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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺の治療において使用するための医薬組成物の製造にお
ける、ヒト血小板溶解物の使用であって、
　前記ヒト血小板溶解物は、ヒト血小板の集団を４回の凍結融解サイクルに供することに
よって生産されるものであり、ここで、各サイクルの凍結部分が、約－１９０℃以下の温
度で行われる、
使用。
【請求項２】
　それを必要とする患者における創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺を治療する方法におい
て使用するためのヒト血小板溶解物であって、
　前記ヒト血小板溶解物は、ヒト血小板の集団を４回の凍結融解サイクルに供することに
よって生産されるものであり、ここで、各サイクルの凍結部分が、約－１９０℃以下の温
度で行われる、
ヒト血小板溶解物。
【請求項３】
　血小板溶解物を含む医薬組成物を製造する方法であって、
　（ａ）血小板の集団を４回の凍結融解サイクルに供するステップ、ここで、各サイクル
の凍結部分は、約－１９０℃以下の温度で行われるものであり、および
　（ｂ）前記血小板溶解物を、少なくとも１つの薬学的に許容できるポリマー、および、
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リジン、アルギニン、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、アラニン、メチオニ
ン、プロリン、セリン、アスパラギン、システイン、ポリアミノ酸、プロタミン、アミノ
グアニジン、亜鉛イオンおよびマグネシウムイオンからなる群から選択される、少なくと
も１つの薬学的に許容できる正電荷の化学種と、生じる組成物が、室温で１０００～５０
０，０００ｍＰａ・ｓ（ｃｐｓ）の範囲の粘度を有する水性ゲルであるように混合するス
テップ、
を含む、
方法。
【請求項４】
　請求項３に記載の方法であって、
　低温手段として液体窒素が用いられて、それによって、各サイクルの凍結部分における
浸漬が、９５％以上の血小板の溶解をもたらし、より多くの増殖因子の放出、および、制
限されないが線維芽細胞およびＰＧＤＦのアッセイにより測定可能な、細胞の増殖、修復
および再生における改善された機能をもたらす、
方法。
【請求項５】
　請求項３または４に記載の方法であって、
　前記血小板溶解物の濃度が、１ｇの組成物あたり、０．１μｇ～１，０００μｇの範囲
内である、
方法。
【請求項６】
　請求項３～５のいずれか１項に記載の方法であって、
　前記ポリマーが、（ｉ）セルロースポリマー、または（ｉｉ）カルボキシメチルセルロ
ース、ヒドロキシプロピルメチルセルロースまたはメチルセルロースである、
方法。
【請求項７】
　請求項６に記載の方法であって、
　前記セルロースポリマーの濃度が１．５％（ｗ／ｗ）～４．０％（ｗ／ｗ）であり、
　前記ポリマーが、４５０，０００～４，０００，０００の分子量を有する、
方法。
【請求項８】
　請求項３～７のいずれか１項に記載の方法であって、
　前記ポリマーが、プルロニック酸、またはプルロニックＦ－１２７である、
方法。
【請求項９】
　請求項８に記載の方法であって、
　前記ポリマーの濃度が、１５％（ｗ／ｗ）～３０％（ｗ／ｗ）である、
方法。
【請求項１０】
　請求項３～９のいずれか１項に記載の方法であって、
　前記電荷種の濃度が、０．１％（ｗ／ｗ）～３．０％（ｗ／ｗ）の範囲内である、
方法。
【請求項１１】
　請求項３～１０のいずれか１項に記載の方法であって、
　前記粘度が、２５℃において、５０，０００～１５０，０００ｍＰａ・ｓ（ｃｐｓ）の
範囲である、
方法。
【請求項１２】
　請求項３～１１のいずれか１項に記載の方法であって、
　ステップ（ｂ）が、前記血小板溶解物をメチルパラベン、プロピルパラベンおよびｍ－
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クレゾールからなる群から選択される防腐剤と混合することをさらに含む、
方法。
【請求項１３】
　請求項３～１２のいずれか１項に記載の方法であって、
　前記血小板溶解物が、ヒト由来である、
方法。
【請求項１４】
　請求項３～１３のいずれか１項に記載の方法を用いて製造された血小板溶解物を含む医
薬組成物。
【請求項１５】
　請求項１４に記載の医薬組成物であって、
　それを必要とする患者における創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺を治療する方法におい
て使用するための、
医薬組成物。
【請求項１６】
　創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺の治療において使用するための医薬組成物の製造にお
ける、請求項１４に記載の医薬組成物の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血小板溶解物を含む医薬組成物、および、創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺
を治療するためのそれの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　およそ１５％の糖尿病患者が、彼らの生涯で潰瘍を有する。１型または２型の糖尿病を
有する人々のうち、年間の人口ベースで１％～３．６％の発生率である。２０３０年まで
に、毎年およそ１３００万の人々が、糖尿病性足部潰瘍を患うであろう。足部潰瘍は、非
外傷性下肢切断の８４％を超える。加えて、最初の切断後３年の死亡率は、２０～５０％
という高さで見積もられている。１つの潰瘍の治療の平均費用は８，０００ドルであり、
感染性潰瘍の治療の平均費用は１７，０００ドルであり、大切断術の平均費用は４５，０
００ドルである。足部潰瘍およびその後遺症による超過コストは、潰瘍が現れてから２年
の期間で、患者あたり平均２７，９８７ドルであった（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｄｉａｂｅｔ
ｅｓ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ；ＵＳ　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａ
ｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ；Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒｅ；Ｊｏｕｒｎａｌ　
ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓ；　ＪＡＭＡ　２９３：２１７
－２２８，２００５；Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒｅ　２２：１５７－１６２，１９９９）
。
【０００３】
　損傷部位への自由な血流は、シグナル分子および栄養のためのアクセスを提供する。増
殖の制御およびコラーゲン形成の再構築は、分子プロセスの調整（例えばプロテアーゼと
プロテアーゼ阻害剤のバランス）を要する。細菌およびデブリが貪食および除去されるの
を確かにする免疫応答および炎症性応答は、感染を防止する（Ｊ　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｄｅｒ
ｍａｔｏｌ．２００７　Ｍａｙ；１２７（５）：１０１８－２９）。治療されなければ、
糖尿病性潰瘍は、少し刺激を受けているが破損していない皮膚パッチから、広範囲の組織
死および感染を含む生命を脅かす可能性のある創傷に進行し得る。糖尿病性皮膚潰瘍の治
療は、創傷の乾燥、壊死組織の創傷清拭（切除）、および全身性の抗生物質投与を含み得
る（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｆｏｏｔ　ａｎｄ　Ａｎｋｌｅ　Ｓｕｒ
ｇｅｏｎｓ；Ｍｅｄｓｃａｐｅ　ｗｅｂｓｉｔｅ；Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｉａｂｅｔｅｓ
　Ｓｐｒｉｎｇ　２００９　ｖｏｌ．　２７　ｎｏ．２　５２－５８）。
【０００４】
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　化粧品での血小板溶解物の使用に関して、健康な皮膚には、生理学的な細胞および分子
