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(57)【要約】
抗ＯＬＦ抗体との結合のために哺乳類ウアベイン様因子
（ＯＬＦ）と実質的に交差反応できないが、抗ｄｈｏ抗
体との結合のために植物関連ジヒドロウアベイン（ｄｈ
ｏ）と交差反応し、196 nmで最大ｕ．ｖ．吸光度を
有し、非ペプチド、非脂質性化学構造及び完全水素添加
ラクトン環を有し、ＯＬＦの10分の１及び植物関連ジ
ヒドロウアベインの3倍である濃度依存性Ｎａ+、Ｋ+

－ＡＴＰアーゼ（ナトリウムポンプ）触媒的阻害活性、
並びにｄｈｏとほぼ同一の高圧液体クロマトグラフィー
溶離時間を有する新規哺乳類ジヒドロウアベイン様因子
が開示される。この因子は、うっ血性心不全の療法のた
めに有用である。哺乳類ｄｈ－ＯＬＦに対する親和性を
有するが、ＯＬＦに対しては有さない抗体及び抗体断片
並びに診断及び治療方法は、抗体及び抗体の定量手段を
含み、そして高レベルのＯＬＦまたはＤｈ－ＯＬＦによ
り引き起こされる症状を処置するために有用である。植
物関連ジヒドロウアベインの２つの異性体が単離された
。これらの組成物及び方法は、ナトリウムポンプ活性低
減に関連した種々の疾患及び症状を特性化するのに適し
ている。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  植物関連ジヒドロウアベインに対して生じた抗体との結合反

応性を有する精製哺乳類ジヒドロウアベイン様因子（Ｄｈ－ＯＬＦ）。

    【請求項２】  ｄｈｏと同様の高圧液体クロマトグラフィー溶離パターンを

有する請求項１の因子。

    【請求項３】  植物由来ウアベインまたは哺乳類ウアベイン様ナトリウムポ

ンプ抑制性因子（ＯＬＦ）に対して生じた抗体との実質的結合反応性を欠く請求

項１の因子。

    【請求項４】  ナトリウムポンプ活性の抑制に関してＯＬＦの10分の1及び

ｄｈｏの3倍の効力を有する請求項１の因子。

    【請求項５】  ヒト起源である請求項１の因子。

    【請求項６】  ウシ起源である請求項１の因子。

    【請求項７】  ＯＬＦの還元により得られる請求項１の因子。

    【請求項８】  請求項１の哺乳類Ｄｈ－ＯＬＦ及び製薬上または獣医学的に

許容可能な担体を含む医薬組成物。

    【請求項９】  経口用、非経口用、眼用、徐放性及び腸コーティング処方物

から成る群から選択される処方物の形態である請求項８の組成物。

    【請求項１０】  正常ナトリウムポンプ活性より高い活性に関連した症状を

予防的または治療的に処置する方法であって、有効量の請求項８の組成物を治療

を必要とする被験者に投与することを含む方法。

    【請求項１１】  組成物が非経口的に投与される請求項１０の方法。

    【請求項１２】  組成物が経口的に投与される請求項１０の方法。

    【請求項１３】  組成物が約1μg/体重kg～約1.5 mg/体重kgの量で投与され

る請求項１０の方法。

    【請求項１４】  被験者がヒトである請求項１１の方法。

    【請求項１５】  疾患または症状が心臓疾患であり、組成物が有効量で投与

される請求項１１の方法。

    【請求項１６】  心臓疾患がうっ血性心不全である請求項１６の方法。

    【請求項１７】  疾患または症状が高血圧症であり、組成物が有効量で投与
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される請求項１１の方法。

    【請求項１８】  高血圧症が本態性高血圧症、甲状腺機能亢進症誘導性高血

圧症及び妊娠誘導性または妊娠関連高血圧症から成る群から選択される請求項１

７の方法。

    【請求項１９】  疾患または症状が白内障であり、組成物が有効量で投与さ

れる請求項１０の方法。

    【請求項２０】  疾患または症状がアルツハイマー病であり、組成物が有効

量で投与される請求項１０の方法。

    【請求項２１】  請求項１の因子に対して親和性を有する結合剤。

    【請求項２２】  ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、Ｆｖ断片及び

アプトマーから成る群から選択される請求項２１の結合剤。

    【請求項２３】  請求項２２の結合剤及び製薬上または獣医学的に許容可能

な担体を含む医薬組成物。

    【請求項２４】  正常より高いＯＬＦまたはＤｈＯＬＦレベルに関連した症

状を予防的または治療的に処置する方法であって、有効量の請求項２３の組成物

を治療を要する被験者に投与することを含む方法。

    【請求項２５】  約0.1～約1000μmol／体重kgの量で抗体が投与される請求

項２４の方法。

    【請求項２６】  被験者がヒトである請求項２４の方法。

    【請求項２７】  動物試料中のＤｈ－ＯＬＦを検出する定量的方法であって

、以下の：

  Ｄｈ－ＯＬＦ分析物を含む疑いのある被験試料を得て、

  Ｄｈ－ＯＬＦまたはｄｈｏ異性体混合物に対する特異性を有するが、ＯＬＬに

対しては有さない固体支持体結合一次結合剤と被験試料を、前記一次結合剤が試

料中に存在するあらゆる分析物と結合するのに有効な条件下で接触させて、結合

剤－分析物複合体（単数または複数）を生成させ、

  あらゆる基質－結合分析物－一次結合剤と結合するのに有効な条件下で基質結

合一次結合剤－分析物複合体（単数または複数）を一次結合剤に特異的な標識化

二次結合剤と接触させて、固体支持体－結合分析物－抗Ｄｈ－ＯＬＦ結合剤－二
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次結合剤または分析物－抗ｄｈｅ結合剤－二次結合剤標識複合体（単数または複

数）を生成させ、

  固体支持体結合標識の量を検出し、そして

  複合体（単数または複数）の量を同一または類似条件下で既知量の標準Ｄｈ－

ＯＬＦまたはｄｈｏに対して得られた複合体（単数または複数）の量と比較する

ことを含む方法。

    【請求項２８】  結合剤が抗Ｄｈ－ＯＬＦ及び抗ｄｈｏ抗体、断片またはア

プトマーを含む請求項２６の方法。

    【請求項２９】  被験者がヒトである請求項２６の方法。

    【請求項３０】  動物試料中のＤｈ－ＯＬＦを検出する定量的方法であって

、ＨＰＬＣによりＤｈ－ＯＬＦを単離し、Ｄｈ－ＯＬＦに特徴的なピークの高さ

を、同一または類似条件下で分離された既知量のｄｈｏ－Ｂの高さと比較する方

法。

    【請求項３１】  試料がヒトから採取される請求項３０の方法。

    【請求項３２】  精製された植物関連ｄｈｏ異性体。

    【請求項３３】  ｄｈｏ－Ａである請求項３２の異性体。

    【請求項３４】  ｄｈｏ－Ｂである請求項３２の異性体。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    発明の背景

    産業上の利用分野

  本発明は、哺乳類ウアベイン様因子（ＯＬＦ）の分野に、特に新規ジヒドロウ

アベイン様因子（Ｄｈ－ＯＬＦ）に、そしてナトリウム－カリウムポンプの調節

に関連した症状及び疾患の検出及び治療のための、特にうっ血性心不全の検出及

び治療のためのその使用に関する。本発明は、強心配糖体である植物カルデノリ

ドにも関する。本発明は、過剰ＯＬＦまたはＤｈ－ＯＬＦによる毒性の治療に有

用な抗体及び抗体断片にも関する。

      【０００２】

  背景の説明

  ２つの最も一般的に用いられる強心配糖体である植物カルデノリドであるジゴ

キシン及びウアベインは、心筋収縮能に及ぼすそれらの有益な作用、即ちそれら

の陽性変力作用のために、一般にうっ血性心不全患者に投与される。陽性変力作

用は一般的に、用量依存性の様式での心臓細胞の収縮能の増強を指す。これらの

薬剤は、心室収縮の力及び速度の増大を生じ、心拍数の遅速も生じる。これら２

つの作用は、より強い心拍を生じるために組合せる。しかしながら、強心配糖体

は狭治療指数を有し、それらの使用にはしばしば、重度または致死性であり得る

毒性作用が随伴する。

      【０００３】

  強心配糖体の的確な作用様式は完全に分かっているわけではないが、しかしそ

の作用はナトリウムポンプの調節により仲介されると考えられる。異常なナトリ

ウムポンプ活性は、いくつかの疾患、例えばその中でも心臓血管性、神経学的、

腎臓及び代謝性障害の病理生理学知見に関与すると仮定されている。これらの複

合作用は、その他の分子の細胞移入を制御する場合のポンプの役割に関連し得る

。

      【０００４】

  Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ酵素またはナトリウムポンプは、哺乳類細胞の形質
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膜を横切るＮａ+及びＫ+イオンの電気化学的勾配を確立するのに関与する膜タン

パク質である。この酵素により生成されるイオン勾配は、細胞中への必須栄養素

の能動輸送に、浸透平衡及び細胞容積の調節に、そして励起可能細胞における静

止膜電位保持に必要である。Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ酵素は、ジギタリスのよ

うな強心配糖体に対する唯一の既知の受容体である。その他の観察の中でも多数

の門（ｐｈｙｌａ）に及ぶジギタリス結合部位のしっかりした保存は、さらに哺

乳類細胞における内因性ナトリウムポンプ阻害剤（ＳＰＩ）の存在を示唆する。

これらの仮説的哺乳類阻害剤は、ナトリウムポンプの活性の変調に関与し、in v

ivoナトリウムホメオスタシスに関与し得る。

      【０００５】

  強心配糖体の投与の副作用の１つは、動脈性高血圧症である。過剰量の内因性

因子も動脈性高血圧症を引き起こし得るが、これは種々の器官に関連した合併症

の危険因子であると考えられる。高血漿レベルのウアベイン様化合物（ＯＬＣ）

は、鉱質コルチコイド高血圧症の２つの型である原発性アルドステロン症及び異

所性コルチコトロピン症候群を有する患者で見出された。さらに、本態性高血圧

症を有する患者の30～45％はＯＬＣの血漿レベル増大を示し、血圧は統計学的に

ＯＬＣレベルと相関した。現在利用可能な抗高血圧剤は有益であることが立証さ

れているが、しかしそれらは高血圧によって引き起こされる作用の完全な逆転に

は未だ達していない。したがって、投与されたものであれ、内因性であれ、高レ

ベルのウアベインの毒性作用を逆転するためには、現在利用可能なものより特異

的且つ有効である作用物質が依然として必要とされている。持続性高血圧による

器官損害の発生前に、患者における高血圧の発生を予測する手段を有することは

さらに有益なことである。

      【０００６】

  腎臓も血圧変動の変更に関連づけられてきた。血圧の上昇は、臨床形態の高血

圧症、例えばリドル症候群、糖質コルチコイド抑制性アルドステロン症、並びに

腎臓におけるナトリウム（Ｎａ+）再吸収の構成的増大に密接に関連すると思わ

れる見掛けの鉱質コルチコイド過剰症候群で観察されている。本態性高血圧症は

、血圧増大と相互作用する遺伝的及び環境的因子に起因すると考えられる異質性
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疾患であり、したがって遺伝子突然変異も高血圧症に関与し得るし、これらの遺

伝子は最終共通経路に集中することが知られているため、結果は腎臓におけるＮ

ａ+再吸収増大及び／またはＮａ+排泄低減であり得る。しかしながら、Ｎａ+再

吸収増大が高血圧をもたらし得る理由は未だ明らかではないが、しかし、塩保持

及び血漿容積拡張がナトリウムポンプ阻害剤（ＳＰＩ）の分泌の引き金となり、

これがナトリウムの尿中排泄により細胞外流体容積を元に戻す。したがって、Ｓ

ＰＩの分泌増大は、サイトゾルＣａ+も上昇させて、血管収縮を生じ、これが高

血圧症の発症及び永続性を説明する。メカニズムが何であれ、高血圧症はナトリ

ウム調節の異常機能に関連することが経験的に認められている。

      【０００７】

  ウアベインの長期投与は、ラットにおける高血圧症の発症を引き起こすことが

示されている。ウアベインに対するこれらのDahl塩感受性（Ｓ）ラットの免疫感

作は、腎臓塊－塩類高血圧症（renal mass-saline hypertension）及びＮａ+－

誘導性高血圧症における低減を防止した。

      【０００８】

  植物カルデノリド、例えばウアベイン及びジゴキシンは、Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰ

アーゼ酵素（ナトリウムポンプ）のα－サブユニット上の高度保存エピトープと

特異的に結合し、リン酸化中間物質を安定化することが示されている。この作用

は、細胞膜を通過するナトリウム、カリウム及びその他の重要な生物学的化合物

のポンプ関連輸送の抑制をもたらす。ホルモン軸は、ナトリウムポンプの植物カ

ルデノリドと同様の哺乳類配位子による活性を調節することがさらに仮定されて

いる。植物カルデノリドと同様の特性を有する２つの種類の哺乳類化合物：即ち

、（１）ジゴキシン様因子、例えばＤＬＦまたはＤＬＩＦ、並びに（２）ウアベ

イン様因子、例えばＯＬＦまたはＨＩＦが今日までに見出されている。ＤＬＩＦ

族は、一連の脱グリコシル化種及びジヒドロジゴキシン様異性体であるＤｈ－Ｄ

ＬＩＦを含む。シトクロムＰ450は、近年、低ＤＬＩＦ免疫反応性を有する植物

カルデノリドであるジヒドロジゴキシンの高ＤＬＩＦ免疫反応性を有するものへ

の転換を仲介することが示された。これは、低活性ジヒドロ種であるＤｈ－ＤＬ

ＩＦの、より生物学的に活性な種であるＤＬＩＦへの考え得るin vivo代謝性転
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換を示唆する。

