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(57)【要約】
本発明は血小板添加液（ＰＡＳ）に関し、このＰＡＳは
、一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選
択で１つ以上のグリカン修飾剤と、塩、クエン酸塩源、
炭素源、およびこれらの任意の組み合わせを含む１つ以
上のＰＡＳ成分とを含む。本発明はまた、血小板を１つ
以上のシアリダーゼ阻害剤と共に保存することによって
、単離された血小板のｉｎ　ｖｉｖｏ循環時間を延長す
る方法、組成物、およびキットにも関する。加えて、本
発明は、シアリダーゼ活性を低下させて、１つ以上のド
ナーからの血小板産物調製物中の１つ以上の細菌の増殖
を抑制する方法および組成物に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以上のグリカン修
飾剤と、
　（ｂ）塩、クエン酸塩源、炭素源、およびこれらの任意の組み合わせを含む１つ以上の
ＰＡＳ成分と、
　を含む、血小板添加液（ＰＡＳ）。
【請求項２】
　約６．４～約７．６の範囲のｐＨに維持される、請求項１記載のＰＡＳ。
【請求項３】
　リン酸塩源をさらに含む、請求項１記載のＰＡＳ。
【請求項４】
　前記リン酸塩源が、一リン酸ナトリウム、二リン酸ナトリウム、三リン酸ナトリウム、
およびこれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項３記載のＰＡＳ。
【請求項５】
　前記クエン酸塩源が、クエン酸一ナトリウム、クエン酸二ナトリウム、クエン酸三ナト
リウム、クエン酸、およびこれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１記載
のＰＡＳ。
【請求項６】
　前記炭素源が、酢酸塩、グルコース、およびスクロースからなる群から選択される、請
求項１記載のＰＡＳ。
【請求項７】
　前記酢酸塩が、酢酸ナトリウム、酢酸カリウム、酢酸マグネシウム、およびこれらの組
み合わせからなる群から選択される、請求項６記載のＰＡＳ。
【請求項８】
　前記塩が、ナトリウム源、塩化物源、カリウム源、マグネシウム源、カルシウム源、お
よびこれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１記載のＰＡＳ。
【請求項９】
　前記ナトリウム源が、塩化ナトリウム、クエン酸ナトリウム、酢酸ナトリウム、リン酸
ナトリウム、およびこれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項８記載のＰＡ
Ｓ。
【請求項１０】
　前記塩化物源が、塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、塩化カリウム、およびこれらの
組み合わせからなる群から選択される、請求項８記載のＰＡＳ。
【請求項１１】
　前記カリウム源が、塩化カリウム、クエン酸カリウム、酢酸カリウム、リン酸カリウム
、硫酸カリウム、およびこれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項８記載の
ＰＡＳ。
【請求項１２】
　前記マグネシウム源が、塩化マグネシウム、クエン酸マグネシウム、硫酸マグネシウム
、およびこれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項８記載のＰＡＳ。
【請求項１３】
　前記カルシウム源が、塩化カルシウム、酢酸カルシウム、クエン酸カルシウム、および
これらの組み合わせからなる群から選択される、請求項８記載のＰＡＳ。
【請求項１４】
　１つ以上のＰＡＳ成分が、
　（ａ）約１００ｍＭ～約３００ｍＭの範囲の量のナトリウム源と、
　（ｂ）約４０ｍＭ～約１１０ｍＭの範囲の量の塩化物源と、
　（ｃ）約２ｍＭ～約２０ｍＭの範囲の量のクエン酸塩源と、
　（ｄ）約１０ｍＭ～約５０ｍＭの範囲の量の酢酸塩源と、



(3) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40

50

　（ｅ）約５ｍＭ～約５０ｍＭの範囲の量のリン酸塩源と、
　（ｆ）約０．５ｍＭ～約１０ｍＭの範囲の量のカリウム源と、
　（ｇ）約０．５ｍＭ～約２．５ｍＭの範囲の量のマグネシウム源と、
　（ｈ）約０．５ｍＭ～約２．５ｍＭの範囲の量のカルシウム源と、
を含む、請求項１記載のＰＡＳ。
【請求項１５】
　以下を含む、血小板組成物：
　（ａ）単離された血小板、
　（ｂ）以下をを含むＰＡＳ：
　　（ｉ）１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以上のグリカン修飾剤と
、
　　（ｉｉ）塩、クエン酸塩源、炭素源、およびこれらの任意の組み合わせを含む１つ以
上のＰＡＳ成分、ならびに
　（ｃ）血漿、
　ここで、前記血小板組成物は、約６．４～約７．６の範囲のｐＨに維持される。
【請求項１６】
　前記血漿が、約１容量％～約５０容量％の範囲の量で存在する、請求項１５記載の血小
板組成物。
【請求項１７】
　前記血小板添加液が、約５０容量％～約９９容量％の範囲の量で存在する、請求項１５
記載の血小板組成物。
【請求項１８】
　１つ以上のＰＡＳ成分が、
　（ｉ）約１００ｍＭ～約３００ｍＭの範囲の量のナトリウム源と、
　（ｉｉ）約４０ｍＭ～約１１０ｍＭの範囲の量の塩化物源と、
　（ｉｉｉ）約２ｍＭ～約２０ｍＭの範囲の量のクエン酸塩源と、
　（ｉｖ）約１０ｍＭ～約５０ｍＭの範囲の量の酢酸塩源と、
　（ｖ）約５ｍＭ～約５０ｍＭの範囲の量のリン酸塩源と、
　（ｖｉ）約０．５ｍＭ～約１０ｍＭの範囲の量のカリウム源と、
　（ｖｉｉ）約０．５ｍＭ～約２．５ｍＭの範囲の量のマグネシウム源と、
　（ｖｉｉｉ）約０．５ｍＭ～約２．５ｍＭの範囲の量のカルシウム源と、を含み、
　前記血小板組成物が、約６．４～約７．６の範囲のｐＨに維持される、請求項１５記載
の血小板組成物。
【請求項１９】
　以下を含む、バッグまたは容器：
　（ａ）血小板の保存に適したバッグまたは容器、ならびに
　（ｂ）以下を含むＰＡＳ：
　　（ｉ）一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以上のグリカン
修飾剤と、
　　（ｉｉ）塩、クエン酸塩源、炭素源、およびこれらの任意の組み合わせを含む１つ以
上のＰＡＳ成分。
【請求項２０】
　単離された血小板をさらに含む、請求項１９記載のバッグまたは容器。
【請求項２１】
　前記ＰＡＳが、約６．４～約７．６の範囲のｐＨに維持される、請求項１９記載のバッ
グまたは容器。
【請求項２２】
　１つ以上のＰＡＳ成分が、
　（ｉ）約１００ｍＭ～約３００ｍＭの範囲の量のナトリウム源と、
　（ｉｉ）約４０ｍＭ～約１１０ｍＭの範囲の量の塩化物源と、
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　（ｉｉｉ）約２ｍＭ～約２０ｍＭの範囲の量のクエン酸塩源と、
　（ｉｖ）約１０ｍＭ～約５０ｍＭの範囲の量の酢酸塩源と、
　（ｖ）約５ｍＭ～約５０ｍＭの範囲の量のリン酸塩源と、
　（ｖｉ）約０．５ｍＭ～約１０ｍＭの範囲の量のカリウム源と、
　（ｖｉｉ）約０．５ｍＭ～約２．５ｍＭの範囲の量のマグネシウム源と、
　（ｖｉｉｉ）約０．５ｍＭ～約２．５ｍＭの範囲の量のカルシウム源と、を含み、
　前記血小板組成物が、約６．４～約７．６の範囲のｐＨに維持される、請求項１９記載
のバッグまたは容器。
【請求項２３】
　単離された血小板をさらに含む、請求項１９記載のバッグまたは容器。
【請求項２４】
　血小板を保存する方法であって、単離された血小板を１つ以上のドナーから得、
　（ａ）以下を含むＰＡＳに前記単離された血小板を接触させるステップを含む、方法：
　　（ｉ）一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以上のグリカン
修飾剤と、
　　（ｉｉ）塩、クエン酸塩源、炭素源、およびこれらの任意の組み合わせを含む１つ以
上のＰＡＳ成分。
【請求項２５】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、フェツイン、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセ
チルノイラミン酸（ＤＡＮＡ）または薬学的に許容され得るその塩；エチル（３Ｒ，４Ｒ
，５Ｓ）－５－アミノ－４－アセトアミド－３－（ペンタン－３－イルオキシ）－シクロ
ヘキサ－１－エン－１－カルボン酸）；（２Ｒ，３Ｒ，４Ｓ）－４－グアニジノ－３－（
プロプ－１－エン－２－イルアミノ）－２－（（１Ｒ，２Ｒ）－１，２，３－トリヒドロ
キシプロピル）－３，４－ジヒドロ－２Ｈ－ピラン－６－カルボン酸；（４Ｓ，５Ｒ，６
Ｒ）－５－アセトアミド－４－カルバミミドアミド－６－［（１Ｒ，２Ｒ）－３－ヒドロ
キシ－２－メトキシプロピル］－５，６－ジヒドロ－４Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；お
よび（１Ｓ，２Ｓ，３Ｓ，４Ｒ）－３－［（１Ｓ）－１－アセトアミド－２－エチル－ブ
チル］－４－（ジアミノメチリデンアミノ）－２－ヒドロキシ－シクロペンタン－１－カ
ルボン酸、または薬学的に許容され得るその塩からなる群から選択される、請求項２４記
載の方法。
【請求項２６】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチルノイラミ
ン酸のナトリウム塩である、請求項２５記載の方法。
【請求項２７】
　前記単離された血小板が、約１～約２１日の期間に亘って保存される、請求項２４記載
の方法。
【請求項２８】
　前記単離された血小板が、約２℃～約２５℃の温度で保存される、請求項２４記載の方
法。
【請求項２９】
　前記血小板組成物を室温未満の温度まで冷却するステップと、前記血小板組成物を一定
期間保存するステップと、次いで前記血小板組成物を再加温して室温に戻すステップと、
をさらに含む、請求項２４記載の方法。
【請求項３０】
　血小板集団を前記シアリダーゼ阻害剤で一定期間処置するステップをさらに含み、前記
一定期間が、約１分～約８時間の範囲である、請求項２４記載の方法。
【請求項３１】
　保存用の血小板を調製する方法であって、単離された血小板を１つ以上のドナーから得
、前記方法が、
　前記単離された血小板を１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以上のグ
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リカン修飾剤に接触させるステップを含む、方法。
【請求項３２】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、フェツイン、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセ
チルノイラミン酸（ＤＡＮＡ）または薬学的に許容され得るその塩；エチル（３Ｒ，４Ｒ
，５Ｓ）－５－アミノ－４－アセトアミド－３－（ペンタン－３－イルオキシ）－シクロ
ヘキサ－１－エン－１－カルボン酸）；（２Ｒ，３Ｒ，４Ｓ）－４－グアニジノ－３－（
プロプ－１－エン－２－イルアミノ）－２－（（１Ｒ，２Ｒ）－１，２，３－トリヒドロ
キシプロピル）－３，４－ジヒドロ－２Ｈ－ピラン－６－カルボン酸；（４Ｓ，５Ｒ，６
Ｒ）－５－アセトアミド－４－カルバミミドアミド－６－［（１Ｒ，２Ｒ）－３－ヒドロ
キシ－２－メトキシプロピル］－５，６－ジヒドロ－４Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；お
よび（１Ｓ，２Ｓ，３Ｓ，４Ｒ）－３－［（１Ｓ）－１－アセトアミド－２－エチル－ブ
チル］－４－（ジアミノメチリデンアミノ）－２－ヒドロキシ－シクロペンタン－１－カ
ルボン酸、または薬学的に許容され得るその塩からなる群から選択される、請求項３１記
載の方法。
【請求項３３】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチルノイラミ
ン酸のナトリウム塩である、請求項３２記載の方法。
【請求項３４】
　前記グリカン修飾剤が、ＣＭＰ－シアル酸またはＣＭＰ－シアル酸前駆物質である、請
求項３１記載の方法。
【請求項３５】
　前記ＣＭＰ－シアル酸前駆物質をＣＭＰ－シアル酸に変換する酵素をさらに含む、請求
項３４記載の方法。
【請求項３６】
　前記グリカン修飾剤が、ＵＤＰ－ガラクトースである、請求項３１記載の方法。
【請求項３７】
　前記グリカン修飾剤が、ＣＭＰ－シアル酸およびＵＤＰ－ガラクトースである、請求項
３１記載の方法。
【請求項３８】
　保存用の血小板を調製する方法であって、
　（ａ）血小板を１つ以上の個体から単離するステップと、
　（ｂ）前記単離された血小板を、血小板表面グリカンのシアル酸残基の加水分解を減少
させるのに十分な量のシアリダーゼ阻害剤に接触させるステップと、を含む、方法。
【請求項３９】
　血小板受容体の減少の抑制が起こる、請求項３８記載の方法。
【請求項４０】
　前記血小板受容体の減少の抑制が、ＧＰＩｂαの減少の抑制、ＧＰＶの減少の抑制、ま
たは両方の減少の抑制を含む、請求項３９記載の方法。
【請求項４１】
　単離された血小板のｉｎ　ｖｉｖｏ循環時間を延長する方法であって、
　（ａ）単離された血小板を１つ以上の個体から得るステップと、
　（ｂ）前記血小板を、一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以
上のグリカン修飾剤で処置して、処置された血小板を得るステップと、
　（ｃ）前記処置された血小板を、これを必要とする個体に輸血し、これにより輸血され
た血小板を得るステップと、を含み、
　前記輸血された血小板の循環時間が、ステップ（ａ）に供されていない血小板と比較し
て長くなる、方法。
【請求項４２】
　血小板組成物を室温で一定期間保存するステップをさらに含む、請求項４１記載の方法
。
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【請求項４３】
　血小板組成物を室温未満の温度に冷却するステップと、前記血小板組成物を一定期間保
存するステップと、次いで前記血小板組成物を再加温して室温に戻すステップと、をさら
に含む、請求項４１記載の方法。
【請求項４４】
　シアリダーゼ阻害剤および血小板集団を含む血小板調製物であって、安定な血小板調製
物が、
　（ａ）血小板集団をドナーから得、かつ
　（ｂ）前記血小板を有効量のシアリダーゼ阻害剤で処置する、
方法によって調製され　
　前記血小板調製物が、未処置の血小板と比較して、ヒトにおいて止血機能が有意に低下
せずに、または血小板のクリアランスが有意に増加せずに、保存の後にヒトに投与するの
に適している、血小板調製物。
【請求項４５】
　以下を含む、血小板調製物：
　（ｉ）ドナーから単離された血小板、
　（ｉｉ）一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以上のグリカン
修飾剤。
【請求項４６】
　血小板集団を受容し収容できる、環境から実質的に遮断された無菌容器と、無菌の一定
量のシアリダーゼ阻害剤とを含む、キット。
【請求項４７】
　前記容器が血小板の冷蔵に適している、請求項４６記載のキット。
【請求項４８】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、フェツイン、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセ
チルノイラミン酸（ＤＡＮＡ）または薬学的に許容され得るその塩；エチル（３Ｒ，４Ｒ
，５Ｓ）－５－アミノ－４－アセトアミド－３－（ペンタン－３－イルオキシ）－シクロ
ヘキサ－１－エン－１－カルボン酸）；（２Ｒ，３Ｒ，４Ｓ）－４－グアニジノ－３－（
プロプ－１－エン－２－イルアミノ）－２－（（１Ｒ，２Ｒ）－１，２，３－トリヒドロ
キシプロピル）－３，４－ジヒドロ－２Ｈ－ピラン－６－カルボン酸；（４Ｓ，５Ｒ，６
Ｒ）－５－アセトアミド－４－カルバミミドアミド－６－［（１Ｒ，２Ｒ）－３－ヒドロ
キシ－２－メトキシプロピル］－５，６－ジヒドロ－４Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；お
よび（１Ｓ，２Ｓ，３Ｓ，４Ｒ）－３－［（１Ｓ）－１－アセトアミド－２－エチル－ブ
チル］－４－（ジアミノメチリデンアミノ）－２－ヒドロキシ－シクロペンタン－１－カ
ルボン酸、または薬学的に許容され得るその塩からなる群から選択される、請求項４６記
載のキット。
【請求項４９】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチルノイラミ
ン酸のナトリウム塩である、請求項４８記載のキット。
【請求項５０】
　有効量の少なくとも１つのグリカン修飾剤をさらに含む、請求項４６記載のキット。
【請求項５１】
　前記グリカン修飾剤が、ＣＭＰ－シアル酸またはＣＭＰ－シアル酸前駆物質である、請
求項５０記載のキット。
【請求項５２】
　前記ＣＭＰ－シアル酸前駆物質をＣＭＰ－シアル酸に変換する酵素をさらに含む、請求
項１６記載のキット。
【請求項５３】
　前記グリカン修飾剤が、ＵＤＰ－ガラクトースである、請求項５０記載のキット。
【請求項５４】
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　前記グリカン修飾剤が、ＣＭＰ－シアル酸およびＵＤＰ－ガラクトースである、請求項
５０記載のキット。
【請求項５５】
　以下を含む、無菌バッグまたは容器：
　（ａ）血液の保存に適した無菌バッグまたは容器と、
　（ｂ）一定量の少なくとも１つのシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以上のグリ
カン修飾剤。
【請求項５６】
　シアリダーゼ活性を低下させて、１つ以上のドナーからの血小板産物調製物中の１つ以
上の細菌の増殖を抑制する方法であって、
　（ａ）前記血小板産物調製物に一定量のシアリダーゼ阻害剤を接触させて、シアリダー
ゼ処置された血小板産物調製物を得るステップを含み、
　ステップ（ａ）に供されていない血小板産物調製物と比較して、前記シアリダーゼ活性
が低下し、前記１つ以上の細菌の増殖が抑制される、方法。
【請求項５７】
　前記抑制される細菌が、血小板産物調製物中に見られる細菌を含む、請求項５６記載の
方法。
【請求項５８】
　前記抑制される細菌が、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、バチルス属（Ｂ
ａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ）、バクテロイデス・エガーシイ（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｅｇ
ｇｅｒｔｈｉｉ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）、シ
トロバクター属（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ）、ウェルシュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉ
ｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、コリネバクテリア属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ　ｓｐ）、類ジフテリア菌（Ｄｉｐｈｔｈｅｒｏｉｄ）、エンテロバクター・エロゲネ
ス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、エンテロバクター・アムニゲナ
ス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｍｎｉｇｅｎｕｓ）、エンテロバクター・クロアカエ
（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ）、エンテロコッカス・アビウム（Ｅｎｔ
ｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ａｖｉｕｍ）、エンテロコッカス・フェカーリス（Ｅｎｔｅｒｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、フゾ
バクテリウム属（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐｐ．）、グラヌリカテラ・アディア
センス（Ｇｒａｎｕｌｉｃａｔｅｌｌａ　ａｄｉａｃｅｎｓ）、ヘリコバクター・ピロリ
（Ｈｅｌｉｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）、クレブシエラ属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　
ｓｐ）、（肺炎桿菌（Ｋ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）、クレブシエラ・オキシトカ（Ｋ．ｏ
ｘｙｔｏｃａ））、ラクトバシラス属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ）、リステリ
ア属（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｓｐ）、ミクロコッカス属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ）
、ペプトストレプトコッカス（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、プロテウス・
ブルガリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）、シュードモナス属（Ｐｓｅｕｄｏｍ
ｏｎａｓ　ｓｐ）、クチニセマウス（Ｐｓｅｕｄｏｍｙｓ　ｏｒａｌｉｓ）、プロピオン
酸菌属（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ）、サルモネラ属（Ｓａｌｍｏｎｅ
ｌｌａ　ｓｐ）、セラチア属（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｓｐ）、セラチア・マルセッセンス（
Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）、ブドウ球菌属（Ｓｔａｐｌｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｓｐ）（コアグラーゼ陰性ブドウ球菌（Ｃｏａｇｕｌａｓｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅ
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅ
ｕｓ））、連鎖球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ）（ストレプトコッカス・ガ
ロリティカス（Ｓ．ｇａｌｌｏｌｙｔｉｃｕｓ）、ストレプトコッカス・ボビス（Ｓ．ｂ
ｏｖｉｓ）、ストレプトコッカス・ピオゲネス（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）、緑色連鎖球菌
（Ｓ．ｖｉｒｉｄａｎｓ））、および腸炎エルシニア（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏ
ｃｏｌｉｔｉｃａ）からなる群から選択される、請求項５６記載の方法。
【請求項５９】
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　前記シアリダーゼ阻害剤で処置された血小板産物調製物を細菌の増殖について評価する
ステップ、および前記評価をコントロールと比較するステップをさらに含む、請求項５６
記載の方法。
【請求項６０】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、フェツイン、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセ
チルノイラミン酸（ＤＡＮＡ）または薬学的に許容され得るその塩；エチル（３Ｒ，４Ｒ
，５Ｓ）－５－アミノ－４－アセトアミド－３－（ペンタン－３－イルオキシ）－シクロ
ヘキサ－１－エン－１－カルボン酸）；（２Ｒ，３Ｒ，４Ｓ）－４－グアニジノ－３－（
プロプ－１－エン－２－イルアミノ）－２－（（１Ｒ，２Ｒ）－１，２，３－トリヒドロ
キシプロピル）－３，４－ジヒドロ－２Ｈ－ピラン－６－カルボン酸；（４Ｓ，５Ｒ，６
Ｒ）－５－アセトアミド－４－カルバミミドアミド－６－［（１Ｒ，２Ｒ）－３－ヒドロ
キシ－２－メトキシプロピル］－５，６－ジヒドロ－４Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；お
よび（１Ｓ，２Ｓ，３Ｓ，４Ｒ）－３－［（１Ｓ）－１－アセトアミド－２－エチル－ブ
チル］－４－（ジアミノメチリデンアミノ）－２－ヒドロキシ－シクロペンタン－１－カ
ルボン酸、または薬学的に許容され得るその塩からなる群から選択される、請求項５６記
載の方法。
【請求項６１】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチルノイラミ
ン酸のナトリウム塩である、請求項６０記載の方法。
【請求項６２】
　前記血小板産物調製物を１つ以上のグリカン修飾剤に接触させるステップをさらに含み
、前記グリカン修飾剤が、ＣＭＰ－シアル酸またはＣＭＰ－シアル酸前駆物質である、請
求項５６記載の方法。
【請求項６３】
　前記血小板産物調製物を、前記ＣＭＰ－シアル酸前駆物質をＣＭＰ－シアル酸に変換す
る酵素に接触させるステップをさらに含む、請求項６２記載の方法。
【請求項６４】
　前記血小板産物調製物を１つ以上のグリカン修飾剤に接触させるステップをさらに含み
、前記グリカン修飾剤が、ＵＤＰ－ガラクトースである、請求項５６記載の方法。
【請求項６５】
　前記血小板産物調製物を２つのグリカン修飾剤に接触させるステップをさらに含み、前
記グリカン修飾剤が、ＣＭＰ－シアル酸およびＵＤＰ－ガラクトースである、請求項５６
記載の方法。
【請求項６６】
　シアリダーゼ活性を低下させて、個体からの血小板調製物または血小板サンプルにおけ
る細菌の増殖を抑制する方法であって、前記細菌が、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌ
ｌｕｓ）、バチルス属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ）、バクテロイデス・エガーシイ（Ｂａ
ｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｅｇｇｅｒｔｈｉｉ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ
　ａｌｂｉｃａｎｓ）、シトロバクター属（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ）、ウェルシ
ュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、コリネバクテリア属（Ｃｏ
ｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ）、類ジフテリア菌（Ｄｉｐｈｔｈｅｒｏｉｄ）、エ
ンテロバクター・エロゲネス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、エン
テロバクター・アムニゲナス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｍｎｉｇｅｎｕｓ）、エン
テロバクター・クロアカエ（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ）、エンテロコ
ッカス・アビウム（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ａｖｉｕｍ）、エンテロコッカス・フェ
カーリス（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃ
ｈｉａ　ｃｏｌｉ）、フゾバクテリウム属（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．）、グ
ラヌリカテラ・アディアセンス（Ｇｒａｎｕｌｉｃａｔｅｌｌａ　ａｄｉａｃｅｎｓ）、
ヘリコバクター・ピロリ（Ｈｅｌｉｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）、クレブシエラ属（
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｓｐ）、（肺炎桿菌（Ｋ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）、クレブシエ
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ラ・オキシトカ（Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ））、ラクトバシラス属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌ
ｕｓ　ｓｐ）、リステリア属（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｓｐ）、ミクロコッカス属（Ｍｉｃｒ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ）、ペプトストレプトコッカス（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ
ｃｕｓ）、プロテウス・ブルガリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）、シュードモ
ナス属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ）、クチニセマウス（Ｐｓｅｕｄｏｍｙｓ　ｏｒ
ａｌｉｓ）、プロピオン酸菌属（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ）、サルモ
ネラ属（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｓｐ）、セラチア属（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｓｐ）、セラ
チア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）、ブドウ球菌属（Ｓ
ｔａｐｌｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ）（コアグラーゼ陰性ブドウ球菌（Ｃｏａｇｕｌａ
ｓｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ））、連鎖球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ）（
ストレプトコッカス・ガロリティカス（Ｓ．ｇａｌｌｏｌｙｔｉｃｕｓ）、ストレプトコ
ッカス・ボビス（Ｓ．ｂｏｖｉｓ）、ストレプトコッカス・ピオゲネス（Ｓ．ｐｙｏｇｅ
ｎｅｓ）、緑色連鎖球菌（Ｓ．ｖｉｒｉｄａｎｓ））、および腸炎エルシニア（Ｙｅｒｓ
ｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ）からなる群から選択され、前記方法が、
　（ａ）少なくとも１つのシアリダーゼ阻害剤を前記調製物に接触させるステップを含み
、
　ステップ（ａ）に供されていない調製物と比較して、前記シアリダーゼ活性が低下し、
１つ以上の細菌の増殖が抑制される、方法。
【請求項６７】
　保存中の血小板の細菌増殖を抑制する方法であって、単離された血小板を１つ以上のド
ナーから得、前記方法が、
　（ａ）前記単離された血小板を一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択
で１つ以上のグリカン修飾剤に接触させるステップと、
　（ｂ）前記単離された血小板における細菌の増殖を１つ以上の時点で評価するステップ
と、を含み、
　前記単離された血小板における細菌の増殖が抑制される、方法。
【請求項６８】
　前記血小板調製物を、血小板表面グリカンのシアル酸残基の加水分解を減少させるのに
十分な量の前記シアリダーゼ阻害剤に接触させる、請求項６７記載の方法。
【請求項６９】
　前記単離された血小板が、約１～約２１日の期間に亘って保存される、請求項６７記載
の方法。
【請求項７０】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、フェツイン、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセ
チルノイラミン酸（ＤＡＮＡ）または薬学的に許容され得るその塩；エチル（３Ｒ，４Ｒ
，５Ｓ）－５－アミノ－４－アセトアミド－３－（ペンタン－３－イルオキシ）－シクロ
ヘキサ－１－エン－１－カルボン酸）；（２Ｒ，３Ｒ，４Ｓ）－４－グアニジノ－３－（
プロプ－１－エン－２－イルアミノ）－２－（（１Ｒ，２Ｒ）－１，２，３－トリヒドロ
キシプロピル）－３，４－ジヒドロ－２Ｈ－ピラン－６－カルボン酸；（４Ｓ，５Ｒ，６
Ｒ）－５－アセトアミド－４－カルバミミドアミド－６－［（１Ｒ，２Ｒ）－３－ヒドロ
キシ－２－メトキシプロピル］－５，６－ジヒドロ－４Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；お
よび（１Ｓ，２Ｓ，３Ｓ，４Ｒ）－３－［（１Ｓ）－１－アセトアミド－２－エチル－ブ
チル］－４－（ジアミノメチリデンアミノ）－２－ヒドロキシ－シクロペンタン－１－カ
ルボン酸、または薬学的に許容され得るその塩からなる群から選択される、請求項６７記
載の方法。
【請求項７１】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチルノイラミ
ン酸のナトリウム塩である、請求項７０記載の方法。
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【請求項７２】
　前記グリカン修飾剤が、ＣＭＰ－シアル酸またはＣＭＰ－シアル酸前駆物質である、請
求項６７記載の方法。
【請求項７３】
　前記ＣＭＰ－シアル酸前駆物質をＣＭＰ－シアル酸に変換する酵素をさらに含む、請求
項６７記載の方法。
【請求項７４】
　前記グリカン修飾剤が、ＵＤＰ－ガラクトースである、請求項６７記載の方法。
【請求項７５】
　前記単離された血小板が、約１℃～約２４℃の温度で保存される、請求項６７記載の方
法。
【請求項７６】
　血小板組成物を室温で一定期間保存するステップをさらに含む、請求項７５記載の方法
。
【請求項７７】
　血小板組成物を室温未満の温度に冷却するステップと、前記血小板組成物を一定期間保
存するステップと、次いで前記血小板組成物を再加温して室温に戻すステップと、をさら
に含む、請求項７５記載の方法。
【請求項７８】
　保存中にシアリダーゼ活性が低下して細菌の増殖が抑制される保存用の血小板を調製す
る方法であって、単離された血小板を１つ以上のドナーから得、前記方法が、
　（ａ）前記単離された血小板を１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以
上のグリカン修飾剤に接触させるステップと、
　（ｂ）前記単離された血小板における細菌の増殖を評価するステップと、を含み、
　前記単離された血小板における細菌の増殖が、コントロールと比較して抑制される、方
法。
【請求項７９】
　血小板集団の保存時間を延長する方法であって、
　（ａ）血小板集団を１つ以上の個体から得るステップと、
　（ｂ）血小板を有効量のシアリダーゼ阻害剤に接触させて、処置された血小板を得るス
テップと、を含む、方法。
【請求項８０】
　前記血小板集団を時間枠内で前記シアリダーゼ阻害剤で処置するステップをさらに含み
、前記時間枠が、約１分～約８時間の範囲である、請求項７９記載の方法。
【請求項８１】
　血小板組成物を室温で一定期間保存するステップをさらに含む、請求項７９記載の方法
。
【請求項８２】
　血小板組成物を室温未満の温度に冷却するステップと、前記血小板組成物を一定期間保
存するステップと、次いで前記血小板組成物を再加温して室温に戻すステップと、をさら
に含む、請求項８１記載の方法。
【請求項８３】
　シアリダーゼ活性を低下させて細菌の増殖を抑制することによって血小板集団の保存時
間を延長する方法であって、
　（ａ）血小板集団を１つ以上の個体から得るステップと、
　（ｂ）血小板を、有効量のシアリダーゼ阻害剤で処置して、処置された血小板を得るス
テップと、を含み、
　シアリダーゼ阻害剤に供されていない血小板と比較して、前記細菌の増殖が抑制される
、方法。
【請求項８４】
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　単離された血小板を輸血する方法であって、
　（ａ）単離された血小板を１つ以上の個体から得るステップと、
　（ｂ）前記血小板を、一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以
上のグリカン修飾剤で処置して、細菌の増殖が抑制された処置された血小板を得るステッ
プと、
　（ｃ）前記処置された血小板を、これを必要とする個体に輸血するステップと、を含み
、
　ステップ（ｂ）に供されていない血小板と比較して、前記細菌の増殖が抑制される、方
法。
【請求項８５】
　保存された後にレシピエントに輸血された血小板の止血活性を維持する方法であって、
前記血小板をドナーから得て単離し、単離された血小板を得、前記方法が、
　（ａ）単離された血小板を一定量のシアリダーゼ阻害剤に接触させて、処置された血小
板を得るステップと、
　（ｂ）前記処置された血小板を約１～１４日間の期間保存するステップと、
　（ｃ）前記処置されて保存された血小板を、これを必要とするレシピエントに輸血し、
これにより輸血された血小板を得るステップと、を含み、
　ステップ（ａ）に供されていない血小板と比較して、前記輸血された血小板は活性化し
て血餅を形成することができる、方法。
【請求項８６】
　シアリダーゼ阻害剤および血小板集団を含む血小板調製物であって、安定な血小板調製
物が、
　（ａ）血小板集団をドナーから得、かつ
　（ｂ）前記血小板を有効量のシアリダーゼ阻害剤で処置する、
方法によって調製され、
　前記血小板調製物が、未処置の血小板と比較して、ヒトにおいて止血機能が有意に低下
せずに、または血小板のクリアランスが有意に増加せずに、保存の後にヒトに投与するの
に適しており、
　前記血小板調製物が、シアリダーゼ阻害剤で処置されていない血小板調製物と比較して
抑制された細菌の増殖を示す、血小板調製物。
【請求項８７】
　前記血小板の処置後に、
　（ａ）前記血小板調製物を室温で一定期間保存するさらなるステップをさらに含む、請
求項８６記載の血小板調製物。
【請求項８８】
　前記血小板の処置後に、
　（ａ）前記安定な血小板調製物を室温未満の温度に冷却するステップと、
　（ｂ）前記血小板調製物を一定期間保存するステップと、
　（ｃ）前記血小板組成物を再加温して室温に戻すステップと、
　（ｄ）前記血小板組成物を細菌増殖について評価するステップと、をさらに含む、請求
項８６記載の血小板調製物。
【請求項８９】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、フェツイン、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセ
チルノイラミン酸（ＤＡＮＡ）または薬学的に許容され得るその塩；エチル（３Ｒ，４Ｒ
，５Ｓ）－５－アミノ－４－アセトアミド－３－（ペンタン－３－イルオキシ）－シクロ
ヘキサ－１－エン－１－カルボン酸）；（２Ｒ，３Ｒ，４Ｓ）－４－グアニジノ－３－（
プロプ－１－エン－２－イルアミノ）－２－（（１Ｒ，２Ｒ）－１，２，３－トリヒドロ
キシプロピル）－３，４－ジヒドロ－２Ｈ－ピラン－６－カルボン酸；（４Ｓ，５Ｒ，６
Ｒ）－５－アセトアミド－４－カルバミミドアミド－６－［（１Ｒ，２Ｒ）－３－ヒドロ
キシ－２－メトキシプロピル］－５，６－ジヒドロ－４Ｈ－ピラン－２－カルボン酸；お
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よび（１Ｓ，２Ｓ，３Ｓ，４Ｒ）－３－［（１Ｓ）－１－アセトアミド－２－エチル－ブ
チル］－４－（ジアミノメチリデンアミノ）－２－ヒドロキシ－シクロペンタン－１－カ
ルボン酸、または薬学的に許容され得るその塩からなる群から選択される、請求項８６記
載の血小板調製物。
【請求項９０】
　前記シアリダーゼ阻害剤が、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチルノイラミ
ン酸のナトリウム塩である、請求項８９記載の血小板調製物。
【請求項９１】
　有効量の少なくとも１つのグリカン修飾剤をさらに含む、請求項８９記載の血小板調製
物。
【請求項９２】
　前記グリカン修飾剤が、ＣＭＰ－シアル酸またはＣＭＰ－シアル酸前駆物質である、請
求項９１記載の血小板調製物。
【請求項９３】
　前記ＣＭＰ－シアル酸前駆物質をＣＭＰ－シアル酸に変換する酵素をさらに含む、請求
項８９記載の血小板調製物。
【請求項９４】
　前記グリカン修飾剤が、ＵＤＰ－ガラクトースである、請求項９１記載の血小板調製物
。
【請求項９５】
　前記グリカン修飾剤が、ＣＭＰ－シアル酸およびＵＤＰ－ガラクトースである、請求項
９１記載の血小板調製物。
【請求項９６】
　（ｉ）ドナーから単離された血小板と、
　（ｉｉ）一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択で１つ以上のグリカン
修飾剤と
を含む、血小板調製物であって、
　シアリダーゼ阻害剤で処置されていない血小板調製物と比較して抑制された細菌の増殖
を示す、血小板調製物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、２０１２年５月１７日出願の米国特許出願第１３／４７４，４７３号明細書
の一部継続出願；２０１２年５月１７日出願の米国特許出願第１３／４７４，６２７号明
細書の一部継続出願；および２０１２年５月１７日出願の米国特許出願第１３／４７４，
６７９号明細書の一部継続出願であり、２０１２年３月２１日出願の米国仮特許出願第６
１／６１３，８７６号明細書；２０１２年３月２１日出願の米国仮特許出願第６１／６１
３，８３７号明細書；２０１１年７月１日出願の米国仮特許出願第６１／５０３，９８４
号明細書；および２０１１年５月１７日出願の米国仮特許出願第６１／４８７，０７７号
明細書の優先権を主張するものである。
【０００２】
　上記出願の全教示が、参照により本明細書に組み入れられるものとする。
【０００３】
政府支援
　本発明は、米国心臓、肺、血液研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｈｅａｒｔ，Ｌｕｎｇ，ａ
ｎｄ　Ｂｌｏｏｄ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）による認可番号３ＲＯ１ＨＬ０８９２２４－０
３Ｓ１によって全てまたは一部が支援された。
【背景技術】
【０００４】
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　輸血用に収集された血小板は、非常に保存性が低い。血小板は、血管損傷部位に付着し
て血漿フィブリゲン塊の形成を促進することによって負傷した哺乳動物を失血から保護す
る無核の骨髄由来血液細胞である。骨髄機能不全によって循環血小板が激減したヒトは、
致死的な突発性出血を患い、比較的軽度の血小板欠乏は、外傷または外科手術の後の出血
性合併症の一因となる。
【０００５】
　循環血小板の総数が低下すると（例えば、約７０，０００／μＬ）、患者は、次第に皮
下出血しやすくなる。血小板総数が２０，０００／μＬ未満の患者は、特に、骨髄の障害
または機能不全によって血小板減少症が引き起こされると、粘膜表面から突発性出血を極
めて引き起こしやすくなる。骨髄障害、例えば、再生不良貧血、急性および慢性白血病、
転移性癌、ならびに癌治療、例えば、電離放射線または化学療法から生じる欠乏症に関連
した血小板欠乏は全て、主な公衆衛生問題の原因である。主な外科手術、傷害、および敗
血症に関連した血小板減少症の患者もまた、かなりの数の血小板輸血を必要とする。
【０００６】
　半世紀前の主な医療技術の進歩は、このような血小板欠乏を治す血小板輸血の開発であ
り、結果として、米国では、現在の輸血率で１年に約２６０万の血小板輸血が行われた。
しかしながら、輸血用に収集された血小板は、室温またはそれ以下で保存されるとｉｎ　
ｖｉｖｏ止血活性が急速に低下するため、非常に保存性が低い。止血活性は、広義では、
出血の停止を媒介する血小板集団の能力を指す。
【０００７】
　血小板は、他の輸血可能な組織とは異なり、冷却に耐性がなく、たとえ極めて短時間低
温に曝されただけでも、レシピエントの循環から急速に消失する。重大なことに、血小板
の生存期間を短縮する冷却の影響は、不可逆的であり、かつ冷却された血小板が輸血に適
さなくなると考えられていた。血小板障害の第１の目に見える影響の１つは、円盤状の形
態から球形への不可逆的な変換であり、カルシウム依存性ゲルソリン活性化およびホスホ
イノシチド媒介アクチン重合により血小板表面に棘状突起が出現する。血小板が２０℃未
満の温度に曝露されると、血小板は、急速にこのように変形する。
【０００８】
　輸血前に血小板を室温に維持するためには、血小板の保存のための独自の高価かつ複雑
な後方支援が必要である。血小板は、室温で代謝的に活性であるため、ガス交換により代
謝性アシドーシスの毒性結果を防止するためにガス透過性容器内で常に撹拌する必要があ
る。室温保存条件は、高分子分解および血小板の止血機能の低下、すなわち「保存損傷」
として知られる一連の障害をもたらす。加えて、室温での保存は、細菌の増殖を促進し、
細菌感染のリスクが高くなり、従ってこのような保存期間が実質的に約５日間に限定され
る。この点に関して、血小板の細菌汚染は、血液成分使用の最も頻度の高い感染性合併症
である。現在の率では、血小板の１，０００単位～２，０００単位に１つが、レシピエン
トに大きなリスクをもたらすのに十分に細菌で汚染されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、室温以下での保存時にヒト血小板のｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性を改善または
延長する作用物質、溶液、および方法の開発がなお必要とされている。このようにして細
菌の増殖を抑制するさらなる強い要望が存在する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択の１つ以上のグリカ
ン修飾剤と、塩（例えば、ナトリウム源、塩化物源、カリウム源、マグネシウム源、カル
シウム源、およびこれらの組み合わせ）、クエン酸塩源（例えば、クエン酸一ナトリウム
、クエン酸二ナトリウム、クエン酸三ナトリウム、クエン酸、およびこれらの組み合わせ
）、および／または炭素源（例えば、酢酸塩、グルコース、スクロース、およびこれらの



