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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】不均一な硫酸化多糖類集団の分析およびモニタ
リング方法。
【解決手段】多糖類を含む組成物試料を分析する方法で
あって、試料の構造特徴が以下から選択される一つまた
は複数の一次産出物を決定することによって提供される
方法：a．一つまたは複数の成分糖または二糖の存在ま
たは；b．ブロック成分が、複数の糖または多糖で構成
される成分である、一つまたは複数のブロック成分の存
在または量；c．糖の代表物が、検出可能性を増強する
ように改変された糖である、一つまたは複数の糖の代表
物の存在または量；d．三次元構造の指標、または三次
元構造に関連したパラメータの存在または量；およびe
．改変された糖が、調製物を作製するために用いられる
開始材料に存在するが、調製物を産生する際に変化した
糖である、一つまたは複数の改変糖の存在または量。
【選択図】図１Ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組成物の構造特徴を提供して、それによって組成物を分析する段階を含む、多糖類を含
む組成物を含む試料を分析する方法。
【請求項２】
　構造特徴が、以下から選択される一つまたは複数の一次産出物を決定することによって
提供される、請求項1記載の方法：
a．一つまたは複数の成分糖または二糖の存在または量；
b．ブロック成分が、複数の糖または多糖で構成される成分である、一つまたは複数のブ
ロック成分の存在または量；
c．糖の代表物が、検出可能性を増強するように改変された糖である、一つまたは複数の
糖の代表物の存在または量；
d．三次元構造の指標、または三次元構造に関連したパラメータの存在または量；および
e．改変された糖が、調製物を作製するために用いられる開始材料に存在するが、調製物
を産生する際に変化した糖である、一つまたは複数の改変糖の存在または量。
【請求項３】
　構造特徴が、以下から選択される一つまたは複数の二次産出物を決定することによって
提供される、請求項1記載の方法：
a．総電荷；
b．電荷／質量比；
c．電荷密度；
d．配列；
e．活性部位の位置；および
f．多分散性。
【請求項４】
　構造特徴が、MALDI-MS、ESI-MS、CE、HPLC、FPLC、蛍光測光法、ELISA、NMR UV、色素
産生アッセイ法、比色アッセイ法、他の分光光度技術からなる群より選択される一つまた
は複数の方法によって決定される、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　組成物が、ヘパリン、合成ヘパリン、およびLMWHからなる群より選択される、請求項1
記載の方法。
【請求項６】
　組成物が一つまたは複数のタグをさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項７】
　組成物が、抗体、レクチン、またはタンパク質をさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項８】
　組成物が完全または不完全に消化される、請求項1記載の方法。
【請求項９】
　組成物が化学的に消化される、請求項8記載の方法。
【請求項１０】
　組成物が酵素的に消化される、請求項8記載の方法。
【請求項１１】
　酵素的消化がヘパリン分解酵素によって行われる、請求項10記載の方法。
【請求項１２】
　ヘパリン分解酵素が、ヘパリナーゼI、ヘパリナーゼII、ヘパリナーゼIII、ヘパリナー
ゼIV、へパラナーゼならびにその機能的に活性な変種および断片からなる群より選択され
る、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　化学的消化が、H2O2、Cu+およびH2O2、亜硝酸イソアミル、亜硝酸、ベンジルエステル
、またはアルカリ処理からなる群より選択される化学物質によって行われる、請求項9記
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載の方法。
【請求項１４】
　以下の段階をさらに含む、請求項1記載の方法：
a．それぞれの組成物の構造特徴を決定するために複数の組成物を分析する段階；
b．それぞれの組成物の生物活性を検出する段階；
c．組成物の構造特徴を検出された生物活性と比較する段階；および
d．生物活性を構造特徴またはその成分と相関させる段階。
【請求項１５】
　生物活性が、望ましくない細胞成長または増殖；細胞遊走、接着、または活性化；脈管
新生；血管新生；凝固；および炎症プロセスのような細胞活性に及ぼす作用からなる群よ
り選択される、請求項14記載の方法。
【請求項１６】
　生物活性に、抗第Xa因子活性、抗第IIa因子活性、FGF結合、プロタミン中和、またはPF
4結合が含まれる、請求項14記載の方法。
【請求項１７】
　特定の適応のためのヘパリン、合成ヘパリン、またはLMWH調製物を設計するために相関
情報を用いることをさらに含む、請求項14記載の方法。
【請求項１８】
　特定の適応が、腎障害、癌、炎症、アルツハイマー病、自己免疫、股関節骨折を含む骨
折、および移植からなる群より選択される、請求項17記載の方法。
【請求項１９】
　ヒトまたは動物被験体が、血栓症のような凝固関連疾患、心血管疾患、血管疾患、もし
くは心房細動；偏頭痛、アテローム性動脈硬化症；自己免疫疾患もしくはアトピー障害の
ような炎症障害；アレルギー；喘息、気腫、成人呼吸窮迫症候群（ARDS）、嚢胞性線維症
、もしくは肺再潅流損傷のような呼吸器障害；癌もしくは転移障害；眼の血管形成障害の
ような血管新生障害、骨粗鬆症、乾癬、および関節炎；アルツハイマー病からなる群より
選択される病態を有するか、そのリスクがあるか、もしくはそれらから回復途中であるか
、または、外科技法、臓器移植、整形外科手術、股関節骨折のような骨折の治療、股関節
置換、膝関節置換、経皮冠動脈介入（PCI）、ステント留置、血管形成術、冠動脈バイパ
ス移植手術（CABG）を受けているかもしくは受けたことがある、請求項17記載の方法。
【請求項２０】
　特定の適応に、細胞増殖もしくは増殖；脈管新生；血管新生；細胞遊走、接着、または
活性化；および炎症プロセスのような細胞活性が含まれる、請求項17記載の方法。
【請求項２１】
　以下の段階を含む、生物学的同等性を決定する方法：
a．第一の組成物の構造特徴を提供または決定する段階；
b．第一の組成物の生物学的利用能を提供または決定する段階；
c．第二の組成物の構造特徴を提供または決定する段階；
d．第二の組成物の生物学的利用能を提供または決定する段階；および
e．第一の組成物および第二の組成物の構造組成および生物学的利用能を比較して、この
ように組成物の生物学的同等性を決定する段階。
【請求項２２】
　生物学的利用能が、以下を含む方法によって決定される、請求項20記載の方法：
a．一つまたは複数の被験体における組成物の吸収特性を決定する段階；および
b．一つまたは複数の被験体における組成物の消失特性を決定する段階。
【請求項２３】
　被験体がヒトもしくは動物被験体または実験動物である、請求項22記載の方法。
【請求項２４】
　以下を含む、多糖類薬物を分析する方法：
a．予め選択した患者反応の第一のレベルを有する薬物の第一のバッチに関する、第一の
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構造特徴を決定する段階；
b．予め選択した患者反応の第二のレベルを有する薬物の第二のバッチに関する、第二の
構造特徴を決定する段階；および
c．第一と第二の構造特徴決定を比較して、予め選択した患者反応レベルを有する薬物の
性質間の相関の有無を決定する段階。
【請求項２５】
　多糖類薬物がヘパリン、合成ヘパリン、またはLMWHである、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
　予め選択した患者反応が、薬物に対する陰性または陽性反応の予め選択したレベルであ
る、請求項24記載の方法。
【請求項２７】
　望ましくない患者反応が比較的高レベルである薬物の第一のバッチの構造特徴を決定す
る段階、望ましくない患者反応が比較的低レベルである薬物の第二のバッチの構造特徴を
決定する段階、および患者反応の高レベルまたは低レベルに相関した一次または二次産出
物を選択する段階を含む、請求項24記載の方法。
【請求項２８】
　以下を含む、多糖類の混合集団を含む組成物を分析する方法：
a．組成物または組成物を含む試料を提供する段階；および
b．以下の一つまたは複数であるか否かを決定して、それによって組成物を分析する段階
：組成物において、ΔU2SHNS,6Sが予め選択した範囲で存在する；ΔU2SHNSが予め選択し
た範囲で存在する；ΔUHNS,6Sが予め選択した範囲で存在する；ΔU2SHNAc,6Sが予め選択
した範囲で存在する；ΔUHNSが予め選択した範囲で存在する；ΔU2SHNAcが予め選択した
範囲で存在する；ΔUHNAc,6Sが予め選択した範囲で存在する；またはΔUHNAc,6SGHNS,3S,
6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、もしくはΔUHNS,6SGHNS,3S、またはその
混合物が予め選択した範囲で存在する。
【請求項２９】
　以下の段階を含む、多糖類の混合集団を含む組成物を分析する方法：
a．組成物または組成物を含む試料を提供する段階；および
b．以下の一つまたは複数であるか否かを決定して、それによって組成物を分析する段階
：組成物において、ΔU2SHNS,6Sが15～85モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNSが0.1～20モ
ル％の範囲で存在する；ΔUHNS,6Sが0.1～20モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNAc,6Sが0.
1～10モル％の範囲で存在する；ΔUHNSが0.1～10モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNAcが0
.1～5モル％の範囲で存在する；ΔUHNAc,6Sが0.1～15モル％の範囲で存在する；またはΔ
UHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、もしくはΔUHNS,6SGHN
S,3Sまたはその混合物が0.1～20モル％の範囲で存在する。
【請求項３０】
　決定する段階に、一つまたは複数の非天然の糖が0.1～5モル％、0.1～2.5モル％、また
は0.1～1モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法
。
【請求項３１】
　決定する段階に、ピーク9が0.1～5モル％、0.1～2.5モル％、または0.1～1モル％の範
囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項３２】
　決定する段階に、ピーク10が0.1～5モル％、0.1～2.5モル％、または0.1～1モル％の範
囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項３３】
　決定する段階に、ピーク11が0.1～10モル％、1～5モル％、または2～4モル％の範囲で
存在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項３４】
　多糖類がグリコサミノグリカンである、請求項29記載の方法。
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【請求項３５】
　グリコサミノグリカンがHLGAGである、請求項34記載の方法。
【請求項３６】
　HLGAGが未分画ヘパリンである、請求項35記載の方法。
【請求項３７】
　HLGAGが分画ヘパリンである、請求項35記載の方法。
【請求項３８】
　分画ヘパリンがLMWHである、請求項37記載の方法。
【請求項３９】
　LMWHがエノキサパリンである、請求項38記載の方法。
【請求項４０】
　LMWHがダルテパリンである、請求項38記載の方法。
【請求項４１】
　LMWHがアルデパリンである、請求項38記載の方法。
【請求項４２】
　LMWHがセルトパリンである、請求項38記載の方法。
【請求項４３】
　LMWHがパルナパリンである、請求項38記載の方法。
【請求項４４】
　LMWHがチンザパリンである、請求項38記載の方法。
【請求項４５】
　LMWHがナドロパリンである、請求項38記載の方法。
【請求項４６】
　LMWHがレビパリンである、請求項38記載の方法。
【請求項４７】
　LMWHがフォンダパリヌクスである、請求項38記載の方法。
【請求項４８】
　決定が以下の段階を含む、請求項29記載の方法：
a．任意にHLGAGを分画する段階；
b．少なくとも一つの薬剤によってHLGAGを消化する段階；および
c．消化したHLGAGの分子量を決定する段階。
【請求項４９】
　薬剤が酵素である、請求項48記載の方法。
【請求項５０】
　酵素がヘパリン分解酵素である、請求項49記載の方法。
【請求項５１】
　ヘパリン分解酵素が、ヘパリナーゼI、ヘパリナーゼII、ヘパリナーゼIII、ヘパリナー
ゼIV、へパラナーゼ、ならびにその機能的に活性な変種および断片からなる群より選択さ
れる、請求項50記載の方法。
【請求項５２】
　薬剤が化学物質、例えば、H2O2、Cu+およびH2O2、亜硝酸イソアミル、亜硝酸、ベンジ
ルエステル、またはアルカリ処理からなる群より選択される化学物質である、請求項48記
載の方法。
【請求項５３】
　決定する段階に、以下であるか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法：
ΔU2SHNS,6Sが組成物において15～85モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNSが0.1～20モル％
の範囲で存在する；ΔUHNS,6Sが0.1～20モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNAc,6Sが0.1～1
0モル％の範囲で存在する；ΔUHNSが0.1～10モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNAcが0.1～
5モル％の範囲で存在する；ΔUHNAc,6Sが0.1～15モル％の範囲で存在する；およびΔUHNA
c,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、もしくはΔUHNS,6SGHNS,3S
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またはその混合物が0.1～20モル％の範囲で存在する。
【請求項５４】
　決定する段階に、以下の二つ、三つ、四つ、五つ、六つ、または七つであるか否かを決
定する段階が含まれる、請求項29記載の方法：組成物において、ΔU2SHNS,6Sが15～85モ
ル％の範囲で存在する；ΔU2SHNSが0.1～20モル％の範囲で存在する；ΔUHNS,6Sが0.1～2
0モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNAc,6Sが0.1～10モル％の範囲で存在する；ΔUHNSが0.
1～10モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNAcが0.1～5モル％の範囲で存在する；ΔUHNAc,6S
が0.1～15モル％の範囲で存在する；またはΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S
、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、もしくはΔUHNS,6SGHNS,3Sまたはその混合物が0.1～20モル％の範
囲で存在する。
【請求項５５】
　決定する段階に、ΔU2SHNS,6Sが45～80モル％、50～75モル％、55～70モル％、または6
0～65モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項５６】
　決定する段階に、ΔU2SHNSが2～15モル％、5～10モル％、または6～9モル％の範囲で存
在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項５７】
　決定する段階に、ΔUHNS,6Sが5～18モル％、7～15モル％、または10～12モル％の範囲
で存在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項５８】
　決定する段階に、ΔU2SHNAc,6Sが0.5～7.5モル％、1～5モル％、または1.5～3モル％の
範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項５９】
　決定する段階に、ΔUHNSが1～7モル％、2～5モル％、または3～4モル％の範囲で存在す
るか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項６０】
　決定する段階に、ΔU2SHNAcが0.1～5モル％、0.5～3モル％、または1～2.5モル％の範
囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項６１】
　決定する段階に、ΔUHNAc,6Sが0.1～12モル％、0.5～10モル％、または1～6モル％の範
囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項６２】
　決定する段階に、ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、
もしくはΔUHNS,6SGHNS,3Sまたはその混合物が1～15モル％、2～10モル％、3～8モル％、
または5～7％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる、請求項29記載の方法。
【請求項６３】
　試料が、ヒトまたは動物被験体、実験動物、細胞、または市販の多糖類調製物、例えば
UFHもしくはLMWH、例えばエノキサパリンに由来する、請求項28記載の方法。
【請求項６４】
　市販の多糖類調製物がUFHまたはLMWHである、請求項63記載の方法。
【請求項６５】
　LMWHがエノキサパリン、ダルテパリン、アルデパリン、セルトパリン、パルナパリン、
チンザパリン、ナドロパリン、レビパリン、またはフォンダパリヌクスである、請求項64
記載の方法。
【請求項６６】
　細胞または被験体における存在、組織分布、空間的分布、時間的分布、または保持時間
をモニターする段階が含まれる、請求項28記載の方法。
【請求項６７】
　産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定する段階が含まれる、請求項1記載の
方法。
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【請求項６８】
　決定の結果としてバッチを選択する段階をさらに含む、請求項67記載の方法。
【請求項６９】
　決定結果を予め選択された値、例えば参照標準値と比較する段階をさらに含む、請求項
68記載の方法。
【請求項７０】
　試料の一つまたは複数の生物活性を検出する段階をさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項７１】
　測定される生物活性に、望ましくない細胞成長または増殖；細胞遊走、接着、または活
性化；脈管新生；血管新生；凝固；HIT性向；および炎症プロセスのような細胞活性に及
ぼす作用が含まれる、請求項70記載の方法。
【請求項７２】
　測定される生物活性に、抗第Xa因子活性、抗第IIa因子活性、FGF結合、プロタミン中和
、またはPF4結合が含まれる、請求項70記載の方法。
【請求項７３】
　一つまたは複数の生物活性を試料の構造特徴に相関させる段階をさらに含む、請求項70
記載の方法。
【請求項７４】
　生物活性を構造特徴に相関させる情報を有する参照標準値を作製する段階をさらに含む
、請求項70記載の方法。
【請求項７５】
　以下の段階を含む、LMWH調製物の活性レベルを予測する方法：
a．LMWH調製物の構造特徴を決定する段階；
b．決定された構造特徴を請求項74記載の参照標準値と比較して、それによってLMWH調製
物の活性レベルを予測する段階。
【請求項７６】
　活性が、望ましくない細胞成長または増殖；細胞遊走、接着、または活性化；脈管新生
；血管新生；凝固；および炎症プロセスのような細胞活性に及ぼす作用からなる群より選
択される、請求項75記載の方法。
【請求項７７】
　活性が、抗第Xa因子活性、抗第IIa因子活性、FGF結合、プロタミン中和、またはPF4結
合からなる群より選択される、請求項75記載の方法。
【請求項７８】
　以下の段階を含む、選択された生物活性を有するヘパリンの試料を分析する方法：
a．試料を提供する段階；および
b．選択された活性に相関することが知られている成分が試料中に存在するか否かを決定
して、それによって試料を分析する段階。
【請求項７９】
　成分レベルを決定する段階をさらに含む、請求項78記載の方法。
【請求項８０】
　測定される生物活性に、望ましくない細胞成長または増殖；細胞遊走、接着、または活
性化；脈管新生；血管新生；凝固；および炎症プロセスのような細胞活性に及ぼす作用が
含まれる、請求項78記載の方法。
【請求項８１】
　測定される生物活性に、抗第Xa因子活性、抗第IIa因子活性、FGF結合、プロタミン中和
、またはPF4結合が含まれる、請求項78記載の方法。
【請求項８２】
　U2SHNS,6Sの存在が、PF4結合活性の指標である、請求項78記載の方法。
【請求項８３】
　U2SHNS,6Sが、0.1～100モル％の範囲で存在する、請求項82記載の方法。



(8) JP 2009-175143 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

【請求項８４】
　ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、もしくはΔUHNS,6
SGHNS,3S、またはその混合物の存在が抗第Xa因子活性の指標である、請求項78記載の方法
。
【請求項８５】
　ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、もしくはΔUHNS,6
SGHNS,3Sまたはその混合物が、0.1～100モル％の範囲で存在する、請求項84記載の方法。
【請求項８６】
　試料が、ヒトまたは動物被験体、実験動物、細胞、または市販の多糖類調製物、例えば
UFHまたはLMWH、例えばエノキサパリンに由来する、請求項78記載の方法。
【請求項８７】
　ヒトまたは動物被験体が、外科的介入、例えば血管形成術、ステント留置、心肺バイパ
ス技法、組織または臓器移植、冠動脈再生術、整形外科手術、股関節骨折のような骨折の
治療、股関節置換、膝関節置換、PCI、および人工器官置換手術を受けているか、受ける
リスクがあるか、またはそれらから回復途中である、請求項86記載の方法。
【請求項８８】
　ヒトまたは動物被験体が、血液またはGFRまたは尿中のRFI、尿素、クレアチニン、リン
、GFR、またはBUNレベルによって測定した場合に異常な腎機能を有する患者である、請求
項86記載の方法。
【請求項８９】
　ヒトまたは動物被験体が、ヘパリンまたはLMWHの投与に関連した合併症を有するかまた
は有するリスクがある、請求項86記載の方法。
【請求項９０】
　ヘパリンまたはLMWHの投与に関連した合併症がHITである、請求項89記載の方法。
【請求項９１】
　ヒトまたは動物被験体が、過体重または肥満、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ
以上の過体重である被験体である、請求項86記載の方法。
【請求項９２】
　ヒトまたは動物被験体が、極めて痩せているかもしくは虚弱である、例えば20、30、40
、50ポンドまたはそれ以上の低体重であるか、または免疫不全症を罹患している、請求項
86記載の方法。
【請求項９３】
　免疫不全症がHIV/AIDSである、請求項92記載の方法。
【請求項９４】
　ヒト被験体が小児患者である、請求項86記載の方法。
【請求項９５】
　ヒトまたは動物被験体が妊娠している、請求項86記載の方法。
【請求項９６】
　ヒトまたは動物被験体が脊髄または硬膜外血腫を有する患者である、請求項86記載の方
法。
【請求項９７】
　ヒト被験体が人工心臓弁を有する患者である、請求項86記載の方法。
【請求項９８】
　ヒトまたは動物被験体がATIII欠損または異常を有する、請求項86記載の方法。
【請求項９９】
　ヒトまたは動物被験体が第Xa因子欠損または異常を有する、請求項86記載の方法。
【請求項１００】
　細胞または被験体、例えば実験動物における存在、組織分布、空間的分布、時間的分布
、または保持時間をモニターする段階をさらに含む、請求項78記載の方法。
【請求項１０１】
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　産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定する段階が含まれる、請求項78記載の
方法。
【請求項１０２】
　決定の結果としてバッチを選択する段階をさらに含む、請求項101記載の方法。
【請求項１０３】
　測定結果を予め選択した値、例えば参照標準値と比較する段階をさらに含む、請求項78
記載の方法。
【請求項１０４】
　以下の段階を含む、LMWHの試料を分析する方法：
a．試料を提供する段階；および
b．非天然の糖、例えば改変糖が試料に存在するか否かを決定して、それによって試料を
分析する段階。
【請求項１０５】
　非天然の糖がp9、p10、およびp11からなる群より選択される、請求項104記載の方法。
【請求項１０６】
　非天然の糖がピーク9を含む、請求項105記載の方法。
【請求項１０７】
　非天然の糖がピーク10を含む、請求項105記載の方法。
【請求項１０８】
　非天然の糖がピーク11を含む、請求項105記載の方法。
【請求項１０９】
　試料が、ヒトまたは動物被験体、実験動物、細胞、または市販の多糖類調製物、例えば
UFHまたはLMWH、例えばエノキサパリンに由来する、請求項105記載の方法。
【請求項１１０】
　ヒトまたは動物被験体が、血栓症のような凝固関連疾患、心血管疾患、血管疾患、もし
くは心房細動；偏頭痛、アテローム性動脈硬化症；自己免疫疾患またはアトピー障害のよ
うな炎症障害；アレルギー；喘息、気腫、成人呼吸窮迫症候群（ARDS）、嚢胞性線維症、
もしくは肺再潅流損傷のような呼吸器障害；癌もしくは転移障害；眼の血管形成障害のよ
うな血管新生障害、骨粗鬆症、乾癬、および関節炎；アルツハイマー病からなる群より選
択される病態を有するか、そのリスクがあるか、もしくはそれから回復途中であるか、ま
たは、外科技法、臓器移植、整形外科手術、股関節骨折のような骨折の治療、股関節置換
、膝関節置換、経皮冠動脈介入（PCI）、ステント留置、血管形成術、冠動脈バイパス移
植手術（CABG）を受けているかもしくは受けたことがある、請求項109記載の方法。
【請求項１１１】
　ヒトまたは動物被験体が、血液または尿中のRFI、尿素、クレアチニン、リン、GFR、ま
たはBUNレベルによって測定した場合に異常な腎機能を有する患者である、請求項109記載
の方法。
【請求項１１２】
　ヒトまたは動物被験体が、ヘパリンまたはLMWHの投与に関連した合併症、例えばHITを
有するかまたは有するリスクがある、請求項109記載の方法。
【請求項１１３】
　ヒトまたは動物被験体が、過体重または肥満、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ
以上の過体重である被験体である、請求項109記載の方法。
【請求項１１４】
　ヒトまたは動物被験体が、極めて痩せているかもしくは虚弱である、例えば20、30、40
、50ポンドもしくはそれ以上の低体重であるか、または免疫不全症を罹患している被験体
である、請求項109記載の方法。
【請求項１１５】
　ヒト被験体が小児患者である、請求項109記載の方法。
【請求項１１６】
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　ヒトまたは動物被験体が妊娠している、請求項109記載の方法。
【請求項１１７】
　ヒトまたは動物被験体が脊髄または硬膜外血腫を有する患者である、請求項109記載の
方法。
【請求項１１８】
　ヒト被験体が人工心臓弁を有する患者である、請求項109記載の方法。
【請求項１１９】
　細胞または被験体における存在、組織分布、空間的分布、時間的分布、または保持時間
をモニターする段階をさらに含む、請求項104記載の方法。
【請求項１２０】
　産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定する段階が含まれる、請求項104記載
の方法。
【請求項１２１】
　決定の結果としてバッチを選択する段階をさらに含む、請求項120記載の方法。
【請求項１２２】
　決定結果を、予め選択した値と比較することをさらに含む、請求項121記載の方法。
【請求項１２３】
　予め選択した値が参照標準値である、請求項122記載の方法。
【請求項１２４】
　20％未満もしくはそれに等しい部分が＜2000 Da種であり、68％を超えるもしくはそれ
に等しい部分が2000～8000 Da種であり、かつ18％未満もしくはそれに等しい部分が＞800
0 Da種である多糖類集団、または市販のエノキサパリン調製物において認められるものと
同じ多糖類集団であって、好ましくは平均分子量が約4500 Daである多糖類集団が試料に
含まれる、請求項104記載の方法。
【請求項１２５】
　試料が約100 IU/mgの抗第Xa因子活性を有する、請求項104記載の方法。
【請求項１２６】
　試料のpHが5.5～7.5である、請求項104記載の方法。
【請求項１２７】
　試料の一つまたは複数の成分がタグを付けられるか、または標識される、請求項104記
載の方法。
【請求項１２８】
　以下の段階を含む、試料または被験体を分析する方法：
a．試料を提供する段階；
b．ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、もしくはΔUHNS,
6SGHNS,3S、またはその断片もしくは複数の断片からなる群より選択される一つまたは複
数の成分が試料中に存在するか否かを決定する段階；および
c．任意に、成分または複数成分のレベルを測定して、それによって被験体をモニターす
る段階。
【請求項１２９】
　試料が被験体に由来する、請求項128記載の方法。
【請求項１３０】
　試料がヒトもしくは動物被験体または実験動物に由来する、請求項129記載の方法。
【請求項１３１】
　被験体にヘパリンを投与する前に、基準値を確立する段階をさらに含む、請求項128記
載の方法。
【請求項１３２】
　ΔU2SHNS,6S；ΔU2SHNS；ΔUHNS,6S；ΔU2SHNAc,6S；ΔUHNS；ΔU2SHNAc；またはΔUHN
Ac,6Sが試料中に存在するか否かを決定する段階をさらに含む、請求項128記載の方法。
【請求項１３３】
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　ピーク9、ピーク10、またはピーク11の一つまたは複数の成分が試料中に存在するか否
かを決定する段階をさらに含む、請求項128記載の方法。
【請求項１３４】
　ヘパリンがUFHを含む、請求項128記載の方法。
【請求項１３５】
　ヘパリンがLMWHを含む、請求項128記載の方法。
【請求項１３６】
　ヘパリンが抗第Xa因子活性を有するLMWHを含む、請求項128記載の方法。
【請求項１３７】
　LMWHが、M118、M115、M411、M108、M405、M312、エノキサパリン；ダルテパリン；セル
トパリン；アルデパリン；ナドロパリン；パルナパリン；レビパリン；チンザパリン、ま
たはフォンダパリヌクスからなる群より選択される、請求項135記載の方法。
【請求項１３８】
　試料が体液を含む、請求項128記載の方法。
【請求項１３９】
　体液が血液を含むか、または血液に由来する、請求項138記載の方法。
【請求項１４０】
　体液が尿を含む、請求項138記載の方法。
【請求項１４１】
　予め選択された時間間隔で段階a～cを1回または複数回反復することをさらに含む、請
求項128記載の方法。
【請求項１４２】
　予め選択した時間間隔が2～24時間毎、4～12時間毎、6～10時間毎、または連続的モニ
タリングである、請求項141記載の方法。
【請求項１４３】
　細胞または被験体、例えば実験動物における存在、組織分布、空間的分布、時間的分布
、または保持時間をモニターする段階をさらに含む、請求項128記載の方法。
【請求項１４４】
　産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定する段階が含まれる、請求項128記載
の方法。
【請求項１４５】
　決定の結果としてバッチを選択する段階をさらに含む、請求項144記載の方法。
【請求項１４６】
　決定結果を予め選択した値と比較する段階をさらに含む、請求項128記載の方法。
【請求項１４７】
　予め選択された値が参照標準値である、請求項146記載の方法。
【請求項１４８】
　決定が以下の段階を含む、請求項128記載の方法：
a．試料を精製する段階；
b．任意に試料を分画する段階；
c．試料に少なくとも一つの薬剤を接触させる段階；および
d．消化した試料の構造特徴を決定する段階。
【請求項１４９】
　薬剤が酵素である、請求項148記載の方法。
【請求項１５０】
　酵素がヘパリン分解酵素である、請求項149記載の方法。
【請求項１５１】
　ヘパリン分解酵素が、ヘパリナーゼI、ヘパリナーゼII、ヘパリナーゼIII、ヘパリナー
ゼIV、へパラナーゼならびにその機能的に活性な変種および断片からなる群より選択され
る、請求項150記載の方法。
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【請求項１５２】
　薬剤が化学物質である、請求項151記載の方法。
【請求項１５３】
　薬剤が、H2O2、Cu+およびH2O2、亜硝酸イソアミル、亜硝酸、ベンジルエステルまたは
アルカリ処理からなる群より選択される化学物質である、請求項152記載の方法。
【請求項１５４】
　決定する段階が以下の段階を含む、請求項128記載の方法：
a．任意に試料を精製する段階；
b．成分の一つまたは複数に対して特異的な試薬に試料を接触させる段階；；および
c．成分に対する抗体の結合を検出して、それによって成分の存在を決定する段階。
【請求項１５５】
　成分の一つまたは複数に対して特異的な試薬がペプチド、タンパク質、レクチン、また
は抗体である、請求項154記載の方法。
【請求項１５６】
　決定が、ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、ΔUHNS,6
SGHNS,3S、またはその断片もしくは複数の断片からなる群より選択される一つまたは複数
の成分が、0.1～20モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階を含む、請求項154記載
の方法。
【請求項１５７】
　ヒトまたは動物被験体が、血栓症のような凝固関連疾患、心血管疾患、血管疾患、もし
くは心房細動；偏頭痛、アテローム性動脈硬化症；自己免疫疾患またはアトピー障害のよ
うな炎症障害；アレルギー；喘息、気腫、成人呼吸窮迫症候群（ARDS）、嚢胞性線維症、
もしくは肺再潅流損傷のような呼吸器障害；癌もしくは転移障害；眼の血管形成障害のよ
うな血管新生障害、骨粗鬆症、乾癬、および関節炎；アルツハイマー病からなる群より選
択される病態を有するか、そのリスクがあるか、もしくはそれから回復途中であるか、ま
たは、外科技法、臓器移植、整形外科手術、股関節骨折のような骨折の治療、股関節置換
、膝関節置換、経皮冠動脈介入（PCI）、ステント留置、血管形成術、冠動脈バイパス移
植手術（CABG）を受けているかもしくは受けたことがある、請求項130記載の方法。
【請求項１５８】
　ヒトまたは動物被験体が、血液または尿中のRFI、尿素、クレアチニン、リン、GFR、ま
たはBUNレベルによって測定した場合に異常な腎機能を有する患者である、請求項130記載
の方法。
【請求項１５９】
　ヒトまたは動物被験体が、ヘパリンまたはLMWHの投与に関連した合併症、例えばHITを
有するかまたは有するリスクがある、請求項130記載の方法。
【請求項１６０】
　ヒトまたは動物被験体が、過体重または肥満、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ
以上の過体重である被験体である、請求項130記載の方法。
【請求項１６１】
　ヒトまたは動物被験体が、極めて痩せているかもしくは虚弱である、例えば20、30、40
、50ポンドまたはそれ以上の低体重であるか、または免疫不全症を罹患している被験体で
ある、請求項130記載の方法。
【請求項１６２】
　ヒト被験体が小児患者である、請求項130記載の方法。
【請求項１６３】
　ヒトまたは動物被験体が妊娠している、請求項130記載の方法。
【請求項１６４】
　ヒトまたは動物被験体が脊髄または硬膜外血腫を有する患者である、請求項130記載の
方法。
【請求項１６５】
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　ヒト被験体が人工心臓弁を有する患者である、請求項130記載の方法。
【請求項１６６】
　20％未満もしくはそれに等しい部分が＜2000 Da種であり、68％を超えるもしくはそれ
に等しい部分が2000～8000 Da種であり、かつ18％未満もしくはそれに等しい部分が＞800
0 Da種である多糖類集団、または市販のエノキサパリン調製物において認められるものと
同じ多糖類集団であって、好ましくは平均分子量が約4500 Daである多糖類集団が試料に
含まれる、請求項116記載の方法。
【請求項１６７】
　多糖類、例えばLMWHが約100 IU/mgの抗第Xa因子活性を有する、請求項166記載の方法。
【請求項１６８】
　試料のpHが5.5～7.5である、請求項166記載の方法。
【請求項１６９】
　試料の一つまたは複数の成分がタグを付けられるか、または標識される、請求項128記
載の方法。
【請求項１７０】
　以下の段階を含む、試料を分析する方法：
a．試料を提供する段階；
b．抗第IIa因子活性に関連することが知られている一つまたは複数の構造特徴産出物が試
料中に存在するか否かを決定する段階；および
c．任意に、成分または複数の成分のレベルを決定して、それによって試料または被験体
を分析する段階。
【請求項１７１】
　試料が被験体に由来する、請求項170記載の方法。
【請求項１７２】
　被験体がヒトもしくは動物被験体または実験動物である、請求項171記載の方法。
【請求項１７３】
　被験体が抗第IIa因子活性を有するヘパリンを投与されている、請求項170記載の方法。
【請求項１７４】
　抗第IIa因子活性に関連した構造特徴産出物が、一つまたは複数の他の二糖単位と共に
ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、またはΔUHNS,6SGHN
S,3Sの少なくとも一つを含む多糖類である、請求項170記載の方法。
【請求項１７５】
　被験体にヘパリンを投与する前に成分または複数の成分の基準値を確立する段階をさら
に含む、請求項170記載の方法。
【請求項１７６】
　細胞または被験体における存在、組織分布、空間的分布、時間的分布、または保持時間
をモニターする段階をさらに含む、請求項170記載の方法。
【請求項１７７】
　被験体が実験動物である、請求項176記載の方法。
【請求項１７８】
　産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定する段階が含まれる、請求項170記載
の方法。
【請求項１７９】
　決定の結果としてバッチを選択する段階をさらに含む、請求項178記載の方法。
【請求項１８０】
　決定の結果を予め選択した値と比較する段階をさらに含む、請求項170記載の方法。
【請求項１８１】
　予め選択した値が参照標準値である、請求項179記載の方法。
【請求項１８２】
　ヘパリンがUFHを含む、請求項170記載の方法。
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【請求項１８３】
　ヘパリンがLMWHを含む、請求項170記載の方法。
【請求項１８４】
　ヘパリンが抗第IIa因子活性を有するLMWHを含む、請求項170記載の方法。
【請求項１８５】
　LMWHが、M118、M115、M411、M108、M405、M312、エノキサパリン；ダルテパリン；セル
トパリン；アルデパリン；ナドロパリン；パルナパリン；レビパリン；チンザパリン、お
よびフォンダパリヌクスからなる群より選択される、請求項184記載の方法。
【請求項１８６】
　試料が体液を含む、請求項170記載の方法。
【請求項１８７】
　体液が血液を含むか、または血液に由来する、請求項186記載の方法。
【請求項１８８】
　体液が尿を含む、請求項186記載の方法。
【請求項１８９】
　予め選択された時間間隔で段階a～cを1回または複数回反復する段階をさらに含む、請
求項170記載の方法。
【請求項１９０】
　予め選択した時間間隔が2～24時間毎、4～12時間毎、6～10時間毎、または連続的であ
る、請求項189記載の方法。
【請求項１９１】
　決定が以下の段階を含む、請求項170記載の方法：
a．試料を精製する段階；
b．任意に試料を分画する段階；
c．試料を少なくとも一つの薬剤に接触させる段階；
d．消化した試料の構造特徴を決定する段階。
【請求項１９２】
　薬剤が酵素である、請求項191記載の方法。
【請求項１９３】
　酵素がヘパリン分解酵素である、請求項192記載の方法。
【請求項１９４】
　ヘパリン分解酵素が、ヘパリナーゼI、ヘパリナーゼII、ヘパリナーゼIII、ヘパリナー
ゼIV、へパラナーゼ、ならびにその機能的に活性な変種および断片からなる群より選択さ
れる、請求項193記載の方法。
【請求項１９５】
　薬剤が、例えばH2O2もしくはCu+およびH2O2による酸化的解重合、亜硝酸イソアミルも
しくは亜硝酸による脱アミノ切断、またはアルカリ処理もしくはヘパリナーゼによるヘパ
リンのベンジルエステルを用いたβ-脱離切断からなる群より選択される化学物質である
、請求項191記載の方法。
【請求項１９６】
　決定する段階が以下の段階を含む、請求項191記載の方法：
a．任意に試料を精製する段階；
b．成分の一つまたは複数に対して特異的な抗体に試料を接触させる段階；；および
c．成分に対する抗体の結合を検出する段階
d．それによって成分の存在を決定する段階。
【請求項１９７】
　ヒトまたは動物被験体が、血栓症のような凝固関連疾患、心血管疾患、血管疾患、もし
くは心房細動；偏頭痛、アテローム性動脈硬化症；自己免疫疾患またはアトピー障害のよ
うな炎症障害；アレルギー；喘息、気腫、成人呼吸窮迫症候群（ARDS）、嚢胞性線維症、
もしくは肺再潅流損傷のような呼吸器障害；癌もしくは転移障害；眼の血管形成障害のよ



