
(57)【要約】
　本発明の実施態様は、ヒト成長ホルモン（ hGH）療法を必要とする症状の治療の改善方
法を提供し、それによって hGHの有益な作用（例えば発育促進および脂肪分解）は維持さ
れ、望ましくない特性は軽減または排除される。特に、 hGH治療の乳汁産生副作用が軽減
される治療方法を目的とする。前記改善方法は、従来 hGHを用いて治療される症状または h
GHで治療されるべき潜在性を有する症状の治療において、成長ホルモン変種、 20kDa hGH-
Vを使用することを含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 哺 乳 動 物 に 20kDa hGH-Vま た は 20kDa hGH-Vと 実 質 的 に 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 医 薬 的
に 有 効 な 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 動 物 で 症 状 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 症 状 が 成 人 期 開 始 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 症 で あ る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 症 状 が 小 児 期 開 始 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 症 で あ る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 症 状 が 嚢 胞 性 線 維 症 で あ る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 症 状 が 骨 粗 し ょ う 症 で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 症 状 が 骨 格 の 形 成 異 常 で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 症 状 が 慢 性 腎 不 全 で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 症 状 が う つ 病 で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 症 状 が 記 憶 低 下 で あ る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 症 状 が 異 化 作 用 促 進 状 態 で あ る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 症 状 が 食 欲 不 振 で あ る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 症 状 が 高 血 圧 で あ る 、 請 求 項 1の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 20kDa hGH-Vお よ び 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 20kDa hGH-V、 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 お よ び 結 合 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 20kDa hGH-V、 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 お よ び カ プ セ ル を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 患 者 に 20kDa hGH-Vを 投 与 す る こ と を 含 む 、 成 長 ホ ル モ ン 療 法 を 必 要 と す る 患 者 を 治 療
す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 投 与 の 工 程 が 、 20kDa hGH-Vを 生 成 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー を 投 与 す る こ と を 含
む 、 請 求 項 16の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 内 に 存 在 す る 、 請 求 項 17の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 発 現 ベ ク タ ー が 患 者 の 細 胞 内 に 存 在 す る 、 請 求 項 17の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 成 長 ホ ル モ ン 療 法 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 20kDa hGH-Vを 含 む 組 成 物 を 投 与 す る こ と を
含 む 、 成 長 ホ ル モ ン 療 法 に 付 随 す る 乳 汁 産 生 作 用 を 軽 減 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 投 与 工 程 が 、 20kDa hGH-Vを 生 成 す る こ と が で き る 複 製 可 能 な ベ ク タ ー を そ の 中 に
有 す る 細 胞 を 前 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 20の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
：

　 本 出 願 は 下 記 出 願 に 対 し 優 先 権 を 主 張 す る ： 米 国 仮 特 許 出 願 60/496,970号 （ 2003年 8月 2
0日 出 願 、 発 明 者 Peter Gluckman and Stewart Gilmour、 発 明 の 名 称 “ Enhanced Growth H
ormone Therapy Using a 20kDa Placental Variant of Growth Hormone” （ Attorney Doc
ket No: ERNZ 1016 US0 DBB） ） 。 前 記 出 願 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 成 長 ホ ル モ ン が 望 ま し い 治 療 方 法 と な る 症 状 （ condition） お よ び 疾 患 （ dis
ease） に 関 す る 。 特 に 本 発 明 は 、 変 種 の 成 長 ホ ル モ ン が 用 い ら れ る 症 状 お よ び 疾 患 の 治 療
に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 20キ ロ ダ ル ト ン の 胎 盤 性 成 長 ホ ル モ ン 変 種 （ “ 20
kDa hGH-V” ） が 用 い ら れ る 症 状 お よ び 疾 患 の 治 療 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 2つ の 遺 伝 子 に よ っ て 生 成 さ れ る 、 い く つ か の 天 然 に 存 在 す る 成 長 ホ ル モ ン の ア イ ソ フ
ォ ー ム が 存 在 す る 。 １ つ の 遺 伝 子 は 下 垂 体 で 発 現 さ れ る ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン -N（ “ hGH-N”
、 “ hGH-1” と し て も 知 ら れ て い る ） で あ り 、 1つ は 胎 盤 で 発 現 さ れ る ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン -
変 種 （ “ hGH-V” 、 “ hGH-2” と し て も 知 ら れ て い る ） で あ る 。 hGH-Nの 主 要 形 態 は 、 191ア
ミ ノ 酸 か ら 成 る 22kDaタ ン パ ク 質 で あ る 。 hGH-Nの 第 二 の 形 態 は 同 じ 遺 伝 子 の ま た 別 の ス プ
ラ イ シ ン グ に よ っ て 生 成 さ れ 、 こ の ス プ ラ イ シ ン グ は 、 22kDaの hGHの ア ミ ノ 酸 32－ 46に 対
応 す る 領 域 の 欠 損 を 生 じ て 20kDaタ ン パ ク 質 （ 20kDa hGH-N） を 生 成 す る （ 米 国 特 許 6,399,
565号 お よ び 6,436,674号 ） 。 hGH-Nの 種 々 の 他 の ス プ ラ イ ス 変 種 が 開 示 さ れ て い る （ 米 国
特 許 4,670,393号 お よ び 5,962,411号 ） 。
　 hGH-V遺 伝 子 は 22kDaの hGH-Vア イ ソ フ ォ ー ム を コ ー ド し 、 前 記 は ホ ル モ ン 配 列 の 全 体 を
通 し て 種 々 の 位 置 に 存 在 す る 13の ア ミ ノ 酸 が 22kDa hGH-Nと 異 な っ て い る （ 米 国 特 許 4,670
,393号 ） 。 22kDa hGH-Vは 胎 盤 に よ っ て 分 泌 さ れ 、 妊 娠 中 期 の 母 体 血 清 に 出 現 す る 。 こ の
変 種 の 正 確 な 機 能 は ま だ 解 明 さ れ て い な い が 、 胎 児 の 成 長 の 制 御 お よ び 発 育 に お け る 役 割
を 果 た す と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】

　 成 長 ホ ル モ ン 療 法 は 低 身 長 を 含 む 多 様 な 症 状 の 治 療 に 用 い ら れ る 。 発 育 に 対 す る GHの 作
用 は “ 体 形 成 作 用 ” と 称 さ れ る 。 し か し な が ら 、 通 常 の GH療 法 は 、 例 え ば 末 梢 浮 腫 お よ び
水 分 貯 留 、 乳 汁 産 生 作 用 、 肝 障 害 並 び に 細 胞 障 害 を 含 む 有 害 な 副 作 用 を 受 け や す い 。 所 望
の 発 育 促 進 作 用 を 維 持 し な が ら 、 こ れ ら 副 作 用 を 除 去 す る か 、 ま た は 少 な く と も 軽 減 す る
方 法 を 確 立 す る こ と は 明 ら か に 有 益 で あ る 。 本 発 明 の 実 施 態 様 は 、 現 在 GH療 法 に 使 用 さ れ
て い る 22kDa hGH-Nと 異 な る 活 性 ス ペ ク ト ル を 有 す る 変 種 GHを 使 用 す る こ と に よ り 、 GH療
法 の 副 作 用 を 減 少 さ せ る 方 法 を 含 む 。 こ の 変 種 は 通 常 療 法 の 有 益 な 作 用 （ 例 え ば 発 育 促 進
お よ び 脂 肪 分 解 ） を 提 供 す る が 、 望 ま し く な い 特 性 は 軽 減 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は
、 従 来 は hGH で 治 療 さ れ る か ま た は hGHで 治 療 さ れ る 潜 在 性 を 有 す る 症 状 の 治 療 に 20kDa h
GH-Vを 使 用 す る こ と を 目 的 と す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 hGH治 療 の 乳 汁 産 生 副 作 用 が 軽 減 さ
れ る 治 療 方 法 を 目 的 と す る 。
　 本 発 明 の 実 施 態 様 は ま た 、 予 防 的 ま た は 治 療 的 目 的 の た め に 哺 乳 動 物 で 成 長 ホ ル モ ン レ
ベ ル を 高 め る 方 法 を 含 む 。 前 記 方 法 は 、 医 薬 的 に 有 効 な 量 の GH変 種 20kDa hGH-Vま た は 実
質 的 に 20kDa hGH-Vと 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 。
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 こ の 変 種 は GHの 発 育 促 進 能 力 を 誘 発 す る が 、 通 常 の GH療 法 の 望 ま し
く な い 作 用 を 誘 発 す る 能 力 は 低 い 。 こ れ ら の 望 ま し く な い 作 用 に は 糖 尿 病 誘 発 性 お よ び 乳
汁 産 生 作 用 、 末 梢 浮 腫 、 肝 毒 性 お よ び 細 胞 障 害 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 20kDa hGH-Vは 外 因 的 に 生 成 さ れ 対 象 に 投 与 さ れ る 。 前 記 変 種 の サ
イ ズ を 考 慮 し て 、 前 記 は 好 ま し く は 適 切 な 宿 主 細 胞 で 前 記 変 種 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現
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に よ っ て 製 造 さ れ る 。 そ の よ う な 変 種 遺 伝 子 は GH遺 伝 子 の 位 置 特 異 的 変 異 導 入 に よ っ て 調
製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 変 種 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 適 切 な 宿 主 細 胞 を
治 療 さ れ る べ き 動 物 に 移 植 す る こ と が で き 、 変 種 遺 伝 子 の 発 現 誘 導 に よ っ て 20kDa hGH-V
生 成 物 （ 前 記 は 治 療 効 果 を 発 揮 す る こ と が で き る ） レ ベ ル を 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】

　
　 “ 形 質 転 換 ” は 、 DNAが 染 色 体 外 エ レ メ ン ト と し て ま た は 染 色 体 へ の 組 み 込 み に よ っ て
複 製 で き る よ う に DNAを 生 物 に 導 入 す る こ と を 意 味 す る 。 形 質 転 換 の 方 法 は 、 例 え ば Graha
m and van der Eb（ Virology 52:456-457 (1973)） の 方 法 ま た は DNAを 細 胞 に 導 入 す る た
め の 他 の 適 切 な 方 法 、 例 え ば 核 内 注 射 若 し く は プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 に よ る 方 法 で あ り え る
。 実 質 的 な 細 胞 壁 構 築 物 を 含 む 細 胞 、 例 え ば 原 核 細 胞 の 場 合 に は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
は 、 Cohenら （ Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 69:2110 (1972)） が 記 載 し た カ ル シ ウ ム
処 理 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 さ ら に 別 の 方 法 は 当 業 界 で 周 知 で あ り 、 以 下 の 文 献
で 見 出 す こ と が で き る ： Sambrook and Russell, Molecular Cloning Third Edition, Col
d Springs Harbor Laboratory Press, New York (2001)。
　 “ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ” は 、 い ず れ の コ ー ド 配 列 も 最 終 的 に 発 現 さ れ る か 否 か に か か
わ ら ず 、 DNAを 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と を 意 味 す る 。 細 胞 は 自 然 に は DNAを 取 り 込 ま な い の
で 、 多 様 な 技 術 方 法 が 遺 伝 子 の 移 転 を 促 進 す る た め に 利 用 さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
の 方 法 は 当 業 者 に は 知 ら れ て お り 、 例 え ば CaPO 4 お よ び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が 含 ま れ
る 。 さ ら に 別 の 方 法 も 当 業 界 で は 周 知 で 、 上 掲 書 （ Sambrook and Russell） で 見 出 す こ と
が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 “ 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 ” は 、 出 発 の ペ プ チ ド に 関 し て 変 種 ペ プ チ ド の 特 徴 に 実 質 的 に 影
響 を 与 え な い ア ミ ノ 酸 の 置 換 ま た は 欠 失 を 指 す 。 例 え ば 、 置 換 は 以 下 の 4つ の グ ル ー プ 内
で 実 施 す る こ と が で き る ： １ ） 陽 性 荷 電 残 基 、 例 え ば Arg、 Lys、 His； ２ ） 陰 性 荷 電 残 基
、 例 え ば Asn、 Asp、 Glu、 Gln； ３ ） 大 き な 脂 肪 族 残 基 、 例 え ば Ile、 Leu、 Val； ４ ） 大 き
な 芳 香 族 残 基 、 例 え ば Phe、 Tyr、 Trp。 保 存 的 置 換 の 更 な る 検 証 の た め に は 、 例 え ば 以 下
を 参 照 さ れ た い ： Livingstone and Barton, Comput. App. Biosci. 9(6):745-756 (1993)
。
　 “ 実 質 的 に 同 一 ” と い う こ と は 、 あ る ペ プ チ ド が 、 1つ 若 し く は 2つ の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、
置 換 ま た は 欠 失 が 実 施 さ れ た 配 列 、 ま た は 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 が 実 施 さ れ た 配 列 を 有 し 、
そ の 結 果 、 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 20kDa hGH-Vと 特 徴 お よ び 活 性 に お い て 実 質 的 に 相
違 せ ず 、 さ ら に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 :3と 少 な く と も 95%相 同 性 を 有 す る 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド を 指 す 。 “ 実 質 的 に 同 一 ” と は ま た 、 遺 伝 暗 号 の リ ダ ン ダ ン シ ー に よ る “ サ イ レ
ン ト ” な 相 違 に よ っ て 第 一 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 相 違 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 指
す （ 例 え ば そ の 場 合 、 相 違 は ア ミ ノ 酸 に お け る 変 化 を 全 く 生 じ な い ） 。 ま た 別 に は 、 “ 実
質 的 に 同 一 ” の 配 列 は 、 第 一 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 鎖 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 （ 例 え ば 0.1 SSC、 60℃ で 1時 間 ） で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 で あ る 。 他 の 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー も 選 択 す る こ と が で き 、 そ れ ら は な お 高
い 厳 密 性 を 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 維 持 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 “ hGH-N” は ヒ ト 下 垂 体 成 長 ホ ル モ ン を 指 す 。
　 “ hGH-V” は ヒ ト 胎 盤 性 成 長 ホ ル モ ン を 指 す 。
　 “ PRL” は プ ロ ラ ク チ ン を 指 す 。
　 “ PRLR” は プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー を 指 す 。
　 “ 20kDa hGH-V” は 、 配 列 番 号 :7の ア ミ ノ 酸 配 列 若 し く は 配 列 番 号 :3の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を も つ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 配 列 番 号 :7の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的
に 同 一 若 し く は 配 列 番 号 :3の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す
。
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発 明 の 詳 細 な 説 明
定 義 ：



　 “ 20kDa hGH-N” は 、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 若 し く は 配 列 番 号 :4の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を も つ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 配 列 番 号 :8の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的
に 同 一 若 し く は 配 列 番 号 :4の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す
。
　 “ 22kDa hGH-V” は 、 配 列 番 号 :5の ア ミ ノ 酸 配 列 若 し く は 配 列 番 号 :1の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を も つ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 配 列 番 号 :5の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的
に 同 一 若 し く は 配 列 番 号 :1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す
。
　 “ 22kDa hGH-N” は 、 配 列 番 号 :6の ア ミ ノ 酸 配 列 若 し く は 配 列 番 号 :2の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を も つ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 配 列 番 号 :6の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的
に 同 一 若 し く は 配 列 番 号 :2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す
。
　 “ 体 形 成 作 用 ” は 発 育 促 進 、 体 重 増 加 お よ び 骨 同 化 作 用 を 含 む 。
　 “ 乳 汁 産 生 作 用 ” は 、 PRLRシ グ ナ リ ン グ を 伴 う 外 因 性 成 長 ホ ル モ ン の 作 用 を 含 む 。 こ れ
ら の 作 用 に は 、 乳 腺 発 達 、 浸 透 圧 バ ラ ン ス の 変 化 お よ び 細 胞 増 殖 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 “ 代 謝 作 用 ” に は 脂 肪 分 解 の 刺 激 、 IGF-1の 分 泌 刺 激 お よ び 糖 尿 病 誘 発 性 作 用 が 含 ま れ
る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　
　 GHの 有 益 な 発 育 促 進 作 用 を 有 す る が 副 作 用 は 減 少 し て い る 方 法 お よ び 医 薬 に 対 す る 未 達
成 の 希 求 が 存 在 す る 。
　 し た が っ て 、 本 発 明 の あ る 特 徴 で は 、 哺 乳 動 物 に 医 薬 的 に 有 効 な 量 の 20kDa hGH-Vま た
は 20kDa hGH-Vと 実 質 的 に 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 で あ る 症
状 を 治 療 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
　 他 の 特 徴 で は 、 前 記 方 法 は 、 成 人 開 始 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 、 小 児 期 開 始 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏
、 嚢 胞 性 線 維 症 、 骨 粗 し ょ う 症 、 骨 格 形 成 異 常 、 慢 性 腎 不 全 、 う つ 病 、 記 憶 低 下 、 異 化 作
用 促 進 状 態 、 食 欲 不 振 お よ び 高 血 圧 の 治 療 を 含 む 。
　 他 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 20kDa hGH-Vお よ び 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 を 含 む 医 薬 組
成 物 を 含 む 。
　 さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 20kDa hGH-V、 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 お よ び 結 合
剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 含 む 。
　 さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 20kDa hGH-V、 医 薬 的 に 許 容 で き る 賦 形 剤 お よ び カ プ
セ ル を 含 む 医 薬 組 成 物 を 含 む 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 特 徴 は 、 患 者 に 20kDa hGH-Vを 投 与 す る こ と を 含 む 、 成 長 ホ ル モ ン
療 法 を 必 要 と す る 患 者 を 治 療 す る 方 法 を 含 む 。
　 こ れ ら の 特 徴 の あ る 場 合 に は 、 方 法 は 、 20kDa hGH-Vを 生 成 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク
タ ー を 投 与 す る こ と を 含 む 。
　 さ ら に 別 の 特 徴 で は 、 前 記 発 現 ベ ク タ ー は 宿 主 細 胞 内 に 存 在 す る 。
　 さ ら に 他 の 特 徴 で は 、 前 記 発 現 ベ ク タ ー は 患 者 の 細 胞 内 に 存 在 す る 。
　 ま た 他 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 成 長 ホ ル モ ン 療 法 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 20kDa hGH-V
を 含 む 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 。
　 さ ら に 他 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 20kDa hGH-Vを 生 成 す る こ と が で き る 複 製 可 能 な ベ ク
タ ー を そ の 中 に 有 す る 細 胞 を 前 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　
　 22kDaの 下 垂 体 GHを 用 い る 通 常 の GH療 法 の 望 ま し く な い 副 作 用 に は 下 記 の 1つ ま た は 2つ
以 上 が 含 ま れ る ： 浮 腫 、 水 分 貯 留 、 高 血 圧 、 良 性 頭 蓋 内 高 血 圧 ； グ ル コ ー ス 不 耐 症 お よ び
／ ま た は 糖 尿 病 ； 女 性 化 乳 房 ； 骨 格 筋 へ の 影 響 、 例 え ば 関 節 痛 、 感 覚 異 常 お よ び 手 根 管 症
候 群 ま た は 筋 肉 痛 。
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成 長 ホ ル モ ン 療 法