(14) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40

50

任意の組み合わせ）を含む１つ以上のＰＡＳ成分と、を含む血小板添加液（ＰＡＳ）に関
する。本発明のＰＡＳは、約６．４～約７．６の範囲のｐＨに維持される。一実施形態で
は、本発明のＰＡＳは、リン酸塩源（例えば、一リン酸ナトリウム、二リン酸ナトリウム
、三リン酸ナトリウム、およびこれらの組み合わせ）をさらに含む。酢酸塩源は、例えば
、酢酸ナトリウム、酢酸カリウム、酢酸マグネシウム、またはこれらの組み合わせを含み
得る。一態様では、ナトリウム源は、塩化ナトリウム、クエン酸ナトリウム、酢酸ナトリ
ウム、リン酸ナトリウム、またはこれらの組み合わせとすることができる。同様に、塩化
物源は、塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、塩化カリウム、またはこれらの組み合わせ
とすることができる。カリウム源は、一例では、塩化カリウム、クエン酸カリウム、酢酸
カリウム、リン酸カリウム、硫酸カリウム、またはこれらの組み合わせとすることができ
る。マグネシウム源の例として、塩化マグネシウム、クエン酸マグネシウム、硫酸マグネ
シウム、およびこれらの組み合わせが挙げられる。一実施形態では、カルシウム源は、塩
化カルシウム、酢酸カルシウム、クエン酸カルシウム、またはこれらの組み合わせを含む
。
【００１１】
　特定の実施形態では、本発明のＰＡＳは、一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤およ
び任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤；約１００ｍＭ～約３００ｍＭの範囲の量のナト
リウム源：約４０ｍＭ～約１１０ｍＭの範囲の量の塩化物源；約２ｍＭ～約２０ｍＭの範
囲の量のクエン酸塩源；約１０ｍＭ～約５０ｍＭの範囲の量の酢酸塩源；約５ｍＭ～約５
０ｍＭの範囲の量のリン酸塩源；約０．５ｍＭ～約１０ｍＭの範囲の量のカリウム源；約
０．５ｍＭ～約２．５ｍＭの範囲の量のマグネシウム源；および約０．５ｍＭ～約２．５
ｍＭの範囲の量のカルシウム源を含み；ＰＡＳは、約６．４～約７．６（例えば、約７．
１～約７．４、または約７．２）の範囲のｐＨに維持される。
【００１２】
　なお別の実施形態では、本発明は、単離された血小板、本発明のＰＡＳ、および血漿を
含む血小板組成物に関連し、この血小板組成物は、約６．４～約７．６の範囲のｐＨに維
持される。一態様では、血漿は、約１容量％～約５０容量％（例えば、２０％～４０％の
血漿、または約３０％の血漿）の範囲の量で存在する。なお別の実施形態では、血小板添
加液は、約５０容量％～約９９容量％の範囲の量で存在する。
【００１３】
　本発明は、本発明のＰＡＳを含む血小板の保存に適したバッグまたは容器にも関する。
バッグまたは容器は、単離された血小板をさらに含むことができ、かつ／または約６．４
～約７．６の範囲のｐＨに維持することができる。
【００１４】
　本発明は、血小板を保存する方法に関し、この方法では、単離された血小板を１つ以上
のドナーから得る。この方法は、本明細書で説明されるように、単離された血小板をＰＡ
Ｓに接触させるステップを含む。シアリダーゼ阻害剤は、例えば、フェツイン、２，３－
デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチルノイラミン酸（ＤＡＮＡ）または薬学的に許容さ
れ得るその塩；オセルタミビル（エチル（３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ）－５－アミノ－４－アセト
アミド－３－（ペンタン－３－イルオキシ）－シクロヘキサ－１－エン－１－カルボン酸
）；ザナミビル（（２Ｒ，３Ｒ，４Ｓ）－４－グアニジノ－３－（プロプ－１－エン－２
－イルアミノ）－２－（（１Ｒ，２Ｒ）－１，２，３－トリヒドロキシプロピル）－３，
４－ジヒドロ－２Ｈ－ピラン－６－カルボン酸）；ラニナミビル（（４Ｓ，５Ｒ，６Ｒ）
－５－アセトアミド－４－カルバミミドアミド－６－［（１Ｒ，２Ｒ）－３－ヒドロキシ
－２－メトキシプロピル］－５，６－ジヒドロ－４Ｈ－ピラン－２－カルボン酸）；およ
びペラミビル（（１Ｓ，２Ｓ，３Ｓ，４Ｒ）－３－［（１Ｓ）－１－アセトアミド－２－
エチル－ブチル］－４－（ジアミノメチリデンアミノ）－２－ヒドロキシ－シクロペンタ
ン－１－カルボン酸）または薬学的に許容され得るその塩とすることができる。一実施形
態では、シアリダーゼ阻害剤は、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチルノイラ
ミン酸のナトリウム塩である。この方法は、単離された血小板を約１～約２１日間の期間
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保存することを可能にする。単離された血小板は、約１℃～約２４℃の温度で保存される
。この方法は、一実施形態では、血小板組成物を室温未満の温度まで冷却するステップと
、この血小板組成物を一定期間保存するステップと、次いでこの血小板組成物を再加温し
て室温に戻すステップと、を含む。一態様では、血小板集団をシアリダーゼ阻害剤で一定
期間処置し、この期間は、約１分～約８時間の範囲である。
【００１５】
　本発明は、保存用の血小板を調製する方法に関し、この方法では、単離された血小板を
１つ以上のドナーから得る。この方法は、本明細書で説明されるように、単離された血小
板を１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤に接触さ
せるステップを含む。グリカン修飾剤は、例えば、ＣＭＰ－シアル酸、ＣＭＰ－シアル酸
前駆物質、ＵＤＰ－ガラクトース、またはこれらの組み合わせとすることができる。一態
様では、ＣＭＰ－シアル酸前駆物質をＣＭＰ－シアル酸に変換する酵素を血小板に添加す
ることもできる。
【００１６】
　本発明は、保存用の血小板を調製する方法にも関する。この方法は、血小板を１つ以上
の個体から単離するステップと、この単離された血小板を、血小板表面グリカンのシアル
酸残基の加水分解を減少させるのに十分な量のシアリダーゼ阻害剤に接触させるステップ
と、を含む。一態様では、血小板受容体の減少（例えば、ＧＰＩｂαの減少、ＧＰＶの減
少、または両方の減少）の抑制が起こる。
【００１７】
　本発明には、単離された血小板のｉｎ　ｖｉｖｏ循環時間を延長する方法が包含される
。この方法は、単離された血小板を１つ以上の個体から得るステップと、この血小板を、
一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤で処
置し、これにより処置された血小板を得るステップと、この処置された血小板を、これを
必要とする個体に輸血し、これにより輸血された血小板を得るステップと、を含む。輸血
された血小板の循環時間は、シアリダーゼ阻害剤で処置されていない血小板と比較して長
くなる。この方法は、一態様では、血小板組成物を室温で一定期間保存するステップを含
む。別の態様では、この方法は、血小板組成物を室温未満の温度に冷却するステップと、
この血小板組成物を一定期間保存するステップと、次いでこの血小板組成物を再加温して
室温に戻すステップと、を含む。
【００１８】
　本発明のなお別の実施形態は、シアリダーゼ阻害剤および血小板集団を有する血小板調
製物を含み、安定な血小板調製物は、以下の方法によって調製され、この方法は、血小板
集団をドナーから得るステップと、この血小板を有効量のシアリダーゼ阻害剤で処置する
ステップと、を含む。このような血小板調製物は、未処置の血小板と比較して、ヒトにお
いて止血機能が有意に低下しないまたは血小板のクリアランスが有意に増加しない保存の
後にヒトに投与するのに適している。同様に、本発明の血小板組調製物はまた、ドナーか
ら単離された血小板と、一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択の１つ以
上のグリカン修飾剤と、含む。
【００１９】
　本発明は、キットおよびシステムにも関する。本発明のキットは、血小板集団を受け取
って収容できる、環境から実質的に遮断された無菌容器と、本明細書で説明される無菌の
一定量のシアリダーゼ阻害剤と、任意選択の適切なパッケージング材料と、使用のための
取扱説明書と、を含む。一例では、容器は、血小板の冷蔵に適している。キットは、一定
量の少なくとも１つのグリカン修飾剤、例えば、ＣＭＰ－シアル酸、ＣＭＰ－シアル酸前
駆物質、ＵＤＰ－ガラクトース、またはこれらの組み合わせをさらに含み得る。同様に、
本発明は、血小板の保存に適した無菌バッグまたは容器と、本明細書で説明される一定量
の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤と、任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤と、を有する
システムを含む。
【００２０】



(16) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40

50

　本発明は、シアリダーゼ活性を低下させて、１つ以上のドナーからの血小板産物調製物
中の１つ以上の細菌の増殖を抑制する方法に関する。この方法は、血小板産物調製物に、
本明細書で説明される一定量のシアリダーゼ阻害剤を接触させ、これによりシアリダーゼ
処置された血小板産物調製物を得るステップを含み、シアリダーゼ阻害剤で処置されてい
ない血小板産物調製物と比較して、シアリダーゼ活性が低下し、１つ以上の細菌の増殖が
抑制される。抑制される細菌の種類は、血小板産物調製物中に一般に見られるものを含む
。このような細菌の例として、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、バチルス属
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ）、バクテロイデス・エガーシイ（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　
ｅｇｇｅｒｔｈｉｉ）、カンジダアルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）、
シトロバクター属（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ）、ウェルシュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄ
ｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、コリネバクテリア属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　ｓｐ）、類ジフテリア菌（Ｄｉｐｈｔｈｅｒｏｉｄ）、エンテロバクター・エロゲ
ネス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、エンテロバクター・アムニゲ
ナス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｍｎｉｇｅｎｕｓ）、エンテロバクター・クロアカ
エ（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ）、エンテロコッカス・アビウム（Ｅｎ
ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ａｖｉｕｍ）、エンテロコッカス・フェカーリス（Ｅｎｔｅｒｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、フ
ゾバクテリウム属（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐｐ．）、グラヌリカテラ・アディ
アセンス（Ｇｒａｎｕｌｉｃａｔｅｌｌａ　ａｄｉａｃｅｎｓ）、ヘリコバクターピロリ
（Ｈｅｌｉｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）、クレブシエラ属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　
ｓｐ）、（肺炎桿菌（Ｋ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）、クレブシエラ・オキシトカ（Ｋ．ｏ
ｘｙｔｏｃａ））、ラクトバシラス属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ）、リステリ
ア属（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｓｐ）、ミクロコッカス属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ）
、ペプトストレプトコッカス（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、プロテウス・
ブルガリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）、シュードモナス属（Ｐｓｅｕｄｏｍ
ｏｎａｓ　ｓｐ）、クチニセマウス（Ｐｓｅｕｄｏｍｙｓ　ｏｒａｌｉｓ）、プロピオン
酸菌属（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ）、サルモネラ属（Ｓａｌｍｏｎｅ
ｌｌａ　ｓｐ）、セラチア属（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｓｐ）、セラチア・マルセッセンス（
Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）、ブドウ球菌属（Ｓｔａｐｌｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｓｐ）（コアグラーゼ陰性ブドウ球菌（Ｃｏａｇｕｌａｓｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅ
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅ
ｕｓ））、連鎖球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ）（ストレプトコッカス・ガ
ロリティカス（Ｓ．ｇａｌｌｏｌｙｔｉｃｕｓ）、ストレプトコッカス・ボビス（Ｓ．ｂ
ｏｖｉｓ）、ストレプトコッカス・ピオゲネス（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）、緑色連鎖球菌
（Ｓ．ｖｉｒｉｄａｎｓ））、および腸炎エルシニア（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏ
ｃｏｌｉｔｉｃａ）が挙げられる。この方法は、シアリダーゼ阻害剤で処置された血小板
産物調製物を細菌の増殖について評価するステップ、およびこの評価をコントロールと比
較するステップをさらに含む。１つ以上のグリカン修飾剤を、血小板に添加することがで
きる。このようなグリカン修飾剤は、例えば、ＣＭＰ－シアル酸、ＣＭＰ－シアル酸前駆
物質、ＵＤＰ－ガラクトース、またはこれらの組み合わせを含む。一態様では、ＣＭＰ－
シアル酸前駆物質をＣＭＰ－シアル酸に変換する酵素を、血小板に添加することもできる
。
【００２１】
　本発明は、保存中の血小板における細菌の増殖を抑制する方法を包含し、この方法では
、単離された血小板を１つ以上のドナーから得る。この方法は、単離された血小板を、本
明細書で説明される一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択の１つ以上の
グリカン修飾剤に接触させるステップと、単離された血小板における細菌の増殖を１つ以
上の時点で評価するステップと、を含み、単離された血小板における細菌増殖が抑制され
る。一態様では、血小板調製物を、血小板表面グリカンのシアル酸残基の加水分解を減少
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させるのに十分な量のシアリダーゼ阻害剤に接触させる。単離された血小板は、一実施形
態では、約１～約２１日間の期間保存することができる。単離された血小板は、例えば、
約１℃～約２４℃の温度で保存することができる。一実施形態では、この方法は、血小板
組成物を室温で一定期間保存するステップを含む。別の実施形態では、この方法は、血小
板組成物を室温未満の温度に冷却するステップと、この血小板組成物を一定期間保存する
ステップと、次いで、個体に輸血する前にこの血小板組成物を再加温して室温に戻すステ
ップと、を含む。
【００２２】
　本発明のなお別の実施形態は、保存中にシアリダーゼ活性が低下して細菌の増殖が抑制
される保存用の血小板を調製する方法に関し、この方法では、単離された血小板を１つ以
上のドナーから得る。この方法は、単離された血小板を１つ以上のシアリダーゼ阻害剤お
よび任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤に接触させるステップと、この単離された血小
板における細菌の増殖を評価するステップと、を含み、単離された血小板における細菌増
殖が、コントロールと比較して抑制される。本発明は、血小板集団を１つ以上の個体から
得るステップと、血小板を有効量のシアリダーゼ阻害剤で処置し、これにより処置された
血小板を得るステップと、によって血小板集団の保存時間を延長する方法をさらに含む。
一態様では、血小板集団を時間枠内でシアリダーゼ阻害剤で処置し、この時間枠は、約１
分～約８時間の範囲である。これらのステップは、シアリダーゼ活性を低下させて細菌の
増殖を抑制することによって血小板集団の保存時間を延長する方法にも使用することがで
きる。
【００２３】
　単離された血小板を輸血する方法も本発明に包含される。この方法は、単離された血小
板を１つ以上の個体から得るステップと、血小板を、一定量の１つ以上のシアリダーゼ阻
害剤および任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤で処置し、これにより細菌の増殖が抑制
された処置された血小板を得るステップと、処置された血小板を、これを必要とする個体
に輸血するステップと、を含み、シアリダーゼ阻害剤で処置されていない血小板と比較し
て、細菌の増殖が抑制される。
【００２４】
　本発明は、保存された後にレシピエントに輸血された血小板の止血活性を維持する方法
に関する。この方法は、単離された血小板を一定量のシアリダーゼ阻害剤に接触させ、こ
れにより処置された血小板を得るステップと、この処置された血小板を約１～約１４日間
の期間保存するステップと、処置されて保存された血小板を、これを必要とするレシピエ
ントに輸血し、これにより輸血された血小板を得るステップと、を含み、シアリダーゼ阻
害剤で処置されていない血小板と比較して、輸血された血小板が活性化して血餅を形成す
ることができる。
【００２５】
　血小板調製物も本発明に包含される。このような血小板調製物は、シアリダーゼ阻害剤
および血小板集団を含み、安定な血小板調製物は、本明細書で説明される方法によって調
製される。加えて、本発明の血小板調製物は、ドナーから単離された血小板と、一定量の
１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤と、を含み、
この血小板調製物が、シアリダーゼ阻害剤で処置されていない血小板調製物と比較して抑
制された細菌の増殖を示す。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】図１Ａ～Ｃは、細胞内シアリダーゼを含むシアル化血小板およびシアリダーゼを
含む細菌を模式的に示している。（Ａ）細菌由来シアリダーゼおよび血小板由来シアリダ
ーゼは共に、血小板表面からシアル酸を除去し、機能が障害された血小板が形成される（
１）。放出されたシアル酸は、汚染細菌の増殖を助け（短い点線と２）、これにより血小
板が活性化し（３）、血小板－細菌凝集体（３）および生物膜（長い点線と４）が形成さ
れる。（Ｂ）脱シアル化血小板は、輸血時に食細胞によって認識されて循環から除去され
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る。（Ｃ）シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡ（２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチ
ルノイラミン酸のナトリウム塩）の添加により、血小板および細菌由来のシアリダーゼ活
性が阻害され、血小板の脱シアル化が防止され、これにより血小板が、輸血後に食細胞に
認識されなくなる。
【図２】図２は、４℃での保存中にヒト血小板がシアル酸を減らすことを示す棒グラフで
ある。血小板濃縮物（Ａ：ドナーＡおよびＢ：ドナーＢ）が、外因性ヌクレオチド糖の非
存在下（ａ）、ＣＭＰ－シアル酸（ＣＭＰ－ＳＡ）およびＵＤＰ－ガラクトース（ＵＤＰ
－Ｇａｌ）の存在下（ｂ）、またはＵＤＰ－Ｇａｌのみの存在下（ｃ）、４℃で５日間保
存された。血小板のシアル酸含有量は、第０日目を１００％と設定した。
【図３】図３は、冷蔵後にヒト血小板のシアリダーゼ表面活性が上昇することを示す折れ
線グラフである。（Ａ）は、透過処理されたまたは透過処理されていない新鮮な血小板の
分析を示している。（Ｂ）は、新鮮な無傷の血小板（ドナーＡおよびＢ）のｐＨ５および
６での分析を示している。（Ｃ）は、４℃で５日間保存した後の無傷の血小板（ドナーＡ
およびＢ）の対応する分析を示している。
【図４】図４は、ヒト血小板の表面におけるシアリダーゼＮｅｕ１ではなくＮｅｕ３の存
在を実証する、固定された透過処理されていない休止している室温（ＲＴ）（左側のパネ
ル）および冷温（右側のパネル）のヒト血小板の免疫蛍光顕微鏡写真を示している。血小
板の冷蔵（４８時間）は、シアリダーゼ（Ｎｅｕ１）表面の蛍光、すなわち露出を増加さ
せる。抗Ｎｅｕ１抗体を上側のパネルに使用した。抗Ｎｅｕ３抗体を下側のパネルに使用
した。
【図５】図５は、４８時間の冷蔵後に再加温されたマウス血小板シアリダーゼ表面活性の
上昇を示している。血小板由来シアリダーゼ活性を、室温で０～２．５時間に亘って蛍光
（吸光強度（ＡＩ））で測定した。冷温（４℃、黒い丸）で保存された血小板を、新鮮な
血小板（ＲＴ、薄い丸）と比較した。コントロールとして、シアリダーゼ活性（ウェルシ
ュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）（成分Ｈ））を同じ期間（イ
ンセット（ｉｎｓｅｔ））に亘って測定した。
【図６】図６は、フェツインが、血小板の保存中にシアリダーゼ表面活性について競合し
、これにより血小板グリカンのシアル酸の加水分解が防止される。左側のバーの対は、フ
ェツインの非存在下（コントロール）または存在下（フェツイン）での新鮮な血小板（０
）のβ－ガラクトース露出を示している。右側のバーの対は、血小板を４８時間冷蔵した
後のフェツインの非存在下（コントロール）または存在下でのβ－ガラクトースを示して
いる。シアル酸の減少、すなわちβ－ガラクトースの露出をＲＣＡ　Ｉ結合によって測定
する。
【図７】図７は、シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡが、ｉｎ　ｖｉｖｏでのマウス血小板の寿
命を延ばすことを示している。下側の折れ線は、コントロール血小板の寿命を示している
（コントロール）。上側の折れ線は、ＤＡＮＡ添加時の血小板の寿命を示している（ＤＡ
ＮＡ）。
【図８】図８の（Ａ）は、一次ＧＰＩｂα構造およびＯ結合型およびＮ結合型グリカンの
模式的な構造を示している。（Ｂ）は、末端Ｇａｌβ１、４ＧｌｃＮＡｃ（ラクトサミノ
グリカン／ＬａｃＮＡｃ）、およびコア－１　Ｏ－グリカンの生合成修飾を示している。
【図９】図９は、全血小板溶解物のウエスタンブロット分析によりヒト血小板がシアリダ
ーゼＮｅｕ１およびＮｅｕ３を含むことを示している。
【図１０】図１０は、ウエスタンブロットでの分析により、ヒト血小板が長期冷蔵時にＮ
ｅｕ１を血漿中に放出することを示している。血小板およびその対応する血漿を、第０日
目、ならびに１日間、２日間、および５日間の血小板の冷蔵後に分析した。
【図１１】図１１（Ａ）は、血小板グリコシルトランスフェラーゼ（ＧＴ）の特徴を示し
ている。ヒトの全血小板溶解物をＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけて、モノクローナル抗体：抗Ｇ
ａｌＮＡｃトランスフェラーゼ（ＧａｌＮＡｃ－Ｔ１、ＧａｌＮＡｃ－Ｔ２、ＧａｌＮＡ
ｃ－Ｔ３）、β４Ｇａｌ－トランスフェラーゼ１（β４Ｇａｌ－Ｔ１）、およびシアリル
トランスフェラーゼＳＴ３Ｇａｌ－１で免疫ブロットした。（Ｂ）血小板はＧＴを分泌す
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る。休止血小板を、５分間、３７℃に維持した、または２５μＭのＴＲＡＰを用いてトロ
ンビン受容体ＰＡＲ－１を介して活性化した。最大の放出は、１分後に観察された。カウ
ント数／分（ＣＰＭ）で表される酵素活性を、ペレット化血小板画分（Ｐ）で、またはそ
の対応する浴培体（Ｍ）で側定した。媒体を１００，０００×ｇで９０分間清澄させて、
活性の測定の前に微粒子を除去した。
【図１２】図１２は、内因性血小板シアリルトランスフェラーゼが、シアル酸を血小板表
面受容体に取り込ませることを示している。（Ａ）活性ヒト血小板表面シアリルトランス
フェラーゼが、ＦＩＴＣ結合ＣＭＰ－ＳＡ（ＦＩＴＣ－ＳＡ）を休止血小板（点線）また
はＴＲＡＰ活性化血小板に取り込ませた。ＦＩＴＣ単独（コントロール）を休止血小板（
点線）またはＴＲＡＰ活性化血小板（実線）に添加した。（Ｂ）は、ＦＩＴＣ、ＧＰＩｂ
α、αＩＩｂ、およびｖＷｆに対する抗体を用いた、ＦＩＴＣ（Ｃ）またはＦＩＴＣ－Ｃ
ＭＰ－シアル酸（Ｓ）で処置した、または未処置（－）の休止血小板（Ｒｅｓｔ）または
ＴＲＡＰ活性化血小板（ＴＲＡＰ）からの溶解物の免疫ブロットを示している。示されて
いるブロットは、２つの実験を表している。アクチンは、添加コントロールとして知られ
ている。
【図１３】図１３は、血小板が、室温（Ａ）または冷温（Ｂ）での保存中にＧＰＩｂαお
よびＧＰＶ受容体を減らすことを示している。マウスｖＷｆ受容体複合体成分（ＧＰＩｂ
α、ＧＰＩｂβ、ＧＰＩＸ、ＧＰＶ）、ＧＰＶＩ、およびαＩＩｂβ３の発現を、冷蔵の
前および後の示した時点でフローサイトメトリーによって測定した。結果は、平均±ＳＤ
として示されている、ｎ＝５。新たに単離された血小板における糖タンパク質の発現を１
００％として設定した。
【図１４】図１４は、メタロプロテアーゼ媒介ＧＰＩｂα脱落の抑制のみでは、マウス血
小板の回復および生存は改善されない。（Ａ）ＧＰＩｂαおよび（Ｂ）ＧＰＶの表面発現
をフローサイトメトリーによって評価した。野生型マウス多血小板血漿をＤＭＳＯ（コン
トロール）または１００μＭのメタロプロテイナーゼ阻害剤ＧＭ６００１の存在下、４℃
で０時間、２４時間、および４８時間保存した（ｎ＝６）。（Ｃ）ＧＰＩｂαおよび（Ｄ
）ＧＰＶの表面発現を、ＴＡＣＥ＋／＋およびＴＡＣＥΔＺｎ／ΔＺｎマウス由来の新た
に単離された多血小板血漿または２４時間および４８時間冷蔵した多血小板血漿に対する
フローサイトメトリーによって決定した。結果を、平均±標準偏差として表す。ｎ＝５。
（Ｃ、インセット）冷温で３時間、２４時間、および４８時間保存されたＴＡＣＥ＋／＋

およびＴＡＣＥΔＺｎ／ΔＺｎ血小板由来の溶解物中のＧＰＩｂαの免疫ブロット。（Ｅ
）蛍光標識（５－クロロメチルフルオレセイン二酢酸、ＣＭＦＤＡ）された新鮮なＰＲＰ
（ＲＴ）または１００μＭのＧＭ６００１の非存在下（４８時間）または存在下（４８時
間＋ＧＭ６００１）で保存された多血小板血漿由来の血小板を野生型マウスに注射した（
体重１０ｇｍ当たり１０８の血小板）。血液を示した時点で採取し、血小板を即座にフロ
ーサイトメトリーによって分析した。結果を、平均パーセントＣＭＦＤＡ標識血小板±標
準偏差として表す。輸血５分後のＣＭＦＤＡ陽性の新鮮な血小板のパーセントを１００％
と設定した。ｎ＝５。*ｐ＜０．０５。冷蔵血小板を比較する。（Ｆ）蛍光標識（ＣＭＦ
ＤＡ）された新鮮な血小板（ＴＡＣＥ＋／＋ＲＴおよびＴＡＣＥ－／－ＲＴ）または保存
された多血小板血漿由来の血小板（ＴＡＣＥ＋／＋４８時間およびＴＡＣＥ－／－４８時
間）を野生型マウスに静注した（体重１０ｇｍ当たり１０８の血小板）。血液を示した時
点で採取し、血小板を即座にフローサイトメトリーによって分析した。結果を、平均パー
セントＣＭＦＤＡ標識血小板±標準偏差として表す。輸血５分後のＣＭＦＤＡ陽性の新鮮
なＴＡＣＥ＋／＋血小板のパーセントを１００％と設定した。ｎ＝５。
【図１５】図１５は、シアリダーゼ処置ＴＡＣＥΔＺｎ／ΔＺｎ血小板が循環から急激に
除去されることを示している。（Ａ）ＥＣＬ　ＦＩＴＣ標識レクチンで検出される、糖タ
ンパク質におけるβ－ガラクトース露出のフローサイトメトリー分析。α２－３，６，８
，９－シアリダーゼ（Ｎｅｕ）で処置されたまたは処置されなかったＴＡＣＥ＋／＋（白
いバー）またはＴＡＣＥΔＺｎ／ΔＺｎ（黒いバー）血小板に結合するレクチン。未処置
ＴＡＣＥ＋／＋血小板に結合する平均蛍光強度の比が示されている。ヒストグラムは、３
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つの別個の実験の平均±標準偏差を示している。*Ｐ＜０．０５、**Ｐ＜０．０１、***Ｐ
＜０．００１。（Ｂ）ＧＰＩｂα、ＧＰＶ、およびαＩＩｂβ３の表面発現をフローサイ
トメトリーによって評価した。ＴＡＣＥ＋／＋（不図示）およびＴＡＣＥΔＺｎ／ΔＺｎ

