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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　線維芽細胞の増殖、または皮膚創傷に起因する痛みの軽減を誘導するための薬剤の調製
における、ＳＬ　３２７の使用。
【請求項２】
　線維芽細胞がヒト皮膚線維芽細胞（ｈＤＦ）の細胞である、請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　ＳＬ　３２７が、少なくとも0.024μMの濃度で投与される、請求項１に記載の使用。
【請求項４】
　ＳＬ　３２７が、少なくとも0.024μM、0.098μM、0.195μM、0.391μM、0.781μM、ま
たは1.563μMの濃度で投与される、請求項１に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、米国特許法第１１９条（ｅ）の下、２０１３年１月９日に提出された米国特
許出願第６１／７５０，７１４号の優先権の利益を主張し、その全体が参照することによ
り本出願に援用される。
【０００２】
発明の分野
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　本発明は、概して皮膚再生および創傷治癒に関するものであり、より具体的には、ヒト
皮膚線維芽細胞の増殖およびタンパク質産生の増加の小分子媒介性誘導に関する。
【背景技術】
【０００３】
背景情報
　脊椎動物の身体の最大の器官である皮膚は、複雑な神経および血液供給を伴う表皮およ
び真皮から構成される。第三層、皮下組織は、主に脂肪と疎性結合組織の層で構成されて
いる。これらの三層は、創傷等の任意の機械的損傷から身体を保護する上で重要な役割を
果たしている。
【０００４】
　表皮の下に直接位置する真皮は、皮膚の大部分を構成し、いくつかのエラスチンおよび
グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）を伴うコラーゲンで構成されている。真皮に存在する主
要な細胞タイプは、創傷治癒過程において重要な役割を果たしているプロテアーゼおよび
コラゲナーゼ等のリモデリング酵素を生産することができる線維芽細胞である。
【０００５】
　創傷の治癒は、逐次機構であり、より具体的にはイベント駆動型のプロセスであり、一
つの細胞型からの信号が他の細胞型のカスケードを始動し、創傷を治癒の段階に推進する
。大人の創傷治癒は本質的に修復プロセスであり、瘢痕を通常示す。組織修復は、損傷部
位でフィブリン塊沈着からすぐに開始され、損傷した血管からの出血を防ぐ。次に循環血
小板が損傷部位で凝集し、ＰＤＧＦ、ＴＧＦ－αおよびＴＧＦ－β、上皮成長因子（ＥＧ
Ｆ）ならびにＦＧＦ等の種々の炎症性メディエーターが放出される。これらの分子はまた
、創傷修復プロセスの下流で主な役割を果たしていると考えられている。
【０００６】
　創傷への成体組織の炎症反応は、好中球の初期流入を特徴とし、その数は着実に増加し
、創傷後２４～４８時間で最大に達する。好中球数が減少し始めると、マクロファージが
引き継ぎ、創傷部位を埋め直す。再上皮化も同時に起こり、ケラチノサイトが真皮および
創傷縁の基底細胞内の深層から肉芽組織全体に移動する。ケラチノサイトは皮膚のバリア
性を再確立するとすぐに、接触阻止で基底細胞の表現型を再開し、重層扁平角化表皮に分
化する。
【０００７】
　炎症反応および上皮化の最終段階は、線維芽細胞および内皮細胞の移動ならびに肉芽組
織の形成と一致する。これにより、血管形成および線維増殖が起こり、線維芽細胞が優勢
な細胞型になり、コラーゲンおよびＥＣＭを蓄える。コラーゲンのリモデリングは、線維
芽細胞およびマクロファージにより産生されるマトリックスメタロプロテアーゼを用いて
起こる。
【０００８】
