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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　それぞれがアミノ酸配列Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－
Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－
Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ（配列番号：３）を有する２つのトロ
ンビンペプチド誘導体を有するペプチドダイマーであって、ここで該トロンビンペプチド
誘導体はジスルフィド結合により共有結合され；該トロンビンペプチド誘導体は任意にＣ
－末端アミドを含み；該トロンビンペプチド誘導体は任意にアシル化Ｎ－末端を含み、該
ダイマーの組成は、重量の９５％よりも多くがモノマーを含まず、該ペプチドダイマーは
、非タンパク質分解活性化トロンビンレセプターに結合する、ペプチドダイマー。
【請求項２】
　以下の構造式：
【化１】
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により表される、請求項１記載のペプチドダイマー。
【請求項３】
　トロンビンレセプターアゴニストを用いた治療を必要とする被験体の治療方法に使用さ
れる治療剤の製造のための、請求項１または２記載のダイマーの使用。
【請求項４】
　被験体が心臓修復を促進するための治療を必要とする、請求項３記載の使用。
【請求項５】
　被験体が軟骨成長または修復を促進するための治療を必要とする、請求項３記載の使用
。
【請求項６】
　被験体が骨成長を必要とする、請求項３記載の使用。
【請求項７】
　被験体が骨移植を必要とする、請求項３記載の使用。
【請求項８】
　被験体が単純骨折、骨の分節間隙、骨空隙または非癒合骨折の治療を必要とする、請求
項３記載の使用。
【請求項９】
　被験体が創傷治癒を促進するための治療を必要とする、請求項３記載の使用。
【請求項１０】
　被験体が再狭窄を阻害するための治療を必要とする、請求項３記載の使用。
【請求項１１】
　非タンパク質分解活性化トロンビンレセプターの活性化を必要する被験体における非タ
ンパク質分解活性化トロンビンレセプターの活性化のために使用される医薬組成物であっ
て、該医薬組成物は、それぞれがアミノ酸配列Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ
－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ
－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ（配列番号：３）
を有する２つのトロンビンペプチド誘導体を有するペプチドダイマーを含み、ここで該ト
ロンビンペプチド誘導体はジスルフィド結合により共有結合され；該トロンビンペプチド
誘導体は任意にＣ－末端アミドを含み；該トロンビンペプチド誘導体は任意にアシル化Ｎ
－末端を含み、該ダイマーの組成は、重量の９５％よりも多くがモノマーを含まず、該ペ
プチドダイマーは、非タンパク質分解活性化トロンビンレセプターに結合する、医薬組成
物。
【請求項１２】
　被験体が心臓修復を促進するための治療を必要とする、請求項１１記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　被験体が軟骨成長または修復を促進するための治療を必要とする、請求項１１記載の医
薬組成物。
【請求項１４】
　被験体が骨成長を必要とする、請求項１１記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　被験体が骨移植を必要とする、請求項１１記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　被験体が単純骨折、骨の分節間隙、骨空隙または非癒合骨折の治療を必要とする、請求
項１１記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　被験体が創傷治癒を促進するための治療を必要とする、請求項１１記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　被験体が再狭窄を阻害するための治療を必要とする、請求項１１記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
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【０００１】
関連出願
　本出願は２００２年７月２日に出願された米国仮出願第６０／３９３，５７９号の利益
を主張し、その全教示は参照により本明細書中に援用されるものとする。
【０００２】
発明の背景
　トロンビンは、その血液凝固活性が既に知られている多機能酵素であり、近年重要な細
胞成長因子として報告されている。例えば、トロンビンは血管形成、新たな血管の発達を
促進すること、および内皮細胞増殖を刺激することが示されている。これらの過程は、創
傷治癒の中枢部分である。
【０００３】
　トロンビンペプチド誘導体は、トロンビンの部分に少なくとも由来するアミノ酸配列を
有する分子であり、特定のトロンビンレセプターで活性である。例えば、ヒトプロ－トロ
ンビンのアミノ酸５０８～５３０由来のトロンビンペプチド誘導体は、トロンビンレセプ
ター媒介細胞刺激の促進について、ならびに創傷の治療および血管形成の刺激におけるそ
れらの使用について、本発明者らにより詳述されている（例えば、米国特許第５，５００
，４１２号または第５，３５２，６６４号参照、その内容は全体として参照により本明細
書中に援用される）。これらのトロンビンペプチド誘導体は、その生物学的活性のために
、医薬としての優れた可能性を示す。ＴＰ５０８はかかるトロンビンペプチド誘導体の一
例であり、Ｈ－Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌ
ｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇ
ｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－ＮＨ２（配列番号：１）のアミノ酸配列を有す
る。
【０００４】
　食品医薬品局（Ｆｏｏｄ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ：ＦＤＡ
）による厳格な規制は、医薬として使用する場合、生物学的に活性な薬剤の高度な純度を
必要とする。そのため、これらの化合物がヒトを治療するために使用される場合、長期に
わたって純度を維持する活性なトロンビンペプチド誘導体を得ることが必要である。例え
ば、ＴＰ５０８の純度は、ダイマー化のために経時的に減少する。例えば、ＴＰ５０８は
中性ｐＨの緩衝溶液中で約２～約４時間の半減期を有する。
【０００５】
発明の要旨
　現在、トロンビンペプチド誘導体ダイマーはトロンビンレセプターに対する活性を保持
していることが見出されている。トロンビンペプチド誘導体ダイマーはモノマーを実質的
に含まずに調製され得、トロンビンレセプターに対してＴＰ５０８とほぼ同じレベルの活
性を有する（実施例３参照）。トロンビンペプチド誘導体ダイマーはまた、モノマーへの
最小限の転換を有し、その純度を保持する（実施例２参照）。この発見に基づき、本発明
は新規のペプチドダイマー、これらのペプチドダイマーを含む医薬組成物、およびトロン
ビンレセプターアゴニストを用いた治療を必要とする被験体を治療するための有用な方法
を提供する。
【０００６】
　本発明の１つの態様は、２つのトロンビンペプチド誘導体を含むトロンビンペプチド誘
導体ダイマーである。それぞれのトロンビンペプチド誘導体は独立して配列番号：２のア
ミノ酸配列：Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅ
ｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｖａｌを有するポリペプチドまたは少なくとも６
個のアミノ酸を有するそのＣ－末端切断フラグメントを含む。ポリペプチド中の０、１、
２、または３個のアミノ酸は配列番号：２の対応する位置と異なる。好ましくは、この差
異は保存的である。トロンビンペプチド誘導体は任意にＣ－末端でアミド化されるか、お
よび／またはＮ－末端でアシル化される。
【０００７】
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　本発明の別の態様はまた、トロンビンレセプターアゴニストまたは本明細書中に記載さ
れるトロンビンペプチド誘導体ダイマー、および薬学的に許容され得る担体または賦形剤
を含むダイマーを含む医薬組成物に関する。
【０００８】
　本発明の別の態様は更に、トロンビンレセプターアゴニストを用いた治療を必要とする
被験体を治療する方法に関する。該方法は、本明細書中に記載されるトロンビンペプチド
誘導体ダイマーの有効量を投与することを含む。
【０００９】
　本発明のトロンビンペプチド誘導体ダイマーの利点として、モノマーＴＰ５０８と比較
して、溶液中でのより長い貯蔵寿命が挙げられる。そのため、長期の貯蔵後でも、開示さ
れるペプチドを用いた正確なおよび再現性のある投薬を送達することが可能である。本明
細書中に記載されるトロンビンペプチド誘導体ダイマーはまた、生産するための費用がか
からない。トロンビンペプチド誘導体ダイマーは血管形成および細胞増殖が有益な疾患お
よび／または状態の治療および／または予防において使用され得る。トロンビンペプチド
誘導体ダイマーは、例えば、糖尿病性潰瘍、骨折、および軟骨損傷などの創傷の治療を助
けるために使用され得る。トロンビンペプチド誘導体ダイマーはまた、心臓組織における
血管形成および血管再生後の患者における再狭窄を予防するためにも使用され得る。
【００１０】
発明の詳細な説明
　出願人らは、本発明のトロンビンぺプチド誘導体ダイマーが実質的にモノマーに戻らず
、なお、先行技術のトロンビンペプチド誘導体とほぼ同じ生物学的活性を有することを見
出している。「トロンビンペプチド誘導体ダイマー」は、共有結合、好ましくはシステイ
ン残基間のジスルフィド結合により連結されている２つのトロンビンペプチド誘導体を含
む分子である。トロンビンペプチド誘導体ダイマーは典型的には対応するモノマーを実質
的に含まず、例えば、９５重量％よりもフリーであり、好ましくは９９重量％よりもフリ
ーである。好ましくは、該ポリペプチドは同じであり、ジスルフィド結合を介して共有的
に結合される。
【００１１】
　本明細書中に開示されるトロンビンペプチド誘導体はＣ－末端アミドを有し得ることが
理解されるであろう。「Ｃ－末端アミド」はαカルボン酸がアミドで置換されているＣ－
末端アミノ酸残基におけるアミドである。例えば、Ｃ－末端アミノ酸アミド残基は式：－
ＮＨ－ＣＨ（Ｒａ）－Ｃ（Ｏ）－ＮＲｂＲｃを有する。Ｒａはアミノ酸側鎖である。アミ
ノ酸側鎖は水素、置換もしくは非置換Ｃ１～Ｃ１０脂肪族基、または置換もしくは非置換
Ｃ１～Ｃ１０芳香族基であり得る。好ましくは、Ｒａは天然に生じるアミノ酸に対応する
アミノ酸側鎖である。ＲｂおよびＲｃは独立して水素、Ｃ１～Ｃ１０置換もしくは非置換
脂肪族基であるか、またはＲｂおよびＲｃはそれらが結合する窒素と共に、Ｃ１～Ｃ１０

