
(57)【要約】
脂肪分解を誘発し、肥満、インスリン耐性及び II型糖尿病を処理するためへのコルチコト
ロフ－誘導の糖タンパク質ホルモン（ CGH）の使用が記載される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 番 号 ３ 及 び ６ の ポ リ ペ プ チ ド か ら 構 成 さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー タ ン パ ク 質 で あ る 、 医 薬
的 有 効 量 の コ ル チ コ ト ロ フ － 誘 導 の 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン （ CGH） を 個 体 に 投 与 す る こ と
を 含 ん で 成 る 、 前 記 個 体 に お け る 脂 肪 分 解 の 誘 発 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
医 薬 的 有 効 量 の CGHを 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 前 記 個 体 に お け る 減 量 誘 発 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
医 薬 的 有 効 量 の CGHを 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 前 記 個 体 に お け る II型 糖 尿 病 の
処 理 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
医 薬 的 有 効 量 の CGHを 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 前 記 個 体 に お け る イ ン ス リ ン 感
受 性 の 改 良 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 個 体 が 肥 満 で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野 ：
本 発 明 は 、 肥 満 症 の 処 理 に 関 す る 。 よ り 特 定 に は 、 本 発 明 は 、 肥 満 症 及 び 糖 尿 病 の 処 理 の
た め の 、 脂 肪 分 解 の 刺 激 へ の コ ル チ コ ト フ － 誘 導 の 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン （ CGH） の 使 用
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
本 発 明 に 引 用 さ れ る す べ て の 引 例 の 教 示 は 、 そ れ ら の 全 体 を 引 用 に よ り 本 発 明 に 組 込 ま れ
る 。
肥 満 症 は 、 重 症 で 且 つ 広 範 囲 に 広 ま っ て い い る 公 衆 の 健 康 問 題 で あ る 。 産 業 国 の 人 口 の 1/
3が 、 少 な く と も 20％ の 理 想 体 重 の 超 過 を 有 す る 。 こ の 現 象 は 、 発 展 途 上 国 、 特 に 経 済 が
近 代 化 し て い る 地 球 の 地 域 に 広 が っ て い る 。 2000年 現 在 、 世 界 に 推 定 さ れ る ３ 億 の 肥 満 の
人 工 が 存 在 し た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
肥 満 症 は 、 進 行 性 心 血 管 又 は 代 謝 疾 患 の 危 険 性 を 相 当 に 高 め る 。 30％ 以 上 の 超 過 体 重 に 関
し て は 、 冠 状 動 脈 疾 患 の 発 生 率 が 年 齢 50歳 下 で ２ 倍 に な る 。 他 の 疾 患 に 関 し て 行 な わ れ た
研 究 は 、 同 様 の こ と を 表 す 。 20％ の 超 過 体 重 に 関 し て は 、 高 血 圧 の 危 険 性 が ２ 倍 に な る 。
30％ の 超 過 体 重 に 関 し て は 、 進 行 性 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 の 危 険 性 が ３ 倍 に な り 、 そ
し て 異 常 な 脂 肪 血 症 の 発 生 率 が ６ 倍 に 上 昇 し た 。 肥 満 に よ り 促 進 さ れ る 追 加 の 疾 病 は 多 く
； 肝 機 能 の 異 常 、 消 化 病 理 学 、 多 く の 癌 及 び 生 理 学 的 疾 病 が そ れ ら の 中 で 顕 著 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
肥 満 症 に つ い て の 処 理 は 、 カ ロ リ ー 摂 取 の 制 限 、 及 び 物 理 的 運 動 を 通 し て の 高 め ら れ た カ
ロ リ ー 消 費 を 包 含 す る 。 し か し な が ら 、 節 食 に よ る 肥 満 症 の 処 理 は 、 短 期 間 で は 効 果 的 で
あ る が 、 非 常 に 高 い 割 合 の 常 習 性 を 有 す る 。 運 動 に よ る 処 理 は 、 節 食 の 不 在 下 で 適 用 さ れ
る 場 合 、 比 較 的 無 効 果 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 他 の 処 理 は 、 胃 腸 の 手 術 、 又 は 食 事 の
脂 質 の 吸 収 を 制 限 す る 剤 を 包 含 す る 。 そ れ ら の 方 策 は 、 そ れ ら の 使 用 の 副 作 用 の た め に 、
ほ と ん ど 不 成 功 で あ っ た 。
明 か に 、 ヒ ト に お け る 体 重 の 減 量 の た め に 有 用 で あ る 新 規 処 理 の 必 要 性 が 存 在 す る 。 脂 肪
分 解 及 び 減 量 を 促 進 す る た め に 投 与 さ れ 得 る 治 療 剤 は 、 肥 満 の 制 御 を 助 け 、 そ し て そ れ に
よ り 、 こ の 状 態 に 関 連 す る 多 く の 負 の 結 果 を 軽 減 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
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：
本 発 明 は 、 減 量 を 促 進 す る た め の 新 規 治 療 の 必 要 性 を 満 た す 。 本 発 明 は 、 減 量 を 促 進 し 、
そ し て 特 に 、 脂 肪 分 解 を 促 進 す る た め に 、 コ ル チ コ ト ロ フ － 誘 導 の 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン
（ CGH） を 、 個 体 に 投 与 す る こ と か ら 成 る 。 本 発 明 は さ ら に 、 医 薬 的 有 効 量 の CGHを 個 体 に
投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 前 記 個 体 に お け る II型 糖 尿 病 の 処 理 方 法 か ら 成 る 。 も う １ つ
の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 医 薬 的 有 効 量 の CGHを 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、
前 記 個 体 に お け る イ ン ス リ ン 感 受 性 の 改 良 方 法 か ら 成 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
こ こ で 、 本 発 明 者 は 、 肥 満 症 の 処 理 の た め に 有 効 で あ る 方 法 を 開 示 す る 。 下 記 の よ う に 、
脂 肪 組 織 に お け る 脂 肪 分 解 を 刺 激 す る 能 力 は 、 肥 満 症 に 関 連 す る 多 く の 病 理 学 に 介 在 す る
手 段 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 者 は 、 CGHが 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 投 与 さ れ る 場 合
、 脂 肪 分 解 を 刺 激 す る こ と を 発 見 し た 。 結 果 と し て 、 代 謝 速 度 が 高 め ら れ 、 減 量 及 び 高 め
ら れ た イ ン ス リ ン 感 受 性 が 導 か れ る 。
脂 肪 分 解 を 促 進 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 CGHは 減 量 を 促 進 す る こ と が で き る 。 本 発 明
の 組 成 物 及 び 方 法 は 、 肥 満 、 肥 満 に 関 連 す る ア テ ロ ー ム 硬 化 症 、 糖 尿 病 、 肥 満 又 は 糖 尿 病
に 関 連 す る 高 血 圧 、 又 は よ り 一 般 的 に は 、 肥 満 に 関 連 す る 種 々 の 病 理 学 を 包 含 す る 病 状 を
処 理 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 の も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 こ の 剤 は 、 減 量 を 誘 発 す る 他 の 薬 剤 に よ り 処 理 さ れ
た 個 体 に お け る 減 量 の 維 持 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 、 特 に 肥 満 に 関 連 す る 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 の 処 理 で あ る 。
１ つ の 態 様 に お い て は 、 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 を 処 理 す る た め へ の CGHの 使 用 は 、 非
肥 満 個 体 に お い て も 構 想 さ れ る 。
本 発 明 の さ ら に も う １ つ の 観 点 は 、 個 体 に お け る 休 止 代 謝 速 度 を 早 め る た め へ の CGHの 使
用 に 関 す る 。 こ の 観 点 の １ つ の 態 様 に お い て は 、 遅 い 休 止 代 謝 速 度 を 有 す る 個 体 は 、 脂 肪
分 解 を 促 進 し 、 そ し て エ ネ ル ギ ー 使 用 を 高 め る た め に CGHを 投 与 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】

