
(57)【要約】
　ヒトＨ３プレプロレラキシン、ヒトＨ３プロレラキシン、ヒトＨ３レラキシン、修飾さ
れたＡ鎖および／またはＢ鎖を持つヒトレラキシン類似体について述べる。また、ヒトＨ
３プレプロレラキシン、ヒトＨ３プロレラキシン、ヒトＨ３レラキシン、ヒトレラキシン
類似体をコードする核酸配列について開示する。さらに、Ｈ３レラキシンまたはその類似
体の投与に応答する状態の処置のための方法を開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 血 管 疾 患 ;動 脈 性 高 血 圧 症 の 処 置 ;無 制 御 ま た は 異 常 な コ ラ ー ゲ ン あ る い は フ ィ ブ ロ ネ ク
チ ン 形 成 と 関 連 す る 疾 患 ； 腎 臓 疾 患 ;精 神 障 害 ;う つ ま た は 抑 う つ 障 害 ;神 経 疾 患 ま た は 神
経 変 成 疾 患 ;学 習 力 、 注 意 力 お よ び 意 欲 の 障 害 ;中 毒 障 害 ;活 動 お よ び 運 動 障 害 ;免 疫 疾 患 ;
乳 腺 疾 患 ;子 宮 内 膜 疾 患 ;内 分 泌 障 害 ;分 娩 開 始 遅 延 、 子 宮 頚 部 成 熟 損 傷 ;お よ び 胎 児 性 難 産
に よ る 長 期 分 娩 の 予 防 ； 洞 性 徐 脈 ;脱 毛 ;脱 毛 症 ;バ ソ プ レ ッ シ ン の 減 少 ま た は 不 適 当 な 分
泌 を 含 む 水 分 平 衡 障 害 ;ま た は 胎 盤 不 足 ； の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 処 置 す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 任 意 に 1つ ま た は そ れ 以 上 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ 希 釈 剤 お よ び ／ ま
た は 賦 形 剤 と と も に 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 ま た は 本 明 細 書 に て 定 義 す る そ の 類 似 体 の 治
療 上 有 効 な 量 を そ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 被 験 者 に 投 与 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は そ の 類 似 体 が 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 ヒ ト Ｈ ３ プ ロ レ ラ キ シ ン 、
ヒ ト Ｈ ３ プ レ プ ロ レ ラ キ シ ン 、 ま た は そ の 構 成 成 分 Ａ 、 Ｂ ま た は Ｃ ペ プ チ ド 鎖 で あ る 、 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は そ の ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 が 、
　 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
　 を 有 す る Ａ 鎖 、 ま た は Ｎ － 末 端 か ら 約 9ア ミ ノ 酸 以 下 が 切 断 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ
び
　 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 を 有 す る Ｂ 鎖 、 ま た は ア ミ ノ 末 端 か ら ９ ア ミ ノ 酸 以 下 お よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端
か ら 約 ５ ア ミ ノ 酸 以 下 が 切 断 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、
　 こ こ に 該 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 は 、 A11-B10お よ び A24-B22間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 し
、 該 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は そ の 類 似 体 は レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ 、 請 求 項 ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 が 修 飾 さ れ た Ａ 鎖 お よ び ／ ま た は 修 飾 さ れ た Ｂ 鎖 を 含 み 、 該
Ｈ ３ レ ラ キ シ ン Ａ 鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 数 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
　 （ こ こ に 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 は ア ミ ド 誘 導 体 で あ り 、 お よ び ／ ま た は 12位 の Lysは Gluに
置 換 さ れ て お り 、 お よ び ／ ま た は 19位 の Gluは Glnに 置 換 さ れ て い る ） を 有 し 、
　 該 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン Ｂ 鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 数 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ） 　
　 （ こ こ に 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 は ア ミ ド 誘 導 体 で あ り 、 お よ び ／ ま た は 2位 の Alaは Proに
置 換 さ れ て お り 、 お よ び ／ ま た は 8位 の Argは Lysに 置 換 さ れ て い る ） を 有 し 、
　 該 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 は 、 A11-B10お よ び A24-B22間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 し 、 該 ヒ
ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 は レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 動 脈 性 高 血 圧 症 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 冠 状 動 脈 疾 患 、 末 梢 血 管 障 害 を 含 む 末 梢 血 管 障 害 、 レ イ ノ ー 症 候 群 を 含 む 血 管 痙 攣 、 中
枢 お よ び 末 梢 神 経 系 、 腎 臓 、 眼 お よ び 他 の 器 官 に 関 す る 微 小 血 管 疾 患 の 処 置 の た め の 方 法
で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 血 管 障 害 、 間 質 性 線 維 症 、 糸 球 体 硬 化 症 、 ま た は 他 の 腎 臓 疾 患 を 含 む 腎 臓 疾 患 の 処 置 の
た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 パ ニ ッ ク 性 発 作 、 広 場 恐 怖 症 、 広 域 不 安 症 、 恐 怖 状 態 を 含 む 不 安 症 状 態 を 含 む 精 神 疾 患
の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 主 要 な う つ 病 、 気 分 変 調 症 、 双 極 性 お よ び 単 極 性 の う つ 病 ； 神 経 障 害 ま た は 神 経 変 成 疾
患 (記 憶 喪 失 ま た は 他 の 記 憶 障 害 、 痴 呆 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 含 む )を 含 む う つ 病 ま た は 抑
う つ 障 害 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害 、 ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 、 衝 動 性 、 反 社 会 性 お よ び 人 格 障 害 、 統 合 失 調
症 に 起 因 す る も の を 含 む 精 神 疾 患 の 陰 性 症 状 、 獲 得 脳 障 害 お よ び 前 頭 葉 傷 害 を 含 む 学 習 力
、 注 意 力 お よ び 意 欲 の 障 害 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 薬 物 、 ア ル コ ー ル お よ び ニ コ チ ン 依 存 症 を 含 む 脱 毛 症 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 記 憶 喪 失 ま た は 他 の 記 憶 障 害 、 痴 呆 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 含 む 神 経 障 疾 患 ま た は 神 経 変
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成 疾 患 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 お よ び 食 事 後 の 運 動 不 足 、 頭 部 外 傷 、 外 科 、 腫 瘍 ま
た は 脊 髄 損 傷 を 含 む 活 動 お よ び 運 動 障 害 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 肺 、 心 臓 お よ び 心 臓 血 管 系 、 腎 臓 お よ び 尿 生 殖 路 、 胃 腸 シ ス テ ム 、 皮 膚 、 リ ウ マ チ 性 お
よ び 肝 胆 汁 性 シ ス テ ム の 繊 維 症 を 含 む 無 制 御 ま た は 異 常 な コ ラ ー ゲ ン あ る い は フ ィ ブ ロ ネ
ク チ ン 形 成 と 関 連 す る 疾 患 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 分 娩 開 始 遅 延 、 子 宮 頚 部 成 熟 損 傷 、 お よ び 胎 児 性 難 産 に よ る 長 期 分 娩 の 予 防 の 処 置 の た
め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ス テ ロ イ ド ま た は ペ プ チ ド ホ ル モ ン 生 産 に 関 連 す る 副 腎 、 卵 巣 お よ び 睾 丸 障 害 を 含 む 内
分 泌 障 害 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 繊 維 嚢 胞 性 疾 患 、 乳 汁 分 泌 障 害 お よ び が ん を 含 む 乳 腺 疾 患 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 免 疫 不 全 症 、 血 液 疾 患 お よ び 網 内 皮 系 悪 性 腫 瘍 を 含 む 免 疫 障 害 の 処 置 の た め の 方 法 で あ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 着 床 障 害 に よ る 不 妊 症 を 含 む 子 宮 内 膜 性 疾 患 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ス テ ロ イ ド ま た は ペ プ チ ド ホ ル モ ン 生 産 に 関 係 の あ る 副 腎 障 害 、 卵 巣 障 害 お よ び 睾 丸 障
害 を 含 む 内 分 泌 障 害 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 バ ソ プ レ ッ シ ン の 減 少 ま た は 不 適 当 な 分 泌 を 含 む 水 分 平 衡 に 関 連 す る 疾 患 の 処 置 の た め
の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 胎 盤 機 能 不 全 の 処 置 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 血 管 疾 患 ;動 脈 性 高 血 圧 症 の 処 置 ;無 制 御 ま た は 異 常 な コ ラ ー ゲ ン あ る い は フ ィ ブ ロ ネ ク
チ ン 形 成 と 関 連 す る 疾 患 ； 腎 臓 疾 患 ;精 神 障 害 ;う つ 病 ま た は 抑 う つ 障 害 ;神 経 疾 患 ま た は
神 経 変 成 疾 患 ;学 習 力 、 注 意 力 お よ び 意 欲 の 障 害 ;中 毒 障 害 ;活 動 お よ び 運 動 障 害 ;免 疫 疾 患
;乳 腺 疾 患 ;子 宮 内 膜 疾 患 ;内 分 泌 障 害 ;分 娩 開 始 遅 延 、 子 宮 頚 部 成 熟 損 傷 ;お よ び 胎 児 性 難
産 に よ る 長 期 分 娩 の 予 防 ； 洞 性 徐 脈 ;脱 毛 ;脱 毛 症 ;バ ソ プ レ ッ シ ン の 減 少 ま た は 不 適 当 な
分 泌 を 含 む 水 分 平 衡 障 害 ;ま た は 胎 盤 不 足 ； の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 処 置 す る た め の 薬 剤
の 製 造 お よ び Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は そ の 類 似 体 の 使 用 で あ っ て 、 任 意 に 1つ ま た は そ れ 以
上 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ 希 釈 剤 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 と と も に 、 ヒ ト Ｈ ３ レ
ラ キ シ ン 、 ま た は 本 明 細 書 に て 定 義 す る そ の 類 似 体 の 治 療 上 有 効 な 量 を そ の よ う な 処 置 を
必 要 と す る 被 験 者 に 投 与 す る 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は そ の 類 似 体 が 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 ヒ ト Ｈ ３ プ ロ レ ラ キ シ ン 、
ヒ ト Ｈ ３ プ レ プ ロ レ ラ キ シ ン 、 ま た は そ の 構 成 成 分 Ａ 、 Ｂ ま た は Ｃ ペ プ チ ド 鎖 で あ る 、 請
求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は そ の ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 が 、
　 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 数 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
　 を 有 す る Ａ 鎖 、 ま た は Ｎ － 末 端 か ら 約 9ア ミ ノ 酸 以 下 が 切 断 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 、
お よ び
　 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 数 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 を 有 す る Ｂ 鎖 、 ま た は ア ミ ノ 末 端 か ら ９ ア ミ ノ 酸 以 下 お よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端
か ら 約 ５ ア ミ ノ 酸 以 下 が 切 断 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、
　 こ こ に 該 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 は 、 A11-B10お よ び A24-B22間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 し
、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は そ の 類 似 体 は レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 が 修 飾 さ れ た Ａ 鎖 お よ び ／ ま た は 修 飾 さ れ た Ｂ 鎖 を 含 み 、 該
Ｈ ３ レ ラ キ シ ン Ａ 鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 数 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
　 （ こ こ に 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 は ア ミ ド 誘 導 体 で あ り 、 お よ び ／ ま た は 12位 の Lysは Gluに
置 換 さ れ て お り 、 お よ び ／ ま た は 19位 の Gluは Glnに 置 換 さ れ て い る ） を 有 し 、
　 該 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン Ｂ 鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 数 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ） 　
　 （ こ こ に 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 は ア ミ ド 誘 導 体 で あ り 、 お よ び ／ ま た は 2位 の Alaは Proに
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置 換 さ れ て お り 、 お よ び ／ ま た は 8位 の Argは Lysに 置 換 さ れ て い る ） を 有 し 、
　 該 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 は 、 A11-B10お よ び A24-B22間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 し 、 該 ヒ
ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 は レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 動 脈 性 高 血 圧 症 の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 冠 状 動 脈 疾 患 、 末 梢 血 管 障 害 を 含 む 末 梢 血 管 障 害 、 レ イ ノ ー 症 候 群 を 含 む 血 管 痙 攣 、 中
枢 お よ び 末 梢 神 経 系 、 腎 臓 、 眼 お よ び 他 の 器 官 に 関 連 す る 微 小 血 管 疾 患 の 処 置 の た め の 請
求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 血 管 障 害 、 間 質 性 線 維 症 、 糸 球 体 硬 化 症 、 ま た は 他 の 腎 臓 疾 患 を 含 む 腎 臓 疾 患 の 処 置 の
た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 パ ニ ッ ク 性 発 作 、 広 場 恐 怖 症 、 広 域 不 安 症 、 恐 怖 状 態 を 含 む 不 安 症 状 態 を 含 む 精 神 疾 患
の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 主 要 な う つ 病 、 気 分 変 調 症 、 双 極 性 お よ び 単 極 性 の う つ 病 ； 神 経 障 害 ま た は 神 経 変 成 疾
患 (記 憶 喪 失 ま た は 他 の 記 憶 障 害 、 痴 呆 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 含 む )を 含 む う つ 病 ま た は 抑
う つ 障 害 の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害 、 ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 、 衝 動 性 、 反 社 会 性 お よ び 人 格 障 害 、 統 合 失 調
症 に 起 因 す る も の を 含 む 精 神 疾 患 の 陰 性 症 状 、 獲 得 脳 障 害 お よ び 前 頭 葉 傷 害 を 含 む 学 習 力
、 注 意 力 お よ び 意 欲 の 障 害 の 処 置 の た め 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 薬 剤 、 ア ル コ ー ル お よ び ニ コ チ ン 依 存 症 を 含 む 脱 毛 症 の 処 置 た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 記 憶 喪 失 ま た は 他 の 記 憶 障 害 、 痴 呆 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 含 む 神 経 疾 患 ま た は 神 経 変 成
疾 患 の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 お よ び 食 事 後 の 運 動 不 足 、 頭 部 外 傷 、 外 科 、 腫 瘍 ま
た は 脊 髄 損 傷 を 含 む 活 動 お よ び 運 動 障 害 の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 肺 、 心 臓 お よ び 心 臓 血 管 系 、 腎 臓 お よ び 尿 生 殖 路 、 胃 腸 シ ス テ ム 、 皮 膚 、 リ ウ マ チ 性 お
よ び 肝 胆 汁 性 シ ス テ ム の 繊 維 症 を 含 む 無 制 御 ま た は 異 常 な コ ラ ー ゲ ン あ る い は フ ィ ブ ロ ネ
ク チ ン 形 成 と 関 連 す る 疾 患 の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 分 娩 開 始 遅 延 、 子 宮 頚 部 成 熟 損 傷 、 お よ び 胎 児 性 難 産 に よ る 長 期 分 娩 の 予 防 の 処 置 の た
め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ス テ ロ イ ド ま た は ペ プ チ ド ホ ル モ ン 生 産 に 関 連 す る 副 腎 、 卵 巣 お よ び 睾 丸 障 害 を 含 む 内
分 泌 障 害 の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 繊 維 嚢 胞 性 疾 患 、 乳 汁 分 泌 障 害 お よ び が ん を 含 む 乳 腺 疾 患 の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 免 疫 不 全 症 、 血 液 疾 患 お よ び 網 内 皮 系 の 悪 性 腫 瘍 を 含 む 免 疫 障 害 の 処 置 の た め の 請 求 項
２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 着 床 障 害 に よ る 不 妊 症 を 含 む 子 宮 内 膜 性 疾 患 の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
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【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ス テ ロ イ ド ま た は ペ プ チ ド ホ ル モ ン 生 産 に 関 連 す る 副 腎 障 害 、 卵 巣 障 害 お よ び 睾 丸 障 害
を 含 む 内 分 泌 障 害 の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 バ ソ プ レ ッ シ ン の 減 少 ま た は 不 適 当 な 分 泌 を 含 む 水 分 平 衡 に 関 連 す る 疾 患 の 処 置 の た め
の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 胎 盤 機 能 不 全 の 処 置 の た め の 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 使 用 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト ３ レ ラ キ シ ン （ 以 下 、 「 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 」 と い う 。 ） に 関 す る 。 よ り 詳
細 に は 、 本 発 明 は 、 治 療 に お け る 使 用 お よ び 処 置 の 方 法 の み な ら ず 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 プ
ロ － お よ び プ レ プ ロ － Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 こ れ ら の 配 列 を 含 む 個 々 の ペ プ チ ド 鎖 、 Ｈ ３ レ ラ
キ シ ン の 類 似 体 、 医 薬 組 成 物 を 含 む 組 成 物 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン
、 Ｈ ３ プ ロ － お よ び プ レ プ ロ － レ ラ キ シ ン 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 、 お よ び こ れ ら の 配 列
を 含 む 個 々 の ペ プ チ ド 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 に 関 す る 。
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 １ ９ ２ ６ 年 の ヒ サ ウ (Hisaw)の 先 駆 的 な 研 究 に よ り 、 動 物 で の ペ プ チ ド ホ ル モ ン で あ る
レ ラ キ シ ン が 、 そ の 恥 骨 結 合 弛 緩 作 用 の 効 果 に よ り 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 こ う し て 出 生 過
程 を 促 進 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 レ ラ キ シ ン は 、 妊 娠 中 に 卵 巣 の 黄 体 中 で 合 成 さ れ 、 分 娩
に 先 立 っ て 血 流 中 に 放 出 さ れ る 。 卵 巣 組 織 を 得 る こ と に よ り 、 ブ タ （ James et al (1977)
,Nature,267,554-546） 、 ラ ッ ト （ John et al (1981), Endocrinology 108,726-729） 、
お よ び サ メ （ Schwabe et al (1982),Ann. N.Y. Acid.Sci.380,6-12） の レ ラ キ シ ン の 分 離
お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 が 可 能 と な っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 お よ び コ ー ド さ れ た レ ラ キ シ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 、 ブ タ 、 ラ ッ ト
、 ヒ ツ ジ 、 お よ び サ メ を 含 む 多 く の 種 に て 同 定 さ れ て い る 。 ２ つ の 別 個 の 遺 伝 子 が 報 告 さ
れ て い る ヒ ト お よ び 高 等 霊 長 類 を 例 外 と し 、 こ れ ら す べ て の 種 で は た っ た １ つ の レ ラ キ シ
ン 遺 伝 子 し か ほ 乳 類 に て 特 性 化 さ れ て い な い 。 個 々 の ヒ ト の 遺 伝 子 は 、 本 発 明 者 ら に よ っ
て 同 定 さ れ 、 H1(Hudson et al (1983) Nature 301,628-631)お よ び H2(Hudson et al (198
4) Embo. J. 3,2333-2339)と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｈ ２ 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る ペ プ チ ド は 、 ヒ ト に て 大 部 分 は 貯 蔵 さ れ 、 循 環 形 状 で あ
る (Winslow et al(1992)Endrocrielology 130,2660-2668)。 H1レ ラ キ シ ン の 発 現 は 、 脱 落
膜 、 胎 盤 お よ び 前 立 腺 に 限 定 さ れ て い る が (Hansell et al(1991) J. Clirt. Endocrinol.
 Metab. 72, 899-904)、 H1ペ プ チ ド は 、 ラ ッ ト 心 房 性 生 物 検 定 に て H2レ ラ キ シ ン の そ れ と
同 様 の 生 物 活 性 を 持 つ 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
　 レ ラ キ シ ン の 作 用 は 、 子 宮 筋 層 収 縮 阻 害 能 、 結 合 組 織 の 再 構 築 刺 激 能 、 お よ び 産 道 の 組
織 の 軟 化 誘 引 能 を 含 む 。 さ ら に 、 レ ラ キ シ ン は 、 乳 腺 の 増 殖 お よ び 分 化 を 増 進 し 、 結 合 組
織 の 主 要 な 要 素 の １ つ で あ る コ ラ ー ゲ ン の 破 壊 を 引 き 起 こ す 。 レ ラ キ シ ン は 、 コ ラ ー ゲ ン
合 成 を 減 少 さ せ 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 放 出 を 増 加 さ せ る (Unemori et al (1990) J.Biol. Chem
. 265,10682-10685)。 こ れ ら の 発 見 は 、 近 年 多 く の 妊 娠 に 関 連 し た 表 現 型 特 性 を 示 し た 、
レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス (Zhao et al (1999) Endocrinology 140,445-453)
の 樹 立 に よ っ て 確 認 さ れ た 。 機 能 的 に 活 性 な レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 を 欠 い た メ ス の マ ウ ス は 、
恥 骨 結 合 の 恥 骨 間 靭 帯 の 弛 緩 お よ び 伸 縮 で き ず 、 自 ら の 子 供 に 乳 を 飲 ま せ る こ と が で き ず
、 子 供 は レ ラ キ シ ン 野 生 型 ま た は レ ラ キ シ ン ヘ テ ロ 接 合 型 の 母 親 に 養 育 さ せ な け れ ば 、 次
々 に 24時 間 以 内 に 死 ん だ 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 レ ラ キ シ ン が 、 妊 娠 の ホ ル モ ン の み で な く 、 女 性 の 生 殖 シ ス テ ム の 細 胞 お よ び 組 織 以 外
に 作 用 す る こ と を 示 唆 す る 証 拠 が 蓄 積 し て い る 。 レ ラ キ シ ン は 、 腎 臓 、 中 脳 、 肺 お よ び 抹
消 血 管 系 の 血 管 拡 張 （ 血 管 拡 張 ） を 引 き 起 こ し 、 こ れ ら の 組 織 に て 血 流 ま た は 血 液 還 流 の
増 加 を 導 く (Bani et al (1997) Gen. Pharmacol. 28,13-22)。 レ ラ キ シ ン は 、 ま た 、 心 拍
数 お よ び 冠 状 動 脈 血 流 の 増 加 を 促 し 、 糸 球 体 ろ 過 率 お よ び 腎 血 漿 流 量 の 両 方 を 増 加 さ せ る
(Bani et al (1997) Gen. Pharmacol. 28,13-22)。 脳 は 、 レ ラ キ シ ン ペ プ チ ド が 血 圧 お よ
び 飲 酒 に 影 響 す る 脳 室 周 囲 器 官 (Parry et al (1990)JNeuroeyadocrinol. 2,53-58 ; Summ
erlee et al(1998)Endocrinology 139,2322- 2328;Sinnahay et al (1999)Endocrinology
 140,5082-5086)の 受 容 体 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ て お り (Osheroff et al (1991) Troc. 
Nal.Acad. Sci. U. S. A. 88, 6413-6417; Tan et al (1999) Br. J. Pharmacol 127, 91
-98)、 レ ラ キ シ ン の も う １ つ の 標 的 組 織 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 冠 状 動 脈 疾 患 、 末 梢 血 管 障 害 、 動 脈 硬 化 に 関 連 し た 腎 臓 疾 患 、 ま た は 他 の 腎 臓 毛 細 管 狭
窄 、 あ る い は 眼 ま た は 指 先 、 中 脳 、 肺 お よ び 末 梢 血 管 の よ う な 体 内 に お け る 血 管 狭 窄 と い
っ た 血 管 拡 張 に 対 応 し た 様 々 な 疾 患 に お け る レ ラ キ シ ン の 重 要 な 臨 床 用 途 が 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 約 ２ ０ 年 前 の ２ つ の ヒ ト レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 お よ び コ ー ド さ れ た ヒ ト レ ラ キ シ ン ペ プ チ ド
産 物 の 発 見 は 、 そ れ 自 体 が 大 き な 驚 き で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 国 際 的 な レ ラ キ シ ン 生 物 学 の ２ ０ 年 近 く の さ ら な る 研 究 お よ び 開 発 の 利 益 に は 驚 き で は
あ っ た が 、 そ れ よ り も 本 発 明 者 ら は 、 ３ 番 目 の ヒ ト レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 (Ｈ ３ )を コ ー ド す る
核 酸 配 列 、 コ ー ド さ れ た Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ペ プ チ ド お よ び そ の 構 成 ペ プ チ ド 鎖 を 同 定 、 分 離
お よ び 特 性 化 し た 。 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン お よ び そ の 類 似 体 の 生 産 が 、 そ の 利 用 お よ び 治 療 上 の
処 置 方 法 と と も に 可 能 と な っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 （ 発 明 の 概 要 ）
　 本 発 明 の 第 １ の 態 様 は 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 Ｈ ３ プ ロ レ ラ キ シ ン 、 お よ び Ｈ ３ プ レ プ
ロ レ ラ キ シ ン の ペ プ チ ド 、 こ れ ら の 配 列 を 含 む 個 々 の ペ プ チ ド 鎖 お よ び そ の 類 似 体 、 具 体
的 に は 切 断 お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 置 換 修 飾 の 類 似 体 に 関 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 ペ プ チ
ド は 、 様 々 な 治 療 法 に よ っ て ヒ ト ま た は 動 物 に 投 与 す る た め の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物
と し て 提 供 さ れ る 。 ペ プ チ ド は 好 ま し く は 、 ペ プ チ ド お よ び 蛋 白 質 の 混 入 の な い 精 製 さ れ
た 、 ま た は 均 質 な 形 態 で 、 あ る い は 約 90-99%純 度 の 形 態 で 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 第 ２ の 態 様 で は 、 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 を 有 す る ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は ヒ ト Ｈ ３
レ ラ キ シ ン 類 似 体 が 、
　 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
　 を 有 す る Ａ 鎖 、 ま た は Ｎ － 末 端 か ら 約 9ア ミ ノ 酸 以 下 が 切 断 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ
び
　 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ） 　
　 を 有 す る Ｂ 鎖 、 ま た は ア ミ ノ 末 端 か ら ９ ア ミ ノ 酸 以 下 お よ び ／ ま た は 該 カ ル ボ キ シ ル 末
端 か ら 約 ５ ア ミ ノ 酸 以 下 が 切 断 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、
　 こ こ に 該 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 は 、 A11-B10お よ び A24-B22間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 し
、 該 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は そ の 類 似 体 は 、 レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ 組 成 物 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 第 ３ の 態 様 は 、 修 飾 さ れ た Ａ 鎖 お よ び ／ ま た は 修 飾 さ れ た Ｂ 鎖 を 有 す る ヒ ト Ｈ
３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 が 、
　 該 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン Ａ 鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 数 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
　 （ こ こ に 該 カ ル ボ キ シ ル 末 端 が 、 ア ミ ド 誘 導 体 で あ っ て 、 お よ び ／ ま た は 12位 の Lysは G
luに 置 換 さ れ て お り 、 お よ び ／ ま た は 19位 の Gluは Glnに 置 換 さ れ て い る ） を 有 し 、
　 該 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン Ｂ 鎖 の は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 数 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ） 　
　 （ こ こ に 、 該 カ ル ボ キ シ ル 末 端 は ア ミ ド 誘 導 体 で あ り 、 お よ び ／ ま た は 2位 の Alaは Pro
に 置 換 さ れ て お り 、 お よ び ／ ま た は 8位 の Argは Lysに 置 換 さ れ て い る ） を 有 し 、
　 該 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 は 、 A11-B10お よ び A24-B22間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 し 、 該 ヒ
ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 は 、 レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 第 ４ の 態 様 は 、 ヒ ト Ｈ ３ プ レ プ ロ レ ラ キ シ ン ま た は ヒ ト Ｈ ３ プ ロ レ ラ キ シ ン を
含 む 組 成 物 を 提 供 し 、 ヒ ト Ｈ ３ プ レ プ ロ レ ラ キ シ ン に 関 し て シ グ ナ ル 、 Ａ 鎖 、 Ｂ 鎖 お よ び
Ｃ 鎖 を 有 し 、 か つ ヒ ト Ｈ ３ プ ロ レ ラ キ シ ン に 関 し て Ａ 鎖 、 Ｂ 鎖 お よ び Ｃ 鎖 を 有 し 、 該 ア ミ
ノ 酸 鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 該 Ａ 鎖 ：
【 数 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
を 含 み 、
　 該 Ｂ 鎖 ：
【 数 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ） 　
を 含 み 、
　 該 シ グ ナ ル 配 列 ：
【 数 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 １ ） 　
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を 含 み 、
　 お よ び 該 Ｃ 鎖 ：
【 数 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ３ ） 　
を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 第 ５ の 態 様 は 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 該 Ｃ 鎖 を 含 む 組 成 物 を 提 供 し 、 該 Ｃ 鎖 は ア ミ
ノ 酸 配 列 ：
【 数 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ３ ） 　
を 有 す る 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 第 ６ の 態 様 は 、 ヒ ト プ レ プ ロ － Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 ：
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【 数 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ６ ） 　
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【 数 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 第 ７ の 態 様 は 、 ヒ ト プ ロ － Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は Ａ 鎖 、 Ｂ 鎖
お よ び Ｃ 鎖 配 列 を 含 み 、
　 該 Ａ 鎖 配 列 ：
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【 数 １ ２ 】
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ７ ） 　
を 含 み 、
　 該 Ｂ 鎖 配 列 ：
【 数 １ ３ 】
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ８ ） 　
を 含 み 、
　 該 Ｃ 鎖 配 列 ：
【 数 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ９ ） 　
を 含 む 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 第 ８ の 態 様 は 、 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 を 有 す る ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を コ ー ド す る 核 酸
配 列 で あ り 、
　 該 Ａ 鎖 配 列 ：
【 数 １ ５ 】
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ７ ） 　
を 含 み 、
　 お よ び 該 Ｂ 鎖 配 列 ：
【 数 １ ６ 】
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ８ ） 　
を 含 む 、 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 第 ９ の 態 様 は 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の Ａ 、 Ｂ ま た は Ｃ ペ プ チ ド 鎖 を コ ー ド す る
核 酸 配 列 で あ り ：
　 Ａ 鎖 ：
【 数 １ ７ 】
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ７ ） 　
　 Ｂ 鎖 ：