血小板をシアリダーゼ（５ｍＵ／ｍＬ）で処置した（黒いバー）または処置しなかった（
白いバー）。結果を、ＴＡＣＥΔＺｎ／ΔＺｎ血小板におけるＧＰＩｂαの量に対して相
対的に表す（コントロール±標準偏差に対する平均％）。ｎ＝３。（Ｃ）新鮮な室温の蛍
光標識（ＣＭＦＤＡ）ＴＡＣＥ＋／＋およびＴＡＣＥΔＺｎ／ΔＺｎ血小板をα２－３，
６，８，９－シアリダーゼ（５ｍＵ／ｍＬ）で処置して（黒い記号）、または処置しない
で（中抜き記号）、これらを、ＴＡＣＥ＋／＋マウスに静注した（体重１０ｇ当たり１０
８の血小板）。血液を示した時点で採取し、血小板を即座にフローサイトメトリーによっ
て分析した。結果を、平均パーセントＣＭＦＤＡ標識血小板±標準偏差として表す。輸血
５分後のＣＭＦＤＡ陽性の未処置ＴＡＣＥ＋／＋血小板のパーセントを１００％と設定し
た。各点は、４匹のマウスを表し、有意でなかった、***Ｐ＜０．０００１。シアリダー
ゼ処置ＴＡＣＥ＋／＋とＴＡＣＥΔＺｎ／ΔＺｎを比較した。
【図１６】図１６は、血小板のノイラミニダーゼ処置が、ＥＣＬ蛍光レクチン結合での測
定によりβ－ガラクトース露出（シアル酸の減少）を増大させることを示している。ＥＣ
Ｌ　Ｉ（白色のバー）またはｓ－ＷＧＡ（斜線のバー）ＦＩＴＣ－標識レクチンで検出し
た、血小板糖タンパク質におけるβ－ガラクトースまたはβ－ＧｌｃＮＡｃ露出のフロー
サイトメトリー分析。示された濃度におけるアルスロバクター・ウレアファシエンス（Ａ
．ｕｒｅａｆａｃｉｅｎｓ）由来のα２－３，６，８，９－シアリダーゼ（Ｎｅｕ）の存
在下および非存在下での新鮮なマウス血小板へのレクチンの結合、ｎ＝５。
【図１７】図１７は、漸増するノイラミニダーゼ濃度での血小板ＧＰＩｂαおよびＧＰＶ
受容体の用量依存性の減少を示している。新たに単離されたマウス血小板におけるＧＰＩ
ｂαおよびＧＰＶの表面発現をフローサイトメトリーによって評価した。示された濃度に
おけるα２－３，６，８，９－シアリダーゼ（Ｎｅｕ）の存在下および非存在下での表面
受容体の発現。時間０における受容体発現の平均蛍光を１００％として設定した。ｎ＝４
。
【図１８】図１８は、ＤＡＮＡが、ノイラミニダーゼ処置によるβ－ガラクトースの露出
を阻害することを示している。５ｍＵのα２－３，６，８，９－シアリダーゼ（Ｎｅｕ）
および競合シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡ（Ｎｅｕ＋ＤＡＮＡ）の存在下（Ｎｅｕ）および
非存在下（コントロール）で上記のように検出された、マウス血小板糖タンパク質におけ
るβ－ガラクトースまたはβ－ＧｌｃＮＡｃ露出のフローサイトメトリー分析。ｎ＝４。
【図１９】図１９は、ノイラミニダーゼ処置によって誘導される血小板ＧＰＩｂα、ＧＰ
Ｖ、ＧＰＩＸ、およびαＩＩｂβ３受容体の減少をＤＡＮＡが抑制することを示している
。表面受容体発現（ＧＰＩｂα、ＧＰＶ、ＧＰＩＸ、およびαＩＩｂβ３）を、５ｍＵの
α２－３，６，８，９－シアリダーゼの存在下（灰色のバー）および非存在下（白色のバ
ー）でのマウス血小板に対するフローサイトメトリーによって測定した。シアリダーゼお
よびＤＡＮＡで処置された血小板における受容体発現も示されている（黒いバー）。未処
置血小板における受容体発現の平均蛍光を１００％として設定した。ｎ＝４。
【図２０】図２０は、全血小板溶解物（インプット）、上清（上清）、および対応する血
小板ペレット（ペレット）の非還元免疫ブロットを示し、ＤＡＮＡが、ノイラミニダーゼ
（ＮＡ）処置によって誘発される血小板ＧＰＩｂαの減少を抑制することを示している。
コントロールは、未処置サンプルを表している。
【図２１】図２１は、ＤＡＮＡの添加が、ノイラミニダーゼで処置されたマウス血小板の
ｉｎ　ｖｉｖｏでの回復および生存を完全に助けることを示すグラフである。コントロー
ルは、未処置の新鮮な室温の血小板の生存を示している。
【図２２】図２２は、室温での保存中の血小板ＧＰＩｂαおよびＧＰＶ受容体の減少がＤ
ＡＮＡの添加によって抑制されることを示すグラフである。
【図２３】図２３は、１００μＭのメタロプロテイナーゼ（ＭＰ）阻害剤ＧＭ６００１の
存在下でのβ－ガラクトース露出に対するノイラミニダーゼ処置の効果を示す棒グラフで
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ある。β－ガラクトース露出は、蛍光標識ＲＣＡ－１レクチン結合によって測定した。
【図２４】図２４は、１００μＭのメタロプロテイナーゼ（ＭＰ）阻害剤ＧＭ６００１の
存在下での血小板ＧＰＩｂαおよびＧＰＶ受容体の表面発現に対するノイラミニダーゼ処
置の効果を示す棒グラフである。ＭＰ阻害剤－ノイラミニダーゼにおける受容体の発現を
１００％と設定した。
【図２５】図２５は、血小板ＧＰＩｂαおよびＧＰＶ受容体の表面発現に対する組換えＴ
ＡＣＥ（ＡＤＡＭ１７）（ＴＡＣＥ）ならびに組換えＴＡＣＥおよびＤＡＮＡ（ＴＡＣＥ
＋ＤＡＮＡ）の影響を示す棒グラフである。シアル酸の減少の抑制がメタロプロテイナー
ゼＴＡＣＥによる受容体の切断を防止することから、ＧＰＩｂαおよびＧＰＶのタンパク
分解の前にシアル酸が糖タンパク質から加水分解されなければないことを示している。受
容体ＧＰＩＸおよびαＩＩｂβ３は、組換えＴＡＣＥで処置による影響を受けなかった（
不図示）。
【図２６】図２６は、新鮮な血小板サンプル、ならびに示された時点の４℃およびＲＴで
保存されたサンプル中の遊離シアル酸（ＦＳＡ）の定量を示す棒グラフである。ＦＳＡ濃
度は、各バーの上にも示されている。ＲＴ保存血小板サンプルで検出されたＦＳＡが、４
℃で保存された同じ期間のサンプルと比較して格段に高いことに留意されたい。
【図２７】図２７は、シアリダーゼ阻害剤、ＤＡＮＡの存在下または非存在下で４℃また
はＲＴで保存された血小板サンプル（色検出の時間＝ＴＯＣＤ）中の細菌を検出するため
に必要な時間を示す写真である。試験サンプル中の細菌濃度は、発色の開始時間に反比例
する、すなわち色検出時間が短い＝細菌の濃度が高い；色検出時間が長い＝細菌の濃度が
低い。第９日目のサンプルの分析について選択された写真が示されている（Ａ～Ｃ）。細
菌を、実施例６で説明されているアッセイ技術を用いて検出した。（Ｄ）は、シアリダー
ゼ阻害剤ＤＡＮＡの存在下または非存在下で４℃またはＲＴで保存された血小板サンプル
での細菌分析の定量を示す棒グラフである。ＴＯＣＤ（分）を血小板サンプルに対してプ
ロットした。ＤＡＮＡと共にＲＴで保存されたサンプルに必要な時間は、４℃で保存され
たサンプルに等しく、ＤＡＮＡが、４℃の保存と同じくらい効果的に細菌の増殖を抑制す
ることを示唆していることに留意されたい。
【図２８】図２８は、保存液中で、１ｍＭのＤＡＮＡの非存在下（４８時間）または存在
下（４８時間＋ＤＡＮＡ）で４８時間冷蔵されたマウス血小板の生存を示す折れ線グラフ
である。新鮮な単離された血小板（ＲＴ）の生存は、比較のために示され、各生存グラフ
に対してｎ＝７である。
【図２９】図２９は、新鮮な血小板のサイズ（ＦＳＣ）および密度（ＳＳＣ）によって判
定される、新鮮な血小板（新鮮な血小板）のサイズおよび密度（Ａ）、ならびに安定化Ｒ
Ｔ保存マウス血小板の完全性に対するＤＡＮＡ、シアリラクトース、およびグルコースの
組み合わせ効果のフローサイトメトリー分析である。シアリラクトース、グルコース、お
よびＤＡＮＡの非存在下（－保存剤）（Ｂ）および存在下（＋保存剤）（Ｃ）、ＲＴで４
８時間保存されたマウス血小板の分析。対応する血小板の数が、ドットプロットの下に示
されている。保存剤の濃度も示されている。
【図３０】図３０は、示された濃度のＤＡＮＡの非存在下（０ｍＭのＤＡＮＡ）または存
在下、ＲＴで４８時間保存されたマウス血小板のフローサイトメトリードットプロット分
析である。０．１ｍＭのＤＡＮＡは、ドットプロット分析（上のパネル）での判定により
、血小板のサイズおよび密度を効率的に維持したことに留意されたい。血小板のカウント
数およびビーズ（基準）の対応するフローサイトメトリーヒストグラムも示されている（
下のパネル）。
【図３１】図３１は、９６ウェルＰＶＣプレートのウェル内の１ｍＭのＤＡＮＡを含むま
たは含まない異なる媒体中で４８時間増殖されたセラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａ
ｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）の細胞密度を示す棒グラフである（パネルＡ）。図３１
のパネルＢは、９６ウェルＰＶＣプレートのウェル内の１ｍＭのＤＡＮＡを含むまたは含
まない異なる媒体中で４８時間インキュベートされたセラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒ
ｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）の生物膜形成を示している。またパネルＢに示され
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ているように、各ウェル内の生物膜が、クリスタルバイオレットで染色され、この色素が
回収され、５９５ｎｍで測定された。５９５ｎｍでの吸光度（Ａ５９５ｎｍ）は、生物膜
中の細菌細胞に比例する。
【図３２】図３２は、健康な対象から単離された新鮮な血小板における末端β－ガラクト
ース含有量の差異を示す棒グラフである。略図に示されているようにグリカン構造に結合
するレクチンであるβ－ガラクトース特異的レクチンＥＣＬを用いて、血小板表面の末端
グルコースの露出をフローサイトメトリーによって測定した。
【図３３】図３３は、添加剤（ＩｎｔｅｒＳｏｌ）の非存在下、１ｍＭのＤＡＮＡ（Ｉｎ
ｔｅｒＳｏｌ＋ＤＡＮＡ）、１０ｍＭのグルコース（ＩｎｔｅｒＳｏｌ＋グルコース）、
および１ｍＭのＤＡＮＡと１０ｍＭのグルコース（ＩｎｔｅｒＳｏｌ＋ＤＡＮＡ＋グルコ
ース）の存在下、ＲＴで４８時間、３０容量％の血漿および７０容量％のＰＡＳ（ＩＮＴ
ＥＲＳＯＬ（商標）溶液とも呼ばれる）中に保存されたマウス血小板のフローサイトメト
リードットプロット分析および対応するフローサイトメトリー（Ａ）である。血小板集団
は、前方散乱および側方散乱特性での判定により休止して見えることに留意されたい。（
Ｂ）は、ＤＡＮＡ、グルコース、または両方を含むＩｎｔｅｒＳｏｌ溶液でのゲートされ
た血小板集団で獲得された事象のパーセントを示す棒グラフである。
【図３４】図３４は、０．５ｍＭのＤＡＮＡの非存在下（（－）ＤＡＮＡ）または存在下
（（＋）ＤＡＮＡ）で保存された血小板のそれぞれのフローサイトメトリードットプロッ
ト分析である（上のパネルＡ）。側方散乱（ＳＳＣ）に対する血小板カウント数の対応す
るヒストグラムも示されている（下のパネルＢ）。表は、ＤＡＮＡの非存在下または存在
下で側方散乱（ＳＳＣ－Ｈ（ＭＦＩ））で測定された平均蛍光強度（ＭＦＩ）を表してい
る。
【図３５】図３５のパネルＡは、図３４で説明されているＤＡＮＡの非存在下または存在
下、血漿中でのヒト血小板の保存後の表面Ｐ－セレクチン露出の代表的なフローサイトメ
トリーヒストグラム分析である。Ｐ－セレクチン露出を、Ｐ－セレクチンに対するモノク
ローナルＦＩＴＣ結合抗体（ＣＤ６２Ｐ－ＦＩＴＣ）を用いて測定した。図３５のパネル
Ｂは、Ｍ２（図３５のパネルＡに示されている）および対応するＭＦＩで示されているＰ
－セレクチン陽性血小板の定量を示している。
【図３６】図３６は、０ｍＭ、０．１ｍＭ、および０．５ｍＭのＤＡＮＡの存在下、３０
容量％の血漿および７０容量％のＰＡＳ溶液（ＰＡＳａ、７．１５ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４

、２．２４ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４、１０ｍＭのクエン酸ナトリウム、３０ｍＭの酢酸ナト
リウム、７９．２ｍＭのＮａＣｌ、５．０ｍＭのＫＣｌ、および１．５ｍＭのＭｇＣｌ２

、ｐＨ７．２）中で、ＲＴで７日間保存したヒト血小板のフローサイトメトリードットプ
ロット分析である。血小板は、「Ｇ１」で示され、血小板微粒子は、「Ｇ２」で示されて
いる。ゲート統計は、各ドットプロットで示されている。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　本発明の好適な実施形態は次の通りである。
【００２８】
血小板添加液（ＰＡＳ）
　血小板をドナーから採取し、この血小板を、血小板添加液（ＰＡＳ）と呼ばれる液体に
懸濁することができる。本質的に、ＰＡＳは、アフェレーシス中に単離された血小板が付
着する血漿の一部の代用となる。ＰＡＳは、一般に、生理学的に適合性の水性電解質溶液
である媒体である。以降に記載される様々な組み合わせおよび濃度でこのような溶液中に
通常は存在することができる特定の物質に加えて、本発明のＰＡＳ溶液は、１つ以上のシ
アリダーゼ阻害剤、および任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤（ｇｌｙｃａｎ　ｍｏｄ
ｉｆｙｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）を含む。
【００２９】
　ＰＡＳ溶液は、アレルギー性および発熱性輸血反応を低減し、ＡＢＯ不適合血小板の輸
血を促進し、病原体不活化技術の使用を可能にし、かつ他の目的（例えば、分画）のため
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に利用可能なより多くの血漿を作ると考えられているため、従来、ＰＡＳ溶液が使用され
ている。
【００３０】
　本発明の一実施形態は、シアリダーゼ阻害剤および任意選択のグリカン修飾剤を有する
ＰＡＳ溶液を含む。より具体的には、本発明は、シアリダーゼ阻害剤および／またはグリ
カン変性組成物を有するＰＡＳ組成物、ならびに１つ以上のＰＡＳ成分（例えば、塩、緩
衝剤、栄養物、およびこれらの任意の組み合わせ）を含む。本発明のＰＡＳは、様々な成
分、例えば、１つ以上の塩（例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２、ＭｇＣｌ２、およ
びＭｇＳＯ４）、１つ以上の緩衝剤（例えば、酢酸塩、重炭酸塩、クエン酸塩、またはリ
ン酸塩）、および栄養物（例えば、酢酸ナトリウム、グルコン酸ナトリウム、グルコース
、マルトース、またはマンニトール）を含み得る。
【００３１】
　本発明の用語「血小板添加液」または「ＰＡＳ」は、少なくとも１つのシアリダーゼ阻
害剤、１つ以上の保存媒体成分、および任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤を有する溶
液または媒体を指す。「本発明の組成物」は、１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意
選択の１つ以上のグリカン修飾剤を含む。句「血小板組成物」または「血小板保存組成物
」は、得られる保存組成物（レシピエントに輸血する前の）を指し、この保存組成物は、
本発明のＰＡＳ、血小板、および任意選択の任意の関連する血漿および／または抗凝固剤
を含む。
【００３２】
　本発明のＰＡＳの媒体は、生理学的に適合性の水性電解液を含む。このような溶液は、
溶液中にイオン成分、例えば、ナトリウム、カリウム、マグネシウム、カルシウム、塩化
物、およびリン酸塩の供給源を含み得る。本発明のＰＡＳはまた、例えば、クエン酸また
はナトリウム塩の形態で添加することができるクエン酸塩源も含み得る。本発明の溶液は
、例えば、炭素または栄養物の供給源、例えば、酢酸塩、グルコース、またはグルコン酸
塩をさらに含み、かつ塩と共に存在することができる。一実施形態では、ＡＴＰ酸性の維
持に役立つリン酸塩源を含めることができる。これらの成分は、約５ｍＭ～約４５０ｍＭ
（例えば、１０ｍＭ、２０ｍＭ、３０ｍＭ、４０ｍＭ、５０ｍＭ、６０ｍＭ、７０ｍＭ、
８０ｍＭ、９０ｍＭ、１００ｍＭ、１５０ｍＭ、２００ｍＭ、２５０ｍＭ、３００ｍＭ、
３５０ｍＭ、４００ｍＭ、４５０ｍＭ）の範囲の量で本発明の溶液中に存在し得る。この
溶液は、約６．４～約７．６（例えば、約７．１～約７．４）の範囲のｐＨ、好ましくは
約７．２のｐＨに維持される。
【００３３】
　一実施形態では、ナトリウム（Ｎａ）源は、約１００～３００ｍＭ（例えば、約１５０
ｍＭ～約２５０ｍＭ）の量で本発明のＰＡＳ中に存在し得る。特定の実施形態では、ナト
リウム源は、約１９０ｍＭで存在する。ナトリウムは、塩として、または緩衝剤として組
み合わせて、または炭素源として存在し得る。例えば、ナトリウムは、塩化ナトリウム（
ＮａＣｌ）、クエン酸ナトリウム、酢酸ナトリウム、リン酸ナトリウム、またはこれらの
組み合わせの形態で存在し得る。当分野で公知または後に見出されるナトリウム源を含む
他の適切なナトリウム源も、本発明のＰＡＳに使用することができる。
【００３４】
　塩化物（Ｃｌ）源も、約４０ｍＭ～約１１０ｍＭ（例えば、約６０ｍＭ～約９０ｍＭ）
の量で本発明のＰＡＳ中に存在し得る。特定の態様では、塩化物源は、約８７．２ｍＭで
存在する。塩化物は、塩化ナトリウム（ＮａＣｌ）、塩化マグネシウム（ＭｇＣｌ２）、
塩化カリウム（ＫＣｌ）、またはこれらの組み合わせの形態で存在し得る。本発明のＰＡ
Ｓに使用するのに適している限り、当分野で公知または後に見出される任意の塩化物源を
、本発明に使用することができる。主にＮａＣｌの形態のＮａ＋とＣｌ－は、血小板添加
液の等張性に寄与する張性調節剤である。
【００３５】
　カリウム源は、一実施形態では、本発明のＰＡＳ中に存在し得る。カリウム源は、約０
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．５ｍＭ～約１０ｍＭ、例えば、約３ｍＭ～約８ｍＭの量で存在し得る。特定の実施形態
では、カリウムは、約５ｍＭの量で存在する。カリウム源は、塩化カリウム、クエン酸カ
リウム、酢酸カリウム、リン酸カリウム、硫酸カリウム、またはこれらの組み合わせを含
む。当分野で公知または後に見出される他のカリウム源も、本発明に使用することができ
る。媒体中のカリウムイオンの存在は、ある態様では、細胞内のマグネシウムイオンの濃
度の維持に役立ち得る。カリウムイオンはまた、クエン酸回路（ＴＣＡサイクル）におけ
る酸化的リン酸化のためにミトコンドリア膜を通過するピルビン酸塩の輸送にも関与し得
る。加えて、Ｋ＋は、脂質およびタンパク質の電気的導通に寄与することによって膜安定
性において重要な役割を果たす。
【００３６】
　マグネシウムは、本発明のＰＡＳに含めることができる別の塩である。マグネシウム源
は、約０．５ｍＭ～約２．５ｍＭの量、特に約１ｍＭ～２ｍＭの量で存在し得る。一実施
形態では、マグネシウムは、約１．５ｍＭで本発明のＰＡＳ中に存在する。マグネシウム
源は、塩化マグネシウム、クエン酸マグネシウム、硫酸マグネシウム、およびこれらの組
み合わせを含む。当分野で公知または後に見出されるマグネシウム源も、本発明に使用す
ることができる。一実施形態では、マグネシウムイオンは、約３ｍＥｑ／Ｌ（１．５ｍＭ
）となる血漿中濃度に近い濃度で本発明のＰＡＳ中に存在し得る。Ｍｇ２＋は、膜ＡＰＴ
アーゼ活性を維持するのに必要であろう。一態様では、媒体中のマグネシウムイオンは、
血小板中の最適な細胞内マグネシウム濃度を維持するはずであり、かつ血小板中の酸化的
リン酸化を促進することができ、こうすることで媒体のｐＨの維持に役立つ。さらに、Ｍ
ｇ２＋は、脂質およびタンパク質の電気的導通に寄与することによって膜安定性において
重要な役割を果たす。
【００３７】
　カルシウムは、本発明のＰＡＳ中に含めることができるなお別の塩である。カルシウム
源は、約０．５ｍＭ～約２．５ｍＭ（例えば、約１ｍＭ～２ｍＭ）の量で存在する。ある
実施形態では、カルシウムは、約１．５ｍＭで本発明のＰＡＳ中に存在し得る。カルシウ
ム源は、塩化カルシウム、酢酸カルシウム、クエン酸カルシウム、またはこれらの組み合
わせを含む。当分野で公知または後に見出される他のカルシウム源も使用することができ
る。
【００３８】
　クエン酸塩を使用して溶液を緩衝することができる。クエン酸塩源は、約２ｍＭ～約２
０ｍＭ、例えば、５ｍＭ～約１５ｍＭの量で本発明のＰＡＳ中に存在する。一態様では、
本発明のＰＡＳは、約１０ｍＭのクエン酸塩を含む。本発明に使用することができるクエ
ン酸塩源の例として、クエン酸ナトリウム（例えば、クエン酸一ナトリウム、クエン酸二
ナトリウム、クエン酸三ナトリウム）、クエン酸、クエン酸カリウム、クエン酸マグネシ
ウム、およびこれらの組み合わせが挙げられる。本発明のＰＡＳに使用するのに適してい
る限り、当分野で公知または後に見出されるクエン酸塩源を含む他のクエン酸塩源も、本
発明に使用することができる。クエン酸塩は、抗凝固剤、ＴＣＡサイクルの炭素源、およ
び緩衝剤として本発明のＰＡＳにおいて複数の役割を果たす。
【００３９】
　酢酸塩は、本発明のＰＡＳのなお別の成分である。酢酸塩は、単離された血小板の栄養
物として使用される炭素源である。酢酸塩の供給源は、約１０ｍＭ～約５０ｍＭの量、例
えば、約２５ｍＭ～約４５ｍＭの量で存在し得る。本発明のＰＡＳは、約３０ｍＭの酢酸
塩を含む。酢酸塩源は、酢酸ナトリウム、酢酸カリウム、酢酸マグネシウム、またはこれ
らの組み合わせを含む。本発明のＰＡＳに使用するのに適している限り、当分野で公知ま
たは後に見出される酢酸塩源を含む他の酢酸塩源も、本発明に使用することができる。酢
酸塩は、炭素および緩衝剤としての役割を果たす。
【００４０】
　本発明のＰＡＳでは、栄養源を備えることができる。酢酸塩および他の炭水化物、例え
ば、グルコースまたはスクロース、およびクエン酸塩を単独または様々な組み合わせで使
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用して、クエン酸回路におけるエネルギー生産用の中間代謝産物源にすることにより保存
中の血小板のエネルギー源を提供することができる。炭素源の組み合わせも使用すること
ができる。グルコースおよび／またはスクロースが使用される場合は、その濃度は、約０
．５ｍＭ～約２５ｍＭ（例えば、約２ｍＭ～約２２ｍＭ）の量で存在し得る。
【００４１】
　他の栄養物を、本発明のＰＡＳの酢酸塩の代わりに使用しても良いし、またはこの酢酸
塩と共に含めても良い。例えば、オキサロ酢酸塩を、本発明のＰＡＳ中に含めても良いし
、または本発明のＰＡＳが多血小板画分に添加された後の血小板懸濁液に添加しても良い
。オキサロ酢酸塩は、アセチルＣｏ－Ａと共に濃縮してＴＣＡサイクル（クエン酸回路）
の第１の反応を生じさせるミトコンドリア内に見られる４炭素分子である。オキサロ酢酸
塩は、保存された血小板に直接、またはアミノ酸、例えば、アスパラギン酸の前駆物質の
形態で供給することができる。一部の実施形態では、オキサロ酢酸塩は、約１０ｍＭ～約
４５ｍＭで本発明のＰＡＳ中に存在し得る。より具体的には、オキサロ酢酸塩は、約２０
ｍＭ～約４０ｍＭ、または約２４ｍＭ～約３６ｍＭ、または約２８ｍＭ～約３３ｍＭで本
発明のＰＡＳ中に存在し得る。
【００４２】
　リン酸塩（ＰＯ４）は、本発明のＰＡＳに使用できる別の成分である。リン酸塩源は、
約５ｍＭ～約５０ｍＭ（例えば、約２０～４０ｍＭ）の範囲の量で本発明のＰＡＳ中に存
在し得る。特定の実施形態では、リン酸塩源は約２８ｍＭで存在する。リン酸塩の形態は
、一リン酸ナトリウム、二リン酸ナトリウム、三リン酸ナトリウム、またはこれらの組み
合わせを含む。当分野で公知または後に見出される他のリン酸塩源も使用することができ
る。
【００４３】
　成分、例えば、酢酸塩、クエン酸塩、およびリン酸塩は、１つ以上の塩、例えば、カル
シウム塩、マグネシウム塩、カリウム塩、またはナトリウム塩と組み合わせて、あるいは
これらの塩の任意の部分的な組み合わせで添加して緩衝液のオスモル濃度を安定させるこ
とができる。
【００４４】
　一実施形態では、本発明のＰＡＳは、１つ以上のシアリダーゼ阻害剤、および任意選択
の１つ以上のグリカン修飾剤、および表１に示される成分を含む。
【００４５】
（表１）

