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(57)【要約】
　本発明は、癲癇の治療における治療に有効な量のカン
ナビジオール酸（ＣＢＤＡ）の使用に関する。一実施形
態では、ＣＢＤＡは、全般性発作、好ましくは強直間代
性発作の治療に使用される。好ましくは、使用されるＣ
ＢＤＡは、ＣＢＤＡ含量が６０％を超える生薬原薬の形
態であり、最も好ましくは、それは、ＣＢＤＡが全抽出
物の９５％（ｗ／ｗ）を超え、９６％（ｗ／ｗ）および
９７％（ｗ／ｗ）を超え、最も好ましくは９８％（ｗ／
ｗ）までを超えて存在し、かつ抽出物の他の成分が特徴
付けられるような高度に精製された大麻の抽出物である
。具体的には、カンナビノイドであるテトラヒドロカン
ナビノール（ＴＨＣ）またはテトラヒドロカンナビノー
ル酸（ＴＨＣＡ）が実質的に除去されている。あるいは
、ＣＢＤＡは合成的に生成され得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　癲癇の治療における使用のための治療に有効な量のカンナビジオール酸（ＣＢＤＡ）。
【請求項２】
　前記癲癇が全般性癲癇である、請求項１に記載の使用のための治療に有効な量のＣＢＤ
Ａ。
【請求項３】
　前記癲癇が強直間代性発作によって特徴付けられる、請求項１または２に記載の使用の
ための治療に有効な量のＣＢＤＡ。
【請求項４】
　前記治療に有効な量が少なくとも０．１ｍｇである、請求項１～３のいずれか一項に記
載の使用のための治療に有効な量のＣＢＤＡ。
【請求項５】
　前記ＣＢＤＡが、前記ＣＢＤＡが全抽出物の９８％（ｗ／ｗ）を超えて存在するような
高度に精製された抽出物の形態である、請求項１～４のいずれか一項に記載の使用のため
の治療に有効な量のＣＢＤＡ。
【請求項６】
　前記高度に精製された抽出物が１％（ｗ／ｗ）未満のテトラヒドロカンナビノール（Ｔ
ＨＣ）またはテトラヒドロカンナビノール酸（ＴＨＣＡ）を含む、請求項５に記載の使用
のための治療に有効な量のＣＢＤＡ。
【請求項７】
　前記ＣＢＤＡが合成的に生成される、請求項１に記載の使用のための治療に有効な量の
ＣＢＤＡ。
【請求項８】
　前記ＣＢＤＡが１つまたは複数の他のカンナビノイドと同時に使用される、請求項１～
７のいずれか一項に記載の使用のための治療に有効な量のＣＢＤＡ。
【請求項９】
　前記ＣＢＤＡがカンナビジオール（ＣＢＤ）と一緒に使用される、請求項８に記載の使
用のための治療に有効な量のＣＢＤＡ。
【請求項１０】
　ＣＢＤＡ：ＣＢＤの比が９：１～１：９（ＣＢＤＡ：ＣＢＤ）の範囲である、請求項９
に記載の使用のための治療に有効な量のＣＢＤＡ。
【請求項１１】
　前記ＣＢＤＡが１つまたは複数の他の抗癲癇薬（ＡＥＤ）と同時に使用される、請求項
１～１０のいずれか一項に記載の使用のための治療に有効な量のＣＢＤＡ。
【請求項１２】
　前記ＣＢＤＡが４００ｍｇ未満の用量で使用される、請求項１～１１のいずれか一項に
記載の使用のための治療に有効な量のＣＢＤＡ。
【請求項１３】
　前記ＣＢＤＡが１ｍｇ～１００ｍｇの用量で使用される、請求項１２に記載の使用のた
めの治療に有効な量のＣＢＤＡ。
【請求項１４】
　治療に有効な量のカンナビジオール酸（ＣＢＤＡ）を対象に投与することを含む、癲癇
を治療する方法。
【請求項１５】
　治療に有効な量のカンナビジオール酸（ＣＢＤＡ）と、１つまたは複数の薬学的に許容
できる賦形剤とを含む、癲癇の治療における使用のための組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、癲癇の治療における治療に有効な量のカンナビジオール酸（ＣＢＤＡ）の使
用に関する。一実施形態では、ＣＢＤＡは、全般性発作、好ましくは強直間代性発作の治
療に使用される。
【０００２】
　好ましくは、使用されるＣＢＤＡは、ＣＢＤＡ含量が６０％を超える生薬原薬の形態で
あり、最も好ましくは、それは、ＣＢＤＡが全抽出物の９５％（ｗ／ｗ）を超え、９６％
（ｗ／ｗ）および９７％（ｗ／ｗ）を超え、最も好ましくは９８％（ｗ／ｗ）までを超え
て存在し、かつ抽出物の他の成分が特徴付けられるような高度に精製された大麻の抽出物
である。具体的には、カンナビノイドであるテトラヒドロカンナビノール（ＴＨＣ）また
はテトラヒドロカンナビノール酸（ＴＨＣＡ）が実質的に除去されている。あるいは、Ｃ
ＢＤＡは合成的に生成され得る。
【０００３】
　使用において、ＣＢＤＡは、１つまたは複数の他の抗癲癇薬（ＡＥＤ）と同時に使用さ
れ得る。あるいは、ＣＢＤＡは、１つまたは複数のＡＥＤと別個に、その後に、または同
時に投与するように処方することができ、またはその組合せを単一剤形で提供することが
できる。ＣＢＤＡが別個に、その後に、または同時に投与するように処方される場合、そ
れは、指示された方法でその１つまたは複数の成分を投与するためにキットとして、また
は使用説明書と一緒に提供することができる。それはまた、単独の薬物療法として、すな
わち単剤療法として使用することもできる。
【背景技術】
【０００４】
　癲癇は、世界的に人口の約１％で起こっており（Ｔｈｕｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０
１１）、そのうちの７０％は、利用可能な既存の抗癲癇薬（ＡＥＤ）により症状を十分に
制御することができる。しかしながら、この患者群の３０％（Ｅａｄｉｅ　ｅｔ　ａｌ．
，２０１２）は、利用可能なＡＥＤを使用して発作からの解放を得ることができず、した
がって難治性癲癇、すなわち「治療抵抗性癲癇」（ＴＲＥ）に罹患していると称される。
【０００５】
　難治性、すなわち治療抵抗性癲癇は、国際抗癲癇連盟（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　
Ｌｅａｇｕｅ　Ａｇａｉｎｓｔ　Ｅｐｉｌｅｐｓｙ）（ＩＬＡＥ）により、「持続的な発
作からの解放を達成するための２つの容認されたかつ適切に選択および使用されたＡＥＤ
計画（単剤療法としてであろうと、または併用であろうと）の適正な試行の失敗」として
２００９年に定義された（Ｋｗａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００９）。
【０００６】
　生涯の最初の数年間に癲癇を発症する個体は、治療が困難であることが多く、したがっ
て多くの場合、治療抵抗性と呼ばれる。幼児期に頻繁に発作を経験する子供は、多くの場
合、認知的遅れ、行動的遅れ、および運動遅延を引き起こす可能性のある神経障害が残る
。
【０００７】
　幼児期の癲癇は、１００，０００人当たり約７００人の患者数である、子供および若年
成人における比較的一般的な神経障害である。これは人口当たりの癲癇の成人数の２倍で
ある。
【０００８】
　子供および若年成人が発作を示す場合、その原因を調べるために通常は検査が行われる
。小児期の癲癇は、多くの異なる症候群および遺伝子の突然変異によって引き起こされる
可能性があり、したがって、これらの子供の診断はある程度の時間を要する。
【０００９】
　癲癇の主な症状は、発作の繰返しである。患者が患っている癲癇のタイプまたは癲癇性
症候群を判定するために、その患者が経験している発作型の検査が行われる。臨床的観察
および脳波検査（ＥＥＧ）が行われ、発作型が下記に述べかつ図１に示すＩＬＡＥ分類に
従って分類される。
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【００１０】
　ＩＬＡＥによって提案された発作型の国際分類は１９８１年に採用され、改定提案が２
０１０年にＩＬＡＥによって公表されたが、１９８１年分類は依然として破棄されていな
い。図１は、改定された用語法の２０１０年提案から改変され、「部分性」という用語法
を「焦点性」に置き換える提案の変更を含む。加えて、用語「単純部分発作」は、用語「
意識／反応が損なわれない焦点発作」によって置き換えられ、および用語「複雑部分発作
」は、用語「意識／反応が損なわれる焦点発作」によって置き換えられた。
【００１１】
　図１から、発作が両側に分布したネットワーク内で生じ、急速にネットワーク全域に展
開する全般発作は、６つのサブタイプ：強直間代発作（大発作）、欠神発作（小発作）、
間代発作、強直発作、無緊張発作、およびミオクローヌス発作に分け得ることが分かる。
【００１２】
　発作が片側の大脳半球のみに限定されたネットワーク内で生じる焦点（部分）発作もサ
ブカテゴリーに分けられる。この場合、発作は、前兆、運動、自律神経、および意識／反
応を含む発作の１つまたは複数の特徴に従って特徴付けられる。発作が限局性発作として
始まり、急速に進展して両側のネットワーク内に分布するようになる場合、この発作は両
側性痙攣性発作として知られる。これは、二次性全般発作（焦点発作から進展し、もはや
限局性に留まらない全般発作）に置き換えることが提案された用語法である。
【００１３】
　対象の意識／反応が変容する焦点発作は、機能障害を伴う焦点発作と呼ばれ、および対
象の意識または反応が損なわれない焦点発作は、機能障害のない焦点発作と呼ばれる。
【００１４】
　焦点発作は、レノックス・ガストー症候群、結節性硬化症、ドラベ症候群、ＣＤＫＬ５
、神経セロイドリポフスチン症（ＮＣＬ）、発熱性感染症関連癲癇症候群（ＦＩＲＥＳ）
、アイカルディ症候群、および脳異常を含む癲癇症候群において起こる場合がある。
【００１５】
　癲癇症候群はしばしば多くの異なる型の発作の症状を示すが、標準的なＡＥＤの多くは
、所与の発作型／亜型を治療することを標的にしているか、またはそれに対してのみ有効
であるため、患者が患っている発作の型を特定することが重要である。
【００１６】
　それらの作用の機序によって規定される一般的なＡＥＤを下記の表に示す。
【００１７】
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【表１】

