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(57) 要約：本発明は、角膜内皮細胞の正常化培養方法 を提供する。よ り詳細 には、本発明は、線維化抑制剤
を含む角膜 内皮細胞の培養正常化剤 を提供する。詳細 には、本発明は トランス フォー ミング増殖因子 （T
G F ) β シグナル阻害剤 を含む培養正常化剤 を提供す る。本発明はまた、本発明の培養正常化剤 と角膜内皮
の培養成分 とを含む、角膜内皮細胞 を正常に培養するための培地 も提供する。本発明はさらに、本発明の
培養正常化剤、または本発明の培地 を用いて角膜内皮細胞 を培養す る工程 を包含す る、角膜内皮細胞 を正
常に培養する方法 も提供する。



明細書
【発明の名称】角膜内皮細胞の培養正常化
【技術分野】

【0 0 0 1 】
本発明は、角膜内皮細胞を正常な状態で培養するための技術、方法、ならび

にそのための薬剤およぴ培地に関する。
【背景技術】

【0 0 0 2 】
視覚情報は、眼球の最前面の透明な組織である角膜から取り入れられた光が、

網膜に達して網膜の神経細胞を興奮させ、発生した電気信号が視神経を経由し
て大脳の視覚野に伝達 ることで認識される。良好な視力を得るためには、角
膜が透明であることが必要である。角膜の透明性は、角膜内皮細胞のポンプ機
能とバリァ機能により、含水率が一定に保たれることにより保持される。

【0 0 0 3 】
ヒ トの角膜内皮細胞は、出生時には 1 平方ミリメー トル当たり約 3 0 0 0 個

の密度で存在しているが、一度障害を受けると再生する能力を持たない。角膜
内皮変性症や種々の原因による角膜内皮の機能不全によって生じる水疱性角膜
症では、角膜が浮腫と混濁を生じ、著しい視力低下をきたす。現在、水疱性角
膜症に対しては、角膜の上皮、実質および内皮の 3 層構造のすべてを移植する
全層角膜移植術が行われている。しかし、日本での角膜提供は不足しており、
角膜移植の待機患者約 2 6 0 0 人に対し、年間に国内で行われている角膜移植
件数は 1 7 0 0 件程度である。

【0 0 0 4 】
近年、拒絶反応や術後合併症のリスクを軽減し、よりよぃ視機能を得る目的

から、障害を受けた組織のみを移植する 「パーツ移植」の考えが注目されてい
る。角膜移植の中でも、実質組織の移植である深層表層角膜移植術、角膜内皮
組織 の移植 で あるデ ス メ膜角膜 内皮移植 術 （Descemet' s Stripping
Automated Endothelial Keratoplasty) など力行われるようになってレヽる。
また、生体外で培養した角膜上皮や口腔粘膜を角膜上皮の代わりに移植する培
養粘膜上皮移植術は既に臨床応用されており、同様に生体外で培養 した角膜内
皮を移植する方法も検討されている。角膜内皮の移植用として、コラーゲン層
上に培養された角膜內皮層からなる角膜内皮様シー 卜が知られている （特許文
献 1 を参照）。しかし、角膜内皮細胞、特にヒト由来の角膜内皮細胞は、角膜
の提供者が限られているとともに、試験管内での培養が難しく、移植に必要な
数の培養細胞を得るには時間と費用を要するものである。

【0 0 0 5 】
ヒ卜胚性幹 （E S ) 細胞は、高い自己複製能と多分化能を併せもち、医学応

用の観点から注目されているが、培養過程で細胞を分散する操作によって容易
に細胞死を起こすため、細胞数が著しく損なわれてしまうという実用面での問
題点を抱えていた。近年、ヒトE S細胞を培養した際に起こる細胞死はR h o
キナーゼ （R O C K ) の活性化により引き起こされていること、およびR O C
K の阻害により細胞死が大きく抑制されることが見出され、R O C K 阻害剤で



あるY — 2 7 6 3 2 等 を用 いた ヒ トE S 細胞 の大量培養や 大脳 細胞 の産生 が可
能 とな るこ とが報告 され た （非特許文献 1 ) 。 そ こで、本発 明者 らは、 Υ — 2
7 6 3 2 等 を用いた角膜 内皮細胞 の大量培養 の方法 を開示 した （特許 文献 2 ) 。

【0 0 0 6 】
この ほ か 、 特許文献 3 は、角膜 內皮前駆細胞 を用 いたニ ュー ロス フ ヱ ァ法 を

開示す る。
【0 0 0 7 】

特許文献 4 は、上皮細胞 の培養 のために、 T G F — ; キナーゼ阻害剤 お よび
P 3 8 M A P K 阻害剤 を用 い ることを開示す る。

【0 0 0 8 】
また、非特許文献 2 お よび 4 は、特異 な重症角膜 内皮疾患 にお け るT G F —

P 3 8 M A P K S m a d の 関与 を記載す る。 非特許文献 3 は、 R O C
K 阻害剤 を用いた ヒ ト角膜 内皮細胞 の増殖 に対す る展望 を記載す る。 非特許文
献 5 は、角膜 の重度 な障害時の線維化 が I L 一 1 ク によ り、途 中 p 3 8 M A
P K の活性化 による とい うこ とを示す。 非特許文献 6 は、 ゥサ ギで の過剰 な冷
凍外傷 時にみ られ る線維化 が p 3 8 M A P K の活性化 によ り、阻害剤 で線維
化 が抑制 で きるこ とを ゥサ ギを用 いて示す。非特許 文献 7 は、従来 の角膜 内皮
細胞培養培地 では、継代す る と正常 な状態 を維持 しつつ増殖 させ る こ とがで き
ない こ とが記載 されてい る。 非特許 文献 8 は、角膜 内皮細胞 用 の培 地 を開示す
る。 この培 地 は、 F B S 、 E G F お よび N G F を含む ものであ るが、 この培地
では、培養すベ き細胞 は若年 の生物 由来 の もの で ない と良好 に培養 で きない こ
とが記載 され てい る。非特許文献 9 は、塩基性 F G F を用 いた角膜 内皮細胞用
培地 を開示す る。 非特許文献 1 0 は、 コラゲナーゼ を用 いた角膜 内皮細胞溶培
地 を開示す る。非特許文献 1 1 は、馴化培地 を用いた角膜 内皮細胞溶培 地 を開
示す る。非特許文献 8 〜 1 1 の よ うに種 々培 地は開発 されてい るが 、非特許文
献 7 に示 され るよ うに、従来の角膜 内皮細胞培養培地で は、継 代す る と正常 な
状態 を維持 しつつ増殖 させ るこ とがで きない こ とが知 られ てい る。 非特許文献
1 2 〜 1 4 もまた、培養角膜 內皮 シー トの製 造 を記載す る。 非特許 文献 9 〜 1
2 お よび 1 5 は、 ヒ ト眼組織 由来幹細胞 お よび 自家角膜 内皮移植術 を開示す る。
非特許文献 1 6 お よび 1 7 もまた、培養角膜 内皮 シー トの製造 を記载す る。
【先行技術文献 】
【特許文献 】

【0 0 0 9 】
【特許文献 1 】特開 2 0 0 5 — 2 2 9 8 6 9 号公報
【特許文献 2 】国際公 開 2 0 0 9 ノ 2 8 6 3 1 号
【特許文献 3 】特開 2 0 0 6 — 1 8 7 2 8 1 号公報
【特許文献 4 】米国特許 出願公 開第 2 0 0 6 / 0 2 3 4 9 1 1 号 明細書

【非特許文献】
【0 0 1 0 】

【非特許 文献 1 】Watanabe K. , et al. , at Biotechnol . 2007 ，25，
p 681



【非特許文献 2 】雑賀、第 324 回関西眼疾患研究会特別講演 「上皮- 間
葉系移行 と眼疾患」 2010 年 06 月 23 日 http :〃ohpth. kpu- m. ac. jp/wp -
content/uploads/20 10/07/t i tle20 100623. doc

【非特許文献 3 】小泉、最先端 · 次世代研 究開発支援 プ ロ グ ラ ム
http //www. jsps. go. Jp/j _ isedai/data/l ife/LS1 17_out l ine. pdf

【非特許文献 4 】Sumioka T. , et al. ， Molecular Vi s ion 2008 ；
14 : 2272-228 1

【非特許文献 5 】Lee JG. , e t al. , Invest Ophthalmol Vi s Sc i .
2009 ； 50 : 2067-2076

【非特許文献 6 】Song SK. , et al, Invest Ophthalmol Vi s Sc i .
2010 ；5 1：822-829)

【非特許文献 7 】Peh GS. ， et al. , ARVO 20 11， 561 Corenal
Endothel ium ：Heal t h and Diseases 6595 (May 1-5, 201 1)

【非特許文献 8 】Nancy C. Joyce , e t al. ，Cornea 2004 ; 23 (Suppl .
1) ：S8- S19)

【非特許文献 9 】MiyataK. , et al. , Cornea 20 ( 1) : 59-63 ， 2001
【非特許文献 1 0 】Wei L i , e t al. , Invest Ophthalmol Vi s Sci .

2007 ; 48 : 614 620
【非特許文献 1 1 】Xiaoyan Lu , et a l . ，Mol ecular Vis ion 20 10；

16 : 6 11-622
【非特許文献 1 2 】Mimura T. , Invest Ophthalmol

Sc i . 2004 Sep ; 45 (9) : 2992- 2997
【非特許文献 1 3 】Mimura T. , Exp Eye Res. 2003

Jun ; 76 (6) : 745-75 1
【非特許文献 1 4 】Yokoo S. ， Inves t Ophthalmol Vi s

Sci. 2005 May ; 46 (5) : 1626- 163 1
【非特許文献 5 】Amano S et al. Curr Eye Res 2003

Jun ; 26 (6) : 313-3 18
【非 特 許 文 献 1 6 】 Ide T et al. Biomaterial s . 2006

Feb ; 27 (4) : 607- 14. Epub 2005 Aug

【非 特 許 文 献 1 7 】 Sumide et al. FASEB J . 2006
Feb ; 20 (2) : 392- 4 . Epub 2005 Dec 9.

【発明の概要】
【課題を解決するための手段】

【0 0 1 1 】
本発明者らは、腫瘍壊死因子 β ( G F - β ) 経路を阻害することにより、

正常な機能を保ったまま角膜内皮細胞を増殖させることができる技術を見出し
た。これにより、正常な機能を有する角膜内皮細胞を比較的多量に増殖させる
ことができるようになった。すなわち、本発明は、以下を提供する。
( 1 ) 線維化抑制剤を含む角膜内皮細胞の培養正常化剤。
( 2 ) 前記線維化抑制剤は トランスフォーミング増殖因子 （T G F ) β シグナ

ル阻害剤を含む、項目 1 に記載の培養正常化剤。



( 3 ) 前記培養正常化 は、 Z O — 1 お よび N a + K + — A T P a s e か らなる
群 よ り選択 され る細胞機能が正常であることを含 む、項 目 1 または 2 に記載 の
培養正常化剤。
( 4 ) 前記培養正常化 は角膜移植 に適応 す る移植用細胞 を製造す るため の もの

である、項 目 1 〜 3 のいずれか 1 項 に記載の培養正常化剤。
( 5 ) 前記移植用細胞 は霊長類の細胞である、項 目 4 に記載の培養正常化剤。
( 6 ) 前記移植用細胞 は ヒ トの細胞 である、項 目 4 または 5 に記載 の培養正常

化剤。
( 7 ) 前 記 T G F — シ グナ ル 阻害剤 は 、 T G F — の ア ン タ ゴ ス ト、 T

G F - j の レセ プ ター の ア ン タ ゴニ ス ト、 ま た は S m a d 3 の阻害剤 で あ る、
項 目 2 〜 6 のいずれか 1 項 に記載 の培養正常化剤。
( 8 ) 前記 T G F — 3 シ グナル 阻害剤 は、 S B 4 3 1 5 4 2 ( 4 — [ 4 — ( 1

3 — ベ ン ゾ ジ ォ キ ソー ル ー 5 — ィ ル ） 2 — ピ リジ ニ ル ） ] — 1 H — イ ミダ ゾー

ル ー 2 — ィ ル ] ベ ンズ ア ミ ド）、 B M P — 7 、抗 T G F — 抗体、抗 T G F —

β レセ プ ター 抗体、 T G F — i の s i R N A 、 T G F — レセ プ ター の s i

R N A 、 T G F — の ア ンチ セ ンス オ リゴヌ ク レオ チ ド、 6 ， 7 — ジ メ トキ シ
一 2 — ( ( 2 E ) 一 3 — （1 ー メチ ル ー 2 — フ エ 二 ル ー 1 H — ピ ロ 口 [ 2 ， 3

— b ] ピ リジ ン 一 3 — ィ ル ー プ ロプ 一 2 — エ ノィ ノレ） ) - , 2 ， 3 ， 4 ーテ
トラ ヒ ドロイ ソキ ノ ロ ン 、 A 8 3 — 0 1 ( 3 — （6 — メ チ ル 一 2 — ピ リジ ニ

ノレ） 一 N — フ エ二 ル ー 4 — ( 4 一 キ ノ リニル ） 一 1 H — ピ ラ ゾー ノレ一 1 一 カ ル
ボチオア ミ ド）、 ス テ モ レキュール T L K イ ン ヒ ビ ター （2 — （3 —

( 6 — メチ ル ピ リジ ン 一 2 — ィ ル ） 一 1 ー ピラ ゾー ル ー 4 一 ィル ） 一 1 ， 5

一 ナ フチ リジ ン） 、 ステ モ レキ ュー ル て B M P イ ン ヒ ビター L D N — 1 9 3

1 8 9 ( 6 — （4 一 （ピペ リジ ン 一 1 — ィ ル ） エ トキ シ ） フ エ ニ ル ） 一 3 —

( ピ リジ ン 一 4 — ィ ル ） ピラ ゾ 口 [ 1 ， 5 — a ] ピ リ ミジ ン） 、 S D — 2 0 8

( - ( 5 — ク ロ 口一 2 — フノレオ ロ フ ェ ニ ノレ） 一 4 一 [ ( 4 — ピ リジ ニ ノレ） ァ

ミノ] プ テ リジ ン） 、 L Y 3 6 4 9 4 7 ( 4 — [ 3 — （2 — ピ リジ ル ） 一 1

H — ピラ ゾー ル ー 4 一 ィ ル ] 一 キ ノ リン） 、そ れ らの薬 学 的 に許 容 可 能 な塩 も

しくは溶媒和物、またはその薬学的に受容可能 な塩 の溶媒和物 を少 な くとも 1

種含む、項 目 2 〜 7 のいずれか 1 項に記載 の培養正常化剤。
( 8 A ) 前記 T G F — シ グナ ル 阻害剤 は、 S B 4 3 1 5 4 2 ( 4 — [ 4 一

( 1 ， 3 — ベ ン ゾ ジォ キ ソー ル ー 5 — ィ ル ） 2 — ピ リジ ル ） ] 一 1 H —イ ミ
ダゾール ー 2 —ィ ル ] ベ ンズア ミ ド）、 B M P — 7 、抗 T G F — 抗体、抗 T

G F - レセ プ ター抗体、 T G F — の s i R N A 、 T G F — ; レセ プ ター
の s i R N A 、 T G F — の ア ンチセ ン スオ リゴヌ ク レオ チ ド、 A 8 3 — 0 1

( 3 — （6 — メチル ー 2 — ピ リジ ニル ） 一 N — フ エ二 ル ー 4 一 （4 一 キ ノ リニ
ノレ） 一 1 H — ピラ ゾー ル ー 1 一 カル ボ チ ォ ア ミ ド） 、 ス テ モ レキ ュー ル T

L イ ン ヒ ビター （2 — ( 3 - ( 6 — メチ ル ピ リジ ン 一 2 — ィ ル ） 一 1 Ή 一

ピラ ゾー ル ー 4 — ィ ル ） 一 1 ， 5 — ナ フチ リジ ン） 、 ステ モ レ キ ュー ル 丁 B

M P イ ン ヒ ビ タ ー L D N — 1 9 3 1 8 9 ( 6 — ( 4 . — （ピペ リジ ン 一 1 ー ィ
ル ） エ トキ シ） フ エニ ル ） 一 3 — （ピ リジ ン 一 4 一 ル ） ピラ ゾ 口 [ 1 ， 5 —

a ] ピ リ ミジ ン） 、 S D — 2 0 8 ( 2 — （5 — ク ロ ロー 2 — フル オ ロ フ ェ ニ



ル） 一 4 一 [ ( 4 一 ピ リジニル） ァ ミノ] プテ リジン） 、 L Y 3 6 4 9 4 7

( 4 一 [ 3 — （2 — ピ リジニル） 一 1 H — ピラゾール ー 4 一ィル ] — キ ノ リ
ン ） 、それ らの薬学的に許容可能 な塩 も しくは溶媒和物、またはそ の 薬学的 に
受容可能な塩 の溶媒和物 を少 な くとも 1 種含 む、項 目 2 〜 8 のいずれ か 1 項 に
記載の培養正常化剤。
( 9 ) 前記 T G F — シグナル阻害剤 は、 S B 4 3 1 5 4 2 ( 4 — [ 4 一 （1 ，

3 —ベ ンゾジォキ ソール ー 5 —ィル） 2 — ピ リジニル） 一 1 H —イ ミダゾール
一 2 — ィ ル ] ベ ン ズア ミ ド）またはその薬学的に許容可能 な塩 を含 む、項 目 2
〜 8 または 8 A のいずれか 1 項 に記載 の培養正常化剤。
( 9 A ) 前記 S B 4 3 1 5 4 2 は、使用時に約 0 . 1 M 〜約 1 0 µ M の 濃度

で存在す るよ うに含 まれ る、項 目 8 、 8 Α または 9 に記載の培養正常化剤。
( 9 B ) 前記 T G F — シグナル阻害剤 は、 B M P — 7 を含む、項 目 2 〜 8 ま

たは 8 A のいずれか 1 項 に記載の培養正常化剤。
( 9 C ) 前記 B M P — 7 は、使用時に約 1 0 n g 1 〜約 1 0 0 0 n g m
1 の濃度で存在す るよ うに含 まれ る、項 目 8 、 8 A または 9 B に記載 の培養正
常化剤。
( 9 D ) 前記 B M P — 7 は、使用時に約 1 0 0 n g / 1 〜約 1 0 0 0 n

m 1 の濃度 で存在す るよ うに含 まれ る、項 目 8 、 8 A または 9 B に記載 の培養
正常化剤。
( 9 E ) 前記 B M P — 7 は、使用時に約 1 0 0 0 n g m 1 の 濃度 で存在す る

よ うに含 まれ る、項 目 8 、 8 A または 9 B に記載の培養正常化剤。
( 1 0 ) 前記線維化抑制剤 は さらにM A P キナーゼ阻害剤 を含む、項 目 1 〜 8 、

8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、 9 C 、 9 D または 9 E のいずれ か 1 項 に記載 の培養正
常化剤。
( 1 1 ) 前記 M A P キナーゼ阻害剤 は S B 2 0 3 5 8 0 ( 4 — [ 4 一 （4 ー フ

ノレオ ロ フ エ ニ スレ） 一 2 — （4 ー メ チ ノレス ノレフ イ エ ノレフ エ 二 ノレ） 一 1 H — イ ミ ダ
ゾール ー 5 —ィル ] ピ リジン）またはその薬学的 に許容可能な塩 を含 む、項 目

0 に記載の培養正常化剤。
( 1 2 ) 老化抑制剤 を さらに含む、項 目 1 〜 8 、 8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、 9 C 、
9 D 、 9 E 、 1 0 または 1 1 のいずれか 1 項 に記載 の培養正常化剤。
( 1 3 ) 前記老化抑制剤 は、 p 3 8 M A P キナーゼ阻害剤 を含む、項 目 1 2

に記載の培養正常化剤。
( 1 4 ) 前記老化抑制剤 は S B 2 0 3 5 8 0 ( 4 — [ 4 一 （4 一 フ ル オ ロ フ ヱ

ニ ル ） 一 2 — （4 — メ チ ノレス ノレフ ィ ニ ノレフ エ ニ ル ） 一 1 H — イ ミダゾーノレ一 5
一 ィル ] ピ リジ ン ） を含む、項 目 1 3 に記載 の培養正常化剤。
( 1 5 ) S B 4 3 1 5 4 2 ( 4 — [ 4 一 （1 ， 3 — ベ ンゾジォキ ソール ー 5 —

ィ ル ） 2 — ピ リ ジニル ） 一 1 H —イ ミダゾー ル — 2 — ル ] ベ ン ズア ミ ド） と、
S B 2 0 3 5 8 0 ( 4 — [ 4 一 （4 一 フ ル オ ロ フ ェニ ル ） 一 2 — ( 4 — メ チ ル

ス ル フ ィ ニ ル フ エ ニ ル ） 一 1 H — イ ミダゾーノレ一 5 — ィル ] ピ リジ ン ） または
その薬学的に許容可能 な塩 とを含 む、項 目 1 〜 8 、 8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、 9
C 、 9 D 、 9 E 、 1 0 または 1 1 〜 1 4 のいずれか 1 項 に記載の培養正 常化剤。



( 1 6 ) 細胞接着促進剤 を さらに含む、項 目 ；！〜 8 、 8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、
9 C 、 9 D 、 9 E 、 1 0 または 1 1 〜 1 5 のいずれ か 1 項 に記載 の培養正常化
剤。
( 1 7 ) 前記細胞接着促進剤 は （R) — （+ ) — トランス一 （4 — ピリジル）

一 4 一 （1 一ア ミノエチル） ーシクロへ キサ ンカル ボキサ ミ ドまた はその薬学
的 に許容 可能 な塩 （た とえば、 Y — 2 7 6 3 2 ( R ) — （+ ) — トラ ン ス 一

( 4 一ピリジル） ー 4 一 （1 一ア ミノエチル） ーシクロへ キサ ン力ルポキサ ミ
ド2 塩酸 1 水和物） を含む、項 目 1 6 に記載 の培養正常化剤。
( 1 8 ) 前記線維化抑制剤 は、前記角膜 内皮細胞 の培養 の間常に存在 させ 、他

方、前記接着促進剤 は、一定期 間存在 させた後、いったん該接着促進剤 を欠損
させ、再度該細胞接着促進剤 は、一定期 間存在 させ るこ とを特徴 とす る、項 目
1 6 または 1 7 に記載の培養正常化剤。
( 1 9 ) 前記線維化抑制剤お よび前記細胞接着促進剤 の両方 を、前記角膜 内皮

細胞 の培養 の間常 に存在 させ ることを特徴 とす る、項 目 1 6 または 1 7 に記載
の培養正常化剤。
( 2 0 ) 前記移植 用細胞 は、角膜 内皮障害の予防または治療 のための ものであ

る、項 目 4 〜 8 、 8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、 9 C 、 9 D 、 9 E 、 1 0 または 1 1

〜 1 9 のいずれか 1 項 に記載 の培養正常化剤。
( 2 1 ) 項 目 ：！〜 8 、 8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、 9 C 、 9 D 、 9 E 、 1 0 または
1 〜 2 0 のいずれかに記載の培養正常化剤 と角膜 内皮 の培養成分 とを含む、

角膜内皮細胞 を正常に培養す るための培地。
( 2 2 ) 項 目 1 〜 8 、 8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、 9 C 、 9 D 、 9 E 、 1 0 または
1 1 〜 2 0 のいずれかに記載の培養正常化剤 、または項 目 2 1 に記載 の培地 を
用いて角膜 内皮細胞 を培養す る工程 を包含す る、角膜 内皮細胞 を正常 に培養ず
る方法。
( 2 3 ) 項 目 2 2 に記載 の方法で培養 され る角膜内皮細胞。
( 2 4 ) 項 目 1 〜 8 、 8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、 9 C 、 9 D 、 9 E 、 1 0 または
1 1 〜 2 0 のいずれかに記載の培養正常化剤 を含む、角膜内皮細胞 の保存液。
( 2 5 ) 項 目 1 〜 8 、 8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、 9 C 、 9 D 、 9 E 、 1 0 または
1 1 〜 2 0 のいずれかに記載の培養正常化剤 、または項 目 2 1 に記載 の培地 を
用いて角膜 内皮細胞 を培養す る工程 を包含す る、角膜 内皮細胞 を正常に培養す
る方法 によって生産 された角膜 内皮細胞 を含む、角膜 内皮疾患、障害または状
態の処置または予防のための医薬。
( 2 6 ) 前記処置 または予防は、霊長類 の角膜 内皮 のためのものである、項 目
2 5 に記載 の医薬。
( 2 7 ) 前記処置 または予防は、 ヒ トの角膜 内皮 のための ものである、項 目 2
5 または 2 6 に記載 の医薬。
( 2 8 ) 前記角膜 内皮細胞 は霊長類 由来である、項 目 2 5 〜 2 7 の い ずれか 1

項 に記載の医薬。
( 2 9 ) 前記角膜 内皮細胞 は ヒ ト由来で ある、項 目 2 5 〜 2 8 のいずれか 1 項

に記載の医薬。



( 3 0 ) 前記角膜 内皮疾患、障害 または状態が水疱性角膜症 または角膜 内皮炎
である、項 目 2 5 〜 2 9 のいずれか 1 項 に記載の医薬。
( 3 1 ) 前記医薬 は、シー ト状 または懸濁物である、項 目 2 5 〜 3 0 のいずれ

力、1 項 に記載 の医薬。
( 3 2 ) 細胞接着促進剤 をさらに含む、項 目 2 4 〜 3 1 のいずれ か 1 項 に記載

の医薬。
( 3 2 A ) 前記細胞接着促進剤 は R h o キナーゼ阻害剤 を含む、項 目 3 2 に記

載の医薬。
( 3 3 ) 前記細胞接着促進剤 は （R) — （+ ) — トラ ンス 一 （4 一 ピ リジル ）

ー 4 一 （1 — ア ミノエチル） —シクロへ キサ ンカル ボキサ ミ ドまたはその薬学
的 に許容 可能 な塩 （た とえば、 Y — 2 7 6 3 2 ( R ) 一 （+ ) — トラ ン ス 一

( 4 一 ピ リジル） — 4 一 （1 —ア ミノエチル） 一シクロへ キサ ンカル ボキサ ミ
ド2 塩酸 1 水和物））である、項 目 3 2 または 3 2 A に記載の医薬。
( 3 4 ) 項 目 ：！〜 8 、 8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、 9 C 、 9 D 、 9 E 、 0 または
1 1 〜 2 0 のいずれかに記載の培養正常化剤 、または項 目 2 1 に記載の培地 を
用いて角膜 内皮細胞 を培養す る工程 を包含す る、角膜 内皮細胞 を正常 に培養す
る方法 によって生産 された角膜内皮細胞 を用い る工程 を包含す る、角膜 内皮疾
患、障害または状態の処置または予防のための方法。
( 3 4 A ) さらに、項 目 2 6 〜 3 2 、 3 2 A お よび 3 3 のいずれか 1 項 に記載

の特徴 を少な くとも 1 つ有す る、項 目 3 4 に記載の方法。
( 3 5 ) 細胞接着促進剤 を含む、 ヒ トの角膜内皮疾患、障害または状態 の処置

または予防のための医薬。
( 3 5 A ) 前記細胞接着促進剤 は R h o キナーゼ阻害剤 を含む、項 目 3 5 に記

載の医薬。
( 3 6 ) 前記細胞接着促進剤 は （R) — （+ ) — トラ ン ス 一 （4 一 ピリジル ）

一 4 一 （1 一 ア ミノエ チル ） ー シ ク ロへ キ サ ンカ ル ボ キサ ミ ドま た は そ の薬学
的 に許容 可能 な塩 （た とえば、 Y — 2 7 6 3 2 ( R ) 一 （+ ) — トラ ン ス 一

( 4 一 ピ リジル ） 一 4 一 （1 一 ア ミノエ チル ） ー シ ク ロへ キサ ンカ ル ボ キ サ ミ

ド2 塩酸 1 水和物））である、項 目 3 5 または 3 5 A に記載の医薬。
( 3 7 ) 前記医薬 は、項 目 ：！〜 8 、 8 A 、 9 、 9 A 、 9 B 、 9 C 、 9 D 、 9 E 、
1 0 または 1 1 〜 2 0 のいずれかに記載 の培養正常化剤 、または項 目 2 に記
載の培地 を用いて角膜 内皮細胞 を培養す る工程 を包含す る、角膜 内皮細胞 を正
常に培養す る方法によって生産 された角膜 内皮細胞 と共 に用い られ る、項 目 3
5 、 3 5 A または 3 6 に記載の医薬。
( 3 8 ) 前記角膜 内皮疾患、障害または状態 が水疱性角膜症または角膜 内皮炎

である、項 目 3 5 、 3 5 A 、お よび 3 6 〜 3 7 のいずれか 1 項 に記載の医薬。
( 3 9 ) 細胞接着促進剤 を処置または予防が必要 な被験体 に投与す る工程 を包

含す る、 ヒ トの角膜內皮疾患、障害 または状態 の処置 または予防のための方法。
( 3 9 A ) 項 目 3 5 A 、お よび 3 6 〜 3 8 のいずれか 1 項 に記載 の特徴 を少な

くとも 1 つ有す る、項 目 3 9 に記載の方法。
【0 0 1 2 】



本発 明において、上記 1 または複数 の特徴 は、明示 された組み合 わせ に加 え、
さらに組み合わせ て提供 され うることが意図 され る。本発 明のなお さらな る実
施形態お よび利点は、必要 に応 じて以下の詳細な説 明を読 んで理解すれ ば、当
業者 に認識 され る。
【発明の効果 】

【0 0 1 3 】
本発 明は、従来では達成が困難 であった正常な機能 を保 ったまま角膜 内皮細

胞 を増殖 させ ることができる技術 を提供す る。正常な機能 には、 Z O — 1 お よ
び N a + / K + — A T P a s e 等の角膜 内皮細胞 の生化学的機能、霊長類への移
植能な どが含 まれ、角膜移植 を実現す るための機能 を包含す る。
【図面の簡単な説明】

【0 0 1 4 】
【図 1 】図 1 は、従来法での力 - クイザルお よび ヒ トの細胞 を培養 した場

合 の、形態変化 を示す。上側 は力二 クイザル の ものを示 し、下側 は ヒ トの もの
を示す。 力二 クイザル は D M E M + 1 0 % F B S + 2 n g / 1 塩基性 F G
F 、 ヒ トは O p t i — M E M I R e d u c e d — S e r u m M e d i u
m 、 L i q u i d + 8 % F B S + 2 0 0 g / C a C 2 · 2 H 2 0 + 0 .
0 8 % コ ン ドロイ チ ン硫酸 + 2 0 g / m 1 ァ ス コル ビン酸 + 5 0 g ノ
m l ゲ ンタマイ シン+ 5 n g / m 1 E G F とい う条件 での培養結果 である。
左 は正常角膜 内皮 の形態 を示 してい るが、長期培養 または継代培養 によ り、右
の様 に容易 に形態変化 を生 じる。

【図 2 】図 2 は、従来技術で培養 した場合 に、正常機能 を消失す ることを
示す。左パ ネ ル は、免疫染色の結果 を示す。左側 は、正常の形態に培養 できた
サル角膜 内皮細胞 (MC E C ) を示 し、右側 は長期培養 によ り線維芽細胞様 に
形態変化 したM C E C を示す。左パ ネ ル の上側 には Z O — 1 で の染色 を示 し、
下側 には、 N a + Z K + — A T P a s e で の染色 を示す。右上パ ネル は、 ウェ ス
タンブ ロ ッ トの結果 を示す。右 下パネル は リアル タイム P C R の分析結果 を示
す。右上パネルお よび右下パネル とも、左側 は正常の形態 に培養で きたM C E
C を示 し、右側 は従来 の長期培養 によ り線維芽細胞様 に形態変化 したM C E C
を示す。上か らN a +/K + — A T P a s e 、 Z O — 1 お よび G A P D H に対す
る抗体またはプ ローブでの染色を示す。

【図 2 A 】図 2 A は、線維芽霊長類角膜 内皮細胞 （C E C ) は、異 常な細
胞外マ トリツクス を生成す ることを示 し、す なわ ち、従来技術 で培養 した場合
に、正常機能 を消失す ることを示す。 （A) フ イブ ロネ クチ ンお よび コラーゲ
ン 1 型の線維芽細胞表現型お よび正常な細胞の表現型 における発現 を示す。上
段 はフイブ ロネ クチ ン、下段 はコラーゲ ン 1 型 を示す。左側 は正常な細胞 の表
現型 を示 し、右側 は、線維芽細胞表現型 を示す。線維芽細胞表現型 は、 フイブ
ロネ クチ ンお よび コラーゲン 1 型 な どの過剰 の細胞外マ トリタスを示 した。他
方、正常な細胞 の表現型 は、染色能 を完全 に喪失 した。 （B ) フイブ ロネ クチ
ンの線維芽細胞表現型お よび正常な細胞 の表現型 にお けるタンパ ク質の発現の
ウェスタンブ ロッ トを示す。 G A P D H はコン トロールである。 フイブ ロネ ク
チ ンの タンパ ク質発現 レベ ル は、正常の表現型 よ りも線維芽細胞 の表現型 にお



いて強くアップレギュレートされていた。 （C) コラーゲン 1型、4型、8 型
フイブロネクチン、インテグリン ひ 5、およびインテグリン 1 (上から順
に列挙した。）の線維芽細胞表現型 （右）および正常な細胞の表現型 （左）に
おける半定量P C Rの結果を示す。GA PD Hはコントロールである。半定量
P CR分析によって、1型コラーゲン転写物 （c l ( I ) R N A ) は線維芽
細胞表現型において豊富に発現されていたが、他方、正常な表現型においては、

1 ( I ) mR N A の発現は減少していた。基底膜コラーゲン表現型である、
1 ( I V ) mRN Aおよび ΐ (V I I I ) R N Aは、正常表現型および

線維芽細胞表現型の表現型の両方で発現されていたが、正常表現型では発現の
程度は線維芽細胞表現型よりも少なかった。フイブロネクチンおよびィンテグ
リン 5の RN Aは線維芽細胞表現型で観察されたが、正常表現型ではこれ
らの2種のmRN Aは発現されなかった。） 1インテグリンの RN Aは、両
方の表現型で同様のレベルで発現がみられた。

【図3】図3は、従来法での線維化を示す。3 T 3フィーダ一細胞用の馴
化培地 （C o n d i t i o n e d m e d i m) は線維芽細変化 （形質転
換）を抑制する （中央）力、 しかし継代培養をするとやはり形質転換にいたる
こと（右）を示す。左はヒト角膜内皮細胞を〇p t i —MEM I R e d
c e d - S e r u M e d i u m, L i q i d + 8 %F B S + 2 0 0 m g

C a C 2 · 2 H 20 + 0 . 0 8 % コンドロイチン硫酸+ 2 0 g
1 ァスコルビン酸+ 5 0 g m 1 ゲンタマイシン+ 5 n g 1 上

皮増殖因子 （E G F ) という条件で培養したところ線維芽細胞様に形質転換し
たことを示し、中央は同様の培地をマウス由来線維芽細胞である3 T 3を用い
た馴化培地としたものでの結果を示す。右は、ヒト角膜内皮細胞を3 T 3を用
いた馴化培地にて培養して継代培養を行った 7 日後の位相差顕微鏡写真である。
細胞は線維芽細胞様に形質転換して重層化した細胞を拡大したものである。こ
のように従来の培地で継代培養をすると、線維化が生じることが分かる。

【図4 】図4 は、サル角膜内皮細胞の線維化した細胞では、Sm a d経路、
p 3 8 MA P K経路おょぴJ N K経路が活性化されていることを示す図であ
る。各パネルにおいて左は、正常形態のサル角膜内皮細胞 （M CE C) を示し、
右は、線維芽細胞様に形態変化したM C E Cを示す。左側に上からp Sm a d
2、Sm a d 2、p E R K l / 2、E R K 1 2に対する抗体でのゥヱスタン
ブロットの結果を示し、右側に上からρ p 3 8、p 3 8、p J N K、J N Kに
対する抗体でのウェスタンブロットの結果を示す。なお、ERK のリン酸化は細
胞の線維化による変化のみではなく、細胞増殖による影響があるために、細胞
の増殖の状態によっては異なる結果となることがありうることを確認している。

【図5】図5は、T G F — シグナルをレセプターのリン酸化阻害剤によ
り阻害することでサル角膜内皮の形質転換を抑制することができたことを示す
図である。左は力二クイザルの角膜内皮をDM EM + 1 0 %F B S + 2 n g /
m l 塩基性F G F (本明細書において通常培地ともいう）で培養したところ
線維芽細胞様に形態変化したことを示し、右には同じ個体からの角膜内を培地
にT G F —； シグナルをレセプターのリン酸化阻害剤であるS B 4 3 1 5 4 2



を加 えてで培養 した結果 を示す。大小不動 が少 な く、一層 の多角形細胞 が認 め
られ、線維芽細胞様 に形態変化 が抑制 されてい ることが理解 され る。

【図 6 】図 6 は、 T G F — ョ シ グナル 阻害によ りサル角膜内皮細胞 の線維
化 による機能関連 タンパ ク質の喪失が抑制 され ることを示す。左側 は、カニ ク
ィザル の角膜 内皮 を D M E M + 1 0 % F B S + 2 n g m 1 塩 基性 F G F

(通 常培地）で培養 した ところ線維芽細胞様 に形態変化 したM C E C 、右側 は
S B 4 3 1 5 4 2 で処理 して正常 な形態 に培養 で きたM C E C の機 能関連 マ ー

カーである Z O — 1 (上側）お よび N a + K + — A T P a s e (下側） による
免疫染色像 を示す。右 上パネル は、 ウェ ス タ ン プ ロッ トの結果 を示す。右 下パ
ネ ル は リアル タイ ム P C R の分析結果 を示す。右上パ ネ ル お よび右 下パ ネ ル と

も、左側 は S B 4 3 1 5 4 2 で処理 して正常な形態 に培養 できたM C E C を示
し、右側 は線維芽細胞様 に形態変化 したM C E C を示す。上か らN a + K + —

A T P a s e 、 Z O — 1 お よび G A P D H に対す る抗体 またはプ ローブでの染
色 を示す。

【図 7 】図 7 は、 T G F — シグナルがサル角膜内皮の形質転換 に関与す
ることを確認す るために、 T G F — お を添加 して形質転換 を誘導 し機能関連 タ
ンパ クが喪失す ることを示 した図である。上側 は コン トロール の M C E C を示
し、下側 は T G F — で処理 した細胞 での結果 を示す。左 には位相差顕微鏡写
真 による細胞形態 を示 し、中央には、 N a + / K + — A T P a s e に対す る抗体
での染色結果 を示 し、右 には Z O — 1 に対す る抗体での染色結果を示す。

【図 8 】図 8 は、 T G F — によ りサル角膜 内皮細胞が線維化 し形態変化
して機能関連 タンパ ク質 を喪失す ることを示す図である。 T G F — の投与量
による変化 を示す （左側 のパネルでは左 か ら 0 n g / i g Z m 1 、 3

n g / rx 1 、 1 0 n / 1 、 3 0 n / m 1 を示す。右側 のパ ネ ル で は、左
か ら O n g Z m l 、 1 n g ノ m 1 、 1 0 n g / m 1 を示す。）。左側上か らN

a + / K + - A T P a s e 、 Z O — 1 、お よび G A P D H に対す る抗体での ゥェ
ス タ ンブ ロッ 卜の結果 を示 し、右側 には上か ら p S m a d 2 、 S m a 2 に対
す る抗体での染色結果 を示す。

【図 9 】図 9 は、 ヒ ト角膜内皮 において も、 T G F — シグナル を レセプ
ターの リン酸化阻害剤 によ り阻害す ることで形質転換 を抑制 し、正常な内皮 を
培養す る こ とが可能 で あるこ とを示す 図で ある。左 は コ ン トロー ル （通 常培
地）であ り、右 は S B 4 3 1 5 4 2 での染色結果 を示す。

【図 9 A 】図 9 A は 、 S B 4 3 1 5 4 2 が、 ヒ ト角膜 内皮 細胞 （H C E

C ) の機能 を維持 し、 ヒ ト角膜内皮細胞 の線維芽細胞様 の変化 を抑制す ること
を示す （A 、 B ) 。 （A) では左 は通常の培地 にて培養 した ヒ ト角膜內皮細胞
を示 し、右 は通常培地 に S B 4 3 1 5 4 2 を 1 M の濃度 で添加 した培地で培
養 した ものを示す。角膜 内皮細胞 の機能関連マーカー として N a + / K + — A T

P a s e (ポ ンプ機能）、 Z O — 1 (バ リア機能） をマーカー として免疫染色
した ところ、通常の培地では一部の細胞でのみ これ らのマーカーの発現 が認 め
られた一方 で、 S B 4 3 1 5 4 2 を加 えた培地ではすべ て の細胞 で発現が認 め
られた。 （B ) では、 S B 4 3 1 5 4 2 を 3 種類 の濃度 （右か ら 1 0 M 、

パM お よび 0 . Ι Μ ) で行 った ウェスタンブ ロッ トの実験結果 を示す。 コン



トロー ル は何 も添加 していない培地 を示す。上か らN a + K + — A T P a s e 、
Z O — 1 および G A P D H ( コ ン トロー ル ） の発現 を示す。 S B 4 3 1 5 4 2

による T G F レセプ ター シグナル伝達 をブ ロックす ることに よって、 N a +
K + - A T P a s e お よび Z O — 1 が細胞膜 での細胞 内局在 が可能 にな り、そ
れ らのタンパ ク質発現の維持 が可能 になった。 ス ケ ー ル バーは 1 0 0 m を示
す。 （C ) E L I S A ア ツセィを示す。 S B 4 3 1 5 4 2 を加 えた とき と加 え
ない ときの コラーゲン 1 型 の分泌量 を細胞上清 にお ける濃度 を示す。 E L I S

A ア ツセィによって、 S B 4 3 1 5 4 2 が、 コラーゲ ン 1 型 の細胞 上清へ の分
泌 を顕著 にダ ウン レギ ュ レー トした こ とをが示 され た。 * * P < 0 . 0 5 。
( D ， E ) 定量 P C R を示す。 コ ン トロール として、 S B 4 3 1 5 4 2 ( 1 µ

Μ ) を加 えた ときの、 コラーゲン 1 型 の発現量の変化 （D ) お よぴ フイブ ロネ
クチ ンの発現量の変化 （Ε ) を、 G A P D H の発現 の S B 4 3 1 5 4 2 による
発現量の変化 を用いて正規化 （す なわち、 G A P D H を 1 0 0 % にす る） した
グラフである。 S B 4 3 1 5 4 2 が コラーゲ ン 1 型お ょぴ フイブロネ クチ ンの
発現 をm R N A レベ ル で有意 に減少 させ るこ とを示す。 * P < 0 . 0 1 、 * *

P < 0 . 0 5 。
【図 1 0 】図 1 0 は、 S B 4 3 1 5 4 2 以外 の方法で も T G F — お シグナ

ル を拮抗 させ ヒ ト角膜 内皮 の形質転換 を抑制す ることができた ことを示す図で
ある。上側 の結果 は位相差顕微鏡 での結果 を示す。 下側 はファロィ ジン染色 の
結果 を示す （緑色の染色 （細胞の周囲状 に網 目状 となってい るものが ファロィ
ジンであ り、赤色の染色 （粒子状） は P I である。）。左側 は O p t i 一 M E

M I R e d u c e d — S e r m M e d , L i q i d + 8 % F

B S + 2 0 0 m g 1 C a C 1 2 · 2 H 2 0 + 0 . 0 8 % コ ン ドロイ チ ン
硫酸 + 2 0 g / m l ァ ス コル ビ ン酸 + 5 0 g m 1 ゲ ン タマ イ シ ン +

5 n g / 1 E G F を培地 （図中では通常培地 と表示す る） として培養 した
ヒ ト角膜 内皮細胞 であ り、右側 は培地 に 1 0 0 n g m L の B M P — 7 を添加
して培養 した結果 を示す。

【図 1 0 A 】図 1 0 A は、図 1 0 で一部強拡大で示 した もの を B M P — 7

の濃度別 に効果 を検討 した もの を示す。 こ こで は、 B M P 7 が ヒ ト角膜 内皮細
胞 の線維芽細胞様〜の変化 を抑制 し、その機能 を維持す るこ とを示す。 （A )

位相差顕微鏡 の写真 である。左上は B M P — 7 無添加 の コン トロール （C o n

t r o 1 と表示す る。 ) である。左上が 1 0 n g m L 、右 下が 1 0 0 n g Z
m L 、左 下 1 0 ひ O n g / L の B M P — 7 を示す。線維芽細胞 の表現型 の細
長い細胞形 は、濃度依存性 の様式で B M P — 7 の存在 下で応答 して多角形細胞
形態 に変換 された。 スケールバーは 1 0 0 m である。 （B ) ファロイ ジン染
色の写真 である。左上は B M P — 7 無添加 の コン トロールである。左上が 1 0

n g L 右 下が 1 0 0 n g m L 、左 下 1 0 0 0 n g / m L の B M P — 7

を示す。 B M P — 7 は、通常の六角形 の細胞形態 を可能 に し、ァクチ ンの細胞
表層 における細胞骨格分布 を可能 に した。 ス ケ ー ル バーは 1 0 0 m である。
( C ) ( D ) それぞれ N a + / K + — A T P a s e 、 Z 〇一 1 染色の写真 である。

左上は B M P — 7 無添加 の コ ン トロー ル であ る。左上が 1 0 n g / m L 、右 下
が 1 0 0 n g / L 、左下 1 0 0 0 n g / m L の B M P — 7 を示す。 B M P —



7 は、細胞膜 にお けるN a + K + — A T P a s e お よび Z O — 1 の細胞 内局在
を維持 した。 スケールバーは 1 0 0 m である。 （E ) ( F ) コン トロールお
ょぴ B M P — 7 の濃度 を 3 種類使用 して培養 した ときの N a +/K + — A T P a

s e 陽性細胞 （E ) お よび Z O — 1 陽性細胞 （F ) の割合 を示す グラフである。
コ ン トロー ル は無添加 である。 N a + K + — A T P a s e 陽性細胞 お よび Z O
一 1 陽性細胞 の両方 とも、 B M P — 7 で処理 した場合 に、 コ ン トロー ル に比べ
て割合が有意 に増加 していた。 * P く 0 . 0 1 、 * * P く 0 . 0 5 。

【図 1 1 】図 1 1 は、 p 3 8 M A P K の阻害剤 を S B 4 3 1 5 4 2 に加
えて用いた ところ p 3 8 M A P K 阻害 + T G F — シグナル阻害に よ りヒ ト
角膜 内皮細胞 が、継代 を繰 り返 して も高密度 で形態保持 して培養 が可能 にな る
ことを示す図である。左上は、 コン トロール （図中では通常培地 と表示す る）
であ り、右上は S B 4 3 1 5 4 2 の み で の結果である。左下は S B 2 0 3 5 8
0 のみでの結果であ り、右下は S B 4 3 1 5 4 2 お よび S B 2 0 3 5 8 0 の両
方での結果 を示す図である。

【図 1 2 】図 1 2 は、本発 明で確 立 された ヒ ト角膜 内皮細胞の標準的な培
養法の一例である。上パ ネ ル に は継代培養 の模式図を示 し、実施例 8 において
実施 した培養法 1 〜 3 の模式図を示す。 いずれ に方法 で も、 S B 2 0 3 5 8 0
お よび S B 4 3 1 4 3 2 を存在 させ てい る。培養法 1 は、 Y — 2 7 6 3 2 は 4
8 時間存在 させ た後、いったん欠失 させ 、その後再度加 える方法で ある。培養
法 2 では、 Y — 2 7 6 3 2 を常に共存 させ てい る。培養法 3 では、 Y — 2 7 6

3 2 は存在 させ ない。
【図 1 3 】最終的に確立 された ヒ ト角膜 内皮細胞培養 での結果 を示す。左

側 の写真 で示す よ うに、線維化が抑 え られ、増殖 も順調 であることが理解 され
る。右 の写真 にあるよ うに上側 に示す Z O — お よび下側 に示す N a + K + —
A T P a s e で の染色か ら明 らかな よ うに、正常機能が保持 されていた こ とが
理解 され る。

【図 1 4 】実施例 9 において、正常 な形態 に機能 を維持 して培養 した ヒ ト
角膜 内皮細胞 をコラーゲンシー ト上 に培養 して力二クイザル水疱性角膜症モデ
ル に移植す ることで角膜の透明治癒 が得 られ ることを示す。左側 は、本発 明の
培養法 で培養 した細胞 のみ を移植 した結果であ り、右側 は本発 明の培養 法で培
養 した細胞 の移植 時に R O C K 阻害剤 であるY — 2 7 6 3 2 を注入 した場合 の
結果 を示す。

