
(57)【要約】
　肥満は、先進国および発展途上国において子供および成人に影響する、世界的な健康問
題である。肥満はエネルギー代謝と食欲調節の両方の障害であり、エネルギーバランスの
機能障害と理解することができる。出願人は、神経エネルギーバランスに影響する化合物
を被験体に投与することによる、被験体による食物摂取を調節する手段を発見した。出願
人は、 AMPK、特に視床下部 AMPK、の活性を標的とする化合物、特に AMPK活性化を阻害する
化合物を被験体に投与することによる、被験体による食物摂取を調節する手段を発見した
。出願人はまた、被験体の神経エネルギーバランスを増加させる化合物を被験体に投与す
ることによって被験体の食欲を減少させることによる、被験体における体重減少を誘導す
る方法を発見した。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 AMPK活 性 に 影 響 す る 化 合 物 を 被 験 体 に 投 与 す る こ と に よ り 、 食 物 摂 取 を 調 節 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 AMPKが 視 床 下 部 AMPKで あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 化 合 物 が C75で な い 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 化 合 物 が C75で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 化 合 物 が AMPKを 阻 害 す る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 化 合 物 が AMPKを 刺 激 す る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 被 験 体 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 被 験 体 が ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 被 験 体 の 神 経 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス を 変 化 さ せ る 化 合 物 を 被 験 体 に 投 与 す る こ と に よ り 被
験 体 に お け る 食 物 摂 取 を 変 化 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 化 合 物 が 被 験 体 の 神 経 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス を 減 少 さ せ る 、 請 求 項 ９ の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 化 合 物 が 被 験 体 の 神 経 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス を 増 加 さ せ る 、 請 求 項 ９ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 被 験 体 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ９ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 被 験 体 が ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 で あ る 、 請 求 項 ９ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 化 合 物 が C75で な い 、 請 求 項 ９ の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 肥 満 は 、 先 進 国 お よ び 発 展 途 上 国 に お い て 子 供 お よ び 成 人 に 影 響 す る 、 世 界 的 な 健 康 問
題 で あ る 。 肥 満 は エ ネ ル ギ ー 代 謝 と 食 欲 調 節 の 両 方 の 障 害 で あ り 、 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス の
機 能 障 害 と 理 解 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 食 欲 お よ び 満 腹 の 分 子 レ ベ ル で の 理 解 が 非 常 に 進 ん で い る に も か か わ ら ず 、 体 重 減 少 の
た め の 実 際 の 治 療 は 依 然 と し て 理 解 困 難 で あ る 。 C75、 す な わ ち 米 国 特 許 第 5981575号  (引
用 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る )に お い て 同 定 さ れ た 合 成 脂 肪 酸 合 成 酵 素  (FAS) 阻 害 薬 は 、
や せ た マ ウ ス 、 食 餌 性 肥 満  (DIO) マ ウ ス お よ び 遺 伝 性 肥 満  (ob/ob) マ ウ ス に お い て 深 刻
な 体 重 減 少 お よ び 拒 食 症 を 引 き 起 こ す 。 国 際 特 許 出 願 PCT/US03/03839に は 、 FAS阻 害 に 加
え て 、 C75が カ ル ニ チ ン ・ パ ル ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -1 (CPT-1) 活 性 も 刺 激 し 、 脂
肪 酸 酸 化 お よ び ATPレ ベ ル を 増 加 さ せ る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 Kim, et al.が 記 載 す る よ
う に 、 脂 肪 酸 代 謝 経 路 の 酵 素 は 、 摂 食 行 動 を 調 節 す る 視 床 下 部 ニ ュ ー ロ ン に 高 発 現 し て い
る  (Am J Physiol Endocrinol Metab 283, E867-79 (2002))。 そ れ ゆ え 、 脂 肪 酸 代 謝 に お
け る 変 化 は 、 神 経 エ ネ ル ギ ー の 流 れ に 影 響 し 、 エ ネ ル ギ ー 状 態 の 変 化 を 伝 え 、 摂 食 行 動 の
変 化 を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 AMPK (AMP活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ) は 栄 養 飢 餓 お よ び 虚 血 低 酸 素 の よ う な 代 謝 ス ト
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レ ス に よ っ て 、 ま た 激 し い 運 動 の よ う な 生 理 学 的 プ ロ セ ス に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 AMP/AT
P比 の 増 加 、 細 胞 内 pHの 減 少 、 お よ び ク レ ア チ ン /ホ ス ホ ク レ ア チ ン 比 の 増 加 は 、 AMPに よ
る AMPKの ア ロ ス テ リ ッ ク な 活 性 化 お よ び AMPKKに よ る AMPKの リ ン 酸 化 を 介 し て 、 AMPKを 活
性 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 活 性 化 さ れ る と 、 AMPKは ATP消 費 型 生 合 成 経 路 、 例 え ば 脂 肪 酸 合 成 、 の ス イ ッ チ を 切 り
、 ATP生 成 型 代 謝 経 路 、 例 え ば 脂 肪 酸 酸 化 、 の ス イ ッ チ を 入 れ て ATPレ ベ ル を 保 持 す る 。 エ
ネ ル ギ ー 感 知 と 、 筋 肉 に お け る レ プ チ ン に よ る 脂 肪 酸 代 謝 の 制 御 お よ び そ の 調 節 と の 両 者
に お け る AMPKの 中 心 的 役 割 か ら 、 AMPKは 、 C75お よ び 他 の 化 合 物 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 代
謝 の 変 化 を 中 継 す る 視 床 下 部 に お け る 代 謝 セ ン サ ー の 候 補 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
［ 発 明 の 概 要 ］
　 出 願 人 は 、 神 経 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス に 影 響 す る 化 合 物 を 被 験 体 に 投 与 す る こ と に よ る 、
被 験 体 に よ る 食 物 摂 取 を 調 節 す る 手 段 を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 出 願 人 は 、 AMPK、 特 に 視 床 下 部 AMPK、 の 活 性 を 標 的 と す る 化 合 物 、 特 に AMPK活 性 化 を 阻
害 す る 化 合 物 を 被 験 体 に 投 与 す る こ と に よ る 、 被 験 体 に よ る 食 物 摂 取 を 調 節 す る 手 段 を 発
見 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 出 願 人 は ま た 、 被 験 体 の 神 経 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス を 増 加 さ せ る 化 合 物 を 被 験 体 に 投 与 す
る こ と に よ っ て 被 験 体 の 食 欲 を 減 少 さ せ る こ と に よ る 、 被 験 体 に お け る 体 重 減 少 を 誘 導 す
る 方 法 を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
［ 図 面 の 説 明 ］
図 １ ： 食 物 摂 取 は C75、 AICARま た は 化 合 物  Cに よ る 影 響 を う け る 。
(a) BALB/c 雄 マ ウ ス (n=7-9)に 2.5μ l RPMI、 C75 (5ま た は 10μ g) 含 有 ま た は 不 含 、 の い
ず れ か の i.c.v.注 射 を 施 し 、 以 下 の 「 方 法 」 に 記 載 さ れ る よ う に 食 物 摂 取 を モ ニ タ ー し た
。
(b) マ ウ ス (n=4-10)に 2.5μ lの 生 理 食 塩 水 、 AICAR (1ま た は 3μ g)含 有 ま た は 不 含 、 の i.c
.v.注 射 を 施 し 、 食 物 摂 取 を モ ニ タ ー し た 。
(c) 2.5μ lの 生 理 食 塩 水 、 化 合 物  C (2ま た は 5μ g)含 有 ま た は 不 含 、 の i.c.v.注 射 を 受 け
た マ ウ ス (n=7-8)の 食 物 摂 取 を モ ニ タ ー し た 。
(d) C75、 AICARま た は 化 合 物  Cの i.c.v.注 射 24時 間 後 の 体 重 変 化 (n=4-10)。
(e) 200μ lの 媒 体  (生 理 食 塩 水 )ま た は 生 理 食 塩 水 、 化 合 物  C (10ま た は 30 mg/kg 体 重 ) 
含 有 、 を マ ウ ス (n=4-7)に i.p.投 与 し た 。
(f) 200μ lの 媒 体  (RPMI) ま た は C75 (10 mg/kg 体 重 )含 有 RPMIを マ ウ ス (n=4-9)に i.p.投
与 し た 。 デ ー タ は 3つ の 実 験 か ら １ つ に し た 。 ＊ , p＜ 0.05 ; ＊ ＊ , p＜ 0.01 ; ＊ ＊ ＊ , p
＜ 0.001、 媒 体 RPMIま た は 生 理 食 塩 水 処 置 と 比 較 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
図 ２ ： C75処 置 は 視 床 下 部 AMPKα の リ ン 酸 化 を 減 少 さ せ る 。
(a) 視 床 下 部 抽 出 物 に お け る リ ン 酸 化 AMPKα （ α 1お よ び α 2） お よ び 全 AMPKα （ α 1お よ
び α 2） の レ ベ ル を 、 暗 サ イ ク ル の 開 示 時 に C75 (5ま た は 10 mg) を i.c.v.注 射 し た 後 様 々
な 時 間 に お い て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 可 視 化 し た 。
(c, e) 視 床 下 部 (c)ま た は 肝 臓 (e)の 、 C75 (10 mg/kg 体 重 )の i.p.注 射 後 の リ ン 酸 化 AMPK
α お よ び 全 AMPKα の レ ベ ル 。 組 織 サ ン プ ル は i.p.注 射 の 1時 間 後 に 調 製 し た  (cお よ び e)。
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 定 量  (図 ２ ａ 、 ｃ お よ び ｅ ) は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し た 、 比  (リ
ン 酸 化 AMPKα /全 AMPKα ) に お け る 倍 差 （ fold-difference） を 示 す 。 リ ン 酸 化 AMPKα の た
め の シ グ ナ ル 検 出 の 感 度 は 、 全 AMPKα よ り 100倍 高 か っ た 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
図 ３ ： C75は ま た 、 視 床 下 部 AMPKα の 絶 食 誘 発 リ ン 酸 化 を 減 少 さ せ る 。
(a) リ ン 酸 化 AMPKα お よ び 全 AMPKα の レ ベ ル を 、 コ ン ト ロ ー ル (不 断 給 餌 )お よ び 絶 食 マ ウ
ス の 視 床 下 部 に お い て 可 視 化 し た 。 食 餌 を 暗 サ イ ク ル の 開 始 時 （ 0時 間 ） か ら 24時 間 除 去
し 、 リ ン 酸 化 お よ び 全 AMPKα の レ ベ ル を 絶 食 後 0時 間 、 3時 間 お よ び 24時 間 に 測 定 し た 。
(b) グ ラ フ は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 定 量 の 倍 差 を 示 す （ 図 ３ ａ ） 。
(c) リ ン 酸 化 お よ び 全 視 床 下 部 AMPKα の レ ベ ル を 24 hr絶 食 マ ウ ス に お い て 測 定 し 、 そ の
後 C75(10 mg/kg 体 重 )含 有 RPMIの i.p.注 射 を 施 し た 。 組 織 サ ン プ ル は i.p.注 射 の 1時 間 後
に 調 製 し た 。
(d) グ ラ フ は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 定 量 の 倍 差 を 示 す （ 図 ３ ｃ ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
図 ４ ：  C75は 視 床 下 部 ニ ュ ー ロ ン の ATPレ ベ ル を 変 化 さ せ 、 AICARは C75誘 発 拒 食 症 と pAMPA
α レ ベ ル の 減 少 と の 両 方 に 拮 抗 す る 。
(a) 初 代 視 床 下 部 ニ ュ ー ロ ン に 20ま た は 40 mg/ml C75を 30分 お よ び 2時 間 処 置 し た 。 ATPレ
ベ ル を 発 光 に よ り 評 価 し 、 非 処 置 コ ン ト ロ ー ル (-)の ％ と し て 表 し た 。 デ ー タ は 3つ の 独 立
の 実 験 か ら １ つ に し た 。 ＊ ＊ , p＜ 0.01、 非 処 置 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 。
(b) 食 物 摂 取 を 、 C75 i.p.注 射  (5mg/kg 体 重 )、 そ の 1時 間 後 に AICAR (3 mg) i.c.v.注 射
を 受 け た マ ウ ス (n=10-12)に つ い て 測 定 し た 。 食 物 摂 取 は 図 １ ａ に 示 し た の と 同 じ 時 間 間
隔 で モ ニ タ ー し た 。 ＊ , p＜ 0.05 ; ＊ ＊ , p＜ 0.01 ; ＊ ＊ ＊ , p＜ 0.001、 RPMI/生 理 食 塩
水 ま た は C75/生 理 食 塩 水 と 比 較 。
(c) 視 床 下 部 リ ン 酸 化 お よ び 全 AMPKα の レ ベ ル を 、 図 ４ ｂ に 示 し た の と 同 じ 投 与 量 に て i.
