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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　デルフィニジンおよびスルホアルキルエーテル β－シクロデキストリンの複合体を含
む、消炎剤および／または免疫抑制剤として使用するための組成物。
【請求項２】
　当該使用が、脳虚血および／または心筋虚血のとき、または、脳虚血および／または心
筋虚血の結果として、組織および／または臓器を保護することを包含することを特徴とす
る、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　当該使用が、切迫性再灌流傷害のときに組織および／または臓器を保護することを包含
することを特徴とする、請求項１または２に記載の組成物。
【請求項４】
　脳虚血および心筋虚血が卒中および心筋梗塞の臨床的症状と相関することを特徴とする
、請求項２または３に記載の組成物。
【請求項５】
　当該使用が、
・炎症状態または炎症性疾患
・炎症性組織変化に関係する疾患
・移植後の拒絶反応、および、
・自己免疫疾患
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からなる群から選択される徴候の予防および／または処置を包含することを特徴とする、
請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　炎症状態または炎症性疾患が、関節リウマチ；慢性多発性関節炎；若年性特発性関節炎
；脊椎炎；変形性関節症；敗血症；敗血症性ショック；脳性マラリア；慢性炎症性肺疾患
；珪肺症；サルコイドーシス；再灌流症候群；クローン病、多発性硬化症およびパーキン
ソン病を含む炎症性神経変性疾患；潰瘍性大腸炎；抑鬱；ならびに感染症のときの発熱か
らなる群から選択されることを特徴とする、請求項５に記載の組成物。
【請求項７】
　炎症性組織変化に関係する疾患が、アルツハイマー病、パーキンソン病および癌からな
る群から選択されることを特徴とする、請求項５に記載の組成物。
【請求項８】
　スルホアルキルエーテル β－シクロデキストリンが、スルホブチル エーテル β－シ
クロデキストリンまたはスルホエチル エーテル β－シクロデキストリンである、請求項
１～７の何れか１項に記載の組成物。
【請求項９】
　スルホアルキルエーテル基によるシクロデキストリンの置換度が、３～８であることを
特徴とする、請求項１～８の何れか１項に記載の組成物。
【請求項１０】
　スルホアルキルエーテル基によるシクロデキストリンの置換度が、４～８であることを
特徴とする、請求項１～９の何れか１項に記載の組成物。
【請求項１１】
　スルホアルキルエーテル基によるシクロデキストリンの置換度が、５～８であることを
特徴とする、請求項１～１０の何れか１項に記載の組成物。
【請求項１２】
　スルホアルキルエーテル基によるシクロデキストリンの置換度が、６～７であることを
特徴とする、請求項１～１１の何れか１項に記載の組成物。
【請求項１３】
　組成物が、デルフィニジンおよびスルホアルキルエーテル β－シクロデキストリンの
複合体を治療有効量含むことを特徴とする、請求項１～１２の何れか１項に記載の組成物
。
【請求項１４】
　組成物を単剤として使用することを特徴とする、請求項１～１３の何れか１項に記載の
組成物。
【請求項１５】
　組成物が、少なくとも１種のさらなる治療活性物質を含むことを特徴とする、請求項１
～１３の何れか１項に記載の組成物。
【請求項１６】
　少なくとも１種のさらなる治療活性物質が、消炎剤、炎症性サイトカインに対する抗体
、炎症性サイトカインの可溶性受容体または免疫抑制剤の群から選択されることを特徴と
する、請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
　少なくとも１種のさらなる治療活性物質が、アセチルサリチル酸、ジクロフェナク、イ
ンドメタシン、シクロスポリン、アザチオプリン、ボルテゾミブ、メルファラン、プレド
ニゾン、ビンクリスチン、カルムスチン、シクロホスファミド、デキサメタゾン、サリド
マイド、ドキソルビシン、シスプラチン、エトポシドおよびシタラビンからなる群から選
択されることを特徴とする、請求項１５または１６に記載の組成物。
【請求項１８】
　１種以上の薬学的な助剤および／または添加物をさらに含む、請求項１～１７の何れか
１項に記載の組成物。
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【請求項１９】
　１種以上の薬学的な助剤および／または添加物が、薬学的に許容される担体、充填剤、
香料および安定剤からなる群から選択される、請求項１８に記載の組成物。
【請求項２０】
　経口投与、直腸投与、ならびに腹腔内投与、経皮投与、皮下投与、筋肉内投与、静脈内
投与、眼への投与、肺への投与および鼻腔への投与を含む非経腸投与からなる群から選択
される投与用の製剤形態である、請求項１～１９の何れか１項に記載の組成物。
【請求項２１】
　錠剤、カプセル剤、懸濁剤、エアロゾル剤、液剤、クリーム剤、ペースト剤、ローショ
ン剤、ゲル剤および軟膏剤からなる群から選択される投与用形態である、請求項２０に記
載の組成物。
【請求項２２】
　デルフィニジンおよびスルホアルキルエーテル β－シクロデキストリンの複合体が、
デルフィニジンの制御放出および／または遅延放出用医薬製剤に使用されることを特徴と
する、請求項１～２１の何れか１項に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、
・デルフィニジンおよびスルホアルキルエーテル β－シクロデキストリンからなる複合
体、および／または
・デルフィニジンまたはその塩
を消炎剤および／または免疫抑制剤として含む組成物の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫系の応答は、自然免疫系と獲得免疫系の構成成分によって媒介される。非特異的自
然免疫系は、マクロファージ、単球および顆粒球から始まる、抗原および外因性刺激(細
菌、ウイルス、真菌など)に対する全ての応答、ならびに、インターフェロン、デフェン
シンおよび急性期タンパク質を含む体液系防御機構を包含する。獲得免疫系または適応免
疫系は、リンパ球、より具体的にはＢリンパ球(Ｂ細胞)およびＴリンパ球(Ｔ細胞)から始
まる全ての特異的防御応答を包含する。或る条件下では、免疫系自体の応答が、疾患また
は疾患関連状態の原因であり得る。当該疾患または状態は、例えば急性および慢性炎症、
敗血症、自己免疫疾患、または、臓器、細胞または組織移植後の拒絶反応などである。不
適切なまたは望ましくない免疫応答であるこれらの状態および他の状態の発症において、
臨床的な観点から、消炎剤またはむしろ免疫抑制剤による免疫抑制が必要である。
【０００３】
　消炎性または抗炎症性物質は、炎症またはその徴候の１つを、一部または完全に、すぐ
にまたは遅れて、軽減または阻止できる物質である。抗炎症作用性物質は、サイトカイン
のような可溶性メディエーターに指向性であり得るか、または、ＭＨＣクラスII分子など
の炎症反応に関与する特定の細胞表面受容体の発現を調節できる。免疫抑制作用性物質は
、免疫系に作用し、その結果、免疫系の活性をすぐにまたは遅れて減少させる物質である
。免疫抑制作用性物質は、例えば外因性分子または組織に対する、または移植された組織
に対する過度の免疫応答、例えば自己免疫疾患、Ｉ型糖尿病、多発性硬化症または関節リ
ウマチのときに使用される。現在使用されている消炎剤は、例えば、アセチルサリチル酸
、ジクロフェナク、インドメタシンまたはグルココルチコイドである。免疫抑制剤、細胞
分裂阻害剤(アザチオプリン)、カルシニューリン阻害剤(タクロリムス、シクロスポリン
、ピメクロリムス)およびヒドロコルチゾンの群が使用される。
【０００４】
　日常の診療において、ヒドロコルチゾンは炎症阻止および免疫抑制に使用され、例えば
炎症性腸疾患、例えば潰瘍性大腸炎、クローン病の症例で、または腸下部の他の炎症、例
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えば直腸Ｓ状結腸炎の症例で、炎症の症状を緩和するために、直腸に局所適用される。同
様に、炎症性またはアレルギー性皮膚疾患、例えば湿疹、神経皮膚炎、乾癬、日焼け、皮
膚感染および昆虫刺傷の症例で、掻痒または炎症のような愁訴の緩和のために、皮膚に適
用するためのクリーム剤および軟膏におけるヒドロコルチゾンの使用が知られている。
【０００５】
　高用量ヒドロコルチゾンの短期間投与は一般的に身体の耐容性が高いが、長期処置の場
合に望ましくない有害作用が起こり、より具体的には、活性成分の体内投与の場合に起こ
る。活性成分の体内投与は、実質的に２種の有害作用を有する。第１に、ヒドロコルチゾ
ンは、尿から血液への水再取り込みを促進する。これは、血液の量を増やし、血管の圧力
