
(57)【要約】

　インスリン抵抗性に関与する疾患、例えばインスリン

非依存性糖尿病（ＮＩＤＤＭ）、低インスリン血症、及

び筋萎縮症、外傷、又は変性に関する疾患の治療のため

に、Dickkopf-1（Ｄｋｋ－１）タンパク質に対するアン

タゴニストを有効量投与する。好ましくは、アンタゴニ

ストは、製薬的に許容される担体中にＤｋｋ－１に対す

る抗体を含むＤｋｋ－１の影響を阻害する用途のための

組成物からなる。さらに、哺乳動物に有効量のＤｋｋ－

１を投与することによって、哺乳動物の肥満又は高イン

スリン血症を治療する方法を提供する。また、標的とし

てＤｋｋ－１を用いるインスリン抵抗性、高及び低イン

スリン血症、肥満、及び関連疾患の診断方法、及びｄｋ

ｋ－１核酸を過剰発現する非ヒトトランスジェニック動

物も提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
哺 乳 動 物 の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 必 要 の
あ る 哺 乳 動 物 に 有 効 量 の Dickkopf-1（ Ｄ ｋ ｋ － １ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ
と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
哺 乳 動 物 が イ ン ス リ ン 非 依 存 性 糖 尿 病 （ Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ ） を も つ 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト が ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る も の で あ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
ア ン タ ゴ ニ ス ト が Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
抗 体 が Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ６ を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 作 成 さ れ る 、 請 求
項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
投 与 が 全 身 性 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
イ ン ス リ ン 抵 抗 性 が 治 療 さ れ 、 有 効 量 の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 治 療 薬 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ
と を さ ら に 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
低 イ ン ス リ ン 血 症 が 治 療 さ れ 、 有 効 量 の イ ン ス リ ン を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を さ ら に 含
む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
哺 乳 動 物 に お い て イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 の 存 在 又 は 発 症 を 検 出 す る 方 法
で あ っ て 、 次 の ：
（ ａ ） 前 記 哺 乳 動 物 由 来 の 試 料 に お け る Dickkopf-1（ Ｄ ｋ ｋ － １ ） の 量 を 測 定 す る 工 程 ；
及 び
（ ｂ ） 工 程 （ ａ ） に お い て 測 定 さ れ た 量 と 標 準 試 料 に 存 在 す る Ｄ ｋ ｋ － １ の 量 と を 比 較 す
る 工 程
を 含 み 、 工 程 （ ａ ） で の Ｄ ｋ ｋ － １ 量 が 増 大 し た レ ベ ル に あ る こ と に よ っ て 、 イ ン ス リ ン
抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 が 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
測 定 が 免 疫 測 定 法 で 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 を 用 い て 実 施 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 が 標 識 を 有 す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
標 識 が 蛍 光 標 識 、 放 射 性 標 識 、 及 び 酵 素 標 識 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
免 疫 測 定 法 が 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 、 サ ン ド イ ッ
チ 免 疫 測 定 法 、 沈 降 ア ッ セ イ 、 免 疫 放 射 性 ア ッ セ イ 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン Ａ 免 疫
測 定 法 、 免 疫 電 気 泳 動 ア ッ セ イ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
イ ン ス リ ン 抵 抗 性 が イ ン ス リ ン 非 依 存 性 糖 尿 病 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ が 測 定 さ れ る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 を 治 療 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
（ ａ ） Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 容 器 ； 及 び
（ ｂ ） イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に ア ン タ ゴ ニ ス ト を 使 用 す る た め の
説 明 書
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ア ン タ ゴ ニ ス ト が Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
抗 体 が ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
イ ン ス リ ン 非 依 存 性 糖 尿 病 を 治 療 す る た め の 請 求 項 １ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
イ ン ス リ ン 抵 抗 性 が 治 療 さ れ る 場 合 に は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 治 療 薬 を 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 が
治 療 さ れ る 場 合 に は イ ン ス リ ン を 含 む 容 器 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ４ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ５ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ６ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ３
０ ８ ７ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ８ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ９ 及 び Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ９ ７ か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ６ で あ る 請 求 項 ２ ３ の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 ２ ３ の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 調 製 さ れ る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
哺 乳 動 物 の 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 必 要 の あ る 哺 乳 動 物
に 有 効 量 の Dickkopf-1（ Ｄ ｋ ｋ － １ ） を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り 、 Ｄ ｋ ｋ － １ が ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
投 与 が 全 身 性 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
有 効 量 の 減 量 薬 を 投 与 す る こ と を さ ら に 含 む 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
哺 乳 動 物 に お い て 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 存 在 又 は 発 症 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 次
の ：
（ ａ ） 前 記 哺 乳 動 物 由 来 の 試 料 に お け る Dickkopf-1（ Ｄ ｋ ｋ － １ ） の 量 を 測 定 す る 工 程 ；
及 び
（ ｂ ） 工 程 （ ａ ） に お い て 測 定 さ れ た 量 と 標 準 試 料 に 存 在 す る Ｄ ｋ ｋ － １ の 量 と を 比 較 す
る 工 程
を 含 み 、 工 程 （ ａ ） の Ｄ ｋ ｋ － １ 量 が 減 少 し た レ ベ ル に あ る こ と に よ っ て 、 肥 満 又 は 高 イ
ン ス リ ン 血 症 が 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
測 定 が 免 疫 測 定 法 で 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 を 用 い て 実 施 さ れ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 が 標 識 を 有 す る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
標 識 が 蛍 光 標 識 、 放 射 性 標 識 、 及 び 酵 素 標 識 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
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免 疫 測 定 法 が 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 、 サ ン ド イ ッ
チ 免 疫 測 定 法 、 沈 降 ア ッ セ イ 、 免 疫 放 射 性 ア ッ セ イ 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン Ａ 免 疫
測 定 法 、 免 疫 電 気 泳 動 ア ッ セ イ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ が 測 定 さ れ る 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 を 治 療 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
（ ａ ） Ｄ ｋ ｋ － １ を 含 む 容 器 ； 及 び
（ ｂ ） 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に Ｄ ｋ ｋ － １ を 使 用 す る た め の 説 明 書
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
Ｄ ｋ ｋ － １ が ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
肥 満 が 治 療 さ れ る 場 合 に は 減 量 薬 を 含 み 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 が 治 療 さ れ る 場 合 に は ジ ア ゾ
キ シ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 、 又 は 肥 満 の 存 在 又 は 発 症 を 検
出 す る た め の 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、
（ ａ ） Dickkopf-1（ Ｄ ｋ ｋ － １ ） に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 容 器 ；
（ ｂ ） Ｄ ｋ ｋ － １ を 含 有 す る 標 準 試 料 を 含 む 容 器 ； 及 び
（ ｃ ） イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 、 又 は 肥 満 の 検 出 に 抗 体
と 標 準 試 料 を 使 用 す る た め の 説 明 書
を 含 み 、 Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 抗 体 が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る か 、 あ る い は キ ッ ト が 、
検 出 可 能 に 標 識 さ れ 且 つ Ｄ ｋ ｋ － １ に 又 は Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 抗 体 に 結 合 す る 第 ２ 抗 体
を 含 む 別 の 容 器 を さ ら に 含 む 、 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
Ｄ ｋ ｋ － １ が ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ で あ り 、 キ ッ ト が イ ン ス リ ン 非 依 存 性 糖 尿 病 又 は 肥 満 を 検 出
す る た め の も の で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
哺 乳 動 物 の 筋 肉 を 修 復 又 は 再 生 す る 方 法 で あ っ て 、 有 効 量 の Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ
ニ ス ト を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
ア ン タ ゴ ニ ス ト が Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り 、 抗 体 が ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
筋 肉 を 修 復 又 は 再 生 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
（ ａ ） Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 容 器 ； 及 び
（ ｂ ） 哺 乳 動 物 の 筋 肉 の 修 復 又 は 再 生 に ア ン タ ゴ ニ ス ト を 使 用 す る た め の 説 明 書 を 含 む キ
ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ア ジ ュ バ ン ド で 希 釈 さ れ た タ グ 付 Ｄ ｋ ｋ － １ で マ ウ ス を 過 免 疫 化 し 、 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 力
価 を 有 す る マ ウ ス 由 来 の Ｂ 細 胞 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ せ て 上 清 を 得 、 上 清 を
回 収 し 、 回 収 し た 上 清 を 抗 体 産 生 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の イ ン
ビ ボ 生 産 の た め に ２ 回 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 後 に 最 も 高 い 免 疫 結 合 を 示 す ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー
ン を 初 回 刺 激 を 受 け た マ ウ ス に 注 入 し 、 マ ウ ス か ら 得 た 腹 水 を プ ー ル し 、 腹 水 の プ ー ル を
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精 製 し て 抗 体 調 製 物 を 作 成 す る こ と に よ っ て 作 成 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 、 又 は 筋 肉 修 復 に お け る 候 補 医 薬 の 効 果 を 評 価 す る
方 法 で あ っ て 、 ｄ ｋ ｋ － １ 核 酸 を 過 剰 発 現 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 へ の 前 記 医
薬 の 投 与 、 及 び そ れ ぞ れ 、 前 記 動 物 の 血 液 か ら の グ ル コ ー ス ク リ ア ラ ン ス 、 前 記 動 物 の 循
環 イ ン ス リ ン レ ベ ル 、 又 は 筋 肉 分 化 に お け る 医 薬 の 影 響 の 測 定 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 に お け る 候 補 医 薬 の 効 果 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 ｄ ｋ ｋ － １
核 酸 を 発 現 す る 非 ヒ ト バ イ ナ リ ー ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 へ の 前 記 医 薬 の 投 与 、 及 び 前 記
動 物 の 肥 満 決 定 因 子 又 は イ ン ス リ ン レ ベ ル に お け る 医 薬 の 影 響 の 測 定 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
ｄ ｋ ｋ － １ 核 酸 を 過 剰 発 現 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
齧 歯 類 で あ る 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 動 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
マ ウ ス で あ る 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 動 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 肥 満 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 及 び 高 イ ン ス リ ン 血 症 を 伴 う 疾
患 の 診 断 及 び 治 療 、 及 び 哺 乳 動 物 の 筋 肉 の 修 復 及 び 再 生 の た め の も の で あ る 。 特 に 、 本 発
明 は 、 肥 満 及 び 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に お け る Dickkopf-1（ Ｄ ｋ ｋ － １ ） タ ン パ ク 質 の
使 用 と 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 及 び 低 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 及 び 筋 肉 修 復 に お け る Ｄ ｋ ｋ － １
と 結 合 す る 及 び ／ 又 は そ の 活 性 を 中 和 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 使 用 と に 関 す る 。
【 関 連 す る 開 示 の 説 明 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Dickkopf（ ｄ ｋ ｋ ） タ ン パ ク 質 は 、 Ｗ ｎ ｔ 活 性 を 調 節 す る 分 泌 タ ン パ ク 質 群 で あ る （ Kr
upnik等 , Gene, 238: 301-313 (1999); Monaghan等 , Mech. Dev., 87:45-56 (1999); Roe
ssler等 , Cell Genet., 89: 220-224 (2000)） 。 こ の フ ァ ミ リ ー は ４ つ の メ ン バ ー か ら な
り 、 こ れ ら の メ ン バ ー は 関 連 性 が 高 く 、 ２ つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン を 含
む （ 2000年 9月 8日 公 開 の WO00/52047） 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ （ 1999年 9月 16日 公 開 の WO99/46281（ こ こ で Ｄ ｋ ｋ － １ は Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ８ と
称 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ５ ３ ０ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ） ; 2000年 4月 6日 公 開 の WO00/18914
; 2000年 9月 8日 公 開 の WO00/52047; 1998年 10月 22日 公 開 の WO98/46755） は 最 初 、 Ｗ ｎ ｔ シ
グ ナ ル 伝 達 の 抑 制 に よ る ゼ ノ パ ス （ Xenopus） の 頭 部 形 成 の 誘 導 因 子 と し て 確 認 さ れ （ Gli
nka等 , Nature, 391: 357-362 (1998)） 、 そ の 後 、 肢 の 成 長 に 関 与 し （ Grotewold等 , Mec
h. Dev., 89: 151-153 (1999)） 、 Ｗ ｎ ｔ 誘 導 性 形 態 的 形 質 転 換 を 抑 制 す る （ Fedi等 , J. 
Biol. Chem., 274: 19465-19472 (1999)） こ と が 示 さ れ た 。
　 最 近 の 研 究 に よ り 、 Ｄ ｋ ｋ は 、 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 の た め の 共 受 容 体 と し て 作 用 す る 低
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 タ ン パ ク 質 Ｌ Ｒ Ｐ ６ に 結 合 す る こ と に よ っ て 作 用 す る こ と が わ か
っ た （ Mao等 , Mol. Cell., 7: 801-809 (2001); Pinson等 , Nature. 407: 535-538 (2000
); Tamai等 , Nature, 407: 530-535 (2000); Wehrli等 , Nature, 407: 527-530 (2000)）
。 Ｄ ｋ ｋ － １ は 、 Ｗ ｎ ｔ 及 び Frizzledと の 相 互 作 用 に 関 連 す る ド メ イ ン と は 別 の ド メ イ ン
で Ｌ Ｒ Ｐ ６ と 結 合 す る こ と で Ｌ Ｒ Ｐ ６ を 介 し た Ｗ ｎ ｔ ／ β カ テ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 を 抑 制 す
る こ と に よ っ て 、 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る （ Bafico等 , Nat. Cell. Bio
l., 3: 683-686 (2001); Mao等 , Nature, 411: 321-325 (2001); Semenov等 , Current Bi
ology, 11: 951-961 (2001)） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｗ ｎ ｔ フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 胚 発 達 及 び 様 々 な 細 胞 型 の 分 化 に 重 要 な 役 割 を 果 た
す （ Peifer及 び Polakis, Science, 287: 1606-1609 (2000)） 。 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 経 路
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は 、 分 泌 Ｗ ｎ ｔ と 、 そ の 受 容 体 frizzledタ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に よ っ て 活 性 化 さ れ （ Hl
sken及 び Behrens, J. Cell. Sci., 113: 3545-3546 (2000)） 、 Ｌ Ｄ Ｌ 受 容 体 関 連 タ ン パ
ク 質 Ｌ Ｒ Ｐ ５ 及 び Ｌ Ｒ Ｐ ６ は 共 受 容 体 と し て 作 用 す る （ Mao等 , Mol. Cell., 上 掲 ; Pinso
n等 , 上 掲 ; Tamai等 , 上 掲 ; Wehrli等 , 上 掲 ） 。 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 の 下 流 で の 効 果 は Di
sheveled（ Ｄ ｖ ｌ １ ） タ ン パ ク 質 の 活 性 化 を 含 み 、 該 活 性 化 は 、 Ａ ｋ ｔ の 活 性 化 と そ れ に
続 く 該 Ａ ｋ ｔ の Ａ ｘ ｉ ｎ － β カ テ ニ ン － Ｇ Ｓ Ｋ ３ β － Ａ Ｐ Ｃ 複 合 体 へ の 補 充 を も た ら す （
Fukumoto等 , J. Biol. Chem., 276: 17479-17483 (2001)） 。 こ れ に 次 い で Ｇ Ｓ Ｋ ３ β の
リ ン 酸 化 反 応 と 不 活 性 化 が 起 こ り 、 そ の 結 果 、 β カ テ ニ ン の リ ン 酸 化 反 応 と 分 解 が 抑 制 さ
れ る 。 蓄 積 さ れ た β カ テ ニ ン は 細 胞 核 に 移 動 し 、 そ こ で 、 リ ン パ 系 増 強 因 子 － Ｔ 細 胞 因 子
（ Ｌ Ｅ Ｆ ／ Ｔ Ｃ Ｆ ） フ ァ ミ リ ー の 転 写 因 子 と 相 互 作 用 し 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 を 誘 導 す る 。
　 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 の ２ つ の 下 流 エ フ ェ ク タ ー 、 Ａ ｋ ｔ 及 び Ｇ Ｓ Ｋ ３ β は 、 イ ン ス リ ン
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 ／ グ ル コ ー ス 代 謝 で の 重 要 な 中 間 体 で あ る 。 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 は 、 筋
肉 分 化 （ Borello等 , Development, 126: 4247-4255 (1999); Cook等 , Embo. J., 15: 452
6-4536 (1996); Cossu及 び Borello, Embo. J., 18: 6867-6872 (1999); Ridgeway等 , J. 
Biol. Chem., 275: 32398-32405 (2000); Tian等 , Development, 126: 3371-3380 (1999)
; Toyofuku等 , J. Cell. Biol., 150: 225-241 (2000)） と 脂 肪 生 成 （ Ross等 , Science, 
289: 950-953 (2000)） の 調 節 に 関 与 し 、 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 の 抑 制 は 、 筋 細 胞 の 脂 肪 細
胞 へ の 分 化 転 換 を 促 進 す る こ と が で き る （ Ross等 , 上 掲 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 短 期 的 な Ｗ ｎ ｔ ／ Ｗ ｇ 条 件 培 地 で の 処 理 に よ り 、 遊 離 β カ テ ニ ン が サ イ ト ゾ ル に 蓄 積 さ
れ た が 、 Ｓ ｅ ｒ ９ で の Ｇ Ｓ Ｋ ３ β リ ン 酸 化 及 び Ａ ｋ ｔ 活 性 化 は 生 じ な か っ た （ Ding等 , J.
 Biol. Chem., 275: 32475-32481 (2000)） 。 対 照 的 に 、 長 期 的 又 は 構 成 的 な Ｗ ｎ ｔ 刺 激
は 、 Ａ ｋ ｔ 活 性 化 と Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 に お け る 関 与 を 生 じ た （ Fukumono等 , 上 掲 ） 。 Ｈ
ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 に お い て イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 は 、 ２ つ の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 ： Ｇ Ｓ Ｋ ３ ｂ
の 抑 制 を も た ら す Ａ ｋ ｔ と Ｐ Ｉ ３ キ ナ ー ゼ の 活 性 化 及 び Ｒ ａ ｓ 活 性 化 を 介 し て 、 β カ テ ニ
ン 、 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 の 媒 介 物 質 を 刺 激 す る （ Desbois-Mouthon等 , Oncogene, 20: 252
-259 (2001)） 。 し か し 、 ２ ９ ３ 、 Ｃ ５ ７ 、 及 び Ｃ Ｈ Ｏ Ｉ Ｒ 細 胞 に お い て 、 イ ン ス リ ン は
β カ テ ニ ン の サ イ ト ゾ ル レ ベ ル に 影 響 せ ず 、 さ ら に 意 義 深 い こ と に は 、 Ｇ Ｓ Ｋ ３ β の Ｓ ｅ
ｒ ９ の リ ン 酸 化 状 態 も 、 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ｂ の 活 性 も Ｗ ｎ ｔ に よ っ て 調 節 さ れ な か っ た
（ Ding等 , 上 掲 ） 。
　 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 は 、 イ ン ス リ ン の 存 在 が 正 常 以 下 の 生 体 反 応 を 引 き 起 こ す 状 態 で あ る
。 臨 床 用 語 に は 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 は 、 イ ン ス リ ン 値 が 正 常 で あ る 又 は 高 い に も か か わ ら
ず 正 常 又 は 高 血 糖 レ ベ ル が 持 続 す る 場 合 と あ る 。 こ れ は 、 本 質 的 に 、 グ リ コ ー ゲ ン 合 成 の
阻 害 を 示 し 、 該 阻 害 に よ り 、 基 礎 的 な 又 は イ ン ス リ ン 刺 激 に よ る グ リ コ ー ゲ ン 合 成 の い ず
れ か 又 は 双 方 が 正 常 値 を 下 回 る 。 ２ 型 糖 尿 病 に 現 れ る 高 血 糖 症 は 、 十 分 な 体 重 減 又 は 食 事
制 限 に よ っ て 逆 転 し 、 明 ら か に 末 梢 組 織 の イ ン ス リ ン 感 受 性 を 取 り 戻 す こ と が あ り う る と
い う 事 実 に よ っ て 立 証 さ れ て い る よ う に 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 は ２ 型 糖 尿 病 で 重 要 な 役 割 を
果 た す 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 は 、 通 常 、 イ ン ス リ ン の 受 容 体 へ の 結 合 部 位 の 後 ろ で イ ン ス リ ン 受 容
体 シ グ ナ ル 伝 達 系 の 異 常 を 生 じ る 。 イ ン ス リ ン に 反 応 す る 主 要 な 組 織 （ 筋 肉 、 肝 臓 、 脂 肪
） に お け る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 実 証 す る 蓄 積 さ れ た 科 学 的 証 拠 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝
達 の 異 常 が 、 こ の カ ス ケ ー ド の 初 期 段 階 、 特 に 減 少 し て い る よ う に 見 え る イ ン ス リ ン 受 容
体 キ ナ ー ゼ 活 性 に 帰 す る こ と を 強 く 示 唆 し て い る （ Haring, Diabetalogia, 34: 848 (199
1)） 。
　 こ の よ う な 後 受 容 体 異 常 に 潜 在 的 な 部 位 の グ ル コ ー ス 輸 送 系 に つ い て の 数 々 の 研 究 に よ
り 、 イ ン ス リ ン 感 受 性 グ ル コ ー ス 輸 送 体 （ Ｇ Ｌ Ｕ Ｔ ４ ） の 量 及 び 機 能 の 両 方 が 、 齧 歯 動 物
及 び ヒ ト の イ ン ス リ ン 抵 抗 状 態 で は 不 足 し て い る こ と が 立 証 さ れ て い る （ Garvey等 , Scie
nce, 245: 60 (1989); Sivitz等 , Nature, 340: 72 (1989); Berger等 , Nature, 340: 70
 (1989); Kahn等 , J. Clin. Invest., 84: 404 (1989); Charron等 , J. Biol. Chem., 26
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5: 7994 (1990); Dohm等 , Am. J. Physiol., 260: E459 (1991); Sinha等 , Diabetes, 40
: 472 (1991); Friedman等 , J. Clin. Invest., 89: 701(1992)） 。 イ ン ス リ ン 感 受 性 グ
ル コ ー ス 輸 送 体 の 正 常 な プ ー ル が 不 足 し て い る と 、 理 論 上 で は 、 個 体 に イ ン ス リ ン 抵 抗 性
を 来 た し 得 る （ Olefsky等 , Diabetes Mellitus, Rifkin及 び Porte, Jr.,編  (Elsevier Sc
ience Publishing Co., Inc., New York, ed. 4, 1990), pp. 121-153） 。 し か し 、 中 に
は 、 ヒ ト の Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ に お け る 、 特 に グ ル コ ー ス 処 理 の 主 要 な 部 位 で あ る 筋 肉 で の Ｇ Ｌ Ｕ
Ｔ ４ の 下 方 制 御 を 示 せ て い な い 研 究 も あ る （ Bell, Diabetes, 40: 413 (1990); Pederson
等 , Diabetes, 39: 865 (1990); Handberg等 , Diabetologia, 33: 625 (1990); Garvey等
, Diabetes, 41: 465 (1992)） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 動 物 モ デ ル の イ ン ビ ボ 研 究 及 び 臨 床 研 究 に よ る 証 拠 は 、 ２ 型 糖 尿 病 に お け る イ ン ス リ ン
抵 抗 性 が 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 中 間 物 質 の 発 現 及 び 活 性 の 変 化 、 イ ン ス
リ ン 刺 激 に よ る グ ル コ ー ス 輸 送 率 の 変 化 、 又 は Ｇ Ｌ Ｕ Ｔ ４ の 形 質 細 胞 膜 へ の 移 行 の 変 化 に
よ っ て 起 こ り 得 る こ と を 示 し て い る （ Zierath等 , Diabetologia, 43: 821-835 (2000)）
。 動 物 研 究 に よ る 証 拠 は 、 筋 肉 で の イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 の 異 常 が 身 体 全 体 の グ ル コ ー
ス 恒 常 性 を 変 化 さ せ る こ と （ Saad等 , J. Clin. Invest., 90: 1839-1849 (1992); Folli
等 , J. Clin. Invest., 92: 1787-1794 (1993); Heydrick等 , J. Clin. Invest., 91: 13
58-1366 (1993); Saad等 , J. Clin. Invest., 92: 2065-2072 (1993); Heydrick等 , Am. 
J. Physiol., 268: E604-612(1995)） と 、 Ｉ Ｒ 、 Ｉ Ｒ Ｓ － １ 及 び Ｐ Ｉ ３ キ ナ ー ゼ を 含 む イ
ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド で の 中 間 体 の 異 常 が 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 及 び ２ 型 糖 尿 病
の 対 象 由 来 の 骨 格 筋 に お け る グ ル コ ー ス 輸 送 を 減 少 さ せ 、 イ ン ス リ ン 刺 激 に よ る Ｇ Ｌ Ｕ Ｔ
４ の 移 行 の 減 少 を 可 能 に す る こ と を 示 唆 す る 。
　 い く つ か の 例 で は 、 Ｉ Ｒ Ｓ － １ （ Saad等 , 1992, 上 掲 ; Saad等 , 1993, 上 掲 ; Goodyear
等 , J. Clin. Invest., 95: 2195-2204 (1995)） 、 Ｐ Ｉ ３ キ ナ ー ゼ （ Anai等 , Diabetes, 
47: 13-23 (1998)） 、 及 び Ｇ Ｓ Ｋ － ３ （ Nikoulina等 , Diabetes, 49: 263-271 (2000)）
の 発 現 の 変 化 、 及 び Ｐ Ｋ Ｃ θ （ Chalfant等 , Endocrinology, 141: 2773-2778 (2000)） 及
び Ｐ Ｔ Ｐ １ Ｂ （ Dadke等 , Biochem. Biophys. Res. Commun., 274: 583-589 (2000)） の レ
ベ ル の 低 下 が 見 ら れ た 。 Ｉ Ｒ （ Arner等 , Diabetologia, 30: 437-440 (1987); Maegawa等
, Diabetes, 44: 815-819 (1991); Saad等 , 1992, 上 掲 ; Saad等 , 1993, 上 掲 ; Goodyear
等 , 上 掲 ） 、 Ｉ Ｒ Ｓ － １ （ Saad等 , 1992, 上 掲 ; Saad等 , 1993, 上 掲 ; Goodyear等 , 上 掲
） 及 び Ａ ｋ ｔ （ Krook等 , Diabetes, 47: 1281-1286 (1998)） の リ ン 酸 化 反 応 の 減 少 も 、
複 数 の ２ 型 糖 尿 病 対 象 の 骨 格 筋 に 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 Ｐ Ｉ ３ キ ナ ー ゼ 活 性 の 減 少 （ Saad等 , 1992, 上 掲 ; Heydrick等 , 1995, 上 掲 ; 
Saad等 , 1993, 上 掲 ; Goodyear等 , 上 掲 ; Heydrick等 , 1993, 上 掲 ; Folli等 , Acta Diab
etol., 33: 185-192 (1996); Bjornholm等 , Diabetes, 46: 524-527 (1997); Andreelli
等 , Diabetologia, 42: 358-364 (1999); Kim等 , J. Clin. Invest., 104: 733-741 (199
9); Andreelli F, 等 , Diabetologia, 43: 356-363 (2000); Krook等 , Diabetes, 49: 28
4-292 (2000)） 、 及 び Ｇ Ｓ Ｋ － ３ （ Eldar-Finkelman等 , Diabetes, 48: 1662-1666 (1999
)） 、 Ｐ Ｋ Ｃ （ Avignon等 , Diabetes, 45: 1396-1404 (1996)） 及 び Ｐ Ｔ Ｐ １ Ｂ （ Dadke等 ,
 上 掲 ） の 活 性 の 増 加 も 、 ２ 型 糖 尿 病 に 関 連 し て 示 さ れ た 。 Ｐ Ｉ ３ キ ナ ー ゼ の ｐ ８ ５ サ ブ
ユ ニ ッ ト の 破 壊 は 、 マ ウ ス の イ ン ス リ ン 感 受 性 の 上 昇 に つ な が る （ Terauchi等 , Nature G
enetics, 21: 230-235 (1999)） 。
　 さ ら に 、 Ｐ Ｋ Ｃ ア イ ソ フ ォ ー ム の 分 布 は 糖 尿 病 動 物 の 骨 格 筋 に お い て 変 化 し （ Schmitz-
Peiffer等 , Diabetes, 46: 169-178 (1997)） 、 Ｐ Ｋ Ｃ α 、 Ｐ Ｋ Ｃ β 、 Ｐ Ｋ Ｃ ε 、 及 び Ｐ
Ｋ Ｃ δ の 含 有 量 は 、 非 肥 満 Ｇ ｏ ｔ ｏ － Ｋ ａ ｋ ｉ ｚ ａ ｋ ｉ （ Ｇ Ｋ ） 糖 尿 病 ラ ッ ト の ヒ ラ メ 筋
の 細 胞 膜 画 分 で は 増 加 、 及 び サ イ ト ゾ ル 画 分 で は 減 少 す る （ Avignon等 , 上 掲 ） 。
　 Ｇ Ｌ Ｕ Ｔ ４ の 異 常 な 細 胞 内 局 在 化 が 、 ２ 型 糖 尿 病 を 患 っ て い る 又 は 患 っ て い な い イ ン ス
リ ン 抵 抗 性 対 象 由 来 の 骨 格 筋 に 見 ら れ （ Vogt等 , Diabetologia, 35: 456-463 (1992); Ga
rvey等 , J. Clin, Invest., 101: 2377-2386 (1998)） 、 こ れ は 、 Ｇ Ｌ Ｕ Ｔ ４ の 輸 送 と 移
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行 の 異 常 が 骨 格 筋 の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 生 じ さ せ 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 イ ン ビ ボ 又 は
イ ン ビ ト ロ 研 究 に よ り 、 複 数 の ２ 型 糖 尿 病 対 象 の 骨 格 筋 に お け る 、 イ ン ス リ ン 刺 激 に よ る
グ ル コ ー ス 輸 送 率 の 低 下 が 立 証 さ れ た （ Andreasson等 , Acta Physiol. Scand., 142: 255
-260 (1991); Zierath等 , Diabetologia, 37: 270-277 (1994); Bonadonna等 , Diabetes,
 45: 915-925 (1996)） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 他 の 治 療 手 段 が あ る に も か か わ ら ず 、 イ ン ス リ ン 療 法 が 、 ２ 型 糖 尿 病 患 者 、 特 に 最 初 の
食 事 療 法 に 失 敗 し た 肥 満 で は な い 患 者 、 又 は 最 初 の 食 事 療 法 と 第 二 の 経 口 血 糖 降 下 の 両 方
に 失 敗 し た 患 者 の 治 療 選 択 肢 に 残 っ て い る こ と は 注 目 す べ き こ と で あ る 。 し か し 、 イ ン ス
リ ン 療 法 は 、 そ れ に 加 え て 食 事 制 限 及 び 生 活 習 慣 改 善 の 努 力 を 続 け な け れ ば な ら ず 、 決 し
て こ れ ら の 替 わ り に 行 わ れ る も の で は な い こ と も 同 様 に 明 ら か で あ る 。 最 適 な 結 果 を も た
ら す た め に は 、 イ ン ス リ ン 療 法 に 加 え て 、 自 己 血 糖 測 定 と グ リ コ シ ル 化 血 漿 タ ン パ ク 質 の
適 切 な 評 価 を 行 う べ き で あ る ： イ ン ス リ ン は 、 １ 、 ２ 又 は 複 数 の 、 短 時 間 作 用 型 、 中 間 型
又 は 長 時 間 作 用 型 の イ ン ス リ ン 、 又 は 複 数 の タ イ プ の 混 合 と い っ た 様 々 な 処 方 計 画 で 投 与
さ れ て よ い 。 任 意 の 患 者 に 最 適 な 処 方 計 画 は 、 個 々 の 患 者 の 反 応 を 観 察 し 、 そ れ に 合 わ せ
て イ ン ス リ ン 療 法 を 調 整 し な が ら 決 定 し な け れ ば な ら な い 。
　 ２ 型 糖 尿 病 の 治 療 に 関 す る 知 識 と 実 践 の 現 状 は 決 し て 満 足 の 行 く も の で は な い 。 大 半 の
患 者 は 、 時 間 の 経 過 と と も に 最 初 の 食 事 療 法 に 失 敗 す る 。 経 口 血 糖 降 下 薬 は 最 初 の 食 事 療
法 が 失 敗 し た 際 の 血 糖 値 の 低 下 に 成 功 す る こ と が し ば し ば で あ る が 、 達 成 さ れ た 血 糖 値 の
制 御 が 、 長 期 型 ２ 型 糖 尿 病 に 関 与 す る ア テ ロ ー ム 性 疾 患 、 神 経 障 害 、 腎 症 、 網 膜 症 及 び 末
梢 血 管 の 障 害 と い っ た 長 期 的 合 併 症 の 発 症 を 防 ぐ の に 十 分 で あ る か と い う こ と に 関 し て 疑
問 を 抱 く 専 門 家 は 多 い 。 こ の 理 由 は 、 ５ ． ５ な い し ６ ． ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ の 空 腹 時 の プ ラ ズ
マ グ ル コ ー ス に ほ ぼ 相 当 す る わ ず か な 耐 糖 能 異 常 に さ え も 、 心 臓 血 管 病 に よ っ て 死 亡 す る
高 い リ ス ク が 伴 う （ Fuller等 , Lancet, 1: 1373-1378 (1980)） こ と を 認 識 す る と 理 解 で
き る だ ろ う 。 イ ン ス リ ン 療 法 が 、 経 口 血 糖 降 下 薬 を 用 い る 治 療 に 長 期 的 な 成 果 の 改 善 を も
た ら す か ど う か も 明 ら か で は な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 高 イ ン ス リ ン 血 症 と は 、 通 常 よ り も 高 い レ ベ ル の イ ン ス リ ン が 体 内 を 循 環 し て い る 状 態
で あ り 、 逆 に 低 イ ン ス リ ン 血 症 と は 、 通 常 よ り も 低 い レ ベ ル の イ ン ス リ ン が 体 内 を 循 環 し
て い る 状 態 で あ る 。 高 イ ン ス リ ン 血 症 は 冠 状 動 脈 バ ル ー ン 血 管 形 成 後 の 再 狭 窄 の 危 険 因 子
で あ る （ Imazu等 , Jpn Circ J., 65: 947-952 (2001)） 。 さ ら に 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 は 高
血 圧 と 関 連 す る （ Imazu等 , Hypertens Res., 24: 531-536 (2001)） 。 例 え ば 、 高 イ ン ス
リ ン 血 症 と 止 血 異 常 は 、 高 齢 の 高 血 圧 対 象 体 に お い て 脳 の 無 症 候 性 ラ ク ナ 梗 塞 と 関 連 し 、
高 イ ン ス リ ン 血 症 は 、 本 能 性 高 血 圧 症 に お け る 赤 血 球 の 膜 流 動 性 の 決 定 因 子 で あ る （ Kari
o等 , J. Am. Coll. Cardiol., 37: 871-877 (2001); Tsuda等 , Am. J. Hypertens., 14: 
419-423 (2001)） 。
　 肥 満 は 、 現 代 社 会 に 広 く 蔓 延 す る 慢 性 疾 患 で あ り 、 社 会 的 不 名 誉 に 関 連 す る だ け で な く
、 寿 命 の 短 縮 、 及 び 、 有 害 な 生 理 的 発 達 、 生 殖 疾 患 、 例 え ば 多 嚢 胞 卵 巣 、 皮 膚 疾 患 、 例 え
ば 感 染 症 、 静 脈 瘤 、 黒 色 表 皮 腫 、 及 び 湿 疹 、 運 動 不 耐 性 症 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 症 、 高 血 圧 、
高 脂 血 症 、 胆 石 症 、 変 形 性 関 節 症 、 整 形 外 科 的 障 害 、 血 栓 疾 患 、 癌 、 及 び 心 臓 冠 状 動 脈 疾
患 を 含 む 多 く の 医 学 的 課 題 と 関 連 が あ る 。 Rissanen等 , British Medical Journal, 301: 
835-837 (1990)。 肥 満 の 治 療 は 、 食 欲 抑 制 剤 及 び 減 量 誘 導 物 質 の 使 用 と 、 食 習 慣 の 改 善 等
を 伴 う が 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 患 う 患 者 と 同 様 に 、 大 半 の 肥 満 患 者 が 時 間 の 経 過 と と も に
最 初 の 食 事 療 法 に 失 敗 し 、 理 想 的 な 体 重 に 到 達 で き ず に い る 。
　 よ っ て 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 及 び 肥 満 の 治 療 の た め の よ り 優 れ た 方 法 が 非 常 に 有 用 と さ れ
る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 特 に 、 Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ を 含 む イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 患 う 個 体 の 診
断 及 び 治 療 で 使 用 で き る 効 果 的 な 薬 剤 が 必 要 と さ れ る 。 ま た 、 上 述 し た よ う な 社 会 に お け
る 肥 満 の 蔓 延 と そ れ に 関 連 す る 深 刻 な 結 果 を 考 慮 す る と 、 肥 満 の ヒ ト の 減 量 に 潜 在 的 に 有
用 な 治 療 薬 は 、 ヒ ト の 健 康 に 非 常 に 有 効 な 作 用 を も た ら す だ ろ う 。 最 後 に 、 高 イ ン ス リ ン
血 症 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 、 及 び 筋 肉 の 修 復 及 び 再 生 の た め の 薬 剤 も 必 要 と さ れ る 。

