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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　創傷の治癒、細胞増殖または上皮再生のための医薬品を製造するためのＬＬ－３７（配
列番号１）のＮ末端フラグメントの少なくとも２５個のアミノ酸の配列を含むペプチドの
使用であって、該ペプチドがＬＬ－３６（配列番号２）またはＬＬ－３７（配列番号１）
から選択されることを特徴とする前記使用。
【請求項２】
　ペプチドが、ＬＬ－３７（配列番号１）である請求項１に記載の使用。
【請求項３】
　ペプチドが、製薬上許容できる塩の形態である請求項１または２に記載の使用。
【請求項４】
　ペプチドが、酢酸塩の形態である請求項３に記載のペプチドの使用。
【請求項５】
　ペプチドが、エステルまたはアミドである請求項１または２に記載のペプチドの使用。
【請求項６】
　創傷が、慢性潰瘍である請求項１～５のいずれか一項に記載のペプチドの使用。
【請求項７】
　創傷が、外傷またはやけどによるものである請求項１～５のいずれか一項に記載のペプ
チドの使用。
【請求項８】
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　創傷治療用の包帯剤であって、ＬＬ－３７（配列番号１）のＮ末端フラグメントの少な
くとも２５個のアミノ酸の配列を含むペプチドを含有し、該ペプチドがＬＬ－３６（配列
番号２）またはＬＬ－３７（配列番号１）から選択されることを特徴とする包帯剤。
【請求項９】
　ペプチドが、ＬＬ－３７（配列番号１）である請求項８に記載の包帯剤。
【請求項１０】
　ペプチドが、製薬上許容できる塩の形態である請求項８または９に記載の包帯剤。
【請求項１１】
　ペプチドが、酢酸塩の形態である請求項１０に記載の包帯剤。
【請求項１２】
　ペプチドが、エステルまたはアミドである請求項８または９に記載の包帯剤。
【請求項１３】
　創傷が、慢性潰瘍である請求項８～１２のいずれか一項に記載の包帯剤。
【請求項１４】
　創傷が、外傷またはやけどによるものである請求項８～１２のいずれか一項に記載のペ
プチドの包帯剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ペプチドＬＬ－３７およびＮ末端フラグメント、ならびに、それらの機能的
な誘導体（前記ペプチドは、細胞増殖、上皮の修復、および、創傷治癒に用いることがで
きる）に関し、前記ペプチドの１またはそれ以上を含む医薬組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　上皮は、宿主と、有害な可能性のある環境との間の最初のバリアを構成しており、それ
ゆえに、この境界の防御は、生命の維持に必要である。創傷は、破壊されたバリアを示し
、直ちに、即座にバリアの完全な状態を復元させるための一連の厳密に組織化された現象
を稼動させる。緊急事態における創傷の閉鎖は、高等な生物では、下等の種で観察される
時間がかかる組織の完全な再生プロセスから分岐して進化している。臨床医学において、
年齢が高まるにつれて観察される「正常な」治癒の相対的な遅れから、病理学的に非治癒
性潰瘍までに及ぶ創傷治癒の欠陥は、主要な難問の一つである。
【０００３】
　慢性潰瘍は、主要な臨床上の問題を構成しており、ここ数十年にわたり我々の病理学的
な創傷プロセスに対する理解が高まっているにもかかわらず、ほんのわずかな治療的な改
善しか達成されていない。異なる臨床条件においては全く別の病因が潰瘍形成の発達の基
礎となる可能性があるが、理由が何であれ、非治癒性潰瘍は、上皮の移動、増殖、および
、バリアの欠陥を閉じることが不可能なことを特徴とする。慢性的な皮膚の潰瘍の最も一
般的なタイプは、静脈不全による脚の潰瘍である。これらの患者は、末梢静脈の浮腫を発
症させ、続いて皮膚の潰瘍を形成させるが、それに反して、動脈の循環系は無傷のままで
ある。動脈硬化性の不全による脚および足の潰瘍は、あまり一般的ではない。
【０００４】
　加えて、皮膚の潰瘍は、壊疽性膿皮症や血管炎のような免疫疾患に関連して発症する。
現在の治療には、長期的な全身免疫抑制が含まれるが、常に有効とは限らない。口腔、生
殖器および胃腸の粘膜における上皮の欠陥および潰瘍が一般的であり、多大な苦痛を引き
起こす。例えばアフタやびらん性の苔癬における根本的な病気のメカニズムは常に明白と
は限らず、その治療は不十分である。
【０００５】
　従来の創傷のケアは、壊死性残屑を機械的または酵素的に除去することを含み、それに
より、肉芽組織を形成させることができる。細菌が大量に定着した創傷は、侵襲性の感染
を予防するために防腐的処置を必要とする場合がある。ヨウ素、クロルヘキシジン、過酸
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化水素、銀および抗生物質のような多数の局所的な抗菌剤が用いられているが、これらの
物質のマトリックスと新生表皮への毒性作用の危険を考慮しなければならない。創傷から
壊死性の組織が取り除かれると、肉芽組織の形成を促進するために包帯剤が使用されるべ
きである。多種多様なこのような包帯剤が利用可能であり、多数の動物実験や臨床試験に
より創傷治癒に対するそれらの有益な作用が実証されている。
【０００６】
　創傷の一部が治療耐性であるため、さらなる治療が必要である。ここ十年間で、創傷の
修復を促進する成長因子の使用可能性に多大な焦点があてられてきた。成長因子とは、細
胞の移動、増殖、血管新生、および、細胞外マトリックスのデノボ合成などの組織の修復
に重要な細胞性プロセスをコントロールする分子である。このような成長因子の有益な作
用は、多種多様な試験で示唆されてきた（Ｓｃｈａｒｆｆｅｔｔｅｒ－Ｋｏｃｈａｎｅｋ
等，Ｂａｓｉｃ　Ｒｅｓ　Ｃａｒｄｉｏｌ　９３：１～３，１９９９年）。しかしながら
、これまで、慢性潰瘍の成長因子での治療は、臨床実践において極めて残念な結果しか示
していない。今のところ、米国と、スウェーデンを除く欧州で認可されているベカプレル
ミン（Ｒｅｇｒａｎｅｘ(R)）が、特に糖尿病性の足の潰瘍で使用できる唯一の成長因子
である。慢性潰瘍の治療における成長因子の臨床上の失敗の理由は、運搬の問題と、迅速
な分解に関連すると考えられている。
【０００７】
　それと同時に、バイオ工学処理されたヒトの皮膚に相当するものに、自己由来で同種異
系の材料を用いた、組織の治療法が開発されてきた。培養された上皮性ケラチノサイトは
、例えばやけどを負った患者の広範囲の損傷皮膚を被覆するための機能化された治療の構
成要素であるが、高価で、時間がかかり、さらに、実験施設が必要である。皮膚の基質を
提供するために、無細胞のヒトの死体やウシのコラーゲン（細胞含有または非含有）のよ
うな複数の戦略が用いられている。利用可能ないずれの方法も、病気が伝染する可能性や
コスト高のようなかなりの難点があり、基礎的な創傷のケアについてほとんど研究されな
かった。
【０００８】
　抗菌ペプチドは、先天性免疫系のエフェクター分子であり、有害な可能性のある微生物
に対して、宿主を保護するのに役立つ。それらは、進化過程で保存されており、自然界で
広く普及している。これまで、ヒトではほんの数種が同定されており、そのなかでも、デ
フェンシン、および、ヒトカテリシジン（ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ）抗菌ペプチドｈＣ
ＡＰ１８が、上皮の保護に関与していた（Ｓｅｌｓｔｅｄ等，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　
２５８：１４４８５～１４４８９，１９８３年）。
【０００９】
　ＷＯ９６／０８５０８は、ヒトポリペプチドのＦＡＬＬ－３９に関し、前記ペプチドを
含み、細菌に対する抗菌活性を有する医薬組成物に関する。このペプチドは、最初の４個
のアミノ酸残基にちなんでＦＡＬＬ－３９と命名されており、３９個のアミノ酸と、前駆
タンパク質のＣ末端部分とからなり、これは、３つの別個のグループによって同時期に同
定された（Ｃｏｗｌａｎｄ等，ＦＥＢＳ，１９９５年；Ａｇｅｒｂｅｒｔｈ等，Ｐｒｏｃ
　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１９９５年；Ｌａｒｒｉｃｋ等，ＦＥＢＳ　Ｌ
ｅｔｔｅｒｓ　１９９６年）。このペプチドは、グラム陽性とグラム陰性細菌のどちらに
も効力のある抗菌活性を有することが示されている。Ｃ末端ペプチドをさらに特徴付け、
最初の２個（ＦＡ）が除かれた３７個のアミノ酸からなるより短い配列が示され、それに
より、ＬＬ－３７が得られたが、これが容認された現在の呼称である（Ｇｕｄｍｕｎｄｓ
ｓｏｎ等，Ｅｕｒ　Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　２３８：３２５～３３２，１９９６年）。
【００１０】
　上記の前駆タンパク質は、ｈＣＡＰ１８（ヒト陽イオン性抗菌タンパク質）と命名され
、カテリン（ｃａｔｈｅｌｉｎ）からなるカテリシジンファミリータンパク質のメンバー
であり、このタンパク質は、進化過程で保存されており、様々な種においてＣ末端部分は
可変的である。ヒトにおいて、ｈＣＡＰ１８は、このタンパク質ファミリーの唯一のメン
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バーであるが、それに反して、その他の種では（例えばマウスおよびブタ）、数種のメン
バーが存在する。Ｃ末端ペプチドＬＬ－３７は、細胞外で機能すると考えられており、前
駆タンパク質の細胞内の切断の証拠はない。ｈＣＡＰ１８／ＬＬ－３７は、白血球、およ
び、バリア器官（例えば皮膚、粘膜、呼吸上皮および生殖器官）に存在する。ｈＣＡＰ１
８／ＬＬ－３７が、バリア上皮に局在していることは、このペプチドの局所感染と全身性
の微生物の侵入の予防における保護の役割と一致しているようである。ＬＬ－３７は、両
親媒性であり得る、言い換えれば、両親媒性のαヘリックスコンフォメーションをとるこ
とができるシステイン非含有ペプチドとして説明されている。実験で示されているように
、このようなペプチドの、グラム陽性細菌および真菌に対する抗菌作用には、安定化され
た両親媒性αヘリックス構造と組合わされた高い陽イオン性が必要のようである（Ｇｉａ
ｎｇａｓｐｅｒｏ等，Ｅｕｒ　Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　２６８：５５８９～５６００，２０
０１年）。両親媒性とαヘリックス構造は、グラム陰性菌の殺菌にはそれほど重要ではな
いようである。炎症に関しては、ｈＣＡＰ１８／ＬＬ－３７は、皮膚の上皮で（Ｆｒｏｈ
ｒｎ等，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｂｅｍ　２７２：１５２５８～１５２６３，１９９７年）、お
よび、粘膜で（Ｆｒｏｈｍ　Ｎｉｌｓｓｏｎ等，Ｉｎｆｅｃｔ　Ｉｍｍｕｎ　６７：２５
６１～２５６６，１９９９年）アップレギュレートされる。
【００１１】
　Ｄｏｒｓｃｈｎｅｒ等，Ｊ　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ　１１７：９１～９７，
２００１年によれば、切開後のヒトとマウスの皮膚において、カテリシジンの発現が増加
したこと、および、マウスの相同なカテリシジン遺伝子が欠失していると、このようなマ
ウスにおいて、Ａ群連鎖球菌属の侵入に対して防御できなかったことが実証されている。
【００１２】
　ＷＯ９６／０９３２２（Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ）においては、抗菌ペプチドＰＲ－３９は、シンデカン－１、および
、－４誘導活性を有するため、同時に、感染を減少させることができ、そして、シンデュ
ーシン（ｓｙｎｄｕｃｉｎ）として、成長因子、マトリックス成分、および、その他の組
織の修復に関与する細胞性エフェクターの作用に影響を与えることができることが開示さ
れている。シンデューシンは、慣用のリポソームのような製薬用キャリアーに含ませて投
与することができる。
【００１３】
　東レ（Ｔｏｒａｙ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．）のＥＰ０９３５９６５　Ａ１は
、活性物質としてブタペプチドＰＲ－３９のような抗菌性ペプチドを含む抗ピロリ薬につ
いて言及している。ラットにおいて、ＰＲ－３９の外的な投与はヘリコバクター・ピロリ
（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）に対する抗菌活性があり、胃潰瘍の治癒を
促進すると結論付けられている。ＦＡＬＬ３９は、カテリンファミリーのメンバーの一つ
として述べられている。
【００１４】
　ヘリックス・バイオメディックス社（Ｈｅｌｉｘ　Ｂｉｏｍｅｄｉｘ，Ｉｎｃ．）のＵ
Ｓ６,２５５,２８２では、異なる既知の溶解性ペプチドと構造的および機能的な特性を共
有する新規の合成溶解性ペプチドが開示されている。特に、１８～約４０個のアミノ酸か
らなり、αヘリックスコンフォメーションを有するペプチドが、説明されている。しかし
ながら、溶解性カテリシジンペプチドは述べられていない。
【００１５】
　同時期に、Ｆｒｏｈｍ　Ｎｉｌｓｓｏｎ，Ｔｈｅｓｉｓ，Ｋａｒｏｌｉｎｓｋａ　Ｉｎ
ｓｔｉｔｕｔｅｔ，Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ　２００１年は、創傷を受けたヒト皮膚において
、ヒトカテリシジン抗菌タンパク質のｈＣＡＰ１８は、生理学的に治癒される際に、高い
レベルで、活性Ｃ末端ペプチドのＬＬ－３７の放出とともに誘導されるが、慢性的な非治
癒性潰瘍では誘導されないことを実証した。ｈＣＡＰ１８は、正常な創傷治癒の際の創床
および上皮において検出されたが、慢性的な脚の潰瘍においては、上皮では検出されず、
創床および間質においてのみ検出された。慢性潰瘍の上皮においてｈＣＡＰ１８レベルが