を上げ、従って血圧を上げる。これによって、長期間高血圧が生じることもあり得る。第
２に、ヒドロコルチゾンは不整脈を引き起こし得る。ヒドロコルチゾンは尿によるカリウ
ム排出を増加させる。これは、不整脈を促進するカリウム欠乏をもたらし得る。そのため
、当該製剤は、典型的に６歳からの診療でのみ適用され、２週より長く適用しない。
【発明の概要】
【０００６】
　ヒドロコルチゾンなどの先行技術で知られている消炎剤または免疫抑制剤の代替物また
は補助剤として有効な消炎剤および／または免疫抑制剤を提供することが本発明の目的で
ある。
【０００７】
　この目的は、独立請求項に記載された、および本発明の有益な態様であると開示された
、本発明の組成物および使用によって達成される。この目的が実際に達成されたという事
実は、本発明の実施例６～１１に記載のデルフィニジンおよびデルフィニジン／スルホエ
チル エーテル β－シクロデキストリンの消炎作用および抗炎症作用に関するインビトロ
におよびインビボ実験結果によって証明される。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
　第一に、本明細書で使用する幾つかの用語を説明する。
　本発明の複合体または本発明の組成物は、好ましくは
・炎症状態または炎症性疾患、
・炎症性組織変化に関係する疾患、
・移植後の拒絶反応、および、
・自己免疫疾患
からなる群から選択される徴候を示すおよび／または予防処置を必要とする対象または個
体を処置するために使用される。
【０００９】
　“炎症状態または炎症性疾患”は、本発明の内容において、関節リウマチ、慢性多発性
関節炎、若年性特発性関節炎、脊椎炎、変形性関節症、敗血症、敗血症性ショック、脳性
マラリア、慢性炎症性肺疾患、珪肺症、サルコイドーシス、再灌流症候群、神経変性疾患
または神経炎症性疾患、例えばクローン病、多発性硬化症およびパーキンソン病、潰瘍性
大腸炎、感染症の発熱、およびまた炎症性組織反応によって起こる抑鬱[Pace et al. (20
06), Increased stress-induced inflammatory responses in male patients with major
 depression and increased early life stress. Am. J. Psychiatry. 163(9): 1630-3]
などの徴候を包含する。
【００１０】
　炎症反応は、心筋および／または脳血液供給減少の症例(虚血)、より具体的には、血液
供給が回復した後(再灌流)でも観察でき、細胞の壊死性膨潤により細胞膜が壊され、それ
に伴って細胞質の構成成分が放出され、炎症反応を起こす。本発明の複合体または本発明
の組成物は、本発明によると、脳および／または心筋虚血の場合には組織および／または
臓器の保護と考えられ、卒中および心筋梗塞の臨床的症状と相関するものである使用がで
きると考えられる。本発明の好ましい態様において、本発明の複合体または本発明の組成
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物の罹患組織または臓器への使用は、実施例１０で証明されるように、さらなる損傷(再
灌流パラドックス)を回避するまたは緩和する。
【００１１】
　特に卒中、冠動脈心疾患(ＣＨＤ)および末梢動脈閉塞性疾患を含むアテローム動脈硬化
症関連疾患は、先進国で罹患している人が多い。現在、年間７００万人を越える人が、虚
血性心疾患を原因として死亡している。ＣＨＤは、不十分な血液供給を起こし、心筋への
不十分な酸素供給に関連し(心筋虚血)、その結果、心筋梗塞や心臓死を起こし得る。ＣＨ
Ｄは、安定狭心症、急性冠症候群(不安定狭心症および急性心筋梗塞)、心臓突然死、慢性
心不全、不整脈および無症候性心筋虚血の６種の進行型に分類される。進行型心筋虚血で
は、心筋細胞の細胞死が、“ランダム”細胞死(壊死)および“プログラム”細胞死(アポ
トーシス)により起こり、細胞質成分の放出を伴う細胞膜の破壊を起こす細胞の壊死性膨
潤は、炎症反応の原因となる。
【００１２】
　“炎症性組織変化に関係する疾患”は、例えばアルツハイマー病、パーキンソン病およ
び癌からなる群の徴候を含む。
【００１３】
　用語“対象”は、生存する動物およびヒトを包含する。
【００１４】
　用語“デルフィニジンおよびスルホアルキルエーテル β－シクロデキストリンからな
る複合体および／またはデルフィニジンまたはその塩を含む組成物”は、単剤、すなわち
、さらなる治療活性成分を含まない組成物を含む。あるいは、本組成物は、少なくとも１
種のさらなる治療活性物質を含み得る。さらなる治療活性物質は、好ましくは、消炎剤、
炎症性サイトカインに対する抗体、炎症性サイトカインの可溶性受容体または免疫抑制剤
の群から選択され、特に好ましくは、アセチルサリチル酸、ジクロフェナク、インドメタ
シン、シクロスポリン、アザチオプリン、ボルテゾミブ、メルファラン、プレドニゾン、
ビンクリスチン、カルムスチン、シクロホスファミド、デキサメタゾン、サリドマイド、
ドキソルビシン、シスプラチン、エトポシドおよびシタラビンからなる群から選択される
。
【００１５】
　本発明は、治療有効量の本発明の組成物を対象に投与することにより、炎症状態または
炎症性疾患、炎症性組織変化に関係する疾患、移植後の拒絶反応、または自己免疫疾患に
罹患している対象を処置する方法も提供する。前述の通り、本発明の組成物を、単独でま
たは少なくとも１種の他の治療薬と組み合わせて投与できる。本発明の組成物は、同一組
成物の構成成分であるかまたは他の組成物で提供される他の治療薬と同時に投与できる。
あるいは、他の治療薬の投与前または投与後に、本発明の組成物を投与できる。他の治療
薬と同じ投与経路または他の投与経路によって、本発明の組成物を投与できる。
【００１６】
　本発明の内容において、用語“処置”は、症候を完全にまたは一部軽減する；臨床的症
状または疾患関連徴候の少なくとも１つを改善する；疾患の進行を遅らせ、抑制し、また
はそれから保護する；あるいは、疾患の発症を完全にまたは一部遅らせ、抑制し、または
それから保護するという結果を完全にまたは一部達成することを意味する。処置される対
象は、ヒトまたは動物であり、好ましくは哺乳動物である。獣医学的処置は、家畜または
野生動物(例えばヒツジ、ネコ、ウマ、ウシ、ブタ)のみならず、実験動物(例えばラット
、マウス、モルモット、類人猿)の処置も包含する。
【００１７】
　本発明の組成物は、好ましくは、医薬組成物として提供され、投与される。用語“医薬
組成物”は、１種以上の有効成分、および、有効成分の担体として作用する１種以上の不
活性成分を含む。医薬組成物は、本発明の複合体または本発明の組成物を、経口投与、直
腸投与、腹腔内投与、経皮投与、皮下投与、筋肉内投与、静脈内投与、眼への投与、肺へ
の投与、または鼻腔への投与を含む非経腸投与することを可能にする。経口投与形は、例
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えば、錠剤、カプセル剤、溶液、懸濁液または分散液であり得る。眼、肺または鼻腔への
投与形は、例えば、エアロゾル、溶液、クリーム剤、ペースト剤、ローション剤、ゲル剤
、軟膏、懸濁液または分散液であり得る。対応する製剤方法および投与方法は、先行技術
で知られている。例えば“Remington's Pharmaceutical Sciences”(Mack Publishing Co
., Easton Pa.)を参照のこと。例えば、本発明の組成物は、標的に、薬学的に許容される
担体(例えば生理学的塩溶液)を用いて静脈内投与できる。注射のときに選択できるのは、
水溶液、好ましくは生理学的に許容される緩衝液(例えばハンクス溶液、リンゲル溶液ま
たは生理学的緩衝食塩水溶液)の製剤である。静脈内、皮下、筋肉内および腹腔内投与を
含む非経腸投与のときは、水性または油性溶液または固体製剤も可能である。医薬組成物
中の有効成分の割合は変更でき、典型的には、投与単位の重量に対して２～６０重量％の
間である。有効成分の割合は、有効投与量を達成するよう適切に選択される。本発明の好
ましい態様において、デルフィニジンまたはその塩、および／または、デルフィニジンお
よびスルホアルキルエーテル β－シクロデキストリンからなる複合体は、デルフィニジ
ンの制御および／または遅延放出のための医薬製剤に使用される。
【００１８】
　“塩”または“薬学的に許容される塩”は、投与後に薬学的に有効な活性成分またはそ
の活性な代謝物を放出できる、本発明の化合物の薬学的に許容される塩の何れかを意味す
る。本発明の塩の組成物および複合体は、無機酸または無機塩基、有機酸または有機塩基
から誘導できる。
【００１９】
　アントシアニジン類のデルフィニジンは、“純粋な形態”または“精製された形態”で
使用でき、これは望ましくない成分が除去されたものを意味する。
【００２０】
　“アントシアニジン”は、
【化１】

