
(57)【要約】
【課題】サイトカイン関連遺伝子及びケモカイン関連遺伝子の発現抑制剤を提供する。
【解決手段】ヒアルロナンを有効成分として含有する薬剤である。ヒアルロナンとしては
-Ｄ -グルクロン酸 -β -１ ,３ -D-Ｎ -アセチルグルコサミン -β -１ ,４ -を１単位とし、これ
を２個含む４糖（ HA4）であることが好ましい。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ア ル ロ ナ ン を 有 効 成 分 と す る 、 サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 ヒ ア ル ロ ナ ン は 、 -Ｄ -グ ル ク ロ ン 酸 -β -１ ,３ -D-Ｎ -ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン -β -１ ,
４ -を １ 単 位 と し 、 こ れ を ２ 個 含 む ４ 糖 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の サ イ ト カ
イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
　 上 記 サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 は 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン に 関 連 す る 遺 伝 子 で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
　 注 射 剤 及 び 経 口 投 与 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子
の 発 現 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ヒ ア ル ロ ナ ン を 有 効 成 分 と す る 、 ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 ヒ ア ル ロ ナ ン は 、 -Ｄ -グ ル ク ロ ン 酸 -β -１ ,３ -D-Ｎ -ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン -β -１ ,
４ -を １ 単 位 と し 、 こ れ を ２ 個 含 む ４ 糖 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の ケ モ カ イ
ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
　 注 射 剤 及 び 経 口 投 与 剤 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の
発 現 抑 制 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン を 有 効 成 分 と す る サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連
遺 伝 子 の 発 現 抑 制 剤 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ア ル ロ ナ ン は 、 Ｄ － グ ル ク ロ ン 酸 と Ｎ － ア セ チ ル － Ｄ － グ ル コ サ ミ ン と の ２ 糖 繰 り 返
し 単 位 か ら 構 成 さ れ て い る 長 鎖 の 多 糖 で あ り 、 一 方 、 オ リ ゴ 糖 も 知 ら れ て い る 。 ヒ ア ル ロ
ナ ン は 鶏 冠 、 さ い 体 、 皮 膚 、 関 節 液 な ど の 生 体 組 織 か ら の 抽 出 液 、 ま た は ス ト レ プ ト コ ッ
カ ス 属 の 細 菌 を 用 い る 発 酵 法 な ど に よ り 製 造 さ れ 、 毒 性 学 的 お よ び 免 疫 学 的 作 用 が 存 在 し
な い た め 、 薬 剤 や 化 粧 品 と し て 利 用 さ れ て お り 、 例 え ば ヒ ア ル ロ ナ ン の 関 節 内 注 射 に よ る
関 節 炎 の 治 療 が よ く 知 ら れ て い る 。 以 下 の 説 明 に お い て 、 ４ 糖 の ヒ ア ル ロ ナ ン を HA4と 記
載 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 HA4に は 、 臓 器 保 存 、 肝 障 害 お よ び 胃 潰 瘍 に 対 す る 治 療 ・ 抑 制 効 果 が あ る こ と が 報 告 さ
れ て い る （ 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 ま た 、 HA4に は 、 ス ト レ ス 蛋 白 発 現 増 強 作 用 お よ び 細 胞 死
抑 制 作 用 が あ る こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 さ ら に 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 オ リ ゴ
糖 に は 、 さ ま ざ ま な 生 理 活 性 が あ る こ と も 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 サ イ ト カ イ ン は 、 細 胞 か ら 放 出 さ れ 、 免 疫 、 炎 症 反 応 の 制 御 作 用 、 抗 ウ ィ ル ス 作
用 、 抗 腫 瘍 作 用 、 細 胞 増 殖 ・ 分 化 の 調 節 作 用 と い っ た 細 胞 間 相 互 作 用 を 媒 介 す る 蛋 白 性 因
子 （ 多 く は 糖 タ ン パ ク 質 ） を 総 称 し た 呼 称 で あ る 。 サ イ ト カ イ ン と し て は 、 イ ン タ ー ロ イ