      【０００９】

  植物ウアベインに対するヒトＯＬＦ類似体の脱グリコシル化種の存在を、本発

明者等は近年報告した。飽和ラクトン環を有する化学的還元形態のウアベインで

あるジヒドロウアベイン（ｄｈｏ）は、ウアベインの生物学的活性及びナトリウ

ムポンプとのその相互作用を調べるために用いられてきた。ウアベイン及びジヒ

ドロウアベインの化学式を以下に示す。

      【００１０】

    【化１】
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      【００１１】

  ウアベインは、Ｃ17位置に結合した不飽和ラクトン環を有するステロイド核か

ら成るアグリコン、Ｃ3位置に結合した唯一の糖分子であるラムノースを含有す

る。ウアベインとジヒドロウアベイン（ｄｈｏ）との間の唯一の差は、後者が完

全水素添加ラクトン環を有する点である。

      【００１２】
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  概して、還元ラクトン環形態のジゴキシン及びウアベインはともに、Ｎａ+、

Ｋ+ポンプ触媒活性の抑制に関して、それらの酸化相対物より相対的に低い能力

を示す。しかしながら、それらは、組織から迅速に洗い落とされること等といっ

た、むしろ有益なその他の生物物理学的特性を有する。

  特定の分子構造に対する抗体は、当業界で既知の方法により、標的構造を有す

るマウスまたはウサギのような動物の免疫感作により作製し得る。特定のヒト分

子に対して生じたポリクローナル及びモノクローナル抗体を含めた非ヒト抗体は

、当業界で既知である診断及び療法のために用いられてきた。キメラ抗体は、あ

る種の可変ドメイン（反応性部分または相補性決定領域またはＣＤＲ）と別の種

の定常ドメイン（枠組み構造領域、ＦＲ）との間の直接融合物である。マウスＣ

ＤＲがヒトＦＲに融合されたネズミ／ヒトキメラ抗体は、全ネズミ抗体よりヒト

においては低免疫原性であることが示されている。生物活性分子のサイズは、組

織標的利用可能性を増大し、基本的に単離されたＣＤＲであるＦｖ抗体を構成す

る重及び軽鎖定常部のほとんどを除去することにより、抗体の腎臓を通した最終

的排泄を可能にするように、低減し得る。任意の種を抗体産生に用い得るが、し

かし大量の抗体が必要とされる場合には、大型動物、例えばヒツジ、ヤギまたは

ウマを用いるのが有益である。しかしながら、あらゆる哺乳類を用い得る。ポリ

クローナルまたはモノクローナル供給源からの抗体または断片は、アフィニティ

ー分離により精製し得る。これらの考え得る療法形態の抗体のすべてに共通する

のは、分子をその配位子に誘導する必要なＣＤＲである。

      【００１３】

  イムノアッセイの開発は、診断目的の、特に動物及びヒト組織中の異なる内因

性作用物質のレベルを確定するための抗体の利用を可能にした。イムノアッセイ

は、標準として用いられる抗原とのこの抗体の結合時に、そして同一抗体により

結合される試料中の未知の分析物の量を標準と比較する場合に、既知量の既知の

抗原の既知量の抗体との定量的結合によっている。両反応が同一培地中で実施さ

れる場合、未知の試料中に存在する分析物は、既知量の抗原との既知量の抗体の

結合を妨げる。これらの検定の重要な工程は、結合抗体または抗原の非結合抗体

または抗原からの分離である。この反応に関する多数の形状が、直接免疫測定、
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競合的または置換検定等として周知である。定量的結果は、一般的に血球凝集検

定、ラジオイムノアッセイ、酵素結合検定等により得られる。

      【００１４】

  イムノアッセイでは、動物またはヒト組織中に存在する所定の分析物が、既知

量の可溶化標準分析物と比較される。分析される最も一般的な組織は血液であり

、特に血液からの血清及び／または血漿であるが、しかし尿、脳脊髄液、異なる

血清調製物及び異なる動物及びヒト組織及び流体もルーチンに検定される。内分

泌学及び臨床化学においては、中でも特にホルモン、タンパク質及び脂質代謝物

質のレベルを確定するために、酵素結合検定及びラジオイムノアッセイが用いら

れてきた。血液またはその他の組織中のある種の分子のレベルは、症状が発現す

る前の、しばしば非常に初期段階の、疾患状態を示し得る。これらの分子は、症

状のマーカーと呼ばれる。

      【００１５】

  したがって、ナトリウムポンプ機能を示すマーカーの存在を検出するための検

定、特に迅速で、費用効果のある、そして高度の特殊技能者でなくても実行し得

る検定が依然として必要とされている。本技術は、ナトリウムポンプ機能の制御

を必要とする疾患の危険性がある集団並びにそのための治療を受けている患者の

スクリーニングに直ちに適用可能である。

      【００１６】

  発明の要約

  本発明は、ナトリウムポンプ（Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ）を抑制し、それが

in vivoで転換される哺乳類ウアベイン様因子（ＯＬＦ）に対するプロドラッグ

である精製された単離哺乳類ジヒドロウアベイン様因子（Ｄｈ－ＯＬＦ）に関す

る。逆に言えば、ＯＬＦは、それがin vivoで転換されるＤｈ－ＯＬＦに対する

プロドラッグである。Ｄｈ－ＯＬＦは、植物由来ジヒドロウアベイン（ｄｈｏ）

と同様に、水素添加ラクトン環を有するが、しかし本発明の因子は、それをジヒ

ドロウアベインとは異ならせる他の特性を有する。Ｄｈ－ＯＬＦは、約586の分

子量を有し、抗ウアベイン抗体との結合のために哺乳類ウアベイン様Ｎａ+、Ｋ+

－ＡＴＰアーゼ阻害因子（ＯＬＦ）と実質的に交差反応できない。それが抗ｄｈ
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ｏ抗体との結合のために植物ジヒドロウアベイン（ｄｈｏ）と交差反応するのは

有意である。脱グリコシル化化合物は糖含有因子と同様の免疫活性パターンを示

し、このことは主要免疫原性がラクトン部分に残留することを示唆する。したが

って、本発明を説明する目的で、ＯＬＦ、Ｄｈ－ＯＬＦ、ウアベイン及びｄｈｏ

はそれらの脱グリコシル化類似体を含むよう意図される。「ｄｈｏ」は、異性体

ｄｈｏ－Ａ及びｄｈｏ－Ｂから成る。Ｄｈ－ＯＬＦは、196 nmで最大ｕｖ吸光度

を有し、280 nmで吸光性を欠くことにより立証されるような非ペプチド性化学構

造、リパーゼ消化の欠如及び脂質染色による染色の欠如により立証されるような

非脂質性化学構造、完全水素添加ラクトン環を有し、 Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアー

ゼ触媒活性の抑制に関してＯＬＦの10分の１及び植物ジヒドロウアベインＢ（ｄ

ｈｏ－Ｂ）の3倍の能力を有し、Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼαサブユニットのリ

ン酸化に関してＯＬＦの10分の1の及び植物ｄｈｏ－Ｂの３倍の能力を有し、Ｎ

ａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ触媒活性の濃度依存性抑制、Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ

αサブユニットの濃度依存性リン酸化、並びにジヒドロウアベインとほぼ同一の

高圧液体クロマトグラフィー溶離パターンを有する。

      【００１７】

  内因性ウアベイン様因子（ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦ）は、抗体あるいはそれら

にまたはウアベインまたはジヒドロウアベインに特異的であるその他の結合剤を

用いたｕｖ分光測光法、分取高圧液体クロマトグラフィーまたはアフィニティー

分離の使用を包含する方法により単離し得る。

      【００１８】

  本発明は、Ｄｈ－ＯＬＦの異常レベルまたはＤｈ－ＯＬＦ対ＯＬＦの異常比に

関連した疾患状態の早期査定をおこなうための、モノクローナル及びポリクロー

ナル抗体及びそれらの断片に、並びに生物学的（動物）試料中のＤｈ－ＯＬＦ及

び／またはＯＬＦの検出のためのそれらの使用にも関する。抗体または好ましく

はそれらの断片は、中でも代謝性疾患、心臓疾患、高血圧、腎障害、神経学的障

害、例えばアルツハイマー病、精神医学的症状、眼疾患及び性機能不全を含めた

Ｄｈ－ＯＬＦレベルの増大に関連した種々の疾患の治療における療法的使用にも

適している。モノクローナル抗体は、所望により、当業界で周知の方法によって
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も作製し得る。

      【００１９】

  さらに、本発明は、予防的または治療的有効量の本発明の抗体または抗ｄｈｏ

抗体または好ましくはこれらの抗体の断片を治療を要する被験者に投与すること

によるＤｈ－ＯＬＦまたはＯＬＦのレベルを低減するためのin vivo方法も提供

する。合成化合物、例えばアプトマーのようなその他の特異的結合剤が知られて

いる。ウアベインまたはジヒドロウアベインまたはそれらの内因性類似体を結合

するこのような特異的結合剤はすべて、本方法で同様に用い得る。

      【００２０】

  被験試料中に存在するＤｈ－ＯＬＦ及び／またはＯＬＦのレベルは、この化合

物またはｄｈｏ異性体混合物に対する親和性を有する抗体による因子の選択的結

合と、その後の、標識化抗体Ｆｃ－結合剤を添加して生物学的試料中に存在する

Ｄｈ－ＯＬＦの量と線状に相関するシグナルを生成することに拠っている本発明

の診断検定の助けを借りて査定し得る。

      【００２１】

  被験試料中に存在するＤｈ－ＯＬＦ及び／またはＯＬＦのレベルは、代替的に

は、定量的ＨＰＬＣにより査定し得るが、この場合、溶離ピークは既知量のＤｈ

－ＯＬＦ及び／またはＯＬＦから得られるピークと比較される。50℃でパラジウ

ム触媒を用いたウアベインの水素添加は、２つの異性体（ｄｈｏ－Ａ及びｄｈｏ

－Ｂ）を生成する。被験試料のＤｈ－ＯＬＦであると考えられる溶離ピークは、

既知量のｄｈｏ－Ｂから得られるピークと比較され、Ｄｈ－ＯＬＦの濃度は、そ

れぞれのピーク高の比較から概算される。

      【００２２】

  ＯＬＦ対Ｄｈ－ＯＬＦまたはＯＬＦ対Ｄｈ－ＯＬＦの比は、被験者によって変

わり得ることが知られている。比のこの変動は、Ｄｈ－ＯＬＦ及びＯＬＦの相互

転換の可変性速度によっていると考えられる。ＯＬＦはナトリウムポンプの活動

時にＤｈ－ＯＬＦの10倍の活性を有するため、転換酵素（単数または複数）は、

抗高血圧または抗低血圧薬の開発または試験のための新規な標的を提供する。

      【００２３】
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  添付の図面と結びつけて考えた場合に以下の詳細な説明を参照することによっ

てよりよく理解されるようになるので、本発明の、及びその付随する利点の多く

のより完全な理解は、容易に認知される。本発明の組成物及び方法は好ましい態

様に関して記載されており、添付の特許請求の範囲に定義されているような本発

明の精神及び範囲を逸脱しない限りいくつかの置換及び修正をなし得ることは、

当業者には明らかである。

      【００２４】

  好ましい態様の説明

  本発明は、ナトリウム／カリウムポンプの機能不全及び／またはその機能の調

節に関連した疾患及び症状を予防及び治療するための従来の技術を改良するとい

う本発明者等による要求から生じた。従来の治療薬は、効き目がありすぎ、長期

間残存し、及び／またはそれらの作用を変調するのが難しかった。それらの探究

において、本発明者等は、独特の特性を有する哺乳類ジヒドロウアベイン様因子

（Ｄｈ－ＯＬＦ）の存在を確定し、単離し、特性化した。Ｄｈ－ＯＬＦは水素添

加ラクトン環を有するが、しかしこの因子は、それをジヒドロウアベインとは異

ならせる他の特性を有する。Ｄｈ－ＯＬＦは、ＵＶ分光測光法、ウアベイン及び

ジヒドロウアベイン（ｄｈｏ）の両方に特異的な抗体との交差反応性、並びに２

つの別々のin vitroバイオアッセイ、Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ酵素活性の抑制

及びＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ酵素αサブユニットのリン酸化の助けにより単離

される。本発明の哺乳類Ｄｈ－ＯＬＦは、ＨＰＬＣ上で、植物由来ジヒドロウア

ベイン（ｄｈｏ）の１つの独特の異性体と同時移動して、196 nmで最大吸光度を

示し、220 nmでのＯＬＦと比較した場合に実質的にモル吸光性の低減を示して、

ナトリウムポンプ活性（Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ酵素）を抑制し、濃度依存性

様式で酵素をリン酸化して、ジヒドロウアベインに特異的な抗体とは反応するが

、しかしウアベインに特異的な抗体とは反応しないことが判明した。しかしなが

ら、ｄｈｏとは異なり、Ｄｈ－ＯＬＦは、脱水素添加時に、１つだけの異性体ピ

ークを示した。

      【００２５】

  本発明の哺乳類Ｄｈ－ＯＬＦは、Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ酵素の触媒活性を
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抑制するための能力（ＩＣ50＝590 nM）は、その酸化相対物であるＯＬＦ（ＩＣ

50＝60 nM）の約10分の1である、ということが本発明者等により見出された。さ

らに、本発明の作用物質は、同一酵素の触媒活性を抑制する効力が、植物起源の

ものであるジヒドロウアベインの異性体の１つ（ｄｈｏ－Ｂ；ＩＣ50＝1700 nM

）の約3倍である、ということも見出された。ナトリウムポンプのα－サブユニ

ットのリン酸化を増強する本発明の作用物質の能力は、濃度依存性であることが

見出された。

      【００２６】

  本発明者は、ウシ副腎皮質（収量＝約0.36±0.34ｘ10 -10mol/g）から、並び

にヒト血清（収量＝約50±0.46ｘ10 -10mol/g）からＤｈ－ＯＬＦを単離し得た

。以下で提示される実験的開示において、Ｄｈ－ＯＬＦが同一組織中の内因性Ｏ

ＬＦよりはるかに豊富に存在することを本発明者は示す。Ｄｈ－ＯＬＦ：ＯＬＦ

の比率が、ウシ副腎皮質では約22、そしてヒト血清では約13であるということを

、彼等は見出した。哺乳類Ｄｈ－ＯＬＦの存在は、それ自体、内因性ＯＬＦレベ

ルの上昇または低減に対する明らかなin vivo代謝架橋を提供する。さらに、Ｏ

ＬＦ対Ｄｈ－ＯＬＦの比、またはその逆は、被験者によって、そして異なる時点

での個々の被験者において変化する、ということが示される。したがって、本発

明の作用物質は、被験者に投与した場合に、in vivoでＯＬＦに転換されるプロ

ドラッグとして用いるのにも適している。本発明の発見は、それ自体、ナトリウ

ム／カリウムポンプの活性の制御に対して根元的である内因性哺乳類調節ホルモ

ン軸の変調を可能にする。

      【００２７】

  Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼのα－サブユニットのウアベイン刺激Ｐｉ－リン酸

化に関する種々の実験の結果は、α－サブユニット上の特定の結合部位とのウア

ベインの結合の重要性を示す。ウアベイン及びその他の植物由来強心配糖体及び

哺乳類ナトリウムポンプ阻害剤によるナトリウムポンプの抑制は、ＡＴＰ分解の

低減をもたらす。Ｃａ++－ＡＴＰアーゼのようなＡＴＰアーゼ活性の多数のその

他の刺激剤も典型的にはその他の組織ＡＴＰアーゼと結合するが、一方、ウアベ

イン刺激リン酸化はＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼに特異的であり、したがってこの
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ような妨害を回避する。内因性ウアベイン様因子とは異なって、植物由来ｄｈｏ

は、実際、ナトリウムポンプのウアベイン刺激リン酸化に関して、等モル濃度で

、植物由来ウアベインのリン酸化活性の約82％を有する。このリン酸化において

は、ホスフェート（Ｐｉ）は、ＡＴＰ加水分解中にＡＴＰによりリン酸化される

Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼのα－サブユニットの同一アスパルチルアミノ酸中に

共有的に組み込まれる。ウシ副腎皮質及びヒト血漿から単離されたＯＬＦ及びＤ

ｈ－ＯＬＦはともに、Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼのα－サブユニット中にＰｉを

組み入れることによりリン酸化を刺激する。ＰｉのＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦ刺激

組み入れは、これらの因子の濃度に大きく依存している。リン酸化に必要なＤｈ

－ＯＬＦの濃度（ゲル帯域の密度から概算）は、ナトリウムポンプ酵素の活性の

抑制に必要とされるＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼの濃度範囲と平行する。しかしな

がら、同様の活性を有する植物類似体とは異なり、ＯＬＦはＤｈ－ＯＬＦの10倍

の活性を有する。

      【００２８】

  ジヒドロ種はすべて、酸化プラチナ触媒を用いて室温で、またはパラジウム－

炭素触媒を用いて50℃で、植物酸化種、例えば、ウアベイン、ジゴキシン、ジギ

トキシン等の対応するシクロペンテノリドラクトン環の水素添加によりin vitro

で生成し得る。ラクトン環結合の水素添加は、Ｃ－２０で非対称の二次中心を生

じる。ジヒドロウアベインは、２つの異性体、即ちｄｈｏ－Ｂ及びｄｈｏ－Ａを

有するということも本発明者等により示された。反対に、ＯＬＦは、１つの二水

素添加種、即ち、Ｄｈ－ＯＬＦを哺乳類組織中に有するようである。本特許は、

ウシ副腎皮質及びヒト血漿から得られたＤｈ－ＯＬＦが同種であるという明らか

な証拠を提供する。Ｕ．Ｖ．スペクトル及びクロマトグラフィー移動度により、

ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦの抗ウアベイン及び抗ヒドロウアベイン抗体との結合も

、本発明者等は特性化した。下記に提示されるデータは、ヒト血清中の両因子の

定量比及びモル濃度を示す。副腎はＤｈ－ＯＬＦ及びＯＬＦの豊富な供給源であ

る。データは、一方ではＯＬＦとＤｈ－ＯＬＦの、そして他方ではＤＬＩＦとＤ

ｈ－ＤＬＩＦの代謝的及び生理病理学的相互関係の明らかな見解を、並びにそれ

らの生成及び調節と副腎とのつながりを提示する。同様の内因性因子であるジヒ
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ドロジゴキシン様因子（Ｄｈ－ＤＬＩＦ）は、ウシ副腎皮質からのミクロソーム

によりジゴキシン様免疫反応性作用物質に代謝されることが示された（Qazzaz e

t al.（1996）Clinical Chemistry 42:1092, 1099）。Ｄｈ－ＯＬＦは、プロド

ラッグとして外因的に投与され、代謝的にin vivoでＯＬＦに転換される。逆に

、ＯＬＲは、Ｄｈ－ＯＬＦのプロドラッグとして投与し得る。

      【００２９】

  Ｄｈ－ＯＬＦ／ＯＬＦ対の酸化／還元状態のラクトン環は、Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴ

Ｐアーゼ受容体との相互作用において中心的役割を演じる。最近の証拠は、他の

ジヒドロ種、例えばジヒドロジゴキシンがＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼの特異的ア

イソフォームとの結合に関してジゴキシンに匹敵する親和性を有することを示唆

する。逆に、Ｄｈ－ＯＬＦは、植物由来ウアベインと同様の（82％）活性を有す

る植物由来ｄｈｏに対比して、酸化形態より生物学的活性が低い。副腎における

Ｄｈ－ＯＬＦとＯＬＦとの代謝的連関は、ＯＬＦのin vivo生成及び循環中への

その分泌のためにプロドラッグとしてＤｈ－ＯＬＦを利用する真の機会を提供す

る。転換工程は、10倍高い活性を有するＯＬＦへのＤｈ－ＯＬＦの転換を阻止す

ることにより、高血圧症を治療するための新規な標的を提供する。高血圧症は、

Ｄｈ－ＯＬＦのＯＬＦへの転換を刺激することにより治療し得る。

      【００３０】

  逆に、ＯＬＦは、腸における細菌性転換によりＤｈ－ＯＬＦを生成し、これは

次に、循環中に吸収される。ＯＬＦは、ＯＬＦの経口投与により、または血液か

ら腸へのＯＬＦの排出により、腸中に存在し、Ｄｈ－ＯＬＦへの転換及びその後

の再吸収を伴う。内因性ＯＬＦのＤｈ－ＯＬＦへの、及び／またはＤｈ－ＯＬＦ

のＯＬＦへのin vivo転換により変調される平衡が、明らかに認められる。した

がって、副腎皮質中の、または特定の組織または器官中のそれらの相対的存在量

は、Ｄｈ－ＯＬＦまたは抗Ｄｈ－ＯＬＦの投与により、あるいはこれらの類似体

の相互転換に影響を及ぼすその他の化合物により変調し得る。

      【００３１】

  したがって、本発明は、約586の分子量の精製された単離哺乳類ジヒドロウア

ベイン様因子（Ｄｈ－ＯＬＦ）を提供し、196 nmで最大ｕｖ吸光度、280 nmで吸
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光性を欠くことにより立証されるような非ペプチド性化学構造、並びにリパーゼ

消化の欠如及び脂質染色による染色の欠如により立証されるような非脂質性化学

構造を伴う完全水素添加ラクトン環を有する。さらに、Ｄｈ－ＯＬＦは、ジヒド

ロウアベイン（ｄｈｏ）と同様の高圧液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）溶離

パターンを有し、抗ｄｈｏ抗体との結合のために植物関連ジヒドロウアベイン（

ｄｈｏ）と交差反応するが、しかし抗ＯＬＦ抗体との結合のために哺乳類ウアベ

イン様因子（ＯＬＦ）と実質的に交差反応できない。本因子は、ＯＬＦの10分の

１及び植物関連ジヒドロウアベインＢ（ｄｈｏ－Ｂ）の3倍の効力でＮａ+、Ｋ+

－ＡＴＰアーゼ活性を抑制し、 ＯＬＦの10分の１及び植物関連ジヒドロウアベ

インＢ（ｄｈｏ－Ｂ）の3倍の効力でＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼα－サブユニッ

トをリン酸化する。本発明のＤｈ－ＯＬＦは、濃度依存性様式で、Ｎａ+、Ｋ+－

ＡＴＰアーゼ触媒活性を抑制し、Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼα－サブユニットを

リン酸化する。本発明の因子は、異なる純度で、例えば90％、95％、そして99％

純度でも利用可能である。さらに精製された形態の因子は、本発明の抗Ｄｈ－Ｏ

ＬＦ抗体との親和性分離により得られる。本因子は、粉末としてフリーズドライ

または凍結乾燥形態で、または溶液の形態で提供し得る。

      【００３２】

  ここに報告された知見は、中でもヒトであれ、非ヒトサルであれ霊長類起源の

、ウシ、ヒツジ、ネズミ、ウマ、ウサギ、ヤギ、ウシ及びモルモット起源のもの

であり得る哺乳類因子に関する。ヒトの使用に関しては、好ましいのは、ヒト及

びウシ起源の因子である。しかしながら、その他も利用し得る。ここに記載され

た哺乳類Ｄｈ－ＯＬＦ因子は、in vivo及びin vitroでＯＬＦに容易に転換され

る。ＯＬＦは同様に、in vivo及びin vitroでＤｈ－ＯＬＦに転換し得る。した

がって、各々が、互いのためのプロドラッグとして投与し得る。例えば、酸化は

、ＮＡＤＰＨ、及びＮＡＤＰＨ依存性レダクターゼの存在下で、シトクロムＰ45

0を用いて生じ得る。哺乳類Ｄｈ－ＯＬＦ因子は、嫌気性、通性嫌気性または好

気性細菌によるＯＬＦの細菌的還元により容易に得られる。真正細菌種はこの還

元に特に有用である、ということが判明した。実験室では、還元は、当業界で既

知のように、触媒の助けを借りてＨ2を用いてＯＬＦを水素添加することにより
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得られる。

