
(57)【要約】

【課題】 本発明の方法は、アドレノメジュリン（AM）

がさまざまな器官のヒト癌細胞系列で発現し、腫瘍の増

殖を引き起こす普遍的な増殖因子として機能することを

示す。本発明は治療、薬剤および生理的組成物に有用な

AMペプチドおよびAM抗体を提供する。本発明はさらに、

本発明のAMペプチドおよび抗体を含む組成物を使用する

病気の診断、治療および予防方法を提供する。本発明の

方法はまた、膵臓生理機能におけるAMの役割を同定する

ために使用する実験の手法も提供する。

【解決手段】単離したラット小島による方法は、AMが量

依存的にインシュリンの分泌を妨げることを示した。AM

生体活性を中和するモノクローナル抗体MoAb-G6は、本

発明の方法によりインシュリンの放出を5倍増加させ、

これは合成AMの添加で逆の効果が出ることが示された。

【選択図】図２２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 単 離 さ れ た ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン ペ プ チ ド PAMP-20 （ 配 列 番 号 7） 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 1に 記 載 さ れ た ペ プ チ ド に 対 し て 反 応 性 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 被 検 体 に お け る 低 血 圧 、 高 血 圧 、 ま た は 心 不 全 以 外 の 病 気 を 診 断 し ま た は 監 視 す る た め
の 、 請 求 項 1に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 2に 記 載 の 抗 体 の 使 用 で あ っ て 、 被 検 体 か ら 得
ら れ た サ ン プ ル 中 の ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン レ ベ ル を 測 定 す る こ と を 含 み 、 こ の ア ド レ ノ メ ジ
ュ リ ン レ ベ ル が 病 気 の 存 在 ま た は 病 気 の 予 後 の 指 標 で あ る 、 前 記 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 病 気 が 、 糖 尿 病 、 腎 臓 病 、 骨 の 病 気 、 皮 膚 病 、 ま た は 造 血 細 胞 の 病 気 で あ る 、 請 求 項 ３
に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 神 経 伝 達 ま た は 神 経 成 長 を 制 御 す る た め に 有 効 な 量 の 請 求 項 1に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は
請 求 項 2に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 抗 体 を 含 む 、 被 検 体 に お け る 中 枢 神 経 系 の 領 域 に お い て
ニ ュ ー ロ ン 活 性 を 制 御 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 被 検 体 に お け る 肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 ま た は 免 疫 反 応 細 胞 の 関 与 に よ り 、 ア レ ル ギ ー 反 応 ま
た は 炎 症 反 応 を 制 御 し 、 減 少 し 、 ま た は 阻 害 す る た め の 、 被 検 体 に お け る 肥 満 細 胞 の 脱 顆
粒 を 減 少 し ま た は 阻 害 す る た め に 有 効 な 量 の 請 求 項 2に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 1に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 2に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 器 官 お よ び 骨 の 発 生 を 促
進 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 病 気 ま た は 症 状 を 治 療 し ま た は 予 防 す る た め に 有 効 な 量 の ペ プ チ ド ま た は 抗 体 を 被 検 体
に 投 与 し て 、 被 検 体 に お け る 疾 患 ま た は 症 状 を 治 療 し ま た は 予 防 す る た め の 医 薬 を 製 造 す
る 際 の 、 請 求 項 1に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 2に 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 病 気 ま た は 症 状 が 癌 、 腫 瘍 、 II型 糖 尿 病 、 妊 娠 に 関 連 す る 症 状 、 細 菌 感 染 、 真 菌 感 染 、
皮 膚 の 擦 り 傷 、 皮 膚 傷 害 、 創 傷 、 ま た は 外 科 的 切 開 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 癌 ま た は 腫 瘍 が 、 副 腎 、 神 経 系 、 肺 、 結 腸 、 卵 巣 、 前 立 腺 、 軟 骨 肉 腫 、 膵 臓 、 ま た は 乳
房 の 癌 ま た は 腫 瘍 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン （ AM） は 当 初 、 ヒ ト 褐 色 細 胞 腫 （ Pheochromocytoma） よ り 単 離 さ れ
、 最 近 同 定 さ れ た 降 圧 性 ペ プ チ ド で あ る  (K.Kitamura, et al., Biochem. Biophys. Res.
 Commun. 192, 553 (1993))。 AMは 、 １ ８ ５ ア ミ ノ 酸 プ レ プ ロ ホ ル モ ン か ら 、 連 続 的 な 酵
素 的 分 解 及 び ア ミ ド 化 を 通 し て 生 成 さ れ る 。 こ の 工 程 は ５ ２ ア ミ ノ 酸 生 体 活 性 ペ プ チ ド の
遊 離 で 完 結 す る  (T.Ishimitsu et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 203, 631 (199
4))。 AM、 及 び そ の 遺 伝 子 関 連 ペ プ チ ド 、 PAMPは 、 １ ８ ５ ア ミ ノ 酸 プ レ プ ロ AM分 子 の 翻 訳
後 酵 素 的 修 飾 か ら 生 成 さ れ る 、 二 つ の 知 ら れ た 生 体 活 性 産 物 で あ る  (K.Kitamura, et al.
, Biochem. Biophys. Res. Commun. 192, 553 (1993) ; K.Kitamura, et al., Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 194, 720 (1993) ; Kitamura, et al. FEBS Lett. 351, 35-37 (
1994))。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 ヒ ト AMに つ い て の 完 全 な ゲ ノ ム の 基 礎 構 造 が 、 最 近 報 告 さ れ た  (Ishimitsu, et al., B
iochem. Biophys. Res. Commun. 203 : 631-639 (1994))。 ブ タ  (Kitamura, et al., FEB
S Lett. 338 : 306-310 (1994))、 及 び ラ ッ ト  (Sakata, et al., Biochem. Biophys. Res
