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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　オルニチンをフェニルアセテートおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つと
組み合わせて含み、ニューロン喪失の状態を治療または予防し、それによってニューロン
喪失の状態を軽減するための医薬組成物であって、
　（Ａ）（ｉ）肝疾患を有し、外傷性出血を経験した対象におけるニューロン喪失の状態
の治療、もしくは（ｉｉ）外傷性出血を経験すると予想される肝疾患を有する対象におけ
るニューロン喪失の状態の予防のためのものである、
　（Ｂ）（ｉ）肝移植により治療された肝疾患を有する対象におけるニューロン喪失の状
態の治療、もしくは（ｉｉ）肝移植により治療されるであろう肝疾患を有する対象におけ
るニューロン喪失の状態の予防のためのものである、または
　（Ｃ）肝疾患を有し、低血圧を罹患している対象におけるニューロン喪失の状態の治療
もしくは予防のためのものである、医薬組成物。
【請求項２】
　使用が、選択肢（Ａ）によるものであり、前記肝疾患が、慢性肝疾患、肝性脳症、肝硬
変、または潜在性肝性脳症である、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　使用が、選択肢（Ａ）によるものであり、前記外傷性出血が、外傷性損傷または前記肝
疾患を治療するための外科手術により引き起こされる、請求項１または２に記載の医薬組
成物。
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【請求項４】
　前記外科手術が、肝移植である、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　使用が、選択肢（Ｂ）によるものであり、前記肝疾患が、慢性肝疾患または肝硬変であ
る、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　使用が、選択肢（Ｃ）によるものであり、前記低血圧が、失血により引き起こされる、
請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　使用が、選択肢（Ｃ）によるものであり、前記肝疾患が、慢性肝疾患、または潜在性肝
性脳症である、請求項１または６に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　前記ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状が、前記対象におけるニューロンの
数の減少、前記対象の前頭皮質におけるニューロンの数の減少、前記対象における機能性
ニューロンの数の減少、または前記対象の前頭皮質における機能性ニューロンの数の減少
である、請求項１から７のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記状態の前記治療または予防が、前記対象における１つもしくは複数の細胞ストレス
タンパク質のレベルを低下させるか、または前記対象におけるアポトーシス細胞死を減少
させることによって達成される、請求項１から８のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　前記１つまたは複数の細胞ストレスタンパク質のうちの少なくとも１つが、ｈｓｐ３２
、ｈｓｐ７０またはカスパーゼ３である、請求項９に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　前記オルニチンならびにフェニルアセテートおよびフェニルブチレートのうちの少なく
とも１つの薬学的に許容される別個の塩を含む、請求項１から１０のいずれか一項に記載
の医薬組成物。
【請求項１２】
　フェニルアセテートおよびフェニルブチレートのうちの前記少なくとも１つが、フェニ
ル酢酸ナトリウムまたはフェニル酪酸ナトリウムである、請求項１から１０のいずれか一
項に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　前記オルニチンが、遊離の単量体アミノ酸またはその生理学的に許容される塩である、
請求項１から１０のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　前記オルニチンおよびフェニルアセテートが、オルニチンフェニル酢酸の形態である、
請求項１から１０のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　経口、静脈内、腹腔内、胃内または血管内投与のためのものである、請求項１から１４
のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　静脈内または経口投与のためのものである、請求項１５に記載の医薬組成物。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１１９（ｅ）に従って、２０１５年９月２５日に出願し
た米国仮特許出願第６２／２３３００２号明細書の優先権を主張するものである。この関
連出願の内容は、その全体が参照により本明細書に明確に組み込まれる。
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【０００２】
　本出願は、薬化学、生化学および薬の分野に関する。一態様は、オルニチンをフェニル
アセテートおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つと組み合わせて用いる、神
経細胞喪失の治療および予防に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ニューロンは、神経細胞としても公知であり、神経系の高度に特殊化した細胞である。
ニューロンは、電気および化学信号により情報を処理し、伝達する電気的興奮性細胞であ
る。肝疾患は、認知および運動機能不全を特徴とする精神神経合併症をしばしば伴う。末
期肝疾患および肝性脳症（ＨＥ）の唯一の根治治療は、現在までのところ依然として肝移
植（ＬＴ）である。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　ニューロン喪失の状態を治療する方法を本明細書で開示する。方法は、いくつかの実施
形態では、オルニチンをフェニルアセテートおよびフェニルブチレートのうちの少なくと
も１つと組み合わせてそれを必要とする対象に投与し、それにより、状態を軽減すること
を含む。それを必要とする対象は、例えば、肝疾患を有し、外傷性出血を経験した患者で
あり得る。ニューロン喪失の状態を予防する方法も本明細書で開示する。いくつかの実施
形態では、方法は、オルニチンをフェニルアセテートおよびフェニルブチレートのうちの
少なくとも１つと組み合わせてそれを必要とする対象に投与し、それにより、状態を予防
することを含む。それを必要とする対象は、例えば、外傷性出血を経験すると予期される
、肝疾患を有する患者であり得る。
【０００５】
　いくつかの実施形態では、肝疾患は、慢性肝疾患である。いくつかの実施形態では、肝
疾患は、肝性脳症である。いくつかの実施形態では、肝疾患は、肝硬変である。いくつか
の実施形態では、肝疾患は、潜在性肝性脳症である。
【０００６】
　いくつかの実施形態では、外傷性出血は、肝疾患を治療するための外科手術により引き
起こされる。例えば、外科手術は、肝移植であり得る。いくつかの実施形態では、外傷性
出血は、外傷により引き起こされる。
【０００７】
　いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状は、対象にお
けるニューロンの数の減少である。いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態の少
なくとも１つの症状は、対象の前頭皮質におけるニューロンの数の減少である。いくつか
の実施形態では、ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状は、対象における機能性
ニューロンの数の減少である。いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態の少なく
とも１つの症状は、対象の前頭皮質における機能性ニューロンの数の減少である。いくつ
かの実施形態では、ニューロン喪失の状態は、低血圧により引き起こされる。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、状態の治療は、対象における１つまたは複数の細胞ストレス
タンパク質のレベルを低下させることによって達成される。いくつかの実施形態では、状
態の予防は、対象における１つまたは複数の細胞ストレスタンパク質のレベルを低下させ
ることによって達成される。いくつかの実施形態では、１つまたは複数の細胞ストレスタ
ンパク質のうちの少なくとも１つは、ｈｓｐ３２、ｈｓｐ７０またはカスパーゼ３である
。いくつかの実施形態では、状態の治療は、対象におけるアポトーシス細胞死を減少させ
ることによって達成される。いくつかの実施形態では、状態の予防は、対象におけるアポ
トーシス細胞死を減少させることによって達成される。
【０００９】
　本明細書で開示するいくつかの実施形態は、ニューロン喪失の状態を治療する方法を提
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供する。方法は、いくつかの実施形態では、オルニチンをフェニルアセテートおよびフェ
ニルブチレートのうちの少なくとも１つと組み合わせてそれを必要とする対象に投与し、
それにより、状態を軽減することを含む。いくつかの実施形態では、それを必要とする対
象は、肝移植による治療を受けた肝疾患を有する患者である。いくつかの実施形態では、
対象は、低血圧に罹患しているまたはそれを発現するリスクがある。ニューロン喪失の状
態を予防する方法も本明細書に提供する。方法は、いくつかの実施形態では、オルニチン
をフェニルアセテートおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つと組み合わせて
それを必要とする対象に投与し、それにより、状態を予防することを含む。いくつかの実
施形態では、それを必要とする対象は、肝移植による治療を受けようとしている肝疾患を
有する患者である。いくつかの実施形態では、対象は、低血圧に罹患しているまたはそれ
を発現するリスクがある。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、肝疾患は、慢性肝疾患である。いくつかの実施形態では、慢
性肝疾患は、肝硬変である。いくつかの実施形態では、低血圧は、失血により引き起こさ
れる。いくつかの実施形態では、低血圧は、外傷性出血により引き起こされる。いくつか
の実施形態では、低血圧は、外科手術、例えば、肝疾患を治療するための外科手術により
引き起こされる。いくつかの実施形態では、対象は、肝疾患に罹患している。いくつかの
実施形態では、対象は、慢性肝疾患に罹患している。いくつかの実施形態では、対象は、
潜在性肝性脳症にも罹患している。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状は、対象にお
けるニューロンの数の減少である。いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態の少
なくとも１つの症状は、対象の前頭皮質におけるニューロンの数の減少である。いくつか
の実施形態では、ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状は、対象における機能性
ニューロンの数の減少である。いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態の少なく
とも１つの症状は、対象の前頭皮質における機能性ニューロンの数の減少である。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態は、低血圧により引き起こされる。い
くつかの実施形態では、状態の治療または予防は、対象における１つまたは複数の細胞ス
トレスタンパク質のレベルを低下させることによって達成される。いくつかの実施形態で
は、１つまたは複数の細胞ストレスタンパク質のうちの少なくとも１つは、ｈｓｐ３２、
ｈｓｐ７０またはカスパーゼ３である。いくつかの実施形態では、状態の治療または予防
は、対象におけるアポトーシス細胞死を減少させることによって達成される。
【００１３】
　本明細書で開示する方法において、いくつかの実施形態では、オルニチンならびにフェ
ニルアセテートおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つの薬学的に許容される
別個の塩を対象に投与する。いくつかの実施形態では、フェニルアセテートおよびフェニ
ルブチレートのうちの少なくとも１つをフェニル酢酸ナトリウムまたはフェニル酪酸ナト
リウムとして投与する。いくつかの実施形態では、オルニチンを遊離の単量体アミノ酸ま
たはその生理学的に許容される塩として投与する。いくつかの実施形態では、オルニチン
およびフェニルアセテートをオルニチンフェニル酢酸として投与する。いくつかの実施形
態では、投与は、経口、静脈内、腹腔内、胃内または血管内投与である。いくつかの実施
形態では、投与は、静脈内投与である。いくつかの実施形態では、投与は、経口投与であ
る。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】実施例４で述べる実験設計の略図である。
【図２－１】誘発性低血圧を有するまたは有さないＳＨＡＭおよびＢＤＬラットにおける
ニューロン数、ＮｅｕＮレベル（免疫蛍光およびウエスタンブロットにより検出された）
を示す図である。
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【図２－２】誘発性低血圧を有するまたは有さないＳＨＡＭおよびＢＤＬラットにおける
ニューロン数、ＮｅｕＮレベル（免疫蛍光およびウエスタンブロットにより検出された）
を示す図である。
【図３】６０ｍｍＨｇの血圧の誘発性低血圧を有するＳＨＡＭおよびＢＤＬラットにおけ
るＮｅｕＮ染色の画像を示す図である。
【図４】非誘発性低血圧または６０ｍｍＨｇの血圧の誘発性低血圧を有するＳＨＡＭおよ
びＢＤＬラットにおける切断カスパーゼ３のレベルを示す図である。
【図５】ＳＨＡＭ、ＢＤＬラットおよびＯＰを投与したＢＤＬラットにおけるアンモニア
レベルを示す図である。
【図６】ＳＨＡＭ、ＢＤＬラットおよびＯＰを投与したＢＤＬラットの行動試験結果を示
す図である。
【図７－１】ＳＨＡＭラット、ＢＤＬラットおよびＯＰを投与したＢＤＬラットにおける
ニューロン数、ＮｅｕＮレベル、切断カスパーゼ３レベルを示す図であり、ＢＤＬラット
およびＯＰを投与したＢＤＬラットは、６０ｍｍＨｇの血圧の低血圧が誘発された。
【図７－２】ＳＨＡＭラット、ＢＤＬラットおよびＯＰを投与したＢＤＬラットにおける
ニューロン数、ＮｅｕＮレベル、切断カスパーゼ３レベルを示す図であり、ＢＤＬラット
およびＯＰを投与したＢＤＬラットは、６０ｍｍＨｇの血圧の低血圧が誘発された。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　以下の詳細な説明において、その一部をなす、添付図面に言及する。発明を実施するた
めの形態、図面および特許請求の範囲に記載する例示的実施形態は、限定的であることを
意味しない。ここに示す内容の趣旨または範囲から逸脱することなく、他の実施形態を利
用することができ、また他の変更を行うことができる。本明細書で一般的に述べる、本開
示の態様は、多種多様な異なる構成で配置し、置換し、組み合わせ、設計することができ
、それらのすべてが明示的に企図され、本開示の一部とすることは、容易に理解されよう
。
【００１６】
定義
　本明細書で用いているように、「対象」は、治療、観察または実験の目的である動物を
意味する。「動物」は、冷および温血脊椎動物ならびに魚、貝などの非脊椎動物、爬虫類
、とりわけ哺乳動物を含む。「哺乳動物」は、制限なく、マウス、ラット、ウサギ、モル
モット、イヌ、ネコ、ヒツジ、ヤギ、ウシ、ウマ、サル、チンパンジーおよび類人猿など
の霊長類、とりわけヒトを含む。
【００１７】
　本明細書で用いているように、「患者」は、特定の疾患もしくは障害を治癒させること
、またはその影響を少なくとも改善すること、または疾患もしくは障害が最初に起こるこ
とを予防することを試みるために、医師（すなわち、アロパシー医学の医師もしくはオス
テオパシー医療の医師）または獣医師などの、医療専門家によって治療されている対象を
意味する。
【００１８】
　本明細書で用いているように、「投与」または「投与すること」は、薬学的に活性な成
分の用量を脊椎動物に与える方法を意味する。
【００１９】
　本明細書で用いているように、「用量」は、有効成分（例えば、オルニチンおよびフェ
ニルアセテートまたはフェニルブチレート）の総量を意味する。
【００２０】
　本明細書で用いているように、「単位用量」は、患者に１回に投与される治療薬の量を
意味する。
【００２１】
　本明細書で用いているように、「一日投与量」は、患者に１日に投与される治療薬の総
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【００２２】
　本明細書で用いているように、「治療有効量」または「薬学的有効量」は、治療効果を
有する、治療薬の量を意味する。治療に有用である薬学的に活性な成分の用量は、治療有
効量である。したがって、本明細書で用いているように、治療有効量は、臨床試験結果お
よび／またはモデル動物試験により判断される所望の治療効果をもたらす治療薬の量を意
味する。
【００２３】
　本明細書で用いているように、「治療効果」は、疾患または障害の１つまたは複数の症
状をある程度まで軽減する。例えば、治療効果は、対象によって伝達される主観的な不快
感の減少（例えば、自己記入式患者質問票に記録された不快感の減少）により観察するこ
とができる。
【００２４】
　「治療する」、「治療」または「治療すること」は、本明細書で用いているように予防
および／または治療の目的のために化合物または医薬組成物を対象に投与することを意味
する。「予防処置」という用語は、疾患または状態の症状をまだ示さないが、特定の疾患
もしくは状態にかかり易い、またはそうでなければそのリスクがある対象を処置し、処置
により患者が疾患または状態を発現する可能性が低くなることを意味する。「治療処置」
という用語は、疾患または状態に既に罹患している対象に処置を施すことを意味する。
【００２５】
　「フェニルアセテート」という用語は、本明細書で用いているように、以下の化学構造
【００２６】
【化１】