非芳香族複素環基を形成する。好ましくは、Ｃ－末端アミドは－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２（カルボ
キサミド）である。本明細書中で使用される場合、Ｃ－末端の「－ＮＨ２」はＣ－末端カ
ルボキサミドを示し；Ｃ－末端の「－ＯＨ」はペプチドが遊離Ｃ末端を有することを示し
；Ｃ－末端の非指示は、ペプチドがＣ－末端でアミド化されているか、遊離Ｃ－末端を有
すること示す。
【００１２】
　本明細書中に開示されるトロンビンペプチド誘導体はアシル化Ｎ－末端を有しえること
もまた理解されるであろう。「アシル化Ｎ－末端」はＮ－末端アミノ酸残基の窒素がアシ
ル化されているＮ－末端アミノ酸残基である。例えば、アシル化Ｎ－末端アミノ酸残基は
式：ＲｄＣ（Ｏ）－ＮＨ－ＣＨＲａ－Ｃ（Ｏ）－を有する。Ｒｄは水素、Ｃ１～Ｃ１０置
換もしくは非置換脂肪族基、またはＣ１～Ｃ１０置換もしくは非置換芳香族基である。ア
セチルは好ましいアシル基である。Ｎ－末端の「－Ｈ」はＮ－末端が非置換であることを
示し；Ｎ－末端の非明示は該末端がアシル化されているかまたは非置換であることを示す
。
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【００１３】
　好ましくは、トロンビンペプチド誘導体のＮ－末端は遊離（すなわち、非置換）であり
、Ｃ－末端は遊離（すなわち、非置換）であるかまたはアミド化されており、好ましくは
カルボキサミド（すなわち、－Ｃ（Ｏ）ＮＨ２）である。
【００１４】
　トロンビンペプチド誘導体は、非タンパク質分解活性化トロンビンレセプターとして知
られる高親和性細胞表面トロンビンレセプター（以下、「ＮＰＡＲ」）に結合することに
より細胞を活性化すると考えられている（Ｒ．Ｈｏｒｖａｔら、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ．
１０８，１１５５－１１６４，１９９５）。ＮＰＡＲを刺激する化合物はトロンビンレセ
プターアゴニストと呼ばれる。ＮＰＡＲの活性化は、米国特許第５，３５２，６６４号お
よび第５，５００，４１２号、ならびにＧｌｅｎｎら，Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ　１：６５（１９８８）に開示される通り、分裂促進（ｓｕｂｍｉｔｏｇｅｎｉｃ
）濃度のトロンビンまたはプロテインキナーゼＣを活性化するかもしくはトロンビンレセ
プターへの高親和性結合に関して１２５Ｉ－トロンビンと競合する分子の存在下で線維芽
細胞に添加した場合の細胞増殖を刺激する分子の能力に基づいて分析され得る。
【００１５】
　トロンビンペプチド誘導体はＮＰＡＲを刺激し、約５０個より少ないアミノ酸、好まし
くは約３３個より少ないアミノ酸を有する。トロンビンペプチド誘導体はまた、プロトロ
ンビンアミノ酸５０８～５３０：Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ｇ
ｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａ
ｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ（配列番号：３）に対応するヒ
トトロンビンのフラグメントと充分な相同性を有し、その結果、該ポリペプチドはＮＰＡ
Ｒを活性化する。本明細書中に記載されるトロンビンペプチド誘導体ダイマーは典型的に
少なくとも６個のアミノ酸、好ましくは約１２～３３個のアミノ酸、より好ましくは約１
２～２３個のアミノ酸を有するポリペプチドから形成される。
【００１６】
　第１の好ましい態様として、各トロンビンペプチド誘導体は、配列番号：４のアミノ酸
配列：Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｘ１－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌ
ｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｘ２－Ｖａｌを有するポリペプチド、または少なくとも６個のアミ
ノ酸を有するそのＣ－末端切断フラグメントを含む。より好ましくは、各トロンビンペプ
チド誘導体は配列番号：５のアミノ酸配列：Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－
Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－
Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ、または配列番号：
５のアミノ酸１０～１８を含むそのフラグメントを有する。更により好ましくは、トロン
ビンペプチド誘導体は配列番号：６のアミノ酸配列：Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－
Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－
Ｘ１－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｘ２－Ｖａｌ、または配列番
号：６のアミノ酸１０～１８を含むそのフラグメントを有する。Ｘ１はＧｌｕまたはＧｌ
ｎであり、Ｘ２はＰｈｅ、Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、ＨｉｓまたはＶａｌである。好ましくはＸ１