(15) JP 2009-175143 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

うな血管新生障害、骨粗鬆症、乾癬、および関節炎；アルツハイマー病からなる群より選
択される病態を有するか、そのリスクがあるか、もしくはそれから回復途中であるか、ま
たは、外科技法、臓器移植、整形外科手術、股関節骨折のような骨折の治療、股関節置換
、膝関節置換、経皮冠動脈介入（PCI）、ステント留置、血管形成術、冠動脈バイパス移
植手術（CABG）を受けているかもしくは受けたことがある、請求項191記載の方法。
【請求項１９８】
　ヒトまたは動物被験体が、血液または尿中のRFI、尿素、クレアチニン、リン、GFR、ま
たはBUNレベルによって測定した場合に異常な腎機能を有する患者である、請求項191記載
の方法。
【請求項１９９】
　ヒトまたは動物被験体が、ヘパリンまたはLMWHの投与に関連した合併症、例えばHITを
有するかまたは有するリスクがある、請求項191記載の方法。
【請求項２００】
　ヒトまたは動物被験体が、過体重または肥満、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ
以上の過体重である被験体である、請求項191記載の方法。
【請求項２０１】
　ヒトまたは動物被験体が、極めて痩せているかもしくは虚弱である、例えば20、30、40
、50ポンドまたはそれ以上の低体重であるか、または免疫不全症を罹患している被験体で
ある、請求項191記載の方法。
【請求項２０２】
　ヒト被験体が小児患者である、請求項191記載の方法。
【請求項２０３】
　ヒトまたは動物被験体が妊娠している、請求項191記載の方法。
【請求項２０４】
　ヒトまたは動物被験体が脊髄または硬膜外血腫を有する患者である、請求項191記載の
方法。
【請求項２０５】
　ヒト被験体が人工心臓弁を有する患者である、請求項191記載の方法。
【請求項２０６】
　細胞または被験体、例えば実験動物における存在、組織分布、空間的分布、時間的分布
、または保持時間をモニターする段階をさらに含む、請求項191記載の方法。
【請求項２０７】
　産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定する段階が含まれる、請求項191記載
の方法。
【請求項２０８】
　決定の結果としてバッチを選択する段階をさらに含む、請求項207記載の方法。
【請求項２０９】
　決定結果を予め選択した値と比較する段階をさらに含む、請求項191記載の方法。
【請求項２１０】
　予め選択された値が参照標準値である、請求項209記載の方法。
【請求項２１１】
　20％未満もしくはそれに等しい部分が＜2000 Da種であり、68％を超えるもしくはそれ
に等しい部分が2000～8000 Da種であり、かつ18％未満もしくはそれに等しい部分が＞800
0 Da種である多糖類集団、または市販のエノキサパリン調製物において認められるものと
同じ多糖類集団であって、好ましくは平均分子量が約4500 Daである多糖類集団が試料に
含まれる、請求項191記載の方法。
【請求項２１２】
　多糖類、例えばLMWHが約100 IU/mgの抗第Xa因子活性を有する、請求項211記載の方法。
【請求項２１３】
　試料のpHが5.5～7.5である、請求項211記載の方法。
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【請求項２１４】
　試料の一つまたは複数の成分がタグを付けられるか、または標識される、請求項191記
載の方法。
【請求項２１５】
　以下の段階を含む、試料または被験体を分析する方法：
a．試料を提供する段階；
b．一つまたは複数の非天然の糖、例えば改変糖が試料中に存在するか否かを決定する段
階；および
c．任意に、非天然の糖のレベルを決定して、それによって被験体をモニターする段階。
【請求項２１６】
　分析する段階が、試料または被験体におけるLMWHをモニターする段階である、請求項21
5記載の方法。
【請求項２１７】
　試料が被験体に由来する、請求項215記載の方法。
【請求項２１８】
　被験体がヒトもしくは動物被験体または実験動物である、請求項217記載の方法。
【請求項２１９】
　LMWHがエノキサパリンである、請求項216記載の方法。
【請求項２２０】
　非天然の糖がベンジル化されている、請求項215記載の方法。
【請求項２２１】
　非天然の糖がピーク9およびピーク10の一つまたは複数を含む、請求項215記載の方法。
【請求項２２２】
　試料が体液を含む、請求項215記載の方法。
【請求項２２３】
　体液が血液を含むか、または血液に由来する、請求項222記載の方法。
【請求項２２４】
　体液が尿を含む、請求項222記載の方法。
【請求項２２５】
　予め選択された時間間隔で段階a～cを1回または複数回反復することをさらに含む、請
求項215記載の方法。
【請求項２２６】
　決定が以下の段階を含む、請求項215記載の方法：
a．試料を精製する段階；
b．任意に試料を分画する段階；
c．試料を少なくとも一つの薬剤に接触させる段階；および
d．消化した試料の物理化学特性、例えば分子量を決定する段階。
【請求項２２７】
　薬剤が酵素である、請求項226記載の方法。
【請求項２２８】
　酵素がヘパリン分解酵素である、請求項227記載の方法。
【請求項２２９】
　ヘパリン分解酵素が、ヘパリナーゼI、ヘパリナーゼII、ヘパリナーゼIII、ヘパリナー
ゼIV、へパラナーゼならびにその機能的に活性な変種および断片からなる群より選択され
る、請求項228記載の方法。
【請求項２３０】
　薬剤が、化学物質、例えばH2O2もしくはCu+およびH2O2による酸化的解重合、亜硝酸イ
ソアミルもしくは亜硝酸による脱アミノ切断、またはアルカリ処理もしくはヘパリナーゼ
によるヘパリンのベンジルエステルを用いたβ-脱離切断からなる群より選択される化学
物質である、請求項226記載の方法。
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【請求項２３１】
　決定する段階が以下の段階を含む、請求項215記載の方法：
a．任意に試料を精製する段階；
b．成分の一つまたは複数に対して特異的な抗体に試料を接触させる段階；；および
c．成分に対する抗体の結合を検出する段階；
d．それによって成分の存在を決定する段階。
【請求項２３２】
　ヒトまたは動物被験体が、血栓症のような凝固関連疾患、心血管疾患、血管疾患、もし
くは心房細動；偏頭痛、アテローム性動脈硬化症；自己免疫疾患またはアトピー障害のよ
うな炎症障害；アレルギー；喘息、気腫、成人呼吸窮迫症候群（ARDS）、嚢胞性線維症、
もしくは肺再潅流損傷のような呼吸器障害；癌もしくは転移障害；眼の血管形成障害のよ
うな血管新生障害、骨粗鬆症、乾癬、および関節炎；アルツハイマー病からなる群より選
択される病態を有するか、そのリスクがあるか、もしくはそれから回復途中であるか、ま
たは、外科技法、臓器移植、整形外科手術、股関節骨折のような骨折の治療、股関節置換
、膝関節置換、経皮冠動脈介入（PCI）、ステント留置、血管形成術、冠動脈バイパス移
植手術（CABG）を受けているかもしくは受けたことがある、請求項215記載の方法。
【請求項２３３】
　ヒトまたは動物被験体が、血液または尿中のRFI、尿素、クレアチニン、リン、GFR、ま
たはBUNレベルによって測定した場合に異常な腎機能を有する患者である、請求項215記載
の方法。
【請求項２３４】
　ヒトまたは動物被験体が、ヘパリンまたはLMWHの投与に関連した合併症、例えばHITを
有するかまたは有するリスクがある、請求項215記載の方法。
【請求項２３５】
　ヒトまたは動物被験体が、過体重または肥満、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ
以上の過体重である被験体である、請求項215記載の方法。
【請求項２３６】
　ヒトまたは動物被験体が、極めて痩せているかもしくは虚弱である、例えば20、30、40
、50ポンドまたはそれ以上の低体重であるか、または免疫不全症を罹患している被験体で
ある、請求項215記載の方法。
【請求項２３７】
　免疫不全症がHIV/AIDSである、請求項236記載の方法。
【請求項２３８】
　ヒト被験体が小児患者である、請求項215記載の方法。
【請求項２３９】
　ヒトまたは動物被験体が妊娠している、請求項215記載の方法。
【請求項２４０】
　ヒトまたは動物被験体が脊髄または硬膜外血腫を有する患者である、請求項215記載の
方法。
【請求項２４１】
　ヒト被験体が人工心臓弁を有する患者である、請求項215記載の方法。
【請求項２４２】
　細胞または被験体、例えば実験動物における存在、組織分布、空間的分布、時間的分布
、または保持時間をモニターすることをさらに含む、請求項215記載の方法。
【請求項２４３】
　産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定する段階が含まれる、請求項215記載
の方法。
【請求項２４４】
　比較の結果としてバッチを選択する段階をさらに含む、請求項243記載の方法。
【請求項２４５】
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　決定結果を予め選択した値と比較する段階をさらに含む、請求項215記載の方法。
【請求項２４６】
　予め選択された値が参照標準値である、請求項245記載の方法。
【請求項２４７】
　20％未満もしくはそれに等しい部分が＜2000 Da種であり、68％を超えるもしくはそれ
に等しい部分が2000～8000 Da種であり、かつ18％未満もしくはそれに等しい部分が＞800
0 Da種である多糖類集団、または市販のエノキサパリン調製物において認められるものと
同じ多糖類集団であって、好ましくは平均分子量が約4500 Daである多糖類集団が試料に
含まれる、請求項215記載の方法。
【請求項２４８】
　多糖類、例えばLMWHが約100 IU/mgの抗第Xa因子活性を有する、請求項247記載の方法。
【請求項２４９】
　試料のpHが5.5～7.5である、請求項247記載の方法。
【請求項２５０】
　試料の一つまたは複数の成分がタグを付けられるか、または標識される、請求項215記
載の方法。
【請求項２５１】
　タグを含むLMWH組成物。
【請求項２５２】
　タグが検出可能な電磁放射線を放出する、請求項251記載の組成物。
【請求項２５３】
　タグが、蛍光標識、質量分析法と適合する質量標識、O18、イットリウム、3H、親和性
標識、pH感受性標識、および放射性標識からなる群より選択される、請求項251記載の組
成物。
【請求項２５４】
　以下の段階を含む、タグを含むLMWHの有無に関して試料を評価する方法：
a．試料を提供する段階；
b．任意に試料を精製する段階；および
c．試料中のタグの有無を決定して、それによって試料中のLMWHの有無を評価する段階。
【請求項２５５】
　タグのレベルを決定する段階をさらに含む、請求項254記載の方法。
【請求項２５６】
　試料が被験体、例えばタグを含むLMWHを投与されているヒトもしくは動物被験体または
実験動物に由来する、請求項254記載の方法。
【請求項２５７】
　LMWHが、M118、M115、M411、M108、M405、M312、エノキサパリン；ダルテパリン；セル
トパリン；アルデパリン；ナドロパリン；パルナパリン；レビパリン；チンザパリン、お
よびフォンダパリヌクスからなる群より選択される、請求項254記載の方法。
【請求項２５８】
　試料が体液である、請求項254記載の方法。
【請求項２５９】
　体液が、血液、血漿、および尿からなる群より選択される、請求項258記載の方法。
【請求項２６０】
　以下の一つまたは複数を含む、請求項254記載の方法を行うためのキット：タグ、タグ
を多糖類に結合させるための化合物、および標準物質、例えば多糖類またはタグを付けた
多糖類。
【請求項２６１】
　抗第IIa因子活性と抗第Xa因子活性の比が増加または減少したLMWH調製物。
【請求項２６２】
　以下の段階を含む、予め選択された生物活性を有する、または有しないLMWH調製物を産
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生する方法：
a．ヘパリンの一つまたは複数のアリコートを提供する段階；
b．任意に、ヘパリンを分画する段階；
c．活性を生じるように設計された条件でヘパリンのアリコートを改変する段階；および
d．任意に、消化されたアリコートを精製する段階。
【請求項２６３】
　所望の生物活性が、細胞増殖もしくは増殖；細胞遊走、接着、または活性化；脈管新生
；血管新生；凝固；および炎症プロセスのような細胞活性に及ぼす作用からなる群より選
択される、請求項262記載の方法。
【請求項２６４】
　所望の生物活性が、抗第IIa因子活性、抗第Xa因子活性、血小板第4因子結合、FGF結合
、またはプロタミンによる中和に対する感受性である、請求項262記載の方法。
【請求項２６５】
　所望の生物活性が抗第IIa因子活性および抗第Xa因子活性である、請求項262記載の方法
。
【請求項２６６】
　改変する段階が、FHまたはUFHを化学的または酵素的に消化することによって行われる
、請求項262記載の方法。
【請求項２６７】
　酵素的消化が一つまたは複数のヘパリン分解酵素を用いて行われる、請求項266記載の
方法。
【請求項２６８】
　ヘパリン分解酵素が、ヘパリナーゼI、ヘパリナーゼII、ヘパリナーゼIII、ヘパリナー
ゼIV、へパラナーゼならびにその機能的に活性な変種および断片からなる群より選択され
る、請求項267記載の方法。
【請求項２６９】
　化学的消化が、H2O2もしくはCu+およびH2O2による酸化的解重合、亜硝酸イソアミルも
しくは亜硝酸による脱アミノ切断、またはアルカリ処理もしくはヘパリナーゼによるヘパ
リンのベンジルエステルを用いたβ-脱離切断からなる群より選択される化学物質によっ
て行われる、請求項266記載の方法。
【請求項２７０】
　請求項262記載の方法によって調製されたLMWH調製物。
【請求項２７１】
　請求項262記載の方法によって調製された抗第IIa因子活性および抗第Xa因子活性を有す
るLMWH調製物。
【請求項２７２】
　所望の生物活性に関してLMWH調製物を試験する段階をさらに含む、請求項262記載の方
法。
【請求項２７３】
　抗第IIa因子活性および抗第Xa因子活性の異なる比を有する二つまたはそれ以上のLMWH
調製物のパネル。
【請求項２７４】
　以下を含む、被験体を治療する方法：
a．抗第IIa因子活性および抗第Xa因子活性の異なる比を有する二つまたはそれ以上のLMWH
調製物のパネルを提供する段階；
b．所望の比を有するLMWH調製物を選択する段階；および
c．LMWH調製物の治療的有効量の一つまたは複数の用量を被験体に投与する段階。
【請求項２７５】
　被験体がヒトまたは動物被験体である、請求項274記載の方法。
【請求項２７６】
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　被験体におけるLMWHレベルをモニターする段階をさらに含む、請求項274記載の方法。
【請求項２７７】
　被験体におけるLMWHレベルを経時的に繰り返しモニターする段階をさらに含む、請求項
274記載の方法。
【請求項２７８】
　LMWH調製物の用量を調節する段階をさらに含む、請求項274記載の方法。
【請求項２７９】
　LMWH調製物の投与に応じて、被験体の状態をモニターする段階をさらに含む、請求項27
4記載の方法。
【請求項２８０】
　被験体の状態を経時的にモニターする段階をさらに含む、請求項274記載の方法。
【請求項２８１】
　被験体の状態の経時的な変化に基づいて異なるLMWH調製物を投与する段階をさらに含む
、請求項274記載の方法。
【請求項２８２】
　高い抗第Xa因子活性および抗第IIa因子活性を有する、請求項244記載のLMWH調製物の治
療的有効量の一つまたは複数の用量を投与する段階、被験体の状態をモニターする段階、
次に高い抗第Xa因子活性のみを有する請求項244記載のLMWH調製物の治療的な量の一つま
たは複数の用量を投与する段階を含む、患者における凝固を阻害する方法。
【請求項２８３】
　LMWH調製物の構造特徴を提供または決定する段階をさらに含む、請求項274記載の方法
。
【請求項２８４】
　被験体の状態をLMWHの構造特徴に相関させる段階をさらに含む、請求項283記載の方法
。
【請求項２８５】
　減少したPF4結合活性を有する請求項274記載の組成物の治療的有効用量を被験体に投与
することを含む、HITであると既に診断された被験体を治療する方法。
【請求項２８６】
　20％未満もしくはそれに等しい＜2000 Da種、68％を超えるもしくはそれに等しい2000
～8000 Da種、および18％未満もしくはそれに等しい＞8000 Da種を含み、好ましくは平均
分子量が約4500 Daである、抗第Xa因子活性および抗第IIa因子活性の双方を有するLMWH組
成物であって、抗第Xa因子活性がプロタミンによって＞50％中和され、かつ抗第IIa因子
活性がプロタミンによって＞70％中和される、LMWH組成物。
【請求項２８７】
　約100 IU/mgの抗第Xa因子活性を有する、請求項286記載のLMWH組成物。
【請求項２８８】
　pHが5.5～7.5である、請求項286記載のLMWH組成物。
【請求項２８９】
　15～85モル％の範囲で存在するΔU2SHNS,6S；0.1～20モル％の範囲で存在するΔU2SHNS
；0.1～20モル％の範囲で存在するΔUHNS,6S；0.1～10モル％の範囲で存在するΔU2SHNAc
,6S；0.1～10モル％の範囲で存在するΔUHNS；0.1～5モル％の範囲で存在するΔU2SHNAc
；0.1～15モル％の範囲で存在するΔUHNAc,6S；および0.1～20モル％の範囲で存在するΔ
UHNAc,6SGHNS,3S,6Sを含む、請求項286記載のLMWH組成物。
【請求項２９０】
　非天然の糖を含まないか、または実質的に含まない、請求項286記載のLMWH組成物。
【請求項２９１】
　30 IU/mgより大きい抗第IIa因子活性をさらに含む、請求項286記載のLMWH組成物。
【請求項２９２】
　非天然の糖を実質的に含まず、20％未満もしくはそれに等しい＜2000 Da種、68％を超



(21) JP 2009-175143 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

えるもしくはそれに等しい2000～8000 Da種、および18％未満もしくはそれに等しい＞800
0 Da種を含み、好ましくは平均分子量が約4500 Daである、LMWH。
【請求項２９３】
　約100 IU/mgの抗第Xa因子活性を有する、請求項292記載のLMWH組成物。
【請求項２９４】
　pHが5.5～7.5である、請求項292記載のLMWH組成物。
【請求項２９５】
　15～85モル％の範囲で存在するΔU2SHNS,6S；0.1～20モル％の範囲で存在するΔU2SHNS
；0.1～20モル％の範囲で存在するΔUHNS,6S；0.1～10モル％の範囲で存在するΔU2SHNAc
,6S；0.1～10モル％の範囲で存在するΔUHNS；0.1～5モル％の範囲で存在するΔU2SHNAc
；0.1～15モル％の範囲で存在するΔUHNAc,6S；および0.1～20モル％の範囲で存在するΔ
UHNAc,6SGHNS,3S,6Sを含む、請求項292記載のLMWH組成物。
【請求項２９６】
　30 IU/mgより大きい抗第IIa因子活性をさらに含む、請求項292記載のLMWH組成物。
【請求項２９７】
　エノキサパリンと比較して非天然の糖が濃縮され、20％未満もしくはそれに等しい＜20
00 Da種、68％を超えるもしくはそれに等しい2000～8000 Da種、および18％未満もしくは
それに等しい＞8000 Da種を含み、好ましくは平均分子量が約4500 Daである、LMWH。
【請求項２９８】
　エノキサパリンと比較して、5％、10％、または20％多い非天然の糖を有する、請求項2
97記載のLMWH。
【請求項２９９】
　非天然の糖がピーク9または10に関連した糖である、請求項298記載のLMWH。
【請求項３００】
　約100 IU/mgの抗第Xa因子活性を有する、請求項297記載のLMWH組成物。
【請求項３０１】
　pHが5.5～7.5である、請求項297記載のLMWH組成物。
【請求項３０２】
　15～85モル％の範囲で存在するΔU2SHNS,6S；0.1～20モル％の範囲で存在するΔU2SHNS
；0.1～20モル％の範囲で存在するΔUHNS,6S；0.1～10モル％の範囲で存在するΔU2SHNAc
,6S；0.1～10モル％の範囲で存在するΔUHNS；0.1～5モル％の範囲で存在するΔU2SHNAc
；0.1～15モル％の範囲で存在するΔUHNAc,6S；および0.1～20モル％の範囲で存在するΔ
UHNAc,6SGHNS,3S,6Sを含む、請求項297記載のLMWH組成物。
【請求項３０３】
　30 IU/mgより大きい抗第IIa因子活性をさらに含む、請求項297記載のLMWH組成物。
【請求項３０４】
　以下の段階を含む、ΔU2SHNS,6S；ΔU2SHNS；ΔUHNS,6S；ΔU2SHNAc,6S；ΔUHNS；ΔU2
SHNAc；ΔUHNAc,6S；およびΔUHNAc,6SGHNS,3S,6Sからなる群より選択される一つまたは
複数の成分糖に関して、予め選択した値からの予め選択した範囲のバッチ間変動を有する
LMWH調製物の一つまたは複数のバッチを作製する方法：
a．所望の値を選択する段階；
b．UFHのアリコートを提供する段階；
c．任意に、アリコートを分画する段階；
d．アリコートにおける成分レベルを決定する段階；および
e．所望の値からの予め選択した範囲の変動より少ないバッチまたは複数のバッチを選択
する段階。
【請求項３０５】
　予め選択した変動が2.5％未満、より好ましくは2％未満、または1％未満である、請求
項304記載の方法。
【請求項３０６】
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　p1に関して予め選択した変動が3％未満、2％未満、または1％未満である、請求項304記
載の方法。
【請求項３０７】
　p2に関して予め選択した変動が16％未満、15％未満、11％未満、10％未満、5％未満、1
％未満である、請求項304記載の方法。
【請求項３０８】
　p3に関して予め選択した変動が8％未満、4％未満、2％未満、1％未満である、請求項30
4記載の方法。
【請求項３０９】
　p4に関して予め選択した変動が22％未満、15％未満、10％未満、5％未満、1％未満であ
る、請求項304記載の方法。
【請求項３１０】
　p5に関して予め選択した変動が、3％未満、2％未満、1％未満である、請求項304記載の
方法。
【請求項３１１】
　p6に関して予め選択した変動が、10％未満、5％未満、2％未満、1％未満である、請求
項304記載の方法。
【請求項３１２】
　p7に関して予め選択した変動が90％未満、75％未満、50％未満、25％未満、10％未満、
5％未満である、請求項304記載の方法。
【請求項３１３】
　p8に関して予め選択した変動が12％未満、10％未満、8％未満、5％未満、4％未満、2％
未満である、請求項304記載の方法。
【請求項３１４】
　以下の段階を含む、p1～p8からなる群より選択される一つまたは複数の成分糖に関して
、予め選択された値からの予め選択した範囲より小さいバッチ間変動、例えば2.5％未満
、より好ましくは2％未満、または1％未満のバッチ間変動を有するLMWH調製物の一つまた
は複数のバッチを作製する方法：
a．値を選択する段階；
b．UFHまたはLMWHのアリコートを提供する段階；
c．アリコートを沈殿させる段階；
d．任意に、アリコートにイオン交換プロセスを行う段階；
e．所望の値が得られるような条件でアリコートを薬剤に接触させる段階。
【請求項３１５】
　薬剤が、ヘパリナーゼI、ヘパリナーゼII、ヘパリナーゼIII、およびその機能的に活性
な変種および断片からなる群より選択されるヘパリン分解酵素である、請求項314記載の
方法。
【請求項３１６】
　薬剤が化学物質である、請求項314記載の方法。
【請求項３１７】
　化学物質が、H2O2、Cu+およびH2O2、亜硝酸イソアミル、亜硝酸、ベンジルエステル、
またはアルカリ処理からなる群より選択される、請求項316記載の方法。
【請求項３１８】
　p1～p8からなる群より選択される一つまたは複数の成分のモル％が、バッチのそれぞれ
に関して、予め選択した変動より小さく変動する、LMWH調製物の多数のバッチを含む組成
物。
【請求項３１９】
　予め選択した変動が2.5％未満、2％未満、または1％未満である、請求項318記載の組成
物。
【請求項３２０】
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　p9～p10からなる群より選択される一つまたは複数の成分に関するバッチのそれぞれの
糖プロフィールが、予め選択した変動より小さく変動する、LMWH調製物の多数のバッチを
含む組成物。
【請求項３２１】
　予め選択した変動が2.5％未満、2％未満、または1％未満である、請求項320記載の組成
物。
【請求項３２２】
　請求項281記載の方法によって調製されたLMWH調製物の多数のバッチを含む組成物。
【請求項３２３】
　請求項314記載の方法によって調製されたLMWH調製物を含む組成物。
【請求項３２４】
　多糖類を同定する要素、多糖類の一つまたは複数の成分を同定する要素、および成分の
モル％の範囲を同定する要素を有する記録。
【請求項３２５】
　記録がコンピューター読み取り可能な記録である、請求項324記載の方法。
【請求項３２６】
　多糖類がUFHまたはLMWHである、請求項324記載の方法。
【請求項３２７】
　以下の段階を含む、特定の適応において用いるためのヘパリンの安全性または適切性を
決定する方法：
a．ヘパリンの構造特徴を提供する段階；
b．参照構造特徴を提供する段階；
c．ヘパリンが許容可能であるか否かを決定する段階。
【請求項３２８】
　ヘパリンが許容可能であるか否かを決定する段階が、ヘパリンの構造特徴を参照構造特
徴と比較することによるものであり、予め選択された類似性の指標を満足すればヘパリン
が安全または適切である、請求項327記載の方法。
【請求項３２９】
　参照構造特徴が一つまたは複数の望ましくない作用に関連している、請求項327記載の
方法。
【請求項３３０】
　参照構造特徴が一つまたは複数の所望の作用に関連している、請求項327記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
優先権の主張
　本出願は、米国法第35条119（e）項の下で、その内容全てが参照として本明細書に組み
入れられる、2002年7月5日に提出された米国特許出願第60/393,973号、2002年5月28日に
提出された米国特許出願第60/383,903号、および2002年3月11日に提出された米国特許出
願第60/363,240号に対する優先権を主張する。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、硫酸化多糖類の不均一な集団の分析およびモニタリングに関連した方法およ
び産物に関する。特に、低分子量ヘパリン産物を含む治療的ヘパリン産物、ならびにこれ
らの産物を分析およびモニターする方法を記述する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　凝固は、哺乳類における正常な止血の維持に関与する生理的経路である。血管損傷が起
こる状況では、凝固経路が刺激されて凝血を形成し、血液の損失を防止する。血管の損傷
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形成する。さらに、損傷した血管は収縮して、その領域への血流を減少させ、フィブリン
が凝集して不溶性のネットワークまたは凝血を形成し、これが破裂した領域を覆う。
【０００４】
　凝固経路の不均衡が凝固過剰に向けてシフトすると、それによって、血栓傾向が起こり
、これはしばしば、心臓発作、脳卒中、深部静脈血栓症、心筋梗塞、不安定アンギナ、お
よび急性冠動脈症候群として現れる。さらに、塞栓が血栓から離れて、それによって脳卒
中または一過性の虚血性発作を含む肺動脈塞栓症または脳血管塞栓症が起こりうる。凝固
経路の不均衡に関連した障害を治療するための現行の治療は、多くのリスクを伴い、注意
深く制御されなければならない。
【０００５】
　内因性の起源から単離された複雑な硫酸化多糖類であるヘパリンおよび低分子量ヘパリ
ン（LMWH）は、止血の強力な調節物質である。肥満細胞によって産生される高度にリン酸
化されたヘパリン様グリコサミノグリカン（HLGAG）であるヘパリンは、広く用いられる
臨床抗凝固剤であって、最初の生体高分子薬の一つであり、少数の炭化水素薬物の一つで
ある。ヘパリンおよびそれに由来する分子は、多様な臨床状況、特に深部静脈血栓および
肺動脈塞栓症、動脈血栓症、ならびに急性冠動脈症候群様心筋梗塞および不安定アンギナ
の予防および治療を含む血栓塞栓障害において用いられる強力な抗凝固剤である。ヘパリ
ンおよびLMWHは、凝固カスケードの多数の成分と相互作用して、凝固プロセスを阻害する
。ヘパリンは主に、二つのメカニズムを通してその作用を誘発するが、そのいずれも、ポ
リマーに含まれる特異的五糖配列、HNAc/S,6SGHNS,3S,6SI2SHNS,6SとアンチトロンビンII
I（AT-III）との結合を伴う。最初にAT-IIIが五糖に結合すると、第Xa因子の阻害を媒介
するタンパク質の構造変化を誘導する。第二に、トロンビン（第IIa因子）も同様に五糖
／AT-III結合部位の近位の部位でヘパリンに結合する。AT-III、トロンビン、およびヘパ
リン間の三成分複合体の形成によって、トロンビンが不活化される。AT-III五糖-結合部
位のみを必要とするその抗第Xa因子活性とは異なり、ヘパリンの抗第IIa因子活性は大き
さに依存して、AT-III、トロンビン、およびヘパリンの三成分複合体を効率よく形成する
ためには、抗第Xa因子活性に関与する五糖単位の他に糖単位1～13個を必要とする。ヘパ
リンはまた、内皮細胞からの組織因子経路阻害剤（TFPI）の放出を媒介する。ヘパリンの
共因子であるTFPIは、第X因子に直接結合してこれを阻害するセリンプロテアーゼである
。TFPIは、特にヘパリンと同時投与すると、強力な抗血栓薬である。
【０００６】
　ヘパリンの抗凝固特性の他に、哺乳類におけるその複雑さおよび広い分布により、ヘパ
リンはさらに広範囲の生物活性に関係する可能性があるという示唆がなされた。細胞表面
および細胞外マトリクスの双方に存在するヘパリン様のグリコサミノグリカンは、グルコ
サミンとウロン酸（イズロン酸またはグルクロン酸のいずれか）からなる二糖反復単位か
らなる、長さが多様な複雑な多糖類群である。HLGAGの高度の複雑性は、その多分散性お
よび二つの異なるウロン酸成分が可能であることに由来するのみならず、二糖単位の四つ
の位置での異なる改変に由来する。三つの位置、すなわち、ウロン酸のC2、およびグルコ
サミンのC3、C6位をO-硫酸化することができる。さらに、グルコサミンのC2位は、N-アセ
チル化またはN-硫酸化することができる。併せると、これらの改変によって、理論的に32
個の二糖単位が起こりえて、そのためにHLGAGは、DNA（4塩基）またはタンパク質（アミ
ノ酸20個）よりおそらく情報に富むであろう。起こりうる構造変種がこのように巨大であ
ることによって、HLGAGは、血管新生
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ならびにアルツハイマー病におけるβ-繊維の形成

