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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】望ましくない及び／又は異常なセレクチン発現を特徴とする臨床症状に対する診
断剤。
【解決手段】超音波検査、シンチグラフィー及びＭＲＩなどの画像技術を用いて、セレク
チンを検出するためのフコイダンの使用。少なくとも一つの検出可能な部分と会合する少
なくとも一つのフコイダン部分を含むセレクチン標的イメージング剤。血栓症、心筋虚血
／再かん流傷害、脳卒中及び虚血脳外傷、神経変性障害、腫瘍転移及び腫瘍増殖並びに関
節リウマチなどの臨床症状の診断における、該剤を使用するための方法及びキット。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも一つの検出可能な部分と会合する少なくとも一つのフコイダン部分を含むイ
メージング剤。
【請求項２】
　イメージング剤がセレクチン標的である、請求項１に記載のイメージング剤。
【請求項３】
　少なくとも一つのフコイダン部分が、Ｐ－セレクチン、Ｌ－セレクチン及びＥ－セレク
チンからなる群から選択される少なくとも一つのヒトセレクチンと、約０．１ｎＭ～約５
００ｎＭ、好ましくは、約０．５ｎＭ～約１０ｎＭ、さらに好ましくは、約１ｎＭ～約５
ｎＭの解離定数で結合する、請求項２に記載のセレクチン標的イメージング剤。
【請求項４】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、検出可能な金属部分と錯体形成する金属キレート
部分を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載のイメージング剤。
【請求項５】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、プラナーシンチグラフィ（ＰＳ）又はシングルフ
ォトンエミッションコンピュータトモグラフィ（ＳＰＥＣＴ）により検出可能である、請
求項１～４のいずれか一項に記載のイメージング剤。
【請求項６】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、テクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）、ガリウム
－６７（６７Ｇａ）、イットリウム－９１（９１Ｙ）、インジウム－１１１（１１１Ｉｎ
）、レニウム－１８６（１８６Ｒｅ）及びタリウム－２０１（２０１Ｔｌ）からなる群か
ら選択される、請求項５に記載のイメージング剤。
【請求項７】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、テクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）である、請
求項６に記載のイメージング剤。
【請求項８】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、ポジトロンエミッショントモグラフィ（ＰＥＴ）
により検出可能である、請求項１～４のいずれか一項に記載のイメージング剤。
【請求項９】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、炭素－１１（１１Ｃ）、窒素－１３（１３Ｎ）、
酸素－１５（１５Ｏ）及びフッ素－１８（１８Ｆ）からなる群から選択される、請求項８
に記載のイメージング剤。
【請求項１０】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、造影超音波検査法（ＣＥＵＳ）により検出可能で
ある、請求項１～４のいずれか一項に記載のイメージング剤。
【請求項１１】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、音響的に活性なマイクロバブル又は音響的に活性
なリポソームを含む、請求項１０に記載のイメージング剤。
【請求項１２】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）により検出可能
である、請求項１～４のいずれか一項に記載のイメージング剤。
【請求項１３】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、ガドリニウムＩＩＩ（Ｇｄ３＋）、クロムＩＩＩ
（Ｃｒ３＋）、ジスプロシウムＩＩＩ（Ｄｙ３＋）、ユウロピウム（Ｅｕ３＋）、鉄ＩＩ
Ｉ（Ｆｅ３＋）、マンガンＩＩ（Ｍｎ２＋）及びイッテルビウムＩＩＩ（Ｙｂ３＋）から
なる群から選択される、請求項１２に記載のイメージング剤。
【請求項１４】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、ガドリニウムＩＩＩ（Ｇｄ３＋）である、請求項
１３に記載のイメージング剤。
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【請求項１５】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、極小超常磁性酸化鉄粒子（ＵＳＰＩＯ）を含む、
請求項１２に記載のイメージング剤。
【請求項１６】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、蛍光分光法により検出可能である、請求項１～４
のいずれか一項に記載のイメージング剤。
【請求項１７】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、ユウロピウム（Ｅｕ３＋）、量子ドット、テキサ
スレッド、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、フィコエリトリン（ＰＥ）
、ローダミン、カルボキシシアニン、Ｃｙ－３、Ｃｙ－５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７、ＤＹ－
６３０、ＤＹ－６３５、ＤＹ－６８０、Ａｔｔｏ５６５染料、メロシアニン、スチリル染
料、オキソノール染料、ＢＯＤＩＰＹ染料及びこれらの分子のアナログ、誘導体又は組み
合わせからなる群から選択される、請求項１６に記載のイメージング剤。
【請求項１８】
　少なくとも一つの検出可能な部分が、コンピュータトモグラフィにより検出可能である
、請求項１～３のいずれか一項に記載のイメージング剤。
【請求項１９】
　少なくとも一つの検出可能な部分がヨウ素である、請求項１８に記載のイメージング剤
。
【請求項２０】
　イメージング剤が、超音波検査、磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）、ポジトロンエミッ
ショントモグラフィ（ＰＥＴ）、シングルフォトンエミッションコンピュータトモグラフ
ィ（ＳＰＥＣＴ）、蛍光分光法、コンピュータトモグラフィ、Ｘ線ラジオグラフィー又は
これらの任意の組み合わせにより検出可能である、請求項１～１９のいずれか一項に記載
のイメージング剤。
【請求項２１】
　少なくとも一つのフコイダン部分が、約２０００～約８０００Daの平均分子量を有する
、請求項１～２０のいずれか一項に記載のイメージング剤。
【請求項２２】
　少なくとも一つのフコイダン部分が、約２０，０００～約７０，０００Daの平均分子量
を有する、請求項１～２０のいずれか一項に記載のイメージング剤。
【請求項２３】
　少なくとも一つのフコイダン部分が、約１００，０００～約５００，０００Daの平均分
子量を有する、請求項１～２０のいずれか一項に記載のイメージング剤。
【請求項２４】
　有効量の請求項１～２３のいずれか一項に記載の少なくとも一つのセレクチン標的イメ
ージング剤又は生理学的に許容しうるその塩及び少なくとも一つの薬学的に許容されうる
担体を含む、医薬組成物。
【請求項２５】
　セレクチンの検出及び／又はイメージングのための組成物の製造のための、請求項１～
２３のいずれか一項に記載のセレクチン標的イメージング剤の使用。
【請求項２６】
　セレクチンが関与する臨床症状の診断のための組成物の製造のための、請求項１～２３
のいずれか一項に記載のセレクチン標的イメージング剤の使用。
【請求項２７】
　患者におけるセレクチンが関与する臨床症状を診断するための方法であって、
有効量の請求項１～２３のいずれか一項に記載のセレクチン標的イメージング剤又は請求
項２４に記載の医薬組成物を患者に投与する工程、及び
画像技術を用いて、イメージング剤に結合する任意のセレクチンを検出する工程
を含む、方法。
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【請求項２８】
　セレクチンが関与する臨床症状が、血栓症、心筋虚血／再かん流傷害、脳卒中及び虚血
脳外傷、神経変性障害、腫瘍転移及び腫瘍増殖並びに関節リウマチからなる群のメンバー
である、請求項２７に記載の方法又は請求項２６に記載の使用。
【請求項２９】
　生体系における異常セレクチンの存在を検出するための方法であって、
生体系を、有効量の請求項１～２３のいずれか一項に記載のセレクチン標的イメージング
剤又は請求項２４に記載の医薬組成物と接触させる工程、及び
画像技術を用いて、イメージング剤に結合する任意のセレクチンを検出する工程
を含む、方法。
【請求項３０】
　生物試料が、細胞、体液及び生物組織からなる群から選択される、請求項２９に記載の
方法。
【請求項３１】
　生物試料が、セレクチンが関与する臨床症状を有する疑いがある患者に由来する、請求
項２９に記載の方法であって、前記臨床症状を診断するために用いられる方法。
【請求項３２】
　生物試料が、セレクチンが関与する臨床症状のための処置を受けた患者に由来する、請
求項２９に記載の方法であって、前記処置に対する患者の反応をモニタリングするために
用いられる方法。
【請求項３３】
　セレクチンが関与する臨床症状が、血栓症、心筋虚血／再かん流傷害、脳卒中及び虚血
脳外傷、神経変性障害、腫瘍転移及び腫瘍増殖並びに関節リウマチからなる群のメンバー
である、請求項３１又は請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　患者におけるセレクチンが関与する臨床症状の診断のためのキットであって、フコイダ
ン部分、検出可能な部分及び請求項１～２３のいずれか一項に記載のセレクチン標的イメ
ージング剤を調製するための説明書を含む、キット。
【請求項３５】
　セレクチン標的イメージング剤を用いて、臨床症状を診断するための説明書をさらに含
む、請求項３４に記載のキット。
【請求項３６】
　セレクチンが関与する臨床症状が、血栓症、心筋虚血／再かん流傷害、脳卒中及び虚血
脳外傷、神経変性障害、腫瘍転移及び腫瘍増殖並びに関節リウマチからなる群のメンバー
である、請求項３４又は請求項３５に記載のキット。
【請求項３７】
　生体系における異常セレクチンの検出のためのキットであって、フコイダン部分、検出
可能な部分及び請求項１～２３のいずれか一項に記載のセレクチン標的イメージング剤を
調製するための説明書を含む、キット。
【請求項３８】
　セレクチン標的イメージング剤を用いて、生体系における異常セレクチンを検出するた
めの説明書をさらに含む、請求項３７に記載のキット。
【請求項３９】
　検出可能な部分が、テクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）、ガリウム－６７（６７Ｇａ
）、イットリウム－９１（９１Ｙ）、インジウム－１１１（１１１Ｉｎ）、レニウム－１
８６（１８６Ｒｅ）及びタリウム－２０１（２０１Ｔｌ）からなる群から選択される寿命
の短い放射性核種である、請求項３４～３８のいずれか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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背景技術
　心臓血管変性疾患だけでなく器官特異的変性疾患も含まれるヒト変性疾患の多くは、循
環細胞／血管壁相互作用に関係している。セレクチンは、糖質部分に対して高い親和性を
示す重要な細胞接着分子である。これらは、白血球／血小板及び白血球／内皮細胞の相互
作用を介在することにより、循環細胞成分と血管壁の相互作用の初期段階で顕著で重要な
役割を担っている。これまで、３種類のセレクチン：Ｐ－セレクチン、Ｅ－セレクチン及
びＬ－セレクチンが発見されている。Ｌ－セレクチンは、ほとんど全ての循環白血球で構
成的に発現される。Ｅ－セレクチンの発現は、サイトカイン及びエンドトキシンなどの様
々なメディエーターによる活性化の結果、血管内皮細胞で誘導されうる。Ｐ－セレクチン
は細胞質内の顆粒に含まれており、細胞がトロンビン又はヒスタミンに曝露された後、血
小板又は内皮細胞表面へ急速に移行する。
【０００２】
　Ｐ－、Ｌ－及びＥ－セレクチンは、構造的に類似の膜貫通タンパク質である。これらは
全て、大きな高グリコシル化細胞外ドメイン、１回膜貫通ドメイン及び小さな細胞質尾部
を有する。その細胞外アミノ末端において、これらは、単一のカルシウム依存性（又はＣ
－型）レクチンドメイン（Ｌ）、それに続く上皮成長因子（ＥＧＦ）様ドメイン（Ｅ）及
び数種類の補体調節ドメイン（Ｃ）を有する。セレクチン介在性の細胞接着は、アミノ末
端レクチンドメインと標的細胞表面上の多種多様な糖質提示分子とのカルシウム依存性相
互作用から生じる。それぞれのセレクチンの親和性はリガンドに依存して変化するが、こ
れらは、全て、シアリルルイスＸ（ＳＬｅｘ）として知られる、シアル酸及びフコース残
基を含有する特定の四糖類の糖質構造に結合する。
【０００３】
　セレクチン介在性の結合事象は、正常な生理学的プロセスにおいて重要な役割を担って
いるが、セレクチンは、また、多くの病変に関与していることが知られている。このよう
な病変には、アテローム血栓性疾患などの血小板活性化及びフィブリン形成を伴う臨床症
状（E. Galkina et al., Curr. Drug Targets, 2007, 8: 1239-1248）；敗血症、脳虚血
症又は虚血再かん流などの急性の内皮細胞活性化を伴う臨床症状（C.R. Calvey et al., 
J. Invest. Surg., 2007, 20: 71-85）；高血圧、脂質異常症、肥満（S. Nishimura et a
l., J. Clin. Invest., 2008, 118: 710-721）又は心臓血管系、肺若しくは脳の変性障害
（M. Fisher, Rev. Neurol. Dis., 2008, 5 Suppl. 1: S4-S11; S.I. van Kasteren et a
l., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2009, 106: 18-23）などの慢性的な内皮細胞活性化を
伴う臨床症状；及び三次リンパ組織新生若しくは自己免疫疾患などの慢性的な白血球の局
在集積を伴う臨床症状が挙げられる。また、セレクチン相互作用は、特定の上皮癌転移に
関与する接着機構を媒介することができる（I.P Witz, Immunol. Lett., 2006, 104: 89-
93; 1; S. Gout et al., Clin. Exp. Metastasis, 2008, 25: 335-344; L. Borsig, Expe
rt Rev. Anticancer Ther., 2008, 8: 1247-1255）。
【０００４】
　セレクチンは、これらの病変のいくつかの診断における潜在的に有用なマーカーと考え
られている。現在、主に磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）（S. Bouty et al., Contrast 
Media Mol. Imaging, 2006, 1: 15-22）、シンチグラフィー（G. Hairi et al., Ann. Bi
omed. Eng., 2008, 36: 821-830）により、そして最近では超音波を用いて（F.S. Villan
ueva et al., Nat. Clin. Pract. Cardiovasc. Med., 2008, 5: S26-S32）、セレクチン
をイメージングするために多くの労力が注がれている。これまでに開発されたセレクチン
イメージング剤のほとんどは、抗セレクチン抗体（B.A. Kaufman et al., Eur. Heart J.
, 2007, 28: 2011-2017; G. Hairi et al., Ann. Biomed. Eng., 2008, 36: 821-830; K.