の基本構造を有する。
　式中の置換基は、水素、ヒドロキシル基およびメトキシ基からなる群から選択される。
【００２１】
　本発明でアントシアニジン類のデルフィニジンと複合体形成できるシクロデキストリン
は、α－１，４－グリコシド結合によって結合しているグルコース分子からなる環状オリ
ゴ糖である。β－シクロデキストリンは、７個のグルコース単位を有する。スルホアルキ
ルエーテル β－シクロデキストリンの場合は、グルコース単位のヒドロキシル基が、ス
ルホアルキルアルコールでエーテル化される。本発明によると、一般的に、β－シクロデ
キストリンの２１個のヒドロキシル基の幾つかだけがエーテル化されている。スルホアル
キルエーテル シクロデキストリンの製造は、当業者によく知られており、例えばUS 5,13
4,127またはWO 2009/134347 A2に記載されている。
【００２２】
　スルホアルキルエーテル基は、シクロデキストリンの場合は、先行技術において、親水
性を高めるまたは水への溶解度を上げるために使用される。スルホアルキルエーテル基は
、アントシアニジンおよび適切に置換されたβ－シクロデキストリンからなる複合体の安
定性を高めるのに特に寄与し、従って、実質的に、特に酸化されやすいアントシアニジン
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の保存安定性および製剤可能性を改善する。本発明の複合体は、下により詳細に示す通り
、保存安定な水溶液または固体として製剤化できる。
【００２３】
　本発明によると、特に好ましいのは、活性成分デルフィニジンのスルホエチルエーテル
 β－シクロデキストリンとの複合体であり、驚くべきことに、これは、活性成分の溶解
度および安定性を高める。この保護範囲を限定しない説明は、負に荷電したスルホエチル
単位が、正に荷電したアントシアニジン類であるデルフィニジンと静電的に相互作用し、
アルキル基のうち、エチル基が、立体的な観点から適切な相互作用を許容するのに最適な
長さを有することである。ここで、例えばスルホアルキルエーテル β-シクロデキストリ
ンとの複合体中で、デルフィニジンなどの望ましい活性成分は何れも、溶解度および安定
性が改善するという一般的な価値のある記載ができないことに注意すべきである。例とし
て、この点について、Ueda et al., “Evaluation of a Sulfobutyl Ether β-Cyclodext
rin as a Solubilizing/Stabilizing Agent for Several Drugs”, Drug Development an
d Industrial Pharmacy, 24(9), 863-867 (1998)の表１を引用する。これには、様々な活
性成分の、単独、スルホブチル エーテル β－シクロデキストリンとの複合体およびβ－
シクロデキストリンとの複合体の溶解度を対比してある。ここに示された溶解度の値(SBE
7-β-CD 対 β-CD)から、調べた活性成分の３分の１がスルホブチル エーテル β－シク
ロデキストリンとの複合体のときは全く反対であり、すなわち、活性成分およびスルホブ
チル エーテル β－シクロデキストリンからなる複合体は、結果として、β－シクロデキ
ストリンとの複合体よりもかなり低い溶解度となることが分かる。
【００２４】
　好ましくは、スルホアルキルエーテル基によるシクロデキストリンの置換度は、３～８
、より好ましくは４～８、より好ましくは５～８、より好ましくは６～７である。同様に
、同程度の置換度合を有するスルホブチル エーテル β－シクロデキストリンが使用可能
である。例えば、適切な中程度の置換度６～７を有するシクロデキストリンは、例えば、
上記WO 2009/134347 A2に記載され、商品名Captisol(登録商標)として商業的に利用可能
である。同様に、４～５の、例えば４.２の置換度を有する適切なシクロデキストリンが
使用可能である。
【００２５】
　本発明に使用するアントシアニジンは、純粋な形態、塩形または複合体化された形態の
デルフィニジンである。化学構造は、下記の置換パターンを有する上記の式に対応する。
【表１】

