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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　異種混合物からフコイダンを精製するための方法であって、
（ａ）　フコイダンの供給源を提供するステップと、
（ｂ）　第１のフコイダン混合物を生産するために、キレート剤を用いて処理することに
より前記供給源から重金属イオンを除去するステップと、
（ｃ）　汚染物質を除去するために、前記第１のフコイダン混合物中に存在するフコイダ
ンを選択的に沈降させるステップと、
（ｄ）　第２のフコイダン混合物を生産するために、フコイダン含有沈降物を水溶液中に
再懸濁させるステップと、
（ｅ）　ステップ（ｃ）および（ｄ）を１回以上繰り返すステップと、
（ｆ）　細菌性および内毒素汚染物質を除去して精製フコイダンを得るために、フコイダ
ンを含む前記水溶液を濾過するステップと、
　を含む、
　方法。
【請求項２】
　前記フコイダンが、５～２５重量パーセントの硫黄を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記フコイダンが、藻類起源である、請求項１または２のいずれかに記載の方法。
【請求項４】
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　前記フコイダンが、Ｆｕｃｕｓ属またはＬａｍｉｎａｒｉａ属由来である、請求項３に
記載の方法。
【請求項５】
　前記フコイダンが、Ｆｕｃｕｓ ｖｅｓｉｃｕｌｏｓｉｓまたはＬａｍｉｎａｒｉａ ｊ
ａｐｏｎｉｃａ由来である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記キレート剤が、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコール－ビス
－（ベータ－アミノエチルエーテル）Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（ＥＧＴＡ）、２，３
－ジメルカプトプロパン－ｌ－スルホン酸（ＤＭＰＳ）、および２，３－ジメルカプトコ
ハク酸（ＤＭＳＡ）からなる群より選択される、請求項１～５のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項７】
　前記キレート剤が、ＥＤＴＡである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記キレート剤が、固体担体上に固定される、請求項１～７のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項９】
　前記キレート剤が、イミノ二酢酸キレート樹脂である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記第１のフコイダン混合物中の前記フコイダンが、エタノールを用いて選択的に沈降
させられる、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　エタノールの濃度が、４０％～５０％（ｖ／ｖ）である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　ｐＨが、約ｐＨ５．７～約ｐＨ６．０の間に維持される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ｐＨが、約ｐＨ５．９５に調節される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　ＮａＣｌが、約２０～２４ｇ／リットルの濃度で前記フコイダン混合物に添加される、
請求項１０に記載の方法。
【請求項１５】
　ステップ（ｃ）および（ｄ）を３回繰り返すステップを含む、請求項１～１４のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記精製フコイダンの凍結乾燥をさらに含む、請求項１～１５のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか１項に記載の方法により生産された精製フコイダンを含む、
強化された血液凝固を必要としている対象を処置するための組成物であって、前記組成物
は、誘導結合プラズマ質量分析法（ＩＣＰ－ＭＳ）により決定した場合に非検出可能レベ
ルの砒素、臭素、セリウム、コバルト、鉛、リチウム、モリブデン、錫、タングステン、
およびバナジウムを有する、組成物。
【請求項１８】
　前記フコイダンが、生物活性である、請求項１７に記載の組成物。
【請求項１９】
　前記フコイダンが、凝固促進活性を有する、請求項１８に記載の組成物。
【請求項２０】
　薬学的に許容される賦形剤をさらに含む、請求項１７～１９のいずれか１項に記載の組
成物。
【請求項２１】
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　強化された血液凝固を必要としている対象を処置するための組成物であって、請求項１
７～２０のいずれか１項の組成物の治療有効量を含む、組成物。
【請求項２２】
　前記フコイダンが、約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇの用量において含まれ
る、請求項２１に記載の組成物。
【請求項２３】
　前記対象が、慢性または急性出血性疾患、血液因子欠乏により引き起こされる先天性凝
固障害、および後天性凝固障害からなる群より選択される出血性疾患を有する、請求項２
１または２２のいずれかに記載の組成物。
【請求項２４】
　前記対象が、急性の外傷または創傷状況において改善された止血を必要とする、請求項
２１または２２のいずれかに記載の組成物。
【請求項２５】
　強化された血液凝固の必要の原因が、抗凝固剤の事前投与、手術、または他の侵襲的手
技である、請求項２１または２２のいずれかに記載の組成物。
【請求項２６】
　必要の原因が、抗炎症剤として、抗がん剤として、抗ウイルス剤として、または造血細
胞を動員するためである、請求項２１または２２のいずれかに記載の組成物。
【請求項２７】
　強化された血液凝固を必要としている対象を処置するための薬剤の製造における、請求
項１～１６のいずれか１項に記載の方法によって生産されたフコイダンの使用であって、
前記フコイダンは、誘導結合プラズマ質量分析法（ＩＣＰ－ＭＳ）により決定した場合に
非検出可能レベルの砒素、臭素、セリウム、コバルト、鉛、リチウム、モリブデン、錫、
タングステン、およびバナジウムを有する、使用。
【請求項２８】
強化された血液凝固を必要としている対象を処置するための請求項１７～２６のいずれか
１項に記載の組成物であって、前記精製フコイダンは、希釈プロトロンビンアッセイにお
いて４μｇ／ｍｌのＩＣ９０を含む、組成物。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、全般的にはフコイダン（本明細書中では、ＡＶ５１３とも呼ばれる）の生産
に関する。より具体的には、本発明は、所望の生物活性に影響を及ぼすことなく重金属イ
オン、細菌性および内毒素汚染物質、ならびに他の不純物を除去するためのフコイダン抽
出物を精製する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　正常な血液凝固は、いくつかのレベルにおいて調節される複雑な生理学的および生化学
的プロセスである。血液凝固のプロセスは、局所的血管収縮に加えてフィブリン形成およ
び血小板凝集につながる凝固因子カスケードの活性化を伴う（非特許文献１）。凝固カス
ケードは、正常な凝固開始の主要な手段であると考えられる「外因性」経路および拡張さ
れた凝固応答に寄与する「内因性」経路で構成される。出血性傷害に対する正常な応答は
、外因性経路の活性化を伴う。血液が、傷害に続いて組織上で露出または発現されるよう
になる第ＶＩＩ因子にとっての補因子である組織因子（ＴＦ）と接触する場合に、外因性
経路の活性化が開始される。ＴＦは、ＦＶＩＩａの産生を容易にするＦＶＩＩと複合体を
形成する。ＦＶＩＩａは次に、ＴＦと会合して、ＦＸを、プロトロンビナーゼ複合体の決
定的な構成要素であるセリンプロテアーゼＦＸａに変換する。ＦＸａ／ＦＶａ／カルシウ
ム／リン脂質複合体によるプロトロンビンのトロンビンへの変換は、フィブリンの形成お
よび血小板の活性化を刺激し、それらのすべてが正常な血液凝固に不可欠である。正常な
止血は、同じくＦＸをＦＸａに変換する内因性経路因子ＩＸａおよびＶＩＩＩａによって
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さらに促進される。非特許文献２も参照されたい。
【０００３】
　硫酸化多糖は、動物およびヒトにおいてしばしば好ましい忍容性プロファイルを伴う生
物活性過多を特徴とする分子のクラスである。これらのポリ陰イオン分子は、植物および
動物組織からしばしば誘導され、ヘパリン、グリコサミノグリカン、フコイダン、カラゲ
ナン、ペントサンポリサルフェート、およびデルマタン硫酸またはデキストラン硫酸を含
む広範囲のサブクラスを包含する。ヘパリン様硫酸化多糖は、抗トロンビンＩＩＩおよび
／またはヘパリン補因子ＩＩ相互作用を介して仲介される特異な抗凝固活性を示す（非特
許文献３）。
【０００４】
　１つのそのような硫酸化多糖、経口ヘパリンが、凝固剤としての開発について考慮され
てきたが（非特許文献４）、ヘパリンは、術中および術後の出血、骨粗鬆症、脱毛症、ヘ
パリン抵抗性、ヘパリンリバウンド、ヘパリン起因性血小板減少症（ＨＩＴ：ｈｅｐａｒ
ｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ）、ヘパリン起因性血小板減少
血栓症症候群（ＨＩＴＴＳ：ｈｅｐａｒｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏ
ｐｅｎｉａ ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓｓｙｎｄｒｏｍｅ）を含むその深刻な合併症、ならび
に薬剤を中止した後に抗凝固を減衰させるための数日を含む他の不利点のために不十分で
ある（非特許文献５；非特許文献６）。ヘパリンは、非経口的に投与されるのが便利であ
り、わずか約１％の経口摂取レベルを有する（非特許文献７）。
【０００５】
　ヘパリンとは対照的に、別の硫酸化多糖、すなわち海藻から単離された硫酸化多糖であ
るフコイダンが凝固を調節する（すなわち、促進する）ことが明らかにされている（特許
文献１）。具体的には、フコイダンは、ｉｎ ｖｉｔｒｏにおいて低濃度で、またはｉｎ 
ｖｉｖｏにおいて低皮下用量で投与される場合、出血性の状況において外因性経路活性化
を介して改善された（加速された）凝固をもたらし（非特許文献８）、凝固促進活性を実
証する。より高い用量において、フコイダンは、ヘパリンと同様な抗凝固効果を有し得る
。ヘパリンまたはワルファリンのような現在の抗凝固剤と関連した問題に照らして、現在
利用可能な抗凝固療法と関連した問題のうちの１つ以上を克服できるフコイダンのような
薬剤に対する需要が明らかにある。
【０００６】
　従って、凝固促進または抗凝固治療使用のための最適な活性を有するフコイダン富化抽
出物を、費用効果が高くかつ効率的に産生する改善された方法に対する需要がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００５／０２８２７７１号
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｄａｖｉｅらによる総説，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ３０：１０３６３
，１９９１
【非特許文献２】Ｗｅｉｔｚ，Ｊ．Ｉ．，ｅｔａｌ．，Ｃｈｅｓｔ，１２６（３）、Ｓｅ
ｐｔｅｍｂｅｒ ２００４（Ｓｕｐｐｌ），２６５Ｓ
【非特許文献３】ＴｏｉｄａＴＣ，Ｌｉｎｈａｒｄｔ，ＲＪ．，Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｇｌ
ｙｃｏｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｇｌｙｃｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ２００３；１５：２９
－４６
【非特許文献４】ＡＤｕｎｎ，Ｉｄｒｕｇｓ，３：８１７－８２４，２０００
【非特許文献５】ＩｑｂａｌＯ，ｅｔ ａｌ，Ｆａｒｅｅｄ Ｊ，Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎ 
Ｅｍｅｒｇ Ｄｒｕｇｓ ６：１１１－１３５，２００１
【非特許文献６】Ｒｏｂｅｒｔｓ，ＨＲ，Ａｎｅｓｔｈｅｓｉｏｌｏｇｙ１００：７２２
－７３０，２００４
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【非特許文献７】Ｆｉｔｔｏｎ，Ｊ．Ｈ．，Ｇｌｙｃｏｓｃｉｅｎｃｅ，ＴｈｅＮｕｔｒ
ｉｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｓｉｔｅ，ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｊａｎｕａｒｙ ０１，２００
５
【非特許文献８】Ｌｉｕ，Ｔ．，ｅｔａｌ．，およびＪｏｈｎｓｏｎ，Ｋ．Ｗ．，Ｔｈｒ
ｏｂｏｓｉｓ ａｎｄ Ｈａｅｍｏｓｔａｓｉｓ，９５：６８－７６，２００６
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、海草抽出物からフコイダンを精製する方法の発見に基づく。この方法は、重
金属イオン、細菌性および内毒素汚染物質、ならびに他の不純物を実質的に含まない高収
率のフコイダンに備える。
【００１０】
　従って、主題の発明は、異種混合物からフコイダンを富化する方法を含んでおり、この
方向は、
　（ａ）　フコイダンの供給源を提供するステップと、
　（ｂ）　前記供給源をキレート剤で処理することにより重金属イオンを除去して第１の
フコイダン混合物を生産するステップと、
　（ｃ）　汚染物質を除去するために前記第１の混合物中に存在するフコイダンを選択的
に沈降させるステップと、
　（ｄ）　フコイダン含有沈降物を水溶液中に再懸濁させて第２のフコイダン混合物を生
産するステップと、
　（ｅ）　ステップ（ｃ）および（ｄ）を１回以上繰り返すステップと、
　（ｆ）　細菌性および内毒素汚染物質を除去するためにフコイダンを含む水溶液を濾過
して精製されたフコイダン抽出物をもたらすステップと、を含む。
【００１１】
　１つの実施形態において、フコイダンは、５～２５重量パーセントの硫黄を有する。別
の実施形態において、フコイダンは藻類起源である。好ましい実施形態において、フコイ
ダンは、ＦｕｃｕｓまたはＬａｍｉｎａｒｉａ種から得られる。代表的なフコイダンは、
ＦｕｃｕｓｖｅｓｉｃｕｌｏｓｉｓまたはＬａｍｉｎａｒｉａ ｊａｐｏｎｉｃａあるい
はＵｎｄａｒｉａ ｐｉｎｎｉｔｉｆａｄａおよびＡｓｃｏｐｈｙｌｌｕｍ ｎｏｄｏｓｕ
ｍを含むがそれらに限定されない他の供給源から得られるものである。
【００１２】
　ある一定の実施形態において、キレート剤は、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、
エチレングリコール－ビス－（ベータ－アミノエチルエーテル）Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四
酢酸（ＥＧＴＡ）、２，３－ジメルカプトプロパン－ｌ－スルホン酸（ＤＭＰＳ）、およ
び２，３－ジメルカプトコハク酸（ＤＭＳＡ）からなる群より選択される。好ましい実施
形態において、キレート剤はＥＤＴＡである。ある一定の実施形態において、キレート剤
は、固体担体上に固定される。１つの実施形態において、キレート剤は、イミノ二酢酸キ
レート樹脂である。
【００１３】
　ある一定の実施形態において、フコイダンは、エタノールで１回以上選択的に沈降させ
られ、フコイダン混合物中のエタノールの濃度は、約４０％～５０％（ｖ／ｖ）である。
ある一定の実施形態において、ｐＨは、約ｐＨ５．７～約ｐＨ６．０の間で維持される。
好ましい実施形態において、ｐＨは、約ｐＨ５．９５に調節される。ある一定の実施形態
において、ＮａＣｌが、約２０～２４ｇ／リットルの濃度でフコイダン混合物に添加され
る。
【００１４】
　別の態様において、本発明は、本明細書中で記載される方法のいずれかによって生産さ
れるフコイダンを含む組成物を提供する。１つの実施形態において、フコイダンは、５～
２５重量パーセントの硫黄を有する。別の実施形態において、フコイダンは、藻類起源で
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ある。好ましい実施形態において、フコイダンは、ＦｕｃｕｓまたはＬａｍｉｎａｒｉａ
種から得られる。代表的なフコイダンは、Ｆｕｃｕｓｖｅｓｉｃｕｌｏｓｉｓからまたは
Ｌａｍｉｎａｒｉａ ｊａｐｏｎｉｃａからもしくはＣｈｏｒｄａ ｆｉｌｕｍ、Ｃｌａｄ
ｏｓｉｐｈｏｎ ｏｋａｍｕｒａｎｕｓ、Ｕｎｄａｒｉａｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ、Ｌｅ
ａｔｈｅｓｉａ ｄｉｆｆｏｒｍｉｓ、Ａｓｃｏｐｈｙｌｌｕｍ ｎｏｄｏｓｕｍ、Ｅｃｋ
ｌｏｎｉａ ｋｕｒｏｍｅ、Ｐｅｌｖｅｔｉａ ｆａｓｔｉｇｉａｔａ、Ｓａｕｎｄｅｒｓ
ｅｌｌａｓｉｍｐｌｅｘ、Ｃｈｏｒｄａｒｉａ ｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｉｓ、あるい
はフコイダンを含有する任意の他の海洋植物または動物から得られるものである。好まし
い実施形態において、フコイダンは、生物活性であり、例えば、凝固促進活性を有する。
ある一定の実施形態において、組成物は、薬学的に許容される賦形剤をさらに含み得る。
【００１５】
　別の態様において、本発明は、強化された血液凝固を必要としている対象を処置するた
めの方法を提供し、この方法は、本明細書中で記載される方法のいずれかによって生産さ
れたフコイダンの治療有効量を前記対象に投与するステップを含む。ある一定の実施形態
において、対象は、慢性または急性出血性疾患、血液因子欠乏により引き起こされる先天
性凝固障害、および後天性凝固障害からなる群より選択される出血性疾患を有する。他の
実施形態において、強化された血液凝固の必要の原因は、抗凝血剤の事前投与、手術また
は他の侵襲的手技である。ある一定の実施形態において、フコイダンは、約０．０１ｍｇ
／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇの投薬量で投与される。
【００１６】
　主題の発明のこれらおよび他の実施形態は、本明細書中の開示を考慮すれば、当業者に
容易に想起される。
本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）
　異種混合物からフコイダンを精製するための方法であって、
（ａ）　フコイダンの供給源を提供するステップと、
（ｂ）　第１のフコイダン混合物を生産するために、キレート剤を用いて処理することに
より前記供給源から重金属イオンを除去するステップと、
（ｃ）　汚染物質を除去するために、前記第１のフコイダン混合物中に存在するフコイダ
ンを選択的に沈降させるステップと、
（ｄ）　第２のフコイダン混合物を生産するために、フコイダン含有沈降物を水溶液中に
再懸濁させるステップと、
（ｅ）　ステップ（ｃ）および（ｄ）を１回以上繰り返すステップと、
（ｆ）　細菌性および内毒素汚染物質を除去して精製フコイダンを得るために、フコイダ
ンを含む前記水溶液を濾過するステップと、
　を含む、
　方法。
（項目２）
　前記フコイダンが、５～２５重量パーセントの硫黄を有する、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記フコイダンが、藻類起源である、項目１または２のいずれかに記載の方法。
（項目４）
　前記フコイダンが、Ｆｕｃｕｓ属またはＬａｍｉｎａｒｉａ属由来である、項目３に記
載の方法。
（項目５）
　前記フコイダンが、Ｆｕｃｕｓ ｖｅｓｉｃｕｌｏｓｉｓまたはＬａｍｉｎａｒｉａ ｊ
ａｐｏｎｉｃａ由来である、項目４に記載の方法。
（項目６）
　前記キレート剤が、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコール－ビス
－（ベータ－アミノエチルエーテル）Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（ＥＧＴＡ）、２，３
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－ジメルカプトプロパン－ｌ－スルホン酸（ＤＭＰＳ）、および２，３－ジメルカプトコ
ハク酸（ＤＭＳＡ）からなる群より選択される、項目１～５のいずれか１項に記載の方法
。
（項目７）
　前記キレート剤が、ＥＤＴＡである、項目６に記載の方法。
（項目８）
　前記キレート剤が、固体担体上に固定される、項目１～７のいずれか１項に記載の方法
。
（項目９）
　前記キレート剤が、イミノ二酢酸キレート樹脂である、項目８に記載の方法。
（項目１０）
　前記第１のフコイダン混合物中の前記フコイダンが、エタノールを用いて選択的に沈降
させられる、項目１～９のいずれか１項に記載の方法。
（項目１１）
　エタノールの濃度が、約４０％～５０％（ｖ／ｖ）である、項目１０に記載の方法。
（項目１２）
　ｐＨが、約ｐＨ５．７～約ｐＨ６．０の間に維持される、項目１０に記載の方法。
（項目１３）
　前記ｐＨが、約ｐＨ５．９５に調節される、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
　ＮａＣｌが、約２０～２４ｇ／リットルの濃度で前記フコイダン混合物に添加される、
項目１０に記載の方法。
（項目１５）
　ステップ（ｃ）および（ｄ）を３回繰り返すステップを含む、項目１～１４のいずれか
１項に記載の方法。
（項目１６）
　前記精製フコイダンの凍結乾燥をさらに含む、項目１～１５のいずれか１項に記載の方
法。
（項目１７）
　項目１～１６のいずれか１項に記載の方法により生産された精製フコイダンを含む組成
物。
（項目１８）
　前記フコイダンが、生物活性である、項目１７に記載の組成物。
（項目１９）
　前記フコイダンが、凝固促進活性を有する、項目１８に記載の組成物。
（項目２０）
　薬学的に許容される賦形剤をさらに含む、項目１７～１９のいずれか１項に記載の組成
物。
（項目２１）
　強化された血液凝固を必要としている対象を処置するための方法であって、項目１７～
２０のいずれか１項の組成物の治療有効量を前記対象に投与するステップを含む、方法。
（項目２２）
　前記フコイダンが、約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇの用量で投与される、
項目２１に記載の方法。
（項目２３）
　前記対象が、慢性または急性出血性疾患、血液因子欠乏により引き起こされる先天性凝
固障害、および後天性凝固障害からなる群より選択される出血性疾患を有する、項目２１
または２２のいずれかに記載の方法。
（項目２４）
　前記対象が、急性の外傷または創傷状況において改善された止血を必要とする、項目２
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１または２２のいずれかに記載の方法。
（項目２５）
　強化された血液凝固の必要の原因が、抗凝固剤の事前投与、手術、または他の侵襲的手
技である、項目２１または２２のいずれかに記載の方法。
（項目２６）
　必要の原因が、抗炎症剤として、抗がん剤として、抗ウイルス剤として、または造血細
胞を動員するためである、項目２１または２２のいずれかに記載の方法。
（項目２７）
　強化された血液凝固を必要としている対象を処置するための方法における、項目１７～
２０のいずれか１項に記載の組成物の使用。
（項目２８）
　強化された血液凝固を必要としている対象を処置するための薬剤の製造における、項目
１～１６のいずれか１項に記載の方法によって生産されたフコイダンの使用。
 