を有するフェニル酢酸の陰イオン形を意味する。
【００２７】
　「Ｌ－オルニチンフェニル酢酸」という用語は、本明細書で用いているように、Ｌ－オ
ルニチン陽イオンおよびフェニル酢酸陰イオンからなる化合物を意味する。それは、以下
の化学構造
【００２８】

【化２】

を有する。
【００２９】
　「フェニルブチレート」という用語は、本明細書で用いているように、以下の化学構造
【００３０】
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【化３】

を有するフェニル酪酸の陰イオン形を意味する。
【００３１】
　「Ｌ－オルニチンフェニル酪酸」という用語は、本明細書で用いているように、Ｌ－オ
ルニチン陽イオンおよびフェニル酪酸陰イオンからなる化合物を意味する。それは、以下
の化学構造
【００３２】

【化４】

を有する。
【００３３】
略語
　ＢＤＬ＝胆管結紮
　ＯＰ＝オルニチンフェニル酢酸
　ＨＥ＝肝性脳症
　ＭＨＥ＝潜在性肝性脳症
　ＬＴ＝肝移植
【００３４】
神経細胞喪失
　ニューロンは、神経細胞としても公知であり、神経系の高度に特殊化した細胞である。
ニューロンは、電気および化学信号により情報を処理し、伝達する電気的興奮性細胞であ
る。ニューロンは、脳および中枢神経系（ＣＮＳ）の脊髄および末梢神経系（ＰＮＡＳ）
の神経節の中心的な構成要素である。感覚ニューロン、運動ニューロンおよび介在ニュー
ロン（または連合ニューロン）を含むが、これらに限定されない、様々な種類のニューロ
ンが存在する。ニューロン喪失（神経変性としても公知）の非限定的な症状は、ニューロ
ンの死、ニューロン細胞数の減少、機能性ニューロン細胞の減少、ニューロンの構造の喪
失、ニューロンの機能の喪失、ニューロンの分化の減少、ニューロンの増殖の減少または
それらのいずれかの組合せであり得る。ニューロン喪失の多くの原因が存在する。例えば
、ニューロン喪失は、加齢、疾患（例えば、限定されないが、神経変性および肝疾患）、
神経毒性化学物質への曝露、損傷、無活動（inactivity）またはそれらのいずれかの組合
せによって引き起こされ得る。
【００３５】
　神経細胞喪失の状態は、対象における（例えば、対象の前頭皮質における）ニューロン
の数の減少、および対象における（例えば、対象の前頭皮質における）機能性ニューロン
の数の減少を含むが、これらに限定されない、様々な症状を有し得る。
【００３６】
　肝疾患は、認知および運動機能不全を特徴とする精神神経合併症をしばしば伴う。末期
肝疾患および肝性脳症（ＨＥ）の唯一の根治治療は、現在までのところ依然として肝移植
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（ＬＴ）である。新しい肝臓の移植後でさえ、持続性神経性合併症が依然として多くの肝
移植レシピエントを襲う一般的な問題であることが見出された。肝移植は、術中ストレス
ならびに失血および低血圧を含む交絡因子を伴う大手術である。肝疾患患者における他の
種類の外傷性出血は、場合によって患者におけるニューロン喪失をもたらす、失血および
低血圧ももたらし得る。外傷性出血は、例えば、手術（例えば、肝疾患を治療するための
外科手術（例えば、肝移植、部分肝移植、肝切除および内視鏡検査））ならびに損傷によ
って引き起こされ得る。損傷によって引き起こされ得る非限定的な種類の創傷は、擦過傷
、表皮剥離、血腫、破傷、切開、穿刺傷、挫傷、圧挫損傷および銃創を含む。ＬＴ治療を
受けた後のまたは他の種類の外傷性出血に罹患している肝疾患患者における神経性合併症
（例えば、ニューロン喪失）を予防し、かつ／または軽減するための療法の必要性がある
。特定の理論により拘束されることなく、潜在性ＨＥ（ＭＨＥ）の患者においては、危険
にさらされた脳は、細胞損傷および死（例えば、神経細胞に細胞損傷および死）をもたら
す低血圧性傷害を受けやすくなり得ると考えられる。
【００３７】
　外傷性出血は、しばしば失血をもたらす。外傷性出血を経験しているまたは経験した人
における失血の程度は、異なり得る。例えば、当人は、外傷性出血のために当人の全血液
量または循環血液量の約、１％、５％、１０％、１２％、１５％、１８％、２０％、２２
％、２５％、２８％、３０％、３２％、３５％、３８％、４０％、４５％、５０％、６０
％、７０％、８０％またはこれらの値のいずれか２つの間の範囲を失い得るまたは失う。
いくつかの実施形態では、外傷性出血は、当人の全血液量の最大１５％の失血を伴うクラ
スＩ出血をもたらす。いくつかの実施形態では、外傷性出血は、当人の全血液量の約１５
％～３０％の失血を伴うクラスＩＩ出血をもたらし得る。いくつかの実施形態では、外傷
性出血は、当人の循環血液量の約３０％～４０％の失血を伴うクラスＩＩＩ出血をもたら
し得る。いくつかの実施形態では、外傷性出血は、当人の循環血液量の４０％を超える失
血を伴うクラスＩＶ出血をもたらし得る。当人は、例えば、約、５０ｍＬ（ミリリットル
）、６０ｍＬ、９０ｍＬ、１００ｍＬ、１５０ｍＬ、２００ｍＬ、３００ｍＬ、４００ｍ
Ｌ、５００ｍＬ、６００ｍＬ、７００ｍＬ、８００ｍＬ、９００ｍＬ、１０００ｍＬ、１
１００ｍＬ、１２００ｍＬ、１３００ｍＬ、１４００ｍＬ、１５００ｍＬ、１６００ｍＬ
、１７００ｍＬ、１８００ｍＬ、１９００ｍＬ、２０００ｍＬ、２１００ｍＬ、２２００
ｍＬ、２３００ｍＬ、２４００ｍＬ、２４００ｍＬ、２５００ｍＬ、２８００ｍＬ、３０
００ｍＬ、３５００ｍＬ、４０００ｍＬまたはこれらの値のいずれか２つの間の範囲の血
液を失い得るまたは失う。いくつかの実施形態では、外傷性出血は、約７５０ｍＬ～約２
０００ｍＬの失血をもたらす。外傷性出血は、いくつかの実施形態では、失血による低血
圧をもたらし得る。例えば、外傷性出血のため、当人の収縮期血圧は、９０ｍｍＨｇ、８
０ｍＨｇ、７０ｍｍＨｇ、６０ｍｍＨｇ、５０ｍｍＨｇ、４０ｍｍＨｇ、３０ｍｍＨｇま
たはこれらの値のいずれか２つの間の範囲であり得る。いくつかの実施形態では、当人の
収縮期血圧は、９０ｍｍＨｇ、８０ｍＨｇ、７０ｍｍＨｇ、６０ｍｍＨｇ、５０ｍｍＨｇ
、４０ｍｍＨｇ、３０ｍｍＨｇもしくは２０ｍｍＨｇ未満またはより低い。いくつかの実
施形態では、当人は、外傷性出血のため、６０ｍｍＨｇ、５０ｍｍＨｇ、４０ｍｍＨｇ、
３０ｍｍＨｇ、２０ｍｍＨｇ、１０ｍｍＨｇ、５ｍｍＨｇ、もしくはこれらの値のいずれ
か２つの間の範囲、またはそれらのいずれかの組合せの拡張期血圧を有し得る。いくつか
の実施形態では、当人は、６０ｍｍＨｇ、５０ｍｍＨｇ、４０ｍｍＨｇ、３０ｍｍＨｇ、
２０ｍｍＨｇ、１０ｍｍＨｇもしくは５ｍｍＨｇ未満またはより低い拡張期血圧を有し得
る。
【００３８】
　神経細胞喪失は、基礎状態（例えば、肝障害、失血または低血圧）の症状または結果で
あり得る。したがって、対象は、１つまたは複数の状態に関連する神経細胞喪失を有し得
る。いくつかの実施形態では、神経細胞喪失は、肝疾患に関連する。肝疾患の非限定的な
例は、肝内性胆汁うっ滞（アラジール症候群、胆汁性肝硬変）、脂肪肝（アルコール性脂
肪肝、レイ症候群）、肝静脈血栓症、肝レンズ核変性、肝腫大、肝膿瘍（アメーバ性肝膿
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瘍）、肝硬変（例えば、アルコール性、胆汁性および実験的肝硬変）、アルコール性肝疾
患（脂肪肝、肝炎および硬変）、寄生性（肝エキノコックス症、肝姪症、アメーバ性肝膿
瘍）、黄疸（溶血性、肝細胞性および胆汁うっ滞性）、胆汁うっ滞、門脈高圧症、肝腫脹
、腹水、肝炎（アルコール性肝炎、動物肝炎、慢性肝炎（例えば、自己免疫、Ｂ型肝炎、
Ｃ型肝炎、Ｄ型肝炎および薬物性）、中毒性肝炎、ウイルス性ヒト肝炎（例えば、Ａ型肝
炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、Ｄ型肝炎およびＥ型肝炎）、ウィルソン病、肉芽腫性肝炎、二
次性胆汁性肝硬変、肝性脳症（例えば、潜在性肝性脳症）、静脈瘤、原発性胆汁性肝硬変
、原発性硬化性胆管炎、肝細胞腺腫、血管腫、胆石、肝不全（肝性脳症、急性肝不全）、
ならびに肝臓新生物（血管筋脂肪腫、石灰化肝転移、嚢胞性肝転移、上皮腫瘍、線維層板
型肝細胞がん、限局性結節性過形成、肝腺腫、肝胆嚢胞腺腫、肝芽腫、肝細胞癌腫、肝細
胞がん、肝がん、肝血管内皮腫、間葉性過誤腫、肝の間葉性腫瘍、結節性再生性過形成、
良性肝腫瘍（肝嚢胞［単純嚢胞、多嚢胞肝、肝胆嚢胞腺腫、総胆管嚢胞］、間葉性腫瘍［
間葉性過誤腫、乳児血管内皮腫、血管腫、肝紫斑病、脂肪腫、炎症性偽腫瘍、種々雑多の
もの］、上皮腫瘍［胆管上皮（胆管過誤腫、胆管腺腫）、肝細胞（腺腫、限局性結節性過
形成、結節性再生性過形成）］、悪性肝腫瘍［肝細胞性、肝芽腫、肝細胞癌腫、胆管細胞
、胆管がん、嚢胞腺がん、血管の腫瘍、血管肉腫、カポシ肉腫、血管内皮腫、他の腫瘍、
胚肉腫、線維肉腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、癌肉腫、奇形腫、類癌腫、扁平上皮がん、
原発性リンパ腫］）、肝紫斑病、骨髄肝性ポルフィリン症、肝性（急性間欠性ポルフィリ
ン症、晩発性皮膚ポルフィリン症）、ツェルウェーガー症候群）を含む。
【００３９】
　いくつかの実施形態では、ニューロン喪失は、慢性肝疾患、例えば、肝炎または肝硬変
に関連する。低血圧は、外科手術（例えば、肝移植）を経験したまたは外傷性出血に罹患
した肝硬変患者における主要な合併症であり得る。特定の理論に拘束されることなく、外
科手術または外傷性出血に関連する失血および低血圧が神経細胞の損傷および／または死
をもたらし得ると考えられる。ニューロン喪失の状態は、失血および／または低血圧に関
連し得るが、必ずしもそうではない。いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態は
、低血圧により引き起こされる。いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態は、低
血圧に関連する。いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態は、失血により引き起
こされる。いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の状態は、失血に関連する。いくつ
かの実施形態では、ニューロン喪失に対する治療を受ける対象は、肝疾患（例えば、末期
肝疾患）を治療するための外科手術（例えば、肝移植）を受けた患者である。いくつかの
実施形態では、ニューロン喪失を予防するための治療を受ける対象は、肝疾患（例えば、
末期肝疾患）に罹患しており、肝疾患を治療するための外科手術（例えば、肝移植）を受
けようとしている患者である。いくつかの実施形態では、患者は、低血圧（例えば、周術
期低血圧）に罹患しているまたは発現するリスクがある。いくつかの実施形態では、患者
は、肝疾患を治療するための外科手術（例えば、肝移植）に関連する１つまたは複数の神
経性合併症に罹患している。いくつかの実施形態では、患者は、肝疾患を治療するための
外科手術（例えば、肝移植）に関連する１つまたは複数の神経性合併症を発現するリスク
がある。
【００４０】
　神経細胞は、ニューロン核（ＮｅｕＮ）、ニューロン特異的エノラーゼ（ＮＳＥ）、β
ＩＩＩチューブリン（ＴｕＪ１）、ダブルコルチン（ＤＣＸ）およびｃ－ｆｏｓを含むが
、これらに限定されない、当技術分野で公知の様々なニューロン特異的マーカーを用いて
観察し、定量することができる。ニューロン喪失は、当技術分野で公知の多くの方法によ
り決定することができる。例えば、主にｉｎ　ｖｉｔｒｏでの応用のための、様々な生存
率アッセイを用いて、神経細胞死を測定することができる。生存率アッセイの非限定的な
例は、浴培地中に放出される細胞質酵素の量を測定する乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）
放出アッセイ、細胞の細胞質から色素を排除する細胞の能力を測定するトリパンブルーお
よびヨウ化プロピジウムアッセイ、テトラゾリウム塩のそのホルマザン産物への変換を定
量化することにより生存細胞のミトコンドリア活性を測定する３－（４，５－ジメチルチ
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アゾール－２－イル）－２，５－ジフェニルテトラゾリウムブロミド（ＭＴＴ）アッセイ
、ならびにトランスフェクトニューロンの比較的小規模な集団内のニューロンの生存率の
指標としてのルシフェラーゼ発現の測定を詳述するアッセイを含む。例えば、Aras et al
. Current Protocols in Neuroscience (2008)を参照されたい。アポトーシス解析（例え
ば、ウエスタンブロット）、免疫組織化学アッセイならびに神経細胞におけるカスパーゼ
９様およびカスパーゼ３様活性の変化を示す酵素アッセイもニューロン喪失を測定するた
めに用いることができる。多くの他のアッセイ、例えば、インピーダンス測定に基づくｘ
ＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅシステム（Diemert et al., J. Neurosci. Methods, 203(1):69-77
