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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１のアミノ酸配列からなるペプチドまたは配列番号２のアミノ酸配列からなる
ペプチドを活性成分として含み、薬学的に許容可能な担体を含む、皮膚疾患の予防または
治療のための医薬組成物。
【請求項２】
　前記皮膚疾患が、皮膚炎、皮膚のしわ、傷、または皮膚乾燥であることを特徴とする請
求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記皮膚疾患がアレルギー性皮膚炎、アトピー性皮膚炎、接触性皮膚炎、尋常性ざ瘡、
紫外線による皮膚炎、湿疹、および乾癬からなる群から選択される１以上の皮膚炎である
ことを特徴とする請求項２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　配列番号１のアミノ酸配列からなるペプチドまたは配列番号２のアミノ酸配列からなる
ペプチドを活性成分として含む、皮膚障害の抑制または改善のための化粧料組成物。
【請求項５】
　前記皮膚障害が皮膚炎、皮膚のしわ、または皮膚乾燥であることを特徴とする請求項４
に記載の化粧料組成物。
【請求項６】
　前記皮膚障害が皮膚のしわまたは皮膚乾燥であることを特徴とする請求項５に記載の化
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粧料組成物。
【請求項７】
　配列番号１のアミノ酸配列からなるペプチドまたは配列番号２のアミノ酸配列からなる
ペプチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アディポネクチンに由来するペプチド断片または低分子ペプチドを含む、医
薬組成物または化粧料組成物に関する。前記ペプチドは、皮膚の再生および保湿を促進し
、皮膚のしわを抑制し、またアレルギーおよび炎症に対する抑制活性ならびに癌細胞の転
移に対する抑制活性を有する。
【背景技術】
【０００２】
　皮膚病変とも呼ばれる傷は、多様な症状、例えば、痛み、出血、瘢痕形成、機能障害な
どを示す。創傷治癒は、炎症反応、肉芽組織形成、再上皮化および血管新生などの過程を
含む。前記過程は、線維芽細胞、脂肪細胞、血液由来細胞、および感覚神経から分泌され
る多様な成長因子、サイトカイン、神経ホルモンなどの作用を含み、これは上皮細胞増殖
および細胞外基質生成につながる。
【０００３】
　結合組織を再生するため、または損傷していない結合組織の弾性および強度を維持して
その破壊を防ぐためには、皮膚に存在するＩ型コラーゲン、ＩＩＩ型コラーゲン、エラス
チン、フィブロネクチンなどの細胞外基質（ＥＣＭ）タンパク質を形成し、維持すること
が重要である。自然老化または紫外線への慢性露出は、ＥＣＭタンパク質の損失を引き起
こし、皮膚組織の弾性および強度を低下させるが、これらはしわ形成などの皮膚老化の特
性と強く関連している。マトリックスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）は、真皮細胞外基
質の分解において、キー酵素として作用する。紫外線照射のようなストレス条件下におけ
る、ケラチノサイトおよび皮膚線維芽細胞でのＭＭＰの過剰発現は、ＥＣＭタンパク質の
分解をもたらし、その結果、皮膚上にしわを形成する。
【０００４】
　炎症反応は、感染、外傷などによって損傷された組織の構造および機能を回復するため
の生体の防御反応として知られている。炎症部位への白血球の移動は、感染の迅速な回復
および様々な外傷から発生する組織損傷の修復のために重要である。しかし、誤った炎症
反応または持続的な炎症反応は、身体組織の損傷または疾患を引き起こす。例えば、炎症
