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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
薬剤を含む注入可能な薬学的生成物であって、該薬剤は不溶性キャリアとペプチドとを含
み、該不溶性キャリアは該ペプチドに結合しており、該ペプチドはフィブリノゲンに対す
る親和性を有しかつフィブリノゲンに非共有結合し得、その結果、該薬剤が、該非共有結
合されたフィブリノゲンを介して、不活性な血小板よりも優先して活性化血小板に結合さ
れ、ここで、該ペプチドはフィブリノゲンではなく、該ペプチドは、アミノ末端にＧｌｙ
－（Ｐｒｏ／Ｈｉｓ）－Ａｒｇ－Ｘａａ（配列番号２４）の配列を含み、Ｘａａは任意の
アミノ酸である、生成物。
【請求項２】
前記生成物が静脈内に導入される場合、前記ペプチドがフィブリノゲンに非共有結合し、
その結果、該非共有結合されたフィブリノゲンが、血小板がすでに活性化された創傷の部
位において血餅の形成に優先的に関与するようになる、請求項１に記載の生成物。
【請求項３】
Ｘａａが、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、ＧｌｙまたはＶａｌである、請求項１に記載の（配列番号２
５の）生成物。
【請求項４】
前記ペプチドが、４～２００のアミノ酸を有する、請求項１～３のいずれか１項に記載の
生成物。
【請求項５】
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前記キャリアが、肺毛細血管床を通じる前記薬剤の送達を保証するのに適切なサイズを有
する、請求項１～４のいずれか１項に記載の生成物。
【請求項６】
前記キャリアが微粒子である、請求項１～５のいずれか１項に記載の生成物。
【請求項７】
前記微粒子が、タンパク質微粒子である、請求項６に記載の生成物。
【請求項８】
前記タンパク質微粒子がアルブミン微粒子である、請求項７に記載の生成物。
【請求項９】
前記生成物が、キャリアの集団を含み、該集団のうちの２％未満が最大寸法で６μｍを超
える、請求項５～８のいずれか１項に記載の生成物。
【請求項１０】
前記キャリアの大多数が、最大寸法で２μｍ～４μｍである、請求項５～９のいずれか１
項に記載の生成物。
【請求項１１】
前記ペプチドが、共有結合によって前記キャリアに結合される、請求項１～１０のいずれ
か１項に記載の生成物。
【請求項１２】
前記ペプチドがシステインを含み、そして該ペプチドは、該システインの－ＳＨ基が前記
キャリアのチオール反応基に連結することにより該キャリアに結合される、請求項１１に
記載の生成物。
【請求項１３】
前記生成物が、前記ペプチドに非共有結合されたフィブリノゲン、またはその改変体もし
くはフラグメントをさらに含み、該フィブリノゲンまたはその改変体もしくはフラグメン
トは、誘導性の血小板凝集活性を有する、請求項１～１２のいずれか１項に記載の生成物
。
【請求項１４】
誘導性の血小板凝集活性を有する注入可能な薬学的生成物であって、
　不溶性キャリアとペプチドとを含み、該不溶性キャリアは該ペプチドに結合しており、
該ペプチドはフィブリノゲンに対する親和性を有し、フィブリノゲンまたはその改変体も
しくはフラグメントが該ペプチドに非共有結合され、その構成の結果、該フィブリノゲン
が、不活性な血小板よりも優先して活性化血小板に結合し、該ペプチドは、アミノ末端に
Ｇｌｙ－（Ｐｒｏ／Ｈｉｓ）－Ａｒｇ－Ｘａａ（配列番号２４）の配列を含み、Ｘａａは
任意のアミノ酸である、生成物。
【請求項１５】
請求項１４に記載の生成物であって、静脈内に導入される場合、血小板がすでに活性化さ
れた創傷の部位においてのみ、血餅の形成に顕著に関与するようになる、生成物。
【請求項１６】
請求項１３～１５のいずれか１項に記載の生成物を調製するための方法であって、
　請求項１～１２のいずれか１項に記載の生成物を提供する工程、および
　フィブリノゲンまたはその改変体もしくはフラグメントと混合する工程
を包含する、方法。
【請求項１７】
請求項１６に記載の方法であって、以下の工程：
　（ａ）非結合のフィブリノゲンを除去する工程；
　（ｂ）該生成物を薬学的に受容可能なキャリアまたは希釈剤と配合する工程；
　（ｃ）該生成物を希釈して、薬学的に受容可能な単位用量を提供する工程；および
　（ｄ）該生成物を滅菌するか、または工程（ａ）～（ｃ）を通して生成物の無菌性を保
証する工程、
のうちの１以上をさらに包含する、方法。



(3) JP 4938454 B2 2012.5.23

10

20

30

40

50

【請求項１８】
個体において止血を促進するための組成物であって、請求項１～１５のいずれか１項に記
載の生成物の薬学的有効量を含有する、組成物。
【請求項１９】
血小板減少を有する個体を処置するための組成物であって、請求項１～１５のいずれか１
項に記載の生成物の薬学的有効量を含有する、組成物。
【請求項２０】
医薬において使用するための、請求項１～１５のいずれか１項に記載の生成物を含む組成
物。
【請求項２１】
止血を促進するための医薬の製造における、請求項１～１５のいずれか１項に記載の生成
物の使用。
【請求項２２】
血小板減少を有する患者の処置のための医薬の製造における、請求項１～１５のいずれか
１項に記載の生成物の使用。
【請求項２３】
前記患者が、４００×１０９／ｌよりも低い血小板数を有する、請求項１８～２０のいず
れか１項に記載の組成物。
【請求項２４】
前記患者が、１５０×１０９／ｌよりも低い血小板数を有する、請求項２３に記載の組成
物。
【請求項２５】
前記血小板数が、１０×１０９／ｌよりも低い、請求項２３に記載の組成物。
【請求項２６】
前記患者が、骨髄からの血小板産生不全を有する、請求項１８～２０または２３～２５の
いずれか１項に記載の組成物。
【請求項２７】
前記骨髄からの血小板産生不全が、血液の癌、または細胞毒性を有する化学療法もしくは
放射線療法によって引き起こされる、請求項２６に記載の組成物。
【請求項２８】
前記患者が、血小板の数または機能において遺伝的な障害または薬物誘発性の障害を有す
る、請求項１８、１９または２０のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項２９】
前記患者の血小板が機械的に損傷を与えられた、請求項１８、１９または２０のいずれか
１項に記載の組成物。
【請求項３０】
前記患者が、４００×１０９／ｌよりも低い血小板数を有する、請求項２１または２２に
記載の使用。
【請求項３１】
前記患者が、１５０×１０９／ｌよりも低い血小板数を有する、請求項３０に記載の使用
。
【請求項３２】
前記血小板数が、１０×１０９／ｌよりも低い、請求項３０または３１に記載の使用。
【請求項３３】
前記患者が、骨髄からの血小板産生不全を有する、請求項２１または２２に記載の使用。
【請求項３４】
前記骨髄からの血小板産生不全が、血液の癌、または細胞毒性を有する化学療法もしくは
放射線療法によって引き起こされる、請求項３３に記載の使用。
【請求項３５】
前記患者が、血小板の数または機能において遺伝的な障害または薬物誘発性の障害を有す
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る、請求項２１または２２のいずれか１項に記載の使用。
【請求項３６】
前記患者の血小板が機械的に損傷を与えられた、請求項２１または２２のいずれか１項に
記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血小板の数（血小板減少症）または機能（血小板無力症）の遺伝性または獲
得性欠陥のような、自身の血小板に欠損を有する患者の治療に有用な血小板代替物（合成
または人工血小板とも呼ばれる）に関する。
【背景技術】
【０００２】
　身体は、血塊を形成することによって出血をコントロールする。安定な不溶性の血塊を
形成し、そして出血を止め得るために、多くの異なる構成要素が創傷部位に存在する必要
があり、そのうち最も重要なものはトロンビン、フィブリノゲン、および血小板である。
創傷部位の損傷した組織は、組織因子を放出し、それは酵素トロンビンの産生を引き起こ
す凝固カスケードを活性化する。トロンビンは、可溶性の血漿タンパク質であるフィブリ
ノゲンを、不溶性のポリマーに変換し、それは血塊の重要な部分である。創傷部位には活
性化血小板も存在する。血小板は、最も小さい血液の細胞構成成分であり、そして一旦活
性化されると、血小板も血塊の重要な部分を形成する。最初の段階において、血小板は露
出した創傷表面に接着し、そして活性化する。血小板膜糖タンパク質の１つであるＧＰＩ
Ｉｂ／ＩＩＩａは、形が変化し、それがフィブリノゲンに結合することを可能にする。フ
ィブリノゲンは双極性であり、それはそれが１つ以上の血小板に結合し得、そして従って
血小板が互いに凝集することを意味する。フィブリンの網目の中に形成された血小板凝集
物が、血塊の基礎構造を形成する。
【０００３】
　３つの構成要素（トロンビン、フィブリノゲン、または血小板）のいずれか１つの非存
在下で、フィブリン塊は適当に形成できず、そして出血が止まらないことが見られ得る。
血小板数の遺伝性または獲得性欠陥（血小板減少症）は、例えば白血病のような悪性腫瘍
において、または細胞毒性治療の結果として、骨髄による血小板産生の減少の結果として
、または例えば血小板抗原に対する免疫反応の場合において、循環からのクリアランス速
度の増加の結果として起こり得る。血小板機能の遺伝性または獲得性欠陥（血小板無力症
）、例えばグランツマン血小板無力症（ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａフィブリノゲン受容体の欠
陥）、またはベルナールスーリエ症候群（フォンヴィルブランド因子に対するＧＰＩｂ受
容体の欠陥）、またはＧｒｅｙ　Ｐｌａｔｅｌｅｔ症候群、ヴィスコット－オールドリッ
チ症候群またはヘルマンスキー－パドラック症候群のような貯蔵プールの欠陥は、不十分
な止血または医学的に有意な出血を引き起こし得る。
【０００４】
　血小板輸血は、急性出血および血小板産生および／または機能の異常を有する患者にお
ける出血予防の、現在唯一の有効な治療である。１９９７年のＣｏｎｓｅｎｓｕｓ　Ｃｏ
ｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　Ｐｌａｔｅｌｅｔ　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎは、血小板に対す
る常に増加する需要についての懸念を強調した。会議の最終声明において、血小板輸血が
貴重であるという多数の臨床的証拠が存在するが、その処置はリスクおよびコストを伴い
、これらを利点とバランスを取る倫理的に重大な問題を提起すると締めくくられた。
【０００５】
　血小板濃縮物の現在の標準的な調製物は、全血の遠心分離（軟膜調製物）またはアフェ
レーシスによって調製された自己由来血漿中の血小板の懸濁液である。濃縮物の貯蔵寿命
は、血小板機能および完全性を維持する（そのためには２２℃での保存が最適である）、
および細菌の増殖を最小限にする（そのためには４℃での保存が最適である）、競合する
必要性の間のバランスである。この対立は、血小板濃縮物を２２℃で保存するが、細菌の
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混入を最小限にするためにその貯蔵寿命を５日間に制限することによって解決される。し
かし、この期間においても血小板は着実に活性化される。短い保存期間および新しい治療
レジメのために増加する臨床的需要が、世界中でますます供給不足を引き起こしつつある
。
【０００６】
　調製および貯蔵の厳格な条件にも関わらず、血小板輸血は依然として急性の細菌感染の
リスクと関連している。血液媒介ウイルスを伝染させる非常に低いが測定可能のリスクも
よく認識されており、そしてより最近にはｖＣＪＤの伝染の理論的リスクが認識されてい
る。このリスクは、濃縮物中の白血球に関連し、そして従って白血球除去によって抑制、
または排除し得ると考えられてきた。しかし、血小板も正常なプリオンタンパク質を有し
、それが保存中に放出されることが観察された。血小板が改変体プリオンタンパク質も有
し得るかどうかはまだ立証されていないが、これは懸念である。
【０００７】
　血小板調製物における白血球の存在は、さらなるリスクを提起する。それは、ＨＬＡ抗
原に対する免疫化のリスクを増加させ、それは複数回輸血された患者が血小板に対して免
疫性になることを引き起こし得る。それに加えて、保存時に、白血球は発熱性のサイトカ
インを放出し得、副作用の可能性を増加させる。これらの様々な理由のために、白血球は
現在日常的に血小板調製物から枯渇されるが、これは付随する血小板収率の減少およびコ
ストの増加を引き起こす。それに加えて、白血球除去は、これも血小板調製物に対するア
レルギー反応と関連付けられた、血小板由来のサイトカイン（ＴＧＦ－βおよびＲＡＮＴ
ＥＳのような）の問題を除去しない。
【０００８】
　血小板輸血に関連する問題は、代替物に関する探索を刺激し、そして現在までに広く３
つの異なるアプローチが存在している。
【０００９】
　血小板、または血小板の断片を安定化してその貯蔵寿命を延長させ、そして細菌および
ウイルス不活性化処置の適用を促進する試みがなされた。ソラレン、光化学的薬剤、およ
び紫外光による血小板濃縮物の処理が、血小板濃縮物中の細菌およびウイルス病原体を不
活性化することが示された。代替のアプローチは、血小板膜断片の調製物を凍結乾燥する
ことであり、それは限られた数の患者において、一時的に、そして不定に有効であること
が示された。しかし、これらのアプローチは依然として、血小板は素材の高度に変動する
供給物であるという事実によって制限され、それは再現可能な製造および質のコントロー
ルと両立しがたいことを証明する可能性が高い。
【００１０】
　２つ目のアプローチは、内因性の血小板産生を刺激する薬剤、例えばトロンボポエチン
またはインターロイキン１１のような組換え成長因子の使用である。内因性血小板産生の
刺激においては有効であるが、治療および血液中の有意な血小板数の回復の間に遅延が存
在するので、このアプローチもまた限界がある。結果として、そのような治療は、急性の
出血の治療には不適当である。それに加えて、患者の反応における相違が、血小板の生産
不足または過剰生産のいずれかを引き起こし得、それは患者をそれぞれ出血または血栓症
のリスクにさらす。
【００１１】
　３つ目のアプローチは、非血小板由来の止血剤の開発である。このアプローチの利点は
、非血小板由来、生体適合性で、特定の素材を用いて、大規模に経済的に製造し得る、滅
菌、凍結乾燥した生成物を設計する可能性である。その目的は、血管の損傷部位において
残留血小板と相互作用する能力を有し、一方血管の外傷の非存在下では血栓症反応を誘発
しない、粒状の物質を開発することである。これを行うために、天然の血小板の作用を厳
密に模倣する生成物を設計することが重要である。従って、有効であるために血小板代替
物は止血血小板栓の形成における重要な過程を模倣することができなければならないので
、正常な血小板機能の理解が、その生成物の開発の必要条件である。さらに、そのように
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形成された血栓は、正常なフィブリン溶解によって溶解できなければならない。
【００１２】
　血小板は通常休止状態で循環しているが、血管の損傷後、それらはＧＰＩｂα血小板受
容体を介して、損傷した内皮下の細胞表面のフォンヴィルブランド因子（ｖＷＦ）に急速
に接着する。この相互作用は、損傷した血管における流動で経験されるような、高い剪断
力の条件下で起こり、そしてその重要性は、ベルナール－スーリエ症候群（ＧＰＩｂ受容
体を欠く）または重症のフォンヴィルブランド病（ｖＷＦを欠く）を有する患者に見られ
る出血体質によって示される。この接着の過程が、ある範囲の血小板アゴニスト（血管壁
のコラーゲン、損傷細胞から放出されるＡＤＰ、露出した組織因子と血漿凝固因子との相
互作用によって局所的に産生されるトロンビン）と共に、血小板の活性化を引き起こす。
これは、ＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａ受容体複合体のコンフォメーション変化を引き起こし、そ
れが血漿フィブリノゲンに結合し、そしてさらなる血小板を増殖する血栓にリクルートす
ることを可能にする。血小板はまた、陰性に荷電した表面を露出し得、それにプロトロン
ビナーゼ複合体が結合し、そしてトロンビンを産生し得、従ってフィブリノゲンを切断し
てフィブリンを形成することによって止血栓に加える。
【００１３】
　血小板－血小板凝集は、フィブリノゲンのＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａとの相互作用－血小板
活性化の「最終共通経路」に決定的に依存する。Ｃｏｌｌｅｒ（１９８０）Ｂｌｏｏｄ　
５５，２は、フィブリノゲンでコートした不活性のビーズは、ＡＤＰの存在下または非存
在下でＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａ受容体を介して血小板に結合し、従って凝集を引き起こすこ
とにおいて血小板の作用を模倣することを示した。
【００１４】
　このコンセプトを活用して血小板代替物を開発するために、いくつかの試みがなされた
。ＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａ血小板受容体と相互作用するよう設計されたＲＧＤペプチド（す
なわち、モチーフＡｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐを含むペプチド）が、赤血球に共有結合で結合
された。その調製物は低い剪断力の条件下で活性化血小板と相互作用し得たが、それは血
小板減少症の霊長類において出血を抑制できなかった（非特許文献１）。別の研究におい
て、ホルムアルデヒドによって赤血球と架橋したフィブリノゲンは、ＡＤＰおよびトロン
ビン誘発血小板凝集を増加させ、そして血小板減少症のラットにおいて出血時間を短縮し
た（非特許文献２）。いくらか見込を提供したが、これらのアプローチはどちらも依然と
して細胞材料に依存する不都合を有する。
【００１５】
　特許文献１は、架橋したヒト血清アルブミンのマイクロカプセル表面をコートしたフィ
ブリノゲンからなる生成物を開示する。これらは、高い剪断力の条件下で血小板と相互作
用することが示され、そして血小板減少症ウサギにおいて出血を有意に抑制した。その血
小板に対する結合はＲＧＤを含むペプチドによって阻害されたので、フィブリノゲンをコ
ートしたマイクロカプセルは、ＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａ受容体と相互作用することが示され
た。ヒルジンによる活性の部分的な阻害は、トロンビンが固定化されたフィブリノゲンを
切断したことを示した。フィブリノゲンをコートしたマイクロカプセルは、アゴニストの
存在下で血小板を凝集させたが、アゴニストの非存在下でも血小板の凝集を誘導し得た（
すなわち血栓形成性である）。この後者の効果は変動し、そしてバッチおよび血小板ドナ
ー依存性であった。従って、これらの研究は、これらのマイクロカプセルは止血栓の形成
を促進し得ることを示したが、その非活性化血小板との相互作用が問題であり、そしてイ
ンビボで有害な血栓の発生を引き起こし得る。これらのデータから、その生成物のさらな
る開発が必要であることが明らかであった。
【００１６】
　特許文献１の生成物のさらなる分析が、非特許文献３において記載され、そこで特許文
献１の生成物は「ＳｙｎｔｈｏｃｙｔｅｓＴＭ」と呼ばれる。ＳｙｎｔｈｏｃｙｔｅｓＴ

