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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　1～2グラムのアファニゾメノン・フロス・アクア (Aphanizomenon flos aquae) の水ま
たは緩衝食塩水抽出物の乾燥形であって、該抽出物がL-セレクチンリガンドを含む、水ま
たは緩衝食塩水抽出物の乾燥形、および、
　150～500ミリグラムのアファニゾメノン・フロス・アクアのエタノール抽出物の乾燥形
を含む、
薬学的組成物。
【請求項２】
　薬理学的に許容される担体中に請求項1記載の組成物の治療有効量を含む、薬学的組成
物。
【請求項３】
　エタノール抽出物が、50℃から60℃で10から20パーセントエタノールに乾燥アファニゾ
メノン・フロス・アクアを懸濁させることによって製造される、請求項2に記載の薬学的
組成物。
【請求項４】
　1gのアファニゾメノン・フロス・アクアの乾燥した水または食塩水抽出物であって、該
抽出物がL-セレクチンリガンドを含む抽出物、および、
　150mgのアファニゾメノン・フロス・アクアの乾燥したエタノール抽出物を含む、請求
項3記載の薬学的組成物。
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【請求項５】
　0.1モルのリン酸緩衝食塩水または水中でアファニゾメノン・フロス・アクアを半時間
から12時間、接触させて、水性抽出物を製造する工程；
　水性抽出物から固体材料を除去する工程；
　水性抽出物を乾燥させて、L-セレクチンリガンドを含む固体組成物を製造する工程；
　50℃から60℃で1時間、10％から20％エタノール中でアファニゾメノン・フロス・アク
アをインキュベートして、エタノール抽出物を製造する工程；
　エタノール抽出物から固体材料を除去する工程；
　エタノール抽出物からの固体材料を乾燥させて、固体形のエタノール抽出物を製造する
工程；および
　L-セレクチンリガンドを含む前記固体組成物の治療有効量と前記固体形のエタノール抽
出物の治療有効量とを混合する工程
によって製造される、混合物。
【請求項６】
　還元条件下で54から57kDaの分子量のタンパク質または糖タンパクを含むアファニゾメ
ノン・フロス・アクアの水または緩衝食塩水抽出物から単離される精製L-セレクチンリガ
ンド。
【請求項７】
　還元条件下で55kDaの分子量を有する、請求項6記載の精製L-セレクチンリガンド。
【請求項８】
　非還元条件下で54kDa、57kDa、162kDa、171kDa、233kDaまたは111kDaの分子量を有する
、請求項6記載の精製L-セレクチンリガンド。
【請求項９】
　薬学的に許容される担体中に請求項6記載の精製L-セレクチンリガンドの治療有効量を
含む薬学的組成物。
【請求項１０】
　請求項6記載の精製L-セレクチンリガンドの治療有効量を含む、被験者における造血幹
細胞を動員させるために使用するための薬学的組成物。
【請求項１１】
　造血幹細胞が、CD34（CD34＋）、CD133（CD133＋）または両方を発現する、請求項10記
載の薬学的組成物。
【請求項１２】
　被験者が健常である、請求項10記載の薬学的組成物。
【請求項１３】
　被験者が、免疫抑制されている、請求項10記載の薬学的組成物。
【請求項１４】
　被験者が、消化器系、神経系、リンパ系、心血管系または内分泌系の疾患を有する、請
求項10記載の薬学的組成物。
【請求項１５】
　被験者が、骨粗しょう症、アルツハイマー病、心筋梗塞、パーキンソン病、外傷性脳損
傷、多発性硬化症または肝硬変を有する、請求項14記載の薬学的組成物。
【請求項１６】
　幹細胞ホーミングが、対照と比較して100％から500％増加される、請求項10記載の薬学
的組成物であって、対照が幹細胞ホーミングの正常ベースライン値である、薬学的組成物
。
【請求項１７】
　請求項1記載の組成物の治療有効量を含む、被験者における造血幹細胞を動員させるた
めの薬学的組成物。
【請求項１８】
　造血幹細胞が、CD34（CD34＋）、CD133（CD133＋）または両方を発現する、請求項17記
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載の薬学的組成物。
【請求項１９】
　被験者が健常である、請求項17記載の薬学的組成物。
【請求項２０】
　被験者が、免疫抑制されている、請求項17記載の薬学的組成物。
【請求項２１】
　被験者が、消化器系、神経系、リンパ系、心血管系または内分泌系の疾患を有する、請
求項17記載の薬学的組成物。
【請求項２２】
　被験者が、骨粗しょう症、アルツハイマー病、心筋梗塞、パーキンソン病、外傷性脳損
傷、多発性硬化症または肝硬変を有する、請求項21記載の薬学的組成物。
【請求項２３】
　幹細胞ホーミングが、対照と比較して100％から500％増加される、請求項17記載の薬学
的組成物であって、対照が幹細胞ホーミングの正常ベースライン値である、薬学的組成物
。
【請求項２４】
　水または緩衝食塩水溶液にアファニゾメノン・フロス・アクアの細胞を抽出する工程；
　粒子状物質を分離し、得られた上清を単離する工程；
　固体支持体に結合するL-セレクチンと上清を接触させる工程；および
　L-セレクチンに特異的に結合したリガンドを放出させ、それによってセレクチンリガン
ドを単離する工程
を含む、アファニゾメノン・フロス・アクアの水または緩衝食塩水抽出物からのL-セレク
チンリガンドの単離方法。
【請求項２５】
　リガンドの放出が、酸、アルカリ、熱またはこれらの組み合わせでの処理を含む、請求
項24記載の方法。
【請求項２６】
　セレクチンが、免疫グロブリンFcドメインに融合しているヒトL-セレクチンの細胞外ド
メインを含む、請求項24記載の方法。
【請求項２７】
　固体支持体が、磁気ビーズを含む、請求項24記載の方法。
【請求項２８】
　請求項24記載の方法によって単離されたL-セレクチンリガンド。
【請求項２９】
　被験者が、動物被験体である、請求項10記載の薬学的組成物。
【請求項３０】
　被験者が、動物被験体である、請求項17記載の薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
分野
　本出願は、藍藻類（blue-green algae）からの水性抽出物、例えば、セレクチンリガン
ドを含む藻類の水性抽出物に関する。
【背景技術】
【０００２】
関連出願の相互参照
　本出願は、2005年6月24日出願の米国特許仮出願第60/693,808号および2005年7月19日出
願の米国特許仮出願第60/700,882号の恩典を主張する。仮出願の両方が、参照により本明
細書に組み入れられる。
【０００３】
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背景
　幹細胞は、さらに特定化された細胞に分化することができる体細胞組織由来の多能性細
胞である。例えば、造血幹細胞は、赤色血液細胞、血小板および白血球を含む多くの異な
るタイプの血液細胞に分化することができる。
【０００４】
　造血幹細胞は、血液細胞の継続的な終生にわたる生理的補充に関して一定の役割を果す
。幹細胞は、造血系統細胞と非造血性、組織特異的細胞の両方に発達する。最近、幹細胞
は、様々な組織特異的細胞型、例えば筋細胞、肝細胞、骨細胞、グリア細胞およびニュー
ロンに分化することが判明した。例えば、幹細胞は、血液脳関門を横断すること（Willam
s and Hickey, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 202:221- 245, 1995）（非特許文献１
）およびニューロンに分化すること（Mezey, Science 290:1779-82, 2000）（非特許文献
２）が証明された。従って、幹細胞を使用して、パーキンソン病（Polli, Haematologica
 85:1009-10, 2000）（非特許文献３）、アルツハイマー病（Mattson, Exp. Gerontol. 3
5:489-502, 2000）（非特許文献４）および外傷性脳損傷（Magavi, Nature 405: 892-3, 
895, 2000）（非特許文献５）を治療することができる可能性がある。幹細胞は、線維芽
細胞または線維芽細胞様細胞に分化することおよびコラーゲンを発現することも証明され
た（Periera et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 95:1142-7, 1998）（非特許文献６）。従
って、幹細胞を使用して、骨形成不全症および骨折を治療することができる可能性がある
。Petersonら（Science 284: 1168-70, 1999）（非特許文献７）により、肝臓細胞が幹細
胞から発生し得ることも証明された。従って、幹細胞は、硬変を含む（しかし、これに限
定されるわけではない）肝臓の様々な病状の治療に有用であり得る。加えて、骨髄由来幹
細胞は、心筋梗塞の部位に遊走し、心筋を形成することが実証された（Orlic, Nature 41
0:701-5, 2000）（非特許文献８）。従って、幹細胞は、心筋梗塞の治療の際に使用する
ことができる。
【０００５】
　幹細胞は、多種多様な細胞型に分化することができるので、様々な組織および器官の治
癒および再生プロセスにおいて重要な役割を果す（Koc et al., Bone Marrow Transplant
, 27(3):235-39, 2001（非特許文献９）参照）。セレクチンリガンドは、骨髄からの幹細
胞の放出を刺激する（Frenette et al., Blood 96:2460-68, 2000）（非特許文献１０）
。
【０００６】
　多くの研究が、標的組織における骨髄幹細胞の動員、遊走および分化が、人体における
治癒の自然現象を構成していることを示唆している（Spencer et al., Thorax 60(l):60-
2, 2005； Ishikawa et al., FASEB J. 18(15): 1958-60, 2004； Mattsson et al., Tra
nsplantation 15;78(1): 154-7, 2004； Thiele Jet al., Transplantation 77(12): 190
2-5, 2004； Cogle et al., The Lancet 363(9419): 1432-7, 2004； Deb et al., Circu
lation 107(9): 1247-9, 2003； Korbling et al., N Engl J Med 346(10):738-46, 2002
； Adams et al., Blood 102(10):3845-7, 2002； Krause et al., Cell 105(3):369-77,
 2001（非特許文献１１～１９））。動員された幹細胞は、損傷組織により放出されるサ
イトカインの濃度勾配を追従し、そのような勾配に従って組織に独力で遊走する。実際、
サイトカイン注入によって誘導された骨髄幹細胞の動員は、急性心筋梗塞後の心臓組織の
治癒を加速することが証明された。従って、効果的で安全な消費物での骨髄幹細胞の動員
の単純な誘発により、この自然生理プロセスを増強することができ、様々な病状に対する
潜在的治療法を提供することができる。従って、幹細胞動員および輸送を増加させる組成
物が必要とされている。
【０００７】
【非特許文献１】Willams and Hickey, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 202:221- 245,
 1995
【非特許文献２】Mezey, Science 290:1779-82, 2000
【非特許文献３】Polli, Haematologica 85:1009-10, 2000
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【非特許文献４】Mattson, Exp. Gerontol. 35:489-502, 2000
【非特許文献５】Magavi, Nature 405: 892-3, 895, 2000
【非特許文献６】Periera et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 95:1142-7, 1998
【非特許文献７】Petersonら,Science 284: 1168-70, 1999
【非特許文献８】Orlic, Nature 410:701-5, 2000
【非特許文献９】Koc et al., Bone Marrow Transplant, 27(3):235-39, 2001
【非特許文献１０】Frenette et al., Blood 96:2460-68, 2000
【非特許文献１１】Spencer et al., Thorax 60(l):60-2, 2005
【非特許文献１２】Ishikawa et al., FASEB J. 18(15): 1958-60, 2004
【非特許文献１３】Mattsson et al., Transplantation 15;78(1): 154-7, 2004
【非特許文献１４】Thiele Jet al., Transplantation 77(12): 1902-5, 2004
【非特許文献１５】Cogle et al., The Lancet 363(9419): 1432-7, 2004
【非特許文献１６】Deb et al., Circulation 107(9): 1247-9, 2003
【非特許文献１７】Korbling et al., N Engl J Med 346(10):738-46, 2002
【非特許文献１８】Adams et al., Blood 102(10):3845-7, 2002
【非特許文献１９】Krause et al., Cell 105(3):369-77, 2001
【発明の開示】
【０００８】
概要
　セレクチンリガンドを含有する藍藻類の水性抽出物を得るための例示的な手順を開示す
る。この手順では、セレクチン、例えばL-セレクチン、P-セレクチンおよび/またはE-セ
レクチンに共有結合している固体支持体を使用してセレクチンリガンドを藍藻類から単離
する。セレクチンリガンドは、L-セレクチン、P-セレクチンおよび/またはE-セレクチン
に特異的に結合することができる。
【０００９】
　藍藻類から単離される精製セレクチンリガンドを開示する。これらのリガンドは、還元
条件下で約55kDaの分子量のタンパク質または糖タンパクである藍藻類から単離される。
幾つかの例では、セレクチンリガンドは、還元条件下で約54kDaまたは約57kDaの分子量を
