
(57)【要約】
本発明は創傷の治療用組成物に関し、前記組成物は、ヒト又は非ヒト哺乳動物における創
傷の治癒を促し、有効量のトール受容体（若しくはトール様受容体）リガンド又はその前
駆体と適切な担体とを含む。前記リガンドは、ドロソフィラ・メラノガスター又はルシリ
ア・セリカタのような昆虫に由来するシュペッツレ又はシュペッツレ様タンパク質であり
得る。本発明は、本発明の組成物を創傷に施すことを含む創傷を治療する方法にも関し、
本発明の組成物を有する支持材を含む創傷用包帯剤にも関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に お け る 創 傷 の 治 癒 を 促 す 創 傷 治 療 用 組 成 物 で あ っ て 、 有 効 量
の ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド 又 は そ の 前 駆 体 と 適 切 な 担 体 と を 含 む 前 記 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド 又 は リ ガ ン ド 前 駆 体 が 、 タ ン パ ク 質 の シ ス テ イ ン ノ ッ ト  ス ー パ
ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 又 は そ の 活 性 な 類 似 体 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド 又 は リ ガ ン ド 前 駆 体 が 、 昆 虫 由 来 の タ ン パ ク 質 、 そ の 活 性 な 部 分
、 又 は そ れ ら の 活 性 な 類 似 体 で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 タ ン パ ク 質 が ド ロ ソ フ ィ ラ ・ メ ラ ノ ガ ス タ ー 又 は ル シ リ ア ・ セ リ カ タ に 由 来 す る 、 請 求
項 ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 タ ン パ ク 質 の 活 性 な 部 分 が C-末 端 106ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ 又 は ４ に 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド 前 駆 体 を プ ロ セ ッ シ ン グ し て 活 性 な ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド を 生 成
す る の に 適 す る プ ロ テ ア ー ゼ を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ － ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ が
(i) 生 物 ル シ リ ア ・ セ リ カ タ に よ っ て 分 泌 さ れ る ；
(ii) FITCカ ゼ イ ン に 対 し て pH 8.0-8.5で 最 適 な タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 す ；
(iii) ト シ ル -Gly-Pro-Arg-AMCに 対 し て タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 す が 、 Suc-Ala-Ala-Phe-
AMCに 対 し て は タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 さ な い ；
(iv) FITCカ ゼ イ ン 及 び ト シ ル -Gly-Pro-Arg-AMCに 対 す る タ ン パ ク 質 分 解 活 性 が 、 セ リ ン
プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 PMSF及 び APMSFに よ っ て 阻 害 さ れ る ； 及 び
(v) 固 定 化 し た ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン に よ っ て 結 合 さ れ る ；
こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に お け る 創 傷 の 治 癒 を 促 す 創 傷 治 療 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ －
７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 を 前 記 創 傷 に 施 す こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ － ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 を 有 す る 支 持 材 を 含 む 、 創 傷 用 包 帯 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 創 傷 の 治 療 に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 は 創 傷 の 治 癒 を 促 す 物 質 、 前 記 物
質 を 取 込 ん だ 組 成 物 及 び 包 帯 剤 、 並 び に 前 記 物 質 を 用 い て 創 傷 を 治 療 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 有 効 な 創 傷 治 癒 は 、 多 く の メ カ ニ ズ ム を 伴 う 複 雑 な 生 理 的 過 程 で あ り 、 前 記 メ カ ニ ズ ム
と し て は 細 胞 の 移 動 、 増 殖 因 子 の 分 泌 、 脈 管 形 成 、 組 織 の 再 造 形 及 び 創 傷 の 固 有 な プ ロ テ
イ ナ ー ゼ /抗 プ ロ テ イ ナ ー ゼ バ ラ ン ス が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は 協 調 し て 且 つ 明 ら か に 段 階 的
な 様 式 で 寄 与 し て 、 制 御 さ れ た 組 織 再 生 を 速 め る 。
　 創 傷 処 置 製 品 は 、 現 在 の 医 療 行 為 に 必 要 不 可 欠 で あ り 、 特 に 慢 性 的 な 創 傷 又 は や け ど の
患 者 の 治 療 の た め に 必 要 不 可 欠 で あ る 。 創 傷 の 治 癒 に 寄 与 す る 活 性 を 有 す る と し て 、 多 く
の 様 々 な 物 質 が 以 前 に 提 示 さ れ て い る 。 そ の よ う な 以 前 に 提 示 さ れ た 物 質 と し て は 、 ス ト
レ プ ト キ ナ ー ゼ 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 及 び ス ト レ プ ト ド ル ナ ー ゼ （ こ れ ら は 全 て 細 菌 供 給 源 か ら
得 ら れ る ） 、 ブ ロ メ ラ イ ン （ パ イ ナ ッ プ ル 由 来 ） 、 プ ラ ス ミ ン 及 び ト リ プ シ ン （ ウ シ か ら
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得 ら れ る ） 、 並 び に ク リ ー ル (krill)酵 素 （ 甲 殻 類 か ら 得 ら れ る ） が 挙 げ ら れ る 。 臨 床 試
験 デ ー タ に よ っ て 、 こ れ ら の 物 質 は 創 傷 の 治 癒 を 促 す こ と に 部 分 的 に の み 有 効 で あ る こ と
