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(57)【要約】
　本発明は、活性物質として、3,5-ジヨードチロニン(3,5-T2)、3',3-ジヨードチロニン(
3',3-T2)、3',5-ジヨードチロニン(3',5-T2)、3'-ヨードチロニン(3'-T)、3-ヨードチロ
ニン(3-T)又は5-ヨードチロニン(5-T)の中から選択される少なくとも１つのホルモンを、
医薬的に許容され得るビヒクルと組み合せて含んでなる医薬組成物に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全又は関連する病状の中から選択される病状の
治療用を意図した薬剤の製造のための、3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン
、3',5-ジヨードチロニン、3'-ヨードチロニン、3-ヨードチロニン又は5-ヨードチロニン
の中から選択される少なくとも１つのホルモンの使用。
【請求項２】
前記ホルモンが3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン又は3',5-ジヨードチロニ
ンの中から選択される請求項１に記載の使用。
【請求項３】
糖尿病、特に１型又は２型糖尿病の治療用である請求項１又は２に記載の使用。
【請求項４】
活性物質として、3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン、3',5-ジヨードチロニ
ン、3'-ヨードチロニン、3-ヨードチロニン又は5-ヨードチロニンの中から選択される少
なくとも１つのホルモンを、皮下又は経皮経路を介する投与に適切である医薬的に許容さ
れ得るビヒクルと組み合せて含んでなる医薬組成物。
【請求項５】
前記医薬的に許容され得るビヒクルが前記活性物質の連続放出、好ましくは定常放出を可
能にする請求項４に記載の医薬組成物。
【請求項６】
約0.01μg/kg/日～約250μg/kg/日、特に約0.01μg/kg/日～約25μg/kg/日、特に約0.1μ
g/kg/日～約15μg/kg/日の活性物質、更に特には約0.1μg/kg/日～約５μg/kg/日の活性
物質、最も特には約0.1μg/kg/日～１μg/kg/日の活性物質の放出に適切な形態である請
求項４又は５に記載の医薬組成物。
【請求項７】
投薬単位基準で、約５μg～約1.5ｇの活性物質、特に約75mg～約750mgの活性物質を含ん
でなる請求項４～６のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項８】
前記医薬的に許容され得るビヒクルが皮膚透過性の亢進に使用される化学物質、例えばア
ルコールである請求項４～７のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項９】
－　高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全、糖尿病又は関連する病状、
－　肥満、過体重又は関連する病状、高コレステロール血症、高トリグリセリド血症、異
脂肪血症、アルコール肝炎性及び非アルコール肝炎性皮脂欠乏症、アテローム性動脈硬化
症、代謝異常に伴うヘパトパシー、胆嚢疾患、皮下脂肪の沈着、特にセリュライト、又は
血管運動神経性鼻炎
の中から選択される病状の治療用を意図した薬剤の製造のための、3,5-ジヨードチロニン
、3',3-ジヨードチロニン、3',5-ジヨードチロニン、3'-ヨードチロニン、5'-ヨードチロ
ニン、3-ヨードチロニン又は5-ヨードチロニンの中から選択される少なくとも１つのホル
モンの使用であって、前記ホルモン及び前記医薬的に許容され得るビヒクルが皮下又は経
皮経路を介する投与に適切な形態にある使用。
【請求項１０】
高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全又は関連する病状の治療用である請求項９に
記載の使用。
【請求項１１】
糖尿病、特に１型又は２型糖尿病の治療用である請求項９又は１０に記載の使用。
【請求項１２】
前記医薬的に許容され得るビヒクルが前記活性物質の連続放出、好ましくは定常放出を可
能にする請求項９～１１のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１３】
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前記ホルモン及び前記医薬的に許容され得るビヒクルが、約0.01μg/kg/日～約250μg/kg
/日、特に約0.01μg/kg/日～約25μg/kg/日、特に約0.1μg/kg/日～約15μg/kg/日の活性
物質、更に特には約0.1μg/kg/日～約5μg/kg/日の活性物質、最も特には約0.1μg/kg/日
～１μg/kg/日の活性物質の放出に適切な形態にある請求項９～１２のいずれか１項に記
載の使用。
【請求項１４】
糖尿病の治療用を意図した同時、別々又は逐次使用のための組合せ品として
－　3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン、3',5-ジヨードチロニン、3'-ヨー
ドチロニン、3-ヨードチロニン又は5-ヨードチロニンの中から選択される少なくとも１つ
のホルモンと、
－　特に抗糖尿病経口薬剤から選択されるインスリンの膵臓分泌を活性化する少なくとも
１つの活性物質、又はグルコースの消化吸収の緩徐化を可能にする少なくとも１つの活性
物質とを
含んでなる製品。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ジヨードチロニンを含んでなる新規な医薬組成物及びその治療的使用に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　甲状腺ホルモンは古くから知られている。甲状腺ホルモンファミリーはT4ホルモン及び
T4の逐次モノ脱ヨード化から生じる誘導ヨードチロニンからなる。T4の脱ヨード化カスケ
ードの経路は、Hulbert A.J.(Biol. Rev.，2000)により記載されている。T4は外環5'-脱
ヨード化を経てT3を生じるか、又は内環5'-脱ヨード化を経てrT3を生じる。T3は外環5'-
脱ヨード化を経て3,5-T2を生じるか、又は内環5'-脱ヨード化を経て3,3'-T2を生じる。rT
3は外環5'-脱ヨード化を経て3,3'-T2を生じるか、又は内環5'-脱ヨード化を経て3',5'-T2
を生じる。3-T1は、3,5-T2から内環5'-脱ヨード化を経て又は3,3'-T2から外環5'-脱ヨー
ド化を経て得られる。3'-T1は、3,3'-T2から内環5'-脱ヨード化を経て又は3',5'-T2から
外環5'-脱ヨード化を経て得られる。
【０００３】
　情報として、表１に、甲状腺ホルモンファミリーの幾つかのメンバーの式を示す。
【表１－１】
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【表１－２】

【０００４】
　甲状腺ホルモン、特にT3ホルモンの公知の効果は、主に、甲状腺ホルモンの２つの核レ
セプターTRα-1及びTRβ-1(異なる効果を有すると考えられている核レセプターTRα及びT
Rβのファミリーに属する)への結合に起因する。これらレセプターは、特にヨウ素の数及
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び空間的配置(spatial arrangement)に関して、T3に高度に特異的であると考えられてい
る(Bolgerら，J. Biol. Chem.，1980；Koernerら，J. Biol. Chem.，1975；Dietrichら，
J. Med Chem.，1977)。甲状腺核レセプターの発見以来、ほとんどの科学者は、甲状腺ホ
ルモンの転写変化の効果に注目している。
【０００５】
　T3ホルモンは核レセプターに非常に効率的に結合する一方、T4ホルモンの結合は効率が
より低い。T4及びT3から誘導されるホルモンは核レセプターに結合しない(Koernerら，J.
 Biol. Chem.，1975；Lazar，Endocrine Rev.，1993；Hulbert，Bio. Rev.，2000；Oppen
heimer，Biochimie，1999；Yen，Physiol. Rev.，2001)。
【０００６】
　肥満を治療するためのT3ホルモンの使用は当業者に周知である。しかし、その使用は、
T3ホルモンの重篤な副作用、特に心臓への副作用のために、高度に制限されている。甲状
腺機能低下症の治療はT3による。T3は、直接使用され得るか、又は極僅かに活性な前駆体
であるT4ホルモンの変換によりインビボで産生され得る(Yen，Physiol. Rev.，2001)。T3
は真の活性甲状腺ホルモンとして知られている。
【０００７】
　甲状腺ホルモン、例えばT3により核レセプター経路を経て誘導される効果は、非常に低
濃度で観察される生理学的に重要な効果である。これら効果は、T3を甲状腺機能低下症を
患っていない被検体に投与したときには、しばしば有害である。これら効果は、核レセプ
ター経路に関係する「甲状腺機能亢進効果」と考えることができる。
【０００８】
　国際出願WO2005/009433及び対応する科学論文(Lanniら，The FASEB Journal，2005)は
、エネルギー代謝に対する3,5-T2の効果を開示している。より詳細には、高脂肪食餌を与
え、3,5-T2の腹膜注射で毎日処置した正常ラットは、未処置ラットより、体重増加が少な
く、脂肪沈着も少なかった。このため、3,5-T2ホルモンは肥満及び関連する病状の治療用
に提案された。
【０００９】
　肥満は、先進国及び発展途上国における公衆衛生上の主要な関心事の１つである。肥満
に関与する機序はあまり理解されていない。肥満に関与する要因は、特に栄養(alimentat
ion)(脂肪食及び甘味食)及び環境条件(身体的活動、社会環境、食物の入手容易性)である
。
【００１０】
　先行技術には、甲状腺ホルモンがインスリン及び血糖に対する効果を有し得ることは決
して開示されていない。
【００１１】
　糖尿病は高血糖により特徴付けられる慢性疾患である。
　１型糖尿病は、インスリンを分泌する膵臓β細胞の破壊により生じる。１型糖尿病の治
療は、特には、インスリンの投与である。
　２型糖尿病は、集団内で１型糖尿病より頻度が高く、一般には肥満に伴う。２型糖尿病
は、独立した２つの異常により特徴付けられる：インスリン抵抗性及び血糖に応答したイ
ンスリン産生の減少。
【００１２】
　２型糖尿病の治療は、特には、インスリンのアゴニスト薬剤又はβ細胞によるインスリ
ン分泌のアゴニストを用いることであり、糖尿病患者の血糖及び体重を減少させることで
ある。
　加えて、糖尿病、肥満及び関連する病状の治療に古典的に使用される投与態様は、活性
物質(特には甲状腺ホルモン)の肝臓によって起こり得る分解が関与し得るガレヌス製剤に