　真皮線維芽細胞は、細胞複製を行うために、はるかに高い濃度の線維芽細胞成長因子（
ＦＧＦ）を必要とし、ＥＣＭ作成に責任を担い、表皮の重層扁平上皮細胞を統一された組
織へと組織化する。さらに、真皮線維芽細胞は、身体の筋膜に皮膚を固着させる長い線維
帯の結合組織を作成する。皮膚線維芽細胞がないと、創傷部位は、細胞外マトリックスを
再生成することができず、表皮の皮膚細胞が創傷部位の上に増殖することができない。そ
のため、皮膚線維芽細胞がないと、皮膚は負傷から適切に回復することができない。
【０００９】
　ヒトの場合、皮膚は体重の約１０分の１であり、この主要な臓器の一部への外傷、疾患
、火傷または手術等の損傷は劇的な結果を有する。組織工学による皮膚代替物が、急性お
よび慢性の皮膚創傷の防除に使用されている。組織工学は、罹患または損傷した組織また
は臓器を交換するための新しい生体材料を再生することを目指している。これを達成する
ために、細胞源だけでなく、細胞を担持することができる人工細胞外マトリックス（ＥＣ
Ｍ）も必要とされている。
【００１０】
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　コラーゲンおよびフィブロネクチン等の天然の生体高分子が、細胞が付着することがで
きる生体材料の潜在的な供給源として研究されてきた。組織工学に使用される第１世代の
分解性ポリマーは、他の外科的用途から適合化され、機械的および分解特性の点で欠点を
有する。これは主に、インサイチューで細胞および／または分子を送達する方法、いわゆ
るスマートマトリックス技術として、合成分解性ゲルの開発につながった。組織または臓
器の修復は通常、瘢痕の産生をもたらす線維化反応を伴う。しかしながら、特定の哺乳動
物組織は、瘢痕化のない完全な再生能力を有し、好例として、胚または胎児の皮膚および
ＭＲＬ／ＭｐＪマウスの耳が挙げられる。これらのモデル系の研究は、このような完全な
再生を達成するために、線維化および瘢痕化の程度がなくなるように、炎症応答が改変さ
れることを明らかにした。
【００１１】
　真皮線維芽細胞は、ＥＣＭ沈着、上皮と間葉との相互作用および創傷治癒に重要な役割
を有する動的な細胞集団である。線維芽細胞は、実験室で容易に培養され、組織工学によ
る皮膚代替物への線維芽細胞の組み込みは、症状の痛みの軽減、急性および慢性創傷のよ
り迅速な治癒、より少ない瘢痕化、より良い美容的結果を含む有望な結果を生み出してい
る。しかしながら、現時点では、無傷の皮膚の解剖学、生理学、生物学的安定性または美
的性質を完全に複製する生物工学処理された皮膚のモデルはない。
【００１２】
　種々の組織工学皮膚製品は、特定の臨床用途のための特定の製品を識別することができ
るように、多施設臨床試験で比較する必要がある。これは、潜在的に、指定した製品の使
用が増加した後にコストの削減につながる可能性がある。さらに、サイトカインおよび増
殖因子と組織工学による皮膚代替物の組み合わせは、将来的に、創傷治癒を高めるだけで
なく、デフェンシンを抗菌性の利益のために組み込む可能性を与えるために使用しうる。
したがって、材料技術がインテリジェント・デザインに基づくだけでなく、再生プロセス
に関与する分子にも基づく、皮膚代替物を産生するための新規のアプローチの必要性があ
る。
【発明の概要】
【００１３】
　本発明は、特定の小分子が、線維芽細胞の増殖を誘導し、および／またはタンパク質産
生を増加させるという、将来性ある発見に基づく。
【００１４】
　対象の線維芽細胞の増殖を誘導する方法を、本明細書において提供する。この方法は、
線維芽細胞の増殖を誘導する有効量の小分子を対象に投与することを含む。特定の態様で
は、小分子はＳＬ　３２７、ＡＢＴ　７０２、フェノバム（ｆｅｎｏｂａｍ）、ＳＸ　０
１１、フィゾスチグミン硫酸塩（ｐｈｙｓｏｓｔｉｇｉｍｉｎｅ　ｈｅｍｉｓｕｌｆａｔ
