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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＮＣＸ（ナトリウム・カルシウム交換系）阻害活性を示す化合物又はその医薬上許容さ
れる塩を含有する、膵島単離及び／又は膵島移植における膵島細胞保護剤であって、
　前記ＮＣＸ阻害活性を示す化合物が、２－［４－［（２，５－ジフルオロフェニル）メ
トキシ］フェノキシ］－５－エトキシアニリンである、膵島細胞保護剤。
【請求項２】
　糖尿病の治療に用いられる請求項１に記載の膵島細胞保護剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、膵島細胞保護剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　国内の糖尿病患者数は、約８９０万人（２００７年度糖尿病実態調査報告）ともいわれ
ており、このうち重症糖尿病患者約１０万人は、生涯にわたってインスリンを注射し続け
なければならない。このような重症糖尿病患者をインスリン注射から解放する究極の治療
法として、インスリンを作る膵島細胞を糖尿病患者の肝臓内に移植し、永久定着させ、糖
尿病を完治させるという試みがなされている。
【０００３】
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　上記治療法についての臨床報告は、世界では２０００年から５００症例以上存在し、日
本国内でも２００４年の初症例から現在までに１８症例が存在する。しかし、上記治療法
には、未解決の２つの大きな問題点がある。第一は、膵島細胞提供者が限られており、膵
島細胞の不足が深刻な問題となっているため、効率的な膵島単離法が求められていること
である。第二は、免疫抑制剤を使用しても、他人の臓器を移植した後、数時間のうちに起
こる早期拒絶反応によって、移植した膵島細胞が破壊されることである。すなわち、この
破壊のため、１人から採取した膵島細胞全てを移植しても治療効果は得られず、２～３回
の移植、すなわち２～３人から採取した膵島細胞を１人に移植しないと治療効果が得られ
ないという問題がある。
【０００４】
　特許文献１には、健康な膵島を糖尿病患者に移植する「エドモントンプロトコール」で
は、膵島は、脆弱な三次元構造を有しており、増殖及び生着率向上のために多量の酸素を
必要とすることが記載されている。また、特許文献１には、このプロセス中、膵島は、酸
素送達の条件が最適でなければ損傷又は破壊され、所定のドナー膵臓から取り出される健
康な膵島の収率に影響を及ぼすとされている。特許文献１では、細胞単離及び移植の前に
、一種以上の乳化されたパーフルオロカーボン（ｅＰＦＣ）をドナー膵臓に注入すること
で、膵島の健康状態及び生着率を高め、それらが厳しい単離処置に耐えることができるよ
うにするとされている。
【０００５】
　特許文献２には、ＩＬ－６阻害剤を有効成分として含有する、膵島移植における移植膵
島障害抑制剤が記載されている。特許文献２では、抗ＩＬ受容体抗体を投与することによ
り、移植後湿潤細胞の炎症性サイトカイン産生が抑制されるとされている。
【０００６】
　特許文献３には、移植直前、移植２時間後、４時間後に抗凝固薬の活性化プロテイン（
ＡＰＣ）をランゲルハンス島β細胞の機能を特異的に低下させたマウス尾静脈より投与す
ることにより、生殖後膵島グラフトの障害を防ぎ、生着した膵島数を増加させ、血糖値の
コントロールが示されたとされている。
【０００７】
　特許文献４では、トロンボモジュリンを含有する薬剤を膵島移植を受ける糖尿病患者及
び／又は膵島移植を受けた糖尿病患者に用いることにより、糖尿病患者の膵島移植後の血
糖値を正常化することができるとされている。また、トロンボモジュリンを含有する薬剤
により、膵島移植後の移植膵島細胞の生着率を改善することができ、移植膵島細胞の生存
期間を延長することができ、さらには血漿中のインスリン濃度を正常化することができ、
糖尿病をより効果的に治療及び／又は改善することが可能となるとされている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特表２００８－５３２５４７号公報
【特許文献２】国際公開第２００７／０４３６４１号パンフレット
【特許文献３】特開２００８－２４５９１号公報
【特許文献４】特開２００８－１８９５７４号公報
【特許文献５】国際公開第９９／２０５９８号パンフレット
【特許文献６】国際公開第９８／４３９４３号パンフレット
【特許文献７】特開平１０－２１８８４４号公報
【特許文献８】特開平１０－２６５４６０号公報
【特許文献９】特開平１１－４９７５２号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ、５２巻、
４６７－４８５頁、１９９０年
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【非特許文献２】Ｎｉｐｐｏｎ　Ｙａｋｕｒｉｇａｋｕ　Ｚａｓｓｈｉ、１１１巻、１０
５－１１５頁、１９９８年
【非特許文献３】Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、２９６巻、４１２－４１９頁、
２００１年
【非特許文献４】Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、２９８巻、２４９－２５６頁、
２００１年
【非特許文献５】Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
　４５８巻、１５５－１６２頁、２００３年
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　しかしながら、上記文献の技術では、以下の点で改善の余地を残していた。
【００１１】
　特許文献１の技術では、細胞単離及び移植の前における膵島の酸素化を高めることがで
きるが、移植後のレピシェント側で起こる拒絶反応は考慮されていない。
【００１２】
　特許文献２～４の技術は、レピシェント側に投与して膵島細胞の定着率を向上させる処
置としては有用であるが、細胞単離及び移植の前における膵島細胞の保護は考慮されてい
ない。
【００１３】
　このように、移植前における膵島細胞へのダメージを抑制しつつ、移植後に生じる拒絶
反応を抑制して、膵島細胞の定着率を向上できる技術は知られていなかった。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明は、
［１］ＮＣＸ（ナトリウム・カルシウム交換系）阻害活性を示す化合物又はその医薬上許
容される塩を含有する、膵島単離及び／又は膵島移植における膵島細胞保護剤、
［２］ＮＣＸ阻害活性を示す化合物が、式（１）
【００１５】
【化１】

