
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
疾患の治療用医薬組成物の製造方法であって、共有結合を介して多糖化合物を該疾患の治
療用活性成分と結合させることを含み、該活性成分は ではなく、該多糖化合物
が多糖１分子当たり５以上の相互に連結したシアル酸単位を含み、該多糖化合物が、患者
の血液循環における前記活性成分の有効時間を延ばし、前記活性成分の免疫原性を低下さ
せ、及び／又はｉｎ　ｖｉｖｏでの前記活性成分の安定性を向上させるのに十分な量結合
することを特徴とする前記製造方法。
【請求項２】
前記活性成分がペプチドまたはタンパク質を含む請求項１に記載の方法。
【請求項３】
医薬組成物の製造方法であって、
多糖１分子あたり５以上のシアル酸単位を含む多糖化合物の多糖成分を表面に含むリポソ
ームに薬理学的活性成分が取込まれており、該シアル酸単位が相互に連結し、該多糖成分
が、患者の血液循環における前記活性成分の有効時間を延ばし、前記活性成分の免疫原性
を低下させ、及び／又はｉｎ　ｖｉｖｏでの前記活性成分の安定性を向上させるのに十分
な量存在することを特徴とする前記製造方法。
【請求項４】
医薬組成物の製造用の多糖化合物が結合したリポソームであって、多糖１分子あたり５以
上のシアル酸単位を含む多糖化合物の多糖成分を表面に含むリポソームに薬理学的活性成
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分が取込まれており、該シアル酸単位が相互に連結し、該多糖成分が、患者の血液循環に
おける前記活性成分の有効時間を延ばし、前記活性成分の免疫原性を低下させ、及び／又
はｉｎ　ｖｉｖｏでの前記活性成分の安定性を向上させるのに十分な量存在することを特
徴とする前記リポソーム。
【請求項５】
多糖化合物が、初期の急速排除ステップ後の血液循環における成分の半減期が１０時間以
上に延長されるように選択される のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
多糖化合物が、初期の急速排除ステップ後の血液循環における成分の半減期が１０時間以
上に延長されるように選択される に記載のリポソーム。
【請求項７】
多糖化合物が細菌多糖もしくはその誘導体、又はこの種の多糖もしくは誘導体の合成類似
体である のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
多糖化合物が細菌多糖もしくはその誘導体、又はこの種の多糖もしくは誘導体の合成類似
体である のいずれか一項に記載のリポソーム。
【請求項９】
多糖が、多糖１分子あたり２０以上の相互に連結したシアル酸残基を有している

のいずれか一項に記載の製造方法。
【請求項１０】
多糖が、多糖１分子あたり２０以上の相互に連結したシアル酸残基を有している

のいずれか一項に記載のリポソーム。
【請求項１１】
多糖が末端ガラクトース、フコース及びマンノース単位を実質的に含んでいない

のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
多糖が末端ガラクトース、フコース及びマンノース単位を実質的に含んでいない

のいずれか一項に記載のリポソーム。
【請求項１３】
多糖がα－２→８結合によって相互に連結しているシアル酸単位を含む

のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
多糖がα－２→８結合によって相互に連結しているシアル酸単位を含む

のいずれか一項に記載のリポソーム。
【請求項１５】
多糖化合物が、Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ、大腸菌Ｋ１、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｎｏ
ｎｌｉｑｕｉｆａｃｉｅｎｓ及びＰａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｉｎｏｓｉｓのグ
ループＢ多糖、Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓのグループＣ、大腸菌Ｋ９２多糖並びに大
腸菌Ｋ１由来のコロミン酸から選択したものである に記載の製造方法。
【請求項１６】
多糖化合物が、Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ、大腸菌Ｋ１、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ　ｎｏ
ｎｌｉｑｕｉｆａｃｉｅｎｓ及びＰａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｉｎｏｓｉｓのグ
ループＢ多糖、Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓのグループＣ、大腸菌Ｋ９２多糖並びに大
腸菌Ｋ１由来のコロミン酸から選択したものである に記載のリポソーム。
【請求項１７】
多糖化合物が、脂肪酸鎖を除去するためにアルカリ加水分解にかけた糖脂質の誘導体であ
る に記載の製造方法。
【請求項１８】
多糖化合物が、脂肪酸鎖を除去するためにアルカリ加水分解にかけた糖脂質の誘導体であ
る に記載のリポソーム。
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【請求項１９】
１分子当たり５以上の相互に連結したシアル酸単位を含む多糖部分が外面に結合している
リポソームであって、薬理学的または診断学的に活性な成分を内包していることを特徴と
する前記リポソーム。
【請求項２０】
多糖部分が、リポソームの脂質層中に導入された疎水部分も含む多糖化合物の一部分をな
している に記載のリポソーム。
【請求項２１】
多糖化合物が天然の糖脂質であるか、又は天然の脂質基を含む前記糖脂質の誘導体である

に記載のリポソーム。
【請求項２２】
多糖化合物が、疎水部分が共有結合した天然多糖の誘導体を含む に記載のリポ
ソーム。
【請求項２３】
多糖がα－２→８結合によって相互に連結しているシアル酸単位を含む に記載
のリポソーム。
【請求項２４】
リポソーム形成脂質と、多糖１分子当たり５以上の相互に連結したシアル酸単位を含む多
糖成分および疎水部分を有する多糖化合物の混合物からリポソームを製造する方法であっ
て、 該リポソーム中に薬理学的ま
たは診断学的に活性な成分が包含されていることを特徴とする前記方法。
【請求項２５】
多糖化合物が天然の糖脂質であるか、又は天然の脂質基を含む前記糖脂質の誘導体である

に記載の方法。
【請求項２６】
多糖化合物が、疎水部分が共有結合した天然多糖の誘導体を含む に記載の方法
。
【請求項２７】
多糖化合物が、シアル酸残基の１－位で共有結合により結合した疎水基を含んでいる