が 示 さ れ て い る 。
　 キ ン バ エ (green bottle fly)の ル シ リ ア ・ セ リ カ タ (Lucilia sericata)の 幼 虫 （ 蛆 虫 ）
は 、 生 き て い る 生 物 と し て 著 し い 創 傷 治 癒 属 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ル シ リ ア ・
セ リ カ タ の 幼 虫 を 用 い る 創 傷 清 拭 治 療 は 、 幅 広 く 受 け 入 れ ら れ た 医 療 行 為 と な っ て い る 。
し か し な が ら 、 前 記 幼 虫 が 通 常 処 置 不 能 な 創 傷 を 治 癒 す る 程 度 ま で 傷 を 清 浄 す る 仕 事 を す
る 方 法 に つ い て は 、 文 献 で は ほ と ん ど 報 告 さ れ て い な い 。
　 効 き 目 が あ っ て も 、 多 く の 患 者 に と っ て 生 き て い る 幼 虫 は 不 快 で あ り 、 生 き て い る 幼 虫
を 創 傷 に 対 し て 使 用 す る こ と 及 び そ の 未 精 製 分 泌 物 を 創 傷 に 導 入 す る こ と （ 生 き て い る 幼
虫 が 用 い ら れ る 場 合 に 、 必 然 的 に 起 る ） は 、 多 く の 患 者 及 び 多 く の 医 療 従 事 者 に と っ て 受
け 入 れ ら れ な い 。 生 き て い る 生 物 の 使 用 は 、 患 者 に お け る 感 染 又 は ア レ ル ギ ー 反 応 の 危 険
性 も 増 加 さ せ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 発 明 の 提 示 ）
　 大 ま か に 言 っ て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に お け る 創 傷 の 治 癒 を 促 す 創 傷 治
療 用 組 成 物 に 関 し 、 前 記 組 成 物 は 、 有 効 量 の ト ー ル (toll)受 容 体 リ ガ ン ド 又 は そ の 前 駆 体
と 適 切 な 担 体 と を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て “ ト ー ル 受 容 体 ” と い う 用 語 は 、 ド ロ ソ フ ィ ラ
(Drosophila)の ト ー ル 受 容 体 の ヒ ト 及 び 非 ヒ ト 相 同 体 を 含 む も の と し て 理 解 さ れ る べ き で
あ っ て 、 前 記 相 同 体 は 、 本 技 術 分 野 で は し ば し ば ト ー ル 様 (toll-like)受 容 体 （ TLR） と 呼
ば れ 、 生 得 的 な 免 疫 認 識 受 容 体 の 保 存 さ れ た フ ァ ミ リ ー を 表 し て い る 。 前 記 生 得 的 な 免 疫
認 識 受 容 体 は 、 哺 乳 動 物 、 昆 虫 及 び 植 物 で 保 存 さ れ て い る シ グ ナ ル 経 路 に 連 結 さ れ て お り
、 生 得 的 な 免 疫 防 御 を 媒 介 す る 遺 伝 子 の 活 性 化 を も た ら す 。 従 っ て 、 疑 い を 避 け る た め に
、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 “ ト ー ル 受 容 体 ” は ト ー ル 受 容 体 及 び ト ー ル 様 受 容 体 を 意 味
し 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 “ ト － ル 受 容 体 リ ガ ン ド ” は 前 記 に 応 じ て 解 釈 さ れ る べ き
で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 “ リ ガ ン ド ” は 、 天 然 に 生 成 さ れ た リ ガ ン ド 自 体 、 及 び
そ れ ら の 合 成 類 似 体 で あ っ て 天 然 の リ ガ ン ド と 同 じ 機 能 を 有 す る も の の い ず れ も を 含 む と
し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に よ る と 、 リ ガ ン ド は 、 ヒ ト の ト ー ル 受
容 体 の 構 成 性 リ ガ ン ド 又 は 誘 導 性 リ ガ ン ド か ら 選 択 さ れ て も よ く 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の
よ う な プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ て も よ く 、 又 は さ れ な く て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 典 型 的 に は 、 ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド 又 は そ の リ ガ ン ド 前 駆 体 は 、 タ ン パ ク 質 の シ ス テ イ
ン ノ ッ ト (cysteine knot)サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 、 又 は そ れ ら の 活 性 な 類 似 体 (analog
ue)で あ る 。 前 記 フ ァ ミ リ ー の 各 メ ン バ ー は 、 活 性 な Ｃ -末 端 ド メ イ ン に 密 集 し て い る ７ つ
の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 前 記 フ ァ ミ リ ー の 各 メ ン バ ー は 二 量 体 を 形 成 し て 特 異 的 な 受 容
体 に 結 合 し 得 る が 、 二 量 化 の 様 式 は そ れ ぞ れ 異 な る 。 前 記 タ ン パ ク 質 は 全 て 、 ユ ニ ー ク な
立 体 的 フ ォ ー ル デ ィ ン グ （ シ ス テ イ ン ノ ッ ト ） を と り 、 細 長 い β ス ト ラ ン ド と 、 珍 し い 結
合 性 を 示 す ３ つ の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 本 発 明 の 組 成 物 に 使 用 す
る こ と が で き 且 つ タ ン パ ク 質 の シ ス テ イ ン ノ ッ ト ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る 特 に 適 切 な
リ ガ ン ド の 例 は 、 ド ロ ソ フ ィ ラ 由 来 の シ ュ ペ ッ ツ レ (spatzle)タ ン パ ク 質 、 又 は そ の 活 性
な 部 分 （ 例 え ば 、 Cell 76,677-688に 記 載 さ れ て い る C-末 端 106ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド ） で あ る
。 前 記 フ ァ ミ リ ー に 由 来 す る 他 の リ ガ ン ド は 、 TIBS 1998, July 23(7)(239-242)に 記 載 さ
れ て い る 。 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 の ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド が 、 前 述 の よ
う な 幼 虫 生 活 環 を 有 す る 昆 虫 の 幼 虫 期 の 間 に 発 現 さ れ る シ ュ ペ ッ ツ レ 様 タ ン パ ク 質 又 は そ
