
(57)【要約】

　塩類貯留、水分貯留、及びそれらの組み合わせによっ

て特徴付けられる障害を、治療するため方法。塩類貯留

、水分貯留、塩分喪失、水分喪失、及びそれらの組み合

わせによって特徴付けられる障害の存在、又は進行を測

定するための方法。サンプル中のプロウログアニリンの

レベルを検出するための免疫検定キット。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 塩 類 貯 留 、 水 分 貯 留 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 を 治 療 す る
方 法 で あ っ て 、 そ れ ら を 必 要 と す る 患 者 に お い て 、 有 効 量 の プ レ プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 プ
ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 又 は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 類 似 体 を 該 患 者 に 投 与 す る こ と を
含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 疾 患 が 、 腎 疾 患 、 心 疾 患 、 肝 疾 患 、 高 血 圧 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 プ レ プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 又 は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 類
似 体 が 、 注 入 に よ っ て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 プ レ プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 又 は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 類
似 体 が 、 合 成 、 天 然 及 び 組 換 え プ レ プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 又 は そ れ
ら の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は 類 似 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 有 効 量 の プ レ プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 又 は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 若
し く は 類 似 体 が 、 塩 バ ラ ン ス 、 水 分 バ ラ ン ス 、 又 は 塩 バ ラ ン ス 及 び 水 分 バ ラ ン ス の 両 方 に
影 響 す る １ 以 上 の 他 の 薬 剤 と の 組 み 合 わ せ で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 １ 以 上 の 薬 剤 が 利 尿 薬 で あ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 利 尿 薬 が 、 炭 酸 脱 水 酵 素 阻 害 剤 、 チ ア ジ ド 様 利 尿 薬 、 ル ー プ 利 尿 薬 、 又 は 強 力 利 尿
薬 、 及 び カ リ ウ ム 保 持 性 利 尿 薬 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 利 尿 薬 が 、 フ ロ セ ミ ド 、 ブ メ タ ジ ン 、 ト ル セ ミ ド 、 ヒ ド ロ ク ロ ロ チ ア ジ ド 、 ト リ ア
ン テ リ ン 、 イ ン ダ パ ミ ド 、 エ ト ク リ ニ ッ ク 酸 、 ス ピ ロ ノ ラ ク ト ン 、 及 び メ ト ラ ゾ ン か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 患 者 に お い て 、 塩 類 貯 留 、 水 分 貯 留 、 塩 分 喪 失 、 水 分 喪 失 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ に
よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 の 存 在 又 は 進 行 を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 か ら の
サ ン プ ル 中 の プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 、 血 液 サ ン プ ル 、 尿 サ ン プ ル 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の レ ベ ル の 検 出 が 免 疫 検 定 法 に よ る も の で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 サ ン プ ル 中 の 、 ウ ロ グ ア ニ リ ン に 対 す る プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の 割 合 を 測 定 す る こ と
を 含 む 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
（ ａ ） 凍 結 乾 燥 さ れ た 抗 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 抗 体 を 含 む 第 １ バ イ ア ル ； 及 び
（ ｂ ） 医 薬 と し て 許 容 し 得 る 希 釈 剤 を 含 む 第 ２ バ イ ア ル を 含 む 、 サ ン プ ル 中 の プ ロ ウ ロ グ
ア ニ リ ン の レ ベ ル を 検 出 す る た め の 免 疫 検 定 法 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 関 連 出 願 に 対 す る 相 互 参 照 ）
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　 本 出 願 は 、 利 益 及 び ２ ０ ０ ４ 年 ５ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 シ リ ア ル ナ ン バ
ー 第 60/571,172号 に 対 す る 利 益 、 及 び 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ り 、 該 開 示 は 引 用 に よ っ
て 本 明 細 書 に 全 体 と し て 組 み 込 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 技 術 分 野 ）
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び ／ 又 は そ の 活 性 派 生 物 を 使 用 し て 、
水 分 ア ン バ ラ ン ス 及 び ／ 又 は 塩 ア ン バ ラ ン ス を 治 療 、 若 し く は 診 断 す る た め の 方 法 に 関 す
る 。
（ 政 府 の 権 利 ）
　 本 発 明 は 、 国 立 科 学 財 団 グ ラ ン ト ナ ン バ ー IBN－ 9808335、 及 び 国 立 衛 生 研 究 所 グ ラ ン ト
ナ ン バ ー P30－ DK34987－ 17か ら の 米 国 政 府 支 援 で 創 作 さ れ た 。 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に 一 定
の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 略 語 ）
ACE=ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素
ANOVA=分 散 分 析
ANP=心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド
ATCC=ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン
BSA=ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
° C=摂 氏 温 度
cDNA=相 補 的 DNA
cGMP=グ ア ノ シ ン  3’ ,5’ － サ イ ク リ ッ ク 一 リ ン 酸
CGN=慢 性 糸 球 体 腎 炎
CNP=C型 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド
cpm=カ ウ ン ト 毎 分
CRF=慢 性 腎 不 全
DMEM=ダ ル ベ ッ コ 最 小 必 須 培 地
DNA=デ オ キ シ リ ボ 核 酸
dpm=壊 変 毎 分
ED 5 0 =最 大 反 応 の ５ ０ ％ を 引 き 起 こ す 有 効 量
EDTA=エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
EC cells=ク ロ ム 親 和 性 細 胞
ELISA=酵 素 免 疫 測 定 法
fmol=フ ェ ム ト モ ル
GC-C=グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ  C
GI=胃 腸
Gn=グ ア ニ リ ン
HAT=ヒ ポ キ サ ン チ ン － ア ミ ノ プ テ リ ン － チ ミ ジ ン － 感 受 性
HCl=塩 酸
HD=血 液 透 析
HEPES=４ － （ ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ） － １ － ピ ペ ラ ジ ン エ タ ン ス ル ホ ン 酸
hr=時 間
HPLC=高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
ip=腹 腔 内
ir-uroguanylin=免 疫 反 応 性 ウ ロ グ ア ニ リ ン
iv=静 脈 内
K=カ リ ウ ム
kDa=キ ロ ダ ル ト ン
KO=ノ ッ ク ア ウ ト
LC=液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
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MALDI－ TOF=マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 － 飛 行 時 間
MBP=マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質
min=分
mL=ミ リ リ ッ ト ル
mRNA=メ ッ セ ン ジ ャ ー リ ボ 核 酸
MS=質 量 分 析
Na=ナ ト リ ウ ム
NaCl=塩 化 ナ ト リ ウ ム
NCBI=全 米 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー
NLM=米 国 国 立 医 学 図 書 館
nmol=ナ ノ モ ル
OMIM=ヒ ト に お け る オ ン ラ イ ン メ ン デ ル 性 遺 伝
PCR=ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
PEG=ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
P.I.=免 疫 前
pmol=ピ コ モ ル
proGn=プ ロ グ ア ニ リ ン
proUGn=プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン
rGC=受 容 体 /グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ
r-proUGn=組 換 え プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン
RIA=放 射 線 免 疫 検 定 法
RNA=リ ボ 核 酸
SDS-PAGE=ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
STa=耐 性 毒 素 , タ イ プ Ａ
TFA=ト リ フ ル オ ロ 酢 酸
UGn=ウ ロ グ ア ニ リ ン
【 ０ ０ ０ ４ 】
（ ア ミ ノ 酸 略 語 ）
１ 文 字 表 記 　 　 　 ３ 文 字 表 記 　 　 　 　 　 名 前
A　 　 　 　 　 　 　 　 Ala　 　 　 　 　 　 　 　 ア ラ ニ ン
V　 　 　 　 　 　 　 　 Val　 　 　 　 　 　 　 　 バ リ ン
L　 　 　 　 　 　 　 　 Leu　 　 　 　 　 　 　 　 ロ イ シ ン
I　 　 　 　 　 　 　 　 Ile　 　 　 　 　 　 　 　 イ ソ ロ イ シ ン
P　 　 　 　 　 　 　 　 Pro　 　 　 　 　 　 　 　 プ ロ リ ン
F　 　 　 　 　 　 　 　 Phe　 　 　 　 　 　 　 　 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
W　 　 　 　 　 　 　 　 Trp　 　 　 　 　 　 　 　 ト リ プ ト フ ァ ン
M　 　 　 　 　 　 　 　 Met　 　 　 　 　 　 　 　 メ チ オ ニ ン
G　 　 　 　 　 　 　 　 Gly　 　 　 　 　 　 　 　 グ リ シ ン
S　 　 　 　 　 　 　 　 Ser　 　 　 　 　 　 　 　 セ リ ン
T　 　 　 　 　 　 　 　 Thr　 　 　 　 　 　 　 　 ス レ オ ニ ン
C　 　 　 　 　 　 　 　 Cys　 　 　 　 　 　 　 　 シ ス テ イ ン
Y　 　 　 　 　 　 　 　 Tyr　 　 　 　 　 　 　 　 チ ロ シ ン
N　 　 　 　 　 　 　 　 Asn　 　 　 　 　 　 　 　 ア ス パ ラ ギ ン
Q　 　 　 　 　 　 　 　 Gln　 　 　 　 　 　 　 　 グ ル タ ミ ン
D　 　 　 　 　 　 　 　 Asp　 　 　 　 　 　 　 　 ア ス パ ラ ギ ン 酸
E　 　 　 　 　 　 　 　 Glu　 　 　 　 　 　 　 　 グ ル タ ミ ン 酸
K　 　 　 　 　 　 　 　 Lys　 　 　 　 　 　 　 　 リ ジ ン
R　 　 　 　 　 　 　 　 Arg　 　 　 　 　 　 　 　 ア ル ギ ニ ン
H　 　 　 　 　 　 　 　 His　 　 　 　 　 　 　 　 ヒ ス チ ジ ン
【 背 景 技 術 】
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【 ０ ０ ０ ５ 】
（ 背 景 ）
　 高 血 圧 、 心 不 全 、 腎 疾 患 及 び 肝 疾 患 な ど の 多 く の 慢 性 疾 患 状 態 は 、 ナ ト リ ウ ム 貯 留 及 び
／ 又 は 浮 腫 に 関 連 し て い る 。 ネ フ ロ ン 中 の 異 な る 部 位 で ナ ト リ ウ ム （ Ｎ ａ ） 再 吸 収 を 阻 害
す る こ と に よ っ て 、 通 常 の 利 尿 薬 は ナ ト リ ウ ム ホ メ オ ス タ シ ス 及 び 水 分 ホ メ オ ス タ シ ス を
制 御 し 、 浮 腫 を 緩 和 さ せ る こ と を 助 け る 。 い く つ か の 異 な る ク ラ ス の 小 分 子 利 尿 薬 は 既 知
で あ り 、 ヘ ン レ 上 行 脚 で 機 能 す る フ ロ セ ミ ド 、 ブ メ タ ニ ド 及 び ト ラ セ ミ ド な ど の ル ー プ 利
尿 薬 ； 遠 位 尿 細 管 で 機 能 す る イ ン ダ パ ミ ド 、 ヒ ド ロ ク ロ ロ チ ア ジ ド 及 び ベ ン ド ロ フ ル メ チ
ア ジ ン （ bendroflumethiazine） を 含 む チ ア ジ ド 関 連 化 合 物 ； 及 び 皮 質 集 合 管 で 機 能 す る
ア ミ ロ リ ド 及 び ト リ ア ム テ レ ン を 含 む カ リ ウ ム 保 持 性 利 尿 薬 を 含 む 。 Plant, L.の 論 文 , C
linical Medicine, 3, 517－ 519 (2003)を 参 照 さ れ た い 。 し か し な が ら 、 高 血 圧 又 は う っ
血 性 心 不 全 を 有 す る 多 く の 患 者 は 、 通 常 の 利 尿 薬 に は 反 応 し な い 。 そ れ ゆ え 、 そ の よ う な
患 者 及 び 他 の 対 象 に お い て 、 血 圧 、 及 び 水 分 量 を 制 御 す る た め の 新 し い 治 療 戦 略 の 必 要 性
が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
（ 要 旨 ）
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン （ proUGn） の フ ラ グ メ ン ト 及 び ／ 又 は 類
似 体 に 加 え て 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン そ れ 自 体 の 診 断 的 並 び に 治 療 的 使 用 に 関 す る も の で あ
り 、 任 意 の そ の 代 謝 産 物 及 び 化 学 的 誘 導 体 （ ラ ッ ト に お い て Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 、 及 び ヒ ト に お い
て Ｕ Ｇ ｎ １ ６ と し て す で に 同 定 さ れ た Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト と は 異 な る ） を 含 む 。
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 そ れ ら を 必 要 と す る 患 者 に お
い て 、 塩 類 貯 留 、 水 分 貯 留 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 障 害 を 治 療
す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 有 効 量 の プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 若 し く は
類 似 体 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 患 者 に お い て 塩 分 貯 留 、 水 分 貯
留 、 塩 分 喪 失 、 水 分 喪 失 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 障 害 の 存 在 又
は 進 行 を 測 定 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 該 患 者 か ら の サ ン プ ル （ い く つ か の 実 施
態 様 に お い て 血 漿 サ ン プ ル ） に お け る プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 む
。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の レ ベ ル の 検 出 は 免 疫 検 定 法 に よ る
も の で あ る 。
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 サ ン プ ル 中 の プ ロ ウ ロ グ ア ニ
リ ン の レ ベ ル を 検 出 す る た め の 免 疫 検 定 法 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ れ ゆ え 、 塩 類 貯 留 、 水 分 貯 留 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 障 害
を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る こ と は 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 目 的 で あ る 。 塩 類 貯 留 、 水 分
貯 留 、 塩 分 喪 失 、 水 分 喪 失 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 障 害 の 存 在
又 は 進 行 を 測 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と は 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 別 の 目 的 で あ
る 。 サ ン プ ル 中 の プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の レ ベ ル を 検 出 す る た め の 免 疫 検 定 法 キ ッ ト を 提 供
す る こ と は 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 別 の 目 的 で あ る 。
　 本 明 細 書 の 上 記 に 規 定 さ れ る こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 具 体 的 な 対 象 は 、 こ こ で 開 示 さ れ
る 主 題 に よ っ て 全 体 的 又 は 部 分 的 に 記 載 さ れ 、 他 の 対 象 及 び 態 様 は 本 明 細 書 の 下 記 に 最 も
よ く 記 載 さ れ る よ う な 添 付 の 実 施 例 と の 関 連 に 含 ま れ る 場 合 に 、 本 記 載 を 進 め る に つ れ て
明 白 と な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ 配 列 表 中 の 配 列 の 簡 単 な 説 明 ）
　 配 列 番 号 ： １ は 、 ラ ッ ト Ｕ Ｇ ｎ １ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ： ２ は 、 ヒ ト Ｕ Ｇ ｎ １ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。

10

20

30

40

50

(5) JP 2008-500285 A 2008.1.10



　 配 列 番 号 ： ３ は 、 ラ ッ ト プ レ プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ： ４ は 、 ヒ ト プ レ プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ： ５ は 、 ヒ ト プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ： ６ は 、 ラ ッ ト Ｇ ｎ １ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。  
　 配 列 番 号 ： ７ は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ９ １ ０ の 抗 体 産 生 に 使 用 し た 免
疫 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ： ８ は 、 Li Z.ら の 論 文 , Regul. Pept., 68, 45－ 56 （ 1997） に 基 づ き ク ロ ー
ン 化 さ れ た 、 ラ ッ ト プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ： ９ は 、 Currie, M. G.ら の 論 文 , Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 89, 94
7－ 951 （ 1992） に 基 づ き ク ロ ー ン 化 さ れ た 、 ラ ッ ト プ ロ グ ア ニ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ
る 。
　 配 列 番 号 ： １ ０ は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ９ １ ２ の 抗 体 産 生 に 使 用 し た
免 疫 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ： １ １ は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 抗 体 ２ ５ ３ ８ の 抗 体 産 生 に 使 用 し た 免
疫 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 ： １ ２ は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ２ ４ ０ の 抗 体 産 生 に 使 用 し た 免
疫 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
（ 詳 細 な 説 明 ）
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 部 分 的 に 下 記 の 態 様 に 関 す る ： （ Ｉ ） 注 入 さ れ た プ ロ ウ ロ グ
ア ニ リ ン （ ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ ） 又 は そ の 誘 導 体 の 利 尿 及 び ナ ト リ ウ ム 利 尿 効 果 は 、 例 え ば 通 常
の 利 尿 薬 に 応 答 し な い 患 者 と 同 様 に 、 高 血 圧 、 心 疾 患 、 腎 疾 患 又 は 肝 疾 患 を 有 す る 患 者 を
含 み 、 塩 及 び ／ 又 は 水 分 ホ メ オ ス タ シ ス の 異 常 を 引 き 起 こ す 疾 患 に 苦 し む ヒ ト 患 者 に 有 益
で あ る ； 及 び 、 （ Ｉ Ｉ ） 内 因 性 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 血 漿 レ ベ ル （ 及 び ／ 又 は ラ ッ ト に お け る 内
因 性 Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 及 び ヒ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ６ に 対 す る 内 因 性 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 割 合 ） を 測 定 す る こ
と は 、 そ の よ う な 疾 患 を 有 す る 患 者 の 状 態 を 判 断 す る こ と に お け る 診 断 的 評 価 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 代 表 的 な 実 施 態 様 が 示 さ れ て い る 添 付 の 実 施 例 へ の 言 及 に よ
っ て 、 こ れ か ら 以 下 に よ り 十 分 に 記 載 さ れ る 。 し か し な が ら 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 異
な る 形 態 で 具 現 化 す る こ と が で き る た め 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ る 実 施 態 様 に 限 定 さ れ る も
の と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。 む し ろ こ れ ら の 実 施 態 様 は 、 こ の 開 示 が 徹 底 的 か つ 完 全 に
な り 、 ま た 実 施 態 様 の 範 囲 を 当 業 者 に 完 全 に 伝 え る た め に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 他 に 定 義 さ れ な い な ら ば 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 及 び 化 学 用 語 は 、 こ の こ こ
で 開 示 さ れ る 主 題 が 属 す る 任 意 の 当 業 者 に よ っ て 共 通 に 理 解 さ れ る も の と 同 じ 意 味 を 有 す
る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 全 て の 出 版 物 、 特 許 出 願 書 類 、 特 許 、 及 び 他 の 参 考 文 献 は 、 引
用 に よ っ て 完 全 に 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
　 本 明 細 書 及 び 特 許 請 求 の 範 囲 を 通 じ て 、 与 え ら れ た 化 学 式 又 は 化 学 名 は 、 そ れ ら の よ う
な 異 性 体 及 び 混 合 物 が 存 在 す る ラ セ ミ 混 合 物 と 同 様 に 、 全 て の 光 学 異 性 体 並 び に 立 体 異 性
体 を 含 む も の と す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ １ ． 定 義 ）
　 長 年 の 特 許 法 の 慣 習 に 従 っ て 、 用 語 「 ａ 」 及 び 「 ａ ｎ 」 が 、 特 許 請 求 の 範 囲 を 含 む 本 出
願 書 類 に 使 用 さ れ る 場 合 、 「 １ 以 上 」 を 意 味 す る 。
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 「 利 尿 薬 」 は 、 尿 生 成 の 速 度 を 増 加 さ せ る 化 合 物 を さ す
。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 ナ ト リ ウ ム 利 尿 」 は 、 尿 の ナ ト リ ウ ム 排 泄 の 程 度
を 増 加 さ せ る 化 合 物 を さ す 。 そ れ ゆ え 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 利 尿 」 は 水 分
排 泄 の 増 加 を さ し 、 ま た 用 語 「 ナ ト リ ウ ム 利 尿 」 は ナ ト リ ウ ム 排 泄 の 増 加 を さ す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 そ の サ イ ズ に か か わ ら ず 、 任

10

20

30

40

50

(6) JP 2008-500285 A 2008.1.10



意 の ２ ０ 種 類 の タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 任 意 の ポ リ マ ー を 意 味 す る 。 「 タ ン パ ク 質 」
は し ば し ば 比 較 的 大 き な ポ リ ペ プ チ ド へ の 言 及 で 使 用 さ れ る が 、 「 ペ プ チ ド 」 は し ば し ば
小 さ な ポ リ ペ プ チ ド へ の 言 及 で 使 用 さ れ 、 当 業 者 に お い て こ れ ら の 用 語 の 使 用 は 重 複 し か
つ 変 化 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 他 に 記 載 が な い な
ら ば 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 を さ す 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用
語 「 タ ン パ ク 質 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 ペ プ チ ド 」 は 、 本 明 細 書 で 遺 伝 子 産 物 に 言 及
す る 場 合 に 可 換 的 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 」 （ ラ ッ ト に お け る ） 又 は 「 Ｕ Ｇ ｎ １