【図 1 5 】実施例 9 において、 . 5 力月後 に安楽死 させ 、角膜 を摘 出 し
て組織 を固定 した後 に、実施例 2 と同様 にファロィジンお よび N a + K + — A
T P a s e お よび Z O — 1 に対 して免疫染色 を行い、蛍光顕微鏡 にて撮影 した
結果 を示す。上段 は、細胞 + R O C K 阻害剤 の結果 を示 し、下段 は細胞 のみの
結果 を示す。左側 は、ファロィジン （原色 は緑色、 グ レイ ス ケ ー ル では上側 で
は網 目状 となってお り下側では拡散 して見 える）お よび D A P I (原 色 は青色。
グレイスケールでは上側では細胞 内部 が粒子状 に染色 され、下側 で も粒 子状 で
あるが、その数 は上側 と比べて減少 してお りファロィ ジン染色 と重複 して見 え
る）の染色 を示 し、中央 は Z O — 1 (原色 は緑色。 グ レイ ス ケ ー ル では上側 で
は網 目状 となってお り下側 では左上 と右 下に一部残存 して見 える。）お よび D



A P I (原色 は青色。 グ レイス ケ ー ル では上側では細胞 内部が粒 子状 に染色 さ
れ、下側 では粒子状の染色は消え薄 く全体 に染色 されてい る。） の染色 を示 し、
右側 は N a + / K + — A T P a s e (原 色 は緑色。 グ レイスケールでは上側 では
網 目状 となってお り下側 では中央 に一部残存 して見 え る。 ) お よび D A P I
(原色 は青色。 グ レイス ケ ー ル では上側 では細胞 内部 が粒子状 に染 色 され、下

側で も粒子状であるが、その数 は上側 と比べて減少 してお りファロィジン染色
と重複 して見える） の染色 を示す。

【図 1 6 】図 1 6 は実施例 1 0 で行 った抗 T G F — 中和抗体 を用いた場
合での培養正常化 を示す。左 は通常培地での結果 を示 し、右 は抗 T G F — 中
和抗体での結果 を示す。

【図 1 7 】図 1 7 は実施例 1 1 で行 った S m a d 3 阻害剤 である C a 1 b
i o c h e m 社 か ら販売 され る 6 ， 7 —ジメ トキ シ ー 2 — ( ( 2 E ) 一 3 —
( 1 一 メチ ル 一 2 — フ エ二ル ー 1 H — ピ ロ 口 [ 2 ， 3 — b ] ピ リジ ン 一 3 —ィ

ル ー プ ロプ ー 2 —エ ノィ ル ） ） 一 1 ， 2 ， 3 ， 4 ーテ トラ ヒ ドロイ ソキ ノ ロ ン
(カ タ ログ番号 ：5 6 6 4 0 5 ) を用いた場合での培養正常化 を示す。左 は通

常培地での結果 を示 し、右は抗 T G F - 中和抗体での結果 を示す。
【発明を実施す るための形態】

【0 0 1 5 】
以下、本発 明を説 明す る。本 明細書の全体 にわた り、単数形 の表現 は、特 に

言及 しない限 り、その複数形の概念 をも含む ことが理解 され るべ きである。従
つて、単数形 の冠詞 （例 えば、英語 の場合は 「a 」、 「a n 」、 「t h e 」な
ど）は、特 に言及 しない限 り、その複数形 の概念 をも含 む ことが理解 され るべ
きである。 また、本 明細書 において使用 され る用語 は、特 に言及 しない限 り、
当該分野で通常用い られ る意味で用い られ ることが理解 され るべ きである。 し
たがって、他 に定義 され ない限 り、本 明細書 中で使用 され るすべ て の 専門用語
お よび科学技術用語 は、本発 明の属す る分野の当業者 によって一般 的に理解 さ
れ るの と同 じ意味を有す る。矛盾す る場合、本 明細書 （定義 を含 めて）が優先
す る。'

【0 0 1 6 】
(定義）

本 明細書 において 「線維化抑制剤」 とは、線維化 を抑制す る任意 の薬剤 を言
う。 本発 明で使用 され る線維化抑制剤 は、 トラ ンス フ ォ ー ミン グ増殖因子 （T
G F ) シ グナ ル 阻害剤、分裂促進因子 （マイ トー ジヱ ン） 活性化 タ ンパ ク
質 キナ ー ゼ （Μ Α Ρ Κ ) 3 8 抑制剤、イ ン ター ロイ キ ン （I L ) 一 1 2 、 I L

一 1 0 、イ ンター フ ェ ロ ン （I F N ) — 、または B M P — 7 ( 〇 P — 1 ) な
どの 、抗線維化作用 を有す ることが知 られているサイ トカイ ン等 を挙 げること
ができる。 この よ うなサイ トカイ ン類等の情報 は、公 的デー タベ ー ス 、例 えば
G e n B a n k 、雑誌刊行物な どか ら入手す ることができる。理論 に束縛 され
ることを望まないが、本発明では、線維化 を抑制す ることによって、従来 は、
正常な機能 を有す る細胞 の増殖が困難 であつた角膜 内皮細胞 の顕著な増加 を達
成す ることができた。 したがって、本発 明に用い られ る線維化抑制剤 は、正常



な機能 を有す る細胞の増殖 をもた らす ものである限 り、 どのよ うな薬剤 で も用
い られ ることが理解 され る。

【0 0 1 7 】
例 えば、様 々 な哺乳動物 I F N — γ ポ リペプチ ドが ヒ ト疾患の治療 に使用 さ

れ うるが、一般 に、 ヒ トの角膜内皮細胞 のためには、 ヒ トタンパ ク質が使用 さ
れ る。 ヒ ト I F N — コー ド配列は、 G e n B a n k ァクセ ッシ ョン番号 Ρ 0

5 7 9 お よび C A A 0 0 3 7 5 において見出 され うる。対応す るゲノム配列
は、 G e n B a n k ァクセ ッシ ョン番号 J 0 0 2 1 9 、 M 3 7 2 6 5 、お よび
V 0 0 5 3 6 にお い て見 出 され うる。 例 えば Gray et al. (1982) Nature
295: 501 (GenBank X13274) ；お よ び Rinderknecht e t al. (1984)
J . Biol. Chem. 259 ：6790 を参照。

【0 0 1 8 】
あるいは、線維化抑制剤 として、ベ ラパ ミルな どのカル シ ウムチ ャネル遮断

薬 を用いることができる。そのよ うな線維化抑制剤 は、 コラーゲン I 型 の合成
を減 らす能力のみな らず、コラーゲン I 型線維 の分解 の刺激 による抗線維化作
用を有 し得 る。線維芽細胞 についての i n V i t r o 試験は、コラーゲンの
細胞外輸送が、カル シ ウム の存在 に依存す ることを示す。 カル シ ウムチ ャネ ル
遮断薬であるべ ラバ ミル は、細胞 内カル シ ウム濃度 を低 下 させ て、 コラゲナー
ゼ活性 を増加 させ る。それはまた、線維芽細胞の增殖 を阻害す る。

【0 0 1 9 】
本明細書にお い て 「トラ ンス フ ォー ミン グ増殖因子 一 ( トラ ンス フォー ミ

ング成長因子一 お ；略称 T G F — お とも表示 され る）」 とは、当該分野で用い
られ るもの と同様の意味で用い られ、様 々 な硬化性疾患や、関節 リウマチ、増
殖性硝子体網膜症の病態形成 を担い、脱毛に深 く関与 し、免疫担当細胞 の働 き
を抑制す る一方、プロテアー ゼ の過剰産生 を抑制す ることによって肺組織が分
解 され肺気腫 に陥 るのを防ぎ、癌細胞の増殖 を抑制す るな ど、多彩 な生物活性
を示す分子量 2 5 k D のホモダイマ ー 多機能性サイ トカイ ンである。 ヒ トでは、

G F - 1 〜 ！ 3 ま で の 3 つ の アイ ソフォー ムが存在す る。 T G F — は レ
セプターに結合できない分子量約 3 0 0 k D の不活性 な潜在型 として産生 され、
標的細胞表面やその周囲において活性化 されて レセプターに結合できる活性型
とな り、その作用 を発揮す る。

【0 0 2 0 】
理論 に束縛 され ることを望まないが、標的細胞 における T G F — の作用は

S a d とい う情報伝達 を担 う一連のタ ンパ ク質 の リン酸化経路によって伝達
され るとされている。まず、活性型 T G F — が標的細胞表面に存在す る I I
型 T G F — お レセ プ ターに結合す ると、 I I 型 レセ プ ター 2 分子 と I 型 T G F

レセ プ ター 2 分子か らなる レセ プ ター複合体が形成 され、 I I 型 レセプタ
一が I 型 レセプターを リン酸化す る。次に、 リン酸化 I 型 レセプターは、 S m
a d 2 または S m a d 3 を リン酸化す ると、 リン酸化 された S m a d 2 お よび
S m a d 3 は S m a d 4 と複合体を形成 して核 に移行 し、標的遺伝子プロモー
ター領域に存在す るC A G A b o X と呼ばれ る標的配列に結合 し、コアクチ
ベータ一 とともに標的遺伝子の転写発現を誘導す るとされてい る。



【0 0 2 1 】
形質転換増殖 因子 一 ( T G F - 3 ) シグナル伝達経路 は、そ の標 的遺伝 子

の調節 に よって、細胞増殖 お よび分化 、増殖停止 、アポ トー シ ス 、 な らび に上
皮 間充織分化転換 （E MT) とい った よ うな、多 くの細胞活性 を調節 す るこ と
がで きる。 T G F — 自体 （例 えば、 T G F — 1 、 T G F — 2 ぉ ょび 丁
F - 3 ) 、ァ クチ ビンお よび骨形成 タンパ ク質 （B M P ) が含 まれ る、 T G

F - ファ ミリーのメンバーは、細胞増殖 、分化 、移動お よびアポ トー シ ス 等
の強力 な調節剤 である。

【0 0 2 2 】
T G F — お は、 Β リンパ 球、 Τ リンパ 球お よび活性化マ クロフ ァー ジを含 め、

多 くの細胞 に よ り、お よび多 くの他 の細胞型 に よ り産生 され る、約 2 4 K d の
タ ンパ ク質 である。免疫系 に対す る T G F — お の効果 の中には、 I L 一 2 レセ
プター誘導、 I L 一 1 誘発性胸腺細胞増殖 の阻害、お よび I F N — 誘発性 マ
クロフ ァー ジ活性化 の遮断がある。 T G F — は、様 々 な病 的状態 に関与す る
と考 え られてお り （B o r d e r e t a 1 . ( 1 9 9 2 ) J に C l i n .

I n v e s t . 9 0 : 1 ) 、そ して腫瘍抑制物質 または腫瘍 プ ロモ ー ター の い

ずれ か として機能す ることが十分裏付 け られてい る。
【0 0 2 3 】

T G F - ; は、 2 つのセ リン ス レオニ ンキナーゼ細胞表面 レセ プターであ
る T G F — R I I お よび A L K 5 に よって、そのシグナル伝 達 を媒介す る。
T G F - シグナル伝達 は、 T G F — R I I が A L K 5 レセ プター を リン酸
化す るの を可能 とす る、 リガ ン ド誘発性 レセ プ ターニ量体化 で開始 され る。 そ
の リン酸化 は、 A L K 5 キナーゼ活性 を活性化 して、活性化 A L K 5 は次 に、
下流エ フェクター S m a d タンパ ク質 （MAD の脊椎動物相 同体、 または 「M

o h e s a g a i s t D P P (デ カペ ンタプ レジ ック） 」 タンパ ク
質）、 S m a d 2 または 3 を リン酸化す る。 S a d 4 との p — S m a d

3 複合体は、核 に入 って、標 的遺伝子 の転写 を活性化す る。
【0 0 2 4 】

S m a d 3 は、 S m a d の R — S m a d ( レセ プ タ—— 活性化 S m a d ) サ
ブグループのメンバーであって、 T G F — ; レセプ ター による転写活性化 の直
接 メデ ィエ ー ターである。 T G F — 刺激 は、 S m a d 2 お よび S m a d 3 の

リン酸化 お よび活性化 をもた らし、 これ らは、 S a d 4 (脊 椎動物 にお ける
「共通 （c o m m o n ) S m a d 」 または 「c o — S m a d 」' ) と複 合 体 を形

成 し、 これ が核 と共 に蓄積 して、標 的遺伝子 の転写 を調節す る。 R — S m a d
は、細胞質 に局在 し、そ して T G F — ; レセ プター による リガ ン ド誘発性 リン
酸化 で、 c o — S m a d と複合体 を形成 して、核へ と移動 し、 こ こで 、 それ ら
は、 クロマチ ンお よび協 同転写因子 と関連 のあ る遺伝子発現 を調節す る。 S m
a d 6 お よび S m a d 7 は阻害性 S a d ( 「I 一 S m a d 」） であ り、す な
わち、 T G F — に よ り転写的 に誘発 され て、 T G F — シグナル伝達 の阻
害剤 と して機 能す る （Feng e t al. (2005) Annu. Rev. Cell. Dev. Biol.

2 1 : 659) 。 S m a d 6 Z 7 は、 R — S m a d の レセ プ ター媒介活性化 を妨 げ
るこ とに よ り、それ らの阻害効果 を発揮す る ；それ らは、 R — S m a d の動員



お よび リン酸化 を競合的に妨げる、 I 型 レセ プ ター と関連す る。 S m a d 6 お
よび S m a d 7 は、 S m a d 6 ノ 7 相互作用 タンパ ク質のュ ビキチ ン化お よび
分解 をもた らす、 E 3 ュ ビキチ ン リガーゼ を補充す ることが知 られ てい る。

【0 0 2 5 】
G F - シグナル伝達経路は、 この ほ か 、 B M P — 7 な どによって伝達 さ

れ る経路 も存在 し、 これ は、 A L K — 1 Z 2 3 ノ 6 を経 由 し、 S m a d l Z
5 8 を介 して機能が発現 され るとされている。 T G F — β シ グナ ル伝達経路
こつ レヽ て ま、 . Massagu' e, Annu. Rev. Biochem. 1998. 67: 753 —
9 l ;Vilar MG, Jansen R, Sander C (2006) PしoS Comput Biol
2 (1) ：e3; Leask, A. , Abraham, D. J . FASEB J . 18，816- 827 (2004) ；
Coert Margadant & Arnoud Sonnenberg EMB0 reports (2010) 11， 97-
105 ； Joel Rosenbloom et al. , Ann Intern Med. 2010 ； 152 ： 159 -
166 等を参照のこと。

【0 0 2 6 】
本 明細書にお い て 「トラ ンス フ ォー ミン グ増殖 因子 （T G F ) - シ グナ ル

阻害剤」 とは、 T G F シ グナ ル伝達 を阻害す る任意の因子 をい う。 T G F — お
について拮抗す る場合 はア ン タ ゴュ ス トとい う場合 もあ るが、本発 明について
い う場合 T G F — j ア ン タゴニス トは T G F — お シ グナ ル 阻害剤 に包含 され
る。

【0 0 2 7 】
したがって、代表的には、本発 明において用い られ る T G F — シグナル阻

害剤 として は 、 T G F — の ア ン タ ゴニ ス ト、 T G F — i の レセ プ ター の ァ
ン タ ゴ二 ス ト、 または S m a d 3 の 阻害剤 が挙 げ られ るがそれ らに限定 され な

い。
【0 0 2 8 】

本発明で用い られ うる例示的な T G F — ョ シグナル阻害剤 としては、 S B 4
3 1 5 4 2 ( 4 一 [ 4 一 （1 ， 3 — ベ ン ゾジォキ ソー ル ー 5 — ィル ） 2 — ピ リ
ジニル ） ] 一 1 H — イ ミダゾール ー 2 — ィル ] ベ ンズア ミ ド） 、 B M P — 7 、
抗 T G F — 抗体、抗 T G F — レセ プ ター抗体、 T G F — の s i R N A 、
T G F - レセ プ ター の s i R N A 、T G F - の ア ンチ セ ンス オ リゴヌ ク
レオ チ ド、 6 ， 7 — ジ メ トキ シ ー 2 — ( ( 2 Ε ) 一 3 — （1 ー メチ ル ー 2 — フ
ェニル ー 1 H — ピ ロ 口 [ 2 ， 3 — b ] ピ リジ ン 一 3 —ィ ル ー プ ロプ ー 2 — エ ノ
ィ ル ） ） 一 1 ， 2 , 3 ， 4 ーテ トラ ヒ ドロイ ソキ ノ ロ ン、 A 8 3 — 0 1 ( 3 —
—( 6 — メチ ル ー 2 — ピ リジニル ） 一 N — フ エ 二ル ー 4 一 （4 一 キ ノ リニ ル ） 一

1 H — ピ ラ ゾー ル 一 1 — カ ル ポ チ オ ア ミ ド） 、 ス テ モ レキ ュー ル 「 T L K
イ ン ヒ ビター （2 — （3 — （6 — メチ ル ピ リジ ン 一 2 — ィ ル ） 一 1 H — ピ ラ ゾ
一ル ー 4 一 ィル ） 一 1 ， 5 — ナ フチ リジ ン） 、 ス テ モ レキ ュー ル B M P ィ
ン ヒ ビター L D N — 1 9 3 1 8 9 ( 6 — （4 一 （ピペ リジ ン 一 1 一 ィ ル ） エ ト
キ シ） フ エ ニル ） 一 3 — ( ピ リジ ン 一 4 一 ィ ル ） ピ ラ ゾ 口 [ 1 ， 5 — a ] ピ リ
ミジ ン） 、 S D — 2 0 8 ( 2 — （5 — ク ロ 口 一 2 — フ ノレオ ロ フ ヱ 二 ノレ） 一 4 一

[ ( 4 — ピ リジニル ） ァ ミノ] プ テ リジ ン） 、 L Y 3 6 4 9 4 7 ( 4 — [ 3 —
( 2 — ピ リジニル ） 一 1 H — ピ ラ ゾー ル 一 4 —ィ ル ] 一 キ ノ リン） 、 そ れ らの



薬学的に許容可能 な塩 も しくは溶媒和物、またはそ の薬学的 に受容 可能 な塩 の
溶媒和物等 を挙げることがで きるが これ らに限定 されない。

【0 0 2 9 】
この ほ か の T G F — シ グナ ル 阻害剤 として は 、 T G F — の 1 つ ま た は

複数 のァイ ソフォ ームに対す るモ ノ ク ローナル抗体お よびポ リクローナル抗体
(米 国特許第 5 ， 5 7 1 , 7 1 4 号 ；国際公 開第 9 7 ノ 1 3 8 4 4 号お よび国

際公 開第 0 0 ズ 6 6 6 3 1 号 もまた参照）、 T G F — レセ プ ター、その よ う
な レセプター の 可溶性形態 （例 えば、可溶性 T G F — I I I 型 レセ プ ター）、
または T G F — レセプターに対 して向け られる抗体 （米国特許第 5 ， 6 9 3 ,

6 0 7 号、米国特許第 6 ， 0 0 1 ， 9 6 9 号、米国特許第 6 ， 0 1 0 , 8 7 2

号、米国特許第 6 ， 0 8 6 ， 8 6 7 号、米国特許第 6 ， 2 0 1 , 1 0 8 号 ；国
際公 開第 9 8 / 4 8 0 2 4 号 ；国際公 開第 9 5 / 1 0 6 1 0 号 ；国際公 開第 9

3 ノ 0 9 2 2 8 号 ；国際公 開第 9 2 ノ 0 0 3 3 0 号） 、潜在性 関連べ プチ ド
(国際公 開第 9 1 ノ 0 8 2 9 1 号）、大 きな潜在型 T G F — お （国際公 開第 9

4 ノ 0 9 8 1 2 号）、 フ エチ ュイ ン （米国特許第 5 ， 8 2 1 , 2 2 7 号）、デ
コ リンな らび にバ イ グ リカ ン、 フ イ ブ 口モ ジ ュ リン、ノレミカ ン、 お よび エ ン ド
ダ リンな どの他 のプ ロテオダ リカ ン （国際公 開第 9 1 Z 1 0 7 2 7 号 ；米国特
許第 5 ， 6 5 4 ， 2 7 0 号、米国特許第 5 , 7 0 5 , 6 0 9 号、米 国特許第 5 ，
7 2 6 , 1 4 9 号 ；米国特許第 5 ， 8 2 4 ， 6 5 5 号 ；国際公 開第 9 1 ノ 0 4

7 4 8 号 ；米国特許第 5 ， 8 3 0 ， 8 4 7 号、米国特許第 6 ， 0 5 , 6 9 3

号 ；国際公 開第 9 l l 0 7 2 7 号 ；国際公 開第 9 3 0 9 8 0 0 号 ；お よび
国際公 開第 9 4 ノ 1 0 1 8 7 号）、ソマ トス タチ ン （国際公 開第 9 8 ノ 0 8 5

2 9 号）、マ ン ノー ス 一 6 — リン酸 またはマ ン ノー ス 一 1 一 リン酸 （米国特許
第 5 ， 5 2 0 , 9 2 6 号）、プ ロラタチ ン （国際公 開第 9 7 ノ 4 0 8 4 8 号）、
イ ン ス リン様成長 因子 I I ( 国際公 開第 9 8 ノ 1 7 3 0 4 号）、 I P — 1 0

( 国際公 開第 9 7 0 0 6 9 1 号）、 A r g — G l y — A s p 含 有べ プチ ド
( P f e f f e r 、米国特許第 5 ， 9 5 8 , 4 1 1 号 ；国際公 開第 9 3 1 0

8 0 8 号）、植物、菌類 、お よび細菌 の抽 出物 （E P — A — 8 1 3 8 7 5 ；特
開平 8 — 1 1 9 9 8 4 号 ；お よびM a t s n a g a e t 1 . , 米 国特
許第 5 ， 6 9 3 ， 6 1 0 号）、ア ンチ セ ンス オ リゴヌ ク レオ チ ド （米国特許第
5 , 6 8 3 , 9 8 8 号 ；米国特許第 5 ， 7 7 2 , 9 9 5 号 ；米国特許第 5 , 8

2 1 ， 2 3 4 号、米国特許第 5 ， 8 6 9 ， 4 6 2 号 ；お よび国際公 開第 9 4

2 5 5 8 8 号） 、 S m a d お よびM A D を含む、 T G F — ョ シグナル伝達 に関
与す るタンパ ク質 （E P — A — 8 7 4 0 4 6 ；国際公 開第 9 7 / 3 1 0 2 0

号 ；国際公 開第 9 7 Z 3 8 7 2 9 号 ；国際公 開第 9 8 / 0 3 6 6 3 号 ；国際公
開第 9 8 Z 0 7 7 3 5 号 ；国際公 開第 9 8 / 0 7 8 4 9 号 ；国際公 開第 9 8 /

4 5 4 6 7 号 ；国際公 開第 9 8 / 5 3 0 6 8 号 ；国際公 開第 9 8 / 5 5 5 1 2

号 ；国際公 開第 9 8 / 5 6 9 1 3 号 ；国際公 開第 9 8 Z 5 3 8 3 0 号 ；国際公
開第 9 9 Z 5 0 2 9 6 号 ；米国特許第 5 ， 8 3 4 ， 2 4 8 号 ；米 国特許第 5 ,

8 0 7 , 7 0 8 号 ；お よび米国特許第 5 , 9 4 8 ， 6 3 9 号）、 S k i お よび
S n o ( V o g e I 、 1 9 9 9 、 S c i e n c e 、 2 8 6 : 6 6 5 ; お よび S

r o s c h e i n e t a . ， 1 9 9 9 、 S c i e n c e 、 2 8 6 : 7



7 1 〜 7 7 4 ) 、その同起源 の レセプターへの T G F — ョ の結合 を阻害す るま
たはそれに干渉す るのに適 してい る、 1 つ または複数 の一本鎖オ リゴヌク レオ
チ ドアプタマ一またはそれ をコー ドす る発現 プラス ミ ド、な らび に T G F —

の活性 を阻害す る能力 を保持す る、上記 に同定 され る分子 の任意の変異体、断
片、または誘導体を含むが、これ らに限定 され ない。 T G F — お 阻害剤 は、 T

G F - ア ン タ ゴニ ス トで あ り得 、そ の レセ プ ター へ の T G F — お 結合 を遮
断す る ヒ トモ ノ ク ロー ナ ル 抗体 または ヒ ト化 モ ノ ク ローナル抗体 （また は F

( a b ) 2断片、 F v 断片、単鎖抗体、お よび T G F — に結合す る能力 を保
持す る抗体の他 の形態 も しくは断片な どのその断片）であ り得 る。 T G F —
レセプターお ょぴ T G F — レセプ ターの T G F — お 結合断片、 とりわけ、
可溶性断片は、本発明の方法にお ける有用 な T G F — ; ア ン タ ゴニ ス トで ある。
ある実施形態 において、 T G F — お 機能 の好 ま しい阻害剤 は、可溶性 T G F —
β レセプター、 とりわけ、例 えば、 T G F B I I R または T G F B I I I 尺の
細胞外 ドメイ ン、好 ま しくは組換 え可溶性 T G F — β レセ プ ター （r s T G F
B I I R または r s T G F B I I I R ) を含 む、 T G F — β I I 型 レセ プ ター
( T G F B I I R ) ま た は T G F — I I I 型 レセ プ ター （T G F B I I I R

も しくはベー タダ リカ ン） である。 T G F — レセ プ ターお よび T G F —
レセ プ ターの T G F — 結合断片、 とりわけ、可溶性断片は、本発明の方法 に
お ける有用 な T G F — アンタゴニ ス トで ある。 T G F — レセプ ターお よ
びそれ らをコー ドす る核酸は、当技術分野 において十分 に知 られてい る。 T G

F - 1 型 レセプター をコー ドす る核酸配列 は、 G e n B a n k ァ クセ ッシ ョ
ン番号 L 1 5 4 3 6 お よび米国特許第 5 ， 5 3 8 , 8 9 2 号 （D o n a h o e
e t a 1 . ) において開示 され る。 T G F — ョ 2 型 レセプターの核酸配列 は、
G e n B a n k ァ クセ ッシ ョン番号 A W 2 3 6 0 0 1 、A I 3 5 7 9 0 A I
2 7 9 8 7 2 、A I 0 7 4 7 0 6 、お よび A A 8 0 8 2 5 5 の下で公的に入手
可能である。 T G F — 3 型 レセ プ ター の核酸配列 もまた、 G e n B a n k ァ
クセ ッシ ョン番号 N M 0 0 3 2 4 3 、A I 8 8 7 8 5 2 A I 8 7 2 9 5
お よび A I 6 8 1 5 9 9 の下で公的に入手可能である。

【0 0 3 0 】
また さらなる他の T G F — シグナル阻害剤 またはアンタゴニス トお よびそ

れ らの製造方法は、現在 開発 中の よ り多 くの もの と共に、当該分野で十分知 ら
れてい る。有効な T G F — ア ン タゴニス トはいずれ も、本発明の方法 におい
て有用であ り得 ることか ら、使用す る特異的 T G F — シグナル阻害剤 または
ア ンタゴニ ス トは、限定的な特徴 の ものではない。その よ うなアンタゴニ ス ト

の例 には、 1 つまたはそれ よ り多いアイ ソタイプの T G F — 3 に対す るモ ノ ク
ローナルお よびポ リクローナル抗体 （米 国特許第 5 ， 5 7 1 , 7 1 4 号お ょぴ
国際公開 9 7 / 1 3 8 4 4 ) 、T G F - ; レセプター、そのフラグメン ト、そ
の誘導体、お よび T G F — レセ プ ターに対す る抗体 （米国特許第 5 , 6 9 3 ，
6 0 7 号、同第 6 ， 0 0 8 ， 0 1 1 号、同第 6 ， 0 0 1 , 9 6 9 号お よび同第
6 ， 0 1 0 , 8 7 2 号、な らびに国際公 開 9 2 Z 0 0 3 3 0 、国際公 開 9 3 Z
0 9 2 2 8 、国際公 開 9 5 / 1 0 6 1 0 お よび国際公 開 9 8 / 4 8 0 2 4 ) ；
潜伏 関連へ プチ ド ( l a t e n c y a s s o c i a t e d p e p t d



e ；国際公 開 9 1 ノ 0 8 2 9 1 ) 、 l a r g e l a c e n t T G F —

(国際公 開 9 4 / 0 9 8 1 2 ) 、 フ エチ ュイ ン （米国特許第 5 ， 8 2 1 ， 2 2

7 号）、デ コ リン、な らびにバイ グ リカ ン、 フイブ 口モ ジュ リン、ル ミカ ンお
よびエ ン ドダ リン といった よ うな他 のプ ロテオ ダ リカン （米 国特許第 5 ， 5 8

3 ， 1 0 3 号、同第 5 , 6 5 4 , 2 7 0 号、同第 5 ， 7 0 5 , 6 0 9 号、同第
5 , 7 2 6 , 1 4 9 号、同第 5 ， 8 2 4 , 6 5 5 号、同第 5 ，8 3 0 ， 8 4 7

号、同第 6 ， 0 1 5 ， 6 9 3 号、な らびに国際公 開 9 1 / 0 4 7 4 8 、国際公
開 9 1 1 0 7 2 7 、国際公 開 9 3 / 0 9 8 0 0 お よび国際公 開 9 4 / 0 1

8 7 ) が含まれ る。
【0 0 3 1 】

そのよ うなアンタゴニス トの さらなる例 には、 ソマ トス タチ ン （国際公 開 9

8 / 0 8 5 2 9 ) 、 マ ン ノー ス 一 6 — リン酸 ま た は マ ン ノー ス 一 1 一 リン酸
(米 国特許第 5 ， 5 2 0 ， 9 2 6 号）、プ ロラタチ ン （国際公 開 9 7 ノ 4 0 8

4 8 ) 、 イ ンス リン様増殖因子 I I (国際公 開 9 8 1 7 3 0 4 ) 、 I P — 1

0 ( 国際公 開 9 7 / 0 0 6 9 1 ) 、 ア ル ギニ ン （a r g ) —ダ リシ ン （g 1

y ) ー ァ スパ ラギン酸 （a s p ) 含有ペ プチ ド （米国特許第 5 ， 9 5 8 ，4 1

1 号お よび国際公 開 9 3 / 1 0 8 0 8 ) 、植 物、真菌類お よび細菌類 の抽 出物
(欧州特許 出願第 8 1 3 8 7 5 号、特開平 8 — 1 1 9 9 8 4 号お よび米 国特許

第 5 ， 6 9 3 ， 6 1 0 号）、ア ンチ セ ンス ォ レゴヌ ク レオ チ ド （米 国特許第 5 ，
6 8 3 ， 9 8 8 号、同第 5 ， 7 7 2 , 9 9 5 号、同第 5 ， 8 2 1 , 2 3 4 号お
よび同第 5 ， 8 6 9 , 4 6 2 号、な らびに国際公 開 9 4 ノ 2 5 5 8 8 ) 、 な ら
びに S m a d お よびM A D (欧州特許 出願 E P 8 7 4 0 4 6 、国際公 開 9 7
3 1 0 2 0 、国際公 開 9 7 3 8 7 2 9 、国際公 開 9 8 ノ 0 3 6 6 3 、国際公
開 9 8 0 7 7 3 5 、国際公 開 9 8 0 7 8 4 9 、国際公 開 9 8 / 4 5 4 6 7 、
国際公 開 9 8 Ζ 5 3 0 6 8 、国際公 開 9 8 / 5 5 5 1 2 、国際公開 9 8 Ζ 5 6

9 1 3 、国際公 開 9 8 / 5 3 8 3 0 お よび国際公 開 9 9 / 5 0 2 9 6 な らび
に米国特許第 5 , 8 3 4 , 2 4 8 号、同第 5 ， 8 0 7 , 7 0 8 号お よび同第 5 ,

9 4 8 ， 6 3 9 号）、な らびに S k i お よび S n o ( G . V o g e 1 , S c i

e n c e , 2 8 6 : 6 6 5 ( 1 9 9 9 ) お よび S t r o s c h e i n e t

a 1 . ，S c e n c e , 2 8 6 : 7 7 1 — 7 4 ( 1 9 9 9 ) ) 、 な らび に T

G F — ョ の活性 を阻害す る能力 を保持す る上記分子のいずれかのフラグメン ト
お よび誘導体を含 め、 T G F — ョ シグナル伝達 に関与す る他 のタンパ ク質の宿
主が含まれ る。

【0 0 3 2 】
本発 明における使用のための適 した T G F — ; アンタゴニス トはまた、 T G

F — β の量または活性 を阻害す るそれ らの能力が保持 され る限 り、前述 の T G

F — ア ン タゴニス トの機能的変異体、変異体、誘導体、お よび類似体 をも含
む。本明細書 において使用 され る 「変異体」、 「誘導体」、お よび 「類似体」
は、親化合物 に対 して同様 の形または構造 を有 し、 T G F — ア ンタゴニス ト
として作用す る能力 を保持す る分子 を指す。例 えば、本 明細書 において開示 さ
れ る T G F — ア ン タ ゴニ ス トのいずれ も、結晶化 されて もよ く、有用な類似
体は、 （1 つまたは複数 の）活性部位 の形 のための担 う座標 に基づいて合理的



に設計 され得 る。その代 わ りに、当業者 は、不必要な実験 を伴 うこ とな く、知
られ てい るア ン タ ゴニ ス トの官能基 を改変 し得、あるいは活性、半減期 、生物
学的利用能、または他 の望ま しい特徴 の増加 についてその よ うな改変分子 をス
ク リーニング し得 る。 T G F — ア ンタゴニス トがポ リペプチ ドである場合、
ポ リペ プチ ドの断片お よび改変体は、送達 の容易 さ、活性 、半減期 な どを増加
させ るために産生 され得 る （例 えば、上記 に議論 され るよ うな ヒ ト化抗体また
は機能的抗体断片）。合成お よび組換 えポ リペ プチ ドの産生の当技術分野 にお
ける技術 の レベ ル を考慮すれ ば、その よ うな改変体は、不必要な実験 を伴 うこ
とな く、達成 され る可能性 がある。 当業者 らはまた、本 明細書 において記載 さ
れ るT G F — 阻害剤 の結晶構造お ょぴノまたは活性部位 につ い て の知識 に基
づいて新規な阻害剤 を設計 して もよい。可溶性 T G F — レセプターな どのポ
リペ プチ ド阻害剤 はまた、遺伝子移入 を介 して有効 に導入 され得 る。 したがつ
て、本発 明の方法のある実施形態は、 T G F — お レセプターまたは結合パー ト
ナー、好 ま しくは可溶性 レセプターまたは可溶性結合パー トナーの発現のため
の適 したベ クター の使用 を含む。 ある好 ま しい実施形態 において、可溶性 T G
F — β ア ン タ ゴニ ス トの投与は 、 可溶性 ア ン タ ゴニ ス トを コー ドす る c D N A 、
あるいは、 T G F — I I 型 レセプター （r s T G F B I I R ) または T G F
~ 1 I 型 レセ プ ター （r s T G F Β I I I R ) の 細 胞 外 ドメイ ン を コー ド
す る c D N A を含 むベ クターを使用す る遺伝 子移入 に よって達成す るこ とがで
き、 このベ クターは、ベ クター を用いて形質移入 され る細胞 中で可溶性 T G F
- アンタゴニ ス トの i n s i t u 発現 を引き起 こ し、 T G F — の活性
を阻害 し、 T G F — 媒介性 の線維形成 を抑制す る。任意の適 したベ クター を
使用す ることがで きる。好 ま しいベ クターは、遺伝子移入 の 目的で開発 され た
アデ ノ ウイ ノレスベ ク ター 、 レンチ ウイ ノレスベ ク ター 、 ェ プ ス タイ ンパ 一 ウイ ノレ

ス （E B V ) ベ クター、アデ ノ随伴 ウィル ス （AA V ) ベ クター、お よび レ ト
ロウィル スベ クター を含む。遺伝子移入 の他 の非ベ クター方法、例 えば脂質 /
D N A 複合体、タンパ ク質 D N A 抱合体、裸 の D N A の移入方法 な どもまた
使用す ることができる。アデ ノウィル ス遺伝子移入 を介 しての送達 のために開
発 された さらなる適 した T G F — アンタゴニス トは、 I g F c ドメイ ンに
融合 された、 T G F — i I I 型 レセプターの細胞外 ドメイ ンをコー ドす るキメ
ラ c D N A ( I s a k a e t a l . ， 1 9 9 9 、K i d n e y I n t .
5 5 ：p p . 4 6 5 〜 4 7 5 ) 、 T G F — ； I I 型 レセ プターの ドミナ ン トネ
ガテ ィブ変異体 のアデ ノ ウイル ス遺伝子移入ベ クター （Z h a o e t a
1 . ， 1 9 9 8 、M e c h . D e v . 、 7 2 ：p p . 8 9 〜 1 0 0 ) 、お よび
T G F — 結合プ ロテオ ダ リカンであるデ コ リンのアデ ノウイルス遺伝子移入
ベ クター （Z h a o e t a . , 1 9 9 9 、 Am. J . P h s i o . 、
2 7 7 ：p p . L 4 1 2 〜 L 4 2 2 ) を含むが、 これ らに限定 されない。 アデ
ノウィル ス媒介性 の遺伝子移入は、他 の遺伝子送達様式 と比較 して、効率が非
常に高い。

【0 0 3 3 】
T G F - レセプターお よび T G F — レセプターの T G F — お 結合 フラ

グメン ト、可溶性 フラグメン ト等は、本発 明において有用な T G F — アンタ



ゴ ス トで あ る。 T G F — レセ プ ター お よび それ らを コー ドす る核 酸 は 、 当

該 分 野 で十 分 知 られ て い る。 T G F — ; 1 型 レセ プ ター を コー ドす る核 酸 配 列
は 、 G e n B a n k の ァ クセ ッシ ョン番 号 L 5 4 3 6 お よび D o n a h o e
らの米 国特 許 第 5 ， 5 3 8 ， 8 9 2 号 に 開示 され て い る。 T G F — 2 型 レセ
プ ター の 核 酸 配 列 は 、 G e n B a n k の ァ ク セ ッ シ ョ ン 番 号 A W 2 3 6 0 0
1 ；A I 3 5 7 9 0 ；A I 2 7 9 8 7 2 ；A I 0 7 4 7 0 6 ；お よび A A 8 0
8 2 5 5 の 下 、 公 的 に入 手 可 能 で あ る。 T G F — 3 型 レセ プ ター の 核 酸 配 列
もま た 、 G e n B a n k の ァ ク セ ッ シ ョ ン番 号 N M 0 0 3 2 4 3 ；A I 8 8 7
8 5 2 ; A I 8 1 7 2 9 5 ; お よび A 1 6 8 1 5 9 9 の 下 、公 的 に入 手 可 能 で
あ る。 1 つ の例 示 的 な実 施 形 態 にお い て 、 T G F — ア ン タ ゴニ ス トは 、 そ の
レセ プ ター 、 ま た は F ( a b ) 2 フ ラ グ メ ン ト、 F v フ ラ グ メ ン ト、 単 鎖 抗 体 、

お よび T G F — お に結 合 す る能 力 を保 持 す る他 の 「抗 体 」型 とい っ た よ うなそ
の フ ラ グ メ ン トへ の T G F — ;3 結 合 を遮 断 す る抗 体 で あ る。 そ の 抗 体 は 、 キ メ
ラ化 ま た は ヒ ト化 され 得 る。 本 明 細 書 中 、 キ メ ラ化 抗 体 は 、 ヒ ト抗 体 の 定 常領
域 、 お よび マ ウス抗 体 とい った よ うな非 ヒ ト抗 体 の可 変 領 域 を含 む 。 ヒ ト化 抗

体 は 、 ヒ ト抗 体 の 定 常領 域 お よび フ レー ム ワ ー ク可 変 領 域 （す な わ ち 、超 可 変

領 域 以 外 の 可変 領 域 ） 、 な らび にマ ウス抗 体 とい った よ うな非 ヒ ト抗 体 の超 可
変 領 域 を含 む 。 勿 論 、 そ の 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ提 示 シ ス テ ム か ら選 択 され る も し
くは選 抜 され る力 ま た は ゼ ノマ ウス か ら産 生 され る ヒ ト抗 体 とい っ た よ うな 、
いず れ か の 他 の種 類 の抗 体 誘 導 体 で あ り得 る。

【0 0 3 4 】
S m a d 関連 の知 見 も増 大 して い る。 T G F — シ グナ ル 伝 達経 路 は 、 こ の

分 子 が タイ プ I ( T b R I ) お よび タイ プ I I ( T b R I I ) の セ リ ン ス レ
ォ ニ ン キナ ー ゼ 受 容 体 か らな るヘ テ ロ二 量 体 細 胞 表 面 複 合 体 に結 合 し、 そ して

こ の へ テ ロ二 量 体 細 胞 表 面 複 合 体 を誘 起 す る とき に 開始 され る。 つ い で こ の へ

テ ロ二 量 体 受 容 体 は 、前 記 の シ グナ ル を下流 の標 的 S m a d プ ロテ イ ンの リン

酸 化 を通 じて前 記 の シ グナ ル を伝 播 す る。 上 述 の よ うに 、 S m a d タ ンパ ク質
に は 三 つ の機 能 ク ラス が あ り、 そ れ らは 、 例 え ば S a d 2 及 び S m a d 3 の
よ うな 、 レセ プ ター に よ り制 御 され る S m a d ( - S m a d ) 、 S m a d 4

と も呼 ばれ る コ メデ ィエ ー ター （C o — S m a d ) お よび 阻 害 S m a d ( I —

S m a ) で あ る。 こ の へ テ ロ二 量 体 受 容 体 複 合 体 に よ る リン酸 化 に続 い て 、
こ の R — S m a d が こ の C o - S m a と複 合 体 を形 成 し、 そ して 前 記 の核 に

移 り、他 の各 タ ンパ ク質 と連 携 して 、 そ れ らは標 的 遺 伝 子 の 転 写 を調 節 す る
(Derynck, R. , et al. (1998) Cell 95 : 737-740) ；Massague, J .

and Wotton, D. (2000) EMB0 J . 19 : 1745) 。 ヒ ト S m a d 3 の ヌ ク レ

ォ チ ド配 列 及 び ァ ミノ酸 配 列 は 、例 え ば G e n B a n k A c c e s s i o n
N o . g i : 4 2 4 7 6 2 0 2 に 開示 され て い る。 ネ ズ ミ S m a d 3 の ヌ ク

レオ チ ド配 列 及 び ァ ミノ酸 配 列 は 、例 え ば G e n B a n k A c c e s s i o
n N o . g i : 3 1 5 4 3 2 2 1 に 開示 され て い る。 上 述 の よ うに 、 T G
F β 刺 激 は、 S a d 2 お よび S m a d 3 の リン酸 化 お よび活 性化 を もた ら

し、 これ らは 、 S m a d 4 、 c o m m o n S a d 」 ま た ま 「c o — S

a d 」 とも称 す る） と複 合 体 を形 成 し、 これ が核 と共 に 蓄積 して 、標 的 遺 伝 子



の転写 を調節す る。 したがって、 T G F — お シグナル阻害は、 S m a d 2 、 3
または c o — S m a d ( S a d 4 ) の 阻害 によって も達成 され うる。 R — S
m a d は、細胞質に局在 し、そ して T G F — レセプターによる リガ ン ド誘発
性 リン酸化で、 c o — S m a d と複合体 を形成 して、核へ と移動 し、 こ こで 、

それ らは、クロマチ ンお よび協 同転写因子 と関連 のある遺伝子発現 を調節す る。
したがって、 R — S m a d を直接 または間接 に阻害す ることによつて も T G F
一 シグナル阻害が達成 され うる。 S m a d 6 お よび S m a d 7 は阻害性 S m
a d ( I - S m a d ) であ り、す なわち、 T G F — によ り転写的に誘発 され
て 、 T G F — お シ グナル伝 達 の阻 害剤 と して機 能 す る （Feng ら （2005)
Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 1： 659) 。 S m a d 6 7 は、 R — S m a d の

受容体媒介活性化 を妨 げることに よ り、それ らの阻害効果 を発揮す る。 それ ら
は、 R — S a d の動員お よび リン酸化 を競合的に妨 げ る、 I 型受容体 と関連
す る。 S m a d 6 お よび S a d 7 は、 S m a d 6 7 相互作用 タンパ ク質 の
ュ ビキチン化お よび分解 をもた らす、 E 3 ュ ビキチ ン リガーゼ を補充す ること
が知 られてい る。 したがって、 S m a d 6 お よび 7 は、本発 明において T G F
一 β シグナル阻害剤 として機能 しうる。

【0 0 3 5 】
本発 明において使用 され うる S m a d 3 の阻害剤 としては、アンチセ ン ス ヌ

ク レオチ ド、 s i R N A 、抗体等 のほか、低分子化合物 として、 C a 1 b i o
c h e m か ら販売 され る 6 ， 7 —ジメ トキシ一 2 — ( ( 2 E ) — 3 — （1 ーメ
チル ー 2 — フ エ二ル ー 1 H — ピ ロ 口 [ 2 ， 3 - b ] ピ リジ ン 一 3 — イ ノレー プ 口
プ ー 2 — エ ノィル） ) — 1 ， 2 ， 3 ， 4 ーテ トラ ヒ ドロイ ソキノロンな どを挙
げることができるがそれ らに限定 され ない。

【0 0 3 6 】
本明細書 において角膜 内皮細胞 の 「培養正常化」 とは、角膜 内皮細胞 が本来

有 してい る機能 （本 明細書では 「正常 （な）機能」 ともい う。）等 の特徴 を少
な くとも 1 つは維持 しなが ら培養 をす ることをい う。 その よ うな機 能 としては、
Z 〇一 1 お よび N a + — A T P a s e 、角膜移植 へ の適応能 （Matsubara
M, Tanishima T : Wound-heal g o f the cornea 丄 enaotheliumin the
monkey: a morphometric study, Jpn J Ophthalmol 1982, 26 ：64-
273 ； MatsubaraM, Tanisnima T : Wound healing of corneal
endothelium i n monkey: anautoradiographic study, Jpn J
Ophthalmol 1983, 27:444—450 ； Van Horn DL, Hyndiuk RA:
Endothelial wound repair i n primate cornea, Exp Eye Res 1975,
2 1 : 113 124 お よび VanHorn DL, Sendele DD， Seideman S， Buco PJ:
Regenerative capacity o f the cornealendotheliura i n rabbit and

cat, Invest Ophthalmol Vis Sci 1977, 16 : 597 - 613) 等 が挙 げ られ る
がそれ らに限定 され ない。す なわち、 「正常な機能」は、角膜移植 を実現す る
のに必要な機 能 または十分であることを示す指標 であ りうることが理解 され る。

【0 0 3 7 】
角膜移植 の適応能 は、通常 ゥサギ等 の実験動物 において も水疱性角膜症モ

デル として角膜 内皮 を機械的に搔爬 して、培養細胞 の移植試験 を行 うことがで



き る。 しか しな が ら、 ゥサ ギ の 角 膜 内皮 細 胞 は 生 体 内 で 増 殖 す る.た め 、 ホ ス ト

の 角 膜 内皮 細 胞 の 増 殖 に よ る 自然 治 癒 の 可 能 性 を否 定 で き な い （Matsubara M,

e t al. , Jpn J Ophthalmol 1982, 26 : 264-273 ；Matsubara M, e t al. ,

Jpn J Ophthalmol 1983, 27:444- 450 ; Van Horn DL， e t al. , Exp

Eye Resl975 ， 2 1 : 113-124 お よ び Van Horn DL, e t al. , Invest

Ophthalmol Vis Sci 1977, 16: 597-613) 。 した が っ て 、 よ り正 確 な 移 植 適

応 能 を評 価 す る た め に は 、 霊 長 類 へ の 生 着 を評 価 す る こ とが好 ま しい 。 ヒ トへ

の移 植 適 応 能 を評 価 す る場 合 は 、 霊 長 類 で あ る力 二 クイ ザ ル な どに お い て 、 例
え ば 、 少 な く と も 1 ヶ月 、 好 ま し くは少 な く と も 2 ヶ月 、 よ り好 ま し くは 少 な
く と も 3 ヶ月 、 さ らに好 ま し くは 少 な く と も 6 ヶ月 、 さ らに よ り好 ま し くは少