Ｍの血小板凝集を誘導する能力が、不活性および活性化血小板において、すなわちそれぞ
れ血小板活性化アゴニスト、ＡＤＰの非存在下または存在下で分析された。非特許文献３
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の図２（Ａ）は、血小板計測技術によって測定された、全血（ＷＢ）における血小板凝集
アッセイの結果を報告する。図２（Ａ）は、不活性血小板（すなわちＡＤＰの非存在下）
の血小板凝集は、ＳｙｎｔｈｏｃｙｔｅｓＴＭ無しで約２０％、そしてＳｙｎｔｈｏｃｙ
ｔｅｓＴＭ存在下で約５０％であることを示す。言い換えると、Ｓｙｎｔｈｏｃｙｔｅｓ
ＴＭは、不活性血小板の凝集の増加を引き起こす。特定の試験条件下で、不活性血小板の
凝集における増加は、約２．５倍であった。図２（Ａ）はまた、活性化血小板に対するＳ
ｙｎｔｈｏｃｙｔｅｓＴＭの効果も示す。活性化血小板（すなわちＡＤＰの存在下）の血
小板凝集は、ＳｙｎｔｈｏｃｙｔｅｓＴＭの非存在下で約４０％、そしてＳｙｎｔｈｏｃ
ｙｔｅｓＴＭの存在下で約７０％である。これは、血小板活性化において２倍より少ない
増加である。Ｄａｖｉｅｓらの図２（Ａ）は、ＳｙｎｔｈｏｃｙｔｅｓＴＭは、ＡＤＰ非
存在下で血小板凝集活性を有すること、すなわちそれらは不活性血小板を構成的に凝集さ
せることを示す。さらに、図２（Ａ）は、ＳｙｎｔｈｏｃｙｔｅｓＴＭは活性化血小板（
２倍より少ない）よりも不活性血小板（約２．５倍）の凝集においてより大きな増加を引
き起こすことを示す。これらのデータは、ＳｙｎｔｈｏｃｙｔｅｓＴＭは、不活性血小板
よりも活性化血小板に結合（すなわち凝集）しないことを示す。むしろ、特許文献１のＳ
ｙｎｔｈｏｃｙｔｅｓＴＭは、血小板が活性または不活性であるかどうかに関係なく、血
小板の凝集において構成的に活性である。
【特許文献１】国際公開第９８／０１７３１９号パンフレット
【非特許文献１】Ａｌｖｉｎｇら、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ、３７、１９９７年、ｐ．８
６６－８７６
【非特許文献２】ＡｇａｍおよびＬｉｖｎｅ、Ｅｕ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．、２
２、１９９２年、ｐ．１０５－１１２
【非特許文献３】Ｄａｖｉｅｓら、Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ、１３、２００２年、ｐ．１９７
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　従って、本発明の目的は、改善された血小板代替物を提供することである。特に、従来
の技術における、安全な非血栓形成性の血小板代替物に関する必要性に取り組むことが、
本発明の目的である。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　（発明の説明）
　本発明は、薬剤を含む注入可能な薬学的生成物、ペプチドが結合する不溶性のキャリア
を含む薬剤、その薬剤が結合したフィブリノゲンを介して不活性血小板よりも活性化血小
板に結合するようにフィブリノゲンを結合し得るペプチドを提供し、そしてここでそのペ
プチドはフィブリノゲンではない。
【００１９】
　１つの実施態様において、そのペプチドは、血小板膜糖タンパク質ＧＰＩＩｂ－ＩＩＩ
ａまたはフィブリンのいずれかによって天然に結合するフィブリノゲンの領域に結合する
。
【００２０】
　好ましい実施態様において、そのペプチドは、ＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａが天然に結合する
フィブリノゲンの領域に結合する。ＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａのフィブリノゲンに対する結合
は、Ｂｅｎｎｅｔｔ、２００１、Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　ＮＹ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、９３
６、３４０－３５４において議論される。
【００２１】
　そのペプチドは、フィブリノゲンのα鎖のカルボキシルまたはアミノ末端ドメインの１
つまたは両方に結合し得る。より具体的には、そのペプチドは当該ドメインの１つまたは
両方のＲＧＤを含むモチーフに結合し得る。ＲＧＤを含むモチーフは、配列ＲＧＤＸ（配
列番号１）を有し得、ここでＸはセリン、バリン、フェニルアラニンまたはアラニンのよ
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うなあらゆるアミノ酸であり、そして従ってアミノ酸９５－９８のＲＧＤＦ（配列番号２
）、またはアミノ酸５７２－５７５のＲＧＤＳ（配列番号３）であり得る。
【００２２】
　そのペプチドは、フィブリノゲンのγ鎖のＣ末端ドメインに結合し得る。より具体的に
は、そのペプチドは、フィブリノゲンγ鎖のＣ末端ドメインの最終１５、１２、１０、ま
たは４アミノ酸内の配列に結合し得る。最終１２アミノ酸は、通常ＨＨＬＧＧＡＫＱＡＧ
ＤＶ（配列番号４）である。
【００２３】
　別の好ましい実施態様において、そのペプチドはフィブリンが通常結合するフィブリノ
ゲンの領域に結合する。フィブリノゲンに対するフィブリンの結合は、Ｍｏｓｅｓｓｏｎ
ら、２００１、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、９３６、１１－３０において議論
され、その内容は本明細書中で参考文献に組み込まれる。そのペプチドは、残基３３７－
３７９の間のような、γ鎖のＤドメインに結合し得る。そのペプチドは、Ｃ末端領域のよ
うな、Ｄドメインのβ鎖部分に結合し得る。
【００２４】
　そのペプチドは、約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００
、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００
またはそれ以上のｎＭの解離定数（Ｋｄ）でフィブリノゲンと結合し得る。約１００ｎＭ
のＫｄが好ましい。
【００２５】
　本発明の薬剤は、結合した場合にフィブリノゲンが不活性血小板よりも活性化血小板に
結合するように、フィブリノゲンに結合する。活性化血小板は、アゴニストによる刺激に
よって生じる変化が、ＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａのコンフォメーション変化を引き起こし、そ
れが次いでフィブリノゲンが結合することを可能にし、そして従って血小板が凝集し、そ
してある場合にはその細胞内顆粒の中身、例えば５ＨＴを放出する、またはその表面に顆
粒膜タンパク質、例えばα顆粒Ｐセレクチンを発現することを可能にする血小板である。
その反応の正確な性質は、アゴニスト間およびアゴニストの投与量によって変わる。アゴ
ニストの例は、トロンビン、ＡＤＰ、およびコラーゲンである。活性化されていない血小
板は、そのような変化を受ける可能性を有するが、まだアゴニストによってそうなるよう
刺激されていない。
【００２６】
　フィブリノゲンが活性化血小板に関して結合優先度を有するようにペプチドがフィブリ
ノゲンに結合し得るかどうかを試験するために、試験ペプチドを本発明によってキャリア
に結合させ、そしてフィブリノゲンを下記で記載するようにペプチドに結合させ、それに
よって試験薬剤を作製した。Ｄａｖｉｅｓら、２００２、Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ、１３、１
９７で記載されたように、試験薬剤を、懸濁液、例えば全血、血小板に富んだ血漿または
適当な緩衝液溶液中で、ＡＤＰのような血小板活性化のアゴニストの存在下または非存在
下で血小板に加え（すなわち、試験薬剤をそれぞれ活性化または不活性血小板に加える）
、そして静かに混合する。次いで血小板懸濁液／試験薬剤の混合物を分析して、例えば以
下の実施例またはＤａｖｉｅｓらにおいて記載された血小板計数技術を用いることによっ
て、血小板が凝集するかどうかを決定する。以下の実施例またはＤａｖｉｅｓらにおいて
記載されたように、コントロールとして、血小板凝集のレベルを、試験薬剤を加えずに、
ＡＤＰの存在下または非存在下で決定する。血小板凝集のレベルは、結合したフィブリノ
ゲンの、血小板に結合する能力と相関する。フィブリノゲンが活性化血小板に対して結合
優先性を有するようフィブリノゲンを結合し得るペプチドを有する、本発明による薬剤は
、ＡＤＰの非存在下よりもＡＤＰの存在下において、コントロールおよび薬剤間の凝集に
おいてより大きな増加を示す。当業者は、ＡＤＰ以外の血小板活性化アゴニストを用いて
同じ試験を実施し得ることを認識する。
【００２７】
　典型的には、フィブリノゲンが活性化血小板に対して結合優先性を有するようフィブリ
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ノゲンを結合し得るペプチドを有する、本発明による薬剤は、不活性なコントロールレベ
ルと比較して、不活性血小板の凝集において、１４０％、１３０％、１２０％、１１０％
、１００％、９０％、８０％、７０％、６０％、５０％、４０％、３０％、２０％、１０
％、５％、４％、３％、２％、１％より少ないような、１５０％より少ない増加を引き起
こすか、または不活性な血小板の凝集において実質的に増加を引き起こさない。より低い
数字が好ましい。この文脈において、不活性血小板の凝集の基礎レベルは、１００％と取
られ、そして従って上記で定義したような１００％の増加は凝集レベルの倍増（すなわち
２倍増）であり、そして１５０％の増加は凝集レベルの２．５倍増である。
【００２８】
　フィブリノゲンが活性化血小板に対して結合優先性を有するようフィブリノゲンを結合
し得るペプチドを有する、本発明による薬剤は、活性化コントロールと比較して、活性化
血小板の凝集において少なくとも５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０
％、７０％、８０％、９０％、１００％（すなわち２倍）の増加、またはそれ以上を引き
起こし得る。より高い数字が好ましい。本発明の薬剤によって引き起こされる活性化血小
板の凝集における増加レベルは、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、
１５０％、２００％、２５０％、３００％、３５０％、４００％、４５０％、５００％、
またはそれ以上までであり得る。
【００２９】
　１つの実施態様において、本発明の薬剤は、不活性なコントロール（すなわち、本発明
の薬剤非存在下での不活性血小板）と比較した不活性な血小板より、活性化コントロール
（すなわち、本発明の薬剤非存在下での活性化血小板）と比較した活性化血小板の凝集に
おいてより大きな倍数の増加を引き起こし得ることが好ましい。
【００３０】
　生成物は、もしそれが無菌であり、実質的に発熱物質を含まない、そして医学的に許容
できない効果を有さなければ、注入可能な薬学的生成物である。例えば、その生成物は、
ヒト患者に注射した場合に、医学的に許容できない免疫反応を産生するべきではない。医
学的に許容できない効果は、医学の分野における当業者によって決定され得る。
【００３１】
　重要なことに、本発明の場合、薬剤のフィブリノゲン結合ペプチドは、もしその薬剤に
フィブリノゲン結合ペプチドを介してフィブリノゲンを添加し、そして患者に静脈内投与
したら、そのペプチドを介して薬剤に結合したフィブリノゲンが、医学的に許容できない
レベルの非特異的フィブリン塊の形成において活性でないように、フィブリノゲンに結合
し得るべきである。この文脈において、「非特異的」によって、我々は創傷部位における
活性化血小板の非存在下で起こるフィブリン塊の形成を含む。
【００３２】
　上記で議論したように、ＷＯ９８／１７３１９は、フィブリノゲンでコートしたマイク
ロカプセルを開示し、それは不活性血小板の血小板凝集を誘導する（すなわち、それらは
血栓形成性の生成物である）。これは医学的に許容できない。理論にしばられることなく
、我々は、本発明の生成物は、医学的に許容できない構成的なフィブリノゲンの作用を引
き起こさないコンフォメーションでフィブリノゲンを結合することによって、以前の技術
が直面した不都合に取り組むと考える。従って、本発明の生成物において使用されたよう
な、キャリアに直接結合したフィブリノゲン結合ペプチドは、ＷＯ９８／１７３１９にお
いて定義されたような、フィブリノゲンではない。
【００３３】
　インビボにおいて、フィブリノゲンは典型的には、ＡＤＰ、トロンビン、またはコラー
ゲンのようなアゴニストの存在によって活性化された血小板に結合する。
【００３４】
　１つの実施態様において、もし患者に静脈内投与されるなら、その生成物は、血小板が
既に活性化されている創傷部位において血塊の形成に優先的に関わる。この文脈において
、「優先的に関わる」という語句は、その生成物の不活性血小板に対する低レベルの結合