GHの 副 作 用



　 浮 腫 は 、 細 胞 、 組 織 ま た は 漿 液 腔 （ 例 え ば 腹 腔 ） 内 の 過 剰 量 の 水 様 液 の 蓄 積 と 定 義 さ れ
る 。 細 胞 外 浮 腫 の 症 状 に は 、 眼 の 周 囲 の 顔 面 の 腫 れ 、 ま た は 足 、 く る ぶ し お よ び 脚 の 腫 れ
が 含 ま れ る 。 GHに よ り 誘 発 さ れ る 塩 お よ び 水 分 の 保 持 は 、 末 梢 の 浮 腫 お よ び 良 性 の 頭 蓋 内
高 血 圧 を 引 き 起 こ し え る 。
　 良 性 の 頭 蓋 内 高 血 圧 は 、 空 隙 占 有 病 巣 の 非 存 在 下 に お け る 脳 脊 髄 液 圧 の 増 加 を 特 徴 と す
る 。 そ れ に よ り 頭 痛 、 視 力 低 下 、 悪 心 、 嘔 吐 お よ び 乳 頭 浮 腫 が 提 示 さ れ え る 。
　 特 に 小 児 期 の GH療 法 の 糖 尿 病 誘 発 作 用 に つ い て は 懸 念 が 増 し て い る 。 GH療 法 は グ ル コ ー
ス 不 耐 性 を 惹 起 し 、 イ ン ス リ ン 感 受 性 を 低 下 さ せ る こ と が 示 さ れ た 。 小 児 期 お よ び 青 年 期
の い く つ か の グ ル ー プ で は GH療 法 と 2型 真 性 糖 尿 病 と の 間 で 発 生 率 の 増 加 が 確 認 さ れ て い
る （ Cutfield 2000） 。 高 血 糖 症 も ま た GH治 療 を 受 け て い る 成 人 で 観 察 さ れ て い る 。
　 関 節 痛 は 1つ ま た は 2つ 以 上 の 関 節 に お け る 痛 み で あ る 。 感 覚 異 常 は 、 一 般 的 に は 手 、 腕
、 脚 ま た は 足 で 生 じ る が 身 体 の い ず れ の 部 分 に も 起 こ り え る 、 異 常 な 灼 熱 感 ま た は チ ク チ
ク す る 感 覚 を 指 す 用 語 で あ る 。 手 根 管 症 候 群 は 、 手 首 の 腱 ま た は 靱 帯 が 拡 張 し た と き に （
し ば し ば 炎 症 に よ り ） 生 じ る 。 狭 ま っ た 骨 の 管 腔 お よ び 手 首 の 靱 帯 が 、 指 お よ び 親 指 の 基
部 の 筋 肉 に 達 す る 神 経 を 締 め 付 け る 。 症 状 の 範 囲 は 、 指 （ 特 に 親 指 お よ び 人 差 し 指 お よ び
中 指 ） の ヒ リ ヒ リ 、 チ ク チ ク す る し び れ 感 か ら 、 握 っ た り 若 し く は 握 り こ ぶ し を 作 る の が
困 難 ま た は 物 を 取 り 落 と し た り す る も の で あ る 。
　 筋 肉 痛 は い ず れ か の 筋 肉 の 運 動 に お け る 痛 み ま た は 不 快 感 で あ る 。
　 成 長 ホ ル モ ン 療 法 に よ る 治 療 を 受 け た 小 児 で 報 告 さ れ た 白 血 病 の い く つ か の 症 例 に 基 づ
く 、 成 長 ホ ル モ ン 療 法 に 関 す る “ 癌 増 殖 促 進 ” の 可 能 性 に つ い て い く ら か の 懸 念 が 存 在 す
る （ Stahnke & Zeisel, 1989； Watanabe et al, 1988） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　
　 GH療 法 は 多 様 な 範 囲 の 症 状 の 治 療 に 用 い ら れ る 。 現 時 点 で 、 GHの 予 防 効 果 ま た は 治 療 効
果 は 、 以 下 を 含 む （ た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 症 状 に 関 し て 確 認 ま た は 指 摘 さ れ て い
る ： 成 人 開 始 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 （ 主 と し て 下 垂 体 腺 腫 、 外 科 手 術 ま た は 放 射 線 療 法 に よ っ
て 惹 起 さ れ る ） 、 小 児 期 開 始 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 ［ （ a） 先 天 的 症 状 （ 解 剖 学 的 異 常 ま た は
遺 伝 因 子 ） 、 （ b） 後 天 的 症 状 （ CNS腫 瘍 、 頭 部 照 射 、 浸 潤 性 疾 患 、 外 傷 、 低 酸 素 性 障 害 ）
ま た は （ c） 特 発 性 原 因 に よ っ て 生 じ る も の ］ ； 嚢 胞 性 線 維 症 、 骨 粗 し ょ う 症 、 慢 性 腎 不
全 、 う つ 病 、 記 憶 低 下 、 異 化 作 用 促 進 状 態 、 食 欲 不 振 お よ び 高 血 圧 。
　 GH療 法 は 、 小 児 の 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 、 プ ラ ー ダ ー ‐ ヴ ィ リ 症 候 群 、 成 人 の 成 長 ホ ル モ ン
欠 乏 、 タ ー ナ ー 症 候 群 、 慢 性 腎 不 全 お よ び エ イ ズ 関 連 る い 痩 で の 使 用 が 承 認 さ れ て い る 。
成 長 ホ ル モ ン は ま た い く つ か の 他 の 症 状 の 治 療 で 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 症 状 に は 、 全 身 的
発 育 遅 延 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 骨 粗 し ょ う 症 、 う つ 病 、 記 憶 低 下 、 異 化 作 用 促 進 状 態 お よ び 高
血 圧 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　
　 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 の 診 断 は 成 長 ホ ル モ ン 刺 激 試 験 を 必 要 と す る 。 用 い ら れ る 試 験 に は 、
イ ン ス リ ン 低 血 糖 試 験 ま た は イ ン ス リ ン 耐 性 試 験 （ ITT） 、 L-ド ー パ 刺 激 試 験 、 ア ル ギ ニ
ン 輸 液 試 験 お よ び ア ル ギ ニ ン /GHRH試 験 が 含 ま れ る 。 成 人 で は 3－ 5ng/mL未 満 の ピ ー ク 成 長
ホ ル モ ン 分 泌 レ ベ ル が GHDの 指 標 で あ る 。 小 児 で は 、 10ng/mLよ り 低 い 値 が 不 適 切 と 考 え ら
れ る 。 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 は 、 通 常 皮 下 注 射 に よ り 毎 日 投 与 さ れ る 組 換 え ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン
で 治 療 さ れ る 。
　 小 児 の GHDに は い く つ か の 原 因 が あ り 、 大 半 は 視 床 下 部 ま た は 下 垂 体 の 問 題 と 関 係 が あ
る 。 あ る 種 の 稀 な 事 例 で は 、 身 体 の 成 長 ホ ル モ ン 利 用 に お け る 欠 陥 が 生 じ る 。 成 長 ホ ル モ
ン 欠 乏 を も つ 大 半 の 小 児 で 視 床 下 部 に 欠 陥 が 存 在 す る 。 他 の 下 垂 体 ホ ル モ ン も ま た 正 常 に
分 泌 さ れ て い な い と き は 、 当 該 小 児 は 下 垂 体 機 能 不 全 と 称 さ れ る 。 先 天 性 の 下 垂 体 機 能 不
全 で は 、 下 垂 体 ま た は 視 床 下 部 の 異 常 な 形 成 が 胎 児 発 育 時 に 生 じ る 。 後 天 性 下 垂 体 機 能 不
全 は 、 出 生 持 ま た は 出 生 後 に 生 じ る 下 垂 体 ま た は 視 床 下 部 へ の 損 傷 か ら 生 じ る 。 前 記 は 重
篤 な 頭 部 外 傷 、 疾 患 、 放 射 線 療 法 ま た は 腫 瘍 に よ る 脳 の 損 傷 に よ っ て 惹 起 さ れ え る 。
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GHを 用 い て 治 療 さ れ る 症 状