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】活性化部分トロンボプラスチン時間（ＡＰＴＴ：ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐａｒｔ
ｉａｌ ｔｈｒｏｍｂｏｐｌａｓｔｉｎ ｔｉｍｅ）アッセイにおけるフコイダン（ＡＶ５
１３）の活性に対する処理の効果を示す。
【００１８】
【図２】希釈プロトロンビン時間（ｄＰＴ：ｄｉｌｕｔｅ ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ ｔｉ
ｍｅ）アッセイにおけるフコイダンの活性に対する処理の効果を示す。
【００１９】
【図３】フコイダンの活性に対する処理の効果のトロンボエラストグラフ（ＴＥＧ：ｔｈ
ｒｏｍｂｏｅｌａｓｔｏｇｒａｐｈ）分析を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　本発明の実施は、特に指示がない限り、当該分野の技術の範囲内にあるタンパク質化学
、生化学、分子生物学、および薬理学の従来の方法を使用する。そのような技術は、文献
中に十分に説明されている。例えば、ＰｒｏｔｅｉｎＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ：Ａ Ｐｒａｃｔｉｃａｌ Ａｐｐｒｏａｃｈ，（Ｅ．Ｌ．Ｖ．Ｈａｒｒｉｓ ａ
ｎｄ Ｓ．Ａｎｇａｌ，Ｅｄｓ．，１９８９）；ＰｒｏｔｅｉｎＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏ
ｎ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：Ａ Ｐｒａｃｔｉｃａｌ Ａｐｐｒｏａｃｈ，（Ｅ．Ｌ．
Ｖ．Ｈａｒｒｉｓ ａｎｄ Ｓ．Ａｎｇａｌ，Ｅｄｓ．，１９９０）；Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇ
ｈｔｏｎ、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏ
ｐｅｒｔｉｅｓ（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９３）；Ａ．Ｌ
．Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ＷｏｒｔｈＰｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，
Ｉｎｃ．，ｃｕｒｒｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ）；Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｉｎ Ｅｎｚｙｍｏｌ
ｏｇｙ（Ｓ．Ｃｏｌｏｗｉｃｋ ａｎｄ Ｎ．Ｋａｐｌａｎｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ 
Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ ａｎｄ Ｂｏｙｄ，Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ（Ａｌｌｙｎ ａｎｄ Ｂａｃｏｎ，Ｉｎｃ．，ｃｕｒｒｅｎｔａｄｄｉｔｉ
ｏｎ）；Ｊ．Ｍａｒｃｈ，Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｍｃ
Ｇｒａｗ Ｈｉｌｌ，ｃｕｒｒｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ）；Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ，Ａ．Ｇｅｎｎａｒｏ
，Ｅｄ．，２０版；およびＧｏｏｄｍａｎ ＆ Ｇｉｌｍａｎ Ｔｈｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
ｏｇｉｃａｌＢａｓｉｓ ｏｆ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，Ｊ．Ｇｒｉｆｆｉｔｈ Ｈａ
ｒｄｍａｎ，Ｌ．Ｌ．Ｌｉｍｂｉｒｄ，Ａ．Ｇｉｌｍａｎ、１０版を参照されたい。
【００２１】
　本明細書中で引用されるすべての刊行物、特許および特許出願は、上記であろうと下記
であろうと、参照によりそれらの全体がここに組み込まれる。
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【００２２】
　以下のアミノ酸略号は、本文全体を通して使用される：
　　アラニン：Ａｌａ（Ａ）　　　　アルギニン：Ａｒｇ（Ｒ）
　　アスパラギン：Ａｓｎ（Ｎ）　　アスパラギン酸：Ａｓｐ（Ｄ）
　　システイン：Ｃｙｓ（Ｃ）　　　グルタミン：Ｇｌｎ（Ｑ）
　　グルタミン酸：Ｇｌｕ（Ｅ）　　グリシン：Ｇｌｙ（Ｇ）
　　ヒスチジン：Ｈｉｓ（Ｈ）　　　イソロイシン：Ｉｌｅ（Ｉ）
　　ロイシンン：Ｌｅｕ（Ｌ）　　　リシン：Ｌｙｓ（Ｋ）
　　メチオニン：Ｍｅｔ（Ｍ）　　　フェニルアラニン：Ｐｈｅ（Ｆ）
　　プロリン：Ｐｒｏ（Ｐ）　　　　セリン：Ｓｅｒ（Ｓ）
　　トレオニン：Ｔｈｒ（Ｔ）　　　トリプトファン：Ｔｒｐ（Ｗ）
　　チロシン：Ｔｙｒ（Ｙ）　　　　バリン：Ｖａｌ（Ｖ）
【００２３】
　１．　定義
　本発明を説明する際、以下の用語が用いられ、以下に示されるように定義されることを
意図している。
【００２４】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用される場合、単数形「１つの（ａ）
、（ａｎ）」、および「前記（ｔｈｅ）」は、その内容が明らかに別のものを指示しない
限り、複数の言及を含む留意されなければならない。従って、例えば、「フコイダン」へ
の言及は、２以上のそのようなフコイダン等の混合物を含む、などである。
【００２５】
　本明細書中で使用される場合、用語「約」は、その用語が修飾する値の約±１０％を意
味する。
【００２６】
　用語「生物活性な」は、天然分子の構造的、調整的、または生化学的機能を有するタン
パク質を意味する。
【００２７】
　用語「フコイダン」は、本明細書中で使用される場合、多くの海洋植物および動物に見
出される硫酸化アルファ－Ｌ－フカンを意味する。フコイダンは特に、褐藻類の細胞壁中
に豊富にあり、Ｆｕｃｕｓ属（例えば、Ｆｕｃｕｓｖｅｓｉｃｕｌｏｓｉｓ、Ｆｕｃｕｓ
 ｅｖａｎｅｓｃｅｎｓ、Ｆｕｃｕｓ ｄｉｓｔｉｃｈｕｓ、およびＦｕｃｕｓ ｓｅｒｒ
ａｔｕｓ）またはＬａｍｉｎａｒｉａ属（例えば、Ｌａｍｉｎａｒｉａｊａｐｏｎｉｃａ
、Ｌａｍｉｎａｒｉａ ｒｅｌｉｇｉｏｓａ、およびＬａｍｉｎａｒｉａ ａｂｙｓｓａｌ
ｉｓ）由来のフコイダンが含まれる。フコイダンとしてはまた、Ｃｈｏｒｄａｆｉｌｕｍ
、Ｃｌａｄｏｓｉｐｈｏｎ ｏｋａｍｕｒａｎｕｓ、Ｕｎｄａｒｉａ ｐｉｎｎａｔｉｆｉ
ｄａ、Ｌｅａｔｈｅｓｉａ ｄｉｆｆｏｒｍｉｓ、Ａｓｃｏｐｈｙｌｌｕｍｎｏｄｏｓｕ
ｍ、Ｅｃｋｌｏｎｉａ ｋｕｒｏｍｅ、Ｐｅｌｖｅｔｉａ ｆａｓｔｉｇｉａｔａ、Ｓａｕ
ｎｄｅｒｓｅｌｌａ ｓｉｍｐｌｅｘ、Ｃｈｏｒｄａｒｉａ ｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｉ
ｓ、またはフコイダンを含有する何か他の海洋植物もしくは動物の種由来のフコイダンも
含まれる。加えて、用語フコイダンは、生物活性なフラグメント、誘導体、またはそれら
の類似物を含む。フコイダンは、より大きいフコイダン分子の分解（例えば、加水分解）
により生成されたフコイダンのフラグメントを含み得る。分解は、分解フコイダンをもた
らすための酸、塩基、熱、または酵素を用いたフコイダンの処理を含む当業者に知られた
様々な手段のいずれかによって達成され得る。フコイダンはまた、化学的に改変されても
よく、硫酸化、ポリ硫酸化、アセチル化、エステル化、およびメチル化を含むがそれらに
限定されない修飾を有してもよい。
【００２８】
　「実質的に精製された」は一般に、ある物質（例えば、フコイダン）が、その物質が存
する試料の大部分のパーセントを占めるような物質の単離を意味する。典型的にはある試
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料において、実質的に精製された成分は、試料の５０％、好ましくは８０％～８５％、よ
り好ましくは９０～９５％を占める。
【００２９】
　Ａを含有する組成物が「実質的にＢを含まない」のは、組成物中のＡ＋Ｂの合計の少な
くとも約８０重量％がＡである場合である。好ましくは、Ａは、組成物中のＡ＋Ｂの合計
の少なくとも約８５重量％～９５重量％を占める。
【００３０】
　本明細書中で用いられる「抗凝固剤」は、血餅形成を防止また減速することができる任
意の薬剤を意味する。
【００３１】
　本明細書中で用いられる「凝固促進剤」は、血餅形成を加速することができる任意の薬
剤を意味する。
【００３２】
　本明細書中で用いられるような「キレート剤」は、金属と結合することができる化合物
、ペプチド、またはタンパク質を意味する。キレート剤の例としては、エチレンジアミン
四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコール－ビス－（ベータ－アミノエチルエーテル）Ｎ
，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（ＥＧＴＡ）、２，３－ジメルカプトプロパン－ｌ－スルホン
酸（ＤＭＰＳ）、および２，３－ジメルカプトコハク酸（ＤＭＳＡ）等が含まれる。キレ
ート剤は、固体担体（例えば、イミノ二酢酸キレート樹脂）上に固定されてもよい。
【００３３】
　用語「に由来する」は分子の起源を確認するために本明細書中で用いられるが、その分
子が作られ得る方法を限定することを意図するものではなく、例えば、化学合成または組
換え手段によるものであってもよい。
【００３４】
　「誘導体」は、参照分子の所望の生物活性（例えば、凝固活性）が保持される限り、目
的の参照分子またはその類似物の、硫酸化、アセチル化、グリコシル化、リン酸化、ポリ
マー接合（例えば、ポリエチレングリコールとの）、または他の外来部分の付加のような
、任意の適切な修飾を意図する。フコイダンは、例えば、凝固促進機能を改善するために
化学的に改変され得る。そのような修飾としては、硫酸化、多硫酸化、エステル化、およ
びメチル化が含まれるが、それらに限定されない。類似物および誘導体を作るための方法
は、当該技術分野において一般に利用可能である。
【００３５】
　「フラグメント」は、インタクトな全長配列および構造の一部のみからなる分子を意図
する。フコイダンのフラグメントは、より大きなフコイダン多糖の分解（例えば、加水分
解）によって生成され得る。フコイダンの活性フラグメントは、当該フラグメントが凝固
活性のような生物活性を保持するのであれば、一般に、全長多糖の少なくとも約２～２０
個の糖単位、好ましくは全長分子の少なくとも約５～１０個の糖単位、または２個の糖単
位と全長分子との間の任意の整数個の糖単位を含む。
【００３６】
　「薬学的に許容される賦形剤またはキャリア」は、本発明の組成物中に任意に含有させ
ることができ、患者に対し重大な有害な毒性効果をまったく引き起こさない賦形剤を意味
する。
【００３７】
　「薬学的に許容される塩」としては、アミノ酸塩、塩化物、硫酸塩、リン酸塩、二リン
酸塩、臭化水素酸塩、および硝酸塩のような無機酸を用いて調製された塩、または、リン
ゴ酸塩、マレイン酸塩、フマル酸塩、酒石酸塩、コハク酸塩、エチルコハク酸塩、クエン
酸塩、酢酸塩、乳酸塩、メタンスルホン酸塩、安息香酸塩、アスコルビン酸塩、パラ－ト
ルエンスルホン酸塩、パルモエート、サリチル酸塩およびステアリン酸塩、ならびにエス
トレート、グルセプテートおよびラクトビオン酸塩のような有機酸を用いて調製された塩
が含まれが、それらに限定されない。同様に、薬学的に許容される陽イオンを含有する塩
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としては、ナトリウム、カリウム、カルシウム、アルミニウム、リチウム、およびアンモ
ニウム（置換されたアンモニウムを含む）が含まれるが、それらに限定されない。
【００３８】
　本明細書中で記載される「活性分子」または「活性薬剤」としては、ｉｎ ｖｉｖｏま
たはｉｎ ｖｉｔｒｏで実証され得るある程度の、しばしば有用な効果をもたらす任意の
薬剤、薬物、化合物、物質の組成物もしくは混合物が含まれる。これは、食品、食品サプ
リメント、栄養素、栄養補助食品、薬物、ワクチン、抗体、ビタミン、および他の有用な
薬剤が含まれる。本明細書中で用いられる場合、これらの用語は、患者において局所的ま
たは全身的効果を引き起こす任意の生理的または薬理学的に活性な物質をさらに含む。
【００３９】
　「任意の」または「任意に」は、続いて説明される状況が生じるかまたは生じないこと
を意味し、その結果、説明は、状況が生じる例および状況が生じない例を含む。
【００４０】
　用語は「対象」、「個体」または「患者」は、本明細書中で区別なく用いられ、脊椎動
物、好ましくは哺乳動物を意味する。哺乳動物としては、ネズミ類、齧歯類、サル、ヒト
、家畜、スポーツ動物およびペットが含まれるが、それらに限定されない。
【００４１】
　２．　本発明を実行するモード
　本発明を詳細に説明する前に、本発明が、特定の処方またはプロセスパラメータに限定
されるものではなく、そのようなものは変わり得ることが理解される必要がある。本明細
書中で用いられる専門用語が、本発明の特定の実施形態のみを説明することを目的として
おり、限定的であることを意図していないことが理解される必要がある。
【００４２】
　本明細書中で説明されるものと類似または同等の多くの方法および材料が本発明の実施
において用いられ得るが、好ましい材料および方法が本明細書中で説明される。
【００４３】
　Ａ．　フコイダンの生産
　本発明は、重金属イオン、細菌性および内毒素汚染物質、ならびに他の不純物を実質的
に含まないフコイダンの単離を考慮する精製手順の発見に基づく。この方法は、重金属を
除去するためのキレート剤を用いた処理、不純物を除去するための１回以上の選択的沈降
、ならびに細菌性および内毒素汚染物質を除去するための濾過を含む一連の単離ステップ
を含む。
【００４４】
　本発明のさらなる理解のため、フコイダン抽出物を精製する方法に関してより詳細な考
察が以下に提供される。
【００４５】
　フコイダン
　フコイダン抽出物のどのような供給源も精製において用いることができる。フコイダン
は、多くの海洋植物および動物において見出され、褐藻類（Ｐｈａｅｏｐｈｙｃｅａｅ）
の細胞壁中に特に豊富である。例えば、Ｆｕｃｕｓ属（例えば、Ｆｕｃｕｓｖｅｓｉｃｕ