(5) JP 4750690 B2 2011.8.17

10

20

30

40

50

低いことと、それらが存在しないことが、治癒の欠陥の原因となることが推測されている
。
【００１６】
　Ｚａｓｌｏｆｆ，Ｎａｔｕｒｅ　４１５：３８９～３９５，２００２年では、抗菌性ペ
プチドの総論において、前記ペプチドについて実証された抗感染薬としての多様な用途を
考察しており、医薬開発における抗菌性ペプチドが説明されている。
【００１７】
　Ｂａｌｓ等のＥＰ１３５８８８８Ａ１（公開日２００３年１１月５日）は、血流の減少
および動脈硬化症によって生じる病気の予防または治療のための、および、動脈血液の供
給の減少による創傷の治療のための、ペプチドＬＬ－３７の使用に関する。ＬＬ－３７の
、新しい血管の形成を誘導し、内皮細胞の増殖を刺激する能力が示されている。本発明は
もっぱら、血管新生作用に関するものであり、上皮への言及はない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　抗菌性ペプチド、特にＬＬ－３７の治療的な使用は示唆されていたが、このことは、こ
れまで実現されていなかった。ペプチドが高濃度だと、ＬＬ－３７は細胞毒性作用を発揮
する。しかしながら、ＬＬ－３７が発揮する可能性のある細胞毒性作用は血清の存在下で
阻害されるが、血清を含む医薬製剤は、病気が伝染する危険、限定された入手性、および
、コスト高であるため、避けるべきである。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　ヒト抗菌性ペプチドｈＣＡＰ１８は、皮膚の上皮で、外傷に対する正常な応答としてア
ップレギュレートされる。しかしながら、慢性的な非治癒性脚の潰瘍においては、低いレ
ベルのｈＣＡＰ１８しか発見されなかった。特に、慢性的な脚の潰瘍において、ｈＣＡＰ
１８、および、ＬＬ－３７は、上皮にはまったく存在しなかったが、創床および間質にお
ける炎症性の浸潤には存在していた。今回、我々は、ｈＣＡＰ１８は、器官培養された皮
膚の創傷の再上皮化の際に誘導されたこと、および、この再上皮化は、ＬＬ－３７に対す
る抗体によって、濃度依存性の様式で阻害されたことを示した。これらの発見は、ＬＬ－
３７は、創傷を閉じることにおいて重要な役割を果たし、成長因子として機能することを
示唆している。本発明は、インビボで生産された天然ＬＬ－３７の損失を補填するための
、ＬＬ－３７の使用、または、ＬＬ－３７から得られた新規の合成ペプチドもしくはそれ
らの機能的な誘導体に関する。
【００２０】
　また、ｈＣＡＰ１８のアップレギュレーション、および／または、ＬＬ－３７ペプチド
の添加によって、正常な上皮および間質細胞の増殖が刺激されることも示されており、こ
れは、正常な創傷治癒および上皮再生も増強することができることを示す。
【００２１】
　また、特定の脂質を含む組成物中では、ＬＬ－３７の細胞毒性が減少し得ることも発見
された。
【００２２】
　図面の説明
　図１は、１８ｋＤａのｈＣＡＰ１８タンパク質の概略図であり、これは、シグナルペプ
チド（Ｓ．Ｐ．）、保存されたカテリン部分、および、抗菌性ペプチドＬＬ－３７からな
り、インビボで酵素的に切り出される。
　図２は、カテリシジンタンパク質ファミリーの概略図であり、様々な種におけるＣ末端
ペプチドの多様性を図説している。
　図３Ａ、３Ｂおよび３Ｃは、ｈＣＡＰ１８のトランスジェニック発現に用いられる、ｈ
ＣＡＰ１８のコード配列を含むｐＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰベクターのｃＤＮＡ配列を示す。
【００２３】
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　発明の説明
　本発明は、ＬＬ－３７のＮ末端フラグメントの少なくとも２０個のアミノ酸の配列を有
するペプチド（ただしＬＬ－３７は除く）、ならびに、製薬上許容できる塩、およびそれ
らの誘導体を意味する。ＬＬ－３７は、以下の配列番号１のアミノ酸配列を有する：
　Ｈ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－Ｌｙｓ－Ｓｅｒ－Ｌ
ｙｓ－Ｇｌｕ－Ｌｙｓ－Ｉｌｅ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－Ｉ
ｌｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ｌｙｓ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｅｕ－Ａｒｇ－Ａ
ｓｎ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ｔｈｒ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－ＯＨ。
【００２４】
　ＬＬ－３７のＮ末端配列とは、アミノ酸残基番号１のロイシン（Ｌｅｕ）で始まる配列
を意味する。
【００２５】
　製薬上許容できる塩は、例えば、対イオンとして、酢酸塩、炭酸塩、リン酸塩、硫酸塩
、トリフルオロ酢酸塩、および、塩化物を含む。好ましい塩は、酢酸塩である。製薬上許
容できる誘導体の例としては、エステルおよびアミドが挙げられる。
【００２６】
　本発明のペプチドは、４０個以下のアミノ酸からなるアミノ酸鎖を有するべきである。
本発明は、Ｃ末端に１～３個のアミノ酸が付加されたＬＬ－３７の配列を有するペプチド
に関する。Ａｌａ、Ａｒｇ、Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｃｙｓ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｈｉｓ
、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｌｙｓ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ
、Ｖａｌ、およびそれらの誘導体から選択されるいずれかのアミノ酸を付加することがで
きる。３８個のアミノ酸を有するペプチドの例の、ＬＬ－３８（配列番号１９）は、Ｃ末
端にセリンが付加されたＬＬ－３７の配列を有する。
【００２７】
　本発明は特に、少なくとも２０個のアミノ酸からなる配列を有するペプチドに関し、Ｌ
Ｌ－３６、ＬＬ－３５、ＬＬ－３４、ＬＬ－３３、ＬＬ－３２、ＬＬ－３１、ＬＬ－３０
、ＬＬ－２９、ＬＬ－２８、ＬＬ－２７、ＬＬ－２６、ＬＬ－２５、ＬＬ－２４、ＬＬ－
２３、ＬＬ－２２、ＬＬ－２１、および、ＬＬ－２０（それぞれ、配列番号２、配列番号
３、配列番号４、配列番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列
番号１０、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番号１４、配列番号１５、
配列番号１６、配列番号１７、および、配列番号１８の配列を有する）からなる群より選
択される。
【００２８】
　好ましいペプチドは、ＬＬ－３６、ＬＬ－３５、ＬＬ－３４、ＬＬ－３３、ＬＬ－３２
、ＬＬ－３１、ＬＬ－３０、ＬＬ－２９、ＬＬ－２８、ＬＬ－２７、ＬＬ－２６、および
、ＬＬ－２５からなる群より選択される。
【００２９】
　本発明のペプチドのアミノ酸配列を以下の表に示す。
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【表１】