を含む数多くの多様な生物学的プロセスに関与することができる。
【０００７】
　ヘパリンは、多様な臨床状況において非常に有効であり、他の多くの状況において用い
られる可能性があるが、ヘパリン治療に関連した副作用も多く多様である。抗凝固は、65
年以上ものあいだ未分画ヘパリン（UFH）の主な臨床適応であった。s.c.投与後のその一
貫性のない薬物動態のために、UFHは、そのかわりに静脈内注射によって投与されている
。さらに、UFHの非特異的血漿タンパク質結合に関連した多くの副作用のために、抗凝固
剤としてUFHを適用することはできない。
【０００８】
　ヘパリン誘発血小板減少症（HIT）のような副作用は、様々なタンパク質の結合ドメイ
ンを提供するUFHの長鎖に主に関連している。HITは、抗体、通常ヘパリン-血小板第4因子
（PF 4）複合体に対するIgGの結果である免疫媒介血小板減少症である。注射されたヘパ
リンは、血漿中に通常存在する低レベルのPF4に結合して、血小板の表面に結合する高分
子複合体を形成する。患者によっては、ヘパリン／PF4複合体に対する抗体が産生される
。これらの抗体が存在する場合、血小板の表面上のヘパリン／PF4複合体に結合して、血
小板表面上のFc受容体とクロスリンクし、それによって血小板の活性化を引き起こす。血
小板が活性化されると、さらなるPF4を含む前凝固物質を放出する。ヘパリンの存在下で
後者が放出されると、血小板の活性化をさらに増加する。活性化された血小板は、凝血の
形成に関与するか、または脾臓によって除去される。血小板の活性化は、ヘパリンが除去
されると停止するが、抗体は通常、4～6週間のあいだ検出可能である。
【０００９】
　臨床的に、HIT患者は典型的に、一般的にヘパリン治療の開始後5～11日目に血小板数の
減少を示す。血小板数は、50％まで、通常20～150（×103個/mm3）のレベルまで低下する
。この血小板減少症は、紫斑病または出血よりむしろ血栓症に関連する；深部静脈塞栓症
および肺動脈塞栓は、最も一般的な合併症である。動脈血栓症が起こる頻度は低いが、通
常、脚の大血管、脳の動脈、および内臓の動脈に起こる。ヘパリン治療を受けている患者
の20％がヘパリン誘発血小板抗体を産生し、3％に血小板数の減少を認め、および1％また
はそれ未満が血栓合併症を経験すると推定されている。ヘパリン誘発血小板減少症の他に
報告された臨床症状には、皮下ヘパリン投与による局所皮膚病変、発熱性輸血反応に類似
した急性全身反応、および一過性の包括的健忘症が含まれる。
【００１０】
　他の副作用には、頭蓋内出血、出血、内部／外部出血、肝酵素（ASTおよびALT）レベル
の上昇、および注射部位での皮膚反応が含まれる。このために、UFHの有効な代用体とし
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ての低分子量ヘパリン（LMWH）の産生および利用が急増した。そのより予測可能な薬理作
用、副作用の減少、持続的な抗血栓活性、および良好な生物学的利用能により、ヘパリン
の代用体としてのLMWHに対して注目が集まっているが、現在のところ、それらの構造を決
定することは技術的に実現不可能であるため、ヘパリンとLMWHの構造的不均一性のために
、その活性を特定の構造または構造モチーフに相関させる手段はなく、被験体におけるLM
WHレベルをモニターするために信頼できて容易に利用できる手段はない。そして市販のLM
WH調製物の全てがプロタミンによって完全には中和されないことから、予想外の反応が、
極端な副作用を有する可能性があり、エノキサパリンと他のLMWHの抗第Xa因子活性は、≦
2 mgプロタミン／100 IU抗第Xa因子LMWHによって約40％の程度に中和されるに過ぎない。
抗第IIa因子活性は、≦2 mgプロタミン／100 IU抗第Xa因子LMWHによって約60％の程度に
中和されるに過ぎない。（一方、UFHの抗第Xa因子および抗第IIa因子活性は、≦2 mgプロ
タミン硫酸／100 IU抗第Xa因子UFHによってほぼ完全に（＞90％）中和される）。
【００１１】
　典型的にブタ腸粘膜から単離されるこれらの多糖類の薬学的調製物は、長さおよび組成
に関して不均一である。そのため、典型的な調製物のごく一部が抗凝固活性を有するに過
ぎない。最善の場合、ヘパリンまたはLMWHの薬学的調製物における多糖類鎖の大部分は不
活性であるが、最悪の場合、これらの鎖は血漿タンパク質と非特異的に相互作用して、ヘ
パリン治療に関連した副作用を誘発する。したがって、UFHの抗凝固活性および他の所望
の活性を保持するが、副作用が減少した新規LMWHを開発することが重要である。LMWHは、
本質的にその鎖の大きさおよび多様性が減少しているために、著しく少ない非特異的血漿
タンパク質結合を示す。しかし、現在臨床において利用可能であるLMWHも全て、UFHと比
較して低下した抗第IIa因子活性を有する。この低下した活性のために、類似の抗凝固活
性を得るためには（UFHと比較して）より大量のLMWHが必要であり、UFH活性、活性化部分
トロンボプラスチン時間（aPTT）またはトロンビン凝固時間（TCT）に関する標準的な試
験は、それらが読出しに関して主に抗第IIa因子活性に依存することから有用ではない。L
MWHレベルをモニターするために最も広く用いられている試験は、抗第Xa因子活性試験で
あるが、これはアンチトロンビンIII（ATIII）レベルが十分である被験体に依存し、この
ような被験体は必ずしも多くはない。この試験はかなり費用が高く（軽く100.00ドルを超
える）、一般的に分析のために試料を外部の研究所に送らなければならないことから、日
常的または容易に利用可能ではない。その結果、LMWHの利用はこれまでのところ、血栓症
の予防に大きく限定され、その治療には限定されず、これを投与することができる患者集
団は限定されており、中でも、小児患者、血液および尿中のRFI、尿素、クレアチニン、
リン、糸球体濾過速度（GFR）、またはBUN（血液中の尿素窒素レベル）によって測定した
異常な腎機能患者、ならびに心疾患介入患者集団は除外される。望ましくない作用のリス
クを増加させることなく、LMWHの長所をより広い患者集団に提供するためには、モニタリ
ング法の改善が必要である。さらに、モニタリングが改善されれば、その疾患の経過を通
して患者の病態に合わせた治療コースを行うことができ、例えば凝血が形成される前に患
者に投与される薬物調製物は、凝血が形成された直後または凝血が形成された長期間後に
患者に投与される薬物調製物とは異なりうるであろう。
【００１２】
　UFHより程度は低いものの、LMWHは、多分散性で構造が明確でない微小不均一性であり
、このように固有のばらつきを有する。現行のLMWH調製法は標準化されておらず、組成お
よび有効性がバッチ間で実質的に異なる可能性がある調製物が得られる。
【００１３】
　ヘパリンの分子、構造、および活性のばらつきの特徴を調べる試みにおいて、ヘパリン
調製物を分析するためにいくつかの技術が研究されている。勾配ポリアクリルアミドゲル
電気泳動（PAGE）および強イオン交換HPLC（SAX）が、ヘパリン調製物の定性的および定
量的分析のために用いられている。勾配PAGE法は、分子量を決定するためには有用となり
うるが、これは分離能の欠如を有し、特に同一の大きさを有する異なるオリゴ糖を分離す
ることができない。紫外線吸光度による検出に依存するSAX-HPLCはしばしば、構造的に重
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要なヘパリン由来オリゴ糖の少量を検出するには感度が不十分である。ヘパリンおよび他
のグリコサミノグリカンを分析する現在の技術は不十分であることから、任意の程度のバ
ッチ間一貫性を有するLMWH調製物を作製すること、または所定のバッチの有効性を予測す
ることはこれまでのところ不可能であった。
【発明の概要】
【００１４】
　本発明は、硫酸化多糖類、例えば、ヘパリン、例えばUFH、LMWH、および合成ヘパリン
の不均一な集団を分析する方法、ならびに所望の特性、例えば、所望の活性を有しおよび
／または望ましくない特性、例えば望ましくない副作用が減少した硫酸化多糖類を作製す
る方法の発見に一部基づいている。このように、本発明は、硫酸化多糖類の不均一な集団
の分析およびモニタリングに関連した方法および産物、例えば不均一な硫酸化多糖類集団
の構造特徴および活性を分析してこのように定義する新規方法に関する。低分子量ヘパリ
ン産物を含む治療的ヘパリン産物、ならびにこれらの産物を産生、分析、およびモニター
する方法を記述する。
【００１５】
　一つの局面において、本発明は、試料、例えば多糖類を含む組成物を分析する方法を提
供する。一つの態様において、組成物はさらに、一つまたは複数のタグ、抗体、レクチン
、またはタンパク質を含む。
【００１６】
　本明細書において用いられる「多糖類」とは、互いに結合した単糖類からなるポリマー
である。多くの多糖類において、多糖類の基本的な構築ブロックは、実際には反復または
非反復となりうる二糖単位である。このように、多糖類に関連して用いる場合の単位は、
多糖類の基本的構築ブロックを指し、これらには単量体構築ブロック（単糖類）または二
量体構築ブロック（二糖類）が含まれうる。多糖類には、ヘパリン様グリコサミノグリカ
ン、コンドロイチン硫酸、ヒアルロン酸、およびその誘導体または類似体、キチンの誘導
体および類似体、例えば6-0硫酸化カルボキシルメチルキチン、フェリヌス・リンテウス
（phellinus linteus）から単離された免疫原性多糖類、PI-88（酵母ピチア・ホルスチイ
（Pichia holstii）の発酵によって産生された高分子量コアから精製したホスホマンナム
の硫酸化に由来する高度硫酸化オリゴ糖の混合物）およびその誘導体と類似体、ワクチン
用の多糖類抗原、ならびにカルシウムスピルラン（青-緑藻類であるスピルリナ・プラテ
ンシス（spirulina platensis）から単離されたCa-SPおよびその誘導体と類似体が含まれ
るがこれらに限定されない。
【００１７】
　本発明に従う多糖類は、多糖類、例えばヘパリン、合成ヘパリンまたはLMWH調製物の混
合集団となりうる。本明細書において用いられるように、「多糖類の混合集団」は、多糖
類の多分散混合物である。「多分散」または「多分散性」という用語は、平均分子量数（
Mn）で除した組成物の重量平均分子量（Mw）を指す。未分画ヘパリンと様々なLMWHの多分
散性は、多分散性を決定する方法と同様に既知である。多分散性がほぼ1である組成物は
より均一であり、含まれる異なる多糖類はより少ない。例として、長さおよび組成が異な
る多様な多糖類を含む未分画ヘパリンの調製物は、多分散性が約1.5～2.0である。
【００１８】
　いくつかの態様において、試料は、ヒトまたは動物被験体、実験動物、細胞、または他
の市販の多糖類調製物、例えばエノキサパリン（Lovenox（商標））、ダルテパリン（Fra
gmin（商標））、セルトパリン（Sandobarin（商標））、アルデパリン（Normiflo（商標
））、ナドロパリン（Fraxiparin（商標））、パルナパリン（Fluxum（商標））、レビパ
リン（Clivarin（商標））、チンザパリン（Innohep（商標）もしくはLogiparin（商標）
）、またはフォンダパリヌクス（Arixtra（商標））が含まれるがこれらに限定されないU
FHまたはLMWHに由来する。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、外科的介
入、例えば、血管形成術、ステント留置、心肺バイパス技法、組織または臓器移植、冠動
脈再生術、整形外科手術、股関節骨折のような骨折の治療、股関節置換、膝関節置換、PC
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I、および人工器官置換手術を受けているか、受けるリスクがあるか、またはそれらから
回復途中である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、血液、GFRまたは
尿中のRFI、尿素、クレアチニン、リン、GFR、またはBUNレベルによって測定した異常な
腎機能を有する患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、ヘパリ
ンまたはLMWHの投与に関連した合併症、例えばHITを有するまたはそのリスクを有する。
ヒトまたは動物被験体は過体重、または肥満である、例えば20、30、40、50ポンドまたは
それ以上の過体重である被験体である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体
は、極めて痩せたまたは虚弱である、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ以上の低体
重である被験体である、または免疫欠損症、例えばHIV/AIDSを有する被験体である。いく
つかの態様において、ヒトまたは動物被験体は小児患者である。いくつかの態様において
、ヒトまたは動物被験体は妊娠している。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験
体は脊髄または硬膜外血腫を有する患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動
物被験体は、人工心臓弁を有する患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物
被験体はATIII欠損症または異常を有する。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被
験体は第Xa因子欠損症または異常を有する。
【００１９】
　いくつかの態様において、方法は、細胞または被験体、例えば実験動物における存在、
組織分布、空間的分布、時間的分布、または保持時間をモニターすることをさらに含む。
いくつかの態様において、方法には、産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定す
ることが含まれる。いくつかの態様において、方法にはさらに、決定の結果としてバッチ
を選択することが含まれる。いくつかの態様において、方法にはさらに、決定結果を予め
選択した値、例えば参照標準値と比較することが含まれる。
【００２０】
　好ましい態様において、組成物は消化される、例えば化学的および／または酵素的に消
化される、例えば不完全または完全に消化される。酵素的消化は、ヘパリン分解酵素、例
えばへパリナーゼI、へパリナーゼII、へパリナーゼIII、へパリナーゼIV、へパラナーゼ
または機能的に活性なその変種および断片によって行われる。化学的消化は、化学物質、
例えば酸化的解重合、例えば、H2O2またはCu+およびH2O2による酸化的解重合、脱アミノ
切断、例えば亜硝酸イソアミルまたは亜硝酸による脱アミノ切断、β-脱離切断、例えば
ベンジルエステルおよび／またはアルカリ処理によるβ-脱離切断によって行われる。
【００２１】
　いくつかの態様において、試料には、20％未満もしくはそれに等しい部分が＜2000 Da
種である、68％を超えるもしくはそれに等しい部分が2000～8000 Da種である、および18
％未満もしくはそれに等しい部分が＞8000 Da種である多糖類集団、または市販のエノキ
サパリン調製物において認められるものと同じ多糖類集団であって、好ましくは平均分子
量が約4500 Daである、多糖類集団が含まれる。いくつかの態様において、試料は約100 I
U/mgの抗第Xa因子活性を有する。いくつかの態様において、試料はpHが5.5～7.5である。
いくつかの態様において、試料の一つまたは複数の成分はタグを付けられている、または
標識されている。
【００２２】
　組成物は、モル％に関して記述されるが、組成物はまた、AUC（曲線下面積）またはAUC
％に関して記述してもよく、それらも本発明の範囲内であることは当技術分野において十
分に理解される。いくつかの態様において、組成物は化学的および／または酵素的に、不
完全または完全に消化される。酵素的消化は、ヘパリン分解酵素、例えばへパリナーゼI
、へパリナーゼII、へパリナーゼIII、へパリナーゼIV、へパラナーゼまたは機能的に活
性なその変種および断片によって行われる。化学的消化は、化学物質、例えば酸化的解重
合、例えば、H2O2またはCu+およびH2O2による酸化的解重合、脱アミノ切断、例えば亜硝
酸イソアミルまたは亜硝酸による脱アミノ切断、β-脱離切断、例えばベンジルエステル
および／またはアルカリ処理によるβ-脱離切断によって行われる。一つの態様において
、組成物はHLGAGであり、組成物の分析には、任意にHLGAGを分画すること、HLGAGを化学
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的または酵素的に消化すること、および消化されたHLGAGの分子量を決定することによっ
て、一つまたは複数の成分の存在を決定することが含まれる。
【００２３】
　方法には、多糖類の構造特徴を提供することによって多糖類を含む試料を分析すること
が含まれる。本明細書において用いられる構造特徴は、例えば、多糖類の単糖および二糖
構築単位の同一性および数に関する情報、総電荷（「真の電荷」または「全電荷」とも呼
ばれる）、電荷密度、分子の大きさ、電荷対質量比、およびイズロン酸および／またはグ
ルクロン酸含有の有無のような物理化学特性と共に、単糖と二糖構築ブロックの関係、な
らびにとりわけこれらの構築ブロックに関連した活性部位に関する情報を意味する。構造
特徴は、以下から選択される一つまたは複数の一次産出物を決定することによって提供す
ることができる：
　一つまたは複数の成分糖または二糖の存在または量；本明細書において用いられるよう
に、「成分糖」は、多糖類を構成する糖類を指す。成分糖には、単糖、二糖、三糖等が含
まれ、同様に、天然に通常認められる糖のみならず、とりわけ下記で定義する非天然の改
変糖が含まれうる；
　「ブロック成分」が複数の糖または多糖で構成される、一つまたは複数のブロック成分
の存在または量；
　「糖代表物」が、化学的改変、とりわけ酵素的または化学的消化のような方法によって
改変された糖を含む、検出能を増強するように改変された糖類である、一つまたは複数の
糖類代表物の存在または量；
　三次元構造の指標または三次元構造に関連したパラメータ、例えば活性、例えば構造モ
チーフまたは結合部位の存在または量、例えば多糖類をクロスリンクさせることによって
、例えば直線配列に隣接しない特定の糖をクロスリンクさせることによって産生された構
造の存在または量；または
　改変糖類が調製物を構成するために用いられる開始材料に存在する糖類であるが、調製
物の産生において変化している、例えば切断によって改変された糖である、一つまたは複
数の改変された糖の存在または量。
【００２４】
　好ましい態様において、二次産出物を用いることによって多糖類をさらに分析すること
ができ、これには以下の一つまたは複数が含まれる：総電荷；電荷／質量比、電荷密度、
配列、一つまたは複数の活性部位の位置；および多分散性。ヘパリンのような多糖類の「
総電荷」は、二糖の平均分子量（500）によって質量を除して、その数に二糖あたりの平
均電荷（2.3）を乗じることによって；または一つもしくはそれ以上の一次産出物、例え
ば存在する単糖および二糖構築ブロックの同一性および数に基づく電荷を計算することに
よって、計算することができる。「電荷／質量比」は、総電荷量を多糖類の質量で除する
ことによって計算することができる。「電荷密度」は、総電荷を糖類の長さの平均値で除
することによって計算することができる。「配列」は、共有結合した成分糖類の直線状配
列を意味し、当技術分野で既知の方法、例えば本明細書に開示の方法、ならびにその全文
が参照として本明細書に組み入れられる、国際公開公報第00/65521号、国際公開公報第02
/23190号、Venkataraman（1999）；Shriverら（2000a）；Shriverら（2000b）；およびKe
iserら（2001）に開示される方法によって決定することができる。「活性部位の位置」は
、特定の成分多糖類と所定の活性との相関を意味する。好ましい態様において、構造特徴
は、MALDI-MS、ESI-MS、CE、HPLC、FPLC、蛍光測定法、ELISA、色素産生アッセイ法、比
色アッセイ法、NMR、および他の分光光度技術からなる群より選択される一つまたは複数
の方法によって決定される。
【００２５】
　本明細書に記述の方法および組成物のいくつかは、一次産出物の一つ、例えば一つまた
は複数の成分糖または二糖の量を用いて記述される。しかし、上記の産出物のいずれも、
本明細書に記述の方法において実際に引用される産出物および組成物の代わりに用いるこ
とができると理解される。
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【００２６】
　もう一つの局面において、本発明は、多糖類薬剤、例えばヘパリン、合成ヘパリン、ま
たはLMWHを分析する方法を特徴とする。方法には以下が含まれる：
　第一の構造特徴、例えば予め選択した患者の反応の第一のレベル、例えば薬物に対する
陰性または陽性反応の予め選択したレベルを有する薬物のバッチに関して、本明細書に記
述の任意の構造特徴を提供または決定する段階；
　第二の構造特徴、例えば予め選択した患者の反応の第二のレベル、例えば薬物に対する
陰性または陽性反応の予め選択したレベルを有する薬物の第二のバッチに関して、本明細
書に記述の任意の構造特徴を提供または決定する段階；
　薬物の特性、例えば化学または構造特性を、患者の反応の予め選択されたレベルに関連
させるために第一および第二の構造決定を比較する段階。例えば、望ましくない作用が比
較的高レベルである薬物のバッチの構造を決定することができ、望ましくない作用が比較
的低レベルである薬物のバッチの構造を決定することができ、その後、薬物の特性を望ま
しくない作用と相関させるために二つのバッチの構造決定因子を比較することができる。
いくつかの方法において、方法には、患者の反応の高レベルまたは低レベルと相関した特
性を有する薬物のバッチを選択または廃棄することがさらに含まれる。
【００２７】
　本明細書において用いられるように、「バッチ」は、1回の操作で産生される如何なる
ものの量、例えば1回の操作で全て産生された化合物の量を意味する。「薬物のバッチ」
とは、1回の操作、例えば1回のプロセスで産生された薬物の量である。
【００２８】
　本発明は一部、硫酸化多糖類の異種集団の構造特徴および活性を分析してこのように定
義する新規方法に関する。本発明は、ヘパリンの活性を予測するおよびヘパリンのレベル
をモニターするために用いることができる、容易に測定される重要な構造モチーフを同定
するために、構造を機能に相関させる方法（組成分析法（CAM）と呼ぶ）を提供する。本
発明の方法を利用して、インビボでの活性および生物学的利用能が増加しているが、所望
の程度のバッチ間一貫性を維持するヘパリン、合成ヘパリン、および低分子量ヘパリンの
ような多糖類調製物を標準化するための糖プロフィールを作製することができる。本発明
は、市販のLMWHの現在の世代と比較して特性が増強された多糖類、特にLMWHの新規の信頼
できる一貫した調製物と共に、そのような調製物を調製する方法を提供する。
【００２９】
　一つの局面において、本発明は、多くの成分、例えばI/GHNAc,6SI/GHNS,3S,6S、I/GHNS
,6SGHNS,3S,6S、I/GHNAc,6SGHNS,3S、I/GHNS,6SI/GHNS,3S、I/GHNS,6SI/GHNS,3S,6S、I/G
HNAc,6SGHNS,3S、I/GHNS,6SI/GHNS,3S、またはその組み合わせと共に非天然、例えば改変
糖の存在を検出することを含む、試料、例えば本明細書に記述の組成物の構造特徴を分析
する方法である。これらの特徴は、そのまま（例えば、その分子量および配列を測定する
ことによって、またはNMR等によって）検出することができ、またはその誘導体、例えば
ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、ΔUHNS,6SGHNS,3S、
ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、ΔUHNS,6SGHNS,3S、またはその組み合わせと
共に非天然の、例えば改変糖を検出することによって間接的に検出することができる。本
明細書において用いられるように、「非天然糖」は、本質的にヘパリンにおいて通常存在
しない構造を有する糖を指す。本明細書において用いられるように、「改変糖」は、精製
技法のような、LMWHを作製するために用いられる方法の結果としてLMWHにおいて起こりう
る、本質的に多糖類に通常存在しない構造を有する天然の糖に由来する糖を意味する。本
方法の結果は、組成物の糖プロフィールを表す値の組である。
【００３０】
　本明細書において用いられるように、「p1」または「ピーク1」は、ΔUH2SHNS,6Sを指
し；「p2」または「ピーク2」は、ΔU2SHNS；「p3」または「ピーク3」はΔUHNS,6S；「p
4」または「ピーク4」は、ΔU2SHNAc,6S；「p5」または「ピーク5」はΔUHNS；「p6」ま
たは「ピーク6」はΔU2SHNAc；「p7」または「ピーク7」はΔUHNAc,6S；「p8」または「
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ピーク8」は集合的に、ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3
S、またはΔUHNS,6SGHNS,3Sを指す。「p9」または「ピーク9」および「p10」または「ピ
ーク10」はそれぞれ、ピーク9および10に関連した非天然糖を指す。「ΔU」という命名法
は、不飽和ウロン酸（へパリナーゼの溶解作用の結果として4-5位で導入された二重結合
を有するイズロン酸（I）またはグルクロン酸（G））を意味する。二重結合の導入によっ
て、立体異性体IとUとの区別が消失して、したがってΔUと呼ばれる：Δは二重結合を指
し、UはそれらがIまたはGのいずれかに由来しうることを意味する。このように、本明細
書において用いられるように、「ΔU」は、ΔU2SHNS,6Sが、I2SHNS,6SとG2SHNS,6Sの双方
を含み、ΔU2SHNSがI2SHNSとG2SHNSの双方を含むように等、IとGの双方を表す。本発明の
組成物は、異なる構築ブロックのモル％として記述されるが、それらはまたAUC％、重量
％として、または本発明の範囲内の他の既知の用語によって記述されうることは、当技術
分野において周知である。
【００３１】
　本発明のさらなる態様は、試料、例えばグリコサミノグリカン（GAG）、HLGAG、UFH、F
H、またはLMWHのような、多糖類の混合集団を含む組成物を分析するために本明細書に記
述の方法を用いることに関する。本発明の方法には、とりわけ組成物を提供すること、お
よび以下の一つまたは複数、例えば二つ、三つ、四つ、五つ、六つ、または七つが予め選
択した範囲；I/G2SHNS,6S（例えば、15～85モル％）；I/G2SHNS（例えば、0.1～20モル％
）；I/GHNS,6S（例えば、0.1～20モル％）；I/G2SHNAc,6S（例えば、0.1～10モル％）；I
/GHNS（例えば、0.1～10モル％）；I/G2SHNAc（例えば、0.1～5モル％）；I/GHNAc,6S（
例えば、0.1～15モル％）；および／またはI/GHNAc,6SGHNS,3S,6S、I/GHNS,6SGHNS,3S,6S
、I/GHNAc,6SGHNS,3S、またはI/GHNS,6SGHNS,3S、またはその組み合わせ（例えば、0.1～
20モル％）に存在するか否かを決定する段階；その代表的な構築ブロック、例えばΔU2SH

NS,6S、ΔU2SHNS、ΔUHNS,6S、ΔU2SHNAc,6S、ΔUHNS、I/G2SHNAc、ΔUHNAc,6S、ΔUHNAc
,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、またはΔUHNS,6SGHNS,3Sを
測定することによって、それによって組成物を分析することが含まれる。いくつかの態様
において、方法には、上記の全てが予め選択した範囲に存在するか否かを決定することが
含まれる。本明細書において用いられるように、「予め選択した範囲」には、これより少
ない範囲の全てが含まれ、それらも満足する。
【００３２】
　いくつかの態様において、方法には、ΔU2SHNS,6Sが45～80モル％、50～75モル％、55
～70モル％、または60～65モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる。
【００３３】
　いくつかの段階において、方法には、ΔU2SHNSが2～15モル％、5～10モル％、または6
～9モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる。
【００３４】
　いくつかの態様において、方法には、ΔUHNS,6Sが、5～18モル％、7～15モル％、また
は10～12モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる。
【００３５】
　いくつかの段階において、方法には、ΔU2SHNAc,6Sが、0.5～7.5モル％、1～5モル％、
または1.5～3モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる。
【００３６】
　いくつかの段階において、方法には、ΔUHNSが、1～7モル％、2～5モル％、または3～4
モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる。
【００３７】
　いくつかの段階において、方法には、ΔU2SHNAcが、0.1～5モル％、0.5～3モル％、ま
たは1～2.5モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる。
【００３８】
　いくつかの段階において、方法には、ΔUHNAc,6Sが、0.1～12モル％、0.5～10モル％、
または1～6モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる。
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【００３９】
　いくつかの段階において、方法には、ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、
ΔUHNAc,6SGHNS,3S、ΔUHNS,6SGHNS,3Sまたはその混合物が、1～15モル％、2～10モル％
、3～8モル％、または5～7モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる。
【００４０】
　もう一つの態様において、本発明には、非天然の糖が、試料中、例えば本明細書に記載
の組成物中に予め選択された範囲、一般的に0.1～5モル％、0.1～2.5モル％、0.1～1モル
％の範囲で存在するか否かを決定することが含まれる。いくつかの態様において、本発明
の方法には、ピーク9の非天然の糖が0.1～5モル％、0.1～2.5モル％、または0.1～1モル
％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる。いくつかの態様において、本発明
には、ピーク10の非天然の糖が0.1～5モル％、0.1～2.5モル％、または0.1～1モル％の範
囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる。いくつかの態様において、本発明には、
ピーク11が0.1～10モル％、1～5モル％、または2～4モル％の範囲で存在するか否かを決
定する段階が含まれる。
【００４１】
　このように、もう一つの局面において、本発明には、試料を提供する段階、非天然の糖
、例えば改変された糖が試料中に存在するか否かを決定することによって、試料を分析す
る方法が含まれる。非天然の糖は、ピーク9、ピーク10および／またはピーク11となりう
る。
【００４２】
　いくつかの態様において、方法にはさらに、望ましくない細胞増殖もしくは増殖、細胞
遊走、接着、または活性化、血管新生、血管新生、凝固、HIT性向、および炎症プロセス
のような細胞活性に及ぼす作用のような、試料の一つまたは複数の生物活性を検出する段
階が含まれる。いくつかの態様において、生物学的活性は、抗第Xa因子活性；抗第IIa因
子活性；FGF結合；プロタミン中和；および／またはPF4結合である。
【００４３】
　いくつかの態様において、方法にはまた、一つまたは複数の生物活性を試料の構造特徴
に相関させることが含まれうる。いくつかの態様において、方法にはまた、生物活性を構
造特徴に相関させる情報を有する参照標準値を作製することが含まれうる。この参照標準
値は、例えば試料、例えばLMWH調製物の活性レベルを予測するために用いることができる
。このように、もう一つの局面において、本発明は、LMWH調製物の構造特徴を決定して、
決定した構造特徴を本明細書に記述の参照標準値と比較することによって、LMWH調製物の
活性レベルを予測する方法を提供する。活性は、細胞増殖もしくは増殖、細胞遊走、接着
、または活性化、脈管新生、血管新生、凝固、および炎症プロセスのような細胞活性に及
ぼす作用となりうる。いくつかの態様において、活性は抗第Xa因子活性、抗第IIa因子活
性、FGF結合、プロタミン中和、および／またはPF4結合である。
【００４４】
　もう一つの局面において、本発明はまた、選択された活性と相関することが知られてい
る成分が試料中に存在するか否かを決定することによって、選択された生物活性を有する
ヘパリンの試料を分析する方法を提供する。方法にはさらに、成分のレベル、例えば成分
のモル％またはAUC％を決定する段階が含まれうる。活性は、細胞増殖もしくは増殖、細
胞遊走、接着、または活性化、脈管新生、血管新生、凝固、および炎症プロセスのような
細胞活性に及ぼす作用、抗第Xa因子活性、抗第IIa因子活性、FGF結合、プロタミン中和、
および／またはPF4結合となりうる。いくつかの態様において、U2SHNS、U2SHNAc,6S、U2S
HNa、および／またはU2SHNS,6Sが例えば0.1～100モル％の範囲で存在すれば、PF4結合活
性を示している。いくつかの態様において、ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6
S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、ΔUHNS,6SGHNS,3S、またはその混合物が0.1～100モル％の範囲で
存在すれば、抗第Xa因子活性を示している。
【００４５】
　好ましい態様において、方法にはさらに、それぞれの組成物の構造特徴を決定するため



(33) JP 2009-175143 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

に複数の組成物を分析すること；それぞれの組成物の生物活性を検出すること；検出され
た生物活性と組成物の構造特徴を比較すること；および生物活性を構造特徴またはその成
分、例えば該構造特徴の一次または二次産出物に相関させることが含まれる。本明細書に
おいて用いられるように、「複数」は二つまたはそれ以上を意味する。生物活性は、例え
ば、望ましくない細胞増殖もしくは増殖、細胞死（壊死またはアポトーシス）、細胞遊走
、接着、または活性化、脈管新生、血管新生、凝固、および炎症プロセスのような細胞活
性に及ぼす作用となりうる。好ましい態様において、生物活性には、抗第Xa因子活性、抗
第IIa因子活性、FGF結合、プロタミン中和、TFPI放出、および／またはPF4結合の一つま
たは複数が含まれうる。
【００４６】
　いくつかの態様において、生物活性-構造相関情報を用いて、特定の適応、例えば腎障
害、自己免疫、血栓症のような凝固関連疾患、心血管疾患、血管疾患、または心房細動；
偏頭痛、アテローム性動脈硬化症；自己免疫疾患またはアトピー障害のような炎症障害；
喘息、気腫、成人呼吸窮迫症候群（ARDS）、嚢胞性線維症、もしくは肺再潅流損傷のよう
な呼吸器障害；癌もしくは転移障害；眼の血管新生障害のような血管新生障害、骨粗鬆症
、乾癬、および関節炎、アルツハイマー病のために、ヘパリン、合成ヘパリン、またはLM
WH調製物を設計することができる；または外科技法、臓器移植、整形外科手術、股関節骨
折のような骨折の治療、股関節置換、膝関節置換、経皮冠動脈介入（PCI）、ステント留
置、血管形成術、冠動脈バイパス移植手術（CABG）を受けようとする、または受けた人。
特定の適応には、細胞成長または増殖；脈管新生；血管新生；細胞遊走、接着、または活
性化；および炎症プロセスのような細胞活性が含まれうる。
【００４７】
　もう一つの局面において、本発明は、バッチの糖プロフィール値の一つまたは複数が予
め選択された範囲より小さい変動を示す、多糖類調製物の一つまたは複数のバッチを作製
する方法に関する。もう一つの局面において、本発明は、それぞれのバッチの糖プロフィ
ール値の一つまたは複数が予め選択した所望の糖プロフィールからの予め選択した範囲よ
り小さい変動を示す、多糖類調製物の多数のバッチを含む組成物に関する。いくつかの態
様において、方法には、産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定する段階、およ
び決定の結果としてバッチを選択する段階が含まれる。いくつかの態様において、方法に
は、測定結果を予め選択された値、例えば参照標準値と比較する段階が含まれうる。他の
態様において、方法にはさらに、例えば構造特徴の決定結果に基づいて、投与すべきバッ
チの用量を調節する段階が含まれうる。このように、もう一つの局面において、本発明は
、試料、例えばエノキサパリン（Lovenox（商標））、ダルテパリン（Fragmin（商標））
、セルトパリン（Sandobarin（商標））、アルデパリン（Normiflo（商標））、ナドロパ
リン（Fraxiparin（商標））、パルナパリン（Fluxum（商標））、レビパリン（Clivarin
（商標））、チンザパリン（Innohep（商標）またはLogiparin（商標））、またはフォン
ダパリヌクス（Arixtra（商標））が含まれるがこれらに限定されないグリコサミノグリ
カン（GAG）、HLGAG、UFH、FH、またはLMWHのような多糖類の混合集団を含む組成物を含
む試料を分析すること、および以下の一つまたは複数が予め選択した範囲に存在するか否
かを決定すること：ΔU2SHNS,6S、ΔU2SHNS、ΔUHNS,6S、ΔU2SHNAc,6S、ΔUHNS、ΔU2SH