６ 」 （ ヒ ト に お け る ） は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の Ｃ 末 端 ド メ イ ン に 由 来 す る ペ プ チ ド を さ し
、 こ れ は １ ５ 個 、 １ ６ 個 、 １ ７ 個 、 １ ８ 個 、 １ ９ 個 及 び ／ 又 は ２ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 、
１ ５ ～ ２ ０ 個 の い ず れ を も 含 み 得 る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ Ｃ （ Ｇ Ｃ
－ Ｃ ） の 強 力 な 活 性 剤 で あ り 、 受 容 体 ／ グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ は 腸 上 皮 に お い て リ ガ ン ド
活 性 型 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 合 成 に 関 与 す る 。 ラ ッ ト の 配 列 TIATDECELCINVACTGC（ 配 列 番 号 ： １ ） は す
で に 発 表 さ れ て い る 。 Li, Z.ら の 論 文 , Reg. Peptides, 68, 45－ 56 （ 1997） を 参 照 さ れ
た い 。 ヒ ト の 配 列 NDDCELCVNVACTGCL（ 配 列 番 号 ： ２ ） に つ い て の 参 照 は 、 Kita, T.ら の 論
文 , Am. J. Physiol., 266, F342－ F348 （ 1994） で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に
、 用 語 「 ウ ロ グ ア ニ リ ン 」 は 、 ウ ロ グ ア ニ リ ン プ ロ ペ プ チ ド と グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ Ｃ （
Ｇ Ｃ － Ｃ ） 活 性 化 ペ プ チ ド と の 間 の 区 別 を す る こ と が 有 用 で な い （ 又 は 不 可 能 ） で あ る 場
合 に 使 用 さ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 」 及 び 「 ｐ ｒ
ｏ Ｕ Ｇ ｎ 」 は 、 ラ ッ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 、 及 び ヒ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ６ の プ ロ ペ プ チ ド を さ し 、 か つ
可 換 的 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Li Z.,ら の 論 文 , Regul. Pept., 68, 45－ 56 （ 1997） に よ っ て 精 製 さ れ か つ 配 列 決 定
さ れ た ラ ッ ト の プ レ プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン は 、 MSGSQLWAAVLLLLVLQSAQGVYIKYHG　 FQVQLESVKK
LNELEEKQMSDPQQQKSGLLPDVCYNPALPLDLQPVCASQEAASTFKALRTIATDECELCINVACTGC（ 配 列 番 号 ：
３ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 シ グ ナ ル 配 列 は イ タ リ ッ ク 体 で 示 さ れ 、 か つ Ｕ Ｇ ｎ １ ８ は
ボ ー ル ド 体 で 示 さ れ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 除 去 は 通 常 、 プ レ プ ロ ペ プ チ ド が 作 ら れ る よ
う に 自 動 的 に 起 こ り 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン を 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ヒ ト の プ レ プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン は 、 MGCRAASGLLPGVAVVLLLLLQSTQSVYIQYQ　 GFRVQLESMKKL
SDLEAQWAPSPRLQAQSLLPAVCHHPALPQDLQPVCASQEASSIFKTLRTIANDDCELCVNVACTGCL（ 配 列 番 号 ：
４ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 シ グ ナ ル 配 列 は イ タ リ ッ ク 体 で 示 さ れ 、 か つ Ｕ Ｇ ｎ １ ６ は
ボ ー ル ド 体 で 示 さ れ る 。 ヒ ト に お い て 、 ペ プ チ ド の 活 性 型 Ｃ 末 端 形 態 は 尿 （ 腸 で は な い ）
か ら 精 製 さ れ 、 ペ プ チ ド の 活 性 型 Ｃ 末 端 形 態 は 実 際 に は １ ６ ア ミ ノ 酸 残 基 の み を 含 む 、 わ
ず か に 短 い 配 列 を 有 す る （ 再 び 上 記 の ボ ー ル ド 体 、 及 び Kita, T.ら の 論 文 , Am. J. Physi
ol., 266, F342－ F348 （ 1994） に 報 告 さ れ て い る ） 。 そ れ ゆ え 、 ヒ ト Ｕ Ｇ ｎ １ ６ は ラ ッ
ト Ｕ Ｇ ｎ １ ８ に 「 同 等 」 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ヒ ト の プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン は 、 VYIQYQGFRVQLESMKKLSDLEAQWAPSPRLQAQS　 LLPAVCHHPALPQ
DLQPVCASQEASSIFKTLRTIANDDCELCVNVACTGCL（ 配 列 番 号 ： ５ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 Ｇ ｎ １ ５ 」 は 、 Ｇ Ｃ － Ｃ を 活 性 化 さ せ る プ ロ グ ア
ニ リ ン の Ｃ 末 端 配 列 を さ す 。 ラ ッ ト Ｇ ｎ １ ５ は PNTCEICAYAACTGC（ 配 列 番 号 ： ６ ） の 配 列
を 有 す る 。 用 語 「 プ ロ グ ア ニ リ ン 」 及 び 「 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 」 は Ｇ ｎ １ ５ の プ ロ ペ プ チ ド を さ し
、 か つ 可 換 的 に 用 い ら れ 得 る 。 用 語 「 グ ア ニ リ ン 」 は 、 グ ア ニ リ ン プ ロ ペ プ チ ド と Ｇ Ｃ －
Ｃ 活 性 化 ペ プ チ ド と の 間 の 区 別 を す る こ と が 有 用 で な い （ 又 は 不 可 能 ） で あ る 場 合 に 使 用
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 完 全 な 参 照 ペ プ チ ド 又 は タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 よ り も 短 い ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド 若 し く は タ ン パ ク 質 を さ
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す 。 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 代 謝 産 物 又 は タ ン パ ク 質 分 解 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て よ い
。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 代 謝 産 物 」 及 び 「 タ ン パ ク 質 分 解 フ ラ グ メ ン ト 」
は 酵 素 （ 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ な ど ） の 作 用 、 又 は イ ン ビ ボ で 起 こ る 、 若 し く は イ ン ビ ト ロ
又 は 別 の 環 境 で 実 行 さ れ る 他 の プ ロ セ ス を 介 し て 産 生 さ れ る ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を さ す
。 フ ラ グ メ ン ト は ま た 、 化 学 的 に 合 成 さ れ た 又 は 組 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た ペ プ チ ド 若 し
く は タ ン パ ク 質 配 列 で あ っ て よ い 。 フ ラ グ メ ン ト は ま た 、 イ ン ビ ト ロ で 酵 素 的 作 用 に よ っ
て 産 生 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 利 尿 活 性 を 有 す る プ ロ ウ ロ グ ア
ニ リ ン の 「 腎 性 代 謝 産 物 」 の 有 効 量 を 、 治 療 の 必 要 性 の あ る 患 者 に 投 与 す る 。 本 明 細 書 で
使 用 さ れ る よ う に 、 「 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の 腎 性 代 謝 産 物 」 は 、 腎 臓 中 の 該 プ ロ ペ プ チ ド
の 生 体 分 解 か ら 産 生 さ れ る 代 謝 産 物 を さ し 、 こ こ で 該 代 謝 産 物 は ラ ッ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 及 び
ヒ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ６ で は な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 ペ プ チ ド 「 類 似 体 」 は 、 天 然 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ
ク 質 と 比 較 し て １ 以 上 の 構 造 的 修 飾 を 含 む ペ プ チ ド を さ す 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 ペ プ チ ド
配 列 中 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 基 の 付 加 又 は 削 除 を さ す こ と が で き る 。 ま た 修 飾 は 、 立 体 化 学
の 変 化 、 例 え ば 天 然 の Ｌ － ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に １ 以 上 の Ｄ － ア ミ ノ 酸 の 含 有 に 関 連 す る こ
と が で き る 。 修 飾 は ま た 、 放 射 性 標 識 成 分 又 は 蛍 光 部 分 な ど の ペ プ チ ド 若 し く は タ ン パ ク
質 の 検 出 を 補 助 す る た め の 基 、 脂 肪 酸 群 、 炭 水 化 物 又 は ポ リ マ ー 群 な ど の ペ プ チ ド 若 し く
は タ ン パ ク 質 の 溶 解 性 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 基 、 又 は 酵 素 分 解 か ら ペ プ チ ド 又 は タ ン
パ ク 質 を 保 護 す る こ と が で き る 基 を 含 み 得 る 非 ペ プ チ ド 基 の 付 加 を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 の 上 記 に 与 え ら れ た よ う に 、 用 語 「 フ ラ グ メ ン ト 」 及 び 「 類 似 体 」 は 、 代 謝 産
物 及 び 化 学 的 誘 導 体 を 含 み 得 る 。
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 発 現 」 は 一 般 的 に 、 ポ リ ペ プ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ か ら 産
生 さ れ る 細 胞 プ ロ セ ス を さ す 。
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 ラ ベ ル さ れ た 」 と は 、 分 光 学 的 、 放 射 線 医 学 的 又
は 他 の 方 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 部 分 の プ ロ ー ブ 分 子 へ の 結 合 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 突 然 変 異 」 は そ の 慣 習 的 含 意 を 有 し 、 核 酸 又 は ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 中 の 遺 伝 的 、 自 然 発 生 的 若 し く は 導 入 さ れ た 変 化 を 意 味 し 、 か つ 当 業 者 に
一 般 的 に 周 知 で あ る よ う な 意 味 で 使 用 さ れ る 。
　 用 語 「 食 後 ナ ト リ ウ ム 利 尿 」 は 、 口 胃 の （ 口 胃 的 ） 塩 分 摂 取 に 応 答 す る 完 全 な 腎 臓 ナ ト
リ ウ ム 利 尿 を 表 現 す る た め に 使 用 さ れ る 。 用 語 「 腸 － 腎 臓 軸 」 は 、 腸 に 由 来 す る こ の 反 応
の 特 定 の 成 分 を 記 載 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 有 効 量 」 及 び 「 治 療 的 有 効 量 」 は 可 換 的 に 使 用 さ
れ 、 か つ 治 療 さ れ て い る 病 状 に 対 す る 治 療 を 提 供 す る た め に 十 分 な 用 量 を 意 味 す る 。 こ の
用 量 は 、 効 果 が 及 ぶ 患 者 、 疾 患 及 び 治 療 に よ っ て 変 化 し 得 る 。
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 有 効 量 の プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 若 し
く は 類 似 体 は 、 塩 バ ラ ン ス 、 水 分 バ ラ ン ス 、 又 は 塩 及 び 水 分 バ ラ ン ス の 両 方 に 影 響 を 与 え
る １ 以 上 の 他 の 薬 剤 と の 組 み 合 わ せ で 投 与 す る 。 用 語 「 組 み 合 わ せ で 」 と は 、 単 一 の 組 成
物 又 は １ 以 上 の 別 々 の 組 成 物 で の 活 性 剤 の 投 与 を さ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 約 」 は 、 そ れ ら の よ う な 変 動 が 開 示 さ れ て い る 方
法 を 実 行 す る の に 適 し て い る 限 り 、 数 値 、 又 は 質 量 、 重 量 、 時 間 、 体 積 若 し く は パ ー セ ン
テ ー ジ を さ す 場 合 、 特 定 の 量 か ら ± ２ ０ ％ 又 は ± １ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は ± ５ ％ 、 及 び さ
ら に よ り 好 ま し く は ± ０ ． １ ％ の 変 動 を 含 む こ と を 意 味 す る 。
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 原 理 は 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 が 、 用 語 「 患 者 」 に 含 ま れ る こ
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と が 意 図 さ れ る 哺 乳 動 物 を 含 む 全 て の 脊 椎 動 物 種 に 効 果 的 で あ る こ と を 示 す こ と は 理 解 さ
れ て い る が 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 多 く の 実 施 態 様 で 治 療 さ れ る 患 者 は 好 ま し く は ヒ ト の
患 者 で あ る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 哺 乳 動 物 は 、 治 療 が 望 ま し い 任 意 の 哺 乳 動 物 種 、 特 に ウ
マ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 イ ヌ 及 び ネ コ な ど の 農 業 用 及 び 飼 育 用 哺 乳 動 物 種 を 含 む こ と が 理 解 さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
（ Ｉ Ｉ ． 全 般 的 考 察 ）
（ Ｉ Ｉ ． Ａ ． ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び グ ア ニ リ ン ）
　 Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 及 び ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 同 定 は 、 腸 の 電 解 質 処 理 に 関 連 す る 臨 床 的 問 題 の 副 産 物
と し て 始 ま っ た 。 大 腸 菌 の 病 原 株 は 、 上 皮 細 胞 の ア ピ カ ル （ apical） 表 面 上 で 発 現 し て い
る 受 容 体 へ 結 合 す る こ と に よ っ て 、 下 痢 を 引 き 起 こ す 毒 素 （ Ｓ Ｔ ａ ） を 産 生 す る 。 Sack, 
R. B.の 論 文 , Annu. Rev. Microbiol., 29, 333－ 353 （ 1975） を 参 照 さ れ た い 。 受 容 体
活 性 化 は 、 Ｃ Ｆ Ｔ Ｒ ク ロ ラ イ ド チ ャ ネ ル を 活 性 化 さ せ 、 か つ Ｎ ａ ／ Ｈ 交 換 を 阻 害 す る ｃ Ｇ
Ｍ Ｐ 合 成 を 促 進 し 、 腸 管 腔 中 へ の 水 及 び 電 解 質 の 制 御 不 可 能 な 貯 留 を も た ら す 。 Vaandrag
er, A. B.の 論 文 , Mol. Cell Biochem., 230, 73－ 83 （ 2002） を 参 照 さ れ た い 。 １ ９ ９
０ 年 に 、 Ｓ Ｔ ａ に 対 す る 受 容 体 が ク ロ ー ン 化 さ れ 、 ま た 受 容 体 ／ グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ （
ｒ Ｇ Ｃ ） の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る こ と が 示 さ れ た 。 Schultz, S.ら の 論 文 , Cell, 6
3, 941－ 948 （ 1990） を 参 照 さ れ た い 。 こ の フ ァ ミ リ ー の ３ 番 目 の メ ン バ ー で あ っ た た め
、 該 Ｓ Ｔ ａ 受 容 体 は グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ － Ｃ 又 は Ｇ Ｃ － Ｃ と 命 名 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ｒ Ｇ Ｃ フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー （ Ｇ Ｃ － Ａ 及 び Ｇ Ｃ － Ｂ ） は ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド
に 対 す る 受 容 体 で あ り 、 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ Ａ Ｎ Ｐ ） に 対 す る 受 容 体 は Ｇ Ｃ
－ Ａ で あ り 、 か つ Ｃ 型 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ Ｃ Ｎ Ｐ ） に 対 す る 受 容 体 は Ｇ Ｃ － Ｂ で あ
る 。 Kuhn, M.の 論 文 , Circ. Res., 93, 700－ 709 （ 2003） ； Koller, K. J.の 論 文 , Scie
nce, 252, 120－ 123 （ 1991） を 参 照 さ れ た い 。 そ れ ゆ え 、 内 因 性 リ ガ ン ド は 生 理 的 環 境
に お い て （ Ｓ Ｔ ａ に よ る 病 理 的 活 性 化 と は 対 照 的 に ） Ｇ Ｃ － Ｃ を 活 性 化 さ せ る こ と が 最 終
的 に 見 出 さ れ る で あ ろ う こ と は 広 く 推 測 さ れ て い た 。 こ の 予 想 は 、 ２ つ の Ｇ Ｃ － Ｃ 活 性 化
リ ガ ン ド 、 す な わ ち グ ア ニ リ ン と よ ば れ る １ ５ ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド （ Ｇ ｎ １ ５ ） 並 び に ウ
ロ グ ア ニ リ ン と よ ば れ る １ ８ ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド （ Ｕ Ｇ ｎ １ ８ ） が 尿 及 び 腸 の 抽 出 物 か ら
精 製 さ れ た と き に 達 成 さ れ た 。 Currie, M. G.ら の 論 文 ., Proc. Natl. Acad. Sci., 89, 
947－ 951 （ 1992） ； Hamra, F. K.ら の 論 文 , Proc. Natl. Acad. Sci., 90, 10464－ 1046
8 （ 1993） ； Li, Z.ら の 論 文 , Regul. Pept., 68, 45－ 56 （ 1997） ； Currieら の 米 国 特
許 第 5,489,670号 ； Waldmanの 米 国 特 許 第 5,879,656号 を 参 照 さ れ た い 。 先 に 記 載 し た よ う
に 、 ヒ ト に お い て 該 ペ プ チ ド の 活 性 型 Ｃ 末 端 形 態 は 尿 か ら 精 製 さ れ （ 腸 で は な い ） 、 か つ
該 ペ プ チ ド の 活 性 型 Ｃ 末 端 形 態 は １ ６ ア ミ ノ 酸 残 基 の み か ら な る わ ず か に 短 い 配 列 を 実 際
に 有 す る 。 そ れ ゆ え 、 ヒ ト Ｕ Ｇ ｎ １ ６ は ラ ッ ト Ｕ Ｇ ｎ １ ８ に 「 同 等 」 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ Ｉ Ｉ ． Ｂ ． プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び プ ロ グ ア ニ リ ン ）
　 Ｇ ｎ １ ５ 及 び Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 配 列 は 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、 す な わ ち そ れ ぞ れ プ ロ グ ア ニ リ ン 並
び に プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の Ｃ 末 端 で 見 出 さ れ る 。 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び プ ロ グ ア ニ リ ン
は 、 そ れ ら の Ｎ 末 端 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 Ｇ ｎ １ ５ 並 び に Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 配 列 が 位 置 す る そ れ
ら の Ｃ 末 端 の 相 同 性 、 及 び そ れ ら の シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 近 接 し た 短 い 領 域 の 相 同 性 （ し か
し 機 能 未 知 ） を 含 む 、 い く つ か の 構 造 特 性 を 共 有 す る （ 図 １ を 参 照 さ れ た い ） 。 こ れ ら の
領 域 の 外 側 の ２ 種 類 の プ ロ ペ プ チ ド の 配 列 は 、 比 較 的 不 十 分 に 保 存 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 対 す る 配 列 は 、 ヒ ト 、 ブ タ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 フ ク ロ ネ ズ ミ 及 び モ ル モ
ッ ト を 含 む 多 く の 種 に 関 し て 発 表 さ れ て い る 。 Hidaka, Y.ら の 論 文 , J. Biol. Chem., 27
5, 25155－ 25162 （ 2000） を 参 照 さ れ た い 。 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 及 び ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ は 、 ほ と ん ど 専
ら 腸 に お い て 発 現 し （ 少 量 の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ ポ リ ペ プ チ ド は ま た 腎 臓 に お い て も 見 出 さ れ る
が ） 、 そ れ ぞ れ の プ ロ ペ プ チ ド は 異 な る 型 の 腸 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 Perkins, A.ら
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の 論 文 , Gastroenterology, 113, 1007－ 1014 （ 1997） ； Qian, X.ら の 論 文 , Endocrinol
ogy, 141, 3210－ 3224 （ 2000） ； Li., Zら の 論 文 , Gastroenterology, 109, 1863－ 1875
 （ 1995） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ は 、 大 部 分 が 小 腸 末 端 及 び 結 腸 内 の 杯 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 Qian, X.ら
の 論 文 , Endocrinology, 141, 3210－ 3224 （ 2000） ； Li, Z.ら の 論 文 , Gastroenterolog
y, 109, 1863－ 1875 （ 1995） を 参 照 さ れ た い 。 杯 細 胞 は 、 腸 管 腔 中 へ と 分 泌 さ れ る 糖 タ
ン パ ク 質 で あ る ム チ ン の 供 給 源 と し て よ く 知 ら れ て お り 、 そ こ で ム チ ン は 水 及 び 電 解 質 を
吸 収 す る こ と に よ っ て 粘 液 ゲ ル を 形 成 す る 。 ム チ ン 分 泌 の 外 分 泌 性 に 一 致 し て 、 単 離 さ れ
た 腔 内 的 か つ 血 管 的 に か ん 流 さ れ た 結 腸 の 研 究 は 、 グ ア ニ リ ン （ Ｇ ｎ １ ５ と し て ほ と ん ど
再 生 さ れ る ） も ま た 、 血 漿 に 対 し て ４ ０ 倍 を 超 え る 内 腔 の 割 合 で 内 腔 へ と 選 択 的 に 分 泌 さ
れ る こ と を 発 見 し た 。 Moro, F.ら の 論 文 , Endocrinology, 141, 2594－ 2599 （ 2000） ； M
artin, S.ら の 論 文 , Endocrinology, 140, 5022－ 5029 （ 1999） を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら
の 知 見 は 、 グ ア ニ リ ン が 、 ム チ ン の 放 出 と Ｇ ｎ １ ５ 誘 導 性 流 体 運 動 と の 間 の 密 接 な 空 間 的
か つ 時 間 的 関 連 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 特 に 比 較 的 脱 水 さ れ た 腸 末 端 に お い て ム チ ン の
水 和 に 役 割 を 担 う と い う 提 言 を 導 い た 。 Qian, X.ら の 論 文 , Endocrinology, 141, 3210－
3224 （ 2000） ； Li, Z.ら の 論 文 , Gastroenterology, 109, 1863－ 1875 （ 1995） ； Cohen
, M. B.ら の 論 文 , Biochem. Biophys. Res. Commun., 209, 803－ 808 （ 1995） を 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 対 照 的 に 腸 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ は 、 ほ と ん ど 専 ら 小 腸 内 の 腸 ク ロ ム 親 和 性 （ Ｅ Ｃ ） 細 胞 に よ っ
て 産 生 さ れ る 。 Perkins, A.ら の 論 文  , Gastroenterology, 113, 1007－ 1014 （ 1997） ；
Li, Z.ら の 論 文 , Regul. Pept., 68, 45－ 56 （ 1997） ； Miyazato, M.ら の 論 文 , FEBS Le
tt., 398, 170－ 174 （ 1996） を 参 照 さ れ た い 。 Ｅ Ｃ 細 胞 は 、 消 化 管 内 で 最 も 豊 富 な 内 分
泌 細 胞 の １ つ で あ る 。 Ｅ Ｃ 細 胞 は 通 常 １ 以 上 の ペ プ チ ド と 共 に セ ロ ト ニ ン を 含 む 。 Solcia
, E.ら の 文 献 、 『 消 化 管 の 生 理 学 』 中 の 消 化 器 系 に お け る 内 分 泌 細 胞 （ L. R. Johnson編 ,
 Raven Press, New York, 1987） , 111－ 130を 参 照 さ れ た い 。 Ｅ Ｃ 細 胞 は バ ソ ラ テ ラ ル 的
（ basolaterally） 及 び ア ピ カ ル 的 （ apically） の 両 方 で セ ロ ト ニ ン を 放 出 す る が 、 バ ソ
ラ テ ラ ル 分 泌 が 優 勢 で あ る 。 Nilsson, O.ら の 論 文 , Cell Tissue Res., 248, 49－ 54 （ 1
987） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 該 プ ロ ペ プ チ ド は 腸 組 織 に お い て 発 現 す る が 、 同 組 織 は Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 又 は Ｇ ｎ １ ５ を ほ と
ん ど 含 ま な い よ う で あ る 。 Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 及 び Ｇ ｎ １ ５ は 小 さ す ぎ る た め に 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 で
は 検 出 で き な い 。 代 わ り に そ れ ら は 通 常 、 標 準 的 Ｒ Ｉ Ａ 法 、 又 は （ よ り 一 般 的 に は ） 「 レ
ポ ー タ ー 細 胞 」 、 す な わ ち 高 レ ベ ル の Ｇ Ｃ － Ｃ を 発 現 し 、 そ れ ゆ え Ｇ Ｃ － Ｃ 活 性 化 リ ガ ン
ド に 曝 さ れ た 場 合 に ｃ Ｇ Ｍ Ｐ を 合 成 す る 結 腸 ガ ン 由 来 Ｔ ８ ４ 細 胞 株 を 用 い た バ イ オ ア ッ セ
イ の ど ち ら か に よ っ て 測 定 さ れ る 。 Guarino, A.ら の 論 文 , Am. J. Physiol., 253, G775
－ G780 （ 1987） ； Dharmsathaphorn, K.ら の 論 文 , Am. J. Physiol., 246, G204－ G208 
（ 1984） 。 い さ さ か 驚 い た こ と に 、 小 腸 又 は 大 腸 の 水 性 抽 出 物 は 、 該 抽 出 物 が プ ロ テ ア ー
ゼ を 用 い て 前 処 理 さ れ て い な い 場 合 に は 、 Ｔ ８ ４ 細 胞 に お け る ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 反 応 を 誘 導 で き な
い 。 Li, Z.ら の 論 文 , Regul. Pept., 68, 45－ 56 （ 1997） を 参 照 さ れ た い 。 例 え ば 図 ２
ａ に 描 か れ て い る よ う に 、 ラ ッ ト の 十 二 指 腸 抽 出 物 か ら 得 ら れ た 全 て の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ フ ラ ク シ
ョ ン は 、 レ ポ ー タ ー 細 胞 ア ッ セ イ （ 黒 丸 ） で テ ス ト し た 場 合 に 、 初 め は 不 活 性 で あ る ； し
か し な が ら 、 フ ラ ク シ ョ ン ４ ４ ～ ４ ９ （ ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 滞 留 時 間 に わ た る ） は タ ン パ ク 質
分 解 に よ っ て 活 性 化 さ れ る こ と が で き （ 図 ２ ｂ ） 、 か つ 活 性 化 さ れ た 構 成 要 素 が 再 び ク ロ
マ ト グ ラ フ さ れ た 場 合 、 そ の 滞 留 時 間 は Ｕ Ｇ ｎ １ ８ （ 図 ２ ａ 、 白 丸 ） の 滞 留 時 間 に 一 致 す
る 、 ク ロ マ ト グ ラ ム 中 の よ り 早 い 点 に た だ ち に 推 移 す る 。 こ の 知 見 は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 及 び
ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ に は Ｇ Ｃ － Ｃ を 活 性 化 さ せ る 能 力 が な い と い う 他 の 報 告 に 一 致 す る 。 Hamra, F
. K.ら の 論 文 , Endocrinology, 137, 257－ 265 （ 1996） を 参 照 さ れ た い 。 腸 組 織 の 抽 出
物 は Ｇ ｎ １ ５ 及 び Ｕ Ｇ ｎ １ ８ を ほ と ん ど 含 ま な い の で 、 プ ロ セ シ ン グ は 該 プ ロ ペ プ チ ド の
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分 泌 後 に 起 こ る と 推 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ Ｉ Ｉ ． Ｃ ． 腸 － 腎 臓 軸 及 び ウ ロ グ ア ニ リ ン ） 　 　 　
　 新 し い タ イ プ の 利 尿 薬 の た め の 調 査 に お い て 、 研 究 の １ つ の 領 域 は 、 ナ ト リ ウ ム 摂 取 に
対 す る 腸 の 応 答 と 腎 臓 と の 間 の 関 連 を 決 定 す る こ と に 焦 点 を 当 て る 。 溶 質 排 泄 の 制 御 に 関
与 す る 腸 － 腎 臓 内 分 泌 軸 は 、 １ ９ ７ ０ 年 代 に 初 め て 提 案 さ れ た 。 Lennane, R. J.ら の 論 文
, Clin. Sci. Mol. Med., 49, 433－ 436 （ 1975） を 参 照 さ れ た い 。 細 胞 外 Ｎ ａ 含 量 の ど
の よ う な 変 化 も （ 例 え ば 、 塩 の 経 口 摂 取 に よ っ て も た ら さ れ た ） 、 口 渇 、 及 び 細 胞 外 液 量
の 補 償 的 変 化 を 誘 起 さ せ る 抗 利 尿 薬 ホ ル モ ン 機 構 を 開 始 さ せ る 。 Skorecki, K. L. 及 び Br
enner, B. M.の 論 文 , Am. J. Med., 70, 77－ 88 （ 1981） を 参 照 さ れ た い 。 し か し な が ら
、 細 胞 外 容 量 は 塩 分 摂 取 量 の 変 化 に ゆ っ く り と 応 答 し 、 Ｎ ａ 摂 取 量 と 尿 量 と の 間 の 新 し い
平 衡 を 確 立 す る た め に 数 時 間 な い し 数 日 が 必 要 と さ れ て も よ い 。 Carey, R. M.の 論 文 , Ci
rc. Res., 43, 19－ 23 （ 1978） ； Simpson, F. O.の 論 文 , Lancet, 2, 25－ 29 （ 1988）
を 参 照 さ れ た い 。 し ば し ば 、 食 後 ナ ト リ ウ ム 利 尿 反 応 と し て 参 照 さ れ る 迅 速 な 腸 － 腎 臓 反
射 （ Ise, T.ら の 論 文 , Kidney Int. Suppl., 67, S245－ S249 （ 1998） ； Villarreal, D.
ら の 論 文 , Am. J. Physiol., 258, R232－ R239 （ 1990） を 参 照 さ れ た い ） は 、 同 等 の 溶
質 負 荷 が 経 口 的 か つ 静 脈 的 に も た ら さ れ た 場 合 に 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 は 経 口 デ リ バ リ ー で よ
り 迅 速 に 誘 起 さ れ る と い う 事 実 に 実 証 さ れ る 。 Lennane, R. J.ら の 論 文 , Clin. Sci. Mol
. Med., 49, 433－ 436 （ 1975） ； Singer, D. R.ら の 論 文 , Am. J. Physiol., 274, F111
－ F119 （ 1998） ； Mu, J.ら の 論 文 , Pflugers Arch., 438, 159－ 164 （ 1999） を 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の 腸 － 腎 臓 軸 の 機 構 は 、 今 も 活 発 に 調 査 さ れ て い る 。 ２ つ の モ デ ル ： ナ ト リ ウ ム 利 尿
因 子 が 管 腔 内 の 刺 激 に 応 答 し て 腸 か ら 放 出 さ れ る 直 接 的 機 構 ； 及 び 腸 か ら の シ グ ナ ル が 、
他 の 部 位 か ら の ナ ト リ ウ ム 利 尿 因 子 の 放 出 を 開 始 さ せ る 間 接 的 機 構 が 提 案 さ れ て い る 。 該
間 接 的 機 構 は ほ と ん ど の 場 合 、 門 脈 に お け る 塩 レ ベ ル に 応 答 し 、 か つ 腎 臓 神 経 活 性 の 変 化
を 介 し て 、 又 は お そ ら く 中 枢 若 し く は 末 梢 部 位 か ら の ナ ト リ ウ ム 利 尿 剤 の 放 出 に よ っ て 反
射 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 を 開 始 さ せ る と 考 え ら れ る 肝 求 心 性 神 経 に 関 連 し て い る 。 Nishida, Y
.ら の 論 文 , Am. J. Physiol., 274, R97－ R103 （ 1998） ； Haberle, D. A.ら の 論 文 , Kid
ney Int. Suppl., 67, S242－ S244（ 1998） を 参 照 さ れ た い 。 近 年 、 あ る 症 例 は ま た 、 腎
臓 に お い て ナ ト リ ウ ム 利 尿 が Ｎ ａ 摂 取 に 応 答 し て 腸 か ら 放 出 さ れ る ペ プ チ ド に よ っ て 誘 導
さ れ る 直 接 的 機 構 に 寄 与 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ Ｉ Ｉ Ｉ ． こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 成 分 ）
　 以 下 の 項 は 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 態 様 を 形 成 す る こ と が で き る 分 子 の い く つ か を 開
示 す る 。 し か し な が ら 、 こ の 議 論 は こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 態 様 を 形 成 す る こ と が で き る
分 子 の 包 括 的 な リ ス ト で あ る こ と を 意 味 し な い 。 こ こ で 開 示 さ れ る ペ プ チ ド 分 子 、 ポ リ ペ
プ チ ド 分 子 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に 関 す る ヌ ク レ オ チ ド 並 び に ペ プ チ ド 配 列 情 報 を 含
む 生 物 学 的 情 報 は 、 例 え ば 、 米 国 国 立 医 学 図 書 館 （ Ｎ Ｌ Ｍ ） に 本 拠 地 を 置 く 全 米 バ イ オ テ
ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ） に よ っ て 提 供 さ れ る 公 開 デ ー タ ベ ー ス か ら 入 手 可 能
で あ る 。 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ は 、 ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ 上 の Ｕ Ｒ Ｌ 「 http： //www.ncbi.nlm.nih.gov
/」 に 所 在 し 、 及 び Ｎ Ｌ Ｍ は 、 ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ 上 の Ｕ Ｒ Ｌ 「 http： //www.nlm.nih.g
ov/」 に 所 在 す る 。 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ウ ェ ブ サ イ ト は 、 ジ ー ン バ ン ク （ GenBank） 、 パ ブ メ ド （ PubM
ed） 、 ゲ ノ ム ス （ Genomes） 、 ロ ー カ ス リ ン ク （ LocusLink） 、 ヒ ト に お け る オ ン ラ イ ン メ
ン デ ル 性 遺 伝 （ Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ ） 、 プ ロ テ イ ン ス （ Proteins） 及 び ス ト ラ ク チ ュ ア ズ （ Structur
es） を 含 む 、 多 く の 科 学 的 デ ー タ ベ ー ス 源 へ の ア ク セ ス を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド デ ー タ
ベ ー ス 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス へ の 共 通 の イ ン タ ー フ ェ ー ス は 、 ワ ー ル ド ワ イ
ド ウ ェ ブ 上 の Ｕ Ｒ Ｌ 「 http： //www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/」 の Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ウ ェ ブ サ イ ト
か ら ア ク セ ス で き る エ ン ト レ ズ （ Entrez） と し て 、 又 は ロ ー カ ス リ ン ク ウ ェ ブ サ イ ト を 通
じ て 照 会 さ れ る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び プ レ プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
先 に 記 載 し た よ う に 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ウ
マ 、 イ ヌ 及 び 他 の 哺 乳 動 物 の プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン を 含 む 相 同 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン に 加 え て
、 ヒ ト プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の 使 用 の た め に 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 プ レ
プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン を 用 い る こ と が で き 、 そ れ ゆ え 、 開 示 さ れ る 方 法 及 び 手 法 に 関 連 し て
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 」 は 「 プ レ プ ロ ウ ロ グ ア
ニ リ ン 」 を 含 む こ と は 予 測 さ れ る 。 ま た こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 本 主 題 の プ ロ ウ ロ グ ア
ニ リ ン の タ ン パ ク 質 分 解 的 切 断 に よ っ て も た ら さ れ 得 る フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 該 フ ラ グ メ ン
ト を 投 与 す る 前 の 本 主 題 の 外 側 な ど の 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の フ ラ グ メ ン ト の 使 用 の た め
に 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト を 、 当 業 者
に 既 知 の 手 法 に 従 っ て 修 飾 し 、 さ ら な る 分 解 に 対 し て 抵 抗 性 に す る こ と が で き る 。 そ の よ
う な 手 法 は 、 分 解 に 抵 抗 性 で あ る フ ラ グ メ ン ト 中 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む が 、 そ れ に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 利 尿 作 用 及 び ／ 又 は ナ ト リ ウ
ム 利 尿 作 用 を 有 す る プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の 腎 性 代 謝 産 物 の 使 用 を 開 示 す る 。 先 に 与 え ら れ
た よ う に 、 「 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の 腎 性 代 謝 産 物 」 は 、 代 謝 産 物 が ラ ッ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 、
及 び 同 様 に ヒ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ６ で な い と い う 条 件 下 で 、 腎 臓 内 で の プ ロ ペ プ チ ド の 生 体 分 解
か ら （ 例 え ば 、 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 近 位 尿 細 管 に 存 在 す る 刷 子 縁 プ ロ テ ア ー ゼ
か ら ） 産 生 さ れ る 代 謝 産 物 を さ す 。 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 腎 性 代 謝 産 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決
定 す る た め の 方 法 は 、 本 明 細 書 下 記 の 実 施 例 に お い て 論 じ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は ま た 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び ／ 又 は 、 例 え ば プ ロ ウ ロ グ ア ニ
リ ン 類 似 体 の よ う な プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト に 実 質 的 に 同 一 な 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド の 使 用 を 記 載 す る 。 与 え ら れ た 参 照 ポ リ ペ プ チ ド に 「 実 質 的 に 同 一 」 で あ る ポ リ
