
(57)【要約】
本発明は、予防または治療有効量の粒状の生物学的利用能を有するβ (1,3； 1,6)グルカン
を投与することにより、免疫抑制およびマクロファージ活性の減少などの放射線および／
または化学療法関連損傷および／または障害を処置および予防する方法に関する。本発明
はまた、β (1,3； 1,6)グルカンが完全グルカン粒子、微粒子状βグルカン粒子またはその
組み合わせの形態で提供される方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 予 防 ま た は 治 療 有 効 量 の 粒 状 の 生 物 学 的 利 用 能 を 有 す る β (1,3； 1,6)グ ル カ ン 製 剤 を 投
与 す る こ と に よ り 電 離 放 射 線 、 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 お よ び 化 学 療 法 の 組 み 合 わ せ に よ る
傷 害 を 処 置 お よ び 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 β (1,3； 1,6)グ ル カ ン が 完 全 グ ル カ ン 粒 子 、 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 ま た は 完 全 グ ル
カ ン 粒 子 お よ び 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 完 全 グ ル カ ン 粒 子 が 1ミ ク ロ ン 以 上 の 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 が 1ミ ク ロ ン 以 下 の 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 完 全 グ ル カ ン 粒 子 、 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 ま た は 完 全 グ ル カ ン 粒 子 お よ び 微 粒 子 状
β -グ ル カ ン 粒 子 の 組 み 合 わ せ が 経 口 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 約 0～ 100mg/体 重 kgの 治 療 有 効 用 量 が 毎 日 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 予 防 ま た は 治 療 有 効 量 の 粒 状 の 生 物 学 的 利 用 能 を 有 す る β (1,3； 1,6)グ ル カ ン を 投 与 す
る こ と に よ り 骨 髄 抑 制 を 処 置 お よ び 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 骨 髄 抑 制 が 電 離 放 射 線 に よ り 生 ず る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 骨 髄 抑 制 が 化 学 療 法 に よ り 生 ず る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 β (1,3； 1,6)グ ル カ ン が 完 全 グ ル カ ン 粒 子 、 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 ま た は 完 全 グ ル
カ ン 粒 子 お よ び 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 完 全 グ ル カ ン 粒 子 が 1ミ ク ロ ン 以 上 の 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 が 1ミ ク ロ ン 以 下 の 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 完 全 グ ル カ ン 粒 子 、 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 ま た は 完 全 グ ル カ ン 粒 子 お よ び 微 粒 子 状
β -グ ル カ ン 粒 子 の 組 み 合 わ せ が 経 口 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 約 0～ 100mg/体 重 kgの 治 療 有 効 用 量 が 毎 日 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 予 防 ま た は 治 療 有 効 量 の 粒 状 の 生 物 学 的 利 用 能 を 有 す る β (1,3； 1,6)グ ル カ ン を 投 与 す
る こ と に よ り 放 射 線 ま た は 化 学 療 法 に よ り 引 き 起 こ さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 の 減 少 を 処
置 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 照 射 後 の 骨 髄 抑 制 の 処 置 に お け る 経 口 使 用 の た め の 医 薬 を 製 造 す る た め の 粒 状 の 生 物 学
的 利 用 能 を 有 す る β (1,3； 1,6)グ ル カ ン の 使 用 で あ っ て 、 こ こ で 、 経 口 投 与 さ れ る グ ル カ
ン が 補 体 系 を 活 性 化 す る こ と に よ り 造 血 幹 前 駆 細 胞 を 高 め る 、 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 治 療 的 に 有 効 な 経 口 的 に 生 物 学 的 利 用 可 能 な 量 の 完 全 グ ル カ ン 粒 子 を 個 体 に 投 与 す る こ
と を 含 む 、 放 射 線 へ の 曝 露 後 の グ ル カ ン 媒 介 造 血 前 駆 幹 細 胞 回 復 を 補 体 系 を 介 し て 高 め る
方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 グ ル カ ン が 補 体 系 を 活 性 化 し 、 造 血 前 駆 幹 細 胞 の 再 生 を 高 め る 、
方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-507239 A 2006.3.2



　 経 口 投 与 さ れ る グ ル カ ン が マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ り 吸 収 さ れ 、 骨 髄 に 移 動 さ れ 、 分 解 さ れ
、 放 出 さ れ た 断 片 が 分 化 お よ び 増 殖 す る た め に 幹 細 胞 を 活 性 化 す る 幹 細 胞 の CR3の 準 備 を
す る 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 補 体 系 を 介 す る β (1,3； 1,6)グ ル カ ン が 、 損 傷 幹 細 胞 に 沈 積 し た iC3bに 結 合 し 、 CR3を
活 性 化 す る こ と に よ り 幹 細 胞 増 殖 お よ び 分 化 を 促 進 す る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
　 本 出 願 は 、 2002年 8月 13日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60／ 403,424号 の 利 益 を 主 張 す
る 。 上 述 の 出 願 の 全 教 示 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
米 国 政 府 資 金 提 供
　 本 発 明 は 、 全 体 ま た は 一 部 に お い て 、 米 国 立 衛 生 研 究 所 か ら の 助 成 金 CA84612お よ び 米
国 陸 軍 か ら の 助 成 金 DAMD17-02-1-0445に よ り 補 助 さ れ た 。 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に お い て 一
定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 ベ ー タ （ β ） -グ ル カ ン は 、 一 般 的 に 、 酵 母 、 細 菌 、 真 菌 お よ び 穀 類 を 含 む い く つ か の
供 給 源 に 由 来 す る 複 合 炭 水 化 物 で あ る 。 各 タ イ プ の β -グ ル カ ン は 、 グ ル コ ー ス が 異 な る
様 式 で 互 い に 連 結 し た 特 有 の 構 造 を 有 し 、 異 な る 物 理 的 お よ び 化 学 的 性 質 を も た ら す 。 例
え ば 、 細 菌 お よ び 藻 類 由 来 の β (1-3)グ ル カ ン は 直 鎖 状 で あ り 、 食 物 の 増 粘 剤 と し て 有 用
と な っ て い る 。 置 換 度 ま た は 分 枝 頻 度 と し て 知 ら れ る 側 鎖 の 頻 度 は 、 二 次 構 造 お よ び 可 溶
性 を 調 節 す る 。 酵 母 由 来 の ベ ー タ グ ル カ ン は 、 β (1-3)お よ び β (1-6)結 合 を 伴 う 分 枝 状 で
あ り 、 自 身 の マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 結 合 お よ び 刺 激 能 力 を 高 め る 。 パ ン 酵 母 （ Saccharomyce
s cerevisiae） か ら 精 製 し た β (1-3； 1-6)グ ル カ ン は 、 強 力 な 抗 感 染 ベ ー タ -グ ル カ ン 免
疫 調 節 因 子 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 S. cerevisiaeの 細 胞 壁 は 、 主 に 、 そ の 形 状 お よ び 機 械 強 度 を 担 う β -グ ル カ ン か ら 構 成
さ れ る 。 酵 母 は 、 食 品 等 級 微 生 物 と し て の 使 用 が 最 も よ く 知 ら れ て い る が 、 非 特 異 的 免 疫
応 答 を 刺 激 す る た め に 使 用 さ れ る 粗 製 の 不 溶 性 抽 出 物 で あ る チ モ サ ン の 供 給 源 と し て も 使
用 さ れ る 。 酵 母 由 来 ベ ー タ (1-3)グ ル カ ン は 、 一 部 、 種 々 の 標 的 と 戦 う た め の 内 在 抗 真 菌
免 疫 機 構 を 活 性 化 す る こ と に よ り 、 免 疫 系 を 刺 激 す る 。 パ ン 酵 母 β (1-3； 1-6)グ ル カ ン は
、 β (1-6)結 合 に よ り 結 合 し た 一 定 間 隔 の β (1-3)分 枝 を 有 す る 多 糖 骨 格 を 形 成 す る β (1-3
)結 合 糖 （ グ ル コ ー ス ） 分 子 だ け で 構 成 さ れ る 多 糖 で あ る 。 こ れ は 、 よ り 正 式 に は 、 ポ リ -
(1-6)-β -D-グ ル コ ピ ラ ノ シ ル -(1-3)-β -D-グ ル コ ピ ラ ノ ー ス と し て 知 ら れ て い る 。 グ ル
カ ン は 、 供 給 源 お よ び 単 離 方 法 に よ り 構 造 的 お よ び 機 能 的 に 異 な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ベ ー タ グ ル カ ン は 、 多 様 な 範 囲 の 活 性 を 有 す る 。 β -グ ル カ ン が 非 特 異 的 免 疫 性 お よ び
感 染 に 対 す る 抵 抗 性 を 増 大 さ せ る 能 力 は 、 内 毒 素 の も の と 類 似 す る 。 β (1-3)グ ル カ ン の
免 疫 系 に 対 す る 効 果 に 関 す る 以 前 の 研 究 で は 、 マ ウ ス に 着 目 し た 。 後 の 研 究 に よ り 、 β (1
-3)グ ル カ ン は 、 ミ ミ ズ 、 エ ビ 、 魚 類 、 ト リ 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ブ
タ 、 家 畜 類 お よ び ヒ ト を 含 む 多 種 多 様 な 他 の 種 に お い て 強 い 免 疫 刺 激 活 性 を 有 す る こ と が
示 さ れ た 。 こ れ ら の 研 究 に 基 づ く と 、 β (1-3)グ ル カ ン は 、 進 化 論 ス ペ ク ト ル (evolutiona
ry spectrum)全 体 に わ た っ て 活 性 な 免 疫 刺 激 剤 の タ イ プ で あ り 、 お そ ら く 、 真 菌 病 原 体 に
対 し て 指 向 さ れ る 進 化 論 的 内 在 免 疫 応 答 を 示 す 。 し か し な が ら 、 広 範 囲 に わ た る 調 査 に も
か か わ ら ず 、 免 疫 刺 激 剤 と し て の 使 用 に 理 想 的 な β (1-3)グ ル カ ン の 供 給 源 、 サ イ ズ お よ
び 形 態 に 関 し て 意 見 の 一 致 が 得 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 放 射 線 お よ び 化 学 療 法 剤 は 、 骨 髄 に お け る 血 球 お よ び 血 小 板 の 産 生 を 抑 制 し 得 、 骨 髄 抑
制 (myelosuppression)と し て 知 ら れ る 有 害 副 作 用 で あ る 。 放 射 線 へ の 曝 露 は 、 生 命 を 危 険
に さ ら す 感 染 お よ び 出 血 症 状 の 発 現 を 制 御 す る の に 必 要 な 、 骨 髄 （ BM） 由 来 の 免 疫 （ 造 血
） 細 胞 お よ び 血 小 板 の 急 速 な 枯 渇 を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 放 射 線 防 御 剤 は 、 放 射 線 療 法 お よ び 化 学 療 法 の 副 作 用 を 最 小 減 に 抑 え る こ と に よ り 、 よ
り 有 効 な 抗 腫 瘍 処 置 を 可 能 に す る 。 ま た 、 放 射 線 防 御 の 進 歩 に よ り 、 核 ま た は 放 射 線 と 闘
う 環 境 に お い て 、 電 離 放 射 線 へ の 曝 露 の 結 果 の 長 期 お よ び 短 期 両 方 に お け る 危 険 を 最 小 限
に し つ つ 、 必 要 時 に 軍 事 行 動 を 行 な う こ と が 可 能 に な る 。 ま た 、 放 射 線 防 御 剤 は 、 宇 宙 放
射 線 に 曝 露 さ れ る 宇 宙 飛 行 士 を 保 護 ま た は 処 置 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 最 後 に 、 容 易 に
入 手 可 能 か つ 容 易 に 投 与 さ れ る 放 射 性 防 御 剤 は 、 テ ロ 行 為 ま た は 産 業 上 の 核 事 故 に よ る 被
害 を 最 小 限 に 抑 え る の に 非 常 に 重 要 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 β (1-3； 1-6)グ ル カ ン の 増 血 剤 と し て の 使 用 は 、 い く つ か の 文 献 に お い て 試 験 的 に 検 討
さ れ た 。 例 え ば 、 Jamasら に よ る 米 国 特 許 第 5,532,223号 に は 、 望 ま し く な い サ イ ト カ イ ン
の 産 生 を 刺 激 せ ず に 造 血 効 果 お よ び 免 疫 学 的 効 果 を 刺 激 す る た め の 、 非 経 口 な 中 性 可 溶 性
グ ル カ ン の 使 用 が 示 さ れ て い る 。 Patchenお よ び 同 僚 は 、 非 経 口 的 に 投 与 し た 可 溶 性 で 微
粒 状 の ベ ー タ -グ ル カ ン が 、 放 射 線 に 曝 露 し た マ ウ ス に 放 射 線 へ の 曝 露 前 ま た は 曝 露 後 の
い ず れ か で 投 与 す る と 、 造 血 性 の 回 復 お よ び 感 染 に 抵 抗 す る 能 力 を 高 め 得 る こ と を 示 し た
。 M. L. Patchenら 、 「 Glucan: mechanisms involved in its radioprotective effect」
, J. Leukoc. Biol., 42, 95 (1987)を 参 照 の こ と 。 ベ ー タ グ ル カ ン は ま た 、 紫 外 線 照 射
に よ り 引 き 起 こ さ れ る 障 害 か ら 皮 膚 を 保 護 す る た め の 局 所 用 抗 酸 化 剤 と し て 使 用 さ れ て い
る 。 J. A. Greene, 「 Composition for protecting skin from damaging effects of ult
raviolet light」 、 米 国 特 許 第 6,235,272号 を 参 照 の こ と 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 実 験
室 で の 研 究 で は 、 β -グ ル カ ン の 簡 便 な 製 剤 は 得 ら れ て い な い 。 こ れ ら の 適 用 の ほ と ん ど
で は 、 不 十 分 な 患 者 コ ン プ ラ イ ア ン ス を も た ら し 得 る 高 価 で 痛 み を 伴 う 経 路 で あ る 注 射 に
よ る 投 与 を 必 要 と す る 可 溶 性 物 質 を 利 用 し て い る 。 し か し な が ら 、 多 く の 薬 物 は 、 経 口 に
よ る 生 物 学 的 利 用 可 能 性 を 限 定 す る 性 質 に よ り 、 経 口 用 製 剤 に 適 さ な い 。 し た が っ て 、 よ
り 大 き な 患 者 コ ン プ ラ イ ア ン ス を も た ら し 、 か つ 生 物 学 的 利 用 可 能 性 を 維 持 し 得 る 製 剤 の
必 要 性 が 存 在 す る 。 さ ら に 、 容 易 に 保 存 で き 、 か つ 骨 髄 抑 制 を 予 防 ま た は 処 置 す る た め 、
お よ び 有 効 な 放 射 線 防 御 剤 と し て の 役 割 を 果 た す た め に ヒ ト に 投 与 で き る β -グ ル カ ン 、
特 に 経 口 用 製 剤 の 必 要 性 が な お 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 要 旨
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 粒 状 の 生 物 学 的 利 用 能 を 有 す る β (1-3； 1-6)グ ル カ ン の 放 射 線 防 御 剤 と し て
の 使 用 に 関 す る 。 β (1-3； 1-6)グ ル カ ン は 、 容 易 に 経 口 投 与 す る こ と が で き 、 作 用 部 位 （
例 え ば 、 骨 髄 ） に 対 し て 生 物 学 的 利 用 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 で は 、 予 防 ま た は 治 療 有 効 量
の 粒 状 の 生 物 学 的 利 用 能 を 有 す る β (1-3； 1-6)グ ル カ ン を 投 与 す る こ と に よ り 電 離 放 射 線
お よ び ／ ま た は 化 学 療 法 に よ る 傷 害 を 処 置 お よ び 予 防 す る 方 法 を 開 示 す る 。 あ る 特 定 の 態
様 で は 、 β (1-3； 1-6)グ ル カ ン は 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 、 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 ま た は
完 全 グ ル カ ン 粒 子 お よ び 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 完 全 グ ル カ ン 粒
子 は 、 典 型 的 に は 、 1ミ ク ロ ン 以 上 の 直 径 を 有 し 、 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 は 、 1ミ ク ロ
ン 以 下 の 直 径 を 有 す る 。 完 全 グ ル カ ン 粒 子 、 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 ま た は 完 全 グ ル カ
ン 粒 子 お よ び 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 の 組 み 合 わ せ は 、 経 口 お よ び ／ ま た は 非 経 口 投 与
さ れ 得 る が 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 の 経 口 投 与 が 好 ま し い 。 約 0～ 100mg/体 重 kgの 範 囲 で 毎 日
投 与 さ れ る β -グ ル カ ン が 治 療 有 効 用 量 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 予 防 ま た は 治 療 有 効 量 の β (1-3； 1-6)グ ル カ ン を 投 与 す る こ と に よ り 、
骨 髄 抑 制 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 の 低 下 な ど の 放 射 線 お よ び ／ ま た は 化 学 療 法 関 連 の 障
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害 (affliction)を 処 置 お よ び 予 防 す る 方 法 を 開 示 す る 。 放 射 線 お よ び ／ ま た は 化 学 療 法 関
連 の 障 害 は 、 電 離 放 射 線 、 化 学 療 法 ま た は 他 の 有 害 条 件 の い ず れ か に よ り 引 き 起 こ さ れ 得
る 。 約 0～ 100mg/体 重 kgの 治 療 有 効 用 量 の 完 全 グ ル カ ン 粒 子 の 毎 日 の 経 口 投 与 が 特 に 好 ま
し い 。 グ ル カ ン は 、 幹 細 胞 活 性 化 を 増 強 す る た め の 他 の 薬 剤 と 同 時 投 与 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 予 防 ま た は 治 療 有 効 量 の 粒 状 の 生 物 学 的 利 用 能 を 有 す る β (1,3； 1,6)グ
ル カ ン を 投 与 す る こ と に よ り 放 射 線 ま た は 化 学 療 法 に よ り 生 じ た マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 の 低
下 を 処 置 ま た は 予 防 す る 方 法 に 関 す る 。 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 照 射 後 の 骨 髄 抑 制 の 処
