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(57)【要約】
　本発明は、ラクトフェリン又はその断片を含む医薬組成物に関し、更には創傷、特に角
膜創傷の治療における医薬組成物の使用にも関する。ラクトフェリンのＣローブ、又は機
能的に活性な断片若しくはその変異体から本質的になる、有効量のポリペプチド又は疑似
ペプチドを含む医薬組成物も、本発明によって提供されている。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ラクトフェリンの前記Ｃローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異体から本質
的になる、有効量のポリペプチド又は疑似ペプチドを含む、医薬組成物。
【請求項２】
　ラクトフェリンが牛ラクトフェリンである、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　ポリペプチド又は疑似ペプチドが配列番号１に示すアミノ酸配列から本質的になる、請
求項１又は２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　ポリペプチド又は疑似ペプチドがラクトフェリンのＣローブからなる、請求項１～３の
いずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　前記機能的に活性な断片が、３０アミノ酸よりも長いアミノ酸配列を有するポリペプチ
ド又は疑似ペプチドであり、かつ前記アミノ酸が配列番号１の近接配列に対して６５％超
の同一性を有する、請求項１～４のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　前記Ｃローブが全ラクトフェリンの蛋白質分解から得られる、請求項１又は２に記載の
医薬組成物。
【請求項７】
　眼への投与に好適な形態である、請求項１～６のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　水溶液である、請求項１～７のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記組成物が点眼剤の形態である、請求項１～８のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の医薬組成物を、必要とする被検者に投与する工程
を含む、角膜創傷を処置する方法。
【請求項１１】
　前記被検者がヒト患者である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記角膜創傷が角膜上皮の創傷である、請求項１０又は１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記角膜上皮の創傷がアルカリ誘導の創傷である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記被検者が角膜創傷を有するものとして同定されている、請求項１０～１３のいずれ
か一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、ラクトフェリン又はその断片を含む医薬組成物に関し、更には創傷、特に角膜
創傷の治療における医薬組成物の使用にも関する。
【背景技術】
【０００２】
角膜は、虹彩、及び前眼房を覆っている、眼の正面の透明な部分である。角膜の重要な機
能の１つは、水晶体及び網膜に光を屈折させることによって、正常な視覚を維持すること
にある。ヒトの角膜は５つの層から構成され、それらの層のうちの最前部の層が、角膜の
表面を形成する角膜上皮である。
【０００３】
　上皮層はその大部分が細胞様であり、ケラチノサイトと呼ばれる細胞から構成されてい
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る。この層は、構造の深く脆弱な部分を例えば微生物の侵入等から防御する物理的バリヤ
ーとしての機能を果たす。上皮の下部にあるのが、コラーゲンを主成分とする支質である
。ここには、支質の創傷癒合に関与し得る、角膜実質細胞と呼ばれる他の細胞も含まれて
いる。
【０００４】
　水晶体及び網膜に光を屈折させて正常な視覚を維持する角膜の能力は、角膜上皮の連続
的な再生を経る能力にいくぶん依存している。上皮の再生によって、この組織が角膜内部
を有害な環境薬剤の侵入から保護するバリヤーとして機能を果たすことが可能になるので
、上皮の再生は必要不可欠である。この再生プロセスによって、角膜の滑らかな光学表面
も維持される。この再生速度は、角膜上皮の増殖、分化、及び細胞死滅のプロセス間の一
体的なバランスによって綿密に維持される。
【０００５】
　角膜上皮の損傷は、コンタクトレンズの装用中の異物（例：砂及び粗粒）、微生物の侵
襲若しくは化学物質の侵襲、又は手術によって引き起こされ得る。角膜上皮の創傷のほと
んどはすぐに癒合するが、化学的損傷等の場合は、角膜上皮の癒合が遅延して深層の支質
が感染及び潰瘍に罹患しやすい状態のままになる可能性がある。また、眼が正常な水分補
給を維持できない場合、曇りを来たし視力の低下につながる。
【０００６】
　アルカリ損傷は特に懸念が大きく、急性炎症の原因にもなる。この急性炎症は、角膜に
好中球が素早く侵入し、その後に炎症細胞の遊走及び漸増を伴う慢性炎症が長引き、ひい
ては角膜表面を損傷させるという特徴がある。重篤な場合、これは角膜の潰瘍化、穿孔、
瘢痕形成、及び永久的な視力喪失にもつながる。角膜を速やかに癒合させることは、角膜
上皮の健全性の維持、及び視力維持にとって重要である。
【０００７】
　上皮の自然な創傷癒合は、相互に作用し信号を送る分子の網状組織を通して協働する種
々の細胞構成要素の複雑な相互作用に依存すると考えられる。これらの分子のいくつかは
成長因子として知られ、角膜創傷の癒合において重要な役目を果たす。上皮成長因子（Ｅ
ＧＦ）、ケラチノサイト成長因子、及び血小板由来の成長因子（ＰＤＧＦ）は、角膜創傷
の癒合を促進することで知られる一部の成長因子である。また、角膜のアルカリ火傷後に
すぐ、再生する上皮によってインターロイキン（ＩＬ）－１（及びＩＬ－６）が強力に誘
導されることも発見された。このことは、これらのインターロイキンが角膜上皮の再生に
関与し得ることを示唆している。
【０００８】
　ラクトフェリンは８０ｋＤａの糖蛋白質で、その三次元構造はＸ線結晶解析で定義され
てきた。この蛋白質は、２つの球状領域に折り畳み込まれた単一のポリペプチド鎖で構成
される。これらの領域は、Ｎローブ及びＣローブと呼ばれ、蛋白質のアミノ（Ｎローブ）
末端半分及びカルボキシ（Ｃローブ）末端半分に対応している。各ローブは１つの鉄結合
部位を含んでいる。ラクトフェリンは、炎症緩和、免疫反応の調整、及び抗菌活性等、い
くつかの機能を有する。ラクトフェリンは、多くの種属に見出される蛋白質であり、それ
ゆえに、いくつかの種間の配列のバリエーションを反映する。
【０００９】
　牛ラクトフェリンのＮローブ及びＣローブが、ヒト線維芽細胞を介してコラーゲンゲル
類の収縮を促進する能力は、高山ら（Ｔｈｅ　ｂｏｖｉｎｅ　ｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎ　
ｒｅｇｉｏｎ　ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ　ｆｏｒ　ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｃｏｌ
ｌａｇｅｎ　ｇｅｌ　ｃｏｎｔｒａｃｔｉｌｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ　２
００２；２９９：８１３－８１７）によって調査されている。
【００１０】
　米国特許第７，５２４，８１４号明細書は、全ラクトフェリン又はＮ末端ラクトフェリ
ン変異体を含有し、かつ少なくともそのＮ末端グリシン残基が創傷癒合の処置用に使える
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よう切断されるか若しくは置換される組成物に関する。
【００１１】
　実際的な投与により角膜上皮の創傷修復を促進し得る（即ち、質量の単位で充分に効力
がある）非刺激性組成物に対するニーズは、存続している。
【００１２】
　本明細書においてどの先行技術を参照することも、この先行技術がオーストラリア又は
他の任意の管轄区域における共通の一般知識の一部をなす、又はこの先行技術が当業者に
より確かめられ、理解され、関連性があると見なされることを当然予想し得るという認識
又は任意の形の提案ではなく、かつそのように解釈すべきでもない。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明は角膜創傷の治療方法に関し、この方法は、ラクトフェリンのＣローブ又は機能
的に活性な断片若しくはその変異体を含んでなる有効量のポリペプチド又は疑似ペプチド
を含む医薬組成物を、必要とする被検者に投与する工程を含む。
【００１４】
　本発明はまた、ラクトフェリンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異
体から本質的になる、有効量のポリペプチド又は疑似ペプチドを含む医薬組成物にも関す
る。一実施形態においてラクトフェリンは牛ラクトフェリンである。
【００１５】
　一実施形態においてペプチド又は疑似ペプチドは、ラクトフェリンのＣローブから構成
されるか又は本質的に構成される。本明細書において「から本質的になる」は、ペプチド
又は疑似ペプチドに関して、下記の方法で検定された牛ラクトフェリンのＣローブと同じ
活性を実質的に有し、かつそのＣローブの配列に対して少なくとも６０％の同一性を有す
る任意の長さのアミノ酸配列を意味する。下に例示するように、Ｎローブ及び全ラクトフ
ェリンは、Ｃローブに対して異なる活性を有す。したがって、ラクトフェリンのＣローブ
「から本質的になる」ペプチド又は疑似ペプチドは、全ラクトフェリンを包含しない。好
都合にも、アミノ酸配列が牛ラクトフェリンのＣローブと実質的に同じ活性を有するかど
うかの判定は、細胞増殖及び／又は下記の遊走アッセイによってルーチン的に検定できる
。
【００１６】
　一実施形態において、Ｃローブは全ラクトフェリンの蛋白質分解から得られる。好まし
くは、プロテアーゼはトリプシンである。一実施形態においてラクトフェリンは牛ラクト
フェリンであり、任意選択的に牛乳から得られる。
【００１７】
　別の実施形態において、被検者は人間のヒト患者である。一実施形態において、被検者
は角膜上皮の創傷又は損傷を有するか、その疑いがある。この創傷又は損傷は、別の１つ
若しくは複数の損傷と別個のものであるか又はそれに加えたものであり得る。更なる実施
態様において、角膜創傷は角膜上皮の創傷である。更に別の実施態様において、角膜上皮
の創傷はアルカリ誘導の創傷である。
【００１８】
　本発明はまた、ラクトフェリンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異
体を含む医薬組成物に関する。一実施形態において医薬組成物は、眼への投与に好適な形
態である。好ましくは、医薬組成物は水溶液である。医薬組成物は局所的に投与される。
【００１９】
　本発明はまた、角膜創傷の治療方法に関し、この方法は、ラクトフェリンのＣローブ又
は機能的に活性な断片若しくはその変異体を含んでなる、治療上有効量のポリペプチド又
は疑似ペプチドを投与する工程を含む。
【００２０】
　本発明はまた、角膜創傷治療用のラクトフェリンのＣローブ又は機能的に活性な断片若
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しくはその変異体を含んでなる、治療上有効量のポリペプチド又は疑似ペプチドを使用す
ることにも関する。
【００２１】
　本発明はまた、角膜創傷治療用のラクトフェリンのＣローブ又は機能的に活性な断片若
しくはその変異体を含んでなる、治療上有効量のポリペプチド又は疑似ペプチドを、薬剤
製造の目的に使用することにも関する。
【００２２】
　一実施形態において本発明は、角膜創傷の治療方法に使用された場合に、ラクトフェリ
ンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異体を含んでなるペプチド又は疑
似ペプチドを提供する。
【００２３】
　一実施形態において本発明は、ラクトフェリンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若
しくはその変異体を含んでなるペプチド又は疑似ペプチドから本質的になる角膜創傷治療
用の医薬組成物を、活性成分として提供する。別の実施形態において本発明は、ラクトフ
ェリンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異体から本質的になる角膜創
傷治療用の医薬組成物を、主要成分として提供する。
【００２４】
　本発明はまた、角膜創傷の治療方法に関し、この方法は、ラクトフェリンのＣローブ又
は機能的に活性な断片若しくはその変異体から本質的になる、治療上有効量のポリペプチ
ド又は疑似ペプチドを投与する工程を含む。
【００２５】
　本発明はまた、角膜創傷治療用のラクトフェリンのＣローブ又は機能的に活性な断片若
しくはその変異体から本質的になる、治療上有効量のポリペプチド又は疑似ペプチドを使
用することにも関する。本発明はまた、角膜創傷の治療に適したこのペプチド又は疑似ペ
プチドを、薬剤製造の目的に使用することも含む。
【００２６】
　本発明はまた、
－　角膜創傷を有する被検者を同定する工程と、
－　ラクトフェリンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異体から本質的
になる、有効量のポリペプチド又は疑似ペプチドを含む医薬組成物を投与する工程と、
－　ラクトフェリンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異体から本質的
になる、治療上有効量のポリペプチド又は疑似ペプチドを投与する工程と、
を含む角膜創傷の治療方法にも関する。
【００２７】
　本発明はまた、角膜創傷の閉鎖を加速する方法にも関し、この方法は、
－　ラクトフェリンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異体から本質的
になる、有効量のポリペプチド又は疑似ペプチドを含む医薬組成物、又は
－　ラクトフェリンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異体から本質的
になる、治療上有効量のポリペプチド又は疑似ペプチド
を、必要とする被検者に投与する工程を含む。
【００２８】
　他の実施形態においては、前述の発明に係る方法で使用するためのキットが提供されて
いる。このキットは、
－　本発明に係るペプチド、疑似ペプチド又は医薬組成物を保持する容器と、
－　使用上の指示書きを含むラベル又は添付文書と、
を含む。指示書きには、発明に係る方法又は使用におけるキットの使用法が記載されてい
ることが好ましい。
【００２９】
　他の実施形態においては、前述の発明に係る方法で使用する際のキットが提供されてい
る。このキットは、
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－　本発明に係るペプチド、疑似ペプチド又は医薬組成物を保持する容器と、
－　使用上の指示書きを含むラベル又は添付文書と、
を含む。指示書きには、発明に係る方法又は使用におけるキットの使用法が記載されてい
ることが好ましい。
【００３０】
　特定の実施形態においてキットは、角膜創傷の治療に供する、１種以上の更なる活性原
末又は活性成分を含み得る。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】配列番号１の図である（Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔデータベースにて受託番号Ｐ２４
６２７－１、配列バージョン２の下で一般公開されている）。
【図２】（ヘマトキシリン及びエオシンで染色された）角膜の基本解剖図であり、角膜の
外部表面を形成する最前部の層である上皮を示している。
【図３】１２．８μＭの牛ラクトフェリン（天然型（ＢＬＦ）、除鉄型（α－ＢＬＦ）、
鉄飽和型（ｈ－ＢＬＦ）、ＴＦＭＳで脱グリコシル化されたＢＬＦ（ＢＬＦ　ＴＦＭＳ）
、双性イオン洗剤２％のＣＨＡＰＳに暴露されたＢＬＦ（ＢＬＦ　ＣＨＡＰＳ）、カオト
ロープとして用いた６Ｍの塩酸グアニジン（Ｇｄｎ－ＨＣｌ）に暴露されたＢＬＦ（ＢＬ
Ｆ　Ｇｄｎ－ＨＣｌ）、還元アルキル化されたＢＬＦ、及びＬＦｃｉｎ　Ｂペプチド）と
共に２４時間インキュベーションした後のアルカリ誘導ＨＣＬＥ創傷の閉鎖を、ＢＳＡ対
照群と比較して相対的に示した図である。データは平均＋ＳＤ（ｎ＝８）を示している。
＊天然型ＢＬＦと比較して統計的に有意な差異は認められない（ｐ＞０．１）。＃天然型
ＢＬＦと比較して統計的に有意な減少が認められる（ｐ＜０．００１）。
【図４】非還元条件下で７．５％のＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけ、クーマシーＲ－２５０で染
色して、ＢＬＦの化学的な脱グリコシル化が確認されたことを示した図である。Ａ）天然
型ＢＬＦを示した図である；（Ｂ）ＴＭＳＦを加えて３０分間インキュベートしたＢＬＦ
を示した図である。
【図５】セリンプロテアーゼアフィニティカラムからの画分を示した図である：Ａ）カラ
ムに注入されたＢＬＦの図である；（Ｂ）蛋白質標準液の図である；（Ｃ）非結合画分の
図である；（Ｄ）溶出画分の図である。還元条件下で１２％のＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけ、
クーマシーＲ－２５０で染色して可視化している。
【図６】１μＭのＰＭＳＦで処置された０．１μＭのｐ－ＢＬＦ、ＢＬＦ、Ｎローブ、Ｃ
ローブ、ｎｐ－ＢＬＦ、及びＢＬＦが、セリンプロテアーゼ基質３０μＭのＺ－Ｐｈｅ－
Ａｒｇ－ＡＭＣを加水分解する速度を示した図である。データは平均＋ＳＤを示している
（ｐ－ＢＬＦについてはｎ＝３であり、ＢＬＦ、Ｎローブ、Ｃローブ、ｎｐ－ＢＬＦ、及
びＢＬＦについてはｎ＝６である）。＊ｐ－ＢＬＦと比較して統計的に有意な差異が認め
られる（ｐ＜０．００５）。＃天然型ＢＬＦと比較して統計的に有意な差異が認められる
（ｐ＜０．００５）。
【図７】天然型ＢＬＦを蛋白質非分解性（ｎｐ－ＢＬＦ）画分、及び蛋白質分解（ｐ－Ｂ
ＬＦ）画分に分離し、それぞれの画分１２．６μＭ及び２５２μＭの存在下でのアルカリ
誘導のＨＣＬＥ創傷の閉鎖を、１ｍＭのＰＭＳＦによるセリンプロテアーゼ阻害有りの場
合又は無しの場合について示した図である。データは平均＋ＳＤ（ｎ＝８）を示している
。＊ＰＭＳＦで処置された場合と比較して統計的に有意な差異が認められる（ｐ＜０．０
０１）。＃ＰＭＳＦで処置された場合と比較して統計的に有意な差異が認められる（ｐ＜
０．００５）。＾１／２０の濃度の場合と比較して統計的に有意な差異が認められる（ｐ
＜０．００１）。
【図８】ＢＬＦのＮローブ及びＣローブをトリプシンで消化した画分、並びに精製した画
分を示した図である：（Ａ）蛋白質標準液の図である；（Ｂ）４時間トリプシンで消化さ
れたＢＬＦの図である；（Ｃ）陽イオン交換クロマトグラフィ及びサイズ排除クロマトグ
ラフィにて「Ｂ」から精製されたＣローブの図である；（Ｄ）ＢＬＦの図である；（Ｅ）
０．５時間トリプシンで消化したＢＬＦの図である；（８Ｆ、８Ｇ、８Ｈ）ＢＬＦ、部分
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的に消化されたＣローブ、及びＮローブのそれぞれについて、「Ｅ」のサイズ排除クロマ
トグラフィから分離したピークを示した図である。還元条件下で１２％のＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅにかけ、クーマシーＲ－２５０で染色して可視化している。
【図９】１．２８、６．４、１２．８、６４、及び１２８μＭ濃度にて天然型ＢＬＦ、Ｂ
ＬＦのＮローブ、ＢＬＦのＣローブ、及びＢＳＡで処置されたアルカリ誘導のＨＣＬＥ創
傷の閉鎖を示した図である。データは平均＋ＳＤ（ｎ＝８）を示している。＊等モルの天
然型ＢＬＦ（ｐ＜０．０５）及びＢＬＦのＮローブ（ｐ＜０．００１）と比較して統計的
に有意な増加が認められる。＃等モルの天然型ＢＬＦと比較して統計的に有意な減少が認
められる（ｐ＜０．００５）。＾等モルのＢＳＡと比較しても統計的に有意な減少が認め
られる（ｐ＜０．０５）。
【図１０】６４μＭのＢＬＦ、Ｎローブ、Ｃローブ、又はＰＢＳ（ビヒクル）で処置され
た、モルモットの眼におけるデブリードマン創傷の閉鎖を、平均創傷直径±標準偏差とし
て示した図である。最初の２４時間は３時間ごとに２５μＬずつ投与し、その後は、創傷
閉鎖まで１日につき３回投与する。＾Ｃローブの創傷はＮローブで処置された創傷よりも
小さい（ｐ＜０．０４）。＃Ｃローブの創傷はＰＢＳで処置された創傷よりも小さい（ｐ
＜０．００５）。＊Ｃローブの創傷はＢＬＦで処置された創傷よりも小さい（ｐ＝０．０
２）。
【図１１】６４μＭのＢＬＦ、Ｎローブ、Ｃローブ、又はＰＢＳ（ビヒクル）で処置され
た、モルモットの眼におけるアルカリ創傷の閉鎖を、平均創傷直径±標準偏差として示し
た図である。最初の８時間は１時間ごとに２５μＬずつ投与し、その後は、創傷閉鎖まで
１日につき３回投与する。＃Ｃローブの創傷はビヒクルで処置された創傷よりも有意に小
さい（ｐ＝０．０１３）。
【図１２】１．２８、６．４、１２．８、６４、及び１２８μＭの濃度にて牛血清アルブ
ミン（ＢＳＡ）、牛ラクトフェリン（ＢＬＦ）、Ｎローブ、又はＣローブのいずれかが補
充された培地（Ｍ）における、ヒト角膜輪部上皮細胞の増殖を示した図である。０、８、
１６及び２４時間のインキュベーションの後に、ＣｙＱｕａｎｔで測定された。全ての群
についてｎ＝８。＃等モルのＢＳＡよりも増殖が少ない（ｐ＜０．００１）。＊等モルの
ＢＳＡよりも増殖が多い（ｐ＜０．０５）。
【図１３】増殖中のヒト角膜輪部上皮細胞の遊走による創傷の閉鎖が、１．２８、６．４
、１２．８、６４、及び１２８μＭの濃度にて牛血清アルブミン（ＢＳＡ）、牛ラクトフ
ェリン（ＢＬＦ）、Ｎローブ、又はＣローブのいずれかが補充された培地（Ｍ）中の１ｍ
Ｍヒドロキシ尿素で阻害されることを示した図である。全ての群についてｎ＝８である。
遊走バリヤーが除去された後、０、８、１６及び２４時間の時点で測定を実施した。＊遊
走の度合いは等モルのＢＳＡに比べて大きい（ｐ＜０．０５）。＃遊走の度合いは等モル
のＢＳＡを下回る（ｐ＜０．００１）。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　以下、本発明の特定の実施形態について詳しく言及する。本発明を実施形態と関連させ
て記述するが、本発明をそれらの実施形態だけに限定すべきものでないことを理解された
い。本発明は寧ろ、特許請求の範囲で定義された本発明の範囲内に含み得る全ての代替、
変形態様、及び等価物を網羅するものとして意図されている。
【００３３】
　当業者であれば、本明細書に記載されている方法及び材料と類似しているか等しい多く
の方法及び材料が、本発明の慣行にて使用できることを認識するであろう。いかなる場合
も、本発明は記載されている方法及び材料に限定されない。
【００３４】
　「ラクトフェリンのＣローブ」という用語は、ラクトフェリンのＣ末端ローブを指す。
上記したように、この蛋白質は２つの球状領域に折り畳み込まれた単一のポリペプチド鎖
で構成される。これらの領域は、Ｎローブ及びＣローブと呼ばれ、蛋白質のアミノ（Ｎロ
ーブ）末端半分及びカルボキシ（Ｃローブ）末端半分に対応している。各ローブには１つ
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の鉄結合部位が含まれている。ラクトフェリン蛋白質は約６９０アミノ酸の長さを有し、
そのＣローブは約アミノ酸３６４（少なくとも牛ラクトフェリンの場合）からＣ末端（例
えばアミノ酸６９０）までのアミノ酸配列に対応していることが明らかにされてきた。Ｃ
ローブのＮ末端は、アミノ酸３６４に位置し得るか、又はその位置の２つ若しくは３つの
アミノ酸の範囲内（例えば、アミノ酸３６１～アミノ酸３６６）に位置し得る。一実施形