頼っている。
【００１３】
　(特に、副作用、患者の快適性(例えば使用頻度及び投与経路)に関して)より効率的でよ



(6) JP 2010-526857 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

り適切な治療が、慢性疾患、例えば糖尿病、肥満及び異脂肪血症に対して必要である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　本発明の１つの目的は、新たな治療クラスの糖尿病治療用薬剤を提供することである。
　本発明の別の目的は、糖尿病の治療用を意図した、同時、別々又は逐次の使用のための
組合せ製品を提供することである。
【００１５】
　本発明の別の目的は、活性物質として甲状腺ホルモンを含んでなる新たな医薬組成物を
提供することである。このガレヌス製剤は、先行技術で一般に使用されているものと比較
して減少した量で活性物質を使用することができるものである。
【００１６】
　本発明の別の目的は、糖尿病、肥満及び関連する病状の治療用の、活性物質として甲状
腺ホルモンを含んでなる新たな医薬組成物を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明は、3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン、3',5-ジヨードチロニン、
3'-ヨードチロニン、3-ヨードチロニン又は5-ヨードチロニンの中から選択される少なく
とも１つのホルモンの、高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全又は関連する病状の
中から選択される病状の治療用を意図した薬剤の製造のための使用に関する。
【００１８】
　本発明によれば、用語「3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン、3',5-ジヨー
ドチロニン、3'-ヨードチロニン、3-ヨードチロニン及び5-ヨードチロニン」は、それぞ
れ、3,5-T2、3',3-T2、3',5-T2、3'-T、3-T及び5-Tという。
【００１９】
　本発明者らは、3,5-T2、3',3-T2、3',5-T2、3'-T、3-T及び5-Tが血糖及びインスリンの
血漿濃度を減少させることができることを最初に示した。したがって、これら甲状腺ホル
モンは、高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全又は関連する病状の中から選択され
る病状の治療に使用することができる。
　更に、本発明者らは、3,5-T2が糖尿病被験体の血糖に対してのみ有益な効果を有し、非
糖尿病被験体の血糖に対しては有意な効果を有しないことを提案する(実施例の章を参照)
。
【００２０】
　高血糖は、１g/l(又は100mg/dl若しくは5.5mmol/l)より高い、特に1.2g/lより高い空腹
時グルコース濃度により特徴付けられる。3,5-T2、3',3-T2、3',5-T2、3'-T、3-T及び5-T
の使用により血糖を正常濃度まで減少させることが可能になる。
　表現「グルコースの正常濃度」とは、4.4mmol/l～5.5mmol/lのグルコース血漿濃度を意
味し、「異常」血中グルコースは空腹時血漿グルコース＞5.55mmol/lで定義され、糖尿病
は空腹時血漿グルコース＞6.1mmol/lで定義される(Meggsら，Diabetes，2003)。
【００２１】
　血糖は、参照としてグルコースオキシダーゼ法を使用する古典的な血液検査により評価
される(Yeni-Komshianら，Diabetes Care，2000，p171-175；Chewら，MJA，2006，p445-4
49；Wallaceら，Diabetes Care，2004，p1487-1495)。
【００２２】
　インスリン抵抗性は、８mU/l又は60pmol/lより高いインスリン血漿濃度により特徴付け
られる(Wallaceら，Diabetes Care，2004，p1487-1495)。
　インスリン抵抗性は、正常量のインスリンが脂肪、筋肉及び肝臓細胞からの正常応答を
生じるには不十分である状態、すわわちインスリンの生理学的作用に対して抵抗性である
状態である。
【００２３】
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　それは、調べた集団中、インスリン感受性の尺度(例えば、オイグリセミッククランプ
の間のインスリン刺激グルコース摂取)の最も低い四分位数又は空腹時インスリン又は恒
常性モデル評価(HOMA)インスリン抵抗性指標の最も高い四分位数として規定される(Alber
tiら，「Definition，diagnosis and classification of diabetes mellitus and its co
mplications. Part 1: Diagnosis and classification of diabetes mellitus，provisio
nal report of a WHO consultation」，Diabetic Med，1998，p539-553；Wallaceら，Dia
betes Care，2004，p1487-1495)。
【００２４】
　上記の活性物質の使用により、インスリン血漿濃度を正常濃度に減少させること、イン
スリンに対する感受性を増大させること及びグルコース及び脂質の代謝を改善させること
が可能になる。
　表現「インスリンの正常濃度」とは、５～８mU/l(36～60pmol/l)のインスリン血漿濃度
を意味する。
【００２５】
　インスリン濃度は古典的な血液検査により評価される(ヒト抗体を用いるRIAアッセイ；
Yeni-Komshianら，Diabetes Care，2000，p171-175；Chewら，MJA，2006，p445-449；Wal
laceら，Diabetes Care，2004，p1487-1495)。
　インスリンに対する感受性はHOMA(恒常性モデル評価)法により評価することができる(W
allaceら，Diabetes Care，2004，p1487-1495、1489頁の図２を参照)。
【００２６】
　驚くべきことに、上記の活性物質の使用は、膵臓β細胞の生存を改善し、よってインス
リン分泌細胞の再生を改善するようである。
　前記細胞の再生は、インスリン濃度の測定(ヒト抗体を用いるRIAアッセイ；Yeni-Komsh
ianら，Diabetes Care，2000，p171-175；Chewら，MJA，2006，p445-449；Wallaceら，Di
abetes Care，2004，p1487-1495)により評価する。
　ZDFラットで得られた結果は、3,5-T2での処置がグルコース濃度の減少及び血漿インス
リン濃度の増加を誘導したことを示している。
【００２７】
　２型糖尿病の遺伝モデルであるGoto-Kakizaki(GK)ラットには、胎齢の早期にβ細胞量(
cell mass)の制限が存在し、これは成体動物で維持される。β細胞量の制限は、このモデ
ルで明白な糖尿病を導くシーケンスにおける重大な事象と考えられている。GKモデルでは
、β細胞の再生は、非糖尿病Wistarラットと比較して、より低い効率で起こる。GKラット
におけるこの欠損は、変化したβ細胞新生能力に寄与する遺伝的素因及び成体動物に特異
的な減少したβ細胞増殖能を導く環境因子(例えば慢性高血糖)の両方の結果である。これ
ら結果は、Movassatら，Diabetologia，1997，p916-925及びPlachotら，Histochem Cell 
Biol.，2001，p131-139に記載されている(共に、その内容の全体が参照により本明細書中
に組み込まれる)。
【００２８】
　慢性高血糖が膵臓β細胞の破壊、したがってインスリン分泌の減少を誘導したと仮定す
れば、回復された正常インスリン濃度はβ細胞が再生されることを意味し得る。
　β細胞の機能的な量は、HOMA法によるインスリン分泌レベルに相関付けることができる
。動物モデルでは、当業者は膵臓量(pancreas mass)の直接評価を考えることができる。
【００２９】
　本発明は、特に、前記ホルモンが3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン又は3
',5-ジヨードチロニンの中から選択される上記の使用に関する。
　本発明は、更に、糖尿病の治療、特に１型又は２型糖尿病の治療のための上記の使用に
関する。
【００３０】
　上記のホルモンが古典的な投薬及び先行技術で古典的に使用されるガレヌス製剤で投与
される場合、治療される病状としては、
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－　過体重に関連する前病的及び病的状態、肥満、アルコール及び非アルコール肝炎性皮
脂欠乏症、異脂肪血症(高コレステロール血症及び高トリグリセリド血症を含む)、アテロ
ーム性動脈硬化症、代謝異常に関連するヘパトパシー、糖尿病被験体における変化した脂
質代謝、胆嚢疾患、皮下脂肪の沈着(セリュライトを含む)、血管運動神経性鼻炎(アレル
ギー性のものを含む)
【００３１】
－　皮膚疾患(線条、セリュライト、粗い皮膚、光線性皮膚損傷、本来的に老化した皮膚
、光損傷皮膚、扁平苔癬、魚鱗癬、アクネ、乾癬、皺の多い皮膚、Dernier病、湿疹、ア
トピー性皮膚炎、脂漏性皮膚炎強皮症、コラーゲン欠損皮膚、グルココルチコイド誘導萎
縮症、塩素ざ瘡、粃糠疹、皮脂性上皮目詰まり(clogging of sebaceous epithelium)、角
質化の乱れ、しゅさ性ざ瘡、キサントーマ、乾燥落屑性皮膚炎、脱毛症、紅斑、老人性湿
疹、毛孔角化症、急性脂漏症、皮膚瘢痕、美容外科手術前の保護的処置
が含まれない。
【００３２】
　本発明はまた、活性物質として、3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン、3',
5-ジヨードチロニン、3'-ヨードチロニン、3-ヨードチロニン又は5-ヨードチロニンの中
から選択される少なくとも１つのホルモンを、皮下又は経皮経路を介する投与に適切であ
る医薬的に許容され得るビヒクルと組み合せて含んでなる医薬組成物に関する。
【００３３】
　表現「医薬的に許容され得るビヒクル」とは、医薬組成物を製造するために製薬産業で
通常用いられている、医薬的に許容され得る固体又は液体の、希釈剤又はカプセル化剤、
充填剤又はキャリア剤を意味する。
【００３４】
　皮下経路では、薬剤は、皮膚直下の脂肪組織中に直接注射することができるか、又は薬
剤は、皮膚の下に挿入されるカプセル中に含ませることができる。
　経皮経路では、薬剤は注射することなく血流まで皮膚を通過する。詳細には、薬剤は、
皮膚に適用されるパッチ中に含まれる。パッチ製剤に関しては、薬剤は、皮膚透過性を亢
進させる化学物質(例えばアルコール)と混合させることができる。
　剤形としては、即時放出、延長放出、パルス放出、可変放出、制御放出、時限放出、持