【００１８】
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【表２】

【００１９】
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【表３】

【００２０】
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【表４】

【００２１】
　過去４０年にわたり、発作の治療のための非精神活性カンナビノイドであるカンナビジ
オール（ＣＢＤ）の使用について動物での複数の研究が存在している。例えば、Ｃｏｎｓ
ｒｏｅら（１９８２）は、ＣＢＤが、痙攣誘発薬または電流を投与した後のマウスの発作
を予防し得ることを特定した。
【００２２】
　癲癇の成人での研究はまた、ＣＢＤに関して過去４０年行われてきた。Ｃｕｎｈａらは
、全般性癲癇を有する８人の成人患者へのＣＢＤの投与が、それら患者のうちの４人で発
作の顕著な減少をもたらしたと報告した（Ｃｕｎｈａ　ｅｔ　ａｌ．，１９８０）。
【００２３】
　１９７８年の研究は、４人の成人の患者に２００ｍｇ／日の純粋なＣＢＤを与えた。そ
れらの４人の患者のうちの２人が発作から解放されるようになったのに対し、残りでは発
作頻度が変わらなかった（Ｍｅｃｈｏｕｌａｍ　ａｎｄ　Ｃａｒｌｉｎｉ，１９７８）。
【００２４】
　上記の研究とは対照的に、オープンラベル研究は、２００ｍｇ／日の純粋なＣＢＤが１
２人の成人入院患者の発作の制御に効果がなかったと報告した（Ａｍｅｓ　ａｎｄ　Ｃｒ
ｉｄｌａｎｄ，１９８６）。
【００２５】
　癲癇を有する患者でのＣＢＤの有効性を考察する年代順で最後の研究が、ＣＢＤが発作
を制御できないことを示唆しているという事実に基づき、ＣＢＤが抗痙攣薬として役立つ
可能性があるという期待はさほどない。
【００２６】
　過去４０年の研究において、癲癇の治療用に認可された３０種類を超える薬物が存在す
るが、それらのいずれもカンナビノイドではない。実際、場合によりこれらの化合物の予
定された性質のために、かつ／または既知の向精神薬であるＴＨＣがプロ痙攣誘発薬とみ
なされてきたために、カンナビノイドに対する偏見が存在しているように思われる（Ｃｏ
ｎｓｒｏｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９７７）。
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【００２７】
　最近公開された研究論文は、カンナビジオール濃度の高い大麻が癲癇の治療に有効であ
る可能性があることを示唆した。Ｐｏｒｔｅｒ　ａｎｄ　Ｊａｃｏｂｓｏｎ（２０１３）
は、あるＦａｃｅｂｏｏｋグループを介して行われた、治療抵抗性癲癇を有する子供に対
するＣＢＤを多く含む大麻の使用について調査した両親調査を報告している。調査された
１９組の親のうちの１６組は、その子供の癲癇が改善されたことを報告したことが分かっ
た。この報告書で調査された子供は、すべて高濃度でＣＢＤを含有すると称される大麻抽
出物を摂取していたが、これらの事例の多くについて、存在するＣＢＤの量、ならびにＴ
ＨＣおよびテルペンなどの非カンナビノイド成分を含む他の成分の量は分からなかった。
実際には、そのＣＢＤレベルは０．５～２８．６ｍｇ／ｋｇ／日の範囲（テストされたこ
れらの抽出物において）であったが、０．８ｍｇ／ｋｇ／日程度のＴＨＣレベルが報告さ
れた。
【００２８】
　ＴＲＥを有する子供に、痙攣誘発剤と呼ばれるＴＨＣを含む大麻抽出物（Ｃｏｎｓｒｏ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９７７）を、０．８ｍｇ／ｋｇ／日の潜在的な精神活性用量で与え
たことは望ましくない。
【００２９】
　ＴＨＣＡだけでなくＣＢＤＡを他のカンナビノイドおよび非カンナビノイド成分と共に
含有することになる大麻の煎じ汁が癲癇に使用されてきたが、それら治療は単離されたま
たは高度に精製されたＣＢＤＡに焦点を当てていない。むしろ最近の関心対象は、癲癇の
治療におけるＣＢＤＡの脱炭酸形態、すなわちＣＢＤの使用にある。
【００３０】
　しかしながら、ＣＢＤＡは、国際公開第２００３／０６３８４７号パンフレットに示さ
れているように悪心の治療に有効であることが分かっており、また国際公開第２００２／
０６４１０９号パンフレットに示されているようにＴＮＦα阻害剤として免疫調節状態お
よび抗炎症状態の治療用に提案されている。
【００３１】
　特許出願英国特許第２，４９５，１１８号明細書は、癲癇の治療用にＣＢＤＶおよびＣ
ＢＤを含む組成物を使用することについて記述している。更に、特許出願国際公開第２０
１１／１２１３５１号パンフレットは、癲癇の治療におけるＣＢＤＶの使用について記述
している。これらの両方の文献は、少量の非脱炭酸ＣＢＤをＣＢＤＡとして含むＣＢＤＶ
の生薬原薬の使用について記述している。ＣＢＤＡはきわめて少量で存在し、したがって
治療に有効な量では存在しない。
【００３２】
　特許出願米国特許出願公開第２０１５／１２６５９５号明細書は、ＣＢＤＡを含むカン
ナビノイドを含む経皮用組成物の使用について記述している。
【００３３】
　特許出願カナダ特許第２，８５９，９３４号明細書およびカナダ特許第２，７３７，４
４７号明細書の両方が、化合物ＣＢＤＡを含む医療用の大麻化学変種について記述してい
る。すべての大麻植物がカンナビノイドをそれらの酸の形態で産出し、それらは、次いで
簡単に脱炭酸されて、従来から認知されている活性形態のＣＢＤを生成することが容易に
理解される。
【００３４】
　ＣＢＤは、現在、抗癲癇薬として有望な候補であると思われているが、必要と考えられ
る用量が比較的大量であることおよびＣＢＤのバイオアベイラビリティが比較的劣ること
を含む多くの潜在的限界が存在する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００３５】
【特許文献１】国際公開第２００３／０６３８４７号