. Commun. 195 : 921-927 (1993))の AMの 相 補 的 な DNAも ま た ク ロ ー ン 化 ／ 配 列 決 定 さ れ 、
ヒ ト 相 当 物 と の 高 い ホ モ ロ ジ ー が 示 さ れ た 。 AMの ヒ ト ｃ DNAは ク ロ ー ン 化 さ れ 、 mRNAの 発
現 が 副 腎 、 肺 、 腎 臓 、 及 び 心 臓 に て 同 定 さ れ た    (K.Kitamura, et al., Biochem. Bioph
ys. Res. Commun. 194, 720 (1993))。 高 程 度 の 塩 基 配 列 ホ モ ロ ジ ー が 、 ラ ッ ト と ブ タ を
含 む 他 の ほ 乳 類 種 か ら 単 離 さ れ た AM　 mRNAと の 間 で 見 い だ さ れ た （ J. Sakata, et al., B
iochem. Biophys. Res. Commun. 195, 921 (1993) ; 及 び K.Kitamura, et al., FEBS Let
t. 338, 306 (1994)) 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 い く つ か の 発 行 物 か ら の デ ー タ は 、 AMを 発 現 す る 組 織 の 広 い 範 囲 を 明 ら か に し た 。 RIA
及 び ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 技 術 を 使 用 す る こ と で 、 ヒ ト 血 漿 、 副 腎 髄 質 、 心 房 、 肺 、 腎 臓 で AMが
高 レ ベ ル で 発 見 さ れ た が  (Kitamura, et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 194 : 7
20-725 (1993) ; Kitamura, et al., FEBS Lett. 341 : 288-290 (1994))、 し か し 、 今 日
ま で に こ れ ら の 器 官 で の AMの 細 胞 源 は 同 定 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 AM及 び PAMP双 方 は ア ミ ド 化 ペ プ チ ド で あ る が 、 こ れ ら は そ の 血 管 拡 張 性 効 果 を 、 明 ら か
に 異 な っ た レ セ プ タ ー シ ス テ ム を 通 し て 媒 介 す る こ と が 示 さ れ た  (T.Shimosawa, et al.,
 J. Clin. Invest. 96, 1672 (1995)) 。 AMは ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ 活 性 を 刺 激 し 、 こ れ は
平 滑 筋 細 胞 で の cAMPの レ ベ ル を 高 め る 。 AMは 構 造 的 に カ ル シ チ ニ ン 遺 伝 子 関 連 ペ プ チ ド （
CGRP） と 関 連 し 、 そ の 血 管 拡 張 性 効 果 は CGRP拮 抗 剤 、 CGRP８ － ３ ７ に よ っ て 抑 制 さ れ る  (
Y.Ishiyama, et al., Eur. J. Pharmacol. 241, 271 (1993) : Ishizaka, et al., Bioch
em. Biophys. Res. Commun. 200, 642 (1994) ; J.A.Santago, et al., Life Sci. 55, 8
5 (1994) ; D.Y.Cheng, et al., Life Sci. 55, 251 (1994) ; H.Lippton, et al., J. A
ppl. Physiol. 76, 2154 (1994) ; Y.Shimekake, et al., J. Biol. Chem. 270, 4412 (1
995))。 逆 に 、 PAMPは CGRPと ア ミ ノ 酸 配 列 ホ モ ロ ジ ー は な く 、 そ の 生 物 学 的 効 果 が CGRP８
－ ３ ７ に よ っ て 阻 害 さ れ な い と い う 事 実 は 、 別 個 の レ セ プ タ ー シ ス テ ム の 関 わ り 合 い を 示
唆 す る  (T.Shimosawa, et al., J. Clin. Invest. 96, 1672 (1995))。 AMは ま た 、 ナ ト リ
ウ ム 利 尿 活 性 及 び 利 尿 活 性 を 持 つ 腎 臓 の 機 能 重 要 な 調 節 物 質 と し て 示 さ れ た  (T.Ebara, e
t al., Eur. J. Pharmacol. 263, 69 (1994) ; M.Jougasaki, et al., Amer. J. Physiol
. 37, F657 (1995))。 AMは 強 力 な 気 管 支 拡 張 物 質 、 あ る 中 枢 神 経 脳 活 動 の 調 整 物 質 （ 昇 圧
お よ び 抗 口 渇 誘 発 性 ペ プ チ ド ） 、 そ し て ア ル ド ス テ ロ ン 及 び ア ド レ ノ コ ル チ コ ト ロ ピ ン 放
出 の 抑 制 物 質 で あ る こ と も 報 告 さ れ て い る  (H.Kanazawa, et al., Biochem. Biophys. Re
s. Commun. 205, 251 (1994) ; H.Takahashi, et al., Am. J. Hypertens. 7, 478 (1994
) ; T.Amurphy and W.K.Samson, Endocrinology 136, 2459 (1995) ; T.Yamaguchi, K.Ba
ba, Y.Doi, K.Yano, Life Sci. 56, 379 (1995) ; W.K.Samson, T.Murphy, D.A.Schell, 
Endocrinology 136, 2349 (1995))。 最 後 に 、 AMは 、 神 経 節 芽 細 胞 腫 ／ 神 経 芽 細 胞 腫  (F.S
atoh, et al., J. Clin. Endocrinol. Metabol. 80, 1750 (1995))、 小 細 胞 肺 癌 、 ア デ ノ
カ ル シ ノ ー マ 、 気 管 支 肺 胞 癌 、 鱗 状 細 胞 癌 、 肺 カ ル シ ノ イ ド  (Martinez, et al., Endocr
inology 136, 4099 (1995))を 含 む 神 経 及 び 肺 双 方 の 系 統 の 様 々 な ヒ ト 腫 瘍 に お い て 発 現
し て い る こ と が 報 告 さ れ た 。 AMの ヒ ト 腫 瘍 に お け る 分 布 を さ ら に 研 究 し 、 こ れ ら の 悪 性 症
状 に お け る そ の 役 割 を 決 定 す る 試 み に お い て 、 我 々 は 分 子 、 生 化 学 的 及 び in vitro手 法 を
、 ５ ９ の 固 形 腫 瘍 及 び 造 血 系 統 か ら の ヒ ト 癌 細 胞 株 を 解 析 す る た め に 用 い た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 血 管 拡 張 剤 と し て の AMの 役 割 は 多 数 研 究 さ れ た  (C.Nuki et al., Biochem. Biophys. R
es. Commun. 196, 245 (1993) ; Q.Hao et al., Life Sci. 54, 265 (1994) ; D.Y.Cheng
 et al., Life Sci., 55, 251 (1994) ; C.J.Feng, B.Kang, A.D.Kaye, P.J.Kadowitz, B
.D.Nossaman, Life Sci., 433 (1994))。 AMは 、 原 形 質 膜 の 特 異 的 レ セ プ タ ー を 通 し て ア
デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ 活 性 を 活 性 化 し 、 標 的 細 胞 へ の Ｃ ａ ２ ＋ の 流 れ を 調 節 す る よ う に 働 く  (
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S.Eguchi et al., Endocrinology 135, 2454 (1994) ; Y.Shimekake et al., J. Biol. C
hem. 270, 4412 (1995))。 こ れ ら の シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 経 路 は 多 く の 生 理 学 的 工
程 に 関 係 し 、 ホ ル モ ン の 分 泌 の 調 節 を 含 む 。 細 胞 内 cAMPの 調 節 が 膵 臓 で の ホ ル モ ン の 放 出
を 調 節 す る こ と は よ く 確 証 さ れ て い る  (Y.Korman, S.J.Bhathena, N.R.Voyles, H.K.Oie,
 L.Recant, Diabetes 34, 717 (1985) ; C.B.Wollheim, Diabetes 29, 74 (1980))。 AMが
、 カ テ コ ー ル ア ミ ン  (F.Kato et al., J. Neurochem. 64, 459 (1995))、 ア デ ノ コ ル チ コ
ト ロ ピ ン  (W.K.Samson, T.Murphy, D.A.Schell, Endocrinology 136, 2349 (1995))、 及
び ア ル ド ス テ ロ ン  (T.Yamaguchi, K.Baba, Y.Doi, K.Yano, Life Sci. 56, 379 (1995) 
を 含 む 様 々 な ホ ル モ ン の 分 泌 速 度 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 報 告 さ れ て い る の で 、 我 々 は 、 膵
臓 の 内 分 泌 生 理 学 を 調 節 す る 際 の AMの 潜 在 的 な 役 割 を 研 究 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 結 果 的 に 、 多 く の 治 療 の 、 及 び 診 療 上 の AMペ プ チ ド の 適 用 に よ る 、 AM関 連 疾 患 及 び 症 状
の 予 防 、 診 断 、 処 置 で の 治 療 的 使 用 に 対 す る 強 力 な 、 安 定 し た 、 選 択 的 AMペ プ チ ド の 大 き
な 医 学 的 な 、 そ し て 健 康 上 の 要 求 が 存 在 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 治 療 的 、 薬 理 学 的 、 生 理 学 的 組 成 物 の 中 で 有 用 な 、 新 規 の ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン
（ AM） ペ プ チ ド と AM抗 体 を 提 供 す る 。 加 え て 、 本 発 明 は 新 規 AMペ プ チ ド 及 び 抗 体 を 含 む 組
成 物 が 有 用 で あ る 疾 患 の 診 断 、 処 置 及 び 予 防 の 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 の 治 療 、 診
断 、 及 び 予 防 の 対 象 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る た め に 、 効 果 的 な 量 の 本 発 明 の AMペ プ チ ド 、 も
し く は 抗 体 と 、 癌 的 細 胞 と を 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 癌 、 特 に 副 腎 、 神 経 系 、 肺 、 結 腸 、
卵 巣 、 及 び 乳 癌 の 予 防 及 び 治 療 の た め の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の AMペ プ チ ド
及 び 抗 体 は 軟 骨 肉 腫 の 治 療 に も 使 用 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 新 生 物 ト ラ ン ス フ ォ ー ム を 崩 壊 さ せ る 介 入 戦 略 の た め の 、
一 般 的 な 標 的 と し て の 使 用 の た め の AMペ プ チ ド 及 び 抗 体 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 AMの 存 在 、 も し く は 非 存 在 が 疾 病 の 存 在 、 も し く は 疾 患 の 素 因 を 指 し 示 す と こ ろ の 試 料
中 の AMの レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 疾 患 を 診 断 も し く は 監 視 す る 方 法 を 提 供 す る こ と
も 、 こ の 発 明 の 目 的 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 診 断 も し く は 監 視 し う る 疾 病 の 例 は 、
こ れ ら に 限 定 す る の で は な い が 、 糖 尿 病 、 重 度 の 尿 毒 症 な ど の 腎 疾 病 、 新 生 物 疾 患 な ど の
骨 の 疾 病 、 皮 膚 疾 病 及 び 白 血 病 な ど の 血 液 関 連 疾 病 を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 他 の 本 発 明 の 目 的 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び 抗 体 を 用 い た タ イ プ II糖 尿 病 の 予 防 、 も し
く は 治 療 の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 特 に 、 本 発 明 の AMペ プ チ ド 及 び 抗 体 は 、 イ ン ス リ
ン 分 泌 及 び 血 中 グ ル コ ー ス 代 謝 の 調 節 を す る た め に 使 用 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 妊 娠 に 関 連 し た 症 状 に 使 用 す る た め の AMペ プ チ ド 及 び 抗 体 を 提 供
す る こ と で あ る 。 特 に 、 本 発 明 の AMペ プ チ ド 及 び 抗 体 を 利 用 し た 、 妊 娠 中 毒 症 (子 癇 前 症
） （ preeclampsia） の 診 断 及 び 治 療 の た め の 方 法 が 記 述 さ れ て い る 。 さ ら に 、 AMペ プ チ ド
及 び 抗 体 は 、 胎 児 発 育 促 進 に 使 用 さ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 神 経 伝 達 物 質 も し く は ニ ュ ー ロ ン 発 達 の 調 節 の た め に 、 効 果
的 な 量 の AMペ プ チ ド も し く は 抗 体 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 中 枢 神 経 系 の 領 域 の 活
性 を 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の AMペ プ チ ド と 抗 体 に よ っ て 治 療 し う る
神 経 伝 達 、 も し く は ニ ュ ー ロ ン の 発 達 の 調 節 に 影 響 を 及 ぼ し て い る 疾 患 の 限 定 的 で な い 例
は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】