な く と も 1 2 ヶ月 経 過 させ た 後 の適 応 性 を評 価 す る。 サ ル 等 の 霊 長 類 で の 移 植

適 応 能 を確 認 す る こ とは特 に ヒ トへ の適 用 にお い て 重 要 で あ る。
【0 0 3 8 】

本 明細 書 にお い て 「培 養 正 常 化 剤 」 とは 、 培 養 中 に 生 じ うる 、角 膜 内皮 細 胞

等 の正 常 な機 能 等 の 特 徴 の喪 失 を 防 止 す る た め の 薬 剤 を い う。 培 養 正 常 化 剤 が

そ の機 能 を発 揮 した とい うた め に は 、 本 明 細 書 に記 載 され る よ うな 角 膜 内皮 細
胞 の正 常 な機 能 が 維 持 され て い る か 、 あ るい は 低 下 幅 が 減 少 して い る こ とを 1

つ で も試 験 す る こ とに よっ て 確 認 す る こ とが で き る。 例 え ば 、 正 常 化 の 判 断 方
法 と して は 、 Z 〇 一 1 お よび N a + K + — A T P a s e の よ うな角 膜 内皮 細 胞

にお け る機 能 タ ンパ ク質 を指 標 と して そ の発 現 の 変 化 を 見 た り、 あ るい は サ ル

等 へ の移 植 に よ っ て 生 着 し、機 能 す る か ど うか を調 べ る こ とに よっ て 実 行 す る

こ とが で き る。 移 植 に よ る判 断 方 法 は以 下 の とお りに行 な うこ とが で き る。 す

な わ ち、 I 型 コ ラー ゲ ン上 に角 膜 内皮 培 養 して 培 養 角 膜 内皮 シー トを 作 製 す る。
全 身 麻 酔 下 で 力 二 クイ ザ ル の 角 膜 輪 部 を 1. 5rara 切 開 して シ リ コ ン製 の 手 術 器 具

を前 房 内 に挿 入 して 角 膜 内皮 細 胞 を機 械 的 に搔 爬 して 水 疱 性 角 膜 症 モ デ ル を 作

製 す る。 続 い て 角 膜 輪 部 を 5 — 6 m m 切 開 して 培 養 角 膜 内皮 シ ー トを 前 房 内 に

挿 入 し、 前 房 を空 気 で 置 換 す る こ とで シ ー トを角 膜 内皮 面 に接 着 させ る。 培 養

角 膜 内皮 シ ー トの 移 植 に よ る水 疱 性 角 膜 症 の 治 療 効 果 は 細 隙 灯 顕 微 鏡 に よ る角
膜 透 明性 の評 価 に て行 う。 -

【0 0 3 9 】
本 明 細 書 に お い て 「細 胞 分 裂 因 子 （マ イ トー ジ ェ ン） 活 性 化 タ ンパ ク質 （M

A P ) キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 」 とは 、 M A P キ ナ ー ゼ の シ グナ ル 伝 達 経 路 を 直 接 ま た

は 間接 に 阻 害 す る任 意 の 阻 害 剤 をい う。 した が っ て 、 M A P キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 は 、
マ イ ト一ジ ヱ ン活 性 化 タ ンパ ク質 を標 的 と し、 低 下 させ る、 ま た は 阻 害 す る化

合 物 に 関 す る。 M A P キ ナ ー ゼ は 、 様 々 な 細 胞 外 刺 激 に応 答 して 活 性 化 され 、

細 胞 表 面 か ら核 へ の シ グナ ル 伝 達 を仲 介 す る タ ンパ ク質 セ リンダ ス レオ ニ ン キ

ナ ー ゼ 群 で あ る。 そ れ らは 、 炎 症 、 ア ポ トー シ ス に よ る細 胞 死 、 発 癌 性 形 質 転

換 、腫 瘍 細 胞 侵 襲 、 お よび 転 移 を含 む 、 い くつ かの 生 理 的 お よび 病 理 学 的 細 胞

現 象 を制 御 す る。
【0 0 4 0 】

本 発 明 に よ る有 用 な M A P キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 は 、 い ず れ の M A P キナ ー ゼ 因 子 、

例 え ば 、 限 定 され る も の で な い が 、 M A P K 、 E R K 、 M E K 、 M E K K 、 E



R K 1 、 E R K 2 、 R a f 、 M O S 、 p 2 1 r a s 、 G R B 2 、 S O S 、 J N

K 、 c — j u n 、 S A P K ：、 J N K K 、 P A ：、 R A C 、お よび p 3 8 を阻害
す るもの で あ り得 る。 M A P キナーゼ阻害剤 の例 は、限定 され るも の で ないが、
P D 1 8 4 3 5 2 、 V X — 7 4 5 、 S B 2 0 2 1 9 0 ァ ニ ソマ イ シ ン、 P D

9 8 0 5 9 、 S B 2 0 3 5 8 0 、 U 0 1 2 6 、 A G 1 2 6 、 ァ ピゲ ニ ン、 H S

P 2 5 キナーゼ阻害剤 、 5 — ョー ドッペル シジン、M A P キナーゼ ア ンチセ ン
ス オ リゴヌ ク レオ チ ド、 コ ン トロー ル M A P キ ナ ー ゼ オ リゴヌ ク レオ チ ド、 M

A P キナーゼカスケー ド阻害剤 、M A P キナーゼ阻害剤セ ッ ト 1 、 M A P キナ
ーゼ阻害剤セ ッ ト 2 、 M E K 阻害剤セ ッ ト、 ォ ロモ ウシ ン （O 1 o m o u c i

n e ) 、 イ ソォ ロモ ウ シ ン、 N 9 イ ソプ ロ ピノレオ 口モ ウシ ン 、 p 3 8 M A P

キナーゼ阻害剤、 P D 1 6 9 3 1 6 、 S B 2 0 2 4 7 4 、 S B 2 0 2 1 9 0 塩
酸塩、 S B 2 0 2 4 7 4 二塩酸塩 、 S B 2 0 3 5 8 0 スル ホ ン、 I o t — S

B 2 0 3 5 8 0 、 S B 2 2 0 0 2 5 、 S C 6 8 3 7 6 、 S K F — 8 6 0 0 2 、

チル ホ ス チ ン （T y r p h o s t i n ) A G 1 2 6 、 0 1 2 4 、 U 0 1

5 、お よび Z M 3 3 6 3 7 2 を含 む。 C a 1 B i o C h e m カ タ口グのペー ジ
i x x v i h t t p '- / / w . t o c r i s . c o v / ；お よび n

t t p •' . v p h a r m . c o TO./ f r a m e 0 9 . h t l を参
照。

【0 0 4 1 】
M A P キナーゼはセ リソ / トレオ - ンキナーゼのファ ミリー を記載す るため

に使 われ る一般名 である。 M A P キナーゼ はまた、細胞外 シグナル調節性 プ ロ
アイ ンキナーゼ （ e x t r a c e l l u l a r s i g n a l — r e g l a

t e d r o t e i n k i n a s e s ) または E R K とも呼ばれ、 3 キナ
ーゼカスケ一 ドの末端酵素である。 関係す るが区切 られ たシグナル伝達経路 に
対す る 3 キナーゼカスケー ドの反復 が、一 経路 内で逐次的に作用す るモ ジ ユ ー

ル多機能 シグナル伝達要素 としてのM A P K 経路の概念 を生み、 この経路では
それぞれの酵素が リン酸化 してそれ によ りシ ー ケ ン ス の 次のメンバ ー を活性化
す ることが特徴 である。 この よ うに して、標準的M A P K モ ジュール は 3 つの
プロテイ ンキナーゼか らなる。す なわち、あるM A P K キナーゼ （またはM E

K K ) があるM A P K キナーゼ （またはM E K ) を活性化 し、 これが、順 に、
あるM A P K Z E R K 酵素 を活性化す る。 M A P K Z E R K 、 J N K ( c — j

u n ァ ミノ末端 プ ロテイ ンキナーゼ （または S A P K ) ) ) 、お よび p 3 8 力
ス ケー ドは、それぞれ M E K K 、 M E K お よび E R K 、. またはM A P K ス ーパ
一 ファミリーメンバー を含む 3 つの酵素モ ジュール か らなる。様 々な細胞外 シ
グナル はそれ らのそれぞれ の細胞表 面 レセ プター と連合す る と初期事象 を トリ
ガー し、次いで この シグナルが細胞 内部 に伝達 され、そ こで適切 なカスケー ド
を活性化す る。 .

【0 0 4 2 】
M A P K はマイ ト一 ジェン活性化 プ ロテイ ンキナーゼ （または E R K ) スー

パー ファ ミリーであって、 T X Y コンセ ンサス配列 を触媒 コアに有す る。 E R

/ 2 p 3 8 H O G お よび J N K Z S A P K は、平行経路 にお ける関係
す るが別個 の末端酵素である。



【0 0 4 3 】
例 えば、M A P キナーゼの構成的活性化 は多数の癌細胞系統 （膝臓、大腸、

肺、卵巣、お よび腎臓）お よび様 々な ヒ ト器官 （腎臓、大腸、お よび肺） 由来
の 原発 腫瘍 と関連 してい る （Hoshino et al. , Oncogene, 18 (3) :813 -
22 (Jan. 1999) ) 。 さらに、 p 3 8 M A P キナーゼは、炎症 の発症お よび進行
と関連する 2 つ のサイ ト力イン、 T N F お よび I L 一 1 の産生を調節す る。
p 3 8 M A P キナーゼ阻害剤 はまた、関節 リユ ー マチな どの炎症性疾患に加
えて、心不全、脳卒中、神経性疾患、お よびそ の他 の疾患の治療 において将来
にある役割 を果た しうる。 このよ うに、M A P キナーゼ阻害剤 は、癌 か ら炎症
まで、多様な病状 を治療す るのに有用である。

【0 0 4 4 】
さらに、 E R K はM E K 1 に関す る限 り唯一の基質であるので、 この緊密 な

選択性は、M A P キナーゼ経路の中心的役割お よび腫瘍細胞 におけるその本質
的成分の発現の増強 と合体 して、 この経路の阻害が腫瘍細胞の放射線お よび化
学感作の両方に対す る重要なル ー 卜であ りかつ増殖性疾患にお ける薬理学的介
入の可能性のある標的であることを示す。

【0 0 4 5 】
Sebolt- Leopold et al. , Nat. Med. , 5 (7) ：810-6 (Jul, 1999) は、M A P

キナーゼ （MA P K ) 経路の小分子阻害剤 を同定す るための i n v i t r
カ ス ケー ドア ツセ ィ システ ム を記載 してい る。 グル タチ オ ン 一 S — トラ ンス フ
エラーゼ （G S T ) —M E K 1 お よび G S T —M A P K 融合 タンパ ク質 を細菌
細胞 か ら調 製 して 、 これ らを この ア ツセ ィ シ ステ ム にお い てM E K のM A P
K へ 、 M B P (m y e l i n a s i c p r o t e i n ( ミエ リン塩基性
タンパ ク質））への逐次 リン酸化 に使用 した。M E K 1 を直接阻害す る P D 1
8 4 3 5 2 [ 2 — （2 — ク ロ 口一 4 — ョー ドー フ エ - ル ァ ミノ） 一 N — シ ク ロ
プ ロ ピル メ トキ シ ー 3 ， 4 ージ フル オ ローべ ンズ ア ミ ド] も見出 されて い る。

【0 0 4 6 】
M A P キナーゼ阻害剤の例は、M A P キナーゼ阻害剤 ：A G 1 2 6 、ァ ピゲ

ニ ン （A p i g e n i n ) 、 H S P 2 5 キナーゼ阻害剤、 5 — ョー ドッペ ル シ
ジ ン、M A P キナ ー ゼ ア ンチセ ンスオ リゴヌ ク レオ チ ド、 コ ン トロー /レM A P
キナ ー ゼ オ リゴヌク レオ チ ド、M A P キナ ー ゼ カ ス ケ一 ド阻害剤、M A P キナ
ーゼ阻害剤セ ッ ト1 、 M A P キナーゼ阻害剤セ ッ ト2 、 M E K 阻害剤セ ッ ト、
ォ ロモ ウシ ン （O l o m o u c i n e ) , イ ソォ ロモ ウシ ン、 N 9 イ ソプ ロ ピ
ル ォ ロモ ウシ ン、 p 3 8 M A P キナ ー ゼ 阻害剤 、 P D 9 8 0 5 9 ( 2 ， ーァ
ミノ ー 3 ' — メ トキ シ フ ラ ボ ン） 、 P D 9 8 0 5 9 溶液 、 P D 1 6 9 3 1 6
( C a l b i o c h e m ) 、 S B 2 0 2 4 7 4 、 S B 2 0 2 1 9 0 ( 4 一 [ 4

一 （4 — フル オ ロフ ェニル ） 一 5 — （4 一 ピ リジニル ） 一 1 H —イ ミダゾー ル
一 2 — ィ ル ] フ エ ノー ノレ ；B I OMO L R e s e a r c h L a s . , I
n c . ) 、 S B 2 0 2 1 9 0 溶液、 S B 2 0 2 1 9 0 塩酸塩、 S B 2 0 2 4
7 4 二塩酸塩、 S B 2 0 3 5 8 0 ( 4 — （4 一 フル オ ロ フヱニル ） 一 2 — （4
一 メチル スル ホ ユル フ ェニル ） 一 5 ( 4 — ピ リジノレ） イ ミダゾー ル く 4 — [ 4
一 （4 ー フノレオ ロ フ ェニル ） 一 2 — （4 ー メチル スル フ ィユル フ ェニル ） 一 1



H —ィ ミダゾー ル 一 5 —ィ ル ] ピ リジ ン 〉 ； J o u r n a l o f B i o l o g

i c a l C h e i s t r y 2 7 2 ( 1 8 ) 1 2 1 1 6 — 1 2 1 2 1 ， 1 9

9 7 ) 、 S B 2 0 3 5 8 0 溶液、 S B 2 0 3 5 8 0 塩酸塩 、 S B 2 0 3 5 8 0

スル ホ ン、 I o t o — S B 2 0 3 5 8 0 、 S B 2 2 0 0 2 5 、 S P 6 0 0 1

5 ( 1 ， 9 一 ピラゾ口ア ン トロ ン， ア ン トラピラゾ ロ ン ） 、 S B 2 3 9 0 6 3

( トラ ンス ー 4 一 [ 4 — ( 4 一 フル オ ロ フ ェニ ル ） 一 5 — （2 — メ トキ シ ー 4

一 ピ リ ミジ ニ ル ） 一 1 H —イ ミダゾール ー 1 一 ル ] シ ク ロへ キサ ノー ル ） 、

S C 6 8 3 7 6 F R 1 6 7 6 5 3 ( N i k k e n C h e m i c a l C

o . ， L t d . ) 、 B I R B 7 9 6 B S ( あ るい は B I R B — 7 9 6 ; 1 —

( 5 — t e r t — ブ チノレー 2 — p — トリノレー 2 H — ピラ ゾー ル 一 3 —ィ ル ） 一

3 ( 4 一 （2 — モ ノレホ リン 一 4 —イ ノレー エ トキ シ） ナ フ 一 タ リン 一 1 ーィ ノレ）

尿 素 、 B l o o d l O l , 4 4 4 6 - 4 4 4 8 , 2 0 0 3 ) 、 S K F — 8 6 0

0 2 、 チル ホ ス チ ン （T y r p h o s t i n ) A G 1 6 U 0 1 2 4 、 U 0

1 2 5 、 U 0 1 6 ( 1 ， 4 ー ジ ァ ミノ ー 2 ， .3 — ジ シ ァ ノ 一 1 , 4 一 ビス
[ 2 —ァ ミノ フ エ - ル チ オ ] ブ タ ジエ ン） 、 4 ー ァ ザ イ ン ドー ル 、 3 — ( 4 —

フル オ ロ フ ェニル ） 一 2 — （ピ リジ ン 一 4 一ィ ル ） 一 1 H — ピ ロ 口 [ 3 ， 2 —

b ] ピ リジ ン、 Z M 3 3 6 3 7 2 、 C a l B i o 5 0 6 1 2 6 ( 2 — （4 ー ク
ロ ロ フ エ 二 ノレ） 一 4 一 （4 ー フ ノレオ ロ フ ェ ニ ノレ） 一 5 — ピ リジ ン 一 4 一 イ ノレー

1 ， 2 — ジ ヒ ドロ ピラ ゾー ル ー 3 — オ ン） 、 R O 3 2 0 1 1 9 5 、 R 1 4 8 7

等 を含む。 C a 1 B i o C h e m カ タ ロ グ のペー ジ i x x v i i も参照 しう
る。 この ほ か の 、本発 明で用い ることがで きるM A P キナーゼ阻害剤 としては、
例 えば、M A P キナ一ゼ に対す る中和抗体、M A P キナーゼ の活性 を阻害す る
化合物、M A P キナーゼ をコー ドす る遺伝子 の転写 を阻害す る化合物 （例 えば、
ア ンチ セ ンス核酸、 R N A i 、 リボザィ ム） 、 ペ プチ ド、お よび植 物成分 （例
えば、ポ リフエノール、 フラボ ノイ ド、配糖体）等の化合物 が挙げ られ る。使
用 され る濃度 として、 S B 2 0 3 8 0 、 S B 2 0 2 1 9 0 P D 1 6 9 3 1

6 、 F R 1 6 7 6 5 3 B I R B 7 9 6 B S 等であれ ば約 5 0 n m o 1 1 〜

1 0 0 m o 1 / 1 が例示 され、通常、約 0 . 0 0

好 ま しくは、約 0 . 0 1 〜 7 5 o 1 / 1 約 0

約 1 〜 1 0 ι ο ΐ Ζ ΐ 、約 0 . 0 1 〜 1 0 ο
o 1 ノ 1 、約 0 . 0 7 5 〜 1 0 m o 1 / 1 、

1 、約 0 . 5 〜 1 0 ι ο 1 1 、約 0 . 7 5 〜 ：1

〜 1 0 m o 1 / 1 、- 約 1 . 2 5 〜 1 0 m o 1 / 1 、約 1 . 5 〜 1 0 o

1 / 1 、約 1 - 7 5 〜 1 0 m o 1 / 1 、約 2 . 0 〜 1 0 m o 1 ·/ 1 、約 2

5 〜 丄 0 m o 1 / 1 、約 3 . 0 〜 1 0 o 1 1 、約 4 . 0 〜 1 0 o

1 / 1 、約 5 . 0 〜 1 0 m o 1 / 1 、約 6 . 0 〜 1 0 m . o 1 1 、 約 7 .

0 〜 0 o 1 / 1 、約 8 . 0 〜 1 0 m o 1 / 1 、約 9 . 0 〜 1 0 o

1 / 1 、約 0 . 0 1 〜 5 0 m o 1 / 1 、約 0 . 0 5 〜 5 . 0 m o 1 1 、

約 0 . 0 7 5 〜 5 . 0 µ o 1 1 、 約 0 . 1 〜 5 . 0 m o 1 1 ヽ 約 0 .

5 〜 5 . 0 m o 1 / 1 、約 0 . 7 5 〜 5 . 0 m o 1 1 、約 1 . 0 〜 5 .

0 がm ο 1 / 1 ヽ 約 1 . 2 5 〜 5 0 o 1 1 ヽ 約 1 . 5 〜 5 0 µ o

1 / 1 、約 1 . 7 5 〜 5 . 0 µ o 1 / 1 、約 2 0 〜 5 . 0 µ o 1 Z l 、



約 2 . 5 〜 5 . 0 o l l 、約 3 . 0 〜 5 . 0 m o l l 、約 4 . 0 〜
5 . 0 ο 1 / 1 、約 0 . 0 1 〜 3 . 0 m o l l 、約 0 . 0 5 〜 3 . 0

m o l l 約 0 . 0 7 5 〜 3 . 0 m o l l 、約 0 . 1 〜 3 . 0 o

1 / 1 、約 0 . 5 〜 3 . Ο m o l l 、約 0 . 7 5 〜 3 . 0 m o l l 、

約 1 . 0 〜 3 . 。パ！！！ひ ！ 〜約 ：！. 2 5 〜 3 . 0 ι ο 1 / 1 、約 1 . 5

〜 3 . 0 µ ο 1 / 1 、約 1 . 7 5 〜 3 . O m o l l 、約 2 . 0 〜 3 . 0

ο ΐ ΐ 、約 0 . 0 1 〜 1 . 0 ο 1 1 、約 0 . 0 5 〜 ：1 . O m o

1 Z 1 、約 0 . 0 7 5 〜 ；. O x o l Z l 、約 0 . 1 〜 ：. 0 ο ΐ ΐ 、
約 0 . 5 〜 1 . 0 m o l / l 、約 0 . 7 5 〜 ：L . 0 ο 1 / 1 、約 0 . 0

9 〜 3 5 ο ΐ ΐ 、約 0 . 0 9 〜 3 . 2 µ τη ο 1 / 1 であ り、 よ り好 ま し
くは、約 0 . 0 5 〜 1 · 0 m o l l 、約 0 . 0 7 5 〜 1 . 0 m o l l 、
約 0 . ： 〜 1 . 0 o l / l 、約 0 . 5 〜 1 . O m o l l 約 0 . 7 5

〜 1 . 0 m o 1 / 1 であるが これ らに限定 されない。
【0 0 4 7 】

本 明細書 において、角膜 内皮細胞 の 「老化抑制剤」または 「老化 防止剤 」 と
は、細胞老化 を抑制す ることがで きる任意 の薬剤 をい う。 ヒ ト正常細胞 は、一
定回数以上の分裂 を繰 り返す ことで分裂能力 を失い、老化す る （r e p 1 c

a t i v e s e n e s c e n c e ) 。老化細胞 は特定 の形態学上お よび生理
学的な変化 を経 て、特定の遺伝子 を誘導す る。 また、正常細胞 は様 々な処理 に
よって上 と同様 な現象 を示す ( p r e m a t u r e s e n e s c e n c e ) 。

この よ うに本 明細書では細胞 の 「老化 を抑制す る」 とは、細胞 の密度 を上昇 さ
せ る効果 を有す ることをい う。 したがって、 よ り詳細 に説 明す ると、 「老化抑
制剤」または 「老化防止剤」は、細胞 の密度 を上昇 させ る任意 の薬剤 をい う。
細胞 の老化 の程度 は、細胞 の形態観 察 （細胞 は老化す る と扁平化、月巴大化 が起
きる）お よび老化マーカー として知 られ る —ガラク トシ ダーゼの染色像 （老
化が進む と —ガラク トシ ダーゼの染色像が大 きくなる） を観察す るこ とによ
り調べ るこ とがで きる。 したがって、本発 明において用い られ る老化抑制剤 と
しては、上記老化抑制作用 を有す る限 りどの よ うな薬剤 であって も使用す るこ
とができる。老化 を抑制す る作用 と しては、老化 に伴 って引き起 こされ る正常
細胞 の機能低下を抑 える作用であ り、例 えば、細胞周期 の停止 を抑 える作用、
正常細胞 の分裂寿命 の短縮 を抑 える作用、正常細胞 の生存率の低下を抑 える作
用、老化 に伴 う正常細胞 の形態学的変化 を抑 える作用等が挙げ られ る。理論 に
束縛 され るこ とを望まないが、 F u n a y a a R a n d I s h i k a

w a F ( C h r o m o s o a ( 2 0 0 7 ) 1 1 6 : 4 3 1 - 4 4 0 ) に よ
れば、角膜 内皮細胞 ではない もの の 、線維芽細胞 な どにおいて種 々 の細胞 ス ト

レスによる老化 が P 3 8 M A P K の活性化 によることを示 してい る。 さらに
は p 3 8 M A P K 阻害剤 である S B 2 0 3 5 8 0 によ り細胞 ス トレス に よる
細胞老化 を阻害で きることを報告 してい る。本発明者 らの実施例 において例示
した実験結果 においては、 S B 2 0 3 5 8 0 によ り線維化抑制効果 のみ な らず、
細胞密度 の低下を抑制 して高密度の角膜 内皮細胞 の培養 が可能 になることを示
した。 したがって、本発明において用い られ る場合、老化抑制剤 であれ ば、 ど



の よ うな もので も細胞密度 の低下 を抑制 して高密度 の角膜 内皮細胞 の培養 を改
善す ることができることが理解 され る。

【0 0 4 8 】
本明細書 において 「老化抑制」の判断は、角膜 内皮細胞密度 の低 下 を抑制 し

高密度 を維持 できてい ることによる。生体 内において も老化 に従 って角膜 内皮
密度 が低下す ることが知 られてお り （大原 國俊、水流忠彦 、伊野 田 繁 ：角膜
内皮細胞形態 のパ ラメーター . 日眼会誌 9 1 ：1 0 7 3 — 1 0 7 8 ， 1 9 8
7 ) 臨床 的観点か らも老化判断の良い指標 である。 また、一般 的な細胞老化 の
指標 として核 細胞質比の低下があるが角膜 内皮 において も同様 に用い ること
ができる と考 え られ る。 また、他 の老化抑制剤 の例 としては、他 の p 3 8 M
A P キナーゼ阻害剤 を挙げることができるが これ らに限定 されない。

【0 0 4 9 】
本明細書 において 「p 3 8 M A P キナーゼ阻害剤」 とは、 p 3 8 に関連す

るM A P キナーゼ の シ グナル伝達 を阻害す る任意 の薬剤 をい う。 したがって、
p 3 8 M A P キナーゼ阻害剤 は、M A P K ファ ミリー メンバーで ある p 3 8
一 M A P K を標的 とし、低下 させ る、または阻害す る化合物 に関す る。

【0 0 5 0 】
p 3 8 は哺乳類動物M A P K ス ー パ ー ファ ミリー メンバーで あって、ス トレ

ス 、 紫外光、お よび炎症性サイ ト力イ ン に よ り活性化 され る。触媒 コアに T G
Y コ ンセ ンサ ス配列 を有す る。

【0 0 5 1 】
異常調節 されたキナーゼは多 くの疾患、特 に増殖性お よび炎症性 障害 にお け

る主な病因である とい うことが次第 に認識 され てい る。癌領域 において最初 に
同定 され る発癌遺伝 子 の 1 つ は、上皮 増殖 因子 レセ プター キナーゼ （E G F
R ) に対す るものであつたが、その過剰発現 は肺、乳、脳 、前立腺、 G I お よ
び卵巣癌 と関連 してい る。例 えば、M A P キナーゼ の構成的活性化 は多数 の癌
細胞系統 （睥臓 、大腸 、肺、卵巣、お よび腎臓）お よび様 々な ヒ ト器 官 （腎臓 、
大腸、お よび肺） 由来の原発腫瘍 と関連 してい る （H o s h i n o ら， O n e
o g e n e , 1 8 ( 3 ) : 8 1 3 — 2 2 ( J a . 1 9 9 9 ) ) 。 さ らに、 p
3 8 M A P キナーゼは、炎症 の発症お よび進行 と関連す る 2 つのサイ トカイ
ン、 T N F お よび I L 一 1 の産生 を調節す る。 p 3 8 M A P キナーゼ阻害
剤 はまた、関節 リューマチな どの炎症性疾患に加 えて、心不全 、脳 卒 中、神経
性疾患、お よびその他 の疾患の治療 において将来にある役割 を果た しうる。 こ
のよ うに、M A P キナーゼ阻害剤 は、癌 か ら炎症 まで、多様 な病状 を治療す る
の に有用である。

【0 0 5 2 】
本発 明において使用 され うる p 3 8 M A P キナーゼ阻害剤 は、 V X — 7 4

5 ( V e r t e x P n a r m a c e u t i c a s I n c . ) の他 、 p 3
8 M A P キナーゼ阻害活性 を有す る化合物であれ ば特 に制限 されず、例 えば
特開 2 0 0 2 — 9 7 1 8 9 号公報、特表 2 0 0 0 — 5 0 3 3 0 4 号公報、特表
2 0 0 1 - 5 2 2 3 5 号公報、特表 2 0 0 3 — 5 3 5 0 2 3 号、特表 2 0 0
1 - 5 0 6 2 6 6 号公報 、特表平 9 — 5 0 8 1 2 3 号公報、国際公開第 0 1 /



5 6 5 5 3 号公報、国際公開第 9 3 1 4 0 8 1 号公報、国際公開第0 1ノ 3
5 9 5 9 号公報、国際公開第0 3 / 6 8 2 2 9 号公報、国際公開第 0 3 8 5
8 5 9 号公報、特表 2 0 0 2 —5 3 4 4 6 8 号公報、特表 2 0 0 1 —5 2 6 2
2 2 号公報、特表 2 0 0 1 —5 2 6 2 2 3 号公報、米国特許第 6 3 4 4 4 7 6
号明細書、国際公開第0 3 9 9 8 1 1 号公報、国際公開第0 3 9 9 7 9 6
号公報、特表 2 0 0 4 —5 0 6 0 4 2 号公報、国際公開第0 4 6 0 2 8 6 号
公報、特表 2 0 0 2 —3 6 3 1 7 9 号公報、特表 2 0 0 4 —1 0 7 3 5 8 号公
報、米国特許第 5 6 7 0 5 2 7 号明細書、米国特許第 6 0 9 6 7 5 3 号明細書、
国際公開第 0 1 4 2 1 8 9 号公報、国際公開第0 0 3 1 0 6 3 号公報など
の特許公報に記載された化合物が挙げられ、好ましくは4 一 （4 一フルオロフ
ェニル）一 2 — （4 ーヒ ドロキシフエニル）一 5 — （4 一ピリジル）一 1 H —
ィ ミダゾール （S B —2 0 2 1 9 0 ) 、 t r a n s —4 — [ 4 — （4 一フルォ
口フエ ル）一 5 — ( 2 —メ トキシ一 4 —ピリミジニル）一 1 H — ミダゾ一
ノレ一 1 一 ル ] シ クロへキサノー ル （S B —2 3 9 0 6 3 ) 、4 一 （4 ー フノレ

オロフェニル）一 2 — （4 ーメチルスノレフィニノレフエ二ノレ） 一 5 — （4 一ピリ
ジル）一 1 H —イ ミダゾール （S B —2 0 3 5 8 0 ) 、4 一 （4 一フルオロフ
ェニル）一 5 — （2 —メ トキシピリミジン一 4 —ィル）一 1 一 （ピペ リジン一
4 一ィル）ィ ミダゾール （S B —2 4 2 2 3 5 ) 、4 — ( 4 一フルオロフェニ
ル）一 2 — （4 ーヒ ドロキシー 1 ーブチェル）一 1 一 （3 —フエニルプロピ
ノレ） 一 5 — （4 —ピリジル）ィ ミダゾール （RW J —6 7 6 5 7 ) 、4 一 （4
一フルオ ロフェニル）一 1 一 （ピペ リジン— 4 —ィル）一 5 — （4 一ピリジ
ノレ） ィ ミダゾー ル （H E P —6 8 9 ) 、 ( S ) —2 — （2 —ア ミノー 3 —フ エ

ニルプロピルァミノ）一 1 ーメチルー 5 — （2 —ナフチル）一 4 一 （4 一ピリ
ジル）ピリミジン一 6 —オン （AMG —5 4 8 ) 、2 —クロ口一 4 — ( 4 ーフ
ルオロー 2 —メチルァニ リノ）一 2 ' —メチルベンゾフエノン （E O — 1 6 0
6 ) 、3 — （4 一クロ口フエニル）ー 5 — （1 ーヒドロキシァセチル ビベ リジ
ン一 4 —ィ ル ） 一 4 一 （ピリミジン一 4 一ィ ル ） ピラゾール （S D —0 6 ) 、
5 — （2 ，6 —ジクロ口フエ二ノレ） 一 2 — （2 ，4 ージフルオロフェニ ノレチ
ォ） ピリミド [ 3，4 一 b ] ピリダジン一 6 —オン （V X —7 4 5 ) 、4 ーァ
セチルァミノーN — t e r 一ブチルベ ンズァミド （C P I —1 1 8 9 ) 、N
一 [ 3 - t e r t ーブチルー 1 一 （4 一メチルフエ二ノレ）ピラゾーノレ一 5 —ィ
ノレ） 一N ' — [ 4 一 （2 —モルホ リノエ トキシ）一 1 一ナフチル] ゥレア （ド
ラマピモ ド （D r a m a p i —o d ) ) 、 一べンズァミドー 4 一 [ 2 —ェチ
ルー 4 一 （3 —メチルフエニル）チアゾールー 5 —ィル] ピリジン （T A K —
7 1 5 ) 、S C I O—4 6 9、V X —7 0 2、G S K —6 8 1 3 2 3 、P S —
5 4 0 4 4 6、S C —8 0 0 3 6、A V E —9 9 4 0、R O 3 2 0 - 1 1 9
5、S B —2 8 1 8 3 2、S C I O —3 2 3、K C 一 7 0 6、：N , N ' ービ
ス [ 3，5 — ビス [ 1 一 （2 —ア ミジノヒ ドラゾノ）ェチル] フエニル] デカ
ンジアミド、N，N ' — ビス [ 3，5 — ビス [ 1 一 [ 2 — （ァミノイ ミノメチ
ル）ヒ ドラゾノ] ェチル] フエニル] デカンジア ミド （セマピモ ド （S e m a
p i m o d ) ) である。

【0 0 5 3 】



さらに、 T o c r i s C o o k s o n 社 （S t L o u i s 、 U S A ) は
t t p ： . o c r i s . c o m に例示 され る様 々なM A P キ

ナーゼ阻害剤 を提供す る。例 えば、 S B 2 0 2 1 9 0 ( 4 — [ 4 一 （4 一 フル
オ ロ フ ェニル） 一 5 — （4 一 ピ リジニ ル ） 一 1 H —イ ミダゾル ー 2 —ィル ] フ
ヱ ノー ル ） は、高度 に選択的、強力、かつ細胞浸透性 の p 3 8 M A P キナー
ゼ阻害剤 である （S m i t h K l i n e B e e c h a , p i c ) ( J i a
n g ら， J . B i o l . C h e m . ， 2 7 1 ： 7 9 2 0 ( 1 9 9 6 ) ；F
r a n t z ら， B i o c h e i s t r y , 3 7 ：1 3 8 - 4 6 ( 1 9 9
8 ) ；N e m o t o ら， J . B i o l . C h e . , 2 7 3 : 1 6 4 1 5
( 1 9 9 8 ) ；お よび D a v i e s ら， B i o c h e m . J . ， 3 5 1 : 9 5
( 2 0 0 0 ) ) 。 ま た 、 ァ ニ ソマ イ シ ン （ （2 R , 3 S , 4 S ) — 2 — [ ( 4

—メ トキシフエ二ノレ） メチ - 3 , 4 — ピロ リジンジォーノレ一 3 —ァセテ一
ト）は、タンパ ク質合成イ ンヒ ビター （翻訳 をブ ロックす る）であ る。 これ は、
ス ト レ ス 活性化プ ロテイ ンキナーゼ （J N K S A P K ) お よび ρ 3 8 Μ Α
Ρ キナーゼ の強力 なァ クチべ一ターであ り、前初期遺伝子 （c — f o s 、 f o
s B 、 c - j n j u n B 、お よび j u n D ) 誘導 の相 同的脱感 作 を選択 的
に誘発 す る強力 なシグナル伝達 ァ ゴニス トと して作用す る。 P D 9 8 0 5 9
( 2 — （2 — ア ミノ ー 3 — メ トキ シ フ エ - ル ） 一 4 H — 1 —ベ ン ゾ ピラ ン 一 4

—オ ン） は、マイ ト一ジェン活性化 プ ロテイ ンキナーゼ キナーゼ （MA P K
K ) の特異的阻害剤 で あ る （P f i z e r = W a r n e r — L a m b e r t
C o a n ) 。S B 2 0 3 5 8 0 ( 4 — [ 5 — （4 ー フノレオ ロ フ ェニ ル ）
一 2 — [ 4 一 （メ チ ル ス ル ホ ニ ル ） フ エ ニ ル ] 一 1 H — イ ミダゾノレ一 4 ー ィ
ノレ] ピ リジ ン） は、 p 3 8 マ イ ト一ジ ェ ン活性化 プ ロテ イ ンキナーゼ の高度 に
選択的な阻害剤 （S m i t h K 1 i n e B e e c h a , p i c ) である。ィ
ンター ロイキン一 2 —誘導 による T 細胞増殖 、シクロォ キシゲナーゼ ー 1 お よ
び 一 2 、な らびに トロンボキサ ンシンターゼ を阻害す ることが示 され てい る。
S B 2 0 3 5 8 0 塩酸塩 （4 一 [ 5 — （4 一 フル オ ロ フ ヱニ ル ） 一 2 — [ 4 一
( メ チル スル ホ ニル ） フ エニ ル ] 一 1 Η —イ ミダゾル ー 4 一ィ ル ] ピ リ ジ ン）

化合物は、高度 に選択的な ρ 3 8 マイ トー ジェン活性化 プ ロテイ ンキナーゼの
阻害剤 の水溶性塩 である。イ ンター ロイ キン一 2 —誘導 に よる Τ 細胞増殖 、シ
クロォキシゲナーゼ ー 1 お よび 一 2 、な らびに 卜ロンボキサ ンシ ン ターゼ を阻
害す ることが示 されてい る。 U 0 1 2 6 ( 1 ， 4 ージア ミノー 2 , 3 — ジシァ
ノー 1 ， 4 一 ビス [ 2 —ァ ミノフエ二ル チオ ] ブ タジエ ン） は、M A P キナー
ゼキナーゼの強力かつ選択的な非競合性 の阻害剤 である。

【0 0 5 4 】
好 ま しい 3 8 M A P K 阻害剤 としては、 S B 2 0 3 5 8 0 ( 4 — [ 4 一
( 4 一 フル オ ロ フ ヱ二ノレ） 一 2 — （4 ー メ チ ノレスノレフ ィニ ノレフ エニル ） -

一イ ミダゾール ー 5 —ィル ] ピ リジン）が例示 され るがそれに限定 され ない。
【0 0 5 5 】

本明細書 において使用 され る、角膜 内皮細胞 の 「細胞接着促進剤 」 または
「接着促進剤」は、細胞 の接着性 を付与 または改善す る薬剤 をいい、その よ う

な機能 を有す るもの で あれば、 どの よ うな薬剤 を用いて もよい。例示的な角膜



内皮細胞の接着促進剤 としては、 R h o キナーゼ阻害剤が挙げられるがこれ ら
に限定されない。

【0 0 5 6 】
本発明において、 「R h o キナーゼ」 とは、 R h o の活性化に伴い活性化 さ

れるセ リン/ ス レオニンキナーゼを意味する。例えば、 R O K ( R O C K —
1 I ：Leung, T. et al. , . Bio l . Chem. , 270, 2905 1-29054, 1995)

1 6 0 R O C K ( R O K i3 、 R O C K - I ：I shi zaki, T . e t al. ， The
EMB0 J . , 15 (8) , 1885-1893, 1996) お よびその他 のセ リンノ ス レオニ ン
キナーゼ活性を有するタンパク質が挙げられる。

【0 0 5 7 】
R h o キナーゼ阻害剤 としては、下記文献 ：米国特許 4 6 7 8 7 8 3 号、特

許第 3 4 2 1 2 1 7 号、国際公開第 9 5 / 2 8 3 8 7 、国際公開 9 9 / 2 0 6
2 0 、国際公開 9 9 / 6 1 4 0 3 、国際公開 0 2 ノ 0 7 6 9 7 6 、国際公開 0

2 / 0 7 6 9 7 7 国際公開第 2 0 0 2 ノ 0 8 3 1 7 5 、国際公開 0 2 1 0

0 8 3 3 、国際公開 0 3 Z 0 5 9 9 1 3 、国際公開 0 3 0 6 2 2 2 7 、国際
公開 2 0 0 4 / 0 0 9 5 5 5 、国際公開 2 0 0 4 0 2 2 5 4 1 、国際公開 2

0 0 4 / 1 0 8 7 2 4 国際公開 2 0 0 5 ノ 0 0 3 1 0 1 、国際公開 2 0 0 5

/ 0 3 9 5 6 4 、国際公開 2 0 0 5 ノ 0 3 4 8 6 6 、国際公開 2 0 0 5 0 3

7 1 9 7 、国際公開 2 0 0 5 / 0 3 7 1 9 8 、国際公開 2 0 0 5 / 0 3 5 5 0
1 、国際公開 2 0 0 5 / 0 3 ,5 5 0 3 、国際公開 2 0 0 5 0 3 5 5 0 6 、国
際公開 2 0 0 5 ノ 0 8 0 3 9 4 、国際公開 2 0 0 5 1 0 3 0 5 0 、国際公開
2 0 0 6 / 0 5 7 2 7 0 国際公開 2 0 0 7 / 0 2 6 6 6 4 などに開示 された
化合物があげられる。かかる化合物は、それぞれ開示 された文献に記載の方法
により製造することができる。具体例 として、 1 一 （5 —イソキノ リン スルホ
ニル）ホモ ピぺ ラジンまたはその塩 （た とえば、ファスジル （1 一 （5 —イ ソ
キノ リンスルホニル）ホモ ピぺ ラジン））、 （+ ) — トランス 一 4 一 （1 ーァ
ミノェチル） 一 1 — ( 4 一 ピリジルカルバモイル） シクロへ キサン （（R ) —

( + ) — トランス一 （4 一 ピリジル） 一 4 一 （1 一ア ミノエチル） ーシクロへ
キサンカルボキサ ミド）またはその塩 （たとえば、Y — 2 7 6 3 2 ( ( R ) 一
( + ) — トランス一 （4 一 ピリジル） 一 4 一 （1 一ア ミノエチル） ーシクロへ

キサンカルボキサミド2 塩酸塩 1 水和物）など）などがあげられ、これ らの化
合物は、市販品 （和光純薬株式会社、旭化成ファーマ等）を好適に用いること
もできる。

【0 0 5 8 】
(十）一 トランス一 4 一 （1 一ア ミノエチル） 一 1 一 （4 — ピリジルカルバ

モイル） シクロへ キサ ン、 1 — ( 5 —イ ソキ ノ リンスル ホニル） ホモ ピペ ラジ
ンおよびそれ らの薬学的に許容される塩等は、角膜内皮細胞の接着促進に特に
優れているため、好ましく用いられる。該化合物の塩 としては、薬学的に許容
される酸付加塩が好ましく、それ らの酸 とは塩酸、臭化水素酸、硫酸等の無機
酸、メタンスルホ ン酸、フマル酸、マ レイ ン酸、マ ンデル酸、クェ ン酸、酒石
酸、サ リチル酸等の有機酸があげられる。 （+ ) — トランス 一 4 一 （1 一 アミ
ノエチル ） 一 1 一 （4 一 ピ リジル カルバ モイル） シクロへ キサ ン （（R ) ―



( + ) — トラ ンス 一 （4 一 ピ リジル ） 一 4 一 （1 一 ア ミノエ チル ） ー シ ク ロへ

キサ ンカルボキサ ミ ド） · 2 塩酸塩 （一水和物であって もよい） 、 お よび 1 一

( 5 —イ ソキノ リンスルホニル）ホモ ピぺ ラジン塩酸塩 が よ り好ま しい。
【0 0 5 9 】

本発 明において、 「角膜 内皮細胞 の接着促進」 としては、例 えば、角膜 内皮
の細胞 同士の接着促進 、お よび角膜 内皮細胞 と培養基材 との接着促進 の両方 が
あげ られ る。

【0 0 6 0 】
本発明において使用 され うる （細胞）接着促進剤 は、哺乳動物 （例 えば、 ヒ

ト、 マ ウス 、 ラ ッ ト、 ハ ム ス ター 、 ゥサギ、ネ コ、 ィ ヌ 、 ゥシ 、 ヒッ ジ 、 サ ゾレ

な ど） 由来の角膜組織 か ら分離 された角膜 内皮細胞 または分離 され継代 した角
膜 内皮細胞 に対 して接着促進作用 を奏す る。本発 明の接着促進剤 は、特 に培養
お よび継代 が困難 とされ る ヒ ト由来の角膜 内皮細胞 の接着促進 作用 に優れ てい
ることか ら、 ヒ ト由来の角膜内皮細胞 を対象 にす ることが好 ま しい。

【0 0 6 1 】
角膜 内皮細胞 は角膜 の透 明度 を維持す る役割 を担 ってい る。 この 内皮細胞 の

密度がある限度 を超 えて少な くなる と角膜 にむ くみが発生 し、角膜 の透 明性 が
維持で きな くな り、角膜 内皮障害が引き起 こされ る。本発 明において使用 され
うる接着促進剤 は、角膜 内皮細胞 の接着 を促進 し、良好 な細胞形態お よび高い
細胞密度 を持 った角膜 内皮細胞層の形成 の改善 を可能 とす る。

【0 0 6 2 】
本明細書において、 「（T G F — 等の）発現 を抑制す る物質 （例 えば、核

酸）」 とは、標的遺伝子のm R N A の転写を抑制す る物質、転写 された R N
A を分解す る物質 （例 えば、核酸）、またはm R N A か らの蛋 白質 の翻訳 を抑
制す る物質 （例 えば、核酸）であれ ば特 に限定 され るもの で ない。 かか る物質
と して 、 s i R N A 、 ア ンチ セ ンス オ リゴヌ ク レオ チ ド、 リボ ザ ィ ム ま た は こ

れ らの発現ベ クター等 の核酸な どが例示 され る。 その中で も、 s i R N A お よ
ぴその発現ベ クターが好 ま しく、特 に s i R N A が好 ま しい。 「遺伝子 の発現
を抑制す る物質」 としては、上記のほか、タンパ ク質やペプチ ド、 あるいは他
の小分子 も含 まれ る。 なお、本発明において標的遺伝子 は、 T G F — シグナ
ノレ伝達経路 に関与す る任意の遺伝子である。

【0 0 6 3 】
本発明において標的 とされ るT G F — 等の特定の内在性遺伝子の発現 を阻

害す る方法 として は、ア ンチ セ ンス技術 を利用す る方法が当業者 に よく知 られ
ている。 ア ンチセ ンス核酸が標的遺伝子 の発現 を阻害す る作用 としては、以下
の よ うな複数の要因が存在す る。即 ち、三重鎖形成 による転写開始阻害、 R N
A ポ リメラーゼによって局部的に開状ループ構造が作 られ た部位 とのハイプ リ
ッ ド形成 に よる転写阻害、合成 の進みつつあるR N A とのハイブ リッ ド形成 に
よる転写阻害、イ ン トロンとェ クソン との接合点 にお けるハイプ リッ ド形成 に
よるス プライ シ ン グ阻害、ス プライ ソソー ム形成部位 とのハイ ブ リッ ド形成 に
よるス プライ シ ン グ阻害、m R N A とのハイブ リッ ド形成 による核 か ら細胞質
へ の移行阻害、キ ヤ ッ ピ ン グ部位ゃポ リ （A ) 付加部位 とのハ イ ブ リ ッ ド形成



によるス プ ライ シ ン グ阻害、翻訳 開始因子結合部位 とのハイプ リッ ド形成 によ
る翻訳開始阻害、開始 コ ドン近傍 の リポ ソー ム結合部位 とのハイブ リッ ド形成
による翻訳阻害、m R N A の翻訳領域や ポ リソー ム結合部位 とのハ イ プ リッ ド

形成 によるべ プチ ド鎖 の伸長阻害、お よび核酸 とタンパ ク質 との相互作用部位
とのハイブ リッ ド形成 による遺伝子発現阻害な どである。 このよ うにア ンチセ
ンス核酸 は、転写、ス プライ シ ン グまたは翻訳 な ど様 々 な過程 を阻害す ること
で、標 的遺伝子の発現 を阻害す る （平島お よび井上，新生化学実験講座 2 核
酸 I V 遺伝子の複製 と発現， 日本生化学会編，東京化学同人， 1 9 9 3 ， 3
9 - 3 4 7 . ) 。

【0 0 6 4 】
本発明で用い られ るア ンチセ ンス核酸 は、上記 のいずれ の作用 によ り、上述

の T G F — のシグナル伝達経路 のメンバー等 をコー ドす る遺伝子 （核酸）の
発現お ょぴノ または機能 を阻害 して もよい。一つの実施形態 としては、上述 の
T G F - 等 をコー ドす る遺伝子 のm R N A の 5 ' 端近傍 の非翻訳領域 に相補
的なア ンチ セ ンス配列 を設計すれば、遺伝子 の翻訳阻害 に効果的 と考 え られ る。
また、 コー ド領域 もしくは 3 ' の非翻訳領域 に相補的な配列 も使用す るこ とが
できる。 このよ うに、上述の T G F — 等 をコー ドす る遺伝子 の翻訳領域だけ
でな く、非翻訳領域 の配列のアンチセ ン ス配列 を含む核酸 も、本発 明で利用 さ
れ るア ンチ セ ンス核酸 に含 まれ る。使用 され るア ンチ セ ンス核酸 は 、適 当なプ