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-508944 A 2005.4.7



【 数 １ ８ 】
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ８ ） 　
　 お よ び Ｃ 鎖 ：
【 数 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ９ ） 　
を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 核 酸 配 列 は 、 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ま た は ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ あ る い は Ｒ Ｎ Ａ の
よ う な ベ ク タ ー に 含 ま れ 、 一 重 鎖 ま た は 二 重 鎖 で あ り 、 か つ 、 バ ク テ リ ア 細 胞 の よ う な 宿
主 シ ス テ ム に お け る 発 現 を 高 め 、 増 強 ま た は 他 の 効 果 を 与 え る よ う な プ ロ モ ー タ ー 、 ま た
は エ ン ハ ン サ ー あ る い は 他 の 配 列 を 含 む こ と が で き 、 分 離 、 精 製 さ れ た 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 核 酸 の 三 塩 基 コ ド ン は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る 。 当 業 者 に 周 知 の よ う に 、 １
つ 以 上 の コ ド ン が 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る 。 さ ら に 、 核 酸 配 列 の 修 飾 ま た は 変 更 の
方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 プ ロ － Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 プ レ プ ロ －
Ｈ ３ レ ラ キ シ ン お よ び そ の 構 成 ペ プ チ ド 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 の そ の 様 々 な 態 様 に 関 す る 本
発 明 の 限 り で は 、 本 発 明 は 、 同 じ 蛋 白 質 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 変 異 型 、 ま た は レ ラ キ シ ン
生 物 活 性 を 持 つ 蛋 白 質 産 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 態 様 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ
て 規 定 さ れ る 密 接 に 関 連 す る 核 酸 配 列 を 含 む ： こ の 条 件 は 、 65℃ で 一 晩 、 0.25MH 2 P0 4  pH 
7.2、 lmmol EDTA、 20%SDSの 条 件 下 で 相 補 配 列 の ア ニ ー リ ン グ を 行 い ； つ づ い て 室 温 で 2xS
SC、 0.1%SDSに て 5分 間 の 洗 浄 を ３ 回 行 い ； そ し て 最 後 に 、 6xSSCは 0.9MNaCl pH 7.0、 0.3M
Na 3 C0 2 H 2 0で あ る 、 0.1%SSC中 に て 65℃ で 30分 洗 浄 す る 。 そ の よ う な 配 列 は 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ
ン に 反 応 す る 生 物 学 的 ま た は 免 疫 学 的 、 あ る い は 他 の 活 性 を 持 つ Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 以 下 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 疾 患 の 処 置 の た め の 方 法 を 提 供 し
て い る ： 冠 状 動 脈 疾 患 、 末 梢 血 管 障 害 を 含 む 末 梢 血 管 障 害 、 レ イ ノ ー 症 候 群 を 含 む 血 管 痙
攣 、 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 、 腎 臓 、 眼 お よ び 他 の 器 官 に 関 す る 微 小 血 管 の 疾 患 ； （ 肺 、 心
臓 お よ び 心 臓 血 管 系 、 腎 臓 お よ び 尿 生 殖 路 、 胃 腸 シ ス テ ム 、 皮 膚 、 リ ウ マ チ 性 お よ び 肝 胆
汁 性 シ ス テ ム の 繊 維 症 を 含 む ） 繊 維 性 疾 患 の よ う な 無 制 御 ま た は 異 常 な コ ラ ー ゲ ン あ る い
は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 形 成 と 関 連 す る 疾 患 ； 血 管 障 害 、 間 質 性 線 維 症 、 糸 球 体 硬 化 症 、 ま た
は 他 の 腎 臓 疾 患 に 関 連 す る 腎 臓 疾 患 ； パ ニ ッ ク 性 発 作 、 広 場 恐 怖 症 、 広 域 不 安 症 、 恐 怖 状
態 を 含 む 不 安 症 状 態 ； 主 要 な う つ 病 、 気 分 変 調 症 、 双 極 性 お よ び 単 極 性 の う つ 病 を 含 む う
つ 病 ま た は 抑 う つ 障 害 ； 神 経 障 害 ま た は 神 経 変 成 疾 患 (記 憶 喪 失 ま た は 他 の 記 憶 障 害 、 痴
呆 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 含 む )； 学 習 力 、 注 意 力 お よ び 意 欲 の 障 害 （ 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害
、 ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 、 衝 動 性 、 反 社 会 性 お よ び 人 格 障 害 、 統 合 失 調 症 に 起 因 す る も の を 含
む 精 神 疾 患 、 獲 得 脳 障 害 お よ び 前 頭 葉 傷 害 の 陰 性 症 状 を 含 む ） ； 中 毒 症 状 （ 薬 剤 、 ア ル コ
ー ル お よ び ニ コ チ ン 中 毒 を 含 む ） ； 活 動 お よ び 運 動 障 害 （ パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン
病 、 お よ び 食 事 後 の 運 動 不 足 、 頭 部 外 傷 、 外 科 、 腫 瘍 ま た は 脊 髄 損 傷 を 含 む ） ； 免 疫 障 害
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（ 免 疫 不 全 症 、 血 液 疾 患 お よ び 網 内 皮 系 悪 性 腫 瘍 を 含 む ） ； 乳 腺 疾 患 （ 繊 維 嚢 胞 性 疾 患 、
乳 汁 分 泌 障 害 お よ び が ん を 含 む ） ； 着 床 障 害 に よ る 不 妊 症 を 含 む 子 宮 内 膜 性 疾 患 ； 内 分 泌
障 害 （ ス テ ロ イ ド ま た は ペ プ チ ド ホ ル モ ン 生 産 に 関 連 す る 副 腎 障 害 、 卵 巣 障 害 お よ び 睾 丸
障 害 を 含 む ） ； 分 娩 遅 延 、 子 宮 頚 部 成 熟 損 傷 ;お よ び 胎 児 性 難 産 に よ る 長 期 分 娩 の 予 防 ；
洞 性 徐 脈 ;脱 毛 ;脱 毛 症 ;バ ソ プ レ ッ シ ン の 減 少 ま た は 不 適 当 な 分 泌 を 含 む 水 分 平 衡 障 害 ;ま
た は 胎 盤 不 足 ； の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 処 置 す る た め の 方 法 で あ り 、 任 意 に 1つ ま た は そ
れ 以 上 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ 希 釈 剤 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 と と も に 、 ヒ ト Ｈ
３ レ ラ キ シ ン 、 ま た は 本 明 細 書 に て 定 義 す る そ の 類 似 体 の 治 療 上 有 効 な 量 を そ の よ う な 処
置 を 必 要 と す る 被 験 者 に 投 与 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 以 下 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 疾 患 の 処 置 の た め の 薬 剤 の 製
造 に お け る ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は そ の 類 似 体 の 使 用 を 提 供 す る ： 冠 状 動 脈 疾 患 、 末 梢
血 管 障 害 を 含 む 末 梢 血 管 障 害 、 レ イ ノ ー 症 候 群 を 含 む 血 管 痙 攣 、 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 、
腎 臓 、 眼 お よ び 他 の 器 官 に 関 す る 微 小 血 管 の 疾 患 ； （ 肺 、 心 臓 お よ び 心 臓 血 管 系 、 腎 臓 お
よ び 尿 生 殖 路 、 胃 腸 シ ス テ ム 、 皮 膚 、 リ ウ マ チ 性 お よ び 肝 胆 汁 性 シ ス テ ム の 繊 維 症 を 含 む
） 繊 維 性 疾 患 の よ う な 無 制 御 ま た は 異 常 な コ ラ ー ゲ ン あ る い は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 形 成 と 関
連 す る 疾 患 ； 血 管 障 害 、 間 質 性 線 維 症 、 糸 球 体 硬 化 症 、 ま た は 他 の 腎 臓 疾 患 に 関 連 す る 腎
臓 疾 患 ； パ ニ ッ ク 性 発 作 、 広 場 恐 怖 症 、 広 域 不 安 症 、 恐 怖 状 態 を 含 む 不 安 症 状 態 ； 主 要 な
う つ 病 、 気 分 変 調 症 、 双 極 性 お よ び 単 極 性 の う つ 病 を 含 む う つ 病 ま た は 抑 う つ 障 害 ； 神 経
障 害 ま た は 神 経 変 成 疾 患 (記 憶 喪 失 ま た は 他 の 記 憶 障 害 、 痴 呆 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 含 む )
； 学 習 力 、 注 意 力 お よ び 意 欲 の 障 害 （ 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害 、 ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 、 衝 動 性 、
反 社 会 性 お よ び 人 格 障 害 、 統 合 失 調 症 に 起 因 す る も の を 含 む 精 神 疾 患 、 獲 得 脳 障 害 お よ び
前 頭 葉 傷 害 の 陰 性 症 状 を 含 む ） ； 中 毒 症 状 （ 薬 剤 、 ア ル コ ー ル お よ び ニ コ チ ン 中 毒 を 含 む
） ； 活 動 お よ び 運 動 障 害 （ パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 お よ び 食 事 後 の 運 動 不 足 、
頭 部 外 傷 、 外 科 、 腫 瘍 ま た は 脊 髄 損 傷 を 含 む ） ； 免 疫 障 害 （ 免 疫 不 全 症 、 血 液 疾 患 お よ び
網 内 皮 系 悪 性 腫 瘍 を 含 む ） ； 乳 腺 疾 患 （ 繊 維 嚢 胞 性 疾 患 、 乳 汁 分 泌 障 害 お よ び が ん を 含 む
） ； 着 床 障 害 に よ る 不 妊 症 を 含 む 子 宮 内 膜 性 疾 患 ； 内 分 泌 障 害 （ ス テ ロ イ ド ま た は ペ プ チ
ド ホ ル モ ン 生 産 に 関 係 の あ る 副 腎 障 害 、 卵 巣 障 害 お よ び 睾 丸 障 害 を 含 む ） ； 分 娩 遅 延 、 子
宮 頚 部 熟 成 損 傷 ;お よ び 胎 児 性 難 産 に よ る 長 期 分 娩 の 予 防 ； 洞 性 徐 脈 ;脱 毛 ;脱 毛 症 ;バ ソ プ
レ ッ シ ン の 減 少 ま た は 不 適 当 な 分 泌 を 含 む 水 分 平 衡 障 害 ;ま た は 胎 盤 不 足 ； の １ つ ま た は
そ れ 以 上 を 処 置 す る た め の 薬 剤 の 製 造 に お け る 使 用 で あ り 、 任 意 に 1つ ま た は そ れ 以 上 の
製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ 希 釈 剤 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 と と も に 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ
シ ン ま た は 本 明 細 書 に て 定 義 す る そ の 類 似 体 の 治 療 上 有 効 な 量 を そ の よ う な 処 置 を 必 要 と
す る 被 験 者 に 投 与 す る 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ヒ ト レ ラ キ シ ン の 同 定 、 お よ び ２ つ の ヒ ト レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 の 当 時 の 驚 異 的 な 同 定 後 ２
０ 年 で 思 い が け ず 、 さ ら に １ つ の レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。 そ の 種 々 の 態 様 に て 、
本 発 明 は ： ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 特 性 化 ； 精 製 核 酸 物 質 の 分 離 ； Ｈ
３ レ ラ キ シ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ ） の 増 幅 ； Ｈ ３ レ
ラ キ シ ン 配 列 の 核 酸 の ク ロ ー ニ ン グ ； 核 酸 配 列 の 同 定 、 か つ ヒ ト Ｈ ３ プ レ プ ロ レ ラ キ シ ン
、 Ｈ ３ プ ロ レ ラ キ シ ン お よ び Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を コ ー ド す る ペ プ チ ド 配 列 の 同 定 を 提 供 し た
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 か ら な る 。 ヒ
ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 4に 記 載 す る 。 ヒ ト レ ラ キ シ ン の Ｂ 鎖 の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 2に 記 載 す る 。
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 該 Ａ お よ び Ｂ 鎖 は 、 A11-B10、 A24-B22ジ ス ル フ ィ ド 結 合 型 が こ れ
ら の シ ス テ イ ン 結 合 間 で 起 こ る 、 シ ス テ イ ン 残 基 で 結 び つ い て い る 。
　 こ こ で 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン Ａ お よ び Ｂ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 以 下 に 示 す ：
　 Ａ 鎖 ：
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【 数 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
　 Ｂ 鎖 ：
【 数 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ） 　
　 で あ り 、 該 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 は A11-B10、 A24-B22間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 し て い
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン は 、 古 典 的 な レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ 。 ヒ ト レ ラ キ シ ン 、 Ｈ １ お
よ び Ｈ ２ レ ラ キ シ ン は 、 Ｔ Ｈ Ｐ － １ 細 胞 (Parsell et al (1996)J.Biol. Chem. 271,27936
-27941)の よ う な 、 レ ラ キ シ ン 受 容 体 を 発 現 し て い る 細 胞 に 結 合 す る 。 Ｈ ２ レ ラ キ シ ン は
、 こ れ ら の 細 胞 の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 産 物 の 濃 度 依 存 的 に 増 加 調 製 す る 。 本 発 明 に 関 連 し て 調 製 さ れ
る 合 成 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン は 、 ヒ ト Ｈ ２ レ ラ キ シ ン を 維 持 し 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 濃 度 依 存 的 な 増 加 を
刺 激 す る 。 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン に よ っ て 阻 害 さ れ る よ う な ヒ ト レ ラ キ シ ン 受 容 体 に 関 連 す る 標
的 細 胞 に お け る 応 答 の 特 異 性 は 、 Ｔ Ｈ Ｐ － １ 細 胞 に て 1μ ｍ 濃 度 増 加 で の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 刺 激 応
答 の た め の 牛 イ ン ス リ ン (bINSL)ま た は ヒ ト イ ン ス リ ン (hINSL3)の 不 活 化 に よ っ て 明 ら か
に さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を 備 え た ヒ ト レ ラ キ シ ン 受 容 体 の 刺 激 に よ る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー 応 答 (cAMP)の 誘 導 は 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン が 、 古 典 的 な レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ と い
う 決 定 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。 レ ラ キ シ ン 受 容 体 を 含 む 細 胞 、 例 え ば 、 前 記 Ｔ Ｈ Ｐ － １ 細 胞
に お け る そ の よ う な 分 析 は 、 レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 決 定 す る 簡 易 な 方 法 を 提 供 す る 。 加 え
て 、 細 胞 に 発 現 す る レ ラ キ シ ン 受 容 体 の レ ラ キ シ ン 結 合 部 位 へ の 結 合 に て Ｐ ３ ２ － 標 識 し
た Ｈ ２ レ ラ キ シ ン と 競 合 さ せ た ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 活 性 は 、 さ ら に レ ラ キ シ ン 生 物 活 性
の 確 実 な 立 証 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 の 決 定 の た め の 他 の 生 物 活 性 ／ 分 析 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え
ば 、 妊 娠 ま た は 非 妊 娠 期 の 活 性 レ ラ キ シ ン の 測 定 に 用 い ら れ る バ イ オ ア ッ セ イ に は 、 モ ル
モ ッ ト 恥 骨 間 結 合 分 析 （ guinea pig interpubic ligament assay） の よ う な 方 法 が 使 わ れ
る 。 (Steinetz et al (1960) Endocrinology 67,102-115, and Sirosi et al (1983)Amer
icasl Journal of Obstetrics and Gynaecology 145: 402-405)。 他 の バ イ オ ア ッ セ イ は
、 Ｔ Ｈ Ｐ － １ 細 胞 の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 産 物 を 含 む 。 (Parsell et al (1996) J. Biol. Chem 271,27
936-27941)。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 9つ の ア ミ ノ 酸 以 下 を Ａ 鎖 の Ｎ － 末 端 か ら 切 断 さ れ 、 9つ の ア ミ ノ 酸 以 下
を Ｂ 鎖 の Ｎ － 末 端 か ら 切 断 さ れ 、 か つ 、 5つ の ア ミ ノ 酸 以 下 を Ｂ 鎖 の Ｃ － 末 端 か ら 切 断 さ
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れ 調 製 さ れ た 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 を 発 見 し た 。
　 結 果 、 レ ラ キ シ ン 類 似 体 は 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン Ａ お よ び Ｂ 鎖 か ら な り 、 Ａ 鎖 は ア ミ ノ 酸 配
列
【 数 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
　 を 有 し 、 ア ミ ノ 末 端 か ら ９ ア ミ ノ 酸 以 下 が 切 断 さ れ 、
　 お よ び Ｂ 鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 数 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ） 　
　 を 有 し 、 ア ミ ノ 末 端 か ら ９ ア ミ ノ 酸 以 下 お よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 か ら 約 ５ ア ミ
ノ 酸 以 下 が 切 断 さ れ 、
　 該 Ａ 鎖 お よ び Ｂ 鎖 は A11-B10、 A24-B22間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 し 、 該 ヒ ト Ｈ ３ レ
ラ キ シ ン ま た は そ の 類 似 体 は 、 レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ 。 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 該 Ａ 鎖