続放出、遅延放出、長期作用及びそれらの組合せが挙げられる。
【００３５】
　本発明の有利な実施形態において、本医薬組成物は(特にパッチによる)経皮用に適切で
ある。
　有利な実施形態において、本医薬組成物の投与は、薬剤が(このホルモンの重要な分解
をもたらす)肝臓を通過することを部分的に回避する。
　本発明の別の有利な実施形態において、本医薬組成物は(特に皮膚の直下に注入される
カプセルによる)皮下投与用に適切である。
【００３６】
　本発明の別の有利な実施形態において、本医薬組成物は、全ての病状、特に
－　高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全、糖尿病又は関連する病状、
－　肥満、過体重又は関連する病状、高コレステロール血症、高トリグリセリド血症、異
脂肪血症、アルコール肝炎性及び非アルコール肝炎性皮脂欠乏症、アテローム性動脈硬化
症、代謝異常に関連するヘパトパシー、胆嚢疾患、皮下脂肪の沈着、特にセリュライト、
又は血管運動神経性鼻炎
の中から選択される病状の治療に適切である。
【００３７】
　本発明は、更に、前記医薬的に許容され得るビヒクルが前記活性物質の連続放出、好ま
しくは定常放出を可能にする上記の医薬組成物に関する。
【００３８】
　活性物質の連続放出、好ましくは定常放出により、
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－　代謝障害に対する、別の投与態様を介して得られる結果と比較して増加した効果、又
は、
－　以前にはポジティブな結果がみられなかった動物モデルの代謝障害に対して新たに観
察される効果
を得ることが可能になる。
【００３９】
　表現「連続放出」とは、少なくとも24時間、好ましくは少なくとも１ヶ月、最も好まし
くは少なくとも２ヶ月、特に３ヶ月にわたる薬剤の連続放出を意味する。
　表現「定常放出」とは、放出される薬剤の量/時間単位が本質的に一定であり、少なく
とも24時間、好ましくは少なくとも１ヶ月、最も好ましくは少なくとも２ヶ月、特に３ヶ
月にわたる薬剤の連続放出を意味する。
　連続及び定常放出は、例えば、パッチ又は皮膚の下に注入されるカプセルを用いること
によって達成される。
【００４０】
　本発明の有利な実施形態において、本医薬組成物は、全ての病状、特に
－　高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全、糖尿病又は関連する病状、
－　肥満、過体重又は関連する病状、高コレステロール血症、高トリグリセリド血症、異
脂肪血症、アルコール肝炎性及び非アルコール肝炎性皮脂欠乏症、アテローム性動脈硬化
症、代謝異常に関連するヘパトパシー、胆嚢疾患、皮下脂肪の沈着、特にセリュライト、
又は血管運動神経性鼻炎
の中から選択される病状の治療に適切である。
【００４１】
　本発明は、特に、約0.01μg/kg/日～約250μg/kg/日、特に約0.01μg/kg/日～約25μg/
kg/日、特に約0.1μg/kg/日～約15μg/kg/日の活性物質、更に特には約0.1μg/kg/日～約
５μg/kg/日の活性物質、最も特には約0.1μg/kg/日～１μg/kg/日の活性物質の放出に適
切な形態である上記の医薬組成物に関する。
　活性物質の投薬量は投与経路に特に依存し、これは、当業者によって容易に決定される
。
【００４２】
　本発明の有利な実施形態において、本医薬組成物は、全ての病状、特に
－　高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全、糖尿病又は関連する病状、
－　肥満、過体重又は関連する病状、高コレステロール血症、高トリグリセリド血症、異
脂肪血症、アルコール肝炎性及び非アルコール肝炎性皮脂欠乏症、アテローム性動脈硬化
症、代謝異常に関連するヘパトパシー、胆嚢疾患、皮下脂肪の沈着、特にセリュライト、
又は血管運動神経性鼻炎
の中から選択される病状の治療に適切である。
【００４３】
　本発明は、更に、期間の満了時に放出されるべき活性物質を、投薬単位基準で、(70kg
のヒトについて上記値の範囲(μg/kg/日又はmg/kg/日)に対応する)約５μg～約1.5ｇ、特
に約75mg～約750mg含んでなる上記の医薬組成物に関する。
【００４４】
　例として、70kgのヒトの治療には、投薬量は
－　８日の処置を達成するためには、約５μg～約150mg、特に約５μg～約15mg、特に約5
0μg～約10mg、特に約50μg～約３mg、最も特には約50μg～約500μgの活性物質、
－　30日の処置を達成するためには、約20μg～約500mg、特に約20μg～約50mg、特に約2
00μg～約30mg、特に約200μg～約10mg、最も特には約200μg～約２mgの活性物質、
－　90日の処置を達成するためには、約60μg～約1.5g、特に約60μg～約150mg、特に約6
00μg～約100mg、特に約600μg～約30mg、最も特には約600μg～約６mgの活性物質
である。
【００４５】
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　表現「投薬単位」とは、１薬剤単位中に含まれる活性物質の量を意味する。
　本医薬組成物の投与経路及び製剤に依存して、投薬単位中に含まれる活性物質は、迅速
に又は或る期間にわたって連続的に放出され得る。本医薬組成物はまた徐放薬剤であり得
る。
【００４６】
　本発明の医薬組成物は、部分用量(partial dose)又は１用量で24時間の間に１回又はそ
れより多い回数投与され得る。分割投薬、２回又はその他の複数回投薬は、同時に又は24
時間の間で異なる時間に行い得る。
　有利な実施形態において、本発明の医薬組成物は、少なくとも24時間、好ましくは少な
くとも１週間、より好ましくは少なくとも１ヶ月間、最も好ましくは少なくとも２ヶ月間
、特に少なくとも３ヶ月間の間の連続放出を可能にする独特な用量で投与される。
【００４７】
　本発明の別の有利な実施形態において、本医薬組成物は、全ての病状、特に
－　高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全、糖尿病又は関連する病状、
－　肥満、過体重又は関連する病状、高コレステロール血症、高トリグリセリド血症、異
脂肪血症、アルコール肝炎性及び非アルコール肝炎性皮脂欠乏症、アテローム性動脈硬化
症、代謝異常に関連するヘパトパシー、胆嚢疾患、皮下脂肪の沈着、特にセリュライト、
又は血管運動神経性鼻炎
の中から選択される病状の治療に適切である。
【００４８】
　本発明は、更に、前記医薬的に許容され得るビヒクルが皮膚透過性の亢進に使用される
化学物質(例えばアルコール)である上記の医薬組成物に関する。
　活性物質の連続及び/又は定常放出を可能にする手段は、パッチ又は皮膚の下に注入さ
れるカプセルの中から選択される。
【００４９】
　本発明はまた、3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン、3',5-ジヨードチロニ
ン、3'-ヨードチロニン、5'-ヨードチロニン、3-ヨードチロニン又は5-ヨードチロニンの
中から選択される少なくとも１つのホルモンの、
－　高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全、糖尿病又は関連する病状、
－　肥満、過体重又は関連する病状、高コレステロール血症、高トリグリセリド血症、異
脂肪血症、アルコール肝炎性及び非アルコール肝炎性皮脂欠乏症、アテローム性動脈硬化
症、代謝異常に関連するヘパトパシー、胆嚢疾患、皮下脂肪の沈着、特にセリュライト、
又は血管運動神経性鼻炎
の中から選択される病状の治療用を意図した薬剤の製造のための使用であって、
－　前記ホルモン及び前記医薬的に許容され得るビヒクルは皮下又は経皮経路を介する投
与に適切な形態にある、使用に関する。
【００５０】
　本発明は、更に特には、高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全又は関連する病状
の治療のための上記の使用に関し、前記ホルモン及び前記医薬的に許容され得るビヒクル
は皮下又は経皮経路を介する投与に適切な形態にある。
　有利な実施形態において、本発明は、糖尿病の治療、特に１型又は２型糖尿病の治療の
ための上記の使用に関し、前記ホルモン及び前記医薬的に許容され得るビヒクルは皮下又
は経皮経路を介する投与に適切な形態にある。
【００５１】
　本発明は、更に特には、
－　高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全、糖尿病又は関連する病状、
－　肥満、過体重又は関連する病状、高コレステロール血症、高トリグリセリド血症、異
脂肪血症、アルコール肝炎性及び非アルコール肝炎性皮脂欠乏症、アテローム性動脈硬化
症、代謝異常に関連するヘパトパシー、胆嚢疾患、皮下脂肪の沈着、特にセリュライト、
又は血管運動神経性鼻炎
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の中から選択される病状の治療のための上記の使用に関し、
ここで、前記医薬的に許容され得るビヒクルは前記活性物質の連続放出、好ましくは定常
放出を可能にする。
【００５２】
　本発明はまた、更に特には、
－　高血糖、インスリン抵抗性、β膵臓細胞不全、糖尿病又は関連する病状、
－　肥満、過体重又は関連する病状、高コレステロール血症、高トリグリセリド血症、異
脂肪血症、アルコール肝炎性及び非アルコール肝炎性皮脂欠乏症、アテローム性動脈硬化
症、代謝異常に関連するヘパトパシー、胆嚢疾患、皮下脂肪の沈着、特にセリュライト、
又は血管運動神経性鼻炎、
の中から選択される病状の治療のための上記使用に関し、
ここで、前記ホルモン及び前記医薬的に許容され得るビヒクルは、約0.01μg/kg/日～約2
50μg/kg/日、特に約0.01μg/kg/日～約25μg/kg/日、特に約0.1μg/kg/日～約15μg/kg/
日の活性物質、更に特には約0.1μg/kg/日～約5μg/kg/日の活性物質、最も特には約0.1
μg/kg/日～１μg/kg/日の活性物質の放出に適切な形態である。
【００５３】
　本発明はまた、糖尿病の治療用を意図した同時、別々又は逐次の使用のための組合せ製
品として、
－　3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン、3',5-ジヨードチロニン、3'-ヨー
ドチロニン、3-ヨードチロニン又は5-ヨードチロニンの中から選択される少なくとも１つ
のホルモンと、
－　(特に抗糖尿病性経口薬剤の中から選択される)インスリンの膵臓分泌を活性化する少
なくとも１つの活性物質、又はグルコースの消化吸収の緩徐化を可能にする少なくとも１
つの活性物質と
を含んでなる製品に関する。
【００５４】
　本発明はまた、3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン、3',5-ジヨードチロニ