【００２６】
　本発明は、さらに、本発明の医薬として使用するための本発明の組成物の水溶液を提供
する。
【００２７】
　本発明の複合体および適切な水溶液の製造は、
ａ) スルホアルキルエーテル β－シクロデキストリンの水溶液を得る
ｂ) アントシアニジンであるデルフィニジンを添加して混合し、複合体を得る
工程を含む。
【００２８】
　工程ａ)では、５～１０重量％の使用するシクロデキストリンを含む水溶液を得ること
が好ましい。本発明の内容において、デルフィニジンの添加後、好ましくは添加前に、水
溶液のｐＨを、ｐＨ ７未満、好ましくは６未満、より好ましくは５未満、より好ましく
は４～５に調節することが特に好ましい。当該ｐＨでは、水溶液中の複合体の濃度を比較
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的高濃度にすることが可能であることが分かった。
【００２９】
　塩化物として計算されるデルフィニジンの濃度は、好ましくは少なくとも０．５mg/ml
であり、より好ましくは少なくとも１．０mg/mlであり、より好ましくは少なくとも１．
５mg/mlであり、より好ましくは２．０mg/mlである。特に好ましい濃度範囲は、ｐＨ ４
～５を有する水溶液で少なくとも２．０mg/mlの濃度範囲を設定し得る。
【００３０】
　製造工程の一部として、水溶液の成分の混合を、撹拌によって行うことができる。好ま
しい混合時間は２～２０時間である。光誘起酸化を避けるために暗所で行うことが好まし
い。
【００３１】
　本発明は、さらに、本発明の上記水溶液から溶媒を除去することによって、本発明に従
って得られる固体である、医薬として使用するための固体を提供する。除去は、好ましく
は、凍結乾燥によって行うことができる。本発明の医薬の水溶液および固体は、高い保存
安定性を有する。
【００３２】
　本発明は、添付の図面の記載と共に、下記の実施例で詳細に記載されるが、それらに限
定されない。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
【図１】図１は、ＬＰＳのみで処置した細胞(対照)と比較した、デルフィニジンおよび／
またはそれとリポ多糖(ＬＰＳ)の同時投与の予防的投与の細胞へのインビトロ有効性プロ
ファイルを示す。
【図２ａ】図２ａは、ＬＰＳのみで処置した細胞(対照)と比較した、デルフィニジンまた
はヒドロコルチゾンとリポ多糖(ＬＰＳ)との同時投与の細胞へのインビトロ有効性プロフ
ァイルを示す。
【図２ｂ】図２ｂは、ＬＰＳのみで処置した細胞(対照)と比較した、デルフィニジンとリ
ポ多糖(ＬＰＳ)の同時投与の細胞へのインビトロ有効性プロファイルを示す。
【図３】図３は、ヒドロコルチゾンで処置した細胞と比較した、変化させた濃度のデルフ
ィニジンを使用したときのデルフィニジンの細胞へのインビトロ有効性プロファイルを示
す。
【図４】図４は、ＴＮＦα[腫瘍壊死因子α]処置後のｃＥＮＤ細胞または未処置細胞中の
インビトロでのＣｃｌ７[ケモカイン(Ｃ－Ｃモチーフ)リガンド７]のｍＲＮＡ発現に対す
るデルフィニジンおよびデキサメタゾンの影響を示す。
【図５】図５は、ＴＮＦα[腫瘍壊死因子α]処置後のｃＥＮＤ細胞または未処置細胞中の
インビトロでのタイトジャンクション構成タンパク質クローディン－５のｍＲＮＡ発現に
対するデルフィニジンの影響を示す。
【図６】図６は、ラットの後肢のＣＦＡ(完全フロイントアジュバント)誘発炎症に対する
デルフィニジン／スルホエチル エーテル β－シクロデキストリンの足底投与のインビボ
での影響を示す。
【図７】図７は、実施例１０で使用したインビボ急性心筋梗塞モデルの時間経過および冒
された心臓領域を示す。
【図８】図８は、デルフィニジンＳＢＥＣＤの溶解度を示す。
【図９】図９は、図７のモデルにおけるデルフィニジンＳＢＥＣＤの使用の実験プロトコ
ルを示す。
【図１０】図１０は、対照群と比較したデルフィニジンＳＢＥＣＤにおける虚血領域のパ
ーセンテージとしての梗塞サイズを示す。
【実施例】
【００３４】
Ｉ. デルフィニジンおよびシクロデキストリンからなる複合体の製造
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１. 使用される物質：
　下記のシクロデキストリンを使用する：
【表２】