置 に お け る 経 口 使 用 用 医 薬 を 製 造 す る た め の 粒 状 の 生 物 学 的 利 用 能 を 有 す る β (1,3； 1,6)
グ ル カ ン の 使 用 で あ っ て 、 こ こ で 、 経 口 投 与 さ れ る グ ル カ ン が 、 CR3活 性 化 の た め の 第 ２
シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と に よ り 補 体 系 と と も に 機 能 す る こ と に よ り 造 血 幹 先 祖 細 胞 を 高 め
る 、 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 で は 、 治 療 的 に 有 効 な 経 口 的 に 生 物 学 的 利 用 可 能 な 量 の 完 全 グ ル カ ン 粒
子 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 放 射 線 へ の 曝 露 後 の グ ル カ ン 媒 介 造 血 先 祖 幹 細 胞 回 復 を
補 体 系 を 介 し て 高 め る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 グ ル カ ン が 造 血 先 祖 幹 細 胞 の 再 生 を 高 め る
、 方 法 を 記 載 す る 。 β (1,3； 1,6)グ ル カ ン は 、 傷 害 後 に 補 体 活 性 化 を 伴 っ て 機 能 し 、 CR3
活 性 化 の た め の 「 第 ２ シ グ ナ ル 」 を 提 供 す る こ と に よ り iC3bを 介 し て 結 合 さ れ た iC3b幹 細
胞 へ の 幹 細 胞 CR3の 結 合 に よ り 傷 害 部 位 へ の 幹 細 胞 結 合 を 促 進 す る 。 こ の グ ル カ ン の CR3の
レ ク チ ン ド メ イ ン へ の 結 合 は 、 障 害 組 織 硫 酸 ヘ パ リ ン に よ り 媒 介 さ れ る 天 然 レ ク チ ン 部 位
シ グ ナ ル よ り も 効 率 的 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 の あ る 特 定 の 態 様 で は 、 経 口 投 与 さ れ た グ ル
カ ン は 、 骨 髄 に 輸 送 さ れ 、 分 解 さ れ る 。 骨 髄 で は 、 分 解 さ れ た 経 口 グ ル カ ン が 、 損 傷 幹 細
胞 に 沈 積 し た iC3bに 結 合 し 、 CR3を 活 性 化 す る こ と に よ り 補 体 系 を 介 し て 幹 細 胞 を 活 性 化
す る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 方 法 は 、 治 療 的 に 有 効 な 経 口 的 に 生 物 学 的 利 用 可 能 な 量 の 完 全
グ ル カ ン 粒 子 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 放 射 線 へ の 曝 露 後 の グ ル カ ン 媒 介 造 血 先 祖 幹
細 胞 回 復 を 補 体 系 を 介 し て 高 め る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 グ ル カ ン が 補 体 系 を 介 し て 造 血
先 祖 幹 細 胞 の 再 生 を 高 め る 、 方 法 に 関 す る 。 経 口 投 与 さ れ た グ ル カ ン は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ
に よ り 取 り 込 ま れ 、 骨 髄 に 移 動 さ れ 、 分 解 さ れ 、 放 出 さ れ た 断 片 が 幹 細 胞 の CR3を プ ラ イ
ム し 、 そ れ に よ り 幹 細 胞 が 分 化 お よ び 増 殖 す る の を 活 性 化 す る 。 β (1,3； 1,6)グ ル カ ン が
補 体 系 を 介 し て 、 損 傷 幹 細 胞 に 沈 積 し た iC3bに 結 合 し 、 CR3を 活 性 化 す る こ と に よ り 幹 細
胞 増 殖 お よ び 分 化 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
好 ま し い 態 様 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 経 口 で 生 物 学 的 利 用 能 を 有 す る β (1-3； 1-6)グ ル カ ン を 、 骨 髄 抑 制 お よ び マ
ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 の 低 下 な ど の 放 射 線 お よ び ／ ま た は 化 学 療 法 関 連 傷 害 を 処 置 お よ び 予 防
す る た め の 医 薬 剤 と し て 使 用 す る 方 法 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 形
態 お よ び ／ ま た は 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 形 態 の β (1-3； 1-6)グ ル カ ン を 、 放 射 線 お よ
び ／ ま た は 化 学 療 法 関 連 の 障 害 の 処 置 お よ び 予 防 の た め の 医 薬 品 ま た は 治 療 食 な ど の 薬 剤
と し て 使 用 す る 方 法 に 関 す る 。 さ ら に ま た 、 本 発 明 は 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 形 態 、 微 粒 子 状
β -グ ル カ ン 粒 子 形 態 ま た は そ の 任 意 の 組 み 合 わ せ の β (1-3； 1-6)グ ル カ ン の 放 射 線 防 御
剤 と し て の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 完 全 グ ル カ ン 粒 子 （ WGP） は 、 精 製 し た 酵 母 細 胞 壁 調 製 物 で あ る 。 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は
、 マ ン ナ ン タ ン パ ク 質 の 外 層 を 除 去 し 、 β -グ ル カ ン を 、 グ ル カ ン の イ ン ビ ボ 形 態 学 を 保
持 し た ま ま 露 出 さ せ る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 あ る 特 定 の 態 様 で は 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は
、 1ミ ク ロ ン 以 上 の 粒 子 サ イ ズ を 有 す る 。 微 粒 子 状 グ ル カ ン 粒 子 は 、 本 明 細 書 に お い て 、
酵 母 細 胞 壁 β (1-3； 1-6)グ ル カ ン を 、 約 1ミ ク ロ ン 以 下 の 粒 子 サ イ ズ ま で 微 粉 砕 し て 生 じ
た 完 全 グ ル カ ン 粒 子 の 部 分 で あ る と 定 義 す る 。 骨 髄 抑 制 の 予 防 お よ び 処 置 の た め の こ れ ら
の 化 合 物 の 調 製 お よ び 使 用 を 以 下 に 記 載 す る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 種 々 の 形 態 の 微 粒 子 状 で 可 溶 性 の β -グ ル カ ン が 調 製 さ れ て い る 。 一 例 は 、 微 粒 子 状 β -
グ ル カ ン 粒 子 で あ り 、 こ れ は 、 酵 母 細 胞 壁 β (1-3； 1-6)グ ル カ ン を 、 約 1ミ ク ロ ン 以 下 の
粒 子 サ イ ズ ま で 微 粉 砕 す る こ と に よ り 形 成 さ れ 得 る 。 こ の 形 態 の ベ ー タ グ ル カ ン は 、 Donz
isに よ る 米 国 特 許 第 5,702,719号 に 記 載 さ れ て い る も の な ど の 栄 養 サ プ リ メ ン ト お よ び 皮
膚 回 復 剤 と し て の 使 用 に 適 用 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に 使 用 さ れ 得 る 他 の 有 用
な 粒 状 の グ ル カ ン は 、 Biopolymer Engineering, Inc., Eaton, MNか ら 入 手 さ れ る WGP T M  B
eta Glucanお よ び BetaRight T M で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン 粒 子 は 、 宿 主 の 免 疫 系 を 増 強 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る 。
米 国 特 許 第 5,223,491号 お よ び 同 第 5,576,015号 （ そ の 教 示 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明
細 書 に 援 用 さ れ る ） を 参 照 の こ と 。 別 の 形 態 は 、 中 性 の 可 溶 性 β -グ ル カ ン で あ り 、 こ れ
は 、 コ ン ホ メ ー シ ョ ン と し て 純 粋 な 、 中 性 の 可 溶 性 グ ル カ ン 調 製 物 を 得 る た め の 一 連 の 酸
、 ア ル カ リ お よ び 中 性 処 理 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。 中 性 の 可 溶 性 グ ル カ ン 調 製 物 は 、 宿 主
の 免 疫 系 を 増 強 す る が 、 IL-1お よ び TNFの 産 生 を 誘 導 せ ず 、 し た が っ て 炎 症 を 引 き 起 こ さ
な い 。 米 国 特 許 第 5,783,569号 （ そ の 教 示 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 援 用 さ れ
る ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 形 態 の β -グ ル カ ン は 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 （ WGP） と し て 知 ら れ る 不 溶 性 粒 子 で あ る
。 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は 、 成 長 中 の 酵 母 を そ の 成 長 培 地 か ら 分 離 し 、 酵 母 の イ ン タ ク ト な 細
胞 壁 を ア ル カ リ に 供 し 、 こ う し て 望 ま し く な い タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 物 質 を 除 去 す る こ と
に よ り 調 製 さ れ た 酵 母 細 胞 壁 の 残 留 物 で あ る 。 あ る 特 定 の 態 様 で は 、 残 留 す る も の は 、 外
側 の マ ン ナ ン タ ン パ ク 質 が 除 去 さ れ た 球 状 ベ ー タ -グ ル カ ン 粒 子 で あ る 。 完 全 グ ル カ ン 粒
子 は 、 任 意 の グ ル カ ン 含 有 真 菌 細 胞 壁 供 給 源 か ら 得 ら れ 得 る が 、 好 ま し い 供 給 源 は 、 S. c
erevisiae株 で あ る 。 こ れ ら の 不 溶 性 粒 子 は 、 広 範 囲 の 感 染 に 対 す る 宿 主 の 抵 抗 性 を 増 強
し 、 抗 体 産 生 （ ア ジ ュ バ ン ト 活 性 ） を 増 大 さ せ 、 白 血 球 の 動 員 を 増 大 さ せ 、 創 傷 治 癒 を 高
め る こ と が 示 さ れ て い る 。 WGPの 作 製 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 米 国 特
許 第 4,810,646号 、 同 第 4,492,540号 、 同 第 5,037,972号 、 同 第 5,082,936号 、 同 第 5,250,43
6号 お よ び 同 第 5,506,124号 （ そ の 内 容 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ）
に 開 示 さ れ て い る 。 WGPは 、 種 々 の 成 分 （ 各 々 、 先 天 性 免 疫 細 胞 上 に 見 ら れ る レ セ プ タ ー
の サ ブ セ ッ ト に 対 す る 結 合 性 の 親 和 性 が 異 な る ） に さ ら に 分 解 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
の 種 々 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 形 態 は 、 複 雑 性 が 増 加 す る 順 に 、 ラ ン ダ ム コ イ ル 、 一 重 ら せ ん
、 三 重 ら せ ん お よ び 三 重 ら せ ん マ ル チ マ ー で あ る 。 WGPは 、 ワ ク チ ン ア ジ ュ バ ン ト （ 米 国
特 許 第 5,741,495号 ） 、 抗 感 染 剤 （ Pedroso M, 「 Application of Beta-1-3-glucan to pr
event shipping fever in imported heifers,」 Arch. Med. Res. 25(2), 181 (1994)） お
よ び 抗 腫 瘍 剤 （ Borchers, A. T. ら , Proc . Soc. Exp. Biol. Med., 221(4), 281 (1999
)） と し て の 使 用 を 含 む 、 種 々 の 生 物 学 的 活 性 が 示 さ れ て い る 。 各 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 形 態
は 異 な る 活 性 を 有 し 、 こ れ は 、 グ ル カ ン レ セ プ タ ー に つ い て 観 察 さ れ る 異 な る 特 異 性 で 示
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に お け る 使 用 の た め の β -グ ル カ ン は 、 経 口 で 生 物 学 的 利 用 可 能
な 製 剤 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 生 物 学 的 利 用 能 を 有 す る と は 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 が
、 作 用 の 標 的 に 達 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は 、 グ ル カ ン の パ
イ ア ー 斑 取 り 込 み に 曝 露 さ れ る 充 分 な β (1-3； 1-6)-グ ル カ ン を 有 す る 。 グ ル カ ン は パ イ
ア ー 斑 に 取 り 込 ま れ 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ り 取 り 込 ま れ 、 分 解 さ れ 、 骨 髄 に 輸 送 さ れ 、 こ
こ で 、 分 解 さ れ た 断 片 が 放 出 さ れ る 。 分 解 さ れ た 断 片 は 、 傷 害 幹 細 胞 上 に 沈 着 し た iC3bに
結 合 す る こ と に よ り 、 補 体 系 を 活 性 化 し 、 CR3を 活 性 化 す る 。 例 え ば 、 WGPは 、 骨 髄 ま た は
他 の 幹 細 胞 に 到 達 し 、 作 用 を 及 ぼ す こ と が で き る 。 作 用 部 位 で は 、 グ ル カ ン が CR3レ セ プ
タ ー に 結 合 ま た は 会 合 し 、 こ ん ど は CR3が 作 用 す る の を プ ラ イ ム ま た は 促 進 す る 結 果 、 グ
ル カ ン が 、 幹 細 胞 を 刺 激 す る 作 用 を す る 。 経 口 WGPの 生 物 学 的 利 用 可 能 性 は 、 こ の 粒 子 を
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分 解 す る 胃 腸 管 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 骨 髄 へ の WGPの 輸 送 に よ り 媒 介 さ れ る 。 次 い で 、 分
解 さ れ た 粒 子 は 、 骨 髄 で 、 幹 細 胞 CR3活 性 化 の 刺 激 因 子 と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
骨 髄 抑 制 (mylosupression)
　 ガ ン マ 放 射 線 曝 露 の 有 害 効 果 の １ つ は 、 感 染 お よ び 疾 患 に 対 し て 防 御 す る 白 血 球 を 身 体
か ら 枯 渇 さ せ る と い う 骨 髄 へ の 障 害 で あ る 。 β -グ ル カ ン は 、 顆 粒 球 単 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因
子 （ GM-CSF） と 同 様 に し て 造 血 を 刺 激 す る 能 力 を 有 す る 。 血 球 は 、 常 に 増 殖 し て 古 い 血 球
と 置 き 換 わ っ て お り 、 増 殖 中 の 細 胞 は 、 よ り 障 害 を 受 け や す い た め 、 放 射 線 お よ び 化 学 療
法 は 血 球 の 産 生 を 抑 制 す る 。 血 球 数 が 少 な く な り す ぎ る と 、 化 学 療 法 を 縮 小 ま た は 延 期 し
な け れ ば な ら な い 場 合 が あ り 、 患 者 は 、 骨 髄 が 充 分 機 能 し 始 め る ま で 、 赤 血 球 （ RBC） 白
血 球 （ WBC） ま た は 血 小 板 の 輸 血 が 必 要 と な り 得 る 。 赤 血 球 は 、 身 体 の 細 胞 に 酸 素 を 運 ぶ
た め に 必 要 で あ り 、 ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び ヘ マ ト ク リ ッ ト に よ り 測 定 し た と き に 3800～ 5400
個 の 正 常 範 囲 で 存 在 す る 。 ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び ヘ マ ト ク リ ッ ト の い ず れ か ま た は 両 方 に お
け る 減 少 は 、 貧 血 を も た ら し 得 る 。 血 小 板 は 、 血 液 凝 固 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 通 常 、 血
小 板 の 数 は 、 150000～ 400000個 の 範 囲 で あ る 。 通 常 の 数 よ り 少 な い 場 合 、 歯 茎 出 血 、 鼻 血
お よ び 重 症 の 打 撲 に 例 示 さ れ る よ う な 過 剰 出 血 が 引 き 起 こ さ れ る 。 白 血 球 は 、 感 染 と 闘 う
た め に 重 要 で あ る 。 そ の 正 常 範 囲 は 、 4500～ 11000個 で あ り 、 数 が 減 少 す る と 、 感 染 に 対
す る 感 受 性 が 増 大 す る 。 WBC数 が 1500～ 2000未 満 に 低 下 す る と 、 充 分 な 免 疫 抵 抗 力 が 失 わ
れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 骨 髄 抑 制 の 原 因 の １ つ は 、 放 射 線 療 法 の 一 部 と し て 計 画 的 な も の 、 ま た は テ ロ 行 為 、 軍
事 的 使 用 ま た は 放 射 能 漏 れ に よ る 偶 発 的 な も の の い ず れ か に よ る 放 射 性 物 質 へ の 曝 露 で あ
る 。 放 射 性 物 質 は 、 自 発 的 に 崩 壊 し て 電 離 放 射 線 を 発 生 す る が 、 こ れ は 、 生 組 織 に 障 害 を
与 え る の に 充 分 な エ ネ ル ギ ー を 有 す る 。 電 離 放 射 線 の 種 々 の 形 態 は 、 ア ル フ ァ お よ び ベ ー
タ 粒 子 、 な ら び に ガ ン マ 放 射 線 ま た は Ｘ 線 で あ る 。 こ れ ら の 種 々 の 粒 子 お よ び 放 射 線 の エ
ネ ル ギ ー に よ り 組 織 内 に 浸 透 す る 程 度 、 お よ び 障 害 の 程 度 が 決 定 さ れ る 。 放 射 線 に よ り 生
じ る 傷 害 の 型 お よ び 重 篤 度 は 、 線 量 、 線 量 率 、 放 射 線 の 質 お よ び 曝 露 の 型 （ 全 身 対 局 所 ）
に 依 存 す る 。 マ ウ ス で は 、 700～ 1000 radの 線 量 範 囲 で の 全 身 照 射 後 の 死 亡 は 、 通 常 、 曝
露 後 、 10日 以 降 に 起 こ り 、 不 可 逆 的 な 骨 髄 障 害 に 起 因 す る 。 低 い 線 量 ま た は 照 射 に よ り 、
骨 髄 抑 制 の 症 状 と し て 知 ら れ る 非 致 死 的 な 赤 血 球 減 少 症 、 リ ン パ 球 減 少 症 お よ び 顆 粒 球 減
少 症 が も た ら さ れ 得 る 。 放 射 線 処 置 を 受 け て い る 内 科 の 患 者 は 、 処 置 中 、 比 較 的 高 い 「 バ
ー ス ト 」 の 放 射 線 を 受 け て い る た め 、 し ば し ば 、 骨 髄 抑 制 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 周 知 の 生 物 学 的 応 答 修 飾 因 子 （ BRM） で あ る β -グ ル カ ン は 、 顆 粒 球 単 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因
子 （ GM-CSF） と 同 様 に し て 造 血 （ 血 球 形 成 ） を 刺 激 す る 。 研 究 は 、 最 初 に 粒 状 の β -グ ル
カ ン に つ い て 、 後 に 可 溶 性 β -グ ル カ ン に つ い て 行 な わ れ 、 こ れ ら は す べ て 、 マ ウ ス に 静
脈 内 投 与 さ れ た （ Patchen, M. L.ら , J. Biol. Response Mod. 3:627-633 (1984), Patch
en, M. L.ら , Experientia 40:1240-1244 (1984), Petruczenko, A. Acta. Physiol. Pol
. 35:231-236 (1984)な ら び に Patchen, M. L.お よ び T. J. MacVittie., Int. J. Immunop
harmacol. 7:923-932 (1985)） 。 500～ 900 cGyの ガ ン マ 放 射 線 に 曝 露 さ れ た マ ウ ス は 、 i.