p.RPMI/i.c.v.生 理 食 塩 水 、 i.p.RPMI/i.c.v.AICAR、  i.p.C75/i.c.v.生 理 食 塩 水 、 ま た は
i.p.C75/i.c.v.AICARを 受 け た マ ウ ス に お い て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 測 定 し た 。
(d) グ ラ フ は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 定 量 の 倍 差 を 示 す （ 図 ４ ｃ ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
図 ５ ：  C75は 弓 状 核 に お け る pAMPKα 、 NPYお よ び pCREBの 発 現 に 影 響 す る 。
(a) 弓 状 核 に お け る pAMPKα の 免 疫 組 織 化 学 、 NPYの イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (4
、 5、 6)、 お よ び pCREBの 免 疫 組 織 化 学 を 、 コ ン ト ロ ー ル 、 C75処 置 (24時 間 )お よ び 絶 食 (24
時 間 )マ ウ ス に 由 来 す る 冠 状 脳 切 片 を 用 い て 行 っ た 。
(b) ダ ブ ル 蛍 光 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 、 弓 状 核 ニ ュ ー ロ ン に お け る AM
PKα 2(FITC)お よ び NPY(テ キ サ ス レ ッ ド )の 共 局 在 化 。
(c) i.c.v.生 理 食 塩 水 ま た は AICAR (3 mg)を 受 け た マ ウ ス (各 n=4)の 視 床 下 部 神 経 ペ プ チ
ド の mRNAレ ベ ル を 、 注 射 20時 間 後 に ノ ザ ン 解 析 に よ っ て 測 定 し た 。 ＊ ＊ ＊ , p＜ 0.001、 生
理 食 塩 水 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 。
(d) i.c.v.生 理 食 塩 水 ま た は AICAR (3 mg)を 受 け た マ ウ ス の 、 注 射 20時 間 後 の 弓 状 核 pCRE
Bレ ベ ル  (点 線 下 ) を 示 す 。
(e) AMPK活 性 を 変 化 さ せ 弓 状 核 に お け る CREB-NPY経 路 シ グ ナ ル 伝 達 を 制 御 す る 、 エ ネ ル ギ
ー の 流 れ に お け る C75誘 発 変 化 の モ デ ル 。
【 ０ ０ １ ３ 】
図 ６ ： 図 ６ は 、 神 経 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス の 変 化 が 摂 食 に 影 響 す る メ カ ニ ズ ム の 案 を 示 す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 図 ６ に 示 す よ う に 、 C75そ の 他 の 化 合 物 は 摂 食 行 動 に 影 響 し う る 。 例 え ば 、 あ る 種 の 化
合 物 は 、 被 験 体 に 投 与 し た と き に 、 神 経 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス に 影 響 し う る 。 神 経 エ ネ ル ギ
ー バ ラ ン ス は 、 神 経 細 胞 に お け る AMP/ATP比 に よ り 表 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 つ ま り 、 視 床 下 部 ニ ュ ー ロ ン に お け る ATPレ ベ ル を 増 加 さ せ る 化 合 物 を 投 与 す る と 、 神
経 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス が 減 少 し 、 被 験 体 の 食 欲 が 減 少 す る 。 化 合 物 が 視 床 下 部 ニ ュ ー ロ ン
に お け る ATPレ ベ ル を 増 加 （ ま た は 減 少 ） さ せ る か を 測 定 す る こ と は 難 し く な い 。 プ ロ ト
コ ー ル の １ つ は 以 下 で あ る ： ニ ュ ー ロ ン を 氷 上 で TEバ ッ フ ァ ー  (100 mM Tris お よ び  4 m
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M EDTA) を 用 い て 溶 解 し 、 プ レ ー ト か ら 除 去 す れ ば よ い 。 続 い て 、 ATPレ ベ ル は 直 線 範 囲
内 で ATP Bioluminescence Kit CLS II (Roche, Indianapolis, IN.)を 用 い て 製 造 元 の プ
ロ ト コ ー ル に し た が い 測 定 し 、 Perkin-Elmer Victor2  1420に よ り 結 果 を 読 み と れ ば よ い
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 FAS阻 害 お よ び CPT-1刺 激 の 能 力 に よ り 、 C75は 、 末 梢 お よ び 皮 質 ニ ュ ー ロ ン と 同 様 に 視
床 下 部 ニ ュ ー ロ ン に お け る ATPレ ベ ル を 増 加 す る こ と が で き る 。 こ の 変 化 が 正 の エ ネ ル ギ
ー バ ラ ン ス の シ グ ナ ル を 伝 え 、 AMPK活 性 の 減 少 を も た ら し 、 そ の 結 果 NPY発 現 を 減 少 さ せ
る 。 絶 食 に お い て 、 エ ネ ル ギ ー が 枯 渇 し て い る 場 合 、 AMPKが 刺 激 さ れ 、 そ れ に よ り CREB-N
PY経 路 と 食 物 摂 取 と が 活 性 化 さ れ る 。 正 常 な 摂 食 中 の リ ン 酸 化 視 床 下 部 AMPKの レ ベ ル は 比
較 的 変 化 が 少 な く 、 視 床 下 部 pAMPKレ ベ ル が 上 昇 す る ま で に は 食 物 摂 取 の 減 少 の 期 間 が 長
い 必 要 が あ る よ う で あ る 。 視 床 下 部 AMPKは 、 C75処 置 ま た は 絶 食 に よ る エ ネ ル ギ ー 状 態 に
お け る 変 化 に 応 答 す る よ う で あ る 。 つ ま り 、 AMPKは CNSに お け る 「 燃 料 セ ン サ ー 」 と し て
機 能 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 肥 満 の 処 置 に は 手 強 い 問 題 が 残 っ て い る 。 本 発 明 は 、 C75の 作 用 の 結 果 の 1つ が AMPK活 性
の 変 化 で あ る こ と を 示 す 。 C75の 効 果 は 絶 食 に よ り 誘 発 さ れ る 合 図 よ り も 優 位 で あ り 、 ob/
ob マ ウ ス に お け る 食 物 摂 取 さ え も 減 少 さ せ る こ と が で き る こ と か ら 、 AMPKは マ ス タ ー 燃
料 セ ン サ ー と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 AMPKを 阻 害 す る 化 合 物 も 刺 激 す る 化 合 物 も 、 食 物 摂 取 の 調 節 に 使 用 す る こ と が で き る 。
本 発 明 の 組 成 物 は 、 ヒ ト そ の 他 の 動 物 に 投 与 す る た め に 単 位 投 与 形 態 に て 提 供 す る こ と が
で き 、 そ れ は 例 え ば 錠 剤 、 カ プ セ ル 、 丸 剤 、 粉 末 剤 、 顆 粒 剤 、 滅 菌 非 経 口 溶 液 ま た は 懸 濁
液 、 経 口 溶 液 ま た は 懸 濁 液 、 好 適 な 量 の 化 合 物 を 含 有 す る 水 中 油 滴 お よ び 油 中 水 滴 エ マ ル
ジ ョ ン 、 坐 剤 お よ び 液 体 懸 濁 液 ま た は 溶 液 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 用 語 「 医 薬 用
希 釈 体 」 お よ び 「 医 薬 用 担 体 」 は 同 義 で あ る 。 経 口 投 与 の た め 、 固 体 ま た は 液 体 の 単 位 投
与 形 態 の い ず れ も 調 製 可 能 で あ る 。 固 体 組 成 物 、 例 え ば 錠 剤 を 調 製 す る た め 、 化 合 物 は 常
套 的 な 成 分 と 混 合 す る こ と が で き 、 そ れ は 例 え ば タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 第
二 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ケ イ 酸 ア ル ミ ニ ウ ム マ グ ネ シ ウ ム 、 硫 酸 カ ル シ ウ ム 、 デ ン プ ン 、 乳
糖 、 ア カ シ ア 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 お よ び 医 薬 用 希 釈 体 ま た は 担 体 と し て 機 能 的 に 同 様 の
物 質 で あ る 。 カ プ セ ル は 、 化 合 物 を 不 活 性 な 医 薬 用 希 釈 体 と 混 合 し 、 こ の 混 合 物 を 適 当 な
大 き さ の 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 充 填 す る こ と に よ っ て 調 製 す る 。 軟 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル は 、
化 合 物 と 許 容 さ れ る 植 物 油 、 軽 流 動 ワ セ リ ン ま た は 他 の 不 活 性 油 と の ス ラ リ ー の 機 械 封 入
に よ っ て 調 製 す る 。  
【 ０ ０ １ ９ 】
　 液 体 単 位 投 与 形 態 ま た は 経 口 投 与 形 態 、 た と え ば シ ロ ッ プ 、 エ リ キ シ ル お よ び 懸 濁 液 が
調 製 可 能 で あ る 。 こ れ ら 形 態 を 水 性 媒 体 に 糖 、 芳 香 族 系 香 料 お よ び 保 存 剤 と と も に 溶 解 し
て 、 シ ロ ッ プ を 作 成 す る こ と が で き る 。 懸 濁 液 は 、 水 性 媒 体 を 用 い て 、 懸 濁 剤 、 例 え ば ア
カ シ ア 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス な ど の 補 助 の も と 調 製 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 非 経 口 投 与 に は 、 液 体 単 位 投 与 形 態 を 、 化 合 物 と 滅 菌 媒 体 と を 利 用 し て 調 製 可 能 で あ る
。  溶 液 の 調 製 に お い て は 、 化 合 物 を 注 射 用 水 に 溶 解 し 、 濾 過 滅 菌 し 、 そ し て 適 当 な バ イ
ア ル ま た は ア ン プ ル に 充 填 し 密 閉 す れ ば よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば 局 所 麻 酔 薬 、 保 存 剤
お よ び 緩 衝 剤 を 媒 体 に 溶 解 し て も よ い 。 組 成 物 を バ イ ア ル に 充 填 後 凍 結 し て 、 水 分 を 吸 引