ｅ）またはＮＢＱＸである。
【００１５】
　また、対象のタンパク質の分泌を増加させる方法を、本明細書において提供する。この
方法は、タンパク質の分泌を増加させる有効量の小分子を対象に投与することを含む。
【００１６】
　特定の態様では、成長因子はＥＧＦ、ＦＧＦ７／ＫＧＦ、ＴＧＦβまたはコラーゲンＩ
である。他の態様では、小分子は、ＣＹ　２０８－２４３、ＣＤ　４３９、Ｔ　０１５６
塩酸塩、ＣＤ　１５３０、ＰＳＢ　０６１２６、プロスタグランジンＥ２、ＬＹ　２９４
００２塩酸塩、ＫＢ－Ｒ７９４３メシル酸塩、プロキシファンシュウ酸塩、ｍ－３Ｍ３Ｆ
ＢＳ、ジピリダモール、メチルリカコニチンクエン酸塩、ＷＩＮ　６４３３８、フマル酸
クレマスチンまたはシロスタゾールである。
【００１７】
　一実施形態では、タンパク質はＥＧＦであり、小分子はＣＹ　２０８－２４３、ＣＤ　
４３９、Ｔ　０１５６塩酸塩、ＣＤ　１５３０およびＰＳＢ　０６１２６からなる群から
選択される。別の実施形態では、タンパク質はＦＧＦ７／ＫＧＦであり、小分子はプロス
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タグランジンＥ２である。さらなる実施形態では、タンパク質はＴＧＦβであり、小分子
は、ＬＹ　２９４００２塩酸塩、ＫＢ－Ｒ７９４３メシル酸塩、プロキシファンシュウ酸
塩およびｍ－３Ｍ３ＦＢＳからなる群から選択される。さらに別の実施形態では、タンパ
ク質はコラーゲンＩであり、小分子はジピリダモール、メチルリカコニチンクエン酸塩、
ＷＩＮ　６４３３８、フマル酸クレマスチンおよびシロスタゾールからなる群から選択さ
れる。
【００１８】
　皮膚の再生を促進するための方法を本明細書において提供する。この方法は、線維芽細
胞の増殖を誘導するか、またはタンパク質の分泌を増加させる有効量の化合物を、対象に
投与することを含む。特定の態様では、タンパク質は、ＥＧＦ、ＦＧＦ７／ＫＧＦ、ＴＧ
ＦβまたはコラーゲンＩである。特定の態様では、線維芽細胞の増殖を誘導する小分子は
、ＳＬ　３２７、ＡＢＴ　７０２、フェノバム、ＳＸ　０１１、フィゾスチグミン硫酸塩
またはＮＢＱＸである。他の態様では、タンパク質の分泌を増加させる小分子は、ＣＹ　
２０８－２４３、ＣＤ　４３９、Ｔ　０１５６塩酸塩、ＣＤ　１５３０、ＰＳＢ　０６１
２６、プロスタグランジンＥ２、ＬＹ　２９４００２塩酸塩、ＫＢ－Ｒ７９４３メシル酸
塩、プロキシファンシュウ酸塩、ｍ－３Ｍ３ＦＢＳ、ジピリダモール、メチルリカコニチ
ンクエン酸塩、ＷＩＮ　６４３３８、フマル酸クレマスチンまたはシロスタゾールである
。
【００１９】
　特定の実施形態では、対象はヒトである。他の実施形態では、細胞はインビトロの細胞
培養中にある。このような細胞は、ヒト皮膚線維芽細胞（ｈＤＦ）の細胞を含む。
以下に、本発明の基本的な諸特徴および種々の態様を列挙する。
［１］
　線維芽細胞の増殖を誘導する有効量の小分子を対象に投与する工程を含む、線維芽細胞
の増殖をインビトロまたはインビボで対象において誘導する方法。
［２］
　対象がヒトである、［１］に記載の方法。
［３］
　線維芽細胞がヒト皮膚線維芽細胞（ｈＤＦ）の細胞である、［１］に記載の方法。
［４］
　小分子が、ＳＬ　３２７、ＡＢＴ　７０２、フェノバム、ＳＸ　０１１、フィゾスチグ
ミン硫酸塩およびＮＢＱＸからなる群から選択される、［１］に記載の方法。
［５］
　タンパク質分泌を増加させる有効量の小分子を対象に投与する工程を含む、対象のタン
パク質の分泌を増加させる方法。
［６］
　対象がヒトである、［５］に記載の方法。
［７］
　線維芽細胞がヒト皮膚線維芽細胞（ｈＤＦ）の細胞である、［５］に記載の方法。
［８］
　タンパク質が、ＥＧＦ、ＦＧＦ７、ＫＧＦ、ＴＧＦβおよびコラーゲンからなる群から
選択される、［５］に記載の方法。
［９］
　小分子が、ＣＹ　２０８－２４３、ＣＤ　４３９、Ｔ　０１５６塩酸塩、ＣＤ　１５３
