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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　異常な樹状突起棘に関連した認知障害を、それを必要とする対象において治療するため
のＰＫＣ活性化剤を含む医薬組成物であって、
　ＰＫＣが、下方制御されることなく活性化され、
　前記ＰＫＣ活性化剤が、（ａ）認知機能を改善する、（ｂ）ニューロン中の樹状突起棘
の形態を回復させる、および／または（ｃ）シナプトフィジンの量を増加させ、
　前記認知障害が、脆弱性Ｘ症候群、脆弱性Ｘ関連振戦／運動失調症候群、自閉症、およ
び精神遅滞から選択され
　薬学的に許容される担体中に有効量のＰＫＣ活性化剤を含む前記医薬組成物が前記対象
に投与され、
　前記ＰＫＣ活性化剤が、ブリオスタチン－１、－２、－３、－４、－５、－６、－７、
－８、－９、－１０、－１１、－１２、－１３、－１４、－１５、－１６、－１７、また
は－１８である、医薬組成物。
【請求項２】
　請求項１に記載の医薬組成物であって、前記認知機能が、学習、記憶、注意、自閉様行
動内気、知覚統合困難、注意欠陥、活動過多、衝動性、抑うつ不安、数学的学習能力障害
、攻撃的傾向、抽象的思考の欠如、発言および言語の遅延、ならびに低下したＩＱを含む
医薬組成物。
【請求項３】
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　請求項１に記載の医薬組成物であって、前記樹状突起棘がマッシュルーム型棘である医
薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【発明の概要】
【０００１】
　樹状突起棘
　樹状突起棘は、脳内の最も主要なニューロンの樹状突起上に認められる小さい（μｍ未
満の）膜質の突出である。樹状突起棘は、シナプスの２分の１を形成している、樹状突起
細胞から突出し、神経伝達物質、たとえばグルタメートの受容体を含有する。成熟した樹
状突起棘は、細い棘頸部を通して親の樹状突起に連結されている球根状の頭部（棘頭部）
を有する。未成熟の棘は、損なわれたシグナル伝達能力を有し、典型的には、球根状の頭
部を欠いているかまたはきわめて小さい頭部を有する。
【０００２】
　樹状突起棘は、形状によって分類され、たとえば、マッシュルーム型の棘、細い棘、お
よび短くて太い棘などがある。電子顕微鏡は、これらのカテゴリー間で形状の連続体を示
す。異なる形状の棘は、シナプスの異なる発生段階および強度を反映するといういくつか
の証拠がある。発生中、樹状突起棘は、電子顕微鏡によって、糸状仮足と呼ばれる、後に
マッシュルーム型の形態に成熟する細い伸長として始まるように見える。レーザースキャ
ニングおよび共焦点顕微鏡法は、棘の大きさおよび密度を含む、樹状突起棘特性における
変化を示すために使用されてきた。同一の技術を使用して、生きている動物の脳における
タイムラプス研究は、棘が行ったり来たりして、より大きなマッシュルーム型棘が時間を
かけて最も安定になることを示している。
【０００３】
　樹状突起棘のターンオーバーは、学習および記憶に関係していることが示されている。
特に、長期記憶は、新しい樹状突起棘の成長および既存の棘の拡大によって部分的に媒介
される。学習はマッシュルーム型棘の形成を増加させ、これは、長期連想記憶のための構
造的貯蔵部位および記憶特異的なシナプス形成のための部位を提供することが知られてい
る。高速の棘ターンオーバーは学習能の向上とも関連付けられているのに対して、棘の残
存は記憶の安定化と関連付けられている。
【０００４】
　樹状突起棘密度における変化は、シナプスの強度を高める、シナプス構造における、学
習および記憶に誘発される変化の基礎を形成する。長期記憶は、たとえば、部分的に、特
定の神経路を強化する新しい樹状突起棘の成長によって媒介される。２個のニューロン間
の連結を強めることによって、シナプス後細胞を活性化するシナプス前細胞の能力が増強
される。他のいくつかの機構も、シナプスの構造における、学習および記憶に誘発される
変化に関与し、こうした変化としては、シナプス内に放出される神経伝達物質の量におけ
る変化および細胞がそれらの神経伝達物質にどのくらい有効に反応するかにおける変化な
どが挙げられる（Ｇａｉａｒｓａら、２００２）。記憶は脳内のシナプスの相互に連結さ
れたネットワークによって生成されるので、こうした変化は学習および記憶の神経化学的
基礎を提供する。
【０００５】
　樹状突起棘の数および形態における異常は、注意欠陥多動性障害、自閉症、精神遅滞、
および脆弱性Ｘ症候群を含む、認知障害において認められている。たとえば、統合失調症
患者および認知気分障害を患っている人々の脳は、これらの疾患に関連した脳領域におけ
る樹状突起棘の数の減少を示す。精神遅滞および自閉症において、樹状突起棘の形状はよ
り長く、より未成熟であるように見える。同様に、精神遅滞および自閉症の最も一般的な
遺伝性の形態である、脆弱性Ｘ症候群において認められる唯一の顕微鏡的脳異常は、細長
い未成熟の樹状突起棘の存在である。
【０００６】
　樹状突起棘の形態における変化は、老化の間のシナプス喪失にも関連している。アカゲ
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ザルの前頭皮質の特定領域における興奮性（非対称）と抑制性（対称）の両方のシナプス
の密度は、５～３０歳で３０％減少した。Ｐｅｔｅｒｓら、Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ、
２００８、１５２（４）：９７０～８１。これは、認知障害と相関していた。同様のシナ
プス喪失は、アルツハイマー病患者の剖検において認められており、認知低下との最良の
病理学的相関である。
【０００７】
　脆弱性Ｘ症候群
　脆弱性Ｘ症候群は、３６００名の男性中約１名および５０００名の女性中約１名に影響
を及ぼしているＸ連鎖性の障害であり、遺伝性の精神的、身体的、および情動的障害の最
も一般的な原因である。精神的障害は、学習能力障害から、「自閉様」行動を含む、より
重症の認知または知性能力障害までに及びうる。
【０００８】
　脆弱性Ｘ症候群は、正常な神経発生に必要とされるタンパク質（脆弱性Ｘ精神遅滞タン
パク質；ＦＭＲＰ）を発現させるための遺伝子の欠損をもたらす、Ｘ染色体上に認められ
るＦＭＲ１遺伝子における変異から生じる。ＦＭＲＰは、樹状突起へのｍＲＮＡの伝達の
調節に関係する選択的ＲＮＡ結合タンパク質である。樹状突起棘の成熟の遅延が脆弱性Ｘ
精神遅滞患者ならびにＦｍｒ１ノックアウトマウスにおいて認められ、これにより、シナ
プス発生におけるＦＭＲＰの機能的必要性が示された。Ｌｕら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．、２００８、１０１（４２）：１５２０１～０６；および
Ｃｏｍｅｒｙら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．、１９９７、９
４（１０）：５４０１～４。数名の脆弱性Ｘ患者における剖検結果より、未成熟樹状突起
棘密度（樹状突起単位長あたりの数）が患者の試料においてより高かったことが示されて
おり、これらのニューロンへのより多数の興奮性の入力が示唆されている。Ｇｒｅｅｎｏ
ｕｇｈら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．２００１、９８（１３
）：７１０１～７１０６。これにより、脆弱性Ｘ症候群における樹状突起棘形成は、活用
されていないシナプスを排除し、保持されたシナプスをより成熟しているように見える形
態のより短くより完全な棘に変化させる正常な成熟パターンに従うことができないことが
示唆される。
【０００９】
　さらに、Ｆｍｒ１ヌルマウスは、シナプス構造における活動に依存した変化のいくつか
の形態の改変、皮質性長期増強および小脳性長期抑圧を示す。正常なＦＭＲＰは、正常な
新生児発育中に、微小管結合タンパク質１Ｂ（ＭＡＰ１Ｂ）の翻訳を抑制し、この抑制は
、活性なシナプス形成に必要とされる。Ｄａｖｉｄｏｖｉｃら、Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌ　Ｇ
ｅｎｅｔｉｃｓ．２００７、１６（２４）：３０４７～３０５８。異常に高いＭＡＰ１Ｂ
は、微小管安定性を高め、細胞骨格およびしたがって細胞形態、すなわち、細胞の形状、
運動性、および分裂を維持するニューロンの能力に干渉しうる。
【００１０】
　ＦＭＲＰは、新しいニューロンが成体の脳内で産生されるプロセスである、成体の神経
形成の調節においても鍵となる役割を果たす。研究より、歯状回（ＤＧ）において産生さ
れる新しいニューロンは海馬依存性の学習にきわめて重大であり、成体の神経形成を抑止
することは学習および記憶における欠陥をもたらしうることが示されている。
【００１１】
　ＦＭＲＰは、アルツハイマー病とも関連付けられている。ベータ－アミロイドは、アル
ツハイマー病およびダウン症候群の老人斑中に認められる主なタンパク質であり、脆弱性
Ｘのマウスおよび患者において高値を呈する。最近の研究より、ＦＭＲＰは、アミロイド
前駆体タンパク質（ＡＰＰ）、すなわち、切断されてベータ－アミロイド斑に入るタンパ
ク質、と同一のｍＲＮＡコード領域エレメントに結合し、ＦＭＲＰのサイレンシングは、
ＡＰＰタンパク質発現を促進することが示されている。Ｌｅｅら、Ｎａｔ　Ｓｔｒｕｃｔ
　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．、２０１０、１７（６）：７３２～９。さらに、シナプスの構造お
よび機能に強く影響する２種のマイクロ－ＲＮＡ（特異的なｍＲＮＡの翻訳を抑制する短
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い非コードＲＮＡ）は、ＦＭＲＰと相互作用することが示されている。Ｅｄｂａｕｅｒら
、Ｎｅｕｒｏｎ、２０１０、６５（３）：３７３～８４。
【００１２】
　これまでのところ、脆弱性Ｘ症候群に関連した基本的な病変または認知障害のいずれか
を治療するための承認されている薬物はない。臨床試験中の１種の薬物はフェノバムであ
り、これは、代謝型グルタミン酸受容体（ｍＧｌｕＲ５）アンタゴニストである。ｍＧｌ
ｕＲ５の過活性化は、ＦＭＲ１マウスにおいて認められている。より最近では、科学者は
、ホスホイノシチド－３（ＰＩ３）キナーゼ阻害剤が、脆弱性Ｘ症候群のマウスモデルに
おいて認められるニューロンの解剖学的構造における欠陥を修正できることを見出した。
学習および記憶に関連する脳領域である、海馬からの培養ニューロンでの実験において、
該薬物は、シナプスにおけるタンパク質産生の通常の出現およびレベルを回復させた。Ｇ
ｒｏｓｓら、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．、２０１０、３０（３２）：１０６２４～３８。
【００１３】
　プロテインキナーゼＣ活性化およびシナプス形成
　プロテインキナーゼＣ（ＰＫＣ）は、プロテインキナーゼの最も大きな遺伝子ファミリ
ーのうちの１つである。ＬｉｕおよびＨｅｃｋｍａｎ、Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｓｉｇｎａｌ
ｌｉｎｇ、１９９８、１０（８）：５２９～４２。いくつかのＰＫＣアイソザイムは、脳
内で発現され、ＰＫＣ－α、ＰＫＣ－β１、ＰＫＣ－βＩＩ、ＰＫＣ－δ、ＰＫＣ－ε、
およびＰＫＣ－λなどが挙げられる。ＰＫＣは、主として細胞質ゾルタンパク質であるが
、刺激に応じて膜に転位する。ＰＫＣは、アルツハイマー病に関連した多数の生化学的プ
ロセスに関与することが示されている。
【００１４】
　ＰＫＣ活性化は、学習および記憶の促進において重要な役割を有し、外因的に投与され
たＰＫＣ活性化剤は、記憶および学習を増加させることが示されている。ＳｕｎおよびＡ
ｌｋｏｎ、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．、２００５、５１２：４３～５１；Ａｌｋ
ｏｎら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、２００５、１０２：１６４３
２～１６４３７。たとえば、ＰＫＣの活性化は、ニューロン上での連合学習の生物物理学
的効果を模倣することが示されている。ＳｕｎおよびＡｌｋｏｎ、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９
８９、２４５（４９２０）：８６６～８６９。さらに、ＰＫＣ転位における学習特異的な
変化は、ＰＫＣ活性化の尺度として役立つものであるが、ウサギにおいて認められている
。同文献。さらに、ＰＫＣ活性化剤ブリオスタチンでのラットの処理は、結果として、マ
ッシュルーム型の樹状突起棘（「マッシュルーム型棘」）の数における記憶特異的な増加
、シナプス前小胞の数の増加、およびシナプスの接触を生じる、マッシュルーム型棘に関
連した二重シナプスシナプス前終末（「シナプスボタン」）の発生の増加をもたらす。Ｈ
ｏｎｇｐａｉｓａｎおよびＡｌｋｏｎ、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ
、２００７、１０４：１９５７１～１９５７６。ブリオスタチンに誘導される、長期連想
記憶のためのシナプス形成も、ＰＫＣ活性化によって調節される。同文献。
【００１５】
　ＰＫＣ活性化は、ラットの海馬においてシナプス形成を誘導することも示されており、
神経変性の状態の間の、ＰＫＣに媒介される抗アポトーシスおよびシナプス形成の潜在的
な可能性が示唆されている。ＳｕｎおよびＡｌｋｏｎ、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　ＵＳＡ、２００８、１０５（３６）：１３６２０～１３６２５。ＰＫＣ活性化剤
である、ブリオスタチン－１を用いた虚血後／低酸素の治療は、シナプス形成、神経栄養
活性、ならびに空間学習および記憶において虚血状態に誘発された欠陥を有効に救済した
。ＳｕｎおよびＡｌｋｏｎ、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、２００８
、１０５（３６）：１３６２０～１３６２５５。この効果は、シナプスタンパク質スピニ
オフィリン（spiniophilin）およびシナプトフィジンのレベルの上昇、ならびにシナプス
の形態における構造的変化を伴った。ＨｏｎｇｐａｉｓａｎおよびＡｌｋｏｎ、Ｐｒｏｃ
　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、２００７、１０４：１９５７１～１９５７６。
【００１６】
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　ＰＫＣは、ニューロトロフィン産生も活性化する。ニューロトロフィン、特に脳由来神
経栄養因子（ＢＤＮＦ）および神経成長因子（ＮＧＦ）は、損傷を受けたニューロンおよ
びシナプスの修復および再成長を開始する鍵となる成長因子である。いくつかのＰＫＣア
イソザイム、特にＰＫＣ－εおよびＰＫＣ－αの活性化は、最も可能性の高いことにはニ
ューロトロフィンの産生を上方制御することによって、神経学的損傷から保護することが
示されている。Ｗｅｉｎｒｅｂら、Ｔｈｅ　ＦＡＳＥＢ　Ｊｏｕｒｎａｌ、２００４、１
８：１４７１～１４７３）。ＰＫＣ活性化剤は、チロシンヒドロキシラーゼの発現を誘導
し、ニューロンの生存および軸索突起の成長を誘導することも報告されている。Ｄｕおよ
びＩａｃｏｖｉｔｔｉ、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．、１９９７、６８：５６４～６９；Ｈ
ｏｎｇｐａｉｓａｎおよびＡｌｋｏｎ、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ
、２００７、１０４：１９５７１～１９５７６；Ｌａｌｌｅｍｅｎｄら、Ｊ．Ｃｅｌｌ　
Ｓｃｉ．、２００５、１１８：４５１１～２５。
【００１７】
　ＰＫＣ活性化剤は、細胞によって分泌される、非アミロイド形成的な可溶性ＡＰＰ（ｓ
ＡＰＰ）の相対量も増加させる。ＰＫＣ活性化は、ＡＤ線維芽細胞において異常なＭＡＰ
キナーゼリン酸化および付随したＡβのレベルの上昇も逆戻りさせる。米国特許出願公開
第ＵＳ－２００７－００８２３６６号を参照されたい。さらに、１種の強力なＰＫＣ活性
化剤である、ブリオスタチンは、ヒトＡＤ遺伝子を有するトランスジェニックマウスの脳
内のＡβ（１～４２）レベルを低下させることが見出された。
【００１８】
　本開示は、異常な樹状突起棘に関連した認知障害を治療する方法であって、薬学的に許
容される担体中の有効量のＰＫＣ活性化剤を、それを必要としている対象に投与すること
を含む方法を提供する。
【００１９】
　一態様において、認知障害は脆弱性Ｘ症候群である。他の一態様において、認知障害は
脆弱性Ｘ関連振戦／運動失調症候群である。他の一態様において、認知障害は精神遅滞で
ある。さらに他の一態様において、認知障害は自閉症である。
【００２０】
　一態様において、ＰＫＣ活性化剤は大環状ラクトンである。
【００２１】
　特定の一態様において、大環状ラクトンは、ブリオスタチンまたはネリスタチン化合物
である。
【００２２】
　他の特定の一態様において、ブリオスタチン化合物は、ブリオスタチン－１、－２、－
３、－４、－５、－６、－７、－８、－９、－１０、－１１、－１２、－１３、－１４、
－１５、－１６、－１７、または－１８であり、ネリスタチン化合物は、ネリスタチン－
１である。
【００２３】
　さらなる特定の一態様において、大環状ラクトンはブリオログである。