の 合 成 類 似 体 で あ る 。 そ の よ う な 昆 虫 の 例 は 、 ド ロ ソ フ ィ ラ ・ メ ラ ノ ガ ス タ ー (Drosophil
a melanogaster)及 び ル シ リ ア ・ セ リ カ タ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド 前 駆 体 を 含 む 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド 前 駆 体 を
プ ロ セ ッ シ ン グ し て 活 性 な ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド を 生 成 す る の に 適 切 な プ ロ テ ア ー ゼ を 、
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更 に 含 み 得 る 。 そ の よ う な プ ロ テ ア ー ゼ は 、 典 型 的 に は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ っ て 、 例
え ば ト リ プ シ ン 様 酵 素 又 は キ モ ト リ プ シ ン 様 酵 素 で あ ろ う 。 適 切 な ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ は 、 以 下 の 点 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る ：
(i) 生 物 ル シ リ ア ・ セ リ カ タ に よ っ て 分 泌 さ れ る ；
(ii) FITC-カ ゼ イ ン に 対 し て 、 pH 8.0-8.5に て 最 適 な タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 示 す ；
(iii) ト シ ル (tosyl)-Gly-Pro-Arg-AMCに 対 し て タ ン パ ク 質 分 解 能 力 を 示 す が 、 Suc-Ala-A
la-Phe-AMCに 対 し て タ ン パ ク 質 分 解 能 力 を 示 さ な い ；
(iv) FITC-カ ゼ イ ン 及 び ト シ ル -Gly-Pro-Arg-AMCに 対 す る タ ン パ ク 質 分 解 活 性 が 、 セ リ ン
プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 PMSF及 び APMSFに よ っ て 阻 害 さ れ る ； 及 び
(v) 固 定 化 さ れ た ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン に よ っ て 結 合 さ れ る 。
本 発 明 の 組 成 物 に 有 用 な プ ロ テ ア ー ゼ は 、 ル シ リ ア ・ セ リ カ タ の 幼 虫 の 排 泄 性 /分 泌 性 （ E
S） 分 泌 物 中 に 天 然 に 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 幼 虫 の ES分 泌 物 は 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 基 質 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト -カ ゼ イ ン
（ FITC-カ ゼ イ ン ） を 加 水 分 解 す る 場 合 、 8.0-8.5の 古 典 的 な pH最 適 条 件 を 示 す 。 FITC-カ
ゼ イ ン の 加 水 分 解 を モ ニ タ ー す る の に 先 立 っ て 、 不 可 逆 性 の 低 分 子 量 阻 害 剤 4-(ア ミ ジ ノ
フ ェ ニ ル )メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド （ APMSF； 全 て の ト リ プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
に 対 す る 阻 害 剤 で あ る が 、 キ モ ト リ プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ に 対 す る 阻 害 剤 で は な
い ） 又 は フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド （ PMSF； 全 て の セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ に 対
す る 阻 害 剤 ） を 用 い て 幼 虫 の ES分 泌 物 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 幼 虫
の ES分 泌 物 が ２ つ の 種 類 の セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ 活 性 ； ト リ プ シ ン 様 活 性 及 び キ モ ト リ プ
シ ン 様 活 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 そ の よ う な 二 重 の 活 性 は 、 蛍 光 ペ プ チ ド 基 質 の
ト シ ル -Gly-Pro-Arg-AMC（ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ イ ナ ー ゼ に 対 し て 選 択 す る ） 及 び Suc-Ala-
Ala-Phe-AMC（ キ モ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ イ ナ ー ゼ に 対 し て 選 択 す る ） の 加 水 分 解 を モ ニ タ
ー す る こ と に よ っ て 確 か め ら れ る 。 “ AMC” は 7-ア ミ ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン を 表 し 、 “ Suc
” は ス ク シ ニ ル を 表 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ル シ リ ア ・ セ リ カ タ の ES分 泌 物 中 で 検 出 さ れ る 優 勢 な セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ 活 性 に 加 え
て 、 他 の あ ま り 優 勢 で な い 活 性 が 存 在 す る 。 ア ス パ ル チ ル 及 び メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 活 性
の 存 在 が 検 出 さ れ た が 、 シ ス テ イ ニ ル 活 性 は 全 く 見 ら れ な い 。 FITC-カ ゼ イ ン 加 水 分 解 を
モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 示 さ れ る ア ス パ ル チ ル 活 性 は 、 pH 5.0に お い て 著 し く 、 ク ラ ス
特 異 的 阻 害 剤 ペ プ ス タ チ ン Aに よ っ て 都 合 よ く 阻 害 さ れ る 。 存 在 す る メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー
ゼ 活 性 は 、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ド を 加 水 分 解 す る ES分 泌 物 の 能 力 に よ っ て 証 明 さ れ 、 エ
