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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
創傷を有する被験体の皮膚において瘢痕を減少させるための組成物であって、該組成物は
、発現カセットを含むポリヌクレオチドを含み、該発現カセットはｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉ

ｐ１をコードするポリヌクレオチドに作動可能に連結されたプロモーターを含む、組成物
。
【請求項２】
前記ＤＮＡがベクターの一部であることを特徴とする、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
前記ベクターがウイルスベクターである、請求項２に記載の組成物。
【請求項４】
前記ウイルスベクターがアデノウイルスベクターである、請求項３に記載の組成物。
【請求項５】
前記アデノウイルスベクターが複製能欠失アデノウイルスベクターである、請求項４に記
載の組成物。
【請求項６】
前記組成物の投与が、未処置の創傷における瘢痕と比較して、前記創傷におけるケロイド
または肥大性瘢痕を減少させることを特徴とする、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
前記アデノウイルスベクターが前記創傷１ｃｍ２あたり１０５～１０９粒子数（ＰＮ）の
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用量で投与されることを特徴とする、請求項４に記載の組成物。
【請求項８】
前記ベクターが生体適合性マトリックス中で投与されることを特徴とする、請求項１に記
載の組成物。
【請求項９】
請求項８に記載の組成物であって、ここで前記マトリックスは、膠原性の組成物、金属組
成物、ヒドロキシアパタイト組成物、バイオガラス組成物、アルミン酸塩組成物、バイオ
セラミック物質組成物、精製されたタンパク質の組成物または細胞外マトリックス組成物
を含む、組成物。
【請求項１０】
前記マトリックスが膠原マトリックスである、請求項８に記載の組成物。
【請求項１１】
前記皮膚が火傷をしている、請求項１に記載の組成物。
【請求項１２】
創傷の閉鎖を阻害せずに、創傷を有する被験体の皮膚において瘢痕を減少させるための薬
学的組成物であって、該薬学的組成物は、発現カセットおよび薬学的に受容可能な賦形剤
を含み、ここで該発現カセットはｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１をコードするポリヌクレオチ
ドに作動可能に連結されたプロモーターを含む、薬学的組成物。
【請求項１３】
前記発現カセットが生体適合性マトリックスに含まれる、請求項１２に記載の薬学的組成
物。
【請求項１４】
前記マトリックスが前記発現カセットを含むウイルスベクターを含む、請求項１２に記載
の薬学的組成物。
【請求項１５】
前記ウイルスベクターがアデノウイルスベクターである、請求項１４に記載の薬学的組成
物。
【請求項１６】
前記アデノウイルスベクターが複製能欠失アデノウイルスベクターである、請求項１５に
記載の薬学的組成物。
【請求項１７】
請求項１２に記載の薬学的組成物であって、前記マトリックスが、膠原性の組成物、金属
組成物、ヒドロキシアパタイト組成物、バイオガラス組成物、アルミン酸塩組成物、バイ
オセラミック物質組成物、精製されたタンパク質の組成物または細胞外マトリックス組成
物を含む、薬学的組成物。
【請求項１８】
前記マトリックスが膠原マトリックスである、請求項１２に記載の薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連する特許出願との相互参照）
　本願は、全ての目的のために参考として援用される、２００３年１１月２４日出願の米
国仮特許出願第６０／５２４，９９３号の優先権の利益を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　過剰な皮膚瘢痕はまだ対処されていない医学的に必要とされる分野であり、そして機能
的、美容上の、および心理学的な病的状態を引き起こす。例えば、非特許文献１；非特許
文献２を参照のこと。臨床的な瘢痕の取り扱いは、一連の処置を通じてしばしば調節され
る臨床レジメンと、体の位置および患者の過去の瘢痕の病歴を含む瘢痕の継続的な物理的
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評価の双方の考慮に関連する。肥大性瘢痕およびケロイドの一般に容認された従来の処置
は手術、副腎皮質ステロイド注射、放射線治療、シリコンゲルシート、および圧迫治療に
限定される。例えば、非特許文献３を参照のこと。瘢痕の取り扱いは最近、医師にとって
新たな様相を経験したが、瘢痕の転帰はなおほとんど予測不可能である。肥大性瘢痕およ
びケロイドの原因である生物学的機序を特異的に標的とする処置は、現存の治療を補完し
、そして現在の瘢痕の転帰を改善し得る。
【０００３】
　皮膚の瘢痕は正常な皮膚の構造および機能の巨視的な破壊として記述され、この破壊は
創傷の修復の結果として生じ、そして線維増殖性（ｆｉｂｒｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖ
ｅ）応答として進行する。例えば、非特許文献４を参照のこと。ケロイドおよび肥大性瘢
痕の病原性プロフィールおよび生物学的プロフィールは完全には理解されていない。ケロ
イドは最初の外傷部位の縁を越えた発達によって特徴付けられ、家族性の性質に関連し、
めったに退行しない。例えば、非特許文献５を参照のこと。肥大性瘢痕は、時間が経てば
通常消散し、そして組織の拘縮に関連する紅斑性線維病変として生じる。例えば、非特許
文献５を参照のこと。遺伝連鎖および免疫学的パラメーターにおいてケロイドは肥大性瘢
痕と異なるが、双方は線維芽細胞の過剰増殖および過剰な細胞外マトリックス（ＥＣＭ）
沈着に関連する。例えば、非特許文献６；非特許文献７；非特許文献８を参照のこと。
【非特許文献１】Ｈｕｎｔ，Ｔ．Ｋ．、Ｗｏｒｌｄ　Ｊ　Ｓｕｒｇ、１９８０年、第４巻
、第３号、ｐ．２７１－７
【非特許文献２】Ｎｉｃｏｌａｉ，Ｊ．Ｐ．ら、Ａｅｓｔｈｅｔｉｃ　Ｐｌａｓｔ　Ｓｕ
ｒｇ、１９８７年、第１１巻、第１号、ｐ．２９－３２
【非特許文献３】Ｍｕｓｔｏｅ，Ｔ．Ａ．ら、Ｐｌａｓｔ　Ｒｅｃｏｎｓｔｒ　Ｓｕｒｇ
、２００２年、第１１０巻、第２号、ｐ．５６０－７１
【非特許文献４】Ｃｌａｒｋ，Ｒ．Ａ．Ｆ．著、Ｒ．Ａ．Ｆ．Ｃｌａｒｋ編、”Ｗｏｕｎ
ｄ　Ｒｅｐａｉｒ：Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔ
ｉｏｎｓ”、ＴＨＥ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＡＮＤ　ＣＥＬＬＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ
　ＯＦ　ＷＯＵＮＤ　ＲＥＰＡＩＲ、１９８８年、ｐ．３－３５
【非特許文献５】Ｔｒｅｄｇｅｔ，Ｅ．Ｅ．、Ａｎｎ　Ｎ　Ｙ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ、１９
９９年、第８８８巻、ｐ．１６５－８２
【非特許文献６】Ｒｏｃｋｗｅｌｌ，Ｗ．Ｂ．ら、Ｐｌａｓｔ　Ｒｅｃｏｎｓｔｒ　Ｓｕ
ｒｇ、１９８９年、第８４巻、第５号、ｐ．８２７－３７
【非特許文献７】Ｔｓａｏ，Ｓ．Ｓ．ら、Ｓｅｍｉｎ　Ｃｕｔａｎ　Ｍｅｄ　Ｓｕｒｇ、
２００２年、第２１巻、第１号、ｐ．４６－７５
【非特許文献８】Ｎｅｍｅｔｈ，Ａ．Ｊ．、Ｊ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ　Ｓｕｒｇ　Ｏｎｃｏ
ｌ、１９９３年、第１９巻、第８号、ｐ．７３８－４６
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　明らかに、瘢痕は多くの局面で避けることが困難である問題を残す。本発明はこの問題
および他の問題を扱う。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　（発明の概要）
　本発明は瘢痕を減少させるための方法を提供する。いくつかの実施形態において、この
方法は発現カセットを含むポリヌクレオチドを皮膚に投与する工程を包含し、この発現カ
セットはｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１をコードするポリヌクレオチドに作動可能に連結され
たプロモーターを含む。いくつかの実施形態において、このポリヌクレオチド（必要に応
じてベクターに含まれる）は被験体の皮膚上の創傷に投与される。
【０００６】
　いくつかの実施形態において、このＤＮＡはベクターの一部として投与される。いくつ
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かの実施形態において、このベクターはウイルスベクターである。いくつかの実施形態に
おいて、このウイルスベクターはアデノウイルスベクターである。いくつかの実施形態に
おいて、このアデノウイルスベクターは複製能欠失アデノウイルスベクターである。
【０００７】
　いくつかの実施形態において、上記投与する工程の結果、未処置の創傷における瘢痕と
比較して、上記瘢痕においてケロイドまたは肥大性瘢痕が縮小する。いくつかの実施形態
において、上記アデノウイルスベクターは創傷１ｃｍ２あたり１０５～１０７粒子数（Ｐ
Ｎ）の用量で投与される。
【０００８】
　いくつかの実施形態において、このベクターは生体適合性マトリックス中で投与される
。いくつかの実施形態において、このマトリックスは膠原性の成組成物、金属組成物、ヒ
ドロキシアパタイト組成物、バイオガラス組成物、アルミン酸塩組成物、バイオセラミッ
ク物質組成物、精製されたタンパク質の組成物または細胞外マトリックス組成物を含む。
いくつかの実施形態において、このマトリックスは膠原マトリックスである。
【０００９】
　いくつかの実施形態において、上記皮膚は火傷している。
【００１０】
　本発明はまた、発現カセットおよび薬学的に受容可能な賦形剤を含む薬学的組成物を提
供し、この組成物は局所的投与に適し、そしてこの発現カセットはｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉ

ｐ１をコードするポリヌクレオチドに作動可能に連結されたプロモーターを含む。いくつ
かの実施形態において、この発現カセット（必要に応じてベクターの一部）は生体適合性
マトリックスに含まれる。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、上記マトリックスは上記発現カセットを含むウイルスベ
クターを含む。いくつかの実施形態において、このウイルスベクターはアデノウイルスベ
クターである。いくつかの実施形態において、このアデノウイルスベクターは複製能欠失
アデノウイルスベクターである。
【００１２】
　いくつかの実施形態において、上記マトリックスは膠原質形成組成物、金属組成物、ヒ
ドロキシアパタイト組成物、バイオガラス組成物、アルミン酸塩組成物、バイオセラミッ
ク物質組成物、精製されたタンパク質の組成物または細胞外マトリックス組成物を含む。
いくつかの実施形態において、このマトリックスは膠原マトリックスである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　（定義）
　本明細書で用いられる場合、「ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１」は野生型の全長ｐ２１ＷＡ

Ｆ１／Ｃｉｐ１タンパク質、その活性断片、その活性改変体、および全長ｐ２１ＷＡＦ１

／Ｃｉｐ１タンパク質、またはその活性断片、またはその活性改変体を含む融合物をいい
、この融合物はｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１活性を保持する。この野生型ｐ２１ＷＡＦ１／

Ｃｉｐ１タンパク質は細胞制御機能を有する１６４アミノ酸のタンパク質である。例えば
米国特許第５，３０２，７０６号を参照のこと。ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１は科学文献に
おいてｐ２１、ｐ２１ｓｄｉ、ｐ２１ｗａｆ１、ｐ２１ｃｉｐ１、およびｐ２１ｐｉｃ１
としても公知である。用語「ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチド」はｐ２１ＷＡ

