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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式（ＩＩＩ）のマンヌロン二酸またはその薬学的に許容可能な塩：
【化１】

［式中、ｎは、１～９の整数であり、ｍは、０、１または２であり、ｍ’は、０または１
である］
を含んでなる、マンヌロン二酸オリゴ糖組成物であって、
　ここで、
　ｎ＝１～５であるマンヌロン二酸の総重量は、前記組成物の総重量の８０～９５％であ
り、かつ
　ｎ＝４～７であるマンヌロン二酸の総重量に対する、ｎ＝１～３であるマンヌロン二酸
の総重量の比が、１．０～３．５の間である、
マンヌロン二酸オリゴ糖組成物。
【請求項２】
　ｍ＋ｍ’＝１または２であるマンヌロン二酸の総重量が、前記組成物の総重量の５０％
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以上、好ましくは６０～９０％、より好ましくは７０～９０％である、請求項１に記載の
マンヌロン二酸オリゴ糖組成物。
【請求項３】
　ｍ＋ｍ’＝１であるマンヌロン二酸の総重量が、前記組成物の総重量の１０％以上、好
ましくは３０～４０％である、請求項２に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物。
【請求項４】
　ｍ＋ｍ’＝２であるマンヌロン二酸の総重量が、前記組成物の総重量の１０％以上、好
ましくは３０～５０％である、請求項１に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物。
【請求項５】
　ｎ＝１～５であるマンヌロン二酸の総重量が、前記組成物の総重量の８０～９５％であ
る、請求項１に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物。
【請求項６】
　ｎ＝１～３であるマンヌロン二酸の総重量が、前記組成物の総重量の２０～７０％であ
る、請求項１に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物。
【請求項７】
　ｎ＝４～７であるマンヌロン二酸の総重量に対する、ｎ＝１～３であるマンヌロン二酸
の総重量の比が、１．０～３．５の間である、請求項１に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖
組成物。
【請求項８】
　ｎ＝４～７であるマンヌロン二酸の総重量に対する、ｎ＝１～３であるマンヌロン二酸
の総重量の比が、１．０～３．０の間である、請求項７に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖
組成物。
【請求項９】
　前記組成物における異なる重合度を有するマンヌロン二酸の重量パーセントが、二糖類
５～２５％、三糖類１５～３０％、四糖類１５～２５％、五糖類１０～２５％、六糖類５
～１５％、七糖類３～１０％、八糖類２～５％、九糖類１～５％、および十糖類１～５％
である、請求項１～８のいずれか一項に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物。
【請求項１０】
　前記組成物における異なる重合度を有するマンヌロン二酸の重量パーセントが、二糖類
１０～２０％、三糖類１８～３０％、四糖類１５～２５％、五糖類１５～２０％、六糖類
５～１０％、七糖類３～５％、八糖類２～３％、九糖類１～３％、および十糖類１～３％
である、請求項９に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物。
【請求項１１】
　薬学的に許容可能な塩が、ナトリウム塩またはカリウム塩である、請求項１～１０のい
ずれか一項に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物。
【請求項１２】
　有効量の請求項１～１１のいずれか一項に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物と、必
要に応じて、好適な担体とを含んでなる、医薬組成物または医療製品。
【請求項１３】
　抗老年性認知症薬または医療製品の製造における、請求項１～１１のいずれか一項に記
載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物の使用。
【請求項１４】
　抗老年性認知症薬または医療製品として使用するための請求項１～１１のいずれか一項
に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物。
【請求項１５】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物を含む、老年性
認知症の治療のための医薬組成物。
【請求項１６】
　オゾン酸化分解により、マンヌロン二酸オリゴ糖およびその組成物を調製する方法であ
って、ホモポリマンヌロン酸とオゾンとを接触させて、請求項１～１１のいずれか一項に
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定義されるマンヌロン二酸オリゴ糖組成物の成分の１種以上を調製する工程を含む、方法
。
【請求項１７】
　酸化反応が、好ましくは０～７０℃、より好ましくは１０～４５℃の温度で行われ、酸
化分解工程が、ｐＨ３～１３、好ましくは４～１０、より好ましくは６～８で行われる、
請求項１６に記載のオゾン酸化分解によりオリゴ糖およびその組成物を調製する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マンヌロン二酸の異なる重合度および割合のその生物活性に対する効果を評
価するための老年性認知症の動物モデルを用いる生物活性スクリーニング法により得られ
るマンヌロン二酸の最適な組成物に関する。最良の生物活性を有する組成物を最終的に選
別し、限外濾過膜分離により所望の標的物質を調製した。
【０００２】
発明の背景
　マンヌロン二酸は、その潜在的な医学的価値のために、広く注目を集めている。マンヌ
ロン二酸は通常、アルギン酸を原料として用いる多段階方法により調製される。
【０００３】
　原料であるアルギン酸の多糖分子は、β－１，４－グリコシド結合により連結されたＤ
－マンヌロン酸から形成されるＭセグメント、α－１，４－グリコシド結合により連結さ
れたＬ－グルロン酸から形成されるＧセグメント、およびこの２つの糖から形成されるハ
イブリッドＭＧセグメントを含んでなる。マンヌロン酸およびグルロン酸の構造式を以下
の式（Ｉ）に示す。

【化１】

【０００４】
　ＭおよびＧセグメントは、原料であるアルギン酸から分離することができる。一般的な
方法を、以下に簡単に記載することができる。アルギン酸を予め分解し、ポリマンヌロン
酸およびポリグルロン酸の多糖混合物を得る。この多糖混合物を酸性沈殿に供し、その中
のポリグルロン酸を除去する。さらに精製を行い、純度９０％以上を有するホモポリマン
ヌロン酸（以後「Ｍセグメント中間体」ともいう）を得る（例えば、中国特許出願番号９
８８０６６３７．８およびＣＮ０２８２３７０７．２に開示の方法を参照）。
【０００５】
　オリゴマンヌロン酸は、以下のように調製することができる。上記で得たＭセグメント
中間体を、酸性条件下で加熱することにより、さらに酸加水分解に供し、所望の範囲の分
子量を有する小断片マンヌロン酸ポリマーを得る。さらに、分解効率は、酸化分解方法に
より向上させることができ、一方、還元末端は、開環サッカリン酸に酸化することができ
る（Ｍｅｉｙｕ　Ｇｅｎｇらにより出願された中国特許出願番号２００５８０００９３９
６．５（特許文献１）および米国特許番号８，８３５，４０３Ｂ２（特許文献２）を参照
）。便宜上、特許文献１および２を以後まとめて先行特許といい、引用することによりそ
の全体が本明細書の開示の一部とされる。
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【０００６】
　先行特許において開示されているマンヌロン二酸の反応過程は、以下の反応式（ＩＩ）
で表すことができる。すなわち、オリゴマンヌロン酸多糖の還元末端にあるマンヌロン酸
のＣ１位のアルデヒド基が、カルボキシル基に酸化される。
【化２】