【００３０】
　新規のペプチドは、細胞増殖、上皮再生、通常の、または慢性的な創傷の治癒のための
医薬品として、および、抗菌剤として用いることができる。
【００３１】
　新規のペプチドは、生理学的な条件下でαヘリックス構造を形成する可能性を有すると
考えられている。
【００３２】
　その他の局面によれば、本発明は、上皮再生、ならびに、創傷のある上皮および間質の
治癒のための医薬品を製造するための、
ａ）配列番号１；
ｂ）配列番号１のＮ末端フラグメントの少なくとも２０個のアミノ酸を含む配列；
からなる群より選択されるアミノ酸配列を有するペプチド、および、製薬上許容できる塩
またはそれらの誘導体の使用（前記ペプチドは、非溶解性のメカニズムによって、上皮お
よび／または間質細胞の増殖を増強する）を意味する。
【００３３】
　本発明は特に、塩、好ましくは酢酸塩の形態の、配列番号１のアミノ酸配列を有するペ
プチドＬＬ－３７の使用に関する。
【００３４】
　本発明はまた、上述のＬＬ－２０～ＬＬ－３６からなる群より選択されるペプチドの使
用に関する。
【００３５】
　ＬＬ－３７、ならびに、ＬＬ－２５～ＬＬ－３６は、一次構造における陽イオン性のア
ミノ酸残基であるリシンおよびアルギニンのために、中性のｐＨで正味の正電荷（＋５～
＋７）を有する。特に、ＬＬ－３４、および、ＬＬ－３５は、正味の正電荷７を有する。
その他のアミノ酸残基は、非極性／疎水性のもの、または、極性で中性のもの、または、
わずかに極性で負電荷を有し、それによりペプチド分子全体が両親媒性になっているもの
が挙げられる。このタイプのペプチドは、負電荷を有するリン脂質の微生物の細胞壁と静
電的に相互作用し、疎水性面が二重層へ挿入される。疎水性および／または電荷のいずれ
かの減少は、ペプチドの抗菌作用を減少させる。本ペプチドが宿主細胞に対して発揮する
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細胞毒性作用（しばしば溶血活性として評価される）は、それらの抗菌作用と関連してい
ることを示す（Ｃｈｅｎ等，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ　２３６：４６２～４６６，１９８８年
）。これは、様々な研究により、その他の両親媒性αヘリックス抗菌性ペプチドにも当て
はまることが確認されている。
【００３６】
　ウサギのＣＡＰ１８の長さ３７個のアミノ酸を有するＣ末端ペプチド（Ｃａｐ１８106