v.で β -グ ル カ ン を 投 与 す る と 、 血 中 白 血 球 、 血 小 板 お よ び 赤 血 球 数 の 回 復 の 有 意 な 増 加
を 示 し た （ Patchen, M. L.お よ び T. J. MacVittie. J. Biol. Response Mod. 5:45-60 (1
986)な ら び に Patchen, M. L.ら , Methods Find. Exp. Clin. Pharmacol. 8:151-155 (198
6)） 。 他 の 報 告 で は 、 β -グ ル カ ン が 、 フ ル オ ロ ラ ウ シ ル な ど の 化 学 療 法 剤 に よ り 生 じ る
骨 髄 抑 制 を 逆 転 さ せ 得 る こ と が 示 さ れ た （ Matsuo, T.ら , Jpn. J. Cancer Chemother. 14
:1310-1314 (1987)ま た は シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド (Wagnerova, J.ら , Immunopharmacol. Immu
notoxicol. 15:227-242 (1993)お よ び Patchen, M. L.ら , Exp. Hematol. 26:1247-1254 (
1998)） 。 さ ら に ま た 、 β -グ ル カ ン の 抗 感 染 活 性 と そ の 造 血 刺 激 活 性 と の 組 み 合 わ せ は 、
900～ 1200 cGyの 致 死 線 量 の 放 射 線 を 受 け た マ ウ ス の 生 存 の 増 加 を も た ら し た 。 イ ン ビ ト
ロ 試 験 に よ り 、 β -グ ル カ ン は 、 GM-CSFお よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン -3（ IL-3） の そ れ ぞ れ と
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組 み 合 わ せ て 使 用 し た 場 合 、 造 血 幹 先 祖 細 胞 に よ る 顆 粒 球 お よ び 巨 大 細 胞 の コ ロ ニ ー 形 成
を 増 大 し 得 る こ と が 示 さ れ た （ Turnbull, J. L.ら , Acta Haematol. 102:66-71 (1999)）
。 β -グ ル カ ン が そ の 造 血 活 性 を 発 現 す る こ と は 、 そ の 当 時 、 治 療 剤 と し て GM-CSFが 現 れ
た た め 、 価 値 の あ る こ と と は み な さ れ な か っ た 。 β -グ ル カ ン の 放 射 線 防 御 効 果 を 示 す 初
期 の 研 究 の 多 く を 行 な っ た 軍 放 射 線 生 物 学 研 究 所 (The Armed Forces Radiobiological Re
searches Institute) (AFRRI)も ま た 、 原 子 力 発 電 所 事 故 ま た は 核 戦 争 の 結 果 と し て 放 射
線 に 曝 露 さ れ た 個 体 を 保 護 す る た め の β -グ ル カ ン の 使 用 を 検 討 し た 。 し か し な が ら 、 β -
グ ル カ ン を 静 脈 内 投 与 す る こ と の 表 面 的 な 必 要 性 に よ り 、 か か る 緊 急 事 態 に お い て 大 勢 の
人 々 を 速 や か に 処 置 す る こ と を 実 現 不 可 能 な も の と さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 続 い て 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 β -グ ル カ ン の 経 口 免 疫 調 節 活 性 が 認 め ら れ た 。 腸
の パ イ ア ー 斑 内 の M(microfold)細 胞 に よ る あ る 種 の β -グ ル カ ン の 経 口 取 り 込 み は 、 下 層
の 消 化 管 関 連 リ ン パ 系 組 織 （ GALT） に お け る マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の β -グ ル カ ン 提 示 を も た
ら す と 考 え ら れ る 。 経 口 送 達 さ れ た キ ノ コ β -グ ル カ ン は 、 腹 腔 内 お よ び 歯 槽 マ ク ロ フ ァ
ー ジ を 活 性 化 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 シ イ タ ケ 由 来 β -グ ル カ ン で あ る レ ン チ
ナ ン の 経 口 投 与 は 、 ラ ッ ト の 血 中 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 の 数 を 増 加 さ せ る こ と が わ か っ た 。 ま た
、 経 口 β -グ ル カ ン は 、 前 臨 床 試 験 お よ び 臨 床 試 験 の 両 方 に お い て 、 抗 感 染 活 性 （ Hotta, 
H. K.ら , Int. J. Immunopharmacol. 15:55-60 (1993)お よ び Vetvicka, V., K. J. Amer.
 Nutrit. Assoc. 5:1-5 (2002)） お よ び 抗 腫 瘍 活 性 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Nanb
a, H. K.ら , Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 35: 2453-2458 (1987); Suzuki,I. T.ら , Che
m. Pharm. Bull. (Tokyo) 39: 1606-1608 (1991)お よ び Toi, M., T.ら , Cancer 70:2475-
2483 (1992)） 。 入 手 し 得 る デ ー タ を ま と め る と 、 β -グ ル カ ン は 、 宿 主 の 免 疫 防 御 機 構 、
主 に 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 NK細 胞 お よ び 樹 状 細 胞 を 刺 激 す る こ と に よ り 機 能 し 、 そ
れ に よ り 微 生 物 ま た は 腫 瘍 細 胞 ク リ ア ラ ン ス が 増 強 さ れ 、 続 い て 死 亡 率 が 低 下 す る （ Onde
rdonk A.ら , Infect. Immun. 60:1642-1647 (1992)な ら び に Kaiser, A. B. お よ び D. S. 
Kernodle., Antimicrob. Agents Chemother. 42:2449-2451 (1998)） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 酵 母 由 来 β (1-3； 1-6)グ ル カ ン は 、 一 部 、 細 菌 、 真 菌 、 寄 生 虫 、 ウ イ ル ス お よ び 癌 に よ
る 、 あ る 範 囲 の 病 原 体 チ ャ レ ン ジ と 闘 う た め の 先 天 性 抗 真 菌 免 疫 機 構 を 刺 激 す る こ と に よ
り 作 用 す る 。 β -グ ル カ ン の 作 用 機 構 を 規 定 す る た め の 研 究 に よ り 、 β -グ ル カ ン が 、 マ ク
ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 単 球 お よ び NK細 胞 を プ ラ イ ム す る こ と に よ り 機 能 し 、 こ れ ら の 細 胞
に 微 生 物 病 原 体 ま た は 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る 活 性 の 増 大 を も た ら す こ と が 示 さ れ た 。 種 々
の 供 給 源 由 来 の 構 造 の 異 な る ベ ー タ グ ル カ ン は 種 々 の レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と が 示 さ れ
て い る 。 マ ン ナ ン 、 ガ ラ ク タ ン 、 α (1,4)-結 合 グ ル コ ー ス ポ リ マ ー お よ び β (1,4)-結 合 グ
ル コ ー ス ポ リ マ ー は 、 細 胞 上 に 位 置 す る レ セ プ タ ー に 対 す る 親 和 力 を 持 た な い 。 白 血 球 上
の ２ 種 類 の β -グ ル カ ン 結 合 レ セ プ タ ー は 、 β -グ ル カ ン へ の 結 合 に よ り 酵 母 細 胞 壁 の 食 作
用 を 促 進 す る た め に 機 能 す る と 特 徴 づ け ら れ た 。 ま ず 、 iC3b-レ セ プ タ ー CR3（ Mac-1、 CD1
1b/CD18ま た は α M β 2 -イ ン テ グ リ ン と し て も 知 ら れ て い る ） は 、 好 中 球 、 単 球 お よ び マ ク
ロ フ ァ ー ジ に よ る 酵 母 細 胞 壁 の 食 作 用 に お い て 機 能 し た β -グ ル カ ン 結 合 レ ク チ ン 部 位 を
有 す る こ と が 示 さ れ た （ Ross, G. D.ら , Complement Inflamm. 4:61-74 (1987)お よ び Xia
, Y. V.ら , J. Immunol. 162:2281-2290 (1999)） 。 Mac-1/CR3は 、 内 皮 を 介 し た 白 血 球 の
血 管 外 遊 出 を 媒 介 す る 接 着 分 子 お よ び 微 生 物 に 対 す る 食 細 胞 応 答 ／ 脱 顆 粒 応 答 を 担 う 補 体
の iC3b断 片 の レ セ プ タ ー の 両 方 と し て 機 能 す る 。 Mac-1/CR3は 、 原 形 質 ド メ イ ン ま た は 細
胞 外 領 域 の い ず れ か に お い て 生 じ る コ ン ホ メ ー シ ョ ン 変 化 に よ る 二 方 向 シ グ ナ ル 伝 達 を 含
む 、 他 の イ ン テ グ リ ン と 共 有 す る 多 く の 機 能 的 特 徴 を 有 す る 。 そ の 機 能 の 別 の 鍵 は 、 こ れ
が 、 Fcガ ン マ RIIIB (CD16b)ま た は uPAR (CD87)な ど の グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー ル (GPI)ア ン カ ー レ セ プ タ ー と の 膜 複 合 体 を 形 成 で き る 能 力 で あ り 、 こ れ が 、 こ れ ら の
外 側 膜 結 合 レ セ プ タ ー に 膜 貫 通 シ グ ナ ル 伝 達 機 構 を 提 供 し 、 こ の 機 構 が 細 胞 骨 格 依 存 性 接
着 ま た は 食 作 用 お よ び 脱 顆 粒 を 媒 介 す る の を 許 容 す る 。 多 く の 機 能 は 、 微 生 物 表 面 多 糖 ま
た は GPI-結 合 シ グ ナ ル 伝 達 パ ー ト ナ ー の い ず れ か の 認 識 を 担 う 膜 近 位 レ ク チ ン 部 位 に 依 存
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す る と 思 わ れ る 。 好 中 球 炎 症 応 答 の 促 進 に お け る Mac-1/CR3の 重 要 性 の た め 、 そ の 機 能 を
拮 抗 す る た め の 治 療 ス ト ラ テ ジ ー は 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 虚 血 ／ 再 灌 流 傷 害 の 両 方 を 治 療
す る の に 有 望 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 逆 に 、 そ の レ ク チ ン 部 位 に 結 合 す る 可 溶 性 ベ ー
タ -グ ル カ ン 多 糖 は 、 循 環 し て い る 食 細 胞 お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (NK)細 胞 の Mac-1/CR3を
プ ラ イ ム し 、 iC3bオ プ ソ ニ ン 作 用 を 受 け た 腫 瘍 細 胞 に 応 答 し た 細 胞 障 害 性 脱 顆 粒 を 可 能 に
し 、 そ う で な い 場 合 は 細 胞 媒 介 性 細 胞 障 害 の こ の 機 構 か ら 外 れ る 。 CR3は 、 可 溶 性 真 菌 β -
グ ル カ ン に 高 親 和 性 （ 5× 10 - 8 M） で 結 合 し 、 こ れ が 、 iC3bコ ー ト 腫 瘍 細 胞 に 応 答 し た 細 胞
障 害 性 脱 顆 粒 の た め に 食 細 胞 ま た は NK細 胞 の レ セ プ タ ー を プ ラ イ ム す る 。 マ ウ ス に お い て
可 溶 性 β -グ ル カ ン に よ り 促 進 さ れ た 殺 腫 瘍 応 答 は 、 血 清 C3（ 補 体 ３ ） ま た は 白 血 球 CR3の
い ず れ か を 欠 く マ ウ ス に は 存 在 し な い こ と が 示 さ れ 、 β -グ ル カ ン の 殺 腫 瘍 機 能 に は 、 腫
瘍 上 の iC3b、 白 血 球 上 の CR3の 必 要 性 が 強 く 示 さ れ た Vetvicka, V.ら , J. Clin. Invest. 