【０００７】
　上記の酸化変換過程において、慣用の酸化剤は、アルカリ性硫酸銅溶液、すなわちフェ
ーリング試薬である。先行特許は、まさにこの酸化方法を採用している。具体的には、ア
ルカリ性条件下で、反応基質のポリマンヌロン酸、すなわち、上記のＭセグメント中間体
を硫酸銅溶液に加え、沸騰水浴中で１５分～２時間反応させる。この方法は、アルデヒド
基を酸化するためにＣｕ２＋イオンを酸化剤として用いており、赤れんが色の酸化第一銅
の沈殿が、反応において生成される。この反応は、還元糖の同定にしばしば使用される。
【０００８】
　先行特許は、オリゴマンナル酸(oligomannaric acid)が、アルツハイマー病（ＡＤ）お
よび糖尿病に対する効果を有することを開示している。アルツハイマー病および２型糖尿
病の病因は、アミロイド（β－アミロイドおよびアミリン）と密接に関連している。アミ
ロイドは、凝集してタンパク質オリゴマーを形成し得、さらに凝集して線維を形成し得る
。これらのタンパク質凝集物は、細胞傷害性であり、細胞における酸化反応を誘導してミ
トコンドリアを損傷させ得、炎症性応答などのカスケード反応を惹起して、多数のニュー
ロンおよびβ細胞に損傷を引き起こし得、最終的に、アルツハイマー病および２型糖尿病
の発症に至る。オリゴマンナル酸は、アミロイドを標的とし、アミロイドにより誘導され
るカスケード反応と拮抗するため、アルツハイマー病および２型糖尿病を予防および処置
する効果を有する。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明の第１の側面は、式（ＩＩＩ）のマンヌロン二酸またはその薬学的に許容可能な
塩：
【化３】

［式中、ｎは、１～９の整数であり、ｍは、０、１または２であり、ｍ’は、０または１
である］
を含んでなるマンヌロン二酸オリゴ糖組成物であって、
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　ここで、
　ｎ＝１～５であるマンヌロン二酸の総重量は、前記組成物の総重量の８０～９５％であ
り、かつ
　ｎ＝４～７であるマンヌロン二酸の総重量に対するｎ＝１～３であるマンヌロン二酸の
総重量の比が、１．０～３．５の間である、
マンヌロン二酸オリゴ糖組成物に関する。
【００１０】
　本発明の別の側面は、本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物と、必要に応じて、好適
な担体とを含んでなる、医薬組成物または医療製品を提供する。
【００１１】
　本発明のさらなる側面は、有効量の本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物を、それを
必要とする患者に投与することを含んでなる、老年性認知症を有する患者を処置する方法
を提供する。
【００１２】
　本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物は、従来技術の方法と異なる方法で調製される
。この調製方法は、反応が単純であること、有効成分の含量が大きいこと、および反応試
薬が残存しないこと、との利点を有する。本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物は、細
胞損傷を阻害し、神経細胞を保護し、細胞生存率を増加させ得ることが、実験的に実証さ
れている。動物モデルにおいて、本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物は、認知症ラッ
トの学習機能および認知機能を有意に改善し得る。本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成
物は、アルツハイマー病を予防および処置する潜在的な効果を有する。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、生成物Ａにおける二糖類、三糖類および四糖類の質量スペクトルを示す
。
【図２】図２は、生成物Ａにおける五糖類、六糖類および七糖類の質量スペクトルを示す
。
【図３】図３は、生成物Ａにおける八糖類、九糖類および十糖類の質量スペクトルを示す
。
【図４】図４は、Ａβ誘導性神経細胞損傷に対する異なる濃度の生成物Ａの保護効果を示
す。
【図５】図５は、Ａβ誘導性神経細胞損傷に対する単一の重合度を有するオリゴマンナル
酸の保護効果を示す。
【図６】図６は、ＡＤの動物モデルに対する二糖類～十糖類の効果の評価を示す。
【図７】図７は、ＡＤ動物のプラットフォーム通過回数に対するオリゴ糖組成物および六
糖類の効果を示す。
【図８】図８は、ＡＤ動物の水泳距離に対するオリゴ糖組成物および六糖類の効果を示す
。
【図９】図９は、細胞共培養モデルに対する二糖類～十糖類および組成物Ａの活性を示す
。
【００１４】
発明の詳細な説明
　本発明の種々の側面を以下に詳細に説明する。しかしながら、本発明は、これらの特定
の実施形態に限定されない。当業者ならば、以下の実質的な開示を踏まえ、本発明に多少
の改変および調整を行うことができ、このような改変も、本発明の範囲に包含される。
【００１５】
マンヌロン二酸オリゴ糖組成物
　本発明の第１の側面は、式（ＩＩＩ）のマンヌロン二酸またはその薬学的に許容可能な
塩：
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【化４】