(10) JP 4938454 B2 2012.5.23

10

20

30

40

50

は許容し得るが、そのレベルは医学的に許容できないレベルのフィブリン塊形成は引き起
こさないことを意味する。
【００３５】
　その生成物において使用されたフィブリノゲン結合ペプチドは、血小板膜糖タンパク質
ＧＰＩＩｂまたはＧＰＩＩＩａから得た配列を含み得る（Ｂｅｎｎｅｔｔ、２００１、Ａ
ｎｎａｌｓ　ｏｆ　ＮＹ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、９３６、３４０－３５４）。
【００３６】
　特に、そのフィブリノゲン結合ペプチドは、ＧＰＩＩｂまたはＧＰＩＩＩａのフィブリ
ノゲン結合領域から得ることができる。好ましいフィブリノゲン結合領域は、上記で議論
されたような、フィブリノゲンのα鎖アミノおよび／またはカルボキシル末端ドメインに
結合する領域、およびフィブリノゲンのγ鎖Ｃ末端ドメインに結合する領域を含む。
従って、そのフィブリノゲン結合ペプチドは、ＧＰＩＩｂのアミノ酸２９４－３１４の配
列を表す、ＡＶＴＤＶＮＧＤＲＨＤＬＬＶＧＡＰＬＹＭ（配列番号５）の配列、またはそ
のフィブリノゲン結合断片を含み得る。そのような断片は、配列ＴＤＶＮＧＤＧＲＨＤＬ
（配列番号６）（２９６－３０６）、配列ＧＤＧＲＨＤＬＬＶＧＡＰＬ（配列番号７）（
３００－３１２）および末端テトラペプチドＧＡＰＬ（配列番号８）を含む。これらの配
列は、フィブリノゲン、および特にフィブリノゲンのγ鎖の結合に関わると考えられる（
Ｂｅｎｎｅｔｔ、２００１、前掲書中；Ｄ’Ｓｏｕｚａら、１９９１、Ｎａｔｕｒｅ、３
５０、６６－６８；ＴａｙｌｏｒおよびＧａｒｔｎｅｒ、１９９２、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．、２６７、１１７２９－３３）。断片２９６－３０６および３００－３１２の類似
した効果は、断片３００－３０６もフィブリノゲン結合活性を提供し得ることを示唆する
。
【００３７】
　Ｇｒｕｎｋｅｍｅｉｅｒら（１９９６、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
、９、２４７－２５７）は、精製ＴＤＶＮＧＤＧＲＨＤＬ（配列番号６）（「Ｂ１２」と
命名された）ペプチドは、血小板凝集の阻害を引き起こしたことを報告した。Ｇｒｕｎｋ
ｅｍｅｉｅｒらは、この情報を使用してＢ１２ペプチドでコートした非血小板接着物質を
提案し、そしてＢ１２は、ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ血小板受容体に結合する領域に特異的に
、フィブリノゲンに結合し、従って血小板凝集を阻害するという仮説を立てた。従って、
Ｇｒｕｎｋｅｍｅｉｅｒらにおける理解は、固定化された場合、Ｂ１２ペプチドを、フィ
ブリノゲンの血小板に対する結合を阻害し、そして従って血小板凝集を阻害するために使
用し得るということである。この教えを考えると、Ｂ１２ペプチドが血小板凝集および血
塊形成を助ける血小板代替物に使用するために適当であることは明らかでなかった。
【００３８】
　フィブリノゲン結合ペプチドは、ペプチドＡＰＬＨＫ（配列番号９）、ＥＨＩＰＡ（配
列番号１０）、およびＧＡＰＬ（配列番号８）のうち１つまたはそれ以上を含み得、それ
らはＧａｒｔｎｅｒ、１９９１、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕ
ｎ．、１８０（３）、１４４６－５２において、ＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａのフィブリノゲン
結合ドメインの疎水性親水性指標的に同等のペプチド模倣物であることが示された。
【００３９】
　フィブリノゲン結合ペプチドは、ＧＰＩＩＩａの残基９５－２２３の配列またはそのフ
ィブリノゲン結合断片を含み得る。例えば、配列ＳＶＳＲＮＲＤＡＰＥＧＧ（配列番号１
１）を含む残基２１１－２２２は、ＧＰＩＩＩａの重要なフィブリノゲン結合ドメインで
あると考えられる（Ｃｈａｒｏら、１９９１、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２６６、１４
１５－１４２１）。
【００４０】
　ＧＰＩＩＩａの他の適当な領域は、残基１０９－１７１および１６４－２０２を含む。
【００４１】
　当業者は、それらが本発明によるフィブリノゲン結合活性を提供するなら、これら配列
のいずれの断片または改変体も使用し得ることを認識する。
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【００４２】
　特に好ましいフィブリノゲン結合ペプチドは、血小板膜糖タンパク質ＧＰＩＩｂから得
た配列、すなわちＴＤＶＮＧＤＧＲＨＤＬ（配列番号６）、またはそのような配列の改変
体を含む。
ＴＤＶＮＧＤＧＲＨＤＬ（配列番号６）の改変体は、
　Ｔ（Ｄ，Ｅ）ＶＮＧ（Ｄ，Ｅ）ＧＲＨ（Ｄ，Ｅ）Ｌ（配列番号１２）
　ＴＤ（Ｖ，Ｌ）ＮＧＤＧＲＨＤＬ（配列番号１３）
　ＴＤＶ（Ｎ，Ｑ）ＧＤＧＲＨＤＬ（配列番号１４）
　ＴＤＶＮＧＤＧ（Ｒ，Ｋ）ＨＤＬ（配列番号１５）
を含む。
【００４３】
　そのような改変体は、実質的にＴＤＶＮＧＤＧＲＨＤＬ（配列番号６）と同じフィブリ
ノゲン結合活性を有し、ここでそれらはフィブリノゲンに対して実質的に同じ親和性を有
し、そして結合した場合、フィブリノゲンは、ＴＤＶＮＧＤＧＲＨＤＬ（配列番号６）に
結合した場合と実質的に同じコンフォメーションおよび活性を有する。「実質的に同じフ
ィブリノゲン結合活性」によって、我々はＴＤＶＮＧＤＧＲＨＤＬ（配列番号６）に対し
て１、２、３、４、５、１０、５０、１００またはそれ以上の桁の程度異なる（より高い
またはより低いかのいずれか）親和性でフィブリノゲンに結合する改変体を含む。より低
い数字が好ましい。
【００４４】
　Ｋｕｙａｓら、１９９０、Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ　ａｎｄ　Ｈａｅｍｏｓｔａｓｉｓ、
６３（３）、４３９は、ヒト血漿からフィブリノゲンを単離するために、Ｃ末端リジンを
介してＦｒａｃｔｏｇｅｌに固定化された合成ペプチドＧＰＲＰＫ（配列番号１６）の使
用を記載している。Ｋｕｙａｓらは、ヒトフィブリノゲンはフィブリンに対して強い親和
性を有することを説明し、そして著者らはトロンビンの作用によって露出されたフィブリ
ンのα鎖のＮ末端配列、ＧＰＲＰ（配列番号１７）を含むペプチドを利用したことを報告
し、それはフィブリノゲンに結合することが示された（ＬａｕｄａｎｏおよびＤｏｏｌｉ
ｔｔｌｅ、１９８０、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１９、１０１３；Ｌａｕｄａｎｏら、
１９８３、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、４０８、３１５）。Ｋｕｙａｓらは、
「コア」配列ＧＰＲが、フィブリノゲンの結合に必要であると結論付けている。
【００４５】
　従って、その生成物において使用されるフィブリノゲン結合ペプチドは、α鎖のＮ末端
領域またはβ鎖のＣ末端領域のような、フィブリンのフィブリノゲン結合領域の配列を含
み得る。よって、そのペプチドは、アミノ末端に配列Ｇｌｙ－（Ｐｒｏ／Ｈｉｓ／Ｖａｌ
）－Ａｒｇ－Ｘａａ（配列番号１８）を有し得、ここでＸａａはあらゆるアミノ酸である
。この文脈において、「アミノ末端において」によって、我々は、Ｎ末端からＣ末端へ読
んだ場合に、上記のテトラペプチド配列のＧｌｙ残基が、ペプチドの最初のアミノ酸を表
すことを意味する。「Ｐｒｏ／Ｈｉｓ／Ｖａｌ」によって、我々は、その位置にプロリン
、ヒスチジン、またはバリンのいずれかが含まれることを意味する。１つの実施態様にお
いて、プロリンおよびヒスチジンが好ましく、そしてプロリンが最も好ましい。
【００４６】
　そのペプチドはＦｒａｃｔｏｇｅｌに結合しているので、Ｋｕｙａｓらは本発明による
注入可能な薬学的生成物は開示していない。Ｆｒａｃｔｏｇｅｌは、ポリメタクリル酸か
らなり、そして２０ｍｍの最低粒子サイズを有し、そして従って薬剤学的に許容可能では
ない。
【００４７】
　そのペプチドは、アミノ末端にＧｌｙ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｐｒｏ（配列番号１７）の配
列を含み得る。
【００４８】
　あるいは、そのペプチドは、アミノ末端にＧｌｙ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｓａｒ（配列番号
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１９）（Ｓａｒは、メチルグリシンであるサルコシンの短縮形である）、Ｇｌｙ－Ｐｒｏ
－Ａｒｇ－Ｇｌｙ（配列番号１９）またはＧｌｙ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｖａｌ（配列番号１
９）の配列を含み得る。
【００４９】
　そのペプチドは、フィブリノゲン結合配列に加えて、ペプチドのキャリアへの結合を助
けるようデザインされたアミノ酸または配列を含み得る。例えば、そのペプチドは、キャ
リアのチオール反応基と連結するために末端システインを含み得る（下記を参照のこと）
。
【００５０】
　典型的には、そのペプチドは４から２００アミノ酸を有する。好ましくは、そのペプチ
ドは長さが１５０、１００、９０、８０、７０、６０、５０、４０、３０または２０アミ
ノ酸より短い。最低限の長さは、少なくともフィブリノゲン結合配列を全部含むのに十分
長くあるべきであるが、好ましくは、そのペプチドは長さが少なくとも４、５、６、７、
８、９、１０、１１またはより多いアミノ酸である。
【００５１】
　そのペプチドはまた、スペーサー配列を含み得る。これは、フィブリノゲン結合配列お
よびキャリアへの連結の間に、空間的な距離を提供し得る。これは、そのペプチドのフィ
ブリノゲン結合活性を保持するのを助け得る。例えば、１、２、３、４、５、６、７、８
、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、またはそ
れ以上のアミノ酸のスペーサー配列が適当であり得る。スペーサーの配列は、アミノ酸の
混合を含み得る、または単一のアミノ酸の反復であり得る。例えば、ポリ（グリシン）配
列が、スペーサーとして使用するために適当であり得る。
【００５２】
　そのキャリアは、不溶性、不活性および生体適合性であるべきである。そのキャリアは
、キャリアを血漿に加え、そしてカルシウム再添加血漿を活性化するために例えば微粉化
カオリン（Ｈｅｌｅｎａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｌｔｄ．によって供給された）を
用いた活性化部分トロンボプラスチン凝固時間（ＡＰＰＴ）、または例えばＭａｎｃｈｅ
ｓｔｅｒトロンボプラスチン試薬（Ｈｅｌｅｎａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｌｔｄ．
によって供給された）を用いたプロトロンビン凝固時間（ＰＴ）に影響を与えないことを
示すことによって試験される、血液凝固に有意でない影響を示すべきである。同様に、そ
のキャリアは、上記で記載されたような、Ｄａｖｉｅｓら、２００２、Ｐｌａｔｅｌｅｔ
ｓ、１３、１９７の方法によって試験された場合に、血小板に影響を示すべきでない。上
記で使用される「影響がない」という語句は、そのキャリアが上記で記載したような医学
的に許容できない影響を有さないという意味を含む。
【００５３】
　そのキャリアは、薬剤の肺毛細血管床を通じた薬剤の透過を確実にするために適当なサ
イズを有するべきである。薬剤の肺毛細血管床を通じて透過する能力を、Ｐｅｒｋｉｎｓ
ら、１９９７、Ｔｈｅ　Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｒａｄｉｏｌｏｇｙ、
７０、６０３の方法を用いて決定し得る。あるいは、薬剤の肺毛細血管床を通じて透過す
る能力を、宿主、例えば麻酔イヌまたはカニクイザルに薬剤を注射し、そして血圧、脈拍
酸素測定、呼吸および心拍数、および血液ガス分析のようなパラメーターの分析を含む、
循環器および呼吸器の安全性を研究することによって決定し得る。宿主に投与された場合
に肺毛細血管床を通じて透過し得る薬剤は、これらのパラメーターに対して実質的に影響
を及ぼさない。
【００５４】
　この実施態様において、そのキャリアは、Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｍｕｌｔｉｚｅｒ　ＩＩの
ような粒子計数器によって測定される、集団の数の約２％より少ないような少数が最大寸
法として６μｍを超えるような、最大寸法を有し得る。最大寸法が２から４μｍのサイズ
が適当であり得、それはヒト血小板のサイズに匹敵する。
【００５５】
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　１つの実施態様において、そのキャリアは微粒子であり得る。「微粒子」という用語は
、固体、中空、および多孔性の微粒子を含む。その微粒子は球状であり得（すなわち「ミ
クロスフェア」である）、それによって我々は、全ての実質的に球状の形を含む。
その微粒子を、あらゆる適当な物質で形成し得る。それは、架橋したタンパク質で形成し
得る。これらの目的のために典型的なタンパク質はアルブミンであり、それは血清由来ま
たは組換え体であり得、そして配列がヒトまたは非ヒトであり得る。タンパク質微粒子を
、タンパク質をスプレードライすることによって形成し得る。例えば、本発明によるキャ
リアとして使用するために適当な微粒子を、ＷＯ９２／１８１６４におけるような、周知
のスプレードライ技術を用いて、ヒト血清アルブミンをスプレードライすることによって
形成し得る。
【００５６】
　キャリアとして微粒子を使用する代わりは、リポソーム、合成ポリマー粒子（ポリ乳酸
、ポリグリコール酸、およびポリ（乳酸／グリコール酸）のような）、細胞膜断片等を含
む。
【００５７】