【００４６】
　本明細書で説明される本発明のＰＡＳは、一実施形態では、アミノ酸によって緩衝する
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こともできる。アミノ酸は、一次緩衝剤として使用しても良いし、または他の緩衝剤、例
えば、リン酸塩と共に使用しても良い。一実施形態では、アミノ酸、ヒスチジンを使用し
て保存液を緩衝することができる。したがって、保存液は、約１ｍＭ～約７ｍＭまたは約
２ｍＭ～約５ｍＭでアミノ酸を含み得る。
【００４７】
　上記に加えてまたは上記の代替として、本明細書に開示されるＰＡＳは、酸化的リン酸
化を促進する他の成分をさらに含み得る。抗酸化剤を、本発明のＰＡＳまたは血小板組成
物に添加することができる。抗酸化剤の例として、グルタチオンおよびセレンなどが挙げ
られる。一部の実施形態では、抗酸化剤は、約０．５μＭ～約３ｍＭ（例えば、約１．０
μＭ～約２ｍＭ）の範囲の量で本発明のＰＡＳ中に存在し得る。一部の実施形態では、グ
ルタチオン、またはその前駆物質Ｎアセチルシステイン、および／またはセレンが単独で
、または組み合わせられて、約０．５μＭ～約３ｍＭ（例えば、約１．０μＭ～約２ｍＭ
）の量で本発明のＰＡＳ中に存在し得る。
【００４８】
　酸化的リン酸化をさらに促進するために、本発明のＰＡＳは、膜を安定させるのに役立
つ成分をさらに含み得る。例えば、１つのリン脂質または混合物または複数のリン脂質を
、保存液に含めることができる。一部の実施形態では、リン脂質は、約０．１ｍｇ／ｍＬ
～約７．５ｍｇ／ｍＬ（例えば、約０．２５ｍｇ／ｍＬ～約５ｍｇ／ｍＬ）の範囲の量で
本発明のＰＡＳ中に存在し得る。より具体的には、Ｌ－αホスファチジルコリンが、約０
．１ｍｇ／ｍＬ～約７．５ｍｇ／ｍＬ（例えば、約０．２５ｍｇ／ｍＬ～約５ｍｇ／ｍＬ
）の量で本発明のＰＡＳ中に存在し得る。
【００４９】
　本発明のＰＡＳに含めることができる別の成分は、非必須アミノ酸である。例えば、約
０．５ｍＭ～約１４ｍＭ（例えば、約１．０ｍＭ～約１０ｍＭ）の非必須アミノ酸が、Ｐ
ＡＳ中に存在し得る。一実施形態では、Ｌ－アラニンを、約０．５ｍＭ～約１４ｍＭ（例
えば、約１．０ｍＭ～約１０ｍＭ）の範囲の量で含めることができる。
【００５０】
　不飽和遊離長鎖脂肪酸を、本発明のＰＡＳ中にさらに含めることができる。本明細書で
説明されるＰＡＳは、約０．０５ｍＭ～約１．５ｍＭ（例えば、約０．１ｍＭ～約１ｍＭ
）の範囲の量の不飽和長鎖脂肪酸を含み得る。一実施形態では、本発明のＰＡＳは、約０
．０５ｍＭ～約１．５ｍＭ、または約０．１ｍＭ～約１ｍＭのパルミチン酸を含み得る。
【００５１】
　米国薬局方（ＵＳＰ）の注射用水（ＷＦＩ）を溶媒として使用して、本発明のＰＡＳ用
の緩衝液を作製することができる。
【００５２】
　句「血小板組成物」（例えば、本発明のＰＡＳおよび単離された血小板）は、その全量
が、約１容量％～約５０容量％の血漿を含む組成物を指す。血小板組成物は、一態様では
、約５０容量％未満（例えば、約４５容量％未満、約４０容量％未満、約３５容量％未満
、約３０容量％未満、約２５容量％未満、約２０容量％未満、約１５容量％未満、約１０
容量％未満、約９容量％未満、約８容量％未満、約７容量％未満、約６容量％未満、約５
容量％未満、約４容量％未満、約３容量％未満、約２容量％未満、約１容量％未満）の血
漿を含む。逆に、本発明の血小板保存組成物は、本発明のＰＡＳを約５０容量％～約９９
容量％（例えば、約５５容量％、約６０容量％、約６５容量％、約７０容量％、約７５容
量％、約８０容量％、約８５容量％、約９０容量％、約９５容量％）含み、このＰＡＳは
、１つ以上のシアリダーゼ阻害剤、電解液、リン酸および／または緩衝化合物、炭素源、
および任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤を含む。ある実施形態では、血小板保存組成
物は、本質的に血漿を含まず、大部分が本発明のＰＡＳおよび血小板である。一実施形態
では、血小板は、一般に、全血小板組成物の約１容量％を占める。
【００５３】
　一実施形態では、本発明のＰＡＳが単離された血小板に添加されると、本発明のＰＡＳ
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は、単離された血小板液の約７０％を占め、血漿は、その約３０％を占める。本発明のＰ
ＡＳの容量パーセントは、その使用、例えば、慢性貧血患者または急性貧血患者への輸血
によって異なり得る。循環血液量過多は、特に急性貧血が起きた外傷患者で問題である。
したがって、循環血液量過多を最小限にする、または回避するためにＰＡＳの容量パーセ
ントを変更することができる。
【００５４】
　本発明のＰＡＳ中の血小板組成物は、保存中の１つ以上の時点で評価することができる
。血小板含有量、血小板の形態、代謝、細菌の増殖、血小板の活性化の程度、溶解の程度
、またはこれらの組み合わせの評価を行うことができる。血小板、その機能、および細菌
の増殖の評価を本明細書でさらに説明して、血小板の移植能力、ｉｎ　ｖｉｖｏでの生存
能力、および輸血後に止血を維持する能力を評価する。本発明のＰＡＳは、本発明のＰＡ
Ｓ中に保存されていない血小板と比較して、血小板の保存期間を長くすることができ、輸
血後の循環を延長して止血を維持する。保存期間、循環時間、および止血についても本明
細書でさらに説明する。
【００５５】
　血小板の代謝は、ＡＴＰならびにグルコース、乳酸塩、および乳酸脱水素酵素（ＬＤＨ
）の濃度を測定することによって評価することができる。ＡＴＰの測定は、当分野で公知
のアッセイ、例えば、Ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔアッセイキット（Ｓｉｇｍａ，Ｐｏ
ｏｌｅ，Ｄｏｒｓｅｔ，ＵＫ）を用いて行うことができる。グルコース、乳酸塩、および
ＬＤＨはまた、当分野で公知のアッセイ、例えば、Ｖｉｔｒｏｓ　ＤＴ６０　１１化学系
（Ｓｈｉｅｌｄ，Ｋｉｍｂｏｌｔｏｎ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅｓｈｉｒｅ，ＵＫ）を用いて
行うことができる。血小板は、代謝中に炭素源、例えば、酢酸塩を使用して、ＡＴＰ、主
なエネルギー担体を維持する。本発明のＰＡＳは、ｐＨを約６．４～約７．６、好ましく
は約７．１～約７．４の範囲内に維持することができる。
【００５６】
　出願者は、輸血のレシピエントによる血小板の不可逆的イントレランスが非常に起こり
やすく、結果として血小板のｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性を低下させるいくつかの根本的な機
序を特徴付けた。出願者の発見は、シアル酸、および血小板の生存におけるその役割に関
係している。
【００５７】
　驚くべきことに、出願者は、血小板自体のシアリダーゼ酵素による血小板表面のグリカ
ンのシアル酸残基の触媒的加水分解が、一般に、血小板の不可逆的なイントレランスの一
因であることを見出した。出願者は、内因性シアリダーゼ酵素の表面活性が、血小板の保
存中に実際に増加することも見出した。なおさらに驚くべき発見は、シアリダーゼ産生細
菌が、血漿および血小板のシアリオグリコ複合糖（ｓｉａｌｉｏｇｌｙｃｏｃｏｎｊｕｇ
ａｔｅ）を脱シアル化して、栄養物、例えば、細菌の成長および増殖を促すシアル酸を得
ることである。図１Ａを参照されたい。細菌の増殖は、生物膜の形成、血小板の活性化お
よび凝集をもたらす。脱シアル化血小板は、細菌と血小板との相互作用を促進し、最終的
に、レクチン媒介機構によって循環から排除される（図１Ｂ）。したがって、シアリダー
ゼ阻害剤の添加は、シアル酸が血小板表面から切断されるのを防止し、これにより血小板
のクリアランスが防止され、血小板の生存が延長される。加えて、シアリダーゼ阻害剤は
、血小板調製物における細菌の増殖を抑制する（図１Ｃ）。このシアリダーゼ阻害剤の二
重機能は、長く生存する優れた血小板調製物を可能にし、治療時にレシピエントに輸血さ
れたときに細菌関連敗血症の発症リスクを低減する。
【００５８】
　これらの直観ではわからない驚くべき結果を得て、出願者は、ドナーから採取されてか
ら室温以下で保存されるまでの間にシアリダーゼ阻害剤で血小板を効果的に処置する方法
を開発した。シアリダーゼ阻害剤で処置すると、本発明の血小板組成物は、未処置の血小
板と比較すると、より長期に亘ってｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性を維持する。シアリダーゼ阻
害剤で処置された本発明の血小板組成物は、未処置の血小板と比較して、室温以下で長期
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保存することができる。本発明の方法による血小板の保存は、血小板の保存期間を延長し
、かつ細菌の増殖が抑制された輸血後に生き残る血小板の供給量を増加するのに役立つ。
【００５９】
　上記のように、出願者の発見は、シアル酸および血小板の生存能力におけるその役割に
関連している。血小板の外膜のシアル酸の加水分解は、ユニークかつ不可逆的な血小板イ
ントレランスの一因であると考えられる。研究により、血小板が、経時中および循環中に
膜糖タンパク質のシアル酸を失うこと、およびｉｎ　ｖｉｔｒｏで脱シアル化された血小
板が急速に排除されることが報告された。シアル酸の消失により、下層の未成熟グリカン
、例えば、β－ガラクトースが露出される。アシアロ糖タンパク質（ＡＳＧＰ）受容体は
、露出されたβ－ガラクトースを有するタンパク質、細胞、および粒子のエンドサイトー
シスを媒介することが知られている。肝マクロファージおよび肝細胞を含む多くの細胞が
、この（ＡＳＧＰ）受容体を発現し、提示する。したがって、内因性シアリダーゼ酵素が
、血小板表面のシアル酸残基を切断すると、最後から二番目の糖、例えば、β－ガラクト
ースが、血小板表面に露出し、血小板が、ＡＳＧＰの媒介により摂取されることが考えら
れる。
【００６０】
　血小板の表面受容体（例えば、ＧＰＩｂおよびＧＰＶ）の消失は、血小板の生存に関連
しているが、本発明の以前には、表面シアル酸の血小板の表面受容体に対する役割が未知
であった。さらに、血小板の生存に関する表面シアル酸の役割も不明確であった。出願者
は、表面シアル酸と血小板受容体の消失との間の関係を特徴付けるためにｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏでの実験を行った。したがって、出願者の結果を、血小板の生存
を延長するための本明細書で説明される本発明の方法に適用した。表面シアル酸と血小板
受容体の消失との間のこの関係は、血小板の生存の決定における重要な因子であることが
分かった。出願者は、表面シアル酸の消失の抑制により、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで保存中の血
小板表面受容体ＧＰＩｂおよびＧＰＶの消失が防止され、ｉｎ　ｖｉｖｏでの血小板の生
存が助けられることを見出した。
【００６１】
　例えば、室温で６時間保存されたマウス血小板が表面シアル酸を失ったことが、本明細
書に示されるフローサイトメトリーのデータにより証明された。例証を参照されたい。こ
の消失は、表面受容体ＧＰＩｂおよびＧＰＶの３０～６０％の消失と相関しているが、Ｇ
ＰＩＸおよびインテグリンαＩＩｂβ３とは相関していない。さらに、マウス血小板のノ
イラミニダーゼ（ＮＡ）基質、フェツインでの処置は、ＧＰＩｂおよびＧＰＶの消失を１
０～２０％にある程度減少させる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏでは、シアル酸は、α２－３，６，
８－ノイラミニダーゼ（ＮＡ；コレラ菌（Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ））またはα
２－３，６－ＮＡ（ウェルシュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）
）のマウス血小板への添加により血小板表面から切断された。シアル酸の除去は、表面Ｇ
ＰＩｂαおよびＧＰＶの５０～６０％の除去と相関しているが、ＧＰＩＸおよびインテグ
リンαＩＩｂβ３とは相関していない。フェツイン、またはより具体的なシアリダーゼ阻
害剤、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチルノイラミン酸（ＤＡＮＡ）のナト
リウム塩の追加は、同様に本明細書に示されるフローサイトメトリーおよびウエスタンブ
ロット分析の両方による判定では、この消失を完全に防止した。
【００６２】
　血小板のクリアランスは、冷却時に悪化する。ヒト血小板の冷却により、フォン・ヴィ
レブランド因子（ｖＷｆ）受容体複合体αサブユニット（ＧＰＩｂα）複合体が血小板表
面でクラスター化することが見出された。血小板表面における（ＧＰＩｂα）複合体のク
ラスター化は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏでのマクロファージ補体型の３つ
の受容体（αＭβ２、ＣＲ３）による認識をもたらす。ＣＲ３受容体は、ＧＰＩｂα複合
体を形成した、血小板表面に末端β－ＧｌｃＮＡｃを備えたＮ結合型糖を認識し、その血
小板を貪食し、その血小板を循環から排除し、同時に止血機能が消失する。ガラクトシル
化によるβ－ＧｌｃＮＡｃ部分のキャッピングは、短期間冷却された血小板のクリアラン
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スを防止するが、この戦略は、長期冷却（例えば、５日間よりも長い血小板の冷却）後は
無効となる。長期の冷却は、血小板ＧＰＩｂαの露出されたガラクトース残基の密度およ
び濃度をさらに高めるため、肝細胞が、Ａｓｈｗｅｌｌ－Ｍｏｒｅｌｌ受容体（ＡＳＧＰ
受容体または肝レクチン）の結合により、血小板の除去にますます関与するようになる。
マクロファージは、血小板の保存条件に関係なく、輸血された血小板の大部分を迅速に除
去する。長期の血小板の冷却では、肝細胞性クリアランスにより、輸血後の血小板の回復
および生存がさらに低下する。β２インテグリンおよびＡｓｈｗｅｌｌ－Ｍｏｒｅｌｌ受
容体の両方による冷却された血小板のクリアランスの抑制は、血小板を冷温保存するため
の潜在的に単純な方法を可能にし得る。
【００６３】
　上記したように、出願者は、シアリダーゼ酵素活性は、血漿に由来するのではなく、血
小板に由来し、血小板の保存中に実質的に増大することを見出した。特に、出願者は、ヒ
ト血小板が、シアリダーゼＮｅｕ１およびＮｅｕ３を含み、Ｎｅｕ１を室温で血漿に放出
し、冷温保存時にＮｅｕ１をさらに放出することを見出し、放出されたＮｅｕ１が、血小
板表面のグリカンの表面シアル酸の除去に関与することが示唆される。
【００６４】
　本発明は、ｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性を延長し、かつ血小板のクリアランスを低減する血
小板組成物および方法を提供し、この血小板組成物および方法では、血小板は、ドナーか
ら得られ、シアリダーゼ阻害剤での処置により、内因性シアリダーゼ活性の影響が弱めら
れ、そして細菌の増殖が抑制される。生存可能な血小板、例えば、哺乳動物血小板、特に
ヒト血小板の保存を延長する組成物および方法も提供される。本発明はまた、改善された
血小板組成物を調製する方法も提供する。
【００６５】
　本発明は、ある態様では、循環特性が改善され、かつ実質的に正常なｉｎ　ｖｉｖｏで
の止血活性を維持する血小板組成物を提供する。ある実施形態では、本発明は、１つ以上
のシアリダーゼ阻害剤を含む新規な血小板組成物を提供する。既に述べたように、シアリ
ダーゼ酵素は、宿主細胞受容体の末端シアル酸残基の加水分解を触媒する。したがって、
シアリダーゼ阻害剤は、シアリダーゼ酵素活性を低下させ、血小板表面グリカンの末端シ
アル酸残基の加水分解を防止し、細菌の増殖を抑制し、かつ輸血用の血小板のｉｎ　ｖｉ
ｖｏでの止血活性を延長するために本発明の多数の態様で使用される。
【００６６】
　本発明は、血小板機能を改善し、かつ／または血小板が室温以下で保存された後の血小
板のｉｎ　ｖｉｖｏでの止血活性を実質的に正常に維持できる血小板組成物、ならびにこ
の血小板組成物を調製し、保存し、保護する関連方法を提供する。一定の根本的な機序が
見出され、これらの機序が、血小板の不可逆的なイントレランスの起こりやすさ、または
血小板輸血のレシピエントが経験する血小板のｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性の消失の原因とな
る。シアリダーゼ酵素による血小板表面のグリカンのシアル酸残基の加水分解は、不可逆
的な血小板イントレランスの原因である。「不可逆的なイントレランス」は、室温未満の
温度に曝露された後に、血小板が、正常な血小板機能である生存を維持できない、または
正常な血小板機能である生存に戻ることができないことを指す。「血小板生存能力」は、
ｉｎ　ｖｉｖｏで生存する血小板の能力と定義される。
【００６７】
　本発明は、ドナーから単離されて室温以下で保存された血小板のシアリダーゼ酵素活性
を抑制する血小板組成物および方法を提供する。したがって、ある態様では、本発明は、
１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤を有する組成
物を提供する。本発明は、他の態様では、１つ以上のシアリダーゼ阻害剤を有する血小板
組成物の循環時間を延長する方法を提供する。本発明は、血小板の保存期間が長くなるよ
うに血小板の保存温度が下げられた血小板組成物および方法、ならびに哺乳動物における
血小板集団のクリアランスを低減する、または血小板集団の循環時間を延長する方法をさ
らに提供する。また、止血活性を維持して血小板を保護するための血小板組成物および方
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法、ならびに血小板組成物および血小板組成物を含むその医薬組成物を調製する方法、お
よびこの医薬組成物を哺乳動物に投与して止血を媒介する方法も提供される。また、保存
のために血小板調製物を処置するキットおよび血小板調製物を保存するための容器も提供
される。
【００６８】
血小板およびその単離方法
　本明細書で使用される用語「単離された」は、その自然の環境から分離されたことを意
味する。血小板集団に対して本明細書で使用されるように、単離されたは、哺乳動物の血
液から血小板を除去することを指す。
【００６９】
　標準的な血液収集方法に基づいて、一般に、２種類のドナー血小板：無作為ドナー血小
板および単一ドナー血小板が存在する。無作為ドナー血小板は、当業者によって実施され
るいくつかの標準的な方法の任意の１つによって全献血から単離された血小板であり、２
つ以上の無作為ドナー血小板が、その後に、患者への輸血の前に治療量となる十分な量プ
ールされる。単一無作為ドナー血小板は、小児患者用にプールしないで使用することがで
きる。現在の標準的な方法は、軟膜、血小板ボタン（ｐｌａｔｅｌｅｔ　ｂｕｔｔｏｎ）
、および多血小板血漿から無作為ドナー血小板を単離することを含む。単一ドナー血小板
は、後の患者への輸血用の１回以上の治療量となる十分な量の、アフェレーシス装置にお
ける遠心分離によって１つのドナーから得られる血小板である。単一ドナー血小板の収集
に現在使用されるアフェレーシス装置は、会社、例えば、Ｔｅｒｕｍｏ　ＢＣＴ（Ｔｅｒ
ｕｍｏ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ），Ｆｅｎｗａｌ　Ｉｎｃ．およびＨａｅｍｏｎｅｔｉ
ｃｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎによって製造されている。現在のＡＡＢＢ（以前のＡｍｅ
ｒｉｃａｎ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｌｏｏｄ　Ｂａｎｋｓ）基準は、血小板
の治療量を約≧３×１０１１の血小板と定義している。
【００７０】
　本明細書に開示される方法を行うために、無作為ドナー血小板または単一ドナー血小板
が、当分野で公知の標準的な技術によってドナーから単離される。単離された血小板調製
物は、本明細書に記載されている１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および／またはグリカン
修飾剤によって処置される。
【００７１】
　無作為ドナー血小板は、全献血から得られる。全血は、１つのドナーから得ることがで
き、所望の血液成分の種類によって決まる適切な方法によって調製される。本発明は、軟
膜、血小板ボタン、血小板濃縮物、および多血小板血漿などの形態で血小板を単離するこ
とを含む。
【００７２】
　全血は、血漿、赤血球、血小板、白血球、および他の成分を含む多数の成分からなる。
したがって、血小板に加えて、全血の他の成分（例えば、赤血球、血漿など）を、１単位
の血液がドナーから得られたときに単離し、調製することができる。全血は、一般に、静
脈穿刺によってドナーから採取される。血液を溜める容器（例えば、バッグまたは管）は
、抗凝固剤、例えば、クエン酸またはクエン酸デキストロース系の成分、例えば、クエン
酸リン酸デキストロース（ＣＰＤまたはＣＰ２Ｄ）、クエン酸リン酸デキストロースアデ
ニン１（ＣＰＤＡ－１）を含み得る。
【００７３】
　ルーチンの血液採取中に、７０ｍＬの抗凝固剤を含む６００ｍＬバッグを使用して、約
５００ｍＬ±１０％の全血を採取する、または６３ｍＬの抗凝固剤を使用して４５０ｍＬ
±１０％の全血を採取する。全血採取バッグは、単離された成分を入れる付随バッグが取
り付けられている場合が多い。全血が採取されるときに、ドナー血液サンプルの管も、Ａ
ＢＯおよびＲｈ決定、感染症マーカーなどを含む特定の必要な検査を各献血に対して行う
ために収集される。
【００７４】
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　血小板は、通常は、遠心分離によって全血および他の血液成分から分離される。遠心分
離技術により、血液成分をその様々な密度によって分離することができる。したがって、
全血の液体および細胞構成物質が、遠心分離の結果として、最も密度の高い赤血球（ＲＢ
Ｃ）から最も密度の低い血漿までの範囲で別個の層に分離される。遠心分離の時間は、遠
心分離機および遠心分離機によって加えられる重力によって異なる。遠心分離の時間は、
当業者が決定することができる。会社、例えば、Ｓｏｒｖａｌｌ　ａｎｄ　Ｂｅｃｋｍａ
ｎ社の遠心分離機をこのプロセスに使用することができる。
【００７５】
　適切な遠心分離（例えば、ソフトスピン）により、バッグは、その遠位端部に多量のＲ
ＢＣを含み、その近位端部に多量の多血小板血漿（ＰＲＰ）、血小板と血漿の混合物を含
み、これらの２つの層の間に主に白血球から形成されたメニスカスが存在する。血漿圧搾
機または抽出機（例えば、Ｆｅｎｗａｌ，Ｉｎｃ．およびＴｅｒｕｍｏ　Ｃｏｒｐｏｒａ
ｔｉｏｎの製造）の使用により、ＰＲＰを付随バッグに抽出し、多量のＲＢＣが元の全血
収集バッグに残る。
【００７６】
　ＰＲＰを含む付随バッグを再び遠心分離（例えば、ハードスピン）して、血漿を血小板
から分離する。再遠心分離時に、血小板は、その高い密度により、血小板ボタンと呼ばれ
る緩く凝集したクラスターを形成する。次いで、血漿圧搾機または抽出機を使用して、乏
血小板血漿（ＰＰＰ）を第２の付随バッグに抽出することができ、血小板ボタンおよび少
量の血漿（合わせて血小板濃縮物として知られる）が第１の付随バッグに残る。血小板凝
縮物は、約３０～７０ｍＬの量からなり、ＰＰＰは、約１８０～３２０ｍＬの液量からな
る。分離された各血液成分、すなわちＲＢＣ、ＰＰＰ、および血小板濃縮物は、「単位」
として知られ、それぞれが別個に輸血される。
【００７７】
　一般に、血小板濃縮物のバッグは、最低でも５．５×１０９の血小板を含む。血小板濃
縮物の単位は、機械ロータで、２０～２４℃で保存される。本発明の組成物で処置されて
いない血小板は、保存期間が約５日間である。
【００７８】
　当業者によって一般的に行われるように、４～６単位の血小板濃縮物が、患者への輸血
用の１回の治療量を得るためにプールされる。プールされる血小板濃縮物は、約３．０×
１０１１以上の血小板を有する。このプロセスから得られた、プールされる血小板濃縮物
およびプールされない血小板濃縮物は、本発明で利用できる、または本明細書で説明され
る本発明の組成物で処置できる「単離された血小板」の一形態を含む。特定の実施形態で
は、血小板濃縮物をプールするために使用されるバッグは、本明細書でさらに説明される
ように、本明細書で説明される本発明の組成物（例えば、シアリダーゼ阻害剤および／ま
たはグリカン修飾剤）を含み得る。あるいは、本発明の組成物は、プールの前、後、また
は最中に血小板濃縮物に添加することができる。
【００７９】
　無作為ドナー血小板は、欧州およびカナダで一般的に利用されている「軟膜」法によっ
て単離することもできる。本明細書で説明されるように、全血を得て、ハードスピン遠心
分離にかける。ハードスピンにより、バッグは、上部分画としての血漿、底部分画として
の赤血球、ならびに血小板および白血球を含む中間層を有する。この中間層は、軟膜とし
て知られている。
【００８０】
　軟膜調製血小板を生産するために、軟膜は、一般的には、全血が収集されるバッグの形
態に応じて２つの方法の一方によって単離され、プールされる。第１の方法は、全血が収
集されるバッグが、各端部に１つ以上の付随容器が取り付けられた上部ドレーンおよび底
部ドレーンを有する「上部および底部ドレーン法」として知られている。抽出機（例えば
、Ｆｅｎｗａｌ社のＯｐｔｉｐｒｅｓｓ（登録商標）抽出機）でバッグが押圧されて平ら
になり、血漿層が上部ドレーンから排出され、赤血球が底部ドレーンから排出される。抽
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出機は、合計で約３０～６０ｍＬの液量となる、主に血小板および白血球、そして少量の
血漿およびＲＢＣを含む軟膜がバッグ内に維持されるように設計されている。約４～６単
位の軟膜が、患者への輸血用の治療量の血小板を調製するためにプールされる。プールに
おいて、個々の軟膜単位が、しばしば「チェーン法」と呼ばれるチェーン形式で無菌的に
接続される（例えば、バッグの底部ドレーンが次のバッグの上部ドレーンに接続され、こ
れが繰り返される）。血小板添加液または血漿をこのチェーンに無菌的に接続し、これを
使用して、軟膜が血小板添加液または血漿と共に底部プールバッグに移送されるときに個
々の軟膜容器の洗浄を容易にすることができる。
【００８１】
　軟膜調製血小板を単離およびプールする第２の方法は、ＰＲＰ調製血小板に使用される
のと同様の全血収集バッグを利用する。既に説明したように全血での軟膜の単離の後に、
まず取り付けられた付随容器の１つに血漿を取り出すことによって軟膜が全血から分離さ
れ、そして「軟膜を搾り出す」とも呼ばれる、第２の取り付けられた付随容器に軟膜を移
送し、ＲＢＣが元の容器に残る。約４～６単位の軟膜が、患者への輸血用の血小板の治療
量を得るためにプールされる。プールにおいて、個々の軟膜単位が、無菌的に接続され、
血小板添加液または血漿と共にプール容器内にプールされる。この方法では、プールバッ
グは、個々の単位が接続される複数のドック（例えば、「クモ」の足のような）を有する
。次いで、各軟膜単位が、プール中の血小板の消失の低減に役立つ洗浄剤として血小板添
加液または血漿を用いて、個々のバッグからプールバッグに移送される。このプール法は
、「クモ法」とも呼ばれ、上部分離および底部分離によって調製された軟膜と共に使用す
ることもできる。
【００８２】
　個々の単位をプールするために使用される方法にかかわらず、プールバッグが再び遠心
分離にかけられる。この遠心分離は、長いソフトスピンであり、血小板および／または血
漿／血小板添加液を含む画分がプールバッグの上部に形成され、残りの赤血球および白血
球が底部画分の一部となる。血漿圧搾機または抽出機を用いて、血小板および／または血
漿／血小板添加液の上部層が、別のバッグに移され、治療量の血小板となる。
【００８３】
　単一ドナー血小板は、後の患者への輸血用の１回以上の治療量となる十分な量の、自動
アフェレーシス装置での遠心分離によって１つのドナーから得られる血小板である。この
方法によって単離される血小板は、治療量を１つのドナーから収集することができるため
、一般に単一ドナー血小板として知られている。このような手順では、ドナーの血液は、
静脈穿刺点から無菌遠心機を通り、そこで血小板および一定量の血漿が遠心分離されて単
離され、ドナーの血液の残りの部分が、最初の静脈穿刺点または第２の静脈穿刺点からド
ナーに戻される。本明細書で説明される抗凝固組成物を、血小板に添加しても良いし、ま
たは血小板が収集されるバッグに入れても良い。様々な自動アフェレーシス装置が、会社
、例えば、Ｈａｅｍｏｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｂｒａｉｎｔｒｅｅ，Ｍ
Ａ）、Ｔｅｒｕｍｏ　ＢＣＴ（Ｌａｋｅｗｏｏｄ，ＣＯ）、Ｆｅｎｗａｌ，Ｉｎｃ．，Ｌ
ａｋｅ　Ｚｕｒｉｃｈ，ＩＬ、およびＦｒｅｓｅｎｉｕｓ　Ｋａｂｉ，Ｆｒｉｅｄｂｅｒ
ｇ，Ｇｅｒｍａｎｙから販売されている。
【００８４】
　アフェレーシスによる血小板の収集では、一般に、２単位の血小板が得られ、各単位は
、約２００～３００ｍＬの血漿および約３．５×１０１１の血小板を含む。単一ドナー血
小板は、２０～２４℃で約５日間保存することができる。
【００８５】
　アフェレーシス収集キットは、多くの場合、殆どのアフェレーシス装置が２単位の血小
板を収集するため、２つの血小板収集バッグを含む。本明細書で説明される本発明の組成
物は、アフェレーシス装置の血小板収集バッグに含めても良いし、または無菌接続技術を
用いて血小板の収集の前、最中、または後に添加しても良い。血小板収集バッグは、本発
明の組成物を用いて製造することができ、別の成分、例えば、本明細書で説明されるまた
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は当分野で公知の抗凝固組成物をさらに含む。
【００８６】
　血小板がアフェレーシスによって収集されたら、血小板を、本明細書で説明されるよう
に本発明のＰＡＳに懸濁することができる。
【００８７】
　本発明の組成物および方法は、治療濃度の血小板が得られる限り、当分野で公知または
将来開発される任意の技術によって単離される血小板と共に使用することができる。
【００８８】
　本発明は、シアリダーゼ阻害剤および／またはグリカン修飾剤または本明細書で説明さ
れる「本発明の組成物」を含むバッグまたは容器を含む。血小板単離プロセスに基づいて
、本発明の組成物を、様々な血小板収集バッグに含める、またはこのようなバッグを用い
て製造することができる。血小板収集バッグは、ガス透過性としても良いし、またはプラ
スチック材料、例えば、ＰＶＣ材料から形成しても良い。血小板収集バッグは、無作為ド
ナー収集プロセスまたは単一ドナー収集プロセスに使用することができる。無作為ドナー
収集プロセスに関しては、本発明の組成物は、血小板単位がプールされる収集バッグ内に
入れることができ；したがって、本発明は、本発明の組成物を有するプール収集バッグを
含む。
【００８９】
　同様に、単一ドナー収集プロセスでは、本発明の組成物は、アフェレーシス血小板収集
バッグに含めることができる。このようなバッグは、本発明の組成物と共に、アフェレー
シスプロセスで使用される他の成分、例えば、抗凝固組成物を含む。
【００９０】
　従来の血小板バッグまたはパックは、ガスのパック内への輸送（Ｏ２）またはパックか
らの輸送（ＣＯ２）を最大限にするように設計され、この輸送を最大限にする十分な透過
性材料から製造された材料から形成される。本発明は、本明細書にさらに説明されるよう
に、室温以下の温度で血小板を保存することを可能にする。本明細書で説明される方法は
、保存中に血小板によって産生されるＣＯ２の量を低下または減少させる。したがって、
一実施形態では、本発明は、ＣＯ２および／またはＯ２が実質的に不透過性である血小板
容器をさらに提供し、このような容器は、血小板の冷蔵に特に有用である。別の実施形態
では、容器またはバッグは、ガス透過性容器を含む。
【００９１】
　上記のいずれかの収集プロセスにより、本発明の組成物を、別法として、無菌技術また
は無菌接続を用いて単離された血小板に添加することができる。この場合、本発明の組成
物は、別個のバッグ、容器、シリンジ、管、または他の同様の血液収集媒体に入れて別売
することができる。
【００９２】
　一実施形態では、本明細書でさらに説明される、シアリダーゼ阻害剤および／またはグ
リカン修飾剤を有する本発明の組成物を、微生物汚染を回避するために閉じた系、例えば
、無菌の密封された血小板パック内の血小板に接触させる。典型的には、静脈穿刺管が、
血小板の収集または輸送の際のパックの唯一の開口である。したがって、血小板の本発明
の組成物での処置中に閉じた系を維持するために、このような組成物は、無菌接続管によ
って血小板パックに取り付けられた小さめの無菌容器に入れられる（例えば、参照により
内容が本明細書に組み入れられる米国特許第４，４１２，８３５号明細書を参照）。接続
管は、当業者には公知のように、可逆的にシールすることができる、または破壊しやすい
シールを有することができる。血小板が単離されたら、本発明の組成物を含む容器のシー
ルが開封され、この組成物が血小板バッグに導入される。一実施形態では、本発明の組成
物は、この組成物の血小板に対する連続的な添加を可能にするために別個の再シール可能
な接続管を有する別個の容器に入れられる。
【００９３】
シアリダーゼ阻害剤
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　単離された血小板が得られたら、血小板は、本発明の組成物で処置され、この組成物は
、１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択の１つ以上の保存促進組成物、例えば、
グリカン修飾剤（例えば、単糖、例えば、アラビノース、フルクトース、フコース、ガラ
クトース、マンノース、リボース、グルコン酸、ガラクトサミン、グルコサミン、Ｎ－ア
セチルガラクトサミン、ムラミン酸、シアル酸（Ｎ－アセチルノイラミン酸）、およびヌ
クレオチド糖、例えば、シチジンモノホスホ－Ｎ－アセチルノイラミン酸（ＣＭＰ－シア
ル酸）、ウリジン二リン酸ガラクトース（ＵＤＰ－ガラクトース）、およびＵＤＰ－ガラ
クトース前駆物質、例えば、ＵＤＰ－グルコース）を含む。一部の好適な実施形態では、
グリカン修飾剤は、ＵＤＰ－ガラクトースおよび／またはＣＭＰ－シアル酸である。本発
明の組成物は、これらの成分の１つ以上または組み合わせが含まれる「カクテル」を含む
。句「組成物」または「本発明の組成物」は、１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意
選択の１つ以上のグリカン修飾剤を指す。
【００９４】
　本明細書で使用される、「ノイラミニダーゼ」とも呼ばれる「シアリダーゼ酵素」、「
シアリダーゼ」は、ノイラミン酸のグリコシド結合を切断するグリコシドヒドロラーゼ酵
素である。シアリダーゼ酵素は、血小板表面グリカンの末端シアル酸残基の加水分解を触
媒する。図８を参照されたい。したがって、シアリダーゼ阻害剤は、本発明のいくつかの
態様に使用される。シアリダーゼ阻害剤は、シアリダーゼ酵素活性を低下させ、血小板表
面のグリカンの末端シアル酸残基の加水分解を防止し、血小板表面のグリカンの完全性を
維持し、かつ／または輸血の前に保存される血小板の機能を維持する。
【００９５】
　シアリダーゼ／ノイラミニダーゼ酵素は、広範囲の生物に見られる大きなファミリーで
ある。ノイラミニダーゼ酵素は、ノイラミン酸のグリコシド結合を切断するグリコシドヒ
ドロラーゼ酵素（ＥＣ　３．２．１．１８）である。一般に知られているノイラミニダー
ゼは、ウイルスノイラミニダーゼ、インフルエンザ感染防止用の薬物標的である。他の相
同体は、哺乳動物細胞に見られ、少なくとも４つの哺乳動物シアリダーゼ相同体が、ヒト
ゲノムに記述されている［例えば、Ｎｅｕ１（Ｕｎｉｐｒｏｔアクセッション番号：Ｑ５
ＪＱＩ０、Ｑ９９５１９）、Ｎｅｕ２（Ｑ９Ｙ３Ｒ４）、Ｎｅｕ３（Ｑ９ＵＱ４９．１）
、およびＮｅｕ４（Ａ８Ｋ０５６、Ｂ３ＫＲ５４、Ｑ８ＷＷＲ８）］。
【００９６】
　本明細書で使用される「シアリダーゼ阻害剤」または「ノイラミニダーゼ阻害剤」は、
任意の化合物、小分子、ペプチド、タンパク質、アプタマー、リボザイム、ＲＮＡｉ、ま
たはアンチセンスオリゴヌクレオチドなどである。本明細書で使用される「阻害する」は
、酵素の結合または活性を妨げることを意味する。阻害は、部分的でも全てでも良く、検
出される酵素の活性が低下または調節される。
【００９７】
　例えば、本発明によるシアリダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤は、タンパク質、例えば
、ノイラミニダーゼタンパク質に対する抗体（モノクローナル、ポリクローナル、および
ヒト化など）またはその結合断片とすることができる。抗体断片は、完全な形態以外の抗
体の形態であり得、組み換えられた抗体断片に加えて、完全長抗体内に存在する部分また
は成分を含む。抗体断片は、限定されるものではないが、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、二重
特異性抗体、Ｆｖ、および（Ｆａｂ'）２、三重特性抗体、Ｆｃ、Ｆａｂ、ＣＤＲ１、Ｃ
ＤＲ２、ＣＤＲ３、ＣＤＲの組み合わせ、可変領域、四重特異性抗体、二機能ハイブリッ
ド抗体、フレームワーク領域、および定常領域などを含み得る（Ｍａｙｎａｒｄ　ｅｔ　
ａｌ．，（２０００）　Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ．２：３３９－７６；Ｈ
ｕｄｓｏｎ（１９９８）　Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．９：３９５－４
０２を参照）。抗体は、購入する、特注する、または当分野で確立された方法によって目
的の抗原に対して合成することができる（Ｊａｎｅｗａｙ　ｅｔ　ａｌ．，（２００１）
　Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ，５ｔｈ　ｅｄ．，Ｇａｒｌａｎｄ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎ
ｇ）。
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【００９８】
　加えて、シアリダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤は、ノイラミニダーゼ（例えば、細菌
ノイラミニダーゼ）に結合する非抗体ペプチドまたはポリペプチドとすることができる。
ペプチドまたはポリペプチドは、完全長の形態以外の目的のタンパク質分子の一部とする
ことができ、目的のタンパク質分子の完全長アミノ酸配列内に存在する小さめの構成物で
あるペプチドを含む。このようなペプチドは、購入する、または液相または固相合成法（
Ａｔｈｅｒｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）　Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉ
ｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ．ＩＲＬ　Ｐｒ
ｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ）によって合成することができる。ペプチドまた
はタンパク質関連シアリダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤は、自然源から単離する、遺伝
子組換えする、または化学的に調製することができる。これらの方法は、当分野で周知で
ある。
【００９９】
　シアリダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤は、ノイラミニダーゼに結合してその機能を破
壊する小分子とすることもできる。小分子は、一般に低分子量の合成および天然の物質の
多様な群である。小分子は、自然源（例えば、植物、菌類、および微生物など）から単離
される、購入される、かつ／またはライブラリもしくは収集物として入手される、または
合成される。候補シアリダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤小分子は、組み合わせライブラ
リのコンピュータによるスクリーニングまたは高スループット（ＨＴＰ）スクリーニング
によって同定することができる。殆どの従来の医薬品、例えば、アスピリン、ペニシリン
、および多くの化学療法薬は、小分子であり、購入することができる、化学合成すること
ができる、または後述する無作為または組み合わせライブラリから得ることができる（Ｗ
ｅｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（２００６）　Ｂｒｉｅｆ　Ｆｕｎｃｔ．Ｇｅｎｏｍｉｃ　
Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ　５（１）：３２－６）。本発明の好適な実施形態では、小分子シア
リダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤は、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチル
ノイラミン酸（ＤＡＮＡ）のナトリウム塩である。
【０１００】
　本発明によると、シアリダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤は、ＦＤＡに認可されたウイ
ルスシアリダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤、例えば、エチル（３Ｒ，４Ｒ，５Ｓ）－５
－アミノ－４－アセトアミド－３－（ペンタン－３－イルオキシ）－シクロヘキサ－１－
エン－１－カルボン酸（タミフル、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｍａｓｓ
ａｃｈｕｓｅｔｔｓ）としても知られるウイルスシアリダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤
オセルタミビル、（（２Ｒ，３Ｒ，４Ｓ）－４－グアニジノ－３－（プロプ－１－エン－
２－イルアミノ）－２－（（１Ｒ，２Ｒ）－１，２，３－トリヒドロキシプロピル）－３
，４－ジヒドロ－２Ｈ－ピラン－６－カルボン酸）（リレンザ；Ｇｌａｘｏ　Ｓｍｉｔｈ
　Ｋｌｉｎｅ，Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｒｉａｎｇｌｅ　Ｐａｒｋ，Ｎ．Ｃ．）としても知
られるザナミビル；およびペラミビル（（１Ｓ，２Ｓ，３Ｓ，４Ｒ）－３－［（１Ｓ）－
１－アセトアミド－２－エチル－ブチル］－４－（ジアミノメチリデンアミノ）－２－ヒ
ドロキシ－シクロペンタン－１－カルボン酸）（ＢｉｏＣｒｙｓｔ，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａ
ｍ，Ａｌａ．）、またはその変異体とすることもできる。例えば、ウイルスシアリダーゼ
／ノイラミニダーゼ阻害剤、オセルタミビルは、Ｒｏｃｈｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
（Ｎｕｔｌｅｙ，Ｎ．Ｊ．）から購入できるエチルエステルプロドラッグである。ＦＤＡ
に認可されたウイルスシアリダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤のアミノ酸配列は、誘導体
化する、例えば、アミノ酸残基の挿入、欠失、または置換以外の修飾を有することもでき
、従って元の産物の異形（変異体）となる。これらの修飾は、自然では共有結合であり得
、例えば、脂質、他の有機部分、無機部分、およびポリマーとの化学結合を含む。ウイル
スシアリダーゼ／ノイラミニダーゼ阻害剤の概要については、参照によりそれぞれの全容
が本明細書に組み入れられる、"Ｔｈｅ　ｗａｒ　ａｇａｉｎｓｔ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
：ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ａｎｄ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ｓｉａｌｉｄａｓｅ　
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ．"Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ：Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒ
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ｙ　（２００７）　６　（１２）：９６７-７４．　Ｋｌｕｍｐｐ　ｅｔ　ａｌ．，（２
００６）　Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．６（５）：４２３－３４；Ｚｈａｎｇ
　ｅｔ　ａｌ．，（２００６）　Ｍｉｎｉ　Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．６（４）：４２
９－４８；Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（２００６）　Ｌａｎｃｅｔ　３６７（
９５０７）：３０３－１３；Ａｌｙｍｏｖａ　ｅｔ　ａｌ．，（２００５）　Ｃｕｒｒ　
Ｄｒｕｇ　Ｔａｒｇｅｔｓ　Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓｏｒｄ．５（４）：４０１－９；Ｍｏ
ｓｃｏｎａ　（２００５）　Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３５３（１３）：１３６３－７
３；Ｄｅ　Ｃｌｅｒｃｑ　（２００４）　Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｖｉｒｏｌ．３０（２）：１１
５－３３；Ｓｔｉｖｅｒ　（２００３）　ＣＭＡＪ　１６８（１）：４９－５６；Ｏｘｆ
ｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）　Ｅｘｐｅｒｔ　Ｒｅｖ．Ａｎｔｉ．Ｉｎｆｅｃｔ
．Ｔｈｅｒ．１（２）：３３７－４２；Ｃｈｅｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（２００２）　Ａｍ
．Ｊ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｍｅｄ．１（２）：１４７－５２；Ｓｉｄｅｗｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ
．，（２００２）　Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇ．Ｄｒｕｇｓ．１１（６
）：８５９－６９；Ｄｏｕｃｅｔｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，（２００１）　Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏ
ｐｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ．２（１０）：１６７１－８３；Ｙｏｕｎｇ　ｅｔ　
ａｌ．，（２００１）　Ｐｈｉｌｏｓ．Ｔｒａｎｓ．Ｒ．Ｓｏｃ．Ｌｏｎｄ．Ｂ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｓｃｉ．３５６（１４１６）：１９０５－１３；Ｌｅｗ　ｅｔ　ａｌ．，（２０００
）　Ｃｕｒｒ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．７（６）：６６３－７２）；Ｔａｙｌｏｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，（１９９６）　Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．１９９６　６（６
）：８３０－７、および米国特許出願公開第２００９／０１７５８０５号明細書、同第２
００６／００５７６５８号明細書、同第２００８／０１９９８４５号明細書、および同第
２００４／００６２８０１号明細書を参照されたい。
【０１０１】
　したがって、「シアリダーゼ阻害剤」は、限定されるものではないが、以下の１つ以上
を含む：フェツイン、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチルノイラミン酸（Ｄ
ＡＮＡ）または薬学的に許容され得るその塩；オセルタミビル（エチル（３Ｒ，４Ｒ，５
Ｓ）－５－アミノ－４－アセトアミド－３－（ペンタン－３－イルオキシ）－シクロヘキ
サ－１－エン－１－カルボン酸）；ザナミビル（（２Ｒ，３Ｒ，４Ｓ）－４－グアニジノ
－３－（プロプ－１－エン－２－イルアミノ）－２－（（１Ｒ，２Ｒ）－１，２，３－ト
リヒドロキシプロピル）－３，４－ジヒドロ－２Ｈ－ピラン－６－カルボン酸）；ラニナ
ミビル（（４Ｓ，５Ｒ，６Ｒ）－５－アセトアミド－４－カルバミミドアミド－６－［（
１Ｒ，２Ｒ）－３－ヒドロキシ－２－メトキシプロピル］－５，６－ジヒドロ－４Ｈ－ピ
ラン－２－カルボン酸）；およびペラミビル（（１Ｓ，２Ｓ，３Ｓ，４Ｒ）－３－［（１
Ｓ）－１－アセトアミド－２－エチル－ブチル］－４－（ジアミノメチリデンアミノ）－
２－ヒドロキシ－シクロペンタン－１－カルボン酸）または薬学的に許容され得るその塩
。なおさらなる好適な実施形態では、シアリダーゼ阻害剤は、２，３－デヒドロ－２－デ
オキシ－Ｎ－アセチルノイラミン酸のナトリウム塩またはその組み合わせである。本発明
に使用されるシアリダーゼ阻害剤は、当分野で公知または将来開発されるシアリダーゼ阻
害剤を含む。
【０１０２】
　本明細書で使用される「グリカン」または「グリカン残基」は、ＧＰＩｂα多糖で例示
される、血小板の表面の多糖部分である。「末端」グリカン残基は、多糖鎖の末端におけ
る単糖／糖残基であり、典型的には血小板表面のポリペプチドに付着している。グリカン
修飾剤は、血小板のグリカン残基を修飾する作用物質である。グリカン修飾剤は、グリカ
ン残基で起こる切断を修復する。一実施形態では、グリカン修飾剤は、血小板の表面のＧ
ＰＩｂαの多糖鎖の糖残基を変更する。
【０１０３】
　シアリダーゼ阻害剤は、グリカン構造、特にグリカン末端の完全性を維持する役割を果
たし、グリカン修飾剤は、単糖のグリカンへの付加によってグリカンを修飾または修復す
る役割を果たす。したがって、シアリダーゼ阻害剤およびグリカン修飾剤は、異なる補完
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的な機能を果たす。
【０１０４】
　本明細書で説明される「グリカン修飾剤」は、単糖、例えば、アラビノース、フルクト
ース、フコース、ガラクトース、マンノース、リボース、グルコン酸、ガラクトサミン、
グルコサミン、Ｎ－アセチルガラクトサミン、ムラミン酸、シアル酸（Ｎ－アセチルノイ
ラミン酸）、およびヌクレオチド糖、例えば、シチジンモノホスホ－Ｎ－アセチルノイラ
ミン酸（ＣＭＰ－シアル酸）、ウリジン二リン酸ガラクトース（ＵＤＰ－ガラクトース）
、およびＵＤＰ－ガラクトース前駆物質、例えば、ＵＤＰ－グルコースを含む。グリカン
修飾剤は、ＣＭＰ－シアル酸またはＵＤＰ－ガラクトースの前駆物質を含む。一部の好適
な実施形態では、グリカン修飾剤は、ＵＤＰ－ガラクトースまたはＣＭＰ－シアル酸であ
る。
【０１０５】
　ＵＤＰ－ガラクトースは、ガラクトース－１－リン酸の代わりにＵＤＰ－グルコースか
らグルコース－１－リン酸の放出を触媒してＵＤＰ－ガラクトースを産生する酵素ＵＤＰ
－グルコース－α－Ｄ－ガラクトース－１－リン酸ウリジルトランスフェラーゼによって
形成される、ガラクトース代謝の中間体である。ＵＤＰ－ガラクトースおよびシアル酸は
、いくつかの業者、例えば、Ｓｉｇｍａから入手可能である。加えて、ＵＤＰ－ガラクト
ースの合成および生産方法は、当分野で公知であり、文献に記載されている（例えば、Ｌ