口モ ー ター の 下流 に連結 され、好 ま しくは 3 ' 側 に転写終結 シグナル を含む配
列が連結 され る。 この よ うに して調製 され た核酸 は、公知 の方法を用い ること
で所望の動物 （細胞） に形質転換す ることができる。 アンチセ ンス核酸の配列
は、形質転換 され る動物 （細胞）が有す る T G F — 等 をコー ドす る遺伝子 ま
たはその一部 と相補的な配列であることが好 ま しいが、遺伝子 の発現 を有効 に
抑制できる限 りにおいて、完全 に相補的でな くて もよい。転写 され た R N A は
標的遺伝子 の転写産物 に対 して好 ま しくは 9 0 % 以上、最 も好 ま しくは 9 5 %

以上の相補性 を有す る。 ア ンチ セ ン ス核酸 を用いて標 的遺伝子 の発現 を効果的
に阻害す るには、アンチセ ンス核酸の長 さは少 な くとも 1 2 塩基以上 2 5 塩基
未満であることが好 ま しいが、本発 明のア ンチセ ンス核酸 は必ず しもこの長 さ
に限定 されず、例 えば、 1 1 塩基以下、 1 0 0 塩基以上、または 5 0 0 塩基以
上であって もよい。 アンチセ ンス核酸 は、 D N A のみか ら構成 されていて もよ

― いが、 D N A 以外 の核酸、例 えば、 ロック ド核酸 （L N A ) を含 んでいて もよ
レ、。 1 つ の 実施形態 として は 、本発 明で用い られ るア ンチ セ ンス核酸 は 、 5 '
末端 に L N A 、 3 ' 末端 に L N A を含む L N A 含有 アンチセ ン ス核酸であって
もよい。 また、本発 明において、ア ンチセ ンス核酸 を用 いる実施形態では、例
えば平島お よび井上，新生化学実験講座 2 核酸 I V 遺伝子の複製 と発現， 日
本生化学会編，東京化学同人， 1 9 9 3 ， 3 1 9 - 3 4 7 . に記載 され る方法
を用いて、 T G F — お 等の核酸配列 に基づ き、アンチセ ンス配列 を設計す るこ
とができる。

【0 0 6 5 】
T G F — j 等の発現の阻害は、 リボザィム、または リボザィムをコー ドす る

D N A を利用 して行 うことも可能である。 リボザィム とは触媒活性 を有す る R



N A 分子を指す。 リボザィムには種々の活性 を有す るものが存在す るが、中で
もR N A を切断す る酵素 として の リボザィムに焦点を当てた研究によ り、 R N

A を部位特異的に切断す るリボザィ ム の設計が可能 となった。 リボザィ ム には、
グループ I イ ン トロン型や R N a s e P に含 まれ るM l R N A のよ うに 4

0 0 ヌクレオチ ド以上の大きさのものもあるが、ハ ンマーヘ ッ ド型やヘア ピン
型 と呼ばれる 4 0 ヌクレオチ ド程度の活性 ドメイ ンを有す るものもある （小泉
誠および大塚栄子，タンパク質核酸酵素， 1 9 9 0 ， 3 5 ， 2 1 9 1 . ) 。

【0 0 6 6 】
例えば、ハ ンマ ーヘ ッ ド型 リボザィ ム の 自己切断 ドメイ ンは、 G 1 3 U 1 4

C 1 5 とい う配列の C 1 5 の 3 ' 側 を切断す るが、その活性にはU 1 4 とA 9

との塩基対形成が重要 とされ、 C 1 5 の代わ りにA 1 5 または U 1 5 でも切断
され得 ることが示 されてい る （Koizumi , M. e t al. , FEBS Lett, 1988,

228, 228. ) 。基質結合部位が標的部位近傍の R N A 配列 と相補的な リボザィム
を設計すれば、標的 R N A 中のU C 、U U または U A とい う配列を認識す る制
限酵素的な R N A 切断 リボザィムを作出することができる （Koizumi, M. e t

a l . , FEBS Lett, 1988 ， 239, 285. 、小泉誠お ょぴ大塚栄子，タンパ ク質
核酸酵 素， 1990, 35, 219 1. 、 Koizumi, M. e t a l . , Nucl. Aci d s Res. ,

1989, 17 , 7059. ) 。
【0 0 6 7 】

また、ヘア ピン型 リボザィムも本.発明の 目的に有用である。 この リポザィム
は、例 えば、タバ コリングスポ ッ トウィルスのサテライ トR N A のマイナス鎖
に見出され る （Buzayan, JM. , Nature, 1986, 323, 349. ) 。ヘ アピ ン型 リ
ボザィムか らも、標的特異的な R N A 切断 リポザィムを作出できることが示 さ
れ て い る （Kikuchi , Y. & Sasaki, N. ， Nucl . Aci d s Res, 1991, 19，
675 1. 、菊池洋，化学 と生物， 1992, 30, 1 12 . ) 。 この よ うに、 リボザィ ム を
用いて丁G F — 等をコー ドする遺伝子の転写産物を特異的に切断することで、
該遺伝子の発現を阻害す ることができる。

【0 0 6 8 】
G F - 等の内在性遺伝子の発現の抑制は、 さらに、標的遺伝子配列 と同

一もしくは類似 した配列 を有す る二本鎖 R N A を用いた R N A 干渉 （R N A

i n t e r f e r e n c e 、以下 「R N A i 」 と略称す る）によっても行 うこ
とができる。 R N A i は、 2 本鎖 R N A ( d s R N A ) が直接細胞内に取 り込
まれ ると、 この d s R N A と相同な配列を持つ遺伝子の発現が抑え られ現在注
目を浴びている手法である。哺乳類細胞においては、短鎖 d s R N A ( s i R

N A ) を用いることによ り、 R N A i を誘導す る事が可能で、 R N A i は、ノ
ックア ウ トマ ウス と比較 して、効果が安定、実験が容易、費用が安価であるな
ど、多 くの利点を有 している。 s i R N A については、本明細書において他の
箇所において詳述 される。

【0 0 6 9 】
本明細書において、 「s i R N A 」 とは、. 1 5 〜 4 0 塩基か らなる二本鎖 R

N A 部分 を有す る R N A 分 子 で あ り、前記 s i R N A の ア ンチ セ ンス鎖 と相補
的 な配列をもつ標的遺伝子のm R N A を切断 し、標的遺伝子の発現を抑制す る



機能 を有す る。詳細には、本発明にお ける s i R N A は、 T G F — ; 等のm R
N A 中の連続 した R N A 配列 と相 同な配列か らなるセ ンス R N A 鎖 と、該セ ン
ス R N A 配列 に相補的な配列 か らなるァ ンチセ ンス R N A 鎖 とか らな る二本鎖
R N A 部分 を含む R N A である。 かかる s i R N A お よび後述 の変異体 s i R
N A の設計お ょぴ製造は当業者 の技量の範囲内である。 T G F — 等 の配列 の
転写産物であるm R N A の任意 の連続す る R N A 領域 を選択 し、 こ の領域 に対
応す る二本鎖 R N A を作製す るこ とは、 当業者 においては、通常の試行 の範 囲
内において適宜行 い得 ることである。 また、該配列 の転写産物であるm R N A

配列か ら、 よ り強い R N A i 効果 を有す る s i R N A 配列 を選択す るこ とも、
当業者 においては、公知 の方法 によって適宜実施す ることが可能である。 また、
一方の鎖 が判明 していれ ば、当業者 においては容易 に他方の鎖 （相補鎖） の塩
基配列 を知 ることがで きる。 s i R N A は、 当業者 において は市販 の核酸合成
機 を用いて適宜作製す ることが可能である。 また、所望 の R N A の合成 につい
ては、一般 の合成受託サー ビス を利用す ることがで きる。

【0 0 7 0 】
二本鎖 R N A 部分 の長 さは、塩基 として、 1 5 〜4 0 塩基、好ま しくは 1 5

〜3 0 塩基、 よ り好 ま しくは 1 5 〜2 5 塩基 、更に好 ま しくは 1 8 〜2 3 塩基 、
最 も好 ま しくは 1 9 〜2 1 塩基である。 これ らの上限お ょぴ下限は、 これ ら特
定のものに限定 されず、 これ ら列挙 され てい るものの任意 の組 み合 わせ であつ
て も よい こ とが理解 され る。 s i R N A の セ ン ス鎖 ま た は ア ンチセ ンス鎖 の 末

端構造 としては、特 に制限はな く、 目的に応 じて適 宜選択す ることがで き、例
えば、平滑末端 を有す るもの で あって もよい し、突出末端 （オーバーハ ング）
を有す るもの で あって もよく、 3 ' 端が突 き出 したタイプが好 ま しい。 セ ン ス
R N A 鎖お よびア ンチセ ンス R N A 鎖 の 3 ' 末端 に数個 の塩基、好 ま しくは 1
〜3 個の塩基、 さらに好 ま しくは 2 個 の塩基 か らなるオーバーハ ングを有す る
s i R N A は、標 的遺伝子 の発現 を抑制す る効果が大 きい場合が多 く、好 ま し
い もの で ある。オーバー ハ ン グの塩基の種類 は特 に制 限はな く、 R N A を構成
す る塩基 あるいは D N A を構成す る塩基 のいずれであって もよい。好 ま しいォ
一バーハ ング配列 としては、 3 ，末端 に d T d T (デ ォ キシ T を 2 b p ) 等 を
挙げるこ とができる。例 えば、好 ま しい s i R N A としては、全ての s i R N

A のセ ンス ' ア ンチセ ンス鎖 の、 3 ，末端 に d T d T (デ ォ キシ T を 2 b p )
をつけているものが挙げ られ るがそれ に限定 されない。

【0 0 7 1 】
さらに、上記 s i R N A のセ ン ス鎖 またはアンチセ ン ス鎖 の一方または両方

において 1 〜数個 までのヌク レオチ ドが欠失、置換、挿入お よび/ または付加
されてい る s i R N A も用いることがで きる。 ここで、 1 〜数塩基 とは、特 に
限定 され るもの で はないが、好 ま しくは 1 〜4 塩基、 さらに好 ま しくは 1 〜3

塩基、最 も好 ま しくは 1 〜2 塩基 である。 かか る変異の具体例 としては、 3 '
オーバーハ ング部分 の塩基数 を 0 〜3 個 とした もの、 3 ' —ォ一バーハ ング部
分の塩基配列 を他 の塩基配列 に変更 した もの、あるいは塩基の揷入、付加 また
は欠失 によ り上記セ ンス R N A 鎖 とア ンチセ ン ス R N A 鎖 の長 さが 1 〜3 塩基
異なるもの、セ ン ス鎖お よび/ またはア ンチセ ンス鎖 において塩基が別 の塩基



にて置換 されてい るもの等が挙げ られ るが、 これ らに限定 され ない。 ただ し、
これ らの変異体 s i R N A においてセ ン ス鎖 とア ンチセ ンス鎖 とがハイブ リダ
ィゼー シ ヨン し うること、な らび に これ らの変異体 s i R N A が変異 を有 しな
い s i R N A と同等の遺伝子発現抑制能 を有す ることが必要である。

【0 0 7 2 】
さらに、 s i R N A は、一方の端が閉 じた構造の分子 、例 えば、ヘ ア ピン構

造 を有す る s i R N A ( S h o r t H a r n R N A ； s h R N A )
で あって もよい。 s h R N A は、標 的遺伝子 の特定配列 のセ ンス鎖 R N A 、該
セ ンス鎖配列 に相補的な配列か らなるア ンチ セ ン ス鎖 R N A 、お よびそ の 両鎖
を繋 ぐ リンカ一配列 を含む R N A で あ り、 セ ンス鎖部分 とア ンチ セ ンス鎖部分
がハイブ リダィズ し、二本鎖 R N A 部分 を形成す る。

【0 0 7 3 】
s i R N A は、臨床使用 の際には、いわゆる o f f — t a r g e t 効果 を示

さない こ とが望ま しい。 o ί f — t a r g e t 効果 とは、標的遺伝子以外 に、
使用 した s i R N A に部分的にホモ ロジ 一のある別 の遺伝子の発現 を抑制す る
作用 をい う。 o f f — t a r g e t 効果 を避 けるために、候補 s i R N A につ
いて、予め D N A マイ クロア レイ な どを利用 して交差反応 がない こ とを確認 す
ることが可能である。 また、 N C B I ( N a t i o n a l C e n t e r f
o r B i o t e c h n o l o g y I n f o r m a t i o n ) な ど力 fe 供す
る公知 のデータベー ス を用いて、標 的 となる遺伝子以外 に候補 s i R N A の配
列 と相 同性が高い部分 を含む遺伝子が存在 しないかを確認す る事に よって、 o
f f 一 t a r g e t 効果 を避 けることが可能である。

【0 0 7 4 】
本発 明の s i R N A を作製す るには、化学合成 による方法お よび遺伝子組換

え技術 を用い る方法等、公知 の方法 を適宜用い ることができる。合成 に よる方
法では、配列情報 に基づ き、常法 によ り二本鎖 R N A を合成す るこ とができる。
また、遺伝子組換 え技術 を用い る方法では、セ ンス鎖配列や ア ンチセ ン ス鎖配
列 をコー ドす る発現ベ クターを構築 し、該ベ クター を宿主細胞 に導入後、転写
によ り生成 されたセ ン ス鎖 R N A や ア ンチセ ンス鎖 R N A をそれぞれ取得す る
ことによって作製す ることもできる。 また、標的遺伝子 の特定配列 のセ ン ス鎖 、
該セ ンス鎖配列 に相補的な配列か らなるアンチセ ンス鎖 、お よびその両鎖 を繋
ぐリンカ一配列 を含み、ヘ ア ピン構造 を形成す る s h R N A を発現 させ ること
によ り、所望の二本鎖 R N A を作製す ることもできる。

【0 0 7 5 】
s i R N A は、標的遺伝子の発現抑制活性 を有す る限 りにおいては、 s i R

N A を構成す る核酸の全体またはその一部 は、天然の核酸であって もよい し、
修飾 された核酸であってもよい。

【0 0 7 6 】
本発明における s i R N A は、必ず しも標 的配列 に対す る一組 の 2 本鎖 R N

A で ある必要はな く、標的配列 を含 んだ領域 に対す る複数組 （この 「複数」 と
は特 に制限 され ないが、好ま しくは 2 〜5 個程度 の少数 を指す。）の 2 本鎖 R
N A の混合物であって もよい。 こ こで標 的配列 に対応 した核酸混合物 としての



s i R N A は、当業者 においては市販 の核酸合成機お よび D I C E R 酵素 を用
いて適宜作成す ることが可能であ り、また、所望 の R N A の合成 については、
一般 の合成受託サー ビス を利用す ることがで きる。 なお、本発明の s i R N A
には、所謂 「カクテル s i R N A 」が含 まれ る。 また、本発 明にお ける s i R
N A は、必ず しも全 てのヌ ク レオチ ドが リボヌ ク レオチ ド （R NA) でな くと
もよい。即 ち、本発 明において、 s i R N A を構成す る 1 も しくは複数 の リボ
ヌ ク レオチ ドは、対応 す るデ ォ キシ リボヌ ク レオチ ドで あって もよい。 この
「対応す る」 とは、糖部分 の構造 は異 なる もの の 、 同一 の塩基種 （アデ ニ ン、

グァニ ン、シ トシン、チ ミン （ゥラシル）） であることを指す。例 えば、アデ
ニ ンを有す る リボヌ ク レオチ ドに対応す るデォキシ リボヌ ク レオチ ドとは、了

デニ ンを有す るデォキシ リボヌ ク レオチ ドのことをい う。
【0 0 7 7 】

さらに、本発 明の上記 R N A を発現 し得 るD N A (ベ クター） もまた、 T G
F - 等のの発現 を抑制 し得 る核酸の好 ま しい実施形態 に含 まれ る。例 えば、
本発 明の上記二本鎖 R N A を発現 し得 るD N A (ベ クター） は、該 ニ本鎖 R N
A の一方の鎖 をコー ドす るD N A 、お よび該ニ本鎖 R N A の他方の鎖 をコー ド
す るD N A が、それぞれ発現 し得 るよ うにプ ロモ ー ター と連結 した構造 を有す
るD N A である。本発 明の上記 D N A は、当業者 においては、一般 的な遺伝子
工学技術 によ り、適宜作製す ることができる。 よ り具体的には、本発 明の R N
A をコー ドす るD N A を公知の種 々 の発現ベ クターへ適宜挿入す ることに よつ
て、本発明の発現ベ クターを作製す ることが可能である。

【0 0 7 8 】
本発 明において標的遺伝子の発現 を抑制す る核酸 には、修飾 された核酸 を用

いて もよい。修飾 された核酸 とは、ヌ ク レオ シ ド （塩基部位 、糖部位）お よび
/ またはヌク レオシ ド間結合部位 に修飾 が施 されていて 、天然 の核酸 と異 なつ
た構造 を有す るものを意味す る。修飾 された核酸 を構成す る 「修飾 され たヌ ク
レオシ ド」 としては、例 えば、無塩基 （a b a s i c ) ヌ ク レオシ ド ；ァ ラビ
ノヌ ク レオシ ド、 2 ' —デォキシ ゥ リジン、 —デォキシ リボヌ ク レオ シ ド、
β 一 L ーデォキシ リボヌク レオシ ド、そ の他 の糖修飾 を有す るヌク レオ シ ド ；
ペプチ ド核酸 （Ρ Ν Α ) 、 ホ ス フ ェー ト基 が結合 したペ プチ ド核酸 （Ρ Η Ο Ν
Α ) 、 ロック ド核酸 （L N A ) 、 モ ル ホ リノ核酸等が挙 げ られ る。上記糖修飾
を有す るヌ ク レオ シ ドには、 2 ' — Ο — メチル リボー ス 、 2 ' —デ ォ キシ ー
2 ' 一フルォ ロリボー ス 、 3 ' —Ο — メチル リボー ス等 の置換五単糖 ；1 ，，
2 ' —デォキシ リボース ；ァ ラビノース ；置換 ァラ ビノース糖 ；六単糖お よび
アル ファーァノマーの糖修飾 を有す るヌ ク レオ シ ドが含 まれ る。 これ らのヌ ク
レオ シ ドは塩基部位 が修飾 された修飾塩基 であって もよい。 この よ うな修飾塩
基 には、例 えば、 5 — ヒ ドロキシシ トシ ン、 5 —フルォ ロウラシル、 4 ーチォ
ゥラシル等 の ピリミジン ；6 —メチルアデニ ン、 6 —チォ グア ノシン等 のプ リ
ン ；お よび他 の複素環塩基等が挙げ られ る。

【0 0 7 9 】
修飾 された核酸 を構成す る 「修飾 され たヌ ク レオシ ド間結合」 としては、例

えば、アル キル リンカ 一、グ リセ リル リンカ 一、ァ ミノ リンカ 一、ポ リ （ェチ



レンダリコール）結合、メチルホスホネー トヌクレオシ ド間結合 ；メチルホス
ホノチ才エ ー ト、ホスホ トリエステ/レ、ホスホチ才 トリエステ/レ、ホスホ ロチ
ォエー ト、ホスホ ロジチォエー ト、 トリエステ/レブロ ドラッグ、スノレホン、ス
ノレホンア ミ ド、サノレファメー ト、ホグレムァセ ターノレ、 N — メチゾレヒ ドロキシノレ
ァ ミン、カノレボネー ト、カノレバメー ト、モ ノレホ リノ、ポラノホスホネー ト、ホ
スホルア ミデー トな どの非天然ヌクレオシ ド間結合が挙げられる。

【0 0 8 0 】
本発明の二本鎖 s i R N A に含まれる核酸配列としては、T G F — または

他のT G F — シグナルのメンバーに対する s i R N A などを挙げることがで
きる。

【0 0 8 1 】
また、本発明の核酸または薬剤をリボソームなどのリン脂質小胞体に導入 し、

その小胞体を投与することも可能である。 s i R N A または s h R N A を保持
させた小胞体をリボフヱクシヨン法により所定の細胞に導入することができる。
そして、得 られる細胞を例えば、静脈内、動脈內等に全身投与する。眼の必要
な部位等に局所的に投与することもできる。 s i R N A は i n V i t r o に
おいては非常に優れた特異的転写後抑制効果を示すが、 i n v i v o におい
ては血清中のヌクレアーゼ活性により速やかに分解されてしまうため持続時間
が限られるためより最適で効果的なデ リバ リーシステム開発が求められてきた。
一つの例としては、〇 c h i y a ， T らのN a t u r e M e d . ， 5 : 7 0
7 - 7 1 0 , 1 9 9 9 C r r . G e n e T h e r . , 1 : 3 1 — 5 2 ,
2 0 0 1 より生体親和性材料であるァテロコラーゲンが核酸と混合 し複合体を
形成させると、生体中の分解酵素から核酸を保護する作用があり s i R N A の
キャ リアーとして非常に適 しているキヤリア一であると報告されてお り、この
ような形態を利用することができるが、本発明の核酸または医薬の導入の方法
はこれには限られない。このようにして、生体内においては血清中の核酸分解
酵素の働きにより、速やかに分解されてしまうため長時間の効果の継続を達成
することができる。例えば、Takeshi t a F. PNAS. (2003) 102 (34) 12 177-
82、Minakuchi Y Nucle i c Aci ds Reserch (2004) 32 (13) e l09 では、牛
皮膚由来のァテロコラーゲンが核酸と複合体を形成 し、生体内の分解酵素から
核酸を保護する作用があり、 s i R N A のキャリア一として非常に適 している
と報告されており、このような技術を用いることができる。

【0 0 8 2 】
本明細書において 「培地」とは、角膜内皮細胞を維持または増殖することが

できる任意の培地を指 し、必要に応 じ適切な場合、液体培地 （培養液）、懸濁
培地、固体培地等の任意の形態をとることができる。このような角膜内皮細胞
に使用される培地の成分としては、例えば、D M E M ( G I B C O B R L
社）、〇 p t i M E M ( L f e T e c h n o l o g i e s ) 、血清 （例え
ば、ゥシ胎仔血清 （F B S ) ) 、増殖因子ノ成長因子 （例えば、 b — F G F ) 、
抗生物質 （例えば、ペニシ リン、ス トレプ トマイ シン、ゲンタマイシン）等を
挙げることができる。

【0 0 8 3 】
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Methods from Current Protocols i n Molecular Biology, Greene
Pub. Associates and Wiley- Interscience ; Innis ，M. A. (1990) . PCR
Protocols :A Guide t o Methods and Applications, Academic
Press ；Ausubel, F. M. (1992) . Short Protocols i n Molecular Biology: A
Compendium of Methods from Current Protocols i n Molecular
Biology, Greene Pub. Associates; Ausubel, . M. (1995) . Short Protocols i n
Molecular Biology ：A Compendium of Methods from Current
Protocols i n Molecular Biology, Greene Pub. Associates; Innis, M A. et
al. (1995) . PCR Strategies, Academic Press ；Ausubel, F. M. (1999) . Short
Protocols i n Molecular Biology :A Compendium of Methods from
Current Protocols i n Molecular Biology, Wiley, and annual
updates ;Sninsky, J . J . et al. (1999) . PCR Applications :Protocols for
Functional Genomics, Academic Press 、Gait, M. J . (1985) . Oligonucleotide
Synthesis :A Practical
Approach, IRLPress iGait, M. J . (1990) . Oligonucleotide Synthesis :A
Practical Approach, IRL Press iEckstein, F. (1991) . Oligonucleotides and
Analogues A Practical Approach, IRL Press ；Adams, R. L. etal. (1992) The
Biochemistry of the Nucleic Acids, Chapman&Hall ;Shabarova ，Z. et
al. (1994) . Advanced Organic Chemistry of Nucleic
Acids, WeinheimiBlackburn, G. M. et al. (1996) . Nucleic Acids i n
Chemistry and Biology, Oxford University
Press ；Hermanson, G. T. (1996) . Bioconjugate Techniques, Academic Press -
別冊実験医学 「遺伝子導入& 発現解析実験法」羊土社、 1 9 9 7 などに記載 さ
れてい る。角膜 内皮細胞 については、 N a n c y J o y c e らの報告
{Joyce, 2004 #161} {Joyce, 2003 #7} がよく知 られているが、前述の
ごとく長期培養、継代培養により線維芽細胞様の形質転換を生 じ、効率的な培
養法の研究が現在 も行われている。 これ らは本明細書において関連す る部分
(全部であり得る）が参考として援用される。

【0 0 8 4 】
(好ましい実施形態の説明）

以下に好ましい実施形態の説明を記載するが、この実施形態は本発明の例示
であり、本発明の範囲はそのような好ましい実施形態に限定されないことが理
解されるべきである。当業者はまた、以下のような好ましい実施例を参考にし



て、本発 明の範囲内にある改変、変更な どを容易 に行 うこ とができるこ とが理
解 され るべ きである。

【0 0 8 5 】
(培養正常化剤）

1 つの局面において、本発 明は、線維化抑制剤 を含む角膜 内皮細胞 の培養正
常化剤 を提供す る。本発 明が提供 され る前、角膜 内皮細胞 は、移植 に適 した形
態 を維持 しつつ増殖 させ ることは困難 であった。特 に、継代 を重ね る と移植 が
困難 になるものであった。移植 が困難 になる指標 としては、機能 タ ンパ ク質の
消失 がある。従来、通常の培養法では形態変化が生 じるこ とが知 られていたが、
本発 明では これが形態的に線維芽細胞様 であることか ら線維性変化 である と考
え、それが T G F — シ グナル の活性化 を伴 うものであることを発見 した。 こ
こで、 T G F — シ グナ ル の活性化 は、限定 を意図 しないが、実施例 で例示 さ
れ るよ うに、フイブ ロネ クチ ンお よび コラーゲ ン 1 型、 4 型、 8 型 フイブ ロネ
クチ ン、イ ンテ グ リン 5 、お よびイ ンテ グ リン 1 な どの細胞外 マ トリク
ス またはイ ンテ グ リン等の量、 レベ ル 等 を調べ ることによって、判 定す ること
ができる。 限定を意図す るものではないが、 フイブ ロネ クチ ンのタンパ ク質発
現 レベ ル は、正常の表現型 よ りも線維芽細胞 の表現型 において強 くァ ップ レギ
ュ レ ー トされ る。従来、生体 において先天性梅毒な どの極 めて稀な疾患 におい
て角膜 内皮細胞 の線維化が伴 うことは見いだ されていたが、線維化 を抑制す る
治療法 の開発 はない。 したがって このよ うな疾患や培養条件下において線維化
を薬物 によ り抑制す ることで正常な機能 を維持す ることができるか どうか予想
できなかった。本発明者 らは、他 の細胞 で T G F — シグナル阻害剤 を代表例
として線維化 を抑 えることが知 られてい る薬剤 を使用 した ところ、形態変化 を
抑制 した培養 が可能 にな り予想外 に正常機能 を維持 しつつ継代 を行 な うこと力
でき （すなわち、培養正常化が可能）、角膜 内皮細胞 の大幅な増殖 を可能 にす
ることを見出 した。正常な機能 を維持 しなが ら角膜 内皮細胞 を大量培養す るこ
とは従来不可能で あった。 したがって、本発 明によって達成 された効果 は、ま
さに顕著であるとい うべ きである。

【0 0 8 6 】
本発 明においては、線維化抑制剤 を単独 で含 めることも、また必要 に応 じて

数種類 を併用 して含 めることもできる。
【0 0 8 7 】

本発明で使用 され る線維化抑制剤 の濃度 は、通常約 0 . 1 〜 1 0 0 ο 1

/ 、好 ま しくは約 0 . ： 〜 3 0 ο ΐ Ζ ΐ 、 よ り好 ま しくは約 1 η ο 1

l であ り、数種類使用す る場合 は適宜変更す ることができ、他 の濃度範 囲 と
しては、例 えば、通常、約 0 . 0 0 1 〜 1 0 0 m o 1 / I 、好 ま しくは、約
0 . 0 1 〜 7 5 0 1ノ 1 、約 0 . 0 5 〜 5 0 z m o l l 、約 1 〜 1 0

m o l Z l 、約 0 . Ο Ι Ι Ο ι ο ΐ ΐ 約 0 . 0 5 〜 ：1 0 η ο 1 1 、
約 0 . 0 7 5 〜 1 0 m o l Z l 、約 0 . 1 〜 1 0 が 0 1 1 、約 0 . 5 〜

0 j m ο 1 1 、； 0 . 7 5 0 m o 1 約 1 . 0 〜 1 0 ι ο 1

1 、約 1 . 2 5 〜 0 ο 1 、約 1 . 0 µ ο 1 1 、約 1 .

7 5 〜 1 0 ο 1 、約 2 0 〜 1 0 µ m ο 1 、約 2 . 5 〜 1 0 m



o

約o1
\~o

o l Z1 l 、約 3 . 0 〜 1 0 リ 0 1 ノ 1 、約 4 . 0 〜 ；Ο ι o 1ゾ し 約 5

0 〜 1 、0oo ο 1 / 1 、約 6 . 0 〜 1 0 · ο 1 / 1 、約 7 . 0 〜 1 0 m o約7
1 / 1 、約 8o5 . 0 〜 1 0 ο ΐ ΐ 、約 9 . 0 〜 1 0 〃 1 0 1 し 約 0 .

0 1 〜 5 0 .o ο 1 / 1 、約 0 · 0 5 〜 5 . Ο ο ΐ ΐ 、約 0 . 0 7 5 〜
5 . 0 µ. o o51 0 5 . 0 o 0 . 5 〜 5 . 0 µ

\
o 1 約 0 . 7 ~5o 〜 5 0 m o 0 〜 5 . 0 m ο

約 1 . 2 5 〜 5 . 0 m.5 o 1 、約 5 〜 5 . 0 o

5 〜 5 0 o 1 1 約、mo 約 2 . 0 〜 5 . 0 o 1 、約 2 . 5 〜 5
o

µ o 1 、約 3 0 ~ .. 0 µ o 4 0 〜 5 . 0 o

1 、約 0 . 0 1 〜 3 . 0 o /001 約 0 . 0 5 〜 3 . 0 o 1 1
0 . 0 7 5 〜 3 0 o 1 0 〜 3 . 0 m o 1 1 、約 0

\、1〜 3 0 o / 1 、約 0 0 µ o . 、約 1約o1
j o 1 / 1 . 2 5 〜 3 . 0

、oo 1 1、約 5 〜 3 0 m o

7 5 〜 3 0 τ o 約約. 2 . 0 〜 3 0 µ o

0 . 0 1 〜 0 1 / 0 0 5 〜oo1 0 o 1 / 1 約 0
.？

0 µ o 1 、約 0 0 µ m / 、約 0 . 5 〜
\o5

0 m o 約 0 7 5 〜 1 0 x o 1 1 .、51約 0 . 0 9 ~ 3 5 o

1 約 0 . 0 9 〜 3 . 2 ι ο ΐ ΐ であ り、 よ~、oり好 ま しくは、約 0 . 0

5 O m o l し 約 0 . 0 7 5 〜 1 . O m o 約5l ノ し 約 0 . 1 〜 1
.m9

0 O m o l l 約 0 . 5 〜 1 . Ο m o l ノ 1 、約 0 . 7 .o5o 〜 ：L . 0 m o

1 1 を挙げることができるが これ らに限定 されない。 o1
【0 0 8 8 】

本発 明においては、培地等 に使用 され る場合、培養正常化剤 を単独o1 で含 める
、o

ことも、また必要に応 じて数種類 を併用 して含 めることもでき、培養正約\常化剤
自体 に単独 の有効成分 を含 めることもまた必要 に応 じて数種類 を併用 して含ο め
ることもできる。 /約、.約οο0ο571/

【0 0 8 9 】
培地等 において使用 され る本発 明の培養正常化剤 の濃度 は、通常約 0 . 1 〜
0 0 o / 好 ま しくは約 0 . l 〜 3 0 m o l Z l 、よ り好 ま しく

0 は約 1 が m o 1 / 1 であ り、数種類使用す る場合 は適宜変更す るこ とがで き、
他 の濃度範囲 としては、例 えば、通常、約 0 . ◦ 0 1 〜 ：L 0 0 ο 1 1 、
好 ま しくは、約 0 . 0 1 〜 7 5 m o l Z l 、約 0 . 0 5 〜 5 0 m o l Z l 、
約 1 〜 ：1 0 ο 1 / 1 、約 0 . 0 1 〜 ：ί 0 µ ο 1 / 1 、約 0 . 0 5 〜 1 0

m o l l 、約 0 . 0 7 5 〜 1 0 m o l l 、約 0 . 1 〜 ；1 0 m o l

5 1 、約 0 . 5 〜 ：1 0 Ο 1 / 1 、約 0 . 7 5 〜 1 0 ο ΐ Ζ ΐ 、約 1 . 0

~ 1 0 m o \ / \ 2 5 〜 1 0 η ο 1 / 1 、糸勺1 . 5 ~ 1 0 m o

1 / 1 、約 1 . 7 5 〜 ：O m o l l 、約 2 . 0 〜 1 0 ι ο ΐ Ζ ΐ 、約 2 .

5 〜 1 0 µ ο 1 1 、約 3 . 0 〜 ：1 0 η ο 1 1 、約 4 . 0 〜 1 0 ο

1 / 1 、約 5 . 0 〜 ：ί Ο µ ο ΐ Ζ ΐ 、約 6 . 0 〜 ；ί 0 ι ο 1 / 1 、約 7 .



5 〜 5 . 0 m o l し 約 0 . 7 5 〜 5 . 0 ヌ m o l l 、約 1 . 0 〜 5 .
0 µ ο 1 / ¾ 1 . 2 5 〜 5 . Ο ο ΐ ΐ 、約 1 . 5 〜 5 . 0 ο

l l 、約 1 . 7 5 〜 5 . O m o l / l 約 2 . 0 〜 5 . 0 µ η ο 1 /
約 2 . 5 〜 5 . Ο ι ο ΐ ΐ 約 3 . 0 〜 5 . O m o l l 、約 4 . 0 〜
5 . 0 m o l / / l 、約 0 . 0 1 〜 3 . Ο ο ΐ ΐ 、約 0 . 0 5 〜 3 . 0
m o l l 、約 0 . 0 7 5 〜 3 . 0 o 1 ¾0 . 1 〜 3 . 0 µ ο

1 1 、約 0 . 5 〜 3 . 0 µ ο 1 / 1 、約 0 . 7 5 〜 3 . 0 ο 1
約 1 . 0 〜 3 . 0 m o l l 、約 1 . 2 5 〜 3 . 0 m o l / l 、約 1 . 5
〜 3 . O o l l 、約 1 . 7 5 〜 3 . O m o l l 約 2 . 0 〜 3 . 0

m o l ハ 、約 0 . 0 1 ~ 1 . 0 m o l l 、約 0 . 0 5 〜 ：1 . 0 o
1 / 1 、約 0 . 0 7 5 〜 1 · 0 ι ο ΐ ΐ 、約 0 . 1 〜 ：1 . Ο ο ΐ ΐ
約 0 . 5 〜 1 . 0 m o l l 、約 0 . 7 5 〜 ：1 . 0 m o l / l 、約 0 . 0
9 〜 3 5 ο ΐ ΐ 、約 0 . 0 9 〜 3 . 2 µ ο 1 / 1 であり、より好まし
くは、約 0 . 0 5 〜：1 . O m o l l 約 0 . 0 7 5 〜 1 . 0 i m o l _ l 、
約 0 . 1 〜 ：L . Ο ο ΐ ΐ 、約 0 . 5 〜 1 . Ο ο ΐ ΐ 約 0 . 7 5
〜 1 . 0 m o 1 1 を挙げることができるがこれらに限定されない。

【0 0 9 0 】
T G F — お シグナル伝達経路は、A L K 4 ， 5 または 7 を経由するS m a d

2 3 系と、A L K 1 ， 2 ， 3 または 6 を経由するS a d 1 / 5 / 8 系とに
大きく分類 され、いずれも線維化に関連 していることがよく知 られている
( J . Massagu ' e, Annu. Rev. Biochem. 1998. 67：753-9 1 ; Vi lar J G, Jansen

R, Sander C (2006) PLoS Comput Biol 2 ( 1) ：e3 ; Leask, A. , Abraham, D. J .
FASEB J . 18, 816-827 (2004) ； Coert Margadant & Arnoud Sonnenberg
EMB0 reports (20 10) 11, 97-105 ；Joel Rosenbloom et al. , Ann Intern
Med. 20 10 ; 152 : 159 166. ) 。 B M P — 7 はT G F — ） シグナノレを抑制 し線維化
を抑制す るこ とがで きる こ とも知 られ てい る （上記 文献 の他 、 Ral f
Wei skirchen, et al. , Front i ers Biosc i ence 丄4 , 4992 501 2，June
1, 2009 ; El i sabeth M Ze i sberg et al. , Nature Medi cine 13, 952
961 (2007) ；i chael Zei sberg et al. , Nature Medi c ine 9 , 964-
968 (2003) ) 。 しかしながら、非特許文献 2 、 4 では、非常に特殊な疾患であ
る梅毒製角膜実質炎または人工的に作成した重度の障害により実際にコラーゲ
ンなどの細胞外基質からなる膜状組織を伴 うような状態についてT G F - と
の関与が記載されているが、これから正常化の維持を達成 しうることは困難で
ある。また、非特許文献 5 では角膜の重度な障害時の線維化が I L 一 1 お によ
り、途中 p 3 8 M A P K の活性化によるとい うことを示 し、非特許文献 6 で
はゥサギでの過剰な冷凍外傷により生体において重度の炎症が生じた時にみら
れる線維化が p 3 8 M A P K の活性化を伴い、阻害剤で一部線維化が抑制で
きることをゥサギを用いて示 している。これらの文献は極めて強い炎症が生体
に生じ細胞外基質からなる膜状組織を伴 うような状況において P 3 8 M A P
K の活性化を伴 うことを示 したものであり、通常の培養状態で線維化が生じる
ことには言及しておらず、T G F — シグナル阻害剤および p 3 8 M A P K
阻害剤が正常化維持に有効であるということを述べたものではなく、正常状態



\\、~1

の維持 についてなん ら示唆 を与 えるものではない。 この よ うに、角膜 内皮細胞
については、従前 は正常機能 を保 ちつつ培養す ることは困難である と考 え られ
てお り、非特許文献 7 〜 1 1 等で報告 され た培地は、結局の ところ正常化能 を
維持できなかつた ことが非特許文献 7 お よぴ本 明細書 にお ける比較例等で実証
されている。 ま してや、線維化抑制 または T G F — シグナル伝達経路 を抑制
す ることによ り、角膜 内皮細胞 の培養正常化 をす ることができる とは考 え られ
ていなかった。 約ο

【0 0 9 1 】 ο
1 つの実施形態 では、本発 明において用い られ る線維化抑制剤 は トラ ン ス フ

ォー ミング增殖因子 （T G F ) β シグナル阻害剤 を含む。 したがって、本発 明
には、 T G F — 3 シ グナル 阻害剤 を含む角膜 内皮細胞の培養正常化剤 を提供す
るとい う側 面 もある。本発 明で用い られ る T G F — シ グナル 阻害剤 は、 T G

F — お のシグナル経路 を阻害す ることができる限 り、 どの よ うな薬剤 （a g e

n t ) を用いて もよい。 また、阻害 され るべ き T G F — お シグナル伝達経路は、
周知のよ うに、 T G F — お よび T G F — ; レセプターが直接 関連す るもの
の ほか、 B M P — 7 の よ うに最終的に T G F — の シグナル伝達経路 と同様
(阻害剤 · ア ン タ ゴニ ス ト等であれ ば正反対） の効果 を発揮す る も の で あれ ば、
どのよ うなシグナル に関連す る因子であってもよい。

【0 0 9 2 】
本発 明においては、 T G F — シグナル阻害剤 を単独 で含¾めることも、また

\oo
必要に応 じて数種類 を併用 して含 めることもで きる。 .οο51

【0 0 9 3 】 、o
本発明で使用 され る T G F — シグナル阻害剤 の濃度 は、通常約約o5011 . 1 〜 1

約、~41
0 0 m o 1 ノ 1 、好 ま しくは約 0 . 1 〜 3 0 m o 1 1 、 よ り好 まo1 \.し3 くは約、¾1
約 1 m o 1 / 1 であ り、数種類使用す る場合 は適宜変更す ることがで き約、mm..o7 他
の濃度範囲 としては、例 えば、通常、約 0 . 0 0 1 〜 ：L 0 0 m o l し 好~、ο2oοο
ま しくは、約 0 . Ο Ι δ ο ΐ ΐ 約 0 . 0 5 〜 5 0 i m o l l 、

約 l l O m o l l 、約 0 . 0 1 〜 1 0 m o l Z l 、約 0 . 0 5 〜 1 0

〃m ：ί Ο ο ΐ

0 〜 ：1 0 が 0 1 / 1 、約 8 . 0 〜 1 0 ο 1 / 1 、約 9 . 0 〜 1 0 m o

1 1 、約 0 . 0 1 〜 5 0 が m o 1 / 1 、約 0 . 0 5 〜 5 . 0 o 1 1 、

約 0 . 0 7 5 〜 5 . 0 ι ο 1 / 1 、約 0 . 1 〜 5 . 0 µ ο 1 / 1 、約 0 .

5 〜 5 . 0 が 1 0 1 / 1 、約 0 . 7 5 〜 5 . 0 m ο 1 1 、約 1 . 0 〜 5 .

Ο ο Ι / し 約 1 . 2 5 〜 5 . 0 m o l / l 、約 1 . 5 〜 5 . 0 m o

1 約 1 7 5 〜 5 0 µ m o 1 1 、約 2 . 0 〜 5

約 2 . 5 〜 5 0 m 、約 3 . 0 ~ . 0 µ o

5 . 0 m ο 0 1 〜 3 . 0 m o



ι ο ΐ ノ 1 、約 0 . 0 7 5 〜 3 . 0 m o l Z l 、約 0 . ： 〜 3 . 0 µ η ο
1 / 1 、約 0 . 5 〜 3 . 、約 0 . 7 5 〜 3 . 0 o 1
約 1 . 0 〜 3 . Ο µ ι ο ΐ / し 約 1 . 2 5 〜 3 . Ο ο ΐ ΐ 約 1 . 5

〜 3 . 0 m o l l 、約 1 . 7 5 〜 3 . 0 m o l l 、約 2 . 0 〜 3 . 0
ο 1 / 1 、約 0 . 0 ： 〜 1 . 0 m o l / l 、約 0 . 0 5 〜 1 . 0 m o

1 1 、約 0 . 0 7 5 〜 1 . Ο ο ΐ ΐ 、約 0 . 1 〜 1 .
約 0 . 5 〜 1 . O m o l l 約 0 . 7 5 〜 1 . O m o l Z l 、約 0 . 0
9 〜 3 5 ο 1 / 1 、約 0 . 0 9 〜 3 . 2 m o l l であ り、 よ り好 ま し
くは、約 0 . 0 5 〜 1 . O m o l l 、約 0 . 0 7 5 〜 1 . O m o l l
約 0 . 1 〜 1 . O o l l 、約 0 . 5 〜 1 . O m o l l 、約 0 . 7 5
〜 1 . 0 m o 1 / 1 を挙げることができるが これ らに限定 されない。

【ひ 0 9 4 】

1 つの実施形態 において、培養正常化 は、 Z O — l ぉ ょぴ N a + ノ K + — A T
P a s e を発現 してお り、形態的に多角形 であ り重層化 していない ものか らな
る群 よ り選択 され る細胞機能が正常であることを含む。

【0 0 9 5 】

1 つの実施形態 において、培養正常化 は角膜移植 に適応す る移植 用細胞 を製
造す るための ものである。好 ま しい実施形態では、上記移植用細胞 は霊長類 の
細胞 である。 1 つ の好 ま しい実施形態では、上記移植用細胞 は ヒ トの 細胞 であ
る。

【0 0 9 6 】

1 つの実施形態 では、 T G F — シグナル阻害剤 は、 T G F — のアンタ
ゴニ ス ト、 T G F — の レセ プ ター の ア ン タ ゴニ ス ト、 または S m a d 3 の 阻
害剤 、本明細書 において他 に例示 され る成分、それ らの薬学的 に許容可能 な塩
も しくは溶媒和物 、またはその薬学的 に受容可能な塩 の溶媒和物 を少 な くとも
1 種 含 む 。 T G F — の ア ン タ ゴニ ス ト、 T G F — 3 の レセ プ ター の ア ン タ

ゴニ ス ト、 お よび S m a d 3 の阻害剤 は本明細書 において他 の箇所 で説 明 され
た任意の ものを利用す ることができる。

【0 0 9 7 】

1 つの実施形態では、本発 明において用い られ うるT G F — シグナル阻害
剤 は 、 S B 4 3 1 5 4 2 ( 4 — [ 4 一 （1 ， 3 — ベ ン ゾ ジ ォ キ ソー ル ー 5
ノレ） 2 — ピ リジ ニル ] 一 1 H — イ ミダゾール ー 2 —ィ ル ] ベ ンズ ア ミ ド） 、 B
M P — 7 、抗 T G F — 抗体、抗 T G F — レセ プ ター抗体、 T G F — お の
s i R N A 、 T G F - 3 レセ プ ター の s i R N A 、 T G F — の ア ンチ セ ン
ス オ リゴヌ ク レオ チ ド、 6 , 7 — ジ メ トキ シ ー 2 — ( ( 2 Ε ) — 3 — （1 ー メ

チ ル ー 2 — フ エ 二ル ー 1 Η — ピ ロ 口 [ 2 ， 3 — b ] ピ リジ ン 一 3 — イ ノレー プ 口
プ ー 2 —エ ノィ ル ） ) 一 1 ， 2 ， 3 , 4 —テ トラ ヒ ドロイ ソキ ノ ロ ン、 A 8 3

一 0 1 ( 3 — （6 — メ チ ル ー 2 — ピ リ ジ ニ ル ） 一 N — フ エ 二 ノレ一 4 一 （4 ー キ
ノ リニル ） 一 1 H — ピラ ゾー ル ー 1 — カル ボ チ オ ア ミ ド） 、 ステ モ レ キ ュー ル

 T L K イ ン ヒ ビター （2 — （3 — （6 — メチ ル ピ リジ ン 一 2 — ィ ル ） 一

1 H — ピ ラ ゾー ノレ一 4 —ィ ル ） 一 1 ， 5 —ナ フチ リジ ン） 、 ス テ モ レ キ ュー ル
 B M P イ ン ヒ ビター L D N — 1 9 3 1 8 9 ( 6 — ( 4 — （ピペ リジ ン 一 1



一ィ ル ） エ トキ シ） フ エニル ） 一 3 — ( ピ リジ ン 一 4 一ィ ル ） ピ ラ ゾ 口 [ 1 ，

5 - a ] ピ リ ミジ ン） 、 S D — 2 0 8 ( 2 — ( 5 — ク ロ ロ ー 2 — フル オ ロ フ ェ
ニル ） 一 4 一 [ ( 4 一 ピ リジ ニル ） ァ ミノ ] プ テ リジ ン） 、 L Y 3 6 4 9 4 7
( 4 一 [ 3 — ( 2 — ピ リジ ニ ル） 一 1 H — ピ ラ ゾー ル ー 4 一 ィル ] ー キ ノ リ

ン） 、本 明細書 において他 に例示 され る成分、それ らの薬学的に許容可能 な塩
もしくは溶媒和物 、またはその薬学的に受容可能 な塩 の溶媒和物 を少 な くとも
1 種含む。理論 に束縛 され ることを望 まないが、 S m a d 2 3 ( A L K 4 、
5 お よび 7 に関連す る） を介 して効果 を奏す る S B 4 3 1 5 4 2 、 S m a 1

/ 5 / 8 ( A L K 1 、 2 、 3 お よび 6 に関連す る） を介 して効果 を奏す る B M
P — 7 の両方で正常化 が観察 され てい ることか ら、 これ らのいずれ の経路 の T

G F — β シグナル阻害剤 であって も、本発 明の効果 を達成す ることがで きる と
理解 され る。

【0 0 9 8 】
好-ま しい実施形態では、本発明において用い られ る T G F — シグナル阻害

剤 は 、 S B 4 3 1 5 4 2 ( 4 — [ 4 一 （1 ， 3 —ベ ン ゾ ジォ キ ソー ル ー 5 —ィ
ル ） 2 — ピ リジニ ル ） 一 1 H —イ ミダ ゾー ル ー 2 —ィ ル ] ベ ン ズ ア ミ ド） を含
む。線維化 が抑制 された上 に、正常機能 を担 うタンパ ク質が保持 され てい るこ
とが示 され、また霊長類への移植 にも耐 えたか らである。好 ま しい実施形態で
は、 S B 4 3 1 5 4 2 は、使用時に約 0 . 1 Μ 〜約 1 0 Μ の濃度 で存在す
るよ うに含 まれ、好 ま しくは、使用時 に約 1 Μ 〜約 1 0 の濃度で存在す
るよ うに含 まれ、 さらに好 ま しくは使用時に約 1 Μ の濃度 で存在す るよ うに
含 まれ る。

【0 0 9 9 】
別 の好 ま しい実施形態では、本発 明において用い られ る T G F — シ グナ ル

阻害剤 は、 B M P — 7 を含む。線維化 が抑制 された上 に、正常機能 を担 うタ ン
パ ク質が保持 されていることが示 され、また霊長類へ の移植 に も耐 え得 るか ら
である。好 ま しい実施形態では、 B M P — 7 は、使用時 に約 1 0 n g m 1 〜
約 1 0 0 0 n g m 1 の濃度で存在す るよ うに含 まれ、 よ り好 ま しくは、使用
時に約 1 0 0 n g / 1 〜約 1 0 0 0 n g / 1 の濃度 で存在す るよ うに含 ま
れ る。 B M P — 7 は、使用時に約 1 0 0 n g / m 1 の濃度で存在す るよ うに含
まれていて も、約 1 0 0 0 n g / 1 の濃度 で存在す るよ うに含 まれていて も
よい。

【0 1 0 0 】
好ま しい実施形態では、本発明において用い られ る線維化抑制剤 は さらにM

A P キナーゼ阻害剤 を含む。本発明で標 的 とされ るM A P キナーゼ阻害剤 は、
M A P キナーゼのシグナル経路 を阻害す るこ とができる限 り、 どの よ うな薬剤
( g e t ) を用いて もよい。 また、阻害 され るべ きM A P キ ナ ー ゼ シグナ

ル は、M A P キナーゼ を リン酸化す ることに関与 し、その上流 または下流へ と
シグナルが伝達 され あるいは、傍流 として他 の経路か ら合流す る経路があるが、
どのよ うなシグナルであって もよい。

【0 1 0 1 】



本発 明においては、 1 種類 のM A P キナーゼ阻害剤 を単独で含 め ることも、
また必要 に応 じて数種類 を併用 して含 めることもで きる。

【0 1 0 2 】
本発明で使用 され るM A P キナーゼ剤 の濃度 は、通常約 0 . 1 〜 1 0 0

ο 1 1 、好 ま しくは約 0 . l 〜 3 0 m o l l 、 よ り好 ま しくは約 1 〃m

o 1 Z 1 であ り、数種類使用す る場合 は適宜変更す ることができ、他 の濃度範
囲 としては、例 えば、通常、約 0 . 丄 〜 丄 υ へ o ヌナ K し トよ

約 0 . 0 1 〜 7 5 i m o l l 、 約 0 . 0 5 〜 5 0 o 約 1 〜 ：1 0

； m o l l 、約 0 . 0 1 〜 1 0 µ o 0 . 0 ΰ ~ 1 0 χ ο
1 、約 0 . 0 7 5 〜 ：L O m o l 0 0 m o \ / 0

5 〜 1 0 ο 1 / 1 、約 0 . 7 5 〜 1 0 o 1 1 、約 1 . 0 〜 0

o l l 、約 1 . 2 5 〜 1 0 m o l Z l 、約 1 . 5 〜 1 0 ι ο ΐ し 約
Ι . δ Ι θ η ο ΐ ΐ 約 2 . 0 〜 1 0 . m o l l 、. 約. 2 . 5 〜 ：L 0

m o l l 、約 3 . 0 〜 1 0 ι ο ΐ Ζ ΐ 、約 4 . 0 〜 1 0 m o l l 、

約 5 . 0 〜 ： Ο ο ΐ ΐ 、約 6 . 0 〜 1 0 m o l l 、約 7 . 0 〜 ； 0
m o l / l 約 8 . 0 〜 ；ί Ο ο ΐ ΐ 、約 9 . O l O m o l l

約 0 . 0 1 〜 5 0 m o l l 、約 0 . 0 5 〜 5 . 0 j m o l / l 、約 0 . 0

7 5 5 . 0 i m o l / l 、約 0 . ： 〜 5 . 0 µ ο 1 / 1 、約 0 . 5 〜 5 .
0 m o 1 0 . 7 5 〜 5 . 0 m o l / l 、約 1 . 0 〜 5 . 0 m o

1 Z 1 、約 1 . 2 5 〜 5 . Ο ο ΐ ΐ 、約 1 . 5 〜 5 . 0 µ 1 / 1
約 1 . 7 5 〜 5 . 0 m o l / l 、約 2 . 0 〜 5 . 0 o l / l 、約 2 . 5

〜 5 . 0 m o l Z l 、約 3 . 0 〜 5 . 0 ι ο 1 / 1 、約 4 . 0 〜 5 . 0 µ
m o l ハ 、約 0 . 0 1 〜 3 . O m o l l 、約 0 . 0 5 〜 3 . 0 o 1

l 、約 0 . 0 7 5 〜 3 . O m o l l 、約 0 . 1 〜 3 . 0 m o

約 0 . 5 〜 3 . O m o l l 約 0 . 7 5 〜 3 . 0 m o l / l 、約 1 . 0

〜 3 . 0 j m o l / l 、約 1 . 2 5 〜 3 . O o l Z l 、約 1 . 5 〜 3 . 0
µ ο 1 / 1 、約 1 . 7 5 〜 3 . Ο Ο Ι ノ 1 、約 2 . 0 〜 3 . 0 ο
Z l 、約 0 . 0 1 〜 1 . Ο ο ΐ ΐ 約 0 . 0 5 〜 ：1 . 0 ο 1 1 、

約 0 . 0 7 5 〜 1 . 0 ひ 0 1 / し 約 0 . 1 〜 1 . 0 パm o l Z l 、約 0 .
5 〜 1 . Ο ο ΐ / Ι 約 0 . 7 5 〜 ；1 . O m o l l 、約 0 . 0 9 〜 3
5 z m o l Z l 、約 0 . 0 9 〜 3 . 2 o / 1 であ り、 よ り好 ま しくは、
約 0 . 0 5 〜 ：1 . O m o l / l 約 0 . 0 7 5 〜 1 . 0 o l / l 、約 0 .
1 〜 1 . 0 が 0 1 1 、約 0 . 5 〜 1 . O o l l 約 0 . 7 5 〜 1 .