 Licha et al., J. Biomed. Opt., 2005, 10: 41205; and P. Hauff et al., Radiology,
 2004, 231: 667-673）及びシアリルルイスＸアナログ又は誘導体である（S. Bouty et a
l., Contrast Media Mol. Imaging, 2006, 1: 15-22; F.S. Villanueva et al., Circula
tion, 2007, 115: 345-352）。これらのイメージング剤は、炎症、神経変性障害、癌及び
血栓症において、セレクチンのin vivo非侵襲的検出を可能にすることが示された。しか
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し、これらは、その工業的開発及び商業化を明らかに妨げるいくつかの欠点を有している
。実際に、シアリルルイスＸベースのイメージング剤及び抗体ベースのイメージング剤の
調製及び精製は、複雑で高コストである。
【０００５】
　従って、当技術分野において、心臓／神経血管病変、神経変性障害及び癌転移などの疾
患の非侵襲的診断及び／又は予防スクリーニングを可能にする、循環細胞／血管壁相互作
用をイメージング及び検出するための新規なアプローチ法が求められている。特に、製造
することが容易であり、比較的安価なセレクチンイメージング剤が望ましい。
【０００６】
発明の概要
　本発明は、セレクチンの検出及びセレクチンにより介在される望ましくない又は異常な
相互作用を特徴とする疾患及び障害の診断のための改善されたシステム並びに戦略に関す
る。特に、本発明は、フコイダンが、セレクチンに対して高い親和性、特異性及び／又は
選択性を示すことを出願人が認識することを包含する。さらに具体的には、本出願人は、
Ｐ－セレクチンと数種の低分子量（ＬＭＷ）多糖：フコイダン、ヘパリン及び硫酸デキス
トランとの相互作用を比較した。ヒト血小板の結合アッセイ、質量分析、表面プラズモン
共鳴及びフローサイトメトリーにより、ＬＭＷフコイダンが、Ｐ－セレクチンの最も有効
なリガンドであることが明らかとなった（実施例１参照）。また、フコイダンが水素結合
によりフィブリン部分と低い特異的結合をすることを考慮する（K.H. Hsieh, Biochemist
ry, 1997, 36: 9381-9387）。出願人は、また、テクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）で
放射性標識したＬＭＷフコイダンが、動物モデルでの心内膜炎疣贅、動脈瘤血栓及び心房
内血栓（血小板－セレクチン曝露及びフィブリン形成を伴う病状）のin vivo検出を可能
にしたことを示した（実施例２参照）。
【０００７】
　従って、本発明は、セレクチンの検出及びイメージングのための、並びに、セレクチン
の望ましくない又は異常な発現を特徴とする疾患及び障害の診断のためのフコイダンの使
用を提供する。
【０００８】
　さらに具体的には、一態様においては、本発明は、少なくとも一つの検出可能な部分と
会合する少なくとも一つのフコイダン部分を含むイメージング剤を提供する。好ましくは
、イメージング剤はセレクチン標的である。さらに好ましくは、イメージング剤の少なく
とも一つのフコイダン部分が、Ｐ－セレクチン、Ｌ－セレクチン及びＥ－セレクチンから
なる群から選択される少なくとも一つのヒトセレクチンと、約０．１nM～約５００nM、好
ましくは、約０．５nM～約１０nM、さらに好ましくは、約１nM～約５nMの解離定数で結合
する。
【０００９】
　特定の実施態様においては、検出可能な部分は、検出可能な部分と錯体形成する金属キ
レート部分を含む。
【００１０】
　特定の実施態様においては、検出可能な部分は、プラナーシンチグラフィ（ＰＳ）又は
シングルフォトンエミッションコンピュータトモグラフィ（ＳＰＥＣＴ）により検出可能
である。例えば、検出可能な部分は、テクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）、ガリウム－
６７（６７Ｇａ）、イットリウム－９１（９１Ｙ）、インジウム－１１１（１１１Ｉｎ）
、レニウム－１８６（１８６Ｒｅ）及びタリウム－２０１（２０１Ｔｌ）からなる群から
選択される放射性核種である。特定の好ましい実施態様においては、検出可能な部分は、
テクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）である。
【００１１】
　他の実施態様においては、検出可能な部分は、ポジトロンエミッショントモグラフィ（
ＰＥＴ）により検出可能である。例えば、検出可能な部分は、炭素－１１（１１Ｃ）、窒
素－１３（１３Ｎ）、酸素－１５（１５Ｏ）及びフッ素－１８（１８Ｆ）からなる群から
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選択することができる。
【００１２】
　他の実施態様においては、検出可能な部分は、造影超音波検査法（ＣＥＵＳ）により検
出可能である。例えば、検出可能な部分は、音響的に活性なマイクロバブル及び音響的に
活性なリポソームからなる群から選択することができる。
【００１３】
　さらに他の実施態様においては、検出可能な部分は、磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）
により検出可能である。例えば、検出可能な部分は、ガドリニウムＩＩＩ（Ｇｄ３＋）、
クロムＩＩＩ（Ｃｒ３＋）、ジスプロシウムＩＩＩ（Ｄｙ３＋）、鉄ＩＩＩ（Ｆｅ３＋）
、ユウロピウム（Ｅｕ３＋）、マンガンＩＩ（Ｍｎ２＋）及びイッテルビウムＩＩＩ（Ｙ
ｂ３＋）からなる群から選択することができる。特定の好ましい実施態様においては、検
出可能な部分は、ガドリニウムＩＩＩ（Ｇｄ３＋）である。あるいは、検出可能な部分は
、極小超常磁性酸化鉄粒子（ＵＳＰＩＯ）であることができる。
【００１４】
　さらに他の実施態様においては、検出可能な部分は、蛍光分光法により検出可能である
。例えば、検出可能な部分は、ユウロピウム（Ｅｕ３＋）、量子ドット、テキサスレッド
、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、フィコエリトリン（ＰＥ）、ローダ
ミン、カルボキシシアニン、Ｃｙ－３、Ｃｙ－５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７、ＤＹ－６３０、
ＤＹ－６３５、ＤＹ－６８０、Ａｔｔｏ５６５染料、メロシアニン、スチリル染料、オキ
ソノール染料、ＢＯＤＩＰＹ染料及びこれらの分子のアナログ、誘導体又は組み合わせか
らなる群から選択することができる。特に、特定の実施態様においては、検出可能な部分
は、時間分解蛍光測定法により検出可能である。例えば、検出可能な部分は、ユウロピウ
ム（Ｅｕ３＋）であることができる。
【００１５】
　本発明の特定の実施態様においては、イメージング剤は、二つ以上の画像技術により検
出可能であり、従って、マルチモーダルイメージングで使用することができる。例えば、
イメージング剤は、超音波検査、磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）、ポジトロンエミッシ
ョントモグラフィ（ＰＥＴ）、シングルフォトンエミッションコンピュータトモグラフィ
（ＳＰＥＣＴ）、蛍光分光法、コンピュータトモグラフィ及びＸ線ラジオグラフィーから
なる群から選択される、任意の適切な画像技術の組み合わせにより検出可能でありうる。
特定の実施態様においては、このようなイメージング剤は、二つ以上の画像技術により検
出可能な少なくとも一つの検出可能な部分と会合する少なくとも一つのフコイダン部分を
含む。他の実施態様においては、このようなイメージング剤は、第一の検出可能な部分及
び第二の検出可能な部分と会合する少なくとも一つのフコイダン部分を含み、ここで、第
一の検出可能な部分は、第一の検出可能な部分により検出可能であり、第二の検出可能な
部分は、第二の検出可能な部分により検出可能である。
【００１６】
　特定の実施態様においては、フコイダン部分は、約２０００～約８０００Daの平均分子
量を有する。他の実施態様においては、フコイダン部分は、約２０，０００～約７０，０
００Daの平均分子量を有する。さらに他の実施態様においては、フコイダン部分は、約１
００，０００～約５００，０００Daの平均分子量を有する。
【００１７】
　別の態様においては、本発明は、有効量の本発明の少なくとも１つのイメージング剤又
は生理学的に許容しうるその塩及び少なくとも一つの薬学的に許容されうる担体を含む医
薬組成物を提供する。
【００１８】
　関連する態様においては、本発明は、セレクチンの検出及び／又はイメージングのため
の組成物の製造のための、本発明に記載のイメージング剤の使用を提供する。本発明は、
また、セレクチンが関与する臨床症状の診断のための組成物の製造のための、本発明のイ
メージング剤の使用を提供する。
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【００１９】
　さらに別の態様においては、本発明は、患者におけるセレクチンが関与する臨床症状を
診断するための方法を提供し、前記方法は、有効量のイメージング剤又はその医薬組成物
を患者に投与する工程；及び、画像技術を用いて、イメージング剤に結合する任意のセレ
クチンを検出する工程を含む。
【００２０】
　関連する態様においては、本発明は、セレクチンが関与する臨床症状のin vivo診断方
法で使用するための本明細書に開示のイメージング剤を提供する。
【００２１】
　本発明のイメージング剤及び／又は方法を使用して診断することができる臨床症状の例
は、血栓症、心筋虚血／再かん流傷害、脳卒中及び虚血脳外傷、神経変性障害、腫瘍転移
及び腫瘍増殖並びに関節リウマチからなる群のメンバーである。
【００２２】
　さらに別の態様においては、本発明は、生体系における異常セレクチンの存在を検出す
るための方法を提供し、前記方法は、生体系を、有効量のイメージング剤又はその医薬組
成物と接触させる工程；及び、画像技術を用いて、イメージング剤に結合する任意のセレ
クチンを検出する工程を含む。生物試料は、細胞、体液又は生物組織であることができる
。
【００２３】
　関連する態様においては、本発明は、セレクチンが関与する臨床症状のin vivo診断方
法で使用するための本明細書に開示のイメージング剤を提供する。
【００２４】
　特定の実施態様においては、生物試料は、セレクチンが関与する臨床症状を有する疑い
がある患者由来のものであり、前記方法は、前記臨床症状を診断するために用いられる。
【００２５】
　他の実施態様においては、生物試料は、セレクチンが関与する臨床症状のための処置を
受けた患者由来のものであり、前記方法は、前記処置に対する患者の反応をモニタリング
するために用いられる。
【００２６】
　なおさらに別の態様においては、本発明は、患者におけるセレクチンが関与する臨床症
状の診断のための、又は生物組織における異常セレクチンの検出のためのキットを提供し
、前記キットは、フコイダン部分、検出可能な部分及び本明細書に記載のセレクチン標的
イメージング剤を調製するための説明書を含む。
【００２７】
　特定の実施態様においては、検出可能な部分は、テクネチウム－９９ｍ（９９ｍＴｃ）
、ガリウム－６７（６７Ｇａ）、イットリウム－９１（９１Ｙ）、インジウム－１１１（
１１１Ｉｎ）、レニウム－１８６（１８６Ｒｅ）及びタリウム－２０１（２０１Ｔｌ）か
らなる群から選択される寿命の短い放射性核種である。
【００２８】
　キットは、セレクチン標的イメージング剤を用いて、臨床症状を診断するための説明書
をさらに含むことができる。
【００２９】
　本発明のこれらの及び他の目的、利点及び特徴は、以下の好ましい実施態様の詳細な記
載を読むことにより当業者には明らかとなるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】図１は、硫酸化多糖によるＳＬｅｘ／Ｐ－セレクチン結合の阻害を示すグラフで
ある。マイクロタイタープレートに固定化されたＰ－セレクチンとのＳＬｅｘポリアクリ
ルアミド－ビオチンの結合は、実施例１に記載のようにして、ストレプトアビジン－ペル
オキシダーゼ複合体形成により定量され、ペルオキシダーゼ反応は、濃度を増加させた硫
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酸デキストラン（▲）、ヘパリン（■）及びフコイダン（●）の存在下、４０５nmにおい
て記録した。代表的な実験結果を示す［平均±標準偏差（ｎ≧３）］。
【図２】図２は、固定化ＩｇＧ又はＰ－セレクチンにおける硫酸化多糖の会合及び解離プ
ロファイルを示す代表的なセンサーグラムのセットである。フコイダン（Ａ）、ヘパリン
（Ｂ）及び硫酸デキストラン（Ｃ）を、ヤギ抗ヒトＦｃＩｇＧ（灰色で記載、非特異的コ
ントロール）＋Ｐ－セレクチン／Ｆｃキメラ（黒色で記載）を固定化したＳＰＲ　ＣＭ５
センサーチップ上に注入した。動態試験を、流速３０μL／分で実施した。レゾナンスユ
ニット（ＲＵ）での代表的なセンサーグラムを、全てのＬＭＷ硫酸化多糖に対して、同じ
１μＭの濃度でオーバーレイする。フコイダン（上部曲線）、ヘパリン（下部曲線）又は
硫酸デキストラン（中間曲線）とのＰ－セレクチンの特異的結合について、解離定数を、
１：１ラングミュア結合モデルプロット（Ｄ）を使用して計算した。ＩｇＧ上の非特異的
結合が、それぞれの多糖で観測された。
【図３】図３は、全血における、ヒト血小板とのＦＩＴＣ結合ＬＭＷフコイダンの結合を
示すグラフである。１４０μM（１mg/mL）のＦＩＴＣ結合ＬＭＷフコイダンを、ＰＢＳで
１０倍希釈したヒトクエン酸血と一緒に、室温で、２０分間インキュベーションした。血
小板の活性化を、２．５μM ＡＤＰ（中活性化因子；点線）又は２００μM ＴＲＡＰ（強
活性化因子；実線）で誘導した。フローサイトメトリーを用いて、血小板を、その側方及
び前方散乱並びに蛍光標識した特異的血小板抗体に対する陽性から同定した。血小板との
ＦＩＴＣ結合ＬＭＷフコイダンの結合をＦＬ１チャネルで検出した。同様の結果が他の２
つのドナーを用いて得られた。
【図４】図４は、ＬＭＷフコイダンの存在下での、血小板との標識ＣＤ６２Ｐ抗体の結合
阻害を示すグラフである。実施例１に記載のようにして、ＣＤ６２Ｐ抗体を、非標識ＬＭ
Ｗフコイダンの存在下又は非存在下でインキュベーションした。血小板の活性化を、２０
０μM ＴＲＡＰで誘導した。フローサイトメトリーを用いて、血小板を、その側方及び前
方散乱並びに蛍光標識した特異的血小板抗体に対する陽性から同定した。関連のないＰＣ
５標識ＩｇＧ抗体の活性化血小板との結合を、比較のために報告する。ＦＬ４チャネルで
観測された、血小板とのＰＣ５標識ＣＤ６２Ｐ抗体の結合は、ＬＭＷフコイダンの存在下
で有意に減少した。蛍光強度の平均値（ＭＦＩ）を、関連のないＩｇＧ単独でのインキュ
ベーションから得られた値に正規化した。Uｐ＜０．０５　Student's t-検定を用いたＣ
Ｄ６２Ｐ単独の場合のデータとの差
【図５】図５は、大動脈弁疣贅を有する左心内膜炎ラットモデルでの心臓の組織像（左）
及びオートラジオグラフィー（右）断面図を示す。（Ａ）組織切片の疣贅は、弁に限定さ
れ（３）、一方、大動脈（１）及び弁下心筋（２）は正常であった。オートラジオグラフ