に よ り 除 去 す る こ と が で き る 。 凍 結 乾 燥 粉 末 は 、 続 い て バ イ ア ル 中 で 計 量 し 、 使 用 前 に 再
構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 治 療 の 投 与 量 お よ び 期 間 は 、 以 下 の よ う な 様 々 な 因 子 に 依 存 す る ：  (1) 被 験 体 の 年 齢
、 体 重 お よ び 臓 器 機 能 (例 え ば 、 肝 臓 お よ び 腎 臓 機 能 ); (2) 処 置 し よ う と す る 疾 患 過 程 の
性 質 お よ び 程 度 、 お よ び 何 ら か の 既 存 の 顕 著 な 併 存 疾 患 お よ び 使 用 中 の 併 用 薬 、 お よ び (3
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) 薬 物 関 連 パ ラ メ ー タ ー 、 例 え ば 投 与 経 路 、 治 癒 に 必 要 な 投 与 頻 度 お よ び 期 間 、 お よ び 薬
物 の 治 療 イ ン デ ッ ク ス 。 通 常 、 投 与 量 は 、 血 清 レ ベ ル 1 ng/ml～ 100 ng/mlを 達 成 し 、 標 的
部 位 で の 有 効 濃 度 が 約  1μ g/ml～ 10μ g/mlに 到 達 す る よ う 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 、 限 定 す る こ と な く 、 特 許 請 求 す る 発 明 を さ ら に 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 方 法
　 動 物
　 動 物 実 験 は す べ て 、 Johns Hopkins University School of Medicine Institutional An
imal Care and Use Committeeに よ り 確 立 さ れ た 、 動 物 管 理 お よ び 使 用 の ガ イ ド ラ イ ン に
し た が っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 雄 BALB/c マ ウ ス  (7-9週 齢 ) は 、 Charles River Laboratories か ら 購 入 し （ そ し て 、
光 を 制 御 し た 環 境 (12時 間 明 /12時 間 暗 サ イ ク ル ) に て 飼 育 し  (0200-1400hの 明 期 ) ） 、 標
準 的 な 研 究 用 食 餌 お よ び 水 を 自 由 に 摂 取 可 能 と し た 。 絶 食 の た め 、 暗 サ イ ク ル の 開 始 時 か
ら 24時 間 食 餌 を ケ ー ジ か ら 抜 き 取 っ た が 、 水 は 自 由 に 摂 取 で き る よ う に し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 食 物 摂 取 の 測 定
　 マ ウ ス の 脳 の 側 脳 室 に 、 ブ レ グ マ （ Bregma） の 0.6 mm尾 側 、 正 中 線 の 1.2 mm外 側 、 頭 蓋
表 面 下 2.2 mmの 深 さ に て 、 耐 久 性 ス テ ン レ ス ス チ ー ル カ ニ ュ ー レ を 移 植 し た 。 移 植 マ ウ ス
を 個 々 の ケ ー ジ で 飼 育 し 、 示 し た i.c.v.お よ び  i.p.注 射 に 用 い た 。 C75（ RPMI1640 (Gibc
o-BRL)に 溶 解 ） 、 AICAR (Toronto Research Chemicals Inc) （ 生 理 食 塩 水 中 ） ま た は 化
合 物  C (46) (FASgen, Inc. ) （ 生 理 食 塩 水 中 ） を 、 所 望 の 投 与 量 が 容 量 2.5μ lに て 投 与
で き る よ う に i.c.v.注 射 し 、 一 方 コ ン ト ロ ー ル 群 に は 媒 体 の み を 施 し た 。 注 射 は 暗 期 開 始
の 直 前 に 行 い 、 食 物 摂 取 の 測 定 は 暗 期 開 始 後 1時 間 (0-1時 間 の 間 隔 )、 3時 間 (1-3時 間 の 間
隔 )お よ び 24時 間 (3-24時 間 の 間 隔 )に て 行 っ た 。 C75 i.p./AICAR i.c.v.処 置 群 に は 、 暗 期
開 始 1時 間 前 に 5 mg/kg（ 体 重 ） の C75（ 200 ml グ ル コ ー ス 不 含 RPMI中 ） を i.p.注 射 し 、 続
い て 暗 期 開 始 直 前 に 3μ g/2.5μ l（ 生 理 食 塩 水 ） の AICARを i.c.v.注 射 し た 。 コ ン ト ロ ー ル
群 に は 200μ l グ ル コ ー ス 不 含 RPMIを 消 灯 1時 間 前 に 与 え 、 そ の 後 2.5μ lの 生 理 食 塩 水 を 与
え た 。 化 合 物  C (10ま た は 30 mg/kg（ 体 重 ） )ま た は C75 (10 mg/kg（ 体 重 ） ) の i.p.投 与
の 後 、 食 物 摂 取 を 先 と 同 じ 時 間 に 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析
　 視 床 下 部 を 、 視 交 叉 を 吻 方 の 、 乳 頭 体 を 尾 側 の 目 印 と し て 、 深 さ 2 mmに て 解 剖 し た 。 解
剖 し た 視 床 下 部 お よ び 肝 臓 組 織 を 液 体 窒 素 で 即 座 に 凍 結 し た 。 組 織 を 200μ lの 溶 解 バ ッ フ
ァ ー  (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 250 mM シ ョ 糖 , 5 mM ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , 50 mM Na
F, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 0.1 mM ベ ン ズ ア ミ ジ ン , 50μ g/ml 
ロ イ ペ プ チ ン , 50μ g/ml ダ イ ズ ト リ プ シ ン 阻 害 薬 )に て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 SDS界 面 活 性
剤 を 最 終 濃 度 0.2%に て 添 加 し 、 溶 解 物 を 5分 間 沸 騰 さ せ た 。 上 清 を 回 収 後 、 タ ン パ ク 質 濃
度 を BCA kit (Bio Rad)に よ り 測 定 し た 。 AMPKα の リ ン 酸 化 は 、 4-15%勾 配 SDS-ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 抗 リ ン 酸 化 AMPKα (α 1お よ び α 2, Thrl72) 抗 体  (1:1000, Cell Signal
ing)を 用 い て 測 定 し た 。 抗 AMPKα 抗 体  (α 1お よ び α 2, 1:1000, Cell Signaling) を ロ ー
デ ィ ン グ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 初 代 視 床 下 部 ニ ュ ー ロ ン 培 養 お よ び ATP測 定  
　 視 床 下 部 を E17 Sprague-Dawley ラ ッ ト  (Harlan)か ら 単 離 し 、 ト リ プ シ ン  (0.125%)-DN
A (0.001%) 溶 液 に て 分 離 し 、 Landree, et al., J. Biol. Chem, 279, 3817-3827に 記 載
の よ う に し て ば ら ば ら に し た 。 細 胞 を 6 x 10 4  に て ポ リ -D-リ ジ ン コ ー ト 化 96ウ ェ ル プ レ
ー ト  (Corning Inc.) に 神 経 基 礎 培 地 （ B27, 0.5 mM L-グ ル タ ミ ン , 1% ペ ニ シ リ ン -ス ト
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レ プ ト マ イ シ ン  (Gibco-BRL)添 加 ） 中 に て 播 種 し た 。 非 神 経 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る た め 、
細 胞 に シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド フ ラ ノ シ ド  (1μ M) を 播 種 4日 後 に 処 置 し 、 6-8日 齢 の 細 胞 を
ATPに つ い て 評 価 し た 。 視 床 下 部 ニ ュ ー ロ ン を TE (100 mM Tris-HCl, pH 7.4, 4 mM EDTA)
に 溶 解 し 、 ATPレ ベ ル を 直 線 範 囲 内 で ATP BioLuminescence Kit CLSII (Roche) を 用 い て
製 造 元 の 推 奨 に 従 い 測 定 し た 。 デ ー タ は Perkin-Elmer Victor2  1420に よ り 解 析 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 RNAの 調 製 お よ び ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析
　 視 床 下 部 全 RNAを Trizol試 薬 (Gibco-BRL) を 用 い て 精 製 し 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 15μ g
の 全 RNAを 用 い て Kim, et al, Am J Physiol Endocrinol Metab., 283, E867-879 (2002)
に 記 載 の よ う に 行 っ た 。 RNAを 、 マ ウ ス AGRP (Genebank #U89486)、 ヒ ト NPY (XM004941)、
ラ ッ ト CART(U10071)、 お よ び マ ウ ス POMC (AH005319)の ク ロ ー ン 化 プ ラ ス ミ ド か ら 作 成 し
た ラ ン ダ ム プ ラ イ ム 3 2 P標 識 DNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ロ ー デ ィ ン グ コ ン ト ロ
ー ル と し て 、 マ ウ ス GAPDH遺 伝 子 に 対 す る プ ロ ー ブ を 同 じ ブ ロ ッ ト で 使 用 し た 。 シ グ ナ ル
は 、 Image Analyzer (Molecular Dynamics) お よ び  Imagequant ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 定
量 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
免 疫 組 織 化 学
　 浮 遊 脳 切 片 を 、 Kim, et al, Am J Physiol Endocrinol Metab., 283,E867-879 (2002) 
に 記 載 の よ う に 、 Shimuzu-Albergine, et al., J Neurosci 21, 1238-1246 (2001)に 示 さ
れ る 改 変 を 加 え て 、 調 製 し た 。 自 由 浮 遊 切 片 を PBS（ 5% ヤ ギ 血 清 , 0.1% BSA, 0.05% Trit
on-X100, 1 mM NaF含 有 ） 中 に て 1時 間 室 温 で ブ ロ ッ キ ン グ し 、 抗 リ ン 酸 化 AMPKα (α 1お よ
