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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　癌細胞表面と血小板との物理的相互作用を妨げることによって癌細胞増殖を阻害するこ
とによる、硫酸化多糖を含む癌治療用医薬組成物であって、前記癌が血液循環している血
小板結合性癌細胞を含む、癌治療用医薬組成物。
【請求項２】
　前記血液循環している血小板結合性癌細胞により引き起こされる転移を防ぐために投与
される、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　経口投与される、請求項１又は２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　前記癌が血液循環している血小板結合性癌細胞を含み、前記血液循環している血小板結
合性癌細胞により引き起こされる転移を防ぐために経口投与され、かつ癌細胞表面と血小
板との物理的相互作用を妨げることによって癌細胞増殖を阻害することによる、請求項１
に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　前記多糖の硫酸化度は≧１．０である、請求項１～４のいずれか一項に記載の医薬組成
物。
【請求項６】
　前記多糖の硫酸化度は≧１．２である、請求項５に記載の医薬組成物。
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【請求項７】
　前記硫酸化多糖はグリコサミノグリカンである、請求項１～６のいずれか一項に記載の
医薬組成物。
【請求項８】
　前記グリコサミノグリカンは、ヘパリンの末端五糖が存在しないことを特徴とする、請
求項７に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記グリコサミノグリカンは、５０００ダルトンから１２０００ダルトンの平均分子量
を示す、請求項８に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　前記グリコサミノグリカンはペントサンポリ硫酸（ＰＰＳ）である、請求項８または９
に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　前記グリコサミノグリカンはデキストラン硫酸（ＤＸＳ）である、請求項８または９に
記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　前記グリコサミノグリカンはヘパリンである、請求項７に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　前記ヘパリンは低分子量（ＬＭＷ）ヘパリンである、請求項１２に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　前記低分子量ヘパリンはエノキサパリン、ダルテパリンまたはチンザパリンである、請
求項１３に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　前記硫酸化多糖は硫酸アルギネートまたは硫酸化フコイダンである、請求項１に記載の
医薬組成物。
【請求項１６】
　前記硫酸化多糖を含む医薬組成物が腫瘍の近くに局所的に投与される、腫瘍疾患の処置
のための請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　細胞表面と血小板との物理的相互作用を阻害することによって細胞増殖を阻害するため
の方法における請求項１～１５のいずれか一項に記載の医薬組成物のインビトロの使用。
【請求項１８】
　前記硫酸化多糖はペントサンポリ硫酸（ＰＰＳ）またはデキストラン硫酸（ＤＸＳ）で
ある、細胞増殖の阻害のための、請求項１７に記載の医薬組成物のインビトロの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血小板（栓球）と細胞表面との物理的相互作用を調節することによって、哺
乳動物細胞の生育および／または増殖を調節するための方法に関する。したがって本発明
は、望ましくない細胞生育および／または増殖に関連する医学的障害の処置における、細
胞表面と血小板との物理的相互作用の阻害のための薬物として用いるための硫酸化多糖、
好ましくはグリコサミノグリカンに関する。細胞増殖を調節するために、血小板（栓球）
と細胞表面との物理的相互作用を調節するためのインビトロの方法も、本発明に包含され
る。したがって本発明は、細胞生育の阻害のために細胞表面と血小板との相互作用を阻害
すること、および細胞生育を増強するために血小板と細胞表面との相互作用を増強するこ
とに関する。
【背景技術】
【０００２】
　インビトロで生育されるヒトの初代および永久細胞系のほとんどは、安定した細胞生育
および増殖のために、ヒトまたはその他の動物由来の血清の存在を必要とする。血清は、
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血液の凝固および沈降物の遠心除去によって生成される上清である。化学添加剤または血
小板を含まない血漿によって血清を置き換えた培養液中で血清依存性細胞系を培養する試
みは、通常失敗する。これに対し、いくつかの培養系においては、細胞増殖を支援するた
めに血小板溶解物を使用できる。これは部分的には、血液凝固の際に起こる血小板活性化
の際に放出される血小板由来増殖因子（ｐｌａｔｅｌｅｔ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｇｒｏｗｔ
ｈ　ｆａｃｔｏｒｓ：ＰＤＧＦ）の存在によるものである。これによって、大部分の哺乳
動物細胞系のインビトロでの増殖および生育にとって必須の増殖刺激特性が、生育促進性
の血清に与えられる。
【０００３】
　インビボの細胞も、インビトロの細胞と同様のＰＤＧＦ依存性を有することが想定され
得る。しかし、インビボの血液循環に血清は存在しない。それは高等生物の生存のための
生理的要求に適合しない。したがって、インビボにおける増殖因子は遊離物質として血液
中に存在するのではなく、血小板内の小胞の中に存在する。しかし、活性化の際に血小板
からＰＤＧＦが放出される。
【０００４】
　増殖因子は正常な細胞および悪性細胞の生育に必須であるため、細胞に対して利用可能
にされる必要がある。Ｇ０期を離れてＧ１期になった細胞は、Ｓ期および関連する細胞増
殖に入ることに関する適切なシグナルを必要とする。したがって、増殖因子の放出をもた
らす血小板の活性化は、インビボにおける細胞増殖および細胞生育の開始において固有の
重要な機構である。この機構の別の局面は形態である。増殖因子は、それらが必要とされ
る部位において血小板から放出される必要がある。血小板活性化は、生育に関係付けられ
た細胞の部位において正確に起こる必要がある。このことを達成する機構は、現在もなお
深く研究されていない。
【０００５】
　いくつかの腫瘍細胞の表面に血小板が結合すること、およびこの結合が腫瘍の転移に関
与することが当該技術分野において公知である。たとえば、非特許文献１および非特許文
献２は、血小板と腫瘍細胞との物理的相互作用が、これらの細胞の転移に重要な役割を果
たし得ることを開示している。
【０００６】
　いくつかの腫瘍細胞においては血小板受容体が過剰発現されており、結果として腫瘍細
胞の表面への血小板凝集が増強される。前述の研究は、血小板－細胞表面結合と細胞の転
移との相関を開示しているが、細胞生育、特に腫瘍細胞増殖と、細胞表面における血小板
の物理的相互作用との関係は記載していない。
【０００７】
　細胞増殖の抑制は、望ましくない細胞生育に関連する疾患の処置の中心的役割を果たす
。医師および医薬製品の製造者は数十年もの間、腫瘍の望ましくない細胞増殖を阻害する
ための有効な戦略を開発しようと試みてきた。血小板との相互作用を介した腫瘍細胞への
ＰＤＧＦの提供は、腫瘍細胞の生育または増殖を阻害するための重要なターゲットと考え
られ得る。
【０００８】
　グリコサミノグリカンは、反復する二糖の直鎖構造を含む。ヘパリンはグリコサミノグ
リカンの一例である。ヘパリンは内在性の多糖であり、凝固カスケードに対する阻害効果
を有するため、抗凝固のために治療的に使用される。ヘパリンは抗凝固薬としてだけでな
く、腫瘍の転移防止のための潜在的治療薬としても公知である。腫瘍細胞転移の阻害のた
めのヘパリンの使用は、当該技術分野において記述されている（非特許文献３）。低分子
量ヘパリンの使用によって、結腸腫瘍の転移が低減した。低分子量ヘパリンの投与後の、
腫瘍の細胞生育または細胞増殖に対する活性は、この研究の著者によって確認されなかっ
た。
【先行技術文献】
【非特許文献】
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【０００９】
【非特許文献１】モデリー－パウロウスキー（Ｍｏｄｅｒｙ－Ｐａｗｌｏｗｓｋｉ）ら（
バイオマクロモレキュールズ（Ｂｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ）２０１３，１４，
９１０－９１９）
【非特許文献２】タカギ（Ｔａｋａｇｉ）ら（プロス・ワン（ＰＬＯＳ　ＯＮＥ）、２０
１３年８月、８、８、ｅ７３６０９）
【非特許文献３】マ（Ｍａ）ら、インベスティゲーショナル・ニュー・ドラッグス（Ｉｎ
ｖｅｓｔ　Ｎｅｗ　Ｄｒｕｇｓ）（２０１２）３０：５０８
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　先行技術に鑑みて、本発明の根底にある技術的課題は、細胞増殖を調節するための手段