　塩化デルフィニジンをExtrasynthese社から購入した。
【００３５】
２. デルフィニジン含量の測定
　デルフィニジン含有組成物中の塩化デルフィニジンの含量を、逆相ＨＰＬＣ法を使用す
ることによって測定した。当該方法は、下記の試薬を使用した。
精製水
クロマトグラフィー用メタノール
分析用蟻酸
容量測定用溶液としての１Ｍ　塩酸。
【００３６】
　使用したカラムは、Waters X Bridge(商標) C18, 35μl, 150mm×4.6mmであった。
　移動相は下記の通りであった：
チャンネルＡ：水(９５０ml)、メタノール(５０ml)、蟻酸(１０ml)
チャンネルＢ：水(５０ml)、メタノール(９５０ml)、蟻酸(１０ml)
【００３７】
　下記の濃度勾配プログラムを使用した：
【表３】

停止時間：３５分
ポストタイム：８分
流速：１ml/分
注入体積：２０μｌ
カラム温度：３０℃±２℃
ＵＶ／Ｖｉｓ検出器：アッセイ用５３０μｍ、不純物検出用２７５μｍ
積分：面積
【００３８】
溶液およびサンプル調製：
希釈溶液１：１００mlのメタノールおよび２．６mlの　Ｍ　ＨＣｌの混合物
希釈溶液２：１００mlの４０％　メタノールおよび２．６mlの１Ｍ　ＨＣｌの混合物
較正溶液：デルフィニジン参照溶液は以下のとおり調製した：１０mgの塩化デルフィニジ
ンを１０mlのフラスコに秤量し、希釈溶液１に溶解した。それを溶解した後、希釈溶液２
を用いて約１０倍に希釈し、適切な濃度０．１mg/mlとした。
　対照の較正溶液を同じ方法で調製した。塩化デルフィニジンは溶液中で不安定なため、
較正溶液をすぐにＨＰＬＣによって分析した。
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試験溶液の調製：
　本発明の固体のデルフィニジン(製造については、さらに下を参照のこと)の含量を測定
するために、約５０mgの本組成物を１０mlのフラスコに秤量した。次いでこれを希釈溶液
２に溶解し、さらに、適切なデルフィニジン濃度０．１mg/mlとなるまで、同じ希釈溶液
２で希釈した。
【００４０】
　サンプル中のデルフィニジン含量の決定は、記載された外部標準による較正を用いて、
Agilent ChemStation softwareによって計算した。
【００４１】
実施例１：デルフィニジンのＳＢＥ－β－ＣＤとの複合体形成
　本実施例は、様々なシクロデキストリンによるデルフィニジンの複合体形成および水溶
液中の複合体の溶解度を調べる。
【００４２】
　１０重量％の特定のシクロデキストリンを含む中性水溶液を調製した。β－ＣＤの場合
では、溶解度が不十分なため、２重量％の濃度のみを選択した。
　５mlの各シクロデキストリン水溶液および純水をガラスフラスコに入れた。過剰な塩化
デルフィニジンを添加した。必要とされる過剰量は、α－、β－およびγ－シクロデキス
トリンの溶液では１０mg、ＨＰＢＣＤ(２－ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリ
ン)およびＳＢＥ－β－ＣＤの溶液では１５mgであった。
　懸濁液を暗所で３０℃で２０時間撹拌した。続いてこれを孔径０．２２μｍを有する膜
フィルターで濾過した。
【００４３】
　得られた溶解度を下の表１に示す。
【表４】

　他のシクロデキストリンよりも、ＳＢＥ－β－ＣＤで、複合体形成により溶解度がかな
り良くなることが明らかである。
【００４４】
実施例２：ｐＨの影響
　本実施例では、水溶液でのデルフィニジン／ＳＢＥ－β－ＣＤの溶解度に対するｐＨの
影響を調べた。１Ｍ　ＨＣｌで表２に記載した酸性ｐＨレベルに調節した以外、実施例１
の記載に従って、ＳＥＢ－β－ＣＤ水溶液を調製した。次いで塩化デルフィニジンを加え
、さらに、撹拌時間を２．５時間に限定した以外、実施例１の記載に従って処理した。結
果を下の表２に示す。
【００４５】
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　ｐＨレベル４～５において、塩化デルフィニジン複合体の溶解度は、中性ｐＨの約３倍
まで増大することが明らかである。
【００４６】
実施例３：本発明の固体の製造
　本実施例では、本発明の複合体を固体として製剤化する。比較のために、デルフィニジ
ン／ＨＰＢＣＤ複合体およびデルフィニジン／澱粉製剤を固体として製造する。
【００４７】
実施例３．１：デルフィニジン／ＳＢＥ－β－ＣＤ
　５ｇのＳＥＢ－β－ＣＤを４０mlの蒸留水に溶解し、透明な溶液を得た。１Ｍ　ＨＣｌ
を用いて、溶液のｐＨを４．８に調節した。次いで、０．１１ｇの塩化デルフィニジンを
加え、暗所で２７℃で２時間撹拌した。均一な液体を、孔径０．４５μｍを有する硝酸セ
ルロース膜フィルターで減圧濾過した。溶液を凍結し、－４８℃および圧力約１０．３Pa
(７７mTorr)で凍結乾燥した。凍結乾燥物をすりつぶし、メッシュサイズ０．３mmの篩い
で篩過した。
【００４８】
実施例３．２：デルフィニジン／ＨＰＢＣＤ
　かなりの量の物質を濾過する以外、実施例３．１と同じ手順を行った。これは、実施例
３．１によりＳＢＥ－β－ＣＤを使用したときより、明らかに溶解度が低いことを示す。
【００４９】
実施例３．３：デルフィニジン／澱粉製剤
　５ｇの澱粉を４０mlの蒸留水に懸濁した。白色の懸濁液を得た。１Ｍ　ＨＣｌを用いて
溶液のｐＨを４．６に調節した。次いで０．１１ｇの塩化デルフィニジンを加え、暗所で
２７℃で２時間撹拌した。得られた均一な液体を、実施例３．１の通りに、凍結乾燥し、
すりつぶし、篩過した。
　実施例３．１は本発明によるものであり、実施例３．２および３．３は比較例である。
【００５０】
実施例４：安定性試験
　実施例３．１～３．３の固体を下記の条件下で保存した：
・褐色のねじ式ガラス容器中、室温で８日間
・続いてガラス容器中、暗所で、酸素雰囲気下、室温で２２日間。
　上記保存の最後の２２日間は、容積２０mlを有するガラスバイアル中で行った。予め８
日間保存した２５０mgの各サンプルを、当該バイアルに充填し、これらをゴム栓を用いて
密封した。２本の注射針によって、バイアルのヘッドスペースを純粋な酸素でフラッシュ
した。次いでサンプルを暗所で保存した。
【００５１】
　固体のデルフィニジン含量(塩化デルフィニジンとして計算し、重量％で表す)を、上記
ＨＰＬＣ法によって測定した。結果は下の表３である。