ペ プ チ ド は 、 与 え ら れ た 参 照 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の そ の 配 列 に 、 少 な く と も ８ ５ ％ の 同 一 性
を 有 す る 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 実 質 的 に 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 例 え ば
、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 又 は ９ ９ ％ の 高 パ ー セ ン テ ー ジ の 同 一 性 を 有 し て も よ い 。 こ こ
で 開 示 さ れ る 主 題 は ま た 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び ／ 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン
ト に 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及
び ／ 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト に 同 等 で あ り 、 生 体 シ ス テ ム に お い て 、 プ ロ ウ
ロ グ ア ニ リ ン 並 び に ／ 若 し く は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト の １ 以 上 の 機 能 を 実 行 す
る こ と が で き る 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 全 長 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び ／ 又 は プ ロ ウ
ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト の １ 以 上 の 生 物 活 性 の ６ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 又 は ９ ０ ％ さ
え 有 す る 。 そ の よ う な 比 較 は 通 常 、 同 濃 度 の 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し て 比 較 す る こ と に
よ る 、 生 物 活 性 の ア ッ セ イ に 基 づ い て い る 。 そ の 比 較 は ま た 、 得 る こ と が で き る 最 大 活 性
の ５ ０ ％ に 達 す る た め に 必 要 と さ れ る 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 量 に 基 づ い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 付 加 的 に 又 は 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん
で い て も よ い 。 置 換 は 、 含 ま れ る 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 親 水 性 及 び ／ 又 は
両 親 媒 的 性 質 に 基 づ い て な さ れ て よ い 。 例 え ば 、 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 全 長 、
天 然 存 在 型 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び ／ 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト の １ ０ ％ 若 し
く は そ れ 以 下 が 、 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 置 き 換 え ら れ て い る も の で あ り 、 か つ そ の 機
能 的 に 同 等 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 全 長 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び ／ 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ
ラ グ メ ン ト の 生 物 活 性 の 少 な く と も ５ ０ ％ を 維 持 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 あ る ア ミ ノ 酸 に 対 す る 同 じ ク ラ ス の 別 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 グ リ
シ ン に 対 す る バ リ ン 、 又 は リ ジ ン に 対 す る ア ル ギ ニ ン ） の 置 換 を さ す 。 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ
ン 及 び ／ 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト に 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者
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に 周 知 の 手 法 に よ っ て 、 遺 伝 子 を コ ー ド し て い る 核 酸 へ の ラ ン ダ ム 変 異 導 入 を 用 い て 作 成
で き る 。 し か し な が ら 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ こ の 場 合 も 当 業 者 に 周 知 の 手 法 を
使 用 し て ） 部 位 指 定 変 異 導 入 に よ っ て 産 生 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は
、 向 上 し た 機 能 性 、 又 は 低 下 し た 機 能 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ペ プ チ ド を 設 計 す る た め に 、 保 存 さ れ た 部 位 と 可 変 部 位 と を 区 別 す
る こ と は 有 用 で あ る 。 こ の 区 別 は 、 あ る 種 か ら の こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 、 別 の 種 か ら の そ の ホ モ ロ グ と 並 べ る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 保 存 さ れ
た ア ミ ノ 酸 は 機 能 の 保 存 の た め に 必 要 で あ る 可 能 性 が 高 い と い う こ と を 、 当 業 者 は 認 識 す
る で あ ろ う 。 そ れ ゆ え 、 保 存 さ れ た 残 基 は 変 化 し な い の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び ／ 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 分 子
の コ ー ド 配 列 内 の 突 然 変 異 を 作 出 し 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 内 で の 発 現 の た め に よ り 適 す る
変 異 体 遺 伝 子 を 産 生 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｎ － 結 合 型 糖 鎖 付 加 部 位 を 変 更 又 は 削 除
し て 、 例 え ば Ｎ － 結 合 型 部 位 を 高 度 に 糖 鎖 付 加 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る 酵 母 宿 主 か ら よ
り 容 易 に 再 生 及 び 精 製 さ れ る 、 均 質 な 製 品 の 発 現 を 実 現 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 を 達
成 す る た め に 、 糖 鎖 付 加 が 発 生 す る 任 意 の １ 以 上 の 糖 鎖 付 加 認 識 配 列 の １ つ 、 又 は １ 番 目
若 し く は ３ 番 目 の ア ミ ノ 酸 位 置 で の 様 々 な ア ミ ノ 酸 置 換 、 及 び ／ 又 は 任 意 の １ 以 上 の そ の
よ う な 認 識 配 列 の ２ 番 目 の 位 置 で の ア ミ ノ 酸 削 除 は 、 修 飾 さ れ た ト リ ペ プ チ ド 配 列 で の 糖
鎖 付 加 を 妨 げ る （ 例 え ば 、 Miyajimaら の 論 文 , EMBO J., 5, 1193 （ 1986） を 参 照 さ れ た
い ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 に 従 っ て 使 用 さ れ る プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び ／ 又 は ポ リ ペ プ チ ド
プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 類 似 体 並 び に ／ 若 し く は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト 及 び ／ 又 は
プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト 類 似 体 を 、 例 え ば マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 又 は 融 合 パ ー ト
ナ ー の よ う な 別 の ポ リ ペ プ チ ド と 融 合 さ せ て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ
チ ド を ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン タ グ に 融 合 さ せ て バ ク テ リ ア で 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容
易 に し 、 又 は ヘ マ グ ル チ ニ ン タ グ に 融 合 さ せ て 真 核 生 物 細 胞 内 で 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 精
製 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 発 現 し て い る 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 し て
特 異 的 な 抗 体 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Janknech
tら に よ っ て 記 載 さ れ た シ ス テ ム は 、 ヒ ト 細 胞 株 内 で 発 現 す る 非 変 性 融 合 タ ン パ ク 質 の 敏
速 な 精 製 を 可 能 に す る （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88：  8972－ 8976 （ 1991） ） 。 こ
の シ ス テ ム に お い て 、 興 味 の あ る 遺 伝 子 を 、 該 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が
翻 訳 的 に ６ 個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 か ら な る ア ミ ノ 末 端 タ グ に 融 合 す る よ う な 、 ワ ク シ ニ ア 組
換 え プ ラ ス ミ ド 内 に サ ブ ク ロ ー ン 化 さ せ る 。 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 用 い て 感 染 さ せ
た 細 胞 か ら の 抽 出 物 を Ｎ ｉ ２ ＋ ニ ト リ ロ 酢 酸 － ア ガ ロ ー ス カ ラ ム 上 に の せ 、 ヒ ス チ ジ ン －
タ グ 付 加 タ ン パ ク 質 を イ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 選 択 的 に 溶 出 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 構 成 要 素 と し て 使 用 さ れ る プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び ／ 又 は ポ リ
ペ プ チ ド プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 類 似 体 並 び に ／ 若 し く は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト 及
び ／ 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト 類 似 体 は ま た 、 化 学 的 に 合 成 し 、 及 び ／ 又 は 化
学 的 に 修 飾 し （ 例 え ば 、 Creightonの 文 献 , 『 タ ン パ ク 質 ： 構 造 及 び 分 子 原 理 』 , W.H. Fr
eeman & Co., NY, 1983を 参 照 さ れ た い ） 、 若 し く は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な 組 換
え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 、 お そ ら く よ り 大 き な ペ プ チ ド を 対 象 と し て 、 よ り 有 利 に 産 生 す る
こ と が で き る 。 さ ら な る 手 引 き と し て 、 当 業 者 は Ausubel, F.M.ら の 文 献 , 『 分 子 生 物 学
に お け る プ ロ ト コ ー ル 』 , New York：  Greene Publishing Associates and John Wiley &
 Sons, 1992； Sambrookら の 文 献 , 『 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 、 研 究 室 マ ニ ュ ア ル 』 , Cold Spri
ng Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY （ 1989） を 参 考 に で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 固 相 メ リ フ ィ ー ル ド 型 合 成 な ど の 合 成 化 学 的 手 法 は 、 純 度 、 抗 原 特 異 性 、 望 ま し く な い
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副 産 物 が な い こ と 、 製 造 の 容 易 さ な ど の 理 由 の た め に 、 よ り 小 さ な ペ プ チ ド に 好 ま し い 。
多 く の 利 用 可 能 な 手 法 の 概 要 は 、 Stewardら の 文 献 , 『 固 相 ペ プ チ ド 合 成 』 , W. H. Freem
an Co., San Francisco, California （ 1969） ； Bodanszkyら の 文 献 , 『 ペ プ チ ド 合 成 』 ,
 John Wiley & Sons, 第 ２ 版  （ 1976） ； Meienhoferの 文 献 , 『 ホ ル モ ン タ ン パ ク 質 及 び
ペ プ チ ド 』 , 2： 46, Academic Press, New York, New York （ 1983） ； Merrifieldの 論 文
, （ 1969）  Adv. Enzymol. 32： 221-96； Fieldsら の 論 文 , （ 1990）  Int. J. Peptide Pr
otein Res. 35： 161-214； 及 び 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 を 対 象 と し た 米 国 特 許 第 4,244,946号
、 並 び に 古 典 的 溶 液 合 成 を 対 象 と し た Schroderら の 文 献 『 ペ プ チ ド 』 第 １ 巻 , Academic P
ress, New York, New York, （ 1965） に 見 出 す こ と が で き 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ は 引 用 に よ
り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 そ の よ う な 合 成 に お い て 使 用 可 能 な 適 切 な 保 護 基 は 上 記 テ キ
ス ト 、 及 び McOmieの 文 献 『 有 機 化 学 に お け る 保 護 基 』 Protective Groups in Organic Che
mistry, Plenum Press, New York, New York, （ 1973） に 記 載 さ れ 、 こ れ は 引 用 に よ っ て
本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 一 般 的 に 、 与 え ら れ る 固 相 合 成 法 は 、 ペ プ チ ド 鎖 を 伸 長 さ せ る た め の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸
残 基 又 は 適 切 に 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 逐 次 的 付 加 を 含 む 。 通 常 、 最 初 の ア ミ ノ 酸 残 基
の ア ミ ノ 基 又 は カ ル ボ キ シ ル 基 の ど ち ら か を 、 適 切 な 、 選 択 的 に 除 去 可 能 な 保 護 基 に よ っ
て 保 護 す る 。 異 な る 、 選 択 的 に 除 去 可 能 な 保 護 基 を 、 リ ジ ン な ど の 反 応 性 側 鎖 を 含 む ア ミ
ノ 酸 に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 典 型 的 な 固 相 合 成 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 保 護 さ れ 又 は 誘 導 体 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 、
そ の 保 護 さ れ て い な い カ ル ボ キ シ ル 基 又 は ア ミ ノ 基 を 介 し て 不 活 性 な 固 相 支 持 体 へ と 結 合
さ せ る 。 ア ミ ノ 基 又 は カ ル ボ キ シ ル 基 の 保 護 基 を そ れ か ら 選 択 的 に 除 去 し 、 適 切 に 保 護 さ
れ た 相 補 （ ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ ル ） 基 を 有 す る 配 列 中 の 次 の ア ミ ノ 酸 を 混 合 し 、 す で に
固 相 支 持 体 に 結 合 し た 残 基 と の ア ミ ド 結 合 を 形 成 さ せ る た め に 、 適 切 な 条 件 下 で 反 応 さ せ
る 。 ア ミ ノ 基 又 は カ ル ボ キ シ ル 基 の 保 護 基 を そ れ か ら こ の 新 た に 付 加 し た ア ミ ノ 酸 残 基 か
ら 除 去 し 、 （ 適 切 に 保 護 さ れ た ） 次 の ア ミ ノ 酸 を そ れ か ら 付 加 し 、 ま た そ の よ う に 先 へ 進
め る 。 全 て の 所 望 の ア ミ ノ 酸 を 適 切 な 配 列 に 結 合 さ せ た 後 、 任 意 の 残 さ れ た 末 端 及 び 側 鎖
保 護 基 （ 及 び 固 相 支 持 体 ） を 、 最 終 ポ リ ペ プ チ ド を 利 用 す る た め に 逐 次 的 に 又 は 一 度 に 除
去 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 任 意 の ペ プ チ ド は 、 医 薬 と し て 許 容 し 得 る 塩 の 形 態 で 使 用 で き
る 。 与 え ら れ た ペ プ チ ド を 含 む ペ プ チ ド で あ り 得 る 適 切 な 酸 は 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｆ
Ａ ） 、 塩 酸 （ Ｈ Ｃ ｌ ） 、 臭 化 水 素 酸 、 過 塩 素 酸 、 硝 酸 、 チ オ シ ア ン 酸 、 硫 酸 、 リ ン 酸 酢 酸
、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 グ リ コ ー ル 酸 、 乳 酸 、 ピ ル ビ ン 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 マ ロ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 マ
レ イ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 ア ン ト ラ ニ ル 酸 、 桂 皮 酸 、 ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 、 ス ル ホ ン 酸 な ど
の 無 機 酸 を 含 む 。 Ｈ Ｃ ｌ 塩 及 び Ｔ Ｆ Ａ 塩 が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 与 え ら れ た ペ プ チ ド と 塩 を 形 成 す る こ と が で き る 適 切 な 塩 基 は 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 水
酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 水 酸 化 カ リ ウ ム な ど の 無 機 塩 基 ； 及 び 、 モ ノ － 、 ジ － 並 び に ト リ － ア
ル キ ル 及 び ア リ ー ル ア ミ ン （ 例 え ば 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 メ チ ル
ア ミ ン 、 ジ メ チ ル ア ミ ン な ど ） な ど の 有 機 塩 基 、 並 び に 任 意 に 置 換 さ れ る エ タ ノ ー ル ア ミ
ン （ 例 え ば 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン な ど ） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 類 似 体 及 び ／ 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト 類
似 体 に 加 え て 、 非 ペ プ チ ド 類 似 体 も ま た 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 に お い て 用 い ら れ 得 る 。
こ れ ら の 非 ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 及 び ／ 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ
メ ン ト に 同 等 な 活 性 を 示 す 、 任 意 の 小 分 子 を 含 み 得 る 。 そ の よ う な 類 似 体 は 、 例 え ば プ ロ
ウ ロ グ ア ニ リ ン 様 活 性 を 最 大 限 に 高 め る 、 組 み 合 わ せ 化 学 技 術 に よ っ て 生 産 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 分 子 に よ っ て 治 療 さ れ 得 る 疾 患 の 例 は 、 慢 性 糸 球 体 腎 炎 及 び 慢
性 腎 不 全 を 含 む 腎 疾 患 又 は 腎 機 能 障 害 、 う っ 血 性 心 疾 患 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 浮 腫 を 含
む 心 疾 患 又 は 心 不 全 、 肝 硬 変 を 含 む 肝 疾 患 、 及 び そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 分 子 は ま た 、 高 血 圧 の 制 御 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
（ Ｉ Ｖ ． 治 療 法 ）
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 部 分 的 に 、 ラ ッ ト に お い て Ｕ Ｇ ｎ １ ８ の 注 入 を 行 う よ り も 、
ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 注 入 が 、 よ り 増 大 し た 利 尿 反 応 及 び ナ ト リ ウ ム 利 尿 反 応 を 誘 起 す る と い う
発 見 に 関 係 す る 。 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 、 又 は ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 由 来 す る 分 子 （ し か し 、 ラ ッ ト の Ｕ
Ｇ ｎ １ ８ 及 び ヒ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ６ と は 異 な る ） は 、 こ れ ら の 増 幅 さ れ た 反 応 に 役 割 を 担 う 。
こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 対 象 の 血 流 中 へ 外 因 性 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 注 入 す る こ と が 、 尿 の 産
生 の ５ ０ 倍 ま で の 増 加 を も た ら す こ と を 証 明 す る 。 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 注 入 は 腎 臓 を 刺 激 し 、
塩 （ ナ ト リ ウ ム 利 尿 ） 及 び 水 分 （ 利 尿 ） の 両 方 を 排 出 す る 。 そ れ ゆ え 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 注
入 は 、 塩 貯 留 及 び 水 分 貯 留 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 そ れ ゆ え 、 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 塩 貯 留 及 び 水 分 貯
留 、 す な わ ち 「 塩 貯 留 及 び ／ 又 は 水 分 貯 留 に よ っ て 特 徴 づ け 」 ら れ る も の を 含 む 、 塩 ホ メ
オ ス タ シ ス 及 び ／ 又 は 水 分 ホ メ オ ス タ シ ス の 異 常 を も た ら す 疾 患 に 苦 し む 患 者 の た め の 治
療 方 法 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 利 尿 薬 の 恩 恵 を 受 け る が 、 通
常 の 利 尿 薬 に 反 応 し な い 患 者 に 加 え て 、 慢 性 糸 球 体 腎 炎 及 び 慢 性 腎 不 全 を 含 む 腎 疾 患 又 は
腎 機 能 障 害 、 う っ 血 性 心 疾 患 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 浮 腫 を 含 む 心 疾 患 又 は 心 不 全 、 肝 硬
変 を 含 む 肝 疾 患 、 及 び ／ 又 は 高 血 圧 に 苦 し む 患 者 の た め の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 現 在 、 様 々 な 利 尿 薬 が 臨 床 業 務 で 使 用 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 多 く の 患 者 は 、 利 尿
薬 の 既 知 ス ペ ク ト ル に 抵 抗 性 で あ る 。 任 意 の 特 定 の 見 解 に 執 着 す る こ と は 好 ま し く な い が
、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ は 、 他 の 利 尿 薬 に 採 用 さ れ る 機 構 と は 異 な る 機 構 に よ っ て 機 能 す る こ と が
示 唆 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ へ の 反 応 は 、 著 し く 遅 い 発 現 （ 注 入 開 始 後 ２ ０ ～
４ ０ 分 ） 、 及 び 非 常 に 長 い 持 続 時 間 （ 注 入 終 了 後 数 時 間 以 上 続 く ） を 有 す る 。 こ れ ら の 際
立 っ た 特 徴 は 、 既 知 の 利 尿 薬 と の 関 係 に 関 連 し て ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 特 有 な カ テ ゴ リ ー へ と 位
置 付 け さ せ る 。 そ れ ゆ え 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ は 新 し い 機 構 を 介 し て 機 能 す る よ う で あ る の で 、
通 常 の 利 尿 薬 に 抵 抗 性 で あ る 患 者 に 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
（ Ｉ Ｖ ． Ａ ． 対 象 ）
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 方 法 は 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る
よ う な 対 象 の 治 療 に 有 用 で あ り 得 る 。 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 原 理 は 、 こ こ で 開 示 さ れ る
主 題 が 、 用 語 「 対 象 」 に 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ る 哺 乳 動 物 を 含 む 全 て の 脊 椎 動 物 種 に 対
し て 効 果 的 で あ る こ と を 示 す こ と は 理 解 さ れ る が 、 多 く の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ で 開 示
さ れ る 主 題 で 治 療 さ れ る 対 象 は ヒ ト 対 象 で あ る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 哺 乳 動 物 は 、 治 療 が
望 ま れ る 任 意 の 哺 乳 動 物 種 、 特 に 農 業 用 及 び 飼 育 用 哺 乳 動 物 種 を 含 む こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 対 象 」 は 、 任 意 の 無 脊 椎 動 物 種 又 は
脊 椎 動 物 種 を さ す 。 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 方 法 は 、 特 に 温 血 脊 椎 動 物 の 治 療 に 有 用 で あ
る 。 そ れ ゆ え 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 哺 乳 動 物 及 び 鳥 に 関 連 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、
絶 滅 寸 前 の た め に 重 要 な （ シ ベ リ ア ト ラ な ど ） 、 例 え ば 、 ヒ ト 以 外 の 肉 食 動 物 （ ネ コ 及 び
イ ヌ な ど ） 、 ブ タ （ swine） （ ブ タ （ pig） 、 ブ タ （ hog） 、 及 び イ ノ シ シ ） 、 反 芻 動 物 （
ウ シ 、 雄 牛 、 ヒ ツ ジ 、 キ リ ン 、 シ カ 、 ヤ ギ 、 バ イ ソ ン 及 び ラ ク ダ な ど ） 、 及 び ウ マ な ど の
ヒ ト に と っ て 経 済 的 に 重 要 な （ ヒ ト に よ る 消 費 の た め に 農 場 で 飼 育 さ れ た 動 物 ） 及 び ／ 又
は 社 会 的 に 重 要 な （ ペ ッ ト と し て 又 は 動 物 園 で 飼 育 さ れ る 動 物 ） こ れ ら の 動 物 に 加 え て 、
ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 の 治 療 及 び ／ 又 は 診 断 で あ る 場 合 で あ る 。 ま た 、 ヒ ト に と っ て 経 済 的
に 重 要 で あ る よ う な 、 野 鶏 、 及 び よ り 具 体 的 に は 飼 育 用 野 鶏 、 例 え ば シ チ メ ン チ ョ ウ 、 ニ
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ワ ト リ 、 カ モ 、 ガ チ ョ ウ 、 ホ ロ ホ ロ 鳥 な ど の 家 禽 に 加 え て 、 絶 滅 の 危 機 に 瀕 し て い る 、 動
物 園 で 飼 育 さ れ て い る 鳥 の 種 類 の 治 療 を 含 む 、 鳥 の 治 療 で あ る 場 合 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 飼
育 用 ブ タ （ swine） （ ブ タ （ pig） 及 び ブ タ （ hog） ） 、 反 芻 動 物 、 ウ マ 、 家 禽 な ど を 含 む
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 家 畜 の 治 療 で あ る 場 合 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
（ Ｉ Ｖ ． Ｂ ． 製 剤 ）
　 治 療 用 組 成 物 （ 例 え ば 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の 腎 性 代 謝 産 物 、 プ
ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の 腎 性 代 謝 産 物 の 類 似 体 若 し く は フ ラ グ メ ン ト
、 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 組 成 物 ） は 、 好 ま し く は 、 医 薬 と し て 許 容 し 得 る キ ャ リ
ア ー を 含 む 組 成 物 を 含 む 。 適 切 な 製 剤 は 、 酸 化 防 止 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 、 殺 菌 性 抗 菌 物 質
、 及 び 対 象 と す る 受 容 者 の 体 液 に 等 張 な 製 剤 を 与 え る 溶 質 を 含 み 得 る 、 水 性 滅 菌 注 射 液 及
び 非 水 性 滅 菌 注 射 液 ； 並 び に 、 懸 濁 化 剤 及 び 増 粘 剤 を 含 み 得 る 、 水 性 滅 菌 懸 濁 液 並 び に 非
水 性 滅 菌 懸 濁 液 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 治 療 用 組 成 物 は 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ
リ ン 代 謝 産 物 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 類 似 体 を 組 み 合
わ せ た 追 加 の 治 療 剤 を 含 む こ と が で き 、 こ こ で 該 追 加 の 治 療 剤 は 、 利 尿 及 び ／ 又 は ナ ト リ
ウ ム 利 尿 特 性 を 有 す る 。 追 加 の 治 療 剤 は 、 同 じ 組 成 、 又 は 異 な る 組 成 で 投 与 で き る 。 そ れ
ゆ え 、 用 語 「 組 み 合 わ せ で 」 は 、 単 一 の 組 成 物 、 又 は １ 以 上 の 異 な る 組 成 物 を 含 む 活 性 剤
の 投 与 を さ す 。 当 業 者 に 周 知 の 利 尿 薬 の 一 般 的 な ク ラ ス は 、 炭 酸 脱 水 酵 素 阻 害 剤 、 チ ア ジ
ド 及 び チ ア ジ ド 様 利 尿 薬 、 ル ー プ （ 又 は 強 力 ） 利 尿 薬 、 並 び に カ リ ウ ム 保 持 性 利 尿 薬 を 含
む 。 そ の よ う な 利 尿 薬 の 具 体 例 は 、 フ ロ セ ミ ド 、 ブ メ タ ジ ン 、 ト ル セ ミ ド 、 ヒ ド ロ ク ロ ロ
チ ア ジ ド 、 ト リ ア ン テ リ ン 、 イ ン ダ パ ミ ド 、 エ ト ク リ ニ ッ ク 酸 、 ス ピ ロ ノ ラ ク ト ン 、 及 び
メ ト ラ ゾ ン を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 方 法 で 使 用 さ れ る 組 成 物 は 、 油 性 媒 体 又 は 水 性 媒 体 中 で 、 懸 濁 液 、 溶
液 、 又 は 乳 濁 液 の よ う な 形 態 を と る こ と が で き 、 か つ 懸 濁 化 剤 、 安 定 化 剤 及 び ／ 又 は 分 散
剤 な ど の 補 剤 を 含 み 得 る 。 あ る い は 、 活 性 成 分 を 使 用 前 に 、 例 え ば 滅 菌 発 熱 物 質 非 含 有 水
の よ う な 、 適 切 な 媒 体 を 構 成 す る た め に 、 粉 末 形 態 で あ り 得 る 。
　 製 剤 は 、 例 え ば 密 封 ア ン プ ル 及 び 密 封 バ イ ア ル の よ う な 単 位 用 量 容 器 、 又 は 複 数 用 量 容
器 内 に あ っ て よ く 、 か つ 使 用 直 前 に 滅 菌 液 体 キ ャ リ ア ー の 添 加 の み を 必 要 と す る 凍 結 状 態
、 又 は 凍 結 乾 燥 （ freeze-dried） （ 凍 結 乾 燥 （ lyophilized） ） 状 態 で 保 存 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 経 口 投 与 に つ い て 、 組 成 物 は 例 え ば 、 結 合 剤 （ 例 え ば 、 ア ル フ ァ 化 ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ
ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 又 は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ） ； 充 填 剤 （ 例 え ば
、 ラ ク ト ー ス 、 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 又 は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム ） ； 滑 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア
リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 滑 石 又 は シ リ カ ） ； 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 ジ ャ ガ イ モ デ ン プ ン 又 は デ ン
プ ン グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 又 は 湿 潤 剤 （ 例 え ば 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） な ど の
、 医 薬 と し て 許 容 し 得 る 賦 形 剤 を 用 い た 従 来 技 術 に よ っ て 調 製 さ れ る 錠 剤 、 若 し く は カ プ
セ ル の 形 態 で 摂 取 で き る 。 錠 剤 は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に よ っ て 被 覆 で き る 。 例 え ば 、 治
療 用 組 成 物 は 、 該 組 成 物 が 結 腸 に 達 す る ま で 保 護 す る 腸 溶 性 被 覆 剤 又 は 遅 延 放 出 被 覆 剤 を
有 す る ｐ Ｈ 安 定 核 と し て 、 ヒ ド ロ ク ロ ロ チ ア ジ ド と 組 み 合 わ せ て 製 剤 で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 経 口 投 与 用 液 体 製 剤 は 、 例 え ば 溶 液 、 シ ロ ッ プ 又 は 懸 濁 液 の 形 態 で 摂 取 で き 、 若 し く は
そ れ ら は 、 使 用 前 に 、 水 又 は 他 の 適 切 な 媒 体 と の 構 成 の た め に 、 乾 燥 製 品 と し て 存 在 し て
も よ い 。 そ の よ う な 液 体 製 剤 は 、 懸 濁 化 剤 （ 例 え ば 、 ソ ル ビ ト ー ル シ ロ ッ プ 、 セ ル ロ ー ス
誘 導 体 、 又 は 硬 化 食 用 油 脂 ） ； 乳 化 剤 （ 例 え ば 、 レ シ チ ン 又 は ア カ シ ア ） ； 非 水 性 媒 体 （
例 え ば 、 ア ー モ ン ド オ イ ル 、 油 性 エ ス テ ル 、 エ チ ル ア ル コ ー ル 又 は 分 画 植 物 油 ） ； 及 び 防
腐 剤 （ 例 え ば 、 メ チ ル － ｐ － ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 又 は プ ロ ピ ル － ｐ － ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸
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若 し く は ソ ル ビ ン 酸 ） な ど の 、 医 薬 と し て 許 容 し 得 る 添 加 剤 を 用 い た 従 来 技 術 に よ っ て 調
製 で き る 。 ま た 製 剤 は 、 適 切 な 緩 衝 塩 、 香 料 、 着 色 料 及 び 甘 味 料 を 含 み 得 る 。 経 口 投 与 用
製 剤 を 適 切 に 構 成 し 、 活 性 化 合 物 の 制 御 さ れ た 放 出 を 与 え る こ と が で き る 。 組 成 物 の 口 腔
投 与 に つ い て 、 従 来 の 様 式 で 製 剤 さ れ た 錠 剤 又 は ト ロ ー チ 剤 の 形 態 で 摂 取 で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 化 合 物 も ま た 、 注 入 又 は 注 射 用 製 剤 と し て 構 成 で き る 。 そ れ ゆ え 例 え ば 、 化 合 物 は 、 適
切 な 高 分 子 素 材 又 は 疎 水 性 物 質 （ 例 え ば 、 許 容 し 得 る オ イ ル 中 に お け る 乳 剤 の よ う な ） 、
又 は 適 切 な イ オ ン 交 換 樹 脂 、 若 し く は 難 溶 性 可 溶 性 誘 導 体 （ 例 え ば 難 溶 性 可 溶 性 塩 の よ う
な ） の よ う な も の と 共 に 構 成 で き る 。
　 ま た 、 化 合 物 は 、 直 腸 組 成 物 （ 例 え ば 、 カ カ オ バ タ ー 又 は 他 の グ リ セ リ ド な ど の 、 通 常
の 坐 薬 基 剤 を 含 む 坐 薬 又 は 停 留 浣 腸 ） 、 ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ ン 、 又 は 経 皮 貼 付 で 処 方 で き
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
（ Ｉ Ｖ ． Ｃ ． 用 量 ）
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 「 有 効 量 」 は 、 か な り の 生 物 学 的 反 応 （ 利 尿 及 び ／ 又 は ナ ト
リ ウ ム 利 尿 ） を 誘 導 す る の に 十 分 な 治 療 用 組 成 物 （ 例 え ば 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 、 プ ロ ウ
ロ グ ア ニ リ ン の 腎 性 代 謝 産 物 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 又 は プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の 腎 性 代 謝 産
物 の 類 似 体 若 し く は フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 組 成 物 ） の 量 を さ す 。
こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 治 療 用 組 成 物 中 の 活 性 成 分 の 実 際 の 用 量 レ ベ ル は 、 具 体 的 な 対 象
及 び ／ 又 は 用 途 に 対 し て 、 所 望 の 治 療 効 果 を 達 成 す る の に 効 果 的 な 活 性 化 合 物 の 量 を 投 与
す る た め に 変 え る こ と が で き る 。 選 択 さ れ る 用 量 レ ベ ル は 、 治 療 用 組 成 物 の 活 性 、 剤 形 、
投 与 経 路 、 他 の 薬 剤 又 は 治 療 と の 組 み 合 わ せ 、 治 療 さ れ る 病 気 の 程 度 、 及 び 治 療 さ れ る 対
象 の 身 体 状 態 並 び に 先 の 病 歴 を 含 む 、 様 々 な 因 子 に よ っ て 決 ま る 。 好 ま し く は 最 小 用 量 を
投 与 し 、 か つ 用 量 は 最 小 限 有 効 量 ま で の 用 量 規 定 毒 性 が な い 範 囲 内 で 増 量 さ れ る 。 い つ 、
ど の よ う に そ の よ う な 調 整 を す る か と い う 評 価 と 同 様 に 、 治 療 的 に 有 効 な 量 の 決 定 及 び 調
節 は 、 医 学 の 当 業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 治 療 用 組 成 物 の 投 与 に つ い て 、 マ ウ ス 動 物 モ デ ル に 投 与 さ れ
た 用 量 に 基 づ い た ヒ ト 用 量 の 従 来 型 推 定 方 法 は 、 マ ウ ス 用 量 か ら ヒ ト 用 量 に 変 換 さ せ る た
め の 変 換 係 数 ： ヒ ト １ ｋ ｇ 当 た り の 用 量 ＝ マ ウ ス １ ｋ ｇ 当 た り の 用 量 × １ ２ （ Freireich
ら の 論 文 , （ 1966）  Cancer Chemother Rep. 50： 219－ 244） を 使 用 し て 実 施 で き る 。 ま
た 、 体 重 よ り も 体 表 面 積 １ 平 方 メ ー ト ル 当 た り の ミ リ グ ラ ム で 実 施 す る 方 法 が 、 特 定 の 代
謝 及 び 排 泄 機 能 に よ い 相 関 を 示 す こ と か ら 、 薬 剤 投 与 量 は 、 体 表 面 積 １ 平 方 メ ー ト ル 当 た
り の ミ リ グ ラ ム で 与 え ら れ る こ と が あ る 。 さ ら に 、 体 表 面 積 は 、 Freireichら に よ っ て 記
載 さ れ た よ う な 、 様 々 な 動 物 種 （ Freireichら の 論 文 , （ 1966）  Cancer Chemother Rep. 
50： 219－ 244） と 同 様 に 、 成 人 及 び 子 供 に お け る 薬 物 用 量 の た め の 共 通 の 基 準 と し て 使 用
で き る 。 手 短 に 言 う と 、 ｍ ｇ ／ 平 方 メ ー ト ル 用 量 当 量 と し て 任 意 の 与 え ら れ た 種 に お い て
ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 用 量 を 表 す に は 、 ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 用 量 を 適 切 な ｋ ｍ 係 数 と か け る 。 ヒ ト 成 人 で は 、
１ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ は 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ × ３ ７ ｋ ｇ ／ 平 方 メ ー ト ル ＝ ３ ７ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ２