を提供することである。
【００１１】
　この課題は、独立請求項の特徴によって解決される。本発明の好ましい実施形態は、従
属請求項によって提供される。
【００１２】
　増殖する細胞、分化のさまざまな程度にある正常な細胞および悪性細胞は、休止細胞に
は存在しない共通の驚くほど基本的な特性を有する。すなわち、それらの細胞は血小板と
結合できる。血小板は、物質のうちでもとりわけ増殖因子を含有しており、増殖因子は細
胞生育を維持することができる。血小板由来増殖因子の欠乏は、結果として細胞生育を停
止させ、最終的には細胞死（アポトーシス）に導く。本出願は、増殖細胞への血小板の結
合を妨げることができ、したがって細胞生育を妨げて、その後治療効果を提供することが
できる物質のグループを提供する。
【００１３】
　したがって本発明は、血小板（栓球）と哺乳動物細胞の表面との物理的相互作用をブロ
ックすることによって、前記細胞の増殖を調節するための方法に関する。
【００１４】
　血小板と細胞表面との物理的相互作用が、インビボおよびインビトロ両方の細胞増殖に
必要であるという認識は、本発明の新たな驚くべき特徴を表す。血小板と腫瘍細胞の表面
との相互作用は、腫瘍細胞の転移において役割を果たし得るが、この相互作用が物理的相
互作用を通じて直接的に細胞増殖に影響することは、先行技術において過去に記述されて
いない。
【００１５】
　一実施形態において、本発明は本明細書に記載されるとおりの方法に関し、ここで細胞
表面と血小板との物理的相互作用の阻害は、細胞生育および／または増殖を阻害する。
【００１６】
　一実施形態において、本発明は本明細書に記載されるとおりの方法に関し、ここで前記
増殖する細胞はヒト細胞である。
【００１７】
　好ましい実施形態において、本発明は、望ましくない細胞生育および／または増殖に関
連する医学的障害の処置における、細胞表面と血小板との物理的相互作用の阻害のための
薬物として用いるための硫酸化多糖に関する。
【００１８】
　驚くべきことに、硫酸化多糖、たとえばグリコサミノグリカンなど、たとえばヘパリン
など、またはその他の低分子量（ｌｏｗ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ）グリカン
分子、たとえばＬＭＷヘパリンもしくはその他のＬＭＷグリコサミノグリカンなど、また
は硫酸アルギネートなどを、細胞表面と血小板との結合を阻害するために投与してもよい
。この物理的相互作用の妨害によって、細胞の増殖が阻害される。硫酸化多糖の適用によ
って、細胞表面と血小板との相互作用の妨害を介した細胞増殖の阻害をもたらし得ること
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は、先行技術において開示されていない。本発明に従うと、こうした硫酸化多糖は「阻害
剤」と呼ばれることがある。
【００１９】
　硫酸化多糖の投与によって血小板－細胞表面の相互作用を防止することによる細胞増殖
の阻害は、新規の技術的効果を表す。この技術的効果によって、１つまたはそれ以上の新
規の臨床的状況が生じる。
【００２０】
　以前は、腫瘍細胞の転移性播種のみがヘパリンによって予防可能または処置可能である
と考えられていた。本発明は、腫瘍転移の根底にある必要条件である細胞増殖の阻害に対
する硫酸化多糖の新規の適用を可能にするものである。本発明に従うと、腫瘍の患者は、
転移が起こったか否かにかかわらず、たとえ転移が起こる前であっても、血小板－細胞表
面の相互作用を妨害するという新規の技術的効果、およびその後の細胞生育および／また
は増殖に対する効果を利用するという意図によって、硫酸化多糖で処置されてもよい。
【００２１】
　一実施形態において、本発明は本明細書に記載されるとおりの方法に関し、ここで血小
板と細胞表面との物理的相互作用は、細胞の表面に位置する血小板受容体によって媒介さ
れる。インビボの生理的細胞生育は血小板受容体に依存する制御系に従うため、この受容
体は細胞増殖調節に重要な役割を果たす。血小板受容体は典型的に、増殖する細胞の表面
上に、細胞周期のＧ０期からの細胞の継代によって、細胞表面上に存在する。このプロセ
スの調節は、細胞生育を調節するための有効な手段を提供する。
【００２２】
　以下に説明するものなどの実験的アプローチを通じて、発明者らは、たとえばグリコサ
ミノグリカンなどの多糖の硫酸化によって、血小板－細胞表面の相互作用の妨害が増強さ
れるという驚くべき特徴を確認した。自然発生する硫酸化多糖および合成硫酸化多糖の両
方において、さまざまな程度の硫酸化が起こる。好ましい実施形態においては、本明細書
に記載される技術的効果を増強するために、特定の硫酸化度に対して硫酸化多糖を選択ま
たは改変してもよい。
【００２３】
　硫酸化によって、分子は負に帯電するようになる。ヘパリンは、生物において生じる最
も負に帯電した有機分子である。より高硫酸化された多糖、たとえばグリコサミノグリカ
ンなど、すなわちより負に帯電した硫酸化多糖は、それより低硫酸化のもの、すなわち負
の帯電の程度がより低い硫酸化多糖よりも血小板－細胞相互作用の阻害の効果が高い。
【００２４】
　阻害剤の負の電荷は、上述の血小板－細胞結合の阻害の根底にある機構の決定的特徴で
ある。おそらくは増殖に関わる細胞の細胞膜は、血小板に結合できる硫酸化グリコサミノ
グリカンに似た構造を有すると結論付けることが妥当である。よって、本発明の血小板－
細胞表面の相互作用の阻害剤は競合的に作用し、通常は増殖に関わる細胞の膜上の負に帯
電した分子の認識を行う、おそらくは血小板上の別の膜受容体分子をブロックする。よっ
て、より高硫酸化された多糖はいくつかのこうした受容体分子を一度にブロックすること
ができ、体液によって希釈されるか洗い流される前に結合する確率が高くなる。
【００２５】
　硫酸化多糖の硫酸化度は、好ましくは約０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、１
．０、１．１、１．２、１．３、１．４、１．５、１．６、１．７、１．８、１．９、２
．０、または２．０より上であってもよい。好ましい実施形態において、本発明は、本明
細書に記載されるとおりの薬物として用いるための硫酸化多糖に関し、ここで多糖の硫酸
化度は≧１．０である。
【００２６】
　好ましい実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの薬物として用い
るための硫酸化多糖に関し、ここで多糖の硫酸化度は≧１．２である。
【００２７】
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　好ましい実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの薬物として用い
るための硫酸化多糖に関し、ここで多糖の硫酸化度は≧１．４である。
【００２８】
　以下に説明するとおり、当業者に公知の方法を用いて、あらゆる所与の多糖の硫酸化度
を調整することができる。加えて、適切な実験によって硫酸化度を定めることができ、そ
れによって当業者は、意図される用途に対する最適な特性を示す多糖を生成するために硫
酸化度を調整することが可能である。したがって、それに応じてそれぞれの硫酸化度を調
整するために、商業的に入手可能な多糖分子または天然に得られる多糖分子を改変できる
。
【００２９】
　本発明の一実施形態において、本明細書に記載されるとおりの薬物として用いるための
硫酸化多糖は、グリコサミノグリカンである。
【００３０】
　本発明の一実施形態において、本明細書に記載されるとおりの薬物として用いるための
グリコサミノグリカンは、ヘパリンである。過去にヘパリンは腫瘍治療に適用されてきた
が、血小板－細胞表面の相互作用に対する効果は示されていない。血小板結合を妨害する
という新規の技術的効果は、特に細胞増殖および／または細胞生育の低減が要求されるよ
うな医学的状態をターゲットとする、ヘパリンの新規の医学的使用を可能にする。
【００３１】
　１．０を超える硫酸化度を有するグリコサミノグリカン分子は、たとえばペントサンポ
リ硫酸（ｐｅｎｔｏｓａｎ　ｐｏｌｙｓｕｌｆａｔｅ：ＰＰＳ）またはデキストラン硫酸
（ｄｅｘｔｒａｎ　ｓｕｌｆａｔｅ：ＤＸＳ）などの他のグリコサミノグリカン分子に加
えて、典型的にヘパリン、およびヘパリンのその他の硫酸化低分子量（ｌｏｗ　ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ：ＬＭＷ）変形物である。
【００３２】
　本発明の一実施形態において、本明細書に記載されるとおりの薬物として用いるための
グリコサミノグリカンは、低分子量（ＬＭＷ）ヘパリンである。
【００３３】
　一実施形態において、本発明は本明細書に記載されるとおりの薬物として用いるための
ＬＭＷヘパリンに関し、ここで低分子量ヘパリンはエノキサパリンである。
【００３４】
　一実施形態において、本発明は本明細書に記載されるとおりの薬物として用いるための
ＬＭＷヘパリンに関し、ここで低分子量ヘパリンはダルテパリンである。
【００３５】
　一実施形態において、本発明は本明細書に記載されるとおりの薬物として用いるための
ＬＭＷヘパリンに関し、ここで低分子量ヘパリンはチンザパリンである。
【００３６】
　好ましい実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの薬物として用い
るためのグリコサミノグリカンに関し、ここでグリコサミノグリカンは、ヘパリンの末端
五糖が存在しないこと、好ましくは五糖ＧｌｃＮＡｃ／ＮＳ（６Ｓ）－ＧｌｃＡ－Ｇｌｃ