GH欠 乏



　 小 児 の 世 界 的 な GHD発 生 率 は 10000人 の 出 生 に 対 し て 少 な く と も 1人 と 概 算 さ れ 、 個 々 の
い く つ か の 国 で は 4000人 の 出 生 に 対 し 1人 の 発 生 率 と 報 告 さ れ て い る 。 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏
小 児 は 、 1年 に 2イ ン チ 未 満 の 発 育 パ タ ー ン を 示 す 。 多 く の 事 例 で は 、 前 記 小 児 は 2ま た は 3
歳 ま で 正 常 に 発 育 し 、 そ の 後 発 育 遅 延 の 徴 候 を 示 し 始 め る 。 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 試 験 は 、 低
身 長 の 他 の 可 能 性 が 排 除 さ れ た と き に 実 施 さ れ る で あ ろ う 。 0.30mg/kg体 重 ま で の 1週 間 の
用 量 を 1日 の 皮 下 注 射 に 分 割 し た も の が GHDの 小 児 に 推 奨 さ れ て い る 。
　 成 人 で は 、 成 長 ホ ル モ ン の 欠 乏 は 、 以 下 の 状 況 で 発 生 し え る ： 大 き な 下 垂 体 腫 瘍 の 存 在
、 下 垂 体 腫 瘍 ま た は 他 の 脳 腫 瘍 の 手 術 ま た は 放 射 線 療 法 後 、 視 床 下 部 の 疾 患 に 対 し て 二 次
的 に 、 お よ び 小 児 の 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 の 成 人 期 へ の 継 続 。 成 人 の GHDの 臨 床 的 特 徴 に は 以
下 が 含 ま れ る ： 疲 労 、 筋 肉 虚 弱 、 運 動 能 力 低 下 、 体 重 増 加 、 体 脂 肪 増 加 と 筋 肉 量 低 下 、 LD
Lコ レ ス テ ロ ー ル お よ び ト リ グ リ セ リ ド の 増 加 と HDLの 減 少 、 心 臓 発 作 、 心 不 全 お よ び 卒 中
の リ ス ク の 増 加 、 骨 量 の 減 少 、 不 安 お よ び う つ 、 特 に 幸 福 感 の 欠 如 、 社 会 的 孤 立 お よ び 活
力 低 下 。 米 国 で は 、 概 算 総 数 35,000人 の 成 人 が GHDを 有 し 、 さ ら に 毎 年 約 6000人 の 新 規 GHD
症 例 が 発 生 し て い る 。 平 均 的 な 70kgの 成 人 に 対 し て 、 治 療 の 開 始 時 点 の 推 奨 用 量 は 約 0.3m
gで 毎 日 皮 下 注 射 と し て 投 与 さ れ る 。 前 記 用 量 は 個 々 の 要 請 に よ り 35歳 よ り 若 い 患 者 で は
最 大 日 量 1.75mgま で 、 35歳 よ り 上 の 患 者 で 最 大 日 量 、 0.875mgま で 増 加 さ せ る こ と が で き
る 。 よ り 低 い 用 量 が 副 作 用 の 出 現 を 最 小 限 に す る た め に 、 特 に よ り 年 齢 の 高 い ま た は 過 体
重 の 患 者 で 必 要 と さ れ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　
　 プ ラ ー ダ ー ‐ ヴ ィ リ 症 候 群 は 15番 染 色 体 の 異 常 で あ り 、 低 血 圧 、 性 機 能 不 全 、 多 食 、 認
知 障 害 お よ び 行 動 困 難 を 特 徴 と す る が 、 主 要 な 医 療 的 懸 念 は 病 的 な 肥 満 で あ る 。 成 長 ホ ル
モ ン は 典 型 的 に は 欠 如 し 、 短 身 、 思 春 期 の 急 成 長 の 欠 如 お よ び 高 い 体 脂 肪 率 （ 正 常 な 体 重
を も つ 者 で さ え も ） を 生 じ る 。 GH療 法 の 必 要 性 は 、 小 児 お よ び 成 人 の 両 方 で 評 価 さ れ る べ
き で あ る 。 小 児 で は 、 発 育 速 度 が 低 下 し た 場 合 ま た は 身 長 が 3番 目 の パ ー セ ン タ イ ル よ り
下 に あ る 場 合 に は 、 GH治 療 が 考 慮 さ れ る べ き で あ る 。 成 長 ホ ル モ ン の 代 替 は 身 長 の 正 常 化
を 助 け 、 リ ー ン ボ デ ィ マ ス （ lean body mass） を 増 加 さ せ 、 前 記 は と も に 体 重 の 管 理 に 役
立 つ 。 1週 間 の 通 常 の 用 量 は 0.24mg/kg体 重 で 、 前 記 を 1週 間 に わ た っ て 6ま た は 7回 分 の よ
り 小 用 量 に 分 割 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　
　 タ ー ナ ー 症 候 群 は 2,500人 の 女 児 の 出 生 に 対 し に 約 1人 の 割 合 で 発 生 す る 。 前 記 症 候 群 は
、 Ｘ 染 色 体 の 異 常 ま た は 欠 損 に よ る も の で 、 し ば し ば 短 身 を 伴 い 、 前 記 短 身 は Ｇ Ｈ 治 療 に
よ り 緩 和 さ れ る 。 タ ー ナ ー 症 候 群 の 他 の 特 性 に は 、 短 頸 お よ び 同 時 に 翼 状 頸 、 外 反 肘 、 第
四 お よ び 第 五 中 手 骨 お よ び 中 足 骨 の 短 縮 、 ハ ト 胸 お よ び 原 発 性 性 機 能 不 全 が 含 ま れ る 。 身
長 の 伸 び は タ ー ナ ー 症 候 群 の 患 者 で 種 々 で あ り 、 GHに よ り 治 療 す る か 否 か お よ び そ の よ う
な 治 療 の タ イ ミ ン グ の 決 定 は 個 々 に 実 施 さ れ る 。 患 者 の 身 長 が 5番 目 の パ ー セ ン タ イ ル よ
り 低 い と き 、 ま た は 標 準 偏 差 ス コ ア が 平 均 よ り 低 く 2標 準 偏 差 未 満 に 低 下 す る と き は 、 し
ば し ば 治 療 が 開 始 さ れ る 。 治 療 は 、 し ば し ば GHD治 療 に 用 い ら れ る 用 量 よ り も わ ず か に 高
い GH用 量 で 開 始 さ れ る 。 一 般 的 な 開 始 用 量 は 0.375mg/kg/週 で 1日 の 用 量 に 分 割 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　
　 慢 性 腎 不 全 （ CRI） は 米 国 で は 約 3000人 の 小 児 が 罹 患 し て い る 。 前 記 疾 患 は 、 老 廃 物 を
除 去 し 、 尿 を 濃 縮 し 、 さ ら に 電 解 質 を 保 持 す る 腎 の 能 力 の 徐 々 に 進 行 す る 低 下 に よ り 示 さ
れ る 。 慢 性 腎 不 全 の 小 児 の 約 1/3が 異 常 な 発 育 を 示 し 、 こ れ は 部 分 的 に は 腎 疾 患 が 成 長 ホ
ル モ ン の 代 謝 を 障 害 す る た め で あ る 。 腎 疾 患 で し ば し ば 用 い ら れ る コ ル チ コ ス テ ロ イ ド ホ
ル モ ン も ま た 発 育 を 遅 延 さ せ え る 。 腎 移 植 は 小 児 に 正 常 な 発 育 を 再 び 開 始 さ せ る こ と が で
き る が 、 大 半 の 小 児 は 移 植 前 に 失 わ れ た 発 育 を 埋 め 合 わ せ る こ と は で き な い 。 腎 疾 患 開 始
年 齢 は 、 腎 機 能 の 低 下 よ り も 発 育 遅 延 に よ り 強 い 影 響 を 与 え る （ す な わ ち 、 疾 患 が 開 始 し
た と き に 小 児 が 幼 け れ ば 幼 い ほ ど 、 発 育 の 遅 延 は 大 き い ） 。 GH治 療 は 0.35mg/kg/週 の 用 量
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で 、 1週 間 に 6ま た は 7回 投 与 で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　
　 HIV感 染 者 の 共 通 の 問 題 は HIVる い 痩 症 候 群 で あ り 、 前 記 は 、 し ば し ば 虚 弱 、 発 熱 、 栄 養
失 調 お よ び 下 痢 を 伴 う 意 図 し な い 進 行 性 の 体 重 低 下 と 定 義 さ れ る 。 前 記 症 候 群 （ 悪 液 質 と
し て も 知 ら れ て い る ） は 、 生 活 の 質 を 低 下 さ せ 、 疾 患 を 悪 化 さ せ 、 HIV患 者 の 死 亡 リ ス ク
を 増 加 さ せ る 。 患 者 の 身 体 は 、 に エ ネ ル ギ ー の た め に 主 と し て 身 体 に 貯 蔵 さ れ た 脂 肪 に 頼
る 代 わ り に 筋 肉 お よ び 器 官 の 組 織 を 消 費 す る 。
　 る い 痩 は そ れ 自 体 は HIV感 染 の 結 果 と し て 生 じ る が 、 ま た 一 般 的 は HIV関 連 日 和 見 感 染 お
よ び 癌 に 付 随 す る 。 HIVる い 痩 症 候 群 は 、 意 図 せ ず し て そ の 体 重 の 10%以 上 を 失 っ た HIV感
染 者 で 診 断 さ れ る 。 HIV疾 患 お よ び エ イ ズ が 進 行 し た 大 半 の 患 者 は 最 終 的 に は あ る 程 度 の
る い 痩 を 経 験 す る 。 エ イ ズ る い 痩 の 有 病 率 を 概 算 す れ ば HIV感 染 者 の 4－ 30％ の 範 囲 で あ る
。 GH治 療 は 1日 当 た り 0.1mg/kgの 規 模 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　
　 発 育 の 全 身 的 遅 延 は 、 正 常 な 出 生 前 発 育 と そ れ に 続 く 幼 児 期 お よ び 小 児 期 の 発 育 の 減 速
を 特 徴 と し 、 こ の 時 期 の 身 長 パ ー セ ン タ イ ル の 低 下 に 反 映 さ れ る 。 3歳 か ら 小 児 後 期 ま で
発 育 は 正 常 な 速 度 で 進 行 す る 。 深 刻 な 発 育 減 速 期 は 思 春 期 開 始 の 直 前 に 観 察 で き る 。 全 身
的 遅 延 を も つ 小 児 は 思 春 期 の 開 始 が 遅 い 。 時 折 、 全 身 的 発 育 遅 延 に 付 随 し さ ら に こ れ に よ
っ て 増 大 さ れ る 短 身 と 青 年 期 の 発 達 が 組 合 さ れ た 場 合 、 十 分 な 心 理 社 会 的 な 青 年 期 ス ト レ
ス を 引 き 起 こ し 、 GHD治 療 に 用 い ら れ る 同 じ 態 様 お よ び 用 量 で 投 与 さ れ る GHに よ る 治 療 が
正 当 化 さ れ え る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　
　 嚢 胞 性 線 維 症 （ CF） は 、 ア メ リ カ で は も っ と も 一 般 的 な 致 死 的 遺 伝 疾 患 で あ る 。 概 算 で
は 毎 年 米 国 で 1000人 が 嚢 胞 性 線 維 症 を も っ て 出 生 す る 。 嚢 胞 性 線 維 症 は 、 粘 液 分 泌 の 粘 度
が 上 昇 す る 外 分 泌 腺 の 機 能 不 全 を 生 じ 、 前 記 は 、 肺 疾 患 、 外 分 泌 性 膵 臓 機 能 不 全 お よ び 腸
管 閉 塞 を も た ら す 。 早 期 診 断 お よ び 治 療 が CFの 小 児 の 死 亡 率 を 顕 著 に 低 下 さ せ た 。 し か し
な が ら 、 栄 養 不 良 お よ び 発 育 不 良 は 重 大 な 問 題 の ま ま で あ る 。 低 い 体 重 増 加 、 体 重 減 少 、
不 適 切 な 栄 養 は 、 エ ネ ル ギ ー 摂 取 の 低 下 、 エ ネ ル ギ ー 損 失 の 増 加 お よ び エ ネ ル ギ ー の 浪 費
の 結 果 で あ る 。 CF患 者 の 28%が 身 長 に つ い て 10番 目 パ ー セ ン タ イ ル 以 下 で あ り 、 34%が 体 重
に つ い て 10番 目 パ ー セ ン タ イ ル 以 下 で あ る 。 GH療 法 は 、 嚢 胞 性 線 維 症 の 患 者 の 身 長 速 度 、
体 重 速 度 、 リ ー ン ボ デ ィ マ ス （ LBM） お よ び 肺 機 能 を 改 善 す る こ と が 研 究 に よ っ て 示 さ れ
た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　
　 骨 粗 し ょ う 症 は 、 骨 量 低 下 お よ び 骨 組 織 の 構 造 的 劣 化 を 特 徴 と す る 疾 患 で 、 骨 虚 弱 を も
た ら し 、 骨 折 、 特 に 股 関 節 、 脊 椎 お よ び 手 首 を 骨 折 し や す く な る 。 骨 粗 し ょ う 症 は 、 世 界
で 毎 年 150万 件 を 超 え る 股 関 節 骨 折 の 原 因 で あ る 。 大 半 の 骨 折 は 閉 経 後 の 女 性 で 生 じ る が
、 全 骨 粗 し ょ う 症 骨 折 の 約 1/3が 男 性 で 発 生 し て い る 。 GHに よ る 骨 粗 し ょ う 症 の 治 療 は 、
骨 代 謝 の 増 加 お よ び GHに よ り 生 じ る 骨 構 造 の 改 善 に よ っ て 有 益 と な ろ う 。 GH/IGF-I系 は 、
閉 経 後 骨 粗 し ょ う 症 患 者 で 調 節 異 常 を 示 す 。 前 記 は 、 骨 粗 し ょ う 症 に お け る 全 身 的 IGFお
よ び IGFBP-3レ ベ ル の 低 下 に よ っ て 示 さ れ 、 内 因 性 GH分 泌 の 低 下 ま た は 、 GH/IGF系 の 正 常
な 老 化 過 程 、 “ ソ マ ト ポ ー ズ （ somatopause） ” を 超 え る GHレ セ プ タ ー 系 の 調 節 異 常 を 示
唆 し て い る 。 GH治 療 は 、 特 発 性 骨 粗 し ょ う 症 の 男 性 の 骨 ミ ネ ラ ル 濃 度 を 改 善 す る こ と が で
き る こ と が 研 究 に よ っ て 示 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　
　 短 身 を 伴 う 骨 格 形 成 異 常 、 例 え ば 軟 骨 無 形 成 症 は GHで 治 療 で き る 。 軟 骨 無 形 成 症 は 遺 伝
疾 患 で あ り 、 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 レ セ プ タ ー タ イ プ III遺 伝 子 が 影 響 を 受 け 、 前 記 は 出 生
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時 に 明 瞭 で あ る 。 前 記 は 20,000人 に 約 1人 の 割 合 で 出 生 し 、 全 人 種 お よ び 両 性 別 で 発 生 す
る 。 胎 児 発 育 時 お よ び 小 児 期 に 、 い く つ か の 場 所 （ 例 え ば 鼻 お よ び 耳 ） を 除 い て 軟 骨 は 通
常 骨 に 発 達 す る 。 軟 骨 無 形 成 症 の 個 体 で は 、 長 骨 の 成 長 板 の 軟 骨 細 胞 が 骨 に 変 化 す る 速 度
が 遅 く 、 短 縮 骨 お よ び 低 身 長 を も た ら す 。
　 軟 骨 無 形 成 症 は 、 短 身 、 短 四 肢 、 四 肢 近 位 （ proximal extremity） （ 上 腕 お よ び 大 腿 ）
を 特 徴 と し 、 頭 は 胴 体 に 対 し て 不 釣 合 い に 大 き く 見 え 、 骨 格 （ 四 肢 ） 異 常 、 中 指 と 薬 指 の
間 に 持 続 的 間 隙 を も つ 異 常 な 手 の 外 観 （ 三 叉 手 ） 、 顕 著 な 脊 柱 後 わ ん お よ び 脊 柱 前 わ ん （
脊 柱 わ ん 曲 ） 、 よ た よ た 歩 行 、 屈 曲 脚 、 突 出 し た （ 異 彩 を は な つ ） 額 （ 前 頭 突 出 ） 、 低 血
圧 お よ び 羊 水 過 多 （ 罹 患 新 生 児 が 出 生 す る と き に 存 在 す る ） を 特 徴 と す る 。 GHは 、 い く つ
か の 国 （ 例 え ば 日 本 お よ び 南 ア メ リ カ ） で は 軟 骨 無 形 成 症 の 治 療 に 承 認 さ れ て い る が 、 FD
Aの 承 認 は ま だ 得 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　
　 異 化 作 用 促 進 状 態 は タ ン パ ク 質 浪 費 を 特 徴 と す る 。 成 長 ホ ル モ ン 治 療 は 、 過 剰 な タ ン パ
ク 質 低 下 の 防 止 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 異 化 作 用 促 進 状 態 は 、 長 期 飢 餓 、 食 欲
不 振 、 慢 性 疾 患 、 長 期 固 定 、 外 傷 、 熱 傷 お よ び 重 度 の 外 科 手 術 の 後 の 患 者 で 存 在 し え る 。
GHお よ び イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 I（ IGF-I） は 、 異 化 作 用 促 進 状 態 で タ ン パ ク 質 代 謝 の 調 節
に 生 理 学 的 な 役 割 を 果 た す 。 異 化 作 用 促 進 状 態 で は GH軸 は し ば し ば 障 害 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　
　 GHは 、 脂 肪 異 栄 養 症 、 特 に エ イ ズ 関 連 脂 肪 異 栄 養 症 の 治 療 に 有 益 で あ り え る 。 脂 肪 異 栄
養 症 は 、 単 純 に 脂 肪 代 謝 障 害 を 意 味 す る 一 般 的 名 称 で あ る 。 HIV関 連 脂 肪 異 栄 養 症 は 一 般
的 に は 、 以 下 の 領 域 （ 胴 体 下 部 （ 腹 部 領 域 ） の 皮 下 組 織 、 腹 部 内 臓 （ 内 臓 肥 満 ） 、 腋 窩 パ
ッ ド （ 両 側 性 、 対 称 性 脂 肪 蓄 積 症 ） お よ び 頚 部 背 面 領 域 （ い わ ゆ る 野 牛 こ ぶ ） ） に お け る
脂 肪 蓄 積 、 並 び に 以 下 の 領 域 （ 四 肢 下 部 、 上 部 四 肢 、 臀 部 お よ び 顔 面 （ 上 顎 、 鼻 唇 お よ び
側 頭 部 領 域 ） ） の 皮 下 組 織 の 脂 肪 消 失 か ら 成 る 。 HIV関 連 脂 肪 異 栄 養 症 の こ の 症 状 は 、 タ
ン パ ク 質 ‐ エ ネ ル ギ ー 栄 養 失 調 の る い 痩 症 候 群 と は 全 く 別 個 で あ る よ う に 見 え る 。 HIV感
染 患 者 に お け る 脂 肪 異 栄 養 症 の 普 遍 的 に 認 め ら れ た 症 例 定 義 が 存 在 し な い の で 、 診 断 は 、
あ る 程 度 臨 床 医 の 判 断 に 依 存 す る 。 皮 膚 の 折 り ひ だ の 測 定 ま た は ヒ ッ プ 対 ウ ェ ス ト 比 は い
ず れ も 極 め て 正 確 と も 再 現 性 が あ る と も 言 え な い 。 第 四 腰 椎 レ ベ ル の シ ン グ ル ス ラ イ ス CT
ス キ ャ ン が も っ と も 再 現 性 の あ る 試 験 で あ る が 、 ま た も っ と も 高 価 な 試 験 で も あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　
　 GH治 療 は 、 子 宮 内 発 育 遅 延 （ “ IUGR” ） を も つ 小 児 ま た は 在 胎 齢 が 短 い 幼 児 （ 前 記 症 状
は ま た ラ ッ セ ル ‐ シ ル バ ー 症 候 群 ； “ SGA小 児 ” と も 称 さ れ る ） で 有 益 で あ り え る 。 子 宮
内 発 育 遅 延 の あ る 定 義 は 、 在 胎 齢 に つ い て 10番 目 以 下 の 体 重 ま た は 出 生 時 在 胎 齢 の 平 均 よ
り 下 の 2標 準 偏 差 で あ る 。 発 育 の 遅 れ を 取 り 戻 せ な い こ れ ら の 小 児 は GH治 療 に よ り 利 益 を
受 け え る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　
　 骨 形 成 不 全 （ OI） は I型 コ ラ ー ゲ ン の 遺 伝 子 の 変 異 に よ っ て 生 じ る 。 前 記 は 骨 の 無 機 質
脱 落 を 伴 い 、 多 く の 場 合 骨 の 発 育 遅 延 を 伴 う 。 OIは し ば し ば 、 ほ と ん ど ま た は 全 く 明 瞭 な
原 因 無 し に 容 易 に 骨 折 す る 骨 を 特 徴 と す る 。 米 国 で の OI罹 患 者 数 は 不 明 で あ る が 、 も っ と
も 正 確 な 概 算 は 最 小 限 20,000人 と 提 唱 さ れ 、 お そ ら く 50,000人 が 存 在 す る と 推 定 さ れ る 。
前 記 は し ば し ば （ 常 に そ う と は 限 ら な い が ） 、 臨 床 的 特 徴 の み に よ り OIと 診 断 す る こ と が
可 能 で あ る 。 臨 床 遺 伝 学 者 は ま た 、 生 化 学 的 （ コ ラ ー ゲ ン ） ま た は 分 子 的 （ DNA） 試 験 を
実 施 す る こ と が で き 、 前 記 試 験 は い く つ か の 状 況 に お い て OI診 断 の 確 認 に 役 立 ち え る 。 い
く つ か の 症 例 で は 、 骨 形 成 不 全 は GHに よ り 効 果 的 に 治 療 す る こ と が で き る 。 特 に 患 者 は 骨
の 無 機 質 沈 着 が 改 善 し 発 育 の 改 善 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 GHは 、 炎 症 性 大 腸 疾 患 、 ク ロ ー ン 病 お よ び 短 縮 腸 症 候 群 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
炎 症 性 腸 疾 患 （ IBD） は 、 消 化 管 の 炎 症 ま た は 潰 瘍 を 引 き 起 こ す 一 群 の 疾 患 で あ る 。 IBDの
タ イ プ に 応 じ て 、 口 か ら 肛 門 ま で の 消 化 管 の い ず れ か の 部 分 が 影 響 を 受 け え る 。 小 腸 お よ
び 大 腸 、 直 腸 並 び に 肛 門 が も っ と も 頻 繁 に 影 響 を 受 け る 。 潰 瘍 性 大 腸 炎 お よ び ク ロ ー ン 病
は 炎 症 性 腸 疾 患 の も っ と も 一 般 的 な タ イ プ で あ る 。 し か し な が ら IBDの 原 因 は 不 明 で あ り
、 遺 伝 的 傾 向 を 有 す る 人 々 で 発 症 す る と 考 え ら れ て い る 。 こ れ ら の 個 体 で は 、 免 疫 系 が 正
常 な 腸 内 細 菌 に 対 し 過 剰 に 反 応 し 炎 症 を 惹 起 し え る 。 主 要 な 症 状 は 腹 痛 、 直 腸 出 血 お よ び
下 痢 ま た は 便 秘 で あ る 。 発 熱 お よ び 食 欲 低 下 も ま た 生 じ え る 。 短 縮 腸 症 候 群 は 、 腸 の 大 量
の 喪 失 お よ び 残 留 す る 腸 の 正 味 の 吸 収 能 力 の 障 害 を 特 徴 と す る 。 結 腸 を 失 っ た 患 者 は 、 し
ば し ば ナ ト リ ウ ム /水 分 バ ラ ン ス に 関 す る 問 題 に 直 面 し 、 い く つ か の 栄 養 素 の 栄 養 失 調 の
た め に し ば し ば 栄 養 補 助 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　
　 GH治 療 は 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 治 療 に 起 因 す る 発 育 遅 延 を も つ 極 め て 低 身 長 者 に お い て
考 慮 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 患 者 で GH療 法 を 開 始 す る 前 に 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 治
療 は 、 十 分 な 臨 床 効 果 を 達 成 す る た め に 必 要 な 最 小 用 量 に 減 少 さ せ る べ き で あ る 。
　
　 GH治 療 に よ り 利 益 を 得 る こ と が で き る 他 の 症 状 に は う つ 病 、 記 憶 低 下 、 肥 満 、 高 血 圧 、
不 妊 な ど が 含 ま れ る 。 し か し な が ら 、 GH療 法 に よ り 利 益 を 受 け る こ と が で き る い ず れ の 症
状 も 本 発 明 の 方 法 お よ び 医 薬 を 用 い て 有 利 に 治 療 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　
　 従 来 の 通 常 の GH療 法 は 22kDa下 垂 体 GHを 用 い る 。 下 垂 体 GHの 22kDaお よ び 20kDa型 は 等 価
の 体 形 成 活 性 を も つ と 考 え ら れ る 、 20kDa hGH-Nは 、 偶 発 性 矮 小 ラ ッ ト で の 発 育 促 進 ア ッ
セ イ に お い て 22kDa hGH-Nと 等 価 で あ り （ Ishikawa 2000； Ishikawa 2001） 、 20kDaの 骨 同
化 作 用 は 22kDaの そ れ と 同 等 の 能 力 を 有 し （ Wang 1999） 、 完 全 長 の hＧ Ｈ -Ｒ -発 現 細 胞 の
細 胞 増 殖 は 等 し く 刺 激 さ れ （ Wada 1998） 、 さ ら に 20kDa hGH-Nは 下 垂 体 切 除 ラ ッ ト で 完 全
な ア ゴ ニ ス ト で あ る こ と が 示 さ れ た （ Uchida 1997） 。 20kDa hGH-Nは ま た 、 脂 肪 組 織 で LP
L活 性 を 阻 害 し 、 さ ら に 22kDa hGH-Nと 同 様 な 態 様 で 脂 肪 細 胞 に お い て 脂 肪 分 解 を 刺 激 す る
こ と が 示 さ れ た （ Takahashi 2002） 。 20kDa hGH-Nの 脂 肪 分 解 活 性 は 、 成 長 ホ ル モ ン 結 合
タ ン パ ク 質 （ “ GHBP” ） の 存 在 下 で 22kDa hGH-Nよ り も 高 い 可 能 性 が あ る （ Asada 2000）
。
　 し か し な が ら 、 22kDa hGH-Nは イ ン ス リ ン 耐 性 を 誘 発 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 20kDa h
GH-Nの 糖 尿 病 誘 発 性 は 、 オ イ グ リ ケ ミ ッ ク ク ラ ン プ 実 験 （ Takahashi 2001） 、 お よ び GH欠
損 矮 小 ラ ッ ト を 用 い る 実 験 （ Ishikawa 2001） に お け る イ ン ス リ ン 耐 性 誘 発 で 22kDa hGH-N
よ り も は る か に 弱 い こ と が 研 究 に よ っ て 示 唆 さ れ て い る 。
　 20kDa hGH-Nは 、 22kDa hGH-Nよ り も プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー に 対 し は る か に 弱 い ア ゴ ニ
ス ト で あ り 、 し た が っ て 22kDa hGH-Nの 乳 汁 産 生 特 性 の い く ら か を 欠 く （ Takahashi 1999
） （ な ぜ な ら ば 、 GHの 乳 汁 産 生 作 用 は プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー に よ っ て 仲 介 さ れ る と 考 え
ら れ る か ら で あ る ） 。 20kDa hGH-Nの 投 与 は 、 hPRLR-仲 介 副 作 用 （ 例 え ば 乳 癌 ） を 緩 和 す
る 可 能 性 が あ る こ と が 提 唱 さ れ た （ Tsunekawa 1999） 。 20kDa hGH-Nは ま た 、 22kDa hGH-N
と 異 な る 抗 利 尿 作 用 を 有 す る 。 22kDa hGH-Nの 投 与 は 無 傷 の ラ ッ ト で 尿 の 分 泌 を 抑 制 し 、
一 方 、 20kDa hGH-Nは 顕 著 な 作 用 を 示 さ ず （ Satozawa, 2000） 、 こ の こ と は 液 体 の 保 持 は
浮 腫 を 引 き 起 こ し え る の で 重 大 で あ る 。 20kDa hGH-Nは 、 22kDa hGH-Nの PRLR結 合 領 域 の 一
部 を 欠 く と 考 え ら れ る 。 下 記 の 表 1お よ び 2は 、 本 発 明 の 方 法 で 有 用 な 成 長 ホ ル モ ン 変 種 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 表 1で は 、 下 記 の 配 列 番 号 は ヌ ク レ オ チ
ド で あ る ： 22kDa hGH-V（ 配 列 番 号 :1） 、 22kDa hGH-N（ 配 列 番 号 :2） 、 20kDa hGH-V（ 配
列 番 号 :3） お よ び 20kDa hGH-N（ 配 列 番 号 :4） 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】