は 、 １ ０ 番 お よ び １ ５ 番 の Ｃ ｙ ｓ 残 基 間 の 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ヒ ト レ ラ キ シ ン 受 容 体 を 有 す る 細 胞 に お い て セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 誘 導 を 観 察 す る
標 準 的 な 分 析 に て 、 全 長 の 切 断 さ れ て い な い ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン お よ び 本 物 の ヒ ト Ｈ ２ レ
ラ キ シ ン に 特 徴 的 な 態 様 に て 上 述 の Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 の す べ て が サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ
生 産 を 誘 導 し た 。 従 っ て 、 上 述 の 切 断 さ れ た Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 は 、 レ ラ キ シ ン 生 物 活
性 を 持 つ 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 修 飾 さ れ た Ａ 鎖 お よ び ／ ま た は 修 飾 さ れ た Ｂ 鎖 を 有 す る ヒ ト Ｈ ３
レ ラ キ シ ン 類 似 体 を 含 む 構 成 物 に 関 す る 。 Ａ 鎖 、 お よ び ／ ま た は Ｂ 鎖 の カ ル ボ キ シ ル 末 端
は 、 ア ミ ド 誘 導 体 で あ っ て も よ い 。 Ａ 鎖 の １ ２ 位 の Ｌ ｙ ｓ を Ｇ ｌ ｕ に 置 換 し 、 お よ び ／ ま
た は １ ９ 位 の Ｇ ｌ ｕ を 、 Ｇ ｌ ｎ に 置 換 し て も よ い 。 Ｂ 鎖 に て 、 ２ 位 の Ａ ｌ ａ を Ｐ ｒ ｏ に 置
換 し 、 お よ び ／ ま た は ８ 位 の Ａ ｒ ｇ を Ｌ ｙ ｓ に 置 換 し て も よ い 。 結 果 、 修 飾 さ れ た ア ミ ノ
酸 を 有 す る Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 は 、 以 下 に 示 す よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ：
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 修 飾 さ れ た Ａ 鎖 お よ び ／ ま た は 修 飾 さ れ た Ｂ 鎖 を 有 す る ヒ ト Ｈ
３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 を 提 供 し 、
　 該 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン Ａ 鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 数 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
　 （ こ こ に 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 が ア ミ ド 誘 導 体 で あ り 、 お よ び ／ ま た は １ ２ 位 の Ｌ ｙ ｓ を
Ｇ ｌ ｕ に 置 換 し 、 １ ９ 位 の Ｇ ｌ ｕ を Ｇ ｌ ｎ に 置 換 さ れ て い る ） を 有 し 、
　 該 修 飾 さ れ た Ｂ 鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 数 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ） 　
　 （ こ こ に 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 が ア ミ ド 誘 導 体 で あ り 、 お よ び ／ ま た は ２ 位 の Ａ ｌ ａ を Ｐ
ｒ ｏ に 置 換 し 、 ８ 位 の Ａ ｒ ｇ を Ｌ ｙ ｓ に 置 換 さ れ て い る ） を 有 し 、
　 該 Ａ お よ び Ｂ 鎖 は A11-B10お よ び A24-B22間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 し 、 か つ 、 ヒ ト
Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 は レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ 。
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 単 離 、 精 製 お よ び 特 性 化 は 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ
キ シ ン の シ グ ナ ル 配 列 お よ び ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の プ ロ 配 列 の 特 性 お よ び 産 生 を 可 能 に す
る 。
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の シ グ ナ ル 配 列 お よ び Ｃ 鎖 の 同 定 、 精 製 、 特 性 化 は 、 プ レ プ ロ － お
よ び プ ロ － ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 産 生 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 ヒ ト Ｈ ３ プ レ プ ロ レ ラ キ シ ン に 関 し て シ グ ナ ル 、 Ａ 鎖 、 Ｂ 鎖 お よ
び Ｃ 鎖 を 有 し 、 ヒ ト Ｈ ３ プ ロ レ ラ キ シ ン に 関 し て Ａ 鎖 、 Ｂ 鎖 お よ び Ｃ 鎖 を 有 す る 、 ヒ ト Ｈ
３ プ レ プ ロ レ ラ キ シ ン ま た は ヒ ト Ｈ ３ プ ロ レ ラ キ シ ン を 含 む 組 成 物 を 提 供 し 、 該 ア ミ ノ 酸
鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 該 Ａ 鎖 ：
【 数 ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ４ ） 　
を 含 み 、
　 該 Ｂ 鎖 ：
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【 数 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ） 　
を 含 み 、
　 該 シ グ ナ ル 配 列 ：
【 数 ２ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 １ ） 　
を 含 み 、
　 お よ び 該 Ｃ 鎖 は ：
【 数 ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ３ ） 　
を 含 む 、 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の Ｃ 鎖 を 提 供 し 、 該 Ｃ 鎖 は ア ミ ノ 酸 配 列
：
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【 数 ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ３ ） 　
　 を 有 し 、 ヒ ト Ｈ ３ プ ロ レ ラ キ シ ン は 特 徴 的 な レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 プ ロ レ ラ キ シ ン 、 プ レ プ ロ レ ラ キ シ ン お よ び 構 成 ペ プ チ ド 鎖 は 、
米 国 特 許 番 号 US5,991,997、 米 国 特 許 番 号 US4,758,516、 米 国 特 許 番 号 US4,871,670、 米 国
特 許 番 号 US4,835,251、 PCT/US90/02085お よ び PCT/US94/0699に 開 示 さ れ て い る よ う な レ ラ
キ シ ン の 生 産 に お け る 有 用 な 従 来 技 術 を 用 い て 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 が 前 記 の よ う に 置 換 さ れ た レ ラ キ シ ン 類 似 体 お よ び 誘 導 体 は 、 例 え ば 、 Tsurus
hita et al (1988) Gene Tissue : 135-139.に 開 示 の あ る 部 位 特 異 的 変 異 導 入 技 術 を 用 い
て 組 換 え 手 法 に よ り 生 産 で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 該 Ａ お よ び ／ ま た は Ｂ 鎖 の Ｎ － お よ び ／ ま た は Ｃ － 末
端 を 切 断 し た ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 そ の 類 似 体 あ る い は 前 記 の よ う な ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す
る ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 類 似 体 の 開 示 さ れ た 配 列 情 報 は 、 レ ラ キ シ ン 合 成 の た め の Bllesbac
h (1991)J. Biol. Chem. 266,10754- 10761の 方 法 に よ っ て 合 成 で き る 。 さ ら に 、 ペ プ チ
ド 合 成 の よ く 知 ら れ て い る 方 法 が 、 こ こ に 引 用 さ れ た 様 々 な Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 型 を 生 産 す る
た め に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 従 っ て 、 レ ラ キ シ ン は 、 様 々 な 疾 患 お よ び 障 害 の 処 置 お よ び 診 断 に 用 い ら れ る 。 例 え ば
、 レ ラ キ シ ン は 、 強 皮 症 、 鼻 腔 徐 脈 、 心 臓 血 管 疾 患 、 神 経 変 成 お よ び 神 経 疾 患 、 脱 毛 症 、
う つ 病 の 処 置 に 有 効 で あ る と い う 証 拠 が 研 究 に よ っ て 明 ら か と な っ た 。 米 国 特 許 番 号 US5,
166, 191 お よ び 国 際 特 許 出 願 番 号 PCT/US92/069を 参 照 の こ と 。 該 証 拠 は ま た 、 慢 性 関 節
リ ウ マ チ 性 の よ う な 、 コ ラ ー ゲ ン ま た は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 異 常 な 発 現 に 関 連 す る 疾 患 お
よ び 障 害 に お け る レ ラ キ シ ン の 使 用 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 不 完 全 類 似 体 、 ア ミ ノ 酸 修 飾 さ れ た Ｈ ３ レ ラ
キ シ ン 類 似 体 お よ び ヒ ト プ ロ レ ラ キ シ ン は 、 本 発 明 の レ ラ キ シ ン 受 容 体 へ の 結 合 お よ び レ
ラ キ シ ン 生 物 活 性 の 保 有 に よ っ て 提 供 し た 。 そ れ は 、 こ れ ら の レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 を 持 つ
ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 型 が 、 前 記 の よ う な 疾 患 お よ び 障 害 の 処 置 の た め に 使 用 さ れ う る こ と
を 直 接 的 に 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 以 下 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 疾 患 の 処 置 の た め の 方 法 を 提 供 す
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る 。 ： 冠 状 動 脈 疾 患 、 末 梢 血 管 障 害 を 含 む 末 梢 血 管 障 害 、 レ イ ノ ー 症 候 群 を 含 む 血 管 痙 攣
、 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 、 腎 臓 、 眼 お よ び 他 の 器 官 に 関 連 す る 微 小 血 管 疾 患 ； （ 肺 、 心 臓
お よ び 心 臓 血 管 系 、 腎 臓 お よ び 尿 生 殖 路 、 胃 腸 シ ス テ ム 、 皮 膚 、 リ ウ マ チ 性 お よ び 肝 胆 汁
性 シ ス テ ム の 繊 維 症 を 含 む ） 繊 維 性 疾 患 の よ う な 無 制 御 ま た は 異 常 な コ ラ ー ゲ ン あ る い は
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 形 成 と 関 連 す る 疾 患 ； 血 管 障 害 、 間 質 性 線 維 症 、 糸 球 体 硬 化 症 、 ま た は
他 の 腎 臓 疾 患 に 関 連 す る 腎 臓 疾 患 ； パ ニ ッ ク 性 発 作 、 広 場 恐 怖 症 、 広 域 不 安 症 、 恐 怖 状 態
を 含 む 不 安 症 状 態 ； 主 要 な う つ 病 、 気 分 変 調 症 、 双 極 性 お よ び 単 極 性 の う つ 病 を 含 む う つ
病 ま た は 抑 う つ 障 害 ； 神 経 障 害 ま た は 神 経 変 成 疾 患 (記 憶 喪 失 ま た は 他 の 記 憶 障 害 、 痴 呆
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 含 む )； 学 習 力 、 注 意 力 お よ び 意 欲 の 障 害 （ 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害 、
ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 、 衝 動 性 、 反 社 会 性 お よ び 人 格 障 害 、 統 合 失 調 症 に 起 因 す る も の を 含 む
精 神 疾 患 、 獲 得 脳 障 害 お よ び 前 頭 葉 傷 害 の 陰 性 症 状 を 含 む ） ； 中 毒 症 状 （ 薬 剤 、 ア ル コ ー
ル お よ び ニ コ チ ン 中 毒 を 含 む ） ； 活 動 お よ び 運 動 障 害 （ パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病
、 お よ び 食 事 後 の 運 動 不 足 、 頭 部 外 傷 、 外 科 、 腫 瘍 ま た は 脊 髄 損 傷 を 含 む ） ； 免 疫 障 害 （
免 疫 不 全 症 、 血 液 疾 患 お よ び 網 内 皮 系 の 悪 性 腫 瘍 を 含 む ） ； 乳 腺 疾 患 （ 繊 維 嚢 胞 性 疾 患 、
乳 汁 分 泌 障 害 お よ び が ん を 含 む ） ； 着 床 障 害 に よ る 不 妊 症 を 含 む 子 宮 内 膜 性 疾 患 ； 内 分 泌
障 害 （ ス テ ロ イ ド あ る い は ペ プ チ ド ホ ル モ ン 生 産 に 関 係 の あ る 副 腎 障 害 、 卵 巣 障 害 お よ び
睾 丸 障 害 を 含 む ） ； 分 娩 開 始 遅 延 、 子 宮 頚 部 成 熟 損 傷 ;お よ び 胎 児 性 難 産 に よ る 長 期 分 娩
の 予 防 ； 洞 性 徐 脈 ;脱 毛 ;脱 毛 症 ;バ ソ プ レ ッ シ ン の 減 少 ま た は 不 適 当 な 分 泌 を 含 む 水 分 平
衡 障 害 ;ま た は 胎 盤 不 足 ； の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 処 置 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 任 意 に 1
つ ま た は そ れ 以 上 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ 希 釈 剤 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 と と も
に 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は 本 明 細 書 に て 定 義 す る そ の 類 似 体 の 治 療 上 有 効 な 量 を そ の
よ う な 治 療 を 必 要 と す る 被 験 者 に 投 与 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 以 下 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 疾 患 の 処 置 の た め の 薬 剤 の 製 造 に
お け る ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ま た は そ の 類 似 体 の 使 用 を 提 供 す る 。 ： 冠 状 動 脈 疾 患 、 末 梢 血
管 障 害 を 含 む 末 梢 血 管 障 害 、 レ イ ノ ー 症 候 群 を 含 む 血 管 痙 攣 、 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 、 腎
臓 、 眼 お よ び 他 の 器 官 に 関 連 す る 微 小 血 管 疾 患 ； （ 肺 、 心 臓 お よ び 心 臓 血 管 系 、 腎 臓 お よ
び 尿 生 殖 路 、 胃 腸 シ ス テ ム 、 皮 膚 、 リ ウ マ チ 性 お よ び 肝 胆 汁 性 シ ス テ ム の 線 維 症 を 含 む ）
繊 維 性 疾 患 の よ う な 無 制 御 ま た は 異 常 な コ ラ ー ゲ ン あ る い は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 形 成 と 関 連
す る 疾 患 ； 血 管 障 害 、 間 質 性 線 維 症 、 糸 球 体 硬 化 症 、 ま た は 他 の 腎 臓 疾 患 に 関 連 す る 腎 臓
疾 患 ； パ ニ ッ ク 性 発 作 、 広 場 恐 怖 症 、 広 域 不 安 症 、 恐 怖 状 態 を 含 む 不 安 症 状 態 ； 主 要 な う
つ 病 、 気 分 変 調 症 、 双 極 性 お よ び 単 極 性 の う つ 病 を 含 む う つ 病 ま た は 抑 う つ 障 害 ； 神 経 障
害 ま た は 神 経 変 成 疾 患 (記 憶 喪 失 ま た は 他 の 記 憶 障 害 、 痴 呆 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 含 む )；
学 習 力 、 注 意 力 お よ び 意 欲 の 障 害 （ 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害 、 ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 、 衝 動 性 、 反
社 会 性 お よ び 人 格 障 害 、 統 合 失 調 症 に 起 因 す る も の を 含 む 精 神 疾 患 、 獲 得 脳 障 害 お よ び 前
頭 葉 傷 害 の 陰 性 症 状 を 含 む ） ； 中 毒 症 状 （ 薬 、 ア ル コ ー ル お よ び ニ コ チ ン 中 毒 を 含 む ） ；
活 動 お よ び 運 動 障 害 （ パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 お よ び 食 事 後 の 運 動 不 足 、 頭 部
外 傷 、 外 科 、 腫 瘍 ま た は 脊 髄 損 傷 を 含 む ） ； 免 疫 障 害 （ 免 疫 不 全 症 、 血 液 疾 患 お よ び 網 内
皮 系 の 悪 性 腫 瘍 を 含 む ） ； 乳 腺 疾 患 （ 繊 維 嚢 胞 性 疾 患 、 乳 汁 分 泌 障 害 お よ び が ん を 含 む ）
； 着 床 障 害 に よ る 不 妊 症 を 含 む 子 宮 内 膜 性 疾 患 ； 内 分 泌 障 害 （ ス テ ロ イ ド ま た は ペ プ チ ド
ホ ル モ ン 生 産 に 関 連 す る 副 腎 障 害 、 卵 巣 障 害 お よ び 睾 丸 障 害 を 含 む ） ； 分 娩 開 始 遅 延 、 子
宮 頚 部 成 熟 損 傷 ;お よ び 胎 児 性 難 産 に よ る 長 期 分 娩 の 予 防 ； 洞 性 徐 脈 ;脱 毛 ;脱 毛 症 ;バ ソ プ
レ ッ シ ン の 減 少 ま た は 不 適 当 な 分 泌 を 含 む 水 分 平 衡 障 害 ;ま た は 胎 盤 不 足 ； の １ つ ま た は
そ れ 以 上 を 処 置 す る た め の 薬 剤 の 製 造 に お け る 使 用 で あ っ て 、 任 意 に 1つ ま た は そ れ 以 上
の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ 希 釈 剤 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 と と も に 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ
キ シ ン ま た は 本 明 細 書 に て 定 義 す る そ の 類 似 体 の 治 療 上 有 効 な 量 を そ の よ う な 処 置 を 必 要
と す る 被 験 者 へ 投 与 す る 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 作 用 機 序 に と ら わ れ る こ と を 意 図 し な い が 、 発 明 者 ら は 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン は 脳 、 お よ び
神 経 を 含 む 体 の 他 の 部 分 に お い て 、 例 え ば 細 胞 で の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 生 産 の 誘 導 を 介 し て 神 経 伝 達
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物 質 ま た は 神 経 調 節 物 質 と し て 作 用 す る と 考 え て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 以 下 に 定 義 す る よ う に 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン は 驚 く こ と に 、 別 名 で 核 不 確 体 （ nucleus ince
rtus)と 呼 ば れ る 、 背 側 被 蓋 核 の 腹 側 正 中 部 （ ｖ ｍ Ｄ Ｔ ｇ ） の 神 経 構 造 部 位 に お い て 発 現
し て い る こ と が 明 ら か と な っ た (Goto et al (2001) Journal of Comparative Neurology 
438: 86-122)。 核 不 確 体 （ nucleus incertus)か ら の 遠 心 性 神 経 お よ び 求 心 性 神 経 を 重 要
前 脳 部 と の 間 で や り と り す る 広 範 囲 な パ タ ー ン か ら 、 こ の 領 域 は 注 意 力 、 意 欲 、 運 動 力 、