［式（１）中、Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、同一又は異なって水素原子又はハロゲン原子を示し
、Ｘは
【００１６】
【化２】

を示す。Ｒ4は水素原子、置換若しくは無置換のＣ1～Ｃ6アルキル基又は置換若しくは無
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置換のＣ1～Ｃ6アルコキシ基を示し、Ｚはニトロ基、アミノ基又はＮＨＣ（Ｏ）ＣＨ２Ｒ
５ 基を示し、Ｒ5は水素原子、置換若しくは無置換のＣ1～Ｃ6アルキル基、置換若しくは
無置換のＣ1～Ｃ6アルコキシ基、ハロゲン原子、ヒドロキシ基、Ｃ2～Ｃ7アシロキシ基、
ＮＲ6Ｒ7又は
【００１７】
【化３】

を示し、Ｒ6及びＲ7は同一又は異なって水素原子、置換若しくは無置換のＣ1～Ｃ6アルキ
ル基、Ｎ―メチル―４―ピペリジニル基を示し、Ｒ8は水素原子、ヒドロキシ基又はＣ2～
Ｃ7アルコキシカルボニル基を示し、Ｙはメチレン基、エポキシ基、チオ基又はＮＲ9基を
示し、ｎは１から４の整数を示す。Ｒ9は水素原子、置換若しくは無置換のＣ1～Ｃ6アル
キル基又は置換若しくは無置換のフェニル基を示す。］で表わされる化合物である、［１
］に記載の膵島細胞保護剤、
［３］ＮＣＸ阻害活性を示す化合物が、２－［４－［（２，５－ジフルオロフェニル）メ
トキシ］フェノキシ］－５－エトキシアニリンである、［１］又は［２］に記載の膵島細
胞保護剤、又は
［４］糖尿病の治療に用いられる［１］～［３］のいずれかに記載の膵島細胞保護剤であ
る。
【００１８】
　本発明によれば、式（１）のＮＣＸ阻害活性を示すフェノキシアニリン誘導体及びフェ
ノキシピリジン誘導体を用いることにより、膵島細胞を低酸素状態から保護することがで
き、かつ、膵島移植後の拒絶反応から膵島細胞を保護することができる。したがって、移
植前における膵島細胞に対するダメージを抑制しつつ、移植後に生じる拒絶反応を抑制し
て、膵島細胞の定着率を向上させることが可能になる。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明によれば、移植前における膵島細胞へのダメージを抑制しつつ、移植後に生じる
拒絶反応を抑制して、膵島細胞の定着率を向上させることができる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】膵島細胞の低酸素誘発細胞死に対するＳＥＡ０４００の効果を示す結果である。
【図２】膵島細胞からのＨＭＧＢ１放出に対するＳＥＡ０４００の効果を示す結果である
。
【図３】ＳＴＺ誘発糖尿病マウスにおける膵島細胞移植後の血漿グルコース値に対するＳ
ＥＡ０４００の効果を示す結果である。
【図４】マウスの心臓、脳及び膵島におけるＮＣＸ１、ＮＣＸ２及びＮＣＸ３のｍＲＮＡ
量の定量をリアルタイムＰＣＲで行った結果である。
【図５】マウスの膵島におけるＮＣＸ１、ＮＣＸ２及びＮＣＸ３のタンパク質の存在をウ
エスタンブロッティングで確認した結果である。
【図６】ＳＥＡ０４００存在下での単離操作により得られた膵島細胞をＳＴＺ誘発糖尿病
マウスに移植した後の血漿グルコース値の変化を示す結果である。
【図７】ＳＥＡ０４００存在下での単離操作により得られた膵島細胞を低酸素条件下で培
養した際の細胞障害の程度を示す結果である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　以下、本発明の実施の形態について説明する。
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【００２２】
　本発明の１つの態様は、ＮＣＸ阻害活性を示す化合物又はその医薬上許容される塩を含
有する、膵島単離及び／又は膵島移植における膵島細胞保護剤である。
【００２３】
　本発明において、「ＮＣＸ阻害活性を示す化合物」としては、脳（特に、グリア細胞）
由来ＮＣＸ活性を３μＭの濃度で５０％以上阻害するものが好ましい。なお、ＮＣＸ活性
の測定方法は、非特許文献４（特に、２５０頁、右カラム、「Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ
」、「Ｎａ＋－Ｃａ２＋　Ｅｘｃｈａｎｇｅ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ」参照）及びこれに引用
された文献に記載されている。
【００２４】
　「ＮＣＸ阻害活性を示す化合物」としては、さらに副作用を防止する目的からＮＣＸを
特異的に阻害する化合物がより好ましい。本発明において、「ＮＣＸを特異的に阻害する
化合物」とは、ＮＣＸを阻害する濃度で他のイオンチャンネル、トランスポーター、酵素
、受容体を殆ど阻害しない化合物をいい、具体的には、例えば３μＭの濃度においてＣａ
２＋ｃｈａｎｎｅｌ、Ｎａ＋ｃｈａｎｎｅｌ、Ｋ＋ｃｈａｎｎｅｌ、Ｎａ＋／Ｈ＋ｔｒａ
ｎｓｐｏｒｔｅｒ、ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ、Ｎａ＋，
Ｋ＋－ＡＴＰａｓｅ、Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ、ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ　Ａ２、ｐ
ｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ　Ｃ、５－ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ、ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ　
