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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　脳神経細胞により取り込まれるエンテロトキシン又はレクチンを含むことを特徴とする
、薬物を脳脊髄液から脳神経細胞に取り込ませるための標的化剤であって、該エンテロト
キシンが、コレラトキシン（ＣＴ）、大腸菌易熱性エンテロトキシン（ＬＴ）、大腸菌耐
熱性エンテロトキシン（ＳＴ）、黄色ブドウ球菌エンテロトキシン（ＳｔＥ）、及びボツ
リヌス菌エンテロトキシンからなる群より選択され、該レクチンが、ミヤコグサレクチン
、ハリエニシダレクチン、ピーナツレクチン、ダイズレクチン、ヒマレクチン、モクワン
ジュレクチン、インゲンマメレクチン、ドリコスマメレクチン、エンジュマメレクチン、
マッシュルームレクチン、タチナタマメレクチン、レンズマメレクチン、エンドウマメレ
クチン、ソラマメレクチン、コムギ胚芽レクチン、アメリカヤマゴボウレクチン、ジャガ
イモレクチン、カブトガニレクチン及びイヌエンジュマメレクチンからなる群より選択さ
れる、上記標的化剤。
【請求項２】
　脳神経細胞が、小脳プルキンエ細胞、縫線核ニューロン、大脳皮質ニューロン、視床下
部ニューロン、視床ニューロン及び脳幹ニューロンからなる群より選択されるものである
、請求項１に記載の標的化剤。
【請求項３】
　脳神経細胞が、小脳プルキンエ細胞である、請求項１に記載の標的化剤。
【請求項４】
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　脳神経細胞が、縫線核ニューロンである、請求項１に記載の標的化剤。
【請求項５】
　エンテロトキシンが無毒化されている、請求項１～４のいずれか１項に記載の標的化剤
。
【請求項６】
　脳神経細胞により取り込まれるエンテロトキシンがコレラトキシンＢサブユニットであ
る、請求項１～４のいずれか１項に記載の標的化剤。
【請求項７】
　脳神経細胞により取り込まれるレクチンがコムギ胚芽凝集素である、請求項１～４のい
ずれか１項に記載の標的化剤。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の標的化剤及び薬物を含み、該薬物を脳神経細胞に
標的化するための医薬。
【請求項９】
　標的化剤と薬物とが直接結合されている、請求項８に記載の医薬。
【請求項１０】
　脳脊髄液中に投与される、請求項８又は９に記載の医薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、薬物の標的化剤、具体的には薬物を脳神経細胞に取り込ませるための標的化
剤に関する。また本発明は、該標的化剤と薬物とを含む医薬に関する。さらに本発明は、
脳神経細胞に薬物を標的化するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　精神活動は、脳内の神経回路網の活動によって営まれているが、その活動の調節には神
経伝達物質などの生理活性物質の働きがきわめて重要である。神経伝達物質などの調節が
正常に営まれなくなると、さまざまな神経症状が発症する。ドパミンが欠乏するパーキン
ソン病、アセチルコリンが関係するアルツハイマー病、セロトニンが関係する鬱病などが
その例であり、現在多くの脳疾患が神経伝達物質などの調節異常によって引き起こされる
ことが明らかになっている。
　神経伝達物質の異常による疾病は、理論的には、神経伝達物質の活動を正常に戻すこと
により治癒させることができるものが多いと推察される。しかし、脳には血液脳関門と呼
ばれる物質に対するバリア（脳の神経細胞は、血液中から必要な物質だけを選択的に取り
込み、不必要な物質又は有害な物質を取り込まない仕組み）が存在するので、服薬や静脈
注射で投薬された薬物は、病巣となっている神経細胞集団に到達しないことが多い。たと
えば中脳黒質のドパミンが欠乏することにより発症するパーキンソン病では、不足してい
るドパミンを黒質に補給すれば病状は改善することはわかっているが、ドパミンを投薬し
ても症状は改善しない。ドパミンのような生理活性物質の多くは血液脳関門を通過しない
からである。このように、脳の疾患に対しては、服薬や静脈注射は効果をもたないことが
多い。
　脳への投薬法には、腰椎穿刺によって脳脊髄液中に直接注射する方法もある。脳と脊髄
の表面には脳脊髄液が存在し、脳と脊髄は脳脊髄液に浮かんだ状態で保護されているので
、脳脊髄液中に薬液を注射する（腰椎槽からカニューレを挿入し薬液を脳脊髄液中に注入
する）ことにより、脳表面や脳室に薬液を浸透させることができる。しかし、脳脊髄液と
神経細胞の間にも髄液脳関門と呼ばれるバリアが存在するので、薬物を脳の特定部位に思
うように送達することはできない。
　したがって、脳の疾患を投薬治療するためには、血液脳関門や髄液脳関門の問題を克服
することが必要である。
　上述のように、脳疾患に対する薬物治療では、血液脳関門又は髄液脳関門のハードルを
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克服する必要がある。しかし、薬物が血液脳関門や髄液脳関門を素通りしてしまうと、脳
全体に無差別に薬物が浸潤する可能性があり、重大な副作用を発症させる可能性が高い。
したがって、脳疾患の治療薬は、病巣となっている神経細胞だけに取り込まれ、それ以外
の正常な神経細胞には薬物が到達しないことが望ましい。たとえば、縫線核におけるセロ
トニン産生量が不足して重い精神症状に悩む患者には、セロトニンを産生する神経細胞群
だけにセロトニン合成関連酵素等を取り込ませることが望ましい。また、小脳のプルキン
エ細胞の障害により重篤な運動障害に苦しんでいる患者には、プルキンエ細胞だけに目的
の薬物を投与することが好ましい。副作用を極力抑制することと、投薬量を正確にコント
ロールするために、投薬された薬物は目的の神経細胞以外には取り込まれないことが理想
である。
　上述のように、脳表面と脳室表面には髄液脳関門が存在し、脳脊髄液から神経細胞への
自由な物質の流れは抑制されている。したがって脳脊髄液中へ薬物を投与しても治療目的
の神経細胞集団に取り込まれることは、期待できないと考えられてきた。しかし、後述す
るように、本発明者の研究（後述）及び他の研究者の研究により、特定の神経細胞が脳表
面又は脳室表面からある特定の物質を取り込み細胞体内に蓄積することが明らかとなって
いる（非特許文献１：Ｚｈａｎｇら，Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，第９８９巻第１－
８頁、２００３年）。例えば、脳実質に取り込まれるグリア細胞株由来神経栄養因子（Ｇ
ＤＮＦ）を直接脳脊髄液中に注入し、脳実質にＧＤＮＦを取り込ませることにより、パー