ＮＳ（３Ｓ，６Ｓ）－ＩｄｏＡ（２Ｓ）－ＧｌｃＮＳ（６Ｓ）が存在しないことを特徴と
する。
【００３７】
　したがって好ましい実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの薬物
として用いるためのグリコサミノグリカンに関し、ここでグリコサミノグリカンはペント
サンポリ硫酸（ＰＰＳ）である。
【００３８】
　したがって好ましい実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの薬物
として用いるためのグリコサミノグリカンに関し、ここでグリコサミノグリカンはデキス
トラン硫酸（ＤＸＳ）である。
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【００３９】
　本発明の好ましい実施形態において、ヘパリンの末端五糖が存在しないことを特徴とす
るグリコサミノグリカンは、好ましくは１０００ダルトンから約５００　０００ダルトン
、好ましくは２０００ダルトンから１００　０００ダルトン、より好ましくは約５０００
ダルトンから約１２　０００ダルトンの分子量、または本明細書に開示される低分子量ヘ
パリン分子と本質的に同じ近似分子量を示す。約５０００ダルトンから約１２０００ダル
トンの分子のグリコサミノグリカンが、低分子量グリコサミノグリカンと名付けられても
よい。
【００４０】
　一実施形態において、ヘパリンの末端五糖が存在しないことを特徴とするグリコサミノ
グリカン、たとえばＤＸＳまたはＰＰＳなどは、約２ｋＤａから約１２ｋＤａ、より好ま
しくは約３ｋＤａから約８ｋＤａ、最も好ましくは約４ｋＤａから約６ｋＤａの分子量を
有する。本明細書に記載される低分子量グリコサミノグリカン（約２ｋＤａから約１２ｋ
Ｄａ、好ましくは８ｋＤａ未満）は、未分画または高分子量グリコサミノグリカンに比べ
て付加的な利点を特徴とする。低分子量グリコサミノグリカンは、典型的に未分画または
高分子量調製物よりも少ない量の血小板凝集物をもたらす。こうした比較的低分子量の調
製物を投与することによって、処置の際の血栓症の合併症が顕著に低減する。
【００４１】
　驚くべき態様で、ヘパリンの末端五糖が存在しないことを特徴とするグリコサミノグリ
カンは、ヘパリンの末端五糖が存在しないことを特徴とする他の硫酸化多糖、たとえばア
ルギネートなどに加えて、血小板減少症（血液が過剰に薄くなることによってもたらされ
る可能性がある）および血栓症（望ましくない凝固）の両方の危険性を低減することを可
能にする。これら２つの合併症は、対照的な機構によるものであるようにみえるが、どち
らもたとえば未分画ヘパリンなどの未分画グリコサミノグリカンによる処置の際に起こり
得る。したがって未分画ヘパリンは血小板の数を強力に減らし過ぎるか、または血小板凝
集をもたらす可能性があり、そのいずれもが危険な副作用をもたらすおそれがある。驚く
べきことに、ＰＰＳおよびＤＸＳはどちらも、これらの影響を回避することを可能にする
有益な特性を示す。インビトロの研究では、（ＵＦＨと比較して）ＤＸＳおよびＰＰＳに
よって、抗凝固の低減に加えて血小板凝集の低減がもたらされることが示されている。
【００４２】
　実験例において用いられるＤＸＳはシグマ（Ｓｉｇｍａ）より得られるものであり（３
１４０４；ロイコノストック（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）種からのデキストラン硫酸ナト
リウム塩）、平均ＭＷ５０００ダルトンを有する。類似または同じ平均分子量がＰＰＳに
用いられてもよい。本実施例は、ＰＰＳとしてＳＰ５４（ナトリウム塩）を使用する。
【００４３】
　一実施形態において、関連グリコサミノグリカンの分子量は、たとえばロンバーグ（Ｒ
ｈｏｍｂｅｒｇ）ら（米国科学アカデミー紀要（ＰＮＡＳ）、ｖｏｌ．９５　ｎｏ．８、
４１７６－４１８１）に記載されるものなどの質量分析に基づく方法を用いて定められ得
る。特定の糖の構造ならびに硫酸化および分子量に対するさらなる情報は、ターンブル（
Ｔｕｒｎｂｕｌｌ）ら（米国科学アカデミー紀要（ＰＮＡＳ）、ｖｏｌ．９６　ｎｏ．６
、２６９８－２７０３）に開示される配列決定技術を用いて定められ得る。
【００４４】
　したがって好ましい実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの薬物
として用いるための硫酸化多糖に関し、ここで硫酸化多糖は硫酸アルギネートである。
【００４５】
　アルギネートは非分岐鎖多糖であり、藻類によって生成されるが、いくつかのバクテリ
アにも生成される。典型的にアルギネートは、褐藻類の細胞壁に見出され得るゲル形成多
糖として存在する。
【００４６】
　したがって好ましい実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの薬物
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として用いるための硫酸化多糖に関し、ここで硫酸化多糖はフコイダンである。
【００４７】
　フコイダンは構造的にアルギネートに関連する。フコイダンは天然の変動し得る硫酸化
度を有する。これは、アルギネートに適用可能な方法と類似の方法を用いて変更されても
よい。それに従ってフコイダンの硫酸化度が調整されてもよい。硫酸アルギネートおよび
硫酸化フコイダンは、どちらも血小板－細胞結合に対する阻害効果を有する。
【００４８】
　ヘパリンは２つのやり方で抗凝固薬として作用する。すなわち、凝固因子Ｘａの阻害お
よびトロンビンの阻害によるものである。しかし、未分画ヘパリン（Ｕｎｆｒａｃｔｉｏ
ｎａｔｅｄ　ｈｅｐａｒｉｎ：ＵＦＨ）はしばしば、重度の血小板減少症をもたらす。ヘ
パリンの主要な機構は、凝固因子Ｘａの阻害である。それはヘパリンの非還元末端におけ
る末端五糖配列（ＧｌｃＮＡｃ／ＮＳ（６Ｓ）－ＧｌｃＡ－ＧｌｃＮＳ（３Ｓ，６Ｓ）－
ＩｄｏＡ（２Ｓ）－ＧｌｃＮＳ（６Ｓ）、分子量１．７ＫＤ）によってもたらされる。こ
の五糖を純粋な形状で半合成的に生成することができ、こうしたものはフォンダパリヌク
スの名称で公知である。
【００４９】
　フォンダパリヌクスはヘパリンに比べて血小板に結合する程度が低く、結果的に上述の
すべての調製物のうちで血小板減少性または血栓性の合併症の割合が最低である。フォン
ダパリヌクスは、生育する細胞への血小板の結合の阻害が比較的少ないことが発明者らに
よって示された。
【００５０】
　しかし、フォンダパリヌクス五糖はデキストラン硫酸にもペントサンポリ硫酸にも含ま
れておらず、これらはどちらも血小板－細胞表面の相互作用妨害に関する所望の特性を示
す。ＰＰＳおよびＤＸＳはどちらも抗凝固特性を有するが、それはヘパリン調製物の抗凝
固特性よりもかなり弱い。
【００５１】
　したがって好ましい実施形態において、本発明は、たとえば血小板減少性の合併症など
の、血液を薄くする活性または抗凝固活性に関連する望ましくない副作用なしに、血小板
－細胞表面の相互作用の所望の妨害を示すグリコサミノグリカン変形物を提供することに
よって、グリコサミノグリカン分子のさまざまな特性を技術的に利用する。
【００５２】
　ヘパリンまたはヘパリン誘導体も所望の効果（血小板－細胞表面の相互作用の妨害）を
示すが、好ましい実施形態においては、望ましくない抗凝固副作用を回避するために、ヘ
パリンの末端五糖を含まないグリコサミノグリカン分子が好ましい。
【００５３】
　本発明の技術的効果は、グリコサミノグリカン分子の公知の抗凝固特性とは異なる。本
発明は新規の技術的効果に関し、公知の化合物の新規の医学的使用を可能にするものであ
る。たとえば、抗凝固薬に関連する副作用の危険性のある患者は、以前はヘパリンによる
処置ができなかった。たとえば、ヘパリンまたはその誘導体で処置されていた可能性のあ
る腫瘍患者で、抗凝固薬に関連する副作用の危険性が高くなっている患者は、以前は処置
できなかった。本明細書に記載される新規の技術的効果の利用によって、新たな患者グル
ープ、すなわち細胞増殖障害を有していて抗凝固薬に関連する副作用の危険性が高くなっ
ている患者の処置が可能になった。たとえば、ヘパリンに誘導された血小板減少症を有す
る患者の細胞増殖障害が処置可能になり得る。好ましい実施形態において、ヘパリンの末
端五糖が存在しないことを特徴とするグリコサミノグリカン分子、たとえばＰＰＳおよび
ＤＸＳなどの、これらのグループにおける投与が意図される。
【００５４】
　ヘパリンが投与される一般的な状況は、長期または短期の抗凝固薬療法の間である。ヘ
パリンは典型的に、長期処置に用いられるクマリン誘導体よりも迅速かつ直接的に作用す
る。ヘパリンは典型的に、処置の開始または短期処置に対して好まれる。長期処置の初期
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段階におけるヘパリン処置の具体例は、たとえば深部静脈血栓症、肺塞栓症、脳卒中また
は心臓発作をもたらした血栓症などの血栓症の処置を含む。ヘパリンによる短期治療の例
は、外科手技における血栓症予防のためのヘパリンの頻用である。しかし、こうした手技
を受ける患者にはヘパリンに誘導される血小板減少症の危険性があるかもしれず、望まし
くない細胞増殖に関連する障害も有する患者は、おそらくはフォンダパリヌクスと組み合
わせた、ヘパリンとは異なる糖骨格を特徴とするグリコサミノグリカン分子を用いて、効
果的に処置され得る。
【００５５】
　一局面において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの薬物として用いるための硫