0 o 1 を挙げることができるが これ らに限定 されない。
【0 1 0 3 】

好ま しいの実施形態では、本発 明において用い られ るM A P キナーゼ阻害剤
は S B 2 0 3 5 8 0 ( 4 — [ 4 — ( 4 — フル オ ロフ ェニ ル ） 一 2 — （4 ー メチ
ル ス ル フ ィ ニ ル フ エ ニ ル ） 一 1 H — イ ミ ダゾーノレ一 5 —ィ ノレ] ピ リ ジ ン ） の ほ

力、、本明細書 において他 に例示 され る成分 を含む。
【0 1 0 4 】



別の実施形態では、本発明の培養正常化剤 は老化抑制剤 をさらに含 む。 ここ
で、使用 され うる老化抑制剤 としては、細胞 の老化 を抑制す るこ とが知 られ て
レ、る薬剤 であれ ば どのよ うな もの で も使用 され うることが理解 され る。

【0 1 0 5 】
本発 明においては、 1 種類 の老化抑制剤 を単独 で含 めることも、また必要 に

応 じて数種類 を併用 して含 めることもで きる。
【0 1 0 6 】

本発 明で使用 され る老化抑制剤 の濃度 は、通常約 0 . 1 〜 1 0 0 ο ΐ
1 、好 ま しくは約 0 . 1 〜 3 0 m ο 1 し よ り好 ま しくは約 1 なm o 1

1 であ り、数種類使用す る場合は適宜変更す ることがで き、他 の濃度範 囲 とし
ては、例 えば、通常、約 0 . 0 0 1 〜 1 0 0 m o 1 / し 好 ま しくは、約 0 .
0 1 〜 7 5 ο 1 / 1 、約 0 . 0 5 〜 5 0 m o 1 / 1 、約 ：！〜 Ι Ο η ο
1 ノ 1 、約 0 . 0 1 〜 1 0 m o l / l 、約 0 · 0 5 〜 1 0 ο ΐ ΐ 、約
0 . 0 7 5 〜 ：l O o l l 約 0 . 1 〜 1 0 ο 1 / 1 、約 0 . 5 〜 1
0 i o l / l 、約 0 . ァら〜 ！ が！！ び し 約 ：！. （ Ι Ο ι ο ΐ
1 、約 1 . 2 5 〜 1 0 m o l / l 、約 ：！. 5 〜 ：1 0 ι ο 1 / 1 、約 1 . 7
δ ΐ Ο ο ΐ ΐ 、約 2 . 0 〜 ： 0 パm o l ノ 1 、約 2 . 5 〜 1 0 η ο
1 / し 約 3 . 0 〜 ：ί Ο ο ΐ 約 4 . O l O m o l 約 5 .
0 〜 1 0 ο 1 / 1 、約 6 . 0 〜 1 0 µ ο ΐ ΐ 、約 7 . 0 〜 1 0 m o
l l 、約 8 . 0 〜 1 0 m o l l 、約 9 . 0 〜 ；L O j o l l 、約 0 .
0 1 〜 5 0 i m o l l 、約 0 . 0 5 〜 5 . Ο ι ο ΐ / l· 、約 0 . 0 7 5 〜
5 . 0 µ ο 1 / 1 、約 0 . 1 〜 5 . O m o l l 約 0 . 5 〜 5 . 0
〇 1 / 1 、約 0 . 7 〜 5 . 0 x m o l Z l 、約 1 . 0 〜 5 . 0 m o l Z l 、
約 1 . 2 5 〜 5 . Ο ο ΐ ΐ 、約 1 . 5 〜 5 . 0 ο 1 / 1 、約 1 . Ί
5 〜 5 . Ο ο ΐ ΐ 、約 2 . 0 〜 5 . 0 m o l l 、約 2 . 5 〜 5 . 0

m o l l 、約 3 . 0 〜 5 . 0 なm o l l 、約 4 . 0 〜 5 . 0 o 1 /
1 、約 0 · 0 1 〜 3 . O m o l l 約 0 · 0 5 〜 3 . Ο ο ΐ ΐ 、約
0 . 0 7 5 〜 3 . Ο µ ι ο ΐ ΐ 、約 0 . 1 〜 3 . 0 m o l / l 、約 0 . 5

〜 3 . Ο ι ο ΐ ΐ 、約 0 . 7 5 〜 3 . Ο Ι Ο Ι Ι 、約 1 . 0 〜 3 . 0

ι ο ΐ ΐ 、約 1 . 2 5 〜 3 . 0 m o l Z l 、約 1 . 5 〜 3 . 0 o 1
ノ 1 、約 1 . 7 5 〜 3 . Ο ι ο ΐ ΐ 約 2 . 0 〜 3 . Ο m o l l 、約
0 . 0 1 〜 1 . 0 ο 1 / 1 、約 0 . 0 5 〜 1 . 0 ο 1 / 1 、約 0 . 0
7 5 1 . O m o l l 、約 0 . 1 〜 1 . 0 m o l / l 、約 0 . 5 〜 ：1 .
0 ο Ι / 1 、約 0 . 7 5 〜 1 . 0 i m o l l 、約 0 . 0 9 〜 3 5 m o
1 / 1 、約 0 . 0 9 〜 3 . 2 ο 1 1 であ り、よ り好 ま しくは、約 0 . 0
5 〜 1 . 0 ο 1 / 1 、約 0 . 0 7 5 〜 1 . 0 m o l Z l 、約 0 . 1 〜 1 .

0 x m o l / l 、約 0 . 5 〜 ：L . Ο ο ΐ ΐ 、約 0 . 7 5 〜 1 . ο
/ 1 を挙げることができるが これ らに限定 されない。

【0 1 0 7 】
1 つの実施形態では、本発 明で用い られ る老化抑制剤 は、 ρ 3 8 M A P キ

ナーゼ阻害剤 を含む。
【0 1 0 8 】



本発 明においては、 1 種類 の p 3 8 M A P キナーゼ阻害剤 を単独 で含 める
ことも、また必要に応 じて数種類 を併用 して含 めることもで きる。

【0 1 0 9 】
本発 明で使用 され る P 3 8 M A P キナーゼ剤 の濃度 は、通常約 0 . 1 〜 1

0 0 m o 1 / 1 、好 ま しくは約 0 . 1 〜 3 0 〃 ο 1 よ り好 ま しくは
約 Ι ο ΐ ΐ であ り、数種類使用す る場合 は適宜変更す ることができ、他
の濃度範囲 としては、例 えば、通常、約 0 . 0 0 1 〜 ：ί Ο Ο µ ο ΐ ΐ 、好
ま しくは、約 0 . 0 1 〜 7 5 リ 0 1 1 、約 0 . 0 5 〜 5 0 ο ΐ ΐ 、

約 ：！〜 Ι Ο ο ΐ Ζ ΐ 、約 0 . 0 1 〜 ：O m o l l 、約 0 . 0 5 〜 ：L 0
m o l l 、約 0 . Ο δ Ι Ο ο ΐ ΐ 約 0 . 1 〜 1 0 ο 1 ノ

1 、約 0 . 5 〜 ；1 0 ο 1 / 1 、約 0 . 7 5 〜 1 0 m o l し 約 1 . 0
〜 1 0 ο 1 / 1 、約 1 . 2 5 〜 ：1 0 x m o l l 、約 1 . 5 〜 1 0 m o
1 / し 約 1 . δ Ι Ο ι ο Ι Ι 、約 2 . 0 〜 ：1 0 ι ο 1 / 1 、約 2
5 〜 ：L 0 m o l Z l 、約 3 . 0 〜 ：1 0 ο 1 / 1 、約 4 . 0 〜 ：Ι Ο ι ο
l l 、約 5 . 0 〜 1 0 ο 1 / 1 、約 6 . 0 〜 ： Ο ο ΐ ΐ 約 7 .
0 〜 ：L 0 o l / l 、約 8 . 0 〜 1 0 m o l l 、約 9 . 0 〜 1 0 m o

1 / 1 、約 0 . Ο Ι δ Ο η ο ΐ ΐ 約 0 . 0 5 〜 5 . 0 ο 1
約 0 . 0 7 5 〜 5 . O m o l l 、約 0 . 1 〜 5 . O m o l l 約 0 .
5 〜 5 . 0 ο 1 / 1 、約 0 . 7 5 〜 5 . O o l 約 1 . 0 〜 5 .
Ο ο ΐ / し 約 1 . 2 5 〜 5 . 0 o 1 · 5 〜 5 . 0 m ο
1 し 約 1 . 7 5 〜 5 . O m o l l 約 2 . 0 〜 5 . 0 m o / 1
約 2 . 5 〜 5 . 0 ι ο 1 / 1 、約 3 . 0 〜 5 . O j m o l し 約 4 . 0 〜

5 . 0 ο 1 / 1 、約 0 . 0 1 〜 3 . 0 x m o l l 、約 0 . 0 5 〜 3 . 0
o l l 、約 0 . 0 7 5 〜 3 . 0 m o l l 、約 0 . 1 〜 3 . O m o

l l 、約 0 . 5 〜 3 . O m o l し 約 0 . 7 5 〜 3 . 0 o 1 /
約 1 . 0 〜 3 . 0 m o l l 、約 1 . 2 5 〜 3 . 0 o l / l 、約 1 . 5
〜 3 . 0 ο 1 / 1 、約 1 . 7 5 〜 3 . 0 ο 1 / 1 、約 2 . 0 〜 3 . 0

o l / l 、約 0 . 0 1 〜 1 . 0 ο 1 / 1 、約 0 . 0 5 〜 1 . Ο ι ο
l l 、約 0 . 0 7 5 〜 1 . 0 ι ο 1 1 、約 0 . 1 〜 1 . 0 ο 1 / 1 、

約 0 . 5 〜 1 . 0 ο 1 / 1 、約 0 . 7 5 〜 ：1 . Ο ο ΐ ΐ 、約 0 . 0
9 〜 3 5 ο ΐ ΐ 、約 0 . 0 9 〜 3 . 2 ο 1 / 1 であ り、 よ り好 ま し
くは、約 0 . 0 5 〜 ：1 . 0 o l Z l 、約 0 . 0 7 5 〜 ：1 . 0 ο ΐ Ζ ΐ 、

約 0 . 1 〜 1 . 0 が 1 0 1 / 1 、約 0 . 5 〜 ；1 . O m o l l 、約 0 . 7 5

〜 1 . 0 m o 1 1 を挙げることができるがこれ らに限定 され なレ、。

【0 1 1 0 】
つ の 好 ま しい実施形態では、本発 明で用い られ る老化抑制剤 は S B 2 0 3

5 8 0 ( 4 一 [ 4 一 （4 ー フ ノレオ ロ フ ェ ニ ノレ） 一 2 — （4 ーメチル ス ノレフ ィ ニ

ル フ エ ニ ル ） 一 1 H — イ ミダゾール ー 5 — ィ ル ] ピ リジ ン ） を含む。 .
【0 1 1 1 】

さらに好 ま しい実施形態 では、本発 明 は、 S B 4 3 1 5 4 2 ( 4 — [ 4 —
( 1 ， 3 — ベ ン ゾジォキ ソール ー 5 — ィ ル ） 2 — ピリジニル ） 一 1 H — イ ミダ

ゾール ー 2 — ィ ル ] ベ ン ズァ ミ ド） と、 S B 2 0 3 5 8 0 ( 4 — [ 4 — （4 —



フノレオ口フエ- ノレ）一2— （4 ーメチノレスノレフィニノレフエニル）一1H—イミ
ダゾールー5—ィル] ピリジン）とを含む培養正常化剤を提供する。この2つ
の薬剤の組合せにより、正常化を維持しつつ、増殖速度を上げ、細胞密度も十
分な培養がより改善されている。

【0 1 1 2】
別の実施形態では、本発明の培養正常化剤は、 細胞接着促進剤をさらに含む。

本発明において用いられる細胞接着促進剤は、細胞接着を促進することができ
る薬剤であれば、どのような薬剤を用いてもよい。

【0 1 1 3】
1つの好ましい実施形態では、本発明で用いられる細胞接着促進剤としては

1— (5—イソキノリンスルホニル）ホモピぺラジンまたはその塩 （たとえば、
ファスジル （1— ( 5 —イソキノリンスルホニル）ホモピぺラジン））、
(+ ) —トランス一4 一 （1一アミノエチル）一1— (4一ピリジルカルバモ
ィル）シクロへキサンカルボキサミドまたはその塩 （たとえば、Y—2 7 6 3
2 ( (R) — （+ ) —トランス一 （4 —ピリジル）一4 一 （1一アミノエチ
ノレ）ーシクロへキサンカルボキサミド2塩酸塩1水和物）など）などのR h o
キナーゼ阻害剤が挙げられる。

【0 1 1 4】
本発明において使用されうる接着促進剤は、角膜内皮細胞を試験管内で培養

する場合に、培養正常化剤または培養液等の培地に添加することもできる。R
oキナーゼ阻害剤を当培養正常化剤または培地に添加して培養を続けること

により、R h oキナーゼ阻害剤と角膜内皮細胞とが生体外で接触し、角膜内皮
細胞の接着が促進される。

【0 1 1 5】
本発明において使用されうる培地には、内皮細胞の培養に通常用いられる培

地 （例えば、DMEM (G I B CO BR L社）、血清 （例えば、ゥシ胎仔血
清 （F B S) ) 、成長因子 （例えば、塩基性 （b—）F GF ) 、抗生物質 （例
えば、ペニシリン、ストレプトマイシン）などを含むことができる。

【0 1 1 6】
本発明の培養成分にR h oキナーゼ阻害剤を含めることにより、角膜内皮細

胞の接着を亢進することによって細胞の脱落を防止し、良好な細胞形態および
高い細胞密度を持った角膜内皮細胞層の形成を可能とするため、本明細書に記
載される本発明の角膜内皮製剤の製造方法に好適に用いられる。また、本発明
の培養液は、角膜内皮細胞を維持するためにも用いられる。

【0 1 1 7】
本発明の培養正常化剤は、R h oキナーゼ阻害剤をさらに含有していてもよ

レ、。本発明に含まれるRh oキナーゼ阻害剤は、前記した通りである。本明細
書において 「角膜保存液」とは、ドナーから摘出した角膜片を、レシピエン ト
：に移植するまでの期間において保存するため、あるいは増殖前または増殖した
角膜内皮細胞を保存するための液剤である。

【0 1 1 8】



本発明の培養正常化剤 は、角膜保存液 として使用 され て もよい。本発 明の培
養正常化剤 が加 え られ うるその よ うな角膜保存液 としては、角膜移植 時に通常
用い られ る保存液 （強角膜片保存液 （O p t i s ο 1 G S ：登録 商標）、角
膜移植用眼球保存液 （E P I I ：登録商標））、生理食塩水 、 リン酸緩衝生理
食塩水 （P B S ) な どがあげ られ る。

【0 1 1 9 】
本発 明においては、 1 種類 の R h ひキナーゼ阻害剤 を単独で含 めることも、

また必要に応 じて数種類 を併用 して含 めることもできる。
【0 1 2 0 】

本発 明中の R h o キナーゼ阻害剤 の濃度 は、通常 l 〜 1 0 0 i m o 1 ズ 1 、
好 ま しくは δ Ο ι ο ΐ よ り好 ま しくは 1 0 ι ο 1 Z 1 であ り、
数種類使用す る場合 は適宜変更す ることがで き、他 の濃度範囲 としては、例 え
ば、通常、約 0 . 0 0 1 〜 1 0 0 µ ο ΐ し 好 ま しくは、約 0 . 0 ： 〜 7
5 m o 1 Z 1 、約 0 . 0 5 〜 5 0 _i m o 約 1 〜 1 0 µ ι ο 1 / 1 、
約 0 . 0 1 〜 ：Ο ι ο ΐ ΐ 約 0 . 0 —5 〜 ：ί Ο ο ΐ Ζ ΐ 、約 0 . 0 7
5 〜 ：O o 1 / 約 0 . 1 〜 ：L 0 m o 1 1 約 0 . 5 〜 ；L O m o
1 1 、約 0 . 7 5 〜 1 0 ο 1 / 1 、約 1 . 0 〜 ：L 0 m o l l 、約 1 .

2 5 〜 ：l O o l l 約 1 . 5 〜 ：1 0 m o l l 、約 1 . 7 5 〜 1 0

m o 1 / 約 2 . 0 〜 ：L 0 o 1 / 1 、約 2 . 5 〜 1 0 ο 1 約
3 . O l O m o l l 約 4 . 0 〜 ：O m o l l 約 5 . 0 〜 1 0
m o l l 約 6 . 。〜 丄。 。 ！ 、約 7 . 0 〜 1 0 η ο ΐ ΐ 、約
8 . 0 〜 1 0 i m o l / l 、約 9 . 0 〜 1 0 j m o l l 、約 0 . 0 1 〜 5 0
•i m o l し 約 0 . 0 5 〜 5 . Ο ο ΐ ΐ 約 0 . 0 7 5 〜 5 . 0 m
o l l 、約 0 . 1 〜 5 . Ο ι ο ΐ ΐ 約 0 . 5 〜 5 . 0 µ ο
約 0 . 7 5 〜 5 . 0 ι ο 1 1 、約 1 . 0 〜 5 . Ο m o l し 約 1 . 2
5 〜 5 . Ο ο ΐ ΐ 約 1 . 5 〜 5 . 0 ο 1 1 、約 1 . 7 5 〜 5 .
Ο Ο Ι Ι 約 2 . 0 〜 5 . 0 ο 1 ¾ 2 . 5 〜 5 . 0 m o 1

1 、約 3 . 0 〜 5 . 0 m o l Z l 、約 4 . 0 〜 5 . 0 m o 1 ¾0 .

0 1 〜 3 . Ο µ ο ΐ Ζ ΐ 、約 0 . 0 5 〜 3 . O m o l l 約 0 . 0 7 5
〜 3 . O m o l l 約 0 . 1 〜 3 . Ο ο ΐ Ζ ΐ 、約 0 . 5 〜 3 . 0 µ

o l / l 、約 0 . 7 5 〜 3 . O m o l l 、約 1 . 0 〜 3 . 0 µ η ο \ /
1 、約 1 . 2 5 〜 3 . 0 m o l Z l 、約 1 . 5 〜 3 . O m o l l 約 1 .

7 5 〜 3 . 0 m o l / l 、約 2 . 0 〜 3 . 0 ι ο 1 / 1 、約 0 . 0 1 〜 ：1 .

Ο ι ο ΐ ΐ 約 0 . 0 5 〜 ；1 . Ο ο ΐ Ζ ΐ 、約 0 . 0 7 5 〜 1 . 0
m o l / l 、約 0 . 1 〜 1 . O m o l l 、約 0 . 5 〜 1 . 0 µ ο ΐ Ζ ΐ 、
約 0 . 7 5 〜 1 . 0 Ι Ο 1 / 1 、約 0 . 0 9 〜 3 5 η ο 1 / 1 、約 0 . 0

9 〜 3 . 2 m o l Z l であ り、 よ り好 ま しくは、約 0 . 0 5 〜 1 . 0 o
l Z l 、約 0 . 0 7 5 〜 ：1 . 0 バm o l / l 、約 0 . 1 〜 1 . O m o l l

約 0 . 5 〜 1 . 0 η ο 1 / 1 、約 0 . 7 5 〜 ：1 . 0 がm ο 1 1 を挙 げるこ
とができるが これ らに限定 されない。

【0 1 2 1 】



本発 明は、角膜 の形質転換 を防止 し、正常化 され た培養 を可能 と し、あるい
は角膜 内皮細胞 の接着 を亢進す ることによって細胞 の脱落 を防止 し、良好 な細
胞形態お よび高い細胞密度 を持 った角膜 内皮細胞層の形成 を可能 とす るため、
臓器移植 な どに用い られ る角膜 の保存液 として用い られ る。 また、本発 明の培
養正常化剤 は、角膜 内皮細胞 を凍結保存す るための保存液 またはその成分 とし
て も用い られ る。凍結保存のためには、本発 明の保存液 にグ リセ ロール 、ジメ
チルスル ホキシ ド、プ ロピレング リコール、ァセ トア ミ ド等 を さらに添加 して
ちょい。 、

【0 1 2 2 】
1 つの実施形態では、本発 明の培養正常化剤 を使用す る際、培養 正常化剤 は、

複数の薬剤 が別々に使用 され うる。その よ うな実施形態では、例 えば、線維化
抑制剤 は、前記角膜内皮細胞 の培養 の間常 に存在 させ 、他方、接着促進剤 は、
一定期間存在 させた後、いったん該接着促進剤 を欠損 させ、再度該細胞接着促
進剤 は、一定期間存在 させ ることができる。

【0 1 2 3 】
別の実施形態では、本発 明の培養正常化剤 を使用す る際、線維化抑制剤 お よ

び前記細胞接着促進剤 の両方 を、前記角膜 内皮細胞 の培養 の間常に存在 させ る
ことができる。

【0 1 2 4 】
1 つの実施形態では、本発 明の培養正常化剤 で培養 され る角膜内皮細胞 は霊

長類 由来である。好 ま しい実施形態では、本発 明の培養正常化剤で培養 され る
角膜 内皮細胞 は ヒ ト由来である。

【0 1 2 5 】
好 ま しい実施形態では、本発 明が 目的 とす る培養 は、角膜 内皮障害の予防ま

たは治療 のための細胞培養である。
【0 1 2 6 】

(角膜 内皮細胞 を正常に培養す るための培地）
別の局面において、本発明は、本発 明の培養正常化剤 と角膜 内皮 の培養成分

とを含む、角膜 内皮細胞 を正常に培養す るための培地 を提供す る。本発 明の培
地において用 い られ る培養正常化剤 は、本 明細書 において説 明 され る任意 の形
態 を用い ることができることが理解 され る。 また、本発 明において使用 され う
る培養成分 は、角膜内皮の培養 に用い られ うる成分であれ ば どのよ うな もので
も用い ることができ、従来販売 され使用 されてい る培地成分であって もよ く、
あるいは、別途角膜 内皮用 に開発 され た成分 であって もよい。 その よ うな培地
成分の例 としては、 O p t i M E M D M E M , M 1 9 9 、 M E M 等 （これ ら
は、 I N V I T R O G E N 等か ら入手可能） を挙 げることがで きるが これ らに
限定 されない。

【0 1 2 7 】
(角膜内皮細胞 を正常に培養す る方法）

別の局面 において、本発明は、本発 明の培養正常化剤 、または本発 明の培地
を用いて角膜 内皮細胞 を培養す る工程 を包含す る、角膜 內皮細胞 を正 常に培養
す る方法 を提供す る。本発明の方法において用い られ る培養正常化剤 は、本 明



細書 において説明 され る任意 の形態 を用レ、ることがで きることが理解 され る。
また、本発 明の方法 において使用 され うる培養成分 は、角膜 内皮 の培養 に用い
られ うる成分であれ ば どの よ うな もの で も用 い ることができ、 （角膜 内皮細胞
を正常に培養す るための培地） において説 明 された ものを例示す るこ とがで き
る。

【0 1 2 8 】
1 つ の例示的な培養法 は、図 1 2 に示 してい る。例 えば、 1 つ の例示的な培

養法 において。本発 明の培養正常化剤 は、複数 の薬剤 が別 々 に使用 され得、例
えば、線維化抑制剤 は、前記角膜 内皮細胞 の培養 の間常に存在 させ 、他方 、接
着促進剤 は、一定期間 （例 えば、 2 4 時間〜 7 2 時間、あるいは 4 8 時間等）
存在 させた後、いったん該接着促進剤 を欠損 させ 、再度該細胞接着促進剤 は、
一定期間 （例 えば、 2 4 時間〜 7 2 時間、あるいは 4 8 時間等、 こ の期 間は毎
回変動 して もよく同 じであって もよレ、）存在 させ ることができる。 あるいは、
これ らの培養法において、接着促進剤 を使用 しないパ ター ン もあ り得 る。すな
わち、 この例示的な培養法は、図 1 2 下に示 してい る。例 えば、 この例示的な
培養法 において。本発 明の培養正常化剤 は として線維化抑制剤 は、前記角膜 内
皮細胞の培養 の間常に存在 させ ることができる。

【0 1 2 9 】
別 の実施形態では、本発 明の方法 において、使用 され る培養正常化剤 は線維

化抑制剤 お よび前記細胞接着促進剤 の両方 を含み、 これ らを前記角膜 内皮細胞
の培養 の間常に存在 させ ることができる。

【0 1 3 0 】
1 つの実施形態では、本発明の培養正常化剤 で培養 され る角膜内皮細胞 は霊

長類 由来である。好ま しい実施形態では、本発 明の培養正常化剤で培養 され る
角膜内皮細胞 は ヒ ト由来である。

【0 1 3 1 】
好 ま しい実施形態では、本発 明の方法が 目的 とす る培養 は、角膜 内皮障害 の

予防または治療のための細胞培養 であ り、特 に移植用 の細胞 または組織等 を生
産す るために用いることがで きる。 ，

【0 1 3 2 】
(角膜 内皮細胞お よび角膜 内皮製剤）

本発 明は、本発 明の方法で培養 され る角膜 内皮細胞 を提供す る。本発 明は、
通常の培養 を行い継代 して も、線維化せず、正常機能 を喪失 しない とい う細胞
である点従来の細胞 に無い性質 を有す る とい うことができる。そ して、最 も重
要な性質は、機能 としては正常な角膜 内皮 の性質 を有 してい る とい う点である。
したがって、本発 明が提供す る角膜 内皮細胞 は、製剤 として提供 され うること
か ら、本発 明は、角膜 内皮製剤 を提供す るとい うことになる。

【0 1 3 3 】
したがって、本発明は、本発 明の培養正常化剤 を含む培養液 を用いて角膜 内

皮細胞 を培養す る工程 を含む、角膜 内皮製剤 の製造方法 を提供す る。
【0 1 3 4 】



1 つの局面において、本発 明の角膜 内皮製剤 は、基材 と、その基材上の試験
管内で培養 した角膜内皮細胞層 とを含有す る。

【0 1 3 5 】
本発明において使用 され る基材 とは、培養角膜 内皮細胞層 を担持 し、移植後

一定期間好 ま しくは少 な くとも 3 日間は生体 内で もその形状 を維持 しうるもの
であれば特 に限定 され るもの で はない。 また、本発 明において使用 され る基材
は、角膜 内皮細胞 を試験管内で培養す る場合 のス キ ヤ フ ォー ル ドとしての役割
を有す るものであって もよく、培養後の角膜 内皮細胞層 を担持 させ る役割 のみ
を有す るもの で あって もよい。好 ま しくは、本発 明において使用 され る基材 は、
角膜 内皮細胞 の培養 に用い られ、培養完 了後 にそのまま移植 に供す るこ とが可
能なス キヤフ ォール ドとしての役割 を有す るものである。

【0 1 3 6 】
本発 明において使用 され る基材 としては、例 えば、 コラーゲ ン、ゼ ラチ ン、

セ ル ロー ス等 の天然物 由来 の高分子材料 、ポ リス チ レン、 ポ リエ ス テ ル 、 ポ リ

カーボネー ト、ポ リ （N — イ ソプ ロピル ア ク リル ア ミ ド）等の合成 高分子材料 、
ポ リ乳酸、ポ リグ リコール酸等の生分解性高分子材料、ハイ ドロキシァパ タィ
ト、羊膜な どがあげ られ る。

【0 1 3 7 】
本発 明において使用 され る基材 の形状 は、角膜 内皮細胞層 を担持 し、移植 に

適す る形状であれ ば特 に限定 され るものではないが、 シー ト状 であるこ とが好
ま しい。本発 明の製剤 がシー ト状 の場合、移植 時 に適用部位 に合わせ た大 き さ
に切断 して用いるこ とができる。 また、シー トを小 さく丸 めた後、創 口か ら挿
入す ることも可能である。好 ま しい具体例 として、障害 した角膜内皮 の面積 の
約 8 割 を覆 う円形 の形状が例示 され る。 また、適用部位 に密着可能 な よ うに、
この 円形 の周辺部 に切 り込み を入れ ることも好 ま しい。

【0 1 3 8 】
好 ま しい実施形態 において、本発 明において使用 され る基材 の例 は コラーグ

ンである。 コラーゲン としては、特開 2 0 0 4 — 2 4 8 5 2 号公報 に記載 の コ
ラ一ゲンシー トが好適 に使用できる。 かかるコラーゲ ンシー トは、特開 2 0 0

4 - 2 4 8 5 2 号公報 に記載 の方法 に従 って、例 えば、羊膜か ら調製す るこ と
ができる。

【0 1 3 9 】
以下に角膜内皮製剤 の一例 として角膜 内皮細胞層 の調製 を記載す る。

【0 1 4 0 】
本発明で使用 され る角膜 内皮細胞層 は、以下の特徴 を少 な くとも 1 つ備 える

ものであることが好ま しい。 よ り好 ま しくは、以下の特徴 を 2 つ以上、 さらに
よ り好ま しくは全て備 えるものである。
( 1 ) 細胞層 が単層構造である。 これ は生体 の角膜 内皮細胞層 が備 える特徴 の

一つである。
( 2 ) 細胞層 にお ける細胞密度 は約 1 ， 0 0 0 〜約 4 ， 0 0 細胞 m m 2で

ある。特に、成人 を レシ ピエ ン ト （移植者） とす る場合 には約 2 ， 0 0 0 〜約
3 ， 0 0 0 細胞Zmm 2であることが好 ま しい。



( 3 ) 細胞層 を構成す る細胞 の平面視形状が略六角形 である。 これ は生体 にお
ける角膜 内皮細胞層 を構成す る細胞 が備 える特徴 の一つである。本発 明の製剤
は生体の角膜 内皮細胞層 に類似 し、生来 の角膜 内皮細胞層 と同様 の機能 を発揮
す るとともに、生体内で増殖能 も発揮す ることができる。
( 4 ) 細胞層 において細胞が規則正 しく整列 してい る。生体の角膜 内皮細胞層

においてはそれ を構成す る細胞 は規則正 しく整列 してお り、 これ に よつて角膜
内皮細胞 の正常な機能 と高い透 明性 が維持 され、また角膜の水分調整機能 が適
切 に発揮 され ると考 え られてい る。 したがって、 この よ うな形態的な特徴 を備
えることによ り、本発 明の製剤 は、生体 にお ける角膜 内皮細胞層 と同様 の機能
を発揮す ることが期待 され る。

【0 1 4 1 】
本発 明の製造方法は、本発 明の培養正 常化剤 または培地 を用 いて角膜 内皮細

胞 を培養す る工程 を含み、例 えば以下の方法 によ り実施 され得 る。
【0 1 4 2 】

< 1 > 角膜 内皮細胞 の採取お よび試験管內で の培養
角膜 内皮細胞 は レシ ピエ ン ト自身 または適切 な ドナー の角膜 か ら常法で採取

され る。本発 明にお ける移植条件 を考慮すれ ば、同種 由来の角膜内皮細胞 を準
備すれ ば よい。例 えば、角膜組織 のデ ス メ膜 と内皮細胞層 を角膜実質か ら剥離
した後、培養皿 に移 し、デ イスパ ー ゼな どで処理す る。 これ に よつて角膜 内皮
細胞 はデスメ膜 よ り脱落す る。デスメ膜 に残存 してい る角膜 内皮細胞 は ピぺ ッ
テ ィングな どによって脱落 させ ることができる。デ スメ膜 を除去 した後、本発
明の培養液 中で角膜内皮細胞 を培養す る。培地 または培養液 としては例 えば巿
販 の D M E M ( D 1 e c c o ' s M o d i f i e d E a l e ' s
M e d i u m ) (例 えば、 I N V I T R O G E N 、カ タログ番 号 ：1 2 3 2 0

等 を） に F B S ( ゥシ胎仔血清） （例 えば、 B I OWE S T 、カタログ番 号 ：
S 1 8 2 0 — 5 0 0 ) 、 b — F G F (塩 基性線維芽細胞増殖 因子） （例 えば、
I N V I T R O G E N 、カ タログ番号 ：1 3 2 5 6 — 0 2 9 ) 、お よびぺ ニシ
リン、 ス トレプ トマ イ シ ン な どの抗生物質 を適宜添加 し、 さらに本発 明の培養
正常化剤 の成分 を添加 した ものを使用す るこ とができる。培養容器 （培養皿）
にはその表面に I 型 コラーゲン、 I V 型 コラーゲ ン、 フイブ ロネ クチ ン、 ラ ミ
ニンまたは ゥシ角膜 内皮細胞 の細胞外マ トリック ス な どをコーティング して あ
るものを使用す ることが好 ま しい。 あるいは、通常の培養容器 を F N C c o
a t i n g i x (登録 商標） （5 0 m l ( A E S — 0 4 0 7 ) 、 A T H E
N A 、カタログ番号 ：0 4 0 7 ) 等 の市販 の コーテ ィング剤 で処理 した ものを
用いて もよい。かかるコーテ ィング と本発 明の培養液 とを併用す るこ とによ り、
角膜内皮細胞 の培養容器表面八の接着が促 され、良好な増殖 が行われ るか らで
ある。

【0 1 4 3 】
角膜 内皮細胞 を培養す る際の温度条件 は、角膜 内皮細胞 が生育す る限 りにお

いて特に限定 され ないが、例 えば約 2 5 °C 〜約 4 5 °C 、増殖効率 を考慮すれ ば .
好 ま しくは約 3 0 °C 〜約 4 0 °C 、 さらに好 ま しくは約 3 7 °C である。培養方法



は、通常 の細胞培養用イ ン キ ュベ ー ター内で、加湿 下、約 5 〜 1 0 % の C 0 2

濃度の環境下で行 われ る。
【0 1 4 4 】

< 2 継代培養
培養 に供 された角膜 内皮細胞 が増殖 した後 に継代培養 を行 うことがで きる。

好 ま しくはサブ コン フル ェ ン トない しコ ン フル ェ ン トになった時点で継代培養
を行 う。継代培養 は次 のよ うに行 うことがで きる。 まず トリプシ ン 一 E D T A
等 で処理す ることによって細胞 を培養容器表面か ら剥 が し、次いで細胞 を回収
す る。 回収 した細胞 に本発 明の培養正常化剤 または培地 を加 えて細胞浮遊液 と
す る。細胞 を回収す る際、あるいは回収後 に遠心処理 を行 うことが好 ま しい。
かか る遠心分離処理 によって細胞密度 の高い細胞浮遊液 を調製す ることができ
る。好 ま しい細胞密度 は、約 1 〜 2 X 1 0 6個ノ L で ある。 尚、 こ こで の遠
心処理 の条件 と しては、例 えば、 5 0 0 r p m ( 3 0 g ) 〜 ；！O O O r p m
( 7 0 g ) 、 1 〜 1 0 分 を挙げることができる。

【0 1 4 5 】
細胞浮遊液 は上記の初期培養 と同様 に培養容器 に播種 され、培養 に供 され る。

継代時の希釈倍率は細胞 の状態に よって も異 なるが、約 1 ：2 〜 1 ：4 、好 ま
しくは約 1 ：3 で ある。継代培養 は上記 の初期培養 と同様 の培養条件 で行 うこ
とができる。培養 時間は使用す る細胞 の状態な どによって も異 なるが、例 えば
7 〜 3 0 日間である。以上の継代培養 は必要 に応 じて複数 回行 うこ とができる。
本発明の培養正常化剤 または培地 において、細胞接着促進剤 を用いれ ば、培養
初期の細胞接着 を亢進 させ ることによ り、培養期間の短縮が可能 となる。

【0 1 4 6 】
く 3 > 角膜 内皮細胞層の調製
細胞浮遊液 は、 コラーゲンシー ト等の基材上 に播種 され、培養 に供 され る。

この 際、最終的に製造 され る角膜 内皮製剤 において所望 の細胞密度 の細胞層 が
形成 され るよ うに播種す る細胞数 が調整 され る。具体的 には細胞密度 が約 1 ，
0 0 0 〜約 4 ， 0 0 0 細胞 m 2 の細胞層 が形成 され るよ うに細胞 を播種す
る。培養 は上記の初期培養 な どと同様 の条件 で行 うことがで きる。培養 時間は
使用す る細胞 の状態 な どによって も異なるが、例 えば 3 〜 3 0 日間である。

【0 1 4 7 】
以上のよ うに して培養 を行 うことによ り、基材上に試験管 内で培養 した角膜

内皮細胞層が形成 された角膜内皮製剤が得 られ る。
【0 1 4 8 】

本発 明において、角膜内皮製剤 は、角膜 内皮細胞 を維持す るために、本発 明
の培養正常化剤 またはそれ を含む培地 を含 んで もよい。 また、角膜内皮製剤 は、
移植 に供 され るまでに本発 明の培養正常化剤 またはそれ を含む培地を含 んで も
よい。本発 明は、角膜 内皮製剤 と本発 明の培養正常化剤 またはそれ を含 む培地
との組合せ も提供す る。

【0 1 4 9 】
本発 明の製造方法 によ り得 られた角膜 内皮製剤 は、角膜 内皮 の移植 が必要 な

疾患、例 えば水疱性角膜症 、角膜浮腫、角膜 白斑、特 に、角膜 ジ ス トロフ ィ、



外傷 または内眼手術 に起因す る角膜 内皮 障害 によって生 じる水疱性角膜症 の治
療 にお ける移植片 として用い るこ とができる。 この よ うな水疱性角膜症 、角膜
内皮障害な どの原 因 としては、手術 のほかフ ックス角膜 内皮 ジス トロフィ、偽
落屑症候群、角膜 内皮炎等 を挙げることができる。

【0 1 5 0 】
本発 明の角膜 内皮製剤 の投与対象 は、哺乳動物 （例 えば、 ヒ ト、 マ ウス 、 ラ

ッ ト、ハムスター、 ゥサギ、ネ コ、ィヌ、 ゥシ、 ヒッジ、サル等） があげ られ 、
好ま しくは霊長類 （例 えば、 ヒ ト）である。

【0 1 5 1 】
(角膜 内皮疾患、障害または状態の処置または予防）

本発 明は、本発 明の培養正常化剤 、または本発 明の培地 を用 いて角膜 内皮細
胞 を培養す る工程 を包含す る、角膜 内皮細胞 を正常 に培養す る方法 によって生 -
産 された角膜 内皮細胞 を含む、角膜 内皮疾患、障害または状態 の処置 または予
防のための医薬 を提供す る。本発 明の培地 または培養 正常化剤 は本 明細書 にお
いて説 明 され る任意 の形態 を用い る こ とがで きるこ とが理解 され 、例 えば、
(培養正常化剤）、 （角膜内皮細胞 を正常に培養す るため の培地）、 （角膜 内

皮細胞 を正常に培養す る方法） に記載 された事項 を参酌す るこ とがで きる。 ま
た、医薬 として使用 され る角膜 内皮細胞 は、本 明細書 において使用 され る任意
の形態 を とり得 ることが理解 され 、例 えば、 （角膜 内皮細胞お よび角膜 内皮製
剤）に記載 された事項 を参酌す ることができる。

【0 1 5 2 】
1 つの実施形態では、本発明の医薬 は、霊長類 の角膜 内皮 の処置 または予防

を 目的 とす る。好 ま しくは、 この処置 または予防の対象 は、 ヒ トの 角膜 内皮 で
ある。

【0 1 5 3 】
1 つの実施形態では、本発明の医薬 において使用 され る角膜 内皮細胞 は霊長

類 由来である。好 ま しくは、本発 明の医薬 において使用 され る角膜 内皮細胞 は
ヒ ト由来である。

【0 1 5 4 】
1 つの実施形態では、本発 明の医薬が対象 とす る角膜 内皮疾患、障害または

状態が水疱性角膜症、角膜 内皮炎、角膜浮腫、角膜 白斑等である。
【0 1 5 5 】

1 つの実施形態では、本発 明の医薬 は、シー ト状 または懸濁物で提供 され る。
【0 1 5 6 】

1 つの実施形態では、本発 明の医薬 は、細胞接着促進剤 を さらに含む。細胞
接着促進剤 は、角膜組織か ら分離 された角膜 内皮細胞ま たは分離 され継代 した
角膜 内皮細胞 に対 して接着促進作用 を奏す る。 この細胞接着促進剤 は、医薬 と
して提供 され る角膜 内皮細胞 と一緒 にまたは別 々 に提供 され ることができる。
具体的な実施形態では、本発 明の医薬 において使用 され る細胞接着促進剤 とし
ては、 R h o キナーゼ阻害剤 を挙 げることがで きる。 R h o キナーゼ阻害剤 と
しては、下記文献 ：米国特許 4 6 7 8 7 8 3 号、特許第 3 4 2 1 2 1 7 号 、国
際公 開第 9 5 Z 2 8 3 8 7 、国際公 開 9 9 ノ 2 0 6 2 0 、国際公 開 9 9 6 1



4 0 3 、国際公 開 0 2 ノ 0 7 6 9 7 6 、国際公 開 0 2 0 7 6 9 7 7 、国際公
開第 2 0 0 2 0 8 3 1 7 5 、国際公 開 0 2 1 0 0 8 3 3 、国際公 開 0 3 ノ
0 5 9 9 1 3 、国際公 開 0 3 / 0 6 2 2 2 7 、国際公 開 2 0 0 4 0 0 9 5 5
5 、国際公 開 2 0 0 4 0 2 2 5 4 1 、国際公 開 2 0 0 4 1 0 8 7 2 4 、国
際公 開 2 0 0 5 / 0 0 3 1 0 1 、国際公 開 Ο Ο δ Ο δ δ 国際公 開
2 0 0 5 / 0 3 4 8 6 6 、国際公 開 2 0 0 5 0 3 7 1 9 7 、国際公 開 2 0 0
5 / 0 3 7 1 9 8 国際公 開 2 0 0 5 / 0 3 5 5 0 1 、国際公開 2 0 0 5 0
3 5 5 0 3 、国際公 開 2 0 0 5 0 3 5 5 0 6 、国際公 開 2 0 0 5 / 0 8 0 3
9 4 、国際公 開 2 0 0 5 1 0 3 0 5 0 、国際公 開 2 0 0 6 ノ 0 5 7 2 7 0 、
国際公 開 2 0 0 7 0 2 6 6 6 4 な どに開示 された化合物があげ られ る。 力、か
る化合物 は、それぞれ 開示 された文献 に記載 の方法 によ り製造す るこ とがで き、
例 えば、 1 一 （5 —イ ソキ ノ リンスル ホニル） ホモ ピぺ ラジ ンまた はそ の塩
(た とえば、ファスジル （1 — ( 5 —イ ソキノ リンスル ホニル）ホモ ピペ ラジ