ｌｏｓｉｓ、Ｆｕｃｕｓ ｅｖａｎｅｓｃｅｎｓ、Ｆｕｃｕｓ ｄｉｓｔｉｃｈｕｓ、およ
びＦｕｃｕｓ ｓｅｒｒａｔｕｓ）またはＬａｍｉｎａｒｉａ属（例えば、Ｌａｍｉｎａ
ｒｉａｊａｐｏｎｉｃａ、Ｌａｍｉｎａｒｉａ ｒｅｌｉｇｉｏｓａ、およびＬａｍｉｎ
ａｒｉａ ａｂｙｓｓａｌｉｓ）の褐藻類に由来するフコイダンを精製において使用でき
る。あるいは、Ｃｈｏｒｄａｆｉｌｕｍ、Ｃｌａｄｏｓｉｐｈｏｎ ｏｋａｍｕｒａｎｕ
ｓ、Ｕｎｄａｒｉａ ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ、Ｌｅａｔｈｅｓｉａ ｄｉｆｆｏｒｍｉｓ
、Ａｓｃｏｐｈｙｌｌｕｍｎｏｄｏｓｕｍ、Ｅｃｋｌｏｎｉａ ｋｕｒｏｍｅ、Ｐｅｌｖ
ｅｔｉａ ｆａｓｔｉｇｉａｔａ、Ｓａｕｎｄｅｒｓｅｌｌａ ｓｉｍｐｌｅｘ、Ｃｈｏｒ
ｄａｒｉａ ｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｉｓ、あるいはフコイダンを含有する任意の他の
海洋植物または動物の種を含むがそれらに限定されない他の供給源に由来するフコイダン
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も、本発明の実施において使用され得る。
【００４６】
　キレート剤
　フコイダンを含有する異種混合物から金属イオン汚染物質を除去するため、金属イオン
と結合できる任意のキレート剤が使用され得る。キレート剤の例としては、エチレンジア
ミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコール－ビス－（ベータ－アミノエチルエーテル
）Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（ＥＧＴＡ）、２，３－ジメルカプトプロパン－ｌ－スル
ホン酸（ＤＭＰＳ）、および２，３－ジメルカプトコハク酸（ＤＭＳＡ）等が含まれるが
、それらに限定されない。あるいは、フコイダンを含有する試料から金属イオンを除去す
るために、固定されたキレート群を含む金属キレート樹脂を用いることができる。例えば
、キレート配位子イミノ二酢酸塩（例えば、ＣＨＥＬＥＸ１００（Ｂｉｏ－ｒａｄ）、Ｄ
ＯＷＥＸＡ１（Ｄｏｗ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ．）、およびキレート樹脂（Ｈａｍｐｔｏ
ｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ）を含有する商業的に利用可能なキレート樹脂が使用され得る。キ
レート樹脂は、フコイダン試料にバッチで添加し、遠心分離により除去され得る。あるい
は、金属イオンは、当該技術分野においてよく知られている方法により、キレート樹脂を
含有するカラムを通してのクロマトグラフィーにより、フコイダン試料から除去できる。
【００４７】
　フコイダンの選択的沈降
　フコイダン抽出物は、エタノールを用いたフコイダンの選択的沈降によりさらに精製さ
れる。選択的沈降により、いくらかのキレート剤および他の汚染物質がフコイダン混合か
ら除去される。ある一定の実施形態において、フコイダンは、フコイダン混合物中で約４
０％～５０％（ｖ／ｖ）の濃度のエタノールによって１回以上選択的に沈降させられる。
フコイダン混合物へのエタノールの添加の前に、フコイダン混合物のｐＨは、約ｐＨ５．
７～約ｐＨ６．０に調節され、ＮａＣｌが約２０～２４ｇ／リットルの濃度でフコイダン
混合物に添加される。フコイダンの沈降後、沈降フコイダンから上澄みが除去され、沈降
フコイダンは、水溶液中に再懸濁させられる。そのような精製の繰り返しサイクルにより
、フコイダンの純度を向上させことができる。
【００４８】
　濾過
　フコイダンは、細菌性および内毒素汚染物質を除去するために、正に帯電している０．
２μｍフィルタを通して濾過される。濾過された生成物は、凍結乾燥または噴霧乾燥を使
って乾燥させることができる。典型的には、フコイダンの収率は、約５０％以上、より好
ましくは約６０％～約８０％以上である。
【００４９】
　精製フコイダンの分析
　フコイダン試料は、純度ならびに、分子量、フコースおよびキシロースを含む炭水化物
含有量、重金属汚染、硫酸塩、および水分のような様々な特性について分析され得る。高
速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ：ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ 
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）、元素組成分析、レーザー光散乱（ＬＬＳ：ｌａｓｅｒ
 ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ）、誘導結合プラズマ質量分析法（ＩＣＰ－ＭＳ：ｉ
ｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｓｍａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒ
ｙ）、およびＧＣ－ＭＳを含むがそれらに限定されない多くの分析手法をフコイダン試料
の特性決定に用いることができる。
【００５０】
　Ｂ　薬学的組成物
　精製フコイダンは、１種以上の薬学的に許容される賦形剤を任意に含む薬学組成物に配
合され得る。代表的な賦形剤としては、炭水化物、無機塩、抗菌剤、酸化防止剤、界面活
性剤、緩衝剤、酸、塩基、およびそれらの組み合わせが制限なく含まれる。注射用組成物
として適する賦形剤としては、水、アルコール、ポリオール、グリセリン、植物油、リン
脂質、および界面活性剤が含まれる。糖、アルジトールのような誘導体化糖、アルドン酸
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、エステル化糖、および／または糖ポリマーが、賦形剤として存在し得る。特定の炭水化
物賦形剤としては、例えば、果糖、マルトース、ガラクトース、グルコース、Ｄ－マンノ
ース、ソルボースなどの単糖類；乳糖、ショ糖、トレハロース、セロビオースなどの二糖
類；ラフィノース、メレチトース、マルトデキストリン、デキストラン、デンプンなどの
多糖類；およびマンニトール、キシリトール、マルチトール、ラクチトール、キシリトー
ル、ソルビトール（グルシトール）、ピラノシルソルビトール、ミオイノシトールなどの
アルジトール類が含まれる。賦形剤としては、クエン酸、塩化ナトリウム、塩化カリウム
、硫酸ナトリウム、硝酸カリウム、リン酸二水素ナトリウム、リン酸水素二ナトリウム、
およびそれらの組み合わせのような無機塩または緩衝剤も含まれ得る。
【００５１】
　本発明の組成物は、微生物生育を防止または抑止するための抗菌剤も含有し得る。本発
明に適する抗菌剤の非限定的な例としては、塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム
、ベンジルアルコール、塩化セチルピリジニウム、クロロブタノール、フェノール、フェ
ニルエチルアルコール、硝酸フェニル水銀、チメルゾル、およびそれらの組み合わせが含
まれる。
【００５２】
　酸化防止剤も同様に、組成物中に存在し得る。酸化防止剤は、酸化を防止し、それによ
って調剤のフコイダンまたは他の成分の劣化を防止するために使用される。本発明におい
て使用するのに適したな酸化防止剤としては、例えば、アスコルビン酸パルミテート、ブ
チル化ヒドロキシアニソール、ブチル化ヒドロキシトルエン、次亜リン酸、モノチオグリ
セロール、没食子酸プロピル、硫酸水素ナトリウム、ホルムアルデヒドスルホキシル酸ナ
トリウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、およびそれらの組み合わせが含まれる。
【００５３】
　界面活性剤が賦形剤として存在し得る。代表的な界面活性剤としては、「Ｔｗｅｅｎ 
２０」および「Ｔｗｅｅｎ ８０」のようなポリソルベート、ならびにＦ６８およびＦ８
８（ＢＡＳＦ，ＭｏｕｎｔＯｌｉｖｅ，Ｎｅｗ Ｊｅｒｓｅｙ）のようなプルロニック；
ソルビタンエステル；レシチンおよび他のホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノ
ールアミン（好ましくは、リポソーム形でないが）のようなリン脂質、脂肪酸および脂肪
酸エステルのような脂質；コレステロールのようなステロイド；ＥＤＴＡのようなキレー
ト剤；ならびに亜鉛および他のそのような適切な陽イオンが含まれる。
【００５４】
　酸または塩基は、組成物中で賦形剤として存在し得る。使用できる酸の非限定的な例と
しては、塩酸、酢酸、リン酸、クエン酸、リンゴ酸、乳酸、蟻酸、トリクロロ酢酸、硝酸
、過塩素酸、リン酸、硫酸、フマル酸、およびそれらの組み合わせからなる群より選択さ
れる酸が含まれる。適切な塩基の例としては、水酸化ナトリウム、酢酸ナトリウム、水酸
化アンモニウム、水酸化カリウム、酢酸アンモニウム、酢酸カリウム、リン酸ナトリウム
、リン酸カリウム、クエン酸ナトリウム、蟻酸ナトリウム、硫酸ナトリウム、硫酸カリウ
ム、ｐｏｔａｓｓｉｕｍｆｕｍｅｒａｔｅ、およびそれらの組み合わせからなる群より選
択される塩基が制限なく含まれる。
【００５５】
　組成物中のフコイダンの量（例えば、ドラッグデリバリーシステム中に含有される場合
）は、因子の数に応じて変わるが、組成物が単位剤形または容器（例えば、バイアル）中
にある場合に、最適には治療有効用量であろう。治療有効用量は、どの量が臨床的に望ま
しい終点をもたらすかを決定するために、組成物の量を増加させて繰り返し投与すること
により実験的に決定され得る。
【００５６】
　組成物中の任意の個別の賦形剤の量は、賦形剤の性質および機能ならびに組成物の特定
の要求に応じて変わる。典型的には、任意の個別の賦形剤の最適量は、常用の実験によっ
て、すなわち、変化する量（低い量から高い量へ）の賦形剤を含有する組成物を調製し、
安定性および他のパラメータを試験し、次いで、重大な悪影響が全くなく最適性能が達成
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される範囲を決定することにより、決定される。しかしながら、一般に、賦形剤（単数ま
たは複数）は、組成物中で、賦形剤の約１％～約９９重量％、好ましくは約５％～約９８
重量％、より好ましくは約１５～約９５重量％、最も好ましくは３０重量％未満の濃度で
存在する。これらの上述の製薬用賦形剤は他の賦形剤と共に、“Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔ
ｈｅＳｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｐｒａｃｔｉｃｅ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ”，１９ｔｈ ｅｄ．
，Ｗｉｌｌｉａｍｓ ＆ Ｗｉｌｌｉａｍｓ，（１９９５），．ｔｈｅ“Ｐｈｙｓｉｃｉａ
ｎ’ｓＤｅｓｋ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ”，５２ｎｄ ｅｄ．，Ｍｅｄｉｃａｌ Ｅｃｏｎｏ
ｍｉｃｓ，Ｍｏｎｔｖａｌｅ，ＮＪ（１９９８），およびＫｉｂｂｅ，Ａ．Ｈ．，Ｈａｎ
ｄｂｏｏｋｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ，３ｒｄ Ｅｄｉ
ｔｉｏｎ，Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，
Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｄ．２０００に記載されている。
【００５７】
　組成物は、あらゆるタイプの処方物、特に注射に適合させられた処方物、例えば、使用
前に溶媒を用いて再構成でき、注射溶液または懸濁液としてそのままで使える粉体または
凍結乾燥物、使用前に賦形剤と組み合わせるための乾燥不溶性組成物、ならびに投与前に
希釈するためのエマルションおよび液体濃縮物を包含する。注射前に固体組成物を再構成
すのに適する希釈剤の例としては、注射用滅菌精製水、デキストロース５％水溶液、リン
酸塩緩衝食塩水、リンゲル溶液、食塩水、無菌水、脱イオン水、およびそれらの組み合わ
せが含まれる。液体薬学的組成物に関して、溶液および懸濁液が想定される。付加的な好
ましい組成物としては、経口、経眼、または局所的送達が含まれる。
【００５８】
　本明細書中の調剤はまた、意図される送達および使用のモードに応じて、注射器、埋め
込みデバイス等の中に収容され得る。好ましくは、本明細書中で記載されるフコイダン組
成物は、単位剤形であり、事前計量されたまたは事前包装された形態の単一用量に適した
本発明の抱合体または組成物の量を意味する。
【００５９】
　フコイダン組成物は本明細書中で、止血剤、血液因子、または症状もしくは疾患につい
て対象を処置するために使用される他の薬物のような１種以上の付加的な薬剤を任意に含
有し得る。第ＸＩ因子、第ＸＩＩ因子、プレカリクレイン、高分子量キニノーゲン（ＨＭ
ＷＫ）、第Ｖ因子、第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第ＸＩＩＩ
因子、第ＩＩ因子、第ＶＩＩａ因子、およびフォウィルブランド因子のような１種以上の
血液因子を含有する配合調製物が特に好ましい。フコイダン組成物はまた、第Ｘａ因子、
第ＩＸａ因子、第ＸＩａ因子、第ＸＩＩａ因子、および第ＶＩＩＩａ因子、ｐｒｅｋａｌ
ｌｅｋｒｅｉｎ、および高分子量キニノーゲンを含むがそれらに限定制限されない内因性
凝固経路の活性化因子、または組織因子、第ＶＩＩａ因子、第Ｖａ因子、および第Ｘａ因
子を含むがそれらに限定されない外因性凝固経路の活性化因子のような多の凝固促進剤を
含んでもよい。フコイダン組成物は、天然の、合成の、または組み換えによる凝固因子も
しくはフラグメント、変異体または生物活性を保持する（すなわち、凝固を促進する）共
有結合修飾されたそれらの誘導体を含有してもよい。あるいは、そのような薬剤は、フコ
イダンとは別個の組成物中に含有されて、本発明のフコイダン組成物と同時に、その前に
、またはその後に同時投与され得る。
【００６０】
　Ｃ．　投与
　フコイダンを用いた少なくとも１回の治療上有効な処置サイクルが対象に施される。「
治療上有効な処置サイクル」とは、施された場合に、出血性障害についての個体の処置に
関してポジティブな治療応答を引き起こす処置サイクルを意図する。止血を改善するフコ
イダンを用いた処置サイクルが特に興味深い。「ポジティブな治療応答」とは、本発明に
よる処置を受ける個体が、血液凝固時間の短縮ならびに出血の減少および／または因子交
換療法の必要の減少のような改善を含む、出血性障害の１つ以上の症状の改善を示すこと
を意図する。