ｉｕ　ｅｔ　ａｌ．，ＣｈｅｍＢｉｏＣｈｅｍ　３，３４８－３５５，２００２；Ｈｅｉ
ｄｌａｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｏｒｇ．　Ｃｈｅｍ．５７，１５２－１５７；Ｂｕｔｌｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．８，２８１－２８４，２０００；Ｋ
ｏｉｚｕｍｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ．Ｒｅｓ．３１６，１７９－１８３，
１９９９；Ｅｎｄｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ．５３，２５７－２６１，２０００を参照）。ＵＤＰ－ガラクトース前駆物質は、
ＵＤＰ－ガラクトースに変換（例えば、酵素的にまたは生物化学的に）できる分子、化合
物、または中間化合物である。ＵＤＰ－ガラクトース前駆物質の１つの非限定例は、ＵＤ
Ｐ－グルコースである。ある実施形態では、ＵＤＰ－ガラクトース前駆物質をＵＤＰ－ガ
ラクトースに変換する酵素が、反応混合物（例えば、血小板容器内の）に添加される。
【０１０６】
　ある実施形態では、グリカン修飾剤は、ＣＭＰ－シアル酸またはＣＭＰ－シアル酸前駆
物質である。さらなる実施形態では、ＣＭＰ－シアル酸前駆物質を含む血小板組成物は、
ＣＭＰ－シアル酸前駆物質をＣＭＰ－シアル酸に変換する酵素をさらに含む。ある実施形
態では、グリカン修飾剤は、ＣＭＰ－シアル酸である。ある実施形態では、グリカン修飾
剤は、ＵＤＰ－ガラクトースである。ある実施形態では、グリカン修飾剤は、ＣＭＰ－シ
アル酸およびＵＤＰ－ガラクトースである。
【０１０７】
　ある実施形態では、シアリダーゼ酸阻害剤はタンパク質である。さらなる実施形態では
、シアリダーゼ阻害剤は、ノイラミニダーゼタンパク質に対する抗体であり、この抗体は
、モノクローナル、ポリクローナル、ヒト化、またはその結合断片である。ある実施形態
では、タンパク質または抗体であるシアリダーゼ阻害剤を含む方法は、有効量の少なくと
も１つのグリカン修飾剤をさらに含む。ある実施形態では、グリカン修飾剤は、ＣＭＰ－
シアル酸またはＣＭＰ－シアル酸前駆物質である。ある実施形態では、ＣＭＰ－シアル酸
前駆物質は、ＣＭＰ－シアル酸前駆物質をＣＭＰ－シアル酸に変換する酵素をさらに含む
。ある実施形態では、グリカン修飾剤は、ＵＤＰ－ガラクトースである。ある実施形態で
は、グリカン修飾剤は、ＣＭＰ－シアル酸およびＵＤＰ－ガラクトースである。
【０１０８】
血小板の処置
　単離された血小板は、本発明の組成物によって処置される。簡単に、全プロセスを以下
に説明する。単離されている期間内で、本発明の組成物が、単離された血小板に接触させ
られ、これにより処置された血小板組成物（例えば、本明細書では「血小板組成物」と呼
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ぶ）が得られる。血小板組成物は、室温または冷温で保存した後に加温することができる
。血小板組成物を、血小板を必要とする個体に輸血し、本発明の組成物での処置により、
輸血された血小板は、未処置の血小板と比較して、細菌の増殖の低下を示し、ｉｎ　ｖｉ
ｖｏでの循環を長く維持し、かつ止血を長く持続する。
【０１０９】
　一実施形態では、血小板組成物は、本明細書で説明される１つ以上のシアリダーゼ阻害
剤を含む。ある実施形態では、ＤＡＮＡが、シアリダーゼ阻害剤として使用される。本発
明の組成物がカクテルとして使用される一実施形態では、シアリダーゼ阻害剤に加えて、
グリカン修飾剤、例えば、ＵＤＰ－ガラクトースおよび／またはＣＭＰ－シアル酸を添加
することができる。
【０１１０】
　血小板の単離後に、本明細書で説明されるように、または当分野で公知の他の方法を用
いて、血小板が、本発明の組成物で処置される。本発明の組成物が、シアリダーゼ活性を
低下させ、細菌の増殖を防止し、血小板の止血の持続を可能にし、かつ／または血小板の
活性化する能力を維持して血餅の形成を可能にする量の単離された血小板に接触させられ
る。一実施形態では、シアリダーゼ阻害剤または１つ以上のグリカン修飾剤と組み合わせ
られたシアリダーゼ阻害剤の有効量は、血小板集団に導入されると、シアリダーゼ活性を
低下させ、細菌の増殖を防止し、かつ／または血小板の哺乳動物への輸血後の哺乳動物に
おける血小板の循環時間を延長する、または血小板集団のクリアランスを低減するように
血小板の表面における十分な数のグリカン残基を維持または変更するシアリダーゼ阻害剤
または１つ以上のグリカン修飾剤と組み合わせられたシアリダーゼ阻害剤の量である。
【０１１１】
　例えば、単離された血小板に接触するシアリダーゼ阻害剤および／またはグリカン修飾
剤の「有効量」は、約１マイクロモル～約２，０００マイクロモル、最も好ましくは約２
００マイクロモル～約１．２ミリモル（例えば、約１～１０マイクロモル、約１～約１０
０マイクロモル、約１００～約５００マイクロモル、約５００マイクロモル～約１．０ミ
リモル、約１．０～約１．５ミリモル、および約１．０～約２．０ミリモル）の範囲であ
る。別の態様では、約１０マイクロモル～約１０００マイクロモル、約１００マイクロモ
ル～約１５０マイクロモル、または約２００マイクロモル～約１２００マイクロモルの範
囲である。
【０１１２】
　本発明のカクテルを使用すると、シアリダーゼ阻害剤または１つ以上のグリカン修飾剤
と組み合わせられたシアリダーゼ阻害剤での血小板の修飾は、以下の通り行うことができ
る。血小板集団を、選択されたシアリダーゼ阻害剤または１つ以上のグリカン修飾剤と組
み合わせられたシアリダーゼ阻害剤に接触させる。複数のシアリダーゼ阻害剤および／ま
たはグリカン修飾剤（例えば、２つ、３つ、または４つ以上）を、同時または連続的に使
用することができる。時間内に連続的に使用されると、シアリダーゼ阻害剤および／また
はグリカン修飾剤は、所望の効果を付与する時間、十分に接近する。一部の実施形態では
、０．１～５００ｍＵ／ｍＬのガラクトーストランスフェラーゼまたはシアリルトランス
フェラーゼを、血小板集団に添加する。ガラクトースの変換は、レクチン、例えば、ＦＩ
ＴＣ－ＥＣＬまたはｓＷＧＡ結合を使用して機能的に監視することができる。グリカン修
飾反応のゴールは、ｓＷＧＡ結合を休止している室温のｓＷＧＡ結合レベルに低下させる
ことにある。ガラクトースの変換は、１４Ｃ－ＵＤＰ－ガラクトースを用いて定量するこ
とができる。ＵＤＰ－ガラクトースを１４Ｃ－ＵＤＰ－ガラクトースと混合して、適切な
ガラクトースの変換を得る。血小板を十分に洗浄し、取り込まれた放射活性をγカウンタ
を用いて測定する。測定ｃｐｍ（１分当たりのカウント数）により、取り込まれたガラク
トースを計算することができる。同様のレクチン結合技術を、シアル酸の変換の監視に適
用可能である。
【０１１３】
　単離された血小板を、シアル酸の著しい加水分解が起こる前の時間内に血小板組成物で
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処置することができる。この組成物の血小板への添加は、単離プロセス中、単離プロセス
の直後、または別の期間内で行うことができる。
【０１１４】
　単一ドナー血小板を、本明細書で説明されるように、アフェレーシスによってドナーの
循環から取り出すときに、本発明の組成物を無菌的に添加することができる。例えば、血
液がアフェレーシス装置によって遠心分離されて、血小板が他の血液成分から分離された
ら、本発明の組成物を、血小板を含むバッグに添加することができる。別の実施形態では
、遠心分離後に血小板が入れられる収集バッグは、本発明の組成物を既に含み得る。別の
実施形態では、本発明の組成物は、血小板が収集されるバッグに血小板の収集と同時に添
加することができる。血小板が本発明の組成物と接触したら、成分を混合または撹拌して
（例えば、バッグを裏返し、そして元に戻す）、血小板が本発明の組成物に確実に接触す
るようにする。この例では、血小板の収集と血小板の本発明の組成物での処置との間に殆
ど時間が経過しない。したがって、本発明の組成物と単離された血小板との接触は、血小
板の献血中、または血小板単離の直後に行うことができる（例えば、血小板単離中の１分
～約１２０分の間）。
【０１１５】
　一実施形態では、本発明の組成物は、献血の「直後」、献血後の一定期間内、または献
血と「同時」に単離された血小板に添加することができる。一実施形態では、本発明の組
成物は、約１分～約６時間の範囲（例えば、約１分、２分、３分、４分、５分、６分、７
分、８分、９分、１０分、１１分、１２分、１３分、１４分、１５分、１６分、１７分、
１８分、１９分、２０分、２１分、２２分、２３分、２４分、２５分、２６分、２７分、
２８分、２９分、３０分、３１分、３２分、３３分、３４分、３５分、３６分、３７分、
３８分、３９分、４０分、４１分、４２分、４３分、４４分、４５分、４６分、４７分、
４８分、４９分、５０分、５１分、５２分、５３分、５４分、５５分、５６分、５７分、
５８分、５９分、６０分、１．５時間、２時間、２．５時間、３時間、３．５時間、４時
間、４．５時間、５時間、５．５時間、６時間）で血小板に接触させる。
【０１１６】
　無作為ドナー血小板が複数のドナーから単離される場合、本発明の組成物を、血小板が
全血から単離された後に添加することができる。一実施形態では、本発明の組成物の血小
板への添加は、ドナーからの血小板がプールされるときに行うことができる。一般的に約
６単位の無作為ドナー血小板を入れるプールバッグに本発明の組成物を含めて、血小板が
プールバッグに添加されたときに、単離された血小板が本組成物と接触するようにするこ
とができる。あるいは、この組成物は、血小板がプールされる最中または後に、プールバ
ッグに無菌接続してプールバッグに導入することができる。いずれの場合も、本発明の方
法は、１時間～約８時間（例えば、１～約３時間）の間に単離された血小板に接触させる
ステップを含む。一実施形態では、本発明の組成物を単離された血小板に接触させるステ
ップは、血小板が冷却される前に行うべきである。
【０１１７】
　本発明のなおさらなる態様によると、血小板を収集して処理する装置が提供される。こ
の装置は、血小板を収集する容器またはバッグを備え、この容器またはバッグは、本発明
の組成物を含む。別の実施形態では、この装置は、単離された血小板を含む容器またはバ
ッグおよび少なくとも１つの無菌容器またはバッグを含み、この無菌容器は、本発明の組
成物を含む。血小板を含むバッグと本発明の組成物を含むバッグは、互いに無菌連通させ
ることができる。
【０１１８】
　血小板は、本発明の組成物と接触させた後、室温または冷温で保存することができる。
ある態様では、血小板は、長期間の保存を可能にするように冷却される。しかしながら、
本明細書でさらに説明するように、シアリダーゼ阻害剤は、細菌の増殖を抑制し、血小板
の室温での保存を可能にする。
【０１１９】
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　ある実施形態では、本発明の血小板組成物は、血小板がドナーから得られた後に血小板
集団に添加される有効量のシアリダーゼ阻害剤を含む。別の実施形態では、新規な血小板
組成物は、血小板がドナーから得られた後に血小板集団に添加される有効量のシアリダー
ゼ阻害剤を含み、得られる血小板組成物は、ｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性および細菌の増殖の
抑制を実質的に失うことなく、室温で一定期間保存される。別の好適な実施形態では、新
規な血小板組成物は、血小板がドナーから得られた後に血小板集団に添加される有効量の
シアリダーゼ阻害剤を含み；得られる血小板組成物を、室温未満の温度に冷却し；室温未
満の温度で一定期間保存し、ｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性を実質的に失うことなく加温して室
温に戻す。
【０１２０】
　用語「冷却」、「冷温」、「室温未満の温度」、および「周囲温度未満の温度」は、互
換的に使用され、２８℃～－１００℃の任意の温度を指す。本明細書で説明される本発明
の任意の実施形態では、温度は、別法として、２７℃、２６℃、２５℃、２４℃、２３℃
、２２℃、２１℃、２０℃、１９℃、１８℃、１７℃、１６℃、１５℃、１４℃、１３℃
、１２℃、１１℃、１０℃、９℃、８℃、７℃、６℃、５℃、４℃、３℃、２℃、１℃、
０℃、－１℃、－２℃、－３℃、－４℃、－５℃、－６℃、－７℃、－８℃、－９℃、お
よび－１０℃の温度からなる群から選択される。一部の実施形態では、血小板調製物は、
約１５℃未満、好ましくは１０℃未満、より好ましくは５℃未満の温度で保存される。一
部の他の実施形態では、血小板調製物は、室温で保存される。他の実施形態では、血小板
は、例えば、０℃、－２０℃、または－８０℃以下で凍結される。
【０１２１】
　本明細書の本発明の態様および実施形態の全てで使用される用語「期間」は、血小板ま
たは血小板組成物が所与の温度で保存される期間を指す。用語「期間」は、数秒から、数
分、数時間、数日、数週間の範囲とすることができる。好適な実施形態では、用語「期間
」は、約３～約１２０時間、例えば、３時間、４時間、５時間、６時間、７時間、８時間
、９時間、１０時間、１１時間、１２時間、１３時間、１４時間、１５時間、１６時間、
１７時間、１８時間、１９時間、２０時間、２１時間、２２時間、２３時間、２４時間、
２５時間、２６時間、２７時間、２８時間、２９時間、３０時間、３１時間、３２時間、
３３時間、３４時間、３５時間、３６時間、３７時間、３８時間、３９時間、４０時間、
４１時間、４２時間、４３時間、４４時間、４５時間、４６時間、４７時間、４８時間、
４９時間、５０時間、５１時間、５２時間、５３時間、５４時間、５５時間、５６時間、
５７時間、５８時間、５９時間、６０時間、６１時間、６２時間、６３時間、６４時間、
６５時間、６６時間、６７時間、６８時間、６９時間、７０時間、７１時間、７２時間、
７３時間、７４時間、７５時間、７６時間、７７時間、７８時間、７９時間、８０時間、
８１時間、８２時間、８３時間、８４時間、８５時間、８６時間、８７時間、８８時間、
８９時間、９０時間、９１時間、９２時間、９３時間、９４時間、９５時間、９６時間、
９７時間、９８時間、９９時間、１００時間、１０１時間、１０２時間、１０３時間、１
０４時間、１０５時間、１０６時間、１０７時間、１０８時間、１０９時間、１１０時間
、１１１時間、１１２時間、１１３時間、１１４時間、１１５時間、１１６時間、１１７
時間、１１８時間、１１９時間、および１２０時間を含む時間を指す。ある実施形態では
、処置された血小板が保存される期間は、約１～約３０日間（例えば、約１日間、２日間
、３日間、４日間、５日間、６日間、７日間、８日間、９日間、１０日間、１１日間、１
２日間、１３日間、１４日間、１５日間、１６日間、１７日間、１８日間、１９日間、２
０日間、２１日間、２２日間、２３日間、２４日間、２５日間、２６日間、２７日間、２
８日間、２９日間、および３０日間）を含む。
【０１２２】
　一実施形態では、処置された血小板は、約１～約１４日間（例えば、約７日間）室温で
保存することができる。７日後に、一態様では、血小板を本明細書で説明されるように冷
蔵することができる。
【０１２３】
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　様々な他の実施形態では、処置された血小板は室温で保存される。１つ以上のシアリダ
ーゼ阻害剤、任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤での処置は、血小板集団を維持／変更
する、すなわち処置後の一定期間に亘って未処置血小板サンプルと比較すると、哺乳動物
への輸血後の血小板集団の止血機能を維持または改善し、かつ室温で保存された血小板の
保存損傷の発生を低減する。したがって、室温以下で保存される処置された血小板サンプ
ルは、延長された保存期間、一実施形態では、少なくとも約２日間、少なくとも約３日間
、少なくとも約４日間、少なくとも約５日間、少なくとも約６日間、少なくとも約７日間
、少なくとも約８日間、少なくとも約９日間、少なくとも約１０日間、少なくとも約１１
日間、少なくとも約１２日間、少なくとも約１３日間、少なくとも約１４日間、少なくと
も約２１日間、または少なくとも約２８日間後でも自家輸血または異種輸血に適している
。
【０１２４】
　本明細書の本発明の態様および実施形態の全てで使用される用語「徐々に加温する」は
、漸進的加温（例えば、１時間または１日当たり０．１℃、０．２℃、０．３℃、０．４
℃、０．５℃、０．６℃、０．７℃、０．８℃、０．９℃、１℃、２℃、３℃、４℃、５
℃、６℃、７℃、８℃、９℃、または１０℃）を指す。本明細書で説明されるように、本
発明の任意の態様または実施形態は、処置された血小板調製物を室温よりも高い温度まで
加温する、例えば、血小板調製物を３７℃まで加温するステップをさらに含む。加温は、
漸進的または段階的に温度上昇させて行うことができる。室温または冷温で保存される、
処置された血小板集団は、血液産物の再加温に一般的である連続的な軽度の撹拌を行いな
がらゆっくりとした加熱によって加温することが好ましい。血液加温装置が、国際公開第
２００４／０９８６７５号パンフレットに開示され、この血液加温装置は、処置された血
小板集団を冷蔵状態から再加温するのに適している。
【０１２５】
細菌の増殖および病原体誘発性血小板分解の抑制
　本発明は、病原体のシアリダーゼを阻害することによって病原体誘発性血小板分解を低
減し、かつ病原体の成長／増殖を抑制する新規な方法を提供する。シアリダーゼ阻害剤は
、病原体の増殖を防止する抗菌性を示す。
【０１２６】
　本明細書で使用される用語「病原体」は、（Ｄｏｄｄ，Ｒ．Ｙ．　Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌ．
Ｊ．Ｍｅｄ．３２７：４１９－４２１　（１９９２）；Ｓｏｌａｎｄ，Ｅ．Ｍ．，ｅｔａ
ｌ．Ｊ．Ａｍ．Ｍｅｄ．Ａｓｓｏｃ．２７４：１３６８－１３７３　（１９９５）および
Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ，Ｇ．Ｂ．，ｅｔ　ａｌ．Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３３４：
１６８５－１６９０　（１９９６））に記載されている感染を引き起こす１つ以上の微生
物などを指す。例示的な病原体は、限定されるものではないが、ウイルス、細菌、寄生虫
、原生動物、または真菌を含む。ウイルスの例として、限定されるものではないが、単純
ヘルペスウイルス、ＨＩＶ、肝炎、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、呼吸発疹ウイルス、
ブルータングウイルス、およびウシ下痢症ウイルスが挙げられる。ウイルスはまた、サイ
トメガロウイルス、エプスタイン・バーウイルス、単純ヘルペスウイルスＩ型およびＩＩ
型、ならびに血液中で自由に循環する他のウイルス、さらに細胞結合ウイルスも含む。真
菌は、限定されるものではないが、例えば、アスペルギス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）を
含む。そして、典型的な寄生虫は、限定されるものではないが、アメーバ（Ａｍｅｏｂａ
）、プラスモジウム（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｎｍ）、リーシュマニア（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉ
ａ）、マイコサスプロファンダス（Ｍｙｃｏｓｕｓ　ｐｒｏｆｕｎｄｕｓ）、トリパノソ
ーマ（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ）、スピロヘータ（Ｓｐｉｒｏｃｈｅｔｅ）、およびアル
ボウイルス（Ａｒｂｏｖｉｕｓ）を含む。
【０１２７】
　血小板に共通に関連し、かつシアリダーゼ阻害剤によって増殖が抑制される細菌に関し
ては、限定されるものではないが、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、バチル
ス属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ）、バクテロイデス・エガーシイ（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅ
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ｓ　ｅｇｇｅｒｔｈｉｉ）、カンジダアルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ
）、シトロバクター属（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ）、ウェルシュ菌（Ｃｌｏｓｔｒ
ｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、コリネバクテリア属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ　ｓｐ）、類ジフテリア菌（Ｄｉｐｈｔｈｅｒｏｉｄ）、エンテロバクター・エ
ロゲネス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、エンテロバクター・アム
ニゲナス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｍｎｉｇｅｎｕｓ）、エンテロバクター・クロ
アカエ（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ）、エンテロコッカス・アビウム（
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ａｖｉｕｍ）、エンテロコッカス・フェカーリス（Ｅｎｔｅ
ｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）
、フゾバクテリウム属（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐｐ．）、グラヌリカテラ・ア
ディアセンス（Ｇｒａｎｕｌｉｃａｔｅｌｌａ　ａｄｉａｃｅｎｓ）、ヘリコバクターピ
ロリ（Ｈｅｌｉｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）、クレブシエラ属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌ
ａ　ｓｐ）、（肺炎桿菌（Ｋ．　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）、クレブシエラ・オキシトカ（Ｋ
．ｏｘｙｔｏｃａ））、ラクトバシラス属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ）、リス
テリア属（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｓｐ）、ミクロコッカス属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｓ
ｐ）、ペプトストレプトコッカス（Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、プロテウ
ス・ブルガリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）、シュードモナス属（Ｐｓｅｕｄ
ｏｍｏｎａｓ　ｓｐ）、クチニセマウス（Ｐｓｅｕｄｏｍｙｓ　ｏｒａｌｉｓ）、プロピ
オン酸菌属（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ）、サルモネラ属（Ｓａｌｍｏ
ｎｅｌｌａ　ｓｐ）、セラチア属（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｓｐ）、ブドウ球菌属（Ｓｔａｐ
ｌｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ）（コアグラーゼ陰性ブドウ球菌（Ｃｏａｇｕｌａｓｅ－
ｎｅｇａｔｉｖｅ　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ））、連鎖球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ）（ストレ
プトコッカス・ガロリティカス（Ｓ．ｇａｌｌｏｌｙｔｉｃｕｓ）、ストレプトコッカス
・ボビス（Ｓ．ｂｏｖｉｓ）、ストレプトコッカス・ピオゲネス（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ
）、緑色連鎖球菌（Ｓ．ｖｉｒｉｄａｎｓ））、セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａ
ｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）、および腸炎エルシニア（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅ
ｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ）を含む。
【０１２８】
　本明細書で使用される用語「病原体誘発性血小板分解」は、あらゆる程度の血小板分解
、止血活性の低下、または１つ以上の病原体によって引き起こされる血小板の除去率の上
昇を指す。
【０１２９】
　本明細書で使用される用語「有害作用」は、１つ以上の病原体によって引き起こされる
血小板の生存能力対する有害作用（例えば、血小板分解の進行、止血活性の低下、または
血小板除去率の上昇）を指す。本明細書で使用される用語「有害作用」は、１つ以上の病
原体によって引き起こされる患者に対する有害作用（例えば、感染自体の結果）、例えば
、敗血症を指すこともある。
【０１３０】
　本明細書で使用される用語「細菌汚染」は、上記の任意の細菌病原体による、または細
菌由来シアリダーゼを産生することができる非病原性細菌による汚染を指す。「細菌の増
殖の抑制」は、血小板調製物中の細菌の増殖を低減かつ／または抑制することを指す。
【０１３１】
　本明細書で使用される用語「細菌由来シアリダーゼ」は、細菌によって産生されるシア
リダーゼを指す。本明細書で使用される「細菌由来シアリダーゼ」の阻害は、細菌由来シ
アリダーゼの阻害に加えて、任意選択で、血漿板由来シアリダーゼおよび／または患者由
来シアリダーゼを阻害することができる。
【０１３２】
　本発明は、他の態様では、血小板集団をドナーから得て、血小板を有効量の本発明の組
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成物、例えば、シアリダーゼ阻害剤に接触させることによって、血小板調製物中の細菌の
増殖を抑制する新規な方法を提供する。好適な実施形態では、本発明の方法は、ｉｎ　ｖ
ｉｖｏ止血活性を実質的に失うことなく、処置された血小板組成物を室温で一定期間保存
するステップをさらに含む。あるいは、本明細書で説明されるように、処置された血小板
を冷却して、得られる血小板組成物を室温よりも低い温度にし；ｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性
を実質的に失うことなく、室温よりも低い温度で一定期間保存し、再加温して室温に戻す
ことができる。
【０１３３】
　本明細書で説明されるように、血小板調製物中の病原体の増殖を減少させる本発明の方
法の好適な実施形態は、本明細書で説明されるように、血小板を有効量のシアリダーゼ阻
害剤に接触させ、かつ任意選択で、本明細書で説明されるように、有効量の少なくとも１
つのグリカン修飾剤に接触させるステップを含む。
【０１３４】
　シアリダーゼ阻害剤による細菌の増殖抑制・阻害により、血小板を、低い細菌汚染リス
クでより長く、本明細書で説明される期間に亘って確実に保存することができる。
【０１３５】
　血小板の細菌汚染は、血小板の輸血を受ける患者に敗血症を引き起こすため問題である
。細菌汚染は、血液および／または血小板をドナーから得る際の非無菌操作、または献血
後の血小板の扱い不良の結果であり得る。たとえ供与される血液または血小板を得る際の
良好な滅菌技術であっても、細菌は、血小板調製物中になお残存し得る。例えば、たとえ
専門技術者が抗菌剤を使用して献血部位の皮膚を消毒したとしても、細菌が、皮膚の層内
に入り込んでいることもある。したがって、針を皮膚に刺入すると、供与される血小板の
細菌汚染が起こり得る。結果として、敗血症のリスクを低減するために、治療時（例えば
、レシピエントに血小板を輸血されるとき）に細菌検査が行われる。
【０１３６】
　加えて、細菌汚染は、血液容器／バッグの内面に生物膜の形成をもたらすことがある。
生物膜形成は、細菌のバッグの内面への付着により起こり、その表面を支持体として用い
て増殖する。細菌の増殖が進行すると、生物膜の形成も進行する。
【０１３７】
　したがって、血小板調製物のシアリダーゼ阻害剤との接触により、予想外の細菌の増殖
抑制・阻害、および血小板バッグの内面の生物膜形成の減少が起きる。本明細書で説明さ
れる方法を用いて、血小板調製物を、内因性血小板シアリダーゼだけではなく細菌シアリ
ダーゼも阻害する有効量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤に接触させる。この血小板の処
置により、細菌の成長／増殖が低減された血小板の長期保存が可能となり、これにより、
レシピエントへの輸血後のｉｎ　ｖｉｖｏでの血小板の生存能力および止血が向上する。
【０１３８】
　本発明の方法は、レシピエントに輸血される前に細菌の増殖が実際に抑制されているか
を決定するために細菌の増殖を１つ以上の時点で検査することを含む。細菌検査は、１つ
の時点（例えば、治療の時点）で行うことができ、結果を基準と比較して、細菌の増殖が
輸血される処置された血小板で起きたかを決定することができる。加えて、処置された血
小板の細菌検査を２つ以上の時点で行って、特定のサンプルが細菌の増殖の抑制を示した
かについて評価することができる。細菌の増殖の上昇または細菌の増殖の存在は、処置さ
れた血小板は汚染されており、輸血には使用できないことを示唆する。細菌の増殖がない
ことは、処置された血小板を輸血に使用できることを示唆する。本発明のシアリダーゼ阻
害剤により、処置された血小板が輸血に適するようになる。
【０１３９】
　処置された血小板調製物に細菌汚染があるかを決定する多数の検査が存在する。細菌に
は一般的であるが血小板に見られないポリペプチドまたはタンパク質の存在によって、培
養技術、グラム染色法、スキャニング技術、細菌に保存されている核酸の存在、およびス
キャンなどによって、細菌を検査することができる。
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【０１４０】
　血小板調製物の細菌汚染の決定に一般的に使用される検査は、Ｐａｎ　Ｇｅｎｅｒａ　
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＰＤＧ）（Ｖｅｒａｘ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ，Ｉｎｃｏｒｐｏｒ
ａｔｅｄ，　Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ　Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ）である。ＰＧＤ検査は
、血液成分中の多数の細菌を検出することができる。この広範囲の検出は、２つの広範な
クラスの細菌の細胞壁に一般的である共有または保存された抗原、すなわちグラム陽性細
菌のリポタイコ酸およびグラム陰性細菌のリポ多糖の存在に基づいている。この検査は、
これらの保存されたグラム陽性抗原およびグラム陰性抗原を標的として、これらの標的に
直接結合する結合剤を用いることによって生物学的サンプルを広範囲の細菌汚染について
検査する。この検査では特定の細菌のレベルまたは存在は決定されないが、この検査は、
血小板調製物中の多数の細菌の存在は決定する。
【０１４１】
　培養方法を利用して、細菌汚染および／または細菌の増殖の存在または非存在を決定す
ることができる。１つの市販の検査は、ＢａｃＴ／ＡＬＥＲＴ検査（ｂｉｏＭｅｒｉｅｕ
ｘ，Ｉｎｃ．，Ｄｕｒｈａｍ，ＮＣ）と呼ばれている。細菌の検出は、細菌の増殖による
二酸化炭素の発生量に基づいている。培養瓶の底部の二酸化炭素感受性液体エマルション
センサの色が変化し、これが、センサで反射される光の変化によって検出される。Ｂａｃ
Ｔ／ＡＬＥＲＴ検査は、多数の細菌、真菌、および酵母の存在を検出する。
【０１４２】
　細菌検出の別の方法では、血小板調製物サンプル中の酸素含有量を測定する。一例とし
て、Ｐａｌｌ　ｅＢＤＳ検査（Ｐａｌｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｐｏｒｔ　Ｗａｓｈ
ｉｎｇｔｏｎ，ＮＹ）が挙げられる。この検出アプローチは、細菌の代理マーカーとして
サンプルパウチ内の空気の酸素含有量を測定する。酸素分析装置を使用して、血小板を有
するパウチまたはバッグのヘッドスペースガス中の酸素の割合を測定する。収集された血
小板サンプル中に細菌が存在する場合は、培養中のサンプル内の細菌の代謝活性および増
殖によって消費される酸素の量が増加し、これにより、サンプルパウチ内の血漿および空
気の酸素含有量が測定可能に減少する。
【０１４３】
　血小板調製物中で細菌が増殖しているかを決定するより伝統的な方法は、グラム染色で
ある。グラム染色は、微生物の識別を開始する目的で細菌種をクラス（グラム陰性および
グラム陽性）に分けることができる。この検査は、ペプチドグリカン、細菌の細胞壁のグ
リカンを検出する。
【０１４４】
　処置された血小板調製物のサンプルを得て、培養して細菌が存在するか否かを決定する
ことができる。培養培地にサンプルを播種またはプレーティングして、細菌の増殖に適し
た制御された条件下で培養する。細菌が増殖し、細菌を識別することができる。
【０１４５】
　当分野で公知または将来開発される他の方法を使用して、本発明の処置された血小板調
製物における細菌の増殖を判定することができる。
【０１４６】
　本発明の方法では、血小板調製物を有効量の１つ以上のシアリダーゼ阻害剤に接触させ
ることによって細菌の増殖および／または生物膜の形成を低減する。細菌の増殖は、基準
または異なる時点で行われる別の評価と比較して減少する。本明細書で説明される方法は
、細菌の増殖および／または生物膜の形成を少なくとも約５％（例えば、約１０％、２０
％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または１００％）低減
する。一実施形態では、本発明の方法は、細菌の増殖および／または生物膜の形成を、血
小板調製物のシアリダーゼ阻害剤での処置の時点と比較して完全に抑制する。
【０１４７】
血小板の保存：
　本発明は、血小板の保存期間を延長する方法を包含する。本明細書で説明されるシアリ
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ダーゼ阻害剤を用いた保存では、シアリダーゼ活性を低下させて、細菌の増殖が抑制され
た状態で、血小板機能または止血活性が実質的に失われず、例えば、循環する能力が実質
的に失われず、または血小板の除去率が上昇することなく血小板を保存することができる
。
【０１４８】
　血小板は、本明細書で説明されるように、当業者に公知の標準的な技術によって血液か
ら収集する。この保存組成物は、少なくとも１つのシアリダーゼ阻害剤および任意選択の
少なくとも１つのグリカン修飾剤を血小板の除去を低減するのに十分な量含む。一部の実
施形態では、保存組成物は、血小板のグリカン部分の修飾を触媒する酵素をさらに含む。
【０１４９】
　本発明は、ある態様では、血小板組成物を保存する新規な方法を提供し、この方法は、
血小板集団をドナーから得るステップ、この血小板を有効量の１つ以上のシアリダーゼ阻
害剤および任意選択の１つ以上のグリカン修飾剤で処置するステップを含む。一実施形態
では、血小板組成物を保存する新規な方法は、血小板集団をドナーから得るステップ；有
効量のシアリダーゼ阻害剤をこの血小板集団に添加するステップ、およびｉｎ　ｖｉｖｏ
止血活性を実質的に失うことなく、得られた血小板組成物を室温で一定期間保存するステ
ップを含む。別の実施形態では、血小板組成物を保存する新規な方法は、血小板集団をド
ナーから得るステップ；有効量のシアリダーゼ阻害剤をこの血小板集団に添加するステッ
プ；得られた血小板組成物を室温未満の温度に冷却するステップ；この血小板組成物を室
温未満の温度で一定期間保存するステップ、およびｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性を実質的に失
うことなく、この血小板組成物を再加温して室温に戻すステップを含む。さらなる実施形
態では、血小板組成物は、徐々に再加温する。ある実施形態では、血小板組成物は、保存
後に哺乳動物に輸血されるときに実質的に正常の止血活性を維持している。さらなる実施
形態では、保存後に哺乳動物に輸血されるときの血小板組成物は、未処置血小板の循環半
減期よりも約５％以上長い循環半減期を有する。ある好適な実施形態では、血小板組成物
は、保存後にヒトに輸血するのに適している。
【０１５０】
　本発明によると、シアリダーゼ阻害剤で処置した後に、処置された血小板集団を、未処
置の血小板の冷却時に受ける悪影響（冷温による血小板の活性化）なしに、室温または冷
温で保存することができる。グリカン部分の保存および／または選択的な修飾は、除去を
減少させ、これにより、現在可能な期間よりも長い期間の保存が可能となる。一態様では
、１つ以上のシアリダーゼ阻害剤を、概ね室温（約２０℃～２５℃）～３７℃で維持され
る血小板集団に添加する。本明細書で説明されるように、冷却とは、血小板集団の温度を
約２５℃未満の温度に下げることである。一部の実施形態では、血小板は、約１５℃未満
の温度まで冷却される。一部の好適な実施形態では、血小板は、約０℃～約４℃の範囲の
温度まで冷却される。冷却はまた、血小板組成物を凍結する、すなわち０℃未満、－２０
℃、－５０℃、および－８０℃以下の温度まで冷却することを含む。細胞の冷凍保存のプ
ロセスは当分野で周知である。
【０１５１】
　一部の実施形態では、血小板集団は、室温で少なくとも３日間保存される。例えば、処
置された血小板集団は、室温で少なくとも４日間、５日間、６日間、７日間、８日間、９
日間、１０日間、１１日間、１２日間、１３日間、１４日間、１５日間、１６日間、１７
日間、１８日間、１９日間、２０日間、２１日間、２２日間、２３日間、２４日間、２５
日間、２６日間、２７日間、および２８日間以上保存される。
【０１５２】
　加えて、ある態様では、処置された血小板集団は、少なくとも３日間冷蔵することがで
きる。処置された血小板集団は、例えば、少なくとも４日間、５日間、６日間、７日間、
８日間、９日間、１０日間、１１日間、１２日間、１３日間、１４日間、１５日間、１６
日間、１７日間、１８日間、１９日間、２０日間、２１日間、２２日間、２３日間、２４
日間、２５日間、２６日間、２７日間、および２８日間以上冷蔵される。
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【０１５３】
血小板の哺乳動物（例えば、ヒト)への輸血
　保存後、本発明は、一部の態様では、１つ以上のシアリダーゼ阻害剤を有する処置され
た血小板組成物を患者に輸血する方法を提供し、この血小板組成物は、本明細書で説明さ
れる方法に従って調製される。同様に、これらのステップを用いて、本発明は、哺乳動物
において止血を媒介する新規な方法を提供する。
【０１５４】
　加えて、本発明は、血小板の循環時間を延長する、または血小板のクリアランスを減少
させる方法に関する。血小板集団の循環時間は、その集団における血小板の半数が、哺乳
動物への輸血後にその哺乳動物で循環しなくなる時間として定義される。
【０１５５】
　本明細書で使用される「クリアランス」は、哺乳動物の血液循環からの処置された血小
板の除去（例えば、限定されるものではないが、マクロファージの食作用による）を意味
する。より具体的には、血小板集団のクリアランスは、単位時間当たりの、単位量の血液
または血清からの血小板集団の除去を指す。血小板集団のクリアランスの減少とは、血小
板集団のクリアランスまたは血小板が除去される速度の抑制、遅延、または低減のことで
ある。
【０１５６】
　血小板の輸血を必要とする患者は、例えば、貧血、血小板減少症、機能性血小板障害、
活性化血小板に関連した出血、または出血の重大なリスク（例えば、予防薬の使用）のあ
る患者を含む。次の医学的状態を有する患者は、血小板の輸血を必要とすることがある：
白血病、骨髄異形成、再生不良貧血、充実性腫瘍、先天性または後天性血小板機能異常症
、中枢神経系外傷。模型人口肺または心肺バイパスを受けている患者も、血小板の輸血を
受ける。
【０１５７】
　本発明の一態様では、単離された血小板集団の循環時間を延長する方法では、単離され
た血小板集団を有効量の少なくとも１つのシアリダーゼ阻害剤に接触させて、この血小板
集団のクリアランスを減少させる。本明細書で使用される血小板集団とは、１つ以上の血
小板を有するサンプルのことである。
【０１５８】
　血小板のクリアランスの減少は、室温以下での血小板の保存後に起こる血小板のクリア
ランスの減少を含む。血小板のクリアランスの減少は、室温以下で得られる保存損傷の減
少、または血小板の冷蔵で起こる「冷温による血小板の活性化」の減少から起こり得る。
冷温による血小板の活性化は、当業者にとっての特定の意味を有する用語である。冷温に
よる血小板の活性化は、血小板の形態の変化によって明白であり得、血小板の形態の変化
の一部は、血小板の活性化の後に起こる変化に類似している。室温または冷温による血小
板の活性化を示唆する構造の変化は、技術、例えば、光学顕微鏡検査または電子顕微鏡検
査を用いて非常に容易に識別される。分子レベルでは、血小板の活性化は、アクチン束形
成をもたらし、続いて細胞内カルシウムの濃度が上昇する。アクチン束形成は、例えば、
電子顕微鏡検査を用いて検出される。細胞内カルシウム濃度の上昇は、例えば、蛍光細胞
内カルシウムキレート剤を利用することによって決定される。アクチンフィラメントの切
断を抑制する上記キレート剤の多くは、細胞内カルシウムの濃度の決定にも有用である（
Ｔｓｉｅｎ，Ｒ．，１９８０，上掲）。したがって、様々な技術が、血小板が室温誘発活
性化または冷温誘発活性化を受けたか否かの決定に利用可能である。
【０１５９】
　シアリダーゼ阻害剤の血小板への添加により、グリカンの末端のシアル酸残基の加水分
解が防止され、血小板のグリカン部分の構造が維持され、処置された血小板のクリアラン
スが減少する。この効果は、例えば、チオグリコール酸注射刺激後に腹腔から単離された
分化ＴＨＰ－１細胞またはマウスマクロファージを利用するｉｎ　ｖｉｔｒｏシステムを
用いて側定することができる。未処置血小板と比較した処置された血小板の除去速度を決
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定することができる。除去速度を検査するために、処置された血小板をマクロファージに
供給し、マクロファージによる血小板の摂取を監視する。未処置血小板と比較した処置さ
れた血小板の摂取の減少（１．２分の１以下）は、本明細書で説明される目的であるグリ
カン部分の修飾の成功を示唆する。
【０１６０】
　また、シアリダーゼ阻害剤の血小板への添加により、細菌の増殖が抑制され、これによ
り、血小板のクリアランスが減少し、敗血症が防止される。細菌の増殖の評価は、本明細
書で説明される。
【０１６１】
　本発明のある実施形態では、血小板集団の循環時間は、少なくとも約１０％、２０％、
２５％、３０％、または４０％増加する。なお一部の実施形態では、血小板集団の循環時
間は、少なくとも約５０％～約１００％増加する。なおさらなる他の実施形態では、血小
板集団の循環時間は、約１５０％以上増加する。
【０１６２】
血小板組成物：
　本明細書で説明されるように、シアリダーゼ阻害剤に曝露されると、血小板は、処置さ
れ、本明細書では「血小板組成物」または「処置された血小板」と呼ばれる。本発明は、
本明細書で説明される１つ以上のシアリダーゼ阻害剤を含む新規な血小板組成物を含む。
別の実施形態では、新規な血小板組成物は、有効量の少なくとも１つのグリカン修飾剤を
さらに含む。処置された血小板は、シアリダーゼ阻害剤で処置しないと普通なら切断され
る血小板の表面に複数の無傷のグリカン分子を有する。本発明の血小板組成物のグリカン
分子は、シアル酸の切断が存在するグリカン分子を含み、このグリカン分子は、無傷のま
まである。シアル酸が切断された場合、グリカン修飾剤（例えば、ＣＭＰ－シアル酸、ま
たはＵＤＰ－ガラクトース、または両方）により、シアル酸の末端糖残基への付加、また
は末端糖残基のガラクトシル化、または末端糖残基のシアル化およびガラクトシル化の両
方が可能となる。一部の実施形態では、修飾されたグリカン部分は、ＧＰＩｂα分子であ
る。本発明はまた、保存媒体中の血小板組成物も含む。一部の実施形態では、保存媒体は
、薬学的に許容され得る担体とすることができる。
【０１６３】
　一部の実施形態では、このように修飾された末端グリカン分子はＧＰＩｂα分子である
。処置された血小板は、末端ＧＰＩｂα分子を有するグリカン構造を含み、続く処置によ
り、末端ガラクトースまたはシアル酸がＧＰＩｂα分子に付着する。別の態様では、本発
明は、複数の処置された血小板を含む血小板組成物を提供する。一部の実施形態では、血
小板組成物は、保存培地をさらに含む。一部の実施形態では、血小板組成物は、薬学的に
許容され得る担体をさらに含む。
【０１６４】
　一部の実施形態では、本明細書で説明される本発明の方法によって処置された血小板集
団は、好ましくは哺乳動物への輸血後の、細菌の増殖の抑制および実質的に正常な止血活
性を実証する。一部の実施形態では、本明細書で説明される本発明の方法によって処置さ
れた血小板集団は、同様に保存されるが未処置の血小板集団に対して、細菌の増殖の抑制
および止血活性の改善を実証する。
【０１６５】
　さらなる好適な実施形態では、上記説明された新規な血小板組成物は、安定な血小板調
製物を提供する。ある実施形態では、本発明の安定な血小板調製物は、少なくとも２４～
３６０時間保存することができ、血小板調製物は、未処置の血小板と比較して、ヒトにお
いて、止血機能を有意に失うことがない、かつ血小板クリアランスが有意に増大すること
がない保存後のヒトへの投与／輸血に適している。ある好適な実施形態では、安定な血小
板組成物は、冷蔵することができる。いくつかの他の好適な実施形態では、安定な血小板
組成物は、未処置血小板と比較して、実質的に生物学的活性が低下することなく室温で保
存することができる。
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【０１６６】
　本発明は、他の態様では、本明細書で説明される新規な血小板組成物を含み、かつ少な
くとも１つの薬学的に許容され得る賦形剤をさらに含む組成物を提供する。本明細書で使
用される「薬学的に許容され得る賦形剤」は、望ましい特定の剤形に適した全ての溶媒、
希釈剤、または他の液体担体、分散または懸濁補助剤、表面活性剤、等張剤、増粘または
乳化剤、保存剤、抗酸化剤、固形結合剤、および潤滑剤などを含む。Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
'ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｓｉｘｔｅｅｎｔｈ　Ｅｄｉ
ｔｉｏｎ，Ｅ．Ｗ．Ｍａｒｔｉｎ（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔ
ｏｎ，ＰＡ，１９８０）は、医薬組成物の調製に使用される様々な賦形剤およびその調製
のための公知の技術を開示している。例えば、任意の不所望の生物学的影響をもたらす、
またはその他に医薬組成物の任意の他の化合物と有害に相互作用することにより、従来の
賦形剤媒体が本発明の化合物に混合できない場合を除き、賦形剤の使用は、本発明の範囲
内と考えられる。
【０１６７】
　ある実施形態では、血小板組成物は、出血障害または貧血のヒト患者に輸血するのに適
している。好適な実施形態では、血小板組成物は、ヒトに投与される前に、細菌の増殖が
抑制された状態で少なくとも５日間保存することができ、血小板組成物は、未処置の血小
板と比較して、止血機能を有意に失うことなく、かつ血小板クリアランスが有意に増加す
ることなくヒトに輸血することができる。
【０１６８】
　用語「薬学的に許容され得る」は、血小板の生物学的活性の有効性を妨げない非毒性材
料を意味し、生物系、例えば、細胞、細胞培養、組織、または生物と適合性である。薬学
的に許容され得る担体は、希釈剤、充填剤、塩、緩衝剤、安定剤、可溶化剤、および当分
野で周知の他の材料、例えば、血小板組成物をｐＨ７．３～７．４、血液の生理的ｐＨに
安定させる緩衝剤を含み、本発明に使用するのに適した薬学的に許容され得る組成物であ
る。
【０１６９】
　本発明は、哺乳動物への投与用の医薬組成物を調製する方法をさらに含む。好適な実施
形態では、血小板を含む新規な医薬組成物は、血小板がドナーから得られた後に血小板集
団に添加される有効量のシアリダーゼ阻害剤をさらに含み、得られた血小板組成物を、ｉ
ｎ　ｖｉｖｏ止血活性を実質的に失うことなく室温で一定期間保存する。別の好適な実施
形態では、血小板を含む新規な医薬組成物は、血小板がドナーから得られた後に血小板集
団に添加される有効量のシアリダーゼ阻害剤をさらに含み；得られた血小板組成物を、室
温よりも低い温度に冷却し；室温よりも低い温度で一定期間保存し、ｉｎ　ｖｉｖｏ止血
活性を実質的に失うことなく再加温して室温に戻す。一部の実施形態では、血小板を含む
新規な医薬組成物を調製する方法は、グリカン部分の修飾を維持するシアリダーゼ阻害剤
および／またはグリカン部分の修飾を触媒するグリカン修飾剤および／または酵素を中和
する、除去する、または希釈するステップ、ならびに薬学的に許容され得る担体に処置さ
れた血小板調製物を入れるステップを含む。好適な一実施形態では、血小板調製物は、中
和または希釈の前および最中に室温（約２２℃）で保存される。別の好適な実施形態では
、血小板調製物は、冷却して保存され、次いで中和または希釈の前に室温（約２２℃）ま
で加温される。一部の実施形態では、血小板調製物は、グリカン部分の修飾を維持するシ
アリダーゼ阻害剤および／またはグリカン部分の修飾を触媒するグリカン修飾剤および／
または酵素に接触させる前に薬学的に許容され得る担体に含められるが、血小板調製物は
、中和または希釈の後に必ずしも学的に許容され得る担体に含めなくても良い。
【０１７０】
　本明細書で使用される用語「中和する」または「中和」は、グリカン部分の修飾を維持
するシアリダーゼ阻害剤および／またはグリカン部分の修飾を触媒するグリカン修飾剤お
よび／または酵素が、実質的に血小板のグリカン残基のグリカン修飾をできないようにす
る、または血小板溶液中のその濃度を、哺乳動物にとって有害でない、例えば、５０マイ
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クロモル未満のグリカン修飾剤まで低下させるプロセスを指す。一部の実施形態では、冷
却された血小板は、例えば、赤血球の懸濁液での希釈によって中和される。あるいは、処
置された血小板をレシピエントに注入することができ、これは、赤血球懸濁液での希釈に
等しい。この中和方法は、有利なことに、閉じた系を維持して血小板の損傷を最小限にす
る。好適な実施形態では、中和を必要としない。
【０１７１】
　毒性を低減する代替の方法では、例えば、活性炭または固定された抗体を含むフィルタ
を輸血ラインに設けて、グリカン部分の修飾を維持するシアリダーゼ阻害剤および／また
はグリカン部分の修飾を触媒するグリカン修飾剤および／または酵素を除去する。
【０１７２】
　グリカン部分の修飾を維持するシアリダーゼ阻害剤および／またはグリカン部分の修飾
を触媒するグリカン修飾剤および／または酵素の何れかまたは全てを、標準的な臨床的細
胞洗浄技術に従って処置された血小板を洗浄することによって除去する、または実質的に
希釈することができる。
【０１７３】
　本発明は、哺乳動物における止血を媒介する方法をさらに提供する。この方法は、上記