 (2012)）を神経細胞死の実時間検出に用いることができる。いくつかの実施形態では、
ニューロン喪失を免疫組織化学アッセイにより決定する。
【００４１】
神経細胞喪失の治療および予防
　本明細書で開示するいくつかの実施形態は、オルニチンをフェニルアセテートおよび／
またはフェニルブチレートと組み合わせてそれを必要とする対象に同時投与することによ
りニューロン喪失の状態を治療または予防する方法を含む。いくつかのそのような実施形
態は、治療処置を含み、いくつかの実施形態は、予防処置を含む。
【００４２】
　それを必要とする対象は、ニューロン喪失の状態に罹患している患者またはニューロン
喪失の状態が疑われるもしくは発現するリスクがある対象であり得る。対象は、肝疾患の
症状（例えば、急性肝不全または急性肝代償不全）を有し得るまたは有し得ない。いくつ
かの実施形態では、対象は、肝疾患、例えば、慢性肝疾患に罹患している。いくつかの実
施形態では、対象は、肝性脳症（ＨＥ）を有さない。いくつかの実施形態では、対象は、
肝疾患を有するが、肝疾患の重要な症状を示していない。いくつかの実施形態では、対象
は、肝疾患を治療するための外科手術（例えば、肝移植、部分肝移植、肝切除および内視
鏡検査）による治療を受けた肝疾患の患者である。いくつかの実施形態では、対象は、Ｈ
Ｅを治療するための外科手術（例えば、肝移植）による治療を受けたＨＥの患者である。
いくつかの実施形態では、対象は、肝疾患を治療するための外科手術（例えば、肝移植）
による治療を受けようとしているＨＥの患者である。いくつかの実施形態では、対象は、
肝疾患を治療するための外科手術（例えば、肝移植）による治療を受けた潜在性ＨＥ（Ｍ
ＨＥ）の患者である。いくつかの実施形態では、対象は、肝疾患を治療するための外科手
術（例えば、肝移植）による治療を受けようとしているＭＨＥの患者である。それを必要
とする対象は、肝疾患を治療するための外科手術（例えば、肝移植）による治療を受けた
慢性肝疾患の患者、または肝疾患を治療するための外科手術（例えば、肝移植）による治
療を受けようとしている慢性肝疾患の患者でもあり得る。それを必要とする対象は、低血
圧に罹患していても、していなくてもよい。いくつかの実施形態では、それを必要とする
対象は、失血、例えば、外傷性出血（例えば、外科手術）により引き起こされた失血に罹
患している。いくつかの実施形態では、対象は、ＭＨＥおよび低血圧に罹患している。い
くつかの実施形態では、対象は、ＨＥおよび低血圧に罹患している。いくつかの実施形態
では、対象は、肝疾患（例えば、慢性肝疾患）および低血圧に罹患している。低血圧は、
例えば、収縮期血圧が水銀の９０ミリメートル（ｍｍＨｇ）、８０ｍｍＨｇ、７０ｍｍＨ
ｇ、６０ｍｍＨｇ、５０ｍｍＨｇ、４０ｍｍＨｇまたは３０ｍｍＨｇ未満であり得る。低
血圧は、例えば、拡張期血圧が６０ｍｍＨｇ、５０ｍｍＨｇ、４０ｍｍＨｇ、３０ｍｍＨ
ｇ、２０ｍｍＨｇ、１０ｍｍＨｇ未満でもあり得る。いくつかの実施形態では、それを必
要とする対象は、９０ｍｍＨｇ、８０ｍｍＨｇ、７０ｍｍＨｇ、６０ｍｍＨｇ、５０ｍｍ
Ｈｇ、４０ｍｍＨｇ、３０ｍｍＨｇもしくはこれらの値のいずれか２つの間の範囲の収縮
期血圧を有し、６０ｍｍＨｇ、５０ｍｍＨｇ、４０ｍｍＨｇ、３０ｍｍＨｇ、２０ｍｍＨ
ｇ、１０ｍｍＨｇもしくはこれらの値のいずれか２つの間の範囲の拡張期血圧、またはそ
れらのいずれかの組合せを有する。いくつかの実施形態では、それを必要とする対象は、
９０ｍｍＨｇ、８０ｍｍＨｇ、７０ｍｍＨｇ、６０ｍｍＨｇ、５０ｍｍＨｇ、４０ｍｍＨ
ｇ、３０ｍｍＨｇもしくは２０ｍｍＨｇもしくはこれら未満の収縮期血圧を有し、６０ｍ
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ｍＨｇ、５０ｍｍＨｇ、４０ｍｍＨｇ、３０ｍｍＨｇ、２０ｍｍＨｇ、１０ｍｍＨｇ、５
ｍｍＨｇもしくはこれら未満もしくはこれらの値のいずれか２つの間の範囲の拡張期血圧
、またはそれらのいずれかの組合せを有する。
【００４３】
　本明細書で開示する方法は、本明細書で述べたそれを必要とする対象を同定することを
含み得る。いくつかの実施形態では、対象は、低血圧に罹患している。低血圧は、例えば
、失血または外傷性出血により引き起こされ得る。いくつかの実施形態では、低血圧は、
外科手術、例えば、肝疾患を治療するための外科手術により引き起こされる。いくつかの
実施形態では、対象は、肝疾患を有し、外傷性出血に罹患していた患者である。いくつか
の実施形態では、対象は、肝疾患を有し、外傷性出血のリスクがあるまたはそれを経験す
ると予期される患者である。外傷性出血は、例えば、外科手術（例えば、肝移植）または
外傷性損傷により引き起こされ得る。外傷性出血は、いくつかの実施形態では、失血およ
び／または低血圧をもたらし得る。
【００４４】
　いくつかの実施形態では、方法は、神経細胞喪失の状態に罹患している対象または神経
細胞喪失の状態を疑われるもしくは発現するリスクがある対象を同定することと、オルニ
チンをフェニルアセテートおよび／またはフェニルブチレートと組み合わせて対象に同時
投与することとを含む。いくつかの実施形態では、本明細書で開示する方法は、対象にお
ける神経細胞喪失の状態の存在または対象における神経細胞喪失の状態を発現するリスク
／可能性についての知識を得ることと、オルニチンをフェニルアセテートおよび／または
フェニルブチレートと組み合わせて対象に同時投与することとを含む。いくつかの実施形
態では、方法は、低血圧に罹患している対象を同定することを含む。
【００４５】
　神経細胞喪失の変化、例えば、神経細胞喪失の低減または加速は、例えば、神経細胞死
の数の変化を検出すること、神経細胞の構造の変化を検出すること、神経細胞の機能の変
化を検出すること、または対象のそれらのいずれかの組合せにより、検出することができ
る。神経細胞喪失は、例えば、神経細胞の総数の減少、機能性神経細胞の数の減少、生存
神経細胞の数の減少、またはそれらのいずれかの組合せであり得る。神経細胞喪失は、例
えば、神経細胞の死の増加、機能性神経細胞の死の増加、機能性神経細胞の分化もしくは
増殖の減少、神経細胞の前駆細胞の分化もしくは増殖の減少、またはそれらのいずれかの
組合せによって引き起こされ得る。
【００４６】
　本明細書で開示するいくつかの実施形態は、オルニチンをフェニルアセテートおよび／
またはフェニルブチレートと組み合わせてそれを必要とする対象に同時投与することによ
って神経細胞喪失の状態を治療または予防する方法を提供する。いくつかの実施形態は、
オルニチンをフェニルアセテートおよび／またはフェニルブチレートと組み合わせて投与
する前に神経細胞喪失の状態を有するまたは発現するリスクがあると対象を同定すること
を含み得る。
【００４７】
　「同時投与」とは、２つまたはそれよりも多くの薬剤をいつまたはどのようにして実際
に投与するかを問わず、それらを患者の血流中に同時に見出すことができることを意味す
る。一実施形態では、薬剤を同時に投与する。１つのそのような実施形態では、併用投与
は、薬剤を単一剤形に混ぜ合わせることによって達成される。他の実施形態では、薬剤を
連続して投与する。一実施形態では、薬剤を経口などの、同じ経路により投与する。他の
実施形態では、１つを経口投与し、もう１つをｉ．ｖ．投与するなどの、異なる経路によ
り投与する。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、同時投与は、神経細胞の死（例えば、神経細胞のアポトーシ
ス）を治療するまたはその可能性を低下させる、対象における１つまたは複数の細胞スト
レスタンパク質のレベルを低下させるのに有用である。細胞ストレスタンパク質の非限定
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的な例は、熱ショックタンパク質（ｈｓｐ）（例えば、ｈｓｐ２７、ｈｓｐ３２、ｈｓｐ
４０、ｈｓｐ６０、ｈｓｐ７０、ｈｓｐ９０およびｈｓｐ１０５）ならびにカスパーゼ（
例えば、カスパーゼ３、カスパーゼ７およびカスパーゼ９）を含む。いくつかの実施形態
では、１つまたは複数の細胞ストレスタンパク質のうちの少なくとも１つは、ｈｓｐ３２
、ｈｓｐ７０およびカスパーゼ３である。いくつかの実施形態では、組合せ薬の投与によ
り、肝硬変などの既存の慢性肝疾患を有する患者における神経細胞喪失が低減または予防
される。したがって、いくつかの実施形態では、神経細胞喪失の状態も有する、慢性肝疾
患を有する患者に組合せ薬を投与する。いくつかの実施形態では、低血圧の状態も有する
、慢性肝疾患を有する患者に組合せ薬を投与する。いくつかの実施形態では、神経細胞死
の状態の治療および／または予防は、対象におけるアポトーシス細胞死を減少させること
によって達成される。
【００４９】
　特定の理論に拘束されるものではないが、いくつかの実施形態では、同時投与は、アポ
トーシスの予防または減少への効果により、神経細胞喪失の状態を予防または軽減する。
いくつかの実施形態では、アポトーシスの減少は、神経細胞喪失の状態の治療または予防
をもたらす。
【００５０】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示する方法および組成物は、神経細胞（例えば
、機能性神経細胞）の喪失を予防し、かつ／または減少し得る。神経細胞は、例えば、前
頭皮質、視覚皮質、小脳皮質、大脳皮質、運動皮質、動眼核、小脳および大脳基底核を含
むが、これらに限定されない、対象の１つまたは２つの特定の領域における神経細胞であ
り得る。方法および組成物は、例えば、神経細胞の喪失の発現を予防または遅らせること
ができる。いくつかの実施形態では、神経細胞の喪失が起こることを予防する。いくつか
の実施形態では、神経細胞の喪失の発現を遅らせる。遅延は、例えば、数日、数週間また
は数カ月であり得る。いくつかの実施形態では、神経細胞の喪失の発現を少なくとも、ま
たは少なくとも約、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０週間またはそれよりも多
くの週遅らせる。いくつかの実施形態では、神経細胞の喪失の発現を少なくとも、または
少なくとも約、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０週間またはそれよりも多くの
月遅らせる。
【００５１】
　本明細書で開示する方法および組成物は、いくつかの実施形態では、ニューロン喪失の
速度を低下させることができる。ニューロン喪失は、例えば、ニューロンの総数の喪失、
機能性ニューロンの数の喪失、またはその組合せであり得る。いくつかの実施形態では、
本明細書で開示する方法および／または組成物による治療を受けているまたは受けた患者
における神経細胞の喪失の速度は、治療を受けていない患者と比較して少なくとも、また
は少なくとも約、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８
０％、９０％、９５％、９８％または９９％低下する。いくつかの実施形態では、方法お
よび／または組成物は、治療を受けているもしくは受けた患者における神経細胞の喪失の
速度を、治療を受けていない患者と比較して、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、
５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９８％もしくは９９％、または約、
５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９
５％、９８％もしくは９９％、あるいはこれらの値のいずれか２つの間の範囲、低下させ
る。いくつかの実施形態では、方法および組成物は、神経細胞の最終的喪失を減少させる
。例えば、治療を受けているまたは受けた患者における神経細胞の最終的喪失は、治療を
受けていない患者における神経細胞の最終的喪失の最大で、または最大で約、１％、３％
、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、
９５％、９８％または９９％であり得る。いくつかの実施形態では、治療を受けているま
たは受けた患者における神経細胞の最終的喪失は、治療を受けていない患者における神経
細胞の最終的喪失の、１％、３％、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６
０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９８％もしくは９９％、または約、１％、３％
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、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、
９５％、９８％もしくは９９％、あるいはこれらの値のいずれか２つの間の範囲である。
【００５２】
　いくつかの実施形態では、方法および組成物は、治療を受けているまたは受けた患者に