に記載の方法。
【請求項２８】
多糖がα－２→８結合によって相互に連結しているシアル酸単位を含む に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
本発明は、患者の血液循環（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ）における医薬的活性化合物の滞留
時間を延ばすために、又は該化合物を患者の体内の特定ターゲットに送るために、多糖又
は多糖誘導体を医薬的活性化合物と組み合わせて使用する方法に関する。
循環血液中で高濃度を維持する必要、又は作用部位に直接送る必要のある薬理学的活性物
質は極めて多岐に及ぶ。この種の物質には、癌及び抗菌薬療法、酵素もしくはホルモン置
換療法及び免疫学で使用される一般的な薬物、ペプチド及びタンパク質、並びにオリゴヌ
クレオチドなどがある。これらの物質は多くの場合、血液循環中で短い半減期を示し、腎
臓を介して速やかに排出されるか、又は細網内皮系（ＲＥＳ）及び他の組織に取り込まれ
る。このような早発の薬物損失を補償するためには、治療を要する部分に十分な量の薬物
が集中し得るように、より多量の薬物が必要である。しかしながら、薬物量の増加は費用
がかかるばかりでなく、毒性と、「外来タンパク質」に対する免疫応答とを誘起し得る。
例えばインターフェロン（ＩＦＮ－γ）及びインターロイキン－２（ＩＬ－２）のような
サイトカインは、血液循環における滞留時間を延長することができれば、効果が増強され
、毒性が低下し、使用量を減らすことができると思われる。
最近では組換えＤＮＡ技術の発達によって、広範囲の生物学的活性タンパク質を入手でき
るようになった。例えば連結遺伝子融合（ｌｉｇａｔｅｄ　ｇｅｎｅ　ｆｕｓｉｏｎ）又
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は部位特異的突然変異誘発による分子リモデリングによって、前述のようなタンパク質に
最適活性に適合した特性が付与された事例もあるが、通常は、これらの生成物の効果的な
使用は給送システム（ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｓｙｓｔｅｍ）を介してしか達成され得ない。
ターゲットとなる給送システムなしに、又は該システムに関連して、薬物の早発損失を防
止するのは望ましいことであろう。
薬物給送システム（ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｓｙｓｔｅｍ＝ＤＤＳ）は、分子又は
粒状エンティティであって、該エンティティと組み合わせられた薬物の宿命及び効果を我
々に有利なように制御できる任意のエンティティである。ＤＤＳは２つの一般的タイプに
分類できる。第１のタイプは高分子からなり（ＭＤＤＳ）、例えば抗体、ネオグリコプロ
テイン並びに合成ポリマー、例えばポリ（ヒドロキシプロピルメタクリルアミド）、ポリ
リシン及び重合アルキルシアノアクリレートなどがある。薬物を所望の部位に向けて送る
ために、モノクロナール抗体を含む種々のタイプの高分子キャリヤーに薬物を組み合わせ
る手法は、例えばＧｒｅｇｏｒｉａｄｉｓによりＮａｔｕｒｅ　 ，４０７－４１１
（１９７７）に記述されている。
第２のタイプは粒状ＤＤＳ（ＰＤＤＳ）であり、例えば、アルブミンのような生分解性物
質もしくはデキストラン及びアルキルシアノアクリレートポリマーのような半生分解性物
質からなる極小球（ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅ）もしくは微小球（ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ）
、又は非イオン界面活性剤もしくはリポソームで形成された小胞からなる。
薬物はＤＤＳに共有的に結合するか、又はＤＤＳ内に受動的に捕捉される。例えば、界面
活性剤小胞又はリポソームからなるＰＤＤＳは、界面活性剤又は脂質分子の層の適当な組
み合わせで形成することによって、親水性又は疎水性の医薬的活性化合物を捕捉し得る。
医薬的活性化合物は通常、例えば活性化合物がその機能を実施する前に又は実施した後で
、体内で溶解され得る又はされ得ない結合（ｂｏｎｄ）によりＭＤＤＳに共有的に結合す
る。リポソームについては、ＮＩＰＳ、 ，１４６－１５１（１９８９）及びＧｒｅｇｏ
ｒｉａｄｉｓ編（１９８８）Ｗｉｌｅｙ“Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ　ａｓ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒ
ｒｉｅｒｓ：Ｒｅｃｅｎｔ　Ｔｒｅｎｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ”でＧｒｅｇｏｒ
ｉａｄｉｓが記述している。
ＭＤＤＳの多くは、標的細胞又は組織によりその表面の受容体を介して認識される能力を
本来備えている（例えば抗体）か、又は後で付与されている（例えばネオグリコプロテイ
ン）。この種のＤＤＳは通常、注射後にターゲットによって特異的に取り込まれる。しか
しながら、特異的取り込みには制限があり、ＤＤＳの大半は（療法に）関係のない別の組
織に取り込まれる。その理由は、抗体及び別のＤＤＳタンパク質が（ターゲットに対する
特異性にもかかわらず）、他のタンパク質と同様に、生物学的寿命の最後には異化されな
ければならないことにある。
タンパク質分子は一定の寿命を有しているのではなく、ランダムに死滅する。従って、タ
ンパク質分子は注射された瞬間から（該分子に組み合わせられた薬物と一緒に）直線速度
で異化され始め、ターゲットと接触して取り込まれることができるのは該分子の一部だけ
である。
マウス抗体のようなＤＤＳは、別の種に注射した場合には外来である。宿主は次の注射に
よって、該外来タンパク質に対処するための抗体を産生する。このようなタンパク質は、
まだ十分に解明されていないメカニズムによって、最初の注射の後に血液循環から排除さ
れる。人造ポリマーのようなＤＤＳはオプソニンによって認識され、細網内皮系（ＲＥＳ
）、特に肝臓及び脾臓マクロファージによって除去される。いずれの場合も、一連の事象
は宿主生体タンパク質によるＤＤＳ成分の認識及び該成分への結合を含み、通常はこれら
の認識及び結合によって開始される。該認識及び／又は結合ステップの崩壊は成分分子の
異化作用を妨害する。
高分子タイプのＭＤＤＳに使用される合成ポリマーは例えばポリ（ヒドロキシプロピルメ
タクリルアミド）ポリリシン及び重合アルキルシアノアクリレートである。これらのポリ
マーはＲＥＳ系又は別の組織で適当なリゾゾーム酵素により異化され得る。このような生
分解性高分子タイプＤＤＳの異化速度を、何らかの方法、例えばＲＥＳもしくは別の組織
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によるＤＤＳの取り込みを低下させる方法、又はＲＥＳに取り込まれた後でリゾゾーム酵
素による分解を軽減させる方法で低下させるのは望ましいことであろう。
粒状ＤＤＳ（ＰＤＤＳ）は通常ＲＥＳにより血液循環から排除される。ＰＤＤＳはＲＥＳ
に取り込まれ易いため、該組織に薬物を送るためにしばしば使用される。しかしながら、
ＰＤＤＳをＲＥＳの組織以外の組織に送ることが望ましいこともしばしばある。そのため
には、ＲＥＳによるＰＤＤＳの捕捉を防止するか又は遅延させなければならない。
これは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）のような、又は商品名Ｐｌｕｒｏｎｉｃ、Ｔ
ｅｔｒｏｎｉｃ、Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ及びＰｏｌｏｘａｍｉｎｅで市販されている類いの
エチレンジアミンからなるブロックを含む酸化エチレン及び酸化プロピレンのブロックコ
ポリマーのような親水性高分子でＰＤＤＳをコーティングすることによってある程度まで
達成された。これらのポリマーは人造である。その使用は、ＩｌｌｕｍによりＧＢ－Ａ－
２１８５３９７に記述されており、Ｉｌｌｕｍ及びＤａｖｉｓによりＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ
ｓ．（１９８４） ，７９～８２に記述されており、ＩｌｌｕｍらによりＬｉｆｅ　
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（１９８７） ，３６７－３７４に記述されており、Ｈｕｎｔｅｒら
によりＳｃａｎｄ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ． ，２８７（１９８６）に記述されており、
ＳｅｎｉｏｒらによりＢｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ（１９９１）
，７７－８２に記述されており、またＷＯ－Ａ－９００４３８４にも記述されている。Ｐ
ＥＧ及び酸化エチレンブロックコポリマーは親水性が高く、この性質のおかげで、（ａ）
ＰＤＤＳを早発に取り込む組織による該ＰＤＤＳ（これらのポリマーが結合している）の
認識と、（ｂ）関係のない組織による早発排出もしくは取り込みによって（これらのポリ
マーが結合している）薬物、ペプチド及びタンパク質が失われる現象とを防止するか又は
遅延させることができる。
ＡｂｕｃｈｏｗｓｋｉらはＪ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９７７） ，３２８２－８
６で、２つの分子量（１９００及び５０００）のＰＥＧをカタラーゼに共有結合させる方
法を開示している。この方法は、該タンパク質の免疫原性を低下させ、マウスの血液循環
における該タンパク質の半減期を増加させた。Ａｂｕｃｈｏｗｓｋｉは、このプロセスが
、例えば血液代謝物質を変化させるための、又は蓄積症を治療するための酵素療法の使用
を可能にすると示唆している。しかしながら、タンパク質（及びペプチド等）の半減期は
、ＰＧＥが可能にすると思われる長さよりも更に長くすることが望ましい。
Ａｂｕｃｈｏｗｓｋｉらは更に、ＰＧＥに代えてデキストラン（多糖）を使用するという
発想を捨てたと述べている。デキストランはヒトにおいては免疫原であることが知られて
いるからである。ＧＢ－Ａ－２１８５３９７では、肝臓によるコロイド粒子の取り込みを
防止するために、酸化エチレン－酸化プロピレンブロックコポリマーに代えて、多糖類、
キサンタン及びヒアルロン酸を使用し得ることが示唆されている。キサンタンゴムにカル
ボキシル基が存在していることが所望の効果を得る上で有利だと述べられている。多糖類
は実際には１つも試験されておらず、多糖類がどのようにしてコロイド粒子表面に結合す
るのかという情報も全く記述されていない。
Ｓｅｎｉｏｒら（前出の文献）及びＷＯ－Ａ－９００４３８４は、モノメトキシポリエチ
レングリコールをリン脂質に共有結合させることによりリポソームをポリエチレングリコ
ール（ＰＥＧ）でコーティングする方法を開示している。このコーティングによって、血
液からのリポソームのクリアランス時間は３０％まで増加し、リポソームは血漿成分をよ
り緩慢に吸収するようになった。これら２つのファクターは、ＰＥＧによって親水性を高
められた小胞の表面に起因するものと考えられた。
ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｓ．（１９８７） ，４２－４６でＡｌｌｅｎ及びＣｈｏｎｎは
、リポソーム内へのガングリオシド及びその非シアリル（ａｓｉａｌｙｌ）誘導体の導入
について記述している。ガングリオシドは、２つの脂肪酸鎖（主にステアリン酸）と、ス
フィンゴシンと、ガラクトース及び１つのシアル酸単位を含む５つの単位を有するオリゴ
糖成分とからなるグリコスフィンゴリピドである。ガングリオシドの導入はリポソームの