キンソン病の原因となっているドパミン病態を改善させうることが報告されている（非特
許文献２：Ｌａｐｃｈａｋら，Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，第７４７巻第９２－１０
２、１９９７年）。また例えば、ローダミン標識マイクロスフィア、コレラトキシン、及
びフルオロゴールドを第三脳室に注入し、縫線核において標識が出現することが報告され
ている（非特許文献３：Ｌａｒｓｅｎら，Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，第７０巻第９６３
－９８８、１９９６年）。しかしながら、このような物質を利用した脳神経細胞群を治療
対象とする薬物の送達方法は報告されていない。
【発明の開示】
【０００３】
　そこで、本発明は、上述した実状に鑑み、脳内の神経細胞集団に目的の薬物を標的化す
るための有効な手段を提供し、かつ脳神経細胞に関係する疾患又は障害を有効に予防又は
治療するための医薬を提供することを目的とする。
　本発明者らは、上記課題を解決するため鋭意検討した結果、コレラトキシンＢサブユニ
ット（ＣＴＢ）を実験動物の脳脊髄液中に注射し、該ＣＴＢを取り込む神経細胞集団を調
査したところ、複数の脳神経細胞集団に該ＣＴＢが取り込まれることを確認した。また本
発明者らは、このＣＴＢ又はコムギ胚芽凝集素（ＷＧＡ）に酵素を結合させたものを脳脊
髄液中に注射し、それらの脳神経細胞中に酵素の取り込みが起こることを確認することが
でき、このような脳神経細胞に取り込まれる物質を利用することによって目的の物質（薬
物）を脳神経細胞に標的化できることを見出し、本発明を完成するに至った。
　すなわち本発明は、脳神経細胞により取り込まれる物質を含むことを特徴とする、薬物
を脳神経細胞に取り込ませるための標的化剤である。
　上記標的化剤に関して、脳神経細胞としては、限定されるものではないが、小脳プルキ
ンエ細胞、縫線核ニューロン、大脳皮質ニューロン、視床下部ニューロン、視床ニューロ
ン及び脳幹ニューロンが挙げられる。
　また、脳神経細胞により取り込まれる物質としては、限定されるものではないが、エン
テロトキシン類又はレクチン類が含まれる。ここで、エンテロトキシン類は無毒化されて
いることが好ましい。エンテロトキシン類としては、限定されるものではないが、コレラ
トキシン（ＣＴ）、大腸菌易熱性エンテロトキシン（ＬＴ）、大腸菌耐熱性エンテロトキ
シン（ＳＴ）、黄色ブドウ球菌エンテロトキシン（ＳｔＥ）、及びボツリヌス菌エンテロ
トキシンが挙げられる。また、レクチン類としては、限定されるものではないが、ミヤコ
グサレクチン、ハリエニシダレクチン、ピーナツレクチン、ダイズレクチン、ヒマレクチ
ン、モクワンジュレクチン、インゲンマメレクチン、ドリコスマメレクチン、エンジュマ
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メレクチン、マッシュルームレクチン、タチナタマメレクチン、レンズマメレクチン、エ
ンドウマメレクチン、ソラマメレクチン、コムギ胚芽レクチン、アメリカヤマゴボウレク
チン、ジャガイモレクチン、カブトガニレクチン及びイヌエンジュマメレクチンが挙げら
れる。
　さらに、脳神経細胞により取り込まれる物質としては、次のような物質を使用すること
も可能である。すなわち、ファーストブルー、ジアミジノイエロー、トゥルーブルー、ニ
ュークリアイエロー、カルボシアニンｄｉＬ、ｄｉＯ、ｄｉＡ、蛍光ミクロスフェア類、
ＰＫＨ２６、フルオロゴールド、フルオロエメラルド、マイクロルビー、マイクロエメラ
ルド、ローダミンＢデキストラン、バイオサイチン、プリムリン、エバンスブルー、プロ
ピディウムアイオダイド、ビスベンチマイド、アルブミン、破傷風毒、西洋ワサビペルオ
キシダーゼ、及びＤＡＰＩ（４’－６－ジアミジノ－２－フェニルインドール２ＨＣｌ）
。
　脳神経細胞により取り込まれる物質としては、これに限定されるものではないが、コレ
ラトキシンＢサブユニット（ＣＴＢ）及びコムギ胚芽凝集素（ＷＧＡ）が好適に用いられ
る。
　また本発明は、上記標的化剤及び薬物を含み、該薬物を神経細胞に標的化するための医
薬である。
　上記医薬において、例えば標的化剤と薬物とは直接結合されている。また、上記医薬は
脳脊髄液中に投与されることが好ましい。また上記医薬は、例えばセロトニン調節障害に
起因する疾患又は障害を治療又は予防するための医薬とすることができる。
　さらに本発明は、上記標的化剤を薬物と結合して医薬を調製し、該医薬を患者の脳脊髄
液中に投与することを含む、患者における脳神経細胞に薬物を標的化するための方法であ
る。
　本発明により、脳神経細胞への薬物の標的化剤が提供される。本標的化剤は、特定の脳
神経細胞集団にのみ目的の薬物を取り込ませることができる。従って、本発明により、脳
神経細胞に特異的に薬物を作用させることができ、また他の細胞に対する薬物の作用を低
減することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【０００４】
　図１Ａは、本発明のヴィークル法と従来のドラッグデリバリーシステムの概要を示す。
　図１Ｂは、脳神経細胞によるヴィークル（及び薬物）の取込み機構を示す。
　図２は、縫線核（Ａ）及び小脳皮質のプルキンエ細胞（Ｂ）によるヴィークル（ＣＴＢ
）の取込みを示す免疫組織標本写真である。
　図３は、縫線核（Ａ）及び小脳皮質のプルキンエ細胞（Ｂ）によるＣＴＢ－ＨＲＰの取
込みを示す組織化学標本写真である。
　図４は、プルキンエ細胞によるＣＴＢ－ＨＲＰの取込みを示す顕微鏡写真である。
　図５は、縫線核（Ａ）及びプルキンエ細胞（Ｂ）によるＷＧＡ－ＨＲＰの取込みを示す
写真である。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００５】
　以下、本発明を詳細に説明する。本願は、２００６年１月２４日に出願された日本国特
許出願第２００６－０１５３２０号の優先権を主張するものであり、上記特許出願の明細
書及び／又は図面に記載される内容を包含する。
１．ヴィークル法の概要
　本発明は、特定の化学物質（ヴィークル）に薬物を結合させた医薬を作製し、脳内の特
定の神経細胞集団に該薬物を選択的に取り込ませ治療を行う新たな技術を提供するもので
ある。
　本発明者の以前の研究から、脳内のある特定の神経細胞集団には、髄液脳関門が存在し
ないことがわかっている（これらの細胞群は、神経膠細胞や上衣細胞の壁を突き破って脳
表面や脳室表面に神経突起を突出させていると考えられる）。そして、脳脊髄液中に特定
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の物質を注射すると、脳神経細胞集団によりその特定の物質が取り込まれる。そこで、そ