に 等 し い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 製 剤 及 び 用 量 に 関 す る さ ら な る 手 引 き の た め に 、 米 国 特 許 第 5,326,902号 ； 米 国 特 許 第 5
,234,933号 ； Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 第 WO 93/25521号 ； Berkowら の 文 献 , （ 1997） 『 医 療 情 報 の
メ ル ク マ ニ ュ ア ル 』 ,家 庭 版  Merck Research Laboratories, Whitehouse Station, New J
ersey； Goodmanら の 文 献 , （ 1996） 『 グ ッ ド マ ン 及 び ギ ル マ ン の 薬 物 治 療 学 の 薬 理 学 的 基
礎 』 ,第 ９ 版 . McGraw－ Hill Health Professions Division, New York； Ebadiの 文 献 , （
1998） 『 臨 床 薬 理 学 の Ｃ Ｒ Ｃ 卓 上 参 考 書 』 , CRC Press, Boca Raton, Florida； Katzung
の 文 献 , （ 2001） 『 基 礎 及 び 臨 床 薬 理 学 』 ,第 ８ 版 , Lange Medical Books/McGraw－ Hill 
Medical Pub. Division, New York； Remingtonら の 文 献 , （ 1975） 『 レ ミ ン グ ス ト ン の 薬
学 』 ,第 １ ５ 版 , Mack Pub. Co., Easton, Pennsylvania； 及 び 、 Speightら の 文 献 , （ 199
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7） 『 ア ベ リ ー の 薬 物 療 法 ： 疾 病 管 理 に お け る 薬 剤 の 特 性 、 選 択 、 治 療 的 使 用 、 及 び 経 済
的 価 値 の ガ イ ド 』 ,第 ４ 版 . Adis International, Auckland/ Philadelphia； 並 び に 、 Duc
hら の 論 文 , （ 1998）  Toxicol. Lett. 100－ 101： 255－ 263を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
（ Ｉ Ｖ ． Ｄ ． 投 与 経 路 ）
　 対 象 に 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 組 成 物 を 投 与 す る た め の 適 切 な 方 法 は 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い が 、 全 身 投 与 、 非 経 口 投 与 （ 血 管 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 動 脈 内 投 与 を 含 む ） 、 経
口 送 達 、 口 腔 送 達 、 皮 下 投 与 、 吸 入 、 気 管 内 設 置 、 外 科 的 移 植 、 経 皮 送 達 、 局 所 注 射 、 及
び 超 高 速 注 入 ／ 照 射 を 含 む 。 適 用 で き る 場 合 、 連 続 注 入 は 、 標 的 部 位 で の 薬 剤 の 蓄 積 を 増
幅 し 得 る （ 例 え ば 米 国 特 許 第 6,180,082号 を 参 照 さ れ た い ） 。
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 方 法 に 従 っ て 使 用 さ れ る 薬 剤 投 与 の 具 体 的 な 様 式 は 、 使 用 さ れ
る 治 療 剤 及 び ／ 又 は 薬 物 キ ャ リ ア ー 、 治 療 さ れ る 病 気 の 重 症 度 、 並 び に 投 与 後 の 薬 物 の 代
謝 若 し く は 排 泄 の 機 構 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 様 々 な 因 子 次 第 で 決 ま る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
（ Ｖ ． 水 分 ホ メ オ ス タ シ ス 及 び ／ 又 は ナ ト リ ウ ム ホ メ オ ス タ シ ス に 関 連 し た 疾 患 の 診 断 、
並 び に モ ニ タ リ ン グ ）
　 ま た 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は 、 血 漿 中 の 内 因 性 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の レ ベ ル が 、 経 口 塩 摂 取
で 変 化 す る ： 増 加 し た 経 口 塩 は 増 加 し た 循 環 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を も た ら し 、 そ の 一 方 で 減 少 し
た 経 口 塩 は 減 少 し た 循 環 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を も た ら す こ と を 立 証 す る 。 そ れ ゆ え 、 血 漿 ｐ ｒ ｏ
Ｕ Ｇ ｎ の 測 定 （ 及 び ／ 又 は 、 ラ ッ ト に お け る 血 漿 Ｕ Ｇ ｎ １ ８ に 対 す る 血 漿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の
割 合 、 並 び に 同 様 に ヒ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ６ に 対 す る 血 漿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 割 合 ） は 、 腎 臓 、 心 臓
、 肝 臓 、 腸 、 及 び 循 環 系 を 含 む 疾 患 の 発 病 並 び に 進 行 を 評 価 す る た め の 診 断 ツ ー ル と し て
役 立 て る こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題
は 、 水 分 ホ メ オ ス タ シ ス 及 び ／ 又 は ナ ト リ ウ ム ホ メ オ ス タ シ ス を 含 む 疾 患 の 診 断 方 法 並 び
に ／ 若 し く は モ ニ タ リ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 代 表 的 病 状 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 体
液 量 過 剰 、 腎 臓 機 能 の 低 下 、 心 機 能 の 低 下 、 及 び ／ 又 は 高 血 圧 を も た ら す 疾 患 を 含 み 、 そ
れ ら の 全 て は 血 漿 中 の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の レ ベ ル を 上 昇 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 特 異 的 免 疫 検 定 法 の 使 用 を 介
し て 、 生 体 サ ン プ ル 中 の プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の 定 量 的 解 析 を 含 む 。
　 当 該 業 界 で 現 在 使 用 可 能 な ウ ロ グ ア ニ リ ン 放 射 線 免 疫 検 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） は 、 ペ プ チ ド レ
ベ ル を 計 算 す る た め の Ｕ Ｇ ｎ １ ８ に 基 づ い た 標 準 曲 線 を 使 用 し 、 か つ ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 及 び Ｕ
Ｇ ｎ １ ８ に 対 す る 抗 体 の 相 対 的 親 和 力 を 確 立 し て い な い た め 、 現 在 使 用 可 能 な ウ ロ グ ア ニ
リ ン 放 射 線 免 疫 検 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 測 定 す る の に 適 切 で な い 。 こ こ で 開
示 さ れ る 主 題 は 、 プ ロ ペ プ チ ド 及 び プ ロ ペ プ チ ド の 最 も よ く 知 ら れ た 分 解 産 物 で あ る Ｕ Ｇ
ｎ １ ８ の 同 時 検 出 に 起 因 す る 合 併 症 を 避 け る 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 正 確 な 定 量 的 検 出 の た め に
調 整 さ れ た 免 疫 検 定 法 を 提 供 す る 。 そ れ ゆ え 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 は ま た 、 い く つ か の
実 施 態 様 に お い て 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 血 漿 レ ベ ル を 測 定 す る た め の 免 疫 検 定 法 手 段 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 免 疫 検 定 法 を 実 行 す る た め の 標 準 プ ロ ト コ ル に 加 え て 、 免 疫 検 定 法 に お け る 使 用 の た め
の 組 織 及 び 血 漿 サ ン プ ル を 調 製 す る た め の 一 般 的 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 生 体 レ ベ ル の 検 出 に お け る 使 用 の た め の
こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 に よ っ て 提 供 さ れ る 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 。 そ の 様 々 な 文 法 形 式 に お け る 熟 語 「 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 多 く の 種 の 抗 体 結 合
部 位 を 含 む 、 抗 体 分 子 の 集 団 を さ す 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 集 団 の 一 部 は 、 興 味 の あ る 特
定 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 結 合 親 和 性 を 示 す 。 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 に お い て 、 興 味 の あ る
免 疫 原 は 、 ラ ッ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ８ 及 び ヒ ト の Ｕ Ｇ ｎ １ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 と は 異 な る プ ロ ウ ロ
グ ア ニ リ ン ペ プ チ ド の 一 部 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ
Ｇ ｎ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の あ る も の （ ６ ９ １ ０ ） は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 PALPLDLQPVCASQE （ 配
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列 番 号 ： ７ ） を 含 む 免 疫 原 を 使 用 し て 作 ら れ た 抗 原 に 対 し て 誘 発 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 抗 原 」 は 、 抗 体 又 は Ｔ 細 胞 受 容 体 に 結 合 す る 分 子
を さ す 。 抗 体 に 結 合 す る 抗 原 は 、 全 て の ク ラ ス の 分 子 を 含 む 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う
に 、 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 抗 体 が 結 合 す る 高 分 子 抗 原 の 特 定 の 一 部 を さ す 。 Ｔ 細 胞 に よ
っ て 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 抗 原 の 場 合 、 エ ピ ト ー プ は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 に よ る 認 識 の た め に
、 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 に 結 合 す る ペ プ チ ド 部 分 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 原 へ の 完 全 な 免
疫 応 答 を 表 し 、 そ れ ゆ え 興 味 の あ る エ ピ ト ー プ 以 外 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 用 語 「 免 疫 原 」 は 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 抗 原 を さ す 。
　 そ の 様 々 な 文 法 形 式 に お け る 、 熟 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 特 定 の エ ピ ト ー プ に 免
疫 応 答 で き る 抗 体 結 合 部 位 の １ 種 類 の み を 含 む 、 抗 体 分 子 の 集 団 を さ す 。 そ れ ゆ え 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 通 常 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 免 疫 応 答 す る 任 意 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 、
唯 一 の 結 合 親 和 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 方 法 は 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 に 対 し て 、 本 明 細 書 で 記 載 さ れ る
エ ピ ト ー プ か ら 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 に 影 響 を 受 け や す い 。 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 通 常 、 １ 種 類 の み の 抗 体 分 子 を 分 泌 す る （ 産 生 す る ） 、 ハ イ ブ リ ド ー マ と 呼 ば れ
る 単 一 細 胞 の ク ロ ー ン に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 か ら 構 成 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、
抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 又 は 他 の 自 己 永 続 的 細 胞 株 と の 融 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 そ の
よ う な 抗 体 の 調 製 は 、 Kohler及 び Milsteinの 論 文 , （ 1975）  Nature 256： 495-497に 最 初
に 記 載 さ れ 、 こ の 記 述 は 引 用 に よ り 組 み 込 ま れ る 。 付 加 的 な 方 法 は 、 Zolaの 文 献 , 『 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： 技 術 マ ニ ュ ア ル 』 , CRC Press, Inc, Boca Raton, Florida （ 1987） に
記 載 さ れ る 。 そ の よ う に 調 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 は 、 プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン 又 は プ ロ
ウ ロ グ ア ニ リ ン フ ラ グ メ ン ト 、 若 し く は そ れ ら の 類 似 体 で 免 疫 反 応 す る 抗 体 分 子 の 存 在 を
選 別 で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 手 短 に 言 う と 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 が 産 生 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 成 す る た め
に 、 ミ エ ロ ー マ 又 は 他 の 自 己 永 続 的 細 胞 株 を 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ エ ピ ト ー プ を 含 む 抗 原 で 過 免
疫 さ れ た 哺 乳 動 物 の 脾 臓 か ら 得 ら れ た リ ン パ 球 と 融 合 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る
た め に 使 用 さ れ る ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 は 、 リ ン パ 球 と 同 じ 種 由 来 で あ る こ と が 好 ま し い 。 通
常 、 マ ウ ス の 系 統 １ ２ ９ Ｇ Ｉ Ｘ ＋ が 、 好 ま し い 哺 乳 動 物 で あ る 。 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 に
お け る 使 用 の た め の 適 切 な マ ウ ス ミ エ ロ ー マ は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン － ア ミ ノ プ テ リ ン － チ ミ
ジ ン 感 受 性 （ Ｈ Ａ Ｔ ） 細 胞 株 P3X63-Ag8.653、 及 び 、 そ れ ぞ れ CRL 1580及 び CRL 1581の 名
称 で 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） , Manassas, Virginiaか ら
入 手 可 能 な Sp2/0－ Ag14を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 脾 細 胞 は 通 常 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） １ ５ ０ ０ を 使 用 し て 、 ミ エ ロ ー マ と
融 合 さ せ る 。 融 合 ハ イ ブ リ ッ ド を 、 Ｈ Ａ Ｔ に 対 す る そ の 感 受 性 に よ っ て 選 別 す る 。 こ こ で
開 示 さ れ る 主 題 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） を 用 い て 同 定 す る こ と が で き る 。
　 提 供 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 適 切 な 特 異 性 を 有 す る 抗 体 分 子 を 分 泌 す る ハ イ
ブ リ ド ー マ を 含 む 栄 養 培 地 を 含 む モ ノ ク ロ ー ナ ル ハ イ ブ リ ド ー マ 培 地 を 惹 起 さ せ る こ と に
よ っ て 産 生 し 得 る 。 培 地 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 該 培 地 へ 抗 体 分 子 を 分 泌 す る た め に 十 分 な
条 件 下 及 び 時 間 で 維 持 す る 。 抗 体 含 有 培 地 を そ れ か ら 回 収 す る 。 抗 体 分 子 は そ れ か ら 、 当
業 者 に 既 知 の 手 法 を 使 用 し て 、 さ ら に 単 離 で き る 。 こ れ ら の 組 成 物 の 調 製 の た め に 有 用 な
培 地 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ っ て 、 か つ 市 販 さ れ て お り 、 合 成 培 地 、 近 交 系 マ ウ ス な ど を 含
む 。 典 型 的 な 合 成 培 地 は 、 ４ ． ５ グ ラ ム 当 た り １ グ ラ ム の グ ル コ ー ス 、 ２ ０ ｍ Ｍ グ ル タ ミ
ン 、 及 び ２ ０ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 補 足 し た 、 ダ ル ベ ッ コ 最 小 必 須 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｄ ） （ Dulbec
co ら の 論 文 ., （ 1959）  Virol. 8： 396） で あ る 。 典 型 的 な 近 交 系 マ ウ ス 系 統 は Balb/Cで
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あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 、 又 は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 培 地 を 産 生 す る 他
の 方 法 も ま た 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Sastryら の 論 文 , （ 1989）  Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A.  86： 5728-5732； 及 び 、 Huseら の 論 文 , （ 1989）  Science 246： 1275-1281に よ っ
て 記 載 さ れ る よ う な 免 疫 学 的 レ パ ー ト リ ー か ら 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 す る 方 法 を 参
照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ま た 、 必 要 以 上 の 実 験 を し な い で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が こ こ
で 開 示 さ れ る 主 題 の 抗 体 と 同 じ （ す な わ ち 、 同 等 の ） 特 異 性 （ 免 疫 反 応 特 性 ） を 有 す る か
を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 予 め 選 別 し た 標 的 分 子 へ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 妨 げ
る か を 確 定 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 テ ス ト さ れ る 抗 体 が 、 こ こ で 開 示 さ
れ る 主 題 の 抗 体 と 競 合 す る こ と を 条 件 と し て 、 標 的 分 子 が 固 相 に 存 在 す る 場 合 に 、 該 標 的
分 子 に 結 合 す る こ と に 対 す る 標 準 的 競 合 ア ッ セ イ に お い て 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 抗 体
に よ る 結 合 の 減 少 が 示 さ れ る な ら ば 、 そ の 時 点 で 該 ２ 種 類 の 抗 体 は 、 同 じ 、 又 は 密 接 に 関
連 し た エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 抗 体 が 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 抗 体 の 特 異 性 を 有 す る か を 決 定 す る た め の さ ら に 別 の
方 法 は 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 抗 体 と 、 通 常 の 反 応 性 で あ る 標 的 分 子 と を プ レ イ ン キ ュ
ベ ー ト す る こ と で あ り 、 そ れ か ら テ ス ト さ れ る 抗 体 を 添 加 し 、 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 に
お い て 阻 害 さ れ る か ど う か を 決 定 す る こ と で あ る 。 テ ス ト さ れ る 抗 体 が 阻 害 さ れ た 場 合 、
そ の 時 点 で 、 お そ ら く そ の 抗 体 は 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 じ 、
又 は 機 能 的 に 同 等 な エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 有 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 当 業 者 が 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 代 表 的 実 施 例 を 実 施 す る た め の 手
引 き を 提 供 す る こ と を 含 む 。 本 開 示 、 及 び 当 業 者 の 一 般 的 な レ ベ ル を 考 慮 す る と 、 当 業 者
は 、 下 記 の 実 施 例 が 、 典 型 の み 、 及 び こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く
用 い ら れ る 多 く の 変 化 、 修 飾 並 び に 変 更 を 対 象 と す る こ と は 、 十 分 に 理 解 で き る 。
（ 実 施 例 １ ～ ７ の た め の 材 料 及 び 方 法 ）
　 組 織 及 び 抽 出 物 調 製 の た め の 適 切 な 方 法 と 共 に 、 ラ ッ ト プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
配 列 、 及 び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 並 び に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 手 法 は 、 先 に 記 載
さ れ て い る 。 Li, Z.ら の 論 文 , Regul. Pept., 68, 45－ 56 （ 1997） を 参 照 さ れ た い 。 ラ
ッ ト ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ は 、 す で に ク ロ ー ン 化 さ れ て い る 。 Currie, M.G.ら の 論 文 , Proc. Natl
. Acad. Sci., 89, 947－ 951 （ 1992） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ラ ッ ト プ ロ ウ ロ グ ア ニ リ ン の 配 列 は ：  VYIKYHGFQVQLESVKKLNELEEKQMSDPQQQKSGLLPDVCYN
PALPLDLQPVCASQEAASTFKALRTIATDECELCINVACTGC（ 配 列 番 号 ： ８ ） で あ る 。
　 ラ ッ ト プ ロ グ ア ニ リ ン の 配 列 は ： MNAWLLSVLCLLGALAVLVEGVTVQDGDLSFPLESVKQLKHLREVQEP
TLMSHKKFALRLPKPVAPELCSQSAFPEALRPLCEKPNAEEILQRLEAIAQDPNTCEICAYAACTGC（ 配 列 番 号 ：
９ ） で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ２ ０ ０ ～ ２ ５ ０ ｇ の オ ス の ス プ レ イ グ ダ ウ リ ー ラ ッ ト （ Charles River Laboratories社
, Wilmington, Massachusetts, United States of America） を 用 い て 実 験 を 行 っ た 。 ラ
ッ ト の 試 験 食 餌 は 、 供 給 業 者 か ら 入 手 し た （ Harlan Teklad社 , Madison, Wisconsin, Uni
ted States of America） 。 い く つ か の 実 験 に つ い て 、 腎 茎 の 外 科 的 緊 急 結 紮 に よ っ て 無
腎 動 物 を 準 備 し た 。 必 要 に 応 じ て 、 ネ ム ブ タ ル で 動 物 を 麻 酔 し た （ ６ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 初 期 体
重 ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 全 長 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ （ シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 差 し 引 い た ） を コ ー ド し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー
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ト か ら 、 ３ ５ Ｓ － Ｃ ｙ ｓ 及 び ３ ５ Ｓ － Ｍ ｅ ｔ 存 在 下 で 、 共 役 イ ン ビ ト ロ 転 写 ／ 翻 訳 に よ っ
て 、 放 射 性 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 調 製 し た 。
　 一 般 的 に 、 検 出 さ れ る 全 て の 分 子 種 が 全 長 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 一 致 す る 分 子 量 を 有 す る こ と
を 確 実 に す る た め に 、 生 体 サ ン プ ル を 免 疫 検 定 法 の 実 行 前 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 画 し 、
そ れ に よ っ て 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 切 断 産 物 、 又 は 非 特 異 的 に 該 抗 体 に 反 応 し 得 る 他 の 無 関 係 な
タ ン パ ク 質 と の 、 あ ら ゆ る 抗 体 の 交 差 反 応 性 を 排 除 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　  特 に 明 記 し な い 限 り 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 及 び 関 連 ペ プ チ ド の 検 出 、 並 び に 同 定 の た め の Ｈ
Ｐ Ｌ Ｃ 条 件 は 以 下 の 通 り で あ る ： Vydac 218TP（ 商 標 ） Ｃ － １ ８ 逆 相 カ ラ ム （ Grace Vydac
社 , Hesperica, California, United States of America） ； ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ 含 有 Ｈ ２ Ｏ
で ２ ５ 分 間 カ ラ ム を 平 衡 化 し 、 次 に ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル （ ０ ． １ ％ 含 有 ） か ら ５ ０ ％ ア セ
ト ニ ト リ ル （ ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ 含 有 ） へ と ３ ０ 分 の 勾 配 を か け 、 １ ０ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル （
０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ ） で ５ 分 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 Ｉ Ｆ モ デ ル ９ ４ ３  炎 光 光 度 計 （ Instrumentation Laboratory Company社 , Lexington, 
Massachusetts, United States of America） で 、 Ｎ ａ 、 Ｋ 及 び 水 分 排 泄 ： Ｎ ａ 濃 度 及 び
Ｋ 濃 度 を 解 析 す る 。 尿 を 、 尿 管 カ ニ ュ ー レ か ら 、 又 は 代 謝 ケ ー ジ で 採 取 す る 。 尿 量 を 、 重
量 測 定 法 で 測 定 す る 。
　 使 用 す る 場 合 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 は 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ０ １ ％  バ シ ト ラ シ ン 、
２ ． ５ ｍ Ｍ  ４ － （ ２ － ア ミ ノ エ チ ル ） － ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド 、 ３ ８ μ Ｍ  ペ プ
ス タ チ ン Ａ 、 ３ ５ μ Ｍ  ト ラ ン ス － エ ポ キ シ ス ク シ ニ ル － Ｌ － ロ イ シ ル ア ミ ド （ ４ － グ ア
ニ ジ ノ ） ブ タ ン 、 ０ ． １ ｍ Ｍ  ベ ス タ チ ン 、 ５ ５ μ Ｍ  ロ イ ペ プ チ ン 、 及 び ２ μ Ｍ  ア プ ロ
チ ニ ン を 含 む 、 シ グ マ 社 （ Sigma-Aldrich社 , Milwaukee, Wisconsin, United States of 
America） か ら の 阻 害 剤 の 市 販 混 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
（ 実 施 例 １ ）
（ 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 、 及 び 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 抗 体 ）
　 先 に 記 載 し た よ う に 、 ラ ッ ト ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 分 子 の 、 ２ 種 類 の 異 な る １ ５ ア ミ ノ 酸 領 域 に
対 す る 抗 体 を 産 生 さ せ た 。 Perkins, A.ら の 論 文 , Gastroenterology, 113, 1007－ 1014 
（ 1997） を 参 照 さ れ た い 。 ラ ッ ト ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の ２ つ の 領 域 に 対 す る 抗 体 も ま た 、 産 生 さ
せ た 。 ２ 種 類 の 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 で あ る ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ 、 並 び に ２ 種 類 の 抗 ｐ ｒ
ｏ Ｇ ｎ 抗 体 で あ る ２ ５ ３ ８ 及 び ６ ２ ４ ０ 用 の 抗 原 と し て 使 用 さ れ る 配 列 を 、 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ９ １ ０ を 産 生 す る た め に 使 用 さ れ る 免 疫 原 用 の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 PALPLDLQPVCASQE（ 配 列 番 号 ： ７ ） で あ る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ９ １ ２ を 産 生 す る た め に 使 用 さ れ る 免 疫 原 用 の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 QQQKSGLLPDVCYN（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） で あ る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 抗 体 ２ ５ ３ ８ を 産 生 す る た め に 使 用 さ れ る 免 疫 原 用 の ア ミ
ノ 酸 配 列 は 、 VQDGDLSFPLESVK（ 配 列 番 号 ： １ １ ） で あ る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ２ ４ ０ を 産 生 す る た め に 使 用 さ れ る 免 疫 原 用 の ア ミ
ノ 酸 配 列 は 、 LCEKPNAEEILQRLE（ 配 列 番 号 ： １ ２ ） で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 図 ３ ａ ～ ３ ｄ は 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ の 性 質 決 定 並 び に 確 認 を 示
す 。 図 ３ ａ は 、 抗 体 ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ が 、 放 射 性 標 識 さ れ た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 免 疫 沈 降
さ せ る こ と を 示 し て い る Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム で あ る 。 免 疫 に 先 立
っ て ウ サ ギ か ら 採 取 さ れ る 血 清 中 の 抗 体 （ ６ ９ １ ２ Ｐ ． Ｉ ． 及 び ６ ９ １ ０ Ｐ ． Ｉ ． と 記 さ
れ た レ ー ン に お い て 使 用 さ れ る ） は 、 該 プ ロ ペ プ チ ド を 免 疫 沈 降 さ せ ず 、 こ れ は 該 免 疫 反
応 性 が 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 原 の 免 疫 の 結 果 で あ り 、 か つ 該 ウ サ ギ 血 清 中 に す で に 存 在 す る 抗
体 の 結 果 と し て の 、 非 特 異 的 反 応 で は な い こ と を 示 唆 し て い る 。 ブ ロ ッ ト の 左 側 の チ ェ ッ
ク マ ー ク に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 免 疫 沈 降 タ ン パ ク 質 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 除 去 後 の 全
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長 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 補 正 サ イ ズ で あ る 、 約 ８ ． ５ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有 す る 。 そ れ ゆ え 、 放 射
性 標 識 さ れ た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 調 製 す る 反 応 も ま た 、 所 望 の 産 物 を 与 え る よ う で あ る 。 図 ３
ｂ は 、 ラ ッ ト 小 腸 の 組 織 サ ン プ ル か ら 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ た タ ン パ ク
質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 該 抗 体 は 、 図 ３ ａ に お い て 沈 降 さ れ た 、 ８ ． ５ ｋ Ｄ ａ の
放 射 性 標 識 さ れ た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ と 同 じ サ イ ズ で あ る よ う に 見 え る タ ン パ ク 質 、 お そ ら く 天
然 型 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 標 識 す る 。 該 抗 体 は ま た 、 両 方 の 高 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 標 識 す る が 、
こ の 場 合 に は 、 １ つ の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 交 差 反 応 分 子 は 、 他 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ
れ る 交 差 反 応 分 子 の 同 等 物 で は な い よ う で あ る （ そ れ ゆ え 、 高 分 子 量 タ ン パ ク 質 は 、 ｐ ｒ
ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 関 連 性 の な い 、 非 特 異 的 免 疫 反 応 性 分 子 で あ る こ と を 示 す ） 。 免 疫 前 血 清 は 、
全 く 反 応 し な い 。 図 ３ ｃ は 、 図 ３ ａ で 産 生 さ れ た 、 本 実 験 に お い て 使 用 さ れ る 放 射 性 標 識
さ れ た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ が 、 ラ ッ ト 小 腸 か ら の 免 疫 反 応 性 の ８ ． ５ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 と 同 じ Ｈ
Ｐ Ｌ Ｃ 滞 留 時 間 を 有 す る こ と を 示 す 。 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ク ロ マ ト グ ラ ム 上 の 黒 丸 記 号 は 、 放 射 性 標
識 さ れ た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー か ら 回 収 さ れ た 画 分 の シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数
の 結 果 で あ る 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 挿 入 図 は 、 該 腸 サ ン プ ル の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に お い て 対 応 す
る 時 間 点 で 回 収 さ れ た 画 分 に お け る ８ ． ５ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 の 存 在 を 示 す 。 図 ３ ｄ は 、 抗
ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 （ ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ ） が 、 組 換 え ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ （ 同 様 に 放 射 性 標 識 さ
れ た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 対 し て 調 製 さ れ た ） を 認 識 し な い こ と を 示 す ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ
る 。 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 抗 体 （ ２ ５ ３ ８ と 記 さ れ た レ ー ン ） は 、 放 射 性 標 識 さ れ た ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ と
は 相 互 作 用 し な い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ま た 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 を 使 用 し て 、 ラ ッ ト 腸 の 異 な る 部 分 に お け る 組 織 内 の プ ロ ペ
プ チ ド 分 布 を 測 定 し た 。 図 ４ は 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ９ １ ０ を 用 い た 実 験 か ら の ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト デ ー タ （ 上 の ブ ロ ッ ト ） 、 及 び ア ン チ セ ン ス Ｕ Ｇ ｎ リ ボ プ ロ ー ブ を 用 い た 実
験 か ら の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト デ ー タ （ 下 の ブ ロ ッ ト ） を 対 比 す る 。 本 実 験 で 使 用 さ れ た 組 織
サ ン プ ル は 、 下 の ブ ロ ッ ト に 示 さ れ て い る よ う な 、 ラ ッ ト 腸 の 異 な る 部 分 か ら 選 ん だ ； そ
れ ゆ え 、 該 ブ ロ ッ ト は 、 体 軸 全 体 に 沿 っ た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ ペ プ チ ド 及 び ウ ロ グ ア ニ リ ン ｍ Ｒ
Ｎ Ａ の 分 布 を 示 す 。 各 ブ ロ ッ ト は 複 数 回 の 測 定 の 典 型 で あ り 、 か つ 該 結 果 は 、 実 験 か ら 実
験 へ と 再 現 可 能 で あ る （ 各 方 法 に お い て ｎ ＝ ４ ） 。 プ ロ ペ プ チ ド 及 び 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 産 物
は 、 腸 に お い て 、 本 質 的 に 区 別 で き な い 局 所 パ タ ー ン を 有 す る （ 図 ４ は 、 Qian, X.ら の 論
文 , Endocrinology, 141, 3210－ 3224 （ 2000） を 再 現 す る ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 及 び 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 抗 体 が 、 血 漿 中 の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 、 及 び ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ
を 検 出 で き る か を 測 定 す る た め の 最 初 の テ ス ト に お い て 、 ５ ｍ ｇ の ラ ッ ト 血 漿 タ ン パ ク 質
を 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 分 画 し た 。 信 頼 性 の あ る ス タ ン ダ ー ド を 用 い て 確 立 さ れ た ｐ ｒ
ｏ Ｕ Ｇ ｎ 及 び ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ の 既 知 の 滞 留 時 間 を 一 括 し て い る 画 分 を 回 収 し た 。 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ
ｎ 抗 体 ６ ９ １ ０ 又 は 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 抗 体 ２ ５ ３ ８ を 用 い て 、 個 々 の 画 分 を 免 疫 ブ ロ ッ ト し た
。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 ５ ａ は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 及 び ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ の 、 画 策 さ れ た 細 胞 分 泌 の 模 式 図 を 示 す 。 ｐ ｒ
ｏ Ｇ ｎ は 杯 細 胞 に お い て 発 現 し 、 そ し て 腸 管 腔 へ と ア ピ カ ル 的 に 分 泌 さ れ る 。 該 内 腔 に お
い て 、 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ は お そ ら く 、 腸 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て Ｇ ｎ １ ５ へ と 還 元 さ れ 、 管 腔 配 向
型 Ｇ Ｃ － Ｃ 受 容 体 を 活 性 化 さ せ る 。 対 照 的 に 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ は Ｅ Ｃ 細 胞 内 で 発 現 し 、 ア ピ
カ ル 的 及 び バ ソ ラ テ ラ ル 的 の 両 方 で 分 泌 さ れ る 。 そ れ ゆ え 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の み が 血 漿 中 に
検 出 さ れ る は ず で あ る 。 血 漿 の 免 疫 ブ ロ ッ ト 実 験 の 結 果 は 、 こ の 模 式 図 通 り の よ う で あ る
。 図 ５ ｂ は 、 ラ ッ ト 血 漿 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 か ら の 、 １ １ 個 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 （ ４ ２ － ５ ２ ） を
用 い て 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ９ １ ０ を 使 用 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 画 分 ４ ７ 及
び ４ ８ に お い て 、 約 ８ ． ５ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る （ 矢 印 で 示 さ れ て い る よ う に ）
。 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 抗 体 ２ ５ ３ ８ は 、 該 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 か ら タ ン パ ク 質 を 検 出 し な い （ 図 ５ ｃ ）
。 信 頼 で き る サ ン プ ル の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 滞 留 時 間 に 基 づ い て 、 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ を 含 ん で い る は ず の 画
分 （ ４ ５ ５ 及 び ４ ６ ） は 、 矢 印 を つ け て い る 。 図 ５ ｂ 及 び ５ ｃ に お い て 、 「 ｓ ｔ ｄ 」 と 記
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さ れ た レ ー ン は 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 本 物 の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ （ 図 ５ ｂ ） 又 は 本 物 の ｐ ｒ ｏ
Ｇ ｎ （ 図 ５ ｃ ） を 泳 動 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ の 手 法 の 次 の 改 良 点 は 、 逆 相 カ ラ ム を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ サ イ ズ 排 除 カ ラ ム に 替 え る 。 こ の 改 良
手 順 は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ と 、 ア ル ブ ミ ン 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン な ど の 他 の 大 量 の 血 漿 タ ン パ ク
質 と の よ い 分 離 を 与 え る 。 こ れ ら の 大 量 の 干 渉 タ ン パ ク 質 の 除 去 は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
法 の 解 像 度 を 大 幅 に 向 上 さ せ 、 そ れ ゆ え 該 ア ッ セ イ の 検 出 感 度 を 大 幅 に 高 め る （ 図 ５ ｄ を
参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
（ 実 施 例 ２ ）
（ 定 量 的 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 特 異 的 免 疫 検 定 法 ）
　 周 辺 効 果 を 避 け る た め に 、 最 も 外 側 の ２ レ ー ン を ブ ラ ン ク の ま ま に し た ２ ０ レ ー ン の ゲ
ル 上 で 、 定 量 的 免 疫 検 定 法 を 実 施 し た 。 左 側 の ６ レ ー ン を 使 用 し て 、 標 準 曲 線 を 構 築 し 、
か つ ｒ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 希 釈 系 列 （ 500 fmol、 250 fmol、 125 fmol、 62.5 fmol、 31.3 fm
ol、 及 び 15.6 fmol） で 泳 動 し た 。 分 子 量 ス タ ン ダ ー ド 及 び 内 部 較 正 ス タ ン ダ ー ド 用 に 、
さ ら に ２ レ ー ン を 使 用 し た 。 残 り の １ ０ レ ー ン に 実 験 サ ン プ ル を 泳 動 し た 。 ゲ ル 内 容 物 を
共 電 気 泳 動 し 、 標 準 的 な 免 疫 ブ ロ ッ ト 手 順 で 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 捕 獲 膜 に 共 転 写 し た 。 該
膜 を そ れ か ら ２ ％ 硬 骨 魚 ゲ ル を 用 い て 一 晩 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 一 次 抗 体 （ ６
９ １ ０ 又 は ６ ９ １ ２ ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 十 分 に 洗 浄 し 、 そ し て Ｉ Ｒ Ｄ ｙ ｅ （ 商 標
） ８ ０ ０ 結 合 ヤ ギ 由 来 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 （ Li-Cor Biosciences社 , Lincoln, Nebraska, U
nited States of America） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら な る 洗 浄 後 、 Li-Cor Biosci
ences Odyssey（ 登 録 商 標 ） Infrared Imaging Systemを 使 用 し て 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 結 合 し
た 二 次 抗 体 の 量 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ス タ ン ダ ー ド に よ っ て 作 成 さ れ た 、 検 出 さ れ た ｉ ｎ ｆ ｒ ａ － ｒ ｅ ｄ （ Ｉ Ｒ ） 強 度 測 定 値
に ラ イ ン を 適 合 さ せ 、 未 知 の ｒ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 量 を 補 間 に よ っ て 決 定 し た 。 該 ア ッ セ イ
は 、 少 な く と も ８ ｐ ｍ ｏ ｌ ま で 線 形 に 決 定 し 、 １ ５ ． ６ ｆ ｍ ｏ ｌ ス タ ン ダ ー ド か ら わ ず か
に 高 い 検 出 限 界 を 有 す る 。 同 じ ア ッ セ イ で 実 施 さ れ る 、 同 一 の テ ス ト サ ン プ ル 用 の 平 均 変
動 係 数 は 、 ４ ． ２ ± ０ ． ２ ％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 定 量 的 免 疫 検 定 法 の 結 果 を 、 図 ６ ａ 及 び ６ ｂ に 示 す 。 図 ６ ａ は 、 ２ つ の 異 な る 抗 ｐ ｒ ｏ
Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 （ ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ ） を 用 い て テ ス ト さ れ た ｒ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 希 釈 系 列
に よ っ て 作 成 さ れ た 、 変 動 赤 外 強 度 を 示 す 。 こ れ ら の レ ー ン か ら の デ ー タ を 使 用 し て 、 図
６ ｂ 中 の ラ イ ン に よ っ て 示 さ れ る 標 準 曲 線 を 作 成 す る 。 ラ ッ ト 結 腸 、 ラ ッ ト 遠 位 回 腸 、 及
び ラ ッ ト 近 位 空 腸 か ら 取 り 出 し た 実 験 サ ン プ ル 由 来 の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 量 を 、 こ れ ら の サ ン
プ ル か ら 作 成 さ れ た Ｉ Ｒ 強 度 デ ー タ を 該 標 準 曲 線 に 適 合 さ せ る こ と に よ っ て 決 定 し た 。 そ
れ ゆ え 、 図 ６ ｂ に 示 さ れ る よ う に 、 結 腸 サ ン プ ル は ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を ほ と ん ど 含 ま ず 、 遠 位
回 腸 サ ン プ ル は 全 タ ン パ ク 質 ６ ０ μ ｇ 当 た り ０ ． ２ ｐ ｍ ｏ ｌ 程 度 の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 含 み 、
ま た 近 位 空 腸 由 来 の サ ン プ ル は 全 タ ン パ ク 質 ６ ０ μ ｇ 当 た り 約 １ ． ０ ｐ ｍ ｏ ｌ の ｐ ｒ ｏ Ｕ
Ｇ ｎ を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
（ 実 施 例 ３ ）
（ 塩 摂 取 へ の 応 答 に お け る ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 血 漿 レ ベ ル ）
　 口 胃 の 塩 負 荷 の た め の 急 性 モ デ ル ： 実 験 開 始 前 に 、 動 物 を 通 常 の 塩 分 （ 標 準 的 な ラ ッ ト
食 物 、 ０ ． ５ ％ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） の 食 事 で 維 持 し た 。 急 性 塩 負 荷 実 験 前 の １ ２ 時 間 、 水 で は な
く 、 食 物 を 没 収 し た 。 実 験 開 始 時 に 、 動 物 を 麻 酔 し 、 圧 力 変 換 器 と 連 結 し た 胃 管 を 取 り 付
け 、 非 閉 塞 人 工 呼 吸 を 保 証 す る Ｐ Ｅ ２ ４ ０ 気 管 切 開 チ ュ ー ブ を 付 け て 、 テ ス ト 溶 液 を 供 給
し 、 胃 内 容 排 出 を モ ニ タ ー し た 。 頸 静 脈 中 の 留 置 カ テ ー テ ル を 静 脈 内 （ iv） 注 入 の た め に
使 用 し 、 動 脈 圧 力 変 換 器 を 頸 動 脈 中 の カ ニ ュ ー レ へ と 接 続 し 、 血 圧 を モ ニ タ ー し た 。 そ れ
ぞ れ の 尿 管 カ ニ ュ ー レ か ら 尿 を 回 収 し 、 腎 臓 機 能 と ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 排 泄 を 調 査 し た 。 腸 を 退
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縮 さ せ る こ と に よ っ て 門 脈 を 露 出 さ せ 、 ガ ー ゼ の 背 後 の 肝 臓 を 反 映 さ せ た 。 全 て の 動 物 に
、 頸 静 脈 カ ニ ュ ー レ を 介 し て 、 ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む 生 理 食 塩 水 の 一 定 に 維 持 さ れ た 注 入 を 与
え た （ ３ ０ μ ｌ ／ 分 ／ １ ０ ０ ｇ 体 重 ） 。 許 容 可 能 な 実 験 条 件 の 指 標 と し て 、 麻 酔 深 度 、 血
圧 、 血 球 容 量 、 及 び 尿 産 生 を モ ニ タ ー し た 。 一 旦 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ を 固 定 し 、 門 脈 及
び 頸 動 脈 か ら の 血 漿 サ ン プ リ ン グ （ １ ５ ０ μ ｌ ） を 始 め 、 そ れ ぞ れ の 実 験 時 間 の 間 、 ６ ０
分 間 隔 で 続 け た 。 ま た 、 そ れ ぞ れ の 実 験 の 進 行 の 間 、 逐 次 的 な ３ ０ 分 の 尿 サ ン プ ル を 回 収
し た 。 各 実 験 の 終 わ り に 、 近 位 小 腸 、 近 位 結 腸 、 腎 臓 、 及 び 肝 臓 を 摘 出 し 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ
及 び ウ ロ グ ア ニ リ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の レ ベ ル を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 血 漿 及 び 尿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 基 準 レ ベ ル が 、 実 験 条 件 に よ っ て 影 響 さ れ る か を 測 定 す る た
め に 、 塩 の 胃 内 注 入 な し で 、 上 記 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 ６ 匹 の ラ ッ ト の コ ン ト ロ ー ル 群 を
テ ス ト し た 。 ６ 匹 の ラ ッ ト の テ ス ト 群 に 、 ３ ０ 分 の 強 制 投 与 に よ っ て 、 ３ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ ３ ｍ ｌ を 与 え た 。
　 図 ７ ａ は 、 胃 内 塩 注 入 （ 黒 丸 ） 後 、 約 １ ０ ０ 分 に 始 ま る 、 尿 Ｎ ａ 排 泄 の 大 幅 な 増 加 が あ
る こ と を 示 す 。 コ ン ト ロ ー ル 動 物 （ 白 丸 ） で は 、 尿 Ｎ ａ 産 出 量 の 実 質 の 増 加 は 見 ら れ な か
っ た 。 対 応 す る 血 漿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の レ ベ ル の 増 加 が 見 ら れ た 。 図 ７ ａ の 右 側 の 棒 グ ラ フ は
、 塩 負 荷 後 １ ０ ０ 分 に 測 定 し た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 血 漿 濃 度 （ 該 グ ラ フ 中 の 「 after」 バ ー ）
は 、 塩 負 荷 前 の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 血 漿 濃 度 （ 該 グ ラ フ 中 の 「 before」 バ ー ） の ２ 倍 以 上 で あ っ
た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 口 胃 的 塩 負 荷 の た め の 慢 性 モ デ ル ： 標 準 的 な ラ ッ ト 用 食 物 で ３ 日 間 、 別 個 の 代 謝 ケ ー ジ
で 動 物 を 飼 育 し 、 そ れ か ら ４ 日 間 、 標 準 的 食 物 （ ０ ． ５ ％ Ｎ ａ Ｃ ｌ ） 、 又 は 高 Ｎ ａ 食 物 （
２ ％ Ｎ ａ Ｃ ｌ ） の ど ち ら か に 置 い た （ 投 与 群 に つ き 、 ｎ ＝ ６ ） 。 該 食 物 は 異 な る 塩 濃 度 を
有 す る が 、 他 の 全 て の 条 件 （ タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 及 び 繊 維 含 有 量 ） は 同 一 で あ
っ た 。 食 物 及 び 水 の 消 費 （ 適 宜 得 ら れ る ） を 、 毎 日 モ ニ タ ー し た 。 初 め の ３ 日 は 、 そ れ ぞ
れ の 動 物 に お け る コ ン ト ロ ー ル （ 刺 激 前 ） デ ー タ を と っ た 。 最 初 の ３ 日 間 、 １ 日 に つ き ２
回 、 ラ イ ト オ ン （ 午 前 ６ 時 ） 及 び ラ イ ト オ フ （ 午 後 ６ 時 ） に 対 応 し て ； 食 物 を 切 り 替 え た
後 、 最 初 の ２ ４ 時 間 の 間 、 ３ 時 間 間 隔 で ； そ し て 、 本 調 査 の 残 り の 期 間 、 １ 日 に つ き ２ 回
、 血 漿 及 び 尿 を 採 取 し た 。 頸 動 脈 中 に 取 り 付 け た 留 置 カ テ ー テ ル を 介 し て 、 血 漿 サ ン プ ル
（ １ ０ ０ μ Ｌ ） を 回 収 し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル （ Sigma社 , Milwaukee, Wiscon
sin, United States of America） を 予 め 入 れ た 、 冷 却 さ れ た チ ュ ー ブ 内 に 、 尿 を 継 続 的
に 採 取 し た 。 免 疫 検 定 法 で 、 血 漿 及 び 尿 中 の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ レ ベ ル を 測 定 し 、 炎 光 光 度 法 で
、 尿 Ｎ ａ 及 び Ｋ 排 泄 を 測 定 し た 。 本 実 験 の 最 後 に 組 織 を 摘 出 し （ 空 腸 の 近 位 部 １ ０ ｃ ｍ 、
結 腸 の 近 位 部 １ ０ ｃ ｍ 、 腎 臓 、 及 び 肝 臓 ） 、 ウ ロ グ ア ニ リ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ テ ィ ン グ で 測 定 し た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 測 定 し た ウ ロ グ ア ニ リ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
レ ベ ル を 、 β － ア ク チ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に 対 し て 標 準 化 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 図 ７ ｂ 及 び ７ ｃ に 慢 性 塩 負 荷 実 験 の 結 果 を 示 す 。 図 ７ ｂ は 、 食 物 の 塩 変 更 後 ３ 日 目 に お
け る 、 尿 ナ ト リ ウ ム 排 泄 の 劇 的 な 増 加 を 示 す 。 高 塩 食 物 を 用 い た 動 物 か ら の デ ー タ を 黒 丸
で 示 し 、 コ ン ト ロ ー ル 群 か ら の デ ー タ を 白 丸 で 示 す 。 塩 摂 取 で の 急 性 変 化 と 同 様 に 、 食 物
塩 摂 取 の 慢 性 変 化 も ま た 、 血 漿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ レ ベ ル の 増 加 を 導 く 。 図 ７ ｂ の 右 側 の 棒 グ ラ
フ は 、 高 塩 食 物 を 用 い た 動 物 が 、 コ ン ト ロ ー ル 動 物 の 血 漿 中 に 見 出 さ れ た ５ ～ ６ ｐ ｍ ｏ ｌ
／ ｍ Ｌ に 比 較 し て 、 約 １ ３ ｐ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ Ｌ の 血 漿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 濃 度 を 有 し て い た こ と を 示
す 。 図 ７ ｃ は 、 高 塩 食 物 で ６ 日 間 飼 育 し た 動 物 中 の 空 腸 の ウ ロ グ ア ニ リ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 が
、 低 塩 食 物 で ６ 日 間 飼 育 し た 動 物 で の 発 現 よ り も 高 か っ た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
（ 実 施 例 ４ ）
（ 血 漿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 腎 臓 ク リ ア ラ ン ス ）
　 放 射 性 ラ ベ ル し た ｒ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 含 む 溶 液 を 、 麻 酔 し た ラ ッ ト に 、 ６ ０ 分 間 、 ivで
注 入 し た 。 注 入 の 間 の 時 間 点 で 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ っ て 、 血 漿 及 び 尿 中 の 放 射 能
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濃 度 を 測 定 し た 。 図 ８ ａ は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 血 漿 レ ベ ル （ 黒 丸 ） が 一 定 の ま ま で あ る 一 方
で 、 尿 レ ベ ル （ 白 丸 ） が 、 注 入 の 経 過 時 間 の 間 、 劇 的 に 増 加 し た こ と を 示 す 。 ６ ０ 分 の 注
入 の 終 わ り に 、 脳 、 胸 腺 、 肺 、 小 腸 、 骨 格 筋 、 脾 臓 、 心 臓 、 腎 臓 及 び 肝 臓 か ら 組 織 サ ン プ
ル を 採 取 し 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 で 放 射 能 を 測 定 し た 。 図 ８ ｂ に 示 さ れ る よ う に 、 腎 臓
サ ン プ ル の み が 、 ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 存 在 に 対 応 す る 放 射 能 の 有 意 水 準 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 腎 臓 ク リ ア ラ ン ス 速 度 を 測 定 す る た め に 、 放 射 性 標 識 し た プ ロ ペ プ チ ド
の ボ ー ラ ス 注 入 後 に 、 ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 血 漿 レ ベ ル を モ ニ タ ー し た 。 ボ ー ラ ス 注 入
（ 約 １ ０ ６ ｃ ｐ ｍ ） を 、 コ ン ト ロ ー ル （ す な わ ち 、 正 常 ） ラ ッ ト 群 、 及 び 無 腎 ラ ッ ト 群 に
与 え た 。 注 入 後 、 様 々 な 時 間 点 で 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 分 画 し た 。 そ れ ぞ れ
の 画 分 中 の 放 射 能 を 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。 図 ８ ｃ は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ
が 、 無 腎 動 物 （ 黒 丸 ） よ り も 、 コ ン ト ロ ー ル 動 物 （ 白 丸 ） に お い て 、 よ り 早 く 除 去 さ れ た
こ と を 示 す 。 ま と め る と 、 こ れ ら の 実 験 結 果 は 、 腎 臓 が 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 主 要 な ク リ ア ラ
ン ス 経 路 で あ り 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
（ 実 施 例 ５ ）
（ 血 漿 及 び 腎 臓 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 代 謝 ）
　 頸 動 脈 へ の ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ （ 約 １ ０ ６ ｃ ｐ ｍ ） の ボ ー ラ ス 注 入 後 、 ２ 分 、 ５ 分 及
び １ ０ 分 の 血 漿 サ ン プ ル を 採 取 し た （ 各 時 間 点 で ｎ ＝ ２ ） 。 尿 を 、 ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ
の ６ ０ 分 の 動 脈 注 入 の 最 後 の ３ ０ 分 間 採 取 し た （ ｎ ＝ ７ ） 。 ボ ー ラ ス 注 入 用 に 使 用 さ れ る
溶 液 中 の ｃ ｐ ｍ ／ μ Ｌ よ り も 、 注 入 さ れ る 物 質 中 の ｃ ｐ ｍ ／ μ Ｌ は 約 １ ０ ０ 倍 低 か っ た 。
血 漿 及 び 尿 サ ン プ ル を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 各 画 分 中 の 放 射 能 を シ ン チ レ ー シ ョ
ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し な が ら 溶 出 さ せ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 腎 臓 が 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ ク リ ア ラ ン ス に 不 可 欠 で あ る こ と の さ ら な る 証 拠 と し て 、 及 び 腎
臓 が ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 、 又 は 非 Ｕ Ｇ ｎ １ ８ ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 代 謝 産 物 の 作 用 部 位 で あ る こ と の 可 能
性 の あ る 徴 候 と し て 、 注 入 さ れ た ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 解 析 は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ
が 血 漿 中 で 完 全 な ま ま の よ う で あ る こ と を 示 し た （ 図 ９ ａ ） 。 ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 濃 度
は 時 間 と 共 に 減 少 し た が 、 新 た な 放 射 性 標 識 産 物 は 見 ら れ な か っ た 。 反 対 に 、 ３ ５ Ｓ － ｐ
ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 長 時 間 注 入 後 の 尿 中 の 放 射 性 種 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 解 析 は 、 少 な く と も ２ 種 類 、 及 び
お そ ら く は ３ 種 類 の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 関 連 産 物 を 示 す （ 図 ９ ｂ ） 。 ４ ３ 分 の ピ ー ク は 、 ｐ ｒ ｏ
Ｕ Ｇ ｎ に 類 似 し た 滞 留 時 間 を 有 す る ； そ れ ゆ え 、 実 施 例 ９ よ り 後 に 提 示 さ れ る も の と 同 様
の 構 造 研 究 は 、 該 ピ ー ク が 新 し い ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ フ ラ グ メ ン ト に 関 連 す る 、 又 は 無 傷 の ｐ ｒ
ｏ Ｕ Ｇ ｎ 自 身 で あ る か ど う か を 明 確 に 決 定 す る た め に 必 要 で あ る 。 遊 離 の 放 射 性 標 識 し た
シ ス テ イ ン 及 び メ チ オ ニ ン に 一 致 す る ピ ー ク も ま た 検 出 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
（ 実 施 例 ６ ）
（ 注 入 さ れ た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に よ っ て 誘 導 さ れ る 利 尿 及 び ナ ト リ ウ ム 利 尿 ）
　 ラ ッ ト 小 腸 か ら 、 天 然 型 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 精 製 す る 。 麻 酔 剤 の 過 剰 摂 取 で 動 物 を 犠 牲 に し
、 小 腸 の 近 位 部 約 ２ ０ ｃ ｍ を 摘 出 す る 。 該 組 織 を 縦 方 向 に 切 り 、 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 粘
膜 層 を 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド で つ ぶ す こ と に よ っ て 単 離 す る 。 － ７ ８ ． ５ ℃ に 冷 却 し た 金 属 板
上 で 、 つ ぶ し た 材 料 を 瞬 間 冷 凍 し 、 そ れ か ら 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 む 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ
Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ す る 。 ５ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ で の 遠 心 分 離 に よ っ て ホ
モ ジ ネ ー ト の 不 純 物 を 除 去 し 、 上 清 を 、 Ｍ ｏ ｎ ｏ Ｑ 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 、 及 び Ｖ Ｙ Ｄ Ａ Ｃ
 Ｃ － １ ８ 逆 相 カ ラ ム で 、 逐 次 的 に 分 画 す る 。 こ の ２ 番 目 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 段 階 の Ｈ
Ｐ Ｌ Ｃ ク ロ マ ト グ ラ ム を 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 存 在 を 確 認 す る 挿 入 図 で 示 さ れ る そ れ ぞ れ の Ｈ
Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト と 共 に 図 １ ０ ａ に 示 す 。 精 製 し た 材 料 を 乾 燥 さ せ て Ｈ Ｐ
Ｌ Ｃ 溶 媒 を 除 去 し 、 生 理 食 塩 水 中 に 再 懸 濁 し た 。 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 定 量 的 免 疫 検 定 法 で 回 収
率 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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　 天 然 型 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 、 ５ 匹 の 麻 酔 し た ラ ッ ト の 群 に 、 約 １ ８ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ を 含 む 標 準 注
入 で ６ ０ 分 間 注 入 す る 。 １ ０ ｍ Ｌ の ラ ッ ト 血 漿 量 を 見 積 も っ た 場 合 、 注 入 速 度 は 約 ３ ｐ ｍ
ｏ ｌ ／ ｍ Ｌ ／ 分 で あ っ た 。 血 圧 、 尿 産 生 、 及 び ナ ト リ ウ ム 排 泄 を 、 注 入 前 の 約 ４ ０ 分 間 、
注 入 中 及 び 注 入 後 の 約 ５ ０ 分 間 モ ニ タ ー し 、 利 尿 及 び ナ ト リ ウ ム 利 尿 に お け る ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ
ｎ の 効 果 を 測 定 し た 。 比 較 用 に 、 ５ 匹 の ラ ッ ト の コ ン ト ロ ー ル 群 に 標 準 生 理 食 塩 水 を 注 入
し 、 １ 匹 の ラ ッ ト に は 、 抗 体 ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ
て 中 和 し た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 溶 液 を 注 入 し 、 １ 匹 の ラ ッ ト に は 、 ５ μ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 時 間 の Ｓ Ｔ ａ
を 含 む 溶 液 を 注 入 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 図 １ ０ ｂ は 、 抽 出 し た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ （ 黒 丸 ） を 注 入 し た ラ ッ ト に お け る 、 尿 流 量 の 増 加
を 示 す 。 注 入 に 対 応 す る 時 間 を 、 図 中 の 横 方 向 の 実 線 で 示 す 。 尿 流 量 の 増 加 は 、 注 入 過 程
の 間 に 始 ま る が 、 注 入 が 完 了 し た 後 も 続 い た 。 コ ン ト ロ ー ル 動 物 （ 白 丸 ） 、 免 疫 中 和 さ れ
た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 投 与 さ れ た 動 物 （ 三 角 ） 、 又 は Ｓ Ｔ ａ を 投 与 さ れ た 動 物 （ 四 角 ） で は 、
尿 流 量 の 増 加 は 見 ら れ な か っ た 。 図 １ ０ ｃ に 示 さ れ る よ う に 、 ナ ト リ ウ ム 排 泄 は 、 尿 流 量
速 度 の 増 加 を 反 映 す る 。 図 １ ０ ｃ 中 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 挿 入 図 は 、 注 入 の 間 に 検 出 さ
れ た 、 尿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 排 泄 を 示 す 。 図 １ ０ ｃ 中 の 点 線 上 に 示 さ れ て い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト に お け る 各 サ ン プ ル は 、 代 表 的 動 物 か ら 、 ペ プ チ ド 注 入 前 、 ペ プ チ ド 注 入 中 、 及 び ペ プ
チ ド 注 入 後 の ２ ０ 分 間 に わ た り 採 取 し た 全 尿 の ５ ０ ％ を 表 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の 実 験 結 果 は 、 注 入 さ れ た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ が 、 Ｕ Ｇ ｎ １ ８ よ り も 、 潜 在 的 に 強 力 な 利 尿
効 果 、 及 び ナ ト リ ウ ム 利 尿 効 果 を 有 す る こ と を 示 す 。 ナ ト リ ウ ム 排 泄 は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 注
入 後 、 ６ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 か ら ３ ２ ０ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 へ 増 加 し た 。 こ の 反 応 は 、 Ｕ Ｇ ｎ １ ８