～142）の研究により、広範なスペクトル抗菌活性は、高い塩基性の２０個の残基からな
るＮ末端配列では保持されるが、Ｎ末端がトランケーションされている場合は保持されな
いことが示される（Ｌａｒｒｉｃｋ等，Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍ
ｏｔｈｅｒ　３７：２５３４～２５３９，１９９３年）。
【００３７】
　ＬＬ－３７、および、新規のペプチドＬＬ－２０～ＬＬ－３６は、自動ペプチドシンセ
サイザー、および、標準的なペプチド合成方法を用いて合成することができる。
【００３８】
　本発明は特に、慢性潰瘍の治療のための医薬品を製造するための、ＬＬ－３７ペプチド
、または、ペプチドＬＬ－２０～ＬＬ－３６のいずれかの使用に関する。前記慢性潰瘍は
、静脈不全、例えば脚の潰瘍、代謝機能障害、例えば糖尿病、または、免疫学的な病気、
例えば血管炎および壊疽性膿皮症が原因で起こり得る。本発明のペプチドはまた、外傷ま
たはやけどによる創傷の治療に用いることもできる。説明されているペプチドは、特に、
上皮組織の再生に用いることができ、そして、微細な皮膚の擦過傷（ｍｉｃｒｏｄｅｒｍ
ａｂｒａｓｉｏｎ）後の上皮の再生を増強するのに用いることができる。
【００３９】
　細胞に対して毒性であることに加えて、創傷環境においてＬＬ－３７は速やかに分解さ
れる。近年、セリンプロテイナーゼ３が、ｈＣＡＰ１８の細胞外切断に関与することが示
された（Ｓφｒｅｎｓｅｎ等，Ｂｌｏｏｄ　９７：３９５１～３９５９，２００１年）。
【００４０】
　ペプチドの分解を予防するために、さらに、固有の細胞毒性を減少させるために、本ペ
プチドを、極性脂質キャリアーと共に製剤化することができる。前記製剤は、本ペプチド
の創傷への投与を容易にするであろうし、加えて、投与の後に本ペプチドの持続性の放出
を提供する。本ペプチドの安定性は、インビボでもインビトロでも改良される。
【００４１】
　従って、本発明のその他の目的は、二重層を形成する極性脂質と水溶液とからなるキャ
リアーと組合わせて、製薬上許容できる塩の形態の抗菌性カテリシジンペプチド、または
、それらの誘導体を含む医薬組成物である。
【００４２】
　本カテリシジンペプチドは、ヒトのＬＬ－３７に加えて、異なる動物種から誘導されう
るもので、例えば、ヒツジ由来のＳＣ５、ウシ由来のＢａｃ５、ブタ由来のＰＲ－３９、
マウス由来のＣＲＡＭＰ、および、ウサギ由来のｐ１５が挙げられる（図２を参照）。
【００４３】
　通常、二重層とは、水中において極性脂質が層状に配置されることを意味する。アシル
鎖が内部の疎水性部分を形成し、極性ヘッド基が二重層の親水性部分を形成する。このよ
うな極性二重層を形成する脂質の例としては、天然または合成の源のいずれでもよく、ホ
スファチジルコリン、ホスファチジルグリセロール、ジガラクトシル－ジアシルグリセロ
ール、スフィンゴミエリンなどが挙げられる。水のような極性溶媒中での前記極性脂質の
濃度に応じて、リポソーム、または、層状になった結晶性の液体の粘性ゲルが形成され得
る。
【００４４】
　本医薬組成物は特に、二重層を形成する極性脂質と水溶液とからなるキャリアーと組合
わされた、製薬上許容できる塩の形態の、
ａ）配列番号１；
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ｂ）配列番号１のＮ末端フラグメントの少なくとも２０個のアミノ酸を含む配列、
からなる群より選択されるアミノ酸配列を有するペプチド、または、それらの誘導体を含
む。
【００４５】
　本ペプチドとともに混合または製剤化される、好ましい二重層を形成する極性脂質とし
ては、中性の電荷を有するものが挙げられる。ジガラクトシル－ジアシルグリセロール、
および、その他のグリコリピド、例えばグリコシルセラミドが特に有用であり、これらは
天然または合成のいずれでもよく、その中の非イオン性の炭水化物成分が、極性ヘッド基
を構成する。生理学的な条件下で両性イオン性であり、中性の極性脂質も、あまり好まし
くはないが、なお有用であり、例えばホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノール
アミン、および、スフィンゴミエリンが挙げられる。負電荷を有する極性脂質は、正電荷
を有するペプチドと強固な複合体を形成するため最も好ましくない。
【００４６】
　本発明によれば、前記二重層を形成する極性脂質キャリアーは、好ましくは、リン脂質
、ガラクトリピドおよびスフィンゴ脂質からなる群より選択される。
【００４７】
　特に好ましい二重層を形成する極性脂質は、ジガラクトシルジアシル－グリセロール、
または、ジガラクトシルジアシルグリセロール高含有の極性脂質の混合物であり、なぜな
ら、このクラスの極性脂質は、極めて優れた皮膚耐性（ｃｕｔａｎｅｏｕｓ　ｔｏｌｅｒ
ａｂｉｌｉｔｙ）を有するためである。ジガラクトシルジアシルグリセロールは、グリコ
リピドファミリーに属する脂質クラスであり、植物の細胞膜の成分としてよく知られてい
る。最も豊富なクラスの一つは、２つのガラクトース単位を含むものであり、これらの一
般的にを用いられる学術名および略称は、ジガラクトシルジアシルグリセロール（ＤＧＤ
Ｇ）であり、時にはガラクトリピドとも呼ばれる。ガラクトリピド、主としてＤＧＤＧお
よびＤＧＤＧ高含有材料が調査されており、食品、化粧品および医薬製品のような工業的
用途において興味深い界面活性材料であることがわかった。ＷＯ９５／２０９４４では、
医薬、栄養および化粧品用途のための、極性溶媒において二重層を形成する材料として、
ＤＧＤＧ高含有材料である「ガラクトリピド材料」の使用が説明されている。この出願に
おいて、一般的なペプチドおよびタンパク質と組合わせたガラクトリピドの使用は、開示
されておらず、特に本発明のペプチドと組合わせたガラクトリピドの使用も開示されてい
ない。
【００４８】
　好ましい局面によれば、本発明は、前記二重層を形成する極性脂質キャリアーが、ジガ
ラクトシルジアシルグリセロール高含有の極性脂質混合物である医薬組成物に関する。
【００４９】
　本発明のその他の好ましい局面は、前記ペプチドが、酢酸塩の形態である医薬組成物で
ある。好ましいペプチドは、酢酸塩の形態のＬＬ－３７である。特に好ましくは、ＬＬ－
３７の酢酸塩と、二重層を形成する脂質キャリアーとしてＣＰＬ－ガラクトリピドの組合
わせを含む医薬組成物である。ＣＰＬ－ガラクトリピドは、商標であり、ガラクトリピド
フラクションが、５０～７０重量％のジガラクトシルジアシルグリセロールと、３０～５
０％のまたはその他の極性脂質とからなる。
【００５０】
　本医薬組成物中の塩の形態の本ペプチドと、ガラクトリピドキャリアーとの割合は、好
ましくは、重量比で１：５～１：５０、特に１：１０～１：２５である。
【００５１】
　二重層を形成する脂質に加えて、キャリアーはまた、水溶液も含む。水溶液とは、ｐＨ
、イオン強度、等張性などに関して生理学的に、または製薬上許容できる特性を有する溶
液を意味する。例えば、水およびその他の生体適合性の溶媒の等張溶液、生理食塩水およ
びグルコース溶液のような水溶液、ならびに、ヒドロゲル形成材料が挙げられる。このよ
うな水溶液は、緩衝化されていてもよく、例えばリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）である
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。
【００５２】
　加えて、本医薬組成物は、製薬上許容できる添加剤、例えば組成物中で微生物の成長を
予防するための保存剤、抗酸化剤、等張剤、着色剤などを含んでもよい。水性懸濁液にお
いて、本組成物は、懸濁化剤および安定化剤と組み合わせてもよい。
【００５３】
　本組成物のコロイド状の性質により、最終的な滅菌ろ過工程を用いることによって本組
成物を無菌的に製造することができる。
【００５４】
　ゲルを形成するために、本ペプチドは、好ましくは、ヒドロゲル形成材料を用いて製剤
化することができる。ヒドロゲル形成材料の例としては、合成ポリマー、例えばポリビニ
ルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリアクリル酸、ポリエチレングリコール、ポロ
キサマーブロックコポリマーなど；半合成ポリマー、例えばセルロースエーテルであり、
セルロースエーテルとしては、例えばカルボキシメチルセルロース、ヒドロキシエチルセ
ルロース、ヒドロキシ－プロピルセルロース、メチルセルロース、メチルヒドロキシプロ
ピルセルロース、および、エチルヒドロキシ－エチルセルロースなど；天然ゴム、例えば
アラビアゴム、カラゲナン、キトサン、ペクチン、スターチ、キサンタンガムなどが挙げ
られる。
【００５５】
　粘膜付着性のヒドロゲルを使用することが有利である。その観点において、ヒアルロン
酸、および、それらの誘導体、カルボマーおよびポリカルボフィルタイプの架橋ポリアク
リル酸、容易にゲルを形成するポリマーを使用することが、特に有用であり、これらは、
粘膜に強く付着することがわかっている。
【００５６】
　また、ポロキサマータイプのブロックコポリマー、すなわち、ポリエチレングリコール
と、ポリプロピレングリコールブロックとからなるポリマーを使用することも有利である
。水に分散された特定のポロキサマーは熱可逆性である：室温では、それらは低い粘性を
有するが、温度を上げると著しい粘度増加を示し、体温ではゲル形成が起こる。それによ
って、投与された医薬製剤と比較的温かい創傷との接触時間を延長することができ、従っ
て、包含されたペプチドの効能を改良することができる。
【００５７】
　本発明の医薬組成物を、局所用または経腸用に、すなわち口腔内、頬内、舌下、粘膜、
鼻、気管支、直腸、および、膣への投与用に製剤化することができる。
【００５８】
　局所投与用の医薬組成物の非限定的なの例は、溶液、スプレー、懸濁液、乳濁液、ゲル
、および、メンブレンである。必要に応じて、本医薬組成物が付与された包帯剤またはバ
ンドエイドまたはギプスを用いることができる。経腸投与用には、錠剤、カプセル、溶液
または懸濁液を用いることができる。
【００５９】
　その他の局面によれば、本発明は、インビトロでの非溶解性のメカニズムによる上皮お
よび／または間質細胞の増殖のための、製薬上許容できる塩の形態の、
ａ）配列番号１；
ｂ）配列番号１のＮ末端フラグメントの少なくとも２０個のアミノ酸を含む配列、
からなる群より選択されるアミノ酸配列を有するペプチド、または、それらの誘導体の使
用に関する。
【００６０】
　前記増殖は、特に、ヒトの自己由来の上皮および間質細胞のインビトロでの増殖に用い
ることができる。
【００６１】
　本発明はまた、真核細胞（例えば上皮および／または間質細胞）を培養するための増殖
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培地に関し、該増殖培地は、基礎培地と組合わされた、ＬＬ－３７または上述のペプチド
を含む。血清のような細胞毒性を減少させる物質を加えてもよい。アポリポプロテインＡ
－１（アポＡ－１）は、ヒトの血漿において主要なＬＬ－３７結合タンパク質であること
がわかっており、ＬＬ－３７のスカベンジャーとして作用し（Ｗａｎｇ等，Ｊ　Ｂｉｏｌ
　Ｃｈｅｍ　２７３：３３１１５～３３１１８，１９９８年；Ｓφｒｅｎｓｅｎ等，Ｊ　
Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７４：２２４４５～２２４５１，１９９９年）、カテリシジンペ
プチドの調節に関与するメカニズムであることを示している。細胞毒性を減少させる物質
はまた、二重層を形成する極性脂質であってもよく、例えば、上述したような、リン脂質
、ガラクトリピドおよびスフィンゴ脂質からなる群より選択される脂質が挙げられる。
【００６２】
　本発明の増殖培地の基礎培地は、再蒸留水と、以下の多数の原料をベースとする：無機
塩、フェノールレッド、グルコース、チミジン、ヒポキサンチン（ｈｙｐｏｘａｎｔｈｉ
ｎｉｎｅ）、ＨＥＰＥＳ、ピルビン酸ナトリウム、アミノプテリン、アミノ酸およびビタ
ミン。例えばケラチノサイトのような上皮細胞をインビトロで培養するためには、増殖培
地は、基礎培地と、ａ）塩溶液中のＬＬ－３７ペプチド、ｂ）ペニシリン＋ストレプトマ
イシン、ｃ）インスリン、ｄ）トランスフェリン、ｅ）トリヨードチロシン（ｔｒｉｉｏ
ｄｏｔｙｒｏｎｉｎｅ）、ｆ）ヒドロコルチゾン、ｇ）コレラ毒素、および、選択された
細胞毒性を減少させる物質（例えば血清または極性脂質）を含む成長を促進するキットか
らなるものでもよい。例えば線維芽細胞のような間質細胞をインビトロで培養するために
は、増殖培地は、基礎培地と、ａ）塩溶液中のＬＬ－３７ペプチド、ｂ）ペニシリン＋ス
トレプトマイシン、および、選択された細胞毒性を減少させる物質（例えば血清または極
性脂質）を含む成長を促進するキットからなるものでもよい。
【００６３】
　本発明のその他の目的は、インビボでの細胞移植のために、インビトロでのヒトの自己
由来の上皮および間質細胞の増殖を増強する方法であり、本方法では、健康な皮膚の切片
から細胞を単離し、インビトロで前記単離された細胞を本発明に係る増殖培地で培養し、
続いて培養された細胞を回収し、創傷（例えば熱傷および潰瘍）の治療に用いられる。
【００６４】
　本発明はまた、成長を促進するキットに関し、本キットは、ＬＬ－３７ペプチドまたは
上述のペプチド、および、細胞毒性を減少させる二重層を形成する極性脂質を含み、場合
により抗生物質、基礎培地、およびその他の慣用の添加剤と組合わせられ、別個の容器中
に入れられる。
【００６５】
　さらにその他の局面によれば、本発明は、潰瘍およびやけどの細胞移植のための、全長
ｈＣＡＰ１８のｃＤＮＡコンストラクトの、自己由来のヒトのケラチノサイトへのトラン
スフェクトに関する。上記ｃＤＮＡコンストラクトは、スイッチメカニズムによりｈＣＡ
Ｐ１８遺伝子発現が調節されるように設計される（Ｒｅｓｎｉｔｚｋｙ等，Ｍｏｌ　Ｃｅ
ｌｌ　Ｂｉｏｌ　１４：１６６９～１６７９，１９９４年）。自己由来のヒトのケラチノ
サイトは、患者から摘出された健康な皮膚片から得られる。ケラチノサイトは、上述した
ように、単離し、細胞培養で増殖させる。上記ｃＤＮＡコンストラクトは、ケラチノサイ
トへトランスフェクトされる。トランスフェクトされたケラチノサイトは、インビトロで
さらに増殖され、患者に戻される。
【００６６】
　本発明は特に、上皮および／または間質細胞のトランスフェクトのための配列番号２０
の配列を有するｈＣＡＰ１８の完全なｃＤＮＡ配列を含む遺伝子コンストラクトの使用に
関し、これにより、前記細胞の増殖を増強することができる。
【実施例】
【００６７】
　実施例１．合成ペプチドの製造
　９－フルオレニルメトキシカルボニル／ｔｅｒｔ－ブチル法を用いた固相合成に従って
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、ＬＬ－３７ペプチドを合成した。粗ペプチド（トリフルオロ酢酸塩として）を、ＨＰＬ
Ｃで精製し、最終的に凍結乾燥によって単離した（ロット９７１／２６，ポリペプチド・
ラボラトリーズＡ／Ｓ（ＰｏｌｙＰｅｐｔｉｄｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ａ／Ｓ）
製，Ｈｉｌｌｅｒｏｅｄ，デンマーク）。純度をＨＰＬＣを用いて、エリアを積分するこ
とによって測定し、９９％と決定した。マススペクトロメトリーを用いて分子量を解析し
たところ、理論値の４４９３ｇ／モル（遊離塩基として）に対応していた。アミノ酸組成
の解析によれば、各アミノ酸の相対量が、ＬＬ－３７に関する理論値と対応していたこと
が示された。アミノ酸解析結果からペプチド含量を計算したところ、７３％であることが
わり、その残りは対イオンと残留した溶媒であった。
【００６８】
　ＬＬ－３７の数個のバッチを合成し、以下の実施例２および５で用いられたＬＬ－３７
ペプチドは、酢酸塩の形態であった。
【００６９】
　同様にして、本ペプチドのＬＬ－３６と、ＬＬ－３８を酢酸塩の形態で合成した。
【００７０】
　以下の実施例と試験で用いられた様々なペプチドは以下の通りである。
【表２】

【００７１】
　実施例２．ＬＬ－３７ペプチドと脂質キャリアーの混合物を含む医薬組成物の製造
　以下の原料を用いて医薬組成物を製造した：
【表３】

【００７２】
　本ペプチドのＬＬ－３７（酢酸塩として）（ロット９９０／３７／Ａ）、および、脂質
キャリアーのＣＰＬ－ガラクトリピド（リコポア・ホールディングＡＢ（Ｌｉｐｏｃｏｒ
ｅ　Ｈｏｌｄｉｎｇ　ＡＢ）より入手，ジガラクトシル－ジアシルグリセロール高含有で
エンバクから製造された脂質材料）を、５０ｍｌガラスフラスコに量り入れた。この２種
の原料を穏かに混合し、次に、グリセロール溶液を加えた。この混合物を１２０分間強く
振盪し、次に、１時間放置した。得られた組成物は微細で、均一な分散液であった。これ
を使用まで冷却して保存した。
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【００７３】
　実施例３．ＬＬ-３７ペプチドと脂質キャリアーを含む水性混合物の製造
　ＬＬ-３７（トリフルオロ酢酸塩として）（ロット９７１／２６）と、極性を有する二
重層を形成する脂質キャリアーの混合物を、以下の原料（重量％）を用いて製造した。
【表４】