はＧｌｕであり、Ｘ２はＰｈｅである。このタイプのトロンビンペプチド誘導体の一例は
、アミノ酸配列Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌ
ｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇ
ｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ（配列番号：３）を有するポリペプチドである。
このタイプのトロンビンペプチド誘導体の更なる例は、アミノ酸配列Ｈ－Ａｌａ－Ｇｌｙ
－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ
－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ
－Ｖａｌ－ＮＨ２（配列番号：１）を有するポリペプチドである。該トロンビンペプチド
誘導体中の０、１、２または３個のアミノ酸は、配列番号：１、３、４、５または６の対
応する位置のアミノ酸と異なる。好ましくは、該差異は保存的である。
【００１７】
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　本発明のトロンビンペプチド誘導体ダイマーの一例は、式Ｉ：
【００１８】
【化１】

【００１９】
で表される。
【００２０】
　第２の好ましい態様において、各トロンビンペプチド誘導体は、配列番号：７のアミノ
酸配列：Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－
Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－
Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ｍｅｔ－Ｌｙｓ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ａｓｎ－
Ａｓｎ－Ａｒｇ－Ｔｒｐ－Ｔｙｒを有するポリペプチド、または少なくとも２３個のアミ
ノ酸を有するそのＣ－末端切断フラグメントを含む。より好ましくは、各トロンビンペプ
チド誘導体は配列番号：８のアミノ酸配列：Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－
Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｘ１－Ｇ
ｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｘ２―Ｖａｌ－Ｍｅｔ－Ｌｙｓ－Ｓｅ
ｒ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ａｓｎ－Ａｓｎ－Ａｒｇ－Ｔｒｐ－Ｔｙｒ、または少なくとも２３
個のアミノ酸を有するそのＣ－末端切断フラグメントを有する。Ｘ１はＧｌｕまたはＧｌ
ｎであり、Ｘ２はＰｈｅ、Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、ＨｉｓまたはＶａｌである。好ましくはＸ１