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-509402 A 2005.4.14



【 本 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し た が っ て 、 こ こ で Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 抗 体 は 、 例 え ば 耐 糖 能
異 常 、 糖 尿 病 、 高 血 圧 、 及 び 大 血 管 と 小 血 管 の 虚 血 性 疾 患 に 関 与 す る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の
治 療 、 及 び 低 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に 有 用 な も の と し て 開 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 こ こ で
Ｄ ｋ ｋ － １ そ の も の は 、 脂 肪 レ ベ ル の 低 下 及 び 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に 有 用 な も の と し
て 開 示 さ れ て い る 。
　 特 に 、 本 発 明 の 対 象 は 請 求 項 の 通 り で あ る 。 哺 乳 動 物 に お け る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低
イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の 必 要 の あ る 哺 乳 動 物 に Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン
タ ゴ ニ ス ト の 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト
で あ り 、 Ｄ ｋ ｋ － １ は ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ で あ り 、 及 び ／ 又 は ヒ ト は Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ を 有 す る 。 ま
た 全 身 投 与 が 好 ま し い 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 好 適 に は Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 抗 体 、 よ り 好
ま し く は Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 さ ら に 好 ま し く は イ ン ス リ ン 抵 抗 性
又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 を 来 た す Ｄ ｋ ｋ － １ 活 性 を 中 和 す る も の で あ る 。 最 も 好 ま し い の は
、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ６ の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 調 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 で あ り 、 こ れ は 中 和 抗 体 で あ る 。 さ ら に 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト に 加 え て
別 の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 治 療 薬 を 投 与 し て イ ン ス リ ン 抵 抗 性 疾 患 を 治 療 し 、 あ る い は ア ン タ
ゴ ニ ス ト に 加 え て イ ン ス リ ン を 投 与 し て 低 イ ン ス リ ン 血 症 を 治 療 す る 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 哺 乳 動 物 に お け る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症
の 存 在 又 は 発 症 を 検 出 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 当 該 方 法 は 、 次 の ：
　 （ ａ ） 該 哺 乳 動 物 由 来 の 試 料 に お け る Ｄ ｋ ｋ － １ の 量 を 測 定 す る 工 程 ； 及 び
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 測 定 さ れ た 量 と 、 標 準 試 料 中 の Ｄ ｋ ｋ － １ の 量 と を 比 較 す る 工 程
を 含 み 、 工 程 （ ａ ） で の Ｄ ｋ ｋ － １ 量 が 増 大 し た レ ベ ル に あ る こ と に よ り イ ン ス リ ン 抵 抗
性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 好 ま し く は 、 測 定 は 、 免 疫 測 定 法 で 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 、 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使
用 し て 行 わ れ る 。 ま た 、 好 適 に は 、 こ の よ う な 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 は 標 識 、 よ り 好 ま し く は
蛍 光 標 識 、 放 射 性 標 識 、 又 は 酵 素 標 識 、 例 え ば 生 物 発 光 標 識 又 は 化 学 発 光 標 識 を 有 す る 。
ま た 、 好 適 に は 、 免 疫 測 定 法 は 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 、 酵 素 免 疫 吸 着 測
定 法 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 法 、 沈 降 ア ッ セ イ 、 免 疫 放 射 性 ア ッ セ イ 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 、
プ ロ テ イ ン Ａ 免 疫 測 定 法 、 又 は 免 疫 電 気 泳 動 ア ッ セ イ で あ る 。 ま た 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り
、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ が 測 定 さ れ る 方 法 が 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し く は 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 は
Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 を 治 療 す
る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 （ ａ ） Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 好 ま し く は Ｄ ｋ ｋ － １ と 結 合 す る 抗 体 を 含 む 容 器 ；
及 び
　 （ ｂ ） イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に ア ン タ ゴ ニ ス ト を 使 用 す る た め
の 説 明 書
を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り
、 よ り 好 ま し く は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 を 来 た す Ｄ ｋ ｋ － １ 活 性 を 中 和
す る 抗 体 で あ る 。 ま た 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 徴 候 に 応 じ て イ ン ス リ ン 抵
抗 性 治 療 薬 又 は イ ン ス リ ン を 含 む 容 器 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 、 ア ジ ュ バ ン ト で 希 釈 し た タ グ 付 Ｄ ｋ ｋ － １ （ 好 ま し く は 精 製 組 換 え ポ リ ヒ ス チ
ジ ン タ グ 付 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ ） で マ ウ ス を 過 免 疫 化 し 、 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 力 価 （ 好 ま し く は
高 力 価 ） を 有 す る マ ウ ス 由 来 Ｂ 細 胞 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ せ て 上 清 を 得 、 該
上 清 を 回 収 し 、 回 収 し た 上 清 を 好 ま し く は 直 接 酵 素 免 疫 吸 着 測 定 法 に よ り 抗 体 産 生 に つ い
て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 好 ま し く は 限 界 希 釈 法 に よ る ２ 回 目 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 後 に 最 も 高
い 免 疫 結 合 を 示 す ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の イ ン ビ ボ 産 生 の た め に 初 回
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刺 激 を 受 け た マ ウ ス に 注 入 し 、 マ ウ ス か ら 腹 水 を プ ー ル し 、 好 ま し く は プ ロ テ イ ン Ａ ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 腹 水 の プ ー ル を 精 製 し て 抗 体 製 剤 を 生 成 す る こ と に
よ っ て 調 製 さ れ た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ４ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ５ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ３
０ ８ ６ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ７ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ８ 、 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ９ 及 び Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ９ ７
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る 。 好 ま し い ハ イ ブ リ ド ー マ は Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ６ で あ る 。 ま た 、 上 記 の ハ イ ブ リ ド ー マ 、 好 ま し く は Ｐ Ｔ Ａ －
３ ０ ８ ６ か ら 調 製 さ れ た 抗 体 も 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 候 補 医 薬 剤 が イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 又 は 筋 肉 修 復 に 与
え る 影 響 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 ｄ ｋ ｋ － １ 核 酸 を 過 剰 発 現 す る ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 へ の 薬 剤 の 投 与 、 及 び 該 動 物 の 血 液 か ら の グ ル コ ー ス ク リ ア ラ ン ス 、 該 動 物
の 循 環 イ ン ス リ ン レ ベ ル 、 筋 肉 分 化 の そ れ ぞ れ に お け る 薬 剤 の 影 響 の 測 定 を 含 む 方 法 を 提
供 す る 。 好 ま し く は 、 動 物 は 齧 歯 類 、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス 又 は ラ ッ ト 、 最 も 好 ま し く は
マ ウ ス で あ る 。 ま た 他 の 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 動 物 に よ っ て 過 剰 発 現 さ れ る ｄ ｋ ｋ － １ 核
酸 が 筋 肉 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ り 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 筋 肉 組 織 で 過 剰 発 現 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 、 高 イ ン ス
リ ン 血 症 又 は 肥 満 の 存 在 又 は 発 症 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、
　 （ ａ ） Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 容 器 と ；
　 （ ｂ ） Ｄ ｋ ｋ － １ を 含 有 す る 標 準 試 料 を 含 む 容 器 と ；
　 （ ｃ ） イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 又 は 肥 満 の 検 出 に 抗 体
と 標 準 試 料 を 使 用 す る た め の 説 明 書
を 含 み 、 Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る 抗 体 が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る か 、 あ る い は キ ッ ト が Ｄ
ｋ ｋ － １ 又 は Ｄ ｋ ｋ － １ 結 合 抗 体 に 結 合 す る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 第 ２ 抗 体 を 含 む 別 の 容
器 を さ ら に 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 キ ッ ト の 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 は モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 よ り 好 ま し く は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 又 は
肥 満 を 来 た す Ｄ ｋ ｋ － １ 活 性 を 中 和 す る 抗 体 で あ る 。
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 を 治 療 す る 方
法 で あ っ て 、 そ の 必 要 が あ る 哺 乳 動 物 に 有 効 量 の Ｄ ｋ ｋ － １ を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を
提 供 す る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 Ｄ ｋ ｋ － １ は ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ で あ る 。 ま
た 好 ま し く は 、 投 与 は 全 身 性 で あ る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 該 方 法 は 有 効 量 の 減 量 薬 の
投 与 を さ ら に 含 む 。
　 さ ら な る 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 存 在 又 は 発 症 を
検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は ：
　 （ ａ ） 哺 乳 動 物 由 来 の 試 料 に お け る Ｄ ｋ ｋ － １ の 量 を 測 定 す る 工 程 ； 及 び
　 （ ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 測 定 さ れ た 量 と 、 標 準 試 料 中 の Ｄ ｋ ｋ － １ 量 と を 比 較 す る 工 程
を 含 み 、 工 程 （ ａ ） で の Ｄ ｋ ｋ － １ 量 が 減 少 し た レ ベ ル で あ る こ と に よ り 肥 満 又 は 高 イ ン
ス リ ン 血 症 を 示 す 。
　 好 ま し く は 、 測 定 は 、 免 疫 測 定 法 で 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 を 使 用 し て 行 わ れ る 。 ま た 、 好 適
に は 、 こ の よ う な 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 は 標 識 を 有 す る 。 好 ま し い 標 識 及 び 免 疫 測 定 法 は 、 イ
ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 の 存 在 又 は 発 症 の 検 出 に 関 し て 上 述 し た も の で あ る
。 さ ら に 、 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 を 検 出 す る 該 方 法 で は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 ヒ
ト Ｄ ｋ ｋ － １ が 測 定 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 用 キ ッ ト で
あ っ て 、
　 （ ａ ） Ｄ ｋ ｋ － １ を 含 む 容 器 と ；
　 （ ｂ ） 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に Ｄ ｋ ｋ － １ を 使 用 す る た め の 説 明 書
を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト の Ｄ ｋ ｋ － １ は ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ で
あ り 、 該 キ ッ ト は 減 量 薬 を 含 む 容 器 を さ ら に 含 む 。
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　 本 発 明 は さ ら に 、 候 補 医 薬 剤 が 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 に 与 え る 影 響 を 評 価 す る 方 法
で あ っ て 、 ｄ ｋ ｋ － １ 核 酸 を 発 現 す る ヒ ト 以 外 の バ イ ナ リ ー ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 へ の
薬 剤 の 投 与 、 及 び 薬 剤 が 前 記 動 物 の 肥 満 決 定 因 子 又 は イ ン ス リ ン レ ベ ル に 与 え る 影 響 の 測
定 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 動 物 は 齧 歯 類 、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス 又 は ラ ッ ト
、 最 も 好 ま し く は マ ウ ス で あ る 。
　 本 発 明 は ま た 、 ｄ ｋ ｋ － １ 核 酸 を 過 剰 発 現 す る ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 提
供 す る 。 好 ま し く は 、 該 動 物 は 齧 歯 類 、 最 も 好 ま し く は マ ウ ス で あ る 。
　 本 発 明 は ま た 、 有 効 量 の Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 好 ま し く は Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る
抗 体 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 の 筋 肉 を 修 復 又 は 再 生 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 好 ま し く は 、 該 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 及 び ／ 又 は 該 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 筋 肉 の 修 復 又 は 再 生 用 の キ ッ ト に 関 し 、 該 キ ッ ト は ：
　 （ ａ ） Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 好 ま し く は Ｄ ｋ ｋ － １ と 結 合 す る 抗 体 を 含 む 容 器 と
；
　 （ ｂ ） 哺 乳 動 物 の 筋 肉 の 修 復 又 は 再 生 に ア ン タ ゴ ニ ス ト を 使 用 す る た め の 説 明 書
を 備 え る 。
　 こ の よ う に 、 本 発 明 は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 及 び 肥
満 の 治 療 及 び 診 断 と 、 筋 肉 の 修 復 又 は 再 生 の た め に 提 供 さ れ る 。 Ｄ ｋ ｋ － １ を 用 い る 肥 満
治 療 法 は 、 長 期 間 に わ た っ て 減 少 し た 体 重 を 維 持 す る こ と が 期 待 さ れ る 肥 満 療 法 と し て 、
及 び ／ 又 は 肥 満 の 予 防 と し て 、 肥 満 し た 対 象 の 体 重 を 標 準 の 理 想 的 な 体 重 に 戻 す の に 有 用
で あ る と 期 待 さ れ る 。
【 好 ま し い 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ５ 】
定 義
　 「 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 」 又 は 「 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 疾 患 」 又 は 「 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 活 性 」 と
は 、 外 因 性 イ ン ス リ ン の 作 用 に 対 す る 末 梢 組 織 の 正 常 代 謝 反 応 の 欠 陥 （ 非 感 受 性 ） か ら 生
じ る 疾 患 、 症 状 、 又 は 障 害 で あ り 、 つ ま り 、 イ ン ス リ ン の 存 在 が 正 常 以 下 の 生 体 反 応 を 引
き 起 こ す 状 態 で あ る 。 臨 床 用 語 で 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 は 、 イ ン ス リ ン 値 が 正 常 で あ る 又 は
高 い に も か か わ ら ず 正 常 又 は 高 血 糖 レ ベ ル が 持 続 す る 場 合 に 使 わ れ る 。 こ れ は 、 本 質 的 に
、 グ リ コ ー ゲ ン 合 成 の 阻 害 を 示 し 、 そ れ に よ っ て 基 礎 又 は イ ン ス リ ン 刺 激 性 の グ リ コ ー ゲ
ン 合 成 の い ず れ か 、 あ る い は 双 方 が 正 常 レ ベ ル 以 下 に 減 少 す る 。 こ こ で 使 用 す る イ ン ス リ
ン 抵 抗 性 は 、 異 常 グ ル コ ー ス 耐 性 、 Ａ 型 糖 尿 病 及 び ２ 型 糖 尿 病 を 含 む が 、 イ ン ス リ ン 抵 抗
性 と の 関 連 性 が な い 肥 満 は 含 ま な い 。
　 「 低 イ ン ス リ ン 血 症 」 と は 、 体 内 を 循 環 す る イ ン ス リ ン の 正 常 量 よ り も 低 い 状 態 で あ り
、 一 般 的 に は 肥 満 に 関 係 し て い な い 。 こ の 状 態 は １ 型 糖 尿 病 を 含 む 。
　 「 糖 尿 病 」 は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 及 び 低 イ ン ス リ ン 血 症 に 包 含 さ れ 、 慢 性 高 血 糖 症 状 態 、
つ ま り イ ン ス リ ン 活 性 の 相 対 的 又 は 絶 対 的 欠 乏 に よ り 血 中 糖 が 過 剰 な 状 態 を 指 す 。 糖 尿 病
に は 基 本 的 に 、 １ 型 又 は イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ ） と 、 ２ 型 又 は イ ン ス リ ン 非
依 存 性 糖 尿 病 （ Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ ） と 、 Ａ 型 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の 、 ３ つ の タ イ プ が あ る が 、 Ａ 型
は 比 較 的 珍 し い 。 １ 型 又 は ２ 型 糖 尿 病 を 患 う 患 者 は 、 様 々 な 機 序 を 経 て 外 因 性 イ ン ス リ ン
の の 影 響 に 対 し 非 感 受 性 と な り う る 。 Ａ 型 の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 は 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 遺 伝
子 の 突 然 変 異 、 又 は グ ル コ ー ス 代 謝 に 重 要 な 活 性 の 後 受 容 体 部 位 に お け る 異 常 に よ る も の
で あ る 。 医 師 は 糖 尿 病 の 対 象 を 容 易 に 認 知 す る こ と が で き 、 空 腹 時 高 血 糖 症 、 グ ル コ ー ス
耐 性 の 低 下 、 グ リ コ シ ル 化 ヘ モ グ ロ ビ ン 、 及 び 場 合 に よ っ て は 外 傷 又 は 病 気 に 関 連 す る ケ
ト ア シ ド ー シ ス を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 イ ン ス リ ン 非 依 存 性 糖 尿 病 」 又 は 「 Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ 」 と は ２ 型 糖 尿 病 を 指 す 。 Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ
患 者 は 、 空 腹 時 の 異 常 な 高 血 糖 濃 度 と 、 食 事 後 又 は グ ル コ ー ス 耐 性 検 査 と し て 知 ら れ る 診
断 検 査 後 の 細 胞 へ の グ ル コ ー ス 摂 取 の 遅 れ が 見 ら れ る 。 Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ は 、 認 め ら れ て い る 基
準 （ ア メ リ カ 糖 尿 病 協 会 、 Physician's Guide to Insulin-Dependent (Type I) Diabetes
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, 1988； ア メ リ カ 糖 尿 病 協 会 、 Physician's Guide to Non-Insulin-Dependent (Type II)
 Diabetes, 1988） に 基 づ い て 診 断 さ れ る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 高 イ ン ス リ ン 血 症 」 と は 、 体 内 を 循 環 す る イ ン ス リ ン の 正 常 量 よ り
も 高 い 状 態 を 意 図 し 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 に 関 与 せ ず 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 に よ っ て 生 じ る も
の で は な い 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 肥 満 」 は 、 体 重 （ ｋ ｇ ） を メ ー ト ル で 表 し た 身 長 の ２ 乗 で 割 る こ と
で 計 算 す る 、 哺 乳 動 物 の 体 重 指 数 （ Ｂ Ｍ Ｉ ） の 少 な く と も ２ ５ ． ９ の 状 態 に 相 当 す る 。 通
常 は 、 平 均 的 な 体 重 の ヒ ト は 、 １ ９ ． ９ か ら ２ ５ ． ９ 未 満 の Ｂ Ｍ Ｉ で あ る 。 こ こ で の 肥 満
と は 、 遺 伝 的 又 は 環 境 的 な 原 因 で あ ろ う と 、 す べ て の 原 因 に 起 因 し う る 。 結 果 と し て 肥 満
と な り う る 、 又 は 肥 満 の 原 因 と な り う る 疾 患 の 例 と し て は 、 食 べ 過 ぎ 及 び 過 食 症 、 多 嚢 胞
性 卵 巣 症 候 群 、 頭 蓋 咽 頭 腫 、 プ ラ ダ ー ・ ウ ィ リ ー 症 候 群 、 フ レ ー リ ッ ヒ 症 候 群 、 Ｇ Ｈ 欠 乏
患 者 、 正 常 範 囲 内 の 低 身 長 変 異 、 タ ー ナ ー 症 候 群 、 並 び に 、 例 え ば 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 の
子 供 な ど 、 代 謝 活 性 の 低 下 や 全 無 脂 肪 量 の パ ー セ ン ト と し て の 安 静 時 エ ネ ル ギ ー 消 費 量 の
低 下 を 示 す 他 の 生 理 学 的 症 状 を 含 む 。 「 肥 満 決 定 因 子 」 と は 、 脂 肪 細 胞 及 び 組 織 、 例 え ば
脂 肪 体 (fat-pads)、 全 体 重 、 筋 肉 、 肝 臓 及 び 脂 肪 の ト リ グ リ セ リ ド レ ベ ル 、 レ プ チ ン の 空
腹 時 及 び 非 空 腹 時 レ ベ ル 、 並 び に 血 液 中 の 遊 離 脂 肪 酸 及 び ト リ グ リ セ リ ド の レ ベ ル を 含 む
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 修 復 」 又 は 「 再 生 」 し た 筋 肉 と は 、 如 何 に し て 生 じ よ う と も そ の あ ら ゆ る 外 傷 、 変 性
、 及 び ／ 又 は 消 耗 の 後 に 、 少 な く と も 部 分 的 に 元 の よ り 健 康 な 状 態 及 び ／ 又 は 機 能 に ま で
治 癒 又 は 回 復 さ せ た 筋 組 織 を 意 図 す る 。
　 治 療 の 目 的 の た め の 「 哺 乳 動 物 」 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ヒ ト 、 家 庭 及 び 農 業 用
動 物 、 及 び 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 用 、 又 は ペ ッ ト 用 動 物 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、
ブ タ 、 ウ マ 、 及 び サ ル な ど の 非 ヒ ト 霊 長 類 な ど を 含 む 哺 乳 動 物 に 分 類 さ れ る 任 意 の 動 物 を
称 す る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 こ こ で は 患 者 と も 呼 ば れ る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 治 療 」 と は 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 、 低 イ ン ス リ ン
血 症 、 又 は 肥 満 に 対 処 す る た め の 哺 乳 動 物 の 管 理 及 び 手 当 を 述 べ た も の で あ り 、 イ ン ス リ
ン 抵 抗 性 、 高 イ ン ス リ ン 血 症 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 、 又 は 肥 満 を 排 除 す る 、 そ の 症 状 又 は 合
併 症 を 緩 和 す る 、 あ る い は そ の 症 状 又 は 合 併 症 の 発 生 を 予 防 す る た め の 、 あ る い は 筋 肉 の
修 復 及 び ／ 又 は 再 生 の た め の 投 薬 を 含 む 。
　 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 有 利 な 又 は 望 ま し い 臨 床 的 な 「 治 療 」 は 、 こ れ ら に 限 定 す る も
の で は な い が 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 に 関 す る 症 状 の 緩 和 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の 症 状 の 範 囲 の
減 少 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の 症 状 の 安 定 化 （ つ ま り 、 悪 化 さ せ な い ） （ 例 え ば 、 イ ン ス リ ン
要 求 の 低 下 ） 、 イ ン ス リ ン 感 受 性 の 増 大 及 び ／ 又 は 島 細 胞 の 不 全 予 防 の た め の イ ン ス リ ン
分 泌 、 並 び に イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の 進 行 、 例 え ば 糖 尿 病 の 進 行 の 遅 延 又 は 緩 徐 化 を 含 む 、 イ
ン ス リ ン 抵 抗 性 の 低 減 を も た ら す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 治 療 」 さ れ る べ き 糖 尿 病 の 症 状 及 び 合 併 症 は 、 高 血 糖 、 不 満 足 な 血 糖 症 の 制 御 、 ケ ト
ア シ ド ー シ ス 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 成 長 ホ ル モ ン レ ベ ル の 上 昇 、 グ リ コ シ ル 化 ヘ モ グ ロ ビ
ン レ ベ ル の 上 昇 及 び 糖 化 最 終 産 物 （ Ａ Ｇ Ｅ ） 、 暁 現 象 、 不 満 足 な 脂 質 プ ロ フ ィ ー ル 、 血 管
疾 患 （ 例 え ば 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 ） 、 毛 細 血 管 疾 患 、 網 膜 障 害 （ 例 え ば 、 増 殖 性 糖
尿 病 性 網 膜 症 ） 、 腎 障 害 、 神 経 障 害 、 妊 娠 合 併 症 （ 例 え ば 、 未 熟 及 び 奇 形 児 ） な ど を 含 む
。 治 療 の 定 義 に 含 ま れ る も の は 、 例 え ば 、 イ ン ス リ ン 感 受 性 の 増 大 、 糖 血 症 制 御 を 維 持 し
て い る 間 の イ ン ス リ ン 投 与 の 減 少 、 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ の 低 減 、 糖 血 症 制 御 の 改 善 、 血 管 、 腎 臓 、
神 経 、 網 膜 及 び 他 の 糖 尿 病 性 合 併 症 の 低 減 、 「 暁 現 象 」 の 予 防 又 は 低 減 、 脂 質 プ ロ フ ィ ー
ル の 改 善 、 妊 娠 合 併 症 の 低 減 、 ケ ト ア シ ド ー シ ス の 低 減 に 至 る よ う な も の で あ る 。 当 該 分
野 の 技 術 者 に 理 解 さ れ る よ う に 、 本 発 明 に 従 っ て 治 療 さ れ る 特 定 の 症 状 は 、 治 療 さ れ る イ
ン ス リ ン 抵 抗 性 の タ イ プ に よ っ て 異 な り う る 。
　 筋 肉 の 修 復 及 び 再 生 の 関 し て は 、 「 治 療 」 は 、 筋 肉 の 萎 縮 又 は 外 傷 又 は 変 性 の 軽 減 、 並
び に 筋 組 織 の 修 復 及 び ／ 又 は 機 能 に お け る 改 善 に 関 す る 。
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　 高 イ ン ス リ ン 血 症 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 に つ い て そ れ ぞ れ 、 「 治 療 」 と は 、 哺 乳 動 物 が
そ の 状 態 に な る 前 の 体 に お け る 通 常 の レ ベ ル と さ れ る 、 適 切 な 又 は 正 常 な レ ベ ル に ま で 循
環 イ ン ス リ ン の レ ベ ル を 低 く 又 は 高 く す る こ と を い う 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 肥 満 に つ い て 、 「 治 療 」 と は 、 一 般 的 に 哺 乳 動 物 の Ｂ Ｍ Ｉ を 約 ２ ５ ． ９ 未 満 に 下 げ 、 少
な く と も ６ ヶ 月 間 体 重 を 維 持 す る こ と を い う 。 治 療 は 、 哺 乳 動 物 に よ る 食 物 又 は カ ロ リ ー
摂 取 の 低 減 を 適 切 に 生 じ る 。 さ ら に 、 こ の 関 係 に お け る 治 療 と は 、 肥 満 状 態 に な る 前 に 治
療 が 導 入 さ れ た 場 合 、 肥 満 の 発 生 を 予 防 す る こ と を 意 図 す る 。 治 療 は 、 肥 満 哺 乳 動 物 に お
け る 脂 肪 生 成 、 つ ま り ヒ ト 及 び 動 物 の 肥 満 の 主 な 特 徴 の １ つ で あ る 脂 肪 細 胞 の 脂 質 の 過 度
な 蓄 積 を 抑 制 す る 及 び ／ 又 は そ れ ら を 完 全 に 抑 制 す る こ と 、 並 び に 全 体 重 の 低 下 を 含 む 。
　 「 治 療 の 必 要 が あ る 」 も の と は 、 疾 患 を 既 に 有 す る 哺 乳 動 物 、 並 び に 疾 患 に な り や す い
も の を 含 み 、 疾 患 が 抑 制 さ れ る べ き も の も 含 む 。
　 「 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 治 療 薬 」 と は 、 例 え ば 低 血 糖 の 薬 剤 の よ う な イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の 治
療 に 用 い ら れ る Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト 以 外 の 薬 剤 で あ る 。 こ の よ う な 治 療 薬 の 例 に は
、 イ ン ス リ ン （ 一 以 上 の 種 々 の イ ン ス リ ン ） ； 小 分 子 イ ン ス リ ン 等 の イ ン ス リ ン 模 倣 薬 、
例 え ば 、 L-783,281； イ ン ス リ ン 類 似 薬 （ 例 え ば 、 HUMALOG(登 録 商 標 )イ ン ス リ ン （ Eli Li
lly Co.） 、 Ｌ ｙ ｓ Ｂ ２ ８ イ ン ス リ ン 、 Ｐ ｒ ｏ Ｂ ２ ９ イ ン ス リ ン 、 又 は Ａ ｒ ｐ Ｂ ２ ８ イ ン
ス リ ン あ る い は 例 え ば 米 国 特 許 第 5,149,777号 及 び 5,514,646号 に 記 載 さ れ て い る よ う な も
の ） 、 又 は そ の 生 理 学 的 に 活 性 な 断 片 ； イ ン ス リ ン 関 連 ペ プ チ ド （ Ｃ ペ プ チ ド 、 Ｇ Ｌ Ｐ －
１ 、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 － Ｉ （ Ｉ Ｇ Ｆ － １ ） 、 又 は Ｉ Ｇ Ｆ － １ ／ Ｉ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ － ３ 複 合 体
） 又 は そ の 類 似 物 又 は 断 片 ； エ ル ゴ セ ッ ト (ergoset)； プ ラ ム リ ン チ ド (pramlintide)； レ
プ チ ン ； BAY-27-9955； Ｔ － １ ０ ９ ５ ； イ ン ス リ ン 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 物 質 に 対
す る ア ン タ ゴ ニ ス ト ； Ｔ Ｎ Ｆ － α 機 能 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト ； 成 長 ホ ル モ ン 放 出 剤 ； ア
ミ リ ン 又 は ア ミ リ ン に 対 す る 抗 体 ； グ リ タ ゾ ン フ ァ ミ リ ー の 化 合 物 等 の イ ン ス リ ン 増 感 剤
、 例 え ば 、 ト ロ グ リ タ ゾ ン 、 ピ オ グ リ タ ゾ ン 、 エ ン グ リ タ ゾ ン 、 及 び 関 連 化 合 物 等 の 米 国
特 許 第 5,753,681号 に 記 載 さ れ る も の ； 単 独 で 又 は ビ タ ミ ン Ｅ と 共 に 用 い る リ ナ ロ ー ル (Li
nalol)（ 米 国 特 許 第 6,187,333号 ） ； イ ン ス リ ン 分 泌 促 進 剤 、 例 え ば ナ テ グ リ ニ ド （ Ａ Ｙ
－ ４ １ ６ ６ ） 、 カ ル シ ウ ム (２ Ｓ )-２ -ベ ン ジ ル -３ -(cis-ヘ キ サ ヒ ド ロ -２ -イ ソ イ ン ド リ
ニ ル カ ル ボ キ シ ル )プ ロ ピ オ ン 酸 二 水 和 物 （ ミ チ グ リ ニ ド 、 Ｋ Ａ Ｄ － １ ２ ２ ９ ） 、 及 び レ
パ グ リ ニ ド ； ス ル ホ ニ ル 尿 素 剤 、 例 え ば 、 ア セ ト ヘ キ サ ミ ド 、 ク ロ ル プ ロ パ ミ ド 、 ト ラ ザ
ミ ド 、 ト ル ブ タ ミ ド 、 グ リ ク ロ ピ ラ ミ ド 及 び そ の ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 グ リ ベ ン ク ラ ミ ド 、 グ
リ ボ ン ウ ラ イ ド (glibornuride)、 グ リ ク ラ ジ ド 、 １ -ブ チ ル -３ -メ タ ニ リ ル ウ レ ア 、 カ ル
ブ タ ミ ド 、 グ リ ピ ジ ド 、 グ リ キ ド ン 、 グ リ ソ キ セ ピ ド (glisoxepid)、 グ リ ブ チ ア ゾ ル (gly
butiazole)、 グ リ ブ ゾ ー ル 、 グ リ ヘ キ サ ミ ド 、 グ リ ミ ジ ン 、 グ リ ピ ナ ミ ド 、 フ ェ ン ブ タ ミ
ド (phenbutamode)、 ト ル シ ク ラ ミ ド (tolcyclamide)、 グ リ メ ピ リ ド な ど ； ビ グ ア ナ イ ド 類
（ 例 え ば 、 フ ェ ン ホ ル ミ ン 、 メ ト ホ ル ミ ン 、 ブ ホ ル ミ ン な ど ） ； α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害
剤 （ 例 え ば ア カ ル ボ ー ス 、 ボ グ リ ボ ー ス 、 ミ グ リ ト ー ル 、 エ ミ グ リ テ ー ト な ど ） 、 及 び 膵
臓 移 植 や 自 己 免 疫 試 薬 の よ う な 非 典 型 的 治 療 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 減 量 薬 」 と は 、 肥 満 の 治 療 又 は 予 防 に 有 用 な 分 子 を 意 図 す る 。 こ の よ う な 分 子 に は 、
例 え ば 、 ホ ル モ ン （ カ テ コ ー ル ア ミ ン 、 グ ル カ ゴ ン 、 Ａ Ｃ Ｔ Ｈ 、 及 び Ｉ Ｇ － １ と 併 用 の 成
長 ホ ル モ ン ） ； Ｏ ｂ タ ン パ ク 質 ； ク ロ フ ィ ブ ラ ー ト ； ハ ロ ゲ ナ ー ト (halogenate)； シ ン コ
カ イ ン ； ク ロ ル プ ロ マ ジ ン ； マ ジ ン ド ー ル 及 び フ ェ ネ チ ル ア ミ ン の 誘 導 体 の よ う な ノ ル ア
ド レ ナ リ ン 作 動 性 神 経 伝 達 物 質 に 作 用 す る 食 欲 抑 制 薬 、 例 え ば フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ ー ル ア ミ
ン 、 ジ エ チ ル プ ロ ピ オ ン 、 フ ェ ン テ ル ミ ン 、 フ ェ ン ジ メ ト ラ ジ ン 、 ベ ン ズ フ ェ タ ミ ン 、 ア
ン フ ェ タ ミ ン 、 メ タ ン フ ェ タ ミ ン 、 及 び フ ェ ン メ ト ラ ジ ン ； フ ェ ン フ ル タ ミ ン 、 ト リ プ ト
フ ァ ン 、 ５ -ヒ ド ロ キ シ ト リ プ ト フ ァ ン 、 フ ル オ キ セ チ ン 、 及 び セ ル ト ラ リ ン 等 の セ ロ ト
ニ ン 神 経 伝 達 物 質 に 作 用 す る 薬 剤 ； ナ ロ キ ソ ン 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド -Ｙ 、 ガ ラ ニ ン 、 コ ル
チ コ ト ロ ピ ン 関 連 ホ ル モ ン 、 及 び コ レ シ ス ト キ ニ ン 等 の 中 枢 作 用 薬 ； ピ リ ド ス チ グ ミ ン 等
の コ リ ン 作 動 性 ア ゴ ニ ス ト ； リ ゾ ス フ ィ ン ゴ 脂 質 又 は そ の 誘 導 体 等 の ス フ ィ ン ゴ 脂 質 ； 甲
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状 腺 ホ ル モ ン 等 の 発 熱 性 薬 剤 ； エ フ ェ ド リ ン ； β -ア ド レ ナ リ ン 作 動 薬 ； 酵 素 阻 害 剤 等 の
消 化 管 に 影 響 す る 薬 剤 、 例 え ば テ ト ラ ヒ ド ロ リ ポ ス タ チ ン 、 ス ク ロ ー ス ポ リ エ ス テ ル の よ
う な 消 化 の 悪 い 食 物 、 及 び ス レ オ -塩 化 ク エ ン 酸 又 は そ の 誘 導 体 等 の 胃 排 出 阻 害 剤 ； イ ソ
プ ロ テ レ ノ ー ル 及 び ヨ ヒ ン ビ ン 等 の β -ア ド レ ナ リ ン 作 動 薬 ； ク ロ ニ チ ジ ン 単 独 又 は 成 長
ホ ル モ ン 放 出 ペ プ チ ド と 組 み 合 わ せ た α ２ -ア ド レ ナ リ ン 阻 害 剤 、 ヨ ヒ ン ビ ン の β -ア ド レ
ナ リ ン 様 効 果 を 増 大 さ せ る ア ミ ノ フ ィ リ ン ； メ ト ホ ル ミ ン 及 び フ ェ ン ホ ル ミ ン 等 の ビ グ ア
ナ イ ド 類 の よ う な 腸 管 吸 収 を 妨 げ る 薬 剤 ； メ チ ル セ ル ロ ー ス 等 の 増 量 剤 ； ヒ ド ロ キ シ ク エ
ン 酸 な ど の 代 謝 阻 害 剤 ； プ ロ ゲ ス テ ロ ン ； コ レ シ ス ト キ ニ ン ア ゴ ニ ス ト ； ケ ト 酸 を 模 倣 す
る 小 分 子 ； コ ル チ コ ト ロ ピ ン 放 出 ホ ル モ ン へ の 作 用 薬 ； 体 脂 肪 蓄 積 を 減 少 さ せ る 麦 角 関 連
プ ロ ラ ク チ ン 阻 害 性 化 合 物 （ 1988年 11月 8日 公 開 の 米 国 特 許 第 4,783,469号 ） ； β -３ -ア ゴ
ニ ス ト ； ブ ロ モ ク リ プ チ ン ； オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト ； ニ ュ ー ロ ペ プ
チ ド Ｙ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト ； 糖 質 コ ル チ コ イ ド 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト ； 成 長 ホ ル モ ン
ア ゴ ニ ス ト ； そ れ ら の 組 合 せ 等 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ こ で の 使 用 と し て 、 「 イ ン ス リ ン 」 と は 、 イ ン ス リ ン 活 性 を 有 す る あ ら ゆ る 全 て の 物
質 を 意 図 し 、 例 え ば 、 ウ シ 又 は ブ タ の 膵 臓 か ら 抽 出 さ れ る 動 物 イ ン ス リ ン 、 ブ タ 膵 臓 か ら
抽 出 さ れ る イ ン ス リ ン か ら 酵 素 的 に 合 成 さ れ る 半 合 成 ヒ ト イ ン ス リ ン 、 及 び 通 常 は ヒ ト 大
腸 菌 又 は 酵 母 を 用 い て 遺 伝 子 工 学 の 技 術 に よ っ て 合 成 さ れ る ヒ ト イ ン ス リ ン な ど が 例 示 さ
れ る 。 さ ら に 、 イ ン ス リ ン は 、 約 ０ ． ４ ５ ～ ０ ． ９ (w/w)％ の 亜 鉛 を 含 有 す る イ ン ス リ ン
－ 亜 鉛 複 合 体 、 塩 化 亜 鉛 、 硫 酸 プ ロ タ ミ ン 及 び イ ン ス リ ン な ど か ら 生 成 さ れ る プ ロ タ ミ ン
－ イ ン ス リ ン － 亜 鉛 を 包 含 し う る 。 イ ン ス リ ン は そ の 断 片 又 は 誘 導 体 、 例 え ば Ｉ Ｎ Ｓ － １
の 形 態 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 イ ン ス リ ン は Ｌ ８ ３ ２ ８ １ 及 び イ ン ス リ ン ア ゴ ニ ス ト 等 の
イ ン ス リ ン 様 物 質 を 含 む 。 イ ン ス リ ン は 超 即 時 作 用 型 、 即 時 作 用 型 、 二 峰 性 作 用 型 、 中 間
作 用 型 、 長 時 間 作 用 型 な ど の 様 々 な 型 で 利 用 可 能 で あ る が 、 こ れ ら の 型 は 患 者 の 状 態 に 応
じ て 適 切 に 選 択 さ れ う る 。
　 こ こ で の 使 用 と し て 、 「 Ｄ ｋ ｋ － １ 」 又 は 「 Dickkopf-1」 は 、 1999年 9月 16日 に 公 開 の W
O99/46281及 び Glinka等 , Nature, 391:357-62 (1998)に 記 載 さ れ る 性 質 及 び 特 徴 を 有 す る
Ｗ ｎ ｔ 阻 害 物 質 を 指 す 。 WO99/46281に お い て 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ は Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ８ と 称 さ れ
、 そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ５ ３ ０ と 称 さ れ る 。 本 発 明 で は 、 あ ら ゆ る 哺 乳 動
物 種 の 天 然 配 列 Ｄ ｋ ｋ － １ 、 例 え ば 齧 歯 類 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 非
ヒ ト 霊 長 類 、 及 び ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ 、 特 に ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ が 考 慮 さ れ る 。 ま た 、 あ ら ゆ る 哺
乳 動 物 種 の 天 然 配 列 Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト も 考 慮 さ れ る が 、 好 ま し く は 齧 歯
類 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 又 は ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す
る ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト が 考 慮 さ れ る
。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 治 療 用 組 成 物 」 と は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 又 は Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト 及
び 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 例 え ば 、 水 、 ミ ネ ラ ル 、 タ ン パ ク 質 、 及 び 当 業 者 に 既 知 の 他
の 賦 形 剤 を 含 む も の と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 、 「 Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 な
ど の 表 現 は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ と 相 互 作 用 し て 、 処 理 さ れ る 徴 候 に よ る が い か な る 手 段 に よ っ て
も そ の 機 能 を 妨 害 あ る い は Ｄ ｋ ｋ － １ の 関 連 性 の 活 性 を 阻 害 又 は 中 和 す る あ ら ゆ る 分 子 を
含 む も の と し て 意 図 さ れ る 。 Ｄ ｋ ｋ － １ と そ の 一 以 上 の 受 容 体 と の 間 の 相 互 作 用 を 抑 制 し
う る 。 こ の よ う な 物 質 は 様 々 な 経 路 で こ の 作 用 を 達 成 す る 。 例 え ば 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 活 性 を 「
中 和 す る 」 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 種 類 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に Ｄ ｋ ｋ － １ に 十 分 な 親 和 性 で
特 異 的 に 結 合 し て Ｄ ｋ ｋ － １ を 妨 げ う る 。 Ｄ ｋ ｋ － １ に 「 結 合 す る 」 抗 体 は 、 Ｄ ｋ ｋ － １
を 発 現 す る 細 胞 の 標 的 化 に お い て 治 療 剤 と し て 抗 体 を 利 用 す る こ と が で き る 程 度 に 十 分 な
親 和 性 を も っ て 抗 原 結 合 能 力 を 有 す る も の で あ る 。
　 こ の 群 の ア ン タ ゴ ニ ス ト に 含 ま れ る も の は 、 例 え ば 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 又 は Ｄ ｋ ｋ － １ 反 応 性
の そ の 部 分 に 対 す る 抗 体 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 受 容 体 又 は Ｄ ｋ ｋ － １ 反 応 性 の そ の 部 分 、 あ る い は
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Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る あ ら ゆ る 他 の リ ガ ン ド で あ る 。 ま た 、 そ の 用 語 は 、 ｄ ｋ ｋ － １ ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 又 は Ｄ ｋ ｋ － １ タ ン パ ク 質 の 過 剰 生 産 を 妨 げ う る 、 あ る い は 少 な く と も Ｄ ｋ ｋ － １ 受
容 体 に お い て ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る あ ら ゆ る 物 質 を 含 む 。 こ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 治
療 剤 の 血 清 半 減 期 を 増 加 さ せ る た め の 、 又 は 異 種 間 許 容 性 を 与 え る た め の 担 体 タ ン パ ク 質
と 薬 剤 の 機 能 の 組 み 合 わ せ に 利 用 さ れ る 、 キ メ ラ 雑 種 の 形 態 で あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 こ
の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト の 例 に は 、 生 物 有 機 分 子 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 ） 、 抗 体 、 タ
ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 糖 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 多 糖 類 、 小 糖 類 、 核 酸 、 薬 品
及 び そ の 代 謝 生 成 物 、 転 写 翻 訳 調 節 配 列 な ど を 含 む 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 す る と い う 所 望 の 性 質 を 有 し 、 受 容 体 と の 相 互 作 用 を 抑 制 す る
抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 用 語 「 中 和 」 及 び 「 活 性 の 中 和 」 は 、 こ こ で あ ら ゆ る 機 構 に よ っ て 、 例 え ば 阻 害 す る 、
抑 制 す る 、 減 少 す る 、 そ の 活 性 に 対 抗 す る 、 あ る い は Ｄ ｋ ｋ － １ を 無 効 に す る こ と を 意 図
し て 使 用 さ れ る 。 従 っ て 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は Ｄ ｋ ｋ － １ の 活 性 化 に 必 要 な 結 合 現 象 を 抑 制
し う る 。 「 中 和 抗 体 」 と は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 阻 害 又 は 有 意 に 減 少 さ せ る
能 力 が あ る と こ こ で 定 義 さ れ て い る よ う な 抗 体 分 子 を 意 図 す る 。 例 え ば 、 抗 体 の 中 和 は Ｄ
ｋ ｋ － １ 受 容 体 と 相 互 作 用 す る Ｄ ｋ ｋ － １ の 能 力 を 阻 害 又 は 減 少 し う る 。 あ る い は 抗 体 の
中 和 は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 阻 害 す る Ｄ ｋ ｋ － １ の 能 力 を 阻 害 又 は 減 少
し う る 。 ま た 、 抗 体 の 中 和 は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る も の よ う な Ｄ ｋ ｋ － １ 活 性 の 免 疫 測
定 法 に お い て Ｄ ｋ ｋ － １ に 免 疫 特 異 的 に 結 合 し う る 。 本 発 明 の 「 中 和 抗 体 」 の 特 徴 は 、 イ
ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ の 両 方 の 状 況 に お い て そ の 機 能 的 な 活 性 を 残 し て い る こ と で あ る 。
　 こ こ で の 「 抗 体 」 な る 用 語 は 、 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 示 す 限 り に お い て 、 最 も 広 い 意 味
で 用 い ら れ 、 特 に 無 傷 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 少 な く と も ２ つ の 無
傷 抗 体 か ら 形 成 さ れ る 多 特 異 的 抗 体 （ 例 え ば 、 二 価 抗 体 ） 、 及 び 抗 体 断 片 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 な る 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か ら
得 ら れ る 抗 体 を 意 味 し 、 即 ち 、 そ の 集 団 を 構 成 す る 個 々 の 抗 体 は 、 少 量 存 在 し 自 然 発 生 的
に 生 じ 得 る 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 非 常 に 特 異 性 が 高 く 、 単 一 の
抗 原 性 部 位 に 対 し て 作 成 さ れ る 。 さ ら に 、 異 な る 決 定 基 （ エ ピ ト ー プ ） に 対 す る 異 な る 抗
体 を 含 む ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 と は 異 な り 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 抗 原 上 の 単 一 の
決 定 基 に 対 す る も の で あ る 。
　 そ れ ら の 特 異 性 に 加 え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 他 の 抗 体 に よ っ て 汚 染 さ れ ず に 合 成 さ
れ る 点 に お い て 有 利 で あ る 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と い う 形 容 詞 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 集
団 か ら 得 ら れ る 抗 体 の 性 質 を 示 し 、 任 意 の 特 定 の 方 法 に よ る 抗 体 の 生 産 を 必 要 と す る と 解
釈 さ れ る べ き も の で は な い 。 例 え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
Kohler等 , Nature, 256:495 (1975)に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て
調 製 す る こ と が で き 、 又 は 組 換 え DNA法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 米 国 特
許 第 4,816,567号 ） 。 ま た 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 例 え ば 、 Clackson等 , Nature, 3
52:624-628 (1991)及 び Marks等 , J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)中 に 記 載 の 技 術 を
用 い て フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と も で き る 。
　 こ こ で の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 重 及 び ／ 又 は 軽 鎖 の 一 部 が 特 定 の 種 に 由 来 す る か 又 は
特 定 の 抗 体 ク ラ ス 若 し く は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 中 の 対 応 配 列 と 同 一 で あ る か 又 は 相 同
で あ っ て 、 鎖 の 残 部 が 他 の 種 に 由 来 す る か 又 は 他 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス 、 並 び に 所
望 の 生 物 学 的 活 性 示 す 範 囲 内 に お い て そ の よ う な 抗 体 の 断 片 に 属 す る 対 応 配 列 と 同 一 で あ