ン、3'-ヨードチロニン、3-ヨードチロニン又は5-ヨードチロニンの中から選択される少
なくとも１つのホルモンを含んでなる栄養補助物質又は食品組成物に関する。
【００５５】
　本発明はまた、特に：
3,5-ジヨードチロニン、3',3-ジヨードチロニン、3',5-ジヨードチロニン、3'-ヨードチ
ロニン、3-ヨードチロニン又は5-ヨードチロニンの中から選択される少なくとも１つのホ
ルモンを含んでなる栄養補助物質又は食品組成物の投与により、
－　通常の食餌で飼育した動物の脂肪組織の重量と比較して、動物の脂肪組織の重量を低
下させ、
－　通常の食餌で飼育した動物の赤身(lean tissue)の重量と比較して、赤身の重量を維
持又は増加させることによって、
脂肪組織の重量と赤身の重量との比を制御することにより哺乳動物及び鳥類の肉質、特に
豚肉及び牛肉の質を改善する方法に関する。
【図面の簡単な説明】
【００５６】
【図１】図面図1A、1B及び1C　高投薬量の3,5-T2(25μg/100g体重(BW))、低投薬量の3,5-
T2(2.5μg/100g BW)又は高投薬量の3,3'-T2(25μg/100g BW)で処置したWistarラットの成
長速度。　図1A、1B及び1Cは、20又は35日間の時間(日)に対するラットの重量(グラム)を
表す。甲状腺ホルモンで処置したラットの重量は白抜き四角の曲線で示し、プラシーボで
処置したラットの重量は、黒塗り四角(図1A)又は黒塗り菱形(図1B及び1C)で表す。　図1A
：ラットを高投薬量の3,5-T2で処置した。　図1B：ラットを低投薬量の3,5-T2で処理した
。　図1C：ラットを高投薬量の3,3'-T2で処理した。
【図２】図2A、2B及び2C　高投薬量の3,5-T2(25μg/100g BW)、低投薬量の3,5-T2(2.5μg
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/100g BW)又は高投薬量の3,3'-T2(25μg/100g BW)で処置したWistarラットの食物摂取。
　図2A、2B及び2Cは、21、24又は32日間の時間(日)に対するラットの食物摂取(グラム/日
)を表す。甲状腺ホルモンで処置したラットの食物摂取は、白抜き四角の曲線で示し、プ
ラシーボで処置したラットの食物摂取は黒塗り菱形で表す。　図2A：ラットを高投薬量の
3,5-T2で処理した。　図2B：ラットを低投薬量の3,5-T2で処理した。　図2C：ラットを高
投薬量の3,3'-T2で処理した。
【図３】図3A及び3B　低投薬量の3,5-T2(2.5μg/100g BW)又は高投薬量の3,3'-T2(25μg/
100g BW)で処置したWistarラットのエネルギー消費。　図3A及び3Bは、時間(分)に対する
ラットのエネルギー消費(EE)(Kcal/日/kg0.75)を表す。甲状腺ホルモンで処置したラット
のエネルギー消費は、白抜き丸(図3A)又は白抜き菱形(図3B)の曲線で示し、プラシーボで
処置したラットのエネルギー消費は黒塗り丸で表す。　水平な黒線はラットが暗所に居た
期間を示す。　図3A：ラットを低投薬量の3,5-T2で処理した。　図3B：ラットを高投薬量
の3,3'-T2で処理した。
【図４】図4A及び4B　低投薬量の3,5-T2(2.5μg/100g BW)又は高投薬量の3,3'-T2(25μg/
100g BW)で処置したWistarラットの呼吸商(RQ)。　図4A及び4Bは時間(分)に対するラット
の呼吸商を表す。甲状腺ホルモンで処置したラットの呼吸商は白抜き丸(図4A)又は白抜き
菱形(図4B)の曲線で示し、プラシーボで処置したラットの呼吸商は黒塗り丸で表す。　水
平な黒線はラットが暗所に居た期間を示す。　図4A：ラットを低投薬量の3,5-T2で処理し
た。　図4B：ラットを高投薬量の3,3'-T2で処理した。
【図５】図5A、5B及び5C　高投薬量の3,5-T2(25μg/100g BW)で処置したWistarラットの
脂肪組織、骨格筋及び褐色脂肪組織の重量。　甲状腺ホルモンで処置したラットの結果は
白で示し、プラシーボで処置したラットの結果は黒で示す。左の柱は重量(グラム)を示し
、右の柱は相対重量(g/100g体重)を示す。　アスタリスクはｐ値＜0.01に対応する。　図
5A：上パネルは、異なる脂肪組織(腹膜後脂肪、精巣上体脂肪、腸間膜脂肪及び皮下脂肪)
の重量(g)を示し、下パネルはこれら脂肪組織の相対重量(g/100g BW)を示す。　図5B：左
パネルは骨格筋(ヒラメ筋及び足底筋)の重量(mg)を示し、右パネルはこれら筋肉の相対重
量(mg/100g BW)を示す。　図5C：左パネルは肩甲骨間の褐色脂肪組織の重量(ｇ)を示し、
右パネルはこの組織の相対重量(g/100g BW)を示す。
【図６】図6A、6B及び6C　低投薬量の3,5-T2(2.5μg/100g BW)で処置したWistarラットの
脂肪組織、骨格筋及び褐色脂肪組織の重量。　甲状腺ホルモンで処置したラットの結果は
白で示し、プラシーボで処置したラットの結果は黒で示す。左の柱は重量(グラム)を示し
、右の柱は相対重量(g/100g体重)を示す。　アスタリスクはｐ値＜0.01に対応する。　図
6A：上パネルは、異なる脂肪組織(腹膜後脂肪、精巣上体脂肪、腸間膜脂肪及び皮下脂肪)
の重量(g)を示し、下パネルはこれら脂肪組織の相対重量(g/100g BW)を示す。　図6B：左
パネルは骨格筋(ヒラメ筋及び足底筋)の重量(ｇ)を示し、右パネルはこれら筋肉の相対重
量(mg/100g BW)を示す。　図6C：左パネルは肩甲骨間の褐色脂肪組織の重量(ｇ)を示し、
右パネルはこの組織の相対重量(g/100g BW)を示す。
【図７】図7A、7B、7C及び7D　高投薬量の3,3'-T2(25μg/100g BW)で処置したWistarラッ
トの脂肪組織、骨格筋及び褐色脂肪組織の重量。　甲状腺ホルモンで処置したラットの結
果は白で示し、プラシーボで処置したラットの結果は黒で示す。左の柱は重量(グラム)を
示し、右の柱は相対重量(g/100g体重)を示す。　アスタリスクはｐ値＜0.01に対応する。
　図7A：上パネルは、異なる脂肪組織(腹膜後脂肪、精巣上体脂肪、腸間膜脂肪及び皮下
脂肪)の重量(g)を示し、下パネルはこれら脂肪組織の相対重量(g/100g BW)を示す。　図7
B：左パネルは骨格筋(ヒラメ筋及び足底筋)の重量(ｇ)を示し、右パネルはこれら筋肉の
相対重量(mg/100g BW)を示す。　図7C：左パネルは肩甲骨間の褐色脂肪組織の重量(ｇ)を
示し、右パネルはこの組織の相対重量(g/100g BW)を示す。
【図８】図8A、8B及び8C　高投薬量の3,5-T2(25μg/100g BW)で処置したZuckerラットの
体重及び食物摂取。　図8A及び8Bはそれぞれ、30日間の時間(日)に対するラットの体重(
グラム)及び食物摂取(グラム/日)を表す。　甲状腺ホルモンで処置したラットの体重及び
食物摂取は白抜き四角の曲線で示し、プラシーボで処置したラットの体重及び食物摂取は



(13) JP 2010-526857 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

黒塗り菱形で表す。　図8Cは２匹のZuckerラットの写真である。　図8A：体重(g)。　図8
B：食物摂取(g/日)。　図8C：写真の上のラットはプラシーボで処置し、写真の下のラッ
トは高投薬量3,5-T2で処置している。
【図９】図9A、9B及び9C　高投薬量の3,5-T2(25μg/100g BW)で処置したWistarラットの
脂肪組織、骨格筋及び褐色脂肪組織の重量。　甲状腺ホルモンで処置したラットの結果は
白で示し、プラシーボで処置したラットの結果は黒で示す。左の柱は重量(グラム)を示し
、右の柱は相対重量(g/100g体重)を示す。　アスタリスクはｐ値＜0.01に対応する。　図
9A：上パネルは、異なる脂肪組織(腹膜後脂肪、精巣上体脂肪、腸間膜脂肪及び皮下脂肪)
の重量(g)を示し、下パネルはこれら脂肪組織の相対重量(g/100g BW)を示す。　図9B：左
パネルは骨格筋(ヒラメ筋及び足底筋)の重量(ｇ)を示し、右パネルはこれら筋肉の相対重
量(mg/100g BW)を示す。　図9C：左パネルは肩甲骨間の褐色脂肪組織の重量(ｇ)を示し、
右パネルはこの組織の相対重量(g/100g BW)を示す。
【図１０】図10A、10B、10C及び10D　高投薬量の3,5-T2(25μg/100g BW)で処置したZucke
r糖尿病高脂肪(ZDF)ラットにおける体重、脂肪組織の重量及び赤身の重量並びに中核体温
(core temperature)。　図10Aは30日間の時間(日)に対するラットの体重(グラム)を表す
。　甲状腺ホルモンで処置したラットの体重は黒塗り四角の曲線で示し、プラシーボで処
置したラットの体重は白抜き四角で表す。　図10B及び10Cはそれぞれ、高投薬量の3,5-T2
又はプラシーボで４週間処置したラットの脂肪組織の重量及び赤身の重量を表す。　基本
値を白で示し、４週間後に測定した値を黒で示す。　図10Dは、高投薬量の3,5-T2で処置
したラットの、15日間の異なる日に測定した中核体温(℃)を表す。　甲状腺ホルモンで処
置したラットの中核体温は黒で示し、プラシーボで処置したラットの中核体温は白で示す
。　図10A：体重(g)。　図10B：脂肪組織の重量(g)。　図10C：赤身の重量(g)。　図10D
：中核体温(℃)。
【図１１】図11A、11B、11C及び11D　高投薬量の3,5-T2(25μg/100g BW)で処置したZucke
r糖尿病高脂肪(ZDF)ラットにおける血中グルコース濃度、HbA1cパーセント、インスリン
並びにコレステロール及びトリグリセリドの血漿濃度。　アスタリスクはｐ値＜0.01を表
し、３つのアスタリスクはｐ値＜0.001を表す。　図11Aは、高投薬量の3,5-T2で４週間処
置したラットにおける血漿グルコース濃度(mmol/l)を表す。　甲状腺ホルモンで処置した
ラットの結果は黒で示し、プラシーボで処置したラットの結果は白で示す。　図11B  高
投薬量の3,5-T2で４週間処置したラットにおけるHbA1cパーセントの変動　処置前に測定
したHbA1cパーセントは白で示し、４週間の処置後に測定したHbA1cパーセントは黒で示す
。　図11Cは、高投薬量の3,5-T2で処置したラットにおけるインスリンの血漿濃度(pmol/l
)を表す。　図11Dは、高投薬量の3,5-T2で処置したラットにおけるコレステロール及びト
リグリセリドの血漿濃度(g/l)を表す。　甲状腺ホルモンで処置したラットの結果は黒で
示し、プラシーボで処置したラットの結果は白で示す(図11C及び11D)。　図11A：グルコ
ース(mmol/l)。　図11B：HbA1c(％)。　図11C：インスリン(pmol/l)。　図11D：コレステ
ロール(g/l)及びトリグリセリド(g/l)。
【図１２－１】図12A、12B、12C、12D、12E及び12F　高投薬量(25μg/100g BW)又は低投
薬量(2.5μg/100g BW)の甲状腺ホルモンで処置したWistarラットの肝臓ミトコンドリア酸
