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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＥＥＫＥＤＫＥＥＥＫＥＫＥＥＫＥＳＥＤＫＰＥＩＥＤＶＧＳＤＥＥＥＥＫＫＤＧＤＫ
ＫＫＫＫＫＩＫＥＫＹＩＤＱＥＥのアミノ酸配列からなるポリペプチド化合物を含む、創
傷治癒組成物。
【請求項２】
　ヒトｈｓｐ９０αペプチドの２３６～３５０番目のアミノ酸配列からなるポリペプチド
化合物を含む、創傷治癒組成物。
【請求項３】
　ＳＤＥＥＥＥＫＫＤＧＤＫＫＫＫＫＫＩＫＥＫＹＩＤＱＥＥのアミノ酸配列からなるポ
リペプチド化合物を含む、創傷治癒組成物。
【請求項４】
　前記ポリペプチド化合物を運ぶための薬剤媒体をさらに含み、
前記薬剤媒体は水溶液、懸濁液、分散液、膏薬、軟膏、ジェル、クリーム、ローション、
スプレーまたはペーストからなる群から選択される一つである、請求項１～３のいずれか
１項に記載の創傷治癒組成物。
【請求項５】
　前記薬剤媒体中、前記ポリペプチドが約１０μｇ／ｍｌから約３ｍｇ／ｍｌの濃度を有
する、請求項４に記載の創傷治癒組成物。
【請求項６】
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　前記薬剤媒体中、前記ポリペプチドが約３０μｇ／ｍｌから約５００μｇ／ｍｌの濃度
を有する、請求項４に記載の創傷治癒組成物。
【請求項７】
　前記組成物を６時間毎～約７２時間毎に傷に塗布することを特徴とする、請求項４に記
載の創傷治癒組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　連邦支援研究に関する声明
　本発明は、国立衛生研究所によって授与された契約番号GM67100とAR46538に基づく政府
支援により成された。したがって、米国政府は本発明において一定の権利を有する。
【０００２】
　背景
　発明の分野
　本発明は、新規な創傷治癒組成物とその使用の分野に関する。特に、本発明は、すべて
の皮膚細胞の遊走を促進することで創傷治癒を早めるための、ポリペプチドの組成物と、
これらの組成物の皮膚への局所的な塗布に関する。
【背景技術】
【０００３】
　創傷治癒または創傷修復は、皮膚が、創傷の後、自身を修復する複雑なプロセスである
。通常の皮膚において、表皮（最も外部の層）と真皮（内部またはより深い層）は安定し
て定まった平衡状態で存在し、外部環境に対して保護バリアを形成する。通常の創傷治癒
プロセスは、概して３つの段階（すなわち、炎症段階、増殖段階および成熟段階）に、分
類することができる。炎症段階は０～２日続き、傷部分への細胞の規則正しい補充を含む
。このあと、２～６日の増殖段階が続く。この増殖段階では、繊維芽細胞、ケラチン生成
細胞および創傷床中の他の細胞は傷を閉じるために活発な増殖を始める。組織修正の第一
段階の間、細胞の遊走を伴った急性炎症反応がおこる。最初の２４～４８時間の間は好中
球が優位であり、３日目までにはマクロファージが活性化される。好中球およびマクロフ
ァージは病的微生物と組織破片を貪食および消化する。増殖段階の後の成熟段階は、２１
日目にピークを迎え、最初の瘢痕組織を再構成することによって完全に治癒される。
【０００４】
　問題となる創傷は、先に述べたような治癒過程の間、通常のタイムテーブルに従わない
。問題となる創傷の治癒ために必要とされる時間が長引くことは、仕事の生産性と全体的
な生活の質（以下、ＱＯＬ）の低下と同様に、治癒の遅延に関連した不要な費用や痛みを
引き起こす。毎年、圧力潰瘍と診断される２００万人中、９００、０００人は非治癒下肢
潰瘍がある。６５才以上の糖尿病患者の１８％が慢性、非治療足潰瘍にかかっていると見
積もられる。さらに、感染性下脚慢性傷により、５００００人が下肢切断を余儀なくされ
ている。非治癒足潰瘍の罹患による患者のＱＯＬは、傷の悪臭、感染および痛みのため、
大きく低下してしまう。これに加えて、これらの問題も、慢性皮膚傷患者にとって、社会