      【００３３】

  本発明の因子は、好ましくは製薬上または獣医学的に許容可能な担体と組み合

された組成物の形態でも提供される。本発明で用いるための製剤組成物は全身性

及び局所性処方物を含み、これらの中で好ましいのは、吸入、経口、直腸、膣、

鼻腔、眼、視覚、管腔内、器官内またはその他の治療様式に適した処方物である

。

      【００３４】

  好ましい処方物は、経口用担体、組成物、及び任意に腸コーティングを含む経

口処方物である。腸コーティングは、それらの構成成分及びそれらの製造方法と

同様に当業界で既知であり、したがって、本特許中で説明する必要はない。別の

好ましい処方物は、組成物を含む舌下処方物であって、この場合、風味剤及び不

活性希釈剤はスクロース、アカシアゴム、トラガカントゴム、ゼラチン及びグリ

セリンから成る群から選択される。その他の担体及び希釈剤は、当業者に既知で

あるように利用し得る。本特許は、本因子の、そして任意に同様に以下で記載さ

れるようなその他の作用物質の溶液、懸濁液または乳濁液を含む非経口処方物も

提供する。これらの量は、重複活性を有する付加的作用物質が下記のように含ま

れる場合には、調整し得る。

      【００３５】

  投与量は、被験者の年齢、体重及び症状によって変わる。治療は、最適用量未

満の本発明の作用物質（因子またはその塩の１つ）を含有する小投与量で開始さ

れ、所望の、またはその状況下で最適の作用が達成されるまで増大し得る。概し

て、投与量は、約1μg/kg～約100μg/体重kgまでである。一般に好ましいのは、

約2μg/kg～約50μg／被験者の体重kgの投与量であり、さらに好ましいのは、約

8μg/kg～約35μg/被験者の体重kgである。しかしながら、より高いまたはより

低い用量も意図され、したがって、本特許の範囲内である。医学の従事者は、小

用量を処方し、被験者の症状に及ぼす作用を観察することを知っている。その後

、彼／彼女は、適切な場合には、用量を増大し得る。概して、活性作用物質は、

好ましくは、いかなる過度の有害なまたは有毒な副作用を引き起こすことなく、
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有効な結果をもたらす濃度で投与され、そして、１回単位用量として、または所

望により１日に適切な回数で投与される便利なサブユニットで投与し得る。

      【００３６】

  ナトリウムポンプの機能不全に関連した心臓疾患、例えばうっ血性心不全、心

房細動、不整脈等の治療も、予防的または治療的有効量の作用物質を用いて試み

得る。本発明の治療は、うっ血性心不全の治療に特に役立つ。

  本発明の因子は、異常レベルのナトリウムポンプ活性に関連した種々の疾患及

び症状を予防的または治療的に処置するために適用し得る。一例は、長期間の高

血圧の症状及び結果を軽減するために予防的または治療的有効量の因子を投与す

ることによる高血圧症の処置である。本特許の方法は、種々の種類の高血圧症、

例えば本態性高血圧症、甲状腺機能亢進症誘導性高血圧症及び妊娠誘導性または

妊娠関連高血圧症を治療するのに適している。

      【００３７】

  白内障も、予防的または治療的抗白内障有効量の抗体により治療可能である。

処置は、白内障の進行を遅らせ、高齢者における白内障を防止し、または白内障

手術後の再発を回避するために適用し得る。本因子の用量は、典型的には、医者

が知っているように、各患者及び各患者の眼に対して個別に算定される。

  作用物質は、予防的または治療的有効量のＤｈ－ＯＬＦの投与により、特に男

性における性機能不全を治療するのにも適している。

      【００３８】

  本作用物質は、アルツハイマー病を遅延及び治療するためにも活性であり、白

内障及び高血圧の場合と同様に、それは、疾患の初期徴候で予防的形態で投与さ

れる場合、最も有効である。

      【００３９】

  さらに一般的には、本発明の方法は、予防的または治療的因子上昇有効量のＤ

ｈ－ＯＬＦまたはＯＬＦの投与により、Ｄｈ－ＯＬＦ及びＯＬＦのin vivoレベ

ルを増大するために適用可能である。前記のように、in vivoでの２つの相互転

換のために、各々が互いに対してプロドラッグとして作用する。例えば、Ｄｈ－

ＯＬＦは、in vivoでＯＬＦに転換され、この作用物質はナトリウムポンプを抑
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制するためのより大きい効力を有する。したがって、その作用のあるものは直接

作用により得られ、残りはＯＬＦへのその転換により得られ、これが作用物質に

より大きい効力を提供する。

      【００４０】

  ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦの低下が望ましい場合、哺乳類Ｄｈ－ＯＬＦに対する

親和性を有する抗体が発現され、Ｆｖ断片が作られる。これらの抗体または断片

は、Ｄｈ－ＯＬＦと選択的に結合するが、しかしＯＬＦとは結合せず、さらに好

ましくは、それらはＤｈ－ＯＬＦに対する特異性を有し得るが、しかし実質的に

はＯＬＦまたは植物由来ウアベインに対する親和性を欠く。本発明の抗体は、ポ

リクローナル抗体の形態で存在するが、これは、ウサギのような動物へのＤｈ－

ＯＬＦの投与により生じ、当業界で既知の方法により単離される。これらの発明

者により見出された交差反応性のために、Ｄｈ－ＯＬＦに対する抗体は、植物ｄ

ｈｏ、ｄｈｏＡ、ｄｈｏＢまたは脱グリコシル化類似体をウサギのような動物に

投与することにより生じさせ得る。別の態様では、抗体はモノクローナル抗体で

あり、これは、例えば当業界で周知の方法により得られる。Ｆｖ断片は、ポリク

ローナルまたはモノクローナル抗体から作製し得る。モノクローナル及びポリク

ローナル抗体、あるいはその断片または合成類似体は、当業界で既知である。抗

Ｄｈ－ＯＬＦ抗体は、典型的には被験者におけるＯＬＦまたはＤｈ－ＯＬＦのレ

ベル、並びにこれらのレベルの低減が望ましい程度を基礎にした投与量で投与さ

れる。一般的範囲は、1 mg～2 gm、さらに好ましくは10 mg～1.5 gm、さらに好

ましくは15～800 mg／被験者の体重kgである。

      【００４１】

  標準としてのＤｈ－ＯＬＦまたは植物由来ジヒドロウアベイン（ｄｈｏＢ）異

性体、抗Ｄｈ－ＯＬＦ抗体または抗ｄｈｏ抗体、並びに抗体Ｆｃ結合剤及び試料

中のＤｈ－ＯＬＦの存在を確定する場合の標識を有するキットの使用のための使

用説明書を含む診断キットも本発明者により提供される。診断キットは、任意に

抗体Ｆｃ結合剤、標識及び標識を抗Ｆｃ抗体と操作可能的に連結するための使用

説明書を含有し得る。あるいは、利用される標識が限定半減期を有する場合、そ

れは最終使用時点で購入し得る。本発明とともに用いるための抗体Ｆｃ結合剤は
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、中でも、抗Ｆｃ抗体またはその結合断片、プロテインＡまたはプロテインＣで

あり得る。本発明の作用物質とともに用いるための標識は、中でも、当業界で既

知の任意の検出可能な標識、例えば放射性、蛍光、燐光または生物発光標識、あ

るいは酵素－基質組合せであり得る。キットは、in vitro検定を実行するための

１つまたは多数の固体支持体単位、並びに基質バックグラウンド低下コーティン

グ物質とともに提供し得る。

      【００４２】

  Ｄｈ－ＯＬＦ分析物を含有することが疑われる動物試料中の本発明のＤｈ－Ｏ

ＬＦの存在は、被験試料を、試料中に存在するあらゆる分析物と抗体が結合する

のに有効な条件下で、Ｄｈ－ＯＬＦに対する、または植物由来ジヒドロウアベイ

ン（ｄｈｏ）異性体混合物に対する特異性を有するが、しかしＯＬＦまたはウア

ベインに対する特異性を有しない固体支持体結合抗体と接触させ、抗体－分析物

複合体（単数または複数）を生成させ、あらゆる基質結合分析物－抗体複合体（

単数または複数）と結合するのに有効な条件下で、基質結合抗体－分析物複合体

（単数または複数）を標識化抗体Ｆｃ－結合剤と接触させて、固体支持体結合分

析物－抗Ｄｈ－ＯＬＦ抗体－抗体Ｆｃ－結合剤または分析物－抗ｄｈｏ異性体混

合物抗体－抗体Ｆｃ結合剤標識化複合体（単数または複数）を生成させて、固体

支持体－結合標識の量を検出することにより、定性的に確定し得る。

      【００４３】

  利用される抗体は、抗Ｄｈ－ＯＬＦ、抗ｄｈｏ抗体、または両方の混合物であ

り、各々はポリクローナル混合物またはモノクローナル抗体であり得る。これら

は、当業界で既知のように、そして前記を参照して得られる。本方法はさらに、

同一または類似条件下での、被験試料のために得られた標識化複合体（単数また

は複数）の量対既知量の標準、例えばＤｈ－ＯＬＦまたは植物由来ジヒドロウア

ベイン（ｄｈｏ）異性体混合物に関して得られた複合体（単数または複数）の量

の比較を含む。これは、例えば、同一または類似条件下で、分析物に関して得ら

れた標識化複合体の量を１以上の既知量の標準Ｄｈ－ＯＬＦまたはｄｈｏ混合物

に関して得られた標識化複合体（単数または複数）の量と比較することにより、

もたらされる。一態様では、既知量の標準Ｄｈ－ＯＬＦまたはｄｈｏ混合物は、
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標準Ｄｈ－ＯＬＦまたはｄｈｏ混合物を用いて、または用いずに得られた標識化

複合体（単数または複数）の量を測定する前に、被験試料に付加し得る。しかし

ながら、その他の検定法、例えば定量的ＨＰＬＣも適切である。

      【００４４】

  本特許の方法は、任意の体液及び組織、例えば血液、血清、脳脊髄液（ＣＳＦ

）、唾液、胸膜液または滑液及び骨髄の試料を用いて適切に実行し得る。被験試

料が例えば血液である場合、血清を残りの試料から分離する必要がある。典型的

には、この種類の検定のために利用される標識はすべて、適切である。例として

は、放射性、蛍光、燐光及び生物発光標識、並びに酵素－基質及び当業界で既知

のその他の組合せが挙げられる。一態様では、標識は、リンカーを介して抗体Ｆ

ｃ結合剤と操作可能的に連結させ得る。しかしながら、標識は、別々に投与され

るが、しかし抗体と結合するＦｃ結合剤とも連結させ得る。一般的に、分析物及

び標準分子との抗体の結合は、予定時間中に進行され、次に停止される。Ｄｈ－

ＯＬＦまたはｄｈｏ結合抗体は、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体であ

り、好ましくはＯＬＦ及びウアベインと結合できない。

      【００４５】

  本発明は、予防的または治療的有効量の抗体またはその断片または合成類似体

の投与による腎機能損傷を蒙った患者のための治療も提供する。本発明の治療は

、腎損傷が存続するかまたは腎不全が大いにあり得る症例において、長期間継続

させ得る。さらに一般的には、本発明の方法は、Ｄｈ－ＯＬＦまたはＯＬＦ器官

分泌低減有効量の本発明の抗体を治療を要する被験者に投与することによりＤｈ

－ＯＬＦまたはＯＬＦの器官分泌の低減のために適用可能である。本発明の抗体

、キメラ抗体及びヒト化抗体は、実質的に強くない正常組織との結合を示す。ウ

サギ及びネズミ抗体は、キメラポリペプチド及びヒト化抗体の場合と同様のパタ

ーンを示す。好ましい一態様では、本発明の抗体は標識される。

      【００４６】

  本発明を一般的に説明してきたが、本発明は、いくつかの特定の実施例を参照

することによりより良好に理解される。これらの実施例は説明のためにのみ、本

明細書中に含まれており、別記しない限り、本発明を、またはそのいかなる実施
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態様も限定するものではない。