　そのペプチドを、あらゆる適当な手段によってキャリアに結合し得る。ペプチドおよび
キャリア間の結合は、共有結合または非共有結合であり得る。典型的には、その結合は共
有結合である。ペプチドがシステインを含み、そしてキャリアがチオール反応基を含む場
合、適当な共有結合が形成され得る。これはシステインの－ＳＨ基が、キャリアのチオー
ル反応基と結合することによって、ペプチドがキャリアに結合することを可能にする。上
記で議論したように、末端システイン残基を、フィブリノゲン結合ペプチドに組み込んで
、ペプチドをキャリアのチオール反応基と架橋し得る。例えば、アルブミンキャリア上の
遊離のチオールを使用し得、脱離基（例えば５，５’－ジチオ－ｂｉｓ（２－ニトロ安息
香酸）（ＤＴＮＢ）またはエルマン試薬）を、アルブミンキャリア上の遊離のスルフヒド
リル基に置換し得、そしてペプチドのシステインを脱離基で置換する。適当なチオール反
応基はまた、Ｇｒｅｅｎら、１９８２、Ｃｅｌｌ、２８、４７７において開示されたよう
なマレイミドも含むが、当業者は、あらゆる適当な方法を使用し得ることを認識する。
【００５８】
　例えば、例えばマレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＭＢ
Ｓ）またはスクシニミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキ
シレート（ＳＭＣＣ）架橋剤を用いて、キャリア中のリジン残基をチオール反応性マレイ
ミド基に転換して、キャリアにおいてチオール反応基を利用可能にもし得る。
【００５９】
　ペプチドをキャリアと結合する代替の方法は、２工程のカルボジイミド法を用いること
であり（Ｇｒａｂａｒｅｋ、１９９０、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ、１８５）、ここでペプチドを１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カル
ボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）およびＮ－ヒドロキシスルホスクシニミド（スルホ－ＮＨＳ
）とインキュベートし、それは活性エステルの形成を引き起こす。そのペプチドエステル
を単離し得、そして次いでキャリアと混合し、そしてエステルをキャリア上のアミンと反
応させる。
【００６０】
　あらゆる数のフィブリノゲン結合ペプチドを、キャリアに結合し得る。血小板は、典型
的には５０，０００－１００，０００のＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａ表面タンパク質を有する。
キャリア上において同様の数のフィブリノゲン結合ペプチドが適当であり得る。例えばキ
ャリアは、５、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、２０、４０万またはそれ
以上のフィブリノゲン結合ペプチドのような、少なくとも１，０００、５，０００、１０
，０００、２０，０００、３０，０００、４０，０００、５０，０００、６０，０００、
７０，０００、８０，０００、９０，０００、１００，０００、またはそれ以上のそれに
結合したフィブリノゲン結合ペプチドを有し得る。１つの実施態様において、フィブリノ
ゲン結合ペプチドの数は、約５，０００、１０，０００、２０，０００、３０，０００、
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４０，０００、５０，０００、６０，０００、７０，０００、８０，０００、９０，００
０、１００，０００またはそれ以上であり得る。
【００６１】
　フィブリノゲン、またはその改変体または断片を、そのように形成した生成物に結合し
、個体に投与するためのフィブリノゲンの固定化形式を提供し得る。
【００６２】
　上記で記載したような生成物を提供し、そしてそれをフィブリノゲン、またはその改変
体または断片と混合する工程を含む方法によって、これを達成し得る。１つの実施態様に
おいて、フィブリノゲン（または改変体または断片）は、ペプチドのフィブリノゲン（ま
たは改変体または断片）に対する親和性の結果としてペプチドに結合する。従って、フィ
ブリノゲン（または改変体または断片）は、非共有結合によってペプチドに結合し得る。
その非共有結合を、続いてフィブリノゲン（または改変体または断片）およびペプチド間
、またはフィブリノゲン（または改変体または断片）およびキャリア間にさらなる共有結
合を形成することによって安定化し得る。あるいは、フィブリノゲン（または改変体また
は断片）の結合の唯一の手段は、ペプチドに対する共有結合により得る。
【００６３】
　フィブリノゲン（または改変体または断片）を非共有結合的に結合する１つの適当な方
法は、上記で規定したような生成物を血液、または血漿または血漿由来または組換えフィ
ブリノゲンの濃縮物とインキュベートすることを含み、それは２０℃から３７℃の間で適
当な時間、静脈内で使用するために適当である。我々は、２０℃で３時間までのインキュ
ベーションが十分であることを発見した。フィブリノゲンを非共有結合的に結合するさら
なる方法を、下記の実施例で議論する。
【００６４】
　望ましい生成物の特徴を得るために、生成物に結合するフィブリノゲンの量は変動し得
る。典型的には、少なくとも１０％、好ましくは少なくとも２０％、３０％、４０％、５
０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９９％またはそれ以上の生成物中の粒
子が、非共有結合したフィブリノゲンを有する生成物を達成するために適当なフィブリノ
ゲン濃度および条件下で、その生成物をフィブリノゲン溶液とインキュベーションする。
１つの実施態様において、選択したフィブリノゲンインキュベーション条件は、以下の実
施例で開示されたような方法によって決定されるように、少なくとも１、２、３、４、５
、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２
０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０またはそれ以上の蛍
光強度中央値（ＭＦＩ）を有する生成物を産する。
【００６５】
　より好ましくは、ＭＦＩは３１、３０、２９、２８、２７、２６、２５、２４、２３、
２２、２１、２０、１９、１８、１７、１６、１５、１４、１３、１２、１１、１０、９
、８、７、６、または５より少ない。
【００６６】
　共有結合を達成するために、例えば上記で議論したようなＥＤＣプラススルホ－ＮＨＳ
のような、長さゼロのヘテロ二官能性架橋剤を用いて、フィブリノゲンをペプチドに架橋
し得る。
【００６７】
　注入可能な薬学的組成物の産生における続く工程は、以下のものを含み得る－
　（ａ）結合していないフィブリノゲンを除去する；
　（ｂ）薬剤学的に許容できるキャリアまたは希釈剤と共に生成物を処方する；
　（ｃ）生成物を希釈して薬剤学的に許容できる単位１回投与量を提供する；そして
　（ｄ）生成物を滅菌する。
【００６８】
　産生の具体的な工程は、以下のように行い得る－
（ａ）２０００×ｇで１５分間、２０℃で遠心することによって、結合していないフィブ
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リノゲンを除去し得、そして生成物を続いて、等張緩衝液（例えばｐＨ７．０－７．４の
０．１５Ｍの塩化ナトリウムを含む５０ｍＭのリン酸ナトリウム緩衝液、またはｐＨ７．
０－７．４の０．１５Ｍの塩化ナトリウムを含む０．０２ＭのＴｒｉｓ）に再懸濁するこ
とによって洗浄する。あるいは、生成物が膜に保持される場合は、接線方向の（ｔａｎｇ
ｅｎｔｉａｌ）限外ろ過を用いて、上記の緩衝液の１つで洗浄し得る。
（ｂ）生理的ｐＨで等張緩衝液に再懸濁することによって、生成物を処方し得る（例えば
、上記で記載した緩衝液の１つを用いて）。例えばマンニトールまたはグルコースを含む
緩衝液も使用し得る。１つの実施態様において、生成物を凍結乾燥して、凍結乾燥した製
剤形式を産生し得、それを使用の直前に再構成し得る。適当な製剤形式は、０．５グラム
から５グラムの間の生成物であり得る。
【００６９】
　工程（ｂ）および（ｃ）は同じまたは異なり得ることが認識される。
【００７０】
　工程（ｄ）は不必要であり得ることも認識される。生成物は典型的には無菌的に産生さ
れ、そして好ましい実施態様において、さらに最終的な熱処理を受ける。液体懸濁液の適
当な最終熱処理の例は、適当な温度、例えば６０℃で１０時間加熱することである。ある
いは、生成物を最初に凍結乾燥し、そして次いで例えば８０℃で７２時間加熱し得る。そ
のような手順は、血液タンパク質中のウイルスを破壊するために通常使用され、そして細
菌を破壊することが期待される。あるいは、熱処理工程を、ガンマ線照射、例えばコバル
ト６０線源を用いて２５－３５Ｋｇｙに曝露することで置換し得る。
【００７１】
　結合したフィブリノゲン（または改変体または断片）が、不活性血小板よりも活性化血
小板に結合し、そして好ましくは、静脈内投与後に、血小板が既に活性化されている創傷
部位においてのみ血塊の形成に関わるかぎり、結合の形式は異なり得る。
【００７２】
　よって、その生成物はさらに、当該ペプチドに結合した、誘導性の血小板凝集活性を有
するフィブリノゲン、またはその改変体または断片を含み得る。
【００７３】
　「誘導性の血小板凝集活性」によって、我々は、フィブリノゲンが不活性血小板よりも
活性化血小板に結合することを意味する。好ましくは、もし患者に静脈内投与されたら、
生成物のフィブリノゲン部分が、血小板が既に活性化されている創傷部位において血塊の
形成に優先的に関わる。フィブリノゲンの血小板凝集活性が「誘導性」かどうかを決定す
る方法は、上記で議論する。
【００７４】
　フィブリノゲンの供給源は、例えば血漿または血液から、または組換え供給源から得た
精製タンパク質であり得る。フィブリノゲンは、配列がヒトまたは非ヒトであり得る。
【００７５】
　それが有用なレベルの誘導性血小板凝集活性を有するなら、フィブリノゲンのあらゆる
改変体または断片を使用し得る。この文脈において、有用なレベルの誘導性血小板凝集活
性は、その改変体または断片を本発明の生成物と共に使用して、上記で記載したように、
不活性血小板よりも活性化血小板の凝集を引き起こし得ることを意味する。好ましくは、
あらゆるそのような改変体または断片は、フィブリノゲンのガンマ鎖の残基３９８－４１
１を含む。好ましい実施態様において、その改変体または断片は、ＨＨＬＧＧＡＫＱＡＤ
Ｖ（配列番号２０）を含み得るか、またはそれから成りさえし得る。
【００７６】
　よって、本発明はまた、フィブリノゲンまたはその改変体または断片が、フィブリノゲ
ン（または改変体または断片）が不活性血小板よりも活性化血小板に結合するような配置
で結合する不溶性のキャリアを含む、誘導性の血小板凝集活性を有する注入可能な薬学的
生成物を提供する。
【００７７】
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　典型的には、その生成物は、静脈内に投与された場合、血小板が既に活性化された創傷
部位においてのみ血塊の形成に関わる。フィブリノゲン、またはその改変体または断片は
、典型的には上記で定義したようなフィブリノゲン結合ペプチドを介してキャリアに間接
的に結合している。
【００７８】
　代替の実施態様において、上記で定義したような生成物を、フィブリノゲン無しで投与
し得る。この場合、その生成物は、生成物が投与された個体の内因性のフィブリノゲンに
結合し得る。
【００７９】
　よって、本発明はまた、薬剤学的に有効な投与量の上記で定義したような生成物を投与
することを含む、止血を促進する、すなわち個体がフィブリン塊を産生する能力を改善す
る方法を提供する。従ってその生成物を使用して、創傷部位から離れた、医学的に許容で
きないレベルのフィブリン塊の非特異的形成を避けながら、個体の創傷部位においてフィ
ブリン塊を形成する能力を促進し得る。典型的には、その方法は、血小板減少症の患者を
治療する方法である。
【００８０】
　血小板減少症は、増加した血小板の破壊を引き起こす状態から起こり得る。これらは、
免疫性血小板減少性紫斑病、汎発性血管内凝固症候群、ヘパリン誘発血小板減少症、他の
薬剤誘発血小板減少症、全身性エリテマトーデス、ＨＩＶ－１関連血小板減少症、血栓性
血小板減少性紫斑病／溶血性尿毒症症候群、分類不能型免疫不全、輸血後紫斑病、および
２Ｂ型フォンヴィルブランド病を含む。
【００８１】
　血小板減少症は、減少した血小板の産生を引き起こす状態から起こり得る。これらは、
血小板減少－橈骨欠損症候群（ＴＡＲ）、無巨核球性血小板減少症、巨大血小板症候群（
ベルナール－スーリエ症候群、メイ－ヘグリン異常、Ｆｅｃｈｔｎｅｒ症候群、Ｓｅｂａ
ｓｔｉａｎ症候群、Ｅｐｓｔｅｉｎ症候群、Ｍｏｎｔｒｅａｌ血小板症候群のような）、
およびヴィスコット－オールドリッチ症候群を含む。
【００８２】
　血小板減少症は、腐骨形成（例えば、脾機能亢進症またはＮａｓａｂａｃｈ－Ｍｅｒｒ
ｉｔｔ症候群）または増加した血小板の破壊および血液希釈（体外灌流のような）を引き
起こす状態から起こり得る。
【００８３】
　本発明の方法をまた、上記の状態のいずれか１つを有する患者を治療するために使用し
得る。
【００８４】
　しかし、その方法を用いて、血小板無力症（すなわち遺伝性または後天性）の患者も治
療し得る。後天的な血小板機能の欠陥は、尿毒症、骨髄増殖性の異常（特発性血小板血症
、真性赤血球増加症、慢性骨髄性白血病、および原因不明骨髄様化生のような）、急性白
血病および骨髄異形成症候群、異常蛋白血症、体外灌流、後天性フォンヴィルブランド病
、後天性貯蔵プール欠如症、抗血小板抗体、肝臓病、薬剤または他の薬剤から起こり得る
。遺伝性の血小板機能の欠陥は、血小板接着状態（ベルナール－スーリエ症候群およびフ
ォンヴィルブランド病のような）、アゴニスト受容体状態（インテグリンα２β１（コラ
ーゲン受容体）欠損症、Ｐ２Ｙ１２（ＡＤＰ受容体）欠損症またはトロンボキサンＡ２受
容体欠損症のような）、シグナル伝達経路状態（Ｇαｑ欠損症、ホスホリパーゼＣ－β２