レベルでの厳密な調整が必要であることが良く知られている。健康な皮膚の維持に必要な
３つの重要な機能は、機能的な結合組織細胞、損傷されていない皮膚細胞外マトリックス
（ＥＣＭ）、および、増殖と再構築プロセスの厳密な分子制御を含む。
【０００５】
　新しい組織を形成するためのプロセスは、プロテアーゼ、組織阻害剤、および、炎症促
進性分子と抗炎症性分子を含む多くの因子の作用とバランスを要する。これらの因子の調
和された制御は、一時的な足場（ｓｃａｆｏｌｄ）が分解される一方で、恒常的なコラー
ゲン組織が生産されることを確実にする。
【０００６】
　機能的な結合組織細胞
　線維芽細胞およびケラチン生成細胞のような皮膚中の細胞は、皮膚の構造骨格として機
能する細胞外マトリックス（ＥＣＭ）を合成、維持および供給するために必要である。皮
膚におけるコラーゲンの大部分を産生する線維芽細胞にとって、健康と弾力性を維持する
ことは特に重要である［１］。血小板と増殖因子ベースの溶液は、有益な因子の局所濃度
を上昇させることにより、創傷治癒を高める［２，３］。現行の治療は侵襲性であり、ま
たは、創傷治癒過程の加速が最小限である。ハイドロコロイドゲルのような高度な被覆材
は、糖尿病性潰瘍の治療において、伝統的な非付着性のガーゼを超える改善はあまりされ
ていない［６］。創傷治癒における技術革新もまた、患者の質調整生存年（ＱＡＬＹ）の
成果がほとんど改善されずに、この１５年間にわたって制限されている［７］。
【０００７】
　健康な皮膚では、真皮における損傷されていないＩ型コラーゲン原線維は、機械的安定
性および線維芽細胞のための付着部位を提供する。線維芽細胞の表面上の受容体（インテ
グリン）は、コラーゲン（および真皮細胞外マトリックス中の他のタンパク質）に付着す
る。線維芽細胞中の細胞骨格機構（アクチン－ミオシン微小繊維；示さず）は、損傷され
ていないコラーゲンマトリックスを引っ張り、同様に、機械的抵抗を与える。発生する動
的機械的張力は、細胞内の足場（ｓｃａｆｏｌｄ）（微小管／中間フィラメント；示さず
）の集合を促進し、外側に押して線維芽細胞を引き伸ばす。この伸長は、線維芽細胞が、
正常なレベルのコラーゲンおよびプロテアーゼを産生するのに必要である。
【０００８】
　損傷されていない皮膚細胞外マトリックス（ＥＣＭ）
　損傷されていないコラーゲン（ＥＣＭ中で最も豊富なタンパク質）、エラスチン、ヒア
ルロン酸、プロテオグリカン、フィブロネクチン、およびラミニンの健康的なバランスは
、健康で皺のない皮膚に必須である。これらの構成要素は、皮膚を支える足場（ｓｃａｆ
ｏｌｄ）を作り、均一に分布したテクスチャーを与える［８］。
【０００９】
　増殖と再構築プロセスの厳密な分子制御
　新しい組織の形成は、プロテアーゼ、組織阻害剤、および炎症促進性分子と抗炎症性分
子を含む多くの因子の作用およびバランスを必要とする。これらの因子の調和された制御
が、恒常的なコラーゲン組織が生産されること；損傷された分子が切断および除去される
こと、および結合組織の全体的な健康を確実なものにする［９］。
【００１０】
　全ての線維性コラーゲンは、三重らせん立体配置で互いの周りに巻き付いた３つのポリ
ペプチド鎖からなる。プロコラーゲンと呼ばれる可溶性の三重らせんは、線維芽細胞の内
側に集まる。プロコラーゲンは線維芽細胞から分泌されて、そのペプチド末端は、細胞外
空間で、２つの酵素により除去される［１０］。末端の除去によりコラーゲンが産生され
て、自然発生的に、酵素的にクロスリンクされる大きな線維にアセンブルする（すなわち
、成熟する）。このクロスリンクは、正常な構造的サポートに必須である［１１］。Ｉ型
コラーゲンは、酵素的分解により自然に分解されるが、ヒトの皮膚におけるこの分解は、
非常に遅い［１２］。ヒトは、Ｉ型コラーゲンの分解を開始することが可能な酵素を４つ
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だけ発現する［１３］。
【００１１】
　これらのコラゲナーゼは、マトリックスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）と呼ばれる、
マトリックスタンパク質分解酵素のファミリーメンバーである［１４］。ＭＭＰは、様々
な細胞外マトリックスタンパク質の生理学的分解に関与している［１２］。ヒトで発現す
る４つのコラゲナーゼのうち、間質コラゲナーゼ（ＭＭＰ－１）のみが、皮膚コラーゲン
の正常なターンオーバーに関与している［１４］。健康で若い皮膚では、ＭＭＰ－１の発
現は非常に低く、最も高感度な測定方法による検出限界に近い。
【００１２】
　いったんＭＭＰ－１により切断されると、コラーゲンは解け、ゼラチンと呼ばれる解け
たコラーゲンは、それから、ゼラチナーゼと呼ばれる他のＭＭＰファミリーメンバーによ
り、さらに分解される。また、これらのゼラチナーゼは、正常な皮膚において、非常に低
レベルで発現される［１４，１５］。加えて、皮膚は、これらのＭＭＰの天然の阻害剤を
発現する。これらのマトリックスメタロプロテイナーゼの組織阻害剤（ＴＩＭＰ）は、さ
らに、コラーゲンの分解を遅らせる役割を果たす。このように、ヒト皮膚でのＩ型コラー
ゲンは、非常に安定しており、交換されるのに平均しておよそ３０年を要する［１，１２
］。
【００１３】
　皺
　皺は、習慣的な顔の表情、加齢、日焼け、喫煙、水分不足および様々な他の因子によっ
て引き起こされる。ストレス下では、線維芽細胞はＥＣＭ分子をより少なく産生し、既存
のマトリックスを分解する分子をより多く産生する。このことは、フィードバックループ
において、結合組織細胞のさらなる機能障害を導く。
【００１４】
　結合組織細胞の機能障害
　ヒト皮膚において、機械的張力、コラーゲン合成、およびコラゲナーゼ（ＣＯＬａｓｅ
）によるコラーゲンのフラグメント化の間には、繊細な関係が存在する。高齢のヒトの皮
膚では、線維芽細胞がインテグリンに付着せず、フラグメント化コラーゲン原線維は、正
常な機械的張力を維持するための十分な機械的安定性を提供することができない。機械的
張力の低下は、線維芽細胞を崩壊させて、崩壊した線維芽細胞は、プロコラーゲンをより
少なく産生し、コラゲナーゼ（ＣＯＬａｓｅ）をより多く産生する。コラーゲン産生の減
少およびコラゲナーゼにより触媒されるコラーゲンのフラグメント化の増加は、機械的張
力をさらに低下させて、それにより、コラーゲンの継続的な減少をもたらす［１］。
【００１５】
　存在するＥＣＭの分解
　存在するＥＣＭ分子、特にコラーゲン線維は、物理的、化学的、またはタンパク質分解
の損傷を経て分解され、ＥＣＭの至る所でコラーゲンおよび他の分子フラグメントを放つ
。
【００１６】
　Ｉ型コラーゲンのターンオーバー速度の遅さは、その機能を害する年齢依存的な修飾を
蓄積させる。これらの修飾は、糖類に由来する新しいクロスリンクの形成を含む［１４］
。重要なことに、これらのクロスリンクは、ＭＭＰ仲介のターンオーバーの遅い正常なプ
ロセスの間に効率的に分解および除去されることができず、皮膚が老化するにつれて細胞
外マトリックス内にフラグメント化コラーゲンを蓄積させる［１５，１６］。クロスリン
クは、コラーゲンフラグメントの完全な除去を阻害する。フラグメントは、修復されるこ
とができず、または新しく作られたコラーゲン原線維内に取り込まれることができず、し
たがって、三次元コラーゲンマトリックスで欠陥を生じる。これらの欠陥は、真皮の構造
的および機械的な完全性を害し、それにより、その機能を悪化させる。フラグメント化コ
ラーゲンの蓄積は、ヒトの皮膚の外観における加齢に伴う変化の中心にある［１］。
【００１７】
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　脱調節された分子シグナル
　崩壊した線維芽細胞および分解されたＥＣＭは、皺部位において、メタロプロテアーゼ
の組織阻害剤（ＴＩＭＰ）に対するマトリックスメタロプロテアーゼの濃度を不釣合に増
加させて、組織再生を妨げる［１，１０－２０］。
【００１８】
　活性酸素種（ＲＯＳ）は、環境誘導性および内因性の加齢の両方による副産物であり、
皮膚内での生化学的反応のカスケードを引き起こし、マトリックスメタロプロテイナーゼ
（ＭＭＰ）および炎症促進性サイトカインの産生をもたらす。線維芽細胞およびケラチン
生成細胞から分泌されるＭＭＰは、コラーゲン形成を減少させて、コラーゲン分解を亢進
させて、皮膚マトリックスの分解の原因となる［１９］。
【００１９】
　現行の皺治療
　現行の上市されている治療は失敗であり、若々しい外観を持続的な結果で作り出さない
。それらは、根本的原因に取り組まずに皺の症状を治療することを目的としている。毒素