10

20

30

40

50

(12) JP 2007-502841 A 2007.2.15



【 表 １ － ２ 】
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【 表 ２ － １ 】
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【 表 ２ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ １ 】
　 表 2は 、 22kDa hGH-V（ 配 列 番 号 :5） 、 22kDa hGH-N（ 配 列 番 号 :6） 、 20kDa hGH-V（ 配 列
番 号 :7） お よ び 20kDa hGH-N（ 配 列 番 号 :8） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】
　
　 22kDa hGH-Vは 、 hGH-Nア イ ソ フ ォ ー ム と 比 較 し て 同 様 な 体 形 成 活 性 を 有 す る が 乳 汁 産 生
活 性 は 低 下 し て い る こ と が 示 さ れ た （ Igout 1995） 。 22kDa hGH-Vは ソ マ ト ゲ ン レ セ プ タ
ー と 結 合 し （ Ray 1990） 、 下 垂 体 切 除 ラ ッ ト で 発 育 を 刺 激 す る （ MacLeod 1991） 。 22kDa 
hGH-Vは ソ マ ト ゲ ン お よ び ラ ク ト ゲ ン レ セ プ タ ー の 両 方 と 結 合 す る が 、 ソ マ ト ゲ ン レ セ プ
タ ー 対 ラ ク ト ゲ ン レ セ プ タ ー 結 合 親 和 性 比 は 22kDa hGH-Vの そ れ よ り も 高 い 。 こ の 比 は ラ
ッ ト 肝 ラ ク ト ゲ ン レ セ プ タ ー を 用 い た 実 験 で は 7－ 8倍 （ Ray 1990） 、 Nb2細 胞 ラ ク ト ゲ ン
レ セ プ タ ー を 用 い た 場 合 は 30倍 相 違 す る （ MacLeod 1991） 。 22kDa hGH-Nお よ び 22kDa hGH
-Vの 脂 肪 分 解 活 性 お よ び イ ン ス リ ン 様 活 性 は 、 ラ ッ ト の 脂 肪 組 織 で 同 様 で あ る こ と が 示 さ
れ た （ Goodman 1991） 。
　 GH-V遺 伝 子 の 第 二 の ス プ ラ イ ス 変 種 は mRNA内 に イ ン ト ロ ン Dを 保 持 し 、 26kDa hGH-Vア イ
ソ フ ォ ー ム （ hGH-V2） を 生 じ る （ Cooke 1988） 。 最 近 、 hGH-V遺 伝 子 の 新 規 な 2つ の 転 写 物
が 記 載 さ れ た （ Boguszewski 1998） 。 hGH-V3は 、 24kDaタ ン パ ク 質 （ 219ア ミ ノ 酸 ） が 予 想
さ れ る 、 4番 目 の エ ク ソ ン の 末 端 近 く の ま た 別 の ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 生 成 さ れ 、 こ の
場 合 カ ル ボ キ シ 末 端 残 基 は hGH-Vと 完 全 な 配 列 相 違 を 示 す 。 開 示 さ れ る 第 二 の 転 写 物 は 、 h
GH-Nに つ い て 認 め ら れ る も の と 同 様 な ま た 別 の ス プ ラ イ ス 部 位 を 利 用 し 、 hGH-Vの 20kDaア
イ ソ フ ォ ー ム （ GenBank accession number： AF006060） が 予 想 さ れ る 。
　 20kDa hGH-Vの 転 写 物 は 以 前 に は 検 出 さ れ ず 、 hGH-V遺 伝 子 は こ の ス プ ラ イ ス 部 位 を 利 用
し な い と 考 え ら れ た （ Cooke 1998； Estes 1992） 。 し か し な が ら 、 Boguszewskiら は 妊 娠
期 間 満 了 の 4つ の 胎 盤 の う ち の 2つ お よ び 1つ の 異 常 胎 盤 で こ の ア イ ソ フ ォ ー ム の 転 写 物 を
検 出 し た （ Boguszewski 1998） 。 こ の 転 写 物 の 発 現 に お け る 相 違 （ 前 記 転 写 物 は 全 て の 胎
盤 で 見 出 さ れ た わ け で は な か っ た の で ） は 、 部 分 的 に は 、 以 前 に は 検 出 さ れ な か っ た こ と
の 説 明 と な る か も し れ な い 。 転 写 物 は 検 出 さ れ た が 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は ま だ 単 離
さ れ て お ら ず 、 そ の 生 物 学 的 活 性 は 不 明 で あ っ た 。
　 上 記 の 転 写 物 の 存 在 が 知 ら れ た こ と は 、 前 記 が 合 成 さ れ え る と い う こ と ま た は 前 記 の 生
物 活 性 が 予 想 で き る と い う こ と で は な い 。 例 え ば 、 20kDa hGH-Nは 入 手 が 困 難 で あ る こ と
が 証 明 さ れ た 。 20kDa hGH-Nは 下 垂 体 か ら 少 量 を 精 製 す る こ と が で き る が 、 22kDa hGH-Nか
ら の 完 全 な 分 離 は 、 2つ の ホ ル モ ン 間 の 類 似 性 の た め に 困 難 で あ る 。 メ チ オ ニ ル 20kDa hGH
-Nは 大 腸 菌 （ E. coli） で 発 現 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 N-末 端 付 加 メ チ オ ニ ン 残 基 は
生 物 学 的 活 性 に 影 響 を 与 え る 可 能 性 が あ り 、 前 記 タ ン パ ク 質 は も ま た メ チ オ ニ ル 22kDa hG
H-Nの 事 例 の よ う に 不 正 確 に 折 り た た ま れ る 可 能 性 が あ る と 考 え ら れ る （ Hsiung 1988） 。
メ チ オ ニ ル 20kDa hGH-Nは 22kDa hGH-Nの わ ず か 1/20の レ ベ ル で 発 現 さ れ 、 COS-7細 胞 で 生
成 さ れ た 20kDa hGH-Nは 、 22kDa hGH-Nの 速 度 と 比 較 し て 1/30の 速 度 で 分 泌 さ れ る こ と が 報
告 さ れ （ Rincon-Limas 1993） 、 し た が っ て Uchidaら に よ る 効 率 的 な 合 成 の 開 発 は 容 易 で
は な か っ た （ Uchida 1997） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 下 垂 体 か ら 単 離 さ れ た 20kDa hGH-Nお よ び 真 性 で は な い 組 換 え 生 成 物 に 関 す る 初 期 の 研
究 は 、 “ 真 性 物 ” に つ い て の 研 究 と は 全 く 異 な る 結 果 を 示 し た （ Uchida 1997） 。 下 垂 体
か ら 精 製 さ れ た 20kDa hGH-Nに つ い て の 初 期 の 研 究 は 、 20kDa hGH-Nの 脂 肪 分 解 活 性 は 22kD
a hGH-Nよ り は る か に 弱 か っ た （ Frigeri 1979； Juarez-Aguilar 1995） 。 こ の 結 果 は 、 真
性 配 列 を 有 す る 組 換 え 20kDa hGH-Nを 用 い て 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し な か っ た （ Asada 2000
； Takahashi 2002） 。 メ チ オ ニ ル 20kDa hGH-Nは グ ル コ ー ス 不 耐 性 を 誘 発 し （ Kostyo 1985
） 、 イ ン ス リ ン 感 受 性 を 障 害 す る （ Ader 1987） こ と が 示 さ れ た が 、 し か し な が ら 20kDa h
GH-Nに 関 す る よ り 最 近 の 研 究 は 、 20kDa hGH-Nの 糖 尿 病 誘 発 性 は 22kDa hGH-Nよ り は る か に
弱 い こ と を 示 し た （ Takahashi 2001； Ishikawa 2001） 。 種 々 の 方 法 に よ っ て 生 成 さ れ た 2
0kDa hGH-Nの 生 物 学 的 特 性 を 記 載 し た 文 献 の そ の よ う な 矛 盾 は 、 前 記 特 性 を 予 想 し そ れ ら
を 明 示 す る こ と は 極 め て 容 易 で は な い こ と を 示 し て い る 。
　 本 発 明 の 新 規 な 特 性 に は 、 20kDa hGH-Vは PRLRと は 結 合 せ ず 、 し た が っ て GH-N代 替 療 法
に 付 随 す る 乳 汁 産 生 副 作 用 を 全 く 生 じ な い と い う 驚 く べ き 発 見 が 含 ま れ る 。 実 施 例 １ に 記
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載 し た リ ガ ン ド 結 合 実 験 は 、 20kDa hGH-Vが 純 粋 な ソ マ ト ゲ ン の プ ロ フ ィ ル を 有 す る こ と
を 示 し て い る 。 結 合 実 験 で 観 察 さ れ た 20kDa hGH-Vの 体 形 成 効 果 は 、 本 発 明 者 ら に よ っ て
実 施 さ れ た in vivo実 験 で 確 認 さ れ た （ 実 施 例 2） 。
　 20kDa hGH-V変 種 の 投 与 は 、 22kDa hGH-Nの 脂 肪 分 解 作 用 と 同 様 に 体 形 成 作 用 を 維 持 す る
が 、 22kDa hGH-Nを 用 い る 通 常 療 法 の 乳 汁 産 生 作 用 は 取 り 除 か れ る 。 ヒ ト GHは 、 活 性 な hGH
レ セ プ タ ー （ hGHR） お よ び ヒ ト PRLレ セ プ タ ー の 両 レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て
い る 。 PRLRレ セ プ タ ー を 介 す る 22kDa hGH-N作 用 は 、 液 体 の 保 持 （ Satozawa 2000； Prod I
nfo Humantrope(商 標 ), 2003； Prod Info Norditropin(商 標 ), 2001； Prod Info Serosti
m(商 標 ), 2003） ； 女 性 化 乳 房 （ Prod Info Humantrope(商 標 ), 2003； Prod Info Nutropi
n(商 標 ), 2003； Prod Info Nutropin AQ(商 標 ), 2003； Prod Info Genotropin(商 標 ), 20
03） 並 び に 腫 瘍 細 胞 増 殖 お よ び 腫 瘍 成 長 （ Bole-Feysot 1998） を 伴 っ て い た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー シ グ ナ リ ン グ は 、 腎 の ナ ト リ ウ ム お よ び カ リ ウ ム 排 出 を 減 少 さ
せ （ Richardson et al, Br J Pharmacol 47:623P-624P, 1973） 、 Na + -K + ア デ ノ シ ン ト リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ATPase） を 刺 激 し （ Pippard et al, 1986 J Endocrinology 108:95-99
） 、 汗 の ナ ト リ ウ ム を 減 少 さ せ （ Robertson et al. 1986 Endocrinology 119:2439-2444
） 、 さ ら に 腸 の 全 領 域 で 水 お よ び 塩 の 吸 収 を 増 加 さ せ る （ Mainoya et al. 1974 Endocrin
ology 63:311-317） こ と が 示 さ れ た 。 そ の 結 果 生 じ た 血 漿 中 の ナ ト リ ウ ム レ ベ ル の 増 加 は
水 分 保 持 を 付 随 す る 。 細 胞 外 液 の 容 積 の 増 加 は 浮 腫 を 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に ま た 、
血 漿 中 の 液 体 容 積 の 増 加 は 血 圧 上 昇 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 水 分 と 塩 の 恒 常 性 が 障 害 さ
れ た 高 齢 患 者 で は 、 よ り 高 い 死 亡 率 が 観 察 さ れ て い る （ Kokko, Juha P., Water and Sodi
um Regulation in Health and Disease. In: Nature Encyclopedia of Life Sciences. L
ondon: Nature Publishing Group; August 1999） 。
　 プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー シ グ ナ リ ン グ は 、 乳 腺 の 発 達 と 密 接 な 関 係 を 有 し て い る 。 22kD
a hGH-Nは と り わ け 、 男 性 に お け る 性 成 熟 女 性 の 乳 房 と 類 似 す る 乳 房 の 発 達 と 密 接 な 関 係
を 有 し て い る （ Harman SM. 2004 J Gerontol A Biol Sci Med Sci. 59(7):B652-8） 。
　 さ ら に ま た 、 プ ロ ラ ク チ ン の 作 用 は 、 以 下 の よ う に 種 々 の 形 態 の 癌 と 密 接 に 関 係 し て い
る ： 結 腸 直 腸 腫 瘍 の 攻 撃 性 の 増 加 （ Bhatavdekar et al 1994 J Surg Oncol 55:246-249）
、 い く つ か の ヒ ト 乳 癌 株 の 増 殖 （ Kiss et al. 1987 J Natl Cancer Inst 78:993-998） 、
ヒ ト BPH上 皮 細 胞 の 増 殖 （ Syms et al. 1985 Prostate 6:145-153） 。 22kDa GHは 前 立 腺 の
癌 の 発 育 に 参 画 す る こ と が 示 さ れ た （ Weiss-Messer et al. 2004 Mol Cell Endocrinol. 
220(1-2):109-23） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 発 明 者 ら は 、 20kDa hGH-V、 22kDa hGH-Vお よ び 20kDa hGH-Nは 、 通 常 の 22kDa hGH-Nま た
は hGHよ り も GH代 替 療 法 と し て よ り 有 用 で あ る こ と を 見 出 し た 。 20kDa hGH-V、 22kDa hGH-
Vお よ び 20kDa hGH-Nは 、 （ 1） 所 望 の 体 形 成 作 用 、 （ 2） プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー と の よ り
低 い 結 合 親 和 性 お よ び （ 3） 望 ま し く な い 副 作 用 （ 例 え ば 乳 汁 産 生 作 用 ） を よ り 少 な く 有
す る と い う 発 明 者 ら の 発 見 に よ っ て 、 こ れ ら の 変 種 は 、 通 常 療 法 に 代 わ る 望 ま し い 選 択 肢
を 医 師 に 提 供 す る こ と が で き る 。 我 々 は 予 期 に 反 し て 、 20kDa hGH-Vは 、 20kDa hGH-N ま
た は 22kDa hGH-Vの い ず れ よ り も 望 ま し く な い 副 作 用 が 少 な く さ え あ る こ と を 見 出 し た 。
た だ し 20kDa hGH-Vは 20kDa hGH-Nま た は 22kDa hGH-Vよ り も 少 な い 副 作 用 を 示 す が 、 こ れ
ら 3つ の 変 種 の い ず れ も 22kDa hGH-Nよ り も 有 益 で あ る 。 20kDa hGH-N（ 実 施 例 1、 図 7） お
よ び 22kDa hGH-V（ Igout 1995） は 22kDa hGH-Nよ り も 実 質 的 に 低 い 親 和 性 で PRLRと 結 合 し
た が 、 20kDa hGH-Vは 、 図 7に 示 し た よ う に 、 PRLRと は 結 合 す る と し て も 非 常 に 弱 く 結 合 し
た 。
　 22kDa hGH-Nと の 比 較 で は 、 22kDa hGH-Vお よ び 20kDa hGH-Nは 各 々 、 肝 臓 酵 素 の ア ル カ
リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP） の よ り 低 い 血 中 レ ベ ル 増 加 を も た ら し た 。 予 期 に 反 し て 、 20k
Da hGH-Vは 実 際 血 漿 ア ミ ラ ー ゼ レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と を 本 発 明 者 ら は 見 出 し た 。 血 漿 AL
Pの 増 加 は 通 常 、 薬 剤 の 肝 毒 性 ま た は 患 者 の 肝 疾 患 の 指 標 で あ る 。 し た が っ て 、 22kDa hGH
-V、 20kDa hGH-Nお よ び 20kDa hGH-Vは 、 GH-代 替 療 法 を 必 要 と し て い る 成 人 患 者 に と っ て 2
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2kDa hGH-Nよ り も 安 全 な 選 択 肢 で あ る よ う に 思 わ れ る 。
　 さ ら に ま た 、 22kDa hGH-Nと 比 較 し て 、 20kDa hGH-N、 22kDa hGH-Vお よ び 20kDa hGH-Vは
各 々 、 血 漿 ア ミ ラ ー ゼ 濃 度 に 対 し て よ り 少 な い 副 作 用 を 示 し 、 20kDa hGH-Vが も っ と も 少
な い 副 作 用 を 有 し 、 22kDa hGH-Vお よ び 20kDa hGH-Nが ア ミ ラ ー ゼ に 対 し て そ れ ぞ れ 順 に よ
り 大 き な 副 作 用 を 有 す る 。 し か し な が ら 、 22kDa hGH-Vお よ び 20kDa hGH-Nは 血 漿 ア ミ ラ ー
ゼ の い く ら か の 増 加 を 生 じ る が 、 こ れ ら の 増 加 は 22kDa hGH-Nに よ っ て 生 じ る 増 加 よ り も
低 い 。
　 し た が っ て 、 20kDa hGH-V、 20kDa hGH-Nお よ び 22kDa hGH-Vの 使 用 は 、 通 常 の GH療 法 の
望 ま し く な い 副 作 用 が 有 害 で あ る 状 況 で は 所 望 す る こ と が で き る 。 20kDa hGH-V、 20kDa h
GH-N及 び ／ 又 は 22kDa hGH-Vを 含 む 医 薬 の 製 造 は 多 数 の 症 状 の 治 療 の 改 善 を も た ら し 、 し
た が っ て 通 常 の GH療 法 に 付 随 す る 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 を 減 少 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 単 離 さ れ た 形 態 で 提 供 さ れ 、 さ ら に い く つ か の 実 施 態 様 で は 精
製 す る こ と が で き る 。 “ 単 離 さ れ る ” と い う 用 語 は 、 物 質 が そ の 本 来 の 環 境 か ら 取 り 出 さ
れ る こ と を 意 味 す る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 の 状 態 か ら 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 、 化 学 合 成 生 成 物 か ら
誘 導 す る か 、 ま た は 組 換 え 技 術 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。
　 あ る 実 施 態 様 シ リ ー ズ で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え 技 術 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る
。 宿 主 細 胞 を 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し 、 さ ら に プ ロ モ ー タ ー の 誘 導 、 形 質 転 換 体 の 選 別
及 び ／ 又 は 20kDa hGH-V、 20kDa hGH-Nま た は 22kDa hGH-Vを 生 成 す る 遺 伝 子 の 増 幅 に 適 切
な よ う に 改 変 し た 通 常 の 栄 養 培 地 で 培 養 す る 。 培 養 条 件 、 例 え ば 温 度 、 pHな ど は 発 現 の た
め に 選 択 し た 宿 主 細 胞 の た め に 用 い ら れ る も の で あ り 、 当 業 者 に は 明 白 で あ ろ う 。 こ の 考
察 の 目 的 の た め に 、 “ DNA” 、 “ 遺 伝 子 ” お よ び “ cDNA” と い う 用 語 は 、 “ RNA” ま た は “
mRNA” と い う 用 語 と 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 に
必 要 な 情 報 を 伝 達 す る と い う 意 味 で 等 価 で あ り え る と い う こ と は 理 解 さ れ よ う 。 し た が っ
て 、 RNAに つ い て 言 及 す る 場 合 は 、 塩 基 ウ ラ シ ル （ U） が 用 い ら れ 、 一 方 DNAに つ い て 言 及
す る 場 合 は 塩 基 チ ミ ジ ン （ T） が 用 い ら れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が RNAで る か ま た は DNA
で あ る か に か か わ ら ず 、 生 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は い ず れ の タ イ プ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 用 い て も 製 造 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
　 原 核 細 胞 お よ び 真 核 細 胞 宿 主 と と も に 使 用 さ れ る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク
タ ー の 例 は 、 例 え ば 以 下 の 文 献 で 見 出 す こ と が で き る ： Sambrook et al. Molecular Clon
ing: A Laboratory Manual, Third Edition, Cold Springs Harbor, NY (2001)。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 配 列 番 号 :3ま た は そ の 実 質 的 等 価 物 ） は 組 換 え 技 術 に よ っ て
ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め に 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 種 々 の 適 切 な ベ ク タ ー ま た は プ ラ ス ミ ド の い ず れ か に 含 ま せ る こ と が で き
る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー に は 以 下 が 含 ま れ る （ た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い ） ： 染 色 体 、
非 染 色 体 お よ び 合 成 DNA配 列 （ 例 え ば SV40誘 導 体 ） 、 細 菌 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ DNA、 ウ イ
ル ス DNA（ 例 え ば ワ ク シ ニ ア 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス な ど
） 。
　 あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 20kDa hGH-Vを コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ て mRN
Aを 生 成 す る こ と が で き る 。 前 記 mRNAを 翻 訳 し て 26ア ミ ノ 酸 の 20kDa hGH-Vの シ グ ナ ル 配 列
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば Met - 2 6 － Ala - 1 ） を 得 る こ と が で き る 。 続 い て 、 治 療 に 用 い
ら れ る “ 成 熟 ” ペ プ チ ド を 遊 離 さ せ る た め に 、 内 部 Ala－ Phe結 合 に 選 択 的 な エ ン ド ペ プ チ
ダ ー ゼ に よ る 前 記 に 続 く 切 断 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ の 一
例 は 中 性 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ （ E.C.3.4.24.11） で あ り 、 前 記 は 、 も っ ぱ ら 小 さ な 脂 肪 族
ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば Gly、 Ala） と 芳 香 族 （ Phe） ま た は 疎 水 性 （ 例 え ば Leu、 Ile） ア ミ ノ 酸
と の 間 で ペ プ チ ド を 切 断 す る 酵 素 で あ る 。 他 の エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ も 当 業 界 で 公 知 で あ り
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、 本 明 細 書 で さ ら に 記 載 す る 必 要 は な い 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 開 始 コ ド ン （ ATG） お よ び そ れ に 続 く Pheの た め の コ ド ン （ 例 え ば TT
Tま た は TTC） を 含 む 発 現 カ セ ッ ト を 用 い て 、 成 熟 20kDa hGH-V、 20kDa hGH-N及 び ／ 又 は 22
kDa hGH-Vを 製 造 す る こ と が で き る 。 そ れ 以 外 の 点 で は 開 放 読 み 枠 の 残 余 の 部 分 は 図 1に 記
載 の も の と 同 一 で あ る 。 翻 訳 時 に 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ を 用 い て 前 記 ペ プ チ ド を 切 断 し て
N-末 端 Met残 基 を 除 去 し 、 そ れ に よ っ て “ 成 熟 ”  20kDa hGH-Vを 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 3'セ グ メ ン ト （ 前 記 セ グ メ ン ト は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す
る 細 胞 に よ っ て 通 常 は 切 断 さ れ る リ ー ダ ー 配 列 を コ ー ド す る ） が 、 Phe 1 の た め の コ ド ン TT
Tま た は TTCの 前 に 付 加 さ れ て あ る 発 現 カ セ ッ ト を 構 築 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 前
記 リ ー ダ ー 配 列 は 切 断 さ れ 、 “ 成 熟 ” ポ リ ペ プ チ ド 20kDa hGH-V、 20kDa hGH-N及 び ／ 又 は
22kDa hGH-Vが そ れ に 続 く 使 用 の た め に 製 造 さ れ る 。
　 細 菌 を 使 用 す る 場 合 の 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 機 能 的 プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ た 、 所 望
の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る イ ン フ レ ー ム DNAを 適 切 な 開 始 お よ び 終 了 シ グ ナ ル （ 例 え ば 開
始 （ ATG） お よ び 終 止 コ ド ン ） と と も に 挿 入 す る こ と に よ っ て 構 築 す る こ と が で き る 。 所
望 の 場 合 に は 、 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト も ま た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 増 加 さ せ る た
め に 、 或 い は 調 節 す る た め に 取 り 入 れ る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は 1つ ま た は 2つ 以 上 の 選
別 可 能 な 表 現 型 マ ー カ ー お よ び 複 製 起 点 を 含 み 、 ベ ク タ ー の 維 持 を 担 保 し 、 さ ら に 所 望 の
場 合 に は 宿 主 内 で の 増 幅 を 提 供 す る こ と が で き る 。
　 適 切 な ベ ク タ ー が 当 業 者 に は 公 知 で 多 く が 市 販 さ れ て い る 。 適 切 な ベ ク タ ー に は 以 下 の
ベ ク タ ー が 含 ま れ る （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） ： 細 菌 ベ ク タ ー ： pBs、 pQE-9（ Qiag
en） 、 フ ァ ー ジ ス ク リ プ ト 、 PsiX174、 pBluescript SK、 pBsKS、 pNH8a、 pNH16a、 PNH18a
、 pNH46a（ Stratagene） 、 pTrc99A、 pKK223-3、 pKK233-3、 pDR540、 pRIT5（ Pharmacia）
； 真 核 細 胞 ベ ク タ ー ： pWLneo、 pSV2cat、 pOG44、 pXT1、 pSG（ Stratagene） 、 pSVK3、 pBPV
、 pMSG、 pSVL（ Pharmacia） な ど 。
　 適 切 な DNA配 列 を 多 様 な 方 法 に よ っ て ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は DNA
配 列 は 、 適 切 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 に 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ っ て 挿 入 す る こ と
が で き る 。 あ る 実 施 態 様 シ リ ー ズ で は 、 制 限 酵 素 NcoIお よ び HindIIIが 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 発 現 ベ ク タ ー 内 の DNA配 列 は 、 適 切 な 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 （ プ ロ モ ー タ ー ） に 機 能 的
に 連 結 し て mRNA合 成 を 指 令 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー の 例 に は 、 LTRま
た は SV40プ ロ モ ー タ ー 、 大 腸 菌 lac、 trp若 し く は RacA、 フ ァ ー ジ ラ ム ダ P L プ ロ モ ー タ お よ
び 、 原 核 細 胞 若 し く は 真 核 細 胞 ま た は そ れ ら の ウ イ ル ス の 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る 既 知 の
他 の プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。
　 適 切 な プ ロ モ ー タ ー の 選 別 は 当 業 者 の 技 術 範 囲 内 で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー の 例 に は 、 細 菌
プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば lacI、 lacZ、 T3、 T7、 gpt、 ラ ム ダ P R 、 trcな ど ） お よ び 真 核 細 胞 プ
ロ モ ー タ ー （ CMV極 初 期 、 HSVチ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 初 期 お よ び 後 期 SV40プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス 由 来 の LTR、 マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン -Iプ ロ モ ー タ ー な ど ） が 含 ま れ る が 、 た
だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 し か し な が ら 、 上 記 は 単 な る 例 と し て 列 記 さ れ 、 他 の プ ロ モ ー タ ー も 用 い る こ と が で き
る 。 遺 伝 子 の 発 現 を モ ニ タ ー お よ び 定 量 す る 方 法 は 当 業 界 で は 公 知 で あ り 、 20kDa hGH-V
の 製 造 の た め に 発 現 レ ベ ル を 実 証 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
　 発 現 ベ ク タ ー は ま た 翻 訳 開 始 の た め の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 お よ び 転 写 終 了 因 子 を 含 む こ
と が で き る 。 ベ ク タ ー は ま た 発 現 を 増 幅 さ せ る 適 切 な 配 列 （ エ ン ハ ン サ ー ） を 含 む こ と が
で き る 。
　 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 適 切 な プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー 並 び に
必 要 な 任 意 の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 ス プ ラ イ ス ド ナ ー 及 び ／ 又 は ア
ク セ プ タ ー 部 位 、 転 写 終 了 配 列 並 び に 5'フ ラ ン キ ン グ 非 転 写 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