おける神経細胞の総数または機能性神経細胞の数が治療を受けていない患者における神経
細胞の総数または機能性神経細胞の数より少なくとも、または少なくとも約、５％、１０
％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、１
５０％、２００％またはそれを超えて高くなるように神経細胞の最終的喪失を減少させる
。いくつかの実施形態では、方法および組成物は、治療を受けているまたは受けた患者に
おける神経細胞の総数または機能性神経細胞の数が治療を受けていない患者における神経
細胞の総数または機能性神経細胞の数より５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０
％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、１５０％、２００％、３００％、４０
０％、５００％、６００％、７００％、８００％、９００％、またはこれらの値のいずれ
か２つの間の範囲高くなるように神経細胞の最終的喪失を減少させ得る。
【００５３】
塩
　いくつかの実施形態では、オルニチンおよびフェニルアセテートまたはフェニルブチレ
ートを薬学的に許容される塩として投与する。「薬学的に許容される塩」という用語は、
化合物の生物学的有効性および特性を保持し、医薬品に用いるのに生物学的にまたはその
他の点で望ましくないものではない塩を意味する。多くの場合、本明細書で開示する化合
物は、アミノおよび／もしくはカルボキシル基またはそれと類似の基の存在により酸およ
び／または塩基塩を形成することができる。薬学的に許容される酸付加塩は、無機酸およ
び有機酸により形成され得る。塩を得ることができる無機酸は、例えば、塩酸、臭化水素
酸、硫酸、硝酸、リン酸などを含む。塩を得ることができる有機酸は、例えば、酢酸、プ
ロピオン酸、グリコール酸、ピルビン酸、シュウ酸、マレイン酸、マロン酸、コハク酸、
フマル酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、ケイ皮酸、マンデル酸、メタンスルホン酸、エ
タンスルホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、サリチル酸などを含む。薬学的に許容される
塩は、無機および有機塩基を用いて形成させることもできる。塩を得ることができる無機
塩基は、例えば、ナトリウム、カリウム、リチウム、アンモニウム、カルシウム、マグネ
シウム、鉄、亜鉛、銅、マンガン、アルミニウムなどを含む塩基を含み、アンモニウム、
カリウム、ナトリウム、カルシウムおよびマグネシウム塩がとりわけ好ましい。いくつか
の実施形態では、本明細書で開示する化合物の無機塩基による処理は、Ｌｉ＋、Ｎａ＋、
Ｋ＋、Ｍｇ２＋およびＣａ２＋などのような無機陽イオンを含む塩形を得るための、化合
物からの活性な水素の喪失をもたらす。塩を得ることができる有機塩基は、例えば、第一
級、第二級および第三級アミン、天然に存在する置換アミンを含む置換アミン、環状アミ
ン、塩基性イオン交換樹脂など、具体的にはイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ジ
エチルアミン、トリエチルアミン、トリプロピルアミンおよびエタノールアミンなどを含
む。多くのそのような塩は、１９８７年９月１１日に公開された国際公開第８７／０５２
９７号パンフレット（その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載されている
ように、当技術分野で公知である。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、オルニチンをオルニチンＨＣｌ塩として投与する。いくつか
の実施形態では、フェニルアセテートまたはフェニルブチレートをそれらのナトリウム塩
として投与する。いくつかの実施形態では、オルニチンおよびフェニルアセテートまたは
フェニルブチレートを互いの塩（例えば、オルニチンフェニル酢酸）として投与する。
【００５５】
医薬組成物および投与方法
　オルニチン（例えば、Ｌ－オルニチン）およびフェニルアセテートまたはフェニルブチ
レートは、別個にまたは単一剤形で投与することができる。一実施形態では、組合せ薬を
オルニチンフェニル酢酸塩としてまたはオルニチンフェニル酢酸塩の溶液として投与する
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。
【００５６】
　フェニルアセテート（またはフェニル酢酸塩）およびフェニルブチレートのうちの少な
くとも１つと組み合わせたオルニチンの異なる形態の組成物が、それら全体が参照により
組み込まれる、米国特許出願公開第２００８／０１１９５５４号明細書および第２０１０
／０２８０１１９号明細書に記載された。いくつかの実施形態では、オルニチンおよびフ
ェニルアセテートが、オルニチンフェニル酢酸またはその生理学的に許容される塩として
存在し、かつ／または投与される。いくつかの実施形態では、オルニチンが、遊離単量体
アミノ酸またはその生理学的に許容される塩として存在し、かつ／または投与される。い
くつかの実施形態では、フェニルアセテートおよびフェニルブチレートのうちの少なくと
も１つが、フェニル酢酸ナトリウムまたはフェニル酪酸ナトリウムとして存在し、かつ／
または投与される。いくつかの実施形態では、オルニチンの生理学的に許容される塩なら
びにフェニルアセテートおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つの生理学的に
許容される塩を対象に投与する。
【００５７】
　本明細書で開示するように、オルニチンならびにフェニルアセテートおよび／またはフ
ェニルブチレートは、生理学的に許容される界面活性剤、担体、希釈剤、賦形剤、平滑化
剤、懸濁化剤、フィルム形成物質、コーティング助剤またはそれらの組合せを含む医薬組
成物として投与するために製剤化することができる。いくつかの実施形態では、オルニチ
ンならびにフェニルアセテートおよび／またはフェニルブチレートは、薬学的に許容され
る担体または希釈剤とともに投与するために製剤化する。オルニチンならびにフェニルア
セテートおよび／またはフェニルブチレートは、製薬分野で常用されている薬学的に許容
される標準的担体（複数可）および／または賦形剤（複数可）を含む医薬として製剤化す
ることができる。製剤の正確な性質は、所望の投与経路を含むいくつかの因子に依存する
。一般的に、オルニチンならびにフェニルアセテートおよび／またはフェニルブチレート
は、経口、静脈内、胃内、血管内または腹腔内投与用に製剤化する。その全体が参照によ
り本明細書に組み込まれる、Remington's The Science and Practice of Pharmacy, 21st
 Ed., Lippincott Williams & Wilkins (2005)に開示されているような、標準的な医薬製
剤技術を用いることができる。
【００５８】
　「薬学的に許容される担体」または「薬学的に許容される賦形剤」という用語は、あり
とあらゆる溶媒、分散媒、コーティング、抗菌および抗真菌剤、等張および吸収遅延剤な
どを含む。薬学的に活性な物質に対するそのような媒体および薬剤の使用は、当技術分野
で周知である。通常の媒体または薬剤が有効成分と不適合である場合を除いて、治療用組
成物におけるその使用が予期される。さらに、当技術分野で一般的に使用されているよう
な様々な佐剤を含めることができる。医薬組成物に様々な成分を含めることについて考慮
すべき事柄は、例えば、その全体が参照により本明細書に組み込まれる、Gilman et al. 
(Eds.) (1990); Goodman and Gilman's: The Pharmacological Basis of Therapeutics, 
8th Ed., Pergamon Pressに記載されている。
【００５９】
　薬学的に許容される担体またはその成分としての機能を果たし得る物質のいくつかの例
は、ラクトース、グルコースおよびスクロースなどの糖；トウモロコシデンプンおよびジ
ャガイモデンプンなどのデンプン；カルボキシメチルセルロースナトリウムなどのセルロ
ースおよびその誘導体；粉末状トラガント；モルト；ゼラチン；タルク；ステアリン酸お
よびステアリン酸マグネシウムなどの固体滑沢剤；硫酸カルシウム；落花生油、綿実油、
ゴマ油、オリーブ油、トウモロコシ油およびカカオ脂などの植物油；プロピレングリコー
ル、グリセリン、ソルビトール、マンニトールおよびポリエチレングリコールなどのポリ
オール；アルギン酸；ＴＷＥＥＮＳなどの乳化剤；ラウリル硫酸ナトリウムなどの湿潤剤
；着色料；着香料；打錠剤；安定化剤；抗酸化剤；保存剤；発熱物質不含有水；等張食塩
液；ならびにリン酸緩衝溶液である。
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【００６０】
　対象化合物とともに使用される薬学的に許容される担体の選択は、化合物を投与する手
段によって基本的に決定される。
【００６１】
　本明細書で述べる組成物は、好ましくは単位剤形で供給される。本明細書で用いている
ように、「単位剤形」は、医療業務規範に従って、１回の投与で、動物、好ましくは哺乳
動物対象への投与に適する量の化合物を含む組成物である。しかし、単一または単位剤形
の調製は、剤形が１日１回または治療コース当たり１回投与されることを意味しない。そ
のような剤形は、１日１回、２回、３回またはそれよりも多くの回数投与することが企図
され、一定の期間（例えば、約３０分から約２～６時間）にわたる注入として投与するか
、または持続注入として投与することができ、単回投与は特に除外されないが、治療の過
程で複数回投与することができる。当業者は、製剤が治療の全コースを具体的に企図する
ものではなく、そのような決定は、製剤の分野ではなく治療の分野の当業者に委ねられる
ことを認識する。
【００６２】
　上述の有用な組成物は、様々な投与経路用、例えば、経口、鼻、直腸、局所（経皮を含
む）、眼、大脳内、頭蓋内、くも膜下、動脈内、静脈内、筋肉内または他の非経口投与経
路用の様々な適切な形態のいずれかであり得る。当業者は、経口および鼻用組成物は、吸
入により投与され、利用可能な方法を用いて製造される組成物を含むことを十分に理解す
る。所望の特定の投与経路によって、当技術分野で周知の様々な薬学的に許容される担体
を用いることができる。薬学的に許容される担体は、例えば、固体または液体増量剤、希
釈剤、ヒドロトロピー、界面活性剤および封入物質を含む。化合物の阻害活性を実質的に
妨げない、任意選択の薬学的に活性な物質を含めることができる。化合物とともに用いる
担体の量は、化合物の単位用量当たりの投与のための実際的な量の物質を供給するのに十
分である。本明細書で述べる方法に有用な剤形を製造するための技術および組成物は、す
べてが参照により本明細書に組み込まれる、以下の参考文献に記載されている：Modern P
harmaceutics, 4th Ed., Chapters 9 and 10 (Banker & Rhodes, editors, 2002)、Liebe
rman et al., Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets (1989)、およびAnsel, Introduct
ion to Pharmaceutical Dosage Forms 8th Edition (2004)。
【００６３】
　錠剤、カプセル剤および顆粒剤のような固体の形態を含む、様々な経口剤形を使用する
ことができる。錠剤は、適切な結合剤、滑沢剤、希釈剤、崩壊剤、着色料、着香料、流動
誘導剤（flow-inducing agents）および溶融助剤を含む、圧縮錠剤摩砕物、腸溶、糖衣、
フィルムコーティングまたは多重圧縮錠剤であり得る。液体経口剤形は、適切な溶媒、保
存剤、乳化剤、懸濁化剤、希釈剤、甘味料、溶融助剤、着色料および着香料を含む、非発
泡顆粒剤から復元された水剤、乳剤、懸濁剤、液剤および／または懸濁剤、ならびに発泡
顆粒剤から復元された発泡製剤を含む。
【００６４】
　経口投与用の単位剤形の調製に適する薬学的に許容される担体は、当技術分野で周知で
ある。錠剤は一般的に、炭酸カルシウム、炭酸ナトリウム、マンニトール、ラクトースお
よびセルロースなどの不活性希釈剤；デンプン、ゼラチンおよびスクロースなどの結合剤
；デンプン、アルギン酸およびクロスカルメロースなどの崩壊剤；ステアリン酸マグネシ
ウム、ステアリン酸およびタルクなどの滑沢剤のような、通常の薬学的に適合性の佐剤を
含む。二酸化ケイ素などの滑剤は、粉末混合物の流動特性を改善するために用いることが
できる。ＦＤ＆Ｃ色素などの着色料は、外観のために加えることができる。アスパルテー
ム、サッカリン、メントール、ペパーミントおよび果実着香料などの、甘味料および着香
料は、咀しゃく錠用の有用な佐剤である。カプセル剤は、一般的に上で開示した１つまた
は複数の固体希釈剤を含む。担体成分の選択は、決定的でない、味、費用および貯蔵安定