キ ソ ペ プ チ ダ ー ゼ の 存 在 を 明 ら か に し て い る 。 エ キ ソ ペ プ チ ダ ー ゼ は 、 ペ プ チ ド に お け る
遊 離 の -NH 2 ア ミ ノ 酸 を 認 識 す る 。 ル シ リ ア ・ セ リ カ タ ESに よ る ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ド 加
水 分 解 は 、 古 典 的 メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る Zn 2 + キ レ ー ト 剤 1,10-フ ェ ナ ン ト ロ
リ ン に よ っ て の み 阻 害 さ れ る 。 こ の 阻 害 は 、 メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 酵 素 の 性 質 を 有 す る エ
キ ソ ペ プ チ ダ ー ゼ の 存 在 を 反 映 し て い る 。
　 ES分 泌 物 は 、 約 0.88 U/Lで あ る と 算 出 さ れ る α -ア ミ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 。 さ ら に 、 幼
虫 の ES分 泌 物 中 に フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 （ オ ル ト リ ン 酸 の モ ノ エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 ）
が 存 在 す る が 、 そ の 活 性 は 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ と 比 較 し た 場 合 に お よ そ 50倍 低 い 。 リ パ ー ゼ
活 性 （ 脂 肪 酸 エ ス テ ル 類 に 見 出 さ れ る エ ス テ ル 結 合 の 加 水 分 解 ） も 同 定 さ れ る 。 こ の リ パ
ー ゼ 活 性 は 、 ES分 泌 物 が 阻 害 剤 PMSFと 共 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 場 合 に は 検 出 さ れ ず
、 こ の こ と は 、 前 記 加 水 分 解 が 分 泌 物 中 の セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ に よ る こ と を 示 し て い る
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 我 々 の 研 究 か ら 、 幼 虫 の ES分 泌 物 の 優 勢 な 活 性 の ク ラ ス が セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ 活 性 で
あ っ て 、 ２ 種 類 の セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ 活 性 が 存 在 し 、 そ の 一 つ は キ モ ト リ プ シ ン 酵 素 由
来 、 も う 一 つ は ト リ プ シ ン 酵 素 由 来 で あ る こ と が 結 論 付 け ら れ 得 る 。 プ ロ セ ッ シ ン グ プ ロ
テ ア ー ゼ は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に よ っ て 未 精 製 の ES分 泌 物 か ら 実 質 的 に 純 粋 な 形 態 で
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得 ら れ 得 る 。 ES分 泌 物 は 、 ル シ リ ア ・ セ リ カ タ の 幼 虫 か ら 採 取 さ れ て 、 固 定 化 し た ア ミ ノ
ベ ン ズ ア ミ ジ ン を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 わ れ る 。 ア ミ ノ ベ ン ズ ア
ミ ジ ン は 、 ト リ プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 可 逆 性 阻 害 剤 で あ る 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 法 に よ っ て “ フ ロ ー ス ル ー (flow through)” 材 料 、 す な わ ち 固 定 化 し た 試 薬 に よ っ て 結
合 さ れ な か っ た 材 料 を 収 集 し た 後 、 固 定 化 し た 試 薬 に よ っ て 結 合 さ れ て い る 酵 素 は 、 遊 離
の ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン の 添 加 に よ っ て 溶 出 さ れ て 、 別 々 に 収 集 さ れ 得 る 。
　 上 述 の よ う な 本 発 明 の リ ガ ン ド は 、 本 技 術 分 野 で 既 知 の ペ プ チ ド 合 成 及 び 精 製 の 通 常 経
路 に 従 っ て 、 合 成 的 に 調 製 さ れ 精 製 さ れ て も よ い 。 リ ガ ン ド は 、 活 性 を 高 め る た め 及 び /
又 は リ ガ ン ド が 創 傷 部 位 で 活 性 を 維 持 す る 期 間 を 延 長 さ せ る た め に 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ
活 性 に 対 し て 保 護 さ れ て も よ い 。 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 に 対 す る 保 護 は 、 例 え ば 、 非 コ
ー ド 異 常 ア ミ ノ 酸 を 用 い る リ ガ ン ド の COOH置 換 部 位 に お け る ア ミ ド 化 及 び /又 は イ ソ ス タ
ー に よ る CO-NHア ミ ド 結 合 の 置 き 換 え に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の リ ガ ン ド は 、 創 傷 に 施 さ れ て 、 治 療 に つ な が る 増 殖 因 子 の 側 面 (profile)を 導
入 し 得 る 。 例 え ば 、 純 粋 な 形 態 又 は 無 菌 担 体 中 の 一 つ 以 上 の リ ガ ン ド が 、 創 傷 部 位 を 覆 っ
て 散 在 さ せ ら れ て も よ く 、 又 は 担 体 中 に 組 込 ま れ て 創 傷 に 施 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 緩 慢
放 出 又 は 制 御 放 出 の 様 式 で リ ガ ン ド を 創 傷 に 送 達 し 得 る 適 切 な 材 料 中 に 、 リ ガ ン ド が 取 込
ま れ て も 又 は 封 入 さ れ て も よ い 。 そ の よ う な 適 切 な 材 料 の 例 は 、 調 剤 さ れ て 制 御 放 出 の 様
式 で ペ プ チ ド を 放 出 し 得 る ポ リ (ラ ク チ ド -コ -グ リ コ リ ド )又 は PLGAの 粒 子 で あ る 。 あ る い
は 、 一 つ 以 上 の リ ガ ン ド が 包 帯 剤 中 に 取 込 ま れ て 、 創 傷 を 覆 っ て 施 さ れ 得 る 。 そ の よ う な
包 帯 剤 の 例 と し て は 、 創 傷 治 癒 材 料 を 含 む 緩 慢 放 出 性 親 水 コ ロ イ ド 粒 子 又 は 創 傷 治 癒 材 料
を 含 む ス ポ ン ジ が 組 込 ま れ て い る 段 階 状 又 は 層 状 の 包 帯 剤 が 挙 げ ら れ 、 前 記 包 帯 剤 は 任 意