98:50-61 (1996)お よ び Yan, J., V.ら , J. Immunol. 163:3045-3052 (1999)） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 デ ク チ ン -1は 、 グ ル カ ン 粒 子 食 作 用 に 関 与 す る β -グ ル カ ン の 第 ２ の 膜 レ セ プ タ ー を 示
す 。 デ ク チ ン -1は 、 高 レ ベ ル で チ オ グ リ コ レ ー ト 誘 発 性 腹 腔 内 マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 に 発 現 さ
れ 、 そ の 活 性 は 、 こ れ ら の 活 性 化 細 胞 に よ る β -グ ル カ ン 結 合 に よ り 酵 母 の 食 作 用 に お い
て 、 CR3の 活 性 よ り も 優 位 で あ る 。 し か し な が ら 、 好 中 球 お よ び 常 在 腹 腔 内 マ ク ロ フ ァ ー
ジ に よ る 酵 母 食 作 用 は 、 抗 CR3に よ り ブ ロ ッ ク さ れ 、 CR3欠 損 (CD11b - / )好 中 球 ま た は 常 在
マ ク ロ フ ァ ー ジ で は 起 こ ら な い 。 さ ら に ま た 、 デ ク チ ン -1は 、 β -グ ル カ ン で の プ ラ イ ミ
ン グ 後 に iC3bオ プ ソ ニ ン 作 用 を 受 け た 哺 乳 動 物 癌 腫 細 胞 に 対 す る 殺 腫 瘍 活 性 を 媒 介 す る た
め に CR3を 用 い る NK細 胞 で は 発 現 さ れ な い 。 し た が っ て 、 β -グ ル カ ン 活 性 の 媒 介 に お け る
デ ク チ ン -1の 役 割 は 、 活 性 化 さ れ た 腹 腔 内 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た 、 お そ ら く 腸 管 CR3 - / - マ
ク ロ フ ァ ー ジ （ こ の 研 究 に お い て WGP-DTAFを 含 む こ と が 観 察 さ れ た ） に 限 定 さ れ て い る と
思 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 β -グ ル カ ン の 静 脈 内 投 与 の 表 面 的 な 必 要 性 に よ り 、 緊 急 事 態 状 況 に お い て 大 勢 の 人 々
を 処 置 す る の に 使 用 す る こ と は 実 現 不 可 能 と な っ て い る 。 驚 い た こ と に 、 本 明 細 書 に 記 載
す る よ う に 、 経 口 投 与 さ れ た WGPベ ー タ グ ル カ ン は 、 i.v.投 与 さ れ た β -グ ル カ ン と 同 様 に
し て 、 照 射 後 の 造 血 を 加 速 す る 機 能 を 果 た し 、 こ れ ら の タ イ プ の 核 緊 急 事 態 の た め の 放 射
線 防 御 剤 と し て の β -グ ル カ ン の 機 構 お よ び 潜 在 的 有 用 性 の 調 査 に お け る 関 心 が 新 た に 生
じ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 広 範 囲 の キ ノ コ お よ び 酵 母 由 来 β -グ ル カ ン の 経 口 抗 感 染 活 性 お よ び 放 射 化 学 的 防 護 活
性 は 、 広 く 報 告 さ れ て い る 。 上 記 の よ う に 、 こ れ ら の 高 分 子 量 β -グ ル カ ン の 経 口 取 込 み
は 、 腸 パ イ ア ー 班 の M細 胞 を 介 す る と 提 案 さ れ て い る 。 本 明 細 書 で 示 し た 結 果 は 、 完 全 グ
ル カ ン 粒 子 の 経 口 取 込 み が 、 下 層 の GALTに お い て β -グ ル カ ン の マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 提 示
を も た ら す こ と を 示 す こ れ ら の 観 察 を 拡 張 す る 。 次 い で 、 β -グ ル カ ン 含 有 細 胞 は 、 グ ル
カ ン を 、 網 内 系 （ リ ン パ 節 、 脾 臓 お よ び BM） の 器 官 に 輸 送 す る 。 WGPの 経 口 取 込 み お よ び
全 身 分 布 は 、 酵 母 粒 子 食 作 用 の CR3媒 介 性 機 構 に 非 依 存 性 の よ う で あ り 、 野 生 型 お よ び CR3
- / - 動 物 の 両 方 に お い て 同 じ WGP-DTAFの 取 込 み お よ び 分 布 が 存 在 し た 。 デ ク チ ン -1レ セ プ
タ ー ま た は 他 の レ セ プ タ ー は 、 GALT内 へ の WGPの こ の 経 口 取 込 み を 担 い 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 WGP-DTAFの 毎 日 の 供 給 が 、 （ 実 施 例 の 実 施 例 ５ に 示 す よ う な ） 骨 髄 中 に WGPベ ー タ グ ル
カ ン 含 有 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 出 現 も た ら す と い う 驚 く べ き 発 見 は 、 経 口 WGPベ ー タ グ ル カ ン
処 置 の 造 血 特 性 を 説 明 す る の に 重 要 で あ る 。 経 口 WGPベ ー タ グ ル カ ン の 造 血 活 性 の ２ つ の
説 明 ： １ ） 沈 着 し た iC3bと 結 合 し CR3を 介 し て 幹 細 胞 を 刺 激 す る 刺 激 性 可 溶 性 β -グ ル カ ン
の WGPベ ー タ グ ル カ ン の 分 解 お よ び 分 泌 、 な ら び に ２ ） GM-CSFな ど の 造 血 刺 激 性 サ イ ト カ
イ ン を 産 生 す る 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の WGPベ ー タ グ ル カ ン の 活 性 化 を 検 討 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 酵 母 細 胞 壁 ま た は 大 き な 可 溶 性 β -グ ル カ ン 分 子 を 取 込 ん だ マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 こ れ ら
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の 物 質 を 分 解 し 、 β -グ ル カ ン の 可 溶 性 小 断 片 を 放 出 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 WGP-DTAF
を ７ ～ 12日 間 与 え た 動 物 由 来 の BMマ ク ロ フ ァ ー ジ の 蛍 光 分 光 分 析 に よ る 検 査 で は 、 WGP分
解 の 証 拠 が 明 白 に 示 さ れ た （ 実 施 例 ５ ） 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 物 の 上 清 み お よ び 細 胞 溶 解
物 に つ い て 、 現 在 、 ピ コ グ ラ ム の 濃 度 の 可 溶 性 β (1-3)グ ル カ ン に 応 答 し て 凝 集 す る カ ブ
ト ガ ニ G因 子 を 取 込 む ア ッ セ イ を 用 い 、 生 物 学 的 に 活 性 な β -グ ル カ ン 断 片 に つ い て 試 験 中
で あ る 。 ま た 、 傷 害 を 受 け て い る が な お 生 存 可 能 な BM細 胞 上 へ の iC3bの 沈 着 を 伴 っ て 補 体
の 活 性 化 を 刺 激 し た ガ ン マ 放 射 線 ま た は 細 胞 障 害 性 薬 剤 （ シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド ） に よ り 傷
害 さ れ た BM細 胞 も 示 し た （ 図 ２ ） 。 か か る 細 胞 結 合 iC3bは 可 溶 性 β -グ ル カ ン と の 組 み 合
わ で 、 成 熟 骨 髄 様 細 胞 の CR3を 活 性 化 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 BMで は 、 未 成 熟 骨 髄 様 幹
細 胞 の CR3を 活 性 化 し 得 、 造 血 の 加 速 を 引 き 起 こ す 。 造 血 幹 先 祖 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で 可
溶 性 β -グ ル カ ン を 発 現 し 、 応 答 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 ま た 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 放
出 さ れ る 可 溶 性 β -グ ル カ ン の 推 測 さ れ る 役 割 の 裏 付 け は 、 i.v.投 与 さ れ た β -グ ル カ ン は
、 本 明 細 書 に 示 し た 経 口 投 与 WGPベ ー タ グ ル カ ン と 同 様 に 造 血 を 促 進 し 得 る こ と を 示 し た
以 前 の 研 究 報 告 で あ る （ Petruczenko, A., Acta. Physiol. Pol. 35:231-236 (1984)な ら
び に Patchen, M. L.お よ び T. J. MacVittie., J. Biol. Response Mod. 5:45-60 (1986)
） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 経 口 投 与 さ れ た β -グ ル カ ン の 造 血 効 果 の 増 強 の 媒 介 に お け る CR3の 必 要 性 は 、 経 口 WGP
ベ ー タ グ ル カ ン 処 置 に よ り 、 照 射 後 の CR3 - / - 動 物 に お い て WBC数 の 回 復 が 刺 激 さ れ な か っ
た こ と に よ り 明 白 に 証 明 さ れ る （ 図 １ ） 。 造 血 の 促 進 に お け る CR3の 直 接 的 な 役 割 は 、 経
口 WGP-DTAFが 、 CR3 - / - マ ウ ス に お い て 効 率 的 に 取 込 ま れ 、 BMに 輸 送 さ れ る が 、 こ れ ら の マ
ウ ス は 、 野 生 型 の マ ウ ス の 場 合 と 同 様 に は 造 血 回 復 の 加 速 と 伴 っ て 応 答 し な い と い う 観 察
に よ り 裏 づ け ら れ る 。 先 に 概 要 を 示 し た よ う に 、 CR3の 役 割 は 、 WGPベ ー タ グ ル カ ン に よ り
刺 激 さ れ て 野 生 型 の み に お い て 造 血 性 サ イ ト カ イ ン を 分 泌 し 、 CR3 - / - マ ウ ス で は 分 泌 し な
い マ ク ロ フ ァ ー ジ を 介 し て 、 ま た は BM間 質 細 胞 に 沈 着 し た iC3bと WGPベ ー タ グ ル カ ン を 取
込 ん だ マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ り 放 出 さ れ た 可 溶 性 β -グ ル カ ン と の 両 方 に よ る 同 時 刺 激 に よ
る CR3 + 造 血 細 胞 の 直 接 刺 激 の い ず れ か に よ り 媒 介 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 実 施 例 で は 、 経 口 投 与 さ れ た 完 全 グ ル カ ン 粒 子 を 、 ガ ン マ 放 射 線 へ の 曝 露 に よ り 生 じ る
BM傷 害 か ら 個 体 を 保 護 す る た め の 治 療 剤 と し て 使 用 す る こ と の 実 現 可 能 性 を 示 す 。 経 口 投
与 さ れ た 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は 、 正 常 な 造 血 プ ロ セ ス を 加 速 し 、 疾 患 と 闘 う 白 血 球 を 、 自 然
発 生 的 に 起 こ り う る 場 合 よ り 数 日 早 く 身 体 で 利 用 可 能 に す る こ と に よ り 機 能 す る 。 経 口 投
与 さ れ た 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は 、 こ れ を 骨 髄 お よ び 脾 臓 に 輸 送 す る 腸 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 取 込
ま れ る こ と に よ り 生 物 学 的 利 用 可 能 と な る 。 こ れ ら の 所 見 に 基 づ き 、 ２ つ の CR3依 存 性 機
構 を 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 取 込 ま れ た 完 全 グ ル カ ン 粒 子 が 造 血 を 促 進 す る こ と に 関 し て 記 載
す る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 は 、 有 害 な 放 射 線 曝 露 か ら 個 体 を 保 護 お よ び 処 置 す る た
め の 経 口 治 療 剤 を 使 用 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
WGPグ ル カ ン の 調 製
　 簡 単 に は 、 グ ル カ ン 粒 子 の 作 製 方 法 は 、 酵 母 ま た は 真 菌 の 細 胞 壁 由 来 の ア ル カ リ 不 溶 性
完 全 グ ル カ ン 粒 子 の 抽 出 お よ び 精 製 を 伴 う 。 こ の プ ロ セ ス に よ り 、 イ ン ビ ボ で 見 ら れ る グ
ル カ ン の 形 態 学 的 お よ び 構 造 的 特 性 を 維 持 し た 生 成 物 （ こ れ を 完 全 グ ル カ ン と 呼 ぶ ） ま た
は 完 全 グ ル カ ン 粒 子 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 完 全 グ ル カ ン 調 製 物 の 構 造 -機 能 特 性 は 、 該 グ ル カ ン を 得 た 供 給 源 お よ び 最 終 生 成 物 の
純 度 に 直 接 依 存 す る 。 完 全 グ ル カ ン の 供 給 源 は 、 酵 母 も し く は 他 の 真 菌 、 ま た は 本 明 細 書
に 記 載 の 性 質 を 有 す る グ ル カ ン を 含 有 す る 任 意 の 他 の 供 給 源 で あ り 得 る 。 あ る 特 定 の 態 様
で は 、 酵 母 細 胞 が グ ル カ ン の 好 ま し い 供 給 源 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る 酵 母 株 は
、 例 え ば 、 S. cerevisiae, S. delbrueckii, S. rosei, S. microellipsodes, S. carlsb
ergensis, S. bisporus, S. fermentati, S. rouxii, Schizosaccharomyces pombe, Kluy
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veromyces polysporus, Candida albicans, C. cloacae, C. tropicalis, C. utilis, Ha
nsenula wingei, H. arni, H. henricii, H. americana, H. canadiensis, H. capsulata
 H. polymorpha, Pichia kluyveri, P. pastoris, P. polymorpha, P. rhodanensis, P o
hmeri, Torulopsis bovinお よ び T. glabrataを 含 む 任 意 の 酵 母 株 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 般 的 に は 、 他 の 親 株 を 出 発 物 質 と し て 用 い て 他 の 変 異 酵 母 株 を 調 製 お よ び 単 離 す る の
に 上 記 の 手 順 を 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に ま た 、 変 異 を 誘 発 す る た め に 、 変 異 原 、 例
え ば 、 化 学 的 変 異 原 、 放 射 線 照 射 、 ま た は 他 の DNAお よ び 組 換 え 操 作 を 用 い る こ と が で き
る 。 他 の 選 択 技 術 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 同 様 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 酵 母 細 胞 は 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 作 製 し 得 る 。 典 型 的 な 成 長 培 地 は 、 例 え
ば 、 グ ル コ ー ス 、 ペ プ ト ン お よ び 酵 母 抽 出 物 を 含 有 す る 。 酵 母 細 胞 は 、 液 体 培 地 か ら の バ
イ オ マ ス の 分 離 に 典 型 的 に 適 用 さ れ る 方 法 に よ り 、 成 長 培 地 か ら 回 収 お よ び 分 離 さ れ る 。
か か る 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 ろ 過 ま た は 遠 心 分 離 な ど の 固 液 分 離 法 を 用 い る 。 本 発 明 の 方
法 で は 、 細 胞 は 、 好 ま し く は 対 数 成 長 期 の 中 期 か ら 後 期 に 回 収 し 、 酵 母 細 胞 中 の グ リ コ ー
ゲ ン お よ び キ チ ン の 量 を 最 小 限 に す る 。 グ リ コ ー ゲ ン 、 キ チ ン お よ び タ ン パ ク 質 は 、 完 全
グ ル カ ン 粒 子 の 生 物 学 的 特 性 お よ び 流 体 力 学 的 特 性 に 影 響 す る 望 ま し く な い 夾 雑 物 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 完 全 グ ル カ ン 粒 子 の 調 製 は 、 適 当 な 濃 度 の ア ル カ リ 水 溶 液 で 酵 母 を 処 理 し 、 酵 母 の 一 部
を 可 溶 化 し 、 主 に β (1-6)結 合 お よ び β (1-3)結 合 を 含 有 す る 水 酸 化 ア ル カ リ 不 溶 性 完 全 グ
ル カ ン 粒 子 を 形 成 す る こ と を 伴 う 。 一 般 的 に 用 い ら れ る ア ル カ リ は 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム も
し く は 水 酸 化 カ リ ウ ム な ど の ア ル カ リ 金 属 水 酸 化 物 ま た は 同 等 物 で あ る 。 出 発 物 質 は 、 成
長 培 地 か ら 分 離 さ れ た 酵 母 を 含 有 し 得 る 。 濃 縮 程 度 が 低 い 酵 母 組 成 物 か ら 出 発 す る と 、 水
酸 化 物 水 溶 液 反 応 体 の 消 費 お よ び 該 反 応 体 の 濃 度 を 好 ま し い 範 囲 に 制 御 す る こ と は 、 よ り
困 難 で あ る 。 酵 母 は 、 本 発 明 の 完 全 グ ル カ ン 粒 子 の 好 ま し い 性 質 が イ ン タ ク ト な 細 胞 壁 に
依 存 す る た め 、 イ ン タ ク ト で 破 壊 さ れ て い な い 細 胞 壁 を 有 す る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 処 理 工 程 は 、 水 酸 化 物 水 溶 液 中 で の 酵 母 の 抽 出 に よ り 行 な わ れ る 。 細 胞 の 細 胞 内 成 分 お
よ び マ ン ノ 蛋 白 部 分 が 水 酸 化 物 水 溶 液 中 で 可 溶 化 さ れ 、 実 質 的 に タ ン パ ク 質 の な い 、 実 質
的 に 改 変 さ れ て い な い 三 次 元 の β (1-6)結 合 お よ び β (1-3)結 合 グ ル カ ン の マ ト リ ッ ク ス を
有 す る 不 溶 性 細 胞 壁 物 質 が 残 る 。 こ の 工 程 を 行 な う 好 ま し い 条 件 に よ り 、 水 酸 化 物 水 溶 液
中 に 溶 解 し た 状 態 の 細 胞 壁 の マ ン ナ ン 成 分 が も た ら さ れ る 。 細 胞 内 構 成 成 分 は 、 加 水 分 解
さ れ 、 可 溶 性 相 内 に 放 出 さ れ る 。 消 化 の 条 件 は 、 少 な く と も 細 胞 の 大 部 分 に お い て 、 細 胞
壁 の 三 次 元 マ ト リ ッ ク ス 構 造 が 破 壊 さ れ な い よ う な も の で あ る 。 特 定 の 状 況 で は 、 実 質 的
に す べ て の 細 胞 壁 グ ル カ ン が 、 改 変 さ れ ず に イ ン タ ク ト な ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 あ る 特 定 の 態 様 で は 、 水 酸 化 物 水 溶 液 消 化 工 程 は 、 約 0.1～ 約 10.0の 初 期 規 定 度 を 有 す