０、ＰＳＢ　０６１２６、プロスタグランジンＥ２、ＬＹ　２９４００２塩酸塩、ＫＢ－
Ｒ７９４３、メシル酸塩、プロキシファンシュウ酸塩、ｍ－３Ｍ３ＦＢＳ、ジピリダモー
ル、メチルリカコニチンクエン酸塩、ＷＩＮ　６４３３８、フマル酸クレマスチンおよび
シロスタゾールからなる群から選択される、［５］に記載の方法。
［１０］
　タンパク質がＥＧＦであり、小分子が、ＣＹ　２０８－２４３、ＣＤ　４３９、Ｔ　０
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１５６塩酸塩、ＣＤ　１５３０およびＰＳＢ　０６１２６からなる群から選択される、［
５］に記載の方法。
［１１］
　タンパク質がＦＧＦ７／ＫＧＦであり、小分子がプロスタグランジンＥ２である、［５
］に記載の方法。
［１２］
　タンパク質がＴＧＦβであり、小分子が、ＬＹ　２９４００２塩酸塩、ＫＢ－Ｒ７９４
３メシル酸塩、プロキシファンシュウ酸塩およびｍ－３Ｍ３ＦＢＳからなる群から選択さ
れる、［５］に記載の方法。
［１３］
　タンパク質がコラーゲンＩであり、小分子が、ジピリダモール、メチルリカコニチンク
エン酸塩、ＷＩＮ　６４３３８、フマル酸クレマスチンおよびシロスタゾールからなる群
から選択される、［５］に記載の方法。
［１４］
　線維芽細胞の増殖を誘導する有効量の化合物を対象に投与する工程を含む、皮膚の再生
を促進する方法。
［１５］
　対象がヒトである、［１４］に記載の方法。
［１６］
　線維芽細胞が皮膚線維芽細胞（ｈＤＦ）の細胞である、［１４］に記載の方法。
［１７］
　小分子が、ＳＬ　３２７、ＡＢＴ　７０２、フェノバム、ＳＸ　０１１、フィゾスチグ
ミン硫酸塩およびＮＢＱＸからなる群から選択される、［１４］に記載の方法。
［１８］
　タンパク質分泌を増加させる有効量の化合物を対象に投与する工程を含む、皮膚の再生
を促進する方法。
［１９］
　タンパク質が、ＥＧＦ、ＦＧＦ７／ＫＧＦ、ＴＧＦβおよびコラーゲンからなる群から
選択される、［１９］に記載の方法。
［２０］
　タンパク質が、ＣＹ　２０８－２４３、ＣＤ　４３９、Ｔ　０１５６塩酸塩、ＣＤ　１
５３０、ＰＳＢ　０６１２６、プロスタグランジンＥ２、ＬＹ　２９４００２塩酸塩、Ｋ
Ｂ－Ｒ７９４３メシル酸塩、プロキシファンシュウ酸塩、ｍ－３Ｍ３ＦＢＳ、ジピリダモ
ール、メチルリカコニチンクエン酸塩、ＷＩＮ　６４３３８、フマル酸クレマスチンおよ
びシロスタゾールからなる群から選択される、［１９］に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】ハイスループット皮膚線維芽細胞アッセイスクリーニングの模式図である。
【図２】投与量の関数として線維芽細胞の増殖を誘導する小分子を示すグラフである。
【図３】投与量の関数としてＥＧＦ発現を誘導する小分子を示すグラフである。
【図４】投与量の関数としてＦＧＦ７／ＫＧＦ発現を誘導する小分子を示すグラフである
。
【図５】投与量の関数としてＴＧＦβ発現を誘導する小分子を示すグラフである。
【図６】投与量の関数としてコラーゲンＩ発現を誘導する小分子を示すグラフである。
【図７】誘導されたエラスチンタンパク質の発現を図示する。
【図８】ジメチルスルホキシドの関数として細胞毒性を示すグラフである。
【図９】ＤＭＳＯ、レチノールおよび小分子ＣＧＰ７１６８３の関数として、相対的なエ
ラスチンの発現を表す棒グラフである。
【図１０】ＤＭＳＯ、レチノールおよび小分子ＣＧＰ７１６８３の関数として、相対的な
コラーゲン１ａの発現を表す棒グラフである。
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【発明を実施するための形態】
【００２１】
発明の詳細な説明
　皮膚線維芽細胞は、コラーゲンの生産に責任を担う皮膚細胞であり、皮膚バリアの完全