循環時間を延長させ、肝臓と比較した血液中のリポソームの割合を増加させた。これは、
ＲＥＳによるリポソームの取り込みが低下したことを意味する。この効果は、非シアリル
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ガングリオシドの場合にはそれほど顕著ではない。文献ではこれを、シアル酸、そして特
にリポソーム表面における該酸の負の電荷が、前記効果を与えるのに重要であることを示
すものであると解釈している。
“Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ”（Ｋ．Ｙｏｇ
ｉ編）１９８６の“Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　ａｎｄ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ”と称する章のｐ１２１～１２９でＳｕｎａｍｏｔｏは、リポ
ソームを特定の組織及び細胞、特に肺に向けるために、デキストラン、プルラン、アミロ
ペクチン、アミロース及びマンナンを含む種々の多糖類でリポソームをコーティングする
方法を記述している。データによれば、該多糖コーティングしたリポソーム内に薬物を封
入すると、血流中及び組織中の薬物（イヌリン）の循環時間が遊離イヌリンの場合よりも
長くなる。血流中のコーティングしたリポソーム内の薬物及びコーティングしていないリ
ポソーム内の薬物の安定性及びクリアランスを比較するためのデータは示されていない。
また、リポソームからの薬物の漏洩に関するデータもない。これらの事実は多糖コーティ
ングの効果に関する結論の有効性に疑問を投じるものである。しかしながら、この文章か
らは、多糖コーティングすることによりリポソームを肺又は他の組織にめがけて送ると、
リポソームの循環時間が減少するであろうことは予測される。別の研究者は、リポソーム
をターゲットに送るための糖タンパク質及び糖脂質の使用を記述している。これについて
は、例えば前出のＧｒｅｇｏｒｉａｄｉｓの文献、１９８９、１９８８及び１９８７を参
照されたい。
Ｊｅｎｎｉｎｇｓ及びＬｕｇｏｗｓｋｉはＪ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（１９８１）
，１０１１－１０１８で、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓのワクチンを
製造すべく多糖の免疫原性を増加させるために、髄膜炎菌グループＡ、Ｂ及びＣ多糖類を
破傷風トキソイドに結合する方法を開示している。グループＢ多糖の免疫原性は有意には
増加しなかったが、結合体は破傷風トキソイドに対する抗体を依然として産生させた。
本発明では、多糖成分が１分子当たり５つ以上のシアル酸単位を含む多糖化合物を、活性
成分を含む医薬組成物の製造で使用する新規の方法を提供する。この使用方法は、患者の
血液循環における活性成分の有効時間（ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ）を延長させ、活性成
分の免疫原性を低下させ、及び／又は活性成分のｉｎ　ｖｉｖｏ安定性を増加させるのに
十分な量の多糖を前記組成物中に含ませることからなる。
本発明では、多糖成分が１分子当たり５つ以上のシアル酸単位を含む多糖化合物を、患者
の血液循環における活性成分の有効時間を延長させ、活性成分の免疫原性を低下させ、及
び／又は活性成分のｉｎ　ｖｉｖｏ安定性を増加させるのに十分な量で活性成分と組み合
わせて含む新規の医薬組成物も提供する。
本発明は更に別のアスペクトとして、患者の血液循環における活性成分の有効時間を延長
させ、活性成分の免疫原性を低下させ、及び／又は活性成分のｉｎ　ｖｉｖｏ安定性を増
加させるために、多糖成分が１分子当たり５つ以上のシアル酸単位を含む多糖化合物の新
規の使用も提供する。
本発明では、患者の血液循環における活性成分の有効時間の延長を、そのままでは薬物又
は薬物複合体を取り込むであろう組織によって医薬的活性成分又は該成分を含む複合体が
認識されるのを防止もしくは遅延するか、又は特異的認識以外の方法で療法上無関係の組
織により早発に排出されもしくは取り込まれるために生じる医薬成分の損失を防止もしく
は遅延させることにより達成し得る。これらの効果は、活性成分の安定性も増加させる。
前記多糖化合物は更に、又はあるいは、そのままでは医薬的活性成分もしくは該成分を含
む複合体によって誘起されるであろう免疫応答を、免疫応答の初期認識段階を妨害するこ
とによって抑制する。本発明は主に非経口投与用医薬組成物で有用である。
本発明では、多糖化合物は天然多糖、天然多糖の誘導体、例えば糖残基上の１つ以上の活
性基の反応によって誘導体化した多糖、又は多糖鎖のいずれかの末端もしくは該鎖沿いの
中途にある活性基により誘導体化用の基（ｄｅｒｉｖａｔｉｓｉｎｇ　ｇｒｏｕｐ）に共
有的に結合した多糖であり得、あるいは天然の多糖誘導体、例えば結合したリン脂質もし
くはタンパク質を含むもの、又は天然の多糖誘導体の誘導体、例えば加水分解もしくは他
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の化学反応による誘導体のような化学的に誘導体化した化合物であり得る。該化合物の多
糖部分はポリマー鎖中に５つ以上、好ましくは１０以上、より好ましくは少なくとも２０
又は５０のシアル酸残基を有する。入手が容易な多糖化合物はポリマー鎖中に合計５００
までの糖残基を有し得るが、通常は３００以下の残基を有する。該化合物の糖残基は、そ
の大部分又は全てがシアル酸残基であるのが好ましい。
該多糖化合物では、少なくともポリシアル酸部分が、そして好ましくは化合物全体が、高
親水性である。親水性が高いと、多糖化合物が組織によって認識され又は取り込まれる可
能性、及び異化される可能性が低下すると考えられる。該多糖の親水性は主にシアル酸単
位のカルボキシル側基とヒドロキシル基とによって与えられる。糖単位上には、アミン、
ヒドロキシル又はスルフェート基のような別の糖単位上の基を含む別の基、又はこれらの
基の組み合せを存在させ得る。これらの基は天然の多糖化合物中に存在するものであり得
、又は（それほど好ましくはないが）存在する天然の基の化学反応によって導入し得る。
該多糖は、血液循環に存在する条件下で、即ち注射された時に、負の電荷を有するのが好
ましい。該多糖は幾つかの異なる糖の単位を含み得る。
本発明で特に有用な多糖化合物は細菌によって産生された多糖化合物である。該天然化合
物は多くの場合糖脂質である。即ち、リン酸エステル結合を介してリン脂質に結合された
多糖成分を含む化合物である。本発明ではこの種の糖脂質を天然の形態で使用し得るが、
脂肪酸鎖を加水分解によって多糖から除去した誘導体が好ましいこともある。
シアル酸多糖類はＴ細胞から独立した抗原（Ｔ－ｃｅｌｌ　ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ａ
ｎｔｉｇｅｎ）であり得るため、（注射すると）Ｂ細胞を直接活性化して主にＩｇＭ抗体
を産生する。これらの抗体は数日しか生存せず、従って該多糖類は免疫原性が低い。これ
は、該多糖類を本発明で使用する上で有利なことである。
前記多糖化合物は末端ガラクトース単位を実質的に含んでいないのが好ましい。該単位は
肝細胞及びＫｕｐｐｆｅｒ細胞上のガラクトース受容体によって認識され得るため、血液
循環から更に早くクリアされ得るからである。
シアル酸（ノヌロソン酸（ｎｏｎｕｌｏｓｏｎｉｃ　ａｃｉｄ）としても知られている）
は炭素原子数９以上のアミノ含有糖類の一種である。最も重要なシアル酸は、下記の式
　
　
　
　
　
　
　
で示されるＮ－アセチルノイラミン酸（５－（アセチルアミノ）－３，５－ジデオキシ－
Ｄ－グリセロ－Ｄ－ガラクト－ノヌロソニック、ラクタミン酸及びＯ－シアル酸としても
知られている）である。
ポリシアル酸は、通常α配置で、２→８及び／又は２→９結合し得る。
ポリシアル酸は通常非毒性であり、実質的に非免疫原性である。また、生分解単位である
シアル酸は毒性であるとは知れていない。実際、シアル酸は血液細胞を含む動物の細胞に
広く存在している。
多数のシアル酸単位を含む多糖化合物は、大腸菌（Ｅ－ｃｏｌｉ）、Ｍｏｒａｘｅｌｌａ
　ｎｏｎｌｉｑｕｉｆａｃｉｅｎｓ、Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｉｎｏｓｉｓ
及びＮｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓによって産生される多糖類又はその
誘導体である。例えば、大腸菌Ｋ１から（鎖長を短縮するための加水分解によって）誘導
されたコロミン酸は２→８α結合シアル酸単位を含み、平均鎖長が約１６単位である。大
腸菌Ｋ９２株由来の多糖は２→８結合シアル酸単位及び→９結合シアル酸単位を交互に含
み、平均鎖長が約７８単位である。Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓグループＣの多糖Ｃは
２→９結合シアル酸単位を含み、平均鎖長が約３６１単位である。最後に挙げた化合物を
脱アセチル化したものは、平均鎖長が約１７２単位である。
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本発明で特に有用であることが判明した多糖化合物グループの１つは、グループＢ多糖類
である。これらの化合物はＮｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ、ｍｏｒａｘ
ｅｌｌａ　ｎｏｎｌｉｑｕｉｆａｃｉｅｎｓ、Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｉｎ
ｏｓｉｓ　Ａ２及び大腸菌Ｋ１によって産生される。これらの化合物は、シアル酸残基を
含む多糖成分と、リン脂質成分とを含んでいる。シアル酸残基は（２→８）－α結合され
ており、天然ポリマーは約２００の残基を有する。該糖脂質は、多糖成分の還元末端（ｒ
ｅｄｕｃｉｎｇ　ｅｎｄ）にリン脂質が共有結合していると思われる。
多糖化合物の由来源たる細菌は、製造時の便宜上、非病原体であるのが好ましい。従って
多糖は、大腸菌の非病原株、例えば大腸菌Ｋ９２から誘導するのが特に適当である。大腸
菌Ｋ９２単離体はよく知られており、この種の任意の株の任意のタイプを適当な多糖の由
来源として使用することができる。
糖脂質である多糖化合物は、天然の糖脂質の形態又は誘導体として使用し得る。特に適当
な誘導体は、加水分解によって脂肪酸鎖をグリセロホスフェート基から除去し、ポリシア
ル酸グリセロホスフェートエステルを残すようにしたものである。加水分解は通常、穏や
かなアルカリで処理することによって行う。この処理は、糖脂質分子が凝集するのを防止
する。この処理を行わないと、分子の脂肪酸鎖間の疎水性相互作用によって水性媒質中で
前記凝集が生起する。Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ多糖Ｂの脱凝集（ｄｅａｇｇｒｅｇ
ａｔｉｏｎ）方法は、Ｌｉｆｅｌｙらにより、Ｐｏｏｌｍａｎら編“Ｇｏｎｏｃｏｃｃｉ
　ａｎｄ　Ｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃｉ”（１９８８）ｐｐ１４７～１５２に記述されてい
る。
天然多糖類は、例えばＬｉｆｅｌｙらによりＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｒｅｓ（１９８
６）１５６、ｐ１２３に記述されているように、鎖長を短くするために加水分解し得る。
加水分解反応の条件（例えば時間及び温度）は、選択した平均分子量の生成物が得られる
ように選択し得る。
前述の多糖類は更に、シアル酸単位の５－Ｎ－アセチル基の一部又は全部をＮ－脱アセチ
ル化することによって誘導体化し得る。その結果得られた５－アミン基は、例えば、アミ