る 水 酸 化 物 溶 液 中 で 行 な わ れ る 。 典 型 的 な 水 酸 化 物 溶 液 と し て は 、 周 期 表 の ア ル カ リ 金 属
族 お よ び ア ル カ リ 土 類 金 属 の 水 酸 化 物 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 水 酸 化 物 水 溶 液 は 、 入 手 し
易 い こ と か ら 、 ナ ト リ ウ ム お よ び カ リ ウ ム の も の で あ る 。 消 化 は 、 約 20℃ ～ 約 121℃ の 温
度 で 行 な わ れ 得 、 よ り 低 い 温 度 の 場 合 は よ り 長 い 消 化 時 間 を 要 す る 。 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を
水 酸 化 物 水 溶 液 と し て 使 用 す る 場 合 、 温 度 は 、 約 80℃ ～ 約 100℃ で あ り 得 、 溶 液 は 、 約 0.7
5～ 約 1.5の 初 期 規 定 度 を 有 す る 。 水 酸 化 物 は 、 必 要 量 よ り 過 剰 に 添 加 さ れ 、 し た が っ て さ
ら に 添 加 す る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 一 般 的 に 、 水 酸 化 物 溶 液 １ リ ッ ト ル あ た り 約 10～ 約 500グ ラ ム の 乾 燥 酵 母 を 使 用 す る 。
あ る 特 定 の 態 様 で は 、 水 酸 化 物 水 溶 液 消 化 工 程 は 、 タ ン パ ク 質 な ど の 残 留 夾 雑 物 の 量 が 一
回 し か 接 触 工 程 を 用 い な い 場 合 よ り も 少 な く な る よ う に 、 一 連 の 複 数 の 接 触 工 程 に よ り 行
な う 。 あ る 特 定 の 態 様 で は 、 実 質 的 に す べ て の タ ン パ ク 質 物 質 を 細 胞 か ら 除 去 す る こ と が
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望 ま し い 。 か か る 除 去 は 、 不 溶 性 細 胞 壁 グ ル カ ン 粒 子 を 有 す る タ ン パ ク 質 が １ パ ー セ ン ト
未 満 に と ど ま る 程 度 ま で 行 な う 。 さ ら な る 抽 出 工 程 は 、 好 ま し く は 、 約 2.0～ 約 6.0の pHを
有 す る 弱 酸 性 溶 液 中 で 行 な わ れ る 。 典 型 的 な 弱 酸 性 溶 液 は 、 塩 酸 、 塩 酸 で 必 要 と さ れ る pH
に 調 整 さ れ た 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 酢 酸 緩 衝 液 を 含 む 。 他 の 典 型 的 な 弱 酸 性 溶 液 は 、 硫 酸
中 お よ び 酢 酸 を 含 む 適 当 な 緩 衝 液 で あ る 。 こ の 抽 出 工 程 は 、 好 ま し く は 、 約 20℃ ～ 約 100
℃ の 温 度 で 行 な わ れ る 。 消 化 さ れ た グ ル カ ン 粒 子 は 、 必 要 ま た は 所 望 さ れ る 場 合 は 、 さ ら
な る 洗 浄 お よ び 抽 出 に 供 し 、 タ ン パ ク 質 お よ び 夾 雑 物 の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 。 生 成 物 を 処
理 し た 後 、 pHを 約 6.0～ 約 7.8の 範 囲 に 調 整 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の 工 程 を 、 細 胞 壁 を 破 壊 す る 工 程 な し で 行 な う こ と に よ り 、 細 胞 壁 を 破 壊 す る 工 程 を
含 む 先 行 技 術 手 順 で あ り 得 た も の よ り も 過 酷 な pHお よ び 温 度 条 件 で 、 抽 出 を 行 な う こ と が
で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 方 法 は 、 時 間 を 浪 費 す る 複 数 回 の 抽 出 工 程 の 排 除 を 可 能 に す
る こ の よ う な 過 酷 な 抽 出 条 件 を 用 い て も 、 生 成 物 の 分 解 を 回 避 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 の 水 酸 化 物 水 溶 液 処 理 工 程 後 、 最 終 完 全 グ ル カ ン 生 成 物 は 酵 母 細 胞 の 初 期 重 量 の 約
５ ～ 約 30パ ー セ ン ト か ら な り 、 好 ま し く は 、 こ の 生 成 物 は 約 ７ ～ 約 15重 量 パ ー セ ン ト で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 作 製 さ れ る 水 酸 化 物 水 溶 液 不 溶 性 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は 、 本 発 明 の 概 要 に 記 載 し た よ う な
も の で あ る 。 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は 、 所 望 に よ り 、 さ ら に 処 理 お よ び ／ ま た は さ ら に 精 製 さ
れ 得 る 。 例 え ば 、 グ ル カ ン を 微 粉 末 に 乾 燥 し て も よ く （ 例 え ば 、 炉 内 で の 乾 燥 に よ り ） 、
ま た は 有 機 溶 媒 （ 例 え ば 、 ア ル コ ー ル 、 エ ー テ ル 、 ア セ ト ン 、 メ チ ル エ チ ル ケ ト ン 、 ク ロ
ロ ホ ル ム ） で 処 理 し 、 い ず れ の 微 量 不 純 物 も し く は 有 機 溶 媒 可 溶 性 物 質 を 除 去 し て も よ く
、 ま た は 、 水 酸 化 物 溶 液 で 再 処 理 し 、 さ ら に タ ン パ ク 質 ま た は 存 在 し 得 る 他 の 不 純 物 を 除
去 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 あ る 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 で 得 ら れ る 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は 、 本 質 的 に β (1-6)
お よ び β (1-3)結 合 グ ル カ ン か ら な る 純 粋 な グ ル カ ン か ら 構 成 さ れ る 。 完 全 グ ル カ ン 粒 子
は 、 タ ン パ ク 質 お よ び グ リ コ ー ゲ ン 由 来 の 夾 雑 物 を ほ と ん ど 含 有 し な い 。 あ る 特 定 の 態 様
で は 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は 、 形 状 が 球 形 で 、 直 径 が 約 2～ 約 10ミ ク ロ ン で あ り 、 単 糖 解 析
ま た は 他 の 適 切 な 解 析 で 測 定 す る と 、 約 85重 量 ％ よ り 多 く の ヘ キ ソ ー ス 糖 （ ま た は 他 の 態
様 で は 約 60％ よ り 多 く の ヘ キ ソ ー ス 糖 ） 、 お よ そ １ 重 量 ％ の タ ン パ ク 質 を 含 み 、 検 出 可 能
な 量 の マ ン ナ ン は 含 ま な い 。 先 行 技 術 の 方 法 に よ り 得 ら れ る グ ル カ ン は 、 本 発 明 の グ ル カ
ン よ り も 有 意 に 多 く の 量 の キ チ ン お よ び グ リ コ ー ゲ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 先 に 記 載 し た 第 ２ 工 程 は 、 グ ル カ ン の 性 質 を 変 更 す る 化 学 的 処 理 に よ り 、 上 記 の よ う に
し て 作 製 さ れ た 完 全 グ ル カ ン 粒 子 の 修 飾 を 伴 う 。 本 明 細 書 に 記 載 し た 具 体 的 な 菌 株 に 加 え
、 任 意 の 酵 母 株 に 由 来 す る 完 全 グ ル カ ン 粒 子 が 使 用 さ れ 得 る も の と す る 。 上 記 の よ う に 、
非 常 に 広 域 の 酵 母 株 ま た は 変 異 酵 母 株 が 使 用 さ れ 得 る 。 上 記 の 処 理 条 件 は ま た 、 真 菌 一 般
か ら の グ ル カ ン 抽 出 物 に 適 用 さ れ 得 る 。 こ れ ら の グ ル カ ン の 性 質 も ま た 、 こ れ ら が 由 来 す
る 供 給 源 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 第 １ の 化 学 的 処 理 に よ り 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 を 酸 で 処 理 し 、 β (1-6)結 合 の 量 を 減 少 さ
せ 、 し た が っ て 該 グ ル カ ン の 流 体 力 学 的 特 性 を 変 化 さ せ る こ と が で き 、 こ れ は 、 こ れ ら の
修 飾 さ れ た グ ル カ ン の 水 溶 液 の 粘 度 が 上 昇 す る こ と に よ り 証 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 β (1-6)結 合 を 改 変 す る の に 適 当 な 時 間 、 グ ル カ ン 粒 子 を 酸 で 処 理 す る こ と に よ り 、 改
変 さ れ た 完 全 グ ル カ ン 粒 子 を 調 製 す る 方 法 も ま た 使 用 さ れ 得 る 。 酢 酸 は 、 そ の 弱 酸 性 度 、
取 り 扱 い の 容 易 さ 、 低 毒 性 、 低 コ ス ト お よ び 入 手 し 易 さ か ら 好 ま し い が 、 他 の 酸 も 使 用 さ
れ 得 る 。 一 般 的 に こ れ ら の 酸 は 、 β (1-3)結 合 の 加 水 分 解 を 制 限 す る の に 充 分 弱 く な け れ
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ば な ら な い 。 こ の 処 理 は 、 実 質 的 に β (1-6)結 合 グ ル カ ン に の み 影 響 す る よ う な 条 件 下 で
行 な わ れ る 。 あ る 特 定 の 態 様 で は 、 酸 処 理 は 、 本 質 的 に 酢 酸 か ら な る 液 体 ま た は 任 意 の そ
の 希 釈 液 を 用 い て 行 な わ れ る （ 典 型 的 な 希 釈 剤 は 、 有 機 溶 媒 ま た は 無 機 酸 溶 液 で あ り 得 る
） 。 こ の 処 理 は 、 約 20℃ ～ 約 100℃ の 温 度 で 行 な わ れ る 。 あ る 特 定 の 態 様 で は 、 処 理 前 の
完 全 グ ル カ ン 粒 子 の 総 重 量 に 対 し て 約 3～ 約 20重 量 パ ー セ ン ト の 酸 可 溶 性 物 質 が 除 去 さ れ
る 程 度 ま で 行 な わ れ る 。 他 の 態 様 で は 、 除 去 の 程 度 は 、 約 3～ 約 4重 量 パ ー セ ン ト で あ る 。
形 成 さ れ た あ る 特 定 の 組 成 物 は 、 処 理 後 、 改 変 さ れ た 流 体 力 学 的 特 性 お よ び 粘 度 の 増 加 を
示 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 第 二 の 化 学 処 理 に よ る と 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 は 酵 素 ま た は 酸 で 処 理 さ れ て 、 β (1-3)結
合 の 量 を 変 化 す る 。 幾 つ か の 酵 母 株 由 来 の 完 全 グ ル カ ン 粒 子 に つ い て 、 酵 素 処 理 は 粘 度 の
減 少 を 生 じ 、 他 に つ い て は 、 粘 度 の 増 加 を 生 じ る が 、 一 般 的 に 、 得 ら れ た グ ル カ ン の 化 学
特 性 お よ び 流 体 力 学 特 性 を 変 更 す る 。 β (1-3)結 合 を 変 更 し て 、 水 性 懸 濁 液 中 の 完 全 グ ル
カ ン 粒 子 の 流 体 力 学 特 性 を 変 更 す る た め に 、 処 理 は β (1-3)グ ル カ ナ ー ゼ 酵 素 （ 例 え ば 、
ラ ミ ナ リ ナ ー ゼ ） を 用 い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 酵 素 処 理 は 、 1リ ッ ト ル あ た り 約 0.1～ 約 10.0グ ラ ム の グ ル カ ン 濃 度 を 有 す る 水 溶 液 中 で
実 施 さ れ 得 る 。 任 意 の 加 水 分 解 グ ル カ ナ ー ゼ 酵 素 （ 例 え ば 、 ラ ミ ナ リ ナ ー ゼ ） が 使 用 さ れ
得 、 こ れ は 有 効 で あ り か つ 容 易 に 入 手 可 能 で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 時 間 は 、 完 全 グ
ル カ ン 粒 子 お よ び グ ル カ ナ ー ゼ 酵 素 の 濃 度 に 依 存 し て 変 わ り 得 る 。 β (1-3)結 合 は 、 酢 酸
な ど の 緩 和 な 酸 （ mild acid） に よ る 加 水 分 解 に 耐 性 で あ る 。 塩 酸 （ HCl） 、 硫 酸 （ H 2 SO 4
） ま た は 蟻 酸 な ど の 強 酸 ま た は 濃 酸 に よ る 処 理 は 、 β (1-3)結 合 を 加 水 分 解 し 、 そ れ に よ
り β (1-3)結 合 の 量 を 減 少 す る 。 酸 処 理 は 、 1リ ッ ト ル あ た り 約 0.1～ 約 10.0グ ラ ム の グ ル
カ ン 濃 度 を 有 す る 水 溶 液 中 で 実 施 さ れ 得 る 。 酸 処 理 の 時 間 は 、 完 全 グ ル カ ン 粒 子 お よ び 酸
の 濃 度 に 依 存 し て 変 わ り 得 る 。 酸 加 水 分 解 は 、 約 20℃ ～ 約 100℃ の 温 度 で 実 施 さ れ 得 る 。
形 成 さ れ た 好 ま し い 組 成 物 は 、 変 化 し た 流 体 力 学 特 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 制 御 す る こ と に よ り 、 得 ら れ る 生 成 物 の 化 学 特 性 お よ び 流 体
力 学 特 性 を 制 御 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 生 成 物 粘 度 は 、 粒 子 用 途 、 例 え ば 、 種 々
の 食 品 の た め に 正 確 に 制 御 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 変 化 し た 結 合 を 有 す る 最 終 処 理 生 成 物 の 流 体 力 学 パ ラ メ ー タ ー （ K 1 ） は 、 最 終 式 ：
K 1 ＝ -0.0021（ 時 間 ） ＋ 0.26
（ 式 中 、 時 間 は 分 で あ り ； か つ 時 間 は 1時 間 未 満 で あ る ）
に よ る 処 理 時 間 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 パ ラ メ ー タ ー K 1 は 、 相 対 粘 度 に 直 接 関 連 （ 正 比 例 ） す る 。 水 性 懸 濁 液 の 場 合 、 相 対 粘 度
は 、 実 際 の 粘 度 が セ ン チ ポ イ ズ で 測 定 さ れ る 場 合 、 実 際 の 粘 度 に 等 し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 予 め 決 め ら れ た 所 望 の 粘 度 を 有 す る グ ル カ ン の 水 性 ス ラ リ ー を 調 製 す る 方 法 が 、 提 供 さ
れ る 。 ス ラ リ ー は 、 以 下 の 近 似 式 ：
1/濃 度 ＝ K 1 × (1/log(相 対 粘 度 ))＋ K 2
（ 式 中 、
K 1 ＝ (形 状 係 数 )× (流 体 力 学 体 積 )； か つ
K 2 ＝ (流 体 力 学 体 積 )/(最 大 比 質 量 偏 差 )
に よ る 予 め 決 め ら れ た 所 望 の 粘 度 の 関 数 で あ る 濃 度 で グ ル カ ン を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 形 状 係 数 は 、 水 性 環 境 中 の グ ル カ ン マ ト リ ク ス の 形 状 を 描 く 経 験 的 に 決 定 さ れ る 値 で あ
る 。 形 状 係 数 は 、 粒 子 の 長 さ ： 幅 比 の 関 数 で あ り 、 顕 微 鏡 観 察 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。 流 体
力 学 体 積 は 、 懸 濁 液 中 の 場 合 、 粒 子 が 占 め る 体 積 の 基 準 で あ る 。 こ れ は 、 グ ル カ ン マ ト リ
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ク ス の 高 い 水 保 持 能 力 を 示 す 点 で 、 グ ル カ ン 懸 濁 液 に と っ て 重 要 な パ ラ メ ー タ ー で あ る 。
最 大 比 質 量 偏 差 は 、 懸 濁 液 の 単 位 体 積 に パ ッ ケ ー ジ さ れ 得 る グ ル カ ン の 最 高 の 達 成 可 能 な
容 積 分 率 と し て 記 載 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
微 粒 子 β -グ ル カ ン 粒 子 の 調 製
　 β (1,3)グ ル カ ン 出 発 物 質 は 、 当 業 者 に 公 知 の 従 来 法 に よ り 酵 母 細 胞 壁 か ら 単 離 さ れ 得
る 。 酵 母 か ら の グ ル カ ン の 生 成 の た め の 一 般 法 は 、 ア ル カ リ を 用 い る 抽 出 、 つ い で 酸 を 用
い る 抽 出 を 含 む （ Hassidら , Journal of the American Chemical Society, 63:295-298, 
1941） 。 精 製 水 不 溶 性 β (1,3)グ ル カ ン 抽 出 物 を 単 離 す る 改 良 法 は 、 米 国 特 許 第 5,223,491
号 （ そ の 全 体 が 参 考 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ） に 開 示 さ れ る 。 微 粒 子 状 β -グ ル カ ン
粒 子 を 調 製 す る た め の 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,702,719号 （ そ の 開 示 は そ の 全 体 が 参 考 に よ
り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ） に 開 示 さ れ る 。 改 良 微 粒 子 状 グ ル カ ン 生 成 物 は 、 平 均 粒 子 サ イ
ズ が 好 ま し く は 約 1.0ミ ク ロ ン 以 下 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 約 0.20ミ ク ロ ン 以 下 で あ る 場
合 に 、 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 所 望 の よ り 小 さ な 粒 子 サ イ ズ を 得 る た め に 、 β (1,3)グ ル カ ン 生 成 物 を 含 有 す る 混 合 物
は 、 例 え ば 、 ブ レ ン ダ ー 、 マ イ ク ロ フ ル イ ダ イ ザ ー 、 ま た は ボ ー ル ミ ル を 使 用 し て す り つ
ぶ さ れ る 。 1つ の 粉 砕 ま た は 粒 子 サ イ ズ 減 少 方 法 は 、 丸 羽 根 を 有 す る ブ レ ン ダ ー を 利 用 し
、 こ こ で 、 グ ル カ ン 混 合 物 は 、 十 分 な 時 間 、 好 ま し く は 数 分 ブ レ ン ド さ れ 、 混 合 物 を 過 熱
す る こ と な く 完 全 に 粒 子 を 所 望 の サ イ ズ に す り つ ぶ す 。 別 の 粉 砕 方 法 は 、 10mmス テ ン レ ス
鋼 粉 砕 ボ ー ル を 有 す る ボ ー ル ミ ル 中 で グ ル カ ン 混 合 物 を す り つ ぶ す 工 程 を 含 む 。 こ の 後 者
の 粉 砕 方 法 は 、 約 0.20ミ ク ロ ン 以 下 の 粒 子 サ イ ズ が 所 望 さ れ る 場 合 、 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 粉 砕 前 、 グ ル カ ン 混 合 物 は 、 好 ま し く は 、 そ れ ぞ れ の 連 続 篩 が 形 成 物 よ り も 小 さ な メ ッ
シ ュ サ イ ズ を 有 し 、 最 終 メ ッ シ ュ サ イ ズ が 約 80で あ る 一 連 の 篩 に 通 さ れ る 。 混 合 物 を 篩 う
目 的 は 、 か な り 大 き く か つ 粗 大 な グ ル カ ン 粒 子 を よ り 小 さ な 粒 子 か ら 分 離 す る こ と で あ る
（ 80メ ッ シ ュ 篩 の 孔 サ イ ズ は 約 0.007イ ン チ す な わ ち 0.178mmで あ る ） 。 次 い で 、 分 離 さ れ