(12) JP 6235603 B2 2017.11.22

10

20

30

40

50

【表６】

【００５２】
　この結果は、本発明によれば、高い安定性を有し、純粋な酸素雰囲気下でさえ良好な保
存寿命を有するデルフィニジン複合体が得られることを示す。複合体は、さらに、水溶液
で、より具体的には僅かに酸性の溶液で、良好な溶解度を有する。これにより、本発明に
よれば、様々な方法でデルフィニジンを製剤化することが可能となる。本発明の固体の安
定性は、澱粉を含む製剤(実施例３．３)と同程度に良好であるが、この比較例は、水溶液
で製剤化できない。
【００５３】
実施例５：水溶液での安定性試験
　デルフィニジン含有溶液中の塩化デルフィニジン含量を、上記と類似した逆相ＨＰＬＣ
法を用いることによって測定した。逆相ＨＰＬＣ法には、下記の試薬を使用した：
精製水
クロマトグラフィー用メタノール
分析用蟻酸
容量測定用溶液としての１Ｍ　塩酸。
【００５４】
　使用したカラムは、Waters X Bridge(商標) C18, 35μl, 150mm×4.6mmであった。
　移動相は下記の通りであった：
チャンネルＡ：水(７７０ml)、メタノール(２３０ml)、蟻酸(１０ml)
チャンネルＢ：水(５０ml)、メタノール(９５０ml)、蟻酸(１０ml)
【００５５】
　下記の濃度勾配プログラムを使用した：
【表７】

停止時間：２５分
ポストタイム：８分
流速：１ml/分
注入体積：２０μｌ
カラム温度：３０℃±２℃
ＵＶ／Ｖｉｓ検出器：アッセイ用５３０μｍ、不純物検出用２７５μｍ
積分：面積
【００５６】
溶液およびサンプル調製：
希釈溶液１：１００mlのメタノールおよび２．６mlの１Ｍ　ＨＣｌの混合物
希釈溶液２：１００mlの５０％　メタノールおよび２．６mlの１Ｍ　ＨＣｌの混合物
較正溶液：デルフィニジン参照溶液は以下のとおり調製した：１０mgの塩化デルフィニジ
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ンを１０mlのフラスコに秤量し、希釈溶液１に溶解した。それを溶解した後、希釈溶液２
を用いて約１０倍に希釈し、適切な濃度０．１mg/mlとした。
　対照の較正溶液を同じ方法で調製した。塩化デルフィニジンは溶液中で不安定なため、
較正溶液をすぐにＨＰＬＣによって分析した。
【００５７】
試験溶液の調製：
　本発明の水溶液のデルフィニジン含量を測定するために、１．５８４mg/ml(本発明の実
施例)または０．０２１６mg/ml(比較例)の開始濃度(デルフィニジンに基づく)となるまで
、実施例３．１のデルフィニジン／ＳＢＥ－β－ＣＤ(本発明による)およびデルフィニジ
ン(比較例)を０．９％　ＮａＣｌ溶液に溶解した。溶液は、室温で調製し、密閉バイアル
中、暗所で３７℃で保存した。
【００５８】
　１時間後、２時間後、３時間後および４時間後、デルフィニジン含量を測定した。下の
表は、上記開始濃度に対するパーセンテージとして調べた含量を示す。

【表８】

　サンプル中のデルフィニジン含量の決定は、記載された外部標準による較正を用いて、
Agilent ChemStation softwareによって計算した。
【００５９】
II. インビトロおよびインビボにおけるデルフィニジンおよびデルフィニジン／スルホエ
チル エーテル β－シクロデキストリンの消炎作用および抗炎症作用
実施例６：ＬＰＳのみで処置した細胞(対照)と比較した、デルフィニジンおよび／または
それのリポ多糖(ＬＰＳ)との同時投与の予防的投与の細胞へのインビトロ有効性プロファ
イル
方法
　健康な試験対象において、ＬＰＳおよび／またはデルフィニジンで刺激した後の単球の
核中のＮＦＫＢ濃度を、ＮＦＫＢについての免疫蛍光核染色によって分析し、不刺激細胞
に対して表した。ＮＦＫＢは様々な刺激、特に炎症性刺激およびストレス関連刺激によっ
て活性化される。不活性ＮＦＫＢタンパク質は、細胞基質において、ＩＫＢファミリーの
阻害性タンパク質に結合し(Baeuerle and Baltimore, 1988, Activation of DNA-binding
 activity in an apparently cytoplasmic precursor of the NF-kappa B transcription
 factor, Cell (53), 211-7; Baeuerle and Baltimore, 1988, I kappa B: a specific i
nhibitor of the NF-kappa B transcription factor, Science (242), 540-6)、様々なＩ
ＫＢメンバーの刺激依存性タンパク質分解は、ＮＦＫＢの核移入を起こし(Ghosh et al.,
 1988, NF-kappa B and Rel proteins: evolutionarily conserved mediators of immune
 responses, Annu Rev Immunol (16), 225-60)、そのため、細胞基質から核へのＮＦＫＢ
移行の程度を測定することが、試験組成物の炎症性または抗炎症性作用を適切に検出する
方法となる。
【００６０】
　下記の手順を行い、図１の左から右に示すが、細胞の刺激／インキュベーション(各場
合で、１mlの指数関数的増殖相の１００万個の細胞を含むＲＰＭＩ－１６４０)は、３７
℃で、２４ウェルのポリスチレン細胞培養皿のウェル中で行った。記載した濃度は最終濃
度である。
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【表９】

