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【手続補正書】
【提出日】平成21年5月18日(2009.5.18)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】請求項２２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【請求項２２】
　前記第４級アンモニウム塩が塩化ベンザルコニウムを含む、請求項１３に記載の方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１１３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１１３】
　実施例
　４３アミノ酸分子のサイモシンβ４（Ｔβ４）は、眼用創傷治癒を促進し、眼の炎症を
低減し、角膜上皮に対して抗アポトーシス効果を有する。この試験では、塩化ベンザルコ
ニウム（ＢＡＫ）に曝露された培養ヒト角膜上皮細胞の生存に対するＴβ４の効果を調べ
た。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１１４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１１４】
　ほぼ８０％コンフルエンスのヒト角膜上皮細胞を、０％、０．００１％、０．０１％ま
たは０．１％ＢＡＫで１５分間処理した。培養培地中で回復の３時間および２４時間後、
細胞増殖を、比色ＢｒｄＵ取込みアッセイを用いて測定した。アポトーシスは、比色アネ
キシン系細胞死アッセイを用いて測定した。試験を１ｍｃｇ／ｍｌのＴβ４の存在下で繰
り返し、インビトロ投薬は、いくつかの公表された試験において有効であることが示され
た。Ｔβ４がアポトーシスを抑制する能力をさらに評価するため、角膜上皮細胞を０．０
１％ＢＡＫ±Ｔβ４で５日間にわたって処理した。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１１５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１１５】
　使用したすべてのＢＡＫ濃度で、３時間および２４時間の回復時間の対照と比べて角膜
上皮細胞増殖が阻害され、アポトーシスが増大した。３時間および２４時間の時点で、Ｔ
β４はＢＡＫの有害効果を無効にせず；細胞増殖はＴβ４によって促進されず、アポトー
シスは抑制されなかった。しかしながら、より長期間（２～５日間）の培養では、Ｔβ４
処理により、ＢＡＫに引き起こされた上皮細胞アポトーシスが有意に抑制された。また、
Ｔβ４処理細胞は、培地単独で５日間培養したものと比べ、アポトーシスの減少を示した
。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１１６
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１１６】
　多くの市販の眼用溶液に使用されている保存剤であるＢＡＫは、培養状態で角膜上皮細
胞アポトーシスを誘発し、これは、長期曝露が角膜の健康に対して有害であることを示す
。ここに報告した試験は、Ｔβ４がＢＡＫの有害なアポトーシス促進効果を解消できるこ
とを示す。多くのＢＡＫ含有点眼剤は、典型的には長期間使用されるため、Ｔβ４は、こ
の保存剤を含有する溶液に対する有用な添加剤であることが示される。
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