欠損症、シクロオキシゲナーゼ欠損症、トロンボキサンシンセターゼ欠損症、リポキシゲ
ナーゼ欠損症、またはカルシウム動員における欠陥のような）、分泌状態（貯蔵プール病
、ヘルマンスキー－パドラック症候群、チェディアック－東症候群、グレイ血小板症候群
、Ｑｕｅｂｅｃ症候群およびヴィスコット－オールドリッチ症候群のような）、凝集状態
（グランツマン血小板無力症または先天性無フィブリノゲン血症のような）および血小板
－血液凝固タンパク質相互作用状態（Ｓｃｏｔｔ症候群のような）から起こり得る。
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　その方法は、冠動脈バイパス手術および／または血液透析における体外循環の間に起こ
るような、その血小板に持続する機械的損傷を有する患者を治療するために使用し得る。
【００８６】
　Ｍｉｃｈｅｌｓｏｎ、２００２、Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ、第３６章：Ｔｈｅ　Ｃｌｉｎｉ
ｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ　ｏｆ　Ｐｌａｔｅｌｅｔ　Ｎｕ
ｍｂｅｒ　ａｎｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（ＵＳＡ）、
５４１－５４５は、血小板の数および機能の様々な異常の総説を提供し、その内容は本明
細書中において参考文献に組み込まれる。
【００８７】
　従って本発明は、医学において使用するための、上記で定義したような生成物を提供す
る。本発明はまた、止血を促進する薬剤の製造において、上記で定義したような生成物を
提供する。
【００８８】
　例えば、本発明はまた、上記で記載した状態のような、血小板減少症の状態を有する患
者を治療するために薬剤の製造において、上記で定義したような生成物を提供する。
【００８９】
　血小板減少症は、血球を計数することによって診断される。正常な血小板カウントは１
５０－４００×１０９／ｌである。この範囲より下は、基本的な止血が損なわれ、そして
出血時間が延長する。しかし、自然発生的な生命を危うくする出血は、通常血小板カウン
トが１０×１０９／ｌより下に減少した時にのみ起こる。
【００９０】
　よって、患者が４００×１０９／ｌより少ない、好ましくは１５０×１０９／ｌより少
ない、およびより好ましくは１０×１０９／ｌより少ない血小板数を有する場合、上記で
定義した方法または使用を適用し得る。
【００９１】
　血小板減少症の最もよくある原因は、血液癌、または細胞毒性化学療法または放射線療
法後におけるような、骨髄からの血小板産生の不全である。
【００９２】
　よって、患者が血液癌、または細胞毒性化学療法または放射線療法によって引き起こさ
れるような、骨髄からの血小板産生の不全を有する場合、上記で定義したような方法また
は使用を適用し得る。
【００９３】
　患者が、上記で記載したような、血小板機能における遺伝性または薬剤誘発性の異常を
有する場合、上記で定義したような方法または使用を適用し得る。
【００９４】
　冠動脈バイパス手術または血液透析における体外灌流の間に起こるように、患者の血小
板が機械的に損傷された場合、上記で定義したような方法または使用を適用し得る。
【００９５】
　上記で使用したような「治療」によって、我々は予防における上記の生成物の使用を含
む。従って、例えば本発明の生成物を、細胞毒性化学療法または放射線療法、血小板機能
における薬剤誘発性の異常、冠動脈バイパス手術または血液透析における体外灌流の前に
、患者に投与し得る。
【００９６】
　本発明はさらに、以下の制限しない実施例において説明される。
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【表８】

【実施例】
【００９７】
　（実施例１：フィブリノゲン結合粒子（ＦＬＰ）の産生および結合したフィブリノゲン
の測定）
　（１．０、３または６グリシン残基から成るスペーサーを有するペプチドＧＰＲＰを用
いた、フィブリノゲン結合ミクロスフェアを産生する一般的な方法）
（ｉ）洗浄したヒトアルブミンミクロスフェアの１０ｍｇアルブミン／ｍｌの懸濁液を、
ｐＨ７．４の等張緩衝液（例えばリン酸緩衝化生理食塩水）中で調製した。使用したアル
ブミンミクロスフェアは、静脈内で使用するのに適当な直径であり、そして従って６μｍ
より小さかった。適当なアルブミンミクロスフェアは当該分野において公知である。例え
ば、ＷＯ０３／０１５７５６は、ｐＨ７．４、２－３μｍの直径を有するアルブミン微粒
子を開示する。
（ｉｉ）３０μｌの１０ｍＭ　５，５’－ジチオ－ビス（２－ニトロ安息香酸）（ＤＴＮ
Ｂ）を、１０ｍｇのミクロスフェアに加え、そして室温で２時間混合した。ミクロスフェ
アを次いで、上清から分離し、そして３０００×ｇで少なくとも５分間の遠心を用いて、
緩衝液（我々はリン酸緩衝化生理食塩水を用いた）中で少なくとも２回洗浄した。
（ｉｉｉ）ペレットを１ｍｌのリン酸緩衝化生理食塩水のような適当な緩衝液に再懸濁し
た。Ｍｅｒｃｋ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓから供給されたペプチド（ＧＰＲＰＣ（配列番
号２１）、ＧＰＲＰＧＧＧＣ（配列番号２２）、またはＧＰＲＰＧＧＧＧＧＧＣ（配列番
号２３）のいずれか）をリン酸緩衝化生理食塩水に溶解し、そして０．２３ｍＭの最終濃
度でミクロスフェアに加えた。これを室温で２４時間混合した。調製物を０．２３ｍＭの
Ｌ－システイン（システインコントロール）で処理することによって、適当なネガティブ
コントロールを与えた。３０００×ｇで５分間遠心し、そしてリン酸緩衝化生理食塩水に
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再懸濁することによって洗浄した。洗浄工程を２回繰り返し、続いて１ｍｌの容積に最終
的に再懸濁した。
（ｉｖ）凍結乾燥フィブリノゲンのバイアル（例えばＳｃｏｔｔｉｓｈ　Ｎａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｂｌｏｏｄ　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅによって供給される材料）を
再構築し、そして３ｍｇのフィブリノゲンを、工程（ｉｉｉ）から得られた１ｍｌのアル
ブミンミクロスフェアに加え、そして室温で１時間混合した。混合物を次いで３０００×
ｇで５分間遠心し、そして上清を除去した。ミクロスフェアを、以前に記載したようにリ
ン酸緩衝化生理食塩水で３回洗浄した。最終的なペレットを、１ｍｌのリン酸緩衝化生理
食塩水に再懸濁した。
【００９８】
　（２．フィブリノゲン結合アッセイ）
　ペプチド結合ミクロスフェアに対するフィブリノゲンの結合を示す方法を下記に記載し
、ここでミクロスフェアに結合したフィブリノゲンを検出するために、抗ヒトフィブリノ
ゲンＦＩＴＣ標識抗体を使用する。
（ｉ）上記の方法１の工程（ｉｖ）から得た人工血小板の５μｌの懸濁液を、１μｌのヒ
トフィブリノゲンに対するＦＩＴＣ標識ウサギ抗体（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ；Ｆ
０１１１）を含む５０μｌのＨＥＰＥＳ緩衝化生理食塩水に加えた。混合物を２０℃で２
０分間インキュベートした。ブランクのミクロスフェア（ＤＴＮＢ処理またはペプチドな
し）またはシステインコントロール試料を、これらのアッセイのネガティブコントロール
として使用した。
（ｉｉ）２０分後、０．５ｍｌの生理食塩水を加えることによって反応を止めた。さらに
１０分後、試料を生理食塩水で１／１０に希釈し、そしてフローサイトメーター（例えば
Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＸＬ－ＭＣＬ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ）において分析した。
（ｉｉｉ）データを、フィブリノゲンに関して陽性のミクロスフェアのパーセンテージお
よび粒子の蛍光強度の中央値として記録した。後者は、ミクロスフェアに結合したフィブ
リノゲンの量の測定値であり、そして任意単位（対数目盛）である。
【００９９】
　上記の方法１によって産生された生成物を、方法２を用いて試験した。具体的には、試
験した生成物は、結合ペプチドとして、「ペプチドＧｌｙｎ＝０」（すなわちＧＰＲＰＣ
（配列番号２１））、「ペプチドＧｌｙｎ＝３」（すなわちＧＰＲＰＧＧＧＣ（配列番号
２２））または「ペプチドＧｌｙｎ＝６」（すなわちＧＰＲＰＧＧＧＧＧＧＣ（配列番号
２３））のいずれかを有していた。システインコントロール試料も含まれていた。結果を
下記の表１で報告する。
【０１００】
　（表１：ペプチド結合ミクロスフェアに対するフィブリノゲンの結合）
【０１０１】
【表１】