【００７４】
　ＣＰＬ－ガラクトリピド（リコポア・ホールディングＡＢより入手）は、クロマトグラ
フィーでエンバクから精製したガラクトリピドフラクションであり、Ｌｕｃａｓ　Ｍｅｙ
ｅｒ　ＧｍｂＨから入手したエピクロン（Ｅｐｉｋｕｒｏｎ）２００は、ダイズ由来のホ
スファチジルコリンであり、リコポア・ホールディングＡＢから入手したＣＰＬ－スフィ
ンゴミエリンは、ウシの乳からクロマトグラフィーで精製したスフィンゴミエリンである
。インビトロジェン社（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．）製のＤＭＥＭ（ダルベッコ
改変イーグル培地）は、無機塩、グルコース、フェノールレッド、アミノ酸およびビタミ
ンを含む水溶液である。
【００７５】
　本ペプチドのＬＬ－３７と脂質キャリアーを、ガラスフラスコに量り入れ、次に、ＤＭ
ＥＭを加えた。得られた分散液を、ハイドルフ・プロマックス（Ｈｅｉｄｏｌｐｈ　Ｐｒ
ｏｍａｘ）ミキサーを用いて、周波数２００／分で１．５時間強く振盪し、平衡化させ、
室温で約３時間静置した。次に、目視での評価を行い、以下の結果を得た：全てのサンプ
ルは、濁った分散液であり、サンプルＢ１、Ｂ２、Ｃ１、および、Ｃ２のいずれにおいて
も濁度の差はなかった。唯一観察された差は、サンプルＡ１とＡ２との間であった：前者
（ペプチド含有）は、後者（ペプチド非含有）に比べて顕著に濁りが少なかった。サンプ
ルＡ２は、順番にサンプルＢ１、Ｂ２、Ｃ１およびＣ２に比べて、わずかに濁りが少なか
った。これらの観察から、サンプルＡ１中の２種の成分間が強く相互作用し、それにより
、分散液において、ペプチド非含有サンプルＡ２と比較して、さらに残りの対応するサン
プルと比較しても、小さい平均粒度が生じることが示される。室温で保存して１日後に、
サンプルＡ１およびＡ２は変化せず、すなわち双方とも均質分散液のままであり、Ａ１の
濁度はＡ２より低く、それに反して、その他の４つのサンプルについては、ガラスフラス
コの底に大量の沈殿があった。
【００７６】
　３種のペプチドと極性脂質キャリアーの混合物は全て、例えば運搬システムや、細胞培
養における試験のような様々な目的に有用である；しかしながら、ペプチドとガラクトリ
ピドとの混合物の貯蔵寿命はその他のに比べてかなり長いため（沈殿なし）、前記混合物
が実際での使用に最も好ましい。
【００７７】
　実施例４．ＬＬ－３７ペプチドと脂質キャリアーの混合物を含む水性混合物の製造
　ＬＬ－３７（トリフルオロ酢酸塩として）（ロット９７１／２６）と、極性を有する二
重層を形成する脂質キャリアーのサンプルを、以下の原料（重量％）を用いて製造した：
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【表５】

【００７８】
　ＬＴＰリピッド・テクノロジーズ・プロバイダーＡＢ（ＬＴＰ　Ｌｉｐｉｄ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｐｒｏｖｉｄｅｒ　ＡＢ）製のＣＰＬ－ガラクトリピドは、エンバク
からクロマトグラフィーで精製したガラクトリピドフラクションである。用いられた様々
なリン脂質は、ダイズ由来のホスファチジルコリン（ＰＣ），約４０％（シグマ；Ｐ－３
６４４）；乾燥した卵黄由来のＰＣ，約６０％（シグマ；Ｐ－５３９４）；合成ジオレイ
ルホスファチジルコリン（ＤＯＰＣ），約９９％（シグマ；Ｐ－６３５４）；ダイズ由来
のＰＣ，約７０％（Ｌｉｐｏｉｄ　Ｓ７５）；および、ダイズ由来のＰＣ，約９４％（リ
ポイド（Ｌｉｐｏｉｄ）Ｓ１００）である。ＰＢＳは、インビトロジェン社製のリン酸緩
衝生理食塩水である（ダルベッコ；カタログ番号１４１９０～０９４）。
【００７９】
　調査された全ての極性脂質は、完全に水和されている場合、０℃を十分に下回る、すな
わち－１０～－１５℃の範囲の一連の溶融相転移温度を有する。
【００８０】
　本ペプチドのＬＬ－３７と、脂質キャリアーを、１００ｍｌガラスフラスコに量り入れ
、次に、ＰＢＳを加えた。総体積は約３０ｍｌであった。このサンプルを、５．５（約１
５０／分の周波数に相当）に設定されたＳＴミキサー（タイプＢ１，Ｅ．ブフラー，チュ
ービンゲン）を用いて２時間強く振盪し、平衡化させ、室温で約３０分間静置した。次に
、得られた分散液の濁度を、島津（Ｓｈｉｍａｄｚｕ）製のＵＶ－ＶＩＳスペクトロフォ
トメーターＵＶ－１６０Ａで、４００～８００ｎｍで記録した。１０ｍｍキュベットセル
を用いて、純水に対する測定を室温で行った。表３に、濁度データを６００ｎｍでの透過
率％として示す。また、分散液の目視での評価も行った。分散液を室温で保存して１日お
よび２日後に、濁度測定を再度行った。
【００８１】
【表６】
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【００８２】
　目視での評価から、全ての混合物は、程度の差はあるが濁った分散液を形成することが
結論付けられた；サンプルＤ、Ｅ、ＨおよびＩは、最も濁っていない分散液を形成し、こ
れは、表３において最高の光透過率で証明されており、それに反して、サンプルＦ、Ｇお
よびＪは、最も濁った分散液を形成し、その結果として、分光光度計の検出で、最低の光
透過率が得られた。室温で保存して１日後に、最初に高い濁度を有するサンプルＦ、Ｇお
よびＪ（低い透過性）はいずれも、沈殿を生じ、測定されなかった。サンプルＤ、Ｅ、Ｈ
およびＩはいずれも安定な分散液であり、製造して１日および２日後でも再現性のある濁
度データが得られた。
【００８３】
　サンプルＤとＨは二連とし、いずれもＣＰＬ－ガラクトリピドは含むが、サンプルＨは
、ガラクトリピドに対するペプチドの重量比がわずかに高いものとした。これにより、サ
ンプルＨにおいて、わずかに低い濁度（より高い透過性）が得られ、このことは、このサ
ンプルにおけるペプチドと脂質との相互作用は、サンプルＤにおける相互作用より強く、
より小さい複合体／凝集体が生じ、より低い濁度になることを示している。
【００８４】
　コロイド状の安定性に関して、サンプルＤ、Ｅ、ＨおよびＩをさらに２～８℃で２ヶ月
モニターした。
【００８５】
【表７】

【００８６】
　これらのデータと観察から、２種のペプチドと極性脂質キャリアーの混合物が、試験さ
れたそれ以外の混合物より優れていることが示された。ＣＰＬ－ガラクトリピドを含むキ
ャリアー（サンプルＤおよびＨ）と、ダイズ由来のＰＣを約４０％含むキャリアー（サン
プルＥ）により、最も長いコロイド状の安定性を示す、最も微細に分散した系が得られた
；しかしながら、４０％ホスファチジルコリンのみを含むリン脂質材料は、工業的な用途
にしか用いることができないため、医薬的な使用に許容できるのはＣＰＬ－ガラクトリピ
ドのみである。これらのデータにより、様々な医薬用途における、例えばペプチドのため
のキャリアー系としての、ガラクトリピド材料の有用性が再度実証される。
【００８７】
　実施例５．様々な含量のＬＬ－３７ペプチド、および、様々な含量のガラクトリピドを
含む水性混合物の製造
　９９５ｐｐｍのＬＬ－３７ペプチド（酢酸塩；ロット９９０／３７／Ａ）の、ストック
ＰＢＳ溶液、および、１．００％のＣＰＬ－ガラクトリピドのストックＰＢＳ溶液を製造
した。ゴム製ストッパーとアルミニウムキャップを備えた２０ｍｌガラスバイアル中で、
ストック溶液のアリコートと、追加のＰＢＳを混合した。この混合物の組成を表５に示す
。室温で１時間平衡化した後に、バイアルを、横向き姿勢で、７．５（約１９０／分の周
波数に相当）に設定されたＳＴミキサー（タイプＢ１，Ｅ．ブフラー，チュービンゲン）
で、１時間撹拌した。次に、この混合物を平衡化させ、室温で一晩静置した。４℃での１
日後および５日後のこれら混合物の外観を、透明なコロイド状、わずかに濁った、濁った
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、乳状のように評価し、表５に結果をまとめる。
【００８８】
【表８】