　 さ ら に ま た 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 形 質 転 換 宿 主 細 胞 の 選 別 の た め の 表 現 型 の 特 徴 （ 選 別 マ
ー カ ー ） を 提 供 す る た め の 遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。 適 切 な 選 別 マ ー カ ー に は 、 真 核 細
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胞 培 養 の た め に は ジ ヒ ド ロ ホ レ ー ト レ ダ ク タ ー ゼ （ dfr） 若 し く は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 （ neo
） 、 ま た は 大 腸 菌 で は テ ト ラ サ イ ク リ ン 若 し く は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 の よ う な も の が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ベ ク タ ー は ま た 、 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 細 胞 周 辺 腔 、 細 胞 膜 ま た は 細 胞 外 培 養 液 へ の
分 泌 を 誘 導 す る こ と が で き る リ ー ダ ー 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
　 適 切 な プ ロ モ ー タ ー ま た は 制 御 配 列 と 同 様 に 適 切 な DNA配 列 を 含 む ベ ク タ ー を 用 い て 、
前 記 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る 適 切 な 宿 主 を 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 適 切 な
宿 主 に は 、 細 菌 （ 例 え ば 大 腸 菌 （ E. coli） 、 枯 草 菌 （ Bacillus subtilis） 、 ネ ズ ミ チ フ
ス 菌 （ Salmonella typhimurium） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 、 ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス の 種 々 の 種 ） ； 菌 類 細 胞 （ 例 え ば 酵 母 ） ； 動 物 細 胞 （ 例 え ば サ ル 腎 線 維 芽 細 胞 の CO
S-7株 お よ び 適 合 性 ベ ク タ ー を 発 現 す る こ と が で き る 他 の 細 胞 株 、 例 え ば C127、 3T3、 CHO
、 HeLa、 BHK細 胞 株 ） ； 植 物 細 胞 な ど が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 適 切
な 宿 主 の 選 択 は 当 業 者 の 技 術 範 囲 内 で あ ろ う 。 あ る 実 施 態 様 で は 宿 主 細 胞 は 大 腸 菌 で あ る
。
　 構 築 物 の 宿 主 細 胞 内 へ の 導 入 は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAE、 デ キ ス
ト ラ ン 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て 実 施 で き る （ Da
vis et al., Basic Methods in Molecular Biology, 1986） 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 構 築 物
は カ ル シ ウ ム を 用 い て 導 入 さ れ る 。
　 宿 主 細 胞 は 、 ト リ プ ト フ ァ ン 飢 餓 、 イ ソ プ ロ ピ ル チ オ ガ ラ ク ト シ ド （ IPTG） 、 ナ リ ジ ク
ス 酸 な ど を 含 む 種 々 の 方 法 （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に よ っ て 誘 導 し て 所 望 の タ ン
パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 シ リ ー ズ で は 、 発 現 は ナ リ ジ ク ス 酸 で 誘
導 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAの 真 核 細 胞 に よ る 転 写 は エ ン ハ ン サ ー 配 列 を ベ
ク タ ー に 挿 入 す る こ と に よ っ て 高 め る こ と が で き る 。 適 切 な エ ン ハ ン サ ー は 当 業 者 に は 公
知 で 、 SV40の 複 製 起 点 後 期 の エ ン ハ ン サ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン
ハ ン サ ー 、 ポ リ オ ー マ の 複 製 起 点 後 期 側 の エ ン ハ ン サ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー な
ど が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
　 当 業 者 は 当 業 界 で 公 知 の ま た 別 の 方 法 を 用 い て 、 発 現 系 を 作 製 し 、 さ ら に こ れ ら の 系 を
用 い て 治 療 用 組 換 え 体 20kDa hGH-Vを 製 造 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ る と こ ろ で あ
ろ う 。
　 あ る 種 の 宿 主 細 胞 は 治 療 さ れ る べ き 対 象 者 に 直 接 移 植 で き る こ と も ま た 理 解 さ れ よ う 。
例 え ば 、 自 家 細 胞 を 患 者 か ら 採 集 す る か 、 ま た は 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 異 種 細 胞 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。 続 い て 、 そ の よ う な 細 胞 を 患 者 に 移 植 し 、 20kDa hGH-V
の 産 生 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 、 治 療 量 の 20kDa hGH-V の in vivo産 生 を 得 る こ と が で き
る 。
　 さ ら に ま た 、 例 え ば ウ イ ル ス （ 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス ） ま た は リ ポ ソ ー ム を 用 い る 遺 伝
子 治 療 の 方 法 は 、 治 療 さ れ る べ き 動 物 の 宿 主 細 胞 に in vivoで 伝 達 さ れ え る 、 20kDa hGH-V
発 現 用 発 現 カ セ ッ ト を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　
　 細 胞 を 遠 心 に よ っ て 採 集 し 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 手 段 に よ っ て 破 壊 し 、 さ ら に 得 ら れ た
粗 抽 出 物 を 精 製 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 用 い た 微 生 物 細 胞 は 、 凍 結 融 解 の
繰 り 返 し 、 超 音 波 処 理 、 機 械 的 破 壊 、 細 胞 溶 解 剤 、 界 面 活 性 剤 な ど の 使 用 を 含 む 任 意 の 便
利 な 方 法 に よ っ て 破 壊 す る こ と が で き る 。
　 GH変 種 は 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 多 様 な 方 法 を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。 前 記 方 法 に は
、 硫 安 若 し く は エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 酸 抽 出 、 陰 イ オ ン 若 し く は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 反 応 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル
ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 レ ク チ ン ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル ろ 過 な ど が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
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　 細 菌 培 養 で 生 成 さ れ る 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 ペ レ ッ ト の 最 初 の 抽 出 、 そ れ に 続 く 1
回 ま た 2回 以 上 の 塩 析 、 水 性 イ オ ン 交 換 ま た は サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ っ
て 単 離 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 再 折 り 畳 み 工 程 は 必 要 に 応 じ て 成 熟 タ ン パ ク 質 の
立 体 配 置 を 完 成 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 SDS-PAGEお よ び HPLCを 最 終 精 製 に 用 い
る こ と が で き る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 は 、 先 ず 初 め に 封 入 体 を 可 溶 化 し 、 続 い て イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び ゲ ル ろ 過 精 製 に よ っ て 細 菌 培 養 か ら 抽 出 す る こ と が で き る 。 続 い
て タ ン パ ク 質 は 高 pHで 尿 素 を 用 い て 再 折 り た た み に 付 さ れ る 。
　 タ ン パ ク 質 の 配 列 は 、 N-末 端 配 列 決 定 、 タ ン パ ク 分 解 マ ッ ピ ン グ お よ び ペ プ チ ド 配 列 決
定 を 含 む 任 意 の 適 切 な 方 法 （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 用 い て 実 証 す る こ と が で き
る 。 機 能 的 な 特 徴 は 、 例 え ば GHレ セ プ タ ー の 活 性 化 、 免 疫 学 的 方 法 、 培 養 GH-感 受 性 細 胞
の 刺 激 な ど を 用 い て 判 定 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 シ リ ー ズ で は 、 タ ン パ ク 質 は 、
hGH結 合 タ ン パ ク 質 と 1： 2複 合 体 を 形 成 す る そ の 能 力 を 測 定 す る こ と に よ っ て 有 効 性 を 確
認 す る こ と が で き る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 は GHレ セ プ タ ー を ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 、 例 え ば ウ サ ギ 由 来 の 細 胞 を 活 性 化 す る そ の 能 力 に よ っ て 立 証 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 に 組 換 え 工 程 で 用 い た 宿 主 に し た が っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド は グ リ コ シ ル 化 さ れ た り ま た は さ れ な か っ た り 、 さ ら に 最 初 の （ -1位 の ） メ チ オ ニ ン ア
ミ ノ 酸 を 含 む こ と も で き る 。 あ る 種 の 原 核 性 宿 主 細 胞 は 、 あ る 種 の 真 核 性 宿 主 細 胞 が タ ン
パ ク 質 を グ リ コ シ ル 化 す る よ う に は タ ン パ ク 質 を グ リ コ シ ル 化 し な い こ と が 知 ら れ て い る
。 よ り 高 度 な グ リ コ シ ル 化 を 促 進 す る た め に 、 極 め て 高 レ ベ ル の 必 須 の 単 糖 類 ま た は そ れ
ら の 前 駆 体 を 増 殖 培 地 に 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 シ ア ル 酸 、 フ コ ー ス 、 ガ ラ ク ト
ー ス ま た は N-ア セ チ ル -ガ ラ ク ト サ ミ ン を 含 む タ ン パ ク 質 の 場 合 、 こ れ ら 栄 養 素 に 富 む 細
胞 培 養 液 を 所 望 に 応 じ て 用 い 、 20kDa hGH-V、 20kDa hGH-N及 び ／ 又 は 22kDa hGH-Vの グ リ
コ シ ル 化 形 の 発 現 レ ベ ル を 高 め る こ と が で き る 。 GH変 種 を グ リ コ シ ル 化 す る た め に 必 要 な
他 の 糖 を 増 殖 培 地 の 補 充 に 同 様 に 用 い る こ と が で き る こ と は 容 易 に 理 解 さ れ よ う 。 さ ら に
ま た 、 所 望 の 場 合 は 、 宿 主 細 胞 の グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ シ ド
三 リ ン 酸 グ リ コ シ ル 化 酵 素 （ 糖 付 加 酵 素 ） の 発 現 を 高 め 、 糖 残 基 の 20kDa hGH-Vへ の 付 加
を 増 加 す る こ と が で き る 。 グ リ コ シ ル 化 の 更 な る 記 述 は 以 下 の 文 献 で 見 出 す こ と が で き る
： Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, Fourth Edition, Garland Science
 (2002)。
　 20kDa hGH-Nの 14位 の ア ミ ノ 酸 の 性 質 に 関 し て は い く ら か あ い ま い さ が 存 在 す る 。 Marti
alら （ Science 205:602 (1979)） は 、 こ の 位 置 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る mRNA配 列 は メ チ オ
ニ ン を コ ー ド す る AUGで あ る と 報 告 し 、 Masudaら （ Biophysica Acta 949:125 (1988)） は
、 N-末 端 か ら 14番 目 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る cDNA配 列 は セ リ ン を コ ー ド す る AGTで あ る と
報 告 し た 。 20kDa hGH-V変 種 の こ の 位 置 の ア ミ ノ 酸 は メ チ オ ニ ン で あ る と 考 え ら れ て い る
が 、 本 発 明 で は 両 方 の 変 種 を 含 む と 理 解 さ れ る 。
　 さ ら に ま た 、 1つ ま た は 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 さ れ て い る ア ミ ノ 酸
配 列 は 20kDa hGH-V変 種 の カ テ ゴ リ ー に 含 ま れ る と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 保 存 的 変 種 、
サ イ レ ン ト 変 種 お よ び 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 も ま た 本 発 明 の 変 種 の カ テ ゴ リ ー に 含 ま れ る と
考 え ら れ る 。
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 保 存 的 変 種 に は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 変 化 を 生 じ な い ヌ ク レ オ チ
ド 置 換 が 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 ま た は ヌ ク レ オ チ ド か ら 翻 訳 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 性 状 に
実 質 的 に 影 響 を 与 え な い ア ミ ノ 酸 置 換 を 生 じ る ヌ ク レ オ チ ド 置 換 と 同 様 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
　 GH療 法 は 2つ の カ テ ゴ リ ー 、 生 理 学 的 お よ び 薬 理 学 的 カ テ ゴ リ ー に 分 割 す る こ と が で き
る 。 生 理 学 的 療 法 （ 代 替 療 法 ） は よ り 低 用 量 を 必 要 と す る 。 代 替 療 法 に お け る 出 発 投 与 量
は 、 小 児 の GHの 場 合 1日 に つ き 0.02か ら 0.05mg/kgで 、 成 人 で は 1日 に つ き 0.00625か ら 0.02
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5mg/kgの 範 囲 で あ る 。 70kgの 男 性 の 場 合 、 通 常 の 出 発 用 量 は 0.3mg/日 で 維 持 用 量 は 0.35か
ら 0.56mg/日 で あ る 。 GH代 替 は い く ら か の 患 者 に つ い て は 生 涯 投 与 さ れ え る 。 薬 理 学 的 療
法 は 、 例 え ば エ イ ズ 関 連 る い 痩 の 治 療 で は 、 よ り 高 い 用 量 を 必 要 と し 、 小 児 で は ＞ 1mg/日
で 、 成 人 で は 1か ら 3mg/日 で あ る 。 こ の 高 い 用 量 で は ま す ま す 深 刻 な 副 作 用 が 観 察 さ れ え
る 。
　 本 発 明 は ま た 本 明 細 書 に 開 示 し た 20kDa hGH-V、 20kDa hGH-N及 び ／ 又 は 22kDa hGH-Vを
含 み 、 こ の 場 合 前 記 変 種 は 1つ ま た は 2つ 以 上 の 水 溶 性 ポ リ マ ー と 結 合 さ れ 、 ア ゴ ニ ス ト 特
性 を 維 持 し な が ら 所 望 さ れ る 変 種 の さ ら に 別 の 特 性 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 特 性 に は 溶
解 性 の 増 加 、 安 定 性 の 増 加 、 免 疫 原 性 の 低 下 、 タ ン パ ク 質 分 解 耐 性 の 増 加 、 in vivo半 減
期 の 増 加 お よ び 腎 ク リ ア ラ ン ス の 低 下 が 含 ま れ る 。 適 切 な ポ リ マ ー に は 、 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び 多 糖 類 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 適 切 な 結 合 物 の 生 成 方 法 は 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル が 特
に 好 ま し く 、 結 合 方 法 は 例 え ば WO95/32003に 記 載 さ れ て い る 。
　 一 般 的 に は 、 本 発 明 の 化 合 物 は 医 薬 組 成 物 と し て 以 下 の ル ー ト の 1つ に よ っ て 投 与 す る
こ と が で き る ： 経 口 的 、 局 所 的 、 全 身 的 （ 例 え ば 経 皮 、 鼻 内 ま た は 座 薬 に よ り ） 、 非 経 口
的 （ 例 え ば 筋 肉 内 、 皮 下 ま た は 静 脈 内 注 射 ） 、 移 植 に よ っ て 、 お よ び 輸 液 に よ っ て （ 例 え
ば 浸 透 圧 ポ ン プ 、 経 皮 膏 薬 な ど の 装 置 に よ る ） 。 あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 皮 下 若 し く は 筋
肉 内 注 射 、 ま た は 注 射 針 を 含 ま な い 装 置 に よ る 注 入 を 用 い る こ と が で き る 。 後 者 の 場 合 、
化 合 物 を 含 む 溶 液 は 微 細 な 霧 と し て 皮 膚 か ら 拡 散 さ れ 、 皮 下 に デ リ バ リ ー す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 組 成 物 は 、 錠 剤 、 ピ ル 、 カ プ セ ル 、 半 固 形 物 、 散 剤 、 徐 放 性 製 剤 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 エ リ
キ シ ル 、 エ ア ロ ゾ ル ま た は 任 意 の 他 の 適 切 な 製 剤 の 形 態 を も ち 、 さ ら に 医 薬 的 に 許 容 で き
る 賦 形 剤 を 含 む こ と が で き る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 組 成 物 は 、 投 与 前 に 再 構 成 さ れ
る 粉 末 形 で あ る か 、 ま た は GH変 種 を 含 む 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て 存 在 す る 。 適 切 な 賦 形 剤
は 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 そ れ ら 賦 形 剤 お よ び 組 成 物 の 製 剤 方 法 は 以 下 の よ う な 標 準 的 参
考 文 献 で 見 出 す こ と が で き る ： A.R. Gennaro: :The Science and Practice of 
Pharmacy, 20th Ed., Lippincott, Williams and Wilkins, Philadelphia, PA (2000)。
好 ま し い 賦 形 剤 に は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 フ ェ ノ ー ル 、 m-ク レ ゾ ー ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル
、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 20、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 マ ン ニ ト ー ル 、 リ ン 酸 二 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 リ
ン 酸 一 水 素 二 ナ ト リ ウ ム 、 グ リ シ ン お よ び グ リ セ リ ン が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。 適 切 な 液 状 担 体 に は （ 特 に 注 射 溶 液 の 場 合 ） 、 滅 菌 水 、 食 塩 水 溶 液 、 デ キ ス ト
ロ ー ス 水 溶 液 な ど が 含 ま れ 、 等 張 溶 液 が 非 経 口 投 与 の た め に 好 ま し い 。
　 本 発 明 の 化 合 物 は ま た 徐 放 系 に よ っ て 適 切 に 投 与 さ れ る 。 適 切 な 徐 放 性 組 成 物 の 例 に は
、 形 状 を も つ 物 品 、 例 え ば フ ィ ル ム ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 態 に あ る 半 透 性 ポ リ マ ー
マ ト リ ッ ク ス が 含 ま れ る 。 徐 放 性 マ ト リ ッ ク ス に は 、 ポ リ ラ ク チ ド （ 米 国 特 許 3,773,919
号 ； EP58,481） 、 L-グ ル タ ミ ン 酸 と γ -エ チ ル -L-グ ル タ メ ー ト と の コ ポ リ マ ー 、 ポ リ (2-
ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 エ チ レ ン ビ ニ ル ア セ テ ー ト ま た は ポ リ -D-(-)-3-ヒ
ド ロ キ シ 酪 酸 （ EP133,988） が 含 ま れ る 。 徐 放 性 組 成 物 は ま た リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ た 化
合 物 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 化 合 物 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム は そ れ 自 体 公 知 の 方 法 に よ っ
て 製 造 さ れ る ： DE3,218,121； EP52,322； EP36,676； EP88,046； EP143,949； EP142,641；
日 本 国 特 許 出 願 83-118008； 米 国 特 許 4,485,045号 お よ び 4,544,545号 ； 並 び に EP102,324。
　 上 記 の 記 載 は 例 示 の み を 目 的 と し て お り 、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 し よ う と す る も の で は な
い こ と は 理 解 さ れ よ う 。 む し ろ 上 述 の 方 法 お よ び 組 成 物 の 改 変 は 容 易 に 実 施 で き 、 さ ら に
そ の よ う な 全 て の 変 型 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る こ と は 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 さ れ る
と こ ろ で あ ろ う 。 さ ら に 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 全 て の 参 考 文 献 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に
そ の 全 体 が 含 ま れ る 。
　
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 は 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 の 特 性 を 明 示 す る 具 体 的 な 実 施 例 に 関
し て 説 明 さ れ る 。 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 利 点 を 例 示 し よ う と す る も の で 、 本 発 明 の 範 囲
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を 制 限 し よ う と す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　
　
　 hGH、 bGHお よ び oPRLと 比 較 し て 、 hGH変 種 の 結 合 作 用 を 解 明 す る た め の 実 験 を 、 確 立 さ
れ た ヒ ツ ジ の 肝 臓 膜 系 を 用 い て 実 施 し た （ B.H. Breier et al. Endocrinology 135:919, 
1994） 。
　 こ の 系 は 、 放 射 能 標 識 リ ガ ン ド と し て 1 2 5 I-rbGHま た は 1 2 5 I-oPRLの ど ち ら か を 使 用 す る
こ と に よ っ て そ れ ぞ れ 純 粋 な 体 形 成 活 性 お よ び 乳 汁 産 生 活 性 の マ ー カ ー で あ る こ と が 示 さ
れ た の で 選 択 し た 。 1 2 5 I-hGHの 使 用 は 体 形 成 活 性 お よ び 乳 汁 産 生 活 性 が 混 合 し た ペ プ チ ド
に つ い て 適 切 で あ る 。
　
　 ヒ ツ ジ の 肝 臓 組 織 は ロ ム ニ ‐ ド ル セ ッ ト （ Romney-Dorset） 交 配 去 勢 オ ス の 子 羊 か ら 入
手 し た 。 前 記 動 物 は 健 康 で あ り 、 屠 殺 前 ま で 栄 養 状 態 は 高 い レ ベ ル に 維 持 さ れ て い た 。 全
て の 動 物 は バ ル ビ タ ー ル の 過 剰 投 与 に よ っ て 屠 殺 し 、 肝 臓 は 死 亡 か ら 5分 以 内 に 採 集 し た
。 肝 臓 を 切 断 し 、 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 -20℃ で 凍 結 し た 。 実 験 は オ ー ク ラ ン ド 大 学 （ Univers
ity of Auckland） の 動 物 倫 理 委 員 会 で 承 認 さ れ た 。
　
　 ヒ ツ ジ の 肝 臓 組 織 を 4℃ で 融 解 し て 小 片 （ 約 1g） に 切 断 し 、 冷 （ 4℃ ） シ ュ ク ロ ー ス （ 0.
3M） 中 で 洗 浄 し た 。 続 い て 組 織 を 秤 量 し た （ 45Tiロ ー タ ー の 各 管 に つ い て 最 大 3g） 。 0.3M
の 冷 シ ュ ク ロ ー ス （ 30μ g/mLの ト ラ シ ロ ー ル 並 び に 各 々 3μ g/mLの ペ プ ス タ チ ン 、 ア ン チ
パ イ ン 、 ロ イ ペ プ チ ン お よ び ベ ン ザ ミ ジ ン を 含 有 す る ） を 最 初 の 肝 臓 重 量 の 1： 3（ w/v）
の 比 で 前 記 管 に 添 加 し た 。 ホ モ ジ ナ イ ザ ー （ Janke and Kunkel） お よ び 大 型 ホ モ ジ ナ イ ザ
ー ヘ ッ ド （ S25N-10G） を 用 い て 、 最 高 速 度 で 2分 お よ び 低 速 で 0.5分 （ 合 計 2.5分 ） の 均 質
化 を 実 施 し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト の 温 度 を 0.5分 毎 に チ ェ ッ ク し 、 10℃ 以 下 に 維 持 し た 。 前 記
ホ モ ジ ネ ー ト を 1500Ｘ gで 20分 、 4℃ で 遠 心 し 、 得 ら れ た 上 清 を 15,000Ｘ gで 20分 お よ び 100
,000Ｘ gで 90分 （ 29,400RPM、 45Ti） 、 4℃ で 連 続 的 に 遠 心 し た 。 100,000Ｘ gの ペ レ ッ ト を
氷 上 で 、 最 初 の 肝 重 量 に 対 し て 1： 2（ wt/vol） の 比 で 4Mの MgCl 2 と と も に 20分 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た （ 内 因 性 リ ガ ン ド の 除 去 の た め ） 。 続 い て 前 記 調 製 物 を 125,000Ｘ g（ 33,000RPM
、 45Ti） で 遠 心 し 、 最 初 の 肝 重 量 に 対 し て 1： 5（ w/v） の 比 で 各 管 に 25mMの ト リ ス 緩 衝 液
を 添 加 し た 。 得 ら れ た ペ レ ッ ト を 0.025Mの TRIS緩 衝 液 中 で 再 懸 濁 し 、 再 び 100,000Ｘ gで 30
分 、 4℃ で 遠 心 し た 。 最 終 ペ レ ッ ト の ア リ コ ッ ト を 25mMの 冷 ト リ ス （ 上 記 工 程 で 述 べ た 全
て の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む ） 中 で 本 来 の 組 織 重 量 1gに 対 し て 1mLの 比 で 再 懸 濁 し た 。
ペ レ ッ ト を 均 質 化 に よ っ て 再 懸 濁 さ せ 、 さ ら に ガ ラ ス /テ フ ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー 中 で 3ス ト
ロ ー ク に よ り 均 質 化 し た 。 続 い て MMPを ア リ コ ッ ト に 分 割 し 、 -20℃ で 凍 結 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　
　 RRAの た め の ホ ル モ ン 調 製 物 は 、 ヒ ツ ジ の 組 換 え GH、 ヒ ト の 組 換 え GH-N 22kDa、 ヒ ト の
組 換 え 20kDa GH-N、 ヒ ト の 組 換 え 22kDa GH-V、 ヒ ト の 組 換 え 22kDa GH-V、 お よ び oPRLで あ
っ た 。 全 て の ホ ル モ ン は 秤 量 し て ア リ コ ッ ト に 分 割 し 、 必 要 な 段 階 希 釈 を 実 施 し た 。 ウ シ
GHを 0.1Mの NaHCO 3 （ pH8.3） に 溶 解 し た 。 ペ プ チ ド の 放 射 能 標 識 は 、 以 前 に 記 載 （ Bereier
 et al. 1988 J Endocrinol 116:169-177） さ れ た よ う に ラ ク ト ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 法 を 用
い て 実 施 し 、 比 活 性 は 40－ 50μ Ci/μ gの 範 囲 で あ っ た 。 全 て の ア ッ セ イ は ヨ ウ 素 化 お よ び
放 射 能 リ ガ ン ド の 精 製 （ セ フ ァ デ ッ ク ス G-100カ ラ ム ） の 5日 以 内 に 実 施 し 、 モ ノ マ ー リ ガ
ン ド と 等 価 の 分 画 の み を ア ッ セ イ に 用 い た 。 ア ッ セ イ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 に 放 射 能 リ
ガ ン ド の 顕 著 な 分 解 は な か っ た 。 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 調 製 物 お よ び 不 溶 性 分 画 の RRAは 、 ト リ
プ リ ケ ー ト お よ び 2セ ッ ト の Bo（ B m a x ） 管 ト リ プ リ ケ ー ト で 実 施 し た 。 ア ッ セ イ 緩 衝 液 は
以 下 の 成 分 か ら 成 っ て い た （ pHは 濃 HCLで 7.4に 調 節 ） ： 0.025Mの TRIS、 0.01Mの CaCl 2 、 0.
2%（ wt/vol） の BSA、 0.2%（ wt/vol） の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 ト ラ シ ロ ー ル （ 30μ g/mL緩 衝
液 ） 、 並 び に ロ イ ペ プ チ ン 、 ア ン チ パ イ ン 、 ペ プ ス タ チ ン お よ び ベ ン ザ ミ ジ ン （ 全 て 3μ g
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実 施 例 1： リ ガ ン ド 結 合
材 料 と 方 法