ン））、 （+ ) — トランス一 4 一 （1 一ア ミノエチル） 一 1 一 （4 — ピ リジル
力ルバモイル） シクロへ キサ ンカル ボキサ ミ ドまたはその塩 （た とえば、 Υ —
2 7 6 3 2 ( (R) 一 （+ ) — トランス 一 （4 一 ピリジル） 一 4 一 （1 一 ア ミ
ノエチル） ーシクロへ キサ ンカル ボキサ ミ ド2 塩酸塩 1 水和物）な ど） な どを
挙げることができる。

【0 1 5 7 】
本発 明の医薬 または方法 の投与 （移植）対象 は、晴乳動物 （例 えば、 ヒ ト、マ

ウス、 ラッ ト、ハ ムスター、 ゥサ ギ、ネ コ、ィヌ、 ゥシ、 ゥマ、 ヒッジ、サノレ
等）があげ られ るが、霊長類 が好 ま しく、特 に ヒ トが好 ま しい。霊長類 での角
膜 内皮治療 はこれ まで十分な成績 が達成され てお らず、その意味で本発 明は画
期的な治療法お よび医薬 を提供す る。

【0 1 5 8 】
別 の局面 において、本発 明は、本発 明の培養正常化剤 、または本発 明の培地

を用いて角膜 内皮細胞 を培養す る工程 を包含す る、角膜 内皮細胞 を正常に培養
す る方法 によって生産 された角膜 内皮細胞 を用レ、る工程 を包含す る、角膜 内皮
疾患、障害または状態の処置 または予防のための方法 を提供す る。

【0 1 5 9 】
別 の局面において、本発 明は、細胞接着促進剤 を含む、 ヒ トの角膜 内皮疾患、

障害または状態の処置 または予防のための医薬 を提供す る。 この局面では、細
胞接着促進剤 の もつ、角膜組織か ら分離 され た角膜 内皮細胞 または分離 され継
代 した角膜 内皮細胞 に対 して有す る接着促進作用 を利用す る。 この局面の 1 つ
の具体的な実施形態では、本発 明の医薬 において使用 され る細胞接着促進剤 は
R o キナーゼ阻害剤 を挙げることができる。 R h o キナーゼ阻害剤 としては、
下記文献 ：米国特許 4 6 7 8 7 8 3 号、特許第 3 4 2 1 2 1 7 号、国際公 開第
9 5 / 2 8 3 8 7 、国際公 開 9 9 / 2 0 6 2 0 、国際公 開 9 9 6 1 4 0 3 、
国際公 開 0 2 / 0 7 6 9 7 6 、国際公 開 0 2 0 7 6 9 7 7 、国際公 開第 2 0
0 2 / 0 8 3 1 7 5 、国際公開 0 2 / 1 0 0 8 3 3 、国際公 開 0 3 / 0 5 9 9
1 3 、国 際公開 0 3 Z 0 6 2 2 2 7 、国際公 開 2 0 0 4 / 0 0 9 5 5 5 、国際
公 開 2 0 0 4 / 0 2 2 5 4 1 、国際公 開 2 0 0 4 / 1 0 8 7 2 4 、国際公 開 2



0 0 5 / 0 0 3 1 0 1 国際公開 2 0 0 5 ノ 0 3 9 5 6 4 、国際公 開 2 0 0 5
0 3 4 8 6 6 、国際公 開 2 0 0 5 / 0 3 7 1 9 7 国際公 開 2 0 0 5 0 3

7 1 9 8 、国際公 開 2 0 0 5 ノ 0 3 5 5 0 1 、国際公 開 2 0 0 5 0 3 5 5 0
3 、国際公 開 2 0 0 5 0 3 5 5 0 6 、国際公 開 2 0 0 5 0 8 0 3 9 4 、国
際公 開 2 0 0 5 1 0 3 0 5 0 、国際公 開 2 0 0 6 / 0 5 7 2 7 0 、国際公 開
2 0 0 7 / 0 2 6 6 6 4 な どに開示 された化合物があげ られ る。 かか る化合物
は、それぞれ開示 された文献 に記載 の方法 によ り製造す ることがで き、例 えば、
1 一 （5 —イ ソキ ノ リ ン ス ル ホ ニ ル ） ホ モ ピぺ ラ ジ ンま た は そ の塩 （た とえ ば 、
フ ァ ス ジ ル （1 一 （5 — イ ソ キ ノ リ ン ス ル ホ ル ） ホ モ ピぺ ラ ジ ン ） ） 、
( + ) — トラ ンス 一 4 一 （1 一 ア ミノエ チ ル ） 一 1 一 （4 一 ピ リジル カ ル バ モ

ィル） シク ロへ キサ ンカルボキサ ミ ドまたはその塩 （た とえば、 Y — 2 7 6 3
2 ( ( R ) - ( + ) — トラ ン ス 一 （4 一 ピ リジル ） 一 4 一 （1 一 ア ミノ エ チ
ル） ーシク ロへ キサ ンカルボキサ ミ ド2 塩酸塩 1 水和物） な ど）な どを挙 げ る
ことがで きる。特 に、霊長類モデルお よび ヒ ト細胞 を用 いた症例で細胞接着促
進剤 を用いて良好な治療成績 を上げたの は本発明が初 めてである。

【0 1 6 0 】
本発 明の細胞接着促進剤 を含む 医薬 は、本発 明の培養正常化剤、または本発

明 の培地 を用いて角膜内皮細胞 を培養す る工程 を包含す る、角膜内皮細胞 を正
常に培養す る方法 によって生産 され た角膜 内皮細胞 と共 に用い られ る。 こ こで 、
本発 明の細胞接着促進剤 を含む医薬 は、 この角膜内皮細胞 と一緒に投与 または
移植 されて もよく、別 々 に投与または移植 されて もよい。

【0 1 6 1 】
つの具体的な実施形態では、本発 明の細胞接着促進剤 を含む医薬 が標 的 と

す る角膜 内皮疾患、障害または状態 が水疱性角膜症 、角膜 内皮炎、角膜浮腫 、
角膜 白斑等である。

【0 1 6 2 】
別の局面では、本発 明は、細胞接着促進剤 を処置 または予防が必要 な被験体

に投与す る工程 を包含す る、 ヒ トの角膜 内皮疾患、障害 または状態 の処置 また
は予防のための方法 を提供す る。

【0 1 6 3 】
細胞接着促進剤 を含む医薬 について も、本発 明の医薬 または方法 の投与 （移

植）対象 は、晴乳動物 （例 えば、 ヒ ト、マ ウス、 ラッ ト、ハ ム ス ター 、 ゥサギ、
ネ コ、ィヌ、 ゥシ、 ゥマ、 ヒッジ、サル等 ) が あげ られ るが、霊長類 が好 ま し
く、特 に ヒ 卜が好 ま しい。霊長類 での角膜 内皮治療 は これ まで十分 な成績 が達
成 されてお らず、その意味で本発 明は画期的な治療法お よび医薬 を提供す る。

【0 1 6 4 】
本発 明の細胞接着促進剤 を含む医薬 または、本発 明の方法 を用いて生産 され

た角膜 内皮細胞 を含む、角膜 内皮疾患、障害または状態 の処置 または予防のた
め の 医薬 において使用 され る細胞接着促進剤 または R h o キナーゼ阻害剤 が使
用 され る濃度 は限定 され ないが、例 えば、通 常、約 0 , 0 0 0 0 1 〜 1 w
v % 、好 ま しくは、約 0 . 0 0 0 0 1 〜 0 . l w Z v % 、 よ り好 ま しくは約 0 .
0 0 0 1 〜 0 . 0 5 リ％、約 0 . 0 0 1 〜 0 . 0 5 リ％、約 0 . 0 0



2 〜 0 . 0 5 w v % 、約 0 . 0 0 3 〜 0 5 / v % 、約 0 . 0 0 4 〜 0 .

0 5 / v % 、約 0 . 0 0 5 〜 0 . 0 5 v % 、約 0 - 0 0 6 〜 0 . 0 5 w
v % 、約 0 . 0 0 7 〜 0 . 0 5 v 約 0 . 0 0 8 〜 0 . 0 5 w v % 、

約 0 . 0 0 9 〜 0 . 0 5 w / v % 、約 0 0 0 0 5 v 約 0 . 0

2 〜 0 . 0 5 w Z v % 、約 0 . 0 3 〜 0 0 5 w / v % 、約 0 . 0 4 〜 0 . 0

5 w v % 、約 0 . 0 0 3 〜 0 . 0 4 w v % 、約 0 . 0 0 4 〜 0 . 0 4

v % 、約 0 . 0 0 5 〜 0 . 0 4 w v % 、約 0 . 0 0 6 〜 0 . 0 4 w ノ v % 、
約 0 . 0 0 7 〜 0 · 0 4 w / v % 、約 0 0 0 8 〜 0 . 0 4 / v % 、約 0 .

0 0 9 〜 0 . 0 4 w v % 、約 0 . 0 1 v % 、約 0 . 0 2 〜 0 .
0 4 评 / % 、約 0 . 0 3 〜 0 . 0 4 . 0 0 3 〜 0 . 0 3 w /

v % 、約 0 . 0 0 4 〜 0 . 0 3 w v % 〜 0 . 0 3 w / v % 、約
0 . 0 0 6 〜 0 . 0 3 w v % 、約 0 0 3 w v % 、約 0 . 0

0 8 〜 0 . 0 3 w v % 、約 0 . 0 0 9 v % 、約 0 0 1 〜 0 .

0 3 / v % 約 0 . 0 2 〜 0 . 0 3 w 約oVovo 7o . 0 0 3 〜 0 . 0 2

、 ％、約 0 . 0 0 4 〜 0 . 0 2 w / v o、約 •%.0o7 . 0 0 5 〜 0 . 0 2 w ノ v % 、

約 0 . 0 0 6 〜 0 . 0 2 w v % 、約 、0 .. 0 0 oo7 〜 0 . 0 2 w / v % 、約 0 .
約約4oo3

0 0 8 〜 0 . 。 之评ノ 丫ヅん 約 。 . 0 0 9 〜 0 , 0 -woo52 w v % 、約 0 . 0 1 〜

0 . 0 2 w / v % 、約 0 . 0 0 3 〜 0 . 0 1 / v % 、約 0 . 0 0 4 〜 0 . 0

1 w / v % 、約 0 . 0 0 5 〜 0 . 0 1 / v % 約 0 . 0 0 6 〜 0 . 0 1 /

リ％、約 0 . 0 0 7 〜 0 . 0 1 评 / 丫％、約 0 . 0 0 8 〜 0 . 0 1 w / v % 、

約 0 . 0 0 9 〜 0 . O l w v e/oである。投与量、投与回数 は、症状 、年齢 、
体重、投与形態 によ り異なるが、通常成人 に対 し、例 えば点眼剤 として使用す
る場合 には、有効成分 を約 0 . 0 0 0 1 〜 0 . 1 w v % 、好 ま しくは約 0 .
0 0 3 〜 0 . 0 3 w / v % 含有す る製剤 を、 1 日あた り：！〜 1 0 回、好 ま しく
は 1 〜 6 回、 よ り好 ま しくは 1 〜 3 回、 1 回 当た り約 0 . 0 1 〜 0 . l m L 投
与す ることがで きる。本発明の医薬 を前房 内に注入す る場合 には、上記濃度 の
1 0 分の 1 〜 1 0 0 0 分の 1 の濃度 の ものが使用 され得 る。 当業者 は疾患の状
態によって、細胞接着促進剤 の種類お よび濃度 を適宜選択す ることがで きる。

【0 1 6 5 】
本明細書 において引用 された、科学文献、特許 、特許 出願 な どの参考文献 は、

その全体が、各々具体的に記載 され たの と同 じ程度 に本 明細書 において参考 と
して援用 され る。

【0 1 6 6 】
以上、本発 明を、理解 の容易のために好 ま しい実施形態 を示 して説 明 して き

た。以下に、実施例 に基づいて本発 明を説 明す るが、上述 の説 明お よび以下の
実施例 は、例示 の 目的のみ に提供 され、本発 明を限定す る 目的で提供 したので
はない。従 って、本発 明の範囲は、本 明細書 に具体的に記載 された実施形態 に
も実施例 にも限定 されず、特許請求の範囲によってのみ 限定 され る。
【実施例 】

【0 1 6 7 】
以下に、本発明の角膜 内皮細胞 の細胞 を正常に培養す る例 を記載す る。実験

動物の使用 にあたっては、動物 を用い る生物 医学研 究に関す る原則 （I n t e



r n a t i o a l G i d i P r i n c i p l e s f o r B i
o m e d i c a l R e s e a r c h i n v o l v i n g A n i m a l
s ) ならびに、動物の愛護および管理に関する法律、実験動物の飼養および保
管等に関する基準に従った。また、本実験はG u i d e 1 i n e s o f t
h e A s s o c i a t i o n f o r R e s e a r c h i n V i s i
o n a n O p h t h a l m o l o g y o n - t e U s e o f
A n i m a l s i n O p h t h a l m i c a n V i s i o n R e
s e a r c h に従って行った。組織の単離は、それぞれ、日精バイ リス株式会
社滋賀研究所 （S h i g a L a b o r a t o r y , N i s s e i B i 1
i s C o . , L t d . ) (滋賀県大津巿） （O h t s u , a p a n )
の動物実験倫理委員会および株式会社イブバイオサイエ ンス （E v e B i o
s c e n c e , C o . , L d . ) (和歌山県橋本巿） ( H a s h i
o t o ， J a p n ) の動物実験委員会による承認を受けた。また、該当す
る場合生物試料等の取 り扱いは、厚生労働省、文部科学省等において規定され
る基準を遵守し、該当する場合はヘルシンキ宣言またはその宣言に基づき作成
された倫理規定に基づいて行った。研究のための眼の寄贈については、全ての
故人 ドナーの近親者から同意書を得た。本研究は、 S i g h t L i f e T M ( S
e a t t e , WA) アイバンクの治験審査委員会による承認を受けた。

【0 1 6 8 】
(実験手法 ：サルの角膜組織および研究グレー ドの ヒ ト角膜組織）

それぞれ、日精バイ リス株式会社滋賀研究所および株式会社ィブバイォサイ
エ ンスで飼われた 4 匹の力二クイザル （3 〜 5 歳齢 ；ヒト年齢では 5 〜 2 0 歳
に等 しいと推定される）からの 8 個の角膜を、サル角膜内皮細胞 （M C E C )
培養に使用した。 1 2 個のヒ トドナー角膜は、 S i g h t L i ί e T Mアイバ ン
クから入手し、全ての角膜を、初代培養前に 1 4 日未満の期間にわたり、保存
培地 ( O t i s o l ; C h i r o n V i s i o n C o r p o r a t i o
n ， I r v i n e , C A ) 中、 4 °Cで保存した。

【0 1 6 9 】
(統計解析）
2 サンプルの比較の平均値における統計的有意差 （P 値）は、スチューデン

トの t 検定を用いて決定した。複数のサンプルセットの比較における統計的有
意差は、ダネ ッ トの多重比較検定を用いて解析 した。グラフに示す値は平均土
S E を表す。

【0 1 7 0 】
(比較例 1 )

本例では、従来法で培養 した力二クイザルおよびヒトの角膜内皮細胞の様子
を示す。以下にその詳細を示す。

【0 1 7 1 】
(材料および方法）

· 力二クイザル角膜内皮細胞 （M C E C ；入手先および培養方法） ： M C E
C は、以前に記載 された改良型プロ トコール で培養 した [Koizumi N, et
al. (2007) Invest Ophthalmol Vis Sci 48： 4519-4526] 、 [Li W， et



al. (2007) Invest Ophthalmol Vi s Sc i 48： 614 620] 。簡単に述べると、
別の目的で安楽死させた力二クイザルの眼球を購入して、 （N i s s e i B
i l l s C o . , L t d . , O h s , J a p a n およびK e a r i
C o . , L t d . ， W a k a y a a , J a a n (方法は上述）、
角膜内皮細胞を含むデスメ膜を剥離し、角膜内皮細胞を基底膜とともに機械的
に剥離して、デイスパーゼあるいはコラゲナーゼ （R O C H E カタログ番
号 ：1 0 1 0 3 5 8 6 0 0 1 ) を用いて処理後に初代培養を行った。代
表的には、 1 m g / L コラゲナーゼA ( R o c e A p p l i e d S c
i e n c e , P e n z b e r g , G e r m a n y ) を用いて3 7 °Cにて 2 時間
処理した。培地は 1 0 % F B S ( B I O W E S T 、カタログ番号 ：S 1 8 2 0
— 5 0 0 ) と2 n g / m l 塩基性F G F ( I N V I T R O G E N 、カタログ
番号 ：1 3 2 5 6 — 0 2 9 ) を添加したD M E M ( I N V I T R O G E 力
タログ番号 1 2 3 2 0 ) を用いた。培養には、F N C C o a t i n g M I
X (登録商標) Α t h e n a E n v i r o n m e n t a S c i e n c
e s . , B a l t i m o r e , M D ) でコーティングした 6 ウエノレプレート等
を用いた。次いで、M C E C を5 % C 〇2中3 7 °Cの加湿雰囲気下で培養し、
2 日おきに培養培地を交換した。M C E C が 1 0 〜1 4 日でコンフルェントに
達すると、これらを、C a 2+およびM g 2+非含有ダルベッコリン酸緩衝化生理
食塩水 （P B S ) 中でリンスし、 3 7 °〇にて 5 分間0 . 0 5 % トリプシン— E
D T A ( L f e T e c h n o l o g i e s ) でトリプシン処理し、そして、
1 ：2 〜4 の比で継代した。 トランスフォー ミング增殖因子一ョ （T G F —
β ) の選択的インヒビターであるS B 4 3 1 5 4 2 (M e r c k M i l l i

o e , B i l l e r i c a , M A ) を、抗線維芽細胞様作用について調べ
た。
· ヒト角膜内皮細胞 （H C E C 、入手先および培養方法） ：H C E C は、M C
E C について用いたプロトコールの改良バージョンで培養した。簡単に述べる
と、シアトルアイバンクから購入した研究用角膜より、角膜内皮細胞を含むデ
スメ膜を剥離し、角膜内皮細胞を基底膜とともに機械的に剥離して、コラゲナ
ーゼ （R O C H E カタログ番号 ：1 0 1 0 3 5 8 6 0 0 1 ) を用いて
基底膜よりはがして （代表的には、 1 m g Z m L コラゲナーゼA ( R o c h e
A p p l i e d S c i e n c e ) を用いて3 7 °Cにて 2 時間処理した。) 回
収後、初代培養を行った。培地はヒトは〇p t i 一M E M I R e d c e
d — S e r u m M e d i u m , L i i ( I N V I T R O G E 力
タ口グ番号 ：3 1 9 8 5 — 0 7 0 ) + 8 %ゥシ胎仔血清 （F B S ) ( B I O W
E S T 、カタ口グ番号 ：S 1 8 2 0 — 5 0 0 ) + 2 0 0 m g / 1 C a C 1
2 · 2 2 0 ( S I G M A カタ口グ番号 ：C 7 9 0 2 — 5 0 0 G ) + 0 . 0
8 % コンドロイチン硫酸 （S I G M A カタログ番号 ：C 9 8 1 9 — 5 G )
+ 2 0 g / 1 ァスコルビン酸 （S I G M A カタログ番号 ：A 4 5 4 4
— 2 5 G ) + 5 0 g / 1 ゲンタマイシン （I N V I T R O G E N カタ
ログ番号 ：1 5 7 1 0 — 0 6 4 ) + 5 n g / 1 E G F ( I N V I T R O G
E カタログ番号 ：P H G 0 3 1 1 ) を3 T 3 フィーダ一細胞用に馴化させ
たものを用いた。具体的には、3 7 °Cでの消化後、個々の角膜から得られたH



C E Cを培養培地中に再懸濁させ、F N C C o a t i n g M i x (登録商
標）でコーティングした1 2 ゥエルプレートの1 ゥエルにプレーティングした,
培養培地は、一部の改変を加えた公開されたプロトコールに従って調製した。
簡単に述べると、O p t i M EM— I ( L i f e T e c n o l o g i e
s ) 、8 % F B S、5 n g / L 上皮増殖因子 （E G F ) ( S i g m a —
A d r i c h C o . , S t . L o u i s , MO) 、2 0 g ァス
コルビン酸 （S i g a —A 1 d r i c h ) 、2 0 O g L 塩化カルシゥ
ム （S i g m a —A l d r i c h ) 、0 . 0 8 % コンドロィチン硫酸 （和光
純薬工業株式会社、大阪市）および5 0 なg Lのゲンタマイシンを含有す
る基本培養培地を準備し、次いで、不活性化3 T 3線維芽細胞の培養後に馴化
培地を回収した。3 T 3線維芽細胞の不活性化は、以前に記載されたとおりに
実施した。簡単に述べると、コンフルェントな3 T 3線維芽細胞を4 がg
L マイトマイシンC (MMC ) (協和発酵キリン株式会社、東京都）ととも
に、5 %C0 2下で3 7 °Cにて2時間インキュベートし、次いでトリプシン処
理し、そして、2 X 1 0 4細胞/ c m 2の密度でプラスチック皿にプレーティン
グした。H C E Cは、5 %C 0 2中3 7 °Cにて加湿雰囲気下で培養し、2 日お
きに培養培地を交換した。H C E Cが1 4〜2 8 日でコンフルェン卜に達する
と、これらを、C a 2+およびM g 2+非含有P B S中でリンスし、3 7 。C にて5
分間0 . 0 5 % トリプシン一E D T Aでトリプシン処理し、そして、1 ：2の
比で継代した。S B 4 3 1 5 4 2 — (M e r c M i 1 p o r e ) 、T G
F に対する中和抗体 （R & D S y s t e s , I c , M i n n e a
p o 1 i s，MN) 、Sm a d 3インヒビター （M e r c k M i 1 p o
r e ) および骨形成タンパク質 （BM P) BM P—7 (R & D S y s t e m
s ) を、抗線維芽細胞様作用について調べた。
· 染色等の細胞観察方法 （組織学的試験）：細胞観察は位相差顕微鏡にて行つ
た。また、細胞を固定した後に機能関連マーカーとしてZ O—1、N a + K +

- A T P a s eを用いて免疫染色を行い蛍光顕微鏡にて観察を行った。組織染
色検查のために、培養したM C E CまたはH C E CをL a b —T e k TM C h
a b e r S I i d e s  (NU N C A , R o s k i 1 d e , D e n
m a k ) に入れ、4 %ホルムアルデヒドで1 0分間室温 （R T ) で固定し、
1%ゥシ血清アルブミン （B SA ) とともに3 0分間インキュベートした。具
体的には、L a b —T e k  C h a b e r S I i d e s (N U N C A
/ S，R o s k i l d e , D e m a r ) 上の培養M C E CまたはH C E C
を室温で1 0分間4 %ホルムアルデヒド中で固定し、1%ゥシ血清アルブミン
(B S A ) とともに3 0分間インキュベートした。C E Cの表現型を調べるた
めに、密着結合関連タンパク質であるZ O—1 ( Z y m e d L a b o r a t
o r l e s , n c . , ¾o t h S a n F r a n c i s c o , C A ) 、
ポンプ機能に関連するタンパク質であるN a +/K +—A T P a s e (U p s t
a t e B i o t e c , I n c . , L a k e P l a c i d , N Y ) 、フイブ
ロネクチン （B D，F r a n k l i n L k e s , N J ) およびァクチンの
免疫組織化学分析を行った。C E Cの機能に関連するマーカーとしてZ O—1
およびN a +Z K +—A T P a s eを使用し、線維芽細胞様の変化を評価するた



めにフイブ ロネ クチ ンお よび 1 型 コラーゲ ンを使用 し、そ して、細胞 の形態 を
評価す るためにァ クチ ンの染色 を使用 した。 Z O — 1 、 N a + / K + - A T P a

s e 、 1 型 コラーゲンお よぴ フイブ ロネ クチ ンの染色 は、それぞれ 、 Z O — 1

ポ リクローナル抗体、 N a + K + — A T P a s e モ ノクローナル抗体、お よび
フイブ ロネ クチ ンモ ノ ク ローナル抗体の 1 ：2 0 0 希釈 を用いて実施 した。二
次抗体 には、 A 1 e X a F l o r (登録 商標） 4 8 8 標識、または、 A 1

e x a F l u o (登録 商標） 5 9 4 標識 ャ ギ抗 マ ウス I g G ( L i f e

T e c h n o l o g i e s ) の 1 : 2 0 0 0 希釈 を使用 した。 ァ ク チ ンの染色
は、 A l e x a F l u o r (登録 商標） 4 8 8 標識 フ ァ ロィ ジ ン （L i f e

T e c h n o l o g i e s ) の 1 : 4 0 0 希釈 を用いて実施 した。次 いで、細
胞の核 を D A P I ( V e c o r L a b o r a t o r i e s , I n c . , B

u r 1 i n g a m e , C A ) または P I ( S i g a - A 1 d r i c h ) で染
色 した。次いで、ス ライ ドを蛍光顕微鏡 （T C S S P 2 A O B S ；L e i

c a M i c r o s y s t e m s , W e 1 z 1 a r , G e r m a n y ) で観察
した。

【0 1 7 2 】
(結果）

図 1 に力二クイザルお よび ヒ トにおけ る従来の細胞培養法での培養結果 を示
す。培養結果か ら明 らかなよ うに、サル 、 ヒ トの角膜 内皮 において通常の培養
法では形質転換 し、すなわち、いずれ の細胞 で も線維化 が生 じてお り、多角形
の一層 の細胞である正常細胞 とは異 なった形態であ り移植 には適 さない状態 と
なっていることが分か る。

【0 1 7 3 】
(比較例 2 )

本例では、従来技術 で培養 した場合 に、正常機能 を消失す ることを示す実験
を行 った。本例では、サル角膜 内皮 が機能関連 タンパ ク質の発現を消失す るか
どうかを、免疫染色お よび ゥヱスタンプ 口ッ ト法 な らび に リアル タイ ム P C R

法にて実証 した。以下にその詳細 を示す。
【0 1 7 4 】

(材料お よび方法）
以下に使用 した材料 の うち比較例 1 と同 じものは比較例 1 と同様 に入手 し培

養等 を行 った。
• 力二クイザル角膜内皮細胞 ：比較例 1 と同 じである。
• ヒ ト角膜内皮細胞 ：比較例 1 と同 じである。
· N a + Z K + — A T P a s e に対す る抗体 ：M I L L I P O R E 社製 （M I L

L I P O R E カタログ番号 ：0 5 - 3 6 9 ) の もの を用いた。
• Z O — 1 に対す る抗体 ：マ ウス I N V I T R O G E N 社製 （I N V I T R O

G E カタログ番号 ：3 3 9 1 0 0 ) 、 ゥサギ Z Y M E D L A B O R A T

O R I E S 社製 （Z Y M E D L A B O R A T O R I E S カ タログ番 号 ：6

1 - 7 3 0 0 ) の ものを用いた。 ' フ イブ ロネ クチ ンに対す る抗体 ：：B D

B I O S C I E N C E S 社製 （カタ口グ番 号 ：6 1 0 0 7 7 )



• コラーゲン 1 型に対する抗体 ： （A B C A M 社製） （カタログ番号 ：a b 2
9 2 )
• G A P D H に対する抗体 ：A B C A M 社製 （カタログ番号 ：a b 3 6 8 4
0 ) のものを用いた。
' 二次抗体 （H P R 結合抗ゥサギ I g G 二次抗体） C e 1 1 S g n a l
n g T e c h n o l o g y 社製 （カタ口グ番号 ：7 0 7 4 )
• 二次抗体 （抗ゥサギ I g G 二次抗体） C e l l S i g n a l i n g T e
c h n o 1 o g y 社製 （カタ口グ番号 ：7 0 7 6 )
• 細胞画分抽出 · 調製法 ：コンフルェ ン トに達 した細胞をP B S ( D b e
c c o ， s P B S 、二 ッスィ、カタログ番号 ：5 9 1 3 ) で 3 回洗浄後、R
I P A バッファー （1 X P B S 、 1 % N o n i d e t P — 4 0 (ナカライ
テスタ、カタログ番号 ：2 3 6 4 0 — 9 4 ) 、 0 . 5 % デォキシコール酸ナ ト
リゥム （ナカライテスタ、カタログ番号 ：1 0 7 1 2 — 1 2 ) 、 0 . % S D
5 (ラウリル硫酸ナ トリゥム、ナカライテスタ、カタログ番号 ：3 1 6 0 7 —
6 5 ) ) で溶解 した。前述のR I P A バッファー中には、ホスファターゼイン
ヒビターカクテル 2 ( S i g a —A 1 d r i ' c h ) およびプロテアーゼィン
ヒビターカクテル （ナカライテスタ株式会社、京都市）を添加 した。得 られた
細胞溶解液を遠心分離 （1 5 0 0 O p 0 分間） し、その上清を回収 し、
タンパク質をB C A P R O T E I N A S S A Y K I T ( P I E R C E 社
製 （カタログ番号 ：2 3 2 2 7 ) ) により定量した。 5 m M 2 — メルカプ ト
エタノール （ナカライテスク社製 （カタログ番号 ：2 1 4 1 8 — 4 2 ) ) を含
む 1 0 0 1 の溶解バッファー（レム リサンプルバッファー）で溶解 した。
' 免疫染色 ：コンフルェ ン トに達 した細胞を P B S (ニッスィ、カタログ番
号 ：5 9 1 3 ) 洗浄後、氷冷 したエタノール （ナカライテス タ、カタログ番
号 ：1 4 7 1 3 — 9 5 ) と酢酸 （WA K O カタログ番号 ：0 1 7 — 0 0 2 5
6 ) ( 9 5 ：5 ) にて 1 0 分間固定した。

【0 1 7 5 】
0 . % ( V o l Z v o 1 ) ポ リエチ レンソル ビタンモノラウレー ト （ナカ

ライテスク、カタ口グ番号 ：2 8 3 5 3 — 8 5 ) (丁B S —T ) と 1 0 % ゥシ
胎仔血清を補ったT r i s 緩衝化食塩水 （l O mMT r i s — H C 1 、 H 7 .
4 ；1 0 O M a C ) で 1 時間インキュベー トすることによりブロッキン
グ操作を行った。ゥサギ抗ヒトZ O — 1 抗体 （1 : 2 0 0 ) 、マウス抗 ヒトN
a + / K + —A T P a s e 抗体 （1 ：2 0 0 ) を一次抗体として使用し、室温に
て 1 時間反応させた。フイブロネクチンに対する抗体、コラーゲン 1 型に対す
る抗体についても、同様に使用した。希釈率は、 1 ：2 0 0 または 1 : 1 0 0
0 を適宜使用した。

【0 1 7 6 】
次いでT B S — T にて 1 0 0 0 倍に希釈 したA L E X A F L U O R 5 9

4 ( I N V I T R O G E N 社 （カタ口グ番号 ：A 2 1 2 0 3 ) ) とA L E X A
F L U O R 4 8 8 ( I N V I T R O G E N 社 （カタログ番号 ：A 2 1 2 0
6 ) ) で室温で 1 時間反応させた。 P B S で洗浄後、V E C T A S H I E L D
W I T H D A P I ( V E C T O R L A B O R A T O R I E S社 （カタ口



グ番号 ：9 4 0 1 0 ) ) とともに ス ライ ドに封入 し、共焦点顕微鏡 （ライカ社
製）で観察 した。
. ウェスタンプ ロッ ト法 ：R I P A バ ッファーで抽 出 し得 られたタンパ ク質 を
7 . 5 % ポ リア ク リルア ミ ドで電気泳動 した。分離 されたタンパ ク質 は P V D

F 膜 （P A L L L I F E S C I E N C E 社製 （カタ ログ番 号 ：E H — 2 2

2 2 ) ) に転写 した。 5 % 無脂肪 乾燥乳 （5 % N O N F A T D R Y M I

L K 、 C E L L S I G N A L I N G 社 カ タログ番号 ：9 9 9 9 ) を補 った
0 . 1 % ( V o 1 / v o 1 ) ポ リエチ レンソル ビタンモ ノラウレー ト （ナカラ
ィテ ス タ 、 カ タ ログ番 号 ：2 8 3 5 3 — 8 5 ) を含 む T r i s 緩衝化食 塩水
( 1 O m M T r i s — H C 1 、 H 7 . 4 ; 1 0 0 M N a C 1 ) ( T B S

— T ) と、ブ ロッ トした膜 を 1 時間イ ンキュベー トす ることによ りブ ロッキン
グ操作 を行 った。 この 後 、 Z O — 1 抗 体 とN a + K + — A T P a s e 抗体 を
5 % 無脂肪乾燥乳 を補 った T B S — T にて 1 0 0 0 倍 に希釈 したものをメンブ
レン に浸 し、室温で 1 時間反応 させ た。 丁 3 — 丁で 3 回洗浄後、マ ウス 一 I

g G 抗 体 H R P 複合体 （C E L L S I G N A L I N G 社 （カ タログ番 号 ：7

0 7 4 P 2 ) ) とイ ンキ ュベ ー トし、 洗浄後 、 E C L — A D V A V C E W e

s t e r n B l o t i g D e e c t i o n K i t ( G E べ ノレス

ケア · ジ ャパ ン社 （カタログ番 号 ：R P N 2 1 3 5 V ) ) で 発光 させ たバ ン ド

を検 出 した。 フイブ ロネ クチ ンに対す る抗体、 コラーゲ ン 1 型 に対す る抗体 に
ついて も、同様 に使用 した。次いで、以下の一次抗体 ：N a + — A T P a

s e ( M e r c k M i 1 i p o r e ) 、 Z O — 1 、 G A P D H ( A b c a

, C a b r i d g e , U ：) 、フイブ ロネ クチ ンお よび S m a d 2 ( C e

1 1 S i g n a l i n g T e c h n o l o g y ) 、 リン酸化 S m a d 2

( C e l l S i g n a l i n g T e c h n o o g y ) E R K 1 2

( B D ) 、 リン酸化 E R K 1 / 2 ( B D ) 、 p 3 8 M A P K ( B D ) 、 リン酸
化 P 3 8 M A P K ( B D ) 、 J N K ( B D ) または リン酸化 J N K ( B D )

( ： 1 0 0 0 希釈）、お よび、 H R P 標識抗 ゥサギまたは抗 ゥサ ギ I g G 二
次ま几体 ( C e l l S i g n a l i n g T e c h n o l o g y ) ( 1 : 5 0

0 0 希釈） とともにイ ンキ ュベ ー シ ョン を行 った。 メンブ レン を、 E C L A

d v a n c e W e s t e r n B o t t n g D e t e c t i o n K

i t ( G E H e a l t h c a r e , P i s c a t a a y , N J ) に よって
感光 させ 、次いで、 L A S 4 0 0 0 S 画像化 シ ス テ ム （富士 フ ィル ム株 式会社 、
東京都）を用いて調べた。
• リアル タイ ム P C R (半定量的逆転写酵素ポ リメラーゼ連鎖反応 （R T — P

C R ) ) ：また、以下の方法 にて N a + Z K + — A T P a s e 、 Z O — 1 、 G A

P D H に対す る P C R 法 を行 った。 プ ライ マ ー は、オ リゴヌ ク レオ チ ド合成会
社である I N V I T R O G E N か ら購入 し、脱塩処理 した ものを用いた。 自然
に線維様形態 に変化 した角膜 内皮細胞お よび正常角膜 内皮細胞 を試料 とし、 N

a + / K + — A T P a s e 、 Z O - 1 の m R N A 量 を半定量的 P C R 法 によ り調
ベた。細胞 か らの総 R N A の抽 出には R N E a s y ( Q I A G E N 社 、カ タ口
グ番号 ：7 4 1 0 6 ) を用いた。抽 出 した R N A は R e v e r T r a A c e

( T O Y O B O 社 （カタログ番号 ：T R T — 0 1 ) ) によ り逆転写反応 （4



2 °C 、 6 0 分間） を行い、 T A K A R A T a q H o t S t a r t V e r

s i o n ( タカ ラバイオ社、ガタログ番号 ：R R 0 0 1 A ) によ りG A P D H

を内部標準 として N a + K + — A T P a s e 、 Z O — 1 を増幅 した。 同量の 。
D N A を、 P C R 機 （G e n e A m p 9 7 0 0 ; A p p i e d B i o s

y s t e s ) と、下記のプ ライ マ ー ペ アに よって増幅 した。 P C R 反応 には
下記 に示すプ ライ マ ー を用いた。 フイブ ロネ クチ ンに対す る抗体、 コラーゲ ン
1 型、 4 型、イ ンテグ リン ひ 5 、 イ ンテ グ リンベー タ 1 に対す る P C R 反応 に
ついて も、同様 に下記プライ マ ー を使用 した。
• N a + K + — A T P a s e — F — C T T C C T C C G C A T T T A T G C T

C A T T T T C T C A C C C (配列番号 1 )

• N a + K + - A T P a s e — R : G G A T G A T C A T A A A C T T A G C

C T T G A T G A A C T C (配列番号 2 )

. Z O - 1 - F ： G G A C G A G G C A T C A T C C C T A A (配列番 号 3 )

• Z O — 1 - R ： C C A G C T T C T C G A A G A A C C A C (配列番 号 4 )

· G A P D H - F ： G A G T C A A C G G A T T T G G T C G T (配 列 番 号
5 )

• G A P D H - R ： T T G A T T T T G G A G G G A T C T C G (配 列 番 号
6 )

• C o 1 a g e n 1 - F ： T C G G C G A G A G C A T G A C C G A T G

G A T (配列番号 7 )

• C o l l a g e n 1 - R ： G A C G C T G T A G G T G A A G C G G C

T G T T (配列番号 8 )

• し o l l a g e n 4 — F

T (配列番号 9 )

- C o l 1 a g e n 4 一 R

T (配列番号 1 0 )

• し o l l a g e n 8 —

T G C C T (配列番号 1 1 )
• C o l l a g e n 8 - R ： C T C T T G G G C C A G G C T C T C C A

(配列番号 1 2 )

• F i b r o n e c t i n 一 F ： A G A T G A G T G G G A A C G A A T G T

C T (配列番号 1 3 )

• F i b r o n e c t i n

C C (配列番号 1 4 )

· i n t e g r i n 5 一 F ： T C C T C A G C A A G A A T C T C A A C

A A (配列番号 1 5 )

• i n t e g r i n 5 一 R ： G T T G A G T C C C G T A A C T C T G G

T C (配列番号 1 6 )

• i n e g r i β 1 一 F : G C T G A A G A C T A T C C C A T T G

A C C (配列番号 1 7 )

• i t e g r n β 1 一 R ： A T T T C C A G A T A T G C G C T G T

T T T (配列番 号 1 8 )



増幅 され 力こD N A 断片 は 1 . 5 % ァガ ロー ス ゲル （ナカ ライテ ス タ、 カタ口
グ番号 ：0 1 1 4 9 — 7 6 ) で電気泳動 し、ェチジ ゥムブ 口マイ ド （ナカ ライ
テスク、カタログ番号 ：1 4 6 0 3 — 5 1 ) での染色 によ り検 出 した。
• 定量 P C R は、以下のT a q M a n (登録商標） （I n v i t r o g e n )
プ ライマ ー を用 いて実施 した。 コラー ゲ ン 1 型 ：H s 0 0 1 6 4 0 0 4 — m
1 ；フ イブ ロネ クチ ン ：H s 0 1 5 4 9 9 7 6 _ 1 ; G A P D H ：H s 0
0 2 6 6 7 0 5 一 g l 。 P C R は、 S t e p O n e  ( A p 1 i e d B i
o s y s t e s ) リア ル タイ ム P C R シ ス テ ム を用いて行 った。 G A P D H
は内部標準 として用いた。

【0 1 7 7 】
(結果）

図 2 で示 され るよ うに、従来技術で培養 した場合 に、線維芽細胞様 に形態変
化 したサル角膜内皮細胞 においては正常機能 を消失す ることが示 され た。正常
の形態 に培養 できたサル 角膜 内皮細胞 と比較す る と、線維芽細胞様 （f i b r
o b 1 s t i c ) に形態変化す ることで、サル角膜 内皮 が機能関連マーカー
の発現 を消失す ることを免疫染色 、 ウェスタンプ ロッ ト法お よび リアル タイム
P C R 法 にて示 された。

【0 1 7 8 】
よ り詳細 に述べ ると、細胞培養 中の霊長類 C E C の 2 つ の異 なる表現型 が示

された。最 も興味深い ことに、培養 中の霊長類 C E C は、細胞 の形態お よび特
徴的な接触阻害型 の表現型 によつて決定 した場合 に、 2 つ の異 なる表現型 を示
した。お よそ 6 0 % の細胞 は、特徴的な多角形 の細胞形態 と接触阻害型 の表現
型 を維持 してお り、 これ らの細胞 を正常表現型 と称 した。他方で、 4 0 % の細
胞 は多層 を持つ線維芽細胞様 の形状 を示 し、 これ らの細胞 を、線維 芽細胞様表
現型 と称 した （図 1 ) 。次 に、 これ らの 2 つ の表現型 を、内皮細胞性 の特徴 に
ついて検討 した ；原形質膜 にお けるN a +/K +—A T P a s e お よび Z O — 1
の染色パ ター ン は、正常表現型 において よく保存 されていたが、線維芽細胞様
表現型 は、原形質膜 におけるN a +ZK + —A T P a s e お よび Z O — 1 の特徴
的な染色プ ロ フ ィール を完全 に喪失 した （図 2 左）。 2 つ の機能的 タンパ ク質
の発現 は、 タンパ ク質 レベル （図 2 右 上）お よびm R N A レベ ル （図 2 右 下）
の 両方で、正常表現型 において、線維芽細胞様表現型 よ りもかな り多 く見 られ
た。

【0 1 7 9 】
(細胞外マ トリクス の挙動）

さらに、線維芽霊長類 C E C は、細胞外マ トリックス等の状況が ど うなって
いるかを調べた。その結果 を図 2 A に示す。

【0 1 8 0 】
図 2 A は、線維芽霊長類 C E C は、異 常な細胞外 マ トリック ス を生成す るこ

とを示 し、すなわち、従来技術で培養 した場合 に、正常機能を消失す ることを
示す。 （A) フイブ ロネクチ ンお よび コラーゲン 1 型 の線維芽細胞表現型お よ
び正常な細胞 の表現型 における発現 を示す。上段 はフイブ ロネ クチ ン、下段 は
コラーゲン 1 型 を示す。左側 は正常な細胞 の表現型 を示 し、右側 は、線維芽細



胞表現型を示す。線維芽細胞表現型は、フイブロネクチンおよびコラーゲン 1
型などの過剰の細胞外マ トリクスを示した。他方、正常な細胞の表現型は、染
色能を完全に喪失した。 （B ) フイブロネクチ ンの線維芽細胞表現型および正
常な細胞の表現型におけるタンパク質の発現のウェスタンブロットを示す。G
A P D H はコン トロール である。フイブロネクチンのタンパク質発現レベ ル は、
正常の表現型よりも線維芽細胞の表現型において強くアップレギュレー トされ
ていた。 （C ) コラーゲン 1 型、 4 型、 8 型フイブロネクチン、インテグリン

5 およびイ ンテグリン β 1 (上から順に列挙した。） の線維芽細胞表現型
(右）および正常な細胞の表現型 （左）における半定量 P C R の結果を示す。

G A P D H はコン トロール である。半定量 P C R 分析によって、 1 型コラーゲ
ン転写物 （α ι ( I ) m R N A ) は線維芽細胞表現型において豊富に発現され
ていたが、他方、正常な表現型においては、 ΐ ( I ) R N A の発現は減少
していた。基底膜コラーゲン表現型である、 ΐ ( I V ) m R N A および ΐ
( V I I I ) R N A は、正常表現型および線維芽細胞表現型の表現型の両方

で発現されていたが、正常表現型では発現の程度は線維芽細胞表現型よりも少
なかった。フイブロネクチンおよびインテグリン 5 のm R N A は線維芽細胞
表現型で観察されたが、正常表現型ではこれらの 2 種のm R N A は発現されな
かった。お1 イ ンテグリンのm R N A は、両方の表現型で同様のレベ ル で発現
がみられた。

【0 1 8 1 】
真の線維性細胞外マ トリタス （E CM) タンパク質の比較により、線維芽細

胞表現型のものは、フイブロネグチンの線維性 E C M 染色パターンを示したが、
他方、正常な表現型は、フイブロネクチ ンの染色能を完全に失っていた （図 2
A のA ) 。フイブロネクチンのタンパク質レベルは、正常表現型よりも線維芽
細胞表現型においてより強くアップレギ ュ レー トされていた （図 2 A の B ) 。
線維芽細胞表現型によつて産生されるコラーゲン 1型は、二重の部位での発現
を示し、E C M および細胞質の両方で見られた。興味深いことに、コラーゲン
1型の細胞質の部位は、ゴル ジ複合体にあるようであり、その細胞内局在は、
分泌に必須である。これ らの知見は、既知のデータ （Ko ΜΚ, Kay EP.
Subcellular localization of procollagen I and prolyl 4一
hydroxylase i n cornea 丄 endothelial cells. Experimental ce丄丄
research. 2001 ;264: 363 71) に類似する。他方、正常表現型におけるコラー
ゲン 1型染色は、明確には観察されなかった （図 2 A ) 。 R T —P C R 分析を
用いて主要なE C M タンパク質の発現を測定した。コラーゲン 1型転写物 （
1 ( I ) m R N A ) は、線維芽細胞表現型において豊富に発現されていること
が見出された。他方、 ΐ ( I ) m R N A の発現は、正常な表現型において無
視しうるものであった （図 2 C ) 。コラーゲン I 型の転写物とは異なり、基底
膜コラーゲン表現型である ひ 1 ( I V ) m R N A および c I ( V I I I ) の
m R N A は、正常表現型および線維芽細胞表現型の両方において発現していた
せ、その発現の程 は、正常表現型において、線維芽細胞表現型に比べて少な
かった。フイブロネクチンおよびインデグリン ひ 5 の発現は、線維芽細胞表現
型において観察された。反対に、正常表現型では、これらの 2 つの転写物は、



発現していなかった （図2 A のC ) 。他方、 1 インテグリンのm R N A は、
正常表現型およぴ線維芽細胞表現型の両方において同様のレベルで 現してい
た （図2 A のC ) 。

【0 1 8 2 】
(比較例 3 ：従来法の別法での正常機能喪失）

本比較例では、従来の培養法では角膜内皮細胞の線維化が生じることを確認
した （図 3 ) 。3 T 3 フィーダ一細胞由来の馴化培地は線維芽変化
(fibroblast i c change ) を抑制する。しかし3 T 3 フィーダ一細胞由来の

馴化培地のみでは継代培養を行うとやはり形質転換にいたることを示す （図3
右）。

【0 1 8 3 】
(材料および方法）

使用した材料のうち比較例 1 および 2 と同じものは比較例 1 および 2 と同様
に入手し培養等を行った。
· コントロール ：コントロールのヒト角膜内皮細胞の培養に用いた培地はO p
t i —M E M I R e d u c e d — S e r u m M e d i m , L i q
i d ( I N V I T R O G E N カタ口グ番号 ：3 1 9 8 5 — 0 7 0 ) + 8 % F
B S ( B I O W E S T 、カタログ番号 ：S 1 8 2 0 — 5 0 0 ) + 2 0 0 g

1 C a C 1 2 · 2 H 2 0 ( S I G M A カタログ番号 ：C 7 9 0 2 — 5 0 0
G ) + 0 . 0 8 % コンドロイチン硫酸 （S I G M A カタログ番号 ：C 9 8
1 9 一 5 G ) + 2 0 µ g m 1 ァスコルビン酸 （S I G M A カタログ番
号 ：A 4 5 4 4 — 2 5 G ) + 5 0 µ g / 1 ゲンタマイシン （I N V I T R
O G E N カタ口グ番号 ：1 5 7 1 0 — 0 6 4 ) + 5 n g 1 E G F ( I
N V I T R O G E N カタログ番号 ：P H G 0 3 1 1 ) である。
· 3 T 3 フィーダー細胞用の馴化培地 ：N I H 3 T 3 細胞を0 . 1 %ゼラチン
コート（S I G M A 社、カタログ番号 ：G 1 8 9 0 — 5 0 0 G ) した 1 5 0 m