【００８９】
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【表９】

【００９０】
　溶液中で、ＬＬ－３７ペプチドとガラクトリピドとを特定の割合にすることによって、
対応するＬＬ－３７非含有サンプルの粒子より小さいサイズの小さい複合体が存在するこ
とを示す外観が生じることは明白である。透明な溶液は、優れたコロイド状の安定性を示
す。
【００９１】
　実施例６．コンフォメーション測定
　溶液中のＬＬ－３７の円二色性（ＣＤ）の測定により、コンフォメーション変化に関す
る情報を明らかにすることができる。ＬＬ－３７の抗菌活性は、コンフォメーションに依
存する：ヘリックス含量が高いと、強い抗菌作用と、高い細胞毒性活性が生じる（Ｊｏｈ
ａｎｓｓｏｎ等，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７３：３７１８～３７２４，１９９８年）
。ＬＬ－３７のαヘリックスコンフォメーションは、対イオン、ｐＨ、および、ペプチド
濃度に依存することがわかっている（Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ等，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　
２７３：３７１８～３７２４，１９９８年）。また、本ペプチドの特定のフラクションは
、水溶液中でαヘリックス構造を有し、この構造は、脂質のような添加剤の存在によって
、ランダムコイルからαヘリックスへの変化を促進させ得ることもわかっている（Ｔｕｒ
ｎｅｒ等，Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ　４２：２２０６
～２２１４，１９９８年）。
【００９２】
　円二色性（ＣＤ）測定用のサンプルを、２００ｐｐｍのＬＬ－３７（トリフルオロ酢酸
塩として，ロット９７１／２６）を含み、０．４０％ＣＰＬ－ガラクトリピド含有または
非含有の１０ｍＭリン酸緩衝水溶液（ｐＨ７．０）中で、製造した。５０ｍｌガラスフラ
スコ中に入れたこれらサンプル（２０ｍｌ）を、７．５に設定された（約２２０／分の周
波数に相当）ＳＴミキサー（タイプＢ１，Ｅ．ブフラー，チュービンゲン）で２時間強く
振盪した。次に、それらを平衡化させ、２～８℃で一晩静置した。
【００９３】
　ジャスコＪ－７２０（ジャスコ社（Ｊａｓｃｏ　Ｉｎｃ．））の分光旋光計でＣＤスペ
クトルを記録した。分散液からの光散乱の作用を減少させるために、キュベットセル（パ
ス長１ｍｍ）を備えたサンプル区画を、光電子増倍管の近傍に設置した。サンプルを室温
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で測定し、スキャンした（２８０から２００ｎｍへ、速度２０ｎｍ／分で、解像度１ｎｍ
で、１ランあたり３回の集積）。その結果は、平均残基楕円率［θ］で示し、２２２ｎｍ
におけるαヘリックスコンフォメーションのパーセンテージは、以下の式で推測する：（
［θ］222＋３９００）・１００／４１９００。
【００９４】
　１０ｍＭリン酸緩衝溶液（ｐＨ７．０）中の２００ｐｐｍのＬＬ－３７のＣＤ測定によ
り、２０８ｎｍと、２２２ｎｍで、二重の二色性の最小値がみられたことによって、αヘ
リックス二次構造が明らかになった。２２２ｎｍでの最小値を用いてαヘリックス構造の
パーセンテージを計算したところ、約６３％であることがわかった。同じ緩衝溶液に、濃
度０．４０％（ｗ／ｗ）でガラクトリピドを加えた場合、ＬＬ－３７のαヘリックス構造
はほとんど影響を受けず、αヘリックス構造は約６４％であった。
【００９５】
　ヘリックスコンフォメーションの強化は、抗菌活性の増加に関連する。また、二次構造
もＬＬ－３７の創傷治癒能力関連していることが推測され、この場合、αヘリックス構造
の高いパーセンテージが、活性の増強を意味する。また、これは、水性緩衝溶液中におい
て高い細胞毒性を有することも意味するが、ガラクトリピドの存在下では、二次構造が保
持されるので、活性は影響を受けず、それに対して細胞毒性は減少する。
【００９６】
　対照として、陰イオン性の合成リン脂質、パルミトイル－オレオイル－ホスファチジル
グリセロール（ＰＯＰＧ；シグマ－アルドリッチ，Ｐ６９５６）を用い、上述したのと同
じ実験条件を用いて試験した。この脂質が存在する場合、より低いパーセンテージ（５８
％）のαヘリックス構造が観察され、これは、コンフォメーション、すなわちＬＬ－３７
の活性は、中性ガラクトリピドの影響よりも、負電荷を有するリン脂質の影響を強く受け
ることことを示す。しかしながら、より重要なことには、４℃で１ヶ月の保存した後に、
サンプルは、部分的に分離し、容器の底に沈殿が生じていた。おだやかに撹拌することに
よって、粗い分散液が得られた。また、対応するガラクトリピドをベースとするサンプル
でも、同じタイムポイントで沈殿が観察されたが、わずかな程度であり、おだやかに撹拌
することによってこれら沈殿は再分散され、微細な分散液になった。
【００９７】
　実施例７．細胞毒性試験
　材料の毒性の評価には、生きている組織に接近して接触できるインビトロでの細胞毒性
分析が有用である。
【００９８】
　培養された哺乳動物細胞（Ｌ９２９マウス線維芽細胞）におけるインビトロでの細胞毒
性に関して、選択された製剤を試験した。試験の設計は、米国薬局方第２６版の方法＜８
７＞と、ＩＳＯ１０９９３－５標準に基づく。
【００９９】
　製剤ＤおよびＥ（実施例４，表２を参照）を、濃度１０、２、０．４および０．０８％
（ｖ／ｖ）で、完全細胞培養培地（１０％ウシ胎仔血清を含むＨＡＭ　Ｆ１２培地）と混
合した。これらの試験溶液を用いて、三連の細胞培養物を２４時間処理した。三連には、
未処理の培養物、ネガティブコントロール（ポリプロピレンの抽出物で処理）、および、
ポジティブコントロール（スズで安定化したポリ塩化ビニルの抽出物で処理）が含まれる
。
【０１００】
　いずれの製剤も、１０％（ｖ／ｖ）で試験した場合は、毒性なしか、ほんのわずかな毒
性しか示さず（細胞毒性度０～１）、２％、０．４％および０．０８％（ｖ／ｖ）で試験
した場合は、毒性なし（細胞毒性度０）であった。
【０１０１】
　ＰＢＳ中に１００ｐｐｍのＬＬ－３７を含むポジティブコントロール溶液での細胞毒性
試験では、試験された４種全ての濃度（１０、２、０．４および０．０８％の細胞培養培
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地を含む溶液の混合物）で、中度の毒性（細胞毒性度２）を引き起こした。この毒性レベ
ルは、２０～５０％の細胞が死滅するか、または、形態的に毒性の兆候を示す、と定義さ
れる。スケールは０～４の範囲であり、医療用デバイスの試験抽出物を試験する場合、グ
レード３および４は試験には用いない。このポジティブコントロール溶液は、製剤Ｄおよ
びＥ（毒性なしか、またはほんのわずかな毒性を示す）よりかなり高い毒性を有する。
【０１０２】
　生物学的実験
　ｈＣＡＰ１８／ＬＬ－３７は、炎症および創傷に関連して、皮膚および粘膜で誘導され
る、および、
　ｈＣＡＰ１８／ＬＬ－３７は、広範囲の炎症にもかかわらず、慢性潰瘍の上皮において
欠失している、
という我々の近年の発見に基づき、我々は、ｈＣＡＰ１８／ＬＬ－３７は、皮膚上皮の再
生能力に関与するという仮説をたてた。この仮説を試験するために、以下の実験を行った
。
【０１０３】
　試験１．非炎症性のヒト創傷の治癒におけるｈＣＡＰ１８／ＬＬ－３７の発現パターン
の調査
　組織サンプル
　ヒト皮膚を、習慣的な腹部または胸部の縮小手術によって得た。滅菌条件下で、３ｍｍ
の生検用パンチで、上皮側に十分な厚さの創傷を作製した。これらのエクスビボの創傷を
、６ｍｍの生検用パンチで切り出し、それに続いて、２４－ウェルプレートにトランスフ
ァーし、培地（２ｍｌ）で覆った。このような創傷は、４～７日間内に再生可能に再上皮
化する（Ｋｒａｔｚ等，Ｓｃａｎｄ　Ｊ　Ｐｌａｓｔ　Ｒｅｃｏｎｓｔｒ　Ｓｕｒｇ　Ｈ
ａｎｄ　Ｓｕｒｇ　２８：１０７～１１２，１９９４年；Ｉｎｏｕｅ等，Ｊ　Ｉｎｖｅｓ
ｔ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ　１０４：４７９～４８３，１９９５年；Ｋｒａｔｚ等，Ｍｉｃｒ
ｏｓｃＲｅｓ　Ｔｅｃｈ　４２：３４５～３５０，１９９８年）。１０％ウシ胎仔血清（
ＦＣＳ）と、抗生物質（ＰＥＳＴ＝ペニシリン５０Ｕ／ｍｌ、および、ストレプトマイシ
ン５０ｍｇ／ｍｌ）を含むＤＭＥＭ培地（ダルベッコ改変イーグル培地，ＧＩＢＣＯ）を
、３日ごとに交換した。創傷を、様々なタイムポイントで、創傷を受けた後、２、４およ
び７日目に回収し、急速冷凍した。総じて、実験を４回繰り返した。４種の異なるドナー
を用い、実験ごとにそれぞれの条件で三連の創傷を作製した。それぞれの実験において、
単一のドナーからの皮膚だけを用いた。
【０１０４】
　ＲＮＡプローブの製造
　ｈＣＡＰ１８遺伝子に関するｍＲＮＡと、ｈＣＡＰ１８／ＬＬ－３７に関する免疫反応
性を検出するために、我々は、全てのタイムポイントで創傷のサンプルに対して、インサ
イチュハイブリダイゼーションと免疫組織化学を実行し、これは全ての時点における再上
皮化を表わしている。インサイチュハイブリダイゼーションには、我々は、35Ｓで標識さ
れたアンチセンスおよびセンスＲＮＡプローブを用い、説明されている通りに実験を行っ
た（Ｆｒｏｈｍ　Ｎｉｌｓｓｏｎ等，Ｉｎｆｅｃｔ　Ｉｍｍｕｎ　６７：２５６１～２５
６６，１９９９年）。
【０１０５】
　ＬＬ－３７抗体の製造
　免疫組織化学には、我々は、以下のようにポリクローナルＬＬ－３７抗体を産生し、製
造した：ＬＬ－３７ペプチド（ロットＹＳ５２５３，ユーロダイアグノスティカＡＢ（Ｅ
ｕｒｏＤｉａｇｎｏｓｔｉｃａ　ＡＢ），マルモ，スウェーデン）を、固相合成を用いた
Ｆｍｏｃ法（ＦｉｅｌｄｓおよびＮｏｂｌｅ，１９９０年）に従って、トリフルオロ酢酸
塩として製造し、ＨＰＬＣによって純度９８％まで精製した。このペプチドの生物学的活
性を抗菌分析で確認した。このペプチドを、標準的なプロトコールに従って３匹のウサギ
の免疫化に用いた（アグリセラ（ＡｇｒｉＳｅｒａ），ヴェネス，スウェーデン）。ポリ
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クローナル抗血清を、合成ＬＬ－３７ペプチドを用いて、親和性により精製し、精製した
抗血清をＥＬＩＳＡで評価した。免疫血清のＩｇＧ濃度を、０．５ｍｇ／ｍｌに希釈した
。免疫前血清を各ウサギから回収し、ＩｇＧ濃度を２ｍｇ／ｍｌとした。
【０１０６】
　免疫組織化学
　全ての生検を急速冷凍し、同様に操作した。簡単に言えば、厚さ６～７μｍのクライオ
スタット用断片を、１：１０００、および、１：２０００に希釈したＬＬ－３７抗体と共
にインキュベートし、間接ペルオキシダーゼ法により、ベクタステイン（Ｖｅｃｔａｓｔ
ａｉｎ）キット（ベクター・ラボラトリーズ（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
），バーリンゲーム，米国）を用い、製造元の説明書に従って染色した。断片を、メイヤ
ー（Ｍａｙｏｒ）のヘマトキシリン溶液で対比染色した。全ての実験を最低３回繰り返し
、再現性を確実にした。コントロールとして、一連の組織断片を、一次抗体を加えずに、
および、一次抗体として免疫前ウサギＩｇＧ（ＤＡＫＯ，グロストルップ，デンマーク）
を用いて、平行して処理した。
【０１０７】
　結果
　タイムポイント０時間で、組織にわたって、表皮の基底層に、ｈＣＡＰ１８のｍＲＮＡ
とＬＬ－３７タンパク質の中度の発現がみられ、これは、我々の以前の、表皮の基底部に
おける構成的なｈＣＡＰ１８発現の発見と一致する。再上皮化の際の様々なタイムポイン
トで回収された創傷は、創傷表面を覆うように移動した上皮において、ｈＣＡＰ１８のｍ
ＲＮＡと、ＬＬ－３７タンパク質に関する別個のシグナルを示した。底部にある皮膚のマ
トリックス中には、ｈＣＡＰ１８／ＬＬ－３７に対して陽性を示す細胞はなかった。これ
らの結果は、ｈＣＡＰ１８のデノボ合成は、再上皮化の際に、炎症を起こすことなくケラ
チノサイトで生じることを示しており、ｈＣＡＰ１８は、上皮再生に関連する可能性があ
るという我々の仮説を裏打ちしている。
【０１０８】
　試験２．ヒト皮膚の創傷のエクスビボでの再上皮化の、ＬＬ－３７抗体による阻害
　試験１で製造されたＬＬ－３７抗体を、ウェルあたり２ｍｌの培地（ＤＭＥＭ，１０％
ＦＣＳおよびＰＥＳＴを含む）に加え、最終的な抗体の希釈率を、１：１０、１：１００
および１：１０００にした。コントロールとして、我々は、対応する免疫前血清を、ＬＬ
－３７抗血清の希釈率１：１０に等しい最終ＩｇＧ濃度で用い、一連の創傷を培地のみで
処理した。各実験条件は三連で行われ、２回繰り返された。上述したように、３日ごとに
培地を交換し、ＬＬ－３７抗体または免疫前血清を加えた。エクスビボの創傷を、創傷を
受けた後、２、４および７日目に回収した。全ての標本を急速冷凍し、完了した時点で断
片化し、スーパーフロスト・プラス・スライダー（Ｓｕｐｅｒｆｒｏｓｔ　Ｐｌｕｓ　ｓ
ｌｉｄｅｓ）にマウントし、その後、ヘマトキシリン－エオシンで染色した。評価のため
に、創傷の中央に最大の再上皮化を示した断片を選択した。ケラチノサイトの増殖能力を
、全ての処理条件を代表する創傷において、増殖マーカーＫｉ６７（マウスモノクローナ
ルＫｉ６７抗血清（ＤＡＫＯ，グロストルップ，デンマーク），１：２５希釈）を用いた
免疫組織化学で調査した。
【０１０９】
　結果
　ＬＬ－３７抗体での処理は、再上皮化の濃度依存性の阻害を起こした。最高のＬＬ－３
７抗体濃度（１：１０）で処理された創傷はいずれも、再上皮化しなかった。これらの創
傷において、唯一、脆く平坦な外観を有するケラチノサイトのみが、それぞれの創傷の端
部から移動した。培地濃度（１：１００）のＬＬ－３７で処理された創傷は、遅い再上皮
化を示し、これらの創傷は、４日目ではなく、７日目には大部分が治癒された。その上、
上皮は、より薄く、ケラチノサイトは、脆い外観を有していた。最低の濃度（１：１００
０）のＬＬ－３７抗体で処理された創傷は、コントロールの創傷と同等であり、４日目で
全て治癒され、２～３層の強固な上皮が形成された。培地のみで処理されたコントロール