：
本 発 明 の １ つ の 観 点 は 、 脂 肪 分 解 を 刺 激 す る た め へ の 新 規 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン CGHの 使
用 で あ る 。 CGHは 、 国 際 特 許 出 願 番 号 PCT/US01/09999号 、 公 開 番 号 WO01/73034号 に 開 示 さ
れ る 。 そ れ は 、 α サ ブ ユ ニ ッ ト 、 す な わ ち 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン α ２ （ GPHA2） 、 及 び β
サ ブ ユ ニ ッ ト 、 す な わ ち 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン β 5（ GPHB5） か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
GPHA2は 、 こ れ ま で Zsig51（ 国 際 特 許 出 願 番 号 PCT/US99/03104号 、 1999年 ８ 月 19日 に 公 開
さ れ る 公 開 番 号 WO99/41377号 ） と 呼 ば れ た 。 配 列 番 号 １ は 、 十 分 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド GP
HA2を コ ー ド す る ヒ ト cDNA配 列 で あ り 、 そ し て 配 列 番 号 ２ は 、 ヒ ト GPHA2の 十 分 な 長 さ の ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。 配 列 番 号 ３ は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 有 さ な い 成 熟 の GPHA2ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 で あ る 。 配 列 番 号 ４ は 、 十 分 な 長 さ の GPHB5ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヒ ト cDNA配
列 で あ る 。 配 列 番 号 ５ は 、 十 分 な 長 さ の GPHB5ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 配 列 番 号 ６ は 、 シ グ
ナ ル 配 列 を 有 さ な い 成 熟 GPHB5ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 配 列 番 号 ７ は 、 十 分 な 長 さ の GPHB5ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヒ ト ゲ ノ ム DNA配 列 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 は 一 般 的 に 、 脂 肪 組 織 に お け る 脂 肪 分 解 を 刺 激 す る た め に 有 用 で あ る 方 法 に 関 す る
。 当 業 者 は 、 脂 肪 分 解 が 、 ト リ グ リ セ リ ド の 形 で 貯 蔵 さ れ る 脂 肪 が 脂 肪 細 胞 か ら 、 個 々 の
遊 離 脂 肪 酸 と し て 循 環 中 に 開 放 さ れ る 生 化 学 工 程 で あ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 脂 肪 分
解 の 刺 激 は 、 ヒ ト に お け る 高 め ら れ た エ ネ ル ギ ー 消 費 に 明 か に 連 結 さ れ て お り 、 そ し て 脂
肪 分 解 を 促 進 し 、 そ し て 脂 肪 酸 化 を 高 め る た め に い く つ か の 方 策 が 、 減 量 を 促 進 し 、 そ し
て 肥 満 に 関 連 す る 糖 尿 病 状 態 を 処 理 す る た め に 研 究 さ れ て 来 た 。 そ れ ら の 治 療 努 力 は 、 そ
の 末 梢 β － ア ド レ ナ リ ン 作 用 性 受 容 体 を 通 し て 交 感 神 経 系 （ SNS） を 刺 激 す る 化 合 物 の 創
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造 に 主 に 集 中 す る 。 脂 肪 組 織 に お け る CGH－ 促 進 さ れ た 脂 肪 分 解 の 発 見 は 、 脂 肪 、 及 び 肥
満 に 関 連 す る イ ン ス リ ン － 耐 性 糖 尿 病 状 態 の 新 規 且 つ 特 定 の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 “ 肥 満 症 ” 及 び “ 肥 満 － 関 連 の ” と は 、 個 体 の 身
長 及 び 骨 格 に 関 す る 理 想 よ り も あ る 程 度 、 大 き い 身 体 質 量 を 有 す る 個 体 を 言 及 す る 。 好 ま
し く は 、 そ れ ら の 用 語 は 、 20以 上 の 身 体 質 量 指 数 値 、 よ り 好 ま し く は 30以 上 、 及 び 最 も 好
ま し く は 40以 上 の 身 体 質 量 指 数 値 を 有 す る 個 体 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】

：
エ ネ ル ギ ー 消 費 は 、 エ ネ ル ギ ー 平 衡 等 式 の １ つ の 観 点 を 提 供 す る 。 安 定 し た 体 重 を 維 持 す
る た め に は 、 エ ネ ル ギ ー 消 費 は 、 エ ネ ル ギ ー 摂 取 と 平 衡 し て 存 在 す べ き で あ る 。 相 当 の 努
力 が 、 減 量 し 、 又 は 体 重 を 維 持 す る 手 段 と し て エ ネ ル ギ ー 摂 取 （ す な わ ち 、 節 食 及 び 食 欲
） を 操 作 す る こ と に 払 わ れ て 来 た が 、 し か し な が ら 、 そ れ ら の ア プ ロ ー チ に 向 け ら れ た 莫
大 な 合 計 全 額 に も か か わ ら ず 、 そ れ ら は ほ と ん ど 未 成 功 で あ る 。 体 重 調 節 を 管 理 し 、 そ し
て 肥 満 を 処 理 す る 手 段 と し て エ ネ ル ギ ー 消 費 を 薬 理 学 的 に 高 め る 努 力 が ま た 存 在 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
上 昇 す る エ ネ ル ギ ー 代 謝 は 、 そ れ が 正 常 レ ベ ル で の 食 物 摂 取 の 影 響 さ れ る 個 体 に よ る 維 持
を 可 能 に す る 可 能 性 を 有 す る の で 、 魅 力 的 な 治 療 ア プ ロ ー チ で あ る 。 さ ら に 、 薬 理 学 的 手
段 に よ る エ ネ ル ギ ー 消 費 の 上 昇 は エ ネ ル ギ ー 摂 取 及 び 食 欲 に お け る 対 応 す る 上 昇 に よ り 十
分 に は 中 和 さ れ な い 観 点 を 支 持 す る 証 拠 が 存 在 す る 。 Bray, G.A. (1991) Annu. Rev. Med
. 42, 205-216を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ４ 】
エ ネ ル ギ ー 消 費 は 、 中 枢 神 経 系 の 操 作 に よ り 、 SNSの 末 梢 遠 心 性 神 経 の 活 性 化 に よ り 、 又
は 甲 状 腺 ホ ル モ ン レ ベ ル の 上 昇 に よ り 薬 理 学 的 に 刺 激 さ れ 得 る 。 毎 日 、 消 費 さ れ る エ ネ ル
ギ ー の 多 く は 、 休 止 代 謝 速 度 （ RMR） に 由 来 し 、 そ れ は 、 毎 日 の 合 計 エ ネ ル ギ ー 消 費 の 50
－ 80％ を 占 め る 。 再 考 に 関 し て は 、 Astrup. A. (2000) Endocrine 13, 207-212を 参 照 の
こ と 。 ノ ル ア ド レ ナ リ ン タ ー ン オ ー バ ー 研 究 は 、 身 体 サ イ ズ 及 び 組 成 に よ り 説 明 さ れ な い
RMRに お け る 変 動 性 の ほ と ん ど が SNS活 性 の 差 異 に 関 連 し て い る こ と 示 し 、 こ の こ と は 、 SN
S活 性 が RMRを 調 節 す る こ と を 示 唆 す る 。 Snitker, S., な ど ． （ 2001） Obes． Rev. 1, 5-1
5を 参 照 の こ と 。 食 物 摂 取 は 、 高 め ら れ た SNS活 性 を 付 随 し 、 そ し て 研 究 は 、 食 物 に 応 答 し
て の 高 め ら れ た SNS活 性 が 食 物 誘 発 さ れ た 熱 発 性 の 少 な く と も 一 部 を 説 明 す る こ と を 示 し
た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
エ ネ ル ギ ー 使 用 の 調 節 に 関 与 す る SNSの 末 梢 標 的 物 は 、 β － ア ド レ ナ リ ン 性 受 容 体 （ β － A
R） で あ る 。 そ れ ら の 受 容 体 は 、 第 二 メ ッ セ ン ジ ャ ー サ イ ク リ ッ ク ア デ ノ シ ン 一 リ ン 酸 （ c
AMP） に 結 合 さ れ る 。 cAMPレ ベ ル の 上 昇 は 、 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ A（ PKA） 、 多 能 タ ン パ ク
質 キ ナ ー ゼ 及 び 種 々 の 細 胞 効 果 を 誘 発 す る 転 写 因 子 の 活 性 化 を 導 く 。 Bourne, H.R., な ど
. (1991) Nature349, 117-127を 参 照 の こ と 。 脂 肪 組 織 は 、 SNSに よ り 非 常 に 弱 め ら れ 、 そ
し て β － ア ド レ ナ リ ン 性 受 容 体 の ３ 種 の 既 知 サ ブ タ イ プ 、 す な わ ち β 1 、 β 2 － 及 び β 3 － A
Rを 有 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
SNSの 活 性 化 は 、 そ れ ら の 受 容 体 の 脂 肪 分 解 及 び 脂 肪 酸 化 へ の カ ッ プ リ ン グ を 通 し て エ ネ
ル ギ ー 消 費 を 刺 激 す る 。 脂 肪 組 織 に よ り 生 成 さ れ 、 そ し て 血 流 中 に 開 放 さ れ る 高 め ら れ た
血 清 フ リ ー の 脂 肪 酸 （ FFA） が 、 エ ネ ル ギ ー 消 費 を 刺 激 し 、 そ し て 熱 発 生 を 高 め る 。 再 考
の た め に は 、 Astrup, A. (2000) Endocrine B, 207-212を 参 照 の こ と 。 さ ら に 、 高 め ら れ
た PKAレ ベ ル は 、 不 用 熱 を 生 成 す る 、 ミ ト コ ン ド リ ア に お け る 無 益 回 路 を 創 造 す る カ ッ プ
リ ン グ し て い な い タ ン パ ク 質 － １ （ UCP－ １ ） を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る こ と に よ り 、 脂
肪 に お け る エ ネ ル ギ ー 利 用 を 高 め る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
過 去 20年 間 に わ た っ て 、 肥 満 及 び 肥 満 に 関 す る 糖 尿 病 の 処 理 の た め の SNS活 性 化 の 生 理 学