【００２４】
　一態様において、ＰＫＣは、下方制御されることなく活性化される。
【００２５】
　他の一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、脆弱性Ｘ症候群を有する対象において認知機
能を改善する。
【００２６】
　一態様において、認知機能としては、学習、記憶、注意、自閉様行動内気、知覚統合困
難、注意欠陥、活動過多、衝動性、抑うつ不安、数学的学習能力障害、攻撃的傾向、抽象
的思考の欠如、発言および言語の遅延、ならびに低下したＩＱなどが挙げられる。
【００２７】
　他の一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、マッシュルーム型棘を含む、ニューロン中の
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樹状突起棘の形態を回復させる。
【００２８】
　他の一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、シナプトフィジンの量を増加させる。
【００２９】
　本開示のさらなる利点は、部分的には後に続く説明に記載されることになり、かつ部分
的には説明から明らかになることになり、または開示の実施によって学んでもよい。本開
示の利点は、添付の特許請求の範囲に特に示されている要素および組合せによって実現さ
れ、達成されることになる。
【００３０】
　先の一般的な説明と以下の詳細な説明の両方は、単に例示的および説明的なものであり
、特許請求されている開示を制限するものではないことを理解されたい。
【００３１】
　添付の図面は、本明細書中に組み込まれその一部を構成するものであり、本開示の一（
いくつかの）態様を例示し、明細書と共に、開示の原理を説明するのに役立つものである
。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】ＦＭＲ１トランスジェニックおよび対照マウスにおける学習および記憶獲得につ
いてのブリオスタチン－１の結果を表す図。
【図２】ＦＭＲ１トランスジェニックおよび対照マウスにおける記憶保持実験でのブリオ
スタチン－１の結果を表す図。
【図３】加齢ラットにおけるシナプス形成および記憶保持についてのブリオスタチン－１
の結果を表す図。
【図４】１，１’－ジオクタデシル－３，３，３’，３’－テトラマチル（tetramathyl
）－インドカルボシアニンペルクロラート（ＤｉＩ）で染色された、対照野生型マウス、
脆弱性Ｘトランスジェニックマウス、およびブリオスタチン処理をした脆弱性Ｘトランス
ジェニックマウスからの海馬ＣＡ１ニューロンのシナプス後樹状突起棘の共焦点顕微鏡像
。樹状突起棘の形状は、マッシュルーム型（Ｍ）、短くて太い（Ｓ）、または細い（Ｔ）
として分類されており、糸状仮足は、「Ｆ」と標識されている。Ｆｘ＝脆弱性Ｘトランス
ジェニックマウス；ｂｒｙ＝ブリオスタチン。
【図５】図４に示されている１００μｍの樹状突起シャフトあたりのマッシュルーム型樹
状突起棘（左パネル）および全樹状突起棘（右パネル）の定量化を表す図。Ｆｘ＝脆弱性
Ｘトランスジェニックマウス；ｂｒｙ＝ブリオスタチン；データは平均±ＳＥＭとして示
されている。＊ｐ＜０．０５；＊＊＊ｐ＜０．００１；両側ｔ－検定。Ｎ＝３～４匹の動
物；実験条件あたりＮ＝２１～３４本の樹状突起。
【図６】図４に示されている１００μｍの樹状突起シャフトあたりの糸状仮足数の定量化
を表す図。Ｆｘ＝脆弱性Ｘトランスジェニックマウス；ｂｒｙ＝ブリオスタチン；データ
は平均±ＳＥＭとして示されている。＊＊＊ｐ＜０．００１；両側ｔ－検定。Ｎ＝３～４
匹の動物；実験条件あたりＮ＝２１～３４本の樹状突起。
【図７】海馬ＣＡ１領域における、シナプス前膜マーカーである成長関連タンパク質－４
３（ＧＡＰ－４３）の共焦点顕微鏡法および免疫組織化学法（上方パネル）ならびにシナ
プス前膜密度の定量化（下方パネル）を表す図。Ｆｘ＝脆弱性Ｘトランスジェニックマウ
ス；ｂｒｙ＝ブリオスタチン；データは平均±ＳＥＭとして示されている。＊＊ｐ＜０．
０１；両側ｔ－検定。Ｎ＝３～４匹の動物；実験条件あたりＮ＝２４～３２枚の共焦点画
像。
【図８】海馬ＣＡ１領域における、シナプス後膜マーカーであるニューログラニンの共焦
点顕微鏡法および免疫組織化学法（上方パネル）ならびにシナプス前膜密度の定量化（下
方パネル）を表す図。Ｆｘ＝脆弱性Ｘトランスジェニックマウス；ｂｒｙ＝ブリオスタチ
ン；データは平均±ＳＥＭとして示されている。＊＊＊ｐ＜０．００１；両側ｔ－検定。
Ｎ＝３～４匹の動物；実験条件あたりＮ＝２４～３２枚の共焦点画像。
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【図９】シナプス前小胞膜タンパク質であるシナプトフィジンの共焦点顕微鏡法および免
疫組織化学法（上方パネル）ならびにシナプス前軸索ボタンおよびシナプス前小胞濃度の
定量化（下方パネル）を表す図。Ｆｘ＝脆弱性Ｘトランスジェニックマウス；ｂｒｙ＝ブ
リオスタチン；データは平均±ＳＥＭとして示されている。＊＊ｐ＜０．０１；＊＊＊ｐ
＜０．００１；両側ｔ－検定。Ｎ＝３～４匹の動物；実験条件あたりＮ＝２４～３２枚の
共焦点画像。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本開示は、ＰＫＣ活性化剤を使用した、異常な樹状突起棘に関連した認知障害の治療の
ための方法を提供する。特定の態様において、認知障害は、脆弱性Ｘ症候群および脆弱性
Ｘ関連振戦／運動失調症候群（ＦＸＴＡＳ）である。ブリオスタチン－１は、加齢ラット
において失われたシナプスを回復させる能力および、脆弱性Ｘ症候群のモデルである、Ｆ
ＭＲ１ヌルマウスにおいて野生型シナプスの形態を回復させる能力を有することが認めら
れている。これまでのところ、失われたシナプスを回復させるかまたは異常な形態のシナ
プスを正常な形態に回復させることができる承認されている薬物はない。ブリオスタチン
－１は、加齢とＦＭＲ１ヌルの両方の動物において、記憶喪失および認知機能も回復させ
た。これまでのところ、脆弱性Ｘ症候群の治療用に承認されている薬物はなく、行動療法
および教育のみである。したがって、脆弱性Ｘ症候群の根底にある分子病変に対処するこ
とができる療法についての長い間感じられてきた必要性がある。
【００３４】
　定義
　「脆弱性Ｘ症候群」は、ＧＣＣリピートの数の増加に関与するＦＭＲ１遺伝子の変異に
関連した疾患である。正常なＦＭＲ１遺伝子は、最大５４個までのＣＧＧリピートを有す
るが、完全変異は、２００個を超えるＣＧＧリピートをもたらす。過度のＣＧＧリピート
によって引き起こされるＦＭＲ１遺伝子の不活性化は、脆弱性Ｘ症候群の原因となる。
【００３５】
　本明細書中で使用される場合、「脆弱性Ｘ関連振戦／運動失調症候群（ＦＸＴＡＳ）」
は、脆弱性Ｘ症候群の成人発症型であり、ＦＭＲ１遺伝子の前変異（permutation）を有
する個体において生じ、これらの個体はより少ないＣＧＧリピートを有する。ＦＸＴＡＳ
は、典型的には５０歳を超える男性に影響を及ぼす。ＦＸＴＡＳの臨床的特徴としては、
小脳性運動失調、神経障害、自律神経機能障害、重症の企図振戦、ならびに他の神経変性
の徴候、たとえば脳萎縮、記憶喪失および認知症、不安、ならびに被刺激性などが挙げら
れる。早期卵巣機能不全は、前変異を有する女性のうち２５％で報告されている。
【００３６】
　「シナプス」は、ニューロン間、またはニューロンと他の型の細胞との間の機能的連結
である。シナプスは、一般に軸索を樹状突起に連結するが、軸索を細胞本体に、軸索を軸
索に、および樹状突起を樹状突起にも連結する。
【００３７】
　本明細書中で使用される場合、「シナプス形成」は、シナプスの形成、すなわち、シナ
プス前ニューロンにおける神経伝達物質放出部位およびシナプス後ニューロンにおける受
容野の形成に関与するプロセスを指す。シナプス前終末、またはシナプスボタンは、シナ
プス前細胞の軸索の終端にある終末の球根状のものであり、シナプス小胞と呼ばれる小さ
な膜結合球体内に封入された神経伝達物質を含有する。シナプス後ニューロンの樹状突起
は、神経伝達物質受容体を含有し、これは、シナプス後肥厚（ＰＳＤ）と呼ばれるタンパ
ク質のネットワークに連結される。ＰＳＤ内のタンパク質は、神経伝達物質受容体の係留
および輸送ならびにこれらの受容体の活性の調節に関与している。受容体およびＰＳＤは
、樹状突起棘と呼ばれる、主部の樹状突起シャフトからの特殊な突起において見出される
ことが多い。
【００３８】
　「プロテインキナーゼＣ」とは、ＰＫＣ遺伝子によってコードされた、あらゆるアイソ
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フォームのＰＫＣを指す。ＰＫＣ遺伝子ファミリーは、現在、以下の４つのサブグループ
に分類される１１遺伝子からなる：１）在来型ＰＫＣα（アルファ）、β１、β２（ベー
タ）（β１およびβ２は、同一遺伝子の選択的スプライシングされた型である）およびγ
（ガンマ）、２）新型ＰＫＣδ（デルタ）、ε（イプシロン）、およびθ（シータ）、３
）非典型ＰＫＣζ（ゼータ）、λ（ラムダ）、η（エータ）およびι（イオタ）ならびに
４）ＰＫＣμ（ミュー）。α、β１、β２、およびγのアイソフォームは、カルシウムイ
オン依存性、リン脂質およびジアシルグリセロール－依存性であり、ＰＫＣの在来型アイ
ソフォームを代表するものであるのに対して、他のアイソフォームは、リン脂質およびジ
アシルグリセロールによって活性化されるが、カルシウムには依存しない。ＰＫＣアイソ
フォームのイプシロンおよびガンマは、主に脳特異的である。すべてのアイソフォームは
、５つの可変（Ｖ１～Ｖ５）領域を包含し、α、β１、β２、およびγのアイソフォーム
は、高度に保存された４つの（Ｃ１～Ｃ４）構造ドメインを含有する。ＰＫＣα、β１、
β２、およびγ以外のすべてのアイソフォームは、Ｃ２ドメインを欠いており、λおよび
ηのアイソフォームも、ジアシルグリセロールが結合するＣ１にある２つのシステインに
富んだジンクフィンガードメインのうちの９つを欠いている。Ｃ１ドメインは、すべての
アイソフォーム間で高度に保存された偽基質配列も含有し、これは、基質結合部位を阻害
して酵素の不活性な立体配座を生じることによって自己調節機能に役立つ（Ｈｏｕｓｅら
、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９９７、２３８：１７２６～１７２８）。
【００３９】
　本明細書中で使用される場合、「プロテインキナーゼＣ活性化剤」または「ＰＫＣ活性
化剤」とは、ＰＫＣアイソザイムの酵素活性を、これらのアイソザイムを細胞質ゾルの位
置から細胞膜の内表面に結合するように転位させることによって高める物質を意味する。
【００４０】
　「薬学的に許容される」という語句は、生理学的に認容され、対象に投与されたときに
不適切な反応を典型的に生じない分子実体および組成物を指す。たとえば、本明細書中で
使用される場合、「薬学的に許容される」という用語は、連邦の規制機関もしくは州政府
によって承認されていることまたは米国薬局方もしくは動物において、より詳細にはヒト
において使用される他の一般に認められる薬局方に挙げられていることを意味する。「薬
学的に許容される担体」という用語は、有効成分と組み合わされてもよく、組合せ後に、
有効成分を対象に投与するために使用されうる化学組成物を意味し、化合物と共に投与さ
れる希釈剤、アジュバント、賦形剤またはビヒクルを指しうる。
【００４１】
　「治療有効量」および「有効量」という用語は、測定可能な治療反応をもたらす治療薬
の量を指す。治療反応は、使用者（たとえば、臨床医）が、症状および代替の臨床マーカ
ーの改善を含む、療法に有効な反応として認識することになるいかなる反応であってもよ
い。したがって、治療反応は、一般に、疾患または状態、たとえば脆弱性Ｘ症候群の１つ
以上の症状の改善または抑制であることになる。測定可能な治療反応には、症状または疾
患が治療薬によって予防されるかもしくはその発症を遅らされる、またはそれ以外の場合
に軽減されるという所見も含まれる。
【００４２】
　本明細書中で使用される場合、「対象」という用語は、哺乳動物を含む。いくつかの態
様において、哺乳動物はヒトである。
【００４３】
　「約」および「およそ」という用語は、測定の性質または精度を考慮して、測定される
量についての許容される程度の誤差を一般に意味するものとする。誤差の典型的な例示的
な程度は、示されている値または値の範囲の２０パーセント（％）以内、たとえば１０％
以内、およびさらにたとえば、５％以内である。代替的に、生物系において、「約」およ
び「およそ」という用語は、示されている値の桁規模の範囲内、たとえば５倍およびさら
にたとえば、２倍の値を意味していてもよい。本明細書において示されている数量は、他
に明記されていない限りおよそのものであり、すなわち、明記されていないときに「約」
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【００４４】
　ＰＫＣ活性化剤
　本開示との使用が意図されるＰＫＣ活性化剤としては、ベンゾラクタム、ピロリジノン
、ブラジキニン、ボンベシン、コレシストキニン、トロンビン、プロスタグランジンＦ２
αおよびバソプレッシンなどが挙げられる。他のＰＫＣ活性化剤としては、１，２－ｓｎ
立体配置にある多様な脂肪酸を有するジアシルグリセロールを含む、天然および非天然の
ジアシルグリセロール（ＤＡＧ）などが挙げられる。より最近では、多価不飽和脂肪酸誘
導体がＰＫＣεを選択的に活性化することが示されている。ＰＣＴ特許出願公開第ＷＯ２
０１０／０１４５８５号を参照されたい。
【００４５】
　一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、大環状ラクトンでありえ、これらに限定されない
が、ブリオスタチン化合物クラスおよびネリスタチン化合物クラスに入っているものなど
が挙げられる。大環状ラクトン、たとえばブリオスタチン－１は、米国特許４，５６０，
７７４に記載されている。大環状ラクトンおよびそれらの誘導体は、他に、米国特許６，
１８７，５６８、米国特許６，０４３，２７０、米国特許５，３９３，８９７、米国特許
５，０７２，００４、米国特許５，１９６，４４７、米国特許４，８３３，２５７、およ
び米国特許４，６１１，０６６に記載されている（参照により本明細書にその全体が組み
込まれている）。上記の特許には、大環状ラクトンについての多様な化合物および、抗炎
症または抗腫瘍薬としてのそれらの使用を含む、多様な使用が記載されている。Ｓｚａｌ
ｌａｓｉら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１９
９４、２６９（３）：２１１８～２４；Ｚｈａｎｇら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
、１９９６、５６：８０２～８０８；Ｈｅｎｎｉｎｇｓら、Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉ
ｓ、１９８７、８（９）：１３４３～１３４６；Ｖａｒｔｅｒａｓｉａｎら、Ｃｌｉｎｉ
ｃａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２０００、６：８２５～８２８；Ｍｕｔｔｅ
ｒら、Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ＆Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、２０００、８
：１８４１～１８６０。ブリオスタチンおよびネリスタチン化合物は、海洋性のＢｒｙｏ
ｚｏａｎであるＢｕｇｕｌａ　ｎｅｒｉｔｉｎａ　Ｌから最初に単離された。
【００４６】
　特定の一態様において、大環状ラクトンはブリオスタチンである。ブリオスタチン－１
は、ＰＫＣα、ＰＫＣδおよびＰＫＣεを含む、ＰＫＣアイソザイムの示差的な調節を示
す。ブリオスタチン－１は、動物およびヒトにおいて毒性および安全性の試験が行われて
おり、抗癌剤として活発に調査されている。より特定の一態様において、ブリオスタチン
は、ブリオスタチン－１、－２、－３、－４、－５、－６、－７、－８、－９、－１０、
－１１、－１２、－１３、－１４、－１５、－１６、－１７、または－１８である。他の
一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、ネリスタチン－１である。
【００４７】
　さらに他の一態様において、ＰＫＣ活性化剤はブリオログである。ブリオスタチンの類
似体は、一般にブリオログと呼ばれ、本開示の方法における使用に好適な特定の一クラス
のＰＫＣ活性化剤である。下記の表は、数種類のブリオログの構造的特徴をまとめたもの
であり、ブリオログはＰＫＣに対するこれらの親和性において大きく異なっている（０．
２５ｎＭ～１０μＭ）ことを示している。構造的には、これらはすべて類似している。ブ
リオスタチン－１は、２個のピラン環および１個の６員環アセタールを有するが、ほとん
どのブリオログでは、ブリオスタチン－１のピランのうちの１個は第２の６員アセタール
環で置きかえられている。この変更は、ブリオログの安定性を、ブリオスタチン－１に相
対して、たとえば、強酸または塩基の両方において、低下させるが、生理学的なｐＨにお
ける有意差はほとんど有さない。ブリオログは、ブリオスタチン－１（９８８）と比較し
て、より低い分子量（約６００～７５５の範囲に及ぶ）も有し、この特性は、血液脳関門
を越える輸送を促進する。
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【表１】