び α 2) 抗 体  (1:100) ま た は 抗 リ ン 酸 化 CREB抗 体  (1:500, Cell Signaling) と PBS （ 1% 
ヤ ギ 血 清 , 0.1% BSA, 0.05% Triton-X100, 1 mM NaF含 有 ） 中 に お い て 一 晩 4℃ で イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 シ グ ナ ル は Vectastain ABC kit (Vector)に よ り 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 ア ン チ セ ン ス DIG標 識 NPYリ ボ プ ロ ー ブ を NPY遺 伝 子 (XM004941)を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド か
ら 作 成 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 を Kim, et al, Am J Physiol Endocrino
l Metab., 283, E867-879 (2002)に 記 載 の よ う に 行 っ た 。 ダ ブ ル 蛍 光 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め 、 AMPKα 2 (FITC)に つ い て は AMPKα 2遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド  
(pEBGα 2、 L. A. Wittersよ り 供 与 ) か ら DIG標 識 リ ボ プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 NPY (テ キ サ ス
レ ッ ド )に つ い て は ビ オ チ ン 標 識 リ ボ プ ロ ー ブ を 使 用 し た 。 FITC検 出 の た め 、 ヒ ツ ジ FITC
結 合 抗 DIG抗 体  (1:50, Roche) と TNBバ ッ フ ァ ー (lOO mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl,
 お よ び 0.5% ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 ) 中 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 テ キ サ ス レ ッ ド 検 出 の
た め 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -テ キ サ ス レ ッ ド  (1:50, Amersham Pharmacia)、 ウ サ ギ 抗 テ キ
サ ス レ ッ ド 抗 体  (1:50, Molecular Probes)、 ヤ ギ ビ オ チ ン 結 合 抗 ウ サ ギ IgG抗 体  (1:50, 
Santa Cruz Biotechnology) お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -テ キ サ ス レ ッ ド  (1:30) と 順 番
に TNBバ ッ フ ァ ー 中 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 画 像 の 解 析 お よ び 定 量
　 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 免 疫 組 織 化 学 の 画 像 を Axiocam HRc デ ジ タ ル
カ メ ラ  (Carl Zeiss) を 用 い て 可 視 化 し 、 Improvision Openlab softwareを 用 い て 画 像 を
取 得 し 、 NIH Image program (Macro)に よ り 定 量 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 統 計 学 的 解 析
　 デ ー タ は 、 複 数 (n＞ 4)の 測 定 の 平 均 ± 標 準 誤 差 で 表 す 。 特 記 無 き 限 り 、 デ ー タ は One-wa
y ANOVAで 解 析 し 、 Dunnett事 後 テ ス ト に よ り 処 置 サ ン プ ル と コ ン ト ロ ー ル と を 比 較 し た 。
事 後 テ ス ト の 相 違 は 、 ＊ , P＜ 0.05; ＊ ＊ , P＜ 0.01; ＊ ＊ ＊ , P＜ 0.001で 統 計 学 的 に 有 意
と 判 断 し た 。 AMPK活 性 の 結 果 の 解 析 の た め (図 ５ Ｃ お よ び Ｄ ) 、 対 応 の な い 片 側  t 検 定 を
行 っ て 各 時 間 点 を コ ン ト ロ ー ル  サ ン プ ル と を 比 較 し た 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
　 初 代 皮 質 神 経 培 養  
　 皮 質 を 、 Dawson, et al. J Neurosci 13, 2651-2661 (1993)に 記 載 さ れ る よ う に 、 E17 
Sprague-Dawley rats (Harlan, Indianapolis,IN)か ら 切 除 し 、 中 程 度 の ト リ プ シ ン 処 理
お よ び 粉 砕 に よ り 分 離 し た 。 細 胞 を 、 ポ リ -D-リ ジ ン コ ー ト 化 プ ラ ス チ ッ ク Nunclon培 養 皿
に 、 密 度 5 x l0 5  細 胞 /cm 2 に て 最 小 必 須 培 地  (MEM)（ ウ マ 血 清 、 ウ シ 胎 児 血 清 、 グ ル タ ミ
ン 、 お よ び 抗 生 物 質 ゲ ン タ マ イ シ ン お よ び カ ナ マ イ シ ン 含 有 ） 中 に て 播 種 し た 。 細 胞 を 各
タ イ プ の 実 験 に 必 要 と さ れ る 所 望 の 容 器 に 播 種 し た ：  T-25 フ ラ ス コ 、  酸 化 ア ッ セ イ ; 6
ウ ェ ル プ レ ー ト 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 SAMSペ プ チ ド ア ッ セ イ 、 お よ び HPLC解 析 ; 24ウ ェ
ル プ レ ー ト 、 FASお よ び CPT-1活 性 ア ッ セ イ ; 4ウ ェ ル チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド 、 免 疫 細 胞 化 学 ;
 お よ び 96ウ ェ ル プ レ ー ト 、 ATPレ ベ ル の 測 定 お よ び 細 胞 生 存 率 ア ッ セ イ 。 標 準 培 養 細 胞 に
は シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド を 4日 目 に 処 置 し 、 7-10日 後 に イ ン ビ ト ロ で 試 験 し た 。 グ リ ア 細
胞 が 過 剰 増 殖 し た 培 養 物 に つ い て は 、 細 胞 に シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド を 処 置 せ ず 、 6日 目 に
免 疫 細 胞 化 学 に 使 用 し た 。 薬 物 処 置 は 、 媒 体 ま た は C75（ RPMIに 再 懸 濁 ） 、 ; セ ル レ ニ ン  
(Sigma) （ RPMIに 再 懸 濁 ） ; お よ び 5-(テ ト ラ デ シ ル オ キ シ )-2 フ ロ イ ッ ク 酸 （ Furoic Ac
id）  (TOFA) （ 100% DMSOに 再 懸 濁 ） に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 免 疫 細 胞 化 学  
　 皮 質 ニ ュ ー ロ ン を 前 述 の よ う に 培 養 し 、 免 疫 細 胞 化 学 の た め 播 種 7日 後 に 回 収 し た 。 細
胞 を 4% PFAお よ び 20% シ ョ 糖 で 20分 間 4℃ に て 固 定 し 、 0.2% Triton X-100（ PBS中 ） を 10
分 間 4℃ で 浸 透 さ せ た 。 こ れ ら 培 養 物 は 通 常 グ リ ア 細 胞 が 1 % 未 満 な の で 、 前 記 の よ う に
グ リ ア を 過 剰 増 殖 さ せ た 培 養 物 も 調 製 し 、 グ リ ア に お け る FASお よ び AMPKの 発 現 も よ り 良
く 評 価 で き る よ う に し た 。 細 胞 を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液  (4%正 常 血 清 含 有 PBS) 中 に お い て 1時
間 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 以 下 の 抗 原 に 対 す る 一 次 抗 体 を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で 希 釈 し
、 一 晩 4℃ イ ン キ ュ ベ ー ト し た  : グ リ ア 細 胞 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質  (GFAP) (Chemicon In
ternational Temecula, CA) 1:1000; 神 経 特 異 的 チ ュ ー ブ リ ン  (NST) (Bacbo, Richmond 
VA) 1:1000; AMPKα  (1:500); お よ び FAS (1:1000)。 細 胞 を 1時 間 室 温 に て 、 NSTお よ び GF
AP染 色 に つ い て は FITC結 合 二 次 抗 体 と 、 FASお よ び AMPK染 色 に つ い て は ロ ー ダ ミ ン と 、 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 酢 酸 塩 取 り 込 み の 測 定
　 細 胞 を 示 し た 濃 度 の 媒 体 ま た は C75に よ り 15分 間 馴 化 培 地 中 に て 前 処 置 し 、 そ の 後 、 Piz
er, et al., Cancer Research 1996, 745-751 (1996)に 記 載 の よ う に 、 100μ M 3 H 酢 酸  (
NEN) に て さ ら に 1.75時 間 か け て 標 識 し た 。 液 体 を ク ロ ロ ホ ル ム /メ タ ノ ー ル に よ り 抽 出 し
、 N 2 下 で 乾 燥 し 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い て 計 測 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ATP測 定  
　 ニ ュ ー ロ ン を 氷 上 で TEバ ッ フ ァ ー  (100 mM Trisお よ び 4 mM EDTA) を 用 い て 溶 解 し 、 プ
レ ー ト か ら 除 去 し た 。 次 い で ATPレ ベ ル を 直 線 範 囲 に お い て ATP Bioluminescence Kit CLS
 II (Roche, Indianapolis, IN.) を 用 い て 製 造 元 の プ ロ ト コ ー ル に し た が い 測 定 し 、 結
果 を Perkin-Elmer Victor2  1420に て 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 細 胞 生 存 率 ア ッ セ イ
　 皮 質 ニ ュ ー ロ ン を 示 し た 時 間 示 し た 投 与 量 の 薬 物 で 処 置 し 、 生 存 率 を Live/Dead Viabil