      【００４７】

  実施例

  実施例１：化学物質及び試薬

  用いられた化学物質はすべて、試薬等級であった。５－スルホサリチル酸（Ｓ

ＳＡ）、炭酸カルシウム（ＣａＣＯ3）、ジゴキシン、ウアベイン、ウアバゲニ

ン、ジヒドロウアベイン、ブタ大脳皮質Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ（ＰＣＣ）、

ナトリウムポンプの触媒的抑制のための全試薬（アデノシン５’－トリホスフェ

ート（ＡＴＰ）、モリブデン酸アンモニウム、トゥイーン８０、ウシ血清アルブ

ミン（ＢＳＡ）、並びにゲル電気泳動のための全試薬、例えばアクリルアミド、

ビス－アクリルアミド、Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルエチレンジアミン（

ＴＥＭＥＤ）、トリス［ヒドロキシメチル］アミノメタン（ＴＲＩＺＭＡ塩基）

、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、グリシン、β－メルカプトエタノール、

ブロモフェノール染料）を、Sigma（ミズーリ州、セントルイス）から入手した

（但し、Amresco（オハイオ州、ソロン）から購入した過硫酸アンモニウムを除

く）。ジゴキシゲニン及びジヒドロジゴキシンは、Burroughs Wellcome Co.（ノ

ースカロライナ州、リサーチ・トライアングル・パーク）から寄贈された。予備

染色タンパク質マーカーは、Bio-Rad（カリフォルニア州、リッチモンド）から

購入した。リン－３２－ホスフェート（32Ｐｉ、100μL中に1 mCi）は、NEN, Li

fe Science Products（マサセッチュセッツ州、ボストン）から購入した。硫酸

（Ｈ2ＳＯ4）及び塩酸（ＨＣｌ）は、Fisher（ニュージャージー州、フェアロー

ン）から入手した。アセトニトリル（ＣＨ3ＣＮ）及び過塩素酸（ＨＣｌＯ4）は

ともに、クロマトグラフィー等級であり、Aldrich Co.（ワイオミング州、ミル

ウォーキー）から入手した。ＴＭＢ可溶性試薬及びＴＭＰ停止緩衝剤は、SKYTEK

 Laboratories（ユタ州、ローガン）から購入した。脱イオン水（ｄＨ2Ｏ）は、

生物学的物質のすべての操作に用いた。

      【００４８】

  実施例２：装置及び材料

  ポリトロンＰＴ3000（Brinkman、ニューヨーク州、ウェストバリ）は、副腎皮
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質組織を均質化するために、そしてオリオンｐＨ／ＳＥメーターモデル710Ａ（O

rion、マサチュセッツ州、ケンブリッジ）はｐＨ測定のために用いた。固相抽出

Ｃ－１８カートリッジ（Sep-Pak）は、Waters Associates（マサチュセッツ州、

ミルフォード）から入手した。ＨＰＬＣは、Waters 600Eシステムコントローラ

ー及びWaters 966フォトダイオードアレイ検出器に接続されたＣ－18逆相μBond

apakカラム（3.9 X 300mm, 粒子サイズ10-μm）上で実施した。溶離分画は、Wat

ers分画収集器（Millipore Corp.、マサチュセッツ州、ミルフォード）で収集し

、Jouan Refrigerated Trap RCT 60（バージニア州、ウィンチェスター）に接続

されたJouan Centrifugal Vacuum Concentrator RC 10.22で蒸発させた。ＵＶ－

分光測光のために、Hewlett-Packard（カリフォルニア州、パロアルト）モデル8

452Ａダイオードアレイ分光高度計を、我々は用いた。Beckman JA-2遠心器（Bec

kman、カリフォルニア州、パロアルト）は、組織調製手法における遠心分離のた

めに用いた。ナトリウムポンプ抑制検定のために、Corning（ニューヨーク州、

コーニング）から購入した使い捨て非滅菌96ウエル平底ポリスチレンマイクロタ

イタープレートを用い、そしてDuPontマイクロプレート読取機ＩＩ、Multiskan 

MCC/340（デラウェア州、ウィルミントン）で340 nmで発色を測定した。

      【００４９】

  Upstate Biotechnology Inc.（UBI、ニューヨーク州、レークプラシッド）か

ら購入したモノクローナルマウス抗ウサギＮＫＡアイソフォーム特異的抗体は、

ウエスタンブロット用に用いた。ヤギ抗マウスホースラディッシュペルオキシダ

ーゼ接合体抗体は、Bio-Rad（Hercules, CA）から購入し、ウエスタン分析によ

るナトリウムポンプアイソフォーム及び酵素免疫検定（ＥＩＡ）によるｄｈｏの

両方の検出における第二抗体として用いた。

      【００５０】

  ゲル電気泳動は、当該タンパク質を分解するために適用し、Hoefer Scientifi

c Instruments（モデルＳＥ245、ＳＥ260及びＳＥ400、カリフォルニア州、サン

フランシスコ）からのミニゲル及び垂直スラブゲル電気泳動ユニットの両方で実

施した。酸性ゲルは、Savantゲルポンプ（GP 100）（ニューヨーク州、ファーミ

ンデール）に接続されたスラブゲル乾燥機（SDG 4050）で乾燥した。32Ｐｉ－放
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射能標識帯域の濃度測定は、Personal Laser濃度計SI（Molecular Dynamics、カ

リフォルニア州、サニベール）で実施した。交差反応試験のために、NEN Resear

ch Products（マサチュセッツ州、ボストン）からウアベインＥＩＡ試薬キット

を購入した。

      【００５１】

  実施例３：組織調製

  ウシ副腎は、Pel-Freeze Biologicals（アーカンサス州、ロジャース）から入

手するか、または地方の屠殺場から提供された。皮質を髄質から分離し、薄片に

して、刻み、Polytron PT 3000ホモジナイザーを用いて2 mlｄＨ2Ｏｇ皮質中で

均質化した。ホモジネートを34,000gで4℃で30分間、３回遠心分離し、その後、

各遠心分離工程のペレットをｄＨ2Ｏ（1 ml／皮質 g）中に再懸濁させた。上清

を1％ＳＳＡとともに室温で60秒間、連続撹拌しながらインキュベートし、その

直後に、ｐＨが増大し、5.2を維持するまで、過剰量のＣａＣＯ3を添加すること

により、組織ホモジネート中のタンパク質を沈澱させた。次に、この抽出物を80

,000 xgで4℃で10分間遠心分離し、その後、２層のWhatman＃１濾紙を用いて真

空濾過した。初期精製は、固相抽出により実施した。Ｃ－18逆相固相Sep-Pak抽

出カートリッジ（Vac 10 cc）を1容積のＣＨ3ＣＮでプライムし、その後、2容積

の脱イオン水ｄＨ2Ｏですすいだ。上清を投入し、1 ml／分の速度でカートリッ

ジに２回通した。次にカートリッジを2～4容積のｄＨ2Ｏ（典型的には20～30 ml

）で２回洗浄した後、当該化合物をのｄＨ2Ｏ中の10％ＣＨ3ＣＮ  20 mlで溶離

した。ＣＨ3ＣＮを除去するために、溶離物を真空デシケーター中で蒸発、乾燥

させ、ｄＨ2Ｏ中で再構成させて、粒子の除去のためにWhatman（ニュージャージ

ー州、クリフトン）からの0.22μフィルターに通した。

      【００５２】

  実施例４：ＨＰＬＣ逆相クロマトグラフィー

  第一クロマトグラフィー工程では、再構成Sep-Pak溶離物を、30分間、20～80

％の線状ＣＨ3ＣＮ：Ｈ2Ｏ勾配を用いた高圧液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ

）により分別した（1 ml分画／分を40分間収集した）。典型的には、約6分で溶

離する当該分画を収集し、蒸発させて、1 mlのｄＨ2Ｏ中で再構成させて、ジゴ
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キシン－ＲＩＡまたはウアベインＥＩＡにより測定した後、任意のさらなる分析

を実施した。当該化合物の適正な分離を保証するために、前の抽出工程からの溶

離物がすべて分析されるまで、これらの工程を反復した。第二クロマトグラフィ

ー工程では、均等様式の水中の10％ＣＨ3ＣＮを用いてウアベイン及びその２つ

のコンジェナー（ウアバゲニン及びジヒドロウアベイン）を互いから分離した。

ＯＬＦ及びそのコンジェナーを分離するために、第一クロマトグラフィー工程か

ら６分で溶離する分画を、40分間、均等様式の10％ＣＨ3ＣＮの同様の移動相を

用いて、さらにクロマトグラフィー処理した。分画（1 ml／1分）を収集し、蒸

発させて、ｄＨ2Ｏ中で再構成させて、ウアベインＥＩＡ及びＵＶ分光測光法に

より、220及び196 nmで測定した。19、24.5、27.5及び30.5分で溶離する分画を

、さらに精製するために同一の均等様式で再クロマトグラフィー処理した。これ

らの精製分画を、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦに関してそれぞれウアベインＥＩＡ及

びジヒドロウアベインＥＩＡにより再び分析し、196及び220 nmでの吸光度を測

定した。測定されたＵＶ吸光度及びそれら（ウアベイン及び／またはジヒドロウ

アベイン）の免疫反応性等価濃度を用いて、ＯＬＦ及びその関連コンジェナーの

最終収量を確定した。

      【００５３】

  実施例５：ヒト血清ＯＬＦ並びにそのジヒドロ－及び脱グリコシル化コンジェ

ナー

  ジゴキシン不含新鮮凍結ヒト血漿をAmerican Red Cross（ケンタッキー州、ル

イスビル）から入手した。ＳＳＡで処理されていない血清試料に関しては、全1 

ml試料をSep-Pakカートリッジに適用した。いずれの場合も、ＣＨ3ＣＮを除去す

るために、溶離物を蒸発乾燥させて、残渣を1 mlのｄＨ2Ｏ中に溶解して、ＨＰ

ＬＣの用意に、Whatman 0.22μmフッ化ポリビニリデンフィルター（ＰＶＤＦ）

に通して溶液を濾過した。

      【００５４】

  実施例６：ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦのモル吸収率及び濃度

  これらの内因性因子のＵＶスペクトル特性、モル吸収率及び濃度を算定した。

それらの個々の最大吸光波長では、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦのモル吸収率はそれ
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ぞれウアベイン及びジヒドロウアベイン（ｄｈｏ－Ｂ）に匹敵すると思われた。

ウアベイン酵素免疫検定（ＥＩＡ）またはジヒドロウアベインＥＩＡによりそれ

ぞれ得られたＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦのパーセンテージ交差反応性を用いて、両

分子の見掛けのモル免疫反応性濃度を確定した。ＯＬＦ及びそれらのそれぞれの

抗体を有するコンジェナーのパーセント交差反応性を、これらのデータから得た

。

      【００５５】

  実施例７：ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦの免疫反応性測定

  ウアベインＥＩＡを用いて、ＯＬＦを測定した。この検定は、一定量の抗ウア

ベイン抗体との結合に関して非結合試料または標準と競合するようマイクロタイ

タープレートに共有結合されたウアベインを用いる（Harris et al., 1991）。H

TI Bio-Product Inc（カリフォルニア州、ラモナ）により我々の明細書にしたが

って調製されたポリクローナルジヒドロウアベイン特異的抗体を用いたＥＩＡに

より、ジヒドロウアベイン様免疫反応性を測定した。抗体産生戦略を以下に示す

：ジヒドロウアベイン（ｄｈｏ）を、ラムノース糖環を介してキーホールリムペ

ットヘモシアニン（ＫＬＨ）と接合させ、その結果生じた接合体を３匹のウサギ

に注射した。一次注射後3週間目に、その後の追加免疫注射後２週間毎に、ウサ

ギから血液試料を採取した。

      【００５６】

  過硫酸アンモニウム沈澱とその後のリン酸塩緩衝生理食塩水により、免疫グロ

ブリンをさらに精製した。ＥＩＡ検定は、結合ｄｈｏと遊離（非結合）ｄｈｏの

、または試料と一定量のｄｈｏ抗体との競合的結合を基礎にした。マイクロタイ

ターウエル中のジヒドロウアベインまたは試料の存在は、ｄｈｏ被覆化マイクロ

タイターウエルに結合するｄｈｏ抗体の低減を生じる。これは、結果的に、結合

する第二抗体（ヤギ抗ウサギホースラディッシュペルオキシダーゼ接合体）の低

減を生じ、したがって接合した酵素による基質の分解から得られたシグナルの低

減を生じた。したがって、シグナル強度は、ウエル中のｄｈｏまたはＤｈ－ＯＬ

Ｆの量に反比例する。

      【００５７】
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  要するに、イムノアッセイプレートを4℃で最低18時間、約0.5μgのｄｈｏ－