酸化多糖、好ましくはグリコサミノグリカン、硫酸アルギネートまたはフコイダンに関し
、ここで望ましくない細胞生育および／または増殖に関連する医学的障害は腫瘍疾患であ
る。
【００５６】
　一局面において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの薬物として用いるための硫
酸化多糖、好ましくはグリコサミノグリカン、硫酸アルギネートまたはフコイダンに関し
、ここで望ましくない細胞生育および／または増殖に関連する医学的障害は自己免疫疾患
である。
【００５７】
　多くの疾患の病因は細胞生育に関連している。一例として、望ましくない免疫応答はこ
うした疾患の１つである。免疫応答によって、原因物質に対するさらなる免疫細胞または
抗体を生成するために、免疫系による１つまたはいくつかの関連細胞クローンの増殖が導
かれる。望ましくない、すなわち病原性の免疫応答の場合、免疫系のエフェクター細胞ま
たは免疫系によって生成される抗体が、身体自身の組織に向けられて自己免疫をもたらし
得る。これらの免疫反応が著しい組織の損傷をもたらす。この損傷が自己免疫疾患の疾患
症状を引き起こす。
【００５８】
　したがって、免疫細胞の増殖も、細胞表面への血小板結合の阻害剤の臨床的適用におい
て薬理学的に影響され得る。よって、この機構を通じて免疫系の望ましくない活性を制御
することが可能である。この目的のために現在用いられる他の薬物は、顕著な副作用を有
する傾向がある。本明細書に記載されるグリコサミノグリカンの使用は、典型的に比較的
低い副作用を有し、こうした疾患を処置するための安全なやり方を示す。
【００５９】
　発明者によって確認された新規の技術的効果に照らして、いくつかの新規の臨床的状況
が生じる。これまで、ヘパリンの潜在的な抗転移効果は、抗凝固に関する全身的作用によ
るものと考えられていた。したがって本発明は、医学界で過去には考えられなかったまっ
たく新規の機構に関するものである。
【００６０】
　硫酸化多糖は細胞表面と血小板との接触を直接阻害するという知識に加えて、血小板と
増殖する細胞との物理的相互作用によって、本発明は、腫瘍組織に近接する領域への前記
硫酸化多糖の局所投与を特徴としてもよい。腫瘍組織に近接する領域への硫酸化多糖の局
所投与によって、より低い用量の硫酸化多糖を投与することが可能となり、それは全身的
毒性を低減させながら有効な抗増殖効果を維持する。本発明の意味における局所投与とは
、たとえば注射、経粘膜または経皮的アプローチによる、腫瘍組織から好ましくは１０ｃ
ｍ以内、５ｃｍ以内、または好ましくは１ｃｍ以内の領域への投与、または腫瘍自体への
送達などによる投与に関する。
【００６１】
　したがって、局所投与の方法は、たとえば静脈内（静脈の中へ）、動脈内（動脈の中へ
）、骨内注入（骨髄の中へ）、筋内、脳内（脳実質の中へ）、脳室内（脳室系の中へ）、
くも膜下腔内（脊柱管への注入）、または皮下（皮膚の下）の投与などの非経口投与に関
し得る。
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【００６２】
　一実施形態において、局所投与は、腫瘍への血液供給を行う動脈への動脈内投与に関す
る。たとえ腫瘍が発生した場合でも、特定の器官または組織を患者から除去できないよう
な場合において、こうしたアプローチは特に関連し得る。この領域における動脈内投与を
介した局所投与によって、血小板と分裂細胞の細胞表面との相互作用を妨害する一意の方
法が提供され、それによって有用な治療効果が与えられる。
【００６３】
　さらなる局面において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの硫酸化多糖と、薬学
的に許容できる担体とを含む、望ましくない細胞生育および／または増殖に関連する医学
的障害の処置における、細胞表面と血小板との物理的相互作用の阻害のための医薬組成物
に関する。
【００６４】
　本発明はさらに、硫酸化多糖のインビトロ投与によって、細胞表面と血小板との物理的
相互作用を阻害することによって、細胞生育および／または増殖を阻害するためのインビ
トロの方法に関する。したがって本発明は、細胞表面と血小板との物理的相互作用の阻害
のための本発明の方法における、本明細書に記載されるとおりの硫酸化多糖のインビトロ
の使用に関する。本発明はさらに、細胞生育および／または増殖の阻害のための本発明の
方法における、本明細書に記載されるとおりの硫酸化多糖のインビトロの使用に関する。
【００６５】
　一実施形態において、本発明の方法における硫酸化多糖のインビトロの使用は、前記硫
酸化多糖がヘパリンまたはＬＭＷヘパリンであり、かつインビトロで０．０１Ｕ／ｍＬか
ら１０Ｕ／ｍＬ、好ましくは０．０５から１、好ましくは０．０５から０．５、より好ま
しくは約０．１Ｕ／ｍＬにて投与されることを特徴とする。
【００６６】
　一実施形態において、本発明の方法における硫酸化多糖のインビトロの使用は、前記硫
酸化多糖がＤＸＳまたはＰＰＳであり、かつインビトロで溶液中で０．０１ｐｐｍから１
０ｐｐｍ、好ましくは０．０５から５、より好ましくは約１ｐｐｍにて投与されることを
特徴とする。
【００６７】
　血小板と細胞の表面との相互作用は、硫酸化多糖の使用によって阻害され得るだけでな
く、血小板の添加によって増強され得る。したがって本発明は別の局面において、細胞増
殖を調節するための方法に関し、ここで前記増殖は、血小板と細胞表面との物理的相互作
用を増加させることによって増強される。本発明は、血小板と細胞表面との相互作用の増
強によって、細胞生育および／または増殖を増強する方法を提供する。増強は細胞生育の
相対的尺度に関するものであってもよく、ここで対照細胞は、対応する用量の血小板の低
減した量を伴うか、または伴わずに処置された細胞となる。
【００６８】
　したがって本発明は、医学的障害の処置における細胞表面と血小板との物理的相互作用
の増強のための薬物として用いるための血小板に関し、この増強した細胞生育および／ま
たは増殖は、前記障害の処置において有益である。
【００６９】
　一実施形態において、本発明は、本明細書に記載されるとおりの薬物として用いるため
の血小板に関し、ここで増強した細胞生育および／または増殖が医学的障害の処置におい
て有益であるような前記障害は、たとえば外傷性の影響によってもたらされたものなどの
創傷、または血小板減少症を伴い得る障害である、手術後の創傷治癒妨害である。
【００７０】
　したがって本発明はさらに、血小板のインビトロ投与によって、細胞表面と血小板との
物理的相互作用を増強することによって、細胞生育および／または増殖を増強するための
インビトロの方法に関する。本発明の方法における血小板のインビトロの使用は、細胞表
面と血小板との物理的相互作用の増強のために意図されるものである。本明細書に記載さ
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れるインビトロの方法または使用は、血小板が部分的に活性化された血小板であることを
特徴としてもよい。
【００７１】
　本発明の治療的適用の１つは、創傷治癒の処置である。たとえば糖尿病などの慢性疾患
、たとえば肝炎またはＡＩＤＳなどの慢性感染症は、ときに創傷治癒の障害に関連する。
これは、血小板減少症またはその他の疾患に関係する細胞膜の変化によって血管が損傷し
たことによる不十分な血液供給によってもたらされ得る。創傷端縁の治癒における凝集性
の細胞生育のための必要条件である血小板の可用性は、十分な量の血小板が創傷の端縁に
到達できないときに細胞増殖を制限する問題であり得る。したがって、本発明には標的血
小板輸血が包含される。
【図面の簡単な説明】
【００７２】
【図１】生育するＨｅＬａ細胞の表面に対する血小板の選択的結合を示す図である。（Ａ
）継代後２日目の培養物。血小板は暗い点として示される。（Ｂ）拡大図は細胞表面相互
作用を示す。
【図２】ＨｅＬａ生育実験を示す図である。細胞を１日１回３０分間血小板と共インキュ
ベートし、その後洗浄して無血清培地でさらに培養するとき、無血清培地中で７日後にも
なお細胞の分裂および生育が見出される。７日後の培養物中のほぼコンフルエントな未染
色の生細胞を示す。矢印：有糸分裂の中期。付着血小板は明るい点として示される。
【図３】生育細胞が血小板に結合することを示す図である。ここでは第１継代におけるヒ
ト初代皮膚線維芽細胞を示す。血小板は明るい点として示される。
【図４】皮膚線維芽細胞の時間を経た培養物を示す図である。乏しい血小板結合が示され
る。血小板は暗い点として示される。
【図５】未処置ＨｅＬａ細胞、クローンＳ３を示す図である。血小板は暗い点として示さ
れる。
【図６】１Ｕ／ｍＬのエノキサパリンで処理したＨｅＬａ細胞、クローンＳ３を示す図で
ある。血小板は暗い点として示される。
【図７】１Ｕ／ｍＬのダルテパリンで処理したＨｅＬａ細胞、クローンＳ３を示す図であ
る。血小板は暗い点として示される。
【図８】１Ｕ／ｍＬのチンザパリンで処理したＨｅＬａ細胞、クローンＳ３を示す図であ
る。血小板は暗い点として示される。
【図９】ＬＭＷヘパリンは血小板が生育細胞に結合することを阻害することを示す図であ
る。顕微鏡分析の定量化。０値は、細胞培養物への血小板の添加のない細胞に関する。正
の対照は、ＬＭＷヘパリンの添加のない血小板結合を示す。エラーバーは、３つ組で行わ
れた実験の標準偏差に関するものである。
【図１０】０．１ｕｇ／ｍＬのＰＰＳで処理したＨｅＬａ細胞、クローンＳ３を示す図で
ある。血小板は暗い点として示される。
【図１１】硫酸化ＧＡＧのＰＰＳおよびＤＸＳによる、生育細胞への血小板結合の阻害を
