統計検定において有意と考えた。
全ての値は平均±標準誤差として表される。論文で報告される全てのＰ値は多重比較の効
果に対して補正した。この研究におけるサンプルサイズはかなり小さかったが、相互作用
の欠如、分散の均質性、および正規分布の仮定の見かけの侵害はなかった。
【０１７０】
　結果
　μおよびκ受容体とのへルキノリン結合
　図３６Ａに示されるように、へルキノリンは、ＤＡＭＧＯ（Ｋｉ＝２．５ｎＭ）に比べ
ると、μ受容体と比較的弱い結合親和性を有する（Ｋｉ＝４５ｎＭ）。へルキノリンの結
合部位は、β－ＦＮＡ、図３６Ｂに示される結晶構造の選択的μオピオイド受容体リガン
ドのそれと重なる。同様に、へルキノリンは、Ｕ６９５９３（Ｋｉ＝０．８ｎＭ、図３７
Ａ）と比べると、κ受容体と比較的弱い親和性を有し（Ｋｉ＝１８４ｎＭ）、結合部位は
ＪＤＴｉｃ、図３７Ｂで示される結晶構造の選択的κ受容体リガンドと重なる。μ受容体
に対するへルキノリンの結合親和性は、κ受容体に対してよりも、およそ４倍強い。
【０１７１】
　へルキノリンは投与されるとκ受容体依存性血管拡張を誘導した
　軟膜動脈直径はへルキノリン投与後、著しい全身血圧変動なしで増加した。０．１ｎＭ
へルキノリンの適用は、１０．６％直径拡張を誘導し、一方、１０ｎＭへルキノリンは平
均して１７．８％直径拡張を誘導した。拡張効果は全体として、ノルビナルトルフィミン
（ＮＴＰ）、κ受容体アンタゴニストにより消失した（図３８Ａ、Ｐｓ＜０．０５、へル
キノリン投与群と比較して）が、β－ＦＮＡにより影響されなかった（図３８Ｂ）。イソ
プロテレノールに誘導された軟膜動脈拡張はＮＴＰまたはβ－ＦＮＡによって不変であっ
た。β－ＦＮＡはそれ自体、最小軟膜動脈拡張を誘発した（Ｐ＜０．０５、ダネット多重



(37) JP 2017-508768 A 2017.3.30

10

20

30

40

50

比較検定）。これらの結果により、へルキノリンに誘導された血管拡張は、μオピオイド
受容体ではなく、κオピオイド受容体により媒介されることが示される。
【０１７２】
　へルキノリンによる軟膜動脈拡張はｃＡＭＰシグナル伝達により媒介された
　へルキノリンの投与はＣＳＦ中のｃＡＭＰレベルを著しく増加させた。上昇したｃＡＭ
ＰレベルはＮＴＰによりブロックされたが、β－ＦＮＡ投与後では影響されなかった（図
３９Ａ）。さらに、ＰＫＡアンタゴニストＲｐ－ｃＡＭＰＳはへルキノリン媒介軟膜動脈
拡張を鈍くした。１０μΜＲｐ－ｃＡＭＰＳの０．１ｎＭまたは１０ｎＭへルキノリンと
の共投与は軟膜動脈直径の変化を減弱させた（図３９Ｂ）。ｃＡＭＰ類似体Ｓｐ－ｃＡＭ
ＰＳにより誘導された動脈拡張は、イソプロテレノールと同様である（Ｐｓ＞０．０５）
。これらのデータにより、ｃＡＭＰ／ＰＫＡ経路はへルキノリン媒介脳血管拡張を調節す
ることが示唆される。
【０１７３】
　この実施例では少なくとも３つの所見が存在する。第１に、へルキノリンは、非オピオ
イド性μ受容体アゴニストとしてのその分類にも関わらず、強力な軟膜動脈拡張薬である
。第２に、へルキノリンに誘導された軟膜動脈拡張効果はκオピオイド受容体を介して調
節される。μオピオイド受容体の有意の関与は観察されない。第３に、ｃＡＭＰは、前に
κアゴニストにより誘導された脳血管拡大に関与することが証明される。この研究はまた
、へルキノリンはμおよびκオピオイド受容体の両方と相互作用し、この相互作用のため
の結合部位は、他の伝統的なオピオイド受容体リガンドのものと重なるという以前の所見
を確認する。
【０１７４】
　論考
　非窒素性オピオイド受容体アゴニストとしてのへルキノリン
　へルキノリンはオピオイド受容体アゴニストであるが、窒素、伝統的な窒素性オピオイ
ドリガンドのための必須元素を含まない。よって、へルキノリンは第１の非オピオイド性
μオピオイド受容体リガンドである。へルキノリンは２００５年、天然産物サルビノリン
Ａの様々な類似体が、ネオクレロダンジテルペンの構造および機能を研究するために合成
された時に発見された。サルビノリンＡは有意のμオピオイド受容体親和性を有さない、
選択的κオピオイドアゴニストであるが、へルキノリンはμおよびκ受容体の両方に作用
する。μ受容体に対するその親和性は、ここでおよび他の研究において証明されるように
、κ受容体に対してよりもずっと強い。よって、サルビノリンＡとは異なり、へルキノリ
ンはμオピオイド受容体リガンドとして分類される。その結合部位は、ドッキング実験で
証明されるように、他の受容体リガンドのための部位とよく重なる。
【０１７５】
　興味深いことに、へルキノリンはβ－アレスチン動員を誘導せず、受容体インターナリ
ゼーションを促進しないという事実により、へルキノリンは伝統的なオピオイドのような
著しい耐性または依存を誘導し得ないことが示唆される。最近の研究では、へルキノリン
はラット疼痛モデルにおいて用量依存的抗侵害受容性効果を生成させることができること
が示されており、へルキノリンは依存または耐性の著しいリスクのない新規鎮痛薬を開発
するための有望な開始点となり得ることが示唆される。
【０１７６】
　脳血管に対する効果および受容体の役割
　この実施例では、へルキノリンは、我々が前に証明したように、脳脈管構のために、サ
ルビノリンＡと同様の薬理学的特徴を示す。へルキノリンは、サルビノリンＡよりも強力
な動脈拡張薬であると考えられる。というのも、軟膜動脈を効果的に拡張する（ベースラ
インと比較して１０％～１６％の変化）のに必要とされる濃度は、サルビノリンＡ（１０
ｎＭ）に比べ、へルキノリン（０．１ｎＭ）ではずっと低いからである。へルキノリンの
脳血管拡張効果は、β－ＦＮＡではなく、ＮＴＰによりブロックされた。我々の前の研究
と同様に、ＮＴＰもβ－ＦＮＡもどちらも軟膜直径に対し、それだけでは効果を示さない