NAc、ΔUHNAc,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、
またはΔUHNS,6SGHNS,3S；および／またはI/GHNAc,6SGHNS,3S,6S、I/GHNS,6SGHNS,3S,6S
、I/GHNAc,6SGHNS,3S、もしくはI/GHNS,6SGHNS,3S、またはその組み合わせ；それによっ
て組成物に関する参照標準を決定することによって、組成物、例えば薬物に関する参照標
準値を決定する方法に関する。いくつかの態様において、方法には、前述の全て、例えば
ピーク1、ΔU2SHNS,6S（例えば、15～85モル％）；ピーク2、ΔU2SHNS（例えば、0.1～20
モル％）；ピーク4、ΔU2SHNAc,6S（例えば、0.1～10モル％）；ピーク6、ΔU2SHNAc（例
えば、0.1～5モル％）；および／またはピーク8、I/GHNAc,6SGHNS,3S,6S、I/GHNS,6SGHNS
,3S,6S、I/GHNAc,6SGHNS,3S、もしくはI/GHNS,6SGHNS,3S、またはその混合物（例えば、0
.1～20モル％）が予め選択した範囲内に存在するか否かを決定する段階が含まれる。一つ
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の態様において、患者に投与される用量または量は、例えば抗第Xa/IIa因子活性レベルを
維持するために、例えば抗第Xa因子活性の100 IUの用量を維持するために、存在するピー
ク8のレベルに基づいて調節する。
【００４８】
　一つの態様において、本発明は、組成物を分析して、混合物における成分の一つまたは
複数の生物学的同等性および／または生物学的利用能を決定することによって、薬物に関
する参照標準を決定する方法に関する。本明細書において用いられるように、「生物学的
同等性」は、薬学的同等物または薬学的代用物における活性成分または活性部分が、「類
似の条件で同じモル用量で投与した場合に薬物作用部位で利用可能となる割合および程度
に有意な差が存在しないこと」を意味する。
【００４９】
　本明細書において用いられるように、「生物学的利用能」は、「活性成分または活性部
分が医薬品から吸収されて、作用部位で利用できるようになる速度および程度」である。
血流に吸収されることを意図しない化合物の場合、生物学的利用能は、活性成分または活
性部分が作用部位で利用できるようになる速度および／または程度を反映すると意図され
る測定によって評価してもよい。薬物動態学的見通しから、所定の製剤に関する生物学的
利用能データは、溶液、懸濁液、皮下または静脈内投与剤形に関する生物学的利用能デー
タと比較した場合に、全身循環に吸収される経口投与量の相対的分画の推定量を提供する
。生物学的利用能試験は、薬物の分布、排泄、吸収に及ぼす栄養の影響、用量比例性、お
よび／または活性部分および適当であれば不活性部分の薬物動態の直線性に関連した他の
薬物動態情報を提供する可能性がある。生物学的利用能データはまた、透過性ならびに全
身前酵素および／または輸送体（例えば、p-糖タンパク質）の影響のような全身循環に入
る前の薬物物質の特性に間接的に関する情報も提供する可能性がある。経口投与した医薬
品の生物学的利用能は、全身循環から採取した試料において、活性成分および／または活
性部分および適当であればその活性代謝物の濃度を経時的に測定することによって得られ
る全身曝露プロフィールを作製することによって示してもよい。
【００５０】
　いくつかのインビボおよびインビトロ法を用いて、製品の質の生物学的利用能を測定し
て、生物学的同等性を確立することができる。これらには、薬物動態、薬動力学、臨床お
よびインビトロ試験が含まれる。
【００５１】
　本明細書において用いられるように、「薬物動態」は、医薬品からの薬物物質の全身循
環への放出と共に、生理的変数（例えば、胃内容排出、運動度、pH）によって測定した排
泄、分布容積、および吸収の動態を意味する。薬物動態は、血液、血漿、および／または
血清のような入手できる生物学的マトリクスにおいて評価してもよい。薬物動態の測定に
はまた、AUC、活性の用量依存性、最高血漿レベル、最高までの時間、分布半減期、およ
び最終半減期が含まれてもよい。
【００５２】
　本明細書において用いられるように、「薬動力学」は、骨密度測定およびカリパー全身
脂肪を含む全身評価；肺機能試験、呼気中二酸化窒素、肺撮像を含む呼吸器評価；心モニ
タリング、歩行時血圧、ホルターモニタリング、遠隔測定、ECG、バイタルサイン、心撮
像を含む心血管評価；脳電図、精神機能試験、精神運動機能試験、薬物動態EEGを含む神
経系評価；聴力試験、聴覚鼻腔計、眼圧、デジタル網膜造影を含むENT評価；ならびに胃p
Hモニタリング、内視鏡、撮像、および／または胃運動度を含む消化管評価を用いて、臨
床薬物反応において多様性を引き起こす要因を明らかにすることを意味する。
【００５３】
　このように、一つの局面において、本発明は、生物学的同等性を決定する方法に関する
。方法には、以下のいくつかまたは全てが含まれる：第一の組成物の構造特徴を提供また
は決定する段階；第一の組成物の生物学的利用能を提供または決定する段階；第二の組成
物の構造特徴を提供または決定する段階；第二の組成物の生物学的利用能を提供または決
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定する段階；および第一と第二の組成物の構造組成と生物学的利用能を比較する段階。い
くつかの態様において、生物学的利用能は、一つまたは複数の被験体、例えばヒトもしく
は動物被験体または実験動物において組成物の吸収特性を決定すること；および一つまた
は複数の被験体、例えばヒトもしくは動物被験体または実験動物において組成物の排泄特
徴を決定することによって決定される。
【００５４】
　本発明にはまた、多糖類を投与した被験体をモニターする方法が含まれる。現在まで、
ヘパリンおよびHLGAG調製物を投与した被験体は、活性化部分トロンボプラスチン時間（a
PTT）またはトロンビン凝固時間（TCT）を調べることによってモニターされている。しか
し、この試験は大部分がフィブリノーゲンおよび第VIII因子のような被験体に内因性の他
の物質の活性および利用率に依存しており、このように実際のレベルの正確な指標を示さ
ない可能性がある。さらに、この試験はまた、有意な抗第IIa因子活性の存在にも依存し
、これは当技術分野で現在既知のLMWHには実質的に存在しない。ヘパリンを投与したが、
不適当なaPTT反応を示す患者は、抗第Xa因子アッセイ法を用いて評価することができる。
定量的抗第Xa因子アッセイ法は、ループス抗凝固物質または第XII因子および接触因子（
プレカリクレインおよび高分子量キニノーゲン）の欠損に関連する可能性があるaPTT延長
を有する患者においてヘパリンをモニターするために必要である；現在の抗第Xa因子アッ
セイ法は費用が高く、長時間を要し、容易に利用できないことから、抗第Xa因子レベルを
追跡する新しい方法が必要である。
【００５５】
　このように、本発明はまた、投与される多糖類の成分の一つまたは複数のレベルをモニ
ターする段階を含む、多糖類を投与した被験体をモニターする方法にも関する。一つの態
様において、本発明は、単一の成分レベルをモニターする方法に関する。さらなる態様に
おいて、本発明は、多糖類の生物活性に関連した成分レベルをモニターすることに関する
。もう一つの態様において、本発明は、抗第IIa因子活性または抗第Xa因子活性に相関す
る多糖類の成分レベルをモニターすることを含む、多糖類を投与した被験体をモニターす
ることに関する。他の局面において、方法には、活性、例えばPF4結合に相関する多糖類
の一つまたは複数の成分のレベル、例えば血清レベルをモニターすることによって、多糖
類、例えばLMWHを投与した被験体をモニターすることが含まれうる。本発明の方法には、
へパリナーゼ消化を予め行わずに血漿中のヘパリンの六糖および八糖分画をモニターする
ことが含まれる；より小さい分画は、へパリナーゼまたは化学消化物質のような、本明細
書に記述の物質によって試料を処理した後にモニターしてもよい。
【００５６】
　このように、もう一つの局面において、本発明は、抗第Xa因子活性を有するヘパリンに
関して試料または被験体、例えば、被験体からの試料を分析する方法を提供する。いくつ
かの態様において、試料は、体液、例えば血液または血液由来液体、または尿を含む。い
くつかの態様において、ヘパリンは、UFHまたはLMWH、例えば抗第Xa因子活性を有するLMW
H、M118、M115、M411、M108、M405、M312、エノキサパリン；ダルテパリン；セルトパリ
ン；アルデパリン；ナドロパリン；パルナパリン；リビパリン；チンザパリン；またはフ
ォンダパリヌクスを含む。方法には、以下のいくつかまたは全てが含まれうる：試料、例
えば被験体から、例えばヒトもしくは動物被験体または実験動物からの試料を提供する段
階；ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、ΔUHNS,6SGHNS,
3S、またはその断片もしくは複数の断片からなる群より選択される一つまたは複数の成分
が試料中に存在するか否かを決定する段階；および任意に、成分または複数の成分レベル
を測定する段階。いくつかの態様において、段階は、例えば予め選択した間隔、例えば2
～24時間毎、4～12時間毎、6～10時間毎の連続的なモニタリングで繰り返される。いくつ
かの態様において、方法にはまた、基準値、例えば被験体にヘパリンを投与する前に成分
または複数の成分に関する基準値を確立することが含まれうる。いくつかの態様において
、方法にはまた、ΔU2SHNS,6S、ΔU2SHNS、ΔUHNS,6S、ΔU2SHNAc,6S、ΔUHNS、ΔU2SHNA
c、またはΔUHNAc,6Sが試料中に存在するか否かを決定する段階が含まれる。いくつかの
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態様において、方法はさらに、ピーク9、ピーク10またはピーク11の一つまたは複数の成
分が試料中に存在するか否かを決定する段階を含む。いくつかの態様において、方法には
、細胞または被験体、例えば実験動物における存在、組織分布、空間的分布、時間的分布
、または保持時間をモニターすることが含まれる。いくつかの態様において、方法にはま
た、産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定することが含まれる。いくつかの態
様において、方法にはまた、測定の結果としてバッチを選択することが含まれる。いくつ
かの態様において、方法にはまた、測定結果を、予め選択された値、例えば参照標準値と
比較することが含まれる。
【００５７】
　いくつかの態様において、決定する段階には、試料を精製する段階；任意に試料を分画
する段階；試料を少なくとも一つの薬剤に接触させる段階；および消化した試料の構造特
徴を決定する段階が含まれる。薬剤は、酵素、例えばヘパリン分解酵素、例えばへパリナ
ーゼI、へパリナーゼII、へパリナーゼIII、へパリナーゼIV、へパラナーゼ、ならびに機
能的に活性なその変種および断片、または化学物質、例えばH2O2、Cu+およびH2O2、亜硝
酸イソアミル、亜硝酸、ベンジルエステル、またはアルカリ処理となりうる。
【００５８】
　いくつかの態様において、決定する段階には、任意に試料を精製する段階；一つまたは
複数の成分に対して特異的な試薬、例えばペプチド、タンパク質、レクチン、または抗体
に試料を接触させる段階；および成分に対する抗体の結合を検出する段階が含まれる。い
くつかの態様において、決定には、ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHN
Ac,6SGHNS,3S、ΔUHNS,6SGHNS,3S、またはその断片もしくは複数の断片からなる群より選
択される一つまたは複数の成分が0.1～20モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階
が含まれる。
【００５９】
　いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、外科的介入、例えば血管形成術、
ステント留置、心肺バイパス技法、組織または臓器移植、冠動脈再生手術、整形外科手術
、股関節骨折のような骨折の治療、股関節置換、膝関節置換、PCI、および人工器官置換
手術を受けている、受けるリスクがある、またはそれから回復途中である。いくつかの態
様において、ヒトまたは動物被験体は、血液、GFR、または尿中のRFI、尿素、クレアチニ
ン、リン、GFR、またはBUNレベルによって測定された異常な腎機能を有する被験体である
。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、ヘパリンまたはLMWHの投与に関連
した合併症、例えばHITを有するかまたは有するリスクがある。ヒトまたは動物被験体は
、過体重、または肥満である、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ以上の過体重であ
る被験体である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、極めて痩せたまた
は虚弱である、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ以上の低体重である被験体である
、または免疫欠損症、例えばHIV/AIDSを有する被験体である。いくつかの態様において、
ヒトまたは動物被験体は小児患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験
体は妊娠している。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は脊髄または硬膜外
血腫を有する患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、人工心臓
弁を有する患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体はATIII欠損症
または異常を有する。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は第Xa因子欠損症
または異常を有する。
【００６０】
　いくつかの態様において、方法はさらに、細胞または被験体、例えば実験動物における
存在、組織分布、空間的分布、時間的分布、または保持時間をモニターすることを含む。
いくつかの態様において、方法には、産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定す
ることが含まれる。いくつかの態様において、方法には、測定の結果としてバッチを選択
することがさらに含まれる。いくつかの態様において、方法には、決定結果を予め選択し
た値、例えば参照標準値と比較することがさらに含まれる。
【００６１】
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　いくつかの態様において、試料には、20％未満もしくはそれに等しい部分が＜2000 Da
種である、68％を超えるもしくはそれに等しい部分が2000～8000 Da種である、および18
％未満もしくはそれに等しい部分が＞8000 Da種である多糖類集団、または市販のエノキ
サパリン調製物において認められるものと同じ多糖類集団であって、好ましくは平均分子
量が約4500 Daである、多糖類集団が含まれる。いくつかの態様において、試料は約100 I
U/mgの抗第Xa因子活性を有する。いくつかの態様において、試料はpHが5.5～7.5である。
いくつかの態様において、試料の一つまたは複数の成分はタグを付けられている、または
標識されている。
【００６２】
　もう一つの局面において、本発明は、試料または被験体を分析する方法、例えば抗第II
a因子活性を有するヘパリンを有する被験体をモニターする方法を提供する。いくつかの
態様において、試料は、体液、例えば血液または血液由来液体、または尿を含む。いくつ
かの態様において、ヘパリンは、UFHまたはLMWH、例えば抗第Xa因子活性を有するLMWH、M
118、M115、M411、M108、M405、M312、エノキサパリン；ダルテパリン；セルトパリン；
アルデパリン；ナドロパリン；パルナパリン；リビパリン；チンザパリン；またはフォン
ダパリヌクスを含む。方法には、以下のいくつかまたは全て、典型的に全てが含まれうる
：試料、例えば被験体、例えばヒトもしくは動物被験体または実験動物からの試料を提供
する段階；および抗第IIa因子活性に関連することが知られている一つまたは複数の構造
特徴産出物が試料に存在するか否かを決定する段階；および任意に、成分または複数の成
分レベルを決定する段階。いくつかの態様において、一つまたは複数の段階を、例えば予
め選択した間隔、例えば2～24時間毎、4～12時間毎、6～10時間毎、または連続的に繰り
返す。
【００６３】
　いくつかの態様において、抗第IIa因子活性に関連した構造特徴産出物は、一つまたは
複数の他の二糖単位と共に、ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SG
HNS,3S、またはΔUHNS,6SGHNS,3Sの少なくとも一つを含む多糖類である。いくつかの態様
において、方法はさらに、被験体にヘパリンを投与する前に成分または複数の成分に関す
る基準値を確立することを含む。いくつかの態様において、方法はさらに、細胞または被
験体、例えば実験動物における存在、組織分布、空間的分布、時間的分布、または保持時
間をモニターすることをさらに含む。いくつかの態様において、方法には、産物の一つま
たは複数のバッチの構造特徴を決定することが含まれる。いくつかの態様において、方法
には、測定の結果としてバッチを選択することがさらに含まれる。いくつかの態様におい
て、方法にはさらに、予め選択した値、例えば参照標準値と測定結果とを比較することが
含まれる。
【００６４】
　いくつかの態様において、決定する段階には、試料を精製する段階；任意に試料を分画
する段階；試料を少なくとも一つの薬剤に接触させる段階；および消化した試料の構造特
徴を決定する段階が含まれる。薬剤は、酵素、例えばヘパリン分解酵素、例えばへパリナ
ーゼI、へパリナーゼII、へパリナーゼIII、へパリナーゼIV、へパラナーゼ、ならびに機
能的に活性なその変種および断片、または化学物質、例えばH2O2、Cu+およびH2O2、亜硝
酸イソアミル、亜硝酸、ベンジルエステル、またはアルカリ処理となりうる。
【００６５】
　いくつかの態様において、決定する段階には、任意に試料を精製する段階；一つまたは
複数の成分に対して特異的な試薬、例えばペプチド、タンパク質、レクチン、または抗体
に試料を接触させる段階；および成分に対する抗体の結合を検出する段階が含まれる。い
くつかの態様において、決定には、ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHN
Ac,6SGHNS,3S、ΔUHNS,6SGHNS,3S、またはその断片もしくは複数の断片からなる群より選
択される一つまたは複数の成分が0.1～20モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階
が含まれる。
【００６６】
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　いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、外科的介入、例えば血管形成術、
ステント留置、心肺バイパス技法、組織または臓器移植、冠動脈再生手術、整形外科手術
、股関節骨折のような骨折の治療、股関節置換、膝関節置換、PCI、および人工器官置換
手術を受けている、受けるリスクがある、またはそれから回復途中である。いくつかの態
様において、ヒトまたは動物被験体は、血液、GFR、または尿中のRFI、尿素、クレアチニ
ン、リン、GFR、またはBUNレベルによって測定された異常な腎機能を有する被験体である
。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、ヘパリンまたはLMWHの投与に関連
した合併症、例えばHITを有するかまたは有するリスクがある。ヒトまたは動物被験体は
、過体重、または肥満である、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ以上の過体重であ
る被験体である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、極めて痩せたまた
は虚弱である、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ以上の低体重である被験体である
、または免疫欠損症、例えばHIV/AIDSを有する被験体である。いくつかの態様において、
ヒトまたは動物被験体は小児患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験
体は妊娠している。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は脊髄または硬膜外
血腫を有する患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、人工心臓
弁を有する患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体はATIII欠損症
または異常を有する。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は第Xa因子欠損症
または異常を有する。
【００６７】
　いくつかの態様において、方法はさらに、細胞または被験体、例えば実験動物における
存在、組織分布、空間的分布、時間的分布、または保持時間をモニターすることを含む。
いくつかの態様において、方法には、産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定す
ることが含まれる。いくつかの態様において、方法には、測定の結果としてバッチを選択
することがさらに含まれる。いくつかの態様において、方法には、決定結果を予め選択し
た値、例えば参照標準値と比較することがさらに含まれる。
【００６８】
　いくつかの態様において、試料には、20％未満もしくはそれに等しい部分が＜2000 Da
種である、68％を超えるもしくはそれに等しい部分が2000～8000 Da種である、および18
％未満もしくはそれに等しい部分が＞8000 Da種である多糖類集団、または市販のエノキ
サパリン調製物において認められるものと同じ多糖類集団であって、好ましくは平均分子
量が約4500 Daである、多糖類集団が含まれる。いくつかの態様において、試料は約100 I
U/mgの抗第Xa因子活性を有する。いくつかの態様において、試料はpHが5.5～7.5である。
いくつかの態様において、試料の一つまたは複数の成分はタグを付けられている、または
標識されている。
【００６９】
　もう一つの局面において、本発明は、試料または被験体を分析する方法、例えば、試料
または被験体におけるLMWHをモニターする方法を提供する。方法には、以下のいくつかま
たは全て、典型的に全てが含まれる：試料、例えば被験体、例えばヒトまたは動物被験体
、もしくは実験動物からの試料を提供する段階；および一つまたは複数の非天然の糖、例
えば改変糖が試料中に存在するか否かを決定する段階；および任意に、非天然の糖のレベ
ルを決定する段階が含まれる。いくつかの態様において、LMWHは、エノキサパリンである
。いくつかの態様において非天然の糖は、ベンジル化されている。いくつかの態様におい
て、非天然の糖は、一つまたは複数のピーク9および10を含む。いくつかの態様において
、試料は体液、例えば血液または血液に由来する体液、または尿を含む。いくつかの態様
において、一つまたは複数の段階を、例えば予め選択した間隔、例えば2～24時間毎、4～
12時間毎、6～10時間毎、または連続的に繰り返す。
【００７０】
　いくつかの態様において、決定する段階には、試料を精製する段階；任意に試料を分画
する段階；試料を少なくとも一つの薬剤に接触させる段階；および消化した試料の構造特
徴を決定する段階が含まれる。薬剤は、酵素、例えばヘパリン分解酵素、例えばへパリナ
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ーゼI、へパリナーゼII、へパリナーゼIII、へパリナーゼIV、へパラナーゼ、ならびに機
能的に活性なその変種および断片、または化学物質、例えばH2O2、Cu+およびH2O2、亜硝
酸イソアミル、亜硝酸、ベンジルエステル、またはアルカリ処理となりうる。
【００７１】
　いくつかの態様において、決定する段階には、任意に試料を精製する段階；一つまたは
複数の成分、例えばペプチド、タンパク質、レクチン、または抗体に対して特異的な試薬
に試料を接触させる段階；および成分に対する抗体の結合を検出する段階。いくつかの態
様において、決定には、ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,
3S、ΔUHNS,6SGHNS,3S、またはその断片もしくは複数の断片からなる群より選択される一
つまたは複数の成分が0.1～20モル％の範囲で存在するか否かを決定する段階が含まれる
。
【００７２】
　いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、外科的介入、例えば血管形成術、
ステント留置、心肺バイパス技法、組織または臓器移植、冠動脈再生手術、整形外科手術
、股関節骨折のような骨折の治療、股関節置換、膝関節置換、PCI、および人工器官置換
手術を受けている、受けるリスクがある、またはそれから回復途中である。いくつかの態
様において、ヒトまたは動物被験体は、血液、GFR、または尿中のRFI、尿素、クレアチニ
ン、リン、GFR、またはBUNレベルによって測定された異常な腎機能を有する被験体である
。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、ヘパリンまたはLMWHの投与に関連
した合併症、例えばHITを有するかまたは有するリスクがある。ヒトまたは動物被験体は
、過体重、または肥満である、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ以上の過体重であ
る被験体である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、極めて痩せたまた
は虚弱である、例えば20、30、40、50ポンドまたはそれ以上の低体重である被験体である
、または免疫欠損症、例えばHIV/AIDSを有する被験体である。いくつかの態様において、
ヒトまたは動物被験体は小児患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験
体は妊娠している。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は脊髄または硬膜外
血腫を有する患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は、人工心臓
弁を有する患者である。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体はATIII欠損症
または異常を有する。いくつかの態様において、ヒトまたは動物被験体は第Xa因子欠損症
または異常を有する。
【００７３】
　いくつかの態様において、方法はさらに、細胞または被験体、例えば実験動物における
存在、組織分布、空間的分布、時間的分布、または保持時間をモニターすることを含む。
いくつかの態様において、方法には、産物の一つまたは複数のバッチの構造特徴を決定す
ることが含まれる。いくつかの態様において、方法には、測定の結果としてバッチを選択
することがさらに含まれる。いくつかの態様において、方法には、決定結果を予め選択し
た値、例えば参照標準値と比較することがさらに含まれる。
【００７４】
　いくつかの態様において、試料には、20％未満もしくはそれに等しい部分が＜2000 Da
種である、68％を超えるもしくはそれに等しい部分が2000～8000 Da種である、および18
％未満もしくはそれに等しい部分が＞8000 Da種である多糖類集団、または市販のエノキ
サパリン調製物において認められるものと同じ多糖類集団であって、好ましくは平均分子
量が約4500 Daである、多糖類集団が含まれる。いくつかの態様において、試料は約100 I
U/mgの抗第Xa因子活性を有する。いくつかの態様において、試料はpHが5.5～7.5である。
いくつかの態様において、試料の一つまたは複数の成分はタグを付けられている、または
標識されている。
【００７５】
　もう一つの局面において、本発明は、以下の段階を含む、多糖類薬物、例えばヘパリン
、合成ヘパリン、またはLMWHを分析する方法に関する：
　a．予め選択した患者反応の第一のレベル、例えば薬物に対する陰性または陽性反応の
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予め選択したレベルを有する薬物の第一のバッチに関して、第一の構造特徴、例えば、本
明細書に記述の任意の構造特徴を決定する段階；
　b．予め選択した患者反応の第二のレベル、例えば薬物に対する陰性または陽性反応の
予め選択したレベルを有する薬物の第二のバッチに関して、第二の構造特徴、例えば、本
明細書に記述の任意の構造特徴を決定する段階；および
　c．薬物の特性、例えば化学または構造特性と、予め選択した患者反応のレベルとの相
関の有無を決定するために第一と第二の構造特徴決定値を比較する段階。
【００７６】
　本明細書において用いられるように、「予め選択した患者反応」は、それが陽性または
陰性反応であるかによらず、対象となる任意の反応を意味する。例えば、患者の陽性反応
は、抗凝固、腫瘍の退縮、血栓症、例えば深部静脈血栓症のような合併症の発生を伴わな
い外科的介入、不安定アンギナおよび／または非Q波心筋梗塞の虚血合併症が発生しない
こと、深部静脈血栓症の軽減、および急性疾患の際に運動を重度に制限されたことによる
血栓塞栓合併症が発生しないことであってもよい。患者の陰性反応は、硬膜外または脊髄
血腫；出血；血小板減少症；血清アミノトランスフェラーゼの上昇；局所刺激、疼痛、血
腫、斑状出血、および紅斑；貧血；斑状出血；発熱；悪心；浮腫；末梢浮腫；呼吸困難；
混乱；下痢；肺炎；心房細動；心不全；肺浮腫；注射部位局所反応（すなわち、皮膚の壊
死、結節、炎症、毛細血管出血）；全身性アレルギー反応（すなわち、そう痒症、蕁麻疹
、アナフィラキシー様反応）；水疱性発疹；紫斑病；血小板増加症；血栓を伴う血小板減
少症；高脂血症；顕著な高トリグリセリド血症を伴う高脂血症；運動失調、運動性の減少
、チアノーゼ；および昏睡であってもよい。
【００７７】
　もう一つの局面において、本発明は、望ましくない患者反応のレベルが比較的高い薬物
の第一のバッチの構造特徴を決定して、望ましくない患者反応のレベルが比較的低い薬物
の第二のバッチの構造特徴を決定して、高いまたは低いレベルの患者反応に相関した一次
または二次産出物を選択することによって、患者を治療するために用いられる、より安全
でより変動の少ないLMWHを選択することに関する。本明細書において用いられるように、
「望ましい患者反応」は、とりわけ、上記の予め選択された陽性患者反応を指す。本明細
書において用いられるように、「望ましくない患者反応」は、上記のように陰性患者反応
のような望ましくない患者の反応を指す。
【００７８】
　本発明はまた、色素産生試薬およびELISA技術が含まれるがこれらに限定されない当技
術分野で既知のアッセイ技術を用いてLMWHの活性成分のより精製型をアッセイすることに
基づく「ベッドサイド」のモニタリング系の開発にも関する。
【００７９】
　もう一つの局面において、本発明は、投与される多糖類の成分の一つまたは複数のレベ
ルをモニターすることを含む、多糖類を投与した被験体をモニターすることによって、肥
満患者、小児患者、血液および尿中のRFI、尿素、クレアチニン、リン、GFRまたはBUNに
よって測定した腎機能異常患者、ならびに心介入患者集団のように、LMWH治療から除外さ
れている患者を治療する方法に関する。もう一つの局面において、本発明は、投与された
多糖類の成分の一つまたは複数のレベルをモニターすることを含む、多糖類を投与した被
験体をモニターすることによって、LMWHの合併症を有する患者を治療する方法に関する。
もう一つの局面において、本発明は、陰性患者反応に関連した一次または二次産出物の低
レベルを有するまたは有しないLMWHを選択することによって、陰性患者反応のリスクが上
昇したために、LMWH治療からこれまで除外されていた患者を治療するためにLMWHを選択す
ることに関する。本発明はさらに、一つまたは複数の非天然糖成分を含むLMWH組成物に関
する。好ましい態様において、非天然の糖成分は、ピーク9、10および11に関連した糖で
あってもよい。関連する局面において、本発明は、好ましくは被験体の体液において、非
天然の糖のレベルに関して被験体をモニターすることを含む、非天然の糖成分を有するLM
WHを投与した被験体をモニターする方法に関する。
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【００８０】
　本発明はまた、エノキサパリン（Lovenox（商標））、ダルテパリン（Fragmin（商標）
）、セルトパリン（Sandobarin（商標））、アルデパリン（Normiflo（商標））、ナドロ
パリン（Fraxiparin（商標））、パルナパリン（Fluxum（商標））、レビパリン（Clivar
in（商標））、チンザパリン（Innohep（商標）またはLogiparin（商標））、またはフォ
ンダパリヌクス（Arixtra（商標））が含まれるがこれらに限定されないグリコサミノグ
リカン（GAG）、HLGAG、UFH、FH、またはLMWHのような多糖類の混合集団を含む組成物の
安全性を決定する方法に関する。
【００８１】
　本発明はまた、特定のヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンの作用機序をさらに理解して
、硫酸化多糖類の不均一集団におけるヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンの一つまたは複
数の構造特徴および活性を分析して定義することによって、それを他のヘパリン、LMWHま
たは合成ヘパリンと区別する方法に関する。
【００８２】
　本発明はまた、特定のヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンの特定の個々の成分の作用機
序をさらに理解して、それによって特定の成分の構造特徴および活性を分析および定義す
ることによって、それを他のヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンから区別する方法に関す
る。本発明はさらに、中でも、Keiserら、Nat. Med. 7、123～8（2001）に開示される方
法のようなチップに基づく特異的アフィニティアッセイ法を用いて、疾患状態または陰性
患者反応に関連するタンパク質または他の分子に結合するヘパリン、LMWHまたは合成ヘパ
リンの成分を特異的に同定する方法に関する。様々なタンパク質に対するヘパリン断片の
結合を評価するチップに基づくアプローチは、血漿および他のタンパク質のアレイをアッ
セイして、結合パートナーを評価するために容易に用いられる可能性がある。
【００８３】
　本発明はまた、特定の成分の構造特徴および活性ならびに特定の疾患の治療においてそ
れらの成分が有しうる作用を分析および明らかにすることによって、特定のヘパリン、LM
WHまたは合成ヘパリンの特定の個々の成分の作用機序を理解することによって、止血の調
節物質以外の領域において用いられるヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンの治療的有用性
を広げる方法にも関する。
【００８４】
　本発明はまた、特定の成分の構造特徴および活性ならびに特定の疾患の治療においてそ
れらの成分が有しうる作用を分析および明らかにすることによって、これらの疾患に対す
る活性が増強した組成物を設計することによって、止血の調節物質以外の領域において用
いられるヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンの治療的有用性を広げる方法にも関する。一
つの態様において、方法には、例えば特定の活性に関連した構造特徴の有無、例えば特定
の活性に関連した構造特徴の予め選択した範囲に基づいて、ヘパリン、LMWHまたは合成ヘ
パリンを選択することが含まれうる。一つの態様において、方法には、血小板減少症、例
えばヘパリン誘発血小板減少症（HIT）のリスクがあると決定された患者、例えば免疫欠
損、例えばAIDS、HIV、遺伝性免疫不全または環境もしくは医学物質（例えば、化学療法
剤または放射線治療）によって引き起こされた免疫不全を有する患者を治療するためにヘ
パリン、LMWHまたは合成ヘパリンの組成物を設計することが含まれうる。ヘパリン、LMWH
または合成ヘパリン組成物は、そのような被験体を治療するために設計することができ、
例えばPF4結合が減少し、例えば以下の一つまたは複数の量が減少し、例えば以下の一つ
または複数が予め選択した範囲と比較して減少している組成物を設計することができる：
ピーク1、ΔU2SHNS,6S（例えば、約60モル％未満、例えば15～30モル％）；ピーク2、ΔU

2SHNS（例えば、約5モル％未満、例えば1.8～3.5モル％）；ピーク4、ΔU2SHNAc,6S（例
えば、約2モル％未満、例えば0.1～1.0モル％）；および／またはピーク6、ΔU2SHNAc（
例えば、約2モル％未満、例えば0.1～0.5モル％）。好ましくは、組成物は以下の全ての
減少量を有する：ピーク1：ΔU2SHNS,6S；ピーク2：ΔU2SHNS；ピーク4：ΔU2SHNAc,6S；
および／またはピーク6：ΔU2SHNAc。
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【００８５】
　本発明はまた、より大きさの小さい、かつ／または血栓に到達および治療できる増加し
た抗第IIa因子活性を有する新規LMWHを設計することによって、凝血に結合した血栓を治
療するためのヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンの治療的有用性を広げることに関する。
【００８６】
　本発明はまた、エノキサパリン（Lovenox（商標））、ダルテパリン（Fragmin（商標）
）、セルトパリン（Sandobarin（商標））、アルデパリン（Normiflo（商標））、ナドロ
パリン（Fraxiparin（商標））、パルナパリン（Fluxum（商標））、レビパリン（Clivar
in（商標））、チンザパリン（Innohep（商標）またはLogiparin（商標））、またはフォ
ンダパリヌクス（Arixtra（商標））が含まれるがこれらに限定されないグリコサミノグ
リカン（GAG）、HLGAG、UFH、FH、またはLMWHのような多糖類の混合集団を含む組成物の
特定の成分の構造特徴および活性を分析および定義することによって、そして望ましい活
性を有する成分に関して濃縮して、望ましくない活性を有する成分を希釈することによっ
て、選択的なモニタリングを行うことができ、そして実際に製造することができる、高い
活性を有する、抗第Xa因子活性と抗第IIa因子活性の双方を有する、力価を測定可能であ
る、十分に特徴が調べられている、中和可能である、HITの減少を含むより少ない副作用
、魅力的な薬物動態、および／または減少したPF4結合のような特徴を含むがこれらに限
定されない理想的な産物プロフィールを有するヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンを設計
する方法に関する。本明細書において用いられるように、「望ましい活性」は、所定の適
応にとって有益な活性、例えば、とりわけ本明細書において定義した陽性患者反応を指す
。「望ましくない活性」には、所定の適応にとって有益でない活性、例えばとりわけ、本
明細書において定義した陰性患者反応が含まれてもよい。所定の活性は、特定の適応にと
っては望ましくないが、他の適応、特に先に述べたように急性または外傷の状況において
は望ましい抗第IIa因子活性のように、一つの適応に関して所望の活性であるが、もう一
つの適応にとって望ましくない活性であってもよい。
【００８７】
　本発明はまた、抗第Xa因子活性が、内部グルコサミン上に重要な3-Oスルフェート基を
有する少なくとも五糖を必要とすること、抗第IIa因子活性がより長い糖を必要とし、五
糖とトロンビン結合部位との位置方向が重要であることに基づく合理的設計を用いて、異
なるまたは理想的な抗第IIa因子活性を有する新規ヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンを
設計する方法にも関する。方法には、PF4結合の減少には、ピーク1、2、4および6の存在
の減少を必要とし、例えばこれらのピークの存在はUFHと比較して減少している、例えば
これらのピークの存在はピーク1に関して約60モル％未満、例えば15～30モル％；ピーク2
に関して約5モル％未満、例えば、1.5～3.5モル％；ピーク4に関して約2モル％未満、例
えば0.1～1.5モル％、および／またはピーク6に関して約2モル％未満、例えば0.1～0.5モ
ル％であることに基づく合理的設計を用いて、新規ヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンを
設計することが含まれうる。
【００８８】
　本発明はまた、本発明の方法によって作製された新規ヘパリン、例えば任意にモニター
することができる、高い活性を有する、抗第Xa因子活性と抗第IIa因子活性の双方を有す
る、力価測定可能、十分に特徴が調べられていること、中和可能であること（例えば、プ
ロタミンによって）、減少したHITを含む減少した副作用、および／または魅力的な薬物
動態のような特徴が含まれるがこれらに限定されない所望の産物プロフィールを有する新
規ヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリン、ならびに異なるまたは増強された抗第IIa因子活
性を有する新規ヘパリン、LMWHまたは合成ヘパリンにも関する。このように、一つの局面
において、本発明には、抗第IIa因子活性と抗第Xa因子活性の比が増加または減少したLMW
H調製物、例えば本明細書に記述の方法によって作製されたLMWH調製物が含まれる。もう
一つの局面において、本発明には、抗第IIa因子活性と抗第Xa因子活性の比が異なる二つ
またはそれ以上のLMWH調製物のパネル、例えば本明細書に記述の方法によって作製された
LMWH調製物が含まれる。
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【００８９】
　一つの局面において、本発明には、予め選択された生物活性を有するまたは有しないLM
WH調製物を産生する方法が含まれる。方法には、以下のいくつかまたは全てが含まれうる
：一つまたは複数のアリコートのヘパリンを提供する段階；任意にヘパリンを分画する段
階；活性を生じるように設計された条件でヘパリンのアリコートを改変する段階；および
任意に消化されたアリコートを精製する段階。いくつかの態様において、所望の生物活性
は、細胞成長または増殖；細胞遊走、接着、または活性化；脈管新生；血管新生；凝固；
および炎症プロセスのような細胞活性に対する作用である。いくつかの態様において、所
望の生物活性は抗第IIa因子活性、抗第Xa因子活性；血小板第4因子結合；FGF結合；また
はプロタミンによる中和に対する感受性である。いくつかの態様において、所望の生物活
性は抗第IIa因子活性および抗第Xa因子活性である。いくつかの態様において、アリコー
トは、FHまたはUFHを化学的または酵素的に消化することによって、例えば一つまたは複
数のヘパリン分解酵素、例えばへパリナーゼI、へパリナーゼII、へパリナーゼIII、へパ
リナーゼIV、へパラナーゼまたは機能的に活性なその変種および断片によって行われる。
いくつかの態様において、化学的消化は、化学物質、例えば酸化的解重合、例えば、H2O2
またはCu+およびH2O2、脱アミノ切断、例えば亜硝酸イソアミルまたは亜硝酸による脱ア
ミノ切断、ベンジルエステルによるβ-脱離切断および／またはアルカリ処理からなる群
より選択される化学物質によって行われる。いくつかの態様において、方法にはまた、所
望の生物活性に関してLMWH調製物を試験することが含まれる。
【００９０】
　もう一つの局面において、本発明にはまた、本明細書に記述の方法によって調製された
LMWH調製物、例えば抗第IIa因子活性と抗第Xa因子活性を有するLMWH調製物が含まれる。
【００９１】
　もう一つの局面において、本発明は、20％未満またはそれに等しい＜2000 Da種、68％
より多いまたはそれに等しい2000～8000 Da種、および18％未満またはそれに等しい＞800
0 Da種を含み、好ましくは平均分子量が約4500 Daである抗第IIa因子活性と抗第Xa因子活
性の双方を有するLMWH調製物を提供し、抗第Xa因子活性は、プロタミンによって＞50％中
和可能であり、抗第IIa因子活性はプロタミンによって＞70％中和可能である。いくつか
の態様において、LMWH組成物は、約100 IU/mgの抗第Xa因子活性を有する。いくつかの態
様において、LMWH組成物のpHは5.5～7.5である。いくつかの態様において、LMWH組成物は
、ΔU2SHNS,6Sを15～85モル％；ΔU2SHNSを0.1～20モル％；ΔUHNS,6Sを0.1～20モル％；
ΔU2SHNAc,6Sを0.1～10モル％；ΔUHNSを0.1～10モル％；ΔU2SHNAcを0.1～5モル％；ΔU
HNAc,6Sを0.1～15モル％；およびΔUNAc,6SGHNS,3S,6Sを0.1～20モル％の範囲で含む。い
くつかの態様において、LMWH組成物は、非天然の糖を含まないまたは実質的に含まない。
いくつかの態様において、LMWH組成物は30 IU/mgより大きい抗第IIa因子活性をさらに含
む。
【００９２】
　もう一つの局面において、本発明は、非天然の糖、例えばピーク9および10に関連した
糖を実質的に含まず、20％未満またはそれに等しい＜2000 Da種、68％より多いまたはそ
れに等しい2000～8000 Da種、および18％未満またはそれに等しい＞8000 Da種を含み、好
ましくは平均分子量が約4500 DaであるLMWHを提供する。いくつかの態様において、LMWH
組成物は約100 IU/mgの抗第Xa因子活性を有する。いくつかの態様において、LMWH組成物
はpH 5.5～7.5を有する。いくつかの態様において、ΔU2SHNS,6Sを15～85モル％；ΔU2SH

NSを0.1～20モル％；ΔUHNS,6Sを0.1～20モル％；ΔU2SHNAc,6Sを0.1～10モル％；ΔUHNS
を0.1～10モル％；ΔU2SHNAcを0.1～5モル％；ΔUHNAc,6Sを0.1～15モル％；およびΔUNA
c,6SGHNS,3S,6Sを0.1～20モル％の範囲で含む。いくつかの態様において、LMWH組成物は
、非天然糖を含まないまたは実質的に含まない。いくつかの態様において、LMWH組成物は
30 IU/mgより大きい抗第IIa因子活性をさらに含む。
【００９３】
　もう一つの局面において、本発明は、エノキサパリンと比較して濃縮された、例えばエ
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ノキサパリンより5％、10％、または20％より多い非天然の糖、例えばピーク9、10、11ま
たは12に関連した糖を有し、20％未満またはそれに等しい＜2000 Da種、68％より多いま
たはそれに等しい2000～8000 Da種、および18％未満またはそれに等しい＞8000 Da種を含
み、好ましくは平均分子量が約4500 DaであるLMWHを提供する。いくつかの態様において
、LMWH組成物は約100 IU/mgの抗第Xa因子活性を有する。いくつかの態様において、LMWH
組成物はpH 5.5～7.5を有する。いくつかの態様において、LMWH組成物はΔU2SHNS,6Sを15
～85モル％；ΔU2SHNSを0.1～20モル％；ΔUHNS,6Sを0.1～20モル％；ΔU2SHNAc,6Sを0.1
～10モル％；ΔUHNSを0.1～10モル％；ΔU2SHNAcを0.1～5モル％；ΔUHNAc,6Sを0.1～15
モル％；およびΔUNAc,6SGHNS,3S,6Sを0.1～20モル％の範囲で含む。いくつかの態様にお
いて、LMWH組成物は30 IU/mgより大きい抗第IIa因子活性をさらに含む。
【００９４】
　他の局面において、本発明は、エノキサパリン（Lovenox（商標））、ダルテパリン（F
ragmin（商標））、セルトパリン（Sandobarin（商標））、アルデパリン（Normiflo（商
標））、ナドロパリン（Fraxiparin（商標））、パルナパリン（Fluxum（商標））、レビ
パリン（Clivarin（商標））、チンザパリン（Innohep（商標）またはLogiparin（商標）
）、またはフォンダパリヌクス（Arixtra（商標））が含まれるがこれらに限定されない
、バッチ間変動がより小さいグリコサミノグリカン（GAG）、HLGAG、UFH、FH、またはLMW
Hのような多糖類の混合集団を含む組成物に関する。
【００９５】
　他の局面において、本発明は、抗第Xa因子活性をプロタミンによって完全に中和するこ
とができる、例えば抗第Xa因子活性を≧50％中和することができるグリコサミノグリカン
（GAG）、HLGAG、UFH、FH、またはLMWHのような多糖類の混合集団を含む組成物に関する
。
【００９６】
　他の局面において、本発明は、抗第IIa因子活性を完全に中和することができる、例え
ば抗第IIa因子活性を≧70％中和することができるグリコサミノグリカン（GAG）、HLGAG
、UFH、FH、またはLMWHのような多糖類の混合集団を含む組成物に関する。
【００９７】
　他の局面において、本発明は、組成物がより低いPF4結合配列を有する、グリコサミノ
グリカン（GAG）、HLGAG、UFH、FH、またはLMWHのような多糖類の混合集団を含む組成物
に関する。
【００９８】
　他の局面において、本発明は、組成物を作製するプロセスが、確実により低いPF4結合
配列を有するように最適にされている、グリコサミノグリカン（GAG）、HLGAG、UFH、FH
、またはLMWHのような多糖類の混合集団を含む組成物に関する。いくつかの態様において
、組成物には、UFHと比較してピーク1、ピーク2、ピーク4および／またはピーク6の減少
量、例えばピーク1、ΔU2SHNS,6S（例えば、約50モル％未満、例えば15～30モル％）ピー
ク2、ΔU2SHNS（例えば約5モル％未満、例えば1.8～3.5モル％）；ピーク4、ΔU2SHNAc,6
S（例えば、約2モル％未満、例えば0.1～1.0モル％）および／またはピーク6、ΔU2SHNAc
（例えば、約2モル％未満、例えば0.1～0.5モル％）が含まれる。
【００９９】
　他の局面において、本発明は、15～20単糖単位を含み、任意にATIIIに対する結合親和
性（Kd）が1～60 nM、抗第Xa因子活性が5～30 nm（IC50）、および／または抗第IIa因子
活性が0.5～100または500 nM（IC50）を超える超低分子量ヘパリン（ULMWH）を含む、本
発明の方法によって作製された組成物に関する。これらのULMWHはまた、プロタミンによ
る中和に対して感受性があってもよく、および／またはPF4に対する結合親和性を実質的
に含まなくてもよい。
【０１００】
　他の局面において、本発明は、平均分子量が1500～3000 Daであって、抗第Xa因子活性
が94～150 IU/mgの範囲、好ましくは125～150 IU/mg、より好ましくは140～150 IU/mgの
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範囲であって、抗第IIa因子活性が≦10 IU/mg、好ましくは≦5 IU/mgであって、および抗
第Xa因子-抗第IIa因子活性比が10：1より大きい、好ましくは25：1より大きく、任意に糖
単位2～26個を有するヘパリンの少なくとも一つの硫酸化多糖類を含むLMWHを含む、本発
明の方法によって作製された組成物に関する。
【０１０１】
　他の局面において、本発明は、タグを含むLMWH組成物に関する。いくつかの態様におい
て、タグは検出可能な電磁放射線を放出する。いくつかの態様において、タグは蛍光標識
、質量分析法に適合する質量標識、O18、イットリウム、3H、親和性標識、pH感受性標識
、または放射性標識である。もう一つの局面において、本発明は、試料を提供する段階；
任意に試料を精製する段階；および試料中のタグの存在を測定する段階を含む、タグを含
むLMWHの存在に関して試料を評価する方法を提供する。いくつかの態様において、方法に
はまたタグのレベルを決定する段階が含まれる。いくつかの態様において、試料はタグを
含むLMWHを投与される被験体、例えば本明細書に記述のヒトもしくは動物被験体または実
験動物である。いくつかの態様において、LMWHは、M118、M115、M411、M108、M405、M312
、エノキサパリン、ダルテパリン、セルトパリン、アルデパリン、ナドロパリン、パルナ
パリン、リビパリン、チンザパリン、またはフォンダパリヌクスである。いくつかの態様
において、試料は体液、例えば血液、血漿、および／または尿である。もう一つの局面に
おいて、本発明には、以下の一つまたは複数を含む、本明細書に記述のLMWHの存在に関し
て試料を評価する方法を行うためのキットが含まれる：タグ、タグを多糖類に結合させる
化合物、および標準物質、例えば多糖類またはタグを付けた多糖類。
【０１０２】
　本発明はまた、マーカーまたはタグを含むLMWH組成物にも関する；好ましい態様におい
て、本発明は、ELISAまたは色素産生アッセイ法を用いて検出することができるマーカー
またはタグを含むLMWHに関する。好ましい態様において、マーカーまたはタグは抗体、蛍
光標識、質量分析法に適合性の質量標識、親和性標識、放射性標識、UV標識、NMR標識、E
SRもしくはEPRスピン標識、または他の発色団であってもよい。さらに好ましい態様にお
いて、マーカーまたはタグは、生物活性を有するLMWHの成分に結合してもよい。関連する
局面において、本発明は、好ましくは被験体の体液において、マーカーまたはタグの存在
および／またはレベルに関して被験体をモニターする段階を含む、マーカーまたはタグを
有するLMWHを投与した被験体をモニターする方法に関する。本発明はさらに、そのような
マーカーまたはタグを検出するためのキットに関する。
【０１０３】
　本発明の組成物は、天然資源に由来してもよく、または合成であってもよい。いくつか
の態様において、天然資源はブタ腸粘膜である。
【０１０４】
　組成物は、いくつかの態様においてインビボ輸送のために調製してもよい。例えば、調
製物は、吸入、経口、皮下、静脈内、腹腔内、経皮、口腔内、舌下、非経口、筋肉内、鼻
腔内、気管内、眼内、膣内、直腸内、経皮、および／または舌下輸送のために調製しても
よい。
【０１０５】
　任意に、組成物には一つまたは複数の添加剤が含まれてもよい。添加剤には、デルマタ
ン硫酸、ヘパラン硫酸、またはコンドロイチン硫酸が含まれるがこれらに限定されない。
【０１０６】
　本発明のいくつかの態様において、調製物は特定の量のヘパリンが含まれる。例えば、
調製物は80～100モル％のヘパリン、60～80モル％のヘパリン、40～60モル％のヘパリン
、または20～40モル％のヘパリンが含まれてもよい。ヘパリンは、例えばLMWH、天然のヘ
パリン、ヘパリン硫酸、バイオテクノロジーに由来するヘパリン、化学改変ヘパリン、合
成ヘパリン、またはヘパリン類似体であってもよい。
【０１０７】
　他の局面において、本発明は、本発明の組成物を用いて疾患を治療または予防する方法