示す図である。顕微鏡分析の定量化。エラーバーは、３つ組で行われた実験の標準偏差に
関するものである。硫酸化ＧＡＧのＰＰＳおよびＤＸＳによる、生育細胞への血小板結合
の阻害は、０．１ｐｐｍのＰＰＳまたはＤＸＳによっておよそ７５％に達し、１ｐｐｍに
よって９５％より高くなる。
【図１２】生育細胞への血小板結合に対する、高硫酸化および低硫酸化ＧＡＧの比較を示
す図である。ダナパロイド（オルガラン）（正方形）は、血小板と細胞表面との相互作用
に対する阻害効果を示すが、高硫酸化ＰＰＳ（菱形）よりも程度が低い。
【発明を実施するための形態】
【００７３】
　本発明は、血小板の細胞への結合が細胞生育および／または増殖に関連するという発見
に関する。血小板は、細胞生育周期に存在する細胞に結合する。生育細胞の表面への血小
板結合の、薬物が介在する変更は、好ましくはインビボだがインビトロにおいても細胞生
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育に影響し得る。
【００７４】
　悪性の癌性の細胞生育、またはあらゆるその他の制御されない細胞生育が存在するよう
なあらゆる所与のシナリオにおいて、本発明が適用されてもよい。加えて本発明は、発生
期の制御された細胞生育または制御されない細胞生育が医学的徴候において機能的な役割
を果たすような、任意の医学的状態において適用されてもよい。その例は、正常または病
的な免疫応答におけるエフェクター細胞のクローン増殖、たとえば回腸末端炎（クローン
病）を引き起こす腸粘膜内の病的免疫細胞の細胞生育など、またはたとえば骨髄抑制の後
の骨髄などにおける細胞および器官の再生を含む。
【００７５】
　本発明によって、本明細書に記載される相互作用の薬理学的修正が提供される。本明細
書に記載される調節のために好適な材料は、血小板の表面または細胞分裂しようとする細
胞の表面に結合した後に、細胞表面－血小板の相互作用の調節をもたらすような材料であ
る。
【００７６】
　特に興味深い化合物は、外側の細胞膜に関連することが公知である化合物、たとえばい
わゆる細胞表面グリカンに属するものなどである。これらの化合物はしばしばタンパク質
スキャフォールドに結合することによって、糖タンパク質を形成する。
【００７７】
　本発明に関して、「細胞生育」および「増殖」という用語の両方が用いられており、か
つ互いに交換可能に用いられることがある。医学、特に腫瘍学において、細胞生育という
用語はしばしば（例、腫瘍の成長による）細胞数の増加に関して用いられる。腫瘍の成長
は、腫瘍細胞の増殖の増加によってもたらされる。単一細胞の体積の増加の規模での細胞
生育も、この定義に含まれる。好ましい実施形態において、本発明は細胞増殖の調節に関
する。細胞生育または細胞増殖は、細胞の移動（場所の変更）に関係する腫瘍細胞の転移
とは区別され得る。転移および増殖は腫瘍の異なる局面を表すものであり、異なる臨床的
徴候として示され得る。
【００７８】
　「血小板（栓球）と前記細胞の表面との物理的相互作用」という用語は、前記血小板と
細胞とがインビトロでともに存在したときに偶然起こり得るものよりも高い頻度または強
度の、血小板と細胞表面とのあらゆる所与の物理的相互作用または結合に関するものであ
る。好ましい実施形態において、前記相互作用は、たとえば共培養またはインキュベーシ
ョン、洗浄（好ましくは２回から４回）、ならびにその後の固定および識別などの、本明
細書に記載される方法を実行することによって定義および調査できる。
【００７９】
　本明細書において用いられる「グリコサミノグリカン」という用語は、好ましくはアミ
ノヘキソース単位を含むオリゴ糖または多糖を示す。硫酸化グリコサミノグリカンは、コ
ンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸、ケラタン硫酸、ヘパリン、ヘパラン硫酸、ペントサ
ンポリ硫酸（ＰＰＳ）、およびデキストランポリ硫酸（ＤＸＳ）を含むが、それらに限定
されない。
【００８０】
　「ヘパリン」という用語は、未分画ヘパリンおよび低分子量を有するヘパリンを含む。
一実施形態において、本発明に従って用いられるヘパリンは「未分画ヘパリン」（ＵＦＨ
）であり、これは約８ｋＤａから約３０ｋＤａ、好ましくは約１０ｋＤａから約２０ｋＤ
ａ、最も好ましくは約１２ｋＤａから約１６ｋＤａ、たとえば約１５ｋＤａなどの平均分
子量を有してもよい。
【００８１】
　加えて「ヘパリン」という用語は、天然に生じるヘパリンから切断および単離によって
得られるか、または合成経路による、ヘパリン分子の低分子量フラグメントをも含む。
【００８２】
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　別の実施形態において、この発明に従って用いられるヘパリンは低分子量ヘパリン（ｌ
ｏｗ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｈｅｐａｒｉｎ：ＬＭＷＨ）である。ＬＭＷ
Ｈは８０００Ｄａ未満の平均分子量を有するヘパリンまたはヘパリン塩であり、すべての
鎖の少なくとも６０％は８０００Ｄａ未満の分子量を有する。低分子量ヘパリンは当該技
術分野において一般的に認められた用語であり、当業者にはさらなる説明は必要ない。Ｌ
ＭＷＨは、ＵＦＨほど頻繁に血小板減少症を引き起こさない。ＬＭＷＨが血小板に結合す
る能力は実質的に低減している。
【００８３】
　好ましくは、本発明に従って用いられるＬＭＷＨの分子量は約２ｋＤａから約８ｋＤａ
、より好ましくは約３ｋＤａから約６ｋＤａ、最も好ましくは約４ｋＤａから約５ｋＤａ
、たとえば約４．５ｋＤａなどである。ＬＭＷＨは、重合体ヘパリンの分画または脱重合
のさまざまな方法によって得ることができる。
【００８４】
　ＬＭＷＨの例は、アルデパリン（ノルミフロ）、セルトパリン（サンドパリン）、エノ
キサパリン（ロベノックスおよびクレキサン）、パルナパリン（フルクサム）、チンザパ
リン（イノヘップおよびロギパリン）、ダルテパリン（フラグミン）、レビパリン（クリ
バリン）、およびナドロパリン（フラキシパリン）を含むが、それらに限定されない。
【００８５】
　アルギネートは、典型的にナトリウム塩として抽出される。モノマー単位は、好ましく
はα　Ｌグルロネート（ｇｕｌｕｒｏｎａｔｅ：Ｇ）およびβ　Ｄマヌロネート（ｍａｎ
ｎｕｒｏｎａｔｅ：Ｍ）であってもよい。重合単位は、Ｇブロックのホモポリマー、Ｍブ
ロックのホモポリマー、およびＧ／Ｍブロックのヘテロポリマーを含んでもよい。天然ア
ルギネートは一般的に、好ましくはマンヌロン酸および／またはグルロン酸による、交互
になったホモポリマーおよびヘテロポリマー部分を含む規則的な繰り返し構造を有さない
。アルギネートは構造的構成要素または保護バイオフィルムとして機能してもよい。
【００８６】
　アルギネートの硫酸化は、ＦＴＩＲ（フーリエ変換赤外分光法（Ｆｏｕｒｉｅｒ－ｔｒ
ａｎｓｆｏｒｍ　ｉｎｆｒａｒｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ））、ＨＲ－ＩＣＰ－Ｍ
Ｓ（高分解能質量分析法および誘導結合プラズマ（ｈｉｇｈ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｍ
ａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ　ａｎｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ　ｃｏｕｐｌｅｄ
　ｐｌａｓｍａ））、および１３Ｃ－ＮＭＲ（ＮＭＲ、核磁気共鳴（ｎｕｃｌｅａｒ　ｍ
ａｇｎｅｔｉｃ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ））、およびＳＥＣ－ＭＡＬＬＳ（多角度レーザー
散乱検出による分子ふるいクロマトグラフィー（ｓｉｚｅ－ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　ｃｈｒ
ｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ｗｉｔｈ　ｍｕｌｔｉ－ａｎｇｌｅ　ｌａｓｅｒ　ｓｃａｔｔ
ｅｒｉｎｇ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ））によって確認されてもよい。アルギネート分子は、
たとえば重硫酸ナトリウムおよび硝酸ナトリウムの水溶液から調製される（Ｎ（ＳＯ３Ｎ
ａ）３）などの硫酸化剤、またはホルムアミドにおけるクロロスルホン酸（ｃｈｌｏｒｓ
ｕｌｆｏｎｉｃ　ａｃｉｄ）処理を用いることなどによる、当業者に公知の方法によって
硫酸化されてもよい。
【００８７】
　フコイダンは、たとえばモズク、コンブ、ヒバマタ、ワカメ、およびヒジキなど、褐藻
類および褐海藻のさまざまな種に主に見出される硫酸化多糖（ＭＷ：平均２０，０００）
である。フコイダンの変形は、ナマコを含む動物種にも見出されている。フコイダンは、
いくつかの栄養補助食品製品の成分として用いられる。フコイダンには少なくとも２つの
公知の異なる形がある。すなわち、＞９５％がフコースの硫酸化エステルで構成されるＦ
－フコイダン、および約２０％がグルクロン酸であるＵ－フコイダンである。
【００８８】
　本明細書において用いられる「硫酸化度」という用語は、単糖単位当りの硫酸基（－Ｏ
ＳＯ３）の数を示す。文献の他の出典においては、硫酸化度が二糖単位当りの硫酸基（－
ＯＳＯ３）の数として与えられていることがあるが、本発明の定義は単糖単位当りの硫酸
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の数に関する。いくつかのＧＡＧは、二糖ポリマーではなく単糖ポリマーとして存在する