ディッシュ （F A L C O N 、カタ口グ番号 ：3 0 2 5 ) に 1 0 % F B S
( B I 〇W E S T 、カタログ番号 ：S 1 8 2 0 — 5 0 0 ) D M E M ( I N V
I T R O G E N カタログ番号 ：1 2 3 2 0 ) で播種し、サブコンフルェン ト
まで培養しておく。続いて終濃度 0 . 0 4 m g L マイトマイシンC溶液
(協和発酵キリン、カタログ番号 87423 1) にて3 7 °C、5 % C 0 2 インキュ

ベータ一内で 2 時間インキュベートする。 1 0 % F B S ( B I 〇W E S T 、力
タログ番号 ：S 1 8 2 0 — 5 0 0 ) Z D M E M 培地に置換してー晚培養する。
このように作成したN I H 3 丁3 細胞にO p t i —M E M I e c e
d — S e r u m M e d i u m , L i q u i d ( I N V I T R O G E N 、力
タ口グ番号 ：3 1 9 8 5 — 0 7 0 ) + 8 % F B S ( B I O W E S T 、カタログ
番号 ：S 1 8 2 0 — 5 0 0 ) + 2 0 0 / m 1 C a C 2 · 2 H 2 0 ( S I
G M A 、カタログ番号 ：C 7 9 0 2 — 5 0 0 G ) + 0 . 0 8 % コンドロイチ
ン硫酸 （S I G M A 、カタログ番号 ：C 9 8 1 9 — 5 G ) + 2 Q µ g / 1
ァスコルビン酸 （S I G M A 、カタ口グ番号 ：A 4 5 4 4 — 2 5 G ) + 5 0
g / ゲンタマイシン （I N V I T R O G E N 、カタログ番号：1 5 7 1
0 - 0 6 4 ) + 5 n g / 1 E G F ( I N V I T R 〇G E N 、カタログ番



号 ：P H G O 3 ) を加 えて 1 晚培養 して ヒ ト角膜 内皮培養用馴化培地 とす
る。
• 培養方法 ：比較例 1 と同様の方法で、それぞれの培地 を用いて培養 した。
• 染色等の細胞観察方法 ：位相差顕微鏡 にて細胞の形態 を観察 した。

【0 1 8 4 】
(結果）

図 3 に示す よ うに、従来法の別法 として 3 T 3 フィーダー細胞 を用 いた馴化
培地での培養 で も、線維化 が生 じ移植 には適 しなレ、状態 になって しまった こと
が示 された。

【0 1 8 5 】
比較例 1 お よび 3 で の結果 は、非特許文献 7 で示 され たよ うに、従来の角膜

内皮細胞培養培地では、継代す る と正常 な状態 を維持 しつつ増殖 させ るこ とが
できない ことを確認す るものである。

【0 1 8 6 】
(実施例 1 )

本実施例では、形質転換が線維芽細胞様 の形態であることに着 目して、一般
的な細胞種 で知 られてい る線維化誘導 の際に活性化 され る経路 の活性化 につい
て ウェスタンブ ロッ ト法 にて検討 した。

【0 1 8 7 】
(材料お よび方法）

使用 した材料 の うち比較例 1 〜 3 と同 じものは比較例 1 〜 3 と同様 に入手 し
培養等 を行 った。
• 力 - クイザル角膜 内皮細胞 ：別 の 目的で安楽死 させた力二クイザル の眼球 を
購入 して、 （N i . s s e i B i l i s C o . , L t d . , O h t s u ,
J a p a n お よひ K e a r i C o . , L t . ， W a k a y a a ,
J p ) 角膜 内皮細胞 を基底膜 とともに機械的 に剥離 し、デ イスパーゼ ぁ
るいは コラゲナーゼ を用いて基底膜 よ りはが して回収後、初代培養 を行 った。
培地は 1 0 % F B S ( B I OWE S T 、カ タ口グ番号 ：S 1 8 2 0 — 5 0 0 )
と 2 n g / m 1 塩基性 F G F ( I N V I T R O G E N 、カ タログ番 号 ：1 3
2 5 6 - 0 2 9 ) を添加 した D M E M ( I N V I T R O G E N カ タ ログ番
号 ：1 2 3 2 0 ) を用いた。 この 際、サル角膜内皮細胞 は図 1 に示 した よ うに
正常の形態 に培養 され ることもあるが、同様 の培養 法、長期培養 、継代培養 に
よ り線維芽細胞様 に形態変化す ることが多い。 そ こで、正常の形態 に培養 でき
た細胞 と線維芽細胞様 に形態変化 した細胞 を回収 して ウェ ス タ ンプ ロッ ト法 に
用いた。
• p S a d 2 に対す る抗体 ：C E L L S I G N A L I N G 社か ら入 手 した
もの （カタログ番号 ：3 1 0 8 P ) を用いた。
• p S m a d に対す る抗体 ：C E L L S I G N A L I N G 社 か ら入手 した も
の （カタログ番号 ：5 3 3 9 P ) を用いた。
· p p 3 8 に対す る抗体 ：B D T R A N S D U C T I O N L L A B O R A

T O R I E S 社か ら入手 した もの （p 3 8 a Z S A P K 2 a と同 じ。 カタ ログ
番号 ：6 1 2 1 6 8 ) を用いた。



• p 3 8 に対する抗体 ：B D T R A N S D U C T I O N L L A B O R A T
O R I E S 社から入手したもの （カタログ番号 ：6 1 2 2 8 0 ) を用いた。
• p E R K 1 ノ 2 に対する抗体 ：B D T R A N S D U C T I O N L L A B
O R A T O R I E S 社から入手したもの （カタログ番号 ：6 1 2 3 5 8 ) を用
いた。
• E R K 1 ノ 2 に対する抗体 ：B D T R A N S D U C T I O N L L A B O
R A T O R I E S 社から入手したもの （カタログ番号 ：6 1 0 0 3 0 ) を用い
た。
• p J N K に対する抗体 ：B D T R A N S D U C T I O N L L A B O R A
T O R I E S社から入手したもの （カタログ番号 ：6 1 0 6 2 7 ) を用いた。
• J N K に対する抗体 ：B D T R A N S D U C T I O N L L A B O R A T
O R I E S 社から入手したもの （カタログ番号 ：6 1 2 5 4 0 ) を用いた。

【0 1 8 8 】
(実験方法）

·細胞画分抽出 · 調製法 ：コンフルェン トに達した細胞をP B S で 3 回洗浄後、
R I P A バ ッファー （1 X P B S (ニ ッスィ、カタ口グ番号 ：5 9 1 3 ) 、
% N o n i d e t
P — 4 0 (ナカライテスク、カタログ番号 ：2 3 6 4 0 — 9 4 ) 、 0 . 5 %

デォキシコール酸ナトリウム （ナカライテスク、カタログ番号 ：1 0 7 1 2 —
1 2 ) 、 0 . 1 % S D S (ナカライテスタ、カタログ番号 ：3 1 6 0 7 — 6
5 ) ) で溶解した。得られた細胞溶解液を遠心分離 （1 5 0 0 0 r p 、 1 0
分間）し、その上清を回収し、タンパク質をB C A P R O T E I N A S S
A Y K I T ( P I E R C E 社製、カタログ番号 ：23227) により定量した。
5 m M 2 —メルカプトエタノール （ナカライテスタ社製、カタログ番号 ：2 1
4 1 8 — 4 2 ) を含む 1 0 0 1 の溶解バ ッファー （レムリサンプルバ ッフ
ァー）で溶解した。
• ゥヱスタンブロット法 ：R I Ρ Α バッファーで抽出し得られたタンパク質を
7 . 5 % ポリアクリルアミドで電気泳動した。分離されたタンパク質はP V D
F 膜 （P A L L L I F E S C I E N C E 社製、カタログ番号 ：E H — 2 2
2 2 ) に転写した。 0 . 1 % ( v o l / v o l ) ポ リエチレンソル ビタンモノ
ラウレー ト （ナカライテスク、カタログ番号 ：2 8 3 5 3 — 8 5 ) ( T B S —
T ) と5 %無脂肪乾燥乳 （C E L L S I G N A L I N G社、カタログ番号 ：
9 9 9 9 ) を補ったT r i s 緩衝化食塩水 （1 0 M T r i s —H C 1 、 H
7 . 4 ；1 0 O m M N a C 1 ) と、ブロッ卜した膜を1 時間インキュベー ト
することによりブロッキング操作を行った。この後、S m a d 2 抗体、 p S m
a d 2 抗体、p 3 8 抗体、 p p 3 8 抗体、E R K 抗体、 p E R K 抗体、 J N K
抗体、および p J N K 抗体を5 % N O N F A T D R Y M I L K ( C E L
L S I G N A L I N G 社、カタログ番号 ：9 9 9 9 ) を補ったT B S — T に
て 1 0 0 0 倍に希釈したものをメンブレンに浸し、室温で 1 時間反応させた。
T 一 T B S で 3 回洗浄後、マウス一 I g G抗体H R P 複合体 （C E L L S I
G N A L I N G社、カタログ番号 ：7 0 7 4 P 2 ) とゥサギ一 I g G 抗体H R
P 複合体 （G E H e a l t h c a r e カタログ番号 ：N A 9 3 4 ) インキ



ュペー トし、洗浄後、 E C L —A D V A V C E ( G E ヘル スケア ' ジャパ ン
社、カタログ番号 ：R P N 2 1 3 5 V ) で発光 させたバ ン ドを検出した。

【0 1 8 9 】
(結果）

図 4 に、線維化の形質転換の原因 とな りうる主たる経路の活性をサル角膜内
皮を用いてゥヱス タンブロットで検討 した結果を示す。線維芽細胞において S

a d 2 の リン酸ィ匕 （T G F — 経路の活性化）、 p .3 8 M A P K の活性化、
J N K 経路の活性化が認められた。一方で、 E R K 1 ズ 2 のリン酸化は抑制 さ
れていた。 S m a d 2 、 p 3 8 、 E R K 1 2 および J N K は報告によればす
ベ て E M T 経 路 に 関 与 して い る [Chen KH, et al. (1999) Invest
Ophthalmol Vis Sci 40： 2513 2519] 、 [Kim TY， et al. (2001)
Invest Ophthalmol Vis Sci 42 ： 3142 - 3149] 、 [Naumann GO, et
al. (2000) Ophthalmology 107 ： 1111-1124] 、 [Parsons CJ, et
al. (2007) J Gastroenterol Hepatol 22 Suppl 1： S79 84] 、 [Ma FY,
et al. (2009) Front Biosci (Schol Ed) ： 171- 187] ので 、本発明者
らは、 S m a d 2 およびM A P K が、上皮細胞において観察される E M T と同
様の内皮間葉転換に関与するかどうかを検討 した。 S a d 2 のリン酸化は、
正常表現型のものと比較 した場合に、線維芽細胞様表現型において大いに促進
されることが分かった （図 4 ) 。 p 3 8 および E R K 1 2 の リン酸化は、線
維芽細胞様表現型において大いに増強されたが、 J N K の活性化は無視 しうる
ものであった。ただ し、ERK のリン酸化は細胞の線維化による変化のみではな
く、細胞増殖による影響があるために、細胞の増殖の状態によっては異なる結
果となることがありうることを確認 している。 これ らの知見は、T G F — ; シ
グナル伝達が、 C E C の線維芽細胞様転換にとって重要な役割を発揮 し得 るこ
とを示す。

【0 1 9 0 】
(実施例 2 ：角膜内皮の形質転換の抑制例）

本例では、 T G F — シグナルをレセプターのリン酸化阻害剤により阻害す
ることでサル角膜内皮の形質転換を抑制することができた例を示す。

【0 1 9 1 】
(材料および方法）

使用 した材料の うち比較例 1 〜 3 および実施例 1 と同じものは比較例 1 〜 3
および実施例 1 と同様に入手 し培養等を行った。
• 力二クイザル角膜内皮細胞 ：別の 目的で安楽死 させた力二クイザルの眼球を
購入 して、 （N i s s e i B i l i s C o . , L t d . , O h t s u , J
a p a n および K e a r i し o . ， L t . , W a k a y a a , J a

a ) 角膜内皮細胞を基底膜 とともに機械的に剥離 し、 — コラゲナーゼを用い
て基底膜 よりはが して回収後、初代培養を行った。 この際同一角膜を 2 分 して、
サル角膜内皮培養用基本培地 （1 0 % F B S ( B I O W E S T カタログ番
号 ：S 1 8 2 0 — 5 0 0 ) と 2 n g 1 塩基性 F G F ( I N V I T R O G
E N 、カタログ番号 ：1 3 2 5 6 — 0 2 9 ) を添加 したD M E M ( I N V I T
R O G E N 、カタ口グ番号 ：1 2 3 2 0 ) ) および基本培地に 1 m o 1 1



S B 4 3 1 5 4 2 ( T O C R I S 社 、カ タ口グ番 号 ：1 6 1 4 ) を添加 した も
の を用いた。

【0 1 9 2 】
(結果）

図 5 に示す よ うに、位相差像 は、 S B 4 3 1 5 4 2 の存在下で培養 した霊長
類 C E C が真 の多角形細胞形状 と接触阻害型 の単層 を示す一方で、 コン トロー
ル の C E C は、線維芽細胞様 の形態 を示す ことを実証 した （図 4 A ) 。 コン ト
ロール の基本培地で培養 した もの は線維芽細胞様 に形質転換 して重層化 を認 め
る一方で、 T G F — β シグナル を レセプターの リン酸化阻害剤 によ り阻害す る
ことで多角形 の大小不動 の小 さい一層 の生体同様 の形態 を示 し、サル角膜 内皮
の形質転換 を抑制す ることができた。

【0 1 9 3 】
(実施例 3 ：角膜内皮の正常機能の維持の実証）

本実施例では、本発 明によ り、培養 の正常化 の実証 と して、角膜 内皮 の機能
関連 タンパ ク質が維持 され ることを実証 した。以下に詳細 を示す。

【0 1 9 4 】
(材料お よび方法）

使用 した材料の うち上記比較例お よび実施例 と同 じものは上記比較例お よび
実施例 と同様 に入手 し培養等 を行 った。特に実施例 2 と同様 のものを用いた。
- S B 4 3 1 5 4 2 T O C R I S 社 か ら得た （カタ口グ番号 ：1 6 1 4 ) 。
• N a + / K + - A T P a s e に対す る抗体 ：M I L L I P O R E 社製 の もの
(カ タログ番号 ：0 5 — 3 6 9 ) を用いた。

• Z O — 1 に対す る抗体 ：マ ウス I N V I T R O G E N 社製 （カ タ ロ グ番号 ：
3 3 9 1 0 0 ) 、 ゥサギ Z YME D L A B O R A T O R I E S 社製 （カタ 口
グ番号 ：6 1 — 7 3 0 0 ) の もの を用いた。
• G A P D H に対す る抗体 ：A B C A M 社の もの （カ タログ番号 ：a b 3 6 8

4 0 ) を用いた。
• 免疫染色等 ：実施例 2 と同様 に培養 した細胞 を固定 して N a +/K + — A T P
a s e お よび Z O — 1 に対 して免疫染色 を行い、蛍光顕微鏡 にて撮影 した。
· ウェ ス タ ンブロッ ト法 ：実施例 1 と同様 に N a + K + — A T P a s e 、 Z O
一 、 G A P D H に対す るウェ ス タ ンブ ロッ ト法 を行 った。
• リアル タイム P C R 法 ：また、以下の方法にて N a +ZK + — A T P a s e 、
Z O — 1 、 G A P D H に対す る P C R 法 を行 った。 プライマ ー は、オ リゴヌ ク

レオ チ ド合成会社である I N V I T R O G E N か ら購入 し、脱塩処理 した もの
を用いた。 自然に線維様形態に変化 した角膜 內皮細胞お よび正常角膜 内皮細胞
を試料 と し、 N a + K + — A T P a s e 、 Z O — 1 の m R N A 量を半定量的 P
C R 法 によ り調べた。細胞 か らの総 R N A の抽 出には R N E a s y ( Q I A G

E N 社 、カ タログ番号 ：7 4 1 0 6 ) を用いた。抽 出 した R N A は R e v e
T r a A c e ( T 〇 Y O B 〇社 、カタログ番号 ：T R T — 1 0 1 ) に よ り逆
転写反応 （4 2 °C 、 6 0 分間） を行い、 T A K A R A T a q H o t S t a

r t V e r s i o n ( タカ ラバイオ社、カ タ ロ グ番 号 ：R R 0 0 1 A ) によ



りG A P D H を内部標準 として N a + K + — A T P a s e 、 Z O — 1 を増幅 し
た。 P C R 反応 には下記 に示すプライマ ー を用いた。
• N a + / K + — A T P a s e — F — C T T C C T C C G C A T T T A T G C T
C A T T T T C T C A C C C (配列番号 1 )

· N a +/K + — A T P a s e 一 R — G G A T G A T C A T A A A C T T A G C
C T T G A T G A A C T C (配列番号 2 )
- Z O - 1 - F - G G A C G A G G C A T C A T C C C T A A (配列番 号 3 )
• Z O — 1 - R — C C A G C T T C T C G A A G A A C C A C (配列番号 4 )

• G A P D H - F — G A G T C A A C G G A T T T G G T C G T (配 列 番 号
5 )
• G A P D H - R - T T G A T T T T G G A G G G A T C T C G (配 列 番 号
6 )
増幅 され た D N A 断片は 1 . 5 % ァガ ロー ス ゲルで電気泳動 し、ェチジ ゥム

ブ ロマイ ド染色によ り検出 した。
【0 1 9 5 】

(結果）
図 6 に示す よ うに、培養 によ り線維芽細胞様 に形質転換 したサル角膜 内皮細

胞 においては機能 関連マーカーであるN a + K + — A T P a s e 、 Z O — 1 の
発現が免疫染色、 ゥヱス タ ンプ ロッ ト、 P C R にて示 された。一方 で、 T G F
一 シグナル を レセプターの リン酸化阻害剤 によ り阻害す るこ とでサル角膜 内
皮 の機能 関連 タンパ ク質が維持 され ることが示 され た。すなわ ち、 S B 4 3 1
5 4 2 処理 した C E C が N a + K + — A T P a s e お よび Z 〇一 1 の 特徴 的な
原形質膜染色 を示 した一方で、 コン トロール の C E C はその染色 を失 ってお り、
S B 4 3 5 4 2 処理 した細胞 では内皮機 能 が維 持 され るこ とが示 唆 され た
(図 6 左）。 また、 N a +/K + — A T P a s e お よび Z O — 1 の発現 は、 タン

パ ク質 （図 6 右上）お よび m R N A レベ ル （図 6 右 下） の 両方で、 S B 4 3 1
5 4 2 処理 した線維芽細胞様表現型 において強力 に亢進 され た。 これ らのデー
タは、 T G F — が霊長類 C E C 培養 において観察 された内皮 間葉転換 の直接
媒介因子であ り得 ることをさらに確認 した。

【0 1 9 6 】
(実施例 4 ：T G F - の正常化喪失能）

本実施例では、 T G F — シグナルがサル角膜 内皮 の形質転換に関与す るこ
とを確認す るために、 T G F — を添加 して形質転換 を誘導 し機能関連 タ ンパ

クが喪失す ることを示 した （免疫染色）。 また、 ウェ ス タ ンプ ロッ トによ り、
T G F — お を添加 して形質転換 を誘導 し機能関連 タ ンパ クが喪失す ることを示
した。以下に詳細 を示す。

【0 1 9 7 】
(材料お よび方法）

使用 した材料の うち上記比較例お よび実施例 と同 じものは上記比較例お よび
実施例 と同様 に入手 し培養等 を行 った。
• T G F — 3 : R & D S Y S T E M S 社 の もの （カ タ 口グ番 号 ：2 4 0 —

B ) を用いた。



• N a + K + - A T P a s e に対する抗体 ：M I L L I P O R E 社製のもの
(カタログ番号 ：0 5 — 3 6 9 ) を用いた。

• Z O - 1 に対する抗体 ：マウス I N V I T R O G E N 社製 （カタログ番号 ：
3 3 9 1 0 0 ) 、ゥサギ Z YME D L A B O R A T O R I E S 社製 （カタ口
グ番号 ：6 1 — 7 3 0 0 ) の ものを用いた。
. G A P D H に対する抗体 ：A B C A M 社のもの （カタログ番号 ：ab36840)
を用いた。
• p S m a d 2 に対する抗体 ：C E L L S I G N A L I N G 社のもの （カタ
口グ番号 ：3 1 0 8 P ) を用いた。
· p S m a d に対する抗体 ：C E L L S I G N A L I N G 社のもの （カタ口
グ番号 ：5 3 3 9 P ) を用いた。
• 培養方法 ：サル角膜内皮細胞をサブコンフルェ ン トまで培養 し、培地中に終
濃度 0 、 1 、 1 0 n g L となるようにT G F — お 1 を添加 し、 3 7 でで
形態に変化が現れるまで培養 した。
· 染色方法 ：上記実施例のとお りである。
• 細胞画分抽出法 ：上記実施例のとお りである。
• ウェスタンブロット法 ：上記実施例のとお りである。

【0 1 9 8 】
(結果）

図 7 に示すように、 T G F — ; シグナルがサル角膜内皮の形質転換に関与す
ることを確認するために免疫染色を行ったところ、 T G F — 3 を添加 して形質
転換を誘導 し機能関連タンパクが喪失することが示 された。すなわち、図 7 に
示すように、正常表現型が、外来性 T G F — に曝露された際に、線維芽細胞
様の細胞へ と転換することが示された。正常表現型の原形質膜におけるN a +

K +—A T P a s e および Z O — 1 の染色パター ンは、 T G F — に暴露 さ
れることにより完全に消失 した （図 7 中列、右歹IJ) 。

【0 1 9 9 】
また、図 8 に示すように、- T G F - を添加 して形質転換を誘導 し機能関連

タンパクが喪失するこどがウェスタンブロッ トにおいても示 された。また、 S
m a d 2 のリン酸化が T G F — の添加により誘導 されてお り、 T G F — β
の添加により下流シグナルの活性化が生 じていることが確認できる。この結果
から、T G F — とその下流シグナルの活性化が正常機能の喪失の直接的な原
因であり、その経路を阻害することによって正常化を維持することができるこ
とが理解 される。すなわち、増殖因子もまた、タンパク質 レベル において、こ
れ ら2 つのタンパク質の発現を、濃度依存性の様式で著 しく低減させたが （図
8 左欄）、 S m a d 2 のリン酸化は、濃度依存性の様式で大きく増大 した （図
8 右欄）。 これ らのデータは、霊長類 C E C の正常表現型でさえ、 T G F —お
刺激に応答 して線維芽細胞様表現型を獲得する傾向にあることを示す。

【0 2 0 0 】
(実施例 5 ：ヒ ト細胞での実証）



本実施例では、 ヒ ト角膜内皮 において も、 T G F — シグナル を レセプター
の リン酸化 阻害剤 に よ り阻害す るこ とで形質転換 を抑制 し、正常な内皮 を培養
す ることを確認 した。以下に詳細 を示す。

【0 2 0 1 】
(材料お よび方法）

使用 した材料 の うち上記比較例お よび実施例 と同 じものは上記比較例お よび
実施例 と同様 に入手 し培養等 を行 った。

【0 2 0 2 】
シァ トル アイバ ンクか ら購入 した研 究用角膜 よ り角膜 内皮細胞 を基底膜 とと

もに機械 的に剥離 し、 コラゲナーゼ を用いて基底膜 よ りはが して回収後 、初代
培養 を行 った。培 地 は O P t i — M E M I R e d u c e d - S e r u m

M e d m , L q i d ( I N V I T R O G E N カ タログ番号 ：3 1

9 8 5 - 0 7 0 ) + 8 % F B S ( B I O W E S T 、カタログ番 号 ：S 1 8 2 0

- 5 0 0 ) + 2 0 O g / 1 C a C 2 2 H 2 0 ( S I G M A 、カ タログ
番号 ：C 7 9 0 2 — 5 0 0 G ) + 0 . 0 8 % コ ン ドロイ チ ン硫酸 （S I G M A 、
カ タログ番 号 ：C 9 8 1 9 — 5 G ) + 2 0 µ g / 1 ァ ス ュル ビン酸 （S I G

M A 、カタログ番号 ：A 4 5 4 4 — 2 5 G ) + 5 0 g 1 ゲンタマイ シ ン

( I N V I T R O G E N 、カタログ番号 ：1 5 7 1 0 — 0 6 4 ) + 5 n g / m

1 E G F ( I N V I T R O G E N カ タログ番号 ：P H G 0 3 1 1 ) を 3 T

3 フィーダ一細胞用 の馴化 させ た ものを基本培地 として用いた。回収 した ヒ ト

角膜 内皮細胞 は二分 して、一方 は基本培地で培養 して コ ン トロー ル として、他
方は基本培地に最終濃度 1 がm o 1 / 1 とな るよ うに S B 4 3 1 5 4 2 ( T O

C R I S 社、カタ口グ番号 ：16 14) を添加 して培養 した。
• 酵素結合免疫吸着測定法 （E L I S A ) ：H C E C の培養 上清 中の 1 型 コラ
一ゲンを、 E L I S A k i t s f o r C o l l a g e n T y e I

A h a 2 ( C O L 1 a 2 ) ( U s c n L i f e S c i e n c e I

n c . ，W h a n , C n a ) を製造元 の説 明書 に従 って使用 して測定 し
た。 S B 4 3 1 5 4 2 と共 に、または、 S B 4 3 1 5 4 2 な しで培養 した H C

E C 由来の培養上清 を各群 （n = 5 ) について使用 した。 -
(結果）
図 9 に示す よ うに、 S B 4 3 1 5 4 2 を含 まない基本培地で培養す る と線維

芽細胞様 に形質転換 して、重層化す るのに対 して、 S B 4 3 1 5 4 2 を培地 に
添加 した もの で は多角形の大小不動 の少 ない一層 の細胞 が培養 され る。 この こ
とよ り、サルのみな らず ヒ ト角膜内皮 において も、 T G F — ; シグナル を レセ
プターの リン酸化阻害剤 によ り阻害す るこ とで形質転換 を抑制 し、正常な内皮
を培養す ることが確認 された。すなわ ち、霊長類 C E C において観察 された興
味深い知見か ら、 H C E C が、内皮 間葉転換 に至 る同様 の望ま しくない細 胞 の
不可避の変化 に供 されたか どうかを さらに検討 した。最 も興味深い こ とに、培
養 H C E C は 、. 特徴的な接触阻害型 の単層構造 と、多角形表現型 を失い、そ し
て、霊長類 C E C のよ うな線維芽細胞様の細胞形態 を獲得 した （図 9 ) 。

【0 2 0 3 】
( S B 4 3 1 5 4 2 の さらなる解析） -



次 に、本発 明者 らは、 S B 4 3 1 5 4 2 が内皮細胞 の機能 を維持す るこ とが
できるか ど うか試験 した。 ここでは、 S B 4 3 1 5 4 2 が、 H C E C の機能 を
維持 し、 H C E C の線維芽細胞様 の変化 を抑制す ることを種 々の実験 を用いて
実証 した。結果 を図 9 A に示す。

【0 2 0 4 】
図 9 A の A お よび B に示 され るよ うに、 S B 4 3 1 5 4 2 による T G F レセ

プターシグナル伝達 をブ ロ ックす ることによって、 N a +ZK — A T P a s e
お よび Z O — 1 が細胞膜での細胞 内局在 が可能 にな り、それ らのタンパ ク質発
現 の維持が可能 になった。 ス ケ ー ル バーは 1 0 0 を示す。 図 9 Α の C に示
され るよ うに、 E L I S A ア ツセィ によって、 S B 4 3 1 5 4 2 が、 コラーゲ
ン 1 型 の細胞上清への分泌 を顕著 にダ ウン レギユ レ一トした ことをが示 された,
* * P < 0 . 0 5 。 図 9 A の D お よび E に示 され るよ うに、 S B 4 3 1 5 4 2
が コラーゲ ン 1 型お よび フイブ ロネ クチ ンの発現 をm R N A レベ ル で 有意 に減
少 させ ることが示 された。 '

【0 2 0 5 】
以上の よ うに、図 9 A の A お よび B に示す知見 によ り、 T G F レセ プター シ

グナル伝達のブ ロックによって、細胞膜 （原形質膜） にお けるN a
+ / K + — A

T P a s e お よび Z O — 1 の細胞 内局在 が可能 にな り、そのタンパ ク質の発現
の維持 が可能 になった ことが実証 された。非常に重要な ことに、 E L I S A ァ
ッセィ によって、 S B 4 3 1 5 4 2 は、 コラーゲン 1 型 の培養 上清への分泌 を
顕著 にダ ウンレギュ レー トしていた ことが明 らかになった （図 9 A の C ) 。 ま
た、 S B 4 3 1 5 4 2 は、m R N A レベ ル で コラーゲ ン I 型お よび フイブ ロネ
クチ ンの発現 を顕著に減少 させた （図 9 A の D お よび E ) 。

【0 2 0 6 】
(実施例 6 ：別法での角膜内皮の培養正常化例）

本実施例では、上述 の実施例で用いた S B 4 3 1 5 4 2 以外 の方法 として B
M P — 7 を用いて もT G F — お シ グナ ル を拮抗 させ ヒ ト角膜 内皮の形質転換 を
抑制す ることができることを実証 した。以下にその詳細 を示す。

【0 2 0 7 】
(材料お よび方法）

使用 した材料の うち上記比較例お よび実施例 と同 じものは上記比較例お よび
実施例 と同様 に入手 し培養等 を行 った。
• B M P - ：R & D S Y S T E M S 社 の もの （カ タログ番 号 ：3 5 4 — B

P ) を用いた。
· フ ァロィ ジン ：A 1 e X a F 1 u o r (登録 商標） 4 8 8 ( I N V I T R
◦ G E N 、カタログ番号 ：A 1 2 3 7 9 ) を用いた。
• 培養方法 ：図 3 と同様 の方法で ヒ ト角膜 内皮細胞 を馴化培地 にて培養 した。
続いて トリプシ ンに て継代培養 を行 ったが、同様 の馴化培地 に B M P — 7 ( 1
0 0 n g ) を添加 した培地で培養 した もの と、 コン トロール として同様
の馴化培地にて培養 した ものを比較 した。



• 位相差顕微鏡およびファロィジンによる細胞骨格の染色による形態観察にお
いて、 コン トールでは線維芽細胞様に形質転換 して重層化する一方で、 B M P

一 添加培地では一層の多角形細胞の形態を維持できた。
【0 2 0 8 】

(結果）
図 1 0 に示すように、 S B 4 3 1 5 4 2 以外の方法として B M P — 7 を用い

てもT G F — お シグナルを拮抗させサル角膜内皮の形質転換を抑制することが
できた。 B M P — 7 は S B 4 3 1 5 4 2 とは他の詳細な伝達経路は異なるもの
のT G F — シグナルに関連する因子としては共通することが知 られている。
すなわち、 T G F — シグナル伝達経路は、A L K 4 , 5 または 7 を経由する
S a d 2 ノ 3 系と、A L K 1 ， , 3 または 6 を経由する S a 1 5 _

8 系とに大きく分類され、いずれも線維化に関連 していることがよく知 られて
いる。 したがって、実質的にT G F — シグナル全般を抑制することにより、
角膜内皮の形質転換を抑制することができることが理解される。理論に束縛 さ
れることを望まないが、 S m a 2 3 ( A L K 4 、 5 および 7 に関連する）
を介 して効果を奏する S B 4 3 1 5 4 2 、 S a / 5 / 8 ( A L K 1 2 、
3 および 6 に関連する）を介 して効果を奏するB M P — 7 の両方で正常化が観
察されていることから、これらのいずれの経路のT G F — シグナル阻害剤で
あっても、本発明の効果を達成することができると理解される。 T G F — j シ
グナル伝達経路は、A L K 4 / 5 7 を経由する S m a d 2 / 3 系と、A L K
1 2Z 3 / 6 を経由するS m a d 1 5 8 系とに大きく分類され、いずれ
も線 維 化 に 関 連 して い る こ とが よ く知 られ て い る （J . Massagu ' e,
Annu. Rev. Biochem. 1998. 67：753-9 1 Vi lar J G, Jansen R, Sander C
(2006) PしoS Comput Biol 2 ( 1) : e3 ; Leask, A. , Abraham, D. J . FASEB
J . 18, 8 16-827 (2004) ； Coert Margadant & Arnoud Sonnenberg EMB0

reports (20 10) 11, 97-105 ; Joel Rosenbloom et a l . , Ann Intern
Med. 2010 ; 152 : 159-166. ) 。 したがって、 2 種類の代表的な T G F — シグナ
ル阻害剤のいずれによっても培養正常化が達成 し得たことから、これ らの結果
から、 S a d 経路を問わず、どのようなT G F — お シグナル阻害剤であって
も、培養正常化剤として機能 しうることが理解される。

【0 2 0 9 】
( B M P - 7 の濃度依存性の確認）

次に、 3 種類の濃度を用いて、 B M P 7 がH C E C 線維芽細胞様への変化を
抑制 し、その機能を維持することを示 した。 B M P — 7 はM E T を促進 し、 T
G F - 媒介性の上皮間葉転換を特異的に阻害する。 したがって、この分子は、
Ε Μ Τ プ ロセ スをア ンタゴナイズするために使用 されている [Ze i sbergM, e t
a l . (2003) Nat Med 9 : 964—968] 、 [ Si i c P， e t al. (2007) EMB0 Rep 8 : 327

331] 、 [Bui j sJT, e t a l . (2007) Am J Pathol 17 1： 1047- 1057] 、 [Zei sberg ,

et a l . (2007) J Bi o lChem 282 ：23337-23347] それゆえ、本発明者 らは、 B

M P — 7 がH C E C の不可避の変化をアンタゴナイズできたかどうかを検討 し
た。線維芽細胞様 H C E C を、 1 0 〜 ：O O O n g の範囲の濃度の B M
P — 7 で処理 した。



【0 2 1 0 】
結果を図 1 O A に示す。図 1 O A のA に示 されるように、線維芽細胞の表現

型の細長い細胞形は、濃度依存性の様式でB M P — 7 の存在下で応答 して多角
形細胞形態に変換された。スケールバーは 1 0 0 m である。図 1 0 A の B に
示されるように、 B M P — 7 は、正常なC E C で観察されたもの [BarryPA, et
al. (1995) Invest Ophthalmol Vis Sci 36：1115-1124] と同様に、通常の六角
形の細胞形態を可能にし、ァクチ ンの細胞表層における細胞骨格分布を可能に
した。スケールバーは 1 0 0 m である。図 1 0 A のC およびD に示 されるよ
うに、B M P — 7 は、細胞膜 （原形質膜）におけるN a +ZK +—A T P a s e
および Z O — 1 の細胞内局在を維持 した。スケールバーは 1 0 0 である。
図 1 O A の E および F に示されるように、 B M P — 7 は、 l O O O n g m l
の濃度において、C E C を、機能関連マーカーの陽性発現をともな う、多角形
の接触阻害型表現型に維持することができた。なお、コン トロールは無添加で
ある。N A T P a s e 陽性細胞および Z O — 1 陽性細胞の両方 とも、
B M P — 7 で処理 した場合に、コン トロール に比べて割合が有意に増加 してい
た。 * P < 0 . 0 1 、 * * P < 0 . 0 5 。

【0 2 1 1 】
B M P - を用いて繊維芽細胞様〜の変化を抑制 し、内皮細胞機能を維持す

ることが証明された。
【0 2 1 2 】

本発明者 らは、骨形態形成タンパク質 7 ( B M P - 7 ) がH C E C の先行変
化を阻害することができるかどうかを調べた。線維芽細胞様H C E C をB M P
一 7 で l O n g m l 〜 ：L O O O n g / 1 の濃度範囲で処理 した。重要なこ
とに、線維芽細胞様の表現型の細長い細胞形状は、濃度依存的にB M P — 7 の
存在下に応答 して、多角形細胞形態へと変換 した （図 1 0 A のA ) 。 B M P —
7 によって、六角形の細胞形態が可能となり、ァクチンの細胞表層への細胞骨
格分布の維持が可能になった （図 1 0 A のB ) 。これは、正常のC E C におい
て観察 されるのと同様の状態である （Barry PA, Petroll 丽， Andrews
PM, Cavanagh HD, Jester JV. The spatial organization of
corneal endothelial cytoskeletal proteins and xheir relationship
t o the apical junctional complex. Investigative ophthalmology
visual science. 1995 ;36: 1115- 24) 。 N a +ZK + —A T P a s e 陽性細胞
(図 1 0 A のC ) および Z O — 1 陽性細胞 （図 1 0 A のD ) の細胞膜への細胞

内局在も維持されていた。 したがって、 B M P — 7 は、 l O O O n g m l の
濃度で、C E C を多角形の形態に維持 し、機能関連マーカーの陽性発現を伴 う
接触阻害による表現型の維持を行 うことができることが示された （図 1 0 A の
E および F ) 。この傾向は、 1 0 n g / m 1 でも見られ、 1 0 0 n g m 1 で
その傾向が増大しており、 1 0 0 0 n g / 1でより顕著であった。

【0 2 1 3 】
(実施例 7 ：追加的効果の確認）



本 実施例 では、 T G F — シ グナル伝 達 におい て p 3 8 M A P K の阻害剤
で もあ る S B 2 0 3 5 8 0 を、 S B 4 3 1 5 4 2 に加 えて用 い る こ とに よって
培養 正 常化 が強化 され る こ とを示 す。 以 下 に詳 細 を示す 。

【0 2 1 4 】
(材 料 お よび方法）

使 用 した材 料 の うち上記 比較 例 お よび実施 例 と同 じもの は上記 比 較 例 お よび
実施 例 と同様 に入 手 し培養 等 を行 った。

【0 2 1 5 】
シァ トル アイバ ン クか ら購 入 した研 究用 角膜 よ り角膜 内皮 細胞 を基底 膜 と と

もに機 械 的 に剥 離 し、 コラゲナ ーゼ を用 い て基 底 膜 よ りはが して 回収 後 、初 代
培養 を行 った。 培 地 は ヒ トは O p t i —M E M I R e d u c e d — S e r

M e d i , L i q i d ( I N V I T R O G E カ タ ロ グ番
号 ：3 1 9 8 5 — 0 7 0 ) + 8 % F B S ( B I OWE S T 、 カ タ 口グ番 号 ：S
1 8 2 0 - 5 0 0 ) + 2 0 0 g / m 1 C a C 1 2 · 2 H 2 0 ( S I GMA
カ タ ロ グ番 号 ：C 7 9 0 2 — 5 0 0 G ) + 0 . 0 8 % コ ン ドロ イ チ ン硫 酸
( S I GMA カ タ ログ番 号 ：C 9 8 1 9 — 5 G ) + 2 0 g m l ァ ス コ

ル ビ ン酸 （S I GMA カ タ 口グ番 号 ：A 4 5 4 4 — 2 5 G ) + 5 0 g / m
1 ゲ ンタマイ シ ン （I N V I T R O G E N カ タ ログ番 号 ：1 5 7 1 0 — 0 6
4 ) + 5 n g 1 E G F ( I N V I T R O G E N カ タ ログ番 号 ：P H G
0 3 1 1 ) を 3 T 3 フ ィー ダ一細胞 用 の馴化 させ た もの を基本 培 地 と して用 い
た。 また 、基本培 地 に S B 4 3 1 5 4 2 ( m o 1 T O C R I S 、力
タ 口グ番 号 ：1614) を添加 した も の 、 S B 2 0 3 5 8 0 ( l m o l し C
A L B I O C H E M 、 カ タ ログ番 号 ：5 5 9 3 8 9 ) を添加 した も の 、 S B 4
3 1 5 4 2 ( Ι m o l l ) お よび S B 2 0 3 5 8 0 ( 1 o 1 1 ) を
添加 した もの で 培養 した。

【0 2 1 6 】
回収 した ヒ ト角 膜 内皮 細胞 は二分 して 、一 方 は基本 培 地 で培養 して コ ン ト口

ール と して、他 方 は基 本培 地 に最 終濃 度 1 m o 1 1 とな る よ うに S B 4 3
1 5 4 2 ( T O C R I S 社 ） を添加 して培養 した。

【0 2 1 7 】

(結 果）
図 1 1 に示 す よ うに、 T G F — シ グナル伝 達 にお い て p 3 8 M A P 民の

阻害剤 で もあ る S B 2 0 3 5 8 0 を、 S B 4 3 1 5 4 2 に加 えて用 い る こ とに
よって、培 養 正 常化 が強化 され る こ とが実証 され 、 さ らに老化 に よ り活性 化 す
るこ とが知 られ て い る p 3 8 M A P K の阻 害剤 で あ る S B 2 0 3 5 8 0 を添
加 す る こ とで、老化 す る こ とで低 下す る こ とが知 られ て い る角膜 内皮密 度 が上
昇 した。 この こ とか ら S B 2 0 3 5 8 0 の老 化 抑 制 （未 分化維 持 ） の効 果 も追
加 的 に発揮 され る こ とに よ り、効果 が増 強 され る こ とが理解 され る。 この よ う
に、 p 3 8 M A P K 阻害 に加 えて T G F — シ グナ ル 阻害 に よ りヒ ト角膜 內
皮 細胞 が、継 代 を繰 り返 して も高密 度 で形 態 保 持 した ヒ ト角膜 内皮細胞 （H C

— c ) の培 養 が 可能 に な り、培 養 の正 常化 が よ り強 化 され る こ とが 分 か っ た
(継 代 を繰 り返 して も高密度 で形 態保 持 した H C E C がで き る こ とを示 す）。



【0 2 1 8 】
非特許文献 7 では、従来の角膜 内皮細胞培養培地では、継代す る と正常な状

態 を維持 しつつ増殖 させ るこ とができない ことが記載 されてい る。 また、非特
許文献 8 〜1 1 には、それぞれ、 F B S 、E G F お よび N G F を含 む培地、 b

一 F G F を用いた培地、 コラゲナーゼ を用いた培地、お よび馴化培地 を用いた
培地が記載 されているが、非特許文献 7 お よび比較例で示 された よ うに、いず
れ の従来培地 も、正常な機能 を維持 しつつ角膜 内皮細胞 を増殖す るこ とはで き
ない。 この文献 を参考に して、本発 明の培地または培養正常化剤 の効果 を評価
す る と、従来技術 の培地 に比べて格段 に正常化維持能があることが理解 され る。

【0 2 1 9 】
(実施例 8 ：好 ま しい培養法の確立）

以上の実施例等の結果 か ら、 ヒ ト角膜 内皮細胞 の好 ま しい培養法 の確 立 を試
みた。以下にその詳細 を示す。

【0 2 2 0 】
(材料お ょぴ方法）

使用 した材料 の うち上記比較例お よぴ実施例 と同 じものは上記比較例お よび
実施例 と同様 に入手 し培養等を行 った。

【0 2 2 1 】
シァ トル アイバ ンクか ら購入 した研究用角膜 よ り角膜 内皮細胞 を基底膜 とと

もに機械的に剥離 し、 コラゲナーゼ を用 いて基底膜 よ りはが して回収後 、初代
培養 を行 った。培地は ヒ トは〇 p t i — M E M I R e d u c e d — S e r

M e d m , L q i d ( I N V I T R O G E N カ タ ログ番
号 ：3 1 9 8 5 — 0 7 0 ) + 8 % F B S ( B I O W E S T 、カ タ口グ番 号 ：S

1 8 2 0 - 5 0 0 ) + 2 0 O m g C a C 1 2 2 H 2 0 ( S I G M A

カ タログ番号 ：C 7 9 0 2 — 5 0 0 G ) + 0 . 0 8 % コン ドロイチ ン硫酸 （S
I G M A カタログ番 号 ：C 9 8 1 9 — 5 G ) + 2 0 g 1 ァ ス コ ル ビ ン

酸 （S I G M A カタログ番号 ：A 4 5 4 4 — 2 5 G ) + 5 0 µ g 1 ゲン
タマイ シ ン （I N V I T R O G E N カ タログ番号 ：1 5 7 1 0 — 0 6 4 ) +

5 n g / 1 E G F ( V I T R O G E N カタログ番号 ：P H G 0 3 1

) を 3 T 3 フィーダ一細胞用 の馴化 させた ものを基本培地 として S B 4 3 1

5 4 2 ( Ι µ ι ο ΐ ΐ ) お よび S B 2 0 3 5 8 0 ( 1 m ο 1 1 ) を添加
した もので培養 した。

【0 2 2 2 】
プロ トコール は図 1 2 に例示 され る。詳細 には以下の とお りである。

【0 2 2 3 】
(培養法 1 )

初代培養お よび継代培養 時には接着促進作用 をもつ R h o キナーゼ阻害剤 で
ある Y — 2 7 6 3 2 (WA K O あるいは T O C R I S ) を最終濃度 1 0 m o

1 / 1 として 4 8 時間添加 した。
【0 2 2 4 】

(培養法 2 )



R h oキナーゼ阻害剤であるY —2 7 6 3 2 (WAK O、カタログ番号：2
5 3 - 0 0 5 1 3 ) を最終濃度1 0 η ο 1 1として培養中は常に添カ卩した

【0 2 2 5】
(培養法3)

Υ —2 7 6 3 2を添加しないで基本培地としてS Β 4 3 1 5 4 2 ( 1 m ο
1 1) およびSB 2 0 3 5 8 0 ( 1 µ τη ο \ / 1) を添加したもので培養し
た。

【0 2 2 6】
(結果）
図1 3に示すのは最終的に確立されたヒト角膜内皮細胞培養の1例であり、

この図および図1 2で示されるように、培養法1〜培養法3のいずれにおいて
も、ヒト角膜内皮細胞をその正常な機能を維持しつつ多角形の一層の正常の形
態を示す細胞として高密度で増幅させることが確認され、標準培養法の例を確
立することができた。

【0 2 2 7】
(実施例9 ：培養ヒト角膜内皮移植例）
実施例8で確立された培養法のうち培養法3により培養したヒト角膜内皮細

胞を、霊長類である力二クイザルを用いた角膜内皮不全モデル （水疱性角膜症
モデル）に移植した結果を示す。接着促進作用を有するROCK阻害剤ととも
に培養したヒト角膜内皮細胞を移植することにより角膜の透明治癒が得られる
ことを示す。これは本発明において培養したヒト角膜内皮細胞が生体において
も正常な機能を発現して、再生医療に応用できることを示す。

【0 2 2 8】
(材料および方法 )
使用した材料のうち上記比較例および実施例と同じものは上記比較例および

実施例と同様に入手し培養等を行った。
-力二クイザル：滋賀医科大学動物生命科学研究センターにおいて倫理審査を
得たのちに、可能な限り動物愛護的に以下の検討を行った。

【0 2 2 9】
全身麻酔下で力二クイザルの角膜輪部を1 . 5m 切開してシリコン製の手

術器具を前房内に挿入して角膜内皮細胞を機械的に搔爬して水疱性角膜症モデ
ルを作製する。続いて生体外で本発明による方法により培養したヒト角膜内皮
細胞を2 . 0 X 1 0 5個を基礎培地に懸濁して、接着促進効果を有するROC
K阻害剤であるY—2 7 6 3 2を最終濃度1 0 0 m o 1 1となるように添
加して前房内に注入した。コントロールとしてヒト角膜内皮細胞を2 . 0 X 1
0 5個を基礎培地に懸濁したものをROCK阻害剤を併用せずに注入した。注
入後、眼球が下向きになるようにうつむき姿勢で3時間維持して、角膜内皮面
八の細胞接着を促した。培養角膜内皮シートの移植による水疱性角膜症の治療
効果は細隙灯顕微鏡による角膜透明性評価、超音波パキメーターによる角膜厚
測定にて行った（図1 4 ) 。図1 4に示すように、霊長類モデル角膜内皮不全
モデルにおいて、本発明の方法で培養した細胞は、細胞のみでも良好な治療成
績を示し、ROCK阻害剤を加えるとさらに治療成績が改善した。



【0 2 3 0 】
2 . 5 力月後 に安楽死 させ 、角膜 を摘 出 して組織 を固定 した後 に、実施例 2

と同様 にファロィ ジンお よび N a + / K + — A T P a s e お よび Z O — 1 に対 し
て免疫染色 を行い、蛍光顕微鏡 にて撮影 した （図 1 5 ) 。結果 を図 1 5 に示す。
図 1 5 で も示す よ うに、霊長類モデル角膜 内皮不全モデル において、本発 明の
方法で培養 した細胞 は、細胞 のみで も良好 な治療成績 を示 し、 R O C K 阻害剤
を加 えるとさらに治療成績 が改善 し、特 に、 これ まで実現で きなか った、 ヒ ト
被験体において初 めて、角膜内皮 の正常 な機能 を維持す る治療法が本発 明によ
つて提供 された。

