
(57)【要約】
本発明は、外傷性、代謝性もしくは毒性の末梢神経病変、または例えば神経障害性疼痛、
炎症性および侵害受容性疼痛を含む疼痛を予防、軽減、または治療するための方法および
組成物を特徴とし、予防、軽減、または治療は、それを必要とする哺乳動物に対して、 BH
4の発現または活性を低下させる化合物を投与する段階による。本発明によれば、この低
下は、 GTPシクロヒドロラーゼ（ GTPCH）、セピアプテリンレダクターゼ（ SPR）、もしく
はジヒドロプテリジンレダクターゼ（ DFIPR）といった任意の BH4合成酵素の酵素活性を低
下させることにより； BH4依存性酵素に対する BH4の補助因子機能と拮抗することにより；
または膜結合型受容体に対する BH4の結合を遮断することにより、達成しうる。本発明の
化合物は単独で投与してもよく、または第 2の治療薬と組み合わせて投与してもよい。本
発明はまた、生物試料における BH4またはその代謝産物のレベルを測定することによって
、哺乳動物における疼痛または末梢神経病変を診断するための方法をも提供する。または
、哺乳動物の組織試料における任意の BH4合成酵素のレベルまたは活性を測定することに
よって、疼痛または末梢神経病変を診断することもできる。さらに、疼痛の治療、予防ま
たは軽減のための新規な治療薬の同定のために、 BH4または BH4合成酵素、 BH4依存性酵素
、および BH4結合受容体を利用するスクリーニング方法も開示される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 、 ま た は 末 梢 神 経 病 変 の 結 果 も し く は 発 達 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予
防 す る 方 法 で あ っ て 、 該 哺 乳 動 物 に 対 し て 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の 生 物 活
性 を 低 下 さ せ る 組 成 物 を 、 BH4の 過 剰 産 生 に 起 因 す る 疼 痛 、 ま た は 末 梢 神 経 病 変 の 悪 化 を
治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 十 分 な 量 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 疼 痛 が 、 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン ま た は 後 角 ニ ュ ー ロ ン （ dorsal horn neuron） に お け る BH
4レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 軽 減 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン が 後 根 神 経 節 内 ま た は 三 叉 神 経 節 内 に あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 後 角 ニ ュ ー ロ ン が 、 脊 髄 内 、 ま た は 脳 幹 の 三 叉 神 経 脊 髄 路 核 内 に あ る 、 請 求 項 4記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 BH4生 物 活 性 の 低 下 が 、 BH4の 合 成 ま た は 再 利 用 の 低 下 の 結 果 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ フ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 （ GFRP） の 発 現 、 GTPCH結 合 性 、
ま た は 活 性 を 高 め る こ と に よ っ て 、 BH4生 物 活 性 を 低 下 さ せ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 BH4合 成 の 低 下 が 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ
リ ン シ ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 プ テ リ ン -4α -カ ル ビ ノ ー
ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ 、 お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 酵 素 の レ ベ ル ま た は 生 物 活 性 の 低 下 の 結 果 で あ る 、 請 求 項 6
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 BH4合 成 の 低 下 が 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTP
CH） 、 お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く
と も 1つ の 酵 素 の 生 物 活 性 の 低 下 の 結 果 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も 2つ の 酵 素 の 生 物 活 性 を 低 下 さ せ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 少 な く と も 3つ の 酵 素 の 生 物 活 性 を 低 下 さ せ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 生 物 活 性 を 少 な く と も 10％ 低 下 さ せ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 生 物 活 性 を 少 な く と も 40％ 低 下 さ せ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 組 成 物 が メ ト ト レ キ サ ー ト を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 組 成 物 が 、 2,4ジ ア ミ ノ 6-ヒ ド ロ キ シ ピ リ ミ ジ ン （ DAHP） 、 テ ト ラ ヒ ド ロ -L-ビ オ プ テ リ
ン 、 L-セ ピ ア プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ -L-ビ オ プ テ リ ン 、 6,7-ジ メ チ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ
リ ン 塩 酸 塩 、 お よ び 8-ブ ロ モ -cGMPか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 化 合 物 を 含
む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 組 成 物 が 、 N-ア セ チ ル -セ ロ ト ニ ン （ NAS） 、 N-ク ロ ロ ア セ チ ル セ ロ ト ニ ン 、 N-メ ト キ シ
ア セ チ ル セ ロ ト ニ ン 、 お よ び N-ク ロ ロ ア セ チ ル ド ー パ ミ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な
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く と も 1つ の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 組 成 物 が 以 下 の 式 を 有 す る 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　
　
　
　
　
　
　 た だ し 、 式 中 、
　 R 1 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

4 、 CONR 4 R 5 、 SO 2 R
4 、 SO 2 NR

4 R 5 、 OR 4 ま た は
NR 4 R 5 で あ り 、 式 中 、 R 4 お よ び R 5 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル
、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル （ alkheteroaryl
） で あ り 、
　 R 2 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4
ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 か つ 、
　 R 3 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル ク
ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

6 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R
6 、 ま た は SO 2 NR

7 R 8 で あ り 、 式 中 、 R 6 は C 1 - 6 ア ル
キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ
ー ル で あ り 、 か つ 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、
ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る か ；
　 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 O、 ま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、
か つ 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 、 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ
ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る か ；
　 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 ま た は R 1 3

の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2

R 7 、 SO 2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た

は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 こ こ で 、 R 4 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C

1 -C 6 ア ル キ ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ま た は C 1 -C 4 ア ル ク
ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る か ； ま た は
　 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、

10

20

30

40

(3) JP 2007-511520 A 2007.5.10



　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1

お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 か つ 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2 を
有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 組 成 物 が 式 （ I） の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、
　 R 1 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

4 、 CONR 4 R 5 、 SO 2 R
4 、 SO 2 NR

4 R 5 、 OR 4 、 ま た
は NR 4 R 5 で あ り 、 式 中 、 R 4 お よ び R 5 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー
ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、
　 R 2 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4
ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 か つ 、
　 R 3 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル ク
ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

6 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R
6 、 ま た は SO 2 NR

7 R 8 で あ り 、 式 中 、 R 6 は C 1 - 6 ア ル
キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ
ー ル で あ り 、 か つ 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、
ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 O、 ま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、
か つ 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 、 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ
ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
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の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、
　 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 お よ び R 1 3

の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2

R 7 、 SO 2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た

は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 式 中 、 R 4 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -
C 6 ア ル キ ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ
ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1

お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 か つ 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2 を
有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 O、 ま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、
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か つ 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 、 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ
ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 お よ び R 1 3

の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2

R 7 、 SO 2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た

は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 式 中 、 R 4 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -
C 6 ア ル キ ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ
テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1

お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 か つ 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2 を
有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 組 成 物 が 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 ：

10

20

30

40

(6) JP 2007-511520 A 2007.5.10



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、
　 R 1 5 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 -
4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り ； か つ
　 R 1 6 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル
ク ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

1 7 、 CONR 1 8 R 1 9 、 SO 2 R
1 7 、 ま た は SO 2 NR

1 8 R 1 9 で あ り 、 式 中 、 R 1 7 は
C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ
テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 か つ 、 R 1 8 お よ び R 1 9 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2
ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 疼 痛 が 急 性 疼 痛 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 疼 痛 が 慢 性 疼 痛 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 疼 痛 が 、 末 梢 神 経 お よ び 中 枢 神 経 障 害 性 疼 痛 、 炎 症 性 疼 痛 、 機 能 性 疼 痛 、 侵 害 受 容 性 疼
痛 、 な ら び に 頭 痛 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 第 2の 治 療 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 第 2の 治 療 薬 が 鎮 痛 薬 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 鎮 痛 薬 が 、 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 （ NSAID） 、 オ ピ オ イ ド 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 、 三 環 系
抗 う つ 薬 、 SSRI、 抗 け い れ ん 薬 、 ク ロ ニ ジ ン 、 ナ ト リ ウ ム ま た は カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 遮
断 薬 （ blocker） 、 カ リ ウ ム チ ャ ン ネ ル 開 口 薬 、 5-HT1D受 容 体 ア ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 3
0記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
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　 第 2の 治 療 薬 が 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 酵 素 阻 害 薬 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 方
法 ： 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ （ NOS） 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ
キ シ ラ ー ゼ I（ 非 神 経 性 TphI） 、 ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ II（ 神 経 性 TphII） 、 フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 ド ー パ ミ ン -β -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 N-メ チ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ 、 お よ び エ ー テ ル 脂 質 オ キ シ ダ ー ゼ 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 治 療 薬 お よ び 第 2の 治 療 薬 が 、
互 い に 1時 間 以 内 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 治 療 薬 お よ び 第 2の 治 療 薬 が 同
時 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 治 療 薬 お よ び 第 2の 鎮 痛 誘 導 性
化 合 物 が 、 同 一 の 薬 学 的 製 剤 中 に お い て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 該 哺 乳 動 物 由 来 の
生 物 試 料 に お け る BH4、 BH4代 謝 産 物 、 BH4前 駆 体 、 ま た は BH4中 間 体 の 増 加 を 検 出 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 BH4代 謝 産 物 が 、 プ テ リ ン 、 ビ オ プ テ リ ン 、 7,8ジ ヒ ド ロ プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ キ サ ン
ト プ テ リ ン 、 キ サ ン ト プ テ リ ン 、 イ ソ キ サ ン ト プ テ リ ン 、 ロ イ コ プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ
ネ オ プ テ リ ン 、 ま た は ネ オ プ テ リ ン で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 BH4中 間 体 が 、 7,8-ジ ヒ ド ロ ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 、 ネ オ プ テ リ ン 、 ま た は 6-ピ ル ボ イ
ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 生 物 試 料 が 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 組 織 試 料 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 、 組 織 滲 出 物 、 ま た は
組 織 試 料 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 増 加 が 、 対 照 条 件 に 比 し て 少 な く と も 20％ の 増 加 で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 該 哺 乳 動 物 の 一 次
感 覚 ニ ュ ー ロ ン ま た は 後 角 ニ ュ ー ロ ン に お け る BH4合 成 酵 素 の 活 性 ま た は レ ベ ル の 上 昇 を
検 出 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 BH4合 成 酵 素 が 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ
ン シ ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 プ テ リ ン -4α -カ ル ビ ノ ー ル
ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ 、 お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 検 出 が 画 像 化 技 術 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 画 像 化 が ポ ジ ト ロ ン 放 出 断 層 撮 影 法 （ PET） で あ る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 増 加 が 、 対 照 条 件 に 比 し て 少 な く と も 20％ の 増 加 で あ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防
す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 （ a） BH4を 合 成 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 該 細 胞 に お け る 、 BH4、 BH4中 間 体 、 も し く は BH4の 安 定 代 謝 産 物 の レ ベ ル 、 ま た は
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BH4活 性 を 測 定 す る 段 階 で あ っ て 、 該 候 補 化 合 物 と 接 触 し て い な い 細 胞 に お け る BH4レ ベ ル
に 比 し て 該 レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る 該 候 補 化 合 物 を 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は
末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 有 用 な 候 補 化 合 物 と し て 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防
す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 （ a） BH4合 成 酵 素 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 該 細 胞 に お け る 該 BH4合 成 酵 素 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 該 BH4合 成 酵 素 の 活 性 を 測 定 す
る 段 階 で あ っ て 、 該 候 補 化 合 物 と 接 触 し て い な い 細 胞 に お け る 該 発 現 ま た は 活 性 に 比 し て
該 発 現 ま た は 該 活 性 を 低 下 さ せ る 該 候 補 化 合 物 を 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経
病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 有 用 な 候 補 化 合 物 と し て 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 BH4合 成 遺 伝 子 が 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ
リ ン シ ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 プ テ リ ン -4α -カ ル ビ ノ ー
ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ 、 お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 遺 伝 子 が BH4合 成 酵 素 融 合 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 段 階 （ b） が 、 BH4合 成 酵 素 の mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求
項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 細 胞 が 齧 歯 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 BH4合 成 酵 素 が ヒ ト BH4合 成 酵 素 で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防
す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 （ a） BH4依 存 性 酵 素 を 発 現 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 該 細 胞 に お け る 該 BH4依 存 性 酵 素 の 発 現 ま た は 活 性 を 測 定 す る 段 階 で あ っ て 、 該 候
補 化 合 物 と 接 触 し て い な い 細 胞 に お け る 該 発 現 ま た は 活 性 に 比 し て 該 発 現 ま た は 該 活 性 を
低 下 さ せ る 該 候 補 化 合 物 を 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た
は 予 防 す る た め に 有 用 な 候 補 化 合 物 と し て 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 BH4依 存 性 酵 素 が 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 ト リ プ ト
フ ァ ン ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 エ ー テ ル 脂 質 オ キ シ ダ ー ゼ 、 eNOS、 iNOS、 ま た は nNOSか ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 遺 伝 子 が BH4依 存 性 酵 素 融 合 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 段 階 （ b） が 、 BH4依 存 性 酵 素 の mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 請
求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 細 胞 が 齧 歯 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 59記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ６ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防
す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 （ a） BH4依 存 性 酵 素 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 該 候 補 化 合 物 が 該 BH4依 存 性 酵 素 と 結 合 す る か 否 か を 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 該 BH
4依 存 性 酵 素 と 結 合 し 該 BH4依 存 性 酵 素 の 活 性 を 低 下 さ せ る 候 補 化 合 物 が 、 末 梢 神 経 病 変 疼
痛 を 治 療 、 軽 減 、 ま た は 予 防 す る た め に 有 用 な 候 補 化 合 物 と な る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 BH4依 存 性 酵 素 が 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 ト リ プ ト
フ ァ ン ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 エ ー テ ル 脂 質 オ キ シ ダ ー ゼ 、 eNOS、 iNOS、 ま た は nNOSか ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 遺 伝 子 が BH4依 存 性 酵 素 融 合 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 BH4依 存 性 酵 素 が ヒ ト BH4依 存 性 酵 素 で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 、 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 、 も し く は 毒 性 の 末
梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 （ a） GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 GTPCHフ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 （ GFRP）
、 お よ び 候 補 化 合 物 を 提 供 す る 段 階 ；
　 （ b） 該 GTPCHの 該 GFRPと の 結 合 、 ま た は GFRPの フ ィ ー ド バ ッ ク 阻 害 作 用 を 測 定 す る 段 階
； な ら び に
　 （ c） 候 補 化 合 物 を 、 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 、 ま た は 予 防 す る た め に 有
用 な も の と し て 同 定 す る 段 階 で あ っ て 、 該 GTPCHの 該 GFRPと の 結 合 、 ま た は GFRPの 該 フ ィ
ー ド バ ッ ク 阻 害 作 用 が 、 該 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 増 強 さ れ る 、 段 階 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 GTPCHが ヒ ト GTPCHで あ り 、 GFRPが ヒ ト GFRPで あ る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 候 補 化 合 物 が GFRPと 結 合 す る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 候 補 化 合 物 が GTPCH:GFRP複 合 体 と 結 合 す る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 以 下 を 含 む キ ッ ト ：
　 （ a） 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量 、 テ ト ラ ヒ ド
ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の 発 現 を 低 下 さ せ る 組 成 物 ； お よ び
　 （ b） 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 の 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 を 目 的 と す る 、 哺 乳 動 物 に 対 す
る 該 組 成 物 の 送 達 の た め の 使 用 説 明 書 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 以 下 を 含 む キ ッ ト ：
　 （ a） 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量 、 BH4合 成 酵 素
の 発 現 を 低 下 さ せ る 組 成 物 ； お よ び
　 （ b） 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 の 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 を 目 的 と す る 、 哺 乳 動 物 に 対 す
る 該 組 成 物 の 送 達 の た め の 使 用 説 明 書 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 以 下 を 含 む 診 断 キ ッ ト ：
　 （ a） BH4、 BH4前 駆 体 、 BH4中 間 体 、 ま た は BH4代 謝 産 物 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 ； お よ び
　 （ b） 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 診 断 す る た め の 使 用 説 明 書 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 BH4中 間 体 が 、 7,8-ジ ヒ ド ロ ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 お よ び 6-ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ
テ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ７ ４ 】
　 BH4代 謝 産 物 が 、 プ テ リ ン 、 ビ オ プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ キ サ
ン ト プ テ リ ン 、 キ サ ン ト プ テ リ ン 、 イ ソ キ サ ン ト プ テ リ ン 、 ロ イ コ プ テ リ ン 、 お よ び ネ オ
プ テ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 BH4標 的 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 a． 試 料 お よ び BH4を 提 供 す る 段 階 ；
　 b． 該 試 料 タ ン パ ク 質 と 該 BH4と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 該 試 料 を 該 BH4と 接 触 さ
せ る 段 階 ； お よ び
　 c． 該 BH4を 検 出 す る こ と に よ っ て 該 BH4の 試 料 タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 評 価 す る 段 階 で あ
っ て 、 該 BH4と 結 合 す る タ ン パ ク 質 が BH4標 的 タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ る 、 段 階 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 BH4が 検 出 可 能 で あ る よ う に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 放 射 性 同 位 体 ま た は ビ オ チ ン で あ る 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 評 価 の 段 階 （ c） が BH4特 異 的 抗 体 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 評 価 の 段 階 （ c） が 、 質 量 分 析 法 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 顕 微 鏡 法 、 お よ び 原 子 間 力 顕 微
鏡 法 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 検 出 方 法 を 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 試 料 が 哺 乳 動 物 神 経 組 織 由 来 の 抽 出 物 を 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 哺 乳 動 物 神 経 組 織 が 後 角 ま た は 後 根 神 経 節 を 含 む 、 請 求 項 80記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 試 料 が 膜 結 合 型 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 BH4標 的 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 a． BH4お よ び ア レ イ を 提 供 す る 段 階 で あ っ て 、 該 ア レ イ が 複 数 の 固 定 化 さ れ た 精 製 タ ン
パ ク 質 種 を 含 み 、 該 ア レ イ 中 の 該 タ ン パ ク 質 種 の そ れ ぞ れ が 他 の タ ン パ ク 質 種 の そ れ ぞ れ
と 空 間 的 に 分 離 さ れ る 、 段 階 ；
　 b． 該 タ ン パ ク 質 種 と 該 BH4と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 該 ア レ イ を 該 BH4と 接 触 さ
せ る 段 階 ； お よ び
　 c． 該 BH4の 該 タ ン パ ク 質 種 と の 結 合 を 評 価 す る 段 階 で あ っ て 、 該 BH4と 結 合 す る タ ン パ
ク 質 種 が BH4標 的 タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ る 、 段 階 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 BH4が 検 出 可 能 で あ る よ う に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 83記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 放 射 性 同 位 体 ま た は ビ オ チ ン で あ る 、 請 求 項 84記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 評 価 の 段 階 （ c） が BH4特 異 的 抗 体 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 83記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景
　 疼 痛 の 感 覚 は よ く み ら れ る 症 状 で あ り 、 こ れ は 基 礎 を な す 疾 患 も し く は 損 傷 を 示 す こ と
も あ れ ば 、 ま た は 神 経 系 内 部 に お け る 異 常 な 働 き の 現 れ で あ る こ と も あ る 。 疼 痛 は し ば し
ば 、 治 療 が 探 し 求 め ら れ る 最 初 の 動 機 と な る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 疼 痛 は 、 そ の 起 源 に 応 じ て さ ま ざ ま な 形 態 を と り う る 。 疼 痛 は 、 初 発 損 傷 が 神 経 の 完 全
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も し く は 部 分 的 な 離 断 、 ま た は 神 経 叢 に 対 す る 外 傷 の 結 果 と し て 起 こ る 場 合 に は 、 末 梢 神
経 障 害 性 と 記 載 さ れ る こ と が あ る 。 ま た は 、 疼 痛 は 、 脊 髄 損 傷 ま た は 脳 血 管 障 害 と い っ た
中 枢 神 経 系 に 対 す る 病 変 の 後 に は 中 枢 神 経 障 害 と し て 記 載 さ れ る 。 炎 症 性 疼 痛 は 、 組 織 の
損 傷 ま た は 炎 症 （ 例 え ば 、 術 後 疼 痛 ま た は 関 節 リ ウ マ チ ） に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疼 痛 の
一 形 態 で あ る 。 末 梢 神 経 損 傷 の 後 は 、 諸 症 状 が 慢 性 的 な 様 式 で 、 損 傷 部 位 に 対 し て 遠 位 性
に 経 験 さ れ る こ と が 一 般 的 で あ り 、 こ れ ら は 感 覚 過 敏 （ 自 然 刺 激 に 対 す る 感 受 性 の 亢 進 ）
、 痛 覚 過 敏 （ 侵 害 刺 激 に 対 す る 異 常 な 感 受 性 ） 、 ア ロ デ ィ ニ ア （ 通 常 は 不 快 感 を 与 え な い
触 覚 刺 激 に 対 す る 過 敏 性 と 関 連 性 の あ る 広 汎 性 の 圧 痛 ） お よ び ／ ま た は 自 発 性 灼 熱 痛 も し
く は 鋭 い 電 撃 性 疼 痛 を 特 徴 と す る 。 炎 症 性 疼 痛 に お い て 、 諸 症 状 は 、 少 な く と も 初 期 の う
ち は 損 傷 ま た は 炎 症 組 織 の 部 位 で 明 ら か で あ り 、 典 型 的 に は 関 節 炎 関 連 疼 痛 、 筋 骨 格 系 疼
痛 お よ び 術 後 疼 痛 を 併 発 す る 。 侵 害 受 容 性 疼 痛 は 、 針 刺 し 、 ま た は 外 傷 も し く は 外 科 手 術
の 時 な ど の 侵 害 刺 激 に 反 応 し て 経 験 さ れ る 疼 痛 で あ る 。 機 能 性 疼 痛 と は 、 明 ら か な 末 梢 性
病 態 も 神 経 系 に 対 す る 病 変 も 認 め ら れ な い 状 態 の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の 特 有 の 形 態 の 疼 痛 は 神 経 系 の 異 常 な 働 き に よ っ て 生 じ 、 こ の よ う な 疼 痛 を 特 徴 と す
る 状 態 に は 、 線 維 筋 痛 症 、 緊 張 型 頭 痛 お よ び 過 敏 性 腸 症 候 群 が 含 ま れ る 。 異 な る タ イ プ の
疼 痛 が 共 存 す る こ と も あ り 、 ま た は 、 ヘ ル ペ ス 後 神 経 痛 の 場 合 の よ う に 、 疾 患 の 自 然 経 過
に 伴 っ て 、 疼 痛 が 炎 症 性 か ら 神 経 障 害 性 に 移 行 す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 疼 痛 の 治 療 の た め の 1つ の ア プ ロ ー チ は 、 原 因 ま た は 病 因 と な る 因 子 の 除 去 （ 疾 患 修 飾
療 法 ） で あ る も の の 、 疼 痛 は 往 々 に し て 初 発 原 因 の 持 続 期 間 よ り も 持 続 す る 。 こ の た め 、
対 症 的 な コ ン ト ロ ー ル が 必 須 で あ る 。 疼 痛 の 感 覚 が 耐 え ら れ な く な っ た 症 例 に は 、 急 速 か
つ 効 果 的 な 鎮 痛 が 不 可 避 で あ る （ 例 え ば 、 術 後 状 態 、 熱 傷 、 外 傷 、 癌 お よ び 鎌 状 赤 血 球 ク
リ ー ゼ ） 。 現 在 、 疼 痛 の 管 理 の た め に 有 用 な 多 種 多 様 な 鎮 痛 薬 が 存 在 し 、 こ れ に は 例 え ば
、 非 ス テ ロ イ ド 性 鎮 痛 薬 （ NSAID） 、 抗 け い れ ん 薬 お よ び オ ピ オ イ ド 鎮 痛 薬 が 含 ま れ る 。
そ れ ら は 有 効 で あ る も の の 、 こ の よ う な 薬 剤 の 長 期 的 な 使 用 は 、 胃 の 不 快 感 、 肝 臓 に 対 す
る 毒 性 、 呼 吸 抑 制 、 鎮 静 、 精 神 異 常 作 用 、 便 秘 、 悪 心 、 耐 性 、 依 存 性 、 お よ び 乱 用 の リ ス
ク と い っ た 消 耗 性 の 副 作 用 の 恐 れ が あ る た め 、 多 く の 場 合 に は 推 奨 さ れ な い 。 ま た 、 こ れ
ら の 薬 剤 は 、 特 に 神 経 障 害 性 疼 痛 お よ び 機 能 性 疼 痛 に 対 し て は 最 適 と は 言 え な い こ と も 時
に あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の た め 、 疼 痛 の 治 療 お よ び 管 理 の た め の 、 よ り 優 れ た 治 療 戦 略 が 求 め ら れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
発 明 の 概 要
　 一 般 に 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 、 疼 痛 の 、 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の
末 梢 神 経 病 変 を さ ら に 増 大 さ せ る 内 因 性 機 構 の 、 診 断 、 治 療 、 軽 減 お よ び 予 防 の た め の 方
法 を 特 徴 と す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト ） に 対 し て 、 疼 痛 が 軽 減 、 予
防 ま た は 治 療 さ れ る よ う に 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の 生 物 活 性 を 低 下 さ せ る
組 成 物 （ 例 え ば 、 メ ト ト レ キ サ ー ト ） を 投 与 す る 。 ま た は 、 BH4の 合 成 に 関 与 す る 酵 素 、
す な わ ち BH4合 成 酵 素 の う ち い ず れ か 1つ の レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 、
治 療 さ れ る 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 を 軽 減 す る こ と も で き る 。 こ の 点 に 関 連 し て 、 BH4合 成
は 、 以 下 の 酵 素 の う ち 少 な く と も 1つ 、 2つ も し く は 3つ 、 ま た は 3つ よ り も 多 く の 生 物 活 性
を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 低 下 さ せ る こ と が で き る ： セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR
） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン シ ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTP
CH） 、 プ テ リ ン -4α -カ ル ビ ノ ー ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ
ク タ ー ゼ （ DHPR） 。 こ の よ う な 活 性 は 、 治 療 を 受 け て い な い 対 照 の 少 な く と も 10％ 、 20％
、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 99％ 、 ま た は さ ら に は 100％ 低 下
さ せ る こ と が で き る 。 ま た は 、 BH4生 物 活 性 を 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ フ ィ ー ド バ ッ ク 調
節 タ ン パ ク 質 （ GFRP） の 発 現 ま た は GTPCH結 合 活 性 も し く は そ の 他 の 生 物 活 性 を 高 め る こ
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と に よ っ て 低 下 さ せ る こ と も で き る 。 GFRPの 生 物 活 性 は 、 GFRPま た は GTPCH： GFRP複 合 体
と 特 異 的 に 結 合 す る BH4ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 類 似 体 を 投 与 す る こ と に よ っ て 高 め る こ
と が で き る 。 外 傷 性 神 経 病 変 に は 、 機 械 的 傷 害 お よ び 圧 迫 性 損 傷 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る
も の が 含 ま れ る 。 圧 迫 性 損 傷 は 、 外 傷 も し く は 外 部 損 傷 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と も あ
れ ば 、 ま た は 浸 潤 性 腫 瘍 に 起 因 す る 圧 迫 の よ う に 内 的 な 状 態 お よ び 病 態 に よ っ て 引 き 起 こ
さ れ る こ と も あ る 。 本 発 明 の 方 法 の 方 法 を 用 い る 治 療 を 適 用 し う る 代 謝 性 神 経 病 変 に は 、
例 え ば 、 糖 尿 病 性 末 梢 神 経 障 害 、 遺 伝 性 神 経 障 害 、 ま た は ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV）
な ど の 感 染 因 子 に 起 因 す る 神 経 障 害 が 含 ま れ る 。 毒 性 神 経 病 変 に は 、 例 え ば 、 他 の 治 療 薬
（ 例 え ば 、 化 学 療 法 薬 ） ま た は 化 学 物 質 お よ び 環 境 毒 （ 例 え ば 、 重 金 属 お よ び 有 機 溶 媒 ）
に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 疼 痛 の 軽 減 は 、 例 え ば 、 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン 、 ま た は 脊 髄 の 後 角 内 部
、 脳 幹 内 も し く は 脳 内 の ニ ュ ー ロ ン の 働 き の 変 化 に 起 因 す る も の で あ っ て よ い 。 こ の よ う
な 変 化 は 、 例 え ば 、 BH4を 補 助 因 子 と し て 利 用 す る さ ま ざ ま な 酵 素 の 活 性 の 低 下 、 お よ び
、 細 胞 か ら の BH4の 放 出 後 の 膜 結 合 型 BH4結 合 受 容 体 の 活 性 化 の 低 下 を 招 く 、 BH4の 合 成 の
低 下 （ 例 え ば 、 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ ） に 起 因 す る も の で あ っ て も よ い 。 BH4結 合 受 容 体
に 対 す る BH4の 作 用 は 、 BH4に 類 似 し た 競 合 的 ま た は 非 競 合 的 な 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ
っ て 阻 害 ま た は 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 BH4を 補 助 因 子 と し て 利 用 す る 酵 素 に 対 す る BH4
の 作 用 は 、 BH4に 類 似 し た 競 合 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ っ て 阻 害 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う な 結 合 ま た は 活 性 を 、 治 療 を 受 け て い な い 対 照 に 比 し て 、 少 な く と も 10％ 、 20％ 、 30％
、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 99％ 、 ま た は さ ら に は 100％ 低 下 さ せ る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 さ ら に 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） 、 そ の 前 駆 体 ま た は そ の 代 謝 産 物 の レ ベ ル
を 、 哺 乳 動 物 か ら 入 手 し た 生 物 試 料 （ 例 え ば 、 血 漿 、 組 織 試 料 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 ま た は 組
織 滲 出 物 ） に お い て 測 定 し 、 そ れ を 続 い て 、 疼 痛 ま た は 神 経 損 傷 の 診 断 ツ ー ル お よ び バ イ
オ マ ー カ ー と し て 役 立 て る こ と も で き る 。 BH4を 測 定 す る た め の 方 法 は 、 例 え ば 、 Powers 
et al. (1988) J Chromatogr 432: 321-328； Blau et al. (1994) Clin Chim Acta 226: 
159-169； Ponzone et al. (1994) Eur J Pediatr 153: 616； Zorzi et al. (2002) Mol G
enet Metab 75: 174-177； お よ び Shiraki et al. (1994) Eur J Pediatr 153: 616に 記 載
さ れ て い る 。 任 意 で 、 BH4合 成 酵 素 の う ち い ず れ か 1つ の レ ベ ル ま た は 活 性 の 上 昇 に よ り 、
哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 を 診 断 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 し た が っ て 、 さ ま ざ ま な 形 態 の 疼 痛 、 例 え ば 、 侵 害 受 容 性 疼 痛 、 炎 症
性 疼 痛 、 機 能 性 疼 痛 お よ び 神 経 障 害 性 疼 痛 （ こ れ ら は す べ て 急 性 で も 慢 性 で も よ い ） の 診
断 、 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 の た め に 有 用 で あ る 。 す な わ ち 、 治 療 し よ う と す る 哺 乳 動 物 は
、 末 梢 糖 尿 病 性 ニ ュ ー ロ パ チ ー 、 圧 迫 性 ニ ュ ー ロ パ チ ー 、 ヘ ル ペ ス 後 神 経 痛 、 三 叉 神 経 痛
も し く は 舌 咽 神 経 痛 、 外 傷 後 も し く は 術 後 の 神 経 障 害 、 腰 椎 も し く は 頸 部 神 経 根 症 、 AIDS
ニ ュ ー ロ パ チ ー 、 代 謝 性 ニ ュ ー ロ パ チ ー 、 薬 剤 誘 発 性 ニ ュ ー ロ パ チ ー 、 複 合 性 局 所 疼 痛 症
候 群 、 ク モ 膜 炎 、 脊 髄 損 傷 、 骨 も し く は 関 節 の 損 傷 、 組 織 損 傷 、 乾 癬 、 強 皮 症 、 掻 痒 、 癌
（ 例 え ば 、 前 立 腺 、 結 腸 、 乳 房 、 皮 膚 、 肝 臓 ま た は 腎 臓 ） 、 心 血 管 疾 患 （ 例 え ば 、 心 筋 梗
塞 、 狭 心 症 、 虚 血 性 も し く は 血 栓 性 の 心 血 管 疾 患 、 末 梢 血 管 閉 塞 疾 患 ま た は 末 梢 動 脈 閉 塞
疾 患 ） 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 片 頭 痛 、 群 発 性 頭 痛 も し く は 緊 張 型 頭 痛 、 皮 膚 、 筋 肉 も し く は
関 節 の 炎 症 性 疾 患 、 線 維 筋 痛 症 、 過 敏 性 腸 症 候 群 、 非 心 臓 性 胸 痛 、 膀 胱 炎 、 膵 炎 、 ま た は
骨 盤 痛 を 有 す る と 診 断 さ れ た も の で よ い 。 ま た は 、 治 療 が 求 め ら れ て い る 疼 痛 が 、 外 傷 性
損 傷 、 手 術 、 皮 膚 組 織 の 熱 傷 （ 熱 的 、 化 学 的 も し く は 放 射 線 照 射 に よ る 刺 激 に よ っ て 起 こ
っ た も の ） ま た は 日 焼 け の 結 果 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 治 療 し よ う と す る 哺 乳 動 物 に 対 し て 、 例 え ば 、 以 下 の 化 合 物 の う ち 少
な く と も 1つ を 含 む 組 成 物 を 投 与 す る こ と が で き る ： メ ト ト レ キ サ ー ト 、 ト リ メ ト プ リ ム -
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ス ル フ ァ メ ト キ サ ゾ ー ル 、 2,6ジ ア ミ ノ ヒ ド ロ キ シ ピ リ ミ ジ ン （ DAHP） 、 テ ト ラ ヒ ド ロ -L-
ビ オ プ テ リ ン 、 L-セ ピ ア プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ -L-ビ オ プ テ リ ン 、 6,7-ジ メ チ ル テ ト ラ
ヒ ド ロ プ テ リ ン 塩 酸 塩 、 8-ブ ロ モ -cGMP、 N-ア セ チ ル -セ ロ ト ニ ン （ NAS） 、 N-ク ロ ロ ア セ
チ ル セ ロ ト ニ ン 、 N-メ ト キ シ ア セ チ ル セ ロ ト ニ ン お よ び N-ク ロ ロ ア セ チ ル ド ー パ ミ ン 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 含 ん で も よ く 、 こ の 際 、 R 1 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

4

、 CONR 4 R 5 、 SO 2 R
4 、 SO 2 NR

4 R 5 、 OR 4 、 ま た は NR 4 R 5 で あ る 。 R 4 お よ び R 5 の そ れ ぞ れ は 独 立 に
、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク
ヘ テ ロ ア リ ー ル （ alkheteroaryl） で あ っ て よ い ； R 2 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル
、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ い ； R 3 は
H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ
ア リ ー ル 、 CO 2 R

6 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R
6 ま た は SO 2 NR

7 R 8 で あ っ て よ く 、 式 中 、 R 6 は C 1 - 6 ア ル キ
ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル
で あ り 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ
ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た は 、 R 3 が 上 記 の 通 り で あ っ て 、 R 1 お よ び R 2 が 共 に 、
　
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 Oま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形
成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー
ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 任 意 で 、 R 3 が 上 記 の 通 り で あ っ て 、 R 1 お よ び R 2 が 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 ま
た は R 1 3 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

7 、 CONR 7 R 8 、 SO

2 R
7 、 SO 2 NR

7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は
C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 こ の 際 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -C 6 ア
ル キ ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア
リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 も う 1つ の 選 択 肢 と し て 、 R 1 お よ び R 2 が 共 に 、
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に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R
1 0 、 R 1 1 お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2

を 有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 任 意 で 、 組 成 物 が 、 R 1 が H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

4 、 CONR 4 R 5 、 SO 2 R
4 、 S

O 2 NR
4 R 5 、 OR 4 ま た は NR 4 R 5 で あ る よ う な 、 式 （ I） の 化 合 物 を 有 し て も よ い 。 そ れ に 応 じ て

、 R 4 お よ び R 5 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ く 、 R 2 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C

6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ
て よ く 、 R 3 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4
ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

6 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R
6 ま た は SO 2 NR

7 R 8 で あ っ て よ く 、 式 中 、 R 6

は C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ
テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル
、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 望 ま し い 場 合 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 こ の 際 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 Oま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を
形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ
ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た は 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
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に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 お よ び R 1 3

の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R

7 、 SO

2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア

ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 式 中 、 R 4 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -C 6 ア ル キ
ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー
ル で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た は 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R
1 0 、 R 1 1 お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2

を 有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 場 合 に は 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 Oま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形
成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー
ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た は 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 お よ び R 1 3

の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R

7 、 SO

2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア

ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 こ の 際 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -C 6 ア ル キ ル
、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル
で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 任 意 で 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 ん で も よ く 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1

お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2 を 有 す る
窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 の 内 部 に 含 ま れ う る 化 合 物 の 例 に は 、 例 え ば 、 以 下 の も の が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 ん で も よ く 、 式 中 、 R 1 5 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー
ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 R 1 6 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6
- 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

1 7 、 C
ONR 1 8 R 1 9 、 SO 2 R

1 7 ま た は SO 2 NR
1 8 R 1 9 で あ る 。 R 1 7 は C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ

ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ く 、 R 1 8 お よ び R 1 9

の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ
ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 望 ま し い 場 合 、 鎮 痛 薬 な ど の 第 2の 治 療 薬 を 、 本 発 明 の 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る
こ と も で き 、 こ れ に は 例 え ば 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 （ NSAID
） （ ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン 、 非 COX-2選 択 的 薬 剤 ま た は COX-2選 択 的 阻 害 薬 を 含 む ） 、 オ ピ オ
イ ド 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 モ ル ヒ ネ 、 コ デ イ ン 、 ヒ ド ロ コ ド ン 、 ヒ ド ロ モ ル フ ォ ン
、 レ ボ ル フ ァ ノ ー ル 、 メ サ ド ン 、 メ ペ リ ジ ン 、 ブ ト ル フ ァ ノ ー ル 、 ブ プ ラ ノ ル フ ィ ン 、 ナ
ル ブ フ ィ ン 、 ア ル フ ェ ン タ ニ ル 、 ス フ ェ ン タ ニ ル 、 フ ェ ン タ ニ ル 、 ト ラ マ ド ー ル 、 ペ ン タ
ゾ シ ン 、 プ ロ ポ キ シ フ ェ ン ま た は オ キ シ コ ド ン ） 、 三 環 系 抗 う つ 薬 （ 例 え ば 、 ド キ セ ピ ン
、 ア ミ ト リ プ チ リ ン 、 イ ミ プ ラ ミ ン 、 ノ ル ト リ プ チ リ ン 、 デ シ プ ラ ミ ン ま た は ベ ン ラ フ ェ
キ シ ン ） 、 SSRI（ 例 え ば 、 パ ロ キ セ チ ン 、 セ ル ト ラ リ ン 、 フ ル オ キ セ チ ン ま た は シ タ ロ プ
ラ ム ） 、 抗 け い れ ん 薬 （ 例 え ば 、 フ ェ ニ ト イ ン 、 カ ル バ マ ゼ ピ ン 、 オ キ シ カ ル バ ゼ ピ ン 、
ラ モ ト リ ジ ン 、 バ ル プ ロ 酸 塩 、 プ レ ガ バ リ ン ま た は ギ ャ バ ペ ン チ ン ） 、 電 位 依 存 性 ナ ト リ
ウ ム チ ャ ン ネ ル 遮 断 薬 、 膜 安 定 化 薬 、 神 経 遮 断 薬 （ 例 え ば 、 リ ド カ イ ン 、 ブ ピ ビ カ イ ン 、
プ リ ロ カ イ ン ま た は メ キ シ リ チ ン ） 、 N型 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 遮 断 薬 （ 例 え ば 、 ジ コ ニ
チ ド ） 、 5-HT1D受 容 体 ア ゴ ニ ス ト な ど の セ ロ ト ニ ン 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 、 ス マ ト リ
プ タ ム 、 ゾ ル マ ト リ プ タ ン 、 リ ゾ ト リ プ タ ン 、 ナ ラ ト リ プ タ ン 、 ア ル モ ト リ プ タ ン ま た は
フ ロ バ ト リ プ タ ン ） 、 ス テ ロ イ ド （ 例 え ば 、 コ ル チ ゾ ン 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 プ レ ド ニ ゾ
ロ ン ま た は メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン ） 。 本 発 明 に よ れ ば 、 第 2の 治 療 薬 は 、 単 一 の 薬 剤 と し
て 投 与 さ れ た 場 合 に は 治 療 効 果 （ 鎮 痛 な ど ） が あ っ て も な く て も よ い が 、 本 発 明 の 組 成 物
と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ た 場 合 に は こ の よ う な 効 果 （ ま た は 相 加 的 ま た は 相 乗 的 な 増 大 ）
を も た ら す 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 鎮 痛 薬 の そ の 他 の 例 に は 、 例 え ば 、 ア セ ト ア ミ ノ フ ェ
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ン 、 ア セ チ ル サ リ チ ル 酸 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ナ プ ロ キ セ ン 、 フ ェ ノ プ ロ フ ェ ン 、 イ ン ド メ
タ シ ン 、 ケ ト ロ ラ ッ ク 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 、 セ レ コ キ シ ブ 、 バ ル デ コ キ シ ブ 、 パ ラ コ キ シ ブ
、 ク ロ ナ ゼ パ ム 、 ジ ア ゼ パ ム 、 カ プ サ イ シ ン 、 ケ タ ミ ン 、 ク ロ ニ ジ ン ま た は バ ク ロ フ ェ ン
が 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た は 、 第 2の 治 療 薬 が 、 以 下 の 酵 素 の う ち い ず れ か を 含 む 、 BH4を 補 助 因 子 と し て 利 用
す る 任 意 の 酵 素 の 阻 害 薬 で あ っ て も よ い ： 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ （ NOS） の す べ て の ア イ
ソ フ ォ ー ム 、 例 え ば eNOS、 iNOSま た は nNOSな ど ； チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ； ト リ プ ト フ
ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ I（ 非 神 経 性 Tph1） お よ び II（ 神 経 性 Tph2） ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ヒ
ド ロ キ シ ラ ー ゼ ； ド ー パ ミ ン -β -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ； N-メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ； な ら
び に エ ー テ ル 脂 質 オ キ シ ダ ー ゼ 。 第 2の 治 療 薬 に は ま た 、 BH4の 、 そ の 補 酵 素 機 能 と は 独 立
し た 直 接 的 効 果 を 阻 害 す る 薬 剤 、 例 え ば 、 BH4の 膜 結 合 型 受 容 体 と の 結 合 を 妨 げ る 薬 剤 な
ど も 含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 第 2の 治 療 薬 は 、 一 緒 に 投 与 し て も よ く （ 2つ の 別 個 の 製 剤 ま た は
単 一 の 製 剤 と し て ） 、 ま た は 別 々 に （ 例 え ば 、 互 い に 1時 間 、 2時 間 、 3時 間 、 6時 間 ま た は
24時 間 以 内 に ） 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 も う 1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し
く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 哺 乳 動 物 の 生 物 試 料 に お け る （
例 え ば 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 、 組 織 滲 出 物 ま た は 組 織 試 料 ） に お け る 、 BH4
、 BH4の 前 駆 体 も し く は 中 間 体 （ 例 え ば 、 7,8-ジ ヒ ド ロ ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 お よ び 6-ピ
ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン ） ま た は BH4の 代 謝 産 物 （ 例 え ば 、 プ テ リ ン 、 ビ プ テ リ ン
、 7,8ジ ヒ ド ロ プ テ リ ン 、 7,8ジ ヒ ド ロ キ サ ン ト プ テ リ ン 、 キ サ ン ト プ テ リ ン 、 イ ソ キ サ ン
ト プ テ リ ン 、 ロ イ コ プ テ リ ン ま た は ネ オ プ テ リ ン ） の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ る 方 法 を
特 徴 と す る 。 本 発 明 の こ の 局 面 に よ れ ば 、 BH4、 BH4前 駆 体 、 BH4中 間 体 ま た は BH4代 謝 産 物
の レ ベ ル は 、 こ れ ら の 分 子 の い ず れ か の 増 加 に よ っ て 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 が 診 断 さ れ る
よ う な 疼 痛 の バ イ オ マ ー カ ー と し て 役 立 つ 。 ま た は 、 哺 乳 動 物 に お い て 、 疼 痛 の 臨 床 診 断
を 、 哺 乳 動 物 に お け る 、 BH4合 成 酵 素 の い ず れ か 1つ （ 例 え ば 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー
ゼ （ SPR） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン シ ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー
ゼ （ GTPCH） 、 プ テ リ ン -4α カ ル ビ ノ ー ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ
ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） ） の レ ベ ル （ 例 え ば 、 mRNAも し く は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル ） ま た は
活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て 裏 づ け る こ と も で き る 。 同 様 に 、 疼 痛 の 診 断 は 、 こ の よ う な
酵 素 の 活 性 ま た は レ ベ ル の 上 昇 を 確 定 す る こ と に よ っ て 裏 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 に お け る 、 疼 痛 、 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神
経 病 変 を さ ら に 増 大 さ せ る 内 因 性 機 構 を 、 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め の 候 補 化 合 物 を
同 定 す る た め の 方 法 も 提 供 す る 。 本 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： （ a） BH4を 合 成 す る 細 胞 を
候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び （ b） BH4の レ ベ ル ま た は 活 性 （ 例 え ば 、 補 助 因 子 と
し て 機 能 す る 能 力 、 ま た は 膜 結 合 型 受 容 体 と 結 合 す る 能 力 ） を 測 定 す る 段 階 。 化 合 物 と 接
触 し て い な い 細 胞 に お け る BH4の レ ベ ル ま た は 活 性 に 比 し て BH4の レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下
さ せ る 化 合 物 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病
変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め の 候 補 化 合 物 と し て 同 定 さ れ る 。 ま た は 、 段 階 （ a）
に お け る 細 胞 が 、 BH4合 成 酵 素 の い ず れ か 1つ （ 例 え ば 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SP
R） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン シ ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GT
PCH） 、 プ テ リ ン -4α カ ル ビ ノ ー ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ
ク タ ー ゼ （ DHPR） ） を 発 現 し て も よ く 、 任 意 で 、 段 階 （ b） が 、 候 補 化 合 物 の 阻 害 活 性 を
評 価 す る た め に 、 こ の よ う な 酵 素 の 発 現 ま た は 生 物 活 性 を 測 定 す る こ と を 含 ん で も よ い 。
必 要 に 応 じ て 、 BH4合 成 酵 素 は タ ン パ ク 質 融 合 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 段 階 （ b） は 、 BH4の レ ベ ル も し く は 活 性 の 測 定 、 ま た は 代 替 的 に は 、 BH4合 成 酵 素
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の う ち 1つ の mRNAも し く は タ ン パ ク 質 レ ベ ル ま た は 酵 素 活 性 の 測 定 を 含 む 。 細 胞 は 哺 乳 動
物 細 胞 （ 例 え ば 、 ヒ ト ま た は 齧 歯 動 物 の 細 胞 ） で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 1つ の 関 連 し た 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性
も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た
め の 代 替 的 な 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 （ a） タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 BH4結 合 受 容 体 ま
た は BH4依 存 性 酵 素 ） 上 の プ テ リ ジ ン 結 合 部 位 ま た は 特 異 的 BH4結 合 部 位 を 同 定 す る 段 階 ；
（ b） こ の よ う な BH4結 合 タ ン パ ク 質 （ 受 容 体 ま た は 酵 素 ） を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階
； な ら び に （ c） 候 補 化 合 物 が タ ン パ ク 質 上 の BH4部 位 と 結 合 し て タ ン パ ク 質 に 対 す る BH4
の 結 合 ま た は 活 性 を 阻 害 す る （ 例 え ば 、 そ れ 自 体 の BH4部 位 に 対 す る 結 合 に よ り ） か 否 か
を 判 定 す る 段 階 。 BH4の 活 性 ま た は 結 合 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 疼 痛 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性
も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め の 候 補 化 合 物 と し て 同 定 さ
れ る 。 任 意 で 、 こ の 方 法 は さ ら に 、 候 補 化 合 物 を 、 BH4を 補 助 因 子 と し て 用 い る 酵 素 （ 例
え ば 、 NOS） ま た は BH4と 結 合 す る 膜 受 容 体 の い ず れ か 1つ と 接 触 さ せ る 段 階 、 な ら び に 候
補 化 合 物 が こ の よ う な 酵 素 ま た は 受 容 体 と 結 合 す る か 否 か 、 お よ び ／ ま た は そ の 活 性 を 阻
害 す る か 否 か を 判 定 す る 段 階 を 含 み う る 。 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 外
傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め の 候 補 化 合 物
を 同 定 す る た め の さ ら に も う 1つ の 方 法 も 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 （ a） GTPシ ク ロ ヒ ド ロ
ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 GTPCHフ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 （ GFRP） お よ び 候 補 化 合 物 を 提 供
す る 段 階 ； （ b） GTPCHと GFRPと の 結 合 を 測 定 す る 段 階 ； お よ び （ c） GTPCHと GFRPと の 結 合
が 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 増 加 す る よ う な 、 疼 痛 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢
神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 有 用 な 候 補 化 合 物 を 同 定 す る 段 階 。 好 ま し い
態 様 に お い て 、 GTPCHお よ び GFRPは ヒ ト タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の 方 法 に お い て 、 候 補 化 合
物 は 、 好 ま し く は 、 GFRPま た は GTPCH:GFRP複 合 体 の い ず れ か と 結 合 し う る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 候 補 化 合 物 が 、 細 胞 、 例 え ば 齧 歯 動 物 ま た は ヒ ト の
細 胞 と い っ た 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 、 BH4合 成 酵 素 の 1つ ま た は す べ て の 発 現 を 低 下 さ せ 、
BH4レ ベ ル の 低 下 を も た ら す 能 力 を 調 べ る 。 最 も 好 ま し く は 、 BH4合 成 酵 素 遺 伝 子 は ヒ ト の
セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン シ ン タ ー ゼ （ PTP
S） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ I（ GTPCH I） 、 プ テ リ ン -4α カ ル ビ ノ ー ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ
ー ゼ ま た は ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト を 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 疼
痛 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る の に 十
分 な 量 の 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の レ ベ ル お よ び 活 性 を 低 下 さ せ る 組 成 物 、
な ら び に 疼 痛 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 の 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防
を 目 的 と す る 哺 乳 動 物 に 対 す る 組 成 物 の 送 達 の た め の 使 用 説 明 書 を 含 む キ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 哺 乳 動 物 の 生 物 試 料 （ 例 え ば 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 、 組
織 滲 出 物 お よ び 組 織 の 試 料 ） か ら の 、 BH4、 そ の 前 駆 体 お よ び 中 間 体 （ 例 え ば 、 7,8-ジ ヒ
ド ロ ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 お よ び 6-ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン ） ま た は 代 謝 産 物 （
例 え ば 、 プ テ リ ン 、 ビ オ プ テ リ ン 、 7,8ジ ヒ ド ロ プ テ リ ン 、 7,8ジ ヒ ド ロ キ サ ン ト プ テ リ ン
、 キ サ ン ト プ テ リ ン 、 イ ソ キ サ ン ト プ テ リ ン 、 ロ イ コ プ テ リ ン お よ び ネ オ プ テ リ ン ） の 測
定 の た め の 診 断 キ ッ ト も 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 BH4に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 、 な ら び に
哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 を 診 断 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 む キ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 BH4標 的 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 方 法 も 特 徴 と す る 。 そ の 第 1の 方 法
は 、 （ a） 試 料 お よ び BH4を 提 供 す る 段 階 ； （ b） 試 料 タ ン パ ク 質 と BH4と の 結 合 を 可 能 に す
る 条 件 下 で 、 試 料 を BH4と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び （ c） BH4を 検 出 す る こ と に よ っ て BH4の
試 料 タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 評 価 す る 段 階 で あ っ て 、 BH4と 結 合 す る 試 料 タ ン パ ク 質 が BH4標
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的 タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ る 段 階 、 を 含 む 。 1つ の 態 様 に お い て 、 評 価 の 段 階 （ c） は 、
質 量 分 析 法 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 顕 微 鏡 法 ま た は 原 子 間 力 顕 微 鏡 法 な ど の 検 出 方 法 を 利 用
す る 。 BH4標 的 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 本 方 法 に 用 い う る 生 物 試 料 は 、 任 意 の 源 に 由
来 し う る 。 好 ま し い 試 料 は 、 例 え ば 後 角 ま た は 後 根 神 経 節 を 含 む 神 経 組 織 の よ う な 哺 乳 動
物 神 経 組 織 か ら 調 製 さ れ た 抽 出 物 で あ る 。 試 料 は 膜 結 合 型 タ ン パ ク 質 を 含 む こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 BH4標 的 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 第 2の 方 法 は 、 （ a） BH4お よ び ア レ イ を 提 供 す る 段
階 で あ っ て 、 ア レ イ が 複 数 の 固 定 化 さ れ た 精 製 タ ン パ ク 質 種 か ら な り 、 ア レ イ 中 の タ ン パ
ク 質 種 の そ れ ぞ れ が 他 の タ ン パ ク 質 種 の そ れ ぞ れ と 空 間 的 に 分 離 さ れ る 段 階 ； （ b） タ ン
パ ク 質 種 と BH4と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 ア レ イ を BH4と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び （
c） BH4の タ ン パ ク 質 種 と の 結 合 を 評 価 す る 段 階 で あ っ て 、 BH4と 結 合 す る タ ン パ ク 質 種 が B
H4標 的 タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ る 段 階 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 前 記 の 2つ の 方 法 の い ず れ の 好 ま し い 態 様 に お い て も 、 BH4は 検 出 可 能 な よ う に 標 識 さ れ
る 。 有 用 な 検 出 可 能 な 標 識 に は 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 （ 例 え ば 、 ト リ チ ウ ム ） ま た は ビ
オ チ ン が 含 ま れ る 。 他 の 有 用 な 態 様 に お い て 、 評 価 の 段 階 （ c） は 、 BH4特 異 的 抗 体 の 使 用
を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 BH4の 生 物 活 性 を 低 下 さ せ る た め の 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 組
成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
を 有 し て も よ く 、 こ の 際 、 R 1 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

4 、 CONR 4 R 5 、 SO 2 R
4 、 SO 2 NR

4 R 5 、 OR 4 ま た は NR 4 R 5 で あ る 。 R 4 お よ び R 5 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル
、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で
あ っ て よ い ； R 2 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま
た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ い ； R 3 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ
テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

6 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R
6 ま

た は SO 2 NR
7 R 8 で あ っ て よ く 、 式 中 、 R 6 は C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル

、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立
に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル
ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た は 、 R 3 が 上 記 の 通 り で あ っ て 、 R 1 お よ び R 2 が 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 Oま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形
成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー
ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 任 意 で 、 R 3 が 上 記 の 通 り で あ っ て 、 R 1 お よ び R 2 が 共 に 、
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に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 ま
た は R 1 3 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

7 、 CONR 7 R 8 、 SO

2 R
7 、 SO 2 NR

7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は
C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 こ の 際 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -C 6 ア
ル キ ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア
リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 も う 1つ の 選 択 肢 と し て 、 R 1 お よ び R 2 が 共 に 、
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R
1 0 、 R 1 1 お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2

を 有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 任 意 で 、 組 成 物 は 、 R 1 が H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

4 、 CONR 4 R 5 、 SO 2 R
4 、 S

O 2 NR
4 R 5 、 OR 4 ま た は NR 4 R 5 で あ る よ う な 、 式 （ I） の 化 合 物 を 有 し て も よ い 。 そ れ に 応 じ て

、 R 4 お よ び R 5 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ く 、 R 2 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C

6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ
て よ く 、 R 3 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4
ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

6 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R
6 ま た は SO 2 NR

7 R 8 で あ っ て よ く 、 式 中 、 R 6

は C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ
テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル
、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 望 ま し い 場 合 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 こ の 際 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 Oま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を
形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ
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ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た は 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 お よ び R 1 3

の そ れ ぞ れ は は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R

7 、
SO 2 NR

7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4
ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 式 中 、 R 4 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -C 6 ア ル
キ ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ
ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま た は 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R
1 0 、 R 1 1 お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2

を 有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 場 合 に は 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
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に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 Oま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形
成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー
ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た は 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 お よ び R 1 3

の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R

7 、 SO

2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア

ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 こ の 際 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -C 6 ア ル キ ル
、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 任 意 で 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 ん で も よ く 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1

お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2 を 有 す る
窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 の 内 部 に 含 ま れ う る 化 合 物 の 例 に は 、 例 え ば 、 以 下 の も の が 含 ま れ る 。

10

20

30

40

(24) JP 2007-511520 A 2007.5.10



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 ん で も よ く 、 式 中 、 R 1 5 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー
ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 R 1 6 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6
- 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

1 7 、 C
ONR 1 8 R 1 9 、 SO 2 R

1 7 ま た は SO 2 NR
1 8 R 1 9 で あ る 。 R 1 7 は C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ

ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ く 、 R 1 8 お よ び R 1 9

の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ
ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 を 、 上 記 の 方 法 に 用 い る の に 適 し た 任 意 の 第 2の 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ て
も よ い 。 組 成 物 は 単 独 で 、 ま た は 任 意 の 第 2の 治 療 薬 と の 組 み 合 わ せ と し て 、 薬 学 的 に 許
容 さ れ る 担 体 ま た は 添 加 剤 と と も に 治 療 組 成 物 中 に 存 在 し う る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 BH4合 成 酵 素 融 合 遺 伝 子 」 と は 、 第 2の 異 種 核 酸 配 列 と 機 能 的 に 結 合 し た 、 BH4合 成 酵
素 （ 例 え ば 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン シ
ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 プ テ リ ン -4α カ ル ビ ノ ー ル ア ミ ン
デ ヒ ド ラ タ ー ゼ お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） ） の プ ロ モ ー タ ー お よ び
／ ま た は 全 体 的 も し く は 部 分 的 な コ ー ド 領 域 を 意 味 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 第 2の
異 種 核 酸 配 列 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 、 す な わ ち そ の 発 現 を ア ッ セ イ し う る 遺 伝 子 で あ る 。
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 例 に は 、 グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ GUS） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル ト ラ ン ス ア セ チ ラ ー ゼ （ CAT） 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ お よ び β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 候 補 化 合 物 」 と は 、 天 然 に 存 在 す る か 人 工 的 に 得 ら れ る か に か か わ ら ず 、 何 ら か の 化
学 物 質 の こ と を 意 味 す る 。 候 補 化 合 物 に は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 合 成 有 機
分 子 、 天 然 有 機 分 子 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 お よ び そ れ ら の 構 成 要 素 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 」 と は 、 そ の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 に 対
応 す る 野 生 型 タ ン パ ク 質 の 10、 20、 35、 50、 100、 150個 の 、 ま た は 150個 を 上 回 る ア ミ ノ
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酸 に 対 し て 、 少 な く と も 50％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ ま た は さ ら に は 99％ の 配 列 相 同 性
を 有 す る 、 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の こ と を 意 味 す る 。 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 は 、
失 活 性 の 変 異 に 加 え て 、 野 生 型 分 子 の 欠 失 体 ま た は 切 断 体 か ら な り う る 。 例 え ば 、 ド ミ ナ
ン ト ネ ガ テ ィ ブ BH4合 成 酵 素 が 、 BH4ま た は そ の 中 間 体 （ 例 え ば 、 7,8-ジ ヒ ド ロ ネ オ プ テ リ
ン 三 リ ン 酸 お よ び 6-ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン ） を 生 成 す る よ う に は も は や 機 能 し
な い よ う な 欠 失 を 有 す る 、 切 断 型 の BH4合 成 酵 素 変 異 体 で あ っ て も よ く 、 こ れ に は 例 え ば
、 そ の 触 媒 活 性 を 失 っ て お り 、 そ れ に よ っ て BH4合 成 経 路 を 妨 害 す る よ う な GTPCHが 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 オ ピ オ イ ド 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 」 と は 、 オ ピ オ イ ド 受 容 体 の μ 、 κ ま た は δ サ ブ タ イ プ
と 結 合 し て 、 こ れ ら の 受 容 体 で の オ ピ オ イ ド の 機 能 を 模 倣 す る 、 任 意 の 天 然 の 半 合 成 ま た
は 合 成 の 化 合 物 の こ と を 意 味 す る 。 オ ピ オ イ ド 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト は 、 ペ プ チ ド で あ っ て も
非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 オ ピ オ イ ド 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト の 、 少 な
く と も 1つ の オ ピ オ イ ド 受 容 体 サ ブ タ イ プ に 対 す る Kdは 1μ M未 満 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 1
00nM未 満 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 10nM未 満 、 ま た は さ ら に は 1nM未 満 で あ る 。 オ ピ オ イ ド
受 容 体 ア ゴ ニ ス ト に は 一 般 に 、 例 え ば 、 フ ェ ナ ン ト レ ン 、 フ ェ ニ ル ヘ プ チ ル ア ミ ン 、 フ ェ
ニ ル ピ ペ リ ジ ン 、 モ ル フ ィ ナ ン お よ び ベ ン ゾ モ ル フ ァ ン 系 の 化 合 物 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー
が 含 ま れ る 。 オ ピ オ イ ド 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト に は 、 例 え ば 、 モ ル ヒ ネ 、 ヒ ド ロ モ ル フ ォ ン 、
オ キ シ モ ル フ ォ ン 、 コ デ イ ン 、 オ キ シ コ ド ン 、 ヒ ド ロ コ ド ン 、 メ サ ド ン 、 メ ペ リ ジ ン 、 レ
ボ ル フ ァ ノ ー ル 、 ナ ル ブ フ ィ ン 、 ス フ ェ ン タ ニ ル 、 ア ル フ ェ ン タ ニ ル 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
、 ペ ン タ ゾ シ ン 、 プ ロ ポ キ シ フ ェ ン お よ び ブ ト ル フ ァ ノ ー ル が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 有 効 量 」 と は 、 単 独 で 、 ま た は 本 発 明 に よ る 組 み 合 わ せ の 一 部 と し て 、 痛 み の 感 覚 を
予 防 、 軽 減 ま た は 除 去 す る た め に 必 要 な 化 合 物 の 量 の こ と を 意 味 す る 。 疼 痛 の 治 療 を 目 的
と し て 本 発 明 を 実 施 す る た め に 用 い ら れ る 活 性 化 合 物 の 有 効 量 は 、 投 与 の 様 式 、 対 象 の 年
齢 お よ び 体 重 、 な ら び に 疼 痛 を 引 き 起 こ し て い る 基 礎 を な す 病 態 に 応 じ て さ ま ざ ま で あ る
。 最 終 的 に は 、 担 当 す る 医 師 ま た は 獣 医 が 、 適 切 な 量 お よ び 投 薬 レ ジ メ ン を 決 断 す る と 考
え ら れ る 。 こ の よ う な 量 は 「 有 効 」 量 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 疼 痛 」 と は 、 す べ て の タ イ プ の 疼 痛 の こ と を 意 味 し 、 こ れ に は 例 え ば 、 急 性 で あ る か
慢 性 で あ る か に か か わ ら ず 、 末 梢 神 経 お よ び 中 枢 神 経 障 害 性 疼 痛 、 機 能 性 疼 痛 、 炎 症 性 疼
痛 ま た は 侵 害 受 容 性 疼 痛 が 含 ま れ る 。 疼 痛 性 状 態 の 例 に は 、 術 後 ま た は 外 傷 後 疼 痛 、 慢 性
腰 痛 、 関 節 リ ウ マ チ の 痛 み 、 変 形 性 関 節 症 、 線 維 筋 痛 症 、 群 発 性 頭 痛 、 ヘ ル ペ ス 後 神 経 痛
、 幻 肢 痛 、 中 枢 性 脳 卒 中 後 疼 痛 、 歯 痛 、 オ ピ オ イ ド 耐 性 疼 痛 、 内 臓 痛 、 骨 損 傷 痛 、 陣 痛 、
熱 傷 （ 日 焼 け を 含 む ） に 起 因 す る 疼 痛 、 分 娩 後 痛 、 片 頭 痛 、 緊 張 型 頭 痛 、 狭 心 痛 お よ び 尿
生 殖 路 関 連 痛 （ 例 え ば 、 膀 胱 炎 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 「 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の 生 物 活 性 を 低 下 さ せ る 」 と は 、 BH4に 起 因 す る 生
物 活 性 に 伴 う 機 能 的 結 果 を 減 じ さ せ る こ と を 意 味 す る 。 一 般 に 、 BH4生 物 活 性 の 低 下 は 、
例 え ば 、 BH4分 子 の 量 （ レ ベ ル ） の 減 少 の 結 果 で あ っ て よ く 、 こ れ は デ ノ ボ BH4合 成 の 減 少
／ 阻 害 、 BH4異 化 の 増 加 ／ 加 速 化 、 ま た は こ の 2つ の 組 み 合 わ せ に よ っ て 影 響 を 受 け る と 思
わ れ る 。 ま た は 、 標 的 分 子 で の BH4の 作 用 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 BH4の 生 物 活 性 を 低 下
さ せ る こ と も で き る 。 例 え ば 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 酵 素 ） 上 の BH4結 合 部
位 と 結 合 す る 競 合 的 BH4阻 害 薬 は 生 物 活 性 を 低 下 さ せ る と 考 え ら れ る 。 非 競 合 的 BH4阻 害 薬
も こ の 定 義 に 含 ま れ る 。 同 様 に 、 BH4を 効 果 的 に 捕 捉 し て そ れ が エ フ ェ ク タ ー 分 子 と 結 合
す る の を 防 止 す る BH4結 合 分 子 に も BH4生 物 活 性 を 低 下 さ せ る 効 果 が あ る 。 こ の よ う な 低 下
は 、 例 え ば 、 対 照 条 件 に 比 し て 少 な く と も 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、
80％ 、 90％ 、 100％ の 低 下 、 ま た は 100％ を 上 回 る 低 下 で あ っ て よ い 。 よ り 詳 細 に は 、 BH4
レ ベ ル ま た は 活 性 は 、 例 え ば 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク
タ ー ゼ （ SPR） お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） と い っ た 、 BH4合 成 経 路 に
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か か わ る 酵 素 の 酵 素 活 性 を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な
酵 素 活 性 を 、 対 照 に 比 し て 少 な く と も 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％
、 90％ 、 100％ 、 ま た は さ ら に は 100％ を 超 え て 低 下 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 GTPC
Hは 、 GTPCHフ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 （ GFRP） の レ ベ ル ま た は 結 合 活 性 を 高 め る こ と
に よ っ て 阻 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 疼 痛 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る こ と 」 と は 、 対 象 に お け る 痛 み の 感 覚 を 、 そ れ が 起
こ る 前 、 起 こ っ て い る 最 中 ま た は そ の 後 に 予 防 、 軽 減 ま た は 除 去 す る こ と を 意 味 す る 。 治
療 を 受 け て い な い 同 等 の 対 照 と 比 較 し て 、 こ の よ う な 軽 減 ま た は 予 防 の 程 度 は 、 当 技 術 分
野 で 知 ら れ た 任 意 の 標 準 的 な 技 法 に よ る 測 定 で 、 少 な く と も 5％ 、 10％ 、 20％ 、 40％ 、 50
％ 、 60％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ ま た は 100％ で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 疼 痛 を 治 療 す る
た め に は 、 治 療 は 必 ず し も 、 痛 み の 感 覚 の 原 因 と な る 基 礎 病 態 に 対 す る 治 療 法 を 提 供 し な
い 。 疼 痛 の 治 療 は 純 粋 に 対 症 的 で あ り う る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 「 疼 痛 を 診 断 す る こ と 」 と は 、 末 梢 神 経 に 対 す る 障 害 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 何 ら か
の 刺 激 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疼 痛 を 検 出 す る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 疼 痛 を 、 痛 み の
感 覚 と 関 連 ま た は 相 関 す る 代 用 マ ー カ ー を 検 出 す る こ と に よ っ て 診 断 す る こ と も で き る 。
本 発 明 に よ れ ば 、 疼 痛 、 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 が 、 哺 乳 動 物
か ら の 生 物 試 料 （ 例 え ば 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 、 組 織 滲 出 物 ま た は 組 織 の 試
料 ） に お け る BH4、 BH4中 間 体 、 BH4前 駆 体 ま た は BH4代 謝 産 物 の レ ベ ル の 上 昇 を 測 定 お よ び
検 出 す る こ と に よ っ て 診 断 さ れ る 。 こ の よ う な レ ベ ル が 対 照 よ り も 少 な く と も 10％ 、 20％
、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 100％ 、 ま た は 100％ よ り も 高 け れ ば 、 哺
乳 動 物 に お け る 疼 痛 が 診 断 さ れ る 。 ま た は 、 BH4合 成 酵 素 の い ず れ か 1つ の レ ベ ル ま た は 活
性 を 測 定 し 、 BH4酵 素 の レ ベ ル ま た は 活 性 の 上 昇 が 検 出 さ れ れ ば 疼 痛 が 診 断 さ れ る 。 こ の
よ う な 上 昇 は 、 対 照 条 件 を 少 な く と も 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 80％ 、 90％
、 95％ 、 100％ 、 ま た は 100％ よ り も 上 回 る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 抗 体 に 言 及 し て 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ～ に 対 し て 特 異 的 な 」 と は 、 特 定 の タ ン パ ク 質
ま た は 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 親 和 性 が 、 同 量 の 他 の あ ら ゆ る タ ン パ ク 質 ま た は 抗 原 に 比 し て
高 い こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 BH4に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 ） は 、 BH4に 対 す る 親 和 性 が 、 同 量 の 他 の あ ら ゆ る 抗 原 （ 類 縁 性 の あ る 抗 原 を 含 む ）
に 対 す る 親 和 性 よ り も 、 少 な く と も 2倍 、 5倍 、 10倍 、 30倍 ま た は 100倍 の 大 き い こ と が 望
ま し い 。 別 の タ ン パ ク 質 ま た は 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に し
て 、 当 技 術 分 野 に お け る さ ま ざ ま な 標 準 的 な 方 法 の 任 意 の も の 、 例 え ば ウ エ ス タ ン 分 析 、
ELISAま た は 免 疫 共 沈 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 言 及 す る 場 合 、 「 実 質 的 に 同 一 な 」 と は 、 参 照 ア ミ ノ
酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 75％ 、 し か し 好 ま し く は 85％ 、 よ り 好 ま し く は 90％ 、 最 も 好 ま
し く は 95％ 、 ま た は さ ら に は 99％ の 相 同 性 を 示 す タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の こ と を
意 味 す る 。 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 、 比 較 配 列 の 長 さ は 一 般 に 、 少 な く と
も 20ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 少 な く と も 30ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 40ア ミ ノ 酸
で あ り 、 最 も 好 ま し く は 50ア ミ ノ 酸 で あ る か 、 ま た は 完 全 長 の タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ
プ チ ド で あ る 。 こ の よ う な 「 実 質 的 に 同 一 な 」 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 は 「 実 質 的 に 同 一 な 」 核 酸 の 一 例 で あ る ； 核 酸 に は 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 性 の た め に 、
そ の よ う な タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 任 意 の 配 列 が 含 ま れ う る こ と は 認
識 さ れ る 。 さ ら に 、 「 実 質 的 に 同 一 な 」 核 酸 配 列 に は 、 ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で
参 照 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 と は 、 高 温 お よ び 低 イ オ ン 強 度 を 特 徴 と し 、 0.5M NaH
PO 4 、 pH 7.2、 7％ SDS、 1mM EDTAお よ び 1％ BSA（ 第 V画 分 ） を 含 む 温 度 65℃ の 緩 衝 液 中 で 、
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ま た は 48％ ホ ル ム ア ミ ド 、 4.8× SSC、 0.2M Tris-Cl、 pH 7.6、 1× デ ン ハ ル ト 溶 液 、 10％
デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 お よ び 0.1％ SDSを 含 む 温 度 42℃ の 緩 衝 液 中 で 、 少 な く と も 40ヌ ク レ オ チ
ド 長 の DNAプ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ っ て 得 ら れ る も の と 同 等 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 可 能 に す る 、 任 意 の 条 件 の セ ッ ト の こ と を 意 味 す る 。 PCR、 ノ ー ザ ン 、 サ ザ ン ま た は イ
ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ と い っ た 、 ハ イ ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の そ の 他 の 条 件 は 、 分 子 生 物 学 の 当 業 者 に は 周 知
で あ る 。 例 え ば 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 F. Ausubel et al.,「 Current 
Protocols in Molecular Biology」 、 John Wiley & Sons, New York, NY, 1998を 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 用 語 「 ア ル キ ル 」 お よ び 接 頭 辞 「 ア ル ク -（ alk-） 」 は 、 直 鎖
状 お よ び 分 枝 鎖 状 の 飽 和 基 ま た は 不 飽 和 基 、 な ら び に 環 式 基 （ こ れ に は シ ク ロ ア ル キ ル 基
お よ び シ ク ロ ア ル ケ ニ ル 基 が 含 ま れ る ） の 両 方 を 含 む 。 別 に 指 定 す る 場 合 を 除 き 、 非 環 式
ア ル キ ル 基 は 1～ 6個 の 炭 素 を 含 む 。 環 式 基 は 単 環 式 で あ っ て も 多 環 式 で あ っ て も よ く 、 好
ま し く は 3～ 8個 の 環 状 炭 素 原 子 を 有 す る 。 環 式 基 の 例 に は 、 シ ク ロ プ ロ ピ ル 基 、 シ ク ロ ペ
ン チ ル 基 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル 基 お よ び ア ダ マ ン チ ル 基 が 含 ま れ る 。 ア ル キ ル 基 は 置 換 型 で も
非 置 換 型 で も よ い 。 置 換 基 の 例 に は 、 ア ル コ キ シ 基 、 ア リ ー ル オ キ シ 基 、 ス ル フ ヒ ド リ ル
基 、 ア ル キ ル チ オ 基 、 ア リ ー ル チ オ 基 、 ハ ロ ゲ ン 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 、 フ ル オ ロ ア ル キ ル
基 、 ペ ル フ ル オ ロ ア ル キ ル 基 、 ア ミ ノ 基 、 ア ミ ノ ア ル キ ル 基 、 二 置 換 ア ミ ノ 基 、 四 級 ア ミ
ノ 基 、 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 基 、 カ ル ボ キ シ ア ル キ ル 基 お よ び カ ル ボ キ シ ル 基 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 ア リ ー ル 」 と は 、 炭 素 環 式 芳 香 族 性 の 環 ま た は 環 系 の こ と を 意 味 す る 。 別 に 指 定 す る
場 合 を 除 き 、 ア リ ー ル 基 は 6～ 18個 の 炭 素 を 含 む 。 ア リ ー ル 基 の 例 に は 、 フ ェ ニ ル 基 、 ナ
フ チ ル 基 、 ビ フ ェ ニ ル 基 、 フ ル オ レ ニ ル 基 お よ び イ ン デ ニ ル 基 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 ヘ テ ロ ア リ ー ル 」 と は 、 少 な く と も 1つ の 環 内 ヘ テ ロ 原 子 （ 例 え ば 、 O、 S、 Se、 N、 お
よ び P） を 含 む 芳 香 族 性 の 環 ま た は 環 系 の こ と を 意 味 す る 。 別 に 指 定 す る 場 合 を 除 き 、 ヘ
テ ロ ア リ ー ル 基 は 1～ 9個 の 炭 素 を 含 む 。 ヘ テ ロ ア リ ー ル 基 に は 、 フ ラ ニ ル 基 、 チ エ ニ ル 基
、 ピ ロ リ ル 基 、 イ ミ ダ ゾ リ ル 基 、 ピ ラ ゾ リ ル 基 、 オ キ サ ゾ リ ル 基 、 イ ソ キ サ ゾ リ ル 基 、 チ
ア ゾ リ ル 基 、 イ ソ チ ア ゾ リ ル 基 、 ト リ ア ゾ リ ル 基 、 テ ト ラ ゾ リ ル 基 、 オ キ サ ジ ア ゾ リ ル 基
、 オ キ サ ト リ ア ゾ リ ル 基 、 ピ リ ジ ル 基 、 ピ リ ダ ジ ル 基 、 ピ リ ミ ジ ル 基 、 ピ ラ ジ ル 基 、 ト リ
ア ジ ル 基 、 ベ ン ゾ フ ラ ニ ル 基 、 イ ソ ベ ン ゾ フ ラ ニ ル 基 、 ベ ン ゾ チ エ ニ ル 基 、 イ ン ド ー ル 基
、 イ ン ダ ゾ リ ル 基 、 イ ン ド リ ジ ニ ル 基 、 ベ ン ズ イ ソ キ サ ゾ リ ル 基 、 キ ノ リ ニ ル 基 、 イ ソ キ
ノ リ ニ ル 基 、 シ ン ノ リ ニ ル 基 、 キ ナ ゾ ニ リ ル 基 、 ナ フ チ リ ジ ニ ル 基 、 フ タ ラ ジ ニ ル 基 、 フ
ェ ナ ン ト ロ リ ニ ル 基 、 プ リ ニ ル 基 お よ び カ ル バ ゾ リ ル 基 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 複 素 環 」 と は 、 少 な く と も 1つ の 環 内 ヘ テ ロ 原 子 （ 例 え ば 、 O、 Se、 N、 お よ び P） を 含
む 、 非 芳 香 族 性 の 環 ま た は 環 系 の こ と を 意 味 す る 。 別 に 指 定 す る 場 合 を 除 き 、 複 素 環 基 は
2～ 9個 の 炭 素 を 含 む 。 複 素 環 基 に は 、 例 え ば 、 ジ ヒ ド ロ ピ ロ リ ル 基 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ロ リ
ル 基 、 ピ ペ ラ ジ ニ ル 基 、 ピ ラ ニ ル 基 、 ジ ヒ ド ロ ピ ラ ニ ル 基 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ニ ル 基 、 ジ
ヒ ド ロ フ ラ ニ ル 基 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ニ ル 基 、 ジ ヒ ド ロ チ オ フ ェ ン 基 、 テ ト ラ ヒ ド ロ チ オ
フ ェ ン 基 お よ び モ ル ホ リ ニ ル 基 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ア リ ー ル 基 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 基 ま た は 複 素 環 基 は 、 非 置 換 型 で も よ く 、 ま た は 、 例 え ば
C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ 、 ニ ト ロ 、 C 1 - 6 ア ル コ キ シ 、 C 1 - 6 ア ル キ ル チ オ 、 ト リ フ
ル オ ロ メ チ ル 、 C 1 - 6 ア シ ル 、 ア リ ー ル カ ル ボ ニ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル カ ル ボ ニ ル 、 ニ ト リ ル
、 C 1 - 6 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ア ル カ リ ル （ ア ル キ ル 基 が 1～ 6個 の 炭 素 原 子 を 有 す る も の
） お よ び ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル （ ア ル キ ル 基 が 1～ 6個 の 炭 素 原 子 を 有 す る も の ） を 含 む 、
1つ ま た は 複 数 の 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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　 「 ア ル コ キ シ 」 と は 、 式 -ORと い う 化 学 置 換 基 の こ と を 意 味 し 、 式 中 、 Rは ア ル キ ル 基 で
あ る 。 「 ア リ ー ル オ キ シ 」 と は 、 式 -ORと い う 化 学 置 換 基 の こ と を 意 味 し 、 式 中 、 Rは ア リ
ー ル 基 で あ る 。 「 ア ル カ リ ル 」 と は 、 式 -RRと い う 化 学 置 換 基 の こ と を 意 味 し 、 式 中 、 Rは
ア ル キ ル 基 で あ っ て Rは ア リ ー ル 基 で あ る 。 「 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル 」 と は 、 式 -RRと い う
化 学 置 換 基 の こ と を 意 味 し 、 式 中 、 Rは ア ル キ ル 基 で あ っ て Rは ヘ テ ロ ア リ ー ル 基 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 ハ ロ ゲ ン 化 合 物 」 ま た は 「 ハ ロ ゲ ン 」 ま た は 「 ハ ロ 」 と は 、 臭 素 、 塩 素 、 ヨ ウ 素 ま た
は フ ッ 素 の こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 全 般 的 に 、 本 発 明 は 、 疼 痛 の 診 断 、 治 療 お よ び 予 防 に 関 し て 、 標 準 的 な 治 療 法 を 上 回 る
明 ら か な 利 益 を 提 供 す る 。 本 発 明 者 ら の 結 果 に よ れ ば 、 BH4の レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ
せ る 治 療 薬 （ 例 え ば 、 メ ト ト レ キ サ ー ト ） の 投 与 は 、 疼 痛 を 減 弱 さ せ 、 こ れ は 一 部 に は 、
BH4を 補 助 因 子 と し て 利 用 す る 酵 素 、 ま た は BH4と 結 合 し て ニ ュ ー ロ ン の 興 奮 性 も し く は 伝
達 物 質 の 放 出 を 調 節 す る 膜 結 合 型 受 容 体 の 活 性 を 妨 げ る こ と に よ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 BH
4、 BH4中 間 体 、 BH4代 謝 産 物 も し く は BH4前 駆 体 の レ ベ ル を 測 定 し て そ の 上 昇 を 検 出 す る こ
と 、 ま た は い ず れ か 1つ の BH4合 成 酵 素 の 活 性 も し く は レ ベ ル を 測 定 し て そ の 上 昇 を 検 出 す
る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 の 診 断 も 可 能 に す る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ っ て 提 供
さ れ る 候 補 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 損 傷 プ ロ セ ス を 調 節 し 、 症 状 を BH4の 合 成 ま た は
作 用 を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 緩 和 す る 、 新 規 な 治 療 薬 の 同 定 も 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
詳 細 な 説 明
　 一 般 に 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に 対 し て 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の レ ベ ル ま
た は 活 性 を 低 下 さ せ る 組 成 物 の 治 療 的 有 効 量 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 疼 痛 ま た は 外 傷 性
、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め の 方 法 お よ び 化 合
物 を 特 徴 と す る 。 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 か ら 入 手 し た 生 物 試 料 （ 例 え ば 、 血 清 、 血 漿 、
尿 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 、 組 織 滲 出 物 ま た は 組 織 の 試 料 ） に お け る BH4、 BH4中 間 体 、 BH4前 駆
体 ま た は BH4代 謝 産 物 の レ ベ ル の 上 昇 を 検 出 す る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た
は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 を 診 断 す る た め の 方 法 も 提 供 す る 。 ま た は
、 疼 痛 を 、 い ず れ か 1つ の BH4合 成 酵 素 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ っ て 診 断 す
る こ と も で き る 。 さ ら に も う 1つ の 一 般 的 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 疼 痛 に 対 す る 新 規
な 治 療 薬 を 、 そ れ ら が BH4も し く は そ の 合 成 酵 素 の レ ベ ル も し く は 活 性 を 低 下 さ せ る 能 力
、 ま た は BH4の BH4受 容 体 ま た は BH4依 存 性 酵 素 と の 結 合 を 妨 げ る 能 力 に 基 づ い て 同 定 す る
た め の 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は 、 BH4の 合 成 に か か わ る い ず れ か の 酵 素 （ 例 え ば 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GT
PCH） 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DH
PR） 、 図 2A参 照 ） の 生 物 活 性 を 妨 げ る こ と に よ っ て BH4の 合 成 を 阻 害 す る こ と が 、 疼 痛 の
予 防 、 治 療 お よ び 軽 減 （ す な わ ち 、 鎮 痛 ） を も た ら す と い う 本 発 明 者 ら の 発 見 に 端 を 発 す
る 。 こ れ を 目 的 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 GTPCHの 阻 害 薬 で あ る 2,4ジ ア ミ ノ 6-ヒ ド ロ キ シ ピ
リ ミ ジ ン （ DAHP） ； DHPRの 阻 害 薬 で あ る メ ト ト レ キ サ ー ト （ MTX） ； ま た は SPRの 阻 害 薬 で
あ る N-ア セ チ ル -セ ロ ト ニ ン （ NAS） の 投 与 が 、 急 性 損 傷 後 疼 痛 過 敏 性 、 末 梢 神 経 障 害 性 お
よ び 炎 症 性 疼 痛 の さ ま ざ ま な ラ ッ ト モ デ ル に お い て 著 明 な 鎮 痛 を も た ら し 、 し か も 基 礎 的
な 疼 痛 感 受 性 に 対 す る 影 響 、 鎮 静 作 用 お よ び 運 動 機 能 の 全 体 的 な 破 壊 は 伴 わ な い 。 疼 痛 の
こ の 軽 減 は 、 少 な く と も 一 部 に は 、 BH4が 重 要 な 補 助 因 子 で あ る さ ま ざ ま な 酵 素 と の 干 渉
ま た は そ の 活 性 の 低 下 に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 こ の よ う な 酵 素 に は 、 例 え ば 、 一 酸 化 窒 素 シ
ン タ ー ゼ お よ び カ テ コ ー ル ア ミ ン 合 成 酵 素 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 BH4の レ ベ ル の 低 下 は 、
神 経 系 の 細 胞 か ら の そ の 放 出 、 ま た は 例 え ば 、 神 経 機 能 を 調 節 す る 膜 結 合 型 受 容 体 に 対 す
る BH4の 結 合 に よ っ て 媒 介 さ れ る 神 経 伝 達 物 質 の 放 出 ま た は イ オ ン チ ャ ン ネ ル 活 性 に 対 す
る そ の 直 接 的 作 用 も 低 下 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