　その結果は、ＧＰＲＰ　Ｎ末端配列を含むペプチドのフィブリノゲンに結合する能力は
、ペプチドおよびミクロスフェア間にスペーサーを含むことによって修飾し得ることを示
す。スペーサー無しでは、６％のミクロスフェアのみがフィブリノゲンを有するが、３ま
たは６グリシン残基からなるスペーサー有りでは、９０％より多いミクロスフェアがフィ
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【０１０２】
　（実施例２：フィブリノゲン結合粒子のさらなる分析）
　以下の生成物を産生した－
　生成物１：工程（ｉｖ）で３ｍｇ／ｍｌではなく０．１ｍｇ／ｍｌのフィブリノゲンを
用いた以外は、上記で議論したような実施例１の方法１の工程（ｉ）から（ｉｖ）までを
用いて、結合したフィブリノゲンを有するペプチドＧＰＲＰＧＧＧＧＧＧＣ（配列番号２
３）（すなわちＧｌｙｎ＝６）を用いて、人工血小板を産生した。
【０１０３】
　生成物２：上記で議論したような方法１の工程（ｉ）から（ｉｉｉ）までを用いて、フ
ィブリノゲンなしのペプチドＧＰＲＰＧＧＧＧＧＧＣ（配列番号２３）（すなわちＧｌｙ
ｎ＝６）を用いて、人工血小板を産生した。
【０１０４】
　参照バッチ：ミクロスフェアの参照バッチを、ＷＯ９８／１７３１９において記載され
た方法を用いて調製した。具体的には：
（ｉ）１グラムのミクロスフェアを洗浄し、そして５０ｍｌの０．０１Ｍ　リン酸ナトリ
ウム緩衝液、ｐＨ６．０に懸濁した。
（ｉｉ）凍結乾燥フィブリノゲンのバイアル（例えばＳｃｏｔｔｉｓｈ　Ｎａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｂｌｏｏｄ　Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅによって供給される材料）を
再構築した。
（ｉｉｉ）フィブリノゲンを、０．０１Ｍのリン酸ナトリウムの緩衝液、ｐＨ６．０を用
いて１０ｍｇ／ｍｌに希釈した。
（ｉｖ）１５ｍｌの希釈フィブリノゲン溶液を、ミクロスフェアのグラムあたり加え、そ
して室温（例えば２０℃）で４時間混合した。
（ｖ）混合物を次いで２０００×ｇで、２０℃で１５分間遠心し、ミクロスフェアをペレ
ット化した。上清を除去し、そしてペレットを０．０１Ｍのリン酸ナトリウムｐＨ６．０
で洗浄した。
（ｖｉ）次いで混合物を、上清のＥ２８０での吸光度によって決定されるタンパク質が少
なくなるまで少なくとも２回、０．０１Ｍのリン酸ナトリウム緩衝液中で遠心および再懸
濁した。
（ｖｉｉ）ミクロスフェアを次いで最終的に洗浄し、そしてリン酸緩衝化生理食塩水ｐＨ
７．４に１０ｍｇ／ｍｌで再懸濁した。
（ｖｉｉｉ）フィブリノゲンでコートしたミクロスフェアを次いで５００μｌのアリコー
トに満たし、そしてマイナス７０℃で保存した。
【０１０５】
　まとめると、生成物１は、ペプチドＧＰＲＰＧＧＧＧＧＧＣ（配列番号２３）を介して
結合したフィブリノゲンを有し、そのペプチドはミクロスフェアに結合している、本発明
のＦＬＰ（フィブリノゲン結合粒子）である。生成物２は、ペプチドＧＰＲＰＧＧＧＧＧ
ＧＣ（配列番号２３）にフィブリノゲンが結合していない以外は、生成物１と同じである
。参照生成物は、ＷＯ９８／１７３１９およびＤａｖｉｅｓら、前出におけるような、以
前の技術から公知の方式で、ミクロスフェアの表面に直接結合したフィブリノゲンを有す
る。
【０１０６】
　これらの生成物を、上記の実施例１の方法２を用いてフィブリノゲンの結合に関して試
験した。その結果を下記の表２で報告する。
【０１０７】
　（表２：生成物１、生成物２、およびミクロスフェアの参照バッチに対するフィブリノ
ゲンの結合）
【０１０８】
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【表２】

　これらの結果は、フィブリノゲンをコートしたミクロスフェアの相対的蛍光は、フィブ
リノゲンとインキュベートしなかったミクロスフェアのものより大きかったことを示す。
生成物１は、表１で記載されたＧｌｙｎ＝６生成物より低い陽性パーセントおよびＭＦＩ
値を示す。理論に拘束されることなく、我々は、その違いは生成物１の産生に使用したフ
ィブリノゲン濃度が低かった結果であると考える。
【０１０９】
　本発明の生成物の活性に対するフィブリノゲン濃度の影響を決定するために、上記で記
載した方法によって、ＧＰＲＰＧＧＧＧＧＧＣ（配列番号２３）を結合するためにＤＮＴ
Ｂを用いて、ミクロスフェアを調製した。
【０１１０】
　実施例１の方法１の工程（ｉｉｉ）から得た１ｍｌのミクロスフェアに、１ｍｌのフィ
ブリノゲンを１ｍｇ／ｍｌ、０．１ｍｇ／ｍｌ、または０．０１ｍｇ／ｍｌで加え、そし
て室温で１時間混合した。濃度ゼロのコントロールを含めた。
【０１１１】
　ミクロスフェアの表面に共有結合したフィブリノゲンを有する、参照バッチコントロー
ル（上記で議論した方式で調製した）も、分析に含めた。
【０１１２】
　上記で議論したように、吸光パーセンテージおよび蛍光強度中央値を測定することによ
って、ミクロスフェアに対するフィブリノゲンの結合を比較した。結果を下記の表３に示
す。
【０１１３】
　（表３：様々なフィブリノゲン濃度中でインキュベートした本発明の生成物、またはミ
クロスフェアの参照バッチに対するフィブリノゲンの結合）
【０１１４】

【表３】

　これらの結果は、ミクロスフェアと混合したフィブリノゲンの濃度に依存して、異なる
量のフィブリノゲンが生成物に結合し得ることを示す。これは、抗フィブリノゲン抗体に
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結合するミクロスフェアのパーセンテージおよび各ミクロスフェアに結合したフィブリノ
ゲンの量の測定値であるミクロスフェアの蛍光を考慮することに基づいている。見られる
ように、参照バッチの９５％のミクロスフェアがフィブリノゲンに関して陽性であり、蛍
光強度中央値（ＭＦＩ）は２２．４である。対照的に、人工血小板に対するフィブリノゲ
ン結合のＭＦＩは、１２．５（１ｍｇ／ｍｌでインキュベーションした場合）、４．６（
０．１ｍｇ／ｍｌ）、および１．２４（０．０１ｍｇ／ｍｌ）である。
【０１１５】
　Ｂｉｏｃｙｔｅｘによって提供されるような、較正した標準蛍光ビーズを参照すること
によって、分子の絶対数を決定し得る（例えば、血小板糖タンパク質発現レベル、および
あらゆる他のヒト血小板表面分子を測定するための較正キット、生成物番号７０１１、Ｂ
ｉｏｃｙｔｅｘ、１４０　Ｃｈ．Ａｒｍｅｅｄ’Ａｆｒｉｑｕｅ、１３０１０　Ｍａｒｓ
ｅｉｌｌｅ、Ｆｒａｎｃｅ）。
【０１１６】
　あるいは、キャリア中の構成要素に結合するのに適当な抗体（例えば、キャリアがヒト
アルブミンを含む場合、抗ヒトＨＳＡ抗体を使用し得る）を固相捕捉抗体として、そして
フィブリノゲンを検出するためにＨＲＰ結合ウサギ抗ヒトフィブリノゲン抗体を用いた修
飾ＥＬＩＳＡアッセイを用いて、薬剤中のフィブリノゲン含有量を測定し得る。プレート
に結合した可溶性フィブリノゲンを、標準として使用し得る。
【０１１７】
　（実施例３：生成物の活性の評価）
　本発明の薬剤上のペプチドに結合したフィブリノゲンが、依然としてトロンビンによっ
て切断されてフィブリンを形成し得るかどうか決定するために、本発明の薬剤を、ヒトト
ロンビンで処理し得る。フィブリン－フィブリン架橋による、本発明の薬剤の架橋を、修
飾凝集アッセイ、例えばＬｅｖｉら、１９９９、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、５１
、１０７－１１１に基づくプロトコールにおいて試験し得る。我々が使用した方法を下記
に報告する。
【０１１８】
　（１．血小板を含まない血漿においてトロンビンに対する生成物の反応を評価する方法
）
　光透過血小板凝集計を用いてアッセイを行った（我々はＰＡＰ４血小板凝集計（Ｂｉｏ
Ｄａｔａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）を用いた）。トロンビンを、血漿（血小板無し）お
よび生成物の混合物に加えた。トロンビンは血漿中およびミクロスフェア上でフィブリノ
ゲンを切断し、隣接するミクロスフェア間でフィブリン架橋を形成するのを可能にする。
ミクロスフェアの凝集は、光透過性の増加を引き起こし、それを血漿単独に相対的な「凝
集」パーセンテージとして記録し得る。
（ｉ）生成物、参照バッチ、またはコントロールのカウントを、１００×１０３／ｍｌに
調整した。フローサイトメーター（例えばＢｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＭＣＬ－Ｘ
Ｌ）またはＣｏｕｌｔｅｒＺ２のような粒子計数器を用いてミクロスフェアを計数し得る
。
（ｉｉ）血液を１５００×ｇで３０分間遠心し、そして上清を回収することによって、血
小板を含まない血漿を調製した。
（ｉｉｉ）３５０μｌの血小板を含まない血漿を、血小板凝集計のキュベットに入れ、そ
して５０μｌのブランクミクロスフェアを加えた。１０、２０または４０μｌのトロンビ
ンを、ＰＡＰ４血小板凝集計中の各アリコートに３．２ｕ／ｍｌで加え、０．０８、０．
０４、または０．０２ｕ／ｍｌトロンビンの最終濃度を達成した。光透過性の変化を、１
０分間にわたって測定した。最適下限の光透過性（すなわち、血漿との最低限の凝固）の
みを与えるトロンビン濃度を選択した。典型的には、これは２０μｌであることが見出さ
れた。
（ｉｖ）５０μｌの各試験調製物または生成物、参照バッチまたはコントロールミクロス
フェアを、３５０μｌの血小板を含まない血漿に加えた。最適下限のトロンビン（上記で
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記載したように決定した）の存在および非存在下で、２０分間にわたる光透過性の増加を
測定した。結果を表４に報告する。
【０１１９】
　（表４：血小板を含まない血漿における、生成物１、生成物２、およびミクロスフェア
の参照バッチの凝集（４つの実験の平均±ｓｄ））
【０１２０】
【表４】

　これらの結果は、生成物１は、その表面に結合したフィブリノゲンに対するトロンビン
の作用によって凝集したことを示す。参照バッチは、トロンビンによってより効率が悪く
凝集し、有効なフィブリン－フィブリン架橋を形成し得ない、フィブリノゲンのより有利
でない配置を示した。
【０１２１】
　生成物１は、トロンビンの添加後５分以内に凝集を示し、一方その表面にフィブリノゲ
ンを有さないアルブミンミクロスフェア（生成物２）は、より低い凝集を示した（表４）
。理論に拘束されることなく、アッセイ条件が、トロンビンの添加前に血漿からフィブリ
ノゲンを結合するのに十分な時間を許さなかったと考えられるので、生成物２は生成物１
と比較して抑制された凝集を示すと考えられる。
【０１２２】
　我々は、上記で議論した同じ方法によって、上記の表３において報告された生成物（す
なわち様々な濃度のフィブリノゲンとインキュベーションすることによって産生された）
のトロンビンに対する反応も評価した。その結果を、下記の表５で報告する（ｎ＝４）。
【０１２３】
　（表５：血小板を含まない血漿における、様々なフィブリノゲン濃度においてインキュ
ベートした本発明の生成物およびミクロスフェアの参照バッチに対する凝集（４つの実験
の平均±ｓｄ））
【０１２４】
【表５】