性疾患は、脳脊髄膜炎、腸炎、皮膚炎、ブドウ膜炎、脳炎、または成人呼吸窮迫症候群の
ような細菌やウイルスによる感染や、外傷、自己免疫疾患、または臓器移植拒絶反応のよ
うな非感染要因によって発生する。炎症性疾患は、症状または病理学的特徴によって、急
性炎症性疾患および慢性炎症性疾患に分類される。アレルギーまたは細菌／ウイルス感染
のような急性炎症は、血流、血管サイズ、および血管透過性の変化、ならびに白血球の浸
潤などの局所的症状として現れる。これに対して、リューマチ性関節炎、粥状動脈硬化症
、慢性腎臓炎、または肝硬変症などの慢性炎症の主要な病理学的特徴は、炎症性因子の持
続的存在による、炎症部位へのマクロファージ、リンパ球、または形質細胞の持続的な浸
潤であり、その結果、炎症反応は長期にわたって続く。
【０００５】
　炎症反応を誘導するためには、炎症部位への白血球の遊出が必須である。多くの細胞接
着分子が白血球の遊出に関与している。すなわち、白血球の浸潤は、炎症部位から分泌さ
れるケモカインによって、白血球が炎症部位の血管に移動した後、細胞移動の速度を減少
させながら、血管内皮細胞の表面上を転動するローリング段階、白血球が回転を止めて血
管内皮細胞にしっかりと付着する接着段階、および白血球が毛細血管および基底膜を通過
して移動する遊出段階を含む。前記最終段階、すなわち遊出段階は、「漏出」とも呼ばれ
る。
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【０００６】
　発癌物質によって誘導された癌細胞は、正常細胞と比べて急速に増殖し、その結果、腫
瘍塊を形成し、周辺の組織に浸潤して正常な身体機能を阻害する。癌細胞は、血管新生を
誘導することによって栄養および酸素の供給を得るが、癌細胞の転移もまた血管新生によ
って引き起こされる。癌細胞は、特定部位で無限に成長するだけではなく、原発部位を離
れて新しい部位へ移動し、そこで成長することができる。この過程は、「転移」と呼ばれ
る。転移は、複数の重要な段階：癌細胞から移動能の高い間葉細胞への転換、前記間葉細
胞の腫瘍原発部位からの解離、周囲の結合組織および毛細血管への浸潤と拡散、血管を介
した移動、血管外への遊出、結合組織を介した移動ならびに第２部位での増殖を含む。
【０００７】
　一方、アディポネクチンは、脂肪細胞から特異的に分泌されるタンパク質ホルモンであ
るアディポカインの一種である。アディポネクチンは、インスリンの機能を増進させ、イ
ンスリン抵抗性を誘導し、それによって高血糖症、高インスリン血症、肥満、および動脈
硬化症などの心血管疾患の抑制において重要な役割を担う。また、アディポネクチンは、
癌細胞の転移および炎症反応を抑制する機能を有する。アディポネクチンは、また皮膚で
、ケラチノサイトの増殖だけではなく、フィラグリン、ヒアルロン酸、および細胞外基質
の発現を促進することによって、創傷治癒機能、線維化の抑制機能、皮膚のしわの改善機
能、および保湿機能を担う。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明者らは、アディポネクチンに由来する特定のペプチド断片または低分子ペプチド
が、線維芽細胞の増殖を促進し、コラーゲンなどの細胞外基質の形成を誘導し、創傷治癒
および皮膚再生のための優れた活性を示すことを見出した。また、本発明者らは、前記特
定のペプチド断片が、フィラグリンの発現を促進して皮膚バリアの形成を誘導し、皮膚保
湿作用を示すことを見出した。また、本発明者らは、前記特定のペプチド断片が、白血球
の血管外遊出を抑制することによってアレルギー反応および炎症反応（特に、皮膚での炎
症反応）を抑制し、癌細胞の浸潤を抑制することによって癌細胞の転移を抑制することを
見出した。
【０００９】