ity/Cytotoxicity Kit (Molecular Probes, Eugene, OR)を 用 い て 測 定 し た 。 細 胞 透 過 性
非 蛍 光 カ ル セ イ ン AM色 素 か ら 強 蛍 光 カ ル セ イ ン 色 素 へ の 変 換 は 、 肝 臓 細 胞 に お け る 細 胞 内
エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 に よ り 触 媒 さ れ 、 Perkin-Elmer Victor2  1420を 用 い て 吸 光 度 を 485 nm/
535 nmに て 検 出 す る こ と で 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 HPLC 
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　 初 代 皮 質 ニ ュ ー ロ ン 溶 解 物 に お け る ア デ ニ ン ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル は 、 Stocchi, et al.,
 Anal Biochem 167, 181-190 (1987)に 記 載 の よ う に 、 HPLC解 析 に よ り 測 定 し た 。 簡 単 に
説 明 す る と 、 6ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル を 2 mlの 氷 冷 PBSで 洗 浄 し 、 70μ lの 氷 冷 0.5 M K
OHで 溶 解 し 、 そ し て 剥 離 し た 。 140μ lの H 2 Oを 溶 解 物 に 添 加 し 、 氷 上 で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 次 い で 1 M KH 2 PO 4 を 添 加 し て pHを 6.5に 調 節 し た 。 細 胞 溶 解 物 を Microcon YM-50 遠
心 フ ィ ル タ ー に て 遠 心 し 、 後 の HPLC解 析 の た め -80℃ で 保 存 し た 。 使 用 し た HPLCは 、 可 変
波 長 検 出 機 付 き Agilent 1100 LCで あ っ た 。 解 析 は 、 Chemstation A. 10.01 ソ フ ト ウ ェ ア
を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 脂 肪 酸 酸 化 の 測 定
　 脂 肪 酸 酸 化 は 、 Watkins, et al., Arch Biochem Biophys, 289, 329-336 (1991)に 記 載
の よ う に 測 定 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 フ ラ ス コ に 接 着 し た 初 代 皮 質 ニ ュ ー ロ ン に 、 HAM-
F10 培 地 （ 10% FBS添 加 ） 中 に お い て 、 ト リ プ リ ケ ー ト で C75を 示 し た 投 与 量 、 示 し た 時 間
に て 処 置 し た 。 0.5μ Ci/ml (20 nmol) の [1- 1 4 C]-パ ル ミ チ ン 酸  (Moravek Biochemicals,
 Brea, California) (α -シ ク ロ デ キ ス ト ラ ン (10 mg/ml、 10 mM Tris中 ) に 懸 濁 ） お よ び
2μ Mカ ル ニ チ ン を 、 各 処 置 の 最 後 の 30分 間 に 添 加 し た 。 フ ラ ス コ に 血 清 ス ト ッ パ ー （ seru
m stopper） お よ び プ ラ ス チ ッ ク セ ン タ ー ウ ェ ル (Kontes, Vineland, New Jersey) （ ガ ラ
ス マ イ ク ロ フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー （ 事 前 に 10μ lの 20 % KOHに 浸 潤 ） を 含 む ） を 取 り 付 け
た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 200μ lの 2.6 N HC10 4 を フ ラ ス コ に 注 射 し 、 1 4 CO 2 を 2時 間 37
℃ で 捕 捉 し た 。 フ ィ ル タ ー を 除 去 し 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 に よ り 定 量 し た 。 次 い で
フ ラ ス コ の 内 容 物 を 200μ lの 4N KOHで 加 水 分 解 し 、 H 2 SO 4 に て 中 和 し た 。 水 溶 性 生 成 物 を C
HCl 3 /MeOHお よ び H 2 Oを 用 い て 抽 出 し 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 に よ り 定 量 し た 。 脂 肪 酸
酸 化 の 全 量 は 1 4 CO 2 お よ び 水 溶 性 生 成 物 の 添 加 に よ り 得 て 、 ％ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 ま た
は 特 異 的 活 性 (nmol/hr/mg)と し て 表 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 グ ル コ ー ス 酸 化 の 測 定
　 グ ル コ ー ス 酸 化 ア ッ セ イ は 、 Rubi, et al., Biochem J364, 219-226 (2002)に よ る 研 究
に 基 づ い た 。 フ ラ ス コ に 接 着 し た ニ ュ ー ロ ン を 、 C75に よ り ト リ プ リ ケ ー ト で 、 示 し た 投
与 量 、 示 し た 時 間 に て 、 Krebs-Ringerビ カ ル ボ ナ ー ト HEPESバ ッ フ ァ ー  (KRBHバ ッ フ ァ ー :
 135 mM NaCl, 3.6 mM KCl, 0.5 mM NaH2 PO 4 , 0.5 mM MgCl 2 , 1.5 mM CaCl 2 , 5 mM NaHO 3
お よ び 10 mM HEPES)（ 1% BSAお よ び 10 mM D-グ ル コ ー ス 含 有 ） 中 に て 処 置 し た 。 0.5μ Ci/
ml [U- l 4 C]-グ ル コ ー ス  (NEN)を 各 処 置 の 最 後 30分 間 添 加 し 、 フ ラ ス コ を 脂 肪 酸 酸 化 ア ッ
セ イ に 記 載 の よ う に セ ッ ト し た 。 反 応 を 7%過 塩 素 酸 を フ ラ ス コ に 注 射 し て 停 止 さ せ 、 次 い
で 400μ lの ベ ン ゼ ト ニ ウ ム ヒ ド ロ キ シ ド を そ の セ ン タ ー ウ ェ ル に 注 射 し た 。 37℃ 2時 間 の
後 、 全 酸 化 を セ ン タ ー ウ ェ ル の 1 4 CO 2 の 量 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 に よ り 測 定 す る こ
と に よ っ て 定 量 し 、 ％ コ ン ト ロ ー ル ま た は 特 異 的 活 性 (pmol/hr/mg)と し て 表 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 CPT-1活 性 の 測 定
　 CPT-1活 性 は 、 Sleboda, et al., Biochimica et Biophysica Acta, 1436, 541-549 (19
99)に 記 載 の よ う に ジ ギ ト ニ ン 透 過 化 を 用 い て 測 定 し た 。 薬 物 お よ び 媒 体 コ ン ト ロ ー ル は
、 各 実 験 に つ い て 示 し た よ う に 添 加 し た 。 2時 間 後 、 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、
700μ lの ア ッ セ イ 培 地 （ 50 mM イ ミ ダ ゾ ー ル , 70 mM KCl, 80 mM シ ョ 糖 , 1 mM EGTA, 2 
mM MgCl 2 , 1 mM DTT, 1 mM KCN, 1 mM ATP, 0.1% 脂 肪 酸 不 含 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン , 70μ M
 パ ル ミ ト イ ル -CoA, 0.25μ Ci [メ チ ル - 1 4 C]L-カ ル ニ チ ン  (Amersham Pharmacia, Biotec
h, Piscataway, NJ), 40μ g ジ ギ ト ニ ン か ら な る 、 100μ M マ ロ ニ ル -CoA含 有 ま た は 不 含
） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 37℃ 6分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 反 応 を 500μ lの 氷 冷 4
 M 過 塩 素 酸 を 添 加 し て 停 止 さ せ た 。 次 い で 細 胞 を 回 収 し 、 13,000 x gで 5分 間 遠 心 分 離 し
た 。 ペ レ ッ ト を 500μ 1の 氷 冷 2 mM 過 塩 素 酸 で 洗 浄 し 、 再 び 遠 心 し た 。 得 ら れ た ペ レ ッ ト
を 800μ lの dH 2 0に 再 懸 濁 し 、 400μ lの ブ タ ノ ー ル で 抽 出 し た 。 ブ タ ノ ー ル 層 を 、 こ れ は ア
シ ル カ ル ニ チ ン 誘 導 体 を 表 す が 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 に よ り 測 定 し た 。
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【 ０ ０ ４ ２ 】
　 AMP活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定
　 AMPK活 性 は 、 Witters, et al., J Biol Chem 267, 2864-2867 (1992)に 記 載 の よ う に 、
SAMSペ プ チ ド ア ッ セ イ を 行 う こ と で 測 定 し た 。 6ウ ェ ル 培 養 皿 に 播 種 さ れ た ニ ュ ー ロ ン を 3
50μ l/ウ ェ ル の TritonX-100溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 50 mM NaCl, 1% 
Triton X-100, 250 mM シ ョ 糖 , 50 mM NaF, 5 mM NaPPi, 1 mM ジ チ オ ス レ イ ト ー ル , 50
μ g/ml ロ イ ペ プ チ ン , 0.1 mM ベ ン ズ ア ミ ジ ン , お よ び 50μ g/ml ト リ プ シ ン 阻 害 薬 ） に
て 溶 解 し た 。 各 条 件 に つ き 3ウ ェ ル を 保 存 し 、 AMPKα を プ ロ テ イ ン A/Gビ ー ズ 結 合 抗 AMPKα
(2-20)抗 体  (Santa Cruz, CA)の 存 在 下 で 免 疫 沈 降 し た 。 次 い で 免 疫 沈 降 物 を 洗 浄 し 、 4X 
ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 し 、 そ し て 合 成 SAMSペ プ チ ド 基 質 で あ る HMRSAMSGLHLVKRR (P