［式中、ｎは、１～９の整数であり、ｍは、０、１または２であり、ｍ’は、０または１
である］
を含んでなるマンヌロン二酸オリゴ糖組成物であって、
　ここで、
　ｎ＝１～５であるマンヌロン二酸の総重量は、前記組成物の総重量の８０～９５％であ
り、かつｎ＝４～７であるマンヌロン二酸の総重量に対するｎ＝１～３であるマンヌロン
二酸の総重量の比が、１．０～３．５の間である、
マンヌロン二酸オリゴ糖組成物に関する。
【００１６】
　本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物は、異なる重合度を有するマンヌロン二酸の混
合物であり、その主成分は、２～１０の重合度を有するマンヌロン二酸オリゴ糖である。
先願によれば、マンヌロン二酸において最も活性が高い糖類は、五糖類～八糖類、特に六
糖類である。しかしながら、公知の従来技術とは異なり、本発明者らは、高活性糖類の濃
度を希釈する条件下で、活性が低い二糖類～四糖類を最も活性が高い五糖類～八糖類に加
えることにより、五糖類～八糖類よりも高い生物活性が得られることを見出した。
【００１７】
　好ましい実施形態によれば、本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物において、ｍ＋ｍ
’＝１または２であるマンヌロン二酸の総重量は、前記組成物の総重量の５０％以上、好
ましくは６０～９０％、より好ましくは７０～９０％である。特に、本発明のマンヌロン
二酸オリゴ糖組成物において、ｍ＋ｍ’＝１であるマンヌロン二酸の総重量は、前記組成
物の総重量の１０％以上、好ましくは３０～４０％である。別の好ましい実施形態では、
本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物において、ｍ＋ｍ’＝２であるマンヌロン二酸の
総重量は、前記組成物の総重量の１０％以上、好ましくは３０～５０％である。
【００１８】
　好ましい実施形態によれば、本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物において、ｎ＝１
～５であるマンヌロン二酸の総重量は、前記組成物の総重量の８０～９５％である。
【００１９】
　好ましい実施形態によれば、本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物において、ｎ＝１
～３であるマンヌロン二酸の総重量は、前記組成物の総重量の２０～７０％である。
【００２０】
　好ましい実施形態によれば、本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物において、ｎ＝４
～７であるマンヌロン二酸の総重量に対するｎ＝１～３であるマンヌロン二酸の総重量の
比は、１．０～３．０の間である。
【００２１】
　好ましい実施形態によれば、本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物において、前記組
成物における異なる重合度を有するマンノソニック二酸(mannosonic diacid)オリゴ糖の
重量パーセントは、二糖類５～２５％、三糖類１５～３０％、四糖類１５～２５％、五糖
類１０～２５％、六糖類５～１５％、七糖類３～１０％、八糖類２～５％、九糖類１～５
％、および十糖類１～５％である。特に、前記組成物におけるオリゴ糖の重量パーセント
は、二糖類１０～２０％、三糖類１８～３０％、四糖類１５～２５％、五糖類１５～２０
％、六糖類５～１０％、七糖類３～５％、八糖類２～３％、九糖類１～３％、および十糖
類１～３％である。
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【００２２】
　本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物において、薬学的に許容可能な塩は、ナトリウ
ム塩またはカリウム塩である。
【００２３】
マンヌロン二酸オリゴ糖組成物の調製方法
　本発明によるマンヌロン二酸の調製方法を、以下に要約する。
【００２４】
　上記のＭセグメント中間体を、酸化剤の存在下で、糖鎖上で酸化分解し、異なる重合度
を有する酸化オリゴ糖を得る。この酸化オリゴ糖は、オリゴ糖の還元末端でのマンヌロン
酸が、３～６個の炭素原子を有するサッカリン酸に酸化されていることを特徴とする。
【００２５】
　本発明の反応に特に有利である酸化剤は、オゾンである。反応中、Ｍセグメント中間体
を含有する溶液にオゾンを導入すると、糖鎖の酸化分解反応が生じる。酸化分解工程を行
う温度は、好ましくは０～７０℃、より好ましくは１０～４５℃である。上記の酸化分解
工程を行うｐＨは、３～１３、好ましくは４～１０、より好ましくは６～８である。
【００２６】
　本発明におけるオゾンを用いた酸化分解反応、ならびに従来技術におけるアルカリ性硫
酸銅を用いた酸化分解（先行特許）または過酸化水素および次亜塩素酸ナトリウムの存在
下での酸加水分解（中国特許出願番号０１１０７９５２．５）は総て、糖鎖の分解を引き
起こすが、分解生成物の糖鎖の還元末端の構造は異なる。本発明で得られる酸化分解生成
物であるマンヌロン二酸は、還元末端に３～６個の炭素原子を有する二酸構造を有する。
さらに、本発明の酸化分解工程で用いる方法は、以下のその他の利点ももたらす：１）反
応条件は穏やかであり、特別な反応条件を必要としない；２）使用するオゾンはその場で
調製することができるため、工業生産において輸送圧力が減少する；および３）反応後、
オゾンは自動的に酸素に分解されるため、残存する反応試薬または環境汚染による害は生
じない。反応過程は、以下の式（ＩＶ）で示される。
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【化５】

【００２７】
　上記の反応式（ＩＶ）および式（ＩＩＩ）の化合物の概略図において、
　ｍ＝２およびｍ’＝１であるオリゴ糖は、６個の炭素原子を含んでなるサッカリン酸で
あり；