有する。追加の例では、セレクチンリガンドは、非還元条件下で約54kDa、約57kDa、約16
2kDa、約171kDa、約233kDaまたは約111kDaの分子量を有する。
【００１０】
　L-セレクチンリガンドを含有するアファニゾメノン・フロス・アクア（Aphanizomenon 
flos aquae（AFA））の抽出物を本明細書において開示する。この抽出物は、被験者に投
与するために調合することができる。抽出物のみを含む、またはアファニゾメノン・フロ
ス・アクア（AFA）の他の抽出物を含む組成物を、幹細胞動員および/または循環幹細胞数
増加の必要がある被験者に投与することができる。一例では、L-セレクチンリガンドを含
有する抽出物が、多糖類を含有するアファニゾメノン・フロス・アクア（AFA）の抽出物
と共に投与される。アファニゾメノン・フロス・アクア（AFA）のL-セレクチンリガンド
を含む、またはアファニゾメノン・フロス・アクア（AFA）のL-セレクチンリガンドから
なる組成物は、幹細胞動員および循環幹細胞数増加のために有用である。
【００１１】
　藍藻類の特定の抽出物の治療有効量を被験者に投与することによる幹細胞動員の誘発方
法を、本明細書において開示する。幹細胞動員の誘導に有用な抽出物としては、セレクチ
ンリガンド、例えばL-セレクチン、P-セレクチンおよび/またはE-セレクチンリガンドを
含有する藍藻類の抽出物が挙げられる。一例では、藍藻類は、アファニゾメノン・フロス
・アクア（AFA）である。抽出物は、単独で投与することができ、またはアファニゾメノ
ン・フロス・アクア（AFA）の他の抽出物と共に投与することができる。一例では、多糖
類含有抽出物も投与される。
【００１２】
　セレクチンリガンド含有抽出物などの藍藻類の抽出物の治療有効量の投与は、被験者の
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循環系における一部の幹細胞、例えばCD34＋幹細胞および/またはCD133＋幹細胞の集団の
一時的増加を誘導する。
【００１３】
　上述および他の特徴および利点は、添付の図面に関連しながら進める以下の幾つかの態
様の詳細な説明から、さらに明らかに理解できるようになる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
詳細な説明
I.略語
　AFA：アファニゾメノン・フロス・アクア
　Ctrl：対照
　LSL：L-セレクチンリガンド
　mg：ミリグラム
　ml：ミリリットル
　MGT：migratose
　SE：LSLおよびMGTを含むstem enhance配合剤
　g：グラム
　kg：キログラム
【００１５】
II.用語
　別様に述べていなければ、専門用語は、従来の語法に従って用いられる。分子生物学に
おける一般用語の定義は、Benjamin Lewin, Genes V, published by Oxford University 
Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9)； Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Mo
lecular Biology, published by Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9)
；および Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehe
nsive Desk Reference, published by VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-
8) において見出すことができる。
【００１６】
　本開示の様々な態様の再考を助長するために、特殊用語についての以下の説明を提供す
る。
【００１７】
　被験者への投与。被験者への藍藻類の提供は、全藍藻類細胞および/または藍藻類細胞
の抽出物（画分）の投与を含む。投与経路としては、経口および非経口経路、例えば静脈
内（IV）、腹腔内（IP）、直腸内、局所、経眼、経鼻および経皮経路が挙げられるが、こ
れらに限定されるわけではない。経口投与は、全藍藻類と藍藻類の抽出物の両方を含む。
1つより多くの抽出物を投与することができる。経口投与する場合、全細胞または抽出物
は、固体、半固体または液体剤形、例えば錠剤、ピル、粉末、溶液または懸濁液での単位
用量の形態で提供または投与することができる。しかし、藍藻類の抽出物は、静脈内注射
用の任意の従来の媒質、例えば食塩水媒質で、または血漿媒質で静脈内投与することもで
きる。媒質は、従来の薬学的補助材料、例えば、浸透圧を調整するための薬学的に許容さ
れる塩、液体担体（例えば、シクロデキストリン）、タンパク質（例えば、血清アルブミ
ン）、親水性薬剤（例えば、メチルセルロース）、界面活性剤、緩衝液、保存薬なども含
有することができる。許容される薬学的担体のさらに完全な説明は、Remington: The Sci
ence and Practice of Pharmacy (19th Edition, 1995) の chapter 95において見出すこ
とができる。
【００１８】
　造血に影響を及ぼす薬剤。白色血液細胞などの血液細胞の形成を改変する化合物、抗体
、核酸分子、タンパク質、糖タンパクまたは細胞。分子薬剤は、天然分子であり得、また
は合成分子であり得る。一部の態様において、薬剤は、動員、成長、増殖、突然変異、ま
たは造血細胞の分化もしくは放出に影響を及ぼす。1つの形態において、薬剤は、藍藻類
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細胞から抽出されたセレクチンリガンドである。
【００１９】
　幹細胞循環に影響を及ぼす薬剤。循環系への幹細胞の放出、および循環系から組織への
ホーミングに影響を及ぼす、化合物、抗体、核酸分子、タンパク質、糖タンパクまたは細
胞（神経ペプチドおよび他のシグナリング分子を含む）。分子薬剤は、天然分子であって
もよいし、または合成分子であってもよい。1つの特定の実施例において、薬剤は、藍藻
類から抽出されたセレクチンリガンドである。
【００２０】
　幹細胞循環に影響を及ぼす薬剤は、静止性プールにおける幹細胞の活性プールにおける
幹細胞に対する比に影響を及ぼし得る。一部の態様において、薬剤は、分化しない幹細胞
とCD34陰性（CD34-）およびCD34陽性（CD34＋）細胞、ならびに/またはCD133陰性（CD133
-）およびCD133陽性（CD133＋）細胞に分化する幹細胞とのバランスに影響を及ぼす。他
の形態において、薬剤は、組織位置からの幹細胞の放出、例えば、骨髄環境からのCD34＋
細胞および/もしくはCD133＋細胞ならびに/またはアルデヒドデヒドロゲナーゼの酵素作
用に基づく方法により検出される細胞の放出に影響を及ぼす。
【００２１】
　動物。例えば、哺乳動物、魚類、爬虫類および鳥類を含む、生きている、多細胞、脊椎
生物。
【００２２】
　藍藻類。単細胞、コロニーまたは糸状の形態で存在し得る藍色植物門（Division Cyano
phyta）に属する、グラム陰性光合成細菌の一般名。代表的な藍藻類としては、スピルリ
ナ（Spirulina）種およびアファニゾメノン（Aphanizomenon）種が挙げられるが、これら
に限定されるわけではない。アファニゾメノン・フロス・アクア（AFA）は、藍藻類の1つ
の特定の非限定的なタイプである。
【００２３】
　用語「藻類」は、微小藻類種の細胞である「藻」の複数形である。例えば（限定される
ことなく）、「藍藻類」は、単一のアファニゾメノン種の多数の細胞、単一のスピルリナ
種の多数の細胞、または多数のアファニゾメノンおよび/もしくはスピルリナ種からの細
胞の混合物を指す。
【００２４】
　循環系。動物において、循環系は、脈管系およびリンパ系を含む血液および血液成分を
体全体にわたって移動させる構造からなる。循環系の構成要素としては、心臓、血管（動
脈、静脈および毛細血管）ならびにリンパ管が挙げられる。
【００２５】
　循環幹細胞。循環系に存在する幹細胞。
【００２６】
　藍藻類の成分。藍藻類細胞からの任意の画分、抽出物または単離もしくは精製分子。1
つの態様において、成分は、タンパク質または糖タンパクまたは核酸である。もう1つの
態様において、成分は、植物化学物質である。もう1つの態様において、成分は、セレク
チンリガンドを含む藍藻類の水性抽出物である。例えば、藍藻類を粉砕し、無機または有
機溶媒を添加し、抽出物を回収する。特定の非限定的な例は、高速液体クロマトグラフィ
ー、薄層クロマトグラフィー、アフィニティーカラム、磁気ビーズまたは蒸留を用いて単
離された抽出物である。1つの態様において、分画は、藍藻類の成分の分子量または疎水
性に基づく。
【００２７】
　分化。細胞が、生体機能を行うためにさらに特定化されてくるプロセス。分化は、悪性
トランスフォーメーションを受けた細胞が、多くの場合、完全にまたは部分的に失う特性
である。
【００２８】
　有効量。幹細胞動員を誘発または増強することができる藍藻類のセレクチン含有抽出物
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の量などの、生物科学において用いられている様々な方法によって決定することができる
量。これらの方法としては、実験用量応答曲線の作成が挙げられるが、これに限定される
わけではない。1つの態様において、「治療有効量」は、組織を補給する、修復するまた
は若返らせる幹細胞の動員を増強するために有効な量である。もう1つの態様において、
「治療有効量」は、幹細胞の輸送を増強するために有効な量である。さらにもう1つの態
様において、「治療有効量」は、循環系から様々な組織または器官への幹細胞のホーミン
グを増強するために有効な量である。
【００２９】
　治療有効量は、状態または疾病を治療するために十分な量、例えば、神経系の疾患（例
えば、アルツハイマー病、パーキンソン病、多発性硬化症）、外傷性脳もしくは脊髄損傷
、肝疾患、または骨もしくは軟骨の疾患に関連した症状を緩和するために十分な量である
場合もある。治療有効量は、急性心筋梗塞からの回復を加速および増強するために十分な
量である場合もある。
【００３０】
　1つの特定の非限定的な例において、藍藻類のセレクチン含有抽出物などの抽出物の治
療有効量は、体重1kg当たり約0.01から約1.0g、例えば、体重1kg当たり約0.05から約0.5
グラム、または体重1kg当たり約0.1から約0.5グラムである。もう1つの特定の非限定的な
例において、藍藻類のセレクチン含有抽出物の有効量の例は、約0.25グラムから約5グラ
ム、約0.5グラムから約5グラム、または約1グラムから約2グラムである。1つの特定の非
限定的な例において、藍藻類のセレクチン含有抽出物の有効量は、1グラムである。この
有効量は、所与の頻度、例えば、週に約1回、週に約2回、週に約3回、1日1回、1日に約2
回、1日に約3回以上投与することができる。
【００３１】
　藍藻類のセレクチン含有水性抽出物などの藍藻類の抽出物の治療有効量および投与の頻
度は、様々な因子、例えば、利用される藻類の属または種、治療される被験者の全身の健
康状態、および治療される被験者の生理学的特徴（例えば、身長、体重、体脂肪率、代謝
など）に依存し得る。
【００３２】
　藍藻類の水性抽出物、例えばセレクチンリガンド含有抽出物の治療有効量を決定するた
めの特定のアッセイを本明細書において提供する。1つの特定の非限定的な例では、AFAな
どの藍藻類のセレクチンリガンド含有抽出物の種々の量をヒト被験者に消費させ、その循
環系における幹細胞（このような細胞のサブタイプを包含し得る）の存在および/または
存在量を検出および/または分析する。もう1つの態様では、動物（例えば、マウス）モデ
ルを利用し、新たに組み込まれた幹細胞集団を様々な組織においてモニターする（下の実
施例参照）。開示する方法は、医学的および獣医学的設定で等しく適用することができる
。従って、一般用語「治療される被験者」としては、すべての脊椎動物（例えば、ヒト、
類人猿、イヌ、ネコ、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ウマ、ブタおよびウシ（しかし
、これらに限定されるわけではない））が挙げられる。
【００３３】
　増強（増強すること）。細胞または生物の特定のパラメータの増加。1つの態様におい
て、増強は、パラメータの25％、50％、100％または100％より大きな増加を指す。1つの
特定の非限定的な例において、幹細胞循環の増強は、特定の細胞集団の増加、例えば、特
定の細胞集団または細胞集団の応答の25％、50％、100％、200％、400％、500％またはそ
れ以上の増加を指す。1つの態様において、パラメータは、幹細胞の動員である。もう1つ
の態様において、パラメータは、幹細胞の分化である。さらにもう1つの態様において、
パラメータは、幹細胞のホーミングである。
【００３４】
　赤血球。身体の組織に酸素を運ぶ赤色血液細胞。
【００３５】
　抽出物。組成物の活性要素を適する溶媒で除去し、その溶媒のすべてまたはほぼすべて
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を蒸発させ、残留物質または粉末を予め決められた標準量に調整することによって得られ
る、藍藻類などの組成物の濃縮製剤。抽出物は、対象となる成分の活性または量が、抽出
される元の組成物の他の抽出物または同じ量と比較して、その抽出物において実質的に増
加されている場合、セレクチンリガンドなどの生成物について「富化されている」。
【００３６】
　糖タンパク。タンパク質部分またはグリカンもしくは多糖類部分で作られた複合分子。
【００３７】
　造血。血液細胞の形成および発生。造血は、造血幹細胞の増殖および最終分化を必要と
する。成体哺乳動物において、造血は、骨髄において発生することが公知である。造血は
、B細胞、T細胞、単球マクロファージ系統の細胞および赤色血液細胞を含む造血細胞の産
物である。
【００３８】
　ホーミング。循環系から組織または器官への細胞遊走のプロセスである。場合によって
は、ホーミングは、組織特異的付着分子および付着プロセスにより遂行される。
【００３９】
　免疫正常（な）。「免疫正常（な）」は、その個体が属する種に典型的な免疫系特性を
表示する被験者を意味する。これらの典型的特性としては、数ある中でも、B細胞およびT
細胞ならびに構造細胞成分（細胞表面抗原と呼ばれており、これらは、特定の生物の免疫
学的サインとして役割を果す）の機能化が挙げられる。
【００４０】
　このような免疫正常レシピエント個体の使用は、免疫正常レシピエント個体の免疫系が
、そのB（ホルモン応答）およびT（細胞応答）細胞により、異種細胞または生着組織の細
胞表面抗原を異物として識別することを意味する。この認識は、最終的には細胞または組