(46) JP 2009-175143 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

に関する。例えば、本発明には、被験体が、血栓症のような凝固関連疾患、心血管疾患、
血管疾患、もしくは心房細動；偏頭痛、アテローム性動脈硬化症；自己免疫疾患またはア
トピー障害のような炎症障害；アレルギー；喘息、気腫、成人呼吸窮迫症候群（ARDS）、
嚢胞性線維症、もしくは肺再潅流損傷のような呼吸器障害；癌もしくは転移障害；眼の血
管形成障害のような血管新生障害、骨粗鬆症、乾癬、および関節炎；アルツハイマー病；
股関節骨折のような骨折からなる群より選択される障害を有するもしくはリスクがある、
または外科技法、臓器移植、整形外科手術、股関節置換、膝関節置換、経皮冠動脈介入（
PCI）、ステント留置、血管形成術、冠動脈バイパス移植手術（CABG）を受けているかも
しくは受けたことがある、被験体における病態を治療または予防する方法が含まれる。本
発明の組成物は、疾患を治療または予防するために有効量で疾患の一つまたは複数を有す
るまたは発症するリスクを有する被験体に投与する。
【０１０８】
　他の局面において、本発明は、疾患状態の変化に関して増強した活性を有する、例えば
PF4結合が減少したもう一つのLMWHを投与するより、特定の疾患状態にとって増強した活
性を有する、例えば高レベルの抗第Xa因子または第IIa因子活性を有するLMWHを患者に投
与することによって、患者の治療の経過において異なる相で特異的産物プロフィールを有
する異なるおよび特異的新規LMWHを用いて、疾患を治療または予防する方法に関する。
【０１０９】
　いくつかの局面において、本発明は、被験体、例えばヒトまたは動物被験体を治療する
方法を提供する。方法には、以下のいくつかまたは全てが含まれる：抗第IIa因子活性と
抗第Xa因子活性の異なる比を有する二つまたはそれ以上のLMWH調製物のパネルを提供する
段階；所望の比を有するLMWH調製物を選択する段階；およびLMWH調製物の治療的有効量の
1回または複数回の用量を被験体に投与する段階。
【０１１０】
　いくつかの態様において、方法には、被験体においてLMWHレベルをモニターすること、
例えば被験体におけるLMWHレベルを経時的に繰り返しモニターすることが含まれる。いく
つかの態様において、方法には、LMWH調製物の用量を調節することが含まれる。いくつか
の態様において、方法には、LMWH調製物の投与に反応して被験体の状態をモニターするこ
とが含まれる。いくつかの態様において、方法は被験体の状態を一定期間モニターする。
いくつかの態様において、方法には、経時的な被験体の状態の変化に基づいて異なるLMWH
調製物を投与することが含まれる。もう一つの局面において、本発明は、高い抗第Xa因子
活性および抗第IIa因子活性を有する本明細書に記述のLMWH調製物の治療的量の1回または
複数回の用量を投与して、被験体の状態をモニターした後、高い抗第Xa因子活性のみを有
する本明細書に記述のLMWH調製物の治療量の1回または複数回の用量を投与することによ
って、患者における凝固を阻害する方法を特徴とする。いくつかの態様において、方法に
は、LMWH調製物の構造特徴を提供または決定すること、および任意に被験体の状態をLMWH
の構造特徴に相関させることが含まれる。
【０１１１】
　もう一つの局面において、本発明は、減少したPF4結合活性を有する本明細書に記述の
組成物の治療的有効量を被験体に投与することを含む、HITと既に診断された被験体を治
療する方法を提供する。
【０１１２】
　もう一つの局面において、本発明は、特定の適応において用いるためのヘパリンの安全
性または適切性を決定する方法を提供する。方法には、以下のいくつかまたは全て、典型
的に全てが含まれる：ヘパリンの構造特徴を提供する段階；参照構造特徴を提供する段階
；例えばヘパリンの構造特徴を参照構造特徴と比較することによって、ヘパリンが許容さ
れるか否かを決定する段階；予め選択した類似性の指標を満足すれば、ヘパリンは安全ま
たは適している。いくつかの態様において、参照構造特徴は、一つまたは複数の望ましい
作用に関連している。好ましい態様において、ヘパリンの安全性または適切性は、試料に
存在するピーク1、2、4および／または6のレベルに基づいて決定される；例えば、ピーク



(47) JP 2009-175143 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

1、2、4および／または6の一つまたは複数のレベルがより低いバッチは、より高いレベル
のバッチより安全である。
【０１１３】
　もう一つの局面において、本発明は、ΔU2SHNS,6S、ΔU2SHNS、ΔUHNS,6S、ΔU2SHNAc,
6S、ΔUHNS、ΔU2SHNAc、ΔUHNAc,6S、およびΔUHNAc,6SGHNS,3S,6Sからなる群より選択
される一つまたは複数の成分糖に関して予め選択した値からの予め選択した範囲のバッチ
間変動を有するLMWH調製物の一つまたは複数のバッチを作製する方法を提供する。方法に
は、以下のいくつかまたは全て、典型的に全てが含まれる：所望の値を選択する段階；UF
Hのアリコートを提供する段階；任意にアリコートを分画する段階；アリコートにおける
成分レベルを決定する段階；および所望の値からの変動が予め選択した範囲より少ないバ
ッチまたは複数のバッチを選択する段階。いくつかの態様において、予め選択した変動は
2.5％未満、より好ましくは2％未満、または1％未満である。いくつかの態様において、p
1に関する予め選択した変動は、3％未満、2％未満、または1％未満である。いくつかの態
様において、p2に関して予め選択した変動は16％未満、15％未満、11％未満、10％未満、
5％未満、1％未満である。いくつかの態様において、p3に関して予め選択した変動は、8
％未満、4未満、2％未満、1％未満である。いくつかの態様において、p4に関して予め選
択した変動は、22％未満、15％未満、10％未満、5％未満、1％未満である。いくつかの態
様において、p5に関して予め選択した変動は3％未満、2％未満、または1％未満である。
いくつかの態様において、p6に関して予め選択した変動は10％未満、5％未満、2％未満、
1％未満である。いくつかの態様において、p7に関して予め選択した変動は90％未満、75
％未満、50％未満、25％未満、10％未満、5％未満である。いくつかの態様において、p8
に関して予め選択した変動は、12％未満、10％未満、8％未満、5％未満、4％未満、2％未
満である。
【０１１４】
　もう一つの局面において、本発明は、p1～p8からなる群より選択される一つまたは複数
の成分糖に関して、予め選択した値から予め選択した範囲より小さいバッチ間変動を有す
る、例えば2.5％未満、より好ましくは2％未満、または1％未満であるLMWH調製物の一つ
または複数のバッチを作製する方法を提供する。方法には、以下のいくつかまたは全て、
典型的に全てが含まれる：値を選択する段階；UFHまたはLMWHのアリコートを提供する段
階；アリコートを沈殿させる段階；任意に、アリコートにイオン交換プロセスを行う段階
；および所望の値が得られる条件でアリコートを薬剤に接触させる段階。いくつかの態様
において、薬剤は、へパリナーゼI、へパリナーゼII、へパリナーゼIII、および機能的に
活性なその変種および断片からなる群より選択されるヘパリン分解酵素である。いくつか
の態様において、薬剤は化学物質、例えばH2O2、Cu+およびH2O2、亜硝酸イソアミル、亜
硝酸、ベンジルエステル、またはアルカリ処理からなる群より選択される化学物質である
。もう一つの局面において、本発明は、本明細書に記述の方法によって調製されたLMWH調
製物の多数のバッチを含む組成物を提供する。もう一つの局面において、本発明は、本明
細書に記載の方法によって調製されたLMWH調製物を含む組成物を提供する。
【０１１５】
　もう一つの局面において、本発明は、それぞれのバッチに関して、p1～p8からなる群よ
り選択される一つまたは複数の成分のモル％の変動が予め選択した変動より小さい、例え
ば、2.5％未満、より好ましくは2％未満、または1％未満であるLMWH調製物の多数のバッ
チを含む組成物を提供する。
【０１１６】
　もう一つの局面において、本発明は、p9～p10からなる群より選択される一つまたは複
数の成分のバッチのそれぞれの糖プロフィールの変動が、予め選択した変動より小さい、
例えば2.5％未満、より好ましくは2％未満、または1％未満である、LMWH調製物の多数の
バッチを含む組成物を提供する。
【０１１７】
　もう一つの局面において、本発明はまた、例えばLMWHの糖プロフィールに応じて、投与
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されるLMWHのバッチの用量を調節する方法を提供する。例えば、用量は、ピーク、例えば
ピーク1、2、4、6および／または8のレベルに応じて調節してもよい。好ましい態様にお
いて、バッチの用量は、バッチに存在するピーク8のレベルに基づいて調節する。
【０１１８】
　もう一つの局面において、本発明は、多糖類、例えばUFHまたはLMWHを特定する要素、
多糖類の一つまたは複数の成分を同定する要素、および成分のモル％の範囲を同定する要
素を有する、記録、例えばコンピューター読み取り可能な記録を提供する。
【０１１９】
　本発明の限度のそれぞれは、本発明の様々な態様を含みうる。したがって、如何なる一
つの要素、または要素の組み合わせも含む本発明の限界のそれぞれも、本発明のそれぞれ
の局面に含まれうると予想される。
【０１２０】
詳細な説明
　本発明は、治療的治療のための、多糖類、特にヘパリンおよびLMWHのような硫酸化多糖
類および改善された組成物を分析およびモニターする方法における有意な進歩を含む。例
えば、本明細書に記述の方法を用いて、UFHおよびLMWHのようなHLGAGを含む硫酸化GAGの
組成物を分析できること、ならびにとりわけ調製物の組成および構造を示し、組成物の活
性を予測するために用いることができる「構造特徴」として本明細書において呼ばれる一
次および二次産出物の組を作製できることが発見された。さらに、この情報を用いてLMWH
組成物の産生を標準化して、それによってバッチ間変動がより少ないLMWHおよび望ましい
活性と望ましくない活性の比が改善されたLMWHを得ることができる。例えば、高い抗第Xa
因子活性を有する多糖類は、肺動脈塞栓症、急性心筋梗塞または不安定アンギナのような
凝固障害および心血管疾患を治療するために特に有用である。さらに、PF4結合が減少し
た多糖類が望ましい。
【０１２１】
　同様に、低い抗第Xa因子活性を有する多糖類は、アテローム性動脈硬化症、呼吸器障害
、癌もしくは転移、炎症障害、アレルギー、血管新生障害、および／または肺、腎臓、心
臓、腸、脳、もしくは骨格筋虚血-再潅流損傷を治療するために特に有用であることも発
見されている。呼吸器障害には、喘息、気腫、および成人呼吸窮迫症候群（ARDS）が含ま
れるがこれらに限定されない。血管新生障害には、眼の血管新生障害、骨粗鬆症、乾癬、
および関節炎が含まれるがこれらに限定されない。このように、外科技法を受ける準備を
している、外科技法を受けている、または回復途中である、または組織もしくは臓器移植
を受けている被験体を治療するために特に有用となるであろう化合物を作製することが可
能である。外科技法には、心肺バイパス手術、冠動脈再生術、整形外科手術、人工器官置
換手術、股関節骨折を含む骨折の治療、PCI、股関節置換、膝関節置換、およびステント
留置または血管形成術が含まれるがこれらに限定されない。
【０１２２】
　同様に、高い抗第IIa因子活性を有する多糖類は、有用な治療特性を有することが発見
されている；例えば、肺内輸送系を通して輸送されると、高い抗IIa活性を有する多糖類
の作用発現が迅速であることは、急性疾患を治療するために有用である。このように、本
発明は、急性心症候群および心筋梗塞の治療に用いるために高い抗第IIa因子活性を有す
る組成物に関する。
【０１２３】
　これまで、高い抗第IIa因子活性は、治療目的にとって望ましくないと考えられてきた
。その結果、多糖類調製物は、低い抗第IIa因子活性に基づいて選択されてきた可能性が
ある。本発明の組成物には、配列に関係なく、より高いまたはより低い抗第IIa因子活性
のいずれかを有するように設計された多糖類組成物が含まれる。本発明の組成物には、高
い抗第IIa因子活性と配列特異的な低い抗第IIa因子活性とを有するように設計された多糖
類組成物およびこれらの組成物を用いる方法が含まれる。例えば、より高い抗第IIa因子
活性を有する組成物（例えば、M118およびM312）は、動脈血栓症（ST上昇、MIおよび急性
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冠動脈症候群（ACS））のような適応にとって、より低い抗第IIa因子活性を有するLMWHよ
り強力である。
【０１２４】
　「多糖類」は、互いに結合した単糖類からなるポリマーである。多くの多糖類において
、多糖類の基礎となる構築ブロックは実際は、反復してもしなくてもよい二糖単位である
。このように、多糖類に関して用いる場合の単位は、多糖類の基礎構築ブロックを指し、
これには単量体構築ブロック（単糖）または二量体構築ブロック（二糖）が含まれうる。
【０１２５】
　いくつかの多糖類は治療活性を有することが判明している。特に、ヘパリンは広く用い
られる臨床抗凝固剤である。ヘパリンは主に、二つのメカニズムを通してその作用を発揮
し、その双方が、ポリマー内に含まれる特異的な五糖配列HNAc/S,6SGHNS,3S,6SI2SHNS,6S
に対するアンチトロンビンIII（AT-III）の結合を含む。第一に、AT-IIIが五糖に結合す
ると、第Xa因子の阻害を媒介するタンパク質の構造的変化を誘導する。第二に、トロンビ
ン（第IIa因子）も同様に、五糖AT-III結合部位の近傍の部位でヘパリンに結合する。AT-
III、トロンビンおよびヘパリンの三元複合体の形成によって、トロンビンが不活化され
る。AT-III五糖結合部位のみを必要とするその抗第Xa因子活性とは異なり、ヘパリンの抗
第IIa因子活性は大きさに依存し、AT-III、トロンビン、およびヘパリン三元複合体を効
率的に形成するために少なくとも18糖単位を必要とする。さらに、ヘパリンはまた、循環
系の内側に並ぶ内皮に対するヘパリンの結合を通してTFPIの放出を制御する。凝固カスケ
ードの外因性経路の調節物質であるTFPIの都合のよい放出も同様に、さらなる凝固を引き
起こす。ヘパリンは、抗凝固特性の他に哺乳類におけるその複雑さおよび広い分布を有す
ることから、広範囲のさらなる生物活性に関与する可能性があると示唆されている。
【０１２６】
　ヘパリンは、様々な臨床状況において非常に有効であり、他の多くにおいて用いられる
可能性があるが、ヘパリン治療に関連した副作用は多く、多様である。ヘパリン誘発血小
板減少症（HIT）のような副作用は、様々なタンパク質の結合ドメインを提供する未分画
ヘパリン（UFH）の長鎖に主に関連している。このために、UFHに対する有効な代用体とし
て低分子量ヘパリン（LMWH）が生成および利用されるようになった。その結果、鎖長が短
く、副作用がより少ない新規LMWHを作製するために、多くの戦略が設計された。ヘパリン
の最も活性の強い生物学的断片を構成するLMWHを設計することが特に重要である。多糖類
の生物活性部分の例には、ヘパリンのAT-III結合ドメインの五糖、ヘパリンのFGF結合ド
メインの四糖、I/GHNAc,6SGHNS,3S,6S、I/GUHNS,6SGHNS,3S,6S、I/GUHNAc,6SGHNS,3S、ま
たはI/GUHNS,6SGHNS,3Sが含まれるがこれらに限定されない。他の局面において、望まし
くない生物活性、例えばPF4結合を有する、またはそれに関連した部分が減少したLMWH、
例えばΔU2SHNS,6S（ピーク1）；ΔU2SHNS（ピーク2）；ΔU2SHNAc,6S（ピーク4）；およ
び／またはΔU2SHNAc（ピーク6）を設計することが重要である。
【０１２７】
　LMWHと類似の構造および機能的特性を有する硫酸化多糖類調製物を構築したところ、抗
第Xa因子活性と抗第IIa因子活性を有すると共にTFPIの放出を促進することが判明してい
る。これらの属性のために、これらの新規硫酸化多糖類調製物の構造を、有用な活性と関
連させて評価することができるであろう。下記に示すように、本発明の新規硫酸化多糖類
調製物は、UFHおよび他のLMWHと比較して、抗第Xa因子活性および抗第IIa因子活性の増加
または第IIa因子活性の減少のみならず、TFPI放出を示す。これらの新規LMWHは同様に、
ピーク8のより高いモル％を含む。同様に、ピーク8のモル％は、抗第Xa因子活性および抗
第IIa因子活性に比例相関することも判明している。同様に、新規多糖類はPF4結合活性が
減少していることも示されている。これらの新規LMWHは、より低いモル％のΔU2SHNS,6S
（ピーク1）；ΔU2SHNS（ピーク2）；ΔU2SHNAc,6S（ピーク4）；および／またはΔU2SHN
Ac（ピーク6）を有する。
【０１２８】
　本発明における多糖類（例えば、四糖、三糖、二糖等）のモル％は、試料中の多糖類の
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モル数の百分率を指し、この場合1モルは6.02×1023分子である。言い換えれば、モル％
はまた、単に、試料中に存在する分子数で除した多糖類の分子数に100を乗じたものであ
る。
【０１２９】
　同様に、ヘパリン配列の非還元末端における四糖の存在によって高い抗第IIa因子活性
が得られることも発見されている。過去には、四糖のこの位置によって、低い抗第IIa因
子活性を有する組成物が得られるであろうと考えられた。本明細書において、ヘパリン配
列の非還元末端における四糖の顕著な量と、高い抗IIa活性を有する組成物が開発されて
いる。
【０１３０】
　したがって、本発明は、ピーク8によって示される四糖断片のような有用な特徴の有用
な量を含む硫酸化多糖類の組成物およびピーク8を含む組成物を用いる治療法に関する。
【０１３１】
　不均一なヘパリン配列集団を含む多糖類混合物を、温度、溶媒、および酵素に関して本
明細書において記述した条件を変化させることによって、特定の大きさのヘパリンに分画
することができる。この技法によって得られたLMWHは、抗凝固に関して高い活性を有し、
ピーク1によって示される高度硫酸化二糖の少量を有する（＜70モル％）。一般的に、よ
り高い分子量および／またはより高い電荷分画は、より高温で、エタノールまたはアセト
ンのような極性溶媒の少量によって沈殿する。温度を低下させる、および／または極性溶
媒の量を増加させても、より低い分子量、より低い電荷、およびより高い抗凝固活性を有
する分画が沈殿する可能性がある。本明細書に開示の方法を用いて、沈殿パラメータは、
所望の産物に適合する調製物を得るために、当業者によって不当な実験を行うことなく変
更してもよい。
【０１３２】
　選択的沈殿後、第二の分画、LMWH分画を処理して、先に定義したピーク8によって示さ
れる四糖の特定の量を含む硫酸化多糖類調製物を産生する。処理段階は、硫酸化多糖類調
製物において有用な濃縮四糖を生じるために酵素または化学的消化を含んでもよい。一つ
の態様において、分画は消化されて、消化に用いる酵素はへパリナーゼIまたは機能的に
活性なその変種もしくは断片である。もう一つの態様において、分画は消化されて、消化
に用いる酵素はへパリナーゼIIまたは機能的に活性なその変種もしくは断片である。もう
一つの態様において、分画は消化されて、消化に用いる酵素はへパリナーゼIIIまたは機
能的に活性なその変種もしくは断片である。もう一つの態様において、分画は消化されて
、消化に用いる酵素はへパリナーゼIVまたは機能的に活性なその変種もしくは断片である
。もう一つの態様において、分画は消化されて、消化に用いる酵素は哺乳類のへパラナー
ゼまたは機能的に活性なその変種もしくは断片である。さらにもう一つの態様において、
分画は消化されて、消化に用いられる酵素は、一つまたは複数のへパリナーゼI、II、III
、IVおよびへパラナーゼまたは機能的に活性なその変種もしくは断片の混合物である。「
へパリナーゼ」という用語は、一般的に天然のへパリナーゼの他に機能的に活性なその変
種および断片を含むように用いられ、これにはとりわけ、細菌および組み換え型へパリナ
ーゼI、II、III、IV、およびへパラナーゼが含まれる。米国特許第6,217,863,B1号および
係属中の出願第09/384,959号および第09/802,285号を含む、いくつかの特許および特許出
願は、へパリナーゼの有用な改変ならびに変種および断片を記述している。用いるへパリ
ナーゼの濃度および用いられる期間（部分的または完全な消化）に応じて、特定の分子量
および／または電荷のヘパリンが得られる。制限的に解釈されないが例として、へパリナ
ーゼ1モル等量によるヘパリンの部分消化によって、より長い消化時間の反応の場合より
高い分子量および／または高い電荷の分画が得られるであろう。同様に、へパリナーゼの
モル等量を増加させることによって、へパリナーゼのより低いモル等量を用いる場合より
低い分子量および／または低い電荷を有する分画が得られるであろう。いくつかの態様に
おいて、特定の分子量、電荷、および／または生物活性のヘパリンを得るために、へパリ
ナーゼ濃度および消化の長さを、本明細書に記述のように、塩、温度、および溶媒組成と
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組み合わせて用いることができる。
【０１３３】
　または、選択的沈殿後、LMWH分画を化学的に分解して、濃縮された硫酸化多糖類調製物
を産生してもよい。分画は、H2O2またはCu+およびH2O2による酸化的解重合、亜硝酸イソ
アミルまたは亜硝酸による脱アミノ切断、β-脱離切断、アルカリ処理またはへパリナー
ゼによるヘパリンのベンジルエステルによるβ-脱離切断が含まれるがこれらに限定され
ない群より選択される方法を用いて化学分解することができる。
【０１３４】
　または、四糖／ピーク8含有配列を合成によって産生してもよい。多糖類を合成する方
法の例には、その全文が参照として本明細書に組み入れられる、2001年1月23日に提出さ
れた「Solid- and Solution-phase Synthesis of Heparin and Other Glycosaminoglycan
s」と題する米国特許出願第60/263,621号、および1999年10月6日にObadiah J. Planteお
よびPeter H. Seebergerによって提出された「Synthesis Of Oligosaccharides In Solut
ion And On The Solid Support」と題する米国特許出願第09/413381号が含まれる。
【０１３５】
　硫酸化多糖類は、いくつかの態様において実質的に純粋であってもよい。本明細書にお
いて用いられるように、「実質的に純粋」という用語は、多糖類がその意図する使用のた
めに実際的および適当な程度に他の物質を本質的に含まないことを意味する。特に、多糖
類は実質的に純粋であって、その宿主環境の他の生物学的成分を実質的に含まない、例え
ば薬学的調製物を産生するために有用であるために、例えば宿主環境から他の生物学的構
成成分の20％、15％、10％、5％、2％、または1％未満を有する。
【０１３６】
　場合によっては、組成物には、実質的に純粋であるか否かによらず、一つまたは複数の
ヘパリン分子のような他の化合物が含まれてもよい。本明細書において用いられるように
、「ヘパリン」という用語は、ヘパリン様構造および機能的特性を有する多糖類を指す。
ヘパリンには、天然のヘパリン、低分子量ヘパリン（LMWH）、ヘパリン、バイオテクノロ
ジーによって調製されたヘパリン、化学改変ヘパリン、合成ヘパリン、およびヘパラン硫
酸が含まれるがこれらに限定されない。「バイオテクノロジーによるヘパリン」または「
バイオテクノロジーによって調製されたヘパリン」は、化学改変されている多糖類の天然
資源から調製され、Raziら、Bioche. J. 1995、7月15日；309（Pt 2）：465～72に記述さ
れるヘパリンを含む。化学改変ヘパリンは、Yatesら、Carbohydrate Res（1996）11月20
日；294：15～27に記述され、当業者に既知である。合成ヘパリンは当業者に周知であり
、Petitou, M.ら、Bioorg Med Chem. Lett.（1999）、4月19日；9（8）：1161～6に記述
される。天然のヘパリンは、天然資源（ブタ腸粘膜のような）に由来するヘパリンである
。
【０１３７】
　本発明の組成物はまた添加剤と共に調製してもよい。本明細書において用いられる「添
加剤」は担体分子であってもよい。これらの添加剤は、生物活性を有しても有しなくても
よい。添加剤が生物活性を誘発する場合、活性は相補的であってもよい。すなわち、硫酸
化多糖類調製物と同じ治療目的にとって有用となる可能性がある。添加剤はまた、腫瘍細
胞の増殖阻害のようないくつかの特定の機能を有してもよいが、一般的に、添加剤は凝固
カスケードに対して矛盾する作用を有しないことが好ましい。これらの添加剤は、デルマ
タン硫酸、ヘパラン硫酸、およびコンドロイチン硫酸のような多糖類および／またはアル
ブミンのようなタンパク質であってもよい。他の添加剤は当業者に既知である。
【０１３８】
　下記に示すように、本発明に従って産生された硫酸化多糖類は、先行技術のヘパリンお
よびLMWH調製物に対して改善された機能的特性を有する。特定の最小量の構造特徴産出物
、例えば四糖I/GHNAc,6SGHNS,3S,6S（ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6Sとして表される）I/GHNS,6SG
HNS,3S,6S（ΔUHNS,6SGHNS,3S,6Sとして表される）；I/GHNAc,6SGHNS,3S（ΔUHNAc,6SGHN
S,3Sとして表される）；またはI/GHNS,6SGHNS,3S（ΔUHNS,6SGHNS,3Sとして表される）（
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または関連化合物）は、これらの組成物が劇的に改善された治療特性を有することから都
合がよい。特定の最大量の構造特徴産出物を有する組成物、例えばΔU2SHNS,6S（ピーク1
）；ΔU2SHNS（ピーク2）；ΔU2SHNAc,6S（ピーク4）；および／またはΔU2SHNAc（ピー
ク6）を調製できることは、これらの組成物がPF4結合の減少を有し、これがHITを引き起
こす可能性を低下させることから都合がよい。このように、本発明の組成物には、エノキ
サパリンのような市販のLMWH調製物のそれと非常に類似の構造特徴を有する改善された、
例えば望ましい要素の負荷、望ましい要素の増加、望ましくない要素の減少、望ましくな
い要素の消失、および／またはバッチ間変動の減少を有する調製物が含まれてもよい。
【０１３９】
　本発明の方法において有用な多糖類の構造は、当業者に既知の技術を用いて同定するこ
とができる。いくつかの多糖類の配列は、その全文が参照として本明細書に組み入れられ
る、2000年4月24日に提出された米国特許出願第09/557,997号および第09/558,137号、な
らびにVenkataraman, G., Shriver, Z., Raman, R. & Sasisekharan, R.（1999）Science
 286、537～42に記載される特性符号化命名法／質量分析スキーム（PEN-MALDI）、シーク
エンシング方法論を用いて同定されている。これらの技術を用いて、多糖類の特徴は、用
いる実験上の拘束と一致する如何なる手段によっても同定することができる。分子量は、
質量分析を含むいくつかの方法によって決定してもよい。多糖類の分子量を決定するため
に質量分析を用いることは、当技術分野で周知である。質量分析は、生成された断片の重
量を報告する際のその精度（±1ダルトン）のため、そして同様に必要な試料濃度がpMで
よいことから、多糖類の特徴を調べるための強力なツールとして用いられている。例えば
、マトリクス支援レーザー脱離イオン化質量分析（MALDI-MS）は、そのそれぞれが参照と
して本明細書に組み入れられる、Rhomberg, A.J.ら、PNAS USA 95：4176～4181（1998）
；Rhomberg, A.J.ら、PNAS USA 95、12232～12237（1998）；およびErnst, S.ら、PNAS U
SA 95、4182～4187（1998）のような出版物において多糖類の断片の分子量を同定するた
めに記述されている。イオンスプレー-MS、高速原子衝撃質量分析（FAB-MS）および衝突
活性化解離質量分析（CAD）のような、当技術分野で既知の他のタイプの質量分析も同様
に、多糖類断片の分子量を同定するために用いることができる。
【０１４０】
　質量分析データは、天然資源から単離された、またはさらに処置を行わずに合成された
、または多糖類が酵素もしくは化学物質による分解を受けた後の多糖類成分に関する情報
を確認するための貴重なツールとなる可能性がある。多糖類の分子量を同定した後、これ
を他の既知の多糖類の分子量と比較してもよい（例えば、その全文が参照として本明細書
に組み入れられる、米国特許出願第09/557,997号、および第09/558,137号の方法を用いて
）。これらの特許出願に示されるように、分子量を比較する一つの技術は、質量の線を生
成して、未知の多糖類の分子量を質量の線と比較して、同じ分子量を有する多糖類の亜集
団を決定することである。「質量の線」は、情報データベースであり、好ましくは多糖類
の分子量に基づいて独自の配列を有するそれぞれの起こりうるタイプの多糖類に関する情
報を保存するグラフまたはチャートの形である。質量分析データは1Daの精度で断片の質
量を示すことから、長さは質量の線上の一つの質量を調べることによって断片に独自に割
付される可能性がある。さらに、二糖類より長い特定の長さの断片において、質量に最小
で4.02 Daの差異が存在することが質量の線から決定される可能性があるが、これは酢酸
基2個（84.08 Da）が硫酸基（80.06 Da）に置換されたことを示している。したがって、
多糖類断片の多くの硫酸基および酢酸基を、質量分析データからの質量から決定してもよ
く、そのような数を多糖類断片に割付してもよい。ポリマーの特徴を十分に調べるために
、分子量の他に、多糖類の他の特性を決定してもよい。
【０１４１】
　好ましい態様において、毛細管電気泳動（CE）を用いて二糖／四糖構築ブロックを同定
する。CEは、いくつかの理由からオリゴ糖分析においてSAX HPLCより優れている。CEは、
層流（LCの場合と同様に）に起因するピークの平坦化がないという事実により、従来のLC
より有意に精度が高く正確である。CEを用いることによって、へパリナーゼ消化後の二糖
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およびオリゴ糖の100％の質量バランスが可能となる。その結果、ヘパリンの多くの臨床
特徴に関与するより発生率の低いオリゴ糖の全てを分離することが可能となる。さらに、
CEは、LCと比較して、必要な糖の注入量が20～100倍少ない（500 fmolまたはそれ未満対
毛細管LCの場合の少なくとも10 pmols）。同様に、多数の理論的プレートにより、CEの分
離力は、短期間の泳動時間で硫酸塩の同一数を含む独自の産物（異性体）を分離すること
ができるLCより高い。このように、CEを用いることによって、ヘパリンを構成する構築ブ
ロック32個全てを分離することが可能となる。
【０１４２】
　CEはまた、MALDI MSを含む、他の分析方法論に対する相補性に関してさらなる程度の柔
軟性を提供する。さらなる態様において、本発明の方法は、生物情報科学を用いて反復し
て構造情報を誘導するために、CE分離および分析の後にオフラインのMALDI MS分析を用い
ることに関する。
【０１４３】
　最後に、本発明の方法には、オリゴ糖の構造特徴に関する知見を確証することと組み合
わせて、MALDI-MS、ESI-MS、CEおよびNMRを含むいくつかの技術を用いることが含まれる
。本発明の方法によって、ヘパリンと、特定の治療的利用のために肝要である様々な3-O-
硫酸化糖を含む様々なLMWHとの双方のCE電気泳動図において生じる全ての糖産物を単離、
同定、および割付することができる。
【０１４４】
　本発明の方法のさらなる長所は、感度である；本方法は、濃度範囲0.2～1 mg/mlまでの
ヘパリン試料を検出して特徴を調べることが可能である。
【０１４５】
　多糖類試料の特徴を調べた後、活性をインビトロまたはインビボで評価してもよい。硫
酸化多糖類調製物の活性を決定する方法を評価して下記の実施例に示す。これらの調製物
はピーク8のより高いモル％を有することが判明した。ピーク8のモル％は、四糖のモル％
が抗第IIa因子活性および抗第Xa因子活性の双方に比例相関することから、抗凝固活性の
良好な予測因子であることが示された。さらに、実施例においてさらに記述したインビボ
実験は、抗第Xa因子活性および抗第IIa因子活性と共に、TFPI放出の増加を示した。した
がって、本発明の組成物は、ピーク8の含有量と共に生物学的に重要であることが証明さ
れる可能性がある他の断片、例えばPF4結合に関連しているΔU2SHNS,6S（ピーク1）；ΔU