10

20

30

40

50

(29) JP 2007-511520 A 2007.5.10



　 本 発 明 の 方 法 は こ の た め 、 さ ま ざ ま な 形 態 の 臨 床 的 疼 痛 、 す な わ ち 炎 症 性 疼 痛 、 機 能 性
疼 痛 お よ び 神 経 障 害 性 疼 痛 （ 急 性 で あ る か 慢 性 で あ る か に か か わ ら ず ） の 診 断 、 治 療 、 軽
減 ま た は 予 防 の た め に 有 用 で あ る 。 疼 痛 を 伴 う 状 態 の 例 に は 、 例 え ば 、 軟 部 組 織 、 関 節 、
骨 の 炎 症 お よ び ／ ま た は 障 害 （ 例 え ば 、 急 性 外 傷 、 変 形 性 関 節 症 ま た は 関 節 リ ウ マ チ ） 、
筋 筋 膜 疼 痛 症 候 群 （ 線 維 筋 痛 症 ） 、 頭 痛 （ 群 発 性 頭 痛 、 片 頭 痛 お よ び 緊 張 型 頭 痛 を 含 む ）
、 心 筋 梗 塞 、 狭 心 症 、 虚 血 性 心 血 管 疾 患 、 脳 卒 中 後 疼 痛 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 末 梢 血 管 閉 塞
性 疾 患 、 癌 、 皮 膚 ま た は 関 節 の 炎 症 性 状 態 、 糖 尿 病 性 ニ ュ ー ロ パ チ ー 、 お よ び 手 術 ま た は
外 傷 性 損 傷 に よ る 急 性 組 織 障 害 （ 例 え ば 、 熱 傷 、 裂 傷 ま た は 骨 折 ） が 含 ま れ る 。 本 発 明 は
ま た 、 筋 骨 格 系 疼 痛 （ 外 傷 、 感 染 症 お よ び 運 動 の 後 の ） 、 脊 髄 損 傷 、 腫 瘍 、 圧 迫 、 炎 症 に
起 因 す る 神 経 障 害 性 疼 痛 、 歯 痛 、 会 陰 切 開 術 に よ る 痛 み 、 深 部 内 臓 痛 （ 例 え ば 、 心 臓 痛 、
膀 胱 痛 ま た は 骨 盤 内 臓 器 痛 ） 、 筋 肉 痛 、 眼 痛 、 口 腔 顔 面 痛 （ 例 え ば 、 歯 痛 、 三 叉 神 経 痛 、
舌 咽 神 経 痛 ） 、 腹 痛 、 婦 人 科 的 疼 痛 （ 例 え ば 、 月 経 困 難 症 お よ び 陣 痛 ） 、 外 傷 、 圧 迫 、 炎
症 、 毒 性 化 学 物 質 、 代 謝 性 障 害 、 遺 伝 性 疾 患 、 感 染 症 、 血 管 炎 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 に 起 因
す る 神 経 お よ び 根 の 障 害 に 伴 う 疼 痛 、 中 枢 神 経 系 疼 痛 、 例 え ば 脊 髄 ま た は 脳 幹 の 障 害 、 脳
血 管 障 害 、 腫 瘍 、 感 染 症 、 脱 髄 疾 患 （ 多 発 性 硬 化 症 を 含 む ） に 起 因 す る 疼 痛 、 腰 痛 、 坐 骨
神 経 痛 な ら び に 術 後 疼 痛 の 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 の た め に も 有 用 で あ る 。 本 発 明 に よ る 治
療 を 適 用 し う る 状 態 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 第 10／ 348,381号 、 な ら び に 米 国 特 許 第 6,5
93,331号 お よ び 6,593,331号 （ こ れ ら は す べ て 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） に
詳 細 に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 手 短 に 述 べ る と 、 本 発 明 者 ら は 、 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、
後 根 神 経 節 に お け る 、 発 生 過 程 お よ び 末 梢 神 経 損 傷 に よ り 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 の 変 化
に 関 す る ク ラ ス タ ー 分 析 を 行 っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 遺 伝 子 の 特 定 の ク ラ
ス タ ー が 、 発 生 過 程 に お け る 高 レ ベ ル の 発 現 、 成 熟 期 に お け る ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 、
お よ び 神 経 損 傷 後 の 誘 導 を 特 徴 と す る こ と を 見 い だ し た 。 こ の よ う な 遺 伝 子 の 例 に は DHPR
（ BH4合 成 経 路 の 要 素 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 軸 索 切 断 （ 坐 骨 神 経 離 断 術 ） 3日 後 の 腰 椎 DRGマ イ ク ロ ア レ イ に よ る 3回 の 分 析 に よ り 、
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 約 200種 の 遺 伝 子 の う ち 3種 （ 例 え ば 、 GTPCH、 SPRお よ び DHPR）
が 、 BH4合 成 経 路 の 要 素 で あ る こ と が さ ら に 明 ら か に な っ た 。 こ の よ う な 条 件 下 で の そ れ
ら の 誘 導 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 ノ ー ザ ン ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 実 証 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は さ
ら に 、 BH4合 成 経 路 の 4種 の 要 素 の う ち 3種 が 、 末 梢 神 経 障 害 性 疼 痛 の 少 な く と も 3つ の モ デ
ル で 末 梢 神 経 損 傷 後 の 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と 、 お よ
び こ れ が 後 根 神 経 節 に お け る BH4レ ベ ル の 上 昇 と 同 時 に 起 こ る こ と を 確 か め た 。 さ ら に 、 D
AHP（ GTPCH阻 害 薬 の 1つ ） な ら び に BH4合 成 酵 素 の さ ま ざ ま な 他 の 阻 害 薬 （ 例 え ば 、 NASお
よ び メ ト ト レ キ サ ー ト ） を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 、 BH4合 成 経 路 の 阻 害 が 、 さ ま ざ ま な 神
経 障 害 性 疼 痛 モ デ ル な ら び に 炎 症 性 疼 痛 お よ び 損 傷 後 疼 痛 過 敏 性 の モ デ ル に お い て 鎮 痛 を
誘 導 す る こ と を 示 し た 。 こ の 鎮 痛 作 用 は 全 身 送 達 後 に も 髄 腔 内 送 達 後 に も 示 さ れ た 。 後 者
は DRGお よ び 脊 髄 を 含 む 神 経 系 に 対 す る 作 用 を 示 し て い る 。 マ ッ チ さ せ た （ matched） 、 ま
た は 坐 骨 神 経 部 分 損 傷 性 の 末 梢 神 経 障 害 性 疼 痛 モ デ ル の 場 合 に お け る 鎮 痛 の 程 度 は 、 モ ル
ヒ ネ 、 ガ バ ペ ン チ ン 、 カ ル バ マ ゼ ピ ン 、 ア ミ ト リ プ チ リ ン お よ び ロ フ ェ コ キ シ ブ を 含 む 、
鎮 痛 に 従 来 よ り 用 い ら れ て い る い ず れ の 鎮 痛 薬 に よ っ て 得 ら れ る も の よ り も は る か に 大 き
か っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
治 療 薬
BH4経 路 の 阻 害 薬
　 BH4は 、 2つ の 中 間 体 、 7,8-ジ ヒ ド ロ ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 お よ び 6-ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ
ド ロ プ テ リ ン を 介 し て 、 グ ア ノ シ ン 5'-三 リ ン 酸 （ GTP） か ら 酵 素 的 に デ ノ ボ 合 成 さ れ る （
図 2A参 照 ） 。 本 発 明 に よ れ ば 、 BH4合 成 を 低 下 さ せ る た め の 、 図 2Aに 示 さ れ た BH4合 成 酵 素
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の う ち 少 な く と も 1つ 、 2つ 、 3つ ま た は 3つ よ り も 多 く の 生 物 活 性 を 阻 害 ま た は 調 節 す る 任
意 の 薬 剤 の 投 与 に よ り 、 鎮 痛 が 誘 導 さ れ る 。 こ の よ う な 酵 素 に は 、 例 え ば 、 セ ピ ア プ テ リ
ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン シ ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク
ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 プ テ リ ン -4α -カ ル ビ ノ ー ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ お よ び ジ ヒ
ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） が 含 ま れ る 。 BH4レ ベ ル の 低 下 に 起 因 す る 鎮 痛 効 果
は 、 少 な く と も 一 部 に は 、 BH4が 補 助 因 子 で あ る 酵 素 、 お よ び BH4が 結 合 す る 膜 結 合 型 受 容
体 の 生 物 活 性 の 低 下 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 点 に 関 し て 、 BH4は 、 い く つ か の 酵 素 （ 例 え ば 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン お よ
び ト リ プ ト フ ァ ン と い う 3種 類 の 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ； エ ー テ ル 脂 質 オ キ
シ ダ ー ゼ ； な ら び に 3種 類 の 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ （ NOS） ア イ ソ ザ イ ム で あ る eNOS、 iNOS
、 お よ び nNOSな ど ） の 必 須 な 補 助 因 子 で あ り 、 こ の た め 、 疼 痛 経 路 に お け る 神 経 伝 達 物 質
形 成 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 を 含 む 、 数 多 く の 生 物 プ ロ セ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い
る 。 実 際 、 BH4に よ っ て 調 節 さ れ る 数 多 く の 酵 素 が こ れ ま で に 疼 痛 と 関 連 づ け ら れ て お り
、 こ れ に は 例 え ば 、 NOS（ Meller et al. (1992) Neuroscience 50: 7-10； Minami et al.
, (1995) Neurosci. Lett. 201: 239-242； Yamaguchi and Naito (1996) Can. J. Anaest
h. 43: 975-981； Aley et al., (1998) J. Neurosci. 18： 7008-7014； Handy and Moore 
(1998) Neuropharmacology 37: 37-43； Levy and Zochodne (1998) Eur. J. Neurosci. 1
0: 1846-1855； Guhring et al. (2000) J. Neurosci. 20: 6714-6720； Levy et al. (200
0) Eur J Neurosci 12: 2323-2332） 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ Ma and Bisby (1999)
 Neurosci Lett 275: 117-120； Lindqvist et al. (2000) Muscle Nerve 23: 1214-1218
） お よ び ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 BH4経 路 の 阻 害 薬 と は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た も の を 含 む 、 当 技 術 分 野
で 標 準 的 な 任 意 の 方 法 に よ る 評 価 で 、 BH4の 産 生 ま た は 活 性 を 、 未 処 置 の 対 照 細 胞 に 比 し
て 少 な く と も 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ ま た は 100％ 低 下
さ せ る 能 力 を 有 す る 、 任 意 の 作 用 物 質 の こ と で あ る 。 ま た は 、 阻 害 薬 は 、 哺 乳 動 物 に 対 し
て 投 与 さ れ た 場 合 に 、 疼 痛 を 、 未 処 置 の 対 照 に 比 し て 少 な く と も 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％
、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ ま た は 100％ 治 療 、 予 防 ま た は 軽 減 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 疼 痛 の こ の よ う な 軽 減 ま た は 予 防 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た も の の よ う な 、 当 技 術 分 野 で
知 ら れ た 任 意 の 手 法 に よ っ て 測 定 し う る 。 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 用 い う る 化 合 物 の 例 に は
、 GTPCHの 阻 害 薬 で あ る DAHP； DHPRの 阻 害 薬 で あ る MTX； SPRの 阻 害 薬 で あ る NAS； テ ト ラ ヒ
ド ロ -L-ビ オ プ テ リ ン 、 L-セ ピ ア プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ -L-ビ オ プ テ リ ン 、 6,7-ジ メ チ ル
テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン 塩 酸 塩 、 N-ア セ チ ル -セ ロ ト ニ ン （ NAS） 、 N-ク ロ ロ ア セ チ ル セ ロ ト
ニ ン 、 N-メ ト キ シ ア セ チ ル セ ロ ト ニ ン 、 N-ク ロ ロ ア セ チ ル ド ー パ ミ ン 、 さ ら に は 、 本 発 明
の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の い ず れ か に よ っ て 同 定 さ れ た 任 意 の 化 合 物 が 含 ま れ る 。 用 い う る
そ の 他 の 薬 剤 に つ い て は 以 下 で さ ら に 述 べ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 任 意 で 、 BH4阻 害 薬 は 、 BH4合 成 酵 素 の い ず れ か に 対 す る 低 分 子 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア
ン チ セ ン ス で あ っ て よ い 。 RNA干 渉 （ RNAi） は 、 本 発 明 の 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン な ど の 哺 乳
動 物 細 胞 を 含 む 真 核 細 胞 に お け る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 強 力 な 方 法 と な る た め 、 BH4合
成 経 路 を 標 的 と す る た め に こ れ を 用 い る こ と も で き る 。 RNAiの 基 本 的 な 手 法 は 、 遺 伝 子 機
能 の 非 遺 伝 的 で 後 成 的 な ノ ッ ク ア ウ ト （ こ れ は 標 的 遺 伝 子 に お け る ヌ ル 変 異 の 表 現 型 模 写
と な る ） を 作 製 す る 目 的 で 、 配 列 特 異 的 二 本 鎖 RNAを ニ ュ ー ロ ン に 導 入 す る こ と を 含 む 。 R
NA干 渉 に つ い て は 以 前 に 記 載 さ れ て い る （ O'Neil NJ, et al., Am J Pharmacogenomics (
2001) ： 45-53） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ま た は 、 鎮 痛 薬 が 、 BH4ま た は 何 ら か の BH4合 成 酵 素 の 生 物 活 性 を 妨 げ る 、 ド ミ ナ ン ト ネ
ガ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 、 ま た は ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 で あ っ て
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も よ い 。 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 と は 、 そ の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 に
対 応 す る 野 生 型 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 10、 20、 35、 50、 100個 の 、 ま た は 150個 よ り も 多
い ア ミ ノ 酸 に 対 し て 、 少 な く と も 50％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ ま た は さ ら に は 99％ の 配
列 相 同 性 を 有 す る 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 分 子 の こ と で あ る 。 例 え ば 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ BH
4合 成 酵 素 は 、 そ れ が も は や BH4を 産 生 で き な く な る よ う な 変 異 を 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 を 、 発 現 ベ ク タ ー と し て 投 与 す る こ
と も で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は 非 ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー で も ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 レ
ト ロ ウ イ ル ス 、 組 換 え ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ま た は 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス 性 の ベ ク タ ー ） で
も よ い 。 ま た は 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 を 、 組 換 え タ ン パ ク 質 と し て 、 例 え ば
マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 を 用 い て 後 根 神 経 節 ま た は 脊 髄 に 直 接 投 与 す る こ と も で き る
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ I（ GTPCH） の 阻 害 薬
　 BH4デ ノ ボ 生 合 成 に お け る 律 速 酵 素 は 、 GTPを 7,8-ジ ヒ ド ロ ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 に 変 換
す る GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ I（ GTPCH） で あ る （ 図 2A参 照 ） 。 時 間 の 経 過 に 伴 い 、 BH4の 蓄
積 は 、 GTPCHフ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 （ TPCH eedback egulatory rotein） （ GF
RP） に よ っ て 媒 介 さ れ る 反 応 に お い て 、 GTPCHの フ ィ ー ド バ ッ ク 阻 害 を 引 き 起 こ す 。 フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン の 存 在 下 で は 、 GFRPは 、 GTP結 合 を 増 強 す る こ と に よ り 、 GTPCH活 性 の フ ィ ー
ド フ ォ ワ ー ド （ feed-forward） 活 性 化 を 誘 導 す る （ Maita et al., (2002) Proc. Natl. A
cad. Sci. U.S.A. 99: 1212-1217） 。 し か し 、 BH4の 存 在 下 で は 、 GFRPは GTPCH酵 素 活 性 の
フ ィ ー ド バ ッ ク 阻 害 を 誘 導 し （ Yoneyama and Hatakeyama, (1998) J. Biol. Chem. 273：
20102:20108） ； Yoneyama and Hatakeyama (2001) Protein Sci. 10： 981-878） 、 こ の た
め BH4生 成 は 自 律 的 に 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の た め 、 GTPCH活 性 を 阻 害 す る 任 意 の 作 用 物 質 は 、 BH4の 生 成 を 効 率 的 に 低 下 さ せ 、 そ
の 結 果 と し て 鎮 痛 を 誘 導 す る 。 GTPCH阻 害 薬 は 、 酵 素 の 触 媒 中 心 と の 結 合 に 関 し て 基 質 GTP
と 競 合 し て も よ い （ 図 20） 。 ま た は 、 GTPCH阻 害 薬 （ 例 え ば BH4類 似 体 ） が 、 GTPCH／ GFRP
複 合 体 と 結 合 し （ 図 21） 、 そ れ に よ っ て BH4の フ ィ ー ド バ ッ ク 阻 害 を 模 倣 す る こ と に よ っ
て BH4生 成 を 阻 害 し て も よ い 。 GFRP mRNAは 脳 幹 ニ ュ ー ロ ン に 豊 富 に 存 在 す る が 、 こ れ は 中
脳 の ド ー パ ミ ン ニ ュ ー ロ ン お よ び 青 斑 核 の ノ ル エ ピ ネ フ リ ン ニ ュ ー ロ ン で は 検 出 さ れ て い
な い （ Kapatos et al. (1999) J. Neurochem. 72: 669-675） 。 こ の た め 、 GTPCH阻 害 薬 の
GFRP依 存 性 は 、 特 異 性 を 付 与 す る と 同 時 に ド ー パ ミ ン に 伴 う 副 作 用 を 回 避 さ せ る 可 能 性 が
あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 例 え ば 、 特 異 的 GTPCH阻 害 薬 で あ る 2,4-ジ ア ミ ノ -6-
ヒ ド ロ キ シ ピ リ ミ ジ ン （ DAHP） が 、 さ ま ざ ま な 神 経 障 害 性 疼 痛 お よ び 炎 症 の モ デ ル に お い
て 鎮 痛 を 誘 導 す る こ と を 示 し た （ 図 8～ 13参 照 ） 。 DAHPに よ り 媒 介 さ れ る GTPCHの 阻 害 は 、
GFRP依 存 的 な 機 序 （ 低 濃 度 で ） お よ び GFRP非 依 存 的 な 機 序 （ よ り 高 い 濃 度 で ） に よ っ て 媒
介 さ れ る 。 し た が っ て 、 DAHPは 、 低 濃 度 で の 間 接 的 な GTPCH阻 害 の 機 序 と い う 点 で BH4を 模
倣 す る 。 よ り 高 い 濃 度 で は 、 DAHPは 、 触 媒 部 位 と の 結 合 に 関 し て 、 生 理 的 GTPCH基 質 で あ
る グ ア ノ シ ン -三 リ ン 酸 （ GTP） と 競 合 す る （ Xie et al., (1998) J. Biol. Chem. 273: 2
1091-21098） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 GTPCHと GTPと の 相 互 作 用 に 関 す る 生 化 学 的 お よ び 結 晶 学 的 な 研 究 は 、 GTPCHの 活 性 部 位
に 存 在 す る 高 度 に 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 と グ ア ニ ン の ピ リ ミ ジ ン 部 分 、 す な わ ち 、 そ れ ぞ れ
1位 、 2位 お よ び 3位 の 窒 素 原 子 な ら び に 6位 の 酸 素 と の 間 に 、 水 素 結 合 が 形 成 さ れ る こ と を
明 ら か に し た （ 図 20） （ Rebelo et al., (2003) J. Mol. Biol. 326: 503-516） 。 グ ア ニ
ン 構 造 の こ の 特 定 の 部 分 は 、 DAHPの ピ リ ミ ジ ン 構 造 に も 、 こ の 酵 素 カ ス ケ ー ド の 最 終 産 物
で あ る テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の プ テ リ ジ ン 構 造 の 部 分 に も 厳 密 に 一 致 す る 。
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【 ０ ０ ８ ６ 】
　 DAHP、 グ ア ニ ン お よ び BH4の 間 に 構 造 的 相 同 性 が あ る こ と （ 図 18参 照 ） は 、 こ れ ら の 分
子 に お い て GTPCHと の 結 合 に と っ て 決 定 的 で あ る 可 能 性 が 高 い の は ピ リ ミ ジ ン 部 分 で あ る
こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 部 位 に 修 飾 の あ る さ ま ざ ま な ピ リ ミ ジ ン 分 子 の 分 析 に よ り 、
2位 、 4位 お よ び 6位 で の 変 化 は GTPCH阻 害 活 性 の 低 下 ま た は 消 失 を 伴 う こ と が 判 明 し て い る
（ Yoneyama et al. (2001) Arch. Biochem. Biophys. 388: 67-73） （ 図 19参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 一 方 、 グ ア ニ ン 自 体 （ す な わ ち 生 理 的 基 質 の 部 分 ） お よ び 7位 ま た は 8位 に 修 飾 の あ る グ
ア ニ ン 類 似 体 は 、 よ り 高 い 効 力 （ DAHPの 約 10倍 の 高 さ ） で GTPCHを 阻 害 す る （ Yoneyama et
 al., 前 記 ） （ 図 19） 。 し た が っ て 、 グ ア ニ ン の よ う な 五 員 環 を 含 む 薬 剤 （ す な わ ち BH4
と の 類 似 性 も 高 い ） は 、 高 い 阻 害 効 果 を 有 す る 。 興 味 深 い こ と に 、 BH4は グ ア ニ ン 類 似 体
よ り も 約 10倍 （ Yoneyama et al., 前 記 ） （ 図 19） 、 DAHPよ り も 100倍 効 力 が 高 く 、 こ の こ
と は BH4の C-6に 結 合 し た 側 鎖 は さ ら な る 効 力 お よ び ／ ま た は 特 異 性 を 付 与 す る こ と を 示 唆
し て い る 。 こ の こ と は 、 6S-BH4鏡 像 異 性 体 お よ び C-6に 側 鎖 を 有 し な い BH4の 類 似 体 の 効 果
が 、 BH4よ り も 1桁 を 超 え て 下 回 る こ と に よ っ て 裏 づ け ら れ る （ Harada et al. (1993) Sci
ence 260: 1507-1510） 。 し た が っ て 、 DAHPの 効 力 は 、 例 え ば 、 BH4に 対 す る そ の 構 造 的 類
似 性 を 高 め る と 同 時 に 、 そ れ が BH4依 存 性 酵 素 （ 例 え ば 、 チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お
よ び ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ； グ リ セ ロ ー ル エ ー テ ル モ ノ オ キ シ ダ ー ゼ ； な ら び
に 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ （ こ れ ら は 、 N-(4-ク ロ ロ フ ェ ニ ル )N'-ヒ ド ロ キ シ グ ア ニ ジ ン な
ど の 種 々 の N-ア ル キ ル お よ び N-ア リ ー ル ヒ ド ロ キ シ グ ア ニ ジ ン を 、 一 酸 化 窒 素 の 生 成 の た
め の 基 質 と し て 利 用 す る )（ Moali et al. (2001) Chem. Res. Toxicol. 14： 202-210； Re
nodon-Corniere et al., (1999) Biochemistry 38: 4663-8） ） に と っ て の 補 助 因 子 と し
て 用 い ら れ る こ と を 防 止 す る 置 換 ま た は 修 飾 を 保 つ こ と に よ っ て 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 以 上 の こ と に 鑑 み て 、 本 発 明 に 従 っ て 治 療 さ れ る 哺 乳 動 物 に 対 し て 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 を 含 む 組 成 物 を 投 与 す る こ と が で き 、 式 中 、 R 1 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ハ ロ
、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

4 、 CONR 4 R 5 、 SO 2 R
4 、 SO 2 NR

4 R 5 、 OR 4 ま た は NR 4 R 5 で あ る 。 R 4 お よ び R 5 の そ
れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま
た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ い ； R 2 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ
テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ い ； R 3 は H、 C

1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ
ー ル 、 CO 2 R

6 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R
6 ま た は SO 2 NR

7 R 8 で あ っ て よ く 、 式 中 、 R 6 は C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C

6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り
、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ま た は 、 R 3 が 上 記 の 通 り で あ っ て 、 R 1 お よ び R 2 が 共 に 、
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に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 Oま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形
成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー
ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 任 意 で 、 R 3 が 上 記 の 通 り で あ っ て 、 R 1 お よ び R 2 が 共 に 、
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 ま
た は R 1 3 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

7 、 CONR 7 R 8 、 SO

2 R
7 、 SO 2 NR

7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は
C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 こ の 際 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -C 6 ア
ル キ ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア
リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 も う 1つ の 選 択 肢 と し て 、 R 1 お よ び R 2 が 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R
1 0 、 R 1 1 お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2

を 有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 任 意 で 、 組 成 物 は 、 R 1 が H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

4 、 CONR 4 R 5 、 SO 2 R
4 、 S

O 2 NR
4 R 5 、 OR 4 ま た は NR 4 R 5 で あ る よ う な 、 式 （ I） の 化 合 物 を 有 し て も よ い 。 そ れ に 応 じ て

、 R 4 お よ び R 5 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ く 、 R 2 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C

6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ
て よ く 、 R 3 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4
ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

6 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R
6 ま た は SO 2 NR

7 R 8 で あ っ て よ く 、 式 中 、 R 6

は C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ
テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル
、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 望 ま し い 場 合 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
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に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 こ の 際 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 Oま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を
形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ
ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ま た は 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 お よ び R 1 3

の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R

7 、 SO

2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア

ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 式 中 、 R 4 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -C 6 ア ル キ
ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー
ル で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ま た は 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R
1 0 、 R 1 1 お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2

を 有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
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の 化 合 物 を 含 む 場 合 に は 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ て も よ く 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 Oま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形
成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー
ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ま た は 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 み 、 式 中 、 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 お よ び R 1 3

の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R

7 、 SO

2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア

ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 こ の 際 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -C 6 ア ル キ ル
、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 任 意 で 、 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 ん で も よ く 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1
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お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2 を 有 す る
窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 の 内 部 に 含 ま れ う る 化 合 物 の 例 に は 、 例 え ば 、 以 下 の も の が 含 ま れ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
こ れ ら の 化 合 物 は 図 19に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 ん で も よ く 、 式 中 、 R 1 5 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー
ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 R 1 6 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6
- 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

1 7 、 C
ONR 1 8 R 1 9 、 SO 2 R

1 7 ま た は SO 2 NR
1 8 R 1 9 で あ る 。 R 1 7 は C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ

ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ く 、 R 1 8 お よ び R 1 9

の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ
ル ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 化 合 物 の そ の ほ か の 例 に は 、 テ ト ラ ヒ ド ロ -L-ビ オ プ テ リ ン （ BH4・ 2HCl、 GTPシ ク ロ ヒ
ド ロ ラ ー ゼ Iの 非 競 合 的 阻 害 薬 で あ る 還 元 型 プ テ リ ン で 、 Kiは 15.7μ Mで あ る ） ； L-セ ピ ア
プ テ リ ン （ GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ I阻 害 薬 と し て の 効 力 が 酸 化 型 プ テ リ ン の 12倍 の 高 さ で
あ る 還 元 型 プ テ リ ン で 、 IC50は 12.7± 1.8μ Mで あ る ） ； 7,8-ジ ヒ ド ロ -L-ビ オ プ テ リ ン （ B
H2、 こ れ は イ ン ビ ト ロ で の GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ Iの 最 終 代 謝 産 物 で あ り 、 GTPシ ク ロ ヒ
ド ロ ラ ー ゼ Iの 非 競 合 的 阻 害 薬 と し て 働 き （ Kiは 14.4μ M） 、 阻 害 薬 と し て は 酸 化 型 プ テ リ
ン 、 葉 酸 塩 お よ び ア ミ ノ プ テ リ ン よ り も 抗 力 が 約 12倍 の 高 さ で あ る ） ； お よ び 6,7-ジ メ チ
ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン 塩 酸 塩 （ GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ Iの 非 競 合 的 阻 害 薬 （ IC50は 76～
112μ M） ） が 含 ま れ る 。 以 上 に 考 察 し た よ う に 、 GTPCHの 阻 害 を 、 GFRP非 依 存 的 に GTP競 合
様 式 で GTPCHに 対 し て 作 用 す る 阻 害 薬 （ 例 え ば 、 図 19に 示 さ れ て い る 上 記 の よ う な グ ア ニ
ン 誘 導 体 な ど ） を 用 い て 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
GTPCHフ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 （ GFRP） の 活 性 化 薬
　 GFRPは 、 GTPCHに よ る BH4合 成 に 対 す る 内 因 性 阻 害 因 子 で あ る 。 GFRPと GTPCHと の 結 合 は
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、 そ れ 自 体 が 、 GFRPを BH4生 成 の 負 の フ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 因 子 と さ せ る BH4依 存 的 イ ベ ン ト
で あ る 。 BH4と 構 造 的 に 類 似 し た 分 子 で あ る DAHPが 、 GFRPと 結 合 し て GTPCH阻 害 を 促 進 す る
こ と が 最 近 見 い だ さ れ た （ Kolinsky et al., J. Biol. Chem., Manuscript M405370200, 
July 29, 2004） 。 こ の た め 、 GFRPの GTPCHに 対 す る 結 合 を 増 強 し て BH4の 生 成 を 阻 害 す る
こ と に よ っ て GFRPで の BH4お よ び ／ ま た は DAHPの 作 用 を 模 倣 す る 分 子 は 、 本 発 明 の 方 法 に
お い て 有 用 で あ る 。 ま た は 、 GFRPと GTPCHと の 結 合 を 促 進 す る が GFRP上 の BH4部 位 で の 結 合
は 促 進 し な い 分 子 も 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 分 子 に は 、 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 ま た は 架
橋 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ の 阻 害 薬
　 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） は 、 BH4経 路 に お け る 最 終 的 な 合 成 酵 素 と し て 働 く
。 本 明 細 書 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 SPRの 阻 害 薬 の 1つ で あ る NAS（ 50mg／ kg i.p.） が 、
炎 症 性 疼 痛 の モ デ ル に お い て 鎮 痛 を 生 じ さ せ る こ と を 示 し た （ 図 15Aお よ び 15B） 。 効 力 の
高 い そ の 他 の セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ 阻 害 薬 に は 、 N-ク ロ ロ ア セ チ ル セ ロ ト ニ ン 、 N-
メ ト キ シ ア セ チ ル セ ロ ト ニ ン お よ び N-ク ロ ロ ア セ チ ル ド ー パ ミ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） の 阻 害 薬
　 DHPRを 含 む BH4の 回 収 機 構 に よ り 、 デ ノ ボ 合 成 を 行 わ ず に 酸 化 型 BH4の 再 利 用 が 可 能 と な
る 。 神 経 損 傷 後 に DRGお よ び 脊 髄 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る DHPRの 阻 害 は 、 BH2か ら の BH
4の 再 利 用 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 鎮 痛 を 誘 導 す る 。 例 え ば 、 メ ト ト レ キ サ ー ト （ MTX、 ア
メ ト プ テ リ ン 水 和 物 と し て も 公 知 （ 0.1mg／ kg／ dを 髄 腔 内 持 続 注 入 と し て 、 ま た は 0.2mg
／ kg i.p. 1日 1回 と し て ） の 投 与 は 、 BH4デ ノ ボ 合 成 に 直 接 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 疼 痛 軽
減 を も た ら す （ 図 16A～ 16F参 照 ） 。 MTXは ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ の 阻 害 薬 で あ り 、 免
疫 抑 制 薬 と し て ヒ ト に お け る 使 用 が 承 認 さ れ て い る 。 こ れ は 通 常 、 低 用 量 で 関 節 リ ウ マ チ
の 治 療 の た め に 用 い ら れ る （ Weinstein et al. (1985) Am J Med 79: 331-7, Williams e
t al. (1985) Arthritis Rheum； 28: 721-30、 Weinblatt et al. (1985) N Engl J Med 3
12: 818-22, Hoffmeister et al. (1983) Am J Med 75: 69-73, Giannini et al. (1992)
 N Engl J Med 326: 1043-9） 。 全 身 的 に 投 与 さ れ た MTXは 主 と し て 末 梢 標 的 お よ び DRGに
到 達 す る が 、 脊 髄 性 に 送 達 さ れ た MTXは 脊 髄 お よ び DRGを 標 的 と す る 。 全 身 投 与 さ れ た MTX
（ 低 用 量 で ） は 、 ATP結 合 カ セ ッ ト （ ABC） 輸 送 体 （ プ ロ ベ ネ シ ド 感 受 性 多 剤 耐 性 タ ン パ ク
質 （ MRP） 1-3） の 基 質 で あ る た め 、 血 液 脳 関 門 を 通 過 し な い 。 そ の 結 果 、 MTXの 全 身 投 与
に は 、 MTXが 確 実 に 脊 髄 お よ び 脳 に 到 達 す る よ う に 、 プ ロ ベ ネ シ ド ま た は MRPも し く は 有 機
陰 イ オ ン 輸 送 体 の そ の 他 の 阻 害 薬 の 同 時 投 与 が 必 要 な こ と が あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 望 ま し い 場 合 、 鎮 痛 を 、 相 加 的 な 効 果 を 得 る た め に BH4経 路 の 両 方 の 部 分 、 す な わ ち 生
合 成 経 路 お よ び 回 収 経 路 を 同 時 に ブ ロ ッ ク す る こ と に よ っ て 誘 導 す る こ と も で き る 。 例 え
ば 、 疼 痛 の 軽 減 を 、 DAHPを 用 い て GTPCHを 、 さ ら に メ ト ト レ キ サ ー ト （ ま た は 中 枢 神 経 系
に お い て 比 較 的 高 い 濃 度 が 得 ら れ る 他 の DHPR阻 害 薬 ） を 用 い て DHPRを 同 時 に 阻 害 す る こ と
に よ っ て BH4合 成 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ り 、 著 し く 増 強 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
プ テ リ ン -4α -カ ル ビ ノ ー ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ （ PCD） の 阻 害 薬
　 キ ノ イ ド ジ ヒ ド ロ プ テ リ ン 産 物 は 、 プ テ リ ン -4α -カ ル ビ ノ ー ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ
（ PCD） の 強 力 な 阻 害 薬 で あ り （ KIは そ れ ぞ れ の Kmの 約 2分 の 1で あ る ） 、 こ の た め 、 本 発
明 に 従 っ て 用 い る こ と が で き る （ Rebrin et al. (1995) Biochemistry 34: 5801-10） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
第 2の 治 療 薬
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 単 独 で 投 与 し て も よ く 、 ま た は 、 侵 害 受 容 性 、 炎 症 性 、 機 能 性 も し
く は 神 経 障 害 性 の 疼 痛 の 治 療 に 用 い ら れ る 鎮 痛 薬 と い っ た 第 2の 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ て 投
与 し て も よ い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 第 2の 治 療 薬 は 、 そ れ 単 独 で 投 与 さ れ た 場 合 に は 治 療 効
果 を 生 じ さ せ て も 生 じ さ せ な く と も よ い が 、 本 発 明 の 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ た 場
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合 に は こ の よ う な 効 果 （ 例 え ば 、 疼 痛 軽 減 ） を も た ら す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 鎮 痛 薬 の 例 に は 、 以 下 が 含 ま れ る ： 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 （ NSAID） （ 例 え ば 、 ロ フ
ェ キ ソ シ ブ （ rofexocib） 、 セ レ コ キ シ ブ 、 バ ル デ コ キ シ ブ 、 パ ラ コ キ シ ブ 、 サ リ チ ル 酸
、 ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 ピ ロ キ シ カ ム 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 イ ブ プ ロ フ ェ
ン お よ び ナ プ ロ キ セ ン ） 、 オ ピ オ イ ド 鎮 痛 薬 （ 例 え ば 、 プ ロ ポ キ シ フ ェ ン 、 メ ペ リ ジ ン 、
ヒ ド ロ モ ル ホ ン 、 ヒ ド ロ コ ド ン 、 オ キ シ コ ド ン 、 モ ル ヒ ネ 、 コ デ イ ン お よ び ト ラ モ ド ー ル
） 、 NMDA拮 抗 性 鎮 痛 薬 （ 例 え ば 、 2-ピ ペ リ ジ ノ -1ア ル カ ノ ー ル 誘 導 体 、 ケ タ ミ ン 、 デ キ ス
ト ロ メ ト ル フ ァ ン 、 エ リ プ ロ ジ ル ま た は イ フ ェ プ ロ ジ ル ） 、 麻 酔 薬 （ 例 え ば 、 亜 酸 化 窒 素
、 ハ ロ タ ン 、 フ ロ ー セ ン ） 、 局 所 麻 酔 薬 （ リ ド カ イ ン 、 エ チ ド カ イ ン 、 ロ ピ バ カ イ ン 、 ク
ロ ロ プ ロ カ イ ン 、 サ ラ ピ ン お よ び ブ ピ バ カ イ ン ） 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 類 （ ジ ア ゼ パ ム 、 ク
ロ ル ジ ア ゼ ポ キ シ ド 、 ア ル プ ラ ゾ ラ ム お よ び ロ ラ ゼ パ ム ） 、 カ プ サ イ シ ン 、 三 環 系 抗 う つ
薬 （ 例 え ば 、 ア ミ ト リ プ チ リ ン 、 ペ ル フ ァ ナ ジ ン 、 プ ロ ト リ プ チ リ ン 、 ト ラ ニ ル シ プ ロ ミ
ン 、 イ ミ プ ラ ミ ン 、 デ ス イ ミ プ ラ ミ ン お よ び ク ロ ミ プ ラ ミ ン ） 、 骨 格 筋 弛 緩 性 鎮 痛 薬 （ フ
レ ク サ リ ル 、 カ リ ソ プ ロ ド ー ル 、 ロ バ キ シ サ ル 、 ノ ル ジ ー ジ ッ ク お よ び ダ ン ト リ ウ ム ） 、
片 頭 痛 治 療 薬 （ 例 え ば 、 エ リ ト リ プ タ ン 、 ス マ ト リ プ タ ン 、 リ ザ ト リ プ タ ン 、 ゾ ル ミ ト リ
プ タ ン お よ び ナ ラ ト リ プ タ ン ） 、 抗 け い れ ん 薬 （ 例 え ば 、 フ ェ ニ ト イ ン 、 ラ モ ト リ ジ ン 、
プ レ ガ バ リ ン 、 カ ル バ マ ゼ ピ ン 、 オ ク ス カ ル バ ゼ ピ ン 、 ト ピ ラ メ ー ト 、 バ ル プ ロ 酸 お よ び
ギ ャ バ ペ ン チ ン ） 、 バ ク ロ フ ェ ン 、 ク ロ ニ ジ ン 、 メ キ シ レ チ ン 、 ジ フ ェ ニ ル -ヒ ド ラ ミ ン
、 ヒ ド ロ キ シ シ ン 、 カ フ ェ イ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ン 、 デ カ ド ロ ン 、 パ ロ
キ セ チ ン 、 セ ル ト ラ リ ン 、 フ ル オ キ セ チ ン 、 ト ラ モ ド ー ル 、 ジ コ ノ チ ド 、 レ ボ ド パ 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 望 ま し い 場 合 、 治 療 し よ う と す る 哺 乳 動 物 に 対 し て 、 BH4の 産 生 を 阻 害 す る 複 数 の 薬 剤
を 投 与 し て も よ い 。 任 意 で 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 複 数 の こ の よ う な 阻 害 薬 を 含 み う る 。 ま
た は 、 哺 乳 動 物 に 対 し て 、 本 発 明 の 組 成 物 に 加 え て 、 BH4の 下 流 で 働 く 酵 素 の 特 異 的 阻 害
薬 を 投 与 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 阻 害 薬 に つ い て は 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
BH4依 存 性 酵 素
　 BH4は 、 い く つ か の 酵 素 、 す な わ ち フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン お よ び ト リ プ ト フ ァ ン
と い う 3種 類 の 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ； エ ー テ ル 脂 質 オ キ シ ダ ー ゼ ； な ら び
に 3種 類 の 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ （ NOS） ア イ ソ ザ イ ム の 必 須 な 補 助 因 子 で あ る 。 こ の た め
、 BH4は 、 神 経 伝 達 物 質 の 形 成 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 含 む 、 数 多 く の 生 物 プ ロ セ ス に
重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 一 酸 化 窒 素 （ NO） は 、 NMDA受 容 体 刺 激 後 に 侵 害 受 容 性 ニ ュ ー ロ ン か ら 放 出 さ れ 、 シ ナ プ
ス 前 ニ ュ ー ロ ン へ と 逆 方 向 に 拡 散 し て 、 そ こ に お い て グ ア ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ ／ cGMP／ cGMP
依 存 性 キ ナ ー ゼ 経 路 を 刺 激 す る こ と に よ っ て 、 さ ら な る グ ル タ ミ ン 酸 放 出 を 引 き 起 こ す 。
さ ら に 、 NOは シ ナ プ ス 後 ニ ュ ー ロ ン の 興 奮 性 も 調 節 す る 。 L-NAME（ N G -ニ ト ロ -L-ア ル ギ ニ
ン -メ チ ル エ ス テ ル ） な ど の NOシ ン タ ー ゼ 阻 害 薬 は 、 さ ま ざ ま な モ デ ル に お い て 炎 症 性 痛
覚 過 敏 お よ び 神 経 障 害 性 ア ロ デ ィ ニ ア を 軽 減 し 、 こ の た め 、 本 発 明 の 組 成 物 と 共 に ま た は
混 合 し て 投 与 す る こ と が で き る 。 す べ て の NOS酵 素 の 活 性 を ブ ロ ッ ク す る 薬 剤 が 、 神 経 性 N
OS（ nNOS） ま た は 誘 導 性 NOS（ iNOS） の い ず れ か の 特 異 的 阻 害 薬 よ り も 一 般 に 効 果 が 高 い
こ と を 考 え る と 、 こ の 双 方 の 酵 素 が 疼 痛 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 非 常 に 高 い 。 nNOSは ニ ュ
ー ロ ン で 構 成 性 に 発 現 さ れ 、 末 梢 侵 害 受 容 性 刺 激 後 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 iNOSは
末 梢 侵 害 受 容 性 刺 激 後 に 脊 髄 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ （ 特 に グ リ ア 細 胞 に お い て ） 、 nN
OSよ り も は る か に 高 い レ ベ ル の NOを 生 じ さ せ る 。 内 皮 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ （ eNOS） は 主
と し て 内 皮 細 胞 で 発 現 さ れ る が 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お け る 研 究 か ら 、 こ の 酵 素 が 疼 痛
調 節 に も 寄 与 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 酵 素 の す べ て は BH4依 存 性 で り 、 こ れ を
補 助 因 子 と し て 用 い る 。 鎮 痛 を 誘 導 す る た め に 用 い う る 可 能 性 の あ る NOS経 路 の 阻 害 薬 に
は 、 NOS-1（ nNOS） の 阻 害 薬 、 例 え ば 、 N-メ チ ル -L-ア ル ギ ニ ン （ M 7033） 、 N-ニ ト ロ -L-
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ア ル ギ ニ ン （ N 5501） 、 7-ニ ト ロ イ ン ダ ゾ ー ル （ N 7778） 、 1-(2-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル フ
ェ ニ ル ） イ ミ ダ ゾ ー ル （ T 7313） 、 L-チ オ シ ト ル リ ン 、 S-メ チ ル -L-チ オ シ ト ル リ ン （ M 5
171） な ど ； NOS-2（ iNOS） の 阻 害 薬 、 例 え ば ア ミ ノ グ ア ニ ジ ン （ A 8835、 A 7009） 、 S-ベ
ン ジ ル イ ソ チ オ 尿 素 （ B 9138） 、 1-(2-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル フ ェ ニ ル )イ ミ ダ ゾ ー ル （ T 73
13） 、 L-N6-(1-イ ミ ノ エ チ ル )リ ジ ン （ I 8021） お よ び 1400W（ W 4262） な ど が 含 ま れ ； か
つ 、 NOS-3（ eNOS） の 阻 害 薬 に は 、 N-メ チ ル -L-ア ル ギ ニ ン （ M 7033） 、 N-ニ ト ロ -L-ア ル
ギ ニ ン （ N 5501） 、 N-イ ミ ノ エ チ ル -L-オ ル ニ チ ン （ I 8768） お よ び 7-ニ ト ロ イ ン ダ ゾ ー
ル （ N 7778） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ は 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン の 合 成 に お け る 、 す な わ ち 、 BH4の 存
在 を 必 要 と す る 反 応 に お け る ア ミ ノ 酸 チ ロ シ ン か ら の ド ー パ ミ ン の 生 成 に お け る 第 一 段 階
で あ る 。 ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ は セ ロ ト ニ ン 合 成 に お い て 鍵 と な る 酵 素 で あ る
。 ノ ル ア ド レ ナ リ ン お よ び セ ロ ト ニ ン は 、 そ れ ぞ れ 青 斑 核 お よ び 大 縫 線 核 か ら 生 じ る 下 行
性 の 抑 制 性 ニ ュ ー ロ ン に お け る 神 経 伝 達 物 質 と し て 作 用 す る 。 こ の た め 、 こ れ ら の 酵 素 に
と っ て の 補 助 因 子 の 利 用 可 能 性 の 低 下 は 疼 痛 の 増 大 を も た ら す 。 こ の 潜 在 的 な 短 所 を 克 服
す る た め に 、 本 発 明 の 組 成 物 を 、 5HT受 容 体 ア ゴ ニ ス ト お よ び ／ ま た は 中 枢 作 用 性 α 受 容
体 ア ゴ ニ ス ト （ ク ロ ニ ジ ン な ど ） と 組 み 合 わ せ て 投 与 し て も よ い 。 5-HT-1Bア ゴ ニ ス ト で
あ る m-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル フ ェ ニ ル -ピ ペ ラ ジ ン （ TFMPP） お よ び 7-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -4
(4-メ チ ル -1-ピ ペ ラ ジ ニ ル )-ピ ロ ロ (1,2-1a)キ ノ キ サ リ ン （ CGS 12066B） （ Alhaider et 
al., (1993) J Pharmacol Exp Ther. 265: 378-85） ま た は 5HT-2Aア ゴ ニ ス ト で あ る FR143
166（ Ochi et al. (2002) Eur J Pharmacol. 452: 319-24） な ど の さ ま ざ ま な 5HT-1ア ゴ
ニ ス ト が 、 単 独 で 投 与 さ れ た 場 合 に 抗 侵 害 受 容 性 効 果 を 有 す る 。 ま た は 、 可 能 性 の あ る セ
ロ ト ニ ン お よ び ／ ま た は ノ ル ア ド レ ナ リ ン 合 成 の 低 下 に 対 し て 、 三 環 系 抗 う つ 薬 （ 例 え ば
、 ア ミ ト リ プ チ リ ン ） ま た は 選 択 的 セ ロ ト ニ ン 再 取 り 込 み 阻 害 薬 （ 例 え ば 、 パ ロ キ セ チ ン
、 上 記 参 照 ） な ど の 再 取 り 込 み 阻 害 薬 と の 併 用 療 法 が 勝 る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
BH4の 直 接 的 効 果
　 BH4の R鏡 像 異 性 体 （ 6R-BH4） は 、 そ の 補 助 因 子 的 な 働 き に 加 え て 、 脳 の あ る 特 定 の 領 域
に 対 し て 微 量 透 析 に よ っ て 送 達 さ れ た 場 合 に 、 ニ ュ ー ロ ン に 対 し て さ ま ざ ま な 直 接 的 効 果
を 及 ぼ す 。 例 え ば 、 6R-BH4は 線 条 体 に お け る ド ー パ ミ ン の 放 出 を 増 加 さ せ る 。 こ れ ら の 効
果 が チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 阻 害 薬 （ α -メ チ ル -p-チ ロ シ ン ） の 存 在 下 で も 存 続 す る こ
と を 考 え る と 、 こ れ は お そ ら く は ド ー パ ミ ン 合 成 の 増 加 に は 起 因 し な い と 考 え ら れ る （ Ko
shimura et al. (1995) J Neurochem. 65: 827-30） 。 6R-BH4は ま た 、 海 馬 に お け る ア セ
チ ル コ リ ン （ Ohue et al. (1991) Neurosci Lett. 128: 93-6） な ら び に 線 条 体 お よ び 前
頭 皮 質 に お け る グ ル タ ミ ン 酸 お よ び セ ロ ト ニ ン （ Mataga et al. (1991) Brain Res. 551:
 64-71） と い っ た 他 の 神 経 伝 達 物 質 の 放 出 も 増 加 さ せ る 。 神 経 伝 達 物 質 の 放 出 に 対 す る BH
4の 効 果 は 、 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 拮 抗 薬 に よ っ て 阻 害 さ れ る （ Koshimura et al. (1995)
 J Neurochem. 65: 827-30） 。 ラ ッ ト に お い て 微 量 透 析 灌 流 液 に 対 す る 6R-BH4の 添 加 は 迷
走 神 経 の 運 動 核 に お け る カ ル シ ウ ム 流 も 増 加 さ せ る が 、 L-DOPAま た は 一 酸 化 窒 素 供 与 体 Si
n-1の 添 加 は 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と か ら 、 こ れ ら の 影 響 は そ れ ぞ れ チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ
ー ゼ お よ び NOS活 性 と は 無 関 係 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る （ Shiraki T et al., (1996) Bioc
hem Biophys Res Commun. 221: 181-5） 。 BH4の S-鏡 像 異 性 体 （ 6S-BH4） ま た は 前 駆 体 で
あ る セ ピ ア プ テ リ ン は 神 経 伝 達 物 質 の 放 出 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 。 こ の た め 、 6R-BH4は 特 異
的 「 BH4受 容 体 」 を 介 し て 作 用 す る よ う に 思 わ れ る 。 し か し 、 BH4に 関 し て こ の よ う な 膜 結
合 型 細 胞 外 結 合 部 位 は ま だ 同 定 ／ 特 性 決 定 が 行 わ れ て い な い 。
【 ０ １ １ ４ 】
新 規 な BH4結 合 部 位 の 候 補 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 明 細 書 に 記 載 し た 結 果 は 、 「 BH4受 容 体 」 と し て 働 く 、 新 規 な 膜 結 合 型 ま た は 細 胞 内
の BH4結 合 分 子 の 存 在 を 示 唆 す る 。 補 酵 素 と し て の BH4の 特 徴 は 文 献 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い
る が 、 他 の タ ン パ ク 質 と の 結 合 お よ び そ の 輸 送 機 構 は 調 べ ら れ て い な い 。 BH4な ど の 低 分
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子 の 結 合 部 位 に 関 す る ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る 、 新 規 な プ ロ テ オ ミ
ク ス ア プ ロ ー チ が 開 発 さ れ て い る 。 大 規 模 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 、 す な わ ち 個 別 の タ ン パ ク 質
の 二 次 元 提 示 物 が 、 多 数 の 精 製 タ ン パ ク 質 を マ イ ク ロ プ レ ー ト 上 に 固 定 化 す る こ と に よ っ
て 構 築 さ れ て い る 。 そ れ ら は 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 、 薬 剤 標 的 ま た は
酵 素 -基 質 相 互 作 用 を ア ッ セ イ す る た め に 用 い ら れ る 。 一 般 に そ れ ら は 、 発 現 さ れ た タ ン
パ ク 質 を そ れ か ら 精 製 し て 固 定 化 す る た め に 、 大 腸 菌 、 酵 母 ま た は 他 の 類 似 の 発 現 系 に ク
ロ ー ニ ン グ さ れ た 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 必 要 と す る 。 例 え ば Hisタ グ 付 加 を 含 む 、 当 技 術 分
野 で 公 知 の 任 意 の 適 し た タ ン パ ク 質 精 製 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ
レ イ な ど の 無 細 胞 タ ン パ ク 質 転 写 ／ 翻 訳 は 、 タ ン パ ク 質 の 合 成 の た め の 代 替 的 な 選 択 肢 で
あ る 。 フ ァ ー ジ ま た は 酵 母 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 BH4の 結 合 は 、 例 え ば 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る ト リ チ ウ ム （ Werner et al., Biochem. J
. 604: 189-193, 1994） で 、 ま た は 、 BH4の 一 級 ア ミ ノ 基 と 結 合 し う る ビ オ チ ン で BH4を 標
識 す る こ と に よ っ て 直 接 検 出 す る こ と も で き る 。 ト リ チ ウ ム の 取 り 込 み は 、 合 成 酵 素 を 過
剰 発 現 さ せ 、 基 質 と し て ［ 3 H］ 標 識 GTPを 用 い る 細 胞 系 シ ス テ ム で 行 わ せ る こ と が で き る
（ Werner et al., 1994） 。 市 販 の 6R-BH4塩 酸 塩 を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い て 、 BH4を ト リ
チ ウ ム で 化 学 標 識 す る こ と も で き る 。 BH4標 識 の た め の 代 替 的 な 選 択 肢 と し て 、 新 規 な 標
的 に 対 す る そ の 結 合 を 、 標 識 さ れ た 捕 捉 性 分 子 、 例 え ば BH4が 補 助 因 子 と し て 結 合 す る 酵
素 の 1つ 、 ま た は BH4抗 体 を 含 む ペ プ チ ド を 用 い る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と も で き る 。 質
量 分 析 法 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 お よ び 原 子 間 力 顕 微 鏡 法 を 含 む 、 標 識 を 用 い な い 検 出 方 法
を 用 い る こ と も で き 、 こ れ ら で は リ ガ ン ド の 変 化 が 避 け ら れ る 。 大 規 模 タ ン パ ク 質 ア レ イ
に 加 え て 、 後 角 お よ び DRGの 組 織 ま た は 細 胞 の タ ン パ ク 質 抽 出 物 の 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 を
、 新 規 な 結 合 部 位 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 用 い る こ と も で き る 。 続 い て ゲ ル を PVDF膜 に
対 し て ブ ロ ッ ト し 、 標 識 BH4に 対 し て 曝 露 さ せ る 。 陽 性 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト は 、 マ ト リ ッ
ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 -飛 行 時 間 質 量 分 析 法 （ MALDI-TOF MS） を 用 い る 質 量 フ ィ
ン ガ ー プ リ ン ト 法 に よ っ て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
BH4経 路 を 用 い た 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 の 診 断
　 本 発 明 に よ れ ば 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経
病 変 を 、 哺 乳 動 物 か ら 入 手 し た 生 物 試 料 （ 例 え ば 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 、 組
織 滲 出 物 ま た は 組 織 の 試 料 ） に お け る BH4、 BH4中 間 体 、 BH4前 駆 体 ま た は BH4代 謝 産 物 の レ
ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 診 断 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 標 準 的 な
方 法 を 用 い て 、 こ の よ う な レ ベ ル が 対 照 に 比 し て 高 く 検 出 さ れ れ ば （ 対 照 に 比 し て 少 な く
と も 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 100％ 、 ま た は 100
％ を 超 え て 高 い ） 、 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 が 診 断 さ れ る 。 ま た は 、 い ず れ か の BH4合 成
酵 素 の レ ベ ル ま た は 活 性 の 上 昇 が 検 出 さ れ た 場 合 に 、 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 診 断 す る
こ と も で き る 。 こ の よ う な 上 昇 は 、 対 照 条 件 に 比 し て 少 な く と も 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％
、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 100％ 、 ま た は 100％ を 超 え て 高 い こ と が 望 ま し
い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 BH4経 路 は 神 経 損 傷 お よ び 疼 痛 の バ イ オ マ ー カ ー と し て 役 立 つ 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 、 組 織 滲 出 物 お よ び 組 織 の 試 料 と い
っ た 生 物 試 料 に お け る BH4、 そ の 前 駆 体 お よ び 中 間 体 （ 例 え ば 、 7,8-ジ ヒ ド ロ ネ オ プ テ リ
ン 三 リ ン 酸 ネ オ プ テ リ ン お よ び 6-ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン ） ま た は 代 謝 産 物 （ 例
え ば 、 プ テ リ ン 、 ビ オ プ テ リ ン 、 7,8ジ ヒ ド ロ プ テ リ ン 、 7,8ジ ヒ ド ロ キ サ ン ト プ テ リ ン 、
キ サ ン ト プ テ リ ン 、 イ ソ キ サ ン ト プ テ リ ン ま た は ロ イ コ プ テ リ ン ） の 測 定 を 伴 う 、 哺 乳 動
物 に お け る 疼 痛 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 を 診 断 す る た め の キ ッ
ト も 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 以 上 の 化 合 物 の い ず れ か 1つ （ 例 え ば 、 ビ オ プ テ リ ン
ま た は ネ オ プ テ リ ン ） に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 、 お よ び 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 を 診 断 す る た
め の 使 用 説 明 書 を 含 む 。 こ れ に 関 し て は 、 疼 痛 の 症 状 を 伴 う 状 態 に つ い て 検 査 し よ う と す
る 、 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 も し く は 毒 性 の 末 梢 神 経 病 変 が 疑 わ れ る 哺 乳 動 物 か ら 血 清 を 単
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離 し 、 そ れ を 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る ELISAま た は RIAア ッ セ イ に 供 し て も よ い 。 哺 乳 動 物 に
お け る 疼 痛 は 、 そ の 哺 乳 動 物 の 血 清 に お け る BH4の 血 清 レ ベ ル （ 抗 体 に よ り 検 出 さ れ る ）
が 対 照 血 清 試 料 に お け る BH4レ ベ ル よ り も 高 い こ と に よ っ て 診 断 さ れ る 。 哺 乳 動 物 に お け
る 疼 痛 、 疼 痛 の サ ブ タ イ プ ま た は 末 梢 神 経 病 変 の 診 断 は 、 そ の 哺 乳 動 物 か ら 入 手 し た 生 物
試 料 で 測 定 さ れ た 化 合 物 の レ ベ ル が 、 対 照 生 物 試 料 に お け る 同 じ 化 合 物 の レ ベ ル に 比 し て
少 な く と も 10％ 、 20％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 100％ 、 ま た は 100
％ を 上 回 っ て 高 い 場 合 に 下 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
疼 痛 モ デ ル
　 さ ま ざ ま な モ デ ル に よ り 、 強 い 刺 激 ま た は 有 害 刺 激 （ 生 理 的 疼 痛 ま た は 侵 害 受 容 性 疼 痛
） に 対 す る 正 常 動 物 の 感 受 性 が 試 験 さ れ る 。 こ れ ら の 試 験 に は 、 温 熱 性 、 機 械 的 ま た は 化
学 的 な 刺 激 に 対 す る 応 答 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 温 熱 性 刺 激 は 通 常 、 高 温 刺 激 （ 一 般 的 に は 42～ 55℃ の 間 ） の 適 用 を 伴 い 、 こ れ に は 例 え
ば 以 下 が 含 ま れ る ： 尾 部 に 対 す る 輻 射 熱 （ テ イ ル フ リ ッ ク 試 験 (tail flick test)） 、 後
肢 の 足 底 面 に 対 す る 輻 射 熱 （ ハ ー グ リ ー ブ ス 試 験 (Hargreaves test)） 、 ホ ッ ト プ レ ー ト
試 験 、 お よ び 後 肢 ま た は 尾 部 の 熱 水 へ の 浸 漬 。 こ の よ う な モ デ ル に お け る 評 価 項 目 に は 、
痛 み を 伴 う 応 答 に 関 す る 潜 時 、 応 答 、 発 声 お よ び 肢 舐 め の 持 続 時 間 が 含 ま れ る 。 冷 水 中 へ
の 浸 漬 、 ア セ ト ン 蒸 発 ま た は 冷 却 プ レ ー ト 試 験 を 、 寒 冷 性 疼 痛 へ の 応 答 性 を 試 験 す る た め
に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 機 械 的 刺 激 を 用 い る 試 験 で は 一 般 に 、 段 階 的 な 強 度 の 単 線 維 性 フ ォ ン フ ラ イ 毛 （ 結 果 指
標 は 、 反 射 を 誘 発 す る た め に 必 要 な 線 維 の 力 で あ る ） ま た は 肢 に 対 す る 持 続 的 な 加 圧 刺 激
（ 例 え ば 、 Ugo Basile社 の 無 痛 覚 計 ） に 対 す る 後 肢 の 逃 避 反 射 の 誘 発 に 関 す る 閾 値 を 測 定
す る 。 標 準 的 な ピ ン 刺 激 に 対 す る 応 答 の 持 続 時 間 を 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 化 学 刺 激 を 用 い る 場 合 に は 、 皮 膚 、 筋 肉 関 節 ま た は 内 臓 （ 例 え ば 、 膀 胱 ま た は 腹 膜 ） に
対 す る 刺 激 性 化 学 物 質 （ 例 え ば 、 カ プ サ イ シ ン 、 マ ス タ ー ド オ イ ル 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 ATP
、 ホ ル マ リ ン 、 酢 酸 ） の 適 用 ま た は 注 射 に 対 す る 応 答 を 測 定 す る 。 結 果 指 標 に は 、 発 声 、
肢 舐 め 、 身 も だ え （ writhing） ま た は 自 発 的 屈 曲 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 さ ら に 、 さ ま ざ ま な 試 験 で 、 疼 痛 神 経 経 路 の 末 梢 性 ま た は 中 枢 性 要 素 の 興 奮 性 の 変 化 を
測 定 す る こ と に よ り 、 疼 痛 感 作 が 評 価 さ れ る 。 こ れ に 関 し て 、 末 梢 性 感 作 （ す な わ ち 、 高
閾 値 侵 害 受 容 器 の 閾 値 お よ び 応 答 性 の 変 化 ） は 、 反 復 的 な 熱 刺 激 に よ り 、 な ら び に 感 作 性
化 学 物 質 （ 例 え ば 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 ヒ ス タ ミ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、 カ プ
サ イ シ ン 、 マ ス タ ー ド オ イ ル ） の 適 用 ま た は 注 射 に よ り 、 誘 導 す る こ と が で き る 。 結 果 指
標 は 、 行 動 す る 動 物 に 上 記 の 手 法 を 用 い た 適 用 ／ 刺 激 領 域 に お け る 温 熱 性 お よ び 機 械 的 な
感 受 性 、 ま た は イ ン ビ ボ で の 、 も し く は 単 離 し た 皮 膚 神 経 標 本 を 用 い て の 、 単 一 の 感 覚 線
維 の 受 容 野 特 性 の 電 気 生 理 学 的 測 定 で あ る 。 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 電 気 生 理 学 的 、 神 経 化 学 的
ま た は 細 胞 生 物 学 的 な 特 性 を 利 用 し て 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー を 間 接 的 に 調 べ る こ と も で
き る （ 例 え ば 、 単 離 さ れ た 感 覚 ニ ュ ー ロ ン （ 例 え ば 、 培 養 下 に あ る 後 根 神 経 節 ニ ュ ー ロ ン
） か ら の 記 録 、 感 作 性 刺 激 （ 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Cま た は A） に よ る シ グ ナ ル 伝 達
経 路 の 活 性 化 、 ま た は 受 容 体 も し く は イ オ ン チ ャ ン ネ ル の リ ン 酸 化 の 測 定 ） 。 中 枢 性 感 作
（ す な わ ち 、 末 梢 疼 痛 線 維 で の 活 性 に よ っ て 誘 導 さ れ る 中 枢 神 経 系 に お け る ニ ュ ー ロ ン の
興 奮 性 の 変 化 ） は 、 有 害 刺 激 （ 例 え ば 、 熱 ） 、 化 学 刺 激 （ す な わ ち 、 カ プ サ イ シ ン 、 マ ス
タ ー ド オ イ ル ま た は ホ ル マ リ ン な ど の 刺 激 性 化 学 物 質 の 注 射 ま た は 適 用 ） ま た は 感 覚 線 維
の 電 気 的 活 性 化 に よ っ て 誘 導 す る こ と が で き る 。 結 果 指 標 と し て は 、 行 動 的 （ す な わ ち 、
適 用 領 域 の 外 側 、 す な わ ち 二 次 痛 覚 過 敏 ま た は 触 覚 ア ロ デ ィ ニ ア の 領 域 （ 通 常 な ら 無 害 な
触 覚 刺 激 に 対 す る 疼 痛 反 応 ） で の 温 熱 性 お よ び 機 械 的 な 応 答 性 ） 、 電 気 生 理 学 的 （ す な わ
ち 、 単 一 の 中 枢 性 ニ ュ ー ロ ン の 受 容 野 特 性 ） 、 神 経 化 学 的 （ す な わ ち 、 中 枢 性 ニ ュ ー ロ ン
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に お け る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 活 性 化 （ 例 え ば 、 ERK、 p38、 CREB、 c-fosな ど の 前 初 期 遺 伝
子 、 キ ナ ー ゼ 、 PKC、 PKA、 ま た は src） ま た は NMDAも し く は AMPA受 容 体 と い っ た 受 容 体 も
し く は イ オ ン チ ャ ン ネ ル の リ ン 酸 化 ） な も の で あ っ て よ い 。 機 能 的 画 像 化 法 を 、 活 性 化 の
パ タ ー ン の 変 化 を 評 価 す る た め に 利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 疼 痛 感 受 性 に 対 す る 末 梢 炎 症 の 影 響 を 測 定 す る た め の さ ま ざ ま な 疼 痛 試 験 も 開 発 さ れ て
い る （ Stein et al., Pharmacol. Biochem. Behav. (1988) 31: 445-451； Woolf et al.,
Neurosci. (1994) 62: 327-331） 。 炎 症 は 、 刺 激 物 質 （ 例 え ば 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト 、 カ ラ ゲ ナ ン 、 テ レ ピ ン 油 お よ び ク ロ ト ン 油 ） の 皮 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 関 節 内 ま た は
内 臓 内 へ の 注 射 に よ っ て 生 じ さ せ て も よ い 。 ま た は 、 制 御 さ れ た UV光 熱 傷 お よ び 虚 血 の 作
成 、 ま た は リ ポ 多 糖 （ LPS） も し く は 神 経 成 長 因 子 （ NGF） な ど の サ イ ト カ イ ン も し く は 炎
症 性 メ デ ィ エ ー タ ー に よ っ て 炎 症 の 影 響 を 模 倣 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 炎 症 の 誘 導 後 の 結 果 指 標 に は 、 行 動 （ 例 え ば 、 温 熱 性 お よ び 機 械 的 感 受 性 （ 以 上 に 考 察
） 、 体 重 支 持 、 内 臓 過 敏 性 （ 例 え ば 、 膀 胱 内 ま た は 腸 内 の バ ル ー ン の 膨 張 ） 、 自 発 的 移 動
活 動 、 ま た は 場 所 嗜 好 性 タ ス ク の よ う な よ り 複 雑 な 行 動 の 成 績 ） 、 電 気 生 理 学 （ 例 え ば 、
一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン お よ び 中 枢 ニ ュ ー ロ ン か ら の イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ 記 録 、 特 に 受
容 野 特 性 、 興 奮 性 ま た は シ ナ プ ス 入 力 の 変 化 に 注 目 す る ） 、 神 経 化 学 （ 例 え ば 、 一 次 感 覚
ニ ュ ー ロ ン お よ び 中 枢 ニ ュ ー ロ ン に お け る 伝 達 物 質 、 神 経 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の 発
現 お よ び 分 布 、 ニ ュ ー ロ ン に お け る シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 活 性 化 、 転 写 因 子 の 発 現 な
ら び に タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 ） に お け る 変 化 、 な ら び に 神 経 活 動 の 変 化 を 検 出 す る た め の
画 像 化 法 が 含 ま れ う る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 さ ら に 、 さ ま ざ ま な 試 験 で 、 末 梢 神 経 系 の 病 変 を 用 い て 末 梢 神 経 障 害 性 疼 痛 が 評 価 さ れ
る 。 こ の よ う な 例 の 1つ は 「 軸 索 切 断 疼 痛 モ デ ル 」 で あ り 、 こ れ は 例 え ば 、 外 傷 性 損 傷 ま
た は 実 験 的 も し く は 外 科 手 術 的 な 操 作 に よ っ て 1つ ま た は 複 数 の 末 梢 神 経 線 維 を 切 断 す る
、 末 梢 神 経 の 完 全 離 断 を 伴 う （ Watson, J. Physiol. (1973) 231： 41） 。 そ の 他 の 類 似 の
試 験 に は 、 脊 髄 分 節 神 経 の 結 紮 を 用 い る SNL試 験 （ Kim and Chung Pain (1992) 50： 355）
、 神 経 部 分 損 傷 を 用 い る セ ル ツ ァ ー (Seltzer)モ デ ル （ Seltzer, Pain (1990) 43: 205-18
） 、 坐 骨 神 経 部 分 損 傷 （ SNI） モ デ ル （ Decosterd and Woolf, Pain (2000) 87： 149） 、
慢 性 絞 扼 性 損 傷 （ CCI） モ デ ル （ Bennett (1993) Muscle Nerve 16： 1040） 、 糖 尿 病 （ ス
ト レ プ ト ゾ シ ン モ デ ル ） 、 ピ リ ド キ シ ン 神 経 障 害 、 タ キ ソ ー ル 、 ビ ン ク リ ス チ ン お よ び そ
の 他 の 抗 腫 瘍 薬 に よ り 誘 発 さ れ る 神 経 障 害 と い っ た 毒 性 神 経 障 害 を 用 い る 試 験 、 神 経 の 虚
血 を 用 い る 試 験 、 末 梢 神 経 炎 モ デ ル （ 例 え ば 、 神 経 周 囲 に 施 さ れ た CFA） 、 HSV感 染 を 用 い
た ヘ ル ペ ス 後 神 経 痛 の モ デ ル 、 な ら び に 圧 迫 モ デ ル が 含 ま れ る 。 以 上 の 試 験 の す べ て に お
い て 、 結 果 指 標 は 、 例 え ば 、 行 動 （ 例 え ば 、 上 記 の よ う な 温 熱 性 お よ び 機 械 的 感 受 性 、 体
重 支 持 、 自 発 的 活 動 、 ま た は 場 所 嗜 好 性 タ ス ク の よ う な よ り 複 雑 な 行 動 の 成 績 ） 、 電 気 生
理 学 （ 例 え ば 、 イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ で の 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン お よ び 中 枢 ニ ュ ー ロ ン
、 特 に 膜 興 奮 性 、 自 発 的 活 動 、 受 容 野 特 性 お よ び シ ナ プ ス 入 力 の 変 化 に 注 目 す る ） 、 神 経
化 学 （ 例 え ば 、 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン お よ び 中 枢 ニ ュ ー ロ ン に お け る 伝 達 物 質 、 神 経 ペ プ チ
ド お よ び タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 分 布 、 ニ ュ ー ロ ン に お け る シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 活
性 化 、 転 写 因 子 の 発 現 な ら び に タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 ） な ら び に 神 経 活 動 の 変 化 を 検 出 す
る た め の 画 像 化 法 に 従 っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 中 枢 神 経 障 害 性 疼 痛 を 模 し た
い く つ か の 疼 痛 試 験 で は 、 例 え ば 脊 髄 損 傷 （ 例 え ば 、 機 械 的 、 圧 迫 性 、 虚 血 性 、 感 染 性 ま
た は 化 学 性 ） を 含 む 、 中 枢 神 経 系 の 病 変 を 用 い る 。 こ れ ら の 個 々 の 試 験 に お い て 、 結 果 指
標 は 、 末 梢 神 経 障 害 性 疼 痛 に 関 し て 用 い た も の と 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 以 上 の モ デ ル 間 に は 、 疼 痛 の さ ま ざ ま な 特 徴 が 共 通 し て み ら れ る 。 こ の 点 に 関 し て 、 生
理 的 疼 痛 は 、 機 械 的 お よ び 温 熱 性 刺 激 に 対 す る 閾 値 の 高 さ 、 な ら び に こ の 種 の 刺 激 に 対 す
る 急 速 な 一 過 性 応 答 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 炎 症 性 疼 痛 お よ び 神 経 障 害 性 疼 痛 は 、 自 然
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発 生 的 疼 痛 （ 自 発 的 屈 曲 、 発 声 、 噛 み 付 き 、 ま た は さ ら に は 自 傷 ） 、 通 常 な ら 無 害 な 刺 激
に 対 す る 異 常 な 過 敏 性 （ ア ロ デ ィ ニ ア ） 、 お よ び 有 害 刺 激 に 対 す る 過 大 応 答 （ 痛 覚 過 敏 ）
の い ず れ か を 示 す 行 動 を 呈 す る こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
疼 痛 の 測 定
　 温 熱 性 お よ び 機 械 的 な 閾 値 感 受 性 は 、 例 え ば 、 ℃ 、 ま た は グ ラ ム も し く は ニ ュ ー ト ン 単
位 で の 力 の 形 で 、 ま た は 代 替 的 に は 応 答 す る ま で の 時 間 を 指 標 と し て 、 量 的 に 測 定 す る こ
と が で き る 。 温 熱 性 疼 痛 閾 値 に 関 し て は 、 屈 曲 逃 避 応 答 を 誘 発 す る 40℃ を 上 回 る 高 温 刺 激
ま た は 寒 冷 刺 激 （ ＜ 15℃ ） を 測 定 す る こ と が 一 般 的 で あ る 。 機 械 的 閾 値 に 関 し て は 、 屈 曲
逃 避 応 答 を 誘 発 す る 点 状 機 械 的 刺 激 の 力 （ ＜ 100g） を 測 定 す る 。 刺 激 に 対 す る 応 答 の 潜 時
、 す な わ ち 動 物 が 応 答 す る ま で に 要 す る 時 間 の 長 さ 、 の 短 縮 を 測 定 す る こ と も で き る （ 一
般 的 に は ＜ 10秒 ） 。 実 際 の 値 は 、 試 験 の 性 質 お よ び 刺 激 を 加 え る 身 体 領 域 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 疼 痛 感 受 性 の 増 大 を 試 験 す る た め の や り 方 の 1つ は 、 閾 値 レ ベ ル に 近 い 刺 激 を 反 復 的 に
加 え 、 こ の 一 定 の 刺 激 に 対 す る 陽 性 応 答 の 割 合 の 増 加 に つ い て 調 べ る こ と で あ る 。 疼 痛 応
答 性 に 関 し て 、 測 定 値 と は 、 針 刺 し ま た は 高 温 も し く は 寒 冷 刺 激 の 後 に 肢 を 屈 曲 位 に 保 つ
時 間 の 量 と い っ た 応 答 の 持 続 時 間 ま た は 大 き さ で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 本 発 明 は 、 BH4の 産 生 ま た は 作 用 を 阻 害 し う る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 を 提 供 す る 。 有 用 な 化 合 物 に は 、 BH4ま た は 図 2Aに 示 さ れ た 酵 素 の う ち 少 な く と も 1つ