　したがって、本発明の目的は、アディポネクチンに由来する特定のペプチド断片を活性
成分として含む、医薬組成物および化粧料組成物を提供することである。
【発明を解決するための手段】
【００１０】
　本発明の一態様によって、配列番号１～６のペプチドからなる群から選択されるペプチ
ドを活性成分として含み、薬学的に許容可能な担体を含む、皮膚疾患の予防または治療の
ための医薬組成物が提供される。
【００１１】
　本発明の医薬組成物において、前記皮膚疾患は、皮膚炎、皮膚のしわ、傷、または皮膚
乾燥であってもよく、好ましくはアレルギー性皮膚炎、アトピー性皮膚炎、接触性皮膚炎
、尋常性ざ瘡、紫外線による皮膚炎、湿疹、および乾癬からなる群から選択される１以上
の皮膚炎である。
【００１２】
　本発明の別の一態様によって、配列番号１～６のペプチドからなる群から選択されるペ
プチドを活性成分として含む、皮膚障害の抑制または改善のための化粧料組成物が提供さ
れる。
【００１３】
　本発明の化粧料組成物において、前記皮膚障害は、皮膚炎、皮膚のしわ、または皮膚乾
燥であってもよく、好ましくは皮膚のしわまたは皮膚乾燥である。
【発明の効果】
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【００１４】
　本発明のペプチド、すなわち配列番号１～６のペプチドからなる群から選択されるペプ
チドは、線維芽細胞の増殖を促進し、コラーゲンなどの細胞外基質の形成を誘導し、創傷
治癒および皮膚再生のための優れた活性を示す。また、本発明のペプチドは、フィラグリ
ンの発現を促進することによって皮膚バリアの形成を誘導し、皮膚保湿作用を示す。した
がって、前記ペプチドは、創傷治癒または創傷治癒促進のための医薬組成物ならびに皮膚
におけるしわ形成の抑制および皮膚保湿のための化粧料組成物に有用に使用することがで
きる。
【００１５】
　また、本発明のペプチドは、白血球の血管外遊出を抑制することによってアレルギー反
応および炎症反応（特に、皮膚における炎症反応）を抑制し、癌細胞の浸潤を抑制するこ
とによって癌細胞の転移を抑制する。したがって、前記ペプチドは、アレルギーまたは炎
症性疾患の予防または治療のための医薬組成物、皮膚アレルギーまたは皮膚炎の抑制また
は改善のための化粧料組成物、および癌細胞の転移の抑制のための医薬組成物にも有用に
使用することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】線維芽細胞の増殖において、本発明のペプチドの効果を評価して得られた結果を
示す。
【図２】線維芽細胞でのコラーゲン合成において、本発明のペプチドの効果を評価して得
られた結果を示す。
【図３】プロフィラグリン合成において、本発明のペプチドの効果を評価して得られた結
果を示す。
【図４ａ】ＮＦ－κＢ活性化において、本発明のペプチドの効果を評価して得られた結果
を示す。
【図４ｂ】ＮＦ－κＢ活性化において、本発明のペプチドの効果を評価して得られた結果
を示す。
【図４ｃ】ＮＦ－κＢ活性化において、本発明のペプチドの効果を評価して得られた結果
を示す。
【図４ｄ】ＮＦ－κＢ活性化において、本発明のペプチドの効果を評価して得られた結果
を示す。
【図５】本発明のペプチドで処理した後の、ヒト単核球細胞株（Ｕ９３７）の血管外遊出
を測定して得られた結果を示す。
【図６】本発明のペプチドで処理した後の、マトリゲルへのヒト乳癌細胞株（ＭＣＦ－７
）の浸潤を測定して得られた結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本明細書において、「皮膚疾患」は、全ての皮膚疾患を含み、特にアディポネクチン媒
介の皮膚機能での異常に起因する疾患を含む。前記皮膚疾患としては、皮膚炎、皮膚のし