お よ び 学 習 (Goto et al)に 対 す る 影 響 を 以 て 行 動 活 性 化 を 調 節 で き 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す
る 治 療 の 処 置 様 相 を 起 こ す こ と が で き る 脳 幹 ネ ッ ト ワ ー ク の 一 部 と し て 提 示 さ れ る 。 こ れ
は 、 大 脳 皮 質 お よ び 他 の 相 当 す る 脳 領 域 に お け る 豊 富 に 分 布 す る レ ラ キ シ ン 結 合 部 位 と 一
致 す る 。 (Osheroff and Phillips (1991)Proc.Natl. Acad. Sci. USA88, 6413-6417; and
 Tan et al (1999)Br.J. Pharmacol. 127,91-98)。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン は 血 液 脳 関 門 を 通 過 で き 、 あ る い は 、 例 え ば PCT/WO89/10134に 開 示 の 方
法 の 脂 肪 親 和 性 賦 形 剤 の 使 用 、 フ ロ イ (Frey)の 方 法 に よ る 鼻 腔 内 投 与 (米 国 特 許 番 号 US6,3
13, 093)に よ っ て 、 血 液 脳 関 門 を 開 く あ る い は Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 共 同 投 与 ／ 時 の 投 薬 に よ
っ て 漏 出 を 可 能 に す る 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 糖 類 ま た は ア ミ ノ 酸 あ る い は 他 の 物 質  (例
え ば 、 Naito US Patent 6,294, 520を 参 照 )の 使 用 を 含 む 当 業 者 に よ っ て 周 知 の 方 法 に よ
っ て 、 血 液 脳 関 門 を 通 過 す る こ と を 促 進 す る よ う に 処 理 で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 述 べ る Ｈ ３ レ ラ キ シ ン お よ び 類 似 体 は 、 精 神 障 害 、 学 習 障 害 、 注 意 お よ び
記 憶 の 障 害 、 中 毒 障 害 お よ び 活 動 お よ び 運 動 障 害 を 含 む 、 神 経 性 疾 患 の よ う な 広 く 表 現 で
き る 広 い 範 囲 の 処 置 に 有 用 に な り う る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン は 、 以 下 に 述 べ る よ う な レ ラ キ シ ン 受 容 体 に 結 合 す る 。
　 便 宜 上 、 特 に 示 さ な い 限 り 、 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が ヒ
ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 該 Ａ お よ び Ｂ 鎖 の 該 Ｎ － お よ び ／ ま た は Ｃ － 末 端 以 下 を 切 断 し た ヒ ト
Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 類 似 体 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が こ こ で 述 べ た よ う な 修 飾 ま た
は 他 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 受 け た ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 類 似 体 、 お よ び ま と め て ヒ ト Ｈ ３ レ
ラ キ シ ン と 呼 ば れ る ヒ ト Ｈ ３ プ レ プ ロ レ ラ キ シ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に て 使 用 す る 好 適 な 医 薬 組 成 物 は 、 所 望 の 目 的 を 達 成 す る た め に 有 効 な 量 を 含 有
す る 活 性 成 分 を 含 む 。 よ り 明 確 に は 、 治 療 上 有 効 な 量 と は 、 処 置 中 の 被 験 者 の 進 行 阻 害 ま
た は 既 存 の 症 状 の 緩 和 を す る た め の 有 効 な 量 を 意 味 す る 。 有 効 な 量 の 決 定 は 、 特 に こ こ に
提 供 し た 詳 細 な 開 示 に 照 ら し て 、 当 業 者 で あ れ ば 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に て 使 用 さ れ る 任 意 の 組 成 物 に 関 し て 、 治 療 上 の 有 効 濃 度 は 、 細 胞 培 養 分
析 に て ま ず 評 価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の 服 用 量 は 、 細 胞 培 養 に お い て 決 定 さ れ る
よ う な IC. sub. 50を 含 む 循 環 濃 度 範 囲 を 達 成 す る た め の 動 物 モ デ ル に て 策 定 す る こ と が
で き る 。 そ の よ う な 情 報 は 、 ヒ ト に て よ り 正 確 に 有 用 な 服 用 量 を 決 定 す る た め に 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 治 療 上 の 有 効 濃 度 は 、 患 者 の 症 状 の 改 善 ま た は 生 存 期 間 の 延 長 に 帰 着 す る 組 成 物 の 量 を
参 考 に す る 。 そ の よ う な 組 成 物 の 毒 性 お よ び 治 療 効 果 は 、 例 え ば 、 LD. sub. 50 (集 団 の 5
0%の 致 死 量 )お よ び ED. sub. 50 (集 団 の 50%の 治 療 上 効 果 の あ る 量 )判 定 な ど の 、 細 胞 培 養
ま た は 実 験 動 物 の 標 準 の 製 薬 的 処 置 に よ っ て 決 定 す る こ と が で る 。 毒 性 お よ び 治 療 効 果 間
の 量 比 は 、 治 療 指 数 で あ り 、 LD. sub. 50お よ び ED. sub. 50間 の 比 率 と し て 表 す こ と が で
き る 。 高 い 治 療 評 価 を 示 す 組 成 物 が 好 ま れ る 。 こ れ ら の 細 胞 培 養 分 析 お よ び 動 物 実 験 か ら
得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に 使 用 す る 投 薬 量 の 範 囲 の 公 式 化 に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 組 成 物 の 投 薬 量 は 、 好 適 に は 毒 性 の ほ と ん ど な い ま た は 全 く な い ED. sub. 50を 含
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む 循 環 濃 度 範 囲 内 に す る 。 投 薬 量 は 、 使 用 し た 投 与 剤 形 お よ び 利 用 し た 投 薬 ル ー ト に 依 存
す る こ の 範 囲 内 で 変 化 し う る 。 正 確 な 剤 形 、 投 薬 ル ー ト お よ び 投 薬 量 は 、 患 者 の 状 態 を 診
る 個 々 の 内 科 医 に よ っ て 選 択 す る こ と が で き る 。 ( Fingl et al. , 1975, in"The Pharma
cological Basis of Therapeutics", Ch. 1pl参 照 )。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 投 薬 量 お よ び 投 薬 間 隔 は 、 レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 お よ び 効 果 を 維 持 す る た め に 十 分 な 、 活
性 部 分 の 血 清 レ ベ ル を 提 供 す る た め に 個 々 に 調 節 す る こ と が で き る 。
　 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 投 与 は 、 同 様 の 効 用 を 持 つ 薬 剤 の た め の 投 与 の 許 容 可 能 な 様 態 の う ち
の ど れ に よ っ て で も 可 能 で あ り 、 好 適 に は 全 身 性 投 与 に よ っ て 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 疾 患 お よ び 障 害 に 関 連 す る 上 記 の 同 定 し た レ ラ キ シ ン の 多 く の 処 置 の た め の ヒ ト 投 薬 量
は 、 未 だ Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 全 体 に 最 適 化 さ れ て い な い が 、 日 々 の 投 薬 量 は 、 体 重 の 約 ０ ． ０
５ ～ ５ ０ ０ ． ０ mu.g/kg/日 で あ り 、 好 適 に は 約 ５ ． ０ ～ ２ ０ ０ ． ０ mu.g/kg/日 で あ り 、 よ
り 好 適 に は 約 １ ０ ． ０ ～ １ ０ ０ ． ０ mu.g/kg/日 で あ る 。 一 般 に 、 そ れ は Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の
血 清 濃 度 に 近 似 ま た は 妊 婦 で の レ ラ キ シ ン の 正 常 循 環 レ ベ ル よ り 多 い 、 す な わ ち 1.0ng/ml
、 1.0～ 20ng/mlの よ う な 、 好 適 に は 1.0～ 20ng/mlを 得 る よ う に す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ７ ０ kgの 人 に 対 す る 投 与 の た め の 投 与 量 範 囲 は 、 約 ７ ． ０ mu.g～ ３ ． ５ mg／ 日 で あ り 、
好 適 に は 約 ４ ２ ． ０ mu.g～ ２ ． １ mg／ 日 で あ り 、 最 適 に は ８ ４ ． ０ ～ ７ ０ ０ ． ０ mu.g／ 日
で あ る 。 投 与 し た Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 量 は 、 も ち ろ ん 、 被 験 者 お よ び 症 状 の 度 合 い 、 投 与 の
方 法 お よ び 予 定 、 か つ 内 科 医 の 判 断 お よ び そ の よ う な 類 似 体 ま た は 誘 導 体 の 生 物 活 性 に 依
存 す る だ ろ う 。 １ つ の 処 置 計 画 は 、 よ り 高 い 初 期 投 薬 レ ベ ル (た と え ば 、 100～ 200mu.g/kg
/日 )を 用 い た 後 、 約 １ ． ０ ng/mlの 安 定 し た Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 血 清 濃 度 を 達 成 す る た め に 投
薬 量 を 減 少 す る こ と が で き る 。 他 の 処 置 計 画 は 、 特 に 分 娩 後 の う つ 病 に は 、 レ ラ キ シ ン の
正 常 妊 娠 レ ベ ル (約 1.0ng/ml)に 達 す る の に 十 分 な Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 量 の 投 与 を 要 し 、 続 い
て Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 血 清 レ ベ ル が 検 知 で き な く な る ま で 徐 々 に 減 少 す る 投 薬 量 で （ 例 え ば 、
約 20ピ コ グ ラ ム /ml未 満 )、 任 意 に そ の 投 薬 レ ベ ル に 達 す る 処 置 を 中 止 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 任 意 の 投 薬 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 様 態 が 、 使 用 さ れ う る 。 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン は 、 単 独 ま た
は 例 え ば 錠 剤 、 カ プ セ ル 、 粉 末 、 液 体 、 ゲ ル 、 懸 濁 液 、 坐 薬 、 エ ア ゾ ル な ど の よ う な 固 体
、 半 固 体 、 液 体 あ る い は エ ア ゾ ル 投 与 剤 形 を 含 む 他 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と の 組 合
せ の 投 与 が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 正 確 な 投 薬 量 の 単 一 の 投 与 に ふ さ わ し
い 単 一 投 与 剤 形 に お い て 所 定 の 比 率 で の 延 長 投 与 の た め の 、 蓄 積 注 射 、 浸 透 圧 ポ ン プ (Alz
aに よ っ て 作 製 さ れ た Alzet挿 入 の よ う な )、 錠 剤 、 経 皮 的 (電 気 輸 送 を 含 む )パ ッ チ な ど を
含 む 、 (例 え ば 、 遅 い 放 出 の 生 物 浸 食 可 能 な デ リ バ リ ー シ ス テ ム の 使 用 )、 持 続 ま た は 制 御
放 出 投 薬 形 に て 投 与 さ れ 、 組 成 物 は 、 一 般 に 便 利 な 製 薬 的 担 体 ま た は 賦 形 剤 お よ び ／ ま た
は Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 、 Ｈ ３ プ ロ レ ラ キ シ ン お よ び Ｈ ３ プ レ プ ロ レ ラ キ シ ン ま た は そ の 誘 導 体
を 含 む 。 さ ら に 、 こ れ ら の 組 成 物 は 、 他 の 活 性 成 分 、 担 体 、 補 助 剤 な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 好 適 な 態 様 と し て の 、 持 続 ／ 制 御 放 出 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 製 剤 は 、 薬 物 分 散 を 開 始
さ せ る 選 択 的 な 浸 透 性 外 部 バ リ ア ー 、 お よ び 予 め 決 定 し た 比 率 で 徐 々 に 減 少 す る Ｈ ３ レ ラ
キ シ ン の 供 給 投 与 量 に な る よ う に 設 計 し た 内 部 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 含 有 部 分 で あ る 。  (例 え ば
、 初 め 約 ５ ０ ０ mu.g/日 で 供 給 し 、 １ ０ mu.g/日 の 比 率 で 減 少 さ せ る た め の マ ト リ ッ ク ス に
Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を 約 ３ ０ mgを 含 む 。 ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 好 適 な 態 様 と し て の 、 持 続 ／ 制 御 放 出 型 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン が 、 薬 剤 投
与 開 始 に て 選 択 的 浸 透 可 能 な 外 部 バ リ ア ー 、 治 療 に 効 果 的 な 日 々 の 投 与 量 の Ｈ ３ レ ラ キ シ
ン の 供 給 投 与 量 に な る よ う に 設 計 し た 部 分 を 含 む 第 １ の 内 相 Ｈ ３ （ 例 え ば 、 約 500 mu.g/
日 の 継 続 的 な 供 給 の た め の マ ト リ ッ ク ス に て Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 約 50mgを 含 む ） 、 か つ 第 1
の 内 相 か ら Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 枯 渇 に 始 ま る 、 前 も っ て 定 義 し た 割 合 （ 例 え ば 、 50 mu.g/日
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で 減 少 す る 約 500 mu.g/日 の 開 始 供 給 の た め の マ ト リ ッ ク ス に Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 約 ３ ｍ ｇ
を 含 む ） で 次 第 に 減 少 す る Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 供 給 投 薬 を 目 指 し た 、 第 ２ の 内 相 Ｈ ３ レ ラ キ
シ ン 部 分 を 持 つ 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 一 般 に 、 投 与 の 所 望 の 様 態 に 依 存 し て 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 構 成 は 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の
重 量 の 約 0.1%～ 90%を 、 好 適 に は 約 0.5%～ 50%を 含 み 、 単 独 ま た は Ｈ ３ レ ラ キ シ ン と の 組 み
合 わ せ で あ り 、 残 り は 、 適 切 な 製 薬 的 賦 形 剤 、 担 体 な ど を 含 む 。 実 際 、 そ の よ う な 投 与 剤
形 を 調 製 す る 方 法 は 、 当 業 者 に よ っ て 周 知 で あ る ； 例 え ば 、 Remington's Pharmaceutical
 Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa.,15th Edition, 1975を 参 照 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 局 所 投 与 ま た は 選 択 的 摂 取 の 場 合 は 、 薬 の 効 果 的 な 局 所 濃 度 は 、 血 漿 濃 度 と 関 係 が な い
。
　 投 与 し た 組 成 物 の 量 は 、 も ち ろ ん 、 処 置 さ れ た 被 験 者 、 被 験 者 の 体 重 、 疾 患 の 程 度 、 投
与 の 方 法 お よ び 内 科 医 の 判 断 に 依 存 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 投 与 の 好 適 な ル ー ト は 、 例 え ば 、 経 口 、 直 腸 、 粘 膜 側 ま た は 腸 内 投 与 を 含 む こ と が で き
る 。 非 経 口 投 与 は 、 一 般 に 皮 下 、 皮 内 、 筋 肉 内 ま た は 静 脈 内 の ど れ か 、 よ り 好 適 に は 皮 下
へ の 注 入 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 注 入 物 質 は 、 液 状 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 の ど ち ら か 、 注
入 前 の 液 体 に 溶 解 ま た は 懸 濁 す る た め に 適 し た 固 形 、 あ る い は 乳 剤 よ う な 従 来 の 形 で 準 備
す る こ と が で き る 。 好 適 な 賦 形 剤 と し て は 、 例 え ば 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、
グ リ セ ロ ー ス 、 エ タ ノ ー ル な ど が あ る 。 さ ら に 、 所 望 で あ れ ば 、 投 与 さ れ る 医 薬 組 成 物 は
、 湿 潤 ま た は 乳 化 物 質 、 ｐ Ｈ 緩 衝 剤 、 可 溶 性 増 進 剤 な ど の よ う な 少 量 の 無 毒 な 補 助 剤 を 含
ん で い て も よ く 、 例 え ば 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト 、 ト リ エ タ ノ ー ル
ア ミ ン 、 オ レ イ ン 酸 塩 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン な ど で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 非 経 口 投 与 の た め の よ り 最 近 考 案 さ れ た 方 法 と し て 、 投 薬 の 一 定 の レ ベ ル が 維 持 さ れ る
よ う な 遅 い 放 出 ま た は 持 続 放 出 性 シ ス テ ム の 注 入 を 採 用 し て い る 。 例 え は 、 米 国 特 許 番 号
US3,710, 795.を 参 照 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 別 法 と し て 、 １ つ は 、 例 え ば 、 多 く は 蓄 積 ま た は 持 続 放 出 型 剤 形 で の 、 固 形 腫 瘍 へ の 直
接 の 組 成 物 の 注 入 に よ る 、 シ ス テ ム 化 さ れ た 方 法 よ り む し ろ 局 所 へ の Ｈ ３ の 投 与 が 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 、 １ つ は 、 例 え ば 、 腫 瘍 特 異 的 抗 体 で コ ー ト し た リ ポ ソ ー ム 中 の 標 的 の 薬 物 送 達
シ ス テ ム に お け る 薬 物 の 投 与 が 可 能 で あ り 、 リ ポ ソ ー ム は 、 標 的 と さ れ 、 腫 瘍 に よ っ て 選
択 的 に 取 り 上 げ ら れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 従 来 の 混 合 、 溶 解 、 粒 状 化 、 糖 衣 錠 形 成 、 ゲ ル 状 、 乳
化 、 カ プ セ ル に 入 れ る 、 取 り 込 む ま た は 凍 結 乾 燥 す る 工 程 に よ っ て 、 そ れ 自 体 知 ら れ て い
る 方 法 で 製 造 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ う し て 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る 医 薬 組 成 物 は 、 製 薬 的 に 使 用 で き る 調 合 薬 で の 活 性
な 組 成 物 の 処 理 を 促 進 す る 補 形 剤 お よ び 補 助 剤 を 含 む 1つ ま た は そ れ 以 上 の 製 薬 的 に 許 容
さ れ る 担 体 を 使 用 す る 従 来 方 法 に て 公 式 化 す る こ と が で き る 。 適 切 な 剤 形 は 、 選 択 し た 投
与 ル ー ト に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 組 成 物 は 、 例 え ば 、 ボ ー ラ ス 注 入 ま た は 継 続 的 投 入 、 注 入 に よ っ て 非 経 口 投 与 の た め に
策 定 す る こ と が で き る 。 注 入 の 剤 形 は 、 投 与 剤 形 の 単 位 に 存 在 し 、 例 え ば 、 ア ン プ ル 中 ま
た は 追 加 予 防 薬 を 備 え た 多 重 薬 剤 コ ン テ ナ ー 中 に 存 在 す る こ と が で き る 。 組 成 物 は 、 油 性
ま た は 水 性 媒 体 中 に 懸 濁 、 溶 解 あ る い は 乳 化 の よ う な 剤 形 で 保 持 さ れ 、 懸 濁 、 安 定 化 お よ