る か 又 は 相 同 で あ る 「 キ メ ラ 」 抗 体 を 特 に 含 む （ 米 国 特 許 第 4,816,567号 ； 及 び Morrison
等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984） ） 。 こ こ に お け る 対 象 の キ メ ラ
抗 体 に は 、 非 ヒ ト 霊 長 類 （ 例 え ば 、 旧 世 界 ザ ル 、 類 人 猿 な ど ） 由 来 の 可 変 ド メ イ ン 抗 原 結
合 配 列 及 び ヒ ト 定 常 領 域 配 列 を 含 む 「 霊 長 類 化 」 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 抗 体 断 片 」 は 無 傷 の 抗 体 の 一 部 を 含 み 、 好 ま し く は 抗 原 結 合 又 は そ の 可 変 領 域 を 含 む
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。 抗 体 断 片 の 例 に は 、 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 、 及 び Fv断 片 ； ダ イ ア ボ デ ィ ー ； 直 鎖 抗 体 ； 単
一 鎖 抗 体 分 子 ； 及 び 抗 体 断 片 か ら 形 成 さ れ る 多 重 特 異 的 抗 体 が 含 ま れ る 。
　 「 無 傷 」 の 抗 体 は 、 抗 原 結 合 可 変 領 域 並 び に 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン （ C L ） 及 び 重 鎖 定 常 ド メ
イ ン 、 C H 1、 C H 2及 び C H 3を 含 む も の で あ る 。 定 常 ド メ イ ン は 、 天 然 配 列 の 定 常 ド メ イ ン （
例 え ば 、 ヒ ト 天 然 配 列 定 常 ド メ イ ン ） 又 は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 で あ り 得 る 。 好 ま し く
は 、 無 傷 の 抗 体 は 一 又 は 複 数 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 持 つ 。
　 抗 体 の 「 エ フ ェ ク タ ー 機 能 」 は 、 抗 体 の Fc領 域 （ 天 然 配 列 Fc領 域 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 変 異
Fc領 域 ） に 起 因 す る こ れ ら の 生 物 学 的 活 性 の こ と を 意 味 す る 。 抗 体 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 の
例 に は 、 C1q結 合 、 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 、 Fc受 容 体 結 合 、 抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 （ ADCC） 、
食 作 用 、 細 胞 表 面 受 容 体 の 下 方 制 御 （ 例 え ば 、 B細 胞 受 容 体 ； BCR） な ど が 含 ま れ る 。
　 そ れ ら の 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 依 存 し て 、 無 傷 の 抗 体 は 異 な る 「 ク ラ ス
」 に 分 類 す る こ と が で き る 。 無 傷 な 抗 体 に つ い て ５ つ の 主 要 な ク ラ ス が 存 在 す る ： IgA, I
gD, IgE, IgG,及 び IgM,及 び こ れ ら の 幾 つ か は さ ら に 「 サ ブ ク ラ ス 」 （ ア イ ソ タ イ プ ） に
分 類 さ れ 、 例 え ば 、 IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA,及 び IgA2で あ る 。 抗 体 の 異 な る ク ラ ス
に 相 当 す る 重 鎖 定 常 ド メ イ ン は 、 各 々 、 α 、 δ 、 ε 、 γ 及 び μ で あ る 。 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン
の 異 な る ク ラ ス の サ ブ ユ ニ ッ ト 構 造 及 び 三 次 元 構 造 は 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 天 然 抗 体 」 は 、 通 常 、 ２ つ の 同 一 の 軽 （ Ｌ ） 鎖 及 び ２ つ の 同 一 の 重 （ Ｈ ） 鎖 と か ら な
る 、 約 150,000ダ ル ト ン の 異 種 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 各 軽 鎖 は １ つ の 共 有 ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 に よ っ て 重 鎖 に 結 合 さ れ て い る が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 数 は 異 な る 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 間 で 変 動 す る 。 ま た 各 重 及 び 軽 鎖 も 規 則 的 に 離 間 し た 鎖 内 ジ ス ル フ
ィ ド 架 橋 を 有 す る 。 各 重 鎖 は 一 端 に 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｈ ） を 有 し 、 そ れ に 多 数 の 定 常 ド メ
イ ン が 続 く 。 各 軽 鎖 は 一 端 に 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｌ ） を 、 他 端 に 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 。 軽
鎖 の 定 常 ド メ イ ン は 重 鎖 の 第 １ の 定 常 ド メ イ ン と 並 び 、 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は 重 鎖 の 可 変
ド メ イ ン と 並 ん で い る 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 軽 鎖 と 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン 間 の 界 面 を 形 成
す る と 考 え ら れ て い る 。
　 「 可 変 」 な る 用 語 は 、 可 変 ド メ イ ン の あ る 部 分 が 配 列 に お い て 抗 体 間 で 広 範 囲 に 相 違 し
、 各 特 定 の 抗 体 の そ の 特 定 抗 原 へ の 結 合 及 び 特 異 性 に 使 用 さ れ て い る と い う 事 実 を 意 味 す
る 。 し か し 、 可 変 性 は 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン 全 体 に 均 一 に 分 布 し て い る の で は な い 。 そ れ は
、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 両 方 に お け る 高 度 可 変 領 域 と 呼 ば れ る ３ つ の セ グ メ ン ト
に 集 中 し て い る 。 可 変 ド メ イ ン の よ り 高 度 に 保 存 さ れ た 部 分 は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ
） と 呼 ば れ る 。 天 然 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ 、 β シ ー ト 構 造 を 連 結 し 、
そ の 一 部 を 形 成 す る こ と も あ る ル ー プ を 形 成 す る 、 ３ つ の 高 度 可 変 領 域 に よ り 連 結 さ れ た
、 主 と し て β シ ー ト 構 造 を 採 る ４ つ の Ｆ Ｒ 領 域 を 含 む 。 各 鎖 の 高 度 可 変 領 域 は Ｆ Ｒ 領 域 に
よ り 近 接 し て 保 持 さ れ 、 他 の 鎖 か ら の 高 度 可 変 領 域 と 共 に 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 に
寄 与 し て い る （ Kabat等 , Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. 
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)を 参 照
の こ と ） 。 定 常 ド メ イ ン は 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 に 直 接 は 関 係 し な い が 、 種 々 の エ フ ェ ク タ
ー 機 能 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 超 可 変 領 域 」 な る 用 語 は 、 抗 原 と の 結 合 性 の 原 因 と な る 抗 体 の ア ミ
ノ 酸 残 基 を 意 味 す る 。 超 可 変 領 域 は 「 相 補 性 決 定 領 域 」 又 は 「 Ｃ Ｄ Ｒ 」 か ら の ア ミ ノ 酸 残
基 (例 え ば 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 24-34(L1)、 50-56(L2)及 び 89-97(L3)及 び 重 鎖 可 変 ド
メ イ ン の 31-35(H1)、 50-65(H2)及 び 95-102(H3)； Kabat等 , Sequences of Proteins of Im
munological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Heal
th, Bethesda, MD.(1991))及 び ／ 又 は 「 超 可 変 ル ー プ 」 か ら の 残 基 (例 え ば 、 軽 鎖 可 変 ド
メ イ ン の 残 基 26-32(L1)、 50-52(L2)及 び 91-96(L3)及 び 重 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 26-32(H1)
、 53-55(H2)及 び 96-101(H3);Chothia及 び Lesk J.Mol.Biol. 196:901-917 (1987))を 含 ん
で な る 。 「 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 」 又 は 「 Ｆ Ｒ 」 残 基 は こ こ に 定 義 し た 超 可 変 領 域 残 基 以 外
の 可 変 ド メ イ ン 残 基 で あ る 。
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　 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 に よ り 、 各 々 が 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 「 Ｆ ａ ｂ 」 断 片 と 呼 ば
れ る ２ つ の 同 一 の 抗 原 結 合 断 片 と 、 そ の 名 称 が 容 易 に 結 晶 化 す る 能 力 を 表 す 、 残 り の 「 Ｆ
ｃ 」 断 片 が 作 成 さ れ る 。 ペ プ シ ン 処 理 に よ り 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 し 、 更 に 抗 原 を 架
橋 さ せ 得 る Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 が 生 じ る 。
　 「 Ｆ ｖ 」 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 を 含 む 最 小 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の 領 域 は 、 堅
固 な 非 共 有 結 合 を な し た 一 つ の 重 鎖 及 び 一 つ の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 二 量 体 か ら な る 。 こ の
構 造 で は 、 各 可 変 ド メ イ ン の ３ つ の 超 可 変 領 域 が 相 互 に 作 用 し て Ｖ Ｈ -Ｖ Ｌ 二 量 体 表 面 に
抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 集 合 的 に 、 ６ つ の 超 可 変 領 域 が 抗 体 に 抗 原 結 合 特 異 性 を 付 与 す
る 。 し か し 、 単 一 の 可 変 ド メ イ ン (又 は 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な ３ つ の 超 可 変 領 域 の み を 含
む Ｆ ｖ の 半 分 )で さ え 、 全 結 合 部 位 よ り も 親 和 性 が 低 く な る が 、 抗 原 を 認 識 し て 結 合 す る
能 力 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン と 重 鎖 の 第 一 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )を 有 す る 。 Ｆ ａ
ｂ '断 片 は 、 抗 体 ヒ ン ジ 領 域 か ら の 一 又 は 複 数 の シ ス テ イ ン を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン の
カ ル ボ キ シ 末 端 に 数 個 の 残 基 が 付 加 し て い る 点 で Ｆ ａ ｂ 断 片 と は 異 な る 。 こ こ で は 、 Ｆ ａ
ｂ '-Ｓ Ｈ は 、 定 常 ド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 が 少 な く と も １ つ の フ リ ー の チ オ ー ル 基 を 担
持 し て い る Ｆ ａ ｂ 'に 対 す る 命 名 で あ る 。 Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 体 断 片 は 、 間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン
を 有 す る Ｆ ａ ｂ '断 片 の 対 と し て 作 成 さ れ た 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 カ ッ プ リ ン グ 法 も 知 ら
れ て い る 。
　 任 意 の 脊 椎 動 物 種 か ら の 抗 体 (免 疫 グ ロ ブ リ ン )の 「 軽 鎖 」 に は 、 そ の 定 常 ド メ イ ン の ア
ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 カ ッ パ (κ )及 び ラ ム ダ (λ )と 呼 ば れ る ２ つ の 明 確 に 区 別 さ れ る 型
の 一 つ を 割 り 当 て る こ と が で き る 。
　 「 単 鎖 Ｆ ｖ 」 又 は 「 ｓ ｃ Ｆ ｖ 」 抗 体 断 片 は 、 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 み 、 こ こ
で 、 こ れ ら の ド メ イ ン は 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 に 存 在 す る 。 好 ま し く は 、 Ｆ ｖ ポ リ ペ プ
チ ド は Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン 間 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 更 に 含 み 、 そ れ は ｓ ｃ Ｆ ｖ が 抗
原 結 合 に 望 ま し い 構 造 を 形 成 す る こ と を 可 能 に す る 。 ｓ ｃ Ｆ ｖ の 総 説 に つ い て は 、 The Ph
armacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及 び Moore編 , (Springer-V
erlag, New York, 1994) pp. 269-315の Pluckthunを 参 照 の こ と 。
　 「 ダ イ ア ボ デ ィ (diabodies)」 な る 用 語 は 、 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ 小 型 の 抗 体 断 片
を 指 し 、 そ の 断 片 は 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 (Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ )内 で 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )に 結 合
し た 重 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )を 含 む 。 同 鎖 上 の 二 つ の ド メ イ ン 間 に 対 形 成 す る に は 短 す ぎ
る リ ン カ ー を 用 い る こ と に よ り 、 ド メ イ ン は 強 制 的 に 他 の 鎖 の 相 補 的 ド メ イ ン と 対 形 成 し
て 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 生 成 す る 。 ダ イ ア ボ デ ィ は 、 例 え ば 、 EP 404,097; WO 93/11161;
 及 び Hollinger等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)に お い て よ り 詳
細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 非 ヒ ト (例 え ば 、 齧 歯 類 )抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 形 と は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最
小 配 列 を 含 む キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 大 部 分 に お い て ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 超 可 変 領
域 の 残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 又 は 非 ヒ ト 霊 長 類 の よ う な 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及
び 能 力 を 有 す る 非 ヒ ト 種 (ド ナ ー 抗 体 )の 超 可 変 領 域 の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ
ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗 体 )で あ る 。 あ る 例 で は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 (Ｆ Ｒ )残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る 。 更 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ
ピ エ ン ト 抗 体 に も ド ナ ー 抗 体 に も 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の 修 飾 は 抗 体
の 特 性 を 更 に 洗 練 す る た め に 行 わ れ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 少 な く と も １ つ 、 典 型 的
に は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 み 、 全 て あ る い は 実 質 的 に 全 て の 超 可 変 ル ー
プ が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 し 、 全 て あ る い は 実 質 的 に 全 て の Ｆ Ｒ 領 域 が ヒ ト
免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 最 適 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Ｆ
ｃ )、 典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 ん で な る 。 更 な
る 詳 細 は 、 Jones等 , Nature 321, 522-525(1986)； Riechmann等 , Nature 332, 323-329(1
988)； 及 び Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を 参 照 の こ と 。
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　 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 試 料 」 と は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ を 含 有 す る 、 あ る い は 含 有 し て い る の
で は な い か と 疑 わ れ る 生 物 学 的 試 料 を 意 図 す る 。 こ の 試 料 は あ ら ゆ る 供 給 源 、 好 ま し く は
哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト 由 来 で あ り 得 る 。 こ の よ う な 試 料 は 、 水 性 液 体 、 例 え ば 血
清 、 血 漿 、 リ ン パ 液 、 滑 液 、 卵 胞 液 、 精 液 、 乳 、 全 血 、 尿 、 脳 脊 髄 液 、 唾 液 、 痰 、 涙 、 汗
、 粘 液 、 組 織 培 地 、 組 織 抽 出 物 、 及 び 細 胞 抽 出 物 な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る よ う に 用 語 「 導 入 遺 伝 子 」 は 、 導 入 さ れ る 遺 伝 子 組 み 換 え 動 物 と は 部
分 的 に 又 は 全 体 的 に 異 種 性 の 、 つ ま り 無 関 係 の 、 あ る い は 導 入 さ れ る 遺 伝 子 組 み 換 え 動 物
の 内 因 性 遺 伝 子 と 相 同 で あ る が 、 挿 入 さ れ る 細 胞 の ゲ ノ ム を 変 化 さ せ る よ う に 動 物 の ゲ ノ
ム に 挿 入 さ れ た 、 あ る い は 挿 入 さ れ る よ う に 設 計 さ れ た （ 例 え ば 、 そ れ は 通 常 の 遺 伝 子 の
も の と は 異 な る 位 置 に 挿 入 さ れ て い る ） 核 酸 配 列 を 意 図 す る 。 導 入 遺 伝 子 は 、 一 以 上 の 転
写 制 御 配 列 及 び 選 択 さ れ た 核 酸 の 適 切 な 発 現 に 必 要 で あ り う る あ ら ゆ る 他 の 核 酸 、 例 え ば
イ ン ト ロ ン と 作 用 可 能 に 結 合 さ れ う る 。 こ こ で の 導 入 遺 伝 子 は Ｄ ｋ ｋ － １ を コ ー ド 化 す る
。
　 こ こ で の 用 語 「 ｄ ｋ ｋ － １ 核 酸 を 過 剰 発 現 す る 非 ヒ ト 遺 伝 子 組 み 換 え 動 物 」 と は 、 血 液
の グ ル コ ー ス ク リ ア ラ ン ス 、 血 液 の 循 環 イ ン ス リ ン 、 筋 再 生 、 又 は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 に 関
す る 他 の 特 徴 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 、 及 び ／ 又 は 筋 修 復 に 関 し て 宿 主 細 胞 の 表 現 型 を 変 え る
、 Ｄ ｋ ｋ － １ コ ー ド 化 導 入 遺 伝 子 を そ の 複 数 の 細 胞 内 に 含 み ん で い る 非 ヒ ト 動 物 、 例 え ば
齧 歯 類 を 意 図 す る 。
　 こ こ で の 用 語 「 ｄ ｋ ｋ － １ 核 酸 を 発 現 す る 非 ヒ ト バ イ ナ リ ー 遺 伝 子 組 み 換 え 動 物 」 と は
、 遺 伝 子 発 現 が 標 的 導 入 遺 伝 子 で の Ｄ ｋ ｋ － １ の 相 互 作 用 に よ っ て 制 御 さ れ る 非 ヒ ト 動 物
、 例 え ば 齧 歯 類 を 意 図 す る 。 こ れ ら の 相 互 作 用 は 、 動 物 の 系 統 （ 例 え ば 齧 歯 類 、 例 え ば マ
ウ ス の 系 統 ） を 交 雑 さ せ る こ と に よ っ て 、 あ る い は 外 因 性 の 誘 導 原 を 加 え る 又 は 取 り 除 く
こ と に よ っ て 制 御 さ れ る 。 こ の よ う な 制 御 さ れ た 遺 伝 子 発 現 は 、 体 重 及 び 体 脂 肪 の 指 標 、
並 び に 血 液 内 の 循 環 イ ン ス リ ン 、 又 は 肥 満 及 び 高 イ ン ス リ ン 血 症 に 関 す る 特 性 に 関 し て 宿
主 細 胞 の 表 現 型 を 変 化 さ せ る 。
【 本 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 Ｄ ｋ ｋ － １ 活 性 に 対 し て 結 合 し 、 好 ま し く は 中 和 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト に 基 づ く 、 イ ン ス
リ ン 抵 抗 性 及 び 低 イ ン ス リ ン 血 症 を 診 断 及 び 治 療 す る た め の 新 規 な 方 法 を 開 示 す る 。
　 さ ら に 、 Ｄ ｋ ｋ － １ は そ れ 自 体 、 肥 満 及 び 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に 有 用 で あ る 。
　 加 え て 、 Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト は さ ら に 、 こ こ で の 方 法 に お い て 筋 肉 の 修
復 及 び 再 生 の た め に 提 示 さ れ る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ の 診 断 及 び 治 療 の 多 く の 状 況 に お い て 有 用 な
方 法 を 提 供 す る 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ は 、 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に 効 果 が あ り 得 る 配 列 を 有 す る と す れ
ば 、 あ ら ゆ る 供 給 源 か ら 得 る こ と が で き 、 上 に 挙 げ ら れ る 文 献 に 記 載 さ れ る 方 法 を 含 む あ
ら ゆ る 技 術 、 例 え ば 組 換 え 生 産 又 は ア ミ ノ 酸 合 成 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 示 す と 、 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 並 び に Ｄ ｋ ｋ － １ 又
は ｄ ｋ ｋ － １ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 生 成 を 抑 制 す る 分 子 な ど で あ る 。 候 補 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 例 え ば
Ｄ ｋ ｋ － １ の 循 環 レ ベ ル を 減 少 さ せ る 候 補 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効 果 が Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ で
測 定 さ れ う る 試 験 を 含 む 、 こ こ に 記 載 さ れ る よ う な ア ッ セ イ 技 術 に よ っ て 有 効 性 を ア ッ セ
イ す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る 抗 体 の 典 型 的 な 生 産 技 術 に つ い て 後 に 説
明 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し く は 関 連 抗 原 及 び ア ジ ュ バ ン ド の 複 数 回 の 皮 下 （ ｓ ｃ ） 又 は 腹 腔 内 （ ｉ ｐ ） 注 射
に よ っ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 動 物 に 産 生 さ せ る 。 二 機 能 性 剤 又 は 誘 導 体 化 剤 、 例 え ば
マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ シ ス テ イ ン 残 基 を 介 し て 抱 合 ） 、
Ｎ -ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ リ ジ ン 残 基 を 介 し て ） 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 無 水 コ ハ
ク 酸 、 Ｓ Ｏ Ｃ ｌ ２ 又 は Ｒ １ Ｎ ＝ Ｃ ＝ Ｎ Ｒ （ こ こ で Ｒ 及 び Ｒ １ は 異 な る ア ル キ ル 基 で あ る ）
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を 用 い て 、 免 疫 化 さ れ る 種 に お い て 免 疫 原 性 で あ る タ ン パ ク 質 、 例 え ば キ ー ホ ー ル リ ン ペ
ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 又 は ダ イ ズ ト リ プ シ ン 阻 害
剤 、 あ る い は ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ に 対 す る 関 連 抗 原 を 複 合 さ せ る こ と は 有 用 で あ る 。
　 例 え ば 、 100μ g又 は 5μ gの タ ン パ ク 質 又 は 複 合 体 （ そ れ ぞ れ ウ サ ギ 又 は マ ウ ス ） と ３ 倍
の 体 積 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 混 ぜ 合 わ せ 、 複 数 部 位 に 溶 液 を 皮 内 注 射 し て 、 動
物 を 抗 原 、 免 疫 原 性 の 複 合 体 、 又 は 誘 導 体 に 対 し て 免 疫 化 す る こ と が で き る 。 １ ヶ 月 後 、
複 数 部 位 の 皮 下 注 射 に よ っ て 、 最 初 の 量 の １ ／ ５ ～ １ ／ １ ０ の ペ プ チ ド 又 は 複 合 体 を 含 有
す る フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト で 動 物 を ブ ー ス ト し て も よ い 。 ７ ～ １ ４ 日 後 、 動 物 を 出
血 さ せ 、 抗 体 価 に つ い て 血 清 を ア ッ セ イ し た 。 動 物 を 力 価 が プ ラ ト ー に な る ま で ブ ー ス ト
し た 。 一 実 施 態 様 で は 、 動 物 を 、 同 じ 抗 原 の 複 合 体 で あ る が 異 な る タ ン パ ク 質 と 複 合 し た
及 び ／ 又 は 異 な る 架 橋 試 薬 を 用 い た も の で ブ ー ス ト す る 。 ま た 、 複 合 体 は 、 タ ン パ ク 質 の
融 合 対 と し て 組 換 え 細 胞 培 地 で 作 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 免 疫 応 答 を 増 強 さ せ る た
め に 、 ミ ョ ウ バ ン の よ う な 集 合 性 の 物 質 が う ま く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か ら 得 ら れ 、 す な わ ち 、 集 団 を 構 成 す
る 個 々 の 抗 体 は 、 少 量 存 在 し う る 自 然 に 生 じ る 可 能 な 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 。 よ っ
て 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と い う 修 飾 語 句 は 別 々 の 抗 体 の 混 合 物 で は な い と い う 抗 体 の 性 質
を 示 し て い る 。
　 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler and Milstein, Nature, 256:495-497 (1975)
に よ り 最 初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い て 作 製 で き 、 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 (米 国
特 許 第 4,816,567号 )に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に お い て は 、 マ ウ ス 又 は そ の 他 の 適 当 な 宿 主 動 物 、 例 え ば ハ ム ス タ ー
を 上 記 の よ う に し て 免 疫 し 、 免 疫 化 に 用 い ら れ た タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産
生 す る か 又 は 産 生 す る こ と の で き る リ ン パ 球 を 導 き 出 す 。 別 法 と し て 、 リ ン パ 球 を イ ン ビ
ト ロ で 免 疫 す る こ と も で き る 。 次 に 、 リ ン パ 球 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 適 当
な 融 合 剤 を 用 い て ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 さ せ る (Goding,
 Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103頁 (Academic Press, 1986))
。
　 こ の よ う に し て 調 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 融 合 し て い な い 親 の ミ エ ロ ー マ 細 胞
の 増 殖 又 は 生 存 を 阻 害 す る 一 又 は 複 数 の 物 質 を 好 ま し く は 含 む 適 当 な 培 地 に 蒔 き 、 増 殖 さ
せ る 。 例 え ば 、 親 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 が 酵 素 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ジ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 又 は Ｈ Ｐ Ｒ Ｔ )を 欠 失 す る な ら ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の た め の 培
地 は 、 典 型 的 に は 、 Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ － 欠 失 細 胞 の 増 殖 を 妨 げ る 物 質 で あ る ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア
ミ ノ プ テ リ ン 、 及 び チ ミ ジ ン を 含 有 す る で あ ろ う (Ｈ Ａ Ｔ 培 地 )。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 ま し い ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 に よ る 抗 体 の 安
定 な 高 レ ベ ル の 産 生 を 支 援 し 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 の よ う な 培 地 に 対 し て 感 受 性 で あ る 細 胞 で あ る
。 こ れ ら の 中 で も 、 好 ま し い ミ エ ロ ー マ 株 化 細 胞 は 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 株 、 例 え ば 、 米 国
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ の ソ ー ク ・ イ ン ス テ ィ テ ュ ー ト ・ セ ル ・ デ ィ ス ト リ ビ ュ ー
シ ョ ン ・ セ ン タ ー よ り 入 手 し 得 る Ｍ Ｏ Ｐ Ｃ -２ １ 及 び Ｍ Ｐ Ｃ -１ １ マ ウ ス 腫 瘍 か ら 由 来 す る
も の 、 及 び 米 国 ヴ ァ ー ジ ニ ア 州 マ ナ ッ サ ス の ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ
ョ ン よ り 入 手 し 得 る Ｓ Ｐ -２ 又 は Ｘ ６ ３ -Ａ ｇ ８ -６ ５ ３ 細 胞 で あ る 。 ヒ ト ミ エ ロ ー マ 及 び
マ ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ ミ エ ロ ー マ 株 化 細 胞 も ま た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 の た め に 開
示 さ れ て い る （ Kozbor, J.Immunol., 133:3001 (1984)； Brodeur等 , Monoclonal Antibod
y Production Techniques and Applications,51-63頁 、 (Marcel Dekker, Inc., New York
, 1987)） 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 生 育 し て い る 培 地 を 、 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に
つ い て 検 定 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 結 合 特 異 性 は 、 免 疫 沈 降 又 は イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 、 例 え ば ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (
Ｒ Ｉ Ａ )又 は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )に よ っ て 測 定 す る 。
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　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 例 え ば Munson等 , Anal. Biochem., 107:220 (198
0)の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
　 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 、 及 び ／ 又 は 活 性 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 特 定 さ
れ た 後 、 ク ロ ー ン を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 増 殖 さ せ
る こ と が で き る (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103頁 (
Academic Press, 1986))。 こ の 目 的 に 好 適 な 培 地 に は 、 例 え ば 、 Ｄ -Ｍ Ｅ Ｍ 又 は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ -
１ ６ ４ ０ 培 地 が 含 ま れ る 。 ま た 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 動 物 中 で 腹 水 症 腫 瘍 と し て イ
ン ビ ボ で 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
　 サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分 泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ -セ フ ァ ロ
ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 透 析 、 又 は ア フ ィ ニ テ
ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 常 套 的 な 抗 体 精 製 法 に よ り 、 培 地 、 腹 水 、 又 は 血 清 か ら
好 適 に 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 常 法 を 用 い て (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖
及 び 軽 鎖 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用
い る こ と に よ り )即 座 に 分 離 さ れ 配 列 決 定 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 こ の よ う な Ｄ
Ｎ Ａ の 好 ま し い 供 給 源 と な る 。 ひ と た び 単 離 さ れ た な ら ば 、 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 ベ ク タ ー 中 に 入
れ 、 つ い で こ れ を 、 こ の 状 況 以 外 で は 抗 体 タ ン パ ク 質 を 産 生 し な い 大 腸 菌 細 胞 、 サ ル Ｃ Ｏ
Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )細 胞 、 又 は ミ エ ロ ー マ 細 胞 の よ う な 宿 主 細
胞 中 に 形 質 移 入 し 、 組 換 え 宿 主 細 胞 中 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 合 成 す る こ と が で き る 。 抗
体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 細 菌 中 で の 組 換 え 発 現 に 関 す る 概 説 文 献 に は 、 Skerra等 , Curr. 
Opinion in Immunol., 5:256-262 (1993)及 び Plueckthun, Immunol. Revs., 130:151-188
 (1992)が 含 ま れ る 。
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 抗 体 断 片 は 、 McCafferty等 , Nature, 34
8:552-554 (1990)に 記 載 さ れ た 技 術 を 使 用 し て 産 生 さ れ る 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら
単 離 す る こ と が で き る 。 Clackson等 , Nature, 352:624-628 (1991)及 び  Marks等 , J.Mol.
Biol., 222:581-597 (1991)は 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 使 用 し た マ ウ ス 及 び ヒ ト 抗 体 の 単
離 を 記 述 し て い る 。 次 の 刊 行 物 は 鎖 シ ャ ッ フ ィ ン グ に よ る 高 親 和 性 (ｎ Ｍ 範 囲 )の ヒ ト 抗 体
の 生 産 (Marks等 , Bio/Technology, 10:779-783(1992))、 並 び に 非 常 に 大 き な フ ァ ー ジ ラ
イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め の 方 策 と し て コ ン ビ ナ ト リ ア ル 感 染 と イ ン ビ ボ 組 換 え (Waterho
use等 , Nuc.Acids.Res., 21:2265-2266 (1993))を 記 述 し て い る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 技 術
は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 単 離 の た め の 伝 統 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に 対
す る 実 行 可 能 な 別 法 で あ る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ は ま た 、 例 え ば 、 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の コ ー ド 化 配 列 を 、 相 同 的 マ ウ
ス 配 列 の 代 わ り に 置 換 す る こ と に よ り (米 国 特 許 第 4,816,567号 ； Morrison等 , Proc. Natl
. Acad. Sci. USA, 81:6851(1984))、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ー ド 化 配 列 に 非 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 化 配 列 の 全 て 又 は 一 部 を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 修 飾 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 典 型 的 に は 、 こ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 の 定 常 部 を 置 換 し 、 又
は 抗 体 の １ 個 の 抗 原 結 合 部 位 の 定 常 部 を 置 換 し て 、 抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る １ 個 の 抗
原 結 合 部 位 、 及 び 異 な る 抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る も う 一 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む キ メ
ラ 二 価 抗 体 を 作 り 出 す 。
　 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は こ の 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 好 ま し く は 、 ヒ ト 化 抗 体
に は 非 ヒ ト 由 来 の １ つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ る 。 こ れ ら 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基
は 、 し ば し ば 、 典 型 的 に は 「 移 入 」 可 変 ド メ イ ン か ら 得 ら れ る 「 移 入 」 残 基 と 称 さ れ る 。
ヒ ト 化 は 、 超 可 変 領 域 配 列 を ヒ ト 化 抗 体 の 対 応 配 列 と 置 換 す る こ と に よ り Winter及 び 共 同
研 究 者 （ Jones等 , Nature, 321:522-525 (1986)； Riechmann等 , Nature, 332:323-327 (1
988)； Verhoeyen等 , Science, 239:1534-1536 (1988)） の 方 法 に 従 っ て 実 施 さ れ る 。 よ っ
て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 傷 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン よ り 実 質 的 に 少 な い 分 が 非 ヒ
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ト 種 由 来 の 対 応 す る 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 (米 国 特 許 第 4,816,567号 )で あ る 。 実 際
に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 典 型 的 に は 超 可 変 領 域 残 基 及 び お そ ら く 幾 つ か の Ｆ Ｒ 残 基 が 齧 歯 類 抗
体 の 類 似 す る 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 抗 原 性 の 軽 減 の た め に は 、 ヒ ト 化 抗 体 を 作 成 す る た め に 使 用 す る ヒ ト の 可 変 ド メ イ ン 、
軽 鎖 及 び 重 鎖 両 方 の 選 択 が 非 常 に 重 要 で あ る 。 い わ ゆ る 「 ベ ス ト フ ィ ッ ト 法 」 に 従 う と 、
齧 歯 動 物 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン の 配 列 を 既 知 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー 全 体 に
対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 齧 歯 動 物 の も の と 最 も 近 い ヒ ト の 配 列 を 次 に ヒ ト 化 抗 体 の ヒ
ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (Ｆ Ｒ )と し て 受 け 入 れ る （ Sims等 , J. Immunol., 151： 2296 (1993
)； Chothia等 , J. Mol. Biol., 196： 901(1987)） 。 他 の 方 法 で は 、 軽 鎖 又 は 重 鎖 の 特 定
の サ ブ グ ル ー プ の ヒ ト 抗 体 全 て の コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 誘 導 さ れ る 特 定 の フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 を 使 用 す る 。 同 じ フ レ ー ム ワ ー ク を 幾 つ か の 異 な る ヒ ト 化 抗 体 に 使 用 で き る （ Carter
等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89： 4285(1992)； Presta等 , J. Immunol., 151： 2623
 (1993)） 。
　 さ ら に 、 抗 体 を 、 抗 原 に 対 す る 高 親 和 性 や 他 の 好 ま し い 生 物 学 的 性 質 を 保 持 し て ヒ ト 化
す る こ と が 重 要 で あ る 。 こ の 目 標 を 達 成 す る べ く 、 好 ま し い 方 法 で は 、 親 及 び ヒ ト 化 配 列
の 三 次 元 モ デ ル を 使 用 し て 、 親 配 列 及 び 様 々 な 概 念 的 ヒ ト 化 産 物 の 分 析 工 程 を 経 て ヒ ト 化
抗 体 を 調 製 す る 。 三 次 元 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ デ ル は 一 般 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 当 業 者 に は よ
く 知 ら れ て い る 。 選 択 さ れ た 候 補 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 推 測 三 次 元 立 体 配 座 構 造 を 図 解 し
、 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 購 入 可 能 で あ る 。 こ れ ら 表 示 を 見 る こ と で 、 候 補 免
疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 機 能 に お け る 残 基 の あ り そ う な 役 割 の 分 析 、 す な わ ち 候 補 免 疫 グ ロ ブ
リ ン の 抗 原 と の 結 合 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す 残 基 の 分 析 が 可 能 に な る 。 こ の よ う に し て 、 例 え
ば 標 的 抗 原 に 対 す る 親 和 性 が 高 ま る と い っ た 、 望 ま し い 抗 体 特 性 が 達 成 さ れ る よ う に 、 Ｆ
Ｒ 残 基 を レ シ ピ エ ン ト 及 び 移 入 配 列 か ら 選 択 し 、 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、
超 可 変 領 域 残 基 は 、 直 接 か つ 最 も 実 質 的 に 抗 原 結 合 性 に 影 響 を 及 ぼ し て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 又 は 親 和 性 成 熟 抗 体 の 種 々 の 形 態 が 考 え ら れ る 。 例 え ば ヒ ト 化 抗 体 又 は 親 和
性 成 熟 抗 体 は 、 免 疫 結 合 体 を 調 製 す る た め に 一 又 は 複 数 の 標 的 薬 剤 (類 )と 随 意 に 結 合 し て
い る 抗 体 断 片 、 例 え ば Ｆ ａ ｂ で あ っ て も よ い 。 あ る い は 、 ヒ ト 化 抗 体 又 は 親 和 性 成 熟 抗 体
は 無 傷 抗 体 、 例 え ば 無 傷 IgG1抗 体 で あ っ て も よ い 。
　 ヒ ト 化 の 別 法 と し て 、 ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 内 因 性 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 産 生 が な く と も ヒ ト 抗 体 の 全 レ パ ー ト リ ー を 免 疫 化 す る こ と で 産 生 す る こ と の で き る
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス )を 作 る こ と が 現 在 は 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 キ メ
ラ 及 び 生 殖 系 列 突 然 変 異 体 マ ウ ス に お け る 抗 体 重 鎖 結 合 領 域 (Ｊ Ｈ )遺 伝 子 の 同 型 接 合 除 去
が 内 因 性 抗 体 産 生 の 完 全 な 阻 害 を も た ら す こ と が 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 生 殖 系 列 突
然 変 異 体 マ ウ ス に お け る ヒ ト 生 殖 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 列 の 転 移 は 、 抗 原 投 与 時 に ヒ
ト 抗 体 の 産 生 を も た ら す （ Jakobovits等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993)
； Jakobovits等 , Nature 362:255-258 (1993); Bruggermann等 , Year in Immuno., 7:33 
(1993)； 米 国 特 許 第 5,591,669号 、 5,589,369号 及 び 5,545,807号 ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 別 法 と し て 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 （ McCafferty等 , Nature 348： 552-553 (1990)
） を 、 非 免 疫 化 ド ナ ー か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 (Ｖ )ド メ イ ン 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー か ら 、
イ ン ビ ト ロ で ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 産 出 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 技 術
に よ れ ば 、 抗 体 Ｖ ド メ イ ン 遺 伝 子 は 、 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 例 え ば Ｍ １ ３ 又 は ｆ ｄ
の 大 き い 又 は 小 さ い コ ー ト タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の い ず れ か に イ ン -フ レ ー ム で ク ロ ー ン 化 さ
れ 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に お い て 機 能 的 抗 体 断 片 と し て 表 示 さ れ る 。 繊 維 状 粒 子 が フ ァ ー
ジ ゲ ノ ム の 単 一 ス ト ラ ン ド の Ｄ Ｎ Ａ コ ピ ー を 含 む の で 、 抗 体 の 機 能 特 性 に 基 づ い た 選 択 に
よ り 、 こ れ ら の 特 性 を 示 す 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 選 択 が な さ れ る 。 よ っ て 、 フ ァ ー ジ
は Ｂ 細 胞 の 特 性 の い く つ か を 模 倣 し て い る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 多 様 な 形 式 で 行 う こ
と が で き る ； 例 え ば Johnson, 及 び Chiswell, Current Opinion in Structural Biology 3
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： 564-571(1993)を 参 照 の こ と 。 Ｖ -遺 伝 子 セ グ メ ン ト の い く つ か の 供 給 源 が フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ の た め に 使 用 可 能 で あ る 。 Clackson等 , Nature, 352： 624-628(1991)は 、 免 疫 化
さ れ た マ ウ ス 脾 臓 か ら 得 ら れ た Ｖ 遺 伝 子 の 小 ラ ン ダ ム 組 合 せ ラ イ ブ ラ リ か ら の 抗 -オ キ サ
ゾ ロ ン 抗 体 の 異 な っ た 配 列 を 単 離 し た 。 非 免 疫 化 ヒ ト ド ナ ー か ら の Ｖ 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ
ー を 構 成 可 能 で 、 抗 原 (自 己 抗 原 を 含 む )の 多 様 な 配 列 に 対 す る 抗 体 を 、 Marks等 , J. Mol.
 Biol. 222： 581-597(1991)、 又 は Griffith等 , EMBO J. 12： 725-734(1993)又 は 米 国 特 許
第 5,565,332号 又 は 同 5,573,905号 に 記 載 の 技 術 に 本 質 的 に 従 っ て 単 離 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 ヒ ト 抗 体 は イ ン ビ ト ロ 活 性 化 Ｂ 細 胞 に よ り 生 産 す る こ と も で き る (米 国 特 許 第 5,5
67,610号 及 び 同 5,229,275号 )。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 抗 体 断 片 を 生 産 す る た め に 様 々 な 技 術 が 開 発 さ れ て い る 。 伝 統 的 に は 、 こ れ ら の 断 片 は
、 無 傷 の 抗 体 の タ ン パ ク 分 解 性 消 化 を 介 し て 誘 導 さ れ た (Morimoto等 , Journal of Bioche
mical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及 び Brennan等 , Science, 229:81(19
85)を 参 照 さ れ た い )。 し か し 、 こ れ ら の 断 片 は ， 現 在 は 組 換 え 宿 主 細 胞 に よ り 直 接 生 産 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 体 断 片 は 上 に お い て 検 討 し た 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ か ら 分
離 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 Ｆ ａ ｂ '-Ｓ Ｈ 断 片 は 大 腸 菌 か ら 直 接 回 収 す る こ と が で
き 、 化 学 的 に 結 合 し て Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 形 成 す る こ と が で き る (Carter等 , Bio/Technolo
gy 10:163-167(1992))。 他 の ア プ ロ ー チ 法 で は 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 組 換 え 宿 主 細 胞 培 養
か ら 直 接 分 離 す る こ と が で き る 。 抗 体 断 片 を 生 産 す る た め の 他 の 技 術 は 、 当 業 者 に は 明 ら
か で あ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 選 択 さ れ た 抗 体 は 単 鎖 Ｆ ｖ 断 片 (ｓ ｃ Ｆ ｖ )で あ る （ 国
際 公 開 第 93/16185； 米 国 特 許 第 5,571,894号 ； 及 び 米 国 特 許 第 5,587,458号 ） 。 ま た 、 抗 体
断 片 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,641,870号 に 記 載 さ れ て い る よ う な 「 直 鎖 状 抗 体 」 で あ っ て
も よ い 。 こ の よ う な 直 鎖 状 抗 体 断 片 は 単 一 特 異 性 又 は 二 重 特 異 性 で あ っ て よ い 。
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗
体 で あ る 。 例 示 的 な 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 こ こ で 記 載 し た Ｄ ｋ ｋ － １ タ ン パ ク 質 の ２ つ の 異
な る エ ピ ト ー プ に 結 合 し 得 る 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 全 長 抗 体 又 は 抗 体 断 片 (例 え ば Ｆ (ａ ｂ ')