も し く は 複 数 の 生 物 活 性 を 阻 害 す る こ と 、 ま た は そ れ ら の 細 胞 レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と が
で き る 、 任 意 の 作 用 物 質 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 酵 素 に は 、 例 え ば 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ
ー ゼ （ GTPCH） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン （ PTPS） 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー
ゼ （ SPR） お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） が 含 ま れ る 。 以 上 に 考 察 し た
よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 DAHP、 NASお よ び メ ト ト レ キ サ ー ト が 、 疼 痛 の 治 療 、 軽 減 ま た は
予 防 の た め に 有 用 で あ る こ と を 示 し た 。 例 え ば 、 こ の よ う な 薬 剤 を リ ー ド 化 合 物 と し て 用
い る こ と で 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 鎮 痛 を 誘 導 す る た め に 働 く 、 BH4合 成 経 路 の 新 規
な 特 異 的 阻 害 薬 の 同 定 を 可 能 に す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 に は ハ イ ス ル ー プ ッ ト 手 法 が
含 ま れ う る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 実 施 す る た め に 、 さ ま ざ ま な 方 法 を 利 用 す る こ と
が で き る 。 1つ の ア プ ロ ー チ に よ れ ば 、 BH4合 成 酵 素 の う ち 1つ ま た は 複 数 を 発 現 す る 細 胞
の 培 養 液 に 対 し て 、 候 補 化 合 物 を さ ま ざ ま な 濃 度 で 添 加 す る 。 続 い て 、 BH4合 成 酵 素 の 遺
伝 子 発 現 を 、 例 え ば 、 BH4合 成 酵 素 の 核 酸 分 子 か ら 調 製 し た 任 意 の 適 切 な 断 片 を ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 用 い る 標 準 的 な ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 （ Ausubel et al.、
前 記 ） に よ り 、 ま た は 適 切 な プ ラ イ マ ー を 用 い る リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 測 定 す る 。 候 補
化 合 物 の 存 在 下 で の 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル を 、 候 補 分 子 が 存 在 し な い 対 照 培 養 物 で 測 定 し た
レ ベ ル と 比 較 す る 。 必 要 に 応 じ て 、 候 補 化 合 物 の 影 響 を 、 代 替 的 な 選 択 肢 と し て 、 同 じ 一
般 的 な ア プ ロ ー チ 、 な ら び に 、 BH4合 成 酵 素 ま た は BH4（ ま た は そ の 中 間 体 も し く は 代 謝 産
物 ） に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 沈 降 法 ま た は イ ム ノ ア ッ
セ イ な ど の 標 準 的 な 免 疫 学 的 手 法 を 用 い て 、 BH4産 生 の レ ベ ル で 測 定 す る こ と も で き る 。
例 え ば 、 イ ム ノ ア ッ セ イ を 、 BH4ま た は GTPCHの レ ベ ル を 検 出 ま た は モ ニ タ ー す る た め に 用
い る こ と が で き る 。 BH4、 BH4前 駆 体 ま た は BH4代 謝 産 物 と 結 合 し う る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 BH4ま た は そ の 前 駆 体 も し く は 代 謝 産 物 の レ ベ ル を 測 定 す
る た め の 任 意 の 標 準 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 （ 例 え ば 、 ELISAま た は RIAア ッ セ イ ） に 用 い
る こ と が で き る 。 ま た 、 BH4ま た は そ の 前 駆 体 も し く は 代 謝 産 物 を 、 質 量 分 析 、 高 速 液 体
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 分 光 学 的 も し く は 蛍 光 定 量 的 な 手 法 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を
用 い て 測 定 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 総 ビ オ プ テ リ ン （ BH1、 BH2お よ び BH4） 含 有 量 を
以 下 に さ ら に 述 べ る よ う に 測 定 し て も よ い 。
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【 ０ １ ３ １ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 、 BH4の 生 物 活 性 を BH4依 存 性 酵 素 も し く は BH4
結 合 受 容 体 に 対 す る そ の 結 合 性 を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 低 下 さ せ る 、 ま た は 代 替 的 に は
、 い ず れ か の BH4合 成 酵 素 の 活 性 ま た は レ ベ ル を 低 下 さ せ る 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め に
用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 以 下 に さ ら に 述 べ る よ う に 、 候 補 化 合 物 を 、 GTPCH活 性 を
低 下 さ せ る 能 力 に 関 し て 、 こ の 酵 素 を 天 然 に 発 現 す る 細 胞 に お い て 、 こ の 酵 素 の cDNAの ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 に 、 ま た は そ の 酵 素 を 含 む 無 細 胞 溶 液 中 で 、 調 べ る こ と が で き る
。 BH4依 存 性 酵 素 （ NOSな ど ） ま た は BH4結 合 受 容 体 （ ま た は 類 似 体 ） の 結 合 ま た は 活 性 化
に 対 す る 候 補 化 合 物 の 影 響 は 、 放 射 性 お よ び 非 放 射 性 結 合 ア ッ セ イ 、 競 合 ア ッ セ イ 、 酵 素
活 性 ア ッ セ イ 、 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 ア ッ セ イ に よ っ て 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 具 体 的 な 一 例 と し て は 、 BH4合 成 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 （ 例 え
ば 、 齧 歯 動 物 細 胞 ） を 、 候 補 化 合 物 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 合 成 有 機 分 子 、
天 然 有 機 分 子 、 核 酸 分 子 ま た は そ れ ら の 構 成 要 素 ） の 存 在 下 で 培 養 す る 。 細 胞 は BH4合 成
酵 素 を 内 因 性 に 発 現 し て も よ く 、 ま た は 代 替 的 に は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 標 準 的 な
手 法 （ 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び ウ イ ル ス 感 染 ） に よ っ て BH4合 成 酵 素 を 過 剰
発 現 す る よ う に 遺 伝 的 に 操 作 し て も よ い 。 こ れ ら の 細 胞 に お け る BH4合 成 酵 素 の 発 現 レ ベ
ル を 、 例 え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 測 定 し 、 続 い て 、 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ て
い な い 対 照 細 胞 に お け る 同 じ タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル と 比 較 す る 。 BH4ま た は 中 間 体 の
レ ベ ル の 低 下 を 、 そ の 合 成 を 低 下 さ せ る こ と ま た は そ の 合 成 酵 素 の う ち 1つ の レ ベ ル も し
く は 活 性 を 低 下 さ せ る こ と の 結 果 と し て 促 進 さ せ る 化 合 物 は 、 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る
と 判 断 さ れ る 。 BH4の レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る そ の 能 力 か ら 考 え て 、 こ の よ う な 分
子 は 、 例 え ば 、 疼 痛 の 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 の た め の 鎮 痛 治 療 薬 と し て 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 任 意 の BH4合 成 酵 素 の 活 性 は 、 そ れ ら が 基 質 （ 例 え ば 、 GTP） を 消 費 す る 速 度 、 ま た は 生
成 物 （ 例 え ば 、 BH4） を 生 成 す る 速 度 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る （ Werner et al. (19
96) J Chromatogr B Appl 684: 51-58を 参 照 ） 。 放 射 分 析 ア ッ セ イ は 標 識 基 質 の 消 費 に 基
づ く 。 例 え ば 、 GTPCH活 性 は 、 GTPの 標 識 水 素 原 子 を 源 と す る 標 識 ギ 酸 の 放 出 お よ び チ ャ コ
ー ル に よ る GTPか ら の ギ 酸 の 分 離 を 測 定 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る （ Viveros
 et al. (1981) Science 213： 349） 。 し か し 、 HPLCに 基 づ く 方 法 は 、 HPLCが 生 成 物 の 決
定 を 可 能 と す る と い う 点 で 、 放 射 性 方 法 よ り も 優 れ て い る 。 GTPCH活 性 を 測 定 す る た め に
は 、 GTPCHを 含 む 組 織 ま た は 細 胞 の ホ モ ジ ネ ー ト を 、 生 成 物 で あ る 7,8ジ ヒ ド ロ プ テ リ ン 三
リ ン 酸 が 、 機 能 す る た め に Mg２ ＋ を 必 要 と す る 下 流 PTPSに よ っ て さ ら に 代 謝 さ れ る こ と を
確 実 に 防 ぐ た め に 、 EDTAの 存 在 下 で 、 過 剰 量 の GTP（ 基 質 ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 反 応 は HClお よ び ヨ ウ 素 の 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ る 。 こ れ は ま た 、 不 安 定 な 7,8-ジ ヒ ド
ロ ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 の 、 よ り 安 定 化 な ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 へ の 酸 化 へ も 引 き 起 こ す
。 ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 は 、 イ オ ン 対 HPLCお よ び 蛍 光 検 出 法 に よ っ て 直 接 分 析 す る こ と が
で き る 。 ま た は 、 混 合 物 を NaOHお よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処 理 し て ネ オ プ テ リ ン を
生 じ さ せ て も よ く 、 こ れ は 「 純 粋 な 」 試 料 （ イ ン ビ ト ロ キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ ま た は CSFな ど
） の 場 合 に は 、 蛍 光 検 出 を 用 い る 逆 相 HPLC、 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は 直 接 的 な 蛍 光 に よ っ て
分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ 活 性 は 一 般 に 、 セ ピ ア プ テ リ ン を 人 工 的 基 質 と し て 用 い て
、 BH4お よ び BH2の ビ オ プ テ リ ン へ の 酸 化 後 の 総 ビ オ プ テ リ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ
て ア ッ セ イ さ れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 PTPS活 性 の 決 定 の た め に は 、 基 質 で あ る 7,8ジ ヒ ド ロ ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 を 精 製 GTPCH
を 用 い て 新 た に 調 製 す る こ と が 一 般 的 で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 は 通 常 、 精 製 さ
れ た セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ も 含 む た め 、 BH4お よ び BH2の 酸 化 後 の ビ オ プ テ リ ン レ ベ
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ル を 測 定 す る こ と に よ っ て PTPS活 性 を 評 価 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 BH4の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 、 ま た は BH4合 成 酵 素 の レ ベ ル も し く は 活 性 を 低 下 さ せ る そ の
能 力 か ら 考 え て 、 こ の よ う な 分 子 は 、 例 え ば 、 疼 痛 の 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 の た め の 鎮 痛
治 療 薬 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 代 替 的 ま た は 補 足 的 に は 、 候 補 化 合 物 を 、 BH4依 存 性 酵 素 ま た は BH4結 合 受 容 体 と 特 異 的
に 結 合 す る 、 ま た は そ れ を 特 異 的 に 阻 害 す る 化 合 物 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と も で
き る 。 こ の よ う な 候 補 化 合 物 の 有 効 性 は 、 そ れ が BH4、 BH4合 成 酵 素 も し く は BH4結 合 酵 素
ま た は BH4受 容 体 と 相 互 作 用 す る 能 力 に 依 存 す る 。 こ の よ う な 相 互 作 用 は 、 任 意 の さ ま ざ
ま な 標 準 的 な 結 合 法 お よ び 機 能 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 前 記 、 Ausubel et al.に 記 載 さ れ た も
の ） を 用 い て 容 易 に ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 例 え ば 、 候 補 化 合 物 を BH4と の 相 互 作 用 お よ び 結 合 に 関 し て イ ン ビ ト ロ で 試 験 し 、 そ れ
が 疼 痛 を 調 節 す る 能 力 を 、 任 意 の 標 準 的 な ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 し た も の ）
に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 1つ の 特 定 の 例 で は 、 BH4合 成 酵 素 の い ず れ か と 結 合 す る 候 補 化 合 物 を 、 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に 基 づ く 手 法 を 用 い て 同 定 す る 。 例 え ば 、 組 換 え BH4合 成 酵 素 タ ン パ ク 質 を 、 BH4合 成
酵 素 を 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ た 細 胞 （ 例 え ば 、 上 記 の も の ） か ら 標 準 的 な 手 法 に よ っ て
精 製 し 、 カ ラ ム 上 に 固 定 化 す る 。 ま た は 、 BH4を カ ラ ム 上 に 固 定 化 す る 。 続 い て 、 候 補 化
合 物 の 溶 液 を カ ラ ム に 通 過 さ せ 、 BH4ま た は い ず れ か 1つ の BH4合 成 酵 素 に 対 し て 特 異 的 な
化 合 物 を 、 そ れ が BH4ま た は BH4合 成 酵 素 と 結 合 し て カ ラ ム 上 に 固 定 化 さ れ る 能 力 に 基 づ い
て 同 定 す る 。 化 合 物 を 単 離 す る た め に は 、 非 特 異 的 に 結 合 し た 分 子 を 除 去 す る た め に カ ラ
ム を 洗 浄 し た 後 に 、 関 心 対 象 の 化 合 物 を カ ラ ム か ら 放 出 さ せ て 収 集 す る 。 こ の 方 法 （ ま た
は 任 意 の 他 の 適 切 な 方 法 ） に よ っ て 単 離 さ れ た 化 合 物 を 、 必 要 に 応 じ て （ 例 え ば 、 高 速 液
体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り ） 、 さ ら に 精 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 新 た な 阻 害 薬 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ 、 お よ び リ ー ド 化 合 物 の 最 適 化 に つ い て は 、 例 え
ば 、 上 記 の よ う に GTPCH活 性 を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 数 多 く の 物
質 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 精 製 し た 組 換 え GTPCHを 基 質 お よ び 阻 害 薬 候 補 と と も に イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 酸 化 を 行 わ せ 、 蛍 光 ELISA読 み 取 り 装 置 を 用 い て ネ オ プ テ リ ン を 測
定 す る と い う 、 96ウ ェ ル を 利 用 し た 酵 素 ア ッ セ イ を 用 い る こ と も で き る 。 ネ オ プ テ リ ン は
強 い 蛍 光 を 示 し 、 直 接 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ア ッ セ イ が BH4測 定 に 基 づ い て も よ い 。 BH4は 、 分 子 の 環 が 完 全 に 酸 化 さ れ た 芳 香 族 の 状
態 に は な い た め 、 強 い 蛍 光 は 示 さ な い 。 こ の 問 題 を 回 避 す る た め に 、 ジ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ
ン お よ び BH4を そ れ ら の ビ オ プ テ リ ン へ の 酸 化 後 に 測 定 す る と い う 鑑 別 的 な 酸 化 方 法 を 用
い て も よ く 、 こ の 場 合 、 蛍 光 を 用 い た ビ オ プ テ リ ン の 検 出 限 界 は 0.3pmolで あ る （ Fukushi
ma and Nixon, Anal. Biochem, (1980) 102: 176-188） 。 GTPCHの 活 性 ま た は ビ オ プ テ リ
ン の レ ベ ル を 測 定 す る た め の ア ッ セ イ は 、 例 え ば 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Kaneko et al.,
 Brain Res. Brain Res. Protoc. (2001) 8: 25-31； Ota et al., J Neurochem. (1996) 
67: 2540-2548； Brautigam et al., Physiol. Chem. (1982) 363: 341-343； Curtius et 
al., Eur. J. Biochem. (1985) 148: 413-419； Stea et al., J Chromatogr. (1979) 168
: 385-393； Werner et al., J Chromatogr. (1996) 684： 51-58； Werner et al., Method
s Enzymol. (1997) 281: 53-61； Nagatsu et al., Anal. Biochem. (1981) 110: 182-189
； お よ び 、 Geller et al., Biochem Biophys Res Commun (2000) 276: 633-41。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 さ ら に 、 こ れ ら の 候 補 化 合 物 を 、 鎮 痛 薬 （ 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う な ） と し て
機 能 す る 能 力 に 関 し て 調 べ る こ と も で き る 。 ま た 、 こ の ア プ ロ ー チ に よ っ て 単 離 さ れ た 化
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合 物 を 、 例 え ば 、 疼 痛 の 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 の た め の 治 療 薬 と し て 用 い る こ と も で き る
。 BH4、 い ず れ か の BH4合 成 酵 素 、 BH4依 存 性 酵 素 ま た は BH4結 合 受 容 体 に 対 し て 、 10mMと 等
し い か そ れ 未 満 の 親 和 性 定 数 で 結 合 す る も の と し て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 本 発 明 に お い て
特 に 有 用 と 判 断 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 最 終 的 に は 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 任 意 の 候 補 化 合 物 の 鎮 痛 効 果 を
、 上 記 の い ず れ か の 疼 痛 モ デ ル を 用 い て 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 可 能 性 の あ る 鎮 痛 薬 に は 、 BH4合 成 酵 素 ま た は BH4依 存 性 酵 素 ま た は BH4結 合 受 容 体 の い
ず れ か を コ ー ド す る 核 酸 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て そ れ ら の 活 性 を
阻 害 ま た は 消 失 さ せ る 、 有 機 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 抗 体
が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 可 能 性 の あ る 鎮 痛 薬 に は 、 ま た 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 部 位 と 結 合 し て そ れ を
占 有 し 、 そ れ に よ っ て こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 結 合 分 子 に 対 す る 結 合 を 妨 げ 、 正 常
な 生 物 活 性 が 妨 げ ら れ る よ う に す る 低 分 子 も 含 ま れ る 。 可 能 性 の あ る 他 の 鎮 痛 薬 に は ア ン
チ セ ン ス 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 BH4に 加 え て 、 BH4合 成 酵 素 の い ず れ か を 発 現 さ せ た 上 で 、 候 補 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ
の た め の 標 的 と し て 用 い る こ と も で き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 提 示 し た 化 合 物 （ 例 え ば
、 DAHP、 NAS、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 BH4、 グ ア ニ ン 、 ま た は 図 19に 示 さ れ た 化 合 物 の い ず れ
か ） を 、 鎮 痛 性 化 合 物 の 発 見 お よ び 開 発 の た め の リ ー ド 化 合 物 と し て 利 用 す る こ と も で き
る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
被 験 化 合 物 お よ び 抽 出 物
　 一 般 に 、 鎮 痛 を 誘 導 し う る 化 合 物 は 、 天 然 物 ま た は 合 成 （ も し く は 半 合 成 ） 抽 出 物 の 双
方 の 大 規 模 ラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ る 化 学 物 質 ラ イ ブ ラ リ ー か
ら 同 定 さ れ る 。 薬 剤 の 探 索 お よ び 開 発 の 当 業 者 は 、 被 験 抽 出 物 ま た は 化 合 物 の 厳 密 な 源 は
本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 に と っ て 決 定 的 で は な い こ と を 理 解 し て い る と 考 え ら れ る 。
し た が っ て 、 事 実 上 あ ら ゆ る さ ま ざ ま な 化 学 抽 出 物 ま た は 化 合 物 を 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方
法 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抽 出 物 ま た は 化 合 物 の 例 に は 、
植 物 、 真 菌 、 原 核 生 物 ま た は 動 物 を 基 に し た 抽 出 物 、 発 酵 ブ ロ ス お よ び 合 成 化 合 物 、 さ ら
に は 既 存 の 化 合 物 の 改 変 物 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 糖 類 、 脂 質 、 ペ プ チ ド お よ び 核 酸 を 基
礎 に お く 化 合 物 を 非 制 限 的 に 含 む 、 任 意 の さ ま ざ ま な 化 合 物 の ラ ン ダ ム ま た は 定 方 向 的 な
合 成 （ 例 え ば 、 半 合 成 ま た は 全 合 成 ） を 行 わ せ る た め の 、 数 多 く の 方 法 も 利 用 す る こ と が
で き る 。 合 成 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Brandon Associates社 （ Merrimack, NH） お よ び Ald
rich Chemical社 （ Milwaukee, WI） か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ま た は 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 お よ び 動 物 の 抽 出 物 の 形 態 に あ る 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー
は 、 Biotics（ Sussex, UK） 、 Xenova（ Slough, UK） 、 Harbor Branch Oceangraphics Ins
titute（ Ft. Pierce, FL） お よ び PharmaMar, U.S.A.（ Cambridge, MA） を 含 む 供 給 業 者 か
ら 、 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 天 然 の ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 合 成 的 に 作 製 さ れ た ラ
イ ブ ラ リ ー は 、 必 要 に 応 じ て 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 例 え ば 、 標 準 的 な 抽 出
法 お よ び 分 画 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 。 さ ら に 、 必 要 に 応 じ て 、 任 意 の ラ イ ブ ラ リ ー ま た は
化 合 物 は 、 標 準 的 な 化 学 的 、 物 理 的 ま た は 生 化 学 的 な 方 法 を 用 い て 容 易 に 修 飾 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 加 え て 、 薬 剤 の 探 索 お よ び 開 発 の 当 業 者 は 、 デ レ プ リ ケ ー シ ョ ン （ dereplication） （
例 え ば 、 分 類 学 的 デ レ プ リ ケ ー シ ョ ン 、 生 物 学 的 デ レ プ リ ケ ー シ ョ ン お よ び 化 学 的 デ レ プ
リ ケ ー シ ョ ン ま た は そ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ ） 、 ま た は 鎮 痛 活 性 が 公 知 で あ る 物 質 の 重
複 物 も し く は 反 復 物 の 除 去 の た め の 方 法 を 可 能 な 限 り 用 い る べ き で あ る こ と を 容 易 に 理 解
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す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 粗 抽 出 物 が 鎮 痛 活 性 ま た は 結 合 活 性 を 有 す る こ と が 明 ら か に な っ た 場 合 に は 、 観 察 さ れ
た 効 果 の 原 因 で あ る 化 学 成 分 を 単 離 す る た め に 、 陽 性 で あ る リ ー ド 抽 出 物 を さ ら に 分 画 す
る こ と が 必 要 で あ る 。 し た が っ て 、 抽 出 、 分 画 お よ び 精 製 の 工 程 の 目 標 は 、 鎮 痛 活 性 を 有
す る 粗 抽 出 物 の 内 部 に あ る 化 学 的 実 体 の 特 性 決 定 お よ び 同 定 を 慎 重 に 行 う こ と に あ る 。 こ
の よ う な 異 種 混 交 的 な 抽 出 物 の 分 画 お よ び 精 製 の 方 法 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 必 要 に
応 じ て 、 病 原 性 の 治 療 に 有 用 な 薬 剤 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 化 合 物 は 、 当 技 術 分 野 で 公
知 の 方 法 に 従 っ て 化 学 的 に 修 飾 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
薬 学 的 治 療 薬
　 本 発 明 は 、 疼 痛 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る こ と が 可 能 な 化 合 物 （ ペ プ チ ド 、 低 分 子 阻
害 薬 お よ び 模 倣 物 を 含 む ） を 同 定 す る た め の 簡 易 な 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 し た が っ て 、 医 学 的 意 義 を 有 す る こ と が 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 見 い だ さ れ た 化
学 的 実 体 は 、 薬 剤 と し て 、 ま た は 、 例 え ば 合 理 的 薬 剤 設 計 に よ る 、 既 存 の 鎮 痛 化 合 物 の 構
造 的 修 飾 の た め の 情 報 と し て 、 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 治 療 的 使 用 の た め に は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ た 組 成 物 ま た は 薬
剤 を 、 例 え ば 、 生 理 的 食 塩 水 な ど の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 緩 衝 液 中 に 配 合 し た 上 で 、 全 身 投
与 す る こ と が で き る 。 投 与 は 、 例 え ば 、 （ い ず れ か の BH4合 成 酵 素 の 生 物 活 性 を 妨 げ る こ
と に よ り ） BH4の 産 生 を 妨 げ る こ と に よ っ て 、 ま た は 、 BH4を 補 助 因 子 と し て 用 い う る 酵 素
ま た は BH4と 結 合 す る 受 容 体 の 活 性 化 を 阻 止 す る こ と に よ り BH4の 生 物 活 性 を 直 接 妨 げ る こ
と に よ っ て 、 疼 痛 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る 化 合 物 を 動 物 個 体 に 投 与 す る こ と に よ り 、
直 接 的 に 行 う こ と が で き る 。 好 ま し い 投 与 経 路 に は 、 例 え ば 、 連 続 的 で 持 続 的 な 濃 度 の 薬
物 が 患 者 に 提 供 さ れ る 、 皮 下 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 ま た は 皮 内 注 射 が 含 ま れ る 。 ヒ ト
患 者 ま た は 他 の 動 物 の 治 療 は 、 生 理 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に あ る 治 療 的 有 効 量 の 鎮 痛 薬 を
用 い て 行 い う る と 考 え ら れ る 。 適 し た 担 体 お よ び そ れ ら の 剤 形 は 、 例 え ば 、 E.W.Martinに
よ る 「 Remington's Pharmaceutical Sciences」 に 記 載 さ れ て い る 。 投 与 す る 鎮 痛 薬 の 量
は 、 投 与 様 式 、 患 者 の 年 齢 お よ び 体 重 、 な ら び に 疾 患 の 種 類 お よ び 疾 患 の 程 度 に よ っ て 異
な る 。 一 般 に そ の 量 は 、 疼 痛 の 治 療 に 用 い ら れ る 他 の 薬 剤 に つ い て 用 い ら れ て い る も の の
範 囲 に あ る と 考 え ら れ る が 、 場 合 に よ っ て は 、 化 合 物 の 特 異 性 が 高 い こ と か ら 、 よ り 少 な
い 量 が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 化 合 物 は 、 疼 痛 を 抑 制 す る 投 与 量 で 投 与 さ れ る 。 例 え ば
、 全 身 投 与 の 場 合 に は 、 化 合 物 を 典 型 的 に は 0.1ng～ 10g／ kg体 重 の 範 囲 で 投 与 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ こ で 、 本 発 明 の 結 果 を 、 以 下 の 実 施 例 に お い て さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 こ れ ら の 実 施
例 は 本 発 明 を 例 示 す る た め に 提 供 さ れ る も の で あ り 、 制 限 的 な も の と み な さ れ る べ き で は
な い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例 1： 末 梢 神 経 損 傷 に よ る BH4経 路 の 合 成 酵 素 の 誘 導
　 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 末 梢 軸 索 の 離 断 は 、 そ れ ら の 代 謝 、 再 生 能 力 、 生 存 、 興 奮 性 、 伝
達 物 質 機 能 、 な ら び に 多 様 な 外 因 性 お よ び 内 因 性 シ グ ナ ル に 対 す る 感 受 性 に 重 大 な 変 化 を
引 き 起 こ す 。 こ れ ら の 変 化 は 、 末 梢 標 的 臓 器 か ら の 栄 養 的 補 助 の 喪 失 お よ び 損 傷 部 位 で 生
じ る 新 規 な シ グ ナ ル の 両 方 に よ っ て 誘 発 さ れ る 、 転 写 上 の 変 化 に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 こ れ
ら の 転 写 上 の 変 化 は 、 損 傷 を 受 け て も 生 存 す る 能 力 お よ び 損 傷 を 受 け た 軸 索 が 再 成 長 す る
能 力 と い っ た 適 応 応 答 に 加 え て 、 神 経 障 害 性 疼 痛 の 発 生 を 含 む 知 覚 の 変 化 を 引 き 起 こ す 恐
れ の あ る 適 応 応 答 も も た ら す 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ラ ッ ト の 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ は 、 坐 骨 神 経 離 断 （ 軸 索 切 断 ） 後 の
後 根 神 経 節 （ DRG） に お け る 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ て い る 。 DRGは 、
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一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン と い う 1つ の 一 般 的 な 種 類 の ニ ュ ー ロ ン の 密 な 集 合 体 で あ る 。 そ の 病
変 は 細 胞 に 対 し て 均 一 な 影 響 を 及 ぼ し 、 調 節 性 が 判 明 し て い る 遺 伝 子 の 大 規 模 プ ー ル の 存
在 に よ り 、 マ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 同 定 さ れ た 変 化 の 質 的 管 理 が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 Affymetrixラ ッ ト U34Aオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ を 、 胚 で の DRGの 成 熟 過 程 お よ び 坐 骨
神 経 病 変 後 の DRGニ ュ ー ロ ン に お け る 遺 伝 子 発 現 の 変 化 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の た め に
用 い た 。 最 初 の 検 討 で 、 本 発 明 者 ら は 、 ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） を 含 む
い く つ か の 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル が 、 発 生 過 程 初 期 に お け る 高 い 発 現 レ ベ ル 、 成 熟 期
に お け る ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 、 お よ び 末 梢 神 経 損 傷 後 の 再 発 現 を 特 徴 と す る こ と を 見
い だ し た （ 図 1Aお よ び 1B） 。 続 い て 、 Costigan et al.,（ BMC Neuroscience (2002) 3: 1
6） （ こ れ は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） に よ っ て 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に 、
末 梢 神 経 （ 坐 骨 神 経 ） 離 断 （ 軸 索 切 断 、 Ax） か ら 3日 後 の 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 探 る 目 的 で
、 発 現 レ ベ ル を 非 損 傷 DRG（ 未 処 理 、 N） と 比 較 す る こ と に よ り 、 よ り 詳 細 な 検 討 を 行 っ た
。 9つ の 生 物 学 的 に 独 立 し た ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た （ 6つ は 未 処 理 、 3つ
は 軸 索 切 断 後 ） 。 5匹 の 雄 性 Sprague-Dawleyラ ッ ト か ら の DRG組 織 （ 左 側 ま た は 損 傷 の 同 側
側 か ら の L4お よ び L5） を 各 RNA集 団 に つ い て プ ー ル し た 。 各 RNA試 料 を 別 個 に 標 識 し 、 別 々
の ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 3連 の 2組 の マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 2種 類 の 比 較 を 行
っ た ： 未 処 理 と 未 処 理 の 比 較 、 お よ び 未 処 理 と 軸 索 切 断 と の 比 較 。 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ の
比 較 で ア レ イ の 少 な く と も 1つ に お い て 、 存 在 す る 、 ま た は 下 限 の コ ー ル （ call） を 受 容
し た 場 合 に 、 検 出 さ れ た も の と 定 義 し た 。 そ れ ぞ れ の 個 々 の 試 料 は 、 単 一 の 供 給 元 （ Char
les River） に よ る 齢 数 の 類 似 し た 5匹 の 雄 Sprague-Dawleyラ ッ ト か ら プ ー ル さ れ て い る た
め 、 生 物 学 的 な 変 動 は 非 常 に 少 な い 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 DHPRに 加 え て 、 こ の 分 析 で は さ ら に 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン 合 成 経 路 の 2つ の 他 の
要 素 （ 図 2A） も 、 末 梢 神 経 損 傷 に よ っ て 有 意 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 判 明 し た
： GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） お よ び セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） （ 図 3参 照
） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
実 施 例 2： マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 の 検 証
　 次 に 、 軸 索 切 断 に よ る BH4合 成 酵 素 の 誘 導 を 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 ノ ー ザ ン ス ロ ッ
ト ブ ロ ッ ト 分 析 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
と い っ た さ ま ざ ま な 方 法 に よ っ て 確 か め た 。 各 群 か ら の 試 料 を 、 動 物 ア レ イ 用 に 用 い た も
の と は 異 な る 群 の 動 物 か ら 抽 出 し た 、 独 立 し た L4お よ び L5 DRG RNA試 料 か ら 調 製 し た 。 図
1Bは 、 軸 索 切 断 の 前 お よ び 後 で の 、 胚 発 生 過 程 お よ び 成 体 に お け る DHPRの 発 現 プ ロ フ ァ イ
ル を 示 し 、 そ れ に よ っ て 本 発 明 者 ら の マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ を 裏 づ け た 、 ノ ー ザ ン ス ロ ッ
ト ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 し て い る 。 未 処 理 DRGお よ び 損 傷 3日 後 に お け る GTPCH mRNAレ ベ ル を 検
出 す る た め の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 3kbお よ び 1.2kbと い う 2種 類 の 転 写 物 の 顕 著
な 誘 導 が 明 ら か に 示 さ れ て い る （ 図 4A参 照 ） 。 図 3は 、 軸 索 切 断 後 の DRGに お け る BH4合 成
酵 素 の 誘 導 の 程 度 を ま と め た も の で あ る 。 イ ン サ イ チ ュ ー 分 析 に よ り 、 末 梢 神 経 損 傷 3日
後 の DRGの ニ ュ ー ロ ン に お け る GTPCH mRNAの 誘 導 が さ ら に 確 か め ら れ た （ 図 4B） 。 図 4D～ 4
Fは 、 軸 索 切 断 後 の DRGに お け る GTPCH、 DHPRお よ び SPR mRNA転 写 物 レ ベ ル の 誘 導 が 、 少 な
く と も 2週 間 に わ た っ て 持 続 す る こ と を 示 し た 3回 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 表 し て い る 。
本 発 明 者 ら は さ ら に 、 神 経 損 傷 後 の GTPCH mRNAレ ベ ル の 上 昇 が 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル （ 図 5A
） お よ び 酵 素 活 性 （ 図 5B） の 上 昇 も 伴 う こ と を 示 し て い る 。 図 5Aは 、 軸 索 切 断 後 の GTPCH
レ ベ ル の 顕 著 か つ 持 続 的 な 上 昇 を 示 し て い る 、 未 処 理 DRGお よ び 軸 索 切 断 か ら 1、 3、 7お よ
び 14日 後 に お け る GTPCHタ ン パ ク 質 レ ベ ル に 関 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 表 し て い る
。 DRGに お け る GTPCH活 性 レ ベ ル は 、 軸 索 切 断 7日 後 の 方 が 対 照 に 比 し て 顕 著 に 高 い （ 図 5B
） 。 DRGに お け る BH4の 量 も 軸 索 切 断 7日 後 の 方 が 対 照 に 比 し て 増 加 し て い る （ 図 5C） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
実 施 例 3： 神 経 障 害 性 疼 痛 モ デ ル お よ び 炎 症 性 疼 痛 モ デ ル に お け る BH4合 成 酵 素 の 変 化
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　 3連 の Affymetrixマ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 、 3種 類 の 独 立 し た 末 梢 神 経 障 害 性 疼 痛 モ デ ル お
よ び 末 梢 炎 症 後 に お け る DRGお よ び 脊 髄 後 角 で の 、 BH4合 成 経 路 の 要 素 （ GTPCH、 SPRお よ び
DHPR、 な ら び に 6-ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン シ ン タ ー ゼ お よ び フ ィ ー ド バ ッ ク 調 節
タ ン パ ク 質 、 GTPCHフ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 ） の 発 現 の 変 化 の 経 時 的 推 移 を 確 か め
る た め に 用 い た 。 3種 類 の い ず れ の 末 梢 神 経 障 害 性 疼 痛 モ デ ル の DRGに お い て も 、 GTPCH I
、 SPR、 PTPSお よ び DHPRは す べ て 、 か な り の 程 度 で し か も 長 期 間 に わ た っ て ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー ト さ れ た （ 図 6A～ 6J） 。 後 角 で は 、 こ れ ら の す べ て の 酵 素 に 関 す る mRNAが 検 出 さ れ た
（ す な わ ち 、 構 成 性 に 発 現 さ れ た ） が 、 疼 痛 モ デ ル に お け る 変 化 は わ ず か で あ っ た 。 DRG
お よ び 後 角 の 両 方 に お い て 、 末 梢 炎 症 も 、 BH4合 成 酵 素 の 恒 常 的 な 基 礎 的 発 現 レ ベ ル の 顕
著 な 変 化 は 引 き 起 こ さ な か っ た （ 図 7A～ I） 。
【 ０ １ ６ １ 】
実 施 例 4： 神 経 障 害 性 疼 痛 に 対 す る GTPCHの 阻 害 薬 の 影 響
　 こ れ ら の 所 見 に 基 づ き 、 本 発 明 者 ら は 、 BH4経 路 が 、 細 胞 生 存 応 答 の 活 性 化 、 興 奮 性 の
変 化 、 伝 達 物 質 機 能 の 変 化 お よ び 成 長 状 態 の 変 化 を 含 む 生 物 応 答 に お い て 役 割 を 有 す る と
の 仮 説 を 立 て た 。 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 こ の 経 路 が 、 例 え ば BH4レ ベ ル の 上 昇 の 結 果 と し
て NOS活 性 を 高 め る こ と に よ り 、 末 梢 神 経 損 傷 後 の 疼 痛 （ 末 梢 神 経 障 害 性 疼 痛 ） の 発 生 に
役 割 を 果 た す と い う 仮 説 を 立 て た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 BH4合 成 経 路 が 神 経 障 害 性 疼 痛 に 関 与 す る か 否 か を 評 価 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 坐
骨 神 経 部 分 損 傷 （ SNI） モ デ ル （ 図 8A～ 8H） 、 慢 性 絞 扼 性 損 傷 （ CCI） モ デ ル （ 図 9Aお よ び
9B） 、 ホ ル マ リ ン ア ッ セ イ （ 図 10） お よ び CFAモ デ ル （ 図 11A～ E） と い っ た さ ま ざ ま な 疼
痛 モ デ ル に お い て 、 DAHPが 鎮 痛 を 誘 発 し う る か 否 か を 検 討 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 SNIモ デ ル を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は 、 手 術 後 の DAHP（ 180mg／ kg／ day、 腹 腔 内 に 注 射 ）
の 投 与 が 、 投 与 を 早 期 の 時 点 （ 例 え ば 、 手 術 3日 後 、 図 8A～ 8D参 照 ） ま た は 後 期 の 時 点 （
例 え ば 、 手 術 17日 後 、 図 8E～ 8F参 照 ） の い ず れ に 開 始 す る か に か か わ ら ず 、 媒 体 の み を 注
射 し た ラ ッ ト に 比 し て 、 機 械 的 感 受 性 （ フ ォ ン フ ラ イ 閾 値 ） お よ び 寒 冷 性 疼 痛 （ 肢 へ の ア
セ ト ン の 適 用 に よ る 寒 冷 ア ロ デ ィ ニ ア ） の 軽 減 を 生 じ さ せ る こ と を 示 し た 。 こ の よ う に 、
DAHPの 投 与 は 、 ひ と た び 神 経 障 害 性 疼 痛 が 成 立 し た 後 で あ っ て も 鎮 痛 を 生 じ さ せ る こ と が
で き た 。 DAHP（ 6mg／ kg／ day i.t.） を 腰 椎 カ テ ー テ ル を 介 し た 髄 腔 内 持 続 注 入 に よ っ て
投 与 し た 場 合 に も 機 械 的 お よ び 寒 冷 ア ロ デ ィ ニ ア は 軽 減 さ れ た 。 そ の 有 効 性 は 腹 腔 内 投 与
と 同 等 で あ っ た 。 DAHPの 鎮 痛 効 果 は さ ら に CCIモ デ ル で も 確 か め ら れ た （ 180mg／ kg／ d i.
p.； 図 9Aお よ び 9B） 。 DAHP（ 180mg／ kgの 単 回 i.p.投 与 ） は ホ ル マ リ ン ア ッ セ イ に お け る
後 ず さ り 行 動 も 減 少 さ せ た （ 図 10） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 8の 結 果 は 、 SNIモ デ ル に お け る DAHPの 鎮 痛 効 果 が 、 DAHPの 用 量 を 増 や し て 用 い る こ と
に よ っ て 延 長 し た こ と を 示 し て い る 。 図 22Aお よ び 22Bは 、 投 与 さ れ た DAHPの 量 と 機 械 的 （
フ ォ ン フ ラ イ 試 験 ） ま た は 温 熱 性 （ 寒 冷 ア ロ デ ィ ニ ア ） 刺 激 に 対 す る 侵 害 受 容 性 応 答 と の
間 に 用 量 依 存 的 な 関 係 が 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 こ の 用 量 -効 果 相 関 は 、 検 討 し た 用
量 の 範 囲 で は 直 線 的 で あ っ た 。 最 大 用 量 で あ る 270mg／ kg／ dに 至 る ま で 、 明 ら か な 神 経 学
的 有 害 作 用 は 14日 間 の 投 与 を 通 じ て 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 BH4経 路 阻 害 薬
の 薬 理 学 的 効 果 を さ ら に 裏 づ け て い る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 さ ら に 、 予 想 さ れ た 通 り 、 BH4の 髄 腔 内 投 与 は 侵 害 受 容 誘 発 性 で あ っ た 。 図 23Aは 、 慢 性
的 に 植 え 込 ん だ カ テ ー テ ル に よ る 腰 髄 へ の BH4の 髄 腔 内 投 与 が 、 未 処 理 ラ ッ ト に お け る 温
熱 性 刺 激 （ ハ ー グ リ ー ブ ス モ デ ル ） に 対 す る 肢 逃 避 反 射 潜 時 （ paw withdrawal latency）
を 短 縮 さ せ る こ と を 示 し て お り 、 こ の こ と は 熱 に 対 す る 過 敏 性 の 増 大 を 示 し て い る 。 同 様
に 、 CFA誘 発 性 の 肢 炎 症 モ デ ル に お け る 、 熱 過 敏 性 が す で に 存 在 す る ラ ッ ト で は 、 髄 腔 内 B
H4投 与 は 同 側 性 に 熱 過 敏 性 を 誘 導 し た が 、 対 側 性 に は 誘 導 し な か っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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　 本 発 明 者 ら は 次 に 、 肢 炎 症 を 誘 発 さ せ る た め に 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ CFA）
を ラ ッ ト の 右 肢 に 注 射 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 CFA疼 痛 モ デ ル を 用 い て 、 DAHP（ 180mg／ kg i
.p.） が 、 投 与 を CFA注 射 の 30分 前 （ 図 11A、 左 側 ） ま た は 24時 間 後 （ 図 11A、 右 側 お よ び 11
C） の い ず れ に 開 始 し て も 、 温 熱 性 痛 覚 過 敏 を 低 下 さ せ る こ と を 示 し た 。 DAHPは 炎 症 の な
い 対 側 肢 の 肢 逃 避 反 射 潜 時 に は 影 響 を 及 ぼ さ ず （ 図 11B） 、 こ の こ と は DAHPが 知 覚 機 能 お
よ び 運 動 機 能 に 対 し て 明 ら か な 全 体 的 な 阻 害 作 用 を 及 ぼ さ な い こ と を 示 し て い る 。 DAHP（