【００４８】
　ブリオログ活性は、ブリオログの化学構造とそれらが作用する基質の両方によって異な
る。類似体１（Ｗｅｎｄｅｒら、Ｃｕｒｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ　Ｔｅｃｈｎｏｌ．
、２００４、１：１；Ｗｅｎｄｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ
．Ａ．、１９９８、９５：６６２４；Ｗｅｎｄｅｒら、Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ．、２０
０２、１２４：１３６４８）は、ＰＫＣに対する高い親和性を有する。類似体２は、ブリ
オスタチン－１のＡ環を欠いており、ＰＫＣに対する高い親和性を維持している最も単純
な類似体である。活性なブリオログの他に、類似体７ｄは、２６位でアセチル化されてお
り、ＰＫＣに対する親和性を実質的に有さない。
【化１】
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【００４９】
　Ｂ環ブリオログも本開示の方法における使用に好適である。これらの合成ブリオログは
、低いナノモル範囲にある親和性を有する。Ｗｅｎｄｅｒら、Ｏｒｇ　Ｌｅｔｔ．、２０
０６、８：５２９９。Ｂ環ブリオログは、完全に合成物であるという利点を有し、天然源
からの精製を必要としない。
【００５０】
　さらに他のブリオログは、Ｗｅｎｄｅｒら、Ｏｒｇ　Ｌｅｔｔ．、２００５、７（６）
：１１７７～８０およびＷｅｎｄｅｒら、Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．、２００８、１０（１５）
：３３３１～３３３４に記載されている。これらのブリオログは、それぞれＣ２０－また
はＣ７－官能基化されており、これらのブリオログのうちのいくつかは、ＰＫＣに対する
一桁のナノモル親和性を示す。
【化２】