ィーでは、in vivo注入された９９ｍＴｃ標識フコイダンからのシグナルが、正確に弁疣
贅と共局在化している。（Ｂ）オートラジオグラフィーにおいて、疣贅のない心筋のネガ
ティブコントロールは、バックグラウンドを与える。（Ｃ）オートラジオグラフィーでは
、９９ｍＴｃ標識フコイダンからのシグナルが、カテーテルの周りのフィブリノイドカフ
（fibrinoid cuff）と正確に共局在化している。
【図６】図６は、心房内血栓ラットモデルでのトモグラフィーＳＰＥＣＴのin vivoイメ
ージング（左）、組織像（中間）及びオートラジオグラフィー（右）断面図を示す。トモ
グラフィーＳＰＥＣＴは、ラットの左心房における９９ｍＴｃ標識フコイダンの保持を示
す。組織像の結果から、両側が筋肉の心房内腔にフィブリン血栓があることが示される。
オートラジオグラフィーでは、９９ｍＴｃ標識フコイダンからのシグナルが、血栓に対向
する心筋に局在化している。
【図７】図７は、動脈瘤血栓症ラットモデルでの腹部大動脈瘤の組織像（左）及びオート
ラジオグラフィー（右）断面図を示す。オートラジオグラフィーでは、９９ｍＴｃ標識フ
コイダンからのシグナルが、薄い血栓（青色）が組織像上で局在化している内腔／血管壁
接触面で局在化している。
【００３１】
定義
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　明細書全体を通して、以下の段落で定義するいくつかの用語を用いる。
【００３２】
　本明細書で使用される用語「セレクチン」は、当技術分野において理解されている意味
を有し、これは、白血球、内皮細胞又は血小板表面に構成的又は誘導的に存在する、糖質
結合のカルシウム依存性細胞接着分子ファミリーの任意のメンバーを指す。本明細書で使
用される用語「Ｅ－セレクチン」は、当技術分野において理解されている意味を有し、こ
れは、ＳＥＬＥ；ＣＤ６２Ｅ；ＥＬＡＭ；ＥＬＡＭ１；ＥＳＥＬ；又はＬＥＣＡＭ２（ヒ
トＥ－セレクチンのＧｅｎｂａｎｋ登録番号：ＮＭ＿０００４５０（ｍＲＮＡ）及びＮＰ
＿０００４４１（タンパク質））としても知られている細胞接着分子を指す。本明細書で
使用される用語「Ｌ－セレクチン」は、当技術分野において理解されている意味を有し、
これは、ＳＥＬＬ；ＣＤ６２Ｌ；ＬＡＭ－１；ＬＡＭ１；ＬＥＣＡＭ１；ＬＮＨＲ；ＬＳ
ＥＬ；ＬＹＡＭ１；Ｌｅｕ－８；Ｌｙａｍ－１；ＰＬＮＨＲ；ＴＱ１；又はｈＬＨＲｃ（
ヒトＬ－セレクチンのＧｅｎｂａｎｋ登録番号：ＮＭ＿０００６５５（ｍＲＮＡ）及びＮ
Ｐ＿０００６４６（タンパク質））としても知られている細胞接着分子を指す。本明細書
で使用される用語「Ｐ－セレクチン」は、当技術分野において理解されている意味を有し
、これは、ＳＥＬＰ；ＣＤ６２；ＣＤ６２Ｐ；ＦＬＪ４５１５５；ＧＭＰ１４０；ＧＲＭ
Ｐ；ＰＡＤＧＥＭ；又はＰＳＥＬ（ヒトＰ－セレクチンのＧｅｎｂａｎｋ登録番号：ＮＭ
＿００３００５（ｍＲＮＡ）及びＮＰ＿００２９９６（タンパク質））としても知られて
いる細胞接着分子を指す。
【００３３】
　本明細書で使用される用語「イメージング剤」は、画像技術を用いて、特定の生物学的
成分（例えば、生体分子）を検出するために使用することができる化合物を指す。本発明
のイメージング剤は、少なくとも一つの検出可能な部分と会合する少なくとも一つのフコ
イダン部分を含む分子である。本発明のイメージング剤は、in vitro及びex vivo生体系
並びに対象において、セレクチンを検出するために使用することができる。
【００３４】
　用語「フコイダン部分」は、セレクチンに対して高い親和性、特異性及び／又は選択性
を示す任意のフコイダンエンティティ（fucoindan entity）を指す。本発明に関して、フ
コイダン部分が分子（例えば、イメージング剤）の一部である場合、その分子に対してそ
の特異性／選択性／親和性を付与し、そして、分子が「セレクチン標的」になる（即ち、
分子がセレクチンと特異的及び／又は効果的に相互作用及び／又は結合する）。
【００３５】
　用語「結合親和性」及び「親和性」は、本明細書において互換的に使用され、これは、
分子エンティティ間の引力のレベルを指す。親和性は、解離定数（Ｋｄ又はＫＤ）、ある
いは、その反対の会合定数（Ｋａ又はＫＡ）として定量的に表すことができる。
【００３６】
　本明細書で使用される用語「検出可能な部分」は、分子の一部である場合に、例えば、
画像技術を用いて、その分子を可視化することができる任意のエンティティを指す。
【００３７】
　用語「セレクチンが関与する病態」、「セレクチンが関与する疾患」及び「セレクチン
が関与する障害」は、本明細書において互換的に使用される。これらは、望ましくない又
は異常なセレクチン介在性相互作用を特徴とする任意の疾患状態を指す。このような状態
には、例えば、炎症部位への白血球のホーミング、二次リンパ器官への正常なリンパ球の
ホーミング、血小板と活性化内皮細胞との相互作用、血管コンパートメントにおける血小
板－血小板及び血小板－白血球相互作用などが関与する又はこれらから生じる疾患状態が
挙げられる。このような疾患状態の例には、組織移植拒絶反応、血小板介在性疾患（例え
ば、アテローム性動脈硬化及び凝固）、機能亢進性冠循環（hyperactive coronary circu
lation）、急性白血球介在性肺損傷（例えば、成人呼吸窮迫症候群－ＡＲＤＳ）、クロー
ン病、炎症性疾患（例えば、炎症性腸疾患）、自己免疫疾患（例えば、多発性硬化症、重
症筋無力症）、感染症、癌（転移を含む）、血栓症、傷創及び傷創関連敗血症、熱傷、脊
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髄損傷、消化管粘膜障害（例えば、胃炎、潰瘍）、骨粗しょう症、関節リウマチ、骨関節
炎、喘息、アレルギー、乾癬、敗血性ショック、脳卒中、腎炎、アトピー性皮膚炎、凍傷
、成人呼吸困難症候群、潰瘍性大腸炎、全身性エリテマトーデス、糖尿病及び虚血発作後
の再かん流傷害が挙げられるが、これらに限定されない。
【００３８】
　本明細書で使用される用語「対象」は、ヒト又は別の哺乳類（例えば、マウス、ラット
、ウサギ、ハムスター、イヌ、ネコ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウマ又は霊長類）を指す。多
くの実施態様においては、対象はヒトである。このような実施態様においては、対象は、
その対象がある疾患又は臨床症状に罹患している場合、「個体」又は「患者」と呼ばれる
ことが多い。用語「対象」、「個体」及び「患者」は、特定の年齢を意味するものではな
く、そのため、成人、小児及び新生児が包含される。
【００３９】
　用語「生物試料」は、本明細書においてその最も広い意味で使用される。生物試料は、
一般的に、対象から得られる。試料は、セレクチンを産生及び／又は含有することができ
る任意の生物組織又は体液であることができる。試料は、「臨床試料」、即ち、患者由来
の試料であることが多い。このような試料には、細胞含有又は非含の体液、例えば、血液
、尿、唾液、脳脊髄液（ＣＳＦ）、滑液、組織又は細針生検試料並びに周知の診断、処置
及び／又は転帰履歴を示す保管試料が挙げられるが、これらに限定されない。生物試料は
、また、組織学的使用のための凍結切片などの組織切片を含むことができる。用語「生物
試料」は、また、生物試料を処理して生成する任意の物質を包含する。生成する物質には
、試料から単離された細胞（又はその子孫）、試料から抽出されたタンパク質又は他の分
子が挙げられるが、これらに限定されない。生物試料の処理は、濾過、蒸留、抽出、濃縮
、干渉成分の不活性化、試薬の添加などの一つ以上を含むことができる。
【００４０】
　本発明のセレクチン標的イメージング剤又はその医薬組成物に関して、本明細書で使用
される場合の用語「有効量」は、その使用目的（例えば、その目的は、生体系又は対象に
存在するセレクチンの検出及び／又はイメージング、及び／又はセレクチンが関与する疾
患の診断であることができる）を満たすのに十分なイメージング剤又は医薬組成物の任意
の量を指す。
【００４１】
　本明細書で使用される「医薬組成物」は、少なくとも１つのセレクチン標的イメージン
グ剤又は生理学的に許容しうるその塩及び少なくとも１つの薬学的に許容されうる担体を
含むものとして定義される。
【００４２】
　用語「生理学的に許容しうる塩」は、遊離塩基又は遊離酸の生物活性及び特性を保持し
、且つ、生物学的又は他の点においても望ましくないものではない任意の酸付加塩又は塩
基付加塩を指す。酸付加塩は、無機酸（例えば、塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸
など）；及び有機酸（例えば、酢酸、プロピオン酸、ピルビン酸、マレイン酸、マロン酸
、コハク酸、フマル酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、マンデル酸、メタンスルホン酸、
エタンスルホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、サリチル酸など）とから形成される。塩基
付加塩は、無機塩基（例えば、ナトリウム、カリウム、リチウム、アンモニウム、カルシ
ウム、マグネシウム、亜鉛、アルミニウム塩など）、及び有機塩基（例えば、一級、二級
及び三級アミン、天然の置換アミンなどの置換アミン、環状アミン及び塩基性イオン交換
樹脂、例えば、イソプロピルアミン、トリメチルアミン、ジエチルアミン、トリエチルア
ミン、トリプロピルアミン、エタノールアミン、２－ジメチル－アミノエタノール、２－
ジエチルアミノエタノール、トリメタミン、ジシクロヘキシルアミン、リシン、アルギニ
ン、ヒスチジン、カフェイン、プロカイン、ヒドラバミン、コリン、ベタイン、エチレン
ジアミン、グルコサミン、メチルグルカミン、テオブロミン、プリン類、ピペラジン、ピ
ペリジン、Ｎ－エチルピペリジン、ポリアミン樹脂などの塩）とから形成することができ
る。
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【００４３】
　本明細書で使用される用語「薬学的に許容されうる担体」は、活性成分の生物活性効果
と干渉することなく、投与される濃度でホストに対して過度に毒性を示さない担体媒体を
指す。この用語には、溶媒、分散媒、コーティング剤、抗菌剤及び抗真菌剤、等張剤、吸
着遅延剤などが含まれる。薬学的に活性な物質のためのこのような媒体及び薬剤の使用は
、当技術分野で公知である（例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences, E.W. Mart
in, 18thEd., 1990, Mack Publishing Co., Easton, PA参照）。
【００４４】
　用語「処置」は、本明細書において、（１）疾患又は病状（例えば、セレクチン介在性
状態又は病状）の発症を遅延又は予防する；（２）状態又は病状の症状を進行、深刻化又
は悪化を遅らせる若しくは止める；（３）状態又は病状の症状の改善をもたらす；及び／
又は（４）状態又は病状を治癒することを目的とする、方法又はプロセスを特徴づけるた
めに使用される。処置は、予防（prophylactic）又は予防的（preventive）措置のために
、疾患の発症の前に施すことができる。代わりに又は追加的に、処置は、治療的措置のた
めに、疾患又は病状の発生後に施すことができる。
【００４５】
　数値に関して本明細書で使用される、用語「およそ（approximately）」及び「約（abo
ut）」は、特に明記しない限り又は本文から明らかでない限り、一般的に、数値のいずれ
かの方向（該数値超又は未満）の１０％の範囲の数値を包含する（このような数値が可能
な値の１００％を超える場合を除く）。
【００４６】
特定の好ましい実施態様の詳細な説明
　上述したように、本発明は、セレクチンのイメージング及びセレクチンが関与する病態
生理学的状態の診断のためのフコイダンの使用に関する。特に、本発明は、画像技術を用
いて、in vitro、ex vivo並びにin vivoにおいて、セレクチンの存在を特異的に検出する
ためのイメージング剤、キット及び戦略を包含する。
【００４７】
Ｉ－セレクチン標的イメージング剤
　一態様においては、本発明は、セレクチンに対して高い親和性及び特異性を有する新し
い種類のイメージング剤に関する。さらに具体的には、少なくとも一つの検出可能な部分
と会合する少なくとも一つのフコイダン部分を含むセレクチン標的イメージング剤が提供
される。
【００４８】
フコイダン部分
　フコイダン（フコサン又は硫酸化フカンとも呼ばれる）は、抗凝固、抗血栓、抗ウイル
ス、抗腫瘍、免疫調節、抗炎症及び抗酸化活性などの生物活性を有する広域スペクトラム
硫酸化多糖である（B. Li et al., Molecules, 2008, 13: 1671-1695; D. Logeart et al
., J. Biomed. Mater Res., 1996, 30: 501-508）。フコイダンは、様々な種類のワカメ
で主に見つかっている（B. Li et al., Molecules, 2008, 13: 1671-1695; M. Kusaykin 
et al., Biotechnol. J., 2008, 3: 904-915）。また、フコイダンの異型が、ナマコなど
の海洋動物種で発見された。従って、他の硫酸化多糖と比較して、フコイダンは、様々な
種類の安価な供給源から広範に入手することができ、当技術分野で公知の抽出方法を用い
て容易に得られる（C. Colliec et al., Phytochemistry, 1994, 35(3): 697-700）。こ
れらの抽出方法からは、通常、分子量７０～８００kDaのフコイダンが得られる。また、
高分子量フコイダンから低分子量フコイダン、例えば、約２０kDa未満のフコイダン（EP 
0 403 377B, 米国特許第5,321,133号）又は約１０kDa未満のフコイダン（EP 0 846 129 B
; 米国特許第6,028,191号; A. Nardella et al., Carbohydr. Res., 1996, 289: 201-208
）を調製するプロセスが開発された。
【００４９】
　フコイダンは、４位及び２又は３位が硫酸化されており、グリコシド結合でつながって
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いるα－１，２－又はα－１，３－結合Ｌ－フコースポリマーである。しかし、フコース
及び硫酸残基の他に、フコイダンは、また、他の単糖（例えば、マンノース、ガラクトー
ス、グルコース、キシロースなど）及びウロン酸基を含有する。異なる褐藻類由来のフコ
イダンで構造が種によって異なることは、当技術分野で公知である。さらに、フコイダン
の構造を化学修飾することもできる。例えば、過硫酸化フコイダン又は過硫酸化フコイダ
ンフラグメントを得るために、フコイダンの硫酸基の割合を増加させる方法が開発された
（T.Nishino et al., Carbohydr. Res., 1992, 229: 355-362; S. Soeda et al., Thromb
. Res., 1993, 72: 247-256）。
【００５０】
　本発明での使用に適したフコイダン部分は、セレクチンに対してある程度の引力を有し
、イメージング剤に含まれる場合に、標的化の役割を担うことができるフコイダン部分で