(15) JP 5679663 B2 2015.3.4

10

20

30

40

50

【００６１】
　フコイダンを用いた他の治療上有効な処置サイクルは、抗凝固剤として、深部静脈血栓
症、動脈血栓症ならびに他の心血管疾患および癌疾患のような血栓形成促進性の症状を有
する対象に対して、予防的および／または維持療法として施される。
【００６２】
　ある一定の実施形態において、フコイダンおよび／または止血剤、血液因子、ないしは
他の薬剤のような１種以上の治療薬剤を含む組成物の複数の治療上有効な用量が投与され
る。本発明の組成物は典型的には、必然的ではないものの、経口的に、注射（皮下、静脈
内または筋肉内）により、輸液により、または局所的に投与される。薬学的調製物は、投
与の直前に液体状の溶液または懸濁液の形状であり得るが、シロップ、クリーム、軟膏、
錠剤、カプセル剤、散剤、ゲル、マトリックス、座薬等の別の形態を取ってもよい。経肺
、経直腸、経皮、経粘膜、髄腔内、心膜、動脈内、大脳内、眼内、腹腔内などの付加的な
投与モードも考えられる。フコイダンおよび他の薬剤を含む薬学的組成物は、当該技術分
野において知られている任意の医学的に許容される方法に従って同じまたは異なる経路で
投与され得る。
【００６３】
　１つの特定の実施形態において、本発明の組成物は、例えば、病変、外傷、または手術
の結果としての出血の処置のために、フコイダンの局所送達のために用いられる。本発明
による調製物はまた、局所的処置にも適している。例えば、フコイダンは、出血部位に注
射によって投与されてもよく、または固体、液体、もしくは軟膏の形態で、好ましくは接
着テープまたは創傷カバーによって局所的に投与されてもよい。坐剤、カプセル剤、特に
胃液耐性カプセル剤、ドロップまたはスプレーもまた用いられ得る。出血部位を標的化す
るために、特定の調製物および適切な投与方法が選択される。
【００６４】
　別の実施形態において、フコイダンおよび／または他の薬剤を含む薬学的組成物は、例
えば、計画的手術の前に、予防的に投与される。そのような予防的使用は、既知のすでに
かかっている血液凝固障害を有する対象にとりとりわけ価値がある。
【００６５】
　本発明の別の実施形態において、フコイダンおよび／または他の薬剤を含む薬学的組成
物は、徐放性処方物の状態であるか、または徐放性デバイスを用いて投与される処方物の
状態である。そのようなデバイスは、当該分野においてよく知られており、例えば、経皮
パッチ、および非徐放性薬学的組成物を用いて徐放作用を達成するために、種々の用量で
連続的な定常様式で経時的な薬物送達に備えることができる小型埋め込みポンプが含まれ
る。
【００６６】
　本発明はまた、結合体または組成物中に含有されるフコイダンを用いた処置に応答性の
状態を患う患者に、本明細書中に提供されるようなフコイダンを含む結合体を投与するた
めの方法を提供する。この方法は、本明細書中に記載されるモードのいずれかによって、
治療有効量の結合体または薬物送達系（好ましくは、薬学的組成物の一部として提供され
る）を投与するステップを含む。この投与方法は、フコイダンを用いた処置に応答性の任
意の状態を処置するために用いられてもよい。より具体的には、本明細書中の組成物は、
血友病Ａ、血友病Ｂ、フォンヴィレブランド病、突発性血小板減少症、第ＸＩ因子、第Ｘ
ＩＩ因子、プレカリクレイン、および高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）のような１つ以
上の接触因子欠乏、第Ｖ因子、第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、
第ＸＩＩＩ因子、第ＩＩ因子（低プロトロンビン血症）、およびフォンヴィレブランド因
子のような臨床的に重大な出血に関与する１つ以上の因子の欠乏、ビタミンＫ欠乏症、無
フィブリノーゲン血症、低フィブリノーゲン血症、および異常フィブリノーゲン血症を含
むフィブリノーゲンの障害、α２－抗プラスミン欠乏、ならびに肝疾患、腎疾患、血小板
減少症、血小板機能異常症、血腫、内出血、関節血症、手術、外傷、低体温、月経、およ
び妊娠に起因するような過度の出血を含む、出血性疾患を処置するのに有効である。
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【００６７】
　特定のフコイダンがどの状態を効率的に処置できるかを当業者は理解するであろう。投
与される実際の用量は、対象の年齢、体重、および全身状態、ならびに処置される状態の
重症度、ヘルスケアの専門家の判断、および投与される結合体に応じて変わる。治療有効
量は、当業者によって決定され得、各特定の症例の特定の要件に適合される。
【００６８】
　一般に、治療有効量は、１日にフコイダン約０．０１ｍｇ／ｋｇ～２００ｍｇ／ｋｇ、
より好ましくは、１日に約０．０１ｍｇ／ｋｇ～２０ｍｇ／ｋｇ、さらにより好ましくは
、１日に約０．０２ｍｇ／ｋｇ～２ｍｇ／ｋｇの範囲である。好ましくは、そのような用
量は、０．０１～５０ｍｇ／ｋｇを１日４回（ＱＩＤ）、０．０１～１０ｍｇ／ｋｇＱＩ
Ｄ、０．０１～２ｍｇ／ｋｇ ＱＩＤ、０．０１～０．２ｍｇ／ｋｇ ＱＩＤ、０．０１～
５０ｍｇ／ｋｇを１日３回（ＴＩＤ）、０．０１～１０ｍｇ／ｋｇ ＴＩＤ、０．０１～
２ｍｇ／ｋｇＴＩＤ、０．０１～０．２ｍｇ／ｋｇ ＴＩＤ、０．０１～１００ｍｇ／ｋ
ｇを１日２回（ＢＩＤ）、０．０１～１０ｍｇ／ｋｇ ＢＩＤ、０．０１～２ｍｇ／ｋｇ 
ＢＩＤ、または０．０１～０．２ｍｇ／ｋｇＢＩＤならびに局所用の単一または多重適用
については１日に０．１～１０％の範囲である。投与される化合物の量は、特定のフコイ
ダンの効力および所望の大きさまたは凝血促進作用および投与経路に依存する。
【００６９】
　精製フコイダン抽出物（同じく、好ましくは製剤の一部として提供される）は、単独で
、あるいは他のフコイダン抽出物または止血剤、血液因子、もしく特定の状態ないしは疾
患を処置するために用いられる他の薬剤のような治療薬と組み合わせて、臨床医の判断、
患者の要求等に応じて種々の投薬スケジュールに従って投与され得る。具体的な投薬スケ
ジュールは、当業者に公知であるか、または慣用的な方法を用いて実験的に決定され得る
。例示的な投薬スケジュールとしては、限定されないが、１日５回投与、１日４回投与、
１日３回投与、１日２回投与、１日１回投与、週３回投与、週２回投与、週１回投与、月
２回投与、月１回投与、およびそれらの任意の組み合わせが含まれる。好ましい組成物は
、１日１回よりも多くの投与を必要としない組成物である。
【００７０】
　フコイダンは、他の薬剤の前に、他の薬剤と同時に、または他の薬剤に続いて投与され
得る。他の薬剤と同時に投与される場合、フコイダンは、同じまたは異なる組成物中に提
供され得る。従って、フコイダンおよび他の薬剤は、併用療法として個体に与えられ得る
。「併用療法」とは、物質の組み合わせによる治療効果が治療を受ける対象に引き起こさ
れるような、対象への投与を意図する。例えば、併用療法は、組み合わされて治療有効用
量を含む、フコイダンを含むある用量の薬学的組成物と、止血剤または凝固因子（例えば
、ＦＶＩＩＩまたはＦＩＸ）のような少なくとも１つの他の薬剤を含むある用量の薬学的
組成物とを、特定の投薬レジメンに従って投与することによって達成され得る。同様に、
フコイダンおよび１つ以上の他の治療薬は、少なくとも１つの治療用量で投与され得る。
別々の薬学的組成物の投与は、これらの物質の組み合わせの治療効果が治療を受ける対象
において引き起こされる限り、同時にまたは別々の時間（すなわち、連続的に、いずれか
の順序で、同日に、または他日に）行われ得る。
【００７１】
　Ｆ．　適用
　ひとたび精製されると、フコイダン抽出物は、種々の目的に用いられ得る。これに関し
て、フコイダンは、例えば、血液凝固を促進し、出血を減少させ、抗凝固剤による対象の
処置の効果を相殺するための凝固促進剤として、抗炎症剤として、抗がん剤として、抗ウ
イルス剤としてまたは造血細胞動員剤として用いることができる。凝固を促進し、出血を
減少させる精製フコイダン抽出物の能力は、種々のｉｎｖｉｔｒｏ凝固アッセイ（例えば
、ｄＰＴおよびａＰＴＴアッセイ）およびｉｎ ｖｉｖｏ出血モデル（例えば、血友病の
マウスまたはイヌにおける尾部切除または表皮出血時間決定）を用いて容易に決定される
。例えば、ＰＤＲＳｔａｆｆ．Ｐｈｙｓｉｃｉａｎｓ’ Ｄｅｓｋ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ．
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２００４，Ａｎｄｅｒｓｏｎ ｅｔ ａｌ．（１９７６） Ｔｈｒｏｍｂ．Ｒｅｓ．９：５
７５－５８０；Ｎｏｒｄｆａｎｇｅｔ ａｌ．（１９９１）Ｔｈｒｏｍｂ Ｈａｅｍｏｓｔ
．６６：４６４－４６７；Ｗｅｌｓｃｈ ｅｔ ａｌ．（１９９１）Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ
 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ６４：２１３－２２２；Ｂｒｏｚｅｅｔ ａｌ．（２００１）Ｔｈｒ
ｏｍｂ Ｈａｅｍｏｓｔ ８５：７４７－７４８；Ｓｃａｌｌａｎ ｅｔ ａｌ．（２００３
）Ｂｌｏｏｄ．１０２：２０３１－２０３７；Ｐｉｊｎａｐｐｅｌｓｅｔ ａｌ．（１９
８６）Ｔｈｒｏｍｂ．Ｈａｅｍｏｓｔ．５５：７０－７３；およびＧｉｌｅｓ ｅｔ ａｌ
．（１９８２）Ｂｌｏｏｄ ６０：７２７－７３０を参照されたい。これらは、参照によ
り本明細書中に組み込まれる。
【００７２】
　１つの態様において、精製フコイダン抽出物は、出血性疾患、特に、凝固因子の欠乏に
関連する出血性疾患の処置において止血を改善するために、または対象における抗凝血剤
の作用を逆転させるために、本発明の方法において用いられ得る。フコイダンは、先天性
凝固障害、後天性凝固障害、および外傷に起因する出血状態を含む出血性疾患を処置する
ために、対象に投与され得る。フコイダンで処置され得る出血性疾患の例としては、血友
病Ａ、血友病Ｂ、フォンヴィレブランド病、突発性血小板減少症、第ＸＩ因子、第ＸＩＩ
因子、プレカリクレイン、および高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）のような１つ以上の
接触因子欠乏、第Ｖ因子、第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第Ｘ
ＩＩＩ因子、第ＩＩ因子（低プロトロンビン血症）、およびフォンヴィレブランド因子の
ような臨床的に重大な出血に関与する１つ以上の因子の欠乏、ビタミンＫ欠乏症、無フィ
ブリノーゲン血症、低フィブリノーゲン血症、および異常フィブリノーゲン血症を含むフ
ィブリノーゲンの障害、α２－抗プラスミン欠乏、ならびに肝疾患、腎疾患、血小板減少
症、血小板機能異常症、血腫、内出血、関節血症、手術、外傷、低体温、月経、および妊
娠に起因するような過度の出血が含まれるが、これらに限定されない。ある一定の実施形
態において、フコイダンは、血友病Ａ、血友病Ｂおよびフォンヴィレブランド疾患を含む
先天性凝固障害を処置するために用いられる。他の実施形態において、フコイダンは、第
ＶＩＩＩ因子、フォンヴィレブランド因子、第ＩＸ因子、第Ｖ因子、第ＸＩ因子、第ＸＩ
Ｉ因子および第ＸＩＩＩ因子の欠乏を含む後天性凝固障害、特に、血液凝固因子に対する
インヒビターまたは自己免疫により引き起こされる障害、あるいは凝固因子の合成の減少
という結果になる疾患または状態により引き起こされる止血障害を処置するために用いら
れる。
【００７３】
　患者の要求は、処置される特定の出血性疾患に応じて異なる。例えば、フコイダンは、
慢性状態（例えば、先天性または後天性凝固因子欠乏症）を処置するために、複数用量で
長期間にわたって投与され得る。あるいは、フコイダンは、急性状態（例えば、手術また
は外傷に起因する出血、あるいは凝固因子交換療法を受けている対象における因子インヒ
ビター／自己免疫症状の発生）を処置するために、単一または複数用量で比較的短期間、
例えば、１～２週間投与されてもよい。加えて、フコイダン治療は、他の止血剤、血液因
子、および医薬品と組み合わせて用いられてもよい。例えば、対象は、第ＸＩ因子、第Ｘ
ＩＩ因子、プレカリクレイン、高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）、第Ｖ因子、第ＶＩＩ
因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第ＸＩＩＩ因子、第ＩＩ因子、第ＶＩＩ
ａ因子、およびフォンヴィレブランド因子からなる群より選択される１つ以上の因子の治
療有効量を投与され得る。処置は、第Ｘａ因子、第ＩＸａ因子、第ＸＩａ因子、第ＸＩＩ
ａ因子、および第ＶＩＩＩａ因子、プレカリクレイン、ならびに高分子量キニノーゲンを
含む内因性凝固経路のアクチベーター；または組織因子、第ＶＩＩａ因子、第Ｖａ因子、
および第Ｘａ因子を含む外因性凝固経路のアクチベーターのような凝固血促進剤を投与す
るステップをさらに含み得る。加えて、血液製剤の輸液は、過度の出血が起きている対象
における失血に取って代わるために必要なことがあり、傷害の場合、外科的修復が出血を
止めるために適することがある。
【００７４】
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　本発明はまた、対象における抗凝血剤の作用を逆転させる方法を提供し、この方法は、
精製フコイダンを含む組成物の治療有効量を対象に投与するステップを含む。ある一定の
実施形態において、対象は、ヘパリン、ワルファリンまたはジクマロールのようなクマリ