的な孤立と自己像の低下につながる。財政的には、米国の年輩者において、創傷治癒の遅
れを管理するための費用は、1年につき９０億ドルと見積もられている。
【０００５】
　多大な時間と費用が、慢性創傷治癒の分野で利用されてきた。ＡＫＥＬＬＡらは、米国
特許第７、０８１、２４０号において、創傷治療ための、タンパク質混合物の使用を開示
している。その混合物は骨から分離されるか、または組み換えタンパク質（例えば骨形成
タンパク質、形質転換成長因子（ＴＲＡＮＳＦＯＲＭＩＮＧ　ＧＲＯＷＴＨ　ＦＡＣＴＯ
ＲＳ）および線維芽細胞成長因子）から作り出される。しかし、成長因子による治療の全
体的な臨床結果は期待外れであり、そして、ほとんど成長因子はＦＤＡ承認を最終的に受
けなかった。
【０００６】
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　キシュは創傷の治療における用途として、ヒトα１－アンチトリプシン、ヒト胎盤アル
カリホスファターゼ、ヒトトランスフェリン（ｈｕｍａｎ　ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ）
およびα1-酸性糖タンパク質を含む、非成長因子タンパク質の使用を検討している。しか
しながら、この方法には、異なる段階で作用するいくつかの薬品の複雑な逐次適用が要求
され、そのうえ各々の処置による混合物の調整が必要とされる可能性があるという問題点
がある。同様に、代用皮膚への使用は、費用対効果がよくなかった。
【０００７】
　再上皮形成はヒトの皮膚の創傷治癒における重要な事象である。そこにおいて、表皮ケ
ラチン細胞（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅ）は創傷を閉じるために側
方に移動する。慢性的創傷においては、ケラチン細胞の移動は妨げられ、そして、傷は開
いたままの状態になり、患者の病的状態を引き起こし、さらには死に至ることもある。
【０００８】
　人間の皮膚創傷治癒において、重要な律速段階は、傷端に存在する上皮細胞および真皮
細胞の創傷床への移動の開始である。ヒトケラチン生成細胞（ＨＫＣｓ）は傷を閉じるた
めに、切れた端から創傷床を超えて、側面に沿うように移動する。この過程は、再上皮形
成として知られている。真皮細胞（皮膚線維芽細胞（ＤＦｓ）および皮膚微小血管内皮細
胞（ＨＤＭＥＣｓ）を含む）はＨＫＣの移動に続き、創傷へ移動を開始する。そこで、こ
れらの細胞はマトリックス・タンパク質を沈着させ、新しく閉じた傷を緊縮および再構築
し、血管を新生する。ＨＫＣの移動は、主にヒト血清中のＴＧＦαによって引き起こされ
、ヒト血清中に共存する高濃度のＴＧＦファミリーサイトカインによる影響を受けない。
対照的に、ＴＧＦβの存在は、これらの成長因子（例えばＰＤＧＦ－ＢＢとＶＥＧＦ）が
認められる場合さえ、真皮細胞の移動を阻害する。したがって、ＨＫＣ移動が、なぜ創傷
治癒の間、ＤＦおよびＨＤＭＥＣの移動より前に活性化するかは理解できるが、一方、Ｄ
ＦｓとＨＤＭＥＣｓが大量のＴＧＦの存在下で、創傷床へどのように移動するかは、不明
であった。
【０００９】
　他の研究は、創傷治癒を促進するために、ヒートショックタンパク質の使用を試みた。
例えば、シュリーヴァスタヴァら（Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ　ｅｔ　ａｌ．）は、米国特許
第６，４７５，４９０号において、非複合体または抗原分子と非共有結合で複合体を形成
する、ｇｐ９６、ｈｓｐ９０とｈｓｐ７０を含む、ヒートショックタンパク質からなる組
成物を開示している。しかし、医薬品組成物の中にこれらの大きな分子の全長を使用する
こと、タンパク質の単位重量当たりの効果の減少となる。
【発明の概要】
【００１０】
　要約
　上述の問題を解決するために、この開示では、比較的低分子のポリペプチド鎖を持つポ
リペプチド化合物の分類からなる創傷治癒のための組成物を特定する。一形態によれば、