ある。好ましくは、フコイダン部分は、in vitro及びin vivo条件下で、その親和性／特
異性／選択性を保持する安定で非毒性なエンティティである。好ましい実施態様において
は、フコイダン部分は、セレクチンに対して高い親和性及び特異性を示す、即ち、これら
がセレクチンと特異的に、且つ、効果的的に相互作用、結合又は会合する。適切なフコイ
ダン部分には、１つのセレクチン（即ち、Ｌ－セレクチン、Ｅ－セレクチン又はＰ－セレ
クチン）についてのみ親和性及び特異性を示すフコイダン、並びに、３種のセレクチン全
てと効果的に相互作用、結合又は会合することができる部分を含有する、２つ以上のセレ
クチンに対して親和性及び特異性を示すフコイダンが含まれる。好ましくは、セレクチン
とイメージング剤のフコイダン部分間の相互作用は、画像技術を用いて、少なくともセレ
クチンを検出するのに必要な時間は十分に強固である。特定の実施態様においては、適切
なフコイダン部分は、セレクチンと、約０．１nM～約５００nM、好ましくは、約０．５nM
～約１０nM、より好ましくは、約１nM～約５nMの解離定数（Ｋｄ）で相互作用する。
【００５１】
　本発明のイメージング剤の設計は、その使用目的及びその使用の特定の状況に望ましい
特性により決定される。従って、フコイダン部分は、これらの公知の観測又は予測された
特性に基づいて選択されるであろう。例えば、本発明のイメージング剤が、脳における望
ましくない又は異常なセレクチン介在性相互作用を特徴とする神経変性障害の診断で使用
される実施態様においては、イメージング剤は、好ましくは、血液脳関門を通過すること
ができる。従って、このようなイメージング剤は、好ましくは、低分子量のフコイダン部
分（例えば、２～８kDa又は５kDa未満）を含有する。対照的に、高分子量のフコイダン部
分を含有するイメージング剤は、その薬剤が、血管系において、セレクチンをイメージン
グするために使用される場合により適している。実際に、高分子量であるために、イメー
ジング剤は容易に拡散することができず、そのため、血管系内に留まりやすく、それによ
って、対象の系の高選択的な標的を可能にする。
【００５２】
　高分子量のフコイダン部分は、また、多くの検出可能な部分を有することができ、それ
によって、イメージング剤の感度を増加させることができる利点を有しうる（即ち、低濃
度のセレクチンの検出を可能にする）。これらの分子量に加えて、フコイダン部分はその
硫酸塩含有量に基づいて選択することができる。硫酸塩含有量を変更することにより（天
然フコイダンの選択又は化学修飾のいずれかにより）、１つのセレクチン（Ｌ－セレクチ
ン、Ｅ－セレクチン又はＰ－セレクチン）に対して、フコイダン部分（及び対応するイメ
ージング剤）の特異性を改変することが可能である。例えば、Ｐ－及びＥ－セレクチンと
の結合がリガンドの硫酸基の存在に伴って増加することが知られている（T.V. Pochechue
va et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2003, 13: 1709-1712）。
【００５３】
　代わりに又は追加的に、フコイダン部分は、その構造に基づいて、特に、フコイダン部
分を検出可能な部分と会合させるために使用することができる少なくとも１個の官能基（
又は、使用することができる異なる官能基に容易に化学変換することができる官能基）の
存在に基づいて選択することができる。適切な官能基の例には、カルボキシ基、チオール
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、アミノ基（好ましくは、一級アミノ基）などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００５４】
検出可能な部分
　本発明に関して、検出可能な部分は、超音波検査、磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）、
ポジトロンエミッショントモグラフィ（ＰＥＴ）、シングルフォトンエミッションコンピ
ュータトモグラフィ（ＳＰＥＣＴ）、蛍光分光法、コンピュータトモグラフィ、Ｘ線ラジ
オグラフィー又はこれらの技術の任意の組み合わせなどの画像技術により検出可能なエン
ティティである。好ましくは、検出可能な部分は、セレクチン標的イメージング剤の一部
である場合、in vitro及びin vivo条件下でその特性を保持する安定で非毒性なエンティ
ティである。
【００５５】
　放射性イメージング部分
　特定の実施態様においては、セレクチン標的イメージング剤は、プラナーシンチグラフ
ィ（ＰＳ）、ポジトロンエミッショントモグラフィ（ＰＥＴ）及びシングルフォトンエミ
ッションコンピュータトモグラフィ（ＳＰＥＣＴ）などの核医学画像技術により検出可能
なように設計される。このような実施態様においては、本発明のイメージング剤は、少な
くとも一つの放射性核種（即ち、放射性同位体）と会合する少なくとも一つのフコイダン
部分を含む。
【００５６】
　ＳＰＥＣＴ及びＰＥＴは、腫瘍、動脈瘤、様々な組織への不規則な血流又は血流不足、
血球細胞障害、並びに甲状腺機能及び肺機能の欠損などの器官の機能不全を検出するため
に使用されている。両方の技術から、生物試料又は患者の体内に導入された放射性核種の
濃度についての情報が得られる。ＰＥＴは、陽電子放出放射性核種により間接的に放出さ
れる一対のγ線を検出することにより画像を生成する。ＰＥＴ分析では、目的の領域（例
えば、脳、胸部、肝臓）全体にわたって、身体の一連の薄片画像（thin slice image）が
得られる。これらの薄片画像から、検査領域を三次元表示にすることができる。しかし、
この技術で使用する寿命の短い放射性同位元素を生成するのに必要な粒子加速装置の近傍
に位置する必要があるため、ＰＥＴセンターはわずかしかない。ＳＰＥＣＴは、ＰＥＴと
似ているが、ＳＰＥＣＴで使用する放射性物質は、ＰＥＴで使用する放射性物質より崩壊
時間が長く、二重γ線の代わりに単一γ線を放出する。ＳＰＥＣＴ画像は、ＰＥＴ画像よ
り感度がより低く、そしてＰＥＴ画像ほど詳細ではないが、ＳＰＥＣＴ技術はＰＥＴほど
高価ではなく粒子加速器の近傍である必要がないという利点がある。プラナーシンチグラ
フィ（ＰＳ）は、同じ放射性核種を使用するという点でＳＰＥＣＴと似ている。しかし、
ＰＳからは２Ｄ情報しか得られない。
【００５７】
　従って、特定の実施態様においては、本発明のイメージング剤における検出可能な部分
は、ＰＥＴにより検出可能な放射性核種である。このような放射性核種の例には、炭素－
１１（１１Ｃ）、窒素－１３（１３Ｎ）、酸素－１５（１５Ｏ）及びフッ素－１８（１８

Ｆ）が挙げられる。
【００５８】
　他の実施態様においては、検出可能な部分は、プラナーシンチグラフィ又はＳＰＥＣＴ
により検出可能な放射性核種である。このような放射性核種の例には、テクネチウム－９
９ｍ（９９ｍＴｃ）、ガリウム－６７（６７Ｇａ）、イットリウム－９１（９１Ｙ）、イ
ンジウム－１１１（１１１Ｉｎ）、レニウム－１８６（１８６Ｒｅ）及びタリウム－２０
１（２０１Ｔｌ）が挙げられる。好ましくは、放射性核種は、テクネチウム－９９ｍ（９

９ｍＴｃ）である。最近実施されている慣用的な核医学方法の８５％超が、９９ｍＴｃに
基づく放射性薬学的手法を用いている。
【００５９】
ＭＲＩイメージング部分
　特定の実施態様においては、セレクチン標的イメージング剤は、磁気共鳴イメージング
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（ＭＲＩ）により検出可能なように設計される。核磁気共鳴（ＮＭＲ）を応用したＭＲＩ
は、診断臨床医学及び生物医学研究において、最も強力な非侵襲的技術の一つへと発展し
た。これは、潜在的に有害な身体的異常を同定するための、血流を観測するための、ある
いは心臓血管系の総合的な状態を測定するための、非侵襲的診断ツールとして広く用いら
れている。ＭＲＩは、潜在的に有害な電離放射線に依存しない利点を有する（他の高技術
のイメージング方法に対して）。
【００６０】
　従って、特定の実施態様においては、本発明のイメージング剤は、少なくとも一つの常
磁性金属イオンと会合する少なくとも一つのフコイダン部分を含む。ＭＲＩにより検出可
能な常磁性金属イオンの例には、ガドリニウムＩＩＩ（Ｇｄ３＋）、クロムＩＩＩ（Ｃｒ
３＋）、ジスプロシウムＩＩＩ（Ｄｙ３＋）、鉄ＩＩＩ（Ｆｅ３＋）、マンガンＩＩ（Ｍ
ｎ２＋）及びイッテルビウムＩＩＩ（Ｙｂ３＋）が挙げられる。特定の好ましい実施態様
においては、常磁性金属イオンは、ガドリニウムＩＩＩ（Ｇｄ３＋）である。ガドリニウ
ムは、ＭＲＩ用のＦＤＡ承認の造影剤である。
【００６１】
　他の実施態様においては、本発明のイメージング剤は、少なくとも一つの極小超常磁性
酸化鉄（ＵＳＰＩＯ）粒子と会合する少なくとも一つのフコイダン部分を含む。ＵＳＰＩ
Ｏ粒子は、ヒトの病変をイメージングするための造影剤として現在開発中である（C. Cor
ot et al., Adv. Drug Deliv. Rev., 2006, 56: 1472-1504）。これらは、周囲の水の磁
気共鳴シグナルに大きな撹乱をもたらす数多くの鉄原子を含有する結晶酸化鉄のコアから
構成されている。量子ドット（超高感度蛍光プローブとして現在開発中）などの他のタイ
プのナノ粒子とは対照的に、ＵＳＰＩＯ粒子は、極めて良好な生体適合性を示す。ＵＳＰ
ＩＯ粒子の化学コーティングは、これらの粒子を生体媒質中に拡散させるために必要とさ
れる。また、適切なコーティングが行われると、結果として粒子クリアランスを減少させ
ることができ（「ステルス」効果）、これらの粒子が特定の組織を標的とすることができ
る分子と結合するための手段を提供することができる（R. Weissleder et al., Magn. Re
son. Q, 1992, 8: 55-63）。現在、デキストラン及びそのカルボキシメチル化誘導体など
の多糖が、コーティング剤として使用されている。本発明は、ＵＳＰＩＯ粒子をフコイダ
ン部分でコートし、得られたイメージング剤を、ＭＲＩによるセレクチン検出に使用する
ことを提示する。このような本発明のイメージング剤を、セレクチンが関与する心臓血管
病変の診断に適用することができる。実際に、半径約１５nmのＵＳＰＩＯ粒子は、アテロ
ーム動脈硬化性壁などのより透過性が高い病変血管組織を除いた血管腔の外側で、わずか
に拡散する傾向がある。従って、これらは、良好な血液プールイメージング剤となる（J.
 Bremerich et al., Eur. Radiol., 2007, 17: 3017-3024）。
【００６２】
　ＵＳＰＩＯ粒子は、当技術分野で公知であり、これまでに記載されている（例えば、J.
 Petersein et al., Magn. Reson. Imaging Clin. Am., 1996, 4: 53-60; B. Bonnemain,
 J. Drug Target, 1998, 6: 167-174; E.X. Wu et al., NMR Biomed., 2004, 17: 478-48
3; C. Corot et al., Adv. Drug Deliv. Rev., 2006, 58: 1471-1504; M. Di Marco et a
l., Int. J. Nanomedicine, 2007, 2: 609-622参照）。ＵＳＰＩＯ粒子は市販されており
、例えば、商標名Sinerem（登録商標）及びCombidex（登録商標）でAMAG Pharmaceutical
s, Inc.から販売されている。
【００６３】
造影超音波検査法イメージング部分
　特定の実施態様においては、セレクチン標的イメージング剤は、造影超音波検査法（Ｃ
ＥＵＳ）により検出可能なように設計される。超音波は、ヒトの疾患をスクリーニング及
び早期発見するために幅広く利用されている技術である。これは、ＭＲＩ又はシンチグラ
フィーほど高価ではなく、そして、放射線を必要としないため、放射性核種イメージング
などの分子イメージング診断法よりも安全である。
【００６４】
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　従って、特定の実施態様においては、本発明のイメージング剤は、少なくとも一つの音
響的に活性な（ガス封入）マイクロバブルと会合する少なくとも一つのフコイダン部分を
含む。様々な音響的に活性なマイクロバブルを、本発明の実施で使用することができる（
A.L. Klibanov, Bioconj. Chem., 2005, 16: 9-17; J.R. Lindner, Nat. Rev. Drug Disc
ov., 2004, 3: 527-532; M. McCulloch et al., J. Am. Soc. Echocardiogr., 2000, 13:
 959-967; A.M. Takalkar et al., J. Contr. Release, 2004, 96: 473-482; G.E. Welle
r et al., Biotechnol. Bioeng., 2005, 92: 780-788）。
【００６５】
　一般的に、このようなマイクロバブルは、ガスコア及びシェルからなる。ガスコアは、
これにより検出が可能となるため、マイクロバブルの最も重要な部分である。ガスバブル
が超音波周波数の磁場におかれると、これらは圧縮され、振動し、そして特徴的なエコー
を反射して、これは、ＣＥＵＳにおいて、明瞭でユニークなソノグラムを生成する。ガス
コアは、空気又はペルフルオロカーボン若しくは窒素などの重質ガスからなることができ
る。重質ガスコアを有するマイクロバブルは、空気を含むコアを有するマイクロバブルと
比べて血液循環における持続性がより高い。シェル材料は、マイクロバブルが免疫系によ
りどの程度取り込まれ易いかを決定する。より親水性の高い材料からなるシェルを有する
マイクロバブルでは、免疫系によってより容易に取り込まれる傾向があるが、一方で、よ
り疎水性の高いシェル材料では、マイクロバブルの血液循環中の滞留時間が増加する傾向
があり、これにより、コントラストイメージングに使用可能な時間が増加する。マイクロ
バブルシェルは、アルブミン、ガラクトース、脂質又はポリマーからなることができる（
J.R. Lindner, Nat. Rev. Drug Discov., 2004, 3: 527-532）。シェル又はガスコアの組
成に関わらず、マイクロバブルのサイズは、ほぼ均一である。これらの直径は、通常、１
～４マイクロメータの範囲である。従って、これらは赤血球よりも小さく、血管の循環さ
らには微小循環中を容易に流れることができる（F.S. Vallanueva et al., Nat. Clin. P
ract. Cardiovasc. Med., 2008, 5 Suppl. 2: S26-S32）。
【００６６】
　他の実施態様においては、本発明のイメージング剤は、少なくとも一つの音響的に活性
な脂質粒子（即ち、ガス封入リポソーム）と会合する少なくとも一つのフコイダン部分を
含む。様々な音響的に活性な脂質粒子が当技術分野で公知であり、本発明の実施で使用す
ることができる（H. Alkan-Onyuksel et al., J. Pharm. Sci., 1996, 85: 486-490; S.M
. Demos et al., J. Am. Coll. Cardiol., 1999, 33: 867-875; S.L. Huang et al., J. 