は
皮膚を引っ張る顔の筋肉を一時的に緩めるが、根本的な細胞外マトリックスを修復しない
。Ｂｏｔｏｘ（登録商標）およびＤｙｓｐｏｒｔ（登録商標）は、飲むこと、話すこと、
および息を吸うことに問題を有しながら「フローズンフェイス」をもたらすことができる
。充填剤（ヒアルロン酸、コラーゲン、ポリ－Ｌ－乳酸、およびヒドロキシルアパタイト
など）は、短期間、「すき間を埋める」が、皮膚を正常な生理機能に回復させず、または
、変性サイクルを防止しない。
【００２０】
　化粧品における技術革新は、この１０年間、散発的な進歩で、この３０年間あまりなさ
れていない。第一および第二世代の注射可能な治療は、作用発現が早いが、効果の持続が
制限される。
【００２１】
　血小板溶解物療法
　臨床での血小板溶解物（ＰＬ）の幅広い適合および用途に影響を及ぼす様々な長年にわ
たる論点がある。主な論点は、限定されないが以下であった：ドナー由来のサンプルが処
理中に汚染されるリスクがあること；血小板の質が、数および有益な増殖因子を分泌する
能力の観点から患者間で異なり、製剤に整合性がないこと；診療所キットにおける血小板
定量の必要性があること；血小板の数の固有の差異のせいで、治療製剤が患者ごとに高い
変動性を引き起こし、効能に影響すること；現行の方法は不便であり、臨床医は、血液を
遠心分離して血小板を血液から分離しなければならないこと、および、２５～３０分の間
で続き得るこのプロセスの変動性が、再度エラーを引き起こすこと；および、現行のプロ
セスは１回の治療あたり１３０ドル（Ｐｌａｔｅｌｔｅｘ）の見積コストであり、費用効
果的でないこと。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２２】
　本発明は、これらの長年にわたる持続的な問題に対する非自明の解決法である。
【課題を解決するための手段】
【００２３】
　本発明は、血小板溶解物を含む医薬組成物を提供する。これらは、創傷、例えば、潰瘍
性創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺などに、治療的に適用され得る。
【００２４】
　本発明者らはまた、それらの増殖因子を溶液中に血小板溶解物として放出するように血
小板を溶解する、より効率的な方法も発明した。新規の血小板溶解物は、それ自体、治療
に使うことができ、または、本発明の医薬組成物に製剤化されてよい。
【００２５】
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　本発明の組成物または溶解物は、これらの増殖因子を含む安定化され凍結乾燥された粉
末を生産するために凍結乾燥されてよく、創傷治癒での治療的適用のために用いることが
できるが、また、天然の増殖因子の送達の必要性が増している他の治療的適用のためにも
用いることができる。
【００２６】
　本発明は、（ａ）治療用血小板溶解物、（ｂ）少なくとも１つの薬学的に許容できるポ
リマーおよび（ｃ）リジン、アルギニン、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、
アラニン、メチオニン、プロリン、セリン、アスパラギン、システイン、ポリアミノ酸、
プロタミン、アミノグアニジン、亜鉛イオンおよびマグネシウムイオンからなる群から選
択される、少なくとも１つの薬学的に許容できる正電荷の化学種を含む医薬組成物であっ
て、前記組成物が、室温で１０００～５００，０００ｍＰａ・ｓ（ｃｐｓ）の範囲の粘度
を有する水性ゲルである医薬組成物を提供する。
【００２７】
　また、本発明は：
　－血小板溶解物を生産する方法であって、血小板の集団を少なくとも１回の凍結融解サ
イクルに供するステップを含み、各サイクルの凍結部分が、－７８℃以下の温度で行われ
る、方法；
　－血小板溶解物を生産する方法であって、血小板の集団を、機械的ホモジナイゼーショ
ン（「ワーリングブレンダー」）、液体ホモジナイゼーション、超音波処理、アルコール
およびドライアイスまたは他の方法を用いた凍結融解、７５％より高いが典型的に９０％
より高い液体窒素中での機械的研削、増殖因子を血小板およびα顆粒から溶液中に放出さ
せる溶解に、供するステップを含み、回転羽根が細胞および組織をすり砕いて分散させ；
細胞または組織懸濁液は狭い空間を通すことにより剪断され；高周波音波が細胞を剪断し
；凍結および解凍の繰り返しサイクルが氷晶形成を介して細胞を破壊し；液体窒素中で凍
結された組織を研削し、溶解は、血小板およびα顆粒から溶液中に増殖因子を放出するも
のである、方法；
　－本発明の方法を用いて生産された、血小板溶解物；
　－必要とする患者における創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺の治療での使用のための、
本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物；
　－必要とする患者における創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺を治療する方法であって、
前記患者に、治療的有効量の本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物を投与する
ステップを含む、方法；
　－本発明の医薬組成物を生産する方法であって、結果として生じる組成物が、室温で１
０００～５００，０００ｍＰａ・ｓ（ｃｐｓ）の範囲の粘度を有する水性ゲルであるよう
に、血小板溶解物を少なくとも１つの薬学的に許容できるポリマーおよび少なくとも１つ
の薬学的に許容できる正電荷の化学種と混合するステップを含む、方法；および
　－本発明の医薬組成物を生産する方法であって、（ａ）請求項１４から２０のいずれか
一項に記載の方法を用いて血小板溶解物を生産するステップおよび（ｂ）結果として生じ
る組成物が、室温で１０００～５００，０００ｍＰａ・ｓ（ｃｐｓ）の範囲の粘度を有す
る水性ゲルであるように、前記血小板溶解物を少なくとも１つの薬学的に許容できるポリ
マーおよび少なくとも１つの薬学的に許容できる正電荷の化学種と混合するステップを含
む、方法
　を、提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】図１は、本発明の血小板溶解物および本発明の医薬組成物を生産するために用い
られるプロトコルのフローチャートを示す。
【図２－３】図２および図３は、本発明が、便利で一貫していてｃＧＭＰ適合である、費
用効果的で差別化された成果を提供することを示す。
【図４－７】図４～図７は、品質管理がされて使いやすく費用効果的な、一貫した創傷ケ
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ア製品を提供するという、長年にわたって存在し続ける必要性を解決することを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　発明の詳細
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は適用されて、全ての構成要素は、我
々の製品が安全であり患者に対して効果的であることを確かめる厳密な試験を受ける。こ
れらのプロセスは、血小板スクリーニングおよび滅菌血小板ゲルを生産するのを可能にす
る方法を含む。本発明は、安全で効果的な、そして滅菌のプロセスを実行する。好ましい
実施態様では、滅菌血小板溶解物は滅菌メチルセルロースゲルと混合されて、本発明の治
療用血小板組成物が作られる。本発明のプロトコルのフローチャートは、図１０に見るこ
とができる。
【００３０】
　本発明の医薬組成物の皺に対する効能
　本発明は、皺と関連する各問題に直接対処して皮膚および基礎をなす足場（ｓｃａｆｏ
ｌｄ）を改善する、再生療法を提供する。本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解
物を用いた治療は、損傷した皮膚の変性サイクルを、正常な皮膚に見られる健康的な生理
機能に戻す。本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、結合組織内の細胞のバ
ランスを取り戻し、分子シグナルを平衡化し、および細胞外マトリックスを回復させるこ
とにより作用する。自然治癒および組織再生プロセスは、コラーゲン合成の増加、コラー
ゲン細胞外マトリックスの再生およびマトリックス内の線維芽細胞の増殖を導く。
【００３１】
　結合組織内の、バランスが取り戻された細胞
　本発明の医薬組成物は血小板に由来するので、典型的に、血小板由来の様々な増殖因子