材 料

ミ ク ロ ソ ー ム 膜 の 調 製

放 射 能 レ セ プ タ ー ア ッ セ イ （ RRA）



/mL緩 衝 液 ） 。 膜 調 製 物 を 400μ Lの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 容 積 で 以 下 と と も に 20時 間 4℃ で イ
ン キ ュ ベ ー ト し た ： 非 標 識 ホ ル モ ン 、 お よ び 約 25000cpm/100μ L緩 衝 液 の [ 1 2 5 I]-rbGHま た
は [ 1 2 5 I]-rhGHま た は [ 1 2 5 I]-oPRL。 非 特 異 的 結 合 は 過 剰 の 適 切 な 非 標 識 リ ガ ン ド （ 10－ 10
0μ g/mL） の 添 加 に よ っ て 決 定 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 2mLの 0.025M氷 冷 ト リ ス -HCL（
pH7.4） の 添 加 に よ っ て 終 了 さ せ た 。 結 合 ホ ル モ ン お よ び 遊 離 ホ ル モ ン を 4℃ で 3900RPMで
の 遠 心 に よ っ て 分 離 し た 。 上 清 を 廃 棄 し 、 ペ レ ッ ト を ガ ン マ ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー で 計 測 し
た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　
　

　 全 て の hGH変 種 は 強 い 体 形 成 性 潜 在 能 力 を 示 し た 。 結 合 曲 線 の 置 換 パ タ ー ン は 全 て の 化
合 物 で 類 似 し て い た 。 hGH変 種 の 体 形 成 性 潜 在 能 力 の 大 き さ は rhGHと rbGHの 間 で あ っ た 。 h
GH変 種 は 極 め て 類 似 す る 体 形 成 性 結 合 を 示 し た （ 図 3お よ び 図 4） 。
　

　 ２ つ の 明 ら か に 異 な る 置 換 曲 線 が 存 在 し た 。 第 一 に 、 hGH置 換 の 急 勾 配 曲 線 は 強 い 乳 汁
産 生 活 性 を 示 唆 し た 。 第 二 に 、 bBHの 低 い 置 換 は 弱 い 乳 汁 産 生 活 性 を 示 し た 。 hGH変 種 の 大
半 は hGH（ 強 力 な 乳 汁 産 生 活 性 ） の 置 換 パ タ ー ン に し た が っ た 。 驚 く べ き こ と に 、 20kDa h
GH-Vは 低 い bGH様 置 換 パ タ ー ン に し た が い 、 弱 い 乳 汁 産 生 活 性 を 示 唆 し た （ 図 5、 6お よ び 8
） 。
　

　 ア ッ セ イ 番 号 0439（ 図 7） は 、 20kDa hGH-Vは ほ と ん ど （ も し 存 在 す る と し て も ） 1 2 5 I-o
PRLと の 結 合 作 用 を 提 示 し な い こ と を 示 し た 。
　
　 20kDa hGH-Vは bGHレ セ プ タ ー と の 強 い 結 合 親 和 性 を 示 し 、 前 記 変 種 の 強 力 な 体 形 成 作 用
と 一 致 し た 。 し か し な が ら 、 20kDa hGH-Vは プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー と 、 も し 存 在 す る と
し て も 弱 く 結 合 す る の み で あ り 、 前 記 変 種 の 弱 い 乳 汁 産 生 活 性 と 一 致 し た （ 図 7） 。 こ の
結 合 実 験 を 基 に 、 我 々 は 、 生 物 学 的 実 験 が 20kDa hGH-Vは 発 育 促 進 作 用 お よ び 極 め て 弱 い
乳 汁 産 生 作 用 を 示 す で あ ろ う と い う こ と を 期 待 し た 。 こ れ ら の 予 想 は 、 下 記 の 実 施 例 に 記
載 す る 実 験 に よ っ て 立 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　
　 GHの 20kDa胎 盤 性 変 種 を 含 む 治 療 の 有 効 性 を 判 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 単 離 さ れ
た 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 動 物 モ デ ル に お い て い く つ か の GH化 合 物 の 発 育 、 内 分 泌 マ ー カ ー お よ
び 代 謝 マ ー カ ー に 対 す る 作 用 を 調 べ た 。
　
　 GH欠 乏 矮 小 （ dw/dw） ラ ッ ト は よ く 性 状 が 調 べ ら れ た 先 天 性 GH欠 乏 モ デ ル で あ る 。 こ れ
ら の ラ ッ ト で は 、 他 の 下 垂 体 栄 養 性 ホ ル モ ン は 正 常 な 分 泌 プ ロ フ ィ ル を 維 持 す る が 、 下 垂
体 GHは 選 択 的 に 正 常 レ ベ ル の 約 5%に 低 下 し て い る 。 後 天 的 GH欠 乏 （ 下 垂 体 切 除 に よ る ） を
用 い る 他 の モ デ ル で は 、 GH以 外 の 多 数 の 下 垂 体 ホ ル モ ン の 欠 乏 お よ び 動 物 を 不 要 な 外 科 手
術 ス ト レ ス に 暴 露 す る こ と に よ っ て 混 乱 が 生 じ る 。 し た が っ て 、 GH-欠 乏 矮 小 ラ ッ ト の 使
用 に よ っ て ヒ ト の 症 状 に お け る 成 長 ホ ル モ ン 療 法 の 効 果 が 予 想 さ れ る 。
　 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 研 究 の た め に 選 択 し た GH-欠 乏 （ dw/dw） 矮 小 ラ ッ ト に 関 す る 広
範 囲 の 基 礎 的 研 究 デ ー タ を 収 集 し た （ Vickers et al., 1999； Breier et al., 1996； Gra
vance et al., 1997； Butler et al., 1994） 。 本 発 明 者 ら は 、 我 々 が 以 前 の 実 験 で 使 用
し た 同 じ コ ロ ニ ー を 用 い た 。
　 オ ス の GH-欠 乏 矮 小 （ dw/dw） ラ ッ ト を 離 乳 期 （ 21－ 22日 齢 ） に オ ー ク ラ ン ド 大 学 の 動 物
リ ソ ー ス ユ ニ ッ ト で 維 持 さ れ て い る コ ロ ニ ー か ら 購 入 し た 。 動 物 を こ の 時 期 （ す な わ ち に
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実 施 例 ２ ： hGH変 種 の 薬 理 学 的 実 験

