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(57)【要約】
本発明は、式（I）を有するジヌクレオシドポリリン酸
の類似体および誘導体、またはそれらの薬学的に許容さ
れる塩の、以下のうち1つまたは複数：虚血の治療、虚
血耐性の誘導、脳虚血の修飾、虚血事象が惹起された時
の低酸素性脱分極期の開始を遅らせるため；神経保護薬
として；組織保護薬として；疼痛の治療；および炎症の
治療、に用いるための医用薬剤の製造における使用法を
提供し、式中、Xは選択され、ここでX1およびX2はH、Cl
、BrおよびFより独立に選択され；それぞれのYはSおよ
びOより独立に選択され；それぞれのZは-CX3X4-、-NH-
、-O-より独立に選択され；ここでX3およびX4はH、Cl、
BrおよびFより選択され；B1およびB2はアデニン、グア
ニン、キサンチン、チミン、ウラシル、シトシンおよび
イノシンより独立に選択され；S1およびS2はリボース、
開鎖リボース、2'-デオキシリボース、3'デオキシリボ
ースおよびアラビノフラノシドより独立に選択される。
Vは0、1、2、3、4および5より選択され；Wは0、1、2、3
、4および5より選択され；かつ、VにWを加えたものは2
から6までの整数である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式（1）の化合物：

またはその薬学的に許容される塩の、
　以下のうち1つまたは複数：
　　虚血の治療、
　　神経保護薬として；
　　組織保護薬として；
　　疼痛の治療；および
　　炎症の治療；
に用いるための医用薬剤の製造における使用法；
　式中、Xが

より選択され；
　ここでX1およびX2がH、Cl、BrおよびFより独立に選択され；
　それぞれのYがSおよびOより独立に選択され；
　それぞれのZが

より独立に選択され；
　ここでX3およびX4がH、Cl、BrおよびFより選択され；
　B1およびB2がアデニン、グアニン、キサンチン、チミン、ウラシル、シトシンおよびイ
ノシンより独立に選択され；
　S1およびS2がリボース、2'-デオキシリボース、3'デオキシリボース、アラビノフラノ
シドおよびそれらの開環形態より独立に選択され、
　Vが0、1、2、3、4および5より選択され；
　Wが0、1、2、3、4および5より選択され；かつ
　VにWを加えたものが2から6までの整数である。
【請求項２】
　B1およびB2のうち少なくとも1つがアデニンである、請求項1記載の式（1）の化合物の
使用法。
【請求項３】
　B1およびB2が両方ともアデニンである、請求項1または2のいずれか一項記載の式（1）
の化合物の使用法。
【請求項４】
　S1およびS2が同じである、前記の請求項のいずれか一項記載の式（1）の化合物の使用
法。
【請求項５】
　S1およびS2がリボースである、請求項4記載の式（1）の化合物の使用法。
【請求項６】
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　それぞれのZがOである、前記の請求項のいずれか一項記載の式（1）の化合物の使用法
。
【請求項７】
　Vが2である、前記の請求項のいずれか一項記載の式（1）の化合物の使用法。
【請求項８】
　Wが2である、前記の請求項のいずれか一項記載の式（1）の化合物の使用法。
【請求項９】
　Xが-CX1X2-である、前記の請求項のいずれか一項記載の式（1）の化合物の使用法。
【請求項１０】
　X1およびX2が両方ともHである、前記の請求項のいずれか一項記載の式（1）の化合物の
使用法。
【請求項１１】
　前記の請求項のいずれか一項記載の式（1）の化合物、またはその薬学的に許容される
塩の、以下のうち1つまたは複数：
　（a）P2-受容体と関連のある疾患および病状の治療；
　（b）A1アデノシン受容体と関連のある疾患および病状の治療；
　（c）P2-受容体の活性の調節；
　（d）A1アデノシン受容体の活性の調節；ならびに
　（e）哺乳動物細胞におけるGタンパク質依存性内向き整流性K+（GIRK）チャネルを介し
たK+流入を調節するため、
に用いるための医用薬剤の製造における使用法。
【請求項１２】
　以下のものより選択される化合物：
　（a）AppspA

；
　（b）AdiolppCH2ppAdiol

；および
　（c）AppNHpppU



(4) JP 2008-528665 A 2008.7.31

10

20

30

40

。
【請求項１３】
　実施例のいずれか1つに関して本明細書に実質的に記載された通りの式（1）の化合物の
使用法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ジヌクレオシドポリリン酸の類似体および誘導体の使用法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ジヌクレオシドポリリン酸とは、ポリリン酸架橋によって連結した2つのヌクレオシド
部分を含む一群の化合物のことである。ジヌクレオシドポリリン酸は化合物の重要な一フ
ァミリーをなしており、細胞内および細胞外の両方で生物学的な役割があると考えられて
いる1,2。
【０００３】
　特に対象となる1つのジヌクレオシドポリペプチドは、ジアデノシン5',5'''-P1,P4-四
リン酸（Ap4A）である。Ap4Aは、原核生物および下等真核生物における細胞増殖および環
境ストレスに対する細胞応答に働くと考えられており、さらに高等真核生物における細胞
外シグナル伝達にも役割を果たすと考えられている3,4。また、Ap4Aが、脳卒中およびパ
ーキンソン病の規定されたラットモデルにおいて皮質および中脳での保護効果を有する可
能性があることも報告されている5。
【０００４】
　ジヌクレオシドポリリン酸の調製については数多くの合成方法が報告されており、その
生物学的な役割をさらに詳細に研究するためにいくつかの試みがなされている6,7。この
こと、およびこれらの化合物の多くが自然界に広く認められ、長年にわたって知られてい
るという事実にもかかわらず3、この種の化合物の生物学的機能を明確にすることは結局
困難であった。さらに言えば、この種の化合物の役割に関する混乱は、それらが「敵また
は味方」のいずれかとして作用しうるという曖昧な示唆も招いている8。一般に、インビ
ボまたはエクスビボの生物学的機能をジヌクレオシドポリリン酸の存在と相関づける十分
に再現性のある結果を得ることにはかなり困難であり、この理由は明らかではないが、加
水分解による不安定性と関係づけられる可能性がある3。
【０００５】
　また、ジヌクレオシドポリペプチドを研究および使用するための試みは、この種の化合
物の天然の源からの単離および精製において遭遇する、たびたび起こる難題によっても妨
げられてきた。例えば、ジアデノシンポリリン酸（ApnA；n＝2～6）は、生体液および組
織試料における特異的で酵素的な加水分解および非特異的な加水分解に対して非常に不安
定であるように思われる3,10。
【発明の開示】
【０００６】
　本発明は、先行技術の問題を軽減する。
【０００７】
　1つの局面において、本発明は、式（1）の化合物：
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またはその薬学的に許容される塩の、
　以下のうち1つまたは複数：
　　虚血の治療、
　　神経保護薬として；
　　組織保護薬として；
　　疼痛の治療；および
　　炎症の治療
に用いるための医用薬剤の製造における使用法を提供し、
　式中、Xは