10

20

30

40

50

(4) JP 2004-521952 A 2004.7.22

概 観



的 有 益 性 の 研 究 が 、 β 3 -ARの 薬 理 学 的 活 性 化 に 集 中 さ れ て 来 た 。 β 3 -ARの 発 現 は 、 β 1 又
は β 2 イ ソ フ ォ ー ム よ り も 狭 い 組 織 範 囲 に 制 限 さ れ 、 そ し て 他 の イ ソ フ ォ ー ム に 比 較 し て
、 囓 歯 動 物 組 織 に お い て 高 く 発 現 さ れ る 。 β 3 － ARア ゴ ニ ス ト に よ り 処 理 さ れ た 囓 歯 動 物
に お け る 実 験 研 究 は 、 脂 肪 分 解 及 び 脂 肪 酸 化 の 刺 激 が 高 め ら れ た エ ネ ル ギ ー 消 費 、 減 量 及
び 高 め ら れ た イ ン ス リ ン 感 受 性 を 生 成 す る こ と を 示 し た 。 De souza, C.J. and Burkey, B
.F. (2001) Curr. Pharm. Des. 7, 1433-1449を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ８ 】
そ れ ら の 化 合 物 の 可 能 性 あ る 有 益 性 は 、 ヒ ト β 3 － ARで の 効 能 の そ れ ら の 欠 失 の た め に 実
験 さ れ て い な い 。 さ ら に 、 従 っ て 、 囓 歯 動 物 脂 肪 組 織 に お け る β 3 － ARの レ ベ ル が ヒ ト 脂
肪 組 織 に お い て よ り も 高 い こ と が 現 実 化 さ れ た 。 ヒ ト 脂 肪 組 織 に お い て は 、 β 1 及 び β 2 イ
ソ フ ォ ー ム が 、 優 性 ア ド レ ナ リ ン 性 受 容 体 イ ソ フ ォ ー ム を 表 す 。 Arch, J.R. (2000) Eur.
 J. Pharmacol. 440, 99-104を 参 照 の こ と 。 従 っ て 、 肥 満 の 処 理 の た め の 脂 肪 分 解 の 刺 激
の 生 化 学 的 前 提 条 件 は 明 ら か に 示 さ れ て い る が 、 ヒ ト に お い て そ の 対 応 す る 効 果 を 治 療 激
に 生 成 す る た め の 機 構 は 実 現 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
脂 肪 分 解 を 通 し て 脂 肪 酸 化 を 促 進 す る た め の 方 策 は 、 減 量 を 促 進 し な い 用 量 で 、 及 び 体 中
に 影 響 を 及 ぼ さ な い 時 間 に わ た っ て 、 改 良 さ れ た イ ン ス リ ン 感 受 性 を 示 し た 。 イ ン ス リ ン
感 受 性 効 果 が 抗 － 肥 満 効 果 よ り も 容 易 に 検 出 で き る こ と は 驚 く べ き こ と で は な い 。 脂 肪 酸
化 の 刺 激 は 、 イ ン ス リ ン シ グ ナ ル 化 を 調 節 す る 代 謝 物 の 細 胞 内 濃 度 を 急 速 に 低 め る こ と が
で き る 。 対 照 的 に 、 抗 － 肥 満 効 果 は 、 脂 肪 の 大 き な 貯 蔵 物 が 酸 化 さ れ る に つ れ て 、 徐 々 に
進 行 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

：
CGHは 、 チ ロ ト ロ ピ ン － 刺 激 ホ ル モ ン （ TSH） 受 容 体 と の 相 互 作 用 を 通 し て そ の 効 果 を 発 揮
す る 。 Nakabayashi, K., な ど . (2002) J. Clin. Invest. 109, 1445-1452を 参 照 の こ と
。 TSH受 容 体 （ TSHR） は 、 G－ タ ン パ ク 質 結 合 さ れ た 、 ７ 種 の ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン 受 容 体 ス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 TSH受 容 体 の 活 性 化 は 、 下 流 の 細 胞 効 果 を 引 き 起 こ
す 、 ヘ テ ロ ト リ マ ー Gタ ン パ ク 質 と の カ ッ プ リ ン グ を 導 く 。 TSH受 容 体 は 、 サ ブ タ イ プ G s , 
G q , G 1 2 及 び G i の Gタ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 特 に 、 G s と の 相 互 作 用
は 、 ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ の 活 性 化 及 び 高 め ら れ た cAMPレ ベ ル を 導 く 。 Laugwitz, K.L., な
ど . (1996) Proc, Natl. Acad. Sci. USA93, 116-120を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ １ 】
脂 肪 組 織 に お け る TSH受 容 体 の 存 在 は 時 々 、 議 論 の 対 照 で あ っ た が 、 最 近 の 報 告 は 、 ヒ ト
及 び 囓 歯 動 物 の 組 織 細 胞 に お け る TSHRの 存 在 を 示 し て い る 。 Bell, A., な ど . (2999) Am.
 J. Rhysial. Cell. Physiol. 279, (335-340, 及 び Endo, T., な ど . (1995) J. Biol. C
hem. 270, 10833-10837を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
例 １ は 、 培 養 さ れ た ネ ズ ミ 3T3－ L1脂 肪 細 胞 及 び 一 次 ヒ ト 脂 肪 細 胞 に お け る CGHに よ る 高 め
ら れ た cAMPの 生 成 を 示 す 。 本 発 明 者 は 、 CGHが cAMP応 答 要 素 （ CRE） エ ン ハ ン サ ー 配 列 の 制
御 下 で の ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構 造 体 の 活 性 化 を 生 成 す る こ と を 発 見 し た 。 典
型 的 に は 、 本 発 明 者 は 、 CGH処 理 に 応 答 し て の ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 15－ 40
倍 の 誘 発 を 観 察 し 、 こ の こ と は 、 TSHRの 活 性 化 に 続 い て 、 脂 肪 細 胞 に お け る cAMPの 有 意 な
生 成 を 示 す 。 そ れ ら の デ ー タ は 、 CGHが 、 細 胞 内 cAMPレ ベ ル に よ り 主 に 制 御 さ れ る 、 脂 肪
組 織 脂 肪 分 解 の 重 要 な 生 理 学 的 調 節 体 で あ る こ と を 示 す 。 再 考 に 関 し て は 、 Astrup, A. (
2000) Endocrine 13, 207-212を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ３ 】