を含み、細胞増殖を促進する。本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、典型
的に、１つまたは複数の、好ましくは全ての、以下の増殖因子：ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ、Ｆ
ＧＦ、ＥＧＦ、ＴＧＦ、特にＴＧＦ－β、およびＣＴＧＦを含む。前記組成物は、好まし
くは、２、３、４、５または６つのこれらの増殖因子を含む。
【００３２】
　血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）は、細胞の増殖および産生、血管修復およびコラーゲ
ン産生を促進する。血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）は、血管内皮細胞の増殖および産生を
促進する。線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）は、組織修復、細胞増殖、コラーゲン産生およ
びヒアルロン酸産生を促進する。上皮増殖因子（ＥＧＦ）は、上皮細胞増殖、血管新生お
よび創傷治癒を促進する。形質転換増殖因子（ＴＧＦ）、特にＴＧＦ－βは、上皮細胞の
増殖および新生、および創傷治癒を促進する。結合組織増殖因子（ＣＴＧＦ）は創傷修復
を促進する。
【００３３】
　したがって、本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、新しい線維芽細胞の
形成を促進する。これらの新しい線維芽細胞は、弾力的で健康的になり始めて、新しいコ
ラーゲンおよびより少ないメタロプロテアーゼを産生する。線維芽細胞（構造骨格の合成
、維持および提供において主要な細胞）の復元は、より健康で回復した皮膚をもたらす［
１］。
【００３４】
　また、ＰＤＧＦは、線維芽細胞の運動性を高めて、投与部位に線維芽細胞を移動させる
ことも示されている。
【００３５】
　回復された細胞外マトリックス（ＥＣＭ）
　血小板のα顆粒に見られる天然の増殖因子（例えば、ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、Ｅ
ＧＦ、およびＴＧＦ）は、コラーゲンおよびヒアルロン酸の産生、組織修復、内皮細胞お
よび上皮細胞の増殖および再生、および、新しい血管の形成を促進する（酸素を回復させ
て望ましくない分子を除去する）。これらの因子は全て、皺が寄って損傷したＥＣＭを、
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互いに共同して相加的に、皮膚の再生および復元において役割を果たす。新しい、フラグ
メント化されていないコラーゲンの産生を刺激する治療は、高齢者の外観および健康に実
質的な改善をもたらす［１］。
【００３６】
　平衡された分子シグナル
　皺元への血小板溶解物の適用は、高濃度のＴＩＭＰタンパク質投与量を与えてメタロプ
ロテアーゼの不均衡を対処して、ＥＣＭのさらなる分解を防止して、そして皮膚再生のス
ピードを高める。血小板溶解物の皮膚への直接的な適用は、高濃度のＴＩＭＰタンパク質
投与量を与えてメタロプロテアーゼの不均衡に対処して、コラーゲン組織の増殖および再
構築を助ける。血小板は、例えば、ほとんどのＭＭＰを阻害するが優先的にＭＭＰ－２お
よびＭＭＰ－９を阻害するＴＩＭＰ－２を含む［２０］。本発明の医薬組成物または本発
明の血小板溶解物は、典型的に、ＴＩＭＰメタロペプチダーゼ阻害剤２（ＴＩＭＰ－２）
を含む。
【００３７】
　本発明の利点
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、慢性の創傷治癒の市場に容易に適
用されて、多血小板血漿よりも、そして他の自家再生細胞療法よりも、以下の利点をもた
らす。
【００３８】
　１．生産
　インハウスでスケールアップされたｃＧＭＰは、インビトロの血小板産生プラットフォ
ームに適合し、高収率で安全、純粋かつ活性の血小板をもたらす。
【００３９】
　２．製剤化
　血小板は、重要な増殖因子を放出させるために溶解される。溶解物は、標準的で有効な
治療投与量に濃縮されて、冷蔵温度での長期保管のために凍結乾燥される。人工皮膚アッ
セイで試験するＱＣは、全バッチで一貫した高濃度の増殖因子を確認し、自家の多血小板
血漿に見られる患者間の変動性がないことを確認する。
【００４０】
　３．投与
　（ａ）本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物を投与するステップ、（ｂ）凍
結乾燥された本発明の血小板溶解物を再水和するステップ、（ｃ）凍結乾燥された本発明
の血小板溶解物を、ポリマーゲル化因子と混合するステップ、または（ｄ）本発明の医薬
組成物を再水和するステップの、効率的なワンステップ工程は、臨床医のために現行プロ
セスを単純化させて、患者投与を標準化させる。
【００４１】
　現行の多血小板血漿療法のプロセスは、血液をスピンさせるステップと、患者ごとに増
殖因子濃度が異なる未濃縮で性質不明の血漿を分離するステップを含む。他の皮膚促進因
子（例えば、ポリ－Ｌ－乳酸）と違い、血小板療法は、その効果が急速に生じる。それは
再生可能であり、使用しやすい。
【００４２】
　さらなる利点を以下の表１に示す。
【００４３】
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【表１】

【００４４】
　公知の製品が非天然性で一時的なのに対し、血小板療法は天然で持続的な解決策であり
、本発明の医薬組成物および本発明の血小板溶解物は、患者に対して、受診をより少なく
してコストを抑える、より良い解決策を提供する。公知の製品とは異なり、本発明の医薬
組成物および本発明の血小板溶解物は、血小板および増殖因子の濃度を標準化して、一貫
した結果を導く。
【００４５】
　加えて、前記の治療組成物は、品質管理されて使いやすく費用効果的な、一貫した皮膚
再生製品の提供に関する障害を解決する。
【００４６】
　生産：本発明の組成物は、一貫した皮膚再生の結果を確実にする、ｃＧＭＰ適合の標準
化された製品である。
【００４７】
　有用性：本発明の組成物は、ワンステップ適用の血小板溶解物製剤であり、医師の時間
を大幅に節約する。
【００４８】
　費用：本発明の組成物は、他の多血小板血漿療法と比較して費用効果的な価格で皮膚再
生をもたらす。
【００４９】
　解決されるべき問題に対する、他の非自明の解決策は、他の市場で市販されている血小
板溶解物／メチルセルロースゲルがなく、文字通り、他の血小板溶解物／メチルセルロー
スゲルはない。
【００５０】
　糖尿病性潰瘍
　糖尿病性患者は、しばしば、血流を妨げる末梢動脈の疾患を患い、シグナル分子および
栄養が創傷部位に届くのが制限される。高濃度のサイトカインは、創傷部位において、阻
害剤に対するメタロプロテアーゼの濃度を増加させて、正常な組織再生を妨げる。免疫調
節因子の活性化が低いことは、細菌性一酸化窒素のレベルが低いことと相まって、感染の
可能性と重症度を増大させる［２１］。創傷治癒の正確なプロセスは未だ完全には理解さ
れていないが、そのプロセスに必須な因子のサブセットを血小板が分泌することが知られ
ている。創傷治癒に重要な因子は、通常、血小板、マクロファージおよび線維芽細胞によ
り分泌される。ＰＤＧＦ、ＥＧＦおよびＴＧＦは、創傷治癒のプロセスにおいて必須の因
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子であると考えられている。さらなる因子が、重要な役割を果たし、血小板により創傷部
位に補充されるマクロファージおよび線維芽細胞により分泌される。皮膚は、おそらく、
たいていの対象が損傷する器官である。皮膚の修復は、炎症、肉芽組織形成、および上皮
形成および結合組織マトリックスの再構築として通常説明される４段階に分けることがで
きる複合的プロセスである。これらの各段階は本来複合的であり、優れた創傷治癒のため
には、プロセスが連続的かつ協調的に生じなければならないことが明らかである。優れた
創傷治癒は、結果として生じる瘢痕組織が、構造的、組織学的、機能的、および審美的に
明らかに無傷の皮膚と最大限に似ているような方法での、真皮および上皮部分を含む皮膚
の復元として定義することができ、そのような瘢痕組織は、肥大性瘢痕またはケロイドと
は異なる。
【００５１】
　明確性のために、ヒトの皮膚の組成の簡略化した説明を以下に提供する。上部は主に上
皮細胞を含む上皮からなる。５つの異なる層が上皮に見られる。上皮の基底、すなわち、