Ｆ１／Ｃｉｐ１をコードするポリヌクレオチド配列をいい、例えばヒト野生型タンパク質
および他の生物体由来の相同配列、ならびに野生型ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１タンパク質
と本質的に同じ機能を示すその任意の突然変異または短縮体（ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ）、
あるいは融合体を含む。
【００１４】
　「ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１」活性は、ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１突然変異を相補する
能力、そしてサイクリン依存性キナーゼ活性のインヒビターとして作用し（Ｈａｒｐｅｒ
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，Ｊ．Ｗ．ら、Ｃｅｌｌ　７５：８０５－８１６（１９９３））、そして／または細胞周
期進行を阻害する能力をいう。例えば、Ｈａｒｐｅｒ，Ｊ．Ｗ．ら、前出；Ｘｉｏｎｇ，
Ｙ．ら、Ｃｅｌｌ　７１：５０５－５１４（１９９２）を参照のこと。
【００１５】
　用語「遺伝子」はポリペプチド鎖の生成に関するＤＮＡのセグメントを意味し；コード
領域に先行および引き続く領域（リーダーおよびトレーラー）ならびに個々のコードセグ
メント（エキソン）の間の介在性配列（イントロン）領域を含む。
【００１６】
　用語「核酸」は、一本鎖形態または二本鎖形態のいずれかにおける、デオキシリボヌク
レオチドまたはリボヌクレオチドおよびそれらのポリマーをいう。特に限定されない限り
、この用語は、参照核酸と類似した結合性質を有し、そして天然に生じるヌクレオチドと
類似した様式で代謝される、天然のヌクレオチドの公知のアナログを含む核酸を包含する
。他に示されない限り、特定の核酸配列はまた暗黙のうちに、その保存的に改変された改
変体（例えば縮合コドン置換）および相補的配列ならびに明白に示された配列を包含する
。具体的には、縮合コドン置換は、選択された１つ以上の（または全ての）コドンの第３
位が混合塩基および／またはデオキシイノシン残基で置換される配列の生成によって達成
され得る（Ｂａｔｚｅｒら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１９：５０８１（１９
９１）；Ｏｈｔｓｕｋａら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６０：２６０５－２６０８（１
９８５）；およびＣａｓｓｏｌら（１９９２）；Ｒｏｓｓｏｌｉｎｉら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌ
ｌ．Ｐｒｏｂｅｓ　８：９１－９８（１９９４））。
【００１７】
　用語「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」は本明細書中で交換可能に
用いられ、アミノ酸残基のポリマーをいう。この用語は、１つ以上のアミノ酸残基が対応
する天然に生じるアミノ酸の人工的な化学的模倣物（ｍｉｍｅｔｉｃ）であるアミノ酸ポ
リマー、ならびに天然に生じるアミノ酸ポリマーおよび非天然に生じるアミノ酸ポリマー
に適用される。本明細書で用いられる場合、この用語は、アミノ酸残基が共有ペプチド結
合で連結される任意の長さのアミノ酸鎖を包含し、これは全長タンパク質（すなわち抗原
）を含む。
【００１８】
　用語「アミノ酸」は天然に生じるアミノ酸および合成アミノ酸、ならびに天然に生じる
アミノ酸と類似した様式で機能するアミノ酸アナログおよびアミノ酸模倣物をいう。天然
に生じるアミノ酸は遺伝暗号でコードされるアミノ酸、ならびに後で改変される（例えば
、ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタメート、およびＯ－ホスホセリン）それら
のアミノ酸である。アミノ酸アナログは、天然に生じるアミノ酸と同じ基本的化学構造（
すなわち、水素に結合されるα炭素、カルボキシル基、アミノ基、およびＲ基）を有する
化合物（例えば、ホモセリン、ノルロイシン、メチオニンスルホキシド、メチオニンメチ
ルスルホニウム）をいう。このようなアナログは改変されたＲ基（例えばノルロイシン）
または改変されたペプチド骨格を有するが、天然に生じるアミノ酸と同じ基本的化学構造
を保持する。「アミノ酸模倣物」は、アミノ酸の一般的な化学構造とは異なる構造を有す
るが、天然に生じるアミノ酸と類似した様式で機能する化学的化合物をいう。
【００１９】
　アミノ酸は本明細書中で、一般に公知の三文字記号、またはＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ生化学
命名委員会によって推奨される一文字記号のいずれかによって参照され得る。同様にヌク
レオチドはその一般に許容される一文字コードで参照され得る。
【００２０】
　「発現カセット」は、宿主細胞中での特定の核酸の転写を許容する一連の特定の核酸エ
レメントを有する、組換え的にまたは合成的に生成された核酸である。この発現カセット
は、プラスミドの一部であってもウイルスの一部であっても他の核酸の一部であっても良
い。代表的には、この発現ベクターは転写される核酸に作動可能に連結されたプロモータ
ーを含む。
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【００２１】
　「生体適合性マトリックス」は、このマトリックスが投与される宿主被験体において重
大なアレルギー反応または他の有害な反応を生じることの無いマトリックスをいう。
【００２２】
　用語「作動可能に連結された」は、核酸発現制御配列（例えばプロモーター、または転
写因子結合部位のアレイ）と第二の核酸配列との間の機能的な連結を言及し、ここでこの
発現制御配列は第二の配列に対応する核酸の転写を支配する。
【００２３】
　用語「プロモーター」または「制御エレメント」は転写の開始点の上流または下流に位
置し、転写を開始するＲＮＡポリメラーゼおよびその他のタンパク質の認識および結合に
関与する領域または配列の決定子をいう。「構成的」プロモーターは、ほとんどの環境条
件および発達的条件において活性であるプロモーターである。「誘導性」プロモーターは
環境的調節または発達調節において活性であるプロモーターである。
【００２４】
　（発明の詳細な説明）
　（Ｉ．導入）
　本発明は傷つけられた皮膚における瘢痕の縮小および処置のための方法および組成物を
提供する。本発明は、創傷部位へのｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１の送達と発現が肉芽組織お
よび線維芽細胞の発達を減少させることを提供する。本発明の範囲を限定することを意図
することなく、結果として別のやり方で創傷治癒の間の過剰な瘢痕および細胞の増殖につ
ながる炎症性細胞（例えば、好中球、マクロファージおよびリンパ球、線維芽細胞など）
の影響を、ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１が阻害すると考えられる。
【００２５】
　本発明の方法は、ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１またはその活性断片を含むポリペプチドを
コードするポリヌクレオチドを創傷部位に送達する工程を包含する。創傷部位におけるｐ
２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１の発現の結果、さもなければ起きるであろう瘢痕の縮小を伴う創
傷の閉鎖につながる。本発明は、肥大性瘢痕およびケロイドの発生および増殖の防止また
は寛解に特に有用である。
【００２６】
　（ＩＩ．創傷）
　本発明は、皮膚への任意の創傷に由来する瘢痕の縮小に用いられ得る。本発明の範囲を
限定することなく、例えば火傷、穿刺、切断および／または磨耗に起因する皮膚の損傷は
本発明の方法に従って処置され得る創傷を含む。本発明の方法は、美容手術を含む手術後
の瘢痕の縮小に有用である。
【００２７】
　理想的には、創傷はその創傷が生じた後可能な限り即座に処置される。例えば、いくつ
かの場合では、創傷はその創傷が生じた後７２時間、４８時間、２４時間、１８時間、１
２時間、６時間、３時間または１時間以内に処置される。外科手術の瘢痕の場合、本発明
の方法および組成物は手術と同時に投与される。しかし、創傷の発生に続く延長された期
間の後の処置によって、抗瘢痕効果が認められ得る。一般に、創傷に適用されるｐ２１Ｗ

ＡＦ１／Ｃｉｐ１ベクターの量は、創傷の発生とこのベクターの投与の間の時間が長いほ
ど増加されるべきである。遺伝子が、本明細書中で例示されるようなサイトメガロウイル
ス最初期（「ＣＭＶ」）プロモーターのような強力な構成的プロモーターの制御の下にあ
る複製能欠失アデノウイルスベクターの場合、その用量は代表的には約１×１０５ＰＮ／
ｃｍ２～約１×１０９ＰＮ／ｃｍ２、約１×１０５ＰＮ／ｃｍ２～約１×１０８ＰＮ／ｃ
ｍ２、または約１×１０５ＰＮ／ｃｍ２～約１×１０７ＰＮ／ｃｍ２の範囲である。代表
的な用量は約５×１０６ＰＮ／ｃｍ２である。上記の参照用量が、創傷が生じた直後に（
すなわち１日以内）創傷部位に投与される。このアデノウイルスベクターが有意により遅
く（例えば、創傷が生じた１週間後）に投与される場合、同様の効果を認めるためには約
１０～１００倍のベクターの用量の増加が必要であり得る。代表的な組織中の効果的なｐ
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２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１の濃度は、約８０～１００活性ユニットの標的濃度と共に、ＷＡ
Ｆ１　ＥＬＩＳＡキット（Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡから市販される、カタログ番号ＱＩＡ１８）を用いて決定される
、約５０～１５０活性ユニットである。
【００２８】
　代表的には、本発明の方法は瘢痕を阻害または縮小するが、創傷の閉鎖は阻害しない。
十分な量が発現される場合、ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１は創傷の閉鎖を阻害し得る。例え
ば、ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチドを含む２×１０１１ＰＮ／ｃｍ２のアデ
ノウイルスベクターは、動物モデルにおいて再上皮化を遅延させるに十分である。さらに
このような用量において、創傷の引っ張り強さに対する効果が観察される。従って、瘢痕
の阻害または縮小のために十分な量のｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチドを含む
ベクターを用いるが、再上皮化を遅延させ、または目に見えるほどに引っ張り強さを減少
させるほど過剰に投与しないことが望ましい。
【００２９】
　（ＩＩＩ．遺伝子送達）
　ｐ２１をコードするポリヌクレオチド配列を導入するために、ｐ２１ポリヌクレオチド
に作動可能に連結されたプロモーターを含む裸のプラスミドを、創傷中の細胞に組み込む
ことが可能である。あるいは、このｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチドをウイル
ス送達システムまたは非ウイルス送達システムに組み込み、次いで創傷に導入する。
【００３０】
　（１．非ウイルス送達システム）
　創傷へｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチドの発現を支配し得る非ウイルス送達
システムは発現プラスミドを含む。発現プラスミドは自律的に複製する染色体外の環状Ｄ
ＮＡ分子であり、正常なゲノムとは異なり、そして標的細胞中でのＤＮＡ配列の発現に影
響し得る非選択的条件下では細胞の生存に非必須である。プラスミドは細菌中で自律的に
複製して細菌の生産を促進するが、サイクリン依存性キナーゼ遺伝子を含むこのようなプ
ラスミドが治療効果を達成するために標的細胞中で複製することは必要ではない。導入遺
伝子はまた組織特異的プロモーター領域の制御下にあり得、特定の細胞種（例えば、炎症
性細胞（例えば、好中球、マクロファージおよびリンパ球が挙げられる）、ならびに線維
芽細胞およびケラチノサイト）においてのみ導入遺伝子の発現が許容される。本発明の実
施に有用であり得る種々の発現プラスミドを、当業者は容易に理解する。
【００３１】
　この発現プラスミドはまた、プロモーター、エンハンサーまたはｐ２１ポリヌクレオチ
ドの発現を助ける他の配列を含み得る。ＣＭＶのような構成的プロモーターが使われ得る
が、ｐＦａｓｃｉｎ（Ｓｕｄｏｗｅら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ　８（４）
：５６７（２００３））およびケラチン－１２プロモーター（Ｉｋａｗａら、Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ　８（４）：６６６（２００３））のような、標的細胞におい
て特異的な活性を有するプロモーターを用いることが有用であり得る。化学物質またはそ
の他の刺激に応答して特定の条件下で機能する誘導性プロモーターもまた、ｐ２１ＷＡＦ

１／Ｃｉｐ１の効果的な制御発現のために用いられ得る。誘導性プロモーターの例は、科
学文献中に公知である。例えば、ＹｏｓｈｉｄａおよびＨａｍａｄａ、Ｂｉｏｃｈｅｍ．
Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．２３０：４２６－４３０（１９９７）；Ｉｉｄａら
、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７０（９）：６０５４－６０５９（１９９６）；Ｈｗａｎｇら、Ｊ．
Ｖｉｒｏｌ　７１（９）：７１２８－７１３１（１９９７）；Ｌｅｅら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌ
ｌ．Ｂｉｏｌ．１７（９）：５０９７－５１０５（１９９７）；およびＤｒｅｈｅｒら、
Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２（４６）：２９３６４－２９３７１（１９９７）を参照
のこと。放射線誘導性プロモーターの例としては、ＥＧＲ－１プロモーターが挙げられる
。例えば、Ｂｏｏｔｈｍａｎら（１９９４）ｖｏｌｕｍｅ　１３８　ｓｕｐｐｌｅｍｅｎ
ｔ　ｐａｇｅｓ　Ｓ６８－Ｓ７１を参照のこと。
【００３２】
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　薬物抵抗性をコードする遺伝子のようなさらなる遺伝子が、組換えベクターの存在の選
択またはスクリーニングを可能にするために導入され得る。例えば、このようなさらなる
遺伝子としては、ネオマイシン抵抗性、複数の薬物抵抗性、チミジンキナーゼ、β－ガラ
クトシダーゼ、ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）、およびクロラムフェニコールアセチ
ルトランスフェラーゼをコードする遺伝子が挙げられ得る。
【００３３】
　ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチドを含む発現プラスミドは、リポソーム中に
カプセル化され得る。リポソームとしては、乳濁液、気泡、ミセル、不溶性単層、液晶、
リン脂質分散、層状層（ｌａｍｅｌｌａｒ　ｌａｙｅｒ）などが挙げられる。リポソーム
キャリアを用いたＤＮＡ配列の標的細胞への送達は当該分野で周知である。例えば、Ｓｚ
ｏｋａら、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｂｉｏｅｎｇ．９：４６７（１９８０）、
米国特許第４，３９４，４４８号；同第４，２３５，８７１号；同第４，５０１，７２８
号；同第４，８３７，０２８号；および同第５，０１９，３６９号に記載されるように、
リポソームを調製するために種々の方法が利用可能である。本発明の実行に有用なリポソ
ームは、１つ以上の標準的な小胞を形成する脂質から形成され得、このような脂質として
は一般に、中性の電荷を有するリン脂質および陰性の電荷を有するリン脂質、およびコレ
ステロールのようなステロールが挙げられる。
【００３４】
　このような小胞を形成する脂質の例としては、ＤＣ－ｃｈｏｌ、ＤＯＧＳ、ＤＯＴＭＡ
、ＤＯＰＥ、ＤＯＳＰＡ、ＤＭＲＩＥ、ＤＯＰＣ、ＤＯＴＡＰ、ＤＯＲＩＥ、ＤＭＲＩＥ
－ＨＰ、ｎ－スペルミジンコレステロールカルバメート、および米国特許第５，６５０，
０９６号に開示されるような他の陽イオン性脂質が挙げられる。脂質の選択は、例えばリ
ポソームの大きさ、酸不安定性、および血流中でのそのリポソームの安定性を考慮するこ
とによって一般に導かれる。米国特許第５，０１３，５５６号および同第５，２１３，８
０４号に記載されるように、例えばポリエチレングリコールコーティング（それゆえ「Ｐ
ＥＧ化」と呼ばれる）のようなさらなる成分がリポソーム処方物に加えられて、血清中の
半減期を増加し得る。
【００３５】
　特定の組織または器官への治療遺伝子の送達を促進するために、細胞ターゲッティング
を促進するエレメントを非ウイルス送達システムに組み込むことが有利であり得る。
【００３６】
　（２．ウイルス送達システム）
　他の例では、このＤＮＡ配列は、標的細胞への感染が可能なウイルスゲノムにｐ２１Ｗ

ＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチドを組み込み、そしてｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌ
クレオチドを発現配列および制御配列に作動可能に連結して、このポリヌクレオチドが適
切な条件下で標的細胞内で発現されるようにしたウイルス送達システムによって送達され
る。本発明の実行に有用なベクターはまたウイルスゲノムに由来する。用いられ得るベク
ターとしては、好ましくはバキュロウイルス類、パルボウイルス類、ピコルナウイルス類
、ヘルペスウイルス類、ポックスウイルス類またはアデノウイルス類から選択される、組
換え的に改変された、エンベロープを持つまたは持たないＤＮＡウイルスおよびＲＮＡウ
イルスが挙げられる。親ベクターの性質のそれぞれの有利なエレメントを利用するキメラ
ベクターもまた利用され得る。例えば、Ｆｅｎｇら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　１５：８６６－８７０（１９９７）を参照のこと。このようなウイルスゲノム
は組換えＤＮＡ技術によってｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチドを含むように改
変され得、そして複製能欠失、条件的に複製する、または複製適格になるように操作され
得る。代表的には、このベクターは複製能を欠失しているか、または条件的に複製する。
例示的なベクターはアデノウイルスゲノム、アデノ関連ウイルスゲノム、およびレトロウ
イルスゲノムに由来する。いくつかの実施形態では、このベクターはヒトアデノウイルス
ゲノム由来の複製不能ベクターである。導入遺伝子はまた組織特異的プロモーター領域の
制御下におかれ、特定の細胞種でのみこの導入遺伝子が発現され得る。
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【００３７】
　他の例では、ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチドの特定の組織または器官への
効果的な送達を保証するために、細胞ターゲッティングを促進するエレメントをウイルス
送達システムに組み込むことが有利であり得る。本発明の構築物をパッケージするために
用いられるウイルスエンベロープは、特定の細胞へのレセプター媒介性エンドサイトーシ
スを許容するレセプター特異的なレセプターリガンドまたは抗体の付加によって修飾され
得る（例えば、国際公開第９３／２０２２１号、同第９３／１４１８８号；同第９４／０
６９２３号）。本発明のいくつかの実施形態では、本発明のＤＮＡ構築物はウイルスタン
パク質（アデノウイルス粒子）と連結されて、例えば、エンドサイトーシスを促進する。
例えば、Ｃｕｒｉｅｌら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８８：
８８５０－８８５４（１９９１）を参照のこと。細胞種特異性または細胞種ターゲッティ
ングはまた、ウイルスエンベロープタンパク質の改変により特徴的に広い感染力を有する
ウイルス由来のベクターにおいて達成され得る。例えば細胞ターゲッティングは、独特の
細胞表面レセプターとの特異的な相互作用を有する改変された小隆起（ｋｎｏｂ）ドメイ
ンおよび線維（ｆｉｂｅｒ）ドメインの発現を達成するために、ウイルスゲノムの小隆起
コード配列および線維コード配列を選択的に改変することでアデノウイルスベクターによ
り達成された。このような改変の例は、Ｗｉｃｋｈａｍら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７１（１１
）：８２２１－８２２９（１９９７）（ＲＧＤペプチドのアデノウイルス線維タンパク質
への組み込み）；Ａｒｎｂｅｒｇら、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２２７：２３９－２４４（１９
９７）（アデノウイルスの線維遺伝子を改変して、眼および生殖器官への向性を達成）；
ＨａｒｒｉｓおよびＬｅｍｏｉｎｅ、ＴＩＧ　１２（１０）：４００－４０５（１９９６
）；Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７１（６）：４７８２－４７９０（１９９
７）；Ｍｉｃｈａｅｌら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　２：６６０－６６８（１９９５）
（ガストリン放出ペプチド断片のアデノウイルス線維タンパク質への組み込み）；および
Ｏｈｎｏら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１５：７６３－７６７（１９
９７）（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ－ＩｇＧ結合ドメインのＳｉｎｄｂｉｓウイルスへの組み込
み）；ならびに米国特許第５，７２１，１２６号および同第５，５５９，０９９号に記載
される。細胞特異的ターゲッティングの他の方法は、エンベロープタンパク質への抗体ま
たは抗体断片の結合体化によって達成された。例えば、Ｍｉｃｈａｅｌら、Ｊ．Ｂｉｏｌ
．Ｃｈｅｍ．２６８：６８６６－６８６９（１９９３）、Ｗａｔｋｉｎｓら、Ｇｅｎｅ　
Ｔｈｅｒａｐｙ　４：１００４－１０１２（１９９７）；Ｄｏｕｇｌａｓら、Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：１５７４－１５７８（１９９６）を参照のこと
。あるいは、特定の部分がウイルス表面と結合体化されてターゲッティングを達成し得る
。例えば、Ｎｉｌｓｏｎら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　３：２８０－２８６（１９９６
）（ＥＧＦのレトロウイルスタンパク質への結合体化）を参照のこと。
【００３８】
　特定の細胞種における選択的な発現を達成するが、都合の悪い広範囲の感染を避けるた
めに、条件的に複製するウイルスベクターが用いられる。条件的に複製するベクターの例
は、Ｂｉｓｃｈｏｆｆら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７４：３７３－３７６（１９９６）；Ｐｅ
ｎｎｉｓｉ，Ｅ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７４：３４２－３４３（１９９６）；Ｒｕｓｓｅ
ｌｌ，Ｓ．Ｊ．、Ｅｕｒ．Ｊ．ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ　３０Ａ（８）：１１６５－１１７１
（１９９４）に記載される。
【００３９】
　いくつかの例では、条件的に複製するベクターまたは複製適格なベクターを用いる場合
に特に、ウイルスベクターにｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチドに加えて自殺遺
伝子を含ませることが望ましくあり得る。自殺遺伝子は、発現することでその細胞を外因
的要素によって死に得るようにするか、または細胞における毒性条件を引き起こす核酸配
列である。自殺遺伝子の周知の例はチミジンキナーゼ（ＴＫ）遺伝子（例えば、米国特許
第５，６３１，２３６号および同第５，６０１，８１８号を参照のこと）であり、ＴＫ遺
伝子産物を発現する細胞はガンシクロビルの投与により選択的に死に得る。これにより、
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広範囲の感染性を有する完全に複製適格なウイルスベクターの自発的な産生に起因する広
汎な感染を阻止するための、ウイルスベクター送達システムの「安全弁」が提供される。
【００４０】
　本発明のいくつかの実施形態において、このベクターはアデノウイルス類に由来する。
特に好ましいベクターは、ヒト２型アデノウイルスまたはヒト５型アデノウイルスに由来
する。このようなベクターは代表的にはＥ１ａコード領域および／またはＥ１ｂコード領
域における修飾または欠失により複製能を欠失している。特定の発現特性を達成するため
の、あるいは反復投与またはより低い免疫応答を容易にするための、ウイルスゲノムへの
他の修飾が好ましい。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、組換えアデノウイルスベクターは、必要に応じてＥ４　
ＯＲＦ６およびＯＲＦ６／７を保持する（または欠失する）、Ｅ４コード領域の完全な欠
失または部分的な欠失を有する。Ｅ３コード配列は非必須であることが立証され、そして
アデノウイルスベクターから除かれ得るが、好ましくは保持される。いくつかの実施形態
において、治療ベクターにとってより有利な免疫学的プロフィールを達成するために、Ｅ
３のプロモーターオペレーター領域が改変されてＥ３の発現が増加される。いくつかの実
施形態において、用いられるベクターは、サイトメガロウイルスプロモーター領域の制御
下にあるｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチド、そしてＣＭＶプロモーターの制御
下にあるＥ３、ならびにＥ４　ＯＲＦ６およびＯＲＦ６／７を保持するがＥ４コード領域
の欠損を有する３部からなるリーダー配列を含むヒト５型アデノウイルスベクターである
。
【００４２】
　いくつかの実施形態において、このアデノウイルス発現ベクターはタンパク質ＩＸの部
分的な欠失または全体の欠失を含む。例えば、米国特許出願公開第２００３／００９１５
３４号を参照のこと。他のアデノウイルスベクターとしては、例えば米国特許出願公開第
２００３／０１９２０６６号および同第２００３／０１５７６８８号に記載のアデノウイ
ルスベクターが挙げられる。
【００４３】
　（ＩＶ．薬学的処方物）
　本発明はさらに、投与のためのウイルス送達システムまたは非ウイルス送達システムに
おけるｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１ポリヌクレオチドを含む薬学的処方物を提供する。本発
明の組成物は、哺乳動物被験体、好ましくはヒトへの投与が許容可能な当該分野で公知の
様式による投与のために処方される。特に、局所的投与のための送達システムが処方され
得る。
【００４４】
　本発明の組成物は、局所的処方物またはポリマーマトリックス、ヒドロゲルマトリック
ス、ポリマーインプラント、あるいはこの組成物の徐放（ｓｌｏｗ　ｏｒ　ｓｕｓｔａｉ
ｎｅｄ　ｒｅｌｅａｓｅ）を可能とするカプセル化された処方物において投与され得る。
本発明に従って、ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１をコードするＤＮＡを含む任意の生体適合性
マトリックス物質が処方されて、そして用いられ得る。
【００４５】
　本発明の遺伝子活性化マトリックスは任意の生体適合性物質に由来し得る。このような
物質としては、細胞の付着および増殖を支持する骨格に処方された生物分解性物質または
非生物分解性物質、粉末またはゲルが挙げられ得るが、これらに限定されない。マトリッ
クスは合成ポリマーまたは天然に生じるタンパク質（例えば、膠原、他の細胞外マトリッ
クスタンパク質、または他の構造的高分子）に由来し得る。
【００４６】
　本発明の組成物、デバイスおよび方法において用いられ得るマトリックスの型は事実上
無制限であり、そして生物学的マトリックスおよび合成マトリックスの双方を含み得る。
哺乳動物宿主に投与される場合、有害な反応、アレルギー性反応または他の都合の悪い反
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応を生じない形態であるという点で、このマトリックスは「生体適合性」であることに一
般に関連する全ての特徴を有する。このようなマトリックスは天然物質または合成物質か
ら形成され得る。このマトリックスは代表的には生物分解性である。このマトリックスは
、スポンジ、インプラント、チューブ、Ｔｅｌｆａ（登録商標）パッド、Ｂａｎｄ－Ａｉ
ｄ（登録商標）商標の粘着絆創膏、絆創膏、パッド、凍結乾燥された成分、ゲル、パッチ
、人工皮膚、粉末または微小粒子の形態を取り得る。さらに、マトリックスは徐放を可能
とし、そして／または細胞が移動し得て、そして形質転換され得る枠組みを提供し、そし
て治癒を促進する構造的枠組みを提供するように設計され得る。
【００４７】
　用いられ得る生体適合性生物分解性ポリマーは当該分野で周知であり、そして限定しな
いが例として、ポリエステル（例えばポリグリコライド）、ポリラクチドおよびポリ乳酸
ポリグリコール酸コポリマー（「ＰＬＧＡ」）（ＬａｎｇｅｒおよびＦｏｌｋｍａｎ、Ｎ
ａｔｕｒｅ　２６３：７９７－８００（１９７６）；ポリエステル（例えばポリカプロラ
クトン（「ＰＣＬ」））；ポリ無水物；ポリアルキルシアノアクリレート（例えばｎ－ブ
チルシアノアクリレートおよびイソプロピルシアノアクリレート）；ポリアクリルアミド
；ポリ（オルトエステル）；ポリホスファゼン（ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｚｅｎｅ）；ポ
リペプチド；ポリウレタン；およびこれらのポリマーの混合物が挙げられる。ポリエチレ
ングリコール（ＰＥＧ）、シクロデキストリンおよび誘導体化されたシクロデキストリン
、および膠原（天然の供給源からかまたは組換えから得られる）もまた用いられ得る。
【００４８】
　このマトリックスからの核酸の放出を制御する１つの方法は、このポリマーおよびこの
マトリックスの化学的組成物の分子量の制御に関連する。例えば、ＰＬＧＡマトリックス
について乳酸／グリコール酸の組成物比は放出期間に影響する。一般に、高い乳酸／グリ
コール酸比（例えば７５／２５）は核酸の徐放のより長い制御期間を提供し、一方より低
い乳酸／グリコール酸比は核酸のより早い放出を提供する。
【００４９】
　適切な物質の別の特定の例は繊維性膠原であり、これは組織からの抽出および部分生成
に続いて凍結乾燥され得、次いで滅菌される。マトリックスはまた種々の市販元（例えば
、Ｓｉｇｍａ　ａｎｄ　Ｃｏｌｌａｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）から得られ得るよ
うな、腱膠原または皮膚膠原から調製され得る。膠原マトリックスはまた米国特許第４，
３９４，３７０号および同第４，９７５，５２７号に記載されるように調製され得る。
【００５０】
　さらに、膠原およびグリコサミノグリカン（ＧＡＧ）から作られる格子（例えば米国特
許第４，５０５，２６６号または同第４，４８５，０９７号に記載される格子）が本発明
の実行において用いられ得る。この膠原／ＧＡＧマトリックスは、修復細胞（ｒｅｐａｉ
ｒ　ｃｅｌｌ）が移動し得る支持体または「骨格形成」構造として効果的に役立ち得る。
米国特許第４，４８５，０９７号に記載される膠原マトリックスのような膠原マトリック
スもまたマトリックス物質として用いられ得る。
【００５１】
　このマトリックスの創傷部位への適用に先立ち、損傷した皮膚または生命活力の弱めら
れた組織が除かれ得る。本発明のマトリックスは、創傷の治癒を改善し、ならびに炎症、
感染および／または過剰増殖反応を最小化するさらなる要素または化合物を含み得る。こ
のような因子の例としては、硝酸銀および抗生物質が挙げられる。
【００５２】
　（Ｖ．キャリア）
　送達システムが溶液または懸濁液として処方される場合、この送達システムは許容可能
なキャリア、好ましくは水性キャリア中にある。種々の水性キャリアが用いられ得る（例
えば、水、緩衝化された水、０．９％生理食塩水、０．３％グリシン、ヒアルロン酸など
）。これらの組成物は、従来の周知の滅菌技術によって滅菌されるか、または滅菌濾過さ
れ得る。結果として得られる水性溶液は、投与の前に滅菌溶液と合わせられる凍結乾燥調
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製物として使用のためにパッケージされるか、または凍結乾燥され得る。
【００５３】
　この組成物は、生理的条件に近似するために必要であるような薬学的に許容可能な補助
的物質（例えば、ｐＨ調製剤および緩衝剤、張性調整剤、湿潤剤など、例えば、酢酸ナト
リウム、乳酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、ソルビタン
モノラウレート、オレイン酸トリエタノールアミンなど）を含み得る。
【００５４】
　この薬学的処方物における本発明の組成物の濃度は広く変化し得（すなわち、約０．０
１体積％未満、通常または少なくとも約２体積％～ほぼ２０体積％～５０体積％以上）、
選択された特定の投与様式に従って、主に流体体積、粘性などによって選択される。
【００５５】
　（ＶＩＩ．送達エンハンサー）
　本発明の薬学的処方物は、必要に応じて１つ以上の送達を亢進させる因子を含み得る。
用語「送達亢進因子（ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｅｎｈａｎｃｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）」は、核酸
分子またはタンパク質分子の標的細胞への移送を促進する因子を含む。このような送達亢
進因子の例としては、洗浄剤、アルコール、グリコール、界面活性剤、胆汁酸塩、ヘパリ
ンアンタゴニスト、シクロオキシゲナーゼインヒビター、高張性塩溶液、およびアセテー
トが挙げられる。アルコールとしては例えば脂肪族アルコール（例えば、その全体の教唆
が本明細書で参考として援用される、米国特許第５，７８９，２４４号に記載されるよう
な、エタノール、Ｎ－プロパノール、イソプロパノール、ブチルアルコール、アセチルア
ルコール）が挙げられる。グリコールとしてはグリセリン、プロピレングリコール、ポリ
エチレングリコール、および他の低分子量グリコール（例えばグリセロールおよびチオグ
リセロール）が挙げられる。
【００５６】
　酢酸、グルコン酸および酢酸ナトリウムのようなアセテートは、送達亢進因子のさらな
る例である。
【００５７】
　界面活性剤の例はドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）およびリゾレシチン、ポリソルベ
ート８０、ノニルフェノキシポリオキシエチレン、リゾホスファチジルコリン、ポリエチ
レングリコール４００、ポリソルベート８０、ポリオキシエチレンエーテル、ポリグリコ
ールエーテル界面活性剤およびＤＭＳＯである。胆汁酸塩（例えばタウロコール酸塩、タ
ウロ－デオキシコール酸ナトリウム、デオキシコール酸塩、ケノデオキシコール酸塩、グ
リココール酸、グリコケノデオキシコール酸、および硝酸銀のような他の収斂剤）が用い
られ得る。四級アミンのようなヘパリンアンタゴニスト（例えば硫酸プロタミン）もまた
用いられ得る。シクロオキシゲナーゼインヒビター（例えば、サリチル酸塩、サリチル酸
、およびインドメタシン、ナプロキセン、ジクロフェナクのような非ステロイド性抗炎症
薬（ＮＳＡＩＤ））が用いられ得る。
【００５８】
　ＳＹＮ３は遺伝子送達を亢進させる界面活性剤様分子であり、そしてその全ての教唆が
本明細書で全ての目的のために参考として援用される米国特許第６，３９２，０６９号に
記載される。さらなる化合物もまた、本明細書で参考として援用される米国特許出願第２
００３／０１７０２１６号に記載される。
【００５９】
　遺伝子の送達はまた、その全体の教唆が本明細書で参考として援用される米国特許第６
，１６５，７７９号に記載されるような洗浄剤の使用によって亢進される。洗浄剤として
は、陰イオン性洗浄剤、陽イオン性洗浄剤、両性イオン性洗浄剤および非イオン性洗浄剤
が挙げられる。例示的な洗浄剤としては、タウロコール酸、デオキシコール酸、タウロデ
オキシコール酸、セチルピリジウム、ベナルコニウムクロリド（ｂｅｎａｌｋｏｎｉｕｍ
　ｃｈｌｏｒｉｄｅ）、ＺＷＩＴＴＥＲＧＥＮＴＴＭ３－１４洗浄剤、ＣＨＡＰＳ（３－
｛（３－コールアミドプロピル（Ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ））ジメチルアンモニ
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オル｝－１－プロパンスルホネート水和物、Ａｌｄｒｉｃｈ）、Ｂｉｇ　ＣＨＡＰ、Ｄｅ
ｏｘｙ　Ｂｉｇ　ＣＨＡＰ、ＴＲＩＴＯＮＴＭ－Ｘ－１００洗浄剤、Ｃ１２Ｅ８、オクチ
ル－Ｂ－Ｄ－グルコピラノシド、ＰＬＵＲＯＮＩＣＴＭ－Ｆ６８洗浄剤、ＴＷＥＥＮＴＭ