：
CGHを 、 培 養 さ れ た 3T3－ L1ネ ズ ミ 脂 肪 細 胞 に お け る 脂 肪 分 解 を 活 性 化 す る そ の 能 力 に つ い
て 試 験 し た 。 ４ 時 間 の 脂 肪 細 胞 の 処 理 に 続 い て 、 脂 肪 分 解 を 、 脂 肪 細 胞 培 養 培 地 に お け る
グ リ セ ロ ー ル 及 び FFAの 蓄 積 に よ り 評 価 し た 。 10nMの ヒ ト 組 換 え CGHに よ る 脂 肪 細 胞 の 処 理
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は 、 有 意 に 高 め ら れ た レ ベ ル の 細 胞 外 グ リ セ ロ ー ル 及 び FFAを 生 成 し た 。 例 ２ は 、 イ ソ プ
ロ テ レ ノ ー ル 、 す な わ ち 非 特 異 的 β － ア ド レ ナ リ ン 性 ア ゴ ニ ス ト に 対 す る CGHの 脂 肪 分 解
活 性 を 比 較 す る 。 CGHに よ り 達 成 さ れ る 最 大 の 脂 肪 分 解 は 、 イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル に よ り 生
成 さ れ る そ の 脂 肪 分 解 の 少 な く と も 50％ で あ る 。 脂 肪 分 解 は 、 0.1nMの 濃 度 で CGHに よ り 有
意 に 刺 激 さ れ 、 こ の こ と は 、 CGHが 脂 肪 細 胞 に お け る 脂 肪 分 解 の 有 能 な 調 節 体 で あ る こ と
を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
CGHは ま た 、 マ ウ ス へ の IP注 射 に 続 い て 、 血 清 グ リ セ ロ ー ル 及 び FFAの 上 昇 を 誘 発 し た 。 例
３ に 記 載 さ れ る よ う に 、 マ ウ ス は 、 CGH（ 300μ g/kg） 、 β 3－ ARア ゴ ニ ス ト CL316,243（ 1m
g/kg） 又 は ビ ー ク ル 塩 溶 液 の IP注 射 の 前 、 一 晩 、 絶 食 さ れ た 。 ビ ー ク ル 対 照 は 血 清 グ リ セ
ロ ー ル 及 び FFAレ ベ ル の 低 下 を 示 し た が 、 CGHに よ り 処 理 さ れ た 動 物 は 、 両 者 に お い て 有 意
な 上 昇 性 を 示 し 、 こ の こ と は 、 CGHが イ ン ビ ボ で の 脂 肪 分 解 の 有 能 な 刺 激 体 で あ る こ と を
示 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

：
CGHは 、 脂 肪 分 解 を 生 成 し 、 そ し て 代 謝 速 度 を 早 め る 新 規 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ま で 使 用
さ れ て 来 た 他 の 方 策 は 、 特 異 性 、 例 え ば 一 般 的 に β -ARア ゴ ニ ス ト に 欠 失 、 又 は そ れ ま で
開 発 さ れ て 来 た β 3 -ARア ゴ ニ ス ト の 特 異 性 に 関 し て の 効 力 の 欠 失 を 有 す る 。 ヒ ト 使 用 の た
め に 研 究 さ れ た 剤 の ほ と ん ど は 、 満 足 の ゆ く 選 択 性 を 示 さ ず 、 そ し て 結 果 と し て 、 脂 肪 細
胞 以 外 の 組 織 に お け る 交 感 神 経 路 の 活 性 化 の た め に 、 高 め ら れ た 血 圧 及 び 心 拍 を も た ら し
た 。 Arch, J.R. (2002) Eur. J. Pharmacol. 440, 99-107を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
β 3 -AR特 異 的 ア ゴ ニ ス ト の 開 発 の 強 調 に も か か わ ら ず 、 最 近 の ヒ ト 研 究 は 、 交 感 神 経 的 に
誘 発 さ れ た 熱 発 生 及 び エ ネ ル ギ ー 消 費 の 主 要 メ デ ィ エ ー タ ー と し て β 1 － 及 び β 2 － ア ド レ
ナ リ ン 性 受 容 体 を 包 含 し て 来 た 。 さ ら に 、 ヒ ト 肥 満 集 団 に お け る 研 究 は 、 そ れ ら の 個 体 に
観 察 さ れ る 休 止 代 謝 速 度 の 低 下 が 脂 肪 組 織 に お け る β 2 － ア ド レ ナ リ ン 性 受 容 体 の 損 な わ
れ た 機 能 の 結 果 で あ る こ と を 示 す 。 Schiffelers, S.L., な ど . (2001) J. Clin. Endocri
nol. Metab. 86, 2191-2199及 び Bloak， E. E., な ど . (1993) Am. J. Physiol. 264, E11
-17を 参 照 の こ と 。 従 っ て 、 交 感 神 経 性 神 経 衰 弱 を 伴 な わ な い で の 脂 肪 分 解 を 高 め る 新 規
機 構 は 、 肥 満 症 の 処 理 の た め の ユ ニ ー ク 機 会 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
ヒ ト 細 身 及 び 肥 満 対 象 に お け る 他 の 研 究 は 、 血 漿 FFAレ ベ ル の 上 昇 が 脂 質 酸 化 及 び エ ネ ル
ギ ー 消 費 に お い て 類 似 す る 上 昇 を 誘 導 す る こ と を 見 出 し た 。 そ れ ら の 研 究 は 、 肥 満 対 象 に
お け る 脂 肪 の 蓄 積 が 脂 質 利 用 の 欠 陥 の た め で あ る よ り も む し ろ 脂 肪 組 織 細 胞 分 解 の 欠 陥 の
た め で あ り 得 る こ と を 結 論 づ け る 。 Schiffelers, S. L., な ど . (2001) Int. J. Obes. R
elat. Metab. Disord. 25, 33-38 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
高 め ら れ た 脂 肪 分 解 及 び 得 ら れ る 脂 肪 細 胞 サ イ ズ の 低 下 は 、 ヒ ト 横 断 面 研 究 に お い て 、 イ
ン ス リ ン 耐 性 と 相 互 関 係 し な い 。 Weyer, C., な ど ., (2000) Diabetologia 43, 1498-150
6を 参 照 の こ と 。 従 っ て 、 脂 肪 分 解 を 刺 激 し 、 そ し て 脂 肪 細 胞 サ イ ズ を 低 め る た め の 方 法
は 、 肥 満 症 に 関 連 す る イ ン ス リ ン － 耐 性 糖 尿 病 を 低 め る こ と が 予 測 さ れ る 。 脂 肪 組 織 に お
け る 有 意 な 数 の CGH受 容 体 の 存 在 は 、 ヒ ト 肥 満 集 団 に お け る 脂 肪 分 解 及 び RMRを 調 節 す る 新
規 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

：
CGHは ま た 、 II型 糖 尿 病 （ II型 DM） を 処 理 す る た め に も 投 与 さ れ 得 る 。 II型 DMは 通 常 、 30
歳 以 上 の 患 者 に お い て 診 断 さ れ る 型 の 糖 尿 病 で あ る が 、 し か し そ れ は ま た 、 子 供 及 び 青 年
に お い て も 発 生 す る 。 そ れ は 、 高 血 糖 及 び イ ン ス リ ン 耐 性 に よ っ て 臨 床 学 的 に 特 徴 づ け ら
れ る 。 II型 DMは 通 常 、 肥 満 症 、 特 に 身 体 の 上 部 （ 内 臓 /腹 部 ） の 肥 満 に 関 連 し 、 そ し て し
ば し ば 、 体 重 の 増 加 の 後 に 発 生 す る 。
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脂 肪 分 解 刺 激 剤 と し て の CGHの 利 点