を 注 入 し た 動 物 に 関 し て 報 告 さ れ た 反 応 よ り も 、 何 倍 も 強 い 。 Fonteles, M. C.ら の 論 文 ,
 Am. J. Physiol., 275, F191－ F197 （ 1998） ； Carrithers, S. L.ら の 論 文 , Braz. J. 
Med. Biol. Res., 32, 1337－ 1344 （ 1999） ； Carrithers, S. L.ら の 論 文 , Kidney Int.
, 65, 40－ 53 （ 2004） を 参 照 さ れ た い 。 抗 体 ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ の 混 合 物 を 用 い た 注
入 剤 を 前 吸 収 す る こ と に よ っ て 、 利 尿 及 び ナ ト リ ウ ム 利 尿 が 無 効 化 さ れ た こ と は 、 該 生 物
活 性 が 、 腸 組 織 由 来 の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 抽 出 の 間 に 得 ら れ た 、 共 溶 出 さ れ た 不 純 物 よ り む し
ろ 、 真 に ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 関 連 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
（ 実 施 例 ７ ）
（ ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 代 謝 産 物 の 産 生 に お け る 循 環 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 の 効 果 、 及 び 急 性 塩 負 荷
後 の ナ ト リ ウ ム 排 泄 ） 　
　 ま た 、 ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 標 準 的 ボ ー ラ ス 注 入 で 処 理 し た 動 物 に 、 １ ｍ Ｌ の ウ サ ギ
抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 （ ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ を 各 ５ ０ ０ μ Ｌ ） を 事 前 に iv注 入 し た 。 ３ ５

Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ Ｎ の ボ ー ラ ス 注 入 を し た コ ン ト ロ ー ル 動 物 に 、 １ ｍ Ｌ の 非 免 疫 原 ウ サ ギ 血
清 の 前 注 入 し た 。 そ の 後 ２ 時 間 に わ た り 様 々 な 時 間 点 で 血 漿 サ ン プ ル を 採 取 し 、 初 期 値 と
比 較 し た ３ ５ Ｓ の 消 失 に 関 し て 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 を 介 し て 解 析 し た 。 実 験 の 間 中 、
尿 を 採 取 し 、 放 射 性 物 質 の 排 泄 を 解 析 し た 。 図 １ １ ａ に 示 さ れ る よ う に 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ
抗 体 を 用 い た 免 疫 ブ ロ ッ キ ン グ は 、 血 漿 か ら の ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ ク リ ア ラ ン ス の 顕 著
な 遅 延 を も た ら し た 。 図 １ １ ｂ 中 の 棒 グ ラ フ は 、 免 疫 ブ ロ ッ キ ン グ が ま た 、 コ ン ト ロ ー ル
に 比 較 し て 、 尿 に お け る ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 排 泄 を 減 少 さ せ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 追 加 実 験 に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル 動 物 群 、 及 び 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 を 投 与 し た 動 物 群 に
ま た 、 実 施 例 ３ の よ う な 強 制 投 与 を 介 し て 、 ３ ｍ Ｌ の ３ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 与 え た 。 尿
サ ン プ ル を 採 取 し 、 Ｎ ａ を 定 量 し た 。 図 １ １ ｃ に 示 さ れ る よ う に 、 胃 へ の 負 荷 後 の ナ ト リ
ウ ム 利 尿 反 応 の 進 展 速 度 は 、 コ ン ト ロ ー ル ラ ッ ト （ 白 丸 ） に お け る １ ３ ± １ ｎ Ｅ ｑ ／ 分 ２