ＢＳＡ接合体／ウエルで被覆した。プレートをＰＢＳ中の0.05％トゥイーン20（

洗浄溶液）で洗浄し、次にＰＢＳ中の10 g/lのＢＳＡ溶液（阻止溶液）で、37℃

で2時間阻止した。洗浄後、標準及び試料（50μl/／ウエル）を先ず添加し、そ

の後ｄｈｏ－抗体（50μl）を添加して、プレートを室温でインキュベートした

。２時間後、プレートを４回洗浄し、かすかにブロットさせて、100μlの第二抗

体（ヤギ抗ウサギホースラディッシュペルオキシダーゼ接合体）を添加し、室温

でさらに2時間、ｄｈｏ－抗体と結合させた。最後に、プレートを３回洗浄して

、100μlの基質ＴＭＢ可溶性試薬を各ウエルに添加した。650 nmで最大30分間、

発色をモニタリングし、その後、ＴＭＢ停止緩衝液で反応を停止させ、次にプレ

ートを450 nmで読み取った。読取りは、システムブランクを用いて、非特異的結

合に関して調整した。

      【００５８】

  実施例８：Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ活性の抑制（ナトリウムポンプの抑制）

  本検定を用いて、小容量用の方法の感度を増大するために小修正を加えたChan

とSwaminathan（1992）の方法を基礎にしたＡＴＰの加水分解時のリン酸塩放出

に及ぼす哺乳類ＯＬＦ及びそのコンジェナーの作用を測定した。ブタ大脳皮質組

織（ＰＣＣ）の乾燥凍結粉末を、50 mMトリス－ＨＣｌ及び2 mMＭｇＣｌ2、ｐＨ

7.2を含有する緩衝液中で1単位／mlで再構成した。次に、再構成組織を３回洗浄

し、同一緩衝液中に再懸濁した。約1 mg/mlに調整したBIO-RADタンパク質検定（

Bio-Rad、カリフォルニア州、ハーキュレス）によりタンパク質濃度を確定し、

触媒的抑制及びウアベイン刺激性リン酸化実験（ＰＡＧＥ及びウエスタン分析）

の両方に用いた。所望濃度の配糖体（非阻害剤対照用にはトリス緩衝液を用いた

）を含有する20μlの試料を、10分間、37℃水浴中に置いたマイクロタイタープ

レートのウエル中にピペット分取することにより、抑制検定を簡単に実施した。

      【００５９】

  Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼのα－サブユニット（すべてアイソフォーム）の供

給源として、トリス緩衝液、ｐＨ7.8中に稀釈したブタ大脳皮質Ｎａ+、Ｋ+－Ａ

ＴＰアーゼ溶液（1 mg/ml）20μlを添加し、さらに20分間インキュベートさせた
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。20μlのＡＴＰ溶液（トリス緩衝液ｐＨ7.8中に10 mM）を添加し、さらに15分

間反応させた。混合物の最終濃度を以下に示す：トリス－ＨＣｌ133.3 mmol/l、

ｐＨ7.8緩衝液中にカリウム3.3 mmol/l、ナトリウム133.3 mmol/l、マグネシウ

ム3.3 mmol/l及びＡＴＰ3.3 mmol/l。インキュベート期間後、150μlのモリブデ

ン酸塩溶液（１リットル当たり、1.0 mmolのモリブデン酸塩、11 mmolの硫酸及

び142 mlのトゥイーン80：メタノール溶液（容積比12:88））を添加した。30分

間のインキュベーション後、最大30分間、発色を進行させて、その後、各ウエル

から150μlの反応混合物を別のマイクロタイタープレート上の対応するウエルに

ピペット分取して、色強度を測定した。色強度は、ＡＴＰ分解の、したがってＮ

ＫＡ活性の直接指標であるリン酸塩イオンの放出に比例した。同時に340 nmで吸

光度を測定した。Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ活性抑制の％は、配糖体によるウア

ベイン抑制活性を表す。

      【００６０】

  実施例９：統計分析

  試料はすべて、３～４回検定した。反復実験試料は、バックグラウンド（検定

緩衝液のみ）に対して修正し、ウアベイン感受性Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ活性

（1 mMウアベインで100％抑制）に対して平均化し、正規化した。各値は、実施

した試料検定の数の平均±標準偏差を表す。各化合物のＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアー

ゼの％は、その化合物により抑制可能であるウアベインの割合を表す。50％抑制

（ＩＣ50）に要する阻害剤の濃度を確定するためのロジット回帰曲線による最良

適合を含めた統計分析を、ウインドウズ先進統計プログラムバージョン7.5（SPS

S、イリノイ州、シカゴ）のためのＳＰＳＳで実施した。

      【００６１】

  実施例１０：ナトリウムポンプのα－アイソフォームの位置決定

  ３つのα－アイソフォームに対するＮＫＡアイソフォーム特異的抗体（UBI、

ニューヨーク州、レークプラシッド）を利用することによって、ウエスタンブロ

ット分析によりゲル上のナトリウムポンプ（Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ）α－ア

イソフォームの位置を確定した。乾燥ゲル上の予備染色分子サイズマーカーに対

するＸ線フィルム上の帯域の位置を一列に並べることにより、これらの種の各々
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の位置を確定した（未発表データ）。Laemmli法により、ＳＤＳ－ＰＡＧＥを実

施した。要するに、タンパク質試料を負荷緩衝液（250 mMトリス－ＨＣｌ、ｐＨ

6.8、10％ＳＤＳ、3％β－メルカプトエタノール、50％グリセロール、0.01％ブ

ロモフェニルブルー）中で５倍に稀釈し、65℃に5分間加熱した後、7.5～12.5％

ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上に2回載せた。ミニゲルＳＥ260ユニット（Hoefer Scien

tific Instruments、カリフォルニア州、サンフランシスコ）で、電気泳動を実

行した。各々ネガティブ対照及び予備染色分子サイズマーカー（BioRad、カリフ

ォルニア州、ハーキュレス）を含むＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル反復実験を実行した。

１つのゲルをブロモフェニルブルーで染色して、分離帯域を可視化し、他のゲル

は、ＴＥ42 Transphor電気泳動ユニット（Hoefer Scientific Instruments、カ

リフォルニア州、サンフランシスコ）により、0.45μナイロン膜（MSI、マサチ

ュセッツ州、ウェストボロ）に電気泳動的に移した。ブロットしたタンパク質を

、モノクローナル抗Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼα－１、α－２及びα－３サブユ

ニット抗体（UBI、ニューヨーク州、レークプラシッド）を用いて１時間プロー

ブした。ブロット上の各アイソフォームの位置を、ホースラディッシュペルオキ

シダーゼ接合ヤギ抗マウス抗体を用いて可視化して、メーカーの指示通りに化学

蛍光によりオートラジオグラムでシグナルを検出した（Amersham Life Sciences

、英国、バッキンガムシーレ）。

      【００６２】

  実施例１１：Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼのウアベイン刺激32Ｐｉリン酸化

  リン酸塩によるＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼのウアベイン刺激リン酸化を、Huan

g等（1994）に記載されたのと同様に、いくつかの小修正を加えて、実施した。

無機リン（32Ｐｉ）から生成されるナトリウムポンプの共有的リン酸化中間物質

はアルカリ不安定性（酸安定性ホスホ酵素中間物質）であるため、酸性ｐＨゲル

電気泳動を用いて、放射能標識化タンパク質種を分解した。要するに、100～200

μgのブタ大脳皮質組織（ＰＣＣ）を含有する60μlのアリコートを室温で25分間

、20μlの試料とともに反応緩衝液（50 mMトリス－ＨＣｌ及び2 mMＭｇＣｌ2、

ｐＨ7.2）中で予備インキュベートした。ポジティブ対照を1 mMのウアベイン溶

液20μlとともに予備インキュベートし、さらにネガティブ対照を、20μlの緩衝



(32) 特表２００２－５４００７０

液単独とともに予備インキュベートした。10μlの32Ｐｉ（100μl中に1 mCi）を

250μlのリン酸で稀釈し、0.2μmフィルターを通して精製して、ポリホスフェー

トを除去した。

      【００６３】

  インキュベーション終了時に、20μlの32Ｐｉ濾液（30μM、8 uCi）を混合物

に添加して、室温でさらに15分間インキュベートさせた。1 mlの8％ＨＣＬＯ4添

加により反応を終結させ、これによりタンパク質が沈澱し、溶液中に取込まれな

かった32Ｐｉが残った。次に試料をすぐにペレット化して、最終濃度0.5容量％

のＨＣＬＯ4、2.5重量％のＳＤＳ、10容量％のグリセロール及び0.1質量％のピ

ノミンＹ染料を含有する試料緩衝液中に再懸濁させた。試料（100μl）を12％酸

性ポリアクリルアミドゲル上に載せて、4℃で4～5時間、30 mAの一定電流で走行

させた。ゲルを40％メタノール、10％酢酸中に固定し、乾燥して、オートラジオ

グラフィー処理した。ソフトレーザー走査濃度計を用いて、オートラジオグラム

を量的に表した。

      【００６４】

  実施例１２：ジヒドロ－ＯＬＦ（Ｄｈ－ＯＬＦ）の発見及び単離

  以前の報告において、本発明者等は、一つのクロマトグラフィー溶離における

ＤＬＩＦ及びＯＬＦのいくつかのコンジェナーの単離のための技法を実証した（

Qazzaz et al., 1996a）。その手法を用いて、ＯＬＦは、溶離プロフィールにお

いて初期に移動し、即ち6分で分別された。ＯＬＦ分画はさらに、ここでは、水

中の均等様式の10％ＣＨ3ＣＮを用いて、6分で特性化した。これらの条件下で、

４つの十分に分解されたクロマトグラフィーピークが分解したが、これは、ウア

ベイン（30分で）、ウアバゲニン（20分で）、及び24.5及び27.5分で溶離するジ

ヒドロウアベインの２つの異性体（ｄｈｏ－Ａ及びｄｈｏ－Ｂ）に対応する。副

腎皮質組織から6分で溶離した内因性ＯＬＦ分画を、３つのコンジェナー（１つ

は以前にＯＬＦ－ゲニンと同定されている）、及びジヒドロウアベインと類似の

特性を有する新規の種（本明細書中ではＤｈ－ＯＬＦと呼ぶ）にさらに分離した

。分画27.5で本明細書中で単離されたＤｈ－ＯＬＦは、標準ジヒドロウアベイン

構成成分ｄｈｏ－Ｂと同一のクロマトグラフィー保持時間を示した。ＯＬＦのこ
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の新規の種は、ヒト血清の単離物中にも見出された。全症例において、ウアベイ

ン及びジヒドロウアベイン抗体の両方に対する免疫反応性及び196 nmでの吸光度

を用いて、溶離プロフィールをモニタリングした。

      【００６５】

  実施例１３：Ｄｈ－ＯＬＦ及びＯＬＦのスペクトル分析及び濃度

  Ｄｈ－ＯＬＦ及びＯＬＦのＵＶスペクトルは、ジヒドロウアベイン（196 nmで

最大）及びウアベイン（222で最大）と同様である。196 nmλmaxＤｈ－ＯＬＦは

、ともに水素添加ラクトン環の特徴である遠ＵＶシフト及び低吸収率を含めた前

記で示したような化学的還元（水素添加）ラクトン環の存在と一致する。２つの

ＯＬＦ種であるＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦの絶対及び相対濃度を概算するために、

植物関連化合物であるウアベイン及びジヒドロウアベイン（構成成分ｄｈｏ－Ｂ

）のものと同一のモル吸収率をそれぞれ想定した。Ｄｈ－ＯＬＦ及びＯＬＦ間で

同様の抽出効率を想定した場合、以下の量及び相対濃度のＤｈ－ＯＬＦ及びＯＬ

Ｆが、ウシ副腎皮質組織中及びヒト血清中に見出された（以下の表１参照）。

      【００６６】

    【表１】
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      【００６７】

  実施例１４：Ｄｈ－ＯＬＦ及びＯＬＦの免疫反応性

  １つはウアベインに対するそしてもう一つはジヒドロウアベインに対する２つ

の特異的抗体を用いて、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦを特性化した。これらの抗体は

ともに、これらの分子のラクトン環エピトープでの構造的変化に感受性である。

ウアベイン抗体は、ジヒドロウアベインとの2～3％交差反応性を示したが、一方

、ジヒドロウアベイン抗体は、ウアベインと0.1％の交差反応性を示した。ＯＬ

Ｆ及びＤｈ－ＯＬＦは、それぞれウアベイン抗体及びジヒドロウアベイン抗体と

の反応性における単一応答を示した。50％応答を用いて、図３に示したように、

それらの免疫反応性能力を比較した。下記のようにモル吸収率を用いて、濃度を

確定した。

      【００６８】

  実施例１５：Ｄｈ－ＯＬＦ及びＯＬＦのＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ抑制能力

  ウアベイン及び標準異性体ｄｈｏ－Ｂによる、並びにＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦ

によるＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ触媒活性の（３つのαアイソフォームを含有す
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るブタ大脳皮質）抑制に関する相対能力を比較した。ウアベイン及びＯＬＦ間の