(10) JP 2018-527341 A 2018.9.20

10

20

30

40

50

【特許文献２】国際公開第２００２／０６４１０９号
【特許文献３】英国特許第２，４９５，１１８号
【特許文献４】国際公開第２０１１／１２１３５１号
【特許文献５】米国特許出願公開第２０１５／１２６５９５号
【特許文献６】カナダ特許第２，８５９，９３４号
【特許文献７】カナダ特許第２，７３７，４４７号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００３６】
　したがって、特定の発作亜型に対して活性および／または特異性を示すことができ、か
つより低濃度で投与することができる他の化合物を見出すことが望ましい。これは、より
少量の投与形態の利点を有し、また改良されたバイオアベイラビリティに伴ってより低用
量を必要とし、かつ作用の発現がより速い。
【課題を解決するための手段】
【００３７】
　本発明の第一の態様によれば、癲癇の治療における使用のための治療に有効な量のカン
ナビジオール酸（ＣＢＤＡ）が提供される。
【００３８】
　一実施形態では、その癲癇は、全般性癲癇である。より好ましくは、その癲癇は、強直
間代性発作によって特徴付けられる。
【００３９】
　治療に有効な量は、好ましくは少なくとも０．１ｍｇ、好ましくは少なくとも０．５ｍ
ｇ、より好ましくは少なくとも１ｍｇ、より好ましくは更に少なくとも２０ｍｇ以上であ
る。
【００４０】
　使用されるＣＢＤＡは、ＣＢＤＡ含量が６０％を超える生薬原薬の形態であり得、最も
好ましくは、それは、ＣＢＤＡが全抽出物の９５％（ｗ／ｗ）を超え、９６％（ｗ／ｗ）
および９７％（ｗ／ｗ）を超え、最も好ましくは９８％（ｗ／ｗ）までを超えて存在し、
かつ抽出物の他の成分が特徴付けられるような高度に精製された大麻の抽出物である。具
体的には、カンナビノイドであるテトラヒドロカンナビノール（ＴＨＣ）またはテトラヒ
ドロカンナビノール酸（ＴＨＣＡ）が実質的に除去されている。好ましくは、この高度に
精製された抽出物は、１％（ｗ／ｗ）未満のテトラヒドロカンナビノール（ＴＨＣ）また
はテトラヒドロカンナビノール酸（ＴＨＣＡ）を含む。
【００４１】
　あるいは、ＣＢＤＡは、合成的に生成され得る。
【００４２】
　ＣＢＤＡはまた、１つまたは複数の他のカンナビノイドと同時に使用され得る。好まし
くは、ＣＢＤＡは、ＣＢＤと共に使用される。
【００４３】
　ＣＢＤＡをＣＢＤと併用する場合、９：１～１：９（ＣＢＤＡ：ＣＢＤ）の比が好まし
い。比の範囲には、８：２～２：８（ＣＢＤＡ：ＣＢＤ）、７：３～３：７（ＣＢＤＡ：
ＣＢＤ）、６：４～４：６（ＣＢＤＡ：ＣＢＤ）、および１：１（ＣＢＤＡ：ＣＢＤ）な
らびにこれらの間の任意の範囲が含まれる。
【００４４】
　本発明の更なる実施形態ではＣＢＤＡは、１つまたは複数の他の抗癲癇薬（ＡＥＤ）と
同時に使用される。
【００４５】
　ＣＢＤＡは、１０００ｍｇ未満の１日量で使用され得る。好ましくは、ＣＢＤＡの１日
量は、８００ｍｇ未満、好ましくは６００ｍｇ未満、より好ましくは４００ｍｇ未満であ
る。
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【００４６】
　１日量は、２００ｍｇ未満、１００ｍｇ未満、またわずか１０ｍｇまたは１ｍｇでもあ
り得る。
【００４７】
　カンナビノイドであるＣＢＤＡは、その中性形態であるＣＢＤよりもバイオアベイラブ
ルであるため、同じ徴候の治療の場合にＣＢＤと比べてはるかに低い用量のＣＢＤＡを必
要とするはずであると思われる。例えば、癲癇治療のためにヒトに２０ｍｇ／ｋｇの用量
のＣＢＤを与えるのが有効であるのに対し、ＣＢＤＡの必要とされる用量は対数倍だけ減
少させることができる。
【００４８】
　このようなより低い用量が治療において利点を有することは明らかである。
【００４９】
　更に、ＣＢＤＡのこのより大きいバイオアベイラビリティは、ＣＢＤＡがＣＢＤよりも
迅速に作用し得ることを意味する。換言すれば、このカンナビノイドであるＣＢＤＡは、
ＣＢＤよりも低いＴｍａｘを有することができる。この性質は、ＣＢＤＡをＣＢＤと組み
合わせて含む有用な合剤をもたらすことができる。そのＣＢＤＡは、迅速な発現効果を与
えるのに役立つことができ、一方、そのＣＢＤは持続効果を与えるのに役立つことができ
る。
【００５０】
　ＣＢＤＡ対ＣＢＤの比で示される量（ここで、ＣＢＤＡが支配的なカンナビノイドであ
る）が想定され、それらには９５：５～５５：４５（ＣＢＤＡ：ＣＢＤ）の範囲が含まれ
る。
【００５１】
　あるいは、ＣＢＤＡおよびＣＢＤは、実質的に等しい量、すなわち５５：４５～４５：
５５（ＣＢＤＡ：ＣＢＤ）で存在することもできる。しかし、更なる実施形態では、ＣＢ
Ｄが支配的なカンナビノイドであり得、その範囲は４５：５５～２０：８０（ＣＢＤＡ：
ＣＢＤ）であり得る。
【００５２】
　更に、より高速で作用するＣＢＤＡが、急性発作または癲癇重積状態などの緊急の救急
治療を必要とする癲癇の治療用の有用な候補である場合もある。好ましくは、そのＣＢＤ
Ａは、非経口経路により、例えば静脈または筋肉中への注射によって投与される。
【００５３】
　本発明の第二の態様によれば、治療に有効な量のカンナビジオール酸（ＣＢＤＡ）を対
象に投与することを含む、癲癇を治療する方法が提供される。
【００５４】
　好ましくは、その対象はヒトである。
【００５５】
　本発明の第三の態様によれば、治療に有効な量のカンナビジオール酸（ＣＢＤＡ）と、
１つまたは複数の薬学的に許容される賦形剤とを含む、癲癇の治療における使用のための
組成物が提供される。
【００５６】
　この組成物は、経口液剤、固体、半固体、ゲル、注射剤、スプレー、エアゾール剤、吸
入剤（ｉｎｈａｌｅｒ）、噴霧剤（ｖａｐｏｒｉｓｅｒ）、浣腸、または坐剤のうちの１
つまたは複数として投与されることが想定される。このような薬剤は、経口、頬側、舌下
、非経口、呼吸器、鼻、および遠位直腸の経路により投与することができる。
【００５７】
定義
　本発明を説明するために使用される用語の幾つかの定義を下記に詳述する。
【００５８】
　本出願において述べるカンナビノイドを、それらの標準的な省略形と共に下記に列挙す
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る。
【００５９】
【表５】