Pharm. Sci., 2001, 90: 1917-1926; S.L. Huang et al., J. Ultrasound Med., 2002, 2
8: 339-348; A. Hamilton et al., Circulation, 2002, 105: 2772-2778）。
【００６７】
蛍光イメージング部分
　特定の実施態様においては、セレクチン標的イメージング剤は、蛍光分光法により検出
可能なように設計される。このような実施態様においては、本発明のイメージング剤は、
少なくとも一つの蛍光部分と会合する少なくとも一つのフコイダン部分を含む。
【００６８】
　本発明の実施で使用される蛍光部分の好ましい光学特性には、高い分子吸収係数、高い
蛍光量子収率及び光安定性が含まれる。好ましい蛍光部分は、可視（即ち、４００～７０
０nm）又は近赤外線（即ち、７００～９５０nm）において、吸収及び発光波長を示す。特
定の蛍光部分の選択は、診断方法で使用される照射及び検出システムの性質及び特性によ
り決定される。In vivo蛍光イメージングは、哺乳類の生体全身において、蛍光分子（flu
orophore）からの蛍光発光を、高感度カメラを使用して検出する。生体組織での光子減衰
を防ぐために、近赤外線（ＮＩＲ）領域で発光する蛍光分子が、一般的に好ましい（J. R
ao et al., Curr. Opin. Biotechnol., 2007, 18: 17-25）。近年、蛍光有機、無機及び
バイオナノ粒子が追加されて、ＮＩＲプローブのリストが増加し続けている。in vivo蛍
光イメージングにおける、近年のイメージング戦略及びレポーター技術の進歩には、プロ
ーブの特異性及び親和性を改善し、そして、感度を増強するために標的部位でのシグナル
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を調節及び増幅する新規なアプローチ法が含まれる。さらなる将来に向けた開発は、高い
解像度、集学的手法及び寿命法によるin vivo蛍光イメージングを達成することを目的と
する。
【００６９】
　様々な構造及び特性を有する蛍光部分の多くが、本発明の実施での使用に適している。
適切な蛍光標識には、量子ドット（即ち、蛍光無機半導体ナノ結晶）、並びに、テキサス
レッド、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、フィコエリトリン（ＰＥ）、
ローダミン、フルオレセイン、カルボシアニン、Ｃｙ－３ＴＭ及びＣｙ－５ＴＭ（即ち、
３－及び５－Ｎ，Ｎ’－ジエチルテトラ－メチルインドジカルボシアニン）、Ｃｙ５．５
、Ｃｙ７、ＤＹ－６３０、ＤＹ－６３５、ＤＹ－６８０及びＡｔｔｏ５６５染料、メロシ
アニン、スチリル染料、オキソノール染料、ＢＯＤＩＰＹ染料（即ち、ボロンジピロメテ
ンジフルオリド蛍光分子）、これらの分子のアナログ、誘導体又は組み合わせなどの蛍光
色素が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７０】
　特定の実施態様においては、検出可能な部分は、時間分解蛍光測定法により検出可能で
ある。例えば、検出可能な部分は、ユウロピウム（Ｅｕ３＋）である。
【００７１】
　当業者に理解されるように、セレクチン標的イメージング剤の設計における、特定のタ
イプの検出可能な部分の選択は、イメージング剤の使用目的並びに検出に用いられる画像
技術により決定されるであろう。
【００７２】
　特定の実施態様においては、本発明のイメージング剤は、二つ以上の画像技術、例えば
、ＭＲＩ－ＰＥＴ、ＭＲＩ－ＳＰＥＣＴ、蛍光－ＭＲＩ、Ｘ線ラジオグラフィー－シンチ
グラフィーなどの組み合わせにより検出可能なように設計することができる。マルチモー
ダルイメージングは、生物組織についての様々な種類の情報、例えば、構造及び機能特性
の両方を提供する。従って、例えば、イメージング剤は、二つ以上の画像技術により検出
可能な少なくとも一つの検出可能な部分と会合する少なくとも一つのフコイダン部分を含
むことができる。このような検出可能な部分の例には、蛍光性の、ＭＲＩにより検出可能
なユウロピウム；及び、in vivo蛍光及びＭＲＩ用の造影剤として開発された常磁性Ｇｄ

２Ｏ３コアを有する発光性のハイブリッドナノ粒子（J.L; Bridot et al., J. Am. Chem.
 Soc., 2007, 129: 5076-5084）が挙げられるが、これらに限定されない。あるいは、イ
メージング剤は、第一の検出可能な部分及び第二の検出可能な部分と会合する少なくとも
一つのフコイダン部分を含むことができ、ここで、第一の検出可能な部分は、第一の画像
技術により検出可能であり、第二の検出可能な部分は、第二の画像技術により検出可能で
ある。従って、二重検出能を有する様々なイメージング剤を得ることができる。また、２
つの異なるイメージング剤（即ち、第一の画像技術により検出可能な第一のイメージング
剤及び第二の画像技術により検出可能な第二のイメージング剤）の同時使用も意図される
。
【００７３】
セレクチン標的イメージング剤の合成
　本発明のイメージング剤を、当技術分野で公知の任意の合成方法により調製することが
できる。唯一の必要条件は、反応後に、フコイダン部分及び検出可能な部分が、それぞれ
親和性及び検出能特性を保持していることである。フコイダンと検出可能な部分は、様々
な方法のいずれかで会合することができる。会合は、共有又は非共有結合であってもよい
。会合が共有結合である場合、フコイダンと検出可能な部分は、互いに直接的又は間接的
（例えば、リンカーを介して）に結合することができる。検出可能な部分が金属エンティ
ティである場合、フコイダン部分は、金属キレート部分を介して、検出可能な金属エンテ
ィティに会合することができる。
【００７４】
　さらに具体的には、特定の実施態様においては、フコイダン部分と検出可能な部分は、
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互いに直接共有結合で連結する。直接の共有結合は、アミド、エステル、炭素－炭素、ジ
スルフィド、カーバメート、エーテル、チオエーテル、ウレア、アミン又はカーボネート
結合を介して形成される。共有結合は、フコイダン部分及び検出可能な部分に存在する官
能基を利用して形成されうる。２つの部分を結合させるために使用することができる適切
な官能基には、アミン（好ましくは、一級アミノ基）、無水物、ヒドロキシ基、カルボキ
シ基及びチオールが挙げられるが、これらに限定されない。また、直接の連結は、カルボ
ジイミドなどの活性化試薬を使用して、例えば、一方の部分に存在する一級アミノ基を、
他方の部分に存在するカルボキシ基に結合させることにより形成することができる。本発
明での使用に適した活性化試薬は、当技術分野で公知である。
【００７５】
　他の実施態様においては、フコイダン部分と検出可能な部分は、リンカーを介して、互
いに間接的に共有結合で連結する。これは、当技術分野で公知の、ホモ官能性及びヘテロ
官能性リンカーなどの多種多様の安定な二官能性試薬を使用して達成することができる。
二官能性リンカーの使用は、活性化試薬を使用する場合とは異なり、二官能性リンカーを
使用した場合では、反応後に、連結部分が本発明のイメージング剤に存在することになる
が、活性化試薬を使用した場合では、結果として、反応に関与する２つの部分が直接カッ
プリングする。二官能性リンカーの主要な役割は、二つの本来化学的に不活性な部分を反
応させることができるようにすることである。しかし、反応生成物の一部となる二官能性
リンカーは、また、イメージング剤にある程度の立体配置柔軟性を付与するように選択さ
れうる（例えば、二官能性リンカーは、数種類の原子を含有するアルキル直鎖を含むこと
ができる）。
【００７６】
　当技術分野で公知の広範で適切なホモ官能性及びヘテロ官能性リンカーを、本発明に関
して使用することができる。好ましいリンカーには、アミノ、無水物、ヒドロキシル、カ
ルボキシル、カルボニル基などの反応性の化学官能性を有する直鎖及び分岐鎖アルキル基
、置換アルキル及びアリール基、ヘテロアルキル及びヘテロアリール基などのアルキル及
びアリール基が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７７】
　直接又は間接的共有結合の会合方法を、例えば、蛍光部分を含むセレクチン標的イメー
ジング剤の合成に用いることができる。同様に、このような方法を、フコイダン部分を用
いたＵＳＰＩＯ粒子のコーティングに（実施例３参照）、あるいは、音響的に活性なマイ
クロバブル又はリポソームにフコイダンをグラフトさせるために（実施例４参照）使用す
ることができる。
【００７８】
　他の実施態様においては、フコイダンと検出可能な部分は、互いに、直接的に、しかし
非共有結合的に会合する。非共有結合の会合には、疎水性相互作用、静電相互作用、双極
子相互作用、ファン・デル・ワールス相互作用及び水素結合が挙げられるが、これらに限
定されない。例えば、フコイダン部分と検出可能な金属エンティティを、錯体形成により
会合させることができる。適切な錯体形成方法には、例えば、フコイダン部分への金属エ
ンティティの直接導入及び金属交換が挙げられる。可能であれば、直接導入が好ましい。
このような方法では、一般的に、フコイダン部分の水溶液を金属塩に曝露させるか、ある
いは金属塩と混合する。反応混合物のｐＨは、約４～約１１であることができる。直接導
入の方法は当技術分野で公知であり、様々な手順が記載されている（例えば、WO 87/0622
9参照）。本出願人は、低分子量フコイダンが、容易にテクネチウム－９９ｍと錯体形成
することができることを明らかにした（実施例２参照）。金属交換の方法は、金属エンテ
ィティが、導入前に異なる酸化状態に還元される必要がある場合に用いられる。金属交換
の方法は当技術分野で公知である。特定の放射性核種（例えば、９９ｍＴｃ）の寿命が短
いことを考慮すれば、直接導入をイメージング剤の使用の直前に行う必要があることが理
解される。
【００７９】
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　フコイダンと検出可能な金属部分を直接的に非共有結合で会合させることが不可能であ
る場合、セレクチン標的イメージング剤は、少なくとも一つの検出可能な部分と会合する
少なくとも一つのフコイダン部分を含むことができ、ここで検出可能な部分は、検出可能
な金属部分と錯体形成する金属キレート部分を含む。フコイダン部分と金属キレート部分
の会合は、好ましくは共有結合である。本発明で使用される適切な金属キレート部分は、
検出可能な金属部分と結合することが知られている、数多くの金属キレート剤及び金属錯
化分子のいずれかであることができる。好ましくは、金属キレート部分は、放射性核種又
は常磁性金属イオンと高い親和性で結合する安定で非毒性なエンティティである。
【００８０】
　ガドリニウムＩＩＩ（Ｇｄ３＋）などの常磁性金属イオンの錯体形成に使用されている
金属キレート部分の例には、ＤＴＰＡ（ジエチレントリアミンペンタ酢酸）；ＤＯＴＡ（
１，４，７，１０－テトラアザシクロドデカン－Ｎ，Ｎ’，Ｎ’’，Ｎ’’’－四酢酸）
；及びこれらの誘導体（例えば、米国特許第4,885,363号；5,087,440号；5,155,215号；5
,188,816号；5,219,553号；5,262,532号；5,358,704号；及びD. Meyer et al., Invest. 
Radiol. 1990, 25: S53-55参照）、特に、ＤＴＰＡ－ビス（アミド）誘導体（米国特許第
4,687,659号）が挙げられる。常磁性金属イオンと錯体形成する他の金属キレート部分に
は、アミノポリカルボン酸及びそのリンオキソ酸類縁体（例えば、トリエチレンテトラミ
ンヘキサ酢酸又はＴＴＨＡ）、ジピリドキサール二リン酸（ＤＰＤＰ）などの非環式エン
ティティ、並びに、大環状エンティティ（例えば、１，４，７，１０－テトラアザシクロ
ドデカン－Ｎ，Ｎ’，Ｎ’’－三酢酸又はＤＯ３Ａ）が挙げられる。また、金属キレート
部分は、米国特許第5,410,043号；5,277,895号；及び6,150,376号；又はF.H. Arnold, Bi
otechnol. 1991, 9: 151-156に記載のエンティティのいずれかであってもよい。
【００８１】
　テクネチウム－９９ｍなどの放射性核種と錯体形成する金属キレート部分の例には、例
えば、Ｎ２Ｓ２及びＮ３Ｓキレート剤が挙げられる（A.R. Fritzberg et al., J. Nucl. 