わ、傷、および皮膚乾燥が挙げられる。前記皮膚炎は、アレルギー性皮膚炎、アトピー性
皮膚炎、接触性皮膚炎、尋常性ざ瘡（またはざ瘡様発疹）、紫外線による皮膚炎、湿疹、
乾癬などを含む。前記皮膚のしわは、ＵＶ刺激および／または老化によるしわを含む。前
記傷は、火傷またはＵＶ刺激に起因する皮膚損傷を含む。前記乾燥皮膚は、乾皮症、シェ
ーグレン症候群などを含む。
【００１８】
　「皮膚障害」は、全ての皮膚障害を含み、特にアディポネクチン媒介の皮膚機能での異
常に起因する障害を含む。前記皮膚障害は、皮膚炎、皮膚のしわ、および皮膚乾燥を含む
。前記皮膚炎は、アレルギー性皮膚炎、アトピー性皮膚炎、接触性皮膚炎、尋常性ざ瘡、
紫外線による皮膚炎、湿疹、乾癬などを含む。前記皮膚のしわは、ＵＶ刺激および／また
は老化によるしわを含む。前記皮膚乾燥は、乾皮症、シェーグレン症候群などを含む。
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【００１９】
　本発明者らは、アディポネクチンに由来する様々な断片を製造して、その活性を研究し
た。驚くべきことに、本発明者らは、アディポネクチンに由来する３～５個のアミノ酸を
有する特定の低分子ペプチド断片が、線維芽細胞の増殖を促進し、コラーゲンなどの細胞
外基質の形成を誘導し、創傷治癒および皮膚再生のための優れた活性を示すことを見出し
た。また、本発明者らは、前記ペプチド断片が、フィラグリンの発現を促進することによ
って皮膚バリアの形成を誘導し、皮膚保湿作用を示すことを見出した。また、本発明者ら
は、前記ペプチド断片が、白血球の血管外遊出を抑制することによってアレルギー反応お
よび炎症反応（特に、皮膚での炎症反応）を抑制し、癌細胞の浸潤を抑制することによっ
て癌細胞（特に、皮膚癌細胞）の転移を抑制することを見出した。前記ペプチド断片を下
記表１に示す。
【００２０】
【表１】

　したがって、本発明は、配列番号１～６のペプチドからなる群から選択されるペプチド
を活性成分として含み、薬学的に許容可能な担体を含む、皮膚疾患の予防または治療のた
めの医薬組成物を提供する。本発明の医薬組成物において、前記皮膚疾患は、皮膚炎、皮
膚のしわ、傷、または皮膚乾燥であってもよく、好ましくはアレルギー性皮膚炎、アトピ
ー性皮膚炎、接触性皮膚炎、尋常性ざ瘡、紫外線による皮膚炎、湿疹、および乾癬からな
る群から選択される１以上の皮膚炎である。
【００２１】
　本発明は、配列番号１～６のペプチドからなる群から選択されるペプチドを活性成分と
して含み、薬学的に許容可能な担体を含む、癌の転移を抑制するための、好ましくは皮膚
癌の転移を抑制するための医薬組成物をさらに提供する。
【００２２】
　本発明の医薬組成物は、例えば、乳糖またはトウモロコシ澱粉などの賦形剤、ステアリ
ン酸マグネシウムなどの滑沢剤、入手可能な乳化剤、懸濁剤、緩衝剤、等張化剤などの薬
学的に許容可能な担体を含んでもよい。本発明の医薬組成物は、経口または非経口投与形
態で投与することができ、好ましくは非経口投与形態で投与する。筋肉内、腹腔内、皮下
、または静脈内投与用に、活性成分の滅菌溶液が一般に製造されている。この場合、前記
滅菌溶液は、所望のｐＨ値を達成するために緩衝剤を含んでもよい。静脈内投与用の製剤
に関しては、製剤に等張性が付与されるように、等張化剤を使用してもよい。本発明の医
薬組成物は、ｐＨ７．４の生理食塩水などの薬学的に許容可能な担体を含む水溶液剤に製
剤化することができる。前記水溶液剤は、局所ボーラス注射によって患者の筋肉内血流に
導入することができる。本発明の医薬組成物は、皮膚アレルギー、皮膚炎、皮膚のしわ、
傷、皮膚乾燥などの様々な皮膚疾患および癌に罹患している患者に、１日約１～２０００
ｍｇ／ｋｇの投与量で投与することができる。適切な投与量は通常、患者の年齢、体重、