キ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） 等 が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 ケ モ カ イ ン は
、 白 血 球 走 化 性 を 有 す る 因 子 群 （ chemotactic cyokine） と し て 定 義 さ れ る 。 本 明 細 書 に
お い て 、 ケ モ カ イ ン は サ イ ト カ イ ン に 含 ま れ な い 概 念 と し て 定 義 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 と は 、 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 及 び 当 該 遺 伝 子
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の 発 現 を 調 節 す る 遺 伝 子 の 総 称 で あ る 。 サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 と し て は 種 々 知 ら れ て お
り 、 サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 亢 進 と 疾 患 と の 関 連 性 が 指 摘 さ れ て い る 。 サ イ ト カ イ
ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 を 効 果 的 に 抑 制 す る こ と で 、 各 種 疾 患 の 治 療 に 大 い に 寄 与 す る こ と が
指 摘 さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 Ｗ Ｏ ２ ０ ０ ２ ／ ０ ０ ４ ４ ７ １
【 非 特 許 文 献 １ 】 Xu H, Ito T, Tawada A, Maeda H, Yamanokuchi H, Isahara K, Yoshid
a K, Uchiyama Y, Asari A. Effect of hyaluronan oligosaccharides on the expressio
n of heat shock protein 72. J Biol Chem. 2002 10;277(19):17308-14.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Asari A. Novel Functions of Hyaluronan Oligosaccharides. In Scie
nce of Hyaluronan Today. Editors: Vincent C. Hascall. Masaki Yanagishita. Glycof
orum, (http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA12/HA12J.html). 2005.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 新 規 な サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 抑
制 剤 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 述 し た 目 的 を 達 成 し た 本 発 明 に 係 る 、 サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子
の 発 現 抑 制 剤 は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 。 す な わ ち 、 ヒ ア ル ロ ナ ン に は
サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 新 規 な 機 能 が あ る こ
と を 見 い だ し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 に 係 る サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 抑 制
剤 は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン を 有 効 成 分 と す る 。 こ こ で ヒ ア ル ロ ナ ン と し て は 、 -Ｄ -グ ル ク ロ ン 酸
-β -１ ,３ -D-Ｎ -ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン -β -１ ,４ -を １ 単 位 と し 、 こ れ を ２ 個 含 む ４ 糖 で
あ る こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 上 記 サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 と し て 、 特 に 炎 症 性 の サ イ ト カ
イ ン に 関 連 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に 係 る サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 剤 は 、 ヒ ア
ル ロ ナ ン を 有 効 成 分 と す る も の で あ る か ら 、 比 較 的 安 価 に か つ 容 易 に 大 量 生 産 で き る 利 点
が あ る 。 ま た 、 ヒ ア ル ロ ナ ン は 毒 性 や 抗 原 性 が ほ と ん ど な い こ と 、 生 体 が 元 来 有 し て い る
治 療 作 用 や 疾 患 の 防 止 作 用 を 増 強 す る こ と か ら 副 作 用 の 極 め て 少 な い 抑 制 剤 と し て 期 待 さ
れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、 サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子
の 発 現 亢 進 に 起 因 す る 疾 患 の 治 療 に 有 効 な 新 規 な 薬 剤 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。 本 発 明 に 係 る サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン
関 連 遺 伝 子 の 発 現 抑 制 剤 は 、 種 々 の サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の
発 現 を 抑 制 す る 機 能 を 有 す る 剤 で あ る 。 サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝
子 の 発 現 を 抑 制 す る と は 、 未 処 理 の 動 物 細 胞 に お け る 当 該 遺 伝 子 の 発 現 量 と 、 本 剤 で 処 理
し た 動 物 細 胞 に お け る 当 該 遺 伝 子 の 発 現 量 と を 比 較 し た と き に 、 後 者 の 発 現 量 が 有 意 に 小
で あ る こ と を 意 味 す る 。 発 現 量 は 、 多 数 の プ ロ ー ブ DNAが 基 板 に 固 定 化 さ れ て な る DNAチ ッ
プ を 使 用 し て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 以 下 の 説 明 に お い て 、 本 発 明 に 係 る サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子
の 発 現 抑 制 剤 を 単 に 薬 剤 と 称 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に 係 る 薬 剤 に 含 ま れ る ヒ ア ル ロ ナ ン と し て は 、 基 本 的 に は β － Ｄ － グ ル ク ロ ン 酸
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の １ 位 と β － Ｄ － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の ３ 位 と が 結 合 し た ２ 糖 単 位 を 少 な く と も １
個 含 む ２ 糖 以 上 の も の で か つ β － Ｄ － グ ル ク ロ ン 酸 と β － Ｄ － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン
と か ら 基 本 的 に 構 成 さ れ る も の で あ れ ば 、 ２ 糖 単 位 が １ 個 ま た は 複 数 個 結 合 し た も の に そ
れ ら の 要 素 が 結 合 し た 糖 で あ っ て も よ く 、 ま た こ れ ら の 誘 導 体 、 例 え ば 、 ア シ ル 基 等 の 加
水 分 解 性 保 護 基 を 有 し た も の 等 も 使 用 し 得 る 。 該 糖 は 不 飽 和 糖 で あ っ て も よ く 、 不 飽 和 糖
と し て は 、 非 還 元 末 端 糖 、 通 常 、 グ ル ク ロ ン 酸 の ４ ， ５ 位 炭 素 間 が 不 飽 和 の も の 等 が 挙 げ
ら れ る 。 本 発 明 で 使 用 す る ヒ ア ル ロ ナ ン と し て は 、 具 体 的 に は 動 物 等 の 天 然 物 か ら 抽 出 さ
れ た も の 、 微 生 物 を 培 養 し て 得 ら れ た も の 、 化 学 的 も し く は 酵 素 的 に 合 成 さ れ た も の な ど
い ず れ も 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 鶏 冠 、 さ い 体 、 皮 膚 、 関 節 液 な ど の 生 体 組 織 か ら
公 知 の 抽 出 法 と 精 製 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 ま た ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 の 細 菌 等 を
用 い た 発 酵 法 に よ っ て も 製 造 で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン オ リ ゴ 糖 も ヒ ア ル ロ ナ ン に 包 含 さ れ 、 上 記 ２ 糖 単 位 １
個 か ら な る ２ 糖 お よ び そ の 誘 導 体 の よ う な 低 分 子 量 の ヒ ア ル ロ ナ ン か ら 、 重 量 平 均 分 子 量
４ ０ ０ 万 程 度 の 高 分 子 量 の ヒ ア ル ロ ナ ン ま で 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 組 織 に お
け る 浸 透 性 な ど の 点 で 優 れ る 重 量 平 均 分 子 量 ３ ８ ０ 程 度 ～ ９ ０ ０ ， ０ ０ ０ 程 度 の ヒ ア ル ロ
ナ ン が 挙 げ ら れ 、 よ り 好 ま し く は ２ ～ ２ ０ 糖 程 度 の ヒ ア ル ロ ナ ン を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ヒ ア ル ロ ナ ン の う ち 分 子 量 の 低 い も の は 、 具 体 的 に は 、 酵 素 分 解 法 、 ア ル カ リ 分 解 法 、
加 熱 処 理 法 、 超 音 波 処 理 法 (Biochem., 33(1994)p6503-6507)等 の 公 知 の 方 法 に よ っ て ヒ ア
ル ロ ナ ン を 低 分 子 化 す る 方 法 、 化 学 的 も し く は 酵 素 的 に 合 成 す る 方 法 (Glycoconjugate J.