【0 2 3 1 】
(実施例 1 0 ：抗 T G F — 中和抗体での例）

本実施例では、抗 T G F — お 中和抗体で も同様 に培養正常化が達成 され るか
確認 した。薬剤 を交換す ること以外 は、上記比較例お よび実施例に準 じて実験
を した。

【0 2 3 2 】
(材料お よび方法）

使用 した材料の うち上記比較例お よび実施例 と同 じものは上記比較例お よび
実施例 と同様 に入手 し培養等 を行 った。
- 抗 T G F — 中和抗体 ：R & D S Y S T E M S 社の もの （カタログ番号 ：
M A B 2 4 0 ) を用いた。
• 培養方法 ：図 3 の結果 を示 した方法 （比較例 3 等 を参照） と同様 の方法 で ヒ

ト角膜 内皮細胞 を培養 した。続いて トリプ シ ン に て継代培養 を行 ったが、通常
培地 として O p t i — M E M I R e d u c e d - S e r u m M e d i u

m , L i q d ( I N V I T R O G E N カタログ番号 ：3 1 9 8 5 — 0

7 0 ) + 8 % ゥシ胎仔血清 （F B S ) ( B I O W E S T 、カ タログ番号 ：S 1

8 2 0 — 5 0 0 ) + 2 0 O g / 1 C a C 2 2 H 2 0 ( S I G M A 力
タ ロ グ番号 ：C 7 9 0 2 — 5 0 0 G ) + 0 . 0 8 % コ ン ドロイ チ ン硫酸 （S
I G M A カ タ ログ番号 ：C 9 8 1 9 — 5 G ) + 2 0 リ g ァ ス コル ビ ン酸
( S I G M A カタ口グ番号 ：A 4 5 4 4 — 2 5 G ) + 5 0 µ g / 1 ゲン

タマイ シ ン （I N V I T R O G E N カタ口グ番号 ：1 5 7 1 0 — 0 6 4 ) +

5 n g / m 1 E G F ( I N V I T R O G E N カタログ番 号 ：P H G 0 3 1

1 ) で培養 した もの と、 これ に T G F — お 中和抗体 （5 0 0 n g m l ) を添
加 した培地で培養 した ものを比較 した。
• 位相差顕微鏡 による形態観察 において、図 1 6 に示 され るよ うに、通常培地
では形質転換 して多角形細胞 の形態 を喪失 し、大小不動 の細胞 が多 く認 め られ
る一 方 で 、 T G F — ; 中和抗体添加培地では高密度の一層の多角形細胞 の形態
を維持できた。霊長類 C E C と一致 して、 C E C を、 T G F — ョ 受容体 に対す
る特異的イ ン ヒ ビター （S B 4 3 1 5 4 2 ) とともに培養 した場合、 この イ ン
ヒ ビタ一は、細胞 の形状が線維芽細胞様表現型 に変化す ることをプ ロックす る
こ とが で きた。 線維芽細胞様表現型 に対す る S B 4 3 1 5 4 2 の 阻害作用 と同
様 に、 T G F — ; に対す る中和抗体 （図 1 6 B ) もまた、細胞が線維芽細胞様
表現型 を獲得す るの をブ ロック した。



【0 2 3 3 】
この よ うに 、抗 T G F — 中和抗体 を用いても、 3 4 3 1 5 4 2 ぉ ょび

M P — 7 に代 えて用いて同様 の実験 を行い、培養正常化 を確認す ることがで き
た。

【0 2 3 4 】
本実施例 において も、 T G F — β 自体 を中和す るこ とに よって T G F —

シグナル伝達 をを阻害 して も、線維化が抑制 され 、 Z O — 1 お よび N a + K +

- A T P a s e の活性 を保持す ることが示 され、継代培養 して も 「正常化 」活
性 を維持 しつつ増殖 させ ることがで きることが証明 されだ。

【0 2 3 5 】
(実施例 1 1 ：別法での角膜 内皮 の培養正常化例）

本実施例 では、上述の実施例で用いた S B 4 3 1 5 4 2 以外 の方法 として S

m a d 3 阻害剤 を用いて T G F — シ グナ ル を阻害 させ ヒ ト角膜内皮 の形質転
換 を抑制す ることができることを実証 した。以下にその詳細 を示す。

【0 2 3 6 】
(材料お よび方法）

使用 した材料 の うち上記比較例お ょぴ実施例 と同 じものは上記比較例お よび
実施例 と同様 に入手 し培養等 を行 つた。
. S m a d 3 阻害剤 ：C a 1 b i o c h e 社 の 6 ， 7 —ジメ トキシ ー 2 —

( ( 2 E ) 一 3 — （1 ー メ チル ー 2 — フ エ 二 ル ー 1 H — ピ ロ 口 [ 2 ， 3 - b ]

ピ リジ ン 一 3 —ィ ル ー プ ロプ 一 2 — エ ノィ ル ） ） 一 1 , 2 ， 3 ， 4 ーテ トラ ヒ
ドロイ ソキノロ ン （カ タログ番号 ：5 6 6 4 0 5 ) を用いた。 S m a d 3 阻害
剤 は、M e r c k M i l l i p o r e か らも入手可能である。
• 培養方法 ：図 3 の結果 を示 した方法 （比較例 3 等 を参照） と同様 の方法で ヒ

ト角膜内皮細胞 を培養 した。続いて トリプシ ン にて継代培養 を行 ったが、通常
培地 として O p t i — M E M I R e d c e d - S e r u m M e d i u

m ， L q u d ( I N V I T R O G E N カ タログ番号 ：3 1 9 8 5 — 0

7 0 ) + 8 % ゥシ胎仔血清 （F B S ) ( B I O W E S T 、カタ口グ番号 ：S 1

8 2 0 - 5 0 0 ) + 2 0 O g C a C 1 2 2 H 2 0 ( S I G M A 力
タログ番号 ：C 7 9 0 2 — 5 0 0 G ) + 0 . 0 8 % コン ドロイチ ン硫酸 （S
I G M A カ タ ログ番 号 ：C 9 8 1 9 — 5 G ) + 2 0 ァ ス コル ビ ン酸
( S I G M A カタログ番号 ：A 4 5 4 4 — 2 5 G ) + 5 0 g / 1 ゲ ン

タマ イ シ ン （I N V I T R O G E N カタログ番 号 ：1 5 7 1 0 — 0 6 4 ) +

5 n g / m E F ( I N V I T R O G E N カタログ番号 ：P H G 0 3 1

1 ) で培養 した もの と、 これ に S m a d 3 阻害剤 （0 . 3 M お よび 3 m M )

を添加 した培地で培養 した ものを比較 した。
【0 2 3 7 】

その結果 を図 1 7 に示す。位相差顕微鏡 による形態観 察 において、通常培地
では形質転換 して多角形細胞 の形態 を喪失 し、大小不動 の細胞 が多 く認 め られ
る一方 で、 S m a d 3 阻害剤添加培 地では 0 . 3 m M お よび 3 m M ともに高密
度の一層の多角形細胞 の形態 を維持できた。す なわち、霊長類 C E C と一致 し
て 、 C E C を、 T G F — 受容体に対す る特異的イ ン ヒ ビター （S B 4 3 1 5



4 2 ) とともに培養 した場合、このイ ン ヒビターは、細胞の形状が線維芽細胞
様表現型に変化することをプ ロックすることができた。線維芽細胞様表現型に
対する S B 4 3 1 5 4 2 の阻害作用 と同様に、 S m a d 3 イ ンヒビター （図 1
7 ) もまた、細胞が線維芽細胞様表現型を獲得するのをブロックした。

【0 2 3 8 】
(考察）

視覚障害をともなう角膜内皮機能不全は、角膜移植手術の主要な適応症であ
る [Darlington JK, et al. (2006) Ophthalmology 113 : 2171-2175] 、
[Price MO, et al. (2010) Clin Experiment Ophthalmol 38 ： 128-
140] 。角膜移植は角膜内皮機能不全について広 く行われているが、研究者 らは
現在、健康な角膜內皮を回復 させ るための代替的な方法を探究 している。角膜
内皮が、若い ドナーか ら培養 され、 「マス ター細胞」 としてス トックすること
により、高い機能的能力を持つ細胞の移植が可能 となる。加えて、拒絶の リス
クを低 下 させ るた めの H L A 適 合移植 [Khaireddin R， et al. (2003)
Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol 241 : 1020-1028] 、 [Coster DJ,
et al. (2005) Am J Ophthalmol 140: 1112- 1122] が可能 となる。組織生
体工学は、視力を失つた患者のための治療を開発するための新たなアプローチ
である [Engelmann K, et al. (2004) Exp Eye Res 78: 573—578] 。今
日までに、生体工学的アプ ローチを利用する 2 つの方法が存在する ：1 ) 生体
工学 コンス トラク ト上に接着 させた培養 ドナー H C E C の使用 [Ishino Y,

et al. (2004) Invest Ophthalmol Vis Sci 45 ： 800-806] 、 [Mimura T ,

et al. (2004) Invest Ophthalmol Vis Sci 45： 2992-2997] 、 [Koizumi
N, et al. (2007) Invest Ophthalmol Vis Sci 48: 4519—4526] 、
[Koizumi N, et al. (2012) Exp Eye Res 95： 60—67] 、そ して、 2 )
前 眼房 内へ の培養 H C E C の移植 [Okumura N, et al. (2012) Am J
Pathol 181 : 268—277] 、 [Mimura T， et al. (2003) Exp Eye Res 76:
745-751] 、 [Mimura T, et al. (2005) Invest Ophthalmol Vis Sci
46 : 3128 3135] 、 [Patel SV， et al. (2009) Invest Ophthalmol Vis
Sci 50 ： 2123 2131] 。臨床の状況に対 してこれ ら 2 つの方法のいずれを応用
するかに関わらず、H C E C のための効率的な培養技術の確立は、必須かつ不
可避である [Peh GS， et al. (2011) Transplantation 91： 811 819] 。多
くの研究者が、H C E C の不変で長期の培養を確立することが非常に難 しいこ
とを認 めている [Engelmann K, et al. (2004) Exp Eye Res 78 ： 573-
578] 。 H C E C の首尾よい培養がいくつかのグループによって報告 されている

、単離およびその後の培養プロ トコール に ともな う手順は、研究室間で非常
に多様である [Peh GS, et al. (2011) Transplantation 91 : 811 819] 。
最も困難な問題の 1 つは、H C E C が、各継代ごとに甚だしい線維芽細胞様の
変化を受けやすいことである [Engelmann K， et al. (2004) Exp Eye Res
78 ： 573-578] 。それゆえ、移植の目的での後の使用のために生理学的表現型
を維持するためには、 C E C の自発的な転換を回避する手段を見出す ことが必
須である。

【0 2 3 9 】



内皮細胞から線維芽細胞様の細胞への転換は、内皮間葉転換と呼ばれる。こ
うした転換は、 S m a d 2 ノ 3 経路を介 してT G F — お によって誘発される
[Saika S (2006) Lab Invest 86 : 106-1 15] 。内皮間葉転換は、接触阻
害型の単層の喪失、および、原形質膜における頂端結合タンパク質の喪失とい
つた、特徴的な内皮表現型の喪失を引き起こす。さらに、これは、 1 型コラー
ゲンおよびフイブロネクチンといつた繊維性タンパク質の誘導を引き起こす。
本研究において、本発明者らは、培養 C E C の線維芽細胞様表現型が、内皮様
の特徴を大きく失 うことを実証した ；N a + K + — A T P a s e および Z O —
1 の発現は、著しく低減し、その細胞内局在化は、真の細胞膜ではなくサイ ト
ゾル内となった。さらに、線維芽細胞様表現型は、基底膜表現型 （I V 型およ
びV I I I 型コラーゲン）ではなく、線維性 E C M タンパク質 （1 型コラーゲ
ン、フイブロネクチンおよびインテグリン 5 ) の産生を著しく増強する。こ
のような望ましくない細胞の存在は、臨床の状況における培養細胞の移植の成
功を大きく妨げるであろう。それゆえ、何が表現型の変化を引き起こし、培養
C E C のこのような内皮間葉転換プロセスにおいてどのように干渉するかを決
定することが重要である。 S m a d 2 ノ 3 のリン酸化が線維芽細胞様表現型に
おいて大いに増強されたという事実から、本発明者らは、線維芽細胞様表現型
力、 霊長類およびヒトの両方のC E C において、T G F — ； シグナノレ伝達によ
つて媒介されると結論付けるに至った。それゆえ、本発明者らは、線維芽細胞
様表現型において観察される内皮間葉転換プロセスをプロックするためにT G
F — β 受容体に対する特異的インヒビター （S B 4 3 1 5 4 2 ) [ Inman GJ,
et al. (2002) Mol Pharmacol 62 : 65- 74] を用いた。 S B 4 3 1 5 4 2 は
望ましくない細胞の変化を完全に無効にし、霊長類またはヒ トのいずれかの C
E C 培養をS B 4 3 1 5 4 2 で処理した場合、線維芽細胞様表現型への細胞の
不可避の変化は、完全に無効にされた。同時に、 Z O — 1 およびN a +Z K +—
A T P a s e の特徴的な細胞内位置が原形質膜に戻 り、そして、これら2 つの
タンパク質の発現はm R N A およびタンパク質の両方のレベルにおいて大きく
増大し、これらの培養におけるバ リアおよびポンプの機能がインタク トである
ことが示唆される。さらに、本発明者らは、線維性 E C M タンパク質の産生が
大きく減少したことも見出した。本発明者らはさらに、周知の抗 E M T 因子で
あるB M P — 7 [Zei sberg M, et a l . (2003) Nat Med 9： 964-968] 、
[Ze i sberg M, et a l . (2007) J Bio l Chem 282 ： 23337- 23347] が、H C
E C の線維芽細胞様表現型を逆転させる作用について検討した。 B M P — 7 は
また、線維芽細胞様表現型を、単層の特徴的な内皮接着を持つ正常な角膜内皮
細胞へと逆転させた。まとめると、 S B 4 3 1 5 4 2 およびB M P — 7 はとも
に、培養 C E C の正常な内皮表現型を維持するための強力なツールとなり得、
したがって、その後の移植の成功につながる。

【0 2 4 0 】
結論として、本発明者らの知見は、T G F — 受容体に対するインヒビター
( S B 4 3 1 5 4 .2 ) およびノまたは、抗 E M T 分子 （B M P — 7 ) の使用が、

H C E C を正常な生理学的機能 （すなわち、バリアおよびポンプの機能）を維
持したまま増殖させることを可能にすることを示 した。より徹底的な将来の研



究が有益 であるが、本発 明者 らは、数回の継代 の後で さえ、形態お よび機能 に
関 して、連続的な S B 4 3 1 5 4 2 または B M P — 7 で の処置の何 らかの明 白
な有害作用 を認 めていない。本研 究は、再生医療 に用い るための H C E C の効
率的な生体外での培養法 に関す るプ ロ トコー ル を提供す るもので あることを証
明 し得 る。加 えて、培養 中の線維芽細胞様 の変化 の阻害の この新 たな戦略は、
最終的に、臨床 医に対 して、角膜 内皮機能不全 の治療 のためな らず 、様 々な病
理学的疾患全般 のための再生医療 にお ける新 たな治療様式 を提供す るこ とがで
きる。

【0 2 4 1 】
(実施例 1 2 ：他の阻害剤 での例）

本実施例では、他の T G F — β シ グナ ル 阻害剤で も同様 に培養正常化 が達成
され るか確認す る。薬剤 を交換す ること以外 は、上記実施例 に準 じて実験 をす
ることができる。

【0 2 4 2 】
(材料お ょぴ方法）

• Α 8 3 — 0 1 ( T O C R I S 社 または ミルテューバイオテ ク （M i 1 t e η

y i B i o t e c ) 社か ら入手可能） ：A 8 3 — 0 1 は I 型 T G F — b 受容
体 A L K 5 、A c t i v i n / N o d a 1 受容体 A L K 4 、N o d a 1 受容体
A L K 7 の選択的阻害物質である。
- S t e o l e c l e  A L K 5 イ ン ヒ ビター （ミル テニーバイオテ ク
( M i l t e n y i B i o t e c ) 社 か ら入手可能） ： 1 型 丁 — 受容

体であるァクチ ビン受容体様 キナーゼ （a c t i v i n r e c e p t o r

l i k e k s e ) ( A L K 5 ) の選択的な A T P 競合的阻害物質であ
る。
· L D N - 1 9 3 1 8 9 ( ミル テューバイオテ ク （M i l t e n y i B i o

t e c ) 社か ら入手可能） ：B M P T y p e I 受容体 A L K 2 お よび A L

K 3 を阻害す る。
• S a d の s i R N A (標 準的な方法で合成す る。）
これ らを上記実施例 で使用 された S B 4 3 1 5 4 2 または B M P — 7 に代 え

て用いて同様 の実験 を行い、培養正常化 を確認す る。
【0 2 4 3 】

本実施例 において も、いずれの T G F — シグナル阻害剤 であって も、線維
化 が抑制 され、 Z O — 1 お よび N a + Z K + — A T P a s e の活性 を保持す るこ

とが示 され、継代培養 して も' 「正 常化」活性 を維持 しつつ増殖 させ ることがで
きることが証明 され る。

【0 2 4 4 】
(実施例 1 2 ：製剤例 ：角膜 内皮 シー ト調製用培養液）

本実施例では、製剤例 として、本発 明の培養正常化剤 を含有す る角膜 内皮 シ
一ト調製用培養液 を以下の よ うに して製造す る。

【0 2 4 5 】
常法 によ り下に示す培養液 を調製す る。

S B 4 3 1 5 4 2 3 . 8 4 3 9 m g



SB 2 0 3 5 8 0 3 . 7 7 4 3 g
F B S O L
ペニシリン一ストレプトマイシン溶液 1 L
FGF b a s i c 2 0 0 n g
DMEM 適量
全量 1 0 OmL
F B Sは例えば、B I OWE ST (カタログ番号：S 1 8 2 0—5 0 0 ) ま

たはインビトロジェン製、ぺニシリンーストレブトマイシン溶液はナカラィテ
スク製 （ペニシリン 5 0 0 0 u / L，ストレプトマイシン 5 0 0 0 g
ノmL含有）、F GF b a s i c は例えば、インビトロジェン製 （I NV I
T ROGEN カタ口グ番号：1 3 2 5 6—0 2 9 ) 、SB 4 3 1 5 4 2はT
OCR I S社製、SB 2 0 3 5 8 0はCA L B I OCH EM社製、DMEM は
インビトロジ工ン製を用いることができる。

【0 2 4 6】
(実施例1 3 ：製剤例：培養正常化剤を含有する角膜保存液）
本実施例では、製剤例として、本発明の培養正常化剤を含有する角膜保存液

を以下のように製造する。
【0 2 4 7】

常法により下に示す保存液を調製する。
SB 4 3 1 5 4 2 3 . 8 4 3 9 g
SB 2 0 3 5 8 0 3 . 7 7 4 3 g
O p s o l - GS (B a u s c h —L omb ) 適量
全量 1 0 0mL
各成分は、実施例1 2 と同様に入手することができる。

【0 2 4 8】
(実施例1 4 ：移植用培養角膜内皮細胞シートの作製）
本実施例では、実施例8で確立した手法または同等の方法により調製したゥ

サギ角膜内皮細胞を使用する。また、本実施例では、実施例9 と同様の方法に
より調製した細胞接着促進剤としてのR h oキナーゼ阻害剤または対照物質を
使用する。

【0 2 4 9】
移植用培養角膜内皮細胞シートの作製時にR h oキナーゼ阻害剤、例えば、

Y - 2 7 6 3 2を添加し、上述の実施例と同様の手法を用いて、角膜内皮細胞
の機能タンパクであるZ〇一1およびN a+ZK +A T P a s eの蛍光免疫細胞
染色を行い、発現を確認する。

【0 2 5 0】
角膜内皮シートを、9 5%エタノール （一3 0 °C) で 1 0分間固定する。P

B S洗浄の後、0 . 5% T r i t o n X—1 0 0 / P B Sで5分間処理する
その後、1%B SAZ PB Sを1時間処理する。その後、抗Z〇一1抗体また
は抗N a+/K +A T P a s e抗体をー晚処理する。PB S洗浄後、A l e x a
- 4 8 8標識2次抗体を1時間処理する。PB S洗浄後、DA P I 含有の封入



剤を滴下し、カバーガラスで封入する。蛍光顕微鏡で写真を撮影し、Z O— 1
および、N a + K + A T P a s eの発現を確認する。

【0 2 5 1】
(実施例 1 5 ：注入剤の調製例）

点眼剤の調製例
各濃度の被験物質の組成を以下に示す。

【0 2 5 2】
Y —2 7 6 3 2 (WAK 〇、カタログ番号 ：2 5 3 —0 0 5 1 3 ) または他

のR h oキナーゼ阻害剤 0 . 0 0 3 g、0 . 0 1 g、0 . 0 3 g、0 . 0 5
gまたは0 . l g (脱塩酸体としての用量）
塩化ナトリウム 0 8 5 g
リン酸二水素ナトリウム二水和物 0
ベンザルコニゥム塩化物 0 0 0 5 g
水酸化ナトリウム
精製水

0 Om g (p H 7 . 0 )
【0 2 5 3】

点眼剤は、基剤で希釈することも出来る
【0 2 5 4】

基材の組成は以下のとおり。
【0 2 5 5】

塩化ナトリウム 8 5 g
リン酸ニ水素ナトリゥムニ水和物 1
ベンザルコニゥム塩化物 0 0 5 g
水酸化ナトリウム
精製水

全量 l OOm g (p H 7 . 0 ) 。
【0 2 5 6】

以上のように、本発明の好ましい実施形態を用いて本発明を例示してきたが、
本発明は、特許請求の範囲によってのみその範囲が解釈されるべきであること
が理解される。本明細書において引用した特許、特許出願および文献は、その
内容自体が具体的に本明細書に記載されているのと同様にその内容が本明細書
に対する参考として援用されるべきであることが理解される。
【産業上の利用可能性】

【0 2 5 7】
角膜内皮細胞の正常化培養方法が提供され、角膜移植に関連する技術に関与

する産業 （細胞培養産業、製薬等）において利用可能な技術が提供される。
【配列表フリーテキスト】

【0 2 5 8】
配列番号 1 ：N a + K+—A T P a s eのフォヮ一ドプライマ一 ；CT T CC



配列番号 2 ：N a + / K + - A T P a s e の リバースプ ライマー ；G G A T G A

配列番号 3 ：Z O — 1 のフォヮ一 ドプライマ一 ；G G A C G A G G C A T C A

T C C C T A A

配列番号 4 ：Z O — 1 の リバースプ ライマー ；C C A G C T T C T C G A A G

A A C C A C

配列番号 5 ：G A P D H のフォ ヮ一 ドプ ライマ一 ：G A G T C A A C G G A T

T T G G T C G T

配列番号 6 ：G A P D H の リバースプライマー ：T T G A T T T T G G A G G

G A T C T C G

配列番号 7 ：C o l l a g e n 1 のフォヮ一 ドプライマ一 ：T C G G C G A

G A G C A T G A C C G A T G G A T

配列番号 8 ：C o l l a g e n 1 の リバースプライマー ：G A C G C T G T

A G G T G A A G C G G C T G T T

配列番号 9 ：C o 1 1 a g e n 4 のフォ ヮ一 ドプ ライマ一 ：A G C A A G G

T G T T A C A G G A T T G G T

配列番号 1 0 ：C o 1 1 a g e n 4 の リバースプライマー ：A G A A G G A

C A C T G T G G G T C A T C T

配列番号 1 l : C o l l a g e n 8 の フォ ヮ一 ドプライマ一 ：A T G T G A

T G G C T G T G C T G C T G C T G C C T

配列番号 1 2 ：C o 1 1 a g e n 8 の リバースプライマ一 ：C T C T T G G

G C C A G G C T C T C C A

配列番号 1 3 : F i b r o n e c t i n のフォ ヮ一 ドプ ライマ一 ：A G A T G

A G T G G G A A C G A A T G T C T

配列番号 1 4 : F i b r o n e c t i n の リバースプライマー ：G A G G G T

C A C A C T T G A A T T C T C C

配列番号 1 5 : i n t e g r i n 5 のフォ ヮ一 ドプ ライマ一 ：T C C T C

A G C A A G A A T C T C A A C A A

酉己歹番サ 1 6 ： i n t e g r i n 5 の リバースプライマー ：G T T G A G

T C C C G T A A C T C T G G T C

配列番号 1 7 : i n t e g r i n β 1 の フォ ヮ一 ドプライマ一 ：G C G A

A G A C T A T C C C A T T G A C C

配列番号 1 8 : i n t e g r i n β の リバースプライマー ：A T T T C C

A G A T A T G C G C T G T T T T



_ ' 請求の範囲
【請求項 1 】

線維化抑制剤 を含む角膜内皮細胞 の培養正常化剤。
【請求項 2 】

前記線維化抑制剤 は トラ ンス フォ ー ミン グ増殖 因子 （T G F ) シグナル阻害
剤 を含む、請求項 1 に記載 の培養正常化剤。
【請求項 3 】

前記培養正常化 は、 Ζ 〇 一 1 お よび N a + K + — A T P a s e か らなる群 よ り
選択 され る細胞機能が正常であることを含む、請求項 1 に記載 の培養正常化剤。
【請求項 4 】

前記培養正常化 は角膜移植 に適応す る移植用細胞 を製造す るた めの もの で あ る、

請求項 1 に記載の培養正常化剤。
【請求項 5 】

前記移植用細胞 は霊長類の細胞である、請求項 4 に記載の培養正常化剤。
【請求項 6 】

前記移植用細胞 は ヒ トの細胞である、請求項 4 に記載 の培養正常化剤。
【請求項 7 】

前記 T G F — ； シ グナ ル 阻害剤 は、 T G F — の ア ン タ ゴ ス ト、 T G F —
β の レセ プ ター の ア ン タ ゴュ ス ト、 ま た は S m a d 3 の 阻害剤 で あ る、請求項

2 に記載 の培養正常化剤。
【請求項 8 】

前記 T G F — お シ グナ ル 阻害剤 は、 4 一 [ 4 一 （1 ， 3 —べ ン ゾジォ キソール
一 5 — ィ ル ） 2 — ピ リジニル ） ] 一 1 H — イ ミダゾール ー 2 — ル ] ベ ンズ ァ
ミ ド、 B M P — 7 、抗 T G F — 抗体、抗 T G F — レセ プ ター 抗体、 T G
F - の s i R N A 、T G F — お レセ プ ター の s i R N A 、T G F — の ァ
ンチ セ ン ス オ リゴヌ ク レオ チ ド、 6 ， 7 — ジ メ トキ シ ー 2 — ( ( 2 E ) — 3 —

( 1 ー メチ ル ー 2 — フ エ 二ル ー 1 H — ピ ロ 口 [ 2 ， 3 - b ] ピ リジ ン 一 3 — ィ
ル ー プ ロプ ー 2 — エ ノィ ル ） ） 一 1 ， 2 , 3 ， 4 ーテ トラ ヒ ドロイ ソキ ノ ロ ン 、
3 — （6 — メ チ ル ー 2 — ピ リジ ニ ル ） 一 N — フ エ 二 ル ー 4 一 （4 一 キ ノ リニ

ノレ） 一 1 H — ピ ラ ゾー ル ー 1 一 カル ボ チ オ ア ミ ド、 2 — （3 — （6 — メチ ル ビ
リジ ン 一 2 — ィ ル ） 一 1 H — ピ ラ ゾー ル ー 4 一 ィ ル ） ー 1 ， 5 — ナ フチ リジ ン、
6 — ( 4 — （ピペ リジ ン 一 1 一 ィ ル ） エ トキ シ） フ エニ ル ） 一 3 — （ピ リジ ン

一 4 一 ィ ル ） ピラ ゾ 口 [ 1 ， 5 — a ] ピ リ ミジ ン、 2 — （5 — ク ロ ロ ー 2 — フ
ル オ ロ フ ェ ニ ル ） 一 4 — [ ( 4 一 ピ リジ ニル ） ァ ミノ ] プ テ リジ ン、 4 一 [ 3 .
― ( 2 — ピ リジニル ） 一 1 H — ピ ラ ゾー ル ー 4 一 ィ ル ] 一 キ ノ リン、 そ れ らの
薬学的 に許容可能 な塩 も しくは溶媒和物、またはその薬学的に受容可能 な塩 の
溶媒和物 を少な くとも 1 種含む、請求項 に記載の培養正常化剤。
【請求項 9 】

前記 T G F — ; シ グナル 阻害剤 は、 4 一 [ 4 一 （1 ， 3 —べ ンゾジォキ ソー ル
一 5 —ィル ） 2 — ピ リジニ ル ） 一 1 H — イ ミダゾール ー 2 —ィ ル ] ベ ンズ ア ミ

ドまたはその薬学的に許容可能な塩 を含む、請求項 2 に記載の培養正常化剤。
【請求項 1 0 】



前記線維化抑制剤 は さらにM A P キナーゼ阻害剤 を含む、請求項 1 に記載 の培
養正常化剤。
【請求項 1 1 】

前記M A P キナーゼ阻害剤 は 4 一 [ 4 一 （4 一 フ ル オ ロ フ ヱニ ル ） 一 2 — （4
ーメチル ス ノレフ ィ ニ ノレフ エ ニ ル ） 一 1 H —イ ミ ダゾーノレ一 5 — ル ] ピ リ ジ ン

またはそ の薬学的に許容可能な塩 を含む、請求項 1 0 に記載の培養正常化剤。
【請求項 1 2 】

老化抑制剤 をさらに含む、請求項 1 に記載の培養正常化剤。
【請求項 1 3 】

前記老化抑制剤 は、 p 3 8 M A P キナーゼ阻害剤 を含 む、請求項 1 2 に記載
の培養正常化剤。
【請求項 1 4 】

前記老化抑制剤 は 4 一 [ 4 一 （4 一 フル オ ロ フ ヱニル ） 一 2 — （4 ーメチル ス
ル フ ィニル フ エニ ル ） 一 1 H —イ ミダゾール ー 5 —ィ ル ] ピ リジ ン ま た は そ の

薬学的に許容可能な塩 を含む、請求項 1 3 に記載の培養正常化剤。
【請求項 1 5 】
4 一 [ 4 一 （1 ， 3 —ベ ン ゾ ジォ キ ソー ル ー 5 —ィ ル ） 2 — ピ リジ ニル ） 一 1
H —イ ミダゾール ー 2 —ィ ル ] ベ ンズア ミ ドまたはその薬学的 に許容可能 な塩
と、 4 一 [ 4 一 （4 一 フル オ ロ フ ェ ニル ） 一 2 — （4 ーメチル スル フ ィエル フ
ェニル ） 一 1 H —イ ミダ ゾー ル ー 5 — ル ] ピ リジ ン） ま た は そ の 薬学的 に許

容可能 な塩 を含む、請求項 1 に記載 の培養正常化剤。
【請求項 1 6 】

細胞接着促進剤 をさらに含 む、請求項 1 のいずれか 1 項 に記載 の培養正 常化剤。
【請求項 1 7 】

前記細胞接着促進剤 は （R ) — （+ ) — トラ ン ス 一 （4 一 ピ リジ ル ） 一 4 一
( 1 一 ア ミノエ チ ル ） ー シ ク ロへ キサ ンカル ボ キ サ ミ ドま た は そ の薬学的 に許

容可能 な塩 を含む、請求項 1 6 に記載 の培養正常化剤。
【請求項 1 8 】

前記線維化抑制剤 は、前記角膜 内皮細胞 の培養 の間常に存在 させ、他方、前記
接着促進剤 は、一定期 間存在 させ た後、いったん該接着促進剤 を欠損 させ 、再
度該細胞接着促進剤 は、一定期 間存在 させ ることを特徴 とす る、請求項 1 6 に
記載の培養正常化剤。
- 【請求項 1 9 】
前記線維化抑制剤お よび前記細胞接着促進剤 の両方 を、前記角膜内皮細胞 の培
養 の間常に存在 させ ることを特徴 とす る、請求項 1 6 に記載の培養正常化剤。 .
【請求項 2 0 】

前記移植用細胞 は、角膜 内皮障害 の予防または治療 のための ものである、請求
項 4 に記載 の培養正常化剤。
【請求項 2 1 】

請求項 1 に記載 の培養正常化剤 と角膜 内皮 の培養成分 とを含 む、角膜 内皮細胞
を正常に培養す るための培地。
【請求項 2 2 】



請求項 1 に記載の培養正常化剤 を用いて角膜 内皮細胞 を培養す る工程 を包含す
る、角膜内皮細胞 を正常に培養す る方法。
【請求項 2 3 】

請求項 2 2 に記載 の方法で培養 され る角膜 内皮細胞。
【請求項 2 4 】

請求項 1 に記載の培養正常化剤 を含む、角膜內皮細胞 の保存液。
【請求項 2 5 】

請求項 1 に記載の培養 正常化剤 を用いて角膜 内皮細胞 を培養す る工程 を包含す
る、角膜 内皮細胞 を正常に培養す る方法 によつて生産 された角膜 内皮細胞 を含
む、角膜 内皮疾患、障害または状態の処置または予防のための医薬。
【請求項 2 6 】

前記処置または予防は、霊長類 の角膜 内皮 のた めのものである、請求項 2 5 に
記載 の医薬。
【請求項 2 7 】

前記処置または予防は、 ヒ トの角膜 内皮 のた めの ものである、請求項 2 5 に記
載の医薬。
【請求項 2 8 】 -

前記角膜内皮細胞 は霊長類 由来である、請求項 2 5 に記載 の医薬。
【請求項 2 9 】

前記角膜内皮細胞 は ヒ ト由来である、請求項 2 5 に記載 の医薬。
【請求項 3 0 】

前記角膜 内皮疾患、障害または状態が水疱性角膜症 または角膜 内皮炎 である、
請求項 2 5 に記載の医薬。
【請求項 3 1 】

前記医薬 は、シー ト状 または懸濁物である、請求項 2 5 に記載の医薬。
【請求項 3 2 】

細胞接着促進剤 をさらに含む、請求項 2 5 に記載 の医薬。
【請求項 3 3 】

前記細胞接着促進剤 は （R ) — （+ ) — トラ ン ス 一 （4 一 ピ リジル ） 一 4 一
( 1 一ア ミノエチル） ーシクロへ キサ ンカル ボキサ ミ ドまたはその薬学的 に許

容可能な塩 である、請求項 3 2 に記載 の医薬。
【請求項 3 4 】

請求項 1 に記載の培養正常化剤 を用いて角膜 内皮細胞 を培養す る工程 を包含す
る、角膜内皮細胞 を正常に培養す る方法 によって生産 された角膜内皮細胞 を用
いる工程 を包含す る、角膜 内皮疾患、障害または状態の処置 または予防のため
の方法。
【請求項 3 5 】

細胞接着促進剤 を含む、. ヒ トの角膜 内皮疾患、障害または状態の処置 または予
防のための医薬。
【請求項 3 6 】



前記細胞接着促 進剤 は （R ) — （+ ) — トラ ン ス 一 （4 一 ピ リジル ） 一 4 一
( 1 一 ア ミノエチル） ーシク口へ キサ ンカル ボキサ ミ ド2 塩酸 1 水 和物 である

請求項 3 5 に記載の医薬。
【請求項 3 7 】

前記 医薬 は、請求項 1 に記載 の培養正常化剤 を用いて角膜 内皮細胞 を培養す る
工程 を包含す る、角膜 内皮細胞 を正常に培養す る方法 によって生産 され た角膜
内皮細胞 と共 に用い られ る、細胞接着促進剤 を含む、 ヒ トの角膜 内皮疾患、障
害または状態の処置 または予防のための医薬。
【請求項 3 8 】

前記角膜 内皮疾患、障害または状態 が水疱性角膜症 または角膜 内皮炎で ある、
請求項 3 5 に記載の医薬。
【請求項 3 9 】

細胞接着促進剤 を処置 または予防が必要 な被験体 に投与す る工程 を包含す る、
ヒ トの角膜 内皮疾患、障害または状態の処置 または予防のための方法。
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suppre s se s f ibrot i c reacti on o f reti nal p i gment 1 6- 3 9
epi thel ial c e l l s . Laborato r y nve s t i gati on ,
2 005 , Vol . 85 , pp . 83 8- 85 0

A JOYCE . C . , Pro l i f e rative capaci t y o f the
corneal endothe l ium . Progre s s i n Ret inal and
Eye Re search , 2 003 , Vol . 22 , pp . 35 9- 3 89

A SAI KA S . , TG pathobio logy i n the eye .
Laboratory nve s t igat ion , 2006 , Vo l . 86 ,
pp . 10 6- 115

A SAI KA S . et a l . , Fibrot i c d i so rder s i n the eye ：
Target s o f gene the rapy . Progre s s i n Ret inal
and Eye Re search , 2 008 , Vo l . 27 , pp . 177- 1 96

A WO 2005 / 038015 Al (CELLULAR BIOENGINEERING ,
INC . ) ,
2 8 Apri l 2005 (28 . 0 . 2005 ) ,
& EP 1675 944 Al & JP 2007- 508015 A
& US 2007 / 02753 65 A l
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
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Box No. I I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Ill Observations where unity of invention i s lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:
The invent ions d e s cribed i n c l aims 1 - 3 4 (a f i r s t group o f i nventi o n s ) r e late

t o " a culture- n o rmal z ing agent f o r a corneal endothe l i a l cel l , h i c h compri s e s
a fibro s i s i nhibitor " .

The i nventi o n s d e s cribed i n c l aims 3 5 - 3 9 (a s e cond group o f i nventi o n s )
rel ate t o " a medi cinal agent for treating o r prevent ing a c o rneal endothe l i a l
d i s e a s e i n a human body , whi c h compri s e s a cel l adhe s i o n promote r " .
( Cont inued t o ext r a sheet )

. □ A s all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2 . A s all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. □ A s only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4 . □ N o required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report i
restricted to the invention first mentioned in the claims; it i s covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

N o protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2》（July 2009)
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I PCT / JP2 012 / 084320
Conti nuat ion _o f _Box No . I l l o f cont inuati on _of _f i r st _sheet (2)

A common matter between the f i r st group of invent ions and the second
group of invent ions i s " a compo si t ion containing a medi c i nal agent capable
o f act ing on a corneal endothe l ium" . However , the compo si t i on i s known ,
as di sc l osed i n document s 2- 4 . The r e fore , the matte r cannot be regarded
as a special t echni cal feature .

Con sequentl y , the f i r st inventi on group and the second i nventi on group
do not comply with unity of i nvent ion .
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国際調査報告 国際出願番号 P C T / J P 2 0 1 2 / 0 8 4 3 2 0

発明の属す る分野の分類 （国際特許分類 （I P C ) )

Int.Cl. C12N5/07K2010. 01) i , A61K9/70 (2006. 01) i ， A61K31/4418 (2006. 01) i ， A61K35/12 (2006. 01) i
A61L27/00 (2006. 01) i , A61P27/02 (2006. 01) i ，A61P43/00 (2006. 01) i ，C12N15/09 (2006. 01) n

B . — 調査を行った分野
調査を行った最小限資料 （国際特許分類 （I P C ) )

Int.Cl. C12N5/071, A61K9/70, A61K31/4418, A61K35/12, A61L27/00, A61P27/02, A61P43/00, C12N15/09

最小限資料以外の資料で調査を行った分野に含まれるもの

日本国実用新案公報
日本国公開実用新案公報
日本国実用新案登録公報
日本国登録実用新案公報 221

ooo9
国際調査で使用 した電子データベー ス （データベー ス の9名111 称、調査に使用 した用語）

6333
CA/BIOSIS/MEDLINE/WPIDS (STN) 、Science Direct ヽ STP年年年年lus/JMEDPlus/JST7580 QDreaml l )

C . 関連す ると認められ る文献
引用文献の 関連す る
カテゴリー * 引用文献名 及び一部の箇所が関連するときは、そ の関連す る箇所の表示 請求項の番号

X/ FUNAKI T . et al. ， 1, , 21, 2/

A Smad7 suppresses the mhiDitorv effect or TGF-62 on corneal endothelial 3-20, 23-39

cell proliferation and accelerates corneal endothelial wound closure i n

vitro.

Cornea, 2003, Vol.22, No.2, pp.153-159

C 欄の続きにも文献が列挙 されているc パ テ ン トフ ァ ミ リー に関する別紙 を参照。

* 引用文献 の 日の後に公表 された文献
ΓΑ 」特に関連のある文献ではなく、一般的技術水準を示す 「Τ 」国際出願 日又は優先 日後に公表 された文献であって

もの 出願 と矛盾す るものではなく、発明の原理又は理論
ΓΕ 」国際出願 日前の出願または特許であるが、国際出願 日 の理解のために引用す るもの

以後に公表 された もの 「X 」特に関連のある文献であって、当該文献のみで発明
「L 」優先権主張に疑義を提起する文献又は他の文献の発行 の新規性又は進歩性がない と考えられ るもの

日若 しくは他の特別 な理 由を確立す るために引用す ΓΥ 」特に関連のある文献であって、当該文献 と他の 1 以
る文献 （理由を付す） 上の文献 との、当業者にとって 自明である組合せに

Γθ 」 口頭による開示、使用、展示等に言及す る文献 よって進歩性がない と考え
ΓΡ 」国際出願 日前で、かつ優先権の主張の基礎 となる出願 Γ& 」同一パ テ ン トフ ァ ミ リー文献

国際調査を完了した 日 国際調査報告の発送 日
2 5 . 0 2 . 2 0 1 3 0 5 . 0 3 . 2 0 1 3

国際調査機 関の名称及びあて先 特許庁審査官 （権限のある職員） 4 B 3 9 6 0

日本国特許庁 （I S A J Ρ ) 伊達 利奈
郵便番号 1 0 0 — 8 9 1 5

東京都千代田区霞が関三丁 目4 番 3 号 0 3 - 3 5 8 1 - 1 1 0 内線 3 4 4 8
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国際調査報告 国際出願番号 P C T / J P 2 0 0 8 4 3 2 0

c (続き）. 関連すると認められる文献
引用文献の 関連する
カテゴリ一水 引用文献名 及び一部の箇所が関連するときは、その関連する箇所の表示 請求項の番号

X/ KOIZUMI N . et al.， 23, 25-32, 34/

Y / Cultivated Corneal Enaothelial Cell Sheet Transplantation m a Primate 3-20, 24/

A Model. 1, , 21, 2, 33,

Investigative Ophthalmology & Visual Science, 2007, Vol.48, No. 10, 35-39

pp.45 19-4526

X/ OKUMURA N . et al.， 23, 25-34/

Y / Ennancement on Primate Corneal Endothelial Cell Survival i n Vitro by a 3-20, 24/

A ROCK Inhibitor. 1, , 21, 2,
Investigative Ophthalmology & Visual Science, 2009, Vol.50, No. 8, 35-39
pp.3680-3687

X/ 小泉 範子、 35-39/

Y / 霊長類を用いた角膜内皮再生医療の開発. 3-20, 24/

A 日本眼科学会雑誌，2009, Vol. 113, pp. 1050- 1059 1, , 21-23,

25-34

X/ 奥村 直毅、 35-39/

Y / 集談会抄録 3 . Enhancement on Primate Corneal Endothelial Cell 3-20, 24/

A Survival in Vitro by a ROCK Inhibitor. 1, , 21-23,
京都府立医科大学雑誌，2010, Vol. 119, No.2, pp. 125-126 25-34

Y/ PETROLL W.M. et al.， 3-20, 24/

A Myofibroblast transformation of cat corneal endothelium by transforming 1, , 21-23,
growth factor-61, -62, and -63. 25-39
Investigative Ophthalmology & Visual Science, 1998, Vol.39, No. 11,

pp.20 18-2032

Y/ SUMIOKA . et al.， 3-20, 24/

A Inhibitory effect of blocking TGF-6/Smad signal on injury-induced fibrosis 1, , 21-23,
of corneal endothelium. 25-39
Molecular Vision, 2008, Vol. 14, pp.2272-2281

Y/ SAIKA S. et al.， 10-15/

A Inhibition of 38MA P kinase suppresses fibrotic reaction of retinal 1-9, 16-39
pigment epithelial cells.

Laboratory Investigation, 2005, Vol.85, pp. 838-850
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国際調査報告 国際出願番号 P C T / J P 2 0 0 8 4 3 2 0

C (続 き） . 関連す ると認められる文献
引用文献の 関連す る
カテ ゴ リー * 引用文献名 及び一部の箇所が関連するときは、そ の 関連する箇所の表示 請求項の番号

A JOYCE N.C., 1-39

Proliferative capacity of the corneal endothelium.

Progress i n Retinal and Eye Research, 2003, Vol.22, pp. 359-389

A SAIKA S., 1-39

TGF β pathobiology i n the eye.

Laboratory Investigation, 2006, Vol.86, pp. 106-115

A SAIKA S. et al., 1-39

Fibrotic disorders i n the eye: Targets of gene therapy.

Progress i n Retinal and Eye Research, 2008, Vol.27, pp. 177-196

A WO 2005/038015 A l (CELLULAR BIOENGINEERING, INC.) 2005.04.28 1-39
& EP 1675944 A l & JP 2007-508015 A & U S 2007/0275365 A l

様式 P C T I S A 2 1 0 (第 2 ペー ジの続き） （2 0 0 9 年 7 月）



国際調査報告 国際出願番号 P C T / J P 2 0 1 2 / 0 8 4 3 2 0

第 Π欄 請求の範囲の一部の調査ができない ときの意見 （第 1 ページの 2 の続き）

法第 8条第3項 （P C T 17条 （2) (a) ) の規定によ り、 こ の 国際調査報告 は次の理 由に よ り請求の範 囲の一部 について作
成 しなかった。

1 . 請求項 は、この国際調査機 関が調査 をす ることを要 しない対象 に係 るものである。
つま り、

2 . 請求項 は、有意義な国際調査 をす ることができる程度まで所定の要件 を満
ない国際出願 の部分に係 るものである。つま り、

3 . 請求項 は、従属請求の範囲であって P C T 規則 6. 4 (a) の第 2 文及び第3文の規定に
従って記載 されていない。

第 欄 発明の単一性が欠如 しているときの意見 （第 1 ページの 3 の続 き）

次に述べ るよ うにこの国際出願 に二以上の発明があるとこの国際調査機 関は認 めた。

請求項 1 一 3 4 に記載 されている発明 （第 1 発明群）は、「線維化抑制剤 を含む角膜内皮細胞の培養正常
化剤」に関するものである。

請求項 3 5 — 3 9 に記載 されている発明 （第 2 発明群）は、「細胞接着促進剤 を含む、 ヒ トの角膜内皮疾
患の処置又は予防のための医薬」に関するものである。
第 1 発明群 と第 2 発明群 とに共通す る事項は、「角膜内皮に対 して作用す る薬剤 を含む組成物」であるが、

そのよ うな組成物 は、例 えば、文献 2 — 4 に記載 されているよ うに公知であるか ら、当該事項を特別な技
術的特徴であるとは認められない。

したがって、第 1 発明群及ぴ第 2 発明群は、発明の単一性 を満た していない。

1 . 出願人が必要な追加調査手数料 をすベて期間内に納付 したの で 、 この 国際調査報告は、すべての調査可能な請求
項について作成 した。

2 . . 追加調査手数料 を要求す るまでもな く、すべての調査可能な請求項について調査す ることができた の で 、追加調
查手数料の納付 を求めなかった。

3 . 出願人が必要な追加調査手数料 を一部のみ しか期間内に納付 しなかったの で 、 この国際調査報告は、手数料の納
付のあった次の請求項のみについて作成 した。

4 . 出願人が必要な追加調査手数料 を期間内に納付 しなかったの で 、 この 国際調査報告は、請求の範囲の最初に記載
されてい る発明に係 る次の請求項について作成 した。

追加調査手数料の異議の申立てに関す る注意
□ 追加調査手数料及び、該当す る場合には、異議 申立手数料の納付 と共に、出願人か ら異議 申立てがあった。

追加調査手数料の納付 と共に出願人か ら異議 申立てがあつたが、異議 申立手数料が納付命令書に示 した期間
内に支払われなかった。

追加調査手数料の納付はあったが、異議 申立てはなかった。

様式 P C T I S A 2 1 0 (第 1 ページの続葉 （2 ) ) ( 2 0 0 9 年 7 月）
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