実 験 手 順 ： 方 法 と 分 析 手 順



、 実 験 時 期 の 3－ 4週 間 前 ） 入 手 し て 、 環 境 に 適 応 さ せ さ ら に 実 験 者 に よ る 取 り 扱 い に 慣 ら
す 時 間 を 与 え た 。 動 物 を 専 用 施 設 に 収 容 し 、 標 準 的 ラ ッ ト ケ ー ジ お よ び 通 常 の 明 暗 サ イ ク
ル を 用 い 、 飼 料 お よ び 飲 水 に 自 由 に 接 近 さ せ た 。 動 物 を 離 乳 か ら 実 験 の 終 了 ま で 毎 日 モ ニ
タ ー し た 。
　 7－ 8週 齢 で 、 体 重 の つ り 合 っ た オ ス の GH-欠 乏 矮 小 ラ ッ ト を 選 び 、 6つ の 処 置 群 の 1つ に
振 り 分 け （ ｎ ＝ 6） 、 賦 形 剤 （ 生 理 的 食 塩 水 （ 0.9%） ） ま た は GHを 与 え た 。 処 置 群 は 以 下
の と お り で あ っ た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
　
　 hGHは 生 理 学 的 食 塩 水 （ 0.9%） を 用 い て 再 構 成 し た 。 bGHは 炭 酸 緩 衝 食 塩 水 （ pH9.4） を
用 い て 再 構 成 し た 。 hGH変 種 は 滅 菌 水 （ pH11.0） で 再 構 成 し た 。 化 合 物 は 注 射 の 日 に 新 し
く 溶 解 し た 。 注 射 （ 容 積 100μ L） は 皮 下 注 射 に よ っ て 毎 日 2回 8： 00お よ び 17： 00に 実 施 し
、 極 細 ゲ ー ジ の 糖 尿 病 用 注 射 筒 （ 29g） を 使 用 し た 。 動 物 を 7日 間 処 置 し 、 最 後 の 注 射 は 一
晩 絶 食 後 の 8日 目 の 朝 に 実 施 し た 。 最 後 の GH注 射 後 8日 目 の 朝 に 動 物 を 殺 し た 。
　
　 ： 動 物 の 体 重 を 実 験 中 毎 日 午 前 8時 － 9時 の 間 で 測 定 し た 。 臨 床 的 変 化 、 処 置 に 対 す
る 反 応 、 病 気 に つ い て 個 々 の 動 物 を 毎 日 観 察 し た 。 何 ら か の 悪 影 響 を 示 す ス ト レ ス 反 応 お
よ び 関 連 す る 症 状 を 示 す も の は 処 置 群 の い ず れ に お い て も 存 在 し な か っ た 。
　 ： 飼 料 の 摂 取 は 試 験 の 間 毎 日 測 定 し た 。 ラ ッ ト 当 た り の 相 対 的 飼 料 摂 取 （ 消
費 飼 料 /グ ラ ム 体 重 /日 ） は 、 各 処 置 群 の 各 ペ ア に 与 え ら れ た 飼 料 の 量 対 食 べ 残 さ れ た 飼 料
の 量 を 用 い て 算 出 し た 。
　 ： 水 の 消 費 は 、 実 験 中 毎 日 同 じ 時 間 に 水 の 容 器 の 重 さ を 測 定 す る こ と に よ っ て
毎 日 算 出 し た 。
　 ： 体 長 （ 鼻 ‐ 肛 門 お よ び 鼻 ‐ 尾 ） お よ び 骨 長 （ 脛 骨 ） は 標 準 的 な 測 定 技 術 を 用 い て
死 後 に 、 お よ び 末 梢 の 定 量 的 コ ン ピ ュ ー タ 支 援 断 層 撮 影 法 （ pQCT、 Stratec） 解 析 に よ っ
て も ま た 判 定 さ れ た 。 骨 密 度 も ま た pQCTに よ り 判 定 し た 。
　 ： 一 晩 の 絶 食 に 続 い て 8日 目 に 、 動 物 を ハ ロ タ ン 麻 酔 後 の 断 頭 に よ っ て 殺 し
た 。 体 長 、 死 骸 の 重 さ 、 器 官 （ 肝 、 脾 、 腎 、 副 腎 、 心 お よ び 下 垂 体 ） の 重 さ 、 お よ び 脂 肪
パ ッ ド （ 腹 膜 外 部 ） の 重 さ の 測 定 値 を 記 録 し た 。
　 ： 血 液 サ ン プ ル を 一 晩 絶 食 後 に 採 集 し た 。 体 幹 血 液 は ハ ロ タ ン 麻 酔 下 で の 断
頭 に 続 い て 採 集 し た 。 サ ン プ ル は ヘ パ リ ン 処 理 管 に 採 集 し 、 血 漿 の 採 集 の た め に 遠 心 し た
。 血 液 サ ン プ ル を イ ン ス リ ン *、 グ ル コ ー ス 、 FFA、 レ プ チ ン *、 IGF-I、 グ リ セ ロ ー ル 、 ト
リ グ リ セ リ ド 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 肝 機 能 マ ー カ ー （ ALT、 AST、 APL） お よ び タ ン パ ク 質 合
成 マ ー カ ー に つ い て 分 析 し た 。
　 血 漿 の FFA、 ト リ グ リ セ リ ド お よ び グ リ セ ロ ー ル は 診 断 用 キ ッ ト （ そ れ ぞ れ Boehringer-
Mannheim #1383175お よ び Sigma #337） に よ っ て 測 定 し た 。 血 漿 IGF-Iは 以 前 に 記 載 さ れ た
よ う に RIAに よ っ て 測 定 し た 。 血 漿 グ ル コ ー ス 濃 度 は 比 色 プ レ ー ト ア ッ セ イ を 用 い て 測 定
し た 。 他 の 全 て の 血 液 分 析 （ 肝 酵 素 、 電 解 質 ） は BM/Hitachi737ア ナ ラ イ ザ ー （ Gribbles 
Veterinary pathology, Auckland, New Zealand） に よ っ て 測 定 し た 。
　
　 デ ー タ は 、 ポ ス ト -ホ ッ ク 修 正 を 用 い 一 方 向 因 子 （ one-way factorial） ANOVAに よ っ て
解 析 し た （ 因 子 ＝ 処 置 ） 。 発 育 速 度 は ま た 反 復 測 定 に よ り 解 析 し た 。 体 脂 肪 は ま た 補 助 変
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量 （ covariate） と し て 体 重 を 用 い ANCOVAに よ っ て 解 析 し た 。
　 以 前 の デ ー タ は 、 提 唱 実 験 の た め の パ ワ ー 計 算 の 基 礎 を 提 供 し た （ α ＝ 0.05と 仮 定 ） 。
イ ン ス リ ン 感 受 性 に つ い て は 、 ｎ が 10の 場 合 パ ワ ー 80%で 0.2ng/mLの 変 化 が 、 95%で 0.26ng
/mLの 変 化 が SD＝ 0.15ng/mLで 検 出 さ れ る で あ ろ う 。 体 長 に つ い て は 、 ｎ が 10の 場 合 パ ワ ー
80%で 6.88mmの 変 化 が 、 95%で 0.797mmの 変 化 が SD＝ 5.2mmで 検 出 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　
　 ： 体 重 は 食 塩 水 と 比 較 し て 全 て の 処 置 群 で 顕 著 に 増 加 し た （ 図 9、 10Aお よ び 10B）
。 統 計 的 有 意 の 程 度 は 以 下 の よ う に 提 供 さ れ る ：
　 　 　 bGH対 食 塩 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ｐ ＜ 0.0001
　 　 　 hGH対 食 塩 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ｐ ＜ 0.0001
　 　 　 胎 盤 性 22kDa対 食 塩 水 　 　 　 　 　 　 ｐ ＜ 0.0001
　 　 　 下 垂 体 20kDa対 食 塩 水 　 　 　 　 　 　 ｐ ＜ 0.0001
　 　 　 胎 盤 性 20kDa対 食 塩 水 　 　 　 　 　 　 ｐ ＜ 0.005
　 bGH、 hGHま た は 22kDa胎 盤 性 GH変 種 で 処 置 し た 動 物 間 で は 総 体 重 増 加 に お い て 統 計 的 に
有 意 な 相 違 は 存 在 し な か っ た 。 20kDa胎 盤 性 変 種 で 処 置 さ れ た 動 物 は 、 他 の 全 て の GH処 置
群 と 比 較 し て 体 重 増 加 の 顕 著 な 低 下 を 示 し た 。 20kDa下 垂 体 変 種 で 処 置 さ れ た 動 物 は 、 bGH
お よ び 胎 盤 性 22kDa変 種 で 処 置 さ れ た 動 物 よ り も 少 な い 体 重 増 加 を 示 し た （ hGH対 下 垂 体 20
kDa； ｐ ＝ 0.07） 。
　 図 10Bは 、 全 て の 被 検 GH変 種 に つ い て 、 体 重 増 加 で 初 期 増 加 が あ り 、 続 い て 食 塩 水 で 観
察 さ れ た 変 化 の 方 向 へ の 部 分 的 復 帰 が 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 20kDa
胎 盤 性 GH変 種 に つ い て は 、 最 初 の 2日 間 に わ た る 処 置 で の 初 期 体 重 増 加 の 後 は 食 塩 水 処 置
動 物 と 同 様 な 毎 日 の 体 重 増 加 に 復 帰 し た 。 bGHお よ び 下 垂 体 20kDa処 置 動 物 は 4日 目 に 体 重
増 加 に お け る わ ず か な リ バ ウ ン ド を 示 し た よ う に 思 わ れ た 。 hGHお よ び 胎 盤 性 22kDa処 置 動
物 は 顕 著 な 初 期 体 重 増 加 と 、 そ れ に 続 く 定 常 的 な 毎 日 の 体 重 増 加 を 試 験 の 残 り の 部 分 に つ
い て 示 し た 。
　 ： 脛 骨 の 長 さ は 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 わ ず か に し か し な が ら 明 瞭
に 全 て の 処 置 群 で 増 加 し た （ 図 11） 。 GH処 置 群 間 で は い ず れ の 場 合 も 統 計 的 に 有 意 な 相 違
は 脛 骨 長 に 関 し て は 観 察 さ れ な か っ た 。 総 骨 面 積 お よ び 皮 質 骨 面 積 は 、 20kDa下 垂 体 GH変
種 で 処 置 し た 動 物 で は 顕 著 に 増 加 し た 。 骨 密 度 に お け る 変 化 は い ず れ の 処 置 群 で も 観 察 さ
れ な か っ た 。 骨 強 度 指 数 は 、 応 力 張 力 指 数 （ stress strain index、 SSI） で 測 定 し た と き
食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て bGH、 下 垂 体 20kDa GHお よ び 胎 盤 性 変 種 処 置 動 物 で 増 加 し
た 。
　 体 長 ： 鼻 肛 門 長 は 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 全 て の 処 置 群 で 増 加 し た 。 前 記 増 加 は
、 20kDa胎 盤 性 変 種 を 除 い て 全 て の 群 で 統 計 的 に 有 意 で あ っ た 。 20kDa胎 盤 性 変 種 は 、 統 計
的 有 意 （ ｐ ＝ 0.0576） に 達 す る 体 長 増 加 に 向 け て 強 い 傾 向 を 示 し た （ 図 12） 。
　 ： 総 飼 料 摂 取 は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て bGH、 hGHお よ び 胎 盤 性 22kDa変 種 処
置 動 物 で 増 加 し た （ 図 13、 上 段 ） 。 飼 料 摂 取 は ま た 、 20kDaお よ び 22kDa胎 盤 性 変 種 処 置 群
間 で 顕 著 に 相 違 し た 。 し か し な が ら 、 飼 料 摂 取 が 体 重 の 変 化 に 対 し て 調 節 さ れ た と き は 、
相 対 的 飼 料 摂 取 に お け る 顕 著 な 相 違 は 観 察 さ れ な か っ た 。 た だ し 食 欲 増 加 傾 向 は 22kDa胎
盤 性 変 種 処 置 群 で 明 白 で あ っ た （ ｐ ＝ 0.1） （ 図 13B、 下 段 ） 。
　 ： 水 の 摂 取 は 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て い ず れ の 処 置 群 間 で も 試 験 中 に
顕 著 に は 相 違 し な か っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　
　 組 織 重 量 は 別 に 記 載 が な け れ ば 体 重 の 百 分 率 と し て 解 析 し た 。
　 ： 腹 膜 外 部 脂 肪 パ ッ ド の 重 量 は 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 全 て
の GH処 置 群 で 顕 著 に 減 少 し た （ 図 14） 。 bGHは 各 hGH変 種 よ り も 顕 著 に 脂 肪 分 解 性 で あ っ た
。 胎 盤 性 変 種 間 で は 反 応 は 顕 著 に は 相 違 し な か っ た （ 胎 盤 性 20kDa対 胎 盤 性 22kDa、 ｐ ＝ 0.
53） 。
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　 ： 相 対 的 な 肝 臓 サ イ ズ は 、 食 塩 水 処 置 動 物 と 比 較 し て 22kDa胎 盤 性 変 種 処 置 動 物 で
増 加 し た 。 肝 サ イ ズ は 、 食 塩 水 処 置 動 物 と 比 較 し て 20kDa胎 盤 性 変 種 処 置 動 物 で 相 対 的 に
減 少 し た 。
　 ： 相 対 的 脾 臓 重 量 は 、 食 塩 水 処 置 動 物 と 比 較 し て 全 て の GH処 置 群 で 増 加 し 、 22kDa
胎 盤 性 GH変 種 処 置 動 物 で も っ と も 著 名 で あ っ た 。
　 ： 心 臓 サ イ ズ に お い て は い ず れ の GH処 置 群 お よ び 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル 間 に も 顕 著 な
相 違 は な か っ た 。 20kDa胎 盤 性 GH変 種 処 置 動 物 で は 心 臓 サ イ ズ の 増 加 傾 向 が あ っ た （ 食 塩
水 に 対 し て ｐ ＝ 0.09） 。
　 ： 腎 臓 の サ イ ズ は 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て い ず れ の 処 置 に よ っ て も 影 響 さ
れ な か っ た 。
　 ： 副 腎 の 腺 の サ イ ズ は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 bGH、 下 垂 体 20kDa GH、 胎
盤 性 20kDaお よ び 22kDa変 種 処 置 動 物 で 顕 著 に 増 加 し た 。 副 腎 サ イ ズ で は hGH処 置 に よ る 影
響 は な か っ た （ ｐ ＝ 0.1551） 。
　 ： 相 対 的 脳 重 量 は 、 食 塩 水 処 置 動 物 お よ び 20kDa胎 盤 性 変 種 ま た は hGH処 置 動 物 と 比 較
し て 22kDa胎 盤 性 GH変 種 処 置 動 物 で 減 少 し た 。
　 ： 相 対 的 精 巣 サ イ ズ は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て bGH、 hGH、 下 垂 体 20kDa hGHお よ
び 22kDa胎 盤 性 変 種 処 置 動 物 で 増 加 し た 。 胎 盤 性 20kDa変 種 処 置 は 相 対 的 な 精 巣 サ イ ズ に 対
し て 影 響 し な か っ た （ ｐ ＝ 0.83） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　
　 ： 血 漿 IGF-Iは 全 て の GH化 合 物 に よ っ て 増 加 し た （ 図 15） 。 前 記 増 加 は 、 下 垂 体 20
kDa、 胎 盤 性 GH 20kDaお よ び 胎 盤 性 22kDa GH変 種 処 置 群 で 統 計 的 に 有 意 で あ っ た 。 1.0mg/k
g/日 の bGHま た は hGH処 置 は 血 漿 IGF-I濃 度 を 顕 著 に は 上 昇 さ せ な か っ た （ そ れ ぞ れ ｐ ＝ 0.1
7お よ び ｐ ＝ 0.13） 。 胎 盤 性 22kDa GHは 、 hGHま た は bGH処 置 の 血 漿 IGF-Iレ ベ ル を 顕 著 に 超
え て 血 漿 TGF-Iレ ベ ル を 上 昇 さ せ た 。
　 ： 絶 食 血 漿 グ ル コ ー ス 濃 度 に 対 し て は い ず れ の 処 置 群 で も 影 響 は な か っ た 。
　 ： 絶 食 血 漿 遊 離 脂 肪 酸 濃 度 に 対 し て は い ず れ の 処 置 群 で も 統 計 的 に
有 意 な 影 響 は な か っ た 。 た だ し 22kDa hGHお よ び 下 垂 体 20kDa HGで FFAに か す か な 増 加 傾 向
が あ り 、 胎 盤 性 20kDa hGHま た は 胎 盤 性 20kDa GHに 対 す る 反 応 で わ ず か な 減 少 傾 向 が あ っ
た （ 図 16A； 上 段 グ ラ フ ） 。
　 ： 胎 盤 性 20kDa GHは 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル ま た は 下 垂 体 20kDa若 し く は b
GH処 置 動 物 と 比 較 し て 絶 食 血 漿 ト リ グ リ セ リ ド 濃 度 を 顕 著 に 減 少 さ せ た （ 図 16B； 中 央 グ
ラ フ ） 。
　 ： 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 血 漿 グ リ セ ロ ー ル 濃 度 に 対 し て は い ず
れ の 処 置 群 で も 影 響 は な か っ た （ 図 16C； 下 段 グ ラ フ ） 。 bGH処 置 群 と 比 較 し て 、 hGHお よ
び 下 垂 体 20kDa動 物 で 血 漿 グ リ セ ロ ー ル は 顕 著 に 上 昇 し た 。 hGH処 置 お よ び 下 垂 体 20kDa GH
処 置 動 物 と 比 較 し て 、 胎 盤 性 22kDa処 置 群 で 濃 度 は 顕 著 に 低 か っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　
　 ：
　 血 漿 ALPは 、 bGH、 hGHま た は 22kDa胎 盤 性 GH変 種 で 処 置 さ れ た 動 物 で 顕 著 に 増 加 し た （ 図
17） 。 ALP濃 度 に 対 し て 下 垂 体 20kDaま た は 胎 盤 性 20kDa変 種 の 影 響 は な か っ た （ そ れ ぞ れ
ｐ ＝ 0.16お よ び 0.26） 。
　 ： 血 漿 ナ ト リ ウ ム 濃 度 は 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て hGH処 置 動 物 で 顕
著 に 増 加 し 、 さ ら に bGH処 置 動 物 で ナ ト リ ウ ム 濃 度 上 昇 の 強 い 傾 向 が 観 察 さ れ た （ 食 塩 水
に 対 し て ｐ ＝ 0.06） 。 胎 盤 性 GH変 種 お よ び 下 垂 体 20kDa GHは 血 漿 ナ ト リ ウ ム に 対 し て 影 響
を も た な か っ た 。
　 ： 血 漿 CKは 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 胎 盤 性 20kDa GH
処 置 動 物 で 顕 著 に 減 少 し 、 さ ら に こ の 群 で は bGHま た は 下 垂 体 20kDa GH処 置 動 物 と 比 較 し
て 血 漿 CKは 顕 著 に 低 か っ た （ 食 塩 水 に 対 し て hGHで は ｐ ＝ 0.08、 胎 盤 性 22kDaで は ｐ ＝ 0.2
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） 。
　 ： 血 漿 カ リ ウ ム 濃 度 は 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 下 垂 体 20kDa GHお よ び
hGH処 置 群 で 顕 著 に 増 加 し た 。 bGHお よ び 胎 盤 性 GH変 種 は 血 漿 カ リ ウ ム 濃 度 に 対 し て 影 響 を
示 さ な か っ た 。
　 ： 血 漿 ビ リ ル ビ ン 濃 度 は 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て い ず れ の 処 置 群 で
も 顕 著 に は 変 化 し な か っ た 。
　 ： AST濃 度 は 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と
比 較 し て bGH処 置 動 物 で 顕 著 に 減 少 し た 。 hGH変 種 の い ず れ も 血 漿 ASTに 対 し て は 顕 著 な 影
響 を 全 く 示 さ な か っ た 。
　 ： 血 漿 グ ロ ブ リ ン は 、 胎 盤 性 変 種 お よ び 20kDa下 垂 体 GH処 置 動 物 で 顕 著 に 増
加 し た （ 図 18） 。 bGHま た は hGH処 置 は 血 漿 グ ロ ブ リ ン に 対 し て 顕 著 な 影 響 を 示 さ な か っ た
。 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン の 増 加 は 、 多 発 性 ミ エ ロ ー マ 、 慢 性 炎 症 性 疾 患 、 過 免 疫 、 急 性 感 染 ま
た は ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 を 示 唆 し て い る か も し れ な い 。
　 ： い ず れ の 処 置 群 間 に お い て も 血 漿 ク レ ア チ ニ ン に 差 異 は な か っ た 。
　 ： 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル に 対 し て い ず れ の GH処 置 も 血 漿 尿 素 濃 度 に 顕 著 な 影 響 を 与 え
な か っ た 。
　 ： 血 漿 ア ミ ラ ー ゼ 濃 度 は 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て bGHま た は hGH処 置
動 物 で 顕 著 に 増 加 し た （ 図 19） 。 胎 盤 性 20kDa変 種 に よ る 処 置 は 、 食 塩 水 処 置 動 物 と 比 較
し て 血 漿 ア ミ ラ ー ゼ 濃 度 を 顕 著 に 低 下 さ せ た 。