【００６０】
　上記の表は網羅的ではなく、本出願において参照のために特定されるカンナビノイドを
単に詳述するに過ぎない。これまでに６０種類を超える様々なカンナビノイドが同定され
ており、それらのカンナビノイドは、異なるグループ、すなわち植物性カンナビノイド、
内在性カンナビノイド、および合成カンナビノイド（新規なカンナビノイド、または合成
的に作られる植物性カンナビノイドもしくは内在性カンナビノイドであり得る）に分ける
ことができる。
【００６１】
　特許出願番号国際公開第２００４／０２６８５７号パンフレットは、高度に精製された
ＣＢＤＡの分析について記述している。このＣＢＤＡは、純度９８％超になるように精製
され、０．１％未満のＣＢＤ、０．３％のＴＨＣＡ、および０．１％未満のＴＨＣを含む
と記載されている。
【００６２】
　「植物性カンナビノイド」は、天然由来のカンナビノイドであり、大麻植物中に見出す
ことができる。植物性カンナビノイドは、植物から単離して高度に精製された抽出物を取
り出すか、または合成的に複製することができる。
【００６３】
　「高度に精製されたカンナビノイド抽出物」は、大麻植物から抽出され、かつその高度
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に精製されたカンナビノイドが純度９８％（ｗ／ｗ）以上になるようにカンナビノイドと
一緒に共抽出される他のカンナビノイドおよび非カンナビノイド成分が実質的に除去され
る程度まで精製されたカンナビノイドと定義される。
【００６４】
　「合成カンナビノイド」は、カンナビノイドの構造またはカンナビノイドに類似した構
造を有し、かつ植物によるのではなく化学的手段を使用して製造される化合物である。
【００６５】
　本発明の実施形態は、添付図面を参照して以下に更に記述される。
【図面の簡単な説明】
【００６６】
【図１】発作および癲癇を体系化するための用語の改訂についてのＩＬＡＥの提案（２０
１０）を示す。
【図２Ａ－Ｄ】ＰＴＺに誘発される全般性発作に与えるカンナビノイドの影響を示す。
【図３】キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の細胞増殖に与えるＣＢＤ
Ａの影響を示す。
【図４】キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の細胞増殖に与えるＣＢＤ
の影響を示す。
【図５】キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の増殖に与えるＣＢＤＡお
よびＣＢＤの影響の二次プロットを示す。
【図６】実施例３のＣＢＤＡ抽出物のＨＰＬＣトレースを示す。
【発明を実施するための形態】
【００６７】
図の凡例
　図２：パネルＡ～Ｄは、発作強度（Ａ）、死亡率（Ｂ）、強直間代性発作を示す動物の
割合（Ｃ）、および発作発症までの潜伏時間（Ｄ）に与えるＣＢＤＡ（１０～１００ｍｇ
／ｋｇ）、ＣＢＤ（１００ｍｇ／ｋｇ）、およびＣＢＤ＋ＣＢＤＡ（９：１の比）の影響
を例示する。パネルＡにおいて、発作強度の中央値は濃灰色の横線で表され、２５％値お
よび７５％値はブラックボックスで表され、またホイスカーは最小値と最大値とを表す。
パネルＤにおいて発症の潜伏時間は、ＩＱＲを伴う中央値として表される。統計的検定は
、事後のマン・ホイットニーのＵ検定を伴うクラスカル・ワリス検定（パネルＡおよびＤ
）、または事後のフィッシャーの正確確率検定を伴うχ二乗検定（パネルＢおよびＣ）の
いずれかを使用して行った。Ｐ≦０．１（＃）；Ｐ≦０．０５（＊）；Ｐ≦０．０１（＊

＊）；Ｐ≦０．００１（＊＊＊）；ｎ＝１５／グループ。
【００６８】
　図３：増殖が、０．０２μＭ～２０μＭの範囲の濃度のＣＢＤＡの存在下で７日間にわ
たって測定された。１６８時間における細胞密度の二次プロットを使用して０．３０μＭ
のＩＣ５０を計算した。
【００６９】
　図４：増殖が、０．２５μＭ～２０μＭの範囲の濃度のＣＢＤ（ＧＷ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌｓから得た）の存在下で７日間にわたって測定された。１４４時間におけ
る細胞密度の二次プロットを使用して１．６３μＭのＩＣ５０を計算した。
【００７０】
　図５：カンナビノイドは、ＣＢＤＡ＞ＣＢＤの効力順を有する。
【００７１】
　図６：ＨＰＬトレースにおいて示されたＣＢＤＡ生薬原薬は、６２．４％ｗ／ｗのＣＢ
ＤＡ含量を含み、測定された他のカンナビノイドには、６．９％（ｗ／ｗ）のＣＢＤ、０
．７％（ｗ／ｗ）のＴＨＣ、および０．５％（ｗ／ｗ）のカンナビクロメン（ＣＢＣ）が
含まれた。
【実施例】
【００７２】



(14) JP 2018-527341 A 2018.9.20

10

20

30

40

50

実施例１：全般性発作の急性ペンチレンテトラゾール（ＰＴＺ）モデルでのＣＢＤＡのｉ
ｎ　ｖｉｖｏ評価
材料および方法
動物
　成体雄ウィスター京都ラットが発作の急性ＰＴＺモデルにおいて使用された（＞Ｐ２４
、７０～１１０ｇ）。これらの動物は、１ケージにつき５匹が湿度５０％で１２：１２時
間の昼夜サイクル（０８００で点灯）の温熱調節室（２１℃）中に収容され、標準的な実
験動物用飼料（ＰＣＤ　Ｍｏｄ　Ｃ、Ｓｐｅｃｉａｌ　Ｄｉｅｔ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，Ｗ
ｉｌｔｈａｍ，ＵＫ）および水を自由摂取させた。すべての手順は、９時３０分～１８時
３０分（ｗｈｉｔｅ　ｌｉｇｈｔ　ｈｏｕｒｓ）中に行われた。
【００７３】
医薬製剤
　ＰＴＺ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｐｏｏｌｅ，ＵＫ）原液は、この実験手順の場
合、０．９％ｗ／ｖ　ＮａＣｌ中で作製された。ＣＢＤ（バッチ番号、ＣＢＤ－ＣＧ－１
００１；ＧＷ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｓａｌｉｓｂｕｒｙ，ＵＫ）およびＣ
ＢＤＡ（バッチ番号、ＣＢＤＡ０４０９１２；ＧＷ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）
原料は、エタノール、クレモフォール、および生理的食塩水の２：１：１７のビヒクル中
で作製された。
【００７４】
　ＣＢＤＡが、温度および／または製剤中の賦形剤のため、脱炭酸されてＣＢＤになった
かどうかを調べるために製剤の分析が行われた。分析は、ＣＢＤＡが製剤化中にＣＢＤに
転化しなかったことを明らかにした。したがって、ＣＢＤＡは製剤化中に変性せず、２：
１：１７の比率をこの植物カンナビノイドの後の研究において使用することができる。
【００７５】
全般性発作のＰＴＺ誘発モデル
　ＰＴＺは、ＧＡＢＡＡ受容体のｔ－ブチル－ビシクル－ホスホロチオナート部位と結合
することによりＧＡＢＡ阻害に拮抗する。更に、この化学的に誘発されるモデルは、欠神
発作に対して効果を示すことができる。ＰＴＺ（９０ｍｇ／ｋｇ）が、成体雄ウィスター
ラット（ｎ＝１５／グループ）で発作を誘発させるために使用され、ラテン方格法を用い
て実験用量をランダム化した。それらの動物を６Ｌパースペックス槽中に置き、それらの
環境に１０分間慣れさせてから、ビヒクルに溶かしたカンナビノイド用量（表５参照）ま
たは陰性対照の役割を果たすビヒクルのみのボリュームを合わせた用量のうちの１つを受
けさせた。テスト化合物またはビヒクルを投与して６０分後、動物にＰＴＺ（９０ｍｇ／
ｋｇ、ｉ．ｐ．）を注射して発作を誘発し、動物の行動を３０分間記録した。
【００７６】
【表６】