より選択され；
　ここでX1およびX2はH、Cl、BrおよびFより独立に選択され；
　それぞれのYはSおよびOより独立に選択され；
　それぞれのZは

より独立に選択され；
　ここでX3およびX4はH、Cl、BrおよびFより選択され；
　B1およびB2はアデニン、グアニン、キサンチン、チミン、ウラシル、シトシンおよびイ
ノシンより独立に選択され；
　S1およびS2はリボース、開鎖リボース、2'-デオキシリボース、3'デオキシリボースお
よびアラビノフラノシドより独立に選択される。
【０００８】
　Vは0、1、2、3、4および5より選択され；Wは0、1、2、3、4および5より選択され；かつ
、VにWを加えたものは2から6までの整数である。
【０００９】
　本発明者らは、本発明者らによるX基およびZ基の選択により、本発明者らが、生体液お
よび組織試料の存在下で持続的で再現性のある生物学的アウトカムを与える化合物（およ
び新規化合物）の使用法を提供することを見いだした。したがって、インビボでの再現性
のある効果を可能にする使用法および新規化合物が提供される。
【００１０】
　参照が容易になるように、本発明のこれらの局面およびさらなる局面について、しかる
べきセクションの見出しの下にこれから考察する。しかし、それぞれのセクションの下に
ある教示は、それぞれの特定のセクションのみに必ずしも限定されるわけではない。
【００１１】
好ましい局面
X
　Xは、
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より選択され、ここでX1およびX2はH、Cl、BrおよびFより独立に選択される。
【００１２】
　1つの局面において、Xは-NH-である。
【００１３】
　1つの局面において、Xは

である。
【００１４】
　1つの局面において、Xは-CX1X2-である。
【００１５】
　1つの局面において、X1およびX2のうち少なくとも1つはHである。
【００１６】
　1つの局面において、X1およびX2のうち少なくとも1つはClである。
【００１７】
　1つの局面において、X1およびX2のうち少なくとも1つはBrである。
【００１８】
　1つの局面において、X1およびX2のうち少なくとも1つはFである。
【００１９】
　好ましくは、X1およびX2の両方がHである。
【００２０】
　好ましくは、Xは-CX1X2-であり、X1およびX2は両方ともHである。
【００２１】
Y
　それぞれのYは、SおよびOより独立に選択される。
【００２２】
　1つの局面において、少なくとも1つのYはSである。
【００２３】
　1つの局面において、それぞれのY基はSである。
【００２４】
　1つの局面において、少なくとも1つのYはOである。
【００２５】
　好ましくは、それぞれのY基はOである。
【００２６】
Z
　それぞれのZは、

より独立に選択され、ここでX3およびX4はH、Cl、BrおよびFより選択される。
【００２７】
　1つの局面において、少なくとも1つのZは-CX3X4-である。
【００２８】



(7) JP 2008-528665 A 2008.7.31

10

20

30

40

50

　1つの局面において、それぞれのZは-CX3X4-である。
【００２９】
　1つの局面において、X3およびX4のうち少なくとも1つはHである。
【００３０】
　1つの局面において、X3およびX4のうち少なくとも1つはClである。
【００３１】
　1つの局面において、X3およびX4のうち少なくとも1つはBrである。
【００３２】
　1つの局面において、X3およびX4のうち少なくとも1つはFである。
【００３３】
　好ましくは、X3およびX4の両方がHである。
【００３４】
　好ましくは、Zは-CX3X4-であり、X3およびX4は両方ともHである。
【００３５】
　1つの局面において、少なくとも1つのZは-NH-である。
【００３６】
　1つの局面において、それぞれのZは-NH-である。
【００３７】
　1つの局面において、少なくとも1つのZは-O-である。
【００３８】
　好ましくは、それぞれのZは-O-である。
【００３９】
B1およびB2
　B1およびB2は、アデニン、グアニン、キサンチン、チミン、ウラシル、シトシンおよび
イノシンより独立に選択される。
【００４０】
　1つの局面において、B1およびB2のうち少なくとも1つはウラシルである。
【００４１】
　1つの局面において、B1およびB2のうち少なくとも1つはグアニンである。
【００４２】
　好ましくは、B1およびB2のうち少なくとも1つはアデニンである。
【００４３】
　好ましくは、B1およびB2のうち少なくとも1つはアデニンであり、B1およびB2のもう一
方はグアニンである。
【００４４】
　好ましくは、B1およびB2のうち少なくとも1つはアデニンであり、B1およびB2のもう一
方はウラシルである。
【００４５】
　好ましくは、B1およびB2は両方ともアデニンである。
【００４６】
S1およびS2
　S1およびS2は、リボース、2'-デオキシリボース、3'デオキシリボース、アラビノフラ
ノシドおよびそれらの開環形態より独立に選択される。
【００４７】
　好ましくは、S1およびS2のうち少なくとも1つはリボースである。
【００４８】
　好ましくは、S1およびS2のうち少なくとも1つはリボースの開環形態である。
【００４９】
　好ましくは、S1およびS2のうち少なくとも1つはリボースであり、S1およびS2のもう一
方はリボースの開環形態である。
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　好ましくは、S1およびS2は同じである。
【００５１】
　好ましくは、S1およびS2はリボースである。
【００５２】
VおよびW
　Vは0、1、2、3、4および5より選択される。
【００５３】
　Wは0、1、2、3、4および5より選択される。
【００５４】
　VにWを加えたものは2から6までの整数であり、すなわちVとWとの合計は2、3、4、5また
は6でありうる。
【００５５】
　好ましくは、Vは2である。
【００５６】
　好ましくは、Wは2である。
【００５７】
　好ましくは、VにWを加えたものは4である。
【００５８】
その他の局面および特徴
　好ましくは、式（1）の化合物は以下のものである。

【００５９】
　好ましくは、式（1）の化合物は以下のものである。

【００６０】
　好ましくは、式（1）の化合物は以下のものである。

【００６１】
　好ましくは、式（1）の化合物は以下のものである。
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【００６２】
　さらにもう1つの局面において、本発明は、本明細書に記載の式（1）の化合物、または
その薬学的に許容される塩の、以下のうち1つまたは複数：
（a）P2-受容体と関連のある疾患および病状の治療；
（b）A1アデノシン受容体と関連のある疾患および病状の治療；
（c）P2-受容体の活性の調節；
（d）A1アデノシン受容体の活性の調節；ならびに
（e）哺乳動物細胞におけるGタンパク質依存性内向き整流性K+（GIRK）チャネルを介した
K+流入を調節するため、に用いるための医用薬剤の製造における使用法を提供する。
【００６３】
　さらにもう1つの局面において、本発明は、以下のもの：
　（a）AppspA