性および創傷治癒を促進する結合組織の線維および成長因子の形成に寄与する。正常な創
傷治癒では、線維芽細胞が周囲の無傷の組織から肉芽組織へ補充され、創傷流体中で提示
された様々な因子に反応して、新しい真皮層を増殖し再生する。正常な老化の間、真皮線
維芽細胞は、増殖する能力と、正常な創傷治癒に関与する成長因子（例えば、ＥＧＦ、Ｆ
ＧＦ７／ＫＧＦ、ＴＧＦβ、コラーゲン）を分泌する能力の両方を失う。線維芽細胞の増
殖を促進し、タンパク質の分泌（例えば、ＥＧＦ、ＦＧＦ７／ＫＧＦ、ＴＧＦβ、コラー
ゲン）を増加させる小分子を同定するために設計されたハイスループットスクリーニング
を、本明細書に記載する。
【００２２】
　成長因子は、細胞の成長、増殖および細胞分化を刺激することができる天然に存在する
物質である。成長因子は、種々の細胞プロセスを調節するために重要である。成長因子は
、典型的には、細胞間のシグナル伝達分子として作用する。例は、それらの標的細胞の表
面の特定の受容体に結合するサイトカインおよびホルモンである。多くの場合、それらは
細胞の分化および成熟を促進し、成長因子の間で変化する。例えば、骨形成タンパク質は
骨細胞の分化を刺激し、線維芽細胞成長因子および血管内皮増殖因子は血管分化（血管新
生）を刺激する。成長因子および成長因子のファミリーの例として、限定されないが、ア
ドレノメデュリン（ＡＭ）、アンジオポエチン（Ａｎｇ）、自己分泌型細胞運動刺激因子
、骨形成タンパク質（ＢＭＰ）、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、上皮成長因子（ＥＧ
Ｆ）、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、グリア細胞由来神
経栄養因子（ＧＤＮＦ）、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球マクロファー
ジコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、成長分化因子９（ＧＤＦ９）、肝細胞増殖因子（
ＨＧＦ）、肝癌由来細胞成長因子（ＨＤＧＦ）、インスリン様成長因子（ＩＧＦ）、移動
刺激因子、ミオスタチン（ＧＤＦ－８）、神経成長因子（ＮＧＦ）、他のニューロトロフ
ィン、血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、形質転換成長因
子アルファ（ＴＧＦ－α）、転換成長因子ベータ（ＴＧＦ－β）、腫瘍壊死因子アルファ
（ＴＮＦ－α）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、Ｗｎｔシグナル伝達経路、胎盤成長因
子（ＰｌＧＦ）、ウシ胎仔成長ホルモン（ＦＢＳ）、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、Ｉ
Ｌ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ｂＦＧＦおよびＶＥＧＦが挙げられる。
【００２３】
　線維芽細胞は可溶性因子を分泌し、これらの因子は、覆っている表皮まで拡散して、傍
分泌様式でケラチノサイトに影響を及ぼし、自己分泌および傍分泌作用を有するサイトカ
インおよび成長因子を放出する。自己分泌活性は、トランスフォーミング増殖因子（ＴＧ
Ｆ）－β誘導性の合成と、コラーゲン合成および線維芽細胞増殖を促進する結合組織成長
因子の分泌とを含む。傍分泌活性は、特にケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、顆粒球マ
クロファージコロニー刺激因子、インターロイキン（ＩＬ）－６および線維芽細胞増殖因
子（ＦＧＦ）－１０の線維芽細胞の分泌を介して、ケラチノサイトの増殖および分化に影
響を与える。呼応して、ケラチノサイトはＩＬ－１および副甲状腺ホルモン関連ペプチド