の特定の物質に任意の薬物を結合させて脳脊髄液中に投与すれば、それらの脳神経細胞集
団にのみそれが取り込まれ、その神経細胞体内に選択的に薬物が送達されることが期待で
きる（図１Ａ及び１Ｂ）。すなわち、薬物は、髄液脳関門の存在にも関わらず、脳内に取
り込まれ、脳神経細胞集団に標的化されることになる。
　薬物の標的化対象となる脳神経細胞は、髄液脳関門をもたない細胞群のみであり、治療
の適用範囲は限られる。しかしながら、他の神経細胞には薬物が取り込まれないので、副
作用を著しく抑制できる利点がある。脳神経細胞により選択的に取り込まれ、その結果、
薬物を神経細胞まで届ける役割を果たす特定の物質を本明細書において「ヴィークル（ｖ
ｅｈｉｃｌｅ）」と呼び、薬物とヴィークルを結合させて作製した医薬を用いて処置する
方法をヴィークル法と呼ぶ。
　ヴィークル法は、近年開発され実用化が進んでいるドラッグデリバリーシステムとは明
瞭に異なる。従来のドラッグデリバリーシステムは、微量の薬物を数十ナノメートル程度
の小さなカプセル（ドラッグキャリア）に包み込むなどの加工を行ってそれを癌組織など
の標的細胞に選択的に送達したり、抗原抗体反応などの相互作用の機序を利用して標的細
胞に選択的に送達するなどのシステムである（図１Ａ参照）。ここで、標的細胞に選択的
に送達するために、抗原抗体反応などの相互作用の機序が利用されている。このドラッグ
デリバリーシステムは、薬物を血管内に投与することが前提であるため、身体に異物と認
識されない大きさ、かつ腎臓で濾過されない大きさであることが必要となる。
　ドラッグデリバリーシステムのキャリアとして、（１）水溶性の高分子、（２）ナノサ
イズの微粒子（ナノスフィア）、（３）脂質二重膜でできた小胞（リポソーム）、（４）
不均質な構造の高分子を会合させた高分子ミセルなどがある。ドラッグデリバリーシステ
ムは、このドラッグキャリアに薬物を結合させて血管へ投与し循環系を介して患部に到達
させ、化学的又は物理的機序を利用して標的細胞に薬物を投与しようとする方法である。
　薬物を高分子の化合物に結合させて標的細胞に選択的に薬物を投与するという点では、
本発明のヴィークル法はドラッグデリバリーシステムと目的を同一にするものである。し
かしながら、ヴィークル法は、循環系へ投与して薬物を運ばせるのではなく、脳脊髄液中
に薬物を投与することにより、脳脊髄液中に突起を出している脳神経細胞集団と接触させ
て、脳神経細胞にヴィークルごと薬物を取り込ませるものである（図１Ｂ）。ヴィークル
法では、ドラッグデリバリーシステムと異なり、全身に薬物が循環しないので、副作用を
最小限に抑えることができる。また、本発明のヴィークル法において、ヴィークルとして
使用する物質にはドラッグキャリアのような大きさの制限もなく、また薬物を包み込むカ
プセル等の加工も必要ない。現在のドラッグデリバリーシステムでは、血液脳関門と髄液
脳関門の問題が解決されていないため、脳神経細胞への選択的薬物投与はできないが、ヴ
ィークル法ではその問題が解決される。
２．ヴィークル
　本発明においてヴィークル法に使用しうるヴィークルは、毒性がなく（毒性がある場合
は毒性を除去すれば使用できる）、脳神経細胞の神経突起から取り込まれて細胞内に蓄積
される性質を有する物質である。ヴィークルは長期間細胞内に貯留する物質であることが
好ましい。ヴィークルとして使用可能な物質を以下に記載する。
（１）エンテロトキシン類
　細菌が産生するタンパク質性外毒素のうち、腸管に作用し、下痢や嘔吐作用を引き起こ
すもの総称してエンテロトキシン（腸管毒）という。たとえば黄色ブドウ球菌（ＳｔＥ）
、コレラ菌（ＣＴ）、毒素原性大腸菌（ＬＴ及びＳＴ）、ボツリヌス菌などが産生する物
質である。これらのエンテロトキシン類は、細胞膜に特異的に結合する物質（細胞膜特異
結合物質）であり、効率よく神経細胞内に取り込まれうる。したがってエンテロトキシン
類のような細胞膜特異結合物質は、ヴィークルとして優秀である可能性が高い。これらの
エンテロトキシン類は、無毒化してヴィークルとして用いることができる。例えば、コレ
ラトキシンＢサブユニット（Ｌｉｓｔ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ
ｅｓ社より入手可；Ｃｏｏｌｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｍｅｔｈｏｄ
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ｓ　９１：１－８，１９９９）及び易熱性エンテロトキシンＢサブユニット（Ｏｋａｄｏ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｌｅｔｔ．１２０：２６３－２６６，１９９０）の
脳神経細胞への取込みが報告されている。黄色ブドウ球菌やボツリヌス菌由来のエンテロ
トキシンについては、脳神経細胞への取込みに関する報告はないが、コレラトキシンや易
熱性エンテロトキシンと同様に腸管壁から取り込まれて神経系を障害する作用機構を有す
ることから、同様に脳脊髄液中に投与した場合に脳神経細胞に取り込まれることが推測で
きる。
　また、コレラトキシン（ＣＴ）や易熱性エンテロトキシン（ＬＴ）は、毒性をもつＡユ
ニットと無毒の細胞結合性Ｂユニットから構成されている。そのためＡユニットを外した
Ｂユニットは、無毒であり細胞膜に特異的に結合する性質を有する。このようなエンテロ
トキシン類の無毒化方法は、当技術分野で周知である。特にコレラトキシンＢサブユニッ
トは粘膜免疫における有効なアジュバンドとして知られ、また神経回路研究においてはト
レーサーとして使われている物質であるため、好ましいヴィークルである。
（２）レクチン類
　レクチンとは、動植物あるいは細菌で見いだされる糖結合性タンパク質の総称であり、
細胞膜表面に存在する糖鎖に特異的に結合する性質を有する。神経細胞の表面にも糖鎖が
存在するので、神経細胞と結合するレクチンは数多く知られている。それらはいずれもヴ
ィークルとして使用できる可能性が高い。代表的なレクチンを、その入手先と脳神経細胞
による取込みについての報告例と共に以下に例示するが、これらに限定されるものではな
い：
　・Ｌ－フコース結合レクチン：ミヤコグサレクチン（Ｌｏｔｕｓ）、ハリエニシダレク
チン（ＵＥＡ－１；Ｕｌｅｘ　ｅｕｒｏｐａｅｕｓ凝集素、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ社より入手可；Ｃｏｕｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ　Ｒ
ｅｃｏｒｄ　１９６：３６Ａ－３７Ａ，１９８０）など；
・Ｄ－ガラクトース、Ｎ－アセチル－Ｄ－ガラクトサミン結合レクチン：ピーナツレクチ