　ｍ＝１およびｍ’＝１または（ｍ＝２およびｍ’＝０）であるオリゴ糖は、５個の炭素
原子を含んでなるサッカリン酸であり；
　ｍ＝１およびｍ’＝０または（ｍ＝０およびｍ’＝１）であるオリゴ糖は、４個の炭素
原子を含んでなるサッカリン酸であり；かつ
　ｍ＝０およびｍ’＝０であるオリゴ糖は、３個の炭素原子を含んでなるサッカリン酸で
ある。
【００２８】
　上記の反応生成物を膜分離により脱塩し、ＬＣ－ＭＳ構造確認およびオリゴ糖割合測定
で決定された生成物Ａを得る。オリゴ糖の割合は、多角度光散乱測定と組み合わせた分子
ふるい排除クロマトグラフィー(molecular sieve exclusion chromatography)により決定
する。次に、生成物Ａをカラムクロマトグラフィーにより分離し、単一の重合度を有する
オリゴ糖、すなわち、二糖類～十糖類を調製する。これらの単一の重合度を有するオリゴ
糖を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏにおける生物活性に関して比較する。９種
類のオリゴ糖のうち、六糖類が最も活性が高いことが認められており、これは、先行特許
の結果、例えば、先行特許出願文献１に開示されているオリゴ糖活性の結果と類似してい
る。
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【００２９】
　本特許出願の発明者らは、上記の新規構造を有する９種類のオリゴ糖を特定の比で配合
すると、最も活性が高い六糖類よりも高い活性を有する高活性オリゴ糖組成物が得られる
ことを見出した。高活性オリゴ糖組成物中の種々のオリゴ糖の割合は、以下の割合関係に
従って組み合わせる必要がある。
【００３０】
　組成物中のｎ＝１～５であるマンヌロン二酸オリゴ糖の総重量は、前記組成物の総重量
の８０～９５％であり、かつ、ｎ＝１～３であるマンヌロン二酸オリゴ糖の総重量は、前
記組成物の総重量の２０～７０％である。ｎ＝４～７であるマンヌロン二酸オリゴ糖の総
重量に対するｎ＝１～３であるマンヌロン二酸オリゴ糖の総重量の比は、１．０～３．５
の間、好ましくは、１．０～３．０の間である。
【００３１】
　本発明は、高活性オリゴマンナル酸オリゴ糖組成物を調製するための処方を提供する。
【００３２】
　本発明のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物は、細胞損傷を阻害し、神経細胞を保護し得る
。動物モデルにおいて、本発明により提供されるマンヌロン二酸オリゴ糖組成物は、認知
症モデル動物の学習機能および認知機能を有意に改善し得る。従って、本発明により提供
されるマンヌロン二酸オリゴ糖組成物は、アルツハイマー病を予防および処置する潜在的
な効果を有する。
【００３３】
　例示的実施形態では、本発明の方法は、以下の工程を含む。
【００３４】
（１）マンヌロン二酸生成物の調製：
　Ｍセグメント中間体の調製。上記のように、本発明において用いる出発材料であるＭセ
グメント中間体は、従来技術において公知の方法、例えば、中国特許出願番号９８８０６
６３７．８およびＣＮ０２８２３７０７．２に開示の方法により、製造することができる
。一般的な方法を、以下に簡単に記載することができる。アルギン酸を予め分解し、ポリ
マンヌロン酸およびポリグルロン酸の多糖混合物を得る。この多糖混合物を酸性沈殿に供
し、その中のポリグルロン酸を除去する。さらに精製を行い、純度９０％以上を有するホ
モポリマンヌロン酸、すなわち、Ｍセグメント中間体を得る。
【００３５】
　オゾン酸化分解。Ｍセグメント中間体を、適当な量の水に溶かし、室温でまたは加熱下
で撹拌する。オゾンを連続的に投入し、反応を開始する。反応のｐＨは、希塩酸または希
ＮａＯＨ溶液を滴下することにより、３～１３、好ましくは４～１０、より好ましくは６
～８に調整することができる。温度は、好ましくは０～７０℃、より好ましくは１０～４
５℃である。反応完了後、オゾンの投入を停止し、ｐＨを中性に調整する。
【００３６】
　膜分離および精製。上記で得た反応生成物を、約１０％の濃度の溶液に調合し、分子カ
ットオフ膜により分離して、単糖類以下の分解生成物を除去し、保持液を回収する。使用
する分子カットオフ膜は、１，０００～３，０００Ｄａ、好ましくは２，０００ＤａのＭ
ＷＣＯを有する。回収した液体を、ロータリーエバポレーターで濃縮し、真空下で乾燥さ
せ、オリゴマンヌロン二酸混合物を得る。これらの生成物は、含量が特定範囲内にあるオ
リゴ糖、すなわち、二糖類～十糖類を含んでなる組成物であることが分かる。３つの組成
物、Ａ、ＢおよびＣを、前述の方法に従って調製した。これらの組成物におけるオリゴ糖
の割合および構造は、例１～３において確認した。
【００３７】
（２）単一の重合度を有するオリゴ糖の調製
　工程（１）において得たオリゴ糖混合物を、約１０％の濃度まで溶解し、Ｐ６ゲルクロ
マトグラフィーカラムで分離し、紫外検出に供し、各溶出液成分を回収する。同じ重合度
を有する成分を合わせる。二糖類～十糖類の９種類の成分を回収し、Ｇ１０ゲルカラムク
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ロマトグラフィーにより脱塩し、ロータリーエバポレーターで濃縮し、真空下で乾燥させ
る。特定の精製法および調製法を例４に示す。カラムクロマトグラフィー、脱塩および乾
燥のこれらの操作は、当業者に公知である。
【００３８】
　単一の重合度を有する９種類のオリゴ糖を、老年性認知症の動物モデルにおける薬理活
性に関して評価した。六糖類が最も高い活性を有していたことが分かった（詳細について
は、例４を参照）。
【００３９】
（３）オリゴ糖組成物の活性の比較
　上記の工程（２）において調製した単一の重合度を有するオリゴ糖を、以下の表に示さ
れる質量パーセントで配合し、４番目の組成物、すなわち組成物Ｄを得る。上記の工程（
１）から得た３つのオリゴ糖組成物Ａ、ＢおよびＣならびに組成物Ｄにおけるオリゴ糖の
割合を、以下の表に示す。
【００４０】