【００５１】
　Ｂ環ブリオログのＰＫＣ結合親和性
　好適なブリオスタチン類似体の第３のクラスは、Ａ環ブリオログである。これらのブリ
オログは、ブリオスタチンＩよりもわずかに低い、ＰＫＣに対する親和性（ブリオログ３
、４、および５についてそれぞれ６．５、２．３、および１．９ｎＭ）を有するが、より
低い分子量を有する。
【００５２】
　他のブリオログは、Ｈａｌｅら、Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．、２００３、５（４）：４９９～
５０２に記載されており、以下のものなどが挙げられる：
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【化３】

【００５３】
　ブリオスタチン類似体は、米国特許第６，６２４，１８９号および第７，２５６，２８
６号にも記載されている。
【００５４】
　ブリオスタチンの合成類似体も、本開示によって意図される。特に、これらの類似体は
、ブリオスタチンを用いたＮＭＲ分光法の比較によって決定されるようなＣ１－、Ｃ１９
－、Ｃ２６－酸素認識ドメインの方向性および多様な程度のＰＫＣ結合親和性を保持する
。米国特許第６，６２４，１８９号に開示および記載されているブリオスタチン類似体も
、本開示の方法において使用されてもよい。特に、米国特許第６，６２４，１８９号の式
Ｉの属（第３段、３５～６６行目）によって記載されているブリオスタチン類似体ならび
に米国特許第６，６２４，１８９号の式ＩＩ～ＶＩＩならびに１９９８ａおよび１９９８
ｂの種（第８段、２８～６０行目）は、本開示の方法における使用に好適なＰＫＣ活性化
剤である。
【００５５】
　ジアシルグリセロール（ＤＡＧ）のいくつかの誘導体は、プロテインキナーゼＣに結合
してそれを活性化する（Ｎｉｅｄｅｌら、１９８３、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ、８０：３６；Ｍｏｒｉら、１９８２、Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ（Ｔｏｋｙｏ）
、９１：４２７；Ｋａｉｂｕｃｈｉら、１９８３、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２５８：
６７０１）。しかし、ＤＡＧおよびＤＡＧ誘導体は、薬物としての価値が限られている。
ジアシルグリセロールによるＰＫＣの活性化は、一過的であり、その理由は、それらが、
ジアシルグリセロールキナーゼおよびリパーゼによって迅速に代謝されるからである（Ｂ
ｉｓｈｏｐら、１９８６、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２６１：６９９３；Ｃｈｕｎｇら
、１９９３、Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．、２６５：Ｃ９２７）。脂肪酸置換は、活性化
の強度を決定する。不飽和脂肪酸を有するジアシルグリセロールは、最も活性である。立
体異性の立体配置もきわめて重大である。１，２－ｓｎ立体配置を有する脂肪酸は活性で
あるのに対して、２，３－ｓｎ－ジアシルグリセロールおよび１，３－ジアシルグリセロ
ールは、ＰＫＣに結合しない。ｃｉｓ－不飽和脂肪酸は、ジアシルグリセロールと相乗的
である。本開示の一態様において、「ＰＫＣ活性化剤」という用語は、ＤＡＧまたはＤＡ
Ｇ誘導体、たとえばホルボールエステルを明白に除外する。
【００５６】
　イソプレノイドは、本開示の方法における使用に好適なＰＫＣ活性化剤である。たとえ
ば、ファルネシルチオトリアゾールは、２．５μＭのＫｄでＰＫＣを活性化する合成イソ
プレノイドである。たとえば、ファルネシルチオトリアゾールは、ジオレオイルグリセロ
ールと効力が等しい（Ｇｉｌｂｅｒｔら、１９９５、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、３４：
３９１６）が、脂肪酸の加水分解性エステルを有さない。ファメシル（Famesyl）チオト
リアゾールおよび関連化合物は、安定な持続性のＰＫＣ活性化剤である。分子量が低く（
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に越えるはずである。
【化４】

【００５７】
　オクチルインドラクタムＶは、テレオシジンに関連した非ホルボールプロテインキナー
ゼＣ活性化剤である。オクチルインドラクタムＶ、特に（－）－鏡像異性体の利点として
は、より高い代謝安定性、高い効力（Ｆｕｊｉｋｉら、１９８７、Ａｄｖ．Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓ．、４９：２２３；Ｃｏｌｌｉｎｓら、１９８２、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．、１０４：１１５９）（ＥＣ．ｓｕｂ．５０＝２９ｎＭ）
、および血液脳関門を越える輸送を促進する低い分子量などが挙げられる。
【化５】