ン（ＰＮＡ；ピーナツ凝集素、Ｓｉｇｍａ社より入手可；Ｃｏｕｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
，Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ　Ｒｅｃｏｒｄ　１９６：３６Ａ－３７Ａ，１９８０）、ダイズ
レクチン（ＳＢＡ；ダイズ凝集素、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社より入手
可；Ｂｏｒｇｅｓ　ａｎｄ　Ｓｉｄｍａｎ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２：６４７－６５３
，１９８２）、ヒマレクチン（ＲＣＡ１２０）、モクワンジュレクチン、インゲンマメレ
クチン（ホモ四量体Ｅ－サブユニットを持つインゲンマメレクチン（ＰＨＡ－Ｅ４）及び
ホモ四量体Ｌ－サブユニットを持つインゲンマメレクチン（ＰＨＡ－Ｌ４））、ドリコス
マメレクチン（ＤＢＡ；Ｄｏｌｉｃｈｏｓ　ｂｉｆｌｏｒｉｓ凝集素、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社より入手可；Ｂｏｒｇｅｓ　ａｎｄ　Ｓｉｄｍａｎ，Ｊ．Ｎｅ
ｕｒｏｓｃｉ．２：６４７－６５３，１９８２）、エンジュマメレクチン（ＳＪＡ；Ｓｏ
ｐｈｏｒａ　ｊａｐｏｎｉｃａ凝集素、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社より
入手可；Ｂｏｒｇｅｓ　ａｎｄ　Ｓｉｄｍａｎ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２：６４７－６
５３，１９８２）、マッシュルームレクチン（ＡＢＡ）、など；
　・Ｄ－マンノース結合レクチン：タチナタマメレクチン（コンカナバリンＡ（ＣｏｎＡ
）；Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社より入手可；Ｐｈｉｌｌｉｐｓｏｎ　ａ
ｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．２６５：１９９－２０７，１９８３）
、レンズマメレクチン（ＬＣＡ）、エンドウマメレクチン、ソラマメレクチンなど；
　・ジ－Ｎ－アセチルキトビオース結合レクチン：コムギ胚芽レクチン（コムギ胚芽凝集
素（ＷＧＡ）；東洋紡社より入手可；Ｇｏｎａｔａｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｈｉｓｔｃｈ
ｅｍ．Ｃｙｔｏｃｈｅｍ，２７：７２８－７３４，１９７８）、アメリカヤマゴボウレク
チン、ジャガイモレクチンなど；
　・シアル酸結合レクチン：カブトガニレクチン、イヌエンジュマメレクチン（ＭＡＭ）
など。
　たとえばコムギ胚芽レクチンのコムギ胚芽凝集素は、約３６，０００の分子量をもつタ
ンパク質であり、細胞膜表面の糖タンパク質や糖脂質におけるＮ－アセチルグルコサミン
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（Ｎ－ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ）又はＮ－アセチルイノラミン酸／シアル酸
（Ｎ－ａｃｅｔｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃ　ａｃｉｄ／ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ）に結合
する。細胞膜に結合したコムギ胚芽レクチンは、細胞体内に取り込まれ神経突起内を逆行
性に輸送され、細胞体内に蓄積されるので、ヴィークルとして秀でている可能性が高い。
（３）その他の物質
　細胞膜と特異的に結合する物質ではなくても、脳神経細胞の突起から取り込まれて輸送
され、細胞内に蓄積される物質であれば、ヴィークルとして使用できる。しかし、脳神経
細胞の細胞膜に特異的に結合するものではないので、取込量及び輸送量は比較的少ないと
考えられる。神経突起から取り込まれて輸送され、脳神経細胞体内に蓄積される物質には
以下のものがある：
ファーストブルー（ｆａｓｔ　ｂｌｕｅ；Ｓｉｇｍａ社より入手可；Ｂｅｎｔｉｖｖｏｇ
ｌｉｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｌｅｔｔ．１８：２５－３０，１９８０）、
ジアミジノイエロー（Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ　Ｙｅｌｌｏｗ；ＥＭＳ－Ｐｏｌｙｌｏｙ社よ
り入手可；Ｐｕｉｇｄｅｌｌｉｖｏ－Ｓａｎｃｈｅｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓ
ｃｉ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　９５：１０３－１１０，２０００）、トゥルーブルー（ｔｒｕｅ
　ｂｌｕｅ；Ｋｉｒｋｅｇａａｒｄ　＆　Ｐｅｒｒｙ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社及び
Ｓｉｇｍａ社より入手可；Ｂｅｎｔｉｖｖｏｇｌｉｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｓｃｉ
．Ｌｅｔｔ．１８：２５－３０，１９８０）、ニュークリアイエロー（ｎｕｃｌｅａｒ　
ｙｅｌｌｏｗ；Ｈｏｅｃｈｓｔ社より入手可；Ｂｅｎｔｉｖｖｏｇｌｉｏ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｌｅｔｔ．１８：２５－３０，１９８０）、カルボシアニン類（ｄ
ｉＬ，ｄｉＯ，ｄｉＡなど；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ社より入手可；Ｖｉｄａｌ
－Ｓａｎｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１０２：９２－１０１，１９８８）
、蛍光ミクロスフェア類（Ｔｒａｃｅｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社より入手可；Ｋａｔｚ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３１０：４９８－５００，１９８４）、ＰＫＨ２６（Ｓ
ｉｇｍａ社より入手可；インターネットサイトｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｅｄ．ｋｏｂｅ
－ｕ．ａｃ．ｊｐ／ａｎａｔｏｌ／Ｌｉｂ／Ｔｒａｃｔ＿ｔｒａｃｉｎｇ／ｉｎｄｅｘ．
ｈｔｍｌ）、フルオロゴールド（ｆｌｕｏｒｏ－ｇｏｌｄ；Ｆｌｕｏｒｏｃｈｒｏｍｅ社