ｎｉｔｒｉｃ－ｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ、ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ　ｎｉｔｒ
ｉｃ－ｏｘｉｄｅ　ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ、ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ａ
ｄｒｅｎｅｒｇｉｃ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ｇｌｕｔａｍａｔｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ｂｒ
ａｄｙｋｉｎｉｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ＬＴＢ４　ｒｅｃｅｐｔｏｒ、ＰＡＦ　ｒｅｃｅ
ｐｔｏｒを５０％以上阻害しないことが好ましい。
【００２５】
　また、ＮＣＸには複数のサブタイプがあり、例えばＮＣＸ１、ＮＣＸ２、ＮＣ３のサブ
タイプが挙げられるが、これらのサブタイプのいずれか１つ又は複数を阻害する化合物が
好ましい。膵島ではＮＣＸ１の発現量が非常に高いことから、ＮＣＸ１を阻害する化合物
が特に好ましい。
【００２６】
　なお、各々のイオンチャンネル、トランスポーター、酵素、レセプターを用いた測定方
法は、非特許文献４及びこれに引用された文献に記載されている。 
　ＮＣＸを特異的に阻害する化合物の例としては、フェノキシアニリン誘導体及びフェノ
キシピリジン誘導体を挙げることができる。例えば、式（１）で示される化合物が挙げら
れる。
【００２７】
　式（１）において Ｃ1～Ｃ6アルコキシ基とは、炭素原子数１～６の直鎖又は分枝状の
アルコキシ基を意味し、例えばメトキシ基、エトキシ基、プロポキシ基、イソプロポキシ
基、ブトキシ基、イソブトキシ基、ｓｅｃ－ブトキシ基、 ｔｅｒｔ－ブトキシ基、ペン
チロキシ基、イソペンチロキシ基、ネオペンチロキシ基、ｔｅｒｔ－ペンチロキシ基、１
－メチルブトキシ基、２－メチルブトキシ基、１，２－ジメチルプロポキシ基、ヘキシロ
キシ基、イソヘキシロキシ基等が挙げられる。
【００２８】
　置換Ｃ1～Ｃ6アルコキシ基の置換基としては、クロロ基、フルオロ基、ニトロ基、アミ
ノ基、ジメチルアミノ基、カルボキシル基、メトキシカルボニル基、エトキシカルボニル
基、フェニル基、ヒドロキシ基、シアノ基、カルバモイル基等が挙げられる。
　ハロゲン原子とは、フッ素原子、塩素原子、臭素原子又はヨウ素原子をいう。
【００２９】
　Ｃ1～Ｃ6アルキル基とは、炭素原子数１～６の直鎖又は分枝状のアルキル基を意味し、
例えばメチル基、エチル基、プロピル基、イソプロピル基、ブチル基、イソブチル基、ｓ
ｅｃ－ブチル基、ｔｅｒｔ－ブチル基、ペンチル基、イソペンチル基、ネオペンチル基、
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ｔｅｒｔ－ペンチル基、１－メチルブチル基、２－メチルブチル基、１，２－ジメチルプ
ロピル基、ヘキシル基、イソヘキシル基等が挙げられる。
【００３０】
　置換Ｃ1～Ｃ6アルキル基の置換基としては、クロロ基、フルオロ基、ニトロ基、アミノ
基、ジメチルアミノ基、カルボキシル基、メトキシカルボニル基、エトキシカルボニル基
、フェニル基、メトキシ基、エトキシ基、ヒドロキシ基、シアノ基、カルバモイル基等が
挙げられる。
【００３１】
　Ｃ2～Ｃ7アシロキシ基とは、炭素原子数２～７の直鎖又は分枝状のアシロキシ基を意味
し、アシル部分は、環状であっても、芳香族基を含んでいてもよい。例えばアセトキシ基
、プロピオニロキシ基、イソプロピオニロキシ基、シクロヘキシニロキシ基、ベンゾイル
オキシ基等が挙げられる。
【００３２】
　Ｃ2～Ｃ7アルコキシカルボニル基とは、炭素原子数２～７の直鎖又は分枝状のアルコキ
シカルボニル基を意味し、アルコキシル部分は、環状であっても、芳香族基を含んでいて
もよい。具体的には、例えばメトキシカルボニル基、エトキシカルボニル基、プロポキシ
カルボニル基、イソプロポキシカルボニル基、ブトキシカルボニル基、イソブトキシカル
ボニル基、ｓｅｃ－ブトキシカルボニル基、ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル基、ペンチロ
キシカルボニル基、イソペンチロキシカルボニル基、ネオペンチロキシカルボニル基、ｔ
ｅｒｔ－ペンチロキシカルボニル基、１－メチルブトキシカルボニル基、２－メチルブト
キシカルボニル基、１，２－ジメチルプロポキシカルボニル基、ヘキシロキシカルボニル
基、イソヘキシロキシカルボニル基等が挙げられる。
【００３３】
　置換フェニル基の置換基としては、クロロ基、フルオロ基、ニトロ基、アミノ基、ジメ
チルアミノ基、カルボキシル基、メトキシカルボニル基、エトキシカルボニル基、メチル
基、エチル基、メトキシ基、エトキシ基、ヒドロキシ基、シアノ基、カルバモイル基等が
挙げられる。
【００３４】
　「その医薬上許容される塩」とは、例えば塩酸、臭化水素酸、硫酸、燐酸などの鉱酸と
の塩、酢酸、シュウ酸、乳酸、酒石酸、フマール酸、マレイン酸、コハク酸、トリフルオ
ロ酢酸、ジクロロ酢酸、メタンスルホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、ナフタレンスルホ
ン酸、グルコン酸、ベンゼンスルホン酸、クエン酸等の有機酸との塩を挙げることができ
る。なお、本発明の化合物は、各種溶媒和物としても存在し得る。また、医薬としての適
用性の面から水和物の場合もある。
【００３５】
　「ＮＣＸを特異的に阻害する化合物」の具体的な例としては、
【００３６】
【化４】