10

20

30

40

50

(4) JP 2007-145850 A 2007.6.14



　 マ ス ト 細 胞 の 脱 顆 粒 を 減 ら す 、 も し く は 抑 制 す る の に 効 果 的 な 量 で 、 AMに 対 す る 抗 体 を
投 与 す る こ と に よ り 、 マ ス ト 細 胞 の 脱 顆 粒 の た め に お こ る ア レ ル ギ ー 反 応 を 減 ら す 、 も し
く は 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る こ と も 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 バ ク テ リ ア も し く は 菌 類 の 増 殖 を 抑 制 す る 、 も し く は 感 染 を 防 ぐ の に 効 果 的 な 量 の 、 本
発 明 の 新 規 ペ プ チ ド を 、 患 者 に 投 与 す る こ と で 、 バ ク テ リ ア 及 び 菌 類 の 感 染 を 治 療 す る 方
法 を 提 供 す る こ と も 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 治 療 を 促 進 す る の に 効 果 的 な 量 の 、 本 発 明 の 一 つ 、 も し く は そ れ
以 上 の 新 規 AMペ プ チ ド 量 を 患 者 の 皮 膚 の 表 面 に 塗 る こ と で 、 す り 切 れ た （ chaffed） 皮 膚
、 皮 膚 損 傷 、 傷 の 回 復 、 外 科 的 切 断 の 治 癒 を 促 進 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 請 求 し た 発 明 の AMペ プ チ ド 及 び 抗 体 を 用 い て 、 臓 器 及 び 骨 の
発 達 を 促 進 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 新 規 AMペ プ チ ド 、 及 び 抗 体 を 含 む 薬 剤 組 成 物 を 提 供 し 、 新 規
AMペ プ チ ド 及 び 抗 体 、 さ ら に 同 じ も の を 含 む 薬 剤 組 成 物 の 薬 剤 学 的 、 治 療 的 、 診 断 的 利 用
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 、 そ し て 他 の 目 的 は 、 付 随 す る 明 細 書 及 び 添 付 し た 図 面 に よ っ て 明 ら
か に な る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 一 般 に 、 新 規 ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン （ AM） ペ プ チ ド 及 び AM抗 体 、 上 記 ペ プ チ ド 及
び 抗 体 を 含 む 薬 剤 学 的 組 成 物 、 及 び 薬 剤 学 的 活 性 剤 と し て の こ れ ら の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 以 下 の 新 規 AMペ プ チ ド に 関 連 す る 。
PO70(YY-プ レ プ ロ AM 3 4 - 4 1 )
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Y-Y-W-N-K-W-A-L-S-R-NH2 (SEQ. ID. NO. 1)
PO71(YGG-プ レ プ ロ AM 1 2 2 - 1 3 1 )
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Y-G-G-H-Q-I-Y-Q-F-T-D-K-D-NH2   (SEQ. ID. NO. 2)
PO72(プ レ プ ロ AM 1 1 6 - 1 4 6 )
　 　 　 T-V-Q-K-L-A-H-Q-I-Y-Q-F-T-D-K-D-K-D-N-V-A-P-R-S-K-I-S-P-Q-G-Y-NH2
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (SEQ. ID. NO. 3)
セ ン ス プ ラ イ マ ー (AM94-114)
　 　 　 　 　 　 　 　 5'-AAG-AAG-TGG-AAT-AAG-TGG-GCT-3' (SEQ. ID. NO. 4)
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー (AM 444-464)
　 　 　 　 　 　 　 　 5'-TGG-CTT-AGA-AGA-CAC-CAG-AGT-3' (SEQ. ID. NO. 5)
ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ (AM 289-309)
　 　 　 　 　 　 　 　 5'-CTG-GAA-GTT-GTT-CAT-GCT-CTG-3' (SEQ. ID. NO. 6)
プ ロ ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン N末 20ペ プ チ ド (PAMP-20)
　 　 　 　 A-R-L-D-V-A-S-E-F-R-K-K-W-N-K-W-A-L-S-R-NH2 (SEQ. ID. NO. 7)
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ れ ら の ペ プ チ ド 、 及 び そ の 他 の も の は ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 も し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル の い
ず れ か の 抗 体 を 発 生 す る の に 使 用 で き 、 こ の 抗 体 は 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る 組 成 物 を 含
む 抗 体 を 調 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 抗 体 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る
技 術 に よ っ て 調 製 す る 。 特 に 、 ペ プ チ ド PO72に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 本 発 明 の 実 施
に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の AMペ プ チ ド 及 び 抗 体 は 、 治 療 及 び 診 断 の 設 定 の 多 様 性 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら は
以 下 に 、 さ ら に 具 体 的 に 記 述 さ れ る 。