(21) JP 4750690 B2 2011.8.17

10

20

30

40

の創傷、および、コントロールＩｇＧ抗体で処理された創傷の治癒は同等であった。コン
トロールの創傷において、再上皮化した舌の細胞の大多数は、増殖マーカーＫｉ６７に関
して陽性であったが、１：１０でＬＬ－３７で処理された創傷において、Ｋｉ６７陽性細
胞はなかった。我々は、この実験から、ＬＬ－３７は、皮膚の再上皮化に決定的に関与す
ること、および、ＬＬ－３７抗体をブロックすることにより、単一の細胞の最初の創傷端
部からの移動を可能にするため、増殖能力が優先的に影響を受けるようであるが、効果的
にケラチノサイトのさらなる増殖が防がれることを結論付けた。
【０１１０】
　試験３．合成の生物学的に活性なＬＬ－３７ペプチドそのもの、および、極性脂質キャ
リアーと組合わせた処理による、ＨａＣａｔ細胞の増殖
　これらの実験には、ＨａＣａｔ細胞を用いた。ＨａＣａｔ細胞は、不死化したヒトケラ
チノサイト細胞系であり（Ｂｏｕｋａｍｐ等，Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１０６：７６１
～７７１，１９８８年）、これは、実験的なケラチノサイト研究に適している。ＨａＣａ
ｔ細胞を、培地（ＤＭＥＭ，１０％ＦＣＳおよびＰＥＳＴを含む）中で培養した。両方の
タイプの細胞培養を、合成の生物活性を有するＬＬ－３７（ロットＹＳ５２５３）で処理
した。さらに、血清を２または１０％で含む培地中の、ＬＬ－３７（１１４μｇ／ｍｌ）
と、ＣＰＬ－ガラクトリピド（０．２％）との混合物を加え、増殖を高め、細胞毒性を阻
害する能力を評価した。細胞を、様々なタイムポイント（２４時間、４８時間、７２時間
および９６時間）で回収し、フローサイトメトリー（ベクトン・ディッキンソン（Ｂｅｃ
ｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ））でカウントし、トリパンブルーで染色し、生存率を評価
した。トリパンブルーの陽性反応は、細胞膜はダメージを受けていることを示す。また、
増殖と生存率も、ミトコンドリア活性（ＷＳＴ－１，ロシュ（Ｒｏｃｈｅ），Ｃｏｏｋ等
，Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　１７９：１～７，１９８９年）を測定することによって確
認した。
【０１１１】
【表１０】

【０１１２】
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【表１１】

【０１１３】
【表１２】

【０１１４】
　結果
　ＬＬ－３７ペプチドでのＨａＣａｔ細胞の処理により、濃度依存性の増殖の増加が起こ
る。これは、ＬＬ－３７ペプチドは、ケラチノサイトの増殖を、ＥＧＦのレベルと同等か
、またはそれを上回るレベル（上皮細胞増殖にとってのゴールデンスタンダード）まで刺
激する能力を有することを示す。我々は、ＥＧＦを１．７ｎＭで用いたが、これは、培養
においてケラチノサイトの増殖を刺激するのに最適と確立されており、標準的な培養条件
になっているためである（Ｃｏｈｅｎ等，Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ　１２：３９４～４０７，１
９６５年）。ＨａＣａｔ細胞は、よく増殖する上皮細胞であり、興味深いことに、ＬＬ－
３７は、これらの細胞の増殖をさらに増加させることができる。混合物に脂質を加えた場
合、２％血清中、１００μｇ／ｍｌのＬＬ－３７によって誘導された細胞毒性作用は完全
になくなったが、これは、この実験条件において、脂質は、血清と置き換えることができ
ることを示す。
【０１１５】
　この試験により、１０％ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）を含む培地中で、ＨａＣａｔ細胞の細
胞培養に添加された合成の生物活性を有するＬＬ－３７（２５～１００μｇ／ｍｌ）は、
濃度依存性で増殖を増加させることが示された。しかしながら、上記ペプチド（１００μ
ｇ／ｍｌ）を、２％ＦＣＳを含む培地でのケラチノサイト培養に加えた場合、全てのケラ
チノサイトはトリパンブルー染色陽性になり、これは、これらの細胞に対する細胞毒性作
用を示す。
【０１１６】
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　カテリシジンの細胞毒性活性は、血清の存在、宿主細胞を起こり得る有害な作用から保
護すると考えられているメカニズムによって阻害される。我々のデータにより、ＬＬ－３
７の細胞毒性作用は、血清（１０％）の存在下で阻害されることが確認される。加えて、
より低い血清濃度（２％ＦＣＳ）を含む培地中の、ＬＬ－３７（２５μＭ）と、極性脂質
キャリアー（０．２％）の混合物は、細胞毒性作用を阻害し、増殖を増加させる。これら
のデータにより、極性脂質キャリアーは、ＬＬ－３７の生物活性を妨害することなく、血
清と類似した保護能力を有することが示唆される。
【０１１７】
　初期のデータは、ヒトケラチノサイトは、ＨａＣａｔ細胞と同じ方法で増殖することを
示す。
【０１１８】
　試験４．合成ペプチドＬＬ－３６、ＬＬ－３７およびＬＬ－３８での処理によるＨａＣ
ａｔ細胞の増殖
　ＨａＣａｔ細胞を、培地（ＤＭＥＭ，１０％ＦＣＳおよびＰＥＳＴを含む）中で培養し
た。ＨａＣａｔ細胞を、９６ウェルプレート（ファルコン（Ｆａｌｃｏｎ），米国）に、
濃度２０００細胞／ウェルでプレーティングした。細胞を－４８時間にプレーティングし
、０時間、および、４８時間後に、異なる濃度の合成ＬＬ－３７、ＬＬ－３６およびＬＬ
－３８ペプチドで刺激した。
【０１１９】
　１回の実験において、各条件あたり６ウェルを用いて試験を行った。１Ｃｉ／ｍｍｏｌ
の3Ｈ－チミジン（チミジン、［メチル－3Ｈ］－７４０．０ＧＢｑ／ｍｍｏｌ（２０．０
０Ｃｉ／ｍｍｏｌ），エタノール：水（７：３）１．０ｍｌ，パーキンエルマー・ライフ
サイエンス社（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．），
ボストン，マサチューセッツ州，米国）を、各ウェルに加え、１２～１７時間インキュベ
ートした。７２時間および９６時間後に、液体シンチレーター（マイクロベータ（Ｍｉｃ
ｒｏＢｅｔａ）パーキンエルマー・ライフサイエンス社，ボストン，マサチューセッツ州
，米国）で、3Ｈ－チミジンの取り込みによって、増殖を評価した。
【０１２０】