で 通 常 の 包 帯 剤 が 層 状 に か ぶ せ ら れ て い て も よ い 。 現 在 使 用 さ れ て い る 種 類 の 親 水 コ ロ イ
ド 包 帯 剤 、 例 え ば “ グ ラ ニ ュ フ レ ッ ク ス (Granuflex)” の 商 標 の 下 で 入 手 可 能 な 親 水 コ ロ
イ ド 包 帯 剤 が 改 変 さ れ て 、 創 傷 に 対 し て リ ガ ン ド を 放 出 し て も よ い 。
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト に お け る 創 傷 の 治 癒 を 促 す 創 傷 の 治 療 方 法 に も 関 し 、 そ の 方
法 は 、 本 発 明 の 組 成 物 を 創 傷 に 施 す こ と を 含 む 。 さ ら な る 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の
組 成 物 を 有 す る 支 持 材 を 含 む 創 傷 用 包 帯 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
［ 1. 本 発 明 の プ ロ セ ッ シ ン グ プ ロ テ ア ー ゼ の 単 離 及 び ア ッ セ イ ］
　 ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン ア ガ ロ ー ス 上 に お け る ル シ リ ア ・ セ リ カ タ ESの ア フ ィ ニ テ ィ ー ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 ト リ プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ を 精 製 し た 。 0.5 M NaCl
を 含 む 0.025 M ト リ ス -HCl緩 衝 液 pH 8.0を 20 mL用 い て 、 カ ラ ム マ ト リ ッ ク ス （ 1 mL） を
平 衡 化 し た 。 未 精 製 ES（ 0.5 mL、 70 μ g/mLタ ン パ ク 質 ） は 、 カ ラ ム に 装 荷 す る 前 に 、 等
体 積 の 緩 衝 液 で 希 釈 し た 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 通 し て 、 画 分 （ 0.5 mL） を 収 集 し た 。 カ
ラ ム 体 積 の 6.5倍 の 緩 衝 液 を 用 い て 洗 滌 し て 、 非 結 合 タ ン パ ク 質 を 除 去 し た 後 、 遊 離 ア ミ
ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン リ ガ ン ド （ 400 μ M、 2 mL） を 用 い て 、 結 合 材 料 の 溶 出 を 誘 発 し た 。 前
記 画 分 の 280 nmに お け る 吸 光 度 の 読 み を 用 い て 非 結 合 （ フ ロ ー ス ル ー ） ピ ー ク 及 び 結 合 ピ
ー ク の 位 置 を 確 立 し 、 次 に そ れ ら ピ ー ク を ア ッ セ イ の た め に 収 集 し た 。 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル
は 、 図 １ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン ア ガ ロ ー ス は 、 ト リ プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ を 結 合 す る 。 前
記 カ ラ ム へ の 幼 虫 酵 素 分 泌 物 の 装 荷 に 続 い て 、 非 結 合 材 料 が そ の ま ま 通 り 抜 け 、 こ れ を “
フ ロ ー ス ル ー ” （ ピ ー ク I） と し て 収 集 し た 。 カ ラ ム 緩 衝 液 へ の 遊 離 ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ
ン の 添 加 は 、 結 合 プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 溶 出 （ ピ ー ク II） を 誘 発 し た 。 非 結 合 （ フ ロ ー ス ル ー
） 材 料 は 、 APMSFに よ っ て 影 響 さ れ な い プ ロ テ イ ナ ー ゼ 活 性 を 含 ん で い た （ お そ ら く は 、
キ モ ト リ プ シ ン 様 酵 素 を 含 ん で い る ） 。 一 方 、 ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン 溶 出 ピ ー ク に お け る
活 性 は APMSFに よ っ て 実 質 的 に （ 80％ ） 消 失 し 、 こ れ に よ り ト リ プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ イ
ナ ー ゼ 活 性 の 精 製 が 示 さ れ た 。 カ ラ ム 画 分 の 残 留 活 性 は 、 図 ２ で 示 さ れ て い る 。
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　 カ ラ ム 画 分 を 、 非 還 元 性 SDSサ ン プ ル 緩 衝 液 （ 4％ SDS、 20％ グ リ セ ロ ー ル 及 び 0.02％ ブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を 含 む 0.5 M ト リ ス -HCl、 pH 6.8） を 用 い て 、 0.1％ ヒ ト ヘ モ グ ロ
ビ ン を 含 む 12％ SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 の 電 気 泳 動 に よ っ て 調 べ た 。 2.5％ ト リ ト ン
X-100中 （ 1時 間 ） と 蒸 留 水 中 （ 15分 間 ） と で 洗 滌 す る こ と に よ っ て 、 SDSを 除 去 し た 。 0.1
 M ト リ ス -HCl緩 衝 液 pH 8.0の 中 で 37℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 ゲ
ル 中 の ヘ モ グ ロ ビ ン 基 質 の タ ン パ ク 質 分 解 を 行 い 、 ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー で の タ
ン パ ク 質 染 色 に よ っ て 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 酵 素 の 位 置 に 対 応 す る 明 瞭 な バ ン ド が 現 れ た （ 図
３ ） 。 出 発 画 分 及 び フ ロ ー ス ル ー 画 分 の 各 々 は 複 数 の プ ロ テ イ ナ ー ゼ 活 性 を 示 し た が 、 ア
ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン 溶 出 画 分 は た だ 一 つ の バ ン ド を 示 し た 。 こ の よ う に 、 ア ミ ノ ベ ン ズ ア
ミ ジ ン 溶 出 画 分 に お い て 先 に 同 定 し た （ 図 ２ ） ト リ プ シ ン 様 酵 素 は 、 お よ そ 25 kDaの 分 子
量 を 有 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
［ 2. FITC-カ ゼ イ ン を 用 い た 幼 虫 酵 素 （ ES） の タ ン パ ク 質 分 解 作 用 の 調 査 ］