た よ り 大 き な 粒 子 は 上 記 の よ う に す り つ ぶ さ れ 、 80の 最 終 メ ッ シ ュ サ イ ズ に 再 篩 い さ れ る
。 篩 い お よ び 粉 砕 の 処 理 は 、 80の 最 終 メ ッ シ ュ サ イ ズ が 得 ら れ る ま で 繰 り 返 さ れ る 。 篩 わ
れ た 粒 子 は あ わ せ ら れ 、 所 望 の 粒 子 サ イ ズ 、 好 ま し く は 約 1.0ミ ク ロ ン 以 下 、 よ り 好 ま し
く は 約 0.20ミ ク ロ ン 以 下 が 得 ら れ る ま で 、 好 ま し く は 少 な く と も 1時 間 さ ら に す り つ ぶ さ
れ る 。 微 細 な 粉 砕 グ ル カ ン の 断 続 的 な サ ン プ ル が 、 粉 砕 処 理 中 に 採 取 さ れ 、 顕 微 鏡 の マ イ
ク ロ メ ー タ ー を 使 用 し て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
製 剤 化
　 本 発 明 の 実 施 に お け る 使 用 に 適 切 な 経 口 製 剤 と し て は 、 カ プ セ ル 剤 、 ゲ ル 剤 、 カ シ ェ 剤
、 錠 剤 、 発 泡 ま た は 非 発 泡 散 剤 ま た は 錠 剤 、 散 剤 も し く は 顆 粒 剤 ； 水 性 ま た は 非 水 性 液 体
中 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 ； あ る い は 水 中 油 型 液 体 エ マ ル ジ ョ ン ま た は 油 中 水 型 エ マ ル ジ ョ ン
が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 化 合 物 は ま た 、 ボ ー ラ ス 、 舐 剤 、 ま た は パ ス タ と し て 提 供 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 一 般 的 に 、 製 剤 は 、 活 性 成 分 を 液 体 担 体 ま た は 微 細 に 分 割 さ れ た 固 体 担 体 ま た は 両 方 と
均 等 に 混 合 す る こ と に よ り 調 製 さ れ 、 次 い で 、 必 要 な 場 合 、 生 成 物 を 形 作 る 。 薬 学 的 担 体
は 、 投 与 の 選 択 経 路 お よ び 標 準 的 な 薬 学 的 慣 習 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 各 担 体 は 、 製 剤 の
他 の 成 分 と 適 合 し 、 か つ 被 験 体 に と っ て 有 害 で な い と い う 意 味 で 、 「 許 容 さ れ 」 な け れ ば
な ら な い 。 こ の 担 体 は 、 固 体 ま た は 液 体 で あ り 得 、 タ イ プ は 使 用 さ れ る 投 与 タ イ プ に 基 づ
い て 一 般 的 に 選 択 さ れ る 。 適 切 な 固 体 担 体 の 例 と し て は 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ゼ ラ
チ ン 、 寒 天 お よ び 原 料 粉 末 が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な 液 体 担 体 の 例 と し て は 、 水 、 薬 学 的 に 許
容 さ れ 得 る 脂 質 お よ び 油 、 ア ル コ ー ル ま た は 他 の 有 機 溶 媒 （ エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る ） 、 エ
マ ル ジ ョ ン 、 シ ロ ッ プ ま た は エ リ キ シ ル 、 懸 濁 液 、 溶 液 お よ び ／ ま た は 懸 濁 液 、 な ら び に
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非 発 泡 顆 粒 か ら 再 構 成 さ れ た 溶 液 お よ び ／ ま た は 懸 濁 液 な ら び に 発 泡 顆 粒 か ら 再 構 成 さ れ
た 発 泡 調 製 物 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 液 体 担 体 は 、 例 え ば 、 適 切 な 溶 媒 、 防 腐 剤 、 乳 化
剤 、 懸 濁 化 剤 、 希 釈 剤 、 甘 味 料 、 濃 縮 剤 、 お よ び 溶 融 剤 を 含 み 得 る 。 好 ま し い 担 体 は 、 食
用 油 、 例 え ば 、 コ ー ン 油 ま た は カ ノ ー ラ 油 で あ る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 例 え ば 、 PE
Gも ま た 好 ま し い 担 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 経 口 投 与 用 の 製 剤 は 、 ラ ク ト ー ス 、 デ ン プ ン 、 ス ク ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 メ チ ル セ ル ロ
ー ス 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 リ ン 酸 二 カ ル シ ウ ム 、 硫 酸 カ ル シ ウ ム 、 マ ン ニ ト ー ル
、 ソ ル ビ ト ー ル 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 誘 導 体 な ど の 非 毒 性 、 薬 学 的
に 許 容 さ れ 得 る 、 不 活 性 担 体 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 カ プ セ ル 剤 ま た は 錠 剤 は 容 易 に 製 剤 化 さ れ 得 、 嚥 下 ま た は 咀 嚼 し 易 い よ う に 作 製 さ れ 得
る 。 錠 剤 は 、 適 切 な 担 体 、 バ イ ン ダ ー 、 滑 沢 剤 、 希 釈 剤 、 崩 壊 剤 、 着 色 剤 、 香 味 剤 、 流 動
誘 導 （ flow-inducing） 剤 、 ま た は 溶 融 剤 を 含 み 得 る 。 錠 剤 は 、 任 意 に 1つ 以 上 の さ ら な る
成 分 と 共 に 圧 縮 ま た は 成 形 に よ り 作 製 さ れ 得 る 。 圧 縮 錠 剤 は 、 任 意 に バ イ ン ダ ー （ 例 え ば
、 ゼ ラ チ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ） 、 滑 沢 剤 、 不 活 性 希 釈 剤 、 防 腐 剤 、
崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 デ ン プ ン グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 架 橋 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ）
、 表 面 活 性 剤 ま た は 分 散 剤 と 混 合 し た 自 由 に 流 動 す る 形 態 （ 例 え ば 、 粉 末 、 顆 粒 ） の 活 性
成 分 を 圧 縮 す る こ と に よ り 調 製 さ れ 得 る 。 適 切 な バ イ ン ダ ー と し て は 、 デ ン プ ン 、 ゼ ラ チ
ン 、 天 然 糖 （ グ ル コ ー ス ま た は β ラ ク ト ー ス な ど ） 、 コ ー ン 甘 味 料 、 天 然 お よ び 合 成 ゴ ム
（ ア カ シ ア 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 ま た は ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど ） 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル
ロ ー ス 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ロ ウ な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 投 薬 形 態 に 使 用 さ れ
る 滑 沢 剤 と し て は 、 オ レ イ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ
ネ シ ウ ム 、 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど が 挙 げ ら れ る 。 崩
壊 剤 と し て は 、 例 え ば 、 デ ン プ ン 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 寒 天 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 キ サ ン ゴ ム
な ど が 挙 げ ら れ る 。 成 形 錠 剤 は 、 不 活 性 液 体 希 釈 剤 で 湿 ら せ た 粉 末 化 活 性 成 分 の 混 合 物 を
適 切 な 機 械 で 成 形 す る こ と に よ り 作 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 錠 剤 は 、 任 意 に コ ー テ ィ ン グ ま た は 切 れ 目 を 入 れ ら れ 得 、 活 性 成 分 の 緩 徐 放 出 ま た は 徐
放 を 提 供 す る よ う に 製 剤 化 さ れ 得 る 。 錠 剤 は ま た 、 胃 以 外 の 消 化 管 の 部 分 で の 放 出 を 提 供
す る よ う に 腸 溶 性 コ ー テ ィ ン グ と 共 に 任 意 に 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 経 口 投 薬 形 態 を 製 剤 化 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 具 体 的 な 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る
担 体 お よ び 賦 形 剤 は 、 Sep. 2、 1975年 発 行 の Robertの 米 国 特 許 第 3,903,297号 （ そ の 全 体
が 参 考 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ る 。 本 発 明 に 有 用 な 投 薬 形 態 を 作 製 す る
た め の 技 術 お よ び 組 成 は 、 以 下 の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ る ： 7 Modern Pharmaceutics, 第 9
お よ び 10章 （ Banker & Rhodes, 編 集 者 , 1979） ； Liebermanら , Pharmaceutical Dosage 
Forms: Tablets (1981)； な ら び に Ansel, Introduction to Pharmaceutical Dosage Form
s 第 二 版 (1976)。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 非 経 口 投 与 に 適 切 な 製 剤 と し て は 、 意 図 さ れ た 受 容 者 の 血 液 と 等 張 の 水 性 お よ び 非 水 性
製 剤 ； な ら び に 化 合 物 を 血 液 成 分 ま た は 1以 上 の 器 官 に 標 的 化 す る よ う に 設 計 さ れ た 懸 濁
化 系 を 含 み 得 る 水 性 お よ び 非 水 性 滅 菌 懸 濁 液 が 挙 げ ら れ る 。 製 剤 は 、 単 位 用 量 ま た は 多 用
量 密 閉 容 器 （ 例 え ば 、 ア ン プ ル ま た は バ イ ア ル ） 中 に 提 供 さ れ 得 る 。 即 注 射 溶 液 お よ び 懸
濁 液 は 、 上 記 種 類 の 滅 菌 散 剤 、 顆 粒 剤 お よ び 錠 剤 か ら 調 製 さ れ 得 る 。 非 経 口 お よ び 静 脈 内
形 態 は ま た 、 選 択 さ れ た 注 射 ま た は 送 達 系 の タ イ プ に 適 合 さ せ る よ う に ミ ネ ラ ル お よ び 他
の 材 料 を 含 み 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 １ ～ ４ に つ い て の 材 料 お よ び 方 法
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WGPグ ル カ ン の 生 物 学 的 利 用 能
　 経 口 酵 母 β -グ ル カ ン 粒 子 （ GP） の イ ン ビ ボ 運 命 を GP-フ ル オ レ セ イ ン （ GP-F） を 使 用 し
て 調 査 し た 。 胃 腸 マ ク ロ フ ァ ー ジ は GP-Fを リ ン パ 性 組 織 に 往 復 さ せ 、 GP-Fは 経 口 投 与 後 3
日 に 脾 臓 マ ク ロ フ ァ ー ジ 内 、 5日 後 に 骨 髄 （ BM） マ ク ロ フ ァ ー ジ 内 に 現 れ た 。 野 生 型 お よ
び CD11b - / - マ ウ ス の 両 者 由 来 の BMマ ク ロ フ ァ ー ジ が GP-Fを 含 有 し て い た の で 、 CR3は GP-F
の マ ク ロ フ ァ ー ジ 摂 取 に 必 要 と さ れ な か っ た 。 BMマ ク ロ フ ァ ー ジ は GP-Fを 消 化 し 、 CR3を
介 し て BM好 中 球 に よ り 結 合 ／ 被 覆 さ れ る 可 溶 性 β -グ ル カ ン -Fを 分 泌 し た 。 経 口 GPを 与 え
ら れ た マ ウ ス か ら 引 き 出 さ れ た 好 中 球 の み が 、 iC3b-オ プ ソ ニ ン 作 用 腫 瘍 細 胞 を 殺 傷 す る
こ と が 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
WGPグ ル カ ン を 使 用 す る 経 口 予 防
　 0.1～ 100mg/ml懸 濁 液 0.1mlを 使 用 す る WGPグ ル カ ン で の 経 口 予 防 を 経 口 胃 管 栄 養 法 に よ
り マ ウ ス ご と に 施 し た 。 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 を 滅 菌 水 中 で 少 な く と も 1時 間 勢 い よ く 攪 拌 し
て 調 製 し た 。 懸 濁 液 を 等 分 し 、 1年 間 凍 結 保 存 、 ま た は 1週 間 4℃ に て 保 存 し 得 る 。 使 用 前
、 懸 濁 液 を 勢 い よ く 混 合 し て 均 等 な 懸 濁 液 を 確 保 し た 。 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 は シ リ ン ジ 中
で 沈 下 す る の で 、 シ リ ン ジ の 内 容 物 を 逆 さ ま に し て 混 合 し て 均 等 な 懸 濁 液 を 確 保 す る こ と
に 注 意 の こ と 。 次 い で 、 対 照 を 0.1ml胃 管 栄 養 法 の 水 で 処 置 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 あ る い は 、 WGPグ ル カ ン を 、 動 物 の 飲 み 水 に 20μ g/mlの 濃 度 で 調 薬 し 得 る 。 一 様 な 懸 濁
液 を 維 持 す る た め に 、 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 を 0.3％ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 中 で 調 製 す
る 。 対 照 動 物 を 0.3％ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 対 照 水 で 処 置 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 推 奨 す る 予 防 経 口 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 -7～ 0日 ま で 毎 日 の 胃 管 栄 養 法 で あ る 。 6 0 Co放 射 線
へ の 曝 露 に よ る 照 射 を 、 最 終 予 防 用 量 後 1～ 3時 間 に 施 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
WGPグ ル カ ン を 使 用 す る 非 経 口 予 防
　 0.1～ 100mg/ml懸 濁 液 0.1mlを 使 用 す る WGPグ ル カ ン で の 非 経 口 予 防 を 、 皮 下 、 筋 肉 内 、
皮 内 ま た は 腹 腔 内 注 射 に よ り マ ウ ス ご と に 施 し た 。 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 を 滅 菌 生 理 食 塩 水
中 で 少 な く と も 1時 間 勢 い よ く 攪 拌 し て 普 通 に 調 製 す る 。 懸 濁 液 を 等 分 し 、 1年 間 凍 結 保 存
、 ま た は 1週 間 4℃ に て 保 存 し 得 る 。 使 用 前 、 懸 濁 液 を 勢 い よ く 混 合 し て 均 等 な 懸 濁 液 を 確
保 す る 。 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 は シ リ ン ジ 中 で 沈 下 す る の で 、 シ リ ン ジ の 内 容 物 を 逆 さ ま に
し て 混 合 し て 均 等 な 懸 濁 液 を 確 保 す る こ と に 注 意 の こ と 。 次 い で 、 対 照 を 0.1ml滅 菌 生 理
食 塩 水 で 注 射 す る 。 1～ 3時 間 照 射 を 、 最 終 予 防 用 量 後 に 施 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
WGPグ ル カ ン の 経 口 治 療 使 用
　 0.1～ 100mg/ml懸 濁 液 0.1mlを 使 用 す る WGPグ ル カ ン で の 経 口 治 療 処 置 を 経 口 胃 管 栄 養 法
に よ り マ ウ ス ご と に 施 し た 。 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 を 滅 菌 水 中 で 少 な く と も 1時 間 勢 い よ く 攪
拌 し て 調 製 す る 。 懸 濁 液 を 等 分 し 、 1年 間 凍 結 保 存 、 ま た は 1週 間 4℃ に て 保 存 し 得 る 。 使
用 前 、 懸 濁 液 を 勢 い よ く 混 合 し て 均 等 な 懸 濁 液 を 確 保 し た 。 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 は シ リ ン
ジ 中 で 沈 下 す る の で 、 シ リ ン ジ の 内 容 物 を 逆 さ ま に し て 混 合 し て 均 等 な 懸 濁 液 を 確 保 す る
こ と に 注 意 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 あ る い は 、 WGPグ ル カ ン を 、 動 物 の 飲 み 水 に 200μ g/mlの 濃 度 で 調 薬 し 得 る 。 一 様 な 懸 濁
液 を 維 持 す る た め に 、 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 を 0.3％ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 中 で 調 製 す
る 。 対 照 動 物 を 0.3％ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 対 照 水 で 処 置 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 経 口 治 療 投 薬 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 0～ 10日 ま で 毎 日 の 胃 管 栄 養 法 で あ る 、 た だ し 、 最 初 の
用 量 は 感 染 後 1時 間 で あ る 。 あ る い は 、 グ ル カ ン 用 量 を 照 射 後 開 始 1時 間 は 飲 み 水 中 に 提 供
す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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WGPグ ル カ ン の 非 経 口 治 療 使 用
　 0.1～ 100mg/ml懸 濁 液 0.1mlを 使 用 す る WGPグ ル カ ン で の 非 経 口 治 療 処 置 を 、 皮 下 、 筋 肉
内 、 皮 内 、 静 脈 内 ま た は 腹 腔 内 注 射 に よ り マ ウ ス ご と に 施 す 。 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 を 滅 菌
生 理 食 塩 水 中 で 少 な く と も 1時 間 勢 い よ く 攪 拌 し て 普 通 に 調 製 す る 。 懸 濁 液 を 等 分 し 、 1年
間 凍 結 保 存 、 ま た は 1週 間 4℃ に て 保 存 し 得 る 。 使 用 前 、 懸 濁 液 を 勢 い よ く 混 合 し て 均 等 な
懸 濁 液 を 確 保 す る 。 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 は シ リ ン ジ 中 で 沈 下 す る の で 、 シ リ ン ジ の 内 容 物