Med. 1982, 23: 592-598；米国特許第4,444,690号；4,670,545号；4,673,562号；4,897,2
55号；4,965,392号；4,980,147号；4,988,496号；5,021,556号及び5,075,099号）。他の
適切な金属キレート部分は、ポリホスフェート（例えば、エチレンジアミンテトラメチレ
ンテトラ－ホスフェート、ＥＤＴＭＰ）；アミノカルボン酸（例えば、ＥＤＴＡ、Ｎ－（
２－ヒドロキシ）エチレンジアミン三酢酸、ニトリロ三酢酸、Ｎ，Ｎ－ジ（２－ヒドロキ
シエチル）グリシン、エチレンビス（ヒドロキシフェニルグリシン）及びジエチレントリ
アミン五酢酸）；１，３－ジケトン（例えば、アセチルアセトン、トリフルオロアセチル
アセトン及びテノイルトリフルオロアセトン）；ヒドロキシカルボン酸（例えば、酒石酸
、クエン酸、グルコン酸及び５－スルホサリチル酸）；ポリアミン（例えば、エチレンジ
アミン、ジエチレントリアミン、トリエチレンテトラアミン及びトリアミノトリエチルア
ミン）；アミノアルコール（例えば、トリエタノールアミン及びＮ－（２－ヒドロキシエ
チル）エチレンジアミン）；芳香族複素環塩基（例えば、２，２’－ジイミダゾール、ピ
コリンアミン、ジピコリンアミン及び１，１０－フェナントロリン）；フェノール（例え
ば、サリチルアルデヒド、ジスルホピロカテコール及びクロモトロプ酸）；アミノフェノ
ール（例えば、８－ヒドロキシキノリン及びオキシムスルホン酸）；オキシム（例えば、
ヘキサメチルプロピレン－アミンオキシム、ＨＭＰＡＯ）；シッフ塩基（例えば、ジサリ
チルアルデヒド、１，２－プロピレンジイミン）；テトラピロール（例えば、テトラフェ
ニルポルフィン及びフタロシアニン）；硫黄化合物（例えば、トルエンジチオール、メソ
－２，３－ジメルカプトコハク酸、ジメルカプトプロパノール、チオグリコール酸、エチ
ルキサンチン酸カリウム、ナトリウムジエチルジチオカルバメート、ジチゾン、ジチオリ
ン酸ジエチル及びチオウレア）；合成大環状化合物（例えば、ジベンゾ［１８］クラウン
－６）又は上記試薬の二つ以上の組み合わせから選択することができる。
【００８２】
　当業者にとって容易に理解されるように、本発明のセレクチン標的イメージング剤は、
様々な異なる方法により互いに連結された様々なフコイダン部分及び様々な検出可能な部



(20) JP 2017-122098 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

分を含むことができる。本発明のイメージング剤の範囲内のフコイダン部分は、全て同一
であっても異なっていてもよい。同様に、本発明のイメージング剤の範囲内の検出可能な
部分は、全て同一であっても異なっていてもよい。セレクチン標的イメージング剤の正確
な設計は、その使用目的及びその使用の特定の状況に望ましい特性により影響される。
【００８３】
ＩＩ－セレクチン標的イメージング剤の使用
　本発明は、セレクチンの存在をイメージング及び検出する試薬及び戦略を提供する。さ
らに具体的には、本発明は、in vitro及びex vivo系並びにヒト患者などの生体対象にお
ける、セレクチンの検出、位置測定及び／又は定量化を可能にする画像技術及び方法によ
り検出可能な標的試薬を提供する。提供される方法は、画像技術を用いて、イメージング
剤の可視化を可能にする少なくとも一つの検出可能な部分と会合する、セレクチンに対し
て高い親和性及び特異性を有する少なくとも一つのフコイダン部分を含むセレクチン標的
イメージング剤の使用に基づいている。
【００８４】
　さらに具体的には、本発明は、生体系を有効量の本発明のセレクチン標的イメージング
剤又はその医薬組成物と接触させる工程を含む、生体系におけるセレクチンの存在を検出
する方法を提供する。接触は、好ましくは、相互作用によりイメージング剤とセレクチン
との結合が生じるように、イメージング剤が、前記系に存在するセレクチンと相互作用す
ることができる条件下で行われる。次に、前記系に存在するセレクチンと結合するイメー
ジング剤が、画像技術を用いて検出される。生体系の少なくとも一部の一つ以上の画像を
生成することができる。
【００８５】
　接触を、当技術分野で公知の任意の適切な方法により行うことができる。例えば、接触
は、インキュベーションにより行うことができる。
【００８６】
　生体系は、セレクチンを産生及び／又は含有することができる、任意の生物学的エンテ
ィティであることができる。例えば、生体系は、細胞、体液又は生物組織であってもよい
。生体系は、生体対象（例えば、それは、血液から又は生検により得ることができる）又
は屍体対象（例えば、それは、剖検で得ることができる）由来であってもよい。対象は、
ヒト又は他の哺乳類であってもよい。特定の好ましい実施態様においては、生体系は、セ
レクチンが関与する臨床症状を有する疑いがある患者に由来する。
【００８７】
　本発明は、また、患者におけるセレクチンの存在を検出するための方法を提供する。前
記方法は、有効量の本発明のセレクチン標的イメージング剤又はその医薬組成物を患者に
投与することを含む。投与は、好ましくは、イメージング剤が、（１）異常セレクチン（
即ち、臨床症状に関与するセレクチン）を含有しうる患者の身体の領域に到達することを
可能にし、そして（２）相互作用により、イメージング剤とセレクチンとの結合が生じる
ように、このようなセレクチンと相互作用することができる条件下で実施される。セレク
チン標的イメージング剤を投与した後、及び相互作用が起こるのに十分な時間が経過した
後、画像技術により、患者に存在する異常セレクチンに結合するイメージング剤が検出さ
れる。患者の身体の少なくとも一部の一つ以上の画像を生成することができる。
【００８８】
　セレクチン標的イメージング剤又はその医薬組成物の投与は、静脈内、動脈内、髄腔内
、皮内、腔内投与などの経口及び非経口方法、並びに、経腸方法による投与などの当技術
分野で公知の任意の適切な方法により実施することができる。
【００８９】
　上述したように、セレクチン（生体系又は患者に存在する）に結合するイメージング剤
は、造影超音波検査法、プラナーシンチグラフィ、ＳＰＥＣＴ、蛍光分光法又はこれらの
組み合わせなどの画像技術を用いて検出される。
【００９０】
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　患者又は患者から得られた生体系におけるセレクチンの存在を検出するために提供され
る本発明の方法は、セレクチンが関与する病態の診断に使用することができる。診断は、
患者の身体の一部又は全体を検査及びイメージングすることにより、又は患者から得られ
る生体系（一つ以上の体液又は生物組織試料など）を検査及びイメージングすることによ
り達成することができる。どちらかの方法又は両方の組み合わせが、患者が罹患したと疑
われる臨床症状に基づいて選択される。患者から得られた結果と臨床的に健康な個体での
研究から得られたデータの比較から、診断を決定及び確定することが可能となる。
【００９１】
　これらの方法は、また、セレクチンが関与する病態の進行を追跡するために用いること
ができる。例えば、これは、患者における「異常」セレクチンの存在、位置、分布及び定
量化についての経時変化を確立するために、一定の期間にわたってこの方法を繰り返すこ
とにより達成することができる。
【００９２】
　これらの方法は、また、セレクチンが関与する病態のための処置に対する患者の反応を
モニタリングするために使用することができる。例えば、「異常」セレクチンを含有する
患者の身体の一部の画像（又は、患者に由来し、且つ、「異常」セレクチンを含有する生
体系の一部の画像）は、患者が処置を受ける前後に得られる。「前」及び「後」の画像の
比較から、その処置に対する患者の反応をモニタリングすることができる。
【００９３】
　本明細書で提供される本発明の方法により診断することができる、又はその進行を追跡
することができる病態は、セレクチンが関与することが知られている任意の疾患及び障害
、即ち、セレクチンが介在する望ましくない又は異常な相互作用を特徴とする任意の病状
であることができる。本明細書で提供される方法を用いて有利に診断されうるこのような
病状の例には、血栓症、心筋虚血／再かん流傷害、脳卒中及び虚血脳外傷、神経変性障害
、腫瘍転移及び腫瘍増殖並びに関節リウマチが挙げられるが、これらに限定されない。
【００９４】
ＩＩＩ－医薬組成物
　本明細書に記載のセレクチンの検出／イメージングの方法並びにセレクチンが関与する
病態の診断の方法において、本発明のイメージング剤を、単独で又は医薬組成物として使
用することができる。従って、一態様においては、本発明は、セレクチンが関与する臨床
症状の診断のための組成物の製造のための、フコイダンの使用を提供する。別の態様にお
いては、本発明は、少なくとも一つのセレクチン標的イメージング剤（又は任意の生理学
的に許容しうるその塩）及び少なくとも一つの薬学的に許容されうる担体を含む医薬組成
物を提供する。
【００９５】
　特定の処方は、選択された投与経路に依存する。患者が罹患したと疑われる特定のタイ
プの病態及び検査される身体の部位に依存して、イメージング剤を局所的又は全身的に、
経口送達（固体、溶液又は懸濁液として）あるいは注射により（例えば、静脈内、動脈内
、髄腔内（即ち、髄液を通じて）、皮内又は腔内）投与することができる。
【００９６】
　医薬組成物は、注射により投与されることが多い。注射で投与する場合、イメージング
剤の医薬組成物は、無菌注射剤の即時調製用に、無菌の水溶液若しくは非水溶液、又は、
代わりに無菌の粉末として製剤化することができる。このような医薬組成物は、製造及び
保存条件下で安定でなければならず、そして細菌や真菌などの微生物の汚染作用から保護
される必要がある。
【００９７】
　注射で投与するための薬学的に許容されうる担体は、水溶液（例えば、ハンク溶液、ア
ルコール性／水性溶液又は食塩水）及び非水性担体（例えば、プロピレングリコール、ポ
リエチレングリコール、植物油及びオレイン酸エチルなどの注射用有機エステル）などの
溶媒又は分散媒である。注射用医薬組成物は、また、非経口用溶剤（塩化ナトリウム、リ
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ンゲルデキストロースなど）及び／又は静脈内投与用溶剤（液補充剤、栄養補充剤など）
；並びに、塩、緩衝液及び抗菌剤、抗真菌剤（例えば、パラベン、クロロブタノール、フ
ェノール、ソルビン酸、チメロサール（thirmerosal）など）などの防腐剤を含む、他の
従来の薬学的に許容しうる、非毒性の賦形剤及び添加剤を含有してもよい。注射用組成物
の持続的吸収は、吸収を遅延させることができる薬剤（例えば、モノステアリン酸アルミ
ニウム及びゼラチン）を添加することにより実現できる。様々な成分のｐＨ及び濃度は、
当業者が容易に決定することができる。
【００９８】
　無菌注射剤は、活性化合物及び他の成分を必要な量の適切な溶媒に加え、次に得られた
混合物を、例えば、濾過又は照射により滅菌して調製される。無菌注射剤の調製のための
無菌粉末の製造方法には、真空乾燥及び凍結乾燥技術が挙げられる。
【００９９】
　一般的に、セレクチン標的イメージング剤（又はその医薬組成物）の用量は、患者の年
齢、性別及び体重、並びに、患者が罹患したと疑われる特定の病態、疾患の程度、検査さ
れる身体の領域及び検出可能な部分の感度などの検討事項に従って変更される。禁忌、療
法及び他の可変要素などの因子も、また、投与されるイメージング剤の用量を調整するた
めに考慮されるべきである。しかし、これは、専門の医師により容易に達成することがで
きる。
【０１００】
　一般的に、セレクチン標的イメージング剤（又はその医薬組成物）の適切な一日用量は
、患者に存在する任意の関連した（即ち、一般的に過剰発現した）セレクチンの検出／イ
メージングを可能にするのに十分なイメージング剤（又は医薬組成物）の最小量に相当す
る。この用量を最小にするために、静脈内、筋肉内、腹腔内又は皮下で、そして、好まし
くは、検査される部位の近位に投与されることが望ましい。例えば、心臓／神経血管系を
イメージングするためには、静脈内投与が適しており；一方、脳及び中枢神経系をイメー
ジングするためには、髄腔内投与がより適している。
【０１０１】
ＩＶ－キット
　別の態様においては、本発明は、本発明の診断方法を実施するために有用な材料を含む
キットを提供する。本明細書に記載の診断手順は、臨床検査医、実験研究者又は開業医が
行うことができる。
【０１０２】
　特定の実施態様においては、本発明のキットは、本発明に記載のセレクチン標的イメー
ジング剤を作製するために、少なくとも一つのフコイダン及び少なくとも一つの検出可能
なエンティティ、そして、場合により、フコイダンと検出可能なエンティティを会合させ
るための説明書を含む。検出可能なエンティティは、好ましくは、テクネチウム－９９ｍ
（９９ｍＴｃ）、ガリウム－６７（６７Ｇａ）、イットリウム－９１（９１Ｙ）、インジ
ウム－１１１（１１１Ｉｎ）、レニウム－１８６（１８６Ｒｅ）及びタリウム－２０１（
２０１Ｔｌ）などの寿命の短い放射性核種である。好ましくは、キットには、フコイダン
及び検出可能なエンティティが、患者におけるセレクチンの検出及び特定の臨床症状の診
断に適切な量のイメージング剤を調製するために十分な量で含有される。
【０１０３】
　さらに、キットは、一つ以上の標識バッファー及び／又は試薬；精製バッファー、試薬
及び／又は手段；注射媒体及び／又は試薬をさらに含むことができる。調製手順及び／又
は投与の様々な工程を実施するための、これらのバッファー、試薬及び手段を使用するた
めのプロトコールをキットに含むことができる。
【０１０４】
　本発明のキットに含まれる様々な成分を、固体形態（例えば、凍結乾燥）又は液体形態
で供給することができる。本発明のキットは、場合により、それぞれ個々の成分用の異な
る容器（例えば、バイアル、アンプル、試験管、フラスコ又はボトル）を含むことができ
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る。各成分は、一般的に、アリコートとしてその個別の容器に入れるのが適切であるか又
は濃縮形態で提供される。また、調製方法の特定の工程を実施するのに適切な他の容器も
提供される。キットの個々の容器は、好ましくは、販売用に厳重に密閉して維持される。
【０１０５】
　特定の実施態様においては、キットは、本発明の方法に記載のセレクチンが関与する臨
床症状の診断のための、その成分を使用するための説明書をさらに含む。本発明の方法に
記載のキットを使用するための説明書は、フコイダンと検出可能なエンティティからイメ
ージング剤を調製するための説明書、得られたイメージング剤の投与用量及び様式に関す
る説明書、セレクチンの検出を行うための説明書及び／又は得られた結果を解明するため
の説明書を含むことができる。キットは、また、医薬品又は生物学的製品の製造、使用又
は販売を規制する行政機関により定められた形態に関する通知書を含むことができる。
【実施例】
【０１０６】
　以下の実施例は、本発明を作製及び実施する好ましい形態のいくつかを記載する。しか
し、実施例が、単に説明を目的とするものであり、本発明を限定するものではないことを
理解すべきである。さらに、実施例での記載が過去形で示されない限り、本文は、本明細
書の残りと同様に、実験が実際に行われた、あるいは、データが実際に得られたこと示唆
することを意図しているわけではない。
【０１０７】
　以下に報告される結果のいくつかは、科学論文（L.Bachelet et al., 「Affinity of l
ow molecular weight fucoidan for P-selectin triggers its binding to activated hu
man platelets」, Biochim. Biophys. Acta, 2009, 1790: 141-146）に示されており、こ
れは参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。以下に報告される他の結果は、Inte
rnational Carbohydrate Symposium, Oslo, Norway, July 24th-August 1st, 2008 (L. B
achelet et al., 「fucoidan: A sulfated polysaccharide to target activated platel
ets in atherosclerosis」）に示された。
【０１０８】
実施例１：ＬＭＷフコイダンは、Ｐ－セレクチンの高特異的リガンドである
材料及び方法
　化学製品．フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）は、Fluka（Saint-Quentin