　（b）AdiolppCH2ppAdiol

；および
　（c）AppNHpppU

より選択される化合物を提供する。
【００６４】
　好ましくは、化合物はAppspAである。
【００６５】
　好ましくは、化合物はAdiolppCH2ppAdiolである。
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【００６６】
　好ましくは、化合物はAppNHpppUである。
【００６７】
虚血
　1つの局面において、本発明は、虚血および虚血に関連した疾患および障害の治療に関
する。これらの治療には、虚血耐性を誘導すること、脳虚血を調節すること、および虚血
事象が惹起された時の低酸素性脱分極期の開始を遅らせることが含まれうる。虚血状態は
、ヒトまたは動物の身体の臓器または部分に対する血液の供給が不十分な場合に起こる。
このように血液の供給が不十分なことの結果として、身体の臓器または部分から酸素およ
び栄養分、例えばグルコースなどが奪われる。これは身体の臓器または部分の障害を引き
起こす恐れがある。例えば、中枢神経系（CNS）の任意の部分に対する血液供給が遮られ
れば、CNSのその部分の神経細胞（またはニューロン）が急速に変性すると考えられる。
【００６８】
　特に、本発明は、以下の障害：限局性虚血；全虚血；脳虚血；神経細胞虚血、例えば脊
椎損傷および頭部外傷に伴う神経細胞虚血など；心筋虚血；以下の群より選択される心血
管疾患：高血圧、狭心症、安定および不安定狭心症、プリンツメタル狭心症、不整脈、血
栓症、塞栓症、および慢性または急性のうっ血性心不全を含むうっ血性心不全；もしくは
、間欠性跛行を含む、末梢血管障害に起因する下肢の虚血を特徴とする疾患；以下の群よ
り選択される、平滑筋の攣縮を特徴とする疾患：尿管の攣縮、膀胱の攣縮、子宮痙攣およ
び過敏性腸症候群、の治療のための；または以下の群より選択される外科的処置中の血管
収縮および／もしくは虚血組織障害：バイパス移植、血管造影法、血管形成術、移植中の
臓器保存、高血圧クリーゼもしくは術後高血圧、の予防における、医用薬剤の製造におけ
る化合物の使用法に関係しうる。
【００６９】
神経学的な疾患および障害
　本発明は、神経学的な疾患および障害の治療に、特に神経細胞の治療に有用でありうる
。このような治療には、脳外傷、脳または脳血管虚血、神経変性疾患、神経細胞の中毒の
治療、および神経移植片の保護が含まれる。
【００７０】
　神経変性疾患とは、神経細胞死につながりうる正常な神経機能の変化を特徴とする一群
の障害のことである（これらの疾患の大部分では、特に後期には、高度の神経細胞喪失が
伴ってみられる）。これらの神経変性疾患には、筋萎縮性側索硬化症、アルツハイマー病
、パーキンソン病およびハンチントン病が含まれうる。
【００７１】
疼痛
　もう1つの局面において、本発明は、疼痛の治療に有用でありうる。このような治療に
は、関節の病状（関節リウマチおよび変形性関節症など）に伴う疼痛、癌に伴う疼痛、術
後疼痛、産後疼痛、歯の病状（虫歯および歯肉炎など）に伴う疼痛、熱傷（日焼けを含む
）に伴う疼痛の治療、骨障害（骨粗鬆症、悪性腫瘍による高カルシウム血症、およびペー
ジェット病）、スポーツ障害および挫傷に伴う疼痛の治療が含まれうる。
【００７２】
炎症
　もう1つの局面において、本発明は、炎症の治療に関係しうる。炎症は種々の病状によ
って引き起こされる可能性があり、このため例えば、本発明は、関節炎、心筋炎、脳炎、
移植拒絶反応、全身性エリテマトーデス、痛風、皮膚炎、炎症性腸疾患、肝炎または甲状
腺炎に関係しうる。
【００７３】
ストレス
　もう1つの局面において、本発明は、化学および／または環境ストレスの治療に関係し
うる。特に、本発明は、神経学的プレコンディショニングを誘導するための化合物の使用
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法に関係しうる。適した化合物の投与の後に、このような神経学的プレコンディショニン
グは、神経組織が、通常であれば致死的となるような化学および／または環境ストレスに
対して耐えるおよび／または生存することを可能にする。本明細書に記載した化合物のこ
の使用法は、これらの化合物が、化学および／または環境ストレスに対する組織のプレコ
ンディショニングにおいてメディエーターとして作用しうる一酸化窒素（NO）を誘発する
ことと関係しうる。
【００７４】
　本発明をこれから、添付の図面を参照しながら、単なる例示としてさらに詳細に説明す
る。
【００７５】
　本発明についてこれから、以下の実施例でさらに詳細に説明する。
【００７６】
実施例
　エレクトロスプレー質量分析法（ES-MS）を、フラグメント強度を100％に設定したBruk
er Esquire 3000装置で行った。試料は、0.1％酢酸を含む1：1のアセトニトリル：水中に
適用した。300KのD2O中にある試料を用いて、プロトンおよびリンのNMRスペクトルを400M
Hz Bruker Ultrashieldで記録した。プロトンのスペクトルに関しては64回のスキャンを
用い、リンに関しては1024回のスキャンを用いた。簡潔にするために、化合物同定のため
に特に有用な1H NMRシグナルのみを記載している。
【００７７】
化合物の調製
AppCH2ppG
　LysU反応混合物の10×1mlの部分をアリコートとして準備した。この混合物には、2mM L
-リジン、10mMのMgCl2、160μM ZnCl2および6Uのピロホスファターゼを、50mM Tris-HCl
緩衝液、pH 8.0中に含めた7,11。ヌクレオチドを8mM ATPおよび4mM GMPPCP（α,βメチレ
ン-グアノシン5'-三リン酸）となるように添加し、混合物をボルテックス処理して、LysU
を9μM濃度（二量体）となるように添加した。続いて混合物を38℃でインキュベートして
、反応を、50mM Tris-HCl緩衝液（pH 8.0）を媒質とする2mlのSOURCE 15Q（Amersham Bio
sciences）イオン交換カラムを用いるHPLCによってモニターし、0～0.5Mの塩の勾配を用
いて2ml／分で5分間かけて溶出させた9。25分後にATPおよびGMPPCPのピーク（以前には5.
5分および5.2分で観察されている）が消失し、7.2分のAp4Aピークおよび6.8分の標的によ
って置き換えられた。さらにインキュベーションを続けると1時間後にAp4AがAp3A（5.1分
）に変換されたが、標的の分解は伴わなかった。AppCH2ppGを、水を媒質とする60ml SOUR
CE Qカラムを用いて精製し、TEAB（炭酸水素トリエチルアンモニウム緩衝液）の0～2Mの
勾配を用いて8ml／分で30分かけて溶出させ、貯蔵のために-20℃で凍結乾燥させた9,12。
SoQ／NaCl HPLCによって単一のピークが示され、生成物はES-MS（M-H）が848.9m/zであっ
た。

収率は90％+であった。
【００７８】
AppNHpppU
　AppNHpppUのLysU合成にはNHが置換されたアデノシン四リン酸が必要と考えられるが、
これは入手可能でない。このため、本発明者らは脱水剤EDC（1-エチル-3-(3-ジメチルア
ミノプロピル)カルボジイミド）を基にした化学結合を用いた13。AMPPNHP（アデノシン5'
-(β,γ-イミド)三リン酸、50mg）およびUDP（ウリジン二リン酸、150mg）を、10×1mlア
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リコート中にて75mM MgCl2を含む2M HEPES pH 6.5に溶解した。400mgのEDCを各アリコー
トに添加し、混合物を37℃でインキュベートして、この場合もSoQ／NaCl HPLC（UDP 3.8
分、AMPPNHP 4.7分）によりモニターした。12時間後に、2つの生成物のピークが6.1分お
よび7.0分に認められた。それらをSoQ／TEABカラムで抽出して凍結乾燥した9,12。どちら
の生成物もSoQ／NaCl HPLCによって単一のバンドを示し、6.1分の方はES-MS（M-H）が788
.6m／zであってUp4Uとして同定され、一方、7.0分の方は890.7m/zであり、これはApppNHp
pUと一致する。

最後のものはα-P、β-Pおよびε-Pの重なりとして暫定的に同定された。

収率は初期のAMPPNHPに関しては45％であった（いくらかの出発材料が回収されたものの
）。
【００７９】
AdiolppCH2ppAdiol
　AppCH2ppA（100mg、LysU結合によりATPおよびAMPPCP［α,β-メチレン-アデノシン5'-
三リン酸］から以前に作製）9を2mlの蒸留水中に溶解した。150μlの0.3M過ヨウ素酸ナト
リウム水溶液を添加して、10分間おいた後に、50μlの0.5M水素化ホウ素ナトリウム水溶
液を添加した（警告：H2が発生した）。反応を通常通りSoQ／NaCl HPLCによってモニター
したところ、AppCH2ppAの5.8分のピークはジアルデヒドへの酸化によって6.2分に上方移
動し、ジオールへの還元によって4.4分に低下した。SoQ／TEABによる分離9,12によって2
つの主バンドが得られ、それらを抽出して凍結乾燥した。どちらもSoQ／NaCl HPLCによっ
て単一のピークを示し、分子量の高い方の生成物はES-MS（MH）が836.9m/zであり、低い
方は585.7m/zであった。これらは、それぞれAdiolppCH2ppAdiolおよびAdiolPPCH2PPに一
致する。