ン誘導体、ＴＦＰＩ、ＡＴＩＩＩ、ループス抗凝固剤、線虫抗凝固ペプチド（ＮＡＰｃ２
）、活性部位がブロックされた第ＶＩＩａ因子（第ＶＩＩａｉ因子）、第ＩＸａ因子イン
ヒビター、フォンダパリヌクス、イドラパリヌクス、ＤＸ－９０６５ａ、およびラザクサ
バン（ＤＰＣ９０６）を含む第Ｘａ因子インヒビター、活性化プロテインＣ（ＡＰＣ：ａ
ｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ Ｃ）および可溶性トロンボモジュリンを含む第Ｖａ因
子および第ＶＩＩＩａ因子のインヒビター、ヒルジン、ビバリルジン、アルガトロバン、
およびキシメラガトランを含むトロンビンインヒビターを含むがこれらに限定されない、
抗凝固剤で処置されているかも知れない。ある一定の実施形態において、対象における抗
凝固剤は、第Ｖ因子、第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第ＸＩＩ
Ｉ因子、第ＩＩ因子、第ＸＩ因子、第ＸＩＩ因子、フォンヴィレブランド因子、プレカリ
クレイン、または高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）に結合する抗体を含むがこれらに限
定されない、凝固因子に結合する抗体であってもよい。
【００７５】
　ある一定の実施形態において、精製フコイダン抽出物は、単独で投与されてもよく、ま
たは１つ以上の異なるフコイダンと共におよび／または対象における抗凝固剤の作用を逆
転させるために１つ以上の他の治療薬と共に併用投与されてもよい。例えば、対象は、フ
コイダンならびに第ＸＩ因子、第ＸＩＩ因子、プレカリクレイン、高分子量キニノーゲン
（ＨＭＷＫ）、第Ｖ因子、第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第Ｘ
ＩＩＩ因子、第ＩＩ因子、第ＶＩＩａ因子、およびフォンヴィレブランド因子からなる群
より選択される１つ以上の因子を含む組成物の治療有効量を投与され得る。処置は、第Ｘ
ａ因子、第ＩＸａ因子、第ＸＩａ因子、第ＸＩＩａ因子、および第ＶＩＩＩａ因子、プレ
カリクレイン、および高分子量キニノーゲンを含む内因性凝固経路のアクチベーター；あ
るいは組織因子、第ＶＩＩａ因子、第Ｖａ因子、および第Ｘａ因子を含む外因性凝固経路
のアクチベーターのような、凝固促進剤を投与するステップをさらに含み得る。
【００７６】
　別の態様において、本発明は、外科的または侵襲的手技を受ける対象における凝固を改
善するための方法を提供し、この方法は、精製フコイダンを含む組成物の治療有効量を対
象に投与するステップを含む。ある一定の実施形態において、フコイダンは、単独で投与
されてもよく、または１つ以上の異なるフコイダンと共におよび／または１つ以上の他の
治療薬と共に、外科的または侵襲的手技を受ける対象に併用投与されてもよい。例えば、
対象は、第ＸＩ因子、第ＸＩＩ因子、プレカリクレイン、高分子量キニノーゲン（ＨＭＷ
Ｋ）、第Ｖ因子、第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子、第ＩＸ因子、第Ｘ因子、第ＸＩＩＩ因
子、第ＩＩ因子、第ＶＩＩａ因子、およびフォンヴィレブランド因子からなる群より選択
される、１つ以上の因子の治療有効量を投与され得る。処置は、第Ｘａ因子、第ＩＸａ因
子、第ＸＩａ因子、第ＸＩＩａ因子、および第ＶＩＩＩａ因子、プレカリクレイン、なら
びに高分子量キニノーゲンを含む内因性凝固経路のアクチベーター；あるいは組織因子、
第ＶＩＩａ因子、第Ｖａ因子、および第Ｘａ因子を含む外因性凝固経路のアクチベーター
のような、凝固促進剤を投与するステップをさらに含み得る。
【００７７】
　別の態様において、本発明は、ＴＦＰＩを含む組成物を、ＴＦＰＩ活性を阻害するのに
十分な量のフコイダンと組み合わせるステップを含む、ＴＦＰＩ活性を阻害する方法を提
供する。ある一定の実施形態において、ＴＦＰＩ活性は、精製フコイダン抽出物を含む組
成物の治療有効量を対象に投与するステップを含む方法によって、対象において阻害され
る。ある一定の実施形態において、本発明は、生物学的試料中のＴＦＰＩ活性を阻害する
方法を提供し、この方法は、生物学的試料（例えば、血液または血漿）を、ＴＦＰＩ活性
を阻害するのに十分な量の精製フコイダン抽出物と組み合わせるステップを含む。
【実施例】
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【００７８】
　３．　実験
　下記は、本発明を実行するための特定の実施形態の例である。これらの例は、単に例示
の目的で提示されるものであり、本発明の範囲を何ら限定することを意図するものではな
い。
【００７９】
　使用される数（例えば、量、温度等）に関して正確を期すための努力がなされているが
、多少の実験誤差およびずれは、当然考慮されるべきである。
（実施例１）
【００８０】
　フコイダン試験体１の精製
　１日目
　フコイダン抽出物（５０グラム、ＮＰＮｕｔｒａロット＃０５０３１６－ＦＵ－８５）
を、水浴中で４０～４５℃で４５分間撹拌することにより、１０００ｍＬの高純度水（Ｎ
ＥＲＬ、ロット＃０８０８０３６）に溶解した。２．５グラムのＥＤＴＡ二ナトリウムを
撹拌しつつ添加した時に、溶液はｐＨが５．８２、温度が４１℃であった（２．５％ｗＥ
ＤＴＡ／ｗ開始フコイダン抽出物、ＦｉｓｃｈｅｒからのＥＤＴＡロット＃００６１３９
）。ＥＤＴＡが溶解された時に、溶液ｐＨは４．７０に低下したが、次に０．１ＭＮａＯ
Ｈで６．０２に上方調節した。次に反応物を混合し、４０～４５℃およびｐＨ６．０（±
０．２）で１時間維持した。１時間後、２４グラムの塩化ナトリウム（２％ｗ／ｖ、Ｆｉ
ｓｃｈｅｒロット＃０１０１６６）を添加し、ウォータージャケットを取り外した。次に
ｐＨを、０．１ＭＮａＯＨでｐＨ５．７～５．９５に調節した。フコイダンを、約１容量
の無水エタノール（１．１リットル、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ ロット＃０６５６３
ＪＥ）と混合し、常温で一晩沈降させることにより沈降させた。
【００８１】
　２日目
　上澄み溶液を、吸引により多糖類沈降物から除去した。次に沈降物を、１リットル（１
０００ｍＬ）の常温の高純度水を添加し、続いて３０～６０分間激しく撹拌して再溶解さ
せた。ひとたび沈降物が溶液中に現れたら、溶液の撹拌を続けることにより２０グラム（
２％ｗ／ｖ）の塩化ナトリウムを溶解させた。８００ｍＬの無水エタノールを、１日目の
再溶解、再塩類化した沈降物と混合することにより、多糖を再度沈降させた。再度、多糖
を、一晩沈降させた。
【００８２】
　３日目
　上澄み溶液を２日目の沈降物から再度除去し、再溶解（１０００ｍＬ ＮＥＲＬ水）、
再塩類化（２０グラムのＮａＣｌ）、および再沈降（８００ｍＬの無水ＥＴＯＨ）のプロ
セス全体を３日目に繰り返した。フコイダンを、再度一晩沈降させた。
【００８３】
　４日目
　４日目に、上澄みを、吸引により多糖類沈降物から除去した。次に沈降物を、２２℃で
１～１．５時間、９００ｍＬの高純度水と混合することにより溶解させた。６．８５で測
定されたｐＨを、６ＮＨＣｌを添加してｐＨ５．８に調節した。次に溶液全体を、０．２
μｍ ＫＬＥＥＮＰＡＫ Ｎ６６ ＰＯＳＩＤＹＮＥフィルタカプセル（Ｐａｌｌ、ロット
＃ＩＪ７２８７）を通して濾過した。次にフラスコおよびフィルタを、約１００ｍＬの高
純度水ですすぎ、次にこのすすぎ水を、ＰＯＳＩＤＹＮＥフィルタを通して濾過し、多糖
類溶液に加えた。次に濾液全体（約１．０５リットル）を、単一の凍結乾燥機トレイに載
せ、－４０℃で３時間、凍結させた。次いで凍結乾燥を、続く約４８時間にわたって以下
のプログラムで実施した：最初の４時間、棚温度１０℃、次の２０時間、棚温度２０℃、
最後の２４時間、棚温度５０℃。次に乾燥生成物を、乾燥機およびトレイから取り出し、
事前に風袋を測定しておいたプラスチック製容器に入れた。
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【００８４】
　生成物収量は、２６．４グラム（５２．８％重量収量）であった。生成物には、ロット
／試験体１とラベルし、保存のため二重ポリ袋に入れた。
　（実施例２）
【００８５】
　フコイダン試験体２の精製
　１日目
　フコイダン抽出物（５０グラム、ＮＰＮｕｔｒａロット＃０５０３１６－ＦＵ－８５）
を、水浴中で４０～４５℃で３０～４５分間撹拌することにより、１０００ｍＬの高純度
水（ＮＥＲＬ、ロット＃０８０８０３６）に溶解した。１．２５グラムのＥＤＴＡ二ナト
リウムを撹拌しつつ添加した時に、溶液はｐＨが５．８３、温度が４２．５℃であった（
１．２５％ｗＥＤＴＡ／ｗ開始フコイダン抽出物、ＦｉｓｃｈｅｒからのＥＤＴＡロット
＃００６１３９）。ＥＤＴＡが溶解された時に、溶液ｐＨは４．９０に低下したが、次に
０．１ＭＮａＯＨで６．０４に上方調節した。次に反応物を混合し、４０～４５℃および
ｐＨ６．０（±０．２）で１時間維持した。１時間のインキュベーション後、溶液ｐＨは
６．１５であり、２２グラムの塩化ナトリウムを溶液中に混合した。ｐＨは、５５．７２
に若干低下したが、次に１ＭＮａＯＨで６．０８に調節した。１リットル（１，０００ 
ｍＬ）の無水ＥＴＯＨを添加することにより、フコイダンを沈降させた。沈降物を、室温
で一晩沈降させた。
【００８６】
　２日目
　上澄み溶液を、吸引により多糖類沈降物から除去した。次に沈降物を、１リットル（１
，０００ｍＬ）の常温の高純度水を添加し、続いて３０～６０分間激しく撹拌して再溶解
させた。ひとたび沈降物が溶液中に現れたら、溶液の撹拌を続けることにより２０グラム
（２％ｗ／ｖ）の塩化ナトリウムを溶解させた。７５０ｍＬの無水エタノールを、１日目
の再溶解、再塩類化した沈降物と混合することにより、多糖を再度沈降させた。再度、多
糖を、一晩沈降させた。
【００８７】
　３日目
　上澄み溶液を２日目の沈降物から再度除去し、再溶解（１，０００ｍＬ ＮＥＲＬ水）
、再塩類化（２０グラムのＮａＣｌ）、および再沈降（７５０ｍＬの無水ＥＴＯＨ）のプ
ロセス全体を３日目に繰り返さした。フコイダンを、再度一晩沈降させた。
【００８８】
　４日目
　４日目に、上澄みを、吸引により多糖類沈降物から除去した。次に沈降物を、２２℃で
１～２時間、９００ｍＬの高純度水と混合することにより溶解させた。６．８１で測定さ
れたｐＨを次に、６ＮＨＣｌを添加してｐＨ５．８２に調節した。次に溶液全体を、０．
２μｍ ＫＬＥＥＮＰＡＫ Ｎ６６ ＰＯＳＩＤＹＮＥフィルタカプセル（Ｐａｌｌ、ロッ
ト＃ＩＪ７２８７）を通して濾過した。次にフラスコおよびフィルタを、約１００ｍＬの
高純度水ですすぎ、次にこのすすぎ水を、ＰＯＳＩＤＹＮＥフィルタを通して濾過し、多
糖類溶液に加えた。次に濾液全体（約１．１リットル）を、単一の凍結乾燥機トレイに載
せ、－４０℃で３時間、凍結させた。次いで凍結乾燥を、続く約４８時間にわたって以下
のプログラムで実施した：最初の４時間、棚温度１０℃、次の２０時間、棚温度２０℃、
最後の２４時間、棚温度５０℃。次に乾燥生成物を、乾燥機およびトレイから取り出し、
事前に風袋を測定しておいたプラスチック製容器に入れた。
【００８９】
　生成物収量は、２５．４グラム（５０．８％重量収量）であった。生成物には、ロット
／試験体２とラベルし、保存のため二重ポリ袋に入れた。
　（実施例３）
【００９０】
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　フコイダン試料の分析
　試験体１（実施例１）および試験体２（実施例２）からの精製フコイダン抽出物の試料
の特性決定を行い、粗製フコイダン抽出物（ＮＰＮｕｔｒａロット＃０５０３１６－ＦＵ
－８５）と比較した。試料分析は、ＢａｙＢｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ，Ｉｎｃ．（ＢＢＬ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）により実行された。フコイダン抽
出物の特性決定としては、レーザー光散乱（ＬＬＳ：ｌａｓｅｒｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔ
ｅｒｉｎｇ）検出を用いたサイズ排除クロマトグラフィー、フコースおよびキシロース含
有量、含水率、重金属、硫酸塩、ならびに元素分析が含まれた。ＬＬＳを用いたサイズ排
除クロマトグラフィーは、平均分子量を測定するために用いた。フコースおよびキシロー
スは、フコイダンを加水分解し、フコースおよびキシロース含有量を、小さい炭水化物を
分離するために設計されたカラムを用いてＨＰＬＣにより測定することによって決定した
。総炭水化物含有量も、フコースを標準としてフェノール－硫酸アッセイを用いて推定し
た。含水率は、カールフィッシャー（ＫＦ：ＫａｒｌＦｉｓｃｈｅｒ）アッセイを用いて
測定した。硫酸塩は、イオン交換クロマトグラフィーにより測定し、陽イオン（主にナト
リウム、カリウム、および他の重金属）は、ＩＣＰ－ＭＳにより測定した。加えて、元素
組成分析（ＣＨＮＳ）を、試料に対して実行した。ＣｏｍｐｌｅｘＣａｒｂｏｈｙｄｒａ
ｔｅ Ｒｅｓｅｒａｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｇｅｏｒｇｉａ，Ａ
ｔｈｅｎｓ，Ｇｅｏｒｇｉａ）は、試料からのペル－Ｏ－トリメチルシリル化メチルグリ
コシドの調製の後でＧＣ／ＭＳを介して単糖類分析を実行した。ＬＡＬによる内毒素は、
Ａｖｉｇｅｎにおいて決定した。結果の概要を表１に示す。
【００９１】
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【表１】