II型 糖 尿 病 を 処 理 す る た め へ の CGHの 使 用



【 ０ ０ ３ ０ 】
II型 DMは 、 高 血 糖 が 、 グ ル コ ー ス に 対 す る 損 な わ れ た イ ン ス リ ン 分 泌 応 答 、 及 び 骨 格 筋 に
よ る グ ル コ ー ス 摂 取 の 刺 激 及 び 肝 グ ル コ ー ス 生 成 （ イ ン ス リ ン 耐 性 ） の 抑 制 に お け る 低 め
ら れ た イ ン ス リ ン 有 効 性 の 両 者 に 起 因 す る 異 種 グ ル ー プ の 障 害 で あ る 。 そ の 得 ら れ る 高 血
糖 症 は 、 他 の 通 常 の 状 態 、 例 え ば 肥 満 、 高 血 圧 、 高 脂 血 症 及 び 冠 状 動 脈 疾 患 を 導 く こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
CGHは 下 記 用 量 で 個 体 に 投 与 さ れ 得 る 。 CGHは ま た 、 イ ン ス リ ン 及 び 他 の 糖 尿 病 用 薬 剤 、 例
え ば ト ル ブ タ ミ ド 、 ク ロ ル プ ロ パ ミ ド 、 ア セ ト へ キ サ ミ ド 、 ト ラ ザ ミ ド 、 グ ル ブ リ ド 、 グ
リ ピ ジ ド 、 グ リ メ ピ リ ド 、 メ タ ホ ル ミ ン 、 ト ロ グ リ タ ゾ ン 及 び レ パ グ リ ニ ド と 共 に 投 与 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

：
CGHは 、 肥 満 症 及 び 糖 尿 病 に 関 す る 疾 病 を 処 理 す る か 又 は 改 善 す る た め の 治 療 的 有 効 用 量
で 、 単 独 で 、 又 は そ れ が 適 切 な キ ャ リ ヤ ー 又 は 賦 形 剤 と 共 に 混 合 さ れ て い る 組 成 物 に よ り
投 与 さ れ 得 る 。 CGHの 処 理 用 量 は 、 安 全 性 及 び 効 力 を 最 適 化 す る よ う 滴 定 さ れ る べ き で あ
る 。 投 与 方 法 は 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 直 腸 、 鼻 腔 内 、 皮 下 及 び 筋 肉 内 投 与 を 包 含 す る 。 医 薬
滴 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー は 、 水 、 塩 溶 液 及 び 緩 衝 液 を 包 含 す る で あ ろ う 。 投 与 量 範 囲 は
通 常 、 0.1μ g～ 0.1mg/kg体 重 /日 で あ る こ と が 予 測 さ れ る 。 初 期 に お い て 試 み る 有 用 な 用
量 は 25μ g/kg/日 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
し か し な が ら 、 そ の 用 量 は 、 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ る 場 合 、 高 く て も 又 は 低 く て も 良 い 。
薬 剤 配 合 及 び 投 与 量 範 囲 の 完 全 な 議 論 に つ い て は 、 Remington’ s Pharmaceutical Scienc
es, 17 t h  Ed., (Mack Publishing Co., Easton, Penn., 1990) 及 び Goodman and Gilman
’ s: The Pharmaceutical Basis of therapeutics, 9 t h  Ed. (Pergamon Press, 1996) を
参 照 の こ と 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ４ 】

：
分 化 さ れ た ネ ズ ミ 3T3 L1脂 肪 細 胞 及 び 一 次 ヒ ト 脂 肪 細 胞 を 用 い て 、 CGHの シ グ ナ ル ト ラ ン
ス ダ ク シ ョ ン に つ い て 研 究 し た 。 3T3 L1線 維 芽 細 胞 を 脂 肪 細 胞 に 分 化 し 、 そ し て 細 胞 を 、
レ ポ ー タ ー 構 造 体 、 す な わ ち cAMP応 答 要 素 （ CRE） エ ン ハ ン サ ー 配 列 の 制 御 下 で の ホ タ ル
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス に よ り ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン し た 。 こ の
ア ッ セ イ シ ス テ ム は 、 G s － カ ッ プ リ ン グ さ れ た G－ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ さ れ た 受 容 体
（ GPCR） の 活 性 化 の 下 流 に cAMP－ 介 在 の 遺 伝 子 誘 発 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル 、 す な わ ち β － ア ド レ ナ リ ン 性 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト に よ る 分 化 さ れ た 3T
3 L1細 胞 の 処 理 は 、 cAMPレ ベ ル の 上 昇 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 の 80倍 の 誘 発 を も た ら し た
。 CGHに よ る 分 化 さ れ た 3T3 T1細 胞 の 処 理 は ま た 、 高 め ら れ た cAMPレ ベ ル 及 び ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 発 現 の 27倍 の 誘 発 を も た ら し た 。 別 の 実 験 に お い て は 、 未 分 化 の 3T3 L1線 維 芽 細 胞 を
、 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス に よ り ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン し た 。 CGHに よ る 線 維 芽 細 胞 の 処 理 は
、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 誘 発 の 上 昇 を も た ら さ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
も う １ つ の 実 験 に お い て は 、 ヒ ト 一 次 脂 肪 細 胞 を ま た 、 レ ポ ー タ ー 構 造 体 を 含 む 組 換 え ア
デ ノ ウ ィ ル ス に よ り ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン し た 。 イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル に よ る ヒ ト 脂 肪 細 胞 の
処 理 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 の 17倍 の 誘 発 を 生 成 し た 。 CGHに よ る ヒ ト 脂 肪 細 胞 の 処 理 は
、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 14培 の 誘 発 を も た ら し た 。 そ れ ら の 結 果 は 、 ネ ズ ミ 脂 肪 細 胞 及 び ヒ
ト 脂 肪 細 胞 を 通 し て の CGHシ グ ナ ル 化 、 及 び β － ア ド レ ナ リ ン 性 受 容 体 刺 激 を 通 し て 達 成
さ れ る cAMPレ ベ ル に 類 似 す る cAMPレ ベ ル の 生 成 を 示 す 。
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CGHの 配 合 及 び 投 与

