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(57)【要約】
本発明は、対象に多価陰イオンの有効量を投与する段階を含む、対象における細胞外ヒス
トンの細胞毒性活性を阻害する方法に関する。具体的には、本発明では、敗血症に罹患し
ている患者の処置のための方法に関し、多価陰イオンを利用して、細胞外ヒストンタンパ
ク質、例えば、敗血症患者の循環血中に見出される細胞外ヒストンタンパク質と複合体を
迅速に形成させ、かくして、細胞外ヒストンタンパク質の細胞毒性活性を中和または阻害
する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における細胞外ヒストンの細胞毒性活性を阻害する方法であって、該対象に多価陰
イオンの有効量を投与する段階を含む、該方法。
【請求項２】
　対象における細胞外ヒストンの蓄積を阻害する方法であって、該対象に多価陰イオンの
有効量を投与する段階を含む、該方法。
【請求項３】
　対象における細胞外ヒストンの細胞毒性活性を阻害することにより敗血症を処置する方
法であって、該対象に多価陰イオンの有効量を投与する段階を含む、該方法。
【請求項４】
　細胞外ヒストンの細胞毒性活性を阻害することによる敗血症の処置用の医薬の製造のた
めの多価陰イオンの有効量の使用。
【請求項５】
　多価陰イオンが実質的な抗凝固活性を持たない、請求項1～3のいずれか一項記載の方法
または請求項4記載の使用。
【請求項６】
　多価陰イオンが実質的に非免疫原性である、請求項1～3のいずれか一項記載の方法また
は請求項4記載の使用。
【請求項７】
　多価陰イオンが、一般構造(I)を有する多価陰イオンオリゴ糖であり:
　　　A-(B)n-D　　　(I)
　式中でAおよびBが各々独立して、環状単糖類または環状デオキシ単糖類であり;
　Dが環状単糖類、環状デオキシ単糖類、開環単糖類、または糖アルコールであり;
　nが、0、1、2、3、4、5、6、7および8より選択される整数であり; かつ
　ここで環状単糖類、環状デオキシ単糖類、開環単糖類、または糖アルコールの各々がOS
O3

-、COO-、OPO3
-、置換されてもよいアルキル、置換されてもよいアルケニル、置換され

てもよいアルキニル、置換されてもよいアリール、または置換されてもよいアラルキルで
独立して置換されてもよく; かつ
　ここで多価陰イオンオリゴ糖が、OSO3

-、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される

少なくとも2つの陰イオン置換基を含む、
請求項1～3のいずれか一項記載の方法または請求項4記載の使用。
【請求項８】
　環状単糖類が、グルコース、ガラクトース、フルクトース、リボース、アラビノース、
キシロース、リキソース、アロース、アルトロース、マンノース、グロース、イドース、
タロース、リブロース、キシルロース、プシコース、ソルボース、タガトースおよびセド
ヘプツロースからなる群より選択される、請求項7記載の方法または使用。
【請求項９】
　環状単糖類が、グルコース、ガラクトースおよびフルクトースからなる群より選択され
る、請求項8記載の方法または使用。
【請求項１０】
　環状デオキシ単糖類が、フコース、デオキシリボースおよびラムノースからなる群より
選択される、請求項7記載の方法または使用。
【請求項１１】
　糖アルコールが、グリコール、グリセロール、エリトリトール、トレイトール、リビト
ール、アラビトール、キシリトール、ソルビトール(グルシトール)、マンニトール、ズル
シトール(ガラクチトール)、イジトールおよびフシトールからなる群より選択される、請
求項7記載の方法または使用。
【請求項１２】
　開環単糖類が、グルコース、ガラクトース、フルクトース、エリトロース、トレオース
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、エリトルロース、リボース、アラビノース、キシロース、リキソース、アロース、アル
トロース、マンノース、グロース、イドース、タロース、リブロース、キシルロース、プ
シコース、ソルボース、タガトースおよびセドヘプツロースからなる群より選択される、
請求項7記載の方法または使用。
【請求項１３】
　多価陰イオンオリゴ糖が一般構造(I-a)を有する、請求項7記載の方法または使用:

　式中で各R1が、OSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; かつnが0、1、
2、3、4、5、6、7、および8の間の整数であり; かつR1の少なくとも2つが、OSO3

-、COO-

、およびOPO3
-からなる群より選択される。

【請求項１４】
　多価陰イオンオリゴ糖が一般構造(I-b)を有する、請求項7記載の方法または使用:

　ここで各R1が、OSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; かつnが0、1、
2、3、4、5、6、7、および8の間の整数であり; かつR1の少なくとも2つが、OSO3

-、COO-

、およびOPO3
-からなる群より選択される。

【請求項１５】
　多価陰イオンオリゴ糖が、以下からなる群より選択される、請求項7記載の方法または
使用:
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　式中で各R2が、OSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; かつR2の少な
くとも2つが、OSO3

-、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される。

【請求項１６】
　多価陰イオンオリゴ糖が、マルトース硫酸、マルトトリオース硫酸、マルトテトラオー
ス硫酸、マルトペンタオース硫酸、マルトヘキサオース硫酸、マルトヘプタオース硫酸、
マルトオクタノース硫酸、マルトノナオース硫酸およびマルトデカオース硫酸、パノース
硫酸、イソマルトトリオース硫酸、エルロース硫酸、セロビオース硫酸ならびにラフィノ
ース硫酸からなる群より選択される、請求項7記載の方法または使用。
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【請求項１７】
　多価陰イオンオリゴ糖がセロビオース硫酸である、請求項7記載の方法または使用。
【請求項１８】
　多価陰イオンが、一般構造(II)を有するシクロデキストリンである、請求項1～3のいず
れか一項記載の方法または請求項4記載の使用:

　式中、各R3が、置換されてもよいO-アルキル、O-アリール、O-アラルキル、O-アルケニ
ル、O-アルキニル基、OSO3

-、COO-、OPO3
-、OHまたはHより独立して選択され、かつ各R4

がOSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; xが3、4、5、6、7、8、9、お
よび10の間の整数であり、かつ多価陰イオンシクロデキストリンがOSO3

-、COO-、およびO
PO3

-からなる群より選択される少なくとも2つの陰イオン置換基を含む。
【請求項１９】
　シクロデキストリンがα-シクロデキストリン、β-シクロデキストリンまたはγ-シク
ロデキストリンである、請求項18記載の方法または使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
技術分野
　本発明は、ヒストンの細胞毒性活性を阻害するための多価陰イオンの使用に関する。さ
らに、本発明は、ヒストンの細胞毒性活性を阻害する多価陰イオンをスクリーニングする
ためのナノ粒子標識ヒストンの使用、および敗血症の処置におけるヒストンの細胞毒性活
性を阻害するための多価陰イオンの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　敗血症は、サイトカイン・ネットワーク、白血球、ならびに補体および凝固線溶系を含
むいくつかの宿主防御機構の活性化に関連した、かつそれによって媒介される、感染また
は外傷に対する全身性炎症反応である。敗血症は細菌感染、真菌感染、ウイルス感染およ
び他の感染によって、ならびに多発外傷、重度の熱傷および臓器移植のような非感染性の
刺激によって引き起こされうる。数時間または数日内に、敗血症は血管における自発的凝
固、重症低血圧、多臓器不全および死に進行しうる。
【０００３】
　最新の抗生物質の臨床使用にもかかわらず、敗血症を有する患者の無効な処置に起因し
て死亡率のレベルは甚だ高いままである。例えば移植片拒絶に対する予防に起因して、免
疫抑制状態にある患者もリスクが高い。白血病患者は、その白血病が原因で死亡するより
も敗血症が原因で死亡するものが多い。米国では1年に敗血症の症状発現が500 000例あり
、35%の粗死亡率、および敗血性ショックの症状発現が200 000例あり、40～70%の死亡率
であるものと推測されている。敗血症は、非冠疾患集中治療室における主な死亡原因であ
る。損傷後の院内死亡の40%が、敗血症によって引き起こされる多臓器不全症候群による
ものである。
【０００４】
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　最近では、敗血症患者に有効な新しい治療法を見つけ出そうとする試みがいくつかなさ
れている。炎症の鍵になるメディエータに対するモノクローナル抗体、例えば抗腫瘍壊死
因子モノクローナル抗体を産生するために相当な努力が払われてきたが、しかしこれらは
臨床的に無効だと判明しており、敗血症患者には危険な副作用があることも分かっている
。別のアプローチは、組み換えヒトAPC (例えばXigris(登録商標))を含む活性化プロテイ
ンC (APC)のような、精製ヒト凝固因子を用いることであった。しかしながら、これらのA
PCに基づく敗血症治療には、臨床的影響がほとんどなかった。この理由はいくつかあるが
、そのなかには、出血リスクの増大をもたらすAPCの抗凝固活性があり、したがって、手
術後または外傷後の患者で発症する敗血症の場合には薬物が排除されてしまう。同じ理由
で、APCに基づく敗血症治療用物質は、出血のリスクが高い白血病患者の場合には排除さ
れてしまう。敗血症は急激に進行しうるので、APCに基づく敗血症治療用物質の比較的遅
い作用機序は、急性敗血症の急激な進行に対しては不利である。Xigrisは2011年10月25日
付で市場から回収された。
【０００５】
　ヒストンは低分子量の塩基性タンパク質であり、これは細胞核内で機能して、遺伝子発
現を調節し、かつDNAと複合体を形成して、クロマチン構造にアセンブルするヌクレオソ
ームを形成する。Xuら(Nat Med. 2009. 15:1318-21)(非特許文献1)は、炎症過程に反応し
て放出されるヒストンの細胞毒性活性について、細胞外ヒストンが敗血症での内皮細胞機
能不全、臓器不全および死のメディエータとして作用することを報告している。
【０００６】
　本発明は、多価陰イオンが、生きている動物の循環血中の細胞外ヒストンと複合体を形
成し、その細胞毒性活性を阻害しうるという所見を前提としている。さらに、多価陰イオ
ンは、細胞外ヒストンと複合体を形成し、臓器におけるヒストンの蓄積を阻止しうる。さ
らに、これらの多価陰イオンは、抗凝固性をわずかにしか持ちえない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Xuら(Nat Med. 2009. 15:1318-21)
【発明の概要】
【０００８】
概要
　本発明者らは、細胞外ヒストンの細胞毒性活性および臓器における細胞外ヒストンの蓄
積がオリゴ糖多価陰イオンの投与によって阻害されうることを特定した。オリゴ糖多価陰
イオンの投与は、現在利用できる敗血症処置の欠陥の少なくともいくつかを改善する手段
を供与する。さらに、ナノ粒子標識ヒストンの使用は、臓器におけるヒストンの蓄積を阻
害できる化合物をスクリーニングするための手段を提供する。
【０００９】
　第1の局面において、対象における細胞外ヒストンの細胞毒性活性を阻害する方法であ
って、該対象に多価陰イオンの有効量を投与する段階を含む該方法が提供される。
【００１０】
　第2の局面において、対象における細胞外ヒストンの蓄積を阻害する方法であって、該
対象に多価陰イオンの有効量を投与する段階を含む該方法が提供される。
【００１１】
　第3の局面において、対象における細胞外ヒストンの細胞毒性活性を阻害することによ
り敗血症を処置する方法であって、該対象に多価陰イオンの有効量を投与する段階を含む
該方法が提供される。
【００１２】
　第4の局面において、細胞外ヒストンの細胞毒性活性を阻害することによる敗血症の処
置用の医薬の製造のための多価陰イオンの有効量の使用が提供される。
【００１３】
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　第5の局面において、敗血症の処置で用いるための多価陰イオンの有効量が提供される
。
【００１４】
　1つの態様において、多価陰イオンは実質的な抗凝固活性を持たない。
【００１５】
　1つの態様において、多価陰イオンは実質的に非免疫原性でありうる。
【００１６】
　1つの態様において、多価陰イオンは、一般構造(I)を有する多価陰イオンオリゴ糖であ
りうる:
　　　A-(B)n-D　　　(I)
　式中でAおよびBが各々独立して、環状単糖類または環状デオキシ単糖類であり;
　Dが環状単糖類、環状デオキシ単糖類、開環単糖類、または糖アルコールであり;
　nが、0、1、2、3、4、5、6、7および8より選択される整数であり; ならびに
　ここで環状単糖類、環状デオキシ単糖類、開環単糖類、または糖アルコールの各々がOS
O3

-、COO-、OPO3
-、置換されてもよいアルキル、置換されてもよいアルケニル、置換され

てもよいアルキニル、置換されてもよいアリール、または置換されてもよいアラルキルで
独立して置換されてもよく; ならびに
　ここで多価陰イオンオリゴ糖が、OSO3

-、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される

少なくとも2つの陰イオン置換基を含む。
【００１７】
　1つの態様において、環状単糖類は、グルコース、ガラクトース、フルクトース、リボ
ース、アラビノース、キシロース、リキソース、アロース、アルトロース、マンノース、
グロース、イドース、タロース、リブロース、キシルロース、プシコース、ソルボース、
タガトースおよびセドヘプツロースからなる群より選択される。
【００１８】
　別の態様において、環状単糖類は、グルコース、ガラクトースおよびフルクトースから
なる群より選択される。
【００１９】
　別の態様において、環状デオキシ単糖類は、フコース、デオキシリボースおよびラムノ
ースからなる群より選択される。
【００２０】
　別の態様において、糖アルコールは、グリセロール、エリトリトール、トレイトール、
リビトール、アラビトール、キシリトール、ソルビトール(グルシトール)、マンニトール
、ズルシトール(ガラクチトール)、イジトールおよびフシトールからなる群より選択され
る。
【００２１】
　別の態様において、開環単糖類は、グルコース、ガラクトース、フルクトース、エリト
ロース、トレオース、エリトルロース、リボース、アラビノース、キシロース、リキソー
ス、アロース、アルトロース、マンノース、グロース、イドース、タロース、リブロース
、キシルロース、プシコース、ソルボース、タガトースおよびセドヘプツロースからなる
群より選択される。
【００２２】
　別の態様において、多価陰イオンは、一般構造(I-a)を有する多価陰イオンオリゴ糖で
ありうる:
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　式中で各R1が、OSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; ならびにnが0
、1、2、3、4、5、6、7、および8の間の整数であり; ならびに式中でR1の少なくとも2つ
が、OSO3

-、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される。

【００２３】
　別の態様において、多価陰イオンは、一般構造(I-b)を有する多価陰イオンオリゴ糖で
ありうる:

　ここで各R1が、OSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; ならびにnが0
、1、2、3、4、5、6、7、および8の間の整数であり; ならびに式中でR1の少なくとも2つ
が、OSO3

-、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される。

【００２４】
　別の態様において、多価陰イオンは、以下からなる群より選択される多価陰イオンオリ
ゴ糖でありうる:
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　式中で各R2が、OSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; ならびに式中
でR2の少なくとも2つが、OSO3

-、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される。

【００２５】
　別の態様において、多価陰イオンは、マルトース硫酸、マルトトリオース硫酸、マルト
テトラオース硫酸、マルトペンタオース硫酸、マルトヘキサオース硫酸、マルトヘプタオ
ース硫酸、マルトオクタノース硫酸、マルトノナオース硫酸およびマルトデカオース硫酸
、パノース硫酸、イソマルトトリオース硫酸、エルロース硫酸、セロビオース硫酸ならび
にラフィノース硫酸からなる群より選択される多価陰イオンオリゴ糖でありうる。
【００２６】
　さらなる態様において、多価陰イオンは、多価陰イオンオリゴ糖のセロビオース硫酸で
ありうる。
【００２７】
　1つの態様において、多価陰イオンは、一般構造(II)を有する多価陰イオンシクロデキ
ストリンでありうる:
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　ここで各R3が、置換されてもよいO-アルキル、O-アリール、O-アラルキル、O-アルケニ
ル、O-アルキニル基、OSO3

-、COO-、OPO3
-、OHまたはHより独立して選択され、ならびに

各R4がOSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; xが3、4、5、6、7、8、9
、および10の間の整数であり、ならびにここで多価陰イオンシクロデキストリンがOSO3