【表１】

【００４１】
　上記の４つの組成物および工程（２）において精製した六糖類を、薬理活性に関して比
較する。結果は、４つのオリゴ糖組成物Ａ、Ｂ、ＣおよびＤは、単一の重合度を有するオ
リゴ糖において最も高い活性を有する六糖類よりも有意に活性が高いことを示す。単一の
オリゴ糖が、配合後に相乗作用を示し得ることが分かる。配合後、二糖類および三糖類な
どの活性が低いオリゴ糖は、六糖類よりも活性が高くなる。
【００４２】
　要約すると、本発明は、オゾンの存在下でＭセグメント中間体を原料として用いた酸化
分解反応と、限外濾過膜を介した反応生成物の分離および精製とを含んでなる、高活性マ
ンヌロン二酸オリゴ糖組成物の調製方法を提供する。調製方法は、単純な製造方法および
高収率が関与し、反応生成物を容易に精製して、優れた活性を有する生成物を得ることが
できる。本発明者らは、高活性組成物における種々のオリゴ糖の質量パーセントおよび割
合の範囲も明らかにしている。本発明により提供される調製方法の重要性は、新規構造、
すなわち、糖鎖の還元末端に６個の潜在的構造を有する二酸残基を有するマンヌロン二酸
が得られること、ならびに、調製されたオリゴ糖組成物が、あまり大きくない割合の種々
のオリゴ糖を含んでなり、強力な生物活性を有することにある。
【００４３】
　本発明は、上記のマンヌロン二酸オリゴ糖組成物と、場合により、薬学的に許容可能な
担体または賦形剤とを含んでなる薬剤または医療製品をさらに提供する。
【００４４】
　有効成分を種々の割合で含有するオリゴ糖配合薬の調製方法は、例えば、Remington’s
 Pharmaceutical Sciences, Martin, E.W.編, Mack Publishing Company, 第19版 (1995)
に記載のとおり、本発明の開示から当業者に公知または明らかである。医薬組成物の調製
方法は、好適な医薬賦形剤、担体、希釈剤などを組み入れることを含んでなる。
【００４５】
　本発明の医薬調製物は、従来の混合、溶解または凍結乾燥を含む既知の方法により調製
される。
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【００４６】
　本発明の医薬組成物は、経口または非経口（静脈内、筋肉内、局所もしくは皮下経路を
介して）などの選択された投与方法に好適な種々の経路を介して、患者に投与することが
できる。
【００４７】
　よって、本発明の併用薬は、不活性希釈剤または食用担体などの薬学的に許容可能な担
体と組み合わせて、全身投与、例えば、経口投与することができる。本発明の併用薬は、
硬または軟シェルゼラチンカプセル剤に封入してもよく、または、錠剤に圧縮してもよい
。経口治療的投与のために、本発明の活性化合物は、１以上の賦形剤とともに組み入れて
よく、内服用錠剤、口内錠剤、トローチ剤、カプセル剤、エリキシル剤、懸濁剤、シロッ
プ剤、ウエハー剤などの形態で使用してよい。このような組成物および調製物は、少なく
とも０．１％の活性化合物を含有する必要がある。組成物および調製物の割合は、当然の
ことながら変わり得、所与の単位投与形の約１％～約９９重量％の範囲内であり得る。こ
のような治療上有用な組成物における活性化合物の量は、有効量レベルが得られるような
量である。
【００４８】
　錠剤、トローチ剤、丸剤、カプセル剤などは、トラガカントガム、アラビアガム、コー
ンスターチもしく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；コーンス
ターチ、ジャガイモデンプン、アルギン酸などの崩壊剤；ステアリン酸マグネシウムなど
の滑沢剤；およびスクロース、フルクトース、ラクトースもしくはアスパルテームなどの
甘味剤；またはペパーミント、冬緑油、もしくはサクランボ香味剤などの香味剤を含有し
てもよい。単位投与形がカプセル剤である場合、これは、上記の種類の材料に加えて、植
物油またはポリエチレングリコールなどの液体担体を含有してもよい。種々の他の材料を
、コーティングとして、またはそうでなければ、固体単位投与形の物理形態を修飾するた
めに提示してもよい。例えば、錠剤、丸剤、またはカプセル剤は、ゼラチン、ろう、セラ
ック、または糖でコーティングしてもよい。シロップ剤またはエリキシル剤は、活性化合
物、甘味剤としてのスクロースまたはフルクトース、保存剤としてのメチルパラベンまた
はプロピルパラベン、色素、サクランボまたはオレンジ香味剤などの香味剤を含有しても
よい。当然のことながら、いずれかの単位投与形の調製に用いるいずれの材料も、用いる
量において薬学上許容され、無毒である必要がある。さらに、活性化合物は、徐放性製剤
および徐放性デバイスに組み入れてもよい。
【００４９】
　活性化合物は、注入または注射により静脈内にまたは腹膜内に投与してもよい。活性化
合物またはその塩の溶液は、場合により、無毒の界面活性剤と混合した水中で調製するこ
とができる。分散液は、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、トリアセチン、お
よびその混合物中、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条件下
では、これらの調製物は、微生物の成長を防止するための保存剤を含有する。
【００５０】
　注射または注入に好適な医薬投与形は、注射または注入に好適な無菌溶液または分散液
の即時調製物に含まれる有効成分（場合により、リポソームに包まれた）の無菌水溶液ま
たは分散液または無菌粉末を含み得る。総ての場合において、最終投与形は、無菌であり
、液体であり、製造および貯蔵条件下で安定でなければならない。液体担体は、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、液体ポリ
エチレングリコールなど）、植物油、無毒のグリセリド、およびその好適な混合物を含ん
でなる溶媒または液体分散媒であり得る。適切な流動性は、例えば、リポソームを形成す
ること、分散液の場合は必要な粒子径を維持すること、または界面活性剤を使用すること
により、維持することができる。抗微生物作用は、種々の抗菌薬および抗真菌薬、例えば
、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールなどによって、
もたらされ得る。多くの場合、等張剤、例えば、糖、バッファーまたは塩化ナトリウムを
含むことが好ましい。注射可能組成物の持続的吸収は、吸収を遅延させる薬剤、例えば、
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モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンを使用することにより、もたらされ得る。
【００５１】
　無菌注射可能溶液は、必要量の活性化合物を、上記の種々の他の成分を有する適当な溶
媒に組み入れ、次いで、濾過滅菌を行うことにより、調製する。無菌注射可能溶液の調製
用の無菌粉末の場合は、好ましい調製方法は、真空乾燥および凍結乾燥法であり、これに
より、有効成分の粉末に加え、先に無菌濾過したその溶液からのいずれかのさらなる所望
の成分が得られる。
【００５２】
　有用な固体担体は、粉砕固体（例えば、タルク、粘土、微晶質セルロース、シリカ、ア
ルミナなど）を含む。有用な液体担体は、水、エタノール、エチレングリコールまたは水
－エタノール／エチレングリコール混合物を含む。本発明の併用薬は、場合により、無毒
の界面活性剤を用いて、有効量で担体に溶解または分散させてもよい。アジュバント（芳
香剤など）および追加の抗菌薬を加え、所与の使用のための特性を最適化することができ
る。
【００５３】
　増粘剤（合成ポリマー、脂肪酸、脂肪酸塩および脂肪酸エステル、脂肪アルコール、改
質セルロースまたは改質無機材料など）は、液体担体とともに使用して、使用者の皮膚に
直接塗布できる塗布可能なペースト、ゲル、軟膏、石けんなどを形成することもできる。
【００５４】