はＧｌｕであり、Ｘ２はＰｈｅである。このタイプのトロンビンペプチド誘導体の一例は
、アミノ酸配列Ａｌａ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌ
ｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇ
ｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ｍｅｔ－Ｌｙｓ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ａ
ｓｎ－Ａｓｎ－Ａｒｇ－Ｔｒｐ－Ｔｙｒ（配列番号：９）を有するポリペプチドである。
このタイプのトロンビンペプチド誘導体の更なる例は、アミノ酸配列Ｈ－Ａｌａ－Ｇｌｙ
－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ
－Ａｌａ－Ｃｙｓ－Ｇｌｕ―Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ
－Ｖａｌ－Ｍｅｔ－Ｌｙｓ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ－Ａｓｎ－Ａｓｎ－Ａｒｇ－Ｔｒｐ
－Ｔｙｒ－ＮＨ２（配列番号：１０）を有するポリペプチドである。該トロンビンペプチ
ド誘導体中の０、１、２または３個のアミノ酸は、配列番号：７、８、９または１０の対
応する位置のアミノ酸と異なる。好ましくは該差異は保存的である。
【００２１】
　「保存的置換」とは、あるアミノ酸の、同じ正味電化ならびにおよそ同じサイズおよび
形状を有する別のアミノ酸との置換である。脂肪族または置換脂肪族アミノ酸側鎖を有す
るアミノ酸は、その側鎖中の炭素およびヘテロ原子の合計数が約４個までしか異ならない
場合は、およそ同じサイズを有する。それらの側鎖中の分枝数が１個までしか異ならない
場合は、それらはおよそ同じ形状を有する。その側鎖中にフェニルまたは置換フェニル基
を有するアミノ酸は、およそ同じサイズおよび形状を有すると考えられる。アミノ酸の５
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つのグループを以下に列挙する。ポリペプチド中のアミノ酸を、同じグループ由来の別の
アミノ酸と置換することで、保存的置換を生じる：
グループＩ：グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、セリン、スレオニ
ン、システイン、およびＣ１～Ｃ４脂肪族またはＣ１～Ｃ４水酸基置換脂肪族側鎖（直鎖
または一分枝）を有する天然に存在しないアミノ酸。
グループＩＩ：グルタミン酸、アスパラギン酸およびカルボキシル酸置換Ｃ１～Ｃ４脂肪
族側鎖（無枝または一分枝点）を有する天然に存在しないアミノ酸。
グループＩＩＩ：リジン、オルニチン、アルギニンおよびアミンまたはグアニジン（ｇｕ
ａｎｉｄｉｎｏ）置換Ｃ１～Ｃ４脂肪族側鎖（無枝または一分枝点）を有する天然に存在
しないアミノ酸。
グループＩＶ：グルタミン、アスパラギンおよびアミド置換Ｃ１～Ｃ４脂肪族側鎖（無枝
または一分枝点）を有する天然に存在しないアミノ酸。
グループＶ：フェニルアラニン、フェニルグリシン、チロシンおよびトリプトファン。
【００２２】
　「高度な保存的置換」は、あるアミノ酸の、側鎖に同じ官能基を有し、ほぼ同じサイズ
および形状を有する別のアミノ酸との置換である。それらの側鎖中の炭素およびヘテロ原
子の合計数が２個までしか異ならない場合、脂肪族または置換脂肪族アミノ酸側鎖を有す
るアミノ酸は、ほぼ同じサイズを有する。側鎖中に同数の分枝を有する場合は、それらは
ほぼ同じ形状を有する。高度な保存的置換の例としては、ロイシンの代わりにバリン、セ
リンの換わりにスレオニン、グルタミン酸の換わりにアスパラギン酸およびフェニルアラ
ニンの換わりにフェニルグリシンが挙げられる。高度に保存的ではない置換の例としては
、バリンの換わりにアラニン、セリンの換わりにアラニンおよびセリンの換わりにアスパ
ラギン酸が挙げられる。
【００２３】
　「Ｎ－末端切断フラグメント」とは、Ｎ－末端から１つのアミノ酸またはアミノ酸のブ
ロック、好ましくはせいぜい６個のアミノ酸のブロック、より好ましくはせいぜい３個の
アミノ酸のブロックの除去後に残るフラグメントをいう。任意に、Ｎ－末端切断フラグメ
ントは、上記の通りアシル化および／またはアミド化される。
【００２４】
　「Ｃ－末端切断フラグメント」とは、Ｃ－末端から１つのアミノ酸またはアミノ酸のブ
ロック、好ましくはせいぜい６個のアミノ酸のブロック、より好ましくはせいぜい３個の
アミノ酸ブロックの除去後に残るフラグメントをいう。任意に、Ｃ－末端切断フラグメン
トは、上記の通りアミド化および／またはアシル化される。
【００２５】
　「非芳香族複素環基」は、本明細書中で使用される場合、３～１０個の原子を有し、窒
素、酸素、または硫黄などの少なくとも１つのヘテロ原子を含む非芳香族炭素環式環系で
ある。非芳香族複素環基の例としては、ピペラジニル、ピペリジニル、ピロリジニル、モ
ルホリニルおよびチオモルホリニルが挙げられる。
【００２６】
　用語「アリール基」は、本明細書中で使用される場合、炭素環式および複素環式芳香族
環系の両方を含む。アリール基の例としては、フェニル、インドリル、フラニルおよびイ
ミダゾリルが挙げられる。
【００２７】
　「脂肪族基」は、直鎖、分枝または環式非芳香族炭化水素である。脂肪族基は、完全に
飽和されるか、または１以上の不飽和の単位（例えば、二重および／または三重結合）を
含み得るが、好ましくは飽和、すなわちアルキル基である。典型的に、直鎖または分枝鎖
脂肪族基は１～約１０個、好ましくは１～約４個の炭素原子を有し、環式脂肪族基は、３
～約１０個の、好ましくは３～約８個の炭素原子を有する。脂肪族基としては、例えば、
メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソ－プロピル、ｎ－ブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒ
ｔ－ブチル、ペンチル、シクロペンチル、へキシル、シクロへキシル、オクチルおよびシ
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クロオクチルが挙げられる。
【００２８】
　脂肪族基、アリール基または非芳香族複素環基に対する適切な置換基は、トロンビンペ
プチド誘導体の治療活性を有意に低下させない置換基であり、例えば、天然に存在するア
ミノ酸に見出されるものである。例としては－ＯＨ、ハロゲン（－Ｂｒ、－Ｃｌ、－Ｉお
よび－Ｆ）、－Ｏ（Ｒｅ）、－Ｏ－ＣＯ－（Ｒｅ）、－ＣＮ、－ＮＯ２、－ＣＯＯＨ、＝
Ｏ、－ＮＨ２、－ＮＨ（Ｒｅ）、－Ｎ（Ｒｅ）２、－ＣＯＯ（Ｒｅ）、－ＣＯＮＨ２、－
ＣＯＮＨ（Ｒｅ）、－ＣＯＮ（Ｒｅ）２、－ＳＨ、－Ｓ（Ｒｅ）、脂肪族基、アリール基
および非芳香族複素環基が挙げられる。各Ｒｅは独立してアルキル基またはアリール基で
ある。置換脂肪族基は１以上の置換基を有し得る。
【００２９】
　「被験体」は、好ましくはヒトであるが、トロンビンレセプターアゴニストを用いた治
療を必要とする動物、例えば伴侶動物（例えば、イヌ、ネコなど）、農場動物（例えば、
ウシ、ブタ、ウマなど）、および実験動物（例えば、ラット、マウス、モルモットなど）
でもあり得る。
【００３０】
　トロンビンレセプターアゴニストを用いた「治療を必要とする」被験体は、有益な治療
および／また予防結果を達成するためにトロンビンレセプターアゴニストおよびトロンビ
ンペプチド誘導体ダイマーを用いて処置され得る疾患および／または症状を有する被験体
である。有益な結果としては、病徴の重篤度の低減または病徴の開始の遅延、延命および
／またはより迅速なもしくはより完全な疾患または症状の消散が挙げられる。例えば、治
療を必要とする被験体は、軟骨細胞を含む細胞増殖、血管形成、骨成長、心臓修復、創傷
治癒または再狭窄の抑制を必要とする。
【００３１】
　トロンビンペプチド誘導体は、内皮細胞、線維芽細胞、およびケラチン生成細胞の増殖
を刺激することが示されている（例えば、米国特許第５，５００，４１２号または第５，
３５２，６６４号参照、その内容は全体として参照により本明細書中に援用される）。従
って、開示されたトロンビンペプチド誘導体ダイマーは火傷、真皮創傷、外科的創傷およ
び骨折などの急性創傷における治癒を促進するために使用され得る。更に、トロンビンペ
プチド誘導体は、近年、糖尿病性潰瘍、静脈性潰瘍、および床ずれなどの慢性創傷の治癒
の促進に特に有効であることが示されている（例えば、ＷＯ０３／０１３５６９参照、そ
の内容は全体として参照により本明細書中に援用される）。トロンビンペプチド誘導体は
また、軟骨細胞の成長を刺激することが示されている（例えば、ＷＯ０２／０７７４８、
その内容は全体として参照により本明細書中に援用される）。従って、本発明の化合物を
含むトロンビンペプチド誘導体は、例えば骨関節症または関節損傷を有する患者において
軟骨細胞成長および修復を刺激するために使用され得る。本発明のものを含む、トロンビ
ンペプチド誘導体の他の使用としては、単純骨折、非癒合骨折、骨の空隙および間隙、な
らびに骨移植の治癒を促進するための骨成長を刺激すること、血管形成後の患者における
再狭窄を予防すること、ならびに心臓組織における血管の再生を促進することが挙げられ
る（例えば、ＷＯ０２／００５８３６およびＷＯ０２／００４００８参照、その内容は全
体として参照により本明細書中に援用される）。
【００３２】
　「有効量」は、トロンビンペプチド誘導体ダイマーで処置された症状に関して、処理し
ないものと比較して改善された臨床結果を生じるトロンビンペプチド誘導体ダイマーの量
である。投与されるトロンビンペプチド誘導体ダイマーの量は、疾患または症状の程度、
重篤度、およびタイプ、所望される治療量、ならびに医薬製剤の放出特性に依存するであ
ろう。これはまた、被験体の健康状態、大きさ、体重、年齢、性別および薬剤耐性にも依
存するであろう。典型的には、アゴニストは望ましい治療効果を達成するために充分な期
間投与される。典型的には、約１μｇ／日～約１ｍｇ／日（好ましくは約５μｇ／日～約
１００μｇ／日）のトロンビンペプチド誘導体が、治療を必要とする被験体に投与される
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【００３３】
　トロンビンペプチド誘導体ダイマーは、局部的にまたは全身的に、例えば非経口投与を
含む任意の適切な経路によって投与され得る。非経口投与としては、例えば、筋肉内、静
脈内、皮下、または腹腔内注射が挙げられ得る。創傷を処置するための局所投与としては
、例えば、クリーム、ゲル、軟膏またはエアゾールが挙げられ得る。呼吸性投与としては
、例えば、吸入または鼻腔内滴剤が挙げられ得る。骨成長、軟骨修復、心臓修復および再
狭窄の処置などの特定の適用のためには、トロンビンペプチド誘導体を処置部位へ直接、
注射するかまたは植込むことが有利である。トロンビンペプチド誘導体ダイマーはまた、
徐放性製剤において有利に投与され得る。
【００３４】
　トロンビンペプチド誘導体ダイマーは医薬組成物の一部として許容され得る医薬担体と
共に被験体に投与され得る。医薬組成物の製剤は、選択される投与経路によって変化する
であろう。適切な医薬担体は該化合物と反応しない不活性成分を含み得る。担体は生体適
合性、すなわち、非毒性、非炎症性、非免疫原性、および投与部位において他の所望され
ない反応を生じない、であるべきである。薬学的に許容され得る担体としては、例えば、
食塩水、エアゾール、市販の不活性ゲル、またはアルブミン、メチルセルロースもしくは
コラーゲンマトリックスを補充された液体が挙げられる。Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ
ｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ中に記載されるもののような、標準的な医薬製剤技術が
使用され得る。
【００３５】
　骨成長、軟骨修復、心臓修復および再狭窄の抑制などの適用のためには、徐放性製剤中
でトロンビンペプチド誘導体を投与することが有利であり得る。ポリマーが、しばしば徐
放性製剤を形成するために使用される。これらのポリマーの例としては、ポリ乳酸／ポリ
グリコール酸ホモポリマーおよびコポリマーなどのポリα－ヒドロキシエステル、ポリホ
スファゼン（ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｚｅｎｅ）（ＰＰＨＯＳ）、ポリアンハイドライド
（ｐｏｌｙａｎｈｙｄｒｉｄｅ）およびポリ（プロピレンフマレート）が挙げられる。
【００３６】
　ポリ乳酸／ポリグリコール酸（ＰＬＧＡ）ホモポリマーおよびコポリマーは、徐放性ビ
ヒクルとして当該分野で周知である。放出速度は、ポリ乳酸とポリグリコール酸の割合お
よび該ポリマーの分子量の変化により当業者によって調整され得る（Ａｎｄｅｒｓｏｎら
、Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．２８：５（１９９７）参照、その全教示は参
照により本明細書中に援用される）。微粒子担体を形成するためにポリマー中に混合物と
してポリ（エチレングリコール）を組み込むと、活性成分の放出プロフィールを更に変化
させる（Ｃｌｅｅｋら、Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌｅａｓｅ　４８：２５９（１９９７
）参照、その全教示は参照により本明細書中に援用される）。リン酸カルシウムおよびヒ
ドロキシアパタイトなどのセラミックスもまた、機械的な特性を改善するために製剤に組
み込まれ得る。
【００３７】
　ＰＰＨＯＳポリマーは、構造式（ＩＩ）：
【００３８】
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【化２】