を合成し、そしてこれらがＫＧＦを生産するよう線維芽細胞を刺激する、つまり、二重の
傍分泌ループが存在する。さらに、単独で培養されたケラチノサイトはＩＬ－１の発現が
比較的弱いが、線維芽細胞と共培養した場合、ＩＬ－１およびｃ－Ｊｕｎの発現の増加を
示す。したがって、皮膚基質に取り込まれた線維芽細胞は、ＥＣＭおよび刺激成長因子の
生産の役割を担い、表皮形成を支持し、創傷治癒を促進するために最適な環境を提供する
。
【００２４】
　線維芽細胞の密度は、正常な上皮の形態の発達およびケラチノサイト分化に関して考慮
すべき重要な因子であり、依然として最適な密度を確立する必要がある。線維芽細胞は基
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底膜の形成にも寄与し、これは部分的には、コラーゲンタイプＩＶおよびＶＩＩ、ラミニ
ン５およびナイドジェンを生産することによるが、基底膜成分を生産するケラチノサイト
を刺激するサイトカインの分泌を介して寄与してもいる。線維芽細胞によって分泌された
ＴＧＦ－βは、ケラチノサイトによるコラーゲンタイプＩＶおよびＶＩＩの合成を誘導す
る。
【００２５】
　血管新生およびリンパ脈管新生もまた、正常な皮膚の恒常性の維持および創傷治癒のた
めの重要なプロセスであり、線維芽細胞はこれに重要な傍分泌の役割を有する。血管内皮
増殖因子（ＶＥＧＦ）ファミリーのメンバーとして、ＶＥＧＦ－Ａ、－Ｂ、－Ｃおよび－
Ｄが挙げられ、これらは、正常なヒト線維芽細胞によって生産され、特異的な受容体を介
した血管およびリンパ内皮細胞増殖の調節に重要である。ＶＥＧＦ－Ａは、脈管形成が可
能な常駐内皮細胞および内皮前駆細胞の活性化に関与することが周知であり、ＶＥＧＦ－
Ｂは、内皮細胞についての分裂促進性が低く、ＶＥＧＦ－Ｃおよび－Ｄは、同一の受容体
特異性を有し、ＶＥＧＦ受容体２（ＶＥＧＦ－Ｒ２）に結合して血管新生を媒介し、また
、ＶＥＧＦ－Ｒ３に結合してリンパ脈管新生に影響を与える。
【００２６】
　ＦＧＦ－１は、身体自身の粘着組織が発達し、効果的に傷口を塞ぐように促し、それに
よって感染を妨害し、瘢痕形成を軽減する。線維芽細胞の活性を刺激するためにＦＧＦを
使用することは、結合組織を構成するコラーゲンの強固な性質によって、組織を塞ぐ有効
な手段である。組織を一緒に塞ぐために、ヒトの身体は、優れたせん断強度を得るために
コラーゲンおよびエラスチンを使う。Ｉ型コラーゲンは、強力な線維に束ねられたコラー
ゲン鎖を含み、その構造的完全性を増大させる独特の三らせん構造を有する。
【００２７】
　以下の実施例は例示であり、本発明を限定するものではない。
【実施例】
【００２８】
実施例１
ヒト皮膚線維芽細胞（ｈＤＦ）の増殖のためのハイスループット増殖スクリーニングアッ
セイ
【００２９】
　増殖アッセイのために、ヒト皮膚線維芽細胞（ｈＤＦ）を、９６ウェルの黒色／透明底
の組織培養処理プレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ）に、ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）、１５％ＦＢＳ
（ＨｙＣｌｏｎｅ）中１，０００細胞／ウェルの割合で播種した。翌日、２．５μＭの最
終濃度で、小分子ライブラリー（Ｔｏｒｃｒｉｓ　１１２０　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ
　Ａｃｔｉｖｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ）で細胞を処理した。処理から３日後、細胞を固定
し、ＤＡＰＩで染色し、Ｒｏｃｈｅ　Ｃｅｌｌａｖｉｓｔａ　Ｈｉｇｈ－Ｃｏｎｔｅｎｔ
　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ（図１参照）を用いて分析した。