, (1993)p435-439、 WO93/20827) な ど で 製 造 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 酵 素 分 解 法 と し
て は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン 分 解 酵 素 （ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ （ 睾 丸 由 来 ） 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ （ Stre
ptomyces由 来 ） 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ Ｓ Ｄ な ど ） 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ Ａ Ｃ 、 コ ン ド ロ イ チ
ナ ー ゼ Ａ Ｃ II、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ Ａ Ｃ III 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ Ａ Ｂ Ｃ な ど の ヒ ア ル ロ
ナ ン を 分 解 す る 酵 素 を ヒ ア ル ロ ナ ン に 作 用 さ せ て ヒ ア ル ロ ナ ン オ リ ゴ 糖 を 生 成 す る 方 法 （
新 生 化 学 実 験 講 座 「 糖 質 II－ プ ロ テ オ グ リ カ ン と グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン － 」 p244-248、 19
91年 発 行 、 東 京 化 学 同 人  参 照 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 ア ル カ リ 分 解 法 と し て は 、 例 え ば ヒ ア ル ロ ナ ン の 溶 液 に １ Ｎ 程 度 の 水 酸 化 ナ ト リ
ウ ム 等 の 塩 基 を 加 え 、 数 時 間 加 温 し て 、 低 分 子 化 さ せ た 後 、 塩 酸 等 の 酸 を 加 え て 中 和 し て
、 低 分 子 量 の ヒ ア ル ロ ナ ン を 得 る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 で 用 い る ヒ ア ル ロ ナ ン は
、 塩 の 形 態 を 包 含 し 、 製 剤 上 の 必 要 に 応 じ て 、 そ の 薬 学 上 許 容 で き る 塩 を 用 い る こ と が で
き る 。 例 え ば ナ ト リ ウ ム 塩 、 カ リ ウ ム 塩 な ど の ア ル カ リ 金 属 塩 、 カ ル シ ウ ム 塩 、 マ グ ネ シ
ウ ム 塩 な ど の ア ル カ リ 土 類 金 属 塩 、 ト リ （ ｎ － ブ チ ル ） ア ミ ン 塩 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 塩 、
ピ リ ジ ン 塩 、 ア ミ ノ 酸 塩 等 の ア ミ ン 塩 な ど で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 薬 剤 は 、 あ る 分 子 量 の ヒ ア ル ロ ナ ン 単 独 又 は 種 々 の 分 子 量 の ヒ ア ル ロ ナ ン を 組
み 合 わ せ た も の な ど 特 に 限 定 す る こ と な く 使 用 で き る 。 本 発 明 の 薬 剤 は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン を
有 効 成 分 と す る も の で あ り 、 そ の 有 効 量 を ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と に よ っ て 生
体 に 悪 影 響 を 与 え る こ と な く 、 あ る 種 の 活 性 化 サ イ ト カ イ ン 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の
発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 薬 剤 は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン 又 は そ の 塩 を 、 そ の ま ま ま た は 必 要 に 応 じ て 担 体 、 賦 形
剤 、 そ の 他 の 添 加 物 と 共 に 、 経 口 的 あ る い は 非 経 口 的 に 投 与 （ 関 節 内 投 与 、 静 脈 内 、 筋 肉
内 、 皮 下 な ど の 組 織 内 投 与 （ 注 射 ） 、 経 腸 投 与 、 経 皮 投 与 な ど ） す る た め の 医 薬 品 と し て
、 任 意 の 剤 形 に 製 剤 化 す る こ と が 可 能 で あ り 、 任 意 の 投 与 方 法 で 患 者 に 投 与 さ れ る 。 特 に
、 本 発 明 に 係 る 薬 剤 は 、 注 射 剤 及 び 経 口 製 剤 と す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 経 口 製 剤 と し て は 、 散 剤 、 顆 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 等 の 固 形 製 剤 ； シ ロ ッ プ 剤 、 エ リ
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キ シ ル 剤 、 乳 剤 等 の 液 状 製 剤 を 挙 げ る こ と が で き る 。 散 剤 は 、 例 え ば 、 乳 糖 、 デ ン プ ン 、
結 晶 セ ル ロ ー ス 、 乳 酸 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム 、 メ タ ケ イ 酸 ア ル ミ ン 酸 マ グ ネ
シ ウ ム 、 無 水 ケ イ 酸 等 の 賦 形 剤 と 混 合 し て 得 る こ と が で き る 。 顆 粒 剤 は 、 上 記 賦 形 剤 の ほ
か 、 必 要 に 応 じ 、 例 え ば 白 糖 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等