より入手可；Ｄｅｎｇ　ａｎｄ　Ｒｏｇｅｒｓ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｍｅｔｈｏｄｓ
　８９：７５－８６，１９９９）、デキストラン類（例えば、フルオロエメラルド（ｆｌ
ｕｏｒｏ－ｅｍｅｒａｌｄ）、マイクロルビー（ｍｉｃｒｏ－ｒｕｂｙ）、マイクロエメ
ラルド（ｍｉｃｒｏ－ｅｍｅｒａｌｄ）、ローダミンＢデキストラン等；Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅ社より入手可；Ｃｏｏｌｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　９１：１－８，１９９９；Ｐｈｉｌｌｉｐ　ａｎｄ　Ｐｏｗｌｅｙ，Ａ
ｕｔｏｎｏｍｉｃ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ：Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ
　１２３：４４－５３，２００５など）、バイオサイチン（ｂｉｏｃｙｔｉｎ；Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ社より入手可；Ｉｚｚｏ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　３６：１５５－１６６，１９９１）、プリムリン（ｐｒｉｍｕｌｉｎ；Ａｌｄｒｉｃ
ｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ社より入手可；Ｋｕｙｐｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｓｃｉ
．Ｌｅｔｔ．６：１２７－１３５，１９７７）、エバンスブルー（ｅｖａｎｓｂｌｕｅ；
Ｍｅｒｃｋ社等より入手可；Ｋｕｙｐｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｌｅｔ
ｔ．６：１２７－１３５，１９７７）、プロピジウムアイオダイド（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
　ｉｏｄｉｄｅ；Ｓｉｇｍａ社より入手可；Ｋｙｐｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｓ
ｃｉ，Ｌｅｔｔ．１２：１－７，１９７９）、ビスベンチマイド（ｂｉｓｂｅｎｚｉｍｉ
ｄｅ；Ｈｏｅｃｈｓｔ社より入手可；Ｂｅｎｔｉｖｖｏｇｌｉｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕ
ｒｏｓｃｉ．Ｌｅｔｔ．１８：１９－２４，１９８０）、アルブミン（Ｓｉｇｍａ社等よ
り入手可；Ｋｒｉｓｔｅｎｓｓｏｎ，Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ（Ｂｅｒｌ）１
６：２９３－３００，１９７０）、破傷風毒（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ社より入手可；Ｓｃ
ｈｗａｂ　ａｎｄ　Ａｇｉｄ，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｎｅｕｒｏｌ．１３：１１７－１２６，１９
７９）、西洋ワサビペルオキシダーゼ（東洋紡社、Ｓｉｇｍａ社等より入手可；Ｋｒｉｓ
ｔｅｎｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．３２：３９９－４０６，１９７１
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）、ＤＡＰＩ（４’－６－ジアミジノ－２－フェニルインドール２ＨＣｌ）（Ｋｕｙｐｅ
ｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｌｅｔｔ．６：１２７－１３５，１９７７）
　これらの物質の多くは、脳科学研究分野において神経回路網の研究に使用されており、
脳神経細胞突起から取り込まれ細胞体内に蓄積することが明らかになっている（Ｔｒｏｊ
ａｎｏｗｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　９：１８５－
２０４，１９８３も参照のこと）。
（４）ヴィークルとしての機能確認
　上記例示したヴィークルが脳神経細胞に取り込まれる能力は、当技術分野で公知の手法
を用いて評価することができる。例えば、試験対象の物質を、そのまま又は標識して実験
動物（マウス、ラットなど）の脳脊髄液に注入し、その試験物質が脳神経細胞により取り
込まれるか否かを確認することにより評価することができる。また試験物質の脳神経細胞
による取込みは、試験物質に対する抗体、試験物質に付した標識（蛍光標識、放射線標識
、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識、アルカリホスファターゼ標識など）を利用して検出
することができる。さらに、脳神経細胞により取り込まれることが確認された場合には、
試験物質を薬物と直接又は間接的に結合させて、それが脳神経細胞により取り込まれるか
否かを確認し、該試験物質のヴィークルとしての能力を評価してもよい。これらの操作は
当業者であれば容易に実施することが可能である。
（５）標的化剤
　本発明に係る標的化剤は、上述の通り脳神経細胞により取り込まれるヴィークルを含む
ものである。本標的化剤は、ヴィークルの他、薬物と結合させるためのリンカーなどを含
んでもよい。本標的化剤は、それに含まれるヴィークルと薬物とを結合させて投与するこ
とにより、薬物を脳神経細胞へと標的化することができ、有用である。
　本標的化剤により薬物を標的化する対象となる脳神経細胞は、ヴィークルを選択的に取
り込む性質を有する脳神経細胞であれば特に限定されるものではない。例えば、脳神経細
胞としては、限定されるものではないが、小脳プルキンエ細胞、縫線核ニューロン、大脳
皮質ニューロン（大脳新皮質、大脳旧皮質）、視床下部ニューロン、視床ニューロン及び
脳幹ニューロンなどが挙げられる。
３．ヴィークルを用いた薬物の標的化
　ヴィークルと薬物とを含む医薬は、ヴィークルの脳神経細胞により取り込まれる性質を
利用して、該薬物を脳神経細胞に標的化することができる。薬物は、ヴィークルと直接結
合してもよいし、又はリンカーなどを介して間接的に結合してもよい。
　ヴィークルと薬物を結合させる方法は数多くあり、当技術分野で公知の任意の方法を使
用することができる。例えばヴィークルと薬物とを直接結合させる場合には、ヴィークル
と薬物に存在するアミノ基、スルフォン基、カルボキシル基などを利用し、ジスルフィド
結合やペプチド結合によって両者を架橋しうる。そのような結合方法のうち、有効的かつ
実用的と考えられる方法を以下に例示するが、これらに限定されるものではない：