性のような二次的考慮に依存するものであり、当業者によって容易に行うことができる。
【００６５】
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　経口組成物は、液剤、乳剤、懸濁剤なども含む。そのような組成物の調製に適する薬学
的に許容される担体は、当技術分野で周知である。シロップ剤、エリキシル剤、乳剤およ
び懸濁剤用の担体の一般的な成分は、エタノール、グリセロール、プロピレングリコール
、ポリエチレングリコール、液体スクロース、ソルビトールおよび水を含む。懸濁剤につ
いては、一般的な懸濁化剤は、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ＡＶＩＣＥＬ　
ＲＣ－５９１、トラガントおよびアルギン酸ナトリウムを含み、一般的な湿潤剤は、レシ
チンおよびポリソルベート８０を含み、一般的な保存剤は、メチルパラベンおよび安息香
酸ナトリウムを含む。経口液体組成物は、上で開示した甘味料、着香料および着色料など
の１つまたは複数の成分も含み得る。
【００６６】
　対象化合物の全身送達を達成するために有用な他の組成物は、舌下、口腔および鼻剤形
を含む。そのような組成物は、一般的に、スクロース、ソルビトールおよびマンニトール
などの１つまたは複数の可溶性増量物質；ならびにアラビアゴム、微結晶セルロース、カ
ルボキシメチルセルロースおよびヒドロキシプロピルメチルセルロースなどの結合剤を含
む。上で開示した滑剤、滑沢剤、甘味料、着色料、抗酸化剤および着色料も含めることが
できる。
【００６７】
　局所使用のために、本明細書で開示した化合物を含むクリーム剤、軟膏剤、ゲル剤、液
剤または懸濁剤などを用いる。局所製剤は、一般的に医薬担体、共溶媒、乳化剤、浸透促
進剤、保存システムおよび皮膚軟化剤で構成され得る。
【００６８】
　静脈内投与のために、本明細書で述べた化合物および組成物は、生理食塩水またはデキ
ストロース溶液などの、薬学的に許容される希釈剤に溶解または分散させることができる
。所望のｐＨを達成するために、ＮａＯＨ、炭酸ナトリウム、酢酸ナトリウム、ＨＣｌお
よびクエン酸を含むが、これらに限定されない、適切な賦形剤を含めることができる。様
々な実施形態では、最終組成物のｐＨは、２～８、または好ましくは４～７の範囲にある
。抗酸化賦形剤は、重亜硫酸ナトリウム、アセトン－重亜硫酸ナトリウム、ホルムアルデ
ヒド－スルホキシル酸ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ　ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，　ｓｕｌ
ｆｏｘｙｌａｔｅ）、チオ尿素およびＥＤＴＡを含み得る。最終静脈内組成物に見出され
る適切な賦形剤の他の非限定的な例は、リン酸ナトリウムまたはカリウム、クエン酸、酒
石酸、ゼラチンならびにデキストロース、マンニトールおよびデキストランなどの炭水化
物を含み得る。さらなる許容される賦形剤は、両方がそれら全体が参照により本明細書に
組み込まれる、Powell, et al., Compendium of Excipients for Parenteral Formulatio
ns, PDA J Pharm Sci and Tech 1998, 52 238-311およびNema et al., Excipients and T
heir Role in Approved Injectable Products: Current Usage and Future Directions, 
PDA J Pharm Sci and Tech 2011, 65 287-332に記載されている。静菌または静真菌溶液
を得るために、硝酸フェニル水銀、チメロサール、塩化ベンゼトニウム、塩化ベンザルコ
ニウム、フェノール、クレゾールおよびクロロブタノールを含むが、これらに限定されな
い、抗菌剤も含めることができる。
【００６９】
　静脈内投与用の組成物は、投与直前に滅菌水、生理食塩水または水中デキストロースな
どの適切な希釈剤で復元する１つまたは複数の固体の形態で介護者に供給することができ
る。他の実施形態では、組成物は、非経口投与することができる状態の溶液で供給される
。さらなる他の実施形態では、組成物は、投与前にさらに希釈する溶液で供給される。本
明細書で述べた化合物および他の薬剤の組合せを投与することを含む実施形態では、組合
せを介護者に混合物として供給することができ、または介護者が投与前に２つの薬剤を混
合することができ、または２つの薬剤を別個に投与することができる。
【００７０】
　非ヒト動物試験において、可能な製剤の適用をより高い用量レベルで開始し、所望の効
果がもはや得られなくなるまでまたは有害な副作用が消失するまで用量を減少させる。用
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量は、所望の効果および治療指標によって、広く及び得る。一般的に、用量は、約０．１
ｍｇ／ｋｇ～４０００ｍｇ／ｋｇ体重、好ましくは約８０ｍｇ／ｋｇ～１６００ｍｇ／ｋ
ｇ体重であり得る。あるいは、当業者により理解されるように、用量は、患者の表面積に
基づいて計算することができる。
【００７１】
　治療される状態の重症度および反応性によって、投与は、徐放性組成物の単回投与であ
ってもよく、治療のコースは、数日から数週間または治癒がもたらされるまでもしくは疾
患状態の低減が達成されるまで継続される。投与される組成物の量は、もちろん、治療を
受ける対象、苦痛の重症度、投与方法、処方医師の判断を含む多くの因子に依存する。本
明細書で開示した化合物または化合物の組合せは、１日当たり０．１ｍｇ／ｋｇ～４００
０ｍｇ／ｋｇ患者の体重の用量で、経口でまたは注射により投与することができる。成人
向けの用量範囲は、一般的に１ｇ～１００ｇ／日である。錠剤または個別の単位で供給さ
れる他の剤形は、そのような用量でまたは例えば、１ｇ～６０ｇ（例えば、約５ｇ～２０
ｇ、約１０ｇ～５０ｇ、約２０ｇ～４０ｇ、または約２５ｇ～３５ｇ）を含む複数の同じ
単位として有効である量の本明細書で開示した化合物または化合物の組合せを好都合に含
み得る。患者に投与される化合物の正確な量は、主治医の責任である。しかし、用いられ
る用量は、患者の年齢および性、治療する正確な障害およびその重症度を含む多くの因子
に依存する。また、投与経路は、状態およびその重症度によって異なり得る。オルニチン
の、またはフェニルアセテートもしくはフェニルブチレートの一般的な用量は、そのよう
なパラメーターによって、体重１ｋｇ当たり０．０２ｇ～１．２５ｇ、例えば、体重１ｋ
ｇ当たり０．１ｇ～０．５ｇであり得る。いくつかの実施形態では、オルニチンの、また
はフェニルアセテートもしくはフェニルブチレートの用量は、１ｇ～１００ｇ、例えば、
１０ｇ～８０ｇ、１５ｇ～６０ｇ、２０ｇ～４０ｇ、または２５ｇ～３５ｇであり得る。
いくつかの実施形態では、オルニチンおよびフェニルアセテート／フェニルブチレートは
、１０：１～１０：１、例えば、５：１～１：５、４：１～１：４、３：１～１：３、２
：１～１：２、または約１：１の重量比で投与することができる。医師は、個々の対象向
けのオルニチンの、およびフェニルアセテートまたはフェニルブチレートの必要な用量を
決定することができる。
【００７２】
　本明細書で開示した化合物または化合物の組合せの医薬組成物の正確な処方、投与経路
および用量は、患者の状態を考慮して個々の医師が選択することができる。（例えば、参
照により本明細書に組み込まれる、Fingl et al. 1975, in "The Pharmacological Basis
 of Therapeutics,"を参照、特に１章を参照）。一般的に、患者に投与される組成物の用
量範囲は、約０．１～約４０００ｍｇ／ｋｇ患者の体重であり得る。用量は、患者の必要
に応じて、１日または複数の日数の経過中に投与される１回量または一連の２回もしくは
それよりも多くの回数分量であり得る。化合物のヒト用量が少なくとも何らかの状態につ
いて確立された場合、本開示は、それらの同じ用量を、または確立されたヒト用量の約０
．１％～約５０００％、より好ましくは約２５％～約１０００％を使用する。ヒト用量が
確立されていない場合、新たに発見された医薬組成物の場合と同様に、適切なヒト用量は
、ＥＤ５０もしくはＩＤ５０値から、または動物における毒性試験および有効性試験によ
り適格とされた、ｉｎ　ｖｉｔｒｏもしくはｉｎ　ｖｉｖｏ試験から得られた他の適切な
値から推測することができる。
【００７３】
　主治医は、毒性または臓器機能不全のため、投与をどのようにして、またいつ終わらせ
、中断し、または調節するかを知っているであろう、ということを注意すべきである。逆
に、主治医は、臨床的反応が十分でない（毒性を除く）場合には、治療をより高いレベル
に調節することも知っているであろう。目的の障害の管理における投与量の大きさは、治
療する状態の重症度および投与経路によって異なる。状態の重症度は、例えば、標準的な
予後評価法により一部、評価することができる。さらに、用量およびおそらく投与頻度は
、個々の患者の年齢、体重および反応によっても異なる。上で述べたものと同等のプログ
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ラムを獣医学に用いることができる。
【００７４】
　正確な用量は、薬物ごとに決定されるが、大部分の場合、用量に関するある程度の一般
化を行うことができる。薬学的に許容される塩の投与の場合、用量は、遊離塩基として計
算することができる。いくつかの実施形態では、組成物を１日１～４回投与する。あるい
は本明細書で開示した化合物または化合物の組合せの組成物は、好ましくは１日最大１０
０ｇの各有効成分の用量で持続静脈内注入により投与することができる。当業者により理
解されるように、特定の状況では、特に侵襲的疾患または感染を効果的かつ積極的に治療
するために上述の好ましい用量範囲を超える、またはさらにはるかに超える量の本明細書
で開示した化合物を投与することが必要であり得る。いくつかの実施形態では、本明細書
で開示した化合物または化合物の組合せは、継続的療法の期間、例えば、１週間もしくは
それよりも多くの週、または数カ月間もしくは数年間にわたり投与する。
【００７５】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示した化合物（複数可）または化合物の組合せ
の投与計画は、ある期間にわたり投与するものであり、その期間は、例えば、少なくとも
約１週間から少なくとも約４週間まで、少なくとも約４週間から少なくとも約８週間まで
、少なくとも約４週間から少なくとも約１２週間まで、少なくとも約４週間から少なくと
も約１６週間まで、またはより長い期間であり得る。本明細書で開示した化合物（複数可
）または化合物の組合せの投与計画は、１日３回、１日２回、連日、隔日、週３回、隔週
、月３回、月１回、実質的に継続的にまたは継続的に投与することができる。
（実施例）
【００７６】
　本出願の実施形態は、本開示の範囲を限定することが全く意図されていない、以下の実
施例においてさらに詳細に開示される。
【実施例１】
【００７７】
ＢＤＬラットにおけるｉｎ　ｖｉｖｏ効果
　ＭＨＥを有する６週胆管結紮（ＢＤＬ）ラットおよびそれぞれの対照（ＳＨＡＭ）を用
いた。３０および６０ｍｍＨｇの平均動脈圧（低血圧）まで血液を大腿動脈から抜き出し
（血液量減少を誘導する）、１２０分間維持した。蛍光マイクロスフェア（１×１０６マ
イクロスフェア／ｍｌ）を、上腕動脈を介して注射することにより脳血流量（ＢＣＦ）を
評価した。屠殺後に、アポトーシス解析（ウエスタンブロット）および神経細胞計数（免
疫組織化学）のために脳を採取した。別個の群において、ＢＤＬラットをオルニチンフェ
ニル酢酸（ＯＰ；ＯＣＲ－００２）（１ｇ／ｋｇ）によりＭＨＥについて３週間にわたり
治療した。
【００７８】
　低血圧を有さないＢＤＬラットおよびＳＨＡＭ手術対照の両方が細胞損傷またはニュー
ロン喪失を示さなかった。しかし、低血圧（３０および６０ｍｍＨｇ）後のＢＤＬラット
は、低血圧ＳＨＡＭ手術対照と比較して前頭皮質における神経細胞数の有意な減少（Ｎｅ
ｕＮ＋ＤＡＰＩおよびクレシルバイオレットを使用）を示した。さらに、ニューロン喪失
は、細胞ストレスタンパク質ｈｓｐ３２、ｈｓｐ７０およびカスパーゼ３の増加に関連し
ており、アポトーシス細胞死が示唆された。ＣＢＦは、ＢＤＬラットにおいてＳＨＡＭと
比較して低下し、低血圧傷害の程度と相関していた。ＯＰにより治療したＢＤＬラットは
、低血圧後の神経細胞死をもたらさなかった。
【００７９】
　これらの結果は、ＭＨＥを有する肝硬変患者が低血圧誘発性神経細胞喪失をより受けや
すいことを実証するものである。さらに、これらの結果は、ＨＥ（例えば、ＭＨＥ）を有
し、「虚弱脳」を有する患者は、肝移植中にさらに悪くなり、結果として不良な神経学的
転帰をもたらすことを支持している。ＭＨＥおよび低血圧の組合せは、肝移植後の多くの
肝硬変患者に認められる持続性の神経学的合併症の原因であり得る。