10

20

30

40

50

(25) JP 2005-508944 A 2005.4.7



び ／ ま た は 分 散 剤 よ う な 決 ま っ た 物 質 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 非 経 口 投 与 の た め の 医 薬 的 剤 形 は 、 水 溶 性 の 剤 形 に て 活 性 な 組 成 物 の 水 溶 液 を 含 む 。 加
え て 、 活 性 な 組 成 物 の 懸 濁 液 は 、 適 当 な 油 性 注 入 懸 濁 液 と し て 調 製 す る こ と が で き る 。 好
適 な 脂 肪 親 和 性 溶 剤 ま た は 媒 体 は 、 胡 麻 油 の よ う な 脂 肪 油 、 ま た は オ レ イ ン 酸 エ チ ル あ る
い は ト リ グ リ セ リ ド 、 ま た は リ ポ ソ ー ム よ う な 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル を 含 む 。 水 性 注 入 懸 濁
液 は 、 ナ ト リ ウ ム カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル ま た は デ キ ス ト ラ ン の よ う
な 懸 濁 液 の 粘 性 を 増 加 さ せ る 物 質 を 含 ん で い て も よ い 。 任 意 に 、 該 懸 濁 液 が 、 高 濃 度 溶 液
の 調 製 を 可 能 に す る た め の 組 成 物 の 可 溶 性 を 増 加 す る 、 適 切 な 安 定 剤 ま た は 賦 形 剤 を も 含
ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ま た は 、 該 活 性 成 分 が 、 例 え ば 使 用 前 の 滅 菌 性 無 発 熱 物 質 水 と い っ た 、 適 切 な 媒 体 を 備
え た 構 成 の た め の 粉 末 剤 形 中 に あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 該 組 成 物 を 、 例 え ば 、 コ コ ア バ タ ー ま た は 他 の グ リ セ リ ド の よ う な 従 来 の 坐 薬 基 剤 を 含
む 、 坐 薬 ま た は 保 持 浣 腸 剤 の よ う な 直 腸 組 成 物 中 に 形 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 さ ら に 上 述 し た 剤 形 の 組 成 物 を 、 持 続 性 薬 剤 調 製 液 と し て 形 成 し て も よ い 。 そ の よ う な
長 時 間 作 用 性 剤 形 を 、 移 植 （ 例 え ば 、 皮 下 ま た は 筋 肉 内 ） ま た は 筋 肉 内 注 入 に よ っ て 投 与
し て も よ い 。 こ う し て 、 例 え ば 、 組 成 物 は 、 適 し た 複 合 体 ま た は 疎 水 性 物 質 （ 例 え ば 、 許
容 さ れ る 油 液 中 の 乳 剤 の よ う な ） ま た は イ オ ン 交 換 樹 脂 、 あ る い は 、 例 え ば 難 溶 性 の 塩 の
よ う な 、 難 溶 性 の 誘 導 体 と 一 緒 に 形 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 疎 水 性 組 成 物 の た め の 製 薬 的 担 体 は 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 非 極 性 界 面 活 性 剤
、 水 混 和 性 有 機 ポ リ マ ー 、 お よ び 水 相 を 含 む 共 溶 媒 シ ス テ ム で あ る 。 該 共 溶 媒 シ ス テ ム は
、 VPD共 溶 媒 シ ス テ ム で あ っ て よ い 。 VPDは 、 3％ w/vの ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 溶 液 、 8％ w/vの
無 極 性 界 面 活 性 剤 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80、 お よ び 65％ w/vポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 300の 溶 液 で
あ り 、 無 水 エ タ ノ ー ル 中 に て 容 量 増 加 し た 。 VPD共 溶 媒 シ ス テ ム （ VPD： 5W） は 、 水 中 に て
VPDを 5％ デ キ ス ト ロ ー ス で １ ： １ に 希 釈 し た も の か ら な る 。 本 共 溶 媒 シ ス テ ム は 、 疎 水 性
組 成 物 を よ く 溶 解 し 、 そ れ 自 体 が シ ス テ ム 化 さ れ た 投 与 で の 低 い 毒 性 を 実 現 す る 。 必 然 的
に 、 共 溶 媒 シ ス テ ム の 比 率 は 、 そ の 溶 解 性 お よ び 毒 性 特 性 の 無 効 化 な し に 大 幅 に 変 更 し て
も よ い 。 さ ら に 、 共 溶 媒 組 成 物 の 属 性 は 変 化 し て も 良 い 。 ： 例 え ば 、 他 の 低 毒 性 無 極 性 界
面 活 性 剤 を 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80の 代 わ り に 用 い て も よ く ； ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 画 分
サ イ ズ を 、 変 更 し て も 良 く ； 生 物 適 合 性 ポ リ マ ー を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 例 え ば ポ
リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン に 置 換 し て も よ く ;お よ び 他 の 糖 類 ま た は 多 糖 を 、 デ キ ス ト ロ ー ス の
代 わ り に し て も 良 い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ま た は 、 疎 水 性 の 製 薬 的 組 成 物 の 他 の 配 達 シ ス テ ム を 、 用 い る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー
ム お よ び 乳 剤 は 、 疎 水 性 の 薬 剤 の 配 送 媒 体 ま た は 担 体 の 例 と し て よ く 知 ら れ て い る 。 ジ メ
チ ル ス ル ホ キ シ ド の よ う な あ る 有 機 溶 媒 を 通 常 、 よ り 強 い 毒 性 を 犠 牲 に す る が 、 用 い て も
よ い 。 加 え て 、 該 組 成 物 を 、 例 え ば 、 治 療 上 の 薬 剤 を 含 む 固 形 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 性 マ
ト リ ッ ク ス の よ う な 継 続 放 出 シ ス テ ム を 利 用 し て 配 達 し て も よ い 。 様 々 な 継 続 放 出 マ ト リ
ッ ク ス が 確 立 さ れ 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 継 続 放 出 性 カ プ セ ル は 、 そ の 化 学 的 性 質 に 依 存
し 、 数 週 間 か ら 100日 以 上 の 期 間 に て 組 成 物 を 放 出 で き る 。 治 療 薬 の 化 学 的 性 質 お よ び 生
物 学 的 安 定 性 に 依 存 し た 、 タ ン パ ク 質 安 定 化 の 付 加 戦 略 を 採 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 安 定 な 固 体 ま た は ゲ ル 相 担 体 あ る い は 賦 形 剤 を も 包 含 で き る 。 そ の よ う
な 担 体 ま た は 賦 形 剤 の 例 と し て は 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 様 々 な 糖 類 、 ス
タ ー チ 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ゼ ラ チ ン 、 お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む が 、 そ れ に
制 限 さ れ な い 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を 含 む 剤 形 は 、 単 独 ま た は ラ ク ト ー ス の よ う な 不 活 性 担 体 と の 組 合
せ 、 あ る い は 他 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 共 に 、 鼻 ま た は 肺 の 吸 入 エ ア ゾ ル ま た は 霧
状 の 溶 液 と し て 、 あ る い は 吸 入 の た め の ミ ク ロ 粉 末 と し て 、 呼 吸 器 系 器 官 に 投 与 さ れ る 。
そ の よ う な 場 合 、 剤 形 の 粒 子 は 、 有 利 に 50ミ ク ロ ン 未 満 の 直 径 、 好 適 に は 10ミ ク ロ ン 未 満
の 直 径 を 持 つ こ と が で き る 。 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 投 与 に 適 合 す る こ と が で き る イ ン ス リ ン の
た め の 投 与 方 法 を 開 示 し て い る 、 米 国 特 許 番 号 US5,364,838を 参 照 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 脱 毛 症 の よ う な 疾 患 の 治 療 の た め の Ｈ ３ レ ラ キ シ ン は 、 (例 え ば 、 米 国 特 許 番 号 US4,938
,953に 開 示 の あ る 、 蛋 白 質 成 分 の 包 含 に 必 要 な 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 適 合 し た )
シ ャ ン プ ー ま た は 任 意 に 吸 収 を 促 進 す る た め に Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 濃 度 を 増 加 し た ゲ ル (例 え
ば 、 米 国 番 号 08/050,745に 開 示 さ れ て い る )の よ う な 頭 皮 へ の 使 用 さ れ る 剤 形 の 局 所 投 与
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 経 口 投 与 に て 、 組 成 物 は 、 当 業 者 に 周 知 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 活 性 な 組 成 物 の 組
合 わ せ に よ り 容 易 に 剤 形 化 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 担 体 は 、 本 発 明 の 組 成 物 を 処 置
さ れ る 患 者 に よ る 経 口 摂 取 の た め に 、 錠 剤 、 丸 剤 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 、 液 体 、 ゲ ル 、 シ ロ
ッ プ 、 ス ラ リ ー 、 懸 濁 液 な ど と し て 剤 形 化 す る こ と が で き る 。 用 い る 経 口 の た め の 製 薬 的
調 製 液 は 、 任 意 に 生 じ る 混 合 物 を 挽 き 、 顆 粒 の 混 合 物 を 処 理 し 、 適 切 な 補 助 物 を 加 え た 後
、 所 望 で あ れ ば 、 錠 剤 ま た は 糖 衣 錠 の 核 を 得 る 固 形 賦 形 剤 を 入 手 し て も よ い 。 好 適 な 賦 形
剤 は 、 特 に 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル ； 例 え ば 、 ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン 、
小 麦 デ ン プ ン 、 米 デ ン プ ン 、 ポ テ ト デ ン プ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム 、 メ チ ル セ ル
ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ナ ト リ ウ ム カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス お よ び ／
ま た は ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン (PVP)の よ う な セ ル ロ ー ス 調 合 液 を 含 む 糖 類 の よ う な 充 填 剤
で あ る ； で あ る 。 所 望 で あ れ ば 、 崩 壊 剤 は 、 ク ロ ス リ ン ク し た ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 寒
天 ま た は ア ル ギ ン 酸 あ る い は ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な そ の 塩 を 加 え る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 糖 衣 剤 の 核 に は 、 適 し た コ ー テ ィ ン グ を 施 し て い る 。 本 目 的 の た め に 、 濃 縮 し た 糖 溶 液
を 、 使 用 し 、 任 意 に ガ ム ア ラ ビ ン 酸 、 タ ル ク 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 カ ル ボ ポ ー ル ゲ ル
、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び ／ ま た は 二 酸 化 チ タ ニ ウ ム 、 ラ ッ カ ー 溶 液 、 お よ び 適
し た 有 機 溶 媒 ま た は 溶 媒 混 合 液 を 含 む こ と が で き る 。 染 料 ま た は 色 素 は 、 識 別 ま た は 活 性
な 組 成 物 投 薬 量 の 異 な る 組 合 わ せ の 特 性 化 の た め の 錠 剤 ま た は 糖 衣 錠 コ ー テ ィ ン グ を 加 え
て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 経 口 で 使 用 す る こ と が で き る 製 薬 的 調 製 液 は 、 グ リ セ ロ ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル の よ う
な ゼ ラ チ ン ま た は 可 塑 剤 で 作 ら れ た 柔 軟 で 密 閉 し た カ プ セ ル は も ち ろ ん 、 ゼ ラ チ ン で 作 ら
れ た 押 し 込 み 型 カ プ セ ル を 含 む 。 押 し 込 み 型 カ プ セ ル は 、 ラ ク ト ー ス の よ う な 充 填 剤 、 デ
ン プ ン の よ う な 接 着 剤 、 お よ び ／ ま た は タ ル ク ま た は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 お よ び
任 意 の 安 定 剤 の よ う な 潤 滑 剤 を 備 え た 混 和 剤 中 に 活 性 成 分 を 含 む こ と が で き る 。 柔 軟 な カ
プ セ ル に て 、 活 性 な 成 分 を 、 脂 肪 油 、 流 動 パ ラ フ ィ ン 、 ま た は 液 体 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル の よ う な 適 切 な 液 体 中 に 懸 濁 ま た は 溶 解 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 安 定 剤 を 加 え る
こ と が で き る 。 す べ て の 経 口 投 与 の た め の 剤 形 は 、 そ の よ う な 投 薬 に ふ さ わ し い 投 与 剤 形
に し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 吸 入 に よ る 投 薬 の た め に 、 本 発 明 に て 使 用 す る 組 成 物 は 、 例 え ば 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ
メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン 、 二 酸 化 炭 素 ま た は
他 の 適 切 な ガ ス と い っ た 、 適 し た 高 圧 ガ ス の 使 用 と 共 に 、 加 圧 し た パ ッ ク ま た は 噴 霧 器 か
ら エ ア ゾ ー ル ス プ レ ー 提 示 の 形 状 に て 都 合 良 く 配 送 さ れ る 。 加 圧 し た エ ア ゾ ル 投 薬 単 位 の
場 合 は 、 一 定 量 に す る た め に 弁 を 提 供 す る こ と に よ り 解 決 で き る 。 カ プ セ ル お よ び カ ー ト
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リ ッ ジ 、 例 え ば 、 吸 入 器 か 通 気 器 で 使 用 す る た め の ゼ ラ チ ン は 、 組 成 物 の 粉 末 ・ ミ ッ ク ス
お よ び ラ ク ト ー ス ま た は デ ン プ ン の よ う な 適 切 な 粉 末 ・ ベ ー ス を 含 む 剤 形 に す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 様 々 な 態 様 と し て 、 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 詳 し く 説 明 す る が 、 そ れ ら に 限 定 さ
れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 以 下 の 例 に て 、 ラ ッ ト は 、 ヒ ト 脳 で の 発 現 の 位 置 づ け を 可 能 に し た 、 ラ ッ ト 脳 に お け る
mRNAお よ び タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の H3レ ラ キ シ ン 発 現 を 位 置 づ け る た め の 実 験 モ デ ル と し て
用 い た 。 こ の 点 に て 、 ラ ッ ト 脳 は 、 ヒ ト 脳 の 標 準 的 相 対 的 な 解 剖 モ デ ル で あ る (Goto et a
l (2001) The Journal of Comparative Neurology 438: 86-122)。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 （ 実 施 例 １ ）
　
　 組 織 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 お よ び RT-PCR－ ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 標 準 プ ロ ト コ ー ル を 用 い
て ヒ ト Ｃ Ｌ よ り 抽 出 し た (Sambrook et al 1989)分 子 ク ロ ー ニ ン グ 中 : 実 験 マ ニ ュ ア ル 、
第 ２ 版  、  Cold Spring Harbour Laboratory Press, NY)。 ヒ ト Ｃ Ｌ お よ び マ ウ ス 組 織 を
、 液 体 窒 素 の 存 在 状 態 に て き れ い に さ い の 目 に 切 断 し 、 直 ち に RNA Wiz 試 薬 (AmbionInc.,
 Austin, TX) で 均 質 化 し 、 RNAを 製 造 元 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 っ て 抽 出 し た 。 個 々 の サ ン
プ ル か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ （ ５ μ ｇ ） は 、 逆 転 写 （ Ｒ Ｔ ） 反 応 に 用 い 、 製 造 元 の 取 り 扱 い 説 明 書
に よ れ ば ２ ０ μ ｇ 量 に Superscript II RT-PCR kit (Gibco-BRL, Rockville, MD)を 用 い て
行 っ た 。 100ngの プ ラ イ マ ー お よ び 150ngの cDNA鋳 型 を 含 む ５ ０ μ l反 応 液 を 、 す べ て Ｐ Ｃ
Ｒ 反 応 に 利 用 し た 。 マ ウ ス 組 織 を 、 特 異 的 フ ォ ワ ー ド [5'TGCGGAGGCTCACGATGGCGC 3']お よ
び リ バ ー ス [5'GACAGCAGCTTGCAGGCACGG 3']プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ３ １ ９ bpの 産 物 の 生 成 に
よ っ て Ｍ ３ レ ラ キ シ ン 発 現 の 選 別 を し た 。 マ ウ ス レ ラ キ シ ン （ Ｍ １ ） 発 現 は 、 公 開 さ れ た
配 列 (Evans et al (1993)J. Mol.Endocrinol. 10,15-23)に 基 づ く 特 異 的 フ ォ ワ ー ド [5'GT
GAATATGCCCGTGAATTGATC3']お よ び リ バ ー ス [5' AGCGTCGTATCGAAAGGCTCT 3'] プ ラ イ マ ー を
用 い て 、 １ ５ ０ ｂ ｐ 産 物 の 生 成 に よ っ て 判 断 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｌ cDNAは 、 フ ォ ワ ー ド １ [5'ACGTTCAAAGCGTCTCCGTCC 3']、  フ ォ ワ ー ド ２ [5' CGG
TGGAGACGATCAGACATC3']、 お よ び リ バ ー ス [5' ATGGCAGGACTGGGGCATTGG 3']の 、 Ｈ ３ レ ラ キ
シ ン の 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に 用 い 、 フ ォ ワ ー ド １ ／ リ バ ー ス お よ
び フ ォ ワ ー ド ２ ／ リ バ ー ス の そ れ ぞ れ で ５ ０ ４ ｂ ｐ お よ び ３ １ ０ ｂ ｐ の 産 物 を 生 成 し た 。
我 々 が 以 下 に 示 す 、 す べ て の プ ラ イ マ ー の 組 合 せ は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 混 入 を 制 御 す る た め
に 、 そ れ ぞ れ マ ウ ス お よ び ヒ ト の レ ラ キ シ ン 配 列 に て １ つ の イ ン ト ロ ン を 交 配 し た 。 す べ
て の 実 験 に て GAPDHフ ォ ワ ー ド [5'TGATGACATCAAGAAGGTGG 3']お よ び リ バ ー ス [5' TTTCTTAC
TCCTTGGAGGCC 3']プ ラ イ マ ー に よ る ２ ４ ６ ｂ ｐ の 産 物 は 、 質 お よ び cDNAの 等 価 ロ ー デ ィ ン
グ の 制 御 の た め に 分 離 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に て 用 い た 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る Ｍ ３ レ ラ キ シ ン の 発 現
は 、 単 に 1つ の 代 表 的 な 実 験 が 示 す 結 果 で あ る が 、 少 な く と も ２ つ の 動 物 か ら 抽 出 さ れ た c
DNA試 料 に て 行 っ た 。 マ ウ ス PCR反 応 は 、 以 下 の (タ ッ チ ダ ウ ン )ア ニ ー リ ン グ 温 度 を 用 い て
Perkin Elmer遺 伝 子 増 幅 装 置 に て 達 成 し た 。 ： 64℃ (2 cycles)、 63 ℃ (2 cycles)、 62 ℃
(2 cycles)、 61 ℃ (2 cycles)、 60℃ (32 cycles)。 ヒ ト Ｃ Ｌ cDNAに お け る Ｈ ３ レ ラ キ シ ン
発 現 は 、 以 下 の ア ニ ー リ ン グ 温 度 に て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 行 っ た 。 ： 60 ℃ (2 cycles)
、 59℃ (2 cycles)、 58℃ (2 cycles)、 57℃ (2 cycles)、 56 ℃ (32 cycles)。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の
ア リ コ ー ト を 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で 汚 染 し た 2%(w/v)の ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で 電 気 泳
動 に か け 、 撮 影 し た 。 マ ウ ス 組 織 試 料 は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の た め に 、 Hybond NX薄 膜 (
Amersham International, Aylesbury, UK)に 転 写 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 付 加 的 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 マ ウ ス 脳 お よ び リ バ ー ス Ｍ ３ プ ラ イ マ ー (上 記 )お よ び Ａ Ｔ Ｇ 開 始
コ ド ン の 前 か ら の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー (5'GGG TCGCAGGCATCTCAACTG'3)を 用 い て 、 マ ウ ス
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脳 お よ び 卵 巣 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 行 っ た 。 結 果 物 は 、 全 長 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の コ ー デ ィ ン グ 配
列 を 含 む 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 上 記 の よ う に 行 な っ た が 、 以 下 に 示 す ア ニ ー リ ン グ 温 度 に て 行 っ た
。 ： 60℃ (2 cycles)、 59℃ (2 cycles)、 58℃ (2 cycles)、 57 ℃ (2 cycles)、 56℃ (32 cyc
les)。 ３ ２ Ｐ － 標 識 し た 特 異 的 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン cDNAプ ロ ー ブ を 生 成 す る た め お よ び ヒ ト 複
合 組 織 分 析 の 後 発 プ ロ ー ブ と し て 活 用 す る た め に 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ (5
0ng)で 行 っ た 。 該 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 の エ ク ソ ン 配 列 の 特 異 的 な フ ォ ワ ー ド (5'CGGATGC
AGATGCTGATGAAG 3')お よ び リ バ ー ス (5'GTGCCTGAGCCCACAGTGCCT 3’ ) プ ラ イ マ ー は 、 以 下
の ア ニ ー リ ン グ 温 度 に て 使 用 し た 。 : :60℃ (2 cycles)、 59 ℃ (2 cycles)、 58℃ (2 cycle
s)、 56℃ (2 cycles)、 54 ℃ (32 cycles)。 こ れ ら の 産 物 は 、 前 記 の マ ウ ス Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 と 同
様 に 、 2%(w/v)の ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 バ ン ド は 、 Ｕ Ｖ ラ イ ト 下 で 期 待 す る サ
イ ズ で 検 出 さ れ （ マ ウ ス ３ １ ９ bp、 ４ ７ ８ bp、 ヒ ト ３ ７ ４ bp） 、 超 清 浄 TM 15 DNA精 製 キ
ッ ト (Geneworks Pty Ltd, Adelaide, Australia)を 用 い 、 ゲ ル か ら 切 り 出 し 溶 出 し た 。 バ
ン ド は 、 該 pGEM-T ベ ク タ ー (Promega, Madison, WI)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 後 、 多
数 の サ ブ ク ロ ー ン を 、 製 造 元 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 っ て ABI PRISM 377 自 動 DNAシ ー ク エ
ン サ ー (Biosystems提 供 , Melbourne, Australia)を 用 い て 両 鎖 を シ ー ク エ ン ス し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 － 膜 上 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 Ｍ １ レ ラ キ シ ン (5' CAAGCAGAGCTGGCTCCTCC
TGGCT CAAAGCCAATCTTC 3')お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン (5' AATTTGGCTCTTGCTACAGCCCCACTCG CAG
CAACTGCT 3') cDNA配 列 に 対 し て 特 異 的 内 在 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ お よ び [γ - 3 2 P] ATPを 用 い て 標 識 し た 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ (1ｘ SSC；  0.15 MNaCI、 15 mM sodium citrate、 pH 7)
、 ５ ｘ Denhardts、 １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 超 音 波 分 解 し た ニ シ ン 精 子 中 で
５ ５ ℃ に て 一 晩 行 っ た 。 メ ン ブ レ ン は 、 室 温 で ２ ４ 時 間 BioMAX MRフ ィ ル ム (EastmanKodak
 Co. , Rochester, NY)に 感 光 す る 前 に 、 室 温 で 2ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 0.2％ Ｓ Ｓ Ｃ 中 で ５ 分 間 ３ 回
洗 浄 後 、 0.1ｘ SSC, 0.1% SDSに て ５ ５ ℃ で ３ ０ 分 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 － さ ら に Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 検 討 し 、
心 臓 、 脳 、 肺 、 オ ス マ ウ ス の 胸 腺 お よ び 脾 臓 、 お よ び 卵 巣 、 子 宮 内 膜 、 子 宮 筋 層 、 メ ス マ
ウ ス の 子 宮 頚 管 お よ び 膣 か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ (５ － ２ ５ μ ｇ )を 、 妊 娠 7.5日 、 10.5日 お よ び 18.
5日 か ら 集 め 、 標 準 化 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ /ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル 上 で 泳 動 し た 。 そ の 後 、 Ｒ Ｎ Ａ を 、
最 適 化 Hybond-NX膜 に ト ラ ン ス フ ァ ー し 、 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン の 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ 上 記 参 照
） に よ っ て 生 じ た 、 ３ １ ９ bpの Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 に 対 応 す る ３ ２ Ｐ － 標 識 し た プ ロ ー ブ を 備 え た
Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の プ ロ ー ブ と し た 。 こ の 産 物 を 、 特 異 的 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 上
記 ） お よ び 、 前 記 の （ ３ １ ） に 開 示 さ れ て い る Ｔ ７ ポ リ メ レ ー ス を 用 い て [α － ３ ２ Ｐ ]ｄ
Ｃ Ｔ Ｐ に て 標 識 し た 。 膜 を 、 0.25M NaH 2 P0 4 、 pH 7.2、 1mM EDTA、  20% SDS中 に て ６ ５ ℃
で 一 晩 ハ イ ブ ル リ ダ イ ズ 後 、 室 温 で 2ｘ SSC、 0.1% SDSに て ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 し 、 最 後 に 0.1
ｘ SSC、 0.1% SDS中 に て ６ ５ ℃ で ３ ０ 分 間 洗 浄 し た 。 膜 を 、 FujiX 2000 Phosphoimager(Fu
ji Photo Company, Japan)で 分 析 す る 前 に 、 室 温 で 48時 間 phosphoimager プ レ ー ト に ま ず
感 光 し 、 そ の 後 ８ ０ ℃ で Hyperscreen (Amersham Pharmacia, Sydney, Australia)と 共 に B
ioMAX MSフ ィ ル ム (Integrated Sciences, Melbourne, Australia)に 感 光 し た 。 個 々 の 実
験 に て 、 脳 、 脾 臓 、 肝 臓 お よ び 精 巣 か ら の 全 RNA(200μ g)は 、 mRNA精 製 キ ッ ト (Amersham P
harmacia)を 用 い て 、 ポ リ A－ RNAを 精 製 し 、 上 述 の よ う に ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 ヒ
ト 複 合 組 織 発 現 ア レ イ (CLONTECH laboratories, Palo Alto, CA)は 、 製 造 元 の 奨 励 す る ３