素消費の速度(JO2 (nmol O2/分/mgタンパク質))。　全ての測定は、以下の種々の物質と
インキュベートしたミトコンドリア(1.0mgミトコンドリアタンパク質/ml)を用いて行った
：－　GM：グルタメート/マレート(５mM/2.5mM)－　SR：スクシネート/ロテノン(５mM/５
μM)、－　GMS：グルタメート/マレート/スクシネート(５mM/2.5mM/５mM)、－　Palm：パ
ルミトイルカルニチン(55μM)、－　Octa：オクタノイルカルニチン(100μM)、－　TMPD/
AsC：TMPD/アスコルベート(0.5mM/0.5mM)、及び－　TMPD/AsC/DNP：TMPD/アスコルベート
/DNP(0.5mM/0.5mM/75μM)。　JO2は、基質の存在下、１mM ADP(アデノシン二リン酸)の添
加後に記録した(状態３)。　オリゴマイシンをミトコンドリアの懸濁物に加えて非リン酸
化呼吸数を決定した(状態４)。　甲状腺ホルモンで処置したラットの酸素消費は白で示し
、プラシーボで処置したラットの酸素消費は黒で示す。　アスタリスクはｐ値＜0.01に対
応する。　図12A：高投薬量の3,5-T2で処置したラットを用いて状態３で得られた結果。
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　図12B：高投薬量の3,5-T2で処置したラットを用いて状態４で得られた結果。　図12C：
低投薬量の3,5-T2で処置したラットを用いて状態３で得られた結果。
【図１２－２】図12D：低投薬量の3,5-T2で処置したラットを用いて状態４で得られた結
果。　図12E：高投薬量の3,3'-T2で処置したラットを用いて状態３で得られた結果。　図
12F：高投薬量の3,3'-T2で処置したラットを用いて状態４で得られた結果。
【図１３】図13A、13B及び13C　高投薬量(25μg/100g BW)若しくは低投薬量(2.5μg/100g
 BW)の3,5-T2又は高投薬量(25μg/100g BW)の3,3'-T2で処置したWistarラットの筋肉ミト
コンドリア酸素消費の速度(JO2 (nmol O2/分/mgタンパク質)。　全ての測定は、以下の種
々の物質とインキュベートしたミトコンドリア(0.2mgミトコンドリアタンパク質/ml)を用
いて行った：－　GM：グルタメート/マレート(５mM/2.5mM)－　SR：スクシネート/ロテノ
ン(５mM/５μM)、－　GMS：グルタメート/マレート/スクシネート(５mM/2.5mM/５mM)、－
　Palm：パルミトイルカルニチン(55μM)、－　Octa：オクタノイルカルニチン(100μM)
、－　TMPD/AsC：TMPD/アスコルベート(0.5mM/0.5mM)、及び－　TMPD/AsC/DNP：TMPD/ア
スコルベート/DNP(0.5mM/0.5mM/75μM)。　JO2は、基質の存在下、１mM ADPの添加後に記
録した(状態３)。　オリゴマイシンをミトコンドリアの懸濁物に加えて非リン酸化呼吸数
を決定した(状態４)。　甲状腺ホルモンで処置したラットの酸素消費は白で示し、プラシ
ーボで処置したラットの酸素消費は黒で示す。　アスタリスクはｐ値＜0.01に対応する。
　図13A：高投薬量の3,5-T2で処置したラットを用いて状態３で得られた結果。　図13B：
低投薬量の3,5-T2で処置したラットを用いて状態３で得られた結果。　図13C：高投薬量
の3,3'-T2で処置したラットを用いて状態３で得られた結果。
【図１４】図14A、14B及び14C　高投薬量(25μg/100g BW)若しくは低投薬量(2.5μg/100g
 BW)の3,5-T2又は高投薬量(25μg/100g BW)の3,3'-T2で処置したWistarラットの筋肉ミト
コンドリア酸素消費の速度(JO2 (nmol O2/分/mgタンパク質))。　全ての測定は、以下の
種々の物質とインキュベートしたミトコンドリア(0.2mgミトコンドリアタンパク質/ml)を
用いて行った：－　GM：グルタメート/マレート(５mM/2.5mM)－　SR：スクシネート/ロテ
ノン(５mM/５μM)、－　GMS：グルタメート/マレート/スクシネート(５mM/2.5mM/５mM)、
－　Palm：パルミトイルカルニチン(55μM)、及び－　Octa：オクタノイルカルニチン(10
0μM)。　JO2は、基質の存在下、１mM ADPの添加後に記録した(状態３)。　オリゴマイシ
ンをミトコンドリアの懸濁物に加えて非リン酸化呼吸数を決定した(状態４)。　甲状腺ホ
ルモンで処置したラットの酸素消費は白で示し、プラシーボで処置したラットの酸素消費
は黒で示す。　アスタリスクはｐ値＜0.01に対応する。　図14A：高投薬量の3,5-T2で処
置したラットを用いて状態４で得られた結果。　図14B：低投薬量の3,5-T2で処置したラ
ットを用いて状態４で得られた結果。　図14C：高投薬量の3,3'-T2で処置したラットを用
いて状態４で得られた結果。
【図１５】図15A及び15B　甲状腺ホルモンで処置したWistar、Zucker及びZucker糖尿病高
脂肪(ZDF)ラットにおけるグルコースの血漿濃度(mmol/l)。　これら測定は、犠牲の当日
にラットの静脈血について行った。　アスタリスクはｐ値＜0.01(対Wistar及びZuckerプ
ラシーボ)に対応し、シャープ記号はｐ値＜0.01(対ZDFプラシーボ)に対応する。　図15A
：低投薬量の3,5-T2(2.5μg/100g BW)又は3,3'-T2で処置したWistarラットにおけるグル
コース(mmol/l)。　図15B：3,5-T2(25μg/100g BW)で処置したZuckerラット及びZDFラッ
トにおけるグルコース(mmol/l)。
【図１６】図16A及び16B　甲状腺ホルモンで処置したWistar、Zucker及びZucker糖尿病高
脂肪(ZDF)ラットにおけるトリグリセリドの血漿濃度(g/l)。これら測定は、犠牲の当日(2
1日目)にラットの静脈血について行った。アスタリスクはｐ値＜0.01(対Wistar及びZucke
rプラシーボ)に対応し、シャープ記号はｐ値＜0.01(対ZDFプラシーボ)に対応する。図16A
：低投薬量の3,5-T2(2.5μg/100g BW)又は3,3'-T2で処置したWistarラットにおけるトリ
グリセリド(TG)(g/l)。図16B：3,5-T2(25μg/100g BW)で処置したZuckerラット及びZDFラ
ットにおけるトリグリセリド(TG)(g/l)。
【図１７】図17A及び17B　甲状腺ホルモンで処置したWistar、Zucker及びZucker糖尿病高
脂肪(ZDF)ラットにおけるコレステロールの血漿濃度(g/l)。　これら測定は、犠牲の当日



(15) JP 2010-526857 A 2010.8.5

10

20

30

40

50

にラットの静脈血について行った。　アスタリスクはｐ値＜0.01(対Wistar及びZuckerプ
ラシーボ)に対応し、シャープ記号はｐ値＜0.01(対ZDFプラシーボ)に対応する。　図17A
：低投薬量の3,5-T2(2.5μg/100g BW)又は3,3'-T2で処置したWistarラットにおけるコレ
ステロール(g/l)。　図17B：3,5-T2(25μg/100g BW)で処置したZuckerラット及びZucker
糖尿病高脂肪ラットにおけるコレステロール(g/l)。
【図１８】図18A及び18B　甲状腺ホルモンで処置したWistar、Zucker及びZucker糖尿病高
脂肪(ZDF)ラットにおけるFFA(遊離脂肪酸)の血漿濃度(μmol/l)。　これら測定は、犠牲
の当日にラットの静脈血について行った。　アスタリスクはｐ値＜0.01(対Wistar及びZuc
kerプラシーボ)に対応し、シャープ記号はｐ値＜0.01(対ZDFプラシーボ)に対応する。　
図18A：低投薬量の3,5-T2(2.5μg/100g BW)又は3,3'-T2で処置したWistarラットにおける
FFA(μmol/l)。　図18B：3,5-T2 25μg/100g BW)で処置したZuckerラット及びZDFラット
におけるFFA(μmol/l)。
【図１９】図19A及び19B　甲状腺ホルモンで処置したWistar、Zucker及びZucker糖尿病高
脂肪(ZDF)ラットにおけるHDL(高比重リポタンパク質)の血漿濃度(mmol/l)。　これら測定
は、犠牲の当日にラットの静脈血について行った。　アスタリスクはｐ値＜0.01(対Wista
r及びZuckerプラシーボ)に対応し、シャープ記号はｐ値＜0.01(対ZDFプラシーボ)に対応
する。　図19A：低投薬量の3,5-T2(2.5μg/100g BW)又は3,3'-T2で処置したWistarラット
におけるHDL(g/l)。　図19B：3,5-T2(25μg/100g BW)で処置したZuckerラット及びZDFラ
ットにおけるHDL(g/l)。
【図２０－１】図20A、20B、20C及び20D　皮下で施行した３週間の連続処置(250μg/kg)
後に単離したWistarラットの肝臓ミトコンドリアにおいて調べた酸化的リン酸化効率に対
する3,5-T2の効果。　図20A、20B、20C及び20Dは、肝臓ミトコンドリア酸素消費の関数と
して、ATP合成(nmol/分/g prot)と肝臓ミトコンドリア酸素消費(nmol/分/g prot)との比(
P/O)を表す。　3,5-T2で処置したラットのP/O値は白抜き四角の曲線で示し、プラシーボ
で処置したラットのP/O値は黒塗り四角(図20A、20C及び20D)又は黒塗り菱形(図20B)で表
す。　全ての測定は、下記の種々の基質とインキュベートしたミトコンドリア(1.0mgミト
コンドリアタンパク質/ml)を用いて行った：－　GM：グルタメート/マレート(５mM/2.5mM
)－　Palm：パルミトイルカルニチン(55μM)－　Octa：オクタノイルカルニチン(100μM)
及び－　Succ＋Rot：スクシネート/ロテノン(５mM/５μM)。　図20A：GM基質とのインキ
ュベーション後に得られたP/O。　図20B：Palm基質とのインキュベーション後に得られた
P/O。
【図２０－２】図20C：Octa基質とのインキュベーション後に得られたP/O。　図20D：Suc
c＋Rot基質とのインキュベーション後に得られたP/O。
【実施例】
【００５７】
実施例
実施例１：肥満及び異脂肪血症の治療のための3,5-T2ホルモンの使用
１．材料及び方法
動物の取り扱い
　Laboratory of Fundamental and Applied Bioenergeticsの動物室施設で飼育した成体
雄性ラット(Wistar系統)又はCharles-River Laboratories，Domaine des oncins，L'ARBR
ESLE Franceから購入した成体雄性ラット[(遺伝的に肥満の正常血糖(Zucker又はFa/Fa)又
は糖尿病(ZDF)]を個々にステンレススチール製吊り下げケージに入れ、22℃、50±10％相
対湿度にて12時間：12時間の明：暗環境で維持した。全ての動物を、標準ラット固形飼料