　化合物またはその混合物の治療上必要な量は、化合物それ自体だけではなく、投与方法
、処置する疾患の性質、ならびに患者の年齢および状態にも依存し、最終的に、担当医ま
たは臨床医の決定に依存する。
【００５５】
　上記の調製物は、単位投与形で存在してもよく、この単位投与形は、単位用量を含有す
る物理的に分離した単位であり、ヒトおよびその他の哺乳類の身体への投与に好適である
。単位投与形は、カプセル剤もしくは錠剤、または複数のカプセル剤もしくは錠剤であり
得る。有効成分の単位用量の量は、関与する特定の処置によって、変えてもよく、または
、約０．１～約１０００ｍｇ以上の間に調整してもよい。
【００５６】
動物モデルならびに有効性および活性の評価工程
　１．ＡＤに対する有効性を評価するための動物モデル：ＡＤモデルを、Ａβの片側脳室
内注射により誘導し、ＡＤモデルラットの学習および記憶挙動をモリス水迷路試験により
評価する。
【００５７】
　体重がそれぞれ１８０～２２０ｇの間である雄ウィスターラットを用いる。無作為化：
シャム手術対照群、モデル群、および投与群、１群あたり１４匹。ラットを、ペントバル
ビタールナトリウム（４０ｍｇ／ｋｇ）の腹腔内注射により麻酔し、脳定位固定装置に固
定する。皮膚を慣例的に準備し、滅菌し、切開し、大泉門を露出させる。Stereotaxic Ma
p of Rat Brain, Xinming Bao and Siyun Shu, Beijing, People's Medical Publishing 
House, 1991, 28に記載のとおり、海馬ＣＡ１領域は、「大泉門の後ろ３．０ｍｍ、縫線
核の隣２．２ｍｍ、および硬膜の下２．８ｍｍ」の位置に位置する。モデル群および投与
群に対して、凝集したＡβ　５μｌ（Ａβ１－４０をＰＢＳ溶液中で１．４ｍｇ／ｍＬに
調合し、インキュベーターにて３７℃で５日間インキュベートし、凝集状態を作り出す）
を、流速１μＬ／分で、頭蓋骨に垂直に、微量注入器ニードルで右海馬ＣＡ１領域にゆっ
くり注射する。注射完了後、Ａβが十分に分散できるように、針を５分間静置する。次に
、針をゆっくり引き抜く。外科的切開部位を縫合し、回復させるために保温する。対照群
に対しては、等量の無菌ＰＢＳを注射することを除き、同じ手順を行う。手術の７日前に
対応する薬剤を投与し、実験の最後まで投与を継続する。
【００５８】
　モリス水迷路試験は、手術の１１日後に行う。
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【００５９】
　空間定位試験：各群のラットに対し、１日１回５日連続で訓練を行う、すなわち、空間
定位試験を行う。動物がプラットフォームを見つける時間（すなわち、逃避潜時）を記録
する。約９０秒以内にプラットフォームを見つけられないラットを、直線方向のプラット
フォームまで泳ぎ、プラットフォームで３０秒間立つように導き、ラットの学習および記
憶を誘導する。
【００６０】
　空間探索試験：空間定位試験終了後２日目に、プラットフォームを除去し、ラットを入
口の場所から水中に置く。動物がプラットフォームを通過した回数、および総距離に対す
るプラットフォームが位置していた四分円における水泳距離のパーセンテージを記録する
。動物の学習機能および記憶機能を評価する。
【００６１】
　２．細胞生存率評価用モデル：ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞（神経芽腫細胞）を９６ウェルプレ
ートに播種する（３，０００個／ウェル）。２４時間後、培地を除去し、薬剤を加え、０
．５時間前処理する（無血清培養培地に処方；１用量あたり３回）。次に、凝集したＡβ
１－４２（Ａβ１－４２は、ＰＢＳ溶液中で１ｍｇ／ｍｌに調合し、インキュベーターに
て４℃で２４時間インキュベートし、終濃度２μＭの凝集状態を作り出す）を加え、４８
時間インキュベートする。細胞生存率は、ＣＣＫ８により検出する。
【００６２】
　本発明の利点を、以下の限定されない例においてさらに示す。しかしながら、例で使用
される特定の材料およびその量、ならびに他の試験条件は、本発明を限定するものと解釈
してはならない。特に断りのない限り、本発明における部、割合、パーセンテージなどは
総て、質量で表す。
【実施例】
【００６３】
例１：
　工程１）：マンヌロン二酸オリゴ糖混合物の調製
　Ｍセグメント中間体を、先行特許に開示の方法により調製した。特定の操作を以下に簡
単に記載する。アルギン酸ナトリウム５Ｋｇを約１０％の溶液に調合し、希塩酸を加える
ことにより、ｐＨを約３．０に調整した。この溶液を８０℃まで加熱し、撹拌した。これ
を１０時間反応させた後、加熱を停止した。室温まで冷却した後、ＮａＯＨを加えること
によりｐＨを９．０に調整し、希塩酸を加えることにより、さらに２．８５に調整した。
この溶液を５０００ｒｐｍで１０分間遠心分離した。上清を回収し、ＨＣｌを加えること
により、ｐＨ１．０に調整した。遠心分離後、沈殿を回収し、ロータリーエバポレーター
で濃縮し、真空乾燥して、Ｍセグメント中間体１，５００ｇを得た。Ｍセグメント中間体
５００ｇを秤量し、蒸留水に溶かして、５Ｌの容量の溶液を調製した。溶液をＮａＯＨで
ｐＨ６．５に調整し、水浴中で加熱して、反応温度を７５℃に制御した。オゾンを質量濃
度流速８ｇ／ｈｒで反応溶液に導入するように、酸素ボンベの出口のガス流速およびオゾ
ン発生器の出力を調整した。反応の４時間後、オゾンの導入を停止し、好適な量の水を加
えて、溶液の濃度を約１０％に調整した。２，０００Ｄａの分子量カットオフを有する限
外濾過膜で溶液を濾過し、保持液を回収した。回収した液体を、ロータリーエバポレータ
ーで濃縮し、真空下で乾燥させ、マンヌロン二酸生成物Ａ　３５０ｇを得た。
【００６４】
　工程２）：マンヌロン二酸生成物Ａにおける種々の重合度を有するオリゴ糖の割合およ
び構造の分析
　上記の乾燥マンヌロン二酸生成物Ａ　１００ｍｇを正確に量り、濃度１０ｍｇ／ｍＬま
で水に溶かし、０．２２μｍ濾過膜に通して試験サンプル溶液を得た。組成物における異
なる重合度を有するオリゴ糖の割合を、多角度光散乱（ＭＡＬＳ，Ｗｙａｔｔ　Ｃｏ．）
と組み合わせたＳｕｐｅｒｄｅｘペプチド分子排除クロマトグラフィー（ＧＥ　Ｃｏ．）
により決定した。試験条件は、以下のとおりであった。
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　クロマトグラフィーカラム：Ｓｕｐｅｒｄｅｘペプチド１０／３００Ｇｌ
　移動相：０．１　ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ
　注入量：１０μＬ
　流速：０．３ｍＬ／分
【００６５】
　試験結果：二糖類～十糖類は、それぞれｄｐ２～ｄｐ１０で表した。ｄｐ２は１９％、
ｄｐ３は２５％、ｄｐ４は２２％、ｄｐ５は１３％、ｄｐ６は９％、ｄｐ７は６％、ｄｐ
８は３％、ｄｐ９は２％、およびｄｐ１０は１％であった。
【００６６】
　工程３）：マンヌロン二酸生成物Ａにおける種々の重合度を有するオリゴ糖の構造のＬ
Ｃ－ＭＳ分析
　試験条件：
　クロマトグラフィーカラム：Ｓｕｐｅｒｄｅｘペプチド１０／３００Ｇｌ
　移動相：２０％メタノール＋８０％　８０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４Ａｃ
　流速：０．１ｍＬ／分
　カラム温度：２５±０．８℃。
　質量分析条件：Ａｇｉｌｅｎｔ　６５４０　ＱＴＯＦ；イオン源：ＥＳＩ衝突電圧１２
０Ｖ；陰イオンモード。取得したシグナルの幅（ｍ／ｚ）は、１００～１，０００であっ
た。
【００６７】
　種々の重合度を有するオリゴ糖の質量スペクトルを、図１～３に示す。質量スペクトル
における種々のシグナルピークを割り当て、生成物Ａにおける全オリゴ糖の分子構造、す
なわち、式（ＩＩＩ）に示される構造を確認した。シグナルの割り当ておよびシグナルに
対応する構造を、以下の表１に示す。
【００６８】
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【表２】