基底層は、基底膜を介して真皮に接着している。真皮は、線維芽細胞および他の結合組織
細胞を含む結合組織、および結合組織マトリックス物質からなる。血管、神経、感覚器官
、汗腺、皮脂腺、および毛包は、真皮に存在する。臨床実験は、血小板溶解物製剤の適用
が、潰瘍のような慢性創傷および火傷における創傷治癒を誘導することを示している。
【００５２】
　糖尿病性潰瘍は、糖尿病性患者での神経障害および下肢における循環の減少の結果であ
る。これらの治癒が困難な創傷は、特定の創傷被覆材に大部分を吸収させることにより現
在のところ扱われている大量の滲出液を形成する。滲出液は、多種多様なタンパク質およ
び細胞を含む。これらのタンパク質のうちの１つはトロンビンであり（現在の仮説であり
、確認する必要がある）、血小板を活性化する凝血カスケードの構成要素である。血小板
は血中の小細胞であり、活性化されると血塊を形成して、それらの増殖因子内容物を放出
する。それらは組織損傷により活性化されて、血塊はさらなる出血を防ぐ。増殖因子は、
損傷した組織の再生および修復を促進する。血小板の創傷治癒能力は、広く様々な製剤、
例えば、多血小板血漿、血小板溶解物、血小板ゲルおよび血小板において、多くの研究者
により達成が試みられている。これらの製剤は、インビトロで活性化された血小板により
調製されて、それから、適切な製剤に調製されて、そして創傷に適用される。
【００５３】
　治療用の血小板の濃度は、１ｍｌあたり１×１０９血小板であると説明されていて、我
々は、遠心分離を介して血小板を分離および濃縮することによりこれを取得する。理想的
な濃度は臨床的評価を通じて決定される必要があるが、末梢血中の濃度のおおよそ２倍で
ある多血小板血漿中の濃度（すなわち、患者の血中レベルが２×１０８血小板／ｍｌの場
合は、４×１０８血小板／ｍｌ）から２×１０９血小板／ｍｌまで及ぶ可能性がある。ゴ
ールドスタンダードは、加工するまで撹拌しながら、分離された血小板を室温で保管する
ことであるとされている（Ｗｅｌｓｈ　Ｂｌｏｏｄ　Ｓｅｒｖｉｃｅに従った標準的なガ
イドライン）。
【００５４】
　血小板溶解物
　血小板溶解物（ＰＬ）は、創傷治癒に対してポジティブの影響があることが示された。
治療用血小板溶解物は、治療に適切な血小板溶解物である。本発明の血小板溶解物または
本発明の医薬組成物で用いられる血小板溶解物は、典型的に、１つまたは複数の、好まし
くは全ての、上述のＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＥＧＦ、およびＴＧＦを含む。それは
また、典型的に、ＴＩＭＰ－２を含む。
【００５５】
　血小板の溶解は、化学的方法（すなわちＣａＣｌ２）、浸透的方法（蒸留水の使用）、
または凍結融解の工程を介して達成することができる。また、本発明に用いるための血小
板溶解物は全血に由来してもよく、本明細書中に参照により援用される米国特許第５，１
９８，３５７号［２２］に記載のようにして調製することができる。
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【００５６】
　以前は、ＰＬは、めったに１回を超えないサイクルで、－２０度から－８０度に及ぶ様
々な温度での凍結融解サイクルを介して調製されていた。我々のデータは、血小板全体の
数は、－８０／＋３７度での凍結融解サイクルによってのみ、適度に影響を受けることを
示している。実際に、－２０、－８０および液体窒素凍結の比較では、－２０および－８
０は、それぞれ８０％および５０％の溶解に終わった一方で、液体窒素のみが９０％の溶
解を達成することができた。しかし、上記実験が３回の凍結融解サイクルを含んだこと、
そしてそれにより、１回の凍結融解で－８０度を用いた最新文献におけるＰＬの調製は、
約２０％の溶解しか達成できないことを示すことに注目すべきである。また、液体窒素は
、３回またはそれ以上の凍結融解サイクルを１時間で行なうことを可能にする利点を有し
ており、したがって、臨床状況のための非常に適切な方法である。さらに、フリーザーは
、特に、頻繁にドアを開ける多数のユーザーがいる場合に経時的に温度が異なり得るのに
対し、液体窒素は液体状のガスが常に－１９６℃であるので、プロセス標準化を容易にし
、当然、標準化は、臨床での使用のための製品を調製する場合、特に重要である。
【００５７】
　本発明は、血小板溶解物（ＰＬ）を生産する方法であって、血小板の集団を少なくとも
１回の凍結融解サイクルに供するステップを含み、各サイクルの凍結部分が、－７８℃以
下の温度で行われる方法を提供する。前記方法は、例えば、１、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０、１５、２０、２５、３０またはそれ以上の任意の数の凍結融解サイクル
を含んでよい。前記方法は、好ましくは、血小板の集団を、５回以下の凍結融解サイクル
、例えば４回以下の凍結融解サイクル、３回以下の凍結融解サイクルまたは２回以下の凍
結融解サイクルに供するステップを含む。前記方法は、さらに好ましくは、血小板の集団
を、１回のみの凍結融解サイクル、２回のみの凍結融解サイクル、３回のみの凍結融解サ
イクルまたは４回のみの凍結融解サイクルに供するステップを含む。
【００５８】
　各サイクルでの融解温度は、血小板組成物を融解する任意の温度であってよく、例えば
、約５℃～約５０℃、例えば、約１０℃～約４５℃または約２０℃～約４０℃である。各
サイクルでの融解温度は、典型的に、約３７℃である。
【００５９】
　各サイクルでの凍結温度は、好ましくは約－７９℃以下、約－８０℃、約－８１℃以下
、約－８２℃以下、約－８３℃以下、約－８４℃以下、約－８５℃以下、約－８６℃以下
、約－８７℃以下、約－８８℃以下、約－８９℃以下、約－９０℃以下、約－１００℃以
下、約－１１０℃以下、約－１２０℃以下、約－１３０℃以下、約－１４０℃以下、約－
１５０℃以下、約－１６０℃以下、約－１７０℃以下、約－１８０℃以下、約－１９０℃
以下または約－１９６℃である。
【００６０】
　同一の方法の異なるサイクルにおける凍結温度および融解温度は、典型的に同一である
。
【００６１】
　好ましい実施態様では、液体窒素は、各凍結サイクルにおいて低温手段として用いられ
る。各サイクルの凍結部分における液体窒素中の浸漬は、典型的に、９５％以上の血小板
溶解をもたらし、より多くの増殖因子の放出、および、制限されないが線維芽細胞および
ＰＧＤＦのアッセイにより測定可能な、細胞の増殖、修復および再生における改善された
機能をもたらす。
【００６２】
　また、本発明は、本発明の方法を用いて生産される血小板溶解物を提供する。当該血小
板溶解物は、約８０％よりも高い血小板溶解、例えば、約８５％よりも高い、または約９
０％よりも高い血小板溶解から生じるので、公知の溶解物とは異なる。したがって、より
多くの増殖因子、および、制限されないが線維芽細胞およびＰＧＤＦのアッセイにより測
定可能な、細胞の増殖、修復および再生における改善された機能を含む。
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【００６３】
　血小板溶解物は、本発明の医薬組成物中に、組成物１ｇあたり約０．１μｇ～約１，０
００μｇの範囲の濃度で、例えば、組成物１ｇあたり約０．２μｇ～約７５０μｇ、組成
物１ｇあたり約０．５μｇ～約５００μｇ、組成物１ｇあたり約１μｇ～約２５０μｇあ
たり、組成物１ｇあたり約２μｇ～約２００μｇ、または組成物１ｇあたり約１０μｇ～
約１００μｇの範囲の濃度で存在する。
【００６４】
　本発明の血小板溶解物または本発明の医薬組成物で用いられる血小板溶解物は、任意の
哺乳類の血小板由来であってよい。哺乳類は、好ましくはヒトである。しかしながら、ヒ
トでなくてよい。適切なヒトでない動物は、限定されないが、マーモセットまたはサルな
どの霊長類、ウマ、ウシ、ヒツジ、ヤギ、アルパカ、グアナコ、シカまたはブタなどの商
業用の飼育動物、イヌ、ネコ、マウス、ラット、モルモット、フェレット、スナネズミま
たはハムスターなどのペット、またはアナグマまたはシカなどの野生動物を含む。
【００６５】
　薬学的に許容できるポリマー
　本発明の医薬組成物は、少なくとも１つの薬学的に許容できるポリマーを含む。前記組
成物は、例えば１、２、３、４、５、１０またはそれ以上の、任意の数の薬学的に許容で
きるポリマーを含んでよい。
【００６６】
　ポリマーは、治療での使用に適切であれば、薬学的に許容できる。ポリマーは、好まし
くは、創傷、例えば本明細書に挙げられる任意の創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺への局