収率は80％であった。
【００８０】
生物試験
　以下の生物学的データは、ジヌクレオシドポリリン酸類似体の効果および機序を明らか
にするために取得した。決定的なこととして、化合物がP2および／またはA1受容体作動薬
であることが示されれば、それらは目覚ましい範囲にわたる潜在的な治療特性を有すると
考えられる。ここ25年のうちに、鎮痛薬、抗精神病薬、抗うつ薬、抗不安薬、向知性薬／
認知増強薬、および脳卒中に関連したCNS障害に有効な種々の薬剤を含む、中枢神経系（C
NS）および末梢神経系（PNS）の両方で用いられるP2および／またはA1受容体作動薬が多
岐にわたるCNS作用性薬剤の作用を促進すること、またはそれらと相乗作用を示すことを
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示唆する多くの研究がなされている。さらに、このような受容体作動薬はまた、それ自体
が強力な神経学的化合物であるように思われる。
【００８１】
脳卒中および虚血に対して
　A1受容体作動薬として作用する化学物質は、神経細胞の興奮性および興奮性アミノ酸（
EAA）放出の阻害をもたらす、安定な神経細胞膜電位を促進するように思われる22。EAA放
出の遮断は、すなわち、N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）受容体の活性化に伴う神経
傷害性続発症を予防する。A1受容体作動薬もまた、脳卒中に関連した細胞死および海馬神
経変性を軽減することができる22。
【００８２】
てんかんに対して
　A1受容体作動薬として作用する化学物質は、動物モデルにおいて種々の化学的および電
気的な刺激によって誘導されるてんかん発作活性を低下させる23,24。電気的キンドリン
グ発作モデルにおいて、A1受容体作動薬は、発作閾値を有意に変化させずに発作の重症度
および持続時間を軽減する抗けいれん薬である23。
【００８３】
神経変性に対して
　虚血、低酸素およびてんかんに伴う神経細胞の興奮性亢進が、加齢に伴う神経変性プロ
セスの基礎もなしていることは広く認められている。P2および／またはA1受容体作動薬と
して作用する化学物質はEAAの神経毒性を低下させ、神経細胞死を招くその結果としての
カルシウム恒常性の変化は、アルツハイマー病（AD）およびパーキンソン病（PD）と関連
性のあるより微妙で長期的な変化を反映している可能性がある25。これらの作動薬はフリ
ーラジカル生成を阻害する強力な抗炎症薬であり26、このため、神経伝達物質により媒介
される神経細胞事象に対する直接的な効果を上回って潜在的なAD治療を提供する上で付加
的な恩典を提供する可能性がある。A1受容体作動薬は、線条体ドーパミン（DA）D1受容体
の高親和性状態を軽減することができる27。機能的には、A1作動薬はレセルピン処理マウ
スにおけるDA D1受容体を介した運動活性をブロックする。または、これらの作動薬は、
ウサギにおいて選択的DA D1活性化によって誘導される口周囲運動異常を減弱させること
ができる。精神運動機能の神経化学におけるドーパミン作動系とプリン作動系との間のこ
の動的な相互関係は、A1受容体の調節を介したドーパミン作動性機能障害の改善のための
新たな可能性を提供する。
【００８４】
不眠に対して
　A1作動薬として作用する化学物質の脳内への直接投与は、睡眠全体の増加をもたらす、
REM睡眠の潜時の短縮を伴うREM睡眠の増加として現れる、深睡眠において見られるものに
類似したEEGプロフィールを誘発する28。A1選択的作動薬はSWSの増加を誘発する前に徐波
睡眠（SWS）および逆説睡眠（PS）を抑制する可能性がある。
【００８５】
疼痛に対して
　感覚求心路に対するATPの適用は、興奮性亢進および強い疼痛の知覚をもたらす。ヌク
レオチドはまた、投与された局所的部位での侵害受容性応答も誘導することができ、他の
有害刺激に対する侵害受容性応答も促進することができる29。ATPの侵害受容誘発作用は
、感覚求心路および脊髄に存在するP2X受容体によって媒介される。ホモマー性P2X3受容
体およびヘテロマー性P2X2／3受容体は侵害受容性シグナルを特異的に伝達する感覚神経
に高度に局在している30。ATPは外傷に応答してさまざまな細胞種から放出され（例えば
、交感神経、内皮細胞、内臓平滑筋）31、P2X3受容体の活性化が、内臓の侵害受容と関連
のある末梢および中枢の感受性増加を惹起するとともにその一因となることについてはか
なりの証拠がある31。P2X3受容体の発現は、末梢感覚線維に対する損傷の後に感覚求心路
および脊髄においてアップレギュレートされる32。このため、選択的で生物学的利用能の
あるP2X3受容体拮抗薬の開発により、疼痛の治療のための新規化合物が得られることが期
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待される。
【００８６】
　その一方で、A1受容体作動薬として作用する化学物質の投与は、広範囲にわたる動物モ
デルで疼痛緩和を与えている（例えば、マウスのホットプレート試験、マウスのテイルフ
リックアッセイ法、ラットのホルマリン試験、マウスの腹部収縮アッセイ法）29,33,34,3

6。A1作動薬はまた、ラットモデルにおける神経因性疼痛の緩和にも有効であり36、サブ
スタンスPおよびグルタミン酸作動薬NMDAの脊髄注射によって誘発される疼痛関連行動を
阻害する。機械論的に言えば、A1受容体作動薬はラットにおいて、脊髄液中へのグルタミ
ン酸の放出を阻害し、サブスタンスPの脳脊髄液レベルも低下させることが知られている2