-

、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される少なくとも2つの陰イオン置換基を含む。

【００２８】
　シクロデキストリンはα-シクロデキストリン、β-シクロデキストリンまたはγ-シク
ロデキストリンでありうる。
【００２９】
　1つの態様において、ヒストン阻害剤をスクリーニングする方法であって、
　(i) ヒストンを候補化合物と接触させる段階
　(ii) 該ヒストンへの該候補化合物の結合を判定する段階
　(iii) 該ヒストンに結合する該候補化合物を選択する段階
を含む、該方法が提供される。
【００３０】
　別の態様において、ヒストン阻害剤をスクリーニングする方法であって、
　(i) ナノ粒子標識ヒストンを提供する段階
　(ii) 該標識ヒストンを被験対象に投与する段階
　(iii) 候補化合物を該被験対象に投与する段階
　(iv) 対照の対象と比べて臓器におけるヒストンの局在をモニタリングする段階
　(v) 対照の対象と比べて臓器におけるヒストンの局在を変化させる該候補化合物を選択
する段階
を含む、該方法が提供される。
【００３１】
　1つの態様において、標識ヒストンは試験化合物の前、後または試験化合物と同時に被
験対象に投与されうる。
【００３２】
　さらなる態様において、ヒストン阻害剤をスクリーニングする方法であって、
　(i) ナノ粒子標識ヒストンを提供する段階
　(ii) 該ナノ粒子標識ヒストンを候補化合物と接触させる段階
　(iii) 該標識ヒストンおよび該試験化合物を被験対象に投与する段階
　(iv) 対照の対象と比べて該被験対象の臓器におけるヒストンの局在をモニタリングす
る段階
　(v) 対照の対象と比べて臓器におけるヒストンの局在を変化させる該候補化合物を選択
する段階
を含む、該方法が提供される。
【００３３】
　1つの態様において、候補化合物は多価陰イオンである。
【００３４】
　前記の局面のいずれか1つのうちの1つの態様において、多価陰イオンは、細胞、組織ま
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たは臓器へのヒストンの結合を阻害する。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
　ここで、添付の図面を参照しながら、ほんの一例として、本発明の好ましい態様を記述
する。
【００３６】
【図１】ヒストン細胞毒性に対するフローサイトメトリーアッセイ法を用いて得られたデ
ータの一例を描いており、この場合には、ヒト臍静脈内皮細胞(HUVEC)が単独で(左側パネ
ル)または200 μg/mlの仔ウシ胸腺ヒストンとともに(右側パネル)インビトロにおいて1時
間インキュベートされている。各パネル中の図は、各象限中のHUVECの割合を表し、生細
胞(カルセイン-AM-明るい、PI-暗い)および死細胞(カルセイン-AM-暗い、PI-明るい)の象
限が表示されている。
【図２】インビトロで1時間の曝露後に(A) HUVECおよび(B) ヒト微小血管内皮細胞(HMEC)
の死を引き起こす異なる濃度の仔ウシ胸腺ヒストン(100～800 μg/ml)の能力を描く。
【図３】HUVECに対する仔ウシ胸腺ヒストン(200 μg/ml)のインビトロでの細胞毒性を阻
害する異なる濃度(6.25～100 μg/ml)のマルトース硫酸、マルトトリオース硫酸、マルト
ペンタオース硫酸、イソマルトトリオース硫酸およびβ-シクロデキストリン硫酸の能力
を描く。
【図４】HUVECに対する仔ウシ胸腺ヒストン(200 μg/ml)のインビトロでの細胞毒性を阻
害するさらに広い濃度範囲(1.6～100 μg/ml)のマルトース硫酸、マルトトリオース硫酸
およびマルトペンタオース硫酸の能力を描く。
【図５】25 μg/mlおよび100 μg/mlのマルトトリオース硫酸がHUVECに対する仔ウシ胸腺
ヒストン(200 μg/ml)のインビトロでの細胞毒性作用を劇的に阻害しうることを示す一次
フローサイトメトリーデータを描く。各パネル中の図は、各象限中のHUVECの割合を表し
、生細胞(カルセイン-AM-明るい、PI-暗い)および死細胞(カルセイン-AM-暗い、PI-明る
い)の象限が表示されている。
【図６】25 μg/mlおよび100 μg/mlのマルトトリオース硫酸がHMECに対する仔ウシ胸腺
ヒストン(400 μg/ml)のインビトロでの細胞毒性作用を、それぞれ、完全におよび部分的
に阻害しうることを示す一次フローサイトメトリーデータを描く。各パネル中の図は、各
象限中のHMECの割合を表し、生細胞(カルセイン-AM-明るい、PI-暗い)および死細胞(カル
セイン-AM-暗い、PI-明るい)の象限が表示されている。
【図７】ヒト血小板ヘパラナーゼまたはフラボバクテリウム・ヘパリチナーゼによるHMEC
からの細胞表面ヘパラン硫酸の除去は、HMECに対する仔ウシ胸腺ヒストン(400 μg/ml)の
インビトロでの細胞毒性に効果がないことを実証する。
【図８】細胞表面ヘパラン硫酸を発現する野生型CHO-K1細胞株、およびヘパラン硫酸を欠
く変異体CHO細胞株(pgsA-745)は、仔ウシ胸腺ヒストンのインビトロでの細胞毒性に等し
く影響されやすいことを実証する。
【図９】図9Aは麻酔下のウサギの耳静脈へのTc99m-ナノ粒子標識ヒストンの注射の初めか
ら開始した、連続30秒ずつのガンマシンチグラフィーの収集である。図9Bは、麻酔下のウ
サギの耳静脈へのTc99m-ナノ粒子の注射の初めから開始した、連続30秒ずつのガンマシン
チグラフィーの収集である。
【図１０】図10Aは、麻酔下のウサギの耳静脈へのTc99m-ナノ粒子標識ヒストンの注射の
初めから開始した、連続30秒ずつのガンマシンチグラフィーの収集である。図10Bは、15 
mg/kgのナトリウムマルトヘキサオース硫酸で予め処置した麻酔下のウサギの耳静脈へのT
c99m-ナノ粒子標識ヒストンの注射の初めから開始した、連続30秒ずつのガンマシンチグ
ラフィーの収集である。
【図１１】15 mg/kgのナトリウムマルトテトラオース硫酸で予め処置した麻酔下のウサギ
の耳静脈へのTc99m-ナノ粒子標識ヒストンの注射の初めから開始した、ガンマシンチグラ
フィーの連続30秒ずつの収集(フレーム1～4)および60秒ずつの収集(フレーム5～8)である
。
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【図１２】15 mg/kgのナトリウムセロビオース硫酸で予め処置した麻酔下のウサギの耳静
脈へのTc99m-ナノ粒子標識ヒストンの注射の初めから開始した、連続30秒ずつのガンマシ
ンチグラフィーの収集である。
【図１３】敗血症のリポ多糖類(LPS)誘導マウスモデルに対するカプラン・マイヤー生存
プロット、ならびに被験物質1 (マルトトリオース硫酸; TA1)、2 (セロビオース硫酸; TA
2)および3 (ヘパリン; TA3)のインビボでの効力の評価である。被験物質は1日目にLPS (5
0 mg/kg)と同時に腹腔内(i.p.)投与し、その後、さらに2日間、毎日、腹腔内(i.p.)投薬
した。被験物質1および2を2用量の濃度(高用量100 mg/kgおよび低用量15 mg/kg)で評価し
、被験物質3を1用量(1.1 mg/kg)で評価した。プロットに記された事象には、マウスが死
体で見つかるまで、または安楽死されねばならなくなるまでの時間が記録されている。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
定義
　ある種の用語が本明細書において用いられ、それらは以下のように記載した意味を有す
るものとする。
【００３８】
　本明細書において用いられる場合、「含む(comprising)」という用語は「主に含むが、
必ずしも単独で含むわけではない」ことを意味する。さらに、「含む(comprise)」および
「含む(comprises)」のような「含む(comprising)」という単語の変形は、対応して変化
させた意味を有する。
【００３９】
　文脈上他の意味に解すべき場合を除き、またはそうでないと特に述べられていない限り
、本明細書において単数の整数、段階または要素として列挙されている本発明の整数、段
階または要素は、列挙されている整数、段階または要素の単数形も複数形もともに明らか
に包含する。
【００４０】
　本明細書において用いられる場合、「処置する」および「処置」という用語は、状態も
しくは症状を軽減するか、状態もしくは疾病の定着を予防するか、またはさもなくば、状
態もしくは疾患もしくは他の望ましくない症状の進行を任意の方式で予防、妨害、遅延、
または回復させる、任意のおよび全ての使用をいう。
【００４１】
　本明細書において治療的用途で用いるということは、獣医学的用途のような、ヒトおよ
び非ヒトでの用途に等しく適用可能であるものと理解されることに留意されたい。ゆえに
、特に指示されている場合を除き、患者、対象または個体への言及は、鳥類、ウサギ類、
ヒツジ類、ウシ類、ウマ類、ブタ類、ネコ類、イヌ類、霊長類およびげっ歯類種を含むが
これらに限定されない、社会的、経済的または研究的に重要な任意の種の個体のような、
ヒトまたはヒト以外のものを意味することが理解されよう。
【００４２】
　本明細書の文脈において、「有効量」という用語はその意味のなかに、望ましい効果を
供与するのに十分であるが無毒な、本発明の化合物または組成物の量を含む。必要とされ
る正確な量は、所望の効果、処置される種、対象の年齢および全身状態、処置される状態
の重症度、投与される特定の薬剤、投与方法などのような要因に依り対象によって異なる
であろう。したがって、正確な「有効量」を明記することはできない。しかしながら、所
与のどの場合にも、当業者は日常的な実験だけを用いて適切な「有効量」を判定すること
ができる。
【００４３】
　本明細書において用いられる場合、「単糖類」という用語はその意味のなかに、一般式
CnH2nOnの糖または炭水化物を含む。例えば、単糖類という用語はグルコース、ガラクト
ース、フルクトース、エリトロース、トレオース、エリトルロース、リボース、アラビノ
ース、キシロース、リキソース、アロース、アルトロース、マンノース、グロース、イド
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ース、タロース、リブロース、キシルロース、プシコース、ソルボース、タガトースおよ
びセドヘプツロースを含むが、これらに限定されることはない。単糖類は天然に存在して
もまたは合成されてもよい。大部分の単糖類は開環単糖類または環状単糖類のどちらかと
して存在する。
【００４４】
　本明細書において用いられる場合、「デオキシ単糖類」または「デオキシ糖」という用
語はその意味のなかに、炭素原子よりも少ない酸素原子を含有し、その結果、分子中に結
合ヒドロキシル基を欠いた1つまたは複数の炭素を生ずる糖を含む。例えば、デオキシ単
糖類という用語は、フコース、デオキシリボースおよびラムノースを含むが、これらに限
定されることはない。
【００４５】
　本明細書において用いられる場合、「糖アルコール」という用語はその意味のなかに、
カルボニル基(アルデヒドまたはケトン)が第一または第二ヒドロキシル基(ゆえにアルコ
ール)に還元された、水素添加型の炭水化物または単糖類を含む。糖アルコールは一般式H
(HCHO)n+1Hを有する。例えば、糖アルコールという用語は、グリコール、グリセロール、
エリトリトール、トレイトール、リビトール、アラビトール、キシリトール、ソルビトー
ル(グルシトール)、マンニトール、ズルシトール(ガラクチトール)、イジトールおよびフ
シトールを含むが、これらに限定されることはない。
【００４６】
　本明細書において用いられる場合、「オリゴ糖」という用語はその意味のなかに、酸に
より加水分解されて、構成成分の単糖類単位を生じうる、グリコシド結合を通じて連結さ
れた2～10個の単糖類残基から構成される炭水化物を含む。
【００４７】
　本明細書において用いられる場合、「多糖類」という用語はその意味のなかに、酸によ
り加水分解されて、構成成分の単糖類単位を生じうる、グリコシド結合を通じて連結され
た10個またはそれ以上の単糖類残基を含有する単糖類の重合体を含む。
【００４８】
　本明細書において用いられる場合、「アルキル」という用語はその意味のなかに、1～1
8個の炭素原子、例えば、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17
または18個の炭素原子を有する一価直鎖または分岐鎖飽和炭化水素基を含む。例えば、ア
ルキルという用語は、メチル、エチル、1-プロピル、イソプロピル、1-ブチル、2-ブチル
、イソブチル、tert-ブチル、アミル、1,2-ジメチルプロピル、1,1-ジメチルプロピル、
ペンチル、イソペンチル、ヘキシル、4-メチルペンチル、1-メチルペンチル、2-メチルペ
ンチル、3-メチルペンチル、2,2-ジメチルブチル、3,3-ジメチルブチル、1,2-ジメチルブ
チル、1,3-ジメチルブチル、1,2,2-トリメチルプロピル、1,1,2-トリメチルプロピル、2-
エチルペンチル、3-エチルペンチル、ヘプチル、1-メチルヘキシル、2,2-ジメチルペンチ
ル、3,3-ジメチルペンチル、4,4-ジメチルペンチル、1,2-ジメチルペンチル、1,3-ジメチ
ルペンチル、1,4-ジメチルペンチル、1,2,3-トリメチルブチル、1,1,2-トリメチルブチル
、1,1,3-トリメチルブチル、5-メチルヘプチル、1-メチルヘプチル、オクチル、ノニル、
デシル、ウンデシル、ドデシル、トリスカイデシル(triskaidecyl)、テトラデシル、クイ
ンデシル、ヘキサデシル、ヘプタデシル、オクタデシルなどを含むが、これらに限定され
ることはない。
【００４９】
　本明細書において用いられる場合、「アルキレン」という用語はその意味のなかに、二
価飽和直鎖炭化水素基を含む。
【００５０】
　本明細書において用いられる場合、「アリール」という用語はその意味のなかに、一価
の、単一の、多核の共役および縮合芳香族炭化水素基、例えばフェニル、ナフチル、アン
トラセニル、ピレニル、フェナントラセニルを含む。
【００５１】
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　本明細書において用いられる場合、「アリーレン」という用語はその意味のなかに、二
価の、単一の、多核の共役および縮合芳香族炭化水素基を含む。
【００５２】
　本明細書において用いられる場合、「アラルキル」という用語はその意味のなかに、例
えば、ベンジル、フェニルメチル、フェニルエチル、フェニルプロピル、フェニルイソプ
ロピル、フェニル-第三ブチルなどのような、1つまたは複数のアリールまたは置換アリー
ル基により置換された低級アルキル残基を含む。
【００５３】
　「アルケニル」という用語は、少なくとも1つの炭素-炭素二重結合を有する炭化水素基
をいう。C2～C6アルケニル基は、直鎖状または分岐状アルケニル骨格中に2～6個の炭素原
子を有するアルケニル基である。例示的なアルケニル基は、非限定的に、ビニル、プロペ
ニル、2-ブテニルなどを含む。アルケニル基は、アルキル基について記述した通りの1つ
または複数の部分(one or moieties)で置換されてもよい。
【００５４】
　「アルキニル」という用語は、本明細書において用いられる場合、少なくとも1つの炭
素-炭素三重結合を有する炭化水素基をいう。C2～C6アルキニル基は、直鎖状または分岐
状アルキニル骨格中に2～6個の炭素原子を有するアルキニル基である。例示的なアルキニ
ル成分はプロピニル、3-ヘキシニルなどを含む。アルキニル基は、アルキル基について記
述した通りの1つまたは複数の部分(one or moieties)で置換されてもよい。
【００５５】
　本明細書において用いられる場合、本明細書において用いられる「置換されてもよい」
という用語は、この用語が言及する基が未置換であっても、またはアルキル、アルケニル
、アルキニル、シクロアルキル、シクロアルケニル、ヘテロシクロアルキル、ハロ、ハロ
アルキル、ハロアルキニル、ヒドロキシル、ヒドロキシアルキル、アルコキシ、チオアル
コキシ、アルケニルオキシ、ハロアルコキシ、ハロアルケニルオキシ、窒素含有基、例え
ばNO2、NO3

-、N(アルキル)2、NH(アルキル)、ニトロアルキル、ニトロアルケニル、ニト
ロアルキニル、ニトロヘテロシクリル、アルキルアミノ、ジアルキルアミノ、アルケニル
アミンおよびアルキニルアミノ、アシル、アルケノイル、アルキノイル、アシルアミノ、
ジアシルアミノ、アシルオキシ、アルキルスルホニルオキシ、ヘテロシクロオキシ、ヘテ
ロシクロアミノ、ハロヘテロシクロアルキル、アルキルスルフェニル、アルキルカルボニ
ルオキシ、アルキルチオ、アシルチオ、リン含有基、例えばホスホノおよびホスフィニル
、アリール、ヘテロアリール、アルキルアリール、アラルキル、アルキルヘテロアリール
、シアノ、シアネート、イソシアネート、硫黄含有基、例えばSO3H、SO3