(38) JP 2017-508768 A 2017.3.30

10

20

30

40

。よって、へルキノリンの脳血管拡大効果はμ受容体ではなく、むしろκオピオイド受容
体を介して媒介される。
【０１７７】
　ｃＡＭＰの役割
　脳血管拡張は、ｃＧＭＰ、ｃＡＭＰ、およびＫ＋チャネルを含むいくつかのメカニズム
を介して媒介される。イソプロテレノールおよびｃＡＭＰは、脳血管筋肉においてカルシ
ウム依存性カリウムチャネルの活性を増加させ、これは血管拡張を誘導すると考えられる
。この研究では、我々は、脳血管拡張は、へルキノリンの投与後の、ＣＳＦ中のｃＡＭＰ
レベルの上昇と関連することを観察した。その上、へルキノリン投与により誘導された脳
血管拡張はｃＡＭＰアンタゴニストＲｐ－ｃＡＭＰにより消失する。この観察は、ｃＡＭ
Ｐ類似体Ｓｐ－ｃＡＭＰＳの投与は血管拡張を誘発し、これはＲｐ－ｃＡＭＰＳにより鈍
くされ得るという報告と一致する。まとめると、これらの所見により、ｃＡＭＰは、へル
キノリンに誘導される脳血管拡大において重要な役割を果たすことが示される。以前に、
サルビノリンＡ媒介血管拡大におけるｃＧＭＰの関与が証明されている。ｃＧＭＰもまた
、へルキノリンの拡大効果に関与する可能性が高い。
【０１７８】
　可能性のある意味
　サルビノリンＡは、子ブタモデルにおいて、脳脈管構造を拡張し、脳低酸素／虚血傷害
からの脳自己調節を保存することができるので、その脳血管拡張効果がサルビノリンＡと
同様に調節されるとすると、へルキノリンは同様の特性を有する可能性が高い。よって、
脳血管攣縮または虚血のリスクがある患者に対する周術期中に使用される代わりの非オピ
オイド性薬物療法となり得る。
【０１７９】
　実施例８
　サルビノリンＡはくも膜下出血を治療する
　この実施例では、３つの群、すなわち、シャム（対照）、くも膜下出血（ＳＡＨ）およ
びサルビノリン（Ｓａｌｖａｎｏｒｉｎ）Ａ（ＳＡ）処置群を使用した。全脳画像（腹側
）を、図４０に示されるように、ＳＡＨ後２４時間に、３つの群に対して取得した。各群
において直径および血管壁の厚さを決定するために、脳底動脈を有する脳幹切片をＨ＆Ｅ
で各群において、ＳＡＨ後２４時間に染色した（図４１）。顕微鏡下で画像を取得した後
、血管の直径および血管壁の厚さを、Ｉｍａｇｅ　Ｊを使用して測定した。神経テストを
、ＳＡＨ後２４時間に、盲検様式で実施し、評価した。図４２に示されるように、ＳＡＨ
後２４時間に与えられたサルビノリンＡは著しく（Ａ）直径を増加させ、（Ｂ）ＳＡＨ後
２４時間に、脳底動脈の壁の厚さを著しく減少させたが、一方、（Ｃ）与えられたサルビ
ノリンＡは神経スコアに対し有意の効果を有さなかった。
【０１８０】
　実施例９
　サルビノリンＡの溶解度
　サルビノリンＡは非常に疎水性の分子であり、水に不溶である。サルビノリンＡは、エ
タノール、ＤＭＳＯ、およびアセトンのような有機溶媒には可溶であることが知られてい
る。しかしながら、これらの溶媒は、日常的な臨床使用、とりわけ静脈内（ＩＶ）送達に
は好適ではない。サルビノリンＡは神経障害に対しては臨床的に有用であるので、臨床送
達のためにサルビノリンＡを製剤化するために使用することができる材料、好ましくはＦ
ＤＡにより認可された材料を同定する必要がある。サルビノリンの物理的および化学的特
性は下記表１において提示される。
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【表１】