【００３７】
で表される化合物２－［４－［（２，５－ジフルオロフェニル）メトキシ］フェノキシ］
－５－エトキシアニリン（ＳＥＡ０４００）を挙げることができる。なお、式（１）であ
らわされる化合物は、特許文献５～９に記載の製造方法により合成することができる（特
に、特許文献５の実施例１～１７、特許文献６の実施例１～２４、特許文献７の実施例１



(7) JP 5727167 B2 2015.6.3

10

20

30

40

50

～８、特許文献８の実施例１～３７、特許文献９の実施例１～２５参照）。
【００３８】
　本発明において、「膵島単離」とは、膵臓より膵島を採取する方法であり、具体的には
摘出したドナー膵臓の膵管よりコラゲナーゼ等の消化酵素を注入することにより膵臓を消
化し、膵島を膵臓の他の主構成細胞である外分泌細胞より分離し（消化工程）、その後膵
島を純化する処理（純化工程）のことをいう。膵島を純化する方法としては、例えば内分
泌細胞と外分泌細胞の比重差を利用した比重遠心法が用いられている。本発明の膵島細胞
保護剤をドナー膵臓に投与することで、こうした膵島単離処理におけるダメージから膵島
細胞を保護することができる。
【００３９】
　本発明において、「膵島移植」とは、単離した膵島細胞を移植することをいう。移植の
方法としては、例えば、経皮経肝的に門脈内に留置した管（カテーテル）を通して膵島細
胞を注入することを行う手法がある。本発明の膵島細胞保護剤をドナー膵臓又は単離した
膵島細胞に投与することで、ダメージの少ない正常な膵島細胞を移植することができる。
【００４０】
　本発明の膵島細胞保護剤は、糖尿病の治療において使用することが可能である。糖尿病
には、１型糖尿病、２型糖尿病、膵性糖尿病、妊娠糖尿病等が含まれる。また、膵炎やス
テロイド剤使用などによって二次的に起こる場合や、特定の遺伝子に異常がある場合等の
特定の原因による糖尿病も、上記糖尿病に含まれるものとする。本発明における「糖尿病
患者」は、好ましくは１型糖尿病を発症する患者である。血糖を下げるホルモンであるイ
ンスリンの分泌が極度に低下するかほとんど分泌されなくなるため、血中の糖が異常に増
加し糖尿病性ケトアシドーシスを起こす危険性が高い。そのためインスリン注射などの強
力な治療を常に必要とすることがほとんどである。また、血糖値が十分にコントロールさ
れない状態が長期間続くと糖尿病網膜症、糖尿病性神経障害、糖尿病性腎症、脳血管障害
、虚血性心疾患、下肢動脈閉塞等の糖尿病合併症が問題となる。したがって、本発明の移
植方法は、これらの糖尿病合併症の予防又は治療にも有効である。
【００４１】
　本発明の１つの態様は、ＮＣＸ阻害活性を示す化合物又はその医薬上許容される塩をド
ナー膵臓又はドナーから単離した膵島に生体外で添加し、添加後の膵島を糖尿病患者に移
植する工程を含む、糖尿病患者において膵島移植後の膵島細胞の障害を抑制する方法であ
る。
　また、本発明の態様には、膵島移植を行う糖尿病患者にＮＣＸ阻害活性を示す化合物又
はその医薬上許容される塩を投与する工程を含んでいてもよい。
【００４２】
　本発明の膵島細胞保護剤は膵島移植において使用可能である。膵島移植には膵島細胞提
供者（ドナー）が必要であり、脳死ドナー膵島移植、心停止ドナー膵島移植および生体膵
島移植などが含まれる。膵島細胞提供者は、哺乳動物である。哺乳動物は、好ましくはヒ
トである。また、本発明の膵島を移植される糖尿病患者（レピシェント）は、哺乳動物で
あり、好ましくはヒトである。膵島細胞提供者と糖尿病患者とは、同種であっても異種で
あってもよいが、同種であることが好ましい。
【００４３】
　本発明における膵島単離又は膵島移植における膵島細胞保護剤の投与または添加方法と
しては、膵島細胞提供者の体内に投与する方法、膵島細胞提供者から摘出する前の膵臓に
直接投与する方法、膵島細胞提供者から全部又は一部を摘出した後の膵臓に生体外で添加
する方法、単離処理中の膵島細胞に添加する方法、単離した後糖尿病患者に移植される前
の膵島細胞に添加する方法が挙げられる。本発明の膵島細胞保護剤の安全性が確保されて
いる場合は、移植前の糖尿病患者の体内に投与する方法、移植後の糖尿病患者の体内に投
与する方法も可能である。
【００４４】
　ドナー膵臓に本発明の膵島細胞保護剤を投与する手法としては、例えば、膵管から投与
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する方法が挙げられる。この場合、本発明の膵島細胞保護剤は、保存液または緩衝液等に
溶解した形で使用されることが好ましい。このとき使用される保存液または緩衝液として
は、例えばＵＷ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）液、ＥＴ－Ｋｙｏ
ｔｏ液、ハンクス液が挙げられる。また、膵島単離処理の消化工程において、消化酵素を
含む緩衝液に溶解させて膵管から共に注入してもよい。投与量は、ヒトの膵臓に投与する
場合、１μＭ～１００μＭとすることができる。
【００４５】
　また、単離処理中の膵島細胞に投与する場合は、膵臓を消化して膵島を分離した後、比
重遠心法による純化工程を実行する際に、本発明の膵島細胞保護剤存在下に純化工程を行
うことができる。
【００４６】
　また、本発明の膵島細胞保護剤を単離した膵島細胞に投与する手法としては、本発明の
膵島細胞保護剤を溶解した液体で湿漬させる方法が挙げられる。この場合、膵島細胞保護