　これらの結果は、参照バッチの最適下限のトロンビンに対する反応は、分析の前にフィ
ブリノゲンが結合していなかったペプチドで見られるものと匹敵することを示す。ペプチ
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ドに結合したフィブリノゲンを有する生成物における反応は、０．１ｍｇ／ｍｌのフィブ
リノゲンを用いて産生した試料において最も大きい（それは４．６のＭＦＩを示す）。
【０１２５】
　結合したフィブリノゲンに対するトロンビンの作用の程度に加えて、放出された物質を
、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａによって供給される、市販で入手可能なＥ
ＬＩＳＡ法を用いて、線維素ペプチドＡに関して分析し得る。
【０１２６】
　血小板代替物の組成物を、薬理学的活性に関して確認し得る。固定化されたフィブリノ
ゲンは、血小板との相互作用に関して、可溶性フィブリノゲンと同じまたは同様の特徴を
示すことを示し得る。生成物は活性化血小板と優先的に（すなわちアゴニスト、例えばＡ
ＤＰまたはトロンビンの存在下でのみ）相互作用することを示す方法を下記で記載する。
【０１２７】
　（２．特定のインビトロアッセイにおける本発明の薬剤の調製物候補の活性の評価）
　本発明の薬剤と血小板および止血システムの相互作用の異なる局面、すなわち血小板凝
集、血小板活性化、血小板依存性の血栓形成および流動条件下での接着、トロンビン産生
およびフィブリン溶解を評価するために、多くのよく規定されたインビトロアッセイを使
用し得る。
【０１２８】
　正常なボランティアから局所的に得た、新しい血小板を使用する。２１ゲージの翼状針
による清潔な静脈穿刺によって、抗凝固剤（通常クエン酸３ナトリウム）または抗凝固剤
クエン酸デキストロース（ＡＣＤ）のいずれかの中に血液を採取し、そして試験の前にイ
ンビトロでの血小板の活性化を避けるために、できるだけ早く、好ましくは採取から１５
分、より好ましくは１０分以内に使用する。低い血小板カウントの血液における本発明の
薬剤の効果を研究するために、遠心によって血小板を枯渇させ、そして下記で記載するよ
うに、自己由来の血漿で血液を再構築する。
【０１２９】
　正常な血液において血小板を人工的に枯渇させるために、血液を室温で、１５０×ｇで
２０分間遠心し得る。血小板が豊富な血漿を除去し、そして１８００×ｇで３０分間遠心
した血液の別のチューブから調製した、自己由来の血漿で希釈する。次いで血小板の乏し
い血漿を、血小板が豊富な血漿に戻し加え、そして注意深く混合する。この血小板枯渇血
漿をまた、自己由来赤血球に戻し加えて、血小板枯渇全血を調製し得る。この方法によっ
て、もとの血小板カウントの約６５から９５％の減少が達成される。ＡＣＴＤｉｆｆ（Ｂ
ｅｃｋｍａｎ－Ｃｏｕｌｔｅｒ）のような血球計数器を用いて、全ての試料において血小
板カウントを測定する。
【０１３０】
　我々が使用した方法を下記に記載する。
【０１３１】
　（３．研究室において「血小板減少血液」を調製する方法）
　（３．１　血小板枯渇全血の調製）
（ｉ）２つのチューブの血液を、２１ゲージの翼状針による清潔な静脈穿刺によって、ク
エン酸３ナトリウム抗凝固剤中へ採取した。インビトロにおける血小板の活性化を最小限
にするために、血液を採取から１０分以内に処理した。
（ｉｉ）血液の１つのチューブを、２０℃で、１５０×ｇで２０分間遠心し、血小板が豊
富な血漿（ＰＲＰ）を調製した。
（ｉｉｉ）血液の２番目のチューブを、２０℃で、１５００×ｇで３０分間遠心し、血小
板が乏しい血漿（ＰＰＰ）を調製した。
（ｉｖ）ＰＲＰを血球画分から除去し、そしてＰＰＰで置換した。この手段によって、血
小板カウントは、約７５％減少し、約５０×１０６血小板／ｍｌのカウントを達成した。
（ｖ）いくつかの血液チューブを使用することによって、より多くの容量の血小板枯渇血
液を調製し得る。
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【０１３２】
　（３．２　血小板枯渇血漿の調製）
（ｉ）２つのチューブの血液を、２１ゲージの翼状針による清潔な静脈穿刺によって、ク
エン酸３ナトリウム抗凝固剤中へ採取した。インビトロにおける血小板の活性化を最小限
にするために、血液を採取から１０分以内に処理した。
（ｉｉ）血液の１つのチューブを、２０℃で、１５０×ｇで２０分間遠心し、血小板が豊
富な血漿（ＰＲＰ）を調製した。
（ｉｉｉ）血液の２番目のチューブを、２０℃で、１５００×ｇで３０分間遠心し、血小
板が乏しい血漿（ＰＰＰ）を調製した。
（ｉｖ）ＰＲＰを血球画分から除去し、そしてＰＰＰと混合して、１０から５０×１０６

血小板／ｍｌの間の血小板カウントを達成した。
（ｖ）いくつかの血液チューブを使用することによって、より多くの容量の血小板枯渇血
漿を調製し得る。
【０１３３】
　両方の方法で、例えばＪａｎｅｓら、Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ＆Ｈａｅｍｏｓｔａｓｉｓ
、１９９３、７０、６５９－６６６によって記載されたもののような、当該分野において
公知の方法によって、血漿フィブリノゲンの活性化ＧＰＩＩｂ－ＩＩＩａへの結合を測定
することによって、血液または血漿中の残留血小板を試験して、調製中に血小板が活性化
されなかったことを保証し得る。
【０１３４】
　（４．血小板凝集に対する本発明の薬剤の評価）
　この方法を用いて、本発明の薬剤が、アゴニストの存在下でのみ血小板凝集を増強する
ことを示し得る。Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＭＣＬ－ＸＬフローサイトメーター
、およびＡＣＴＤｉｆｆ細胞計数器、およびＰＡＰ４　Ｂｉｏ／Ｄａｔａ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ血小板凝集計が、全血、血小板が豊富な血漿（ＰＲＰ）、血小板枯渇全血また
は血小板枯渇血漿において、血小板の凝集を測定するために利用可能である。自発的な凝
集（アゴニストの非存在下）またはＡＤＰ（アデノシン二リン酸）、ＴＲＡＰ（トロンビ
ン受容体活性化ペプチド）およびＣＰＲ（コラーゲン関連ペプチド）のようなアゴニスト
存在下での凝集のいずれかを決定し得、そして例えば攪拌システムにおいて、試験ミクロ
スフェア有りまたは無しで得られた結果を比較し得る。
【０１３５】
　例えば、本発明の薬剤を、血小板が豊富な血漿または血小板枯渇血漿のいずれかへ加え
、そして攪拌しながら３７℃でインキュベートし得る。ＰＡＰ４のような凝集計において
、光透過性の増加を測定することによって、割合および凝集％を測定し得る。
【０１３６】
　アゴニストの存在下および非存在下における人工血小板と血小板の相互作用を研究する
典型的な方法を、下記で記載する。
【０１３７】
　（４．１　フローサイトメーターで計数することによって凝集を測定する方法）
　残留単独血小板の数を計数し、そしてそれによって人工血小板に結合した血小板のパー
センテージを計算するためにフローサイトメトリーを使用し得る。試料を前方および側方
散乱光によって分析し、そして電子ゲートを単独血小板の集団付近にセットする。これを
行うために、ＥＤＴＡを含む血小板が豊富な血漿の試料を使用して、血小板－血小板凝集
の発生を防止する。血小板を、全ての血小板上のＧＰＩｂ受容体に結合するＣＤ４２ｂモ
ノクローナル抗体のような、蛍光が結合した抗体で標識する。この方法において、特に試
料がＣＤ４２ｂ抗体に結合しない人工血小板を含む場合には、血小板ゲートにおけるＣＤ
４２ｂ陽性発生の数は、血小板の数の正確な測定を与える。
【０１３８】
　凝集が起こるにつれて、ゲート中の血小板の数は減少する。人工血小板は、非活性化（
「休止」）血小板の凝集を誘導すべきでない。しかし、もし例えばＡＤＰによって血小板
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、血小板欠乏性の血漿における人工血小板の効果を区別するために、ＡＤＰの最適下限の
濃度を使用する。
（ｉ）血小板ゲートをセットするために、ＥＤＴＡ中に採取された全血を使用した。５μ
ｌのＥＤＴＡ抗凝固血液を、５０μｌのＨｅｐｅｓ緩衝化生理食塩水に加え、そしてフロ
ーサイトメーター（例えばＢｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ　ＭＣＬ－ＸＬ）において前
方および側方散乱光によって分析した。＞９８％の単独血小板が血小板ゲートに含まれる
ように、ゲートを血小板集団周辺にセットした。
（ｉｉ）１０－６０×１０６／ｍｌの血小板カウントを有する４００μｌの血小板枯渇血
漿を、２０μｌのコントロールミクロスフェア（実施例１、方法１（ｉ）において開示さ
れたブランクカプセル）と１０ｍｇアルブミン／ｍｌで混合し、そしてＡＤＰを１から４
×１０－５Ｍの間の最終濃度で加えた。試料を血小板凝集計のキュベット中で１０分間ま
で、３７℃で９００ｒｐｍで攪拌し、そして光透過性の変化として凝集を測定した（下記
の４．２項で記載するように）。続く生成物と血小板枯渇血漿の相互作用の分析のために
、＞０％および＜２０％の凝集を与えたＡＤＰ濃度を使用した。我々は、２×１０－５Ｍ
のＡＤＰ濃度が適当であることを見出した。
（ｉｉｉ）生成物を試験するために、１０－６０×１０６／ｍｌの血小板カウントを有す
る４００μｌの血小板枯渇血漿を、２０μｌの試験ミクロスフェアと１０ｍｇアルブミン
／ｍｌで、そしてＡＤＰと上記で記載したように決定した濃度で混合した。試料を９００
ｒｐｍで１０分まで混合した。適当な時間で、５μｌのアリコートを以下のようなフロー
サイトメトリー分析のために除去した。
（ｉｖ）分析のために、５μｌの試験試料を、適当な濃度の全ての血小板上に存在する抗
原に対する蛍光結合抗体を含む、５０μｌのＨｅｐｅｓ緩衝化生理食塩水に加えた。我々
は、１μｌのＲＰＥ結合ＣＤ４２ｂモノクローナル抗体を使用した（我々はＢＤ　Ｐｈａ
ｒｍｉｎｇｅｎによって提供された抗体５５５４７３を使用した）。試料を室温（典型的
には２０℃）で２０分間インキュベートし、次いで０．５ｍｌのホルミル生理食塩水（０
．９％のＮａＣｌ中０．２％のホルマリン）で希釈した。
（ｖ）次いで希釈した試料を、フローサイトメーター（例えばＢｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌ
ｔｅｒ　ＭＣＬ－ＸＬ）において、固定した容量の試料（例えば２０μｌ）がサイトメー
ターを通過することを可能にする、コントロール試料における血小板集団周辺にセットし
たゲートを用いて（４．１．ｉを参照のこと）、前方および側方散乱光によって分析した
。血小板ゲート中に囲い込まれた粒子を蛍光に関して分析し、ゲート中の単独血小板の数
を同定した。蛍光のネガティブコントロールを、同じ蛍光色素に結合した抗血小板抗体（
例えばＢＤ　ＰｈａｒｍｉｎｇｅｎからのＲＰＥ－マウスＩｇＧ１κ）のアイソタイプコ
ントロールを用いて設定した。
（ｖｉ）血小板ゲートからの単独血小板（すなわち、ＣＤ４２ｂ陽性粒子）の損失パーセ
ントとしてデータを記録した。結果を下記の表６に示す。
【０１３９】
　（表６：血小板枯渇血漿における、生成物１、生成物２およびミクロスフェアの参照バ
ッチの凝集（３つの実験の平均±ｓｄ））
【０１４０】
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【表６】

　これらの結果は、生成物１が、血小板枯渇血漿において、血小板単独で見られるものよ
りも、有意に大きい程度の活性化血小板の凝集を提供するが、ＡＤＰの非存在下において
不活性血小板の凝集を提供しないことを示す。対照的に、本質的にＷＯ９８／１７３１９
において述べられたように調製された参照バッチは、休止（不活性）および活性化血小板
両方で同様のおよび有意なレベルの凝集を引き起こした。
【０１４１】
　ペプチド結合ミクロスフェアも、血漿中に存在するフィブリノゲンを利用して血小板を
凝集し得ることを説明するために、同じ方法を使用し得る。この例において、ペプチド結
合ミクロスフェアは、ＡＤＰの非存在下において１７．８±３．５％の凝集しか引き起こ
さないが、血小板がＡＤＰで活性化された場合には５７．３±９．３％の凝集を引き起こ
した。
【０１４２】
　我々はまた、上記で議論した同じ方法によって、ＡＤＰの存在下および非存在下におい
て、血小板欠乏血漿の凝集に対する、上記の表３で報告した生成物（すなわち、様々な濃
度のフィブリノゲンとインキュベーションすることによって産生された）の効果を評価し
た。その結果を下記の表７において報告する（ｎ＝３）。
【０１４３】
　（表７：血小板枯渇血漿（ＰＤＰ）における、様々なフィブリノゲンの濃度でインキュ
ベートした本発明の生成物およびミクロスフェアの参照バッチの凝集）
【０１４４】