ノ酸、ペプチドモもしくは肪酸酸を含む酢酸以外の酸による部分的Ｎ－再アセチル化、Ｎ
－アシル化等により更に誘導体化し得る。
多糖類の別の誘導体化方法の１つでは、ポリシアル酸鎖の非還元末端でアルデヒド基を形
成する過ヨウ素酸ナトリウムでの酸化を行う。このようにすれば、薬物のアミノ基（例え
ばタンパク質側鎖又は末端基）との間でシッフ塩基反応が生じ得る。
これらのシアル酸含有多糖化合物を患者の血流中に投与すると、一部分が血流から迅速に
取り込まれ、残りが通常は一定の速度で排除されることが判明した。初期の急速な取り込
みステップの後の化合物の半減期は、本発明における多糖化合物が、活性成分の循環時間
及び／又は安定性の増加、及び／又は活性成分の免疫原性の低下に適しているかどうかを
示す良き指標であり、この半減期が長い化合物が特に適当な化合物ということになる。ま
た、最初の急速なステップで排除される化合物の割合は、潜在的有用性の指標であり、有
用な化合物は、最初のステップで血液循環から排除される化合物の割合が皆無であるか又
は僅かでしかない化合物である。
本発明で使用する多糖化合物は、静脈内投与後に、例えば注射してから約５分以内に血液
循環から排除される割合が約５０％以下、好ましくは約２５％以下、より好ましくは約２
０％以下であるのが好ましい。適当な多糖化合物は、最適効果を得るために、急速排除段
階後の（当該組成物で処理した動物内での）半減期が１０時間以上、好ましくは２０時間
以上、例えば３０時間以上であるのが好ましい。多糖のシアル酸単位数と該化合物の急速
排除及び半減期との間には相関関係があり、平均単位数が約２０以上、より好ましくは５
０以上、更に好ましくは１００以上の化合物は特に良好な特性を示すことが判明した。従
って、最大限の鎖長のポリシアル酸化合物を使用するのが好ましいことになるが、用途に
よっては、例えばリポソームのコーティングを行うか又はタンパク質と結合させるために
、天然の多糖化合物を加水分解して鎖長を短縮するのが有利なこともある。
本発明では、医薬的活性化合物を多糖化合物に直接共有結合させ得る。活性化合物は化学
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量論量で多糖化合物に結合させ得る。即ち、１つの活性成分分子を１つの多糖化合物分子
に結合し得る。あるいは、２つ以上の活性成分分子を１つの多糖化合物分子に結合させる
か、又は２つ以上の多糖化合物分子を１つの活性成分分子に結合させるのが適当なことも
ある。
共有結合は例えば、一方の分子上のカルボキシル基と他方の分子上のアミン基との間のペ
プチド結合によって行い得、又は一方の化合物のカルボキシル基と他方の化合物のヒドロ
キシル基との間のエステル結合を介して行い得る。結合は場合によっては、体内、例えば
活性成分が効果を示す組織内で溶解できるものであり得る。しかしながら、このような溶
解は不要なことが多い。多糖は活性成分の活性に有意な影響を及ぼすとは限らないからで
ある。活性成分を多糖化合物に共有結合させ得る別の結合としては、一方の化合物のアミ
ノ基と他方の化合物のアルデヒド基との間でシッフ塩基を介して行われるものがある。
医薬的活性化合物は、例えば、過ヨウ素酸塩酸化によりポリマーの非還元末端に形成され
たアルデヒド基と、該アルデヒド基と反応する活性成分上の遊離アミノ基との間でシッフ
塩基を形成することにより、シアル酸含有多糖又はその誘導体に共有結合できる。あるは
、医薬的活性化合物上の遊離アミノ基をシアル酸残基の１－カルボキシル基と反応させて
ペプチジル結合を形成してもよい。あるいは、１－カルボン酸基と活性成分上のヒドロキ
シル基又は別の適当な活性基との間でエステル結合を形成することもできる。あるいは、
医薬的活性化合物上のカルボキシル基が脱アセチル化５－アミノ基との間でペプチド結合
を形成し得る。あるいは、医薬的活性化合物の分子のアルデヒド基がシアル酸残基のＮ－
脱アセチル化５－アミノ基との間でシッフ塩基を形成し得る。例えばアミン基とチオール
基とを結合するために、又は２つのヒドロキシル基を結合するために、二官能価結合化合
物を使用してもよい。
多糖化合物は非共有的に医薬的活性化合物と組み合わせることもできる。例えば、多糖化
合物と医薬的活性化合物とを、例えば多糖化合物の脂質成分を介する疎水性医薬的活性化
合物との疎水性相互作用によって結合し得る。別の非共有的結合は、逆の電荷のイオンが
誘引し合う静電相互作用を介して実施し得る。例えば、正の電荷の活性成分、例えば第４
アンモニウムイオンを有する成分を、多糖のカルボキシレート基とイオン結合させ得る。
多糖Ｂのカルボキシレート基にイオン結合した抗生物質ドキソルビシンはその一例である
。
本発明の別の実施態様では、薬物給送システムを介して多糖化合物を医薬的活性化合物と
相互作用させ得る。例えば、前述したようなＤＤＳの一般的な分子又は粒状成分の認識及
び取り込みを操作することによって血液循環における活性成分の有効時間を操作するため
に、多糖化合物を使用し得る。この実施態様では、多糖化合物を薬物給送システムの粒状
又は分子エンティティに共有的に結合するか又は非共有的に組み合わせ得る。例えば、多
糖化合物は前述のポリエチレングリコール及び／又はＰｌｕｒｏｎｉｃコポリマータイプ
の材料の作用と類似の作用を示し得る。
多糖化合物とリポソームとの間の共有的相互作用（ｃｏｖａｌｅｎｔ　ｉｎｔｅｒａｃｔ
ｉｏｎ）の具体例としては、リン脂質のグリセロホスフェート頭（ｈｅａｄ）基の間のリ
ン酸エステル結合を介するものが挙げられる。該共有結合は、リン脂質の小胞形成の前又
は後に形成され得る。あるいは、シアル酸の１－カルボン酸基、多糖のヒドロキシル基、
又は脱アセチル化によって生成されたアミン基と、疎水性鎖を含む分子上の反応基との間
の相互作用を介して、多糖を脂質成分に結合することもできる。例えば、疎水性分子は、
自己のアミン基に対して共有結合が形成され得る脂質、特にホスファチジルエタノールア
ミン誘導体であり得る。また、非イオン合成界面活性剤小胞と多糖化合物との間の共有的
相互作用は、小胞の形成の前又は後に形成された分子の疎水性部分へのエステル、アミド
又はエーテル結合を介して生起し得る。
多糖化合物はＰＤＤＳ成分に非共有的に結合することもできる。非共有的結合は例えば、
ＰＤＤＳ成分の疎水性部分と、疎水性基（例えば糖脂質）を含む多糖化合物又は疎水性基
に共有結合した多糖化合物との間の水素結合相互作用（ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｂｏｎｄｉｎ
ｇ　ｉｎｔｅｒａｃａｔｉｏｎ）であり得る。前述のような多糖化合物の疎水性誘導体は
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、多糖化合物のシアル酸残基の１－カルボン酸基、多糖化合物のヒドロキシル基、又は多
糖分子のアルデヒド誘導体を、例えばヒドロキシル基、カルボン酸基、ハロゲン原子又は
アミン基と反応させることによって生成し得る。例えば、糖脂質化合物をリポソーム又は
界面活性剤小胞のシェル内に導入して、その脂肪酸疎水性鎖部分を脂質又は界面活性剤の
疎水性部分と相互作用させ得る。例えば多糖Ｂ、Ｋ９２は、このような用途で使用するの
に適している。糖脂質は、小胞の形成中に、又は小胞の形成後に、糖脂質と予形成したリ
ポソームとの平衡化によって、界面活性剤又はリン脂質と共有的に組み合わせる。
ＤＤＳが、抗体、ネオグリコプロテイン又は合成ポリマーのような高分子成分を含んでい
る場合は、多糖化合物を該高分子成分と共有的又は非共有的に結合し得る。共有結合は、
医薬的活性化合物と多糖化合物との間の結合に関して上述したタイプのエステル、ペプチ
ド又は他の結合を介して行い得、最も有利には、高分子のペプチド部分上のカルボキシル
基又はアミン基との間のペプチド結合を介して行う。
多糖類と別の化合物、例えばタンパク質、ペプチド又は脂質との間の共有結合を形成する
方法は多くの実施例が知られており、先に示唆した共有結合を達成するのに使用できる。
例えば還元糖は、Ｇｒａｙ　Ｇ．，Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．
，４２６（１９７４）に記載のような反応性アミン化処理を行い、次いで、Ｂｏｒｃｈ　
Ｒ．Ｆ．らがＪ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ． ，２８９７（１９７１）に記載している
ようなシアノヒドリドボレートアニオンによるエナミン中間体の選択的還元を行って第二
アミンを生成することにより、アミン基、例えばペプチドのＮ末端のアミン基、リシン含
有ペプチドの側鎖のアミン基、又は脂質のエタノールアミン基のアミン基に結合し得る。
シアル酸残基を含む非還元糖はまず、Ｊｅｎｎｉｎｇｓ　Ｈ．Ｊ．らがＪ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ． ，１０１１（１９８１）に記述しているように、過ヨウ素酸塩を用いる選択的
酸化により誘導体化してアルデヒド基を形成し、その後反応アミン化処理で結合し得る。
ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｓ． ，８６（１９８６）に記載のＷｅｉｓｓｉｇ　Ｖ．らの方
法に基づいて、糖単位のカルボン酸基、例えばシアル酸を、カルボジイミドの存在下で、
アミン基、例えばペプチドのＮ末端のアミン基又はリシン残基の側鎖のアミン基に結合す
る反応方法もある。勿論この方法は、シアル酸単位の５－脱アセチル化アミン基を例えば
タンパク質側鎖又はＣ末端のカルボン酸基に結合するためにも使用し得る。
別の反応方法では、例えば、カルボン酸基に反応させたパラ－フェニレンジアミンを用い
て多糖中に導入した芳香族アミン基をジアゾ化し、次いで、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ．Ａｃｔａ． ，２８８（１９８４）に記載のＳｙｎｄｅｒ　Ｓ．Ｌ．らによっ
て開発された方法をＢＢＡ　 ，５８（１９８９）に記載のようにＳｅｎｉｏｒら
が改変した方法と類似の方法で、タンパク質のフェニルアラニン又はチロシン残基の側鎖
と反応させる。
多糖化合物上の遊離ヒドロキシル基は、例えば二塩基酸又は酸誘導体を用いるエステル化
により、タンパク質又は脂質上の遊離ヒドロキシル基又はチオール基に結合し得る。
炭水化物部分に結合すべき化合物がイソチオシアネート基を含んでいる（又は、イソチオ
シアネート基を含むように、例えばアリール基を介して誘導体化できる）場合は、Ｃａｒ
ｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｒｅｓ．（１９７３）３０，３７５－３７８に記載のＢｅｌｄｅｒ
らの方法に従い、例えばジブチルスズジラウレートで促進させたメチルスルホキシド中で
の反応により、前記化合物を多糖の遊離ヒドロキシル基に結合し得る。生成物はチオカル
バモイル誘導体である。例えばフルオレセインイソチオシアネートを反応させてＯ－（フ
ルオレセイニルチオカルバモイル）シアル酸誘導体を生成し得る。
シアル酸含有多糖の別の反応では、遊離アミン基を露出するために、部分的脱アセチル化
、即ちＮ－アセチル基の一部の除去を行い、次いでこれらのアミン基を前述のように共有
結合反応によって反応させる。この予備の脱アセチル化によって可能になる更に別の反応
は、ヘテロ二官能価反応体、例えばヨード酢酸のＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステル
、Ｎ－スクシンイミジル－４－（２－ブロモアセチルアミノ）ベンゾエート、又はＮ－ス
クシイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネートとの反応であり、これに次い
で、ペプチド又はタンパク質のチオール基への結合が行われる。この方法は、Ｗｏｌｆｆ