２ 二 重 特 異 性 抗 体 )と し て 調 製 す る こ と が で き る 。
　 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 成 す る 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 全 長 二 重 特 異 性 抗 体 の
伝 統 的 な 生 産 は 二 つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 -軽 鎖 対 の 同 時 発 現 に 基 づ き 、 こ こ で 二 つ の 鎖
は 異 な る 特 異 性 を 持 っ て い る (Milstein等 , Nature, 305:537-539(1983))。 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 重 鎖 及 び 軽 鎖 が 無 作 為 に 取 り 揃 え ら れ て い る た め 、 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ (四 部 雑 種 )
は １ ０ 個 の 異 な る 抗 体 分 子 の 可 能 性 あ る 混 合 物 を 産 生 し 、 そ の う ち た だ １ つ が 正 し い 二 重
特 異 性 構 造 を 有 す る 。 通 常 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ り 行 わ れ る 正 し
い 分 子 の 精 製 は 、 か な り 煩 わ し く 、 生 成 物 収 率 は 低 い 。 同 様 の 方 法 が 国 際 公 開 第 ９ ３ ／ ０
８ ８ ２ ９ 号 及 び Trauneckerら 、 EMBO J. 10:3655-3659(1991)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 異 な っ た ア プ ロ ー チ 法 で は 、 所 望 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 可 変 ド メ イ ン (抗 原 -抗 体 結
合 部 位 )を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 と 融 合 さ せ る 。 該 融 合 は 好 ま し く は 、 少 な く
と も ヒ ン ジ の 一 部 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 領 域 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン で あ る
。 軽 鎖 の 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )を 、 融 合 の 少 な く と も １ つ
に 存 在 さ せ る こ と が 望 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 融 合 、 望 ま れ る な ら ば 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 軽 鎖 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ を 、 別 個 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 生 物 に 同
時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 こ れ に よ り 、 組 立 に 使 用 さ れ る 三 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 等 し く
な い 比 率 が 最 適 な 収 率 を も た ら す 態 様 に お い て 、 三 つ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 相 互 の 割 合 の
調 節 に 大 き な 融 通 性 が 与 え ら れ る 。 し か し 、 少 な く と も 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 等 し い 比
率 で の 発 現 が 高 収 率 を も た ら す と き 、 又 は そ の 比 率 が 所 望 の 鎖 の 結 合 に あ ま り 影 響 が な い
と き は 、 ２ ま た は ３ 個 全 て の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の た め の コ ー ド 化 配 列 を １ つ の 発 現 ベ ク タ ー
に 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 こ の 手 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 第 一 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 一 方
の ア ー ム の ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 と 他 方 の ア ー ム の ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ
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ン 重 鎖 -軽 鎖 対 (第 二 の 結 合 特 異 性 を 提 供 す る )と か ら な る 。 二 重 特 異 性 分 子 の 半 分 に し か
免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 が な い と 容 易 な 分 離 法 が 提 供 さ れ る た め 、 こ の 非 対 称 的 構 造 は 、 所 望
の 二 重 特 異 性 化 合 物 を 不 要 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 組 み 合 わ せ か ら 分 離 す る こ と を 容 易 に す
る こ と が 分 か っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ 法 は 、 国 際 公 開 第 94/04690号 に 開 示 さ れ て い る 。 二 重
特 異 性 抗 体 を 産 生 す る 更 な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば Suresh等 , Methods in Enzymology,
 121:210 (1986)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 米 国 特 許 第 5,731,168号 に 記 載 さ れ た 他 の 手 法 に よ れ ば 、 一 対 の 抗 体 分 子 間 の 界 面 を 操
作 し て 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 回 収 さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー の パ ー セ ン ト を 最 大 に す る こ と が で
き る 。 好 適 な 界 面 は Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 こ の 方 法 で は 、 第 １ 抗 体 分
子 の 界 面 か ら の １ つ 又 は 複 数 の 小 さ い ア ミ ノ 酸 側 鎖 が よ り 大 き な 側 鎖 (例 え ば チ ロ シ ン 又
は ト リ プ ト フ ァ ン )と 置 き 換 え ら れ る 。 大 き な 側 鎖 と 同 じ 又 は 類 似 の サ イ ズ の 相 補 的 「 キ
ャ ビ テ ィ 」 を 、 大 き な ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 小 さ い も の (例 え ば ア ラ ニ ン 又 は ス レ オ ニ ン )と 置 き
換 え る こ と に よ り 第 ２ の 抗 体 分 子 の 界 面 に 作 り 出 す 。 こ れ に よ り 、 ホ モ ダ イ マ ー の よ う な
不 要 の 他 の 最 終 産 物 に 対 し て ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 収 量 を 増 大 さ せ る メ カ ニ ズ ム が 提 供 さ れ る
。
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 架 橋 し た 又 は 「 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 抗 体 も ま た 含 む 。 例 え ば 、
ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 抗 体 の 一 方 は ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ 、 他 方 は ビ オ チ ン に 結 合 さ れ 得
る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 不 要 の 細 胞 に 対 す る 免 疫 系 細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た
め (米 国 特 許 第 4,676,980号 ） 、 及 び Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の 治 療 の た め に 提 案 さ れ た （ 国 際 公 開 第 91
/00360号 、 同 92/200373号 、 及 び 欧 州 特 許 第 03089号 )。 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 は 、 あ
ら ゆ る 簡 便 な 架 橋 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 好 適 な 架 橋 剤 は 当 該 分 野 に お い て 良
く 知 ら れ て お り 、 幾 つ か の 架 橋 技 術 と 共 に 米 国 特 許 第 4,676,980号 に 開 示 さ れ て い る 。
　 抗 体 断 片 か ら 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 成 す る 技 術 も ま た 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 化
学 結 合 を 使 用 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 Brennan等 , Science, 229:81
 (1985) は 無 傷 の 抗 体 を タ ン パ ク 分 解 性 に 切 断 し て Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 作 成 す る 手 順 を 記
述 し て い る 。 こ れ ら の 断 片 は 、 ジ チ オ ー ル 錯 体 形 成 剤 、 亜 砒 酸 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下 で 還 元
し て 近 接 ジ チ オ ー ル を 安 定 化 さ せ 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 防 止 す る 。 作 成 さ れ た Ｆ ａ
ｂ '断 片 は つ い で チ オ ニ ト ロ ベ ン ゾ ア ー ト (Ｔ Ｎ Ｂ )誘 導 体 に 変 換 さ れ る 。 Ｆ ａ ｂ '-Ｔ Ｎ Ｂ
誘 導 体 の １ つ を つ い で メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン で の 還 元 に よ り Ｆ ａ ｂ '-チ オ ー ル に 再 変 換
し 、 他 の Ｆ ａ ｂ '-Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 等 モ ル 量 と 混 合 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る 。 作 ら れ
た 二 重 特 異 性 抗 体 は 酵 素 の 選 択 的 固 定 化 用 の 薬 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 さ ら に 、 Ｆ ａ ｂ '-Ｓ Ｈ 断 片 は 大 腸 菌 か ら 直 接 回 収 で き 、 化 学 的 に 結 合 し て 二 重 特 異 性 抗
体 を 形 成 す る こ と が で き る （ Shalaby等 , J.Exp.Med., 175:217-225 (1992)） 。
　 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 直 接 的 に 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 作 成 し 分 離 す る 様 々 な 技 術 も ま た 記
述 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 は ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 使 用 し て 産 生 さ れ て い る 。
Kostelny等 , J.Immunol., 148:1547-1553 (1992)。 Ｆ ｏ ｓ 及 び Ｊ ｕ ｎ タ ン パ ク 質 か ら の ロ
イ シ ン ジ ッ パ ー ペ プ チ ド を 遺 伝 子 融 合 に よ り 二 つ の 異 な っ た 抗 体 の Ｆ ａ ｂ '部 分 に 結 合 さ
せ る 。 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー を ヒ ン ジ 領 域 で 還 元 し て モ ノ マ ー を 形 成 し 、 つ い で 再 酸 化 し て 抗
体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る 。 こ の 方 法 は ま た 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー の 産 生 に 対 し て 使 用 す る
こ と が で き る 。 Hollinger等 , Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)に よ り 記
述 さ れ た 「 ダ イ ア ボ デ ィ 」 技 術 は 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 作 成 す る 別 の メ カ ニ ズ ム を 提 供 し
た 。 断 片 は 、 同 一 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン 間 の 対 形 成 を 可 能 に す る に は 十 分 に 短 い リ ン カ ー
に よ り 軽 鎖 可 変 領 域 （ Ｖ Ｌ ） に 重 鎖 可 変 領 域 （ Ｖ Ｈ ） を 結 合 し て な る 。 従 っ て 、 １ つ の 断
片 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は 他 の 断 片 の 相 補 的 Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ ド メ イ ン と 強 制 的 に 対 形 成 さ
せ ら れ 、 よ っ て ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 単 鎖 Ｆ ｖ (ｓ Ｆ ｖ )ダ イ マ ー の 使 用 に よ り
二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 製 造 す る 他 の 方 策 も ま た 報 告 さ れ て い る 。 Gruber等 , J.Immunol., 
152:5368 (1994)を 参 照 さ れ た い 。
　 二 価 よ り 多 い 抗 体 も 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 三 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る （ Tu
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tt等 , J.Immunol., 147:60(1991)） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ こ で 記 載 の 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 修 飾 を 考 察 す る 。 例 え ば 、 抗 体 の 結 合
親 和 性 及 び ／ 又 は 他 の 生 物 学 的 特 性 が 改 善 さ れ る こ と が 望 ま し い 。 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 の ア
ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 核 酸 に 導 入 す る こ と に
よ り 、 又 は ペ プ チ ド 合 成 に よ り 調 製 さ れ る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 例 え ば 、 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗
体 の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 残 基 の 欠 失 、 及 び ／ 又 は 挿 入 及 び ／ 又 は 置 換 を 含 む 。 欠 失 、 挿 入 、
及 び 置 換 の 任 意 の 組 み 合 わ せ は 、 最 終 構 造 物 に 達 す る ま で な さ れ る が 、 そ の 最 終 構 造 物 は
所 望 の 特 徴 を 有 す る 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 変 化 は 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 の 数 又 は 位 置 の 変 化 な ど
の 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 の 翻 訳 後 過 程 を 変 更 し う る 。
　 突 然 変 異 の た め の 好 ま し い 位 置 に あ る 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 の 残 基 又 は 領 域 の 同 定 の た め に
有 用 な 方 法 は 、 「 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 」 で あ る （ Cunningham及 び Wells 
, Science 244: 1081-1085 (1989)） 。 こ こ で 、 標 的 残 基 の 残 基 又 は 基 が 同 定 さ れ （ 例 え
ば 、 arg, asp, his, lys,及 び glu等 の 荷 電 残 基 ） 、 中 性 又 は 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 （ 最 も 好 ま し
く は ア ラ ニ ン 又 は ポ リ ペ プ チ ド ア ニ リ ン ） に 置 換 さ れ 、 ア ミ ノ 酸 と Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 原 と の 相
互 作 用 に 影 響 を 及 ぼ す 。 次 い で 置 換 に 対 す る 機 能 的 感 受 性 を 示 す こ れ ら の ア ミ ノ 酸 の 位 置
は 、 置 換 部 位 に お い て 又 は そ れ に 対 し て 更 に 又 は 他 の 置 換 を 導 入 す る こ と に よ り 精 密 に さ
れ る 。 即 ち 、 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 を 導 入 す る 部 位 は 予 め 決 定 さ れ る が 、 変 異 自 体 の 性 質 は 予
め 決 め る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 与 え ら れ た 部 位 に お け る 変 異 の 性 能 を 分 析 す る た め に 、 ア
ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン グ 又 は ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 を 標 的 コ ド ン 又 は 領 域 で 実 施 し 、 発 現 さ
れ た 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 変 異 体 を 所 望 の 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
　 ア ミ ノ 酸 配 列 挿 入 は 、 １ 残 基 か ら １ ０ ０ 以 上 の 残 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 長 さ の 範 囲 の
ア ミ ノ -及 び ／ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 融 合 物 、 並 び に 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 内
挿 入 物 を 含 む 。 末 端 挿 入 物 の 例 は 、 Ｎ -末 端 メ チ オ ニ ル 残 基 を 持 つ 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 又 は
低 血 糖 性 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た 抗 体 を 含 む 。 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 分 子 の 他 の 挿 入 変 異 体 は
、 抗 体 の 血 清 半 減 期 を 向 上 さ せ る 酵 素 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 の Ｎ -又 は Ｃ -
末 端 へ の 融 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 他 の 型 の 変 異 体 は ア ミ ノ 酸 置 換 変 異 体 で あ る 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 分
子 に お い て 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 異 な る 残 基 が 挿 入 さ れ て い る 。 置 換 突 然 変 異
に つ い て 最 も 関 心 あ る 部 位 は 高 度 可 変 領 域 を 含 む が 、 Ｆ Ｒ 交 互 変 化 も 考 慮 さ れ る 。 保 存 的
置 換 は 、 「 好 ま し い 置 換 」 と 題 し て 表 １ に 示 す 。 こ れ ら の 置 換 が 生 物 学 的 活 性 の 変 化 を も
た ら す 場 合 、 表 １ に 「 例 示 的 な 置 換 」 と 名 前 を 付 け た 又 は ア ミ ノ 酸 の 分 類 を 参 照 し て 以 下
に 更 に 記 載 す る よ う な 、 よ り 実 質 的 な 変 化 を 導 入 し 、 生 成 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て よ い 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 抗 体 の 生 物 学 的 特 性 に お け る 実 質 的 な 修 飾 は 、 （ ａ ） 置 換 領 域 の ポ リ ペ プ チ ド 骨 格 の 構
造 、 例 え ば シ ー ト 又 は へ リ ッ ク ス 構 造 、 （ ｂ ） 分 子 の 標 的 部 位 に お け る 電 化 又 は 疎 水 性 、
も し く は （ ｃ ） 側 鎖 の 体 積 の 維 持 に お け る 、 そ れ ら の 効 果 に お い て 有 意 に 相 違 す る 置 換 基
を 選 択 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 天 然 に 生 じ る 残 基 は 共 通 の 側 鎖 特 性 に 基 づ い て グ ル ー
プ 分 け で き る ：
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（ １ ） 疎 水 性 ： ノ ル ロ イ シ ン , met, ala, val, leu, ile;
（ ２ ） 中 性 の 親 水 性 ： cys, ser, thr;
（ ３ ） 酸 性 ： asp, glu;
（ ４ ） 塩 基 性 ： asn, gln, his, lys, arg;
（ ５ ） 鎖 配 向 に 影 響 す る 残 基 ： gly, pro; 及 び
（ ６ ） 芳 香 族 ： trp, tyr, phe。
　 非 保 存 的 置 換 は 、 こ れ ら の 分 類 の 一 つ の メ ン バ ー を 他 の 分 類 の も の に 交 換 す る こ と が 必
要 で あ ろ う 。
　 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 の 適 切 な 配 置 の 維 持 に 含 ま れ な い 任 意 の シ ス テ イ ン 残 基 は 、 一 般 的 に
セ リ ン で 置 換 し 、 分 子 の 酸 化 的 安 定 性 を 向 上 さ せ て 異 常 な 架 橋 を 防 止 す る 。 逆 に 、 抗 体 に
シ ス テ イ ン 結 合 を 付 加 し て 、 そ の 安 定 性 を 向 上 さ せ て も よ い （ 特 に 、 抗 体 が Ｆ ｖ 断 片 な ど
の 抗 体 断 片 で あ る 場 合 ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 特 に 好 ま し い 型 の 置 換 変 異 体 は 、 親 抗 体 の 一 又 は 複 数 の 高 度 可 変 領 域 残 基 の 置 換 を 含 む
(例 え ば ヒ ト 化 又 は ヒ ト 抗 体 )。 一 般 的 に 、 さ ら な る 発 展 の た め に 選 択 さ れ て 得 ら れ た 変 異
体 は 、 そ れ ら が 生 成 さ れ た 親 抗 体 に 比 較 し て 向 上 し た 生 物 学 的 特 性 を 有 し て い る 。 そ の よ
う な 置 換 変 異 体 を 生 成 す る 簡 便 な 方 法 は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 使 用 す る 親 和 性 突 然 変 異
で あ る 。 簡 単 に 述 べ れ ば 、 い く つ か の 高 度 可 変 領 域 部 位 （ 例 え ば 、 ６ -７ 部 位 ） を 突 然 変
異 さ せ て 各 部 位 に お け る 全 て の 可 能 な ア ミ ノ 酸 置 換 を 生 成 さ せ る 。 こ の よ う に 生 成 さ れ た
抗 体 変 異 体 は 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ 粒 子 か ら 、 各 粒 子 内 に 充 填 さ れ た Ｍ １ ３ の 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ 産
物 へ の 融 合 物 と し て 一 価 形 式 で 表 示 さ れ る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 変 異 体 は 、 次 い で 、 こ
こ に 開 示 さ れ る よ う な そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 （ 例 え ば 、 結 合 親 和 性 ） に つ い て ス ク リ ー ニ
ン グ さ れ る 。 修 飾 の 候 補 と な る 高 度 可 変 領 域 部 位 を 同 定 す る た め に 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ
ン グ 突 然 変 異 誘 発 を 実 施 し 、 抗 原 結 合 に 有 意 に 寄 与 す る 高 度 可 変 領 域 残 基 を 同 定 す る こ と
が で き る 。 あ る い は 、 又 は そ れ に 加 え て 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 結 晶 構 造 を 分 析 し て 抗 体 と
Ｄ ｋ ｋ － １ と の 接 点 を 同 定 す る の が 有 利 で あ る 。 こ の よ う な 接 触 残 基 及 び 隣 接 残 基 は 、 こ
こ に 述 べ た 技 術 に 従 う 置 換 の 候 補 で あ る 。 そ の よ う な 変 異 体 が 生 成 さ れ た ら 、 変 異 体 の パ
ネ ル に こ こ に 記 載 す る よ う な ス ク リ ー ニ ン グ を 施 し 、 一 又 は 複 数 の 関 連 ア ッ セ イ に お い て
優 れ た 特 性 を 持 つ 抗 体 を 更 な る 開 発 の た め に 選 択 す る 。
　 抗 体 の ア ミ ノ 酸 変 異 の 他 の 型 は 、 抗 体 の 元 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 変 更 す る 。 変 更 と
は 、 抗 体 に 見 ら れ る 一 又 は 複 数 の 炭 水 化 物 部 分 の 欠 失 、 及 び ／ 又 は 抗 体 に 存 在 し な い 一 又
は 複 数 の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 を 意 味 す る 。
　 抗 体 の グ リ コ シ ル 化 と は 、 典 型 的 に は Ｎ -結 合 又 は Ｏ -結 合 の い ず れ か で あ る 。 Ｎ -結 合
と は 、 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 の 側 鎖 へ の 炭 水 化 物 部 分 の 付 与 を 指 す 。 ト リ ペ プ チ ド は 、 Ｘ が プ
ロ リ ン を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る 、 ア ス パ ラ ギ ン -Ｘ -セ リ ン 及 び ア ス パ ラ ギ ン -Ｘ -ス レ
オ ニ ン の 配 列 で あ り 、 ア ス パ ラ ギ ン 側 鎖 へ 炭 水 化 物 部 分 が 酵 素 的 に 付 与 さ れ る 認 識 部 位 で
あ る 。 従 っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の こ れ ら ト リ ペ プ チ ド 配 列 の い ず れ か の 存 在 に よ っ て 、 潜 在
的 な グ リ コ シ ル 化 部 位 が 作 り 出 さ れ る 。 Ｏ -結 合 グ リ コ シ ル 化 と は 、 ５ -ヒ ド ロ キ シ ル プ ロ
リ ン 又 は ５ -ヒ ド ロ キ シ ル リ ジ ン も 用 い ら れ る が 、 殆 ど の 場 合 に は セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン
で あ る ヒ ド ロ キ シ ア ミ ノ 酸 へ Ｎ -ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 又 は キ シ ロ ー
ス の う ち の 一 つ の 糖 を 付 与 す る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 抗 体 へ の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 し て 、 そ れ が 上 記 に 記 載 の ト
リ ペ プ チ ド 配 列 （ Ｎ -結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 に つ い て ） の 一 つ 又 は 複 数 を 含 む よ う に す る
こ と に よ っ て 簡 便 に 完 遂 で き る 。 こ の 改 変 は 、 ま た 、 最 初 の 抗 体 の 配 列 へ 一 つ 又 は 複 数 の
セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン 残 基 を 付 加 、 又 は 置 換 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る （ Ｏ -結 合 グ リ
コ シ ル 化 部 位 に つ い て ） 。
　 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て
い る 種 々 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 限 定 さ れ な い が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 媒 介 （ 又 は 部 位 特 異 的 ） 突 然 変 異 誘 発 、 Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 、 及 び 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗
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体 の 早 期 に 調 製 し た 変 異 体 又 は 非 変 異 体 形 の カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 に よ る 、 天 然 源 か ら の
単 離 （ 天 然 発 生 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 の 場 合 ） 又 は 調 製 を 含 む 。
　 本 発 明 の 抗 体 を エ フ ェ ク タ ー 機 能 に つ い て 改 変 し 、 例 え ば Ｆ ｃ 受 容 体 結 合 を 増 強 す る こ
と が 望 ま し い 。 こ の こ と は 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 に 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 基 を 導 入 す る こ
と に よ り 達 成 さ れ る 。 別 に 、 又 は 付 加 的 に シ ス テ イ ン 残 基 (類 )を Ｆ ｃ 領 域 に 導 入 し て 、 こ
の 領 域 に お け る 鎖 間 ジ ス ル イ ド 結 合 を 形 成 さ せ る 。
　 抗 体 の 血 清 半 減 期 を 増 加 さ せ る た め に 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,739,277号 に 記 載 さ れ て い
る よ う に し て 、 抗 体 (特 に 抗 体 断 片 )に サ ル ベ ー ジ 受 容 体 結 合 エ ピ ト ー プ を 導 入 し て も よ い
。 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 サ ル ベ ー ジ 受 容 体 結 合 エ ピ ト ー プ 」 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の イ
ン ビ ボ 血 清 半 減 期 を 向 上 さ せ る 原 因 と な る Ｉ ｇ Ｇ 分 子 （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ
ｇ Ｇ ３ 、 又 は Ｉ ｇ Ｇ ４ ） の Ｆ ｃ 領 域 の エ ピ ト ー プ を 意 味 す る 。
　 こ こ で は 、 抗 体 の 他 の 修 飾 が 考 慮 さ れ る 。 例 え ば 、 抗 体 は 種 々 の 非 タ ン パ ク 質 様 ポ リ マ
ー 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン
、 又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル と ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル の コ ポ リ マ ー に 結 合 し て も よ
い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
筋 肉 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 及 び 低 イ ン ス リ ン 血 症 適 応 の た め の 治 療 的 使 用
　 筋 肉 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 及 び 低 イ ン ス リ ン 血 症 適 応 の た め に 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ
ス ト を 、 非 経 口 の 投 与 経 路 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 静 脈 内 （ Ｉ Ｖ ） 、 筋 肉 内 （
Ｉ Ｍ ） 、 皮 下 （ Ｓ Ｃ ） 、 及 び 腹 腔 内 （ Ｉ Ｐ ） 、 並 び に 経 皮 、 頬 側 、 舌 下 、 直 腸 内 、 鼻 腔 内
、 及 び 吸 入 の 経 路 を 含 む あ ら ゆ る 適 し た 経 路 に よ っ て 投 与 す る 。 Ｉ Ｖ 、 Ｉ Ｍ 、 Ｓ Ｃ 、 及 び
Ｉ Ｐ 投 与 は ボ ー ラ ス 又 は イ ン フ ュ ー ジ ョ ン に よ っ て 、 ま た 、 Ｓ Ｃ の 場 合 に は 徐 放 性 の 移 植
可 能 な 手 段 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が ポ ン プ 、 徐 放 製 剤 、 及 び 機 械 装 置 に よ っ て
な さ れ う る 。 好 ま し く は 、 投 与 は 全 身 的 で あ る 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 の た め の 、 あ る 特 定 の 好 ま し い 方 法 は 、 特 に 定 量 注 入
装 置 、 例 え ば ポ ン プ を 用 い た 皮 下 注 入 に よ る も の で あ る 。 こ の よ う な ポ ン プ は 、 再 利 用 可
能 で も 使 い 捨 て で あ っ て も よ く 、 移 植 可 能 で も 外 部 装 置 で あ っ て も よ い 。 こ の 目 的 に 有 効
に 利 用 さ れ る 薬 剤 注 入 ポ ン プ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,637,095号 ； 5,569,186号 ； 及 び 5,52
7,307号 に 開 示 さ れ る ポ ン プ を 含 む 。 組 成 物 は こ の よ う な 装 置 か ら 連 続 し て 、 又 は 間 欠 的
に 投 与 さ れ う る 。
　 保 存 に 適 し た Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 用 製 剤 は 、 水 溶 液 又 は 凍 結 乾 燥 製 剤 の 形
態 で 、 所 望 の 純 度 を 持 つ ア ン タ ゴ ニ ス ト と 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 化
剤 の 混 合 物 を 含 む （ Remington's Pharmaceutical Sciences 16版 , Osol, A. 編 , (1980)
） 。 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 化 剤 は 、 用 い ら れ る 用 量 と 濃 度 で レ シ ピ エ ン ト に 非
毒 性 で あ り 、 ホ ス フ ェ ー ト 、 シ ト レ ー ト 、 及 び 他 の 有 機 酸 等 の バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ ル ビ ン
酸 及 び メ チ オ ニ ン を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 保 存 料 （ 例 え ば オ ク タ デ シ ル ジ メ チ ル ベ ン ジ ル ア ン
モ ニ ウ ム ク ロ リ ド ； ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム ク ロ リ ド ； ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ク ロ リ ド 、 ベ ン ズ エ ト
ニ ウ ム ク ロ リ ド ； フ ェ ノ ー ル 、 ブ チ ル 又 は ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ； メ チ ル 又 は プ ロ ピ ル パ ラ
ベ ン 等 の ア ル キ ル パ ラ ベ ン ； カ テ コ ー ル ； レ ゾ ル シ ノ ー ル ； シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル ； ３ -ペ
ン タ ノ ー ル ； 及 び ｍ -ク レ ゾ ー ル ） ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア
ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の
親 水 性 ポ リ マ ー ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ
シ ン 等 の ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 又 は デ キ ス ト リ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類 、
及 び 他 の 炭 水 化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 化 剤 ； ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ト レ ハ ロ ー
ス 又 は ソ ル ビ ト ー ル 等 の 糖 ； ナ ト リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 金 属 錯 体 （ 例 え ば 、 Ｚ ｎ -
タ ン パ ク 質 複 合 体 ） ； 及 び ／ 又 は Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ （ 商 品 名 ） 、 Ｐ Ｌ Ｕ Ｒ Ｏ Ｎ Ｉ Ｃ Ｓ (商 品 名 )又
は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。 好 ま し い 凍 結 乾
燥 し た 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 の 製 剤 は WO97/04801に 記 載 さ れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 約 0.1～ 9
0重 量 ％ 、 よ り 一 般 的 に は 約 10～ 30％ の 活 性 な ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 好 ま し く は 可 溶 性 の 形
態 で 含 む Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 有 す る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 活 性 成 分 は 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 又 は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ た マ イ ク
ロ カ プ セ ル 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 又 は ゼ ラ チ ン マ イ ク ロ カ プ セ ル 及 び ポ リ
-(メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル )マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 コ ロ イ ド 状 ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー 系 （ 例 え ば 、
リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン ミ ク ロ ス フ ィ ア 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ナ ノ -粒 子 及 び ナ ノ カ
プ セ ル ） 又 は マ ク ロ エ マ ル シ ョ ン に 捕 捉 さ せ て も よ い 。 こ の よ う な 技 術 は 、 Remington's 
Pharmaceutical Sciences, 上 掲 に 開 示 さ れ て い る 。
　 ま た 、 こ こ に 開 示 す る 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 は 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム と し て 調 製 し て も よ い 。 抗
体 を 含 む リ ポ ソ ー ム は 、 Epstein等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985)； Hw
ang等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 及 び 米 国 特 許 第 4,485,045号 及
び 第 4,544,545号 ； 及 び 1997年 10月 23日 公 開 の WO 97/38731に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 こ の
分 野 で 知 ら れ た 方 法 で 調 製 さ れ る 。 向 上 し た 循 環 時 間 を 持 つ リ ポ ソ ー ム は 、 米 国 特 許 第 5,
013,556号 に 開 示 さ れ て い る 。
　 特 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び Ｐ Ｅ Ｇ -誘 導 ホ
ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｇ -Ｐ Ｅ ） を 含 む 脂 質 組 成 物 で の 逆 相 蒸 発 法 に よ っ
て 生 成 さ れ る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 所 定 サ イ ズ の フ ィ ル タ ー を 通 し て 押 し 出 さ れ 、 所 望 の 径 を
有 す る リ ポ ソ ー ム が 生 成 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の Fab'断 片 は 、 Martin等 , J. Biol. Chem.
 257: 286-288 (1982)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 介 し て リ ポ ソ ー
ム に 抱 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 徐 放 性 調 合 物 を 調 製 し て も よ い 。 徐 放 性 調 合 物 の 好 ま し い 例 は 、 抗 体 を 含 む 疎 水 性 固 体
ポ リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス を 含 み 、 そ の マ ト リ ク ス は 成 形 物 、 例 え ば フ ィ ル ム 又 は マ イ
ク ロ カ プ セ ル の 形 態 で あ る 。 徐 放 性 マ ト リ ク ス の 例 に は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル （ 例
え ば 、 ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト )又 は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )、 ポ リ ラ
ク チ ド (米 国 特 許 第 3,773,919号 )） 、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 と γ エ チ ル -Ｌ -グ ル タ メ ー ト の コ ポ
リ マ ー 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 、 分 解 性 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 例 え ば LU
PRON DEPOT(商 品 名 )（ 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 及 び 酢 酸 ロ イ プ ロ リ ド か ら な る 注 射
可 能 な ミ ク ロ ス フ ィ ア ） 、 及 び ポ リ -Ｄ -(-)-３ -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸 が 含 ま れ る 。
　 特 定 の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 何 れ も 、 担 体 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 治 療 用 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 血
清 半 減 期 を 増 大 さ せ う る 。 例 え ば 、 こ こ に 記 載 さ れ る よ う な 可 溶 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ
ラ は 、 米 国 特 許 第 5,116,964号 に 記 載 さ れ る よ う に そ れ ぞ れ 特 定 の Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ
ス ト 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 部 分 に つ い て 得 る こ と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ は 、
Ｉ ｇ Ｇ 結 合 プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 簡 単 に 精 製 さ れ る 。 キ
メ ラ は 、 高 い 結 合 活 性 と 血 清 半 減 期 を 同 時 に 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 二 量 体 を 形 成 す る 能
力 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る べ き 製 剤 は 無 菌 で あ る 。 こ れ は 無 菌 の 濾 過 膜 を 通 し て 濾 過 す
る こ と に よ っ て 容 易 に な さ れ る 。
　 こ こ で の 製 剤 は ま た 、 治 療 さ れ る 特 定 の 適 応 症 に 必 要 と さ れ る 複 数 の 活 性 化 合 物 、 好 ま
し く は 互 い に 不 利 な 影 響 を 与 え な い 相 補 的 な 活 性 を 有 す る も の を 含 み う る 。 ま た 、 こ の よ
う な 活 性 化 合 物 は 、 治 療 さ れ る 哺 乳 動 物 に 別 々 に 投 与 す る こ と も で き る 。
　 例 え ば 、 そ れ ら の 適 応 症 の た め の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 治 療 薬 を 与 え る こ と が 望 ま れ う る 。
さ ら に 、 食 事 制 限 及 び 体 重 減 少 で 効 き 目 の な い ２ 型 糖 尿 病 に は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス
ト と ス ル ホ ニ ル 尿 素 を 併 せ た 治 療 が 有 効 で あ り 得 る 。 ス ル ホ ニ ル 薬 剤 の 種 類 は 、 ア セ ト ヘ
キ サ ミ ド 、 ク ロ ル プ ロ パ ミ ド 、 ト ラ ザ ミ ド 、 ト ル ブ タ ミ ド 、 グ リ ベ ン ク ラ ミ ド 、 グ リ ボ ン
ウ ラ イ ド (glibornuride)、 グ リ ク ラ ジ ド 、 グ リ ピ ジ ド 、 グ リ キ ド ン 及 び グ リ ミ ジ ン を 含 む
。 こ の 目 的 の た め の 他 の 薬 剤 は 、 自 己 免 疫 薬 、 イ ン ス リ ン 増 感 剤 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,75
3,681号 に 記 載 さ れ て い る も の を 含 む グ リ タ ゾ ン フ ァ ミ リ ー の 化 合 物 、 例 え ば 、 ト ロ グ リ
タ ゾ ン 、 ピ オ グ リ タ ゾ ン 、 エ ン グ リ タ ゾ ン 、 及 び 関 連 す る 化 合 物 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 チ ロ
シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 米 国 特 許 第 5,939,269号 及 び 5,939,269号 ）
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、 Ｉ Ｇ Ｆ -１ ／ Ｉ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ -３ 複 合 体 （ 米 国 特 許 第 6,040,292号 ） 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 機 能 に 対 す る
ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 米 国 特 許 第 6,015,558号 ） 、 成 長 ホ ル モ ン 放 出 因 子 （ 米 国 特 許 第 5,939,3
87号 ） 、 及 び ア ミ リ ン に 対 す る 抗 体 （ 米 国 特 許 第 5,942,227号 ） を 含 む 。 使 用 す る こ と の
で き る 他 の 化 合 物 に は 、 イ ン ス リ ン （ 一 以 上 の 異 な る イ ン ス リ ン ） 、 イ ン ス リ ン 模 倣 体 、
例 え ば 小 分 子 イ ン ス リ ン 、 上 記 の 様 な イ ン ス リ ン 類 似 体 又 は 生 理 学 的 に 活 性 な そ の 断 片 、
上 記 の 様 な イ ン ス リ ン 関 連 ペ プ チ ド 、 又 は 類 似 体 又 は そ の 断 片 を 含 む 。 さ ら に 薬 剤 は 上 記
の 定 義 に 詳 細 に 述 べ ら れ る 。
　 低 イ ン ス リ ン 血 症 を 治 療 す る た め に 、 例 え ば 、 イ ン ス リ ン を Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ
ゴ ニ ス ト と と も に 、 あ る い は 別 々 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ の よ う な 更 な る 分 子 は 、 意 図 し た 目 的 に 有 効 な 量 で 、 典 型 的 に は Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る
ア ン タ ゴ ニ ス ト 無 し に 単 独 で 投 与 さ れ る 場 合 に 使 用 さ れ る よ り も 少 な い 量 で 組 み 合 わ せ ら
れ て 適 切 に 存 在 し 、 あ る い は 投 与 さ れ る 。 そ れ ら が 一 緒 に 処 方 さ れ る 場 合 、 そ れ ら は 例 え
ば 、 適 応 症 の 型 、 対 象 、 対 象 の 年 齢 及 び 体 重 、 現 在 の 臨 床 状 態 、 投 与 時 間 、 投 薬 形 態 、 投
与 方 法 等 に よ っ て 決 定 さ れ る 量 で 処 方 さ れ う る 。 例 え ば 、 併 用 剤 は 、 好 ま し く は こ こ で の
Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 一 重 量 部 に 対 し て 約 0.0001～ 10,000重 量 部 の 割 合 で
使 用 さ れ る 。
　 イ ン ス リ ン と 組 み 合 わ せ て Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 使 用 す る こ と は 、 イ ン
ス リ ン の み の 投 与 の 際 の 用 量 と 比 較 し て イ ン ス リ ン の 投 与 量 を 減 少 さ せ る こ と を 可 能 に す
る 。 従 っ て 、 大 量 の イ ン ス リ ン 投 与 に よ る 問 題 で あ り う る 、 血 管 合 併 症 及 び 低 血 糖 症 の 徴
候 の 危 険 は 低 い 。 成 人 糖 尿 病 患 者 （ 体 重 約 ５ ０ ｋ ｇ ） に 対 す る イ ン ス リ ン 投 与 に つ い て 、
例 え ば 、 一 日 の 用 量 は 通 常 10～ 100 U（ 単 位 ） 、 好 ま し く は 10～ 80 Uで あ る が 、 こ れ は 医
師 の 決 定 に よ っ て 少 な く す る こ と も で き る 。 同 じ タ イ プ の 患 者 に 対 す る イ ン ス リ ン 分 泌 促
進 剤 の 投 与 に つ い て 、 例 え ば 、 一 日 の 用 量 は 好 ま し く は 約 0.1～ 1000mg、 よ り 好 ま し く は
約 1～ 100mgで あ る 。 同 じ タ イ プ の 患 者 へ の ビ グ ア ナ イ ド の 投 与 に つ い て 、 例 え ば 、 一 日 の
用 量 は 好 ま し く は 約 10～ 2500mg、 よ り 好 ま し く は 100～ 1000mgで あ る 。 同 じ タ イ プ の 患 者
へ の α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 剤 の 投 与 に つ い て 、 例 え ば 、 一 日 の 用 量 は 好 ま し く は 約 0.1～
400mg、 よ り 好 ま し く は 約 0.6～ 300mgで あ る 。 こ の よ う な 患 者 へ の エ ル ゴ セ ッ ト (ergoset)
、 プ ラ ム リ ン チ ド (pramlintide)、 レ プ チ ン 、 BAY-27-9955、 又 は T-1095の 投 与 は 、 好 ま し