織に対する免疫応答につながり、それが、細胞の破壊または移植片に対する拒絶反応を生
じさせる。同種異系組織に対する免疫応答は、宿主対移植片拒絶反応として公知である。
【００４１】
　免疫低下（した）。「免疫低下」被験者は、遺伝子型または表現型免疫不全を有する。
遺伝子型免疫不全被験者は、ホルモンまたは細胞媒介応答いずれかの生成不能を生じさせ
る遺伝子異常を有する。遺伝子型免疫不全被験者の特定の非限定的な例は、遺伝子型免疫
不全マウス、例えばSCIDマウスもしくはbg/nu/xidマウス（Andriole et al., J. Immunol
. 135:2911, 1985; McCune et al., Science 241:1632, 1988）、またはXSCIDヒトである
。「表現型免疫不全被験者」は、一般には免疫応答を生じさせることができるが、応答が
見られないように表現型的に改変された被験者である。1つの特定の非限定的な例におい
て、表現型免疫不全受容個体は、放射線照射を受ける。もう1つの特定の非限定的な例に
おいて、表現型免疫不全被験者は、化学療法での治療を受けた者である。さらにもう1つ
の特定の非限定的な例において、表現型免疫不全被験者は、ヒト免疫不全ウイルス（HIV
）またはシミアン免疫不全ウイルス（SIV）などの細菌またはウイルス感染症に罹患した
者である。
【００４２】
　増加。対象となる成分の特定の活性の有意な増加。1つの態様において、阻害は、活性
または濃度の少なくとも約25％、50％、60％、70％、80％、90％、95％または100％増加
を指す。
【００４３】
　阻害。細胞または生物の特定のパラメータの減少。1つの態様において、阻害は、パラ
メータの25％、50％または100％減少を指す。
【００４４】
　単離（された）。「単離」生体成分（例えば、核酸分子、ポリペプチド、多糖類、セレ
クチン、セレクチンリガンド、または他の生体分子）は、その成分が天然の細胞の他の生
体成分から実質的に分離または精製されている。「単離」細胞は、異なる種の他の細胞（
微生物の場合）またはその生物の細胞（多細胞生物の場合）から実質的に分離または精製
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されている。核酸およびタンパク質は、標準的な精製法、宿主細胞における組換発現によ
って単離することができ、または化学合成することができる。細胞は、標準的な培養法に
よって単離することもできる。1つの態様において、藍藻類は、天然源（例えば、Klamath
 Lake）から収穫され、乾燥によって調製される（下記参照）。
【００４５】
　白血球。白色血液細胞。免疫応答を含む宿主防御に関与する球形で無色の有核小体。白
血球の具体的なタイプとしては、好塩基球、体腔細胞、好酸球、血球、リンパ球、好中球
、および単球、循環樹状細胞および循環造血幹細胞が挙げられる。
【００４６】
　L-セレクチン。CD62Lとしても公知の、セレクチンファミリー・カルシウム依存性レク
チンの一メンバー。骨髄環境に付着するために幹細胞によって用いられる付着分子。L-セ
レクチン、最小の脈管セレクチンは、顆粒球、単球、および非常に多数の循環リンパ球上
の微小ひだ（microfolds）の先端で構成的に発現される74～100kDa の分子である。L-セ
レクチンは、LECAM-1、LAM-1、Mel-14抗原、gp90melおよびLeu8/TQ-1抗原としても公知で
ある。L-セレクチンは、内皮への食細胞の結合、炎症した内皮への白血球の結合を含む、
様々な生理状態における内皮への白血球の結合、ならびに末梢リンパ節の後毛細管細静脈
の高内皮細胞へのリンパ球ホーミングおよび付着に重要であることも公知である。さらに
、この付着分子は、付着カスケードの初期の間の循環白血球の捕捉に大いに寄与する。多
くのL-セレクチンのアミノ酸配列が公知である。
【００４７】
　「L-セレクチンリガンド」は、L-セレクチンに特異的に結合する。一部の態様において
、リガンドは、他のリガンドにより、例えば、リガンド結合領域に空間的に干渉すること
により活性化を遮断することができる。リガンドは、L-セレクチンへのライゲーションに
より、例えば、カルシウムフラックス、細胞骨格再配列または他のシグナリング事象を誘
発することによって、細胞を活性化することもできる。加えて、リガンドは、シグナル伝
達経路を改変することができ、そのため、いずれかの別のL-セレクチンリガンドとのその
後の結合またはL-セレクチン依存性刺激は、改変された生理応答を生じさせる。一部の例
では、ヒトリンパ球が一部のL-セレクチンリガンドによって活性化されるとき、L-セレク
チンが、CXCR4、間質由来因子1（SDF1）の受容体、骨髄への幹細胞の定住に関与するサイ
トカインの発現を誘発する。1つの形態において、藍藻類のL-セレクチン含有抽出物は、
フコイダン（Fucoidan）でのL-セレクチンの活性化によって誘発されるCXCR4の発現を阻
害した。例示的なL-セレクチンリガンドのアミノ酸配列は、公知である。例えば、ハツカ
ネズミ（Mus musculus）GlyCam-1は、GENBANKアクセッション番号NM＿008134に示されて
おり、GlyCam-1のヒトmRNA分離株は、GENBANKアクセッション番号AJ＿489 590、AJ 489 5
91、AJ 489 592、AJ 489 593およびAJ 489 589（すべて2005年6月24日に利用可能）に示
されており、これらは参照により本明細書に組み入れられる。これらのアミノ酸配列は、
限定する意味はなく、例として提供するものである。組換および修飾形は、本開示に包含
される。
【００４８】
　リンパ球。身体の免疫防御に関与する白色血液細胞の一タイプ。リンパ球には次の2つ
の主要タイプがある。B細胞およびT細胞。
【００４９】
　リンパ増殖。リンパ球の生産および/または分裂の増加。
【００５０】
　哺乳動物。この用語は、ヒトと非ヒト哺乳動物の両方を包含する。同様に、用語「被験
者」は、ヒト被験者と動物被験体の両方を包含する。
【００５１】
　単球。微生物または他の細胞および異種粒子を取り込む血液中の大きな白色血液細胞。
単球は、血流から出て行き、組織に入ると、マクロファージに発達する。
【００５２】
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　筋細胞。横紋筋、心筋または平滑筋組織の細胞。横紋（骨格）筋の場合の筋細胞は、胚
筋芽細胞の融合により形成されるシンシチウムからなる。平滑筋の場合の筋細胞は、大量
のアクチンおよびミオシンを特徴とする単個細胞であり、その全長の小部分に収縮するこ
とができる。心筋の場合の筋細胞は、介在板と呼ばれる特殊接合部により隣接細胞に連結
されている。
【００５３】
　薬学的に許容される担体。有用な薬学的に許容される担体は、従来のものである。Remi
ngton 's Pharmaceutical Sciences, by E. W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, 
PA, 15th Edition (1975) には、本明細書において記載する藍藻類および抽出物の薬学的
送達に適する組成物および調合物が記載されている。
【００５４】
　一般に、担体の性質は、利用される特定の投与方式に依存する。例えば、非経口調合物
は、薬学的におよび薬理学的に許容される流体、例えば、水、生理食塩水、平衡塩類溶液
、水性デキストロース、グリセロールなどをビヒクルとして含む、注射用流体を通常含む
。固体組成物（例えば、粉末、ピル、錠剤またはカプセル形）のための従来の非毒性固体
担体としては、例えば、薬学グレードのマンニトール、ラクトース、デンプンまたはステ
アリン酸マグネシウムを挙げることができる。生物学的に中性の担体に加えて、投与する
ことができる薬学的組成物は、少量の非毒性補助物質、例えば湿潤または乳化剤、保存薬
およびpH緩衝剤など、例えば酢酸ナトリウムまたはモノラウリン酸ソルビタンを含有する
ことができる。
【００５５】
　可塑性。組織および系統への分化指定の柔軟性および可逆性に言及するために、多くの
場合用いられる被成形能力。
【００５６】
　血小板。巨核細胞由来の血液中の小細胞フラグメント。血小板は、創傷治癒、血液凝固
、損傷した血管の修復および病的炎症プロセスに関与する。
【００５７】
　前駆細胞。定義された細胞系統の後代を生じさせる細胞。「造血前駆細胞」は、造血系
統の細胞を生じさせる細胞である。
【００５８】
　P-セレクチン。CD62Pとしても公知の、セレクチンファミリー・カルシウム依存性レク
チンの一メンバー。P-セレクチンは、内皮細胞、血小板（活性化に伴って増量）、および
巨核細胞の表面で発現される。P-セレクチンは、活性化した血小板の白血球への結合を媒
介することができ、さらに、これらの白血球の内皮へのその後の結合に寄与することがで
きる。骨髄内皮上でのP-セレクチン発現は、骨髄保持、動員およびホーミングを含むイン
ビボでの幹細胞定位に一定の役割を果す（Frenette and Weiss, Blood 96(7): 2460, 200
0）。
【００５９】
　幹細胞の補充。循環系の幹細胞が組織または器官に遊走するプロセス。補充は、化学誘
引シグナルまたは細胞受容体などの化合物または分子によって助長され得る。例えば、CX
CR4とSDF-1の両方が、幹細胞ホーミングに関する同一と見なされる役割を有する。Hidalg
o et. al., Exp. Hematol. 29(3):345-55, 2001; Kollet et al., Blood 97(10)3283-91,
 2001。
【００６０】
　衛星細胞。多くの場合、筋肉組織の周辺に位置し、組織修復および再構成を助けるため
に筋肉に遊走することができる筋肉特異的幹細胞。
【００６１】
　セレクチン。CD62としても公知の、カルシウム依存性レクチンの一ファミリー。このフ
ァミリーの3メンバーとして、L-セレクチン（CD62L）、P-セレクチン（CD62P）およびE-
セレクチン（CD62E）が挙げられる。これらの付着分子は、細静脈を通過中の循環白血球
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の遅速に関与し、ならびに血小板白血球相互作用、骨髄を含む一定の組織内での細胞停留
、および炎症した内皮への白血球の付着を含む（しかし、これらに限定されるわけではな
い）多数の他の接着性相互作用にも関与する。
【００６２】
　幹細胞。全造血および骨髄間質細胞系統を含む（しかし、これらに限定されるわけでは
ない）、多くの組織型の後代を生じさせる多能性細胞。典型的な幹細胞は、付着性間質細
胞型として、または細胞表面上でCD34を発現するか、もしくはその細胞が細胞表面CD34に
対して陰性である様式でCD34を発現するかにより分化された細胞として、骨髄に定住する
。幹細胞は、CD133も発現することができる。従って、幹細胞は、CD34＋細胞、CD133＋細
胞である場合があり、またはCD34とCD133の両方の発現を示す場合がある（He et al., St
em Cells and Development 14(2):188- 198, 2005参照）。あるいは、幹細胞は、蛍光標
識アミノアセトアルデヒドによって測定することができる細胞であり得、この蛍光標識ア
ミノアセトアルデヒドは、幹細胞細胞質中の酵素が、非蛍光物質をその幹細胞内に停留す
る蛍光化合物に転化させると形成され、酵素機能に基づいてそれを検出することができる
。
【００６３】
　骨髄におけるCD34＋細胞のサブセット、原始表現型特性を有する白血球搬出産物および
臍帯血は、CD133、未知の機能の5-膜貫通型分子を発現する。CD133に特異的な抗体は、幹
細胞の供給源に依存してCD34＋集団の35～75％を染色する（De Wynter et al., Stem Cel
ls 16:387- 396, 1998）。単離CD133＋CD34＋非付着性幹細胞画分の免疫不全NOD/SCIDマ
ウスへの移植は、高い骨髄系およびリンパ系多系統生着を誘導した。これは、これらの細
胞がSCID再配置（repopulating）細胞において非常に富化されることを示唆している（Ku
ci et al. Blood 101:869-876, 2003）。
【００６４】
　「全能性」幹細胞、例えば、造血幹細胞またはニューロン幹細胞は、一般に、限られた
数の組織型の後代を生じさせる。造血幹細胞、筋肉幹細胞およびニューロン前駆細胞は、
全能細胞の幾つかの例である。
【００６５】
　被験者。脊椎動物、例えば、ヒトおよび他の動物被験体、例えば、霊長類、イヌ科の動
物、ネコ科の動物、ウシ属の動物および齧歯動物（しかし、これらに限定されるわけでは
ない）を含む、循環系を有する動物。
【００６６】
　輸送。起始組織からの細胞の移動および循環系内での巡行のプロセス。1つの態様にお
いて、輸送は、起始組織からの細胞の移動、付着による内皮へのホーミング、移行、およ
び標的器官内での最終的な遊走を含む。1つの態様において、輸送は、免疫系の細胞の移
動プロセスである。もう1つの態様において、輸送は、幹細胞動員を含む。輸送の1つの特
定の非限定的な例は、標的器官への幹細胞の移動である。輸送のもう1つの特定の非限定
的な例は、骨髄を離れて標的器官に移動するB細胞またはプレB細胞の移動である。
【００６７】
　分化転換。ある分化状態から別の分化状態への細胞もしくは組織の変化、または例えば
ニューロンに分化する骨髄幹細胞のような組織特異的幹細胞の別のタイプの細胞への分化
。
【００６８】
　移植。ある体または体の一部からの別の体または体の一部への細胞集団、組織もしくは
器官、またはそれらの一部の移入。「同種異系間移植」または「異種移植」は、ある個体
から別の個体への移植であり、この場合、これらの個体は、それら2つの個体における配
列内の同一でない一つまたは複数の座に遺伝子を有する。同種異系間移植は、遺伝学的に
異なる同じ種の2つの個体間、または2つの異なる種の個体間で行うことができる。「自家
移植」は、同じ個体におけるある位置から別の位置への組織またはその一部分の移植、ま
たはある個体から別の個体への組織またはその一部分の移植（この場合、2つの個体は、
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遺伝学的に同一である）である。
【００６９】
　別様に説明していなければ、本明細書において用いるすべての専門および科学用語は、
本開示が属する当業者が一般に理解しているのと同じ意味を有する。単数形の用語「1つ
の（a）」、「1つの（an）」および「その（the）」は、文脈に明瞭に別様な指示がない
限り、複数形の指示対象を包含する。同様に、用語「または」は、その文脈に明瞭に別様
の指示がない限り、「および」を包含することを意図する。さらに、核酸またはポリペプ