1mg／ kg i.t.） を 腰 椎 カ テ ー テ ル を 介 し た 髄 腔 内 注 射 に よ っ て 腰 髄 に 送 達 し た 場 合 に も 温
熱 性 痛 覚 過 敏 は 軽 減 さ れ た （ 図 11D） 。 腹 腔 内 お よ び 髄 腔 内 へ の DAHP投 与 の 直 接 比 較 に よ
り 、 い ず れ の 薬 剤 投 与 経 路 と も 効 果 は 同 程 度 で あ る こ と が 判 明 し た （ 図 11E） 。 DAHPを 髄
腔 内 お よ び 腹 腔 内 に 投 与 し た ラ ッ ト に お け る 鎮 痛 効 果 に 差 が み ら れ な か っ た と い う 事 実 は
、 DAHPが 脊 髄 お よ び DRGの レ ベ ル で 効 果 を 発 揮 す る こ と を 推 測 さ せ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 次 に 、 炎 症 性 肢 浮 腫 に 対 す る DAHPの 効 果 を 計 測 し た 。 図 12に 示 さ れ て い る
よ う に 、 CFAを 注 射 し た 肢 お よ び 注 射 し て い な い 対 照 肢 に お け る 肢 重 量 を 測 定 し た と こ ろ
、 DAHPを 投 与 し た ラ ッ ト と 対 照 動 物 と の 間 に 肢 炎 症 の 程 度 の 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の
よ う に 、 DAHPの 投 与 は 炎 症 に 対 し て は 明 ら か な 効 果 が な い （ 抗 炎 症 作 用 が な い ） た め 、 本
発 明 者 の 結 果 は 、 DAHPの 鎮 痛 効 果 は 主 と し て 、 神 経 系 に お け る 知 覚 プ ロ セ ス の 変 化 の 結 果
で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 フ ォ ン フ ラ イ 試 験 お よ び ハ ー グ リ ー ブ ス 温 熱 性 疼 痛 試 験 を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は さ ら に
、 非 損 傷 動 物 に お け る DAHPの 注 射 は 運 動 活 性 の 変 化 を 引 き 起 こ さ な い こ と を 示 し た 。 こ れ
ら の 結 果 、 お よ び 移 動 に 関 し て 検 出 可 能 な 変 化 が み ら れ な い こ と （ 図 13A～ 13B） に 基 づ け
ば 、 用 い た 用 量 で DAHPが 全 体 的 な 知 覚 お よ び 運 動 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 は 低 い よ う に
思 わ れ る 。 さ ら に 、 活 動 の 全 体 的 な レ ベ ル に 関 し て 検 出 可 能 な 変 化 は み ら れ ず 、 鎮 静 の 明
ら か な 徴 候 も み ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 次 に 、 血 漿 お よ び CSFに お け る DAHPの レ ベ ル を 調 べ る た め の 薬 物 動 態 試 験
を 行 い （ 図 14Aお よ び 14B） 、 i.p.注 射 後 に は 血 漿 中 濃 度 が 急 速 に 上 昇 し 、 続 い て 脳 脊 髄 液
中 に 急 速 に 分 布 す る こ と を 示 し た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 経 時 的 な 血 漿 DAHP濃 度 の 上 昇
が 、 CFAモ デ ル で の DAHP投 与 に 反 応 し た ラ ッ ト に お け る 行 動 に 対 す る 効 果 と 相 関 す る こ と
も 確 か め た （ 図 14C） 。
【 ０ １ ７ ０ 】
実 施 例 5： 炎 症 性 疼 痛 ま た は 神 経 障 害 性 疼 痛 に 対 す る そ の 他 の BH4阻 害 薬 の 効 果
　 本 発 明 者 ら は 次 に 、 N-ア セ チ ル -セ ロ ト ニ ン （ NAS） を 投 与 す る こ と に よ っ て BH4合 成 酵
素 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ を 阻 害 す る こ と の 効 果 を 評 価 し た 。 DAHPと 同 様 に 、 本 発 明
者 ら は 、 NAS（ 50mg／ kg i.p.） が CFAモ デ ル に お け る 温 熱 性 痛 覚 過 敏 の 軽 減 を 引 き 起 こ す
こ と を 示 し た （ 図 15A参 照 ） 。 NAS投 与 も CFA誘 発 性 の 炎 症 性 肢 浮 腫 に は 影 響 を 及 ぼ さ な か
っ た （ 図 15B） 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 者 ら は 、 DHPRの 阻 害 薬 で あ る メ ト ト レ キ サ ー ト の 投 与 が 、 機 械 的 お よ び
寒 冷 ア ロ デ ィ ニ ア に 応 じ た SNIモ デ ル に お け る 疼 痛 の 軽 減 を も た ら す こ と が で き 、 検 出 可
能 な 急 性 毒 性 は 伴 わ な い こ と も 示 し た 。 MTXは 低 用 量 で 全 身 投 与 す る か （ 図 16Aお よ び 16B
参 照 ） 、 浸 透 ポ ン プ を 用 い る 持 続 的 な 腰 椎 送 達 （ 0.1mg／ kg／ day） に よ っ て 投 与 し た （ 図
16Cお よ び 16D参 照 ） 。 毒 性 は 経 時 的 な 体 重 変 化 と し て 計 測 し た （ 図 16Eお よ び 16F参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 全 体 的 に み て 、 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 DAHP、 NASま た は MTXを 投 与 す る こ と に よ る BH4合
成 の 阻 害 が 、 例 え ば 、 温 熱 性 、 機 械 的 お よ び 化 学 的 な 刺 激 に 対 す る 鎮 痛 を も た ら す こ と を
示 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 に 基 づ け ば 、 BH4合 成 酵 素 の 生 物 活 性 を 低 下 さ せ る こ と に よ っ
て BH4の 合 成 を 阻 害 す る こ と は 、 例 え ば 鎮 痛 を 誘 導 し 、 そ れ 故 に こ れ は 、 そ れ を 必 要 と す
る 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 の 治 療 、 予 防 ま た は 軽 減 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ７ ３ 】
実 施 例 6： 神 経 障 害 性 疼 痛 に 対 す る DAHPの 分 子 的 お よ び 細 胞 的 な 影 響
　 後 角 ニ ュ ー ロ ン に お け る c-FOS発 現 の 測 定 を 、 疼 痛 強 度 の 客 観 的 な 指 標 と し て 用 い た 。
図 24は 、 後 肢 に ホ ル マ リ ン 注 射 を 受 け て か ら 2時 間 後 の ラ ッ ト の 同 側 性 後 角 ニ ュ ー ロ ン に
お い て 、 c-FOS免 疫 反 応 性 が 増 大 し て い る こ と を 示 し て い る 。 腹 腔 内 に DAHP投 与 も 受 け た
ラ ッ ト で は c-FOSレ ベ ル の 上 昇 の 有 意 な 抑 制 が 観 察 さ れ た （ p＜ 0.O5） 。 こ の こ と は 、 DAHP
が 、 前 初 期 遺 伝 子 c-Fos誘 導 の 上 流 に あ る BH4代 謝 性 経 路 で 作 用 し 、 脊 髄 に お け る ニ ュ ー ロ
ン の 活 性 化 を 低 下 さ せ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 後 角 ニ ュ ー ロ ン の ア ポ ト ー シ ス は 神 経 損 傷 後 の 神 経 障 害 性 疼 痛 の 発 生 の 一 因 と な る 。 神
経 障 害 性 疼 痛 に お け る BH4の 細 胞 面 で の 役 割 を さ ら に 調 べ る た め に 、 L4／ L5後 角 ニ ュ ー ロ
ン の ア ポ ト ー シ ス プ ロ フ ァ イ ル を TUNEL染 色 を 用 い て 評 価 し た 。 図 25は 、 SNIモ デ ル に お け
る 腹 腔 内 へ の DAHP投 与 に よ っ て 後 角 ニ ュ ー ロ ン が ア ポ ト ー シ ス か ら 防 御 さ れ る こ と を 示 し
て い る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 以 上 に 考 察 し た よ う に 、 BH4は 、 神 経 系 に お け る 疼 痛 シ グ ナ ル 伝 達 に 寄 与 す る こ と が 示
さ れ て い る nNOSお よ び iNOSア イ ソ ザ イ ム に と っ て 必 須 な 補 助 因 子 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、
DAHPの 抗 侵 害 受 容 性 効 果 に 関 し て nNOSノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス と 野 生 型 マ ウ ス と の 間 に 差 が な
い こ と を 見 い だ し た が （ 図 26A） 、 こ の こ と は DAHPの 鎮 痛 効 果 の 発 生 に nNOSは 必 須 で は な
い こ と を 示 し て い る 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 DAHPが 、 非 特 異 的 な NOS阻 害 薬 で あ る L-NAMEの
高 用 量 全 身 投 与 よ り も 強 い 抗 侵 害 受 容 性 効 果 を 誘 導 す る こ と 、 お よ び 同 時 投 与 し た 場 合 に
L-NAMEが DAHPの 有 効 性 を 高 め る こ と も な い こ と も 見 い だ し た （ 図 26B） 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 し た が っ て 、 DAHPの 抗 侵 害 受 容 性 効 果 は 単 に NO産 生 の 阻 害 だ け を 原 因 と す る こ と は で き
ず 、 BH4の 侵 害 受 容 性 誘 発 作 用 は 単 に NOS依 存 的 な 機 序 の み に よ っ て 媒 介 さ れ る わ け で は な
い 。 以 上 を 総 合 し て 考 え る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 BH4の 侵 害 受 容 誘 発 作 用 は 新 規 な 標 的
分 子 を 介 し て 媒 介 さ れ る 可 能 性 が 高 い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
実 施 例 7： GTPCH-Iの 局 在
　 本 発 明 者 ら は GTPCH-Iの 局 在 に つ い て 明 ら か に し た 。 こ の 酵 素 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン は 、 末 梢 軸 索 損 傷 後 （ SNIモ デ ル ） に は 、 病 変 の な い 個 体 と の 比 較 で 、 大 き な サ イ ズ お
よ び 小 な い し 中 程 度 の サ イ ズ の DRGニ ュ ー ロ ン で み ら れ る （ 図 27Aお よ び 27B） 。 し か し 、 G
TPCH-Iの ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は CFA誘 発 性 の 肢 炎 症 モ デ ル で は 観 察 さ れ な い 。 GTPCH-I
が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ニ ュ ー ロ ン の 40～ 50％ は 、 有 髄 軸 索 を 有 す る ニ ュ ー ロ ン の マ
ー カ ー で あ る ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト 200（ NF200） に 対 す る 免 疫 反 応 性 も あ る （ 図 29） 。 GT
PCH-I mRNA陽 性 ニ ュ ー ロ ン の 30～ 40％ は 、 カ ル シ ト ニ ン 遺 伝 子 関 連 ペ プ チ ド （ CGRP； 図 29
） に 対 す る 免 疫 反 応 性 も あ る 。 CGRPは 小 な い し 中 程 度 の サ イ ズ の 神 経 ペ プ チ ド 陽 性 感 覚 ニ
ュ ー ロ ン （ そ の ほ と ん ど は 侵 害 受 容 器 で あ る ） を 標 識 す る 。 GTPCH-I発 現 ニ ュ ー ロ ン は nNO
Sを 発 現 せ ず 、 グ リ フ ォ ニ ア -シ ン プ リ シ フ ォ リ ア （ Griffonia simplicifolia） イ ソ レ ク
チ ン B4（ IB4； 図 29） に よ る 標 識 も さ れ な い 。 IB4は 小 さ な 無 髄 GDNF（ グ リ ア 細 胞 由 来 神 経
栄 養 因 子 ） 応 答 性 ニ ュ ー ロ ン を 標 識 す る 。 GTPCH-I発 現 ニ ュ ー ロ ン は ATF-3に 対 す る 免 疫 反
応 性 を 示 し 、 こ の こ と は こ の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 主 と し て 損 傷 ニ ュ ー ロ ン で 起 こ る
こ と を 示 し て い る （ 図 31） 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 GTPCH-I転 写 物 は 対 照 動 物 お よ び SNI病 変 を 有 す る 動 物 の い ず れ の 脊 髄 後 角 で も 検 出 さ れ
な い 。 単 離 さ れ た 損 傷 運 動 ニ ュ ー ロ ン は 、 末 梢 軸 索 が 末 梢 神 経 損 傷 に よ っ て 離 断 さ れ た 場
合 に GTPCH-I mRNAを 示 す （ 図 28A） 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 GTPCH-Iフ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 （ GFRP） の mRNA は 単 離 さ れ た DRGニ ュ ー ロ ン に
お い て 検 出 可 能 で あ り 、 そ の 発 現 は 神 経 損 傷 後 に も 変 化 し な い （ 図 28B） 。
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【 ０ １ ８ ０ 】
実 施 例 8： 病 変 を 有 す る 後 根 神 経 節 で は BH4代 謝 産 物 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 検 出 さ れ
る
　 本 発 明 者 ら は 、 SNI病 変 後 の ラ ッ ト の DRGに お け る 、 BH4の 安 定 な 代 謝 産 物 で あ る ビ オ プ
テ リ ン お よ び ネ オ プ テ リ ン の レ ベ ル を 測 定 し た 。 ネ オ プ テ リ ン は BH4の 安 定 な 代 謝 産 物 で
あ り 、 BH4の リ サ イ ク ル 後 に 認 め ら れ る 。 ネ オ プ テ リ ン の 存 在 は 新 た な BH4合 成 の 指 標 と 考
え ら れ 、 一 方 、 ビ オ プ テ リ ン は BH4の リ サ イ ク ル お よ び 再 利 用 の 指 標 と は な る が 新 規 合 成
の 指 標 と は な ら な い 。 図 30は 、 同 側 性 の 後 角 （ DH） 、 DRGお よ び ScNに お け る ビ オ プ テ リ ン
レ ベ ル の 、 対 側 と 比 較 し て の 上 昇 を 示 し て い る 。 DAHPの 投 与 に よ り 、 ビ オ プ テ リ ン の 増 加
は DHお よ び ScNで は 低 下 す る も の の 、 こ れ は DRGで は み ら れ な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 ネ オ
プ テ リ ン レ ベ ル は DRGお よ び ScNの み で 上 昇 し 、 DHで は 上 昇 し な か っ た 。 こ れ ら の 上 昇 は DA
HP投 与 に よ っ て 低 下 し た 。 以 上 を 総 合 す る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 安 定 な BH4代 謝 産 物 を
疼 痛 の 客 観 的 指 標 と し て 測 定 す る こ と の 有 用 性 を 示 し て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら の デ ー タ は
、 DAHPが BH4生 合 成 を イ ン ビ ボ で 阻 害 す る こ と 、 お よ び BH4生 合 成 経 路 の 阻 害 が 鎮 痛 を 誘 導
す る た め の 有 用 な 機 序 で あ る こ と も 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 以 上 の 実 験 は 以 下 の 材 料 お よ び 方 法 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
材 料 お よ び 方 法
外 科 的 手 順
　 す べ て の 手 順 は 、 Massachusetts General Hospitalの 動 物 管 理 規 則 に 従 っ て 行 っ た 。 成
体 雄 Sprague Dawleyラ ッ ト （ 200～ 300g） に ハ ロ タ ン で 麻 酔 を 施 し た 。 坐 骨 神 経 離 断 （ 軸
索 切 断 ） の た め に は 、 左 坐 骨 神 経 を 大 腿 骨 中 位 レ ベ ル ま で 露 出 さ せ 、 3／ 0号 絹 糸 で 結 紮 し
た 上 で 遠 位 側 を 切 断 し た 。 創 を 2層 で 縫 合 し 、 ラ ッ ト が 回 復 す る ま で お い た 。 SNIに 関 し て
は 、 坐 骨 神 経 の 脛 骨 側 お よ び 腓 骨 側 へ の 分 枝 を 結 紮 し て 離 断 し 、 腓 骨 神 経 は 残 し た 。 CCI
に 関 し て は 、 坐 骨 神 経 を dexon 4／ 0号 で 緩 く 結 紮 し （ 3つ の 結 紮 ） 、 脊 髄 結 紮 モ デ ル に 関
し て は L5脊 髄 分 節 神 経 を 結 紮 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
組 織 お よ び RNAの 調 製
　 ラ ッ ト に 対 し て CO２ で 終 末 神 経 麻 酔 を 施 し 、 L4お よ び L5 DRGを 直 ち に 取 り 出 し て -80℃
で 保 存 し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト 化 し た DRG試 料 か ら 、 酸 フ ェ ノ ー ル 抽 出 （ TRIzol試 薬 、 Gibco-B
RL） を 用 い て 全 RNAを 抽 出 し た 。 RNA濃 度 は A２ ６ ０ 測 定 に よ っ て 評 価 し 、 そ の 特 性 は 1.5％
ア ガ ロ ー ス ゲ ル に よ る 電 気 泳 動 に よ っ て 評 価 し た 。 各 ア レ イ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
た め に 用 い る そ れ ぞ れ の RNA試 料 は 、 ラ ッ ト L4お よ び L5 DRG（ 試 料 1件 に つ き 、 5匹 の ラ ッ
ト か ら の 10個 の 神 経 節 ） か ら 調 製 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
マ イ ク ロ ア レ イ 分 析
　 8799種 の 既 知 の 転 写 物 お よ び 発 現 配 列 タ グ （ EST） を 提 示 し て い る Affymetrixラ ッ ト ゲ
ノ ム U34Aオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ を 、 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 （ Santa Clara, C
A http://www.affymetrix.com)に 従 っ て 用 い た 。 転 写 物 の 存 在 量 は 、 そ れ ぞ れ の 転 写 物 の
プ ロ ー ブ セ ッ ト の シ グ ナ ル 強 度 の 分 析 お よ び ミ ス マ ッ チ 対 照 と の 比 較 に よ っ て 推 測 さ れ る
。 ア レ イ を 、 Affymetrix社 の 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 調 製 し た ビ オ チ ン 標 識 cRNAと
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 手 短 に 述 べ る と 、 DRGか ら の 全 RNA（ 8μ g） を 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー
ゼ 結 合 部 位 を 結 合 さ せ た オ リ ゴ -dTプ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転 写 さ せ た 。 二 本 鎖 cDNAを 作 製
し 、 ビ オ チ ン 化 cRNAを T7ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 合 成 し た 。 cRNAを 16時 間 に わ た り ア レ イ と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ の 後 に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 結 合 さ せ た 蛍 光 マ ー カ ー と 結 合 さ
せ 、 続 い て 、 増 幅 工 程 と し て フ ィ コ エ リ ト リ ン と 結 合 さ せ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 に 、 チ ッ プ を Hewlett-Packard GeneAr
rayレ ー ザ ー ス キ ャ ナ ー を 用 い て ス キ ャ ン し 、 デ ー タ を GeneChipソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 解
析 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 お よ び 感 受 性 に 関 す る 対 照 と し て 外 部 標 準 物 質 を 含
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め た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ア レ イ 上 で 検 出 さ れ た 各 mRNA種 に 関 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン レ ベ ル は 、 Affymetrix
社 の ソ フ ト ウ エ ア （ MAS 5.0、 α 1＝ 0.04、 α 2＝ 0.06） を 用 い て 算 出 さ れ る 、 強 度 （ シ グ
ナ ル ） 、 お よ び 存 在 （ present） （ P） 、 下 限 （ marginal） （ M） ま た は 欠 如 （ A） の コ ー ル
（ call） と し て 表 さ れ る 。 ア レ イ デ ー タ の 標 準 化 の た め に は Affymetrix社 の 標 準 的 な プ ロ
ト コ ー ル を 用 い 、 各 ア レ イ の 尺 度 を 、 全 プ ロ ー ブ セ ッ ト に わ た る 2500個 の 標 的 シ グ ナ ル に
対 し て 調 整 し た （ MAS 5.0） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ア レ イ を 、 未 処 理 ラ ッ ト の デ ー タ の 3連 の セ ッ ト と 軸 索 切 断 後 の 3連 の セ ッ ト と の 比 較 用
に グ ル ー プ 分 け し た 。 プ ロ ー ブ セ ッ ト は 、 比 較 に 用 い た 6つ の ア レ イ の す べ て に お い て Aコ
ー ル が 得 ら れ た 場 合 に は 、 そ れ が 検 出 さ れ な い も の と 判 定 し た 。 各 分 析 に 関 し て 少 な く と
も 1つ の ア レ イ MAS5.0に よ り 「 存 在 」 ま た は 「 下 限 」 と さ れ た 場 合 、 「 検 出 さ れ た 」 こ と
と し た 。 平 均 シ グ ナ ル お よ び 標 準 偏 差 を 、 検 出 さ れ た プ ロ ー ブ セ ッ ト の そ れ ぞ れ に 関 し て
計 算 し た 。 平 均 シ グ ナ ル が 3連 の セ ッ ト 2つ の 間 で 等 し い と い う 帰 無 仮 説 を 棄 却 す る た め の
p値 は 、 分 散 が 等 し く な い 独 立 し た 試 料 に 関 す る 独 立 両 側 t検 定 を 用 い て 算 出 し た （ サ タ ー
ス ウ ェ イ ト 法 (Satterthwaite's method)） 。 3連 の セ ッ ト 2つ に お け る 平 均 シ グ ナ ル （ Aお
よ び B） 間 の 差 異 の 倍 率 は 、 最 大 (A,B)／ 最 小 (A,B)と し て 算 出 し 、 未 処 理 に 比 し て の ダ ウ
ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 負 と し て 表 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
cDNAプ ロ ー ブ の 作 製
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 用 の 特 異 的 プ ロ ー ブ を 作 製 す る た め に 、
Affymetrix社 に よ り 提 供 さ れ た ラ ッ ト ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 に 基 づ く プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、
そ れ ぞ れ の ア ク セ ッ シ ョ ン 配 列 の 内 部 の 最 も 3'側 に あ る 1000ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 Primer3
ソ フ ト ウ エ ア http://www-genome.wi.mit.edu/を 用 い て プ ラ イ マ ー 対 を 選 択 し た 。 腰 椎 DRG
か ら 抽 出 し た 全 RNAか ら 逆 転 写 さ せ た cDNAに 対 し て 、 ポ リ -dTを プ ラ イ マ ー と し て 用 い る PC
Rを 行 い 、 cDNA断 片 を 得 た （ 141～ 596bp） 。 こ れ ら の 断 片 を 続 い て PCRIIベ ク タ ー （ TA clo
ning Kit, Invitrogen） 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 両 方 向 へ の シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 う こ と に
よ っ て そ れ ぞ れ の 実 体 を 確 か め た 。 こ れ ら の cDNAを ゲ ル 精 製 し 、 ３ ２ P標 識 し た cDNAプ ロ
ー ブ の 作 製 の た め に 用 い た （ Prime-It kit, Stratagene） 。
【 ０ １ ８ ８ 】
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 1.5％ ア ガ ロ ー ス ／ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 （ 各 レ ー ン に つ き 10μ gの 全 RN
A） に よ っ て 全 RNAを サ イ ズ 分 離 し 、 Hybond N+ナ イ ロ ン 膜 に 移 行 さ せ た 。 膜 を ExpressHyb
（ Clontech） 中 に て 標 識 プ ロ ー ブ （ 上 記 参 照 ） と 65℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 洗 浄 し
た 上 で 、 増 感 ス ク リ ー ン と と も に -80℃ で 用 い て X線 フ ィ ル ム に 対 し て 露 光 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト
　 Hoefer PR648ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 装 置 （ Amersham Pharmacia Biotech） を 用 い て 、 全 RNA
（ 1.25μ g） を 真 空 下 で Hybond N+ナ イ ロ ン 膜 に 直 接 移 行 さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の レ ベ ル を 、 24450ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー シ ス テ ム （ Molecular Dynamics, Sunnyvale CA
） を 用 い て 定 量 し た 。 シ ク ロ フ ィ リ ン を ロ ー デ ィ ン グ 対 照 と し て 用 い て 、 ブ ロ ッ ト の プ ロ
ー ビ ン グ を 行 っ た 。 各 ブ ロ ッ ト 上 の 試 料 間 の ロ ー デ ィ ン グ レ ベ ル を 、 対 照 ブ ロ ッ ト か ら の
シ ク ロ フ ィ リ ン レ ベ ル に 対 し て 標 準 化 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
放 射 性 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 DRGを 直 ち に 取 り 出 し 、 OCT（ Tissue Tek） 中 に 包 埋 し た 上 で 凍 結 さ せ た 。 切 片 を 6μ m厚
で 連 続 的 に 作 成 し た 。 放 射 性 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 G-C含 有 率 が 50
％ で 、 し か も Affymetrix社 に よ り ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 が 提 供 さ れ た mRNAに 対 し て 相 補 的 で
あ る よ う に 設 計 し た 48塩 基 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て 行 っ た 。 プ ロ ー ブ を
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、 タ ー ミ ナ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 を 用 い て ３ ５ Sま た は ３ ３ P-dATPに よ り 3'末 端 標 識
し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ス ラ イ ド を NTB2核 飛 跡 検 出 用 エ マ ル シ ョ ン に 浸 漬
さ せ て 暗 所 に 4℃ で 保 存 す る こ と に よ り 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を 作 成 し た 。 切 片 に よ る 露
光 を 1～ 8週 間 行 い （ 転 写 物 の 存 在 量 に 依 存 ） 、 現 像 し 、 固 定 し た 上 で 、 光 フ ァ イ バ ー 暗 視
野 ス テ ー ジ ア ダ プ タ ー （ MVI） を 用 い て 暗 視 野 で 観 察 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
の 特 異 性 を 確 か め る た め の 対 照 と し て は 、 切 片 の 、 1,000倍 過 剰 量 の 非 放 射 性 プ ロ ー ブ を
伴 っ た 標 識 プ ロ ー ブ と の 、 ま た は 1,000倍 過 剰 量 の 長 さ が 同 じ で G-C含 有 率 が 同 程 度 で あ る
別 の 類 似 性 の な い 非 放 射 性 プ ロ ー ブ を 伴 っ た 標 識 プ ロ ー ブ と の 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 含 め た 。
【 ０ １ ９ １ 】
GTPCH活 性 お よ び ビ オ プ テ リ ン 濃 度 に 関 す る ア ッ セ イ
　 新 た な 阻 害 薬 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ お よ び リ ー ド 化 合 物 の 最 適 化 は 、 例 え ば 、 GTPCH
活 性 を 評 価 す る こ と に よ っ て 評 価 し う る 。 こ の 点 に 関 し て 、 種 々 の 化 学 物 質 に よ る そ の 阻
害 は 、 酵 素 を GTPと と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、 お よ び 、 ビ オ プ テ リ ン ま た は ネ オ プ
テ リ ン の 生 成 の レ ベ ル を 蛍 光 測 定 、 放 射 性 標 識 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 分 光 法 お よ び HPLC法 に
よ っ て 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 し う る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 好 ま し い 方 法 を 用 い て 、 ネ オ プ テ リ ン お よ び ビ オ プ テ リ ン の 組 織 レ ベ ル を 、 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー -タ ン デ ム 質 量 分 析 法 に よ り 決 定 し た 。 Fukushima and Nixon（ Methods Enzy
mol. 66: 429-436, 1980） に 従 っ た ヨ ウ 素 に よ る 酸 性 pH下 で の 酸 化 の 後 に 、 Oasis MCX抽
出 カ ー ト リ ッ ジ を 用 い る 固 相 抽 出 に よ っ て 組 織 を 抽 出 し 、 総 ビ オ プ テ リ ン 、 ネ オ プ テ リ ン
お よ び 内 部 標 準 物 質 で あ る ラ ム ノ プ テ リ ン の 濃 度 を 、 タ ン デ ム 質 量 分 析 法 と 組 み 合 わ せ た
液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 決 定 し た 。 HPLC分 析 は 、 Nucleosil C8カ ラ ム を 用 い る 勾
配 条 件 下 で 行 っ た 。 MS／ MS分 析 は 、 Turbo Ion Spray源 を 備 え た API 4000 Q TRAP三 連 四 重
極 質 量 分 析 計 に よ り 行 っ た 。 MRMに 関 し て は 、 前 駆 体 か ら 生 成 物 へ の イ オ ン 推 移 と し て 、
ビ オ プ テ リ ン に つ い て は m／ z 236 192、 ネ オ プ テ リ ン に つ い て は m／ z 252 192、 ラ ム ノ プ
テ リ ン に つ い て は m／ z 265 192を 用 い た 。 較 正 用 の 標 準 物 質 、 品 質 管 理 用 物 質 お よ び 試 料
の 濃 度 は 、 Analystソ フ ト ウ エ ア 1.4（ Applied Biosystems） に よ っ て 評 価 し た 。 較 正 曲 線
の 直 線 性 は 0.1～ 50ng／ mlに つ い て 実 証 さ れ た 。 測 定 し た す べ て の 配 列 に 関 す る 相 関 係 数
は 、 少 な く と も 0.99で あ っ た 。 日 内 変 動 お よ び 日 間 変 動 は 10％ 未 満 で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 BH4を 測 定 す る た め の 代 替 的 な 方 法 で は 、 そ れ ぞ れ の プ テ リ ン 種 お よ び ／ ま た は 酸 化 状
態 に 対 し て 特 異 的 な 別 々 で 個 別 の 抗 体 の 作 製 を 必 要 と す る 放 射 性 酵 素 ア ッ セ イ を 用 い る 。
プ テ リ ジ ン の 分 離 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 お よ び HPLCに よ っ て 行 わ れ る 。 蛍 光 検 出 を 用
い る HPLCは 、 ピ コ モ ル 範 囲 で 生 体 に 存 在 す る 多 く の プ テ リ ン （ ビ オ プ テ リ ン お よ び プ テ リ
ン を 含 む ） の 、 単 回 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 作 業 で の 迅 速 か つ 高 感 度 な 決 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト を 遠 心 し 、 そ の 結 果 得 ら れ た 上 清 を 酵 素 ア ッ セ イ お よ び タ ン パ ク 質 ア
ッ セ イ の 両 方 に 用 い た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ I活 性 は 、 Duch et al.（ Mol. Cell Endocrinol. (1986) 47: 20
9-16） に よ る 記 載 に 以 下 の 変 更 を 加 え た 上 で ア ッ セ イ さ れ る 。 反 応 混 合 物 （ 500ml） に は
、 0.1M Tris-Cl（ pH 7.8） 、 0.3M KCl、 2.5mM EDTA、 10％ グ リ セ ロ ー ル 、 1mM GTPお よ び
酵 素 を 含 め た 。 反 応 を 暗 所 に て 37℃ で 1時 間 行 わ せ 、 50mlの ヨ ウ 素 溶 液 （ 1.0％ I2、 2.0％ K
I、 1.0N HCl中 ） の 添 加 に よ っ て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 混 合 物 を 室 温 に 1時 間 保 っ た 後 に 、 過
剰 な ヨ ウ 素 を 50mlの 2.0％ ア ス コ ル ビ ン 酸 の 添 加 に よ っ て 還 元 し た 。 こ の 混 合 物 に 50mlの 1
.0N NaOHを 添 加 し 、 続 い て 3.0単 位 （ 100ml） の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と と も に 37℃ で 1
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を 100mlの 1.0N酢 酸 の 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 遠 心 処 理
の 後 に 、 上 清 を 、 Cosmosil 10 C18カ ラ ム （ 4.6× 3× 50mm） を 接 続 し た Whatman Partisil 
10 ODSカ ラ ム （ 4.6× 3× 250mm） に 適 用 し た 。 ネ オ プ テ リ ン は 、 0.1mM EDTAお よ び 5％ メ タ
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ノ ー ル を 含 む 50mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 5.0） を 溶 媒 と し て 流 速 0.8ml／ 分 で イ ソ ク
ラ テ ィ ッ ク に 溶 出 さ せ た 。 カ ラ ム 温 度 は 25℃ に 保 っ た 。 溶 出 液 を 蛍 光 測 定 装 置 で モ ニ タ ー
し た （ 励 起 350nm； 発 光 440nm） 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Gを 標 準 物 質 と し て
用 い る 色 素 結 合 ア ッ セ イ キ ッ ト （ BioRad） に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
細 胞 の ビ オ プ テ リ ン 含 有 量
　 還 元 型 ビ オ プ テ リ ン の ヨ ウ 素 に よ る 酸 性 酸 化 の 後 に 、 組 織 溶 解 物 に お け る 総 ビ オ プ テ リ
ン （ BH1、 BH2お よ び BH4） を 測 定 し た 。 12,000rpmで の 遠 心 処 理 （ そ れ ぞ れ 5分 間 を 3回 ） の
後 に 、 細 胞 溶 解 物 を 、 2％ KIを 1N HCl中 に 含 む 1％ I２ に よ り 暗 所 に て 37℃ で 1時 間 処 理 し た
。 続 い て 試 料 を 12,000rpmで 遠 心 し （ そ れ ぞ れ 5分 間 を 3回 ） 、 残 留 性 の I２ を 除 去 す る た め
に 上 清 を ア ス コ ル ビ ン 酸 （ 0.1M） で 処 理 し た 。 続 い て 抽 出 物 を 1N NaOHで 中 和 し 、 そ の 後
に 200mM Tris-Cl（ pH 7.8） で 処 理 し た 。 ビ オ プ テ リ ン を 、 オ ン ラ イ ン 蛍 光 検 出 器 を 用 い
る C18逆 相 HPLCに よ り 定 量 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 細 胞 の ビ オ プ テ リ ン 含 有 量 の 決 定 に つ い て は 、 以 下 の 参 考 文 献 に 詳 述 さ れ て お り 、 こ れ
ら は す べ て 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ： Harada et al., Science (1993) 260:
 1507-10, Kapatos et al., J. Neurochem. (1999) 72: 669-75, Maita et al., Proc. N
atl. Acad. Sci. USA (2002) 99: 1212-7； Moali et al., Chem Res Toxicol (2001) 14:
 202-10, Rebelo et al., J. Mol. Biol. (2003) 326: 503-16； Renodon-Corniere et al
., Biochemistry (1999) 38: 4663-8； Xie et al., J. Biol. Chem. (1998) 273: 21091-
8； Yoneyama et al., J. Biol. Chem. (1998) 273: 20102-8； Yoneyama et al., Protein
 Sci. (2001) 10: 871-8； Yoneyama et al. Arch. Biochem. Biophys. (2001) 388: 67-7
3。
【 ０ １ ９ ８ 】
投 与 量
　 本 発 明 の 個 々 の 構 成 要 素 ま た は 治 療 的 配 合 物 の 投 与 量 は 、 疼 痛 管 理 の 当 業 者 に よ っ て 容
易 に 決 定 さ れ う る 。 例 え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 投 与 さ れ る 鎮 痛 薬 の 用 量 は 、 当 技 術 分 野 で 実
際 に 用 い ら れ て い る も の と 同 じ で あ る か そ れ 未 満 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
薬 学 的 組 成 物 の 製 剤 化
　 本 発 明 の 任 意 の 化 合 物 の 投 与 は 、 疼 痛 の 治 療 の た め に 有 効 な 化 合 物 の 濃 度 が 得 ら れ る 任
意 の 適 し た 手 段 に よ る も の で あ っ て よ い 。 化 合 物 は 、 任 意 の 適 し た 担 体 物 質 中 に 任 意 の 適
し た 量 と し て 含 め る こ と が で き 、 こ れ は 一 般 に 、 組 成 物 の 総 重 量 に 対 し て 重 量 比 で 1～ 95
％ の 量 で 存 在 す る 。 組 成 物 を 、 経 口 的 、 非 経 口 的 （ 例 え ば 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 ま た は 皮 下 注
射 ） 、 直 腸 内 ま た は 経 皮 的 （ 局 所 外 用 的 ） 投 与 経 路 の た め に 適 し た 剤 形 と し て 提 供 し て も
よ い 。 す な わ ち 、 組 成 物 は 、 例 え ば 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 丸 剤 、 粉 剤 、 顆 粒 剤 、 懸 濁 剤 、
乳 剤 、 液 剤 、 ゲ ル 剤 （ ヒ ド ロ ゲ ル を 含 む ） 、 ペ ー ス ト 剤 、 軟 膏 、 ク リ ー ム 剤 、 硬 膏 剤 、 水
薬 、 浸 透 性 送 達 デ バ イ ス 、 坐 薬 、 浣 腸 剤 、 注 射 剤 ま た は イ ン プ ラ ン ト の 形 態 で あ っ て よ い
。 薬 学 的 組 成 物 は 、 従 来 の 薬 学 的 行 為 （ 例 え ば 、 Remington： The Science and Practice 
of Pharmacy(20th ed.), ed. A.R. Gennaro, Lippincott Williams & Wilkins, 2000お よ
び Encyclopedia of Pharmaceutical Technology, eds. J. Swarbrick and J. C. Boylan,
 1988-1999, Marcel Dekker, New Yorkを 参 照 ） に 従 っ て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 薬 学 的 組 成 物 は 、 活 性 化 合 物 （ 薬 剤 ） を 、 実 質 的 に 投 与 の 直 後 に 、 ま た は
投 与 後 の 任 意 の 所 定 の 時 間 ま た は 期 間 に 放 出 す る よ う に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 後 者 の
タ イ プ の 組 成 物 は 一 般 に 制 御 放 出 製 剤 と し て 知 ら れ て お り 、 こ れ に は 以 下 の も の が 含 ま れ
る ： （ i） 長 期 間 に わ た っ て 体 内 に 実 質 的 に 一 定 な 薬 剤 濃 度 を 生 じ さ せ る 製 剤 ； （ ii） 所
定 の 遅 れ 時 間 の 後 に 長 期 間 に わ た っ て 体 内 に 実 質 的 に 一 定 な 薬 剤 濃 度 を 生 じ さ せ る 製 剤 ；
（ iii） 活 性 薬 剤 物 質 の 血 漿 レ ベ ル の 変 動 に 伴 う 望 ま し く な い 副 作 用 を 最 小 限 に 抑 え つ つ
、 体 内 に お い て 比 較 的 一 定 な 有 効 な 薬 剤 レ ベ ル を 保 つ こ と に よ り 、 所 定 の 期 間 に わ た っ て
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薬 剤 作 用 を 持 続 さ せ る 製 剤 （ 鋸 歯 状 の 動 態 パ タ ー ン ） ； （ iv） 例 え ば 、 制 御 放 出 組 成 物 を
を 罹 病 組 織 ま た は 臓 器 に 隣 接 ま た は 内 在 し て 空 間 的 に 配 置 さ せ る こ と に よ り 、 薬 剤 作 用 を
局 在 化 す る 製 剤 ； お よ び （ v） 薬 剤 を 特 定 の 標 的 細 胞 種 に 対 し て 送 達 す る 担 体 ま た は 化 学
誘 導 体 を 用 い る こ と に よ っ て 薬 剤 作 用 を 標 的 に 向 か わ せ る 製 剤 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 制 御 放 出 製 剤 の 形 態 に あ る 化 合 物 の 投 与 は 、 化 合 物 が 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ と し て 、 以
下 の よ う な 場 合 に 特 に 好 ま し い ： （ i） 治 療 係 数 が 小 さ い （ す な わ ち 、 有 害 な 副 作 用 ま た
は 毒 性 反 応 を も た ら す 血 漿 中 濃 度 と 、 治 療 効 果 を も た ら す 血 漿 中 濃 度 と の 間 の 差 が 小 さ い
； 一 般 に 、 治 療 係 数 TIは 、 50%致 死 量 （ LD50） と 50%有 効 量 （ ED50） と の 比 と し て 定 義 さ れ
る ） ； （ ii） 胃 腸 管 に お け る 吸 収 域 が 狭 い ； ま た は （ iii） 生 物 学 的 半 減 期 が 極 め て 短 く
、 こ の た め 血 漿 レ ベ ル を 治 療 レ ベ ル に 維 持 す る た め に は 1日 に 頻 回 の 投 薬 を 必 要 と す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 当 該 の 化 合 物 の 放 出 の 速 度 が 代 謝 の 速 度 よ り も 重 要 と な る よ う な 制 御 放 出 を 得 る た め に
は 、 さ ま ざ ま な 戦 略 の う ち 任 意 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 一 例 と し て は 、 制 御 放 出 は
、 さ ま ざ ま な 製 剤 パ ラ メ ー タ ー お よ び 成 分 （ 例 え ば 、 さ ま ざ ま な タ イ プ の 制 御 放 出 用 組 成
物 お よ び コ ー テ ィ ン グ 剤 を 含 む ） の 適 切 な 選 択 に よ っ て 得 ら れ る 。 す な わ ち 、 薬 剤 を 適 切
な 添 加 剤 と と も に 製 剤 化 し て 、 投 与 後 に 薬 剤 が 制 御 さ れ た 様 式 で 放 出 さ れ る よ う な 薬 学 的
組 成 物 と す る 。 そ の 例 に は 、 単 数 単 位 ま た は 複 数 単 位 の 錠 剤 性 ま た は カ プ セ ル 性 組 成 物 、
油 性 溶 液 、 懸 濁 剤 、 乳 剤 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア 、 ナ ノ 粒 子 、 パ ッ チ 剤 お よ
び リ ポ ソ ー ム が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
経 口 的 使 用 の た め の 固 体 剤 形
　 経 口 的 使 用 の た め の 製 剤 に は 、 有 効 成 分 を 、 毒 性 の な い 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 添 加 剤 と の
混 合 物 中 に 含 む 錠 剤 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 添 加 剤 に は 、 例 え ば 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ：
不 活 性 な 希 釈 剤 ま た は 充 填 剤 （ 例 え ば 、 ス ク ロ ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、
微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン を 含 む デ ン プ ン 類 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ
ウ ム 、 ラ ク ト ー ス 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 硫 酸 カ ル シ ウ ム ま た は リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） ； 顆 粒
化 剤 お よ び 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス を 含 む セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ジ ャ ガ イ モ デ ン
プ ン を 含 む デ ン プ ン 類 、 ク ロ ス カ ル メ ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 ア ル ギ ナ ー ト ま た は ア ル ギ ン 酸
） ； 結 合 剤 （ 例 え ば 、 ス ク ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ア ル ギ ン
酸 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ゼ ラ チ ン 、 デ ン プ ン 、 ア ル フ ァ 化 デ ン プ ン 、 微 結 晶 セ ル ロ ー
ス 、 ケ イ 酸 ア ル ミ ニ ウ ム マ グ ネ シ ウ ム 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 メ チ ル
セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ
リ ド ン ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） ； な ら び に 潤 滑 剤 、 グ ラ イ ダ ン ト お よ び 付 着 防 止
剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 亜 鉛 、 ス テ ア リ ン 酸 、 シ リ カ 、 水
素 化 植 物 油 ま た は タ ル ク ） 。 そ の 他 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 添 加 剤 に は 、 着 色 剤 、 香 味 剤 、
可 塑 剤 、 保 湿 剤 、 緩 衝 剤 な ど が 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 錠 剤 は コ ー テ ィ ン グ し な く て も よ く 、 ま た は 任 意 に は 、 消 化 管 に お け る 崩 壊 お よ び 吸 収
を 遅 ら せ 、 そ れ に よ っ て よ り 長 期 間 に わ た る 持 続 的 作 用 を も た ら す た め に 、 そ れ ら を 公 知
の 方 法 に よ っ て コ ー テ ィ ン グ し て も よ い 。 コ ー テ ィ ン グ は 、 活 性 薬 剤 を 所 定 の パ タ ー ン で
放 出 す る よ う に 適 合 化 さ せ て も よ く （ 例 え ば 、 制 御 放 出 製 剤 を 得 る 目 的 で ） 、 ま た は そ れ
を 、 胃 を 通 過 す る ま で は 活 性 薬 剤 を 放 出 し な い よ う に 適 合 化 さ せ て も よ い （ 腸 溶 コ ー テ ィ
ン グ ） 。 コ ー テ ィ ン グ は 、 糖 コ ー テ ィ ン グ 、 フ ィ ル ム コ ー テ ィ ン グ （ 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ
プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 メ チ ル ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ
ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ア ク リ ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び ／ ま た は ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン を 基 材 と す る ） ま た は 腸 溶 コ
ー テ ィ ン グ （ 例 え ば 、 メ タ ク リ ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 酢 酸 フ タ ル 酸 セ ル ロ ー ス 、 フ タ ル 酸 ヒ ド
ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 酢 酸 コ ハ ク 酸 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、
ポ リ ビ ニ ル ア セ テ ー ト フ タ レ ー ト 、 セ ラ ッ ク お よ び ／ ま た は エ チ ル セ ル ロ ー ス を 基 材 と す
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る ） で あ っ て よ い 。 さ ら に 、 時 間 遅 延 性 の 材 料 、 例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン ま
た は ジ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン な ど を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 固 体 の 錠 剤 組 成 物 は 、 組 成 物 を 望 ま し く な い 化 学 変 化 （ 例 え ば 、 活 性 薬 剤 の 放 出 前 の 化
学 分 解 ） か ら 防 御 す る た め の コ ー テ ィ ン グ を 含 ん で も よ い 。 コ ー テ ィ ン グ は 、 前 記 の 「 En
cyclopedia of Pharmaceutical Technology」 に 記 載 さ れ た も の と 同 様 の 様 式 で 固 体 剤 形
に 対 し て 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 複 数 の 薬 剤 を 同 時 に 投 与 す る 場 合 に は 、 薬 剤 を 錠 剤 中 に 一 緒 に 混 合 し て も よ く 、 ま た は
分 配 し て も よ い 。 一 例 と し て は 、 第 1の 薬 剤 を 錠 剤 の 内 側 に 含 め 、 第 2の 薬 剤 は 外 側 に 配 置
し 、 第 2の 薬 剤 の か な り の 割 合 が 第 1の 薬 剤 よ り も 前 に 放 出 さ れ る よ う に す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 経 口 的 使 用 の た め の 製 剤 を 、 チ ュ ワ ブ ル 錠 剤 と し て 、 ま た は 有 効 成 分 が 不 活 性 な 固 体 希
釈 剤 （ 例 え ば 、 ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン 、 ラ ク ト ー ス 、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、