【００７７】
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　ＰＴＺに誘発された発作のビデオにより、全般性発作に適切な標準的な重症度評価尺度
を用いてオフラインで評点を付けた（表６）。
【００７８】
　ヒト等価用量（ＨＥＤ）は、下記の式を使用して推定することができる。
【数１】

【００７９】
　ラットのＫｍは６であり、ヒトのＫｍは３７である。
【００８０】
　イヌ（実施例３）のＫｍは２０である。
【００８１】
　したがって、ラットにおける１０ｍｇ／ｋｇ用量は、約１．６ｍｇ／ｋｇのヒト用量に
等しいことになる。ラットにおける５０ｍｇ／ｋｇ用量は、約８．１ｍｇ／ｋｇのヒト用
量に等しいことになる。ラットにおける１００ｍｇ／ｋｇ用量は、約１６．２ｍｇ／ｋｇ
のヒト用量に等しいことになる。
【００８２】
【表７】

【００８３】
データ分析
　特注の観測システムから得られる発作行動のビデオにより、Ｏｂｓｅｒｖｅｒ　Ｖｉｄ
ｅｏ－Ｐｒｏソフトウェア（Ｎｏｌｄｕｓ，Ｗａｇｅｎｉｎｇｅｎ，Ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅ
ｒｌａｎｄｓ）を使用して、ＰＴＺモデルに適切な発作尺度（表６）に従ってオフライン
で評点を付けた。発作のＰＴＺモデルについて、観測者内および観測者間の行動得点の一
致をＯｂｓｅｒｖｅｒ　Ｖｉｄｅｏ－Ｐｒｏソフトウェアの信頼性解析機能、すなわち１
秒の公差窓；コーエンのκ係数≧０．９５を使用して評価した。
【００８４】
　発作行動および発症の特異的マーカーを評価し、ビヒクル対照グループと薬物グループ
との間で比較した。発作発症までの潜伏時間および強直間代性発作を発症した動物の割合
を記録した（表６参照）。加えて、全般性発作の急性ＰＴＺモデルについて各グループの
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最大発作強度および死亡率を求めた。
【００８５】
統計解析
　発作発症までの潜伏時間および最大発作強度に与える薬物の影響を、事後のマン・ホイ
ットニーのＵ検定を伴うクラスカル・ワリス検定を使用して評価した。強直間代性発作を
発症した動物の割合および死亡率に与える薬物の影響を、事後のフィッシャーの正確確率
検定を伴うχ二乗検定を使用して評価した。すべての場合、Ｐ≦０．０５を有意とみなし
た。
【００８６】
結果
　この実施例の目的は、全般性発作のＰＴＺに誘発される急性モデルにおけるＣＢＤＡの
抗痙攣薬としての可能性を比較のＣＢＤ用量と対比して検討することであった。加えて、
ＣＢＤとＣＢＤＡとの間の相互作用の可能性を調べるために９：１の比率のＣＢＤとＣＢ
ＤＡとが含められた。
【００８７】
　カンナビノイドによる治療は、全般性発作の急性ＰＴＺ誘発モデルにおける発作強度を
有意に低減させた（図２のパネルＡ；Ｈ＝１４．３１、Ｐ≦０．０５）。ここで、１００
ｍｇ／ｋｇのＣＢＤＡ（Ｐ≦０．０５）およびＣＢＤ／ＣＢＤＡ比（Ｐ≦０．０５）は、
ビヒクル対照と比べて有意な抗痙攣効果を示した。
【００８８】
　１００ｍｇ／ｋｇのＣＢＤの投与後、死亡率は有意に低減（Ｐ≦０．０１）し、また１
００ｍｇ／ｋｇのＣＢＤＡ（Ｐ＝０．０６５６）およびＣＢＤ／ＣＢＤＡ比（Ｐ＝０．０
６５６）についても有意な低減傾向が認められた（図２のパネルＢ；Ｘ２（６）＝３０．
５１、Ｐ≦０．０００１）。
【００８９】
　カンナビノイドによる治療はまた、強直間代性発作の発生率を有意に低減させ（図２の
パネルＣ；Ｘ２（６）＝１７．１７８、Ｐ≦０．０１）、１００ｍｇ／ｋｇのＣＢＤＡの
投与は、強直間代性発作の低減の傾向をもたらした（Ｐ≦０．１）。
【００９０】
　最後に、解析は、カンナビノイドの投与が、ＰＴＺ誘発モデルにおける発作発症までの
潜伏時間に有意に影響を及ぼし、１００ｍｇ／ｋｇのＣＢＤ（Ｐ≦０．０５）およびＣＢ
Ｄ／ＣＢＤＡ（比率９：１；Ｐ≦０．０５）が発症までの潜伏時間を有意に増大させるこ
とを明らかにした（図２のパネルＤ；Ｈ＝３７．３７、Ｐ≦０．０００１）。一方、ＣＢ
ＤＡ（１００ｍｇ／ｋｇ）は、発作発症までの潜伏時間を増大させる傾向を示した（Ｐ＝
０．０９２９）。
【００９１】
結論
　以前の研究により予想されたように、ＣＢＤは、急性の全般性発作のこのモデルにおい
て抗痙攣効果を発揮し、したがって植物カンナビノイドの抗痙攣効果を明らかにするこの
モデルの変わることのない有効性を実証した。
【００９２】
　とりわけ、測定された４つのパラメータのうちの３つにおいてＣＢＤＡは有意な抗痙攣
効果を生じ、また等価用量ではＣＢＤよりも統計的に効果的であった。
【００９３】
　例えば、図２のパネルＡは、発作強度に与えるＣＢＤＡおよびＣＢＤの効果について述
べている。動物が１００ｍｇ／ｋｇのＣＢＤＡで経験した最大発作強度に対する評点の中
央値は３（表６、立ち直り反射が保存された完全に発症した両側性前肢クローヌス）であ
り、また１００ｍｇ／ｋｇのＣＢＤに対する中央値は５（表６、立ち直り反射が失われた
完全に発症した強直間代性発作）であった。これは、ＣＢＤＡが、ＣＢＤよりも動物が重
篤な型の発作に罹るのを防ぐことができたことを示す。
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【００９４】
　パネルＣは、加えて、１００ｍｇ／ｋｇのＣＢＤＡが、１００ｍｇ／ｋｇのＣＢＤと比
較してより多くの動物において強直間代性発作の発症を防ぐことができたことを実証する
。実際には、１００ｍｇ／ｋｇのＣＢＤＡについてのこのデータは、このパラメータにお
ける唯一の統計的に有意なデータであった。これは、ＣＢＤＡが癲癇、特に強直間代性発
作の発症の予防または治療においてＣＢＤよりも有効であることを示唆する。
【００９５】
　ＣＢＤＡとＣＢＤとの例示的な９：１の比での同時投与は、この組合せも抗痙攣薬とし
て有効であることを実証した。植物はＣＢＤＡを自然に産生し、これを脱炭酸することが
できるため、それは部分的に脱炭酸した植物カンナビノイドまたはその抽出物を定められ
た比率で使用することを可能にする。そのような比率は多くの理由で有益であり得る。そ
れらには様々な型の発作を標的にすることが含まれ、例えば、癲癇の動物モデルでのそれ
らの様々な作用に基づき、部分発作に対してはＣＢＤ、また全般性発作に対してはＣＢＤ
Ａが有利であり得る。また、これらの２つの化合物の親油性またはバイオアベイラビリテ
ィの違いは、組合せを様々な放出プロフィールに関して開発することを可能にすることが
でき、例えばＣＢＤＡはＣＢＤよりも迅速に作用し、かつＣＢＤよりも生物学的に利用可
能である可能性がある（実施例３参照）。
【００９６】
　この実施例は、単離または高度に精製されたカンナビノイドＣＢＤＡが抗痙攣効果を有
することを初めて実証し、したがって、その有効性の極限を決定するために発作および癲
癇の他のモデルでの更なる検討が正当化される。
【００９７】
　ＣＢＤおよびＣＢＤＡが同様の機序によって作用するかどうか、また同様の効能を有す
るかどうかを考察するために、本出願人は、キイロタマホコリカビ（Ｄｉｃｔｙｏｓｔｅ
ｌｉｕｍ　ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の新しいモデルに関して検討を行った。
【００９８】
実施例２：キイロタマホコリカビ（Ｄｉｃｔｙｏｓｔｅｌｉｕｍ　ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ
）モデルを使用したカンナビノイドの分子標的の特定およびそれらの癲癇における使用
序文
　キイロタマホコリカビ（Ｄｉｃｔｙｏｓｔｅｌｉｕｍ　ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）は、生
物医学モデル系としてアメリカ国立衛生研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ
　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ）によってリストアップされているアメーバである（Ｗｉｌｌｉａ
ｍｓ　ｅｔ．ａｌ．，２００６）。それは、核、ゴルジ、ミトコンドリア、および小胞体
を備えた真核生物に特有の細胞構造を有し、その半数体ゲノムは、各タンパク質の記述、
各タンパク質を欠く変異体の表現型、および関連する公開された物質を含む特徴が完全に
明らかにされ、また注釈が付けられている（Ｄｉｃｔｙｂａｓｅ．ｏｒｇ）。キイロタマ
ホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）は、単細胞として液体培養で増殖させることも
、または飢餓時に多細胞子実体の形成を伴う多細胞発達に進行させることもできる。
【００９９】
　キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）は、様々な薬物および化学薬品が
それらの効果を発揮する分子機序をより良く理解するために、より強力または安全な化合
物を識別するために、またヒトタンパク質の細胞の役割の特徴を明らかにするために開発
された。
【０１００】
　この一連の方法論は、分子薬理学および薬理遺伝学における様々な分野での価値のある
モデルとしてキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）を使用することを可能
にした。これらの研究分野では、確立されているまたは新しい医薬品の主要な標的が不明
確なことが多く、またそれら化合物が特徴を明らかにされないままのオフターゲットの副
作用を有することも多い。それらは、高コストな後期段階での薬物漸減を引き起こし、ま
た場合により患者の薬剤服用順守に影響を与えることがある。
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【０１０１】
　癲癇の研究において、キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）は、バルプ
ロ酸の分子効果を特定するために使用されており（Ｃｕｎｌｉｆｆｅ　ｅｔ．ａｌ．２０
１５；Ｃｈａｎｇ　ｅｔ．ａｌ．２０１２）、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏで
の哺乳動物モデルを翻訳してヒトの健康との関連性を実証してきた（Ｃｈａｎｇ　ｅｔ．
ａｌ．２０１２、２０１３、２０１４）。キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅ
ｕｍ）が、癲癇治療用の臨床的に適切な治療用化合物を識別するために使用され得ること
は明らかである。
【０１０２】
　この実施例は、発作制御と関連して２つのカンナビノイド（ＣＢＤおよびＣＢＤＡ）の
作用の分子機序を特定するためのキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の
使用を実証する。
【０１０３】
材料および方法
増殖アッセイ
　増殖アッセイに先立って野生型（Ａ×２）のキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉ
ｄｅｕｍ）細胞を振盪培養（ＨＬ５培地中）で２日間増殖させた。細胞（４９５μｌの培
地中の９９００個）を２４ウェルプレートの各ウェルに加え、ＤＭＳＯに溶かした５μｌ
のカンナビノイド（またはＤＭＳＯ単独）を各ウェルに加えて各記載濃度（１％の最終Ｄ
ＭＳＯ濃度）を達成し、細胞を２２℃で維持した。細胞の数を７２時間目に、次いで２４
時間ごとに数えた。各濃度について４回の繰返しが使用された。
【０１０４】
発達アッセイ
　発達アッセイに先立って野生型（Ａ×２）のキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉ
ｄｅｕｍ）細胞を振盪培養（ＨＬ５培地中）で２日間増殖させた。細胞をリン酸塩緩衝液
（ＫＫ２；２０ｍＭリン酸カリウム緩衝液、ｐＨ６．１）中で洗浄し、１×１０７個の細
胞をニトロセルロースフィルター（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｃｏｒｋ）上に広げた。４つに
分割した吸収パッド（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｃｏｒｋ）を２ｍｌの培養皿中に置き、２０
μＭのカンナビノイドを含有する０．５ｍｌのＫＫ２を含ませた。１ｍＭのバルプロ酸が
陽性対照として使用され、一方、１％のＤＭＳＯを含有するＫＫ２が溶媒単独の対照とし
て使用された。細胞を含有するニトロセルロースフィルターを４等分し、吸着パッド上に
置き、湿度環境中で２２℃において２４時間維持した。解剖顕微鏡およびカメラを使用し
て子実体の形態を記録した。
【０１０５】
生物情報学的分析
　リストアップされたカンナビノイドの可能性のあるホモ・サピエンス（Ｈ．ｓａｐｉｅ
ｎ）タンパク質標的のアミノ酸配列は、ユニプロット（Ｕｎｉｐｒｏｔ）（ｗｗｗ．ｕｎ
ｉｐｒｏ．ｏｒｇ）から得た。キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）ゲノ
ムの相同性の検索は、ｄｉｃｔｙｂａｓｅ．ｏｒｇで利用できるオンラインＢａｓｉｃ　
ｌｏｃａｌ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｓｅａｒｃｈ（ＢＬＡＳＴ）アルゴリズムを使用して
行った。ＴＭＨＭＭサーバーＶ．２．０膜貫通領域予測ソフトウェアを使用してキイロタ
マホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）のオルソログタンパク質内の可能性のある膜
貫通領域を求めた。タンパク質機能にとって必要な高度に保存された残基を含有するタン
パク質の領域は、ＣｌｕｓｔａｌＷ２を使用する多重配列アライメントによって分析した
。
【０１０６】
細菌プレートのスクリーニング
　ＳＭ寒天プレートが、ＣＢＤＡまたはＣＢＤをそれぞれ１２．３μＭおよび１６．７μ
Ｍの最終濃度まで加えて作製された。加熱殺菌（７５℃で３０分間）したラオウルテラ・
プランティコーラ（Ｒ．ｐｌａｎｔｉｃｏｌａ）をプレート上に広げ、約５０個の野生型
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Ａ×２細胞を加え、放置して２２℃で増殖させた。プレートは定期的にコロニーが調べら
れた。
【０１０７】
変異ＲＥＭＩライブラリーのスクリーニング
　スクリーニングに先立ってＲＥＭＩライブラリー細胞を振盪培養（ＨＬ５培地中）で２
日間増殖させた。細胞（２ｍｌの培地中に２５，０００個）を６ウェルプレートの各ウェ
ルに加え、放置して２０分間付着させた。各ウェルからの培地を、４．８８μＭのＣＢＤ
Ａまたは９．４７μＭのＣＢＤのいずれかを含有する培地と交換した。細胞は、３週間か
けて３回スクリーニングされ、培地を２日ごとに交換して２２℃で維持された。可能性の
ある抵抗性変異株コロニーを単離し、細菌プレートに移した。同質遺伝子細胞系統を個々
のコロニーから細菌プレート上に定着させた。
【０１０８】
個々の変異株の抵抗性の確認
　ライブラリーのスクリーニングからの単離によるクローン細胞を液体培地（ＨＬ５培地
）中で増殖させて集密１０ｃｍプレートを作った。細胞（４９５μｌの培地中に１０，０
００個）を２４ウェルプレートの各ウェルに加え、ＤＭＳＯに溶かした５μｌのカンナビ
ノイドを各ウェルに加えて、４．８８μＭのＣＢＤＡまたは９．４７μＭのＣＢＤ（１％
の最終ＤＭＳＯ濃度）のいずれかを達成し、細胞を２２℃で維持した。細胞は、これらの
２つのカンナビノイドに対するそれらの感受性を１週間にわたって監視された。
【０１０９】
結果
増殖アッセイ
　まず、キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の増殖がカンナビノイド、
すなわちカンナビジオール酸（ＣＢＤＡ）およびカンナビジオール（ＣＢＤ）に対して感
受性であるかどうかを判定することが必要であった。これらの実験では、キイロタマホコ
リカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）は、１週間にわたる静止培養での増殖中にわたり一
連の濃度範囲の各カンナビノイドにさらされた。２つのカンナビノイドのすべてが、用量
依存的にキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）細胞の増殖を阻害した（図
３～５）。
【０１１０】
　ＣＢＤＡの増殖阻害定数（ＩＣ５０）は０．３０μＭであり（図３）、０．０８μＭは
細胞増殖を有意に阻害（Ｐ＜０．０５）し、また２０μＭは増殖をブロックした。
【０１１１】
　ＣＢＤの増殖阻害定数（ＩＣ５０）は１．６３μＭであり（図４）、０．５μＭは細胞
増殖を有意に阻害（Ｐ＜０．０５）し、また２０μＭは増殖をブロックした。
【０１１２】
　２つのすべてのカンナビノイドのＩＣ５０値の比較は、ＣＢＤＡが最も強力であること
を示唆し、ＣＢＤは８．７倍の効能の減少を示す。したがって、キイロタマホコリカビ（
Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）細胞の増殖に及ぼすカンナビノイドの効力の順序は、ＣＢＤ
Ａ＞ＣＢＤである（図５）。
【０１１３】
発達アッセイ
　ＣＢＤＡおよびＣＢＤがキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の発達に
与える効果を調べた。これは、細胞増殖をブロックする濃度（２０μＭ）のＣＢＤＡまた
はＣＢＤの存在下において、栄養物が枯渇した環境中に細胞を置くことによって達成され
た。
【０１１４】
　カンナビノイド不在下の２４時間にわたるニトロセルロースフィルター上での細胞の発
達は、茎によって底質より高い位置に保持された胞子頭部からなる子実体を生じさせた。
この発達の形態は、広く使用されている抗癲癇薬のバルプロ酸（１ｍＭ）によってブロッ
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クされることが知られており、その場合、細胞は集合することができたが、発達を遂げて
子実体を形成することができなかった。
【０１１５】
　これに対してＣＢＤＡまたはＣＢＤ（２０μＭ）で処理されたキイロタマホコリカビ（
Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）細胞は、集合し発達して成熟した子実体を形成することがで
きた。
【０１１６】
生物情報学的分析
　次いで、キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）ゲノム内の可能性のある
オルソログを特定するためにホモ・サピエンス（Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ）におけるＣＢＤＡ
およびＣＢＤの既知の標的が探し求められた。最新の文献によれば、ＣＢＤＡおよびＣＢ
Ｄの２１個の可能性のある哺乳動物の標的が公表されている。それぞれの可能性のある標
的に対応するヒトのタンパク質配列を使用し、ＢＬＡＳＴ分析と組み合わせて、キイロタ
マホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）ゲノムをオルソログの標的について検索した
。このアプローチを使用して１０個の可能性のあるキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃ
ｏｉｄｅｕｍ）のオルソログが特定された。タンパク質の配列およびサイズの類似性、な
らびに触媒部位およびモチーフの保存に基づき、３つのタンパク質が更なる検討のために
特定された。
【０１１７】
　１：受動拡散型ヌクレオシド輸送体１（ＥＮＴ１）。このタンパク質は、ＣＢＤの可能
性のある標的であり、アデノシン輸送で役割を果たす。キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉ
ｓｃｏｉｄｅｕｍ）は、３つの可能性のあるＥＮＴ１オルソログを有し、３つのすべてが
ホモ・サピエンス（Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ）のタンパク質中に見いだされる推定上の複数回
膜貫通構造を有する。この３つのキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の
オルソログは、サイズが５２２、４８２、および４３０個のアミノ酸であり、４５６個の
アミノ酸のホモ・サピエンス（Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ）のＥＮＴ１タンパク質に類似してお
り、最初の膜貫通領域内に位置する高度に保存されたモチーフを含有する。このモチーフ
は、多くの他の種由来のこのタンパク質内に見いだされる。
【０１１８】
　２：モノアシルグリセリドリパーゼα（ＭＡＧＬａ）。このタンパク質は、エンドカン