(19) JP 6989495 B2 2022.1.5

10

20

30

40

50

【００８０】
　これらの結果は、例えば、ＬＴ後に起こる神経性合併症のリスクを低下させる、ＭＨＥ
患者におけるＯＰによるニューロンに対する保護効果を実証するものである。さらに、こ
れらのデータは、ニューロン喪失の治療（予防を含む）におけるオルニチンフェニル酢酸
の使用を支持している。
【実施例２】
【００８１】
肝移植による治療を受けた肝性脳症患者におけるニューロン喪失の治療
　この実施例は、Ｌ－オルニチンフェニル酢酸の組合せ（ＯＰ）による治療が肝移植によ
る治療を受けた肝性脳症（ＨＥ）患者におけるニューロン喪失を減少させるかどうかを判
定するためのものである。
【００８２】
　肝移植を受けたＨＥ患者をプラセボまたはＯＰの例えば、経口投与を受けるように無作
為化する。患者のそれぞれの神経細胞数をプラセボまたはＯＰを投与する前および後に測
定する。ＯＰの投与が患者におけるニューロン喪失を減少させるのに有効であると予期さ
れる。
【実施例３】
【００８３】
肝移植による治療を受けようとしている肝性脳症患者におけるニューロン喪失の治療
　この実施例は、Ｌ－オルニチンフェニル酢酸の組合せ（ＯＰ）による治療が肝移植によ
る治療を受けようとしている肝性脳症（ＨＥ）患者におけるニューロンの喪失を予防する
ことができるかどうかを判定するためのものである。
【００８４】
　肝移植を受けようとしているＨＥ患者を、患者を肝移植により治療する前にプラセボま
たはＯＰの例えば、経口投与を受け始めるように無作為化する。患者のそれぞれの神経細
胞数をプラセボまたはＯＰを投与する前および後、ならびに肝移植による治療の前および
後に測定する。ＯＰの投与が患者における肝移植により引き起こされるニューロン喪失を
予防するのに有効であると予期される。
【実施例４】
【００８５】
ＯＰ治療によるニューロン喪失の予防
実験設計および解析
　この実施例では、麻酔後の６週ＢＤＬおよびＳＨＡＭ手術ラットにおける２時間低血圧
を誘発した。６週ＢＤＬラットは、高アンモニア血症、脳浮腫および自発運動量の障害、
空間記憶および学習欠損を示した。動物の他の組において、３週ＢＤＬラットを３週間に
わたり強制経口投与によりオルニチンフェニル酢酸（ＯＰ；１ｇ／ｋｇ）により治療した
。次いで、ＯＰ治療ＢＤＬラットおよびそれぞれの対照における２時間低血圧を誘発した
。すべての実験をカナダ動物管理協会（Canadian Council on Animal Care）のガイドラ
インに従って行った。実験設計の略図を図１に示す。
【００８６】
　低血圧の誘発：低血圧は、動物の大腿動脈から血液を抜き取ることにより誘発した。最
初に、Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラット（１７５～２００ｇ）をイソフルランにより
麻酔して、Bosoi et al., Hepatology (2011) 53:1995-2002に以前に記載されたように胆
管結紮（ＢＤＬ）または対照手術（ＳＨＡＭ）を実施した。大腿動脈を外科的に露出させ
て、２４Ｇカテーテルを挿入し、次いでこれを血圧計に接続した。これにより、動物の血
圧（ＢＰ）をモニターし、１２０分間にわたり３０、６０または９０ｍｍＨｇに維持しな
がら動物から血液を抜き取ることができた。供試動物の体温は、加熱パッドを用いること
によって３７℃に維持した。
【００８７】
　組織の準備：ラット脳を採取し、動物の前頭皮質を切開し、溶解緩衝液（５０ｍＭ　Ｔ
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ｒｉｓ、ｐＨ７．５、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１／５００冷プロテアーゼ阻害剤カクテル；Ｒ
ｏｃｈｅ）中でホモジナイズした。ホモジネートを４℃、３０，０００ｇで４０分間遠心
分離した。上清を脳細胞質ゾル画分として用いた。タンパク質含量は、Lowry et al., J 
Biol Chem (1951) 193:265-275に記載されている方法に従って決定した。
【００８８】
　ＮｅｕＮおよび切断カスパーゼ３発現：タンパク質（２０μｇ）を９％ドデシル硫酸ナ
トリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動にロードし、二フッ化ポリビニリデン膜に転
写した。ＴＢＳ－Ｔ緩衝液（１ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．５、１０ｍＭ　ＮａＣｌおよび
０．５％Ｔｗｅｅｎ－２０）中５％乳で、室温で１時間ブロックした後、膜を５％乳－Ｔ
ＢＳ－Ｔ緩衝液中１：１０００の希釈度のＮｅｕＮ（ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｇｅ
ｒｍａｎｙ）または切断カスパーゼ３（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ、Ｄａｎｖｅｒｓ、ＭＡ）抗体中で１時間インキュベートした。ＮｅｕＮは、ニュ
ーロン核に結合することが公知であり、切断カスパーゼ３は、周知のアポトーシスマーカ
ーである。膜をＴＢＳ－Ｔ緩衝液で５分間にわたり６回洗浄し、西洋ワサビペルオキシダ
ーゼに結合させたそれらの対応する二次抗体（１：１００００）とともに室温で１時間イ
ンキュベートした。ＴＢＳ－Ｔで５分間６回の洗浄後、膜を化学発光試薬に曝露し、Ｘ線
フィルム上で探査した。タンパク質ロード量の対照のために、ＧＡＰＤＨ（Ｓｉｇｍａ）
を１：１０００００の希釈度で用いた。
【００８９】
　免疫蛍光および組織学：脳の採取の前にラットを生理食塩水およびホルマリン１０％で
潅流した。脳切片（５０μｍ）を、ビブラトームを用いて作製し、ＰＢＳを含む２４ウエ
ルプレートに移した。前頭皮質における神経細胞の評価は、ＮｅｕＮ抗体を用いて免疫蛍
光により行った。最初に、脳切片をＰＢＳ－０．５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００－１０
％ロバ血清でブロックし、３０分間インキュベートした。インキュベートした後、それら
をＰＢＳで５分間にわたり３回洗浄した。切片を一次抗体（ブロッキング緩衝液中Ｎｅｕ
Ｎ　１：２００またはカスパーゼ３　１：２００）に４℃で終夜曝露した。３回の洗浄後
、切片をＰＢＳ－０．５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００中二次抗体（Ａｌｅｘａ４８８発
蛍光団に結合させたマウスＩｇＧ　１：２００またはＡｌｅｘａ５９４に結合させたウサ
ギＩｇＧ）に曝露し、暗所で、室温で３０分間インキュベートした。洗浄後、（４’，６
－ジアミジノ－２－フェニルインドール）ＤＡＰＩを加え（１μｇ／ｍｌ）、ＰＢＳです
すいだ。次いで切片を顕微鏡スライド上にのせ、蛍光顕微鏡分析（Ｚｅｉｓｓ）のために
封入剤を加えた。ニューロンの染色は、Lange et al. Experimental Neurology (1999) 1
58:254-260により記載されているようにクレシルバイオレット染色（０．０１％）とその
後の濃度を漸増したエタノールによる脱水によっても得た。
【００９０】
　多くの行動試験を実施した。高架式十字迷路試験のために、屠殺の４日前に、ラットを
高架式十字迷路装置（迷路が１００ｘ１００ｃｍに挿入されているボックス、走路：１０
ｘ４５ｃｍ）に１０分間入れ、不安および探索行動について評価した。ラットは、それら
の探索的性質および開放空間に対するそれらの恐怖により葛藤する。閉鎖走路は、探索の
価値を与える開放走路と比較して動物に安全な環境を与えた。Ｐａｎｌａｂ追跡システム
を用いて過ごした時間を開放走路と閉鎖走路とを対比して定量した。オープンフィールド
試験では、屠殺の当日に、不安について試験するためにラットをオープンフィールド（ア
リーナ：黒色プラスチック壁を備えた９０ｘ９０ｘ４０ｃｍ）に入れた。高架式十字迷路
と同様に、げっ歯類は、開放部分に対する先天性の恐怖を有し、新しい環境を探索するこ
とにも好奇心を示す。ラットにアリーナを１０分間探索させることによって、この課題は
、追跡システム（Ｐａｎｌａｂ）により、中間または中央部分と比較して壁の部分で移動
した距離（ｃｍ）および過ごした時間（秒、「ｓ」）を評価することを可能にする。
【００９１】
　アンモニアレベル：血漿アンモニアレベルを（１）ＳＨＡＭ動物、（２）ＢＤＬ動物お
よび（３）ＯＰ群により治療したＢＤＬ動物について評価し、常用の生化学技術を用いて