【００３９】
において以下に示されるとおり、ポリマー主鎖（ｂａｃｋｂｏｎｅ）において交互に窒素
およびリンを含み、炭素を含まない。ポリマーの性質は、ポリマー主鎖に結合される側鎖
基ＲおよびＲ’の適切な変化によって調整され得る。例えば、ＰＰＨＯＳの分解および薬
剤放出は、加水分解的に不安定な側鎖基の量を変化させることで制御され得る。イミダゾ
リルまたはエチルグリコールのいずれかで置換されたＰＰＨＯＳをより大量に組み込むと
、例えば、分解速度の増加が観察され（Ｌａｕｒｅｎｃｉｎら、Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｍａ
ｔｅｒ．Ｒｅｓ．２７：９６３（１９９３）参照、本明細書中においてその全教示が参考
として援用される）、それにより薬剤放出の速度が増加する。
【００４０】
　構造式（ＩＩＩ）に示されるポリアンハイドライドは、セバシン酸および１，３－ビス
（ｐ－カルボキシフェノキシ）プロパンなどの疎水性または親水性モノマーの量を変化さ
せることを含むことにより制御され得る、かなり明確な分解および放出特徴を有する（Ｌ
ｅｏｎｇら、Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．１９：９４１、（１９８５）参照
、本明細書中においてその全教示が参考として援用される）。機械的強度を改善するため
に、無水物はしばしばイミドと共重合化し、ポリアンハイドライド－コ－イミドを形成す
る。整形外科の適用に適したポリアンハイドライド－コ－イミドの例は、ポリ（トリメリ
チルイミド－グリシン－コ－１，６－ビス（カルボキシフェノキシ）ヘキサンおよびピロ
メリチイミドアラニン（ｐｙｒｏｍｅｌｌｉｔｙｉｍｉｄｏａｌａｎｉｎｅ）：１，６－
ビス（ｐ－カルボキシフェノキシ）ヘキサンコポリマーである。
【００４１】