(Safe A04，Villemoisson，France)及び水道水を自由摂取させて飼育した。ボディマス(b
ody mass)及び食物摂取を１週間に２/３回記録し、動物の摂食行動の妨害を最小限にする
ために、同時に新鮮な食物を提供した。
【００５８】
ペレット埋め込み
　ジアゼパム４mg/kg及びケタミン100mg/kgの同時腹腔内注射により８週齢ラット(300g±
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10g)を麻酔した。外科手術(10分間)の間体温を維持するため、動物を暖かい毛布の上に置
いた。肩甲骨間の剃毛後、0.5cmの小さな皮膚切開により、10ゲージの精密トロカールで
の(rT3又は3',3-T2を含有する)小ペレットの皮下移植を可能にする。ペレット(Innovativ
e Research of America(Sarasota，Florida，USA)製)は、動物に活性製品を効果的で連続
的に放出する生分解性マトリクスから構成される。
【００５９】
　60日間にわたって連続的で定常的な薬物送達を提供するために、3-5ジヨードチロニン(
3-5T2)又は3-3'ジヨードチロニン(3-3'T2)を異なる用量(５、0.5又は0.1mg/ペレット)で
使用して埋め込んだ(これは25μg、2.5μg又は0.5μg/日/100g BWを表す)。
【００６０】
間接熱量測定
　エネルギー消費及び酸化される基質(炭水化物又は脂質)の性質を間接熱量測定により調
べた。この原理は、各動物によるCO2放出(VCO2)及びO2消費(VO2)の決定に基づく。O2は呼
吸鎖における基質の酸化(水生成を導く)に全体的に関与する一方、CO2放出は(クレブス回
路における)基質の脱カルボキシル化に関係すると考えられる。これら測定により、エネ
ルギー消費(EE)及び呼吸商(VO2/VCO2、RQ)を評価することが可能になる。EEは、安静時及
び活動時の絶対エネルギー散逸を表す。RQは、酸化的経路に関与する炭水化物 対 脂質の
比を示す相対的測定値である。比1.0は独占的な炭水化物酸化を示す一方、比0.7は独占的
な脂質酸化を示す。これら２つの極値の間の各値は、各基質の相対的比率を示す(注記：
タンパク質酸化は評価しなかった)。例として、RQは、絶食の間に脂質酸化を示す0.7に接
近し、絶食後は逆に、食物摂取及び血漿インスリンの上昇に起因して、RQは増加して炭水
化物酸化を示す１に近づく。同様に、高炭水化物食餌で飼育した動物は、高脂質食餌で飼
育した動物より高いRQを有する。
【００６１】
　間接熱量測定システム(Panlab，Barcelona，Spain)は、ケージ、ポンプ、フローコント
ローラ、バルブ及びアナライザーからなる。これは、４つの別々のケージ中のO2及びCO2
濃度並びにエアフローをシーケンシャルに測定するためにコンピュータ制御される。この
ことにより、４つ同時の決定が可能になる。４つの代謝チャンバーの１つにラットを隔離
し、周囲O2及びCO2濃度を周期的にモニターするための参照として室中の空気を使用する
。
【００６２】
　所定の間隔で、コンピュータが信号を送り、データ獲得ハードウェア(Metabolism，Pan
lab，Barcelona，Spain)で差分のCO2及びO2濃度、流量を記憶して、VCO2、VO2、RQ及びEE
の算出を可能にする(Weirの式)。
【００６３】
身体組成、血液及び組織サンプリング
　実験期間の終時に、ミトコンドリアの代謝に対する全身麻酔の周知の効果を回避するた
めに、動物を断頭により犠牲にした。後の血清代謝物及びホルモンの決定のために、血液
サンプルを即時に収集し、血漿を凍結させた。肝臓、筋肉及び脂肪沈着を素早く切り取り
、秤量した。肝臓中葉を迅速に凍結クランプした。筋肉(足底筋、ヒラメ筋及び腓腹筋)を
、液体窒素中で予め冷却したイソペンタン中で凍結させた。腸間膜脂肪は、胃食道括約筋
から直腸の末端までの胃腸管の周囲の脂肪組織からなった。膵臓を区別して除くように特
に注意を払った。腰部筋肉に沿った各腎臓の背後の別の沈着として腹膜後脂肪体を採取し
た。精巣上体脂肪は、精巣上体の上部の脂肪組織からなった。皮下沈着測定のために、各
動物の右側で、腹部正中線から脊柱まで、右腰部と第１肋骨との間で皮膚の方片を採取し
た。肩甲骨間の褐色脂肪組織を取り出し、隣接する筋肉及び白色脂肪組織を切り取った。
心室、右腎臓及び脾臓も摘出し、秤量し、凍結させた。
【００６４】
ミトコンドリアの単離
　肝臓の主要部及び各四頭筋の赤色部分をリンスし、単離培地(250mMスクロース、20mM T
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ris-HCl及び１mM EGTA-Tris、pH7.4)中に切り刻んで入れた。800ｇで10分間の遠心分離に
より核及び細胞片を除去した。次いで、8,000ｇにて10分間の遠心によりミトコンドリア
を上清から単離した。ミトコンドリアのペレットを0.5mlの単離緩衝剤中に再懸濁し、氷
上に維持した。ミトコンドリアタンパク質はビシンコニン酸法(Pierce，Rockford，Illin
ois)により測定した。最終のミトコンドリア懸濁物を氷上に維持し、酸素消費速度及び反
応性酸素種(ROS)産生の測定に使用した。
【００６５】
ミトコンドリア酸素消費
　インキュベーションチャンバー中２mlのインキュベーション培地(125mM KCl、10mM Pi-
Tris、20mM Tris-HCl、0.1mM EGTA、pH7.2)を充填したClarkタイプO2電極を用いて、ミト
コンドリア酸素消費(JO2)の速度を30℃で測定した。全ての測定は、種々の基質：グルタ
メート/マレート(５mM/2.5mM)単独又はスクシネート(５mM)との組合せ、パルミトイルカ
ルニチン(55μM)及びオクタノイルカルニチン(100μM)のいずれかとインキュベートした
ミトコンドリア(肝臓及び骨格筋について、1.0又は0.2mgミトコンドリアタンパク質/ml)
を用いて実施した。各基質について、JO2を基質の存在下、単独(状態２)で及び１mM ADP
の添加後(状態３)に記録した。オリゴマイシン(1.25μg/mgタンパク質)をミトコンドリア
懸濁物に加えて非リン酸化呼吸数を決定した(状態４)。インキュベーション培地は組み込
まれた電磁式スターラー及び撹拌棒で定常的に撹拌した。ミトコンドリアの酸化的リン酸
化の効率は、リン酸化による酸化に課せられる制御の程度を測定する状態３/状態４比に
より評価した(呼吸制御比、RCR)。
【００６６】
酸化的リン酸化効率
　呼吸基質として５mMグルタメート/2.5mMマレート/５mMスクシネート又はオクタノイル-
カルニチン(100μM)を用いたATP/O比を、ヘキソキナーゼ(EC 2.7.1.1)＋グルコースに基
づくADP再生系を用いるATP合成速度(JATP) 対 呼吸数JO2から決定した。JATP及びJO2は、
125mM KCl、１mM EGTA、５mM Tris-Pi、20mM Tris-HCl、0.1％脂肪フリーBSA(pH7.2)を含
有する培地中で上記のように測定した。JATPは、20mMグルコース、１mM MgCl2及び125μM
 ATPの存在下でのグルコース6-ホスフェートの形成から決定した。JO2及びJATPは漸増濃
度のヘキソキナーゼの添加により調整した(Nogueiraら，J Bioenerg Biomemb.，34：55-6
6，2002)。
【００６７】
酵素活性
　呼吸鎖複合体Ｉ、II及びIVの比活性の測定は、分光光度学的に実施した。複合体Ｉ及び
IIの活性を決定するために合計８～10μgのミトコンドリアタンパク質が必要であり、４
μgを複合体IV用に使用した。酵素活性は、還元又は酸化された基質のnmole/分/mgミトコ
ンドリアタンパク質として表した。
【００６８】
　複合体Ｉ(ロテノン感受性NADH-ユビキノンオキシドレダクターゼ、EC 1.6.99.3)の測定
：アッセイは、BSA(3.75mg/ml)を含有する10mM KH2PO4/K2HPO4緩衝剤(pH7.5)中、KCN(２m
M)及びアンチマイシンＡ(7.5μM)の存在下にて、電子受容体としてのデシルユビキノン(1
00μM)及び供給体としてのNADH(200μM)を用いて実施した。次いで、ロテノン(４μM)の
添加前及び後に、NADHの酸化を340nmで測定した。このことにより、複合体Ｉのロテノン
感受性比活性の算出が可能となった。
【００６９】
　複合体II(スクシネート-ユビキノンレダクターゼ、EC 1.3.99.1)の測定：スクシネート
-ユビキノンオキシドレダクターゼ活性は、600nmにてDCPIP(100μM)の還元に起因するUV
吸収の減少を測定することにより定量化した。測定は、50mM KH2PO4/K2HPO4(pH7.5)を含
有する培地中、デシルユビキノン(100μM)、ロテノン(２μM)及びKCN(２mM)の存在下で行
った。
　複合体IV(シトクロムｃオキシダーゼ、EC 1.9.3.1)の測定：アッセイは、50mM KH2PO4/
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K2HPO4緩衝剤(pH7.0)中、550nmにてシトクロムｃ(100μM)の酸化を測定することにより行
った。
【００７０】
　クエン酸シンターゼ活性は、150mM Tris緩衝剤(pH8)中、オキサロアセテートジニトロ
チオ安息香酸及びアセチル-CoAの存在下で、イオンメルカプチドの生成に起因する412nm
のUV吸収を測定することにより決定した(Garaitら，Free Rad Biol Med，2005)。
　ミトコンドリアのグリセロール3-ホスフェートデヒドロゲナーゼ(mGPdH)活性は、単離
したミトコンドリアの３サイクルの凍結-解凍サイクル後の上清について測定した。40μg
のミトコンドリアを、9.3μMのアンチマイシンＡ、５μMのロテノン及びデシルユビキノ
ン(50μM)を含有するKH2PO4/K2HPO4緩衝剤(50mM、pH7.5)中でインキュベートした。mGPDH
による50μMジクロロ-インドフェノール(DCIP)の還元は37℃にて600nmで分光光学的に測
定し、酵素活性はμmol.min-1.mg prot-1として表した。
【００７１】
シトクロム
　ミトコンドリア呼吸鎖のシトクロム含量は、並行実験において、完全に酸化されたシト
クロム(フェリシアン化カリウム) 対 完全に還元されたシトクロム(亜ジチオン酸ナトリ
ウムの少数の結晶)のスペクトルを比較することによって測定した。各シトクロムの吸収
における他方のシトクロムの主要な最大吸収及び最小吸収に対する寄与が分かれば、４つ
の未知数を有する４つの連立方程式のセットを導くことができ、各シトクロムの濃度を算
出することができる(Williams，Arch Biochem Biophys.；107：537-43，1964)。
【００７２】
肝細胞の単離
　20～24時間絶食したWistarラットをペントバルビタールナトリウム(10mg/100g体重i.p.