(21) JP 6989495 B2 2022.1.5

10

20

30

40

50

測定した。
【００９２】
　統計解析：データは、平均値±平均値の標準誤差（ＳＥＭ）として表した。Ｇｒａｐｈ
Ｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ４を用いて差の有意性をＡＮＯＶＡとそれに続くＮｅｗｍａｎ－Ｋｅ
ｕｌｓまたはＴｕｋｅｙ事後検定により検定した。ｐ＜０．０５の確率値は、統計的に有
意であると見なした。
【００９３】
結果
　ＮｅｕＮは、ニューロンの核抗原であり、ニューロン数を測定するためのバイオマーカ
ーとして用いた。図２ＡにＮｅｕＮ染色に基づくニューロン数の結果を示し、図２ＢにＮ
ｅｕＮ染色とＧＡＰＤＨ染色（対照）との強度の比を示し、図２Ｃに低血圧の誘発の非存
在下のラットおよび３０、６０または９０ｍｍＨｇの血圧の誘発性低血圧を有するラット
におけるＮｅｕＮおよびＧＡＰＤＨタンパク質の発現レベルを示す。図３に６０ｍｍＨｇ
の血圧の誘発性低血圧を有するＳＨＡＭおよびＢＤＬラットにおけるＮｅｕＮタンパク質
の免疫蛍光染色を示す。図２Ａ～Ｃおよび３に示すように、ＳＨＡＭおよびＢＤＬラット
は、誘発性低血圧を有さない場合に同様の数のニューロンを有していた。低血圧の後のＢ
ＤＬラット、例えば、３０または６０ｍｍＨｇの血圧の誘発性低血圧を有するＢＤＬラッ
トに有意なニューロン喪失が認められた。対照的に、誘発性低血圧（例えば、３０、６０
または９０ｍｍＨｇの血圧）を有するＳＨＡＭ手術ラットに有意なニューロン喪失は認め
られなかった。
【００９４】
　カスパーゼ３は、ニューロンの死に関連する、アミロイド－ベータ４Ａ前駆体タンパク
質の切断に関与する主要なカスパーゼであることが見出された。ＢＤＬおよびＳＨＡＭラ
ットにおけるニューロン喪失を決定するために、切断カスパーゼ３のタンパク質レベルを
測定した。図４Ａ～Ｂに示すように、ＳＨＡＭおよびＢＤＬは、同等の切断カスパーゼ３
のレベルを有するが、６０ｍｍＨｇの血圧の低血圧の誘発の後のＢＤＬラットにおける切
断カスパーゼ３のレベルが有意に増加した。
【００９５】
　血漿アンモニアレベルを（１）ＳＨＡＭ動物、（２）ＢＤＬ動物および（３）ＯＰによ
り治療したＢＤＬ動物について測定した。アンモニアレベルは、ＳＨＡＭ動物と比較して
ＢＤＬ動物において有意に高く、ＯＰ治療後のＢＤＬ動物において有意に低下した。図６
に（１）ＳＨＡＭ動物、（２）ＢＤＬ動物および（３）ＯＰにより治療したＢＤＬ動物に
おいて実施した行動試験の結果を示す。図６はＭＨＥの治療におけるＯＰの有益な効果を
実証するものである。
【００９６】
　ニューロン数およびニューロン喪失は、（１）ＳＨＡＭラット、（２）６０ｍｍＨｇの
血圧の誘発性低血圧を有するＢＤＬラットおよび（３）６０ｍｍＨｇの血圧の誘発性低血
圧を有し、ＯＰにより治療したＢＤＬラットにおけるＮｅｕＮおよびカスパーゼ３をそれ
ぞれ検出することによっても決定した。結果を図７Ａに示す。図７Ｂに同じ３つの群の動
物におけるＮｅｕＮタンパク質の免疫蛍光染色を示し、図７Ｃに同じ３つの群の動物にお
けるＮｅｕＮおよび切断カスパーゼ３タンパク質レベルのウエスタンブロット結果を示す
。図７Ａ～Ｃは、ＯＰ治療が低血圧誘発性ニューロン喪失を予防することを実証するもの
である。
【００９７】
　前述の実施形態の少なくとも一部において、実施形態に用いられる１つまたは複数の要
素は、他の実施形態に交換可能な方法で用いることができる。ただし、そのような交換が
技術的に実行可能でない場合を除く。特許請求の範囲に記載の内容の範囲から逸脱するこ
となく、上述の方法および構造について様々な他の削除、追加および修正を行うことがで
きることは、当業者により理解される。すべてのそのような修正および変更は、添付の特
許請求の範囲によって規定される内容の範囲内にあるものとする。
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【００９８】
　本明細書における実質的にあらゆる複数および／または単数の用語の使用に関して、当
業者は、文脈および／または適用に適切であるように、複数から単数へ、および／または
単数から複数に転換することができる。様々な単数／複数の置換は、明瞭にするために本
明細書に明記することができる。
【００９９】
　一般的に、本明細書およびとりわけ添付の特許請求の範囲（例えば、添付の特許請求の
範囲の主要部）で用いられる用語は、一般的に「オープン（open）」用語（例えば、「含
む（including）」という用語は、「含むがこれらに限定されない」と解釈すべきであり
、「を有する」という用語は、「を少なくとも有する」と解釈すべきであり、「を含む（
includes）」という用語は、「を含むがこれらに限定されない」と解釈すべきであるなど
）であることを意図することは、当業者により理解される。特定の数の導入請求項の列挙
が意図される場合、そのような意図は、請求項に明確に示し、そのような列挙が存在しな
い場合には、そのような意図は存在しないことは、当業者によりさらに理解される。例え
ば、理解の助けとして、以下の添付の特許請求の範囲は、請求項の列挙を導入するために
導入語句「少なくとも１つ」および「１つまたは複数」の使用を含み得る。しかし、その
ような語句の使用は、同じ請求項が導入語句「１つまたは複数」または「少なくとも１つ
」ならびに「ａ」または「ａｎ」のような不定冠詞（例えば、「ａ」および／または「ａ
ｎ」は、「少なくとも１つ」または「１つまたは複数」を意味すると解釈すべきである）
を含む場合でさえも、不定冠詞「ａ」または「ａｎ」による請求項の列挙の導入が、その
ような導入請求項の列挙を含む特定の請求項を１つのそのような列挙のみを含む実施形態
に限定することを意味すると解釈すべきではない。同じことは、請求項の列挙を導入する
ために用いられる定冠詞の使用について当てはまる。さらに、特定の数の導入請求項の列
挙が明示されている場合でさえ、当業者は、そのような列挙は少なくとも列挙された数を
意味すると解釈すべきであることを認識する（例えば、他の修飾語句を伴わない「２つの
列挙」という単なる列挙は、少なくとも２つの列挙、または２つもしくはそれよりも多く
の列挙を意味する）。さらに、「Ａ、ＢおよびＣのうちの少なくとも１つ、など」と類似
の慣例用語が用いられる場合には、一般的にそのような構文は、当業者が当慣例用語を理
解する意味で意図されている（例えば、「Ａ、ＢおよびＣのうちの少なくとも１つを有す
るシステム」は、Ａ単独、Ｂ単独、Ｃ単独、ＡとＢが一緒、ＡとＣが一緒、ＢとＣが一緒
、ならびに／またはＡ、ＢおよびＣが一緒、などを含むが、これらに限定されないもので
ある）。「Ａ、ＢまたはＣのうちの少なくとも１つ、など」と類似の慣例用語が用いられ
る場合には、一般的にそのような構文は、当業者が当慣例用語を理解する意味で意図され
ている（例えば、「Ａ、ＢまたはＣのうちの少なくとも１つを有するシステム」は、Ａ単
独、Ｂ単独、Ｃ単独、ＡとＢが一緒、ＡとＣが一緒、ＢとＣが一緒、ならびに／またはＡ
、ＢおよびＣが一緒、などを含むが、これらに限定されないものである）。実際上あらゆ
る離接語および／または２つもしくはそれよりも多くの代替用語を表す語句は、明細書、
特許請求の範囲または図面であるかどうかを問わず、用語の１つ、用語のいずれか、また
は両用語を含む可能性を企図するものと理解すべきであることは、当業者によりさらに理
解される。例えば、「ＡまたはＢ」という語句は、「Ａ」または「Ｂ」または「Ａおよび
Ｂ」の可能性を含むと理解される。
【０１００】
　さらに、本開示の特徴または態様をマーカッシュグループにより記述する場合、当業者
は、本開示がマーカッシュグループの個々のメンバーまたはメンバーのサブグループによ
っても記述されることを認識する。
【０１０１】
　当業者により理解されるように、ありとあらゆる目的のために、例えば、書面による記
述を示すことに関して、本明細書で開示するすべての範囲は、ありとあらゆる可能な部分
的範囲およびその部分的範囲の組合せも含む。任意の示された範囲は、十分に記述され、
同じ範囲が少なくとも等しい半分、３分の１、４分の１、５分の１、１０分の１、などに
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分解されることを可能にすると容易に認識することができる。非限定的な例として、本明
細書で述べた各範囲は、下部３分の１、中間部３分の１および上部３分の１、などに容易
に分解することができる。また当業者により理解されるように、「最大」、「少なくとも
」、「を超える」、「未満」などのすべての語句は、記載された数を含み、その後、上述
のような部分的範囲に分解することができる範囲を意味する。最後に、当業者により理解
されるように、範囲は、それぞれの個々のメンバーを含む。したがって、例えば、１～３
個の物品を有する群は、１、２または３個の物品を有する群を意味する。同様に、１～５
個の物品を有する群は、１、２、３、４または５個の物品を有する群を意味する、などで
ある。
【０１０２】
　様々な態様および実施形態を本明細書で開示したが、他の態様および実施形態は、当業
者には明らかである。本明細書で開示した様々な態様および実施形態は、例示の目的のた
めであって、限定的であることを意図するものではなく、真の範囲および趣旨は、以下の