【００３０】
　ハイスループット増殖スクリーニングアッセイから、ＡＢＴ７０２二塩酸塩（アデノシ
ンキナーゼアンタゴニスト）、フェノバム（ｍＧｌｕ５受容体アンタゴニスト）およびＳ
Ｘ　０１１（ｐ３８　ＭＡＰＫアンタゴニスト）が、２００ｎＭの濃度でｈＤＦに最も高
い増殖レベルを誘導したことを認めた（図２参照）。
【００３１】
実施例２
ＦＧＦ７生産のためのハイスループットスクリーニングアッセイ
【００３２】
　ＦＧＦ７生産アッセイのために、９６ウェルのクリア組織培養処理プレート（Ｆａｌｃ
ｏｎ）に、ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）１×Ｎ２／Ｂ２７　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）中、１９，０００細胞／ウェルの割合で、ｈＤＦを播種した。翌日、２．
５μＭの最終濃度で、小分子ライブラリー（Ｔｏｒｃｒｉｓ　１１２０　Ｂｉｏｌｏｇｉ
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ｃａｌｌｙ　Ａｃｔｉｖｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ）で細胞を処理した。処理から３日後、
上清を回収し、ＦＧＦ７ヒトＥＬＩＳＡキット（Ａｂｃａｍ）およびＢｉｏＴｅｋ　Ｓｙ
ｎｅｒｇｙ　２　Ｍｕｌｔｉ－Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅ
ｒを使用してＦＧＦ７含量を分析した（図１参照）。
【００３３】
　ＦＧＦ７生産アッセイのためのハイスループットスクリーニングアッセイから、プロス
タグランジンＥ２が、２５μＭの濃度でｈＤＦに最も高い生産レベルのＦＧＦ７を誘導し
たことを認めた（図３参照）。
【００３４】
実施例３
ＴＧＦβ１生産のためのハイスループットスクリーニングアッセイ
【００３５】
　ＴＧＦβ１生産アッセイのために、９６ウェルのクリア組織培養処理プレート（Ｆａｌ
ｃｏｎ）に、ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）１×Ｎ２／Ｂ２７　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ）中、１９，０００細胞／ウェルの割合でｈＤＦを播種した。翌日、２．
５μＭの最終濃度で、小分子ライブラリー（Ｔｏｒｃｒｉｓ　１１２０　Ｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌｌｙ　Ａｃｔｉｖｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ）で細胞を処理した。処理から３日後、
上清を回収し、ＴＧＦβ１ヒトＥＬＩＳＡキット（Ａｂｃａｍ）およびＢｉｏＴｅｋ　Ｓ
ｙｎｅｒｇｙ　２　Ｍｕｌｔｉ－Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄ
ｅｒを使用して、ＴＧＦβ１含量を分析した（図１参照）。
【００３６】
　ＴＧＦβ１生産アッセイのためのハイスループットスクリーニングアッセイから、２４
ｎＭの濃度のプロキシファンシュウ酸塩（ヒスタミンＨ３受容体シグナル伝達アゴニスト
）、２４ｎＭの濃度のｍ－３Ｍ３ＦＢＳ（ホスホリパーゼＣシグナル伝達）、１．６μＭ
の濃度でＫＢ－Ｒ７９４３メシル酸塩、および９８ｎＭの濃度でＬＹ２９４００２塩酸塩
が、ｈＤＦに最も高い生産レベルのＴＧＦβ１を誘導したことを認めた（図４参照）。
【００３７】
実施例４
ＥＧＦ生産のためのハイスループットスクリーニングアッセイ
【００３８】
　ＥＧＦ生産アッセイのために、９６ウェルのクリア組織培養処理プレート（Ｆａｌｃｏ