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-145850 A 2007.6.14



【 ０ ０ ２ ３ 】
　 （ １ ） 正 常 ヒ ト 肺 、 及 び 肺 腫 瘍 に お け る ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン の 発 現
AMペ プ チ ド の 新 し い 機 能 を 同 定 す る た め の 最 初 の 工 程 と し て 、 肺 に お け る AMの 発 現 部 位 の
局 在 化 に つ い て の 研 究 を 行 っ た 。 血 管 の 上 皮 の AMの 局 在 は 、 血 圧 調 節 に お け る AMペ プ チ ド
の 関 与 に よ る も の と 予 測 さ れ (Nuki, et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 196 : 24
5-251 (1993) ; Ishiyama, et al., Eur J Pharmacol. 241 : 271-273 (1993) ; Perret,
 et al., Life Sci. 53 : PL377-PL379 (1993) ; Lippton, et al., Life Sci. 54 : PL4
09-PL412 (1994) ; Santiago, et al., Eur. J. Pharmacol. 272 : 115-118 (1995) ; Li
ppton, et al., J. Appl. Physiol. 76 : 2154-2156 (1994) ; Sugo, et al., Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 201 : 1160-1166 (1994))、 平 滑 筋 細 胞 で の AMの 発 現 が す で に 報
告 さ れ て い る (Sugo, et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 203 : 719-726 (1994))
。 様 々 な 肺 細 胞 タ イ プ で の AMの 発 現 は 、 こ の 分 子 の 潜 在 的 な 新 し い 役 割 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 外 部 環 境 と の 円 柱 上 皮 の 先 端 境 界 で の AMの 豊 富 な 発 現 は 、 AMが 肺 管 腔 に 分 泌 さ れ て い る
可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 す る 。 普 通 、 気 管 支 上 皮 の 繊 毛 細 胞 の 機 能 は 、 繊 毛 区 域 を 通 し た
粘 膜 層 の 機 械 的 輸 送 に 制 限 さ れ る こ と が 推 測 さ れ る が 、 エ ン ド セ リ ン な ど の 他 の 調 節 ペ プ
チ ド は 、 こ の 細 胞 タ イ プ で 記 述 さ れ た (Giaid, et al., Am. J.Respir. Cell. Mol. Biol.
 4 : 50-56 (1990))。 並 ん で い る 上 皮 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ で の AMの 発 現 は 、 気 道 上 皮 に 存
在 す る マ ガ イ ニ ン (Diamond, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 : 4596-4600 (199
3))、 も し く は 気 管 の 抗 微 生 物 ペ プ チ ド (Diamond, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
88 : 3952-3956 (1991)) な ど の 他 の ペ プ チ ド と し て 観 察 さ れ た の と 同 様 に 、 病 原 体 に 対
す る 保 護 活 性 の 可 能 性 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 で 記 載 の 正 常 肺 に お け る AMの 分 布 は 、 ペ プ チ ド － ア ミ ド 化 酵 素 に つ い て 以 前 に
報 告 さ れ た パ タ ー ン と 同 様 で あ る (Saldise, et al., J. Histochem. Cytochem. 1996)。
こ の 参 照 文 献 で は 、 酵 素 産 物 と 同 じ 場 所 に 付 随 し て 発 現 し て い る 未 知 の ア ミ ド 化 ペ プ チ ド
の 潜 在 的 存 在 を 仮 定 し て い た 。 本 明 細 書 の 研 究 は 、 AMが そ れ ら の 予 期 さ れ る ペ プ チ ド の う
ち の 一 つ で あ る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 す る 。 ア ミ ド 化 が AMの 活 性 に と っ て 重 要 な も の で
あ る こ と 、 す な わ ち AMの ア ミ ド 化 体 が 、 非 ア ミ ド 化 体 の そ れ よ り も ５ ０ 倍 強 い レ セ プ タ ー
へ の 親 和 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た (Eguchi, et al., Endocrinology 135 : 2454-2458 (
1994))。 　 正 常 組 織 に お け る AMの 機 能 を 特 徴 づ け る た め に 、 免 疫 細 胞 化 学 的 手 法 を 用 い て
、 正 常 及 び 悪 性 肺 に お け る AMの 分 布 を 研 究 し 、 フ ォ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本 で
の そ の メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA） の 発 現 を 研 究 す る た め に in situ逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に よ り ペ プ チ ド の 局 在 性 を 確 か め た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 （ ２ ） 正 常 及 び 悪 性 細 胞 に お け る ヒ ト AM／ AM-R　 mRNAの 発 現
RT-PCRを 使 用 し て 、 様 々 な 異 な る 由 来 の 癌 細 胞 株 、 及 び 正 常 ヒ ト 組 織 に お け る AMリ ガ ン ド
、 及 び レ セ プ タ ー 　 mRNAを 評 価 し た （ 表 ３ 、 図 １ ５ Ａ 及 び １ ５ Ｂ ） 。 セ ン ス 及 び ア ン チ セ