および症状によって変更される。
【００２３】
　また、本発明は、その範囲内に、前記ペプチドを活性成分として含む機能性化粧料組成
物を含む。すなわち、本発明は、配列番号１～６のペプチドからなる群から選択されるペ
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プチドを活性成分として含む、皮膚障害の抑制または改善のための化粧料組成物を提供す
る。本発明の化粧料組成物において、前記皮膚障害は、皮膚炎、皮膚のしわ、または皮膚
乾燥であってもよく、好ましくは皮膚のしわまたは皮膚乾燥である。
【００２４】
　本発明の化粧料組成物は、従来の方法にしたがって多様な形態に製造することができる
。例えば、前記化粧料組成物は、化粧品、化粧水、クリーム、ローションなどの形態で製
造されてもよく、このような使用のために、クレンジングウォーター、収斂液、保湿液で
希釈してもよい。また、前記化粧料組成物は、化粧料組成物の分野で従来使用されている
、安定剤、溶解補助剤、ビタミン、顔料、着香剤などの従来の添加剤を含んでもよい。前
記化粧料組成物において、前記ペプチドは、皮膚アレルギーまたは炎症を改善するための
効果をもたらすのに十分な量で含まれてもよく、例えば組成物の全重量に対して、０．０
０１～１０重量％の範囲の量で含まれてもよく、好ましくは約０．０１～１重量％の範囲
の量で含まれる。
【００２５】
　以下、本発明を下記実施例および実験例によりさらに具体的に説明する。しかし、下記
実施例および実験例は、本発明を例示するためのものであり、本発明の範囲を限定するも
のではない。
【実施例】
【００２６】
実施例１．ペプチドの合成
　配列番号１～６のペプチド（上記表１）は、自動ペプチド合成器（ＰｅｐｔｒＥｘ－Ｒ
４８、Ｐｅｐｔｒｏｎ社製、テジョン、大韓民国）を用いて、ＦＭＯＣ固相法によって合
成した。合成されたペプチドは、Ｃ１８分析用ＲＰカラム（資生堂カプセルパック）を使
用した逆相高速液体クロマトグラフィー（逆相ＨＰＬＣ）（Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ　ＬＣ
－２０ＡＢ、島津製作所製、日本）を用いて精製および分析し、質量分析器（ＨＰ　１１
００シリーズ　ＬＣ／ＭＳＤ、Ｈｅｗｌｅｔｔ－Ｐａｃｋａｒｄ社製、Ｒｏｓｅｖｉｌｌ
ｅ、米国）を使用して単離した。
【００２７】
実施例２．ペプチド含有組成物の製造
　配列番号１～６のペプチドを、１Ｍの濃度になるように、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）
にそれぞれ溶解した。得られたタンパク質溶液をＰＢＳで希釈した後、下記実験例で使用
した。
【００２８】
実験例１．マウス線維芽細胞株ＮＩＨ３Ｔ３の増殖促進試験
　ＮＩＨ３Ｔ３細胞（マウス線維芽細胞株、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６５８、米国）を１０
０μｌのダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）とともに、１ウェル当たりの細胞数が
５×１０３個となるように９６ウェルマイクロプレートの各ウェルに加えた後、３７℃の
５％ＣＯ２インキュベーターで２４時間培養した。配列番号１、２、３または５の各ペプ
チドを１０μＭの濃度で含むペプチド溶液（１００μｌ）を各ウェルに加えた。細胞を２
４、４８、および７２時間培養しながら、１０μｌのＣＣＫ－８（同仁化学研究所製、日
本）を各ウェルに加えた後、４７５ｎｍにおけるそれぞれの吸光度をＳｐｅｃｔｒａｍａ
ｘ　ｐｌｕｓ　１９０プレートリーダー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ社製、米