rinceton Biomolecules)へ の 3 2 Pの 取 り 込 み を 測 定 (20分 間 30℃ )す る こ と に よ り キ ナ ー ゼ
活 性 を 評 価 し た 。 サ ン プ ル を P81ホ ス ホ セ ル ロ ー ス 紙 に ス ポ ッ ト し 、 十 分 に 洗 浄 し 、 Ceren
kov計 測 に よ り 定 量 し た 。 各 サ ン プ ル を タ ン パ ク 質 濃 度 を 調 べ る た め 回 収 し 、 ％ コ ン ト ロ
ー ル ま た は pmol/分 /mgと し て 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 電 気 生 理 学 お よ び mEPSC解 析
　 ホ ー ル セ ル パ ッ チ ク ラ ン プ 記 録 を 、 イ ン ビ ト ロ 14-21日 目 に お い て 皮 質 培 養 物 に つ い て
行 っ た 。 AMPA媒 介 mEPSCを 単 離 す る た め 、 ニ ュ ー ロ ン を 継 続 的 に 人 工 脳 脊 髄 液  (aCSF) に
よ り 流 速 ＜ 1 ml/分 に て 還 流 し た 。 aCSFの 組 成 は 以 下 の と お り で あ る (mMで 表 示 ) :150 NaC
l, 3.1 KC1, 2 CaCl2 , 2 MgCl 2 , 10 HEPES, 0.1 DL-APV, 0.005 ス ト リ キ ニ ー ネ , 0.1 ピ
ク ロ ト キ シ ン , お よ び 0.001 テ ト ロ ド ト キ シ ン  (TTX)。 aCSFの 浸 透 圧 は 305-310に 、 pH は
7.3-7.4に 調 節 し た 。 細 胞 内 生 理 食 塩 水 は 以 下 か ら 構 成 さ れ る (mMで 表 示 ) :135 CsMeSo 4 , 
10 CsCl, 10 HEPES, 5 EGTA, 2 MgCl2 , 4 Na-ATP, お よ び 0.1 Na-GTP。 こ の 生 理 食 塩 水 は
290-295 mOsm、 pH 7.2に 調 節 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ホ ー ル セ ル 記 録 の 配 置 が 完 成 し た ら 、 ニ ュ ー ロ ン を ボ ル テ ー ジ ク ラ ン プ し 、 全 体 を 通 し
て 受 動 性 を モ ニ タ ー し た 。 記 録 中 に Rsま た は Riの 変 化 が 15％ を 超 え た 場 合 に は 、 そ の デ ー
タ を セ ッ ト か ら 除 去 し た 。 mEPSCは 、 Axopatch 200B 増 幅 装 置  (Axon Instruments, Union
 City, CA)（ 2 kHzに て フ ィ ル タ ー 、 5 kHzに て デ ジ タ ル 化 ） を 通 し て 取 得 し た 。 ス イ ー プ
（ sweep）  (20秒 ) （ 待 ち 時 間 0（ zero latency） ） を 充 分 な 数 の イ ベ ン ト が 記 録 さ れ る ま
で （ 最 低 5分 ） 取 得 し た 。 デ ー タ は 細 胞 が 安 定 し た 1-2分 後 に の み 連 続 的 に 記 録 し た 。 mEPS
Cは 、 MiniAnalysis (Synaptosoft Inc, Decatur, GA) を 用 い て 振 幅 閾 値 を √ RMS * 3 (通
常 4 pA)に セ ッ ト し 手 動 で 検 出 し た 。 ニ ュ ー ロ ン か ら 最 低 100イ ベ ン ト を 収 集 し た ら 、 振 幅
、 周 波 数 、 立 ち 上 が り 時 間 (ピ ー ク ま で の 時 間 )、 減 衰 時 間  (10%-90%)お よ び 受 動 性 を 測 定
し た 。 す べ て の 電 気 生 理 学 的 実 験 に お い て 、 同 様 の 量 の デ ー タ  (n) を 各 実 験 群 (す な わ ち
DMSO、 薬 物 )か ら 取 得 し た 。 次 い で 、 各 群 の デ ー タ を 平 均 し 、 統 計 学 的 有 意 差 を ス チ ュ ー
デ ン ト Tテ ス ト に よ り 決 定 し た 。 デ ー タ は 、 再 利 用 、 す な わ ち あ る 実 験 群 か ら 別 の 群 へ 移
行 さ せ る こ と は し な か っ た  (DMSOコ ン ト ロ ー ル は 除 く )。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 実 施 例 １
　 摂 食 行 動 は C75、 AICARま た は 化 合 物  Cの 処 置 に よ り 変 化 す る
　 マ ウ ス に 脳 室 内  (i.c.v.) カ ニ ュ ー レ を 移 植 し 、 暗 期 開 始 時 に C75を 投 与 し た 後 に 食 物
摂 取 を 測 定 し た  (図 １ ａ )。 マ ウ ス は す べ て こ の 24時 間 サ イ ク ル 中 は 自 由 に 食 餌 を 摂 取 で
き る 状 態 （ 不 断 給 餌 ） で あ っ た 。 C75は 、 1-3お よ び 3-24時 間 の 間 に 用 量 依 存 的 に 有 意 に 食
物 摂 取 を 減 少 さ せ た (図 １ ａ )。 5お よ び 10 mgの C75を 注 射 す る と 、 24時 間 で 食 物 摂 取 が そ
れ ぞ れ 20.3% (p<0.05)お よ び 37.7% (p<0.01) 減 少 し た 。 10μ gの 投 与 量 で も 体 重 の 減 少 が
見 ら れ た (図 １ ｄ )。 こ れ ら の 結 果 は 、 C75が 中 枢 機 構 を 介 し て 食 物 摂 取 を 減 少 さ せ る こ と
を 示 す 。  
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 AICAR(5-ア ミ ノ イ ミ ダ ゾ ー ル -4-カ ル ボ キ サ ミ ド -1-b-D-リ ボ フ ラ ノ シ ド )は 、 AMPK活 性
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を 刺 激 す る 化 合 物 で あ る が 、 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ リ ン 酸 化 さ れ て ZMPを 形 成 し (参 照 ： Sabi
na, et al., J Biol Chem, 260, 6107-14 (1985))、 こ こ で 、 ZMPは AMPK活 性 に 対 す る AMP
の 作 用 を 模 倣 す る  (参 照 ：  Sullivan, J. E., et al., FEBS Lett 353, 33-6 (1994))。 C
75に よ る 摂 食 阻 害 と は 反 対 に 、 AICAR の i.c.v.投 与 に よ り 食 物 摂 取 が 増 加 し た 。 投 与 量 3
μ g で 食 物 摂 取 が 1時 間 以 内 に 230% (p<0.01)、 3-24時 間 で 135% (p<0.01) 増 加 し 、 24時 間
合 計 の 食 物 摂 取 は コ ン ト ロ ー ル の 130% (p<0.05) に 増 加 し た (図 １ ｂ )。 こ の 食 物 摂 取 の 増
加 に も か か わ ら ず 、 こ の AICARの 単 回 投 与 で は 体 重 に 有 意 な 効 果 が 見 ら れ な か っ た  (図 １
ｄ )。 Abu-Elheiga, L., et al. (Science, 291,2613-6(2001))に 報 告 さ れ る よ う に 、 体 重
は 常 に 食 物 摂 取 に 比 例 し て 変 化 す る わ け で は な い 。 以 前 の 報 告 に よ る と 、 慢 性 的 な 4週 間
の AICARの 皮 下 注 射  (1 g/kg 体 重 ) で は 食 物 摂 取 に も 体 重 に も 影 響 が な か っ た が 、 (Winde
r, W. W., et al., J Appl Physiol 88, 2219-26( (2000)))、 脂 肪 体 量 の 減 少 と 肝 臓 重 量
の 増 加 が 見 ら れ た 。 つ ま り 、 AICAR の 単 回 i.c.v.投 与 は 、 食 物 摂 取 は 増 加 す る が 体 重 は 変
化 し な い よ う に 、 こ れ ら 末 梢 組 織 の 重 量 に 影 響 す る の か も し れ な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 AMPKの 食 物 摂 取 に 対 す る 効 果 を 確 認 す る た め 、 選 択 的 AMPK阻 害 薬 で あ る 化 合 物  C、 (Zho
u, G. , et al., J Clin Invest 108, 1167-74 (2001))を 使 用 し た 。 5 mgの 化 合 物  Cの i.
c.v.注 射 に よ り 、 36.2%、 37.8%お よ び 35.6%の 食 物 摂 取 の 減 少 が 、 そ れ ぞ れ 0-1、 3-24時 間
お よ び 24時 間 合 計 で 起 こ っ た  (図 １ ｃ )。 こ の 投 与 量 の 化 合 物  Cは 体 重 減 少 を も た ら し た  
(図 １ ｄ )。 興 味 深 い こ と に 、 AICARの 摂 食 刺 激 効 果 と 同 様 に 、 化 合 物  Cの 摂 食 阻 害 作 用 は 0
-1時 間 お よ び 3-24時 間 で 強 か っ た 。 化 合 物  Cの 腹 腔 内  (i.p.) 注 射 に よ っ て も 同 様 の 食 物
摂 取 の 減 少 が 見 ら れ  (図 １ ｅ )、 よ り 高 い 投 与 量  (30 mg/kg 体 重 ) に よ り す べ て の 時 間 間
隔 に お い て 食 物 摂 取 が 減 少 す る こ と が 示 さ れ た  (0-1、 1-3、 3-24お よ び 合 計 で 、 そ れ ぞ れ
コ ン ト ロ ー ル の 27.4%、 3.68%、 65.7%お よ び 57. 8%)。 AICARま た は 化 合 物  Cが 無 視 で き な
い さ ら な る 細 胞 効 果 を 有 す る 可 能 性 は あ る が 、 AMPK活 性 化 薬 お よ び 阻 害 薬 を 用 い て 得 ら れ
た 食 物 摂 取 に 対 す る 相 反 す る 結 果 は 、 AMPKが 摂 食 行 動 に 関 与 す る こ と を 示 す 。 AMPK活 性 化
に お け る 変 化 に 対 す る C75の 中 枢 効 果 と 末 梢 効 果 と を 比 較 し 、 か つ C75処 置 と AICAR処 置 を
組 み 合 わ せ る た め に 設 計 さ れ た さ ら な る 実 験 に 、 C75に つ い て i.p.投 与 経 路 を 利 用 す る 目
的 で 、 C75の i.p.投 与 の 作 用 の タ イ ム コ ー ス を 測 定 し た 。 C75の i.p.投 与  (10 mg/kg 体 重 )
 に よ り 、 測 定 し た す べ て の 間 隔 に お い て 食 物 摂 取 が 劇 的 に 減 少 し た  (コ ン ト ロ ー ル の 8.3
%、 23.3%お よ び 30.1%、 そ れ ぞ れ 0-1、 1-3お よ び 3-24時 間 ) (図 １ ｆ )。 24時 間 の 食 餌 消 費
の 合 計 は 、 コ ン ト ロ ー ル の 26.3%ま で 有 意 に 減 少 し た  (p<0.001)。 C75の 食 物 摂 取 に 対 す る
効 果 は よ り 顕 著 で あ り 、 化 合 物  Cよ り も 長 く 持 続 し た 。 C75の 末 梢 投 与 後 の 食 物 摂 取 に 対
す る 効 果 の 方 が 大 き い こ と は 、 こ の 経 路 を 介 し て 投 与 で き る 量 が よ り 大 き い こ と 、 ま た は