剤を溶解させ、かつ、膵島細胞と等張の液体を用いることが好ましいが、例えば、培養液
（例えば、Ｄ－ＭＥＭ）を用いることが好ましい。必要に応じてＢＳＡ（ウシ血清アルブ
ミン）を加えても良い。また、糖尿病患者に膵島移植する際に用いられる液体を用いても
よい。膵島細胞を湿漬させる液体には、膵島細胞の生命維持のための栄養等（例えば、糖
、アミノ酸）を含んでいてもよい。細胞を処理する際の薬剤の濃度はＮＣＸを十分に阻害
する濃度が必要であり、好ましくは、０．１μＭ～１０００μＭ、さらに好ましくは、１
μＭ～１００μＭとすることができ、５μＭ～１００μＭとするとより好ましい。湿漬さ
せる時間は、３０分～７２時間が好ましく、５時間～４８時間がより好ましい。湿漬させ
るときの温度は、３０℃～４０℃が好ましいが、膵島細胞提供者の体内温度にするとより
好ましい。糖尿病患者に膵島を移植する際には当該細胞保護剤はできる限り除去すること
が好ましいが、当該細胞保護剤の安全性が確保されている場合は、膵島からの薬剤の除去
は必須ではない。
【００４７】
　本発明の膵島細胞保護剤を膵島細胞提供者又は糖尿病患者に投与する場合は、適宜公知
の担体、希釈剤等を用いて適宜の医薬組成形態（錠剤、丸剤、カプセル剤、顆粒剤、ドラ
イシロップ、注射剤、貼付剤など）に調製して経口的又は非経口的に使用できる。例えば
注射剤としては、皮下注射剤、筋肉注射剤、あるいは腹腔内注射剤等を挙げることができ
る。本発明の膵島細胞保護剤を糖尿病患者に投与する場合は、膵島移植の前であってもよ
いし、膵島移植と同時、または膵島移植の後であってもよい。また、膵島細胞保護剤の投
与は一回であってもよいし、連続して投与することもできる。また、膵島細胞を糖尿病患
者の門脈から投与する場合に、膵島細胞と同時に、または時間をずらして本発明の膵島細
胞保護剤を投与することも可能である
　固形剤を製造するには種々の添加剤、例えば賦形剤、崩壊剤、結合剤、滑沢剤、コーテ
ィング基剤を用い、攪拌造粒法、流動層造粒法、破砕造粒法で製造できる。その他必要に
応じて抗酸化剤、コーティング剤、着色剤、矯味矯臭剤、界面活性剤、可塑剤等を加える
ことができる。非経口投与のための注射剤としては、無菌の水性又は非水性の溶液剤、懸
濁剤、乳濁剤を含有する。
【００４８】
　本発明の膵島細胞保護剤を糖尿病患者に直接投与する場合、投与量は年齢、体重、投与
形態等により異なるが、通常成人に対し０．１～１０００ｍｇ／日であり、これを１日１
回又は数回に分け投与することができる。
【００４９】
　本発明の膵島細胞保護剤は、少なくとも１つの既知の化学療法剤と共に薬学的組成物の
一部として投与されてもよい。
【００５０】
　また、本発明の膵島細胞保護剤を投与された膵島細胞を移植した後の糖尿病患者に対し
、少なくとも１つの既知の化学療法剤が投与されてもよい。例えば、少なくとも１つの既
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知の免疫抑制剤が投与されてもよい。
【００５１】
　また、本発明の膵島細胞保護剤を糖尿病患者に直接投与する場合は、少なくとも１つの
既知の化学療法剤が併用して投与されてもよく、同時に投与されてもよい。例えば、少な
くとも１つの既知の免疫抑制剤が併用して投与されてもよく、同時に投与されてもよい。
【００５２】
　本発明において「膵島細胞保護」とは、移植された膵島細胞の生着率が向上したことを
意味する。膵島細胞の生着率が向上したか否かの確認は、実施例に記載の方法通り、生体
中の血糖値を測定することで行うことができる。例えば、血糖値の測定は、血漿分離後に
ベックマングルコースアナライザーにより行うことも出来る。
【００５３】
　また、「膵島細胞保護」には、膵島細胞が低酸素状態から保護されることにより膵島細
胞の生着率が向上したことが含まれる。つまり、「膵島細胞保護」には、低酸素状態にお
ける膵島細胞の細胞死が抑制されることが含まれる。ここでいう「低酸素状態」とは、膵
島細胞が暴露される液体又は気体中において、酸素濃度が５％以下であり、好ましくは酸
素濃度が３％以下であり、より好ましくは酸素濃度が１％以下である。また、正常酸素状
態とは、通常、酸素濃度が１５％～２５％である。
【００５４】
　また、「膵島細胞保護」には、移植に伴う自然免疫応答の抑制により膵島細胞の生着率
が向上したことが含まれる。より具体的には、拒絶反応の抑制がされ膵島細胞の生着率が
向上したことが含まれる。拒絶反応の抑制は、好ましくは早期拒絶反応を意味し、早期拒
絶反応とは、移植直後～１週間以内、好ましくは移植直後から２４時間以内で起こる拒絶
反応をいう。さらに具体的には、本発明の「膵島細胞保護」には、膵島細胞からのＨＭＧ
Ｂ１（ｈｉｇｈ　ｍｏｂｉｌｉｔｙ　ｇｒｏｕｐ１）の放出を抑制することが含まれる。
なお、ＨＭＧＢ１が細胞外に放出されることで、早期移植拒絶反応が発症することが知ら
れている（Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉ
ｏｎ、１２０（３）：７３５－７４３、２０１０）。
【００５５】
　本発明の膵島単離及び／又は膵島細胞保護剤を投与することにより、血糖値の継続的な
低下が表れた場合に、膵島細胞の生着率が向上したとみなすことができる。膵島の生着は
糖尿病レシピシェントの血糖値が移植後に正常になるかどうかで判定することが出来る。
例えば、本発明の実施例における対照群では１匹のドナーから単離可能な２００個の膵島
を移植した場合、高血糖のままで推移し、この場合の生着率は０％であるとみなすことが