10

20

30

40

50

(10) JP 3671054 B2 2005.7.13

１６３

９３

１２７

２０２

７２２
１００３



及びＧｒｅｇｏｒｉａｄｉｓによりＢｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ（１９８
４）８０２，２５９－２７３に記載されていると共に、ＢａｒｂｅｔらによりＪ．Ｓｕｐ
ｒａｍｏｌ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．（１９８１）１６，２４３－２
５８に記述されている。
多糖化合物をリポソームのコーティングに使用する場合は、例えばアンカー付き（ａｎｃ
ｈｏｒｅｄ）多糖化合物、即ち疎水性アンカー部分を備えた多糖化合物をリポソーム形成
脂質と混合することによって、リポソームの形成時に該化合物を導入し得る。多糖化合物
は、リポソーム表面上の活性基、例えばアミン基、芳香族アミン基、カルボン酸基又は誘
導体、例えば酸塩化物基との反応によって、予形成したリポソームの表面に後で反応させ
る（ｐｏｓｔ　ｒｅａｃｔ）こともできる。例えば、Ｗｅｉｓｓｉｇ　Ｖ．ら（前出の文
献）は、ホスファチジルエタノールアミンのＮ－グルタリル誘導体であるアンカーを記述
している。カルボン酸基は、カルボジイミドの存在下で、多糖化合物上のアミン基、例え
ば脱アセチル化又は部分的脱アセチル化ポリシアル酸化合物のアミン基と反応させ得る。
あるいは、パルミトイル又は別の脂肪酸塩化物を用いて多糖化合物上のアミン基と反応さ
せることもできる。シアル酸残基の１－カルボン酸基は、カルボン酸ナトリウム塩のクラ
ウンエーテルを形成し次いでハロ炭化水素と反応させることにより、ヒドロカルビル－ハ
ロゲン原子を有する疎水性基含有化合物とのエステル結合を形成するのに使用できる。リ
ポソーム及び脂質へのタンパク質結合方法であって、リポソーム及び脂質への多糖の結合
に容易に適用できる他の多くの方法がＧｒｅｇｏｒｉａｄｉｓ　Ｇ．編“Ｌｉｐｏｓｏｍ
ｅｓ　ａｓ　ｄｒｕｇ　ｃａｒｒｉｅｒｓ”Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（１９
８８）、Ｈｅａｔｈ　Ｔ．らＣｈｅｍ．Ｐｈｙｓ．Ｌｉｐｉｄｓ　４０，３４７（１９８
６）及びＭａｃｈｙ，Ｐ．ら、“Ｌｉｐｏｓｏｍｅ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　
ａｎｄ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ”、Ｌｅｓ　Ｅｄｉｔｉｏｎｓ　Ｉｎｓｅｒｍｓ，Ｐ
ａｒｉｓ（１９８７）に記述されており検討されている。
本発明は更に別のアスペクトとして、１分子当たり５つ以上のシアル酸単位を含む多糖部
分が外表面に結合している新規のリポソームを提供する。該リポソームは、療法又は診断
による処理方法で使用し得る。
本発明は更に別のアスペクトとして、リポソーム形成脂質の混合物と、１分子当たり５つ
以上のシアル酸単位を有する多糖成分を含むと共に疎水性部分を含む多糖化合物とから、
リポソームを製造するための新規の方法も提供する。
本発明のこれらのアスペクトでは、多糖を前述の方法のいずれかを用いてリポソーム内に
導入し得る。リポソームの形成に使用する多糖化合物が天然の糖脂質以外のものである場
合は、その化合物が、例えば１－位置又は窒素原子を介して多糖成分のシアル酸単位に共
有結合した疎水性部分を有するのが好ましい。１－位置を介する結合は例えばエステル結
合を含み得る。この種の多糖化合物は新規であると考えられ、本発明の別のアスペクトを
構成する。
１－位置のエステル結合は、１分子当たり５つ以上のシアル酸残基を含む多糖部分を有す
るアルカリ金属又はアンモニウム塩形態の化合物にクラウンエーテルを反応させる第１ス
テップと、第１ステップの生成物を式Ｘ－Ｒ 1［Ｒ 1は任意に置換したＣ 8 - 3 0－アルキル又
は－アルケニル基であり、Ｘはハロゲン原子である］の化合物と反応させる第２ステップ
とを含む新規の方法によって形成し得る。該反応の第１ステップは、１８－クラウン－６
のようなクラウンエーテルの存在下で、水溶液、例えば、多糖のナトリウム塩（即ちシア
ル酸のカルボキシル基のナトリウム塩）の水溶液中で実施し得る。反応後は、例えば室温
で反応が完了するまで（例えば数分～数時間、例えば５分～５時間）、例えば蒸発により
、又は好ましくは凍結乾燥により、水を除去する。次いでクラウンエーテルを、例えば有
機溶媒、有利にはジメチルホルムアミドに再溶解し、その後ハロ炭化水素又は置換化合物
を加え、反応が生起するまで高温又は好ましくは室温で例えば数時間又は数日、例えば５
時間～５日間撹拌する。化合物ＸＲ 1のアルキル又はアルケニル基は、任意にアルキル基
もしくはアルケニル基のような置換基を含んでいてよい通常Ｃ 1 2 - 2 4、好ましくはＣ 1 4 - 2 2