【００６９】
　上記の質量分析構造分析から、生成物Ａにおける糖鎖の還元末端のマンヌロン酸は、サ
ッカリン酸構造（式ＩＩＩを参照）に酸化され、この構造は、含量が約１０～３０％であ
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る６個の炭素原子を含んでなるマンナル酸構造（ｍ＋ｍ’＝３）であり得るか、または、
マンナル酸の脱炭酸生成物、すなわち、５個の炭素原子を含んでなるサッカリン酸（ｍ＋
ｍ’＝２）（３０～５０％）および４個の炭素原子を含んでなるサッカリン酸（ｍ＋ｍ’
＝１）（３０～４０％）であり得ることが分かった。
【００７０】
　工程４）薬理活性の評価
　１．Ａβ誘導性神経細胞傷害に対する生成物Ａの保護効果
　試験は、「細胞生存率評価用モデル」に従って行い、試験手順は以下のとおりであった
。ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞（神経芽腫細胞）を９６ウェルプレートに播種した（３，０００個
／ウェル）。２４時間後、培地を除去し、投与群に対して、薬剤（１０ｍｇ／ｍＬ）１０
μＬ／ウェルを加え、０．５時間前処理した（無血清培養培地に処方；１用量あたり３回
）。次に、凝集したＡβ１－４２（Ａβ１－４２は、ＰＢＳ溶液中で１ｍｇ／ｍｌに調合
し、インキュベーターにて４℃で２４時間インキュベートし、終濃度２μＭの凝集状態を
作り出した）を加え、４８時間インキュベートした。細胞生存率は、ＣＣＫ８により検出
した。
【００７１】
　結果は、２μＭ　Ａβ１－４２によるＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の処理は、４８時間後に有意
な細胞損傷を誘発し得、細胞生存率を減少させたが、２５、５０および１００μｇ／ｍＬ
生成物Ａは、Ａβにより誘導された細胞生存率の減少を有意に阻害し得たことを示した（
図４参照）。上記の結果は、生成物Ａは、低濃度（２５μｇ／ｍＬ）、中濃度（５０μｇ
／ｍＬ）、および高濃度（１００μｇ／ｍＬ）でＡβの毒性作用から神経細胞を保護し得
ることを示す。
【００７２】
例２：
　例１のＭセグメント中間体１００ｇを秤量し、蒸留水に溶かして、０．８Ｌの容量の溶
液を調製した。溶液をＮａＯＨでｐＨ４．０に調整し、反応を室温（２５℃）で行った。
オゾンを質量濃度流速１ｇ／ｈｒで反応溶液に導入するように、酸素ボンベの出口のガス
流速およびオゾン発生器の出力を調整した。反応の１０時間後、オゾンの導入を停止し、
好適な量の水を加えて、溶液の濃度を約１５％に調整した。１，０００Ｄａの分子量カッ
トオフを有する限外濾過膜で溶液を濾過し、保持液を回収した。回収した液体を、ロータ
リーエバポレーターで濃縮し、真空下で乾燥させ、マンヌロン二酸生成物Ｂ　８０ｇを得
た。
【００７３】
　Ｂにおける種々の重合度を有するオリゴ糖の割合を、多角度光散乱（ＭＡＬＳ，Ｗｙａ
ｔｔ　Ｃｏ．）と組み合わせたＳｕｐｅｒｄｅｘペプチド分子排除クロマトグラフィー（
ＧＥ　Ｃｏ．）により決定した。測定方法は、例１と同じであった。試験結果：二糖類～
十糖類は、それぞれｄｐ２～ｄｐ１０で表した。ｄｐ２は２４％、ｄｐ３は２５％、ｄｐ
４は１９％、ｄｐ５は１２％、ｄｐ６は９％、ｄｐ７は５％、ｄｐ８は３％、ｄｐ９は２
％、およびｄｐ１０は１％であった。
【００７４】
例３：
　例１のＭセグメント中間体１００ｇを秤量し、蒸留水に溶かして、１．５Ｌの容量の溶
液を調製した。溶液をＮａＯＨでｐＨ９．０に調整し、反応を４５℃の水浴中で行った。
オゾンを質量濃度流速３ｇ／ｈｒで反応溶液に導入するように、酸素ボンベの出口のガス
流速およびオゾン発生器の出力を調整した。反応の２時間後、オゾンの導入を停止し、好
適な量の水を加えて、溶液の濃度を約５％に調整した。３，０００Ｄａの分子量カットオ
フを有する限外濾過膜で溶液を濾過し、保持液を回収した。回収した液体を、ロータリー
エバポレーターで濃縮し、真空下で乾燥させ、マンヌロン二酸生成物Ｃ　６０ｇを得た。
【００７５】
　Ｃにおける種々の重合度を有するオリゴ糖の割合を、多角度光散乱（ＭＡＬＳ，Ｗｙａ
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ｔｔ　Ｃｏ．）と組み合わせたＳｕｐｅｒｄｅｘペプチド分子排除クロマトグラフィー（
ＧＥ　Ｃｏ．）により決定した。測定方法は、例１と同じであった。試験結果：二糖類～
十糖類は、それぞれｄｐ２～ｄｐ１０で表した。ｄｐ２は８％、ｄｐ３は２０％、ｄｐ４
は２８％、ｄｐ５は１９％、ｄｐ６は１３％、ｄｐ７は６％、ｄｐ８は３％、ｄｐ９は２
％、およびｄｐ１０は１％であった。
【００７６】
例４：
　工程１）単一の重合度を有するマンヌロン二酸オリゴ糖の調製は、以下のとおりであっ
た。
【００７７】
　１．サンプル調製：例１において調製したマンヌロン二酸生成物Ａ　３００ｇを水に溶
かし、濃縮液１，０００ｍＬを調製し、これを、使用するために４℃の冷蔵庫に入れた。
各使用のために、この溶液５０ｍＬを、水で１：２に希釈した後、０．２２μｍ限外濾過
膜で吸引濾過した。
【００７８】
　２．クロマトグラフィー分離条件：クロマトグラフは、ＵＶ検出器および自動コレクタ
ーを備えたＡＫＴＡ　ｐｕｒｅ　１５０（ＧＥ　Ｃｏ．から購入）であった。分離イオン
クロマトグラフィーカラム：ＢｉｏＧｅｌ　Ｐ６（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｃｏ．から購入）１
．２ｋｇを、脱イオン水と混合し、真空脱気し、手動でガラスカラム（内径：１０ｃｍ）
に充填し、１０カラム容量の純粋ですすいだ。クロマトグラフィーカラムベッドは安定で
あり、高さは１．０ｍであった。次に、移動相を０．０２Ｍ　ＮａＣｌ溶液に変え、１０
カラム容量で平衡化した後、サンプルローディングを開始した。
【００７９】
　３．ローディングおよび分離：ポンプの流速を１ｍＬ／分に設定した。サンプル溶液１
００ｍＬを、クロマトグラフ自体のポンプを介してカラムの上部に注入した後、これを移
動相に切り替え、流速５ｍＬ／分で溶出させた。死水容量を流出させた後、自動回収を開
始し、チューブ１本あたり５０ｍＬを回収した。
【００８０】
　４．サンプルローディングを繰り返し、調製を２０回繰り返した後、同じ画分を合わせ
、ロータリーエバポレーターで濃縮し、凍結乾燥して、二糖類～十糖類の単一の重合度を
有する計９種類のオリゴ糖を得た。
【００８１】
工程２）薬理活性の評価
　単一の重合度を有するオリゴマンナル酸(oligomannaric acid)オリゴ糖の薬理活性を、
以下のように評価した。
【００８２】
　１．Ａβ誘導性神経細胞傷害に対するオリゴ糖の保護効果
　実験は、例１に記載の方法と同じ方法で行い、オリゴ糖溶液を１０ｍｇ／ｍＬの濃度で
調製した。
【００８３】
　結果は、２μＭ　Ａβ１－４２によるＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の処理は、４８時間後に有意
な細胞損傷を誘発し得、細胞生存率を減少させたが、単一の重合度を有する総てのマンヌ
ロン二酸オリゴ糖は、Ａβ誘導性細胞損傷を阻害する傾向を有していたことを示した。４
～１０の重合度を有するマンヌロン二酸オリゴ糖（薬剤の終濃度は２５μｇ／ｍＬであっ
た）は、Ａβの毒性作用から神経細胞を有意に保護することができ、そのうち、５～８の
４つの重合度を有するオリゴ糖が優れた効果を示し、六糖類が最も高い活性を示した（
図５参照）。
【００８４】
　２．ラットにおけるＡβ１～４０の右脳室内注射により誘導された学習および記憶障害
モデルに対するオリゴ糖の効果