２ Ｐ － 標 識 し た Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 特 異 的 プ ロ ー ブ を ハ イ ブ ル リ ダ イ ズ し た 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か
ら 分 離 し た Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 配 列 の ３ ７ ４ ｂ ｐ 断 片 は 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 特 異 的 リ バ ー ス プ ラ
イ マ ー （ 上 述 の ） 、 お よ び Ｔ ７ ポ リ メ レ ー ス (Bathgate et al (1999)Biol. Reprod. 61,1
090-1098)を 用 い て [α - 3 2 P]ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で 標 識 し た 。 膜 を 、 上 記 の phosphoimager plateお よ
び BioMAX filmに て 感 光 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 組 織 化 学 － 冠 状 断 片 （ １ ４ μ ｍ ） を 、 低 温 保 持 装 置 上
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に て １ ６ ℃ で 切 断 し 、 シ ラ ン コ ー ト し た ス ラ イ ド 上 に マ ウ ン ト し た 。 断 片 を 、 １ ０ 分 間 ク
ロ ロ ホ ル ム 中 で 脱 脂 し 、 す す ぎ 、 ４ ℃ に て 100%エ タ ノ ー ル 中 に 保 存 し た 。 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の ３ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ ３ ９ mer） [5' GGTGGTCTGTATTG GCTTCTCCATCA
GCGAAGAAGTCCC3]； [5' AATTTGGCTCTTGCTACAGCCCCACTC GCACGAACTGCT 3'] お よ び [5' TAAG
GAGACAGTGGACCCCTTGGTGCCTCGCCTGT AGGA 3']、 お よ び 既 知 の Ｍ １ レ ラ キ シ ン 配 列 （ Evans 
et al (1993) J. Mol. Endocrinol. 10, 15-23） の ３ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  [5' GCACA
TCCGAATGAATCCGTCCATCCACTCCTCCGAGAC3]、 [5' CAAGCAGAGCTGGCTCCTCCTGGCTCAAAGCCAATCTT
C 3'] お よ び [5' GTTGTAGCTCTGGGAGCGAGGCCTGAGCCTCAGACAGTA 3']は 、 商 業 的 に 調 製 さ れ
て い る （ Geneworks Pty Ltd.） 。 プ ロ ー ブ を 、 末 端 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 転 移 酵 素 を 用 い
て 、 １ ｘ １ ０ ９ d.p.m./μ gの 特 異 的 活 性 の た め に [α - 3 2 Ｓ ]ｄ Ａ Ｔ Ｐ (1200Ci/mmol;NEN, A
MRAD-Biotech, Melbourne, Australia)で 標 識 し た (Roche Diagnostics; Wisden et al(19
94) 脳 の in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル 中 に て (Wisden, W. and Morris, 
B. j. eds), pp 9-34, Academic Press, London)。 遺 伝 子 配 列 デ ー タ ベ ー ス (Celera, EMB
L and Genbank; NCBI/NIH Blast Service)に 対 し て 用 い た 配 列 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 適
当 な Ｍ １ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ と の み ホ モ ロ ジ ー を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 断 片 は 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ４ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 １ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 塩 お よ び ０ ．
２ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 中 で 複 合 ３ ５ Ｓ － 標 識
し た プ ロ ー ブ (各 30fmolプ ロ ー ブ /ス ラ イ ド )で ４ ２ ℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ
イ ド を 、 ５ ５ ℃ で １ 時 間 １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 に て 洗 浄 し 、 ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 に て す す ぎ 、 そ の 後
Kodak BioMAX MRに １ ０ 日 間 並 べ 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 信 頼 性 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー に 対 し て 無 標
識 の プ ロ ー ブ の 100倍 過 剰 の 付 加 に よ っ て す べ て の 領 域 で 確 実 に シ グ ナ ル を ブ ロ ッ ク す る
こ と が で き る と い う 実 証 に よ っ て 確 認 し 、 非 特 異 性 ま た は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン (デ ー タ 掲 載 せ ず )に 相 当 す る も の を の ぞ い た 。 さ ら に 、 ３ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ を 、 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 配 列 の 非 重 複 部 位 で あ り 、 完 全 に 異 な る も の を 使
用 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ヒ ト レ ラ キ シ ン （ Ｈ ３ ） 研 究 ：
　 固 相 合 成 － Ｈ ３ 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た 推 定 ペ プ チ ド 配 列 を 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び Ｂ
鎖 、 お よ び Ｈ ３ レ ラ キ シ ン プ ロ ホ ル モ ン の B/Cお よ び C/A鎖 結 合 間 の 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
お よ び 蛋 白 質 分 解 酵 素 切 断 部 位 に 基 づ く 固 相 合 成 方 法 に よ っ て 作 製 し た (詳 細 な 結 果 を 参
照 )。 簡 易 な 合 成 と し て 、 我 々 は 、 そ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 ア ミ ド 誘 導 体 と し て 該 Ａ お よ び
Ｂ ペ プ チ ド の 調 製 を 選 択 し た 。 選 択 的 Ｓ － 保 護 し た Ａ お よ び Ｂ 鎖 は 、 前 記 Dawson et al (
1999)J.Pept. Res. 53,542-547の 連 続 フ ロ ー Fmoc固 相 法 に よ っ て 0.1mmol規 模 で 合 成 し た
。 選 択 的 Ｓ － 保 護 は 、 以 下 の シ ス テ イ ン 残 基 に 対 し て 行 っ た 。 : A１ ０ , １ ５ お よ び B２ ２

の ト リ チ ル (Trt)、 A２ ４ の 第 ３ -ブ チ ル 、 お よ び Ａ １ １ お よ び Ｂ １ ０ の ア セ ト ア ミ ド メ チ
ル  (Acm) (ア ミ ノ 酸 残 基 の 番 号 に 関 し て は 図 2Ａ を 参 照 )。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 合 成 の 完 了 に て 、 Ｓ － 保 護 し た Ａ お よ び Ｂ 鎖 を 、 固 相 担 体 か ら 離 し 、 同 時 に 側 鎖 を 、 捕
捉 剤 の 存 在 下 で Ｔ Ｆ Ａ を 処 理 す る こ と に よ っ て 脱 保 護 し た 。 選 択 的 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成
は 、 特 に Maruyama et al(1992)J.Prot.Claim. 11,1-12の ボ ン ビ キ シ ン の 合 成 に 記 載 の あ
る よ う に 成 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ペ プ チ ド 特 性 化 － ペ プ チ ド は 、 GBC自 動 分 析 機  (Melbourne, Australia)に て 24時 間 酸 性
水 解 物 の 複 製 ア ミ ノ 酸 分 析 に よ っ て 測 定 し た 。 MALDITOF質 量 分 析 (MS)は 、 遅 延 イ オ ン 抽 出
を 備 え た Bruker Biflex 機 器  (Bremen, Germany)上 で 19.5kvで 線 状 モ ー ド に て 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 他 の レ ラ キ シ ン お よ び イ ン ス リ ン ペ プ チ ド ー ヒ ト Ｉ Ｎ Ｓ Ｌ ３ を 、 ヒ ツ ジ INSL3(Dawson e
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t al (1999) J. Pept. Res. 53,542-547)に 使 用 す る 方 法 と 同 様 の 方 法 で 合 成 し 、 上 記 に
概 説 し た よ う な MSお よ び ア ミ ノ 酸 分 析 に て 特 性 化 し た 。 Ｈ １ レ ラ キ シ ン は 、 前 記 の よ う に
合 成 し (Wade et al (1996)Biomed. Pept. Prot. Nucl. Acids 2,27-32)、 合 成 Ｈ ２ レ ラ キ
シ ン は 、 Connetics Corporation (Palo Alto, CA)か ら 頂 き 、 お よ び 牛 イ ン ス リ ン は 、 Roc
he Diagnostics (Sydney, Australia)の 製 品 を 購 入 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 Ｔ Ｈ Ｐ － １ 細 胞 生 物 ア ッ セ イ － ヒ ト 単 球 性 細 胞 株 （ Ｔ Ｈ Ｐ － １ ） に て ｃ Ａ Ｍ Ｐ 生 産 を 誘
導 す る Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 能 力 は 、 以 下 の 修 飾 を 持 ち 、 Parsellと 同 僚 の 方 法 に よ る (Parsel
l et al (1996) J. Biol. Chem. 271,27936-27941)Ｈ １ お よ び Ｈ ２ レ ラ キ シ ン と 同 等 で あ
っ た 。 ； ト リ パ ン ブ ル ー を 用 い た 生 存 テ ス ト し た THP-1細 胞 を 、 培 地 に 懸 濁 し 、 60,000 細
胞 /ウ ェ ル .濃 度 で 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 植 し た 。 ペ プ チ ド （ Ｈ １ 、 Ｈ ２ 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン
、 ヒ ト Ｉ Ｎ Ｓ Ｌ ３ お よ び 牛 イ ン ス リ ン ） を 、 RPMI培 地 中 に 1μ Ｍ  フ ォ ル ス コ リ ン お よ び 50
μ Ｍ イ ソ ブ チ ル メ チ ル キ サ ン チ ン (IBMX)と 共 に ウ ェ ル に 付 加 し 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 そ の 後 プ レ ー ト を 、 短 く 遠 心 し 、 培 地 を 取 り 除 き 、 リ シ ス バ ッ フ ァ ー に 細 胞 を
懸 濁 し た 。 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル は 、 cAMP Biotrak EIA シ ス テ ム  (Amersham International, A
ylesbury, UK)を 用 い て 溶 解 液 中 で 測 定 し た 。 結 果 を 、 H2レ ラ キ シ ン で 達 成 さ れ た cAMPの
最 大 刺 激 と の 比 較 で の 最 大 レ ラ キ シ ン 応 答 (%)と し て 示 し た 。 デ ー タ を 、 ４ 通 り 行 っ た ３
つ の 実 験 の 平 均 値 ± SEMで 表 わ し 、 PRISM (GraphpadInc., San Diego, CA)を 使 用 し て プ ロ
ッ ト し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 Ｔ Ｈ Ｐ － １ 細 胞 結 合 ア ッ セ イ － Ｔ Ｈ Ｐ － １ 細 胞 を 、 ス ピ ン ダ ウ ン し 、 結 合 バ ッ フ ァ ー (2
0mM HEPES、 50mM NaCl、 1.5mM CaCl 2 、 1% BSA、 0.1mg/ml lysine、 0.01% NaN 4 、 pH 7.5) 
(Parsell et al (1996) J. Biol. Chez. 271,27936-27941)中 に て 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト
に ２ ｘ １ ０ ６ 細 胞 /ウ ェ ル に な る よ う に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 を 、 無 標 識 の Ｈ １ 、 Ｈ ２ お よ び
Ｈ ３ レ ラ キ シ ン (100pM～ 30nM)の 増 加 濃 度 の 非 存 在 下 ま た は 存 在 下 に て 、 ２ ５ ℃ で ９ ０ 分
間 、 ３ ３ Ｐ － 標 識 し た Ｈ ２ （ Ｂ ３ ３ ） レ ラ キ シ ン (100 pM: 前 記 (Tan et al (1999) Br. J
. Pharmacol. 127,91-98)の よ う に 標 識 し た も の )と 結 合 バ ッ フ ァ ー 中 に て イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 非 特 異 的 な 結 合 は 、 Ｈ ２ レ ラ キ シ ン （ １ μ Ｍ ） を 示 す 。 細 胞 を 、 パ ッ カ ー ド 96ウ ェ
ル プ レ ー ト 細 胞 ハ ー ベ ス タ （ Packard 96 well plate cell harvester） お よ び 0.5%の ポ リ
エ チ レ ン ア ミ ン で 処 理 し た ワ ッ ト マ ン  GF/C ガ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー （ Whatman GF/C
 glass fibre filters） を 用 い て 集 め た 。 フ ィ ル タ ー を 、 処 理 済 み の 結 合 バ ッ フ ァ ー (20m
M HEPES、 50mM NaCl、 1.5mM CaCl 2 )で 3回 洗 浄 し 、 ３ ７ ℃ オ ー ブ ン で 乾 燥 し 、 液 体 シ ン チ
レ ー シ ョ ン 分 光 測 定 法 (TopCount, Canberra Packard, Australia)に て 放 射 活 性 を 測 定 し
た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 抗 体 交 差 反 応 － Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を 認 識 す る よ く 特 性 化 し た ヒ ト レ ラ キ シ ン 抗 体 の 能 力 は
、 ラ ジ オ イ ミ ノ ア ッ セ イ に よ っ て Ｈ １ お よ び Ｈ ２ レ ラ キ シ ン と 比 較 し て テ ス ト し た 。 簡 単
に は 、 ヤ ギ 抗 Ｈ ２ レ ラ キ シ ン (Lucas et al(1989) J.Endocrinol. 120, 449-57)を 、 ４ ℃
で 一 晩 、 ０ ． ０ ５ Ｍ 炭 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー で 1:1000希 釈 し 、 96ウ ェ ル ELISAプ レ ー ト (
使 い 捨 て の 製 品 , Adelaide, Australia)上 に コ ー ト し た 。 ５ ０ μ ｌ の 分 析 バ ッ フ ァ ー (1% 
BSAを 含 む PBS-T)中 に 溶 解 し た ヒ ト レ ラ キ シ ン ペ プ チ ド の Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ (リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩
水  ; 0.05% Tween 20、 pH 7.4)希 釈 液 に て ２ 回 洗 浄 後 、 前 記 に ５ ０ μ ｌ の 分 析 バ ッ フ ァ ー
中 で 50,000cpmの 1 2 5 Ｉ － 標 識 し た レ ラ キ シ ン を 共 に 加 え た 。 Ｈ ２ レ ラ キ シ ン は 、 １ ２ ５ Ｉ
－ 標 識 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ (Palejwala et al (1998) J. Endocrinology 139,12018-1212)に よ っ
て 精 製 し た 。 ４ ℃ の プ レ ー ト で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 PBS-Tで ２ 回 洗 浄 し た 。 該 抗
体 結 合 １ ２ ５ Ｉ － 標 識 し た Ｈ ２ レ ラ キ シ ン を 、 1MNaOHの 付 加 に よ っ て 集 め 、 Packard 5010
 gamma counter (Canberra Packard)で 計 測 す る た め に チ ュ ー ブ に 注 い だ 。 実 験 は 、 少 な
く と も ２ 度 行 い 、 同 様 の 結 果 を 得 た 。 デ ー タ は 、 ３ 通 り 行 わ れ た １ つ の 代 表 的 な 実 験 の 平
均 値 ± SEMと し て 示 し 、 PRISMを 用 い て 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
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　 マ ウ ス レ ラ キ シ ン (M3)研 究 ：
　 動 物 － こ れ ら の 研 究 に 使 用 し た す べ て の オ ス お よ び メ ス マ ウ ス は 、 年 齢 を 揃 え 、 同 じ 系
統 (C57BLK6J)の も の を 用 い た 。 動 物 は 、 制 御 し た 環 境 に て 飼 育 し 、 げ っ 歯 動 物 実 験 の え さ
(Barastock Stockfeeds, Melbourne, Australia)お よ び 水 へ の 到 達 を 備 え た １ ４ 時 間 の 明
期 、 １ ０ 時 間 の 暗 期 管 理 を 維 持 し た 。 メ ス マ ウ ス (3.5月 齢 )を 、 交 尾 さ せ 、 膣 の プ ラ グ の
識 別 か ら 妊 娠 時 期 を 計 っ た 。 妊 娠 7.5日 、 10.5日 お よ び 18.5日 に て 、 マ ウ ス を 組 織 収 集 の
た め に 犠 牲 に し た 。 組 織 を 、 非 妊 娠 の オ ス お よ び メ ス マ ウ ス (4月 齢 )か ら も 集 め た 。 こ れ
ら の 実 験 は 、 科 学 的 な 目 的 の た め の 実 験 動 物 の 世 話 お よ び 方 法 に 関 す る オ ー ス ト ラ リ ア 規
約 に 従 っ て 、 ハ ワ ー ド ・ フ ロ リ ー 動 物 研 究 倫 理 委 員 会 （ Howard Florey Institute's Anim
al Experimental Ethics Committee） に よ っ て 承 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 組 織 収 集 － 動 物 を 、 イ ソ フ ル オ レ ン の 薬 剤 過 剰 摂 取 で 殺 し た (Abbott Australasia Pty 
Ltd, Sydney, Australia)。 脳 、 心 臓 、 胸 腺 、 脾 臓 、 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 皮 膚 お よ び 腸 を 、
メ ス マ ウ ス の 生 殖 器  (卵 巣 、 子 宮 内 膜 、 子 宮 筋 層 、 頚 部 、 膣 ； お の お の の 妊 娠 期 に て n = 
2)お よ び オ ス マ ウ ス の 生 殖 器 （ 精 巣 、 副 睾 丸 、 前 立 腺 ；  n = 3） と 一 緒 に 集 め た 。 追 加 し
た 動 物 か ら 、 オ ス の 脳 (n = 3)を 、 視 床 下 部 、 皮 質 、 海 馬 、 視 床 、 骨 髄 お よ び 小 脳 を 含 む
特 定 領 域 の 解 剖 を 行 い 、 即 時 に 液 体 窒 素 中 に 置 き 、 RNA調 製 の た め に 使 用 す る ま で － ８ ０
℃ に て 貯 蔵 し た 。 メ ス の 脳 (n = 3)を 集 め 、 in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ 組 織 化 学
の た め に 即 時 に ド ラ イ ア イ ス で 凍 結 し た (Burazin et al (2001)J.NeuroendocrinoL 13 35
8-370)。 子 宮 外 妊 娠 の 外 科 手 術 を 受 け て い る 妊 娠 初 期 の 女 性 の ヒ ト CLは 、 ハ ワ ー ド ・ フ ロ
リ ー 人 間 倫 理 委 員 会 （ Howard Florey Institute Human Ethics Committee） の 承 認 お よ び
患 者 の 書 面 に よ る 承 諾 を 以 て 利 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 （ 実 施 例 ２ ）
　
　 ヒ ト お よ び マ ウ ス の Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 配 列 は 共 に 、 機 能 的 遺 伝 子 の 典 型 的 な 特 徴 を 含 む （
図 １ Ａ は 、 ヒ ト ； 図 １ Ｂ は 、 マ ウ ス ） 。 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス 各 々 の 推 定 Ａ Ｔ Ｇ 開
始 コ ド ン の 上 流 ６ ５ 、 お よ び ５ ９ ｂ ｐ に 転 写 の 開 始 の た め の 推 定 Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス を 含 む
。 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル は 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス 遺 伝 子 そ れ ぞ れ の イ ン フ レ ー ム Ｔ Ａ Ｇ 停
止 コ ド ン か ら 582お よ び 448bp下 流 部 位 に て 、 両 遺 伝 子 の 3'非 翻 訳 領 域 中 存 在 す る 。 シ グ ナ
ル イ ン ト ロ ン は 、 他 の レ ラ キ シ ン お よ び イ ン ス リ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の そ れ と 同 様 の 位
置 に 対 応 す る 、 両 遺 伝 子 の 配 列 中 の 同 一 部 位 に て コ ー デ ィ ン グ 部 位 に 挿 入 す る (Hudson et
 al (1983) Nature 301,628-631 ; Evans et al (1993)J. Mol.Endocrinol. 10,15-23 ; 
Ivell, R (1997) Rev.Reprod. 2,133- 138)。 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 は 、 第 １ ９ 番 染 色 体
上 の １ ９ ｐ １ ３ ． ３ に 位 置 し 、 該 マ ウ ス の 遺 伝 子 は 、 第 ８ 番 染 色 体 の ８ Ｃ ２ に 位 置 し て い
る 。 Ｈ ３ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 の 派 生 コ ー デ ィ ン グ 部 位 は 、 そ れ ぞ れ 142お よ び 141
ア ミ ノ 酸 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 に 必 要 な シ ス テ イ ン 残 基 は 、 シ ス テ イ ン 結 合 の ま わ り の 柔 軟 性 に
必 要 な 保 存 さ れ た グ リ シ ン 残 基 と 共 に 正 確 な 位 置 に 保 持 さ れ て い る (Biillesbach et al (
2000)Int. J. Pept. Prot. Res. 46,238-243)。 重 要 な こ と に 、 Ｂ 鎖 (R-X-X-X-R-X-X-I)の
核 中 に 結 合 す る レ ラ キ シ ン 受 容 体 に と っ て 不 可 欠 で あ る と 明 ら か に な っ た 残 基 (Biillesba
ch et al (2000)J.Biol.Chem. 275, 35276-35280)は 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス の 両 方 に 保 持 さ
れ て い る 。 従 っ て 、 ヒ ト の 配 列 は 直 接 ア ミ ノ 酸 相 同 性 上 の hINSL5ペ プ チ ド 配 列 に 最 も 密 接
に 似 て い る が 、 こ の 結 合 モ チ ー フ の 存 在 が 、 ペ プ チ ド が レ ラ キ シ ン ペ プ チ ド に よ り 似 て い
る こ と を 示 唆 す る 。 面 白 い こ と に 、 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン Ａ 鎖 は 、 既 特 性 化 さ れ た Ｍ １ レ ラ キ シ
ン 配 列 が 、 最 終 シ ス テ イ ン 残 基 の 前 の エ ク ス ト ラ チ ロ シ ン 残 基 を 含 む よ う な 、 フ ァ ミ リ ー
メ ン バ ー の シ ス テ イ ン ・ パ タ ー ン に 一 致 す る  (Fig. 2A)。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 該 Ｈ ３ （ ヒ ト Ｈ ３ ） お よ び Ｍ ３ （ マ ウ ス 「 ３ 」 レ ラ キ シ ン ） 配 列 は 、 核 酸 レ ベ ル で の コ