説明された処置された血小板を投与するステップを含む、または処置された血小板または
医薬組成物の上記の注入は、当分野で公知の標準的な方法に従って行うことができる。一
実施形態によると、ヒト患者に、処置された血小板の投与の前、後、または最中に赤血球
が輸血される。赤血球の輸血は、投与された処置された血小板を希釈する役割を果たし、
これによりグリカン部分の修飾を維持するシアリダーゼ阻害剤および／またはグリカン部
分の修飾を触媒するグリカン修飾剤および／または酵素が中和される。
【０１７４】
　処置された血小板を用いた止血を媒介する投与計画は、対象の種類、年齢、体重、性別
、および医学的状態、疾患の重症度、投与の経路および頻度を含む様々な因子に基づいて
選択される。通常の技術を有する医師または臨床医は、止血を媒介するのに必要な有効量
の処置された血小板を容易に決定して処方することができる。
【０１７５】
　投与計画は、例えば、臨床的徴候および研究室の検査での処置に対する応答に従って決
定することができる。このような臨床的徴候および研究室の検査の例は、当分野で周知で
あり、Ｈａｒｒｉｓｏｎ'ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄ
ｉｃｉｎｅ，１５ｔｈ　Ｅｄ．，Ｆａｕｃｉ　ＡＳ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，ＭｃＧｒ
ａｗ－Ｈｉｌｌ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２００１に記載されている。
【０１７６】
　例えば、血小板を１つ以上のシアリダーゼ阻害剤および任意選択のグリカン修飾剤で処
置することによって血小板の室温誘発活性化または冷温誘発活性化を防止するための最適
な濃度および条件を決定するために、血小板を室温で保存し、かつ／または血小板を冷温
に曝露する前に、これらの物質を、量を漸増させて血小板に接触させる。シアル酸の切断
を防止するシアリダーゼ阻害剤および／またはグリカン部分の修飾を触媒するグリカン修
飾剤の最適な濃度は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ検査（例えば、ガラス、トロンビン、冷凍保存温
度に応じた形態の変化の観察；ＡＤＰ誘発性凝集）およびこれに続く止血機能（例えば、
血小板減少症の動物における回復、生存、および出血時間の短縮、またはヒト対象におけ
る５１Ｃｒ標識血小板の回復および生存）を示唆するｉｎ　ｖｉｖｏ検査によって決定さ
れる血小板機能を無傷で維持する最小有効濃度である。
【０１７７】
血小板組成物の調製方法：
　本発明は、他の態様では、単離された血小板集団をドナーから得るステップ、およびこ
の血小板を有効量のシアリダーゼ阻害剤で、本明細書で説明される期間内で処置するステ
ップを含む血小板組成物を調製する新規な方法を提供する。好適な実施形態では、血小板
組成物を調製する新規な方法は、血小板集団をドナーから得るステップ；有効量のシアリ
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ダーゼ阻害剤を血小板集団に添加するステップ、およびｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性を実質的
に失うことなく、得られた血小板組成物を室温で一定期間保存するステップを含む。別の
好適な実施形態では、血小板組成物を調製する新規な方法は、血小板集団をドナーから得
るステップ；有効量のシアリダーゼ阻害剤を血小板集団に添加するステップ；得られた血
小板組成物を室温よりも低い温度まで冷却するステップ；血小板組成物を室温よりも低い
温度で一定期間保存するステップ、およびｉｎ　ｖｉｖｏ止血活性を実質的に失うことな
く、血小板組成物を再加温して室温に戻すステップを含む。さらなる実施形態では、血小
板組成物は、徐々に再加温する。ある実施形態では、血小板集団は、哺乳動物に輸血され
るときに正常な止血活性を実質的に維持している。さらなる実施形態では、哺乳動物に輸
血されるときの血小板集団は、未処置血小板の循環半減期よりも約５％以上（例えば、１
０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、
または１５０％）長い循環半減期を有する。ある好適な実施形態では、処置された血小板
集団は、ヒトに輸血されるのに適している。
【０１７８】
　本明細書で説明される血小板組成物を調製する本発明の好適な実施形態は、本明細書で
説明されるように、血小板集団を有効量のシアリダーゼ阻害剤で処置するステップを含む
。
【０１７９】
　本明細書で説明される血小板組成物を調製する本発明のさらなる好適な実施形態は、血
小板集団を有効量のシアリダーゼ阻害剤で処置するステップ、および本明細書で説明され
るように、血小板集団を有効量の少なくとも１つのグリカン修飾剤でさらに処置するステ
ップを含む。
【０１８０】
　一部の実施形態では、本明細書で説明される血小板の処置の方法と当分野で公知の血小
板保護の１つ以上の他の方法との組み合わせを提供する。例えば、本発明で提供される血
小板の修飾の方法は、例えば、限定されるものではないが、次の米国特許出願公開第２０
０９００５３１９８Ａ１号明細書、および米国特許第７，０３０，１１０号明細書；同第
７，０２９，６５４号明細書；同第７，００５，２５３号明細書；同第６，９００，２３
１号明細書；同第６，８６６，９９２号明細書；同第６，７３０，７８３号明細書；同第
６，７０６，７６５号明細書；同第６，７０６，０２１号明細書；同第６，６９３，１１
５号明細書；同第６，６３８，９３１号明細書；同第６，６３５，６３７号明細書；同第
６，５６６，３７９号明細書；同第６，５２１，６６３号明細書；同第６，５１８，３１
０号明細書；同第６，５１４，９７８号明細書；同第６，４９７，８２３号明細書；同第
６，４７６，０１６号明細書；同第６，４７２，３９９号明細書；同第６，４２０，３９
７号明細書；同第６，４１７，１６１号明細書；同第６，３５０，７６４号明細書；同第
６，３４４，４８６号明細書；同第６，３４４，４６６号明細書；同第６，３２６，４９
２号明細書；同第６，２７７，５５６号明細書；同第６，２４５，７６３号明細書；同第
６，２３５，７７８号明細書；同第６，２２１，６６９号明細書；同第６，２０４，２６
３号明細書；同第６，０３７，３５６号明細書；同第５，９１９，６１４号明細書；同第
５，７６３，１５６号明細書；同第５，７５３，４２８号明細書；同第５，６６０，８２
５号明細書；同第５，６２２，８６７号明細書；同第５，５８２，８２１号明細書；同第
５，５７１，６８６号明細書；および同第５，５６９，５７９号明細書；同第５，５５０
，１０８号明細書；同第５，５２９，８２１号明細書；同第５，４７４，８９１号明細書
；同第５，４６６，５７３号明細書；同第５，３９９，２６８号明細書；同第５，３７６
，５２４号明細書；同第５，３４４，７５２号明細書；同第５，２６９，９４６号明細書
；同第５，２５６，５５９号明細書；同第５，２３６，７１６号明細書；同第５，２３４
，８０８号明細書；および同第５，１９８，３５７号明細書で説明されている方法と組み
合わせると有用である。
【０１８１】
キット
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　本発明はまた、適切なパッケージング材料およびキットの内容物を使用するために取扱
説明書をさらに含む、血小板の収集、処理、および保存に使用されるキットも提供する。
血液および血液産物の取り扱いおよび保存を含む標準的な医療行為に従って、キット中の
全ての試薬および用品が無菌であることが好ましい。キットの内容物を滅菌する方法は、
当分野で公知であり、例えば、エチレンオキサイドガス、およびγ線照射などである。あ
る実施形態では、キットは、静脈穿刺用品および／または血液収集用品、例えば注射針セ
ット、血小板ドナーの皮膚を滅菌する溶液、および血液収集バッグもしくは容器を含み得
る。好ましくは、容器は、「閉じられている」、すなわち周囲環境から実質的に遮断され
ている。このような閉じられた血液収集容器は、当分野で周知であり、その中に含まれる
血小板調製物の微生物汚染を防止する手段を提供する。他の実施形態は、血液収集および
血小板アフェレーシス用の用品を含むキットを含む。キットは、一定量の１つ以上のシア
リダーゼ阻害剤をさらに含み、容器内に収集および保存された多量の血小板を修飾するの
に十分なグリカン修飾剤を含んでも含まなくても良い。他の実施形態では、キットは、容
器内の多量の血液または血小板を処置するのに十分なシアリダーゼ阻害剤が容器内に含ま
れている血液保存容器を有する血液収集システムを含む。シアリダーゼ阻害剤単独の量ま
たはシアリダーゼ阻害剤とグリカン修飾剤の量は、１つには容器の容量による。シアリダ
ーゼ阻害剤単独またはシアリダーゼ阻害剤とグリカン修飾剤は、滅菌非化膿性溶液として
提供するのが好ましいが、凍結乾燥粉末として提供することもできる。例えば、２５０ｍ
ｌの容量の血液バッグが提供される。血液バッグには、２５０ｍｌの血液が添加されたと
きにシアリダーゼ阻害剤の最終濃度が約１２００マイクロモルとなるような量のシアリダ
ーゼ阻害剤が含められる。他の実施形態は、例えば、限定されるものではないが、最終濃
度が１０マイクロモル～１０ミリモル、好ましくは１００マイクロモル～１．２ミリモル
のシアリダーゼ阻害剤単独またはシアリダーゼ阻害剤とグリカン修飾剤となる量の様々な
濃度のシアリダーゼ阻害剤単独またはシアリダーゼ阻害剤とグリカン修飾剤を含む。他の
実施形態は、例えば、容器内に導入された血液産物にグリカンのシアリル化またはガラク
トシル化をもたらす、シアリダーゼ阻害剤またはシアリダーゼ阻害剤とグリカン修飾剤の
組合せを使用する。
【０１８２】
処置された血小板の血小板機能および評価
　血小板の処置後、血小板機能を様々なｉｎ　ｖｉｔｒｏ法で評価することができる。処
置された血小板の回復および生存をさらに評価することができ、これは、大抵は、健康な
ボランティアにおいて放射性標識血小板を用いて行われる。
【０１８３】
　本明細書で説明される「止血活性」とは、出血の停止を媒介する（例えば、血餅を形成
する）血小板集団の能力のことである。正常な止血活性とは、健康体（非血小板減少症ま
たは非血小板症哺乳動物）におけるｉｎ　ｖｉｖｏ未処置血小板の止血活性と機能的に等
価または実質的に同様である、あるいは新鮮な分離された血小板組成物のｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ止血活性と機能的に等価または実質的に同様である処置された血小板で見られる程度の
止血活性のことである。
【０１８４】
　血小板の処置後、血小板がその機能、例えば、活性化して血餅を形成する能力を維持し
ているかを判定するために血小板を評価することができる。血小板の止血活性を決定する
様々なアッセイが利用可能である（Ｂｅｎｎｅｔｔ，Ｊ．Ｓ．ａｎｄ　Ｓｈａｔｔｉｌ，
Ｓ．Ｊ．，１９９０，"Ｐｌａｔｅｌｅｔ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ，"Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ，
Ｗｉｌｌｉａｍｓ，Ｗ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｅｄｓ．ＭｃＧｒａｗ　Ｈｉｌｌ，ｐｐ　
１２３３－１２２５０）。一実施形態では、「止血」または「止血活性」の実証は、血小
板減少症または血小板症（すなわち非機能的血小板）の動物またはヒトに輸血された血小
板が循環して自然の出血または実験的に誘発された出血を停止するという実証も含み得る
。血小板の止血活性を決定するために、研究室では、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ検査を使用する。
凝集、分泌、血小板の形態、および代謝の変化のアッセイを含むこれらの検査は、活性化
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に対する血小板機能の応答を測定する。これらのｉｎ　ｖｉｔｒｏ検査は、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏ血小板止血機能を決定する。
【０１８５】
　一実施形態では、本発明の組成物（例えば、シアリダーゼ阻害剤）で処置された血小板
は、未処置であるが収集／単離直後の血小板と同様のレベルの血小板機能を示す。
【０１８６】
　血小板が凝固する能力を測定する検査は凝集アッセイである。血小板凝集検査は、血小
板凝集計を用いて血漿の混濁または濁度を測定する。凝固を促進するアゴニストが、凝集
アッセイに使用される。アゴニストの例として、アデノシン二リン酸（ＡＤＰ）、エピネ
フリン（アドレナリン）、トロンビン、コラーゲン、ＴＸＡ２、およびリストセチンが挙
げられる。検査を行うためにサンプルにアゴニストが添加されるため、結果は、サンプル
のドナーが抗凝固剤を摂取している場合に影響を受ける。アゴニストの血漿サンプルへの
添加により、血小板が互いに凝集し、これにより液体が透明になる。次いで、凝集計で標
本を透過する光を測定して、アゴニストに応答した血小板による凝固の程度を決定する。
アゴニストが添加されると、血小板が凝集して光を吸収しにくくなるため、透過率が上昇
し、これが、凝集計のフォトセルによって検出される。血小板凝集の正常時間は、研究室
、温度、検査が行われるバイアルの形状、および様々なアゴニストに対する患者の応答に
よってやや異なる。凝集アッセイの正常な凝固時間およびアゴニストの量の設定は、当業
者が決定することができる。アゴニストの例示的な量は、次の通りである：１μＭ～１０
μＭのＡＤＰ、１～４μｇ／ｍＬのコラーゲン、０．５ｍｇ／ｍＬ～１．５，５ｍｇ／ｍ
Ｌのリストセチン、５～１０μＭのアドレナリン、約５００μｇ／ｍＬのアラキドン酸（
ＴＸＡ２の前駆物質）、および５０ナノモル／Ｌ～１００ナノモル／Ｌのトロンビン。例
えば、リストセチンが他のアゴニストとは異なる機序によって凝集を引き起こすため、リ
ストセチンに対する応答と他の産物に対する応答との間の差異に留意されたい。アデノシ
ン二リン酸（ＡＤＰ）、アラキドン酸、コラーゲン、トロンビン、ＴＸＡ２、エピネフリ
ン、および／またはリストセチンに応答して約６５％以上の血小板凝集を有する血小板は
、正常な凝固機能を有する血小板と見なされる。したがって、本発明のシアリダーゼ阻害
剤で処置され、凝集アッセイで約６５％以上（例えば、約６５％～約１００％）の血小板
凝集を示す血小板は、止血活性を有すると見なされる。
【０１８７】
　別の検査は、凝集トロンボエラストグラフィを測定する。トロンボエラストグラフィは
、例えば、ＴＥＧの商標名でＨａｅｍｏｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ　（Ｂｒ
ａｉｎｔｒｅｅ，ＭＡ）から入手可能である。トロンボエラストグラフィでは、血小板の
少量のサンプル（典型的には、０．３６ｍＬ）がキュベット（ｃｕｐ）に入れられ、遅い
静脈還流を模してゆっくりと４°４５’回転（サイクル時間６／分）させられ、凝固が促
進される。センサ軸がサンプル内に挿入されると、カップとセンサとの間に血餅が生成す
る。血餅形成の速度および強度が、様々な方法で測定されるが、これは、血漿凝固系の活
性、血小板機能、線維素溶解、ならびに疾患、環境、および薬剤によって影響を受け得る
他の因子によって異なる。一般に、血餅形成を表す４つの値：Ｒ値（または反応時間）、
Ｋ値、角度、およびＭＡ（最大振幅）がこの検査によって決定される。Ｒ値は、血餅の最
初の証拠が検出されるまでの時間を表す。Ｋ値は、Ｒの終了から血餅が２０ｍｍに達する
までの時間であり、これは、血餅形成の速度を表す。この角度は、Ｋに達したときに形成
される曲線のタンジェントであり、Ｋと同様の情報を提供する。ＭＡは、血餅の強度を反
映する。製造者によって決定される数式を使用して、これらの４つの各値の１つの式への
相対的寄与を考慮する凝固指数（Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ　Ｉｎｄｅｘ）（ＣＩ）を決定
することができる。本発明の処置された血小板は、血餅を形成することができ、止血を維
持する。
【０１８８】
血小板マーカー／機能の免疫学的評価
　組成物での処置の前および／または後、ならびに個体に輸血された後に活性化する血小
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板の能力を含む血小板機能を評価することができる。血小板活性化マーカーの例として、
Ｐ－セレクチン、ＰＡＣ－１、ＧＰＩＩｂ、ＧＰＩＩＩａ、ＧＰＩｂ、およびＧＰＩＩＩ
ａが挙げられる。可溶性マーカーおよび膜結合マーカーを評価して、血小板活性化の状態
を決定し、処置された血小板調製物の止血を評価することができる。可溶性マーカーおよ
び膜結合マーカーを測定する方法は、いくつかの適切なアッセイを含む。適切なアッセイ
は、免疫学的方法、例えば、フローサイトメトリー、ラジオイムノアッセイ、酵素免疫測
定法（ＥＬＩＳＡ）、化学発光アッセイ、および容積毛細管血球計算システム（ｖｏｌｕ
ｍｅｔｒｉｃ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　ｓｙｓｔｅｍ）を包含する。
現在公知または将来開発される任意の方法を、このようなマーカーの測定に使用すること
ができる。
【０１８９】
　本発明の方法は、血小板マーカーまたはその一部と反応する抗体を利用する。好適な実
施形態では、抗体は、膜結合血小板マーカーおよび／または可溶性血小板マーカーまたは
その一部と特異的に結合する。抗体が結合すると、これらが結合したタンパク質またはマ
ーカーの機能が阻害される。抗体は、ポリクローナルまたはモノクローナルであり得、用
語抗体は、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体、およびそれらの機能的断片を
包含するものとする。用語ポリクローナルおよびモノクローナルは、抗体調製物の均一性
の程度を指し、特定の生産方法に限定されるものではない。
【０１９０】
　いくつかの好適な実施形態では、免疫学的技術は、抗血小板マーカー抗体（すなわち１
つ以上の抗体）によって血小板マーカーのレベルを検出する。抗血小板マーカー抗体は、
モノクローナル抗体および／またはポリクローナル抗体、およびこれらの混合物を含む。
血小板を表面膜糖タンパク質に対する抗体で標識し、次いでフローサイトメトリーにより
結合を分析することは、止血を評価するための迅速かつ高感度の技術である。例えば、Ｇ
ＰＩＩｂ、ＧＰＩＩＩａ、ＧＰＩｂ、およびＧＰＩＩＩａはそれぞれ、抗体ＣＤ４１、Ｃ
Ｄ６１、ＣＤ４２ｂ、およびＣＤ６１を用いて評価することができる。膜結合または可溶
性Ｐ－セレクチン（Ｐ－ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）のレベルの上昇は、血小板の活性化の程度
を示唆し、モノクローナル抗体、Ｓ１２またはＷ４０を用いて検出することができる。こ
のようなマーカーを検出するための抗体を購入しても良いし、または当分野で公知の方法
を用いて適切な免疫原を産生させても良い。
【０１９１】
　現在公知または将来開発される任意の方法を、膜結合血小板マーカーの測定に使用する
ことができる。本発明が利用する膜結合血小板マーカーのレベルを評価する１つの方法は
フローサイトメトリーである。血小板または膜結合マーカーを測定するためのフローサイ
トメトリー法は当分野で周知である（教示の全てが参照により本明細書に組み入れられる
、Ｓｈａｔｔｉｌ，Ｓａｎｆｏｒｄ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．"Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａ
ｃｔｉｖａｔｅｄ　Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ　ｉｎ　Ｗｈｏｌｅ　Ｂｌｏｏｄ　ｕｓｉｎｇ　
Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ－Ｄｅｐｅｎｄａｎｔ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ　ａｎｄ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，"　Ｂｌｏｏｄ，Ｖｏｌ．７０，Ｎｏ１
　（Ｊｕｌｙ），１９８７：ｐｐ３０７－３１５；Ｓｃｈａｒｆ，Ｒｕｄｉｇｅｒ　Ｅ．
，ｅｔ　ａｌ．，"Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ　ｉｎ　Ｂｌｏｏ
ｄ　Ｐｅｒｆｕｓｉｎｇ　Ａｎｇｉｏｐｌａｓｔｙ－ｄａｍａｇｅｄ　Ｃｏｒｏｎａｒｙ
　Ａｒｔｅｒｉｅｓ，Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，"　Ａｒ
ｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ　ａｎｄ　Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ，Ｖｏｌ　１２，Ｎｏ１
２　（Ｄｅｃｅｍｂｅｒ），１９９２：ｐｐ　１４７５－１４８７）。例えば、血小板を
含むサンプルを、血小板で発現される抗体とマーカーとの複合体の形成に適した条件下で
、マーカーに対する特異性を有する抗体に接触させて、複合体の形成を検出または測定す
る（直接的または間接的に）ことができる。一例では、膜結合マーカーのレベルは、血小
板を含む第１および第２のサンプルを得て、コントロールとして機能する前記第１のサン
プルを、血小板活性アゴニスト、例えば、ホルボールミリスチン酸アセテート（ＰＭＡ）
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、ＡＤＰ（アデノシン二リン酸）、トロンビン、コラーゲン、および／またはＴＲＡＰ（
トロンビン受容体活性化ペプチド）に、前記第１のサンプル中の血小板の活性化に適した
条件下で、好ましくは前記血小板を最大限に活性化するのに有効な期間に亘って、かつ好
ましくは、第２のサンプルを内因性血小板活性化レベルを維持するのに適した条件下で、
接触させることによってフローサイトメトリーにより評価することができる。次いで、こ
の方法では、サンプルを、好ましくは血小板で発現されるマーカーに結合するのに必要な
量よりも多い量の蛍光標識を有する抗血小板マーカー抗体を含む組成物に、前記抗体と活
性化された血小板との標識された複合体の形成に適した条件下で接触させる、またはこの
組成物で染色する。次いで、前記サンプル中の複合体の形成を決定（検出または測定）し
、検出された複合体の量が、前記第２のサンプル中の血小板活性化の程度を示唆する。一
実施形態では、本発明の組成物で処置されて保存された、単離された血小板中の血小板活
性化の程度は、ドナーから新たに収集された血小板の血小板活性化の程度と同程度である
。
【０１９２】
　膜結合血小板マーカーの測定にフローサイトメトリーを使用するのに加えて、ラジオイ
ムノアッセイも利用することができる。ラジオイムノアッセイを用いると、内因性の血小
板活性化を、予め選択された数の血小板を含む第１および第２のサンプルを得て；前記第
１のサンプルを、血小板活性化アゴニスト、例えば、ホルボールミリスチン酸アセテート
（ＰＭＡ）、ＡＤＰ（アデノシン二リン酸）、トロンビン、コラーゲン、および／または
ＴＲＡＰ（トロンビン受容体活性化ペプチド）と、前記第１のサンプル中の血小板の活性
化に適した条件下で、好ましくは前記血小板を最大限に活性化するのに有効な期間に亘っ
て、かつ好ましくは、第２のサンプルを内因性血小板活性化レベルを維持するのに適した
条件下で、接触させることによって免疫結合アッセイにより評価することができる。次い
で、サンプルを、評価されるマーカーに特異的な抗体組成物に接触させる。この抗体は、
放射性標識；または放射性標識を有する第２の抗体の結合部位を有し得る。サンプル中で
の複合体の形成を検出し、前記第１のサンプル中で検出される複合体の量と比較した前記
第２のサンプル中で検出される複合体の量は、前記第２のサンプル中での血小板活性化の
程度を示唆する。
【０１９３】
可溶性血小板マーカーを検出するアッセイ
　現在公知または将来開発される任意の方法を可溶性血小板マーカーに使用することがで
きる。好適な実施形態では、可溶性血小板マーカーを、ＥＬＩＳＡアッセイまたはサンド
イッチＥＬＩＳＡアッセイを用いて決定する。適切なサンプル中での可溶性血小板マーカ
ーの検出では、サンプル（例えば、血液）を収集し、好ましくは、血小板を、例えば、血
清または血漿の調製（例えば、乏血小板血漿の単離）によってサンプルから除去する（一
部または全て）。サンプルは、好ましくは、例えば、血小板からの分泌またはタンパク分
解による可溶性血小板マーカーの人工的な増加を低減するのに適した時間内で血小板を除
去するように処理する。サンプルは、必要に応じてさらに処理することができる（例えば
、アッセイ緩衝剤（例えば、ＥＬＩＳＡ希釈剤）を用いた希釈によって）。加えて、技術
者は、安定させてｉｎ　ｖｉｔｒｏ血小板活性化を防止する試薬を添加することができる
。このような安定剤の例として、アピラーゼおよびプロスタグランジンＥ１（ＰＧＥ１）
が挙げられる。
【０１９４】
　適切なサンプル、例えば、血清、乏血小板血漿（ＰＰＰ）におけるＥＬＩＳＡアッセイ
を用いた可溶性血小板マーカーの測定を判定するために、この方法では、適切なサンプル
と、検出器としての抗血小板抗体、例えば、ビオチン化抗血小板ＭＡｂおよびＨＲＰ－ス
トレプトアビジン、またはＨＲＰ結合抗血小板Ｍａｂを含む組成物と、抗血小板マーカー
捕捉抗体が結合された（直接または間接的に）固形支持体、例えば、マイクロタイタープ
レートとを組み合わせる。検出抗体は、前記抗血小板マーカー抗体と可溶性血小板マーカ
ーとの複合体の形成に適した条件下で、捕捉抗体によって認識されるエピトープとは異な
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るエピトープに結合する。この方法では、サンプル中の複合体の形成を決定する。
【０１９５】
　固形支持体、例えば、マイクロタイタープレート、ディップスティック、ビーズ、また
は他の適切な支持体を、抗血小板マーカー抗体を用いて直接的または間接的に被覆するこ
とができる。例えば、抗血小板マーカー抗体をマイクロタイターウェルに被覆しても良い
し、またはビオチン化抗血小板マーカーＭａｂをストレプトアビジン被覆支持体に添加し
ても良い。様々な固定法または被覆法および多数の固形支持体を使用することができ、こ
れらは、所望の形態に従って選択することができる。
【０１９６】
　特定の好適な実施形態では、サンプル（または標準）を、検出抗体および任意選択の検
出を監視する１つ以上の試薬と同時に固形支持体と組み合わせる。
【０１９７】
　既知の量の可溶性血小板マーカー標準を、適切なサンプルについての上記説明のように
調製して処理することができる。この標準は、サンプル中の血小板マーカーのレベルと標
準中の血小板マーカーのレベルとの比較によって検出されるマーカーの量の定量に役立つ
。医師、技術者、装置、または有資格者は、検出された複合体の量を適切なコントロール
と比較して、レベルが上昇したか否かを決定することができる。
【０１９８】
　血小板マーカーの典型的なアッセイは、連続アッセイであり、このアッセイでは、プレ
ートが第１の抗体で被覆され、血漿が添加され、プレートが洗浄され、第２の標識抗体が
添加され、そしてプレートが洗浄されて結合した第２の抗体が定量される。しかしながら
、結合動力学により、同時方式では、第２の抗体の解離速度が低下し、アッセイが高感度
になることが明らかになった。したがって、固形支持体が捕捉抗体で被覆され、そして血
漿および検出抗体が同時に添加される同時方式は、感度を改善することができて好ましい
。
【０１９９】
　技術者、医師、有資格者、または装置は、結果を、適切なコントロール、例えば、正常
な個体における１つ以上の血小板マーカーの標準レベル、および同じドナーからのサンプ
ル中の血小板マーカーのベースラインレベルと比較することができる。例えば、サンプル
の代わりに既知の量の血小板マーカー標準を用いてアッセイを行って、標準曲線を設定す
ることができる。血小板マーカー標準の既知の量と形成または検出された複合体の量とを
相対的に比較することができる。
【０２００】
　保存損傷を評価して、血小板の状態および活性化して血餅を形成する能力を決定するこ
とができる。保存損傷は、室温以下での保存時の血小板に対する形態変化および分子変化
を含む。血小板障害の第１の目に見える影響の１つは、円板形態が不可逆的に消失して球
形になり、カルシウム依存性ゲルゾリン活性化およびホスホイノシチド媒介アクチン重合
により表面に棘状突起が出現することである。血小板で誘発される特定の形態変化は、顕
微鏡下で容易に観察することができる。形状の消失は、低温、特に血小板が２０℃未満の
温度に曝されると加速する。形状のさらなる変化に加えて、細胞内カルシウムレベルおよ
びアクチン重合の程度が顕著に上昇する。さらに、保存された血小板は、本明細書で説明
されるように免疫学的に評価することができるα顆粒およびリソソーム内容物を分泌し、
かつ脱重合プロセスによる細胞膜の下側の微小管コイル（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ　ｃｏ
ｉｌ）を認識する。したがって、室温以下で起こる保存損傷は、当分野で公知かつ本明細
書で説明される方法によって容易に測定して、本発明の血小板組成物および関連方法の有
効性を定量化することができる。標準では、本発明の血小板保存液の質とシアリダーゼ阻
害剤を含んでいない血小板保存液の質とを比較する。したがって、本発明の組成物で処置
された血小板は、形状および機能を維持し、これは、本発明のＰＡＳに保存されていない
血小板（例えば、既知の血小板保存液、例えば、ＩｎｔｅｒＳｏｌ（Ｆｅｎｗａｌ）およ
びＳＳＰ＋（ＭａｃｏＰｈａｒｍａ）に保存された）と少なくとも同等以上である。
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【実施例】
【０２０１】
実施例１：ヒト血小板：ヒト血小板の室温以下での長期保存では、シアル酸が減少し、シ
アリダーゼ（ノイラミニダーゼ）活性が上昇する
冷蔵下での長期保存中の血小板シアル酸の減少
　血小板を、１．２ｍＭのヌクレオチド糖の存在下または非存在下で、４℃で保存して、
全シアル酸を定量した。血小板を遠心分離し、完全に洗浄し、１４０ｍＭのＮａＣｌ、３
ｍＭのＫＣｌ、０．５ｍＭのＭｇＣｌ２、５ｍＭのＮａＨＣＯ３、１０ｍＭのグルコース
、および１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４に再懸濁した。再懸濁された血小板のアリコ
ートを、Ｐｉｅｒｃｅ　ＢＣＡタンパク質アッセイキットを用いてタンパク質定量用のＲ
ＩＰＡ緩衝液（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）で溶解するか、
またはＱｕａｎｔｉＣｈｒｏｍ（商標）シアル酸アッセイキットを用いて製造者（Ｂｉｏ
Ａｓｓａｙｓ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）の取扱説明書に従って処理して血小板シアル酸を定量し
た。アッセイキットは、シアル酸が、チオバルビツール酸と反応してピンク色の産物を形
成するホルミルピルビン酸に酸化される改良型Ｗａｒｒｅｎ法を使用する。５４９ｎｍで
の吸光度は、シアル酸濃度に正比例し、試験サンプル中のシアル酸濃度は、製造者の取扱
説明書に従ってシアル酸標準から得られる線形標準曲線から計算することができる。新鮮
な血小板は、血小板タンパク質１ｍｇ当たり約１０μｇのシアル酸を含む。冷温で長期保
存されると、１００％に正規化される新鮮な血小板（第５日目＿ａ）と比較して血小板シ
アル酸が大幅に減少する（第５日目＿ｂ、ドナーＡ、約３５％；ドナーＢ、約２５％）。
しかしながら、シアル酸の減少は、保存された血小板中のＣＭＰ－シアル酸およびＵＤＰ
－Ｇａｌ（Ｂ＿第５日目＿ｂ）、再シアル化に必要なドナーの糖の存在によってドナーＢ
の血小板ではゆっくりであった（図２）。ＵＤＰ－Ｇａｌ単独は、効果がなかった（第５
日目＿ｃ）。シアル酸の減少が少ないドナーＢの血小板は、ドナーＡの血小板よりも初期
シアリダーゼ表面活性が低かった（以下を参照、図３Ｂ）。
【０２０２】
血小板保存中のシアリダーゼ活性
　ヒト血小板は、表面露出シアリダーゼを発現する。シアリダーゼ活性は、保存中の血小
板シアル酸の減少に関与すると考えられているため特に問題である。したがって、シアル
酸含有量の直接的な分析に加えて、保存中の血小板シアリダーゼ活性および表面シアリダ
ーゼ活性の全ての定量が、シアル酸減少の機序を理解する上で極めて重要である。さらに
、シアリダーゼ活性は、行われようとする再シアル化のアプローチを妨げ得る。新鮮な保
存された血小板中のシアリダーゼの性質の決定は重要である。基質として４－メチルウン
ベリフェリル－α－Ｄ－Ｎ－アセチルノイラミン酸（４－ＭＵ－ＮｅｕＡｃ）を使用する
血小板シアリダーゼ活性のための高信頼性かつ高感度の蛍光分析アッセイが本明細書に示
されている。シアリダーゼによる基質の切断により、シアル酸およびメチルウンベリフェ
リル（ＭＵ）が放出され、Ｎａ２ＣＯ３での終了時に、後者を、λｅｘ／ｅｍ＝３５５／
４６０ｎｍで測定した。シアリダーゼ活性は、非透過性血小板または透過処理血小板で測
定した。図３Ａは、無傷の新鮮な血小板が、有意な表面シアリダーゼ活性を有していない
ことを示している。対照的に、表面および細胞内の両方のシアリダーゼ活性を含む十分な
シアリダーゼ活性を新鮮な透過処理血小板で測定した。さらなる分析により、新鮮な血小
板の表面シアリダーゼ活性は、ドナーによって様々であるが（図３Ａ、ドナーＡおよびＢ
）、冷蔵時の血小板シアリダーゼ活性の上昇は、ドナーＡおよびＢを含む全てのケースで
観察されたことが示されている（図３Ｃ）。
【０２０３】
　冷蔵時の血小板シアリダーゼ活性の上昇の検出および保存媒体（不図示）中のその非存
在は、冷温が、シアリダーゼの表面露出を増大させ得ることを示唆する。この仮説を検証
するために、血小板におけるシアリダーゼ露出を免疫蛍光法によって調べた。４つのヒト
シアリダーゼＮｅｕ１、Ｎｅｕ２、Ｎｅｕ３、およびＮｅｕ４が同定された。Ｎｅｕ１は
、リソソーム酵素であり；Ｎｅｕ２は、サイトゾルシアリダーゼであり；Ｎｅｕ３は、血
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漿膜シアリダーゼであって、その活性がガングリオシド特異的であり；Ｎｅｕ４は、新規
なヒト管腔リソソーム酵素（ｈｕｍａｎ　ｌｕｍｉｎａｌ　ｌｙｓｏｓｏｍａｌ　ｅｎｚ
ｙｍｅ）である。Ｎｅｕ１、Ｎｅｕ２、Ｎｅｕ３、およびＮｅｕ４は、高度の類似性およ
び高度に保存された残基のアミノ酸ブロックを共有する。しかしながら、これらのシアリ
ダーゼは、細胞内局在化、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ基質選択、および組織分布の点で互いに異な
っている。Ｎｅｕ１は、狭い基質特性を有すると考えられるリソソームシアリダーゼであ
る。この酵素の天然基質は未知であり、従って活性は、人工基質、例えば、４－ＭＵ－Ｎ
ｅｕＡｃおよびニトロ－フェニル－ＮｅｕＡｃについてのみ報告されているが、ガングリ
オシダーゼ（ｇａｎｇｌｉｏｓｉｄａｓｅ）、フェツイン、またはシアリルラクトースに
ついては報告されていない。Ｎｅｕ２は、幅広い基質特異性を有するサイトゾル酵素であ
る。Ｎｅｕ３は、最初はガングリオシドシアリダーゼとして記述された血漿膜結合シアリ
ダーゼである。Ｎｅｕ３は、ガングリオシドを優先的に加水分解するが、糖タンパク質、
４－Ｍｕ－ＮｅｕＡｃ、シアリルラクトースなども加水分解される。リソソームＮｅｕ１
および表面結合Ｎｅｕ３（抗体は市販されている）が、現在の研究の中心であった。図４
に示されているように、Ｎｅｕ３は、新鮮な血小板の表面で容易に視覚化することができ
、その発現は、冷却による影響を受けない。対照的に、Ｎｅｕ１は、新鮮な血小板におけ
る弱い表面露出を実証しただけであり、これは、細胞内リソソーム顆粒におけるその細胞
内局在化に一致している。しかしながら、４８時間冷却すると、その表面露出が大幅に増
加する。このデータは、Ｎｅｕ１が、冷却中の血小板表面シアリダーゼ活性の上昇の少な
くとも一因であることを実証している。
【０２０４】
　要約すると、冷温での血小板保存は、血小板表面シアル酸の減少を促進し、血小板表面
シアリダーゼの発現を増大させる。ＲＴ保存血小板についても同様の知見が得られた（不
図示）。
【０２０５】
実施例２：マウス血小板：マウス血小板の冷蔵中にシアリダーゼ活性が上昇し、シアリダ
ーゼ阻害剤ＤＡＮＡがマウス血小板のｉｎ　ｖｉｖｏでの生存期間を延長する
４８時間の冷蔵後にマウス血小板のシアリダーゼ活性が上昇する
　単離された無傷の新鮮なマウス血小板、そして冷却後および加温後のこのマウス血小板
のシアリダーゼ表面活性を、Ａｍｐｌｅｘ　Ｒｅｄノイラミニダーゼ（シアリダーゼ）ア
ッセイキット（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ，ＵＳＡ）を用
いて決定した。室温または冷温で４８時間維持したマウス血小板（２×１０９）を単離し
、用意した反応緩衝液（０．５ＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．２、および１ｍＭのＣａ
Ｃｌ２）に懸濁した。血小板由来シアリダーゼ活性を、室温で２．５時間に亘って測定し
た。図５は、シアリダーゼ活性が、新鮮な室温の血小板（ＲＴ）と比較して冷蔵（４℃）
後の血小板で実質的に上昇していることを示している。重大なことに、シアリダーゼ活性
は、血小板がシアリダーゼ活性アッセイの前に十分に洗浄されたため血漿由来ではない。
コントロールとして、シアリダーゼ活性（ウェルシュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅ
ｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）（成分Ｈ））を同じ期間（インセット）に亘って測定した。Ｎｅｕ
１の表面発現は、抗Ｎｅｕ１特異的抗体を用いたフローサイトメトリーによる測定で、保
存された血小板で３．５倍に上昇している（不図示）。
【０２０６】
血小板保存中の競合シアリダーゼ基質としてのフェツイン
　フェツイン（１ｍｇ／ｍＬ）を、冷蔵前のマウス多血小板血漿または室温の新鮮な血小
板に添加し、β－ガラクトース露出を、ＦＩＴＣ結合ＲＣＡ－１－レクチン、露出された
β－ガラクトースに特異的なレクチンを用いてフローサイトメトリーによって測定した。
フェツインの添加により、血小板保存中のシアル酸の加水分解が大幅に抑制され、ＲＣＡ
－１結合が防止された。フェツイン添加は、ＲＣＡ－１の新鮮な血小板への結合に影響を
与えない（図６）。これらの結果は、シアリダーゼ活性が血小板冷蔵中に上昇することを
示し、シアル酸の加水分解を媒介すると思われる。
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【０２０７】
シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡは血小板のｉｎ　ｖｉｖｏ生存期間を延長する
　シアル酸の定量を、シアル酸定量キット（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ　ＭＩ，ＵＳ
Ａ）を用いて新たに単離された血小板および長期保存された血小板で行った。シアル酸定
量キットは、α２－３，６，８，９－ノイラミニダーゼを用いて複合糖質から放出させて
分岐シアル酸を含むすべてのシアル酸結合を切断した後に、全Ｎ－アセチルノイラミン酸
（シアル酸）を決定する。結果は、２×１０９の新たに単離されたマウス血小板（約２．
５ｍｇのタンパク質）が約３μモルのシアル酸を含むことを示している。長期保存後、血
小板のシアル酸含有量が５０％を超えて減少する（不図示）。
【０２０８】
　以前は、シアル酸は、通常はβ－ガラクトース残基を覆って血小板の生存を可能にする
と考えられていた。これらの結果は、正常な血小板の生存が、マクロファージと無関係に
肝細胞ＡＳＧＰ受容体によって調節されることを示している。表面シアル酸は、通常はシ
アリダーゼによって加水分解される。次いで、これらの研究は、ｉｎ　ｖｉｖｏシアリダ
ーゼ活性の阻害が血小板の生存に対して影響を有するか否かに取り組んだ。マウス血小板
は、マウスに特定のシアリダーゼ阻害剤、２，３－デヒドロ－２－デオキシ－Ｎ－アセチ
ルノイラミン酸（ＤＡＮＡ）のナトリウム塩を注射した後に長期生存した。ｉｎ　ｖｉｖ
ｏでの血小板のビオチン化の後に、コントロールとして１００ｍＭのＤＡＮＡまたはＰＢ
Ｓ（リン酸緩衝生理食塩水）をマウスに注射した。シアリダーゼ活性のＤＡＮＡでの阻害
により、コントロールマウス（コントロール）のビオチン化血小板の生存と比較してビオ
チン化血小板（ＤＡＮＡ）の生存が延長されている（図７）。これらの結果は、ｉｎ　ｖ
ｉｖｏでのノイラミニダーゼ活性の阻害が血小板の生存を延長させることを示唆している
。しかしながら、この効果は、血小板特異的ではないであろう。示されているように、新
鮮な血小板の回復および生存は、Ａｓｇｒ－１またはＡｓｇｒ－２欠損マウスで有意に改
善され（Ｓｏｒｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ，２００９，Ｖｏｌ．１１４，ｐ
ｇｓ　１６４５－１６５４）、肝細胞Ａｓｈｗｅｌｌ－Ｍｏｒｅｌｌ受容体が、β－ガラ
クトース露出のために血小板表面で普通に生存することを明らかにしている。総合すると
、これらのデータは、恐らくシアリダーゼ活性により循環中に血小板のシアル酸が減少す
ることを示し、老化血小板の新たなクリアランス機序を表している。
【０２０９】
実施例３：血小板の循環寿命の定義におけるシアル化／脱シアル化の役割
ヒト血小板はＮｅｕ１およびＮｅｕ３を産生し、Ｎｅｕ１を血漿中に放出する
　この研究では、保存時に起こる血小板のクリアランスの上昇の原因である２つの新たな
機序に取り組む。第１の血小板クリアランス機序は、血漿の非存在下での冷却によって迅
速に誘発され、ＧＰＩｂαのＮ結合型グリカンのＧｌｃＮＡｃ残基が露出して肝食細胞の
αＭβ２受容体のレクチンドメインによって認識されたときに媒介される。第２のクリア
ランス機序は、冷温の血漿中での長期血小板保存によって誘発され、遅発性であり、ＧＰ
Ｉｂαが脱シアル化されて肝臓の肝細胞およびマクロファージの両方のＡＳＧＰ受容体に
よって認識されたときに起こる。最近のデータは、正常な血小板の循環寿命の調節におけ
る内因性シアリダーゼおよびグリコシルトランスフェラーゼ（ＧＴ）の予想外の役割を明
らかにしている。加えて、本明細書で実証されるように、血小板は、その表面にＧＴおよ
びシアリダーゼを発現し、これらの両方を分泌する。これら２つの機構経路の収束は、血
小板が、その表面の糖タンパク質のグリカンを更新することによって血中の生存を自己調
節する特有の能力を有し、かつ血小板の寿命が、糖鎖の付加または除去機構のそれぞれに
よる正の方向または負の方向に調節され得ることを示唆している。したがって、血小板の
循環またはクリアランスを促進するグリカン構造は、シアリダーゼまたはＧＴ活性による
治療処置に完全に適している（図８を参照）。
【０２１０】
　ヒト血小板の溶解物に対して、ＳＤＳ－ＰＡＧＥならびにＮｅｕ１およびＮｅｕ３に特
異的な抗体（Ｄｒ．Ｎ．Ｓｔａｍａｔｏｓ，Ｕｎｉｖ．ｏｆ　Ｍａｒｙｌａｎｄによって
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提供される）を用いた免疫ブロットを行った。図９は、ヒト血小板がＮｅｕ１およびＮｅ
ｕ３の両方を含むことを示している。図１０は、ヒト血小板が、２４時間の冷蔵後にＮｅ
ｕ１を血漿中に放出することを示し、放出されたＮｅｕ１が、血小板ＧＰＩｂαの表面シ
アル酸の除去を媒介し得ることを強く示唆している。図１０および図４から分かるように
、血小板表面に関連したシアリダーゼ活性は、冷却時に上昇する。
【０２１１】
ヒト血小板は、活性時にグリコシルトランスフェラーゼを発現してこれらを血漿中に放出
する
　グリコシルトランスフェラーゼ（ＧＴ）は、血小板で発現され、分泌区画内にパッケー
ジングされる。血小板は、ＧＰＩｂαのＮ結合型グリカンの露出されたＮ－アセチルグル
コサミン（ＧｌｃＮＡｃ）残基に結合されたβ１－４へのＧａｌの結合を触媒する表面結
合β４ｇａｌ－Ｔ（β４Ｇａｌ－Ｔ１）を有し、短期間冷却されたマウス血小板の循環を
改善する（Ｈｏｆｆｍｅｉｓｔｅｒ　ＫＭ，Ｊｏｓｅｆｓｓｏｎ　ＥＣ，Ｉｓａａｃ　Ｎ
Ａ，Ｃｌａｕｓｅｎ　Ｈ，Ｈａｒｔｗｉｇ　ＪＨ，Ｓｔｏｓｓｅｌ　ＴＰ．　Ｇｌｙｃｏ
ｓｙｌａｔｉｏｎ　ｒｅｓｔｏｒｅｓ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｏｆ　ｃｈｉｌｌｅｄ　ｂｌ
ｏｏｄ　ｐｌａｔｅｌｅｔｓ．Ｓｃｉｅｎｃｅ．２００３　Ｓｅｐ　１２；３０１（５６
３９）：１５３１－４）。このグリコシル化機構の性質は、本明細書に示されるデータか
ら次第に明らかになる。例えば、どの酵素が発現されているかを決定するために、血小板
を抗体でパネル化した。ヒト血小板溶解物を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびＧＴを認識する抗
体に対する免疫ブロットによって示した。交差反応タンパク質が、３つのＧａｌＮＡｃ－
Ｔｓ、Ｇａｌ－Ｔ、およびＳｉａｌ－Ｔに対して存在する（図１１Ａ）。
【０２１２】
　ＧＴの内部貯蔵は、活性時に血小板がＧＴをその表面に移動させることを示唆している
。休止血小板または活性化血小板に結合した各ＧＴアイソフォームの量を決定すると、対
応する媒体に放出された量と同じであった。休止血小板は、３７℃に維持するか、または
２５μＭのＴＲＡＰで５分間処置した。１分後に最大の放出が観察された。８００×ｇの
ペレット血小板（Ｐ）に残存する酵素活性が媒体（Ｍ）に放出された。媒体は、活性の測
定の前に１００，０００×ｇで９０分間清澄した。図１１Ｂは、全ＧＴ活性の約９３％が
、遠心分離によって収集される休止血小板（Ｐ）に結合しているが、この活性のごく一部
が、浴媒体（ｂａｔｈｉｎｇ　ｍｅｄｉｕｍ）（Ｍ）に放出されることを示している。し
かしながら、血小板の２５μＭのトロンビン受容体活性化ペプチド（ＴＲＡＰ）での５分
間の処置後に、細胞結合活性の程度が低下し、ＧａｌＮＡｃ－Ｔ活性、Ｇａｌ－Ｔ活性、
およびＳｉａｌ－Ｔ活性の全ての約５０％が媒体中に放出される。超遠心分離は、分泌さ
れた活性が血小板微粒子中に存在する可能性を除いて、酵素活性を上清から除去しなかっ
た。したがって、ＧＴは、分泌区画内の血小板内にパッケージングされる。この内部ＧＴ
区画の性質についても検討した。固定された透過処理血小板の特定の選択されたＧＴに対
する抗体の免疫蛍光標識、または十分に特徴付けられたゴルジ基質タンパク質ＧＭ１３０
により、１血小板当たり２～５の顆粒構造の内部染色が明らかになった（不図示）。した
がって、血小板は、大量のＧＴおよびシアリダーゼを含み、血小板の循環する能力は、最
大限にシアル化された状態のＧＰＩｂαを有することによって決まる。
【０２１３】
内因性活性血小板シアリルトランスフェラーゼはシアル酸をＧＰＩｂαに組み入れる
　内因性再シアル化を、静注されたマウス血小板の蛍光－ＣＭＰ－シアル酸（ＦＩＴＣ－
ＳＡ）の運命を追跡することによって調べた。静注後、血小板を単離して、蛍光の取り込
みをフロサイトメトリー（図１２）によって、ならびにＳＤＳ－ＰＡＧＥおよび免疫ブロ
ット分析により蛍光タグがマウス（不図示）およびヒトＧＰＩｂα（図１２）に取り込ま
れた程度を決定することによって分析した。図１２に示されているように、１４Ｃ　ＣＭ
Ｐ－シアル酸を用いても同様の結果が得られた。ＦＩＴＣ標識ＣＭＰ－ＳＡ（ＦＩＴＣ－
ＳＡ）またはＦＩＴＣ単独（ＦＩＴＣ）を野生型マウスに注射した。１時間後、マウスか
ら採血し、ＦＩＴＣの血小板への取り込みをフローサイトメトリーによって決定した。単
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離されたヒト血小板をＦＩＴＣ（Ｆ）、ＦＩＴＣ－ＳＡと共にインキュベートする、また
は未処置（－）のままとした。休止血小板（Ｒｅｓｔ）およびＴＲＡＰ活性化血小板（Ｔ
ＲＡＰ）に対して、抗ＦＩＴＣ（ＦＩＴＣ）抗体、抗ＧＰＩｂα抗体、抗αＩＩｂ抗体、
または抗フォン・ヴィレブランド因子（ｖＷｆ）抗体を用いた免疫ブロットを行った。ア
クチンは、添加コントロールとして知られている。
【０２１４】
メタロプロテアーゼＴＡＣＥ（ＡＤＡＭ１７）によるＧＰＩｂαおよびＧＰＶのタンパク
分解では、脱シアル化後に血小板クリアランスを開始する必要がない
　室温での血小板の保存中または冷蔵での血小板の保存中に、ＧＰＩｂαおよびＧＰＶの
減少が観察された。他の血小板受容体とは対照的に、例えば、ＧＰＩＸ、ＧＰＩｂ　β、
ＧＰＶＩ、またはβ３は、血小板の保存後に、保存温度とは無関係に変化しなかった（図
１３）。ＴＡＣＥは、メタロプロテアーゼ阻害剤ＧＭ６００１を用いたＴＡＣＥの阻害ま
たはＴＡＣＥ欠損血小板によって示されるように、血小板の冷蔵中のＧＰＩｂαおよびＧ
ＰＶのタンパク分解を媒介する（図１４）。驚くべきことに、血小板の冷蔵中の受容体減
少の維持は、冷蔵された血小板のクリアランスを防止しない（図１４）。シアル酸のＴＡ
ＣＥ欠損血小板からの除去により、血小板の循環寿命が短くなる（図１５Ｃ）。これは、
ＧＰＩｂαおよびＧＰＶのタンパク分解が、脱シアル化後に血小板のクリアランスを開始
する必要がないことを実証している。血小板をＴＡＣＥ活性欠損マウスから単離して、３
７℃で１５分間シアリダーゼで処置（＋Ｎｅｕ）する、または未処置（－Ｎｅｕ）とした
。蛍光（ＣＭＦＤＡ）標識血小板（２×１０８）を野生型マウスに注射し、その循環時間
を決定した。重要なことに、表面ｖＷｆ受容体発現における差異は、フローサイトメトリ
ーによる測定では、シアリダーゼ（Ｎｅｕ）処置血小板および未処置ＴＡＣＥ－／－血小
板で観察されなかった（図１５Ｂ）。対照的に、シアリダーゼ処置後、β－ガラクトース
露出が、ＲＣＡ　ＩおよびＥＣＬレクチンを用いた決定で約５倍に増加した（図１５Ａ）
。
【０２１５】
実施例４：表面シアル酸は、血小板保存中のＧＰＩｂαおよびＧＰＶの減少を防止し、か
つｉｎ　ｖｉｖｏでのマウス血小板の生存を助ける
　血小板の処理および保存は、表面受容体の減少が一因である血小板損傷（例えば、形状
の変化、活性化、放出反応、およびアポトーシス）に関連している。表面シアル酸は、循
環血液細胞および糖タンパク質の生存にとって重要な決定因子であると見なされている。
しかしながら、血小板受容体の減少および血小板生存におけるその役割は明確ではない。
この研究では、表面シアル酸と血小板受容体の減少との間の関係をｉｎ　ｖｉｔｒｏおよ
びｉｎ　ｖｉｖｏで調べた。
【０２１６】
シアル酸のｖＷｆ受容体からの除去はＧＰＩｂαおよびＧＰＶの脱落を刺激する
　マウス血小板の漸増濃度の広域アルスロバクター・ウレアファシエンス（Ａ．ｕｒｅａ
ｆａｃｉｅｎｓ）のα２－３，６，８－シアリダーゼとのインキュベーションは、フロー
サイトメトリーでのレクチン結合アッセイによる検出により、表面β－ガラクトースの露
出が増大したが、β－ＧｌｃＮＡｃの露出は増大しなかった（図１６）。図１７は、表面
ＧＰＩｂαおよびＧＰＶの漸減と共に、シアル酸含有量の減少を示している（ｐ＜０．０
５）。ＧＰＩｂα受容体の発現の後に、複数の抗ＧＰＩｂα抗体が、脱シアル化がＧＰＩ
ｂαに結合する抗体を改変する可能性を排除した。５ｍＵのシアリダーゼでの処置後に、
末端β－ガラクトースの約６倍の増加を検出したが、β－ＧｌｃＮＡｃでは増加が検出さ
れなかった。Ｂ－ガラクトースの露出は、競合シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡによって完全
に抑制された（図１８）。シアリダーゼ処置は、表面ＧＰＩＸ受容体またはインテグリン
αＩＩｂβ３の発現に影響を及ぼさなかった（ｐ＞０．０５）（図１９）。重大なことに
、競合シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡの添加により、全てのＧＰＩｂαおよびＧＰＶの脱落
が防止され（図１９）、これは、シアル酸の減少が、メタロプロテアーゼ媒介脱落のため
にＧＰＩｂαおよびＧＰＶを刺激するという仮説に一致している。図２０は、全血小板溶