9,37,38。グルタミン酸は、臨床的疼痛状態と関連のある脊髄後角ニューロンの異常な興
奮性亢進（中枢感受性増加）の重要なメディエーターである39。サブスタンスPは侵害受
容性応答のもう1つの重要なメディエーターである29,37,38。A1作動薬については、ヒト
の疼痛の緩和における有用性も示されている38。A1作動薬の脊髄投与は、神経因性疼痛の
患者におけるアロディニアを、正常な感覚知覚に影響を与えることなく緩和する。その注
入は臨床的疼痛モデルにおける疼痛症状を改善し、神経因性疼痛を有する患者における自
発痛、進行中の痛覚過敏およびアロディニアを軽減する。さらに、手術中の作動薬の低用
量注入は、揮発性麻酔薬および術後のオピオイド鎮痛の必要性を減じさせる可能性がある
37,40。
【００８７】
一般的方法
海馬切片の調製
　本研究は、21日齢のWistarラット（WAG／GSto, Moscow, Russia）に対して行った。素
早い断頭の後に、ラット脳を直ちに、120mM NaCl、5mM KCl、26mM NaHCO3、2mM MgCl2お
よび20mMグルコースの組成を有する冷却（4℃）溶液の入ったペトリ皿に移した。神経細
胞損傷の可能性を減らすためにカルシウム塩は含めなかった。この溶液には、pH 7.4に維
持するために95％O2／5％CO2気体混合物による気泡を常に生じさせた。海馬切片（300-40
0μM厚）は、興奮性連結の層状構造を保つために歯槽線維に沿って徒手的にカミソリ刃に
よって切り出した。プレインキュベーションおよび実験の間は、切片を、135mM NaCl、5m
M KCl、26mM NaHCO3、1.5mM CaCl2、1.5mM MgCl2および20mMグルコースを含み、95％O2／
5％COによる気泡を常時生じさせた30～31℃の細胞外溶液、pH7.4中に完全に浸漬させた。
25～50mMのピクロトキシン（RBI, Natick, MA, USA）も、介在ニューロンの抑制活性を抑
制するため、実験中に細胞外溶液中に含めた。電気生理学的測定は少なくとも2時間のプ
レインキュベーションの後に記録した。
【００８８】
電気生理学的測定
　興奮性シナプス後電流（EPSC）を、シェーファー側副／交連経路の刺激に応答した海馬
のCA1サブフィールドにおける標準的なホールセルパッチクランプ法によって記録した。C
A3野からの電気活性の広がりを防ぐために、苔状線維層へと伸びる錐体層に対して直角に
切れ目を入れることによってミニ切片を調製した。パッチピペット用の細胞内溶液、pH 7
.2は、100mM CsF（Merck, Darmstadt, FRG）、40mM NaH2PO4、10mM HEPES-CsOH、10mM Tr
is-HClを含む。2～3mMの臭化N-(2,6-ジメチルフェニルカルバモイルメチル)-トリエチル
アンモニウム（QX-314；Tocris Cookson, Bristol, UK）を、電位依存性ナトリウム電導
をブロックするためにルーチン通りに細胞内溶液に添加した。パッチピペットは、二段階
式の水平プラーによって軟ホウケイ酸ガラスから引いて作った。先端を熱加工して細胞内
溶液を満たした後の時点で、それらの抵抗は2～3MΩであった。CA1錐体ニューロンの細胞
体を描出するために、マイクロピペットからの食塩水噴流によって多形細胞層および白板
を除去した。電流を、3kHzのフィルターをかけて12桁のADCボードによって400ms間隔でデ
ジタルサンプリングし、さらなる解析のためにデータをハードディスクに保存した。アク
セス抵抗を実験期間を通じてモニターしたが、それは典型的には6～9MΩの範囲であった
。アクセス抵抗が実験中に25％を超えて変化した細胞からのデータは除外した。細胞外外
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界電位をNi／Cr電極を用いて記録した。集合スパイクはデジタル化してコンピュータディ
スク上に保存した。受容体の拮抗薬の作動薬の効果は平均比I／Ioとして測定したが、こ
こでIは物質の作用の下での電流であり、Ioは対照食塩水における電流である。シェーフ
ァー側副／交連経路の入力を刺激するためには、双極Ni／Cr電極を切片の表面に配置した
。持続時間0.1～1msの電流パルス（10～100pA）を、絶縁された刺激装置HG 203（HiMed, 
London, UK）により0.066～0.2Hzで与えた。
【００８９】
実験1
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、順行性に誘導された
集合スパイク（図5A）、逆行性に誘導された集合スパイク（図5B）および興奮性シナプス
後電流、EPSC（図5C）の振幅の変化の経時的推移を測定した。時間経過に伴って、ラット
海馬切片に対して適用するAp2CH2p2Aの量を増やした。すなわち、1.9μmのAp2CH2p2Aを10
分後に適用し、14分後にはこれを3.7μmに増やし、18分後には7.4μmに増やした。
【００９０】
　この実験において順行性（上の2つ）および逆行性（下の2つ）に誘導された集合スパイ
クを誘導するために用いた電極の位置は、図4に図示されている。AppCH2ppAは、CA3-CA1
シナプスを含む海馬ではすべてのシナプス経路において（図4）、順行性に誘発された外
界電位の再現性のある急速かつ可逆的な阻害を生じさせることが見いだされた（図5A）。
図5Aにおける経時的推移の右側には、経時的推移において点1（対照）および2（Ap2CH2p2
Aの効果）に対応する集合スパイク（5倍平均）の元の軌跡が示されている。
【００９１】
　順行性に誘発された外界電位とは対照的に、逆行性スパイク（ここおよび以下ではCA3-
CA1シナプス）（図5B）ならびにCA1錐体ニューロンで記録したEPSC（図5C）の振幅は、不
変のままであった。EPSCの減衰も変化せず、このことからAppCH2ppAはいずれのEPSCのNMD
A成分も調節しないことが示唆された（図5C）。
【００９２】
　これとは対照的に、文献では、Ap4Aが興奮性シナプス後電流ならびに順行性に誘発され
た外界電位の阻害を誘導することが示されている14。これらの結果は再現するのが難しい
こともわかっており、信頼性に乏しい。
【００９３】
実験2
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、順行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した。8分後に、ピリドキサール-リン酸-6
-アゾフェニル-2',4'ジスルフォン酸（PPADS）（20μM）を適用した。続いて12分後に、A
p2CH2p2Aを適用した。
【００９４】
　ピリドキサール-リン酸-6-アゾフェニル-2',4'-ジスルフォン酸（PPADS）を用いると、
順行性スパイクに対するAppCH2ppAのブロック効果が完全に消失することが見いだされた
（図6）。図6は、左側で、順行性に誘導された集団の振幅の変化の経時的推移を示してお
り、右側では、経時的推移における点1（対照）および2（Ap2CH2p2A／PPADSの効果）に対
応する集合スパイク（5倍平均）の元の軌跡を示している。PPADSはよく知られた広帯域性
P2-受容体ファミリー拮抗薬であるため15,16、この結果により、観察されたAppCH2ppA効
果が従来とは異なる薬理作用を有する新規P2ファミリー受容体によって媒介されうると考
えられることが示唆された。
【００９５】
実験3
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、順行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した。9分後に、α,β-メチレン-ATP（100
μM）を適用した（図8）。
【００９６】
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実験4
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、順行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した。時間経過に伴って、ラット海馬切片
に対して適用するATPγSの量を増やした（図9）。すなわち、10μmのATPγSを10分後に適
用し；15分後にはこれを20μmに増やし；21分後には50μmに増やし；そして29分後には10
0μmに増やした。
【００９７】
　実験3および4は、P2Xおよび／またはP2Yファミリーの受容体の公知の作動薬を用いた作
動薬実験である。しかし、α,β-メチレン-ATP（図8）およびATPγS（図9）は、AppCH2pp
Aと同じように、順行性に誘発された外界電位を阻害することはできなかった。観察され
た唯一の効果は、極めて高いヌクレオチド濃度（100μM）での弱くゆっくりと現れる阻害
であった。用いた作動薬の濃度が高いことからみて、このような効果はたかだか非特異的
なものである。したがって、AppCH2ppAの効果が主要なP2XまたはP2Y-ファミリーの受容体
によって媒介される可能性は低いように思われる。これはおそらく、ApnAが神経組織にお
いてP2X1-4、P2Y1、P2Y2およびP2Y4受容体の作動薬として作用する能力が知られているこ
とからみると、驚くべきことであろう15。
【００９８】
実験5
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、順行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した（図10）。10分後に、ニイノシン四リ
ン酸（Ip4I）（20μM）を適用した。続いて20分後に、Ap2CH2p2A（7.4μM）を適用した。
【００９９】
実験6
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、逆行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した（図11）。10分後に、ニイノシン四リ
ン酸（Ip4I）（20μM）を適用した。続いて16分後に、Ap2CH2p2A（7.4μM）を適用した。
【０１００】
　AppCH2ppAの効果が、ラット脳シナプス末端で以前に同定されているP4-ジヌクレオチド
受容体17によって媒介されうるかという可能性について、実験5および6で評価した。しか
し、高濃度のP4拮抗薬ニイノシン四リン酸（Ip4I）（20μM）の添加によっても、順行性
に誘導された集合スパイクの振幅の変化に対するAppCH2ppAの効果は変化しないことが見
いだされた（図10）。さらに、Ip4I（20μM）の添加は、AppCH2ppAが、逆行性に誘導され
た集合スパイクの振幅の変化に対して影響を及ぼすようにさせることもないことが見いだ
された（図11）。これらの結果は、P4-ジヌクレオチド受容体の媒介の可能性を完全に否
定するものである。したがって、これらの結果は、新たなP2-ファミリー受容体が、観察
されたAppCH2ppA効果を媒介する可能性を示唆する。
【０１０１】
実験7
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、逆行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した。10分後に、ビククリン（50μM）を
適用した。続いて20分後に、Ap2CH2p2A（7.4μM）を適用した。
【０１０２】
　AppCH2ppAにより誘導される、順行性に誘発された外界電位の阻害は、ビククリンの存
在によって影響されなかった。
【０１０３】
実験8
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、逆行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した。10分後に、ヘキサメトニウム（100
μM）を適用した。続いて20分後に、Ap2CH2p2A（7.4μM）を適用した。
【０１０４】
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　AppCH2ppAにより誘導される、順行性に誘発された外界電位の阻害は、ヘキサメトニウ
ムの存在によって影響されなかった。
【０１０５】
実験9
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、逆行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した（図7）。10分後に、ストリキニーネ
（500nM）を適用した。続いて20分後に、Ap2CH2p2A（7.4μM）を適用した。
【０１０６】
　AppCH2ppAにより誘導される、順行性に誘発された外界電位の阻害は、ストリキニーネ
の存在によって影響されなかった。
【０１０７】
実験10
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、逆行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した。10分後に、シクロペンチルテオフィ
リン（CPT）（1μM）を適用した。続いて26分後に、Ap2CH2p2A（7.4μM）を適用した。
【０１０８】
　AppCH2ppAにより誘導される、順行性に誘発された外界電位の阻害は、CPTの存在によっ
て失われた。
【０１０９】
　実験7、8、9および10は、AppCH2ppAの効果を媒介する受容体の場所を調べたものである
。AppCH2ppAはシナプス伝達を全く調節しないことから、順行性スパイクの厳密な阻害は
シナプス後ニューロン興奮性のみの調節によって生じているに違いないと推論することが
できる。さらに、逆行性に誘発された外界電位はAppCH2ppAによって調節されないため、
調節の部位はシナプス後CA1樹状突起に位置しなければならない。CA1錐体ニューロンの樹
状突起は、コリン作動性受容体およびGABA作動性受容体を含む数多くの受容体を介して媒
介される皮質性調節の重要な標的であることがよく知られている。したがって、これらの
実験では、γ-アミノ酪酸（GABA）受容体（実験7）、ムスカリン受容体（実験8）および
グリシン受容体（実験9）の公知の拮抗薬を用いた。しかし、これらの拮抗薬はいずれも
、AppCH2ppAにより誘導される、順行性に誘発された外界電位の阻害に影響を及ぼさなか
った。これに対して、A1アデノシン受容体拮抗薬の1つであるCPTの投与はAppCH2ppAの効
果を消失させることが認められ（図7）、これにより、AppCH2ppAの効果が、実際には、PP
ADS感受性P2受容体活性化の下流にあるA1アデノシン受容体活性化によって媒介されるこ
とが示唆された。
【０１１０】
　この示唆は、海馬切片に対するアデノシン（5μM）の投与が、AppCH2ppAと同様の様式
で順行性スパイクを阻害することが以前に示されているという事実によって裏づけられる
18。しかし、アデノシンの投与はEPSCの振幅も小さくすることが示されており19、これは
AppCH2ppA投与後に観察された効果とは著しく対照的である（図5C）。したがって、AppCH