10

20

30

40

50

(32) JP 2005-508944 A 2005.4.7

ヒ ト お よ び マ ウ ス の ヒ ト Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 遺 伝 子



ー デ ィ ン グ 部 位 に て ７ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 共 有 し て い る 。 し か し な が ら 、 相 同 性 は 、 派 生
ア ミ ノ 酸 配 列 に て 最 も 著 し い 。 両 派 生 プ ロ － ホ ル モ ン 配 列 は 、 両 ヒ ト お よ び マ ウ ス ペ プ チ
ド 中 の ア ラ ニ ン お よ び ア ル ギ ニ ン 間 の 同 一 部 位 で 開 裂 す る よ う な ATG開 始 コ ド ン の 後 方 に
典 型 的 な シ グ ナ ル 配 列 を 含 む (Nielsen et al (1997) Prot. Engineer. 10,1-6)。 レ ラ キ
シ ン フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と 強 力 に 共 に 発 見 さ れ た Ｂ ／ Ｃ 連 結 部 の 基 本 ア ミ ノ 酸 の ア
ル ギ ニ ン － ア ル ギ ニ ン ペ ア は 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び ア ル ギ ニ ン 間 で の 開 裂 を 明 ら か に し
て い る 。 同 様 に 、 Ｃ ／ Ａ 連 結 部 の 開 裂 は 、 こ れ が 弱 い フ リ ン (プ ロ タ ン パ ク コ ン バ タ ー ゼ )
分 裂 サ イ ト (Nakayama, K. (1997)Biochefsa. JI. 327,625-635)に 相 当 す る よ う な 、 図 １
Ａ お よ び 図 １ Ｂ に 示 し た よ う な ア ル ギ ニ ン お よ び ア ス パ ル ギ ン 酸 間 で 最 も よ く 起 こ る 可 能
性 が あ る 。 従 っ て 、 両 Ｈ ３ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン は 、 27ア ミ ノ 酸 の B鎖 、 66ア ミ ノ 酸 の C-
ペ プ チ ド お よ び 24ア ミ ノ 酸 の A鎖 を 含 む と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 Ｈ １ 、 Ｈ ２ お よ び Ｍ １ レ ラ キ シ ン と Ｈ ３ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン の Ａ お よ び Ｂ 鎖 配 列 の 比
較 を 図 ２ Ａ に 概 説 す る 。 ３ つ の 変 異 体 が 保 存 さ れ て い る 、 Ｍ ３ お よ び Ｈ ３ 配 列 間 の 両 Ａ お
よ び Ｂ 鎖 に て ２ つ の ア ミ ノ 酸 の 相 違 し か な い 。 対 し て 、 Ｍ １ お よ び Ｈ ２ レ ラ キ シ ン 間 の 相
同 性 は 、 Ａ お よ び Ｂ 鎖 そ れ ぞ れ に て 、 ４ ２ ％ お よ び ４ ５ ％ し か な い 。 さ ら に 、 Ｂ 鎖 の 重 要
な 核 成 分 お よ び Ａ 鎖 の 重 要 な 構 造 成 分 以 外 に 、 Ｈ ２ お よ び Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 間 、 お よ び Ｍ １
お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン 間 で は ほ と ん ど 相 同 性 が な い 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｈ ３ お よ び Ｍ ３ レ
ラ キ シ ン は 、 他 の イ ン ス リ ン ／ レ ラ キ シ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の Ｃ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 相
同 性 は ２ ０ ％ 未 満 で あ る こ と と 比 較 す る と 、 こ の 部 位 の 高 い 相 同 性 を 示 す （ ７ ３ ％ ） 。 Ｈ
３ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン の Ｃ ペ プ チ ド 全 長 は 、 そ れ ぞ れ ６ ５ お よ び ６ ６ ア ミ ノ 酸 で あ り 、
他 の レ ラ キ シ ン の そ れ と 比 べ て 非 常 に 短 い （ Ｈ １ お よ び Ｈ ２ で は １ ０ ２ ア ミ ノ 酸 、 Ｍ １ レ
ラ キ シ ン で は ９ ９ ア ミ ノ 酸 ） 。 Ｃ ペ プ チ ド 鎖 全 長 お よ び 配 列 相 同 性 は 、 INSL5 (24%)と 最
も 類 似 し て い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ２ つ の 遺 伝 子 の 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 イ ン ス リ ン /レ ラ キ シ ン フ ァ ミ リ ー お よ び 作 製 し
た 系 統 発 生 樹 の 他 の メ ン バ ー と 並 べ た (図 ２ Ｂ )。 さ ら に 、 Ｈ ３ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン 配 列
は 、 進 化 の 初 期 に 他 の レ ラ キ シ ン か ら 分 岐 し た こ れ ら の 特 定 の レ ラ キ シ ン の 進 化 を 示 し 、
別 系 統 下 に 分 類 し た 。 こ れ は 、 本 分 析 に て Ｈ ３ レ ラ キ シ ン と 最 も 近 い 主 要 構 造 の 類 似 を 共
有 す る 、 INSL5の 事 例 で も あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 （ 実 施 例 ３ ）
　
Ｈ ３ レ ラ キ シ ン は 、 低 収 率 で の 固 相 合 成 に よ っ て 調 製 し た (0.7%)。 MALDITOF MSは 、 5,494
. 7の MH+の シ グ ナ ル 産 物 を 示 し た (理 論 価 値 : 5,497. 5)。 ア ミ ノ 酸 分 析 に お い て も 、 そ の
正 確 な 組 成 物 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　
　 分 離 し た Ｈ ３ レ ラ キ シ ン ペ プ チ ド 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 当 す る 、 選 択 的 Ｓ － 保 護 し た Ａ
お よ び Ｂ 鎖 は 、 Atherton, E and Sheppard, RC. (固 相 ペ プ チ ド 合 成 。 IRL Press at Oxfo
rd University Press, Oxford, United Kingdom,1989)に 記 載 の あ る 一 般 的 な 手 法 を 用 い
た 連 続 フ ロ － 型 9-フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 固 相 合 成 法 に よ っ て 合 成 し た (Fmoc)。
両 ペ プ チ ド を 、 Fmocペ プ チ ド ア ミ ド 連 結 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ポ リ ス チ レ ン (Fmoc-PAL-
PEG-PS)支 持 体 (Biosystems提 供 )を 用 い て 、 ペ プ チ ド － カ ル ボ キ シ ル 末 端 ア ミ ド と し て 0.1
 mmol規 模 で 調 製 し た 。 Ａ 鎖 会 合 の た め に 、 Fmoc－ ア ミ ノ 酸 の ４ 倍 過 剰 量 を  (Auspep, Mel
bourne, Australia)、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド  (DMF)中 に て 1,3-ジ イ ソ プ ロ ピ ル カ ル ボ ジ イ
ミ ド (DIC)お よ び 1-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル  (HOBt)に よ っ て 活 性 化 し 、 Ｂ 鎖 合 成 の
間 そ れ ぞ れ の 残 基 を 、 DMF中 に て 2- (1H-ベ ン ゾ ト ラ ゾ ー ル -1-yl)-1, 1,3, 3-テ ト ラ メ チ
ル ウ ロ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル ロ ホ ス フ ェ ー ト (HBTU)お よ び ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン (DIEA)
に よ っ て 活 性 化 し た 。 両 鎖 合 成 の た め の Nα -Fmoc脱 保 護 は 、 DMF中 に て 20%の ピ ペ リ ジ ン と
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共 に 行 っ た 。 カ ッ プ リ ン グ は 、 ダ ブ ル カ ッ プ リ ン グ を 除 き 一 般 に 30分 間 行 い 、 A鎖 残 基 の S
er７ ， ８ ， ２ １ お よ び す べ て の シ ス テ イ ン 、 お よ び B鎖 残 基 の Arg 1 , 1 2 , 1 6 、 Ala 2 , 3 , 1 7 お よ
び Cys 1 0 の ダ ブ ル カ ッ プ リ ン グ の た め の 時 間 を 拡 張 し た 。 側 鎖 保 護 は 、 第 ３ ブ チ ル エ ス テ
ル お よ び Asp、 Glu、 Thrお よ び Serの た め の エ ー テ ル 、 Lysお よ び Trpの た め の ブ ト キ シ カ ル
ボ ニ ル (Boc)、 Argの た め の 2,2,4,6,7-ペ ン タ メ チ ル ジ ヒ ド ロ ベ ン ゾ フ ラ ン -5-ス ル ホ ニ ル
基 (Pbf)お よ び Ｂ 鎖 Gly 1 1 の た め の ア ミ ド 結 合 保 護 Nα － (2- Fmoc-オ キ シ -4-メ ト キ シ ベ ン
ジ ル )[FmocHmb]に よ っ て 行 っ た 。 選 択 的 Ｓ － 保 護 は 、 以 下 の シ ス テ イ ン 残 基 の た め に 行 っ
た 。 ： Ａ 鎖 中 の Cys 1 0 , 1 5 の ト リ チ ル (Trt)、 お よ び Ｂ 鎖 中 の Cys 2 2 、 Ａ 鎖 中 の Cys 2 4 第 ４ -ブ
チ ル  (tBu)、 お よ び Ａ 鎖 Cys 1 1 お よ び Ｂ 鎖  Cys 1 0 の ア セ ト ア ミ ド メ チ ル (Acm)で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 (i)

　 合 成 の 組 成 物 に て 、 チ オ ー ル の 急 冷 を 助 長 す る た め に 、 保 護 し た Ａ 鎖 樹 脂 を 、 95%ト リ
フ ル オ ロ 酢 酸 (TFA)／ 2.5%エ タ ン ジ チ オ ー ル (EDT)／ 2.5%水 に ４ 滴 の ト リ エ チ ル シ ラ ン を 加
え た も の と ２ ． ５ 時 間 室 温 で 処 理 し た 。 TFAを 、 窒 素 気 流 下 で 最 小 容 量 に な る ま で 除 き 、
冷 却 し た ジ エ チ ル エ ー テ ル か ら 2度 沈 殿 し た 。 そ の 後 、 沈 殿 物 を ０ ． １ ％ TFA溶 液 に 溶 解 し
、 凍 結 乾 燥 し た 。 該 天 然 の S－ 縮 小 し た [チ オ ー ル -Cys 1 0 , 1 5 , Cys 1 1 (Acm), Cys 2 4 (t-Bu)]
Ａ 鎖 を 、 室 温 で 4時 間 0.1M Gly-NaOH, pH 8.3中 に て 直 接 空 気 酸 化 し た 。 分 析 的 逆 過 程 高 性
能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (RP-HPLC)モ ニ タ リ ン グ で 、 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 構 成 の 完
全 性 を 確 認 し 、 そ の 後 き れ い な TFAを 数 滴 加 え 、 粗 酸 化 し た 物 質 を 直 接 凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　 合 成 の 組 成 物 に て 、 チ オ ー ル の 急 冷 を 助 長 す る た め に 、 保 護 し た Ｂ 鎖 樹 脂 を 、 82. 5% T
FA／ 5% フ ェ ノ ー ル ／ 5% 水 ／ 5% チ オ ア ニ ソ ー ル ／ 2.5% エ タ ン ジ チ オ ー ル に ４ 滴 の ト リ エ
チ ル シ ラ ン を 加 え た も の で ２ ． ５ 時 間 室 温 で 処 理 し た 。 TFAを 、 窒 素 気 流 下 で 最 小 容 量 に
な る ま で 除 き 、 冷 却 し た ジ エ チ ル エ ー テ ル か ら 2度 沈 殿 し た 。 そ の 後 、 沈 殿 物 を ０ ． １ ％ T
FA溶 液 に 溶 解 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 そ の 後 、 該 天 然 の Ｂ 鎖 を 、 以 下 に 記 載 の よ う に RP-HPLC
に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　
　 ペ プ チ ド １ の ２ ５ ｍ ｇ (9.65μ mol)お よ び 2,2'-ジ ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド (DPDS)の ３ ５ ｍ
ｇ (158.86 μ mol)を 、 4.5 mlの TFAお よ び 0.5 mlの チ オ ア ニ ソ ー ル 中 に 共 に 溶 解 し 、 そ の
後 生 じ た 溶 液 を 冷 却 し た 。 こ れ に 、 5mlの ト リ フ ル オ ロ メ タ ン 硫 酸 (TFMSA)／ TFA(1: 5 v/v
)を 加 え 、 全 混 合 物 を ３ ０ 分 間 ０ ℃ 以 下 に て 攪 拌 し て お い た 。 該  [Cys 1 1  (Acm), Cys 2 4  (P
yr) ] Ａ 鎖 ア ミ ド ペ プ チ ド を 、 冷 エ ー テ ル か ら 沈 殿 し 、 そ の 後 、 遠 心 し て 得 た 該 沈 殿 物 を
、 ６ M グ ア ニ ン 塩 酸 塩 (GdHCI) pH 8.0に 懸 濁 し 、 RP-HPLCに よ っ て 精 製 し た  (生 成 ペ プ チ
ド  3: 4%)。 (RP-HPLC精 製 に 代 わ る 方 策 と し て 、 ペ プ チ ド 3を 、 ２ ０ ％ 酢 酸 溶 液 中 で セ フ ァ
デ ッ ク ス G-25ゲ ル ろ 過 カ ラ ム 上 に て 脱 塩 し た 。 ）
【 ０ １ ０ ７ 】
　

　 精 製 し た Ａ 鎖 ペ プ チ ド ３ (1.0 mg、 0.38 μ mol)お よ び 精 製 し た Ｂ 鎖 ペ プ チ ド ２ (1.2 mg
、 0.38 μ mol)を 、 そ れ ぞ れ 1.0 mlお よ び 0.5 mlの 0.1M NH 4 HC0 3 に 別 々 に 溶 解 し た 。 そ の
後 、 該 Ｂ 鎖 溶 液 に Ａ 鎖 を ゆ っ く り 加 え 、 反 応 混 合 物 を 室 温 で ３ ０ 分 間 強 力 に 攪 拌 し た 。 溶
液 を 、 詳 細 を 以 下 に 示 す よ う に 0.5mlの 氷 酢 酸 で 酸 性 化 し 、 続 い て RP-HPLCを 行 い 、 ビ ス ー
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 鎖 結 合 産 物 を 分 離 し た 。 (RP-HPLC精 製 に 代 わ る 方 策 と し て 、 生 じ た Ａ ／
Ｂ 産 物 で あ る ペ プ チ ド 4を 、 ２ ０ ％ 酢 酸 溶 液 中 で セ フ ァ デ ッ ク ス G-25ゲ ル ろ 過 カ ラ ム 上 に
て 脱 塩 し た 。 )。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 （ Ｂ 鎖 可 溶 性 を 高 め る 、 鎖 組 合 せ の た め の 代 替 方 法 は 、 以 下 の と お り で あ る ： ペ プ チ ド
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ヒ ト レ ラ キ シ ン Ｈ ３ 、 Ａ 鎖 [Cys 1 1 (Acm), Cys 2 4 (tBu)](1-24)ア ミ ド の 合 成
[1]

(ii)ヒ ト レ ラ キ シ ン Ｈ ３ 、 Ｂ 鎖 [Cys 1 0  (Acm)](1-27)ア ミ ド の 合 成 [2]

(iii)ヒ ト レ ラ キ シ ン Ｈ ３ 、 Ａ 鎖 [Cys 1 1  (Acm), Cys 2 4 (Pyr)](1-24)ア ミ ド の 合 成 [3]

(iv) ヒ ト レ ラ キ シ ン Ｈ ３ 、 A[Cys 1 1  (Acm)](1-24)ア ミ ド -B[Cys 1 0  (Acm)] (1-27)ア ミ
ド の 合 成 [4]



３ お よ び 精 製 し た [Cys 1 0  (Acm) ] Ｂ 鎖 を そ れ ぞ れ 8M GdHCl、 pH 4.5溶 液 中 に 1.0 ml/mgの
濃 度 に て 溶 解 し た 。 Ｂ 鎖 溶 液 に Ａ 鎖 を ゆ っ く り 加 え 、 反 応 混 合 物 を ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 強 力
に 攪 拌 し た 。 ）
【 ０ １ ０ ９ 】
　 (
　 精 製 し た ４ つ の ペ プ チ ド す べ て を 、 第 ３ お よ び 最 後 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る た め
に 使 用 し た (１ ０ ０ ％ 回 収 を 仮 定 し , 0.39 μ molと 予 測 し た )。 ペ プ チ ド を 、 80mM HClお よ
び 酢 酸 の 溶 液 中 に 溶 解 し た 。 そ の 後 、 ９ ５ ％ 酢 酸 溶 液 中 の ２ ０ ｍ Ｍ ヨ ウ 素 に 滴 下 し 加 え た
(Acm群 に 対 し て ヨ ウ 素 の ２ ５ 倍 量 )。 該 反 応 は 、 過 酸 化 物 を 20mMの ア ス コ ル ビ ン 酸 水 溶 液
で 急 冷 後 、 室 温 に て 暗 中 で 1時 間 行 っ た 。 レ ラ キ シ ン の 精 製 は 、 RP-HPLCに よ っ て 行 い 、 ペ
プ チ ド ３ 開 始 物 質 と 比 較 し て ０ ． ７ ４ ％ の 最 終 産 物 の を 得 た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 精 製  
　 分 離 し た 天 然 の 鎖 お よ び 中 間 ペ プ チ ド は 、 モ デ ル 996フ ォ ト ダ イ オ ー ド 配 列 検 知 器 （ mod
el 996 photodiode array detector） に 関 連 し た ウ オ ー タ ー ６ ０ ０ 多 溶 解 性 配 達 シ ス テ ム
（ Waters 600 multisolvent delivery system） を 使 用 し 、 RP-HPLCに よ っ て 精 製 し た 。 C 4
 シ リ カ ゲ ル が 詰 ま っ た 10ｘ 250mm Vydac 218 TPカ ラ ム  (330A 穴 サ イ ズ ,10μ m 粒 子 サ イ
ズ )を 用 い た 。 ペ プ チ ド は 、 線 形 勾 配 モ ー ド 中 に (A)0.1％ TFA (v/v)溶 液 お よ び (B)ア セ ト
ニ ト リ ル (v/v)中 の 0.1％ TFAの 溶 解 シ ス テ ム で 溶 出 し た (25-50% B ３ ０ 分 以 上 )。 所 望 画 分
を 、 マ ト リ ッ ク ス － 支 持 し た レ ー ザ ー 脱 着 電 離 質 量 分 析 (MALDI-TOF MS)に よ っ て 収 集 お よ
び 同 定 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 （ ペ プ チ ド 特 性 ）
　 ペ プ チ ド 定 量 を 、 GBC自 動 分 析 機 (Melbourne, Aust)に て ２ ４ 時 間 の 酸 加 水 分 解 物 の 複 製
ア ミ ノ 酸 分 析 に よ っ て 行 っ た 。 MALDITOF MSは 、 遅 延 イ オ ン 抽 出 を 備 え た Bruker Biflex機
器 (Bremen, Germany)に て 19.5kvの 線 状 モ ー ド で 行 っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 （ 実 施 例 ４ ）
　
　 合 成 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 の 証 明 － 合 成 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン Ｃ 末 端 ア ミ ド 誘
導 体 を 、 レ ラ キ シ ン 受 容 体 発 現 細 胞 株 Ｔ Ｈ Ｐ － １ (Parsell et al (1996) J.Biol. Chem. 
271,27936-27941)に て レ ラ キ シ ン 生 物 活 性 の 検 討 を し た 。 Ｈ ２ レ ラ キ シ ン は 、 こ れ ら の 細
胞 か ら の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 生 産 に て 濃 度 依 存 的 に 生 産 増 加 し た （ 図 ３ A） 。 合 成 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン も
ま た 、 Ｈ １ (pEC 5 0  = 9.10 ±  0.05 [0.794 ｎ M] ;n=3)お よ び Ｈ ２ (pEC 5 0  = 9.67 ±  0.11
 [0.214 nM] ;n=3) レ ラ キ シ ン よ り わ ず か に 低 い 活 性 で は あ る が 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ (pEC 5 0  = 8.6
8 ±  0.08 [2.11nM] ;n=3)の 濃 度 依 存 的 に 刺 激 増 加 し た 。 こ の 応 答 の 特 異 性 を 、 １ μ Ｍ 以
内 の 濃 度 上 昇 に て ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 を 刺 激 す る た め の ウ シ イ ン ス リ ン (bINSL)、 ま た は ヒ ト イ
ン ス リ ン ３ (hINSL3)の 不 活 化 に よ り 証 明 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 合 成 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を 、 親 和 性 の Ｈ ２ レ ラ キ シ ン (pK i = 8. 74 + 0. 11;n = 11)お よ び
Ｈ １ レ ラ キ シ ン (pK i = 8. 9 + 0. 11;n = 7)の そ れ よ り 低 い (pK i = 7.5 ±  0.16 ;n = 3)、
Ｔ Ｈ Ｐ － １ 細 胞 の レ ラ キ シ ン 結 合 部 位 へ 結 合 す る ３ ３ Ｐ － 標 識 し た Ｈ ２ レ ラ キ シ ン の 競 合
能 力 の 検 討 も 行 っ た （ 図 ３ Ｂ ） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 合 成 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン
ペ プ チ ド の 結 合 、 お よ び ヒ ト レ ラ キ シ ン 受 容 体 の 刺 激 に よ る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 応 答
を 誘 導 す る と い う 決 定 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を 認 識 す る 、 よ く 特 性 化 し た Ｈ ２ レ ラ キ シ ン 抗 体 の 能 力 － Ｈ １ お よ び Ｈ
３ レ ラ キ シ ン を 認 識 す る 、 よ く 特 性 化 し た 抗 － Ｈ ２ レ ラ キ シ ン 抗 体 の 能 力 を 、 放 射 免 疫 測
定 に よ っ て 検 討 し た 。 図 ４ に 示 し た よ う に 、 Ｈ ２ レ ラ キ シ ン は 、 高 い 特 異 性 を 備 え た 抗 Ｈ
２ レ ラ キ シ ン 抗 体 に 結 合 す る １ ２ ５ Ｉ － 標 識 し た Ｈ ２ レ ラ キ シ ン に 置 換 す る こ と が で き る
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v) ヒ ト レ ラ キ シ ン Ｈ ３  [hRlx-3A(l-24)ア ミ ド -B(l-27) ア ミ ド の 合 成