ポリペプチド鎖は鎖あたり５～１２０のアミノ酸を持つ。任意で、組成物は、ポリペプチ
ド合成物を運ぶために、薬剤媒体（例えば水溶液、懸濁液、分散液、膏薬、軟膏、ジェル
、クリーム、ローション、スプレーまたはペースト）を含む。
【００１１】
　他の一形態によれば、ポリペプチド鎖は鎖あたり２０～６０のアミノ酸を有する。任意
に、ポリペプチド鎖はｈｓｐ９０αペプチドの２３６～３５０番目の配列（ＥＥＫＥＤＫ
ＥＥＥＫＥＫＥＥＫＥＳＥＤＫＰＥＩＥＤＶＧＳＤＥＥＥＥＫＫＤＧＤＫＫＫＫＫＫＩＫ
ＥＫＹＩＤＱＥＥまたはＳＤＥＥＥＥＫＫＤＧＤＫＫＫＫＫＫＩＫＥＫＹＩＤＱＥＥ）由
来のアミノ酸配列を含む。組成物は、任意に、５～１２０個のアミノ酸、２０～６０個の
アミノ酸または上記に示した特定のアミノ酸のポリペプチド鎖の混合物を含む。
【００１２】
　この開示は、ポリペプチド鎖を有するポリペプチド化合物からなる医薬組成物の第１の
有効量を皮膚創傷に接触させることを含む皮膚傷の治療方法にも及ぶ。ポリペプチド鎖は
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、鎖あたり５～１２０個のアミノ酸、鎖あたり２０～６０個のアミノ酸、またはｈｓｐ９
０αペプチドの２３６～３５０番目のアミノ酸（ＥＥＫＥＤＫＥＥＥＫＥＫＥＥＫＥＳＥ
ＤＫＰＥＩＥＤＶＧＳＤＥＥＥＥＫＫＤＧＤＫＫＫＫＫＫＩＫＥＫＹＩＤＱＥＥ、または
ＳＤＥＥＥＥＫＫＤＧＤＫＫＫＫＫＫＩＫＥＫＹＩＤＱＥＥ）由来のアミノ酸配列を含む
。
【００１３】
　その使用方法は、任意に、ポリペプチド合成物を運ぶための薬剤媒体（例えば水溶液、
懸濁液、分散液、膏薬、軟膏、ジェル、クリーム、ローション、スプレーまたはペースト
）を有する医薬組成物を使用する。
【００１４】
　他の一形態によれば、ポリペプチド合成物は上述の薬剤媒体中、約１０μｇ／ｍｌ～約
３ｍｇ／ｍｌの濃度で配合される。任意に、ポリペプチド合成物は上述の薬剤媒体中、約
３０μｇ／ｍｌ～約５００μｇ／ｍｌの濃度で配合される。
【００１５】
　治癒の方法に関する一形態によれば、組成物は約６時間毎から約７２時間毎に傷に塗布
される。任意では、組成物は約２４時間毎から４８時間毎に傷に適用される。
【００１６】
　この発明のさらなる長所および他の特徴は、後に続く説明に記載されており、および一
部の後述の試験は当業者らにとって明白なものであり、または発明の実施によって理解さ
れるかもしれない。発明の長所は、特に添付の請求項において示されているように、認識
され、および、取得されるかもしれない。
【００１７】
　理解されているように、この発明は他の、または異なる形態が可能であり、そして、い
くつかのその詳細は、発表を逸脱しないすべての範囲において、様々な明らかな点で修正
が可能である。従って、図面と記述は、実際には例示的なものとしてみなされ、それに限
定されない。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は、コントロールのクリームと対比した、マウスの創傷治癒におけるポリペ
プチド化合物の効果およびそれらの影響と棒グラフである。
【図２】図２Ａ～Ｆは、１１５個のアミノ酸からから成るぺプチド鎖を持つポリペプチド
とコントロールのクリームを対比した、マウスの皮膚創傷治癒の結果の写真である。
【図３】図３Ａ～３Ｅは、ＦＤＡ認証化合物（Ｒｅｇｒａｎｅｘ　ＴＭ，　ＰＤＧＦ－Ｂ
Ｂ）とコントロールのクリームを対比したマウスの皮膚創傷治癒の結果の写真である。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　理論に制限されることなく、皮膚損傷の後、パラクリンまたはオートクリンにより放出
されたＴＧＦαがＨＫＣにおいて膜移動と既存のｈｓｐ９０αタンパク質の分泌を促進す
ると考えられる。分泌されたｈｓｐ９０αは、細胞表面上のＣＤ９１／ＬＲＰ－１受容体
に結合することによって、上皮再形成の過程において重要な事象であるＨＫＣの移動を活