【００５８】
　グニジマクリンは、０．１～１ｎＭの濃度でネズミ白血病および固形腫瘍に対して強力
な抗腫瘍活性を示すダフナン型ジテルペンである。これは、Ｋ５６２細胞において約３ｎ
Ｍの濃度でＰＫＣ活性化剤として作用し、Ｃｄｃ２５Ａの抑制およびその後のサイクリン
依存性キナーゼ２（Ｃｄｋ２）の阻害（５ｎｇ／ｍｌで１００％の阻害が達成される）を
通して、Ｇ１／Ｓ期における細胞周期進行を調節する。グニジマクリンは、ブリオスタチ
ンと類似した複素環式の天然生成物であるが、いくらか小さい（ＭＷ＝７７４．９）。



(14) JP 6062362 B2 2017.1.18

10

20

30

40

【化６】

【００５９】
　イリパリダルは、Ｉｒｉｓ　ｐａｌｌｉｄａから単離された二環式トリテルペノイドで
ある。イリパリダルは、ＮＣＩ６０細胞系スクリーニングにおいてマイクロモル～ナノモ
ルの範囲のＧＩ５０（増殖を５０％阻害するために必要とされる濃度）値で抗増殖活性を
示す。これは、高い親和性（Ｋｉ＝７５．６ｎＭ）でＰＫＣαに結合する。これは、Ｒａ
ｓＧＲＰ３依存的な様式でＥＲＫ１／２のリン酸化を誘導する。イリパリダルは、４８６
．７の分子量（Ｍ．Ｗ．）を有する。イリパリダルは、ブリオスタチンの約半分のみの大
きさであり、荷電基を欠いている。
【化７】

【００６０】
　インゲノールは、ホルボールに関連したジテルペノイドであるが、毒性がかなり少ない
。これは、トウワタ植物Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ　ｐｅｐｌｕｓに由来する。たとえば、イン
ゲノール３，２０－ジベンゾエートは、ＰＫＣに対する結合について［３Ｈ］ホルボール
ジブチレートと競合する（結合のＫｉ＝２４０ｎＭ）（Ｗｉｎｋｌｅｒら、１９９５、Ｊ
．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．、６０：１３８１）。インゲノール－３－アンゲレートは、局所的
に使用されるときに、扁平上皮癌および黒色腫に対する抗腫瘍活性を有する（Ｏｇｂｏｕ
ｒｎｅら、２００７、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇｓ、１８：３５７）。
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【化８】

【００６１】
　ナフタレンスルホンアミドは、Ｎ－（ｎ－ヘプチル）－５－クロロ－１－ナフタレンス
ルホンアミド（ＳＣ－１０）およびＮ－（６－フェニルヘキシル）－５－クロロ－１－ナ
フタレンスルホンアミドを含み、もう１つのクラスのＰＫＣ活性化剤のメンバーである。
ＳＣ－１０は、ホスファチジルセリンのものと類似した機構を使用して、カルシウム依存
的な様式でＰＫＣを活性化する（Ｉｔｏら、１９８６、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、２５
：４１７９）。ナフタレンスルホンアミドは、ブリオスタチンとは異なる機構によって作
用し、ブリオスタチンまたはもう１つのクラスのＰＫＣ活性化剤のメンバーと相乗効果を
示すことが期待されるはずである。構造的に、ナフタレンスルホンアミドは、カルモジュ
リン（ＣａＭ）アンタゴニストＷ－７と類似しているが、ＣａＭキナーゼに対する効果を
有さないことが報告されている。

【化９】

【００６２】
　リノール酸誘導体ＤＣＰ－ＬＡ（２－［（２－ペンチルシクロプロピル）メチル］シク
ロプロパンオクタン酸）は、既知のＰＫＣの、アイソフォーム特異的なごく少数の既知の
活性化剤のうちの１種である。ＤＣＰ－ＬＡは、１００ｎＭの最大効果で選択的にＰＫＣ
εを活性化する。（Ｋａｎｎｏら、２００６、Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．、４７：１１４
６）。ＳＣ－１０と同様に、ＤＣＰ－ＬＡは、ジアシルグリセロール結合部位の代わりに
、ＰＫＣのホスファチジルセリン結合部位と相互作用する。
【００６３】
　ＰＫＣを直接に活性化するための代替のアプローチは、内因性の活性化因子である、ジ
アシルグリセロールのレベルを高めることである。ジアシルグリセロールキナーゼ阻害剤
、たとえば６－（２－（４－［（４－フルオロフェニル）フェニルメチレン］－１－ピペ
リジニル）エチル）－７－メチル－５－Ｈ－チアゾロ［３，２－ａ］ピリミジン－５－オ
ン（Ｒ５９０２２）および［３－［２－［４－（ビス－（４－フルオロフェニル）メチレ
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ン］ピペリジン－１－イル）エチル］－２，３－ジヒドロ－　－２－チオキソ－４（１Ｈ
）－キナゾリノン（Ｒ５９９４９）は、内因性のリガンドであるジアシルグリセロールの
レベルを高め、それによってＰＫＣの活性化を引き起こす（Ｍｅｉｎｈａｒｄｔら、２０
０２、Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇｓ、１３：７２５）。
【００６４】
　多様な成長因子、たとえば線維芽細胞成長因子１８（ＦＧＦ－１８）およびインスリン
成長因子は、ＰＫＣ経路を通して機能する。ＦＧＦ－１８の発現は学習において上方制御
されており、インスリン成長因子の受容体は学習に関係していることが示されている。こ
れらのまたは他の成長因子によるＰＫＣシグナル伝達経路の活性化は、プロテインキナー
ゼＣを活性化する可能性のあるさらなる手段を提供する。
【００６５】
　成長因子、たとえばＮＧＦおよびＢＤＮＦの合成および／または活性化を刺激する成長
因子活性化剤、たとえば４－メチルカテコール誘導体、たとえば４－メチルカテコール酢
酸（ＭＣＢＡ）も、シナプス形成および／または神経突起の分枝形成に役割を果たしてい
る収束経路と同様に、ＰＫＣを活性化する。
【００６６】
　本開示によるＰＫＣ活性化剤としては、脂肪酸、たとえば不飽和脂肪酸、たとえばＭＵ
ＦＡおよび／またはＰＵＦＡ、ならびにそれらの誘導体であってその中の少なくとも１個
のＣ＝Ｃ二重結合がシクロプロピル基によって置きかえられた（すなわち、「シクロプロ
パン化された」二重結合である）またはエポキシル基によって置きかえられた（すなわち
、「エポキシ化された」二重結合である）誘導体などが挙げられる。いくつかの態様にお
いて、不飽和脂肪酸のすべてのＣ＝Ｃ二重結合は、シクロプロピル基および／またはエポ
キシル基によって置きかえられている。いくつかの態様において、脂肪酸誘導体は、シク
ロプロピル基とエポキシル基の両方を含んでいてもよい。
【００６７】
　脂肪酸誘導体の末端官能基は、たとえば、フリーのカルボン酸（－ＣＯ２）、アルコー
ル（－ＣＨＯＨ）、またはエステル（－ＣＯ２Ｒ）、たとえばモノエステルまたはポリエ
ステルであってもよい。エステルのアルキル基（Ｒ）は、直鎖であってもまたは分枝して
いてもよく、たとえば、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、ブチル、イソブチル
、ｓｅｃブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシル、ヘプチル、オクチル、ノニル
、デシル、ウンデシル、ドデシル、トリデシル、およびテトラデシル基などが挙げられる
。エステルは、エステル結合内の脂肪アルコールに連結された脂肪酸から形成されていて
もよい。意図される他のアルキルエステルとしては、脂肪族アルコールエステルおよび芳
香族アルコールエステルなどが挙げられる。一態様において、たとえば、アルコールエス
テルはプロピレングリコールエステルである。他の一態様において、アルコールエステル
はグリセロールエステルである。脂肪酸のグリセロールエステルとしては、たとえば、グ
リセロール脂肪酸エステル、グリセロール酢酸脂肪酸エステル、グリセロール乳酸脂肪酸
エステル、グリセロールクエン酸脂肪酸エステル、グリセロールコハク酸脂肪酸エステル
、グリセロールジアセチル酒石酸脂肪酸エステル、グリセロール酢酸エステル、ポリグリ
セロール脂肪酸エステル、およびポリグリセロールが縮合されたリシノール酸エステルな
どが挙げられる。脂肪酸は、ホスファチジルコリン、ホスファチジルセリン、およびホス
ファチジン酸の形態でグリセロールに結合されていてもよいので、グリセロール誘導体は
生物学的に重要である。たとえば、トリアシルグリセロール（またはトリグリセリド）は
、３個の脂肪酸のカルボキシル基がグリセロールの全３個の炭素のヒドロキシルにエステ
ル化されている化合物である。カルボン酸のエステル化は、負電荷を排除することによっ
て、血液脳関門を越える輸送を促進する；アルコール基も、血液脳関門を越える輸送を促
進する。
【００６８】
　本開示の脂肪酸誘導体の基礎となりうるＭＵＦＡとしては、これらに限定されないが、
以下の構造を有する脂肪酸などが挙げられる：
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　　ＣＨ３（ＣＨ２）ｘＣＨ＝ＣＨ（ＣＨ２）ｙＣＯＯＨ
式中、ｘおよびｙのそれぞれは、互いとは独立して、３～１１の奇数の整数である。例と
しては、ｃｉｓ－およびｔｒａｎｓ－ＭＵＦＡ、たとえばオレイン酸、エライジン酸、オ
ブツシル酸、カプロレイン酸、ラウロレイン酸、リンデリン酸、ミリストレイン酸、パル
ミトレイン酸、バクセン酸、ガドレイン酸、エルカ酸、およびペトロセリン酸などが挙げ
られる。ＭＵＦＡアルコールの例としては、たとえば、エライジルアルコール、オレイル
アルコール、および１－モノリノレイルｒａｃ－グリセロールなどが挙げられる。シクロ
プロパン化およびエポキシ化されたＭＵＦＡ誘導体の特定の例としては、エリアジル（el
iadic）アルコールシクロプロパン（ＢＲ－１０６）、エリアジン（eliadic）酸シクロプ
ロパン（ＢＲ－１０７）、オレイルアルコールシクロプロパン（ＢＲ－１０８）、および
エポキシステアリン酸（ＢＲ－１１６）などが挙げられる。
【００６９】
　本開示の方法で意図される天然にシクロプロパン化またはエポキシ化されたＭＵＦＡま
たはそのエステルもしくはアルコール誘導体としては、マルベニン酸（malvenic acid）
、ベルノル酸、およびステルクリン酸などが挙げられる。例示的な化合物は、ベルノル酸
メチルエステル（ＢＲ－１１７）である。
【００７０】
　本開示の脂肪酸誘導体の基礎となりうるＰＵＦＡとしては、これらに限定されないが、
以下の構造を有する脂肪酸などが挙げられる：
　　ＣＨ３（ＣＨ２）４（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）ｘ（ＣＨ２）ｙＣＯＯＨ
式中、ｘおよびｙは、それぞれ独立に、２～６の範囲に及ぶ整数であり、メチレンおよび
／またはポリメチレンで中断されたポリエンを含む。これらは、オメガ－６　ＰＵＦＡで
ある。例としては、これらに限定されないが、リノール酸、γ－リノール酸、アラキドン
酸、およびアドレン酸などが挙げられ、これらは以下の構造を有する：
　　リノール酸　ＣＨ３（ＣＨ２）４（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）２（ＣＨ２）６ＣＯＯＨ
　　γ－リノレン酸　ＣＨ３（ＣＨ２）４（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）３（ＣＨ２）３ＣＯＯＨ
　　アラキドン酸　ＣＨ３（ＣＨ２）４（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）４（ＣＨ２）２ＣＯＯＨ
　　アドレン酸　ＣＨ３（ＣＨ２）４（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）４（ＣＨ２）４ＣＯＯＨ
　本開示の脂肪酸誘導体の基礎となりうるＰＵＦＡのさらなる例としては、以下の構造な
どが挙げられる：
　　ＣＨ３ＣＨ２（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）ｘ（ＣＨ２）ｙＣＯＯＨ
式中、ｘおよびｙは、それぞれ独立に、２～６の範囲に及ぶ整数であり、メチレンおよび
／またはポリメチレンで中断されたポリエンを含む。これらは、オメガ－３　ＰＵＦＡで
ある。例としては、これらに限定されないが、α－リノール酸、ドコサヘキサエン酸、エ
イコサペンタエン酸、およびエイコサテトラエン酸などが挙げられ、これらは以下の構造
を有する：
　　α－リノレン酸　ＣＨ３ＣＨ２（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）３（ＣＨ２）６ＣＯＯＨ
　　エイコサテトラエン酸　ＣＨ３ＣＨ２（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）４（ＣＨ２）５ＣＯＯＨ
　　エイコサペンタエン酸　ＣＨ３ＣＨ２（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）５（ＣＨ２）２ＣＯＯＨ
　　ドコサヘキサエン酸　ＣＨ３ＣＨ２（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）６（ＣＨ２）２ＣＯＯＨ
　ＰＵＦＡ誘導体としては、ＰＵＦＡ（カルボン酸、アルコール、またはエステル末端基
）などが挙げられ、このとき、少なくとも１個のＣ＝Ｃ二重結合は、シクロプロパン化ま
たはエポキシ化されている。ｃｉｓ－ＰＵＦＡエステルの例としては、以下の構造などが
挙げられる：
　　ＣＨ３（ＣＨ２）４（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）ｘ（ＣＨ２）ｙＣＯＯＲ
　　ＣＨ３ＣＨ２（ＣＨ＝ＣＨＣＨ２）ｘ（ＣＨ２）ｙＣＯＯＲ
式中、ｘおよびｙは、それぞれ独立に、２～６の範囲に及ぶ整数であり、Ｒはアルキル基
である。いくつかの態様において、Ｒは、アルコール、たとえば一価または多価アルコー
ルのアルキル基である。アルコールの例としては、これらに限定されないが、メタノール
、エタノール、プロパノール、ブタノール、ペンタノール、グリセロール、マンニトール
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たは非分枝のアルキル鎖を含んでいてもよく、または芳香族アルキル、たとえばフェノー
ルアルコールを含んでいてもよい。ＰＵＦＡ誘導体の例としては、これらに限定されない
が、リノールアルコールジシクロプロパン（ＢＲ－１０５）、リノレルアルコールトリシ
クロプロパン（ＢＲ－１０４）、およびベルノル酸メチルエステルシクロプロパン（ＢＲ
－１０９）などが挙げられる。
【００７１】
　いくつかの態様において、ＰＵＦＡ誘導体は、ＰＵＦＡまたはそのエステルもしくはア
ルコールであり、このとき、少なくとも１個のＣ＝Ｃ二重結合は、シクロプロパン化（cy
clpropanated）またはエポキシ化されている。いくつかの態様において、たとえば、ＰＵ
ＦＡ誘導体は、シクロプロパン化またはエポキシ化された２～６個の二重結合を有するＰ
ＵＦＡまたはそのエステルもしくはアルコールを含む。少なくとも１つの態様において、
ＰＵＦＡ誘導体は、シクロプロパン化またはエポキシ化された３個の二重結合を有するＰ
ＵＦＡまたはそのアルコールもしくはエステルを含む。本開示のＰＵＦＡ誘導体は、シク
ロプロピル基とエポキシル基の両方も含んでいてもよい。
【００７２】
　いくつかの態様において、ＰＵＦＡ誘導体は、エポキシ化されたｃｉｓ－ＰＵＦＡアル
コール、たとえば、リノールアルコールジシクロプロパンまたはリノレルアルコールトリ
シクロプロパンを含んでいてもよい。
【００７３】
　本開示によるシクロプロパン化および／またはエポキシ化された脂肪酸の基礎を形成し
うるＰＵＦＡとしては、これらに限定されないが、アラキドン酸（ＡＡ）、ドコサヘキサ
エン酸（ＤＨＡ）、およびエイコサペンタエン酸（ＥＰＡ）などが挙げられる。例示的な
ＰＵＦＡ誘導体としては、ドカヘキサエン（docahexaenonic）酸メチルエステルヘキサシ
クロプロパン（ＢＲ－１１１）；エイコサペンタエン酸メチルエステルペンタシクロプロ
パン（ＢＲ－１１４）；およびアラキドン酸メチルエステルテトラシクロプロパン（ＢＲ
－１１５）などが挙げられる。
【００７４】
　一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、以下の構造を有する、シクロプロパン化された、
ＤＨＡのＰＵＦＡ誘導体を含む：
【化１０】