ナビノイド系に関与している。キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）は、
１つの可能性のあるＭＡＧＬａオルソログを有する。このオルソログは、３０３個のアミ
ノ酸のホモ・サピエンス（Ｈ．ｓａｐｉｅｎ）のＭＡＧＬＡタンパク質に類似したサイズ
の４０９個のアミノ酸である。このキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）
とホモ・サピエンス（Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ）との両方のタンパク質は、多くの他の種に広
く保存されている酵素機能において重要な保存された触媒セリン、アスパラギン酸、およ
びヒスチジン残基を有する。
【０１１９】
　３：ジアシルグリセロールリパーゼα（ＤＡＧＬａ）。このタンパク質は、エンドカン
ナビノイド系に関与している。キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）は、
３つの可能性のあるオルソログを有する。この３つのキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓ
ｃｏｉｄｅｕｍ）オルソログは、サイズが９３８、８５６、および８２６個のアミノ酸で
あり、１０４２個のアミノ酸のホモ・サピエンス（Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ）のＤＡＧＬａタ
ンパク質よりもわずかに小さい。３つのキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕ
ｍ）オルソログのすべてが、触媒機能において重要な同じ保存されたセリンおよびアスパ
ラギン酸の残基を有し、これらは多くの他の種に広く保存されている。
【０１２０】
細菌プレートのスクリーニング
　ラオウルテラ・プランティコーラ（Ｒ．ｐｌａｎｔｉｃｏｌａ）細菌プレート上でのキ
イロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の増殖が、抵抗性ＲＥＭＩ変異ライブ
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ラリー細胞を単離することができる実行可能な方法であるかどうかを判定した。野生型Ａ
×２細胞を加熱殺菌したラオウルテラ・プランティコーラ（Ｒ．ｐｌａｎｔｉｃｏｌａ）
のＳＭ寒天プレート上で増殖させた。各ＳＭ寒天プレートは、それぞれ１２．３μＭおよ
び１６．７μＭの最終濃度のＣＢＤＡまたはＣＢＤを含有した。４日間のインキュベーシ
ョン後、プレートを細胞生存（コロニー増殖）に関して評価した。対照（溶媒単独）と比
較して、いずれのカンナビノイドについてもコロニー数の違いは見いだされなかった。
【０１２１】
変異ＲＥＭＩライブラリーのスクリーニング
　次いで、液体培養での増殖中にカンナビノイドに対して抵抗性を示したライブラリー内
で変異株が同定された。このライブラリー細胞を４．８８μＭのＣＢＤＡまたは９．４７
μＭのＣＢＤの存在下で３週間かけて増殖させた。２週間後、部分的抵抗性細胞のコロニ
ーが、ライブラリーから得たプレート中に目で見えた。それら部分抵抗性細胞を細菌プレ
ートに移し、継代して各変異株が同質遺伝子型であることを確かめた。
【０１２２】
個々の変異株の抵抗性の確認
　各細胞系統の抵抗性を確かめた。すべての細胞系統をそれぞれ４．８８μＭおよび９．
４７μＭの最終濃度のＣＢＤＡまたはＣＢＤのいずれかで処理し、１週間後に評価した。
同質遺伝子細胞系統は、様々なカンナビノイドに対して抵抗性の若干の重なりを示した。
変異細胞は、各カンナビノイドに対して全く抵抗を示さない、弱い抵抗を示すまたは部分
的抵抗を示すものとして分類される３つの基本的表現型を有することが示された。変異細
胞はまた、１つのカンナビノイドに対して抵抗性を有するか、複数のカンナビノイドに対
して抵抗性を有するいずれかであることが分かった。
【０１２３】
結論
　癲癇の新規の治療療法としてのカンナビノイドの開発は、健康改善の真の可能性をもた
らす研究の魅力的な新しい分野を提供する。これら化合物がどのように発作をブロックす
るのかと、潜在的な副作用との両方を理解するために、これらの化合物の作用機序および
相対的効能の包括的な理解が治療法の開発にとって不可欠である。これらの機序を特定す
るための従来のアプローチは、非常に複雑でありかつ緩慢である。代替のアプローチとし
てキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）が、広く使用されている治療法で
あるバルプロ酸の機序を特定するために使用され、それは哺乳動物のｉｎ　ｖｉｖｏモデ
ルにおいて証明された。
【０１２４】
　この今回の検討では、ＣＢＤＡおよびＣＢＤの２つのカンナビノイドがキイロタマホコ
リカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の増殖をブロックすることを実証した。増殖に影響
を与える濃度は低いμＭ範囲であり、それは発作の動物モデルにおいて抗痙攣性であるこ
とが示されている濃度と等しい。これは、これらの２つのカンナビノイドのすべてにとっ
ての標的がキイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）ゲノム中に存在すること
を示唆する。これはまた、キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の標的が
、哺乳動物モデルで示されたカンナビノイドに対して類似した感受性を有することを示唆
する。
【０１２５】
　次いで、この増殖阻害効果は、これらのカンナビノイドの標的を特定するために先入観
のないスクリーニングとして採用することができる。挿入変異株のライブラリーを使用し
て変異株のプールを各カンナビノイドの存在下で２１日間かけて増殖させることができる
。カンナビノイドの標的をコードする遺伝子中への挿入物のある変異株は、この増殖阻害
に対して抵抗を示し、したがってスクリーニング中に感受性細胞に打ち勝つ可能性が高い
。カンナビノイド抵抗性コロニー中の挿入により不活化された遺伝子の同定は、先入観の
ないアプローチにおいてこれらのカンナビノイドの分子標的（および機序）を特定するこ
とになる。キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）でのこのスクリーニング
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【０１２６】
　キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）はまた、子実体の形成が細胞の集
合および分化を伴う発達モデルとして広く使用される。薬理学的研究は、薬物の機序を特
定するのにこの発達過程を使用してきた。ここで検討されたカンナビノイドに関して、２
つの化合物のすべてが、増殖をブロックすることが分かっている濃度でキイロタマホコリ
カビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の発達に影響を与えなかった。これは、第一に、キイ
ロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）増殖のブロックが、細胞が発達し得るう
えで有害ではないこと、したがってカンナビノイドの標的が細胞の増殖または分裂（細胞
質分裂）のブロックに関与している可能性があることを示唆している。これはまた、キイ
ロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の発達がこれらの化合物の更なる検討の
ために使用できないことを示唆している。キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅ
ｕｍ）はまた、カンナビノイドの標的を特定する先入観のないアプローチと組み合わせて
、既知の哺乳動物の標的を調べるための有用なモデルを提供する。
【０１２７】
　合計２５の変異細胞系統が増殖阻害に対して抵抗性を示すことが分かった。様々なカン
ナビノイドに対する一連の抵抗性表現型は、関係している複数の遺伝子が存在することを
示唆する。
【０１２８】
実施例３：イヌにおける毒物学的検討に基づくＣＢＤおよびＣＢＤＡのＰＫデータの比較
　この検討の目的は、イヌに対する毎日の経口投与（チューブによる投与）後のＣＢＤ（
実質的に純粋な化合物の形態　－　純度９５％を超える）およびＣＢＤＡ（生薬原薬の形
態　－　ＣＢＤＡが全抽出物の６０％ｗ／ｗを超え、かつ全カンナビノイド含量の８５％
ｗ／ｗを超える）の毒性を判定することであった。
【０１２９】
　この検討は、任意の関係のある医薬品規制調和国際会議（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　Ｈａｒｍｏｎｉｓａｔｉｏｎ）（ＩＣＨ）の指針と共に
欧州指令（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｄｉｒｅｃｔｉｖｅ）２００１／８３／ＥＣおよびすべて
の後続の修正条項の周知の要求基準を満たすように設計された。
【０１３０】
　動物に対してＣＢＤまたはＣＢＤＡのいずれかの１００ｍｇ／ｋｇを投薬した後、１日
目に０．５、１、２、４、６、および２４時間の時点で毒物動態学用の血液試料（公称０
．５ｍＬ）をすべての動物から採取した。
【０１３１】
　試料は、頸動脈から採取してヘパリンリチウム中に入れた。試料を手で静かに混合し、
次いで自動ミキサー上で連続して少なくとも２分間混合し、遠心分離までクライオラック
中に置いた。遠心分離は、できるだけ速やかに約４℃で行った。得られた血漿を微光条件
下で分離し、一意的にラベル付けした透明なガラスバイアルに移し、遮光ボックス中に置
き、直ちに＜－５０℃で冷凍した。
【０１３２】
　測定した毒物動態学的パラメータには、Ｃｍａｘ（ｎｇ／ｍＬ）、Ｔｍａｘ（ｈ）、お
よびＡＵＣ０－ｔ（ｈ＊ｎｇ／ｍＬ）が含まれ、結果は、ＣＢＤＡについて表７、ＣＢＤ
（雄）について表８、ＣＢＤ（雌）について表９中に例示し、比較のＣｍａｘおよびＡＵ
Ｃ０－ｔは、雄について表１０、雌ついて表１１に示す。
【０１３３】
結果
【０１３４】
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【０１３５】
【表９】