所投与に適切である。
【００６７】
　薬学的に許容できるポリマーは、当技術分野でよく知られている。任意のそのようなポ
リマーを、本発明に従って用いてよい。
【００６８】
　ポリマー濃度は、好ましくは約１５％（ｗ／ｗ）～約３０％（ｗ／ｗ）、例えば約１７
％（ｗ／ｗ）～約２５％（ｗ／ｗ）または約２０％（ｗ／ｗ）～約２３％（ｗ／ｗ）であ
る。
【００６９】
　ポリマーは好ましくはセルロースポリマーである。適切なセルロースポリマーは本分野
で知られている。セルロースポリマーは、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロ
ピルメチルセルロースまたはメチルセルロースである。セルロースポリマーの濃度は、好
ましくは約１．５％（ｗ／ｗ）～約４．０％（ｗ／ｗ）、例えば約２．０％（ｗ／ｗ）～
約３．０％（ｗ／ｗ）である。セルロースポリマーは、好ましくは、約４５０，０００～
約４，０００，０００の分子量、例えば約５００，０００～約３，５００，０００、約５
００，０００～約３，０００，０００または約７５０，０００～約２，５００，０００ま
たは約１０００，０００～約２，０００，０００の分子量を有する。
【００７０】
　ポリマーは、好ましくはプルロニック酸、場合によりプルロニックＦ－１２７である。
【００７１】
　薬学的に許容できる正電荷の化学種
　本発明の医薬組成物は、リジン、アルギニン、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミ
ン酸、アラニン、メチオニン、プロリン、セリン、アスパラギン、システイン、ポリアミ
ノ酸、プロタミン、アミノグアニジン、亜鉛イオンおよびマグネシウムイオンからなる群
から選択される、少なくとも１つの薬学的に許容できる正電荷の化学種を含む。
【００７２】
　種は、治療での使用に適切であれば、薬学的に許容できる。種は、好ましくは、創傷、
例えば本明細書に挙げられる任意の創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺への局所投与に適切
である。
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【００７３】
　前記組成物は、挙げられた種のうちの１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５または１６個など、任意の数の薬学的に許容できる種を含ん
でよい。
【００７４】
　電荷種の濃度は、好ましくは、約０．１％（ｗ／ｗ）～約３．０％（ｗ／ｗ）の範囲内
、例えば、約０．２％（ｗ／ｗ）～約２．５％（ｗ／ｗ）、約０．５％（ｗ／ｗ）～約２
．０％（ｗ／ｗ）または約１．０％（ｗ／ｗ）～約１．５％（ｗ／ｗ）の範囲内である。
【００７５】
　粘度
　本発明の医薬組成物は水性ゲルである。組成物中のポリマー（単数または複数）は、ネ
ットワークを形成し、その中で水分子が分散している。本発明の医薬組成物は、好ましく
はハイドロゲルである。
【００７６】
　水性ゲルは、室温で約１０００～約５００，０００マイクロパスカル－秒（ｍＰａ・ｓ
）（センチポイズ；ｃｐｓとしても知られる）の範囲の粘度を有する。粘度は、剪断応力
または引張応力のいずれかにより変形されることに対するゲルの抵抗力の尺度である。粘
度は、当技術分野で知られている任意の方法を用いて測定することができる。適切な方法
は、限定されないが、粘度計またはレオメータを用いることを含む。
【００７７】
　室温は典型的に、約１８℃～約２５℃、例えば約１９℃～約２４℃、または、約２０℃
～約２３℃、または、約２１℃～約２２℃である。室温は、好ましくは、１８℃、１９℃
、２０℃、２１℃、２２℃、２３℃、２４℃および２５℃のいずれかである。粘度は、最
も好ましくは２５℃で測定される。
【００７８】
　ゲルは、好ましくは、室温で約１０００～約５００，０００ｍＰａ・ｓ、例えば、室温
で約１５００～約４５０，０００ｍＰａ・ｓ、室温で約２０００～約４００，０００ｍＰ
ａ・ｓ、室温で約２５００～約３５０，０００ｍＰａ・ｓ、室温で約５０００～約３００
，０００ｍＰａ・ｓ、室温で約１０，０００～約２５０，０００ｍＰａ・ｓ、室温で約５
０，０００～約２００，０００ｍＰａ・ｓ、または、室温で約５０，０００～約１５０，
０００ｍＰａ・ｓの範囲の粘度を有する。
【００７９】
　ゲルは、最も好ましくは、２５℃で約５０，０００～１５０，０００ｍＰａ・ｓ（ｃｐ
ｓ）の範囲の粘度を有する。
【００８０】
　防腐剤
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、１つまたは複数の防腐剤をさらに
含んでよい。適切な防腐剤は当技術分野で知られている．適切な防腐剤は、限定されない
が、メチルパラベン、プロピルパラベンおよびｍ－クレゾールを含む。
【００８１】
　さらなる増殖因子
　血小板溶解物由来の増殖因子に加えて、本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解
物は、１つまたは複数の、さらなる、または外因性の増殖因子をさらに含んでよい。任意
の増殖因子が存在してよい。
【００８２】
　さらなる量の、１つまたは複数の、好ましくは全ての、ＰＤＧＦ、ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、
ＥＧＦ、ＴＧＦ、特にＴＧＦ－β、およびＣＴＧＦが、本発明の医薬組成物または本発明
の血小板溶解物に加えられてよい。
【００８３】
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、１つまたは複数の抗生物質、鎮痛



(15) JP 6184971 B2 2017.8.23

10

20

30

40

50

剤または創傷清拭剤をさらに含んでよい。本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解
物は、銀をさらに含んでよい。
【００８４】
　細胞
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、１つまたは複数の幹細胞をさらに
含んでよい。これらは組成物の創傷治癒特性を助けることができる。幹細胞は、間葉系幹
細胞（ＭＳＣ）または造血性幹細胞であってよい。
【００８５】
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、１つまたは複数の前駆細胞、単核
細胞または内皮前駆細胞をさらに含んでよい。
【００８６】
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、国際出願ＰＣＴ／ＧＢ２０１２／
０５１６００に記載の中胚葉性系列の前駆細胞をさらに含んでよい。これらの細胞は、検
出可能なレベルのＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５およびＣＤ２７
１を発現し、検出可能なレベルのＣＤ１４、ＣＤ３４およびＣＤ４５を発現しない。
【００８７】
　組成物または溶解物に存在する任意の細胞は、好ましくは自家である。換言すれば、細
胞は、好ましくは、細胞が投与される患者由来である。あるいは、細胞は、好ましくは同
種異系である。換言すれば、細胞は、好ましくは、細胞が投与される患者に免疫学的に適
合する患者由来である。
【００８８】
　定義
　以下の定義は、本明細書中で頻繁に用いられる特定の用語の理解を助けるために提供さ
れて、本開示の範囲を限定することを意図しない。
【００８９】
　「血小板溶解物」（別称「血小板放出物」）は、これらの血小板の溶解を経て放出され
る血小板中に含まれる天然の増殖因子の組み合わせを指す。
【００９０】
　「タンパク質」、「ペプチド」および「ポリペプチド」は、互換的に用いられて、アミ
ノ酸ポリマー、または、２またはそれ以上の相互作用または結合のアミノ酸ポリマーのセ
ットを意味する。
【００９１】
　「幹細胞」は、未分化で、細胞分裂を経て長時間、再生することが可能であり、特殊な
機能を有する細胞になるように誘導可能な特性を有する任意の細胞を指す。
【００９２】
　「凍結乾燥」（別称、フリーズドライ、凍結乾燥または低温乾燥）は、脱水プロセスで
あり、典型的に、腐敗しやすい物質を保存し、または、物質の輸送をより便利にするため
に用いられる。フリーズドライは、物質を凍らせてから周囲の圧力を低下させて、物質中
の凍結水を固相から気相に直接昇華させることにより作用する。組成物を凍結乾燥させる
方法は、当技術分野で知られている。
【００９３】
　凍結乾燥