【化３】

【００４２】
　次に、骨または軟骨成長を刺激するための担体は、骨および組織成長用の足場として働
くことが出来、その中に骨前駆細胞および骨生成細胞が移動し付着出来る多孔性マトリッ
クスを有利に含む。係る担体は、骨伝導性（ｏｓｔｅｏｃｏｎｄｕｃｔｉｖｅ）であると
言われる。特定の適用に対して、担体はその三次構造を維持するために充分な機械的強度
を有し、共に接合または移植される骨または組織の分節の固定化を補助するべきである。
【００４３】
　適切な骨伝導性担体の例としては、コラーゲン（例えばウシコラーゲン）、フィブリン
、リン酸カルシウムセラミックス（例えばヒドロキシアパタイトおよびリン酸三石灰）、
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硫酸カルシウム、グアニジン抽出同種異系骨およびその組合せが挙げられる。ヒドロキシ
アパタイト、リン酸三石灰および筋原線維性コラーゲンの混合物であるＣＯＬＬＡＧＲＡ
ＦＴ（登録商標）（Ｃｏｈｅｎｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｐａｌ
ｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）ならびに海産サンゴ炭酸カルシウムを結晶性ヒドロキシアパタイト
に変換することにより形成したヒドロキシアパタイトバイオマトリックスであるＰＲＯ　
ＯＳＴＥＯＮ５００ＴＭ（Ｉｎｔｅｒｐｏｒｅ　Ｃｒｏｓｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａ
ｌ、Ｉｒｖｉｎｅ、ＣＡ）などの多くの適切な担体が市販されている。
【００４４】
　徐放性特性を有する骨伝導性担体として働き得る合成生分解性ポリマーの記載は、Ｂｅ
ｈｒａｖｅｓｈら、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃｓ　３６７：Ｓ１１８（
１９９９）および「Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ－Ｄｅｓｉｇｎ
ｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｆｕｔｕｒｅ」ＰａｒｋおよびＭ
ｒｓｎｙ編、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ、Ｗａｓｈｉｎｇｔ
ｏｎ、ＤＣ（２０００）中のＬｉｃｈｕｎら、Ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　
Ｖｅｈｉｃｌｅｓ　ｆｏｒ　Ｂｏｎｅ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒｓにおいて見出され
得る。本明細書中においてこれらの参考文献の全教示が参考として援用される。これらの
ポリマーの例としては、上記で詳述されたポリ乳酸／ポリグリコール酸ホモポリマーおよ
びコポリマーなどのポリα－ヒドロキシエステル、ポリホスファゼン（ＰＰＨＯＳ）、ポ
リアンハイドライドおよびポリ（プロピレンフマレート）が挙げられる。
【００４５】
　本発明の植込み可能な医薬組成物は、骨成長の必要がある部位に投与され得ることから
、特に有用である。「植込み」または「部位に投与」とは、トロンビンペプチド誘導体ダ
イマーが医薬組成物から放出されるときに該部位で骨成長が生じる（例えば薬剤の存在下
における非存在下よりも良好な骨成長）ように、処置を必要とする部位に充分近接してい
ることを意味する。これらの医薬組成物は、手術を見越して所望の通りに形作られるかま
たは手術の間に医師もしくは専門技術者により形作られることが出来る。組織欠損部をま
たいで新組織の所望する形状をとるようにマトリックスを形作ることが好ましい。非癒合
欠損部の骨修復の場合は、例えば、非癒合部をまたぐ寸法を使用することが望ましい。骨
形成過程では、材料は身体にゆっくり吸収され、当該インプラントの形状または当該イン
プラントの形状に極めて近い形状の骨に置き換わる。あるいは、医薬組成物は微粒子また
はマイクロスフェアの形態で部位に投与され得る。微粒子は、外科的に部位を露出させて
微粒子を適用するか、または微粒子を該部位の近傍に塗布、ピペッティング、噴霧、注射
などにより適用するかのいずれかにより、骨誘導の必要がある部位に接触または近接して
配置される。微粒子はまた、内視鏡検査法または腹腔鏡検査法により部位に送達され得る
。
【００４６】
　ポリ（プロピレンフマレート）（ＰＰＦ）は、注射可能で、インサイチュで重合可能で
、生分解性の物質であるので骨欠損の修復における使用に関して非常に所望される生体適
合性の植込み可能な担体である。「注射可能」とは、物質がペーストおよびゲルの注射に
使用される標準的なニードルを介してシリンジによって注射され得ることを意味する。ビ
ニルモノマー（Ｎ－ビニルピロリジノン）および開始剤（ベンゾイルペルオキシド）と組
み合わせたＰＰＦは、インサイチュで重合され得る注射可能溶液を形成する。それは、広
範な種々のサイズおよび形状の骨格の欠損を充填するのに特に適している（Ｓｕｇｇｓら
、Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　３０：４３１８（１９９７）、Ｐｅｔｅｒら、Ｊ．Ｂ
ｉｏｍａｔｅｒ．Ｓｃｉ．Ｐｏｌｙ，．Ｅｄ．１０：３６３（１９９９）およびＹａｓｚ
ｅｍｓｋｉら、Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇ．１：４１（１９９５）参照、本明細書中において
その全教示が参考として援用される）。リン酸β－トリカルシウムおよび塩化ナトリウム
などの固相成分の添加は、ＰＰＦポリマーの機械的特性を改善し得る（Ｐｅｔｅｒら、Ｊ
．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ．４４：３１４（１９９９）参照、本明細書中にお
いてその全教示が参考として援用される）。
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【００４７】
　さらに別の選択肢では、医薬組成物は、骨成長の必要がある部位に投与する前に、メッ
シュ、ワイヤーマトリックス、ステンレススチールケージ、糸状椎体間融合ケージ（ｔｈ
ｒｅａｄｅｄ　ｉｎｔｅｒｂｏｄｙ　ｆｕｓｉｏｎ　ｃａｇｅ）などの物理的支持構造体
内に部分的に封入され得る。
【００４８】
　注射可能な送達製剤は、静脈内にまたは処置の必要がある部位に直接投与され得る。注
射可能な担体は、粘性溶液またはゲルであってもよい。
【００４９】
　送達製剤としては、生理食塩水、静菌性食塩水（約０．９％ｍｇ／ｍＬのベンジルアル
コールを含む食塩水）、リン酸緩衝食塩水、ハンクス液、乳酸リンゲル液、またはアルブ
ミン、メチルセルロース、もしくはヒアルロン酸が補充された液体が挙げられる。注射可
能なマトリックスとしては、ポリ（エチレンオキシド）のポリマーならびにエチレンオキ
シドおよびプロピレンオキシドのコポリマーが挙げられる（Ｃａｏら、Ｊ．Ｂｉｏｍａｔ
ｅｒ．Ｓｃｉ　９：４７５（１９９８）およびＳｉｍｓら、Ｐｌａｓｔ　Ｒｅｃｏｎｓｔ
ｒ．Ｓｕｒｇ．９８：８４３（１９９６）参照、本明細書中においてその全教示が参考と
して援用される）。
【００５０】
　注射可能なマトリックスである他の組成物としては、上記のポリ（プロピレンフマレー
ト）コポリマーの溶液およびリン酸カルシウムセラミックスのペーストが挙げられる（Ｓ
ｃｈｍｉｔｚら、Ｊ．Ｏｒａｌ　Ｍａｘｉｌｌｏｆａｃｉａｌ　Ｓｕｒｇｅｒｙ　５７：
１１２２（１９９９）参照、本明細書中においてその全教示が参考として援用される）。