態において、Ｃローブのアミノ酸配列は、図１に図示されている（配列番号１と定義され
た）。本発明は、公示されている全てのラクトフェリン配列及びそれに含まれるＣローブ
配列にまで及ぶ。
【００３５】
　好適な実施形態において、Ｃローブは牛ラクトフェリンから誘導され、配列番号１に準
じた配列を有する。本明細書に明示されているように、本発明はまた変異体も包含する。
その変異体は、例えば種の変異体又は多型性の変異体であり、後述するアミノ酸配列を包
含する。ここで、括弧内（）の１種以上のアミノ酸は、それに先行するアミノ酸と置き換
えられる。
【００３６】
　ＹＴＲＶＶＷＣＡＶＧＰＥＥＱＫＫＣＱＱＷＳＱＱＳＧＱＮＶＴＣＡＴＡＳＴＴＤＤＣ
ＩＶＬＶＬＫＧＥＡＤＡＬＮＬＤＧＧＹＩ（Ｖ）ＹＴＡＧＫＣＧＬＶＰＶＬＡＥＮＲＫＳ
（Ｔ）ＳＫＨ（Ｙ）ＳＳＬＤＣＶＬＲＰＴＥＧＹＬＡＶＡＶＶＫ（Ｒ）ＫＡＮＥＧＬＴＷ
ＮＳＬＫＤＫＫＳＣＨＴＡＶＤＲＴＡＧＷＮＩＰＭＧＬＩＶＮＱＴＧＳＣＡＦＤＥＦＦＳ
ＱＳＣＡＰＧＡ（Ｒ）ＤＰＫＳＲＬＣＡＬＣＡＧＤＤＱＧＬＤＫＣＶＰＮＳＫＥＫＹＹＧ
ＹＴＧＡＦＲＣＬＡＥＤＶＧＤＶＡＦＶＫＮＤＴＶＷＥＮＴＮＧＥＳＴＡＤＷＡＫＮＬＮ
ＲＥＤＦＲＬＬＣＬＤＧＴＲＫＰＶＴＥＡＱＳＣＨＬＡＶＡＰＮＨＡＶＶＳＲＳＤＲＡＡ
ＨＶＫＱＶＬＬＨ（Ｒ）ＱＱＡＬＦＧＫＮＧＫＮＣＰＤＫＦＣＬＦＫＳＥＴＫＮＬＬＦＮ
ＤＮＴＥＣＬＡＫＬＧＧＲＰＴＹＥＥＹＬＧＴＥＹＶＴＡＩＡＮＬＫＫＣＳＴＳＰＬＬＥ
ＡＣＡＦＬＴＲ
【００３７】
　「ポリペプチド」又は「ポリペプチド鎖」という用語は、通常はアミド結合で互いに結
合される、アミノ酸のポリマーを指す。機能的に活性なアミノ酸のポリマーは、一般に「
蛋白質」と呼ばれる。
【００３８】
　ラクトフェリンのイソ型はいくつか存在しており、この理由から、ラクトフェリンとい
う蛋白質を構成するアミノ酸の正確な数は変動し、それに応じて、蛋白質中におけるＣロ
ーブの正確な位置も変動する。本発明は、全ての機能的に活性な断片、及び後述する方法
で検定された活性と同じ活性を呈するＣローブの変異体を網羅することを意図している。
この変異体はまた、Ｃ－ローブのアポ型及びホロ型、翻訳後修飾型、グリコシル化された
誘導体、又は脱グリコシル化された誘導体も包含する。Ｃローブは、全ラクトフェリンの
ＣローブとＮローブとの間に発生する中間ローブ領域、又はその一部を任意選択的に含み
得る。中間ローブ領域は、ラクトフェリンの任意のイソ型又は種変異体の配列を有し得る
。
【００３９】
　ラクトフェリンのＣローブのポリペプチド配列の断片又は変異体に関して、「機能的に
活性」という用語は、角膜創傷を癒合させる能力のある断片又は変異体（類似体、誘導体
、若しくは突然変異株等）で、例えば、下掲の方法で検定された処置対象の創傷に塗布さ
れるものを意味する。そのような変異体には、天然由来の変異体、及び非天然由来の変異
体が包含される。修飾によって断片又は変異体の機能活性が低下しない限り、１種以上の
アミノ酸の付加、削除、置換及び誘導体化が企図される。機能的に活性な断片は、アミノ
酸配列を短縮すれば容易に定量できる。この短縮を行うには、例えば、エキソペプチダー
ゼを使用するか、又はアミノ酸配列を短い長さに合成してから、下記の実施例で例示され
ている方法等で任意の創傷癒合活性を試験する。
【００４０】
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　断片は非天然のバリエーションが見出される場合、疑似ペプチドと呼んでもよく、この
疑似ペプチドも本発明の範囲内に含まれる。例えば、合成アミノ酸及びその類似体は、１
種以上の天然型アミノ酸と置換でき、これにより、下記の方法で検定される創傷癒合活性
が得られる。
【００４１】
　「疑似ペプチド」は合成の化学化合物であり、その構造及び／又は機能的特性は本発明
のペプチドと実質的に同じである。後者に関しては、本明細書中で更に記述する。典型的
には、疑似ペプチドは、本発明のペプチドと同じ又は類似する構造（例えば、ラクトフェ
リンのＣローブと同じ又は類似する配列）を有する。疑似ペプチドは一般に、天然に合成
されない少なくとも１つの残基を含む。疑似ペプチド化合物の非天然成分は、
ａ）　天然のアミド結合（「ペプチド結合」）連鎖以外の残基連鎖群、
ｂ）　天然由来のアミノ酸残基に代わる非天然の残基、又は
ｃ）　第２の構造擬態物を誘導するか又は安定させる残基（例えば、βターン、γターン
、βシート、α螺旋構造、及びこれらに類するもの）
のうちの１つ以上に準じ得る。
【００４２】
　疑似ペプチドは、科学文献及び特許文献（例えば、Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｅ
ｓ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｖｅ　Ｖｏｌｕｍｅｓ，Ｇｉｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ）Ｊ
ｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，ＮＹ；ａｌ－Ｏｂｅｉｄｉ；Ｍｏｌ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１９９８；９：２０５－２２３；Ｈｒｕｂｙ　Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ
　Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ　１９９７；１：１１４－１１９；Ｏｓｔｅｒｇａａｒｄ　Ｍｏｌ
　Ｄｉｖｅｒｓ　１９９７；３：１７－２７；Ｏｓｔｒｅｓｈ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚ
ｙｍｏｌ　１９９６；２６７：２２０－２３４）に記述されている様々な手順、及び方法
論を使用して合成し得る。
【００４３】
　好ましくは、機能的に活性な断片は、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０アミ
ノ酸、又はそれを超えるアミノ酸長を有する。機能的に活性な断片又は変異体は、断片又
は変異体が対応している配列番号１の該当部分に対して好ましくは少なくとも約６０％の
同一性を有し、より好ましくは少なくとも約６５％、７０％、７５％、８０％、又は８５
％の同一性を有し、更により好ましくは９０％の同一性を有し、更により好ましくは少な
くとも約９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、又は１００％の同一性を有する。機
能的に活性な断片又は変異体は、ラクトフェリンのＣローブからのアミノ酸の近接配列に
対応し得るか、又はその近接配列に対して同一性を有し得る。一方、機能的に活性な断片
は、ラクトフェリンのＣローブの三次元構造において空間的にクラスター形成するアミノ
酸の配列に対応し得るか、又はその配列に対して同一性を有し得ることも企図される。
【００４４】
　この種の機能的に活性な断片及び変異体には、例えば、保存的アミノ酸置換を有するも
のも包含される。当業者であれば、比較される配列の全長にわたって最大限のアライメン
トを達成するのに必要な任意のアルゴリズム（後述の非限定例）を含めた、アラインメン
ト測定用の適切なパラメーターを特定し得る。アミノ酸配列をアラインしたとき、所与の
アミノ酸配列Ａの所与のアミノ酸配列Ｂへの、Ｂとの、若しくはＢに対するアミノ酸配列
の同一性パーセンテージ（或いは、所与のアミノ酸配列Ｂへの、Ｂとの、若しくはＢに対
する特定のアミノ酸配列の同一性パーセントを有するか又は含む所与のアミノ酸配列Ａと
も言い表し得る）は、アミノ酸配列の同一性パーセント＝（Ｘ／Ｙ）×１００として計算
し得る。ここで、Ｘは、配列アライメントプログラムによるＡ及びＢのアライメント、又
はアルゴリズムによるＡ及びＢのアライメントを介して同一の一致としてスコアされるア
ミノ酸残基の数である。Ｙは、Ｂ内のアミノ酸残基の合計数である。アミノ酸配列Ａの長
さがアミノ酸配列Ｂの長さと不等価の場合は、Ｂに対するＡのアミノ酸配列の同一性パー
セントが、Ａに対するＢのアミノ酸配列の同一性パーセントと不等価になる。
【００４５】
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　同一性パーセントの計算では、完全一致が計数対象になる。２つの配列間の同一性パー
セントの定量は、数学アルゴリズムを使用して達成し得る。２つの配列の比較に用いられ
る数学アルゴリズムの非限定例としては、Ｋａｒｌｉｎ及びＡｌｔｓｃｈｕｌのアルゴリ
ズム（Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　１９９０　ＵＳＡ；８７：２２６４）に
記載されかつＫａｒｌｉｎ及びＡｌｔｓｃｈｕｌ（Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃ
ｉ　ＵＳＡ　１９９３；９０：５８７３－５８７７）において改変されたアルゴリズムが
挙げられる。そのようなアルゴリズムは、ＡｌｔｓｃｈｕｌらのＢＬＡＳＴＮ及びＢＬＡ
ＳＴＸプログラム（Ｊ　ＭｏＩ　Ｂｉｏｌ　１９９０；２１５：４０３）に組み込まれて
いる。Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ　２５：３３８９に記載されているように、比較目的でギャップ付きの配列を得る際は
、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ　（ＢＬＡＳＴ　２．０）を利用できる。或いは、ＰＳＩ－
Ｂｌａｓｔを使用して分子間の遠縁の類縁関係を検出する反復サーチ（ｉｔｅｒａｔｅｄ
　ｓｅａｒｃｈ）を実行できる。上記のＡｌｔｓｃｈｕｌら（１９９７）を参照のこと。
好適な一実施形態においては、ＢＬＡＳＴ、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ、及びＰＳＩ－Ｂ
ｌａｓｔプログラムを利用する際にそれぞれのプログラム（例えば、ＢＬＡＳＴＸ及びＢ
ＬＡＳＴＮ）の初期設定パラメーターを使用できる。アラインメントはまた、インスペク
ションにより手動でも実行できる。配列の比較に用いられる数学アルゴリズムの非限定例
としては、それ以外にもＣｌｕｓｔａｌＷアルゴリズム（Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　１９９４；２２：４６７３－４６８０）が挙げら
れる。ＣｌｕｓｔａｌＷでは配列を比較し、アミノ酸配列又はＤＮＡ配列の全体をアライ
ンすることによって配列の保存についてのデータを得ることができる。ＣｌｕｓｔａｌＷ
アルゴリズムを使用できる市販のＤＮＡ／アミノ酸分析ソフトウェアパッケージは、例え
ば、Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩプログラムスイートのＡＬＩＧＮＸモジュール（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）等いくつかある。Ｃｌｕ
ｓｔａｌＷでアミノ酸配列がアラインされた後は、アミノ酸の同一性パーセントを評価で
きる。ＣｌｕｓｔａｌＷアラインメントの分析に役立つソフトウェアプログラムの非限定
例としては、ＧＥＮＥＤＯＣ（商標）又はＪａｌＶｉｅｗ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊａ
ｌｖｉｅｗ．ｏｒｇ／）が挙げられる。複数の蛋白質間のアミノ酸（又はＤＮＡ）類似性
及び同一性は、ＧＥＮＥＤＯＣ（商標）で評価できる。配列の比較に用いられる数学アル
ゴリズムの非限定例としては、ほかにもＭｙｅｒｓ及びＭｉｌｌｅｒ（ＣＡＢＩＯＳ　１
９８８；４：１１－１７）のアルゴリズムが挙げられる。この種のアルゴリズムは、ＧＣ
Ｇ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓソフトウェアパッケージ、バージョン１０（
Ａｃｃｅｌｒｙｓ，Ｉｎｃ．，９６８５　Ｓｃｒａｎｔｏｎ　Ｒｄ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ，ＣＡ，ＵＳＡから入手可能）の一部であるＡＬＩＧＮプログラム（バージョン２．０