i.c.v.経 路 の 投 与 と 比 較 し て さ ら な る 末 梢 効 果 が あ る こ と を 反 映 し て い る の か も し れ な い
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま と め る と 、 こ れ ら の 結 果 は 、 C75お よ び 化 合 物  Cは  (i.c.v.投 与 ま た は i.p.投 与 の い
ず れ も )、 AICARの i.c.v.投 与 と 比 較 し て 食 物 摂 取 に 対 し て 相 反 す る 効 果 を よ く 似 た タ イ ム
コ ー ス で も た ら す こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 実 施 例 ２
　 C75は 視 床 下 部 AMPKの リ ン 酸 化 を 減 少 さ せ る
　 視 床 下 部 は 、 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス の モ ニ タ ー お よ び 食 物 摂 取 に 影 響 す る 末 梢 シ グ ナ ル の
統 合 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 脳 に お け る AMPKの 発 現 は 報 告 さ れ て い る が 、 脳 に お け る そ の
機 能 は 知 ら れ て い な か っ た 。 C75は 、 FASを 阻 害 し 、 β -酸 化 の た め パ ル ミ テ ー ト を ミ ト コ
ン ド リ ア 内 に 取 り 込 む 酵 素 で あ る カ ル ニ チ ン パ ル ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -1 (CPT-1)
を 刺 激 す る 。 こ れ ら の 作 用 は い ず れ も 、 視 床 下 部 の ニ ュ ー ロ ン に お け る 正 の エ ネ ル ギ ー バ
ラ ン ス の シ グ ナ ル を 伝 え る こ と が で き 、 そ れ は 視 床 下 部 AMPKを 不 活 性 化 し う る 。 視 床 下 部
AMPK活 性 に 対 す る C75の 効 果 を 調 べ る た め 、 そ の 活 性 と 一 致 す る AMPKの α 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ
ト の リ ン 酸 化 (pAMPKα )の レ ベ ル に 対 す る C75処 置 の 効 果 を 調 べ た （ 図 ２ ） 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 マ ウ ス に 媒 体 、 5μ gま た は 10 mgの C75 i.c.v.を 施 し 、 視 床 下 部 pAMPKα の レ ベ ル を ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 測 定 し た 。 AMPKα （ α 1お よ び α 2サ ブ ユ ニ ッ ト ） の レ ベ ル が ロ ー デ
ィ ン グ コ ン ト ロ ー ル の 役 割 を 果 た し た 。 媒 体 処 置 コ ン ト ロ ー ル 動 物 に お け る pAMPKα の レ
ベ ル と 比 較 し て 、 C75は 、 視 床 下 部 に お け る pAMPKα  (α 1お よ び α 2)の レ ベ ル を 30分 お よ
び 3時 間 に そ れ ぞ れ 3お よ び 6倍 減 少 さ せ た  (図 ２ ａ 、 ｂ )。 C75の 中 枢 投 与 で 見 ら れ た よ う
に 、 C75の i.p.注 射 (10 mg/kg 体 重 ) に よ り 、 視 床 下 部 に お け る pAMPKα の レ ベ ル は 30分 お
よ び 3時 間 で 有 意 に 減 少 し た  (図 ２ ｃ 、 ｄ )。 こ れ に 対 し て 、 C75は 、 肝 臓 pAMPKα レ ベ ル に
対 し て 投 与 後 30分 で は ほ と ん ど 効 果 を 示 さ ず 、 一 方 3時 間 で は pAMPKα レ ベ ル を 増 加 さ せ た
(図 ２ ｅ 、 ｆ )。 こ れ ら の 結 果 は 、 C75が 視 床 下 部 に お け る AMPK活 性 を 迅 速 に 減 少 さ せ る こ
と を 示 す 。 視 床 下 部 pAMPKα レ ベ ル の 減 少 は 、 エ ネ ル ギ ー 消 費 を 減 少 さ せ 好 ま し い エ ネ ル
ギ ー バ ラ ン ス の シ グ ナ ル を 伝 え る FAS阻 害 の 結 果 と し て 生 じ る 代 謝 変 化 に 起 因 し う る 。 こ
れ ら の 結 果 は ま た 、 AMPKの リ ン 酸 化 は 、 視 床 下 部 で は 肝 臓 と は 異 な る よ う に C75に 応 答 し
て 調 節 さ れ る こ と を 示 す 。 こ の 相 違 は 、 ニ ュ ー ロ ン お よ び 肝 臓 に お い て 見 ら れ る 代 謝 経 路
ま た は こ れ ら 経 路 を 通 る 流 れ の 相 違 を 反 映 し て い る 可 能 性 が 高 い 。 3時 間 ま で に 、 C75処 置
に よ り 見 ら れ る 食 物 摂 取 の 減 少 が 、 肝 臓 に お い て エ ネ ル ギ ー 不 足 状 態 の シ グ ナ ル を 伝 え （
図 ２ ｅ ） 、 AMPK活 性 化 を も た ら し て い る 可 能 性 が あ り 、 こ の こ と は 、 例 え ば 脂 肪 酸 酸 化 の
刺 激 を 介 し て エ ネ ル ギ ー レ ベ ル を 保 存 す る 試 み を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 C75は 絶 食 誘 発 視 床 下 部 AMPKリ ン 酸 化 を 減 少 さ せ る
　 AMPK活 性 は 、 絶 食 ラ ッ ト 肝 臓 に お い て 上 昇 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 視 床 下 部 AMPKが 絶
食 に 応 答 す る か を 調 べ る た め 、 不 断 給 餌 マ ウ ス に お い て 暗 サ イ ク ル の 開 示 時 に 食 餌 を 除 去
し た 後 、 pAMPKα レ ベ ル を モ ニ タ ー し た 。 食 餌 除 去 の 3時 間 以 内 で は pAMPKα レ ベ ル に 変 化
は な か っ た  (図 ３ ａ 、 ｂ )。 し か し な が ら 、 24時 間 の 絶 食 に よ り 、 視 床 下 部 pAMPKα レ ベ ル
は 2倍 に 刺 激 さ れ た  (図 ３ ａ 、 ｂ )。 Davies, et al. (FEBS Lett, 377, 421-5(1995))は 、
1つ の 時 点 （ 6時 間 目 ） で し か 調 べ て お ら ず 、 こ の 測 定 を 行 う 前 の 間 隔 に お け る 給 餌 プ ロ フ
ァ イ ル は 一 致 し て い な い が 、 不 断 給 餌 ラ ッ ト に お い て 暗 お よ び 明 サ イ ク ル の 間 で AMPK活 性
に 相 違 が な い こ と を 指 摘 し た 。 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 視 床 下 部 AMPKの 活 性 化 が 絶 食 誘 発 食
物 摂 取 刺 激 に 関 与 し う る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 次 に 、 C75が AMPKリ ン 酸 化 の 増 加 す る 絶 食 条 件 下 に お い て AMPKリ ン 酸 化 を 減 少 し う る か
に つ い て 調 べ た 。 こ れ は 、 C75が 絶 食 マ ウ ス に お い て も 摂 食 を 阻 害 す る の で 、 C75誘 発 FAS
阻 害 と AMPK活 性 の 間 の つ な が り を 確 立 す る の に 重 要 で あ る 。 24時 間 の 絶 食 の 後 、 媒 体  (RP
MI) ま た は C75の い ず れ か を i.p.投 与 し 、 視 床 下 部 pAMPKα の レ ベ ル を 測 定 し た 。 C75処 置
に よ り 、 pAMPKα の レ ベ ル は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 著 し く 減 少 し た  (図 ３ ｃ 、 ｄ )。 C7
5が 絶 食 マ ウ ス に お い て も 食 物 摂 取 を 抑 制 す る と い う 本 発 明 者 ら の 観 察 か ら 考 え る と 、 C75
が pAMPKα の レ ベ ル を 絶 食 マ ウ ス に お い て 減 少 さ せ る 能 力 は 、 C75が AMPK仲 介 機 構 に よ り 摂
食 を 阻 害 す る 可 能 性 を 支 持 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 C75は 視 床 下 部 ニ ュ ー ロ ン の ATPレ ベ ル を 増 加 さ せ る
　 C75は 3T3-L1脂 肪 細 胞 お よ び さ ら に 初 代 皮 質 ニ ュ ー ロ ン に お け る ATPレ ベ ル を 増 加 さ せ る
こ と が 知 ら れ て い る 。 AMP/ATP比 の 増 加 が AMPKを 活 性 化 す る こ と は 知 ら れ て い る の で 、 本
発 明 者 ら は 、 視 床 下 部 ATPレ ベ ル の C75誘 発 増 加 が AMP/ATPの 減 少 に 寄 与 し 、 視 床 下 部 AMPK
活 性 の 減 少 を も た ら す と 仮 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 視 床 下 部 ニ ュ ー ロ ン 初 代 培 養 を 40 mg/mlの C75で 処 置 す る と 、 ニ ュ ー ロ ン の ATPレ ベ ル が
30分 お よ び 2時 間 で そ れ ぞ れ コ ン ト ロ ー ル の 118お よ び 128%に 有 意 に 増 加 し た  (図 ４ ａ )。 C
75処 置 は 、 初 代 皮 質 ニ ュ ー ロ ン に お け る ATPレ ベ ル に も 同 様 の 変 化 を 引 き 起 こ し 、 AMP/ATP
比 の 減 少 お よ び AMPKの 不 活 性 化 を も た ら し た 。 そ れ ゆ え 、 C75に よ り 生 じ た ATPの 増 加 も ま
た 視 床 下 部 に お け る AMPK活 性 の 減 少 に 寄 与 し た と 考 え ら れ る 。  
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 AICARは C75の 食 欲 抑 制 作 用 に 拮 抗 し 視 床 下 部 AMPKリ ン 酸 化 を 増 加 さ せ る
　 AICARが C75誘 発 食 物 摂 取 減 少 に 拮 抗 し う る か を 調 べ る た め 、 暗 サ イ ク ル 開 始 1時 間 前 に
マ ウ ス を 媒 体 ま た は C75 (5 mg/kg 体 重 ) i.p.に て 処 置 し 、 1時 間 後 に 媒 体 ま た は AICAR (3
 mg)を i.c.v.注 射 し た (図 ４ ｂ )。 C75に よ り 、 食 物 摂 取 は 1時 間 で コ ン ト ロ ー ル (RPMI/生 理
食 塩 水 )の 37.5% ま で 減 少 し た (p<0.01)。 こ れ に 対 し て 、 AICAR処 置 に よ り 、 食 物 摂 取 は 1
時 間 で C75/生 理 食 塩 水 処 置 の 346%ま で 増 加 し た (p<0.001)。 AICAR処 置 は C75誘 発 拒 食 症 に