-、OSO3
-、SO3ア

ルキル、SO3アリール、NHSO3H、およびNHSO3
-、CO2H、COO-、CO2アルキル、C(O)NH2、-C(

O)NH(アルキル)、ならびに-C(O)N(アルキル)2より独立して選択される1つまたは複数の基
で置換されてもよいことを意味する。好ましい置換基はC1～10アルキル、C1～10アルコキ
シ、-CH2-(C1～10)アルコキシ、C6～10アリール、例えばフェニル、-CH2-フェニル、ハロ
、ヒドロキシル、ヒドロキシ(C1～10)アルキル、およびハロ-(C1～10)アルキル、例えばC
F3、CH2CF3を含む。特に好ましい置換基はC1～10アルキル、C1～10アルコキシ、ハロ、ヒ
ドロキシル、ヒドロキシ(C1～10)アルキル、例えばCH2OH、およびハロ-(C1～10)アルキル
、例えばCF3、CH2CF3を含む。
【００５６】
　本明細書において用いられる場合、「敗血症」という用語はその意味のなかに、標準的
な医学文献書によって特徴付けられるおよび/または当業者に知られる疾患または状態の
全ての段階を含む。例えば、敗血症は重症敗血症、急性および慢性敗血症ならびに敗血性
ショックを含む。敗血症は火傷の患者、がん患者の治療計画、妊婦患者における周産期合
併症、被移植者のための免疫抑制的予防、および外科手術後の患者と関連する敗血症エピ
ソードも含む。
【００５７】
　本明細書において用いられる場合、「ナノ粒子」という用語は、直径1ミクロン(1000 n
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m)未満の任意の固体粒子をいう。具体的には、ナノ粒子は、黒鉛状炭素の複数の層によっ
て被包されたテクネチウム-99m放射性核種の金属プレートレットからなるFibrinLiteナノ
粒子でありうる。FibrinLiteナノ粒子の直径は、およそ200 nmの中位径で20～400 nmの範
囲にわたり対数正規分布される。
【００５８】
詳細な説明
　本発明は、感染による敗血症に罹患している患者の処置のための方法に関し、多価陰イ
オンを利用して、細胞外ヒストンタンパク質と複合体を素早く形成させ、かくして、細胞
外ヒストンタンパク質、例えば、敗血症患者の循環血中に見られる細胞外ヒストンタンパ
ク質の細胞毒性活性を中和または阻害する。さらに、多価陰イオンは細胞外ヒストンと複
合体を形成することができ、臓器、具体的には肺でのヒストンの蓄積を防ぐことができる
。好ましい態様において、多価陰イオンは、血液凝固および止血へのその低障害ならびに
/または循環血中に存続するその能力について選択される。
【００５９】
　本発明は、抗凝固性をわずかにしか持ちえないオリゴ糖多価陰イオンが、生きている動
物の循環血中のヒストンと複合体を形成でき、臓器へのヒストンの結合を防止できるとい
う所見を前提としている。これらの多価陰イオンは、敗血症での治療的介入の新たな手段
を提供し、中和抗体、APCまたはヘパリンの使用に代わるさらに魅力的な手段を提供する
。
【００６０】
敗血症
　敗血症は、動脈低血圧、代謝性アシドーシス、全身性血管抵抗減少、多呼吸および臓器
機能不全によって特徴付けられる全身性反応である。敗血症(敗血性ショックを含む)は、
サイトカイン・ネットワーク、白血球、ならびに補体および凝固線溶系を含むいくつかの
宿主防御機構の活性化に関連した、かつそれによって媒介される、感染または外傷に対す
る全身性炎症反応である。さまざまな臓器の微小血管系での線維素の広範な沈着を伴う播
種性血管内凝固(DIC)は、敗血症の早期徴候でありうる。DICは、多臓器不全症候群の発症
における重要なメディエータであり、敗血性ショックを有する患者の予後不良の一因とな
る。
【００６１】
　敗血症は血流中の生物、その代謝産物または毒素から発生しうる。すなわち、敗血症は
菌血症、真菌血症、ウイルス血症および寄生虫血症を包含する。したがって、いくつかの
生物または疾患過程によって敗血性ショック(多臓器不全および高死亡率と関連すること
が多い敗血症から生じる急性循環不全)が引き起こされうる。敗血症は外傷、重度の火傷
、腸捻転、羊水塞栓症および臓器移植のような非感染刺激によっても引き起こされうる。
【００６２】
　敗血症を有する多くの患者は、24～48時間にわたって急速な悪化を示す。したがって、
効果的な敗血症処置には素早い処置が不可欠である。残念ながら、感染のタイプの診断に
は、病原体を特定するための微生物分析が必要となり、これには何日かかかりうる。それ
ゆえ、病原体を取り除くための治療(例えば抗生物質治療)は、病原体のタイプおよび種の
認識を持たずに、および感染の程度を知る手段を持たずに開始されなければならない。
【００６３】
　炎症の鍵になるメディエータに対するモノクローナル抗体および活性化プロテインC (A
PC)のような、敗血症患者に有効な新しい治療法を見つけ出すために、いくつかの試みが
なされてきた。しかしながら、これらの処置には臨床的影響がほとんどなく、APCは最近
になって市場から引き揚げられている。低用量ヘパリンが敗血症患者の処置において用い
られているが、この状況でそれを用いることは、敗血症が播種性血管内凝固(DIC)を誘発
した場合には特に、血小板数の低下および/または凝固因子の枯渇に起因して敗血症患者
でよく認識されている出血リスクの増大により複雑であり、議論の余地が残されている。
低用量ヘパリンによる血小板および/または凝固因子の枯渇はその後、凝固機能不全につ
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ながる可能性があり、壊滅的な出血が起こる可能性がある。ヘパリンはまた、一部の患者
において、抗体を介した血小板破壊が同じく危険な出血につながりうる、ヘパリン誘導性
血小板減少症(HIT)として公知の状態を誘発しうる。
【００６４】
ヒストン
　ヒストンは、リジンまたはアルギニンの含量が高い低分子量の塩基性タンパク質であり
、DNAのパッケージングにおいて機能する。ヒストンは、高度に保存されており、コアヒ
ストン(H2A、H2B、H3およびH4)およびリンカーヒストン(H1およびH5)の2つのスーパーク
ラスで構成されている5つの主要なクラス: H1/H5、H2A、H2B、H3およびH4に分類すること
ができる。
【００６５】
　各コアヒストンの2つがアセンブルして、タンパク質複合体の周りにDNAを巻き付けるこ
とにより八量体のヌクレオソームコア粒子を形成させる。リンカーヒストンはヌクレオソ
ームおよびヌクレオソームの出入口のDNAに結合し、それによって所定位置にDNAを固定し
、高次構造の形成を容易にする。
【００６６】
　本明細書において記述されるように、ヒストンは全長ヒストン、その断片または変種で
あってよい。ヒストン変種は、例えば、アミノ酸の欠失、付加および/または置換によっ
て修飾されてもよい。あるいは、ヒストンはリジンおよびアルギニンのアセチル化および
/またはメチル化によって修飾されてもよい。概して、修飾は、ヒストンの多価陽イオン
性または臓器に局在するヒストンの能力を実質的に損なわない。
【００６７】
　適当なアミノ酸置換は、当技術分野において「保存的」として公知のアミノ酸置換を含
むが、必ずしもこれに限定されることはない。「保存的」置換は、ペプチド化学の当業者
であればポリペプチドの生物活性、二次構造および/または疎水性親水性指標の性質が実
質的に不変であるものと予想するような、あるアミノ酸が類似の特性を有する別のアミノ
酸に置換されたものである。アミノ酸置換は一般に、残基の極性、電荷、溶解性、疎水性
、親水性および/または両親媒性における類似性に基づいてなされうる。例えば、負に荷
電したアミノ酸はアスパラギン酸およびグルタミン酸を含む; 正に荷電したアミノ酸はリ
シン、ヒスチジンおよびアルギニンを含む; ならびに類似の親水性値を有する非荷電極性
頭部基を持つアミノ酸は、ロイシン、イソロイシンおよびバリン; グリシンおよびアラニ
ン; アスパラギンおよびグルタミン; ならびにセリン、トレオニン、フェニルアラニンお
よびチロシンを含む。保存的変化に相当しうるアミノ酸の他の群は以下のものを含む: (1
) ala、pro、gly、glu、asp、gln、asn、ser、thr; (2) cys、ser、tyr、thr; (3) val、
ile、leu、met、ala、phe; (4) lys、arg、his; および(5) phe、tyr、trp、his。ヒスト
ン変種は同様に、またはあるいは、非保存的アミノ酸変化を含んでもよい。
【００６８】
　ある種の態様において、ヒストン変種は、アミノ酸の欠失、付加および/または置換に
よって修飾されてもよく、5個のアミノ酸またはそれ以下の、例えば4個、もしくは3個、
もしくは2個、もしくは1個だけのアミノ酸の置換、欠失または付加によって非修飾配列と
は異なる。
【００６９】
　本明細書において用いられる場合、ヒストン「変種」は、天然に存在するヒストンの配
列と実質的に類似の配列を有するヒストンをいう。一般に、2つの配列は、その2つの配列
が、同じものであるアミノ酸残基の特定の割合(「配列同一性」の割合)を有するなら「実
質的に類似する」。したがって、ヒストン配列の変種は、参照ヒストン配列と少なくとも
約40%、45%、50%、55%、60%、65%、70%、75%、80%、83%、85%、88%、90%、93%、95%、96%
、97%、98%または99%の配列同一性を共有しうる。
【００７０】
　一般に、ヒストン配列変種は共通の定性的生物活性を保有する。「変種」という用語の
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意味のなかに同様に含まれるのは、ヒストンの相同体である。ヒストン相同体は、典型的
には、異なる種由来であるが、しかし別の種由来の対応するヒストンと実質的に同じ生物
機能または活性を共有している。例えば、ヒストンの相同体は、微生物または哺乳動物の
異なる種由来のものを含むが、これらに限定されることはない。
【００７１】
　さらに「変種」という用語はまた、ヒストン配列の類似体を含む。ヒストン「類似体」
は、所与のヒストンの誘導体であるポリペプチドであり、この誘導体は、ポリペプチドが
実質的に同じ機能を保持するような、1つまたは複数のアミノ酸の付加、欠失、置換を含
む。上記のように、「保存的アミノ酸置換」という用語は、ヒストン配列内でのあるアミ
ノ酸の、類似の特性を有する別のアミノ酸への置換または置き換えをいう。
【００７２】
　ある種の態様において、ヒストンの「変種」は5個のアミノ酸またはそれ以下の、例え
ば4個、もしくは3個、もしくは2個、もしくは1個だけのアミノ酸の置換、欠失または付加
によって(関連するヒストンとは)配列が異なる。
【００７３】
　本発明の範囲内に同様に含まれるのは、ヒストンの断片である。ヒストン「断片」は、
ヒストンまたはその変種の構成成分であるポリペプチドである。典型的には、断片は、こ
れが構成成分であるヒストンと共通の定性的生物活性を保有する。典型的には、ヒストン
断片は、50超のアミノ酸長、約5～約50アミノ酸残基長、約5～約45アミノ酸残基長、約5
～約40アミノ酸残基長、約5～約35アミノ酸残基長、約5～約30アミノ酸残基長、約5～約2
5アミノ酸残基長、約5～約20アミノ酸残基長、約5～約15アミノ酸残基長、または約5～約
10アミノ酸残基長でありうる。ある種の態様において、本発明のポリペプチドの断片は、
6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、また
は25超のアミノ酸残基長である。
【００７４】
多価陰イオン
　本発明者らは、ヒストンが高い等電点を有する多価陽イオンであるので、それらは硫酸
化された多価陰イオン多糖類(例えばヘパリン)、多価陰イオンオリゴ糖および二糖類、直
鎖状多価陰イオン、シクリトール多価陰イオン、およびアリーレン尿素多価陰イオンのよ
うな、DNA以外の多価陰イオンと複合体を形成すると考えられることを提唱する。
【００７５】
　いくつかの態様において、多価陰イオンは、凝固系に何らの影響を及ぼすことなく循環
血中ヒストンと複合体を形成し、かくして循環血中ヒストンの生物活性を阻害しうる。こ
れは、処置に当たる医師に、DICが存在する場合でさえも、出血なく、そしてさらに出血
を促進させることもなく、敗血症患者の血小板数および凝固状態とは完全に独立して、利
用されうるさらに広い用量範囲の多価陰イオンという選択肢を提供するであろう。これら
の多価陰イオンは、血小板の破壊も促進しないはずである。
【００７６】
　好ましい態様において、多価陰イオンは安定であり、インビボですぐには分解されない
。さらに、本明細書において記述される多価陰イオンは、室温で安定であり、かくして、
実質的分解なしに長期間貯蔵されうる。
【００７７】
多価陰イオン多糖類
　ヘパリンは、抗凝固剤として臨床医学において広く使われている天然の硫酸化多糖類で
ある。その抗凝固活性はプロタミンのような薬学的に許容される多価陽イオンの投与によ
り、患者において制御され、または場合により中和されうる。
【００７８】
　ヘパリン、つまり多価陰イオンは、循環血中の多価陽イオンヒストンと複合体を形成し
、それゆえ、循環血中のヒストンと複合体を形成するには十分な、しかし明らかな抗凝固
効果を及ぼすには不十分な用量で敗血症患者に有益であるものと提唱される。プロテオグ
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リカンのペルレカンおよびシンデカンを含むヘパラン硫酸、コンドロイチン硫酸; デルマ
タン硫酸; ペントサン多硫酸(エルミロン(Elmiron))、スロデキシド(HS/DS)、過硫酸化ヒ
アルロン酸、フコイダンならびに過硫酸化コンドロイチン硫酸(Arteparon(登録商標))の
ような、当業者に公知の他の多価陰イオン多糖類が、循環血中のヒストンと複合体を形成
するには十分な、しかし感知できるほどの抗凝固効果を及ぼすには不十分な投与量で用い
られてもよい。
【００７９】
　他の態様において、多価陰イオン多糖類は、硫酸基のいくつかを除去するために化学的
に修飾されている部分的に脱硫酸化されたヘパリン、低分子量ヘパリン、または顕著な抗
凝固活性を欠くが、しかしヒストンと効率的にすばやく複合体形成する能力を保持してい
る化学的に修飾されたヘパリン(例えば過ヨウ素酸塩処置した、グリコール分割ヘパリン)
でありうる。いくつかの態様において、多価陰イオン多糖類は、N-アセチル化ヘパリン、
グリコール分割ヘパリン、グリコール分割N-アセチル化ヘパリン、エノキサパリン、グリ
コール分割エノキサパリンおよびグリコール分割低分子量ヘパリン(3 KDa)からなる群よ
り選択されうる。
【００８０】
多価陰イオンオリゴ糖
　1つの態様において、多価陰イオンは、一般構造(I)を有する多価陰イオンオリゴ糖であ
り:
　　　A-(B)n-D　　　(I)
　式中でAおよびBが各々独立して、環状単糖類または環状デオキシ単糖類であり;
　Dが環状単糖類、環状デオキシ単糖類、開環単糖類、または糖アルコールであり;
　nが、0、1、2、3、4、5、6、7および8より選択される整数であり; ならびに
　ここで環状単糖類、環状デオキシ単糖類、開環単糖類、または糖アルコールの各々がOS
O3

-、COO-、OPO3
-、置換されてもよいアルキル、置換されてもよいアルケニル、置換され

てもよいアルキニル、置換されてもよいアリール、または置換されてもよいアラルキルで
独立して置換されてもよく; ならびに
　ここで多価陰イオンオリゴ糖が、OSO3

-、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される

少なくとも2つの陰イオン置換基を含む。
【００８１】
　1つの態様において、環状単糖類は、グルコース、ガラクトース、フルクトース、リボ
ース、アラビノース、キシロース、リキソース、アロース、アルトロース、マンノース、
グロース、イドース、タロース、リブロース、キシルロース、プシコース、ソルボース、
タガトースおよびセドヘプツロースからなる群より選択される。別の態様において、環状
単糖類は、グルコース、ガラクトースおよびフルクトースからなる群より選択される。
【００８２】
　1つの態様において、環状デオキシ単糖類は、フコース、デオキシリボースおよびラム
ノースからなる群より選択される。
【００８３】
　1つの態様において、糖アルコールは、グリコール、グリセロール、エリトリトール、
トレイトール、リビトール、アラビトール、キシリトール、ソルビトール(グルシトール)
、マンニトール、ズルシトール(ガラクチトール)、イジトールおよびフシトールからなる
群より選択される。別の態様において、糖アルコールは、ソルビトールおよびズルシトー
ルからなる群より選択される。
【００８４】
　1つの態様において、開環単糖類は、グルコース、ガラクトース、フルクトース、エリ
トロース、トレオース、エリトルロース、リボース、アラビノース、キシロース、リキソ
ース、アロース、アルトロース、マンノース、グロース、イドース、タロース、リブロー
ス、キシルロース、プシコース、ソルボース、タガトースおよびセドヘプツロースからな
る群より選択される。
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【００８５】
　1つの態様において、開環単糖類は、アリールまたはアルキルアミンで還元的にアミノ
化されうる。
【００８６】
　1つの態様において、環状単糖類は、1,1、1,2、1,3、1,4、1,5または1,6結合によって
連結される。1つの態様において、環状単糖類は、1,4または1,6結合によって連結される
。1つの態様において、環状単糖類は、α結合によって連結される。別の態様において、
環状単糖類は、β結合によって連結される。さらなる態様において、2つより多くの単糖
類が存在する場合、単糖類の各々はα結合によって連結される。さらなる態様において、
2つより多くの単糖類が存在する場合、単糖類の各々はβ結合によって連結される。別の
態様において、2つより多くの単糖類が存在する場合、単糖類はα結合およびβ結合の組
み合わせによって連結される。
【００８７】
　1つの態様において、A、BおよびDは各々、グルコース、ガラクトースおよびフルクトー
スからなる群より選択される環状単糖類であり、グルコース、ガラクトースまたはフルク
トースの各ヒドロキシル基はSO3

-またはPO3
-で置換されてもよい。

【００８８】
　多価陰イオンオリゴ糖は、マルトース硫酸、マルトトリオース硫酸、マルトテトラオー
ス硫酸、マルトペンタオース硫酸、マルトヘキサオース硫酸、マルトヘプタオース硫酸、
マルトオクタノース硫酸、マルトノナオース硫酸およびマルトデカオース硫酸、パノース
硫酸、イソマルトトリオース硫酸、エルロース硫酸、セロビオース硫酸ならびにラフィノ
ース硫酸を含む群より選択されうる。
【００８９】
　さらなる態様において、多価陰イオンオリゴ糖は、セロビオース硫酸でありうる。
【００９０】
　別の態様において、多価陰イオンは、一般構造(I-a)を有する多価陰イオンオリゴ糖で
ありうる:

式中、各R1が、OSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; ならびにnが0、1
、2、3、4、5、6、7、および8の間の整数であり; ならびに式中でR1の少なくとも2つが、
OSO3

-、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される。1つの態様において、nは1、2、3

または4である。別の態様において、nは1または2である。1つの態様において、各R1はOSO

3
-である。
【００９１】
　別の態様において、多価陰イオンは、一般構造(I-b)を有する多価陰イオンオリゴ糖で
ありうる:
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　ここで各R1が、OSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; ならびにnが0
、1、2、3、4、5、6、7、および8の間の整数であり; ならびに式中でR1の少なくとも2つ
が、OSO3

-、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される。1つの態様において、nは1、2

、3または4である。別の態様において、nは1または2である。1つの態様において、各R1は
OSO3

-である。
【００９２】
　別の態様において、多価陰イオンオリゴ糖は、以下の群より選択されうる:
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　式中、各R2が、OSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; ならびに式中
でR2の少なくとも2つが、OSO3

-、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される。

【００９３】
　さらなる態様において、多価陰イオンは、一般構造(II)を有する多価陰イオンシクロデ
キストリンでありうる:



(24) JP 2014-501730 A 2014.1.23

10

20

30

40

50

　式中、各R3が、置換されてもよいO-アルキル、O-アリール、O-アラルキル、O-アルケニ
ル、O-アルキニル基、OSO3

-、COO-、OPO3
-、OHまたはHより独立して選択され、ならびに

各R4がOSO3
-、COO-、OPO3

-、OHまたはHより独立して選択され; xが3、4、5、6、7、8、9
、および10の間の整数であり、ならびにここで多価陰イオンシクロデキストリンがOSO3

-

、COO-、およびOPO3
-からなる群より選択される少なくとも2つの陰イオン置換基を含む。

【００９４】
　1つの態様において、xは4、5または6である。シクロデキストリンはα-シクロデキスト
リン、β-シクロデキストリンまたはγ-シクロデキストリンでありうる。
【００９５】
　別の態様において、オリゴ糖は硫酸化オリゴ糖または開環オリゴ糖である。
【００９６】
　他の態様において、多価陰イオンは、それぞれ、硫酸化マルトトリイトールおよびマル
トテトライトールのような、三糖類または四糖類の還元糖末端の硫酸化開環形態でありう
る。それらの三糖類または四糖類の誘導体は、還元糖の環を維持しているかまたは開環し
ているかのどちらかの、アルキルおよびアリール基で還元的にアミノ化された部分であり
うる。
【００９７】
　別の態様において、多価陰イオンは、以下の構造式を有する二糖類、オリゴ糖、開環二
糖類または開環オリゴ糖である:
　　　E-(G)a
　式中でaが1～10の整数であり; Eが、ジオース、トリオース、テトラオース、ペントー
ス、ヘキソース、ヘプトース、オクトースおよびノノースからなる群より選択され、なら
びに各独立したGが、ジオース、トリオース、テトラオース、ペントース、ヘキソース、
ヘプトース、オクトースおよびノノースからなる群より選択され;
　EおよびG、ならびにaが2またはそれ以上の整数である場合には、GおよびGが、-O-(CH2)

x-O-、-O-、-OCH2-、-NH-、-S-、-NR(CH2)x-Ar-(CH2)xNR1-、-NR(CH2)xNR1-、-O(CH2)x-A
r-(CH2)xO-、-C(O)-N(R2)-(CH2)x-N(R2)-C(O)-、-N(R2)-C(O)-Ar-(CH2)x-Ar-C(O)-N(R2)-
および-N(R2)-(CH2)X-N(R2)-より選択される群によって連結され; R、R1およびR2が水素
、アルキル、アリール、ヘテロアリールおよびC(O)-アルキルからなる群より選択され;
　xが0～10の整数であり;
　EおよびGが、アルキル、アルケニル、アリール、ハロ、ヘテロアリール、-NHCOCH3-の
ようなアミド誘導体、-OCH3-のようなアルコキシ、-O-および-OHからなる群より選択され
る官能基で置換されてもよく;
　ならびにここで該ジオース、トリオース、テトラオース、ペントース、ヘキソース、ヘ
プトース、オクトースおよびノノースが硫酸化され、リン酸化されまたはカルボキシル化
されてもよい。
【００９８】
　1つの態様において、Eおよび各Gは、ペントース、ヘキソースおよびヘプトースからな
る群より独立して選択され、-O-(CH2)x-O-、-O-、-OCH2-、-NR(CH2)x-Ar-(CH2)xNR1-、-O
(CH2)x-Ar-(CH2)xO-、-C(O)-N(R2)-(CH2)x-N(R2)-C(O)-、-N(R2)-C(O)-Ar-(CH2)x-Ar-C(O
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)-N(R2)-より選択される基によって連結され、R、R1、およびR2は、水素、アセチルおよ
びアルキルからなる群より選択され、ならびにxは1～6の整数である。
【００９９】
　別の態様において、ヘキソースは、グルコース、ガラクトース、マンノース、フルクト
ース、フコース、およびイドースからなる群より選択されてもよく、ペントースはキシロ
ースであってもよい。
【０１００】
直鎖状および連結された多価陰イオン
　他の態様において、多価陰イオンはその還元末端を通じて、還元的に連結された2つの
糖の硫酸化構築体であり、したがって開環を有し、直鎖状ポリオール構造を提示しうる。
例えば、リンカー-NH2-CH2-CHOH-CH2-NH2-が2つの還元グルコースまたはグルクロン酸単
位を連結しうる。このタイプの構造における1分子当たりの潜在的な硫酸基の鎖長および
数は、開始サブユニットとしての糖のタイプの適切な選択、例えばグルコースのようなヘ
キソースに代えてセドヘプツロースのようなヘプトースにより伸長させることもできる。
他の態様において、多価陰イオンは、環状単糖類と開環単糖類との間にリンカーを有する
硫酸化構築体でありうる。
【０１０１】
　他の態様において、多価陰イオンは12、13、13、15、16、17、または18個の炭素原子鎖
長の多価陰イオン直鎖状ポリオールでありうる。多価陰イオン直鎖状ポリオールは、不飽
和結合、分岐鎖、または飽和もしくは不飽和であってよい環構造を含みうる。多価陰イオ
ン直鎖状ポリオールは、置換されてもよい。アルコール前駆体の例は、1,2,13,14-テトラ
デカン-テトラオール、5-(ヒドロキシメチル)ウンデカン-1,5,6,7,11-ペントール、オク
タデカン-1,18-ジオール、および加水分解スクアレン誘導体である。1つの態様において
、多価陰イオン直鎖状ポリオールは硫酸化される。他の態様において、多価陰イオン直鎖
状ポリオールは、硫酸基、カルボキシレート基およびリン酸基より選択される少なくとも
2つの置換基を含む。
【０１０２】
　他の態様において、多価陰イオンは、アルキルポリオールに基づくまたは芳香環に結合
された多価陰イオン化合物、例えばスラミンおよび関連する誘導体でありうる。
【０１０３】
シクリトール多価陰イオン
　さらなる態様において、多価陰イオンは、以下の構造式を有するシクリトールである:

式中で:
　Hが、N、CH、O、S、または-CO-NH-K-NH-CO-、-NH-CO-K-CO-NH-、-NH-K-NH-、-O-K-O-よ
り選択されるリンカーからなる群より選択され;
　Kが、アルキレンおよびアリーレンからなる群より選択され;
　R10が、飽和または不飽和である4員、5員または6員炭素環であり、ここで環は少なくと
も1つの硫酸基、少なくとも1つのカルボキシレート基または少なくとも1つのリン酸基を
含み、
　R11が、飽和または不飽和である4員、5員または6員炭素環からなる群より選択され、こ
こで環は少なくとも1つの硫酸基、少なくとも1つのカルボキシレート基または少なくとも
1つのリン酸基、水素、アリールおよびアルキルを含み;
　Jが、水素、アルキル、アリール、-L-C(R12)(R13)およびアセタートからなる群より選
択され;
　Lが、-(CH2)x-、-CH2-Ar-CH2-、-CH2CH(OH)CH2-、-(CH2)x-Ar-(CH2)x-からなる群より
選択され、ここでL基は1つもしくは複数の硫酸基、1つもしくは複数のカルボキシレート
基または1つもしくは複数のリン酸基を任意で含んでもよく、
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　R12およびR13が、飽和または不飽和である4員、5員または6員炭素環、水素、アリール
およびアルキルからなる群より独立して選択され、ここでR12および/またはR13は1つもし
くは複数の硫酸基、1つもしくは複数のカルボキシレート基または1つもしくは複数のリン
酸基を含んでもよく、ならびにxが0～10の整数である。
【０１０４】
　1つの態様において、Lは、xが2～10の整数である-(CH2)x-、CH2-Ar-CH2およびCH2CH(OS
O3H)CH2からなる群より選択される。
【０１０５】
　代替的な態様において、R10、R11、R12およびR13は以下より独立して選択されてもよく
:

式中でTが、SO3H、SO3
-、COOH、COO-、OPO3HおよびOPO3

-からなる群より独立して選択さ
れる。
【０１０６】
アリーレン尿素多価陰イオン
　第1の局面のさらなる態様において、多価陰イオンは下記式のアリーレン尿素である:

　式中で各Yが、SO3H、SO3
-、水素、アルキル、ハロ、フェニル、アミド誘導体、-NHCOCH

3、NO3
- -O-、-OCH3、COOH、COO-、OPO3HおよびOPO3

-からなる群より独立して選択され、
　各Vが、-(NHC(O)Ph)z-、(CH2)uおよびフェニルからなる群より独立して選択され;
　Wが-NH-C(O)-NH-であり;
uおよびzが互いに独立していてもよく、0、1、2、3、4、5、6、7、8、9および10の間の整
数であってもよい。
【０１０７】
　1つの態様において、アリーレン尿素はスラミン、またはその塩であってもよい。
【０１０８】
　本発明の方法および組成物において有用な多価陰イオンの例としては、以下が挙げられ
る。
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【０１０９】
多価陰イオンの調製
　本発明の組成物および方法で用いるための多価陰イオンは、購入されてもよく、または
当業者に公知の方法によって調製されてもよい。
【０１１０】
　本発明の方法および組成物において用いられる硫酸化されたオリゴ糖化合物は、同様に
当業者に公知の方法による、対応するオリゴ糖の硫酸化により調製されてもよい。例えば
、オリゴ糖化合物を、適切な溶媒の存在下においてピリジン-三酸化硫黄複合体のような
硫化剤で処理してもよい。
【０１１１】
　本発明の1つの局面において、多価陰イオンはオリゴ糖とピリジン-三酸化硫黄複合体と
の反応によって得られた化合物の混合物でありうる。
【０１１２】
　オリゴ糖には1つまたは複数の硫酸基が存在してもよい。これらの硫酸基をさまざまな
塩基と反応させて、塩を形成させてもよい。硫酸化化合物は、塩の形態である場合に安定
である。遊離形態の硫酸化化合物は、Dowex 50W-X8のような陽イオン交換樹脂を利用する
ことによりその塩から導出されうる。任意で、塩を従来のイオン交換に供して、それを、
さまざまな他の望ましい塩のいずれか1つに変換してもよい。
【０１１３】
　硫酸化されるオリゴ糖は、天然に存在する産物、例えばラフィノース、スタキオースま
たはシクロデキストリンであってよい。あるいは、多価陰イオンが化学合成によって調製
されてもよく、またはオリゴ糖が天然多糖類の酵素的もしくは化学的分解により、引き続
きその後の化学修飾により調製されてもよい。
【０１１４】
多価陰イオンの抗凝固活性
　一部の多価陰イオンは抗凝固活性を持ちうる。「抗凝固活性」という用語は、インビト
ロまたはインビボ血液凝固アッセイ法において血液凝固を阻止する、阻害するまたは引き
延ばす物質の活性をいう。
【０１１５】
　血液凝固アッセイ法は、当技術分野において公知であり、フィブリン塊の形成に必要と
される時間を測定するアッセイ法を含む。例えば、アッセイ法はプロトロンビン時間(PT)
、部分トロンボプラスチン時間(PTT)、活性化部分トロンボプラスチン時間(APTT)、フィ
ブリノゲンアッセイ法、トロンビン凝固時間(TCT)および活性化凝固時間(ACT)を含みうる
。
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【０１１６】
　いくつかの態様において、多価陰イオンの抗凝固活性は、本明細書において記述される
方法において有用な多価陰イオンの臨床応用または有効用量に影響を与えうる。しかしな
がら、抗凝固活性を有する多価陰イオンはそれでもなお、本明細書において記述される方
法において有用である。好ましい態様において、多価陰イオンは実質的な抗凝固活性を持
たない。
【０１１７】
　実質的な抗凝固活性のない多価陰イオンは、正常範囲と比べてPT、PTT、APTT、TCTまた
はACTを実質的に増大しない。例えば、実質的な抗凝固性を持たない多価陰イオンは、PT
、PTT、APTT、TCTまたはACTを増大しないものと考えられ、あるいは多価陰イオンは、正
常範囲の0%～約10%だけPT、PTT、APTT、TCTまたはACTを増大するものと考えられる。他の
態様において、多価陰イオンは、正常範囲の約1%～約5%だけPT、PTT、APTT、TCTまたはAC
Tを増大するものと考えられる。さらなる態様において、多価陰イオンは、正常範囲の約2
.5%～約7.5%だけPT、PTT、APTT、TCTまたはACTを増大するものと考えられる。さらなる態
様において、多価陰イオンは、正常範囲の約5%～約10%だけPT、PTT、APTT、TCTまたはACT
を増大するものと考えられる。さらなる態様において、多価陰イオンは、正常範囲の約12
.5%～約15%だけPT、PTT、APTT、TCTまたはACTを増大するものと考えられる。別の態様に
おいて、多価陰イオンは、正常範囲の約15%～約20%だけPT、PTT、APTT、TCTまたはACTを
増大するものと考えられる。
【０１１８】
ナノ粒子
　「Method for detection of fibrin clots」という名称の米国特許第6,977,068号には
、フィブリン塊の検出において炭素封入された放射性核種ナノ粒子を用いるための方法が
記述されている。「A method of forming an injectable radioactive composition of a
 carbon encapsulated radioactive particulate」という名称の、2006年4月28日付で出
願され、かつWO 2006/116798 A1として公開された国際特許出願第PCT/AU2006/000554号に
は、炭素封入ナノ粒子の注射製剤の生成のためのプロセスが記述されている。その中に記
述されているプロセスは、「FibrinLiteプロセス」ということができ、そのようにして生
成されたナノ粒子は「FibrinLite」といわれうる。
【０１１９】
　許される範囲内で、US 6,977,068およびPCT/AU2006/000554 (WO 2006/116798)の内容全
体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０１２０】
　当業者は、炭素封入ナノ粒子複合材の水分散液を生成する方法が放射性エアロゾルの水
性捕捉の段階を含みうること、およびこの段階がいくつかの方法で達成されうることを承
知しているものと理解されよう。例えば、炭素封入ナノ粒子複合材を作出するために用い
られる放射性エアロゾルの水性捕捉の段階は、ベンチュリスクラッバにおけるエアロゾル
の収集、液体電極でのエアロゾルの濃縮、またはサイクロン装置の使用を含んでもよいが
、これらに限定されなくてもよい。
【０１２１】
　1つの態様において、炭素封入ナノ粒子複合材は、PCT/AU2006/00054に記述されている
プロセスを用いて調製されてもよく、ここでこのプロセスは、内容全体が参照により本明
細書に組み入れられる米国特許第5,792,241号に記述されているブロウィット(Browitt)沈
殿分離装置を用いた水中での放射性エアロゾルの捕捉を伴う。
【０１２２】
　既述のように、炭素封入ナノ粒子は、ヒストンのような巨大分子の高い比放射能および
高い親和性標識(avidity labelling)をもたらしうる。
【０１２３】
　PCT/AU2006/000554に記述されるように、炭素封入放射性微粒子(ナノ粒子)は、炭素る
つぼにテクネチウムまたは他の同位体を充填すること、充填されたるつぼを予め加熱する
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こと、粒子の瞬時放出、水または他の水溶液中での粒子捕捉によって調製されうる。
【０１２４】
　PCT/AU2006/000554に記述されるように、同位体の比放射能が十分に高いなら、例えば
、100 mCi/mLなら蒸発法により、単純に、同位体のアリコットをるつぼの中の溶液に入れ
、るつぼの抵抗加熱の入念な調節により液体を蒸発乾固させることによって、適当な黒鉛
るつぼに充填するように同位体を用いてもよい。あるいは、るつぼを陰極としておよび純
プラチナワイアの陽極を流体送出管にて用いることにより、るつぼに電解充填してもよい
。この管は同位体溶液をるつぼへ送出し(そして、るつぼを通じたその再循環を促進し)、
同位体は電気分解および連続ポンピングの複合作用によってるつぼの内表面に濃縮されう
る。
【０１２５】
　充填の後、るつぼを予加熱段階に供して、同位体溶液中の任意の担体を除去し、例えば
塩化ナトリウムを、好ましくは不活性ガス流、例えば、アルゴン流への蒸発により、除去
する。予加熱段階は、るつぼから後に除去される遊離炭素の量を減らし、ナノ粒子に混入
している遊離同位体のレベルを減らし、およびより小さな粒子画分に存在する同位体の割
合を増やす。
【０１２６】
　予め処理したるつぼを電子サーボ装置により3秒間、例えば2740～2790℃にまで瞬時加
熱して、急速な立ち上がり時間(例えば、0.3～0.7秒)、その後、例えば2765℃±15℃を所
定の加熱時間(例えば、2.5～15秒)にわたって維持するフラットなプラトーを特徴とする
、厳密に調節されたるつぼ加熱プロファイルをもたらす。この段階中に、ナノ粒子はるつ
ぼの表面から除去される。
【０１２７】
　るつぼから除去された粒子を、低濃度の界面活性剤、例えば、10マイクロモルのデオキ
シコール酸ナトリウムを含有する水および非常に低いイオン強度条件(例えば、100マイク
ロモル未満)中で沈殿させる。好ましい態様において、ナノ粒子は非常に低い濃度の弱酸
性緩衝液中で沈殿されてもよく、またはこれは沈殿分離装置からの収集後にナノ粒子分散
液、例えば、終濃度300マイクロモルのクエン酸二水素ナトリウム、pH 4.1に加えられて
もよい。
【０１２８】
　したがって、ナノ粒子は、1.0 mM NaClに相当するものより低い、非常に低い電解質濃
度を有する安定な水溶性分散液として作出されうる。PCT/AU2006/000554に記述されてい
る、またはそこから粒子の調製のために導出される方法のいずれかを、本発明で用いるた
めのナノ粒子の調製において利用してもよい。1つの態様において、これは、例えば、15
秒間およそ1600～1650℃で同位体を負荷された黒鉛るつぼを加熱して、2700℃超で放射性
同位体の焼灼前に担体の塩化ナトリウムを除去することによって達成されうる。塩化ナト
リウムの沸点は、1413℃でしかなく、Tc-99m放射性同位体はこの温度では蒸発しない。別
の放射性同位体が本発明の方法にて利用される場合、当業者は例えばPCT/AU2006/000554
を参照することにより、焼灼の適切な温度を判定することができるであろう。
【０１２９】
　PCT/AU2006/000554によって作出されたナノ粒子の水溶性分散液は、例えば48時間の放
置において凝集せず、沈殿せず、または沈降しない。ナノ粒子の分散液は、生体の血液循
環に適合性があり、注射されうる、非常に低い(例えば、約1マイクロモルから約20マイク
ロモルの範囲内、典型的には約10マイクロモル)濃度の陰イオン界面活性剤、典型的には
デオキシコール酸ナトリウムを含みうる(本明細書における図5および6を参照のこと)。ナ
ノ粒子は、300マイクロモルのクエン酸二水素ナトリウムpH 4.1の終濃度でなどの、低濃
度の弱酸性緩衝液中での貯蔵によるような、任意の適切な方法で、好ましくは分散液の安
定性を可能とするようにして貯蔵されうる。ナノ粒子の分散液は安定であり、孔隙率が80
0、450および220 nmで入手できる、ミリポア製混合セルロースエステル(MCE)シリンジ型
フィルタのような、容易に入手可能な親水性膜フィルタの使用によってサイズ分画されう
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る。典型的なナノ粒子調製物中の放射能の90%超が800 nmのMCEフィルタを通過し、その調
製物は、典型的には5%未満の溶解性の同位体を含むことが薄層クロマトグラフィーによっ
て示されうる。
【０１３０】
放射性同位体
　当業者は、金属元素の任意の放射性同位体がナノ粒子に組み入れられうることを理解す
るであろう。PCT/AU2006/000554およびPCT/AU2009/000508に記述されているように、Tc-9
9m、Ga-67のような、γ線を放出するもの; Y-90のような、β線を放出するもの; Bi-213
のような、α線を放出するもの; およびCu-64のような、ポジトロンを放出するものを含
む、さまざまな放射性同位体がナノ粒子に組み入れられうる。198Au、64Cu、213Bi、57Co
、51Cr、165Dy、169Er、59Fe、67Ga、68Ga、153Gd、166Ho、111In、113mIn、177Lu、23Na
、24Na、103Pd、81Rb、82Rb、186Re、188Re、75Se、153Sm、117mSn、89Sr、201Th、90Y、
169Yb、192Irを含めて、任意の適当な金属放射性同位体が利用されうる。
【０１３１】
　ナノ粒子において、それゆえ、本発明の方法において使用されうる同位体の範囲は、Tc
-99mもしくはGa-67を用いた単光子放出コンピュータ断層撮影法(SPECT)、およびCu-64も
しくはZr-89を用いたポジトロン放出断層撮影法(PET)またはガンマシンチグラフィーのよ
うな、画像診断用途に理想的に適したものを含む。
【０１３２】
　PCT/AU2006/000554およびPCT/AU2009/000508に記述されているように、例示的な放射性
核種はTc-99mである。ナノ粒子は、従来の標識法で得られるようなものを軽く超える、非
常に高いレベルの比放射能が容易に得られうるように、そのコアの中に何万ものまたはそ
れ以上の同位体原子をそれぞれ保有しうる。モデルとなる封入された放射性同位体として
のTc-99mの場合、およびそれを用いて、約1から約100 mCi、約5から約100 mCi、約7.5か
ら約95 mCi、約10から約90 mCi、約15から約85 mCi、約20から約80 mCi、約25から約75 m
Ci、約30から約70 mCi、約35から約65 mCi、約40から約60 mCi、約45から約55 mCi、また
は約50から約55 mCiの範囲で投入されたTc-99mが調製されうる。典型的な粒子調製物は、
所望のように、水溶性懸濁液2 mL中に約1～約30 mCiを含むように容易に作出されうる。
走査型移動度粒径測定(SMPS)を用いた粒子の気相の特徴付けから、懸濁液は、比放射能が
600 mCi/mgの、または22 GBq/mg超ほどの高さで作出されうるように、ナノ粒子材料およ
そ50 μgを含みうることが示されうる。調製物の比放射能は、エアロゾル発生器中のるつ
ぼに投入するために使用される同位体の放射能を変化させることによって所望のように調
整されうる。
【０１３３】
ナノ粒子によるヒストンの標識
　好ましい態様において、ヒストンの標識は、標識ヒストンがインビボで典型的に直面す
る条件の下で実質的に不可逆的である。典型的には、ヒストンの高親和性の標識は、イン
ビボ条件下での解離が約10%未満となるようなものである。「Methods for radiolabellin
g macromolecules」という名称の、2009年4月23日付で出願され、かつWO 2009/129577 A1
として公開された国際特許出願第PCT/AU20O9/000508号には、ポリペプチドのような生体
巨大分子の標識のためのプロセスが記述されている。許される範囲内で、PCT/AU2009/000
508 (WO 2009/129577)の内容全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０１３４】
　PCT/AU2009/000508には、放射性標識巨大分子がナノ粒子を用いて調製されうる方法が
記述されており、本発明者らは、金属同位体を炭素ケージ内に包み、その結果、これはそ
の外部環境との接触から物理的に単離されることになり、特にそれらがインビボで用いら
れる場合、粒子つまり巨大分子にとっては特に価値のある特性になる炭素封入プロセス(P
CT/AU2006/000554参照)を活用する。放射性標識巨大分子のインビボにおける放射性金属
イオンの浸出および生物学的吸収の可能性は、ナノ粒子複合材の炭素外装だけが、インビ
ボにおける生物学的環境に曝露されるため、事実上存在しない。
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【０１３５】
　PCT/AU2009/000508には、ナノ粒子をヒストンのような多価陰イオンでコーティングす
ることができ、その結果、得られる粒子は、検出可能な放射性標識の高比放射能のコアお
よび強固に結合されたヒストンを有するという方法が記述されている。
【０１３６】
　放射性標識ヒストンは、ヒストンが肺のような、臓器と有する特異的な生物相互作用に
基づいて、インビボで所定の部位に、容易に検出可能な同位体を局在させるように用いら
れてよい。例えば、本明細書において実証されるように、仔ウシ胸腺ヒストンとの複合体
中のTc99mナノ粒子は、肺組織に選択的であり、対象に投与される場合、ガンマシンチグ
ラフィーによって可視化したときに、肺を選択的に標的化するであろう。このように、ヒ
ストンコーティング・ナノ粒子を、肺内でのヒストンの蓄積を阻害する候補化合物の能力
を試験するためのスクリーニング剤として用いることができる。
【０１３７】
ナノ粒子を用いてヒストンを放射性標識するための条件
　このようにして作出されまたは得られたナノ粒子は、ヒストンを放射性標識するために
PCT/AU2009/000508に記述されている方法において用いられうる。
【０１３８】
　疎水性界面、例えば空気-水界面、炭化水素-水界面、および推論して水溶性ナノ粒子懸
濁液中のような黒鉛-水界面は、純水中わずかに優位の水酸化イオンを一般的に引き付け
る。この結果は、表面電位が通常非常に低い(数十ミリボルトである)とはいえ、これらの
界面が、わずかに負に荷電したものとして挙動するというものである。ナノ粒子は、陰イ
オン界面活性剤、典型的には、それらの調製において用いられるデオキシコール酸塩の吸
着に起因して、それらの表面上の負の荷電の増加も持ちうる。粒子および巨大分子が同じ
水性媒体中で同様に負に荷電しているなら、それらの荷電が拡散する二層が重複している
場合、何十ナノメートルの規模で互いに弱く反発しうる。しかし、ヒストンのpIでのよう
な、ヒストンの正味荷電が実質的にゼロである水性媒体のpHの選択によって、これらの系
における巨大分子への粒子の吸着および密着に対するエネルギー障害がほとんどないよう
に、この電位が非常に迅速に遮蔽される。デバイ長が< 10 nmでの、そのような遮蔽は、
引力分散、イオン相互関係または疎水性力が、これらの表面の全相互作用エネルギーを通
常支配するような状況を生み出す。この結果は、ヒストンといったん結合した粒子は、本
質的には不可逆的にその表面に頑強に接着するというものである。その条件はそれにより
、ヒストンおよびナノ粒子複合材の積極的な結合を促進する。好ましい態様において、接
触が行われる媒体は、長距離静電斥力を程度および大きさで減弱させることにより長距離
静電斥力と比べてナノ粒子とヒストンとの間の短距離引力の影響を促進するpHおよび電解
質濃度を含みうる。成功裏の接触の結果として、巨大分子は、ナノ粒子複合材と結び付い
ているかまたは複合体を形成しているものと記述されうる。結果として得られた実体を複
合体ということもできる。本文脈中の「複合体」および「と複合体を形成する」という用
語は、堅く結合するようになる成功裏の接触の結果として生じるもの以外の、ヒストンお
よびナノ粒子複合材の、任意の特定の構造配列を意味するものと意図されないことに留意
されたい。
【０１３９】
　ナノ粒子は、適当なpHおよび好ましくは同様に適当な電解質濃度の条件下で、ナノ粒子
および巨大分子を接触させることによりヒストンを標識するために用いられうる。上記の
遮蔽プロセスを促進し、かくして、短距離引力を可能にして静電斥力を支配し、ナノ粒子
が巨大分子に実質的に不可逆的に結合されるようになるような、適当な溶液条件を選択す
ることができる。本明細書における開示を考慮して、適切な、必要なら、最適な結合条件
、例えばpHおよび電解質濃度は、ナノ粒子とヒストンとの間の望ましい接触に向けて実験
的に判定されうることが理解されよう。
【０１４０】
　接触は、水性媒体が通常好ましいが、任意の適当な媒体中で行われてもよい。接触の前
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に、ナノ粒子は、一般的には分散液の安定性を可能とするように選択される、適当な貯蔵
媒体中で調製されまたは貯蔵されうる。したがって、ナノ粒子の分散液は、非常に低い(
例えば、約10マイクロモル)濃度の陰イオン界面活性剤、例えばデオキシコール酸ナトリ
ウムを含みうる。本発明の方法の接触段階の前に、ナノ粒子を予め処理して、ナノ粒子と
ヒストンの結合に有利に働くように分散液の条件を調整してもよい。例えば、緩衝液のタ
イプ、pH、電解質の濃度およびタイプ、界面活性剤の有りまたは無し、ならびにナノ粒子
を含む任意の成分の濃度などの条件が調整されてもよい。媒体のpHおよびイオン強度の調
整は、ヒストン有りまたは無しで行われてもよい。典型的には、ナノ粒子の存在下での場
合、媒体のpHおよびイオン強度の調整は、凝集および集塊を引き起こすナノ粒子間だけで
の結合ではなく、ナノ粒子と巨大分子との間の結合を促進するよう、同様に巨大分子の存
在下で行われる。
【０１４１】
　ヒストンへのナノ粒子の結合は、約1 mM NaCl超の濃度で巨大分子へのナノ粒子の積極
的な結合を誘導する際に効果的な、巨大分子のpI近傍のpHおよび単純電解質NaClの適当な
濃度の使用を通じて達成されうる。理解されるように、ヒストンへのナノ粒子の積極的な
結合を誘導するのに適した条件は、任意の1つまたは複数の多種多様の電解質を用いて達
成されうる。約1ミリモル超の単純電解質濃度を用いて、ヒストンへのナノ粒子の積極的
な結合を誘導してもよく、かくして、ナノ粒子が放射性微粒子コアを有する場合、放射性
標識ヒストンの調製を提供してもよい。一般的に、接触のための溶液または媒体の単純電
解質濃度は、約1ミリモルから約200ミリモル; 典型的には、約10ミリモルから約175ミリ
モル; 約20ミリモルから約150ミリモル; 約50ミリモルから約150ミリモルの範囲内である
と予測される。より典型的には、溶液の電解質濃度は、約1ミリモルから約200ミリモル; 
典型的には、約10ミリモルから約175ミリモル; 約20ミリモルから約150ミリモル; 約40ミ
リモルから約150ミリモル; 約50ミリモルから約150ミリモル; 約75ミリモルから約150ミ
リモル; 約90ミリモルから約150ミリモル; 約100ミリモルから約150ミリモル; 約150ミリ
モルの範囲内であると予測される。本発明の接触段階のための電解質溶液または媒体のイ
オン強度は、例えば、適当なイオン強度が約150 mMのNaCl濃度で達成されうるNaClを用い
ることにより、または例えば、約75 mM未満のMgSO4濃度により達成されうることを当業者
は理解するであろう。電解質溶液の適当なイオン強度は、いくつかの異なるイオン種、例
えばNaClおよびMgSO4の混合物の使用により達成されうることも当業者は理解するであろ
う。さらに、イオン強度は、少なくとも1種のイオン種および浸透圧調整剤またはポリエ
チレングリコールのような高分子量重合体などの少なくとも1種の非イオン種の使用によ
り達成されうることを当業者は理解するであろう。例えば、水の有効濃度が低下する場合
、電解質の濃度は、例えば約250 mMに、増大される必要がありうる。
【０１４２】
　任意の適当なイオン種が用いられうる。例えば、イオン種は、Na、Ni、Al、Ru、Pt、Os
、Ir、Fe、Se、Sn、K、Te、Mn、Mo、V、Mg、Zn、Ca、Cu、Coの塩を含む群より選択されう
る。好ましい態様において、イオン種は、有効濃度で無毒性であるもの、例えばNa、K、C
aに、典型的には限定される。
【０１４３】
　接触段階において用いられる緩衝液は、静電斥力を抑制することによりナノ粒子とヒス
トンとの間の短距離引力を促進するのに適当であるように選択される任意の適当なpHのも
のでありうる。好ましくは、緩衝液は約pH 3から約pH 10またはそれ以上、約pH 3から約p
H 8、約pH 3.5から約pH 8.5、約pH 4から約pH 8、約pH 4.5から約pH 7.5、約pH 5から約p
H 7の範囲内であろう。より好ましくは、水性媒体のpHのような、接触段階のpHは、ポリ
ペプチドなどの、接触において利用される巨大分子のpIの近傍であろう。さらにより好ま
しくは、接触段階のpHは実質的に、接触において利用される巨大分子のpIであろう。本明
細書において記述されるように、望ましいかつ最適なpHは、電解質のタイプおよび濃度な
らびに巨大分子のような、他の反応条件を考慮に入れて、当業者により判定されうる。
【０１４４】
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　接触は、接触中のインキュベーション温度の昇降、または接触中の媒体攪拌もしくは混
合の増減のような、接触過程中の条件の改変を含みうる。