）に組み込まれている。好適な一実施形態においては、同一性パーセントを評価する際、
アミノ酸配列を比較するためのＡＬＩＧＮプログラムを利用し、ＰＡＭ１２０重量残基表
（ｗｅｉｇｈｔ　ｒｅｓｉｄｕｅ　ｔａｂｌｅ）、ギャップ長ペナルティ１２、及びギャ
ップペナルティ４を使用する。
【００４６】
　「保存的アミノ酸置換」という用語は、或るアミノ酸を同じクラスの別アミノ酸で置換
することを言う。クラスの種類としては下掲のものが挙げられる。
　無極性：Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｒｏ、Ｍｅｔ　Ｐｈｅ、Ｔｒｐ
　非荷電極性：Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｃｙｓ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ
　酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ
　塩基性：Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ
上記以外にも、次のような保存的アミノ酸置換を行うことができる。
　芳香族：Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｈｉｓ
　プロトン供与体：Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ｔｒｐ
　プロトン受容体：Ｇｌｕ、Ａｓｐ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ
【００４７】
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　「処置」又は「治療」という用語は、被検者の処置を要する症状（例えば、角膜創傷）
が改善されるように、ペプチド又は疑似ペプチド（ラクトフェリンのＣローブ等）を含む
治療上有効量の組成物を、被検者に投与することを言う。治療によって症状を改善し得る
が、症状の完全治癒は可能でないことが認められるであろう。医薬組成物は、ラクトフェ
リンのＣローブ、又は１種以上の機能的に活性な断片若しくはその変異体を含有し得る。
【００４８】
　「被検者」という用語は、ラクトフェリンのＣローブを含む組成物が投与される任意の
動物を指す。好適な実施形態において、被検者は創傷を患うヒト患者である。創傷は好ま
しくは角膜創傷であり、一実施形態においては角膜上皮の創傷である。本発明はヒトにお
ける適用が見出されるが、本発明は家畜病治療の用途にも役立つ。本明細書に記載されて
いるように、本発明は牛、羊、馬、及び家禽等の家畜、猫及び犬等のペット、並びに動物
園の動物の創傷の治療に有用である。
【００４９】
　「治療上有効量」又は「有効量」という用語は、１つ以上の疾患又は症状の徴候の改善
又は治療に帰着するペプチド又は疑似ペプチドの分量を指す。
【００５０】
　「創傷」という用語は、疾患若しくは障害の結果としての、又は事故、事件若しくは外
科的処置（例えば、レーシック又はＰＲＫ）の結果としての、潰瘍若しくは病変等の損傷
を指す。例えば、創傷は角膜を異物（例えば砂）又はコンタクトレンズに接触させること
によって引き起こされる擦傷であり得る。創傷は、アルカリ損傷、即ち、アルカリ誘導の
創傷、又は他の任意の化学的火傷の結果である角膜創傷であり得る（特に、他の創傷若し
くは損傷を伴うか伴わないかを問わない、角膜上皮の創傷を含む）。潰瘍は感染、炎症、
又は自己免疫を原因とし得る。病変は非癒合角膜病変であり得る。創傷はドライアイ症状
の結果であり得る。
【００５１】
　「医薬組成物」という用語は、ペプチド又は疑似ペプチド（例えば、ラクトフェリンの
Ｃローブ）を含む組成物で、薬学的に許容可能な担体中に分散されているものを指す。医
薬組成物は、ラクトフェリンのＣローブ、又は１種以上の機能的に活性な断片若しくはそ
の変異体を含有し得る。本組成物は１種以上の付加的な賦形剤、例えば、希釈剤、乳化剤
、緩衝剤、安定化剤、結合剤、充填剤、及びこれらに類するものを更に含有し得る。本組
成物はまた、任意選択的に有効量の他の薬学的活性成分も含有し得る。例えば、キノロン
族のメンバー、又はアミノグリコシドとβラクタムとの組み合わせ等の抗生物質も包含し
得る。クロラムフェニコール、テトラサイクリン及びマクロライドを含むが、これらに限
定されない他の抗生物質も使用し得る。更に、本組成物は１種以上の抗炎症剤を含有し得
る。その抗炎症剤は、ステロイド性、又は非ステロイド性の抗炎症剤であり得る。
【００５２】
　本発明に係る医薬組成物はまた、ラクトフェリンのＣローブのみを含有し得る（即ち、
ラクトフェリンのＣローブから本質的になるものであってもよい）。或いは、本発明は、
ラクトフェリンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異体から本質的にな
るペプチド若しくは疑似ペプチドを、他の任意のペプチド、疑似ペプチド及び／又は他の
活性成分よりも高濃度に含む医薬組成物を包含する。
【００５３】
　本明細書において文脈上別途要求されない限り、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」という
用語及びその用語の変形態様、例えば「含んでいる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「含む
（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」、及び「含んだ（ｃｏｍｐｒｉｓｅｄ）」等は、更なる添加剤
、成分、整数、若しくは工程を除外することを意図したものではない。
【００５４】
　本発明は角膜創傷を処置するものであり、有効量のペプチド又は疑似ペプチド（例えば
、ラクトフェリンのＣローブ、又は機能的に活性な断片若しくはその変異体）を含む医薬
組成物を被検者に投与する工程を含む。本発明は特に角膜創傷の治療に関する。本発明に
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よって企図される角膜創傷の種類は、特に角膜上皮の創傷である。創傷は、例えば、眼を
アルカリ剤に暴露したこと等によって生じた化学的損傷（即ち、アルカリ誘導の創傷）又
は外科的アルコールデブリードマンの結果であり得る。アルカリ誘導の創傷は、例えば、
アルカリ液体、肥料、石膏、及びセメント粉末、家庭用クリーニング製品（特にアンモニ
アを含むもの）、ドレイン洗浄剤、オーブン洗浄剤、及びこれらに類するものに対して偶
発的に眼を暴露することによって生じ得る。本発明はまた、角膜への病原体の侵入を最小
限に抑える助けにもなる。
【００５５】
　アルカリ暴露は、上皮細胞死滅、支質コラーゲンの変性を引き起こすほか、角膜及び内
側の眼を、異物及び病理学的薬剤が侵入する危険に曝す。アルカリ誘導の創傷は、炎症反
応を強め創傷癒合を阻害する。また、それによって、視覚を脅す二次的合併症（例えば微
生物感染症）を起こし得る危険期間を長引かせるという特徴がある。重傷の場合はまた、
上皮の潰瘍化の再発、慢性的な支質潰瘍、深在性の支質新血管形成、結膜肥大、又は角膜
穿孔にさえ帰着する可能性もある。
【００５６】
　本発明のペプチド又は疑似ペプチドによって又は本発明の方法若しくは使用によって処
置し得る他の角膜創傷は、デブリードマン、擦傷、掻傷、又は他の任意の摩耗性損傷から
生じる創傷である。これらの創傷は一般に、非炎症性創傷と見なされる。
【００５７】
　ラクトフェリンのＣローブはＮローブ又は天然型（即ち、全）ラクトフェリンのいずれ
よりも強力に創傷閉鎖の速度を速める能力があることが、出願者らによって発見された。
【００５８】
　従来は、角膜の別の部分の癒合（即ち、角膜支質創傷の癒合）の促進が、天然型ラクト
フェリンが線維芽細胞の増殖を刺激する（結果として細胞外基質が合成される）ことによ
るものであると考えられていた。対照的に、本発明は線維芽細胞を含まない角膜上皮の創
傷の治療に関するものである。出願人らはいかなる理論又は作用の様式にも拘束されるも
のではなく、ラクトフェリンのＣローブが、眼表面全体にわたる上皮細胞の遊走促進と、
種々のサイトカイン及び成長因子（例えば、ＩＬ－６及びＰＤＧＦ）の発現の上方制御に
よって、上皮の創傷の閉鎖の速度を速めることを提唱している。
【００５９】
　その基本解剖図を図２に示す。角膜の外部表面を形成する最前部の層が、上皮である。
この層はその大部分が細胞様である（ケラチノサイトから構成されている）。上皮の下部
にあるのが、支質である。支質は角膜実質細胞を含み、コラーゲンを主成分としている。
角膜実質細胞は、極めて緻密な分岐で接合されたコラーゲン層の間に緩く連結された網状
組織を形成しており、支質の約１０％を占める。角膜上皮細胞（ケラチノサイト）の遊走
は、フィブロネクチンの暫定的基質（角膜上皮の創傷部位における支質の暴露した表面に
出現する、粘着性の細胞外糖蛋白質）の全体にわたって発生する。フィブロネクチンの発
現が損傷後に増大することと、特定の成長因子が細胞遊走に対するフィブロネクチンの影
響を増大し得ることが、明らかにされてきた。上皮の創傷癒合の場合、これらの成長因子
が天然型ラクトフェリンを介して上向き調節する仕組みは、創傷癒合及びＰＤＧＦ－信号
経路に関与する種々の受容体とこれらの成長因子との相互作用に起因し得ることが提唱さ
れている。
【００６０】
　上述したように、ＣローブがＮローブ及び天然型ラクトフェリンと比較して効力を増す
ことは、いかなる理論又は作用の様式にも拘束されるものではなく、立体因子、基質親和
性の増大、又はＮローブからの阻害作用に起因するものであり得る。例えば、不要な４０
ｋＤａのＮローブからＣローブを解放すると、特定の標的結合部位におけるペプチドの立
体障害が軽減され、それにより、創傷癒合が促進され得る。別の態様では、偏在する陰イ
オン基質（例えば、硫酸化アミノグリカン）にラクトフェリンのＮ末端付近の陽イオン性
アルギニンが牽引される力が、標的への結合に利用可能なラクトフェリンを減らし、創傷
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癒合を促進するであろう。最後に、創傷閉鎖に対してやや拮抗的な活性（例えば、蛋白質
分解活性）は、Ｎローブペプチドに存在し得る。
【００６１】
　本発明はまた角膜創傷の閉鎖を加速する方法にも関し、この方法は、ラクトフェリンの
Ｃローブ又は機能的に活性な断片若しくはその変異体を含んでなる有効量のポリペプチド
又は疑似ペプチドを含む医薬組成物、又はラクトフェリンのＣローブ又は機能的に活性な
断片若しくはその変異体を含んでなる治療上有効量のポリペプチド又は疑似ペプチドを含
む医薬組成物を、必要とする被検者に投与する工程を含む。本発明のペプチド又は疑似ペ
プチドで処置された創傷の方が、未処置の創傷及び／又は全ラクトフェリンで処置された
創傷と比較して、閉鎖の加速度が大きい。角膜創傷の閉鎖を加速させることは、角膜に対
する更なる損傷を阻止するうえで、及び／又は感染若しくは潰瘍化の危険を最小限に抑え
るうえで有益である。加えて、創傷閉鎖を加速させることは、視覚的機能の高速な解像力
に帰着する。
【００６２】
　当業者に公知の何らかの好適な方法でラクトフェリンのＣローブを得ることができるこ
とは、当業者によって理解されるであろう。それらの方法としては、組み換え技術、遺伝
子工学を用いたデノボ合成及び／又は化学的な合成技術、天然原料（例えば哺乳類の牛乳
）からの単離、精製及び蛋白質分解、並びに商業的供給源からの購入が挙げられるが、こ
れらに限定されない。このような方法で、Ｃローブを精製、単離、組み換え、又は合成し
得る。
【００６３】
　好適な実施形態において、Ｃローブは、天然供給の組み換え型ラクトフェリン、又は市
販のラクトフェリンをＮローブ及びＣローブに蛋白質分解することによって得られる。好
ましくは、プロテアーゼはトリプシンである。この場合、Ｎローブ及びＣローブは、当業
者に公知の技術（例えば、クロマトグラフィ等）を任意の数だけ使用して相互に分離し得
る。
陽イオン交換クロマトグラフィ及びサイズ排除クロマトグラフィは、好適な方法である。
【００６４】