【０１８１】
　イオン化できる官能基が欠如しており、サルビノリンＡは可溶性塩を形成することがで
きない。サルビノリンＡは８つの水素結合受容部位、全て酸素原子を有し、水素結合供与
基を有さない。よって、その結晶格子は隣接する分子間で弱い非結合相互作用を含むにす
ぎず、低融点に反映される、結果として得られる減少した格子エネルギーを有する可能性
があると考えられるであろう。実際は、サルビノリンＡは２３８～２４０℃と報告されて
いるかなり高い融点を有する。ＳＡのＸ線結晶構造により水性有機溶媒（アセトン、メタ
ノール）からの結晶化により、３分子のサルビノリンＡにつき１分子の水を有する化学量
論水和物としてＳＡが得られることが明らかになった。不運なことに、Ｘ線構造は水の水
素原子の位置を分解せず、そのため、結晶格子中にサルビノリンＡ分子を水素結合により
連結している詳細な描写は不明確なままである。高融点結晶水和物としてのサルビノリン
Ａの存在は、有機および水性溶媒中でのその溶解挙動に影響を与えることが予測され得る
。不十分な溶解度はおそらく、薬物の臨床的に適用可能な医薬への転換のために利用でき
る製剤化アプローチを制限するであろう。
【０１８２】
　方法
　異なる型のシクロデキストリンを含む様々な溶液中でのサルビノリンＡの溶解度を試験
した。シクロデキストリン（Ａｓｈｌａｎｄ）および水（陰性対照として）の下記変形を
使用した。
１．１００％　水；
２．２０％　２－ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン（ＨＰＢＣＤ）；
３．２０％　２－ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン（ＨＰＧＣＤ）；
４．２０％　α－シクロデキストリン硫酸化ナトリウム塩；および
５．２０％　β－シクロデキストリン硫酸化ナトリウム塩。
【０１８３】
　各化合物に対し、２０ｇのその化合物を１００ｍＬの水に溶解した。その後、０．３ｍ
ｇのサルビノリンＡを各溶液中に混入させた。溶液を一晩撹拌した。３つの二組の各試料
を使用した。試料を０．２μｍ　ＰＴＦＥフィルタを通して濾過し（Ｗａｔｅｒｍａｎ）
、その後濃度決定した。サルビノリンＡの溶解度はまた、様々な他の化合物中で試験した
。
【０１８４】
　メタノール－アセトン（４：１）中のサルビノリンＡを用いた検量線を、クロマトグラ
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フィーにより、Ｃ－１８ＨＰＬＣカラムを使用し、１ｍＬ／分の水／アセトニトリルの溶
離速度を使用して決定した（図４３）。
【０１８５】
　結果
　サルビノリンＡはごくわずかにしか、水およびα－シクロデキストリン硫酸化ナトリウ
ム塩またはβ－シクロデキストリン硫酸化ナトリウム塩のいずれかに溶解しない。試験し
たシクロデキストリンのうち（表２）、ＨＰＢＣＤは、１００μｇ／ｍＬ超の最大濃度を
有するサルビノリンＡの溶解度を証明した。よって、ＨＰＢＣＤは、５０μｇ／ｍＬのサ
ルビノリンＡを製剤化するために使用することができ、それは、フェンタニルのための臨
床用量に等しい。興味深いことに、表２に示されるように、ＨＰＢＣＤとＨＰＧＣＤの間
には著しい溶解度差が存在し、すなわち、２０％ＨＰＢＣＤ中では１２２．５±０．６μ
ｇ／ｍＬ対２０％ＨＰＧＣＤ中では５２．６±０．９μｇ／ｍＬ。他の溶媒中でのサルビ
ノリンＡ溶解度を表３に提示する。
【表２】

【表３】

【０１８６】
　結論
　臨床用途のために認可されたいくつかのＦＤＡ材料を含む、サルビノリンＡのための複
数の許容される溶媒を発見した。２０％ＨＰＢＣＤは臨床診療におけるＩＶ薬物送達のた
めのＦＤＡにより認可された材料である。例えば、ボリコナゾール（ＶＦＥＮＤ（登録商
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標）、Ｐｆｉｚｅｒ）はスルホブチルエーテルβ－シクロデキストリンをＩＶ送達のため
に使用する。
【０１８７】
　発明のある一定の特徴を本明細書で説明し、記載してきたが、多くの改変、置換、変更
、および等価物は、今や、当業者であれば思いつくであろう。そのため、添付の特許請求
の範囲は、発明の真の範囲内に含まれるそのような改変および変更を全て含むことが意図
されることが理解されるべきである。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図１１】
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