【００９２】
　試料分析は、以下でさらに詳細に記載される。
【００９３】
Ａ．　レーザー光散乱（ＬＬＳ）
　フコイダン抽出物を、参照により本明細書中に組み込まれるＢＢＬ刊行物ＳＯＰ－０５
９に記載されるように、レーザー光散乱（ＬＬＳ）による検出および屈折率（ＲＩ）と共
にサイズ排除ＨＰＬＣを使用して分子量について分析した。各試料を、移動相中に約１０
ｍｇ／ｍＬの最終濃度で溶解させた。ＡｍｅｒｉｃａｎＰｏｌｙｍｅｒ Ｓｔａｎｄａｒ
ｄから入手したデキストランをシステム対照として用いた。以下の計測およびパラメータ
を使用した：
　計測およびセットアップ
移動相：　　　　０．１Ｍ酢酸アンモニウム
カラム：　　　　Ｓｈｏｄｅｘ ＯＨパックＳＢ－８０３ ＨＱ ３０ｃｍ×８ｍｍ（ガー
ドカラム付き）
ポンプ：　　　　　ＡＳＩモデル５００
注射器：　　　　　Ｖａｒｉａｎ９０１０オートサンプラー（１００μＬループを装備）
ＬＬＳ検出器：　　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ Ｄｅｔｅｃｔｏｒ ＰＤ２０２０ Ｍｕｌｔｉ－
Ｄｅｔｅｃｔｏｒ Ｌｉｇｈｔ ＳｃａｔｔｅｒｉｎｇＳｙｓｔｅｍ（９０°Ｃｌａｓｓｉ
ｃａｌ）
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ＲＩ検出器：　　　Ｓｈｏｄｅｘ ＲＩ ＳＥ－６１
注入容量：　　　　１００μＬ
流量：　　　　　　１ｍＬ／分
分析時間：　　　　２０分間
データシステム：　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ３２ｖ．０．９８．０１０
【００９４】
　計器較正は、０．１８５ｍＬ／ｇの示差屈折率（ｄｎ／ｄｃ）値を有するＮＩＳＴ Ｂ
ＳＡロット９２７ｃを使用して実行した。デキストラン対照分子量についての計算は、Ａ
ｍｅｒｉｃａｎＰｏｌｙｍｅｒ Ｓｔａｎｄａｒｄにより報告された０．１４７ｍＬ／ｇ
のｄｎ／ｄｃに基づいた。試料の分子量についての計算は、Ｓｉｇｍａテクニカルレポー
トから得られた０．１３７ｍＬ／ｇのｄｎ／ｄｃが使用した。単一注入を各試料について
行った。
【００９５】
　フコイダン試料の分子量（ＭＷ）測定の結果の概要を表２に示す。
【００９６】
【表２】

【００９７】
　これらの結果は、３つの粗製試料間の分子量の有意な差を示している。一般に、分子量
値は、実験室内で約１０％変動し得る。
【００９８】
　Ｂ．フコイダンの加水分解ならびにＨＰＬＣによるキシロースおよびフコースの測定
　試料を、２Ｍ ＨＣｌに溶解して約１０ｍｇ／ｍＬ溶液を得た。各試料の５つの１ｍＬ
アリコットを、６０℃で、４ｍＬガラスバイアル中で異なる時間インキュベートした。各
試料の１つのバイアルを、２、４、６、８、および１０時間後に取り出し、１ｍＬの冷却
２ＭＮａＯＨを添加して中和した。
【００９９】
　試料を、フコースおよびキシロース含有量について屈折率検出を備えるＨＰＬＣにより
分析した。水中のＬ－フコース（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、ロット＃１０５Ｋｌ０５
８）およびＤ－キシロース（Ｆｌｕｋａロット＃１１１８０９３）を、定量化のための標
準として使用した。以下の計測およびパラメータを使用した：
　計測およびセットアップ
移動相：　　　　　５ｍＭ硫酸
カラム：　　　　　Ｂｉｏ－Ｒａｄ Ａｍｉｎｅｘ ＨＰＸ－７８Ｈ、３００ｍｍ×７．８
ｍｍ（ガードカラム付き）
ポンプ：　　　　　ＡＳＩモデル５００
注射器：　　　　　Ｖａｒｉａｎ９０１０オートサンプラー（２０μＬループを装備）
ＲＩ検出器：　　　Ｓｈｏｄｅｘ ＲＩ ＳＥ－６１
注入容量：　　　　２０μＬ
流量：　　　　　　０．８ｍＬ／分
分析時間：　　　　１８分間
カラム温度：　　　常温
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【０１００】
　３つのフコイダン抽出物中のフコースおよびキシロース含有量を、２Ｎ ＨＣｌ中での
２２時間、６０℃での加水分解の後にＨＰＬＣにより決定した。結果の概要を表３Ａに示
す。表中の％ｗ／ｗ値は、加水分解時の水の増加について修正されている：（（１６４－
１８）／１６４）フコース％ｗ／ｗまたは（（１５０－１８）／ｌ５０）キシロース％ｗ
／ｗ。
【０１０１】
【表３Ａ】

【０１０２】
　これらの値は、予想されるよりもかなり低く、加水分解がおそらく完全ではなかったこ
とを示している。試料のうちの２つを、２ＮＨＣｌ中の１ｍｇ／ｍＬの試料濃度で８時間
、１００℃で加水分解した。結果の概要を表３Ｂに示す。
【０１０３】