のアルキル又はアルケニル、アルキル又はアルケニル基が６～３０個の炭素原子を有する
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アルカノイルオキシ又はアルキルカルボキサミドである。
本発明の広いアスペクトでは、多糖が共有結合を介して活性成分の分子に直接結合される
が、その場合は、例えば活性化合物が小分子又は比較的短いポリペプチドであれば、活性
成分の各分子に単一の分子を結合し得る。単一の多糖分子を結合する場合は、該分子が５
０以上のシアル酸単位、好ましくは約１００以上のシアル酸単位で形成されていると特に
有効である。多糖を、ＤＤＳを介して活性成分に結合するか、又は共有結合を介して比較
的大きい分子、例えばタンパク質もしくはポリペプチドである活性成分に直接結合する場
合は、１つ以上の多糖分子を、それぞれの場合に応じて、ＤＤＳ単位又は各活性成分分子
に組み合わせると有利であり得る。多糖のシアル酸単位数が比較的少ない場合、例えば５
０単位以下又は２０単位以下の場合は、各ＤＤＳ単位又は活性成分分子に複数の分子を組
み合わせるのが好ましい。通常は、シアル酸単位数を比較的多く有する、例えば５０以上
又は約１００以上有する複数の分子を各ＤＤＳ単位又は活性成分分子と組み合わせるのが
好ましい。各ＤＤＳ単位又は活性成分分子と組み合わせられるシアル酸単位の総数は、活
性成分に付与される総親水性に影響を及ぼす。比較的高い分子量の多糖分子を使用すると
、活性成分又はＤＤＳからより離れた地点に立体効果（ｓｔｅｒｉｃ　ｅｆｆｅｃｔ）が
得られる。これは、活性成分の血液循環における半減期及び安定性を増加させ、免疫原性
を低下させると考えられる。高分子量多糖化合物を使用する場合は、特に活性成分が比較
的低い分子量を有する時、例えばペプチドである時は、１つ以上の活性成分分子を各多糖
化合物分子と組み合わせ得る。
本発明は、医薬的活性化合物が患者の血液循環中で長時間にわたって効果を示す必要があ
る場合に特に有用である。本発明は、組換えＤＮＡ技術によって形成されたタンパク質で
あって、自己の医薬的活性が発揮されない組織に急速に取り込まれる傾向のあるタンパク
質を含む医薬的活性成分にとって特に有用である。本発明によって血液循環における有効
時間が延長されるような医薬的活性化合物は、インターロイキン、例えばＩＬ－２，ＩＬ
－６又はＩＬ－１インターフェロン、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、並びに例えばＡｂｕｃｈ
ｏｗｓｋｉ（前出の文献）によって記述されているような酵素療法で使用される酵素等で
ある。本発明で有利に使用し得る別の化合物類は、血流中の細胞上に存在する特定の受容
体との相互作用に関してＨＩＶのようなウイルスと競合する化合物である。本発明で使用
し得る活性化合物の１つは、臨床検査で使用できる蛍光物質である。例えば、フルオレセ
イン誘導体は多糖化合物に直接結合するか、又は多糖化合物でコーティングしたリポソー
ム内に導入し得る。リポソーム又は他のＤＤＳ内に通常導入するのに有用な活性成分とし
ては、細胞成長抑止剤、サイトカイン、抗生物質、ヘモグロビン、酵素、ホルモン、ステ
ロイド等が挙げられる。
以下の実施例は、全ての哺乳動物のモデルとして使用したマウスにおける活性成分のモデ
ルとして使用した分子の循環時間の増加を明らかにするものである。活性成分を多糖化合
物と組み合わせてヒトに投与した場合にも同様の効果が観察されると予想される。

Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓのグループＢ多糖は、約２００残基（シアル酸単位）の鎖
長を有する（２→８）α－結合シアル酸残基と、当該ポリマーの還元末端のリン脂質末端
単位とからなるポリマーである。該多糖は細菌 　

の細胞壁から抽出される。該ポリマーは水溶液中で凝集する（凝集形態又は完全（
ｉｎｔａｃｔ）形態）。溶液を０．１Ｍ　ＮａＯＨで３７℃で４時間処理するとリン脂質
のアシル鎖が除去され、ポリマー鎖は脱凝集（ｄｅａｇｇｒｅｇａｔｅ）される。
大腸菌Ｋ１由来の多糖Ｂは約１９０個のシアル酸単位を有する２→８結合したシアル酸の
ホモポリマーである。大腸菌Ｋ１は僅かな病原性を有する。以下の実施例では大腸菌Ｋ１
を「Ｋ１」と称する。
多糖Ｂは、１００℃、ｐＨ７．０で１～９時間処理すると自己加水分解して、おそらく８
０単位未満の鎖長を有する低分子量ポリマーを形成する。以下の実施例では該多糖を「
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実施例
多糖化合物
グループＢ多糖

Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ ｍｅｎｉｎｇｉｔｉ
ｄｉｓ

低



と称する。
大腸菌Ｋ１由来の多糖Ｂは、鎖長を更に短くして平均鎖長約１５～３０単位のコロミン酸
として知られている生成物を形成すべく加水分解し得る。コロミン酸は市販されている。
以下の実施例で使用する はＳｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．から入手し
たものである。
大腸菌Ｋ９２由来の は、多糖部分がシアル酸２→８結合及び２→９結合を交互
に有する鎖長約８０～１００単位のホモポリマーからなる糖脂質である。以下の実施例で
は該多糖を「Ｋ９２」と称する。大腸菌Ｋ９２は実質的に非病原性である。リン脂質部分
はＮ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ多糖Ｂの場合と同様に加水分解によって除去し得る。
Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓグループＣ由来の は、２→９結合
したシアル酸単位のホモポリマーであり、鎖長は約１２０単位である。該多糖は糖脂質で
あり、リン脂質部分はＮ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ多糖Ｂの場合と同様に除去し得る。

（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ　ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ）
フルオレセインは臨床検査用の物質として使用され、そのままで、例えばｉｎ　ｖｉｖｏ
の透過性及び微小循環を検査するための医薬化合物である。以下の実験の一部では、（マ
ウスの）血液循環からのフルオレセインのクリアランス速度に対する多糖結合の効果を調
べるためにフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）を使用する。フルオレセイン
は良く知られている方法で 1 2 5Ｉを用いて放射性標識することができる。このようにすれ
ば、 1 2 5Ｉ放射性標識の存在を検出することによって、「ホット（ｈｏｔ）」フルオレセ
イン 1 2 5Ｉをアッセイすることができる。ＦＩＴＣは、多糖のテトラブチルアミノ塩を形
成することによってポリシアル酸多糖化合物に結合する。次いで、最初にＡ．Ｎ．ｄｅ　
ＢｅｌｄｅｒらによりＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｒｅｓ． ，３７５（１９７３）に
記述された方法を用いて、前記塩をＤＭＳＯ／ピリジン溶液中で撹拌しながら室温で２４
時間ＦＩＴＣと反応させる。この基本的反応は下記の通りである：
　
　
　
　
　
　
透析によって非結合ＦＩＴＣを抽出し、次いでエタノールで結合体を沈降させ、ゲル濾過
にかけ、最後に再びエタノール中で生成物を沈降させることによって、０．９３ｎｍｏｌ
のＦＩＴＣ／５０，０００ダルトンのＢ多糖を含む結合体を回収する。この結合後に 1 2 5

Ｉ標識を行う。
当業者には公知のように、非結合フルオレセインは約５分以内に血液循環から実質的にク
リアされる。

血液試料中でグループＢ多糖（ＰＳＢ）を含むポリシアル酸をアッセイするために、血漿
試料をまずトリクロロ酢酸（最終濃度１０％）で処理して血清タンパク質を沈降させる。
該タンパク質の多くは、シアル酸を該タンパク質の末端基として含む。処理した血清を、
Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，ｖｏｌ．２４，６０４～６１１ページ（１
９５７）に記載のＳｖｅｎｎｅｒｈｏｌｍの方法を少し改変したものを用いてアッセイす
る。このアッセイは、ポリマーシアル酸又は別のシアル酸を次のように測定するものであ
る：多糖含有試料（０．５ｍｌ）をＲｅｓｏｒｃｉｎｏｌ試薬（０．５ｍｌ）と混合し、
激しく沸騰している水中で３０分間加熱する。試料を冷却し、そのまま５７０ｎｍで読み
取るか、又は色をアミルアルコール（１ｍｌ）で抽出して５９０ｎｍで読み取る。既知量
の適当な多糖を血清に加え、さもなければ前述のように血清タンパク質を沈降させるため
に血清を同様の方法で処理し、これを前述の比色方法で分析することによって標準曲線を
作成した。
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分子量（ｍｗ）多糖」

コロミン酸

多糖Ｋ９２

多糖Ｃ

フルオレセイン結合

３０

ポリシアル酸のアッセイ

実施例１



体重２５～３０ｇのＴ．Ｏ．異系交配マウスに、凝集又は脱凝集状態のＮ．ｍｅｎｉｎｇ
ｉｔｉｄｉｓグループＢ多糖を１．４～２．８ｍｇ含むｐＨ７．４のリン酸塩緩衝食塩水
を０．２ｍｌ静脈（尾の静脈）注射した。注射の直前と、注射後に時間間隔をおいて動物
の尾の静脈から血液を採取し、血清試料をグループＢ多糖についてアッセイした。該アッ
セイは、血清タンパク質の沈降後に比色法によってシアル酸を測定するものである。前記
タンパク質の多くはシアル酸も含んでおり、さもなければ該方法を妨害する。血清中のグ
ループＢ多糖の値を対数グラフにプロットし、凝集又は脱凝集状態で注射したポリマーの
半減期を算出した。結果を下記の表１及び第１図のグラフに示す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊　５つの個別の実験で、Ｔ．Ｏ．マウスのペアに、それぞれ完全な又は脱アシル化した
ＰＳＢを１．４～２．８ｍｇ含むＰＢＳ中１％ＮａＣｌを０．２ｍｌ静脈注射した。時間
間隔をおいてマウスの尾の静脈から採血し、血漿を多糖Ｂのアッセイにかけた。結果はマ
ウス血液総量当たりの注射物質量の％で表す。表１に数値で示した結果は、注射後２～４
分以内では、注射した多糖の４０．０～５７．８％が血液循環中に残留している、即ち凝
集多糖の注射量の４２．２～６０％が注射後２～４分以内に血液循環から排除されること
を示している。その後、排除速度は低下し、約２０時間の半減期を示している。初期の急
速な多糖排除の原因は、多糖が凝集状態を有しているため、形成された粒子が最初の通過
（ｐａｓｓａｇｅ）時に肺又はＲＥＳに捕捉されることにあると思われる。これに対し、
注射後最初の２～４分の間に組織によって排除された脱凝集多糖は１０～１９％にすぎな
い。注射量の残りは約３０時間の半減期でゆっくりと排除された。
脱凝集状グループＢ多糖の注射量の殆ど全部が長い半減期（３０時間）と直線的な血液循
環からのクリアランス速度（対数スケールで）とを示したという事実は、該（脱凝集形態
の）ポリマーが、該ポリマーに共有的に結合した薬物、ペプチド及びタンパク質の循環時
間を延長させるための手段として極めて有望であることを示唆するものである。該ポリマ
ーは、薬物含有又は薬物結合ＤＤＳ又はＰＤＤＳの血液循環における半減期を延ばすため
に、これらＤＤＳ又はＰＤＤＳをコーティングする材料としても使用し得る。また、凝集
（糖脂質）形態もリン脂質－小胞ＰＤＤＳの半減期を延ばすのに有用であり得る。