　 FITC-カ ゼ イ ン の タ ン パ ク 質 分 解 に お け る ル シ リ ア ・ セ リ カ タ ESの 活 性 を 、 pH 8に て 、
次 の よ う に ES(0.25 μ g)の 異 な る 提 示 を 用 い て 調 査 し た 。
Ａ ． 　 　 ES＋ H 2 O
Ｂ ． 　 　 ES＋ エ タ ノ ー ル
Ｃ ． 　 　 0.2 mM PMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
Ｄ ． 　 　 0.6 mM PMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
Ｅ ． 　 　 1 mM PMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
Ｆ ． 　 　 0.04 mM APMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
Ｇ ． 　 　 0.12 mM APMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
Ｈ ． 　 　 0.2 mM APMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ル シ リ ア ・ セ リ カ タ ESの タ ン パ ク 質 分 解 活 性 は 、 不 可 逆 性 セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤
PMSFと プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る と 阻 害 さ れ た 。 ESを 1 mM PMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 場 合 に 、 そ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 は 全 て 阻 害 さ れ た 。 PMSFは エ タ ノ ー ル に 溶 解 し 、 ES
の 活 性 に 対 す る こ の 溶 媒 の 影 響 は 無 視 で き た 。 対 照 的 に 、 ESを 不 可 逆 性 “ ト リ プ シ ン 様 ”
特 異 的 阻 害 剤 APMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 は 、 お よ そ 50％ の 残 留 セ リ ン プ ロ テ イ
ナ ー ゼ 活 性 が ESか ら 検 出 さ れ た 。 APMSFの 存 在 下 の 残 留 活 性 は 、 キ モ ト リ プ シ ン 様 酵 素 の
存 在 を 示 す 。 得 ら れ た 活 性 （ ％ ） の 値 は 、 次 の よ う で あ っ た 。
Ａ ． 　 　 100％
Ｂ ． 　 　 85.5％
Ｃ ． 　 　 13.8％
Ｄ ． 　 　 18％
Ｅ ． 　 　 0％
Ｆ ． 　 　 43.5％
Ｇ ． 　 　 47％
Ｈ ． 　 　 54％
こ れ ら の 結 果 は 、 図 ４ に グ ラ フ 化 し て 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
［ 3. 特 異 的 基 質 に 対 す る 幼 虫 酵 素 (ES)の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 の 調 査 ］
APMSF及 び PMSF存 在 下 で の ト シ ル -Gly-Pro-Arg-AMC（ a） と Suc-Ala-Ala-Phe-AMC（ b） と に
対 す る ル シ リ ア ・ セ リ カ タ ES（ 0.25 μ g） の 活 性 を 、 次 の よ う に ESの 異 な る 提 示 を 用 い て
調 査 し た 。
（ a）
　 Ａ ． 　 　 ES
　 Ｂ ． 　 　 0.025 mM APMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
　 Ｃ ． 　 　 0.05 mM APMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
　 Ｄ ． 　 　 1 mM PMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
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（ b）
　 Ｅ ． 　 　 ES
　 Ｆ ． 　 　 0.2 mM APMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
　 Ｇ ． 　 　 1 mM PMSFで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ES
【 ０ ０ １ ５ 】
得 ら れ た 残 留 活 性 （ ％ ） の 値 は 、 次 の よ う で あ っ た 。
（ a）
　 Ａ ． 　 　 100％
　 Ｂ ． 　 　 14.3％
　 Ｃ ． 　 　 3.6％
　 Ｄ ． 　 　 0％
（ b）
　 Ｅ ． 　 　 100％
　 Ｆ ． 　 　 86.8％
　 Ｇ ． 　 　 1.3％
こ れ ら の 結 果 は 、 図 ５ に グ ラ フ 化 し て 示 さ れ て い る 。
　 (a)に 対 す る 結 果 は 、 ル シ リ ア ・ セ リ カ タ ESに お け る “ ト リ プ シ ン 様 ” セ リ ン プ ロ テ イ
ナ ー ゼ 活 性 の 存 在 を 明 ら か に し て い る 。 ト シ ル -Gly-Pro-Arg-AMCの 加 水 分 解 （ セ リ ン プ ロ
テ イ ナ ー ゼ で あ る ト ロ ン ビ ン 及 び プ ラ ス ミ ン に 対 し て 選 択 的 ） は 、 1 mM PMSF及 び 0.05 mM
 APMSFに よ っ て 阻 害 さ れ た 。 し か し な が ら 、 ル シ リ ア ・ セ リ カ タ に よ る キ モ ト リ プ シ ン 基
質 Suc-Ala-Ala-Phe-AMCの 加 水 分 解 は 、 PMSF（ 1 mM） に よ っ て の み 阻 害 さ れ 、 過 剰 量 の APM
SF（ キ モ ト リ プ シ ン を 阻 害 し な い ） に よ っ て は 阻 害 さ れ な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 二 つ の 異
な る サ ブ ク ラ ス の セ リ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ が ESに 存 在 す る こ と の 更 な る 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
［ 4. ト ー ル 受 容 体 及 び ト ー ル 様 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド ］
　 上 述 す る よ う に 、 本 発 明 の 組 成 物 に 用 い ら れ 得 る リ ガ ン ド は 、 特 定 の 態 様 に 従 っ て 、 ヒ
ト の ト ー ル 受 容 体 に 対 す る 構 成 性 リ ガ ン ド 及 び 誘 導 性 リ ガ ン ド か ら 選 択 さ れ て も よ く 、 ま
た セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の よ う な プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ て も 又 は さ れ な
く て も よ い 。 具 体 的 な 例 は 、 ド ロ ソ フ ィ ラ ・ メ ラ ノ ガ ス タ ー か ら 得 ら れ る ト ー ル 受 容 体 リ