【００６１】
結果
　図１から明らかな通り、ＬＰＳによる細胞免疫応答の刺激(弱)前２４時間での５μΜ　
デルフィニジンの予防的投与は、その後の１．５時間のＬＰＳ媒介免疫応答を阻害する(
“２４時間予備刺激 ５μΜ　Ｄｅｌ－Ｃｌ；１．５時間　１０μｇ　ＬＰＳ”対“１．
５時間　１０μｇ　ＬＰＳ”)；免疫応答の阻害は、ＬＰＳと組み合わせたデルフィニジ
ンの同時投与の場合(“１．５時間　５μΜ　Ｄｅｌ－Ｃｌ＋１０μｇ　ＬＰＳ”)よりも
低く、ＬＰＳの添加と合わせた５μΜ　デルフィニジンの予防的および反復添加(“２４
時間予備刺激 ５μΜ　Ｄｅｌ－Ｃｌ；１．５時間　５μΜ　Ｄｅｌ－Ｃｌ＋１０μｇ　
ＬＰＳ”)によって、さらに増大する(相加効果)。
【００６２】
実施例７：ＬＰＳのみで処置した細胞(対照)と比較した、デルフィニジンまたはヒドロコ
ルチゾンとリポ多糖(ＬＰＳ)との同時投与の細胞へのインビトロ有効性プロファイル
方法
　実施例５の方法と類似の手順を行い、図２ａおよび２ｂの左から右に示すが、細胞の刺
激／インキュベーション(各場合で、１mlの指数関数的増殖相の１００万個の細胞を含む
ＲＰＭＩ－１６４０)は、３７℃で、２４ウェルのポリスチレン細胞培養皿のウェル中で
行った。記載した濃度は最終濃度である。
【００６３】

【表１０】

【００６４】
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【表１１】

【００６５】
結果
　図２ａから明らかな通り、細胞のＬＰＳ媒介免疫応答は、５μＭ　デルフィニジンの同
時投与の場合(“１．５時間　５μＭ　Ｄｅｌ－Ｃｌ＋１０μｇ　ＬＰＳ”)、比較に使用
するヒドロコルチゾンの添加(“１．５時間　ヒドロコルチゾン＋１０μｇ　ＬＰＳ”)と
少なくとも同様に阻害される。図２ｂに示した反復実験において、細胞のＬＰＳ介在免疫
応答は、１０μΜ　デルフィニジンの同時投与の場合(“１．５時間　１０μΜ　Ｄｅｌ
－Ｃｌ＋１０μｇ　ＬＰＳ”)、著しく減少することを確認した。
【００６６】
実施例８：ヒドロコルチゾンで処置した細胞と比較した、変化させた濃度のデルフィニジ
ンを使用したときのデルフィニジンの細胞へのインビトロ有効性プロファイル
方法
　実施例５および６の方法と類似の手順を行い、図３の左から右に示すが、細胞の刺激／
インキュベーション(各場合で、１mlの指数関数的増殖相の１００万個の細胞を含むＲＰ
ＭＩ－１６４０)は、３７℃で、２４ウェルのポリスチレン細胞培養皿のウェル中で行っ
た。記載した濃度は最終濃度である。
【表１２】

【００６７】
結果
　図３から明らかな通り、デルフィニジン濃度の増大に伴い、デルフィニジン媒介細胞免
疫応答阻害(用量効果)も増大し、適切に高い濃度での阻害効果は、ヒドロコルチゾンの阻
害効果に匹敵する。
【００６８】
実施例９：デルフィニジンの血液脳関門に対する細胞保護作用(抗炎症作用／消炎作用)、
より具体的には、デキサメタゾンと比較した、ＴＮＦα[腫瘍壊死因子α]処置後のｃＥＮ
Ｄ細胞または未処置細胞中のインビトロでのＣｃｌ７[ケモカイン(Ｃ－Ｃモチーフ)リガ
ンド７]のｍＲＮＡ発現に対するデルフィニジンの影響
方法
　デルフィニジンの抗炎症作用を調べるために、血液脳関門、ｃＥＮＤ細胞のインビトロ
モデルを使用した(Forster, C. et al., Occludin as direct target for glucocorticoi
d-induced improvement of blood-brain barrier properties in a murine in vitro Sys
tem. J Physiol 565 (Pt 2), 475 (2005))。当該インビトロモデルは、マウスの脳毛細血
管から摘出し、不死化した微小血管内皮細胞からなる。細胞を、コラーゲンIV(脳毛細血
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管周辺の基底膜の構成成分)でコートされた細胞培養容器に播種する。
【００６９】
　ｃＥＮＤ細胞の腫瘍壊死因子α(ＴＮＦα)への曝露および炎症マーカーとしてＣｃｌ７
 ｍＲＮＡ発現の測定。抗炎症作用について選択された参照物質は、強い抗炎症作用を有
する合成ステロイドホルモンであるデキサメタゾン、デキサメタゾンの作用に対するデル
フィニジンの作用を、図４に示したグラフにプロットした。続いて、Ｍｃｐ－３(単球走
化性タンパク質－３)としても知られる炎症促進性サイトカインであるＣｃｌ７(ケモカイ
ン(Ｃ－Ｃモチーフ)リガンド７)のＲＮＡ単離およびｑＰＣＲ分析を行った。
【００７０】
　下記の手順を行い、図４の左から右に示す。
【表１３】