完全「低」分子量多糖Ｂをフルオレセインと結合し、該フルオレセインを 1 2 5Ｉで放射能
標識したものを含むリン酸塩緩衝食塩水（ＰＢＳ）をＴ．Ｏ．マウスに０．２～０．２５
ｍｌ静脈注射した。時間間隔をおいて動物の採血を行い、血漿中の 1 2 5Ｉ放射能を測定し
た。値は個々の動物から得たものであり、総血液（体重の７．５％で計算）中の注射物質
の放射能の％を表す。用量を記した列は、注射前に混合したコールド（ｃｏｌｄ）（非放
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静脈注射後の多糖Ｂの半減期

実施例２
フルオレセインに結合した完全低分子量ＰＳＢの血液循環からのクリアランス：用量の効
果



射性ヨウ素化）及びホット（放射性ヨウ素化）ＦＩＴＣ－多糖Ｂ結合体の総量を示す。括
弧内の数字は前記混合物中の放射性ヨウ素化結合体の量（μｇ）を表す。
結果を下記の表２及び第２図のグラフに示す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
これらの結果は、結合フルオレセインが非結合フルオレセインの既知のクリアランス速度
と比べて比較的遅い速度で血液循環からクリアされることを示している。低分子量多糖結
合は、注射後３０分以内に約７０％のＦＩＴＣ結合体を血液循環からクリアさせている。
半減期は約６時間であり、用量には依存していない。最後に挙げた事実は、比較的高い用
量で投与する必要のある何らかの活性成分について、即ち多糖の用量を多くする場合に、
多糖が活性成分の循環時間を延長させる効果を発揮するのを妨害し得る「飽和濃度」が存
在しないことを意味する。別の利点は、極めて少量の多糖の使用によって活性成分の循環
時間を延ばすことができることにある。また、クリアランス速度がホットＦＩＴＣ対総Ｆ
ＩＴＣの比に作用されないため、コールドＦＩＴＣと異なるであろうホットＦＩＴＣのク
リアランス速度を測定するだけではない。

加水分解（脱アシル化）「低」分子量多糖ＢをＦＩＴＣに結合しその後ＦＩＴＣを 1 2 5Ｉ
で放射能標識したものを含むＰＢＳを、Ｔ．Ｏ．マウスに０．２～０．２５ｍｌ静脈注射
した。放射性ヨウ素化結合体と混合したＦＩＴＣ－多糖Ｂ結合体を用いて、リン脂質のア
シル基を除去するための加水分解を行った（３７℃、ｐＨ８．０で４時間）。
結果を下記の表３及び第３図のグラフに示す。
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実施例３
フルオレセインに結合した脱アシル化低分子量多糖Ｂ（Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）
の血液からのクリアランス：用量の効果



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
これらの結果は実施例２の結果と類似しており、実施例２で使用したものと類似している
が加水分解によってリン脂質部分を脱アシル化した該多糖化合物との結合を行った場合に
は、注射後最初の３０分程度で２９．３～７０．２％のＦＩＴＣ結合体が血液循環からク
リアされ、従って半減期は約５時間半であることを示している。リン脂質部分の脱アシル
化は循環時間の増加に関する限りは多糖化合物の特性に殆ど影響しないと思われる。但し
、脱アシル化多糖（表３）の対応する時間の濃度がより高い最初の数分間は例外である（
表３）。これはおそらく、天然多糖を加水分解して鎖長を短くすると、多糖分子の僅かな
部分だけがリン脂質鎖を結合してもつことになるためである。従って、リン脂質の脱アシ
ル化は少数の分子にしか作用しない。

Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ多糖Ｃを用いて実施例１の方法で操作を行った。完全多糖
と、リン脂質基を脱アシル化した加水分解形態の多糖とを比較した。
完全な、又はリン脂質を脱アシル化するために加水分解した多糖Ｃ（ＰＳＣ）をＴ．Ｏ．
マウスに１２５０μｇ静脈注射した。時間間隔をおいてこれらの動物の採血を行い、血漿
試料をＮ－アセチルノイラミン酸（ＮａＮａ）（シアル酸）について分析した。個々の動
物の結果を総血液当たりの注射物質の％で表す。
結果は下記の表４及び第４図のグラフに示した。
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実施例４
静脈注射後の血液循環からの多糖Ｃ（ＰＳＣ）（Ｎ．ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）のクリ
アランス



これらの結果は、実施例１の結果と同様に、完全ＰＳＣの場合も、加水分解（脱アシル化
）したＰＳＣの場合も、注射後に多糖化合物の一部が比較的急速に血液循環から排除され
るが、その後は排除速度が低下することを示している。加水分解形態多糖の排除速度（半
減期２０時間）よりも完全多糖の排除速度の方が高く（従って半減期がより小さく、８時
間）、加水分解形態多糖は循環時間を延長させ且つ活性成分を安定させるための物質とし
て有望である。

多糖Ｋ９２を完全形態及び（リン脂質基を脱アシル化するために）加水分解した形態で使
用して、実施例１及び４の操作を繰り返した。
Ｔ．Ｏ．マウスに１２３０μｇの完全又は加水分解（脱アシル化）多糖Ｋ９２（ＰＳ　Ｋ
９２）を静脈注射した。時間間隔をおいてこれらの動物の採血を行い、血漿試料をＮ－ア
セチルノイラミン酸（ＮａＮａ）について分析した。個々の動物の結果は、総血液当たり
の注射物質の％を表す。
結果は下記の表５及び第５図のグラフに示した。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
これらの結果は、どちらの多糖化合物でも、注射後の最初の数分における初期損失が比較
的少ないことを示している（試験したその他の多糖化合物と比較して）。また、その後の
血液循環からの排除速度は極めて低く、いずれの場合も半減期は約４０時間である。従っ
て、５日後でも、有意な割合の多糖が循環中に残留している。
該化合物のリン脂質部分からのアシル基の除去は半減期に有意な影響を及ぼすように思わ
れないが、その理由は十分には解明されていない。化合物の特定の構成が特性に著しい影
響を与えるためにリン脂質の存在が効果を殆ど示さないのかもしれない。これらの化合物
は、薬物の循環時間及び安定性の増加に極めて有効であると予想され、薬物に十分に長い
放出特性を付与し、ターゲッティング基によって器官又は細胞へのターゲティングを最適
化させると思われる。

完全コロミン酸について実施例１の方法を繰り返した。 1 2 5Ｉで標識したＦＩＴＣ－コロ
ミン酸結合体も別の組の実験で投与し、結果を実施例２と同様に評価した。
Ｔ．Ｏ．マウスに１６００μｇ（ＦＩＴＣ－コロミン酸）又は１９２０μｇの完全コロミ
ン酸を静脈注射した。時間間隔をおいてこれらの動物の採血を行い、血漿試料をＮａＮａ
について分析した。個々の動物の結果は総血液当たりの注射物質の％である。
結果を下記の表６及び第６図のグラフに示す。
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実施例５
静脈注射後の血液循環からの多糖Ｋ９２のクリアランス

実施例６
静脈注射後のコロミン酸及びコロミン酸－ＦＩＴＣ結合体の血液循環からのクリアランス



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
これらの結果は、ＦＩＴＣ－コロミン酸結合体の血液循環からの排除速度が単独コロミン
酸の排除速度と実質的に同じであることを示している。該多糖はＦＩＴＣの循環時間の増
加についてはある程度の効果を示すが、その改善度は半減期のより長い高分子量多糖の場
合ほど著しくはない。

卵レシチンをＬｉｐｉｄ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｎｕｔｈｉｌｌ，Ｓｕｒｒｅｙから入手し
た。コレステロール、ジクロロメタン（ＤＣＭ）、ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）、ク
ロロホルム及びメタノールはＥ．Ｍｅｒｃｋ（ドイツ）から入手し、それ以上精製せずに
使用した。大腸菌由来のコロミン酸ナトリウム塩（（ポリ－２，８－Ｎ－アセチルノイラ
ミン酸）及びＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２００（粗）はＳｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，
Ｌｏｎｄｏｎから入手した。１８－クラウン－６、２－ブロモヘキサデカン酸、１－テト
ラデシルアミン、１－ブロモオクタデカン及び２，４，６トリクロロフェノールはＡｌｄ
ｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ社から入手し、それ以上精製せずに使用した。

コロミン酸（ナトリウム塩）（５０ｍｇ）を２０ｍｌの蒸留水に溶解し、１８－クラウン
－６（３０ｍｇ）を加え、２０℃で３０分間撹拌した。水を凍結乾燥によって蒸発させた
。

コロミン酸クラウンエーテル（３５ｍｇ）を１．５ｍｌのＤＭＦに溶解し、１－ブロモオ
クタデカン（６ｍｇ）を加え、２０℃で２４時間撹拌した。溶媒を蒸発させ、生成物を１
ｍｌの蒸留水に再溶解した。凍結乾燥によって水を除去した。
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実施例７
コロミン酸－脂質誘導体の調製
材料及び方法