　ペプチド又は疑似ペプチド（例えば、本発明の医薬組成物中に存在するＣローブ等）の
濃度は、例えば１０～７０μＭの間であり得る。
【００６５】
　本発明に係る医薬組成物は、眼への投与又は塗布に適した眼用組成物であり得る。本発
明に係る眼用組成物の例としては、懸濁液、軟膏、持続的放出製剤（コンタクトレンズ又
は他の生体適合物質に装填された場合を含む）、点眼剤としての用途に好適なゲル類又は
溶液がある。好ましくは、本発明に係る医薬組成物は、局所投与又は持続的放出送達の用
途に合わせて処方される。好ましくは、本発明に係る組成物は眼への投与に好適な形態で
ある。被験者が影響を受けた眼に溶液を１～２滴点眼してこの種の組成物を容易に投与で
きる度合いと、処方の容易さを基準とした場合、一般に好適なのは水溶液であるが、組成
物は懸濁液、粘性若しくは半粘性のゲル類、又は他の種類の固体若しくは半固体組成物、
或いは持続的放出に適したものであってもよい。医薬組成物は、人工涙処方物又はコンタ
クトレンズ溶液等の眼潤滑剤であってもよい。
【００６６】
　本発明に係る組成物に任意に使用できる担体としては、水、水と水溶性溶媒（例えば、
炭素数１～７のアルカノール類）との混合物、０．５～５％の非毒性水溶性ポリマーを含
む植物油若しくは鉱物油、ゲル化生成物（例えば、ゼラチン、アルギン酸塩、ペクチン、
トラガカントゴム、カラヤゴム、キサン、カラゲーニン、寒天及びアカシア、並びにそれ
らの誘導体）、澱粉誘導体（例えば、スターチアセテート並びにヒドロキシプロピルスタ
ーチ）、及び他の合成産物、例えば、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポ
リビニルメチルエーテル、ポリエチレンオキシド、好ましくは架橋したポリアクリル酸（
例えば、中性カーボポール（Ｃａｒｂｏｐｏｌ））、若しくはこれらのポリマーの混合物
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、天然に存在するホスファチド（例えばレシチン）、若しくはアルキレンオキシドと脂肪
酸の縮合生成物（例えば、ポリオキシエチレンステアラート）、若しくはエチレンオキシ
ドと長鎖脂肪族アルコールの縮合生成物（例えば、ヘプタデカエチレンオキシセタノール
）、若しくはエチレンオキシドと脂肪酸及びヘキシトールから誘導された部分エステルと
の縮合生成物（例えば、ポリオキシエチレンソルビトールモノオレアート）、又はエチレ
ンオキシドと脂肪酸及びヘキシトール無水物から誘導された部分エステルとの縮合生成物
（例えば、ポリエチレンソルビタンモノオレアート）等、様々なものが挙げられる。
【００６７】
　水性懸濁液を水の添加により調製する用途に適した分散性粉末及び顆粒は、分散剤又は
湿潤剤、懸濁剤、及び１種以上の保存剤との混合物中で活性成分を提供する。好適な分散
剤又は湿潤剤、及び懸濁剤としては、既に上述したものが例示される。
【００６８】
　本発明に係る組成物は、少なくとも１種のゲル化剤を含有し得る。医薬組成物での使用
に好適なゲル化剤は当業者に周知であり、例えば、キサンタンガム及びその誘導体、カル
ボマー及びその誘導体、アクリレート系共重合体及びクロスポリマー、ポリアクリル酸ナ
トリウム及びその誘導体、セルロース及びその誘導体、澱粉及び寒天並びにそれらの誘導
体が包含される。本発明に係るゲル化剤の選択は、透明なゲルを得るうえで重要である。
本組成物に添加されるゲル化剤の分量は、当業者であれば最小限の実験で容易に定量する
ことが可能であり、かつ当業者に公知の因子（例えば、ゲル化剤の特性、及び医薬組成物
の所望の特性）に依存する。
【００６９】
　本発明に係る医薬組成物に含有し得る付加的な成分としては、張性増強剤、保存剤、可
溶化剤、安定化剤、非毒性賦形剤、粘滑剤、金属イオン封鎖剤、ｐＨ調整剤、助溶剤、及
び粘度上昇剤が挙げられる。ｐＨ調整、好ましくは生理的ｐＨの調整には、緩衝剤が特に
役立ち得る。本溶液のｐＨは、４～８の範囲内、好ましくは６～７．５の範囲内に維持さ
れるべきである。眼表面に適合するｐＨであればいずれも好適であることは、当業者によ
って理解されるであろう。好適な緩衝剤、例えば、ホウ酸、ホウ酸ナトリウム、クエン酸
カリウム、クエン酸、重炭酸ナトリウム、ＴＲＩＳ、エデト酸二ナトリウム（ＥＤＴＡ）
及び種々の混合リン酸塩緩衝剤（Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４及びＫＨ２ＰＯ４の組
み合わせを含む）、並びにそれらの混合物を添加し得る。一般的に、緩衝剤は約０．０５
～０．５Ｍの範囲の濃度で使用される。
【００７０】
　張性を調整する必要がある場合、典型的には張性増強剤が用いられる。この種の薬剤は
、例えば、イオン性及び／又は非イオン性の型であり得る。イオン性の張性増強剤の例と
しては、アルカリ金属若しくはハロゲン化土類金属（例えば、ＣａＣｌ２、ＫＢｒ、ＫＣ
ｌ、ＬｉＣｌ、ＮａＩ、ＮａＢｒ若しくはＮａＣｌ等）、Ｎａ２ＳＯ４、又はホウ酸が挙
げられる。非イオン性張性増強剤は、例えば、尿素、グリセロール、ソルビトール、マン
ニトール、プロピレングリコール、又はデキストロースである。本発明の水性溶液は、正
常な涙液の浸透圧に近似するように、典型的には張性増強剤を用いて調整される。
【００７１】
　特定の実施形態において、本発明に係る組成物は付加的に保存剤を含む。保存剤は一般
的に、塩化ベンザルコニウム（Ｎ－ベンジル－Ｎ－（Ｃ８－Ｃ１８アルキル）－Ｎ．Ｎ－
ジメチルアンモニウムクロリド）、塩化ベンゾキソニウム、又はそれに類するもの等の４
級アンモニウム化合物から選択し得る。４級アンモニウム塩以外の保存剤の例としては、
チオサリチル酸のアルキル水銀塩（例えば、チオマーサル、硝酸フェニル水銀、酢酸フェ
ニル水銀若しくはホウ酸フェニル水銀等）、過ホウ酸ナトリウム、亜塩素酸ナトリウム、
パラベン（例えば、メチルパラベン若しくはプロピルパラベン等）、安息香酸ナトリウム
、サリチル酸、アルコール（例えば、クロロブタノール、ベンジルアルコール若しくはフ
ェニルエタノール等）、グアニジン誘導体（例えば、クロロヘキシジン若しくはポリヘキ
サメチレンビグアニド等）、過ホウ酸ナトリウム、Ｇｅｒｍａｌ（商標登録）π、又はソ
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ルビン酸がある。好ましい保存剤は、４級アンモニウム化合物、特に塩化ベンザルコニウ
ム、又はその誘導体、例えば、塩化ポリドロニウム（Ｐｏｌｙｑｕａｄ）（米国特許第４
，４０７，７９１号明細書を参照のこと）、アルキル水銀塩、及びパラベンである。必要
に応じて、使用中における細菌及び真菌に起因する二次的汚染から確実に保護するための
充分な量の保存剤が、眼用組成物に添加される。
【００７２】
　他の実施形態において、本発明に係る組成物は保存剤を含まない。この種の処方物は、
コンタクトレンズを装用する被験者に特に有用である。
【００７３】
　本発明に係る組成物は、特に活性成分又は不活性成分が懸濁液又は乳濁液を形成する傾
向がある場合、可溶化剤の存在を付加的に必要とし得る。上述した当該の組成物に好適な
可溶化剤は、例えば、チロキサポール、脂肪酸グリセロールポリエチレングリコールエス
テル、脂肪酸ポリエチレングリコールエステル、ポリエチレングリコール、グリセロール
エステル、シクロデキストリン（例えば、α－、β－若しくはγ－シクロデキストリン、
例えばアルキル化、ヒドロキシアルキル化、カルボキシアルキル化若しくはアルキルオキ
シカルボニルアルキル化誘導体、或いはモノ－又はジグリコシル－α－、β－若しくはγ
－シクロデキストリン、モノ－又はジマルトシル－α－、β－若しくはγ－シクロデキス
トリン、或いはパノシル－シクロデキストリン）、ポリソルベート２０、ポリソルベート
８０、又はそれらの化合物の混合物からなる群から選択される。特に好適な可溶化剤の具
体的な例としては、ヒマシ油とエチレンオキシドとの反応生成物（例えば、市販品である
Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ　ＥＬ（商標登録）又はＣｒｅｍｏｐｈｏｒ　ＲＨ４０（商標登録）
）が挙げられる。ヒマシ油とエチレンオキシドとの反応生成物は、眼が極めて充分な耐容
性を示す、特に適した可溶化剤であることが証明されてきた。別の好ましい可溶化剤は、
チロキサポール及びシクロデキストリンから選択される。用いられる濃度は、特に活性成
分の濃度に依存する。添加される量は一般的に、活性成分を可溶化するうえで充分な量で
ある。
【００７４】
　本組成物は、例えば、乳化剤、湿潤剤、又は充填剤（例えば、２００、３００、４００
及び６００と命名されたポリエチレングリコール類、又は１０００、１５００、４０００
、６０００及び１００００と命名されたカーボワックス）等の非毒性賦形剤を更に含有し
得る。添加される賦形剤の分量及び種類は、特定の要件に準じる。本組成物が眼に適した
ものとなるように本組成物中に配合し得る賦形剤、並びに他の添加剤の種類及び分量は、
当業者によって理解されるであろう。担体の粘性を増す目的に、本発明の組成物に他の化
合物を添加してもよい。粘性増強剤の例としては、多糖（例えば、ヒアルロン酸及びその
塩類、コンドロイチン硫酸及びその塩類、デキストラン類、セルロース系の種々のポリマ
ー類）、ビニルポリマー類、及びアクリル酸ポリマー類が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００７５】
　本発明に係る例示的な眼用溶液は、本発明のペプチド又は疑似ペプチド、塩化ナトリウ
ム、二ナトリウムマレイン酸塩、塩化ベンザルコニウム、水酸化ナトリウム、塩化水素、
滅菌精製水、及び約７．４５の生理的ｐＨ、又は眼に快適な範囲内のｐＨを有する溶液を
包含する。最大限の快適さを得るには、眼用溶液のｐＨが涙液と同じであるか、又は溶液
のｐＨが眼に快適な範囲（即ち、ｐＨ６．６～７．８の間）に収まっていなければならな
い。或いは、本溶液は本発明のペプチド又は疑似ペプチド、塩化ナトリウム、リン酸二水
素ナトリウム二水和物、塩化ベンザルコニウム、水酸化ナトリウム、塩酸、滅菌精製水、
及び上記ｐＨを有する溶液を包含し得る。
【００７６】
　例示的な眼用溶液は、次に示すとおりである。
本発明のペプチド又は疑似ペプチド：０．３％～０．５％（ｗ／ｖ）
塩化ナトリウム：０．９％（ｗ／ｖ）
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リン酸二水素ナトリウム二水和物：０．０８％（ｗ／ｖ）
塩化ベンザルコニウム：０．００５％（ｗ／ｖ）
滅菌精製水：充分量
ここで、溶液のｐＨは生体適合性の何らかの酸、及び／又はアルカリ（例えば、水酸化ナ
トリウム、及び塩化水素）を用いれば、生理的ｐＨ、又は眼球に快適な範囲内のｐＨに調
整される。
【００７７】
　本発明に係る医薬組成物は、創傷の治療に有効な他の活性成分（例えば、成長因子、洗
浄剤、及び抗生物質）を含有し得る。医薬組成物はまた、皮膚置換療法、酵素的デブリー
ドマン、外科的デブリードマン、創傷被覆、及び圧迫等の治療と組み合わせて投与し得る
。これらの活性成分及び治療は一般に、創傷の癒合を促進するうえで有効な総計量（ｃｏ
ｍｂｉｎｅｄ　ａｍｏｕｎｔ）で提供される。これは、本発明に係る組成物及び活性成分
／治療薬を同時に、又は投与によって所望の作用の相乗効果が得られるよう時間的に充分
に近付けて、投与する工程を含む。或いは、本発明に係る組成物は、他の治療薬に先行し
てもよく又はその後であってもよい。本発明に係る組成物の投与は、レーシック手術等の
選択的手術の最中であってもよく、又はその後であってもよい。
【００７８】
　本組成物は、当業者が好適であると考える任意の方法で投与できる。医薬組成物は局所
的に投与し得る。
【００７９】
　本発明に係る組成物は、創傷が完全に癒合するまで又は所望のレベルの創傷癒合が達成
されるまで、任意の期間にわたって１回又は複数回投与できる。当業者であれば、投与分
量、用法、及び治療期間が、例えば、創傷の種類、創傷の部位、及び被検者の健康等の因
子に依存することを認めるであろう。化学的損傷の場合、必要とされる治療は、損傷を受
けた眼表面の範囲、化学薬品による眼内浸透の程度、並びに関与する薬剤の濃度及び性質
等の因子によって決まるであろう。一実施形態において本組成物は、３０分おき又は１時