出来る。また、本発明の実施例におけるＳＥＡ０４００投与群では、対照群と同数の膵島
移植であるのに係わらず、全てのレシピエントの血糖は正常化し、この場合には生着率は
１００％であるとみなすことが出来る。
【００５６】
　つづいて、本発明の効果について説明する。
　本発明のＮＣＸ阻害作用を有するフェノキシアニリン誘導体及びフェノキシピリジン誘
導体によれば、膵島単離及び／又は膵島移植の際の低酸素状態から保護するとともに、拒
絶反応を抑制することができる。したがって、移植後の膵島細胞の定着性を向上させるこ
とができる。
【００５７】
　細胞膜に存在するトランスポーターであるＮＣＸは、心筋や種々平滑筋の収縮、神経伝
達物質の放出、遺伝子発現を制御する重要なイオンである細胞内の遊離Ｃａ2+濃度の調節
に主要な役割を果たすことが知られている（非特許文献１参照）。このＮＣＸを阻害する
薬剤は、心筋、腎臓及び脳などの細胞における細胞内Ｃａ2+濃度の異常上昇を抑制し、こ
れらの細胞に対して細胞保護作用を有することが知られている(非特許文献２及び３参照
）。
【００５８】
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　フェノキシアニリン誘導体（特許文献５から７）やフェノキシピリジン誘導体（特許文
献８及び９）はＮＣＸを阻害する化合物であることが知られており、これらのフェノキシ
アニリン誘導体及びフェノキシピリジン誘導体が、ＮＣＸに高い選択性を有することも知
られていた（非特許文献４参照）。更に、フェノキシアニリン誘導体であるＳＥＡ０４０
０は、脳及び心臓の虚血再灌流モデルに対して有効性が確認されていることも知られてい
た(非特許文献４及び５参照）。
【００５９】
　しかしながら、ＮＣＸ阻害活性を有するフェノキシアニリン誘導体及びフェノキシピリ
ジン誘導体の膵島細胞への作用は報告されていなかった。
【００６０】
　こうした技術背景の下、本発明者らは、本発明のＮＣＸ阻害作用を有するフェノキシア
ニリン誘導体及びフェノキシピリジン誘導体が、膵島を採取もしくは移植する際に生じる
拒絶反応を抑制し、移植後の膵島細胞の定着性を向上させることを見出し、本発明を完成
するに至った。
【００６１】
　本発明のＮＣＸ阻害活性を有する式（１）の化合物は、膵島細胞に対して優れた細胞保
護作用を示し、さらには、膵島を単離ならびに移植する際に生じる拒絶反応を抑制し、移
植後の膵島細胞の定着性を向上させることができる。
【００６２】
　以上、本発明の実施形態について述べたが、これらは本発明の例示であり、上記以外の
様々な構成を採用することもできる。
【実施例】
【００６３】
（試験例１）膵島細胞の低酸素誘発細胞死に対するＳＥＡ０４００の効果
　膵島細胞は公知の方法（Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．４２：６８９－６９１，１
９８６；Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．Ｊｐｎ．２６：４９５－４９，１９７９；Ｎａｔｕｒｅ
．２４４：４４７，１９７３）に従い雄性Ｃ５７ＢＬ／６マウス（１０－１５週齢、チャ
ールズリバー・ジャパン株式会社）の膵臓からコラゲナーゼ処理により単離した。具体的
には、膵管よりコラゲナーゼ（新田ゼラチン株式会社、２ｍｇ／ｍｌ　ｉｎ　ハンクス液
、２－３ｍｌ）を注入することにより膵臓を消化し（３７℃、３０－４０分静置）、膵島
を外分泌組織より分離し、その後内分泌細胞と外分泌細胞の比重差を利用し、比重遠心法
により膵島を単離した。単離された膵島細胞はシャーレ中に播種され（２００－５００個
／シャーレ、培養液（Ｄ－ＭＥＭ＋０．２％ＢＳＡ））、チャンバー中に置かれた。チャ
ンバー内は通常ガス（空気（９５％）と二酸化炭素（５％）との混合ガス）又は低酸素ガ
ス（酸素（１％）と二酸化炭素（５％）と窒素（９４％）との混合ガス）存在下、温度は
、３７℃とし、当該環境下で膵島細胞は６時間培養された。低酸素ガス存在下でのチャン
バー内の酸素分圧は、通常ガス存在時の約１／６であった。通常ガスを用いた場合を「正
常酸素状態」とし、低酸素ガスを用いた場合を「低酸素状態」とした。ＮＣＸ阻害物質で
あるＳＥＡ０４００（終濃度１０μＭ）は、シャーレに膵島細胞が播種された後チャンバ
ー内に置かれる直前にシャーレ中に添加された。コントロールとしては、ＳＥＡ０４００
の代わりにＤＭＳＯ（ジメチルスルホキシド）をシャーレに添加したものを用いた。
　チャンバー内で６時間培養された細胞は、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２（ＨＯ３４２、
シグマ アルドリッチ ジャパン株式会社）とＰＩ試薬（プロピジウムアイオダイド、シグ
マ アルドリッチ ジャパン株式会社）で２重染色された。細胞死は、蛍光顕微鏡（ライカ
社製、ＤＭ　ＩＲＢ）で観察することにより確認した（図１）。ＨＯ３４２はＵＶ励起可
能な核酸染色色素で青色蛍光を示し（図１では濃い灰色として表示される）、一方、ＰＩ
は原形質膜が損傷している細胞にのみ取り込まれる。ＰＩが取り込まれた細胞は赤色を呈
し（図１では白色、又は薄い灰色として表示される）、細胞死が生じていることを意味す
る。通常ガスの存在下では、膵島細胞の細胞死はほとんど認められなかった。一方、低酸
素ガス存在下６時間培養した細胞では細胞死（ＰＩ陽性）が観察された（低酸素状態のコ