注射可能なマトリックスは、骨成長の必要がある部位に直接注射され得、侵襲性手術の必
要なく空隙を充填し、骨を融合させるために簡便に使用され得る。
【００５１】
　組成物をカプセル化する方法（硬いゼラチンまたはシクロデキストランの被覆内に入れ
るなど）は、当該技術分野において公知である（Ｂａｋｅｒら、「Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ
　Ｒｅｌｅａｓｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｃｔｉｖｅ　Ａｇｅｎｔｓ」、Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ、１９８６）。
【００５２】
　軟膏は典型的には、例えば固定油または炭化水素を含む、白ワセリンもしくはミネラル
オイルなどの油性ベース、あるいは、例えば１つまたは複数の吸湿性物質からなる、例え
ば無水ラノリンのような吸湿性ベースを用いて調製される。以下のベースの製剤では、活
性成分は所望される濃度で添加される。
【００５３】
　クリームは一般的に、固定油、炭化水素などを典型的に含む、ワックス、ワセリン、ミ
ネラルオイルなどの油相（内部相）、ならびに水および添加される塩などの任意の水溶性
物質を含む、水相（連続相）を含む。該二相は、例えばラウリル硫酸ナトリウムなどの界
面活性剤；アカシアコロイド状粘土、蜂の巣（ｂｅｅｇｕｍ）などの親水性コロイドとい
った乳化剤の使用により安定化される。エマルジョンの形成に際して、活性成分は所望さ
れる濃度で添加される。
【００５４】
　ゲルは、前記のような油性ベース、水、またはエマルジョン懸濁ベースより選択される
ベースからなる。ベース中にマトリックスを形成するゲル化剤をベースへ添加すると、粘
性が半固体の硬さへ増加する。ゲル化剤の例は、ヒドロキシプロピルセルロース、アクリ
ル酸ポリマーなどである。活性成分は、ゲル化剤の添加に先立つ時点で所望される濃度で
製剤へ添加される。
【００５５】
　トロンビンペプチド誘導体ダイマーを用いて治療し得る疾患および病状、例えば創傷お
よび血管形成部位はしばしば、痛みおよび感染などの病徴ならびに虚弱を伴う。特定の場
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合において、この課題に取り組むには、トロンビンペプチド誘導体ダイマーに加えて１以
上のさらなる薬理学的に活性な薬剤を共投与することが有利であるかもしれない。例えば
、痛みおよび炎症を処理するには、鎮痛薬または抗炎症剤との共投与が要求され得る。感
染を処理するには、抗菌性、抗生物質性または殺菌性薬剤との共投与が要求され得る。
【００５６】
　トロンビンペプチド誘導体は固相ペプチド合成（例えばＢＯＣまたはＦＭＯＣ）法、液
相合成、または前述の方法の組み合わせを含む他の適切な技術によって合成され得る。確
立され、広く使用されているＢＯＣ法およびＦＭＯＣ法は、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ、Ｊ．
Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８８：２１４９（１９６３）；Ｍｅｉｅｎｈｏｆｅｒ、Ｈｏｒ
ｍｏｎａｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ、Ｃ．Ｈ．Ｌｉ編、Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、１９８３、４８～２６７頁；ならびにＴｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ
、Ｅ．ＧｒｏｓｓおよびＪ．Ｍｅｉｅｎｈｏｆｅｒ編、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９８０、３～２８５頁中のＢａｒａｎｙおよびＭｅｒｒｉｆｉｅｌ
ｄに記載されている。固相ペプチド合成の方法は、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｒ．Ｂ．、Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ、２３２：３４１（１９８６）；Ｃａｒｐｉｎｏ，Ｌ．Ａ．およびＨａｎ，
Ｇ．Ｙ．、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．、３７：３４０４（１９７２）；ならびにＧａｕｓｐ
ｏｈｌ，Ｈ．ら、Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、５：３１５、（１９９２）に記載されている。本
明細書中においてこれら６つの文献の教示はその全体が参考として援用される。
【００５７】
　トロンビンペプチド誘導体ダイマーは、モノマーの酸化により調製され得る。トロンビ
ンペプチド誘導体ダイマーは、トロンビンペプチド誘導体を過剰の酸化剤と反応させるこ
とにより調製され得る。周知の適切な酸化剤はヨウ素である。特定の条件は実施例１およ
び２において提供される。
【００５８】
　本発明は以下の実施例によって例証されるが、これはなんら限定を意図するものではな
い。
【実施例】
【００５９】
実施例１　トロンビンペプチドダイマーの形成
　TP508を酢酸6部および水1部の溶液中に溶解した。10倍モル過剰のヨウ素を添加し、室
温で90分間撹拌して反応を進行させた。過剰のヨウ素は、CCl4を用いた抽出(3～4回) に
より除去した。未反応モノマーを除去するために、ダイマー化したペプチドをC18逆相カ
ラムのHPLCにより精製した。
【００６０】
実施例２　TP508-ダイマー
TP508の経時的なダイマーへの変換
　TP508を食塩水(滅菌した0.9％塩化ナトリウム注射可能溶液)中に5mg/mLで溶解し、4℃
でインキュベートした。6ヵ月に渡って、溶液から時々三連のサンプルを採取した。TP508
-モノマー、TP508-ダイマーおよび未同定物質(unknown)を分離するためにHPLCによってサ
ンプルを分析した。TP508-ダイマーのピーク面積は、3ヶ月後において経時的な減少を示
さなかった。未同定ピーク(unknown peak)では増加は見られなかった。図１の結果は、TP
508-ダイマーは経時的にモノマーに復帰しないことを示す。
【００６１】
　各HPLCピークの面積パーセントを図1に表示した。ピーク面積パーセントは、溶液中に
おける物質のパーセントに直接対応する。TP508-ダイマーのピーク面積が経時的に増加し
たのに対して、TP508-モノマーのピーク面積は経時的に減少した。未同定ピークでは増加
は見られなかった。図1の結果は、TP508が経時的にダイマーに変換することを示す。
【００６２】
TP508-ダイマーは経時的にモノマーへ復帰しない
　TP508-ダイマーのピーク面積は、3ヶ月後において経時的な減少を示さなかった。未同
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定ピークでは増加は見られなかった。図１の結果は、TP508－ダイマーは経時的にモノマ
ーに復帰しないことを示す。
【００６３】
実施例３　トロンビンペプチドダイマーの創傷治癒活性
方法および研究計画
　この研究の目的は、トロンビンペプチドTP508のダイマー化形態の創傷治癒活性を評価
することである。該研究はトロンビンペプチドダイマーの創傷閉鎖上の効果を評価する。
【００６４】
　雄スプレイグーダウリー(Sprague-Dawley)ラットの背部の二箇所を充分深く、直径2cm
で切開した。所定のラットの双方の創傷を、低用量のトロンビンペプチドダイマー含有ビ
ヒクル、高用量のトロンビンペプチドダイマー含有ビヒクル、ビヒクルのみ(ネガティブ