拮 抗 し 、 食 物 摂 取 は コ ン ト ロ ー ル 媒 体 処 置 マ ウ ス と 同 程 度 に な っ た 。 C75処 置 マ ウ ス に 対
す る AICARの 効 果 は 持 続 時 間 が 限 ら れ て お り 、 AICARの 代 謝 と 一 致 し た 。 3-24時 間 の 間 の 食
物 摂 取 に 対 し て 効 果 が な か っ た こ と は 、 C75と AICARの 相 反 す る 作 用 の 正 味 の 効 果 を 表 し て
い る の か も し れ な い 。 AICARに よ る C75仲 介 拒 食 症 の 拮 抗 に AMPK活 性 の 変 化 が 関 与 す る な ら
ば 、 AICARは 同 様 に C75処 置 に よ り 起 こ る 視 床 下 部 pAMPKα の レ ベ ル の 減 少 に 拮 抗 す る は ず
で あ る 。 不 断 給 餌 マ ウ ス に 、 i.p.注 射 を 、 続 い て 1時 間 後 に i.c.v.注 射 を 、 以 下 の よ う に
施 し た : i.p. RPMIお よ び i.c.v. 生 理 食 塩 水 ; i.p. RPMIお よ び i.c.v. AICAR; i.p. C75
お よ び i.c.v. 生 理 食 塩 水 ;な ら び に i.p. C75お よ び i.c.v. AICAR (図 ４ ｃ )。 視 床 下 部 組
織 は i.c.v.注 射 の 30分 後 に ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 用 に 準 備 し た (図 ４ ｃ 、 ｄ )。 低 レ ベ ル の pA
MPKα が 媒 体 処 置 マ ウ ス に お い て 検 出 さ れ 、 こ れ は AICAR処 置 動 物 に お い て 増 加 し た  (図 ４
ｃ 、 ｄ )。 C75 i.p.お よ び 生 理 食 塩 水  i.c.v.を 受 け た マ ウ ス は 、 pAMPKα レ ベ ル の 著 し い
減 少 を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 C75処 置 後 の AICAR処 置 は 、 視 床 下 部 pAMPKα レ ベ ル の C75誘 発 減 少 に 完 全 に 拮 抗 し た 。 閾
値 よ り 低 い 投 与 量 は 行 動 デ ー タ で の み 使 用 し た が 、 AICARが 行 動 と AMPKリ ン 酸 化 状 態 の 両
方 に お け る C75誘 発 変 化 を 抑 制 す る と い う 事 実 は 、 C75と AICARの 効 果 の た め の 作 用 部 位 が
共 通 す る こ と を 支 持 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 AICARが C75誘 発 拒 食 症 と C75誘 発 AMPK活 性 抑
制 の 両 方 を 回 復 さ せ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 C75は 弓 状 核 ニ ュ ー ロ ン に お け る pAMPK、 pCREBお よ び NPY発 現 を 変 化 さ せ る
　 AMPKは 細 胞 代 謝 を 敏 感 に 調 節 し 、 ま た 常 時 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る 。 視 床 下 部 に お け る AM
PKリ ン 酸 化 状 態 の 変 化 が 弓 状 核 に お け る pAMPKα レ ベ ル を 反 映 す る の か を 確 か め る た め 、
弓 状 核 を 含 む 冠 状 脳 切 片 を 用 い て pAMPKα に 対 す る 免 疫 組 織 化 学 を 行 っ た (図 ５ ａ １ － ３ )
。 pAMPKα は 不 断 給 餌 マ ウ ス の 弓 状 核 に お い て 検 出 さ れ  (図 ５ ａ １ )、 ま た 免 疫 染 色 は リ ン
酸 化 AMPKα ペ プ チ ド で 事 前 に 吸 収 す る こ と で う ま く 阻 害 さ れ た  (デ ー タ 非 提 示 )。 コ ン ト
ロ ー ル と 比 較 し て 、 pAMPKα 免 疫 活 性 は 、 24時 間 絶 食 マ ウ ス の 弓 状 核 に お い て コ ン ト ロ ー
ル の 171%ま で 増 加 し た （ 図 ５ ａ ３ ） 。 pAMPKα 免 疫 活 性 は 、 C75処 置 マ ウ ス に お い て 、 食 物
摂 取 を 減 少 さ せ た 条 件 下 に お い て も 、 コ ン ト ロ ー ル の 12%ま で 減 少 し た (図 ５ ａ ２ )。 こ れ
ら の 変 化 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト デ ー タ （ 図 ２ ａ 、 ｃ ） と 一 致 し 、 C75が 弓 状 核 に お け る pAM
PKα レ ベ ル を 減 少 さ せ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 以 前 に ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り C75が 視 床 下 部 NPY発 現 を 減 少 さ せ る こ と
を 示 し て い る (4,9)。 本 発 明 者 ら は 次 に 、 弓 状 核 に お け る pAMPKα の 減 少 が C75処 置 に よ り
起 こ る NPYの 変 化 と 一 致 す る か に つ い て 調 べ た 。 弓 状 核 内 の ニ ュ ー ロ ン に お け る NPY発 現 を
、 コ ン ト ロ ー ル 、 C75処 置 お よ び 絶 食 マ ウ ス に お い て 測 定 し た  (図 ５ ａ ４ － ６ )。 以 前 の 視
床 下 部 組 織 の ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 (9)と 一 致 し て 、 NPY mRNA発 現 は 、 C75処 置 マ ウ ス の 弓 状
核 に お い て コ ン ト ロ ー ル の 66%ま で 下 方 調 節 さ れ (図 ５ ａ ５ )、 絶 食 マ ウ ス に お い て コ ン ト
ロ ー ル の 140%ま で 上 方 調 節 さ れ た  (図 ５ ａ ６ )。 cAMP-CREB経 路 が 絶 食 条 件 下 に お い て NPY
発 現 を 仲 介 す る こ と が 知 ら れ て お り (37, 38)、 レ プ チ ン が こ の 経 路 を 介 し て NPY遺 伝 子 発
現 を 調 節 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る (38)。 C75処 置 に よ り 起 こ る NPYの 下 方 調 節 に 関 与 す る
経 路 を 明 ら か に す る た め 、 弓 状 核 に お け る pCREBレ ベ ル を 測 定 し た (図 ５ ａ ７ － ９ )。 既 報
の よ う に  (38)、 24時 間 の 絶 食 に よ り 、 弓 状 核 に お け る pCREB免 疫 活 性  は コ ン ト ロ ー ル の 1
97%ま で 増 加 し た  (図 ５ ａ ９ )。 こ れ に 対 し て 、 C75は pCREBの レ ベ ル を コ ン ト ロ ー ル の 39%
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ま で 減 少 さ せ  (図 ５ ａ ８ )、 こ の こ と は 、 C75に よ っ て 起 こ る NPY遺 伝 子 発 現 の 減 少 は pCREB
レ ベ ル の 減 少 に よ り 仲 介 さ れ る と い う 仮 説 と 一 致 す る 。 弓 状 核 に お け る AMPKと NPYの 共 局
在 化 を 明 ら か に す る た め 、 ダ ブ ル イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン  を 行 っ た  (図 ５ b)
。 AMPKα 2mRNAを 発 現 す る 弓 状 核 に お け る ニ ュ ー ロ ン の 亜 集 団 は NPYmRNAも 発 現 し て い た  (
図 ５ ｂ )。 NPYと CREBは 弓 状 核 に お け る ニ ュ ー ロ ン に 共 局 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ
ら の 結 果 は 、 AMPK、 NPYお よ び CREBが 弓 状 核 内 の ニ ュ ー ロ ン の 亜 集 団 に 共 発 現 す る こ と を
示 し 、 AMPKが CREBリ ン 酸 化 を 調 節 し て NPY発 現 に 影 響 す る と い う 仮 説 を 支 持 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 C75に 対 し て 、 AICARは 相 反 す る 効 果 を 有 し て い た (図 ５ ｃ 、 ｄ )。 つ ま り 、 AICARが 摂 食
を 刺 激 し た 本 発 明 者 ら の 知 見 と 一 致 し て 、 AICARは 視 床 下 部 の NPY発 現 を i.c.v.投 与 の 20時
間 後 に 有 意 に 増 加 さ せ た (図 ５ ｃ )。 AICAR処 置 に よ り 見 ら れ る NPY発 現 の 増 加 は 、 図 １ ｂ に
お い て 後 期 (3-24時 間 )に 見 ら れ る 食 物 摂 取 の 刺 激 を 仲 介 す る の か も し れ な い 。 AICAR処 置
に よ る NPY発 現 の 変 化 は 5時 間 以 内 に は 検 出 さ れ な か っ た の で  (デ ー タ 非 提 示 )、 摂 食 に お
け る 初 期  (0-1時 間 )の 変 化 は 、 NPY遺 伝 子 発 現 非 依 存 機 構 に よ っ て 仲 介 さ れ る と 考 え ら れ
る 。 AICARは ま た 、 弓 状 核 に お け る pCREBレ ベ ル を コ ン ト ロ ー ル の 231%ま で 増 加 さ せ (図 ５
ｄ )、 こ の こ と は AMPKが CREBリ ン 酸 化 を 調 節 す る こ と を 支 持 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
【 図 １ 】 食 物 摂 取 は C75、 AICAま た は 化 合 物  Cに よ る 影 響 を う け る 。
【 図 ２ 】 C75処 置 は 視 床 下 部 AMPKα の リ ン 酸 化 を 減 少 さ せ る 。
【 図 ３ 】 C75は ま た 、 視 床 下 部 AMPKα の 絶 食 誘 発 リ ン 酸 化 を 減 少 さ せ る 。
【 図 ４ 】 C75は 視 床 下 部 ニ ュ ー ロ ン の ATPレ ベ ル を 変 化 さ せ 、 AICARは C75誘 発 拒 食 症 と pAMP
Aα レ ベ ル の 減 少 と の 両 方 に 拮 抗 す る 。
【 図 ５ 】 C75は 弓 状 核 に お け る pAMPKα 、 NPYお よ び pCREBの 発 現 に 影 響 す る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 神 経 エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス の 変 化 が 摂 食 に 影 響 す る メ カ ニ ズ ム の 案 を 示 す
。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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