チドについて与えるすべての塩基サイズまたはアミノ酸サイズおよびすべての分子量また
は分子質量値が近似値であり、説明のために提供するものであることは理解されるはずで
ある。本明細書において記載するものと同様または同等の方法および材料を本開示の実施
または検査法において使用することができるが、適する方法および材料を下で説明する。
用語「含む（comprise）」は、「包含する（include）」を意味する。本明細書において
言及するすべての刊行物、特許出願、特許および他の参照文献は、それら全体が参照によ
り本明細書に組み入れられる。矛盾する場合、用語の説明を包含する本明細書が、優先さ
れる。加えて、材料、方法および実施例は、単に実例となるものであり、限定するための
ものではない。
【００７０】
藍藻類細胞から単離されるセレクチンリガンド
　L-セレクチンリガンドなどのセレクチンリガンドが富化されているアファニゾメノン・
フロス・アクア（AFA）などの藍藻類の水性抽出物を、本明細書において開示する。1つの
態様において、抽出物は、L-セレクチンリガンドなどのセレクチンリガンドが富化されて
いる「Extract A」（水または食塩水に迅速に溶解する極性化合物を含む水性抽出物）で
ある。もう1つの態様において、この抽出物は、公知の工程を用いて乾燥させ、水溶液に
再び懸濁させる。
【００７１】
　アファニゾメノン・フロス・アクア（AFA）またはスピルリナなどの藍藻類は、分画す
ることができる。藍藻類細胞を成長させる、収穫するおよび濃縮するための工程は、記載
されている。AFAまたはスピルリナなどの藍藻類は、任意の供給源から単離することがで
きる。供給源は、藍藻類の天然供給源、例えば湖（例えば、Klamath Lake）であり得る。
供給源は、藍藻類の人造供給源、例えば、人工湖または水源であり得る。供給源は、藍藻
類を商業的に成長させ、収穫するために作られた環境であり得る。
【００７２】
　藍藻類は、直接使用することができ、または液体、冷凍液として保存すること、凍結乾
燥させること、または以下で説明する方法を用いて乾燥させることができる。1つの形態
では、藍藻類を収穫し、REFRACTANCE WINDOW（商標）Technologyを用いて乾燥させる。用
語「REFRACTANCE WINDOW（商標）Technology」は、乾燥機がまさに水の特性を利用して製
品から水を追い出すシステムを指す。簡単に言うと、水を熱源の上に配置すると、対流に
より水中で熱が分散される。熱を吸収すると、水は、赤外線エネルギーを次の3つの方法
で外部に伝達する。蒸発、伝導および放射。水面の表面をプラスチックなどの透明媒体に
よって覆うと、蒸発およびそれに付随する熱損失は遮断され、伝導のみが発生する。その
プラスチック膜は、赤外線エネルギーを反射する鏡のように作用する。湿った材料、例え
ば湿潤した藍藻類をそのプラスチック表面に配置すると、その材料内の水が「ウインドウ
」を作り、それが赤外線エネルギーの通過を可能にする。このシステムでは、材料中の水
が放射、伝導および蒸発すべてを発生させて、例外として有効な熱伝達を実現すると考え
られている。しかし、数分後、材料が乾燥すると、赤外「ウインドウ」は閉じ、熱伝達の
唯一の手段の伝導が残る。プラスチックは、劣った熱伝導体であるので、熱はほとんど失
われず、製品にほとんど伝達されない。従って、REFRACTANCE WINDOW（商標）Technology
で乾燥させると、藻類は、短時間しか熱に暴露されない。
【００７３】
　この乾燥システムにおいて、液体藻類（溶液中に懸濁させた細胞）をその乾燥機のコン
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ベヤーベルトの表面に配置する。このベルトは、熱水の表面の上に取り付けられた食品グ
レードのマイラー（透明ポリエステルフィルム）である。この循環水からの熱が、ベルト
に伝導され、その後、乾燥させるべき製品中に存在する水に伝導されて、天然栄養素を保
護しながら自然な蒸発プロセスを穏やかに促進する。製品が乾燥し、水が蒸発すると、製
品に伝達される熱は無くなる。理論に拘束されないが、これがポリペプチド、核酸、栄養
素および色素の分解を防ぐ。従って、この乾燥工程は、そのコンベヤーベルトの真下の循
環水の温度よりはるかに低く藻類の温度を維持する。
【００７４】
　他の乾燥システムを用いて、乾燥藻類を製造してもよい。一般に、次の2つの因子が、
藻類の分解において一定の役割を果す。熱の程度および熱への暴露時間。短期間の高い熱
量は、結果として、藍藻類の成分の分解をより少なくする。一例では、熱、例えば、約65
℃から約80℃の温度、例えば、約70℃から約75℃、または約72℃の温度をかける。この熱
は、その藻類を乾燥させるために十分な量の時間、例えば、約1から約15分間、または約2
から約10分間、または約3から約7分間かけることができる。一例では、熱を72℃で3から5
分間しか藻類にかけない。この工程は、当業者には公知であり、the Rossha Enterprises
 Websiteに詳細に記載されており、ならびにAbonyi et al., 「Evaluation of Energy Ef
ficiency and Quality Retention for the REFRACTANCE WINDOW(TM) Drying System: Res
earch Report,」 Washington State University, Pullman, WA, December 30, 1999) に
記載されている。しかし、凍結乾燥細胞も利用することができる。
【００７５】
　本明細書において開示するように、水性抽出物は、新鮮な、脱水した、または保存用の
藍藻類細胞、例えばアファニゾメノン・フロス・アクア（AFA）から調製することができ
る。藻類は、水または適する緩衝塩類溶液で抽出することができる。例えば、中性pH（約
pH7.0から約pH7.8、例えば、約pH7.2から約pH7.6、または約pH7.4）の一般的な水溶液ま
たは緩衝溶液が利用される。適する緩衝塩類溶液は、当技術分野において周知であり、そ
れらとしては、リン酸緩衝食塩水（例えば、約0.1M リン酸緩衝食塩水）および市販の培
養基が挙げられる。水性抽出は、一般に、室温（一般に25℃）より低い温度、例えば、約
3℃から約15℃の温度で、例えば約4℃から約10℃でまたは約4℃で行われるが、室温（約2
5℃）で抽出を行うこともできる。
【００７６】
　一例では、1グラムの乾燥藻類材料、例えば乾燥アファニゾメノン・フロス・アクア（A
FA）を約10mlから約50ml、例えば約40mlのリン酸緩衝食塩水（例えば、0.1M リン酸緩衝
食塩水、pH7.4）に懸濁させ、4℃でインキュベートする。このインキュベーションは、5
分間、半時間、数時間または一晩続くことがある。幾つかの例では、約半時間から約2時
間、約半時間から約3時間、または約半時間から約12時間、藻類を水溶液中でインキュベ
ートする。その緩衝塩類溶液に懸濁させた藻類を、光から保護して分解を低減することが
できる。水溶液中でのインキュベーション後、固体材料を水性抽出物から分離する。塩類
溶液などの水溶液中の藻類の混合物を、バイアルを繰り返し反転させることにより混合し
、遠心分離して固体材料を除去することができる。例えば、その懸濁液を400gで10分間遠
心分離してもよい。
【００７７】
　固体材料の分離後、一般には青色に見えるその上清を単離する。この抽出物を「Extrac
t A」と名づける。この上清は、濾過などにより任意で滅菌してもよい。一例では、遠心
分離後、鮮やかな青色の上清をデカントし、0.22mm フィルターを使用して滅菌濾過する
。この濾液は、例えば約4℃で暗所に保管することができる。
【００７８】
　L-セレクチンリガンドなどのセレクチンリガンドを含有する抽出物、例えば、Extract 
Aは、上で説明したとおり乾燥させることができる。一例では、熱、例えば、約65℃から
約80℃の温度、例えば約70℃から約75℃、または約72℃の温度をその水性抽出物にかける
。その抽出物を乾燥させるために十分な量の時間、例えば、約1から15分間または約2から
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約10分間または約3から7分間、熱をかけることができる。一例では、熱は、抽出物に72℃
で3から5分間しかかけない。この工程は、藻類を乾燥させるための工程に類似している（
Abonyi et al., 「Evaluation of Energy Efficiency and Quality Retention for the R
EFRACTANCE WINDOW(商標) Drying System: Research Report,」 Washington State Unive
rsity, Pullman, WA, December 30, 1999参照）。当業者は、公知の方法論を用いて水性
抽出物から乾燥製品を容易に製造することができる。
【００７９】
　幾つかの特定の非限定的な例において、L-セレクチンリガンドが富化されている水性抽
出物などの藍藻類のセレクチン含有抽出物の有効量は、extract Aなどの乾燥水性抽出物
の約0.25グラムから約5グラム、または約0.5グラムから約5グラム、または約1グラムから
約2グラムである。1つの特定の非限定的な例において、藍藻類のセレクチン含有抽出物の
有効量は、extract Aなどの乾燥水性抽出物の約1グラムである。
【００８０】
　セレクチンリガンドは、水性extract Aからさらに精製することができる。例えば、セ
レクチンリガンドは、親和精製を用いて単離することができる。一例では、Extract Aを
、L-セレクチン、P-セレクチンまたはE-セレクチンを含む固体支持体と接触させる。ヒト
L-セレクチンなどのセレクチンに共有結合している磁気ビーズを利用することができる。
ヒトL-セレクチンのある例示的なアミノ酸配列は、GENBANKアクセッション番号NP＿00064
6として示されており、マウスL-セレクチンのある例示的なアミノ酸配列は、CAB55488と
して示されており、およびマウスL-セレクチンのある例示的なアミノ酸配列は、GENBANK
アクセッション番号AAH52681として示されている。これらすべての配列は、2005年6月24
日にインターネットで入手可能となっており、参照により本明細書に組み入れられる。L-
、P-およびE-セレクチンの追加の例示的な配列は、GENBANKデータベースにおいて見つけ
ることができる。
【００８１】
　セレクチンは、ヒトL-セレクチン、ヒトP-セレクチン、マウスL-セレクチンまたはマウ
スP-セレクチンなどの天然分子である場合がある。セレクチンは、L-セレクチンの安定な
形態である組換分子、および/またはセレクチンのフラグメント、例えばヒトL-セレクチ
ン分子の細胞外部分を含む分子などの遺伝子操作された形態である場合もある。一例では
、セレクチンは、ヒトL-セレクチンの細胞外部分および免疫グロブリンのFc部分に関する
融合タンパク質である。このような組換融合タンパク質は、例えば、R＆D Systemsから市
販されており、インターネットを通して注文することができる。L-セレクチン（しかし、
これに限定されるわけではない）などのセレクチンに共有結合している固体支持体を上清
「Extract A」（藍藻類の水溶性抽出物）と共にインキュベートする。
【００８２】
　その後、セレクチンに特異的に結合する藻類からの材料を単離する。例えば、酸処理を
用いてそのセレクチンリガンドを組換セレクチン分子から切断することができる。アルカ
リ処理を用いて、および/または熱処理を用いてそのセレクチンリガンドを組換セレクチ
ン分子から切断することもできる。
【００８３】
　本明細書において開示するように、単離セレクチンリガンドは、還元条件下で約50kDa
から約60kDa、例えば55kDaの分子量を有する。一例では、単離セレクチンリガンドは、還
元条件下で約54kDaまたは約57kDaの分子量を有する。1つの形態において、セレクチンリ
ガンドは、複合体を形成しない。例えば、セレクチンリガンドは、それ自体とまたは別の
セレクチンリガンドと複合体を形成することができない。
【００８４】
　幾つかの例において、非還元条件下ではセレクチンリガンドが会合して複合体になるこ
とができる。従って、3つの54kDaサブユニットの複合体が非還元条件下で形成される場合
、その分子量は、約162kDaであり、3つの57kDaサブユニットの複合体が形成される場合、
非還元条件下でのその見掛けの分子量は、約171kDaである。3つの54kDaサブユニットと3
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つの57kDaサブユニットの複合体が非還元条件下で形成される場合、その複合体の分子量
は、約233kDaである。従って、精製セレクチンリガンドは、非還元条件下で約200kDaの分
子量を有することができる。各リガンドのうちの1つの複合体が形成される場合には、そ
の複合体の見掛けの分子量は、約111kDaである。あるいは2つのサブユニットは、複合体
であることができず、非還元条件下でのその見掛けの分子量が、還元条件下と同じとなる
。セレクチンリガンドは、タンパク質である場合もあり、または糖タンパクである場合も
ある。
【００８５】
　本明細書において開示する抽出物および組成物は、錠剤もしくは粉末などの固体として
、または液体製剤として含む任意の形態で投与することができる。一例では、組成物は、
腸管投与のために調合される。有用な調合物の一例は、薬学的製剤（例えば、錠剤、腸内
液、非経口液、カプセル、鼻腔内液または他の形態）である。特定の開示例において、組
成物は、薬学的製剤、特に、錠剤またはカプセルである。当技術分野において公知のよう
に、経口投与に適する組成物は、各々がその組成物の治療有効量を粉末もしくは顆粒とし
て、または水性液中の溶液もしくは懸濁液として含有する個別単位、例えば、カプセル、
カシェ剤または錠剤として提供することができる。従って、剤形としては、錠剤、カプセ
ル、分散液、懸濁液、溶液、カプセルなどが挙げられる。投与の容易さのため、錠剤およ
びカプセルが従来の経口投薬単位形の代表であり、この場合、上で説明したような固体薬
学的担体が利用される。しかし、これらの化合物は、制御放出手段により投与することも
でき、または鼻腔内もしくは経皮送達（しかし、これらに限定されるわけではない）など
の他の送達手段用に調合することができる。
【００８６】
　本組成物は、不活性成分、例えば、結合剤（例えば、α化トウモロコシデンプン(prege
latinized maize starch)、ポリビニルピロリドンもしくはヒドロキシプロピルメチルセ
ルロース）；結合剤もしくは充填剤（例えば、ラクトース、ペントサン、微結晶性セルロ