ン ス プ ラ イ マ ー は 、 プ ラ イ マ ー 選 択 DNAstarプ ロ グ ラ ム か ら の コ ン ピ ュ ー タ ー 解 析 を 基 に
し て 、 発 表 さ れ て い る ヒ ト ｃ DNA配 列 （ Kitamura, K., et al., Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 194, 720 (1993))よ り 得 た 。 結 果 と し て 得 ら れ た ４ １ ０ ｂ ｐ 及 び ４ ７ １ ｂ ｐ の AM
及 び AM-R　 mRNAに 対 す る RT-PCR産 物 を 、 ア ン チ セ ン ス の 入 れ 子 （ nested） プ ロ ー ブ に よ る
サ ザ ン ブ ロ ッ ト で 確 か め た 。 正 常 ヒ ト 副 腎 及 び H720の ク ロ ー ン 化 さ れ た 産 物 を 、 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 決 定 に よ り 、 AMの メ ッ セ ー ジ の 本 物 の 断 片 と し て さ ら に 証 明 し 、 Ｓ ｐ ６ お よ び Ｔ
７ プ ロ モ ー タ ー 部 位 に お い て 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ど ち ら の 方 向 に お い て も ２ ０
０ ｂ ｐ 以 上 の ホ モ ロ ジ ー が あ る こ と を 示 し た 。 試 験 し た 新 生 物 細 胞 株 の 大 部 分 （ ５ ５ ／ ５
８ 、 ９ ５ ％ ） は 、 AMメ ッ セ ー ジ を 発 現 し て い る こ と を 示 し た （ 図 １ ５ Ａ 及 び １ ５ Ｂ 、 及 び
表 ３ を 参 照 ） 。 図 １ ５ Ａ 及 び １ ５ Ｂ は 、 AM　 mRNA及 び そ の 翻 訳 タ ン パ ク 質 に 対 し て ス ク リ
ー ニ ン グ し た 、 典 型 的 な ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 試 料 （ H157， H720， MCF-7， OVCAR-3， SNUC-1） 及
び 正 常 ヒ ト 組 織 （ 脳 、 肺 、 心 臓 、 副 腎 ） を 示 す 。 MoAb-G6は 、 合 成 ホ モ ロ グ PO72の １ ０  μ
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ｇ ／ ｍ Ｌ の 付 加 で 吸 収 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 AM　 mRNAは 以 下 の 癌 細 胞 株 で は 発 見 さ れ て な か っ た 。 H69c（ SCLC） 、 H233（ ア デ ノ カ ル
シ ノ ー マ ） 及 び H460（ 大 細 胞 癌 ） 。 特 定 の 組 織 が 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 評 価 に よ っ て AMを 発 現
し て い な い と い う 事 実 は 、 RT-PCRに よ っ て 示 さ れ た よ う に そ の 存 在 を 排 除 は し な い （ 表 ４
） 。 例 え ば 、 脳 な ど の 不 均 質 な 組 織 で は 、 RT-PCRに て AMの 発 現 が 示 さ れ た が 、 ノ ザ ン 解 析
で は 示 さ れ な か っ た 。 広 範 囲 な 研 究 で は な い が 、 同 様 な デ ー タ が AM-R　 mRNAに つ い て も 観
察 さ れ て お り （ ２ ７ ／ ３ ６ ， ７ ５ ％ ） （ 表 ３ ） 、 正 常 組 織 及 び 新 生 物 細 胞 株 の ７ ５ ％ に お
い て 、 リ ガ ン ド 及 び レ セ プ タ ー の メ ッ セ ー ジ が 同 じ 場 所 に あ る こ と を 示 し て い る （ 図 １ ４
Ａ － １ ４ Ｄ 及 び 図 ２ ６ Ａ － ２ ６ Ｂ ） 。 デ ー タ は RT-PCRに よ っ て 以 下 の 正 常 組 織 、 す な わ ち
脳 、 心 臓 、 肺 及 び 副 腎 （ 図 ２ ６ Ｂ ） に お い て AM-R　 mRNAの 存 在 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 AMは 、 標 的 細 胞 に お い て cAMP産 生 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ た (Ishizaka, et al., Bioch
em. Biophys. Res. Commun. 200 : 642-646 (1994))。 ほ と ん ど の ペ プ チ ド ホ ル モ ン が 、
細 胞 増 殖 の 調 節 物 質 と し て 働 く cAMP合 成 を 誘 導 さ せ る こ と が 以 前 に 観 察 さ れ て お り (Ishiz
uka, et al., Cancer Res. 54 : 2129-2135 (1994) ; Moody, et al., Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 90 : 4345-4349 (1993))、 従 っ て 、 AMも 腫 瘍 増 殖 の 増 殖 調 節 物 質 と し て 機 能
す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 加 え て 、 血 液 供 給 は 、 遠 い 転 位 部 位 で の 腫 瘍 細 胞 の 移 植 の 成 功
の 重 要 な 因 子 で あ り 、 多 く の 腫 瘍 が 血 管 新 生 を 引 き 起 こ す (Weinstat-Saslow, et al., FA
SEB J 8 : 401-407 (1994))。 別 の 、 も し く は 協 働 的 な 生 存 方 法 は 、 腫 瘍 床 へ の 栄 養 素 の
入 手 可 能 性 を 高 め る た め に 、 AMな ど の 血 管 拡 張 物 質 を 産 生 及 び 分 泌 す る こ と で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 AM、 気 道 上 皮 及 び 腫 瘍 に 存 在 す る 調 節 ペ プ チ ド の 局 所 分 布 は 、 歴 史 上 非 内 分 泌 と し て 区
分 さ れ 、 活 性 ペ プ チ ド の 合 成 の た め に 必 要 な 翻 訳 後 修 飾 酵 素 の 一 つ と 同 じ 場 所 に 位 置 す る
こ と は 、 我 々 に ” 内 分 泌 ” の 概 念 を 再 考 さ せ た 。 新 し い 調 節 ペ プ チ ド が 発 見 さ れ た の で 、