【表１３】

【０１２１】
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【表１４】

【０１２２】
【表１５】

【０１２３】
　試験５．ＬＬ－３７ペプチドでの処理によるヒト線維芽細胞の増殖
　ここで用いられたペプチドのＬＬ－３７、および、以下の試験は、実施例１（ロット９
７１／２６）で説明されている通りである。線維芽細胞（間質細胞の一種）を、静脈不全
による慢性的な脚の潰瘍を有する患者の外傷のある皮膚と、外傷のない皮膚から得た。パ
ンチ生検（４ｍｍ）を、創傷の端部（上皮化したエリアの５０％を含む）、および、ひざ
の部分の外傷のない皮膚から採取した。糖尿病、動脈不全または慢性炎症性疾患の病歴が
ある個体を排除した。さらに、生検時に潰瘍の端部に湿疹の兆候がある患者、感染の臨床
的兆候がある患者、または、全身または局所的な抗生物質治療を受けている患者をも排除
した。関与する患者は、いずれも、不活性な局所的な包帯剤および標準的な圧迫包帯で処
理された。
【０１２４】
　線維芽細胞を体外移植組織技術を用いて培養した（Ｈｅｈｅｎｂｅｒｇｅｒ等，Ｃｅｌ
ｌＢｉｏｃｈｅｍ　Ｆｕｎｃｔ　１５：１９７～２０１，１９９７年）。線維芽細胞を、
９６ウェルプレート（ファルコン，米国）に、濃度２０００細胞／ウェルでプレーティン
グした。細胞を－４８時間でプレーティングし、０時間に異なる濃度の合成ＬＬ－３７ペ
プチドで刺激した。１回の実験において、各条件あたり６ウェルを用いて試験を行った。
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２４時間、および、４８時間後に、増殖と生存率を、ミトコンドリア活性（ＷＳＴ－１，
ロシュ）を測定することによって確認した。下記の表１２と表１３を参照。細胞増殖の増
加（増殖インデックス）は、基準と比較して計算される（コントロール＝０μｇ／ｍｌ）
。１回の実験において６サンプル／条件からの平均値を示す。
【０１２５】
【表１６】

【０１２６】
【表１７】

【０１２７】
　試験６．ＨＥＫ２９３細胞におけるｈＣＡＰ１８のトランスジェニック発現、および、
ＨＥＫ２９３－ｈＣＡＰ１８細胞の増殖
　ｈＣＡＰ１８に関する全コード配列（１６ｂｐの５’非翻訳領域を含む）を含む、イメ
ージクローン３０５７９３１由来のＢｆａ１フラグメント（ｒｅｆ）を、バイシストロン
性ベクターｐＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰ（ＢＤバイオサイエンス（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ），ベッドフォード，マサチューセッツ州）のＳｍａ１部位にクローニングした。ヒ
ト胎児腎臓細胞、ＨＥＫ２９３を、Ｆｕｇｅｎｅ（ロシュ・ダイアグノスティックス（Ｒ
ｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ），インディアナポリス，インディアナ州）を用いて
標準的な条件でトランスフェクトし、２週目に４００ｎｇ／ｍｌのＧ４１８抗生物質（イ
ンビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ペーズリー，イギリス）で選択した。この細
胞を、ＭｏＦｌｏ(R) 高速細胞ソーティングフローサイトメーター（ダコ・サイトメーシ
ョン（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ），フォートコリンズ，コロラド州）を用いて、Ｓ
ｕｍｍｉｔTMデータ解析用ソフトウェアを用いて、ＥＧＦＰ発現に関して選別し、それら
のＣＡＰ１８発現をイムノブロッティングによって定量した。同様に、ＥＧＦＰのみを発
現するベクターでのトランスフェクトによってコントロール細胞系を確立した。
【０１２８】
　増殖分析のために、細胞系を７０％密度で回収し、２４－ウェルプレートに播いた。２
４時間後に、培地を交換し、細胞を、５％ＦＣＳおよびＰＥＳＴが添加された培地（ＯＰ
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ＴＩＭＥＭ，ギブコ（Ｇｉｂｃｏ）ＢＲＬ，ライフテクノロジーズ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ），スコットランド）２ｍｌ中で培養した。全て条件を三連で実行した
。２日ごとに培地を交換した。次に、６日目に細胞系を回収し、フローサイトメトリーで
カウントした。細胞生存率をトリパンブルーで測定した；全ての条件下で、５％未満の細
胞がトリパンブルー陽性であった。細胞増殖の増加（増殖インデックス）は、基準と比較
して計算される（ＨＥＫ２９３－ＥＧＦＰ）。１回の実験における三連のサンプル／条件
からの平均値を示す。
【０１２９】
【表１８】

【０１３０】
　また、ＨＥＫ２９３－ｈＣＡＰ１８細胞の増殖も3Ｈ－チミジンの取り込みによって評
価し、得られた結果を以下の表１５に示す。細胞増殖の増加（増殖インデックス）は、基
準と比較して計算される（ＨＥＫ２９３－ＥＧＦＰ）。１回の実験における４つのサンプ
ル／条件からの平均値を示す。
【０１３１】

【表１９】

【０１３２】
　試験７．異なる成長培地へ移植するためのヒト細胞の培養
　上皮細胞の培養
　患者の健康な皮膚から皮膚片（１×１ｃｍ）を切り出した。この皮膚をミンチ状にし、
トリプシン／ＥＤＴＡ（０．０５／０．０１％）で処理し、２～５×１０6の復元された
ケラチノサイトを、７５ｃｍ2培養フラスコ中で、１．５×１０6マイトマイシンで前処理
した（４μｇ／ｍｌ，２時間）３Ｔ３細胞に加えた。ＬＬ－３７ペプチドを含む増殖培地
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【０１３３】
　増殖培地Ａは、例えばケラチノサイトのような上皮細胞のインビトロでの培養に用いら
れ、これは、基礎培地と、ａ）塩溶液中のＬＬ－３７ペプチド、ｂ）ペニシリン＋ストレ
プトマイシン、ｃ）インスリン、ｄ）トランスフェリン（ｔｒａｎｓｆｅｒｉｎｇ）、ｅ
）トリヨードチロシン、ｆ）ヒドロコルチゾン、ｇ）コレラ毒素、および、選択された細
胞毒性を減少させる物質（例えば血清または極性脂質）を含む成長を促進するキット（Ｇ
ＰＫ）とからなる。
【０１３４】
　間質細胞の培養
　間質細胞を４ｍｍの皮膚の生検から得て、皮下組織から取り除き、移植技術を用いて細
胞培養皿にプレーティングし、初代の線維芽細胞を得た。増殖培地Ｂは、生検を培養する
のに用いた。細胞をトリプシン処理によって回収し、患者に戻した。
【０１３５】
　増殖培地Ｂは、例えば線維芽細胞のような間質細胞のインビトロでの培養に用い、これ
は、基礎培地と、ａ）塩溶液中のＬＬ－３７ペプチド、ｂ）ペニシリン＋ストレプトマイ
シン、および、選択された細胞毒性を減少させる物質（例えば血清または極性脂質）を含
む成長を促進するキットとからなる。
【０１３６】
　基礎培地は、無機塩、フェノールレッド、グルコース、チミジン、ヒポキサンチン（ｈ
ｙｐｏｘａｎｔｈｉｎｉｎｅ）、ＨＥＰＥＳ、ピルビン酸ナトリウム、アミノプテリン、
アミノ酸およびビタミンを含む再蒸留水がベースである。
【０１３７】
　実験のまとめ
　まとめると、ＬＬ－３７は、正常な創傷治癒の際に皮膚の上皮で生産されること、およ
び、ＬＬ－３７は、再上皮化を起こすのに必要であることことが実証された。また、我々
は、慢性潰瘍の上皮では、内因性のＬＬ－３７が欠失していることも示した。それゆえに
、我々は、ＬＬ－３７、同様に、前記ペプチドのＮ末端フラグメント、および、それらの
機能的な誘導体での処理により、このような潰瘍の治癒を促進するための合理的な戦略が
提供されることを提唱する。その上、ＬＬ－３７の添加、および、ｈＣＡＰ１８／ＬＬ－
３７のトランスジェニック発現はまた、健康な細胞の増殖も刺激し、これは、ＬＬ－３７
を用いることによって、正常な上皮および障害のある上皮のインビボでの修復、および、
自己由来の細胞移植のための上皮細胞のインビトロでの増殖の両方を増強することができ
ることを示す。また、我々は、細胞毒性を減少させ、ＬＬ－３７およびその他のカテリシ
ジンペプチドのインビボでの迅速な分解を防御し得る適切なキャリアーと運搬システム同
定した。
【図面の簡単な説明】
【０１３８】
【図１】１８ｋＤａのｈＣＡＰ１８タンパク質の概略図である。
【図２】カテリシジンタンパク質ファミリーの概略図である。
【図３Ａ】ｈＣＡＰ１８のトランスジェニック発現に用いられる、ｈＣＡＰ１８のコード
配列を含むｐＩＲＥＳ２－ＥＧＦＰベクターのｃＤＮＡ配列を示す。
【図３Ｂ】図３Ａの続きである。
【図３Ｃ】図３Ｂの続きである。
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