)で麻酔し、肝細胞を、Groenら(Eur. J. Biochem. 122：87-93，1982)により改変されたB
erry及びFriend(J. Cell. Biol. 43：506-520，1969)の方法に従って単離した。簡潔には
、門脈にカニューレを挿入し、Ca2+フリーのKrebs-Ringer炭酸水素塩緩衝剤(25ml/分；37
℃、pH=7.4、95％ O2-５％ CO2で連続的に曝気)での２分間の順行性灌流を行い、肝臓か
ら血液を除去した。同じ灌流媒体を用いて背側大動脈を通じての10分間の逆行性灌流(25m
l/分)を開始した。その後、0.25mg/mlのコラゲナーゼ(タイプIV、Sigma、St. Louis、MO)
を補充した100mlのKrebs-Ringer媒体で再循環灌流を行った(40ml/分で20分間)。次いで、
肝臓を切除し、定常曝気(95％ O2-５％ CO2)下で２分間灌流媒体中で振盪させた。最後に
、ナイロンガーゼ(孔サイズ120μm)を通過させて細胞懸濁液を濾過し、1.6mMのCa2+を含
有するKrebs-Ringer炭酸水素塩緩衝剤で２回洗浄し、次いで１％のBSAを補充した同じ緩
衝剤で３回目の洗浄を行った。
【００７３】
肝細胞のペリフュージョン
　Groenら(Eur. J. Biochem. 122：87-93，1982)により改変されたvan der Meer及びTage
r(FEBS Lett. 67：36-40，1976)の方法に従って、肝臓細胞のペリフュージョン(perifusi
on)を行った。肝細胞(225～250mg乾燥質量)を37℃の15mlペリフュージョンチャンバー中
に配置し、連続的に曝気した(95％ O2-５％ CO2)、0.2％のBSAを含有するKrebs-Ringer炭
酸水素塩溶液(pH=7.4)でペリフュージョンした(５ml/分)。実験は、並列に配置した２つ
のペリフュージョンチャンバー中で二連で行った。チャンバー出口で、ペリフュージョン
液のO2含量をClark電極(Yellow Springs Instruments、Yellow Springs、OH)でモニター
して、肝細胞懸濁物のO2取り込みを評価した。40分後、O2取込みが定常状態に到達したら
、肝細胞を、0.4mMオクタノエートの存在下又は不在下で、漸増量のグリセロール(0.15、
0.30、0.60、1.2、2.4、4.8及び9.6mM)でペリフュージョンした。20分間の各定常状態の
終時に、その後のグルコース、ラクテート、ピルベート、アセトアセテート及びβ-ヒド
ロキシブチレート濃度の測定のために、ペリフュージョン液及び細胞サンプルを２分間隔
で収集した。サンプルは4℃で貯蔵し、実験の終了後12時間以内に分析した。加えて、細
胞内及び細胞外分画のために、300μlの細胞懸濁液をチャンバーからサンプリングした。
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この目的には、Zuurendonk及びTager(Biochim. Biophys. Acta 333：393-399，1974)によ
り記載されたジギトニン分画法でミトコンドリア及び細胞質ゾル空間を分離した。簡潔に
は、細胞懸濁液を、2.2ml Eppendorfチューブにおいて、２mMのジギトニン(Merck，Lyon
，France)を含有する等張培地(４℃)中に置いた。15秒後、チューブを10,000ｇにて15秒
間遠心分離して、ミトコンドリアを、その下の800μlのシリコンオイル(Rhodorsil 640 V
 100，Rhone-Poulenc)層を通過させ250μl HClO4(10％質量/vol)＋25mM EDTA中に沈降さ
せた。上清(700μl)を直ぐに取り出し、HClO4(５％質量/vol)で除タンパク質処理し、中
和した。次いで、細胞内代謝物(DHAP及びG3P、分光光度法)及びアデニンヌクレオチド含
量(HPLC)の決定のために、細胞内含有物を中和して－20℃で維持した。
【００７４】
ウェスタンブロット分析
　mGPdH定量化のために、以前(23)に記載されたようにポリアクリルアミドゲル電気泳動
及びイムノブロッティングを行った。簡潔には、溶解させた肝細胞を、40mMのTris(ヒド
ロキシメチル)アミノメタン(pH6.8)、１％のSDS、６％のグリセロール及び１％のβ-メル
カプトエタノールを含有する200μlの緩衝剤と混合した。次いで、この混合物を100℃に1
0分間加熱し、５％の濃縮用ゲル及び12.5％の分離用ゲルを用いて一次元のドデシル硫酸
ナトリウム(SDS)-PAGEに12時間供した。電気泳動による分離後、定電圧でPVDFメンブレン
にタンパク質を移した。タンパク質を移した後、メンブレンを２時間ブロッキングし、次
いでmGPDHに特異的なモノクローナル抗体(J. Weitzel博士の厚意による)と２時間インキ
ュベートし、次いで二次抗体(西洋ワサビペルオキシダーゼにコンジュゲートしたヤギ抗
マウス免疫グロブリンＧ(Bio-Rad)、1:10000希釈)に曝露させた。mGPDHは増強化学発光検
出法により可視化した(RPN 2106，Amersham)。濃度計でのスキャニングを行い、ブロット
のバンドを定量化し、データは、積分光学密度の任意単位として数値的に表した。
【００７５】
RNA精製及び逆転写PCR
　Tripure RNA単離試薬(Roche Diagnostics)を用いて、組織からトータルRNAを抽出した
。260及び280nmでの光学密度を測定することにより濃度及び純度を確かめた。１％アガロ
ースゲル電気泳動(Eurobio)により完全性を検証した。β-アクチンを参照として使用する
半定量逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)によりmRNA濃度を測定した。プライマー配列
を表１に示す。各標的mRNAについて、最終容量25μL中の100ＵのM-MLV Reverse Transcri
ptase(Promega)、５μLのM-MLV RT ５×緩衝剤、20ＵのRNasinリボヌクレアーゼインヒビ
ター、12ピコモルのデオキシヌクレオシド三リン酸及び15ピコモルの特異的アンチセンス
プライマーを用い、0.1μgのトータルRNAからRTを実施した。反応は、70℃にて５分間(RN
A及びアンチセンスプライマー)、次いで42℃にて60分間(全ミックス)、続いて70℃にて15
分間からなった。冷却後、５μLをPCR反応に使用した。５μLのRT媒体を、６ピコモルのM
gCl2、８ピコモルのデオキシヌクレオシド三リン酸、2.5ＵのREDTad DNAポリメラーゼ(Si
gma)、15ピコモルの対応するアンチセンスプライマー及び22.5ピコモルのセンスプライマ
ーを含有する45μLのPCRミックス(５μL 10×REDTaq PCR緩衝剤)に添加した。PCR条件は
、94℃にて２分間、続いてUCP3、UCP2及びβ-アクチンについてそれぞれ28サイクル、35
サイクル又は18サイクル(１サイクル＝94℃にて１分間、60℃にて１分間、72℃にて１分
間)であった。PCRを72℃にて10分間で終了した。生成物を、臭化エチジウムで予め染色し
た２％アガロースゲル上で分析した。相対的バンド強度の定量のために、Camera DC120(K
odak)で写真を撮影し、Kodak Digital Science 1D 2.0(Kodak Scientific Imaging Syste
m)を用いて、各サンプルについてβ-アクチンに対する各標的の比を決定した。
【００７６】
２．結果
　図１(Ａ、Ｂ及びＣ)に示されるように、コントロール(プラシーボ処置)Wistarラットの
身体は、34日間で150ｇ(1A)及び21日間で約60ｇ(1B)の正常な成長速度を示している。高
用量の3,5-T2(図1A)又は3,3'-T2(図1C)のいずれかで処置した動物は、類似の体重増加を
示さなかった。3,5-T2で処置した群では、二相性曲線が観察され、10日目と15日目の間に
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体重増加を有し、その後ボディマスは、低3,5-T2(図1B)又は高3,3-T2投薬量(1C)のいずれ
での処置での場合のように、変化しなかった。
　このことは、これら若齢成体動物における正常体重増加の非常に強力な防止を示してい
る。
【００７７】
　図２(Ａ、Ｂ及びＣ)に示されるように、プラシーボ群の食物摂取は、実験期間にわたっ
て約30ｇの食物/日で安定であった。食物摂取は低用量3,5-T2処置ではほとんど影響され
ななかった(又は僅かに減少、図2B)が、高投薬量3,5-T2群(図2A)では明らかな増加が観察
され、3,3'-T2で二相性効果が観察された：初期の減少に続いて、10日目より後の増加。
　それ故、両処置動物群の体重減少は、食物摂取の変化無しか又は増加と関連していた。
【００７８】
　ラットのエネルギー消費(EE)は間接熱量測定(材料及び方法の章を参照)により評価し、
値は24時間(＝1440分間)にわたって分析した。プラシーボ(図3A及び3B)、低用量3,5-T2(
図3A)又は3,3'-T2(図3B)で処置した２群の動物は、これらげっ歯類の当然の古典的な夜行
性の活動及び摂食行動並びに対照的な昼間の不活発という昼夜変化を示した。両処置ラッ
ト群は、コントロール値の25～30に達するエネルギー消費の劇的な増加を示した。この差
は、2.5μg/100g bwが与えられた3,5-T2と比較して、より高量のホルモン(25μg/100g bw
)を与えられた3,3'-T2群でより顕著に現れた。
【００７９】
　この非常に重要な結果は、代謝消費が２つの処置によって夜間及び昼間の両方で大いに
増加することを示している。
　呼吸商(RQ)は、放出二酸化炭素と消費酸素との間の比VCO2/VO2と定義される。この比が
酸化される基質の起源(炭水化物 対 脂質)を示すことは概して受け容れられている。この
値は炭水化物が専らエネルギー源であるとき１に等しくなり、脂質が唯一のエネルギー基
質であると0.7に等しくなる。
【００８０】
　EEについて既に示したように、RQもまた昼夜で変化する(図4A及び4B)。RQは、夜間、動
物が摂食し、したがってより多くの炭水化物を酸化しているときにはより高くなる。逆に
、昼間は、RQはより低くなり、脂質が優勢な基質である絶食状態を示す。3,5-T2低用量(
図4A)に関して、RQは、昼間及び夜間の最初の部分では、プラシーボ処置でのRQより低く
、夜間の終時にはほとんど同じであるように見える。一般に、そして昼夜の変化を考慮す
れば、RQは、高3,3'-T2と比較して、低3,5-T2の群でより低い。このことは、より高い割
合の炭水化物又は(より可能性が高いのは)炭水化物からの正味の脂質合成のいずれかを示
し得る(１より高いRQ値に至る)。これら動物により示される値は、給餌状態の間の基質酸
化及び基質(脂質合成)の合計である。
【００８１】
　高用量3,5-T2(図5A)又はプラシーボで処置したラットの身体組成の変化は、絶対値(g)
又はトータルボディマスのパーセンテージの両方として提示する。なぜならば、この２つ
の動物群は３週間後に同じ質量を示さなかったからである(図1Aを参照)。