。一貫した硫酸化度測定値を提供するために、単糖単位当りの硫酸化度を用いており、そ
れに従って二糖単位に対する硫酸化度を調整している。
【００８９】
　あらゆる所与の多糖またはＧＡＧの硫酸化は、その全体がここに引用により援用される
米国特許出願公開第２００５０１１９４６９号に記載される糖硫酸化法に従って変更され
てもよい。
【００９０】
　硫酸化度は、たとえばザイア（Ｚａｉａ）ら（バイオメド・リサーチ・インターナショ
ナル（ＢｉｏＭｅｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）、第２０１４巻
（２０１４）、論文ＩＤ　９８６５９４）に開示される技術、または質量分析を用いたそ
の他の関連する方法など、当業者に公知の技術によって定められてもよい。
【００９１】
　ヘパリンは、ヘパラン硫酸（０．３～０．７）硫酸／単糖よりも高い硫酸化度（１～３
硫酸／単糖、好ましくは１．５または２）を示す。
【００９２】
【表１】

【００９３】
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　表１における硫酸化度は、各ＧＡＧの単糖単位における硫酸の平均数である。示される
ＧＡＧは二糖ＧＡＧであるが、硫酸化度は単糖ＧＡＧに対して調整されている。略称は、
ＧｌｃＮＡｃ、Ｎ－アセチル－α－Ｄ－グルコサミン；ＧａｌＮＡｃ、Ｎ－アセチル－β
－Ｄ－ガラクトサミン；ＧｌｃＮＳ、Ｎ－スルホ－α－Ｄ－グルコサミン；ＧｌｃＡ、β
－Ｄ－グルクロン酸；α－Ｌ－ＩｄｏＡイズロン酸；およびＳ、スルホである。
【００９４】
　オーソ・マクニール・ファーマスーティカル（Ｏｒｔｈｏ－ＭｃＮｅｉｌ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌ）によってエルミロン（Ｅｌｍｉｒｏｎ）の名称で販売されているペ
ントサンポリ硫酸（ＰＰＳ）は、有痛性膀胱症候群としても公知である間質性膀胱炎（ｉ
ｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ　ｃｙｓｔｉｔｉｓ：ＩＣ）の処置のための、米国食品医薬品局
（Ｆｏｏｄ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ：ＦＤＡ）によって認可
された経口薬剤であり、ベン・ファーマ（ｂｅｎｅ　Ｐｈａｒｍａ）によってＦｉｂｒｅ
ｚｙｍ（登録商標）およびＰｅｎｔｏｓａｎｐｏｌｙｓｕｌｆａｔ　ＳＰ５４（登録商標
）の名称で販売されている。獣医学の分野において、ペントサンポリ硫酸はバイオファー
ム・オーストラリア（Ｂｉｏｐｈａｒｍ　Ａｕｓｔｒａｌｉａ）によってカートロフェン
・ベット（Ｃａｒｔｒｏｐｈｅｎ　Ｖｅｔ）の名称で販売されている。加えて、ＰＰＳは
ネイチャーベット・エキン（Ｎａｔｕｒｅｖｅｔ　Ｅｑｕｉｎｅ）およびアースロペン（
Ａｒｔｈｒｏｐｅｎ）の名称でも販売されている。ＰＰＳの抗凝固活性は、ヘパリンの１
／１５である。ＰＰＳは高硫酸化された半合成多糖であり、ヘパリンよりも高い負電荷密
度および硫酸化度を有する。他のグリコサミノグリカンと同様に、ＰＰＳの構造的および
化学的特性は、薬物の内皮への結合を促進する。ＰＰＳは典型的に、グルコシル残基当り
１．５硫酸基よりも高い硫酸化度を示す。
【００９５】
　デキストラン硫酸（ＤＸＳ）は、クロロスルホン酸によるデキストランのエステル化に
よって生成されるデキストランのポリアニオン誘導体である。ＤＸＳはｄ－グルコースの
分岐鎖多糖ポリマーであり、透水性であり、かつ粘着性のゼラチン質の材料を形成する。
硫黄含有量は約１７％であり、これはデキストラン分子のグルコシル残基当り平均１．９
硫酸基に相当する。
【００９６】
　すべての正常な組織は、その生育を制御する１つまたはそれ以上の内在性機構を有する
。組織は標準状態であってもよく、すなわち二倍体核のみを有するほぼ休止状態であって
もよい。生育（増殖）する組織は、細胞生育のために必要なＤＮＡ合成の結果として増加
したＤＮＡ含有量を有する付加的な核を有する。こうした組織は、顕微鏡的に可視の細胞
分裂の量が増加する傾向がある。
【００９７】
　細胞生育は、胚形成、小児期および青年期の間、または器官の機械的もしくは有毒な病
変の後の器官の生育、ならびに正常または病的な免疫応答、および癌性組織に関係するが
それらに限定されず、さらに通常は粘膜、皮膚細胞および骨髄の持続的な生育としても存
在する。
【００９８】
　生育機構の不完全な制御の結果もたらされる疾患及び障害の例は、以下のものに関する
。
　－悪性細胞生育、特に腫瘍の成長、
　－たとえば骨髄、結合組織、上皮などの組織の再生、
　－免疫応答の調節（自己免疫疾患）。
【００９９】
　本発明に従うと、本明細書において用いられる「癌」または「増殖性障害」とは、悪性
に変化した内在性細胞の制御されない生育および／または広がりを特徴とする増殖性の疾
患または障害のグループである。
【０１００】
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　本明細書において用いられる癌とは、冒された組織の生育制御機構の変化によって引き
起こされるあらゆる所与の細胞腫、たとえば外胚葉の組織から生じるもの、すなわち皮膚
、乳房、神経系の癌など、およびたとえば中胚葉の組織から生じるもの、すなわち骨、軟
骨、筋肉、腎臓の癌、リンパ腫または白血病、胚細胞腫瘍など、および内胚葉の組織から
生じるもの、すなわち肝臓、膵臓、甲状腺、肺、胃、腸および膀胱の癌などに関するもの
であってもよい。
【０１０１】
　癌の例は、ホジキン病、非ホジキンリンパ腫、急性リンパ性白血病、多発性骨髄腫、神
経芽細胞腫、乳癌、卵巣癌、肺癌、ウィルムス腫瘍、精巣癌、軟部組織肉腫、膀胱癌、慢
性顆粒球性白血病、原発性脳癌、悪性黒色腫、小細胞肺癌、胃癌、結腸癌、骨肉腫、膵臓
癌、急性顆粒球性白血病、ヘアリーセル白血病、神経芽細胞腫、横紋筋肉腫、カポジ肉腫
、尿生殖器癌、甲状腺癌、食道癌、腎細胞癌、子宮内膜癌、本態性血小板増加症、副腎皮
質癌、皮膚癌、および前立腺癌を含むが、それらに限定されない。さらに、たとえば良性
前立腺肥大症、家族性腺腫症ポリープ病（ｆａｍｉｌｉａｌ　ａｄｅｎｏｍａｔｏｓｉｓ
　ｐｏｌｙｐｏｓｉｓ：ＦＡＰ）、乾癬、アテローム性動脈硬化に関連する血管平滑細胞
増殖、肺線維症、ケロイド過多症、糸球体腎炎、ならびに術後の狭窄症および再狭窄症な
どの、特定の細胞増殖障害が本発明に包含される。
【０１０２】
　本発明に従うと、本明細書において用いられる「自己免疫障害」または「自己免疫疾患
」とは、個体自身の組織に向けられた体液性もしくは細胞性またはその両方の病的免疫応
答およびその結果もたらされる状態から生じる疾患または障害のグループである。
【０１０３】
　自己免疫疾患または障害の例は、急性および慢性のリウマチ様疾患、たとえばリウマチ
熱、関節リウマチ、変形性関節症、乾癬性関節炎、および強直性脊椎炎など、シェーグレ
ン症候群、スティーブンス・ジョンソン症候群、皮膚の急性および慢性自己免疫疾患、た
とえば蕁麻疹、皮膚筋炎、中毒性表皮壊死症、強皮症、多発性硬化症、壊疽性膿皮症、結
節性紅斑、全身性エリトマトーデス（ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｌｕｐｕｓ　ｅｒｙｔｈｅｍａ
ｔｏｓｕｓ：ＳＬＥ）など、アレルギー状態、たとえば喘息など、ならびに自己免疫性の
胃腸管および内分泌障害、たとえば潰瘍性大腸炎、クローン病、糖尿病、橋本甲状腺炎、
自己免疫性拡張性心筋炎、閉塞性血栓血管炎（ｔｈｒｏｍｂａｎｇｉｔｉｓ　ｏｂｌｉｔ
ｅｒａｎｓ）などの自己免疫性脈管炎、および筋炎など、自己免疫性貧血および自己免疫
の形の骨髄癆（ｍｙｅｌｏｐｈｔｉｓｉｓ）、特発性血小板減少性紫斑病（ｉｄｉｏｐａ
ｔｈｉｃ　ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ　ｐｕｒｐｕｒａ：ＩＴＰ）、ならびに腎
臓の自己免疫疾患、たとえば急性および慢性の糸球体腎炎などを含むが、それらに限定さ
れない。
【０１０４】
　本明細書において用いられる「薬学的に許容できる担体」とは、当業者に公知のさまざ
まな担体のいずれかを意味する。いくつかの日常的に使用される医薬担体を利用する以下
の送達系は、即時組成物を投与するために考えられる多くの実施形態を単に代表するもの
である。
【０１０５】
　注射可能な薬物送達系は、溶液、懸濁物、ゲル、微粒子、および重合体注射剤を含み、
かつたとえば溶解度を変える薬剤（例、エタノール、プロピレングリコールおよびスクロ
ース）およびポリマー（例、ポリカプリラクトンおよびＰＬＧＡ）などの賦形剤を含み得
る。埋め込み型の系はロッドおよびディスクを含み、たとえばＰＬＧＡおよびポリカプリ
ラクトンなどの賦形剤を含有し得る。
【０１０６】
　経口送達系は、錠剤およびカプセルを含む。これらは、たとえば結合剤（例、ヒドロキ
シプロピルメチルセルロース、ポリビニルピロリドン（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ　ｐｙｒｉｌ
ｏｄｏｎｅ）、その他のセルロース材料およびデンプン）、希釈剤（例、ラクトースおよ
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びその他の糖、デンプン、リン酸二カルシウム、およびセルロース材料）、崩壊剤（例、
デンプンポリマーおよびセルロース材料）、および潤滑剤（例、ステアリン酸塩およびタ
ルク）などの賦形剤を含有し得る。
【０１０７】