　凍結乾燥は、結果として生じる物質がより保管しやすく、小さい空間に保管することが
でき、より扱いやすく、状況に応じて選択される製剤化（例えば、乾燥粉末、軟膏、懸濁
液、溶液、ジェル、クリーム、または生体適合性、合成または天然の固体マトリックス）
において適用することができて、最適な投与量で投与することができて、通常、より長い
品質保持期間を有し、そして、最も活性である製剤を容易にスクリーニングすることがで
きる点に利点がある。凍結乾燥された細胞抽出物の１つの利点は、抽出ゲルとは対照的に
、必要であるまさにその瞬間に物質がすぐに利用可能であることである。
【００９４】
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　また、本発明は、本発明の方法を用いて生産される血小板溶解物を提供し、ここで、前
記血小板溶解物は凍結乾燥され、または凍結乾燥形状である。本発明は、さらに、本発明
の方法を用いて生産される血小板溶解物の抽出物に関し、ここで、前記血小板溶解物は、
凍結乾燥され、または凍結乾燥形状である。本発明の血小板溶解物を生産する方法は、血
小板溶解物を凍結乾燥するステップをさらに含んでよい。血小板溶解物を凍結乾燥するの
に適切な方法は、当技術分野で知られている。
【００９５】
　そのような抽出物は、従来の様式で形成することができる。用語「抽出物」は、ヒト細
胞溶解物から得られた溶解物の産物を指し、その治療活性が維持されている。そのような
抽出物は上述されている。血小板溶解物抽出物は、例えば、上述の凍結乾燥が後に続く血
液細胞の溶解および／または破砕の後に調製することができる。
【００９６】
　そのような凍結乾燥組成物は、乾燥粉末として、軟膏で、懸濁液で、溶液で、ジェルで
、クリームで、または生体適合性、合成または天然の固体マトリックスで適用することが
できて、状況に応じて選択されて、最適な投与量で投与される。
【００９７】
　本発明の医薬組成物は凍結乾燥され、または凍結乾燥形状であってよい。本発明の医薬
組成物を生産する方法は、医薬組成物を凍結乾燥するステップをさらに含んでよい。医薬
組成物を凍結乾燥するのに適切な方法は、当技術分野で知られている。
【００９８】
　薬剤、方法および治療用途
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、ヒトまたは動物の体の治療方法で
用いてよい。したがって、本発明は、必要とする患者における創傷、肛門裂傷、膣萎縮ま
たは皺の治療での使用のための、本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物を提供
する。
【００９９】
　本発明はまた、必要とする患者における創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺を治療する方
法であって、前記患者に、治療的有効量の本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解
物を投与するステップを含む、方法を提供する。
【０１００】
　本発明は、治療的有効量の、本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物の患者へ
の投与に関する。治療的有効量は、創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺の１つまたは複数の
症状を改善する量である。治療的有効量は、好ましくは、創傷、肛門裂傷、膣萎縮または
皺を修復する量である。適切な量を以下により詳細に述べる。
【０１０１】
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、任意の適切な患者に投与してよい
。患者は任意の哺乳類であってよい。患者は一般にヒト患者である、患者は、幼児、子ど
もまたは成人であってよい。患者は、典型的に、創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺を有す
ることが知られている。
【０１０２】
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物を調製するために用いられる血小板は
、好ましくは自家である。換言すれば、前記血小板は、好ましくは、本発明の医薬組成物
または本発明の血小板溶解物が投与される患者由来である。あるいは、前記血小板は、好
ましくは同種異系である。換言すれば、前記血小板は、好ましくは、本発明の医薬組成物
または本発明の血小板溶解物が投与される患者に免疫学的に適合する患者由来である。
【０１０３】
　治療で用いられる本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、１つまたは複数
の幹細胞または上述の中胚葉性系列の前駆細胞を含んでよい。また、上述のさらなる増殖
因子を含んでもよい。
【０１０４】
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　本発明は、創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺を治療するため、または疼痛緩和するため
の、他の方法および物質と組み合わせて用いてよい。ある場合には、本発明の医薬組成物
または本発明の血小板溶解物は、創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺を修復する、または疼
痛緩和する目的の他の物質と同時に、連続して、または別々に投与してよい。本発明の医
薬組成物または本発明の血小板溶解物は、創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺のための既存
の治療と組み合わせて用いてよく、例えば、そのような治療と単に合わせてよい。このよ
うに、本発明は、既存の治療または化粧品の効能を高めるために用いてよい。
【０１０５】
　医薬組成物および投与
　本発明の医薬組成物および本発明の血小板溶解物は、調剤分野での常法を用いて、薬学
的に許容できる担体および／または賦形剤とともに製剤化されてよい。製剤の正確な特性
は、組成物または溶解物の特性および所望の投与経路を含む様々な因子に依存する。製剤
の適切なタイプは、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ，１９ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎ
ｙ，Ｅａｓｔｅｒｎ　Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａ，ＵＳＡに全て記載されている。
【０１０６】
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、典型的に滅菌されている。
【０１０７】
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、任意の経路で投与されてよい。本
発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、典型的に、創傷、肛門裂傷、膣萎縮ま
たは皺に局所的に投与される。
【０１０８】
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、生理的に許容できる担体または希
釈剤とともに調製してよい。適切な担体または賦形剤は、例えば、水、生理食塩水、ブド
ウ糖、グリセロールなど、およびそれらの組み合わせである。凍結乾燥組成物または溶解
物は、典型的に、治療的使用の前に再水和される。
【０１０９】
　加えて、必要に応じて、本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、少量の補
助物質、例えば、湿潤剤または乳化剤、ｐＨ緩衝剤、および／または効能を高めるアジュ
バントを含んでよい。そのような物質は、当技術分野で知られている。
【０１１０】
　本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、投与製剤に適合する様式で、治療
的有効量で投与してよい。投与すべき量は、治療される対象、対象の免疫系の能力および
所望の修復度合に依存する。投与が必要とされる正確な量は、熟練者の判断に依存し得て
、対象ごとに特有であってよい。
【０１１１】
　任意の適切な量の本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物が、対象に投与され