レ ラ キ シ ン 生 物 活 性



。 対 し て 、 Ｈ １ お よ び Ｈ ３ レ ラ キ シ ン は 、 置 換 さ れ た １ ２ ５ Ｉ － 標 識 し た Ｈ ２ レ ラ キ シ ン
結 合 の 弱 い 置 換 能 力 に よ っ て 決 定 さ れ る よ う な 抗 血 清 を 備 え た 弱 い 交 叉 反 応 を 示 し た 。 さ
ら に 、 置 換 曲 線 の 非 類 似 は 、 す べ て の 抗 体 エ ピ ト ー プ が ２ つ の ペ プ チ ド に よ っ て 認 識 さ れ
る と は 限 ら な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 （ 実 施 例 ５ ）
　
　 マ ウ ス で の レ ラ キ シ ン 遺 伝 子 の 発 現 － Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 、 RT-PCR産 物 の
サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 用 い て Ｍ １ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 と 比 較 し た 。 本 技 術 は 単 に 半
量 的 で あ る が 、 我 々 に Ｍ １ レ ラ キ シ ン と 比 較 し て 、 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン 発 現 の 潜 在 部 位 を 決 定
す る こ と を 可 能 に し た 。 発 現 実 験 お よ び 複 製 実 験 の 結 果 が 、 同 じ 結 果 で あ っ た 。 Ｍ ３ レ ラ
キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｍ １ レ ラ キ シ ン が 発 見 さ れ た C57BLK6Jマ ウ ス の 多 く の 組 織 で 発 現 し て
い る が 、 ２ つ の マ ウ ス レ ラ キ シ ン 間 の 発 現 パ タ ー ン は 、 違 っ て い る 。 オ ス の 非 再 生 組 織 に
て Ｍ １ レ ラ キ シ ン 発 現 の 最 も 高 い レ ベ ル は 、 脳 に て 見 ら れ 、 胸 腺 、 心 臓 お よ び 腎 臓 で 中 程
度 の レ ベ ル 、 肺 、 脾 臓 お よ び 皮 膚 で よ り 低 い レ ベ ル の 発 現 が 見 ら れ 、 腸 で の 発 現 は 見 ら れ
な か っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン 発 現 は 、 脳 で 最 も 高 い レ ベ ル で 検 知 さ れ た が
、 胸 腺 、 肺 お よ び 脾 臓 で 中 程 度 の レ ベ ル が 発 現 し 、 心 臓 お よ び 肝 臓 で は ほ ん の 低 レ ベ ル で
の み で あ り 、 か つ 腎 臓 、 皮 膚 お よ び 腸 に て 全 く 発 現 し な い 。 メ ス の マ ウ ス で は 、 こ れ ら の
組 織 で の 両 遺 伝 子 の 発 現 の ほ ぼ 同 じ パ タ ー ン を 示 し た 。 オ ス の 再 生 組 織 に て Ｍ ３ レ ラ キ シ
ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 精 巣 で の み 著 し く 発 現 す る が 、 Ｍ １ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 精 巣 、 副 睾 丸
お よ び 前 立 腺 に て 検 知 し た 。 両 レ ラ キ シ ン と も 、 乳 腺 、 非 妊 娠 、 妊 娠 お よ び 授 乳 中 の マ ウ
ス の 卵 巣 、 お よ び 妊 娠 マ ウ ス の 子 宮 内 膜 お よ び 子 宮 筋 層 中 の 女 性 生 殖 器 に 検 出 し た 。 Ｍ １
レ ラ キ シ ン 発 現 が 、 非 妊 娠 お よ び 授 乳 中 の マ ウ ス か ら の 卵 巣 と 比 較 し て 妊 娠 後 期 の 卵 巣 に
お い て よ り 高 か っ た が 、 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の か な り の 発 現 を 、 す べ て の 卵 巣 の 段 階
に て 観 察 し た 。 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 高 レ ベ ル が 、 脳 に て 検 出 さ れ 、 さ ら に こ の 組 織
の 詳 し い 分 析 が 、 両 レ ラ キ シ ン が い く つ か の 異 な る 部 位 で 発 現 す る こ と を 明 ら か に し た 。
一 方 、 Ｍ １ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 常 に 視 床 下 部 、 海 馬 、 皮 質 、 視 床 、 脳 橋 /骨 髄 お よ び
小 脳 に 発 現 し 、 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 視 床 お よ び 脳 橋 /骨 髄 に 高 発 現 す る こ と が 明
ら か と な り 、 よ っ て ２ つ の レ ラ キ シ ン は 、 マ ウ ス に て 別 の 役 割 を 果 た す か も し れ な い こ と
が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ノ ー ザ ン 解 析 － Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ が Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ お よ び サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ
っ て 明 確 に 同 定 さ れ た 組 織 を 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り さ ら に 検 討 し た 。 心 臓 、 脳 、 肺 、
胸 腺 、 脾 臓 、 卵 巣 、 子 宮 内 膜 、 子 宮 筋 層 、 子 宮 頚 部 お よ び 膣 か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ (5-25μ ｇ )を
、 ３ ２ Ｐ － 標 識 し た Ｍ ３ レ ラ キ シ ン 特 異 的 プ ロ ー ブ で ま ず 調 査 し た が 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ
リ ダ イ ジ ン グ バ ン ド が 様 々 な 組 織 に て 検 出 さ れ る 。 そ の 後 、 脳 (15μ ｇ )、 脾 臓 (5μ ｇ )、
肝 臓 (5μ ｇ )お よ び 睾 丸 (25μ ｇ )か ら の ポ リ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ を 分 析 し 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ お よ び サ
ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 検 出 し た Ｍ ３ レ ラ キ シ ン 発 現 と 合 わ せ て 、 特 定 の ～ １ ． ２ ｋ ｂ
の ハ イ ブ リ ダ イ ジ ン グ バ ン ド を 脳 に て 同 定 し た 。 得 た 転 写 産 物 サ イ ズ は 、 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン
転 写 配 列 (～ １ ｋ ｂ )と ポ リ Ａ テ イ ル (～ ２ ０ ０ bp)に 基 づ く 、 予 想 サ イ ズ と 一 致 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ヒ ト 組 織 に お け る Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 発 現 － Clonetechの 複 合 組 織 発 現 ア レ イ を 、 ヒ ト 組
織 に て Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の 発 現 の 検 討 部 位 に 用 い た 。 該 ア レ イ は 、 ８ つ の 異 な る 対 照 Ｒ Ｎ Ａ
お よ び Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ７ ６ の 異 な る ヒ ト 組 織 か ら の 標 準 化 ポ リ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ (50-750 ng)を 含
み 、 ナ イ ロ ン 膜 状 に ス ポ ッ ト し た 。 該 ア レ イ で は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 調 製 し た Ｈ ３ レ ラ キ
シ ン 転 写 産 物 の ３ ’ 末 端 か ら の ３ ２ Ｐ － 標 識 し た ３ ７ ４ ｂ ｐ の Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 特 異 的 遺 伝
子 断 片 で 調 査 し た 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 両 ス ト ラ ン ド 上 に 配 列 し て い た 。 非 常 に 弱 い ハ イ
ブ リ ダ イ ジ ン グ シ グ ナ ル が 、 脾 臓 、 胸 腺 、 周 辺 血 中 白 血 球 、 リ ン パ 節 お よ び 精 巣 に て 観 察
さ れ た が 、 こ れ ら の シ グ ナ ル は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り か ろ う じ て 認 識 可 能 で あ り 、 よ っ て
デ ー タ は 示 さ な い 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ も ま た 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン 配 列 に 基 づ く ２ つ の 異 な る プ ラ
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イ マ ー の 組 合 せ を 用 い て 、 妊 娠 初 期 か ら の ヒ ト Ｃ Ｌ に て 行 っ た 。 Ｈ ２ レ ラ キ シ ン お よ び Ｇ
Ａ Ｐ Ｄ Ｈ の 転 写 産 物 が 、 容 易 に 増 幅 し た (デ ー タ 非 表 示 )よ う な Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 の 変 更 後 で さ え
、 任 意 の PCR反 応 に て 特 異 的 な バ ン ド は 観 察 さ れ ず 、 cDNAの 完 全 性 を 確 認 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 マ ウ ス 脳 に お け る レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 布 － 脳 に て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト に よ っ て Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 高 レ ベ ル な 発 現 が 検 出 さ れ 、 そ の 分 布 を 、 イ ン サ
イ チ ュ ウ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 組 織 化 学 (Burazin et al (2001) J Neuroendocrinol. 1
3, 358-370)を 用 い て 、 さ ら に 検 討 し た 。 多 数 の 特 異 的 ３ ５ Ｓ 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ を 、 メ ス C57BLK6Jマ ウ ス 脳 の 上 下 全 体 に わ た る Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 細 胞
分 布 を 決 定 す る た め に 用 い た 。 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 脳 核 で は 全 体 に わ た っ て 検 出
さ れ な か っ た が 、 脳 橋 /骨 髄 に て 最 も 強 く 検 出 さ れ た （ 図 ７ ） 。 Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 最 も 強 い レ ベ ル が 、 背 側 被 蓋 交 叉 の 核 の 腹 内 側 縁 部 に 存 在 し た 。 加 え て 、 Ｍ ３ レ ラ キ シ
ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 海 馬 お よ び 嗅 覚 部 位 に て も 、 は る か に 低 い レ ベ ル だ が 検 知 し た 。 Ｍ ３ レ ラ
キ シ ン を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 低 レ ベ ル を 含 む 脳 部 位 は 、 イ ン サ イ チ ュ ウ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 組 織 化 学 に 関 連 し た 感 度 制 限 に よ り 本 研 究 に て 検 知 さ れ な か っ た か も し れ な い 。
Ｍ １ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 、 背 側 被 蓋 交 叉 核 の 腹 内 側 縁 部 に 検 出 さ れ な か っ た た め 、 脳 で
の Ｍ ３ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 布 は Ｍ １ レ ラ キ シ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の そ れ と 異 な る (デ ー タ 非 表
示 )。
【 ０ １ １ ９ 】
　 （ 実 施 例 ６ ）
　 ヒ ト 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト の 前 駆 レ ラ キ シ ン Ｈ ３ cDNA配 列 は 、 好 適 な 発 現 ト ラ ン ス フ ァ
ー ベ ク タ ー を 用 い て 原 核 性 お よ び 真 核 性 両 方 の 細 胞 シ ス テ ム に て 発 現 し て い る 。 こ れ ら の
シ ス テ ム は 、 バ ク テ リ ア お よ び 酵 母 発 現 シ ス テ ム の み な ら ず 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 お よ び 鳥
類 細 胞 を 含 む 他 の 高 等 真 核 細 胞 お よ び 適 し た ほ 乳 類 宿 主 細 胞 を 含 む 。 さ ら に 、 こ れ ら の ３
つ の 配 列 の 融 合 タ ン パ ク 産 物 は 、 宿 主 細 胞 の 原 核 性 お よ び 真 核 性 蛋 白 質 特 性 の 関 連 部 分 に
よ っ て 生 産 さ れ る 。 融 合 産 物 は 、 融 合 産 物 が 続 い て 取 り 除 か れ う る 蛋 白 質 産 物 の 精 製 を 促
進 す る 。 す べ て の ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー を 、 修 飾 さ れ た Ｃ ペ プ チ ド 配 列 の 除 去 を 促 進 す
る た め に Ｂ ／ Ｃ お よ び Ｃ ／ Ａ 結 合 修 正 を 備 え た 短 い Ｃ ペ プ チ ド 前 駆 レ ラ キ シ ン を 生 じ る 修
正 を 備 え た コ ド ン 置 換 /削 除 /付 加 産 物 に よ っ て 修 飾 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 短 い Ｃ ペ プ チ ド 置 換 産 物 お よ び Ｂ ／ Ｃ お よ び Ｃ ／ Ａ 結 合 修 正 を 用 い た レ ラ キ シ ン 合 成 は
、 米 国 特 許 番 号 Ｕ Ｓ 5,759,807に 記 載 さ れ て お り 、 そ の よ う な 方 法 は 、 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン の
生 産 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 の 全 体 に わ た っ て 、 「 含 む 」 と い う 単 語 、 ま た は 「 含 む
」 あ る い は 「 含 む ん で い る 」 の よ う な 変 形 は 、 特 に 記 載 が な け れ ば 、 規 定 の 文 字 列 ま た は
段 階 あ る い は 文 字 列 の グ ル ー プ ま た は 段 階 の 除 去 で は な く 、 規 定 の 文 字 列 ま た は 段 階 あ る
い は 文 字 列 の グ ル ー プ ま た は 段 階 の 包 括 を 示 す と 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 明 細 中 の 任 意 の 先 行 技 術 文 献 が 、 知 識 あ る い は オ ー ス ト ラ リ ア で 通 例 の 一 般 的 な 知 識
を 形 成 す る こ と を 示 唆 す る い ず れ の 形 態 で は な く 、 そ の よ う に 解 釈 し て は な ら な い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 配 列 リ ス ト 表
配 列 番 号 １  　 　 　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列  
配 列 番 号 ２   　 　 　 B鎖 ペ プ チ ド 配 列   
配 列 番 号 ３   　 　 　 C鎖 ペ プ チ ド 配 列
配 列 番 号 ４   　 　 　 A鎖 ペ プ チ ド 配 列  
配 列 番 号 ６   　 　 　 ゲ ノ ム DNA配 列  
配 列 番 号 ７   　 　 　 A鎖 核 酸 配 列  
配 列 番 号 ８   　 　 　 B鎖 核 酸 配 列  
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配 列 番 号 ９   　 　 　 C鎖 核 酸 配 列
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ４ 】
【 図 １ 】 Ｈ ３ （ Ａ ） お よ び Ｍ ３ （ Ｂ ） 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 構 築 　 予 測 Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス
お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 の み で な く 、 開 始 お よ び 停 止 コ ド ン に は 、 ア ン ダ ー ラ イ ン を 付
し た 。 推 定 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 お よ び Ｂ － 、 Ｃ － お よ び Ａ － 鎖 ペ プ チ ド 配 列 の 位 置
を 、 矢 印 で 示 し た 。 Ａ － お よ び Ｂ － 鎖 配 列 を 箱 で 囲 み 、 レ ラ キ シ ン 受 容 体 結 合 も 関 与 す る
残 基 に は 、 影 を 付 し た 。 ヒ ト （ Ａ ） お よ び マ ウ ス （ Ｂ ） の 両 配 列 に お け る Ｃ － 鎖 の 同 一 位
置 で あ る イ ン ト ロ ン 配 列 は 、 一 番 下 に 文 字 で 示 し 、 イ ン ト ロ ン の 正 確 な サ イ ズ を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
【 図 ２ 】 Ｈ ３ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン と 他 の レ ラ キ シ ン お よ び イ ン ス リ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ
ー の 配 列 比 較 　 （ Ａ ） は 、 Ｈ ３ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン と 他 の ヒ ト お よ び マ ウ ス レ ラ キ シ ン
配 列 か ら の Ａ － 鎖 お よ び Ｂ － 鎖 配 列 の 配 列 で あ る 。 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 箱 で 囲 ん だ ； Co
ns 1,2,3は ： ヒ ト レ ラ キ シ ン １ 、 ２ お よ び ３ の コ ン セ ン サ ス 配 列 で あ る 。 Cons 3は ： Ｂ 鎖
の Ｈ ３ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン お よ び Ａ 鎖 の Ｈ ３ 、 Ｒ ３ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン の コ ン セ ン サ
ス 配 列 で あ る 。 Cons マ ウ ス は ： Ｍ １ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン の コ ン セ ン サ ス 配 列 で あ る 。
ラ ッ ト の 配 列 は 、 ESTク ロ ー ン に 由 来 す る （ 詳 細 な 結 果 を 参 照 。 ） 。 「 +」 は 、 同 類 の 置 換
を 示 し 、 「 ・ 」 は 、 類 似 性 の な い も の を 示 す 。 (B)は 、 ヒ ト の レ ラ キ シ ン /イ ン ス リ ン /IGF
ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の ヒ ト の 配 列 と 、 Ｈ ３ お よ び Ｍ ３ レ ラ キ シ ン の 全 長 配 列 の 、 進 化 系 統
樹 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
【 図 ３ 】 ヒ ト レ ラ キ シ ン 受 容 体 発 現 細 胞 株 に お け る Ｈ １ お よ び Ｈ ２ レ ラ キ シ ン と 比 較 し た
Ｈ ３ の 生 物 活 性 　 （ Ａ ） は 、 Ｔ Ｈ Ｐ － １ 細 胞 の ペ プ チ ド 刺 激 に よ る ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 蓄 積 を 示 す
。 デ ー タ は 、 Ｈ ２ レ ラ キ シ ン （ ｎ ＝ ３ ） の 最 大 応 答 （ ％ ） の 平 均 値 で 示 す 。 牛 イ ン ス リ ン
(bINSL) お よ び ヒ ト イ ン ス リ ン ３ (hINSL3)へ の 応 答 も 、 分 析 の 特 異 性 を 強 調 表 示 し て い る
。 Ｈ １ 、 Ｈ ２ お よ び Ｈ ３ は ； そ れ ぞ れ ヒ ト １ 、 ２ お よ び ３ レ ラ キ シ ン を 示 す 。 （ Ｂ ） は 、
Ｈ １ （ ｎ ＝ ７ ） 、 Ｈ ２ （ ｎ ＝ １ １ ） お よ び Ｈ ３ （ ｎ ＝ ３ ） レ ラ キ シ ン ペ プ チ ド と Ｔ Ｈ Ｐ －
１ 細 胞 に 結 合 す る ３ ３ Ｐ － 標 識 し た Ｈ ２ レ ラ キ シ ン （ Ｂ ３ ３ ） の 活 性 を 比 較 し た も の で あ
る 。 デ ー タ は 、 特 異 的 な 結 合 の 平 均 値 （ ％ ） で 示 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
【 図 ４ 】 Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を 認 識 す る よ く 特 性 化 さ れ た Ｈ ２ レ ラ キ シ ン 抗 体 の 活 性 　 Ｈ ２ レ
ラ キ シ ン 抗 体 は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト 上 に 固 定 さ れ 、 １ ２ ５ Ｉ － 標 識 し た Ｈ ２ レ ラ キ シ ン
に 対 し て 、 Ｈ １ 、 Ｈ ２ お よ び Ｈ ３ レ ラ キ シ ン を 作 用 さ せ 競 争 実 験 を 行 っ た 。 結 果 を 、 典 型
的 な 分 析 の ３ 通 り 測 定 の 特 異 的 結 合 の 平 均 値 （ ％ ） で 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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