ースもしくはリン酸水素カルシウム）；滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグネシウム、タ
ルクもしくはシリカ）；崩壊剤（例えば、馬鈴薯デンプンもしくはデンプングリコール酸
ナトリウム）；または湿潤剤（例えば、ラウリル硫酸ナトリウム）を含むことがある。
【００８７】
　一例では、本明細書において開示する組成物、例えば、L-セレクチンリガンドが富化さ
れている抽出物もしくはそれらの固体形、または精製セレクチンリガンド（しかし、これ
らに限定されるわけではない）を含有する錠剤は、もう1つの補助成分を任意で用いて、
圧縮または成形により調製することができる。圧縮錠剤は、結合剤、滑沢剤、不活性希釈
剤、界面活性剤または分散剤と任意で混合された乾燥抽出物および/またはセレクチンリ
ガンドの粉末または顆粒などの易流動形を適する機械で圧縮することによって調製するこ
とができる。錠剤などの組成物は、薬学的に許容される成分、例えば、ラクトース、グル
コース、スクロース、コーンスターチ、馬鈴薯デンプン、セルロースエステル、例えば酢
酸セルロース、エチルセルロース、ステアリン酸マグネシウム、ケイ酸カルシウム、沈降
シリカ、タルク、脂肪酸、例えばステアリン酸、微結晶性セルロース、カルナウバ蝋など
を含むことがある。これらの錠剤またはカプセルは、当技術分野において周知の方法によ
りコーティングすることができる。
【００８８】
　経口投与のための液体製剤は、例えば、溶液、シロップもしくは懸濁液の形態で摂取す
ることができ、または使用前の水もしくは他の適するビヒクルで構成するための乾燥製品
として提供することができる（実施例セクション参照）。このような液体製剤は、不活性
薬剤である薬学的に許容される添加剤、例えば、懸濁化剤（例えば、ソルビトールシロッ
プ、セルロース誘導体または水素化可食脂肪）、乳化剤（例えば、レシチンまたはアカシ
ア）、および保存薬（例えば、p-ヒドロキシ安息香酸メチルもしくはプロピル、またはソ
ルビン酸）を用いて従来の手段により調製することができる。これらの組成物を快い味に
することもでき、従って、緩衝塩類、着香剤、着色剤および甘味剤を適宜含有することが
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できる。
【００８９】
　用いられる組成物の形態に依存して、希釈剤および他の不活性成分、例えば、一つまた
は複数の薬学的に許容される結合剤、充填剤、支持体、増粘剤、味覚変革物質、着色剤、
保存薬、安定剤、調節剤、乳化剤、流動剤、吸収剤などまたはこれらの混合物が使用され
ることができる。本組成物は、所望される場合には、甘味料、例えば、天然甘味料（例え
ば、糖もしくは蜂蜜）または人工甘味料（例えば、サッカリン）を含むこともできる。一
般に、担体、糖、希釈剤、安定剤、緩衝剤、着香およびテクスチャリング用処方成分は、
本質的におよび自発的に治療効果を付与しないので、不活性成分であると見なされる。
【００９０】
　幾つかの態様において、本組成物は、幹細胞の遊走を誘導するアファニゾメノン・フロ
ス・アクア（AFA）の一つまたは複数の追加の抽出物を含むことがある。この抽出物は、
エタノールまたはメタノール（しかし、これらに限定されるわけではない）などのアルコ
ールにアファニゾメノン・フロス・アクア（AFA）を抽出することによって得ることがで
きる。一例では、追加の抽出物は、約10％から20％エタノールにアファニゾメノン・フロ
ス・アクア（AFA）を抽出することによって製造される。一例では、組成物は、約10％エ
タノールに液体アファニゾメノン・フロス・アクア（AFA）を抽出することによって調製
された抽出物を含む。一例では、追加の抽出物は、液体AFAを約10％エタノール中で、約6
5℃から約85℃の温度（例えば、約70℃から905℃、または約85℃の温度をその水性抽出物
にかける）でインキュベートすることによって製造される。その後、その溶液を遠心分離
し、上清を乾燥させる（上記参照）。1つの形態では、約50mgから約500mg、例えば、約10
0mgから約250mg、例えば約150mgの乾燥製品が被験者に投与される。
【００９１】
　一例では、有用な組成物は、約0.25グラムから約5グラム、約0.5グラムから約5グラム
、または約1グラムから約2グラムの乾燥セレクチン含有抽出物、例えば、L-セレクチンリ
ガンドが富化されている水性抽出物、例えばextract Aの固体形を含む。1つの特定の非限
定的な例において、組成物は、藍藻類（例えば、AFA）の乾燥セレクチン含有抽出物、例
えば、extract AなどのL-セレクチンリガンドが富化されている水性抽出物の固体形を約1
グラム含む。組成物は、AFAの第二の乾燥抽出物約150mgも含み、第二の乾燥抽出物は、約
10％から約20％エタノール中、約70℃から約90℃で、約1から3時間、AFAをインキュベー
トすることによって、例えば、約10％エタノール中、約850℃で、約1から3時間、AFAをイ
ンキュベートすることによって製造される。
【００９２】
幹細胞動員の増強
　L-セレクチンなどのセレクチンリガンドが富化されているアファニゾメノン・フロス・
アクア（AFA）などの藍藻類の水性抽出物の治療有効量、および/または精製セレクチンリ
ガンドの治療有効量を被験者に投与することにより幹細胞動員を増強する方法を本明細書
において記載する。セレクチンリガンドは、L-セレクチン、P-セレクチンおよび/またはE
-セレクチンリガンドであり得る。セレクチンリガンドは、幹細胞放出を刺激する（Frene
tte and Weiss, Blood 196(7): 2460, 2000）。被験者は、任意の被験者、例えば、ヒト
被験者または動物被験体であり得る。
【００９３】
　L-セレクチンなどのセレクチンリガンドが富化されている藍藻類の水性抽出物、または
藍藻類からの精製セレクチンリガンドは、単独でまたは他の薬剤と併用で投与することが
できる。幾つかの形態では、精製セレクチンリガンドおよび/またはセレクチンリガンド
が富化されている水性抽出物（もしくはその固体形）を薬学的に許容される担体と共に薬
学的組成物に含める。治療有効量の追加の成分、例えば、追加の抽出物の固体形を被験者
に投与することもできる。1つの形態では、セレクチンリガンドが富化されている藍藻類
の水性抽出物の固体形の治療有効量を被験者に投与する。従って、L-セレクチンなどのセ
レクチンリガンドが富化されている藍藻類の水性抽出物の治療有効量を投与し、それによ
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って被験者における幹細胞の動員を増加させることを含む、被験者における幹細胞動員の
増加方法を本明細書において提供する。
【００９４】
　1つの特定の非限定的な例では、水性抽出物を、固体形を生じさせるように乾燥させ、
その固体形の治療有効量を対象となる被験者に投与する。セレクチンリガンドが富化され
ている藍藻類の水性抽出物などの抽出物の治療有効量は、体重1kg当たり約0.01から約1.0
g、例えば、体重1kg当たり約0.05から約0.5グラム、または体重1kg当たり約0.1から約0.5
グラムである。もう1つの特定の非限定的な例において、セレクチンリガンドが富化され
ている藍藻類の水性抽出物の固体形の有効量は、約0.25グラムから約5グラム、約0.5グラ
ムから約5グラム、または約1グラムから約2グラムである。1つの特定の非限定的な例にお
いて、セレクチンリガンドが富化されている藍藻類の水性抽出物の固体形の有効量は、約
1グラムである。
【００９５】
　本明細書において開示する組成物の活性薬剤は、担体と混合することができる。一般に
、その担体の性質は、用いられる特定の投与方式に依存する。例えば、非経口調合物は、
薬学的におよび生理学的に許容される流体、例えば水、生理食塩水、平衡塩類溶液、水性
デキストロース、グリセロールなどをビヒクルとして含む、注射用流体を通常含む。固体
組成物（例えば、粉末、ピル、錠剤またはカプセル形）のための従来の非毒性固体担体と
しては、例えば、薬学グレードのマンニトール、ラクトース、デンプンまたはステアリン
酸マグネシウムを挙げることができる。生物学的に中性の担体に加えて、投与することが
できる薬学的組成物は、少量の非毒性補助物質、例えば、湿潤または乳化剤、保存薬およ
びpH緩衝剤など、例えば酢酸ナトリウムまたはモノラウリン酸ソルビタンを含有すること
ができる。
【００９６】
　この有効量は、所与の頻度、例えば、週に約1回、週に約2回、週に約3回、1日1回、1日
に約2回、1日に約3回以上投与することができる。当業者は、精製セレクチンリガンド、
またはセレクチンリガンドが富化されている水性抽出物の治療有効量を容易に決定するこ
とができる。1つの特定の、非限定的例では、循環幹細胞の量、例えば、CD34を発現する
細胞の量を評定する。
【００９７】
　セレクチンリガンドが富化されている藍藻類の水性抽出物の治療有効量およびこれらの
組成物の投与頻度は、様々な因子、例えば、利用される藻類の属または種、治療される被
験者の全身の健康状態、および治療される被験者の生理学的特徴（例えば、身長、体重、
体脂肪率、代謝など）に依存し得る。水性抽出物は、物理学的パラメータを改変すること
なく直接投与することができ、または別の物理形態で投与することができる。従って、1
つの態様では、抽出物を乾燥させ、固体として投与する。もう1つの態様では、水性抽出
物を乾燥させ、その後、特定量を担体に溶解し、その後、被験者に投与する。
【００９８】
　セレクチンが富化されている水性リガンドなどの水性抽出物の治療有効量を決定するた
めの特定のアッセイを本明細書において提供する。1つの特定の、非限定的例では、AFAな
どの藍藻類のセレクチンリガンド含有抽出物の種々の量をヒト被験者が消費し、その循環
系における幹細胞（このような細胞のサブタイプを包含し得る）の存在および/または存
在量を検出および/または分析する。もう1つの態様では、動物（例えば、マウス、ラット
または他の獣医学的動物）モデルを用い、新たに組み込まれた幹細胞の集団を様々な組織
においてモニターする（下の実施例参照）。開示する方法は、医学的および獣医学的設定
で等しく使用することができることに留意しなければならない。
【００９９】
　どのように供給または投与するかにかかわらず、本藍藻類抽出物および/または精製セ
レクチンリガンドは、循環幹細胞、例えばCD34＋幹細胞および/またはCD133＋細胞の集団
の一時的な増加を誘導する。本藍藻類抽出物は、蛍光標識アミノアセトアルデヒドにより
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測定することができる幹細胞の一時的増加も含むことができる。この手順は、幹細胞ウェ
ブサイト上で説明されている（http://www.stemcell.com/technical/aldefluor.asp参照
、http://www.stemcell.com/technical /12_aldefluor.pdfも参照）。簡単に言うと、蛍
光標識アミノアセトアルデヒドは、細胞内に自由に拡散することができる。細胞内酵素AL
DH（アルデヒドデヒドロゲナーゼ）は、これを、細胞から外に拡散することができない蛍
光標識アミノアセテートに転化させる。従って、酵素ALDHを有する細胞（例えば、幹細胞
）が蛍光性になる。他の細胞（例えば、分化した細胞を含む幹細胞でない細胞）は、洗浄
後、非蛍光性に見える。
【０１００】
　幹細胞動員の増強は、特定用量の藍藻類抽出物に対する幹細胞の応答をアッセイするこ
とによって測定することができる。1つの態様において、藍藻類からの精製セレクチンリ
ガンドの被験者への提供は、投与後、一定期間以内、例えば、約5時間未満、約4時間未満
、約2時間未満、約1時間未満、約30分未満、または約10分未満、その被験者の幹細胞の動
員を増強する。
【０１０１】
　1つの態様において、セレクチンリガンドが富化されている藍藻類の水性抽出物、およ
び/または精製セレクチンリガンドの投与は、投与後、約10から約30分、幹細胞の循環へ
の動員を生じさせる。動員された幹細胞は循環系に入り、従って、被験者の体内の循環幹
細胞数を増加させる。標準ベースラインと比較した循環幹細胞数の増加率は、対照と比較
して約25％、約50％、約100％または100％より大きく増加することがある。1つの態様に
おいて、対照は、同じ被験者からのベースライン値である。もう1つの態様において、対
照は、未治療被験者における、またはプラシーボもしくは薬理学的担体で治療された被験
者における循環幹細胞数である。
【０１０２】
　一部の形態において、被験者は、健常である。他の形態において、被験者は、一定の疾
病または生理状態、例えば、免疫抑制、慢性疾患、外傷性損傷または変性疾患に罹患して
いる。一定の形態において、被験者は、皮膚、消化器系、神経系、リンパ系、心血管系ま
たは内分泌系の疾病または状態に罹患している。特定の実施形態において、被験者は、骨
粗しょう症、アルツハイマー病、心筋梗塞、パーキンソン病、外傷性脳損傷、多発性硬化
症、肝硬変、または下の実施例において説明する疾病および状態のうちのいずれかに罹患
している。
【０１０３】
実施例
　以下の実施例は、記載する様々な態様の特定の特徴を例証するために提供する。例示す
る特徴に本発明の範囲を限定すべきでない。
【０１０４】
実施例1
AFAの製造および抽出
　藍藻類、アファニゾメノン・フロス・アクア（AFA）をKlamath Lakeから単離した。REF
RACTANCE WINDOW（商標）Technologyを用いてその藍藻類を乾燥させた。
【０１０５】
　1グラムの乾燥藻類材料を10mlのリン酸緩衝食塩水または水に懸濁させ、1時間、4℃で
インキュベートし、光から保護した。このスラッシュを、バイアルを繰り返し反転させる
ことにより混合し、400gで10分間、遠心分離した。その鮮明な青色の上清をデカントし、
0.22mm フィルターを使用して滅菌濾過した。この濾液を冷暗保管し、調製したその日の
うちに使用した。この抽出物をExtract Aと呼んだ。
【０１０６】
実施例2
AFA-Wから抽出したセレクチンリガンド：材料および方法
　緩衝液および培地：細胞培養のために、10％ウシ胎仔血清、1％ペニシリンおよびスト
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レプトマイシンならびにL-グルタミンを有するPRMI-1640に細胞を再び懸濁させ、培養し
た。免疫染色するために、細胞を洗浄し、0.02％アジ化物および1％ウシ胎仔血清または
ウシ血清アルブミンを含有するリン酸緩衝食塩水に再び懸濁させ、染色した。増殖アッセ
イのために、およびホスホチロシンブロッティングアッセイのための刺激のために、フェ