【０１４５】
　放射性標識ヒストンは、接触の後に1つまたは複数の精製段階に供されうる。これは、
未標識の巨大分子からおよび/または遊離ナノ粒子複合材から放射性標識巨大分子を分離
することを含みうる。典型的な反応において、接触は、接触段階の水性媒体中に未反応の
成分、典型的には、ヒストンに結合しなかったナノ粒子複合材の一部を保持したまま、ヒ
ストンへのナノ粒子の満足な結合をもたらして、放射性標識ヒストンをもたらしうる。未
反応の成分の除去は、例えば、非標的臓器への血液輸送のような、遊離ナノ粒子複合材が
有害になる状況において、望ましいかもしれない。未結合の巨大分子の除去は、さもなく
ば、それが細胞受容体または抗原部位などの、特異的な結合部位に向けて、標識された巨
大分子と競合し、それによって撮像能およびスクリーニング感度を減弱してしまうような
場合には望ましい。未反応の成分の除去は、部分的、実質的に完全または完全でありうる
。本文中において「部分的」除去は、1種または複数種の未反応成分または望ましくない
成分の任意の量の除去、より典型的には、1種または複数種の未反応成分または望ましく
ない成分の約80%、90%または95%までの除去を含むと理解され、「完全な」除去は、1種ま
たは複数種の未反応成分または望ましくない成分の約95%超の除去であると理解される。
典型的には、未反応成分または望ましくない成分の少なくとも95%の除去が好ましく、未
反応成分または望ましくない成分の約96%、97%、98%または99%超の除去がより好ましい。
【０１４６】
　ゆえに、本文中において「精製」への言及は、「精製」段階後の放射性標識巨大分子(
または放射性同位体の非放射性前駆体で「標識された」巨大分子)が精製段階の前と比べ
て少ない、接触の未反応成分または望ましくない成分などの、不純物を含む、任意の精製
度を意味するよう意図されるものと理解されよう。
【０１４７】
　未結合の放射性ナノ粒子またはヒストンのような、未反応成分または望ましくない成分
から放射性標識ヒストンを分離できる任意の方法が、精製段階において用いられうる。例
えば、その方法は放射性標識ヒストンから1種もしくは複数種の望ましくない成分を洗い
流すことを含んでよく、または1種もしくは複数種の望ましくない成分から放射性標識ヒ
ストンを抽出することを含んでよく、または高速での遠心分離を含んでよく、またはその
ような段階の組み合わせを含んでよい。
【０１４８】
ヒストンによるナノ粒子複合材のコーティングのための方法
　炭素封入された放射性核種のナノ粒子複合材は、PCT/AU2006/000554にしたがって調製
されうる。中性pHまたは弱酸性pHで、炭素封入された放射性核種(例えばTc-99m)を含むナ
ノ粒子の安定な水性分散液を作出することができる。ナノ粒子の分散液は、生体の血液循
環に適合性があり、注射されうる、非常に低い(例えば、10マイクロモル)濃度の陰イオン
界面活性剤、デオキシコール酸ナトリウムを含みうる(本明細書における図5および6を参
照のこと)。これらの粒子は、従来の標識法で得られるようなものを軽く超える、非常に
高いレベルの比放射能が容易に得られうるように、標識源として何万ものまたはそれ以上
の同位体原子をそれぞれ保有しうる。モデルとなる封入された放射性同位体としてTc-99m
を有するナノ粒子複合材の場合、典型的なナノ粒子調製物は、所望のように、水溶性懸濁
液2 mL中に1～30 mCiを含むように容易に作出されうる。走査型移動度粒径測定(SMPS)法
を用いた粒子の気相の特徴付けから、この懸濁液は、比放射能が600 mCi/mgの、または22
 GBq/mg超ほどの高さで作出されうるように、ナノ粒子材料およそ50 μgを含むことが示
されうる。
【０１４９】
　炭素封入プロセスでは金属同位体を炭素ケージ内に包み、その結果、これはその外部環
境との接触から物理的に単離されることになり、それらがインビボで用いられる場合、粒
子にとっては特に価値のある特性になる。インビボにおける放射性金属イオンの浸出およ
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び生物学的吸収の可能性は、事実上存在しない。ナノ粒子複合材の炭素外装だけが、イン
ビボにおける生物学的環境に曝露される。炭素は黒鉛形態にあるため、天然の吸着剤特性
を有し、これを、選択したポリペプチドに対する物理的吸着の根拠として用いることがで
きる。しかし、ポリペプチドの結合に有利に働く適切な条件を判定することがまず初めに
必要とされ、以下の研究および実施例は、どのようにしてこれらの条件を判定できるかを
例示する。
【０１５０】
　ナノ粒子複合材は、その黒鉛表面を伴う、疎水性相互作用または分散相互作用を介して
高親和性結合が可能である。黒鉛表面がポリペプチドのような、巨大分子との疎水性相互
作用を形成するために、ポリペプチドは、非常に近距離で黒鉛表面に接近できる必要があ
り、よって、今度は、静電斥力が抑制されることを必要とする。本発明者らは、ポリペプ
チドが最小の正味表面電荷でナノ粒子調製物に提示される場合、pHをポリペプチドの等電
点に近くなるよう調整することにより、または電解質の対イオンの適切な濃度でポリペプ
チドの電荷を遮蔽することにより、この条件が満たされうることを示す。経験的結合実験
を用いて、適切な結合条件を確立することができる。
【０１５１】
スクリーニングの方法
　本発明は、1種または複数種のヒストンの活性を調節する化合物をスクリーニングする
方法を提供する。全体として、これらの方法は、候補化合物とヒストンの相互作用を可能
とするのに適した条件の下でヒストンを候補化合物と接触させる段階、およびヒストンの
活性または活性喪失をアッセイする段階を含む。
【０１５２】
　ヒストンはH1、H2A、H2B、H3、H4またはH5より選択されうる。ヒストンはまた、異なる
ヒストンの混合物、例えば仔ウシ胸腺を含みうる。いくつかの態様において、ヒストンの
変種、断片および類似体が用いられうる。
【０１５３】
　1つの態様において、ヒストン結合化合物をスクリーニングするための方法が提供され
る。この方法では、被験対象への1種または複数種の放射性標識ヒストンの投与、引き続
いて被験対象への1種または複数種の候補化合物の投与を利用する。放射性標識ヒストン
をその後、画像化し、放射性標識ヒストンの位置によって、肺のような臓器におけるヒス
トンの蓄積を阻害する候補化合物の能力の評価が可能になる。
【０１５４】
　他の態様において、候補化合物は放射性標識ヒストンの前にまたは放射性標識ヒストン
と同時に被験対象に投与されうる。あるいは、候補化合物は被験対象への混合物の投与の
前に放射性標識ヒストンと混合されてもよい。
【０１５５】
　単光子放出コンピュータ断層撮影法(SPECT)、ポジトロン放出断層撮影法(PET)またはガ
ンマシンチグラフィーのような、当技術分野において公知の方法による外部画像化が用い
られてもよい。他の態様において、ヒストンは蛍光色素、例えばFITC (フルオレセインイ
ソチオシアネート)または量子ドットで標識されてもよい。別の態様において、ヒストン
は生物発光部分で標識されてもよい。標識ヒストンの位置および濃度が、かくしてインビ
ボで判定されうる。
【０１５６】
　当技術分野において公知の任意の様式による画像化によって、その後、候補化合物がヒ
ストンの蓄積を阻害できないことに起因しうる、組織部位または臓器部位での標識ヒスト
ンの存在または過剰が明らかにされうる。同様に、試験化合物の非存在下における対照の
標識ヒストンと比べて、組織または臓器での標識ヒストンの存在量の減少から、候補化合
物はヒストンを阻害し、組織または臓器での蓄積を阻止することが示唆される。
【０１５７】
　静脈内に注射される場合、非標識ナノ粒子複合材は細網内皮系、すなわち肝臓のクッパ
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ー細胞のような食細胞により、20分以内に循環血中からほとんど完全に除去されることに
留意されたい。したがって、肝臓、脾臓および骨髄における標識ヒストンの存在または過
剰から、例えば肺へのヒストンの結合を阻害する候補化合物に起因しうる細網内皮系によ
る循環血中ナノ粒子の迅速な除去が示唆されうる。
【０１５８】
　ヒストン、その変種、断片および類似体は、これらの分子と相互作用する化合物および
薬剤のスクリーニングおよび特定に有用である。具体的には、望ましい化合物は、これら
の分子の活性を調節するものである。そのような化合物は、ヒストン、その変種、断片お
よび類似体の機能を阻害することによって調節効果を及ぼしうる。さらに、ヒストン、そ
の変種、断片および類似体は、ヒストンの分解を促進する化合物および薬剤のスクリーニ
ングおよび特定に有用である。適当な化合物は、直接的(例えば結合)または間接的相互作
用のどちらかによってその効果を及ぼしうる。あるいはまたはさらに、適当な化合物はヒ
ストン、その変種、断片および類似体と他のタンパク質またはペプチドとの相互作用を調
節することによりその効果を及ぼしうる。
【０１５９】
　ヒストンに結合するか、またはヒストンとその他の方法で相互作用する化合物、具体的
には、その活性を調節する、またはその分解を促進する化合物は、種々の適当な方法によ
って特定されうる。非限定的な方法には、共免疫沈降法、免疫学に基づく検出方法、例え
ばウエスタンブロッティング法、親和性クロマトグラフィー法、ゲルろ過法、ゲル移動度
アッセイ法、質量分析法、タンデム親和性精製法、ファージディスプレイ法、標識転写法
、タンパク質マイクロアレイ法が含まれる。
【０１６０】
　さらに、ヒストンに結合するか、またはヒストンとその他の方法で相互作用する、かつ
ヒストンの活性を調節するまたはヒストンの分解を促進する候補化合物の能力は、ヒスト
ンの機能に及ぼすそれらの候補化合物の効果によって評価されうる。その機能は、当技術
分野において公知の任意の方法によって測定されうる。
【０１６１】
親和性クロマトグラフィー法
　親和性クロマトグラフィー法を用いて、候補薬剤または複数の候補薬剤がヒストンまた
はその変種もしくは断片と相互作用または結合するかどうかを判定してもよい。例えば、
ヒストン、その変種、断片または類似体を支持体(セファロースのような)に固定し、候補
化合物を単独でまたは混合物中でのいずれかでカラムに通してもよい。固定されたヒスト
ンポリペプチドまたはその変種もしくは断片に結合する化合物をその後、カラムから溶出
させ、例えば質量分析法により、特定することができる。
【０１６２】
　このようにして、ヒストン、その変種、断片または類似体と直接的に相互作用しないタ
ンパク質または他の化合物が特定されうる。例えば、ヒストンと直接的に相互作用する化
合物は次いで、ヒストンとの直接的な相互作用なしでヒストン活性を調節しうる薬剤と結
合し得る。化合物および結合した薬剤の複合体の、固定されたヒストンポリペプチドまた
はその変種もしくは断片との相互作用によって、ヒストンとの直接的な相互作用なしでヒ
ストン活性を調節しうる化合物の特定が容易となる。
【０１６３】
　ヒストン活性の潜在的な調節因子が、当業者に公知のいくつかの技法により上記の方法
によるスクリーニングを目的に作出されてもよい。例えば、X線結晶学および核磁気共鳴
分光学のような方法を用いて、ヒストン、その変種、断片または類似体の構造をモデル化
し、かくして、コンピュータに基づくモデル化による潜在的な調節薬剤のデザインを容易
にすることができる。さまざまな形態の組み合わせ化学を用いて、推定上の調節因子をも
たらすこともできる。
【０１６４】
　ヒストン、その変種、断片または類似体を高速大量処理スクリーニングにおいて用い、
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それらに結合する、またはそれらとその他の方法で相互作用する能力について候補化合物
をアッセイすることができる。これらの候補化合物を機能的なヒストン、その変種、断片
または類似体に対しさらにスクリーニングして、酵素活性に及ぼす化合物の効果を判定す
ることができる。
【０１６５】
免疫学的方法
　免疫学的方法を用いて、候補薬剤または複数の候補薬剤がヒストンまたはその変種もし
くは断片と相互作用または結合するかどうかを判定してもよい。1つの態様において、ヒ
ストンまたはその変種もしくは断片を、免疫沈降の使用前に少なくとも1つの候補化合物
と接触させて、候補薬剤または複数の候補薬剤がヒストンまたはその変種もしくは断片と
相互作用または結合するかどうかを判定してもよい。この技法を用いて、少なくとも1つ
の候補化合物をヒストンまたは変種もしくは断片と、典型的には各々の溶液を混合するこ
とにより、接触させてもよい。その混合物(サンプル)をその後、例えば固体支持体に結合
された抗体結合タンパク質での捕捉により、溶液から免疫沈降されうる候補化合物または
ヒストンのどちらかに特異的な抗体とともにインキュベートすることができる。この方法
によるタンパク質の免疫沈降によって、そのタンパク質と結び付いた薬剤の共免疫沈降が
容易とされる。結び付いた薬剤の特定は、SDS-PAGE法、ウエスタンブロッティング法、お
よび質量分析法を含むが、これらに限定されない、当技術分野において公知のいくつかの
方法を用いて達成されうる。
【０１６６】
　候補化合物またはヒストンに特異的な抗体を支持体に固定してもよい。候補化合物がヒ
ストンと結び付くのを検出することには、典型的には、固定された抗体とヒストンまたは
候補化合物との間の結合に適した条件の下で、ヒストンと結び付いた候補化合物を推定的
に含有するサンプルと固定された抗体を接触させること、および支持体を適当な試薬でリ
ンスして未結合のサンプルを除去することを伴う。その後、ヒストンと結び付いた候補化
合物を推定的に含有する結合したサンプルを、例えば、変性剤でリンスすることによって
溶出させることができ、結合したサンプルの成分の同一性を、SDS-PAGE法、ウエスタンブ
ロッティング法、および質量分析法を含むが、これらに限定されない、当技術分野におい
て公知のいくつかの方法を用いて達成することができる。
【０１６７】
　抗体は、直接的な結合によって支持体に固定されてもよく、または1つもしくは複数の
さらなる化合物によって支持体に間接的に結合されてもよい。適当な支持体の非限定的な
例としては、ポリエチレン、ポリプロピレンまたはポリスチレン、ポリ塩化ビニルから製
造されたアッセイプレート(例えばマイクロタイタープレート)または試験管、膜(例えば
ニトロセルロース膜)、ビーズ/ディスク(磁気ビーズおよびディスクを含む)および粒子材
料、例えばフィルタ紙、ニトロセルロース膜、セファロース、アガロース、架橋デキスト
ラン、ならびに他の多糖類が挙げられる。
【０１６８】
　ある種の態様において、ヒストンまたはその変種もしくは断片と相互作用または結合す
る候補薬剤または複数の候補薬剤の検出は、酵素結合免疫アッセイ(ELISA)法として行わ
れる。一般に、このアッセイ法では、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリスチレンなど
のような材料から製造された、マイクロタイタープレートのウェルまたはカラムなどの、
固体支持体への適当な捕捉試薬のコーティングを伴う。1つの態様において、抗ヒストン
抗体が捕捉試薬として用いられる。別の態様において、捕捉試薬は固体支持体への少なく
とも1つの候補化合物のコーティングによって調製される。さらなる態様において、捕捉
試薬はヘパリン、ヘパラン硫酸、ウシ血清アルブミン結合ヘパラン硫酸、ヘパラン硫酸プ
ロテオグリカン(例えばペルレカン)、哺乳動物細胞などでありうる。別の態様において、
ヒストンが捕捉試薬として用いられうる。
【０１６９】
　捕捉試薬は、例えば、非共有結合性もしくは共有結合性相互作用または物理的連結によ
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り、支持体の表面に連結されてもよい。共有結合性の連結が用いられるなら、架橋剤(例
えばグルタルアルデヒド、N-ヒドロキシ-スクシンイミドエスエル、二官能性マレイミド)
を利用して、捕捉試薬を支持体に結合させてもよい。
【０１７０】
　支持体をブロッキング剤(例えば無脂肪乳、ウシ血清アルブミン、カゼイン、卵アルブ
ミン)で処理して、支持体表面上の過剰な部位への材料の不要な結合を阻止してもよい。
【０１７１】
　サンプルはコーティングおよびブロッキングの後に支持体の表面に投与されてもよい。
一般に、サンプルは適当な緩衝液を用いて適切なレベルにまで希釈される。サンプルの希
釈度および適切な緩衝液の選択は、分析中のサンプル、ならびにアッセイ法において利用
される支持体および捕捉試薬のタイプのような要因に依るであろう。当業者は発明的努力
なしにこれらを判定することができる。
【０１７２】
　サンプルは、捕捉試薬でコーティングされた支持体に適用されたら、アッセイ法の感度
を最大化するのに、および解離を最小化するのに適した条件の下で一般的にインキュベー
トされる。インキュベーションは、約0℃から約40℃に及ぶ、および好ましくは、約20℃
から約30℃に及ぶ、一般的に一定の温度で行われてもよい。インキュベーション混合物の
pHは、約4から約10の範囲内、好ましくは約6から約9の範囲内、およびより好ましくは約7
から約8の範囲内でありうる。1つの態様において、インキュベーション混合物はpH 7.4で
ある。さまざまな緩衝液を利用して、インキュベーション中に標的pHを達成かつ維持して
もよく、その非限定的な例としては、Tris-リン酸、Tris-HCl、ホウ酸、リン酸、酢酸お
よび炭酸が挙げられる。インキュベーション時間は一般に、温度と関連しており、非特異
的な結合を回避するために約12時間未満でありうる。好ましくは、インキュベーション時
間は室温で、約0.5時間から約3時間、およびより好ましくは、約0.5時間から約1.5時間で
ある。
【０１７３】
　インキュベーションの後、生体サンプルを、例えば支持体の洗浄/リンスにより、固定
された捕捉試薬から除去して未結合のサンプルを除去してもよい。適当な洗浄用緩衝液の
pHは、約6から約9の範囲内、および好ましくは約7から約8の範囲内でありうる。洗浄/リ
ンスは3回またはそれ以上の回数、行われてよい。洗浄/リンスは、一般的に約0℃から約4
0℃、および好ましくは約4℃から約30℃の温度で洗浄緩衝液を用いて行われてもよい。
【０１７４】
　後続の段階において、捕捉試薬に結合されたサンプルの固定成分を検出試薬と接触させ
てもよい。検出可能な試薬の選択は、利用される捕捉試薬および分析中のサンプルのタイ
プを含む要因に依りうる。好ましくは、捕捉試薬に結合されたサンプルの固定分子は、約
20℃から約40℃の温度で、および好ましくは約20℃から約25℃の温度で検出試薬と接触さ
れる。1つの態様において、捕捉試薬に結合されたサンプルの固定分子は、約1時間室温(R
T)で検出試薬と接触される。検出試薬は抗体でありうる。検出可能な試薬が抗体である用
途では、支持体に固定されるサンプルの分子の最大濃度に関してモル過剰の抗体が好まし
い。抗体は直接的にまたは間接的に検出可能であってよい。抗体は発色標識または蛍光標
識を有してよい。検出試薬に結合するさらなる抗体を用いてもよい。さらなる抗体は発色
標識または蛍光標識を有してよい。
【０１７５】
　捕捉試薬に結合されたサンプルの存在およびレベルの判定は、当技術分野において公知
の方法を用いて達成することができ、利用される検出試薬に依るであろう。例えば、検出
は比色定量、化学発光または蛍光定量を含みうる。検出および定量的測定は、対照サンプ
ルに由来するバックグラウンドシグナルと比べて検出試薬に由来するシグナルに基づき行
われうる。
【０１７６】
敗血症の処置
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　敗血症の処置は、典型的には、例えば抗生物質療法による、状態の根本原因の処置を伴
う。代替処置、例えば活性化プロテインC (APC)が開発されたが、これらはその治療用物
質の抗凝固性または敗血症の急激な進行と比べて遅い作用機序に起因して臨床的影響をほ
とんど及ぼさなかった。
【０１７７】
　ヒストン毒性は最近になって、敗血症での内皮細胞機能不全、臓器不全および死亡のメ
ディエータと特定された。本発明者らは、抗凝固性をわずかにしか持ちえないオリゴ糖多
価陰イオンが、生きている動物の循環血中のヒストンと複合体を形成し、臓器中でのヒス
トンの蓄積を阻止しうることを見出した。これは敗血症の処置の基礎となり、これには、
典型的には、そのような処置を必要としている患者への少なくとも1つの多価陰イオンの
投与が含まれる。
【０１７８】
組成物、投与量および投与経路
　本発明で用いるための多価陰イオンは、治療的にまたは予防的に組成物として投与され
うる。治療的適応において、組成物は、疾患および/もしくはその合併症を消散させるか
もしくは部分的に停止させるのに、または患者の生存を向上させるのに十分な量で、疾患
(例えば敗血症)に既に罹患している対象に投与される。
【０１７９】
　一般的に、適当な組成物は、当業者に公知である方法にしたがって調製することができ
、したがって薬学的に許容される担体、希釈剤および/または補助剤を含みうる。
【０１８０】
　投与可能な組成物を調製するための方法は当業者に明白であり、例えば、参照により全
体が本明細書に組み入れられるRemington's Pharmaceutical Science, 15th ed., Mack P
ublishing Company, Easton, Pa.において、さらに詳細に記述されている。
【０１８１】
　多価陰イオンは、薬学的に許容される塩として存在してよい。「薬学的に許容される塩
」とは、過度の毒性、炎症、アレルギー反応などを起こさずにヒトおよび下等動物の組織
と接触させて用いるのに適しており、かつ合理的な利益/リスク比にふさわしい、健全な
医学的判断の範囲内にある塩を意味する。薬学的に許容される塩は当技術分野において周
知である。
【０１８２】
　任意の特定の対象に対する、本明細書において開示される多価陰イオンの治療有効量は
、医学において周知のその他の関連要因とともに、敗血症の重症度; 利用される組成物の
活性; 患者の年齢、体重、全般的健康、性別および食生活; 投与時間; 投与経路; 組成物
の隔離速度; 処置期間; 処置と併用してまたは同時に用いられる薬物を含む種々の要因に
依存する。
【０１８３】
　当業者は、日常的な実験により、本発明の方法の望ましい結果を達成するために必要な
製剤の成分の有効な無毒性量を判定することができる。
【０１８４】
　一般的に、多価陰イオンの有効投与量は、約0.0001 mg～約1000 mg/kg体重/24時間; 典
型的には約0.001 mg～約750 mg/kg体重/24時間; 約0.01 mg～約500 mg/kg体重/24時間; 
約0.1 mg～約500 mg/kg体重/24時間; 約0.1 mg～約250 mg/kg体重/24時間; 約1.0 mg～約
250 mg/kg体重/24時間の範囲であると予測される。より典型的には、有効用量範囲は、約
1.0 mg～約200 mg/kg体重/24時間; 約1.0 mg～約100 mg/kg体重/24時間; 約1.0 mg～約50
 mg/kg体重/24時間; 約1.0 mg～約25 mg/kg体重/24時間; 約5.0 mg～約50 mg/kg体重/24
時間; 約5.0 mg～約20 mg/kg体重/24時間; 約5.0 mg～約15 mg/kg体重/24時間の範囲であ
ると予測される。
【０１８５】
　あるいは、多価陰イオンの有効投与量は約500 mg/m2までであってよい。一般的に、有
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効投与量は、約25～約500 mg/m2、好ましくは約25～約350 mg/m2、より好ましくは約25～
約300 mg/m2、さらにより好ましくは約25～約250 mg/m2、なおより好ましくは約50～約25
0 mg/m2、およびさらになおより好ましくは約75～約150 mg/m2の範囲であると予測される
。
【０１８６】
　さらに、処置される敗血症の性質および程度、投与の形態、経路および部位、ならびに
処置される特定の個体の性質によって、個々の投与量の最適な量および間隔が判定される
ことが、当業者に明白であろう。また、そのような最適条件は従来技法によって判定され
うる。いくつかの治療的適応において、処置は敗血症の期間中行われる。
【０１８７】
　規定の時間数または日数の間に1時間または1日当たりに与えられる多価陰イオンの投与
回数などの、最適な処置過程が、従来の処置過程判定試験を用いて当業者により確認され
うることもまた、当業者に明白であろう。
【０１８８】
　一般的に、適当な組成物は、当業者に公知である方法にしたがって調製することができ
、したがって薬学的に許容される担体、希釈剤および/または補助剤を含みうる。
【０１８９】
　簡便な投与様式は、注射(皮下、静脈内、動脈内など)、経口投与、鼻腔内または吸入を
含む。投与経路に応じて、製剤および/または多価陰イオンは、酵素、酸、および化合物
の治療活性を不活化しうる他の天然条件の作用から多価陰イオンを保護する材料でコーテ