2ppAにより媒介される効果はアデノシンのみによるものよりもかなり選択的である。
【０１１１】
実験11
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、順行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した。5分後に、2-フェニル-4,4,5,5-テト
ラメチルイミダゾリン-1-オキシル3-オキシド、PTIO（1mM）を適用した（図12）。続いて
11分後に、Ap2CH2p2A（2.5μM）を適用した。
【０１１２】
　PTIOの使用により、AppCH2ppAにより媒介される、順行性に誘発された外界電位の阻害
の程度は、50％を上回って低下した（図12）。
【０１１３】
　一酸化窒素（NO）は、P2受容体の活性化に応答したアデノシンの流出を媒介することが
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示されている20。このため、公知のNO特異的スカベンジャーであるPTIOの使用は、AppCH2
ppAにより媒介される、順行性に誘発された外界電位の阻害に対して、もしそれにP2受容
体が関与している場合には、影響を及ぼすと考えられる。観察された低下は、この場合に
P2受容体が直接的な役割を有するということに一致するものである。したがって、AppCH2
ppAにより媒介される効果は、AppCH2ppAの結合に起因するPPADS感受性P2受容体活性化と
、排他的なシナプス後A1受容体活性化を招くアデノシンの細胞内合成を後に刺激するNOの
生成とを結びつける経路によって進行すると仮定することができる。
【０１１４】
実験12
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、順行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を測定した。10分後に、アデノシンデアミナーゼ
（約2U／ml）を適用した。続いて20分後に、Ap2CH2p2A（7.4μM）を適用した。
【０１１５】
　AppCH2ppAにより誘導される、順行性に誘発された外界電位の阻害は、アデノシンデア
ミナーゼの存在によって失われた。
【０１１６】
　以前の研究で、ヌクレオシドにより活性化される受容体は、海馬ニューロンにおけるグ
ルタミン酸放出のシナプス前阻害を生じさせることが観察されている21。このプロセスは
いわゆるP3受容体（P2Y-テオフィリン感受性受容体）によって媒介され、これは観察され
たAppCH2ppA効果とある程度類似性がある。しかし、AppCH2ppAの効果がアデノシンデアミ
ナーゼによって失われるという事実はP3機序に一致するものであり、これはAppCH2ppAの
効果が類似の経路によっては媒介されないことを示している。
【０１１７】
実験13
　一般的手順に従って調製したラット海馬切片のCA1区域における、順行性に誘導された
集合スパイクの振幅の変化の経時的推移を、Ap2CH2p2A（2.5μM）の添加の前および後に
、22℃（図13）および36℃（図14）で測定した。
【０１１８】
　この効果の温度依存性は、アデノシンなどの低分子メディエーターの拡散が関与するシ
グナル伝達経路に一致する。
【０１１９】
実験14
ジアデノシンポリリン酸の非加水分解性類似体によるNMDA-受容体媒介性電流の調節
　ジアデノシンポリリン酸は、中枢神経系のシナプス末端において神経伝達物質の役割を
果たしうる天然化合物である。ここで、本発明者らは、ジアデノシンポリリン酸AppCH2pp
Aの非加水分解性類似体が、NMDA-受容体媒介性チャネルの機能に影響を及ぼしうることを
示す。単離された海馬錐体ニューロンにおいて、低マイクロモル濃度で適用したAppCH2pp
Aは、NMDAにより活性化される電流を濃度依存的な様式で増加させた。AppCH2ppAのこれら
の効果はプリンP2受容体拮抗薬PPADSおよびリアクティブブルーの存在下では消失し、こ
のことからAppCH2ppAの効果はプリン受容体の活性化によって媒介されることが示唆され
た。AppCH2ppAの効果はEDTAの存在下では解消され、このことは、細胞外溶液中にごく微
量で持続的に存在する二価陽イオンのいくつかが、P2受容体の活性化の下流にある観察さ
れた効果に関与することを示す。さらに、AppCH2ppAの効果は、ニューロンをチロシンプ
ロテインキナーゼ阻害薬であるゲニステインの非特異的阻害薬で前処理した後には失われ
た。これらのデータを総合すると、AppCH2ppAにより増強されるNMDA電流は、二価陽イオ
ンのいくつか、最も可能性の高いものとしてはZn2+によるNMDA受容体の持続的阻害を軽減
することにより、チロシンキナーゼのP2受容体依存的活性化に起因すると推測することが
可能となる。
【０１２０】
　これらの結果は図15および16に示されている。
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【０１２１】
　図15は、AppCH2ppA（1μM）による、単離された海馬錐体ニューロンで記録された、NMD
A受容体により活性化される電流の調節が、プリンP2受容体によって媒介されることを示
している。
【０１２２】
　NMDA-受容体により活性化される電流は、アスパラギン酸（ASP）（1mM）およびグリシ
ン（10μM）の1～2秒間にわたる同時適用によって誘発させた。Vh＝Mg2+非含有溶液にお
いて-100mV。
（a）AppCH2ppAの存在下および洗い流しの後での、対照における、NMDAにより活性化され
る電流の代表的な軌跡。
（b）NMDA電流のピーク振幅に対する、AppCH2ppAおよび他のプリン作動薬；ADP（1μM）
、UTP（1μM）、UDP（1μM）の効果に関する統計値、
（c）非特異的なプリンP2受容体拮抗薬PPADSによる、NMDA-電流の、AppCH2ppAにより媒介
される強化の阻害。
（d）対照条件下およびP2拮抗薬PPADSの存在下での、NMDA-電流のピーク振幅に対するApp
CH2ppAの効果に関する統計値。 
（e）P2Y受容体拮抗薬リアクティブブルー（RB）による、AppCH2ppAにより媒介される効
果の阻害。
【０１２３】
　図16は、AppCH2ppAによる、NMDA受容体により活性化される電流の調節が、二価陽イオ
ンによる持続的阻害の緩和によって媒介されることを示している。
（a）NMDAにより活性化される電流の増強は、二価陽イオンのキレート剤であるEDTAの存
在下では失われる。対照、EDTAの存在下およびAppCH2ppAとEDTAとの存在下における、NMD
Aにより活性化される電流の代表的な軌跡。
（b）対照条件下およびEDTAの前適用下での、NMDA-電流のピーク振幅に対するAppCH2ppA
の効果に関する統計値。
（c）チロシンプロテインキナーゼの非特異的阻害薬であるゲニステインによる、NMDA-電
流のAppCH2ppAにより媒介される強化の阻害。
（d）対照条件下およびゲニステインの前処理後における、NMDA-電流のピーク振幅に対す
るAppCH2ppAの効果に関する統計値。
【０１２４】
材料および方法
材料
　細胞内溶液および細胞外溶液のためのすべての化学物質は、Sigma Chemical Co.（St. 
Louis, MO, USA）から購入した。
【０１２５】
細胞の調製
　Wistarラット（12～17日齢）をエーテル麻酔下で断頭し、海馬（または小脳）を摘出し
た。それを、以下のもの（mM単位）を含む溶液中に切片（300～500μm）として切り出し
た。150 NaCl；5 KCl；1.25 NaH2PO4；26 NaHCO3；1.1 MgCl2；10グルコース；pH 7.4。
続いて切片を、コウジ菌（Aspergillus oryzae）由来の0.5mg／mlのプロテアーゼ（XXIII
型）とともに32℃で10分間インキュベートした。CA1およびCA3錐体層からの単一の錐体細
胞を錐体層における局所的な振動解離法によって単離し、CA3およびCA1海馬錐体ニューロ
ンをそれらの特徴的な形態および部分的に保たれた樹状突起の分枝によって同定した。
【０１２６】
　単離の後、細胞は通常2～4時間にわたり記録に好適であった。手順全体を通じて、切片
を含む溶液には、pH 7.4を維持するために95％O2および5％CO2気体混合物を連続的に飽和