ノールレッド、10％ウシ胎仔血清（ニューヨーク州、Grand IslandのGibco）、1％グルタ
ミン、1％ペニシリンおよび1％ストレプトマイシンを有するRPMI 1640中の細胞を用意し
た。
【０１０７】
　藍細菌の（Cyanobacterial）抽出物：淡水藍藻類・アファニゾメノン・フロス・アクア
（AFA）の乾燥粉末は、米国、オレゴン州のUpper Klamath Lakeから入手した。初期実験
には、凍結乾燥粉末を使用した。後の実験のための粉末は、オレゴン州KenoのDesert Lak
e Technologiesから入手した。これは、REFRACTANCE WINDOW（商標）乾燥技術を用いて乾
燥させたものであった。スピルリナ・プラテンシス（Spirulina platensis）は、カリフ
ォルニア州、EscondidoのHealthforce Nutritionalsから入手した。1グラムの燥藻類材料
を10mlのリン酸緩衝食塩水に再び懸濁させ、一晩、4℃でインキュベートし、光から保護
した。そのスラッシュを、バイアルを繰り返し反転させることにより混合し、400gで10分
間遠心分離した。その鮮明な青色の上清をデカントし、0.22mm フィルターを使用して滅
菌濾過した。この濾液を冷暗保管し、調製したその日のうちに使用した。
【０１０８】
　モノクローナル抗体：フィコエリトリン（PE）に連結されたCD62Lモノクローナル抗体T
Q1（L-セレクチン分子のリガンド結合領域に特異的）は、Coulter（フロリダ州、Hialeah
）から購入した。CD45-PerCP、CD11b-PE、CD14-PEおよびアイソタイプ対照抗体は、Becto
n-Dickinsonから入手した。
【０１０９】
　Dynabeadsおよびキメラタンパク質を使用するリガンドの捕捉：セレクチン結合化合物
の分子量を特定するために、プロテインGでコーティングされたDynabeads（ニューヨーク
州、Lake SuccessのDynal Biotech Inc.）をセレクチンキメラタンパク質（ミネソタ州、
MinneapolisのR ＆ D Systems Inc.）と共にインキュベートする無細胞法を用いた。この
キメラタンパク質は、ヒトL-セレクチン、P-セレクチンまたはE-セレクチンの細胞外ドメ
インとヒト免疫グロブリンGのFc部分との融合体である。そのキメラタンパク質を、プロ
テインGでコーティングされたDynabeads上に、その製造業者が推奨するプロトコルを用い
て共有結合させた（この場合、0.2M トリエタノールアミン緩衝液 pH8.0（Sigma Aldrich
）中のピメルイミド酸ジメチル×2HCl（Sigma Aldrich）の新たに作った5.4mg/mlの溶液
中で1時間ビーズをインキュベートした）。その架橋溶液からそれらのビーズを除去する
ことにより架橋を停止させ、50mM TRIS緩衝液 pH7.5（Sigma Aldrich）に15分間再び懸濁
させた。クエン酸塩/クエン酸緩衝液 pH2.8中での2回の洗浄により未結合キメラをそれら
のビーズから溶出させた。その後、それらのビーズをPBS pH7.4中で数回洗浄し、新たに
作ったAFA水抽出物に添加した。結合した材料を次の3つの方法のうちの1つでそのAFA水抽
出物から溶出させた。1）β-メルカプトエタノールを含有するLaemmli緩衝液中で沸騰さ
せる方法、2）pH12.5で溶出させる方法、および3）公知のセレクチンリガンドを使用して
セレクチンリガンド結合部位について競合させる方法。見掛け同一分子量の化合物が、L-
セレクチンとP-セレクチンの両方により親和精製されることが判明した。
【０１１０】
　平行実験では、組換ヒトL-セレクチン/IgG1融合タンパク質でコーティングされたビー
ズを使用して、他の藍藻類、スピルリナ・プラテンシスからの同様の水抽出物が同様のセ
レクチン結合化合物を含有するかどうか見た。
【０１１１】
　電気泳動：Dynabead親和法からの溶出物のサンプルを、メルカプトエタノールを有する
Laemmliサンプル緩衝液（Biorad cat＃ 161-0737）中、1：1 v/vで混合することによりゲ
ル電気泳動用に調製した。1時間、120Vで、TRIS/グリシン/SDS緩衝液（Biorad cat＃ 161
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-0732）中4～15％のゲル（BioRad）を用いてSDSゲル電気泳動を行った。
【０１１２】
　天然タンパク質についての電気泳動は、装填用にNative Sample Buffer（Biorad cat＃
 161-0738）、および電気泳動用にTRIS/グリシン緩衝液（Biorad cat＃ 161-0734）を使
用して、SDS負含試薬で行った。
【０１１３】
　ヒト被験者：健常ヒトボランティアは、20歳～45歳の間の年齢の研究所スタッフおよび
学生からインフォームドコンセントに基づき採用した。無菌条件下での静脈穿刺により血
液サンプルを得、直ちに処理した。
【０１１４】
　末梢血単核細胞（PBMC）の単離：末梢静脈血をFicoll-Hypaque（Amersham）上に重層さ
せ、25分間、400gで遠心分離した。PBMCが豊富な界面を回収し、それらの細胞をRPMI中で
2回洗浄した。
【０１１５】
　多形有核細胞（PMN）の単離：末梢静脈血を、室温で、1％デキストランの最終濃度まで
0.9％食塩水中のデキストラン70と混合した。1時間、沈降させた。白血球が豊富な上清を
回収し、遠心分離により白血球をペレットにした。それらのペレットを2mlのリン酸緩衝
食塩水に再び懸濁させ、その後、それを3ml Ficoll-Hypaqueの上面に重層させ、勾配遠心
分離を行って、好中球から単核細胞（リンパ球および単球）を分離した。好中球を含有す
るペレットを食塩水に再び懸濁させた。細胞を洗浄し、栄養分が豊富な培地（RPMI 1640
）に再び懸濁させ、使用するまで氷上で保存した。
【０１１６】
　L-セレクチンの免疫染色：新たなホルマリン固定末梢血白血球を、V底96ウエルマイク
ロタイタープレートのウエルに、1ウエル当たり細胞数105の近似濃度で分配した。藍藻類
AFAの新規調製水性抽出物を生理食塩水中で調製し、系列希釈を行った。細胞をPBS、PBS-
AFA-W、PBS-AFA-W-アジ化物、またはPBS-PCのいずれかに様々な希釈度で再び懸濁させた
。細胞を室温、暗所で20分間、インキュベートした。未固定の画分は、AFA抽出物での処
理中アジ化ナトリウムと接触していなかったが、後の免疫染色のためにアジ化ナトリウム
含有緩衝液に再び懸濁させた。これは、自由な細胞骨格の動きおよびL-セレクチンの遊離
への対処であった。0.02％アジ化ナトリウム中に保持された画分は、全手順（AFA抽出物
での処理とその後の免疫染色の両方）の間、アジ化ナトリウムと接触していた。これは、
細胞骨格の動きを遮断し、L-セレクチン遊離を低減または遮断する。AFA-WとのまたはAFA
-Wを伴わないインキュベーションの後、緩衝液を添加し、細胞を遠心分離した。上清を廃
棄し、1％ウシ胎仔血清および0.05％アジ化物を含有する容量の50μl リン酸緩衝食塩水
に細胞を再び懸濁させた。事前に滴定により決定したとおりのモノクローナル抗体の最適
量を添加した。プレートを室温で10分間インキュベートし、緩衝液を添加し、プレートを
遠心分離した。上清を廃棄し、細胞を50μl 緩衝液に再び懸濁させ、1％ホルマリン中で
固定した。フローサイトメトリーによる獲得までサンプルを冷暗保存した。獲得は、固定
から24時間以内に行った。
【０１１７】
　L-セレクチンリガンドにより誘導されるCXCR4発現の免疫染色：L-セレクチンへのフコ
イダンの結合は、細胞表面へのプレメイドCXCR4の表出化、続いて内向化を生じさせ、や
がて、白血球遊走因子に対する応答のためのウインドウを作る。このシステムを用いて、
AFA-Wが、白血球細胞表面上のL-セレクチンへの結合についてフコイダンと競合するかど
うかを検査し、それが、別のL-セレクチンリガンドからのこの機能効果を遮断するかどう
か評価した。そうするために、新たに精製したヒトPBMCをRPMIに再び懸濁させ、一連の丸
底マイクロウエルに分配した。一列のウエルにフコイダンを添加し、AFA-Wを別の列に添
加し、フコイダンとAFA-Wの混合物をウエルの第三の列に添加した。異なる時点（1、10、
20、30、40、60分）で、PBS含有アジ化ナトリウムをウエルに添加して、細胞骨格の動き
を停止させ、それによってCXCR4のリサイクリングを停止させて、各時点において細胞表
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面で発現されたCXCR4についての染色を可能にした。アジ化物を含有するリン酸緩衝食塩
水中で細胞を洗浄し、上で説明した染色プロトコルを用いてCXCR4-PEで染色し、ホルマリ
ン中で固定し、フローサイトメトリーによって分析した。
【０１１８】
　AFAからのセレクチンリガンドの変性成分に対する天然成分の分子量の推定：分子量が
わかっているマーカーについてゲル上の距離を測定した。AFA誘導セレクチンリガンド（
二重バンド）の位置をそのグラフ上にプロットした。
【０１１９】
実施例3
幹細胞はAFAからの水性抽出物により動員される
　下で説明するこの実験は、AFAの水性抽出物（Extract A、「AFA-W」とも名づける）が
、セレクチンリガンドが富化されていることおよびCD34＋幹細胞の動員を増強するために
使用することができることを実証するものである。
【０１２０】
　健常ヒトボランティアを特定し、藍藻類のセレクチン含有抽出物の消費前ならびに消費
の10分、30分、60分および120分後に各人の末梢血中のCD34＋細胞（循環CD34＋細胞）の
比率を査定した。ボランティアには、AFA抽出物の消費前および後の一定時間の間、身体
的および精神的活動を制限するように指示した。
【０１２１】
　1つの態様では、5グラムの乾燥AFAを40mlの水に抽出し、参加者がその水を飲んだ。も
う1つの態様では、参加者は、AFAの乾燥L-セレクチンリガンド含有抽出物を750mg消費し
た。各ボランティアから得た全血サンプル中の赤色血液細胞を、FACS溶解溶液（カリフォ
ルニア州、San JoseのBeckton-Dickinson）を使用して溶解した。残存細胞を洗浄し、フ
ルオロセインイソチオシアネートとコンジュゲートしているモノクローナル抗体HPCA-2で
染色した。サンプルを1％ホルマリン中で固定し、FacsCaliburフローサイトメーター（カ
リフォルニア州、San JoseのBeckton-Dickinson）およびCellQuestソフトウェア（カリフ
ォルニア州、San JoseのBeckton-Dickinson）を使用してフローサイトメトリーにより分
析した。
【０１２２】
　図1は、循環幹細胞の一時的増加を誘発するAFAのセレクチンリガンド含有抽出物の消費
を図示するものである。具体的に言うと、X軸は、対照レベルのパーセンテージとして表
示された、AFAのL-セレクチンリガンド含有抽出物の摂取後0、10、30および60分の時点で
の代表的実験の時間経過を示す。摂取の時点で、循環CD34＋細胞の比率は、対照と同じで
ある。循環CD34＋細胞のピーク増加は、消費後約10～30分の時点で観察された。この時点
で、循環CD34＋細胞の数は、対照値より2倍増加された（その200％より大きかった）。AF
Aのセレクチンリガンド含有抽出物の摂取後1時間までに、循環CD34＋細胞は、ベースライ
ン値に戻ってしまった。従って、AFAの水性抽出物は、骨髄および他の解剖学的部位から
循環への内在性幹細胞（例えば、CD34＋細胞）の放出を増強することができる。AFAのセ
レクチンリガンド含有抽出物の消費は、CD34＋幹細胞を動員させる。
【０１２３】
実施例4
AFAの水性抽出物はセレクチンリガンドを含有する
　下で説明する実験は、AFAが、ヒトリンパ球、単球および好中球上のL-セレクチンのTQ1
免疫染色を特異的に減少させる水溶性化合物を含有することを詳細に記録する。
【０１２４】
　末梢血単核細胞（PBMC）を、Ficoll-Hypaque（Amersham）上に末梢静脈血を重層するこ
とによって単離し、25分間、400gで遠心分離した。PBMCが豊富な界面を回収し、細胞をRP
MI中で2回洗浄した。末梢静脈血を、室温で、1％デキストランの最終濃度まで0.9％食塩
水中のデキストラン70と混合することにより、多形核細胞（PMN）を単離した。1時間、沈
降させた。白血球が豊富な上清を回収し、遠心分離により白血球をペレットにした。それ
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らのペレットを2mlのリン酸緩衝食塩水に再び懸濁させ、その後、それを3mlのFicoll-Hyp
aqueの上面に重層させ、勾配遠心分離を行って、好中球から単核細胞（リンパ球および単
球）を分離した。好中球を含有するペレットを食塩水に再び懸濁させた。細胞を洗浄し、
栄養分が豊富な培地（RPMI 1640）に再び懸濁させ、使用するまで氷上で保存した。
【０１２５】
　新鮮なホルマリン固定末梢血白血球を、V底96ウエルマイクロタイタープレートのウエ
ルに、1ウエル当たり細胞数105の近似濃度で分配した。藍藻類AFAの新規調製水性抽出物
を生理食塩水中で調製し、系列希釈を行った。細胞をPBS、PBS-AFA-W、PBS-AFA-W-アジ化
物、またはPBS-PCのいずれかに様々な希釈度で再び懸濁させた。細胞を室温、暗所で20分
間インキュベートした。未固定の画分は、AFA抽出物での処理中アジ化ナトリウムと接触
していなかったが、後の免疫染色のためにアジ化ナトリウム含有緩衝液に再び懸濁させた
。これは、自由な細胞骨格の動きおよびL-セレクチンの遊離への対処であった。0.02％ア
ジ化ナトリウム中に保持された画分は、全手順（AFA抽出物での処理とその後の免疫染色
の両方）の間、アジ化ナトリウムと接触していた。アジ化ナトリウムは、細胞骨格の動き
を遮断し、L-セレクチン遊離を低減または遮断する。従って、モノクローナル抗体でのL-
セレクチンの染色のあらゆる減少は、AFA抽出物中の化合物との直接競合に起因する。
【０１２６】
　Extract A（AFA-W）とのまたはExtract A（AFA-W）を伴わないインキュベーションの後
、緩衝液を添加し、細胞を遠心分離した。上清を廃棄し、1％ウシ胎仔血清および0.05％
アジ化物を含有する容量の50μl リン酸緩衝食塩水に細胞を再び懸濁させた。事前に滴定
により決定したとおりのモノクローナル抗体の最適量を添加した。プレートを室温で10分
間インキュベートし、緩衝液を添加し、プレートを遠心分離した。上清を廃棄し、細胞を
50μl 緩衝液に再び懸濁させ、1％ホルマリン中で固定した。フローサイトメトリーによ
る獲得までサンプルを冷暗保存した。獲得は、固定から24時間以内に行った。フィコエリ