コントロール)、またはTP508含有ビヒクル(ポジティブコントロール)のいずれかを用いて
共に処置し、合計4つの処置群を生じた。各群には6匹のラットが含まれる。高および低用
量のトロンビンペプチドダイマーの活性を、ビヒクルのみおよびTP508と比較した。創傷
後3、7、および10日後にアセテートシート上で創傷の周囲長を記録し、各創傷の表面面積
を計算するためにデジタル分析を使用することにより創傷サイズを測定した。
【００６５】
処置液の調製
食塩水溶液
　D-マンニトール(20mg)を12.5mLの食塩水(滅菌した0.9％塩化ナトリウム注射可能溶液)
中に溶解し、8.9mM D-マンニトール食塩水溶液を生成した。本実験に関してこの溶液をビ
ヒクルコントロールとして使用した。
【００６６】
TP508溶液
　凍結乾燥したTP508(1mg)を1mLのD-マンニトール/食塩水ビヒクル中に溶解した。ストッ
ク溶液(1mg/mL)をビヒクル中にさらに希釈して、2.5μg/mLのワーキング溶液を生じた。
ワーキング溶液を実験の間ずっと氷上で保持した。
【００６７】
トロンビンペプチドダイマー溶液
高用量
　TP508(12.5μg)および2mg D-マンニトールを1.25mLの食塩水(D-マンニトール非含有)中
に溶解し、10μg TP508/mL(8.9mM D-マンニトール食塩水)であるストック溶液を生じた。
ストック溶液を高処置用量(0.4μg/40μL/創傷)として直接使用した。ストック溶液を実
験の間ずっと氷上で保持した。
【００６８】
低用量
　2.5μg/mLのワーキング溶液を得るために、ストックダイマー溶液をD-マンニトール/食
塩水ビヒクル中へさらに希釈して低処置用量(0.1μg/40μL/創傷)を調製した。ワーキン
グ溶液を実験の間ずっと氷上で保持した。
【００６９】
創傷処置
　　所定の動物の双方の創傷に同じ処置：ビヒクルのみ、TP508含有ビヒクル(0.1μg/mL)
、またはトロンビンペプチドダイマー含有ビヒクル(0.1μg/mLまたは0.4μg/mL)を含む40
μL容量の単回、局所適用を施した。
【００７０】
観察および創傷サイズ分析
　ラットを創傷後10日間観察したが、異常行動、感染または毒性といった臨床徴候は見ら
れなかった。創傷後3、7、および10日に柔軟なアセテートシート上で創傷の周囲長を記録
し、次にデジタル分析ソフトウェアを用いて創傷面積を測定することにより創傷を評価し
た。
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【００７１】
　実験結果を図2に表す。図2は、創傷後7日および10日の創傷面積測定値を示す。創傷後3
日では群間に創傷サイズの違いは無かった。各データポイントは、ラット6匹由来の創傷1
2個の平均および平均の標準誤差を表す。群間の統計学上の比較を分散の反復測定分析(a 
repeated measures analysis of variance)を用いて行った;群間の事後的検定(post hoc 
testing)にはフィッシャーの最小有意差法を用いた。
【００７２】
　この実験において、TP508およびトロンビンペプチドダイマーの双方が、創傷後7日でビ
ヒクルのみよりも有意に小さい創傷を生じた。同用量のトロンビンペプチドダイマー(0.1
μg/創傷)を用いて処置した創傷がビヒクル-コントロールよりも面積で29.2％小さかった
のに対し、TP508－処置創傷はビヒクル-コントロールよりも面積で21.3％小さかった。TP
508およびトロンビンペプチドダイマー処置間の差は、統計学上有意ではなかった。
【００７３】
　10日目では、7日目同様、TP508および双方の用量のトロンビンペプチドダイマーが、コ
ントロールの創傷よりも有意に小さい創傷を生じた。さらに、10日目ではTP508処置群お
よびトロンビンペプチドダイマーでの処置群間に統計学上有意な差が見られた(p<0.05)。
10日目では、同用量のトロンビンペプチドダイマー(0.1μg/創傷)を用いて処置した創傷
がビヒクル-コントロールよりも面積で41.4％小さかったのに対し、TP508処置創傷はビヒ
クル-コントロールよりも面積で23.1％小さかった。
【００７４】
　低用量群においては、トロンビンペプチドダイマーをTP508群と等しい重量で投与した
。つまり、これらの群の各々は、創傷あたり0.1μgのペプチドを受容し、これら2群にお
いて創傷に投与されたモノマーの半分のモル数のダイマーに帰着する。
【００７５】
　結果からトロンビンペプチドダイマーが創傷閉鎖促進において生物学的に活性であるこ
とが示唆された。「創傷閉鎖」として考察した場合、トロンビンペプチドダイマーはTP50
8の効果と等価である統計学上有意な治癒効果を生じる。
【００７６】
　本発明は、その好ましい態様が参考文献と共に詳細に示され、記載されているが、ここ
で形式および詳細部分における種々の変化が、添付された特許請求の範囲により包含され
る本発明の範囲から逸脱することなくなされ得ることが、当業者によって理解されよう。
【図面の簡単な説明】
【００７７】
【図１】図１はＴＰ５０８のダイマーへの経時的な転換を示すグラフである。該グラフは
、６ヶ月の期間にわたって時々採取された、ＴＰ５０８食塩水溶液（５ｍｇ／ｍＬ、４℃
でインキュベートされた）の試料中に見出されたＴＰ５０８－モノマー、ＴＰ５０８－ダ
イマーおよび未同定（ｕｎｋｎｏｗｎ）のＨＰＬＣピーク面積測定値を示す。ピーク面積
はパーセントで示される。時間は日で示される。モノマーは（－●－）で示される。ダイ
マーは（…○…）で示される。未同定は（--▼--）で示される。
【図２】図２はトロンビンペプチドダイマーが創傷治癒の加速に関してＴＰ５０８の生物
学的活性を保持していることを示すグラフである。該グラフは、雄Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａ
ｗｌｅｙラットの背における、創傷後７日目および１０日目由来の創傷面積測定値（ｍｍ
２で示される）を示す。食塩水ビヒクルコントロールは「ビヒクル」と示され、ＴＰ５０
８コントロールは「ＴＰ５０８」と示され、低用量トロンビペプチドダイマーは「ｌｏ－
ｄｉ」と示され、高用量トロンビンペプチドダイマーは「ｈｉ－ｄｉ」と示される。



(16) JP 4668612 B2 2011.4.13

【図１】

【図２】

【配列表】
0004668612000001.app



(17) JP 4668612 B2 2011.4.13

10

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ａ６１Ｐ  19/08     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/08    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １０１　          　　　　　

(56)参考文献  特表２０００－５１５１５５（ＪＰ，Ａ）

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C07K1/00-19/00
              C12N1/00-15/00
              GenBank/EMBL/DDBJ/GeneSeq
              SwissProt/PIR/GeneSeq
              PubMed
              JSTPlus(JDreamII)
              BIOSIS/WPI(DIALOG)


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