させた。被験物質は貯蔵濃度10mMとしてDMSO中に溶解し、日々のアリコートとして-40℃
で凍結保存した。これらの物質は、実験の直前に最終濃度となるように外部からの食塩水
中に溶解した。
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【０１２７】
電流の記録
　単離されたニューロンにおける、NMDAにより活性化される電流は、コンピュータ化され
た「Pharma-Robot」設備（Pharma-Robot, Kiev）を用いて、アスパラギン酸（1mM）およ
びグリシン（1mM）を「濃度固定」モードで適用する段階によって誘導した（Krishtal et
 al., 1983）。この装置は、15ms以内での食塩水の完全な変化を可能にする。膜貫通電流
は、ホールセル構成での従来のパッチクランプ法を用いて記録した。パッチクランプ用電
極を、水平プラー（Suffer Instruments）によって引いて作製し、先端の内径は1.4～1.8
μmであり、先端抵抗は2.5～5MΩであった。細胞内溶液は以下のものを含んだ（mM単位）
：70 Tris-PO4；5 EGTA；40 TEA-Cl（塩化テトラエチルアンモニウム）；30 Tris-Cl；5 
Mg-ATP；0.5 GTP；pH 7.2。細胞外溶液の組成は以下の通りであった（mM単位）：130 NaC
l；3 CaCl2；5 KCl；2 MgCl2；10 HEPES-NaOH；0.1μM TTX；pH 7.4。電流の記録はパッ
チクランプ増幅器（DAGAN, USA）を用いて行った。膜貫通電流に3kHzフィルターをかけて
、保存し、IBM-PCコンピュータで自作ソフトウエアを用いて解析した。NMDA応答は3分間
隔で記録した。実験はすべて室温（19～24℃）で実施した。
【０１２８】
実験15
AppCH2ppAの抗侵害受容活性
実験手順：
CFA誘導性の温熱性痛覚過敏。
　ラットの右後肢の足底面に、50％CFA（Sigma）を含む生理食塩水の溶液100μlを注射す
ることにより、一側性炎症を誘導した。CFA注射から48時間後に、急性有害温熱アッセイ
法に関して以下に述べるのと同じ装置を用いて、温度刺激に対する痛覚過敏について評価
した。
【０１２９】
熱感受性：
　機械的試験の後には毎日、ラットを温熱試験装置（Plantar test, Ugo Basile, Italy
）の中に入れ、そこで自由に移動させる。30分間の馴化の後に、一定の力のIR刺激をガラ
ス基剤を通して足底に集中して与え、以前にHargreaves et al. 1988に記載されたように
光電モニターを介して、足引っ込め反射の潜時を自動的に記録する。
【０１３０】
　それぞれの試験セッションにおいて、（6匹の被験ラットからの）各ラットを、約15分
間隔の3回の逐次的な試行によって試験した。
【０１３１】
結果
AppCH2ppAの抗侵害受容活性。
　AppCH2ppAの侵害受容活性の特徴を調べるために、CFAにより誘導した温熱性痛覚過敏動
物モデルにおいて、この化合物の効果を皮下投与後に評価した。AppCH2ppAは温熱性痛覚
過敏の軽減に明らかに効力があった（図17）。
【０１３２】
　CFAの足底内投与によって誘導した48時間の炎症の後に、AppCH2ppAは温熱性痛覚過敏を
完全にブロックした（図17）。AppCH2ppAのこの抗侵害受容効果は損傷肢に特異的であり
、非損傷肢に関する足引っ込め潜時は被験用量でのAppCH2ppAによってはそれほど効果的
に変化しなかった。損傷肢におけるAppCH2ppAの抗侵害受容効果は発現が遅れ、注射の3時
間後に現れた。
【０１３３】
図17‐
　AppCH2ppAは、CFAの足底内投与から48時間後の足引っ込め潜時を増大させる。対照肢お
よびCFA注射肢における応答（足引っ込め潜時（平均±SEM））。
【０１３４】
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　AppCH2ppA（50μmol／kg 皮下注射）は、ラットにおいてCFAにより誘導される温熱性痛
覚過敏を弱める。
【０１３５】
図18‐
　AppCH2ppAは、対側（炎症のない）肢における48時間時点での足引っ込め潜時を増大さ
せる。対照肢および対側肢における応答（足引っ込め潜時（平均±SEM））。
【０１３６】
　AppCH2ppA（50μmol／kg 皮下注射）は、ラットにおける温熱性痛覚過敏を弱める。
　* P＜0.05 CFAとCFA＋AP4 50uMとの比較
　$ P＜0,05 CFAと対照との比較
　** P＜0.05 CFAと対側肢CFA＋AppCH2ppA 50uMとの比較
　P 対照とCFAとの比較 1.58E-12
　P CFAとCFA＋AP4 50uMとの比較 0.000314
　P CFAとCFA＋AP4 50uMとの比較 0.000501
　P CFAと対側肢CFA＋AP4 50uMとの比較 0.0043
　P CFAと対側肢CFA＋AP4 50uMとの比較 0.000335
　P CFAと対側肢CFA＋AP4 50uMとの比較 3.67E-06
　P CFAと対側肢CFA＋AP4 50uMとの比較 1.53E-07
　P CFAと対側肢CFA＋AP4 50uMとの比較 6.54E-05
【０１３７】
装置の説明
7370‐足底試験
非拘束動物における温熱刺激に対する痛覚過敏の測定
　以下を特徴とする。
　・行動エンドポイントの自動検出
　・反復試験によって妥当性が影響されない
　・他の温熱試験または機械的試験よりもバイオアッセイ感度が高い
　・それぞれの動物がそれ自体の対照として役立つ
【０１３８】
　装置は基本的に以下からなる。
　・移動式I.R.（赤外）線源
　・ラット用の閉鎖容器を上に乗せるガラス板
　・制御装置
【０１３９】
　多数の動物がかかわる場合には、試験のスピードを速めるために、3つの区画を有する
閉鎖容器が提供されている。それぞれの区画内では動物は拘束されていない。
【０１４０】
　馴化期間の後に、ガラス床の下に配置されたI.R.線源（図を参照）が、操作者によって
後肢のすぐ下に配置される。I.R.線源のスイッチを入れ、デジタル式の半導体タイマーを
起動させるキーを押し下げることによって試行を開始する。
【０１４１】
　ラットが疼痛を感じて肢を引っ込めると、反射する照射の急激な減少によってI.R.線源
のスイッチが切れ、反応時間カウンターが停止する。
【０１４２】
　最も近い0.1sに当たる引っ込め潜時を決定する。
【０１４３】
較正線量計
　それぞれの足底試験は、そのI.R.線源が同じ力の線束（1平方cm当たりのmWとして表現
される）を、それ故に同じ強度の侵害受容刺激を確実に送出するように、I.R.線量計によ
って正確に較正される。
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【０１４４】
　エンドユーザーはこの極めて有用な付属装置、Heat-Flow I.R. Radiometer Cat. 37300
について考慮すべきであり、これはバッテリで動作し、I.R.プローブ、デジタル式メータ
ー、ならびにテイルフリック試験および足底試験用のアダプターを備えた自給自足的な装
置であり、すべての部品は、パンチ穴のあいた発泡体の内張がなされた頑丈な合成樹脂ケ
ースの中に整然と収められている。
【０１４５】
　37300線量計は実験者が以下を行うことを可能にする。
　i）I.R.発光を検査すること（および必要であれば調整すること）。実際、足底試験のI
.R.出力は、光学部品上に集まった塵、I.R.バルブの黒化、偶発的な打撃、温熱サイクル
に起因する構成要素のエイジングなどのために、1～2年で2～3％減少する経過をたどる恐
れがある。
　さらに、バルブを交換した場合または電子機器が保守点検を受けた場合には、さらに大
きな程度、例えば8～10％という出力の変化が起こる恐れがある。
　ii）2つまたはそれ以上の足底試験構成単位に、正確に同じ強度の温熱侵害受容性刺激
を確実に送出させること。必要であれば、それらのバランスをとる。
　iii）文献中に記載された任意の等しいまたは異なる方法／装置と比較するための有用
なデータである、絶対的な表現で、I.R.エネルギー（1sの持続時間にわたる1mWは1mJに相
当する）を把握すること。
【０１４６】
文献
方法についての論文：