　経粘膜送達系はパッチ、錠剤、坐剤、ペッサリー、ゲル、およびクリームを含み、かつ
たとえば可溶化剤および賦活薬（例、プロピレングリコール、胆汁酸塩およびアミノ酸）
、ならびにその他の媒介物（例、ポリエチレングリコール、脂肪酸エステルおよび誘導体
、ならびにヒドロキシプロピルメチルセルロースおよびヒアルロン酸などの親水性ポリマ
ー）などの賦形剤を含有し得る。
【０１０８】
　経皮送達系は、たとえば水性および非水性のゲル、クリーム、複数のエマルション、マ
イクロエマルション、リポソーム、軟膏、水性および非水性の溶液、ローション、エアロ
ゾル、炭化水素基剤および粉末などを含み、かつたとえば可溶化剤、浸透賦活薬（例、脂
肪酸、脂肪酸エステル、脂肪アルコール、およびアミノ酸）、および親水性ポリマー（例
、ポリカルボニルおよびポリビニルピロリドン）などの賦形剤を含有し得る。一実施形態
において、薬学的に許容できる担体は、リポソームまたは経皮賦活薬である。
【０１０９】
　再構成可能な送達系に対する溶液、懸濁物および粉末は、たとえば懸濁剤（例、ゴム、
キサンタン（ｚａｎｔｈａｎｓ）、セルロースおよび糖）、湿潤剤（例、ソルビトール）
、可溶化剤（例、エタノール、水、ＰＥＧ、およびプロピレングリコール）、界面活性剤
（例、ラウリル硫酸ナトリウム、スパン（Ｓｐａｎｓ）、ツイーン（Ｔｗｅｅｎｓ）、お
よびセチルピリジン）、保存剤および酸化防止剤（例、パラベン、ビタミンＥおよびＣ、
ならびにアスコルビン酸）、固化防止剤、コーティング剤、およびキレート剤（例、ＥＤ
ＴＡ）などの媒介物を含む。
【０１１０】
　したがって本発明は、上述の医薬組成物の１つの薬学的に有効な量を対象に投与するス
テップを含む、対象にグリコサミノグリカンを経口送達するための方法を提供する。
【０１１１】
　本発明の医薬組成物は、治療上有効な用量で患者に投与され、治療上有効な用量とは、
耐えられない有害な副作用を生じる用量に到達することなく、処置される状態または徴候
の重症度または広がりを防止または減少させる所望の効果を生じるために十分な用量を意
味する。正確な用量は、たとえば徴候、調合物、投与のモードなどの多くの要素によって
決まり、それぞれの徴候の各々に対して前臨床および臨床試験において定める必要がある
。
【０１１２】
　上に示した状態の処置においては、１日当り体重１キログラム当り約０．０１ｍｇから
約５００ｍｇの硫酸化多糖の用量レベルが有用である。たとえば、細胞増殖障害は、１日
当り体重１キログラム当り約０．０１ｍｇから１００ｍｇの化合物の投与（１日当り患者
当り約０．５ｍｇから約３．５ｇ）によって効果的に処置され得る。単一用量形状を生成
するために担体材料と組み合わせ得る活性成分の量は、処置されるホストおよび投与の特
定のモードに依存して変動する。たとえば、ヒトへの経口投与が意図される調合物は、合
計組成物の約１％から約９５％まで変動してもよい。用量単位形状は、一般的に約１ｍｇ
から約５００ｍｇの活性成分を含有する。しかし、あらゆる特定の患者に対する特定の用
量レベルは、使用される特定の化合物の活性、年齢、体重、全般的健康、性別、投与の食
事時間、投与経路、排出の割合、薬物の組み合わせ、および治療を受ける特定の疾患の重
症度を含むさまざまな要素によって決まることが理解されるだろう。本発明に従う化合物
の用量有効量は、特定の化合物、毒性、および阻害活性、処置される状態、および化合物
が単独で投与されるか、他の治療とともに投与されるかを含む要素に依存して変動する。
典型的に、用量有効量は約０．０００１ｍｇ／ｋｇから１５００ｍｇ／ｋｇ、より好まし
くは１ｍｇ／ｋｇから１０００ｍｇ／ｋｇ、より好ましくは約１ｍｇ／ｋｇから１５０ｍ
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ｇ／ｋｇ体重、および最も好ましくは約１０ｍｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇ体重の範囲
にわたる。
【０１１３】
　たとえばシュワルツ（Ｓｃｈｗａｒｔｚ）ら（ジャーナル・オブ・サージカル・リサー
チ（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｓｕｒｇｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）、第８６巻、１号、
１９９９年９月、２４－２８頁）などにおいて、ＰＰＳ投与が行われた動物モデルは典型
的に、同種移植片生着の増強のための処置の際に、１０ｍｇ／ｋｇから３０ｍｇ／ｋｇ体
重のＰＰＳを用いた。
【０１１４】
　本発明はさらに、上述の病理学的状態の処置のためのプロセスまたは方法にも関する。
本発明の化合物は予防的または治療的に、好ましくは前述の障害に対して有効な量が、こ
うした処置を必要とするたとえばヒトなどの温血動物に投与されてもよく、化合物は好ま
しくは医薬組成物の形で用いられる。
【０１１５】
　図面によって、本発明をさらに説明する。これらの図面が本発明の範囲を制限すること
は意図されない。
【実施例】
【０１１６】
　以下の実施例によって、本発明をさらに説明する。これらの実施例が本発明の範囲を制
限することは意図されない。実験例は、さまざまな細胞型および前記細胞の表面に対する
血小板の付着の定性的および定量的な顕微鏡分析に関する。さまざまなグリコサミノグリ
カン、および血小板結合に対するそれらの効果を評価している。
【０１１７】
　以下の実施例において用いる方法を下に説明する。本明細書において概説する血小板と
細胞との相互作用の決定のためのプロセスは、テスト物質が生育細胞の表面への血小板結
合を防止できるかどうか、およびどの濃度で防止できるかを調べるために好適である。さ
らに、細胞への血小板結合を阻害できる物質の濃度を定めるためのバイオアッセイとして
、この方法を使用できる。
【０１１８】
　実施例の概要
　実施例１：細胞の表面への血小板結合に関するＨｅＬａ細胞および皮膚線維芽細胞の顕
微鏡分析（図１から図４）。
　実施例２：生育細胞の表面への血小板結合の阻害に関する低分子量（ＬＭＷ）ヘパリン
の分析（図５から図９）。
　実施例３：生育細胞の表面への血小板結合の阻害に関するフォンダパリヌクスおよびダ
ナパロイドの分析。
　実施例４：生育細胞の表面への血小板結合の阻害に関する硫酸化ＧＡＧのペントサンポ
リ硫酸（ＰＰＳ）およびデキストランポリ硫酸（ＤＸＳ）の分析（図１０および図１１）
。
　実施例５：高硫酸化および低硫酸化ＧＡＧの間の、血小板結合に対するＧＡＧの比較分
析（図１２）。
【０１１９】
　実施例の詳細な説明
　実施例１
　図１に示すとおり、ＨｅＬａ細胞は血小板に対する特異的な結合能力を有することを確
認した。ＨｅＬａ細胞への血小板の結合は、細胞培養プレートの表面への結合よりも２０
倍から１００倍高かった。以下に説明するとおりに血小板を調製し、説明のとおりに培養
物中の細胞に適用した。
【０１２０】
　図２は、細胞に１日３０分間血小板を提供すれば、ＨｅＬａ培養に対して無血清培地を
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使用してもよいことを示す。細胞に毎日血小板を接触させる期間が短いことは、増殖をわ
ずかに低減させる。この実験は、インビトロで別様では必要とされる血清の補充に代わっ
て、血小板が細胞増殖を維持できることを示す。
【０１２１】
　図３および図４は、皮膚線維芽細胞が自身の生育期に依存してその表面で血小板と結合
することを示す。培養物中で増殖している線維芽細胞は、もっと古い培養物中の線維芽細
胞よりも顕著に多くの血小板と結合している。初代のヒト皮膚線維芽細胞ＮＨＤＦは、調
査したＨｅＬａ細胞と同様に最初の対数増殖期において血小板と結合するが、ＨｅＬａ細
胞よりも程度が幾分低い。ＮＨＤＦの血小板結合の減少に付随して増殖が減少することは
、正常な初代細胞の増殖においても血小板が重要であることを示す。Ｇ０期の細胞のパー
センテージが高くなることは、血小板受容体の数のダウンレギュレーションに関連する。
これは、血小板自身が増殖刺激の伝達を開始できることを示す。これは悪性化の決定的現
象となり得る。このことは、いくつかの細胞が常時存在しない血小板受容体を誘導するこ
とによって細胞周期に入ることに類似し得る。したがって、血小板結合は増殖誘導シグナ
ル伝達をもたらす。
【０１２２】
　実施例２
　加えて、０．１Ｕ／ｍＬに相当するエノキサパリン、ダルテパリン、およびチンザパリ
ンがＨｅＬａ細胞への血小板の結合をほぼ完全に阻害したことを示すことができた（図５
から図９）。０．０１Ｕ／ｍＬの濃度でも細胞への血小板結合の顕著な低減が起こった。
【０１２３】
　実施例３
　しかし、重合グリコサミノグリカンヘパリンの化学的または酵素的切断の後に単離でき
る５モノマー糖単位に対応する合成五糖であるフォンダパリヌクスは、ＨｅＬａ細胞への
血小板結合を顕著に阻害できなかった。さらに、ヘパリンとは化学的に異なる抗凝固薬で
あるダナパロイド（オルガランとしても公知である）による処理は、血小板と細胞表面と
の相互作用の阻害に対して顕著に低い効果を示した。
【０１２４】
　ダナパロイドを治療域の上限の約５倍の１．２５Ｕ／ｍＬにて適用するとき、対照測定
（１５．９＋／－７．７血小板／細胞）と、ダナパロイド処理（１３．２血小板／細胞）
との間に有意差は見出されない。
【０１２５】
　ヘパリンおよびいくつかの他の抗凝固薬は過剰に強い抗凝固効果を有し、重篤な出血合
併症を起こし得るという不利益を有し、これは主に前述の凝固因子Ｘａの阻害に起因する
ものである。ヘパリンの抗凝固効果の最も重要な要素は、凝固因子Ｘａを不活性化する硫