ガ ン ド で あ る シ ュ ペ ッ ツ レ タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 そ の プ ロ セ ッ シ ン グ 前 及 び プ ロ セ ッ シ ン
グ 後 の 両 方 の 形 態 が あ る 。 シ ュ ペ ッ ツ レ は 、 Cell(1994), 76, 677-688に 記 載 さ れ 特 徴 付
け ら れ て い る 。
　 ル シ リ ア ・ セ リ カ タ の 異 な る 発 育 段 階 に 由 来 す る シ ュ ペ ッ ツ レ 様 タ ン パ ク 質 （ シ ュ ペ ッ
ツ レ の 相 同 体 又 は 類 似 体 ） も 、 本 発 明 で ト ー ル 受 容 体 リ ガ ン ド と し て 用 い ら れ 得 る 。 前 記
タ ン パ ク 質 は 、 ド ロ ソ フ ィ ラ の シ ュ ペ ッ ツ レ タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ た 抗 体 を 用 い て 同 定
さ れ 得 る 。 前 記 タ ン パ ク 質 は ル シ リ ア ・ セ リ カ タ の シ ュ ペ ッ ツ レ 様 タ ン パ ク 質 に 富 む 発 育
段 階 か ら 精 製 さ れ て も よ く 、 生 理 食 塩 水 中 へ の 抽 出 に よ っ て 抽 出 物 を 得 て 、 次 に そ の 抽 出
物 を 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に 装 荷 し て 、 精 製 が 達 成 さ れ 得 る 。 こ
の よ う に 同 定 さ れ た シ ュ ペ ッ ツ レ 様 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト 白 血 球 の ト ー ル 受 容 体 と 結 合 す る
(engage)能 力 に つ い て テ ス ト さ れ 得 る 。 ヒ ト 末 梢 血 単 核 （ HPBM） 細 胞 が ル シ リ ア ・ セ リ カ
タ 由 来 の シ ュ ペ ッ ツ レ 様 タ ン パ ク 質 と 共 培 養 さ れ て か ら 前 記 HPBM細 胞 の 増 殖 が チ ミ ジ ン 取
り 込 み を 用 い て 測 定 さ れ て も よ い 。 そ れ と 提 携 し て 、 ル シ リ ア シ ュ ペ ッ ツ レ の 相 同 体 又 は
類 似 体 の サ イ ト カ イ ン 分 泌 （ TNF-α ） を 誘 導 す る 能 力 が 、 既 知 の ト ー ル 受 容 体 （ LPS-細 菌
性 リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド ） と 並 行 し て モ ニ タ ー さ れ 得 る 。
　 ト ー ル 様 受 容 体 の リ ガ ン ド は 、 Cytokine and Growth Factor Reviews 11(2000)219-232
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
（ 実 施 例 ）
　 誘 導 し た 蛆 虫 血 リ ン パ に お け る LPS様 活 性 を 同 定 す る 研 究 を 行 っ た （ ル シ リ ア ・ セ リ カ
タ の 幼 虫 を 用 い た ） 。
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　 L.セ リ カ タ の 幼 虫 は 、 無 菌 の 肝 臓 /寒 天 溶 液 中 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ エ ル ジ ノ ザ (Pseudomo
nas aeruginosa)の 存 在 下 （ 誘 導 ） 又 は 非 存 在 下 （ 非 誘 導 ） で 育 て た 。 無 菌 の L.セ リ カ タ
の 幼 虫 は 、 Surgical Materials Testing Laboratory SMTL（ Princess of Wales Hospital
, Bridgend CF31 1RQ） か ら 入 手 し た 。 幼 虫 は 、 Sherman（ 1995） に よ り 記 載 さ れ た 培 地 で
育 て た 。 前 記 培 地 は 、 腐 敗 し た ブ タ の 肝 臓 と バ ク ト ア ガ ー と を 含 み 、 閉 鎖 容 器 中 で オ ー ト
ク レ ー ブ す る こ と に よ っ て 滅 菌 し た 。 前 記 閉 鎖 容 器 は 、 容 器 の 内 側 と 外 側 と の 間 で 気 体 及
び 水 分 の 交 換 は 可 能 に さ れ て い る が 、 細 菌 の 容 器 内 へ の 侵 入 は 妨 げ ら れ て い る 。 幼 虫 用 の
栄 養 培 地 の 薄 い 層 を 、 前 記 容 器 の 底 に 用 意 し た 。
　 無 菌 の 第 一 齢 幼 虫 （ 200） を 200 μ Lの 滅 菌 し た リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し て 、 前 記
容 器 に 移 し た 。 28℃ に て お よ そ 48時 間 加 湿 器 に お い て 無 菌 状 態 下 で 育 て て 、 幼 虫 を 樹 立 さ
せ た 。 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ エ ル ジ ノ ザ の 変 異 体 PAO P47を 10 mLの ル ー リ ア -ベ ル タ ー ニ （ LB
） 培 地 に 接 種 し て 、 振 盪 し な が ら 37℃ に て 一 晩 育 て た 。 そ の 培 養 物 の 1 mL（ 生 存 数 お よ そ
10 8 ） を 前 記 容 器 に 接 種 し 、 前 記 幼 虫 を 前 記 細 菌 の 存 在 下 で 育 て た 。
　 P.ア ル ジ ノ ザ 培 養 物 で の 接 種 を 用 い な か っ た こ と を 除 い て 、 上 述 の 手 順 を 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 上 述 す る 手 順 か ら 得 た 第 二 齢 後 期 の 幼 虫 を 、 次 の よ
う に 別 々 に 処 理 し た 。
　 無 菌 状 態 下 で 、 前 記 幼 虫 を 肝 臓 -寒 天 溶 液 か ら 取 り 出 し て 、 滅 菌 し た ユ ニ バ ー サ ル チ ュ
ー ブ へ 移 し た 。 蛆 虫 を 滅 菌 し た 冷 PBSで 洗 滌 し 、 次 に 70％ エ タ ノ ー ル 中 で 洗 滌 し て 、 最 後
に フ ィ ル タ ー ペ ー パ ー 上 で 乾 か し た 。 次 に 、 滅 菌 し た 外 科 手 術 刀 を 用 い て 幼 虫 の か ぎ 状 器
官 (hooks)の 基 部 を 切 断 し た 。 次 に 、 滅 菌 し た 黄 色 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ッ プ を 有 す る 20 μ L
の ピ ペ ッ ト を 用 い て 、 血 リ ン パ を 採 取 し 、 20 μ g/mLの ア プ ロ チ ニ ン （ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害
剤 ） 及 び 40 μ Mの フ ェ ニ ル チ オ カ ル バ ミ ド （ メ ラ ニ ン 化 阻 害 剤 ） を 含 む 予 備 冷 却 し た エ ッ
ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ の 中 に 移 し た 。 15,000 gで 4℃ に て 10分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 予 備 冷 却