【０１４７】
そのほかの論文：

【０１４８】
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　さらに、このデバイスを用いた30件を上回る要約書が、米国（例えば、神経科学学会）
および国際（例えば、国際疼痛研究学会）学会で呈示されている。
　http://www.ugobasile.com/site/manuals/condensed_catalogue.pdf
　http://www.ugobasile.com/site/product2.asp?ID=3
【０１４９】
　上記の明細書中に言及されたすべての刊行物は、参照により本明細書に組み入れられる
。当業者には、発明の範囲および精神を逸脱することなく、本発明に記載された方法およ
びシステムに対するさまざまな改変物および変形物が明らかであると考えられる。本発明
をその特定の態様とともに説明してきたが、特許請求する本発明がこのような特定の態様
に過度に制限されるべきではないことが理解されるべきである。実際には、本発明の実施
に関して説明した態様のさまざまな改変が、化学、生物学または関連分野の当業者には明
らかであり、それらも発明の範囲に含まれるものとする。
【０１５０】
参考文献
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【図面の簡単な説明】
【０１５１】
【図１】AppCH2ppGの合成を示している。
【図２】AppNHpppUの合成を示している。
【図３】AdiolppCH2ppAdiolの合成を示している。
【図４】電極の位置を図示しながら、順行性（上の2つ）および逆行性（下の2つ）誘導し
た集合スパイクの概略図を示している。
【図５】順行性に誘導された集合スパイク（図5A）、逆行性に誘導された集合スパイク（
図5B）および興奮性シナプス後電流、EPSC（図5C）に対する、種々の量のAppCH2ppAの効
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果を示している。
【図６】順行性スパイクに対するピリドキサール-リン酸-6-アゾフェニル-2',4'-ジスル
フォン酸（PPADS）およびAppCH2ppAの影響を示している。
【図７】順行性スパイクに対するシクロペンチルテオフィリン（CPT）およびAppCH2ppAの
影響を示している。
【図８】順行性スパイクに対するα,β-メチレン-ATPの効果を示している。
【図９】順行性スパイクに対する種々の量のATPγSの効果を示している。
【図１０】順行性スパイクに対する二イノシンテトラヒドロリン酸（Ip4I）およびAppCH2
ppAの影響を示している。
【図１１】逆行性スパイクに対するニイノシンテトラヒドロリン酸（Ip4I）およびAppCH2
ppAの影響を示している。
【図１２】順行性スパイクに対する2-フェニル-4,4,5,5-テトラメチルイミダゾリン-1-オ
キシル3-オキシド（PTIO）およびAppCH2ppAの影響を示している。
【図１３】22℃での順行性スパイクに対するAppCH2ppAの影響を示している。
【図１４】36℃での順行性スパイクに対するAppCH2ppAの影響を示している。

【図１】 【図２】
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【図５Ａ】 【図５Ｂ】
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【図７】 【図８】
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【図１１】 【図１２】



(30) JP 2008-528665 A 2008.7.31

【図１３】 【図１４】

【図１５Ａ】

【図１５Ｂ】

【図１５Ｃ】

【図１５Ｄ】
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【図１６Ａ】

【図１６Ｂ】

【図１６Ｃ】

【図１６Ｄ】 【図１７】
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