トリン（PE）に連結されたCD62Lモノクローナル抗体TQ1（L-セレクチン分子のリガンド結
合領域に特異的）は、Coulter（フロリダ州、Hialeah）から購入した。
【０１２７】
　PBMCおよびPMNとAFAからの水性抽出物（AFA-W）とのインキュベーションは、L-セレク
チンのリガンド結合領域に特異的であることが公知であるTQ1抗ヒトL-セレクチンモノク
ローナル抗体（Spertini et al., J Immunol.147(3):942-9, 1991）での免疫染色を減少
させた。TQ1染色のAFA-W媒介減少は、リンパ球およびPMNで最強であったが、単球におい
ても観察された（図2A）。リンパ球およびPMNでは、細胞をAFA-Wと共にプレインキュベー
トしたとき、単球についての15倍の減少に対比して、TQ1染色の約40～70倍の減少が見ら
れた。
【０１２８】
　CD11bの発現は、わずかにアップレギュレートされたが、他の付着マーカー（CD11a、CD
18、CD29、CD49d、CD49eおよびCD44）についての有意な変化は観察されなかった。ホルマ
リン固定末梢血リンパ球をAFA-Wの系列希釈物の存在下または不在下でインキュベートし
た。TQ1抗体でのリンパ球の染色は、Extract Aの濃度を増加させるにつれてL-セレクチン
へのTQ1の結合の用量依存的減少を示した。この効果はホルマリン固定リンパ球でも見ら
れたので、染色減少は、L-セレクチンの遊離に起因するはずはない（図2）。
【０１２９】
実施例5
AFAセレクチンリガンドは、KG-1a CD34bright細胞系においてフコイダンにより誘発され
るケモカイン受容体の発現を遮断する
　原始細胞系KG-1aは、TQ1モノクローナル抗体での染色により評価すると、CD34およびL-
セレクチンに明白に陽性である。KG-1aは、L-セレクチンリガンドにより表出化されるCXC
R4ケモカイン受容体の細胞内レザバーも含有する。フコイダン、L-セレクチン作動薬、と
のKG-1aのインキュベーションは、ケモカイン受容体CXCR4の発現を誘発する。AFA Extrac
t Aは、CXCR4発現に対するこのフコイダン媒介作用を遮断した（図3）。
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【０１３０】
実施例6
AFAからのL-セレクチンリガンドの精製
　セレクチンリガンドは、ヒト組換L-セレクチンまたはP-セレクチンの細胞外部分が免疫
グロブリンのFc部分にカップリングされている遺伝子操作された融合タンパク質に共有結
合している磁気ビーズを使用して、AFAから単離した。ビーズをAFAの水溶性画分と共にイ
ンキュベートし、セレクチンリガンドを単離する（図4A：L-セレクチン、図4B：P-セレク
チン参照）。磁気を用いてそれらのビーズを回収し、何度も洗浄した。その後、それらの
ビーズを酸処理に付すか、煮沸するか、アルカリ処理して、リガンドと組換セレクチンと
の結合を破壊した。また、アフィニティーカラムを使用してセレクチンリガンドを単離し
た。
【０１３１】
　このセレクチンリガンドを還元条件下で回収すると、それは、約54kDaおよび57kDaの2
つのサブユニットで構成されたダイマーである（図4B）。これらのサブユニットに基づく
複合分子は、約108、111または114kDaの分子量、およびより高いそれらの多重度を有し得
る。サイズ排除技術を用いて、extract A画分を100kDa フィルターに通過させたとき、リ
ガンドが、約100kDaより上の分画により高い濃度で見出された。従って、このリガンドは
、少なくとも100kDaのダイマーとして単離することができる。
【０１３２】
実施例7
AFAから抽出されたセレクチンリガンドはExtract Bでは見出されない
　Extract Bは、先ず、化合物をエタノールに抽出し、その後、極性緩衝液（水、食塩水
）に戻すことによる幾つかの段階で製造した。この第一段階は、最初に3時間の間、50℃
で、20％エタノールを含有する水溶液を用いて乾燥AFAから黄色/褐色粉末を生成させる段
階であった。上清をデカントし、最終的に80％濃度までエタノールを添加することにより
固体を沈殿させた。REFRACTANCE WINDOW（商標）乾燥技術を用いて、その沈殿物を乾燥さ
せた。この黄色の粉末を水溶液（水または食塩水）に戻すと、橙色の抽出物が生成された
。固体を遠心分離により除去し、上清を滅菌濾過した。この液体が、Extract Bである。
上で説明したコーティングされた磁気ビーズと共に、この抽出物をインキュベートした。
Extract Bは、セレクチンリガンドを含有しなかった（図5）。
【０１３３】
実施例8
藍藻類からのセレクチンリガンドは、CXCR4発現を修飾する
　幹細胞は、少なくとも一部は、セレクチン付着分子により骨髄環境内で維持される。セ
レクチンが、適切なリガンドにより束縛されると、それが、サイトカイン受容体CXCR4の
発現を誘発する。CXCR4は、間質由来因子1（SDF-1）の特異的受容体であり、SDF-1のCXCR
4への結合は、骨髄に結合した幹細胞の維持を助長する。セレクチンリガンド結合の阻害
は、CXCR4の発現を減少させ、これは、骨髄からの幹細胞の解離および血流へのそれらの
放出をもたらす。
【０１３４】
　AFAからのセレクチンリガンドの生理作用を実証するために、1つの態様では、セレクチ
ンリガンドをフコイダン（CXCR4発現を刺激する公知L-セレクチンリガンド）によって誘
発されるCXCR4発現に関してテストした。フコイダンへの暴露後のCXCR4受容体の発現を、
リンパ球に関して、フローサイトメトリーを用いて評価した。AFAセレクチンリガンドと
のインキュベーションは、ヒトリンパ球（図6）およびヒトCD34＋前駆細胞系統KG-1a（図
7）上でのCXCR4の発現を有意に阻害した。このことは、これが、AFAセレクチンリガンド
が幹細胞動員を誘発できるメカニズムであることを示している。
【０１３５】
実施例9
骨髄からの幹細胞は、多数の遠隔組織に定住する
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　マウスモデルを用いて、藍藻類の消費により動員された幹細胞が身体の遠隔組織に定住
する能力を評価することができる。雄マウスを骨髄ドナー動物として選択し、一方ですべ
てのレシピエントマウスは雌である。雌レシピエントには、それらの尾静脈への雄骨髄細
胞の注射前に、致死量以下の放射線を照射した。マウスの2つの群を評価した。動物数20
の第一群には、致死量以下の放射線を照射し、骨髄を注射し、標準飼料を食べさせた。動
物数20の第二群にも致死量以下の放射線を照射し、骨髄を投与し、そして標準飼料と共に
0.5から15重量％w/vのセレクチンリガンド含有AFA画分を食べさせた。
【０１３６】
　成体骨髄の約6×106の有核細胞を週齢8～10週の雄マウスから採取し、同じく週齢8～10
週の、致死量以下の放射線を照射した同質遺伝子型成体雌レシピエントの尾静脈に注射す
る。各群からのマウスを次の各時点で屠殺する。時点0、1週間、2週間、3週間、4週間お
よび8週間。2および3週間の時点で、6匹のマウスを各群から屠殺する。他のすべての時点
では、2匹のマウスを各群から屠殺する。
【０１３７】
　注射後最初の2週間の間、15マイクロリットルの全血を耳、尾または足から採取し、直
ちに200マクロリットルの緩衝液（リン酸緩衝食塩水、pH＝7.2、2％血清、0.02％アジ化
物）で希釈して凝固因子を希釈し、凝固を防止する。それらの血液サンプルをアッセイし
て、血液中の血小板、赤色血液細胞および白血球の再配置をモニターする。血液サンプル
の一部は、細胞数を得るために、および白色血液細胞に対する赤色血液細胞の示差評価の
ために用いる。サンプルは、フローサイトメトリーを用いてアッセイし、好中球、リンパ
球および単球の集団は、前方および側方散乱を用いて評価する。血液白血球は、フローサ
イトメトリーを用いて雄起源について検査する。
【０１３８】
　屠殺する時点で、様々な細胞および組織型をHy抗原について検査し、これにより、その
細胞または組織が雄マウス起源のものであることを実証する。脳を回収し、嗅球、海馬体
、皮質野および小脳を含む全脳を検査する。骨髄、心筋、後肢筋肉、肝臓、膵臓、小腸切
片および肺組織を、免疫蛍光法による表面Hy抗原の検出によって、またはY染色体につい
てのプローブを使用する蛍光インサイチューハイブリダイゼーションによって、Y染色体
を有する細胞の存在について検査する。これらのデータにより、藍藻類を含有する食餌が
注射した骨髄幹細胞のホーミング、内植および分化プロセスをどの程度促進するかが詳細
に記録される。
【０１３９】
実施例10
骨髄からの幹細胞は多数の遠隔組織に定住する
　緑色蛍光タンパク質（GFP）についての遺伝子を保有するトランスジェニック雄マウス
およびレシピエントとして同質遺伝子型雌マウスを使用して、上で説明したものと同様の
試験を行う。上で説明したようにこれらの動物を治療し、食餌を与え、屠殺し、血液サン
プルも同様に分析する。
【０１４０】
　フローサイトメトリーを用いて、血液白血球をGFPの発現について検査し、屠殺する時
点で、様々な細胞および組織型をGFP抗原について検査し、これにより、そのドナー起源
を実証する。上で説明したとおり組織および器官を回収し、GFPを保有する細胞の存在を
フローサイトメトリーまたは蛍光顕微鏡法によって検出する。
【０１４１】
実施例11
外傷組織の幹細胞集団増加
　マウスモデルを用いて、骨髄由来幹細胞の外傷組織へのホーミングおよび組み込みを評
価する。
【０１４２】
　骨髄ドナーは、成体雄マウス（週齢8～10週）であり、すべてのレシピエントマウスは
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、成体の雌（週齢8～10週）である。マウスの2つの群を評価する。致死量以下の放射線を
照射したレシピエントの一方の群に6×106の有核ドナー細胞を尾静脈での注射によって与
え、2週間回復させる。その後、それらの動物を、後肢筋肉、心臓および脳への針挿入に
よって軽度に外傷を負わせる。この試験を通して、すべての動物に標準飼料を与える。第
二群では、雌マウスを第一群と同じに治療するが、0.5から15重量％w/vのセレクチンリガ
ンド含有AFA画分を含む食餌を食べさせる。
【０１４３】
　外傷を負わせる前に2匹のマウスを屠殺して、雄由来の細胞のベースラインレベルを評
価する。その後、マウスを次の時点で屠殺する。1週間、2週間、3週間および4週間。6匹
のマウスを各群から屠殺する2週間の時点を除き、各時点で2匹のマウスを屠殺する。屠殺
した動物から後肢筋肉、心臓および脳組織を単離する。外傷領域にわたって切片を切断し
、Hy抗原の発現についての細胞表面マーカー分析を用いて、またはY染色体についてのプ
ローブを使用する蛍光インサイチューハイブリダイゼーションによって、雄由来の細胞に
ついて染色する。あるいは、GFPを発現するトランスジェニックドナーマウスを用いる（
実施例＃4と同様）。
【０１４４】
　得られるデータが、外傷後の幹細胞補充速度に対するAFAのセレクチンリガンド含有画
分の消費の効果を実証する。
【０１４５】
実施例12
組織修復についての症例報告
　被験者は、3年前に自動車事故に遭ったボディービルダーであった。運転者側に乗車し
ていた彼女の車に1台の車が衝突し、股関節および大腿の幾つかの筋肉が断裂した。彼女
は、その幾つかの筋肉を再び付着させるために一連の外科手術を受けた。手術の成功にも
かかわらず、筋肉損傷は非常に重度であったため、彼女には恒常的な疼痛が残り、重量挙
げのトレーニングを再開することができず、例えば、精神トレーニングセッションでさえ
、数日間、歩行を妨げる膨張および疼痛が追従することとなった。
【０１４６】
　彼女は、多くの抗炎症薬を試したが、18ヵ月後、彼女は、まだトレーニングすることが
できなかった。彼女は、セレクチンリガンドを含有する藍藻類画分を消費し始めた。2週
間後、彼女は、ジムに戻ることができたことを報告し、消費2ヵ月後、彼女は、正規のト
レーニングを再開した。これは、筋肉組織の広範な修復を示す。
【０１４７】
実施例13
組織修復についての症例報告
　55歳の老人被験者は、第六股関節置換術、左側の四番目、のために通っていた。一般に
、予後は非常に不良であり、極度の困難を伴っていた。
【０１４８】
　整形外科医は、骨盤および寛骨臼を再建した。しかし、外科手術前、被験者は、その処
置の長期成功に必要な新しい骨を体が生産するしかないことを医師から告げられた。被験
者が骨を成長させられたとしても、治癒に必要なものより少ない可能性が高いと言われた
。
【０１４９】
　この被験者は、その外科手術のすぐ後に、L-セレクチンを含有する藍藻類画分を供給さ
れた。新たな強い骨の成長がすぐに現われ、回復は早かった。この被験者は、松葉杖はも
はや必要なくなったと報告しており、この被験者の以前の外科手術での6ヶ月と比較して
、6週間で全体重を支える状態になることができた。この被験者は、検診のたびに治癒の
加速が確認されたと報告した。この被験者は、80年代初期に修正手術を行った右股関節の
周囲の骨が、非常に強くなったことに気づいたという報告もした。これは、例外と考えら
れた。
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【０１５０】
実施例14
症例報告
　ある若い未婚女性は、3歳のとき、小児筋ジストロフィーと診断された。彼女は歩くこ
とができなかった。彼女は、非常に虚弱であり、しばしば肺炎を経験し、各回、結果的に
8～10日間、床につくことになった。彼女は、6ヶ月間、筋ジストロフィーのための従来の
治療を続けたが、結果的に何も変わらなかった。彼女は、スピルリナの消費を開始し、こ
れは、ある程度、彼女の免疫機能を改善し、例えば、彼女が経験する肺炎の頻度および重
症度が低くなった。その後、彼女は、セレクチンリガンドを含有する藍藻類画分（Extrac
t A）の消費を開始した。2週間後、彼女は、第一歩を踏み出した。3ヶ月後、彼女は、歩
いていた。彼女は、もはや肺炎ではなかった。
【０１５１】
　この疾病は、遺伝性疾患であり、同じ、しかし、さらに変性した、疾病を有する幾人か
の家族構成員も、藍藻類画分（Extract A）の消費を開始した。これらの人たちは、この
画分の消費の恩恵を経験したことを報告した。
【０１５２】
実施例15
ヒト試験
　循環幹細胞数に対する様々なAFA抽出物の効果に関して、ヒト被験者での三重盲検、無
作為化、プラシーボ対照試験を行った。以下の方法をこれらの試験において用いた。
　消費物：4つの消費物をテストした。2つは液体であり、2つはカプセル封入されていた
。ボランティアも、この物質を投与する人も、データ分析を行うスタッフも、どの物質が
所与の試験日に投与されるかを知らなかった。