 Fallavier, France）から購入した；ストレプトアビジン－ペルオキシダーゼコンジュゲ
ートは、Dako（Trappes, France）から購入した；ジアミノプロパン、シアノ水素化ホウ
素ナトリウム及びペルオキシダーゼ基質ＡＢＴＳは、Sigma-Aldrich（Saint-Quentin Fal
lavier, France）から購入した；シナピン酸溶液は、Bio-Rad Laboratories（Hercules, 
CA, USA）から購入した；アミンカップリングキット及びランニングバッファーは、BIAco
re（Uppsala, Sweden）から購入した。
【０１０９】
　多糖．低分子量フコイダン（硫酸化繰り返しフコース単位に基づく；Ｍ＝７２００g/M
；ＳＯ４＝３０％（w/w））を、以前に記載されたようにしてワカメから調製した（A. Na
rdella et al., Carbohydr. Res., 1996,289: 201-208）。低分子量ヘパリン（Ｍ＝５７
００g/M；ＳＯ４＝４５％（w/w））及び低分子量硫酸デキストラン（Ｍ＝８０００g/M；
ＳＯ４＝５２％（w/w））は、Sigma-Aldrichから入手した；２０％molＳＬｅｘ含有のビ
オチン化ポリアクリルアミド型複合糖質は、Lectinity Holding（Moscow, Russia）から
得た。
【０１１０】
　生体化合物．組み換えヒトＰ－セレクチン（ＳＤＳ－ＰＡＧＥで１２１～１２４kDa）
及び組み換えヒトＰ－セレクチン／Ｆｃキメラ（ＳＤＳ－ＰＡＧＥで１４６～１６０kDa
）は、R&D Systems（Lille, France）から得た；ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、トロン
ビン受容体活性化ペプチド（ＴＲＡＰ）及びアデノシン二リン酸（ＡＤＰ）は、Sigma-Al
drichから得た；そして精製ペプチド及びタンパク質標準品は、Bio-Rad Laboratoriesか



(24) JP 2017-122098 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

ら得た。
【０１１１】
　抗体．ＰＣ５標識ＩｇＧ（ＭＯＰＣ－２１クローン）、ＰＣ５標識抗ヒトＰ－セレクチ
ン（ＣＤ６２Ｐ、ＡＫ－４クローン）、ＦＩＴＣ標識ＩｇＭ及びＦＩＴＣ標識ＰＡＣ－１
（インテグリン複合体ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａの活性立体配置に対する）は、BD Bioscienc
es（Le Pont de Claix, France）から入手した；ＦＩＴＣ標識ＩｇＧ（ＭＯＰＣ－２１ク
ローン）、ＦＩＴＣ標識抗ヒトＣＤ４１（インテグリンＧＰＩＩｂ）及びヤギ抗ヒトＦｃ
ＩｇＧペルオキシダーゼは、Beckman-Coulter（Roissy, France）から入手した；ヤギ抗
ヒトＦｃＩｇＧは、Sigma-Aldrichから入手した；抗ヒトＰ－セレクチン（ＣＤ６２Ｐ、
Ｇ１クローン）は、COGER（Paris, France）入手した。
【０１１２】
　他の材料．Immulon 1Bマイクロタイタープレートは、VWR（Fontenay sous Bois, Franc
e）から寄付された。アニオン性タンパク質チップＣＭ１０は、Bio-Rad Laboratoriesか
ら得た；ＣＭ５センサーチップはBIAcoreから得た。
【０１１３】
　多糖のＦＩＴＣ標識．５００mgの多糖及び２５０mgのＮａＢＨ３ＣＮを、４mLの２．５
Ｍジアミノプロパン塩酸塩溶液に添加した。６０℃で２４時間後、２５０mgのＮａＢＨ３

ＣＮを混合物に添加して、反応を４８時間実施した。試料を、凍結乾燥する前に、透析し
た（１０００Daをカットオフ）。１５０mgのアミノ化多糖を、６mLの０．５Ｍ炭酸塩緩衝
液（ｐＨ９．６）に溶解させた。６mgのＦＩＴＣを溶液に添加し、これを４℃、暗闇で２
時間撹拌した。中性にした後、溶液を透析して（１０００Daをカットオフ）、凍結乾燥し
た。次に、着色した化合物を、１５０mg/mLで１ＭＮａＣｌに溶解させ、エタノールで沈
殿し、４５００rpmで２０分間遠心して、遊離フルオレセインを除去した。このプロトコ
ールを用いて、０．１９±０．０６蛍光色素分子／多糖鎖でグラフティングさせて、フコ
イダンの蛍光標識に成功した。
【０１１４】
　シアリルルイスＸを用いたＰ－セレクチン結合アッセイ．このプロトコールは、以前に
記載された方法（Weitz-Schmidt et al., Anal. Biochem., 1999, 273: 81-88）を適用し
たものであった。Ｐ－セレクチン／Ｆｃキメラ（５μg/mL；リン酸緩衝生理食塩水ＰＢＳ
、１３７mMＮａＣｌ、８．１mMＮａ２ＨＰＯ４、１．４mMＫＨ２ＰＯ４及び２．７mMＫＣ
ｌ、ｐＨ＝７．２）を、４℃で一晩かけて、マイクロタイタープレートにコートした。プ
レートを、アッセイバッファー（２０mMＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．４、１５０mMＮａＣｌ及び
１mMＣａＣｌ２含有）で洗浄し、同バッファー中、３％ＢＳＡを用いて、４℃で４時間ブ
ロッキングして、再度洗浄した。多糖又は抗ヒトＰ－セレクチン（Ｇ１クローン）及びビ
オチン化ＳＬｅｘポリマーをアッセイバッファーで希釈して、Ｐ－セレクチンコートウェ
ル又はＢＳＡコートウェル（非特異的コントロール）に添加し、４℃で一晩インキュベー
ションした。次に、プレートを洗浄し、アッセイバッファーで１：１０００に希釈したス
トレプトアビジン－ペルオキシダーゼをウェルに添加した。４℃で４時間後、プレートを
アッセイバッファーで洗浄した。ＡＢＴＳペルオキシダーゼ基質溶液を添加して、１０分
後、呈色反応を２％シュウ酸で停止した。マイクロプレートリーダーを用いて、４０５nm
の光学密度を測定して結合ＳＬｅｘポリマーを決定した。
【０１１５】
　ＰＳＧＬ－１を用いたＰ－セレクチン結合アッセイ．Ｐ－セレクチン（５μg/mLのＰＢ
Ｓ溶液、１３７mMＮａＣｌ、８．１mMＮａ２ＨＰＯ４、１．４mMＫＨ２ＰＯ４及び２．７
mMＫＣｌ、ｐＨ＝７．２）を、４℃で一晩かけて、マイクロタイタープレートにコートし
た。プレートを、アッセイバッファー（２０mMＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．４、１５０mMＮａＣ
ｌ及び１mMＣａＣｌ２含有）で洗浄し、同バッファー中、３％ＢＳＡを用いて、４℃で４
時間ブロッキングして、再度洗浄した。フコイダン及びＰＳＧＬ－１／Ｆｃキメラをアッ
セイバッファーで希釈して、Ｐ－セレクチンコートウェル又はＢＳＡコートウェル（非特
異的コントロール）に添加し、４℃で一晩インキュベーションした。次に、プレートを洗
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浄し、アッセイバッファーで１：１０００に希釈したＩｇＧ抗Ｆｃ－ペルオキシダーゼを
ウェルに添加した。４℃で４時間後、プレートをアッセイバッファーで洗浄した。ＡＢＴ
Ｓペルオキシダーゼ基質を添加して、５分後、呈色反応を２％シュウ酸で停止した。マイ
クロプレートリーダーを用いて、４０５nmの光学密度を測定して結合ＰＳＧＬ－１を決定
した。
【０１１６】
　ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ分析．アニオン性タンパク質チップアレイＣＭ１０を使用した。５
μLのＨｅｐｅｓ（ｐＨ７．０）を用いて、スポットを２回、５分間予備湿潤させた。５
００ngの組み換えヒトＰ－セレクチンを、１ＭＨｅｐｅｓ（ｐＨ７．０）で、総容量５μ
Lに希釈した様々な濃度の多糖（Ｐ－セレクチンと多糖のモル比、１／１～１／１００）
の非存在下又は存在下で混合して試料を調製し、４℃で１時間インキュベーションした。
試料をスポットに適用し、湿潤チャンバー中、室温で、４５分間インキュベーションした
。スポットを、５μLの１ＭＨｅｐｅｓ（ｐＨ７．０）で３回、５μLの蒸留水で２回洗浄
し、その後、１０分間風乾させた。１μLの飽和シナピン酸溶液（５０％アセトニトリル
、０．５％トリフルオロ酢酸）を各スポットに２回適用した。タンパク質チップアレイを
、タンパク質チップリーダー（PBS II, Bio-Rad）を用いて解析した。タンパク質の質量
を、精製ペプチド及びタンパク質標準品を使用して外部校正した。スペクトルを、タンパ
ク質チップソフトウェア３．１．１（Bio-Rad）で解析した。
【０１１７】
　表面プラズモン共鳴．BIAcore 2000光バイオセンサーを使用した。カルボキシメチル化
デキストラン表面ＣＭ５センサーチップを、標準的なアミンカップリング化学を用いて、
ヤギ抗ヒトＦｃＩｇＧと結合させた（平均６５００RU）。次に、組み換えヒトＰ－セレク
チン／Ｆｃキメラをチップに捕捉した（平均１７５０RU）。ヤギ抗ヒトＦｃＩｇＧを非特
異的コントロールとして使用した。試料を、ランニングバッファー（１０mMＨｅｐｅｓ、
１５０mMＮａＣｌ、１mMＣａＣｌ２及び０．００５％Ｔｗｅｅｎ－２０、ｐＨ７．４）で
希釈した。フローセル、温度、流速、試料容量及び混合は、BIAcoreコントロールソフト
ウェアを使用して選択した。センサーグラムは、BIAevaluationソフトウェアを使用して
解析した。
【０１１８】
　フローサイトメトリー．成人健常者ドナーの血液を、３．８％（w/v）クエン酸ナトリ
ウムに採取した。クエン酸処理したヒト全血（５μL）を、ＰＢＳ（１３７mMＮａＣｌ、
８．１mMＮａ２ＨＰＯ４、１．４mMＫＨ２ＰＯ４及び２．７mMＫＣｌ、ｐＨ＝７．２）で
４０μLに希釈した。ＡＤＰを最終濃度２．５μMで、又はＴＲＡＰを最終濃度２００μM
で添加して、血小板を活性化させた。５μLのＬＭＷ多糖（ＦＩＴＣ標識又は非標識、Ｐ
ＢＳで希釈）及び５μLの蛍光標識抗体（ＰＣ５標識抗ＣＤ６２Ｐ　ＡＫ－４クローン又
はＦＩＴＣ標識ＰＡＣ－１若しくはＦＩＴＣ標識抗ＣＤ４１；ＰＢＳで８：１００；５：
１００及び３：１００に希釈）を、室温で２０分間添加した。溶液を、ＰＢＳで１mLに希
釈した後、フローサイトメトリーで解析した。データを、Coulter EPICS XL-MCLフローサ
イトメーター（Beckman Coulter）に収集した。試料解析を側方及び前方散乱で実施し、
対数モードを用いて、蛍光を、ＦＬ１（フルオレセイン）又はＦＬ４（ＰＣ５）で得た。
各試料から、７５００事象を収集した。抗Ｐ－セレクチン（ＣＤ６２Ｐ、ＡＫ－４クロー
ン）抗体の陽性（非活性化、ＡＤＰ活性化及びＴＲＡＰ活性化血小板に対してそれぞれ、
０．４％、７３．４％及び９７．８％）から、血小板活性化レベルを評価した。GENS（登
録商標）System IIソフトウェア（Beckman Coulter）でデータ処理し、ヒストグラムを様
々な条件に対して重ね合わせて示す。
【０１１９】
　統計解析．示されたデータは、各回、ｎ≧３の試料／条件で実施した少なくとも３つの
同一及び独立した実験の代表結果である。統計比較をStudent's t－検定で実施した。
【０１２０】
結果
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　ＬＭＷフコイダンは、Ｐ－セレクチンとのＳＬｅＸ及びＰＳＧＬ－１の結合を阻害．固
定化Ｐ－セレクチンとのＳＬｅｘ－ポリアクリルアミド－ビオチンの結合を、ＬＭＷフコ
イダン、ヘパリン及び硫酸デキストランの存在下で測定した。このアッセイにおいて、抗
ヒトＰ－セレクチン抗体（クローンＧ１、ポジティブコントロール）は、Ｐ－セレクチン
とのＳＬｅｘの結合を完全にブロックした。Ｐ－セレクチンに結合するＳＬｅｘの量は、
多糖の濃度の増加に伴って減少した。しかし、大きな差異が、硫酸化多糖間で観測された
（図１）。フコイダンによる阻害は、ヘパリン及び硫酸デキストランを用いた場合より一
層顕著であった（それぞれ、ＩＣ５０が２０nM、４００nM及び＞２５，０００nM）。また
、固定化Ｐ－セレクチンとのＰＳＧＬ－１／Ｆｃキメラの結合を、ＬＭＷフコイダンの存
在下で評価した。Ｐ－セレクチンに結合するＰＳＧＬ－１の量は、フコイダンの濃度の増
加に伴って減少した（ＩＣ５０が５nM）。
【０１２１】
　Ｐ－セレクチンとのＬＭＷフコイダンの結合．次に、Ｐ－セレクチンの結合を、質量分
析及び表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）により解析した。
【０１２２】
　Ｐ－セレクチンと３つのＬＭＷ硫酸化多糖及び天然デキストランの複合体形成を、ＳＥ
ＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳで解析した。生理学的なｐＨ＝７で、Ｐ－セレクチンが結合する（
等電点、約６．５）アニオン性チップを使用した。次に、Ｐ－セレクチンをレーザーで脱
離させて、ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦの約１００kDaのブロードピークとして検出した。Ｐ－セ
レクチンの量は、ＬＭＷフコイダンの存在下で、用量依存的に顕著に減少した。チップへ
のＰ－セレクチンの保持は、また、ヘパリンによって減少したが、天然デキストラン又は
硫酸デキストランとのインキュベーションによる影響は受けなかった。これらの結果は、
ＬＭＷフコイダンが、溶液中で、Ｐ－セレクチンと複合体を形成し、それによって、アニ
オン性表面への保持が妨げられることを示している。
【０１２３】
　Ｐ－セレクチンとのＬＭＷ硫酸化多糖の結合特性を、表面プラズモン共鳴解析を用いて
さらに比較した。ＬＭＷフコイダン、ヘパリン及び硫酸デキストランを、抗ヒトＦｃＩｇ
Ｇ又は組み換えヒトＰ－セレクチン／Ｆｃキメラでコートしたセンサーチップにフローし
た（図２）。全ての多糖が、Ｐ－セレクチンに結合して、そしてコントロールとして使用
した抗ヒトＦｃＩｇＧには、より少ない程度で結合した。フコイダンでは、Ｐ－セレクチ
ン対ＩｇＧで得られたシグナルの差異が、ヘパリン又は硫酸デキストランでのものより高
く、これは、フコイダンがより良好な選択性を示していることを示唆する（図２Ａ）。１
：１Langmuir結合モデルを用いて計算した、Ｐ－セレクチンに対するＬＭＷフコイダン、
ヘパリン及び硫酸デキストランの解離定数（図２Ｄ）が、それぞれ、１．２nM、５７７nM
及び１１８nMであることが分かった。これらの結果から、ＬＭＷフコイダンが、Ｐ－セレ
クチンに対し、他の２つの多糖よりも少なくとも２桁高い親和性を有することが確認され
た。
【０１２４】
　ヒト血小板とのＬＭＷフコイダンの結合．ヘパリンが血小板に結合することが以前に報
告されている（J. Hirsh et al., Chest, 2004, 126: 188S-203S; R. Verhaege, Acta Ca
rdiol., 1998, 53: 15-21）。フローサイトメトリー実験を、クエン酸処理したヒト全血
とＦＩＴＣ標識ＬＭＷフコイダンをインキュベーションして実施した。代表的実験を図３
に報告する。血小板を、側方及び前方散乱並びに蛍光標識した特異的血小板抗体に対する
陽性（ＣＤ４１）によりゲーティングした。蛍光が右へシフトしたことから実証されるよ
うに、ＦＩＴＣ標識フコイダンが活性化血小板に結合した。非活性化、ＡＤＰ活性化及び
ＴＲＡＰ活性化血小板に対して、それぞれ３４．７％、５１．４％及び６９．１％の陽性
血小板パーセントで示されるように、フコイダン結合は血小板活性化のレベルに伴って増
加した。
【０１２５】
　次に、ＴＲＡＰ活性化血小板を、全血中、非蛍光標識ＬＭＷフコイダンの存在下又は非
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存在下で、蛍光標識抗ＣＤ６２Ｐ抗体とインキュベーションした。平均蛍光強度の減少か
ら示されるように、活性化血小板とのＣＤ６２Ｐ抗体の結合阻害が、ＬＭＷフコイダンの
存在下で観測された（図４）。さらに、ＬＭＷフコイダンは、活性化血小板とのＣＤ４１
（インテグリンＧＰＩＩｂ）抗体又はＰＡＣ－１（インテグリン複合体ＧＰＩＩｂ／ＩＩ
Ｉａの活性立体配置に対する）の結合を阻害しなかった。このことは、活性化血小板との
ＣＤ６２Ｐ抗体結合に及ぼす効果が特異的であることを示している。まとめると、これら
の結果から、ヒト全血で観測された活性化血小板とのＬＭＷフコイダンの結合が、Ｐ－セ
レクチンにより介在されたことが示される。
【０１２６】
考察
　硫酸化糖質は、様々な生物活性を示すことが知られている（S. Soeda et al., Biochim
. Biophys. Acta, 2000, 1497: 127-137）。硫酸化多糖は、Ｐ－セレクチンリガンド（A.