(61) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40

50

解物、血小板上清、ならびにノイラミニダーゼおよびＤＡＮＡが添加されたまたは添加さ
れていない対応する血小板ペレットの免疫ブロット分析を用いることにより図１９に示さ
れているフローサイトメトリーのデータを裏付けている。この考えを支持するものとして
、図２１は、シアリダーゼで処置された新鮮な血小板が、ＤＡＮＡの保存緩衝液への添加
によって防止されるプロセスで循環から迅速に除去されることを示している。重要なこと
に、ＤＡＮＡの添加により、室温で保存されたマウス血小板（図２２）の受容体発現およ
び血小板の生存（不図示）が維持された。
【０２１７】
ＴＡＣＥ媒介ＧＰＩｂαおよびＧＰＶの脱落に脱シアル化が必要である
　脱シアル化ＧＰＩｂαおよびＧＰＶが、シアル化形態よりも優れたＴＡＣＥ基質である
ことを確認するために、ＤＡＮＡの存在下または非存在下で血小板を組換えＴＡＣＥ（ｒ
ＴＡＣＥ）で処置した。ｒＴＡＣＥで処置された血小板は、そのＧＰＩｂαの４７％±６
およびＧＰＶの１８％±１２を放出したが（ｐ＜０．０５）（図２５）、そのＧＰＩＸお
よびαＩＩｂβ３はごく少量しか放出しなかった（ｐ＞０．０５）（不図示）。ｒＴＡＣ
Ｅ活性（不図示）ではなくｒＴＡＣＥによる受容体の脱落は、ＤＡＮＡによって完全に防
止された（図２５）。ＭＭＰ阻害剤ＧＭ６００１のシアリダーゼ処置血小板への添加は、
β－ガラクトースの露出、例えば、シアル酸の減少を防止しなかったが（図２３）、ｒＴ
ＡＣＥによる受容体の脱落は防止した（図２４）（ｐ＜０．０５）。シアリダーゼによっ
て誘発されるβ－ガラクトースの露出は、ＧＭ６００１およびｒＴＡＣＥの存在下で７倍
に増加し（図２３）、ＧＭ６００１が、シアリダーゼ活性に対して全く影響を与えないが
、ｒＴＡＣＥおよび内因性メタロプロテアーゼ機能を完全に阻害することを示している。
したがって、このデータは、ＧＰＩｂαおよびＧＰＶの脱シアル化が、冷温でのＴＡＣＥ
媒介受容体の脱落の要件である可能性が高いことを示し、ＧＰＩｂαのＴＡＣＥ切断が前
のシアリダーゼ活性によって決まるという考えを支持する。
【０２１８】
実施例５：血小板濃縮物における細菌汚染／増殖が、保存媒体中の過剰な遊離シアル酸の
形成をもたらす
　病院および血液センターでは、血小板は室温で保存される。輸血後の細菌の増殖および
医原性感染のリスクを低減するために、血小板の保存期間は、米国では５日間に制限され
ている。血小板は、細菌の増殖および輸血に関連した感染のリスクの少ない冷蔵下で赤血
球（ＲＢＣ）と同様に保存することができない。冷蔵された血小板は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
での機能の改善にもかかわらず、レシピエントの循環から迅速に除去される。血小板の冷
蔵は、血小板糖タンパク質Ｉｂα（ＧＰＩｂα）複合体を不可逆的にクラスター化し、こ
れにより、注入されるとレクチン媒介経路によって血小板のクリアランスが迅速に行われ
る。
【０２１９】
　輸血のための血小板の室温での保存は、細菌汚染された（非無菌）血小板の細菌の増殖
を促進する。多くの細菌は、血小板と相互作用することができ、細菌表面タンパク質と血
小板受容体との直接的な相互作用によって、または血漿タンパク質が細菌表面に結合し、
次いで血小板受容体に結合する間接的な相互作用によって血小板の凝集を誘発する。図１
Ａ～図１Ｃを参照されたい。細菌は、様々な生物活性物質をその局所環境に分泌する。分
泌されたタンパク質は、細菌性病因に特に重要である。このようなタンパク質は、宿主細
胞毒性から侵入者の利益となる宿主細胞のかすかな変化に及ぶ様々な生物学的機能を有す
る。細菌汚染された血小板産物では、細菌由来産物は、血小板の活性化を引き起こす、ま
たは血小板に損傷をもたらすことができる。多くの細菌分泌ヒドロラーゼ、例えば、プロ
テアーゼおよびグリコシダーゼ（すなわち分泌酵素）は、細菌毒性の一因である、または
栄養物として細菌の増殖を促進する役割を果たすと考えられている。血小板産物では、汚
染細菌によって分泌される酵素は、血小板グリカンを切断し、かつ／または血小板受容体
の脱落を促進することができる。血小板は、シアル酸で終端しているグリカンで重度に装
飾されているため、シアリダーゼ活性（シアル酸加水分解）を特に受けやすい。シアル酸
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残基のシアリダーゼ媒介消失により、輸血時の肝臓の肝細胞のアシアロ糖タンパク質受容
体（ＡＳＧＲ）による脱シアル化血小板のクリアランスが起こる。血小板産物におけるシ
アリダーゼ産生細菌の存在は、特に血小板にとって有害である。加えて、シアル酸消失後
、アシアロ糖タンパク質が、別の細菌グリコシダーゼの基質となることがある。次の内在
するグリカンの放出により、細菌の増殖を促進し、かつ細菌と血小板との相互作用のため
のリガンドを産生する栄養物が生成する。
【０２２０】
　血小板産物における細菌汚染が、輸血に関連した敗血症および細菌と血小板との相互作
用による血小板の活性化をもたらし得ることが周知であるが、血小板産物におけるシアリ
ダーゼ産生細菌の存在および血小板の質に対するその潜在的な影響は、認識も研究もされ
ていない。血小板産物におけるシアリダーゼ産生細菌の存在は、血小板上および血漿中の
シアリル糖タンパク質を脱シアル化して、保存媒体中の遊離シアル酸濃度を上昇させると
考えられる。
【０２２１】
　材料および方法：血小板濃縮物の１つのバッグ（Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｏ
ｍｐｏｎｅｎｔｓ，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ）を無菌状態で２つの５０ｍＬのファルコンチュ
ーブに分けた。プロスタグランジンＥ１（ＰＧＥ１，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を１
μｇ／ｍＬになるまで添加し、サンプルを２００×ｇで２０分間遠心分離して汚染された
赤血球を沈降させた。上清（精製された血小板濃縮物、ＰＣ）を汚染されているＲＢＣか
ら取り出して、新たな５０ｍＬのファルコンチューブにプールした。次いで、精製ＰＣを
分けて、４℃および室温（ＲＴ）のそれぞれで保存される同一の産物を用意した。全ての
ステップを無菌状態で行った。保存の第０日目、第８日目、および第１３日目に、各保存
条件のアリコートを取り出し、サンプリング時に、細菌の増殖によって引き起こされる色
の変化を目視で確認した。サンプルを、１０００×ｇで１０分間遠心分離した。得られた
上清（乏血小板血漿、ＰＰＰ）を、１０，０００×ｇ、４℃で１０分間さらに遠心分離し
た。第２のスピンからの上清（血小板を含まない血漿、ＰＦＰ）を、製造者の取扱説明書
に従ってＱｕａｎｔｉＣｈｒｏｍシアル酸アッセイキット（ＢｉｏＡｓｓａｙ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ，Ｈａｙｗａｒｄ，ＣＡ）を用いて遊離シアル酸について分析した。
【０２２２】
　結果：色の変化が、室温で保存されたＰＣサンプルで第８日目および第１３日目に容易
に視認でき、これらの条件下で「自然に」（スパイクとは対照的）発生する細菌の増殖を
示唆している。４℃で保存されたサンプルでは色の変化は見られなかった。
【０２２３】
　新鮮なＰＲＰおよびＰＦＰ、および保存サンプルから取り出されたＰＦＰにおける遊離
シアル酸（ＦＳＡ）を測定し、結果が図２６に示されている。ヒト血漿は、高濃度の全シ
アル酸（１～２ｍＭ）を含むが、新鮮なＰＣまたはＰＦＰ中のＦＳＡの量は、僅か約４μ
Ｍであり、全シアル酸の０．５％未満しか占めない。ＦＳＡレベルは、４℃で８日間の保
存中には変化しなかったが、４℃の保存の第２週中（第１３日目）に１．４倍に増加した
（点線）。このデータは、細菌の増殖が遅延する条件下で、内因性血小板シアリダーゼに
よる血小板シアル酸の減少が最小であることを示している。対照的に、ＲＴでの保存中に
、ＦＳＡは、第８日目に約３倍に増加し、第１３日目に約９倍に増加した。ＲＴ保存サン
プル中のＦＳＡの急激な増加は、内因性血小板シアリダーゼの作用によるだけではあり得
ない。汚染細菌によって放出される外因性シアリダーゼの結果である可能性が高い。この
データは、汚染細菌がシアリダーゼ産生細菌であることも示している。
【０２２４】
　結論：シアリダーゼ産生細菌は、血小板産物に存在する可能性がある。細菌シアリダー
ゼは、血小板を脱シアル化してその生物学的能を低下させ得る。
【０２２５】
実施例６：血小板産物中の細菌の増殖をシアリダーゼ阻害剤によって抑制することができ
る
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　シアリダーゼは、シアリダーゼ産生細菌の病原性および栄養において重要な役割を果た
す。シアル酸は、多くの脊椎動物細胞の表面のグリカン分子内の末端位置を占有し、そこ
で、多様な細胞プロセス、例えば、細胞内接着および細胞シグナル伝達において機能を果
たす。病原性細菌は、少なくとも２つの異なる経路でこの分子を有利に使用するように進
化した：（１）病原性細菌は、自身をシアル酸で覆って、宿主の先天性免疫応答の成分に
対して耐性を得ることができる、（２）または病原性細菌は、シアル酸を栄養物として使
用することができる。シアル酸自体は、このような細菌によって新たに合成される、また
は宿主から直接除去される。血小板産物中の混入物としてのシアリダーゼ産生細菌の存在
の我々の発見は、シアリダーゼ阻害剤でシアリダーゼ活性を阻害することによって血小板
産物中での細菌の増殖を抑制する新規なアプローチを示唆するものである。
【０２２６】
　シアリダーゼ阻害剤は、製薬産業では新たなものではない。インフルエンザウィルス薬
タミフルおよびリレンザは、インフルエンザウイルスシアリダーゼを阻害し、これは、感
染細胞からのウイルスの拡散に必要である。しかしながら、これらは、血小板産物では使
用されていない。
【０２２７】
　従来、血小板は、１００％血漿中に懸濁される。血漿（むしろ全血）は、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏでの血小板の天然媒体であるが、血漿酵素、例えば、プロテアーゼが血小板膜を損傷さ
せ得るため、血漿は保存中の血小板に対して悪影響をもたらすことがある。血小板機能も
維持することができる、または血漿よりも優れた保存液が、１つには他の目的に利用可能
な血漿を調製するため、特に、輸血に関連した有害反応、例えば、ＴＲＡＬＩを軽減する
ために望ましい。したがって、残存血漿が少なく十分な血小板保存能力を有する血小板添
加液に大きな注目が集まった。
【０２２８】
　血小板添加液（ＰＡＳ）は、１９８０年代に最初に開発され、今日まで改善が続けられ
ている。血漿の代用としてのＰＡＳの使用は、血小板濃縮物の質および患者にとっての両
面で多数の利点を有する。最初の細菌濃度が０．５～１．６ＣＦＵ／ｍＬである、血漿と
ＩＮＴＥＲＳＯＬ（商標）（３０ｍＭのリン酸ナトリウム、１０ｍＭのクエン酸ナトリウ
ム、３０ｍＭの酢酸ナトリウム、および７０ｍＭの塩化ナトリウム、ｐＨ７．４）との比
が３５％：６５％で保存された血小板中のモデル細菌の増殖動力学を研究した。ＰＡＳ保
存環境内での細菌の対数増殖期のより迅速な開始により、２４時間における血小板単位と
比較して、ＰＡＳ単位で最大１０４倍の細菌濃度になった。これは、ＰＡＳ保存血小板で
は早期に細菌を検出することが有利であることを示唆し得る。
【０２２９】
　プランクトン細菌の形成を増加させて、細菌検出の感度を改善するために、ＰＡＳ（Ｉ
ｎｔｅｒＳｏｌ）と血漿（８０：２０）の混合物で血小板保存試験を行った。多数の細菌
検出方法が利用可能である。製造者の取扱説明書に従って再構成され、１００μＬのアリ
コートとして－８０℃で保存された、カイコ血漿（ＳＬＰ）および３，４－ジヒドロフェ
ニルアラニン（ＤＯＰＡ）を含むＳＬＰ試薬セット（２９７－５１５０１，Ｗａｋｏ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌｓ　ＵＳＡ）を使用した。サンプルをＳＬＰ試薬と混合すると、サンプル
中のグラム陽性細菌およびグラム陰性細菌の細胞壁由来のペプチドグリカンが、プロフェ
ノールオキシダーゼ（ｐｒｏＰＯ）カスケードと呼ばれる複数のセリンプロテアーゼの活
性化を含む一連の反応を開始させる。カスケード反応で産生されるフェノールオキシダー
ゼ（ＰＯ）が、ＳＬＰ試薬中の基質、３，４－ジヒドロフェニルアラニン（ＤＯＰＡ）を
酸化させてメライン（ｍｅｌａｉｎ）（ダークブルー）を形成する。試験サンプル中の細
菌濃度は、発色するまでの時間に反比例する：短時間＝高濃度の細菌；長時間＝低濃度の
細菌。
【０２３０】
　材料および方法：血小板濃縮物の１つのバッグを２つの５０ｍＬのファルコンチューブ
に分けて、ＰＧＥ１を添加した。９００×ｇで１０分間の遠心分離の後、上清（ＰＰＰ）
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の８０％（全量に対して）を除去して、代わりに等量の血小板添加液を入れた。血小板を
完全に再懸濁した。血小板懸濁液をプールして、４つのアリコートに分けて１５ｍＬのフ
ァルコンチューブに入れた。ＰＢＳ中のＤＡＮＡ（１ｍＭ）は２つのチューブに添加した
が、他方のチューブには、ＰＢＳのみを添加した。ＤＡＮＡを含むサンプルとＤＡＮＡを
含まないサンプルを一対として４℃で保存した。第２の対をＲＴ（２２℃～２４℃）に維
持した。１．０ｍＬのアリコートを第０日目および第９日目に取り出し、即座にペレット
にした（５分間、１５，８００×ｇ）。上清を廃棄し、血小板および細菌を含むペレット
を、使用するまで－８０℃で保存した。全ての実験ステップは、無菌状態で行った。
【０２３１】
　異なる時点で採取された１ｍＬのアリコートから回収した、血小板および細菌の両方を
含むペレットを１００μＬの０．１ＭのＮａＯＨに再懸濁し、７０℃で１０分間加熱した
。短時間の冷却後、溶液を１３５μＬの８０ｍＭのＭＥＳで中和した。反応混合物を遠心
分離（１５，８００×ｇで５分間）によって清澄した。上清の１０μＬのアリコートを、
製造者の取扱説明書に従ってＳＬＰキットの構成要素から再構成した等量のＳＬＰ試薬と
混合した。サンプルを作業台に置き、発色を監視した。色の検出時間（ＴＯＣＤ）を記録
した。
【０２３２】
　結果：この結果は、図２７に示されている。第９日目のサンプルの分析中に撮影された
、選択された写真が図２７のパネルＡ～Ｃに示されている。薄いが視認できる発色を、Ｄ
ＡＮＡを含まないＲＴで保存されたサンプルで１５分後に観察され、このサンプルにおけ
る最高の細菌濃度を示唆している。ＴＯＣＤは、ＤＡＮＡの存在下で約３４分延長された
（＃３、図２７のパネルＢ）。予想通り、細菌の増殖が低温保存で大幅に抑制され、４℃
で保存されたサンプルのＴＯＣＤ（図２７のパネルＣ）（＜４５分）は、ＤＡＮＡの存在
下または非存在下でＲＴ保存されたサンプルのＴＯＣＤと比較して延長された。４℃での
そのＴＯＣＤは、ＤＡＮＡの存在下でさらに延長された（約５０分、図２７のパネルＣ）
。定量データが、図２７のパネルＤに示されている。
【０２３３】
　結論：シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡは、血小板保存中の細菌の増殖を効果的に抑制する
ことができる。細菌の性質は未知であるが、細菌は、シアリダーゼ産生細菌である可能性
が高い。加えて、汚染細菌は、４℃では完全には休眠していないことが観察された。
【０２３４】
実施例７：ＤＡＮＡは、保存されたマウス血小板中の細菌の増殖を抑制し、マウス血小板
のｉｎ　ｖｉｖｏでの生存および回復を改善する
　マウス血小板は、ヒト血小板（８～１０日間）よりもかなり短い約４～５日間の寿命を
有する。マウス血小板はまた、室温または４℃で保存されるとヒト血小板よりも安定性が
ずっと低い。マウス血小板のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの急激な悪化の機序は、十分には理解さ
れていないが、マウス血小板の保存は、ヒト血小板の採取とは異なり、無菌血小板採取プ
ロトコルがないため、細菌汚染による影響を受ける可能性がある。現在でも、潜在的な細
菌汚染が、マウス血小板の急激な悪化の原因であるか否かは不明である。
【０２３５】
　材料および方法：３．７５ｍｇ／ｇのアベルチン（Ｆｌｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｅ，Ｓｔｅ
ｉｎｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて麻酔したマウスから、後眼窩眼出血（ｒｅｔｒ
ｏ－ｏｒｂｉｔａｌ　ｅｙｅ　ｂｌｅｅｄｉｎｇ）によってマウス血液を０．１倍量のＡ
ｓｔｅｒ　Ｊａｎｄｌ抗凝固剤に導入し、ＲＴで、３００×ｇで８分間遠心分離して多血
小板血漿（ＰＲＰ）を得た。１２００×ｇで５分間の遠心分離によって血小板を血漿から
分離し、１４０ｍＭのＮａＣｌ、５ｍＭのＫＣｌ、１２ｍＭのクエン酸三ナトリウム、１
０ｍＭのグルコース、および１２．５ｍＭのスクロース、１μｇ／ｍＬのＰＧＥ１、ｐＨ
６．０（血小板洗浄液）の中で遠心分離により２回洗浄した。洗浄した血小板を、１４０
ｍＭのＮａＣｌ、３ｍＭのＫＣｌ、０．５ｍＭのＭｇＣｌ２、５ｍＭのＮａＨＣＯ３、１
０ｍＭのグルコース、および１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４（血小板再懸濁緩衝液）