間ごとに、例えば１日に最大８回投与される。
【００８０】
　キット又は「製品」は容器を具備するほか、その容器に付属若しくは付随するラベル又
は添付文書も具備し得る。好適な容器としては、例えば、ボトル、バイアル、シリンジ、
ブリスター包装等が挙げられる。容器を形成できる材料は、ガラス又はプラスチック等、
様々なものがある。容器は症状の処置に有効なペプチド、疑似ペプチド又は医薬組成物を
保持し、滅菌の点検口を備えていてもよい（例えば、容器は静脈内溶液バッグであっても
よく、又は皮下注射針を貫通できるストッパー付きバイアルであってもよい）。ラベル又
は添付文書には、特定の症状の処置にペプチド、疑似ペプチド、又は医薬組成物のどれを
用いるかが指示されている。一実施形態においては、ラベル又は添付文書に使用上の指示
が記載されていて、治療組成物を角膜創傷の処置に使用できることが指示されている。
【００８１】
　キットは（ａ）ペプチド、疑似ペプチド又は医薬組成物と、（ｂ）第２の活性原末又は
活性成分を収容する第２の容器とを具備し得る。本発明のこの実施形態においてキットは
、ペプチド、疑似ペプチド又は医薬組成物、及び他の活性原末が角膜創傷の処置に使用で
きる旨を指示した添付文書を更に具備してもよい。代わりに又は付加的に、キットは、薬
学的に許容可能な注入用の静菌水（ＢＷＦＩ）、リン酸塩緩衝食塩水、リンガー溶液及び
デキストロース溶液等の緩衝液を含む、第２の（又は第３の）容器を更に具備し得る。商
業的な観点及びユーザーの観点から望ましい他の材料（他の緩衝液、希釈剤、フィルター
、ニードル、及びシリンジを含む）を更に含んでもよい。
【００８２】
　以下、添付の実施例及び図面を参照しながら、本発明について更に詳しく説明する。た
だし、以下の説明は単なる例示であって、上述したような本発明の一般性をいかなる方法
によっても制限するものと見なすべきでないことを理解されたい。
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【実施例】
【００８３】
　発明者らはアルカリ誘導の創傷モデルを使用して、ヒト角膜上皮創傷の癒合を促すラク
トフェリンの構造を同定した。
【００８４】
　要約すれば、トリプシンによる蛋白質の限定分解にてＢＬＦローブを分離し、陽イオン
交換クロマトグラフィ及びサイズ排除クロマトグラフィを使用して精製した。牛ラクトフ
ェリン（ＢＬＦ）のイソ型を、ベンズアミジンアフィニティカラム使用時のセリンプロテ
アーゼ活性、及びそれらの触媒活性に従って分離した。ＢＬＦローブのイソ型についても
、合成セリンプロテアーゼ基質Ｚ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－７－アミド－４－メチル－クマリン
を加水分解して定量した。これらの残基による創傷癒合の促進、及びＢＬＦ（除鉄型、鉄
結合型、脱グリコシル化されたＢＬＦ、双性イオン洗剤に暴露されたＢＬＦ、カオトロー
プで変性されたＢＬＦ、還元アルキル化されたＢＬＦ、及びラクトフェリンＢペプチド（
ＬＦｃｉｎ　Ｂ））の創傷癒合の促進を、０．１Ｍ水酸化ナトリウムに浸漬した濾紙ディ
スクで損傷させたヒト角膜輪部上皮細胞のコンフルエントな単層と共にインキュベートし
て評価した。
【００８５】
　リムルス変形細胞ライセートアッセイ（ＱＣＬ－１０００；Ｌｏｎｚａ，Ｗａｌｋｅｒ
ｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ）を使用して、メーカーの指示に従い、ＢＬＦエンドトキシン内容物
を分析した。
【００８６】
　除鉄型（アポ）牛ラクトフェリン（ａ－ＢＬＦ）を、Ｍａｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ（Ｍｅ
ｔａｌ－ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｌａｃｔｏｆ
ｅｒｒｉｎ　（ｒｅｄ　ｍｉｌｋ　ｐｒｏｔｅｉｎ）．１．Ｔｈｅ　ｉｎｖｏｌｖｅｍｅ
ｎｔ　ｏｆ　ｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｅｕｒ　Ｊ　
Ｂｉｏｃｈｅｍ　１９６８；６：５７９－５８４）による記述に修正を加えた方法にて調
製した。ＢＬＦの１％溶液の鉄（寄贈元：Ｄｒ　Ａｎｄｒｅｗ　Ｂｒｏｗｎ，Ｍｕｒｒａ
ｙ　Ｇｏｕｌｂｕｒｎ　Ｃｏ－ｏｐｅｒａｔｉｖｅ，Ｃｏｂｒａｍ，ＶＩＣ，Ａｕｓｔｒ
ａｌｉａ）を、遠心限外濾過装置（１０ｋＤａ　ｃｕｔ－ｏｆｆ　Ａｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔ
ｒａ；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ）で４℃にて０．１Ｍのクエン酸に接
触させて除去した。
その後、結果として得られた透明溶液を、リン酸塩緩衝食塩水（ＰＢＳ）にバッファー置
換し、限外濾過で濃縮した。
【００８７】
　Ｂａｔｅｓ　ｅｔ　ａｌ（Ｔｈｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｅｒｒｉｃ　ｓａｌｔ
ｓ　ｗｉｔｈ　ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ．Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　１９７３；２４８：
３２２８－３２３２）と同様な方法で、鉄錯体である鉄ニトリロ三酢酸（Ｆｅ－ＮＴＡ）
を添加して、鉄飽和型（ホロ）牛ラクトフェリン（ｈ－ＢＬＦ）を調整した。ｐＨ７．４
の２０ｍＭトリス塩酸緩衝液に溶かしたＢＬＦの１％溶液に、５ｍＭ重炭酸塩を添加し、
その後ですぐ、２：１のモル過剰になるように鉄ニトリロ三酢酸（Ｆｅ－ＮＴＡ）と混合
して、１時間インキュベートした。その後、ｈ－ＢＬＦをＰＢＳにバッファー置換し、上
記と同様の方法で濃縮した。
【００８８】
　分光測光法を用い２８０ｎｍ：４６５ｎｍの吸光度の比でａ－ＢＬＦの鉄飽和を確認し
た（Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｎ　ｂｏｖｉｎｅ　ｌａｃｔｏｆｅｒｒ
ｉｎ．Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　１９７０；２４５：４２６９－４２７５）。
【００８９】
　Ｓｏｊａｒ及びＢａｈｌによるプロセス（Ａ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏ
ｒ　ｔｈｅ　ｄｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ａｒｃｈ　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　１９８７；２５９：５２－５７）に準じて、ＢＬＦから



(18) JP 2013-530990 A 2013.8.1

10

20

30

40

50

グリカン鎖を化学的に除去した。１０％ＢＬＦ溶液にトリフルオロメタンスルホン酸無水
物（ＴＦＭＳ；Ｓｉｇｍａ）を加えて氷上で３０分間インキュベートし、その後－２０℃
にて６０％のピリジンで中和し、ＰＢＳにバッファー置換した。ドデシル硫酸ナトリウム
－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）にて、７．５％トリス塩酸ポリ
アクリルアミドゲル中のＢＬＦバンドの見かけの分子量の減少により、進行がモニターさ
れた。
【００９０】
　還元アルキル化されたＢＬＦの調製物は、次の方法で調製された。６Ｍのグアニジン塩
酸（Ｇｄｎ－ＨＣｌ；Ｓｉｇｍａ）含有又は不含のｐＨ８．５の０．６Ｍトリス塩酸及び
２％の３－［（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ］－１－プロパンスルホナー
ト（ＣＨＡＰＳ；Ｓｉｇｍａ）に溶かしたＢＬＦの１％溶液に、β－メルカプトエタノー
ル（Ｓｉｇｍａ）を添加し、ジスルフィド結合含量に対し５０倍モル過剰にして４時間イ
ンキュベートして還元した。新たに調製されたヨードアセトアミド（Ｓｉｇｍａ）を、還
元剤をやや下回る濃度（例えば、６ｍＭ）まで添加することによって、アルキル化を行っ
た。１５分間のインキュベーションの最中は溶液を光線から保護し、その後で４℃にてＰ
ＢＳにバッファー置換した。
【００９１】
セリンプロテアーゼの活性及び単離
　蛋白質分解活性を有するＢＬＦの画分は、メーカーのプロトコールに従って使用される
ベンズアミジンセリンプロテアーゼアフィニティカラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，
Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）で精製された。概略説明すると、０．５ＭのＮａＣｌを
含む５０ｍＭトリス塩酸緩衝液（ｐＨ７．４）が入ったカラムにＢＬＦを装填し、結合画
分をｐＨ２．０で収集緩衝液中に溶出させてｐＨを生理的なレベルに戻した。ＢＬＦの蛋
白質分解活性を不可逆的に阻害するために、１ｍＭフッ化フェニルメタンスルホニル（Ｐ
ＭＳＦ；Ｆｌｕｋａ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ，Ｂｕｃｈｓ，ＳＧ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎ
ｄ）を１０：１のモル過剰になるように添加し、その後にバッファー置換で除去した。Ｂ
ＬＦの蛋白質分解活性の定量は、Ｍａｓｓｕｃｃｉ　ｅｔ　ａｌ（Ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉ
ｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｂｏｖｉｎｅ　ｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎ．Ｂｉｏｍｅｔａ
ｌｓ　２００４；１７：２４９－２５５）を改変して行った。セリンプロテアーゼ活性の
測定は、基質としてＮ－α－ベンジルオキシカルボニル－フェニルアラニン－アルギニン
－７－アミド－４－メチル－クマリン（Ｚ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－ＡＭＣ；Ｓｉｇｍａ－Ａｌ
ｄｒｉｃｈ，Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を用い、１００ｍＭのＮａＣｌを含むｐＨ７．０
の２０ｍＭリン酸塩緩衝液中３～３００μＭの濃度で２５℃にて行った。０．１μＭのＢ
ＬＦによるペプチドの開裂及びＡＭＣ基の遊離を、放出波長４６５ｎｍ及び励起波長３６
０ｎｍで分光蛍光分析によってモニターし、初期反応速度を算出した。動力学的パラメー
ターＫｍ及びｋｃａｔは、ラインウィーバー・バークプロット（Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－
Ｂｕｒｋ　ｐｌｏｔ）の線形回帰によって外挿された。ＢＬＦセリンプロテアーゼアフィ
ニティカラム画分、ＢＬＦローブ、及びセリンプロテアーゼ阻害ＢＬＦの反応速度は、３
０μＭのＺ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－ＡＭＣを使用して比較された。
【００９２】
ＢＬＦローブの精製
　ＢＬＦをＮローブ断片及びＣローブ断片に分離させた。これは、Ｌｅｇｒａｎｄ（Ｃｈ
ａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ｉｒ
ｏｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　１８－ｋＤａ　ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　
ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｈａｌｆ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｌａｃｔｏｔ
ｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ．Ｂｉｏｃｈｉｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ　１９８４；７８７
：９０－９６）からの改変である。２５ｍＭのＣａＣｌ２含有の０．１Ｍトリス塩酸緩衝
液（ｐＨ８．２）中のＢＬＦを、基質１ｍｇ当たり２５ＴＡＭＥユニットの固定化トリプ
シン（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）で消化し、３７℃で穏やかに撹拌した（
１ＴＡＭＥユニットでは、１０ｍＭのカルシウムの存在下、２５oＣ、ｐＨ８．２におい
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て１分間に１μモルのｐ－トルエンスルホニル－Ｌアルギニンメチルエステル（ＴＡＭＥ
）が加水分解される）。０．５時間及び４時間のインキュベーション時間を取り、Ｎロー
ブ及びＣローブの収率をそれぞれ最大限に増大させた。メーカーの指示に従い、試料から
トリプシンゲルを遠心分離させて反応を終了した。
【００９３】
　５０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ８．０）で平衡化したＭｏｎｏ　Ｓ　５／５０　ＧＬカラ
ム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を使用して、ローブを陽イオン交換クロマトグラフィ
で精製した。同じ緩衝液中のＮａＣｌ濃度が１Ｍに上昇するように、直線濃度勾配をかけ
て溶出させた。１０％酢酸（上記で言及したＬｅｇｒａｎｄ）及び１５０ｍＭのＮａＣｌ
が入っているサイズ排除カラムＢｉｏ－Ｇｅｌ　Ｐ－６０　２６／１０００（Ｂｉｏ－Ｒ
ａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）に、分離されたピークが０
．４ｍＬ／ｍｉｎで適用された。ＳＤＳ－ＰＡＧＥを用いＬａｅｍｍｌｉ系（Ｃｌｅａｖ
ａｇｅ　ｏｆ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｓ
ｓｅｍｂｌｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｅａｄ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　Ｔ４．Ｎ
ａｔｕｒｅ　１９７０；２２７：６８０－６８５）に準じて、ＢＬＦ及び断片を１２％ト
リス塩酸ゲル上に置き、クーマシーブルーＲ－２５０（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ）で染色して可視化した。１－Ｄゲル分析ソフトウェア（Ｑｕａｎｔｉｔｙ　
Ｏｎｅ，Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を使用して、蛋白質標準液（Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　Ｐｌｕｓ，
Ｂｉｏ－Ｒａｄ）について、還元された熱変性済み試料の見かけの分子量を計算した。
【００９４】
　受動溶離で抽出されたポリアクリルアミドゲルバンドの最初の５アミノ酸のＮ末端配列
決定によって、ＢＬＦ断片の同定を準備し、画分が収集されたことを確認した。
【００９５】
細胞培養物
　固定化されたヒト角膜輪部上皮（ＨＣＬＥ）細胞（寄贈元：Ｄｒ　Ｉｌｅｎｅ　Ｇｉｐ
ｓｏｎ，Ｓｃｈｅｐｅｎｓ　Ｅｙｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｂｏｓｔ
ｏｎ，ＭＡ）を前述した方法で培養した（Ｍｕｃｉｎ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　ｉｎ　ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ　ｈｕｍａｎ　ｃｏｒｎｅａｌ－ｌｉｍｂａｌ　ａｎ
ｄ　ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖａｌ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ．Ｉｎｖ
ｅｓｔ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｉｓ　Ｓｃｉ　２００３；４４：２４９６－２５０６
）。概略説明すると、組織培養用に処置したプレートに細胞を２×１０４／ｃｍで播種し
、２５ｕｇ／ｍＬの牛下垂体抽出物、０．２ｎｇ／ｍＬの組み換え型上皮成長因子、及び
０．４ｍＭのＣａＣｌ２が補充されたケラチノサイト無血清培地（Ｋ－ＳＦＭ；Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ－Ｇｉｂｃｏ，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）内で５％ＣＯ２雰囲気中
、３７℃で維持した。それらの細胞を５０％コンフルエントにてＫ－ＳＦＭと低カルシウ
ムのダルベッコ変性イーグル培地（ＤＭＥＭ）／ハムＦ１２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の
１：１混合物に入れ替えてコンフルエントに達成させた。
【００９６】
ＨＣＬＥアルカリ火傷創傷の癒合モデル
　アルカリ誘導の火傷癒合にＢＬＦ誘導体が及ぼす作用を定量するために、０．１Ｍの水
酸化ナトリウムに浸漬された濾紙ディスクを使用して、ＨＣＬＥ細胞のコンフルエントな
単層を損傷させた。培地（１：１のＫ－ＳＦＭ：低Ｃａ２＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２）を３回入
れ替えて直ちに細胞をリンスし、ｐＨを元に戻して、細胞破片を除去した。創傷領域を３
７℃、５％ＣＯ２にて治療溶液で２４時間インキュベーションする前及びその後に、５０
倍の拡大率で撮影した。画像分析ソフトウェア（ＩｍａｇｅＪ　１．４０ｇ；Ｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ）を用い
て創傷の領域を定量化した。結果は、創傷閉鎖の相対量（即ち、対照群における創傷領域
の倍数として示した、複数の創傷領域の減少量）、又は創傷閉鎖のパーセンテージ（即ち
、初期の創傷領域との比較で示した、創傷領域の減少率）のいずれかとして表された。
【００９７】
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　アルカリ火傷創傷の癒合モデル用の治療溶液は、濃縮ＢＬＦ（アポ型、ホロ型、グリコ
シル化されたＢＬＦ、ＣＨＡＰＳに暴露されたＢＬＦ、塩酸グアニジン（Ｇｄｎ－ＨＣｌ
）に暴露されたＢＬＦ、還元アルキル化されたＢＬＦ、及びＬＦｃｉｎ　Ｂ（Ａｍｅｒｉ
ｃａｎ　Ｐｅｐｔｉｄｅ，Ｖｉｓｔａ，ＣＡ））を希釈して、（上述したように）１２．
８μＭの組織培養培地に入れて調整された。ベンズアミジンカラムの画分は、ＰＭＳＦで
の前処置有り又は無しの１２．６μＭ及び２５４μＭの天然型ＢＬＦ内に存在する濃度に
再組成された。ＢＬＦのＮローブ及びＣローブを最終濃度１．２８、６．４、１２．８、
６４及び１２８μＭに調整した。等モルの天然型ＢＬＦ及び牛血清アルブミン（ＢＳＡ；
Ｂｏｖｏｇｅｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ，Ｅｓｓｅｎｄｏｎ，ＶＩＣ，Ａｕｓｔｒａｌ
ｉａ）の陽性対照及び陰性対照をそれぞれ各実験に含めた。使用されたＬＦｃｉｎ　Ｂは
デノボ合成されたもので、ＢＬＦのアミノ酸２０～３１に対応している。
【００９８】
統計分析
　創傷癒合実験の場合、データは治療ごとに或る濃度における平均±試料サイズ８のＳＤ
として集計される。ＢＬＦ（アポ型、ホロ型、グリコシル化されたＢＬＦ、ＣＨＡＰＳに
暴露されたＢＬＦ、塩酸グアニジン（Ｇｄｎ－ＨＣｌ）に暴露されたＢＬＦ、還元アルキ
ル化されたＢＬＦ、ＬＦｃｉｎ　Ｂ、Ｎローブ及びＣローブ）の結果を評価し、一方向の
分散分析（ＡＮＯＶＡ）を使用して或る濃度範囲内での治療間の差異を定量した後、ボン
フェローニ補正（Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ　ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ）を使用して事後多重比
較を行った。
【００９９】
　ベンズアミジンカラム画分を使用した創傷癒合治験の結果分析は、上記の方法で分析し
、濃度間における更なる比較を行った。反応速度実験では、一方向ＡＮＯＶＡを使用して
残基間の差異を計算した後、ゲーム－ハウエル補正（Ｇａｍｅｓ－Ｈｏｗｅｌｌ　ｃｏｒ
ｒｅｃｔｉｏｎ）を使用して群の試料サイズ及び分散による事後多重比較を行った。
【０１００】
　統計的有意性は、ｐ＜０．０５であると見なされた。市販の統計分析ソフトウェア（Ｓ
ＰＳＳ；ＳＰＳＳ　Ｉｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ）を使用して分析を実施した。
【０１０１】
結果
　ＬＡＬアッセイでの定量に従い、これらの実験に用いられた全てのＢＬＦにおけるエン
ドトキシン含有量は、４ＥＵ／ｍｇ未満であることが見出された。
【０１０２】
　アルカリ損傷後の創傷の閉鎖のＨＣＬＥ単層への促進の度合いは、鉄飽和型ＢＬＦを用
いても変化がなかった。分光器分析で、鉄飽和がａ－ＢＬＦの１０％未満、ｈ－ＢＬＦの
９０％超であることがわかった。ａ－ＢＬＦ、天然型ＢＬＦ、及びｈ－ＢＬＦは、ＢＳＡ
対照群と比較して創傷閉鎖を有意に増加することが見出された（ｐ＜０．００１、図３）
。ａ－ＢＬＦ、天然型ＢＬＦ、及びｈ－ＢＬＦによる創傷閉鎖は１２．８μＭの濃度でＢ
ＳＡ対照群と比較して３倍であることが見出された。
【０１０３】
　ＢＬＦからグリカンを除去しても、創傷癒合の促進の度合いに変化がなかった。３０分
後に化学的な脱グリコシル化が完了し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥでは見かけの分子量の更なる減
少は観測されなかった（図４）。変性条件の下でペプチド－Ｎ－グリコシダーゼＦを用い
酵素処理で脱グリコシル化されたＢＬＦに関しては、等価な見かけの分子量変化が観測さ
れた（データは非公開）。脱グリコシル化されたＢＬＦのアルカリ誘導の角膜創傷の閉鎖
は、ＢＳＡと比較して有意に増大した（ｐ＜０．００１、図３）。この作用は、天然型Ｂ
ＬＦとの有意な差異がなかった（ｐ＞０．１、図３）。
【０１０４】
　カオトロープとして６Ｍの塩酸グアニジン（Ｇｄｎ－ＨＣｌ）を使用して調製されたＢ
ＬＦによる創傷の閉鎖は、天然型ＢＬＦ（ｐ＜０．００１；図３）と比較して有意に少な
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かった。一方、双性イオン洗剤（２％のＣＨＡＰＳ）で前処置されたＢＬＦは、引き続き
創傷癒合を増大させた。創傷癒合に対するＢＬＦの作用促進は、還元アルキル化後に失わ
れた。
【０１０５】
　ＬＦｃｉｎ　Ｂペプチドの単離では、ＨＣＬＥ細胞におけるアルカリ誘導創傷の閉鎖が
促進されなかった。ＬＦｃｉｎ　Ｂに関しては、ＢＬＦ（ｐ＜０．００１、図３）と比較
して創傷癒合数が下回ったことが観測され、陰性対照として用いたＢＳＡ（ｐ＞０．１、
図３）との比較では有意な増加は見られなかった。
【０１０６】
　非結合画分とセリンプロテアーゼアフィニティカラムからの溶出画分との総蛋白含有量
の比較によって、約５％の天然型ＢＬＦがベンズアミジン基質に結合されたことが、明ら
かにされた。ＳＤＳ－ＰＡＧＥでは溶出画分中に汚染バンドは見られず、全ての画分の見
かけの分子量はＢＬＦと同じであった（図５）。
【０１０７】
　２５℃でｐＨ７．０のセリンプロテアーゼ基質Ｚ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－ＡＭＣに関して、
ベンズアミジンから溶出されたＢＬＦの蛋白質分解活性は、Ｋｍが３４±４μＭで、ｋｃ

ａｔが０．３±０．０８ｍｉｎ－１であることが見出された。このＢＬＦ画分は蛋白質分
解性のもの（ｐ－ＢＬＦ）であり、天然型ＢＬＦ、又は非結合型、非蛋白質分解性（ｎｐ