(11) JP 5727167 B2 2015.6.3

10

20

30

40

50

ントロール）。この低酸素誘発細胞死は、１０μＭのＳＥＡ０４００が共存することによ
り顕著に抑制された（低酸素状態のＳＥＡ０４００添加試料）。このようにＳＥＡ０４０
０は膵島細胞に対し、インビドロで細胞保護作用を示した。
【００６４】
（試験例２）膵島細胞からのＨＭＧＢ１放出に対するＳＥＡ０４００の効果
　試験例１と同様に、膵島細胞はチャンバー内で通常ガス（空気（９５％）と二酸化炭素
（５％）との混合ガス）又は低酸素ガス（（酸素（１％）と二酸化炭素（５％）と窒素（
９４％）との混合ガス））存在下、６、１２又は２４時間培養された。ＮＣＸ阻害物質で
あるＳＥＡ０４００（終濃度１０μＭ）は、シャーレに膵島細胞が播種された後チャンバ
ー内に置かれる直前にシャーレ中に添加された。コントロールとしては、試験例１と同様
にＳＥＡ０４００の代わりにＤＭＳＯ（ジメチルスルホキシド）シャーレに添加したもの
を用いた。
　チャンバー内で培養された細胞から培養上清を採取し、培養液中に放出されたＨＭＧＢ
１の量を測定した。ＨＭＧＢ１の量は、ＨＭＧＢ１　ＥＬＩＳＡキット（シノテスト株式
会社）を用いて定量された。図２で示すとおり、低酸素状態では膵島細胞から放出される
ＨＭＧＢ１量が増加した（図２中、Ｈｙｐｏｘｉａ）。このＨＭＧＢ１量の増加は、１０
μＭのＳＥＡ０４００が共存することにより顕著に抑制された（図２中、Ｈｙｐｏｘｉａ
　ＳＥＡ０４００）。ＨＭＧＢ１の細胞外放出は、移植膵島細胞の早期拒絶反応と関連す
る現象だと考えられているが、ＳＥＡ０４００がこのＨＭＧＢ１の細胞外放出を抑制する
ことが示された。
【００６５】
（試験例３）ＳＴＺ誘発糖尿病マウスにおける膵島細胞移植後の血漿グルコース値に対す
るＳＥＡ０４００の効果
　ストレプトゾトシン（ＳＴＺ）誘発糖尿病マウスは、雄性Ｃ５７ＢＬ／６マウス（１０
－１５週齢、チャールズリバー・ジャパン株式会社）にストレプトゾトシン（１８０ｍｇ
/ｋｇ）を静脈内投与して作製した。ＳＴＺ投与後３日目の糖尿病マウスに試験１の方法
に従って単離した膵島細胞２００個／匹を肝内に経門脈的に移植した。単離した膵島細胞
はマウスに移植される１時間、３時間又は２４時間前にＳＥＡ０４００溶液（１μＭ又は
１０μＭ）に、１時間、３時間又は２４時間湿漬された（２００個／シャーレ、培養溶媒
（Ｄ－ＭＥＭ＋０．２％ＢＳＡ））。移植後の血漿グルコース値の測定は、マウスのｏｒ
ｂｉｔａｌ　ｓｉｎｕｓより採血し、血漿分離後にベックマングルコースアナライザー（
ベックマン・ジャパン）により行った。
　結果を図３に示す。膵島を移植しなかった場合は全てのマウス（７匹）は高血糖で推移
したが（図示せず）、膵島細胞を移植しただけでは、全てのマウス（３匹）において、こ
の高血糖状態は改善されなかった（コントロール群）。一方、１０μＭのＳＥＡ０４００
で１時間、３時間又は２４時間処理した膵島細胞を移植したすべてのマウス（１時間処理
した膵島細胞について４匹、３時間処理した膵島細胞について４匹、２４時間処理した膵
島細胞について４匹）では、顕著な血糖降下作用が認められた。
　以上の結果から、ＳＥＡ０４００が移植膵島障害を軽減し、膵島生着の改善をもたらし
、高血糖を是正することが示された。すなわち、ＳＥＡ０４００が膵島細胞保護剤として
使用可能であることが示された。
【００６６】
（試験例４）マウスの心臓、脳及び膵島におけるＮＣＸ１、ＮＣＸ２及びＮＣＸ３のｍＲ
ＮＡ量の定量
　雄性Ｃ５７ＢＬ／６マウス（１０－１５週齢、チャールズリバー・ジャパン株式会社）
の心臓、脳及び膵島からのｍＲＮＡの抽出及びリアルタイムＰＣＲによるＮＣＸ１、ＮＣ
Ｘ２及びＮＣＸ３のｍＲＮＡ量の定量は、Ｊｉｎｇ－Ｐｉｎｇ　Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ，　Ｅ
ｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ．２００７、Ｍａｙ；１４８（５）：２１１６－２５の記載に
基づき実施した。
　図４に示すとおり、膵島細胞においてＮＣＸ１が高発現していることが認められた。こ
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て使用可能であることが示された。
【００６７】
（試験例５）マウスの膵島におけるＮＣＸ１、ＮＣＸ２及びＮＣＸ３のタンパク質発現の
確認
　常法（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３７（４９）：１７２３０－１７２３８，１９９８
を参照）により、単離膵島の抽出液（ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．　３２９，２２７－２３１，
１９９３を参照）を用いてウエスタンブロッティングを行った。その結果、膵島細胞にＮ
ＣＸ１，ＮＣＸ２，ＮＣＸ３が存在することが明らかになった。
【００６８】
（試験例６）膵島単離操作に伴う膵島細胞の低酸素障害に対するＳＥＡ０４００の効果
　膵島細胞は、膵管よりコラゲナーゼを注入することにより膵臓を消化し、膵島を外分泌
組織より分離し、その後内分泌細胞と外分泌細胞の比重差を利用し、比重遠心法により単
離されるが、この単離操作過程で、膵島は低酸素状態に置かれ、障害を受けることが考え
られる。そこで、試験例１で説明した方法に従って、コラゲナーゼ液にＳＥＡ０４００（
終濃度１０μＭ）を加えた混合液を膵管から注入することにより膵島細胞を単離した。つ
いで、単離直後の膵島細胞２００個を試験例３で説明した方法により作製したストレプト
ゾトシン糖尿病マウスの経門脈的肝内に移植した。なお、ＳＥＡ０４００に代えてコラゲ
ナーゼ液にＤＭＳＯを添加したものをコントロール群とした。コントロール群では全ての
マウス（５匹）において高血糖状態が維持されたが、ＳＥＡ０４００を含むコラゲナーゼ
液を使用して単離した膵島細胞を移植された群では全てのマウス（６匹）が正常血糖にな
った（図６）。この知見は膵島単離操作に伴う膵島細胞の低酸素障害がＳＥＡ０４００に
より制御され、移植後の生着率が向上したことを示している。
【００６９】
（試験例７）
　上記試験例６と同様に、コラゲナーゼ液にＤＭＳＯ（コントロール群）もしくはＳＥＡ
０４００　１０μＭ（ＳＥＡ０４００群）を加えた状態で膵島細胞の単離操作を実施し、
単離した膵島細胞はシャーレ中に播種され、チャンバー中に置かれた（２００個／シャー
レ、培養溶媒（Ｄ－ＭＥＭ＋０．２％ＢＳＡ））。試験例１と同様に正常酸素状態もしく
は低酸素状態で６時間培養した後に、それぞれの細胞にＰＩ染色及びＨＯ３４２で２重染
色を行い、蛍光顕微鏡で観察することにより細胞死を確認した（図７）。試験例１で説明
したようにＨＯ３４２はＵＶ励起可能な核酸染色色素で青色蛍光を示し（図７では濃い灰
色として表示される）、一方、ＰＩは原形質膜が損傷している細胞にのみ取り込まれる。
ＰＩが取り込まれた細胞は赤色を呈し（図７では白色、又は薄い灰色として表示される）
、細胞死が生じていることを意味する。図示するように低酸素状態で培養した対照群の膵
島細胞では多数のＰＩ陽性細胞が中心部に認められたがＳＥＡ０４００群の膵島細胞では
ＰＩ陽性細胞が散見される程度で明らかに陽性細胞数は減少していた。この知見は、ＳＥ
Ａ０４００存在下での単離操作により得られた膵島細胞はその後の低酸素状態による障害
に対して抵抗性を有することを示している。
【００７０】
　以上のことから、本発明では、膵島の生着を向上させる、新たな膵島細胞保護剤の提供
が可能となった。
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