か ら 、 抗 体 で ブ ロ ッ ク し た 動 物 （ 黒 丸 、 Ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ ５ ） に お け る ７ ± ３ ｎ Ｅ ｑ ／ 分 ２

に 減 少 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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　 ま と め る と 、 免 疫 ブ ロ ッ キ ン グ 実 験 は 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 が ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 結 合 し 、
腎 臓 に よ る ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ ク リ ア ラ ン ス を 阻 害 す る こ と を 示 す 。 免 疫 ブ ロ ッ ク し た 動 物 に お
け る ナ ト リ ウ ム 利 尿 の 減 少 は さ ら に 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ （ 又 は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 腎 性 代 謝 産 物
の １ つ ） が 、 間 － 腎 臓 軸 （ intero-renal axis） に 関 与 す る ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド で あ
る こ と の 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
（ 実 施 例 ８ ）
（ ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の Ｅ Ｄ ５ ０ の 決 定 ）
　 組 換 え ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ （ ｒ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ ） を 、 ｐ Ｍ Ａ Ｌ ベ ク タ ー を 使 用 し て 、 マ ル ト ー
ス 結 合 タ ン パ ク 質 と フ レ ー ム を 合 わ せ て （ 及 び 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 と 融 合 さ せ て
） 細 菌 内 で 合 成 さ せ る 。 Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 及 び Ｔ Ｅ Ｖ プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 、 Ｍ Ｂ Ｐ と ｐ ｒ
ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 間 に 挿 入 す る 。 ア ミ ロ ー ス カ ラ ム に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 該 融 合 タ ン パ ク 質
を 精 製 し 、 そ の 固 定 さ れ た 材 料 の Ｔ Ｅ Ｖ 切 断 に よ っ て 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 放 出 さ せ る 。 Ｎ ｉ
－ セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 使 用 し て 、 組 換 え Ｔ Ｅ Ｖ プ ロ テ ア ー ゼ と 共 に 、 全 て の 遊 離 の 非 切
断 融 合 タ ン パ ク 質 及 び 遊 離 の Ｍ Ｂ Ｐ を 除 去 す る 。 そ れ か ら 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 、 ｒ － ｐ ｒ ｏ Ｕ
Ｇ ｎ を さ ら に 精 製 す る 。 ｒ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 回 収 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で モ ニ タ ー
し 、 酸 加 水 分 解 後 の 定 量 的 ア ミ ノ 酸 解 析 に よ っ て 、 回 収 し た プ ロ ペ プ チ ド の 絶 対 量 を 規 定
す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ６ ０ 分 の コ ン ト ロ ー ル 時 間 の 後 、 合 成 ｒ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 、 又 は 精 製 し た 天 然 型 ｐ ｒ ｏ Ｕ
Ｇ ｎ を ６ ０ 分 に わ た り iv注 入 す る 。 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 注 入 の 終 了 後 １ ８ ０ 分 ま で 、 ３ ０ 分 間 隔
で 尿 を 採 取 し 、 尿 量 、 ナ ト リ ウ ム 排 泄 量 、 及 び カ リ ウ ム 排 泄 量 を 、 各 採 取 の 合 間 で 測 定 す
る 。 血 圧 を 継 続 的 に モ ニ タ ー す る 。 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 対 す る 腎 臓 応 答 の 遅 発 性 、 及 び 長 い 経
時 変 化 の た め に 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の １ 種 類 の 濃 度 の み を 書 く 動 物 に 投 与 す る 。 注 入 量 を 調 製
す る た め に 使 用 し た ス ト ッ ク 溶 液 の ア ッ セ イ に よ っ て 投 与 量 を 計 算 し て 滴 定 し 、 Ｎ ａ 排 泄
に 対 す る 用 量 － 反 応 連 関 を 作 成 す る 。 注 入 前 後 に 採 取 し た 血 漿 の ア ッ セ イ に よ っ て 、 結 果
の 血 漿 濃 度 を 決 定 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
（ 実 施 例 ９ ）
（ 腎 臓 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 代 謝 産 物 の 同 一 性 及 び 活 性 の 判 定 ）
上 記 の 実 施 例 ６ に お い て 、 ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 長 期 注 入 後 に 回 収 し た 尿 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 解
析 は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の ３ 種 類 の 可 能 な 腎 臓 代 謝 産 物 を 示 し た （ 図 ９ ｂ を 参 照 さ れ た い ） 。
Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 に 対 応 す る 質 量 ス ペ ク ト ル 解 析 に よ っ て 、 該 ３ 種 類 の 可 能 な 各 代 謝 産 物 の 同
一 性 を 測 定 す る 。 質 量 分 析 に 先 立 ち 、 該 ピ ー ク に 陰 イ オ ン 又 は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を 介 し た 、 さ ら な る 一 連 の 精 製 を 実 施 し 、 及 び ／ 又 は 実 施 例 ６ に 記 載 し た 方 法 を ス
ケ ー ル ア ッ プ す る こ と で 、 さ ら な る サ ン プ ル を 産 生 す る 。 ス ケ ー ル ア ッ プ 反 応 に お い て 、
精 製 し た 天 然 型 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 放 射 性 ｐ ｒ ｏ － Ｕ Ｇ ｎ の 量 ト レ ー サ ー を 組 み 込 ま せ 、 何 匹
か の ラ ッ ト に 注 入 し 、 尿 を 採 取 す る 。 そ れ か ら 尿 を 集 め 、 ２ 段 階 の 逆 相 ／ イ オ ン 交 換 精 製
手 順 を 介 し て 精 製 す る 。 そ れ ぞ れ の 可 能 な ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 代 謝 産 物 を 含 む 最 後 の 画 分 を 凍 結
乾 燥 さ せ 、 少 量 の ５ ０ ％ メ タ ノ ー ル ／ ０ ． １ ％ ギ 酸 中 に 再 懸 濁 さ せ る 。 こ れ ら の サ ン プ ル
中 の ペ プ チ ド の 質 量 を 、 例 え ば Bruker Reflex II MALDI－ TOF分 析 計  （ Bruker Daltonics
社 , Billerica, Massachusetts, United States of America） 、 又 は Applied Biosystems
 Voyager （ 商 標 ）  4700 MALDI－ TOF/TOF分 析 計 （ Applied Biosystems社 , Foster City, 
California, United States of America） の よ う な 質 量 分 析 計 を 使 用 し て 測 定 し 、 ｐ ｒ ｏ
Ｕ Ｇ ｎ 由 来 の こ れ ら の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 、 MASCOT検 索 エ ン ジ ン （ Matrix Science社
, Boston, Massachusetts, United States of America） を 使 用 し て 同 定 す る 。 こ の ペ プ
チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ 法 に 加 え て 、 タ ン デ ム Ｍ Ｓ を 実 施 し 、 MALDI－ TOF/TOF
に よ っ て 個 々 の ペ プ チ ド 配 列 を 決 定 で き る 。 該 MALDI－ TOF/TOFの 結 果 で 結 論 が で な い （ す
な わ ち 、 ペ プ チ ド 配 列 と 親 配 列 と の 間 に 有 意 な 一 致 が な い ） 場 合 、 そ の 次 に 、 両 方 と も ナ
ノ － Ｅ Ｓ Ｉ 及 び ナ ノ － キ ャ ピ ラ リ ー Ｌ Ｃ シ ス テ ム を 備 え た 、 ABI QSTAR （ Applied Biosys
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tems社 , Foster City, California, United States of America） 、 又 は Waters Micromas
s Q－ TOF （ 商 標 ）  API－ US （ Waters社 , Milford, Massachusetts, United States of A
merica） の ど ち ら か を 使 用 し て タ ン デ ム ESI－ MS/MSデ ー タ を 入 手 し 、 MASCOTを 使 用 し て 、
タ ン デ ム Ｍ Ｓ デ ー タ か ら ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 由 来 の ペ プ チ ド を 同 定 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 Ｍ Ｓ 解 析 に よ っ て 規 定 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 を 、 確 立 さ れ て い る 固 相 又 は 液 相 ペ プ チ ド 合
成 法 に 従 っ て 合 成 す る 。 各 合 成 ペ プ チ ド を 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ で 測 定 さ れ た Ｅ Ｄ ５ ０ の １ ０ ０
倍 以 上 の mole-to-mole原 則 で 計 算 し た 用 量 で ラ ッ ト に 注 入 す る 。
　 こ の 高 用 量 で 、 任 意 の 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 活 性 が 検 出 さ れ た 場 合 、 総 量 ／ 反 応 連 関 を
決 定 す る 。 合 成 物 質 の 末 端 標 識 、 又 は 放 射 性 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 腎 臓 代 謝 産 物 か ら 追 加 物 質 を
回 収 す る こ と の ど ち ら か に よ っ て 産 生 さ れ る ペ プ チ ド の 放 射 性 バ ー ジ ョ ン で 、 さ ら な る 実
験 を 実 施 す る 。 こ の 放 射 性 ペ プ チ ド を 、 未 処 理 動 物 の 腎 臓 動 脈 中 に 導 入 し 、 尿 を 採 取 し て
Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 解 析 し 、 該 ペ プ チ ド が 、 腎 臓 内 タ ン パ ク 質 分 解 に 抵 抗 性 で あ る か を 測 定 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
（ 参 考 文 献 ）
　 本 明 細 書 で 引 用 し た 全 て の 参 考 文 献 と 同 様 に 、 以 下 に リ ス ト 化 し た 参 考 文 献 も 引 用 に よ
っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ 、 そ の 範 囲 は 、 本 明 細 書 で 採 用 し た 、 補 足 、 説 明 、 背 景 の 提 供
、 又 は 方 法 論 、 技 術 、 及 び ／ 又 は 組 成 物 の 教 授 で あ る 。 本 出 願 で 言 及 さ れ る 全 て の 特 許 及
び 刊 行 物 は 、 引 用 に よ っ て 明 確 に 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 ま た 、 引 用 に よ っ て 明 確 に 本
明 細 書 に 組 み 込 ま れ た も の は 、 ジ ー ン バ ン ク 登 録 番 号 、 遺 伝 子 座 Ｉ Ｄ 、 及 び 他 の コ ン ピ ュ
ー タ デ ー タ ベ ー ス リ ス ト の 全 て の 引 用 内 容 で あ る 。
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【 ０ １ １ ５ 】
　 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 各 種 の 詳 細 は 、 こ こ で 開 示 さ れ る 主 題 の 範 囲 か ら 逸 脱 せ ず に 変
更 し 得 る こ と は 理 解 さ れ る 。 さ ら に 、 先 の 記 載 は 説 明 を 意 図 す る だ け で あ り 、 限 定 の 意 図