く は 約 0.1～ 2500mg、 よ り 好 ま し く は 約 0.5～ 1000mgの 用 量 に お い て 有 効 で あ り 得 る 。 上 記
の 用 量 は 全 て 、 一 日 に １ ～ 数 回 投 与 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の た め の 適 切 な 非 薬 剤 治 療 、 例 え ば 膵 臓 移 植 な ど と 共 に 、 Ｄ ｋ
ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 投 与 さ れ る 。
　 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 哺 乳 動 物 に 投 与 さ れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 量
は 、 医 者 に よ り 哺 乳 動 物 の 状 態 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 型 、 適 応 症 の 型 、 及 び 投 与 経 路 の 選 択
を 含 む 関 連 す る 事 情 を 考 慮 し て 決 定 さ れ う る 。 投 与 量 は 、 好 ま し く は 重 大 な 程 度 に ま で 体
重 増 加 を 引 き 起 こ さ な い よ う に 有 意 に 低 い レ ベ ル で あ り 、 そ の レ ベ ル は 医 者 に よ っ て 判 断
さ れ る 。 ヒ ト ２ 型 糖 尿 病 の 治 療 用 に 認 可 さ れ て い る グ リ タ ゾ ン （ ロ シ グ リ タ ゾ ン ／ ア バ ン
デ ィ ア 及 び ピ オ グ リ タ ゾ ン ／ ア ク ト ス ） は 体 重 増 加 を 引 き 起 こ す が 、 そ れ ら の 治 療 計 数 に
よ っ て 有 効 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る の で 、 そ の 副 作 用 に も か か わ ら ず 使 用 さ れ る 。 こ
こ で 示 さ れ る 投 与 量 の 範 囲 は 決 し て 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し て い な い 。 低 イ
ン ス リ ン 血 症 及 び イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の た め の こ こ で の 目 的 の た め に 「 治 療 的 に 有 効 な 」 量
は 上 記 要 因 に よ っ て 決 定 さ れ る が 、 一 般 的 に は 約 0.01～ 100mg/kg体 重 /日 で あ る 。 好 ま し
い 用 量 は 約 0.1～ 50mg/kg/日 、 よ り 好 ま し く は 約 0.1～ 25mg/kg/日 で あ る 。 ま た 、 さ ら に 好
ま し く は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 毎 日 投 与 さ れ る 場 合 に 、 ヒ ト へ の 静 脈 内 又 は 筋 肉
内 投 与 の 量 は 、 一 日 に つ き 約 0.3～ 10mg/kg体 重 、 よ り 好 ま し く は 約 0.5～ 5mg/kg体 重 で あ
る 。 皮 下 投 与 に つ い て 、 投 与 量 は 、 好 ま し く は 静 脈 内 又 は 筋 肉 内 に 供 給 さ れ る 治 療 的 に 等
価 な 投 与 量 よ り も 多 い 。 ど ち ら の 適 応 に つ い て も 好 ま し く は ヒ ト へ の 一 日 の 投 与 量 は 約 0.
3～ 20mg/kg、 よ り 好 ま し く は 0.5～ 5mg/kgで あ る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 様 々 な 投 薬 計 画 が 考 え ら れ る 。 本 発 明 は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 実 質
的 な 中 断 な し に 定 期 的 （ 用 量 及 び 投 与 形 態 に 依 存 し て 毎 日 、 毎 週 、 又 は 毎 月 ） に 投 与 さ れ
る 連 続 し た 投 与 計 画 を 包 含 す る 。 好 ま し い 連 続 投 与 計 画 は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト が
毎 日 注 入 さ れ る 日 々 連 続 注 入 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 一 日 一 回 ボ ー ラ ス 注 射 又 は 吸
入 又 は 鼻 腔 内 経 路 に よ っ て 投 与 さ れ る ボ ー ラ ス 投 与 計 画 を 含 む 。 ま た 、 本 発 明 は 、 不 連 続
投 与 計 画 も 包 含 す る 。 不 連 続 投 与 計 画 の 的 確 な パ ラ メ ー タ ー は 、 製 剤 、 供 給 方 法 、 及 び 治
療 さ れ る 哺 乳 動 物 の 臨 床 的 な 要 求 に よ っ て 変 化 し う る 。 例 え ば Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト
が 注 入 に よ っ て 投 与 さ れ る 場 合 に は 、 投 与 計 画 は 、 第 １ 期 の 投 与 に 続 い て Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン
タ ゴ ニ ス ト が 投 与 さ れ ず 第 １ 期 よ り も 多 い 、 同 じ 又 は 少 な い 第 ２ 期 の 投 与 を 含 む 。
　 投 与 が ボ ー ラ ス 注 射 、 特 に 徐 放 性 製 剤 の ボ ー ラ ス 注 射 に よ る 場 合 、 投 与 計 画 は ま た 、 Ｄ
ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 毎 日 投 与 さ れ る 連 続 的 な も の 、 あ る い は 上 記 の よ う な 第 １ 及 び
第 ２ の 期 間 の 不 連 続 的 な も の で あ り 得 る 。
　 ま た 、 任 意 の 方 法 に よ る 連 続 又 は 不 連 続 投 与 計 画 に は 、 用 量 が 第 １ 期 の 間 調 節 さ れ た 投
与 計 画 、 例 え ば 用 量 を 第 １ 期 の 最 初 に 少 な く し て 第 １ 期 の 終 わ り ま で 増 加 さ せ る よ う な も
の 、 用 量 を 初 め は 高 く し て 第 １ 期 の 間 に 減 少 さ せ る も の 、 用 量 を 最 初 に 低 く し て 最 高 の レ
ベ ル ま で 増 加 さ せ 、 次 い で 第 １ 期 の 終 わ り に 向 け て 減 少 さ せ る も の 、 及 び そ の あ ら ゆ る 組
合 せ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 に お け る Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 の 影 響 は 、 当 該 分 野 で 既 知
の 様 々 な ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 最 も 一 般 的 に は 、 糖 尿 病 の 影 響 の 軽 減
は 、 （ 血 糖 の 連 続 検 査 に よ っ て 測 定 さ れ る よ う な ） 改 善 さ れ た 糖 血 症 の 制 御 、 良 好 な 糖 血
症 制 御 を 維 持 す る た め の イ ン ス リ ン 要 求 の 低 減 、 グ リ コ シ ル 化 ヘ モ グ ロ ビ ン の 減 少 、 糖 化
最 終 産 物 （ Ａ Ｇ Ｅ ） の 血 液 レ ベ ル の 減 少 、 低 減 さ れ た 「 暁 減 少 」 、 減 少 し た ケ ト ア シ ド ー
シ ス 、 及 び 改 善 さ れ た 脂 質 プ ロ フ ィ ー ル を 生 じ う る 。 あ る い は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス
ト の 投 与 は 、 血 糖 レ ベ ル の 低 減 、 減 少 し た イ ン ス リ ン 要 求 、 減 少 し た グ リ コ シ ル 化 ヘ モ グ
ロ ビ ン 及 び 血 液 Ａ Ｇ Ｅ 、 低 減 し た 血 管 、 腎 臓 、 神 経 及 び 網 膜 合 併 症 、 低 減 し た 妊 娠 合 併 症
、 及 び 改 善 し た 脂 質 プ ロ フ ィ ー ル に 依 っ て 示 さ れ る 様 な 糖 尿 病 の 症 状 の 安 定 を 生 じ う る 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 影 響 を 低 下 さ せ る 血 糖 は 、 対 象 の 静 脈 血 漿 の グ ル コ ー ス 又
は Ｈ ｂ （ ヘ モ グ ロ ビ ン ） Ａ １ ｃ の 濃 度 を 投 与 の 前 と 後 に 測 定 し 、 次 い で 得 ら れ た 投 与 前 と
投 与 後 の 濃 度 を 比 較 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ は 、 グ リ コ シ ル
化 ヘ モ グ ロ ビ ン を 意 味 し 、 血 糖 濃 度 に 応 じ て 徐 々 に 生 成 さ れ る 。 従 っ て 、 Ｈ ｂ Ａ １ ｃ は 、
糖 尿 病 患 者 に お い て 素 早 い 血 糖 変 化 の 影 響 を あ ま り 受 け な い 血 糖 制 御 の 指 標 と し て 重 要 で
あ る と 考 え ら れ る 。
　 低 イ ン ス リ ン 血 症 治 療 の 証 拠 は 、 例 え ば 、 患 者 の イ ン ス リ ン 循 環 レ ベ ル の 増 加 に よ っ て
示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 筋 修 復 及 び 再 生 の た め の 投 与 は 、 患 者 の 状 態 、 所 望 さ れ る 筋 肉 修 復 の 特 定 の 型 に 依 存 し
て 、 典 型 的 に は 約 0.01～ 100mg/kg体 重 、 よ り 好 ま し く は 1～ 10mg/kgで あ る 。 投 与 計 画 は 、
こ の 分 野 の 臨 床 医 に よ っ て 用 い ら れ る 標 準 的 な 計 画 に 従 う 。 筋 肉 修 復 又 は 再 生 の 証 拠 は 、
筋 細 胞 の 増 殖 及 び 分 化 の ア ッ セ イ 、 並 び に ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 試 験 （ 例 え ば 、 定 量 逆 相 転
写 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 を 用 い て ウ サ ギ の 骨 格 筋 の 治 癒 に お け る 筋 芽 細 胞 及 び 線 維 芽 細 胞 誘
導 遺 伝 子 産 物 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に お け る 変 化 の 分 析 を 提 供 す る 、 Best等 , J. Orthop. Res
., 19:565-572 (2001)参 照 ） を 含 む 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ た 様 々 な 測 定 試 験 に よ っ て 示
さ れ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 及 び 低 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 、 並 び に 筋 肉 の 修 復 及
び 再 生 の た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 好 ま
し く は 抗 体 の 一 以 上 の 容 器 を 、 説 明 書 、 一 般 的 に は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血
症 、 又 は 筋 肉 の 修 復 又 は 再 生 の た め の Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 使 用 及 び 投 与 量 に 関 す
る 指 示 が 記 載 さ れ た も の と 組 み 合 わ せ て 含 む 。 キ ッ ト に 含 ま れ る 説 明 書 は 、 一 般 的 に イ ン
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ス リ ン 抵 抗 性 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 の 疾 患 、 あ る い は 筋 肉 の 状 態 を 治 療 す る た め の 投 与 量
、 投 与 計 画 、 投 与 経 路 の よ う な 情 報 を 含 む 。 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 容 器 は 、 個 別 用
量 、 バ ル ク パ ッ ケ ー ジ （ 例 え ば 、 複 数 回 用 量 の パ ッ ケ ー ジ ） 、 又 は サ ブ ユ ニ ッ ト 用 量 で あ
り 得 る 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 便 利 で 適 し た あ ら ゆ る パ ッ ケ ー ジ に 梱 包 さ れ う る 。 例 え
ば 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト が 凍 結 乾 燥 さ れ た 製 剤 で あ る 場 合 、 通 常 は 弾 力 性 の 栓 を 有
す る ア ン プ ル で 使 用 さ れ 、 従 っ て 薬 剤 は 弾 力 性 の 栓 を 通 し て 液 体 を 注 入 す る こ と に よ り 、
簡 単 に 元 に 戻 す こ と が で き る 。 非 弾 性 の 取 り 外 し 可 能 な 閉 鎖 手 段 （ 例 え ば 、 密 閉 硝 子 ） 又
は 弾 力 性 の 栓 を 有 す る ア ン プ ル は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 注 射 用 の 形 態 で 最 も よ く
使 用 さ れ る 。 ま た 、 例 え ば 吸 入 器 、 経 鼻 投 与 装 置 （ 例 え ば 、 噴 霧 器 ） 、 又 は ミ ニ ポ ン プ 等
の 輸 液 装 置 の よ う な 特 定 の 装 置 と 組 み 合 わ せ た 使 用 の た め の 容 器 も 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
肥 満 及 び 高 イ ン ス リ ン 血 症 適 応 の た め の 治 療 的 な 使 用
　 肥 満 及 び 高 イ ン ス リ ン 血 症 適 応 の た め に 、 Ｄ ｋ ｋ － １ を 、 非 経 口 の 投 与 経 路 、 例 え ば 、
限 定 す る も の で は な い が 静 脈 内 （ Ｉ Ｖ ） 、 筋 肉 内 （ Ｉ Ｍ ） 、 皮 下 （ Ｓ Ｃ ） 、 及 び 腹 腔 内 （
Ｉ Ｐ ） 、 並 び に 経 皮 、 頬 側 、 舌 下 、 直 腸 内 、 鼻 腔 内 、 及 び 吸 入 の 経 路 を 含 む あ ら ゆ る 適 し
た 経 路 に よ っ て 投 与 す る 。 Ｉ Ｖ 、 Ｉ Ｍ 、 Ｓ Ｃ 、 及 び Ｉ Ｐ 投 与 は ボ ー ラ ス 又 は イ ン フ ュ ー ジ
ョ ン に よ っ て 、 ま た 、 Ｓ Ｃ の 場 合 に は 徐 放 性 の 移 植 可 能 な 手 段 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で
は な い が ポ ン プ 、 徐 放 製 剤 、 及 び 機 械 装 置 に よ っ て な さ れ う る 。 好 ま し く は 、 投 与 は 全 身
的 で あ る 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ の 投 与 の た め の 、 あ る 特 定 の 好 ま し い 方 法 は 、 特 に 定 量 注 入 装 置 、 例 え ば ポ
ン プ を 用 い た 皮 下 注 入 に よ る も の で あ る 。 こ の よ う な ポ ン プ は 、 再 利 用 可 能 で も 使 い 捨 て
で あ っ て も よ く 、 移 植 可 能 で も 外 部 装 置 で あ っ て も よ い 。 こ の 目 的 に 有 効 に 利 用 さ れ る 薬
剤 注 入 ポ ン プ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,637,095号 ； 5,569,186号 ； 及 び 5,527,307号 に 開 示
さ れ る ポ ン プ を 含 む 。 組 成 物 は こ の よ う な 装 置 か ら 連 続 し て 、 又 は 間 欠 的 に 投 与 さ れ う る
。
　 保 存 に 適 し た Ｄ ｋ ｋ － １ の 治 療 用 製 剤 は 、 水 溶 液 、 又 は 凍 結 乾 燥 の 形 態 で 、 所 望 の 純 度
を 持 つ Ｄ ｋ ｋ － １ と 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 化 剤 の 混 合 物 を 含 む （ Re
mington's Pharmaceutical Sciences 16版 , Osol, A. 編 , (1980)） 。 許 容 さ れ る 担 体 、
賦 形 剤 又 は 安 定 化 剤 は 、 用 い ら れ る 用 量 と 濃 度 で レ シ ピ エ ン ト に 非 毒 性 で あ り 、 ホ ス フ ェ
ー ト 、 シ ト レ ー ト 、 及 び 他 の 有 機 酸 等 の バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ ル ビ ン 酸 及 び メ チ オ ニ ン を 含
む 酸 化 防 止 剤 ； 保 存 料 （ 例 え ば オ ク タ デ シ ル ジ メ チ ル ベ ン ジ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ リ ド ； ヘ
キ サ メ ト ニ ウ ム ク ロ リ ド ； ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ク ロ リ ド 、 ベ ン ズ エ ト ニ ウ ム ク ロ リ ド ； フ ェ
ノ ー ル 、 ブ チ ル 又 は ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ； メ チ ル 又 は プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 等 の ア ル キ ル パ ラ
ベ ン ； カ テ コ ー ル ； レ ゾ ル シ ノ ー ル ； シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル ； ３ -ペ ン タ ノ ー ル ； 及 び ｍ -ク
レ ゾ ー ル ） ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ま
た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親 水 性 ポ リ マ ー ； グ リ シ
ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ シ ン 等 の ア ミ ノ 酸 ； グ ル
コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 又 は デ キ ス ト リ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類 、 及 び 他 の 炭 水 化 物 ； Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 化 剤 ； ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ト レ ハ ロ ー ス 又 は ソ ル ビ ト ー ル 等 の
糖 ； ナ ト リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 金 属 錯 体 （ 例 え ば 、 Ｚ ｎ -タ ン パ ク 質 複 合 体 ） ； 及
び ／ 又 は Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ (商 品 名 )、 Ｐ Ｌ Ｕ Ｒ Ｏ Ｎ Ｉ Ｃ Ｓ (商 品 名 )又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
（ Ｐ Ｅ Ｇ ） 等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。 好 ま し い 凍 結 乾 燥 Ｄ ｋ ｋ － １ 製 剤 は 、 WO97
/04801に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 好 ま し く は 可 溶 形 態 で 、 約 0.1～ 90重 量 ％
、 よ り 一 般 的 に は 約 10～ 30％ の 活 性 Ｄ ｋ ｋ － １ を 含 む Ｄ ｋ ｋ － １ を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た 活 性 成 分 は 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 又 は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ た マ イ ク
ロ カ プ セ ル 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 又 は ゼ ラ チ ン マ イ ク ロ カ プ セ ル 及 び ポ リ
-(メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル )マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 コ ロ イ ド 状 ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー 系 （ 例 え ば 、
リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン ミ ク ロ ス フ ィ ア 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ナ ノ -粒 子 及 び ナ ノ カ
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プ セ ル ） 又 は マ ク ロ エ マ ル シ ョ ン に 捕 捉 さ せ て も よ い 。 こ の よ う な 技 術 は 、 Remington's 
Pharmaceutical Sciences, 上 掲 に 開 示 さ れ て い る 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ の リ ポ ソ ー ム 形 態 も ま た 、 従 来 か ら の 方 法 に よ っ て 容 易 に 作 成 す る こ と が で
き る 。 さ ら に 、 徐 放 性 調 合 物 を 調 製 し て も よ い 。 徐 放 性 調 合 物 の 好 ま し い 例 は 、 Ｄ ｋ ｋ －
１ を 含 む 疎 水 性 固 体 ポ リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス を 含 み 、 そ の マ ト リ ク ス は 成 形 物 、 例 え
ば フ ィ ル ム 又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 態 で あ る 。 徐 放 性 マ ト リ ク ス の 例 に は 、 ポ リ エ ス テ
ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル （ 例 え ば 、 ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト )又 は ポ リ (ビ ニ ル ア
ル コ ー ル )、 ポ リ ラ ク チ ド （ 米 国 特 許 第 3,773,919号 ） 、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 と γ エ チ ル -Ｌ -
グ ル タ メ ー ト の コ ポ リ マ ー 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 、 分 解 性 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ
ポ リ マ ー 、 例 え ば LUPRON DEPOT(商 品 名 )（ 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 及 び 酢 酸 ロ イ プ
ロ リ ド か ら な る 注 射 可 能 な ミ ク ロ ス フ ィ ア ） 、 及 び ポ リ -Ｄ -(-)-３ -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸
が 含 ま れ る 。
　 当 該 分 野 の 技 術 者 に よ く 知 ら れ る よ う な そ の 血 清 半 減 期 を 増 加 さ せ る た め に 、 Ｄ ｋ ｋ －
１ を こ の 性 質 の 担 体 タ ン パ ク 質 又 は Ｐ Ｅ Ｇ 又 は Ｐ Ｏ Ｇ 又 は 他 の 分 子 に 付 加 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 用 い る 製 剤 は 無 菌 で あ る べ き で あ る 。 こ れ は 、 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し た 濾 過
に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
　 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に お い て 、 Ｄ ｋ ｋ － １ の 投 与 は 、 例 え ば ジ ア ゾ キ シ ド （ 例 え ば
、 Shaer, Nephron, 89: 337-339 (2001)） と 組 み 合 わ せ て な さ れ う る 。
　 肥 満 の 治 療 に お い て 、 Ｄ ｋ ｋ － １ の 投 与 は 、 個 々 の 患 者 の 要 求 に 応 じ て 、 日 常 の 食 物 又
は カ ロ リ ー 摂 取 の 制 限 の よ う な 食 事 制 限 な し に な さ れ う る か 、 あ る い は そ れ を 強 い ら れ う
る 。 さ ら に 、 Ｄ ｋ ｋ － １ は 、 肥 満 に 対 処 又 は 防 止 す る た め の 減 量 薬 の よ う な こ こ で 知 ら れ
る 他 の 治 療 と 組 み 合 わ せ て 適 切 に 投 与 さ れ る 。 こ の 目 的 に 有 用 な 物 質 は 、 例 え ば 、 ホ ル モ
ン （ カ テ コ ー ル ア ミ ン 、 グ ル カ ゴ ン 、 Ａ Ｃ Ｔ Ｈ 、 及 び 成 長 ホ ル モ ン と イ ン ス リ ン 様 成 長 因
子 と の 組 合 せ ） ； Ｏ ｂ タ ン パ ク 質 ； ク ロ フ ィ ブ ラ ー ト ； ハ ロ ゲ ナ ー ト (halogenate)； シ ン
コ カ イ ン ； ク ロ ル プ ロ マ ジ ン ； マ ジ ン ド ー ル 及 び フ ェ ネ チ ル ア ミ ン の 誘 導 体 の よ う な ノ ル
ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 神 経 伝 達 物 質 に 作 用 す る 食 欲 抑 制 薬 、 例 え ば フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ ー ル ア
ミ ン 、 ジ エ チ ル プ ロ ピ オ ン 、 フ ェ ン テ ル ミ ン 、 フ ェ ン ジ メ ト ラ ジ ン 、 ベ ン ズ フ ェ タ ミ ン 、
ア ン フ ェ タ ミ ン 、 メ タ ン フ ェ タ ミ ン 、 及 び フ ェ ン メ ト ラ ジ ン ； フ ェ ン フ ル ラ ミ ン 、 ト リ プ
ト フ ァ ン 、 ５ -ヒ ド ロ キ シ ト リ プ ト フ ァ ン 、 フ ル オ キ セ チ ン 、 及 び セ ル ト ラ リ ン 等 の セ ロ
ト ニ ン 神 経 伝 達 物 質 に 作 用 す る 薬 剤 ； ナ ロ キ ソ ン 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド -Ｙ 、 ガ ラ ニ ン 、 コ
ル チ コ ト ロ ピ ン 関 連 ホ ル モ ン 、 及 び コ レ シ ス ト キ ニ ン 等 の 中 枢 作 用 薬 ； ピ リ ド ス チ グ ミ ン
等 の コ リ ン 作 動 性 ア ゴ ニ ス ト ； リ ゾ ス フ ィ ン ゴ 脂 質 又 は そ の 誘 導 体 等 の ス フ ィ ン ゴ 脂 質 （
1989年 6月 21日 公 開 の EP321,287） ； 甲 状 腺 ホ ル モ ン 等 の 発 熱 性 薬 剤 ； エ フ ェ ド リ ン ； β -
ア ド レ ナ リ ン 作 動 薬 ； 酵 素 阻 害 剤 等 の 消 化 管 に 影 響 す る 薬 剤 、 例 え ば テ ト ラ ヒ ド ロ リ ポ ス
タ チ ン 、 ス ク ロ ー ス ポ リ エ ス テ ル の よ う な 消 化 の 悪 い 食 物 、 及 び ス レ オ -塩 化 ク エ ン 酸 又
は そ の 誘 導 体 等 の 胃 排 出 阻 害 剤 ； イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル 及 び ヨ ヒ ン ビ ン 等 の β -ア ド レ ナ リ
ン 作 動 薬 ； ク ロ ニ ジ ン 単 独 又 は 成 長 ホ ル モ ン 放 出 ペ プ チ ド と 組 み 合 わ せ た α ２ -ア ド レ ナ
リ ン 阻 害 剤 、 ヨ ヒ ン ビ ン の β -ア ド レ ナ リ ン 様 効 果 を 増 大 さ せ る ア ミ ノ フ ィ リ ン （ 1992年 6
月 9日 公 開 の 米 国 特 許 第 5,120,713号 ） ； メ ト ホ ル ミ ン 及 び フ ェ ン ホ ル ミ ン 等 の ビ グ ア ナ イ
ド 類 の よ う な 腸 管 吸 収 を 妨 げ る 薬 剤 ； メ チ ル セ ル ロ ー ス 等 の 増 量 剤 ； ヒ ド ロ キ シ ク エ ン 酸
な ど の 代 謝 阻 害 剤 ； コ レ シ ス ト キ ニ ン ア ゴ ニ ス ト ； ケ ト 酸 を 模 倣 す る 小 分 子 ； コ ル チ コ ト
ロ ピ ン 関 連 ホ ル モ ン へ の 作 用 薬 ； 体 脂 肪 蓄 積 を 減 少 さ せ る 麦 角 関 連 プ ロ ラ ク チ ン 阻 害 性 化
合 物 （ 1988年 11月 8日 公 開 の 米 国 特 許 第 4,783,469号 ） ； β -３ -ア ゴ ニ ス ト ； ブ ロ モ ク リ プ
チ ン ； オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト ； ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド Ｙ に 対 す る ア ン タ
ゴ ニ ス ト ； 糖 質 コ ル チ コ イ ド 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト ； 成 長 ホ ル モ ン ア ゴ ニ ス ト ； そ れ ら の
組 合 せ 等 を 含 む 。 こ れ は 、 Bray及 び Greenway, Clinics in Endocrinol. and Metabol., 5
: 455 (1976)に 記 載 さ れ る 全 て の 薬 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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　 こ れ ら の 減 量 補 助 剤 及 び ジ ア ゾ キ シ ド は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ の 投 与 と 同 時 に 、 そ の 前 に 又 は そ
の 後 に 投 与 す る こ と が で き 、 Ｄ ｋ ｋ － １ が 投 与 さ れ る の と 同 じ 又 は 異 な る 投 与 経 路 で 投 与
す る こ と が で き る 。
　 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 哺 乳 動 物 に 投 与 さ れ る Ｄ ｋ ｋ － １ の 投 与 量 は 、 医 者 に よ り 哺
乳 動 物 の 状 態 、 Ｄ ｋ ｋ － １ の 型 、 及 び 投 与 経 路 の 選 択 を 含 む 関 連 す る 事 情 を 考 慮 し て 決 定
さ れ う る 。 投 与 量 は 、 好 ま し く は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 引 き 起 こ さ な い よ う に 有 意 に 低 い レ
ベ ル で あ り 、 そ の レ ベ ル は 医 者 に よ っ て 判 断 さ れ る 。 ヒ ト ２ 型 糖 尿 病 の 治 療 用 に 認 可 さ れ
て い る グ リ タ ゾ ン （ ロ シ グ リ タ ゾ ン ／ ア バ ン デ ィ ア 及 び ピ オ グ リ タ ゾ ン ／ ア ク ト ス ） は 体
重 増 加 を 引 き 起 こ す が 、 そ れ ら の 治 療 計 数 は 全 体 的 に 見 れ ば 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ て い
る の で 、 そ の 副 作 用 に も か か わ ら ず 使 用 さ れ る 。 こ こ で 示 さ れ る 投 与 量 の 範 囲 は 決 し て 本
発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し て い な い 。 こ こ で の 目 的 の た め の Ｄ ｋ ｋ － １ の 「 治 療
的 に 有 効 な 」 量 は 上 記 要 因 に よ っ て 決 定 さ れ る が 、 一 般 的 に は ど ち ら の 症 状 に つ い て も 約
0.01～ 100mg/kg体 重 /日 で あ る 。 好 ま し い 用 量 は 約 0.1～ 50mg/kg/日 、 よ り 好 ま し く は 約 0.
1～ 25mg/kg/日 で あ る 。 ま た 、 さ ら に 好 ま し く は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ が 毎 日 投 与 さ れ る 場 合 に 、
ヒ ト へ の 静 脈 内 又 は 筋 肉 内 投 与 の 量 は 、 一 日 に つ き 約 0.3～ 10mg/kg体 重 、 よ り 好 ま し く は
約 0.5～ 5mg/kg体 重 で あ る 。 皮 下 投 与 に つ い て 、 投 与 量 は 、 好 ま し く は 静 脈 内 又 は 筋 肉 内
に 供 給 さ れ る 治 療 的 に 等 価 な 投 与 量 よ り も 多 い 。 ど ち ら の 適 応 に つ い て も 好 ま し く は ヒ ト
へ の 一 日 の 投 与 量 は 約 0.3～ 20mg/kg、 よ り 好 ま し く は 0.5～ 5mg/kgで あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は 、 様 々 な 投 薬 計 画 が 考 え ら れ る 。 本 発 明 は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ が 実 質 的 な 中 断 な し に
定 期 的 （ 用 量 及 び 投 与 形 態 に 依 存 し て 毎 日 、 毎 週 、 又 は 毎 月 ） に 投 与 さ れ る 連 続 し た 投 与
計 画 を 包 含 す る 。 好 ま し い 連 続 投 与 計 画 は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ が 毎 日 注 入 さ れ る 日 々 連 続 注 入 、
Ｄ ｋ ｋ － １ が 一 日 一 回 ボ ー ラ ス 注 射 又 は 吸 入 又 は 鼻 腔 内 経 路 に よ っ て 投 与 さ れ る ボ ー ラ ス
投 与 計 画 を 含 む 。 ま た 、 本 発 明 は 、 不 連 続 投 与 計 画 も 包 含 す る 。 不 連 続 投 与 計 画 の 的 確 な
パ ラ メ ー タ ー は 、 製 剤 、 供 給 方 法 、 及 び 治 療 さ れ る 哺 乳 動 物 の 臨 床 的 な 要 求 に よ っ て 変 化
し う る 。 例 え ば Ｄ ｋ ｋ － １ が 注 入 に よ っ て 投 与 さ れ る 場 合 に は 、 投 与 計 画 は 、 第 １ 期 の 投
与 に 続 い て Ｄ ｋ ｋ － １ が 投 与 さ れ ず 第 １ 期 よ り も 多 い 、 同 じ 又 は 少 な い 第 ２ 期 の 投 与 を 含
む 。
　 投 与 が ボ ー ラ ス 注 射 、 特 に 徐 放 性 製 剤 の ボ ー ラ ス 注 射 に よ る 場 合 、 投 与 計 画 は ま た 、 Ｄ
ｋ ｋ － １ が 毎 日 投 与 さ れ る 連 続 的 な も の 、 あ る い は 上 記 の よ う な 第 １ 及 び 第 ２ の 期 間 の 不
連 続 的 な も の で あ り 得 る 。
　 ま た 、 任 意 の 方 法 に よ る 連 続 又 は 不 連 続 投 与 計 画 に は 、 用 量 が 第 １ 期 の 間 調 節 さ れ た 投
与 計 画 、 例 え ば 用 量 を 第 １ 期 の 最 初 に 少 な く し て 第 １ 期 の 終 わ り ま で 増 加 さ せ る よ う な も
の 、 用 量 を 初 め は 高 く し て 第 １ 期 の 間 に 減 少 さ せ る も の 、 用 量 を 最 初 に 低 く し て 最 高 の レ
ベ ル ま で 増 加 さ せ 、 次 い で 第 １ 期 の 終 わ り に 向 け て 減 少 さ せ る も の 、 及 び そ の あ ら ゆ る 組
合 せ を 含 む 。
　 肥 満 に お け る Ｄ ｋ ｋ － １ の 投 与 の 影 響 は 、 脂 肪 細 胞 及 び 組 織 の ア ッ セ イ 、 例 え ば 脂 肪 体
(fat-pads)、 全 体 重 、 筋 肉 、 肝 臓 及 び 脂 肪 の ト リ グ リ セ リ ド レ ベ ル 、 レ プ チ ン の 空 腹 時 及
び 非 空 腹 時 レ ベ ル 、 並 び に 血 液 中 の 遊 離 脂 肪 酸 及 び ト リ グ リ セ リ ド の レ ベ ル の 分 析 を 含 む
当 該 分 野 で 既 知 の 様 々 な ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 高 イ ン ス リ ン 血
症 に お け る Ｄ ｋ ｋ － １ の 投 与 の 影 響 は 、 様 々 な ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 で き る が 、 最 も 一 般
的 に は 体 の 循 環 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 の た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明
の キ ッ ト は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 、 好 ま し く は ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ の 一 以 上 の 容 器 を 、 説 明 書 、 一 般 的
に は 肥 満 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 の た め の Ｄ ｋ ｋ － １ の 使 用 及 び 投 与 量 に 関 す る 指 示 が 記 載
さ れ た も の と 組 み 合 わ せ て 含 む 。 キ ッ ト に 含 ま れ る 説 明 書 は 、 一 般 的 に 高 イ ン ス リ ン 状 態
を 治 療 す る た め の 投 与 量 、 投 与 計 画 、 投 与 経 路 の よ う な 情 報 を 含 む 。 Ｄ ｋ ｋ － １ の 容 器 は
、 個 別 用 量 、 バ ル ク パ ッ ケ ー ジ （ 例 え ば 、 複 数 回 用 量 の パ ッ ケ ー ジ ） 、 又 は サ ブ ユ ニ ッ ト
用 量 で あ り 得 る 。
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　 Ｄ ｋ ｋ － １ は 、 便 利 で 適 し た あ ら ゆ る パ ッ ケ ー ジ に 梱 包 さ れ う る 。 例 え ば 、 Ｄ ｋ ｋ － １
が 凍 結 乾 燥 さ れ た 製 剤 で あ る 場 合 、 通 常 は 弾 力 性 の 栓 を 有 す る ア ン プ ル で 使 用 さ れ 、 従 っ
て 薬 剤 は 弾 力 性 の 栓 を 通 し て 液 体 を 注 入 す る こ と に よ り 、 簡 単 に 元 に 戻 す こ と が で き る 。
非 弾 性 の 取 り 外 し 可 能 な 閉 鎖 手 段 （ 例 え ば 、 密 閉 硝 子 ） 又 は 弾 力 性 の 栓 を 有 す る ア ン プ ル
は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ の 注 射 用 の 形 態 で 最 も よ く 使 用 さ れ る 。 ま た 、 例 え ば 吸 入 器 、 経 鼻 投 与 装
置 （ 例 え ば 、 噴 霧 器 ） 、 又 は ミ ニ ポ ン プ 等 の 輸 液 装 置 の よ う な 特 定 の 装 置 と 組 み 合 わ せ た
使 用 の た め の 容 器 も 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
診 断 用 途
　 試 料 に お い て コ ン ト ロ ー ル 試 料 と 比 較 し た Ｄ ｋ ｋ － １ の 量 を 検 出 す る た め に 、 多 く の 様
々 な ア ッ セ イ 及 び ア ッ セ イ 形 式 を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 形 式 は 、 同 様 に 本 発 明
の 診 断 ア ッ セ イ に 利 用 さ れ 、 哺 乳 動 物 に お け る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 高 又 は 低 イ ン ス リ ン 血
症 、 あ る い は 肥 満 の 存 在 又 は 発 症 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。
　 本 発 明 の 実 施 に お い て は 溶 解 分 析 物 の 測 定 に 対 し て 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法
を 使 用 で き る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 限 定 さ れ る も の で は な く 、 競 合 及 び 非 競 合 ア ッ セ イ
シ ス テ ム で 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ の よ う な 技 術 を 使 用 す る も の 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｉ
Ａ ） 、 好 ま し く は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 沈 降 反 応 、 ゲ ル 拡 散 反
応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 、 凝 集 ア ッ セ イ 、 補 体 結 合 ア ッ セ イ 、 免 疫 放 射 線 測 定 法 、 蛍 光 免 疫
測 定 法 、 プ ロ テ イ ン Ａ 免 疫 測 定 法 、 及 び 免 疫 電 気 泳 動 ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。 好 適 な イ ム ノ
ア ッ セ イ 法 の 例 に つ い て は 、 米 国 特 許 第 4,845,026号 及 び 同 第 5,006,459号 を 参 照 さ れ た い
。
　 一 実 施 態 様 に お い て は 、 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 一 以 上 の 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 は 標 識 さ れ ；
他 の 実 施 態 様 で は 、 第 １ は 標 識 さ れ ず 、 第 ２ 抗 体 は 標 識 さ れ た も の が 、 第 １ 抗 体 に 結 合 し
た Ｄ ｋ ｋ － １ を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 、 あ る い は 第 １ 抗 体 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 診 断 的 応 用 に お い て は 、 抗 体 は 典 型 的 に は 検 出 可 能 な 部 分 で 標 識 さ れ る 。 一 般 的 に 以 下
の 範 疇 に グ ル ー プ 分 け さ れ る 多 数 の 標 識 が 利 用 可 能 で あ る ：
　 （ ａ ） 放 射 性 同 位 体 、 例 え ば 、 ３ ５ Ｓ 、 １ ４ Ｃ 、 １ ２ ５ Ｉ 、 ３ Ｈ 及 び １ ３ １ Ｉ 等 。 抗 体
は 、 例 え ば Current Protocols in Immunology, Volumes 1 and 2, Coligen等 編 , (Wiley-
Interscience, New York, 1991)に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て 放 射 性 同 位 体 又 は 放 射 性 核 種
で 標 識 さ れ 、 放 射 能 は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン テ ィ ン グ に よ り 測 定 で き る 。
　 （ ｂ ） 蛍 光 標 識 、 例 え ば 希 土 類 キ レ ー ト （ ユ ー ロ ピ ウ ム キ レ ー ト ） 又 は フ ル オ レ セ イ ン
と そ の 誘 導 体 （ 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ） 、 ロ ー ダ ミ ン と そ の 誘 導 体 、
フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ｏ -フ タ ル ア ル デ ヒ ド (o-phth
aldehyde)、 フ ル オ レ サ ミ ン 、 ダ ン シ ル 、 リ サ ミ ン (Lissamine)、 及 び テ キ サ ス レ ッ ド 等 が
使 用 で き る 。 蛍 光 標 識 は 、 例 え ば 上 掲 の Current Protocols in Immunologyに 開 示 さ れ た
技 術 を 用 い て 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 蛍 光 は 蛍 光 定 量 計 に よ っ て 定 量 で き る 。 ま
た 、 検 出 抗 体 は 、 蛍 光 発 光 金 属 、 例 え ば ラ ン タ ノ イ ド の １ ５ ２ Ｅ ｕ 又 は 他 の も の を 用 い て
検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 金 属 は 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ Ｄ Ｔ
Ｐ Ａ ） 又 は エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） の よ う な 金 属 キ レ ー ト 類 を 用 い て 抗 体 に
付 着 さ れ う る 。
　 （ ｃ ） 種 々 の 酵 素 － 基 質 標 識 が Ｅ Ｉ Ａ に 利 用 で き 、 米 国 特 許 第 4,275,149号 は 、 そ れ ら
の 幾 つ か の 概 説 を 提 供 し て い る 。 酵 素 は 一 般 に 種 々 の 技 術 を 用 い て 測 定 可 能 な 色 素 原 基 質
の 化 学 変 換 を 触 媒 す る 。 例 え ば 、 酵 素 は 基 質 に お け る 色 変 化 を 触 媒 し 、 そ れ は 分 光 学 的 に
測 定 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 酵 素 は 基 質 の 蛍 光 、 化 学 発 光 、 又 は 生 物 発 光 を 変 化 さ せ う る
。 蛍 光 変 化 を 定 量 化 す る 技 術 は 上 述 し て い る 。 化 学 発 光 基 質 は 化 学 反 応 に よ っ て 電 子 的 に
励 起 さ れ 、 つ い で （ 例 え ば 化 学 発 光 計 を 用 い て ） 測 定 可 能 な 光 を 放 出 す る か 、 又 は 蛍 光 受
容 体 に エ ネ ル ギ ー を 供 与 す る 。 酵 素 標 識 の 例 に は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ホ タ ル ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 及 び 細 菌 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ； 米 国 特 許 第 4,737,456号 ） 、 ル シ フ ェ リ ン 、 エ ク オ
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リ ン 、 ２ ,３ -ジ ヒ ド ロ フ タ ラ ジ ン ジ オ ン 、 リ ン ゴ 酸 塩 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 セ
イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ Ｏ ） 等 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 リ ソ ザ イ ム 、 糖 類 オ キ シ ダ ー ゼ （ 例 え
ば 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 酵 母 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ 、 α -グ リ セ ロ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 及 び グ ル コ ー ス -６ -ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ ） 、 ブ ド ウ 球 菌 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 Δ -Ｖ -ス テ ロ イ ド イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス リ ン
酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 ア セ
チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 ヘ テ ロ 環 オ キ シ ダ ー ゼ （ ウ リ カ ー ゼ 及 び キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー
ゼ 等 ） 、 ラ ク ト ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ミ ク ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 等 が 含 ま れ る 。 酵 素 を 抗 体 に
結 合 さ せ る 技 術 は 、 O'Sullivan等 , Methods in Enzym., Langone and Van Vunakis編  (Ac
ademic press: New York)73: 147-166 (1981)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 酵 素 － 基 質 の 組 み 合 わ せ の 例 は 、 例 え ば 以 下 を 含 む ：
　 (i)セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ Ｏ ） と 基 質 と し て の 過 酸 化 水 素 で 、 過 酸
化 水 素 が 染 料 前 駆 物 質 （ 例 え ば 、 オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Ｏ Ｐ Ｄ ） 又 は ３ ,３ ',５ ,５
'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ヒ ド ロ ク ロ リ ド （ Ｔ Ｍ Ｂ ） ） を 酸 化 す る ；
　 (ii)ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｐ ） と 色 素 原 基 質 と し て の パ ラ -ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス
フ ェ ー ト ； 及 び
　 (iii)β -Ｄ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ β -Ｄ -Ｇ ａ ｌ ） と 色 素 原 基 質 （ 例 え ば 、 ｐ -ニ ト ロ フ ェ
ニ ル -β -Ｄ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ） 又 は 蛍 光 原 基 質 ４ -メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル -β -Ｄ -ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ 。
　 当 業 者 に は 、 数 多 く の 他 の 酵 素 － 基 質 の 組 み 合 わ せ が 利 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 一 般 的
な 概 説 は 、 米 国 特 許 第 4,275,149号 及 び 第 4,318,980号 を 参 照 の こ と 。
　 標 識 は 抗 体 に 間 接 的 に 結 合 さ れ る 場 合 も あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 こ れ を 達 成 す る た め の
種 々 の 技 術 を 知 っ て い る で あ ろ う 。 例 え ば 、 抗 体 に ビ オ チ ン を 結 合 さ せ 、 上 述 し た ３ つ の
広 い 範 疇 の 標 識 の 任 意 の も の に ア ビ ジ ン を 結 合 す る か 、 又 は そ の 逆 が 可 能 で あ る 。 ビ オ チ
ン は ア ビ ジ ン に 選 択 的 に 結 合 し 、 よ っ て こ の 間 接 的 な 方 式 で 抗 体 に 標 識 を 結 合 さ せ る こ と
が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 と の 標 識 の 間 接 的 な 結 合 を 達 成 す る た め に 、 抗 体 に 小 さ な ハ プ
テ ン （ 例 え ば ジ ゴ キ シ ン ） を 結 合 さ せ 、 上 述 の 異 な る タ イ プ の 標 識 を 抗 ハ プ テ ン 抗 体 （ 例
え ば 抗 ジ ゴ キ シ ン 抗 体 ） に 結 合 さ せ る 。 よ っ て 、 抗 体 と の 標 識 の 間 接 的 な 結 合 を 達 成 で き
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 を 標 識 す る 必 要 は な く 、 そ の 存 在 が Ｄ ｋ
ｋ － １ 抗 体 に 結 合 す る 標 識 抗 体 を 用 い て 検 出 で き る 。
　 本 発 明 の 抗 体 は 任 意 の 公 知 の ア ッ セ イ 法 、 例 え ば 競 合 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 及 び 間 接 サ ン
ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 及 び 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 等 で 用 い ら れ う る 。 Zola, Monoclonal Antibod
ies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987)。
　 本 発 明 の ア ッ セ イ で は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 等 の 抗 原 又 は 抗 体 は 、 好 ま し く は 固 相 支 持 体 又 は 担
体 に 結 合 し て い る 。 「 固 相 支 持 体 又 は 担 体 」 と は 、 抗 原 又 は 抗 体 を 結 合 す る こ と の で き る
任 意 の 支 持 体 を 意 図 す る 。 周 知 の 支 持 体 、 又 は 担 体 は 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ
ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ア ミ ロ ー ス 、 天 然 及 び 変 性 セ ル ロ ー ス
、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ガ ロ ー ス 、 及 び 磁 鉄 鉱 を 含 む 。 担 体 の 性 質 は 、 本 発 明 の 目 的 の
た め に 、 或 る 程 度 の 可 溶 性 又 は 不 溶 性 の い ず れ か と で き る 。 支 持 体 材 料 は 、 結 合 し た 分 子
が 抗 原 又 は 抗 体 に 結 合 で き る 限 り 、 実 際 に 任 意 の 構 造 的 配 置 を 有 す る こ と が で き る 。 即 ち
、 支 持 体 配 置 は 、 ビ ー ズ の よ う な 球 状 、 あ る い は 試 験 管 内 面 又 は ロ ッ ド の 外 表 面 の よ う な
円 筒 状 で あ っ て よ い 。 ま た 、 表 面 は シ ー ト 、 試 験 剥 離 片 な ど の よ う に 平 坦 で よ い 。 好 ま し
い 支 持 体 は ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ を 含 む 。 当 業 者 は 、 抗 体 又 は 抗 原 結 合 の た め の 他 の 多 く の
好 ま し い 担 体 を 知 っ て お り 、 日 常 的 実 験 を 用 い て そ れ を 確 認 で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 抗 体 － 抗 原 － 抗 体 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 が な さ れ る 、 即 ち 、 抗