の 結 合 剤 や 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス カ ル シ ウ ム 等 の
結 合 剤 や 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス カ ル シ ウ ム 等 の 崩 壊 剤
を さ ら に 加 え 、 湿 式 又 は 乾 式 で 造 粒 し て 得 る こ と が で き る 。 錠 剤 は 、 上 記 散 剤 又 は 顆 粒 剤
を そ の ま ま 、 或 い は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク 等 の 滑 沢 剤 を 加 え て 打 錠 し て 得 る
こ と が で き る 。 ま た 、 上 記 錠 剤 又 は 顆 粒 剤 は 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス フ タ
レ ー ト 、 メ タ ア ク リ ル 酸 メ チ ル コ ポ リ マ ー 等 の 腸 溶 性 基 剤 で 被 覆 し 、 或 い は エ チ ル セ ル ロ
ー ス 、 カ ル ナ ウ バ ロ ウ 、 硬 化 油 等 で 被 覆 し 、 こ れ ら を 腸 溶 性 或 い は 持 続 性 製 剤 に す る こ と
が で き る 。 硬 カ プ セ ル 剤 は 、 上 記 散 剤 又 は 顆 粒 剤 を 硬 カ プ セ ル に 充 填 し て 得 る こ と が で き
る 。 ま た 軟 カ プ セ ル 剤 は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン 又 は そ の 塩 を 、 グ リ セ リ ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 、 ゴ マ 油 、 オ リ ー ブ 油 等 に 混 合 し 、 こ れ を ゼ ラ チ ン 膜 で 被 覆 し て 得 る こ と が で き る 。
シ ロ ッ プ 剤 は 、 白 糖 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 グ ル セ リ ン 等 の 甘 味 剤 と ヒ ア ル ロ ナ ン 又 は そ の 塩 と
を 、 水 に 溶 解 し て 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 甘 味 剤 及 び 水 の ほ か に 、 精 油 、 エ タ ノ ー ル 等
を 加 え て エ リ キ シ ル 剤 と す る か 、 或 い は ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト ８
０ 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 等 を 加 え て 乳 剤 又 は 懸 濁 剤 に す る こ と が で き
る 。 ま た こ れ ら の 液 状 製 剤 に は 必 要 に 応 じ 、 矯 味 剤 、 着 色 剤 、 保 存 剤 等 を 加 え る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 非 経 口 製 剤 と し て は 、 注 射 剤 、 直 腸 投 与 剤 、 ペ ッ サ リ ー 、 皮 膚 外 用 剤 、 吸 入 剤 、 エ ア ゾ
ー ル 剤 、 点 眼 剤 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 注 射 剤 は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン 又 は そ の 塩 に 塩 酸 、 水
酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 乳 酸 、 乳 酸 ナ ト リ ウ ム 、 リ ン 酸 一 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 リ ン 酸 二 水 素 ナ ト リ
ウ ム 等 の ｐ Ｈ 調 節 剤 ； 塩 化 ナ ト リ ウ ム ウ ム 、 ブ ド ウ 糖 等 の 等 張 化 剤 ； 及 び 注 射 用 蒸 留 水 を
加 え 、 滅 菌 濾 過 し た 後 、 ア ン プ ル に 充 填 し て 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 更 に マ ン ニ ト ー ル
、 デ キ ス ト リ ン 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 、 ゼ ラ チ ン 等 を 加 え て 真 空 凍 結 乾 燥 し 、 用 時 溶 解 型
の 注 射 剤 と す る こ と が で き る 。 ま た ヒ ア ル ロ ナ ン 又 は そ の 塩 に レ シ チ ン 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト
８ ０ 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 硬 化 ヒ マ シ 油 等 の 乳 化 剤 を 加 え た 後 、 水 中 で 乳 化 さ れ た 注 射 用
乳 剤 と す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 直 腸 投 与 剤 は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン 又 は そ の 塩 に カ カ オ 脂 肪 酸 の モ ノ 、 ジ 又 は ト リ グ リ セ リ ド
、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 坐 剤 用 基 剤 を 加 え た 後 、 加 温 し て 溶 解 し 、 こ れ を 型 に 流 し
込 ん で 冷 却 す る か 、 或 い は ヒ ア ル ロ ナ ン 又 は そ の 塩 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 大 豆 油 等
に 混 合 し た 後 、 ゼ ラ チ ン 膜 で 被 覆 し て 得 る こ と が で き る 。 皮 膚 外 用 剤 は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン 又