ィングされてよい。多価陰イオンは、非経口的にまたは腹腔内に投与されてもよい。
【０１９０】
　多価陰イオンの分散液をグリセロール、液体ポリエチレングリコール、およびそれらの
混合物中で、ならびに油中で調製することもできる。貯蔵および使用の通常の条件下で、
薬学的調製物は、微生物の増殖を防ぐための保存剤を含みうる。
【０１９１】
　注射に適した薬学的組成物は、滅菌水溶液(水溶性の場合)または分散液、および滅菌注
射用溶液または分散液を即時調製するための滅菌粉末を含む。理想的には、組成物は製造
および貯蔵の条件下で安定であり、細菌および真菌などの微生物の汚染作用に対して組成
物を安定化するための保存剤を含みうる。
【０１９２】
　本発明の1つの態様において、多価陰イオンは、例えば、不活性希釈剤または吸収性の
可食担体とともに経口投与することができる。多価陰イオンおよび他の成分はまた、硬殻
もしくは軟殻ゼラチンカプセル内に封入するか、錠剤に圧縮するか、または個体の食餌中
に直接組み入れることもできる。経口治療投与のため、多価陰イオンを賦形剤とともに組
み入れ、摂取可能な錠剤、バッカル錠、トローチ剤、カプセル剤、エリキシル剤、懸濁剤
、シロップ剤、カシェ剤などの形態で用いることができる。適宜、このような組成物およ
び調製物は、少なくとも1重量%の活性多価陰イオンを含みうる。薬学的組成物および調製
物中の多価陰イオンの割合は当然ながら変動してよく、例えば、好都合には、投与量単位
の重量の約2%～約90%、約5%～約80%、約10%～約75%、約15%～約65%; 約20%～約60%、約25
%～約50%、約30%～約45%、または約35%～約45%の範囲であってよい。治療的に有用な組成
物中の多価陰イオンの量は、適当な投与量が得られるようなものである。
【０１９３】
　本発明の別の態様において、多価陰イオンはリポソームの形態で投与することもできる
。リポソームは一般的にリン脂質またはその他の脂質物質に由来し、水性媒質中に分散し
ている単層または多層の水和液晶によって形成される。リポソームを形成しうる任意の無
毒性の生理的に許容されかつ代謝可能な脂質を用いることができる。リポソーム形態の組
成物は、安定剤、保存剤、賦形剤などを含みうる。好ましい脂質は、天然および合成の両
方のリン脂質およびホスファチジルコリン(レシチン)である。リポソームを形成させるた
めの方法は当技術分野において公知であり、これに関しては、参照によりその内容が本明
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細書に組み入れられるPrescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volume XIV, Academic
 Press, New York, N.Y. (1976), p. 33 et seq.を特に参照されたい。
【０１９４】
　「薬学的に許容される担体」という言語は、溶媒、分散媒、コーティング剤、抗菌剤お
よび抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤などを含むことが意図される。薬学的に許容され
る担体または希釈剤の例は、脱塩水または蒸留水; 生理食塩水溶液; ピーナッツ油、ベニ
バナ油、オリーブ油、綿実油、トウモロコシ油、ゴマ油、ラッカセイ油またはココナッツ
油などの植物に基づく油; メチルポリシロキサン、フェニルポリシロキサンおよびメチル
フェニルポリソルポキサン(polysolpoxane)などのポリシロキサンを含むシリコン油; 揮
発性シリコン; 液体パラフィン、軟パラフィンまたはスクアランなどのミネラルオイル; 
メチルセルロース、エチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチル
セルロースナトリウムまたはヒドロキシプロピルメチルセルロースなどのセルロース誘導
体; 低級アルカノール、例えばエタノールまたはイソ-プロパノール; 低級アラルカノー
ル; 低級ポリアルキレングリコールまたは低級アルキレングリコール、例えばポリエチレ
ングリコール、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール、プロピレングリコール
、1,3-ブチレングリコールまたはグリセリン; パルミチン酸イソプロピル、ミリスチン酸
イソプロピルまたはオレイン酸エチルなどの脂肪酸エステル; ポリビニルピロリドン; 寒
天; カラギナン; トラガカントゴムまたはアカシアゴム、ならびにワセリンである。典型
的には、担体は組成物の10重量%～99.9重量%を形成する。
【０１９５】
　薬学的活性物質のためのそのような媒質および薬剤の使用は、当技術分野において周知
である。任意の従来の媒質または薬剤が多価陰イオンと適合しない場合を除いて、治療的
組成物ならびに処置および予防の方法におけるその使用が企図される。補助的な活性化合
物を、本発明による組成物中に組み入れることもできる。投与の簡便性および投与量の均
一性のために、投与量単位形態で非経口組成物を製剤化することが特に有利である。本明
細書において用いられる「投与量単位形態」は、処置される個体への単位投与量として適
した物理的に別個の単位をいい、所定量の多価陰イオンを含む各単位は、必要な薬学的担
体に関連して望ましい治療効果を生ずるように計算される。多価陰イオンは、有効量での
簡便かつ効果的な投与のため、適当な薬学的に許容される担体とともに、許容される投与
量単位で製剤化することができる。補助的な活性成分を含む組成物の場合、投与量は、該
成分の通常の用量および投与様式を参照することによって判定される。
【０１９６】
　1つの態様において、担体は経口投与可能な担体でありうる。
【０１９７】
　薬学的組成物の別の形態は、経口投与に適した腸溶コーティング顆粒剤、錠剤またはカ
プセル剤として製剤化された投与量形態である。
【０１９８】
　遅延放出性製剤もまた、本発明の範囲内に含まれる。
【０１９９】
　多価陰イオンは、「プロドラッグ」の形態で投与することもできる。プロドラッグは、
インビボにおいて活性型に変換される不活性型の化合物である。適当なプロドラッグは、
活性型の多価陰イオンのエステル、ホスホン酸エステルなどを含む。
【０２００】
　経口用に適した担体、希釈剤、賦形剤および/または補助剤のいくつかの例としては、
ピーナッツ油、液体パラフィン、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、アカシアゴム、トラガカントゴム、デキストロース、スク
ロース、ソルビトール、マンニトール、ゼラチンおよびレシチンが挙げられる。さらに、
これらの経口製剤は、適当な香味剤および着色剤を含みうる。カプセル形態で用いられる
場合には、カプセルを、崩壊を遅延させるモノステアリン酸グリセリルまたはジステアリ
ン酸グリセリルなどの化合物でコーティングしてもよい。
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【０２０１】
　1つの態様において、化合物は注射によって投与することができる。注射用溶液の場合
、担体は、例えば、水、エタノール、ポリオール(例えば、グリセロール、プロピレング
リコール、および液体ポリエチレングリコールなど)、それらの適当な混合液、および植
物油を含む溶媒または分散媒であってよい。例えば、レシチンなどのコーティング剤の使
用により、分散液の場合には必要な粒径の維持により、および界面活性剤の使用により、
適切な流動性を維持することができる。微生物作用の防止は、さまざまな抗菌剤および/
または抗真菌剤を含めることによって達成することができる。適当な薬剤は当業者に周知
であり、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ベンジルアルコール、アス
コルビン酸、チメロサールなどを含む。多くの場合、組成物中に等張剤、例えば、糖、マ
ンニトール、ソルビトールなどの多価アルコール、塩化ナトリウムを含めることが好まし
い可能性がある。注射用組成物の持続的吸収は、吸収遅延剤、例えば、モノステアリン酸
アルミニウムおよびゼラチンを組成物中に含めることによってもたらされうる。
【０２０２】
　滅菌注射用溶液は、必要量の多価陰イオンを、必要に応じて、上記に列挙した成分の1
つまたは組み合わせとともに適切な溶媒中に組み入れ、次にろ過滅菌することによって調
製することができる。一般的に、分散液は、基礎分散媒、および上記に列挙した成分のう
ちの他の必要な成分を含む滅菌媒体中に類似体を組み入れることによって調製する。
【０２０３】
　錠剤、トローチ剤、丸剤、カプセル剤などは、以下のものもまた含みうる: トラガカン
トゴム、アカシア、トウモロコシデンプンまたはゼラチンなどの結合剤; リン酸二カルシ
ウムなどの賦形剤; トウモロコシデンプン、ジャガイモデンプン、アルギン酸などのよう
な崩壊剤; ステアリン酸マグネシウムなどの潤滑剤; およびスクロース、ラクトースもし
くはサッカリンなどの甘味剤、またはペパーミント、ウィンターグリーン油もしくはチェ
リー香味料などの香味剤。投与量単位形態がカプセル剤である場合には、これは上記タイ
プの材料に加えて、液体担体を含みうる。コーティング剤として、または投与量単位の物
理的形態を別の方法で改変するために、他のさまざまな材料が存在しうる。例えば、錠剤
、丸剤、またはカプセル剤をセラック、糖、またはその両方でコーティングすることがで
きる。シロップ剤またはエリキシル剤は、類似体、甘味剤としてのスクロース、保存剤と
してのメチルおよびプロピルパラベン、色素、およびチェリーまたはオレンジフレーバー
などの香味料を含みうる。当然ながら、任意の投与量単位形態を調製する際に用いられる
いずれの材料も、薬学的に純粋であり、かつ利用される量において実質的に無毒性である
べきである。さらに、類似体を徐放性調製物および製剤中に組み入れることもできる。
【０２０４】
　薬学的組成物は、酸加水分解を最小限にするのに適した緩衝液をさらに含みうる。適当
な緩衝液は当業者に周知であり、リン酸、クエン酸、炭酸およびそれらの混合物を含むが
、これらに限定されることはない。
【０２０５】
　本発明による薬学的組成物の単回または複数回投与を行うことができる。当業者は、日
常的な実験により、多価陰イオンの有効な無毒性の投与量レベル、および/または敗血症
を処置するのに適している投与パターンを判定することができる。
【０２０６】
併用レジメン
　治療的利点は、併用レジメンを介して実現されうる。当業者は、本明細書において記述
される多価陰イオンが、敗血症の処置に対する併用療法アプローチの一部として投与され
うることを理解するであろう。併用療法において、各薬剤は、同時にまたは任意の順序で
順次投与することができる。順次投与する場合、成分を同じ経路によって投与することが
好ましい場合がある。
【０２０７】
　あるいは、成分は、併用産物として単一の投与量単位中にともに製剤化することもでき
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る。本発明の組成物と併用して用いられうる適当な薬剤は、当業者に公知であろう。
【０２０８】
　本発明による処置の方法は、従来療法とともに適用することができる。従来療法は、抗
炎症剤、抗生物質剤、抗ウイルス剤、抗真菌剤の投与、または医学的介入、例えばAPCの
使用のその他の形態も含みうる。
【０２０９】
　抗炎症剤の例としては、ステロイド、コルチコステロイド、COX-2阻害剤、非ステロイ
ド性抗炎症剤(NSAID)、アスピリンまたはそれらの任意の組み合わせが挙げられる。
【０２１０】
　抗生物質剤の例としては、アミノグリコシド、アンサマイシン、カルバセフェム、カル
バペネム、セファロスポリン、グリコペプチド、リンコサミド、マクロライド、モノバク
タム、ペニシリン、ポリペプチド、キノロン、スルホンアミドおよびテトラサイクリンが
挙げられる。
【０２１１】
　抗ウイルス剤の例としては、非ヌクレオシド逆転写酵素阻害剤、ヌクレオシド逆転写酵
素阻害剤(例えばヌクレオシド類似体)、プロテアーゼ阻害剤およびヌクレオチド類似体逆
転写酵素阻害剤が挙げられる。
【０２１２】
　抗真菌剤の例としては、イミダゾール、トリアゾール、チアゾール、アリルアミン、お
よびエキノカンジンが挙げられる。
【０２１３】
　本明細書において開示される多価陰イオンは、治療的にまたは予防的に投与されうる。
治療的適応において、化合物および組成物は、敗血症に既に罹患している患者に対し、敗
血症ならびにその症状および/もしくは合併症を治癒させるか、または少なくとも部分的
に停止させるのに十分な量で投与される。化合物または組成物は、患者を効果的に処置す
るのに十分な活性化合物の量を提供するべきである。
【０２１４】
　本明細書において開示される多価陰イオンは、敗血症が臨床的に明らかになる前の患者
に、例えば、敗血症を発症するリスクがある患者において投与されうる。
【０２１５】
担体、希釈剤、賦形剤および補助剤
　担体、希釈剤、賦形剤および補助剤は、組成物のその他の成分と適合性があるという点
で「許容され」なければならず、そのレシピエントに対して有害であってはならない。そ
のような担体、希釈剤、賦形剤および補助剤は、本発明の組成物の完全性および半減期を
強化するために用いることができる。これらはまた、本発明の組成物の生物活性を強化ま
たは保護するために用いることもできる。
【０２１６】
　薬学的に許容される担体または希釈剤の例は、脱塩水または蒸留水; 生理食塩水溶液; 
ピーナッツ油、ベニバナ油、オリーブ油、綿実油、トウモロコシ油、ゴマ油、ラッカセイ
油またはココナッツ油などの植物に基づく油; メチルポリシロキサン、フェニルポリシロ
キサンおよびメチルフェニルポリソルポキサン(polysolpoxane)などのポリシロキサンを
含むシリコン油; 揮発性シリコン; 液体パラフィン、軟パラフィンまたはスクアランなど
のミネラルオイル; メチルセルロース、エチルセルロース、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ナトリウムまたはヒドロキシプロピルメチルセルロースな
どのセルロース誘導体; 低級アルカノール、例えばエタノールまたはイソ-プロパノール;
 低級アラルカノール; 低級ポリアルキレングリコールまたは低級アルキレングリコール
、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール、プ
ロピレングリコール、1,3-ブチレングリコールまたはグリセリン; パルミチン酸イソプロ
ピル、ミリスチン酸イソプロピルまたはオレイン酸エチルなどの脂肪酸エステル; ポリビ
ニルピロリドン; 寒天; トラガカントゴムまたはアカシアゴム、ならびにワセリンである
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。典型的には、担体は組成物の10重量%～99.9重量%を形成する。
【０２１７】
　担体はまた、本発明の化合物に共有結合している融合タンパク質または化合物を含みう
る。そのような生物学的および化学的担体は、標的への化合物の送達を強化するために、
または化合物の治療活性を強化するために用いることができる。融合タンパク質の産生の
ための方法は当技術分野において公知であり、例えば、Ausubelら(In: Current Protocol
s in Molecular Biology. Wiley Interscience, ISBN 047 150338, 1987)およびSambrook
ら(In: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, 
New York, Third Edition 2001)に記述されている。
【０２１８】
　本発明の組成物は、注射による投与に適した形態、経口摂取に適した製剤の形態(例え
ば、カプセル剤、錠剤、カプレット剤、エリキシル剤などの)、局所投与に適した軟膏剤
、クリーム剤またはローション剤の形態、点眼剤としての送達に適した形態、鼻腔内吸入
または経口吸入によるような、吸入による投与に適したエアロゾル形態、非経口投与、す
なわち皮下、筋肉内または静脈内注射に適した形態であってもよい。
【０２１９】
　注射用溶液または懸濁液としての投与の場合、無毒性の非経口的に許容される希釈剤ま
たは担体は、リンゲル溶液、等張生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水、エタノールおよび
1,2プロピレングリコールを含むことができる。
【０２２０】
　経口用に適した担体、希釈剤、賦形剤および/または補助剤のいくつかの例としては、
ピーナッツ油、液体パラフィン、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、アカシアゴム、トラガカントゴム、デキストロース、スク
ロース、ソルビトール、マンニトール、ゼラチンおよびレシチンが挙げられる。さらに、
これらの経口製剤は、適当な香味剤および着色剤を含みうる。カプセル形態で用いられる
場合には、カプセルを、崩壊を遅延させるモノステアリン酸グリセリルまたはジステアリ
ン酸グリセリルなどの化合物でコーティングしてもよい。
【０２２１】
　経口投与のための固体形態は、ヒトおよび動物の薬学的実施において許容される結合剤
、甘味料、崩壊剤、希釈剤、香味料、コーティング剤、保存剤、潤滑剤および/または時
間遅延剤を含みうる。適当な結合剤は、アカシアゴム、ゼラチン、トウモロコシデンプン
、トラガカントゴム、アルギン酸ナトリウム、カルボキシメチルセルロースまたはポリエ
チレングリコールを含む。適当な甘味料は、スクロース、ラクトース、グルコース、アス
パルテームまたはサッカリンを含む。適当な崩壊剤は、トウモロコシデンプン、メチルセ
ルロース、ポリビニルピロリドン、グアーガム、キサンタンガム、ベントナイト、アルギ
ン酸または寒天を含む。適当な希釈剤は、ラクトース、ソルビトール、マンニトール、デ
キストロース、カオリン、セルロース、炭酸カルシウム、ケイ酸カルシウムまたはリン酸
二カルシウムを含む。適当な香味剤は、ペパーミント油、ウィンターグリーン油、チェリ
ー、オレンジまたはラズベリー香味料を含む。適当なコーティング剤は、アクリル酸およ
び/もしくはメタクリル酸ならびに/またはそれらのエステルの重合体または共重合体、ワ
ックス、脂肪アルコール、ゼイン、セラックまたはグルテンを含む。適当な保存剤は、安
息香酸ナトリウム、ビタミンE、α-トコフェロール、アスコルビン酸、メチルパラベン、
プロピルパラベンまたは亜硫酸水素ナトリウムを含む。適当な潤滑剤は、ステアリン酸マ
グネシウム、ステアリン酸、オレイン酸ナトリウム、塩化ナトリウムまたはタルクを含む
。適当な時間遅延剤は、モノステアリン酸グリセリルまたはジステアリン酸グリセリルを
含む。
【０２２２】
　経口投与のための液体形態は、上記の薬剤に加えて、液体担体を含みうる。適当な液体
担体は、水、オリーブ油、ピーナッツ油、ゴマ油、ヒマワリ油、ベニバナ油、ラッカセイ
油、ココナッツ油などの油、液体パラフィン、エチレングリコール、プロピレングリコー
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ル、ポリエチレングリコール、エタノール、プロパノール、イソプロパノール、グリセロ
ール、脂肪アルコール、トリグリセリドまたはそれらの混合物を含む。
【０２２３】
　経口投与のための懸濁液は、分散剤および/または懸濁化剤をさらに含みうる。適当な
懸濁化剤は、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、ポリ-ビニル-ピロリドン、アルギン酸ナトリウムまたはアセ
チルアルコールを含む。適当な分散剤は、レシチン、ステアリン酸などの脂肪酸のポリオ
キシエチレンエステル、ポリオキシエチレンソルビトールモノまたはジオレイン酸、ステ
アリン酸、またはラウリン酸、ポリオキシエチレンソルビタンモノまたはジオレイン酸、
ステアリン酸、またはラウリン酸などを含む。経口投与のための乳濁液は、1つまたは複
数の乳化剤をさらに含みうる。適当な乳化剤は、上記で例証されるような分散剤、または
グアーガム、アカシアゴムもしくはトラガカントゴムなどの天然ゴムを含む。
【０２２４】
治療のタイミング
　当業者は、多価陰イオンが、診断時またはその後に、敗血症の処置に対する単一の薬剤
として、または併用療法アプローチの一部として、例えば、敗血症に対して現在利用可能
な療法の補完としての追跡処置または強化療法として投与されうることを理解するであろ
う。敗血症のリスクが高いことが分かった患者は、敗血症の発症に対する、予防の一環と
して、例えば抗生物質とともに、適当に無毒性の多価陰イオンで処置されてもよい。
【０２２５】
　これより、単なる例示のために、以下の実施例を参照して、本発明をさらに詳細に記述
する。これらの実施例は、本発明を例示するのに役立つよう意図されており、本明細書の
全体にわたっての記述に関する開示の一般性を限定するものと解釈されるべきではない。
【実施例】
【０２２６】
実施例1: 異なる多価陰イオンによる、ヒト内皮細胞に及ぼすヒストンの細胞毒性作用の
阻害
　異なる濃度の仔ウシ胸腺ヒストンをヒト臍静脈内皮細胞(HUVEC)およびヒト微小血管内
皮細胞(HMEC)に対するその毒性について最初に評価した。Medium 199/20%ウシ胎仔血清(F
CS)中のHUVEC/HMECの懸濁液を96ウェルプレートの各ウェルの中に分注した(培地50 μl中
に細胞1×105個/ウェル)。その後、仔ウシ胸腺ヒストン(M199/20% FCS中に50 μl/ウェル
)を添加して、100～800 μg/mlの終濃度とし、引き続きPBS中にて25 μl/ウェルのカルセ
イン-AM (終濃度0.04 μM)およびPBS中にて25 μl/ウェルのヨウ化プロピジウム(PI) (終
濃度2.5 μg/ml)を添加した。各96ウェルプレートを5% CO2インキュベータ中にて60分間3
7℃でインキュベートし、氷上に配し、各ウェルの内容物をフローサイトメトリーにより
生細胞および死細胞について分析した。生細胞をカルセイン-AM-明るいおよびPI-薄暗い
として検出し、死細胞をカルセイン-AM-薄暗いおよびPI-明るいとして検出した。図1には
、単独培養したHUVEC (死細胞9.15%、生細胞78.6%)を、200 μg/mlの仔ウシ胸腺ヒストン
とともに60分間培養したHUVEC (死細胞50.4%、生細胞35.6%)と比較している典型的な生存
アッセイ法が描かれている。HUVECおよびHMECに対する仔ウシ胸腺ヒストンの毒性が図2に
詳細に示されており、HUVEC (図2A)およびHMEC (図2B)に対するヒストン毒性は極めて濃
度依存的であるが、HMECはHUVECよりもヒストン毒性に耐性であった。かくして、100 μg
/mlでヒストンは15～20%のHUVECを死滅させたものの、HMECの生存性には効果を及ぼさな
かったのに対し、800 μg/mlでヒストンは、>85%のHUVECおよびおよそ55%のHMECを死滅さ
せた(図1)。後続の阻害実験において、仔ウシ胸腺ヒストンをHUVECの場合には200 μg/ml
およびHMECの場合には400 μg/mlで用いたが、これらの濃度は内皮細胞の両集団のおよそ
50%の死滅化をもたらした。
【０２２７】
　阻害実験において、各ウェルへのHUVEC/HMEC、カルセイン-AMおよびPIの添加の前に阻
害剤(1.6～100 μg/mlに及ぶ終濃度)を仔ウシ胸腺ヒストン(終濃度200または400 μg/ml)
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と混合した。マルトトリオース硫酸およびマルトペンタオース硫酸が、HUVECに対するヒ
ストン細胞毒性の強力な阻害剤であり、100 μg/mlでヒストン毒性を完全に阻害し、そし
てなお、25 μg/mlで極めて効果的であることが分かった(図3および4)。マルトトリオー
ス硫酸に対する一次フローサイトメトリーデータのいくつかを図5に提示して、この硫酸
化三糖類の強力な阻害活性をさらに強調する。対照的に、二糖類のマルトース硫酸は、ヒ
ストン細胞毒性の弱い阻害剤であり(図3および4)、マルトース系列の多価陰イオンオリゴ
糖では、鎖長が阻害活性において重要な役割を果たすことが示唆された。しかしながら、
イソマルトトリオース硫酸(α1-6結合グルコース)は、マルトトリオース硫酸(α1-4結合
グルコース)よりも低い活性の阻害剤であり、糖結合も阻害活性に影響を与えうることが
示唆された(図3)。しかしながら、環状β-シクロデキストリン硫酸(環状α1-4結合ヘプタ
グルコース)は、直鎖状マルトトリオース硫酸およびマルトペンタオース硫酸分子とほぼ
同じくらい活性であった(図3)。
【０２２８】
　HMECを内皮細胞標的として用い、ヒストン毒性に及ぼすマルトトリオース硫酸(図6)お
よび他の硫酸化オリゴ糖(表1)の同様の阻害効果を認めた。実際に、HMECを標的内皮細胞
として用い、ヒストン毒性に及ぼすさまざまな範囲の多価陰イオンの阻害活性のさらに詳
細な分析を表1に示す。
【０２２９】
　（表１）ヒストンによるHMECの死滅化を阻害する異なる多価陰イオンの能力