【００８２】
　全ての部位の脂肪質量は、プラシーボ(図5A)と比較して、3,5-T2群で有意に低かった(
ｐ＜0.01)。この差は、データを絶対値で表わそうが相対値で表わそうが非常に実質的で
あった(腸間膜相対質量を除く)。興味深いことに、筋肉質量は全く影響を受けなかった(
図5B)一方で、褐色脂肪組織(代謝効率及び熱生成に関与することが知られている組織)は
、3,5-T2処置動物で有意に増加した(図5C)。
　これら結果は、3,5-T2処置後のボディマスの減少が脂肪質量の損失に純粋に起因し、除
脂肪ボディマスは影響されないことを明確に示している。
【００８３】
　類似の結果が3,5-T2低用量(図6A、6B及び6C)又は3,3'-T2(図7A、7B及び7C)で得られ、
脂肪質量(有意に減少)及び除脂肪ボディマス(影響なし)に対するそれらの効果に関して同
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じ結論への到達を導いた。興味深いことに、褐色脂肪組織は3,3'-T2処置(高用量)によっ
て有意に増加したが、低用量の3,5-T2では増加しなかった。
【００８４】
　非常に興味深いことに、遺伝的肥満ラット(すわわち、レプチンシグナル伝達経路に遺
伝的欠損を有する、Fa/Fa)では、動物成長の強い阻止も観察された。プラシーボでは30日
間で＋170ｇ、これに対し、低3,5-T2群(図8A)では有意な成長はなかった一方で、食物摂
取はプラシーボと比較して有意に低かった(図8B)。両動物の容貌の差は著しい(図8C)。
　Wistarラットでの観察と同様に、全ての部位で脂肪沈着の絶対値は、3,5-T2処置動物で
有意に低かった。減少は皮下部位に関して特に劇的であった(図9A)。筋肉質量は影響され
ず(図9B)、褐色脂肪組織は有意に増加した(図9C)。
【００８５】
　対照的に、ZDFラットを調べると、動物成長に対する3,5-T2高用量の有意な効果は見出
せなかった(図10A)一方で、プラシーボと比較して、脂肪質量増加はより少なく(図10B)、
除脂肪ボディマス増加はより高かった(図10C)。更に、処置動物の中核体温は、プラシー
ボと比較して、より高かった(図10D)。この糖尿病動物モデルにおいて、インスリン分泌
は、恐らく膵臓β細胞に対する高血漿グルコースの進行性の「糖毒性(gluco-toxicity)」
のために、徐々に損なわれる(下記参照)ことに留意することが重要である。よって、これ
ら糖尿病動物の成長速度は、肥満非糖尿病同腹仔の成長速度より遥かに小さい(図8A(＋17
0ｇ)及び10A(ほとんど変化無し)のプラシーボ群の成長速度と比較)。興味深いことに、3,
5-T2群では中程度ではあるが明白な成長が存在する。このことは毒性効果がより小さいこ
とを示唆している。
【００８６】
　図11Dに示されるように、処置の終時では、コレステロールは、3,5-T2で処置したZDFラ
ットの群では有意に低かった一方で、トリグリセリドレベルは２群間で異ならなかった。
【００８７】
　肝臓ミトコンドリア呼吸鎖のレベルで、酸化とリン酸化との間の共役の効力に対する両
処置(3,5-T2、高用量及び低用量、又は3,3'-T2)の効果を評価した(図12)。異なる条件グ
ルタメート/マレート、スクシネート-ロテノン、グルタメート/マレート/スクシネート、
パルミトイルCoA、オクタノイルCoAは、呼吸鎖に提供される異なる基質を示している。図
12A(3,5-T2高投薬量)、12C(3,5-T2低投薬量)及び12E(3,3'-T2)は、種々の基質供給でリン
酸化条件(すわわち、ADPの存在下)にて達成される肝臓ミトコンドリアの最大呼吸数を表
す：TMPDアスコルベートは、DNPによる非共役状態でないか又は非共役状態である複合体
４(シトクロムｃオキシダーゼ)を調べる。概略的に、全ての条件で、処置は非常に有意な
呼吸数増加に関与した。このことは、処置が全ての基質(脂肪酸を含む)について最大呼吸
容量を増加させたことを示している。
【００８８】
　非リン酸化性(すわわち、オリゴマイシンの存在下)のミトコンドリアの呼吸数を、異な
る処置動物群(3,5-T2  高用量及び低用量、又は3,3'-T2：それぞれ図12B、12D及び12F)対
プラシーボで測定した。プラシーボと比較して、低3,5-T2群のみで、呼吸は実質的に高か
った。
　非常に興味深いことに、筋肉ミトコンドリアで完全に異なる結果が得られた。事実、3,
5-T2低及び高投薬量並びに3,3'-T2は、リン酸化状態(状態３、図14A、14B及び14C)及び非
リン酸化状態(状態４、図15A、15B及び15C)の両方に実質的に影響しなかった。
【００８９】
　よって、このことは、低及び高投薬量の3,5-T2並びに3,3'-T2の両方が肝臓ミトコンド
リアに対して強力な効果を示すが、薬剤が全ての組織に対して投与された(ペレットから
の皮下徐放)という事実にもかかわらず、筋肉ミトコンドリアに対しては効果はほとんど
見出せなかったことを示した。
【００９０】
　図15は、Wistarラット(図15A)及びZuckerラット(図15B)における、処置の終時でのグル
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コースに対する3,5-T2及び3,3'-T2の効果を示す。これら非糖尿病動物では、処置は、Wis
tarで増加するか、又はZuckerで減少するかのいずれかの僅かな変化に関与するのみであ
った。
【００９１】
　トリグリセリド(図16A及び16B)及びコレステロール(図17A及び17B)は、Wistar、Zucker
及びZDFラットにおいて全ての処置で減少した一方で、遊離脂肪酸(図18A及び18B)は増加
した。このことは、間接熱量測定で得られたデータによって既に示唆されているように、
高率の脂肪分解及び脂肪酸酸化を示している。HDL(図19A及び19B)はZucker又はZDFラット
でのみ減少した。血漿脂肪酸は、動物で観察されたように、より高かった。
　最後に、図20(A及びB)に示した、酸化的リン酸化(ATP/酸素比)の効率を直接調べたデー
タは、3,5-T2が、脂肪酸(パルミトイル-及びオクタノイル-CoAの両方)及びスクシネート(
図20B、20C及び20D)でのATP合成の収率を低下させることを示している。
【００９２】
　結論として、ボディマスで観察された劇的効果は脂肪質量の減少により完全に説明され
る一方で、除脂肪ボディマス(筋肉質量)は影響されないようである。食物消費の増加にも
かかわらず観察されるこの効果は、間接熱量測定により証明されたエネルギー消費の増加
に起因する。これら動物の正常食餌は脂質含量(４～５％)がむしろ乏しいので、脂肪酸化
の増加は、脂肪質量の強力な減少によって示されるように脂肪貯蔵の消費によって達成さ
れ、恐らくは消費性経路であるデノボ脂質生成(食餌期間に観察されたより高いRQを説明
するかもしれない)によっても達成される。エネルギー代謝(間接熱量測定)の全体的増加
に関するデータは、肝臓単離ミトコンドリアで得られたデータと非常に良好に一致し、こ
のことは、呼吸鎖及びATP合成のレベルで、有意により高い最大呼吸容量に関連するエネ
ルギー浪費プロセスが恐らく存在していることを示している。最も驚くべきことには、こ
れら効果のいずれもが筋肉ミトコンドリアでは観察されないことである。このことは、浪
費プロセスが筋肉質量より肝臓に大きく影響し、脂質酸化に関わることを示している。
【００９３】
　よって、全体として、高及び低投薬量の3,5-T2並びに3,3'-T2の両方が脂質酸化及びエ
ネルギー消費を亢進して、脂肪組織のみで質量の顕著な減少を導く。
【００９４】
実施例２：糖尿病の治療のための3,5-T2ホルモンの使用
１．材料及び方法
　材料及び方法は実施例１に記載したものである。
動物
　ラットは、遺伝的肥満の正常血糖ラット(Zucker又はFa/Fa)、10～11週齢糖尿病ラット(
ZDF)又は遺伝的非過体重糖尿病(２型糖尿病)ラット(Goto-Kakizaki(GK)モデル)であった
。
【００９５】
血液採取
　一晩(18時間)の絶食期間の後、この研究の当日に、覚醒ラットにおいて尾静脈から血液
採取を行う。
【００９６】
血液パラメータ
　以下の生化学的パラメータを分析した：血糖、インスリン血、HbA1c、TG及びコレステ
ロール。
　甲状腺刺激ホルモン(TSH)及びチロキシン(T4)を、ラット標準(TSH及びT4についてそれ
ぞれ、RPA 554 Amersham bioscience，RIA FT4-immunotech)を用いるラジオイムノアッセ
イにより測定した。
　インスリンレベルは市販キット(Linco Research)で決定した。
　グルコース及び3-ヒドロキシブチレート(3-HB)は酵素的に測定し、非エステル化脂肪酸
(NEFA)は熱量測定アッセイ(Wako Chemicals)により測定した。
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　トリグリセリド及びコレステロールは、古典的なルーチン自動装置により測定した。
【００９７】
２．結果
　図11A及び15Bに示されるように、高投薬量の3,5-T2は、１週間後に既に、ZDFラットの
血漿グルコース濃度の劇的な減少を生じ、この効果は、４週間の実験期間にわたって存在
する。この血中グルコース低下効果は、慢性高血糖の良好なマーカーである糖化ヘモグロ
ビン(HbA1c)の有意な減少によって確証される(図11B)。この効果は、処置群においては、
インスリン濃度の高レベルでの維持を伴い、対照的にプラシーボ群ではインスリンレベル
は時間に伴って徐々に減少する(図11C)。コントロールZDFラットにおけるインスリンレベ
ルの減少は、膵臓β細胞に対する高グルコースの毒性効果に関連するインスリン分泌の減
少によって説明される。よって、実験期間全体を通じての高インスリンレベルの維持は、
β細胞の保護を示し、この保護は血中グルコースの低下、細胞死の予防又は再生プロセス
のいずれかに起因し得る。いずれにせよ、この結果は、処置群における膵臓によるより高
いインスリン分泌を示している。
【００９８】
　更に、10日間の間に低投薬量3,5-T2(2.5μg/100g BW)で処置したGKラットは、コントロ
ール動物(血中グルコース濃度2.64±0.21g/l(n=22))と比較して、血中グルコース濃度の
有意な減少を示す(－24±６％(n=５、ｐ＜0.01))。10日間の処置後に既に生じた血中グル
コースのこの減少は、高血糖がインスリン欠損及びインスリン抵抗性の両方に起因すると
考えられているこのモデルにおける高血糖(糖尿病)状態の改善を示している。
　結論として、3,5-T2は、重篤な「２型」糖尿病のモデル(ZDFラット)において、インス
リンの増加に伴う特徴である血中グルコースの劇的な減少に関与する。このことはインス
リン感受性及びインスリン分泌の増加を示している。従来、治療は、このような動物にお
いて、糖尿病の発症を遅延させるのみであり、糖尿病を矯正しないと考えられていたので
、この重要な特徴は新規である。
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