10

20

30

40

50

(35) JP 2005-509402 A 2005.4.14



原 は 、 第 １ の 抗 体 を 抗 原 に 結 合 さ せ 、 そ し て 第 ２ の 抗 体 を 抗 原 に 結 合 さ せ 、 そ し て 第 １ 及
び 第 ２ の 抗 体 に よ り 免 疫 特 異 的 に 結 合 し た 抗 原 を 検 出 又 は 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ り
検 出 又 は 測 定 さ れ る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 第 １ 及 び 第 ２ の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 。 こ の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 反 復 エ ピ ト
ー プ を 有 し て い な い 場 合 、 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 第 １ の 抗 体 と は 異 な る 部 位 に 結
合 す る （ 例 え ば 、 抗 原 へ の 結 合 に つ い て ２ つ の 抗 体 間 の 競 合 的 阻 害 が 無 い こ と に よ っ て 反
映 さ れ る ） 。 他 の 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 第 １ 又 は 第 ２ の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
。 さ ら に 他 の 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 第 １ 及 び 第 ２ の 抗 体 の 両 方 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
る 。
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 以 下 に 概 略 を 説 明 す る 「 順 方 向 」 サ ン ド イ ッ チ 酵 素 免 疫 測 定 法
が 用 い ら れ る 。 Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る 抗 体 （ 捕 捉 抗 体 、 Ａ ｂ １ ） が 固 相 マ ト リ ク ス 、 好 ま し
く は マ イ ク ロ プ レ ー ト に 結 合 さ れ る 。 試 料 を Ａ ｂ １ -被 覆 マ ト リ ク ス に 接 触 さ せ て 、 Ａ ｂ
１ に 特 異 的 な 試 料 中 の 任 意 の Ｄ ｋ ｋ － １ を 固 相 Ａ ｂ １ に 結 合 さ せ る 。 未 結 合 試 料 成 分 は 洗
浄 に よ り 除 去 す る 。 抗 原 の 第 ２ の エ ピ ト ー プ に 対 す る 酵 素 -抱 合 し た 第 ２ の 抗 体 （ 検 出 抗
体 、 Ａ ｂ ２ ） を Ａ ｂ １ に よ っ て 捕 捉 さ れ た 抗 原 に 結 合 さ せ 、 サ ン ド イ ッ チ を 完 了 す る 。 洗
浄 に よ り 未 結 合 の Ａ ｂ ２ を 除 去 し た 後 、 酵 素 に 対 す る 色 素 原 基 質 を 添 加 し 、 着 色 生 成 物 を
サ ン ド イ ッ チ 中 に 存 在 す る 酵 素 量 に 比 例 し て 形 成 さ せ 、 そ れ が 試 料 中 の 抗 原 量 を 反 映 す る
。 反 応 は 停 止 液 の 添 加 で 終 結 さ せ る 。 分 光 器 を 用 い て 適 当 な 波 長 に お け る 吸 収 と し て 色 を
測 定 す る 。 既 知 の 濃 度 の 抗 原 か ら 標 準 曲 線 を 作 成 し 、 そ れ か ら 未 知 試 料 の 値 を 決 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 サ ン ド イ ッ チ 」 測 定 の 他 の 型 は 、 い わ ゆ る 「 同 時 」 及 び 「 逆 方 向 」 測 定 で あ る 。 同 時
測 定 は 、 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 抗 体 及 び 標 識 抗 体 の 両 方 が 試 験 さ れ る 試 料 に 同 時 に 添 加 さ
れ る １ 回 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 を 含 む 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 完 了 し た 後 、 固 体 支 持
体 を 洗 浄 し て 液 体 試 料 の 残 り 及 び 複 合 し て い な い 標 識 抗 体 を 除 去 す る 。 次 い で 固 体 支 持 体
に 結 合 し た 標 識 抗 体 の 存 在 を 、 従 来 の 「 順 方 向 」 サ ン ド イ ッ チ 測 定 で な さ れ る よ う に し て
決 定 す る 。
　 「 逆 方 向 」 測 定 に お い て は 、 第 １ に 標 識 抗 体 溶 液 の 液 体 試 料 へ の 添 加 、 そ れ に 続 い て 、
適 当 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 後 の 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 非 標 識 抗 体 の 添 加 と い う 段 階 が
用 い ら れ る 。 第 ２ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 固 相 を 従 来 の 方 法 で 洗 浄 し て 試 験 さ れ る 試
料 の 残 り と 未 反 応 の 標 識 抗 体 を 除 く 。 次 い で 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 標 識 抗 体 の 決 定 を 、 「
同 時 」 及 び 「 順 方 向 」 測 定 で な さ れ る よ う に し て 決 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 成 分 を 含 む 一 以 上 の 容 器 又 は バ イ ア ル を 備 え る キ ッ
ト も ま た 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 所 定 量 の 試 薬 と 診 断 ア ッ セ イ を 実
施 す る た め の 説 明 書 を 組 み 合 わ せ て 包 装 し た も の で あ る 。 例 え ば 、 こ の よ う な キ ッ ト は １
又 は 複 数 の 抗 体 、 好 ま し く は Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 原 に 対 す る 一 組 の 抗 体 を 含 ん で よ く 、 そ れ ら は
抗 原 の 同 一 の 結 合 部 位 に お い て 競 合 し な い こ と が 好 ま し い 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 Ｄ ｋ ｋ
－ １ は 固 相 基 質 に 予 め 吸 着 さ れ て い て も よ い 。 好 ま し く は キ ッ ト は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 他
の 必 要 な 洗 浄 試 薬 を 含 む 。 Ｅ Ｉ Ａ の 場 合 、 キ ッ ト は 発 色 基 質 と と も に 発 色 が 生 じ た 時 に 酵
素 反 応 を 停 止 さ せ る た め の 試 薬 を 含 む 。 キ ッ ト に 含 ま れ る 基 質 は 、 抗 体 調 製 酵 素 と 共 役 す
る 酵 素 に 適 し た 基 質 で あ る 。 こ れ ら は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 い く つ か を 以 下 に 例 示 す
る 。 ま た 、 キ ッ ト は 任 意 で Ｄ ｋ ｋ － １ ス タ ン ダ ー ド 、 つ ま り 標 準 試 料 中 に 標 準 量 の Ｄ ｋ ｋ
－ １ に 相 当 す る 量 の 精 製 Ｄ ｋ ｋ － １ を 含 む 。
　 抗 体 が 酵 素 で 標 識 さ れ る 場 合 、 キ ッ ト は 該 酵 素 が 必 要 と す る 補 因 子 及 び 基 質 を 含 む （ 例
え ば 検 出 可 能 な 発 色 団 又 は フ ル オ ロ フ ォ ア を 提 供 す る 基 質 前 駆 体 ） 。 ま た 、 安 定 剤 や バ ッ
フ ァ ー （ ブ ロ ッ ク バ ッ フ ァ ー 又 は 溶 解 バ ッ フ ァ ー ） な ど の 他 の 添 加 物 を 含 ん で よ い 。 様 々
な 試 薬 の 相 対 量 は 、 試 薬 溶 液 の 濃 度 を 、 ア ッ セ イ の 感 受 性 を 実 質 的 に 最 適 化 す る 濃 度 に す
る た め に 様 々 で あ っ て よ い 。 特 に 試 薬 は 、 溶 解 時 に 適 切 な 濃 度 の 試 薬 溶 液 を 提 供 す る 賦 形
剤 を 含 む 、 通 常 凍 結 乾 燥 さ れ た 乾 燥 粉 末 と し て 提 供 さ れ 得 る 。
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　 １ つ の 側 面 に お い て 、 キ ッ ト は 、 複 数 の 容 器 に ： 固 相 担 体 、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト 上 に コ ー テ ィ ン グ さ れ て い て も よ い Ｄ ｋ ｋ － １ 結 合 抗 体 、 Ｄ ｋ ｋ － １ を 含 有 す る 標
準 試 料 、 及 び 検 出 に お け る 使 用 の た め の 説 明 書 を 含 み 、 こ こ で Ｄ ｋ ｋ － １ 結 合 抗 体 は 検 出
可 能 に 標 識 さ れ て い る か 、 又 は キ ッ ト は さ ら に 、 Ｄ ｋ ｋ － １ と 結 合 し 且 つ 検 出 可 能 に 標 識
さ れ た 抗 体 、 又 は 第 １ の 抗 体 と 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 と 、 そ れ ら を 使 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ
　 ヒ ト 以 外 の 動 物 種 、 例 え ば 齧 歯 類 及 び さ ら に 好 ま し く は マ ウ ス か ら Ｄ ｋ ｋ － １ を コ ー ド
化 す る 核 酸 を 使 用 し て ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は バ イ ナ リ ー ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 を 作 成 す る こ と が で き 、 す な わ ち 、 治 療 学 的 に 有 効 な 試 薬 の 開 発 及 び ス ク リ ー ニ ン グ
に 有 用 で あ る 。 Ｄ ｋ ｋ － １ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 胚 性 致 死 で あ る （ Mukhopadhyay等 , Dev.
 Cell., 1: 423-434 (2001)） 。
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 該 動 物 、 あ る い は 出 生 前 の 、 例 え ば 胚 形 成 期 の 動 物 の 祖 先
に 導 入 さ れ た 導 入 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 を 持 つ も の で あ る 。 導 入 遺 伝 子 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 の 発 達 の も と と な る 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
　 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 導 入 遺 伝 子 を ヒ ト 以 外 の
動 物 の 生 殖 系 列 に 導 入 し て 作 成 す る 。 特 に マ ウ ス な ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 成 方
法 は 当 分 野 で 常 套 的 と な っ て お り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,736,866号 及 び 4,870,009号 に 記 載
さ れ て い る 。 Ｄ ｋ ｋ － １ を コ ー ド 化 す る マ ウ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ な ど の 動 物 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は そ の 適 切
な 配 列 を 用 い て 、 確 立 し た 技 術 に し た が っ て Ｄ ｋ ｋ － １ を コ ー ド 化 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を ク
ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 該 ゲ ノ ム 配 列 を 用 い て 、 Ｄ ｋ ｋ － １ を コ ー ド 化 す る Ｄ Ｎ Ａ を
発 現 す る 細 胞 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 成 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 特 定
の 細 胞 が 組 織 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー で の 導 入 遺 伝 子 組 込 み の 標 的 に さ れ 、 よ っ て 目 標 と す る
Ｄ ｋ ｋ － １ の 過 剰 発 現 が も た ら さ れ う る 。 胚 形 成 期 に 該 動 物 の 生 殖 細 胞 に 導 入 さ れ た 、 Ｄ
ｋ ｋ － １ を コ ー ド 化 す る 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 用 い て 、 Ｄ
ｋ ｋ － １ を コ ー ド 化 す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 増 加 の 影 響 を 調 べ る こ と が で き る 。
　 様 々 な 発 達 段 階 に あ る 標 的 胚 細 胞 を 用 い て 導 入 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と が で き る 。 標 的 と
す る 胚 細 胞 の 発 達 段 階 に よ っ て 異 な る 方 法 が 用 い ら れ る 。 本 発 明 の 実 施 に 使 用 す る 任 意 の
動 物 の 具 体 的 な 系 列 は 、 一 般 的 に 良 好 な 健 康 状 態 、 良 好 な 胚 生 産 、 胚 に お け る 前 核 の 良 好
な 視 認 性 、 及 び 良 好 な 生 殖 適 応 度 に よ っ て 選 択 さ れ る 。 ま た 、 ハ プ ロ タ イ プ は 重 要 な 因 子
で あ る 。 例 え ば ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 成 す る 場 合 に は 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ 又 は Ｆ Ｖ
Ｂ 系 の よ う な 系 統 を 使 用 す る こ と が 多 い 。 本 発 明 の 実 施 に 使 用 さ れ る 系 統 は 、 そ れ 自 体 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で あ っ て も よ く 、 及 び ／ 又 は ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 で も よ い （ つ ま り 部
分 的 又 は 完 全 に 抑 制 さ れ た １ 以 上 の 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 か ら 得 ら れ る ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 導 入 遺 伝 子 構 築 物 は 単 細 胞 期 の 胚 に 導 入 さ れ 得 る 。 接 合 体 は マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
に 最 適 な 標 的 で あ る 。 接 合 体 を 遺 伝 子 導 入 の 標 的 と し て 使 用 す る こ と の 主 な 利 点 は 、 ほ と
ん ど の 場 合 に お い て 注 入 Ｄ Ｎ Ａ が 第 一 分 裂 前 に 宿 主 遺 伝 子 に 組 込 ま れ る 点 で あ る （ Brinst
er等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 4438-4442 (1985)） 。 そ の 結 果 、 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 動 物 の 全 て の 細 胞 が 組 込 ま れ た 導 入 遺 伝 子 を 持 つ こ と に な る 。 生 殖 細 胞 の ５ ０ ％ が
導 入 遺 伝 子 を 有 す る の で 、 こ れ は 一 般 的 に 、 初 代 か ら 子 孫 へ の 導 入 遺 伝 子 の 効 率 的 な 伝 達
に も 反 映 さ れ る 。
　 通 常 、 受 精 胚 は 、 前 核 が 現 れ る ま で 適 切 な 培 地 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 だ い た い こ の
と き に 、 導 入 遺 伝 子 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 雌 性 又 は 雄 性 前 核 に 組 込 ま れ る 。 マ ウ ス な
ど 一 部 の 種 で は 、 雄 性 前 核 が 好 ま し い 。 外 因 性 遺 伝 物 質 は 、 卵 核 又 は 接 合 体 雌 性 前 核 に よ
っ て 処 理 さ れ る 前 に 接 合 体 の 雄 Ｄ Ｎ Ａ 相 補 鎖 に 加 え る こ と が で き る 。
　 こ の よ う に 、 外 因 性 遺 伝 物 質 は 、 雌 性 前 核 に よ る 影 響 を 受 け る 前 、 つ ま り 雄 と 雌 の 前 核
が 十 分 分 離 し 、 双 方 が 細 胞 膜 付 近 に あ る 時 に 、 Ｄ Ｎ Ａ の 雄 性 相 補 鎖 又 は 他 の 任 意 の Ｄ Ｎ Ａ
相 補 鎖 に 加 え る こ と が で き る 。 あ る い は 、 脱 凝 縮 を 誘 発 さ せ た 後 に 、 外 因 性 遺 伝 物 質 を 精
子 核 に 加 え て も よ い 。 続 い て 、 外 因 性 遺 伝 物 質 を 含 む 精 子 を 卵 子 に 加 え る こ と が で き 、 あ
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る い は 脱 凝 縮 化 さ れ た 精 子 を 卵 子 に 加 え 、 そ の 後 で き る だ け 早 く 導 入 遺 伝 子 構 築 物 を 加 え
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 核 の 遺 伝 物 質 へ の 外 因 性 遺 伝 物 質 の 付 加 を 可 能 に す る 技 術 は 、 細 胞 、 核 膜 、 又 は 他 に 存
在 す る 細 胞 の 又 は 遺 伝 子 の 構 造 を 破 壊 し な い 限 り に お い て 利 用 す る こ と が で き る 。 導 入 遺
伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 胚 へ の 導 入 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の あ ら ゆ る 手 段 、 例 え ば マ イ ク
ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 電 気 穿 孔 法 又 は リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て な さ れ う る 。 外 因 性 遺 伝
物 質 は 、 好 ま し く は 核 に 遺 伝 物 質 中 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 挿 入 さ れ る 。 細
胞 及 び 細 胞 組 織 の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン は 当 該 分 野 で 既 知 で あ り 、 利 用 さ れ て い る 。
マ ウ ス に お い て 、 雄 性 前 核 は 直 径 約 ２ ０ マ イ ク ロ メ ー ト ル の 大 き さ に 達 し 、 こ れ に よ り １
－ ２ ｐ Ｌ の Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 の 再 現 可 能 な 注 入 が 可 能 と な る 。 導 入 遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 胚
に 導 入 し た 後 、 胚 を 様 々 な 時 間 イ ン ビ ト ロ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 あ る い は 代 理 宿 主 に 再 移
植 し て も よ く 、 あ る い は 両 方 行 っ て も よ い 。 イ ン ビ ト ロ で 成 熟 ま で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ
と は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 １ つ の 一 般 的 な 方 法 は 、 種 に 応 じ て 約 １ － ７ 日 間 、 胚 を イ ン
ビ ト ロ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で そ れ ら を 代 理 宿 主 に 再 移 植 す る こ と で あ る 。
　 接 合 体 に 加 え ら れ る 導 入 遺 伝 子 構 築 物 の コ ピ ー 数 は 、 加 え ら れ る 外 因 性 遺 伝 物 質 の 総 量
に よ っ て 決 ま り 、 遺 伝 的 形 質 転 換 の 発 生 を 可 能 に す る 量 と な り う る 。 理 論 的 に は １ つ の コ
ピ ー だ け が 必 要 と な る ； し か し 通 常 は 、 確 実 に １ つ の コ ピ ー を 機 能 的 に す る た め 、 多 数 の
コ ピ ー 、 例 え ば 導 入 遺 伝 子 構 造 の １ ， ０ ０ ０ － ２ ０ ， ０ ０ ０ コ ピ ー が 利 用 さ れ る 。 本 発 明
に 関 し て は 、 挿 入 さ れ た 外 因 性 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 機 能 的 な コ ピ ー を １ よ り も 多 く 有 す る こ と で
、 そ の 表 現 型 の 発 現 を 増 大 さ せ る 利 点 が あ り 得 る 。
　 代 理 宿 主 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子 孫 を 、 任 意 の 適 当 な 方 法 で 導 入 遺 伝 子 の 存 在 及 び ／ 又
は 発 現 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 導 入 遺 伝 子 の 少 な く と も
一 部 と 相 補 的 な プ ロ ー ブ を 用 い た サ ザ ン ブ ロ ッ ト 又 は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 行 わ れ
る こ と が 多 い 。 代 わ り と し て 、 又 は 導 入 遺 伝 子 産 物 の 存 在 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 追 加 的 な
方 法 と し て 、 導 入 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る Ｄ ｋ ｋ － １ に 対 す る 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て も よ い 。 一 般 的 に 、 Ｄ Ｎ Ａ は 尾 部 組 織 か ら 調 製 さ れ 、 導 入 遺 伝 子 の
た め の サ ザ ン 分 析 又 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 分 析 さ れ る 。 あ る い は 、 最 も 高 い レ ベ ル で 導 入 遺 伝 子 を
発 現 す る と 思 わ れ る 組 織 又 は 細 胞 を 、 サ ザ ン 分 析 又 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い て 、 導 入 遺 伝 子 の 存
在 及 び 発 現 に つ い て 検 査 す る が 、 い か な る 組 織 又 は 細 胞 タ イ プ を こ の 分 析 に 用 い て も よ い
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 導 入 遺 伝 子 の 存 在 を 評 価 す る た め の 別 の 又 は さ ら な る 方 法 は 、 限 定 す る も の で は な い が
、 適 し た 生 化 学 ア ッ セ イ 、 例 え ば 酵 素 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 ア ッ セ イ 、 特 定 の マ ー カ ー 又 は
酵 素 活 性 の 組 織 染 料 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 等 を 含 む 。 血 液 分 析 も ま た 、 血 中 導 入 遺
伝 子 産 物 の 存 在 の 検 出 、 並 び に グ ル コ ー ス 等 の 血 液 成 分 の レ ベ ル に 対 す る 導 入 遺 伝 子 の 影
響 の 評 価 に 有 用 で あ る 。
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と 適 し た パ ー ト ナ ー と の 交 配 、 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か
ら 得 た 卵 及 び ／ 又 は 精 子 の イ ン ビ ト ロ 受 精 に よ っ て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 子 孫 を 得
て も よ い 。 パ ー ト ナ ー と の 交 配 を 行 う 場 合 、 そ の パ ー ト ナ ー は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ／
又 は ノ ッ ク ア ウ ト で あ っ て も な く て も よ く ； ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 場 合 は 同 一 又 は 異 な る
導 入 遺 伝 子 、 又 は そ の 両 方 を 含 ん で い て も よ い 。 あ る い は 、 そ の パ ー ト ナ ー は 親 の 系 統 で
あ っ て も よ い 。 イ ン ビ ト ロ で の 受 精 を 用 い る 場 合 、 受 精 胚 は 代 理 宿 主 に 移 植 さ れ て も 、 イ
ン ビ ト ロ で イ ン キ ュ ベ ー ト し て も 、 又 は そ の 両 方 で あ っ て も よ い 。 上 述 の 方 法 又 は 他 の 適
切 な 方 法 の い ず れ か を 用 い て 、 導 入 遺 伝 子 の 存 在 に つ い て 子 孫 を 評 価 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 に し た が っ て 作 成 さ れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 外 因 性 遺 伝 物 質 、 つ ま り Ｄ
ｋ ｋ － １ の 産 生 を 生 じ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む こ と と な る 。 該 配 列 は 、 転 写 調 節 領 域 、 例 え ば
プ ロ モ ー タ ー 、 好 ま し く は 特 定 の 型 の 細 胞 に お い て 導 入 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 可 能 に す る も
の に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ う る 。 こ こ で 最 も 好 ま し い こ の よ う な 調 節 領 域 は 、 筋 肉 組 織 で の
ｄ ｋ ｋ － １ 核 酸 （ 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） の 過 剰 発 現 を 可 能 に す る 筋 肉 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー で あ