【００７５】
式中、Ｒは、Ｈまたはアルキル基である。一態様において、Ｒは、メチル（ＢＲ－１１１
またはＤＨＡ－ＣＢ６メチルエステル）、またはメチル－３－（２－（（２－（（２－（
（２－（（２－（（２－エチルシクロプロピル）メチル）シクロプロピル）メチル）シク
ロプロピル）メチル）－シクロプロピル）メチル）シクロプロピル）メチル）シクロプロ
ピル）プロパノエートである。
【００７６】
　他の一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、以下の構造を有するＰＵＦＡ誘導体を含む：
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【化１１】

【００７７】
この化合物は、ＢＲ－１１４（ＥＰＡ－ＣＰ５またはメチル４－（２（（２－（（２－（
（２－エチルシクロプロピル）メチル）シクロプロピル）メチル）シクロプロピル）メチ
ル）シクロプロピル）メチル）－シクロプロピル）ブタノエートメチルエステル）である
。
【００７８】
　さらに他の一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、以下の構造を有するＰＵＦＡ誘導体を
含む：
【化１２】

【００７９】
この化合物は、ＢＲ－１１５（ＡＡ－ＣＰ４またはメチル４－（２－（（２－（（２－（
（－ペンチルシクロプロピル）メチル）シクロプロピル）メチル）シクロプロピル）メチ
ル）シクロプロピル）ブタノエートメチルエステル）である。
【００８０】
　他の一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、以下の構造を有するＰＵＦＡ誘導体を含む：