【０１３６】
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【表１０】

【０１３７】
【表１１】

【０１３８】
【表１２】

【０１３９】
結論
　ＣＢＤと同量のＣＢＤＡは、ＣＢＤよりもきわめて有意に高い（１桁分だけ）Ｃｍａｘ

値およびＡＵＣ０－ｔ値をもたらし、これはＣＢＤＡがＣＢＤより迅速に作用し、かつＣ
ＢＤよりもバイオアベイラブルであることを示唆していることが比較の表１０および１１
から明らかであろう。これは、それが患者を治療することになる場合に重要な意義／利点
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を有する。
【０１４０】
全体的な結論
　要約すると実施例１、２、および３で提示されたデータは下記を実証する。
【０１４１】
　ＣＢＤＡは、癲癇の哺乳動物モデルにおいて抗痙攣効果を有し、かつ全般性発作、より
具体的には強直間代性発作の治療に有効である。実際、この化合物は、テストされたパラ
メータの多くにおいてＣＢＤよりも有効であるように見える。
【０１４２】
　ＣＢＤＡは、キイロタマホコリカビ（Ｄ．ｄｉｓｃｏｉｄｅｕｍ）の増殖に関してＣＢ
Ｄと比べて有意により強力であり、またＣＢＤＡは、ＣＢＤよりも迅速に作用しかつＣＢ
Ｄよりもバイオアベイラブルである。
【０１４３】
　これらの発見は、ＣＢＤＡがＣＢＤに代わる抗痙攣薬を提供することを実証するため、
これは非常に重要である。ＣＢＤＡがＣＢＤよりも強力かつバイオアベイラブルであると
いう発見は、この有効成分のより少量の１日用量を癲癇の治療に使用し得ることを意味す
る。この点に関して、実施例３のＰＫおよびＡＵＣ０－ｔのデータに基づいて４００ｍｇ
未満の用量、また場合により１ｍｇ～１００ｍｇもの少ない用量を使用してヒト対象を治
療することができることが実施例３から明白である。この点に関して、一般的な成人患者
は体重６０ｋｇであり、したがって、そのような患者の１日用量は０．０１６ｍｇ／ｋｇ
～１．６ｍｇ／ｋｇであり得る。
【０１４４】
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