国）を用いて測定した。結果を図１に示す。図１に示すように、ＮＩＨ３Ｔ３細胞の増殖
は、配列番号１、２、３および５のペプチドで処理した群で有意に増加した。これらの結
果は、本発明のペプチドが、線維芽細胞の増殖の促進による創傷治癒活性および皮膚再生
活性を有することを示す。
【００２９】
実験例２．線維芽細胞でのＩ型プロコラーゲン発現活性化の評価
　コラーゲン繊維合成の促進は、皮膚老化を抑制するための主要な手段の一つであるため
、本発明者らは、線維芽細胞でのコラーゲン合成が本発明のペプチドによる処理によって
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促進されるか否かをＮＩＨ３Ｔ３細胞（マウス線維芽細胞株、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６５
８、米国）を用いて評価した。線維芽細胞を、濃度が０．１、１および１０μＭである、
配列番号１、２、３および５の各ペプチドで処理した。４８時間後、Ｉ型プロコラーゲン
の発現を測定するために、細胞抽出物を対象としてウエスタンブロッティングアッセイを
行った。結果を図２に示す。図２に示すように、Ｉ型プロコラーゲンの発現は、配列番号
１、２、３および５のペプチドによる処理によって、濃度依存的に増加した。したがって
、本発明のペプチドは、コラーゲンの損失に由来する皮膚の老化、特に皮膚のしわを抑制
できることが分かる。
【００３０】
実験例３．ヒトケラチノサイト細胞株ＨａＣａＴでプロフィラグリン発現調節の評価
　プロフィラグリンは、皮膚バリアを構成するための主要な要素の一つであるため、本発
明者らは、ケラチノサイトでのプロフィラグリン合成が本発明のペプチドによる処理によ
って促進されるか否かをＨａＣａＴ細胞（ヒトケラチノサイト細胞株、ＤＫＦＺ、Ｈｅｉ
ｄｅｌｂｅｒｇ、ドイツ）を用いて評価した。ＨａＣａＴ細胞を、濃度が０．１、１．０
および１０μＭである配列番号３および５のペプチドで処理した。４８時間後、プロフィ
ラグリンの発現を測定するために、細胞抽出物を対象としてウエスタンブロッティングア
ッセイを行った。結果を図３に示す。図３に示すように、プロフィラグリンの発現は、配
列番号３および５のペプチドによる処理によって、濃度依存的に増加した。したがって、
本発明のペプチドは、プロフィラグリン発現の促進による皮膚保湿作用を有することが分
かる。
【００３１】
実験例４．ＮＦ－κＢ活性抑制試験
　転写因子ＮＦ－κＢの活性化における本発明のペプチドの効果を、ｉｎ　ｓｉｔｕ近接
ライゲーションアッセイ法にしたがって分析した。前記分析は、Ｄｕｏｌｉｎｋ（登録商
標）　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ試薬（Ｏｌｉｎｋ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製、スウェーデン）を
用いて行った。
【００３２】
　ＮＩＨ３Ｔ３細胞（２．５×１０４個）を、各ウェルの底面に１２ｍｍのガラスを有す
る２４ウェルプレートに塗抹した。前記細胞を２４時間安定化させた後、濃度が０．１、
１．０および１０μＭである、配列番号１、２、３および５の各ペプチドで処理した。前
記処理から１時間後、各ウェルの細胞をＴＮＦ－α（２５μｇ／ｍｌ）で２時間処理した
。４％パラホルムアルデヒドで固定した細胞を０．１％トリトンＸで処理した後、細胞に
ブロッキング溶液を１滴加え、これを３７℃で３０分間培養した。ＮＦ－κＢの核への移
行レベルを測定するために、前記細胞を抗ｐ５０マウスモノクローナル抗体（ＮＦκＢ　
ｐ５０　（４Ｄ１）：ｓｃ－５３７４４、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ，　ＩＮＣ．社製、米国）および抗ｐ６５ウサギモノクローナル抗体（ＮＦ－κＢ