新 し い 細 胞 の タ イ プ が 、 内 分 泌 学 の 舞 台 に 入 る 。 同 じ 傾 向 が 以 前 に 胃 腸 系 (Bloom, et al.
, Adv. Clin. Chem. 20 : 177-244 (1980))、 及 び 内 皮 細 胞 (Vane, et al., J. Physiol. 
Pharmacol. 43 : 195-207 (1992)) で 起 こ っ た 。 AMの 発 現 は 、 神 経 内 分 泌 の 特 徴 で あ る 発
言 が 制 限 さ れ て い る と い う 我 々 の 概 念 に 異 議 を 唱 え 、 ま た 、 気 道 上 皮 の 多 様 性 を 強 調 す る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 （ ３ ） ヒ ト 癌 細 胞 株 に よ る AMペ プ チ ド の 産 生 及 び 分 泌
図 ２ ６ に 示 し た よ う に 、 選 択 し た 癌 細 胞 株 を RO条 件 下 で 増 殖 す る よ う に 適 応 さ せ 、 こ れ ら
の 株 か ら の 結 果 と し て で き た 全 細 胞 溶 解 物 を 、 以 前 に 特 徴 づ け ら れ た ウ サ ギ 抗 血 清 (Marti
nez, A., et al., Endocrinology 136 : 4099-4105 (1995))を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
解 析 に よ る AM免 疫 反 応 性 を 試 験 し た 。 図 ２ ６ Ｃ は 、 同 定 さ れ た AM様 免 疫 反 応 性 ペ プ チ ド の
電 気 泳 動 図 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 １ ８ 、 １ ４ 、 お よ び ６  kDaの 分 子 量 種 が 同 定 さ れ 、 お そ ら く 、 そ れ ぞ れ AM前 駆 物 質 、 生
成 中 間 物 質 、 及 び 本 物 の ペ プ チ ド を 表 し て い る 。 二 つ の 癌 細 胞 株 、 H720及 び MCF-7で の ２
２  kDaの 免 疫 反 応 性 種 も 存 在 す る 。 免 疫 検 出 分 析 の 特 異 性 は 、 抗 体 吸 収 コ ン ト ロ ー ル に よ
っ て 確 認 さ れ 、 こ の コ ン ト ロ ー ル で は 特 異 バ ン ド は 消 え た （ 図 ２ ６ Ｄ ） 。 腫 瘍 細 胞 か ら の
本 物 の Ａ Ｓ Ｍ の 発 現 を さ ら に 確 証 す る た め に 、 HPLC画 分 で 、 肺 カ ル チ ノ イ ド 細 胞 株  NCI-H
720か ら の ROCMの 解 析 を 行 っ た 。 カ ラ ム retintateは 、 合 成 ペ プ チ ド と 一 致 す る 溶 出 時 間 （
＝ ８ ９ 分 ） を 持 つ AM様 免 疫 反 応 性 を 含 む （ 図 １ ５ Ａ － １ ５ Ｂ ） 。 加 え て 、 ８ ８ か ら ９ ２ 分
部 分 を 含 む 連 続 的 な Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 画 分 を イ ム ノ ブ ロ ッ ト し た と こ ろ 、 主 要 な ６ kDaの 免 疫 反 応
性 バ ン ド を 示 し 、 一 方 、 １ ２ ４ か ら １ ２ ９ 分 画 分 は 、 １ ８ 、 及 び １ ４  kDa存 在 物 を 表 し た
（ 図 １ ５ Ｃ ） 。 付 加 的 免 疫 活 性 の ピ ー ク が ２ ６ ． ４ 分 、 ５ ３ ． ６ 分 、 及 び １ ３ ５ ． ６ 分 に
同 定 さ れ て い る が 、 こ れ ら は そ れ 以 上 特 徴 づ け ら れ て い な い （ 図 １ ５ ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 （ ４ ） AMは ヒ ト 腫 瘍 細 胞 増 殖 を 調 節 す る 。
パ ラ フ ィ ン 包 埋 、 RO－ 適 合 化 細 胞 株 の 免 疫 組 織 化 学 （ IHC） 、 及 び in situ　 RT-PCR試 験 に
よ っ て 入 手 し た 結 果 は 、 正 常 肺 、 及 び 病 理 学 的 肺 標 本 に 対 し て 以 前 に 報 告 さ れ た デ ー タ と
一 致 し て い た (Martinez, A., et al., Endocrinology 136 : 4099-4105 (1995))。 評 価 し
た ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 は 、 図 ２ ７ に 示 す よ う に Ｉ Ｈ Ｃ 及 び in situ　 RT-PCRに よ っ て AMの 発 現
を 示 す 。 Ｓ Ｃ Ｌ Ｃ 　 Ｈ ７ ７ ４ で の AMの 発 現 が 、 個 々 の コ ロ ニ ー の 外 層 （ 増 殖 帯 ） で 最 も 強
い 染 色 の 強 度 を 示 す こ と を 示 す の は 興 味 深 い こ と で あ り 、 増 殖 調 節 に お け る 、 AMを 示 す こ
と が で き る と い う 発 見 で あ る （ 図 ２ ７ Ａ ） 。 こ の 概 念 と の 一 致 は 、 AMが cAMP、 細 胞 増 殖 を
調 節 す る と 知 ら れ て い る シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 経 路 を 高 め る こ と を 示 し た 事 実 で あ
る (Ishiyama, Y., et al., Eur. J. Pharmacol. 241 : 271-273 (1993))。 こ の 推 測 し た
現 象 を さ ら に 調 査 す る た め に 、 MTT分 析 手 法 を 使 用 し て 、 い く つ か の 異 な っ た 腫 瘍 細 胞 株
（ 肺 、 結 腸 、 乳 房 、 脳 、 及 び 卵 巣 ） の 増 殖 に 対 す る AMの 効 果 を 試 験 し た 。 高 い 範 囲 で は 、
い く つ か の 非 特 異 的 毒 性 は あ っ た が 、 RO－ 増 殖 細 胞 培 養 へ の AMの 外 的 付 加 （ 最 終 濃 度 範 囲
　 ０ ． １  μ Ｍ か ら １ ０ ０  μ Ｍ 間 ） は 、 増 殖 を 刺 激 す る に は 無 効 で あ っ た 。 試 験 細 胞 は 、
本 物 の AMペ プ チ ド を 産 生 す る 事 が 知 ら れ て い た た め 、 我 々 は 、 こ の 外 部 リ ガ ン ド に よ り 増
殖 を 刺 激 す る こ と が で き な い と い う こ と が 、 細 胞 が す で に 細 胞 自 体 の AMを 用 い た 最 高 増 殖