、そしてジヒドロウアベイン（ｄｈｏ－Ｂ）及びＤｈ－ＯＬＦ間の匹敵するモル

吸収率を仮定することにより、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦの両方の濃度を確定した

。ＯＬＦはウアベインの12倍の効力を有したが、一方、Ｄｈ－ＯＬＦはジヒドロ

ウアベイン構成成分Ｂ（ｄｈｏ－Ｂ）の３倍の効力であった。抑制活性の順序は

、ＯＬＦがＤｈ－ＯＬＦより有効であるのとちょうど同様に、ウアベインはジヒ

ドロウアベインより効力が大きいことを示す。哺乳類由来因子の応答曲線は、植

物関連の相対物の曲線とは平行しなかったが、このことは、アイソフォーム、組

織及び期間特異性によるそれらの結合における考え得る差異を示す。さらに、Ｄ

ｈ－ＯＬＦ及びその植物関連の相対物であるｄｈｏ－Ｂは、ＯＬＦ及びウアベイ

ンより急勾配の応答曲線を有し、このことは、還元ラクトン環を有する化合物対

対応する酸化種を有する化合物の異なる結合親和性を示す。

      【００６９】

  実施例１６：Ｄｈ－ＯＬＦ及びＯＬＦによるＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼのリン

酸化

  Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼαサブユニットのウアベイン刺激32Ｐｉ－リン酸化

は、αサブユニット上の特異的結合部位とのウアベインの結合に依存しているこ

とが示されている。このリン酸化は、ＡＴＰ加水分解中にＡＴＰによりリン酸化

されるＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼのαサブユニットの同一アスパルチルアミノ酸

中にＰｉを共有的に組み入れる。ウシ副腎皮質組織及びヒト血清から単離された

哺乳類由来のＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦにより、αサブユニットのリン酸化を誘導

した。さらに、αサブユニット中への32Ｐｉの組入れは、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬ

Ｆにより刺激した場合、これらの因子の濃度に依存していることが示された。リ

ン酸化に要するＤｈ－ＯＬＦの濃度は、触媒的抑制に要するＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰ

アーゼの濃度範囲と平行であった。ウアベインまたはその他の植物由来及び内因

性ポンプ阻害剤によるナトリウムポンプの抑制を、ＡＴＰ分解の低減に換算した

。しかしながら、その他の抑制検定は典型的にはＣａ2+－ＡＴＰアーゼのような

組織中のその他のＡＴＰアーゼの妨害により影響されるが、一方、ウアベイン刺

激リン酸化は、Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼに特異的である。ｄｈｏは、実際、等



(36) 特表２００２－５４００７０

モル濃度のウアベインと同様のナトリウムポンプのウアベイン感受性リン酸化を

刺激する場合の効力の82％である。

      【００７０】

  実施例１７：実験的知見

  新規の分子形態の哺乳類ウアベイン様因子、即ちジヒドロウアベイン様因子（

Ｄｈ－ＯＬＦ）が本発明者等により見出されたので、ここに報告する。この因子

は、本発明者等により単離された２つのジヒドロウアベイン（ｄｈｏ）異性体の

うちの１つであるｄｈｏ－Ｂとの類似性を有する。ウシ副腎皮質及びヒト血漿中

の水素添加（還元型）ラクトン環を有するウアベイン様因子（Ｄｈ－ＯＬＦ）の

存在を、クロマトグラフィー的溶離パターン、吸収スペクトル、ウアベインに特

異的な１つとジヒドロウアベインに特異的な１つの合計２つの抗体との結合、抑

制Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ触媒活性並びにＮａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼαサブユ

ニットのウアベイン刺激リン酸化により実証した。

      【００７１】

  ウシ副腎皮質及びヒト血漿からの内因性対であるＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦのＨ

ＰＬＣパターン（オーダー及び時間）は、それらのそれぞれの強心配糖体植物由

来相対物であるウアベイン及びジヒドロウアベインのパターンと同様である。植

物関連ジヒドロウアベイン（ｄｈｏ－Ａ及びｄｈｏ－Ｂ）の２つの異性体を、本

発明者等は近年分離したが、それらは別個の特許に包含されている。ＯＬＦ及び

その脱グリコシル化コンジェナーは、ウシ副腎及びヒト血漿中に存在するが、一

方、１つのジヒドロウアベイン様（Ｄｈ－ＯＬＦ）異性体が、これらの組織中に

見出された。ｄｈｏ特異的抗体を用いて、ウシ副腎及びヒト血漿の両方に存在す

るジヒドロ種としてのＤｈ－ＯＬＦの存在を確証し、特性化した。両組織からの

内因性哺乳類ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦのｕｖスペクトルは、それらのそれぞれの

相対物であるウアベイン及びｄｈｏ－Ｂの場合と同様であるが、但し、ウアベイ

ン及びＯＬＦのλmaxは220 nmであり、一方、ｄｈｏ及びＤｈ－ＯＬＦは196 nm

で最大吸光度を有する。Ｄｈ－ＯＬＦのλmaxは、それが、植物由来水素添加誘

導体と同様に、還元型ラクトン環を有することを確証するが、この場合、２つの

組み入れられた水素は、ＯＬＦの二重結合を置換する。この特徴的吸光度ピーク
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は、前記の化学式から分かるように、ＯＬＦ及びその植物由来ウアベインにおい

て観察される同一ｕｖシフトと関連する。

      【００７２】

  ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦをさらに特性化するために用いられる２つの異なる抗

体、即ち抗ウアベイン及び抗ジヒドロウアベイン抗体は、ウアベイン及びジヒド

ロウアベイン分子のラクトン環に対する修飾に感受性である。したがって、抗ウ

アベイン抗体はウアベインに対して100％の親和性を有したが、一方、それはジ

ヒドロウアベインまたはＤｈ－ＯＬＦに対する親和性をほとんど示さなかった。

同様に、抗ジヒドロウアベイン抗体は、ジヒドロウアベイン及びウアベインとＯ

ＬＦに対してそれぞれ100％及び0.1％の親和性を有した。

      【００７３】

  ＥＩＡデータは、「ウアベイン様」でないが、「ジヒドロウアベイン様」であ

る別個の免疫反応性ピークを有する化合物の存在を示し、それらの相対溶離位置

は、還元型ラクトン環カルデノリドの吸収スペクトル特性とよく相関した。さら

に、哺乳類因子ＯＬＦ及びＯＬＦ－ゲニン（後者はウアベイン抗体との結合に関

してウアベインとの60％交差反応性を示す）を、２つの別個の免疫反応性ピーク

として検出した。これら２つのピークは、それぞれ19及び30分で、脱イオン水移

動相中の同一の均等様式の10％ＣＨ3ＣＮ上でＨＰＬＣから溶離した。これは、

Ｄｈ－ＯＬＦが哺乳類中に存在し、２つのｄｈｏ異性体のうちの１つ：ｄｈｏ－

Ｂとの類似性を有する、ということを明らかに示す。検定した場合、ＯＬＦ及び

Ｄｈ－ＯＬＦは、それぞれ抗ウアベイン及び抗ジヒドロウアベイン抗体との免疫

反応性を立証した。

      【００７４】

  表１は、副腎組織中のＤｈ－ＯＬＦ：ＯＬＦ比が22であり、ヒト血清中のＤｈ

－ＯＬＦ：ＯＬＦが、副腎皮質中に見出された値のほぼ半分の13であることを示

す。同様の抽出効率を想定すると、これらのデータは、哺乳類ジヒドロ－ジゴキ

シン様免疫反応性因子（Ｄｈ－ＤＬＩＦ）及びその酸化型種であるジゴキシン様

免疫反応性因子（ＤＬＩＦ）関するこれら２つの因子の存在量を示す。

      【００７５】
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  Ｄｈ－ＤＬＩＦ対ＤＬＩＦのモル比は、ウシ副腎皮質組織中では約5.3、ヒト

血清中では約0.38であることが判明した。これは、副腎皮質組織が、それらのそ

れぞれの酸化種であるＤＬＩＦ及びＯＬＦより多い量の水素添加種であるＤｈ－

ＤＬＩＦ及びＤｈ－ＯＬＦを含有することを実証する。しかしながら、本発明の

因子であるＤｈ－ＯＬＦ対ＯＬＦの比は、副腎皮質組織中では、Ｄｈ－ＤＬＩＦ

対ＤＬＩＦの比の4.2倍である。これは、ジヒドロ－ＯＬＦが副腎中ではＯＬＦ

の前駆体として作用しており、したがってこれらの腺は、血流中への分泌を要す

る場合に、ＯＬＦの産生の酵素的調節のための水素添加前駆体を依然として高量

で利用可能である。この転換工程は、新規の標的薬剤開発を提供する。さらに、

血漿中のＤｈ－ＯＬＦ対ＯＬＦの比は、病気経過中に観察されるタンパク質結合

の程度の変化を反映する。本発明の観察は、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦが異なる哺

乳類組織中に異なる量及びモル濃度で存在し、Ｄｈ－ＯＬＦ対ＯＬＦの最大比は

副腎皮質中で観察される、ということを示す。これは、Ｄｈ－ＯＬＦからのＯＬ

Ｆのin vivo産生の代謝調節に関与する還元型及び酸化型の作用物質の比の実際

的変動を反映する。それは、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦ間の代謝平衡が異なる哺乳

類組織中に存在し、平衡は、個体の生理学的及び病理学的状態によって変わる、

ということも立証する。

      【００７６】

  したがって、この哺乳類因子の酸化（ＯＬＦ）及び還元（Ｄｈ－ＯＬＦ）種は

、代謝的、生理学的及び病理学的に連関し、副腎はこれらの因子の冨供給源であ

ることが示された。前記ですでに示したように、ウシ副腎皮質から調製されるミ

クロソームによって、ジヒドロ－ジゴキシンはジゴキシン様免疫反応性物質に転

換される。これは、シトクロムＰ－４５０、ＮＡＤＰＨ及びＮＡＤＰＨ依存性レ

ダクターゼにより仲介されるラクトン環の酸化によって起こる。

      【００７７】

  ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦに関して、それらのそれぞれの吸収率最大で、即ちそ

れぞれ220 nm及び196 nmで、そしてウアベイン及びジヒドロウアベインに関して

は、それぞれ220及び196 nmで、等モル吸収率を想定し得る。一次数近似値では

あるが、この仮定を用いて、それぞれの波長でのそれらの吸収値から各哺乳類因
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子のモル濃度を概算した。ウアベインまたはジヒドロウアベイン免疫反応性当量

当たりの実際のＯＬＦまたはＤｈ－ＯＬＦの比は、1 pmol/1 pmolと算定された

。即ち、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦの相対モル免疫反応性は、ウアベイン及びジヒ

ドロウアベインの、それらのそれぞれの抗体（抗ウアベイン及び抗ジヒドロウア

ベイン抗体）に関する免疫反応性と比較した場合、１である。この値をＤＬＩＦ

及びＤｈ－ＤＬＩＦと比較すると、それらのそれぞれの抗体に関してジゴキシン

及びジヒドロジゴキシンの975分の１及び2588分の１の免疫反応性で、これらの

相対モル免疫反応性値は、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦが、ＤＬＩＦ及びＤｈ－ＤＬ

ＩＦ対植物由来ジゴキシン及びジヒドロジゴキシンより、それぞれ構造的にそれ

らの植物関連ウアベイン及びジヒドロウアベインＢ（ｄｈｏ－Ｂ）異性体相対物

により多く類似することを示す。

      【００７８】

  ＲＩＡ、ＥＩＡ及びＲＲＡのような異なるイムノアッセイにより、ヒト血漿中

で測定した場合、ウアベイン様因子（ＯＬＦ）に関して、広範囲の濃度が認めら

れた。ＯＬＦのヒト血漿濃度は、25 pMから、34～95 pMまで、50～750 pMまで、

55～168 pMまで、240 pMまでの範囲である。本発明者等により見出されたＯＬＦ

の濃度は、5 nMで、意外にもすべて従来の報告及びＥＩＡ測定により得られたも

のより高い。

      【００７９】

  データは、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦが生物学的活性を立証することを示す。両

方が触媒的ブタ大脳皮質Ｎａ+、Ｋ+－ＡＴＰアーゼ活性を抑制し、Ｎａ+、Ｋ+－

ＡＴＰアーゼαサブユニットをリン酸化する、ということも示された。ＯＬＦ及

びＤｈ－ＯＬＦは、それぞれウアベイン及び２つのジヒドロウアベイン異性体の

１つ（ｄｈｏ－Ｂ）より10倍及び3倍高い効力を有することが判明した。哺乳類

Ｄｈ－ＯＬＦ及び植物由来ｄｈｏ－Ｂ異性体は、しかしながら、それぞれ、それ

らの酸化種（ＯＬＦ及びウアベイン）の10分の１及び3分の1の効力を示した。そ

の比の差は、両哺乳類因子がそれらの植物由来相対物よりはるかに高い効力を有

することを明らかに示している。

      【００８０】
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  したがって、ここに提示された結果は、Ｄｈ－ＯＬＦが、哺乳類組織における