実施例７．１
オクタデカンとのコロミン酸結合体の合成（図式１）
（ａ）コロミン酸クラウンエーテルの調製

（ｂ）コロミン酸クラウンエーテルと１－ブロモオクタデカンとの結合（生成物Ｄ６）

実施例７．２
Ｎ－テトラデシルヘキサデシルカルボキサミドとのコロミン酸結合体の合成（図式２）
Ｎ－テトラデシル－（２－ブロモヘキサデシルカルボキサミド）の合成
（ａ）２－ブロモヘキサデカン酸フェニルエステルの調製



２－ブロモヘキサデカン酸（１ｇ）を乾燥クロロホルム（２０ｍｌ）に溶解した。２，４
，６トリクロロフェノール（０．５５８ｇ）を加えた後、該反応混合物を氷浴中に配置し
た。乾燥クロロホルム（２ｍｌ）に溶解したジシクロヘキシルカルボジイミド（０．７３
６ｇ）を前記溶液に加えた。該溶液を氷浴中で１５分間撹拌した後、温度を２０℃に調整
した。ジクロロメタン／メタノール（１０：０．１　ｖ／ｖ）混合物を溶剤とするケイ酸
プレート上での薄層クロマトグラフィーにより生成物の形成を確認した。前記溶液を２０
℃で２４時間撹拌し、沈殿した尿素を濾過によって除去した。濾液を重炭酸ナトリウム（
０．０５Ｍ）溶液及び水で２回洗浄した。粗反応生成物を、同じ溶剤系を溶離剤として用
いてシリカゲル上で液体クロマトグラフィーにかけることにより精製した。

１－テトラデシルアミン（０．５９１ｇ）を、乾燥クロロホルム中の２－ブロモヘキサデ
カン酸フェニルエステル（１．４２５ｇ）の溶液に加え、２０℃で２４時間撹拌した。ジ
クロロメタン／メタノール（１０：０．１ｖ／ｖ）混合物を溶剤としてケイ酸プレート上
で薄層クロマトグラフィーにかけることによりペプチドの形成を確認した。該反応混合物
をクエン酸溶液（１０％，ｗ／ｖ）、重炭酸ナトリウム溶液（０．０５Ｍ）及び水（×３
）で洗浄した。

コロミン酸クラウンエーテル（８０ｍｇ）を乾燥ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）（４ｍ
ｌ）に溶解した。Ｎ－テトラデシル－（２－ブロモヘキサデシルカルボキサミド）（６０
ｍｇ）を加え、得られた溶液を２０℃で２４時間撹拌した。次いで、該溶媒を真空下で蒸
発させた。残渣を水（２ｍｌ）に溶解し、該水を凍結乾燥によって除去した。

前記誘導体を包含した小さい一枚膜リポソーム（ＳＵＶ）を調製するために、クロロホル
ム中の卵ホスファチジルコリン（ＰＣ）（３２μｍｏｌ）とコレステロール（３２μｍｏ
ｌ）とを１：１のモル比で混合した。前述のように合成したコロミン酸－脂質誘導体（総
リポソーム脂質の１０％ｗ／ｗ）をクロロホルム／メタノール（１：１　ｖ／ｖ）に溶解
し、前記脂質混合物に加えた。真空下で回転蒸発を用いて溶媒を除去し、乾燥脂質を２ｍ
ｌのリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．４、０．１Ｍ）に加えて静かに震盪させて懸濁させ
た。得られた乳状懸濁液を氷浴中で、１分間の超音波処理に３０秒間隔で１０回かけた。
超音波処理した試料を２０℃で２時間静置した。包含されなかった材料を、リン酸カリウ
ム緩衝液（ｐＨ７．４、０．１Ｍ）で予め平衡化したＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２００上で
のカラムクロマトグラフィーによりリポソームから分離した。

前述の一般的方法を用いてクロマトグラフィーで得たフラクション０．１ｍｌ中で、コロ
ミン酸を分光測光により測定した。リポソーム内へのコロミン酸の導入（包含）の程度（
使用総量の％）を、リポソームピークに属するフラクションと、その後で回収されたフラ
クション（導入されなかった材料の第２ピーク）で回収された総量に基づいて計算した。

２－ブロモヘキサデカン酸と１－テトラデシルアミンとの結合（図式２ｂ）を質量分析法
によって確認した。結合前に、２－ブロモヘキサデカン酸の活性エステルを合成した（図
式２ａ）。生成物の質量スペクトルでは、５１４ｍ／ｚのピークの存在が２－ブロモヘキ
サデカン酸と２，４，６トリクロロフェノールとの間の結合の形成を示す。次いで生成物
を１－テトラデシルアミンと結合させると、得られた材料の質量スペクトルは５３０ｍ／
ｚにピークを示した。これは、前記２つの化合物の結合が完了したことを意味する。

実験全体を通して、小さい一枚膜小胞（ＳＵＶ）はＰＣ及びコレステロールでモル比１：
１で調製し、コロミン酸－脂質誘導体は必要に応じて脂質混合物に加えた（総脂質重量の
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（ｂ）Ｎ－テトラデシル－（２－ブロモヘキサデシルカルボキサミド）の調製

（ｃ）Ｎ－テトラデシル－（２－ブロモヘキサデシルカルボキサミド）とコロミン酸クラ
ウンエーテルとの結合（生成物Ｄ１１）

実施例７．３
リポソームへのコロミン酸－脂質誘導体の導入

コロミン酸の測定

結果
Ｎ－テトラデシル－（２－ブロモヘキサデシルカルボキサミド）の特徴分析

リポソームの特徴分析



１０％）。ＳＵＶは、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２００を用いる分子ふるいクロマトグラフ
ィーによって非導入材料から分離した。
第７図は、コロミン酸及びＳＵＶ（適用前に混合）の溶離プロフィルを示している。リポ
ソーム（フラクション１４～２２）及びコロミン酸（フラクション２２～２４）を表す２
つの別個のピークが見られる。これらのフラクションでは適用したコロミン酸の約９５％
が検出された。Ｄ 6又はＤ 1 1（スキーム１及び２参照）包含ＳＵＶをＳｅｐｈａｄｅｘ　
Ｇ－２００カラムにかけた。第８図はリポソームＤ 6の溶離プロフィルを示している。該
コロミン酸誘導体（Ｄ６）の約５１％がリポソームと共に回収された（即ち、二重層に包
含されていた）。コロミン酸誘導体Ｄ 1 1（第９図）も同じくらい（５２．１４％）ＳＵＶ
内に包含されていた。

多糖Ｂ（ＰＳＢ）がそのリン脂質部分を小さい一枚膜リポソーム（ＳＵＶ）の二重層に挿
入し、リポソーム表面を親水性にし、それによって血液循環における小胞の半減期を延ば
すことができるかどうかを確かめるために実験を行った。

卵ホスファチジルコリン（ＰＣ）又はジステアロイルホスファチジルコリン（ＤＳＰＣ）
と等モルのコレステロール（２５ｍｇのリン脂質及び１２．５ｍｇのコレステロール）と
をクロロホルムに溶解した。回転蒸発によって溶媒を除去した後、１．２ｍｇの多糖Ｂを
含む０．０６Ｍカルボキシフルオレセイン（ＣＦ）を２ｍｌ加えた。容器を激しく震盪し
て脂質膜を破壊し、該懸濁液を４℃（ＰＣ）及び６０℃（ＤＳＰＣ　ＳＵＶ）で３分間浴
超音波処理した。該懸濁液を同じ温度で、１分毎に３０秒の休止時間をおきながら６分間
プローブ超音波処理した。次いで、ＳＵＶを含んだ透明懸濁液をＳｅｐｈａｒｏｓｅ　Ｃ
Ｌ－４Ｂカラムに通してリポソーム包含ＣＦ及びＰＢＳを遊離物質から分離した。典型的
な実験での分離パターンは、１９．２％のＰＳＢがＳＵＶフラクションと共に回収された
ことを示している。８つの実験で得たＰＣ又はＤＳＰＣ　ＳＵＶへのＰＳＢ導入の結果を
表７に示す。
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実施例８
リポソームへの多糖Ｂの導入

方法

実施例１０
ＳＵＶ中のＰＳＢが静脈注射後のマウスの血液循環からの小胞クリアランスに及ぼす効果



Ｔ．Ｏ．マウスを２匹ずつ２つのグループに分割し、ＰＣとコレステロールとからなり（
モル比１：１）且つＰＳＢを導入した又はしていないＣＦを含むＳＵＶを尾の静脈に注射
した。ＣＦ含有ＳＵＶ又は１１８μｇのＰＳＢでコーティングしたＣＦ含有ＳＵＶを静脈
注射した。注射後、時間間隔をおいて、これらの動物の採血を行い、血漿試料をＫｉｒｂ
ｙ、Ｃｌａｒｋｅ及びＧｒｅｇｏｒｉａｄｉｓの方法（Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊｏｕｒｎａｌ
　 ，５９１（１９８０））に従って、総ＣＦの分析にかけた。数値は個々の動物か
ら得たものであり、総血液当たりの注射リポソームＣＦの％を表す。
表８及び第１０図のグラフに示した結果は、注射後に時間間隔をおいて測定した血液中の
リポソームＣＦ濃度を示している。２つのグループの数値の比較から明らかなように、リ
ポソーム表面にＰＳＢが存在するとクリアランス速度が低下する。ＤＳＰＣとコレステロ
ールとを用いて前述のように調製したＰＳＢコーティングしたＳＵＶを用いて行った別の
実験、並びにＤＳＰＣとコレステロールとで調製したＰＳＢコーティングしたＳＵＶを用
いて実施した実験でも同様の結果が得られた。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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