ｎ）に、ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）１×Ｎ２／Ｂ２７　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）中、１９，０００細胞／ウェルの割合でｈＤＦを播種した。翌日、２．５μ
Ｍの最終濃度で、小分子ライブラリー（Ｔｏｒｃｒｉｓ　１１２０　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａ
ｌｌｙ　Ａｃｔｉｖｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ）で細胞を処理した。処理から３日後、上清
を回収し、ＥＧＦヒトＥＬＩＳＡキット（Ａｂｃａｍ）およびＢｉｏＴｅｋ　Ｓｙｎｅｒ
ｇｙ　２　Ｍｕｌｔｉ－Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒを使
用してＥＧＦ含量を分析した（図１参照）。
【００３９】
　ＥＧＦ生産アッセイのためのハイスループットスクリーニングアッセイから、２５およ
び１２．５μＭの濃度でＣＤ　４３７およびＣＤ　１５３０（レチノイドＲＡＲシグナル
伝達アゴニスト）、１２．５μＭの濃度でＣＹ　２０８－２４３（ドーパミンＤ１受容体
アゴニスト）、および１２．５μＭの濃度でＰＳＢ　０６１２６（ＮＴＰＤａｓｅ　３ア
ンタゴニスト）が、ｈＤＦに最も高い生産レベルのＥＧＦを誘導したことを認めた（図５
参照）。
【００４０】
実施例５
１型コラーゲン生産のためのハイスループットスクリーニングアッセイ
【００４１】
　１型コラーゲン生産アッセイのために、９６ウェルのクリア組織培養処理プレート（Ｆ
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ａｌｃｏｎ）に、ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）１×Ｎ２　Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）中、５，０００細胞／ウェルの割合でｈＤＦを播種した。翌日、２．５μＭ
の最終濃度で、小分子ライブラリー（Ｔｏｒｃｒｉｓ　１１２０　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｌｙ　Ａｃｔｉｖｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ）で細胞を処理した。処理から３日後、上清を
回収し、プロコラーゲンタイプ１Ｃ－ペプチドＥＩＡキット（Ｔａｋａｒａ）およびＢｉ
ｏＴｅｋ　Ｓｙｎｅｒｇｙ　２　Ｍｕｌｔｉ－Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｍｉｃｒｏｐｌａｔ
ｅ　Ｒｅａｄｅｒを使用して１型コラーゲン含量について解析した（図１参照）。
【００４２】
　１型コラーゲンアッセイのためのハイスループットスクリーニングアッセイから、３９
０ｎＭの濃度でジピリダモール（アデノシン輸送阻害剤）、３９０ｎＭの濃度でメチルリ
カコニチンクエン酸塩（α７ニューロンニコチン受容体アンタゴニスト）、６．２５μＭ
の濃度でシロスタゾール（ＰＤＥ３Ａアンタゴニスト）、７８０ｎＭの濃度でフマル酸ク
レマスチン（Ｈ４受容体アンタゴニスト）、９７．５ｎＭの濃度でＷＩＮ　６４３３８（
ブラジキニンＢ２受容体アンタゴニスト）が、ｈＤＦに最も高い生産レベルのＥＧＦを誘
導したことを認めた（図１参照）。
【００４３】
　上記の実施例を参照して本発明を説明してきたが、変更および変形は本発明の精神およ
び範囲内に包含されることが理解される。したがって、本発明は、以下の特許請求の範囲
によってのみ限定される。

【図１】 【図２】
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