ナトリウムポンプの触媒的活性を調節する場合に一役を有する、ということを示

す。さらに、天然哺乳類Ｄｈ－ＯＬＦは、酸化種（ＯＬＦ）と比較して、抑制効

力低減を有することが示された。この作用は、Ｄｈ－ＯＬＦ中の還元型ラクトン

環の存在によるものと思われる。

      【００８１】

  実施例１８：ジヒドロウアベインの２つの異性体の精製及び特性化

  実施例４に記載したように、ＨＰＬＣにより、ジヒドロウアベインの市販試料

を分離した。２つの精製ジヒドロウアベイン異性体の各々を、重水素添加メタノ

ール（ＣＤ3ＯＤ）中に溶解し、ＮＭＲ試料管（Wilmad 327-PP）に移した。ナロ

ラック3 mmＺ－ＳｐｅｃＭＤＢプローブで、予備的1Ｈ及び13Ｃデータを得た。

標準Brukerパルス配列を用いた5 mmＢＢ－逆プローブで、3mm試料管を用いて、

二次元ＮＭＲ実験（1Ｈ－1ＨＣＯＳＹ、1Ｈ－13ＣＨＭＱＣ、ＨＭＢＣ）を実施

した。

      【００８２】

  陽性イオンＥＳＩ+質量スペクトルにより得られた質量スペクトル観察（断片

化パターン及び相対イオン存在量）は、ジヒドロウアベインの２つの構成成分が

分子異性体であることを示す。ｍ／ｚ（質量／電荷比）587.1で観察された単一

の独自ピーク（活性物質の主要イオン）は、３つのスペクトルのすべてにおいて

、陽子化イオン［Ｍ＋Ｈ+］と同定された。この比は、ジヒドロウアベインに関

して予測されたものと同一の整数質量586.7 Daの物質の陽子化イオンに対応する

。同様に、ｍ／ｚ147及び85で観察された同一シグナルは、それぞれｄｈｏの糖

部分及びラクトン環と同定される。全体的に、２つの精製異性体化合物は、互い

に、並びにｄｈｏストックと同一の断片化パターンを示した。両化合物は、（Ｃ

20Ｈ46Ｏ12）の元素組成を有する。両化合物の理論的に正確な質量は、ＥＳＩ質

量分光法により確定した場合、587.8 Daである。

      【００８３】

  ｄｈｏの２つのＨＰＬＣ精製異性体は、化学シフト及びシグナル強度の両方で

、初期同一陽子1ＨＮＭＲスペクトルを示した。２つの異性体間の顕著に異なる



(41) 特表２００２－５４００７０

化学シフトを示す陽子共鳴の２群が観察された。Ｃ20-22結合の飽和によりもた

らされるわずかな構造的及び極性変化のために、ｄｈｏの両異性体は、カルデノ

リド上の飽和ラクトン環の特徴である、196 nmでのｕｖ－最大吸収を有する。Ｈ

ＰＬＣはこれら２つの構成成分を分解し得るという事実にもかかわらず、質量－

スペクトル分析は、２つのｄｈｏ構成成分間のいかなる構造的差異も検出できな

かった。しかしながら、ＮＭＲデータはさらに、異性化の存在を支持した。２つ

の異性体は、化学シフト及びシグナル強度の両方で、ほぼ同一の陽子ＮＭＲスペ

クトルを明示したが、しかし２群の陽子共鳴は、顕著に異なる化学シフトを示し

た。２つの異性体は、ｄｈｏＡ及びｄｈｏＢと呼ばれている。

      【００８４】

  実施例１９：ｄｈｏＢのＤｈ－ＯＬＦとの類似性

  ｄｈｏ－Ａ及びｄｈｏ－Ｂはともに、免疫反応性及び酵素阻害活性において類

似すると思われるが、しかし、ｄｈｏ－Ｂは、そのＨＰＬＡプロフィールに基づ

いて、本発明の作用物質により類似している。２つの異性体間の差は未だ明らか

にされていないが、一方、ＨＰＬＣで観察されるＤｈ－ＯＬＦとのｄｈｏ－Ｂの

より密接な類似は、ｄｈｏ－Ｂが選り抜きの免疫原及び標準分析物であり得るこ

とを示す。２つの異性体の混合物は、ｄｈｏに対して生じた抗体がＤｈ－ＯＬＦ

と交差反応し、Ｄｈ－ＯＬＦに対して生じた抗体がｄｈｏと交差反応するため、

免疫原として、経済的及び慣用的に用い得る。ウアベインまたはＯＬＦとは交差

反応しない。しかしながら、ｄｈｏ－Ｂだけは、Ｄｈ－ＯＬＦとＨＰＬＣで同時

溶離する。したがって、ｄｈｏ－Ｂは、好ましくは、定量的ＨＰＬＣによるＤｈ

－ＯＬＦの概算のための標準分析物としてのＤｈ－ＯＬＦに対する経済的代用品

として用いられるべきである。

      【００８５】

  実施例２０：過剰レベルのＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦの低減

  前記で説明したように、哺乳類は、時として、有害に高レベルのＯＬＦ及びＤ

ｈ－ＯＬＦを経験し得る。急性発生は、自発的に、あるいは外因性ＯＬＦまたは

Ｄｈ－ＯＬＦの投与のために起こり得る。前者の例としては、本態性高血圧クリ

ーゼ及び妊娠関連症状、例えば非常に高い動脈圧、子癇前症及び子癇が挙げられ
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る。器官損害を防止するために、これらのレベルの迅速低減の必要が生じ得る。

抗体、さらに好ましくは抗体断片、合成類似体、例えばアプトマー、最も好まし

くはＦｖ断片を投与し得る。これらの断片は、産生動物、例えばヒツジまたはヤ

ギにｄｈｏ－ＢまたはＤｈ－ＯＬＦを注射することにより作製し得る。ポリクロ

ーナル抗体の産生は、標的分子を、治療される被験者に対して非免疫原性である

担体分子と接合することにより増強し得る。抗体は、プロテイナーゼ、最も好ま

しくはパパインで消化し、アフィニティークロマトグラフィーにより精製する。

クロマトグラフィーカラムは、その固体支持体にｄｈｏまたはＤｈ－ＯＬＦを接

合し得る。カラム通過時に、Ｆｖ断片以外の断片はすべて、結合せずにカラムを

通過する。次に純Ｆｖ断片は生理食塩水で溶離されて、当業界で一般的な手段に

よりさらに精製され、非発熱性、滅菌性の、薬理学的に許容可能な処方物を生成

する。

      【００８６】

  Ｆｖ処方物を、過剰のＯＬＦまたはＤｈ－ＯＬＦ患者に注射または注入する。

断片はＤｈ－ＯＬＦと強力に結合し、したがって、これは封鎖され、腎臓により

排泄される。Ｄｈ－ＯＬＦが除去されると、ＯＬＦとのその平衡は変わり、ＯＬ

ＦはＤｈ－ＯＬＦに転換される。この転換は、ＯＬＦ及びＤｈ－ＯＬＦのレベル

が許容可能、非毒性範囲に成るまで継続する。

      【００８７】

  実施例２１：高血圧群の選定

  低投与量のＤｈ－ＯＬＦは、ナトリウムポンプの活性を増強し、動脈圧を下げ

ると予測される。別個の試験は、１）本態性高血圧症及び２）妊娠誘導性または

関連高血圧症、並びに３）甲状腺機能亢進症誘導または関連高血圧症を有する高

血圧患者を含む。高血圧患者を、（１）数日間、１日２回Ｄｈ－ＯＬＦの溶液を

自己投与する、または（２）Ｄｈ－ＯＬＦを含有しない溶液を自己投与する試験

群及び対照群の２群に分ける。有志も２群に分けて、同様のプロトコールを投与

する。患者の血圧はすべて、毎日午前及び午後の予定の時刻に測定する。

  処置高血圧患者の血圧は、対照と比較した場合、低下され、投与期間中保持さ

れる。有意の作用は、有志においては観察されなかった。
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      【００８８】

  実施例２２：眼科群の選定

  白内障患者を４群に分けた。第一群は、数日間毎日Ｄｈ－ＯＬＦの溶液を自己

投与し、第二群は、数週間毎に１回、抗Ｄｈ－ＯＬＦ抗体の溶液を注射により注

入される。残りの対照群は、溶液のみを自己投与するか、または作用物質を含有

しない同様の容量の溶液を注入される。有志も２群に分けて、同様のプロトコー

ルを投与する。

  予定時間に医学従事者が患者の眼を検査する。白内障進行程度は、処置白内障

患者では、対照と比較した場合、低減される。

      【００８９】

  実施例２３：雄性機能不全群の選定

  性機能不全患者を、以下の処置を施す４群に分けた：（１）数日間１日２回Ｄ

ｈ－ＯＬＦの溶液の自己投与、（２）Ｄｈ－ＯＬＦを含有しない溶液の自己投与

、（３）数週間毎に１回、抗Ｄｈ－ＯＬＦ抗体の溶液を注射により注入されるか

、または（４）抗体を含有しない溶液を注入される。

  有志を２群に分けて、同様のプロトコールを投与する。性機能不全患者は、毎

日午前及び午後の予定の時間に検査する。

  性機能不全は、対照と比較して処置患者において低減される。

      【００９０】

  実施例２４：うっ血性心不全群の選定

  心臓疾患患者に４つの異なる処置を施す：グループ１は、種々の日数の間、１

日２回Ｄｈ－ＯＬＦの溶液を自己投与する。グループ２は、当該因子を含有しな

い溶液を自己投与する。グループ３は、数週間毎に１回、抗Ｄｈ－ＯＬＦ抗体の

溶液を注射により注入される。グループ４は、同様の時間に、当該因子を含有し

ない溶液を注射により注入される。

  有志を２群に分けて、同様のプロトコールを投与する。全患者に関する心拍数

を毎日患者がモニタリングする。

  処置心臓病患者の心拍数は、心臓病患者対照と比較して、低減される。

      【００９１】
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  実施例２５：アルツハイマー病群の選定

  アルツハイマー病と診断された４群の患者は、（１）種々の日数の間、１日２

回Ｄｈ－ＯＬＦの溶液を自己投与し、（２）溶液のみを自己投与し、（３）抗Ｄ

ｈ－ＯＬＦ抗体の溶液を１回、注射により注入されるか、または（４）溶液のみ

を注入される。有志を２群に分けて、同様のプロトコールを投与する。患者は、

毎日午前及び午後の予定の時間にモニタリングされる。

  処置患者の行動は、患者対照と比較して、改善される。

      【００９２】

  実施例２６：血清検定

  270μlの緩衝液及び30μlの血清を使い捨て試験管または使い捨て稀釈プレー

トに分取して、十分に混合することにより、3％ＢＳＡ、0.05％トゥイーン20、0

.02％トリトンＸ－100、ｐＨ8.3を含有するホウ酸塩緩衝液中で患者の血清を10

倍（約1～1000倍の範囲）に稀釈する。

  哺乳類Ｄｈ－ＯＬＦまたはｄｈｏ標準をヒト血清中で調製して、高及び低稀釈

液を含めた1 logの予測濃度範囲に及ぶ範囲を網羅する。

      【００９３】

  次に、ピペットを用いて100μlの各血清試料をマイクロタイタープレートの各

ウエルに移し、プレートを使い捨てプレートシーラーで被覆して蒸発を最小限に

し、28℃で2時間（4～28℃で2～24時間）インキュベートする。次に各プレート

シーラーを取り外し、未反応血清をマイクロプレート洗浄機を用いて吸い出す。

次にウエルを洗浄緩衝液で5秒間洗浄し、緩衝液をウエルから吸い出す。この操

作をさらに２回反復する。

      【００９４】

  次に、10mMＭｇＣｌ2及び1.0mMジチオトレイトールを含む50mMトリス－ＨＣｌ

緩衝液、ｐＨ7.8中の0.5mM蛍光的標識抗Ｆｃポリクローナル抗体を含有する反応

混合物100μを各ウエル中に分取し、37℃で30分間、反応を実行させ、1 mlホウ

酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ9.0で停止させる。次にフルオロフォアを、335 nm/41

0 nm励起／発光波長で蛍光を発するよう誘導する。最後に、「０」目盛値（対照

）をフルオロフォアの蛍光値から差し引いて、既知Ｄｈ－ＯＬＦ濃度の試料の蛍
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光値を標準曲線上にプロットし、標準曲線からの内挿により、各血清試料中のＤ

ｈ－ＯＬＦの量を確定する。
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