を 逆 さ ま に し て 混 合 し て 均 等 な 懸 濁 液 を 確 保 す る こ と に 注 意 の こ と 。 対 照 を 0.1ml生 理 食
塩 水 注 射 で 処 置 す る 。 非 経 口 治 療 投 薬 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 0、 1、 3、 5、 7、 お よ び 9日 の 注 射
で あ る 。 最 初 の 用 量 は 、 照 射 後 1時 間 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
組 み 合 わ せ 予 防 治 療 経 口 処 置
　 0.1～ 100mg/ml懸 濁 液 0.1mlを 使 用 す る WGPグ ル カ ン で の 経 口 予 防 治 療 処 置 を 経 口 胃 管 栄
養 法 に よ り マ ウ ス ご と に 施 す 。 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 を 滅 菌 水 中 で 少 な く と も 1時 間 勢 い よ く
攪 拌 し て 調 製 す る 。 懸 濁 液 を 等 分 し 、 1年 間 凍 結 保 存 、 ま た は 1週 間 4℃ に て 保 存 し 得 る 。
使 用 前 、 懸 濁 液 を 勢 い よ く 混 合 し て 均 等 な 懸 濁 液 を 確 保 す る 。 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 は シ リ
ン ジ 中 で 沈 下 す る の で 、 シ リ ン ジ の 内 容 物 を 逆 さ ま に し て 混 合 し て 均 等 な 懸 濁 液 を 確 保 す
る こ と に 注 意 の こ と 。 対 照 を 0.1ml胃 管 栄 養 法 の 水 で 処 置 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 あ る い は 、 WGPグ ル カ ン を 、 動 物 の 飲 み 水 に 20μ g/mlの 濃 度 で 調 薬 す る 。 一 様 な 懸 濁 液
を 維 持 す る た め に 、 WGPグ ル カ ン 懸 濁 液 を 0.3％ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 中 で 調 製 す る
。 対 照 動 物 を 0.3％ カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 対 照 水 で 処 置 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 経 口 予 防 治 療 投 薬 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 -7～ +10日 ま で 毎 日 の 胃 管 栄 養 法 で あ り 、 最 初 の 用
量 を 照 射 後 1時 間 で 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
実 施 例 １
　 本 実 施 例 は 、 放 射 線 防 護 活 性 を 観 察 す る た め の 、 S. cerevisiae由 来 の 上 記 手 順 を 使 用
し て 得 ら れ た WGPの マ ウ ス へ の 静 脈 内 投 与 に 関 係 す る 。 良 好 な 懸 濁 液 を 作 製 す る た め 室 温
で 30分 間 超 音 波 水 浴 に 配 置 す る こ と に よ り WGPを 滅 菌 食 塩 水 に 懸 濁 し た 。 あ る い は 、 尾 静
脈 注 射 に 使 用 さ れ る 針 を 材 料 が 通 過 で き る ま で 直 径 を 減 少 し た シ リ ン ジ 針 に WGPを 通 し 得
る 。 6.5 Gy 6 0 Co放 射 線 で の 照 射 1日 前 に 、 こ の 様 式 で 調 製 し た 4.0mg/ml溶 液 を 、 尾 静 脈 に
0.1ml懸 濁 液 を 注 射 す る こ と に よ り 20匹 の 野 生 型 C57B1/6マ ウ ス の 群 に 投 与 し た 。 処 置 マ ウ
ス の 生 存 率 は 、 照 射 後 10～ 15日 に 亘 り 劇 的 に 変 化 し た 。 照 射 後 30日 に 、 グ ル カ ン 処 置 マ ウ
ス の 51％ が 生 存 し て お り 、 一 方 、 対 照 実 験 に お い て は 、 照 射 後 21日 を 越 え て 生 存 し た マ ウ
ス は い な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 ２
　 本 実 施 例 は 、 放 射 線 防 護 活 性 を 観 察 す る た め の 、 S. cerevisiae由 来 の 上 記 手 順 を 使 用
し て 得 ら れ た WGPの マ ウ ス へ の 経 口 投 与 に 関 係 す る 。 材 料 の 塊 の 排 除 を 確 実 に す る た め 、
胃 管 栄 養 法 針 に 通 過 さ せ る こ と に よ り WGPを 滅 菌 食 塩 水 に 懸 濁 し た 。 6.5 Gy 6 0 Co放 射 線 で
の 照 射 1日 前 に 、 こ の 様 式 で 調 製 し た 0.8mg/ml懸 濁 液 を 、 胃 管 栄 養 法 に よ り 20匹 の 野 生 型 C
57B1/6マ ウ ス の 群 に 投 与 し た 。 投 薬 を 照 射 後 10日 ま で 毎 日 続 け た 。 処 置 マ ウ ス の 生 存 率 は
、 静 脈 内 投 与 で 観 察 さ れ た の と 同 じ で あ っ た 。 照 射 後 30日 に 、 グ ル カ ン 処 置 マ ウ ス の 51％
が 生 存 し て お り 、 一 方 、 対 照 実 験 に お い て は 、 照 射 後 21日 を 越 え て 生 存 し た マ ウ ス は い な
か っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
実 施 例 ３
　 本 実 施 例 は 、 放 射 線 後 骨 髄 抑 制 回 復 の 刺 激 を 観 察 す る た め の 、 S. cerevisiae由 来 の 上
記 手 順 を 使 用 し て 得 ら れ た WGPの マ ウ ス へ の 静 脈 内 投 与 に 関 係 す る 。 良 好 な 懸 濁 液 を 作 製
す る た め 室 温 で 30分 間 超 音 波 水 浴 に 配 置 す る こ と に よ り WGPを 滅 菌 食 塩 水 に 懸 濁 し た 。 あ
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る い は 、 尾 静 脈 注 射 に 使 用 さ れ る 針 を 材 料 が 通 過 で き る ま で 直 径 を 減 少 し た シ リ ン ジ 針 に
WGPを 通 し 得 る 。 非 致 死 的 650-rad用 量 の 全 身 γ 放 射 線 で の 照 射 1日 前 に 、 こ の 様 式 で 調 製
し た 4.0mg/ml溶 液 を 、 尾 静 脈 に 0.1ml懸 濁 液 を 注 射 す る こ と に よ り 5匹 の 野 生 型 C57B1/6マ
ウ ス の 群 に 投 与 し た 。 白 血 球 （ WBC） 数 に よ っ て 示 さ れ る 骨 髄 抑 制 回 復 は 、 下 の 図 に 示 す
よ う に 、 照 射 後 7日 で 分 か れ て お り 、 WGPで 処 置 し た マ ウ ス は 食 塩 水 で 処 置 し た マ ウ ス よ り
も 有 意 に 高 い 白 血 球 数 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
実 施 例 ４
　 本 実 施 例 は 、 骨 髄 抑 制 回 復 を 明 ら か に す る た め の 、 S. cerevisiae由 来 の 上 記 手 順 を 使
用 し て 得 ら れ た WGPの 炭 化 白 金 （ carboplatinum） 処 置 後 マ ウ ス へ の 静 脈 内 投 与 に 関 係 す る
。 良 好 な 懸 濁 液 を 作 製 す る た め 室 温 で 30分 間 超 音 波 水 浴 に 配 置 す る こ と に よ り WGPを 滅 菌
食 塩 水 に 懸 濁 し た 。 あ る い は 、 尾 静 脈 注 射 に 使 用 さ れ る 針 を 材 料 が 通 過 で き る ま で 直 径 を
減 少 し た シ リ ン ジ 針 に WGPを 通 し 得 る 。 115mg/Kg炭 化 白 金 で の 処 置 後 1日 に 、 こ の 様 式 で 調
製 し た 4.0mg/ml溶 液 を 、 尾 静 脈 に 0.1ml懸 濁 液 を 注 射 す る こ と に よ り 5匹 の 野 生 型 C57B1/6
マ ウ ス の 群 に 投 与 し た 。 白 血 球 （ WBC） 数 に よ っ て 示 さ れ る 骨 髄 抑 制 は 、 炭 化 白 金 処 置 後 8
日 と 10日 と の 間 で 生 じ た 。 処 置 マ ウ ス の WBC数 は 炭 化 白 金 投 与 後 13日 で 回 復 し 始 め 、 13日
ま で に 5× 10 6 WBC/mlお よ び 17日 ま で に 12× 10 6 WBC/mlを 示 し た 。 未 処 置 マ ウ ス は 、 処 置 マ
ウ ス よ り も 一 日 遅 れ て 回 復 し 始 め 、 処 置 マ ウ ス よ り も 約 5× 10 6 WBC/mlだ け 一 貫 し て 低 い WB
Cレ ベ ル を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
実 施 例 ５ ： 経 口 β グ ル カ ン の イ ン ビ ボ 摂 取
材 料 お よ び 方 法
動 物
　 C57BL/6背 景 の CR3欠 損 （ CD11b ‾ / ‾ ） マ ウ ス お よ び そ の 野 生 型 同 腹 子 の コ ロ ニ ー を 、 創 始
マ ウ ス （ Coxon, A.ら , Immunity, 5:653-666(1996)） を 作 製 し た Tanya Mayadas博 士 （ Har
vard Medical School, Boston, MA） に よ り 提 供 さ れ た 繁 殖 動 物 か ら University of Louis
villeで 確 立 し た 。 C57BL/6背 景 の 血 清 補 体 タ ン パ ク 質 C3を 欠 損 し て い る マ ウ ス （ C3 ‾ / ‾ ）
お よ び そ の 野 生 型 同 腹 子 の 別 の コ ロ ニ ー を 、 Michael Carroll博 士 （ Center for Blood Re
search, Harvard Medical School, Boston, MA） に よ り 作 製 さ れ た 創 始 マ ウ ス （ Wessels,
 M. R.ら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:11490-11494(1995)） か ら 独 創 的 に 出 て き た J
ackson Laboratory（ Bar Harbor, ME） か ら 得 た 異 型 接 合 繁 殖 動 物 か ら 確 立 し た 。 こ れ ら
の 実 験 に 使 用 さ れ る マ ウ ス は 全 て 10週 齢 で あ り 、 同 数 の 雄 お よ び 雌 を 試 験 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
免 疫 モ ジ ュ レ ー タ ー
　 WGPβ グ ル カ ン （ WGP、 WGP T M β グ ル カ ン （ Imucell T M ） 、 Biopolymer Engineering Inc.,
 Eagan, MN, USA） は 、 米 国 特 許 第 5,504,079号 に 記 載 さ れ る よ う な 形 態 学 的 な 非 破 壊 的 独
占 処 理 に よ る 細 胞 性 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 脂 質 、 お よ び ほ と ん ど の 非 グ ル コ ー ス 系 オ リ ゴ 糖
類 （ 例 え ば 、 キ チ ン お よ び マ ン ナ ン ） の 抽 出 に よ り 精 製 さ れ た Bakerの 酵 母 の 細 胞 壁 由 来
の 成 分 で あ る 。 そ れ は 、 高 度 に 精 製 さ れ た 3～ 5ミ ク ロ ン の 球 状 β グ ル カ ン 粒 子 で あ る 。 DT
AF（ Molecular Probes, Inc., Oregon） を 使 用 し て WGPβ グ ル カ ン を フ ル オ レ セ イ ン で 標
識 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 の 緑 色 WGP-DTAF粒 子 を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
WGP吸 着 お よ び 分 布
　 WGP-DTAFを 使 用 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 食 作 用 を 測 定 し 、 細 胞 を 蛍 光 標 示 式
細 胞 分 取 （ FACS） に よ り 摂 取 さ れ た WGP-DTAFで 単 離 し た 。 経 口 投 与 WGP-DTAFの 摂 取 を モ ニ
タ ー す る た め に 、 マ ウ ス に 400μ gの WGP-DTAFを 胃 内 投 与 に よ り 毎 日 給 餌 し 、 次 い で 、 WGP-
DTAFを 含 む 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 お よ び BMマ ク ロ フ ァ ー ジ の 存 在 に つ い て 3、 7、 お よ び 12日 に
FACSお よ び 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 試 験 し た 。 緑 色 WGP-DTAFを 含 む マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 赤 色 蛍 光
色 素 、 シ ト ク ロ ム （ cychrome） 5（ す な わ ち 、 Cy5、 BD Biosciences Pharmingen, San Die
go, CA） に 結 合 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ 特 異 的 抗 体 F4/80を 用 い る 赤 色 表 面 染 色 に よ り 同 定
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し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
放 射 線 防 護
　 経 口 WGPβ グ ル カ ン 処 理 の 放 射 線 防 護 効 果 を 試 験 す る た め 、 5匹 の マ ウ ス （ 野 生 型 ま た は
CR3 ‾ / ‾ マ ウ ス の い ず れ か ） の 群 に 、 致 死 以 下 の 放 射 線 曝 露 （ 500cGy） の 1日 前 に 、 80μ gの
WGP含 有 食 塩 水 ま た は 食 塩 水 の み の い ず れ か の 胃 内 用 量 を 与 え た 。 マ ウ ス は 、 胃 内 用 量 の W
GPβ グ ル カ ン ま た は 生 理 食 塩 水 対 照 を さ ら に 毎 日 、 全 3週 間 の 観 察 中 受 け た 。 野 生 型 ま た
は CR3 ‾ / ‾ マ ウ ス の 他 の 群 は 、 400μ gの WGPβ グ ル カ ン 懸 濁 液 含 有 食 塩 水 ま た は 食 塩 水 対 照
の 単 回 i.v.注 射 を 放 射 1日 前 に 受 け た 。 対 照 野 生 型 群 は 、 照 射 を 受 け な か っ た 。 白 血 球 （ W
BC） 数 を 、 各 マ ウ ス に つ い て 3週 の 観 察 期 間 に 亘 り 定 期 的 に 測 定 し 、 FACSを 実 施 し て 顆 粒
球 （ Gr-1 h i g h ） 、 単 球 （ Gr-1 l o w ） 、 T細 胞 （ CD3 + ） お よ び B細 胞 （ CD19 + ） の 割 合 を 測 定 し
た 。 絶 対 値 数 デ ー タ を Prism 3.0（ Graph Pad Software, San Diego, CA） を 使 用 し て 評 価
し 、 各 時 点 で の マ ウ ス の 個 々 の 群 よ り 得 た 値 の 平 均 、 標 準 偏 差 、 お よ び 統 計 的 有 意 差 （ St
udentの T検 定 ） を 計 算 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
サ イ ト カ イ ン 合 成
　 白 血 球 サ イ ト カ イ ン 合 成 を 、 試 験 キ ッ ト （ BD Biosciences Phamingen） （ 特 定 の 白 血 球
型 が 表 面 染 色 に よ り 標 識 さ れ 、 次 い で 、 白 血 球 が 特 定 の サ イ ト カ イ ン に 対 す る 蛍 光 色 素 標
識 抗 体 を 使 用 す る 細 胞 質 染 色 に 対 し て 浸 透 性 に さ れ る ） を 使 用 し て 、 特 異 的 サ イ ト カ イ ン
（ IL-4、 IL-6、 IL-12、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNFα ） 、 IFNγ 、 お よ び GM-CSF） の 細 胞 質 内 染 色
に よ り 評 価 し た 。 染 色 さ れ た 白 血 球 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 試 験 し 、 過 剰 な 相 同 性
非 標 識 抗 体 を 用 い た 蛍 光 色 素 標 識 抗 体 染 色 の 阻 害 を 示 す こ と に よ り 、 細 胞 質 染 色 の 特 異 性
を 評 価 し た 。 こ の 試 験 を 、 胃 内 ま た は 腹 腔 内 投 薬 に よ る WGPβ グ ル カ ン の 投 与 後 種 々 の 時
間 に 、 野 生 型 ま た は CR3 - / - マ ウ ス 由 来 の マ ウ ス 血 液 白 血 球 ま た は 腹 腔 白 血 球 に 適 用 し た 。
WGPβ グ ル カ ン と 共 に イ ン ビ ト ロ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 単 離 ヒ ト 血 液 単 球 中 の サ イ ト カ イ
ン 分 泌 を 、 Immunopharmacology, 42:61074(1999)に 記 載 さ れ る よ う な ELISAア ッ セ イ を 使
用 し て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
骨 髄 間 質 上 の C3沈 着
　 放 射 線 ま た は シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド に よ り 生 じ る 骨 髄 （ BM） 細 胞 へ の 損 傷 に よ り 補 体 が 活
性 化 さ れ る か ど う か を 決 定 す る た め 、 こ れ ら の 因 子 で 処 置 さ れ た マ ウ ス の BMを 除 去 し 、 単
離 、 洗 浄 し た BM細 胞 を 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス C3c-FITCで 染 色 し た 。 生 存 細 胞 上 へ 結 合 し た C3（
iC3b断 片 ） の 存 在 を 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム で 染 色 さ れ な か っ た 生 存 細 胞 を ゲ ー ト す る （ ga
ting） こ と に よ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 評 価 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
結 果
　 β -グ ル カ ン が 殺 腫 瘍 性 お よ び 抗 感 染 活 性 を 促 進 す る 能 力 に つ い て の 平 行 研 究 は 、 経 口
投 与 さ れ た 酵 母 由 来 の WGPβ グ ル カ ン が 、 静 脈 内 （ i.v.） で 与 え ら れ た β -グ ル カ ン と 等 し
く 有 効 で あ る こ と を 示 し た 。 i.v.投 与 さ れ た β -グ ル カ ン は 、 造 血 を 促 進 し 、 致 死 的 γ 放
射 線 損 傷 か ら マ ウ ス を 防 護 す る こ と を 示 し て い る の で 、 経 口 投 与 さ れ た WGPβ グ ル カ ン が i
.v.で 与 え ら れ た β -グ ル カ ン と 等 し く 有 効 で あ る か ど う か を 決 定 す る よ う に 実 験 を 設 計 し
た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
経 口 投 与 さ れ た WGPは 生 物 学 的 利 用 可 能 で あ る
　 内 在 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び J774マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 系 統 を 用 い る イ ン ビ ト ロ
試 験 は 、 WGP-DTAF上 の フ ル オ レ セ イ ン 標 識 が 生 物 学 的 活 性 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 食 作 用 の
CR3特 異 性 を 変 化 し な い こ と を 示 し た 。 マ ウ ス へ の WGP-DTAF給 餌 の 3～ 12日 後 、 WGP-DTAFを