　 ア ミ ラ ー ゼ は 腺 （ 例 え ば 膵 臓 外 分 泌 細 胞 、 耳 下 唾 液 腺 ） に よ っ て 産 生 さ れ る の で 、 血 漿
中 で の そ の 異 常 に 高 レ ベ ル の 存 在 は 膵 臓 ま た は 唾 液 腺 に 対 す る 障 害 を 示 唆 し て い る 可 能 性
が あ る （ 前 記 障 害 に よ っ て 間 隙 液 お よ び そ れ に 続 く 血 漿 中 へ の 漏 出 が 生 じ る ） 。 し た が っ
て 、 血 漿 ア ミ ラ ー ゼ の 増 加 は 急 性 膵 炎 、 膵 臓 癌 、 胆 嚢 炎 、 異 所 性 若 し く は 破 裂 性 卵 管 妊 娠
、 流 行 性 耳 下 腺 炎 、 腸 閉 塞 、 マ ク ロ ア ミ レ シ ア 、 膵 管 若 し く は 胆 管 閉 塞 ま た は 潰 瘍 穿 孔 を
示 唆 し て い る か も し れ な い 。
　 ： 血 漿 ALT濃 度 は 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比
較 し て bGHま た は 胎 盤 性 20kDa GH処 置 動 物 で 顕 著 に 減 少 し た 。
　 ： い ず れ の 処 置 群 で も 血 漿 リ パ ー ゼ 濃 度 に 顕 著 な 相 違 は な か っ た 。
　 ： 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 血 漿 総 タ ン パ ク 質 濃 度 に 対 す る 顕 著 な 影
響 は な か っ た 。 22kDa胎 盤 性 GH群 で は 、 GH処 置 動 物 と 比 較 し て 総 タ ン パ ク 質 濃 度 は 顕 著 に
低 か っ た 。
　 ： 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 血 漿 総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 は 20kDa
胎 盤 性 GH群 で 増 加 し た 。 22kDa胎 盤 性 お よ び 20kDa胎 盤 性 GH変 種 間 に は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 濃
度 に 小 さ い が 明 瞭 な 相 違 が あ っ た （ 22kDaは 2.9± 0.1mmol/L、 22kDaは 2.5± 0.1mmol/L、 ｐ
＝ 0.05） 。
　 ： 血 漿 ア ル ブ ミ ン 濃 度 は 、 下 垂 体 20kDa GHま た は 胎 盤 性 20kDaお よ び 22kDa変
種 処 置 動 物 で わ ず か で あ る が 明 瞭 に 低 下 し た 。 血 漿 ア ル ブ ミ ン 濃 度 は 、 bGHま た は hGH処 置
で 顕 著 に は 変 化 し な か っ た 。
　 ア ル ブ ミ ン は 肝 臓 で 合 成 さ れ る の で 、 血 清 ア ル ブ ミ ン の 減 少 は 肝 疾 患 の 結 果 か も し れ な
い 。 前 記 は ま た 腎 疾 患 の 結 果 で も あ り あ る 。 腎 疾 患 は ア ル ブ ミ ン の 尿 へ の 放 出 を 許 容 す る
。 ア ル ブ ミ ン の 減 少 は ま た 、 栄 養 不 良 ま た は 低 タ ン パ ク 食 に よ っ て も 説 明 で き る 。 正 常 以
下 の ア ル ブ ミ ン レ ベ ル は 、 腹 水 （ 腹 腔 液 ） 、 糸 球 体 腎 炎 （ ろ 過 性 腎 疾 患 ） 、 肝 疾 患 （ 肝 炎
、 肝 硬 変 、 肝 細 胞 壊 死 ） 、 吸 収 不 良 症 状 （ 例 え ば ク ロ ー ン 病 、 ス プ ル ー 、 ウ ィ ッ プ ル 病 ）
、 栄 養 不 良 、 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 を 示 唆 し て い る か も し れ な い 。
　 ： 血 漿 Na/K比 は 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て hGH
処 置 動 物 で 顕 著 に 減 少 し 、 さ ら に 下 垂 体 20kDa群 で 傾 向 が 観 察 さ れ た （ 食 塩 水 に 対 し て ｐ
＝ 0.06） 。
　 ： 血 漿 塩 化 物 濃 度 は 、 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て hGHお よ び bGH処 置 動 物 で 顕
著 に 増 加 し 、 さ ら に 20kDa胎 盤 性 GH群 で 強 い 傾 向 が 観 察 さ れ た （ 食 塩 水 に 対 し て ｐ ＝ 0.06
） 。
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　 ： 絶 食 血 液 の ヘ マ ト ク リ ッ ト は 全 て の 処 置 動 物 で 顕 著 に 低 下 し た 。 他 の
処 置 群 と 比 較 し て 20kDa胎 盤 性 変 種 処 置 動 物 で は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 低 下 は 著 名 で は な か
っ た （ 図 20） 。 統 計 的 有 意 は 下 記 に 示 さ れ る 。
　 　 　 　 　 　 　 　 食 塩 水 対 bGH　 　 　 　 ｐ ＝ 0.0003
　 　 　 　 　 　 　 　 hGH　 　 　 　 　 　 　 　 ｐ ＝ 0.0008
　 　 　 　 　 　 　 　 下 垂 体 20kDa　 　 　 　 ｐ ＝ 0.0004
　 　 　 　 　 　 　 　 胎 盤 性 22kDa　 　 　 　 ｐ ＝ 0.042
【 ０ ０ ５ ４ 】
　
　 全 て の 被 検 化 合 物 は 、 食 塩 水 処 置 動 物 の 体 重 増 加 を 超 え る 顕 著 な 体 重 増 加 を 生 じ た 。 特
に 、 20kDa hGH-Vは 顕 著 な 体 形 成 作 用 を 示 し 、 し た が っ て こ れ ま で 一 般 的 に GHま た は 他 の
変 種 で 治 療 さ れ て い た 疾 患 の 治 療 に 適 し た 治 療 薬 で あ る 。 20kDa hGH-V群 の 体 重 増 加 は 、 4
8時 間 後 の 最 初 の ピ ー ク の 後 こ の 試 験 の 残 り の 間 、 食 塩 水 処 置 動 物 の そ れ に 対 応 す る 体 重
増 加 に 復 帰 し た （ 図 21） 。 し か し な が ら 、 体 形 成 作 用 を も つ 20kDa hGH-Vが 脛 骨 長 お よ び
鼻 肛 門 長 の 増 加 （ 前 記 は 他 の GH処 置 群 の 作 用 と は 統 計 的 に 有 意 で あ っ た ） を 引 き 起 こ す こ
と は 重 要 で あ る 。
　 20kDa hGH-Vの 作 用 メ カ ニ ズ ム は 明 確 に は 知 ら れ て い な い が 、 20kDa hGH-V群 に お け る 体
重 増 加 の 減 少 は 、 20kDa hGH-Vの 体 形 成 特 性 が 弱 い と い う よ り も む し ろ 、 他 の 処 置 と 比 較
し て 本 化 合 物 の 水 分 保 持 特 性 の 低 下 と 密 接 な 関 係 が あ る の か も し れ な い 。 GH治 療 の そ の 特
徴 が よ く 調 べ ら れ て い る 作 用 は 血 漿 体 積 の 増 加 で あ る （ Johannsson et al., 2002） 。 血
液 の ヘ マ ト ク リ ッ ト は 全 て の 処 置 群 で 減 少 し た が 、 20kDa胎 盤 性 GH群 の 血 漿 体 積 の 増 加 は
他 の 処 置 群 の 場 合 よ り も 穏 や か で あ っ た 。 血 漿 ナ ト リ ウ ム は 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し
て hGH処 置 動 物 で は 顕 著 に 増 加 し た が 、 他 の い ず れ の 処 置 に よ っ て も 影 響 は 示 さ れ な か っ
た 。
　 20kDa胎 盤 性 GH変 種 は 他 の hGH変 種 の い ず れ と も 同 じ よ う に 脂 肪 分 解 性 で あ っ た 。
　 興 味 深 い こ と に は 、 血 漿 IGF-Iは bGHま た は hGH処 置 動 物 で 増 加 し た 。 強 い 増 加 傾 向 は 明
白 で あ っ た が 、 統 計 的 有 意 に 達 す る こ と が で き な か っ た の は 、 比 較 的 低 い 用 量 、 期 間 ま た
は 場 合 に よ っ て は 緩 衝 系 の 結 果 で あ る か も し れ な い 。 脾 臓 重 量 は 、 全 て の GH処 置 群 で わ ず
か で は あ る が 明 瞭 に 増 加 し 、 こ れ は げ っ 歯 類 で の GH処 置 後 に 通 常 観 察 さ れ る も の で あ る 。
心 臓 の 過 形 成 は し ば し ば GH処 置 で 観 察 さ れ る が 、 本 実 験 で は 心 臓 サ イ ズ の 増 加 は 観 察 さ れ
な か っ た 。 た だ し 20kDa胎 盤 性 GH処 置 動 物 で は 相 対 的 心 臓 サ イ ズ の 増 加 傾 向 が 観 察 さ れ た
。 相 対 的 副 腎 サ イ ズ も ま た 全 て の 処 置 群 で 増 加 し た が 、 hGH処 置 群 は 例 外 で あ っ た 。
　 し た が っ て 、 我 々 は こ こ に 開 示 し た 実 験 か ら 以 下 の よ う に 結 論 し た 。 第 一 に 、 20ｋ Da h
GH-V、 22ｋ Da hGH-Vお よ び 20ｋ Da hGH-Nは 、 他 の GH化 合 物 を 用 い て 通 常 的 に 治 療 さ れ る 症
状 の 治 療 に 適 し た 効 果 的 な 体 形 成 薬 剤 で あ る 。 正 確 な メ カ ニ ズ ム は は っ き り と は 判 明 し て
い な い が 、 20ｋ Da hGH-V、 20ｋ Da hGH-Nお よ び 22ｋ Da hGH-Vが 肝 ミ ク ロ ソ ー ム の GHレ セ プ
タ ー と 結 合 し た と い う 発 見 は 、 そ の 体 形 成 作 用 の メ カ ニ ズ ム が 通 常 の GH化 合 物 の メ カ ニ ズ
ム と 類 似 す る こ と を 強 く 示 唆 し て い る 。
　 重 要 な こ と に 、 我 々 は 予 期 せ ず し て 、 20ｋ Da hGH-Vの 体 形 成 作 用 は 、 通 常 の GH療 法 の 後
で し ば し ば 観 察 さ れ る 典 型 的 な 副 作 用 を 伴 わ な い こ と を 見 出 し た 。 我 々 は ま た 、 他 の GH変
種 、 す な わ ち 20ｋ Da hGH-Nお よ び 22ｋ Da hGH-Vは 、 22ｋ Da hGH-Nに よ る 通 常 療 法 よ り も 望
ま し く な い 副 作 用 が 少 な い こ と を 見 出 し た 。 特 に 、 少 な く と も 肝 臓 お よ び 膵 臓 で 障 害 の 徴
候 が 減 少 し た 。
　 通 常 の GH化 合 物 は プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー と 結 合 し 、 そ の メ カ ニ ズ ム が 通 常 療 法 の 乳 汁
産 生 作 用 の 原 因 で あ る 可 能 性 が あ る 。 対 照 的 に 、 20ｋ Da hGH-Vは プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー
と も し 結 合 す る と し て も 極 め て 弱 く 結 合 し 、 乳 汁 産 生 作 用 は 生 物 学 的 ま た は 生 化 学 的 ア ッ
セ イ で お そ ら く 見 出 さ れ な い で あ ろ う と い う こ と が 示 唆 さ れ る 。 他 の 変 種 、 20ｋ Da hGH-N
お よ び 22ｋ Da hGH-Vは 、 22ｋ Da hGH-Nよ り も 弱 い 親 和 性 で プ ロ ラ ク チ ン レ セ プ タ ー と 結 合
し 、 20ｋ Da hGH-Nお よ び 22ｋ Da hGH-Vは 22ｋ Da hGH-Nよ り の 副 作 用 が 少 な い こ と を 示 唆 し
て い る 。 こ れ ら の 結 論 は 、 肝 毒 性 の た め の マ ー カ ー （ 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） は
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20ｋ Da hGH-Vで は 増 加 せ ず 、 20ｋ Da hGH-Nお よ び 22ｋ Da hGH-Vに よ っ て 幾 分 増 加 す る が 、
通 常 の GH療 法 薬 22ｋ Da hGH-Nで は よ り 多 く 増 加 す る こ と を 示 し た 実 際 の in vivo実 験 例 に
よ っ て 確 認 さ れ た 。 さ ら に ま た 、 我 々 は 、 血 漿 ア ミ ラ ー ゼ レ ベ ル は 20ｋ Da hGH-Vに よ っ て
増 加 し な か っ た の で 膵 臓 ま た は 唾 液 腺 障 害 の 徴 候 を 認 め な か っ た 。 こ れ は 、 22ｋ Da hGH-N
を 用 い る 通 常 の GH療 法 に 付 随 す る 血 漿 ア ミ ラ ー ゼ レ ベ ル 増 加 と は 際 立 っ た コ ン ト ラ ス ト を
示 し て い る 。 最 後 に 20ｋ Da hGH-Nお よ び 22ｋ Da hGH-Vは 、 20ｋ Da hGH-Vの 場 合 の 副 作 用 の
欠 如 と 22ｋ Da hGH-Nの 場 合 の 周 知 の 副 作 用 と の 間 で 中 等 度 の 副 作 用 を 示 し た 。
　 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 変 種 、 す な わ ち 20ｋ Da hGH-V、 20ｋ Da h
GH-Nお よ び 22ｋ Da hGH-Vは 、 通 常 の 成 長 ホ ル モ ン 療 法 が 望 ま し く な い 副 作 用 を 生 じ る よ う
な 状 況 で 有 用 な 治 療 薬 と 成 り え る こ と を 見 出 し た 。 さ ら に ま た 、 20ｋ Da hGH-V、 20ｋ Da h
GH-Nお よ び 22ｋ Da hGH-Vは 、 成 長 ホ ル モ ン 療 法 が 望 ま し い 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造
で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
【 図 １ 】 hGH変 種 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 ダ ッ シ ュ 記 号 は 20kDa hGH-Vお よ び 20kDa hG
H-Nに お け る 欠 失 部 分 を 示 す 。
【 図 ２ 】 22kDa hGH-V、 22kDa hGH-N、 20kDa hGH-Vお よ び 20kDa hGH-Nの 予 想 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 を 示 す 。 ダ ッ シ ュ 記 号 は 欠 失 ア ミ ノ 酸 を 示 す 。
【 図 ３ 】 非 標 識 リ ガ ン ド と し て 22kDa hGH-N、 22kDa hGH-V、 20kDa hGH-Vお よ び 20kDa hGH
-Nを 用 い た 標 識 rbGHと ヒ ツ ジ 肝 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 と の 競 合 結 合 曲 線 を 示 す （ ア ッ セ イ 番 号 04
26） 。
【 図 ４ 】 非 標 識 リ ガ ン ド と し て 22kDa hGH-Nお よ び 20kDa hGH-Vを 用 い た 標 識 rbGHと ヒ ツ ジ
肝 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 と の 競 合 結 合 曲 線 を 示 す （ ア ッ セ イ 番 号 0440） 。
【 図 ５ 】 非 標 識 リ ガ ン ド と し て rbGH、 20kDa hGH-V、 20kDa hGH-Nお よ び 22kDa hGH-Vを 用
い た 標 識 rhGH（ 22kDa hGH-N） と ヒ ツ ジ 肝 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 と の 競 合 結 合 曲 線 を 示 す （ ア ッ
セ イ 番 号 0434） 。
【 図 ６ 】 非 標 識 リ ガ ン ド と し て rbGHお よ び 22kDa hGH-Vを 用 い た 標 識 rhGH（ 22kDa hGH-N）
と ヒ ツ ジ 肝 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 と の 競 合 結 合 曲 線 を 示 す （ ア ッ セ イ 番 号 0435） 。
【 図 ７ 】 非 標 識 リ ガ ン ド と し て 22kDa hGH-N、 20kDa hGH-Vお よ び 20kDa hGH-Nを 用 い た 標
識 ヒ ツ ジ プ ロ ラ ク チ ン （ “ oPRL” ） と ヒ ツ ジ 肝 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 と の 競 合 結 合 曲 線 を 示 す （
ア ッ セ イ 番 号 0439） 。
【 図 ８ 】 非 標 識 リ ガ ン ド と し て 22kDa hGH-N、 リ コ ン ビ ナ ン ト ウ シ 成 長 ホ ル モ ン （ “ rbGH
” ） お よ び 20kDa hGH-Vを 用 い た 標 識 rhGHと ヒ ツ ジ 肝 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 と の 競 合 結 合 曲 線 を
示 す （ ア ッ セ イ 番 号 0441） 。
【 図 ９ 】 ウ シ 成 長 ホ ル モ ン （ “ bGH” ） ま た は hGH変 種 に よ る 7日 間 の 処 理 の 間 の 体 重 （ g）
の 累 積 変 化 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 10Aお よ び 10Bは 、 食 塩 水 、 bGHま た は hGH変 種 に よ る 処 理 の 7日 後 の 総 体 重 （ g）
の 変 化 （ 図 10A） お よ び 体 重 （ g） の 毎 日 の 変 化 （ 図 10B） を 示 す 。
【 図 １ １ 】 食 塩 水 、 bGHま た は hGH変 種 に よ る 処 理 の 7日 後 の ラ ッ ト に お け る 頸 骨 長 の 変 化
を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 食 塩 水 、 bGHま た は hGH変 種 に よ る 処 理 の 7日 後 の ラ ッ ト に お け る 鼻 -肛 門 長 の 変
化 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 13Aお よ び 13Bは 、 食 塩 水 、 bGHま た は hGH変 種 に よ る 処 理 の 7日 後 の ラ ッ ト の 総
食 餌 摂 取 （ 図 13A） お よ び 体 重 に 対 し て 調 整 し た 食 餌 摂 取 （ 図 13B） を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 食 塩 水 、 bGHま た は hGH変 種 に よ る 7日 間 処 理 後 に お け る 、 体 重 の 百 分 率 で 表 し
た ラ ッ ト の 腹 膜 外 部 脂 肪 パ ッ ド の 重 さ を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 食 塩 水 、 bGHま た は hGH変 種 に よ る 7日 間 処 理 後 に お け る ラ ッ ト の 血 漿 IGF-I濃 度
を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 16A、 16Bお よ び 16Cは 、 食 塩 水 、 bGHま た は hGH変 種 に よ る ラ ッ ト の 処 理 の 7日 後
に お け る 、 絶 食 時 血 漿 遊 離 脂 肪 酸 （ “ FFA” 、 図 16A） 、 ト リ グ リ セ リ ド （ 図 16B） お よ び
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グ リ セ ロ ー ル （ 図 16C） を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 bGHま た は hGH変 種 で 処 理 し た ラ ッ ト の 血 漿 中 の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 濃 度
を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 bGHま た は hGH変 種 で 処 理 し た ラ ッ ト の 絶 食 時 血 漿 グ ロ ブ リ ン 濃 度 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 bGHま た は hGH変 種 で 処 理 し た ラ ッ ト の 絶 食 時 血 漿 ア ミ ラ ー ゼ 濃 度 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 食 塩 水 、 bGHま た は hGH変 種 に よ る 処 理 の 7日 後 の ラ ッ ト の 血 液 ヘ マ ト ク リ ッ ト
を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 食 塩 水 、 bGHま た は hGH変 種 に よ る 処 理 の 7日 後 の ラ ッ ト の 累 積 体 重 増 加 を 示 す
。 デ ー タ は 平 均 ± SEMで あ る （ ｎ ＝ 6／ 群 ） 。

【 図 １ 】 【 図 １ Ｃ ｏ ｎ ｔ 】
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【 図 ２ 】 【 図 ２ Ｃ ｏ ｎ ｔ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ Ａ 】

【 図 １ ３ Ｂ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ Ａ 】

【 図 １ ６ Ｂ 】

【 図 １ ６ Ｃ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】
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