特許請求の範囲により示されている。
【０１０３】
　特許、特許出願、論文、教科書などを含む、本明細書で引用したすべての参考文献、な
らびにそれらがまだ組み込まれない程度に、本明細書で引用した参考文献は、それら全体
が参照により組み込まれる。組み込まれた文献および類似の資料の１つまたは複数のもの
が、定義された用語、用語の使用法、記述された技術などを含むが、これらに限定されな
いものについて、本願と異なるまたは矛盾する場合には、本願が支配するものである。
　なお、本発明は、以下の態様をも含むものである。
＜１＞　ニューロン喪失の状態を治療する方法であって、オルニチンをフェニルアセテー
トおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つと組み合わせてそれを必要とする対
象に投与し、それにより、前記状態を軽減することを含み、前記対象が、肝疾患を有し、
外傷性出血を経験した患者である、方法。
＜２＞　ニューロン喪失の状態を予防する方法であって、オルニチンをフェニルアセテー
トおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つと組み合わせてそれを必要とする対
象に投与し、それにより、前記状態を予防することを含み、前記対象が、外傷性出血を経
験すると予期される肝疾患を有する患者である、方法。
＜３＞　前記肝疾患が慢性肝疾患である、上記１または２に記載の方法。
＜４＞　前記肝疾患が肝性脳症である、上記１または２に記載の方法。
＜５＞　前記肝疾患が肝硬変である、上記１または２に記載の方法。
＜６＞　前記肝疾患が潜在性肝性脳症である、上記１または２に記載の方法。
＜７＞　前記外傷性出血が、前記肝疾患を治療するための外科手術により引き起こされる
、上記１から６のいずれかに記載の方法。
＜８＞　前記外科手術が肝移植である、上記７に記載の方法。
＜９＞　前記外傷性出血が外傷性損傷により引き起こされる、上記１から６のいずれかに
記載の方法。
＜１０＞　前記ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状が前記対象におけるニュー
ロンの数の減少である、上記１から９のいずれかに記載の方法。
＜１１＞　前記ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状が前記対象の前頭皮質にお
けるニューロンの数の減少である、上記１から９のいずれかに記載の方法。
＜１２＞　前記ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状が前記対象における機能性
ニューロンの数の減少である、上記１から９のいずれかに記載の方法。
＜１３＞　前記ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状が前記対象の前頭皮質にお
ける機能性ニューロンの数の減少である、上記１から９のいずれかに記載の方法。
＜１４＞　前記ニューロン喪失の状態が低血圧により引き起こされる、上記１から１３の
いずれかに記載の方法。
＜１５＞　前記状態の治療が、前記対象における１つまたは複数の細胞ストレスタンパク
質のレベルを低下させることによって達成される、上記１および３から１４のいずれかに
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記載の方法。
＜１６＞　前記状態の予防が、前記対象における１つまたは複数の細胞ストレスタンパク
質のレベルを低下させることによって達成される、上記２から１４のいずれかに記載の方
法。
＜１７＞　前記１つまたは複数の細胞ストレスタンパク質のうちの少なくとも１つがｈｓ
ｐ３２、ｈｓｐ７０またはカスパーゼ３である、上記１５または１６に記載の方法。
＜１８＞　前記状態の治療が、前記対象におけるアポトーシス細胞死を減少させることに
よって達成される、上記１および３から１４のいずれかに記載の方法。
＜１９＞　前記状態の予防が、前記対象におけるアポトーシス細胞死を減少させることに
よって達成される、上記２から１４のいずれかに記載の方法。
＜２０＞　ニューロン喪失の状態を治療する方法であって、オルニチンをフェニルアセテ
ートおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つと組み合わせてそれを必要とする
対象に投与し、それにより、前記状態を軽減することを含み、前記対象が、肝移植による
治療を受けた肝疾患を有する患者である、方法。
＜２１＞　ニューロン喪失の状態を予防する方法であって、オルニチンをフェニルアセテ
ートおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つと組み合わせてそれを必要とする
対象に投与し、それにより、前記状態を予防することを含み、前記対象が、肝移植による
治療を受けようとしている肝疾患を有する患者である、方法。
＜２２＞　前記肝疾患が慢性肝疾患である、上記２０または２１に記載の方法。
＜２３＞　前記慢性肝疾患が肝硬変である、上記２２に記載の方法。
＜２４＞　ニューロン喪失の状態を治療する方法であって、オルニチンをフェニルアセテ
ートおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つと組み合わせてそれを必要とする
対象に投与し、それにより、前記状態を軽減することを含み、前記対象が、低血圧に罹患
している、方法。
＜２５＞　ニューロン喪失の状態を予防する方法であって、オルニチンをフェニルアセテ
ートおよびフェニルブチレートのうちの少なくとも１つと組み合わせてそれを必要とする
対象に投与し、それにより、前記状態を予防することを含み、前記対象が、低血圧に罹患
している、方法。
＜２６＞　前記低血圧が失血により引き起こされる、上記２４または２５に記載の方法。
＜２７＞　前記対象が肝疾患に罹患している、上記２４から２６のいずれかに記載の方法
。
＜２８＞　前記対象が慢性肝疾患に罹患している、上記２４から２６のいずれかに記載の
方法。
＜２９＞　前記対象が潜在性肝性脳症にも罹患している、上記２４から２６のいずれかに
記載の方法。
＜３０＞　前記ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状が前記対象におけるニュー
ロンの数の減少である、上記２０から２９のいずれかに記載の方法。
＜３１＞　前記ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状が前記対象の前頭皮質にお
けるニューロンの数の減少である、上記２０から２９のいずれかに記載の方法。
＜３２＞　前記ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状が前記対象における機能性
ニューロンの数の減少である、上記２０から２９のいずれかに記載の方法。
＜３３＞　前記ニューロン喪失の状態の少なくとも１つの症状が前記対象の前頭皮質にお
ける機能性ニューロンの数の減少である、上記２０から２９のいずれかに記載の方法。
＜３４＞　前記ニューロン喪失の状態が低血圧により引き起こされる、上記２０から３３
のいずれかに記載の方法。
＜３５＞　前記状態の治療または予防が、前記対象における１つまたは複数の細胞ストレ
スタンパク質のレベルを低下させることによって達成される、上記２０から３４のいずれ
かに記載の方法。
＜３６＞　前記１つまたは複数の細胞ストレスタンパク質のうちの少なくとも１つがｈｓ
ｐ３２、ｈｓｐ７０またはカスパーゼ３である、上記３５に記載の方法。
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＜３７＞　前記状態の治療または予防が、前記対象におけるアポトーシス細胞死を減少さ
せることによって達成される、上記２０から３４のいずれかに記載の方法。
＜３８＞　前記オルニチンならびにフェニルアセテートおよびフェニルブチレートのうち
の少なくとも１つの薬学的に許容される別個の塩を前記対象に投与する、上記１から３７
のいずれかに記載の方法。
＜３９＞　フェニルアセテートおよびフェニルブチレートのうちの前記少なくとも１つを
フェニル酢酸ナトリウムまたはフェニル酪酸ナトリウムとして投与する、上記１から３８
のいずれかに記載の方法。
＜４０＞　前記オルニチンを遊離の単量体アミノ酸またはその生理学的に許容される塩と
して投与する、上記１から３７のいずれかに記載の方法。
＜４１＞　前記オルニチンおよびフェニルアセテートをオルニチンフェニル酢酸として投
与する、上記１から３７のいずれかに記載の方法。
＜４２＞　前記投与が経口、静脈内、腹腔内、胃内または血管内投与である、上記１から
４１のいずれかに記載の方法。
＜４３＞　前記投与が静脈内投与である、上記１から４１のいずれかに記載の方法。
＜４４＞　前記投与が経口投与である、上記１から４１のいずれかに記載の方法。
 

【図１】 【図２－１】
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【図４】 【図５】
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【図６】 【図７－１】

【図７－２】
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