10

20

30

40

50

(29) JP 2008-500285 A 2008.1.10



は な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ６ 】
　 図 １ は 、 ラ ッ ト ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ （ 配 列 番 号 ： ９ , 上 段 配 列 , Currie, M. G.ら の 論 文 , Proc.
 Natl. Acad. Sci. U. S. A., 89, 947－ 951 （ 1992） に よ っ て ク ロ ー ン 化 さ れ た ） 及 び
ラ ッ ト ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ （ 配 列 番 号 ： ８ 、 下 段 配 列 、 Li Z.ら の 論 文 , Regul. Pept., 68, 45
－ 56 （ 1997） に よ っ て ク ロ ー ン 化 さ れ た ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
　 図 ２ ａ 及 び ２ ｂ は 、 Ｔ ８ ４ 細 胞 に 対 す る 、 ラ ッ ト 腸 抽 出 物 の 活 性 を 示 す 。 図 ２ ａ は 、 ラ
ッ ト 十 二 指 腸 抽 出 物 の 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 溶 出 ／ Ｔ ８ ４ 細 胞 反 応 （ ｐ ｍ ｏ ｌ 　 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ ／ ウ エ ル ）
で あ る 。 黒 丸 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 前 の Ｔ ８ ４ 細 胞 活 性 画 分 に 対 応 し 、 白 丸 は 、 タ ン パ ク 質
分 解 後 の Ｔ ８ ４ 細 胞 活 性 画 分 に 対 応 す る 。 破 線 は 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 溶 離 液 中 の 、 ア セ ト ニ ト リ ル
の ％ に 対 応 す る 。 Li, Z.ら の 論 文 , Regul. Pept., 68, 45－ 56 （ 1997） を 再 現 す る 。 図
２ ｂ は 、 図 ２ ａ の タ ン パ ク 質 分 解 前 か ら タ ン パ ク 質 分 解 後 の 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 ４ ４ ～ ４ ９ に
対 す る 、 Ｔ ８ ４ 細 胞 の 正 味 の ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 反 応 （ 刺 激 － 基 底 ） を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 Li, Z.
ら の 論 文 , Regul. Pept., 68, 45－ 56 （ 1997） を 再 現 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 図 ３ ａ ～ ３ ｄ は 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ の 特 性 並 び に 検 証 を 示 す 。
図 ３ ａ は 、 抗 体 ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ に よ る 、 放 射 標 識 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 免 疫 沈 降 を 示 す Ｓ
Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム で あ る 。 分 子 量 マ ー カ ー を 、 該 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム
の 左 側 に チ ェ ッ ク マ ー ク で 示 す 。 分 子 量 マ ー カ ー の サ イ ズ を 、 ｋ Ｄ ａ で 左 側 に 示 す 。 図 ３
ｂ は 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ り 、 ｐ
ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ タ ン パ ク 質 を ラ ッ ト 小 腸 の 抽 出 物 で 検 出 す る 。 図 ３ ｃ は 、 黒 丸 で 示 さ れ る そ れ
ぞ れ の 画 分 の シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 レ ベ ル （ ｄ ｐ ｍ × １ ０ － ３ ／ 画 分 ） と 共 に 、 放 射 性 標
識 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。 挿 入 図 は 、 ラ ッ ト 小 腸 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 比
較 画 分 に お い て ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 様 ８ ． ５ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 の 存 在 を 示 す 、 抗 体 ６ ９ １ ０ を 用
い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 図 ３ ｄ は 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 （ ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２
） 及 び 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ 抗 体 （ ２ ５ ３ ８ ） を 使 用 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 し 、 組 換 え ｐ ｒ
ｏ Ｇ ｎ の サ ン プ ル を 識 別 す る そ れ ら の 能 力 （ ２ ５ ３ ８ ） 又 は 不 具 合 （ ６ ９ １ ０ 、 ６ ９ １ ２
） を 示 す 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 図 ４ は 、 腸 の 体 軸 に 沿 っ た 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ ポ リ ペ プ チ ド （ 上 方 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 ６ ９
１ ０ を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 矢 印 で 示 す ） 、 及 び ウ ロ グ ア ニ リ ン ｍ
Ｒ Ｎ Ａ （ 下 方 、 ア ン チ セ ン ス Ｕ Ｇ ｎ リ ボ プ ロ ー ブ を 用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ウ ロ グ ア ニ
リ ン 転 写 産 物 を 矢 印 で 示 す ） の 分 布 を 示 す 。
　 図 ５ ａ ～ ５ ｄ は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 及 び ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ の 細 胞 分 泌 、 並 び に 血 漿 で の 検 出 を 示 す
。 図 ５ ａ は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 及 び ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ の 、 細 胞 局 在 と 方 向 性 分 泌 と の 差 異 を 要 約 し た
模 式 図 で あ る 。 図 ５ ｂ は 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 に よ る 、 血 漿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 認 識 を 示 す ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 免 疫 ブ ロ ッ ト 前 に 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 血 漿 を 分 画 し 、 ブ ロ ッ ト 上 の 番
号 は 、 テ ス ト し た Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 を 示 す 。 「 ｓ ｔ ｄ 」 と 記 し た レ ー ン は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 確
証 的 サ ン プ ル を 示 す 。 図 ５ ｃ は 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 血 漿 画 分 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト と 、 抗 ｐ ｒ ｏ Ｇ
ｎ 抗 体 を 用 い た そ れ ら の 解 析 で あ る 。 「 ｓ ｔ ｄ 」 と 記 し た レ ー ン は 、 確 証 的 に ｐ ｒ ｏ Ｇ ｎ
を 含 む 。 図 ５ ｄ は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 し 、 図 中 、 逆 相 カ ラ ム を 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ と
、 ア ル ブ ミ ン 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン な ど の 他 の 豊 富 な 血 漿 タ ン パ ク 質 の よ い 分 離 を 与 え る 、
Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ － サ イ ズ 排 除 カ ラ ム と 取 替 え 、 こ れ ら の 干 渉 タ ン パ ク 質 を 除 去 し た ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 の 解 像 度 を 向 上 さ せ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 図 ６ ａ 及 び ６ ｂ は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ に 関 す る 定 量 的 免 疫 検 定 法 を 示 す 。 図 ６ ａ は 、 異 な る
２ 種 類 の 抗 体 （ ６ ９ １ ０ 及 び ６ ９ １ ２ ） を 用 い て テ ス ト し た ｒ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 希 釈 系 列
を 示 す 。 図 ６ ｂ は 、 抗 体 ６ ９ １ ０ を 用 い て ３ 通 り 行 っ た 免 疫 検 定 を 示 す 。 標 準 及 び 未 知 （
ラ ッ ト 腸 の ３ 種 の 領 域 、 す な わ ち 、 示 さ れ る よ う に 、 結 腸 、 遠 位 回 腸 、 及 び 近 位 空 腸 か ら
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単 離 し た 、 ６ ０ μ ｇ 全 タ ン パ ク 質 ） を 、 LiCor ODYSSEY（ 商 標 ） 赤 外 線 画 像 化 シ ス テ ム で
定 量 し た 。 直 線 回 帰 に よ っ て ラ イ ン を 基 準 に 適 合 さ せ 、 未 知 の も の の 値 を 補 間 に よ り 決 定
し た 。 こ の 免 疫 検 定 の 解 析 前 に 、 血 漿 サ ン プ ル を 前 分 画 し 、 ア ル ブ ミ ン な ど の 、 豊 富 な 干
渉 タ ン パ ク 質 か ら ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 分 離 し な け れ ば な ら な い 。 Amersham Hi-prep sephacryl
 S200 HRカ ラ ム （ 直 径 １ ６ ｃ ｍ 、 長 さ ６ ０ ｃ ｍ ） で 前 分 画 を 実 施 し 、 ０ ． ５ ｍ Ｌ ／ 分 の 流
速 で 、 ０ ． ０ ５ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ＋ ０ ． １ ５ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ＝ ７ で 溶 出 さ せ る
。 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ は 、 １ ３ ５ 分 ～ １ ５ ５ 分 の 間 に 溶 出 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 図 ７ ａ ～ ７ ｃ は 、 急 性 及 び 慢 性 経 口 塩 負 荷 プ ロ ト コ ル に よ っ て 誘 導 さ れ る 、 ナ ト リ ウ ム
（ Ｎ ａ ） 排 泄 、 血 漿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ レ ベ ル 、 及 び 腸 の ウ ロ グ ア ニ リ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 を 示 す 。
図 ７ ａ は 、 急 性 モ デ ル に お い て 、 口 胃 的 塩 （ ３ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を ３ ｍ Ｌ ） を 、 ３ ０ 分
の 強 制 投 与 で 麻 酔 動 物 に 与 え た こ と を 示 す 。 ３ ０ 分 （ 胃 負 荷 「 前 」 ） 及 び １ ０ ０ （ 胃 負 荷
「 後 」 ） に 測 定 し た 血 漿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の レ ベ ル は 、 溶 質 負 荷 （ ｎ ＝ ３ ） へ の 応 答 の 約 ２ 倍
で あ っ た 。 図 ７ ｂ は 、 慢 性 モ デ ル に お い て 、 ０ ． ５ ％ か ら ２ ％ 食 物 塩 （ 摂 取 変 更 ） へ と 意
識 の あ る ラ ッ ト を 移 し 、 す ぐ に そ の 尿 塩 排 泄 が 、 １ ２ 時 間 以 降 、 新 し い 定 常 状 態 へ と 増 加
し た こ と を 示 す 。 ま た 、 こ れ は 、 「 コ ン ト ロ ー ル 」 塩 摂 取 （ ｎ ＝ ４ ） に 比 較 し て 、 「 高 」
塩 摂 取 に お け る 血 漿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ レ ベ ル の 、 約 ２ 倍 化 に 関 連 し た 。 図 ７ ｃ は 、 動 物 中 の 空
腸 の ウ ロ グ ア ニ リ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 が 、 「 高 」 及 び 「 低 」 塩 食 物 （ 対 応 ｔ -検 定 ｐ ＜ ０ ． ０
３ ） で ６ 日 間 維 持 さ れ た こ と を 示 す 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で ウ ロ グ ア ニ リ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ
を 測 定 し 、 β － ア ク チ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル で 標 準 化 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 図 ８ ａ ～ ８ ｃ は 、 正 常 ラ ッ ト 、 及 び 無 腎 ラ ッ ト に 注 入 し た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 最 終 結 果 を 示
す 。 図 ８ ａ は 、 ６ ０ 分 に わ た る ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 定 常 注 入 が 、 放 射 能 の 安 定 し た 血
漿 レ ベ ル （ 黒 丸 ） を も た ら す こ と を 示 す 。 尿 中 に 排 泄 さ れ た レ ベ ル は 、 同 じ 時 間 （ 白 丸 ）
よ り も 大 幅 に 多 い 。 図 ８ ｂ は 、 ６ ０ 分 の 注 入 の 終 わ り に 、 腎 臓 に お け る 放 射 性 標 識 の 特 異
的 活 性 が 、 他 の 全 て の 組 織 よ り も 高 い こ と を 示 す 。 略 語 ： 脳 （ Ｂ ） 、 胸 腺 （ Ｔ ） 、 肺 （ Ｌ
ｕ ） 、 小 腸 （ Ｓ Ｉ ） 、 骨 格 筋 （ Ｍ ） 、 脾 臓 （ Ｓ ） 、 心 臓 （ Ｈ ） 、 腎 臓 （ Ｋ ） 、 肝 臓 （ Ｌ ｉ
） 。 図 ８ ｃ は 、 ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の ボ ー ラ ス 投 与 量 が 、 正 常 動 物 （ コ ン ト ロ ー ル ； 白
丸 ） か ら 速 や か に 除 去 さ れ 、 ま た 腎 臓 切 除 後 （ 無 腎 ； 黒 丸 ） よ り も 大 幅 に 遅 い こ と を 示 す
。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 図 ９ ａ 及 び ９ ｂ は 、 血 漿 並 び に 尿 中 に お け る 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 代 謝 産 物 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 解 析 を
示 す 。 図 ９ ａ は 、 ボ ー ラ ス 注 入 後 に 採 取 し た 血 漿 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 解 析 を 示 し 、 図 中 、 血 漿 サ ン
プ ル を 、 頸 動 脈 へ の ３ ５ Ｓ － 標 識 し た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の ボ ー ラ ス 投 与 量 注 入 後 、 ２ 分 （ 黒 丸
） 、 ５ 分 （ 網 か け 丸 ） 、 及 び １ ０ 分 （ 白 丸 ） に 採 取 し た 。 図 ９ ｂ は 、 長 時 間 注 入 後 に 採 取
し た 尿 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 解 析 を 示 し 、 図 中 、 ６ ０ 分 の 動 脈 注 入 （ ｎ ＝ ７ ） の 最 後 の ３ ０ 分 間 、 尿
を 採 取 し た 。 注 入 し た 物 質 中 の ｃ ｐ ｍ ／ μ Ｌ は 、 ボ ー ラ ス 注 入 用 に 使 用 し た 溶 液 中 の ｃ ｐ
ｍ ／ μ Ｌ よ り も 、 約 １ ０ ０ 倍 低 か っ た 。 血 漿 及 び 尿 サ ン プ ル を 、 Vydac 218TP C－ 18逆 相
カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 ア セ ト ニ ト リ ル の 勾 配 (破 線 )で 溶 出 さ せ た 。 各 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 中 の 放
射 能 を 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。 Ｃ ｙ ｓ 、 Ｍ ｅ ｔ 、 及 び ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ ス
タ ン ダ ー ド の 滞 留 時 間 を 矢 印 で 示 す 。 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 由 来 の 代 謝 産 物 を 、 図 ９ ｂ 中 の ク エ ス
チ ョ ン マ ー ク で 示 す 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 図 １ ０ ａ ～ １ ０ ｃ は 、 天 然 型 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 精 製 、 及 び 尿 流 量 、 塩 排 泄 並 び に 血 圧 に 対
す る 、 注 入 さ れ た 天 然 型 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 生 物 効 果 を 示 す 。 図 １ ０ ａ は 、 ラ ッ ト 腸 抽 出 物 由
来 の 天 然 型 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 精 製 に お け る 最 終 段 階 の Ｕ Ｖ 吸 収 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 挿 入 図
は 、 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 位 置 （ 矢 印 で 示 す ） を 確 認 す る た め の 、 各 画 分 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
を 示 す 。 画 分 ４ ０ を 乾 燥 さ せ 、 生 理 食 塩 水 に 再 懸 濁 し 、 図 １ ０ ｂ 及 び 図 １ ０ ｃ に 示 す 注 入
実 験 に 使 用 し た 。 図 １ ０ ｂ は 、 コ ン ト ロ ー ル 動 物 （ 白 丸 、 ｎ ＝ ５ ） 、 精 製 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を
注 入 し た 動 物 （ 黒 丸 ） 、 免 疫 中 和 さ れ た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 注 入 し た 動 物 （ 三 角 ） 、 又 は Ｓ Ｔ
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ａ を 注 入 し た 動 物 （ 四 角 ） に お け る 、 血 圧 の 経 時 変 化 （ 点 線 の 上 方 ） 及 び 尿 産 生 の 経 時 変
化 （ 点 線 の 上 方 ） を 示 す 。 横 方 向 の バ ー で 示 さ れ る 合 間 だ け 、 作 用 物 質 を 注 入 剤 に 添 加 し
た 。 図 １ ０ ｃ は 、 図 １ ０ ｂ に お い て 示 し た 同 じ 実 験 で 測 定 し た 、 尿 ナ ト リ ウ ム 排 泄 （ 点 線
の 下 方 ） の 経 時 変 化 を 示 す 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 挿 入 図 （ 点 線 の 上 方 ） は 、 尿 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ
ｎ 排 泄 を 示 す 。 各 サ ン プ ル は 、 代 表 的 動 物 ： コ ン ト ロ ー ル 動 物 （ 白 丸 、 ｎ ＝ ５ ） 、 精 製 ｐ
ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 注 入 し た 動 物 （ 黒 丸 、 ｎ ＝ ５ ） 、 免 疫 中 和 し た ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ を 注 入 し た 動 物
（ 三 角 ） 、 又 は Ｓ Ｔ ａ を 注 入 し た 動 物 （ 四 角 ） か ら 、 ペ プ チ ド 注 入 前 、 ペ プ チ ド 注 入 中 、
及 び ペ プ チ ド 注 入 後 、 ２ ０ 分 間 に わ た っ て 採 取 し た 全 尿 の ５ ０ ％ を 表 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 図 １ １ ａ ～ １ １ ｃ は 、 外 因 的 に 注 入 し た 、 循 環 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 の 効 果 を 示 す 。 図 １
１ ａ は 、 血 漿 か ら の ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の 消 失 を 示 し 、 図 中 、 循 環 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体
は 、 ボ ー ラ ス 注 入 し た ３ ５ Ｓ － ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ が 血 漿 か ら 消 失 す る 速 度 を 遅 ら せ る ： 短 期 Ａ
ｂ ブ ロ ッ ク （ 黒 丸 ） ； ２ ４ 時 間 長 期 Ａ ｂ ブ ロ ッ ク （ 網 か け 丸 ） ； 及 び 非 免 疫 血 清 （ 白 丸 ）
。 図 １ １ ｂ は 、 尿 へ の ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 代 謝 産 物 の 排 泄 を 示 す ： コ ン ト ロ ー ル （ 黒 い バ ー ） 及
び 短 期 Ａ ｂ ブ ロ ッ ク （ 白 い バ ー ） 、 図 中 、 循 環 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 は 、 血 漿 へ の ３ ５ Ｓ －
ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ の ボ ー ラ ス 注 入 後 、 標 識 さ れ た 代 謝 産 物 の 尿 排 泄 を 減 衰 さ せ る 。 図 １ １ ｃ は
、 胃 へ の 負 荷 後 に お け る 尿 へ の Ｎ ａ 排 泄 を 示 し 、 図 中 、 循 環 抗 ｐ ｒ ｏ Ｕ Ｇ ｎ 抗 体 は 、 口 胃
的 Ｎ ａ に よ っ て 誘 導 さ れ る Ｎ ａ 排 泄 を 阻 害 す る ： 非 免 疫 血 清 （ 白 丸 ） 及 び 短 期 Ａ ｂ ブ ロ ッ
ク （ 黒 丸 ） 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】
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