 Varki et al., PNAS, 1994, 91: 7390-7397; D. Simonis et al., Biochemistry, 2007,
 46: 6156-6164）、例えば、ヘパリン及び修飾ヘパリン（A. Koenig et al., J. Clin. I
nvest., 1998, 101: 877-889）、高分子量フコイダン及び硫酸デキストラン（M.P. Skinn
er et al., J. Biol. Chem., 1991, 266: 5371-5374）であると以前に記載された。本研
究では、３種の低分子量硫酸化多糖（フコイダン、ヘパリン及び硫酸デキストラン）とＰ
－セレクチンの相互作用が、４種類の異なる方法を用いて特徴づけられた。ＬＭＷフコイ
ダンは、炎症障害（K. Senni et al., Arch. Biochem. Biophys., 2006, 445: 56-64）及
び心臓血管疾患（33; 34; F. Zemani et al., Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 200
8, 28: 644-650）の処置に有望な候補である。ＬＭＷヘパリンは、血栓障害の処置に使用
される（K.A. Fox et al., Eur. Heart J., 2000, 21: 1440-1449）。また、合成硫酸デ
キストラン及び模倣薬が、感染疾患などの様々な疾患において、推定薬物として試験され
た（J. Neyts et al., Biochem. Pharmacol., 1995, 50: 743-751）。
【０１２７】
　ＳＬｅｘ／Ｐ－セレクチン結合の阻害を、結合アッセイ実験により定量した。多糖は以
下のような順位で示される：（ＩＣ５０）：フコイダン（２０nM）＞ヘパリン（４００nM
）＞硫酸デキストラン（２５，０００nM）。比較として、Koenig等により、ヘパリンが、
ヘパリンフラグメントのサイズに依存して、８２～２４００μMのＩＣ５０で、シアリル
ルイスＸとのＰ－セレクチン結合を阻害した阻害アッセイが確立された（A. Koenig et a
l., J. Clin. Invest., 1998, 101: 877-889）。しかし、彼らの研究では、シアリルルイ
スＸが固定されたが、一方で、本アプローチ法においては、固定されたのはＰ－セレクチ
ンである。Ｐ－セレクチンに結合するＬＭＷフコイダンの機能的な重要性は、糖タンパク
質とその天然リガンドＰＳＧＬ－１間の相互作用の妨害により明らかとなった。
【０１２８】
　ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析を用いて、Ｐ－セレクチンとＬＭＷ多糖の複合体形成を明
らかとした。このツールにより、トロンビン及びプロテアーゼネキシン－Ｉとのヘパリン
及びフコイダンの結合を実証することができる（B. Richard et al., Thromb. Haemost.,
 2006, 95: 229-235）。ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ実験は、溶液中で、ＬＭＷフコイダン
が、生理学的なｐＨで、用量依存的に、Ｐ－セレクチンと複合体を形成したことが示され
た。複合体形成により、アニオン性表面へのＰ－セレクチン保持が減少した。
【０１２９】
　ヘパリン又はフコイダンなどの硫酸化多糖と様々なタンパク質の相互作用は、以前に、
表面プラズモン共鳴（BIAcore（登録商標））で研究された（32; H. Yu et al., Biochim
. Biophys. Acta, 2005, 1726: 168-176）。例えば、ＳＬｅｘ模倣薬が、ＫＤ１１４μM
でＰ－セレクチンに結合することが示され（M.E. Beauharnois et al., Biochemistry, 2
005, 44: 9507-9519）、そして、ＰＳＧＬ－１が、ＫＤ３２０nMでＰ－セレクチンに結合
することが示された（P. Mehta et al., J. Biol. Chem., 1998, 273: 32506-32513）。
ここで計算されたＰ－セレクチンに対するＬＭＷヘパリンの解離定数、ＫＤ約５００nMが
、Simonis等の研究での水晶振動子マイクロバランス測定で決定された３種の未分画ヘパ
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リンと同じ範囲にある（Biochemistry, 2007, 46: 6156-6164）。興味深いことに、この
結果は、ナノモル範囲のＫＤを示すＬＭＷフコイダンが、他のＬＭＷ多糖、ＰＳＧＬ－１
及びＳＬｅｘ模倣薬と比較した場合、最も有効で選択的なＰ－セレクチンリガンドである
ことを実証した。さらに、Ｐ－セレクチン／ＬＭＷフコイダン相互作用は、Ｌ－セレクチ
ン／ＧｌｙＣＡＭ－１相互作用よりも強固であり、また、血管内皮の白血球ローリングに
関与している。この相互作用の相互作用定数は、Nicholson等により１０８μMと決定され
た（J. Biol.Chem., 1998, 273: 763-770）。
【０１３０】
　天然の分画ヘパリンが、ＨＬ－６０細胞において、Ｐ－セレクチンと相互作用すること
が示された（Y. Gao et al., Mol. Cells, 2005, 19: 350-355）。精製タンパク質を使用
して観測されたＰ－セレクチンとのフコイダンの結合が、より複雑な条件で起こるかどう
かを測定するために、全血でのＬＭＷ多糖とヒト血小板の相互作用を分析した。フローサ
イトメトリーを用いて、ＬＭＷフコイダンが活性化血小板に結合することが明らかとなり
、その結合レベルが血小板活性化の程度と相関することが明らかとなった。さらに、ＬＭ
Ｗフコイダンが、活性化ヒト血小板との抗Ｐ－セレクチン抗体の結合を阻害することがで
きた。
【０１３１】
実施例２：血小板活性化及び集積のin vivoシンチグラフィー検出のための、Ｐ－セレク
チン標的イメージング剤としての９９ｍＴｃ標識フコイダン
　フコイダンを、溶液中での古典的なスズの反応を使用して、テクネチウム－９９ｍ（９

９ｍＴｃ）で標識した。簡潔に述べると、４μLの塩化第一スズ、その後、２μLの水素化
ホウ素カリウムを、１０μLのフコイダン（１mg/mL、ＭＷ＝７２００）に添加した。これ
らの試薬を混合した直後に、この混合物に５０μLの９９ｍＴｃ（１５～３０mCiに相当）
を緩やかに添加した。インキュベーションを１時間実施して、標識反応を完了した。薄層
ペーパークロマトグラフィー及び溶離剤としてメチルケトンを用いて標識に関して検査し
た。標識率は、１００％であった。
【０１３２】
　心内膜炎疣贅、動脈瘤及び心房内血栓のラットモデルを、血小板活性化及びフィブリン
形成を伴う臨床症状の動物モデルとして用いた。１μgの９９ｍＴｃ標識フコイダンの静
脈内注射により、血小板が多く含まれる心内膜炎疣贅（図５）、心房（図６）及び動脈瘤
血栓（図７）をin vivoで可視化することができた。これらのin vivoデータは、ex vivo
オートラジオグラフィーにより確認し、シグナルが、バックグラウンドに対して８～１０
の非常に高い定量的シグナル比で、組織学的に弁疣贅又は血栓と正確に共局在化している
ことが示された。
【０１３３】
　セレクチンイメージングのための放射性トレーサーとしてのフコイダンの開発は、いく
つかの段階で検討することができる：（１）正確に活性化された内皮細胞（虚血再かん流
モデル）によるＰ－セレクチンの過剰発現を可視化することができる；（２）慢性的に刺
激された内皮細胞（高血圧のＬ－ＮＡＭＥモデル）によるＥ－セレクチンの過剰発現を可
視化することができる；そして（３）三次リンパ節形成（ラットの大動脈同種移植）及び
自己免疫性心筋炎でＬ－セレクチン集積を可視化することができるか否か。
【０１３４】
実施例３：フコイダンコートＵＳＰＩＯ粒子の調製
　本出願人は、フコイダンをＵＳＰＩＯ粒子にコートする５つの異なる戦略を開発した。
【０１３５】
　第一の戦略は、非修飾フコイダンの存在下での鉄粒子の合成に関する。出願人は、以前
に記載のデキストランを用いた合成方法（R.S. Molday et al., J. Immunol. Methods, 1
982, 52: 353-367）を適用してデキストランＭＷ４００００をフコイダンＭＷ５０５００
に換えた。フコイダンコート鉄ナノ粒子が得られた。しかし、これらの粒子は、水に不安
定であった。
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【０１３６】
　第二の戦略は、非修飾フコイダンを用いた酸性磁性流体のコーティングを含む。フコイ
ダンを、酸性磁性流体とインキュベーションした。水性媒体（ｐＨ７．４）では安定であ
るが、イオン強度０．１５Ｍの緩衝液では不安定なフコイダンコート鉄ナノ粒子を得て、
これは多くのアプリケーションで使用される。この合成は、クロスリンカーの存在下で達
成することができ（A. San Juan et al., J. Biomed. Mater Res.A, 2007, 82: 354-362
）、ナノ粒子の安定性を向上させることができた。
【０１３７】
　リンカーを介した、マグヘマイトγＦｅ２Ｏ３ナノ粒子へのフコイダンのグラフティン
グ（戦略３）、デキストランコートマグヘマイトγＦｅ２Ｏ３ナノ粒子、即ち、カルボキ
シメチルデキストラン又はＣＭＤでコートされたマグヘマイトγＦｅ２Ｏ３ナノ粒子への
フコイダンのカップリング（戦略４）、又は酸化デキストランでコートされたマグヘマイ
トγＦｅ２Ｏ３ナノ粒子へのフコイダンのカップリング（戦略５）に基づく他の３つの戦
略が開発された。これらの戦略の全てにおいて、第一工程は、一級アミンを用いて、フコ
イダンの還元末端を官能基化することであり、これにより、その後の反応をフコイダンの
鎖構造、従って、Ｐ－セレクチンに対する親和性を変更することなく行うことを可能にす
る。
【０１３８】
　戦略３では、以前に記載されたようにして（French patent No. 2 736 197; N. Faucon
nier et al., J. Colloid Interface Sci., 1997, 194: 427-433）、鉄ナノ粒子をジメル
カプトコハク酸（ＤＭＳＡ）を用いてチオール化し、次に、ヘテロ二官能性リンカー、３
－（２－ピリジルジチオ）プロピオン酸Ｎ－スクシンイミジル（ＳＰＤＰ）（J. Roger e
t al., Eur. Phys. J. Applied Phys., 1999, 5: 321-325）を用いて、ジスルフィド架橋
でアミノ化フコイダンに連結させた。ＬＭＷフコイダン（ＭＷ＝７２００）でコートされ
た鉄ナノ粒子が得られ、これはイオン強度０．１５Ｍの通常の水性緩衝液（ｐＨ７．４）
で安定であることが示された。
【０１３９】
　戦略４では、ＣＭＤ（ＭＷ＝１５０００）を酸性磁性流体とインキュベーションして、
イオン強度０．１５Ｍの通常の水性緩衝液（ｐＨ７．４）で安定なＣＭＤコート鉄ナノ粒
子を得た。アミノ化フコイダンを、標準的なアミンカップリング化学（ＥＤＣ／ＮＨＳ系
で）を用いて、これらのナノ粒子にグラフティングする。
【０１４０】
　戦略５では、アミノ化フコイダンを、シッフ塩基を形成して、酸化デキストランコート
ナノ粒子にグラフティングする。
【０１４１】
実施例４：フコイダンコートの音響的に活性なマイクロバブル及びリポソームの調製
　超音波ベースのイメージング造影剤にフコイダンをグラフティングするために、いくつ
かの戦略を調査する。第一のアプローチ法では、Villanueva等により以前に記載された標
準的なアミンカップリング化学を用いて（Circulation, 1998, 98: 1-5）、アミノ化フコ
イダンを、リン脂質ベースのパーフルオロブタン封入マイクロバブルにグラフティングす
る。簡潔に述べると、パーフルオロブタンを、ホスファチジルコリン、界面活性剤、ホス
ファチジルエタノールアミン誘導体及び１－エチル－３（３－ジメチルアミノプロピル）
カルボジイミド（ＥＤＣ）で活性化したカルボキシル基を含有するリン脂質誘導体を含む
水性媒体に超音波処理で分散させて、次に、アミノ化フコイダンを、一級アミノ基を介し
てアミン結合形成により共有結合させた。
【０１４２】
　第二の戦略は、ビオチン化フコイダンを、Weller等により以前に記載されたような多段
工程のアビジン／ビオチン架橋化学により（Biotechnol. Bioeng., 2005, 92: 780-788）
、リン脂質ベースのパーフルオロブタン封入マイクロバブルにグラフティングすることで
ある。簡潔に述べると、ホスファチジルコリン、ステアリン酸ポリエチレングリコール及
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びホスファチジルエタノールアミンのビオチン化誘導体を含有する食塩水を、パーフルオ
ロブタンと共に超音波処理した。得られたマイクロバブルを、ストレプトアビジン、次に
、飽和量のビオチン化フコイダンとインキュベーションした。
【０１４３】
　ビオチン化フコイダンを、アミノ化ヘパリンのビオチン化に関してOsmond等により以前
に記載された方法（Anal. Biochem., 202, 310(2), 199-207）を用いて得た。簡潔に述べ
ると、スルホスクシンイミジル－６－（ビオチンアミド）ヘキサン酸－（スルホ－ＮＨＳ
－ＬＣ－ビオチン）を、アミノ化フコイダンの０．１Ｍ炭酸塩緩衝液（ｐＨ＝８）の溶液
に、アミノ化フコイダンとスルホ－ＮＨＳ－ＬＣ－ビオチンのモル比１～１０で添加した
。混合物をボルテックスして、４℃で一晩振とうした後、再蒸留水に対して透析（１００
０Daをカットオフ）して凍結乾燥した。
【０１４４】
　最後に、第三のアプローチ法は、Hamilton等により以前に記載されたようなチオール化
学を用いて（Circulation, 2002, 105: 2772-2778）、フコイダンを音響的に活性なリポ
ソームにグラフティングすることである。簡潔に述べると、成分リン脂質（ホスファチジ
ルコリン、ホスファチジル－グリセロール、ホスファチジルエタノールアミン誘導体及び
コレステロール）をクロロホルムに溶解させ、混合し、得られた膜を水中で超音波処理し
て、リポソームを形成した；アミノ化フコイダンを、３－（２－ピリジルチオ）プロピオ
ン酸－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＳＰＤＰ）と反応させた。次に、フコイ
ダン誘導体をジチオスレイトール溶液で還元した後、チオール化フコイダンをリポソーム
にコンジュゲートさせた。
【０１４５】
実施例５：Ｘ線ラジオグラフィーのためのヨウ素化チロシンで置換したフコイダン
　フコイダンの放射性標識のための他の可能性は、多糖の還元性末端にチロシン残基をグ
ラフティングした後、ヨウ化ナトリウムを使用することである。置換工程は、実施例１に
記載のアミノ化工程と同様である。
【０１４６】
　簡潔に述べると、２００mgの多糖及び１００mgのＮａＢＨ３ＣＮを、１．６mLの２．５
Ｍチロシン塩酸塩溶液に添加した。６０℃で２４時間後、この混合物に１００mgのＮａＢ
Ｈ３ＣＮを添加して、反応をさらに４８時間行った。試料を、再蒸留水に対して透析し（
１０００Daをカットオフ）、凍結乾燥した；０．５０±０．０５チロシン／多糖鎖のグラ
フティングの修飾フコイダンを、収率５０～７０％で回収した。
【０１４７】
　ヨウ素化を、クロラミン－Ｔを用いて以下のように行った：２０μM修飾フコイダン（
１４．５mg）の０．０５Ｍリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（ｐＨ７．４）（４５０μL
）を、ＮａＩ溶液（８％（w/v）ＰＢＳ溶液、１５０μL）に添加した後、３５０μLのク
ロラミン－Ｔ溶液（４０mg/mL、ＰＢＳ）を添加した。混合物をボルテックスして、４℃
で一晩振とうした。次に、反応混合物を再蒸留水に対して透析し（１０００Daをカットオ
フ）、凍結乾燥して、ヨウ素化修飾フコイダンを定量的収率で得た。
【０１４８】
他の実施態様
　本発明の他の実施態様が、本明細書に開示された本発明の詳述又は実施から考察される
ことは、当業者にとって明らかであろう。明細書及び実施例は、例示的な目的としてのみ
考慮され、本発明の真の範囲が以下の特許請求の範囲により示されることが意図される。
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