リ ン 酸 カ ル シ ウ ム も し く は カ オ リ ン ） と 混 合 さ れ た 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル と し て 、 ま た は 有
効 成 分 が 水 も し く は 油 性 媒 質 、 例 え ば 、 ラ ッ カ セ イ 油 、 流 動 パ ラ フ ィ ン ま た は オ リ ー ブ 油
と 混 合 さ れ た 軟 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル と し て 、 用 意 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 粉 剤 お よ び 顆 粒 剤 を 、 上 記 の 錠 剤 お よ び カ プ セ ル の 項 に 述 べ た 成 分 を 用 い て 、 例 え ば 、
混 合 機 、 流 動 層 装 置 ま た は 噴 霧 乾 燥 装 置 を 用 い る 従 来 の 様 式 で 、 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
制 御 放 出 用 の 経 口 剤 形
　 経 口 的 使 用 の た め の 制 御 放 出 用 組 成 物 は 、 例 え ば 、 活 性 薬 剤 の 溶 解 お よ び ／ ま た は 拡 散
を 制 御 す る こ と に よ っ て 、 活 性 薬 剤 を 放 出 す る よ う に 構 築 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 溶 解 ま た は 拡 散 に よ る 制 御 放 出 は 、 化 合 物 の 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 ペ レ ッ ト 剤 も し く は 顆
粒 剤 を 適 切 に コ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ り 、 ま た は 化 合 物 を 適 切 な マ ト リ ッ ク ス 中 に 組 み
入 れ る こ と に よ り 、 実 現 す る こ と が で き る 。 制 御 放 出 コ ー テ ィ ン グ に は 、 上 記 の コ ー テ ィ
ン グ 物 質 の う ち 1つ も し く は 複 数 、 な ら び に ／ ま た は 、 例 え ば 、 セ ラ ッ ク 、 蜜 蝋 、 グ リ コ
ワ ッ ク ス （ glycowax） 、 カ ス タ ー ワ ッ ク ス 、 カ ル ナ ウ バ 蝋 、 ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル 、 モ ノ
ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン 、 ジ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン 、 パ ル ミ ト ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン
、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ア ク リ ル 樹 脂 、 dl-ポ リ 乳 酸 、 セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト ブ チ レ ー ト 、
ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ 酢 酸 ビ ニ ル 、 ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ メ タ ク リ レ ー
ト 、 メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 2-ヒ ド ロ キ シ メ タ ク リ レ ー ト 、 メ タ ク リ レ ー ト ヒ ド ロ ゲ ル 、
1,3-ブ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル メ タ ク リ レ ー ト 、 お よ び ／ ま た は ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル が 含 ま れ う る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 制 御 放 出 マ ト リ ッ ク ス 製 剤 に お い て 、 マ ト リ ッ ク ス 材 料 に は 、 例 え ば 、 水 和 メ チ ル セ ル
ロ ー ス 、 カ ル ナ ウ バ 蝋 お よ び ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル 、 カ ル ボ ポ ー ル （ carbopol） 934、 シ
リ コ ー ン 、 ト リ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ン 、 メ チ ル ア ク リ レ ー ト -メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、
ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ポ リ エ チ レ ン 、 お よ び ／ ま た は ハ ロ ゲ ン 化 フ ル オ ロ 炭 素 も 含 ま れ う る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ま た 、 本 請 求 の 配 合 物 の 化 合 物 の う ち 1つ ま た は 複 数 を 含 む 制 御 放 出 用 組 成 物 が 、 浮 遊
性 の 錠 剤 ま た は カ プ セ ル （ す な わ ち 、 経 口 投 与 後 に 一 定 期 間 に わ た っ て 胃 内 容 物 の 上 方 に
浮 遊 す る 錠 剤 ま た は カ プ セ ル ） の 形 態 に あ っ て も よ い 。 化 合 物 の 浮 遊 性 錠 剤 製 剤 は 、 薬 剤
の 混 合 物 を 、 添 加 剤 お よ び 20～ 75％ w／ wの 親 水 コ ロ イ ド 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ
ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス と 混 合
す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 続 い て 、 得 ら れ た 顆 粒 を 加 圧 し て 錠 剤 と す る こ
と が で き る 。 胃 液 と 接 触 す る と 、 こ の 錠 剤 は そ の 表 面 の 周 囲 に 実 質 的 に 水 不 浸 透 性 の ゲ ル
障 壁 を 形 成 す る 。 こ の ゲ ル 障 壁 は 密 度 を 1未 満 に 維 持 す る こ と に 関 与 し 、 そ れ に よ っ て 錠
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剤 は 胃 液 中 で 浮 遊 性 を 保 つ こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
経 口 投 与 の た め の 液 体
　 水 の 添 加 に よ る 水 性 懸 濁 液 の 調 製 の た め に 適 し た 粉 剤 、 飛 散 性 粉 剤 ま た は 顆 粒 剤 は 、 経
口 投 与 の た め に 好 都 合 な 剤 形 で あ る 。 懸 濁 剤 と し て の 製 剤 は 、 分 散 剤 ま た は 湿 潤 剤 、 懸 濁
剤 お よ び 1つ ま た は 複 数 の 保 存 料 と の 混 合 物 に あ る 状 態 で 有 効 成 分 を 提 供 す る 。 適 し た 分
散 剤 ま た は 湿 潤 剤 に は 、 例 え ば 、 天 然 の ホ ス フ ァ チ ド （ 例 え ば 、 レ シ チ ン 、 ま た は エ チ レ
ン オ キ シ ド と 脂 肪 酸 、 長 鎖 脂 肪 族 ア ル コ ー ル 、 ま た は 脂 肪 酸 に 由 来 す る 部 分 的 エ ス テ ル と
の 縮 合 物 ） お よ び ヘ キ シ ト ー ル ま た は ヘ キ シ ト ー ル 無 水 物 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 ポ リ オ
キ シ エ チ レ ン 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ ト ー ル モ ノ オ レ エ ー ト 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ
ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト な ど ） が あ る 。 適 し た 懸 濁 剤 に は 、 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ
ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど が あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
非 経 口 的 組 成 物
　 化 合 物 を 、 注 射 、 持 続 注 入 ま た は 植 え 込 み （ 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 な ど ） に よ り 、 従 来
の 非 毒 性 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 、 剤 形 、 製 剤 と し て 、 ま た
は 適 し た 送 達 デ バ イ ス も し く は イ ン プ ラ ン ト を 介 し て 、 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と も で き る
。 こ の よ う な 組 成 物 の 製 剤 化 お よ び 調 製 は 医 薬 製 剤 の 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 製 剤 に つ い
て は 、 前 記 の Remington： 「 The Science and Practice of Pharmacy」 に 記 載 が あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 非 経 口 的 使 用 の た め の 組 成 物 は 、 単 位 式 剤 形 （ 例 え ば 、 単 回 投 与 用 の ア ン プ ル ） と し て
、 ま た は 複 数 回 の 投 与 用 の 薬 剤 を 含 み 、 適 し た 保 存 料 （ 以 下 参 照 ） を 添 加 す る こ と も で き
る バ イ ア ル と し て 提 供 し て も よ い 。 組 成 物 は 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 乳 濁 液 、 持 続 注 入 デ バ イ ス
ま た は 植 え 込 み の た め の 送 達 デ バ イ ス の 形 態 に あ っ て も よ く 、 ま た は そ れ を 、 使 用 前 に 水
ま た は 別 の 適 し た 媒 体 に よ っ て 再 構 成 す る 乾 燥 粉 末 と し て 用 意 す る こ と も で き る 。 活 性 薬
剤 の ほ か に 、 組 成 物 は 、 適 し た 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 添 加 剤 を 含 み う
る 。 活 性 薬 剤 を 、 制 御 放 出 の た め の ミ ク ロ ス フ ェ ア 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 ナ ノ 粒 子 、 リ ポ
ソ ー ム な ど に 封 入 し て も よ い 。 さ ら に 、 組 成 物 が 、 懸 濁 剤 、 溶 解 剤 、 安 定 化 剤 、 pH調 整 剤
、 お よ び ／ ま た は 分 散 剤 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 以 上 に 示 し た よ う に 、 本 発 明 に よ る 薬 学 的 組 成 物 は 、 無 菌 的 注 射 の た め に 適 し た 形 態 に
あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 組 成 物 を 調 製 す る た め に は 、 適 し た 活 性 薬 剤 を 、 非 経 口 的 に 許
容 さ れ る 液 体 媒 体 中 に 溶 解 ま た は 懸 濁 さ せ る 。 用 い う る 許 容 さ れ る 媒 体 お よ び 溶 媒 と し て
は 、 水 の ほ か 、 適 量 の 塩 酸 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム ま た は 適 し た 緩 衝 剤 の 添 加 に よ っ て 適 し た
pHに 調 整 さ れ た 水 、 1,3-ブ タ ン ジ オ ー ル 、 リ ン ゲ ル 液 お よ び 等 張 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 が あ
る 。 水 性 製 剤 が 、 1つ ま た は 複 数 の 保 存 料 （ 例 え ば 、 メ チ ル 、 エ チ ル ま た は n-プ ロ ピ ル p-
ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 ） を 含 ん で も よ い 。 化 合 物 の 1つ が 水 に ほ と ん ど 溶 け な い 、 ま た は わ
ず か し か 溶 け な い 場 合 に は 、 溶 解 促 進 剤 ま た は 溶 解 剤 を 添 加 す る こ と が で き 、 ま た は 溶 媒
が 10～ 60％ w／ wの プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル な ど を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
制 御 放 出 用 の 非 経 口 的 組 成 物
　 制 御 放 出 用 の 非 経 口 的 組 成 物 が 、 水 性 懸 濁 液 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 磁
性 ミ ク ロ ス フ ェ ア 、 油 性 溶 液 、 油 性 懸 濁 液 ま た は 乳 濁 液 の 形 態 に あ っ て も よ い 。 ま た は 、
活 性 薬 剤 が 、 生 体 適 合 性 の あ る 担 体 、 リ ポ ソ ー ム 、 ナ ノ 粒 子 、 イ ン プ ラ ン ト ま た は 持 続 注
入 デ バ イ ス に 組 み 入 れ ら れ て も よ い 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ミ ク ロ ス フ ェ ア お よ び ／ ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 調 製 に 用 い る た め の 材 料 に は 、 例 え
ば 、 生 体 分 解 性 ／ 生 体 崩 壊 性 の ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ ガ ラ ク チ ン 、 ポ リ -（ イ ソ ブ チ ル シ
ア ノ ア ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ 2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -L-グ ル タ ミ ン ） お よ び ポ リ （ 乳 酸 ） な
ど が あ る 。 制 御 放 出 用 の 非 経 口 的 製 剤 の 製 剤 化 の た め に 用 い う る 生 体 適 合 性 担 体 に は 、 糖
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質 （ 例 え ば 、 デ キ ス ト ラ ン ） 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン ） 、 リ ポ タ ン パ ク 質 ま た
は 抗 体 が あ る 。 イ ン プ ラ ン ト に 用 い る た め の 材 料 と し て は 、 生 体 非 分 解 性 （ 例 え ば 、 ポ リ
ジ メ チ ル シ ロ キ サ ン ） ま た は 生 体 分 解 性 （ 例 え ば 、 ポ リ （ カ プ ロ ラ ク ト ン ） 、 ポ リ （ 乳 酸
） 、 ポ リ （ グ リ コ ー ル 酸 ） ま た は ポ リ （ オ ル ト エ ス テ ル ） ） の い ず れ も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
直 腸 用 組 成 物
　 直 腸 適 用 の 場 合 、 組 成 物 の た め に 適 し た 剤 形 に は 、 坐 薬 （ 乳 濁 剤 型 ま た は 懸 濁 剤 型 ） お
よ び 直 腸 用 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル （ 溶 液 ま た は 懸 濁 液 ） が 含 ま れ る 。 典 型 的 な 坐 薬 製 剤 で は 、
活 性 薬 剤 を 、 カ カ オ 脂 、 エ ス テ ル 化 脂 肪 酸 、 グ リ セ リ ン 処 理 ゼ ラ チ ン 、 な ら び に ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル お よ び ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル の よ う な さ ま ざ ま な
水 溶 性 ま た は 分 散 性 の 基 材 と い っ た 、 適 切 な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 坐 薬 基 材 と 配 合 す る 。 さ
ま ざ ま な 添 加 剤 、 増 強 剤 ま た は 界 面 活 性 剤 を 組 み 入 れ て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
経 皮 的 お よ び 局 所 用 組 成 物
　 薬 学 的 組 成 物 を 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア お よ び リ ポ ソ ー ム を 含 む 、 従 来 の 非 毒 性 の 許 容 さ れ る
薬 剤 用 担 体 お よ び 添 加 剤 を 含 む 剤 形 ま た は 製 剤 と し て 、 経 皮 的 吸 収 の た め に 皮 膚 上 に 局 所
的 に 投 与 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 製 剤 に は 、 ク リ ー ム 剤 、 軟 膏 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 リ ニ
メ ン ト 剤 、 ゲ ル 剤 、 ヒ ド ロ ゲ ル 、 液 剤 、 懸 濁 剤 、 ス テ ィ ッ ク 、 噴 霧 剤 、 ペ ー ス ト 剤 、 硬 膏
お よ び そ の 他 の 種 類 の 経 皮 的 薬 物 送 達 シ ス テ ム が 含 ま れ る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た
は 添 加 剤 に は 、 乳 化 剤 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 剤 、 保 存 料 、 保 湿 剤 、 浸 透 促 進 剤 、 キ レ ー ト 剤 、
ゲ ル 形 成 剤 、 軟 膏 基 材 、 香 料 お よ び 皮 膚 保 護 剤 が 含 ま れ う る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 乳 化 剤 の 例 に は 、 天 然 の ゴ ム （ 例 え ば 、 ア ラ ビ ア ゴ ム ま た は ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム ） お よ び
天 然 の ホ ス フ ァ チ ド （ 例 え ば 、 ダ イ ズ レ シ チ ン お よ び ソ ル ビ タ ン モ ノ オ レ エ ー ト 誘 導 体 ）
が あ る 。 抗 酸 化 剤 の 例 に は 、 ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ア ニ ソ ー ル （ BHA） 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 お
よ び そ の 誘 導 体 、 ト コ フ ェ ロ ー ル お よ び そ の 誘 導 体 、 ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ア ニ ソ ー ル な ら
び に シ ス テ イ ン が あ る 。 保 存 料 の 例 に は 、 パ ラ ベ ン 、 例 え ば メ チ ル ま た は プ ロ ピ ル p-ヒ ド
ロ キ シ 安 息 香 酸 、 お よ び 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム が あ る 。 保 湿 剤 の 例 に は 、 グ リ セ リ ン 、 プ
ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル お よ び 尿 素 が あ る 。 浸 透 促 進 剤 の 例 に は 、 プ ロ ピ レ ン
グ リ コ ー ル 、 DMSO、 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 N,N-ジ メ チ ル ア セ ト ア ミ ド 、 N,N-ジ メ チ ル ホ
ル ム ア ミ ド 、 2-ピ ロ リ ド ン お よ び そ の 誘 導 体 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ル フ リ ル ア ル コ ー ル な ら び
に AZONE（ 商 標 ） が あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 キ レ ー ト 剤 の 例 に は 、 EDTAナ ト リ ウ ム 、 ク エ ン 酸 お よ び リ ン 酸 が あ る 。 ゲ ル 形 成 剤 の 例
に は 、 CARBOPOL（ 商 標 ） 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 ア ル ギ ナ ー ト 、 ゼ ラ チ ン お
よ び ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン が あ る 。 軟 膏 基 材 の 例 に は 、 蜜 蝋 、 パ ラ フ ィ ン 、 パ ル ミ チ ン 酸
セ チ ル 、 植 物 油 、 脂 肪 酸 の ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル （ Span） 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ
び 脂 肪 酸 の ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル と エ チ レ ン オ キ シ ド と の 縮 合 産 物 （ 例 え ば 、 ポ リ オ キ シ エ
チ レ ン ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル モ ノ オ レ エ ー ト （ TWEEN（ 商 標 ） ） が あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 上 記 の 薬 学 的 組 成 物 を 、 ド レ ッ シ ン グ 材 ま た は 硬 膏 、 パ ッ ド 、 ス ポ ン ジ 、 ス ト リ ッ プ も
し く は 他 の 形 態 の 適 し た 柔 軟 性 材 料 と い っ た 特 殊 な 薬 物 送 達 デ バ イ ス に よ っ て 適 用 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
制 御 放 出 用 の 経 皮 的 お よ び 局 所 的 組 成 物
　 薬 剤 の 放 出 お よ び 経 皮 的 浸 透 に 対 す る 速 度 制 御 を 付 与 す る た め に は い く つ か の ア プ ロ ー
チ が あ り 、 こ れ に は 以 下 の も の が 含 ま れ る ： 膜 に よ る 穏 和 化 シ ス テ ム （ membrane-moderat
ed system） 、 接 着 性 拡 散 制 御 シ ス テ ム 、 マ ト リ ッ ク ス 分 散 型 シ ス テ ム お よ び マ イ ク ロ リ
ザ ー バ ー シ ス テ ム 。 制 御 放 出 用 の 経 皮 的 お よ び ／ ま た は 局 所 的 な 組 成 物 は 、 上 述 し た ア プ
ロ ー チ の 適 し た 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ ２ ５ 】
　 膜 に よ る 穏 和 化 シ ス テ ム で は 、 活 性 薬 剤 は 、 薬 剤 不 透 過 性 の ラ ミ ネ ー ト （ 例 え ば 、 金 属
-合 成 樹 脂 ラ ミ ネ ー ト ） お よ び 微 小 孔 性 ま た は 非 孔 性 ポ リ マ ー 膜 （ 例 え ば 、 エ チ レ ン 酢 酸
ビ ニ ル コ ポ リ マ ー ） と い っ た 速 度 制 御 性 ポ リ マ ー 膜 か ら 形 作 ら れ た 浅 い 区 画 内 に 完 全 に 封
入 さ れ た リ ザ ー バ ー 中 に 存 在 す る 。 活 性 化 合 物 は 、 速 度 制 御 性 ポ リ マ ー 膜 の み を 通 っ て 放
出 さ れ る 。 薬 剤 リ ザ ー バ ー 中 で 、 活 性 薬 剤 は 、 固 体 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス 中 に 分 散 し て い
る か 、 ま た は シ リ コ ー ン 液 な ど の 粘 性 液 体 媒 質 中 に 懸 濁 化 し て い る 。 ポ リ マ ー 膜 の 外 部 表
面 に 対 し て は 、 経 皮 的 シ ス テ ム と 皮 膚 表 面 と の 密 接 な 接 着 が 得 ら れ る よ う に 接 着 性 ポ リ マ
ー の 薄 層 が 施 さ れ る 。 接 着 性 ポ リ マ ー は 、 活 性 薬 剤 と の 適 合 性 の あ る 低 ア レ ル ゲ ン 性 ポ リ
マ ー で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 接 着 性 拡 散 制 御 シ ス テ ム で は 、 活 性 薬 剤 の リ ザ ー バ ー は 、 活 性 薬 剤 を 接 着 性 ポ リ マ ー 中
に 直 接 分 散 さ せ 、 続 い て 、 活 性 薬 剤 を 含 む 接 着 性 物 質 を 、 実 質 的 に 薬 剤 不 透 過 性 の 金 属 -
合 成 樹 脂 製 基 材 の 平 坦 シ ー ト に 対 し て 塗 布 し て 、 薄 い 薬 物 リ ザ ー バ ー 層 を 形 成 さ せ る こ と
に よ っ て 形 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 分 散 型 シ ス テ ム は 、 活 性 薬 剤 の リ ザ ー バ ー が 、 活 性 薬 剤 を 親 水 性 ま た は 親
油 性 の ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス 中 に 実 質 的 に 均 一 に 分 散 さ せ 、 続 い て 薬 剤 含 有 ポ リ マ ー を 実
質 的 に 明 確 に 規 定 さ れ た 表 面 積 お よ び 厚 み を 有 す る デ ィ ス ク 状 と し て 成 形 す る こ と に よ っ
て 形 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。 接 着 性 ポ リ マ ー を 周 囲 に 塗 布 し 、 デ ィ ス ク の 周 囲 の 接 着
性 ス ト リ ッ プ を 形 成 さ せ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 マ イ ク ロ リ ザ ー バ ー シ ス テ ム で は 、 活 性 物 質 の リ ザ ー バ ー は 、 ま ず 固 体 薬 剤 を 水 溶 性 ポ
リ マ ー と の 水 性 溶 液 と し て 懸 濁 さ せ 、 続 い て 薬 剤 懸 濁 液 を 親 水 性 ポ リ マ ー 中 に 分 散 さ せ て
薬 剤 リ ザ ー バ ー と な る 複 数 の 微 細 な 球 体 を 形 成 さ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
そ の 他 の 態 様
　 本 明 細 書 で 言 及 し た す べ て の 刊 行 物 お よ び 特 許 出 願 は 、 そ れ ぞ れ の 個 々 の 刊 行 物 ま た は
特 許 出 願 が 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る よ う に 特 定 的 お よ び 個 別 に 示 さ れ て い る 場 合 と 同 程 度
に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 上 記 の 本 発 明 は 、 理 解 し や す い よ う に 図 面 お よ び 実 施 例 を 用 い て あ る 程 度 詳 細 に 記 載 さ
れ て い る が 、 当 業 者 に は 、 本 発 明 の 開 示 に 鑑 み て 、 そ の 精 神 ま た は 添 付 し た 請 求 の 範 囲 を
逸 脱 す る こ と な く 、 あ る 種 の 変 更 お よ び 改 変 が 可 能 で あ る こ と は 容 易 に 理 解 さ れ る と 思 わ
れ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 そ の 他 の 態 様 は 特 許 請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ Ａ は 、 末 梢 神 経 損 傷 の 前 お よ び 後 で の 、 発 生 過 程 お よ び 成 熟 期 に あ る 後 根 神
経 節 （ DRG） に お け る ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） を 含 む 23種 の 遺 伝 子 の マ
イ ク ロ ア レ イ 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 分 析 を 表 し た グ ラ フ で あ る 。 図 １ Ｂ は 、 末 梢 神 経 損 傷 の 前
お よ び 後 で の 、 発 生 過 程 お よ び 成 熟 期 に あ る 後 根 神 経 節 に お け る DHPRの mRNA調 節 を 確 か め
た ノ ー ザ ン ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析 を 表 し て い る 。
【 図 ２ 】 図 ２ Ａ は 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） 合 成 経 路 の 概 要 を 示 し た 概 略 図 で
あ る 。 図 ２ Ｂ は 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン の 異 化 を 示 し た 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 検 出 し た 、 末 梢 神 経 損 傷 の 前 お よ び 後 で の BH4合 成 経 路 の
要 素 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 を 示 し た 表 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ は 、 末 梢 神 損 傷 の 前 （ 未 処 理 ） お よ び 後 で の 、 後 根 神 経 節 （ DRG） に お け
る GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） の mRNA発 現 を 示 し た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 画 像 で あ
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る 。 図 ４ Ｂ は 、 末 梢 神 経 損 傷 の 前 （ 未 処 理 ） お よ び 後 で の 、 DRGに お け る GTPCH mRNAの 非
放 射 性 の イ ン サ イ チ ュ ー 局 在 を 示 し た 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 ４ Ｃ は 、 放 射 性 イ ン サ
イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 し た 、 末 梢 神 経 損 傷 か ら 3日 後 お よ び 3週 後 の
ニ ュ ー ロ ン に お け る GTPCH mRNAの 増 加 を 示 し た DRGの 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 ４ Ｄ ～
Ｆ は 、 末 梢 神 経 損 傷 後 の 14日 の 期 間 に わ た っ て DRGに お け る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り
測 定 し た 、 GTPCH、 DHPRお よ び セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） の mRNAレ ベ ル を 表 し た
一 連 の グ ラ フ で あ る （ *p＜ 0.05； **p＜ 0.01； ***p＜ 0.001） 。
【 図 ５ 】 図 ５ Ａ お よ び Ｂ は 、 末 梢 神 経 損 傷 の 前 お よ び 後 で の GTPCHの タ ン パ ク 質 レ ベ ル お
よ び 酵 素 活 性 を 示 し た 一 連 の グ ラ フ で あ る （ *p＜ 0.05； **p＜ 0.01； ***p＜ 0.001） 。 図 ５
Ｃ は 、 末 梢 神 経 損 傷 の 前 お よ び 後 で の DRGに お け る BH4レ ベ ル を 示 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ Ａ 】 3種 類 の 神 経 障 害 性 疼 痛 モ デ ル （ 坐 骨 神 経 部 分 損 傷 （ SNI） モ デ ル 、 慢 性 絞 扼 性
損 傷 （ CCI） モ デ ル お よ び 脊 髄 神 経 結 紮 （ SNL） モ デ ル ） に お け る 、 BH4合 成 経 路 の さ ま ざ
ま な 要 素 に 関 す る 、 3連 の Affymetrixマ イ ク ロ ア レ イ 分 析 に よ る 実 験 時 お よ び 未 処 理 時 の
強 度 の 読 み 取 り 値 の 経 時 的 な 比 を 示 し た 一 連 の グ ラ フ で あ る 。 DRGに お け る 発 現 プ ロ フ ァ
イ ル を 示 し て い る 。
【 図 ６ Ｂ 】 図 ６ Ａ の 続 き で あ り 、 後 角 に お け る BH4合 成 酵 素 の 発 現 の 変 化 が 示 さ れ て い る
。 こ れ ら の 酵 素 は DRGお よ び 後 角 の い ず れ に も 存 在 す る 。
【 図 ７ Ａ 】 足 底 部 へ の 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 投 与 に よ っ て 生 じ さ せ た 末 梢 炎 症 後 の
DRGに お け る 、 BH4合 成 経 路 の さ ま ざ ま な 要 素 に 関 す る 、 3連 の Affymetrixマ イ ク ロ ア レ イ
分 析 に よ る 実 験 時 お よ び 未 処 理 時 の 強 度 の 読 み 取 り 値 の 経 時 的 な 比 を 示 し た 一 連 の グ ラ フ
で あ る 。
【 図 ７ Ｂ 】 足 底 部 へ の 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 投 与 に よ っ て 生 じ さ せ た 末 梢 炎 症 後 の
後 角 に お け る 、 BH4合 成 経 路 の さ ま ざ ま な 要 素 に 関 す る 、 3連 の Affymetrixマ イ ク ロ ア レ イ
分 析 に よ る 実 験 時 お よ び 未 処 理 時 の 強 度 の 読 み 取 り 値 の 経 時 的 な 比 を 示 し た 一 連 の グ ラ フ
で あ る 。
【 図 ８ － １ 】 神 経 障 害 性 疼 痛 の SNIモ デ ル に お け る 侵 害 受 容 性 行 動 に 対 す る DAHPの 影 響 を
示 し た 一 連 の グ ラ フ を 表 し て い る 。 左 側 の 図 は 、 フ ォ ン フ ラ イ 毛 を 用 い て 加 え た 機 械 的 刺
激 に 対 す る 閾 値 （ フ ォ ン フ ラ イ 閾 値 ） を 示 し て い る 。 右 側 の 図 は 、 寒 冷 ア ロ デ ィ ニ ア の 指
標 と し て の 、 肢 に 対 す る ア セ ト ン 適 用 後 の 肢 舐 め 、 震 え お よ び 挙 上 の 持 続 時 間 を 示 し て い
る 。 図 ８ Ａ で は 、 ラ ッ ト に 手 術 3日 後 か ら 開 始 す る 形 で DAHP（ 180mg／ kg／ d i.p.） を 3日
間 投 与 し た （ 早 期 治 療 ） 。 薬 剤 注 射 の 前 お よ び 後 に 侵 害 受 容 性 行 動 を 毎 日 評 価 し た 。 図 ８
Ｂ で は 、 投 与 期 間 を 手 術 か ら 3日 後 に 開 始 す る 形 で 5日 間 に 延 長 し （ 180mg／ kg／ d i.p.）
、 疼 痛 行 動 を 薬 剤 注 射 の 前 お よ び 後 に 毎 日 、 さ ら に 毎 日 の 薬 剤 注 射 を 終 え た 後 に さ ら に 1
週 間 に わ た り 1日 お き に 1回 ず つ 評 価 し た 。 図 ８ Ｃ で は 、 DAHPの 投 与 （ 180mg／ kg／ d i.p.
を 5日 間 ） を 手 術 の 17日 後 に 開 始 し 、 す な わ ち 早 期 に は 全 く 投 与 せ ず に 慢 性 期 に 実 施 し た
。 侵 害 受 容 性 行 動 を 薬 剤 注 射 か ら 3時 間 後 に 毎 日 評 価 し た 。
【 図 ８ － ２ 】 図 ８ － １ の 続 き で あ る 。 図 ８ Ｄ で は 、 動 物 に 対 し て DAHP（ 6mg／ kg／ d） の 脊
髄 内 持 続 注 入 を 14日 間 行 っ た 。 注 入 は 手 術 後 直 ち に 開 始 し た 。 侵 害 受 容 性 行 動 を 1日 1回 評
価 し た 。
【 図 ９ 】 神 経 障 害 性 疼 痛 の CCIモ デ ル に お け る 侵 害 受 容 性 行 動 に 対 す る DAHPの 影 響 を 示 し
た 2つ の グ ラ フ で あ る 。 図 ９ Ａ は 、 フ ォ ン フ ラ イ 毛 を 用 い て 加 え た 機 械 的 刺 激 に 対 す る 閾
値 （ フ ォ ン フ ラ イ 閾 値 ） を 示 し て い る 。 図 ９ Ｂ は 、 寒 冷 ア ロ デ ィ ニ ア の 指 標 と し て の 、 肢
に 対 す る ア セ ト ン 適 用 後 の 肢 舐 め 、 震 え お よ び 挙 上 の 持 続 時 間 を 示 し て い る 。 DAHPの 投 与
（ 180mg／ kg／ d i.p.を 5日 間 ） を 手 術 か ら 3日 後 に 開 始 し 、 疼 痛 行 動 を 薬 剤 注 射 の 前 お よ
び 後 に 毎 日 、 さ ら に 毎 日 の 薬 剤 注 射 を 終 え た 後 は 1日 お き に 1回 ず つ 評 価 し た 。
【 図 １ ０ 】 ホ ル マ リ ン 試 験 に お け る 後 ず さ り 行 動 に 対 す る DAHPの 影 響 を 示 し て い る 。 DAHP
（ 180mg／ kg） を 腹 腔 内 注 射 し 、 そ の 1時 間 後 に 後 肢 に ホ ル マ リ ン を 注 射 し た 。 ホ ル マ リ ン
注 射 の 直 後 か ら 始 め て 1時 間 に わ た っ て 後 ず さ り を 算 定 し た 。
【 図 １ １ 】 炎 症 性 疼 痛 の モ デ ル で あ る CFAモ デ ル に お け る 温 熱 性 痛 覚 過 敏 に 対 す る DHAPの
影 響 を 示 し た 一 連 の グ ラ フ で あ る 。 図 １ １ Ａ は 、 CFAを 投 与 し た 炎 症 肢 の 、 輻 射 熱 に 対 す
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る 肢 逃 避 反 射 潜 時 （ ハ ー グ リ ー ブ ス (Hargreaves)試 験 ） を 示 し て い る 。 グ ラ フ の 左 端 で は
、 1回 目 は 後 肢 へ の CFA注 射 の 30分 前 、 2回 目 は CFAの 4時 間 後 （ 矢 印 D1お よ び D2で 示 し て い
る ） と い う 2回 に わ た っ て DAHP（ 180mg／ kg i.p.） を 注 射 し て い る 。 右 側 で は 、 CFA注 射 後
の 最 初 の 24時 間 に は 何 も 投 与 せ ず 、 肢 炎 症 の 誘 発 か ら 24時 間 後 に DAHP（ 180mg／ kg i.p.）
を 単 回 注 射 し た （ 破 線 矢 印 D1） 。 図 １ １ Ｂ は 、 炎 症 の な い 対 側 肢 の そ れ ぞ れ の 肢 逃 避 反 射
潜 時 を 示 し て い る 。 図 １ １ Ｃ ～ Ｄ で は 、 全 身 投 与 し た DAHP（ 180mg／ kg i.p.、 単 回 投 与 ；
１ １ Ｃ ） を 、 腰 椎 カ テ ー テ ル を 介 し て 投 与 し た 単 回 髄 腔 内 投 与 （ 1mg／ kg i.t.； １ １ Ｄ ）
と 比 較 し て い る 。 い ず れ の 場 合 に も 、 投 与 は 後 肢 へ の CFA注 射 か ら 24時 間 後 に 開 始 し た 。
ベ ー ス ラ イ ン レ ベ ル に 幾 分 違 い が あ る た め （ １ １ Ｃ と １ １ Ｄ と の 比 較 ） 、 両 方 の 投 与 経 路
の 直 接 比 較 が 可 能 と な る よ う に 、 i.p.お よ び i.t.投 与 後 の DAHPの 影 響 を 、 肢 逃 避 反 射 潜 時
の 変 化 率 と し て さ ら に 提 示 し て い る （ 図 １ １ Ｅ ） 。
【 図 １ ２ 】 炎 症 肢 の 肢 重 量 の 増 加 を 対 側 肢 と 比 較 し て 示 し た 棒 グ ラ フ で あ る 。 肢 重 量 は CF
A注 射 か ら 48時 間 後 に 測 定 し た 。 肢 重 量 の 増 加 は 炎 症 肢 の 浮 腫 の 指 標 で あ り 、 こ の た め 、
肢 の 炎 症 の 評 価 が 可 能 と な る 。
【 図 １ ３ 】 未 処 理 ラ ッ ト に お け る 触 覚 刺 激 （ 図 １ ３ Ａ ） お よ び 熱 刺 激 （ 図 １ ３ Ｂ ） へ の 応
答 に 対 す る DAHPの 影 響 を 示 し た 一 連 の グ ラ フ で あ る 。 DAHP（ 180mg／ kg i.p.） ま た は 媒 体
の 単 回 投 与 注 射 を 「 ゼ ロ 」 の 時 点 で 行 っ た 。
【 図 １ ４ 】 DAHPの 薬 物 動 態 上 の 特 徴 お よ び 薬 物 動 態 -薬 力 学 相 関 を 示 し た 一 連 の グ ラ フ を
表 し て い る 。 図 １ ４ Ａ は 、 「 ゼ ロ 」 時 点 で の 180mg／ kgの 腹 腔 内 注 射 に よ る 単 回 投 与 後 の D
AHP血 漿 中 濃 度 の 経 時 的 推 移 を 示 し て い る 。 さ ら に 、 脳 脊 髄 液 （ CSF） 中 の DAHPの 濃 度 を 、
早 期 お よ び 後 期 の 時 点 で 測 定 し た 。 図 １ ４ Ｂ で は 、 血 漿 中 濃 度 を 、 投 入 速 度 が 一 次 で 消 失
速 度 も 一 次 で あ る 1コ ン パ ー ト メ ン ト PKモ デ ル に 対 し て 適 合 化 さ せ た 。 諸 PKパ ラ メ ー タ ー
を 提 示 し て い る が 、 こ の う ち Cmaxは 最 大 濃 度 で あ り 、 tmaxは 最 大 濃 度 到 達 時 間 で あ り 、 k0
1は 吸 収 速 度 定 数 で あ り 、 t1/2absは 吸 収 半 減 期 で あ り 、 k10は 消 失 速 度 定 数 で あ り 、 tl/2e
lは 消 失 半 減 期 で あ り 、 Clは ク リ ア ラ ン ス で あ る 。 図 １ ４ Ｃ で は 、 プ ー ル 血 漿 中 濃 度 お よ
び CFAモ デ ル の 影 響 の デ ー タ を 用 い 、 標 準 的 な シ グ モ イ ド 形 Emaxモ デ ル を 利 用 し て PK/PD相
関 を 評 価 し た 。
【 図 １ ５ 】 CFAモ デ ル に お け る 温 熱 性 痛 覚 過 敏 に 対 す る セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ 阻 害
薬 N-ア セ チ ル セ ロ ト ニ ン （ NAS） の 影 響 を 示 し て い る 。 輻 射 熱 に 対 す る 肢 逃 避 反 射 潜 時 （ P
WL） （ ハ ー グ リ ー ブ ス 試 験 ） は 、 熱 感 受 性 の 指 標 の 1つ で あ る 。 NAS投 与 （ 50mg／ kg i.p.
の 単 回 投 与 ） を 、 後 肢 へ の CFA注 射 か ら 24時 間 後 に 開 始 し た 。 デ ー タ は 、 炎 症 の な い 対 側
肢 の PWLと 比 較 し た PWLの 変 化 率 と し て 提 示 さ れ て い る 。 図 １ ５ Ｂ は 、 対 側 肢 と の 比 較 に よ
る 炎 症 肢 の 肢 重 量 の 増 加 を 示 し て い る 。 肢 重 量 は CFA注 射 か ら 48時 間 後 に 測 定 し た 。 肢 重
量 の 増 加 は 炎 症 性 肢 浮 腫 の 指 標 の 1つ で あ る 。
【 図 １ ６ 】 神 経 障 害 性 疼 痛 の SNIモ デ ル に お け る 侵 害 受 容 性 行 動 に 対 す る メ ト ト レ キ サ ー
ト （ MTX） の 全 身 投 与 （ 図 １ ６ Ａ ） お よ び 髄 腔 内 投 与 （ 図 １ ６ Ｂ ） の 影 響 を 示 し て い る 。
図 １ ６ Ａ お よ び 図 １ ６ Ｂ で は 、 左 の 図 は フ ォ ン フ ラ イ 毛 を 用 い て 加 え た 機 械 的 刺 激 に 対 す
る 閾 値 （ フ ォ ン フ ラ イ 閾 値 ） を 示 し て い る 。 右 の 図 は 、 寒 冷 ア ロ デ ィ ニ ア の 指 標 と し て の
、 肢 に 対 す る ア セ ト ン 適 用 後 の 肢 舐 め 、 震 え お よ び 挙 上 の 持 続 時 間 を 示 し て い る 。 図 １ ６
Ａ で は 、 SNI手 術 の 5日 後 か ら 始 め て 、 MTX（ 0.2mg／ kg／ d） を 1日 1回 腹 腔 内 注 射 し た 。 薬
剤 注 射 の 3時 間 後 に 侵 害 受 容 性 行 動 を 1日 1回 評 価 し た 。 図 １ ６ Ｂ で は 、 SNI手 術 の 直 後 に 始
め る 形 で 、 MTXを 髄 腔 内 持 続 注 入 （ 0.1mg／ kg／ dを 14日 間 ） に よ り 投 与 し た 。 侵 害 受 容 性
行 動 を 1日 1回 評 価 し た 。 図 １ ６ Ｃ お よ び 図 １ ６ Ｄ は 、 MTXの 全 身 投 与 （ 図 １ ６ Ｃ ） お よ び
髄 腔 内 投 与 （ 図 １ ６ Ｄ ） 中 の 動 物 個 体 の 体 重 増 加 を 示 し て い る 。 体 重 増 加 を 、 全 般 的 な 健
康 状 態 お よ び MTXの 有 害 な 影 響 に つ い て 評 価 す る た め に 用 い た 。
【 図 １ ７ 】 さ ま ざ ま な セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ 阻 害 薬 を 示 し て い る （ Smith et al., 
(1992) J Biol Chem 267: 5599-5607） 。
【 図 １ ８ 】 BH4、 グ ア ニ ン お よ び DAHPの 化 学 構 造 を 示 し て い る 。
【 図 １ ９ － １ 】 可 能 性 の あ る GTPCH阻 害 薬 を 示 し た 表 で あ る 。
【 図 １ ９ － ２ 】 図 １ ９ － １ の 続 き で あ り 、 可 能 性 の あ る GTPCH阻 害 薬 を 示 し た 表 で あ る 。
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【 図 ２ ０ 】 GTPCHの 構 造 お よ び そ の 基 質 と 酵 素 の 触 媒 中 心 と の 結 合 を 示 し て い る 。 GTPCHお
よ び 基 質 GTPの ア ミ ノ 酸 同 士 の 水 素 結 合 が 点 線 と し て 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ １ 】 GTPCH-Iと フ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 （ GFRP） と の 相 互 作 用 、 お よ び 双 方
の タ ン パ ク 質 の 境 界 部 に お け る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 結 合 部 位 を 示 し て い る 。 BH4お よ び GFR
P依 存 的 GTPCH-I阻 害 薬 の 結 合 部 位 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の そ れ と 類 似 す る と 考 え ら れ る 。
【 図 ２ ２ 】 神 経 損 傷 の SNIモ デ ル に お け る 機 械 的 刺 激 （ 図 ２ ２ Ａ ） お よ び 温 熱 性 刺 激 （ 図
２ ２ Ｂ ） に 対 す る DAHPの 抗 侵 害 受 容 性 効 果 が 用 量 反 応 相 関 を 示 す こ と を 示 し た 一 連 の グ ラ
フ で あ る 。 こ の グ ラ フ で は 、 ▲ 印 は 媒 体 、 i.p.を 表 し ； ▽ 印 は DAHP、 90mg／ kg／ day、 i.p
を 表 し ； □ 印 は DAHP、 180mg／ kg／ day、 i.p.を 表 し ； ○ 印 は DAHP、 270mg／ kg／ day、 i.p
を 表 し て い る 。
【 図 ２ ３ 】 BH4の 侵 害 受 容 誘 発 作 用 を 示 し た 一 連 の グ ラ フ で あ る 。 図 ２ ３ Ａ は 、 BH4の 髄 腔
内 投 与 に よ り 、 未 処 理 ラ ッ ト に お け る 温 熱 性 （ 熱 ） 刺 激 に 対 す る 肢 逃 避 反 射 潜 時 が 短 縮 す
る こ と を 示 し て い る 。 図 ２ ３ Ｂ は 、 既 存 の 温 熱 性 過 敏 性 （ 同 側 性 ） を 有 す る 動 物 に お け る
BH4の 侵 害 受 容 誘 発 作 用 を 対 照 （ 対 側 ） と 比 較 し て 示 し て い る 。 肢 炎 症 の CFAモ デ ル を 用 い
て 過 敏 性 が 誘 導 さ れ た 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 ベ ー ス ラ イ ン の 肢 逃 避 反 射 潜 時 の 測 定 後 に 、
BH4を 「 ゼ ロ 」 時 点 で 注 射 し た 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ Ａ は 、 DAHPお よ び 媒 体 を 投 与 し た ラ ッ ト に お け る ホ ル マ リ ン 注 射 の 2時
間 後 の 同 側 性 後 角 ニ ュ ー ロ ン に お け る cFos免 疫 反 応 を 示 し た 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図
２ ４ Ｂ は 、 各 条 件 下 で 観 察 さ れ た cFos免 疫 反 応 性 細 胞 体 の 数 を 数 量 化 し た 棒 グ ラ フ で あ る
。
【 図 ２ ５ 】 180mg／ kg／ dayの DAHPま た は 媒 体 対 照 の い ず れ か を 投 与 し た 動 物 個 体 の SNI手
術 か ら 7日 後 の L4/L5後 角 に お け る 、 TUNEL染 色 を 用 い た ア ポ ト ー シ ス 細 胞 特 性 の 数 を 示 し
た 棒 グ ラ フ で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス 性 ニ ュ ー ロ ン を イ ン サ イ チ ュ ー TUNEL標 識 に よ り 検 出 し
、 盲 検 下 に あ る 観 察 者 が 算 定 し た 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ Ａ は 、 SNIモ デ ル に 対 す る DAHP投 与 の 有 無 に か か わ ら ず 、 機 械 的 刺 激 ま
た は 温 熱 性 （ 寒 冷 ） 刺 激 に 対 す る 応 答 に 関 し て 、 野 生 型 マ ウ ス と nNOSノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
と の 間 に 有 意 差 が な い こ と を 示 し た 一 連 の グ ラ フ で あ る 。 こ の 図 で は 、 ● 印 は DAHPを 投 与
し た nNOSノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス ； ○ 印 は 媒 体 を 投 与 し た nNOSノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス ； ▲ 印 は DA
HPを 投 与 し た 野 生 型 マ ウ ス ； △ 印 は 媒 体 を 投 与 し た 野 生 型 マ ウ ス を 表 し て い る 。 図 ２ ６ Ｂ
は 、 NOS阻 害 薬 で あ る L-NAMEが 、 SNIモ デ ル に お け る 機 械 的 刺 激 ま た は 温 熱 性 （ 寒 冷 ） 刺 激
に 対 す る DAHPの 抗 侵 害 受 容 作 用 を 増 強 し な い こ と を 示 し た 一 連 の 線 グ ラ フ で あ る 。 こ の 図
で は 、 ▲ 印 は L-NAME投 与 ； ○ 印 は LNAME＋ DAHP投 与 ； ● 印 は DAHP投 与 ； △ 印 は 媒 体 投 与 を
表 し て い る 。 L-NAMEは 25mg／ kg、 i.p.で 単 回 投 与 し 、 DAHPは 120mg／ kg、 i.p.で 単 回 投 与
し た 。 こ の 高 用 量 L-NAMEの 抗 侵 害 受 容 効 果 （ 約 50％ ） は 中 用 量 の DAHPの そ れ よ り も 弱 か っ
た 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ Ａ は 、 SNI手 術 か ら 3日 後 （ 上 図 ） お よ び 14日 後 （ 下 図 ） の 同 側 性 （ 病 変
あ り ） お よ び 対 側 性 （ 対 照 ） の 後 根 神 経 節 に お け る GTPCH-Iの イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 示 し た 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 ２ ７ Ｂ は 、 SNI手 術 か ら 14日 後 の 、 DAH
Pま た は 媒 体 対 照 の い ず れ か を 投 与 し た 上 で の GTPCH-Iイ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 示 し た 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 DAHPが SNIモ デ ル に お け る GTP
CH-I発 現 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と を 示 し て い る 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ Ａ は 、 GTPCH-l mRNAは 脊 髄 で は 通 常 は 発 現 さ れ な い が 、 SNI手 術 の 3日 後
に は 単 離 さ れ た GTPCH-I発 現 性 運 動 ニ ュ ー ロ ン が 観 察 さ れ る こ と を 示 し て い る 一 連 の 顕 微
鏡 写 真 で あ る 。 図 ２ ８ Ｂ は 、 GFRPは 単 離 さ れ た DRGニ ュ ー ロ ン で は 発 現 さ れ る が 、 発 現 パ
タ ー ン は SNI手 術 の 3日 後 に は 変 化 し て い な い こ と を 示 し た 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ２ ９ 】 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る GTPCH-Iの 発 現 （ 左 欄 ） お よ び
免 疫 蛍 光 に よ る NF200グ リ フ ォ ニ ア ・ シ ン プ リ シ フ ォ リ ア （ Griffonia simplicifolia） イ
ソ レ ク チ ン B4（ IB4） 、 CGRP、 お よ び nNOSの 発 現 を 示 し た 一 連 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る （ 中 央
の 欄 ） 。 GTPCH-Iお よ び 特 定 さ れ た タ ン パ ク 質 を 同 時 発 現 す る 細 胞 の 数 を 、 GTPCH-Iを 発 現
す る 細 胞 に 対 す る パ ー セ ン ト 割 合 と し て 表 し た （ 右 欄 ） 。
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【 図 ３ ０ 】 DAHP投 与 の 有 無 に よ る 、 SNI手 術 後 の DH、 DRG、 お よ び ScNに お け る BH4代 謝 産 物
ビ オ プ テ リ ン お よ び ネ オ プ テ リ ン の レ ベ ル を 対 照 と 比 較 し て 数 量 化 し た 一 連 の 棒 グ ラ フ で
あ る 。
【 図 ３ １ 】 SNI神 経 損 傷 モ デ ル に 従 う 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い た G
TPCH-I mRNAの 共 存 、 お よ び 免 疫 組 織 化 学 を 用 い た ATF-3タ ン パ ク 質 の 局 在 を 示 し た 顕 微 鏡
写 真 で あ る 。 矢 印 は 、 GTPCH mRNA発 現 、 さ ら に ATF-3に 対 す る 核 染 色 も 呈 す る 細 胞 を 示 し
て い る 。 GTPCH発 現 ニ ュ ー ロ ン の う ち 全 体 と し て 80～ 90％ が ATF-3陽 性 で あ り 、 こ の こ と は
損 傷 ニ ュ ー ロ ン の ほ と ん ど で GTPCH-Iの ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 起 こ る こ と を 示 し て い
る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ７ Ａ 】
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【 図 ７ Ｂ 】 【 図 ８ － １ 】