＊HMECに対する仔ウシ胸腺ヒストン(400 μg/ml)の細胞毒性を阻害する能力について50 
μg/mlで試験した化合物。
＊＊太字・斜体の値は、ヒストン毒性を>80%だけ阻害した化合物を表す。
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HMEC = ヒト微小血管内皮細胞。
LMWH = 低分子量ヘパリン。
【０２３０】
　異なる硫酸化二糖類は、その阻害活性が異なり、セロビオース硫酸(β1-4結合グルコー
ス)がヒストン毒性の強力な阻害剤であったのに対し、マルトース硫酸(α1-4結合グルコ
ース)および八硫酸スクロース(グルコースβ1-4結合フルクトース)はもっと弱い阻害剤で
あった(表1)。しかしながら、マルチトール、つまり開環型のマルトースの阻害活性はマ
ルトースよりも高かった。硫酸化三糖類もその阻害活性がさまざまであり、硫酸化マルト
トリオース、ラフィノースおよびパノースは硫酸化イソマルトトリオースよりも活性が高
かった。この分析からも、硫酸化された結合グルコース分子はいくらかの阻害活性を示し
(例えば、プロパニルビス-グルコンアミドSO4)、硫酸化β-シクロデキストリンは活性で
あるが、しかしカルボキシル化β-シクロデキストリンは活性ではなく、ヘパリン、低分
子量ヘパリンおよびいくつかの化学的変種(例えば、N-脱アセチル化、グリコール分割)は
活性であることが明らかになった(表1)。
【０２３１】
　さらなる研究から、ヒストン細胞毒性が細胞表面ヘパラン硫酸に依らないことが明らか
になった。かくして、ヒト血小板ヘパラナーゼ(4 μg/ml、37℃、1時間)またはフラボバ
クテリウム・ヘパリナム(Flavobacterium heparinum)由来のヘパリチナーゼI、IIおよびI
II(0.25単位/ml、37℃、1時間)によるHMECの処理、つまり細胞表面ヘパラン硫酸を除去す
る酵素手順では、ヒストン細胞毒性に対するHMECの感受性に影響がなかった(図7)。同様
に、野生型チャイニーズハムスター卵巣(CHO-K1)細胞およびこの細胞株のヘパラン硫酸欠
損変種(pgsA-745)の比較から、両方の細胞株がヒストン細胞毒性に対して等しく感受性の
あることが明らかになった(図8)。
【０２３２】
実施例2: 静脈内に注射されたヒストンはウサギの肺内に蓄積する
　仔ウシ胸腺ヒストンをTc99m-ナノ粒子の表面上への吸着によって放射性標識した。Tc99
m-ナノ粒子(およそ50 μg; 4 mCi)の水性コロイド懸濁液(3 mL)を室温にて1時間ヒストン
(10 μg/mL)で処理した。放射性標識ヒストンをガンマ線カメラ下に置いた麻酔下のウサ
ギの耳静脈へ注射し、動態像を、注射の初めから開始して、連続30秒ずつの収集として得
た。図9A中の像は、ヒストン誘導性の組織損傷の肺局在性と一致して、肺内でのヒストン
の迅速かつ選択的な蓄積を示す。ヒストンが結合していない放射性標識ナノ粒子は、細網
内皮系による循環血中の外来粒子の迅速な除去について予想されるように、肝臓、脾臓お
よび骨髄中に局在していた(図9B参照)。
【０２３３】
実施例3: 肺内でのヒストンの蓄積の競合的阻害
　仔ウシ胸腺ヒストンをTc99m-ナノ粒子の表面上への吸着によって放射性標識した。放射
性標識したこの調製物を次いで、半分に分けた。最初の半分をガンマ線カメラ下に置いた
麻酔下の対照ウサギの耳静脈へ注射し、動態像を、注射の初めから開始して、連続30秒ず
つの収集として得た。上記の実施例2と同様に、図10A中の像は、対照ウサギの肺内での放
射性標識ヒストンの迅速かつ選択的な蓄積を示す。放射性標識したヒストン調製物のもう
半分を、15分前に15 mg/kgのナトリウムマルトヘキサオース硫酸を静脈内注射しておいた
麻酔下のウサギの耳静脈へ注射した。前処置したこのウサギの、放射性標識の注射当初か
らのガンマ線画像化から、肺内での放射性標識ヒストンの蓄積がブロックされたことが示
された(図10B)。放射性標識ヒストンは、肺を通過し、肝臓および脾臓中に局在した。
【０２３４】
実施例4: マルトテトラオース硫酸によるウサギ肺内でのヒストンの蓄積の遮断
　放射性標識したヒストン調製物を、15分前に15 mg/kgのナトリウムマルトテトラオース
硫酸を静脈内注射しておいた麻酔下のウサギの耳静脈へ注射した。前処置したこのウサギ
の、放射性標識の注射当初からのガンマ線画像化(図11)から、肺内での放射性標識ヒスト
ンの蓄積がブロックされたことが示された; 放射性標識ヒストンは、結合することなく肺
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を通過し、肝臓および脾臓中に局在した。図11のフレーム1～4は30秒ずつの収集であり、
一方でフレーム5～8は60秒ずつの収集である。
【０２３５】
実施例5: セロビオース硫酸によるウサギ肺内でのヒストンの蓄積の遮断
　放射性標識したヒストン調製物を、15分前に15 mg/kgのナトリウムセロビオース硫酸を
静脈内注射しておいた麻酔下のウサギの耳静脈へ注射した。前処置したこのウサギの、放
射性標識の注射当初からのガンマ線画像化(図12)から、肺内での放射性標識ヒストンの蓄
積がブロックされたことが示された; 放射性標識ヒストンは、結合することなく肺を通過
し、肝臓および脾臓中に局在した。図12のフレーム1～4は30秒ずつのガンマ線カメラ収集
である。
【０２３６】
実施例6: マウスでのLPS誘導性の敗血症の研究
　敗血症のリポ多糖類(LPS)誘導マウスモデルにおける被験物質1 (マルトトリオース硫酸
; TA1)、2 (セロビオース硫酸; TA2)および3 (ヘパリン; TA3)のインビボでの効力を評価
するために研究を行った。内毒素血症を1日目にLPSの腹腔内(i.p.)注射によって誘導した
。被験物質は1日目に同時に腹腔内(i.p.)投与し、その後、さらに2日間、毎日、腹腔内(i
.p.)投薬した。下記表2に示されるように被験物質1および2を2用量の濃度で評価し、被験
物質3を1濃度で評価した。
【０２３７】
　（表２）
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【０２３８】
結果:
　動物が死体で見つかるまで、または安楽死されねばならなくなるまでの時間が、図13中
のカプラン・マイヤープロットに示されている。本研究において用いたマルトトリオース
硫酸(TA1)の高用量(100 mg/kg)では、3回目の投薬後にいくらかの毒性(一群の死)を生じ
るように思われたが、しかし低用量(15 mg/kg)ではもっと耐容性が高かった。両用量での
セロビオース硫酸(TA2)は耐容性良好であったが、ヘパリンの場合に選択した低用量(TA3;
 1.1 mg/kg)でもそうであった。図13中のカプラン・マイヤープロットから、マルトトリ
オース硫酸(TA1)の低用量およびセロビオース硫酸(TA2)の両用量では生存の延長が得られ
ることが示唆された。ヘパリン(TA3)の場合、対照と比べて、生存プロットの明らかな変
化は認められなかった(図13参照)。

【図１】 【図２】
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