(65) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40

50

の中で１×１０９／ｍＬの濃度で再懸濁し、５μＭの５－クロロメチルフルオレセイン二
酢酸（ＣＭＦＤＡ）を用いて３７℃で１５分間標識した。取り込まれなかった色素を遠心
分離によって除去し、血小板を血漿中に懸濁した。ＤＡＮＡ、シアリルラクトース、およ
びグルコース（栄養物として）を、対応するＰＢＳストック溶液から、０．５ｍＭ、０．
５ｍＭ、および８ｍＭのそれぞれの最終濃度となるように添加した。コントロールにはＰ
ＢＳのみを添加した。血小板懸濁液を４℃またはＲＴで４８時間保存した。４８時間後、
保存した血小板を、２００μＬ中３×１０８の血小板の後眼窩注入によって輸血した。輸
血後、５分、２時間、および２４時間の時点で後眼窩眼出血によって血液を採取した。Ｐ
ＲＰ中のＣＭＦＤＡ陽性血小板の割合をフローサイトメトリーによって決定した。
【０２３６】
　結果：細菌汚染の証拠を得るために全てのサンプルを目視検査した。ＤＡＮＡの非存在
下、室温で保存された血小板で、重度の血漿色の退色が観察され、細菌の増殖を示唆して
いる。他の全ての条件下では、目に見える変化はなかった。血小板保存剤の存在下、ＲＴ
で４８時間保存されたマウス血小板の回復および生存は、保存剤なしで保存された血小板
と比較して大幅に改善されている（図２８）。マウス血小板は、ＲＴで保存すると急激に
悪化し、これは、図２９に明確に示されている。重要なことに、ＤＡＮＡの存在下では、
血小板が約５倍多い保存媒体中のシアリルラクトースおよびグルコースは、コントロール
サンプルと比較して回復していた（図２９）。
【０２３７】
　結論：シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡは、保存中の悪化からマウス血小板を効果的に保護
し、輸血された血小板の回復および生存を大幅に改善することができる。
【０２３８】
実施例８：様々な濃度のＤＡＮＡの存在下でのマウス血小板の保護
　ＤＡＮＡは、ウイルス、細菌、および哺乳動物のシアリダーゼに対する強力な広域シア
リダーゼ阻害剤であり、低いμＭ範囲のＫｉを有する。ＤＡＮＡは、我々のすべての試験
で１ｍＭで日常的に使用されている。ＤＡＮＡの濃度は、保存されたマウス血小板の細菌
による悪化に対するその有効性を維持したまま急激に下げることができると予想される。
【０２３９】
　材料および方法：マウス血小板を実施例３で説明されているように単離し、血小板再懸
濁緩衝液に再懸濁し、４つのアリコートに分けた。共にＰＢＳ中の１００ｍＭのストック
溶液から、グルコースを８ｍＭとなるように全てのサンプルに添加し、ＤＡＮＡを０ｍＭ
、０．１ｍＭ、１．０ｍＭ、および１０ｍＭのそれぞれの最終濃度となるように添加した
。サンプルを３７℃で３０分間インキュベートし、遠心分離し、上清を除去した。血小板
を血漿中に再懸濁した。ＤＡＮＡおよびグルコースを、それらの初期濃度に戻した。血小
板懸濁液をＲＴで保存した。４８時間後、各保存条件下の血小板を、フローサイトメトリ
ーによってカウントした。
【０２４０】
　結果：マウス血小板は、ＲＴで保存されると急激に悪化し、これは、図３０Ａに明確に
示されている。しかしながら、保存媒体中に僅か０．１ｍＭのＤＡＮＡが存在すると、約
５倍の血小板が回復した（図３０Ｂ）。
【０２４１】
　結論：シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡは、マウス血小板を悪化から効果的に保護し、輸血
された血小板の回復および生存を大幅に改善することができる。
【０２４２】
実施例９：シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡによるセラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔ
ｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）の増殖および生物膜形成の抑制
　血液産物の細菌汚染は、現在、最も重大な輸血関連感染リスクである。血小板濃縮物（
ＰＣ）は、その保存条件（撹拌しながら２２℃、中性ｐＨ、およびグルコース高含有）に
よって汚染される可能性が最も高い産物であり、特に細菌が増殖しやすい。グラム陽性細
菌は、汚染されたＰＣから最もよく回収されるが、グラム陰性細菌は、重度の疾病および
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死亡により頻繁に関連している。グラム陰性セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉ
ａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）は、重要なヒト日和見病原体であり、汚染ＰＣを含む様々な
有害輸血反応（ＡＴＲ）に関与している。不利な環境条件下で生存し、消毒に耐え、そし
て微生物の表面結合群集（生物膜）を形成するこの種の能力は、臨床環境でその排除に対
して抵抗する。近年、近縁種セラチア・リクファシエンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｌｉｑｕ
ｅｆａｃｉｅｎｓ）が、血小板保存条件下で生物膜を形成し、これが、コロニー計数法に
よる検出の減少に関連していることが示された。
【０２４３】
　血小板産物中で増殖するために、汚染細菌は、シアル酸を得る、かつ／または利用する
機構を有する可能性が高い。セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅ
ｓｃｅｎｓ）は、汚染された血小板濃縮物に関連した有害な輸血反応に関与するグラム陰
性細菌である。セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）
は、プロテアーゼ、ヌクレアーゼ、リパーゼ、キチナーゼ、および溶血素を含む様々な超
強毒産物を産生するが；分泌型（ｓｅｃｒｅａｔａｂｌｅ）シアリダーゼの存在は、これ
まで記載されていない。セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃ
ｅｎｓ）による分泌産物の強毒性に基づくと、シアリダーゼが存在する可能性が非常に高
い。したがって、この菌株は、細菌の増殖を抑制するシアリダーゼ阻害戦略を試験するた
めに選択した。セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）
株（ＡＴＣＣ＃４３８６２）は、血小板産物中の細菌の検出および増殖を含む研究に既に
使用されている。
【０２４４】
　材料および方法：細菌の菌株および増殖の条件。セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒ
ａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）株（ＡＴＣＣ＃４３８６２）は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　
Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）から購
入した。細胞を、３７℃、２５０ｒｐｍで、ブレインハートインフージョンブイヨン（Ａ
ＴＣＣ培地３）で増殖させた。凍結ストックを一晩培養物から調製し、１５容量％のグリ
セロールを含むブレインハートインフージョンブイヨンで－８０℃で保存した。
【０２４５】
　生物膜形成：種培養を調製するために、セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ
　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）の凍結ストックを３ｍＬのブレインハートインフージョンブイ
ヨンに綿棒で接種し、２５０ｒｐｍで撹拌しながら３７℃で６時間インキュベートした。
細胞密度を、二波長分光計で、６００ｎｍで決定し、滅菌ＰＢＳで０．５　ＭｃＦａｒｌ
ａｎｄ標準液（１．５×１０８細胞／ｍＬ）に希釈した。１０μＬの希釈培養物を、９６
ウェルＰＶＣプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）のウェル内の１ｍＭ
のＤＡＮＡが添加された、または添加されていない１４０μＬのＰＡＳ中の３０％の血漿
、ＰＡＳ中の３０容量％のＰＣ、または１００％の血漿に接種した。各培地に対して、６
連で行った。１０μＬのＰＢＳをコントロールウェルに接種した。次いで、マクロタイタ
ープレートを滅菌多孔質膜（ＶＷＲ）で密閉し、プラットフォーム振盪機に載せた。培養
物を穏やかに振盪しながら（約１００ｒｐｍ）４８時間インキュベートした。ＯＤ５９５
ｎｍでのプランクトン細胞密度を決定するために、培養物を穏やかに混合して、ポリスチ
レンプレートに移した。最初のマイクロタイタープレートのウェルを２００μＬのＰＢＳ
で３回洗浄し、空気で乾燥させ、０．１％（重量／容量）のクリスタルバイオレットの水
溶液で１５分間染色し、水ですすぎ、そして空気で１時間乾燥させた。生物膜によって保
持されたクリスタルバイオレットを２００μＬのジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）また
は３０％の酢酸で希釈し、５９５ｎｍで測定した。
【０２４６】
　結果：撹拌および通気が不十分、かつ低温のマイクロタイタープレート上での準最適増
殖条件下で、セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）が
純血漿中で十分に増殖させた（図３１Ａ）。細胞増殖が、ＰＡＳ中３０％の血漿または３
０％のＰＣで劇的に遅延した。注目すべきことに、増殖培地に１ｍＭのＤＡＮＡを含める
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と、全ての条件下で細菌の増殖が抑制された。細菌の増殖で観察された傾向と平行して、
生物膜の形成が、プランクトン細胞密度に密接に関連し、増殖培地中のＤＡＮＡの存在に
よって負の影響を受けた（図３１Ｂ）。血漿中で増殖した細菌の生物膜形成のＡ５９５ｎ
ｍの測定は、シグナルのオーバーフローによって正確に解釈することができず、ＰＡＳ系
培地よりも純血漿でより強力な生物膜が形成されることを示唆している。
【０２４７】
　結論：シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡは、９６ウェルＰＶＣプレートで分析すると、セラ
チア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）の増殖および生物膜
形成を抑制することができる。データはまた、セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔ
ｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）が、シアル酸を得る、かつ／またはシアル酸を利用して増
殖し、かつ／または生物膜を形成する、これまでに報告されていない機構を含むことも示
している。
【０２４８】
実施例１０：健康なボランティアにおける血小板表面グリカンのバリエーション
　血小板は、全ての主要な血液成分のうちで保存期間が最も短く、保存が最も困難である
；これらの制約が、血小板輸血の実施を複雑にしている。Ｄｒ．Ｓｌｉｃｈｔｅｒおよび
同僚ら（Ｐｕｇｅｔ　Ｓｏｕｎｄ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｓｅａｔｔｌｅ，ＷＡ）
は、健康な対象における輸血された新鮮な放射性標識自己血小板の回復および生存におけ
る有意差を見出した。血小板の回復および生存における個体差の原因は、未だ不明である
。冷蔵され輸血された血小板の表面からのシアル酸の減少が、肝臓のアシアロタンパク質
受容体（Ａｓｈｗｅｌｌ　Ｍｏｒｅｌｌ受容体）による血小板のクリアランスを促進する
こと実証した。血小板表面のシアル酸の減少は、保存中の血小板の表面シアリダーゼ活性
の上昇に相関している。ここで、個々のドナーからの新鮮な血小板が、輸血後の血小板の
回復および生存に影響を与え得る表面グリカン露出において差異を有するか否かを調べた
。
【０２４９】
　材料および方法：静脈血を、静脈穿刺によってボランティアから０．１倍量のＡｓｔｅ
ｒ　Ｊａｎｄｌクエン酸系抗凝固剤に導入した。Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｖｉ
ｅｗ　Ｂｏａｒｄ　ｏｆ　Ｂｒｉｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｏｍｅｎ'ｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ
から採血の許可を得て、インフォームドコンセントがヘルシンキ宣言に従って承認された
。多血小板血漿（ＰＲＰ）を、１２５×ｇでの２０分間の遠心分離によって調製し、血小
板を、小型セファロース２Ｂカラムに通すゲルろ過によって血漿タンパク質から分離した
。単離された血小板を、１０μｇ／ｍＬのβ－ガラクトース特異的ＦＩＴＣ結合エリスリ
ナ・クリスタルガリ（Ｅ．ｃｒｉｓｔａｇａｌｌｉ）レクチン（ＥＣＬ）と共に室温で２
０分間インキュベートした。サンプルを２００μＬのＰＢＳで希釈し、ＦＡＣＳＣａｌｉ
ｂｕｒフローサイトメトリー（Ｂｅｃｋｔｏｎ　Ｄｉｃｋｅｎｓｏｎ）でのフローサイト
メトリーによって即座に分析した。ゲートされた血小板集団の平均蛍光強度を決定した。
【０２５０】
　結果：新たに単離された血小板の表面糖タンパク質における末端ガラクトースの存在（
すなわちＳＡのないグリカン）は、予想通り、健康な対象（５つの個体のうち３つの個体
が低レベルの露出されたガラクトースを有していた（１５．３±４．１、ＭＦＩ））にお
いてかなり異なっている。しかしながら、２つの対象は、かなり高レベル（２～７．５倍
）のガラクトース露出を示した。これらの結果は、第２のガラクトース特異的レクチンＲ
ＣＡ　Ｉを用いて、２つの異なる時点での同じ対象の反復測定によって裏付けられた。同
様に、血小板濃縮物を用いた予備研究で、血小板表面シアリダーゼ活性における著しいば
らつきを実証し（図３２）、このばらつきは、血小板保存中および場合によってはｉｎ　
ｖｉｖｏでの血小板循環中のシアル酸の減少速度に相関していた。我々の結果は、健康な
個体からの新鮮な血小板が、表面シアリダーゼ活性およびシアル酸含有量において異なる
ことを示している。
【０２５１】



(68) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40

50

　これらの結果は、表面シアル酸が、輸血された新鮮な血小板の回復および生存に影響を
与える因子であり得ることを示唆している。
【０２５２】
実施例１１：シアリダーゼ阻害剤を含む血小板添加液を調製する一般的な手順
　本発明のＰＡＳを以下の通り調製することができる。バッグの総量は５００ｍＬである
。
【０２５３】
　血小板添加液を調製するために、ＵＳＰグレードの以下の成分を得た：
（１）電解質、例えば、Ｎａ、Ｃｌ、Ｋ、Ｃａ、およびＭｇ
（２）好気的代謝を維持するためのエネルギー源、例えば、グルコースまたはクエン酸
（３）緩衝剤、例えば、リン酸塩
（４）注射用水（ＷＦＩ）
（５）シアリダーゼ阻害剤。
表２は、１０００ｍＬの血小板添加駅を調製するために必要なエネルギー源、緩衝剤、お
よび電解質を含む成分の濃度および量（グラム）を示している。１０００ｍＬの量になる
ように水を添加し、溶液をｐＨ７．２を維持するように緩衝した。
【０２５４】
　シアリダーゼ阻害剤、例えば、ＤＡＮＡを、滅菌０．１～１０００ｍＭのストック水溶
液から所望の濃度になるように添加することができる。
【０２５５】
（表２）

【０２５６】
実施例１２：シアリダーゼ阻害剤を含むＰＡＳ中でのマウス血小板の保護
　マウス血小板は、ヒト血小板（８～１０日間）よりもかなり短い約４～５日間の寿命を
有する。マウス血小板はまた、室温または４℃で保存されるとヒト血小板よりも安定性が
ずっと低い。しかしながら、マウス血小板のこれらの欠点を利用して、血小板保護につい
ての血小板添加液の有効性を評価することができる。
【０２５７】



(69) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40

50

　材料および方法：３．７５ｍｇ／ｇのアベルチン（Ｆｌｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｅ，Ｓｔｅ
ｉｎｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて麻酔したマウスから、後眼窩眼出血によってマ
ウス血液を０．１倍量のＡｓｔｅｒ　Ｊａｎｄｌ抗凝固剤に導入し、ＲＴで、２００×ｇ
で８分間遠心分離した。多血小板血漿、軟膜、および一部のＲＢＣを含む上清を取り出し
、３００×ｇで６分間遠心分離して多血小板血漿（ＰＲＰ）を得た。４つのＰＲＰの１５
０μＬのアリコートを、４本の１．５ｍＬのエッペンドルフチューブに移し、１０００×
ｇで５分間遠心分離した。約７０％の上清（１０５μＬ）を各チューブから取り出し、代
わりに等量のＩｎｔｅｒＳｏｌを入れた。ＤＡＮＡおよび／またはグルコース（栄養物と
して）がそれぞれ、ＰＢＳ中の１００ｍＭのストック溶液から、１．０ｍＭおよび１０ｍ
Ｍの最終濃度になるように添加した。一方または両方の添加剤を含まないチューブの量を
、ＰＢＳで等しくした。血小板懸濁液を振盪機で、ＲＴで４８時間保存し、フローサイト
メトリーで分析した。
【０２５８】
　結果：予想通り、マウス血小板は、ＲＴで保存するとＩｎｔｅｒＳｏｌで急激に悪化し
た（図３３のパネルＡａ）。わずか５７％の血小板がゲートされた（図３３のＢａ）。注
目すべきことに、１ｍＭのシアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡを用いて保存されると、８０％を
超える当初の血小板事象が、血小板ゲート内でカウントされた（図３３のパネルＡｂおよ
びＢｂ）。１０ｍＭのグルコースの添加により、保存後にさらに多い血小板カウント数が
回復した（図３３のパネルＡｃおよびＢｃ）。ＤＡＮＡとグルコースの両方の組み合わせ
は、全ての血小板を保護した（９３％がゲートされた、図３３のパネルＡｄおよびＢｄ）
。ＤＡＮＡ単独またはグルコースとの組み合わせは、休止血小板集団の前方散乱および側
方散乱特性（この集団は、「それほど細長くない」、すなわち血小板凝集体の形成が少な
い）による判断で、グルコース単独よりも多い休止血小板集団となった（図３３のパネル
ＡｂおよびＡｄ、図３３のパネルＡｃと比較）。このデータは、休止状態での血小板の保
護および血小板保存後の血小板数の維持においてＤＡＮＡがグルコースよりも有効である
ことを示唆している。
【０２５９】
　結論：総合すると、データは、血小板保存中のＤＡＮＡの存在が、血漿が少なくとも３
０％の血小板添加ＩＮＴＥＲＳＯＬ（商標）溶液に保存された血小板の質を改善すること
を示唆している。
【０２６０】
実施例１３：シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡの存在下、血漿中で保存されるヒト血小板のｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏでの質の改善
　「健康な」血小板の状態は、その形状およびサイズによってある程度定義される。血小
板の形状の変化および凝集は、血小板活性化の顕著な特徴である。活性化されると、血小
板は、形状が変化し、その顆粒成分を分泌する。血小板の保存では、血小板の活性化、す
なわち血小板の形状の変化および顆粒の放出が伴う。ヒト血小板はまた、保存中に表面シ
アリダーゼの発現を増加させ、表面シアル酸が減少する。恐らく、シアリダーゼは、顆粒
内に保存され、保存中に血小板表面に放出される。実施例１２の結果は、マウス血小板も
、保存中にシアル酸が減少することがあり、このプロセスを、保存中のシアリダーゼ阻害
剤ＤＡＮＡの存在によって効果的に阻害することが可能であり、血小板の輸血後の回復お
よび生存が大幅に改善されることを示唆している。このデータは、保存媒体にシアリダー
ゼ阻害剤を含めることによって、保存されるヒト血小板の質を改善できることをさらに示
唆している。
【０２６１】
　休止血小板は、円板状であり、レーザービームに対するその相対的な向きによってフロ
ーサイトメトリーで異なる側方散乱（ＳＳＣ）シグナルを生成する。休止血小板集団は、
広い（「丸い」）分布のＳＳＣ／ＦＳＣシグナルを有する。刺激時に、血小板は、偽足を
形成して球形になり（形状の変化）、これによりレーザービームに対するその相対的な向
きにかかわらず特徴的なＳＳＣシグナルを生成する。したがって、活性化血小板集団は、
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ＦＣＳ／ＳＳＣプロットでより「凝縮した」ように見える。
【０２６２】
　これらの考察に基づいて、血漿中で保存中にＤＡＮＡがヒト血小板の活性化（すなわち
形状の変化および顆粒の放出）に影響を与えるか否かについて調べた。
【０２６３】
　材料および方法：静脈血を、静脈穿刺によってボランティアから０．１倍量のＡｓｔｅ
ｒ－Ｊａｎｄｌクエン酸系抗凝固剤に導入した。Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｖｉ
ｅｗ　Ｂｏａｒｄ　ｏｆ　Ｂｒｉｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｏｍｅｎ'ｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ
から採血の許可を得て、インフォームドコンセントがヘルシンキ宣言に従って承認された
。多血小板血漿（ＰＲＰ）を、１２５×ｇでの２０分間の遠心分離によって調製し、血小
板を、ＰＧＥ１（１μｇ／ｍＬ）の添加後に８５０×ｇで５分間の遠心分離によってＰＲ
Ｐから分離した。上清（乏血小板血漿、ＰＰＰ）を取り出した。血小板ペレットを、最初
のＰＲＰの１／２倍量のＰＰＰに再懸濁してアリコートに分けた。ＤＡＮＡを、ＰＢＳ中
の１００ｍＭのストックから、１．０ｍＭとなるように半数のアリコートに添加し、コン
トロールにはＰＢＳのみを添加した。サンプルを、ガス透過性膜で覆われた９６ウェルマ
イクロタイタープレートに入れ、振盪機に載せて室温で撹拌した。血小板のサイズおよび
密度を、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒフローサイトメトリー（ＢＤ）での前方散乱（ＦＳＣ）
および側方散乱（ＳＳＣ）によって測定した。血小板を、その前方散乱および側方散乱特
性によってゲートした。血小板の脱顆粒、すなわちα顆粒放出の分析では、保存された血
小板を、０．１μｇ／ｍＬのＦＴＩＣマウス抗ヒトＣＤ６２Ｐ（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇ
ｅｎ）抗体と共に５０μＬのＰＢＳ中で、ＲＴで３０分間インキュベートすることによっ
てＰ－セレクチンの表面発現について分析した。次いで、混合物を２００μＬのＰＢＳで
希釈し、フローサイトメトリーによって即座に分析した。Ｐ－セレクチン（ＦＩＴＣ）－
陽性細胞の割合を、ゲートされた血小板集団において決定した。
【０２６４】
　結果：血漿中、ＲＴで７２時間の保存後、ヒト血小板は、新鮮なＲＴ血小板（不図示）
と比較すると、側方散乱および前方散乱特性（図３４のパネルＡの左側）の減少を示した
。側方散乱および前方散乱特性の減少は、血小板活性化の特徴である。対照的に、血小板
保存中の０．５ｍＭのＤＡＮＡの添加は、血小板形状の目に見える改善をもたらす（図３
４のパネルＢの右側）。血小板のカウント数／ＳＳＣのヒストグラムの比較により、ＤＡ
ＮＡと共に保存された血小板が、増加した平均蛍光強度（ＭＦＩ）を有することが分かり
（図３４のパネルＢの左側、プロフィールが右側に僅かに移動していることに留意された
い）、ＤＡＮＡの存在下で保存された血小板が、高い粒状性または内部複雑性を有し、そ
れほど活性化されていないことを示唆している。同様に、血小板のカウント数／ＦＳＣの
ヒストグラムの比較により、ＤＡＮＡと共に保存された血小板が、高い側方散乱平均蛍光
強度を有することが分かる（図３４のパネルＢの右側、プロフィールが右側に僅かに移動
していることに留意されたい）。これらの結果は、ＤＡＮＡの存在下で保存された血小板
は、大きめであり、円板状の休止形状を維持していることを示している。
【０２６５】
　これらの結果は、ＦＴＩＣマウス抗ヒトＣＤ６２Ｐ（Ｐ－セレクチン）抗体と共に保存
された血小板のＰ－セレクチン露出を分析することによって裏付けられた（図３５）。Ｄ
ＡＮＡを含めて保存することで、Ｐ－セレクチンの露出が有意に防止され、α－顆粒の放
出が抑制される。
【０２６６】
　総合すると、データは、血小板保存中のＤＡＮＡの存在が、１００％の血漿中に保存さ
れる血小板の質を改善することを示唆している。
【０２６７】
実施例１４：シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡを含むＰＡＳ中に保存されるヒト血小板のｉｎ
　ｖｉｔｒｏでの質の改善
　実施例１２で説明されているデータは、シアリダーゼ阻害剤ＤＡＮＡが、ＩＮＴＥＲＳ
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ＯＬ溶液と呼ばれる、血漿が３０％の血小板添加液中に保存されたマウス血小板の質を効
果的に維持できることを実証した。実施例１３で説明されているデータは、ＤＡＮＡが、
１００％の血漿中でヒト血小板の質を維持するのにも有効であることを明確に示した。こ
の実施例では、研究が、ＤＡＮＡの存在下または非存在下で３０：７０の比の血漿／ＰＡ
Ｓ中に保存されるヒト血小板まで拡大された。
【０２６８】
　材料および方法：ヒト血小板を実施例１３で説明されているように得た。血小板ペレッ
トを、最初のＰＲＰの１／５倍量のＰＰＰに再懸濁し、９６ウェルのマイクロタイタープ
レートのウェルに等分した（６０μＬ／ウェル）。７．１５ｍＭのＮａ２ＨＰＯ４、２．
２４ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４、１０ｍＭのクエン酸ナトリウム、３０ｍＭの酢酸ナトリウム
、７９．２ｍＭのＮａＣｌ、５．０ｍＭのＫＣｌ、および１．５ｍＭのＭｇＣｌ２を含む
ＰＡＳ（ＰＡＳａとする）を１４０μＬ／ウェルで対応するウェルに添加し、ＤＡＮＡを
、ＰＢＳ中の１０ｍＭまたは１００ｍＭのストックから０ｍＭ、０．１ｍＭ、および０．
５ｍＭとなるように適切なウェルに添加した。ウェル内のサンプルの量を、ＰＢＳで等し
くした。次いで、プレートをガス透過性膜で覆い、振盪機に載せた。血小板のサイズおよ
び密度を、第７日目にＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒフローサイトメトリー（ＢＤ）の前方散乱
（ＦＳＣ）および側方散乱（ＳＳＣ）によって測定し、第９日目にｐＨをチェックした。
【０２６９】
　結果：全ての保存サンプルが９日後にｐＨ６．８に維持され、このＰＡＳ調合物が、少
なくとも９日間血小板を保存するのに十分な緩衝能力を有することが実証された。対照的
に、１００％の血漿中での同様の保存条件下では、保存された血小板サンプルのｐＨは、
ｐＨ６．５未満に低下した。３０％の血漿と７０％のＰＡＳの溶液で保存したときには、
ＲＴで保存の７日後にヒト血小板の著しい悪化に気付いた。図３６のパネルＡに示されて
いるように、獲得した全事象の僅か５５％が、新鮮な血小板（Ｇ１）用に定義されたゲー
ト内にゲートされ、獲得した全事象の４０％超が、Ｇ２で定義された血小板微粒子（血小
板微粒子は、血小板悪化の情報と見なされる）であった。対照的に、血小板が、０．１ｍ
ＭのＤＡＮＡの存在下で保存されたときには、獲得した全事象の７０％超が、血小板とし
てゲートされた（図３６のパネルＢのＧ１）。したがって、４１．５％（図３６のパネル
ＡのＧ２）から２３．９５％（図３６のパネルＢのＧ２）への微粒子形成の劇的な低下が
観察された。保存媒体中のＤＡＮＡ濃度を０．５ｍＭに上昇させると、血小板のカウント
数（８１．６％がゲートされた、図３６のパネルＣのＧ１）がさらに増加し、微粒子の形
成が減少した（１３．５２％、Ｇ２）。特に注目すべきは、血小板集団が、ＤＡＮＡを保
存液に添加したときに、その側方散乱および前方散乱特性による判断で「休止している」
ように見えることである。
【０２７０】
　結論：実施例１２および１３で説明されている結果に一致して、ＤＡＮＡは、３０％の
血漿を含む血小板添加液でヒト血小板の質を効果的に維持する、すなわち血小板の活性化
および微粒子形成を低減することができ、シアリダーゼ阻害剤、例えば、ＤＡＮＡを、血
小板保存用のＰＡＳ調合物の重要な成分として使用できることを示している。
【０２７１】
　本明細書で言及された全ての参照文献、特許、および／または特許出願の適切な教示は
、参照によりそれらの全容が本明細書に組み入れられるものとする。
【０２７２】
　本発明は、特にその好適な実施形態を示し、これに関して説明してきたが、当業者であ
れば、添付の特許請求の範囲に包含される本発明の範囲から逸脱することなく、形態およ
び細部の様々な変更が可能であることを理解できよう。



(72) JP 2014-515352 A 2014.6.30

【図１Ａ】 【図１Ｂ－Ｃ】

【図２】 【図３Ａ】



(73) JP 2014-515352 A 2014.6.30

【図３Ｂ】 【図３Ｃ】

【図４】 【図５】



(74) JP 2014-515352 A 2014.6.30

【図６】

【図７】

【図８】

【図９】

【図１０】

【図１１】



(75) JP 2014-515352 A 2014.6.30

【図１２】 【図１３】

【図１４】 【図１５】



(76) JP 2014-515352 A 2014.6.30

【図１６】

【図１７】

【図１８】

【図１９】

【図２０】 【図２１】



(77) JP 2014-515352 A 2014.6.30

【図２２】 【図２３】

【図２４】

【図２５】 【図２６】



(78) JP 2014-515352 A 2014.6.30

【図２７】 【図２８】

【図２９】 【図３０Ａ－Ｂ】



(79) JP 2014-515352 A 2014.6.30

【図３０Ｃ－Ｄ】 【図３１】

【図３２】 【図３３Ａａ－ｂ】



(80) JP 2014-515352 A 2014.6.30

【図３３Ａｃ－ｄ】 【図３３Ｂ】

【図３４】 【図３５】



(81) JP 2014-515352 A 2014.6.30

【図３６】



(82) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40

【国際調査報告】



(83) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40



(84) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40



(85) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40

50

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｋ  47/04     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  47/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  47/12     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  47/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  47/26     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  47/26    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  31/7012   (2006.01)           Ａ６１Ｋ  31/7012  　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １２１　          　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　

(31)優先権主張番号  13/474,627
(32)優先日　　　　  平成24年5月17日(2012.5.17)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  61/613,876
(32)優先日　　　　  平成24年3月21日(2012.3.21)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  13/474,679
(32)優先日　　　　  平成24年5月17日(2012.5.17)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  61/487,077
(32)優先日　　　　  平成23年5月17日(2011.5.17)
(33)優先権主張国　  米国(US)

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,R
S,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,
BG,BH,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,I
D,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO
,NZ,OM,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,
VC,VN,ZA

(74)代理人  100102978
            弁理士　清水　初志
(74)代理人  100102118
            弁理士　春名　雅夫
(74)代理人  100160923
            弁理士　山口　裕孝
(74)代理人  100119507
            弁理士　刑部　俊
(74)代理人  100142929
            弁理士　井上　隆一
(74)代理人  100148699
            弁理士　佐藤　利光
(74)代理人  100128048
            弁理士　新見　浩一
(74)代理人  100129506
            弁理士　小林　智彦
(74)代理人  100130845
            弁理士　渡邉　伸一
(74)代理人  100114340



(86) JP 2014-515352 A 2014.6.30

10

20

30

40

            弁理士　大関　雅人
(74)代理人  100114889
            弁理士　五十嵐　義弘
(74)代理人  100121072
            弁理士　川本　和弥
(72)発明者  リュー　キヨン　ピーター
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ州　ニュートン　マーヴィン　レーン　５０
(72)発明者  ホフマイスター　カリン
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ州　チェストナット　ヒル　ブイエフダブリュ　パークウェイ
            　３８１
(72)発明者  サックステイン　ロバート
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ州　サドベリー　フォックス　ラン　ロード　２６
Ｆターム(参考) 4C076 AA12  BB12  CC14  DD23  DD25  DD26  DD41  DD43  DD67  FF39 
　　　　 　　        FF63 
　　　　 　　  4C081 AC12  BA11  BA14  BC02 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  EA01  MA03  MA05  MA16  NA01  NA03  ZA36  ZC20 
　　　　 　　        ZC75 
　　　　 　　  4C087 AA01  AA02  AA03  BB38  DA10  MA05  NA01  NA03  ZA36 
　　　　 　　  4H011 BB08  BB19  CA01  CB07  CD02  CD06  DH15 

【要約の続き】


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	search-report
	overflow