10

20

30

40

50

(38) JP 2005-509402 A 2005.4.14



る 。 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 実 施 例 １ で 後 述 す る も の や 、 例 え ば ス ム ー ズ リ ン (s
moothelin)Ａ 又 は Ｂ の 発 現 あ る い は 同 じ よ う な プ ロ モ ー タ ー を 制 御 す る 2001年 3月 15日 公
開 の WO 01/18048に 記 載 さ れ る よ う な も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 レ ト ロ ウ ィ ル ス 感 染 も ま た 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 へ の 導 入 遺 伝 子 の 導 入 に 利 用 す る こ と が で
き る 。 発 生 段 階 の ヒ ト 以 外 の 胚 は 、 胚 盤 胞 段 階 ま で イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る こ と が で き る 。
こ の 間 、 割 球 を レ ト ロ ウ ィ ル ス 感 染 の 標 的 に で き る （ Jaenich, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 73: 1260-1264 (1976)） 。 透 明 帯 を 除 去 す る 酵 素 処 理 に よ っ て 割 球 の 効 率 的 な 感 染
が 得 ら れ る （ Manipulating the Mouse Embryo, Hogan編 （ Cold Spring Harbor Laborator
y Press, Cold Spring Harbor, NY, 1986） ） 。 導 入 遺 伝 子 の 導 入 に 使 用 さ れ る ウ ィ ル ス
ベ ク タ ー 系 は 通 常 、 導 入 遺 伝 子 を 持 つ 非 増 殖 型 レ ト ロ ウ ィ ル ス で あ る （ Jahner等 , Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 82: 6972-6931 (1985); Van der Putten等 , Proc Natl. Acad. S
ci. USA, 82: 6148-6152 (1985)） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 ウ ィ ル ス 産 生 細 胞 の 単 層
上 で 割 球 を 培 養 す る こ と に よ り 容 易 且 つ 効 率 的 に 得 ら れ る （ Van der Putten等 , 上 掲 ; St
ewart等 , EMBO J., 6: 383-388 (1987)） 。 あ る い は 、 後 の 段 階 で 感 染 を 行 う こ と も で き
る 。 ウ ィ ル ス 又 は ウ ィ ル ス 産 生 細 胞 を 割 腔 に 注 入 す る こ と も で き る （ Jahner等 , Nature, 
298: 623-628 (1982)） 。 取 り 込 み が ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 形 成 す る 細 胞
の 一 部 で の み 起 こ る の で 、 初 代 の ほ と ん ど は 導 入 遺 伝 子 に つ い て モ ザ イ ク と な る 。 さ ら に
初 代 は 、 通 常 子 孫 で は 分 離 す る こ と と な る ゲ ノ ム の 様 々 な 位 置 に 、 導 入 遺 伝 子 の 様 々 な レ
ト ロ ウ ィ ル ス 挿 入 を 含 み 得 る 。 ま た 、 妊 娠 中 期 の 胚 の 子 宮 内 レ ト ロ ウ ィ ル ス 感 染 に よ り 導
入 遺 伝 子 を 生 殖 細 胞 系 列 に 導 入 す る こ と も 可 能 で あ る （ Jahner等 , (1982) 上 掲 ） 。
　 遺 伝 子 導 入 の 標 的 細 胞 の 第 三 の タ イ プ は 、 胚 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞 で あ る 。 Ｅ Ｓ 細 胞 は 、 イ ン
ビ ト ロ で 培 養 さ れ た 着 床 前 の 胚 か ら 得 ら れ 、 胚 と 融 合 さ れ る （ Evans等 , Nature, 292: 15
4-156 (1981); Bradley等 , Nature, 309: 255-258 (1984); Gossler等 , Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 83: 9065-9069 (1986); Robertson等 , Nature, 322: 445-448 (1986)） 。
導 入 遺 伝 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 又 は レ ト ロ ウ ィ ル ス 媒 介 性 形 質 導 入 に よ り Ｅ
Ｓ 細 胞 に 効 率 的 に 導 入 で き る 。 こ の よ う な 形 質 転 換 さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 は 、 そ の 後 ヒ ト 以 外 の
動 物 の 胚 盤 胞 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 Ｅ Ｓ 細 胞 は そ の 後 、 胚 を コ ロ ニ ー 形 成 し 、 生
じ た キ メ ラ 動 物 の 生 殖 系 列 に 寄 与 す る 。 Jaenisch, Science, 240: 1468-1474 (1988)参 照
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 動 物 の 遺 伝 子 発 現 の 条 件 的 、 つ ま り 時 間 的 及 び 空 間 的 な 制 御 は 、 遺 伝 子 発 現 が エ フ ェ ク
タ ー タ ン パ ク 質 産 物 の 標 的 導 入 遺 伝 子 へ の 相 互 作 用 に よ り 制 御 さ れ て い る バ イ ナ リ ー ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の 相 互 作 用 は 、 動 物 の 系 統 （ 齧 歯 類
例 え ば マ ウ ス 系 統 ） の 交 配 、 又 は Lewandoski, Nature Reviews Genetics, 2: 743-755 (2
001)に 記 載 の よ う な 外 因 性 誘 導 因 子 の 付 加 又 は 除 去 に よ り 制 御 さ れ る 。
　 バ イ ナ リ ー ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 は ２ つ の カ テ ゴ リ に 分 類 さ れ る 。 一 方 は 転 写 の ト ラ ン
ス 活 性 化 に 基 づ き 、 機 能 獲 得 型 の 実 験 に お け る 導 入 遺 伝 子 の 活 性 化 に 非 常 に 適 し て い る 。
他 方 は 部 位 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 組 換 え に 基 づ き 、 導 入 遺 伝 子 の 活 性 化 又 は 組 織 特 異 的 遺 伝 子 ノ ッ
ク ア ウ ト 及 び 細 胞 系 譜 マ ー カ ー の 作 成 に 使 用 で き る 。
　 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る 転 写 系 は 、 大 腸 菌 の テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 オ ペ ロ ン に 基 づ く 。
こ れ ら の 系 の エ フ ェ ク タ ー は ２ つ の カ テ ゴ リ に 分 類 さ れ 、 該 カ テ ゴ リ は 転 写 活 性 化 が テ ト
ラ サ イ ク リ ン 系 化 合 物 （ 通 常 ド キ シ サ イ ク リ ン ） の 投 与 に よ り 起 こ る か 、 枯 渇 に よ り 起 こ
る か で 定 義 さ れ て い る 。 Ｇ ａ ｌ ４ ベ ー ス 系 は 誘 導 物 質 を 必 要 と し な い ト ラ ン ス 活 性 化 系 で
あ る が 、 Ｇ ａ ｌ ４ 転 写 活 性 化 は 、 変 異 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン が Ｇ ａ ｌ ４ キ メ ラ ト ラ ン ス 活
性 化 因 子 に 取 り 込 ま れ る と き に 合 成 ス テ ロ イ ド に よ っ て 制 御 で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 最 も 広 く 使 用 さ れ る 部 位 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 組 換 え 系 は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｐ １ の Ｃ ｒ ｅ リ
コ ン ビ ナ ー ゼ を 使 用 す る が 、 酵 母 （ S. cerevisiae） の Ｆ ｌ ｐ リ コ ン ビ ナ ー ゼ も マ ウ ス 等
の 動 物 に 適 応 し て い る 。
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　 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 発 現 す る Ｃ ｒ ｅ 又 は Ｆ ｌ ｐ リ コ ン ビ ナ ー ゼ に よ り 影
響 さ れ 得 る 改 変 内 因 性 遺 伝 子 を 持 つ バ イ ナ リ ー ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 成 す る 、 標 的
遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 利 用 す る こ と に よ り 、 部 位 特 異 的 組 換 え を 用 い て 空 間 的 に 制 御 さ れ た
形 で 内 因 性 遺 伝 子 を 不 活 性 化 で き る 。
　 Ｃ ｒ ｅ ／ Ｆ ｌ ｐ 活 性 は ま た 、 ｃ ｒ ｅ ／ Ｆ Ｌ Ｐ コ ー ド 化 導 入 遺 伝 子 を ウ ィ ル ス ベ ク タ ー で
運 ぶ こ と 、 変 異 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン に 融 合 さ れ た ｃ ｒ ｅ 遺 伝 子 か ら な る キ メ ラ 導 入 遺 伝
子 を 持 つ 動 物 に 外 因 性 ス テ ロ イ ド を 投 与 す る こ と 、 又 は 転 写 ト ラ ン ス 活 性 化 を 用 い て ｃ ｒ
ｅ ／ Ｆ Ｌ Ｐ 発 現 を 制 御 す る こ と に よ っ て 時 間 的 に も 制 御 さ れ 得 る 。 部 位 特 異 的 組 換 え の 不
可 逆 性 に よ っ て 、 こ の 技 術 は 、 細 胞 系 統 研 究 の た め に レ ポ ー タ ー 標 的 遺 伝 子 を 永 久 的 に 活
性 化 す る た め の ｃ ｒ ｅ ／ Ｆ Ｌ Ｐ の 一 過 性 組 織 特 異 的 発 現 を 使 用 す る 新 し い タ イ プ の 分 析 に
唯 一 適 し て い る 。
　 ヒ ト 以 外 の バ イ ナ リ ー ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 イ ン ス リ ン
抵 抗 性 、 高 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 、 肥 満 、 又 は 筋 肉 の 変 性 か ら の 保 護 を 与 え る と 考 え ら れ
る 試 薬 の 試 験 動 物 と し て 使 用 で き る 。 こ の 態 様 の 一 面 に よ る と 、 例 え ば 、 細 胞 （ 例 え ば 筋
細 胞 ） で ｄ ｋ ｋ － １ 核 酸 （ 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） を 過 剰 発 現 す る ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 を 用 い て 、 例 え ば イ ン ス リ ン 抵 抗 性 治 療 の 指 標 で あ る 血 液 か ら の グ ル コ ー ス ク リ ア
ラ ン ス の 増 加 、 又 は 低 イ ン ス リ ン 血 症 治 療 の 指 標 で あ る イ ン ス リ ン レ ベ ル の 増 加 、 又 は 筋
肉 再 生 治 療 の 指 標 で あ る 筋 細 胞 の 分 化 に お け る 効 果 に つ い て 、 候 補 薬 剤 （ タ ン パ ク 質 、 ペ
プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 小 分 子 等 ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 他 の 面 で は 、 改 変 ｄ ｋ ｋ － １ 核 酸 発 現 の あ る ヒ ト 以 外 の バ イ ナ リ ー ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 を 用 い て 、 例 え ば 高 脂 肪 食 が 与 え ら れ た と き の そ れ ら の 体 重 又 は 肥 満 治 療 の 指 標 で あ
る 脂 肪 細 胞 を 減 少 さ せ る 能 力 、 又 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 治 療 の 指 標 で あ る イ ン ス リ ン レ ベ ル
を 低 減 さ せ る 能 力 に つ い て 、 上 述 の 候 補 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
　 試 薬 ／ 薬 剤 で 処 理 し 、 バ イ ナ リ ー 又 は 通 常 の 導 入 遺 伝 子 を 持 つ 無 処 理 動 物 と 比 べ て 発 病
率 が 低 減 し て い る 動 物 は 、 疾 病 に 対 し て 潜 在 的 な 治 療 的 介 入 を 示 し う る 。 こ れ ら の 発 生 率
低 減 性 に 関 す る ア ッ セ イ は 上 述 し た と お り で あ り 、 実 施 例 は 以 下 に 示 す 。
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 す る た め に の み 提 供 さ れ る も の で あ っ て 、 決 し て 本 発 明 の 範 囲 を 限
定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。 現 在 周 知 の 又 は 後 に 発 展 す る 全 て の 等 価 物 の 代 替 を
含 む 、 当 該 技 術 分 野 の 範 囲 内 で あ る 本 発 明 の こ の よ う な 変 形 例 は 、 本 発 明 の 請 求 項 の 範 囲
内 に あ る と 考 え ら れ る べ き で あ る 。 本 明 細 書 で 引 用 し た 全 て の 開 示 を 、 出 典 明 示 に よ り こ
こ に 取 り 込 む 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
イ ン ビ ボ 及 び イ ン ビ ト ロ で の Ｄ ｋ ｋ － １ の 効 果
物 質 及 び 方 法
Ｌ ６ 細 胞 培 養
　 Ｌ ６ 筋 芽 細 胞 を 、 １ ０ ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 有 す る Ｍ Ｅ Ｍ α （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ － Ｂ Ｒ Ｌ ） か
ら な る 成 長 培 地 で 増 殖 し た 。 コ ン フ ル エ ン ス に 達 す る 前 に 、 細 胞 に ト リ プ シ ン を 散 布 し 、
未 使 用 の 成 長 培 地 に 再 び 蒔 い た 。 コ ン フ ル エ ン ス の 時 点 で 培 地 を 分 化 培 地 （ ２ ％ ウ シ 胎 仔
血 清 を 含 有 す る Ｍ Ｅ Ｍ α ） に 変 え る こ と に よ り 筋 芽 細 胞 の 融 合 が 誘 発 さ れ た 。 細 胞 を ３ －
９ 日 間 該 培 地 で 培 養 し 、 ２ ８ 時 間 を 超 え る Ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 に つ い て は ｄ ｋ ｋ － １ （ Krupni
k等 , 上 掲 ; WO99/46281; Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ８ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ） を 該 培 地 に 加 え た 。 ２ ８
時 間 未 満 の 処 理 は ０ ． ５ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 有 す る Ｍ Ｅ Ｍ α で 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
組 換 え Ｄ ｋ ｋ － １ の 発 現
　 Ｄ ｋ ｋ － １ の ヒ ト ホ モ ロ グ （ ｈ Ｄ ｋ ｋ － １ ） が バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス で Ｃ － タ ー ミ ナ ル ８ Ｘ
　 Ｈ ｉ ｓ タ グ 融 合 体 （ Krupnik等 , 上 掲 ; WO99/46281, こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ８ は Ｄ ｋ ｋ －
１ で あ る ） と し て 発 現 さ れ 、 ニ ッ ケ ル 親 和 性 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ た
。 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 の 同 定 を Ｎ － タ ー ミ ナ ル 配 列 分 析 に よ り 確 認 し た 。 精 製 さ れ た タ
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ン パ ク 質 は ０ ． ３ Ｅ Ｕ ／ ｍ ｌ 未 満 の 内 毒 素 レ ベ ル で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
２ － Ｄ Ｏ Ｇ 摂 取
　 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 細 胞 を 、 ０ ． ５ μ Ｍ の イ ン ス リ ン 存 在 下 又 は 非 存 在
下 に お い て 、 ０ ． ５ μ Ｃ ｉ の ２ -デ オ キ シ ［ １ ４ Ｃ ］ グ ル コ ー ス を 含 有 す る ク レ ブ ス リ ン
ガ ー リ ン 酸 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ バ ッ フ ァ ー （ Ｋ Ｒ Ｈ Ｂ ） （ １ ３ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ Ｉ
、 １ ． ３ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 １ ． ３ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 及 び
２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を Ｋ
Ｒ Ｈ Ｂ で ２ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ Ｈ に 溶 解 し 、 細 胞 ラ イ セ ー ト の 細 胞 内 ２ -デ オ
キ シ ［ １ ４ Ｃ ］ グ ル コ ー ス を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン （ Ｌ Ｓ Ｃ ） で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
遺 伝 子 発 現 の 定 量 化
　 Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ  Ｍ ｉ ｎ ｉ  Ｋ ｉ ｔ （ Qiagen） （ 培 養 細 胞 用 ） 又 は Ｔ ｒ ｉ ｚ ｏ ｌ 試 薬 （ Gibc
o） （ 筋 肉 用 ） を 用 い て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 分 離 し 、 次 い で Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ  Ｉ （ 増 幅 用 グ レ ー ド , Gibc
oBRL） で 処 理 し た 。 Gibson等 , Genome Res., 6: 995-1001 (1996)及 び Heid等 , Genome Re
s., 6: 986-994 (1996)に 記 載 さ れ る よ う な Ａ Ｂ Ｉ  Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ (登 録 商 標 )７ ７ ０ ０ 配 列 決
定 シ ス テ ム （ Applied Biosystems社 、 Foster City, CAに よ っ て 供 給 さ れ る 機 器 及 び ソ フ
ト ウ ェ ア ） を 用 い る リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 遺 伝 子 発 現 分 析 を
実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
グ リ コ ー ゲ ン 合 成
　 グ リ コ ー ゲ ン 合 成 を 、 グ リ コ ー ゲ ン へ の ［ １ ４ Ｃ ］ グ ル コ ー ス の 取 り 込 み と し て 測 定 し
た 。 コ ン ト ロ ー ル Ｌ ６ 細 胞 と ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 細 胞 を 、 ０ ． ５ μ Ｍ の イ ン ス リ ン 存 在 下 又 は
非 存 在 下 で 、 ［ Ｕ － １ ４ Ｃ ］ グ ル コ ー ス を 含 有 す る 無 血 清 Ｍ Ｅ Ｍ α （ ５ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス ；
１ ． ２ ５ μ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ ） で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 を 冷 却 Ｐ Ｂ Ｓ
で ３ 回 迅 速 に 洗 浄 し 、 そ れ ら を ２ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） Ｋ Ｏ Ｈ で 溶 解 し 、 １ 時 間 後 に １ Ｍ の Ｈ Ｃ
ｌ を 加 え て 中 和 す る こ と に よ り 実 験 を 終 え た 。 ラ イ セ ー ト を ５ 分 間 煮 沸 し 、 遠 心 分 離 で 浄
化 し 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 冷 却 グ リ コ ー ゲ ン を 担 体 と し て 使 用 し て 上 清 中 の 細 胞 の グ リ コ ー ゲ
ン を ０ ℃ で ２ 時 間 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ た 。 沈 殿 し た グ リ コ ー ゲ ン を 遠 心 分 離 で 分
離 し 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 水 に 再 溶 解 さ せ 、 グ リ コ ー ゲ ン へ の ［ １ ４ Ｃ ］ グ ル コ
ー ス の 取 り 込 み を Ｌ Ｓ Ｃ で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
キ ナ ー ゼ 活 性 の ア ッ セ イ
　 キ ナ ー ゼ を 免 疫 沈 殿 し 、 ア ッ プ ス テ ー ト バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 社 （ Lake Placid, NY） の
試 薬 を 用 い て ア ッ セ イ し 、 特 異 的 ペ プ チ ド 基 質 へ の ３ ２ Ｐ 取 り 込 み の 絶 対 レ ベ ル を 測 定 し
た 。 具 体 的 に は 、 細 胞 を 無 血 清 培 地 で 洗 浄 し 、 ア ッ セ イ の 前 に ３ － ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 細 胞 を ３ ０ ｎ Ｍ の イ ン ス リ ン で ３ ０ 分 間 刺 激 し 、 冷 却 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 次 い で 冷 却
可 溶 化 バ ッ フ ァ ー （ 50mMの ト リ ス 塩 酸 、 ｐ Ｈ ７ ． ７ ／ 0.5％ の Ｎ Ｏ Ｎ Ｉ Ｄ Ｅ Ｔ  Ｐ － ４ ０ (
商 品 名 )４ -ノ ニ ル フ ェ ノ ー ル ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 低 泡 性 界 面 活 性 剤 （ Roche Diagnost
ics GmbH） ／ 2.5mMの Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ／ 10mMの Ｎ ａ Ｆ ／ 0.2mMの Ｎ ａ ３ Ｖ Ｏ ４ ／ 1mMの Ｎ ａ ３ Ｍ ｏ
Ｏ ４ ／ 1μ g/mlの ミ ク ロ シ ス チ ン － Ｌ Ｒ ／ 0.25mMの フ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル ／ 1μ
Mの ペ プ ス タ チ ン ／ 0.5μ g/mlの ロ イ ペ プ チ ン ／ 10μ g/mlの ダ イ ズ ト リ プ シ ン 阻 害 因 子 ） に
溶 解 し た 。 各 ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 （ ２ μ ｇ ） を 、 ４ ０ μ ｌ の プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス
ビ ー ズ で ４ ℃ で 一 晩 捕 獲 し 、 次 い で 該 ビ ー ズ を 未 使 用 の 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー で ３ 回 洗 浄 し た
。 ラ イ セ ー ト を 遠 心 分 離 （ ２ ０ ， ０ ０ ０ ｘ ｇ 、 １ 分 ） で 浄 化 し 、 連 続 混 合 に よ り 上 清 を Ｇ
タ ン パ ク 質 結 合 抗 体 と 共 に ４ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ ー ズ を 未 使 用 の 可 溶 化 バ
ッ フ ァ ー で ３ 回 、 そ し て キ ナ ー ゼ バ ッ フ ァ ー （ 20mMの Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ ／ 1mMの Ｍ
ｇ Ｃ ｌ ２ ／ 1mMの Ｅ Ｇ Ｔ Ａ ／ 1mMの Ｄ Ｔ Ｔ ／ 0.25mMの Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ ／ 1mMの Ｎ ａ ３ Ｖ Ｏ ４ ／ 0.5μ
g/mlの ロ イ ペ プ チ ン ） で １ 回 洗 浄 し た 。 ビ ー ズ を 特 異 化 ペ プ チ ド 基 質 を 含 む ３ ０ μ ｌ の キ
ナ ー ゼ バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 さ せ た 。 Ａ Ｔ Ｐ 溶 液 （ ５ μ ｌ ） （ 200μ Mの Ａ Ｔ Ｐ ／ １ ０ μ Ｃ ｉ
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３ ２ Ｐ － Ａ Ｔ Ｐ を 含 有 す る キ ナ ー ゼ バ ッ フ ァ ー ） を 加 え 、 ３ ０ ℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 ２ ０ μ ｌ の 反 応 量 を Ｐ ８ １ フ ィ ル タ ー 紙 に 染 み 込 ま せ て 反 応 を 停 止 さ せ 、 そ の 後
の １ ％ （ ｖ ｏ ｌ ／ ｖ ｏ ｌ ） リ ン 酸 で 広 範 に 洗 浄 し 、 結 合 し た 放 射 能 を Ｌ Ｓ Ｃ で 測 定 し た 。
　 筋 肉 断 片 の Ａ ｋ ｔ 活 性 を 測 定 す る た め に 、 新 た に 分 離 し た 筋 肉 断 片 を 、 ８ ｍ Ｍ の グ ル コ
ー ス 、 ３ ２ ｍ Ｍ の マ ン ニ ト ー ル 、 及 び ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 み 、 Ｏ ２ ／ Ｃ Ｏ ２ （ ９ ５ ％ ／ ５
％ ） で 飽 和 し て 回 復 さ せ た Ｋ Ｒ Ｈ Ｂ で ３ ５ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 断 片 を １
０ 分 間 イ ン ス リ ン （ ３ ３ ｎ Ｍ 及 び １ ０ ０ ｎ Ｍ ） で 刺 激 し 、 そ の 後 該 筋 肉 を 瞬 間 冷 凍 し 、 可
溶 化 バ ッ フ ァ ー 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ さ れ 、 遠 心 分 離 で 浄 化 し た 。 上 述 の Ａ ｋ ｔ の 免 疫 沈 殿 及
び Ａ ｋ ｔ 活 性 の 測 定 に は 同 量 の 溶 解 タ ン パ ク 質 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
３ Ｔ ３ ／ Ｌ １ 脂 肪 細 胞 の 培 養
　 ３ Ｔ ３ ／ Ｌ １ 線 維 芽 細 胞 を コ ン フ ル エ ン ス ま で 増 殖 さ せ 、 脂 肪 細 胞 に 分 化 さ せ た （ Rubi
n等 , J. Biol. Chem., 253: 7570-7578 (1978)） 。 分 化 誘 発 後 ７ ２ 時 間 で 分 化 細 胞 を Ｄ ｋ
ｋ － １ で 処 理 し た 。 ３ Ｔ ３ Ｌ １ 細 胞 分 化 に 対 す る Ｄ ｋ ｋ － １ の 作 用 に つ い て 、 分 化 開 始 中
に Ｄ ｋ ｋ － １ を ４ ０ ｎ Ｍ の 濃 度 で 培 地 に 付 加 し 、 実 験 の 間 中 維 持 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
脂 質 へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み
　 コ ン ト ロ ー ル 及 び 処 理 ３ Ｔ ３  Ｌ １ 脂 肪 細 胞 を 、 ０ ． ５ μ Ｍ イ ン ス リ ン 存 在 下 又 は 非 存
在 下 に お い て 、 無 血 清 Ｍ Ｅ Ｍ α で ３ ７ ℃ で ２ 時 間 、 Ｄ -[Ｕ -１ ４ Ｃ ]グ ル コ ー ス （ 0.2μ Ｃ
ｉ /ml） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 冷 却 Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ
Ｏ Ｈ に 溶 解 し た 。 ラ イ セ ー ト を １ ０ ０ ｍ Ｍ の 塩 酸 で 中 和 し 、 ラ イ セ ー ト 中 の 細 胞 脂 質 を ｎ
－ ヘ プ タ ン 中 に 抽 出 し 、 抽 出 さ れ た 脂 質 へ の ［ １ ４ Ｃ ］ グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を Ｌ Ｓ Ｃ で
測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
動 物 と 食 餌
　 全 て の プ ロ ト コ ル は Institutional Use and Care Committeeに よ り 承 認 さ れ た も の で あ
る 。 特 記 が な い 限 り 、 マ ウ ス は 温 度 及 び 湿 度 が 制 御 さ れ た 環 境 に お い て 標 準 的 な 実 験 用 の
餌 で 維 持 し た 。 １ ２ 時 間 （ 午 後 ６ 時 ／ 午 前 ６ 時 ） の 明 暗 サ イ ク ル を 採 用 し た 。
　 標 準 的 な マ ウ ス の 餌 は 、 Ｐ Ｕ Ｒ Ｉ Ｎ Ａ ５ ０ １ ０ (商 品 名 )ブ ラ ン ド の 餌 （ Harlen Teklab,
 Madison WI） で あ る 。 高 脂 肪 （ ５ ８ ％ ｋ Ｊ 脂 肪 ） 及 び 低 脂 肪 （ １ ０ ． ５ ％ ｋ Ｊ 脂 肪 ） の
等 カ ロ リ ー の 食 餌 は 、 Surwit等 , Metabolism 44: 645-651 (1995)に 記 載 さ れ た 食 餌 に 基
づ く も の で あ り 、 Research Diets（ New Brunswick, NJ） か ら 購 入 し た 。
　 ヒ ト ｄ ｋ ｋ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Krupnik等 , 上 掲 ） の ３ ’ を 、 ミ オ シ ン 軽 鎖 プ ロ モ ー タ ー に
続 く ｐ Ｒ Ｋ 供 与 体 ／ 受 容 体 ス プ ラ イ ス 部 位 に 連 結 さ せ た （ Shani, Nature, 314: 283-286 
(1985)） 。 該 ｄ ｋ ｋ － １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 遺 伝 子 の ４ 番 目 と ５ 番 目 の エ ク ソ
ン の 間 に あ る 供 与 体 ／ 受 容 体 ス プ ラ イ ス 部 位 を 伴 う （ Stewart等 , Endocrinology, 130: 4
05-414 (1992)） 。 全 発 現 断 片 を 精 製 し て 混 入 し た ベ ク タ ー 配 列 を な く し 、 Ｆ Ｖ Ｂ × Ｆ Ｖ
Ｂ 交 配 に よ り 生 じ た 単 細 胞 の マ ウ ス 卵 子 に 注 入 し た 。 尾 部 バ イ オ プ シ ー か ら 抽 出 し た Ｄ Ｎ
Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ り ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
イ ン ビ ボ 代 謝 測 定 及 び 血 清 分 析
　 各 マ ウ ス に 体 重 １ ｇ 当 た り １ ． ５ ｍ ｇ の グ ル コ ー ス を 腹 腔 内 注 入 し て グ ル コ ー ス 耐 性 試
験 （ Ｇ Ｔ Ｔ ） を 行 っ た 。 各 マ ウ ス に 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り ０ ． ６ Ｕ の イ ン ス リ ン を 静 脈 注 射 し
て イ ン ス リ ン 耐 性 試 験 （ Ｉ Ｔ Ｔ ） を 行 っ た 。 両 試 験 に お い て 、 LIFESCAN Fast Take(商 品
名 )グ ル コ ー ス 測 定 器 を 用 い て 表 示 す る 時 間 に 血 糖 を 測 定 し た 。 イ ン ス リ ン と レ プ チ ン の
血 中 濃 度 を 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト （ Crystal Chem, シ カ ゴ 、 IL） で ア ッ セ イ し た 。 遊 離 脂 肪
酸 と ト リ グ リ セ リ ド の 血 清 レ ベ ル を 、 そ れ ぞ れ NEFA C(商 品 名 )非 エ ス テ ル 化 脂 肪 酸 （ Wako
 Chemicals USB社 ） と Sigma Triglyceride, INT(商 品 名 )（ Sigma社 ） ア ッ セ イ キ ッ ト に よ
っ て ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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デ ー タ 分 析
　 特 記 さ れ な い 限 り 、 全 て デ ー タ は 標 準 偏 差 を 基 準 に プ ラ ス 及 び マ イ ナ ス と し て 表 示 さ れ
て い る 。 コ ン ト ロ ー ル と 処 理 細 胞 の 比 較 、 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 野 生 型 マ ウ ス
の 比 較 は 独 立 ス チ ュ ー デ ン ト の ｔ 検 定 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
結 果
　 様 々 な 成 人 ヒ ト 組 織 に お け る ｄ ｋ ｋ － １ の 相 対 的 な 発 現 レ ベ ル を 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ
Ｃ Ｒ （ Gibson等 , 上 掲 ; Heid等 , 上 掲 ） に よ っ て 測 定 し た 。 図 １ に 示 さ れ る 結 果 は 、 ｄ ｋ
ｋ － １ が 広 く 成 人 ヒ ト 組 織 で 、 特 に 脾 臓 、 精 巣 及 び 子 宮 で 、 最 も 著 し く は 子 宮 で 発 現 す る
こ と を 示 す 。
　 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス で 発 現 さ れ る 場 合 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ タ ン パ ク 質 は 内 部 切 断 さ れ て １ ６
-ｋ Ｄ ａ の 分 解 産 物 が 提 供 さ れ た 。 図 ２ に 示 し た ゲ ル に お い て 、 バ ン ド （ ａ ） は Ｎ 末 端 配
列 Ｔ Ｌ Ｎ Ｓ Ｖ Ｌ Ｎ Ｓ Ｎ Ａ Ｉ （ 配 列 番 号 ： １ ） と 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 切 断 部 位 に 相 当 す る Ｓ
Ｖ Ｌ Ｎ Ｓ Ｎ Ａ Ｉ Ｋ Ｎ Ｌ （ 配 列 番 号 ： ２ ） と を 有 す る 全 長 タ ン パ ク 質 に 相 当 し 、 バ ン ド （ ｂ
） は Ｎ 末 端 配 列 Ｓ Ｋ Ｍ Ｙ Ｈ Ｔ Ｋ Ｇ Ｑ Ｅ （ 配 列 番 号 ： ３ ） を 有 す る 切 断 タ ン パ ク 質 に 相 当 す
る 。
　 Ｌ ６ 筋 細 胞 を Ｄ ｋ ｋ － １ で 処 理 し た 結 果 、 細 胞 へ の 基 礎 及 び イ ン ス リ ン 刺 激 性 の グ ル コ
ー ス 摂 取 が 減 少 し た 。 Ｄ ｋ ｋ － １ の 影 響 が わ ず か ２ 時 間 で 見 ら れ る （ 図 ３ Ａ ） 。 短 期 的 処
理 の 影 響 は 、 ２ な い し ６ 時 間 の 処 理 で 最 も 顕 著 で あ る 。 長 期 的 処 理 （ 図 ３ Ｂ 及 び ３ Ｃ ） で
は 、 イ ン ス リ ン 依 存 性 グ ル コ ー ス 摂 取 の 低 下 が ９ ６ 時 間 （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ １ ） で よ り 顕 著 で
あ る が 、 影 響 は ４ ８ 時 間 （ ｐ ＝ ０ ． ０ ５ ） で も 見 ら れ る 。
　 グ ル コ ー ス 摂 取 に 対 す る Ｄ ｋ ｋ － １ の 影 響 は 細 胞 の 分 化 状 態 と は 無 関 係 で あ り 、 ミ オ サ
イ ト へ の 分 化 が 始 ま っ て い る 細 胞 で も 見 ら れ る （ 図 ４ Ａ ） 。 グ ル コ ー ス 摂 取 に 対 す る Ｄ ｋ
ｋ － １ の 影 響 は 投 与 量 に 依 存 し て い る 。 図 ４ Ｂ で は 、 基 礎 及 び イ ン ス リ ン 依 存 性 の グ ル コ
ー ス 摂 取 に お け る 減 少 が １ ０ ｎ Ｍ と い う 低 い 濃 度 の Ｄ ｋ ｋ － １ に よ る ４ ８ 時 間 処 理 に お い
て 見 ら れ る こ と が 示 さ れ て い る 。
　 Ｌ ６ 筋 細 胞 を Ｄ ｋ ｋ － １ で 処 理 し た 結 果 、 グ リ コ ー ゲ ン へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み が 増
加 し た 。 図 ５ に 示 し た よ う に 、 Ｄ ｋ ｋ － １ の 刺 激 性 の 影 響 が ４ ８ 時 間 （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ３ ）
で 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 Ｄ ｋ ｋ － １ の 影 響 が 、 ど れ か １ つ の 理 論 に 限 定 さ れ る こ と な く 長 期 的 処 理 後 に 観 察 さ れ
た た め 、 タ ン パ ク 質 は Ｌ ６ 細 胞 の 分 化 に 影 響 す る こ と に よ っ て 作 用 す る こ と が 可 能 で あ る
。 Ｔ Ａ Ｑ Ｍ Ａ Ｎ (登 録 商 標 )プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ 設 計 （ Applied Biosystems） を 用 い る
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 行 っ て 、 Ｄ ｋ ｋ － １ で 処 理 し た Ｌ ６ 細 胞 で の 、 ミ オ シ ン 重 鎖 （ Ｍ Ｈ Ｃ
） 、 ミ オ シ ン 軽 鎖 （ Ｍ Ｌ Ｃ ） 、 ミ オ ゲ ニ ン 、 Ｐ ａ ｘ ３ 、 Ｍ ｙ ｆ ５ 、 及 び Ｍ ｙ ｏ Ｄ 等 の 筋 形
成 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 し た 。 図 ６ Ａ は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 の 結 果 、 分 化 の
４ － ６ 日 の 間 に Ｍ ｙ ｏ Ｄ レ ベ ル が 上 昇 し た こ と を 示 し 、 図 ６ Ｂ 、 ６ Ｃ 及 び ６ Ｄ は 、 分 化 の
４ － ６ 日 目 で そ れ ぞ れ Ｍ Ｌ Ｃ ２ 、 Ｍ Ｈ Ｃ 及 び ミ オ ゲ ニ ン の 発 現 が 減 少 し た こ と を 示 し 、 図
６ Ｅ は 、 Ｐ ａ ｘ ３ の 発 現 に 顕 著 な 影 響 が 見 ら れ な か っ た こ と を 示 す 。 よ っ て 、 Ｄ ｋ ｋ － １
は Ｌ ６ 細 胞 の 筋 形 成 を 調 節 す る 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ は Ｌ ６ 細 胞 の 分 化 に 有 意 に は 影 響 し な か っ た た め 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 （ Ｔ Ａ
Ｑ Ｍ Ａ Ｎ （ 登 録 商 標 ） プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ 設 計 ） を 行 い 、 Ｄ ｋ ｋ － １ が グ ル コ ー ス 代
謝 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に 影 響 す る か 否 か を 決 定 し た 。 Ｄ ｋ ｋ － １ は Ｌ ６ 筋 細 胞
の イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る こ と が わ か っ た 。 特 に 、 図 ７ に 示
さ れ る よ う に 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 に よ っ て ４ ８ 時 間 処 理 の 後 に ホ ス ホ イ ノ シ チ ド ３ -キ ナ ー
ゼ の ｐ ８ ５ サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 が 顕 著 に （ ８ ． ３ 倍 ） 増 加 し た が 、 検 査 し た 他 の 遺 伝 子 発
現 に は 有 意 な 影 響 は な か っ た 。
　 Ｌ ６ 筋 細 胞 の Ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 は 、 Ｐ Ｄ Ｋ － １ （ 図 ８ Ａ ） 、 Ｇ Ｓ Ｋ ３ β （ 図 ８ Ｂ ） 又 は Ｓ
６ キ ナ ー ゼ （ 図 ８ Ｃ ） の 活 性 に 影 響 し な か っ た が 、 ４ ８ 時 間 処 理 後 に Ａ ｋ ｔ 活 性 化 レ ベ ル
を 顕 著 に 低 下 さ せ た 。 特 に 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 Ｌ ６ 細 胞 は 、 イ ン ス リ ン 刺 激 性 Ａ ｋ ｔ 活 性 化
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の ４ ９ ％ の 減 少 を 示 し （ 図 ８ Ｄ ） 、 こ れ は グ ル コ ー ス 摂 取 の 減 少 と 一 致 し た 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ は 脂 肪 細 胞 の グ ル コ ー ス 代 謝 に 影 響 し た 。 特 に Ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 ３ Ｔ ３  Ｌ １
細 胞 は 、 基 礎 及 び イ ン ス リ ン 刺 激 性 の グ ル コ ー ス 摂 取 レ ベ ル の 上 昇 （ 図 ９ Ａ 及 び ９ Ｂ ） と
と も に 、 イ ン ス リ ン 刺 激 後 の 脂 質 へ の グ ル コ ー ス 取 り 込 み の 増 加 （ 図 ９ Ｃ 及 び ９ Ｄ ） を 示
し た 。 ４ ８ 時 間 処 理 で 見 ら れ た イ ン ス リ ン 依 存 性 グ ル コ ー ス 摂 取 の 増 加 は 、 ９ ６ 時 間 処 理
（ ｐ ＝ ０ ． ０ ４ ） 後 に よ り 顕 著 に な り 、 脂 質 へ の イ ン ス リ ン 依 存 性 グ ル コ ー ス 取 り 込 み に
も 同 様 の こ と が 観 察 さ れ た （ ９ ６ 時 間 処 理 後 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ３ ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 Ｄ ｋ ｋ － １ は 脂 肪 細 胞 の 分 化 に 影 響 し た 。 特 に Ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 ３ Ｔ ３  Ｌ １ 細 胞 は 、 分
化 中 の Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ 及 び Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ α 転 写 レ ベ ル の 低 下 を 示 し た が （ 図 １ ０ Ａ 及 び １ ０ Ｂ ）
、 Ａ Ｐ ２ 及 び 脂 肪 酸 シ ン タ ー ゼ （ Ｆ Ａ Ｓ ） 等 の 脂 肪 細 胞 分 化 の 他 の マ ー カ ー の 発 現 は 影 響
を 受 け な か っ た （ 図 １ ０ Ｃ 及 び １ ０ Ｄ ） 。
　 マ ウ ス へ の 組 換 え Ｄ ｋ ｋ － １ 静 脈 注 射 に よ り 、 障 害 性 の グ ル コ ー ス 耐 性 と な り 、 イ ン ス
リ ン 産 生 が 減 少 し た 。 特 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で 見 ら れ た イ ン ビ ボ で の Ｄ ｋ ｋ －
１ 作 用 を 確 認 す る た め に 、 ８ 日 間 に わ た っ て 雌 Ｆ Ｖ Ｂ マ ウ ス に Ｄ ｋ ｋ － １ を 静 脈 注 射 し た
（ ０ ． ０ ５ 及 び ０ ． ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 の 一 日 一 回 の 注 射 ） 。 グ ル コ ー ス 耐 性 に 対 す る Ｄ ｋ
ｋ － １ の 影 響 を 注 射 開 始 ４ ８ 時 間 後 と ８ 日 後 に 測 定 し た 。 静 脈 注 射 ４ ８ 時 間 後 で は グ ル コ
ー ス 耐 性 に 影 響 が な か っ た が ； ０ ． ０ ５ 又 は ０ ． ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 の Ｄ ｋ ｋ － １ を 注 射 し
た 動 物 は 注 射 ８ 日 後 、 食 塩 水 注 射 し た 動 物 と 比 較 し て 、 血 流 か ら の グ ル コ ー ス ク リ ア ラ ン
ス 率 が 低 下 し て い る こ と が わ か っ た （ 図 １ １ Ａ ） 。 Ｇ Ｔ Ｔ 中 の グ ル コ ー ス 腹 腔 内 注 射 ３ ０
分 後 に 採 取 し た 血 清 中 の グ ル コ ー ス 誘 導 性 血 清 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 測 定 し た 。 Ｄ ｋ ｋ － １
注 射 動 物 は 、 コ ン ト ロ ー ル 動 物 に 比 べ て 血 清 イ ン ス リ ン レ ベ ル が 顕 著 に 低 下 し 、 こ の 低 下
は Ｄ ｋ ｋ － １ 投 与 量 に 依 存 し て い た （ 図 １ １ Ｂ ） 。 Ｄ ｋ ｋ － １ 注 射 動 物 に お い て ト リ グ リ
セ リ ド 、 Ｆ Ｆ Ａ 及 び レ プ チ ン の 血 清 レ ベ ル 及 び イ ン ス リ ン 耐 性 は 影 響 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 マ ウ ス へ の 組 換 え Ｄ ｋ ｋ － １ 静 脈 注 射 に よ り 、 筋 肉 特 異 的 遺 伝 子 の 発 現 が 変 化 し 、 イ ン
ビ ボ で 筋 肉 の イ ン ス リ ン 刺 激 Ａ ｋ ｔ 活 性 化 が 減 少 し た 。 特 に 、 コ ン ト ロ ー ル 及 び Ｄ ｋ ｋ －
１ 注 射 動 物 を １ ２ － １ ６ 時 間 絶 食 さ せ 、 静 脈 注 射 ８ 日 後 に 屠 殺 し た 。 大 腿 四 頭 筋 を 使 用 し
て ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 Ｒ Ｔ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て Ｍ ｙ ｏ Ｄ 、 ミ オ ゲ ニ ン 、 Ｍ Ｌ Ｃ ２ 、
Ｍ Ｌ Ｃ １ ／ ３ 、 ｍ ｙ ｆ ５ 、 ｐ ａ ｘ ３ 、 デ ス ミ ン 及 び ミ オ シ ン 重 鎖 等 の 筋 肉 分 化 の 様 々 な マ
ー カ ー の 発 現 に 対 す る Ｄ ｋ ｋ － １ の 影 響 を 測 定 し た 。 Ｌ ６ 細 胞 に お け る 影 響 と 一 致 し て 、
Ｄ ｋ ｋ － １ 注 射 動 物 は 、 Ｍ Ｌ Ｃ ２ 、 Ｍ Ｌ Ｃ １ ／ ３ 、 ミ オ ゲ ニ ン 、 ｍ ｙ ｆ ５ 、 Ｐ ａ ｘ ３ 及 び
筋 肉 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ （ Ｍ ｕ Ｃ Ｋ ） の 発 現 が 減 少 し 、 Ｍ ｙ ｏ Ｄ の 発 現 が 増 加 す る こ と が
観 察 さ れ （ 図 １ ２ Ａ ） 、 こ れ は ど れ か １ つ の 理 論 に 限 定 さ れ る こ と な く Ｄ ｋ ｋ － １ が イ ン
ビ ボ で も 筋 肉 分 化 に 影 響 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル は Ｄ ｋ ｋ － １ 注 射 動 物 に お い て わ ず か に 影 響 し 、 こ れ は 、 ど れ か １ つ の
理 論 に 限 定 さ れ る こ と な く こ れ ら の 影 響 が 筋 肉 分 化 へ の 影 響 の 二 次 的 な も の で あ る こ と を
示 唆 す る 。
　 コ ン ト ロ ー ル 及 び Ｄ ｋ ｋ － １ 注 射 動 物 の ヒ ラ メ 筋 を 上 述 し た よ う に 分 離 し 、 Oku等 , Am.
 J. Physiol. Endocrinol. Metab., 280: E816-24 (2001)に 記 載 の よ う に 無 処 理 及 び イ ン
ス リ ン 処 理 ヒ ラ メ 筋 の Ａ ｋ ｔ 活 性 化 を 測 定 し た 。 図 １ ２ Ｂ に 示 し た よ う に 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 処
理 の 結 果 、 培 養 Ｌ ６ 細 胞 で 見 ら れ た 影 響 と 一 致 し て イ ン ス リ ン に よ る Ａ ｋ ｔ 活 性 化 が 減 少
し た 。
　 マ ウ ス の Ｄ ｋ ｋ － １ 過 剰 発 現 は 成 長 、 身 体 組 成 及 び 代 謝 に 影 響 し た 。 特 に 、 Ｍ Ｌ Ｃ プ ロ
モ ー タ ー の 制 御 下 で ｄ ｋ ｋ － １ 導 入 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Ｆ Ｖ Ｂ
マ ウ ス が 作 成 さ れ た （ Shani, 上 掲 ） 。 コ ン ト ロ ー ル 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 体 重
を 数 週 間 に わ た っ て 観 察 し た 。 表 ２ に 示 し た よ う に 、 標 準 食 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は
、 そ れ ら の コ ン ト ロ ー ル 同 腹 仔 と 比 べ て 体 重 が 減 少 し た 。 こ れ ら の 作 用 は 早 く も 生 後 １ ０
日 で 明 ら か で あ り （ 図 １ ３ Ａ ） 、 生 後 ２ ２ 週 ま で 観 察 さ れ た （ 図 １ ３ Ｂ ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 様 々 な 器 官 （ 肝 臓 、 腎 臓 、 脾 臓 ） 及 び 脂 肪 体 （ 褐 色 脂 肪 組 織 、 後 腹 膜 脂 肪 及 び 脂 肪 被 膜
） の 重 量 測 定 に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 重 要 器 官 の 大 き さ が 比 例 的 に 減 少 す る こ
と が 明 ら か と な っ た 。 し か し 、 標 準 食 又 は 高 脂 肪 食 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 脂 肪 体 重
量 は 、 コ ン ト ロ ー ル 同 腹 仔 よ り も 有 意 に （ ４ ０ － ５ ０ ％ ） 少 な か っ た （ 図 １ ４ Ａ 及 び １ ４
Ｂ ） 。 空 腹 時 及 び 食 後 の ト リ グ リ セ リ ド 、 遊 離 脂 肪 酸 （ Ｆ Ｆ Ａ ） 及 び レ プ チ ン の 血 清 レ ベ
ル を 測 定 し た 。 ト リ グ リ セ リ ド 及 び 遊 離 脂 肪 酸 レ ベ ル は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と コ ン ト
ロ ー ル 動 物 で 類 似 し た が 、 循 環 レ プ チ ン の レ ベ ル は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が ほ ぼ ５ ０ ％
低 か っ た （ 図 １ ４ Ｃ 、 １ ４ Ｄ 、 表 ２ ） 。
　 Ｗ ｎ ｔ シ グ ナ ル 伝 達 は 脂 質 生 成 を 阻 害 す る 。 Ｄ ｋ ｋ － １ が 身 体 構 成 成 分 に 影 響 す る か 否
か を 決 定 す る た め に 、 複 数 の 動 物 に ２ ４ 週 間 高 脂 肪 食 を 与 え た 。 高 脂 肪 食 の Ｄ ｋ ｋ － １ ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は ま た 、 重 要 器 官 の 重 量 の 減 少 と 一 致 し て 、 そ れ ら の 野 生 型 同 腹 仔
よ り も 体 重 が 減 少 し た （ 図 １ ５ Ａ ） 。 標 準 食 の 動 物 の 観 察 記 録 と 同 様 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 の 脂 肪 体 は 循 環 レ プ チ ン レ ベ ル の 低 下 と 一 致 し て （ 図 １ ５ Ｃ ） ４ ０ － ５ ０ ％ 少 な
か っ た （ 図 １ ５ Ｂ ） 。 ト リ グ リ セ リ ド 及 び 遊 離 脂 肪 酸 の レ ベ ル は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
と コ ン ト ロ ー ル 動 物 で 類 似 し た （ 表 ３ ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン ビ ボ で の グ ル コ ー ス 代 謝 に 対 す る Ｄ ｋ ｋ － １ の 作 用 を 決 定 す る た め に 、 初 代 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 生 じ た ２ つ の 独 立 し た 系 統 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の グ ル コ
ー ス 及 び イ ン ス リ ン 耐 性 を 測 定 し た 。 グ ル コ ー ス 腹 腔 内 注 射 （ Ｇ Ｔ Ｔ ） 後 の ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス に お け る グ ル コ ー ス ク リ ア ラ ン ス は 、 高 脂 肪 食 だ け で な く 標 準 食 の （ 図 １ ６
Ａ 及 び １ ６ Ｂ ） 雌 及 び 雄 野 生 型 同 腹 仔 と 比 べ て 大 幅 に 減 少 し た 。 イ ン ス リ ン 耐 性 を 標 準 食
の 動 物 で 測 定 し た が 、 影 響 は 見 ら れ な か っ た （ 図 １ ６ Ｃ 及 び １ ６ Ｄ ） 。 グ ル コ ー ス 腹 腔 内
ボ ー ラ ス 投 与 ３ ０ 分 後 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の グ ル コ ー ス 誘 導 性 血 清 イ ン ス リ ン レ ベ
ル を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 測 定 し た と こ ろ 、 コ ン ト ロ ー ル 動 物 の レ ベ ル に 比 べ て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 の レ ベ ル は 顕 著 に 減 少 し た （ 図 １ ６ Ｅ ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
検 討
　 Ｄ ｋ ｋ － １ は イ ン ビ ト ロ で 筋 細 胞 の グ ル コ ー ス 摂 取 に 対 す る 明 白 な 作 用 を 有 す る 。 Ｄ ｋ
ｋ － １ 処 理 筋 細 胞 は イ ン ス リ ン 処 理 に 抵 抗 力 が あ り 、 こ れ ら の 作 用 は わ ず か １ ８ 時 間 で 見
ら れ た 。 ２ 型 糖 尿 病 の 特 徴 で あ る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お
け る タ ン パ ク 質 の 活 性 、 リ ン 酸 化 及 び 発 現 レ ベ ル に よ り 影 響 さ れ 得 る 。 よ っ て 、 イ ン ビ ボ
及 び イ ン ビ ト ロ で の 筋 肉 で の Ｄ ｋ ｋ － １ 作 用 を 調 べ た 。
　 Ｌ ６ 筋 細 胞 で の 最 も 劇 的 な Ｄ ｋ ｋ － １ 作 用 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 重 要 な キ
ナ ー ゼ で あ る Ａ ｋ ｔ の イ ン ス リ ン 刺 激 活 性 化 が ５ ０ ％ 減 少 し た こ と で あ っ た 。 筋 肉 に Ｄ ｋ
ｋ － １ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 血 清 か ら の グ ル コ ー ス ク リ ア ラ ン
ス が 減 少 し た が 、 そ れ ら の イ ン ス リ ン 耐 性 は 変 化 し な か っ た 。 こ れ ら の 動 物 は ま た 成 長 遅
延 を 示 し 、 そ れ ら の 野 生 型 同 腹 仔 と 比 べ て 除 脂 肪 量 、 脂 肪 量 及 び 重 要 器 官 が 比 例 的 に 少 な
か っ た 。 グ ル コ ー ス ク リ ア ラ ン ス と 筋 肉 の Ａ ｋ ｔ イ ン ス リ ン 刺 激 活 性 化 に 対 す る Ｄ ｋ ｋ －
１ 作 用 は 、 ８ 日 間 Ｄ ｋ ｋ － １ を 静 脈 注 射 し た 後 の 動 物 で 観 察 で き た 。 こ れ ら の 動 物 は ま た
、 血 清 イ ン ス リ ン レ ベ ル が 低 下 し 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で は 血 清 イ ン ス リ ン レ ベ ル
に 作 用 が 見 ら れ な か っ た 。 Ｄ ｋ ｋ － １ は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 重 要 な 媒 介 物 質
で あ る Ａ ｋ ｔ の 阻 害 に よ り Ｌ ６ 細 胞 の 基 礎 的 及 び イ ン ス リ ン 刺 激 グ ル コ ー ス 摂 取 を 減 少 さ
せ た 。 Ｄ ｋ ｋ － １ の こ れ ら の 作 用 は Ｄ ｋ ｋ － １ 投 与 １ ８ 時 間 後 に の み 見 ら れ た 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ は イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ で の 筋 細 胞 分 化 に 顕 著 に 影 響 し た が 、 こ れ は 、 そ
の ア ン タ ゴ ニ ス ト が 筋 肉 の 再 生 及 び 修 復 に 有 用 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ｄ ｋ ｋ － １ 導 入 遺 伝 子 を 発 現 し て い る 動 物 は 身 体 が 小 さ く 、 種 々 の 期 間 の 重 量 が 比 例 的
に 減 少 し た 。 ど れ か １ つ の 理 論 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 こ れ ら の Ｄ ｋ ｋ － １ 作 用 は イ ン ス
リ ン （ 及 び お そ ら く Ｉ Ｇ Ｆ － １ ） 刺 激 Ａ ｋ ｔ 活 性 化 の 減 少 に よ り 媒 介 さ れ て い る よ う で あ
る 。 こ の こ と の 直 接 的 な 証 拠 は 、 Ａ ｋ ｔ １ 遺 伝 子 が 分 裂 し た マ ウ ス に 関 す る 研 究 （ Chen等
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, Genes and Development, 15: 2203-2208 (2001)） に あ る 。 こ れ ら の 動 物 は サ イ ズ が 小
さ く 、 出 生 時 の 体 重 が 少 な く 、 成 長 率 が 低 い が 、 そ れ ら の グ ル コ ー ス 代 謝 に は 影 響 が な い
。 ま た 、 Ａ ｋ ｔ は 成 長 ホ ル モ ン 受 容 体 と 核 と の シ グ ナ ル 伝 達 を 仲 介 す る （ Piwien-Pilipuk
等 , J. Biol. Chem., 276: 19664-19671 (2001)） 。 あ る い は 、 ど れ か １ つ の 理 論 に 限 定
さ れ る こ と な く 、 ｄ ｋ ｋ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 成 長 率 の 低 下 は 、 こ れ ら の 動 物 に
お け る グ ル コ ー ス 摂 取 の 減 少 と そ の 結 果 生 じ る 栄 養 素 有 効 性 及 び 代 謝 率 の 変 化 の 二 次 的 作
用 で あ り 得 る 。 Ａ ｋ ｔ は 筋 肉 の 肥 大 化 を 調 節 し 、 萎 縮 を 阻 止 し （ Bodine等 , Nature Cell 
Biology, 3; 1014-1019 (2001); Rommel等 , Nature Cell Biology, 3: 1009-1013 (2001)
） 、 ど れ か １ つ の 理 論 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 身 体 サ イ ズ に 対 す る Ｄ ｋ ｋ － １ 作 用 は Ａ ｋ
ｔ に 調 節 さ れ る 筋 肉 分 化 及 び ／ 又 は 再 生 に よ り 仲 介 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。
　 Ｄ ｋ ｋ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 減 少 し た 脂 肪 体 を 有 し 、 こ れ は Ｄ ｋ ｋ － １ が 脂
肪 細 胞 の 分 化 に 影 響 す る こ と を 示 唆 す る 。 ど れ か １ つ の 理 論 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 こ れ
は 周 知 の 脂 質 生 成 調 節 因 子 で あ る Ａ ｋ ｔ の 阻 害 に よ り 部 分 的 に 仲 介 さ れ 得 る （ Magun等 , E
ndocrinology, 137: 3590-3593 (1996)） 。
　 一 次 ３ Ｔ ３  Ｌ １ 前 脂 肪 細 胞 を 刺 激 し て Ｄ ｋ ｋ － １ の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で 分 化 さ せ 、
分 化 開 始 後 異 な る 日 数 で 細 胞 を 回 収 し 、 Ａ Ｐ ２ 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ 、 Ｃ Ｅ Ｂ Ｐ α 及 び Ｆ Ａ Ｓ と い
っ た 脂 肪 細 胞 分 化 の マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル に つ い て 転 写 物 を 分 析 し た 。 Ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 は
Ｆ Ａ Ｓ 及 び Ａ Ｐ ２ レ ベ ル を 変 化 さ せ な か っ た が 、 分 化 の ５ な い し ８ 日 目 で 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 処
理 細 胞 に お い て Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ レ ベ ル は ２ 倍 低 下 し 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ α レ ベ ル は １ 倍 低 下 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ は 脂 肪 細 胞 形 成 の 重 要 な 調 節 因 子 で あ り （ Hu等 , Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA, 92: 9856-9860 (1995); Hallakou等 , Diabetes, 46: 1393-99 (1997)） 、 受 容 体 の 転
写 活 性 の 増 加 を も た ら す 変 異 が 重 度 の 肥 満 患 者 で 確 認 さ れ て い る （ Ristow等 , N. Engl. J
. Med., 339: 953-959 (1998)） 。 加 え て 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ は ま た 筋 肉 の イ ン ス リ ン 感 受 性 の
調 節 に 重 要 な 役 割 を 果 た し 得 る 。 Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ の 発 現 は ２ 型 糖 尿 病 の 骨 格 筋 で 変 化 し （ Lovi
sacach等 , Diabetologia, 43: 304-311 (2000)） 、 そ の 転 写 活 性 を 低 下 さ せ る 変 異 が 重 度
の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 及 び ２ 型 糖 尿 病 を 患 う 個 体 で 確 認 さ れ て い る （ Barroso等 , Nature, 4
02: 880-883 (1999)） 。 し か し 、 ２ 型 糖 尿 病 に お け る Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ の 役 割 に つ い て の 最 も 有
力 な 証 拠 は 、 ヒ ト の ２ 型 糖 尿 病 治 療 に 許 可 さ れ て い る チ ア ゾ リ ジ ン ジ オ ン （ Ｔ Ｚ Ｄ ） 系 薬
（ グ リ タ ゾ ン ） （ ロ シ グ リ タ ゾ ン ／ Avandia及 び ピ オ グ リ タ ゾ ン ／ Actos） の 使 用 に あ る 。
こ れ ら の 薬 剤 は 、 骨 格 筋 で の グ ル コ ー ス 利 用 を 増 加 す る こ と に よ り イ ン ス リ ン 分 泌 を 刺 激
す る こ と な く 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 改 善 し 且 つ グ ル コ ー ス レ ベ ル を 低 下 す る 選 択 的 Ｐ Ｐ Ａ
Ｒ γ 作 動 薬 （ Forman等 , Cell, 83:803-812 (1995)） で あ る （ Olefsky及 び Saltiel, Trend
s Endo. and Metabolism, 11: 362-367 (2000); Willson等 , Annu. Rev. Biochem. 70: 3
41-67 (2001)参 照 ） 。
　 脂 肪 細 胞 分 化 は 構 成 的 活 性 Ａ ｋ ｔ に よ り 刺 激 さ れ る （ Magun等 , Endocrinology, 137: 3
590-3593 (1996)） 。 血 清 レ プ チ ン レ ベ ル は 脂 肪 組 織 量 に 依 存 し 、 Ａ ｋ ｔ に よ り 上 昇 調 節
さ れ る （ Barthel等 , Endocrinology, 138: 3559-3562 (1997)） 。 ｄ ｋ ｋ － １ ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 の 循 環 レ プ チ ン レ ベ ル の 低 下 は 、 ど れ か １ つ の 理 論 に 限 定 さ れ る こ と な く 、
脂 肪 量 の 減 少 及 び ／ 又 は 脂 肪 組 織 の Ａ ｋ ｔ 活 性 化 の 減 少 の 直 接 的 作 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 最 も よ く 研 究 さ れ て い る Ａ ｋ ｔ の 機 能 は 、 そ の グ ル コ ー ス 代 謝 に お け る 役 割 で あ る 。 イ
ン ス リ ン に 反 応 し て Ａ ｋ ｔ は Ｉ Ｒ Ｓ － １ 機 能 （ Paz等 , J. Biol. Chem., 274: 28816-2882
2 (1999)） と Ｇ Ｓ Ｋ ３ β の リ ン 酸 化 及 び 活 性 （ Ross等 , Mol. Cell. Biol., 19: 8433-844
1 (1999); Summers等 , J. Biol. Chem., 274: 17934-17940 (1999)） を 調 節 し 、 Ｇ Ｌ Ｕ Ｔ
－ ４ 構 成 成 分 を リ ン 酸 化 し 、 Ｇ Ｌ Ｕ Ｔ ４ の 細 胞 表 面 へ の 移 行 を 調 節 す る （ Kupriyanova及
び Kandror, J. Biol. Chem., 274: 1458-1464 (1999); Wang等 , Mol. Cell. Biol., 19: 
4008-4018 (1999)） 。 Ａ ｋ ｔ リ ン 酸 化 の 減 少 （ Krook等 , 1998, 上 掲 ） が 一 部 の ２ 型 糖 尿
病 対 象 体 の 骨 格 筋 と 肥 満 動 物 （ Carvalho等 , Diabetologia, 43: 1107-1115 (2000); Kim
等 , 上 掲 ; Shao等 , J. Endocrinol., 167: 107-115 (2000)） で 観 察 さ れ た 。 ま た 、 Ａ ｋ