－ＢＬＦ）、ＢＬＦ（ｐ＜０．００５、図６）に比べて蛋白質分解活性がかなり大きい。
天然型ＢＬＦ及びＮローブ（ｐ＜０．０５、図６）を介したセリンプロテアーゼ基質の加
水分解は、Ｃローブ、ｎｐ－ＢＬＦ及びＰＭＳＦ阻害ＢＬＦと比較して有意に促進される
ことが明らかにされた。
【０１０８】
　ｐ－ＢＬＦ画分及びｎｐ－ＢＬＦ画分がＢＬＦによる創傷癒合の促進に対して相対的に
どの程度寄与しているか定量するために、それらの画分を最初に０．６μＭ及び１２．０
μＭの濃度でそれぞれ試験した結果、１２．６μＭの天然型ＢＬＦに存在することが推定
された。０．６μＭのｐ－ＢＬＦ又は１２．０μＭのｎｐ－ＢＬＦでインキュベートされ
た損傷は、類似の度合いで創傷が閉鎖された（ｐ＞０．５、図７）。このｐ－ＢＬＦ濃度
は、天然型ＢＬＦが創傷の閉鎖に必要とする濃度よりも低かった（図９）。これらの濃度
では、ベンズアミジンカラム画分のセリンプロテアーゼ阻害によって、ｐ－ＢＬＦによる
創傷癒合の促進の度合いがかなり有意に低減した（ｐ＜０．００１、図７）。
【０１０９】
　全ての画分の濃度を２０倍に増やすと、天然型ＢＬＦ及びｐ－ＢＬＦの癒合反応は、そ
れらの各低濃度調製物と比較して顕著に低減した（ｐ＜０．００１、図７）。これらの濃
度の天然型ＢＬＦ及びｐ－ＢＬＦセリンプロテアーゼ阻害によって、創傷癒合の作用（ｐ
＜０．００５、図７）がｎｐ－ＢＬＦのレベルに戻った（ｐ＞０．５、図７）。
【０１１０】
　ＢＬＦは、制限トリプシン消化の後、イオン交換クロマトグラフィ及びサイズ排除クロ
マトグラフィでＮローブ及びＣローブに分離、精製された。ＢＬＦのＮローブ及びＣロー
ブに対応する見かけの分子重量をＳＤＳ－ＰＡＧＥで可視化したバンドの光学密度を計測
したところ、分離された画分のそれぞれに存在する蛋白質の９０％超を占めていた（図８
）。
【０１１１】
　Ｃローブは、６．４μＭ～１２８μＭ濃度で無処置のＢＬＦ及びＮローブの等モルレベ
ル（それぞれｐ＜０．０５及びｐ＜０．００１、図９）よりも強力に創傷癒合を促進する
。６．４μＭにおいてＣローブはＢＳＡの４倍の強度で創傷閉鎖を促進した。対照的に、
天然型ＢＬＦはＢＳＡの３倍の強度で創傷閉鎖を促進した（図９）。Ｎローブによる癒合
促進の度合いは、１２．８μＭ～１２８μＭの濃度で無処置のＢＬＦを下回った（ｐ＜０
．００５、図９）のに対し、６．４μＭでＢＳＡをかなり有意に上回ったことが観測され
た（ｐ＝０．０１４、図９）。Ｎローブ濃度がこのレベルを上回ると、創傷閉鎖の度合い
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が漸次に低下する。１２８μＭでは、Ｎローブの創傷閉鎖の促進の度合いはＢＳＡを下回
った（ｐ＜０．０５、図９）。
【０１１２】
　下記のモルモット実験は、単離したＣローブがインビボでの角膜創傷の癒合を、ビヒク
ル、Ｎローブ、又は全ＢＬＦよりも高速に促進することを示す。
【０１１３】
モルモットのデブリードマン創傷：方法
　まず対象の領域を３ｍｍ直径のトレフィンで画定し、次に、上皮を基底膜まで徐々に脱
落させて、角膜の中央に全厚さの上皮のデブリードマン損傷を生じさせた。これらの眼を
ビヒクル（ｐＨ７．４のＰＢＳ）、又は６４μＭのＢＬＦを有するビヒクル（６４μＭの
ＢＬＦ　Ｎローブを有するビヒクル、又は６４μＭのＢＬＦ　Ｃローブを有するビヒクル
）のいずれか２５ｕＬで処置した。各治療群には、年齢、重量、又は健康に有意な差異の
ないモルモット９匹を含めた。デブリードマンの直後に投与し、その後の最初の２４時間
は３時間おき、以降は完全に癒合するまで１日に３回投与した。対照用ナトリウムフルオ
レセインの存在下にて、染色が観測されなくなるまで、６時間おきに眼を撮像することに
よって、創傷閉鎖をモニターした。創傷領域をＩｍａｇｅＪ　１．４４ｏ（Ｎａｔｉｏｎ
ａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，ＵＳＡ）を用いて計算した後、各時
点での平均創傷直径に変換した。
【０１１４】
モルモットのアルカリ創傷：方法
　１Ｍ水酸化ナトリウムに含浸した濾紙ディスクを角膜中央部に２０秒間当てて約３ｍｍ
直径のアルカリ火傷を生じさせ、続いて広範囲に食塩水を灌注した。これにより、上皮が
基底膜まで脱落した。これらの眼をビヒクル（ｐＨ７．４のＰＢＳ）、又は６４μＭのＢ
ＬＦを有するビヒクル（６４μＭのＢＬＦ　Ｎローブを有するビヒクル、又は６４μＭの
ＢＬＦ　Ｃローブを有するビヒクル）のいずれか２５ｕＬで処置した。各治療群には、年
齢、重量、又は健康に有意な差異のないモルモット９匹を含めた。灌注の直後に投与し、
その後の最初の８時間は１時間おき、以降は完全に癒合するまで１日に３回投与した。対
照用ナトリウムフルオレセインの存在下にて、染色が観測されなくなるまで、１２時間お
きに眼を撮像することによって、創傷閉鎖をモニターした。創傷領域をＩｍａｇｅＪ　１
．４４ｏ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，ＵＳＡ）を
用いて計算した後、各時点での平均創傷直径に変換した。
【０１１５】
モルモットのモデル：統計分析
　一方向の分散分析にて結果を分析し、各時間点の範囲内での治療間の差異を定量した後
、ボンフェローニ補正（Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ　ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ）で事後多重比較
を行った。フィッシャーの正確確率検定（Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ　ｅｘａｃｔ　ｔｅｓｔ）で
特定の時点における完全に閉鎖された創傷数をビヒクル対照群と比較して更に分析し、多
重比較のための修正を行った。
【０１１６】
　これらのインビトロ実験によって、単離されたＣローブが創傷癒合関連の細胞活性に対
して及ぼす影響が示された。
【０１１７】
細胞増殖アッセイ：方法
　不滅化されたヒト角膜輪部上皮（ＨＣＬＥ）細胞を、９６穴の組織培養用プレートに４
０％コンフルエンスで播種し、３７℃、５％ＣＯ２雰囲気中で一晩付着させた。翌日、培
地を牛血清アルブミン（ＢＳＡ）又はＢＬＦ（ＢＬＦのＮローブ若しくはＢＬＦのＣロー
ブ）のいずれかで置換又は補充し、１．２８μＭ、６．４μＭ、１２．８μＭ、６４μＭ
、及び１２８μＭの濃度にて各８個の複製を２４時間インキュベートした。メーカーの指
示に従い、ＣｙＱｕａｎｔ細胞増殖アッセイキット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）で
細胞増殖の測定を行った。概略説明すると、ウェルから培地を取り出し、一晩－８０℃で
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保存して溶解した。翌日、プレートを解凍し、細胞溶解緩衝液に溶かした２００μＬのＣ
ｙＱｕａｎｔＧＲ染料を各ウェルに添加した。その後、励起波長４８０ｎｍかつ放出波長
５２０ｎｍでのＤＮＡレベルを反映した、試料蛍光を測定した。
【０１１８】
　結果を治療ごとに或る濃度での平均として表し、ＡＮＯＶＡを用いボンフェローニ補正
（Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ　ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ）で等モルのＢＳＡと比較した。
【０１１９】
細胞遊走アッセイ：方法
　不滅化されたヒト角膜輪部上皮（ＨＣＬＥ）細胞を、フィブロネクチンでコーティング
された９６穴のＯｒｉｓ　Ｃｅｌｌ　Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ（Ｐｌａｔｙｐｕ
ｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＵＳＡ）組織培養用プレートに１００％コンフルエンス
で播種し、３７℃、５％ＣＯ２雰囲気中で一晩付着させた。朝になってから、細胞がウェ
ルの中央２ｍｍ直径領域に遊走できるようにプラグを取り外した。培地を増殖阻害用の１
ｍＭヒドロキシ尿素と、牛血清アルブミン（ＢＳＡ）又はＢＬＦ（ＢＬＦのＮローブ若し
くはＢＬＦのＣローブ）とで置換又は補充し、１．２８μＭ、６．４μＭ、１２．８μＭ
、６４μＭ、及び１２８μＭの濃度にて各８個の複製を１６時間インキュベートした。細
胞の遊走を蛍光共焦鏡検法（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｃｏｎｆｏｃａｌ　ｍｉｃｒｏｓ
ｃｏｐｙ）でモニターし、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎ　ＣＭＦＤＡ（Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，ＵＳＡ）を使用して細胞質を染色した。ＩｍａｇｅＪ　１．
４４ｏ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，ＵＳＡ）を使
用して画像を分析し、残りの創傷領域を計算した。結果を平均領域±標準偏差として表し
、ＡＮＯＶＡを用いボンフェローニ補正（Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ　ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ
）で等モルのＢＳＡと比較した。
【０１２０】
結果
　図１０は、モルモットのデブリードマンモデルにおける創傷閉鎖の時間経過を示す。こ
こで、単離されたＣローブはビヒクル、Ｎローブ又は全ＢＬＦに比べて迅速に癒合を促し
た（表１）。Ｃローブで処置された創傷は１２時間で、ビヒクル単独で処置された創傷の
寸法を有意に下回り（ｐ＜０．００５）、閉鎖されるまで依然として他の創傷の寸法を下
回った。
【０１２１】
　図１１は、モルモットのアルカリ火傷モデルにおける創傷閉鎖の時間経過を示す。ここ
で、単離されたＣローブ及び全ＢＬＦはビヒクル又はＮローブに比べて迅速に癒合を促し
た（表１）。Ｃローブで処置された創傷は２４時間で、ビヒクルで処置された創傷よりも
有意に縮小した（ｐ＝０．０１３）。
【０１２２】
【表１】

【０１２３】
　図１２からわかるように、インビトロではＣローブに関し６．４μＭ及び１２．８μＭ
の濃度においてヒト角膜輪部上皮細胞の増殖率が２４時間で増加した（ｐ＜０．００１）
。一方、ＢＬＦは１．２８μＭで何ら影響がなく、それを除く全ＢＬＦ、及び単離された
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Ｎローブは全ての濃度において増殖率が低下した（ｐ＜０．０５）。他の全てのＣローブ
の濃度は、等モルのＢＳＡと比較して増殖に有意な影響を及ぼさなかった。
【０１２４】
　図１３からわかるように、インビトロではＣローブに関し６．４μＭ超の濃度において
ヒト角膜輪部上皮細胞の遊走率が１６時間で増加した。一方、全ＢＬＦ及びＮローブは濃
度依存的な細胞遊走の減速を示す。これは１２８μＭの濃度にて有意になる（ｐ＜０．０
０１）。
【０１２５】
　このようにインビトロシステムは増殖、遊走、及び創傷癒合に関して、Ｃローブがヒト
角膜輪部上皮細胞に対して独特の影響を及ぼすことを示している。モルモットのモデルに
おいてＣローブはデブリードマンモデルにおける全ＢＬＦ及び単離されたＮローブに優る
性能を示す一方、アルカリ火傷モデルにおける全ＢＬＦと同程度に有効である。
【０１２６】
　本明細書に開示され定義されている本発明は、ここに述べた、又は本文若しくは図面か
ら明白な２つ以上の個々の特徴を持つ全ての代替の組み合わせにまで及ぶ。これらの各組
み合わせはいずれも、本発明の種々の代替の態様を構成するものである。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】

【図６】

【図７】

【図８】

【図９】

【図１０】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】
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