【 図 ８ － ２ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ － １ 】 【 図 １ ９ － ２ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】
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【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】
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【 図 ２ ９ 】 【 図 ３ ０ 】

【 図 ３ １ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 7月 19日 (2006.7.19)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 、 ま た は 末 梢 神 経 病 変 の 結 果 も し く は 発 達 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予
防 す る 方 法 で あ っ て 、 該 哺 乳 動 物 に 対 し て 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の 生 物 活
性 を 低 下 さ せ る 組 成 物 を 、 BH4の 過 剰 産 生 に 起 因 す る 疼 痛 、 ま た は 末 梢 神 経 病 変 の 悪 化 を
治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 十 分 な 量 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 疼 痛 が 、 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン ま た は 後 角 ニ ュ ー ロ ン （ dorsal horn neuron） に お け る BH
4レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 軽 減 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン が 後 根 神 経 節 内 ま た は 三 叉 神 経 節 内 に あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 後 角 ニ ュ ー ロ ン が 、 脊 髄 内 、 ま た は 脳 幹 の 三 叉 神 経 脊 髄 路 核 内 に あ る 、 請 求 項 4記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 BH4生 物 活 性 の 低 下 が 、 BH4の 合 成 ま た は 再 利 用 の 低 下 の 結 果 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方
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法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ フ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 （ GFRP） の 発 現 、 GTPCH結 合 性 、
ま た は 活 性 を 高 め る こ と に よ っ て 、 BH4生 物 活 性 を 低 下 さ せ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 BH4合 成 の 低 下 が 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ
リ ン シ ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 プ テ リ ン -4α -カ ル ビ ノ ー
ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ 、 お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 酵 素 の レ ベ ル ま た は 生 物 活 性 の 低 下 の 結 果 で あ る 、 請 求 項 6
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 BH4合 成 の 低 下 が 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTP
CH） 、 お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く
と も 1つ の 酵 素 の 生 物 活 性 の 低 下 の 結 果 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も 2つ の 酵 素 の 生 物 活 性 を 低 下 さ せ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 少 な く と も 3つ の 酵 素 の 生 物 活 性 を 低 下 さ せ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 生 物 活 性 を 少 な く と も 10％ 低 下 さ せ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 生 物 活 性 を 少 な く と も 40％ 低 下 さ せ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 組 成 物 が メ ト ト レ キ サ ー ト を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 組 成 物 が 、 2,4ジ ア ミ ノ 6-ヒ ド ロ キ シ ピ リ ミ ジ ン （ DAHP） 、 テ ト ラ ヒ ド ロ -L-ビ オ プ テ リ
ン 、 L-セ ピ ア プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ -L-ビ オ プ テ リ ン 、 6,7-ジ メ チ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ
リ ン 塩 酸 塩 、 お よ び 8-ブ ロ モ -cGMPか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 化 合 物 を 含
む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 組 成 物 が 、 N-ア セ チ ル -セ ロ ト ニ ン （ NAS） 、 N-ク ロ ロ ア セ チ ル セ ロ ト ニ ン 、 N-メ ト キ シ
ア セ チ ル セ ロ ト ニ ン 、 お よ び N-ク ロ ロ ア セ チ ル ド ー パ ミ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な
く と も 1つ の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 組 成 物 が 以 下 の 式 を 有 す る 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　
　
　
　
　
　
　 た だ し 、 式 中 、
　 R 1 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

4 、 CONR 4 R 5 、 SO 2 R
4 、 SO 2 NR

4 R 5 、 OR 4 ま た は
NR 4 R 5 で あ り 、 式 中 、 R 4 お よ び R 5 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル
、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル （ alkheteroaryl
） で あ り 、
　 R 2 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4
ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 か つ 、
　 R 3 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル ク
ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

6 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R
6 、 ま た は SO 2 NR

7 R 8 で あ り 、 式 中 、 R 6 は C 1 - 6 ア ル
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キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ
ー ル で あ り 、 か つ 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、
ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る か ；
　 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 O、 ま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、
か つ 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 、 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ
ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る か ；
　 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 ま た は R 1 3

の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2

R 7 、 SO 2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た

は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 こ こ で 、 R 4 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C

1 -C 6 ア ル キ ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ま た は C 1 -C 4 ア ル ク
ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る か ； ま た は
　 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1

お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 か つ 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2 を
有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 組 成 物 が 式 （ I） の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、
　 R 1 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R

4 、 CONR 4 R 5 、 SO 2 R
4 、 SO 2 NR

4 R 5 、 OR 4 、 ま た
は NR 4 R 5 で あ り 、 式 中 、 R 4 お よ び R 5 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー
ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、
　 R 2 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4
ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 か つ 、
　 R 3 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル ク
ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

6 、 CONR 7 R 8 、 SO 2 R
6 、 ま た は SO 2 NR

7 R 8 で あ り 、 式 中 、 R 6 は C 1 - 6 ア ル
キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ
ー ル で あ り 、 か つ 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、
ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 O、 ま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、
か つ 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 、 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ
ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、
　 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 お よ び R 1 3

の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2

R 7 、 SO 2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た

は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 式 中 、 R 4 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -
C 6 ア ル キ ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ テ
ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
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の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1

お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 か つ 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2 を
有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の N、 O、 ま た は Sは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、
か つ 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1 、 R 1 2 、 お よ び R 1 3 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ
ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、 R 3 は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 1 2 お よ び R 1 3
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の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 か つ 、 R 1 4 は OR 4 、 ハ ロ 、 NO 2 、 CN、 CO 2 R
7 、 CONR 7 R 8 、 SO 2

R 7 、 SO 2 NR
7 R 8 、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た

は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 式 中 、 R 4 、 R 7 お よ び R 8 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 -
C 6 ア ル キ ル 、 C 6 -C 1 2 ア リ ー ル 、 C 1 -C 4 ア ル カ リ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ま た は C 1 -C 4 ア ル ク ヘ
テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
組 成 物 が 、 式 ：
　
　
　
　
　
　
の 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、 R 1 お よ び R 2 は 共 に 、
　
　
　
　
　
　
に よ っ て 表 さ れ 、 式 中 、 R 1 ／ R 2 連 結 の Nは ピ リ ミ ジ ノ ン 環 と 結 合 を 形 成 し 、 R 9 、 R 1 0 、 R 1 1

お よ び R 1 4 の そ れ ぞ れ は 上 記 の 通 り で あ り 、 R 3 は 存 在 せ ず 、 か つ 、 R 1 4 を 有 す る 炭 素 と R 2 を
有 す る 窒 素 と の 間 に は 二 重 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 組 成 物 が 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 組 成 物 が 、 式 ：
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を 有 す る 化 合 物 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 た だ し 、 式 中 、
　 R 1 5 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 -
4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ り ； か つ
　 R 1 6 は H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 C 1 - 4 ア ル
ク ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 CO 2 R

1 7 、 CONR 1 8 R 1 9 、 SO 2 R
1 7 、 ま た は SO 2 NR

1 8 R 1 9 で あ り 、 式 中 、 R 1 7 は
C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ
テ ロ ア リ ー ル で あ り 、 か つ 、 R 1 8 お よ び R 1 9 の そ れ ぞ れ は 独 立 に 、 H、 C 1 - 6 ア ル キ ル 、 C 6 - 1 2
ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 C 1 - 4 ア ル カ リ ル 、 ま た は C 1 - 4 ア ル ク ヘ テ ロ ア リ ー ル で あ る 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 疼 痛 が 急 性 疼 痛 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 疼 痛 が 慢 性 疼 痛 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 疼 痛 が 、 末 梢 神 経 お よ び 中 枢 神 経 障 害 性 疼 痛 、 炎 症 性 疼 痛 、 機 能 性 疼 痛 、 侵 害 受 容 性 疼
痛 、 な ら び に 頭 痛 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 第 2の 治 療 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 第 2の 治 療 薬 が 鎮 痛 薬 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 鎮 痛 薬 が 、 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 （ NSAID） 、 オ ピ オ イ ド 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 、 三 環 系
抗 う つ 薬 、 SSRI、 抗 け い れ ん 薬 、 ク ロ ニ ジ ン 、 ナ ト リ ウ ム ま た は カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 遮
断 薬 （ blocker） 、 カ リ ウ ム チ ャ ン ネ ル 開 口 薬 、 5-HT1D受 容 体 ア ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 3
0記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 第 2の 治 療 薬 が 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 酵 素 阻 害 薬 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 方
法 ： 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ （ NOS） 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ
キ シ ラ ー ゼ I（ 非 神 経 性 TphI） 、 ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ II（ 神 経 性 TphII） 、 フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 ド ー パ ミ ン -β -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 N-メ チ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ 、 お よ び エ ー テ ル 脂 質 オ キ シ ダ ー ゼ 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 治 療 薬 お よ び 第 2の 治 療 薬 が 、
互 い に 1時 間 以 内 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 治 療 薬 お よ び 第 2の 治 療 薬 が 同
時 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 治 療 薬 お よ び 第 2の 鎮 痛 誘 導 性
化 合 物 が 、 同 一 の 薬 学 的 製 剤 中 に お い て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 該 哺 乳 動 物 由 来 の
生 物 試 料 に お け る BH4、 BH4代 謝 産 物 、 BH4前 駆 体 、 ま た は BH4中 間 体 の 増 加 を 検 出 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 BH4代 謝 産 物 が 、 プ テ リ ン 、 ビ オ プ テ リ ン 、 7,8ジ ヒ ド ロ プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ キ サ ン
ト プ テ リ ン 、 キ サ ン ト プ テ リ ン 、 イ ソ キ サ ン ト プ テ リ ン 、 ロ イ コ プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ
ネ オ プ テ リ ン 、 ま た は ネ オ プ テ リ ン で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 BH4中 間 体 が 、 7,8-ジ ヒ ド ロ ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 、 ネ オ プ テ リ ン 、 ま た は 6-ピ ル ボ イ
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ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ ン で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 生 物 試 料 が 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 組 織 試 料 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 、 組 織 滲 出 物 、 ま た は
組 織 試 料 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 増 加 が 、 対 照 条 件 に 比 し て 少 な く と も 20％ の 増 加 で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 該 哺 乳 動 物 の 一 次
感 覚 ニ ュ ー ロ ン ま た は 後 角 ニ ュ ー ロ ン に お け る BH4合 成 酵 素 の 活 性 ま た は レ ベ ル の 上 昇 を
検 出 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 BH4合 成 酵 素 が 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ リ
ン シ ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 プ テ リ ン -4α -カ ル ビ ノ ー ル
ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ 、 お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 検 出 が 画 像 化 技 術 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 画 像 化 が ポ ジ ト ロ ン 放 出 断 層 撮 影 法 （ PET） で あ る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 増 加 が 、 対 照 条 件 に 比 し て 少 な く と も 20％ の 増 加 で あ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防
す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 （ a） BH4を 合 成 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 該 細 胞 に お け る 、 BH4、 BH4中 間 体 、 も し く は BH4の 安 定 代 謝 産 物 の レ ベ ル 、 ま た は
BH4活 性 を 測 定 す る 段 階 で あ っ て 、 該 候 補 化 合 物 と 接 触 し て い な い 細 胞 に お け る BH4レ ベ ル
に 比 し て 該 レ ベ ル ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る 該 候 補 化 合 物 を 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は
末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 有 用 な 候 補 化 合 物 と し て 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防
す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 （ a） BH4合 成 酵 素 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 該 細 胞 に お け る 該 BH4合 成 酵 素 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 該 BH4合 成 酵 素 の 活 性 を 測 定 す
る 段 階 で あ っ て 、 該 候 補 化 合 物 と 接 触 し て い な い 細 胞 に お け る 該 発 現 ま た は 活 性 に 比 し て
該 発 現 ま た は 該 活 性 を 低 下 さ せ る 該 候 補 化 合 物 を 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経
病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め に 有 用 な 候 補 化 合 物 と し て 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 BH4合 成 遺 伝 子 が 、 セ ピ ア プ テ リ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ SPR） 、 ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ テ
リ ン シ ン タ ー ゼ （ PTPS） 、 GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 プ テ リ ン -4α -カ ル ビ ノ ー
ル ア ミ ン デ ヒ ド ラ タ ー ゼ 、 お よ び ジ ヒ ド ロ プ テ リ ジ ン レ ダ ク タ ー ゼ （ DHPR） か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 遺 伝 子 が BH4合 成 酵 素 融 合 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 段 階 （ b） が 、 BH4合 成 酵 素 の mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求
項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
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　 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 細 胞 が 齧 歯 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 BH4合 成 酵 素 が ヒ ト BH4合 成 酵 素 で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防
す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 （ a） BH4依 存 性 酵 素 を 発 現 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 該 細 胞 に お け る 該 BH4依 存 性 酵 素 の 発 現 ま た は 活 性 を 測 定 す る 段 階 で あ っ て 、 該 候
補 化 合 物 と 接 触 し て い な い 細 胞 に お け る 該 発 現 ま た は 活 性 に 比 し て 該 発 現 ま た は 該 活 性 を
低 下 さ せ る 該 候 補 化 合 物 を 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た
は 予 防 す る た め に 有 用 な 候 補 化 合 物 と し て 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 BH4依 存 性 酵 素 が 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、
ト リ プ ト フ ァ ン 、 エ ー テ ル 脂 質 オ キ シ ダ ー ゼ 、 eNOS、 iNOS、 ま た は nNOS
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 遺 伝 子 が BH4依 存 性 酵 素 融 合 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 段 階 （ b） が 、 BH4依 存 性 酵 素 の mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 請
求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 細 胞 が 齧 歯 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 59記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防
す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 （ a） BH4依 存 性 酵 素 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 該 候 補 化 合 物 が 該 BH4依 存 性 酵 素 と 結 合 す る か 否 か を 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 該 BH
4依 存 性 酵 素 と 結 合 し 該 BH4依 存 性 酵 素 の 活 性 を 低 下 さ せ る 候 補 化 合 物 が 、 末 梢 神 経 病 変 疼
痛 を 治 療 、 軽 減 、 ま た は 予 防 す る た め に 有 用 な 候 補 化 合 物 と な る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 BH4依 存 性 酵 素 が 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、
ト リ プ ト フ ァ ン 、 エ ー テ ル 脂 質 オ キ シ ダ ー ゼ 、 eNOS、 iNOS、 ま た は nNOS
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 遺 伝 子 が BH4依 存 性 酵 素 融 合 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 BH4依 存 性 酵 素 が ヒ ト BH4依 存 性 酵 素 で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 、 ま た は 外 傷 性 、 代 謝 性 、 も し く は 毒 性 の 末
梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る た め の 候 補 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 （ a） GTPシ ク ロ ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ GTPCH） 、 GTPCHフ ィ ー ド バ ッ ク 調 節 タ ン パ ク 質 （ GFRP）
、 お よ び 候 補 化 合 物 を 提 供 す る 段 階 ；
　 （ b） 該 GTPCHの 該 GFRPと の 結 合 、 ま た は GFRPの フ ィ ー ド バ ッ ク 阻 害 作 用 を 測 定 す る 段 階
； な ら び に
　 （ c） 候 補 化 合 物 を 、 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 、 ま た は 予 防 す る た め に 有
用 な も の と し て 同 定 す る 段 階 で あ っ て 、 該 GTPCHの 該 GFRPと の 結 合 、 ま た は GFRPの 該 フ ィ
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ー ド バ ッ ク 阻 害 作 用 が 、 該 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 増 強 さ れ る 、 段 階 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 GTPCHが ヒ ト GTPCHで あ り 、 GFRPが ヒ ト GFRPで あ る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 候 補 化 合 物 が GFRPと 結 合 す る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 候 補 化 合 物 が GTPCH:GFRP複 合 体 と 結 合 す る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 以 下 を 含 む キ ッ ト ：
　 （ a） 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量 、 テ ト ラ ヒ ド
ロ ビ オ プ テ リ ン （ BH4） の 発 現 を 低 下 さ せ る 組 成 物 ； お よ び
　 （ b） 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 の 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 を 目 的 と す る 、 哺 乳 動 物 に 対 す
る 該 組 成 物 の 送 達 の た め の 使 用 説 明 書 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 以 下 を 含 む キ ッ ト ：
　 （ a） 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量 、 BH4合 成 酵 素
の 発 現 を 低 下 さ せ る 組 成 物 ； お よ び
　 （ b） 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 の 治 療 、 軽 減 ま た は 予 防 を 目 的 と す る 、 哺 乳 動 物 に 対 す
る 該 組 成 物 の 送 達 の た め の 使 用 説 明 書 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 以 下 を 含 む 診 断 キ ッ ト ：
　 （ a） BH4、 BH4前 駆 体 、 BH4中 間 体 、 ま た は BH4代 謝 産 物 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 ； お よ び
　 （ b） 哺 乳 動 物 に お け る 疼 痛 ま た は 末 梢 神 経 病 変 を 診 断 す る た め の 使 用 説 明 書 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 BH4中 間 体 が 、 7,8-ジ ヒ ド ロ ネ オ プ テ リ ン 三 リ ン 酸 お よ び 6-ピ ル ボ イ ル テ ト ラ ヒ ド ロ プ
テ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 BH4代 謝 産 物 が 、 プ テ リ ン 、 ビ オ プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ プ テ リ ン 、 7,8-ジ ヒ ド ロ キ サ
ン ト プ テ リ ン 、 キ サ ン ト プ テ リ ン 、 イ ソ キ サ ン ト プ テ リ ン 、 ロ イ コ プ テ リ ン 、 お よ び ネ オ
プ テ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 BH4標 的 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 a． 試 料 お よ び BH4を 提 供 す る 段 階 ；
　 b． 該 試 料 タ ン パ ク 質 と 該 BH4と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 該 試 料 を 該 BH4と 接 触 さ
せ る 段 階 ； お よ び
　 c． 該 BH4を 検 出 す る こ と に よ っ て 該 BH4の 試 料 タ ン パ ク 質 と の 結 合 を 評 価 す る 段 階 で あ
っ て 、 該 BH4と 結 合 す る タ ン パ ク 質 が BH4標 的 タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ る 、 段 階 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 BH4が 検 出 可 能 で あ る よ う に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 放 射 性 同 位 体 ま た は ビ オ チ ン で あ る 、 請 求 項 76記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 評 価 の 段 階 （ c） が BH4特 異 的 抗 体 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 評 価 の 段 階 （ c） が 、 質 量 分 析 法 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 顕 微 鏡 法 、 お よ び 原 子 間 力 顕 微
鏡 法 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 検 出 方 法 を 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 試 料 が 哺 乳 動 物 神 経 組 織 由 来 の 抽 出 物 を 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 哺 乳 動 物 神 経 組 織 が 後 角 ま た は 後 根 神 経 節 を 含 む 、 請 求 項 80記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ８ ２ 】
　 試 料 が 膜 結 合 型 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 BH4標 的 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 方 法 ：
　 a． BH4お よ び ア レ イ を 提 供 す る 段 階 で あ っ て 、 該 ア レ イ が 複 数 の 固 定 化 さ れ た 精 製 タ ン
パ ク 質 種 を 含 み 、 該 ア レ イ 中 の 該 タ ン パ ク 質 種 の そ れ ぞ れ が 他 の タ ン パ ク 質 種 の そ れ ぞ れ
と 空 間 的 に 分 離 さ れ る 、 段 階 ；
　 b． 該 タ ン パ ク 質 種 と 該 BH4と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 該 ア レ イ を 該 BH4と 接 触 さ
せ る 段 階 ； お よ び
　 c． 該 BH4の 該 タ ン パ ク 質 種 と の 結 合 を 評 価 す る 段 階 で あ っ て 、 該 BH4と 結 合 す る タ ン パ
ク 質 種 が BH4標 的 タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ る 、 段 階 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 BH4が 検 出 可 能 で あ る よ う に 標 識 さ れ る 、 請 求 項 83記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 が 放 射 性 同 位 体 ま た は ビ オ チ ン で あ る 、 請 求 項 84記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 評 価 の 段 階 （ c） が BH4特 異 的 抗 体 の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 83記 載 の 方 法 。
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