２０洗浄剤、およびＴＷＥＥＮＴＭ８０洗浄剤（ＣＡＬＢＩＯＣＨＥＭＴＭＢｉｏｃｈｅ
ｍｉｃａｌｓ）が挙げられるがこれらに限定されない。
【００６０】
　送達亢進因子の濃度は、用いられる特定の送達亢進因子、緩衝液、ｐＨ、標的組織また
は器官、および投与の様式のような、当業者に公知の多数の要素に依存する。送達亢進因
子の濃度は、１％～５０％（ｖ／ｖ）の範囲、好ましくは１０％～４０％（ｖ／ｖ）、そ
して最も好ましくは１５％～３０％（ｖ／ｖ）である。
【００６１】
　リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）は、これらの化合物の利用可能な可溶化剤である。
しかし、種々の薬学的処方物についてこれらの薬剤の可溶化特性を達成するためには、特
定のさらなる賦形剤および添加物が望ましくあり得ることを当業者は認識する。例えば、
洗浄剤、脂肪酸エステル、界面活性剤のような周知の可溶化剤の添加が、用いられる種々
の溶媒中の化合物の可溶化を促進するような適切な濃度で添加され得る。溶媒がＰＢＳで
ある場合、好ましい可溶化剤は約０．１５％の濃度のＴｗｅｅｎ８０である。
【００６２】
　これらの送達亢進化合物は単独で用いられても、互いに組み合わせて用いられても、他
の送達亢進因子と組み合わせて用いられてもよい。
【実施例】
【００６３】
　（実施例）
　（実施例１）
　発明者らは、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１がヒト一次線維芽細胞の増殖およびＩ
型プロコラーゲンの沈着を効果的に弱め得ることを示す。さらに発明者らは、ｒＡｄ－ｐ
２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１がラットＰＶＡスポンジ創傷治癒モデルにおける肉芽組織および
ＥＣＭの沈着を弱めることを示す。発明者らの結果は、ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１の外因
性の発現が、過剰な瘢痕を調節するための治療的選択肢であることを示唆する。
【００６４】
　（方法および材料）
　（組換えアデノウイルスベクターの構築および精製）
　ヒトｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１を含む組換えアデノウイルスは過去に記載された（Ｐｅ
ｒｋｉｎｓ，Ｔ．Ｗ．ら、Ａｒｃｈ　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ．１２０（７）：９４１－９
（２００２））。手短に言うと、Ｗｉｌｌｓら、Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．５（９）
：１０７９－８８（１９９４）に記載される方法を用いて、構成的なサイトメガロウイル
ス最初期プロモーター（ＣＭＶ）の制御下にあるｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１コード領域を
、Ｅ１／部分的なＥ３を欠失した組換えアデノウイルスにクローン化した。発現カセット
中に導入遺伝子を工作しない点を除いてｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１と同様の形式
で、ｒＡｄ－空コントロールアデノウイルスベクターを構築した。ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ
は、Ｅ１欠失部位にクローン化されたＣＭＶ－ＰＤＧＦ－Ｂ発現カセットを含む、Ｅ１／
部分的なＥ３を欠失したアデノウイルスベクターである。ＰＤＧＦ－Ｂ　ｃＤＮＡをヒト
胎盤ｃＤＮＡライブラリー（Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）からＰＣ
Ｒ増幅し、そしてＧｅｎｂａｎｋクローンＭ１２７３８との配列アラインメントにより１
００％の相同性を確認した。ＣＭＶプロモーターおよびＥ１ＢｐＩＸポリ－Ａ発現カセッ
トを含むアデノウイルスＥ１移行プラスミドにこのｃＤＮＡをクローン化した。Ｃｈａｒ
ｔｉｅｒらの方法によるＥ．ｃｏｌｉ　ＢＪ５１８３株における相同組換えを用いて感染
性ウイルスＤＮＡを産生し、続いてヒト腎臓２９３細胞にトランスフェクトしてウイルス
を産生かつ増殖させた（Ｃｈａｒｔｉｅｒ，Ｃ．ら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ、７０（７）：４８
０５－１０（１９９６））。カラムクロマトグラフィーによりウイルス粒子を精製し（Ｓ
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ｈａｂｒａｍ，Ｐ．Ｗ．ら、Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ、８（４）：４５３－６５（１
９９７））、定量し、そして食品医薬品局の指導（Ｇｕｉｄａｎｃｅ　ｆｏｒ　Ｈｕｍａ
ｎ　Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｔｈｅｒａｐｙ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ、
Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ、１９９８年３月）に基づく粒子数（ＰＮ）によって投薬した。
【００６５】
　（細胞）
　正常成人ヒト皮膚線維芽細胞をＣａｍｂｒｅｘ　Ｂｉｏ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（Ｒｕｔｈｅ
ｒｆｏｒｄ、ＮＪ）から入手し、そして推奨される増殖培地中に維持した。継代数が４以
下の細胞を用いて実験を行った。
【００６６】
　（細胞のアデノウイルス感染およびブロモデオキシウリジンパルス標識）
　ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）欠失培地に２日間プレートすることで細胞をＧ０／Ｇ１期に同
期化し、引き続いてＦＢＳ欠失培地中の変化する用量（１×１０８～３×１０９ＰＮ／ｍ
ｌ）のｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１またはｒＡｄ－空のいずれかで処理した。２４
時間後に培地を除き、そして２０％ＦＢＳを含む培地を加えて細胞をＧ０／Ｇ１期の拘束
から開放した。解放の２４時間後に細胞を１０μＭブロモデオキシウリジン（ＢｒｄＵ；
Ｂｏｅｈｅｒｉｎｇｅｒ－Ｍａｎｎｈｅｉｍ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）で４時
間パルス標識し、そして７０％エタノール中での固定によって二変数ＢｒｄＵ／ＤＮＡフ
ローサイトメトリー解析のために収集し、続いて０．０８％ペプシンで３７℃にて３０分
間消化した。細胞を１５００ＲＰＭで遠心分離し、２ＮのＨＣｌに再懸濁し、そして３７
℃で２０分間インキュベートした。１Ｍホウ酸ナトリウムを加え、そして細胞をＩＦＡ／
Ｔｗｅｅｎ２０（０．０１ＭのＨＥＰＥＳ、０．００５％のアジ化ナトリウム、０．５％
のＴｗｅｅｎ２０、５％のＦＢＳ、０．１５ＭのＮａＣｌ）中で洗浄し、そしてＴｗｅｅ
ｎ２０を含まない１：１０希釈の抗ＢｒｄＵ抗体（Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、
Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪ）と共に３０分間インキュベートした。最後に、細
胞をＩＦＡ／Ｔｗｅｅｎ２０中で洗浄し、ＩＦＡ／Ｔｗｅｅｎ２０／ＲＮａｓｅ中で３７
℃にて１５分間インキュベートし、ヨウ化プロピジウム（５０μｇ／ｍｌ）で染色し、そ
してＣｅｌｌＱｕｅｓｔ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）ソフトウェアを用いてＦ
ＡＣＳ　ｃａｎフローサイトメーター（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）によってＦ
Ｌ－１チャネル上で解析した。
【００６７】
　（ヒト１型プロコラーゲンＣ－ペプチド（ＰＩＰ）の検出のための酵素結合免疫測定法
）
　細胞を１０％のＦＢＳを含む完全培地にプレートし、コンフルーエンシーまで増殖させ
、そしてＦＢＳを欠く培地中で２４時間アデノウイルス構築物と感染させた。次いで細胞
を洗浄し、ＰＩＰ解析に先立ってＦＢＳを含まない培地中で２４時間培養した。ＰＩＰの
検出を、製造者の指示書に従って１×１０６細胞を含む細胞溶解物に対してＥＬＩＳＡ（
ＴａＫａＲａ　Ｂｉｏ　Ｉｎｃ．、Ｊａｐａｎ）によって評価した。
【００６８】
　（ＦＡＣＳによるｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１検出）
　７５％エタノール／ＰＢＳ中で４℃にて３０分間細胞を固定し、そして０．１％ＢＳＡ
／ＰＢＳと共に３７℃にて３０分間非特異的抗体結合をブロックした。ＦＩＴＣ（Ａｂ－
１、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）と結合体化した抗ｐ２１ＷＡＦ１／