【００７１】
結果
　ＴＮＦαによる処置は、未処置細胞と比較してＣｃｌ７ ｍＲＮＡ発現量の２倍増加を
もたらす。０．１μΜおよび１μΜの選択された２種の濃度のデルフィニジンの添加は、
ＴＮＦα誘発Ｃｃｌ７ ｍＲＮＡ発現の異なる抑制または阻害をもたらす。興味深いこと
に、ＴＮＦα曝露前の細胞培養培地へのデルフィニジンのみの添加も、ｃＥＮＤ細胞のＣ
ｃｌ７発現抑制をもたらす。比較として使用したデキサメタゾンの場合も同様に強い効果
を検出した。
【００７２】
　測定結果から、炎症後の血液脳関門に対するデルフィニジンの抗炎症作用は、ここで“
代表的”デキサメタゾンと少なくとも等価であることが結論付けられる。
【００７３】
実施例１０：血液脳関門のバリア特性に対するデルフィニジンの効果、より具体的にはＴ
ＮＦα[腫瘍壊死因子α]処置後のｃＥＮＤ細胞または未処置細胞中のインビトロでのタイ
トジャンクション構成タンパク質クローディン－５のｍＲＮＡ発現に対するデルフィニジ
ンの影響
方法
　障壁の堅固さについて使用される代理マーカーは、タイトジャンクション構成タンパク
質クローディン－５の発現(Forster C. Tight junctions and the modulation of barrie
r function in disease. Histochem Cell Biol. 2008; 130: 55-70)であり、その手順は
実施例８と類似の手順で行った。
【００７４】
結果
　ＴＮＦα処置が、クローディン－５ ｍＲＮＡ発現減少を起こし、デルフィニジン添加
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２４時間後、図５に示された通り、２種の選択された濃度(０．１μΜおよび１μΜ)での
ＴＮＦα介在クローディン－５ ｍＲＮＡ発現減少を相殺した。興味深いことに、ＴＮＦ
α曝露前のデルフィニジン単独の細胞培養培地への添加も、クローディン－５ ｍＲＮＡ 
発現増大をもたらす。
【００７５】
　測定結果より、炎症後の血液脳関門のバリア特性は、デルフィニジンの影響下でかなり
増大することが結論付けられる。
【００７６】
実施例１１：ラットの後肢のＣＦＡ(完全フロイントアジュバント)誘発炎症に対するデル
フィニジン／スルホエチル エーテル β－シクロデキストリンのインビボでの影響
方法
ａ) ラットの後肢のＣＦＡ誘発炎症
　ＣＦＡをイソフルラン麻酔下でラットの右後肢に１５０μｌで足底投与して誘発する。
炎症および炎症を起こした肢に生じる疼痛は、２～９６時間以内に発症する。この時間点
まで、未処置動物と比べて、食事パターン、体重、中核温または全般的活動レベルに有意
な違いはない(Stein et al., Unilateral inflammation of the hindpaw in rats as a m
odel of prolonged noxious stimulation: alterations in behavior and nociceptive t
hresholds, Pharmacol Biochem Behav., 1988; 31(2): 445-51)。
【００７７】
ｂ) 異なる投与量でのＨ２Ｏ(対照)およびデルフィニジン／スルホエチル エーテル β－
シクロデキストリン(デルフィニジン／ＳＥβＣＤ)の投与
　上記工程ａ)の９６時間後、ラットに、イソフルラン麻酔下で、１００μｌのＨ２Ｏ(対
照)または異なる投与量の１００μｌのデルフィニジン／ＳＥβＣＤ(２．５０mg/mlおよ
び５．００mg/ml)を、右後肢の足底に注射する。
【００７８】
ｃ) 疼痛計測定法
　ラットを下記の通り対応する実験条件下に馴化させた：
　ランダル・セリット試験への馴化のため、動物を、実験状況下に馴らすために、最初の
３日間は１日３回ウッドパルプの下でリラックスさせた。
【００７９】
　上記処置工程ｂ)を４日目に行い、注射後の時間点ゼロから開始して、５分後、１５分
後、３０分後、６０分後、１２０分後および２４０分後に、脚圧力閾値をランダル・セリ
ット試験(Ugo Basileの装置)によって測定した。
【００８０】
　同じ側および反対側の足それぞれを、少なくとも１０秒の間隔で３回測定する。ランダ
ル・セリット試験において、ラットをウッドパルプの下でリラックスさせ、足を小さいプ
ラットホームに置く。次いで、ラットが足を引くまで、刻印機を介して脚に上側から圧力
を上げながらかける(Stein et al., Intrinsic mechanisms of antinociception in infl
ammation: local opioid receptors and beta-endorphin, J Neurosci. 1990; 10(4): 12
92-8; Rittner et al., Pain control by CXCR2 ligands through Ca2+-regulated relea
se of opioid peptides from polymorphonuclear cells, FASEB J. 2006; 20(14): 2627-
9)。
【００８１】
結果
　ラットの足におけるＦＡＣ誘発炎症性刺激に関して、機械的疼痛閾値を調べた。図６に
示した足の圧力の閾値より、デルフィニジン／ＳＥβＣＤを投与したとき、より具体的に
は最初の１２０分で、Ｈ２Ｏでの対照注射よりも著しく軽減し、デルフィニジン／ＳＥβ
ＣＤの投与後５分で最も強い効果を示すことが推測できる。これを２．５mg/mlおよび５
．００mg/mlのデルフィニジン／ＳＥβＣＤの２種の用量の測定に適用すると、同様に、
最初の３０分の測定点で、より高い濃度で、かなり強い効果があることから、用量依存性
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が推測できる。
【００８２】
実施例１２：デルフィニジン／スルホブチル エーテル β－シクロデキストリン(デルフ
ィニジンＳＢＥＣＤ)による心保護
方法および結果
　実施例１１において、デルフィニジンＳＢＥＣＤのポストコンディショニングの潜在的
な効果を対照群と比較して調べた。この目的のために、Redel et al., 2008 [Redel et a
l., Impact of Ischemia and Reperfusion Times on Myocardial Infarct Size in Mice 
In Vivo. Experimental Biology and Medicine (2008), 233:84-93] および Stumpner et
 al., 2012 [Stumpner et al., Desflurane-induced post-conditioning against myocar
dial infarction is mediated by calcium-activated potassium channels: role of the
 mitochondrial permeability transition pore. British Journal of Anaesthesia (201
2), 108(4): 594-601]に記載された方法を使用した、インビボでの図７および図９に示し
た経過時間でのインサイツ心筋梗塞モデルにおいて、得られた梗塞サイズを評価し、図１
０に図示した。図１０は、平均値±ＳＥＭで示し；ＩＳ＝梗塞サイズ；ＡＡＲ＝リスク領
域、および、*＝対照群と有意に異なるもの。ｐ＜０．０５。データを平均値±平均値の
標準誤差(ＳＥＭ)として示す。
【００８３】
　図１０に示されたＩＳおよび％ＡＡＲの値より、デルフィニジンＳＢＥＣＤの投与が、
対照群に対して梗塞サイズの著しい減少をもたらすことが推測できる。

【図１】

【図２ａ】

【図２ｂ】

【図３】

【図４】
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【図６】

【図７】

【図８】

【図９】

【図１０】
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