【表３Ｂ】

【０１０４】
　試料はまた、古典的な比色アッセイであるフェノール－硫酸アッセイにより、総中性糖
について分析した。フコースを標準として用いた。
【０１０５】
　これらの結果は、加水分解時の水の増加について修正されておらず、そのため数パーセ
ント高いが、期待値に近い。結果の概要を表３Ｃに示す。
【０１０６】
【表３Ｃ】
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Ｃ．含水率
　各フコイダン抽出物の含水率を、参照により本明細書中に組み込まれる、ＢＢＬ刊行物
ＳＯＰ－００９ｖ６「Ｋａｒｌ ＦｉｓｃｈｅｒＭｏｉｓｔｕｒｅ Ｃｏｎｔｅｎｔ Ａｓ
ｓａｙ ｏｆ Ｂｕｌｋ Ｄｒｕｇ Ｕｓｉｎｇ Ａｎｈｙｄｒｏｕｓ Ｍｅｔｈａｎｏｌ Ｅ
ｘｔｒａｃｔｉｏｎ」に従って、カールフィッシャー（ＫＦ）アッセイにより決定した。
カールフィッシャーアッセイ用に、約１５ｍｇの各試料を、清浄な１．８ｍＬオートサン
プラーバイアル中に計り入れた。試料は、三組準備した。約１ｍＬのメタノールを密閉試
料バイアル中に注入することにより、水分を抽出した。結果の概要を、表４に示す。
【０１０８】
【表４】

【０１０９】
　Ｄ．　金属、元素分析、および硫酸塩分析
　重金属選別は、Ｗｅｓｔ Ｃｏａｓｔ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，Ｉｎ
ｃ．によりＩＣＰ－ＭＳを使用して実行された。硫黄は、ＩＣＰ－ＭＳにより定量的に決
定した。炭素、水素、窒素、および硫黄（ＣＨＮＳ）含有量についての分析も、Ｗｅｓｔ
Ｃｏａｓｔ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，Ｉｎｃ．により元素分析器を使用
して実行された。硫酸塩も、６Ｎ ＨＣｌ中で６時間加水分解されたフコイダン試料に関
してＷｅｓｔＣｏａｓｔ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，Ｉｎｃ．においてイ
オンクロマトグラフィーにより決定された。
【０１１０】
　イオンクロマトグラフィーによる硫酸塩決定の結果を、表５に示する。表中の％ｗ／ｗ
値は、加水分解時の水の増加について修正されている：（（９６－１６）／９６）硫酸塩
％ｗ／ｗ。
【０１１１】
【表５】

【０１１２】
　ＩＣＰ－ＭＳによる元素の選別結果を、表６Ａおよび６Ｂに示す。値は、μｇ／ｇ（ｐ
ｐｍ）で報告されている。
【０１１３】
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【表６Ａ】

【０１１４】
【表６Ｂ】

【０１１５】
　元素組成分析の結果を、表７Ａおよび７Ｂに示す。元素組成分析は、重量パーセントと
して、フコースおよび１つの硫酸塩のみを含有するフコイダン残分、例えば、Ｃ６Ｈ１２

Ｏ５＋ＳＯ３－Ｈ２Ｏ＝Ｃ６Ｈ１０Ｏ７Ｓ（フコース残分＋１つの硫酸塩）について計算
された理論的組成と比較することができる。表７Ｂを参照されたい。すべてのロットにつ
いて決定された元素組成は、硫黄を除き、予想される理論値と良好に一致した。従って、
各フコース残分が硫酸化されていることはありそうにない。硫黄値は、硫酸塩イオン分析
と良好に相関している。窒素値はおそらく、フコイダンと共に抽出された他の非フコイダ
ン物質のせいで低い。
【０１１６】
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【０１１７】
【表７Ｂ】

【０１１８】
　Ｅ．　単糖類組成
　単糖類組成は、Ｃｏｍｐｌｅｘ Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ Ｒｅｓｅｒａｃｈ Ｃｅｎ
ｔｅｒ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｇｅｏｒｇｉａ，Ａｔｈｅｎｓ，Ｇｅｏｒｇｉａ）
においてＧＣ／ＭＳにより決定し。メチルグリコシドは、１０μｇの試料を、メタノール
中の１ＭＨＣｌ（２５滴）により８０℃で１５時間、続いて、メタノール（２０滴）中の
ピリジン（５滴）および無水酢酸（５滴）により室温で１時間の再Ｎ－アセチル化によっ
て処理することにより調製した。次に試料を、Ｔｒｉ－Ｓｉｌ（１０滴、Ｐｉｅｒｃｅ）
を用いた８０℃での処理（１５分間）によりペル－Ｏ－トリメチルシリル化した。これら
の手技は、ＭｅｔｈｏｄｓＥｎｚｙｍｏｌ．１９９４，２３０，１－１５においてＭｅｒ
ｋｌｅおよびＰｏｐｐｅ、ならびにＭｅｔｈｏｄｓ Ｅｎｚｙｍｏｌ １９８５，１１８，
３－４０においてＹｏｒｋらにより以前に記載された通りに実行した。ＴＭＳメチルグリ
コシドのＧＣ／ＭＳ分析は、ＤＢ－１カラム（３０ｍ×０．２５ｍｍＩＤ）を用いて５９
７０ＭＳＤに接続されたＨＰ ５８９０ＧＣ上で実行した。結果を、表８に示す。
【０１１９】



(28) JP 5679663 B2 2015.3.4

10

20

30

40

50

【表８】

【０１２０】
　処理の間の５０％の質量損失ならびに総中性糖および硫酸塩の増大にもかかわらず、単
糖類組成は、処理によって大きく影響されなかった。
【０１２１】
　Ｆ．　内毒素
　細菌内毒素は、ＵＳＰ＜８５＞に従ってＬＡＬにより決定した。結果を以下の表９に示
す。処理は、内毒素レベルの約５０％減少という結果になった。
【０１２２】
【表９】

　（実施例４）
【０１２３】
　フコイダン試料の生物活性
　試験体１（実施例１）および試験体２（実施例２）からの精製フコイダン抽出物の試料
を、ｉｎ ｖｉｔｒｏ凝固アッセイにおいて活性について評価し、粗製フコイダン抽出物
（ＮＰＮｕｔｒａロット＃０５０３１６－ＦＵ－８５）と比較した。精製および粗製フコ
イダン抽出物を、ＡｖｉｇｅｎＩｎｃ．にてｉｎ ｖｉｔｒｏアッセイ、例えば、ＡＰＴ
Ｔ、ｄＰＴおよびトロンボエラストグラフにおいて生物活性について評価した。
【０１２４】
血漿凝固アッセイ：
　活性化部分トロンボプラスチン時間（ＡＰＴＴ）
　ＡＰＴＴアッセイは、標準手技（Ａｎｄｅｒｓｏｎ １９７６；Ｓｔａｆｆ ２００４）
から修正した。簡潔には、食塩水中の２０Ｘフコイダンの５μＬを、９５μＬ血漿と共に
室温で３０分間インキュベートした。次に、１００μＬの３７℃ＡＰＴＴ試薬を混合物に
添加し、３分間、３７℃でインキュベートし、続いて１００μＬの３７℃２５ｍＭＣａＣ
ｌ２の添加および標準フィブロメーターにおけるタイミングを開始した。
【０１２５】
　希釈プロトロンビン時間（ｄＰＴ）
　ｄＰＴアッセイは、以前に記載されたもの（１４）と同様であった。シンプラスチン（
ｂｉｏＭｅｒｉｅｘ，Ｄｕｒｈａｍ，ＮＣ）を、アッセイ型式に応じて、食塩水で１：１
００または１：３００に希釈し、２５ｍＭＣａＣｌ２と混合した。血漿試料も、３７℃ま
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で事前加熱し、次に、各々の約７５μＬは一緒に混合し、凝固時間をフィブロメーターよ
って測定した。フコイダン活性の評価については、２０Ｘフコイダンの５μＬを、ｄＰＴ
アッセイを開始する前に、血漿と共に室温で３０分間プレインキュベートした。フコイダ
ンによるＴＦＰＩ活性の潜在的な阻害を評価するため、室温で、希釈ｒＴＦＰＩ（Ａｍｅ
ｒｉｃａｎＤｉａｇｎｏｓｔｉｃａ，Ｓｔａｍｆｏｒｄ，ＣＴ）を、フコイダンと共に５
分間プレインキュベートし、血漿試料を添加し、混合物をさらに２５分間インキュベート
し、続いてｄＰＴを開始した。すべての凝固研究は、２回実行し、再現した。
【０１２６】
　血漿トロンボエラストグラフ（ＴＥＧ）
　試料調製　－　３７℃に事前加熱した第ＶＩＩＩ因子欠損ヒト血漿（Ｇｅｏｒｇｅ Ｋ
ｉｎｇ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ，ＯｖｅｒｌａｎｄＰａｒｋ，ＫＳ）試料（３６０μＬ）
を、処理してないまたはＥＤＴＡ－処理したフコイダンの食塩水溶液４０μＬと混合した
。血漿試料中の最終フコイダン濃度は、１μｇ／ｍＬ～１００μｇ／ｍＬの範囲であった
。
【０１２７】
　ＴＥＧ分析　－　血漿試料の活性化のため、２０μＬの０．２Ｍ ＣａＣｌ２を、アル
ミニウム製カップホルダ上に設置されたプラスチック製カップに加えた。血漿試料とフコ
イダンとの混合物（３４０μＬ）を、ＣａＣｌ２溶液中に分散させ、直ちに測定した。Ｔ
ＥＧ分析器は、試料を３７℃で連続的にインキュベートした。試験は、以下の血餅形成パ
ラメータがＴＥＧ（登録商標）ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＳｏｆｔｗａｒｅ Ｖｅｒｓｉｏｎ 
４によって計算された後に停止した：Ｒ、測定が開始した時間からの初期凝固のための潜
伏期間；角度α、血餅補強の速さを表す；および、ＭＡ（最大振幅）、形成された血餅の
最大強度に等しい。血餅形成のない血漿試料において、測定は２時間後に終了した。平均
値および標準偏差を、３つの独立な測定から計算した。
【０１２８】
　内因性および外因性の凝固経路に対するフコイダンの活性に対する処理の効果を、ＡＰ
ＴＴ（図１）およびｄＰＴ（図２）アッセイにおける凝固時間対フコイダン濃度を測定す
ることによって検査した。図１において見られるように、処理は、ＡＰＴＴ活性において
比較的小さい変化を有した。しかしながら、図２において見られるように、フコイダンは
、凝固時間を減少させることによりＴＦＰＩ阻害を向上させ、用量応答を変える（粗製フ
コイダン抽出物にＩＣ９０が約３０μｇ／ｍＬであるのに対して、精製フコイダン抽出物
ロット＃１および＃２については約４μｇ／ｍＬである）。
【０１２９】
　ＴＥＧ分析により測定されるヒトＨｅｍＡ血漿における凝固促進および抗凝固活性に対
する処理の影響を、４人の別々の血友病Ａ患者からの血漿試料について試験した。Ｒ値を
濃度に対してプロットし、Ｒ値は、２０ｍｍサイズの血餅を形成するために要する時間を
表す。図３に描かれるように、粗製フコイダン抽出物および精製フコイダン抽出物が４つ
のＨｅｍＡ血漿すべてにおいて同様な凝固促進特性を示す一方で、抗凝固に対する効果は
変化した。フコイダンを含有する処理したロット＃１および＃２は、いくつかの試料にお
いて変更された抗凝固活性を示した。
【０１３０】
　Ｅ．　結論
　実施例１および２において説明されたように、精製フコイダン抽出物は、増大された中
性糖および硫酸塩含有量、ならびに低減された重金属汚染および内毒素レベルを有する一
方で、単糖類特性を維持した。精製フコイダン抽出物は、非検出可能（ＮＤ）レベルの砒
素、臭素、セリウム、コバルト、鉛、リチウム、モリブデン、錫、タングステン、および
バナジウムを有していた。加えて、精製により、ヨウ素、鉄、マグネシウム、マンガン、
ニッケル、リン、カリウム、およびルビジウムのレベルは、少なくとも２分の１に減少し
た。内毒素レベルは、約５０％減少した。富化されたフコイダンを含有する精製フコイダ
ン抽出物は、粗製フコイダン抽出物と比較した場合に、促進された凝固活性（および強化
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されたＴＦＰＩ阻害）ならびに抗凝固活性における最小の変化を有していた。
【０１３１】
　本発明の好ましい実施形態が例示され、かつ記載されてきたが、本発明の趣旨および範
囲から逸脱することなく種々の変更がなされ得ることが理解される。

【図１】 【図２】
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【図３】
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