(18) JP 6977059 B2 2021.12.8

10

20

30

40

50

【００８５】
　「ＡＤに対する有効性を評価するための動物モデル」の方法に従って、二糖類～十糖類
各１０ｇに対して試験手順を行った。
【００８６】
　単一の重合度を有するオリゴサッカリン酸の数が大きかったため、実験は複数のバッチ
において完了した。シャム手術対照動物がプラットフォームを通過した回数に対する、各
群の動物がプラットフォームを通過した回数のパーセンテージを算出することにより、種
々のオリゴ糖の有効性の比較および評価を行った。結果は、プラットフォーム通過回数は
、シャム手術対照群と比較して、モデル群において有意に減少したことを示した。単一の
重合度を有する各オリゴ糖は、プラットフォーム通過回数が増加する傾向を示した。４～
１０の単一の重合度を有するマンヌロン二酸オリゴ糖は、プラットフォーム通過回数を有
意に増加させることができ、そのうち、５～８の４つの重合度を有するオリゴ糖が優れた
効果を示し、六糖類が最も高い活性を示した（図６参照）。
【００８７】
例５
　組成物における異なる重合度を有するオリゴ糖の相乗作用およびオリゴ糖の割合の範囲
を調べるために、組成物と六糖類との間で薬理活性評価を行った。
【００８８】
　サンプル調製：例４において調製した単一の重合度を有するマンヌロン二酸オリゴ糖を
、重合度別の二糖類～十糖類に正確に量った。用いた各糖類の重量は、以下のとおりであ
った。二糖類０．５ｇ、三糖類３．０ｇ、四糖類２．０ｇ、五糖類２．０ｇ、六糖類０．
５ｇ、七糖類０．５ｇ、八糖類０．５ｇ、九糖類０．５ｇ、および十糖類０．５ｇ。これ
らを混合し、組成物生成物Ｄ　１０ｇを得た。
【００８９】
　例１、２、および３においてそれぞれ調製した生成物Ａ、Ｂ、およびＣ、ならびに本例
において調製した生成物Ｄにおけるオリゴ糖の割合を、以下の表２に示す。
【００９０】
【表３】

【００９１】
　上記のサンプルＡ、Ｂ、Ｃ、およびＤの各１０ｇを用いて、「ＡＤに対する有効性を評
価するための動物モデル」に記載の方法に従って、これらの組成物および六糖類（６Ｔ）
の薬理活性を比較した。
【００９２】
　実験において、シャム手術対照群と比較して、モデル群の動物は、プラットフォーム探
索潜時が有意に延長し、この評価モデル化が成功したことが示された。モデル群と比較し
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【００９３】
　空間定位訓練終了後、１日の休息日があった。次に、プラットフォームを除去し、空間
探索試験を行い、動物がプラットフォームを通過した回数、および総距離に対するプラッ
トフォームが最初に位置していた四分円における水泳距離のパーセンテージを観察し、動
物の記憶機能を評価した。結果は、図７に示されるように、プラットフォーム通過回数は
、シャム手術対照群と比較して、モデル群において有意に減少し、投与群において有意に
増加したことを示した。総距離に対するプラットフォームが最初に位置していた四分円に
おける水泳距離のパーセンテージは、プラットフォーム通過回数と類似した傾向を示した
。図８に示されるように、シャム手術対照群と比較して、総距離に対するプラットフォー
ムが最初に位置していた四分円における水泳距離のパーセンテージは、モデル群において
有意に減少し、投与群において有意に増加した。
【００９４】
　実験結果は、オリゴ糖組成物Ａ、Ｂ、ＣおよびＤのそれぞれの薬理活性は、４日目にお
いても依然として非常に強く、単一の重合度を有する六糖類の活性より強かったことを示
し、組成物におけるオリゴ糖間の相乗作用が示唆された。
【００９５】
例６
　細胞共培養技術を用いて、単一の重合度を有する種々のオリゴ糖および組成物の活性を
さらに評価した。
【００９６】
　例４において調製した単一の重合度を有する好適な量のオリゴ糖および例１において調
製した好適な量のオリゴ糖組成物生成物Ａを、正確に量り、ＰＢＳに溶かし、濃度１０ｍ
ｇ／ｍＬの被験薬溶液を調製した。
【００９７】
　細胞共培養実験は、前述の例１および例４における細胞培養方法と実質的に同じであっ
た。主な違いは、細胞共培養技術は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける異なる細胞の相互作用を模
倣したものである、という点である。ｉｎ　ｖｉｖｏにおける細胞は、シグナル伝達経路
を介して互いに相互作用する可能性を考慮し、ｉｎ　ｖｉｖｏの環境に近づけるため、か
つＡＤの発生中の異なる細胞間の相互作用をシミュレートするために、培養中に小グリア
細胞を導入した。特定の実験手順は、以下のとおりであった。ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞（神経
芽腫細胞）を２４ウェルプレートに播種し（１２，０００個／ウェル）、ＢＶ－２細胞（
小グリア細胞）を、１５，０００個／ウェルの濃度で上部チャンバーに播種した。２４時
間後、培地を除去し、被験薬溶液を下部チャンバーに加え、最終薬剤濃度２５μｇ／ｍＬ
を得た。０．５時間の処理（無血清培養培地に処方；１薬液あたり３回）後、凝集したＡ
β１－４２（Ａβ１－４２は、ＰＢＳ溶液中で１ｍｇ／ｍｌに調合し、インキュベーター
にて４℃で２４時間インキュベートし、終濃度２μＭの凝集状態を作り出す）を加え、４
８時間インキュベートした。下部チャンバーにおけるＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の生存率は、Ｃ
ＣＫ８により検出した。
【００９８】
　４８時間後、モデル群を正常対照群と比較した。前者は、有意な損傷および細胞生存率
の減少を示した。投与群は、Ａβ誘導性細胞損傷を阻害する効果を示した。特に、図９に
示されるように、生成物Ａの活性は、単一の重合度を有する他の９種類のオリゴ糖の活性
よりも有意に高かった。共培養細胞モデルは、組成物と単一の重合度を有するオリゴ糖と
の間の活性の差を同定することができるが、その理由としては、小グリア細胞から放出さ
れたサイトカインと、組成物における異なる重合度を有するオリゴ糖との間に相乗作用が
生じ、それにより、オリゴ糖組成物の活性が増加し得る可能性が考えられる。
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