は そ の 塩 に 、 白 色 ワ セ リ ン 、 ミ ツ ロ ウ 、 流 動 パ ラ フ ィ ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 を 加
え 、 必 要 に 応 じ て 加 温 し 、 混 練 し て 得 る こ と が で き る 。 テ ー プ 剤 は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン 又 は そ
の 塩 を 、 ロ ジ ン 、 ア ク リ ル 酸 ア ル キ ル エ ス テ ル 重 合 体 等 の 粘 着 剤 と 混 練 し 、 こ れ を 不 織 布
等 に 展 延 し て 得 る こ と が で き る 。 吸 入 剤 は 、 例 え ば 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 不 活 性 ガ ス 等 の 噴
射 剤 に 、 ヒ ア ル ロ ナ ン 又 は そ の 塩 を 溶 解 又 は 分 散 し 、 こ れ を 耐 圧 容 器 に 充 填 し て 得 る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 （ 投 与 方 法 ） 本 発 明 の ヒ ア ル ロ ナ ン を 有 効 成 分 と す る 薬 剤 の 投 与 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ
な い が 、 静 脈 内 投 与 、 経 口 投 与 お よ び 関 節 内 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 （ 投 与 量 ） 投 与 量 は 、 対 象 と す る 疾 患 、 患 者 の 年 令 、 健 康 状 態 、 体 重 等 に 応 じ 適 宜 決 定
す る が 、 一 般 に は ０ ． ０ ５ ～ ５ ０ mg/kg を １ 日 １ 回 あ る は そ れ 以 上 に 分 け て 投 与 す る 。
　 （ 毒 性 ） 本 発 明 で 使 用 す る ヒ ア ル ロ ナ ン は 、 医 薬 と し て の 生 物 活 性 を 示 す 投 与 量 に お い
て 細 胞 毒 性 は ほ と ん ど も し く は 全 く 認 め ら れ な か っ た 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
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　 以 下 、 本 発 明 に 係 る 薬 剤 を 、 実 施 例 を 用 い て よ り 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範
囲 は 以 下 の 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
〔 実 施 例 １ 〕
　 本 実 施 例 で は 、 本 発 明 に 係 る 薬 剤 に よ る サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺
伝 子 の 発 現 抑 制 剤 を 、 遺 伝 子 の 発 現 促 進 ・ 発 現 抑 制 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る DNAチ ッ
プ を 用 い て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　
　 先 ず 、 １ 、 ２ 群 に 分 け て K562を 上 記 RPMI培 地 で 培 養 し た 。 両 群 は 、 42℃ で 20分 、 次 い で
37℃ で 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 培 養 条 件 と し た 。 な お 、 ２ 群 の 培 地 に は 、 HA4（ 10ng/ml）
を 添 加 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 次 に 、 培 養 の 後 、 1000rpmで 遠 心 分 離 し て 培 地 を 除 去 し た 。 得 ら れ た 細 胞 を -60℃ デ ィ ー
プ フ リ ー ザ ー に て 保 存 し た 。 保 存 し た 細 胞 か ら 、 次 に 、 定 法 に 従 っ て RNAを 抽 出 し た 。 抽
出 し た RNAを 用 い て DNAチ ッ プ に て 遺 伝 子 発 現 を 解 析 し た 。 DNAチ ッ プ に よ る 遺 伝 子 発 現 解
析 は DNAチ ッ プ 研 究 所 に 外 注 し た 。 詳 細 に は 、 DNAチ ッ プ 研 究 所 製 、 商 品 名 ： AceGene Huma
n Oligo Chip 30K 1 Chip Versionを 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】

　 DNAチ ッ プ に よ る 発 現 解 析 の 結 果 、 HA4を 含 む 培 地 で 培 養 し た 細 胞 に お い て は 、 表 1に あ
げ る 、 細 胞 の 賦 活 に 関 す る 多 く の 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 有 意 な 変 化 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 表 １ に 示 す よ う に 、 HA4処 理 に よ っ て 、 複 数 の サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン
関 連 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 表 １ に 示 し た サ イ ト カ イ ン 関
連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の な か で 、 IFN-γ 遺 伝 子 に つ い て は 、 Schroder K, He
rtzog PJ, Ravasi T, Hume DA. Interferon-gamma: an overview of signals, mechanism