含 む 細 胞 を 脾 臓 、 腹 腔 リ ン パ 節 、 お よ び BMで 検 出 し た 。 フ ル オ レ セ イ ン 陽 性 細 胞 の FACS分
取 に よ り 、 蛍 光 顕 微 鏡 に よ る 細 胞 の 試 験 を 可 能 に し た 。 顕 微 鏡 視 覚 化 は 、 緑 色 蛍 光 が 細 胞
内 に 摂 取 さ れ た WGP-DTAF粒 子 に 対 応 す る こ と 、 緑 色 WGP-DTAFを 含 む 全 細 胞 は ま た 、 マ ク ロ
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フ ァ ー ジ 特 異 的 抗 体 F4/80-Cy5で 赤 色 に 染 色 さ れ る こ と を 確 認 し た 。 3日 で は CR3 - / - マ ウ ス
由 来 の マ ク ロ フ ァ ー ジ に お い て WGP-DTAFは 検 出 さ れ な か っ た が 、 ほ ぼ 同 数 の WGP-DTAF含 有
マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 7日 お よ び 12日 に CR3 - / - 対 野 生 型 マ ウ ス か ら 試 験 し た 全 リ ン パ 器 官 で
検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 摂 取 さ れ た 酵 母 細 胞 壁 ま た は 巨 大 な 可 溶 性 β -グ ル カ ン 分 子 を 有 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ は
、 こ れ ら の 物 質 を 分 解 し 、 β -グ ル カ ン の 小 さ な 可 溶 性 断 片 を 放 出 す る 。 BMま た は 脾 臓 か
ら 単 離 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る WGP-DTAFの 顕 微 鏡 評 価 は 、 給 餌 後 早 く に 無 傷 な 球 状
WGP-DTAF粒 子 の 存 在 を 示 し 、 一 方 、 DTAF-WGPを 給 餌 後 7～ 12日 に 単 離 さ れ た BMマ ク ロ フ ァ
ー ジ に お い て 、 粒 子 は よ り 断 片 化 さ れ 、 拡 散 し て 現 れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 WGPβ グ ル カ
ン が 経 口 的 に 生 物 学 的 利 用 可 能 で あ り 、 WGPβ グ ル カ ン を 含 有 す る 腸 マ ク ロ フ ァ ー ジ は BM,
脾 臓 、 お よ び リ ン パ 節 に 移 動 し 、 こ こ で は WGPは β -グ ル カ ン の よ り 小 さ な 断 片 （ 経 口 WGP
の 造 血 活 性 を 担 い 得 る ） に イ ン サ イ チ ュ で 分 解 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
経 口 WGPβ グ ル カ ン は 放 射 線 損 傷 を 防 護 す る
　 照 射 マ ウ ス に お い て 、 WBC数 は 、 5日 で 1,000/mm 3 未 満 の 最 下 点 に 達 し 、 i.v.ま た は 経 口
食 塩 水 で 処 置 さ れ た 照 射 野 生 型 マ ウ ス に お い て WBC数 は 、 21日 で 正 常 に 戻 っ た （ 図 １ ） 。
静 脈 内 投 与 WGPを 受 け た 野 生 型 マ ウ ス に お い て 、 WBC数 は 、 7日 だ け 食 塩 水 対 照 の 静 脈 内 投
与 よ り も 高 か っ た 。 比 較 す る と 、 照 射 後 7、 11、 お よ び 16日 で 、 WGPβ グ ル カ ン を 経 口 で 与
え た 野 生 型 マ ウ ス は 、 経 口 食 塩 水 を 与 え た マ ウ ス よ り も 有 意 に 高 い WBC数 を 示 し 、 経 口 ま
た は i.v.食 塩 水 を 受 け た マ ウ ス よ り も 5日 早 く （ す な わ ち 、 16日 vs. 21日 ） 、 単 一 用 量 の i
.v. WGPβ グ ル カ ン を 受 け た マ ウ ス よ り も 3日 早 く 正 常 に 戻 っ た 。 食 塩 水 処 置 CR3 - / - マ ウ ス
は 、 食 塩 水 処 置 野 生 型 マ ウ ス よ り も 有 意 に 緩 徐 な 造 血 再 構 成 を 示 し た こ と 、 経 口 （ 図 １ ）
ま た は i.v. WGPβ グ ル カ ン に よ り 誘 導 さ れ る 回 復 の 向 上 が な か っ た こ と が 特 に 顕 著 で あ る
。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 は 、 食 塩 水 処 置 マ ウ ス と 比 較 し て 、 WGPβ グ ル カ ン 処 置 マ ウ
ス で 試 験 し た 各 主 要 な 白 血 球 型 と 同 等 の 回 復 を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
放 射 線 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ま た は G-CSFに よ り 生 じ る 骨 髄 へ の 損 傷 は 補 体 を 活 性 化 し
、 生 存 骨 髄 間 質 細 胞 上 に iC3bを 沈 着 す る
　 BM損 傷 後 、 造 血 幹 前 駆 細 胞 （ HSPC） は 、 骨 髄 損 傷 の 部 位 に ホ ー ミ ン グ す る 、 修 復 プ ロ セ
ス を 開 始 す る 前 に 損 傷 細 胞 に 付 着 す る 。 HSPCの 骨 髄 損 傷 部 位 へ の 付 着 は 、 HSPCの 膜 上 に 発
現 さ れ 、 間 質 細 胞 へ の HSPC付 着 を 可 能 に す る 接 着 分 子 と し て 機 能 し 得 る CR3に 関 し 得 る 。 C
R3を 欠 く HSPCは 、 BMに 付 着 し 造 血 を 開 始 す る こ と が で き な い 。 か か る 付 着 を 媒 介 し 得 る CR
3に 対 す る 主 要 な リ ガ ン ド は 、 C3の iC3b断 片 で あ り 、 こ れ は 、 補 体 系 の 活 性 化 を 介 し て 損
傷 組 織 へ 付 着 す る よ う に し 得 る 。 本 明 細 書 で 記 載 す る よ う に 、 γ 放 射 線 ま た は シ ク ロ ホ ス
フ ァ ミ ド に 曝 露 し た C3 - / - マ ウ ス で は な く 正 常 マ ウ ス 由 来 の BM細 胞 は 、 免 疫 蛍 光 染 色 お よ
び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 検 出 可 能 な 、 損 傷 を う け た （ し か し ま だ 生 存 し て い る 細 胞
） 上 に iC3bの 表 面 沈 着 を 有 し て い た （ 図 ２ ） 。 BM細 胞 上 に 沈 着 し た こ の iC3bへ の CR3を 介
す る HSPCの 付 着 は 、 CR3に 対 す る ブ ロ ッ キ ン グ 抗 体 に よ っ て 処 置 し た 正 常 マ ウ ス ま た は CR3
ま た は C3を 一 般 的 に 欠 損 し て い る マ ウ ス の い ず れ か の 血 液 へ の BMか ら の HSPCの 放 出 が 向 上
し た と い う 知 見 に よ り 示 唆 さ れ て い る 。 可 溶 性 β -グ ル カ ン （ WGPを 摂 取 し て い る マ ク ロ フ
ァ ー ジ か ら 放 出 さ れ る ） の 存 在 下 で の 損 傷 BM細 胞 上 の こ の iC3bへ の HSPCの 付 着 は 、 向 上 し
た 造 血 に 対 す る HSPCを 活 性 化 す る シ グ ナ ル を 提 供 し 得 る 。 例 え ば 、 可 溶 性 β -グ ル カ ン に
よ る 成 熟 骨 髄 細 胞 の 活 性 化 は 、 膜 結 合 （ 沈 着 ） iC3bに よ る CR3の 同 時 刺 激 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
サ イ ト カ イ ン 合 成 の 刺 激
　 細 胞 内 染 色 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 分 析 は 、 イ
ン ビ ボ で の WGPβ グ ル カ ン 食 作 用 に よ り 刺 激 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ は TNFα 、 IL-6、 IL-12
、 お よ び GM-CSFを 合 成 す る こ と を 示 し た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 特 に 、 こ れ ら の サ イ ト カ イ
ン を 、 WGPβ グ ル カ ン の 腹 腔 内 注 射 後 24時 間 に 単 離 し た CR3 - / - マ ウ ス 由 来 で は な く 野 生 型
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マ ウ ス 由 来 の マ ク ロ フ ァ ー ジ に の み 検 出 し た 。 胃 内 用 量 の WGPβ グ ル カ ン を 6日 間 毎 日 与 え
た マ ウ ス 由 来 の 血 液 白 血 球 の 中 で 観 察 し た サ イ ト カ イ ン に お け る 唯 一 の 変 化 は 、 Th1サ イ
ト カ イ ン IFNγ を 含 む CD4＋ ヘ ル パ ー T細 胞 の 割 合 に 有 意 な 増 加 （ 0.5％ か ら 3.5％ へ の 増 加
） が あ る こ と で あ っ た 。 こ の 知 見 は 、 IL-12（ Th1細 胞 の 形 成 を 刺 激 す る サ イ ト カ イ ン ） を
分 泌 す る リ ン パ 節 に お け る WGPβ グ ル カ ン 刺 激 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 存 在 に よ り 得 る 。 ヒ ト 血
液 単 球 の ELISAア ッ セ イ は 、 WGPβ グ ル カ ン の 摂 取 が TNFα 、 IL-6、 お よ び IL-12の 分 泌 を 刺
激 す る こ と を 同 様 に 示 し た 。 従 っ て 、 BMに 移 動 す る WGPβ グ ル カ ン 含 有 腸 マ ク ロ フ ァ ー ジ
は こ れ ら の サ イ ト カ イ ン を 分 泌 し 、 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン は 造 血 の 刺 激 に お け る 経 口 WGP
β グ ル カ ン の 作 用 に 貢 献 し 得 る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
実 施 例 ６
　 全 て の 材 料 お よ び 方 法 は 、 特 に 記 載 の な い 限 り 実 施 例 １ と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
動 物
　 C3aR^-/-マ ウ ス （ Rich Wetsel博 士 , University of Texas, Houston） を 、 当 該 分 野 で
標 準 的 な 方 法 （ 例 え ば 、 A. Wetsel. 1998. Cloning, expression, sequence determinati
on, and chromosome localization of the mouse complement C3a anaphylatoxin recept
or gene. Mol. Immunol. 35:137） を 使 用 し て 作 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
骨 髄 間 質 上 の C3沈 着
　 放 射 線 ま た は シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド に よ り 生 じ る 骨 髄 （ BM） 細 胞 へ の 損 傷 に よ り 補 体 が 活
性 化 さ れ る か ど う か を 決 定 す る た め 、 こ れ ら の 因 子 で 処 置 し た マ ウ ス の BMを 除 去 し 、 単 離
し 、 洗 浄 し た BM細 胞 を 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス C3c-FITCで 染 色 し た 。 生 存 細 胞 上 に 結 合 し た C3（
iC3b断 片 ） の 存 在 を 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム で 染 色 さ れ な か っ た 生 存 細 胞 を ゲ ー ト す る こ と
に よ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 評 価 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 C3は aお よ び Bに な り 、 Aは C3Arに ホ ー ミ ン グ す る た め に 使 用 さ れ 、 走 化 性 も ま た グ ル カ
ン で 向 上 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
結 果
　 免 疫 に お け る そ の 機 能 に 加 え 、 C系 も ま た 炎 症 を 刺 激 し 、 死 亡 ま た は ア ポ ト ー シ ス 細 胞
の 浄 化 を 促 進 す る 。 さ ら に 、 虚 血 ／ 再 灌 流 損 傷 に お い て 、 IgM天 然 抗 体 と 反 応 す る 腫 瘍 抗
原 は 、 低 酸 素 症 損 傷 組 織 上 に 曝 露 さ れ る よ う に な り 、 そ れ に よ り Cの 古 典 経 路 を 活 性 化 し
、 C3aR^+マ ス ト 細 胞 を 増 す C3aお よ び 損 傷 組 織 上 に 沈 着 し た iC3bを 介 し て つ な ぎ 留 め ら れ
る よ う に な る CR3（ iC3bレ セ プ タ ー ； CD11b/CD18） ^+好 中 球 を 増 す C5aを 放 出 す る 。 こ の 研
究 は 、 iC3bが 5.0 Gyの γ 放 射 線 を 与 え ら れ た マ ウ ス 由 来 の BM細 胞 上 に 24時 間 以 内 に 沈 着 さ
れ る こ と を 示 し た 。 生 存 細 胞 （ ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 陰 性 ） 上 の iC3bを 、 抗 C3c-FITCを 用 い
る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 検 出 し た が 、 照 射 さ れ た C3^-/-マ ウ ス 由 来 の BM細 胞 上 に は
な か っ た 。 野 生 型 マ ウ ス と 比 較 し た C3^-/-マ ウ ス の 放 射 線 後 の WBC数 の 回 復 の 遅 延 に よ り
、 BM結 合 iC3bに 対 す る 機 能 を 示 唆 し た 。 同 様 の WBC回 復 の 遅 延 は ま た 、 CD11b^-/-マ ウ ス と
C3aR^-/-マ ウ ス の 両 方 で 起 こ り 、 造 血 幹 前 駆 細 胞 （ HSPC） 上 で 両 方 と も 発 現 さ れ る CR3と C
3aRの 両 方 に 対 す る 役 割 を 示 唆 し た 。 さ ら に 、 C3aR^-/-マ ウ ス は 、 RBC数 の 回 復 の 遅 延 お よ
び 赤 血 球 幹 前 駆 細 胞 （ BFU-E） の 欠 損 を 示 し た 。 経 口 投 与 さ れ た 全 酵 母 β -グ ル カ ン 粒 子 （
WGP） が 、 照 射 CD11b^-/-マ ウ ス で は な く 照 射 野 生 型 マ ウ ス に お い て WBC（ RBCで は な く ） 回
復 の 有 意 な 増 加 （ 16日 vs. 21日 ） を 誘 導 す る と い う 知 見 に よ り 、 CR3は さ ら に 骨 髄 HSPC機
能 に 関 係 し て い た 。 経 口 投 与 さ れ た WGP-フ ル オ レ セ イ ン は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 可 溶 性 β グ
ル カ ン 断 片 を 放 出 （ イ ン ビ ト ロ で CR3^+HSPCを プ ラ イ ム す る こ と で 示 さ れ る ） し 、 炎 症 性
サ イ ト カ イ ン （ IL-12が 挙 げ ら れ る ） を 分 泌 す る BMお よ び 脾 臓 に 運 ぶ 胃 腸 マ ク ロ フ ァ ー ジ
に よ り 吸 収 さ れ た 。 β -グ ル カ ン プ ラ イ ム 化 CR3^+骨 髄 細 胞 の iC3b被 覆 細 胞 へ の 連 結 が 活 性
化 シ グ ナ ル で あ る の で 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ り BMに 放 出 さ れ る 可 溶 性 β -グ ル カ ン が 、 BM
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細 胞 上 に 沈 着 し た iC3bに つ な ぎ 留 め ら れ て い る HSPCの CR3を プ ラ イ ム す る よ う に 機 能 し 、
そ れ に よ り 、 HSPC拡 張 お よ び 分 化 の 正 常 な 速 度 を 向 上 す る こ と が 提 案 さ れ る 。 本 明 細 書 に
記 載 さ れ る よ う な 経 口 WGP調 製 物 は 、 原 子 力 設 備 事 故 ま た は 核 テ ロ 行 為 の 結 果 有 害 な 放 射
線 に 曝 露 さ れ る 危 険 の あ る 個 体 に 与 え ら れ る 治 療 剤 （ therapeutic） で あ り 得 る 。 こ れ ら
の デ ー タ は 、 C3a-C3aR軸 と iC3b-CR3レ セ プ タ ー 軸 の 両 方 の 造 血 に 重 要 な 役 割 を 示 し 、 他 の
成 分 ま た は レ セ プ タ ー の 参 与 を 排 除 し な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 当 業 者 は 、 わ ず か な 慣 用 的 な 実 験 を 使 用 し て 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に 対 す る 多 く の 均 等
物 を 理 解 す る か 、 ま た は 主 張 し 得 る 。 か か る 均 等 物 は 、 以 下 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 に
包 含 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 致 死 量 以 下 の 放 射 線 曝 露 後 の 野 生 型 お よ び CR3欠 損 マ ウ ス に 関 す る 白 血
球 数 の 時 間 的 推 移 を グ ラ フ で 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 非 特 異 的 染 色 を 差 し 引 い た 後 の 正 味 の C3染 色 を 示 す ヒ
ス ト グ ラ フ オ ー バ ー レ イ を グ ラ フ で 示 し 、 処 置 マ ウ ス お よ び 非 処 置 マ ウ ス の 骨 髄 を 比 較 し
て い る 。 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド ま た は 致 死 量 以 下 で の 放 射 線 の 骨 髄 に 対 す る 傷 害 は 、 骨 髄 生
細 胞 上 の C3沈 着 を 伴 う 補 体 活 性 化 を も た ら す 。 正 常 ま た は C3欠 損 （ C3-/-） マ ウ ス を 、 シ
ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド （ 200mg/kg、 左 パ ネ ル ） ま た は 3.0 Gyの 全 身 ガ ン マ 放 射 線 （ 右 パ ネ ル ）
の い ず れ か で 処 置 し 、 次 い で 、 処 置 マ ウ ス お よ び 非 処 置 マ ウ ス 由 来 の 単 離 骨 髄 細 胞 を 、 ヤ
ギ 抗 マ ウ ス C3-FITCで の 染 色 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 、 結 合 し た C3の 存 在 に つ
い て 解 析 し た 。 抗 -C3-FITC試 薬 に よ る C3-/-マ ウ ス 由 来 髄 細 胞 の 染 色 が あ れ ば 非 特 異 的 で
あ る も の と し 、 比 較 し 得 る 処 置 ま た は 非 処 置 の 野 生 型 （ C3+/+） マ ウ ス 由 来 の 骨 髄 細 胞 で
得 ら れ た 総 染 色 か ら 差 し 引 い た 。 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド (cyclophophamide)で は 、 C3に 対 す
る 染 色 は 、 処 置 後 、 ３ お よ び ４ 日 目 に 観 察 さ れ た （ ４ 日 目 を 図 示 ） 。 照 射 し た マ ウ ス で は
、 C3染 色 は 、 24の み で 観 察 さ れ （ 図 示 ） 、 照 射 後 ３ 日 後 で は 観 察 さ れ な か っ た 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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