【化１３】

【００８１】
式中、Ｒは、Ｈまたはアルキルエステルである。一態様において、Ｒはメチルである。
【００８２】
　製剤化および投与
　ＰＫＣ活性化剤は、それが血液脳関門を越えることを可能にすることになる任意の経路
による投与用の有用な投与量単位中に生産されていてもよい。血漿からの多価不飽和脂肪
酸（ＰＵＦＡ）は、脳内に越えて入ることが可能なことが実証されている。Ｒａｐｏｐｏ
ｒｔら、Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．、２００１、４２：６７８～６８５。したがって、一
態様において、ＰＫＣ活性化剤は、ＰＵＦＡ－誘導体化合物として製剤化される。本明細
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書中に開示の組成物の例示的な投与の経路としては、経口、非経口、経粘膜、鼻内、吸入
、または経皮経路などが挙げられる。非経口経路としては、静脈内、細動脈内、筋肉内、
皮内、皮下、腹腔内、脳室内、包膜内、および頭蓋内投与などが挙げられる。
【００８３】
　ＰＫＣ活性化剤は、従来法に従って製剤化することができる。ＰＵＦＡ誘導体化合物と
して製剤化される場合、こうした製剤は、標準的な製剤で対象に提供することができ、薬
学的に許容される任意の添加物、たとえば、賦形剤、滑沢剤、希釈剤、香味剤、着色剤、
緩衝液、および崩壊剤を含んでいてもよい。標準的な製剤は当技術分野においてよく知ら
れている。たとえば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ、第２０版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、２０００を
参照されたい。
【００８４】
　一態様において、化合物は、経口剤形で製剤化される。経口投与の場合、医薬組成物は
、薬学的に許容される賦形剤、たとえば結合剤（たとえば、予めゼラチン状にされたトウ
モロコシデンプン、ポリビニルピロリドンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロース）
；フィラー（たとえば、ラクトース、微結晶性セルロース、またはリン酸水素カルシウム
）；滑沢剤（たとえば、ステアリン酸マグネシウム、タルクまたはシリカ）；崩壊剤（た
とえば、バレイショデンプンまたはデンプングリコール酸ナトリウム）；または湿潤剤（
たとえば、ラウリル硫酸ナトリウム）を用いて従来の手段によって調製される、タブレッ
トまたはカプセルの形態をとっていてもよい。タブレットは、当技術分野においてよく知
られている方法によってコーティングされていてもよい。経口投与用の液体製剤は、たと
えば、溶液、シロップもしくは懸濁液の形態をとっていてもよく、またはこれらの製剤は
、使用前に水もしくは他の好適なビヒクルとの構成用の乾燥製品として提供されてもよい
。こうした液体製剤は、薬学的に許容できる添加物、たとえば懸濁化剤（たとえば、ソル
ビトールシロップ、セルロース誘導体または水素化食用脂肪）；乳化剤（たとえば、レシ
チンまたはアラビアゴム）；非水性ビヒクル（たとえば、アーモンド油、油性エステル類
、エチルアルコールまたは精留植物油）；および保存剤（たとえば、ｐ－ヒドロキシ安息
香酸メチルもしくはプロピルまたはソルビン酸）を用いて従来の手段によって調製されて
もよい。製剤は、必要に応じて、緩衝塩、香味剤、着色剤および甘味剤も含有していても
よい。
【００８５】
　他の一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、非経口投与用に製剤化される。化合物は、注
射による、たとえば、ボーラス注射または持続注入による、非経口投与用に製剤化されて
もよい。注射用の製剤は、保存剤が添加された単位剤形で、たとえば、アンプル中または
多回投与容器中で、提供されてもよい。組成物は、懸濁液、溶液、分散液、または油性も
しくは水性ビヒクル中のエマルションのような形態をとっていてもよく、製剤化剤、たと
えば懸濁化、安定化および／または分散化剤を含有していてもよい。
【００８６】
　先に記載の製剤に加えて、ＰＫＣ活性化剤誘導体は、インプラントによって（たとえば
皮下または筋肉内に）または筋肉内注射によって投与されてもよい。したがって、たとえ
ば、化合物は、好適なポリマーもしくは疎水性材料と共に（たとえば許容される油中のエ
マルションとして）またはイオン交換樹脂と共に、またはやや難溶の誘導体として、たと
えば、やや難溶の塩として製剤化されてもよい。
【００８７】
　他の一態様において、ＰＫＣ活性化剤は、小胞内、特にミセル、リポソームまたはＡｌ
ｋｏｎらに対する米国特許出願シリアル番号７，６８２，６２７に記載のような人工のＬ
ＤＬ粒子で送達されうる。
【００８８】
　投与用の用量は、１日あたり１ｍｇ～１０ｇの化合物、好ましくは１０ｍｇ～１ｇの化
合物、きわめて好ましくは２５０ｍｇ～５００ｍｇの化合物を送達するように好適に調製
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されてもよい。局所投与または非経口製剤用に調製されるときには、用量は、最終製剤の
０．０１％～６０重量％、好ましくは０．１％～３０重量％、きわめて好ましくは１％～
１０重量％を含有する処方で作製されてもよい。最適な日用量は、当技術分野において知
られている方法によって決定されることになり、因子、たとえば患者の年齢および他の臨
床的に関連した因子によって影響されることになる。
【００８９】
　療法の評価
　本開示のＰＫＣ活性化剤を用いた処置の評価は、疾患の症状または臨床代用マーカーに
おける改善の評価によって行うことができる。たとえば、治療した対象における記憶また
は認知技能の改善により、シナプス形成の増加があることが示唆されてもよい。本開示の
方法による改善について評価されうる認知表現型の例としては、これらに限定されないが
、軽度から中等度の自閉様行動（たとえば、手のフラッピング、およびアイコンタクトの
回避）、内気、知覚統合困難、注意欠陥、活動過多、衝動性、注意欠陥障害（ＡＤＤ）、
注意欠陥多動性障害（ＡＤＨＤ）、抑うつ性の情動、不安、精神遅滞（知能指数［ＩＱ］
は典型的には３５～７０である）、数学的学習能力障害、攻撃的傾向、抽象的思考の欠如
、早期のマイルストーンに達した後の発達遅延（特に発言および言語の遅延）、ならびに
年齢増加に伴うＩＱの低下などが挙げられる。
【００９０】
　組合せ療法
　本開示のＰＫＣ活性化剤は、現在使用されているまたは使用されるようになる、薬物療
法、行動療法、コミュニケーションおよび教育療法を含む、脆弱性Ｘ症候群のためのいか
なる療法とも組み合わせて投与することができる。
【００９１】
　［例］
　例１：ブリオスタチンは、脆弱性Ｘマウスにおいて学習および記憶を改善する
　動物。以下の２種類のマウス（雄、Ｔｈｅ　Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅ
ｓ、ＭＥ、ＵＳＡ；１群あたり９～１０匹）を試験において使用した：ＦＶＢ．１２９Ｐ
２－Ｆｍｒｌｔｍ１Ｃｇｒ／Ｊ（ＦＭＲ１）およびＦＶＢ．１２９Ｐ２－Ｐｄｅ６ｂ＋Ｔ
ｙｒｃ－ｃｈ／ＡｎｔＪ（対照群として）。
【００９２】
　薬物投与。ブリオスタチン－１を２０μｇ／ｍ２で投与した（尾静脈内、２用量／週を
１３週間、２ヵ月齢に開始）。無処理群には、処理群と同一の容量のビヒクルを同一の投
与頻度で投与した。
【００９３】
　水中迷路。第１の訓練である空間的水中迷路の課題は、最終用量後１０日目に開始され
た。四分円のうちの１つの中央に置かれ、水面下に約２ｃｍ浸水した、隠れた足場を見つ
けるように、マウスを８日間訓練させた（２試験／日）。全試験の開始時に、各試験で異
なる出発地点を使用して、マウスを、迷路の壁に面する水中に個別に配置して、それらが
足場を見つけるまで泳げるようにし、ここで、それらは２０秒間残され、その後、それら
のホームケージに戻された。１．５分間以内に足場を見つけることができなかったマウス
は、研究者によってそこに誘導され、９０秒で評価された。泳ぐ経路をビデオで追跡する
システムで記録し、これは、プラットフォームまでの潜時、泳いだ距離、および四分円内
で費やされた時間の百分率を計算した。訓練試験後、足場の部位についての記憶の保持を
四分円内でマウスが移動した距離によって評価するために足場を除去して、探索試験（四
分円試験または保持試験）を行った。ビデオで追跡するシステムは、１分間の間の各四分
円内の動物の運動を追跡した。探索試験後、可視的足場試験（水面より上であるが新しい
位置に９インチ突出したポールで印をつけた足場がある）を行い、動物の脱出のための知
覚運動能力および意欲を評価した。
【００９４】
　結果。４つの群の間で学習に有意差があり（Ｆ３，６２３＝５．２１４、ｐ＝０．００
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１；図１）、群間での異なる学習が示された。ブリオスタチン１処理は、ＦＭＲ１マウス
の学習能力を有意に（ビヒクルを用いたＦＭＲ１対ブリオスタチン－１を用いたＦＭＲ１
：Ｆ１，３１９＝１５．５５６、ｐ＜０．００１）、対照のレベルまで（ビヒクルを用い
た野生型対ブリオスタチン－１を用いたＦＭＲ１：Ｆ１，３１９＝０．８２７、ｐ＞０．
０５）改善し、ブリオスタチン－１処理がトランスジェニックマウスの学習能力を改善し
たことが示された。
【００９５】
　（標的四分円距離を探索試験の間の非標的四分円値の平均で除算して）標的四分円比を
使用して探索試験の結果を解析した（図２）。群間で標的四分円比に有意な差がありＦ３