てよい。例えば、創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺を被覆するのに十分な量が、典型的に
投与される。したがって、投与される実際の量は、創傷、肛門裂傷、膣萎縮または皺のサ
イズに依存する。例えば、投与される本発明の医薬組成物の量は、約０．１ｇ～１００ｇ
の範囲、例えば約０．５ｇ～約７５ｇ、約１ｇ～約５０ｇ、約２ｇ～約２０ｇまたは約３
ｇ～１０ｇの範囲であってよい。
【０１１２】
　本発明の医薬組成物または血小板溶解物は、そのいずれかは凍結乾燥形状であってよく
、創傷に治療的に適用してよい。血小板の処理は、増殖因子を溶液中に放出し、凍結乾燥
処理は、これらの因子からなる、安定化されて凍結乾燥された薬剤粉末を生産する。この
凍結乾燥された医薬組成物または血小板溶解物は、異なる温度でよりいっそう長期の安定
性で、臨床的な創傷患者の効果的な治療のために、他の技術と組み合わせることができる
。これは、この治療の調製および輸送の物流プロセスを回避する。
【０１１３】
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　一実施態様は、乾燥した、本発明の凍結乾燥医薬組成物、または、乾燥した、凍結乾燥
血小板溶解物である。治療の直前に水と混ぜると、ゲル様の粘度が形成される。
【０１１４】
　他の実施態様では、本発明の医薬組成物または本発明の血小板溶解物は、代わりに、異
なる以下のものと組み合わせることができる：
【０１１５】
　・以下のような製剤／送達方法：
　　‐ローション、シェイクローション、クリーム、軟膏、ジェル、フォーム、経皮パッ
チ、粉末、固体、スポンジ、テープ、ペースト、絆創膏、ガーゼ、シリンジ、スプレー
【０１１６】
　・以下のような処理：
　　‐間葉系幹細胞、造血性幹細胞、単核細胞、内皮前駆細胞、中胚葉性前駆細胞、抗生
物質、鎮痛剤、銀、創傷清拭剤、医療機器
【０１１７】
　・以下のようなパッケージ方法：
　　‐滅菌パッケージ、瓶、箱、缶
【０１１８】
　・保管方法
　　‐理想的に室温粉末；必要に応じて冷蔵または冷凍される。
【０１１９】
　なお、本発明は、さらに、好ましくは凍結乾燥形状であり、例えばヒト皮膚などの皮膚
の表面創傷の治癒を促進するために用いることのできる、上記で定義された抽出物を活性
物質として含む医薬組成物に関する。当該医薬組成物は、好ましくは、表面創傷上への適
用に適切な製剤中に、凍結乾燥された抽出物を含む。そのような製剤は、乾燥粉末として
、または、ジェル、クリーム、軟膏、懸濁液、溶液、または、生体適合性、合成または天
然の固体マトリックスの形状のいずれかで、表面創傷上に直接適用することができ、それ
らはいずれも、従来の様式で、必要に応じて、従来の薬学的に許容できる賦形剤および添
加剤とともに調製することができる。通常、凍結乾燥された抽出物は、治療されるべき表
面創傷のタイプおよび組成物が用いられる状況に依存する濃度で、そのような組成物に組
み込まれる。例えば、本発明の、凍結乾燥された血小板溶解物の抽出物は、１ｃｍ２あた
りの、創傷治癒のための活性物質の量が、製剤中に見られる活性物質の量と同等であるよ
うな濃度で適用することができる。
【０１２０】
　創傷
　本発明に従って治療される創傷は、好ましくは皮膚創傷である。皮膚創傷は、好ましく
は潰瘍である。
【０１２１】
　本発明の医薬組成物または血小板溶解物で治療することができる創傷のタイプの例は、
限定されないが、熱、化学、電気および放射線で誘導される、皮膚火傷；網状皮膚自家移
植片で被覆された火傷、全体的厚みおよび部分的厚みの機械的創傷、例えば切開、擦傷お
よび裂傷を含み；これらのタイプの創傷はまた、皮膚における手術および切除の創傷；皮
膚の様々な潰瘍化、例えば、床擦れ、静脈性および動脈性の潰瘍、および糖尿病および血
管炎などの基礎疾患に起因する潰瘍；角膜の創傷；鼓膜の病変；および水疱性類天疱瘡、
表皮水疱症および紅斑性狼瘡などの病状に起因する病変を含む。
【０１２２】
　本発明はなお、さらに、本発明の医薬組成物を創傷の表面に適用することによる、（例
えばヒト皮膚などの皮膚における）表面創傷の治癒の促進に関する。
【０１２３】
　肛門裂傷
　肛門裂傷は、肛門管の皮膚での切れや裂けである。そのような裂け目は、本発明の医薬
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組成物または本発明の血小板溶解物を裂け目に適用することにより治療され得る。
【０１２４】
　膣萎縮
　萎縮性腟炎（膣萎縮または泌尿生殖器萎縮としても知られる）は、組織の菲薄化と収縮
、および潤滑性の減少に起因する膣（および尿路外側）の炎症である。それは典型的に、
エストロゲンホルモンの分泌の減少に起因する。萎縮は、本発明の医薬組成物または本発
明の血小板溶解物を局所的に適用することにより治療され得る。
【０１２５】
　皺
　本発明に従って治療される皺は、典型的に、皮膚の皺である。皺は、本発明の医薬組成
物または本発明の血小板溶解物を皺に適用することにより治療され得る。
【０１２６】
　以下の実施例が本発明を説明する。
【実施例】
【０１２７】
（実施例１）血小板溶解物
　全血サンプルを採取して、溶解プロセスをモニターするための手段として、血小板の数
の分析のために保存した。全血を遠心分離して（１２０×ｇ、１５分、連続的に、室温）
血小板を、残りの血液細胞から分離した。血小板は最終的に、残存する血液細胞の暗赤色
柱の上部に存在した、多血小板血漿（ＰＲＰ）として知られる黄色い血漿になった。
【０１２８】
　ＰＲＰの小サンプルを保存して血小板を分析した。血小板がより少ない容量中に濃縮さ
れているので、血小板濃度は、全血と比較して、より高いことが示された。血漿の量は個
人間で異なるが、性別に関連があり、例えば、量は男性でより少なく、したがって、ＰＲ
Ｐと比較した全血中の血小板濃度は、男性において、より増加した。
【０１２９】
　ＰＲＰを別容器、例えば５０ｍｌチューブに移して、それから、液体窒素（－１９６℃
）中に、凍るまでまたは５分間浸漬した。その後、ＰＲＰが融解するまで、チューブを３
７℃の水浴、またはインキュベーターなどの他の熱源に移した。これは、１回の液体窒素
凍結／融解サイクルと称された。このサイクルを、さらに３回、合計で４回の凍結／融解
サイクルを繰り返した。これらのサイクルの後、結果として生じた産物は、４回の凍結／
融解サイクルを経て生産されたＣ４ＰＬ（血小板溶解物）と称された。分析すると、これ
にはＰＲＰ中の最初の血小板の数の約５％が含まれていた。Ｃ４ＰＬは、血小板デブリの
ゲル塊を含んでいて、それは、Ｃ４ＰＬを新しいチューブに移すことにより（重いゲル塊
がチューブの底に落ちる）、または、遠心分離することにより（３２００×ｇ、２０分、
休憩有）、および、上清を用いることにより、除去することができる。また、Ｃ４ＰＬは
、顕微鏡下で見ることのできる微小なデブリも含んでいた。
【０１３０】
（実施例２）血小板溶解物ゲル
　実施例１のようにして調製された血小板溶解物を、目盛り付き滅菌ファルコンチューブ
中に移した。既に冷凍されていたならば、血小板溶解物を室温でまず解凍した。血小板溶
解物に、グルコン酸カルシウムおよび血漿またはトロンビンを適切な比率で加えた。血漿
が既に冷凍されていたならば、使用前に３７℃で解凍した。本明細書で用いられた適切な
比率は以下を含む：例えば、１：　５部の血小板溶解物、２部の血漿、２部のグルコン酸
カルシウム；および、例えば、２：　３部の血小板溶解物、１部のトロンビン、および０
．５部のグルコン酸カルシウム。結果として生じた懸濁液を、注意深くゆっくり振とうに
供して、１０～１２×３６０°チューブの回転を完了させて、それから、滅菌分取デバイ
ス中にサイズで分画した。デバイスは、シリンジおよびマイクロニードルディスペンサー
を含んだ。ある場合には、サイズによる分画は、治療されるべき潰瘍のサイズおよび形状
に従って決定した。
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【０１３１】
（実施例３）血小板溶解物ゲルの有用性
　膣萎縮の治療について：約１０００ｃｐｓの粘度を有する２～１０ｍｌの血漿溶解物ゲ
ルを、膣内に、毎日または一日おきに１～２週間適用した。症状が再発したら、これを１
週間繰り返した。
【０１３２】
　５ｍｍの直径の糖尿病性足部潰瘍の治療について：７０，０００－１００，０００ｃｐ
ｓの粘度を有する２～３ｍｌの血漿溶解物ゲルを、潰瘍に局所的に、一日おきに毎日、２
～３週間適用した。
［参考文献］
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