例 １ ． 3T3 L1脂 肪 細 胞 及 び ヒ ト 脂 肪 細 胞 の CGH活 性 化 が cAMP生 成 を も た ら す ：
要 約



【 ０ ０ ３ ７ 】
実 験 方 法 ：
3T3 L1細 胞 を 、 ATCC（ CL－ 173） か ら 得 、 そ し て 次 の 通 り に し て 増 殖 培 地 に お い て 培 養 し
た ： 細 胞 を 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 （ JRH Biosciences, カ タ ロ グ 番 号 12133－ 73P） を 含 む DME
M高 グ ル コ ー ス （ Life Technologies, カ タ ロ グ 番 号 11965－ 092） に お い て 増 殖 し た 。 細 胞
を 、 8％ CO 2 の 湿 潤 さ れ た イ ン キ ュ ベ ー タ ー に お い て 37℃ で 培 養 し た 。 細 胞 を 、 コ ラ ー ゲ ン
被 覆 さ れ た 96－ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Becton Dickinson, カ タ ロ グ 番 号 356407） に 、 ウ ェ ル 当
た り 5,000の 細 胞 の 密 度 で 接 種 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
２ 日 後 、 分 化 用 培 地 を 次 の 通 り に 添 加 し た ： 10％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Hyclone, カ タ ロ グ 番 号 S
H30071） 、 １ μ g/mlの イ ン ス リ ン 、 １ μ Mの デ オ キ サ メ タ ゾ ン 及 び 0.5mMの ３ － イ ソ ブ チ ル
－ メ チ ル キ サ ン チ ン （ ICN、 カ タ ロ グ 番 号 195262） を 含 む DMEM高 グ ル コ ー ス 。 細 胞 を 、 8％
CO 2 に お い て 37℃ で ４ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 培 地 を 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 及 び １ μ g
/mlの イ ン ス リ ン を 含 む DMEM高 グ ル コ ー ス に よ り 置 換 し た 。 細 胞 を 、 8％ CO 2 に お い て 、 37
℃ で ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 、 培 地 を 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む DMEM高 グ ル コ ー ス
に よ り 置 換 し た 。 細 胞 を 、 8％ CO 2 に お い て 37℃ で ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 培 地 を
、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む DMEM低 グ ル コ ー ス （ Life Technologies, カ タ ロ グ 番 号 12387－
015） に よ り 置 換 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
ア ッ セ イ の 前 日 、 細 胞 を 、 2mMの L－ グ ル タ ミ ン （ Life Technologies, カ タ ロ グ 番 号 25030
－ 149） 、 0.5％ ウ シ ア ル ブ ミ ン 画 分 V（ Life Technologies, カ タ ロ グ 番 号 15260－ 037） 、
1mMの MEMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Life Technologies, カ タ ロ グ 番 号 11360－ 070） 及 び 20m
Mの HEPESを 含 む F12 Ham (Life Technologies, カ タ ロ グ 番 号 12396－ 016)に よ り す す い だ
。 細 胞 を AV KZ55, す な わ ち KZ55、 す な わ ち CRE－ 由 来 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー カ セ ッ
ト を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に よ り 、 細 胞 当 た り 5,000の 粒 子 で ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン
し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 細 胞 を 、 ア ッ セ イ 培 地 （ 0.5％ ウ シ ア ル ブ ミ ン 画 分 V
、 2mMの L－ グ ル タ ミ ン 、 1mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び 20mMの HEPESを 含 む F12 HAM） に
よ り １ 度 す す い だ 。 50μ lの ア ッ セ イ 培 地 を 、 個 々 の ウ ェ ル に 添 加 し 、 続 い て 50μ lの ２ 倍
に 濃 縮 さ れ た 試 験 タ ン パ ク 質 を 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 、 ５ ％ CO 2 下 で 37℃ で ４ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 培 地 を プ レ ー ト か ら 除 き 、 そ し て 細 胞 を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ キ ッ ト
（ Promega, カ タ ロ グ 番 号 E4530） に お い て 供 給 さ れ る １ × 細 胞 培 養 物 溶 解 試 薬 25μ l（ ウ
ェ ル 当 た り ） に よ り 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
細 胞 を 、 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 、 個 々 の ウ ェ ル 中 へ の
40μ lの ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ 基 質 の 自 動 化 さ れ た 注 入 に 従 っ て 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト ル
シ ノ メ ー タ ー （ RerkinElmer Life Sciences, Inc., モ デ ル IB96V2R） 上 で 測 定 し た 。 変 性
を 伴 な っ て の 上 記 の 方 法 を ま た 使 用 し 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 接 種 さ れ た 、 Stratageneか ら
得 ら れ た ヒ ト 脂 肪 細 胞 （ カ タ ロ グ 番 号 937236） に 対 す る CGH及 び イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル を 試
験 し た 。 ヒ ト 脂 肪 細 胞 を 、 0.5％ ウ シ ア ル ブ ミ ン 画 分 Vを 含 む 基 本 培 地 （ Stratagene, カ タ
ロ グ 番 号 220002） に よ り 1度 す す ぎ 、 次 に 、 AV KZ22に よ り 5,000の 粒 子 /細 胞 で ト ラ ン ス ダ
ク シ ョ ン し た 。 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 細 胞 を 、 0.5％ ウ シ ア ル ブ ミ ン 画 分 V
を 含 む 基 本 培 地 か ら 成 る ア ッ セ イ 培 地 に よ り １ 度 す す ぎ 、 そ し て 上 記 の よ う に し て ア ッ セ
イ し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

：
要 約 ：
3T3 L1脂 肪 細 胞 を 、 CGH及 び 非 特 異 的 β － ア ド レ ナ リ ン 性 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト イ ソ プ ロ テ レ
ノ ー ル に よ り ４ 時 間 、 処 理 し た 。 脂 肪 分 解 を 、 な ら し 培 地 に お け る グ リ セ ロ ー ル 及 び FFA
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例 ２ ． 3T3 L1脂 肪 細 胞 に お け る CGH－ 誘 発 さ れ た 脂 肪 分 解



の 蓄 積 に よ り 評 価 し た 。 図 １ は 、 グ リ セ ロ ー ル （ パ ネ ル A） 及 び FFA（ パ ネ ル B） に つ い て
の CGH及 び イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル の 用 量 － 応 答 曲 線 を 示 す 。 CGHは 、 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、
た ぶ ん ネ ズ ミ 脂 肪 細 胞 に お け る 脂 肪 分 解 を 刺 激 し た 。
分 化 さ れ た 3T3 L1細 胞 か ら の な ら し 培 地 に お け る 遊 離 脂 肪 酸 の 測 定 ：
【 ０ ０ ４ ３ 】
遊 離 脂 肪 酸 を 、 改 良 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に よ る エ ス テ ル 化 さ れ て い な い （ 又 は 遊 離 ） 脂 肪
酸 の 定 量 決 定 の た め に Wako NEFA Cキ ッ ト を 用 い て 測 定 し た 。 イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル （ ICN）
、 す な わ ち 脂 肪 分 解 － 誘 発 の 正 の 対 照 を 、 ア ッ セ イ 培 地 （ Life Technologies 低 グ ル コ ー
ス DMEM, 1mMの ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 2mMの L－ グ ル タ ミ ン 、 20mMの HEPES、 及 び 0.5％ BSA
） に お い て 、 ２ μ Mの 出 発 濃 度 に 希 釈 し た 。 イ ソ プ レ テ レ ノ ー ル を さ ら に 、 半 対 数 連 続 希
釈 度 で 希 釈 し た 。 CGHを 、 0.06nMに 連 続 的 に 希 釈 し た 。 培 地 を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お け
る 3T3 L1脂 肪 細 胞 か ら 除 去 し た 。 50μ lの ア ッ セ イ 培 地 を 個 々 の ウ ェ ル に 添 加 し 、 続 い て
、 50μ lの CGH又 は イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル を 個 々 の ウ ェ ル に 添 加 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
プ レ ー ト を 、 37℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 40μ lの な ら し 培 地 を 、 グ リ セ ロ ー ル ア
ッ セ イ 分 析 の た め に 集 め 、 そ し て 40μ lの な ら し 培 地 を 、 遊 離 脂 肪 酸 分 析 の た め に 集 め た
。 オ レ イ ン 酸 （ Sigma） を メ タ ノ ー ル に 溶 解 し 、 な ら し 培 地 に お け る 遊 離 脂 肪 酸 の 量 の 決
定 の た め の 対 照 と し て 使 用 し た 。 Wako試 薬 A及 び Bを 、 推 薦 さ れ る 濃 度 の ４ 倍 に 再 構 成 し た
。 な ら し 培 地 サ ン プ ル を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て ア ッ セ イ し た 。 50μ lの Wako試 薬 Aを
、 50μ lの オ レ イ ン 酸 標 準 ＋ 40μ lの ア ッ セ イ 培 地 に 添 加 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
50μ lの Wako試 薬 Aを 、 分 化 さ れ た 3T3 L1細 胞 か ら の な ら し 培 地 40μ l及 び メ タ ノ ー ル 5μ l
に 添 加 し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 37℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 100μ lの Wako試 薬 B
を 個 々 の ウ ェ ル に 添 加 し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 37℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次
に 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 室 温 で ５ 分 間 、 放 置 し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 3250× gで ５
分 間 、 Beckman Coulter Allegra 6R遠 心 分 離 機 に よ り 遠 心 分 離 し 、 気 泡 を 除 去 し た 。 530n
mで の 吸 光 度 を 、 Wallac Victor2 Multilabelカ ウ ン タ ー 上 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
分 化 さ れ た 3T3 L1細 胞 か ら の な ら し 培 地 に お け る グ リ セ ロ ー ル の 測 定 ：
グ リ セ ロ ー ル を 、 改 良 さ れ た プ ロ ト コ ー ル で 、 Sigma Triglyceride (GPO-Trinder)キ ッ ト
を 用 い て 、 な ら し 培 地 に お い て 測 定 し た 。 イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル を 、 ２ μ Mの 出 発 濃 度 に 希
釈 し た 。 イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル を さ ら に 、 半 対 数 連 続 希 釈 で 希 釈 し た 。 CGHを 、 ア ッ セ イ 培
地 に お い て 300nMの 出 発 濃 度 に 希 釈 し た 。 次 に 、 CGHを 、 0.06nMに 連 続 し て 希 釈 し た 。 培 地
を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お け る 3T3 L1脂 肪 細 胞 か ら 除 去 し た 。 50μ lの ア ッ セ イ 培 地 を 個
々 の ウ ェ ル に 添 加 し 、 続 い て 、 50μ lの CGH又 は イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル を 個 々 の ウ ェ ル に 添 加
し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
プ レ ー ト を 、 37℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 40μ lの な ら し 培 地 を 、 グ リ セ ロ ー ル ア
ッ セ イ 分 析 の た め に 集 め 、 そ し て 40μ lの な ら し 培 地 を 、 遊 離 脂 肪 酸 分 析 の た め に 集 め た
。 グ リ セ ロ ー ル 標 準 を 、 200nモ ル /10μ l～ 0.25nモ ル /10μ lの 範 囲 に 水 に よ り 希 釈 し た 。
グ リ セ ロ ー ル を 、 な ら し 培 地 に お け る グ リ セ ロ ー ル の 量 を 決 定 す る た め の 対 象 と し て 使 用
し た 。 Sigma試 薬 Aを 、 推 薦 さ れ る 濃 度 に 再 構 成 し た 。 な ら し 培 地 サ ン プ ル を 、 96ウ ェ ル プ
レ ー ト に お い て ア ッ セ イ し た 。 150μ lの Sigma試 薬 Aを 、 分 化 さ れ た 3T3 L1細 胞 か ら の な ら
し 培 地 40μ lの ＋ 水 10μ lの 添 加 し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 37℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 3250× gで ５ 分 間 、 Beckman Coulter Allegra 6R遠 心 分 離 機
に よ り 遠 心 分 離 し 、 気 泡 を 除 去 し た 。 530nmで の 吸 光 度 を 、 Wallac Victor2 Multilabelカ
ウ ン タ ー 上 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