酸化五糖である。しかし、前述の五糖は生育細胞への血小板結合を阻害しない。
【０１２６】
　興味深いことに、ダナパロイドはヘパリン（典型的に１から２）よりも低い硫酸化度（
典型的に０．４から０．６）を示す。同様に血小板結合の阻害剤として顕著に効果が低か
ったのは、他の低硫酸化コンドロイチン硫酸ＧＡＧ、たとえばデルマタン硫酸およびへパ
ラン硫酸などであった。
【０１２７】
　実施例４
　ペントサンポリ硫酸（ＰＰＳ）は植物製品であり、ナトリウム塩またはカルシウム塩と
して製造される。ＰＰＳは典型的にヘパリンの抗凝固活性の１／１０未満を有し、間質性
膀胱炎の処置に用いられており、獣医学においては関節疾患、特に関節炎の形状に対して
用いられる。デキストランポリ硫酸（ＤＸＳ）も、通常は他の物質と組み合わせて関節痛
を処置するために用いられる。
【０１２８】
　図１０および図１１に示すとおり、ＰＰＳおよびＤＸＳは、どちらも血小板と増殖する
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細胞の表面との物理的相互作用の再現性ある阻害を示す。
【０１２９】
　実施例５
　図１２に示すとおり、ダナパロイドによる細胞培養物の処理をＰＰＳと直接比較したも
のは、細胞表面への血小板結合の妨害に関するこれら２つの分子の明瞭な差を示す。
【０１３０】
　方法
　生育細胞の血小板結合を評価するためのプロセスは、末梢血からの血小板の単離と、そ
の後の２回の洗浄および細胞沈降を含む。これらの洗浄は血小板の部分的活性化を含み、
これは血小板のヘパリンとの相互作用に関連する。調査する細胞とのインキュベーション
は、血小板の完全な活性化に近づく条件下で起こり、それは血小板に塊を形成する。これ
は分析を妨げる。したがって、アッセイに低濃度のＥＤＴＡを加える。適切なソフトウェ
アを用いて、すなわちオープンソースプログラムＩｍａｇｅＪのマクロによって、血小板
の定量化と、細胞の表面部分およびバックグラウンドの算出とを行う。
【０１３１】
　血小板単離手順
　血小板単離のためにさまざまな方法を利用できる。以下の方法が好ましい。
【０１３２】
　発明者による実験は、結果的に血小板の粘性の変態を最終的に導く血小板の活性化が、
２段階で起こり得ることを示した。第１の段階は血小板の顕著な形態変化を伴わないが、
血小板の外表面の外観にわずかな変化をもたらす。これらの血小板を「部分的に活性化さ
れた血小板」と呼ぶ。細胞表面の受容体に結合する能力を最適化するための、本明細書に
記載される付着テストのためにこの変化は重要である。
【０１３３】
　最初に、ブレーキを有さない遠心機内で血液サンプルを１９０ｘＧにて７分間遠心分離
する。これによって血漿と赤血球とを分離する。遠心分離の間に、１ｍｌのＰＢＳ－ＥＤ
ＴＡを伴う１０ｍｌチューブを準備する。血小板に富む血漿を、準備したチューブにピペ
ットで移す。必要であればＥＤＴＡ－ＰＢＳ補充を行う。最終混合物は、１：１のＥＤＴ
Ａ－ＰＢＳおよび血漿となるべきである。
【０１３４】
　血漿から血小板を分離するために、血小板を含有する血漿を遠心分離する。２６５～２
７５ｘＧにて遠心分離を行う。この持続時間は、使用するチューブのサイズによって決ま
る（たとえば、直径１６ｍｍｘ長さ１００ｍｍ；２７０ｘＧにて１５分間の遠心分離）。
【０１３５】
　結果として得られる沈降物はかなり緩い。上清を捨てる。血小板沈降物を非常に少量の
緩衝液混合物とともに３分間置き、穏やかに振とうすることによってほぐす。次の緩衝液
混合物に血小板を再懸濁する。
　２ｍＬの１：１ｖ／ｖハンクス平衡塩類溶液（Ｈａｎｋ’ｓ　Ｂａｌａｎｃｅｄ　Ｓａ
ｌｔ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ：ＨＢＳＳ）ならびにＣａおよびＭｇ、ならびにＣａおよびＭｇ
を伴わない緩衝溶液。後者の緩衝溶液は、ＣａおよびＭｇを伴わないＨＢＳＳであっても
よいし、たとえばＣａおよびＭｇなしで作製したダルベッコリン酸緩衝食塩溶液（Ｐｈｏ
ｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ：ＰＢＳ）であって
もよい。前述の緩衝液混合物を０．０２％ＥＤＴＡで処理する。
【０１３６】
　血小板の粘性の変態はＣａおよびＭｇに依存する。試験のために、この変化を受けよう
とする血小板の傾向を低減すべきである。しかし、組織培養において維持するとき、細胞
は完全にＣａおよびＭｇを含まない環境で１時間のインキュベーションにも耐えられない
。前述の混合物は血小板の前処理を緩衝するために十分であり、かつそれと同時に培養中
の細胞の代謝機能のために十分なＣａおよびＭｇを含有する。
【０１３７】
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　血小板懸濁物は、まだ付着テストのために最適な特性を得ていない。したがって血小板
を２６５～２７５ｘＧにて１５分間遠心分離することによって前処理する。緩衝液を捨て
、ここで著しく固くなった沈降物を２ｍＬの緩衝液混合物と混合して３分間置き、次いで
穏やかに振とうすることによってほぐす。次いで遠心分離を繰り返し、血小板カウントを
定める。
【０１３８】
　付着実験（細胞表面への血小板結合）
　ウイルスおよびマイコプラズマを含まないＨｅＬａ細胞、クローンＳ３、およびヒト皮
膚線維芽細胞（ＮＨＤＦ）を、プロモ・セル（Ｐｒｏｍｏ　Ｃｅｌｌ）、ハイデルベルグ
（Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ）から購入した。それらのヒト由来をＳＴＲ分析によって確認し
た。イーグルＭＥＭおよび１０％ウシ胎仔血清の中でＨｅＬａ細胞を維持した。ＮＨＤＦ
も１０％ウシ胎仔血清を加えたＲＰＭＩ　１６４０によって維持した。トリプシン－ＥＤ
ＴＡ処理によって継代培養を行った。これらの細胞系を、２５ｍｌボトルまたは３ｃｍプ
レートにおいて維持した。
【０１３９】
　実験に用いる細胞を標準プレートにおいて２日または３日間培養する。実験開始時に、
プレート表面の約１／３が細胞で覆われている必要がある。その後培養プレートを上述の
緩衝液混合物で洗浄し、さらなる緩衝液混合物で充填する。たとえば、３０ｍｍの培養皿
を、２ｍｌの３７℃に予熱した緩衝液混合物と、上述の懸濁物から得た３ｘ１０７の血小
板とで充填する。
【０１４０】
　血小板処理したプレートを３７℃にて６０分間インキュベートする。このインキュベー
ション中に、前処理された血小板が増殖細胞に付着する。しかし、Ｇ０期の細胞は、前処
理された血小板にほとんどまたはまったく結合しない。このインキュベーションの段階の
ときに、血小板結合に対する効果が観察されるかどうかを検出するために、テストすべき
物質を細胞培養緩衝液に加える。
【０１４１】
　１時間のインキュベーション後に、遊離した水に浮遊する血小板が存在しなくなるまで
（通常２から４洗浄）、室温にて上述の緩衝液混合物でプレートを洗浄し、直ちにグルタ
ルアルデヒド（１％ｖ／ｖ、Ｈ２Ｏ中）によって固定する。
【０１４２】
　評価は写真によって行う。この目的のために、画像分析プログラムＩｍａｇｅＪを適用
する。細胞の記録細胞数に対する細胞結合血小板の数を定める。加えて、細胞に覆われた
面積に対する細胞結合血小板の数を定めてもよい。
【０１４３】
　写真の文書化
　プレート当り３つ組の固定の後に画像を生成する。位相差または明視野２５ｘ、１６ｘ
または１０ｘ対物レンズを用いる。ＳＯＰ　ＩＪに従って画像分析を行う。微分画像減算
およびマスク最適化のために、オープンソースプログラムＩｍａｇｅＪを使用してもよい
。その後、他のＩＪコンポーネントによって血小板数、細胞数および比例的細胞表面を定
める。
【０１４４】
　細胞増殖の阻害をテストするための細胞培養実験
　付加的な実験は、血小板－細胞表面の相互作用に依存する細胞生育に対するインビボの
要求を模倣する条件下で、硫酸化多糖、特にグリコサミノグリカンを投与することによっ
て、細胞増殖の阻害が直接もたらされることを示す。細胞生育の阻害に関するＰＰＳおよ
びＤＸＳの有効性を調べるために、以下の実験を行ってもよい。
【０１４５】
　実験期間：５日間。培地：血清を添加していないイーグルＭＥＭ。
【０１４６】
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　テストアプローチ：ＰＰＳまたはＤＸＳを１．０、０．１μｇ／ｍＬ、および対照（最
終濃度０μｇ／ｍＬ）。
【０１４７】
　ＨｅＬａ細胞をストックから培養する：１０４細胞／２５ｃｍ２フラスコ、フックス－
ローゼンタールチャンバ内で細胞数をカウントする。上述のとおりに血小板を調製する。
【０１４８】
　血小板とＨｅＬａ細胞またはその他の腫瘍細胞系とを、阻害剤を伴うか、または伴わず
に、１日から４日間にわたり毎日１回３０分間共インキュベートする。共インキュベーシ
ョン後に細胞を上述のとおりに洗浄し、次いで標準的な培養条件下に置く。典型的に、１
日当りウェル当り９０ｘ１０６の血小板をインキュベートする。
【０１４９】
　５日目に、細胞をＨＢＳＳで洗浄し、写真撮影し、トリプシン処理し、上述のとおりに
細胞数をカウントする。この実験アプローチは、毎日３０分間の血小板とのインキュベー
ションによる増殖によって典型的に増加する細胞数の増加の程度が、３０分間のインキュ
ベーションの際に血小板とともにＤＸＳまたはＰＰＳを共インキュベートするときには低
減することを示す。

 

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２】

【図３】
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