2SHNS（ピーク2）；ΔU2SHNAc,6S（ピーク4）；および／またはΔU2SHNAc（ピーク6）に
従って構築および評価してもよい。試料中のこれらの断片のモル量は、望ましい活性の指
標であり、下記のように疾患の治療のために組成物および方法において用いることができ
る。さらに、これらの断片のモル量を用いて、直接的な生物アッセイ法を行う必要なく、
所定のヘパリン化合物がどのような生物活性または活性レベルを有するかを予測してもよ
い；このように、方法は、より一貫して高い品質の産物を確保しながら能率化された製造
およびコスト削減の双方に対する方法を提供する。
【０１４６】
　この情報を用いて、例としての目的に限られ制限すると解釈されない以下の方法によっ
て、生物学的同等性を同様に決定してもよい。第一に、参照標準物質を選択して、薬物の
組成および生物活性に関する情報、例えばどのようにして用いられ、体内から排泄される
かを提供または決定する。それらは、本発明の方法を含む如何なる方法によっても決定す
ることができる。参照標準物質は、既に特徴が調べられた組成物であってもよく、または
新しい参照標準物質を決定してもよい。例としてLMWH調製物を検討すると、参照標準には
、体内への調製物の吸収；体からの調製物の排泄速度；および調製物の構造特徴に関する
情報が含まれるであろう。同じ情報を、一つまたは複数の標的組成物に関して提供または
決定して、二つ（またはそれ以上）を比較する；生物学的同等性は、両者の分散によって
決定する。このように、本発明はまた、生物学的同等性を決定する方法にも関する。
【０１４７】
　組成物は、被験体に治療的に投与してもよい。本明細書において用いられるように、「
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被験体」は、ヒトまたは、ヒト以外の霊長類、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、
ネコ、もしくは齧歯類のようなヒト以外の脊椎動物である。
【０１４８】
　本発明の組成物は多くの治療的有用性を有し、一般的にヘパリン、LMWHまたは合成ヘパ
リン治療が有用な治療であると同定されている如何なるタイプの疾患の治療に用いてもよ
い。例えば、本発明には、被験体が血栓症のような凝固関連疾患、心血管疾患、血管疾患
、もしくは心房細動；偏頭痛、アテローム性動脈硬化症；自己免疫疾患またはアトピー障
害のような炎症障害；アレルギー；喘息、気腫、成人呼吸窮迫症候群（ARDS）、嚢胞性線
維症、もしくは肺再潅流損傷のような呼吸器障害；癌もしくは転移障害；眼の血管形成障
害のような血管新生障害、骨粗鬆症、乾癬、および関節炎；アルツハイマー病；股関節骨
折のような骨折からなる群より選択される障害を有するもしくはリスクがある、または外
科技法、臓器移植、整形外科手術、股関節置換、膝関節置換、経皮冠動脈介入（PCI）、
ステント留置、血管形成術、冠動脈バイパス移植手術（CABG）を受けているかもしくは受
けたことがある、治療および予防方法が含まれる。
【０１４９】
　このように、本発明は、LMWH治療が有用である多様なインビトロ、インビボおよびエク
スビボ法において有用である。例えば、LMWH組成物は、癌細胞の増殖および転移を阻害す
る、血管新生を防止する、脈管新生を防止する、および乾癬を防止するために有用である
。これらの障害のそれぞれは当技術分野において周知であり、例えば、参照として本明細
書に組み入れられる、「Harrison's Principles of Internal Medicine」（マグローヒル
インク、ニューヨーク）に記述されている。
【０１５０】
　凝固経路における不均衡が過剰な凝固に向けてシフトする場合、結果は、血栓傾向の発
生であり、これはしばしば心臓発作、脳卒中、深部静脈血栓症、急性冠動脈症候群、不安
定アンギナ、および心筋梗塞として現れる。本明細書において用いられる「凝固関連疾患
」は、局所炎症を特徴とする病態を指し、これによって、組織への血液供給の中断または
減少が起こる可能性があり、これは、例えば、心筋梗塞または脳梗塞、または末梢血管疾
患の場合に認められるような組織への血液供給に関与する血管の遮断の結果として、また
は心房細動もしくは深部静脈血栓症のような病態に関連した塞栓形成の結果として起こる
可能性がある。凝固障害には、心血管疾患および脳虚血のような血管疾患が含まれるがこ
れらに限定されない。
【０１５１】
　方法は、心血管疾患を治療するために有用である。心血管疾患には、急性心筋梗塞、不
安定アンギナ、急性冠動脈症候群および心房細動が含まれるがこれらに限定されない。心
筋梗塞は、時にアテローム性動脈硬化症によって既に狭窄した冠動脈の血栓による閉塞の
後に起こる冠動脈血流の突然の減少によって起こる病態である。そのような損傷は、喫煙
、高血圧症、および脂肪蓄積のような要因によって産生または促進される可能性がある。
急性アンギナは、一過性の心筋虚血による。この障害は通常、だるさ、圧迫、締め付けら
れる、息苦しい、または胸骨下の締め付け感に関連する。事例は通常、運動または感情に
よって引き起こされるが、安静時にも起こりうる。
【０１５２】
　心房細動は、感情的ストレスの結果または手術、運動、もしくは急性のアルコール中毒
後に一般的に生じる一般的な不整脈の形である。持続的な型の心房細動は一般的に、心血
管疾患患者に起こる。心房細動は、表面ECG上で別々のP波を示さない無秩序な心房活性を
特徴とする。
【０１５３】
　手術、麻酔を受ける、および長期間の病床または他の無活動の患者はしばしば、深部静
脈血栓症または下肢および／または骨盤の深部血管の凝固であるDVTとして知られる病態
に対して感受性がある。この凝固は、静脈血をポンプで送るために必要な下肢の筋活動が
存在しないこと（うっ血）、局所血管損傷、または高凝固状態によって起こる。この病態
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は、血液凝固が肺に移動すれば、「肺動脈塞栓」が起こるまたはそうでなければ心血管循
環を妨害して生命に危険となりうる。一つの治療法は、抗凝固剤の投与を必然的に伴う。
【０１５４】
　UFH、またはLMWHのような生体物質が乾燥粒子としての吸入後に迅速に吸入されること
は、心筋梗塞、急性冠動脈症候群、および／または静脈血栓塞栓症の治療において非常に
貴重となりうる。UFHの静脈内投与は、ワルファリンの経口投与と併用して静脈血栓塞栓
症の治療に広く用いられている。しかし、有効性が改善され、リスクが減少したことから
、LMWHは、静脈血栓塞栓症の治療におけるUFH静脈内投与に対する代用法としてますます
用いられている。ヘパリン治療の有効性は、治療の最初の24時間以内に重要な治療レベル
（例えば、抗第Xa因子活性および／または抗第IIa因子活性によって測定される可能性が
あるもの）を得ることに依存する。血栓塞栓症の初期段階においてヘパリンの迅速な治療
レベルを得るために、ヘパリン粒子の肺内輸送も同様に、LMWHまたは製剤化ヘパリン粒子
のいずれかの皮下投与と組み合わせることができるであろう。
【０１５５】
　本発明の方法は、脳虚血を治療するためにも有用である。脳虚血発作または脳虚血は、
脳への血液供給が阻害されるある種の虚血病変である。脳への血液供給のこのような中断
は、内因性の遮断または血管そのものの閉塞、離れた閉塞起源、不適切な脳内血流が起こ
る潅流圧の低下もしくは血液粘度の増加、またはくも膜下腔もしくは脳内組織における血
管の破裂を含む様々な原因から起こる可能性がある。脳虚血によって、一過性もしくは永
続的な欠損が起こる可能性があり、脳虚血を経験した患者における神経損傷の重症度は、
虚血事象の強度および期間に依存する。一過性の虚血発作（TIA）は、脳への血流がごく
短時間中断され、しばしば24時間以内に消失する一時的な神経欠損を引き起こす発作であ
る。TIAの症状には、顔または四肢のしびれまたは虚弱、言葉を明瞭に話すことができな
い、および／または他人の言うことを理解できない、視力喪失または視力不明瞭、および
めまい感が含まれる。脳卒中とも呼ばれる永続的な脳虚血発作は、血栓または血栓塞栓症
のいずれかに起因する脳への血流のより長期間の中断によって引き起こされる。脳卒中は
、ニューロンの喪失を引き起こし、これによって典型的に、改善する可能性があるものの
完全には寛解しない神経学的欠陥が起こる。血栓塞栓発作は、血栓または塞栓による頭蓋
外または頭蓋内血管の閉塞によって起こる。脳卒中が血栓または塞栓によって引き起こさ
れたかを区別することはしばしば難しいことから、これらのメカニズムのいずれかによっ
て引き起こされた脳卒中を指す場合には「血栓塞栓症」という用語が用いられている。本
発明の方法はまた、人工器官手術後に発症する可能性がある血栓塞栓合併症の治療および
予防に関する。
【０１５６】
　本発明の組成物はまた、被験体が、血栓症のような凝固関連疾患、心血管疾患、血管疾
患、もしくは心房細動；偏頭痛、アテローム性動脈硬化症；自己免疫疾患またはアトピー
障害のような炎症障害；アレルギー；喘息、気腫、成人呼吸窮迫症候群（ARDS）、嚢胞性
線維症、もしくは肺再潅流損傷のような呼吸器障害；癌もしくは転移障害；眼の血管形成
障害のような血管新生障害、骨粗鬆症、乾癬、および関節炎；アルツハイマー病；股関節
骨折のような骨折からなる群より選択される障害を有するもしくはリスクがある、または
外科技法、臓器移植、整形外科手術、股関節置換、膝関節置換、経皮冠動脈介入（PCI）
、ステント留置、血管形成術、冠動脈バイパス移植手術（CABG）を受けているかもしくは
受けたことがある、被験体を治療または予防するために有用である。
【０１５７】
　本発明の組成物はまた、嚢胞性線維症、喘息、アレルギー、気腫、および成人呼吸窮迫
症候群（ARDS）のような呼吸器疾患を含む炎症またはアレルギー障害；肺再潅流損傷；肺
、腎臓、心臓、および腸管の虚血再潅流損傷；ならびに肺の腫瘍増殖および転移の治療に
おいて有用である。
【０１５８】
　嚢胞性線維症は呼吸器系に影響を及ぼす慢性進行性疾患である。嚢胞性線維症の一つの
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重篤な結末は、緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）肺感染症であり、これだけで嚢胞性線
維症における罹患率および死亡率のほぼ90％を占める。嚢胞性線維症を治療する治療法に
は、病原性感染症を治療するための抗菌剤が含まれる。
【０１５９】
　喘息は、炎症、気道狭窄、および吸入物質に対する気道反応性の増加を特徴とする呼吸
器系の障害である。喘息はしばしばアトピーまたはアレルギー症状に関連するが必ずしも
そうとは限らない。喘息にはまた、運動誘発喘息、気管支刺激剤に対する気管支収縮反応
、遅延型過敏症、自己免疫脳脊髄炎、および関連障害が含まれてもよい。アレルギーは一
般的にアレルゲンに対するIgE抗体産生によって引き起こされる。気腫は肺胞中隔の破壊
による末端細気管支に対して遠位の気室の膨張である。気腫は、エラスターゼによる肺損
傷から生じる。ヘパリンのような生体活性物質は、このエラスターゼ誘発損傷を阻害する
ことができる。成人呼吸窮迫症候群とは、重度の心房低酸素症を伴う多様な観念形態の多
くの急性のデフューズ（defuse）性の浸潤性肺病変を含む用語である。ARDSの最もよくあ
る原因の一つは敗血症である。治療可能な他のタイプの炎症疾患は、難治性潰瘍性大腸炎
、クローン病、非特異的潰瘍性大腸炎、多発性硬化症、および間質性膀胱炎である。
【０１６０】
　いくつかの態様において、本発明の方法は硫酸化多糖類を用いる急性血栓塞栓性脳卒中
の治療に向けられる。急性脳卒中は、脳への血液供給の中断である虚血事象に起因する神
経損傷を含む医学症候群である。
【０１６１】
　脳卒中を治療するための、単独または他の治療物質と併用した場合の硫酸化多糖類調製
物の有効量は、脳卒中に起因するインビボ脳損傷を減少するために十分な量である。脳損
傷の減少は、本発明の治療を行わなければ血栓塞栓脳卒中を経験する被験体において起こ
るであろう脳への損傷の任意の予防である。いくつかの生理的パラメータを用いて、例え
ば治療前の患者、無処置脳卒中患者、または血栓溶解物質単独によって治療した脳卒中患
者のパラメータと比較して、より小さい梗塞のサイズ、限局的脳血流の改善、および頭蓋
内圧の低下を含む脳損傷の減少を評価してもよい。
【０１６２】
　薬学的硫酸化多糖類調製物は、凝固関連疾患を治療するために、単独または他の治療物
質と併用して用いてもよい。凝固関連疾患を治療するために有用な治療物質の例には、抗
凝固物質、抗血小板物質、および血栓溶解物質が含まれる。
【０１６３】
　抗凝固物質は、血液成分の凝固を防止して、このように凝血形成を予防する。抗凝固剤
には、ヘパリン、ワルファリン、クマジン、ジクマロール、フェンプロクモン、アセノク
マロール、エチルビスクマセテート、ヒルジン、ビバラルチン、および他の直接的なトロ
ンビン阻害剤、およびインダンジオン誘導体が含まれるがこれらに限定されない。
【０１６４】
　抗血小板物質は、血小板の凝集を阻害して、しばしば一過性の虚血発作または卒中を経
験した患者における血栓塞栓発作を予防するために用いられる。抗血小板物質には、アス
ピリン、チクロポジンおよびクロピドグレルのようなチエノピリジン誘導体、ジピリダモ
ール、ならびにスルフィンピラゾンと共にRGD模倣体が含まれるがこれらに限定されない
。
【０１６５】
　血栓溶解剤は、血栓塞栓発作を引き起こす凝血を溶解する。血栓溶解物質は、急性静脈
血栓塞栓症および肺動脈塞栓症の治療に用いられており、当業者に周知である（例えば、
Hennekensら、J. Am. Coll Cardiol.：25（補足7）、18S～22S（1995）；Holmesら、J. A
m Coll Cardiol.：25（補足7）、10S～17S（1995））。血栓溶解物質には、プラスミノー
ゲン、α2-アンチプラスミン、ストレプトキナーゼ、アンチストレプラーゼ、TNK、組織
プラスミノーゲン活性化因子（tPA）、およびウロキナーゼが含まれるがこれらに限定さ
れない。本明細書において用いられる「tPA」には、天然のtPAおよび組み換え型tPAと共



(57) JP 2009-175143 A 2009.8.6

10

20

30

40

50

に天然のtPAの酵素または線維素溶解活性を保持するtPAの改変型が含まれる。tPAの酵素
活性は、プラスミノーゲンをプラスミンに変換する分子の能力を評価することによって測
定することができる。tPAの線維素溶解活性は、その全文が参照として本明細書に組み入
れられる、Carlsonら、Anal. Biochem. 168：428～435（1988）によって記述される精製
凝血溶解アッセイ法およびBennett, W.F.ら、1991、上記によって記述されるその改変型
のような、当技術分野において既知の任意のインビトロ凝血溶解活性によって決定しても
よい。
【０１６６】
　一つの態様において、硫酸化多糖類調製物は血管新生を阻害するために用いられる。硫
酸化多糖類調製物が血管新生を阻害する有効量を、その治療を必要とする被験体に投与す
る。本明細書において用いられる血管新生とは、新しい血管の不適当な形成である。「血
管新生」はしばしば、内皮細胞が内皮の分裂誘発物質である増殖因子群を分泌して、内皮
細胞の伸長および増殖を引き起こし、それによって新しい血管が形成される腫瘍において
起こる。血管新生マイトゲンのいくつかは、内皮細胞増殖因子に関連するヘパリン結合ペ
プチドである。血管新生の阻害は、動物モデルにおいて腫瘍の退縮を引き起こし、治療的
抗癌剤としての利用を示唆している。血管新生を阻害する有効量は、腫瘍の中へと増殖し
つつある血管数を減少させるために十分な硫酸化多糖類調製物の量である。この量は、腫
瘍および血管新生の動物モデルにおいて評価することができ、その多くは当技術分野にお
いて既知である。
【０１６７】
　硫酸化多糖類調製物はまた、眼科疾患に関連した血管新生を阻害する場合にも有用であ
る。もう一つの態様において、硫酸化多糖類調製物は乾癬を治療するために投与される。
乾癬は慢性炎症によって引き起こされる一般的な皮膚科疾患である。
【０１６８】
　硫酸化多糖類含有組成物はまた、癌細胞の増殖および転移を阻害する可能性がある。こ
のように、本発明の方法は、被験体における腫瘍細胞の増殖、血管新生または転移を治療
および／または予防するために有用である。本明細書において用いられるように、「予防
」および「予防する」という用語は、生物作用、例えば癌または腫瘍細胞の血管新生、増
殖または転移を完全または部分的に阻害することのみならず、生物作用、例えば癌または
腫瘍細胞の血管新生、増殖または転移の如何なる増加も阻害することを指す。
【０１６９】
　癌または腫瘍には、胆管癌；脳癌；乳癌；頚癌；絨毛癌；結腸癌；子宮内膜癌；食道癌
；胃癌；上皮内新生物；白血病；リンパ腫；肝癌；肺癌（例えば、小細胞癌および非小細
胞癌）；黒色腫；神経芽腫；口腔癌；卵巣癌；膵臓癌；前立腺癌；直腸癌；肉腫；皮膚癌
；精巣癌；甲状腺癌；および腎癌と共に他の癌および肉腫が含まれるがこれらに限定され
ない。
【０１７０】
　癌治療を必要とする被験体は、癌が発症する確率が高い被験体であってもよい。これら
の被験体には、例えばその存在が癌の発症のより高い可能性と相関関係を有することが証
明されている遺伝的異常を有する被験体、およびタバコ、アスベスト、もしくは他の化学
毒素のような癌を引き起こす物質に曝露された被験体、または癌のためにこれまで治療を
受けて現在見かけ上寛解している被験体が含まれる。
【０１７１】
　癌治療を受けている患者に投与する場合、多糖類粒子は、他の抗癌剤を含むカクテルで
投与してもよい。多糖類組成物はまた、制吐剤、放射線保護剤等のような放射線療法の副
作用を治療する物質を含むカクテルで投与してもよい。
【０１７２】
　治療を必要とする被験体はまた、血液および／または尿中のRFI、尿素、クレアチニン
、リン、糸球体濾過速度（GFR）、または血中尿素窒素（BUNレベル）によって測定した、
腎不全を含む異常な腎機能を有する被験体であってもよい。特定の測定は以下の通りであ
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る：
【０１７３】
　腎不全指数（RFI）－mEq/Lで表し、以下のように計算する：
（尿中ナトリウム、mEq/L）／（（尿中クレアチニン、mg/dL）／（血漿中クレアチニン、
mg/dL））。RFI≦1は、腎前性窒素血症を示す；RFI＝1～3は確定的ではないが、通常尿細
管壊死を示し、RFI≧3は、急性尿細管壊死を示している。
【０１７４】
尿の比重-
　これは、尿試料がどれほど濃縮されているかの測定値である。水の比重は1.000である
。希釈した尿試料の比重は1.020未満（しばしば1.010未満）である。濃縮された尿試料は
比重が1.030または1.040であろう。
【０１７５】
血中尿素窒素（BUN）-
　これは、腎臓によって排泄されたタンパク質代謝物である（これは懸念される毒素の一
つである）。正常な患者では、BUNは25程度である。腎不全におけるBUNのよい目標は、60
～80である。しばしば診断時、BUNは150、200、または300を超える。
【０１７６】
クレアチニン-
　これは、もう一つのタンパク質代謝物である（これはBUNの場合より食事中のタンパク
質摂取量に依存しない）。正常なクレアチニンは2.0未満である。腎不全の場合の良好な
目標はクレアチニン4.5またはそれ未満である。BUNおよびクレアチニンは、経時的にそし
て異なる治療に反応して追跡してもよい（いくつかの他のパラメータと共に）。
【０１７７】
リン-
　カルシウム／リンバランスは、腎不全において、不全の腎臓がリンを排泄することがで
きないことと共にその後に起こるホルモンの変化によって崩れるようになる。カルシウム
とリンのレベルが高すぎる場合、体の軟組織が炎症性で不快な無機質沈着物を生じるであ
ろう。同様に骨も弱化するであろう。
【０１７８】
カリウム-
　不全腎臓は、カリウムを効率よく保存することができず、補足が必要となる可能性があ
る。
【０１７９】
赤血球沈層容積／ヘマトクリット-
　これは、赤血球の量の測定値である。より詳しく説明すると、これは血液中で赤血球が
占める割合を表す。赤血球の産生を刺激するホルモンは、腎臓によって産生される。不全
腎臓は、このホルモンを正常量で産生せず、貧血が起こりうる。貧血はしばしば、腎毒素
を処置するために必要な余分の液の投与によって悪化する。
【０１８０】
糸球体濾過速度（GFR）-
　この試験は、腎臓がどのように上手く血液から老廃物および過剰な液体を除去するかの
測定である。これは、年齢、体重、性別、および体格を用いて血清中のクレアチニンレベ
ルから計算してもよい。正常なGFRは、年齢に従って変化して、高齢被験体では減少しう
る。GFRの正常値は、90またはそれ以上である。GFR 60未満は、腎臓が適切に働いていな
い兆候である。GFR 15未満は、おそらく腎不全を示している。
【０１８１】
　異常な腎機能／不全に関連した障害には、末期腎炎、腎結石、虚血性腎疾患、高血圧性
腎症、糖尿病性腎症、糸球体腎炎、尿細管間質性腎炎、および腎高血圧症が含まれるがこ
れらに限定されない。
【０１８２】
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　本発明の硫酸化多糖類を含む組成物の有効量を、そのような治療を必要とする被験体に
投与する。有効量は、細胞増殖もしくは転移に所望の減少が起こる、または他の医学的に
許容されない副作用を引き起こすことなく凝固もしくは他の治療的利益を予防する量であ
る。そのような量は、単なる日常的な実験によって決定することができる。投与様式に応
じて1 ng/kg～100 mg/kgの範囲の用量が有効であると考えられる。無傷の硫酸化多糖類の
有効な割合は、単なる日常的な実験によって決定してもよい。絶対量は多様な要因に依存
し（投与が、他の治療方法、投与回数、ならびに年齢、身体的状態、体格および体重を含
む個々の患者のパラメータに関連するか否かを含めて）、日常的な実験によって決定する
ことができる。一般的に、最大用量、すなわち、健全な医学的判断に従って、最高の安全
な用量を用いることが好ましい。投与様式は、吸入、経口、皮下、静脈内、腹腔内、経皮
、口腔内、舌下、非経口、筋肉内、鼻腔内、気管内、眼内、膣内、直腸内、経皮、および
／または舌下を含む如何なる医学的に許容される様式であってもよい。
【０１８３】
　本発明のいくつかの局面において、硫酸化多糖類を含む組成物の有効量は、障壁を通過
する腫瘍細胞の浸潤を防止するために有効な量である。癌の浸潤および転移は、トランス
フォームした細胞がそれによって細胞外マトリクス（ECM）の中に浸潤して遊走し、接着
非依存性の増殖特性を獲得する細胞接着特性の変化を伴う複雑なプロセスである。Liotta
, L.A.ら、Cell 64：327～336（1991）。これらの変化のいくつかは、局所接着で起こり
、これは膜に会合した骨格および細胞内シグナル伝達分子を含む細胞／ECM接触点である
。転移疾患は、腫瘍細胞の播種性病変がその増殖および繁殖を支持する組織に播種される
と起こり、腫瘍細胞の二次的伝幡は、癌の大部分に関連した罹患率および死亡率に関与し
ている。このように、本明細書において用いられる「転移」という用語は、原発腫瘍部位
から離れた腫瘍細胞の浸潤および遊走を指す。
【０１８４】
　腫瘍細胞にとっての障壁は、インビトロでの人工的な障壁またはインビボでの天然の障
壁であってもよい。インビトロ障壁には、マトリゲルのような細胞外マトリクスコーティ
ングメンブレンが含まれるがこれらに限定されない。このように、LMWH組成物は、Parish
, C.R.ら、「A Basement-Membrane Permeability Assay which Correlates with the Met
astatic Potential of Tumour Cells.」、Int. J. Cancer（1992）52：378～383によって
詳細に記述されるマトリゲル浸潤アッセイ系において、腫瘍細胞浸潤を阻害するか否かに
関して試験することができる。マトリゲルは、IV型コラーゲン、ラミニン、bFGFに結合し
て局在するペルレカンのようなヘパラン硫酸プロテオグリカン、ビトロネクチンと共にト
ランスフォーミング増殖因子（TGF）、ウロキナーゼタイプのプラスミノーゲン活性化因
子（uPA）、組織プラスミノーゲン活性化因子（tPA）、および1型プラスミノーゲン活性
化因子阻害剤（PAI-1）として知られるセルピンを含む、再構成された基底膜である。転
移に関する他のインビトロおよびインビボアッセイ法は先行技術において記載されており
、例えば参照として本明細書に組み入れられる、1999年8月10日に公表された米国特許第5
,935,850号を参照されたい。インビボ障壁は、被験体の体に存在する細胞障壁を指す。
【０１８５】
　本発明の硫酸化多糖類は、任意に薬学的に許容される担体において調製してもよい。組
成物はさらに、特殊な輸送装置に調製してもよい。このように、本発明のいくつかの態様
において、組成物は、静脈内、皮下、経口、エアロゾル、または他の粘膜輸送型のために
特に調製してもよい。いくつかの態様において、組成物は、下記のように持続的放出装置
に調製してもよい。
【０１８６】
　一般的に、治療目的のために投与する場合、本発明の処方物を薬学的に許容される溶液
に加える。そのような調製物は日常的に、塩、緩衝剤、保存剤、適合性の担体、アジュバ
ント、および任意に他の治療成分の薬学的に許容される濃度を含んでもよい。
【０１８７】
　本発明の組成物は、そのまま（未加工）、または約学的に許容される塩として投与して
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もよい。医薬品として用いる場合、塩は薬学的に許容されなければならないが、薬学的に
許容されない塩を便宜上用いてその薬学的に許容される塩を調製してもよく、それらも本
発明の範囲に含まれる。そのような薬理学的および薬学的に許容される塩には、以下の酸
から調製されるものが含まれるがこれらに限定されない：塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸
、リン酸、マレイン酸、酢酸、サリチル酸、p-トルエンスルホン酸、酒石酸、クエン酸、
メタンスルホン酸、蟻酸、マロン酸、コハク酸、ナフタレン-2-スルホン酸、およびベン
ゼンスルホン酸。同様に、薬学的に許容される塩は、カルボン酸基のナトリウム、カリウ
ム、またはカルシウム塩のようなアルカリ金属、またはアルカリ土類塩として調製するこ
とができる。
【０１８８】
　適した緩衝剤には以下が含まれる：酢酸および塩（1～2モル％w/v）；クエン酸および
塩（1～3モル％w/v）；ホウ酸および塩（0.5～2.5モル％w/v）；ならびにリン酸および塩
（0.8～2モル％w/v）。適した保存剤には、塩化ベンザルコニウム（0.003～0.03モル％w/
v）；クロロブタノール（0.3～0.9モル％w/v）；パラベン（0.01～0.25モル％w/v）；お
よびチメロサル（0.004～0.02モル％w/v）が含まれる。
【０１８９】
　本発明は、医学的に用いるために、一つまたは複数の薬学的に許容される担体、および
任意に他の治療成分と共に硫酸化多糖類調製物を含む薬学的組成物を提供する。本明細書
において用いられ、下記により詳しく説明する「薬学的に許容される担体」という用語は
、ヒトまたは他の動物への投与に適した一つまたは複数の適合性の固体もしくは液体増量
剤、希釈剤、または封入物質を意味する。本発明において、「担体」という用語は、適用
を容易にするために活性成分が配合される、天然または合成の有機または無機成分を指す
。薬学的組成物の成分はまた、本発明の硫酸化多糖類および互いに、所望の薬学的有効性
を実質的に損なう相互作用がないように混合されうる。
【０１９０】
　非経口投与に適した組成物は、レシピエントの血液と等張となりうる多糖類の滅菌水性
調製物を含むと都合がよい。用いてもよい許容される媒体および溶媒は、水、リンゲル液
、および等張塩化ナトリウム溶液である。さらに、慣例的に滅菌の固定油が溶媒または懸
濁媒体として用いられる。この目的に関して、合成モノまたはジグリセリドを含む如何な
る商標の固定油を用いてもよい。さらに、オレイン酸のような脂肪酸を注射可能調製物に
おいて用いる。皮下、筋肉内、腹腔内、静脈内等の投与に適した担体製剤は、「Remingto
n's Pharmaceutical Sciences.」、マック出版社、イーストン、ペンシルバニア州に認め
られるであろう。
【０１９１】
　多様な投与経路が利用可能である。選択される特定の様式は、当然、選択される硫酸化
多糖類の特定の割合、治療される特定の病態、および治療の有効性にとって必要な用量に
依存するであろう。本発明の方法は、概して、医学的に許容される如何なる投与様式を用
いて実践してもよく、すなわち臨床的に許容されない副作用を引き起こすことなく、生物
作用の有効レベルを生じる如何なる様式も意味する。
【０１９２】
　治療に用いる場合、硫酸化多糖類調製物の有効量は、所望の表面、例えば、粘膜、全身
に硫酸化多糖類を輸送する如何なる様式によっても被験体に投与することができる。本発
明の薬学的組成物を「投与すること」は、当業者に既知の如何なる手段によって行っても
よい。好ましい投与経路には、吸入、経口、皮下、静脈内、腹腔内、経皮、口腔内、口腔
内、舌下、非経口、筋肉内、鼻腔内、気管内、眼内、膣内、直腸内、経皮、および／また
は舌下が含まれるがこれらに限定されない。
【０１９３】
　経口投与の場合、化合物（すなわち、硫酸化多糖類調製物）は、活性化合物（複数）を
当技術分野で周知の薬学的に許容される担体と組み合わせることによって容易に調製する
ことができる。そのような担体によって、本発明の化合物は、治療すべき被験体が経口摂
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取するための、錠剤、丸剤、糖衣錠、カプセル剤、液体、ゲル、シロップ剤、スラリー、
懸濁剤等として調製することができる。経口で用いるための薬学的調製物は、固体賦形剤
として得ることができ、任意に得られた混合物をすりつぶし、望ましければ、錠剤または
糖衣錠のコアを得るために、適した補助剤を加えた後、顆粒混合物を加工する。適した賦
形剤は、特に、乳糖、蔗糖、マンニトール、またはソルビトールを含む糖；例えばトウモ
ロコシデンプン、小麦デンプン、コメデンプン、ジャガイモデンプン、ゼラチン、トラガ
カントゴム、メチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチル-セルロース、カルボキシメ
チルセルロース、および／またはポリビニルピロリドン（PVP）のようなセルロース調製
物のような増量剤である。望ましければ、クロスリンクしたポリビニルピロリドン、寒天
、アルギン酸、またはアルギン酸ナトリウムのようなその塩のような崩壊剤を加えてもよ
い。任意に、経口調製物はまた、内因性の酸性状態を中和するために生理食塩液もしくは
緩衝液中で調製してもよく、または如何なる担体も含まずに投与してもよい。
【０１９４】
　糖衣錠のコアは適したコーティングと共に提供される。この目的のために、濃縮された
糖溶液を用いてもよく、これは任意にアラビアゴム、タルク、ポリビニルピロリドン、カ
ルボポルゲル、ポリエチレングリコール、および／または二酸化チタン、ラッカー溶液、
および適した有機溶媒または溶媒混合物を含んでもよい。活性化合物の用量を同定するた
めまたは異なる組み合わせの特徴を示すために、染料または色素を錠剤または糖衣錠のコ
ーティングに加えてもよい。
【０１９５】
　経口で用いることができる薬学的調製物には、ゼラチン製のプッシュフィットカプセル
と共に、ゼラチンおよびグリセロールまたはソルビトールのような可塑剤製の軟密封カプ
セルが含まれる。プッシュフィットカプセルは、乳糖のような増量剤、デンプンのような
結合剤、および／またはタルクまたはステアリン酸マグネシウムのような潤滑剤、ならび
に任意に安定化剤との混合物において活性成分を含みうる。軟カプセルにおいて、活性化
合物は、脂肪油、液体パラフィン、または適した液体ポリエチレングリコールのような適
した液体に溶解または懸濁してもよい。さらに、安定化剤を加えてもよい。経口投与のた
めに調製されたミクロスフェアも同様に用いてもよい。そのようなミクロスフェアは、当
技術分野で十分に定義されている。経口投与のための製剤は全て、そのような投与に適し
た用量でなければならない。
【０１９６】
　口腔内投与の場合、組成物は、慣例的に調製された錠剤またはロゼンジの形であっても
よい。
【０１９７】
　吸入投与の場合、本発明に従って用いられる化合物は、適した噴射剤、例えばジクロロ
ジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化
炭素または他の適した気体を用いて、加圧パックまたはネブライザーからのエアロゾルス
プレーの形で都合よく輸送してもよい。加圧式エアロゾルの場合、投与単位は、一定量を
輸送するための弁を提供することによって決定してもよい。化合物と乳糖またはデンプン
のような適した粉末基剤との粉末混合物を含む、例えばインヘラーまたは吸入器において
用いるためのゼラチン製のカプセルまたはカートリッジを調製してもよい。さらに、吸入
治療のための乾燥粉末製剤も本発明の範囲内である。そのような乾燥粉末製剤は、その全
教示が参照として本明細書に組み入れられる、国際公開公報第02/32406号に開示されるよ
うに調製してもよい。
【０１９８】
　化合物を全身輸送することが望ましい場合、化合物は、注射、例えばボーラス注射また
は連続的注入による非経口投与のために調製してもよい。注射用製剤は、保存剤を添加し
た単位投与剤形、例えばアンプルまたは多用量容器の形であってもよい。組成物は、油性
もしくは水性媒体における懸濁液、溶液、または乳液のような形をとってもよく、懸濁剤
、安定化剤、および／または分散剤のような処方物質を含んでもよい。
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【０１９９】
　非経口投与のための薬学的製剤には、水溶性型の活性化合物の水溶液が含まれる。さら
に、活性化合物の懸濁液を、適当な油性注射用懸濁液として調製してもよい。適した親油
性溶媒または媒体には、ゴマ油のような脂肪油、オレイン酸エチルもしくはトリグリセリ
ドのような合成脂肪酸エステル、またはリポソームが含まれる。水性注射用懸濁液は、カ
ルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトール、またはデキストランのような懸濁
液の粘度を増加させる物質を含んでもよい。任意に、懸濁液はまた、適した溶解剤、また
は非常に濃縮された溶液を調製することができるように化合物の溶解度を増加させる物質
を含んでもよい。
【０２００】
　または、活性化合物は、使用前に適した媒体、例えば滅菌発熱物質不含水に溶解するた
めの粉末剤形であってもよい。
【０２０１】
　化合物はまた、例えばカカオバターまたは他のグリセリドのような通常の坐剤基剤を含
む、坐剤または浣腸のような直腸または膣内組成物の形に調製してもよい。
【０２０２】
　これまでに記述された調製物の他に、化合物はまた、デポー調製物として調製してもよ
い。そのような長時間作用型製剤は、適したポリマーもしくは疎水性材料（例えば、許容
される油中の乳剤として）、またはイオン交換樹脂と共に、または難溶性の誘導体として
、例えば難溶性の塩として調製してもよい。
【０２０３】
　薬学的組成物はまた、適した固体またはゲル相の担体または賦形剤を含んでもよい。そ
のような担体または賦形剤の例には、炭酸カルシウム、リン酸カルシウム、様々な糖、デ
ンプン、セルロース誘導体、ゼラチン、およびポリエチレングリコールのようなポリマー
が含まれるがこれらに限定されない。
【０２０４】
　適した液体または固体の薬学的調製物剤形は、例えば、吸入のための水性または生理食
塩液溶液、微小封入、渦巻き型、微小金粒子へのコーティング、リポソームに含める、霧
状にする、エアロゾルにする、皮膚に埋め込むためのペレットにする、皮膚にひっかき傷
を形成させる鋭利な物体の上で乾燥させた形である。薬学的組成物にはまた、その調製物
において、崩壊剤、結合剤、コーティング剤、膨張剤、潤滑剤、着香料、甘味料、または
溶解剤のような賦形剤および添加剤および／または補助剤が上記のように習慣的に用いら
れる、顆粒、粉剤、錠剤、コーティング錠、（マイクロ）カプセル、坐剤、シロップ剤、
乳剤、懸濁液、クリーム、滴下剤、または活性化合物の放出を遅らせる調製物が含まれる
。薬学的組成物は、多様な薬物輸送系において用いるために適している。薬物輸送に関す
る方法の簡単な概要に関しては、参照として本明細書に組み入れられる、Langer、Scienc
e 249：1527～1533（1990）を参照されたい。
【０２０５】
　組成物は慣例的に、単位投与剤形の形であってもよく、薬学の技術分野において周知の
如何なる方法によって調製してもよい。方法には全て、活性化硫酸化多糖類を、一つまた
は複数の補助成分を構成する担体に会合させる段階が含まれる。一般的に、組成物は、多
糖類を液体担体、細分された固体担体またはその両者に均一および十分に会合させ、その
後必要に応じて産物を成形することによって調製される。
【０２０６】
　その他の輸送系には、定時放出、遅延放出、または徐放性輸送系が含まれうる。そのよ
うな系によって、本発明の硫酸化多糖類の反復投与を回避することができ、被験体および
医師に対する利便性が増加する。多くのタイプの放出輸送系が利用でき、当業者に既知で
ある。それらには、ポリ乳酸およびポリグリコール酸、ポリ無水物およびポリカプロラク
トンのようなポリマーに基づく系；コレステロール、コレステロールエステル、および脂
肪酸のようなステロール、またはモノ、ジ、およびトリグリセリドのような中性脂肪；ヒ
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ドロゲル放出系；シアル酸系；ペプチドに基づく系；ロウコーティング；通常の結合剤お
よび賦形剤を用いる圧縮錠、部分融合インプラント等が含まれる。特定の例には：（a）
多糖類が、米国特許第4,452,775号（Kent）；第4,667,014号（Nestorら）；ならびに第4,
748,034号および第5,239,660号（Leonard）において認められる、マトリクス内の形で含
まれる腐食系、ならびに（b）米国特許第3,832,253号（Higuchiら）および第3,854,480号
（Zaffaroni）において認められる、ポリマーを通して制御された速度で活性化合物が透
過する拡散系、が含まれるがこれらに限定されない。さらに、ポンプに基づくハードウェ
ア輸送系を用いることができ、そのいくつかは埋め込みのために適合される。
【０２０７】
　癌治療を受ける患者に投与する場合、硫酸化多糖類組成物は、他の抗癌剤を含むカクテ
ルにおいて投与してもよい。組成物はまた、制吐剤、放射線保護剤等のような治療の副作
用を治療する物質を含むカクテルにおいて投与してもよい。
【０２０８】
　本発明の化合物と同時投与することができる抗癌剤には、アシビシン；アクラルビシン
；塩酸アコダゾール；アクロニン；アドリアマイシン；アドゼレシン；アルデスロイキン
；アルトレタミン；アンボマイシン；酢酸アメタントロン；アミノグルテチミド；アムサ
クリン；アナストロゾール；アントラマイシン；アスパラギナーゼ；アスペルリン；アザ
シチジン；アゼテパ；アゾトマイシン；バチマスタット；ベンゾデパ；ビカルタミド；塩
酸ビサントレン；ビスナフィドジメシレート；ビゼレシン；硫酸ブレオマイシン；ブレキ
ナールナトリウム；ブロピリミン；ブスルファン；カクチノマイシン；カルステロン；カ
ラセミド；カルベチメル；カルボプラチン；カルムスチン；塩酸カルビシン；カルゼレシ
ン；セデフィンゴール；クロラムブシル；シロレマイシン；シスプラチン；クラドリビン
；クリスナトールメシレート；シクロホスファミド；シタラビン；ダカルバジン；ダクチ
ノマイシン；塩酸ダウノルビシン；デシタビン；デキソルマプラチン；デザグアニン；デ
ザグアニンメシレート；ジアジコン；ドセタキセル；ドキソルビシン；塩酸ドキソルビシ
ン；ドロロキシフェン；クエン酸ドロロキシフェン；プロピオン酸ドロモスタノロン；ズ
アゾマイシン；エダトレキセート；塩酸エフロルニチン；エルサミトルシン；エンロプラ
チン；エンプロメート；エピプロピジン；塩酸エピルビシン；エルブロゾール；塩酸エソ
ルビシン；エストラムスチン；エストラムスチンリン酸ナトリウム；エタニダゾール；エ
トポシド；リン酸エトポシド；エトプリン；塩酸ファドロゾール；ファザラビン；フェン
レチニド；フルオクスリジン；リン酸フルダラビン；フルオロウラシル；フルオロシタビ
ン；ホスキドン；ホストリエシンナトリウム；ゲンシタビン；塩酸ゲンシタビン；グレベ
ク；ヘルセプチン；ヒドロキシウレア；塩酸イダルビシン；イフォスファミド；イルモフ
ォシン；インターフェロンα-2a；インターフェロンα-2b；インターフェロンα-n1；イ
ンターフェロンα-n3；インターフェロンβ-Ia；インターフェロンγ-Ib；イプロプラチ
ン；塩酸イリノテカン；酢酸ランレオチド；レトロゾール；酢酸リュープロリド；塩酸リ
アロゾール；ロメトレキソールナトリウム；ロムスチン；塩酸ロソキサントロン；マソプ
ロコール；メイタンシン；塩酸メクロレタミン；酢酸メゲストロール；酢酸メレンゲスト
ロール；メルファラン；メノガリル；メルカプトプリン；メソトレキセート；メソトレキ
セートナトリウム；メトプリン；メツレデパ；ミチンドミド；ミトカルシン；ミトクロミ
ン；ミトジリン；ミトマルシン；マイトマイシン；ミトスパー；ミトタン；塩酸ミトキサ
ントロン；ミコフェノール酸；ノコダゾール；ノガラマイシン；オルマプラチン；オキシ
スラン；パクリタキセル；ペガスパルガーゼ（Pegaspargase）；ペリオマイシン；ペンタ
ムスチン；硫酸ペプロマイシン；ペルフォスファミド；ピポブロマン；ピポスルファン；
塩酸ピロキサントロン；プリカマイシン；プロメスタン；ポルフィメルナトリウム；ポル
フィロマイシン；プレドニムスチン；塩酸プロカルバジン；ピューロマイシン；塩酸ピュ
ーロマイシン；ピラゾフリン；リボプリン；リツキシン；ログレチミド；サフィンゴール
；塩酸サフィンゴール；セムスチン；シムトラゼン；スパルフォセートナトリウム；スパ
ルソマイシン；塩酸スピロゲルマニウム；スピロムスチン；スピロプラチン；ストレプト
ニグリン；ストレプトゾシン；スロフェヌール；タリソマイシン；テコガランナトリウム
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；テガフール；塩酸テロキサントロン；テモポルフィン；テニポシド；テロキシロン；テ
ストラクトン；チアミプリン；チオグアニン；チオテパ；チアゾフリン；チラパザミン；
塩酸トポテカン；クエン酸トレミフェン；酢酸トレストロン；リン酸トリシリビン；トリ
メトレキセート；グルクロン酸トリメトレキセート；トリプトレリン；塩酸ツブロゾール
；ウラシルマスタード；ウレデパ；バプレオチド；ベルテポルフィン；硫酸ビンブラスチ
ン；硫酸ビンクリスチン；ビンデシン；硫酸ビンデシン；硫酸ビネピジン；硫酸ビングリ
シネート；硫酸ビンリューロシン；酒石酸ビノレルビン；硫酸ビンロシジン；硫酸ビンゾ
リジン；ボロゾール；ゼニプラチン；ジノスタチン；塩酸ゾルビシンが含まれるがこれら
に限定されない。
【０２０９】
　硫酸化多糖類組成物はまた、ターゲティング分子に結合させてもよい。ターゲティング
分子は、特定の細胞または組織に対して特異的であって、硫酸化多糖類を細胞または組織
に向けるために用いることができる任意の分子または化合物である。好ましくは、ターゲ
ティング分子は、癌細胞または腫瘍と特異的に相互作用する分子である。例えば、ターゲ
ティング分子は、腫瘍抗原を認識して特異的に相互作用するタンパク質または如何なるタ
イプの分子であってもよい。
【０２１０】
　腫瘍抗原には、Melan-A/MART-1、ジペプチジルペプチダーゼIV（DPPIV）、アデノシン
デアミナーゼ結合タンパク質（ADAbp）、シクロフィリンb、結腸直腸関連抗原（CRC）-C0
17-1A/GA733、癌胎児抗原（CEA）、およびその免疫原性エピトープCAP-1およびCAP-2、et
v6、am11、前立腺特異抗原（PSA）およびその免疫原性エピトープPSA-1、PSA-2、およびP
SA-3、前立腺特異膜抗原（PSMA）、T細胞受容体／CD3ζ鎖、MAGE腫瘍抗原ファミリー（例
えば、MAGE-A1、MAGE-A2、MAGE-A3、MAGE-A4、MAGE-A5、MAGE-A6、MAGE-A7、MAGE-A8、MA
GE-A9、MAGE-A10、MAGE-A11、MAGE-A12、MAGE-Xp2（MAGE-B2）、MAGE-Xp3（MAGE-B3）、M
AGE-Xp4（MAGE-B4）、MAGE-C1、MAGE-C2、MAGE-C3、MAGE-C4、MAGE-C5）、GAGE腫瘍抗原
ファミリー（例えば、GAGE-1、GAGE-2、GAGE-3、GAGE-4、GAGE-5、GAGE-6、GAGE-7、GAGE
-8、GAGE-9）、BAGE、RAGE、LAGE-1、NAG、GnT-V、MUM-1、CDK4、チロシナーゼ、p53、MU
Cファミリー、HER2/neu、p21ras、RCAS1、フェトプロテイン、E-カドヘリン、カテニン、
p120ctn、gp100Pmel117、PRAME、NY-ESO-1、脳グリコーゲンホスホリラーゼ、SSX-1、SSX
-2（HOM-MEL-40）、SSX-1、SSX-4、SSX-5、SCP-1、CT-7、cdc27、線腫様多発結腸ポリー
プタンパク質（APC）、フォドリン、P1A、コネキシン37、Ig-イディオタイプ、p15、gp75
、GM2およびGD2ガングリオシド、ヒト乳頭腫ウイルスタンパク質のようなウイルス産物、
Smad腫瘍抗原ファミリー、lmp-1、EBV-コード核抗原（EBNA）-1、およびc-erbB-2が含ま
れるがこれらに限定されない。
【０２１１】
　MHCクラスIおよびMHCクラスII分子のいずれかまたは双方に結合する腫瘍抗原の例につ
いては、以下の参考文献を参照されたい：
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これらの抗原と共に他の抗原は、PCT出願第PCT/US98/18601号に開示されている。
【０２１２】
　実施した実験に関する以下の説明は例であって、請求される本発明の範囲を制限しない
。
【０２１３】
実施例
実施例1：ヘパリンの構造的特徴に関する組成分析法の開発
　ヘパリン調製物の構造分析のためにいくつかの技術が利用されている。勾配ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動（PAGE）および強イオン交換HPLC（SAX）は、これまでヘパリン調
製物の定性的および定量的分析のために用いられている（Liuら、Glycobiology 5：765～
774、1995；Turnbullら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96：2698～2703、1999；Merryら
、J. Biol. Chem. 274：18455～18462、1999）。勾配PAGE法は、分子量を決定するために
有用であるが、しばしばヘパリン調製物の微細な構造に関する情報を提供することができ
ない。SAX-HPLCは、紫外線吸収または放射活性による検出に依存するが、しばしば、構造
的に重要なヘパリン由来オリゴ糖の少量を検出するためには感度が不十分である。
【０２１４】
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　毛細管電気泳動（CE）は、高い分離力を有する非常に感度のよい方法論であり、ヘパラ
ン硫酸様グリコサミノグリカン（HLGAG）オリゴ糖の特徴を調べるために用いられている
。さらに、CEは、HLGAG複合体オリゴ糖の二糖組成物の特徴を調べるために酵素消化と共
に用いられている。例えば、その全文が参照として本明細書に組み入れられる、2000年4
月24日に提出された米国特許出願第09/557,997号および第09/558,137号を参照されたい。
オフラインまたはオンライン質量分析のいずれかと組み合わせると、CEは、HLGAG二糖お
よびオリゴ糖の構造特徴を調べて定量するために強力なツールである。
【０２１５】
　本発明の方法によって、類似のアプローチを用いてUFHおよびLMWHの構造特徴を完成さ
せることが可能である。異なる起源からのUFHsのみならずLMWHの正確な組成を決定するこ
とは、機能を構造に相関させる最初の重要な段階である。これは、UFHおよびLMWHの現在
の製造の現場では、品質管理を提供するために、機能的アッセイ法（例えば、抗第Xa因子
アッセイ法）およびおおよその物理的特徴付けを用いることから特に重要である。ヘパリ
ンの構造特徴に関する適当なツールを開発すれば、ヘパリンの分析にとってより正確なツ
ールを提供するであろう。
【０２１６】
　この技術、すなわち、組成分析法（CAM）を用いてヘパリンの二糖および四糖ならびに
より高次の構築ブロックを定量することができる。さらに、この技術を用いて、様々なヘ
パリンおよびLMWG調製物の構造と機能のあいだの重要な相関を提供することができ、この
ように、所望の活性プロフィールを有する組成物を作製するために必要なガイダンスを提
供する。
【０２１７】
材料および方法
　UFHは、セルサス・ラボラトリーズ（Celsus Laboratories、シンシナティ、オハイオ州
）から購入し、保存液のモル濃度は、12,000 Daの平均分子量に基づいて計算した。二糖
標準物質は、シグマケミカルズ（Sigma Chemicals、セントルイス、ミズーリ州）から購
入した。へパリナーゼI、IIおよびIIIは既に記述したように産生した（Ernstら、Biochem
. J. 315：589～597（1996）；Pojasekら、Biochemistry 39：4012～4019（2000））。
【０２１８】
　UFHに、へパリナーゼI、IIおよびへパリナーゼIIIで構成される酵素カクテルによる完
全な解重合を行った。10 μg/μl濃度のUFHのH2O溶液9 μlを、25 mM酢酸ナトリウム、10
0 mM塩化ナトリウム、5 mM酢酸カルシウム緩衝液、pH 7.0においてへパリナーゼI、IIお
よびIIIをそれぞれ100 nMからなる酵素カクテル1 μlによって37℃で12時間消化した。CE
試料は、消化物1 μlをH2O 9 μlによって希釈することによって調製した。質量分析は、
先に概要したパラメータを用いて得て、プロトン化（RG）19Rおよびその亜硝酸由来六糖
配列I2SHNS,6SI2SHNS,6SI2SMan6Sとの複合体に関するシグナルを用いて外部から較正した
。
【０２１９】
結果
UFHを用いたCAMの開発
　CAMの開発に向けての第一段階として、本発明者らは、市販のUFHを分析した。UFHに、
フラボバクテリウム・へパリナム（Flavobacterium heparinum）からのへパリナーゼI、I
I、およびIIIで構成される酵素カクテルによる完全な解重合化を行う。へパリナーゼカク
テルによるUFHの消化によって、水の消失によるグリコシド結合の切断が起こり、それに
よってポリマー鎖が分解する。非還元末端でΔ4,5不飽和ウロン酸を有する得られた産物
は、UV光を容易に吸収して、そのλmax 232 nmで表面的に（facially）モニターすること
ができる。
【０２２０】
　CAM技術の正確度および精度を測定するために、UFHを1試料あたり2本ずつ消化して、そ
れぞれの試料をCEによって独立して分析した。さらに、実験を、それぞれの試料に関して
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2回繰り返し、UFHに関して4回の読みを得た。重要なことは、この全ての分析にナノグラ
ムの開始材料のみを用い、確実に最小の材料が消費されるようにした。CEによるUFHの酵
素的消化に起因する種の分離によって異なる種8個が出現し、これらは、容易に定量する
ことができた（図1）。ブタ腸粘膜に由来するUFHの毛細管電気泳動軌跡。10 ng/ml濃度の
UFH 9 μlを、へパリナーゼI、IIおよびIIIそれぞれ100 nMからなる酵素カクテル1 μlに
よって37℃で12時間消化した。CE試料は、ヘパリンの最終濃度が1.0 ng/nLとなるように
、消化物をH2Oによって希釈することによって調製した。このCE試料57 nLをCEに注入した
。ピーク8個、p1～p8のそれぞれを回収して、回収したピークの純度はCEに再注入するこ
とによってチェックして、その質量をオフラインMALDI質量分析によって測定した。p1～p
7の同一性は、その移動時間を標準的な市販の二糖の移動時間とマッチさせることによっ
てさらに確認した。p1は、このように、三硫酸化二糖ΔU2SHNS,6Sとして確認された。p2
、p3およびp4は二硫酸化二糖であり、p5、p6およびp7は、一硫酸化二糖である。p8は、本
明細書において「p8」または「ピーク8」として呼ばれる、以下の一つまたは複数を含む
四または五硫酸化、非／モノアセチル化四糖として決定された：ΔNHNAc,6SGHNS,3S,6S；
ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S；ΔUHNAc,6SGHNS,3S；またはΔUHNS,6SGHNS,3S。類似のように、エ
ノキサパリン、およびダルテパリンのような他のLMWH試料に存在するピーク（本明細書に
おいて記述したピーク8個の他に）も同様に特徴が調べられている。1～8と表示される種
を採取して特徴を調べた。第一に、それぞれの不明物の質量を、既に記述された米国特許
第5,607,859号に記述されるようにオフラインMALDI MSによって評価した。さらに、不明
物の同一性を確認するために、採取したピークを脱塩して、CE上で再度泳動させ、既知の
標準物質との同時移動によって同定した。
【０２２１】
　これまでの構造研究およびへパリナーゼの基質特異性について知られていることと一致
して、不明物8個中7個（8個中p1～p7）が二糖であると同定された。種p1は、ヘパリンの
主な二糖構築ブロックであるΔU2SHNS,6Sとして同定された。不明のp2～p4はしたがって
、二硫酸化二糖異性体、ΔU2SHNS、ΔUHNS,6S、ΔU2SHNAc,6Sであると同定された。最後
に、p5～p7は、一硫酸化二糖ΔUHNS、ΔU2SHNAc、ΔUHNAc,6Sとして同定された。重要な
ことは、あるとしても非常にわずかであるが、非硫酸化二糖（ΔUHNAc）をUFHにおいて検
出できたことである。
【０２２２】
　二糖7個の特徴付けの他に、本発明者らはまた、不明なp8の構造特徴を完成させた。PEN
-MALDIシークエンシングアプローチ（Venkataramanら、Science 286：537～42（1999））
を用いたこのオリゴ糖の単離およびシークエンシングから、p8が以下の一つまたは複数を
含む四または五硫酸化非／モノアセチル化四糖であることが示された：ΔUHNAc,6SGHNS,3
S,6S；ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S；ΔUHNAc,6SGHNS,3S；またはΔUHNS,6SGHNS,3S。p1～p8のヘ
パリンにおけるモル％を定量するためには、それぞれの種に関する反応因子（RF）を決定
する必要がある。それぞれの種に関するRFを得るために、p1～p8の標準物質の既知濃度を
CEに注入して、これを用いてそれぞれに関するRFを決定した（表1）。次に、本発明者ら
は、これらのRFsを用いて、ヘパリンにおけるそれぞれの糖単位のモル％を決定した（表1
）。ヘパリンのモル％組成の分析から、ポリマー鎖のほとんど（＞50モル％）が三硫酸化
二糖、ΔU2SHNS,6Sからなることが示される。UFH鎖の別の≧20モル％は、二硫酸化二糖の
異なる異性体からなり、ピーク8の一硫酸化二糖および四糖に多少関与している。
【０２２３】
　（表１）UFHに関する組成分析表