s and functions. J Leukoc Biol. 2004 75(2):163-89.を 参 照 す る こ と が で き る 。 ま た 、
Mig（ CXCL9） 遺 伝 子 に つ い て は 、 Farber JM. Mig and IP-10: CXC chemokines that targ
et lymphocytes. J Leukoc Biol. 1997 61(3):246-57.を 参 照 す る こ と が で き る 。 ま た 、 I
L-5遺 伝 子 に つ い て は 、 Adachi T, Alam R. The mechanism of IL-5 signal transduction
. Am J Physiol. 1998 275(3 Pt 1):C623-33.を 参 照 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 IL-17b
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に つ い て は 、 Li H, Chen J, Huang A, Stinson J, Heldens S, Foster J, Dowd P, Gurne
y AL, Wood WI. Cloning and characterization of IL-17B and IL-17C, two new member
s of the IL-17 cytokine family. Proc Natl Acad Sci U S A. 2000 18 97(2):773-8.を
参 照 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 IL-18RAPに つ い て は 、 Cheung H, Chen NJ, Cao Z, 
Ono N, Ohashi PS, Yeh WC. Accessory protein-like is essential for IL-18-mediated
 signaling. J Immunol. 2005 174(9):5351-7.を 参 照 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 CC
L28に つ い て は 、 Wang W, Soto H, Oldham ER, Buchanan ME, Homey B, Catron D, Jenkin
s N, Copeland NG, Gilbert DJ, Nguyen N, Abrams J, Kershenovich D, Smith K, McCla
nahan T, Vicari AP, Zlotnik A. Identification of a novel chemokine (CCL28), whic
h binds CCR10 (GPR2). J Biol Chem. 2000 275(29):22313-23.を 参 照 す る こ と が で き る
。 さ ら に ま た 、 IL-1β に つ い て は 、 Okamura H. IL-1 family (IL-1alpha/beta, IL-1Ra, 
IL-18), IL-16, IL-17. Nippon Rinsho. 2005 63 Suppl 4:226-33.を 参 照 す る こ と が で き
る 。 さ ら に ま た 、 IFN-ω 1に つ い て は 、 Bekisz J, Schmeisser H, Hernandez J, Goldman 
ND, Zoon KC. Human interferons alpha, beta and omega. Growth Factors. 2004 22(4)
:243-51.及 び Adolf GR, Maurer-Fogy I, Kalsner I, Cantell K. Purification and char
acterization of natural human interferon omega 1. Two alternative cleavage sites
 for the signal peptidase. J Biol Chem. 1990 265(16):9290-5.を 参 照 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 実 施 例 に お い て 、 HA4の 処 理 に よ り 、 サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺
伝 子 の 発 現 抑 制 が 認 め ら れ た 。 本 例 で 使 用 し た K562細 胞 は 、 白 血 球 系 の 細 胞 で あ る こ と か
ら 、 本 来 的 に サ イ ト カ イ ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 が あ る 。 HA4は Hsp
72発 現 を 増 強 さ せ る （ Xu H, Ito T, Tawada A, Maeda H, Yamanokuchi H, Isahara K, Yo
shida K, Uchiyama Y, Asari A. Effect of hyaluronan oligosaccharides on the expre
ssion of heat shock protein 72. J Biol Chem, 2002 10;277(19):17308-14.） こ と か ら
、 In vivoで は 、 そ の Hsp72が γ δ T細 胞 に 認 識 さ れ て IL-10産 生 が お こ り 、 そ の IL-10が 各
種 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン や ケ モ カ イ ン 産 生 を 抑 制 す る こ と が 考 え ら れ る 。 し か し 、 本 実 施 例
に お い て は 、 γ δ T細 胞 を 含 ま な い こ と か ら 、 炎 症 や 自 己 免 疫 疾 患 に 関 与 す る サ イ ト カ イ
ン 関 連 遺 伝 子 及 び ケ モ カ イ ン 関 連 遺 伝 子 の 発 現 が HA4処 理 に よ り 、 直 接 抑 制 さ れ た こ と を
意 味 す る 。
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