性化する。細胞外のｈｓｐ９０αが創傷床において、緊張を和らげ、ある濃度に達したと
き、危険な状態（ＡＴＰおよびＡＴＰアーゼの活性がなく、およびＴＧＦβファミリーサ
イトカインのような、一般的な細胞の運動性阻害剤の存在下のような状況）下であっても
、切り傷の端から、創傷床へＤＦｓおよびＨＤＭＥＣｓの移動を誘導し始める。このよう
に細胞外のｈｓｐ９０αは皮膚創傷治癒のために利用されている。しかしながら、慢性的
な傷が存在する場合、皮膚は傷の治癒のためにｈｓｐ９０αを産生することができない。
よって、そのような傷には皮膚創傷治癒を促進するための添加剤を塗布しなければならな
い。
【実施例】
【００２０】
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　図１にみられるように、全長（野生型）のｈｓｐ９０αはコントロールの培地と比較し
て、著しい運動機能調整活性を示した。ミドルドメイン（ｍｉｄｄｌｅ　ｄｏｍａｉｎ）
と荷電配列（ｃｈａｒｇｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）をもつＭ－１は、野生型ｈｓｐ９０α
と同程度の活性を示した。しかしながら、ミドルドメインが荷電配列を欠くと、著しく活
性を失う（Ｍ－２）。しかし、荷電配列とＮ末端ドメイン全体（Ｎ’）では、活性を刺激
することはなかった。２つのＣ末端ドメイン（Ｃ’－ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｄｏｍａｉｎ、
結果を確実にするため作成されたＣ’－１およびＣ’－２）は両方ともわずかな機能調整
活性を示した。故に、ｈｓｐ９０αは主に、ｈｓｐ９０α内のそれらの表面と一致するミ
ドルドメインとカルボキシドメインを通じてＨＫＣの移動を促進する。それに応じて、ｈ
ｓｐ９０αのミドルドメインを含む組成物は、ｈｓｐ９０αのみから成る組成物の創傷治
癒特性と類似した特性を示す。
【００２１】
　しかしながら、図１にも見られるように、ｈｓｐ９０αの全長、または、ミドルドメイ
ンの全長およびｈｓｐ９０αの帯電した部分が、傷の治癒に必須なわけではない。２３６
番目～３５０番目の１１５のアミノ酸からなるＦ－３、および２３６番目～２８９番目の
５４のアミノ酸（配列：ＥＥＫＥＤＫＥＥＥＫＥＫＥＥＫＥＳＥＤＫＰＥＩＥＤＶＧＳＤ
ＥＥＥＥＫＫＤＧＤＫＫＫＫＫＫＩＫＥＫＹＩＤＱＥＥ）からなるＦ－５はｈｓｐ９０α
の全長と同等の活性（細胞移動が１００％）を示した。このように、ｈｓｐ９０αの不必
要な部分は傷の治癒のための組成物に含まれる必要はない。その結果、組成物を、活性の
ある創傷治癒試薬の重量に対し、より効果的にすることができる。さらに、ｈｓｐ９０α
タンパク質または、ｈｓｐ９０αタンパク質のミドルドメインと帯電部分を足したタンパ
ク質を得るための複雑な単離方法と抽出方法に頼らずに、より短い鎖のポリペプチド鎖を
得るためのより安価で一般的な合成方法を使用することが可能である。
【００２２】
　１１５個のアミノ酸と５４個のアミノ酸をもつポリペプチド合成物の有効性を証明する
ために、それらのポリペプチド合成物を一般的な方法によって合成した。１０％カルボキ
シメチルセルロース（Carboxymethylcellulose）クリーム１００μｌ中に１００μｇのＦ
－３断片を含んだクリームと、何も含まないクリーム（コントロール）を５日間、毎日ヌ
ードマウスの背中にある１ｃｍ四方の傷に局所的に塗布した。そして、２日毎に傷を分析
した。代表的な実験の選択された傷の画像を図２Ａ～２Ｆに示す。コントロールのクリー
ムと比べ、Ｆ－３は顕著に４日、６日、８日、１１日、１３日および１５日から始まる傷
の閉鎖を促進することがわかる。
【００２３】
　実施例
　実施例においては、以下の条件または方法を利用した。
【００２４】
　１０％のカルボキシメチルセルロースクリーム（滅菌）に１００μlの薬剤を混ぜ込み
、ヌードマウスの背中上の１ｃｍ四方の創傷を局所的に覆う。この処置の後、傷は２～３