：
要 約 ：

10

20

30

40

50

(9) JP 2004-521952 A 2004.7.22

例 ３ ． イ ン ビ ボ で の CGHに よ る 脂 肪 分 解 の 刺 激



CGH、 β 3－ ア ド レ ナ リ ン 性 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト Cl316,243（ CL） 、 及 び 塩 溶 液 ビ ー ク ル を 、
一 晩 の 断 食 に 続 い て 、 マ ウ ス に お け る 脂 肪 分 解 の 刺 激 に つ い て 試 験 し た 。 マ ウ ス （ ｎ ＝ ４
） を 、 CGH（ 300μ g/kg） 、 CL（ 1mg/kg） 又 は ビ ー ク ル の IP注 射 の 直 前 に 、 放 血 し 、 そ し て
次 に 、 ２ 時 間 後 、 殺 害 し た 。 脂 肪 分 解 を 、 ２ 時 間 に わ た っ て 、 血 清 グ リ セ ロ ー ル 又 は FFA
に お け る ％ 変 化 率 と し て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
図 ２ は 、 処 理 グ ル ー プ に 関 し て の グ リ セ ロ ー ル （ 上 部 パ ネ ル ） 及 び FFA（ 下 記 パ ネ ル ） に
お け る 変 化 を 示 す 。 ビ ー ク ル グ ル ー プ に 関 し て の 血 清 グ リ セ ロ ー ル 及 び FFAは 、 そ れ ぞ れ
、 ７ ％ ± ９ ％ 及 び 24％ ± 15％ 低 下 し た 。 CGHグ ル ー プ に 関 し て の 血 清 グ リ セ ロ ー ル は 、 57
％ ± 20％ 上 昇 し （ p＝ 0.0254） ； そ し て FFAレ ベ ル は 、 25％ ± ５ ％ 上 昇 し た （ ｐ ＝ 0.0188）
。 CLグ ル ー プ に 関 し て の 血 清 グ リ セ ロ ー ル は 、 168％ ± 23％ 上 昇 し （ ｐ ＝ 0.0004） ； そ し
て FFAは 82％ ± 16％ 上 昇 し た （ ｐ ＝ 0.0029） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
処 理 プ ロ ト コ ー ル ：
生 後 19週 目 の C57BL/6雄 マ ウ ス を 、 体 重 を 標 準 化 す る た め に グ ル ー プ 分 け し た （ 個 々 の 処
理 あ た り ｎ ＝ ４ ； 平 均 グ ル ー プ 重 量 ＝ 37.9g± 0.5g） 。 マ ウ ス を 、 処 理 の 前 、 18時 間 そ れ
ぞ れ 収 容 し 、 こ の 時 点 で 、 食 物 は 回 収 さ れ 、 与 え ら れ る 水 へ は 自 由 に 接 近 で き た 。 お よ そ
８ a.m.で 、 対 象 は 、 ハ ロ タ ン に よ り 麻 酔 を か け ら れ 、 そ し て 血 液 サ ン プ ル が 眼 窩 後 か ら 採
血 さ れ た 。 血 液 を 凝 固 せ し め 、 そ し て 血 清 を 、 遠 心 分 離 に よ り 分 離 し 、 そ し て 後 で の 分 析
の た め に 凍 結 し た 。 試 験 物 質 を 、 0.1mlの 体 積 で IP注 射 に よ り 投 与 し 、 そ し て 動 物 を 、 水
へ の 自 由 な 接 近 を 伴 な っ て 、 ２ 時 間 、 そ れ ら の か ご に お い て 置 換 し た 。 ２ 時 間 で 、 マ ウ ス
を 殺 害 し 、 そ し て 血 液 を 、 心 臓 穿 刺 し に よ り 放 血 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
ネ ズ ミ 血 清 に お け る グ リ セ ロ ー ル 及 び FFAの 測 定 ：
血 清 に お け る 遊 離 脂 肪 酸 の 測 定 に 関 し て は 、 な ら し 培 地 に お け る 遊 離 脂 肪 酸 を 測 定 す る た
め の 前 記 方 法 に 、 次 の 変 法 を 伴 な っ て 従 っ て 。 Wako試 薬 A及 び Bを 、 ２ 倍 の 推 薦 さ れ る 濃 度
に 再 構 成 し た 。 75μ lの Wako試 薬 Aを 、 ５ μ lの オ レ イ ン 酸 標 準 ＋ ５ μ lの 水 に 添 加 し た 。 75
μ lの Wako試 薬 Aを 、 ５ μ lの 血 清 及 び ５ μ lの メ タ ノ ー ル に 添 加 し た （ オ レ イ ン 酸 標 準 条 件
を 代 表 す る た め に ） 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 37℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 150μ lの
Wako試 薬 Bを 個 々 の ウ ェ ル に 添 加 し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 37℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 室 温 で ５ 分 間 、 放 置 し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 3250× g
で ５ 分 間 、 Beckman Coulter Allegra 6R遠 心 分 離 機 上 で 遠 心 分 離 し 、 気 泡 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
530nmで の 吸 光 度 を 、 Wallac Victor2 Multilabelカ ウ ン タ ー 上 で 測 定 し た 。 血 清 中 の グ リ
セ ロ ー ル の 測 定 に 関 し て は 、 な ら し 培 地 に お け る グ リ セ ロ ー ル を 測 定 す る た め の 前 記 方 法
に 、 下 記 変 性 を 伴 な っ て 従 っ た 。 Sigma試 薬 Aを 、 0.5倍 の 推 薦 さ れ る 濃 度 に 再 構 成 し た 。 2
00μ lの Sigma試 薬 Aを 、 10μ lの グ リ セ ロ ー ル 標 準 に 添 加 し た 。 200μ lの Sigma試 薬 Aを 、 ５
μ lの 血 清 ＋ ５ マ イ ク ロ の 水 に 添 加 し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 3250× gで ５ 分 間 、 Beckman Counter Allegra6R遠 心 分 離 機
に よ り 遠 心 分 離 し 、 気 泡 を 除 去 し た 。 530nmで の 吸 光 度 を 、 Wallac Victor2 Multilabelカ
ウ ン タ ー 上 で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