し た チ ュ ー ブ に 上 清 を 収 集 し て 、 必 要 と す る ま で － 80℃ で 保 持 し た 。 こ の 方 法 を 用 い た と
き 、 消 化 管 内 容 物 は 血 リ ン パ に 混 入 し な か っ た 。 ま た 、 LB溶 液 又 は プ レ ー ト で の 一 晩 培 養
に よ っ て 判 断 し て 、 血 リ ン パ に は P.ア ル ジ ノ ザ が 混 入 し て い な か っ た 。
　 （ 上 述 の よ う に 調 製 し た ） 誘 導 及 び 非 誘 導 血 リ ン パ 上 清 の TNF-α 放 出 に 対 す る 影 響 を 、
‘ サ ン ド イ ッ チ ’ ELISAを 用 い て ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） で テ ス ト し て 、 LPSと 比 較 し
た 。
　 三 人 の 健 康 な ヒ ト ボ ラ ン テ ィ ア （ ド ナ ー 1、 2及 び 3） か ら 承 諾 を 得 て 、 血 液 標 本 を 入 手
し た 。 三 人 の ド ナ ー の 各 々 に 由 来 す る ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） を 、 Histopaque 1077
（ Sigma, Poole, UK） に よ る 600 gに て 20分 間 の 浮 遊 密 度 遠 心 分 離 に よ っ て 、 へ パ リ ン 処
理 し た 全 血 か ら 単 離 し た 。 中 間 層 か ら 採 取 し た PBMCを 、 RPMI 1640培 地 を 用 い て ２ 回 洗 滌
し 、 AIM-V培 地 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 次 に 、 10 5 個 の PBMCを 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 蒔 い て 培 養 し 、 増 加 性 濃 度 の 非 誘 導 /誘 導 血
リ ン パ と 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て の E.coli血 清 型 055： B5由 来 の LPSと を 100 μ L
ず つ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 24時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 上 清 を 収 集 し て 、 マ
ウ ス 抗 ヒ ト TNF-α 抗 体 で プ レ コ ー テ ィ ン グ し た 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 添 加 し た 。 20 ng/mL
か ら 出 発 す る 標 準 ヒ ト TNF-α の 連 続 希 釈 物 を 並 列 に 並 べ て 含 め た 。 見 込 ま れ る TNF-α を 、
一 晩 放 置 し て 捕 捉 し て 、 0.05％ （ v/v） PBS/Tween 20で ３ 回 洗 滌 し た 後 、 ビ オ チ ン 化 マ ウ
ス 抗 ヒ ト TNF-α 抗 体 の 添 加 を 用 い て 、 捕 捉 抗 体 を 検 出 し た 。 0.05％ （ v/v） PBS/Tween 20
を 用 い た 最 終 洗 滌 の 後 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ウ
ェ ル に 添 加 し て 、 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン を 基 質 と し て 用 い て 10分 間 発 色 さ せ て 、 そ の 発
色 を Dynexプ レ ー ト リ ー ダ ー で 450 nmに て 読 取 っ た 。 全 て の ア ッ セ イ は 、 二 連 で 行 っ た 。
　 こ の 結 果 は 、 図 ６ に グ ラ フ 化 し て 示 さ れ て い る 。 図 ６ に お い て 、 (A)列 は 三 人 の ド ナ ー
の 各 々 に 由 来 す る LPS処 理 し た PBMCに つ い て 得 ら れ た プ ロ ッ ト を 示 し て お り 、 LPS（ μ g/mL
） に 対 し て 検 出 し た TNF-α （ ng/mL） の 関 係 が 示 さ れ て い る 。 (B)列 は 、 血 リ ン パ 処 理 し た
PBMCサ ン プ ル の 各 々 に つ い て 、 血 リ ン パ 濃 度 に 対 す る 最 大 LPS応 答 を 超 え て 生 成 し た ％ TNF
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-α （ ％ LPSと し て 示 さ れ る ） を 示 し て い る 。 (B)列 の プ ロ ッ ト は 、 誘 導 血 リ ン パ 及 び 非 誘
導 血 リ ン パ の 両 方 に つ い て の 結 果 を 示 し て い る 。 こ の 研 究 に よ っ て 、 誘 導 血 リ ン パ は ヒ ト
PBMCか ら の TNF-α 分 泌 を 刺 激 す る こ と が 実 証 さ れ る 。 こ こ で 記 述 す べ き 重 要 な こ と は 、 LB
溶 液 又 は プ レ ー ト に お け る 一 晩 培 養 に よ っ て 判 断 し て 、 血 リ ン パ に は P.ア ル ジ ノ ザ が 全 く
混 入 し て い な か っ た こ と で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 図 １ 】 ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン ア ガ ロ ー ス か ら の セ リ カ タ ・ ル シ リ ア ESの 溶 出 プ ロ フ ィ ー
ル を 示 す 。
【 図 ２ 】 ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら セ リ カ タ ・ ル シ リ ア ESを 溶 出 し た カ ラ
ム 画 分 の プ ロ テ イ ナ ー ゼ 残 留 活 性 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら セ リ カ タ ・ ル シ リ ア ESを 溶 出 し た カ ラ
ム 画 分 に 電 気 泳 動 を 行 い 、 ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー で タ ン パ ク 質 染 色 し た 結 果 を 示
す 。
【 図 ４ 】 APMSF/PMSFの 存 在 下 で の L.セ リ カ タ ES(0.25 μ g)に よ る FITC-カ ゼ イ ン の 加 水 分
解 活 性 を 示 す 。
【 図 ５ 】 APMSF/PMSFの 存 在 下 で の L.セ リ カ タ ES(0.25 μ g)に よ る ト シ ル -Gly-Pro-Arg-AMC
及 び Suc-Ala-Ala-Phe-AMCの 加 水 分 解 活 性 を 示 す 。
【 図 ６ 】 ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 か ら の TNF-α 放 出 に 対 す る 誘 導 及 び 非 誘 導 血 リ ン パ 上 清 の 影
響 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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