　ｐ６５　（Ｄ１４Ｅ１２）　ＸＰ（登録商標）　ｒａｂｂｉｔ　ｍＡｂ、Ｃｅｌｌ　ｓ
ｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社製、米国）を用いて３７℃で処理した。３０
分後、前記細胞をＰＬＡプローブ溶液を用いて３７℃で１時間、ライゲーション溶液を用
いて３０分間処理した後、増幅溶液を用いて１００分間処理した。細胞を洗浄した後、赤
い点で示されたＮＦ－κＢのうち核内に移行した点の数を、共焦点顕微鏡で測定した。結
果を図４ａ～図４ｄに示す。図４ａ～図４ｄに示すように、配列番号１、２、３および５
のペプチドで処理した群での移行は、対照群と比べて顕著に減少した（約２５～６０％減
少）。これらの結果は、本発明のペプチドが、炎症性サイトカインの合成で重要な役割を
果たすＮＦ－κＢの活性化を抑制することを示す。
【００３３】
実験例５．単核球のインビトロ経内皮血管外遊出に対する抑制活性試験
　ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）をボイデンチャンバーの上室で培養した。上澄み
を除去し、未処理の、または実施例２で製造した配列番号３～５のペプチド（３０μｇ／
ｍｌ）を含むタンパク質溶液で１時間処理したヒト単核球（Ｕ９３７）を２×１０５細胞
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／チャンバーとなるよう接種した。チャンバーの下室には、０．００５％ビタミンＣおよ
び０．１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含有する無血清ＤＭＥＭ培地中でＮＩＨ／３
Ｔ３マウス線維芽細胞を１６時間培養することによって得た培養物を、遠心分離した後に
その上澄みも含めて入れ、単核球の浸潤を誘導した。前記チャンバーで細胞を６時間培養
し、下室に移動した細胞数を測定した。この試験を３回繰り返して実施した。結果を図５
に示す。対照群は、ペプチドを有さないＰＢＳのみで処理した。図５に示すように、本発
明のペプチドで処理した群において移動した単核球の数は、対照群と比べて顕著に減少し
た（約５０～７０％減少）。白血球が血管を通って炎症部位に移動するためには、血管外
遊出が必須であることを考慮すると、本発明のペプチドは、効果的に炎症反応を抑制でき
ることが期待される。
【００３４】
実験例６．癌細胞の浸潤に対する抑制活性試験
　基底膜成分であるマトリゲルを、トランスウェル内で重合させた後、ヒト乳癌細胞ＭＣ
Ｆ－７細胞（１．５×１０５個）をトランスウェルの上室に入れ、濃度が１μＭである、
配列番号３～５の各ペプチドで処理した。この細胞を３７℃の５％ＣＯ２インキュベータ
ーで培養した。０．１％ＢＳＡをトランスウェルの上室に加えた。浸潤誘導培地（ＮＩＨ
３Ｔ３細胞を０．００５％ビタミンＣおよび０．１％ウシ血清アルブミンを含有する無血
清ＤＭＥＭ培地で２４時間培養した後、分離した上澄み）を、各下室に入れ、トランスウ
ェルの下室に移動した細胞を、２４時間おきに３回測定した後、結果を統計分析した。対
照群は、ペプチドを有さないＰＢＳのみで処理した。結果を図６に示す。図６に示すよう
に、本発明の配列番号３～５のペプチドで処理した群におけるヒト乳癌細胞の基底膜の浸
潤率は、対照群と比べて、約８０％に減少した。癌細胞が血管外に遊出し、基底膜または
周囲の結合組織に浸潤した後、第２の部位に拡散することを考慮すると、本発明のペプチ
ドが癌細胞の転移を効果的に抑制できることが分かる。

【図１】 【図２】

【図３】
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