：
要 約 ：
CGHの サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る GPHA2及 び GPHB5の 両 者 を 過 剰 発 現 す る チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー
卵 巣 （ CHO） 細 胞 系 を 生 成 し 、 そ し て CHO180と 命 名 し た 。 CHO180は 、 活 性 ヘ テ ロ ダ イ マ ー C
GHを 分 泌 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 CGHを 、 標 準 の 生 化 学 技 法 を 用 い て 、 CHO180の 上 清 液 か
ら 精 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
CHO180の 生 成 ：
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CGH生 成 細 胞 系 CHO180を 、 ２ 段 階 で 生 成 し た 。 GPHA2、 GPHB5、 及 び CMVプ ロ モ ー タ ー 下 ら の
薬 物 耐 性 （ ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ ） を 発 現 す る 構 造 体 を 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に
よ り 、 タ ン パ ク 質 フ リ ー の CHO DG44細 胞 （ PF CHO） に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 得 ら れ る プ
ー ル を 選 択 し 、 そ し て メ ト ト レ キ セ ー ト を 用 い て 増 幅 し た 。 初 期 分 析 は 、 高 レ ベ ル の GPHA
2発 現 及 び 低 レ ベ ル の GPHB5発 現 を 示 し た 。 従 っ て 、 CMVプ ロ モ ー タ ー か ら の GPHB5及 び SV－
40プ ロ モ ー タ ー か ら の ゼ オ シ ン 耐 性 を 発 現 す る 第 ２ 構 造 体 を 、 選 択 さ れ 、 増 幅 さ れ た プ ー
ル 中 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ゼ オ シ ン 選 択 の 後 、 最 終 プ
ー ル （ CHO180） は 、 有 意 な レ ベ ル の GPHA2及 び GPHB5の 両 者 を 発 現 し ； タ ン パ ク 質 は 、 非 共
有 へ テ ロ ダ イ マ ー CGHと し て 分 泌 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
CHO培 養 上 清 液 か ら の CGHの 精 製 ：
CGHを 、 次 の 確 立 さ れ た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 に よ り CHO培 養 上 清 液 か ら 精 製 し た ： 最 初
に 、 CGHを 、 強 カ チ オ ン 交 換 体 POROS HS50上 で 捕 獲 し ： 次 に そ れ を 、 ConA Sepharoseを 用
い て 親 和 性 精 製 し ； そ し て 最 終 的 に 、 磨 き 、 そ し て Superdex75サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り PBS中 に 緩 衝 液 － 交 換 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ：
CHO培 養 上 清 液 を 、 0.2μ mフ ィ ル タ ー に よ り 濾 過 し 、 そ し て 20mMの ２ － モ ル ホ リ ノ エ タ ン
ス ル ホ ン 酸 （ MES） に よ り pH6に 調 節 し た 。 前 記 調 節 さ れ た 上 清 液 に お け る CGHを 、 20mMの M
ES（ pH6） に よ り 前 も っ て 平 衡 化 さ れ た POROS HS50カ ラ ム 上 に 、 20mMの MES（ pH6） に よ る
１ ： ２ の オ ン ラ イ ン 希 釈 法 を 用 い て 、 55cm/時 で 捕 獲 し た 。 充 填 の 完 結 の 後 、 カ ラ ム を 、 2
0カ ラ ム 体 積 （ CV） の 平 衡 化 緩 衝 液 に よ り 洗 浄 し た 。 こ れ に 続 い て 、 20mMの MES（ pH6） 中
、 3CVの 250mMの NaClに よ り 、 90cm/時 で 洗 浄 し た 。 次 に 、 CGHを 、 20mMの MES（ pH6） 中 、 3C
Vの 500mMの NaClに よ り カ ラ ム か ら 同 じ 流 速 で 溶 出 し た 。 最 終 的 に 、 カ ラ ム を 、 １ M及 び 2M
の NaClの 段 階 に よ り 剥 離 し 、 そ し て 20mMの MES（ pH6） に よ り 再 平 衡 化 し た 。 CGHを 含 む 、 5
00mMの NaCl－ 溶 出 さ れ た プ ー ル を 、 次 の 段 階 の た め に 、 NaOHに よ り pH7.4に 調 節 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
ConA Sepharoseク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ：
ConA Sepharoseは 、 Sepharoseに 結 合 さ れ る ConcanavalinAで あ る 。 ConcanavalinAは 、 D－
マ ン ノ ピ ラ ノ シ ル 、 D－ グ ル コ ピ ラ ノ シ ル 及 び 関 連 す る 残 基 を 含 む 分 子 に 可 逆 に 結 合 す る
レ ク チ ン で あ る 。 カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー か ら の CGHの 調 節 さ れ た プ ー ル を 、 0.5
Mの NaClを 含 む 、 20mMの ト リ ス （ pH7.4） に よ り 平 衡 化 さ れ た ConAカ ラ ム に 、 2cm/時 で 直 接
的 に 適 用 し た 。 充 填 の 後 、 カ ラ ム を 、 20CVの 平 衡 化 緩 衝 液 に よ り 洗 浄 し た 。 次 に 、 CGHを 2
0mMの ト リ ス （ pH7.4） 中 、 3CVの 0.5Mの メ チ ル － D－ マ ン ノ － ピ ラ ノ シ ド に よ り １ ～ 2cm/時
で カ ラ ム か ら 競 争 除 去 し た 。 こ の プ ー ル を 、 5kDaの カ ッ ト オ フ 膜 を 有 す る Amecon撹 拌 セ ル
を 用 い て 、 限 外 濾 過 に よ り 濃 縮 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ：
次 に 、 濃 縮 さ れ た CGH ConAプ ー ル を 、 残 る HMW汚 染 物 の 除 去 の た め に 及 び PBSへ の 緩 衝 液 交
換 の た め に 、 Superdex75樹 脂 の 適 切 に サ イ ズ 分 け さ れ た 層 （ す な わ ち 、 層 体 積 の ５ ％ 以 下
） に 適 用 し た 。 CGHを 、 Superdex75カ ラ ム か ら 約 0.65～ 0.7CVで 溶 出 し 、 そ し て － 80℃ で の
貯 蔵 の た め に 、 5kDaカ ッ ト オ フ 限 外 濾 過 膜 を 有 す る Amecon撹 拌 セ ル を 用 い て 濃 縮 し た 。 ク
ー マ シ ー 染 色 さ れ た SDS PAGEに よ り 純 粋 で あ る こ と が 分 か っ て い る ヘ テ ロ ダ イ マ ー タ ン パ
ク 質 は 、 SEC MALSに よ れ ば 、 正 し い NH 2 末 端 、 正 し い ア ミ ノ 酸 組 成 及 び 正 し い 質 量 を 有 し
た 。 RP HPLCア ッ セ イ に よ り 評 価 さ れ た 全 体 的 な 工 程 の 回 収 率 は 50－ 60％ で あ っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 3T3 L1脂 肪 細 胞 に お け る CGH及 び イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル － 誘 発 さ れ た 脂 肪
分 解 の 用 量 応 答 を 示 す 。 グ リ セ ロ ー ル （ パ ネ ル A） 及 び FFA（ パ ネ ル B） 蓄 積 が 、 示 さ れ る
濃 度 で の CGH（ 実 線 の 四 角 ） 又 は イ ソ プ ロ テ レ ノ ー ル （ 実 線 の 三 角 ） に よ る ４ 時 間 の 処 理
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に 続 い て 決 定 さ れ た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は CGHに よ る イ ン ビ ボ で の 脂 肪 分 解 の 刺 激 を 示 す 。 マ ウ ス （ 個 々 の グ ル ー プ
、 ｎ ＝ ４ ） は 、 ビ ー ク ル 塩 溶 液 、 CGH（ 300μ g/kg） 又 は CL316,243（ 1mg/kg） に よ り ） IP
注 射 さ れ た 。 例 ３ に 記 載 さ れ る よ う に 、 ２ 時 間 に わ た っ て の 血 清 グ リ セ ロ ー ル （ 上 部 パ ネ
ル 、 A） 及 び FFA（ 下 記 パ ネ ル 、 B） の 変 化 が 、 個 々 の グ ル ー プ に 関 し て 示 さ れ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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