(69) JP 2009-175143 A 2009.8.6

10

20

30

【０２２４】
　図1に示すように酵素カクテルによって消化したUFHのCEスペクトルのそれぞれのピーク
に関して、曲線下面積（AUC）を測定した。それぞれの糖に関して計算した反応因子を用
いて、酵素消化物におけるその補正相対濃度を計算した。最後の欄は、UFHの構築ブロッ
クのそれぞれのモル百分率を示す。UFHの＜1モル％を占める非硫酸化糖は、この組成分析
表を作製するにあたって考慮に入れない。本明細書において示すように、本発明の方法に
よって示されるようにこの組成分析表の作製は、CEによって分析したヘパリン消化物の濃
度または重量に依存しない。
【０２２５】
　縦の1列目は、p1～p8に関して測定したAUCを示す。2列目は、％相対的AUCを示す。％相
対的AUCにRFを乗じると、補正相対濃度またはピーク1に関するp1～p8の％相対的AUCを生
じる。次に、これらを二糖p1～p7および四糖p8のモル％を得るために標準化する。
【０２２６】
　機器の再現性を確認して、組成分析消化物が実際に完全であるか否かを確認するために
、実験を行った。移動時間およびモル％の決定には、毛細管に注入した試料の量（大きさ
が三次数異なる）または試料に添加した酵素カクテルの量（酵素100 nMから1 μM）によ
らず、試料のあいだでほとんど変動を認めなかった（表2）。併せて考慮すると、これら
の結果は、CAMが、UFHの組成を決定するために厳密で感度がよく、しかも正確な方法論で
あることを示している。
【０２２７】
　（表２）
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　CEによって行われたUFHの組成分析を用いて、LMWHの異なるバッチを厳密に比較するこ
とができる。UFHを酵素カクテル（EC）1μlまたは5μlのいずれかによって消化した。そ
れぞれの試料を1試料あたり2本ずつ消化して、それぞれの消化物をCEによって1試料あた
り2本ずつ分析した。全ての試料において、二糖p1～p7は、同じ移動時間を有した。同じ
試料の2本ずつの分析の比較（UFH1/1とUFH1/2、UFH2/1とUFH2/2、およびUFH3/1とUFH3/2
）から、装置の良好な再現性が存在することが示される。UFH1/1またはUFH1/2とUFH2/1ま
たはUFH2/2のいずれかの比較により、泳動間の変動は最小であることが示される。EC 1μ
lによって消化したUFHをEC 5μlによって消化したUFHと比較したところ、酵素量を増加さ
せても、二糖のプロフィールは認識可能に変化せず、図1に示すようにEC 1μlを用いて完
全な消化が得られることを示している。
【０２２９】
LMWH調製物へのCAMの拡張
　CAMがUFHの酵素由来成分を分離できること、およびUFHの全体的な組成の正確な評価を
提供できることを考慮して、本発明者らは、LMWHの構造分析にこれを応用しようとした。
その全てが現在臨床で用いられている異なる三つのLMWH、すなわちチンザパリン、アルデ
パリン、およびエノキサパリンを用いた（表3）。三つのLMWHおよびUFHの組成の比較から
、その構造に明確な差が存在すること、最も顕著に三硫酸化二糖p1、二硫酸化二糖p2およ
びp3、ならびに四糖p8のモル％に差が存在することが示される。
【０２３０】
　（表３）UFHと市販のLMWHの二糖組成および抗第Xa因子活性の比較
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【０２３１】
抗凝固機能の指標としてのピーク8
　8の定量を用いて抗凝固機能を予測できるか否かを調べるために、本発明者らは、UFHお
よびLMWHの抗第Xa因子活性または抗第IIa因子活性を、p8含有量に対してプロットした。U
FH、バイオゲルP10カラムによってサイズ分画したUFH、本発明者らの研究所で生成したLM
WH、および市販のLMWHの抗第IIa因子活性および抗第Xa因子活性をプロットしたところ、
調製物の抗第Xa／IIa因子活性値とp8のモル％のあいだに比例相関があることを示してい
る。このように、ヘパリンおよびLMWHの抗凝固活性と抗血栓活性は、その化学組成から推
定することができる。抗第Xa因子活性の場合、p8含有量は、活性と非常に良好な相関を示
した（r2＝0.8）（図2）。抗第IIa因子活性をp8含有量に対してプロットしたところ、さ
らに良好な相関（r2＝0.9）を認めた。重要なことに、この相関は、UFHまたはLMWHの起源
およびLMWHを生成する手段にかかわらず保持される。このように、これらの結果は、CAM
によって同定される特定の構造モチーフ、例えばピーク8を用いて抗第Xa因子活性と抗第I
Ia因子活性の双方を予測することができることを示している。
【０２３２】
第二世代のLMWHの作製
　上記の所見に基づき、本発明者らは、インビトロでの抗第Xa因子活性および抗第IIa因
子活性が増加したLMWHを作製することが可能であるか否かを調べた。これらの活性は、LM
WH調製物のp8含有量を最適にすることによって増加できると論じる。この可能性を調べる
ために、本発明者らは、制御された条件でヘパリナーゼによってUFHを消化して、酵素消
化の結果としてp8含有量をモニターした。消化が完全であると判断した後、LMWHをサイズ
分画によって精製して、その分子量を評価し、抗第Xa因子活性および抗第IIa因子活性を
決定した。これらの新しいLMWHのインビトロプロフィールを、エノキサパリン、チンザパ
リン、およびアルデパリンのプロフィールと比較した（表3）。
【０２３３】
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　特に、二つの異なる消化および分離条件では、わずかに異なるLMWHが生成された。前者
を今後第二世代M118と呼び、後者を第二世代M215と呼ぶ。両者の分子量測定を行ったとこ
ろ、M118が分子量5,000 Daを有するのに対し、M215の分子量は4,500 Daであることが示さ
れた（表4）。重要なことは、双方は多分散性1.0を有することが判明したが、これらのLM
WHはいずれもUFHと共に他のLMWHより不均一性が低かった。さらに、表5に示すように、両
者のCAM分析から、それらが他のLMWHよりピーク8のより高い重量％を有することが示され
、このように、本発明者らは、これらの化合物がいずれも他のLMWHより高い抗第Xa因子活
性および抗第IIa因子活性を有するはずであると予測するであろう。
【０２３４】
　（表４）ミメオンのLMWHと他のLMWHとの生物活性の比較。MLMWHは、非常に高い（＞100
 IU/mg）抗第IIa因子活性および抗第Xa因子活性を有する。

【０２３５】
表5：既存のLMWHおよびヘパリンの分子プロフィールの比較
　M115とM411の活性のインビトロ評価は、予想されるように、M115とM411がより高い抗第
Xa因子活性を有することを示した。M115は、330 IU/mgの抗第Xa因子活性を測定し、これ
はUFHの2倍以上高く、既存のLMWHより少なくとも3倍高い。M411はまた第Xa因子の強力な
阻害剤であり、その活性はUFHのほぼ1.5倍であり、既存のLMWHの約2倍の強さであった。
重要なことに、M115およびM411はいずれもそれぞれ、200 IU/mgおよび130 IU/mgという有
意な抗第IIa因子活性を有した。これは、4～10倍低い抗第IIa因子活性を示す既存のLMWH
とは対比をなす。これらの結果は、トロンビン活性化に関するこれらの化合物のIC50を測
定することによって確認して拡大した。併せて考慮すると、これらの結果は、より高いp8
含有量を有するLMWHを設計することによって、活性が増加したLMWHを作製することが可能
であることを示している。
【０２３６】
実施例2：M115およびM411は、s.c.投与後の第IIa因子および第Xa因子の薬物動態において
他のヘパリンより優れている
　M115およびM411は、UFHまたは他のLMWHと比較してIU/mgで表記した場合にインビトロ抗
第Xa因子および抗第IIa因子活性が顕著に増加した。雄性ニュージーランドウサギを用い
た一連の薬物動態実験は、このことをインビボで確認した。これらの実験において、UFH
またはLMWH（M115およびM411）のいずれかをウサギに皮下注射によって投与した。次に、
抗第Xa因子または抗第IIa因子活性を追跡することによって薬物動態パラメータを決定し
た。
【０２３７】
方法
　体重2.5～3.0 kgの雄性ニュージーランドウサギを薬物動態試験に用いた。ケタミン（4
0 mg/kg）およびキシラジン（5 mg/kg）によって麻酔した後、24ゲージのテフロンカテー
テルを中心耳介動脈に挿入した。カテーテルを、等張生理食塩液を満たしたヘパリンキャ
ップに接続した。ヘパリン溶液を1および3および6 mg/kgでウサギに皮下注射した。異な
る四つのヘパリン（UFH、アルデパリン、エノキサパリン、およびF1）を本試験に含めた
。注射後0、5、10、30分、1、2、3、4、6、8、10、12、14、18、24時間に血液0.2 mlを採
取した。各採取において採取した最初の血液0.2 mlを捨てた。血液試料をクエン酸ナトリ
ウム水溶液（3.8モル％；1/9、v/v）において採取して2000×gで20分間遠心して、得られ
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た血漿を瞬間凍結して、アッセイするまで-80℃で保存した。
【０２３８】
　試薬（コーテストヘパリンキット、S2238基質、トロンビン）は全てクロモゲニクス（C
hromogenix、ディアファーマグループインク、オハイオ州）から購入した。抗第Xa因子ア
ッセイ法を用いて、血漿LMWHレベルをモニターした。TeienおよびLieのアミド溶解法（Th
rombosis Res. 10：399～410、1977）に改変を加えて、色素産生基質としてS-2222（ディ
アファーマグループインク、オハイオ州）を用いて、コーテストヘパリン試験キットによ
って抗第Xa因子アッセイを行った。詳細な技法は他所で記述された（Liuら、PNAS 94：17
39～1744、1997）。未知試料におけるLMWH濃度は、0～0.7 IU/mlの範囲で直線であるLMWH
に関する第一の国際標準に由来する較正曲線を比較することによって計算した（r2＞0.99
）。結果は抗第Xa因子IU/mgにおいて表記し、その後μg/mlによって表記した。抗第IIa因
子アッセイ法は、S2238を基質として用いることによって同様に行った。第Xa因子およびI
Ia因子アッセイ法はいずれも、自動凝固装置（Coag-A-Mate MTX II、オルガノンテクニカ
ダーラム、NC27712）によって実施した。
【０２３９】
結果
　3 mg/kgの同等の用量で、血漿中に存在する抗第Xa因子活性を追跡することに由来する
薬物動態パラメータは、M118の生物学的利用能がUFHまたは他のLMWHのいずれかより約3～
4倍高いことを示した（図3）。M115は、UFHと比較して同等の吸収（ka）および排泄（ke
）速度定数を示し、増加した生物学的利用能は、他のヘパリンと比較してM115のより高い
固有の抗第Xa因子活性（IU/mg）によるものであることを示している（データは示してい
ない）。この知見は、M115のインビトロ活性と一致する。このように、M115の吸収および
排泄は他のヘパリンと同様に効率的である。その結果、同じ用量を動物に投与すると、か
なり高い血漿抗第Xa因子活性が得られる。
【０２４０】
　（表６）s.c.投与後の血漿中抗第Xa因子薬物動態