　１）ヴィークル又は薬物に結合している糖を過ヨウ素酸で酸化してアルデヒド基を作り
、これともう一方のタンパク質のアミノ基を反応させて形成されるシッフ塩基を還元して
、複合体とする方法；
　２）架橋剤としてピリジル・ジスルフィド化合物を用いる方法。この方法で形成される
架橋はジスルフィド結合である；
　３）Ｐ－ペンゾキノンを架橋剤として使用し、アミノ基を利用して複合体を作製する方
法；
　４）ヴィークルを還元してチオール基を作り、これを過剰のＮ，Ｎ’－ｏ－フェニレン
ジマレイミドで処理してマレイミド基を導入し、薬物が持つチオール基と結合させる方法
；
　５）ヴィークルと薬がもつアミノ基とＳＨ基を利用し、架橋剤を用いて結合させる方法
。アミノ基とＳＨ基の架橋剤（Ｈｅｔｅｒｏ－ｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｒｅａｇｅｎ
ｔｓ）として、以下のものなどが使用できる：
　Ｎ－（８－マレイミドカプリルオキシ）スルホスクシンイミド，
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　Ｎ－（４－マレイミドブチリルオキシ）スクシンイミド，
　Ｎ－（６－マレイミドカプロイルオキシ）スルホスクシンイミド，
　Ｎ－（４－マレイミドブチリルオキシ）スルホスクシンイミド，
　Ｎ－（６－マレイミドカプロイルオキシ）スクシンイミド，
　Ｎ－（１１－マレイミドウンデカノイルオキシ）スクシンイミド，
　Ｎ－（８－マレイミドカプリルオキシ）スクシンイミド，
　Ｎ－（１１－マレイミドウンデカノイルオキシ）スルホスクシンイミド，
　Ｎ－スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミド）ブチレート，
　Ｎ－スクシンイミジル－６－（Ｎ－マレイミド）ヘキサノエート，
　Ｎ－スルホスクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カ
ルボキシレート；
　６）グルタルアルデヒド法。ヴィークルと薬物をグルタルアルデヒドで処理し、結合さ
せる方法。
　また、ヴィークルと薬物とを間接的に結合させる場合には、適当なリンカー、官能基な
どを介して両者を結合させることができる。リンカー及び官能基は、薬物の活性に影響を
及ぼさないものであれば特に限定されず、そのようなリンカー及び官能基は当業者であれ
ば容易に選択することができる。例えば、投与する薬物を選択し、続いてその薬物と適合
可能なヴィークルを選択した後、ヴィークルと薬物とをリンカー又は官能基を介して結合
させ、動物モデルに投与して、薬物の活性が保持されているか否かを確認することで、リ
ンカー又は官能基を選択することができる。また、脳神経細胞へ取り込まれた後に、ヴィ
ークルから薬物が遊離するようなプロドラッグの形態をとってもよい。
　投与対象となる薬物は、脳神経細胞への標的化が望まれる薬物であれば特に限定される
ものではない。また、本発明においては、使用する薬物の大きさに特に制限はない。好ま
しい薬物を以下に例示する。
（１）縫線核疾患治療薬
　縫線核は、不安、うつ、体温調節、睡眠と覚醒、循環器調節、内分泌調節、恐れとスト
レス、性行動、気分障害などの精神活動に関係していると考えられている。これらの多く
は縫線核の神経細胞集団が産生するセロトニン調節と関係していると考えられる。脳内神
経伝達物質であるセロトニンの調節障害に起因する疾患（例えば、うつ病、パニック障害
、強迫性障害、全般性不安障害、セロトニン症候群など）では、セロトニン関連薬（セロ
トニン再取込み阻害剤、合成阻害剤、代謝薬など）の投与により症状が改善される場合が
多いと考えられ、ヴィークルに結合させたセロトニン関連薬を投与することにより、治療
が可能となることが期待できる。具体的には、例えば塩酸イミプラミン、塩酸アミトリプ
チリン、マレイン酸トリミプラミン、マレイン酸フルボキサミン、塩酸バロキセチン水和
物などが挙げられるが、これらに限定されるものではない。これらの薬物とは別に、従来
は脳神経細胞に標的化することができなかったために薬物として使用されていないが、標
的化が可能であればセロトニン調節に有効な薬物として使用できる化合物が多数存在する
と考えられる。従って、そのような化合物も本発明においては薬物として使用することが
できる。
（２）小脳プルキンエ細胞疾患治療薬
　小脳にはいわゆる錐体外路性運動調節の最高中枢が存在し、プルキンエ細胞はその中心
の役割を担う細胞である。小脳の障害により、小脳変性疾患、マチャド・ジョゼフ病（Ｍ
ＪＤ：Ｍａｃｈａｄｏ－Ｊｏｓｅｐｈ）、フリードライヒ失調症（Ｆｒｉｅｄｒｅｉｃｈ
ａｔａｘｉａ）などの治療困難な病気が発症し、振戦、歩行障害、起立障害、ふるえ、め
まい、眼球運動障害、自律神経症状、末梢神経症状、錐体外路症状、起立性低血圧など多
彩な症状が現れる。小脳プルキンエ細胞の活動に関係する活性物質に関連する薬物をヴィ
ークルに結合させて投与することにより、多くの小脳性運動疾患の治療に途を開くことが
できる。たとえばグルタミン酸受容体の一種であるｍＧｌｕＲ１は小脳プルキンエ細胞に
必須な分子であることが最近明らかになったが、この分子の合成や代謝に関係する物質を
プルキンエ細胞に選択的に送り込ませることも可能である。
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（３）その他の神経細胞集団に対する治療薬
　本発明者の研究において、縫線核と小脳プルキンエ細胞の他にも、脳内の数カ所の神経
細胞集団がヴィークルを取り込むことが明らかになった。ヴィークル法による治療薬は、
これらの細胞集団に対する治療が可能である。将来、これらの神経細胞集団に発症する病
的機序（神経伝達物質等の脳内物質異常）が明らかになった場合には、その機序に合わせ
た治療薬の開発が可能であろう。
　上述の通り作製された医薬は、脳脊髄液に投与される。投与方法は、脳脊髄液へ医薬を
投与する方法であれば特に限定されるものではないが、例えば腰椎穿刺法を用い、腰椎槽
内に注射することができる（髄腔内投与）。腰椎穿刺は一般的に行われている医療行為で
あり、危険性が少ない。また、脳室穿刺法及び脳室カテーテル法を用いて、例えば頭蓋骨
に挿入した注射針若しくはカテーテルから、又は頭蓋骨下に設置されたリザーバーなどか
ら、脳脊髄液へと医薬を投与することができる。さらに、腰椎又は仙椎からカテーテルを
入れて脳質付近まで挿管し、医薬を投与することも可能である（経仙骨又は経腰椎カテー
テル法）。
　本発明に係る医薬は、注射剤の任意の製剤形態（例えば溶液、乳液、懸濁液など）をと
ることができ、単位投与量アンプル又は多投与量容器の状態で提供することができる。こ
れらの製剤は、医薬において通常用いられる溶剤（蒸留水、滅菌水、整理食塩水など）、