【表７】

　これらの結果は、最も高い結果、６５．６％の凝集が、４．６のＭＦＩを示す試料で得
られたことを示す。対照的に、参照バッチは活性化血小板において５０％の凝集しか誘導
せず、この結果はＡＤＰの非存在下でも（すなわち不活性血小板においても）観察された
。
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【０１４５】
　これらのデータから、我々は、ミクロスフェアに結合したフィブリノゲンの量およびミ
クロスフェアの活性の間に、単純な比例関係は存在しないかもしれないと結論づける。そ
れに加えて、参照バッチ生成物は高いフィブリノゲン含有量を示すという事実にも関わら
ず、それは本発明の人工血小板と同じくらい活性ではない。
【０１４６】
　本発明の薬剤を全血に加えると、例えばフローサイトメーターにおいて、残留血小板を
計数することによって、割合または凝集％も測定し得る。
【０１４７】
　（４．２　ＰＡＰ－４血小板凝集計を用いた、光透過性によって凝集を測定する方法）
　このシステムにおいて、生成物を９０００ｒｐｍでの攪拌システムにおいて血小板枯渇
血漿と混合し、そして光透過性の変化によって凝集を測定した。
（ｉ）４００μｌの血小板枯渇血漿を、２０μｌのブランクミクロスフェアと１０ｍｇア
ルブミン／ｍｌで混合した。
（ｉｉ）ＡＤＰを１から４×１０－５Ｍの間の濃度で加えた。
（ｉｉｉ）凝集を２０分間にわたって測定し、そして１００％の凝集の値を設定するため
に自己由来の血漿を用いて、最大値のパーセンテージとして記録した。
【０１４８】
　凝集測定法によって測定する、上記の方法を用いて、血小板枯渇血漿において生成物１
、生成物２、およびミクロスフェアの参照バッチの凝集を試験した結果は、参照バッチが
ＡＤＰの非存在下で高い凝集を引き起こし、一方生成物１および２は、ＡＤＰの非存在下
で低いレベルの凝集しか示さなかったことを示した。さらに、生成物１は、ＡＤＰを加え
た場合に、有意に高いレベルの凝集を示した。
【０１４９】
　典型的には、本発明の薬剤は、これらの方法によって試験した場合、上記で定義したよ
うな不活性血小板よりも、活性化血小板の凝集においてより大きな増加を示す。これは、
生成物１に関して表６および７において説明される。
【０１５０】
　（５．本発明の薬剤と血小板の相互作用のフローサイトメトリー分析）
　血小板および本発明の薬剤間の相互作用の化学量論を調査するために、および本発明の
薬剤が、外来性の刺激の非存在下で表面抗原（例えばＰセレクチン）の変化によって示さ
れるような、血小板活性化を引き起こすかどうかをアッセイするために、Ｃｏｕｌｔｅｒ
　Ｅｐｉｃｓ　ＸＬ　ＭＣＬフローサイトメーターを使用し得る。Ｐセレクチンは、血小
板脱顆粒の、そして従って血小板活性化のマーカーである。
【０１５１】
　本発明の薬剤を全血に加え、そしてＡＤＰ、ＴＲＡＰ、およびＣＲＰのような外来性の
アゴニスト有りおよび無しで、コントロールされた方式で混合する。これら混合物のアリ
コートを、蛍光結合Ｍａｂを含むＨＥＰＥＳ緩衝化生理食塩水で希釈し、そして抗体を結
合させるためにインキュベートする。例えば、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｏｘｆｏ
ｒｄ、ＵＫから入手可能なヒトＧＰＩｂに対するＲ－フィコエリトリン（ＲＰＥ）結合マ
ウスモノクローナル抗体（Ｃｙ５ＲＰＥ）、およびヒト血清アルブミンに対するＦＩＴＣ
標識ポリクローナル抗体（Ａｕｔｏｇｅｎ　Ｂｉｏｃｌｅａｒ　Ｌｔｄ）を、それぞれ血
小板および本発明の薬剤を同定するために、そしてアゴニストの刺激有りおよび無しで、
血小板および本発明の薬剤間の相互作用を測定するために使用し得る。それに加えて、血
小板活性化のマーカーに対するＦＩＴＣ結合Ｍａｂを使用して、遊離しているかまたは本
発明の薬剤に結合しているかどちらかの血小板が活性化されているかどうか示し得る。Ｇ
ＰＩＩｂ－ＩＩＩａ複合体の活性化（血小板凝集の必要条件）を、血小板フィブリノゲン
受容体で、またはその近くで、活性化血小板のＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ複合体上のエピトー
プを認識するＭａｂ　ＰＡＣ－１を用いて測定し得る（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｅｎｓｏ
ｎ　Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）。あるいは、血小板Ｐセレクチ
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ンに特異的なＭａｂを、血小板脱顆粒のマーカーとして使用し得る（Ｓｅｒｏｔｅｃ）。
【０１５２】
　関連する抗体とインキュベーションした後、蛍光をフローサイトメーターで測定する。
典型的には、本発明の薬剤は、上記で記載したようなＰＡＣ－１　ＭａｂまたはＰセレク
チン結合によって測定されるような、比較的少ない血小板の活性化しか引き起こさない。
１つの実施態様において、「比較的少ない」という用語は、本発明の薬剤は、上記で定義
したような以前の技術の血小板代替物よりも少ない血小板活性を引き起こすことを意味す
る。
【０１５３】
　（６．高いせん断速度流動の条件下における、本発明の薬剤と血小板の相互作用の研究
）
　様々なせん断速度を用いた流動条件下で、本発明の薬剤と血小板の相互作用を研究する
ために、Ｐａｒａｌｌｅｌ　Ｐｌａｔｅ　Ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　Ｃｈａｍｂｅｒを使用し
得る。
【０１５４】
　コントロールとして、正常血液試料を異なるせん断速度で内皮下のマトリックスまたは
コラーゲン基質に灌流した場合に、表面の被覆を観察する（Ｌｅｖｉら、１９９９、Ｎａ
ｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、５１、１０７－１１１）。次いで同じプロトコールで、し
かし上記で記載したように調製した血小板枯渇試料を用いて、表面の被覆を観察する。表
面の被覆は、正常血液試料と比較して、血小板枯渇試料において抑制される。本発明の薬
剤は、好ましくは血小板枯渇試料に加えた場合に表面の被覆を増加させ得る。
【０１５５】
　本発明の薬剤を、枯渇した血小板を化学量論的に置換するのに十分な数で、血小板枯渇
試料に加えた場合（すなわち、上記で記載したように調製された血小板枯渇試料は、非枯
渇試料の約２５％の血小板カウントまで抑制されている：この試験の目的のために、本発
明の薬剤を、残っている血小板プラス本発明の薬剤の全体の数を、非枯渇試料のもとの血
小板カウントの実質的に１００％まで戻すのに十分な数で加える）、もし本発明の薬剤が
血小板欠乏試料における表面の被覆を、同じ流動条件下で正常血液で観察される表面の被
覆レベルと実質的に同等（例えば５０、６０、７０、８０、９０または１００％）、また
はより高いレベルにさえ増加させ得るなら特に好ましい。
【０１５６】
　血小板または血小板および本発明の薬剤の組み合わせの沈着による表面の被覆の程度を
、顕微鏡で決定し得る。
【０１５７】
　（実施例４：インビボモデルにおけるＦＬＰの評価）
　（１．血小板減少ウサギモデルにおける、用量依存性の止血活性）
　オスＮｅｗ　Ｚｅａｌａｎｄ白色ウサギ２．５－３．０ｋｇ（約４ヶ月齢）を、信頼で
きる供給業者から得る。６匹のウサギのグループを、研究日のそれぞれ１２日および９日
前に、ブスルファンの２回投与を用いて血小板減少症にする。ブスルファンの投与量は、
必要な血小板減少症の重症度によって変化する、例えば２０ｍｇ／ｋｇの２回投与は、一
般的に血小板カウントを１０－２０×１０９／ｌに減少させ、一方２５ｍｇ／ｋｇの２回
投与は、血小板カウントを１０×１０９／ｌより少なく減少させる。血小板カウントの減
少に加えて、ブスルファンの投与は白血球の枯渇に関連するが、ヘマトクリットをわずか
に減少させるのみであり、そして明白な毒性を有さない。この手順に麻酔は必要でない。
【０１５８】
　これらの研究に関して、ヒト血小板濃縮物をポジティブコントロールとして使用する。
これは、動物のグループあたり１つの血小板濃縮物しか必要としない。ヒト血小板は、網
内系による取り込みのために、ウサギにおいて約５分間しか循環しないことが以前に示さ
れた。従って、これらの実験において、実験日の２４時間前にパルミチン酸エチルをウサ
ギに投与することによって、マクロファージ機能を阻害する。一貫性のために、パルミチ
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ン酸エチルを全てのグループの動物に使用する。
【０１５９】
　実験日に、試験薬剤を耳静脈に静脈内注入する。出血時間の測定によって効果を評価し
、それを耳の標準的な（Ｓｉｍｐｌａｔｅ）切開を用いて行う。
【０１６０】
　出血時間の可変性を、動物が静かでそして暖かく、そして一様な温度であることを保証
することによって、可能な限りコントロールし（Ｒｏｓｋａｍ、１９９３、Ｃｏｍｐｔｅ
ｓ　Ｒｅｎｄｕｓ　ｄｅｓ　Ｓｅａｎｃｅｓ　ｄｅ　ｌａ　Ｓｏｃｉｅｔｅ　ｄｅ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｅ、１１４、１６６－１６９）、そして血液試料の数を最小限にする。Ｂｌａ
ｊｃｈｍａｎおよびＬｅｅ、１９９７、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅ
ｖｉｅｗｓ、１１、９９－１０５。試験投与の投与直前および投与の２４時間後まで４回
の時点において、出血時間を測定する。２０分間を超える出血時間は、創傷を圧迫するこ
とによって止める。研究の完了時に動物を屠殺する。
【０１６１】
　出血時間の減少によって定義される血小板代替物の用量依存性活性を、ヒト血小板の活
性と比較する（投与量／ｋｇに基づいて）。同じサイズであるが結合したペプチドを有さ
ないＨＳＡマイクロ粒子を、ネガティブコントロールとして使用する。２４時間の研究時
間にわたる効果の期間の比較も行う。
【０１６２】
　血小板減少ウサギにおいて、約２０分間の出血時間は典型的である。本発明の血小板代
替物は、一般的に６匹のグループの試験ウサギのうち、最低３匹、そして好ましくは６匹
全てにおいて、１０分以下まで出血時間を抑制し得る。
【０１６３】
　（２．ウサギＷｅｓｓｌｅｒモデルにおける本発明の薬剤の血栓形成性の評価）
　候補ＦＬＰ調製物の潜在的血栓形成性を、実質的にＷｅｓｓｌｅｒら、１９５９、Ｊｏ
ｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ、１４、９４３－９４６によ
って記載されたように、しかし血小板代替物に適当なコントロールを含めて、Ｗｅｓｓｌ
ｅｒモデルにおいて評価する。コントロールは、インビトロにおける方法から得たデータ
を考慮して規定する。
【０１６４】
　オスＮｅｗ　Ｚｅａｌａｎｄ　Ｗｈｉｔｅウサギ、体重２．５－３．０ｋｇ（約４ヶ月
）を、認可された供給業者から得て、そして６匹のウサギのグループを麻酔する。右およ
び左頸静脈の部分を露出し、そして周囲の組織から剥離する。試験調製物を、耳静脈から
投与し、３分間の循環時間の後、頸静脈の部分を結紮し、インサイツでさらに１０分間置
く。その部分を注意深く切除し、そして内腔を露出する。血管を、発達した血栓の存在に
関して調査し、それを視覚的に記録する。
【０１６５】
　本発明の血小板代替物は、出血時間の最適な減少と関連する投与量よりも５倍、好まし
くは１０倍高い濃度において、血栓を産生するべきでない。
【０１６６】
　適当な投与量は、患者の体重１ｋｇあたり１×１０８から２×１０８生成物粒子の間で
あり得る。例えば、投与量は（体重１ｋｇあたりの生成物粒の数で表した場合）、約２×
１０８、３×１０８、４×１０８、５×１０８、６×１０８、７×１０８、８×１０８、
９×１０８、１×１０９、２×１０９、３×１０９、４×１０９、５×１０９、６×１０
９、７×１０９、８×１０９、９×１０９、１×１０１０、または２×１０１０であり得
る。
【０１６７】
　適当な投与量はまた、患者の体重１ｋｇあたりの全タンパク質のミリグラムとして表し
得る。これに基づいて、適当な投与量は、５－２００ｍｇ／ｋｇの間であり得る。例えば
、投与量は約５、１０、１５、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１５
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０または２００ｍｇ／ｋｇであり得る。
【０１６８】
　理想的な投与量は、少なくとも２倍、好ましくは約１０倍の安全域を有する。言い換え
ると、理想的な投与量は、２倍または約１０倍に増加した場合でさえ、有効であるが安全
なままである。安全な投与量は、上記で記載したようなＷｅｓｓｌｅｒ試験を用いて血塊
を形成しない。
【配列表】
0004938454000001.app
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