Ｃｉｐ１抗体２μｇ／ｍｌを細胞と共に室温で６０分間インキュベートした。細胞を０．
１％のＢＳＡで洗浄し、ＰＢＳに再懸濁し、そしてＦＬ－１チャネル上のＦＡＣＳで解析
した。
【００６９】
　（ＰＶＡスポンジモデル）
　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ
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　ｔｈｅ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｎｉｍａｌｓに
従って動物の世話および実験を行い、そして適切な監査委員会の認可を受けた。３５０～
４００ｇの体重の雄性のＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ系ラット（Ｈａｒｌａｎ、Ｉｎｄ
ｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）をケタミン／キシラジンで麻酔し、そしてそれぞれのラット
の腹部表面に６つの完全な厚さの５ｍｍの直線切開を作製した。単一の滅菌ポリビニルア
ルコール（ＰＶＡ）スポンジ（グレード３：１２．７ｍｍ×３ｍｍ；Ｍ－ＰＡＣＴ、Ｅｕ
ｄｏｒａ、ＫＳ）をそれぞれの切開中に皮下に挿入し、そして創傷クリップで閉じた。ス
ポンジの移植４日後に、２００μｌの膠原溶液（Ｃｏｈｅｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）または２００μｌのビヒクルコントロール中に処方
された１×１０９ＰＮのｒＡｄ－ＰＤＧＦ－ＢまたはｒＡｄ－空を、それぞれのスポンジ
の内部に注入した。最初の注入の３日後、１００μｌのｖＰＢＳ（ＰＢＳ、３％のショ糖
（ｖ／ｖ））中に処方した１×１０９ＰＮ、１×１０１０ＰＮまたは５×１０１０ＰＮの
ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１をそれぞれのスポンジに注入した。第二の注入の５日
後に動物を安楽死させ、そしてそれぞれのスポンジの中心部分を収集し、４％のパラホル
ムアルデヒド中で固定し、パラフィンで包埋し、そして６μｍの厚さを切り出した。増殖
インデックス研究のために、安楽死の２４時間前に５０ｍｇ／ｋｇのＢｒｄＵ（Ｃａｌｂ
ｉｏｃｈｅｍ－Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅｍ　Ｃｏｒｐ．、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）をラ
ットの腹腔内に注入した。
【００７０】
　（免疫組織学）
　ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１タンパク質の検出のために、６μｍのＰＶＡスポンジパラフ
ィン切片を－２０℃のエタノール／酢酸（２：１）中に１０分間浸し、次いで、高ｐＨ緩
衝液（Ｄａｋｏ、Ｃａｒｐｉｎｔｅｒｉａ、ＣＡ）中で２０分間蒸すことにより抗原を回
復した。内因性ペルオキシダーゼを３％（ｖ／ｖ）のＨ２Ｏ２とのインキュベートでクエ
ンチした。スライドを２０％（ｖ／ｖ）のヤギ血清中でブロックし、次いでマウスモノク
ローナル抗ヒトｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１抗体（１：１００、ＢＤ－ＰｈａｒＭｉｎｇｅ
ｎ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）と共に１時間インキュベートした。ＰＢＳ中で洗浄した
後（５分間×３回）、スライドをビオチン化ヤギ抗マウスＩｇＧ二次抗体（１：２００、
Ｚｙｍｅｄ、Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、ＣＡ）と共に３０分間インキュベートした。
スライドをＰＢＳ中でリンスし（５分間×３回）、ストレプトアビジン／ＨＲＰ結合体（
Ｄａｋｏ）と共に１０分間インキュベートし、そしてＡＥＣ　クロマゲン（ｃｈｒｏｍａ
ｇｅｎ）／基質（Ｄａｋｏ）で発色させ、続いてヘマトキシリン対比染色を行った。Ｂｒ
ｄＵ検出のために、ＺｙｍｅｄのＢｒｄＵ染色キットおよびＶｅｃｔａｓｔａｉｎ　Ｅｌ
ｉｔｅ　ＡＢＣキット（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｓ、Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ、）から
の合わせたプロトコールおよび試薬を用いた。手短に言うと、組織切片をシアライト化し
た（ｓｉａｌｙｔｅｄ）スライドガラスに置き、そして５分間５０％の出力でマイクロ波
をあてた。切片を予熱したクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）中で２０分間蒸し、リンスし、
そして３％（ｖ／ｖ）のＨ２Ｏ２で１０分間、内因性ペルオキシダーゼをクエンチした。
Ｚｙｍｅｄのキットのプロトコールを続け、そしてこれはビオチン化マウス抗ＢｒｄＵ一
次抗体とのインキュベートを包含した。続いてスライドをＰＢＳ中でリンスし、Ｖｅｃｔ
ａｓｔａｉｎ　Ｅｌｉｔｅ　ＡＢＣ試薬と共に３０分間インキュベートし、再度リンスし
、そしてＶｅｃｔｏｒ　Ｎｏｖａ　ｒｅｄ　クロマゲン／基質（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｓ
）で５～１５分間発色させた。Ｋｉ６７の検出のために、パラフィン組織切片に、１０ｍ
Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）中にて最大出力でマイクロ波をあて、ＰＢＳ中で洗浄し
（５分間×３回）、そして２０％（ｖ／ｖ）のヤギ血清で３０分間ブロックした。切片を
マウス抗ヒトＫｉ６７一次抗体（１：１００；ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）と共に１時間イン
キュベートし、ＰＢＳ中でリンスし（５分間×３回）、そして１：２００希釈のビオチン
化ヤギ抗マウスＩｇＧ（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）で３０分間反応させた。キットの指示書
を通してジアミノベンジジン（ＤＡＢ；Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｓ）をＫｉ６７陽性細胞の
クロマゲン検出のために用い、続いてヘマトキシリンにより対比染色した。
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【００７１】
　（定量的画像解析）
　肉芽組織充填（ｆｉｌｌ）の程度の評価のために、ＰＶＡスポンジの組織学的切片をＭ
ａｓｓｏｎ　Ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ染色法を用いて加工処理した。Ｎｉｋｏｎ　Ｅ６００顕
微鏡および４倍Ｐｌａｎ－Ｆｌｕｏｒ対物レンズ（Ｎｉｋｏｎ　ＵＳＡ、Ｍｅｌｖｉｌｌ
ｅ、ＮＹ）で得た目盛りを定めたデジタル写真と共にＩｍａｇｅ　Ｐｒｏ　ＰｌｕｓＴＭ

ソフトウェア（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ、Ｓｉｌｖｅｒ　Ｓｐｒｉｎｇ、Ｍ
Ｄ）を用いて、コンピューターで補助した定量解析を行った。解析は、肉芽組織充填のパ
ーセントのための、スポンジの内部に含まれる肉芽組織領域を全体のスポンジ領域内部で
割り１００を掛けたものを定量する工程からなる。サンプルの大きさは１処理群あたり６
スポンジの平均にある。インビボでの増殖インデックスのために、ＢｒｄＵおよびＫｉ６
７の免疫組織化学的切片からの画像を４０倍または４倍の顕微鏡対物レンズでデジタル的
に取得し、そしてＡｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ　５．０ソフトウェア（Ａｄｏｂｅ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）に読み込んだ。観察されたそれぞ
れの視野について陽性の細胞の数（赤または茶）および全ての細胞の数（紫の核）をスコ
アづけした。ＢｒｄＵについて、１組織切片あたり３つの４００倍の視野（最小で１５０
０細胞）を、それぞれの群から計数した。Ｋｉ６７について、１つの群あたり３つの全体
の組織切片（最小で１３，０００細胞／切片）を評価した。染色強度にかかわらず、Ｂｒ
ｄＵまたはＫｉ６７の核染色は陽性と考えられた。増殖インデックスのパーセントを、赤
色または茶色の細胞集団数を、赤色または茶色＋紫色の細胞集団数で割り、１００を掛け
ることで計算した。
【００７２】
　（統計学的解析）
　データを、記述される算術平均±ＳＤまたは平均±ＳＥＭとして示す。データの統計学
的解析を、独立スチューデントｔ－検定（ＳｔａｔＶｉｅｗ、ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ　Ｉｎｃ、Ｃａｒｙ、ＮＣ）を用いて行った。差異を、ｐが０．０５以下の場合有意で
あると考えた。
【００７３】
　（結果）
　（ヒト皮膚線維芽細胞は外因性ｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１タンパク質を発現し、そ
してｒＡＤ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１に応答して細胞周期の拘束を示す）
　ｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１遺伝子発現を、漸増する用量のｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１

／Ｃｉｐ１またはｒＡｄ－空で４８時間処理したヒト一次皮膚線維芽細胞中にて評価した
。ＦＡＣＳ解析（図１Ａ）により決定されるように、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１

に応答してｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１の発現は用量に依存する様式で増加したが、ｒ
Ａｄ－空には応答しなかった。１×１０８ＰＮ／ｍｌに応答して、ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉ

ｐ１の発現は未処理細胞を超えて、４．１±１．０（未処理）から６．０±０．２（ｐ＝
０．００５）まで増加した。最も高い用量である１×１０９ＰＮ／ｍｌのｒＡｄ－ｐ２１
ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１に応答して、発現は未処理細胞を超えて、４．１±１．０から３５．
１±１．５（ｐ＝０．００１）まで増加した。従って、ｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１を
用量に依存する様式で一次皮膚線維芽細胞中で効率的に発現し得た。
【００７４】
　次に発明者らは、外因性ｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１の発現がヒト皮膚線維芽細胞中
での細胞周期の拘束を誘導し得るかどうかを決定するために、インビトロの用量応答研究
を行った。１×１０７ＰＮ／ｍｌ～１×１０９ＰＮ／ｍｌのｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃ

ｉｐ１で処理した細胞は、ＢｒｄＵ取り込み解析およびＦＡＣＳ解析（図１Ｂ）により測
定されるように、細胞増殖における用量依存的な減少を示した。Ｓ期の細胞のパーセント
は、未処理細胞集団における平均６４．４±５．７％から、１×１０８ＰＮ／ｍｌのｒＡ
ｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１に応答した２０．６±２．６％まで減少した。最も高いｒ
Ａｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１の用量である１×１０９ＰＮ／ｍｌにおいて、Ｓ期の細
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胞のパーセントの減少が観察され、たった０．６±０．１％の陽性細胞が検出された。検
出可能な細胞周期阻害は、２つの最も高い用量のｒＡｄ－空で観察された。具体的には、
１×１０８ＰＮ／ｍｌのｒＡｄ－空において、５６．９±１．０％の細胞がＢｒｄＵを取
り込み、一方１×１０９ＰＮ／ｍｌにおいて３４．４±１０．７％の細胞がＢｒｄＵを取
り込んだ。高い用量のコントロールアデノウイルスに応答する増殖の減衰は過去に記載さ
れている（Ｂｒａｎｄ，Ｋ．ら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ、６（６）：１０５４－６３（１９
９９））。ＢｒｄＵの取り込みは、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１を１×１０８ＰＮ
／ｍｌおよび１×１０９ＰＮ／ｍｌのｒＡｄ－空と比較した場合、有意に減少した（ｐ＜
０．０５）。これらのデータは、高用量の組換えアデノウイルス処理が一般的な抗増殖効
果を誘導する一方で、発明者らが、創傷標的細胞におけるｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉ

ｐ１に応答する増殖におけるｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１特異的用量依存的減少を示したこ
とを示唆する。
【００７５】
　（ヒト皮膚線維芽細胞はｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１に応答するＰＩＰ生成を減
少する）
　ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１の送達後にＰＩＰペプチドが減少するかどうかを決定するた
めに、ヒト皮膚線維芽細胞を漸増する用量のｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１またはｒ
Ａｄ－空で４８時間処理した（図１Ｃ）。当量の細胞由来の溶解物に対するＥＬＩＳＡを
行い、細胞内のＰＩＰレベルを定量した。このデータは、コントロール群と比較してｒＡ
ｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１でヒト皮膚線維芽細胞を処理した後に、２分の１より大き
いＰＩＰの減少を示した。ＰＩＰの減少は、未処理細胞と比較した場合、最も高い濃度の
ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１（３．０×１０９ＰＮ／ｍｌ）での処理において検出
された（それぞれ、６０．０±６．３ｎｇ／ｍｌのタンパク質対１６５．１±９．０ｎｇ
／ｍｌのタンパク質）。最も高い用量のｒＡｄ－空処理では１７０．２±１０．３ｎｇ／
ｍｌの細胞内ＰＩＰを示し、未感染細胞と変わらなかった。発明者らの過去の研究は、Ｆ
ＡＣＳ解析で評価したように、１００％のヒト皮膚線維芽細胞がこのアッセイ系における
導入遺伝子発現について陽性であることを示している（データは示さず）。アネキシンＶ
染色およびＦＡＣＳによるアポトーシスアッセイを行い、細胞の生存度を決定し、そして
そのデータは細胞がアポトーシスしないことを示した（データは示さず）。これらのデー
タは、細胞外関連ペプチドがｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理の後に減弱されるこ
とを示す。
【００７６】
　（インビボでのｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ刺激に続いて、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ
１は肉芽組織を減弱させる）
　インビボでのｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１の肉芽組織に対する効果を決定するた
めに、ラットＰＶＡスポンジモデルを用いた（Ｂｕｃｋｌｅｙ，Ａ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａ
ｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、８２（２１）：７３４０－４（１９８５））。肉
芽組織の刺激物質として１スポンジあたり１×１０９ＰＮのｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂをラッ
ト中のＰＶＡスポンジに注入し（Ｌｉｅｃｈｔｙ，Ｋ．Ｗ．ら、Ｊ　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｄｅ
ｒｍａｔｏｌ、１１３（３）：３７５－８３（１９９９））、そして３日後にｒＡｄ－ｐ
２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１をスポンジあたり５．０×１０１０ＰＮ投与した（図２）。ｒＡ
ｄ－空ウイルスもまたｒＡｄ－ＰＤＧＦ－ＢおよびｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１と
同じ用量レベルでスポンジに送達し、組換えアデノウイルスがこのモデル系に寄与し得る
一般的な効果について照らし合わせた。ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１送達後５日に
おけるＰＶＡスポンジ中のトリクローム染色から評価して、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡ
ｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理スポンジでは量および細胞密度の双方において肉芽細
胞が減少した（図３）。ビヒクル／ビヒクル群（図３）およびｒＡｄ－空／ｒＡｄ－空群
（示さず）は、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理群（図３
）と同様の肉芽組織形態を有した。公開された報告と一致して、最も高い肉芽組織充填は
ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理群において観察され（７７％；図３）、刺激物質で
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あるＰＤＧＦ－Ｂがこのモデルにおいて増殖応答を亢進することを示した（Ｌｉｅｃｈｔ
ｙ，Ｋ．Ｗ．ら、Ｊ　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ、１１３（３）：３７５－８３（
１９９９））。発明者らは、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－空処理群において５３％の
肉芽組織充填を、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理群にお
いて２８％の肉芽組織充填を、ビヒクル／ビヒクル処理群において２４％の肉芽組織充填
を、そしてｒＡｄ－空／ｒＡｄ－空処理群において１８％の肉芽組織充填を観察した（図
３）。ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理およびｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－空処
理と比較して、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ処理に続くｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理
は、それぞれ２．７倍および１．９倍の肉芽組織充填の減弱を誘導した（ｐ＜０．００１
およびｐ＝０．０５）。対照的に、ビヒクル／ビヒクル処理群、ｒＡｄ－空／ｒＡｄ－空
処理群、およびｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理群の間では
有意な差異は観察されなかった（ｐ＞０．３）。ビヒクル／ビヒクル処理群、ｒＡｄ－Ｐ
ＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理群、およびｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－空処理群は、全て
互いに有意に異なった（それぞれ、ｐ＜０．００１およびｐ＝０．０１）。別個の研究に
おいて、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１の用量応答を１×１０９ＰＮ／ｍｌ～５×１
０１０ＰＮ／ｍｌの間で行った（表１）。１×１０９ＰＮ／ｍｌにおいて、ｒＡｄ－ＰＤ
ＧＦ－Ｂ／ビヒクルにおける最大の充填と比較したとき２３％の肉芽含量の低下があり、
１．０×１０１０ＰＮ／ｍｌにおいては３７％の減少があり、そして５×１０１０ＰＮ／
ｍｌにおいては４７％の減少があった。これらのデータは、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃ

ｉｐ１処理後の肉芽組織の量的および質的な減少を示す。
【００７７】

【表１】

【００７８】
　（インビボでのｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１タンパク質の発現）
　インビボでの形質転換を確認し、そしてｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１の発現と肉芽組
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織の減少を関連付けるために、発明者らは抗ヒトｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１特異的抗
体を用いて、ラットＰＶＡスポンジモデルにおけるｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１発現細
胞を同定した。ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１による処理の５日後、ｐ２１ＷＡＦ－

１／Ｃｉｐ－１タンパク質は肉芽組織細胞に局在化し、形態学的に炎症細胞（図５Ｃ、小
さい矢印）および線維芽細胞様細胞に類似した。発明者らは、ビヒクル／ビヒクル処理群
またはｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理群のいずれにおいても、ｐ２１ＷＡＦ－１／

Ｃｉｐ－１陽性染色細胞を認めなかった。ｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１発現細胞の優勢
な集団が、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１投与の５日後に強い染色を示したが、発明
者らは現在のところ、このモデルにおけるｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１タンパク質発現
の応答最高点および持続を明らかにしていない。しかし、ＲＴ－ＰＣＲによるｒＡｄ－ｐ
２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１の発現は、緑内障濾過手術のウサギモデルにおいて１週間以内に
最高点に達し、そして３０日を越えて持続した（Ｐｅｒｋｉｎｓ，Ｔ．Ｗ．ら、Ａｒｃｈ
　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ、１２０（７）：９４１－９（２００２））。これらのデータは
、肉芽組織の減少とｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１のインビボでの発現との間の関連付け
を支持する。
【００７９】
　（インビボにおけるｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理の後、増殖インデックスは
減弱される）
　ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１送達後の肉芽組織の増殖状態を決定するために、Ｐ
ＶＡスポンジ組織上にてＢｒｄＵ免疫組織化学的染色およびＫｉ６７免疫組織化学的染色
を行った。ビヒクル／ビヒクル処理群、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理群、ｒＡｄ
－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－空処理群およびｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ

１／Ｃｉｐ１処理群におけるＢｒｄＵ陽性細胞およびＫｉ６７陽性細胞のパーセントを図
４に示す。最も高いＢｒｄＵ染色をｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理群およびｒＡｄ
－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－空処理群において認め（それぞれ２５％および２４％）、ｒＡ
ｄ－ＰＤＧＦ－Ｂが組織増殖を促進することを示し、そしてまたｒＡｄ－空処理がインビ
ボにおける増殖状態に対して最小限の影響しか有しないことを示唆した。最も低いＢｒｄ
Ｕ染色細胞のパーセントを、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１

処理群において同定した（９％）。ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃ

ｉｐ１処理群におけるＢｒｄＵの取り込みは、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクルおよびｒ
Ａｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－空と比較した場合に有意に低かった（それぞれの比較につ
いてｐ＜０．０１）。さらに、ビヒクル／ビヒクル処理群は、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒ
Ａｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理群と比較した場合に２倍を超える数のＢｒｄＵ陽性
細胞を有した（それぞれ１８％対９％）。
【００８０】
　ＢｒｄＵ取り込みはＳ期の開始を必要とするが、Ｋｉ６７抗原またはＭｉｂ１抗原はＧ

０を除く全ての細胞周期において発現される（Ｂａｒｎａｒｄ，Ｎ．Ｊ．ら、Ｊ　Ｐａｔ
ｈｏｌ、１５２（４）：２８７－９５（１９８７）。Ｋｉ６７染色の解析は、ＢｒｄＵ染
色と同様の陽性細胞の割合を示した（図４Ｂ）。ビヒクル／ビヒクル処理群およびｒＡｄ
－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理群の増殖インデックスはそれぞれ２２％および３４％であ
った。対照的に、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理群は、
ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理群およびビヒクル／ビヒクル処理群と比較した場合
、有意に低い増殖細胞のパーセント（１１％）を示した（全ての比較についてｐ＜０．０
０１）。これらのデータは、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理が、細胞増殖の減少
によってインビボにおける肉芽組織を減弱させることを示す。
【００８１】
　（要旨）
　肥大性瘢痕およびケロイドの病因は未知であるが、正常な創傷の治癒応答における調節
不全から起きるようである。正常な創傷治癒は、線維性瘢痕に発達する線維増殖的応答と
して進む。重要なことには、最良の場合においてすら、傷害部位は「回復される」よりは
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「パッチ状に」なり、そして形態および機能の双方が、組織再生に対する（ｖｅｒｓｅｓ
）置換の原因である機序によって影響を受ける。正常な創傷の治癒カスケードは、炎症、
増殖および再構築を含む、３つの経過順の重なる応答を含む。全ての期において、増殖促
進因子および増殖反応の下方制御の原因となる因子に関与する異化プロセスと代謝プロセ
スの間の平衡状態が存在する。重要な進歩が治癒のために創傷刺激をすることに関与する
因子を明らかにするためになされたが、正常な創傷の治癒反応に関連する細胞周期制御お
よびプログラム細胞死を含む分子的プロセスについてはほとんどなされていない。本明細
書に示したデータは、創傷修復および瘢痕形成に関与するプロセスにおいて細胞周期制御
が有する重要な役割を強調する。
【００８２】
　発明者らの研究は、ヒト一次皮膚線維芽細胞の細胞周期が組換えアデノウイルスを介し
て送達されたｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１を有するヒト一次皮膚線維芽細胞において効
果的に阻害され得ることを示す。発明者らは、インビトロにおけるＢｒｄＵ染色によって
証拠付けられるように、ｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１タンパク質発現の用量依存的な増
加が増殖状態の用量依存的な減少と相関することを示した。最も高い用量におけるコント
ロールアデノウイルス処理によって検出可能な抗増殖効果が観察されたが、ヨウ化プロピ
ジウム染色から、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ－１／ＣＩＰ－１で処理した細胞の場合と同様に
、Ｇ１期でなくＧ２／Ｍ期にこのような細胞が蓄積することが明らかになった（データは
示さず）。高用量の組換えアデノウイルスベクター単独の形質転換が細胞増殖の減弱を引
き起こすという知見は過去に記載されており、そしていくつかの研究がレポーター遺伝子
を含む高用量の組換えアデノウイルスによる抗腫瘍効果を報告している（Ｅｒｈａｒｄｔ
，Ｊ．Ａ．およびＲ．Ｎ．Ｐｉｔｔｍａｎ、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、１６（４）：４４３－５
１（１９９８）；Ｐｉｅｒｃｅ，Ｇ．Ｆ．ら、Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．１６７（３）：９７
４－８７（１９８８）；Ｔｅｒａｍｏｔｏ，Ｓ．ら、Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．６（
８）：１０４５－５３（１９９５））。レベルの漸増する細胞性ｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉ

ｐ－１タンパク質は、ヒト皮膚一次線維芽細胞における増殖応答の減少と相関する。
【００８３】
　細胞外マトリックス（すなわち膠原）の過剰な蓄積および解体が、ケロイドおよび肥大
性瘢痕の特徴である（Ｒｏｃｋｗｅｌｌ，Ｗ．Ｂ．ら、Ｐｌａｓｔ　Ｒｅｃｏｎｓｔｒ　
Ｓｕｒｇ、８４（５）：８２７－３７（１９８９））。２つの化学療法因子であるマイト
マイシンＣおよびドキソルビシンが、ＥＣＭおよび細胞毒性の減少を包含する作用機作に
よって創傷治癒応答を阻害することが報告されている（Ｓａｉｋａ，Ｓ．ら、Ｏｐｈｔｈ
ａｌｍｉｃ　Ｒｅｓ．２９（２）：９１－１０２（１９９７））。発明者らの研究は、皮
膚一次線維芽細胞におけるｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１のレベルの上昇がインビトロに
おけるＰＩＰレベルを減少させることを示す。興味深いことに、ＰＩＰレベルは減弱され
たがしかし除去はされず、このことは生存可能な細胞集団において基礎的なＰＩＰ生成レ
ベルが維持されていることを示唆した。対照的に、マイトマイシンＣおよびドキソルビシ
ンの双方がＰＩＰ分泌を減少させるが、用量依存的な細胞生存性の減少が認められ、そし
て創傷治癒の動物モデルにおいて観察される創傷の裂開の原因であるようであった（Ｓａ
ｉｋａ，Ｓ．ら、Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ　Ｒｅｓ．２９（２）：９１－１０２（１９９７
））。さらに、ＰＩＰレベルはｒＡｄ－空処理によって影響を受けず、このことはＰＩＰ
の減弱がｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１特異的であることを示唆した。形質転換された細
胞は転写的に活性であり（データは示さず）、このことはＰＩＰの減少が細胞内の全体的
な転写の抑制の結果ではないことを示した。発明者らは、ｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１

の外因的な発現の結果としての細胞外マトリックスの生成の減少がインビボにおける肉芽
組織生成に対して減弱効果を有することを仮定した。
【００８４】
　ヒトのケロイドおよび肥大性瘢痕の生化学的パラメーターおよび病態生理学的パラメー
ターを正確にシミュレートする動物モデルは存在しない。本報告において、発明者らはｐ
２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１の上昇のインビボにおける肉芽組織への影響を扱うために動
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物モデル系を用いた。肉芽組織は線維芽細胞、新しい毛細血管、炎症細胞および細胞外マ
トリックスから構成され、そして創傷の修復に必要かつ必須の要素である。肉芽組織の正
常な時間的および空間的な形成の崩壊は、肥大性瘢痕およびケロイドへの原因となる効果
として関係する。ＰＤＧＦ－ＢＢは肉芽組織形成の強力な刺激因子であり、そして最近の
報告が創傷傷害モデルにおける強力な前創傷治癒効果（ｐｒｏ－ｗｏｕｎｄ　ｈｅａｌｉ
ｎｇ　ｅｆｆｅｃｔ）を示した（Ｌｉｅｃｈｔｙ，Ｋ．Ｗ．ら、Ｊ　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｄｅ
ｒｍａｔｏｌ．１１３（３）：３７５－８３（１９９９）；Ｐｉｅｒｃｅ，Ｇ．Ｆ．ら、
Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．１６７（３）：９７４－８７（１９８８）；Ｐｉｅｒｃｅ，Ｇ．Ｆ
．ら、Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．４５（４）：３１９－２６（１９９１）；Ｄｏｕ
ｋａｓ，Ｊ．ら、Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１２（７）：７８３－９８（２００１）
）。興味深いことに、瘢痕の無い胎仔モデルへのＰＤＧＦ－ＢＢの添加は創傷線維形成に
つながり、そしてＰＤＧＦ－ＢＢレベルの上昇は肝硬変に関連した（Ｈａｙｎｅｓ，Ｊ．
Ｈ．ら、Ｊ　Ｐｅｄｉａｔｒ　Ｓｕｒｇ．２９（１１）：１４０５－８（１９９４）；Ｐ
ｅｔｅｒｓｏｎ，Ｔ．Ｃ．およびＲ．Ａ．Ｉｓｂｒｕｃｋｅｒ、Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　
１５（２）：１９１－７（１９９２））。発明者らは細胞流入、増殖および肉芽組織沈着
を亢進するためにｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂを用い、続いてｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１が
これらの刺激性効果をインビボで減弱させ得るかどうかを決定するために、ラットＰＶＡ
スポンジモデルにおいてｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理を行った。
【００８５】
　発明者らの結果は、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ処理単独と比較した場合、ｒＡｄ－ｐ２１Ｗ

ＡＦ１／Ｃｉｐ１が質的にも定量的にも肉芽充填を減弱させたことを示す。ｒＡｄ－空処
理後の肉芽充填の減少はインビトロにおける発明者らの結果と一致しており、そしてｒＡ
ｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理と比較した場合、効果が見劣りする。最初に発明者ら
は、宿主におけるｒＡｄ送達ビヒクルの十分に記載された免疫調節性効果を介して、ｒＡ
ｄ－空処理単独が肉芽組織の転帰を阻害し得ることを仮定した（Ｎｉｅｌｓｅｎ，Ｌ．Ｌ
．、Ｏｎｃｏｌ　Ｒｅｐ　７（１）：１５１－５（２０００）；Ｋａｊｉｗａｒａ，Ｋ．
ら、Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ、８（３）：２５３－６５（１９９７）；Ｓｔ　Ｇｅｏ
ｒｇｅ，Ｊ．Ａ．ら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ、３（２）：１０３－１６（１９９６）；Ｂｒ
ｏｄｙ，Ｓ．Ｌ．ら、Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ、５（７）：ｐ．８２１－３６（１９
９４））。発明者らは、ＰＤＧＦ－ＢＢおよびｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１それぞれの
刺激性効果および阻害性効果が、組換えアデノウイルス由来応答の間の、またはその前の
肉芽組織活性を調節することを繰り返し観察した。この知見に重大であるのは、ｒＡｄ－
ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１用量依存的な肉芽組織のインビボにおける減弱を発明者らが示
したことであり、このことはこのモデル系における遺伝子特異的な活性を支持する。
【００８６】
　発明者らは、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１で処理したスポンジにおけるヒトｐ２
１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１タンパク質の発現を示し得、従ってヒトｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃ

ｉｐ－１と肉芽組織の減少を関連付けた。発明者らはまた、ｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－

１処理したスポンジにおける２つの別々のアッセイから増殖の減少を示し、このことはイ
ンビボにおけるｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１の直接的な抗増殖効果を支持する。細胞特
異的なタンパク質発現はこれらの研究では決定されなかったが、形態学的には、発明者ら
の結果はマクロファージおよび線維芽細胞の双方が外因性のｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－

１タンパク質を発現し得ることを示唆する。
【００８７】
　体の最も大きな器官である皮膚は、限定された全身性曝露によって局所的－領域性の送
達を提供し、アクセス可能であり、そして非侵襲的に調べられ得る。ウイルス性のアプロ
ーチおよび非ウイルス性のアプローチの双方が遺伝子移行を示した（Ｋｈａｖａｒｉ，Ｐ
．Ａ．ら、Ｊ　Ｉｎｔｅｒｎ　Ｍｅｄ、２５２（１）：１－１０（２００２））。発明者
らは本明細書にて、組換えアデノウイルスを介して送達された外因的に発現された細胞周
期制御因子であるｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１が、過剰な瘢痕に関連する増殖応答を減
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弱させることの証拠を示す。適切な設計および適用スケジュールによって、ｐ２１ＷＡＦ

－１／Ｃｉｐ－１は、病態生理学が増殖応答の調節不全に由来するケロイドおよび肥大性
瘢痕のような皮膚の障害における治療的用途を有する。
【００８８】
　（実施例２）
　本実施例は、創傷におけるｒＡｄ－ｐ２１の送達およびｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１

の発現を説明する。
【００８９】
　ｒＡｄ－ｐ２１遺伝子の送達および期間を通した発現を、以下のような単一の皮内注入
の後ウサギ耳過剰瘢痕モデルにおいて特徴付けた：
【００９０】
【表２】

【００９１】
　（方法：）
　ウサギの耳ごとに、２～４つの直径６ｍｍの創傷を誘導した。解析のサンプルの大きさ
は、処理群ごとに３～８つの創傷からなった。両耳の同じ創傷部位由来の２つの創傷をプ
ールし、そして単一のチューブにおいて、組織をＲＴ－ＰＣＲアッセイおよびＰＣＲアッ
セイの必要条件に合わせた。このチューブは２つの創傷および１つのアッセイサンプルの
平均を表した。ＰＣＲアッセイおよびＲＴ－ＰＣＲアッセイのために、８時間、１、３、
５、７および１０日目の収集時点において、Ｎ＝１または４は全てで２または８創傷を表
す。１４日目に、１つの創傷を１つのサンプルとして単一のチューブに入れ、したがって
Ｎ＝１または４は、群あたり全てで１または４創傷を表した。形態学的評価のために、１
つの創傷は１サンプルをあらわし、そして２～４サンプルを群ごとに評価した。
【００９２】
　ｖＰＢＳ処理群を、ＰＣＲ／ＲＴ－ＰＣＲアッセイおよび形態学的評価の双方のための
ビヒクルコントロールとして役立てた。ｒＡｄ－空処理群を本研究におけるアデノウイル
ス効果のコントロールとして役立てた。
【００９３】
　（試験試薬調製：）
　ｒＡｄ－ｐ２１およびｒＡｄ－空：本研究の０日目にストックウイルスをｖＰＢＳ希釈
剤中に希釈し、氷上で維持した。動物への皮下注入の半時間前に、希釈したウイルスを室
温に移した。
【００９４】
　（ウサギの調製：）
　雌性のニュージーランドホワイトラビットを、体重１ｋｇあたり７０ｍｇのケタミン、
５ｍｇのキシラジン、および０．１ｍｇのブトルファノールの筋肉内注射で麻酔した。脱
毛剤（ＮａｉｒＴＭ）を耳に適用して毛を除き、そして耳を暖かい水道水でリンスし、そ
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して手術領域をベータダインおよびイソプロパノールで洗った。動物を手術前室から手術
室に移した。
【００９５】
　（手術手順および処理：）
　滅菌条件下において、トレフィンを用いてそれぞれの耳の腹側に軟骨の深さまで２～４
つの６ｍｍの創傷を作った。それぞれの創傷から軟骨および覆う皮膚を止血鉗子を用いて
除いた。創傷の縁の領域をＭａｓｔｉｓｏｌ（登録商標）で調製し、そして創傷をＯｐＳ
ｉｔｅ（登録商標）包帯で覆って乾燥を防いだ。研究の期間の間包帯を創傷に残した。１
創傷あたり２×１０６ＰＮまたは２×１０１０ＰＮのｒＡｄ－ｐ２１を、２８Ｇ１／２イ
ンシュリン注射シリンジを用いて創傷あたり１００μＬの総量にて創傷の縁の領域の周り
に皮下注射した。創傷の注射部位は、創傷の縁の領域の３時、６時、９時および１２時方
向の点に２～３ｍｍ以内であった。第１群、第３群および第４群の全てのウサギの両耳に
、手順を繰り返した。１日目、３日目および１０日目の時点でｒＡｄ－空処理群において
ウサギごとに１つの耳を傷つけた。動物をケージに戻し、そして適宜食餌および水を与え
た。
【００９６】
　（終点解析：）
　特定の屠殺時点において、動物を過量のＥｕｔｈａｓｏｌ　ＣＩＩＩ　２００ｍｇ／ｋ
ｇ，ｉｖにて安楽死させ、ウサギの耳を基部で切断した。完全な厚さの創傷を１０ｍｍの
組織生検パンチを用いて切除し、そして２５０μＬのＱＩＡＧＥＮ　ＲＮＡｌａｔｅｒＴ