界面活性剤、分散剤、緩衝剤、ｐＨ調整剤、保存剤、溶解補助剤、吸収促進剤、無痛化剤
、安定化剤、等張化剤などを含んでもよい。このような製剤は、当技術分野で公知の方法
に従って製造することができる。
　本医薬に配合されるヴィークル及び薬物の量は、標的化する脳神経細胞の種類、治療対
象の疾患、投与される患者の体重、年齢及び疾患の状態、投与方法及び投与量などに応じ
て異なるが、当業者であればこれらの要因を考慮した上で適当な配合量を決定することが
できる。
　また、本医薬の有効量（投与量）及び投与間隔は、該医薬に含まれるヴィークル及び薬
物の種類、疾患の種類、患者の年齢、体重及び疾患の状態、投与経路、投与回数により異
なり、広範囲に変更することができる。
　本医薬は、使用する対象（患者）を特に限定するものではない。例えば、哺乳動物、例
えばヒト、家畜（ウシ、ブタなど）、愛玩動物（イヌ、ネコなど）、実験動物（マウス、
ラット、サルなど）などが挙げられる。特に、脳神経細胞に関連する疾患又は障害を有す
る患者に使用することが好ましい。
　本発明の医薬により、薬物を脳神経細胞へと標的化し、脳神経細胞に特異的に薬物を作
用させることができる。従って、他の細胞に対する薬物の作用を低減することができ、副
作用を回避することができる。また本発明においては、脳神経細胞に標的化する薬物の大
きさに制限がないため、任意の化合物（タンパク質、抗体、高分子化合物など）を薬物と
して選択することが可能である。
【実施例】
【０００６】
　以下、実施例を用いて本発明をより詳細に説明するが、本発明の技術的範囲はこれら実
施例に限定されるものではない。
〔実施例１〕
　本実施例においては、脳脊髄液中にヴィークルを注射することにより、ヴィークルを取
り込む神経細胞集団の分布を調査した。これにより、標的化対象となる脳神経細胞集団が
特定された。
（１）実験手順
　ヴィークルをラットの脳脊髄液中に注射し、数日間生存させた後、脳の組織標本を作製
して脳内のヴィークルを取り込んだ細胞の分布を詳細に調査した。ヴィークルには、コレ
ラトキシンＢサブユニット（ＣＴＢ：ｃｈｏｌｅｒａ　ｔｏｘｉｎ　Ｂ－ｓｕｂｕｎｉｔ
）を使用した。
　以下、実験手順を具体的に説明する。ラットをペントバルビタールを用いて全身麻酔し
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た。ラットの頭部を脳定位固定装置に固定し、無菌的に頭部皮膚を切開し、注射針を刺入
するための直径２ｍｍほどの穴を歯科用ドリルを用いて頭蓋骨に開けた。穴の位置は、イ
ヤバー（ｅａｒ　ｂａｒ）を基準にした脳地図のゼロ点から計測して（前方８ｍｍ、外側
３ｍｍ）、（前方５ｍｍ、外側３ｍｍ）、（前方３ｍｍ、外側１．５ｍｍ）、（前方８ｍ
ｍ、外側１．５ｍｍ）、及び（前方５ｍｍ、外側１．５ｍｍ）のうちのいずれか一カ所と
した。脳定位固定装置に装着したハミルトンマイクロシリンジを頭蓋骨の穴から垂直に刺
入し、頭蓋底のクモ膜下腔に針の先端を進入させ、そして１０分以上の時間をかけて脳脊
髄液中に合計３μｌ又は５μｌの２．５％ＣＴＢ水溶液を注射した。注射後、ゆっくりと
注射針を抜き、切開した頭部皮膚を縫合した。
　手術後ラットを３日から７日間飼育したのち、麻酔薬を過剰投与して安楽死させた。ラ
ットの胸郭を開放し、心臓に点滴針を刺入し、生理食塩水を流して血液を洗い、引き続い
てリン酸緩衝液で調整した４％パラフォルムアルデヒドと０．２％ピクリン酸混合固定液
を用いて灌流固定を行った。固定後、脳を摘出し、３０％リン酸緩衝蔗糖液を３日間、脳
に浸潤させた。
　浸潤終了後、脳を凍結ミクロトーム上で凍結し、４０μｍ凍結連続前頭断切片を作製し
た。切片は過酸化水素水とヤギの血清で処理したあと抗コレラトキシン抗体（Ｌｉｓｔ　
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて３日間冷蔵庫中で処理し
、抗原抗体反応を行った。そして切片をリン酸緩衝生理食塩水で十分に洗浄した後、二次
抗体（ヤギ抗ウサギＩｇＧ）で１日間冷蔵庫中で処理した。次に切片をよく洗浄し、ウサ
ギＰＡＰ（ペルオキシダーゼ・抗ペルオキシダーゼ）を用いてペルオキシダーゼ標識し、
ジアミノベンチジン（ＤＡＢ）で呈色反応を行ってコレラトキシン免疫陽性細胞を可視化
した。切片をスライドグラスに載物したのち、チオニンを用いたＮｉｓｓｌ染色を施した
。完成した標本は光学顕微鏡を用いて観察し、ＣＴＢ免疫陽性物質の分布を各実験例ごと
に詳細に調査を行った。
（２）結果
　免疫組織化学標本において、ＣＴＢ免疫活性は脳表面の軟膜と神経膠細胞及び脳室表面
の上衣細胞に認められた。脳表面及び脳室表面からの非特異的な浸潤像は脳の全ての部位
において観察されなかった。したがって、ＣＴＢは脳表面及び脳室表面から無条件に浸潤
しないと結論された。
　脳表面及び脳室表面から離れた実質内において、非常に顕著な取り込みを起こした神経
核又は部位は以下の２つであった：
　１．縫線核
　２．小脳プルキンエ細胞層
　これらの神経核又は神経細胞集団では、あらゆる実験例において非常に安定した標識が
観察された（図２Ａ及びＢ参照）。縫線核では、標識細胞からのびる突起が脳室表面に到
達している像が観察された（図２Ａ）。図２Ａに示されるように、縫線核中の神経細胞集
団が茶色に着色されているが、これはこれらの細胞がヴィークルを細胞内に取り込んだこ
とを示す。青く染色された細胞はヴィークルを取り込んでいない。これは、ヴィークルが
上衣細胞によって脳実質内に無差別に浸潤せず、特定の細胞だけに取り込まれたことを示
している。
　小脳では分子層全体とプルキンエ細胞が標識された（図２Ｂ）。ヴィークルの局在を示
す茶色の粒子は、分子層とプルキンエ細胞層に特に限局的に観察された。小脳の標識は、
主としてプルキンエ細胞とその樹状突起が標識されたものと考えられた。以上の観察所見
から、ＣＴＢが脳室表面又は小脳表面から取り込まれ、神経突起内を運ばれて縫線核の神
経細胞及びプルキンエ細胞に蓄積されたと判断された。
　上記２つの神経細胞集団以外にＣＴＢの取込を認めた細胞群は、以下の通りだった：
　３．大脳新皮質
　４．大脳旧皮質（中隔核、対角帯、海馬など）
　５．視床下部（弓状核、灰白隆起、乳頭体など）
　６．視床（視床前核群など）
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　７．脳幹（上オリーブ核、黒質、腹側被蓋野など）
　以上の結果から、ＣＴＢは脳表面及び脳室表面から無条件に脳内に浸潤することはなく
、髄液脳関門を持たない細胞だけに取り込まれると考えられた（図１Ａ及びＢ参照）。こ
れらの神経細胞集団は、縫線核と小脳プルキンエ細胞層の他にも脳内の数カ所に分布して
いた。したがって、ＣＴＢはこれらの神経細胞集団が病巣となっている疾患に対してヴィ
ークルとして使える可能性が強く示唆された。クモ膜下腔への注射によって脳室内にＣＴ