【０１５３】
　1.LSL：Extract A、L-セレクチンリガンドが富化されているAFA画分。L-セレクチンリ
ガンド（LSL）が濃縮されている1グラムの画分を40mlの水に混入し、紙コップで試験被験
者に出した。
【０１５４】
　2.Migratose（MGT）：免疫細胞および幹細胞の遊走の要因である生物活性化合物を含有
することがわかっている画分を、50℃で1時間の10％エタノールでの液体AFAの抽出によっ
て得た。この溶液を遠心分離し、RWを用いて上清を乾燥させた。この生成物を社内的にMi
gratose（MGT）と名づけた。Migratose（150mg）を250mgのプラシーボとブレンドし、植
物性カプセルに入れて投与した。
【０１５５】
　3.StemEnhance（SE）：StemEnhanceは、LSLとMigratoseのブレンドである。1グラムのS
temEnhanceを40mlの水に混入し、紙コップで試験被験者に出した。
【０１５６】
　4.プラシーボ：プラシーボは、植物性カプセル内に封入された400mgの緑色に染めた微
粉砕ポテトフレークからなるものであった。外観は、Migratoseが入っているカプセルの
外観と全く同じであった。
【０１５７】
　被験者：通常の供血健常ボランティアから合計19人を面接した。以下の除外基準を用い
た。
　・20歳未満または65歳を越える年齢
　・妊娠
　・毎日の投薬が必要な重度の喘息およびアレルギー
　・なんらかの判っている慢性疾患または以前の/現在の性病
　・頻繁な娯楽的薬物使用
　・消化機能障害（以前の大きな胃腸手術を含む）。
【０１５８】
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　面接した人々のうち14人が、本試験の基準を満たし、参加に同意した。その14人のうち
3人は、その後、ノンコンプライアンスのため、この試験の途中で除外した。残りの11人
のボランティアのうち6人は、4試験日を各々終えたので、同じ人で4つすべての消費物に
ついてのデータが得られた。残りの5人のボランティアは、3試験日に各々参加することが
できた。
【０１５９】
　2ヶ月の期間の間の連続する4週の同じ曜日に到着するように被験者のスケジュールを組
んだ。より大きな一貫性をデータにもたせるために、被験者のスケジュールを同じ曜日に
組んだ。彼らには、各試験日の前夜は十分に睡眠をとるように、ならびに各試験日には同
じタイプの刺激の少ない朝食を摂るように指示した。
【０１６０】
　到着したら、ボランティアを互いに離れた静かな場所に座らせて、雑談させないように
し、静かな環境を作った（電話、ドアベル、研究所職員間の会話など妨げになるものは一
切なかった）。ボランティアには、1時間、快適に椅子に座ってじっとしているように指
示した。必要な場合、トイレへはゆっくりと歩いていくように動きを制限した。1時間後
、ベースライン血液サンプルを採取した。ベースラインサンプル採取直後、消費物を供給
した。ボランティアには、この治験の全所要時間の間、じっとしているように指示した。
後程、消費物の摂取の30、60および120分後に血液サンプルを採取した。
【０１６１】
　各日、研究所に到着したら、ボランティアは、彼らの全身の健康状態について日評を与
える質問標に記入した。この質問標は、異例な環境のためデータポイントを削除しなけれ
ばならない場合がある任意の事例を特定するためのものであった。データポイントの削除
には以下の基準を用いた。
　・睡眠不足
　・到着の2時間以内の刺激物
　・ストレス。
【０１６２】
　循環幹細胞の評定：各時点で、5mlの血液をヘパリンに採取し、2mlの血液をEDTAに採取
した。それらの血液バイアルは、使用するまでロッキングプレートに載せておいた。EDTA
に採取した血液は、Coulterカウンター（Micro Diff II、Beckman Coulter）を用いて完
全血球算定（CBC）を達成するために使用した。すべてのCBCは、そのサンプル採取から1
時間以内に行った。すべてのCBCは、三重反復で行った。
【０１６３】
　ヘパリン添加血は、勾配遠心分離による末梢血単核細胞画分の精製に使用し、免疫染色
およびフローサイトメトリーのために処理した。幹細胞マーカー CD34-FITC（クローン8G
12）およびCD133-PEを二色免疫蛍光検査に使用した。CD34-FITC/CD133-PEWでのすべての
サンプルの染色は、三重反復で行った。並行サンプルでは適切なアイソタイプ対照を使用
した。各ドナーについての陽性対照は、CD45およびCD14を含んでいた。染色細胞を1％ホ
ルマリン中で固定し、直ちにフローサイトメトリーにより獲得した。200,000事象のファ
イルを各サンプルで収集した。
【０１６４】
　免疫染色に使用した細胞は、顆粒球集団を含まなかったので、その200,000事象の獲得
は、全血を使用した場合より多い幹細胞を含んでいた。従って、末梢血単核細胞画分の使
用は、より良好な統計学的重みを幹細胞数の実測差に与える、より多い幹細胞数を有する
データ収集を可能にする。
【０１６５】
　CD14についての染色は、CD34およびCD133の分析に干渉しないように、平行サンプルで
行った。フローサイトメトリー分析は、CellQuest Pro ソフトウェア（Becton Dickinson
）を使用して行った。
【０１６６】
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　以下の結果を得た。
　SEおよびLSLの消費は、循環CD34＋細胞数の増加をもたらし（図9参照）、一方、MGTは
、循環CD34＋細胞数の減少をもたらす。プラシーボの消費後、統計学的に有意でない小さ
な変化があった。SEとLSLの両方に関して、多数のボランティアが、CD34＋細胞数の初期
の一時的減少の傾向を示した。この観察は、LSLについてのほうが大きかったが、有意に
は達しなかった。消費後60分の時点で、SE（p＜0.003）およびLSL（p＜0.02）は、CD34＋
細胞数の有意な増加を誘発した。しかし、MGTは、有意な減少を誘発した（p＜0.03）。
【０１６７】
　データ分析の後の部分では、AFA抽出物に対する各ボランティアの応答をプラシーボに
対する同じ人の応答に正規化した。これは、その抽出物で得られたパーセンテージ変化か
らプラシーボで得られたパーセンテージ変化を減算することによって行った。これは、3
つすべての消費物について行った。この手順は、それらの応答の大きさまたは有意性を増
さなかった。得られたパターンは、図9に類似していた。
【０１６８】
　データ分析のもう1つの部分は、プラシーボと比較した各消費物についての最大パーセ
ント変化に焦点を合わせたものであった。この分析の根本的理由は、生物活性化合物の吸
収、標的器官への送達、および定量可能な生理応答を生じさせる時間が、各ボランティア
の総合的生理機能に依存して異なる場合があるということである。この分析法は、個々の
応答時間の差を最小にし、ならびに最大変化が、30分で観察されるのか、60分で観察され
るのかに関係なく、変化度を比較することができる。この方法に基づき、SEでの循環幹細
胞数の24±5％増加およびMGTでの24±2％減少が認められた。SEおよびMGTについて、それ
ぞれ、27％および77％のメジアン応答が認められた。
【０１６９】
　最大応答に達する時間枠は、数週間以下の時間枠であるように見えた。データ中の潜在
的混乱要素を避けるために、これらの試験の大部分は、規則正しくAFAを消費した被験者
からのサンプルで行った。本試験において、1人の被験者だけは、AFAの規則正しい消費者
でなかった。この1人の被験者は、CD34＋細胞動員の顕著な増加を示さなかった。このボ
ランティアは、分析から除いたことに留意しなければならない。これは、規則正しくAFA
を消費しなかったただ1人の被験者だけだったので、その被験者から得たサンプルは、関
連した統計学的分析に使用することができなかった。加えて、このタイプのプロトコルに
関する1つの複雑化要因は、個々が、すべて、同様の時間枠に従って動員せず、従って、
実際の動員ピークより過小評価される場合があることである。プラシーボに対する応答は
、ばらつきを示したが、このような変動は、統計学的有意に達しなかった。それにもかか
わらず、これらの変動は、真実に見え、また、循環CD34＋の日々のサイクリングをより良
好に理解することが、将来の試験設計に有用であり得ることを示唆している。
【０１７０】
　この試験により、SEおよびLSL（これらの両方が、セレクチンリガンドが富化されてい
る乾燥水性抽出物を含む）が、循環CD34＋細胞数を増加させることによる骨髄幹細胞の動
員に有効であることが確認された。この試験において収集したデータは、SEが、循環幹細
胞数を35％以下増加させることを示している。
【０１７１】
　説明した方法または消費物の明確な詳細が、説明した本発明の精神を逸脱することなく
変化させるまたは変更することができることは明らかである。本発明者らは、特許請求の
範囲の範囲および精神の中に入るそのようなすべての変更および変化を主張する。
【図面の簡単な説明】
【０１７２】
【図１】AFAの消化に基づく健常なヒトの血液中の循環幹細胞数の増加についての時間経
過を示す線グラフである。ヒトリンパ球および単球に関してフローサイトメトリーを行い
、このフローサイトメトリーでは、ヒト幹細胞に対して特異性を有するモノクローナル抗
体CD34を使用して、AFA extract Aが、血液循環内の幹細胞数を増加させることにより幹
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細胞を動員させる化合物を含有することを実証した。
【図２】ヒトL-セレクチンのリガンド結合領域に特異的なモノクローナル抗体TQ1を使用
して、AFA extract Aが、L-セレクチンリガンド結合部位に対する結合について競合する
化合物を含有することを実証した、ヒトリンパ球、単球およびリンパ有核細胞に関して行
ったフローサイトメトリーを示す棒グラフである。TQ1抗体とAFA extract Aからの化合物
との競合作用は、濃度依存的である。
【図３】AFA Extract Aからセレクチンリガンドを精製するために用いた方法の略図であ
る。免疫グロブリンのFc部分に結合するプロテインGで磁気ビーズをコーティングした。
これらのビーズを使用して、ヒト免疫グロブリンIgG1のFc部分と互いに連結しているヒト
L-セレクチンの細胞外部分からなる化学的組換タンパク質を捕捉した。これらの磁気ビー
ズ上で化学反応を行って、そのキメラのFc部分とプロテインGとの共有結合を形成した。
これらのビーズ（その時すでにそのキメラでコーティングされており、それらのビーズか
ら伸びるヒトL-セレクチンの細胞外部分を有する）を使用して、AFA抽出物中のL-セレク
チンについてのリガンドを捕捉した。
【図４】AおよびBは、図3において説明した親和法を利用した場合の、AFA extract Aから
親和精製された化合物の近似的分子量を図解するゲル電気泳動を示すデジタル画像である
。これらの図は、磁気ビーズがAFA Extract Aからのセレクチンリガンドを捕捉した後、
それらのビーズから溶離した材料に関してゲル電気泳動を行った、ゲルのデジタル画像で
ある。図4Aは、ヒト組換L-セレクチンでコーティングされたビーズから溶離した化合物を
示すデジタル画像であり、図4Bは、ヒト組換P-セレクチンでコーティングされたビーズか
ら溶離した化合物を示すデジタル画像である。これらのゲルは、還元条件下で走行させた
。約54および57kDaに2つの明瞭なバンドが示されている。同一のバンドパターンが、L-セ
レクチンとP-セレクチンの両方について見られた。これは、このセレクチンリガンドが、
L-セレクチンとP-セレクチンの両方についてのリガンドであることを示している。
【図５】磁気ビーズを利用して、AFA Extract A 対 Extract Bにおける潜在的セレクチン
リガンドを捕捉した後、それらのビーズから溶離した材料に関してゲル電気泳動を行った
、ゲルのデジタル画像である。AFAからのセレクチンリガンドが、Extract Aにおいて見出
された。AFAからのセレクチンリガンドは、Extract Bでは検出できない。レーン1は、負
の対照であり、レーン2は、Extract Aから精製したリガンドを示し（矢印）、およびレー
ン3は、Extract Bでは見られなかった対応するバンドを示す。
【図６】公知L-セレクチンリガンド、フコイダンによって誘導されるような、ケモカイン
受容体CXCR4の発現のフローサイトメトリー分析からの結果を示す線図である。これらの
データは、公知L-セレクチンリガンド フコイダンが、ヒト末梢血リンパ球上のL-セレク
チンへの結合について、AFAからの化合物と競合することを示している。
【図７】公知L-セレクチンリガンド、フコイダンによって誘導されるような、ケモカイン
受容体CXCR4の発現のフローサイトメトリー分析からの結果を示す線図である。これらの
データは、公知L-セレクチンリガンド フコイダンが、ヒトCD34＋細胞系 KG-1a上のL-セ
レクチンへの結合について、AFAからの化合物と競合することを示している。
【図８】表である。提示されている結果は、Extract A（AFA-W）が、ヒト白血球上のL-セ
レクチンへのTQ1 MoAbの結合を遮断することを示している。
【図９】L-セレクチンリガンド（LSL）、migratose（MGT）、stem enhanced配合剤（SE）
またはプラシーボ（標識Ctrl）の消費後（矢印）のヒト末梢血におけるCD34＋細胞の数の
時間経過を示す線図である。L-セレクチンリガンド（LSL）は、L-セレクチンリガンドが
富化されているアファニゾメノン・フロス・アクア（AFA）の抽出物である。LSLで治療し
た被験者については、L-セレクチンリガンドが濃縮された抽出物（実施例セクション参照
） 1グラムを40mlの水と混合し、それを被験者が消費した。Migratose（MGT）は、アファ
ニゾメノン・フロス・アクア（AFA）を85℃で3時間、10％エタノールで抽出した抽出物で
ある。その溶液を遠心分離し、RWを用いて上清を乾燥させた。投与のために、150mgの乾
燥生成物を250mgの担体とブレンドし、植物性カプセル内に封入し、それを被験者が消費
した。Stem enhance配合剤（SE）は、上で説明したとおりのLSLとMGTのブレンドである。
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1グラムのSEを40mlの水と混合し、それを被験者が消費した。対照は、植物性カプセルに
封入された400mgの微粉砕ポテトフレークであった。

【図１】

【図２】

【図３】
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