【０２４１】
　血漿中の抗第IIa因子活性を抗第Xa因子薬物動態と相関させることができるか否かを調
べるために、UFHおよびLMWHに関する血漿中の抗第IIa因子薬物動態も同様に確立した。イ
ンビトロ抗第IIa因子活性において認められた差と一致して、血漿中抗第IIa因子薬物動態
結果は、他のヘパリンと比較してM115およびM411に関してかなり高い生物学的利用能を示
した。これは、エノキサパリンまたはUFHをM115およびM411のいずれかと比較した場合に
特に当てはまる。エノキサパリンに関して、認められた有意差はエノキサパリンが固有に
低い抗第IIa因子活性（M115に関する～250 IU/mgと比較して～25 IU/mg）を有するという
事実に帰因しうる。UFHの場合、その増加した多分散性によってより速く消失するいくつ
かのより大きい多糖類断片が投与されて、生物学的利用能が減少する。
【０２４２】
実施例3：M115およびM411は動脈血栓症のより強力な阻害剤である
　動脈血栓症の形成は、血小板の活性化および凝集に大きく依存する。活性化トロンビン
（第IIa因子）は、血小板凝集の強力な活性化因子であることが知られており、したがっ
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て高い抗第IIa因子活性を含む分子は、動脈血栓症形成のより強力な阻害剤となるはずで
ある。本発明者らは、M115およびM411がラット動脈血栓症モデルを用いてより顕著な抗血
栓作用を生じるか否かを調べた。
【０２４３】
方法
　動脈血栓症モデルは本質的に記述通りに軽微な改変を加えて実施した。体重350～400 g
の雄性スプレージ-ドーリー系ラットをケタミン（80 mg/kg）およびキシラジン（10 mg/k
g）によって麻酔した。右側の頚動脈を注意深く周辺組織から単離した（約2 cm）。超音
波流計（トランソニックフローメーター、ニューヨーク）に接続した血管周囲プローブを
頚動脈の下周囲に置いて血流速度をモニターした。実験は、生理食塩液またはヘパリン溶
液0.2 mlを陰茎静脈から注射することによって開始した。注射の正確に1分後に、50モル
％FeCl3に浸した濾紙片（直径6 mm、ホワットマン#5）を単離した頚動脈の上に留置した
。濾紙を15分後に除去した。実験は、FeCl3処置の1時間後に終了して、頚動脈（2 cm）を
切除した。血栓（形成されれば）を採取して、湿重量を測定した。血流が完全に停止する
までの時間である総閉塞時間（TOT）と共に血栓重量を記録した。
【０２４４】
結果
　図4は、ラット動脈血栓症モデルにおけるヘパリンの抗血栓活性と共に血栓重量を示す
。血栓は、1時間の血栓誘導期間の終了時に重量を測定した。異なる用量の異なるヘパリ
ンの関数としての総閉塞時間および血栓重量を図4に示す。0.5 mg/kgでは、UFHは対照群
の17分と比較して総閉塞時間（TOT）を約27分へと延長した。UFHおよびエノキサパリンの
作用と類似の抗血栓作用を得るために必要なF1の用量は、かなり低いことが注目される。
エノキサパリンに関してはわずかに弱い阻害を認めた（TOT＝23分）。この血栓形成の阻
害はまた最終的な血栓重量においても認められた。
【０２４５】
　対照的に、0.5 mg/kgの同じ用量で、M115は動脈の閉塞を完全に予防した。この場合、
血流速度は、60分の観察期間において0に達したことがなかった。これはまた、60分の終
了時に有意に減少した血栓重量によって反映される。0.3 mg/kgでは、本質的に同じ反応
を認め、すなわち完全な閉塞は起こらず、有意に減少した血栓重量を60分以内に認めた。
0.1 mg/kgでは、M115処置群のTOTおよび血栓重量は、UFHおよびエノキサパリンの0.5 mg/
kgについて認められたものと同等になった。M411はまた、M115より弱いものの、そのイン
ビトロでのわずかに減少した抗第IIa因子活性から予想されるように、動脈血栓形成の極
めて強力な阻害剤であった。このように、より高い抗第IIa因子活性は、動脈血栓形成の
より強力な阻害に関連する。さらに、M115およびM411の増加した強度は、その都合のよい
薬物動態、特に生物学的利用能と共にそのインビトロ活性と一貫する。
【０２４６】
実施例4：s.c.投与したM155およびM411は、血漿TFPI活性の増加に関連する
　蓄積された証拠から、複雑な組織因子（TF）活性化第VIIa因子（FVIIa）がインビボで
の動脈血栓症の重要な開始物質であることが示される。TFPIは、組織因子凝固経路の強力
な阻害剤であり、これは第Xa因子の触媒活性を中和して、第Xa因子の存在下で第VIIa因子
-TF複合体のフィードバック阻害によって、その機能を発揮する。UFHおよびLMWHは、その
十分に研究されたATIIIの阻害活性促進能の他に、内皮細胞からTFPIを放出する。この機
能はさらに、ヘパリンとLMWHの全体的な抗凝固活性および抗血栓活性に劇的に貢献する。
実際に、LMWHはTFPIをより効率的に血液中に放出して、それによってUFHと比較して好ま
しい抗凝固機能を促進することが知られていることが試験により判明した。薬理学的なUF
HおよびLMWHの全体的な機能におけるTFPI放出の重要性を考慮して、本発明者らは、イン
ビボでTFPI放出に及ぼすM115およびM411の影響を測定しようとした。本発明者らは、M115
およびM411、UFH、またはモデルLMWHとしてのダルテパリンのs.c.投与後の血漿中のTFPI
活性を測定した。放出プロフィールを確立するために、様々な時点で採取した血漿試料を
調べた。
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【０２４７】
方法
　ヘパリンを1回s.c.投与後のウサギ血漿中のTFPI活性は、2段階比色アッセイ法によって
決定した。簡単に説明すると、第一段階において、試験試料の希釈液を飽和濃度の第VII
因子／第IIa因子複合体と共にインキュベートした。第二段階において、残留第VIIa因子-
TF触媒活性の基質として、高濃度の第X因子を反応混合物に加え、生成された第Xa因子を
特異的色素産生基質（アメリカンディアグノスティカインク（American Diagnostica Inc
.）、コネチカット州）によって測定する。405 nmでの吸光度を読み取った。製造元（ア
メリカンディアグノスティカインク）によって提供された標準血漿について直線較正曲線
を得た。試験試料は全て5モル％希釈液でアッセイした。結果は、プールしたウサギ血漿
におけるTFPI活性の百分率として表記する。
【０２４８】
結果
　異なるヘパリンを3 mg/kgでs.c.投与後のTFPI放出プロフィールを、図5に示す。TFPIの
放出は、色素産生アッセイ法によって決定すると、血漿TFPI活性の百分率増加によって反
映される。F1処置によって、有意に高いレベルのTFPI活性が得られ、これも同様に他のヘ
パリン処置より長い時間持続することに注目される。
【０２４９】
　UFHおよびダルテパリンと比較すると、M115またはM411のいずれかのs.c.投与は、循環
中へのTFPIのより顕著な放出に関連する。ピークTFPI活性はs.c.投与後約4時間で達する
。TFPI活性はまた、UFH処置動物からの血漿においても、程度は少ないものの上昇する。
意外にも、LMWHであるダルテパリンは血漿TFPI活性の最小の増加を示したに過ぎなかった
。この実験からの結果は、M115またはM411の投与は、UFHまたはダルテパリンより優れた
内皮からのTFPIの動員に関連することを示唆している。
【０２５０】
実施例5：M115またはM411は、UFHより強力な抗凝固剤である
　抗凝固は、65年以上にわたってUFHの主な臨床適応であった。s.c.投与後のその誤った
薬物動態により、UFHはその代わりに静脈内注射によって投与されてきた。さらに、抗凝
固剤としてのUFHの適応は、UFHとの非特異的な血漿タンパク質結合に関連した多くの副作
用によって妨害されている。したがって、UFHの抗凝固活性を保持するが、副作用が減少
した新規LMWHを開発することが重要である。LMWHは、本質的にその減少した鎖の長さおよ
び多様性のために、顕著に少ない非特異的血漿タンパク質結合を示す。しかし、現在臨床
で利用可能なLMWHは全て、UFHと比較して減少した抗第IIa因子活性を有する。この減少し
た活性のために、類似の抗凝固活性を得るためには（UFHと比較して）より高用量のLMWH
が必要である。その結果、LMWHの使用はこれまで血栓症の予防に大きく限定されて、その
治療には用いられてこなかった。
【０２５１】
方法
　本明細書において報告した第二世代のLMWHは、多くの理由から独特である。第一にM115
およびM411はUFHより低い分子量を有し、LMWHに関して許容される分子量範囲に存在する
が、これらの分子は、質量に基づいてUFHまたは他のLMWHと比較して2～4倍高い抗第Xa因
子および抗第IIa因子活性を有する。さらに、典型的なLMWHと比較すると、M115およびM41
1はいずれも濃縮された抗第Xa因子活性と共に5～10倍高い抗第IIa因子活性を有する。M11
5およびM411の抗凝固剤としての効率を、従来のUFHの効率と比較した。これを調べるため
に、ラット尾の出血時間アッセイを行った。出血時間は、記述されるラットモデルに軽微
な改変を加えて決定した。詳しく述べると、体重350～400 gの雄性Sprague-Dawley系ラッ
トを用いた。55 mg/kgのペントバルビタールの腹腔内注射を麻酔に用いた。生理食塩液ま
たはヘパリン溶液をラットの陰茎静脈から注射した。注射1分後、ラット尾をカミソリの
刃で先端から2 cmのところで切断した。出血した尾を、しみが血液を含まなくなるまで30
秒毎にホワットマン#3濾紙に吸わせて、その時間を記録した。
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結果
　M115またはM411はいずれも、このモデルにおいてはるかにより強力な抗凝固作用を示し
、その抗第Xa因子活性および抗第IIa因子活性の増加と一致した。0.5 mg/kgでは、sgL-1
処置ラットの出血時間は、UFHの20分と比較して60分を超えた。0.3 mg/kgでは、出血時間
はUFHと同等となり、0.1 mg/kgでは出血時間は基準レベルに戻った。同様に、M411を処置
したラットは、UFHを処置したラットより顕著に長い出血時間を示した。
【０２５３】
実施例6：抗第Xa因子および抗第IIa因子活性の異なる比を有するLMWHのパネルの作製
　当技術分野で現在既知のLMWH治療に関連した欠点の一つは、被験体に合わせて個別にLM
WH治療を調節できないことである。現在まで、当技術分野で既知のLMWHを調製する方法は
そのような調製物を産生するために不適切であったことから、十分に特徴が調べられ、バ
ッチ間で一貫している調製物はない。本発明の方法によって、所望の特性を有するLMWHの
一貫した予測可能な組成物、例えば所定の比の抗第Xa因子活性：抗第IIa因子活性を有す
るLMWH調製物を調製することができる。この方法を用いて、他の特徴の中でも様々な程度
の抗第IIa因子および抗第Xa因子活性を有するLMWH調製物のパネルを産生することができ
る。この方法は、抗第IIa因子活性または抗第Xa因子活性を操作することに限定されず、
本明細書に開示して請求される方法を用いることによって、他の所望の特徴、例えば超低
分子量、PF4結合、プロタミン中和、FGF結合等を有するLMWH調製物を産生することに拡大
することができる。次に、本発明の方法によって作製された組成物を用いて、被験体の治
療をその状態に合わせて調節することができる；例えば、凝血の治療において高い抗第Xa
因子／抗第IIs因子活性を有するLMWH調製物を治療サイクルの初期に投与して、後に抗第X
a因子活性のみを有するLMWH調製物に切り替えることが有利であるかも知れない。
【０２５４】
方法
　「格子状の表」技法を用いて多様な構造特徴を有する多くのLMWH調製物を作製した。制
限的であると意味しない格子状の表の一例を下記に示す。これは上から下まで格子状の表
を下に移動させ、それぞれの列において利用可能な選択肢の任意の一つを選択することに
よって用いられる。それぞれの選択肢は、案内であると意図され、当業者は、下記に示す
それらのあいだおよびそれらを超える選択肢が本発明の範囲に含まれることを理解するで
あろう。格子状の表を用いる特定の例を下記に示す。一例として、10 mg/ml濃度のUFHか
ら開始してもよく、MgCl2によって沈殿し、段階1および2に関する極性溶媒として用いる
ためにメタノールを選択する等。一つの欄に留まる必要はない；選択肢の選択は得られた
組成の構造特徴に影響を及ぼす可能性がある。
【０２５５】
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【０２５６】
エノキサパリン由来LMWH化合物の合成
　段階1：エノキサパリン100 mgを水10 mlに溶解して10 mg/ml濃度を得た。NaCl 100 mg
をこの溶液に加えた。溶液のpHを6.7に調節した。200標準濃度エタノール5 mlをこの混合
物に加えた。溶液を4℃で24時間維持した。沈殿した残渣（MLP）を4000 rpmで15分間の遠
心によって除去した。エタノール20 mlを上清に加えて、混合物を4℃で24時間維持した。
24時間の終了時に形成された沈殿物（MLS）を4000 rpmで15分間の遠心によって分離する
。これを一晩凍結乾燥すると、MLSの乾燥粉末60 mgが得られる。
【０２５７】
　段階2：MLS 100 mgをpH 6.7の50 mM酢酸カルシウム緩衝液10 mlに溶解した。ヘパリナ
ーゼII 10 mgおよびヘパリナーゼIII 1 mgからなる酵素カクテルをこの混合物に加え、溶
液を37℃で4時間維持した。2時間終了時に形成された沈殿物を4000 rpmで15分間の遠心に
よって除去した。消化したMLSの上清をサイズ排除クロマトグラフィーカラムにおいて脱
塩した。
【０２５８】
　段階3：先に説明した方法によって消化したMLS 100 mgを長さ1 m、直径10 cmのP10サイ
ズ排除カラムにローディングした。500 mM酢酸アンモニウム緩衝液を流出緩衝液として用
いた。溶出液は232 nmでのUV吸収によって追跡した。初回の空隙容量後にピーク3 mlを回
収した。0.1単位より多い吸収を生じたピークを回収した。それらを等しい10分画に分け
た。次に、異なる分画を水から凍結乾燥してアンモニウム重炭酸塩を除去した。次に、そ
れらを、記述のアッセイ法によって構築ブロックおよび機能的特徴（抗第Xa因子および抗
第IIa因子活性）に関してアッセイした。分画3および分画7（M108およびM405と呼ばれる
）の特徴を下記の表に記載する。
【０２５９】
UFH由来LMWH化合物の合成
　段階1：UFH 100 mgを水10 mlに溶解して10 mg/ml濃度を得た。NaCl 100 mgをこの溶液
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。溶液を4℃で12時間維持した。沈殿した残渣（MUP）を4000 rpmで15分間の遠心によって
除去する。エタノール10 mlを上清に加えて、混合物を4℃で24時間維持した。24時間の終
了時に形成された沈殿物（MUS）を4000 rpmで15分間の遠心によって分離する。これを一
晩凍結乾燥すると、MUSの乾燥粉末60 mgが得られる。
【０２６０】
　段階2：MUS 100 mgをpH 6.7の50 mM酢酸カルシウム緩衝液10 mlに溶解した。ヘパリナ
ーゼII 5 mgおよびヘパリナーゼIII 5 mgからなる酵素カクテルをこの混合物に加え、溶
液を37℃で4時間維持した。2時間終了時に形成された沈殿物を4000 rpmで15分間の遠心に
よって除去した。消化したMUSの上清をサイズ排除クロマトグラフィーカラムにおいて脱
塩した。
【０２６１】
　段階3：先に説明した方法によって消化したMUS 100 mgを、長さ1 mで直径10 cmのP10サ
イズ排除カラムにローディングした。500 mM酢酸アンモニウム緩衝液を流出緩衝液として
用いた。溶出液は232 nmでのUV吸収によって追跡した。初回の空隙容量後にピーク3 mlを
回収した。0.1単位より多い吸収を生じたピークを回収した。それらを等しい10分画に分
けた。次に、異なる分画を水から凍結乾燥してアンモニウム重炭酸塩を除去した。次に、
それらを、記述のアッセイ法によって構築ブロックおよび機能的特徴（抗第Xa因子および
抗第IIa因子活性）に関してアッセイした。分画2および分画4（M115およびM411と命名す
る）の特徴を下記の表に記載する。
【０２６２】
結果
　上記の方法を用いて以下のLMWH組成物を調製して特徴を調べた：
【０２６３】
　（表７）新規LMWH組成物、CE分析によって決定したAUC

【０２６４】
　（表８）新規LMWH組成物、所定の成分のモル％
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【０２６５】
　本発明者らは、先に述べた特定の実施例においてM108、M405、M115、およびM411を作製
するために上記の「格子状の表」技法を用いた。これらは、多数のパラメータを変化させ
ることによって複雑な開始材料から得られた複雑な分子であると理解される。産物の組成
は多数のパラメータによって影響を受けることから、異なるパラメータを異なるように調
節すること、および産物のプロフィールをモニターすることによって、当業者はM108、M4
05、M115、およびM411と類似の産物を調製することができるであろう。
【０２６６】
　変更できるパラメータには、以下が含まれるがこれらに限定されない：
1）開始材料：特に、UFH、FH、またはエノキサパリン（Lovenox（商標））、ダルテパリ
ン（Fragmin（商標））、セルトパリン（Sandobarin（商標））、アルデパリン（Normifl
o（商標））、ナドロパリン（Fraxiparin（商標））、パルナパリン（Fluxum（商標））
、レビパリン（Clivarin（商標））、チンザパリン（Innohep（商標）またはLogiparin（
商標））のような他のLMWH調製物。
2）塩（タイプ、濃度）：MgおよびCaのような二価金属のような塩（例えば、MgCl2、酢酸
カルシウム等）。
2）酵素（ヘパリナーゼI、II、III、IV、へパラナーゼ、変異体ヘパリナーゼ、およびこ
れらの酵素の異なる組み合わせ）
3）温度
4）インキュベーション時間
【０２６７】
　本発明の方法は、異なる特徴を有するLMWH調製物を作製するために用いられている。例
えば、プロタミンの添加によって抗第Xa因子活性が≧50％および抗第IIa因子活性が≧70
％中和されるように、プロタミンによって完全に中和されるLMWH調製物を作製することが
できる。図6、7、および8において認められうるように、新規LMWH調製物M118およびM312
（M115およびM411と類似のように調製される）はいずれも、UFHまたはエノキサパリンの
いずれかより抗第Xa因子活性および抗第IIa因子活性のプロタミン中和に対して感受性が
ある。さらに、表9に認められうるように、PF4結合活性がより低いLMWH調製物が作製され
ており、これらの調製物は、PF4結合に関連する成分1、2、4および6の量がより少ない；
図9も参照されたい。PF4結合はヘパリン誘発血小板減少症（HIT）に関連していることか
ら、PF4結合が減少したLMWH組成物は非常に望ましいであろう。
【０２６８】
　PF4結合は、Maccaranaらのフィルター結合アッセイ法を用いてアッセイした。簡単に説
明すると、3H-放射標識ヘパリン1 μgを、トリス緩衝液（130 mM NaCl、50 mMトリス塩酸
、pH 7.3）10 μlにおいて様々な量の非放射活性LMWHの存在下でPF4 1μgと共に37℃で10
分間インキュベートする。次に、トリス緩衝液を加えて容量を300 μlにして、試料を真
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ルターを130 mM NaCl、50 mMトリス塩酸5 mlによって2回洗浄して、結合した材料を2 M N
aCl、50 mMトリス塩酸の5 mlによって2回溶出した。平均すると、99％より多い放射標識
材料が2 M NaCl、50 mMトリス塩酸によって濾紙から除去された。
【０２６９】
　様々なLMWHに関するPF4結合親和性を評価するために、フィルター結合アッセイ法によ
って採取したデータのスキャッチャード分析を用いた。データに関して最もよく適合する
線およびグラフでの等式を決定した。これらの線の勾配は、1/Kd（1）および1/Kd（2）と
同等であり、最初の線のx切片はタンパク質上の結合部位の数を表し（n1）、第二の線のx
切片はn1＋n2であり、ここでn2はKd（2）を有する結合部位の数である。
【０２７０】
　（表９）同等の抗第Xa因子活性の副作用に関する比較

【０２７１】
　これらの結果から明らかであるように、方法は、異なる比およびレベルの抗第Xa因子活
性および抗第IIa因子活性、プロタミン中和、FGF結合、ならびにPF4結合を含む、望まし
いほぼ如何なる特徴も有するLMWH調製物を作製するため用いることができる。
【０２７２】
実施例7：低いバッチ間変動を有するLMWH調製物
　当業者に現在既知であるUFHおよびLMWH調製物の大きい欠点の一つは、組成および活性
の双方におけるその大きい変動である。このために、LMWHまたはUFH治療が適応される患
者集団が限定され、例えば中でも異常な腎機能患者は除外された。異常な腎機能は、血液
および尿中の尿素、クレアチニン、リン、GFR、またはBUNによって測定する。既知のLMWH
調製物の投与はしばしば、不正確な試験に基づいて適当な用量を設定するための試行錯誤
のアプローチであり、術後の出血のような望ましくない重度の副作用が起こりうる。低い
バッチ間変動と所望の構造特徴を有するLMWH調製物を作製する方法を有することが非常に
望ましい。本発明の方法によって、そのような調製物を作製することができる。
【０２７３】
方法
　いくつかのエノキサパリン調製物を、ヘパリナーゼを含む酵素カクテルによって解重合
した。次に、得られた消化物の毛細管電気泳動（CE）をアジレントCE装置において負のモ
ードで行った。市販のエノキサパリンのバッチ3個において認められる二糖構築ブロック
を下記の表に示す。組成は、エノキサパリンの構築ブロックのモル％として表記する。こ
の表は、構成構築ブロックのモル％として組成を教示する。言い換えれば、エノキサパリ
ン1モルは、二糖構築ブロック1のX1モル％、二糖構築ブロック2のX2モル％、構築ブロッ
ク「N」のXNモル％で構成される。X1＋X2＋.....＋Xn＝100である。変動は、三つの値の
平均値をとり、最大の変動を平均値によって除することによって計算した。
【０２７４】
　（表１０）エノキサパリンのバッチ間変動、モル％
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【０２７５】
　上記の表は、市販のエノキサパリン（Lovenox（商標））のバッチ間変動が実質的であ
ることを示している。この問題を軽減するために、本発明の方法は、品質管理法を提供す
ることによってこの問題を軽減する。
【０２７６】
結果
　制限的であることを意味しない本発明の方法の応用の一つの例は、以下の通りである。
第一に、例えば所望のレベルで所望の活性を有する標準的な調製物に基づいて、望ましい
参照構造特徴、モル％または活性を選択する。表10のデータを用いて、抗第Xa因子活性を
最大限にして、許容される値の範囲をピーク8のモル％に関して、例えば6.5モル％を選択
する。本発明の範囲において、製造されたそれぞれのバッチのエノキサパリンに、本発明
の分析法を行って、8というモル％を決定した。所望の範囲の所定の変動内に入るエノキ
サパリンのバッチが容認されるであろう；範囲に入らないバッチは拒絶されるであろう。
この場合も、一例として表10からのデータをとると、所望のモル％が6.5である場合、許
容される変動は5％であり、ピーク8の四糖のモル％が6.5±0.3であるバッチのみが許容さ
れるであろう。このように、バッチ1および3は許容されるが、バッチ2はp8のレベルが不
十分である（そしてこのように抗第Xa因子活性レベルが不十分である）として拒絶される
であろう。
【０２７７】
　本発明の方法のさらなる応用には、開始材料、例えばブタ腸粘膜ヘパリンの構造特徴を
決定することが含まれる。この開始材料は、屠殺場において単離され、しばしば標準的な
品質管理技術によって監視されていない。開始材料の品質、例えば構造特徴および活性が
、許容されるLMWH調製物を産生するために十分であることを確保するために、上記の方法
を用いる。開始材料が一貫するようにこの品質管理を技法の最初に加えることは、バッチ
間変動を減少させるために役立ち、このように、拒絶されるバッチ数を減少させ、時間お
よびお金を節約し、改善された産物が得られるであろう。
【０２７８】
実施例8：被験体のモニタリング
　ヒトもしくは動物被験体または実験動物のような被験体におけるLMWH調製物を追跡およ
びモニターすることができることは、これらの調製物の研究および治療応用をいずれも大
きく強化するであろう。今日まで、モニタリング法は、上記のように多くの欠点を有する
活性アッセイ法に依存していた。
【０２７９】
方法
　被験体、例えばヒトもしくは動物被験体または実験動物にLMWH調製物を投与後、試料ま
たは複数の試料を様々な期間でその被験体から採取する。試料は、血液または尿を含むが
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これらに限定されない如何なる体液ともなりうる。次に、試料を、米国特許第5,843,786
号に開示される方法のような、当技術分野で既知の適当な方法によって精製する；精製法
は、試料のタイプに依存するであろう。制限することを意味しないが一例として、試料は
血液である。濾過または遠心によって全ての細胞を除去した後、さらなる濾過を用いて高
分子量混入物を試料から除去してもよい。試料はさらに、精製して当技術分野で慣例的に
既知のイオン交換法によって中性混入物を除去してもよい。次に、試料を当技術分野で既
知の方法を用いて誘導体化してもよい。最後に、試料を上記の方法を用いて処置して、多
糖類を解重合してから、分析、例えばCE、MALDI-MS、および／またはPEN-MALDIを行う。
試料はまた、試料中のLMWHレベルを定量するために参照物質と比較してもよい。
【０２８０】
　制限的であることを意味しない一例として、方法は以下の通りである。ヘパリンまたは
LMWHのs.c.またはi.v.注射後、血液または尿試料を選択した時点で採取した。試料をミク
ロ-DEAEカラム（ファルマシア-バイオテック（Pharmacia-Biotech））に結合させて精製
し、10 mMリン酸塩、0.1 M NaCl、pH 6.0の緩衝液によって洗浄し、10 mMリン酸塩、1 M 
NaCl、pH 6.0によって溶出した。次に、試料をさらに精製して、ミクロコン-3スピンカラ
ム上で濃縮してから、酵素消化および組成分析を行った。
【０２８１】
　次に、試料に、ヘパリナーゼI、IIおよびヘパリナーゼIIIからなる酵素カクテルによっ
て完全な解重合を行った。10 μg/μl濃度のUFH水溶液9 μlを、25 mM酢酸ナトリウム、1
00 mM塩化ナトリウム、5 mM酢酸カルシウム緩衝液、pH 7.0において各100 nMのヘパリナ
ーゼI、II、IIIからなる酵素カクテル1 μlによって37℃で12時間消化した。CE試料は、
消化物1 μlをH2O 9 μlによって希釈することによって調製した。試料は50 mMトリス／
リン酸塩、10 μM硫酸デキストラン、pH 2.5の泳動緩衝液によって逆極性でのCEによって
分析した。結果を図10に示す。この方法を用いて、LMWH調製物を被験体において経時的に
モニターすることができ、結果を、図11および12に示すように時間に対してプロットする
。
【０２８２】
実施例9：タグをつけたLMWH調製物
　ヒトもしくは動物被験体または実験動物のような被験体においてLMWH調製物を追跡して
モニターできることは、これらの調製物の研究および治療応用をいずれも大きく強化する
であろう。LMWH調製物に組み入れたマーカーまたはタグを用いることは、モニタリング、
定量、および検出を有意に容易にする。
【０２８３】
方法
　本明細書に開示の方法または当技術分野で既知の方法のいずれかによってLMWHの調製後
、標識をLMWHの構成成分の一つまたは複数に結合させる。そのような標識は、蛍光体（Mo
rellら、Electrophoresis（1998）19（15）：2603～11；Anumulaら、Glycobiology（1998
）8（7）：685～94；Sudorら、Anal Chem.（1997）69（16）：3199～204；Biggeら、Anal
 Biochem.（1995）230（2）：229～38；Franzら、J. Am. Soc. Mass Spectrom.（2001）1
2（12）：1254～61；Drummondら、Proteomics（2001）1（2）：304～10；Arakiら、J. Ch
romatogr. B Biomed. Sci.（2001）753（2）：209～15；Liuら、Anal Biochem（1993）21
1（2）：250～7）；ビオチン（Imaiら、FEBS Lett.（2002）510（3）：201～5）；放射活
性同位元素（Collardら、Anal. Biochem（1997）247（2）：448～50）；質量標識；抗原
性部分、または当技術分野で既知の他の適した標識となりうる。好ましくは、標識は、LM
WHの活性成分に結合させる。
【０２８４】
　このように標識されたLMWHは、当技術分野で既知の方法によって検出および定量するこ
とができる。制限的であることを意味しないが一例として、ヒトもしくは動物被験体また
は実験動物を、タグを含むLMWH調製物によって治療する。次に、試料を被験体から採取す
る。米国特許第5,843,786号に開示される条件のような当技術分野で既知の適当な条件で
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、試料に精製を行う。次に、当技術分野で既知の適当な方法論を用いてタグを検出する。
例えば、蛍光タグをLMWH調製物に組み入れる場合、Arakiら、J. Chromatogr. B Biomed. 
Sci（2001）753（2）：209～15に記述されるように蛍光検出技法を利用してもよい。
【０２８５】
　前述の明細書は、当業者が本発明を実践することができるために十分であると見なされ
る。実施例は本発明の一つの局面の単なる説明であると見なされ、他の機能的に同等の態
様も本発明の範囲に含まれることから、本発明は、提供された実施例による範囲に限定さ
れない。本明細書に示し記述した改変に加えて本発明の様々な改変は、前述の説明から当
業者に明らかとなり、それらも添付の請求の範囲に含まれる。本発明の長所および目的は
、本発明のそれぞれの態様に必ずしも含まれない。
【０２８６】
　本出願において引用した全ての参考文献、特許、および特許出願はその全文が参照とし
て本明細書に組み入れられる。
【図面の簡単な説明】
【０２８７】
【図１Ａ】エノキサパリン（Lovenox（商標））の毛細管電気泳動（CE）プロフィール。
異なる構築ブロックを、異なるピークに対応する1、2、3などと表示する。
【図１Ｂ】エノキサパリンから単離して、その純度を確認するためにCEに再度注入したピ
ーク1のCEスペクトル。
【図２】UFHの抗第IIa因子（2A）および抗第Xa因子（2B）値、バイオゲルP10カラムによ
ってサイズ分画したUFH、本明細書に記載のように生成したLMWH、ならびに市販のLMWHの
線プロットである。抗第Xa/IIa因子値と、分子のピーク8モル％含有量とのあいだに比例
相関を認める。
【図３】ウサギに3 mg/kgを皮下投与したM118、UFH、エノキサパリンおよびM312の血漿中
抗第Xa因子の薬物動態のグラフである。
【図４Ａ】異なる用量と共に異なるヘパリン（UFH、エノキサパリン、M118、およびM312
）の関数としての総閉塞時間を表す棒グラフである。
【図４Ｂ】UFH、エノキサパリン、M118、およびM312の異なる用量でのヘパリン処置の関
数としての血栓重量を表す棒グラフである。血栓は、1時間血栓誘導期間の終了時に重量
を測定した。
【図５】異なるヘパリンを3 mg/kgで皮下投与した後のTFPI放出プロフィールの線プロッ
トである。TFPIの放出は、色素産生アッセイ法によって決定すると、血漿中のTFPI活性の
％増加によって反映される。
【図６】抗第Xa因子活性の関数としての様々なLMWH（UFH、エノキサパリン、M118、およ
びM312）およびUFHのインビトロプロタミン中和の折れ線グラフである。M118、M312、お
よびUFHは、ヘパリン／LMWH 100 IUあたり≦2 mgを用いて中和されたのに対し、エノキサ
パリンは、エノキサパリン100 IUあたり≧3 mgを用いてもその抗第IIa因子活性がなおも
約60％残っていた。
【図７】抗第IIa因子活性の関数としての様々なLMWH（エノキサパリン、M118、およびM31
2）およびUFHのインビトロでのプロタミン中和の折れ線グラフである。M118、M312、およ
びUFHは、ヘパリン／LMWH 100 IUあたり≦2 mgを用いて中和されたのに対し、エノキサパ
リンは、エノキサパリン100 IUあたり≧3 mgを用いてもその抗第IIa因子活性がなおも約4
0％残っていた。
【図８】エノキサパリン、M118およびM312のインビボプロタミン中和の棒グラフである。
【図９】LMWH調製物におけるPF4結合成分（ピーク1、2、4および6）の量とPF4結合性向と
の比例関係を示す折れ線グラフである。
【図１０Ａ】血液中のLMWHのCEプロフィールである。
【図１０Ｂ】尿中の同じLMWHのCEプロフィールである。
【図１１Ａ】投与前、投与後5分（中央のパネル）および投与後30分（下のパネル）にお
ける血漿中のエノキサパリンのCEプロフィール。
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【図１１Ｂ】ピーク1、2、3、および4の存在を示す、エノキサパリン投与後の様々な時点
での尿中のエノキサパリンのCEプロフィール。
【図１２】尿中のヘパリンおよびLMWH（エノキサパリン、および他のLMWH）の異なる構築
ブロックのクリアランスを示す折れ線グラフを時間の関数として追跡した。構築ブロック
の％は、特定の時点で認められた総構築ブロックの分画としての構築ブロックp1（ピーク
1）、p8（ピーク8）、またはp5（ピーク5）の％を指す。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２】
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【図３】 【図４】
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【手続補正書】
【提出日】平成21年2月10日(2009.2.10)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組成物の構造特徴を提供して、それによって組成物を分析する段階を含む、多糖類を含
む組成物を含む試料を分析する方法。
【請求項２】
　以下の段階を含む、生物学的同等性を決定する方法：
a．第一の組成物の構造特徴を提供または決定する段階；
b．第一の組成物の生物学的利用能を提供または決定する段階；
c．第二の組成物の構造特徴を提供または決定する段階；
d．第二の組成物の生物学的利用能を提供または決定する段階；および
e．第一の組成物および第二の組成物の構造組成および生物学的利用能を比較して、この
ように組成物の生物学的同等性を決定する段階。
【請求項３】
　以下を含む、多糖類薬物を分析する方法：
a．予め選択した患者反応の第一のレベルを有する薬物の第一のバッチに関する、第一の
構造特徴を決定する段階；
b．予め選択した患者反応の第二のレベルを有する薬物の第二のバッチに関する、第二の
構造特徴を決定する段階；および
c．第一と第二の構造特徴決定を比較して、予め選択した患者反応レベルを有する薬物の
性質間の相関の有無を決定する段階。
【請求項４】
　以下を含む、多糖類の混合集団を含む組成物を分析する方法：
a．組成物または組成物を含む試料を提供する段階；および
b．以下の一つまたは複数であるか否かを決定して、それによって組成物を分析する段階
：組成物において、ΔU2SHNS,6Sが予め選択した範囲で存在する；ΔU2SHNSが予め選択し
た範囲で存在する；ΔUHNS,6Sが予め選択した範囲で存在する；ΔU2SHNAc,6Sが予め選択
した範囲で存在する；ΔUHNSが予め選択した範囲で存在する；ΔU2SHNAcが予め選択した
範囲で存在する；ΔUHNAc,6Sが予め選択した範囲で存在する；またはΔUHNAc,6SGHNS,3S,
6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、もしくはΔUHNS,6SGHNS,3S、またはその
混合物が予め選択した範囲で存在する。
【請求項５】
　以下の段階を含む、多糖類の混合集団を含む組成物を分析する方法：
a．組成物または組成物を含む試料を提供する段階；および
b．以下の一つまたは複数であるか否かを決定して、それによって組成物を分析する段階
：組成物において、ΔU2SHNS,6Sが15～85モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNSが0.1～20モ
ル％の範囲で存在する；ΔUHNS,6Sが0.1～20モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNAc,6Sが0.
1～10モル％の範囲で存在する；ΔUHNSが0.1～10モル％の範囲で存在する；ΔU2SHNAcが0
.1～5モル％の範囲で存在する；ΔUHNAc,6Sが0.1～15モル％の範囲で存在する；またはΔ
UHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、もしくはΔUHNS,6SGHN
S,3Sまたはその混合物が0.1～20モル％の範囲で存在する。
【請求項６】
　以下の段階を含む、選択された生物活性を有するヘパリンの試料を分析する方法：
a．試料を提供する段階；および
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b．選択された活性に相関することが知られている成分が試料中に存在するか否かを決定
して、それによって試料を分析する段階。
【請求項７】
　以下の段階を含む、LMWHの試料を分析する方法：
a．試料を提供する段階；および
b．非天然の糖、例えば改変糖が試料に存在するか否かを決定して、それによって試料を
分析する段階。
【請求項８】
　以下の段階を含む、試料または被験体を分析する方法：
a．試料を提供する段階；
b．ΔUHNAc,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNS,6SGHNS,3S,6S、ΔUHNAc,6SGHNS,3S、もしくはΔUHNS,
6SGHNS,3S、またはその断片もしくは複数の断片からなる群より選択される一つまたは複
数の成分が試料中に存在するか否かを決定する段階；および
c．任意に、成分または複数成分のレベルを測定して、それによって被験体をモニターす
る段階。
【請求項９】
　以下の段階を含む、試料を分析する方法：
a．試料を提供する段階；
b．抗第IIa因子活性に関連することが知られている一つまたは複数の構造特徴産出物が試
料中に存在するか否かを決定する段階；および
c．任意に、成分または複数の成分のレベルを決定して、それによって試料または被験体
を分析する段階。
【請求項１０】
　以下の段階を含む、試料または被験体を分析する方法：
a．試料を提供する段階；
b．一つまたは複数の非天然の糖、例えば改変糖が試料中に存在するか否かを決定する段
階；および
c．任意に、非天然の糖のレベルを決定して、それによって被験体をモニターする段階。
【請求項１１】
　タグを含むLMWH組成物。
【請求項１２】
　以下の段階を含む、タグを含むLMWHの有無に関して試料を評価する方法：
a．試料を提供する段階；
b．任意に試料を精製する段階；および
c．試料中のタグの有無を決定して、それによって試料中のLMWHの有無を評価する段階。
【請求項１３】
　抗第IIa因子活性と抗第Xa因子活性の比が増加または減少したLMWH調製物。
【請求項１４】
　以下の段階を含む、予め選択された生物活性を有する、または有しないLMWH調製物を産
生する方法：
a．ヘパリンの一つまたは複数のアリコートを提供する段階；
b．任意に、ヘパリンを分画する段階；
c．活性を生じるように設計された条件でヘパリンのアリコートを改変する段階；および
d．任意に、消化されたアリコートを精製する段階。
【請求項１５】
　抗第IIa因子活性および抗第Xa因子活性の異なる比を有する二つまたはそれ以上のLMWH
調製物のパネル。
【請求項１６】
　以下を含む、被験体を治療する方法：
a．抗第IIa因子活性および抗第Xa因子活性の異なる比を有する二つまたはそれ以上のLMWH
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調製物のパネルを提供する段階；
b．所望の比を有するLMWH調製物を選択する段階；および
c．LMWH調製物の治療的有効量の一つまたは複数の用量を被験体に投与する段階。
【請求項１７】
　20％未満もしくはそれに等しい＜2000 Da種、68％を超えるもしくはそれに等しい2000
～8000 Da種、および18％未満もしくはそれに等しい＞8000 Da種を含み、好ましくは平均
分子量が約4500 Daである、抗第Xa因子活性および抗第IIa因子活性の双方を有するLMWH組
成物であって、抗第Xa因子活性がプロタミンによって＞50％中和され、かつ抗第IIa因子
活性がプロタミンによって＞70％中和される、LMWH組成物。
【請求項１８】
　非天然の糖を実質的に含まず、20％未満もしくはそれに等しい＜2000 Da種、68％を超
えるもしくはそれに等しい2000～8000 Da種、および18％未満もしくはそれに等しい＞800
0 Da種を含み、好ましくは平均分子量が約4500 Daである、LMWH。
【請求項１９】
　エノキサパリンと比較して非天然の糖が濃縮され、20％未満もしくはそれに等しい＜20
00 Da種、68％を超えるもしくはそれに等しい2000～8000 Da種、および18％未満もしくは
それに等しい＞8000 Da種を含み、好ましくは平均分子量が約4500 Daである、LMWH。
【請求項２０】
　以下の段階を含む、ΔU2SHNS,6S；ΔU2SHNS；ΔUHNS,6S；ΔU2SHNAc,6S；ΔUHNS；ΔU2
SHNAc；ΔUHNAc,6S；およびΔUHNAc,6SGHNS,3S,6Sからなる群より選択される一つまたは
複数の成分糖に関して、予め選択した値からの予め選択した範囲のバッチ間変動を有する
LMWH調製物の一つまたは複数のバッチを作製する方法：
a．所望の値を選択する段階；
b．UFHのアリコートを提供する段階；
c．任意に、アリコートを分画する段階；
d．アリコートにおける成分レベルを決定する段階；および
e．所望の値からの予め選択した範囲の変動より少ないバッチまたは複数のバッチを選択
する段階。
【請求項２１】
　以下の段階を含む、p1～p8からなる群より選択される一つまたは複数の成分糖に関して
、予め選択された値からの予め選択した範囲より小さいバッチ間変動、例えば2.5％未満
、より好ましくは2％未満、または1％未満のバッチ間変動を有するLMWH調製物の一つまた
は複数のバッチを作製する方法：
a．値を選択する段階；
b．UFHまたはLMWHのアリコートを提供する段階；
c．アリコートを沈殿させる段階；
d．任意に、アリコートにイオン交換プロセスを行う段階；
e．所望の値が得られるような条件でアリコートを薬剤に接触させる段階。
【請求項２２】
　p1～p8からなる群より選択される一つまたは複数の成分のモル％が、バッチのそれぞれ
に関して、予め選択した変動より小さく変動する、LMWH調製物の多数のバッチを含む組成
物。
【請求項２３】
　p9～p10からなる群より選択される一つまたは複数の成分に関するバッチのそれぞれの
糖プロフィールが、予め選択した変動より小さく変動する、LMWH調製物の多数のバッチを
含む組成物。
【請求項２４】
　多糖類を同定する要素、多糖類の一つまたは複数の成分を同定する要素、および成分の
モル％の範囲を同定する要素を有する記録。
【請求項２５】
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　以下の段階を含む、特定の適応において用いるためのヘパリンの安全性または適切性を
決定する方法：
a．ヘパリンの構造特徴を提供する段階；
b．参照構造特徴を提供する段階；
c．ヘパリンが許容可能であるか否かを決定する段階。
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/ZA451 4C084/ZA541 4C084/ZA591 4C084/ZA601 4C084/ZA621 4C084/ZA891 4C084/ZA961 4C084
/ZA971 4C084/ZB071 4C084/ZB111 4C084/ZB131 4C084/ZB151 4C084/ZB261 4C086/AA01 4C086
/AA02 4C086/EA26 4C086/EA27 4C086/MA01 4C086/MA04 4C086/NA14 4C086/ZA01 4C086/ZA02 
4C086/ZA08 4C086/ZA15 4C086/ZA16 4C086/ZA33 4C086/ZA36 4C086/ZA44 4C086/ZA45 4C086
/ZA54 4C086/ZA59 4C086/ZA60 4C086/ZA62 4C086/ZA89 4C086/ZA96 4C086/ZA97 4C086/ZB07 
4C086/ZB11 4C086/ZB13 4C086/ZB15 4C086/ZB26 4C090/AA09 4C090/BA62 4C090/BA68 4C090
/BD41 4C090/DA09 4C090/DA23

代理人(译) 清水初衷

优先权 60/363240 2002-03-11 US
60/383903 2002-05-28 US
60/393973 2002-07-05 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

一种分析和监测硫酸多糖异质种群的方法。 一种分析包含多糖的组合物样品的方法，其中所述样品的结构特征通过确定一种或多种
选自以下的初级产物来提供：a。 一种或多种糖或二糖成分的存在或量；或b。一种或多种嵌段成分的存在或量，其中嵌段成分是

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/1918bcb4-92dc-40ea-9dae-16c109dfc0cc
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/028046489/publication/JP2009175143A?q=JP2009175143A


由多种糖或多糖组成的成分； c。糖的代表。 一种或多种糖的代表物的
存在或数量，该糖已被修饰以增强可检测性； d。三维结构的指示，或
与三维结构相关的参数的存在或 量；和e。一种或多种改性糖的存在，
其中所述改性糖存在于用于制备所述制剂的原料中，但是其是在制备所
述制剂中被改变的糖。 数量 [选型图]图1A