Ｂ活性が証明できたことは、薬液が髄液の流れに逆らって脳室内に浸潤したことを示して
いる。このことは、髄液中であればどこに注射しても、脳表面又は脳室表面からヴィーク
ルが取り込まれることを示している。
〔実施例２〕
　実施例１においては、ヴィークルを取り込む神経細胞集団が特定された。従って、本実
施例においては、ヴィークルに結合させた薬物がそれらの神経細胞集団に実際に取り込ま
れることを確認した。
（１）実験手順
　実施例１の結果から、脳脊髄液中にヴィークルに結合させた薬物を注射することにより
、その薬物が選択的に標的の細胞集団（小脳プルキンエ細胞層、縫線核など）に運ばれる
ことが予測できる。この現象が実際に起こることを証明する目的で、ＣＴＢに西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ：ＨＲＰ）を結合さ
せた化合物（ＣＴＢ－ＨＲＰ）をラットのクモ膜下腔に注射した。ＨＲＰは組織学的研究
などで標識物質として多用されている化合物であり、細胞中のＨＲＰは組織化学的に検出
することが容易である。
　実施例１と同様にラットを麻酔し、脳定位固定装置に頭部を固定して手術を行った。注
射部位は実施例１と同じであるが、ＣＴＢ－ＨＲＰ（Ｌｉｓｔ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）投与量は１個体あたり５μｌから３０μｌとした。注射後
、動物を３日間から５日間生存させたあと、麻酔薬の過剰投与により安楽死させた。動物
を１％パラフォルムアルデヒドと１．２５％グルタルアルデヒド混合リン酸緩衝液で灌流
固定を行ったあと、脳を摘出した。脳は３０％リン酸緩衝蔗糖液に浸潤した後、４０μｍ
凍結連続前頭断切片を作製した。ＨＲＰを含む細胞の局在は、テトラメチルベンチジン法
（ＴＭＢ）法を用いて調査した。またＣＴＢの局在を実験１と同様に免疫組織化学的に調
査し、ＨＲＰ活性の局在と比較した。
（２）結果
　ＴＭＢ法を用いた組織化学標本では一般の色素を用いた対比染色を行っていないため、
神経細胞を顕微鏡下に見ることはできない。この標本で観察できるのはＨＲＰ標識顆粒で
あり、その分布局在を観察することにより、標識された細胞の存在を確認することができ
る。
　図３Ａ及びＢは、くも膜下の脳脊髄液中にＣＴＢ－ＨＲＰを注射したラットにおける組
織化学標本の写真である。図３Ａは、脳室下に位置する縫線背核を含む領域におけるＨＲ
Ｐ標識顆粒の分布を示している。ＨＲＰ標識顆粒が神経細胞の細胞体及び樹状突起に一致
して密に存在し、細胞輪郭を浮き上がらせている。この標識像から縫線背核の細胞群が特
異的に標識された事は明瞭である。すなわち、この実験結果は、ＣＴＢに結合されたＨＲ
ＰがＣＴＢとともに縫線背核を構成する神経細胞中にその活性を失うことなく運ばれたこ
とを証明している。図３Ｂは、同実験における小脳皮質の顕微鏡写真である。ＨＲＰ標識
顆粒は、小脳皮質の分子層からプルキンエ細胞層にかけて分布している。プルキンエ細胞
層では標識顆粒が特に密集し、不明瞭ではあるが細胞体の輪郭を観察することができる。
ＨＲＰ標本の不明瞭さを補足する目的で隣接切片に対してＣＴＢ免疫組織化学を施行した
。図４は、その顕微鏡写真である。ＣＴＢ標識顆粒は分子層からプルキンエ細胞層に局在
し、プルキンエ細胞層の細胞像をより明瞭に表している。すなわち、小脳のプルキンエ細
胞層へもＨＲＰが活性を失うことなく運ばれたことが示された。
　本実施例では、実際にＣＴＢに結合されたＨＲＰが小脳プルキンエ細胞層や縫線核に活
性を失うことなく運ばれることが証明された。ＨＲＰは単独でも神経細胞に取り込まれ輸
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送されて細胞内に蓄積されるが、微量の注射では、標識が出現する程度の取込みは確認さ
れていない（本発明者による対照実験の結果。データは示さない）。よって、この実験で
出現したＨＲＰ標識活性は、ＣＴＢによって標的化されたＨＲＰによるものである。この
実験により、ＣＴＢはヴィークルとしての役目を果たす物質であることが証明された。し
たがってＨＲＰにかえてさまざまな薬物をＣＴＢに結合させて医薬を作製することができ
る。
〔実施例３〕
　本実施例においては、他のヴィークル候補の化合物も薬物の選択的取込に有効であるこ
とを確認した。
（１）実験手順
　実施例１及び２においてコレラトキシンＢサブユニット（ＣＴＢ）がヴィークルとして
有効な物質であることを証明したが、他のヴィークル候補であるレクチン系の化合物も同
様に物質輸送に効果的であることを実験を行い証明した。ヴィークルとしてコムギ胚芽凝
集素（ＷＧＡ）を用いた。
　ラットを実施例１と同様に麻酔し、脳定位固定装置に固定し、実施例１と同じ頭蓋骨の
部位に歯科用ドリルを用いて穴を開けた。脳定位固定装置に固定したマイクロシリンジを
用いて、ＷＧＡにＨＲＰを結合させた物質（ＷＧＡ－ＨＲＰ、ＴＯＹＯＢＯ；架橋法にて
調製）２ｍｇを蒸留水に溶解し、クモ膜下腔に注射した。注射後、無菌的に頭部の傷を処
置し、３日から５日間動物を飼育した。飼育期間満了後、動物に麻酔薬を過剰投与して安
楽死させ、心臓から生理食塩水を流して血液を除去したあと、１％パラフォルムアルデヒ
ドと１．２５％グルタルアルデヒドの混合リン酸緩衝溶液（ｐＨ７．４）で灌流固定を行
った。固定後、動物から脳を摘出し、３０％リン酸緩衝蔗糖液に浸潤し、凍結ミクロトー
ムを用いて４０μｍ連続凍結前頭断切片を作製した。そして切片をテトラメチルベンチジ
ン（ＴＭＢ）法を用いて反応を行い、光学顕微鏡下にＨＲＰ陽性顆粒の分布を調査した。
（２）実験結果
　この実験では、実施例２と同様、対比染色を行っていないので、光学顕微鏡下に観察で
きるのはＨＲＰ陽性顆粒である。ＨＲＰ陽性顆粒は小脳皮質の分子層からプルキンエ細胞
層にかけての領域と、中脳水道の下方の縫線核に特に密に分布していた（図５Ａ及びＢ）
。このことは、くも膜下の脳脊髄液中に注射されたＨＲＰはＷＧＡとともに小脳プルキン
エ細胞及び縫線核の神経細胞群に取り込まれたことを示す。すなわち、ＷＧＡもＣＴＢと
同様に、薬物を目的の神経細胞に運ぶヴィークルとしての役割を効果的に果たすことがで
きる物質であることが証明された。
　本明細書中で引用した全ての刊行物、特許及び特許出願は、その全文を参考として本明
細書中にとり入れるものとする。
【産業上の利用可能性】
【０００７】
　本発明により、脳神経細胞への薬物の標的化剤が提供される。本標的化剤は、特定の脳
神経細胞集団にのみ目的の薬物を取り込ませることができる。従って、本発明により、脳
神経細胞に特異的に薬物を作用させることができ、また他の細胞に対する薬物の作用を低
減することが可能となる。
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