の抗生物質とバンディ（ｂａｎｄｉ）で覆われ、そして、そのバンディ（ｂａｎｄｉ）は
コバン（COBAN）でマウスを巻くことによって固定される。それから、Ｆ－３化合物の混
合物を５日間まで毎日加えられ、そして、傷を２日毎に分析する。
【００２５】
　Ｆ－３の局所的な処置用のマウスを準備するために、８～１０週齢のマウスの中背部の
皮膚を鉗子で持ち上げて、一対のはさみで全層皮膚を切断することによって、１．０ｃｍ
四方の全層切除した創傷を作った。この創傷を局所的に、３００μｌの組み換えＦ－３化
合物を含む、または含まない（コントロール）１００μｌの１０％カルボキシメチルセル
ロースクリームで覆った。傷域は、乾燥を防止するために、バンドエイドおよびコバン（
自己粘着性のラップ）によって覆った。Ｆ－３化合物の１回分の投与量だけを傷に投与し
た。傷域を測定するために、傷の標準デジタル写真を、創傷後、４、６、８、１１、１３
および１５日目に撮影し、そして開いた傷域は、画像解析機(ＡｌｐｈａＥａｓｅ　ＦＣ
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バージョン４．１．０(アルファ・イノテック社、Ａｌｐｈａ　Ｉｎｎｏｔｅｃｈ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ))を用いて決定した。傷域の百分率を、治療されている傷の領域を最
初の傷の領域と比較することによって定義した。スチューデントｔ－検定を統計分析のた
めに使用した。南カリフォルニア大学の動物使用委員会の承認を得たプロトコルを使って
、すべての動物実験は行われた。
【００２６】
　以下の実施例は、説明のために述べられ、発明の範囲を制限することを目的としない。
【００２７】
　１．０ｃｍ2（ｌｃｍ×ｌｃｍ）の四角い全層を削除した傷を、８～１０週齢の無胸腺
ヌードマウスの中背部に作成した。そして、Ｆ－３の医薬組成物を局所的に５日間、毎日
塗布した（１群につきｎ＝１０のマウス）。（Ａ）４、６、８、１１、１３および１５日
目の傷が示されている。傷のサイズはＦ－３を含むクリームによって局所的に処置された
マウスにおいて顕著に小さくなっている（右パネル）が、クリームのみの場合はそうでは
ない（左パネル）。（Ｂ）創傷後、４、６、８、１１、１３および１５日目に、平均値Ｍ
ｅａｎ±標準偏差ＳＤで傷のサイズの測定を行った。
【００２８】
　Ｆ－３化合物の効果の比較のために、ＦＤＡ認証を受けているリジェネレックスTM（Ｒ
ｅｇｅｎｅｒｅｘ　ＴＭ）を使用した研究も実施した。上記の方法を使って、投与量４０
μｇのＰＤＧＦ－ＢＢ（ＲｅｇｅｎｅｒｅｘTM）を５日間にわたってマウスに塗布し（１
群につきｎ＝１０のマウス）、Ｆ－３化合物と対比した。（Ａ）０、５、７、１０および
１２日目の傷を図３Ａ～３Ｅに示す。図からわかるように、リジェネレックスTM（下のパ
ネル）を使用した場合に対して、Ｆ－３を含むクリームで処置したマウスでは、傷のサイ
ズは顕著に小さくなっている（上のパネル）。
【００２９】
　この発明は、標準的な材料、方法および器材を使用することによって実施することがで
きる。したがって、そのような材料、器材および方法の詳細は、ここでは詳細に述べない
。以前の記載は、発表の完全な理解を提供するために、多数の特有の詳細が述べられてい
た（例えば特定の材料、構造、化学製品、プロセス、その他）。しかしながら、特記した
詳細に頼らずに、この発明を実施できることが認識されるべきである。他の例においては
、周知の処理の構造は、不必要にこの発明を不明瞭にしないために、詳細に記述されてい
ない。
【００３０】
　ここには、この発明のほんのいくつかの例しか記述されていない。ここに表した通り、
発明が様々な他の組み合わせ、および環境の中で使用可能であり、および発明概念の範囲
内での変更または修正が可能であることが理解される。
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