10

20

30

40

50

(47) JP 2005-509402 A 2005.4.14



ｔ ２ 遺 伝 子 が 分 裂 し て い る マ ウ ス は ２ 型 糖 尿 病 表 現 型 を 有 す る （ Cho等 , Science, 292: 1
728-1731 (2000)） 。 さ ら に イ ン ビ ボ で の Ａ ｋ ｔ 活 性 化 は 、 グ ル コ ー ス 代 謝 の 変 化 を も た
ら す 様 々 な 状 態 、 例 え ば 高 血 糖 症 （ Kurowski等 , Diabetes, 48: 658-663 (1999); Nawano
等 , Biochem. Biophys. Res. Commun., 266: 252-256 (1999); Oku等 , 上 掲 ） 、 筋 肉 損 傷
（ Del Aguila等 , Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab., 279: E206-212 (2000)） 、 グ リ
コ ー ゲ ン 含 有 量 （ Derave等 , Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab., 279: E947-955 (200
0)） 及 び 高 脂 肪 食 （ Tremblay等 , Diabetes, 50: 1901-1910 (2001)） に よ り 影 響 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 分 化 及 び グ ル コ ー ス 代 謝 に お け る 役 割 に 加 え て 、 Ａ ｋ ｔ は 、 イ ン ス リ ン 分 泌 膵 臓 β 細 胞
の 増 殖 （ Holst等 , Biochem. Biophys. Res. Commun., 250: 181-186 (1998); Trumper等 ,
 Ann. N. Y. Acad. Sci., 921: 242-250 (2000); Tuttle等 , Nat. Med., 7: 1133-1137 (
2001); Bernal-Mizrachi等 , J. Clin. Invest., 108: 1631-1638 (2001)） 及 び 活 着 （ Aik
in等 , Biochem. Biophys. Res. Commun., 277: 455-461 (2000)） に 重 要 な 役 割 を 果 た す
と 考 え ら れ て い る 。 さ ら に イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 の 初 期 段 階 の 障 害 は 、 Ｐ Ｉ ３ － キ ナ ー
ゼ ／ Ａ ｋ ｔ 活 着 経 路 に 影 響 す る こ と に よ り β 細 胞 の 活 着 を 減 少 さ せ 且 つ イ ン ス リ ン の 抗 ア
ポ ト ー シ ス 作 用 に 対 す る 抵 抗 性 を も た ら し 得 る （ Federici等 , Faseb J., 15: 22-24 (200
1)） 。 β 細 胞 に お け る Ａ ｋ ｔ １ の 過 剰 発 現 の 結 果 、 β 細 胞 と 全 膵 島 量 の 両 方 が 顕 著 に 増 加
し 、 こ れ に は 血 清 イ ン ス リ ン レ ベ ル の 上 昇 、 グ ル コ ー ス 耐 性 の 改 善 、 及 び ス ト レ プ ト ゾ ト
シ ン 誘 発 糖 尿 病 へ の 抵 抗 性 が 伴 う （ Tuttle等 , 上 掲 ; Bernal-Mizrachi等 , 上 掲 ） 。
　 分 泌 イ ン ス リ ン レ ベ ル の 顕 著 な 低 下 が 、 こ こ で で は Ｄ ｋ ｋ － １ 注 入 の ８ 日 後 に 観 察 さ れ
、 筋 肉 で ｄ ｋ ｋ － １ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る 影 響 で は よ り 少
な か っ た 。 ど れ か １ つ の 理 論 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 Ａ ｋ ｔ の 阻 害 に よ る 膵 臓 β 細 胞 生 存
に 対 す る 直 接 的 な 影 響 の 結 果 、 注 射 さ れ た 動 物 で の 影 響 が よ り 強 く な っ た が 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 で は 、 代 償 性 の 機 構 に よ っ て 又 は 筋 肉 で の Ｄ ｋ ｋ － １ の よ り 局 所 的 な 作 用 に
よ っ て イ ン ス リ ン レ ベ ル の 差 違 は が よ り 小 さ い こ と が あ り 得 る 。 Ａ ｋ ｔ が 島 細 胞 の 増 殖 と
イ ン ス リ ン 産 生 を 刺 激 す る こ と で 知 ら れ て い る こ と と 、 本 明 細 書 の デ ー タ が Ｄ ｋ ｋ － １ 投
与 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は イ ン ス リ ン レ ベ ル が よ り 低 い こ と を 初 め て 示 し た こ と
に よ っ て 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト は 低 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に 有 用 で あ り 、 逆 に Ｄ ｋ
ｋ － １ 自 体 は 高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
結 論
　 Ｄ ｋ ｋ － １ は 、 筋 肉 で タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で そ う
で あ っ た よ う に Ｌ ６ 筋 細 胞 の グ ル コ ー ス 代 謝 に 影 響 し た 。 筋 細 胞 を Ｄ ｋ ｋ － １ で 処 理 し た
結 果 、 基 礎 的 及 び イ ン ス リ ン 刺 激 グ ル コ ー ス 摂 取 が 減 少 し た 。 こ の 作 用 は 短 期 的 及 び 長 期
的 処 理 後 に 観 察 さ れ 、 こ の こ と は 、 ど れ か １ つ の 理 論 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 Ｄ ｋ ｋ － １
が イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル 及 び 活 性 化 の 両 方 に 影 響 し 得 る こ
と を 示 す 。 該 観 察 と 一 致 し て 、 タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
は グ ル コ ー ス 耐 性 が 低 下 し た が 、 血 清 イ ン ス リ ン レ ベ ル に は 影 響 が な か っ た 。 さ ら に 、 Ｄ
ｋ ｋ － １ 投 与 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は イ ン ス リ ン レ ベ ル が よ り 低 か っ た 。 Ｄ ｋ ｋ －
１ は ま た 筋 細 胞 の 分 化 を 促 進 し た 。 結 果 と し て 、 Ｄ ｋ ｋ － １ は 体 重 と 脂 肪 を 減 少 さ せ る と
考 え ら れ る 。 上 述 の 観 察 は 、 Ｄ ｋ ｋ － １ が 筋 肉 の 変 性 、 ほ と ん ど の 種 類 の Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ の 重
要 な 特 徴 で あ る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 及 び 低 イ ン ス リ ン 血 症 を 誘 発 し 、 体 重 減 量 又 は 脂 肪 組
織 及 び 細 胞 の 減 少 を 促 進 す る こ と を 示 す 。 よ っ て 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト は イ ン ス リ
ン 抵 抗 性 、 低 イ ン ス リ ン 血 症 及 び 筋 肉 の 変 性 の 治 療 に 有 用 で あ り 、 Ｄ ｋ ｋ － １ は 肥 満 及 び
高 イ ン ス リ ン 血 症 の 治 療 に 有 用 で あ る と と も に 、 こ の よ う な 状 態 を 測 定 す る 際 の 診 断 上 の
マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。 ま た 、 Ｄ ｋ ｋ － １ ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 米 国 特 許 第 6,187,991
号 に 開 示 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 モ デ ル に お け る 糖 尿 病 表 現 型 の 進 行 を 阻 害 す る こ と が
期 待 さ れ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ０ ３ 】
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抗 Ｄ ｋ ｋ － １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発
　 ５ 匹 の 雌 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス （ Charles River Laboratories, Wilmington, DE） を 、 バ
キ ュ ロ ウ ィ ル ス で 発 現 さ れ （ WO99/46281） Ｒ ｉ ｂ ｉ ア ジ ュ バ ン ト （ Ribi Immunochem Rese
arch, Inc., Hamilton, MO） で 希 釈 さ れ た 精 製 組 換 え ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ 付 （ Ｈ Ｉ Ｓ ８ ）
ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ を 用 い て 過 免 疫 化 し た 。 一 匹 の 動 物 に つ き ５ ０ μ ｌ を 足 蹠 か ら 投 与 し 、 動
物 を 週 に ２ 回 免 疫 化 し た 。 ５ 回 注 射 後 、 高 い 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 力 価 を 示 す ５ 匹 の マ ウ ス の
リ ン パ 節 か ら の Ｂ 細 胞 と 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 （ X63.Ag8.653; American Type Culture Col
lection, Manassas, VA） と を 、 Kohler及 び Milstein, 上 掲 、 及 び Hongo等 , Hybridoma, 1
4: 253-260 (1995)に 記 載 の 手 順 で 融 合 し た 。 １ ０ － １ ４ 日 後 、 上 清 を 回 収 し 、 直 接 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ に よ り 抗 体 産 生 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 限 界 希 釈 法 に よ る ２ 回 目 の サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ 後 に 最 も 高 い 免 疫 結 合 を 示 し 、 下 記 の Ａ Ｔ Ｃ Ｃ で 寄 託 さ れ た ７ 個 の ポ ジ テ ィ ブ ク
ロ ー ン を 、 Ｍ Ａ ｂ の イ ン ビ ボ 生 産 の た め に Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｔ Ａ Ｎ Ｅ (商 品 名 )２ ,６ ,１ ０ ,１ ４ －
テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ カ ン (tetramethylpentacane)（ ア ル ド リ ッ チ ケ ミ カ ル 社 ） － 初 回 刺 激
を 受 け た マ ウ ス （ Freund及 び Blair, J. Immunol., 129: 2826-2830 (1982)） に 注 入 し た
。 腹 水 を プ ー ル し 、 Hongo等 , 上 掲 に 記 載 さ れ る よ う に プ ロ テ イ ン Ａ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー （ PHARMACIA(商 品 名 )高 速 タ ン パ ク 質 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ［ Ｆ Ｐ Ｌ Ｃ
］ ； フ ァ ル マ シ ア ＆ ア ッ プ ジ ョ ン 社 ） に よ り 該 腹 水 プ ー ル を 精 製 し た 。 精 製 抗 体 調 製 物 を
無 菌 濾 過 し （ ０ ． ２ － μ ｍ ポ ア サ イ ズ ; Nalgene, Rochester NY） 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩
水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で ４ ℃ で 保 存 し た 。
　 ７ つ の 抗 体 調 製 物 全 て が ウ ェ ス タ ン 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 で Ｄ ｋ ｋ － １ に 結 合 し た 。
　 Ｌ ６ 細 胞 を 分 化 さ せ 、 Ｄ ｋ ｋ － １ 非 存 在 下 （ コ ン ト ロ ー ル ） 又 は ４ ０ ｎ Ｍ の Ｄ ｋ ｋ － １
存 在 下 （ ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 量 で 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 １ Ｇ １ ． ２ Ｄ １ ２ ． ２ Ｄ １ １ （ Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ０ ８ ６ ） を プ ラ ス 又 は マ イ ナ ス ） で ４ ８ 時 間 処 理 し た 。 Ｌ ６ 細 胞 の
基 礎 的 な 及 び イ ン ス リ ン 刺 激 で の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に 測 定 し
た 。 図 １ ７ は 、 イ ン ス リ ン の 非 存 在 下 及 び 存 在 下 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Ｌ ６ 細 胞 の グ ル
コ ー ス 取 り 込 み の Ｄ ｋ ｋ － １ 媒 介 性 減 少 を 中 和 し た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
材 料 の 寄 託
　 次 の 材 料 を ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン ,１ ０ ８ ０ １ 　 ユ ニ バ ー シ
テ ィ ー  ブ ル バ ー ド , マ ナ サ ッ ス , バ ー ジ ニ ア , ２ ０ １ １ ０ － ２ ２ ０ ９  ア メ リ カ 合 衆 国 （
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に 寄 託 し た ：
材 料 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ATCC寄 託 番 号 　 寄 託 日
DKK1.MAB3139.8C11.2G11.1D1　 PTA-3084　 　 　 2001年 2月 21日
DKK1.MAB3143.4C7.2H10.2G1　  PTA-3085　 　 　 2001年 2月 21日
DKK1.MAB3142.1G1.2D12.2D11　 PTA-3086　 　 　 2001年 2月 21日
DKK1.MAB3141.5B12.2C5.2A5　  PTA-3087　 　 　 2001年 2月 21日
DKK1.MAB3138.7C11.2H6.2A8　  PTA-3088　 　 　 2001年 2月 21日
DKK1.MAB3140.7B2.2A6.2H4　 　 PTA-3089　 　 　 2001年 2月 21日
DKK1.MAB3144.5A2.2A8.1C3　 　 PTA-3097　 　 　 2001年 2月 21日
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の 寄 託 は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 及 び そ
の 規 則 (ブ ダ ペ ス ト 条 約 )の 規 定 に 従 っ て 行 わ れ た 。 こ れ は 、 寄 託 の 日 付 か ら ３ ０ 年 間 、 寄
託 の 生 存 可 能 な 培 養 が 維 持 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。 寄 託 物 は ブ ダ ペ ス ト 条 約 の
条 項 に 従 い 、 ま た ジ ェ ネ ン テ ク 社 と Ａ Ｔ Ｃ Ｃ と の 間 の 合 意 に 従 い 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 す る
こ と が で き 、 こ れ は 、 ど れ が 最 初 で あ ろ う と も 、 関 連 し た 米 国 特 許 の 発 行 時 又 は 任 意 の 米
国 又 は 外 国 特 許 出 願 の 公 開 時 に 、 寄 託 培 養 物 の 後 代 を 永 久 か つ 非 制 限 的 に 入 手 可 能 と す る
こ と を 保 証 し 、 米 国 特 許 法 第 １ ２ ２ 条 及 び そ れ に 従 う 特 許 庁 長 官 規 則 (特 に 参 照 番 号 886 O
G 638の 37CFR第 1.14条 を 含 む )に 従 っ て 権 利 を 有 す る と 米 国 特 許 庁 長 官 が 決 定 し た 者 に 子
孫 を 入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。
　 本 出 願 の 譲 受 人 は 、 寄 託 し た 材 料 が 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ て い た 場 合 に 死 亡 も し く
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は 損 失 又 は 破 壊 さ れ た な ら ば 、 材 料 は 通 知 時 に 同 一 の 他 の も の と 即 座 に 取 り 替 え る こ と に
同 意 す る 。 寄 託 材 料 の 入 手 可 能 性 は 、 特 許 法 に 従 い あ ら ゆ る 政 府 の 権 限 下 で 認 め ら れ た 権
利 に 違 反 し て 、 本 発 明 を 実 施 す る ラ イ セ ン ス で あ る と み な さ れ る も の で は な い 。
　 上 記 の 文 書 に よ る 明 細 書 は 、 当 業 者 に 本 発 明 を 実 施 で き る よ う に す る た め に 十 分 で あ る
と 考 え ら れ る 。 寄 託 し た 態 様 は 、 本 発 明 の あ る 側 面 の 一 つ の 説 明 と し て 意 図 さ れ て お り 、
機 能 的 に 等 価 な あ ら ゆ る 作 成 物 が こ の 発 明 の 範 囲 内 に あ る た め 、 寄 託 さ れ た 作 成 物 に よ り
、 本 発 明 の 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ こ で の 物 質 の 寄 託 は 、 こ こ に 含 ま れ る 文 書
に よ る 説 明 が 、 そ の ベ ス ト モ ー ド を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 側 面 の 実 施 を 可 能 に す る た め に
不 十 分 で あ る こ と を 認 め る も の で は な い し 、 そ れ が 表 す 特 定 の 例 証 に 対 し て 請 求 の 範 囲 を
制 限 す る も の と 解 釈 さ れ る も の で も な い 。 実 際 、 こ こ に 示 し 記 載 し た も の に 加 え て 、 本 発
明 を 様 々 に 改 変 す る こ と は 、 前 記 の 記 載 か ら 当 業 者 に と っ て は 明 ら か な も の で あ り 、 添 付
の 請 求 の 範 囲 内 に 入 る も の で あ る 。
　 本 発 明 の 原 理 、 実 施 態 様 及 び 実 施 例 は 前 記 の 説 明 に 記 載 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 そ
れ ら は 制 限 的 な も の で は な く 、 む し ろ 例 示 的 な も の と み な さ れ る べ き で あ る の で 、 こ こ で
保 護 さ れ る こ と を 目 的 と す る 発 明 は 、 記 載 さ れ た 特 定 の 形 態 に 限 定 さ れ て 解 釈 さ れ る べ き
で は な い 。 当 業 者 に よ れ ば 、 本 発 明 の 精 神 か ら 逸 脱 し な い で 変 形 及 び 変 更 を 行 う こ と が で
き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 様 々 な 成 人 ヒ ト 組 織 に お け る Ｄ ｋ ｋ － １ の 相 対 的 発 現 レ ベ ル を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス で 発 現 さ れ た ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ の ゲ ル と そ の ク リ ッ ピ ン
グ を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ Ａ は 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ （ 黒 い 棒 ） が ２ 、 ６ 及 び ２ ６ 時 間 に わ た っ て Ｌ ６ 筋 細
胞 の 基 礎 グ ル コ ー ス 摂 取 に 与 え る 影 響 を 示 す 。 図 ３ Ｂ 及 び ３ Ｃ は そ れ ぞ れ 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ －
１ が Ｌ ６ 筋 細 胞 の 基 礎 グ ル コ ー ス 摂 取 （ 白 い 棒 ） 及 び ３ ０ ｎ Ｍ の イ ン ス リ ン で 刺 激 さ れ た
グ ル コ ー ス 摂 取 （ 黒 い 棒 ） に 与 え る 影 響 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ は 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ （ 黒 い 棒 ） が 分 化 の 異 な る 段 階 に お い て 基 礎 及 び イ ン
ス リ ン 依 存 性 グ ル コ ー ス 摂 取 に 与 え る 影 響 を 示 す 。 図 ４ Ｂ は 、 ４ ８ 時 間 処 理 で ヒ ト Ｄ ｋ ｋ
－ １ が 基 礎 及 び イ ン ス リ ン 依 存 性 グ ル コ ー ス 摂 取 （ ％ コ ン ト ロ ー ル と し て 表 示 ） に 与 え る
影 響 を 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ 濃 度 （ ｎ Ｍ ） の 関 数 と し て 示 し た も の で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ Ａ － ５ Ｂ は そ れ ぞ れ 、 イ ン ス リ ン を 用 い た 場 合 （ 黒 い 棒 ） 及 び 用 い な い 場 合
（ 白 い 棒 ） に 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ が ４ ８ 時 間 （ 図 ５ Ａ ） 及 び ９ ６ 時 間 （ 図 ５ Ｂ ） で の Ｌ ６ 筋
細 胞 の グ リ コ ー ゲ ン へ の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み に 与 え る 影 響 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ Ａ － ６ Ｅ は 、 ４ ０ ｎ Ｍ の ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ が 、 Ｌ ６ 筋 細 胞 の Ｍ ｙ ｏ Ｄ （ 図 ６ Ａ
） 、 Ｍ Ｌ Ｃ ２ （ 図 ６ Ｂ ） 、 ミ オ シ ン 重 鎖 （ 図 ６ Ｃ ） 、 ミ オ ゲ ニ ン （ 図 ６ Ｄ ） 、 及 び Ｐ ａ ｘ
３ （ 図 ６ Ｅ ） の 発 現 レ ベ ル に 与 え る 影 響 を 示 す 。 ひ し 形 が コ ン ト ロ ー ル で 、 四 角 形 が Ｄ ｋ
ｋ － １ で あ る 。 星 印 １ つ が ｐ ＜ ０ ． ０ １ で 、 星 印 ２ つ が ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ５ 、 ｎ ＝ ３ で あ る 。
【 図 ７ 】 ５ 日 目 （ 白 い 棒 ） と ７ 日 目 （ 黒 い 棒 ） に 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ が Ｌ ６ 筋 細 胞 の イ ン ス
リ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 様 々 な 遺 伝 子 の 発 現 に 与 え る 影 響 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ Ａ － ８ Ｄ は 、 イ ン ス リ ン 刺 激 が な い 場 合 又 は １ ｎ Ｍ の イ ン ス リ ン で 刺 激 さ れ
た 場 合 に 、 ４ ０ ｎ Ｍ の ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ （ 黒 い 棒 ） が 処 理 の ４ ８ 時 間 後 に Ｌ ６ 筋 細 胞 の Ｐ Ｄ
Ｋ － １ （ 図 ８ Ａ ） 、 Ｇ Ｓ Ｋ ３ β （ 図 ８ Ｂ ） 、 Ｓ ６ キ ナ ー ゼ （ 図 ８ Ｃ ） 及 び Ａ ｋ ｔ （ 図 ８ Ｄ
） に 与 え る 影 響 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ Ａ 及 び ９ Ｂ は そ れ ぞ れ 、 ４ ８ 時 間 及 び ９ ６ 時 間 処 理 後 に 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ が
、 ３ Ｔ ３  Ｌ １ 細 胞 （ 脂 肪 細 胞 ） の 基 礎 グ ル コ ー ス 摂 取 （ 白 い 棒 ） 及 び ３ ０ ｎ Ｍ の イ ン ス
リ ン で 刺 激 さ れ た グ ル コ ー ス 摂 取 （ 黒 い 棒 ） に 与 え る 影 響 を 示 し 、 図 ９ Ｃ 及 び ９ Ｄ は そ れ
ぞ れ 、 ４ ８ 時 間 及 び ９ ６ 時 間 処 理 後 に 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ が イ ン ス リ ン 刺 激 後 の 脂 質 へ の グ
ル コ ー ス の 取 り 込 み に 与 え る 影 響 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 １ ０ Ａ － １ ０ Ｄ は そ れ ぞ れ 、 脂 肪 細 胞 分 化 の 間 の ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 ３ Ｔ ３  
Ｌ １ 細 胞 に お け る Ｐ Ｐ Ａ Ｒ γ 、 Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ α 、 Ａ Ｐ ２ 及 び 脂 肪 酸 シ ン タ ー ゼ （ Ｆ Ａ Ｓ ） 転
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写 物 の 相 対 レ ベ ル を 示 し 、 黒 い ひ し 形 が コ ン ト ロ ー ル 、 白 い 四 角 形 が Ｄ ｋ ｋ － １ で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ Ａ は 、 生 理 食 塩 水 （ ひ し 形 ） と ０ ． ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ （ 三
角 形 ） を 静 脈 注 射 し た 雌 の Ｆ Ｖ Ｂ マ ウ ス に グ ル コ ー ス を ボ ー ラ ス し た 後 の 時 間 の 関 数 と し
て 、 血 糖 レ ベ ル を 示 し た も の で あ る 。 図 １ １ Ｂ は 、 生 理 食 塩 水 （ コ ン ト ロ ー ル ） 、 ０ ． ０
５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 の ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ 、 及 び ０ ． ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 の ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ を 静 脈
注 射 し た 雌 の Ｆ Ｖ Ｂ マ ウ ス の イ ン ス リ ン レ ベ ル を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ Ａ は 、 コ ン ト ロ ー ル （ 白 い 棒 ） と ０ ． ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 の ヒ ト Ｄ ｋ ｋ －
１ （ 黒 い 棒 ） を 注 射 し た マ ウ ス に お け る 筋 肉 分 化 の 様 々 な マ ー カ ー の 発 現 に 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ
－ １ が 与 え る 影 響 を 示 す 。 図 １ ２ Ｂ は 、 イ ン ス リ ン 無 し 、 ３ ３ ｎ Ｍ の イ ン ス リ ン 、 及 び １
０ ０ ｎ Ｍ の イ ン ス リ ン を 静 脈 注 射 し た マ ウ ス の リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 量 を 示 し 、 コ ン ト ロ ー ル
が 白 い 棒 （ ｎ ＝ ４ ） 、 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ が 黒 い 棒 （ ｎ ＝ ５ ） で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ Ａ は 、 新 生 ／ 若 齢 の 雄 及 び 雌 の コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス （ 白 い 棒 ） 及 び Ｄ ｋ
ｋ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ 黒 い 棒 ） の 体 重 を 示 す 。 図 １ ３ Ｂ は 、 標 準 食 を 与 え ら
れ た コ ン ト ロ ー ル （ Ｃ ） 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク （ Ｔ Ｇ ） の 雌 及 び 雄 マ ウ ス の 成 長 曲 線 を
示 し 、 メ ス （ Ｃ ） が ひ し 形 、 雌 （ Ｔ Ｇ ） が 四 角 形 、 雄 （ Ｃ ） が 三 角 形 、 及 び 雄 （ Ｔ Ｇ ） が
円 形 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ Ａ 及 び １ ４ Ｂ は そ れ ぞ れ 、 雄 及 び 雌 の コ ン ト ロ ー ル （ 白 い 棒 ） 及 び ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク （ 黒 い 棒 ） マ ウ ス の 脂 肪 体 重 量 を 示 す 。 図 １ ４ Ｃ 及 び １ ４ Ｄ は 、 雄 及 び 雌
の コ ン ト ロ ー ル 及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 通 常 時 及 び 空 腹 時 に お け る レ プ チ ン の 血
清 レ ベ ル を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ Ａ は 、 雌 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス （ ひ し 形 ） 、 雄 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス （ 三 角
形 ） 、 雌 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ 四 角 形 ） 及 び 雄 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ 円 形 ）
の 成 長 曲 線 を 示 す 。 図 １ ５ Ｂ 及 び １ ５ Ｃ は そ れ ぞ れ 、 雄 及 び 雌 の コ ン ト ロ ー ル （ 白 い 棒 ）
及 び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク （ 黒 い 棒 ） マ ウ ス の 脂 肪 体 重 量 を 示 す 。 図 １ ５ Ｄ は 、 雌 及 び 雄 の
コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス （ 白 い 棒 ） 及 び Ｄ ｋ ｋ － １ 処 理 マ ウ ス （ 黒 い 棒 ） の 非 空 腹 時 の レ プ チ
ン レ ベ ル を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ Ａ 及 び １ ６ Ｂ は そ れ ぞ れ 、 雄 及 び 雌 マ ウ ス の 血 糖 レ ベ ル を 、 グ ル コ ー ス
を ボ ー ラ ス し た 後 の 時 間 の 関 数 と し て 示 し た も の で あ り 、 ひ し 形 が Ｍ Ｄ Ｋ Ｋ － １ マ ウ ス 、
図 １ ６ Ａ に お い て は 三 角 形 が コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス 、 図 １ ６ Ｂ に お い て は 四 角 形 が コ ン ト ロ
ー ル マ ウ ス で あ る 。 図 １ ６ Ｃ 及 び １ ６ Ｄ は そ れ ぞ れ 、 コ ン ト ロ ー ル 及 び Ｄ ｋ ｋ － １ ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク の 雌 及 び 雄 マ ウ ス に お け る イ ン ス リ ン 耐 性 を 示 し 、 ひ し 形 が 雌 コ ン ト ロ ー ル
、 四 角 形 が 雌 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 三 角 形 が 雄 コ ン ト ロ ー ル 、 そ し て 円 形 が 雄 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 。 図 １ ６ Ｅ は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス の グ ル
コ ー ス 誘 導 性 血 清 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 示 し 、 白 い 棒 が 雌 、 黒 い 棒 が 雄 マ ウ ス で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 イ ン ス リ ン の 非 存 在 下 及 び 存 在 下 で 、 抗 ヒ ト Ｄ ｋ ｋ － １ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 が 、 Ｌ ６ 細 胞 の グ ル コ ー ス 摂 取 の Ｄ ｋ ｋ － １ 媒 介 性 減 少 に 与 え る 影 響 を 示 し 、 コ
ン ト ロ ー ル Ｌ ６ 細 胞 が 白 い 棒 、 ４ ０ ｎ Ｍ の Ｄ ｋ ｋ － １ を 有 す る Ｌ ６ 細 胞 が 黒 い 棒 、 ４ ０ ｎ
Ｍ の Ｄ ｋ ｋ － １ と ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 抗 Ｄ ｋ ｋ － １ 抗 体 を 有 す る Ｌ ６ 細 胞 が 一 番 右 側 の 灰
色 の 棒 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

(55) JP 2005-509402 A 2005.4.14



【 国 際 調 査 報 告 】
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