Ｍ（ＲＮＡ安定化試薬）を含む微量遠心分離チューブに入れた。全ての組織をこのＲＮＡ
安定化試薬に浸し、そしてＰＣＲ解析およびＲＴ－ＰＣＲ解析のために４℃で保存した。
１４日目の時点で、同じ耳の創傷部位由来の１つの創傷を微量遠心分離チューブに入れて
１つのサンプルを表す点を除いて、全ての手順を上記と同じようにした。形態学的な評価
のために、創傷を二分し、創傷の半分を最適凍結切片温度化合物（Ｏｐｔｉｍｕｍ　Ｃｒ
ｙｏｓｅｃｔｉｏｎ　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄ）（ＯＣＴ）中で凍結
させ、そして残りの半分を４℃にて４時間、４％パラホルムアルデヒド中で固定し、７０
％ＥｔＯＨに移し、そしてトリクローム染色のために処理した。形態学的検査を創傷組織
切片において炎症応答および創傷治癒応答について行った。
【００９７】
　（定量的ＰＣＲ／定量的ＲＴ－ＰＣＲおよび標準曲線の調製：）
　定量的ＰＣＲおよびＲＴ－ＰＣＲ（ＱＰＣＲおよびＱＲＴ－ＰＣＲ）手順を用いて、Ｗ
ｅｎら、Ｅｘｐ　Ｅｙｅ　Ｒｅｓ．７７（３）：３５５－６５（２００３）によって過去
に記載されたようにｒＡｄ－ｐ２１　ＤＮＡおよび導入遺伝子発現を数量化した。Ｔｒｉ
－Ｒｅａｇｅｎｔ（登録商標）を用いて、約５０～１００ｍｇの組織からＤＮＡおよびＲ
ＮＡを共抽出した。
【００９８】
　（結果：）
　ｒＡｄ－ｐ２１の送達およびヒトｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１遺伝子の発現を、ウサ
ギ耳過剰瘢痕モデルにおいて、単一の皮内用量を創傷後即座に送達した後に、期間を通し
て特徴付けた。ＱＰＣＲ技術およびＱＲＴ－ＰＣＲ技術を実行して、創傷領域におけるｒ
Ａｄ－ｐ２１　ＤＮＡおよびヒトｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１遺伝子の発現を数量化し
た。
【００９９】
　（ＱＰＣＲおよびＱＲＴ－ＰＣＲの評価：）
　創傷あたり２×１０６ＰＮまたは２×１０１０ＰＮのｒＡｄ－ｐ２１を、ウサギ耳創傷
へ単一の皮内注射によって送達した。それぞれのｒＡｄ－ｐ２１解析サンプルは、合わせ
られた２つの創傷それぞれごとに２×１０６ＰＮまたは２×１０１０ＰＮであり、従って
それぞれ合計４×１０６ＰＮまたは４×１０１０ＰＮになった。１４日目にサンプルごと
にたった１つの創傷があった。
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【０１００】
　低いｒＡｄ－ｐ２１用量群および高いｒＡｄ－ｐ２１用量群の双方から、８時間および
１日目に最も高いｒＡｄ－ｐ２１　ＤＮＡレベルを認めた。ｒＡｄ－ｐ２１の低用量群お
よび高用量群において、ＤＮＡレベルは１４日の期間を通して、それぞれｌｏｇ１．０お
よびｌｏｇ３．０だけ減少した。最も高いｒＡｄ－ｐ２１　ＲＮＡレベルを、高用量群に
おいて皮内注射の３日後に認めた。３日目の最高レベルと比較して、７日目、１０日目お
よび１４日目にはＲＮＡレベルは約ｌｏｇ０．５～ｌｏｇ１．０だけ低下した。低用量の
ｒＡｄ－ｐ２１群におけるＲＮＡレベルは、処理後８時間および１日では検出不可能だっ
た（検出限界未満；ＢＱＬ）。低用量のｒＡｄ－ｐ２１群における検出可能なＲＮＡの発
現の開始を３日目に認めた。最大のＲＮＡレベルを３日目および１４日目に認め、低用量
群における３日目と１４日目の間には有意な差は無かった（ｐ＜０．５；Ｆｉｓｈｅｒ’
ｓ　Ｐｏｓｔ　Ｈｏｃ　ＡＮＯＶＡ）。低用量のｒＡｄ－ｐ２１群における３日目および
１４日目のＲＮＡレベルと比較した場合、５日目、７日目および１０日目に約ｌｏｇ０．
５～ｌｏｇ１．０だけＲＮＡレベルが低かった。予期されたように、全てのｖＰＢＳサン
プルは陰性であり、このことはサンプルの相互汚染の無いこと、またはヒトｐ２１プライ
マー配列と内因性ウサギ配列との相互反応性がないことを確証した。期間を通した低用量
におけるこのＲＮＡ発現プロフィールは、高用量のｒＡｄ－ｐ２１群と類似した発現傾向
を示す。
【０１０１】
　（形態学的評価：）
　ウサギの創傷の形態学的変化を、迅速な創傷治癒プロセスの典型的な期の次に行った。
手短に言うと、創傷後８時間において創傷への炎症細胞の侵入を認めた。炎症細胞流入は
全ての創傷において１日目および３日目に増加した。５日目までに、肉芽組織が創傷ベッ
ドを充填し始め、そして創傷の縁の周りに上皮性移動舌（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｍｉｇ
ｒａｔｉｎｇ　ｔｏｎｇｕｅ）を認めた。７日目、１０日目および１４日目に創傷ベッド
を肉芽組織が充填し、そして上皮が覆った。１０日目および１４日目に残りの群と比較し
た場合、低ｒＡｄ－ｐ２１用量処理群においてはより薄い肉芽組織および上皮層を認めた
。しかし、低用量のｒＡｄ－ｐ２１群は１４日目において高用量群よりも緻密な細胞充実
性を示した。このデータは、ｒＡｄ－ｐ２１が創傷瘢痕における肉芽組織の体積および上
皮の厚さを減弱し得ることを示唆する。
【０１０２】
　（考察：）
　ウサギ耳の創傷における高用量および低用量のｒＡｄ－ｐ２１処理群の双方において、
ヒトｒＡｄ－ｐ２１　ＤＮＡの送達およびｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１ＲＮＡの発現を
検出した。高用量群および低用量群の双方において、１４日間の期間を通してｐ２１ＷＡ

Ｆ－１／Ｃｉｐ－１ＲＮＡのレベルは維持された。
【０１０３】
　（実施例３）
　本実施例は、ｒＡｄ－ｐ２１処理が瘢痕の厚さを阻害することを例証する。
【０１０４】
　過剰瘢痕ウサギモデルを用いて、ｒＡｄ－ｐ２１処理の瘢痕の厚さへの効果を決定した
。過去に記載されたように、ウサギ耳創傷へのＰＤＧＦ－ＢＢタンパク質（２μｇ）の注
射によって、瘢痕の亢進が誘導された。ｒＡｄ－ｐ２１またはｒＡｄ－空のいずれかの２
×１０１０ＰＮの２回目の注射を７日後に続けた。処理に応答して瘢痕の厚さを計測し、
そしてｒＡｄ－ｐ２１処理後約１１日目に効果を最大に認めた。瘢痕組織を（最初の創傷
から）１８日～３５日に計測し、そして組織を最初のＰＤＧＦ－ＢＢ注射後３５日目に収
集した。
【０１０５】
　図５は、ウサギ耳過剰瘢痕モデルにおいて皮内送達後にｒＡｄ－ｐ２１処理が瘢痕の厚
さを減弱させることを示す。このデータは、正常な瘢痕環境において低用量のｒＡｄ－ｐ
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２１（例えば創傷ごとに２×１０６ＰＮ（７×１０６ＰＮ／ｃｍ２））が、このモデルに
おいて瘢痕の高さを減少させるのに効果的であるという過去の知見を支持する。ＰＤＧＦ
－ＢＢを用いて瘢痕形成の亢進を誘導した場合、より多くのｒＡｄ－ｐ２１がこれらの瘢
痕効果を克服するために必要である。
【０１０６】
　本明細書に引用された全ての刊行物および特許出願は、個々の刊行物または特許出願そ
れぞれが具体的におよび個々に参考として援用されることを意図するように、本明細書に
て参考として援用される。
【０１０７】
　前述の発明は、明快な理解の目的のための例示および例示としていくらか詳細に記載さ
れたが、添付される特許請求の範囲の精神または範囲を離れることなく特定の変化および
改変がそこになされ得ることは、本発明の教唆に照らして当業者にとって容易に明白であ
る。
【図面の簡単な説明】
【０１０８】
【図１Ａ】図１Ａは、ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理後の一次ヒト皮膚線維芽細
胞における増殖効果およびプロコラーゲンＩタンパク質の検出を図示する。この図は、一
次ヒト皮膚線維芽細胞におけるｐ２１ＷＡＦ－１／Ｃｉｐ－１タンパク質の発現を図示す
る。細胞を濃度の漸増するｒＡｄで４８時間処理し、抗ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１－ＦＩ
ＴＣ抗体で標識し、そしてＦＡＣＳで解析した。このヒストグラムでは、線（Ａ、破線）
は未処理細胞における染色を表す。線（Ｂ）は１×１０７ＰＮ／ｍｌのｒＡｄ－ｐ２１Ｗ

ＡＦ１／Ｃｉｐ１で処理した細胞における染色を表す。線（Ｃ）は１×１０８ＰＮ／ｍｌ
のｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１で処理した細胞における染色を表す。線（Ｄ）は１
×１０９ＰＮ／ｍｌのｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１で処理した細胞における染色を
表す。ヒストグラムは３回の実験を代表する。
【図１Ｂ】図１Ｂは種々のアデノウイルスベクターの投与後の細胞周期拘束を図示する。
細胞を濃度の漸増するｒＡｄ（Ｘ軸）で４８時間処理し、ＢｒｄＵでパルス標識し、そし
てＦＡＣＳで解析した。データをＢｒｄＵを取り込んだ細胞のパーセントとしてＹ軸上に
プロットした（中実のヒストグラム）。それぞれのバーは三つ組のウェルの平均±１つの
標準偏差を表す。１×１０８ＰＮ／ｍｌおよび１×１０９ＰＮ／ｍｌの用量のｒＡｄ－空
処理群とｒＡＤ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理群との間での比較が有意である（ｐ＜０
．０５）。
【図１Ｃ】図１Ｃは種々のアデノウイルスベクターの投与後のＰＩＰタンパク質レベルを
図示する。細胞を濃度の漸増する組換えアデノウイルス（Ｘ軸）とともに４８時間インキ
ュベートした。細胞溶解物を収集し、そしてＥＬＩＳＡによってＰＩＰについて解析した
。データを総溶解物タンパク質１ｍｌあたりのＰＩＰのｎｇとしてプロットした（Ｙ軸）
。それぞれのバーは三つ組のウェルの平均±１つの標準偏差を表す。３×１０９ＰＮ／ｍ
ｌのｒＡＤ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理群と他の全ての群の間での比較が有意である
（ｐ＜０．０５）。
【図２】図２はラットＰＶＡスポンジモデルにおける注入スケジュールを図示する。ＰＶ
Ａスポンジを０日目に移植し、そしてｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ前処理をスポンジ移植４日後
に送達した。ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１をｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ前処理３日後に
送達し、そして全てのスポンジを５日後に収集した。
【図３】図３は肉芽組織充填に対するｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理の影響を図
示する。ＰＶＡスポンジを移植１２日後（ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理の５日
後）に収集し、そしてトリクローム染色を行った。肉芽組織充填の平均パーセントを、材
料と方法に記載されるような定量的画像解析によって評価した。ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／
ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１受容群対ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル受容群およ
びｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－空受容群の間での比較が有意である（それぞれ、ｐ＜
０．００１およびｐ＝０．０５）。しかし、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡ
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Ｆ１／Ｃｉｐ１受容群対ビヒクル／ビヒクル受容群およびｒＡｄ－空／ｒＡｄ－空受容群
では有意な差異は認められなかった（ｐ＞０．３）。それぞれの処理群ごとにＮ＝７であ
る。
【図４】図４Ａおよび図４ＢはインビボでのｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理後の
増殖インデックスを図示する。ＢｒｄＵ陽性細胞およびＫｉ６７陽性細胞の平均パーセン
ト。ビヒクル／ビヒクル処理スポンジ、ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理スポンジ、
ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－空処理スポンジ、およびｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ
－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理スポンジにおいて、抗ＢｒｄＵ抗体および抗Ｋｉ６７抗
体を用いて免疫組織化学を行った。ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃ

ｉｐ１処理群対ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理群およびｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒ
Ａｄ－空処理群の間での比較（＊ｐ＜０．０１）、ならびにｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ｒＡ
ｄ－ｐ２１ＷＡＦ１／Ｃｉｐ１処理群対ｒＡｄ－ＰＤＧＦ－Ｂ／ビヒクル処理群およびビ
ヒクル／ビヒクル処理群の間で（＊＊ｐ＜０．００１）の比較が有意である。ＢｒｄＵに
ついては、処理群あたり３スポンジから９フィールドを計数した。Ｋｉ６７については、
処理群あたり４スポンジを計数した。
【図５】図５は、ウサギ耳過剰瘢痕モデルにおけるｒＡｄ－ｐ２１の皮内送達後に、瘢痕
の厚さの上昇をｐ２１発現が阻害することを図示する。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図３】 【図４】
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