，３８＝３．０１６、ｐ＜０．０５）、群間での空間記憶における差が示された。詳細な
解析より、トランスジェニックマウスにおけるブリオスタチン－１処理は、記憶想起を、
処理なしのトランスジェニックマウスのもの（Ｆ１，１９＝６．６４０、ｐ＜０．０５）
と比較して、対照のレベルまで（対照マウス対ブリオスタチン－１を用いたトランスジェ
ニックマウス：Ｆ１，１５＝０．０２８、ｐ＞０．０５）有意に改善したことが明らかに
された。
【００９６】
　探索試験の後に決定された、可視的足場試験により、群間で有意差はないことが明らか
にされ（Ｆ３，３８＝１．０４２　ｐ＞０．０５；図示せず）、これにより、異なる群間
で知覚運動能力および脱出意欲における有意差はなかったことが示された。したがって、
群間での学習および記憶想起能力における差が、それらの知覚運動能力および脱出意欲に
おける差によるものであると考えることはできない。
【００９７】
　例２：ブリオスタチンは、加齢ラットにおいてシナプスの喪失を回復させる
　共焦点インビボ実験。麻酔下（抱水クロラール；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ；４００
ｍｇ／ｋｇ体重、腹腔内）で、ラットを、重力によってＰＢＳで心臓を通して灌流させて
血液を洗い出し、次いで、冷却した固定液の代わりに、室温でＰＢＳ中４％のパラホルム
アルデヒド１５０ｍｌを用いて軽く固定した。これは、低体温が樹状突起棘の数を減少さ
せうるからである。脳を摘出して、１０分間、後固定した。その後、海馬を右脳半球から
単離して、背側海馬を、ＤｉＩ染色および免疫組織化学法用にビブラトームを用いて４０
０μｍで切片化した。
【００９８】
　ＤｉＩ染色。電気生理学に使用されるように調製された、ガラス電極の先端部を、ジク
ロロメタン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）中５％（重量／体積）の１，１’－ジオクタ
デシル－３，３，３’，３’－テトラマチル－インドカルボシアニンペルクロラート（Ｄ
ｉＩ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ／Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中に浸漬し、室温で
３０分間空気乾燥させた。ＤｉＩでコーティングされた電極の先端部を、４００μｍの厚
さの海馬切片のＣＡ１領域の上昇層中に挿入して破壊し、残した。ＰＢＳ中に４℃で一晩
維持して、ＤｉＩがＣＡ１ニューロンの形質膜中に拡散できるようにした後に、次いで、
海馬切片を、３５μｍの厚さに再切片化し、ＰＢＳを封入剤として使用して、ガラススラ
イド上にマウントした。放射層中のＤｉＩで染色された樹状突起棘を、５１０共焦点スキ
ャニングシステムを備えたＺｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｖｅｒｔ　２００Ｍ顕微鏡を使用して５
６８ｎｍ／＞５１０ｎｍ（励起／放出）で収集した。共焦点画像のスタック（０．４μｍ
毎に撮像）を収集して、個々の樹状突起シャフトのすべての樹状突起棘を得た。解析中、
画像のスタックは、ＩｍａｇｅＪプログラム（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ
　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ）を用いて回収した。１枚の画像上で確認された個々の棘を、隣接
するスタックした画像上で検証して、この棘の三次元構造を見積もった。それらの棘は、
それらの頸部直径よりも３倍以上大きい頭部直径を有し（図１ｄおよびｅ）、マッシュル
ーム型棘として特定された。およそ４～６枚のスタックした画像セットを各動物から得た
。すべての画像セットをプールしてコード化した；したがって、画像は、未知の動物数お
よび未知の処理で確認された（二重盲検プロトコル）。
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【００９９】
　免疫組織化学法。４００μｍの厚さの海馬切片を固定液（ＰＢＳ中の４％のパラホルム
アルデヒド）中に室温で３０分間さらに浸漬し、次いで、ビブラトームを使用することに
よって３５μｍの厚さで切片化した。次いで、切片を、Ｈｏｎｇｐａｉｓａｎら、Ｊ　Ｎ
ｅｕｒｏｓｃｉ．、２００４、２４：１０８７８～１０８８７に記載のように、免疫組織
化学法用に処理した。組織切片を、スピノフィリンに対する一次抗体（ポリクローナルＩ
ｇＧ；１：１００；Ｕｐｓｔａｔｅ／Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、シナプトフィジンに対する
一次抗体（モノクローナルＩｇＧ；１：２，０００；Ｃｈｅｍｉｃｏｎ／Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ）、および／またはＨｕＣ／Ｄに対する一次抗体（モノクローナルＩｇＧ；１：１０
０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）と共に浮遊させて室温で一晩インキュベートし
た。ポリクローナル抗体の場合は、組織切片を、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ５６８ヤギ抗ウ
サギＩｇＧ（１：２００；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）と共に室温で３時間イン
キュベートした。モノクローナル抗体の場合は、切片を、ビオチン化された二次抗体（１
：２０；Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）と共に室温で３時間、次いで、Ａｌ
ｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ４８８（１：１００；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）と結合さ
れたストレプトアビジンと共に室温で３時間処理した。切片を、核を対比染色するための
ＤＡＰＩ（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を含むＶＥＣＴＡＳＨＩＥＬＤ封
入剤でマウントして、共焦点顕微鏡で撮像した（５１２ピクセル×５１２ピクセル）。
【０１００】
　すべてのデータを、ＩｍａｇｅＪプログラムを使用することによって定量化した。放線
状層の表面部分から撮像した６３－μｍ×６３－μｍの画像におけるスピノフィリンおよ
びシナプトフィジンプロファイルの出現を、バックグラウンドを減算した後に写真用ネガ
で解析した。次いで、スピノフィリンおよびシナプトフィジンの顆粒の総数を、Ｉｍａｇ
ｅＪを使用することによって計数した。シナプトフィジン強度を、６３－μｍ×６３－μ
ｍの画像の全領域で定めた。ＨｕＣ／Ｄ免疫染色を、各個別のＣＡ１錐体ニューロンの近
位樹状突起部分における蛍光強度を測定することによって定量化した。未処理の対照デー
タを１００％に設定し、他のすべての実験データを、それらの対照の百分率として定めた
。
【０１０１】
　統計解析。すべてのグラフデータは、平均±ＳＥＭとして示されている。すべての行動
訓練および共焦点画像からの共焦点データを、最初に、一要因ＡＮＯＶＡによって統計的
に解析した。次いで、ＡＮＯＶＡで示されたような群間の有意な全体的な差を有する行動
データを、２群間の差（たとえば、迷路対迷路およびブリオスタチン）について一要因Ａ
ＮＯＶＡでさらに解析した。
【０１０２】
　結果。図３に示されているように、加齢ラットのブリオスタチン－１処理は、シナプス
小胞糖タンパク質であるシナプトフィジンの存在を増加させ、シナプスの数における増加
を示した。
【０１０３】
　例３：ブリオスタチンは、脆弱性Ｘマウスにおいて、樹状突起棘の喪失を防止し、正常
な樹状突起棘の形態を回復させる
　ＦＭＲ１（ＦＶＢ．１２９Ｐ２－Ｆｍｒｌｔｍ１Ｃｇｒ／Ｊ）および対照（ＦＶＢ．１
２９Ｐ２－Ｐｄｅ６ｂ＋Ｔｙｒｃ－ｃｈ／ＡｎｔＪ）マウスを、例１に記載のようにブリ
オスタチン－１で処理した。次いで、マウスを屠殺し、例２に記載のように海馬切片を摘
出して処理した。
【０１０４】
　図４は、ブリオスタチンでまたはそれなしで処理したＦＭＲ１マウスにおける樹状突起
棘形成の結果を示している。脆弱性Ｘトランスジェニックマウスは、樹状突起棘の喪失を
示し、これは、糸状仮足と置きかえられていた。ブリオスタチンでの処理は、樹状突起マ
ッシュルーム型棘の数および密度を野生型レベルまで回復させた。
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【０１０５】
　脆弱性Ｘトランスジェニックマウスでは、野生型対照マウスよりも少ない数のマッシュ
ルーム型および全樹状突起棘も示された（図５）。これにより、対照マウスと比較して、
脆弱性Ｘトランスジェニックマウスにおけるマッシュルーム型樹状突起棘の記憶依存的形
成の喪失が示される。ブリオスタチンでの処理は、脆弱性Ｘトランスジェニックマウスに
おけるマッシュルーム型および全樹状突起棘の記憶依存的形成の喪失を防止した（図５）
。
【０１０６】
　脆弱性Ｘトランスジェニックマウスからの海馬ＣＡ１ニューロンは、野生型対照マウス
と比較して、有意に多数の糸状仮足を有した（図６）。これにより、糸状仮足は、これは
シナプスを含有しないが、脆弱性Ｘマウスでは樹状突起棘への分化およびシナプスの形成
ができないことが示される。ブリオスタチンでの処理は、脆弱性Ｘトランスジェニックマ
ウスにおける糸状仮足から樹状突起棘への変形および支持されたシナプス形成を改善した
（図６）。
【０１０７】
　シナプス前膜マーカーである成長関連タンパク質－４３（ＧＡＰ－４３）での染色によ
り、脆弱性Ｘトランスジェニックマウスは、野生型対照マウスよりも低いシナプス前膜密
度を有することが示された（図７）。ブリオスタチンでの処理は、脆弱性Ｘトランスジェ
ニックマウスにおけるシナプス前膜密度を野生型レベルまで回復させた（図７）。
【０１０８】
　シナプス後膜マーカーであるニューログラニンで海馬ＣＡ１領域を染色したとき、同様
の結果が認められた。特に、ニューログラニン染色により、シナプス後膜密度における変
化は、シナプス前密度における変化および全体的な樹状突起棘数における変化と同様であ
ったことが明らかにされた（図８）。これらのデータにより、シナプスの数は、脆弱性Ｘ
において減少しているが、ブリオスタチン処理で回復させることができることが示される
。
【０１０９】
　シナプス前小胞およびシナプス前ボタンを、シナプス前小胞膜タンパク質シナプトフィ
ジンで染色することによって調査した（図９）。図９における各個別のシナプトフィジン
粒は、単一のシナプス前軸索ボタンを表しており、蛍光強度は、各軸索ボタン内のシナプ
ス前小胞の濃度を示している。実験条件にわたってシナプス前軸索ボタンの数における差
は認められなかったが、脆弱性Ｘトランスジェニックマウスにおいてシナプス前小胞濃度
の低下が認められた。ブリオスタチンでの処理は、脆弱性Ｘトランスジェニックマウスに
おけるシナプス前小胞濃度を有意に回復、およびさらに上昇させた（図９）。これらの結
果により、ブリオスタチンによって誘導されたマッシュルーム型棘は、既存の棘とのシナ
プスをすでに有している既存の軸索ボタンとシナプスを形成し、多重シナプスボタンの数
を増加させる結果となることが示唆される。
【０１１０】
　全体的に、示している図面中のデータおよびＰＫＣ活性化剤の有益な効果は、ブリオス
タチンで処理したＦＭＲ１マウスによって実証された。これらの有益な効果は、シナプス
前部および後部のマーカーの増加によって、成熟シナプスの数の増加、マッシュルーム型
棘（この上に成熟シナプスが生じる）の数の増加および未成熟棘（この上に成熟シナプス
はないことが多い）の数の減少を含むことが示された。棘およびシナプスのすべての測定
は、処理および訓練レジメンの後に屠殺したマウスの脳において行った。
【０１１１】
　ブリオスタチン処理のもう１つの有益な効果は、ＦＭＲ１マウスで認められた空間的迷
路学習および記憶における欠陥の修正であった。
【０１１２】
　特許、特許出願、公報、製品説明書、およびプロトコルは、本出願の全体を通して引用
されており、これらの開示は、参照によりその全体がすべての目的で本明細書に組み込ま
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れている。
【０１１３】
　本開示の他の態様は、本明細書の考察および本明細書中に開示されている開示の実施か
ら当業者に明らかとなるであろう。本明細書および例は、添付の特許請求の範囲によって
示されている本開示の実際の範囲および趣旨と共に、単に例示的なものとしてみなされる
ことが意図される。
　以下に、当初の特許請求の範囲に記載していた発明を付記する。
［１］
　異常な樹状突起棘に関連した認知障害を、それを必要とする対象において治療する方法
であって、薬学的に許容される担体中の有効量のＰＫＣ活性化剤を前記対象に投与するこ
とを含み、
ＰＫＣが、下方制御されることなく活性化され、
前記ＰＫＣ活性化剤が、（ａ）認知機能を改善する、（ｂ）ニューロン中の樹状突起棘の
形態を回復させる、および／または（ｃ）シナプトフィジンの量を増加させる方法。
［２］
　［２］に記載の方法であって、前記ＰＫＣ活性化剤が大環状ラクトンである方法。
［３］
　［２］に記載の方法であって、前記大環状ラクトンが、ブリオスタチンまたはネリスタ
チン化合物である方法。
［４］
　［３］に記載の方法であって、前記ブリオスタチン化合物が、ブリオスタチン－１、－
２、－３、－４、－５、－６、－７、－８、－９、－１０、－１１、－１２、－１３、－
１４、－１５、－１６、－１７、または－１８である方法。
［５］
　［３］に記載の方法であって、前記ネリスタチン化合物がネリスタチン－１である方法
。
［６］
　［２］に記載の方法であって、前記大環状ラクトンがブリオログである方法。
［７］
　［１］に記載の方法であって、前記認知機能が、学習、記憶、注意、自閉様行動内気、
知覚統合困難、注意欠陥、活動過多、衝動性、抑うつ不安、数学的学習能力障害、攻撃的
傾向、抽象的思考の欠如、発言および言語の遅延、ならびに低下したＩＱを含む方法。
［８］
　［１］に記載の方法であって、前記樹状突起棘がマッシュルーム型棘である方法。
［９］
　［１］に記載の方法であって、前記認知障害が、脆弱性Ｘ症候群、脆弱性Ｘ関連振戦／
運動失調症候群、自閉症、および精神遅滞から選択される方法。
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