効 果 を 得 て い る と い う こ と を 意 味 す る 可 能 性 が あ る こ と を 仮 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 仮 定 を 証 明 す る た め に 、 MoAb-G6を 使 用 し て 外 的 AMの 生 物 学 的 活 性 を 阻 止 し た 。 MoA
b-G6の 特 徴 を 調 べ る 間 、 他 の 既 知 の チ ロ シ ン ア ミ ド ペ プ チ ド 、 も し く は 構 造 的 に 関 連 す る
CGRP、 及 び ア ミ リ ン と の 交 差 反 応 性 が な い こ と を 明 ら か に し た （ 図 １ ３ ） 。 MTT分 析 を 使
用 し て 、 MoAb-G6を ５ 個 の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 （ NCI-H157、 NCI-H720、 MCF-7、 NIH： OVCAR-3、
及 び SNUC-1） の 増 殖 に 対 す る そ の 効 果 に つ い て 評 価 し 、 投 与 量 依 存 的 抑 制 が 、 そ れ ら の う
ち ４ つ で 観 察 さ れ た （ 表 ５ を 参 照 ） 。 最 も 高 い 濃 度 で の MoAb-G6使 用 （ １ ０ ０  μ ｇ ／ ｍ ｌ
） に お い て 、 持 続 的 に ２ ５ － ６ ％ の 増 殖 抑 制 が 、 SNUV-1を 除 く 試 験 さ れ た 癌 細 胞 株 の 間 で
観 察 さ れ た 。 結 腸 癌 細 胞 株 、 SNUC-1で は 、 AM-R発 現 が RT-PCRで は 検 出 で き な い が （ 図 ２ ６
Ｂ ） 、 こ れ は MoAb-G6が そ の 増 殖 に 対 し て 、 と て も 小 さ い 効 果 し か 持 た な い と い う 理 由 で
あ り 得 る 。 MCF-7に 対 す る 典 型 的 な デ ー タ は 図 ５ Ａ に 示 さ れ 、 こ れ は 同 型 コ ン ト ロ ー ル マ
ウ ス 骨 髄 腫 タ ン パ ク 質 （ TEPC１ ５ 、 Ｉ ｇ Ａ κ 、 Sigma） が 同 投 与 量 範 囲 全 体 で は 増 殖 阻 止
に 非 効 果 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 MoAb-G6に よ り 誘 導 さ れ た 腫 瘍 細 胞 増 殖 の 抑 制 は 、 A
Mの 外 的 付 加 に よ っ て 除 去 さ れ 、 １ ０ μ Ｍ に て 最 大 の 回 復 を し 、 よ っ て 中 和 抗 体 に よ る 増
殖 抑 制 の 特 異 性 を 証 明 し て い る （ 図 ５ Ｂ ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 （ ５ ） AMレ セ プ タ ー は ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 に 存 在 し 、 AMは 細 胞 内 cAMPを 増 加 さ せ る 。
AM-R　 mRNAの RT-PCR解 析 （ 図 ２ ６ Ｂ ） に 加 え て 、 合 成 AM、 及 び １ ２ ５ Ｉ － AM結 合 へ の cAMP
の 反 応 は 、 反 応 し て い る 腫 瘍 細 胞 株 で の 機 能 的 AMレ セ プ タ ー の 存 在 を 明 ら か に す る 。 い く
つ か の 癌 株 は 、 １ ２ ５ Ｉ － AMの 選 択 的 結 合 を 示 し 、 こ れ は 、 乳 癌 細 胞 株 MCF-7に つ い て の
典 型 的 デ ー タ に よ っ て 示 さ れ た よ う に （ 図 ２ ８ Ｃ ） 、 合 成 ホ モ ロ グ PO72、 も し く は 遺 伝 子
関 連 ペ プ チ ド PAMPに よ っ て 競 合 的 に 阻 害 さ れ た も の で は な か っ た 。 デ ー タ は 、 特 異 的 結 合
が １ ０ ｎ Ｍ で の Ｉ Ｃ ５ ０ を 伴 う 、 投 与 量 依 存 的 な AMに よ る 抑 制 を 示 す 。 MCF-7に つ い て 示
し た よ う に 、 こ の レ セ プ タ ー へ の AMの 結 合 は 、 １ ０  ｐ Ｍ か ら １  μ Ｍ 投 与 量 範 囲 全 体 で 、
細 胞 内 cAMPの 迅 速 な 増 加 を 引 き 起 こ し た 。 一 方 、 PO72及 び PAMPは 、 cAMPに 対 し て 何 の 効 果
も 持 た な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 （ ６ ） 成 長 及 び 発 癌 の 間 の ヒ ト 乳 房 上 皮 細 胞 の 自 己 分 泌 成 長 因 子 と し て の ア ド レ ノ メ ジ
ュ リ ン の 役 割
AM　 mRNA発 現 は 、 RT-PCRを 用 い て ４ ／ ４ 正 常 、 ６ ／ ６ 悪 性 乳 房 細 胞 に お い て 同 定 さ れ た 。
パ ラ フ ィ ン 埋 包 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 、 及 び in situ　 PCR解 析 に よ り 、 １ １ ／ １ １ 正 常 標 本
で 、 上 皮 細 胞 先 端 部 分 に 選 択 的 に AMの 発 現 が 局 在 し た 。 悪 性 組 織 に お け る 同 様 の 解 析 は 、
１ ０ ／ １ ２ の 乳 房 Ｃ Ａ で AMを 示 し た 。 乳 房 Ｃ Ａ 中 の AMの 潜 在 的 役 割 を さ ら に 同 定 す る た め
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に 、 腫 瘍 細 胞 株 MCF-7を 解 析 し 、 こ れ は 無 血 清 ／ ホ ル モ ン な し の 培 養 液 で の 増 殖 適 応 を し
た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ／ イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 評 価 し た 時 、 こ れ ら の 細 胞 は １ ８ キ ロ ダ
ル ト ン （ kDa） 、 １ ４ kDa、 ９ kDa、 及 び ６ kDaの 免 疫 反 応 性 AM様 種 を 発 現 し て い る こ と を 示
し た 。 こ れ ら の 種 々 の 分 子 量 存 在 物 は 、 前 駆 体 、 本 物 の ペ プ チ ド 、 及 び AM生 成 中 間 物 を 表
し て い る と 考 え ら れ る 。 加 え て 、 発 明 者 は 、 MCF-7が こ の リ ガ ン ド に 対 す る 高 親 和 性 レ セ
プ タ ー （ Ｋ ｄ ＝ ２  nＭ ） を 発 現 し 、 ソ フ ト ア ガ ー 分 析 に お い て 、 細 胞 内 cAMPが 増 加 し 結 果
と し て ク ロ ー ン 増 殖 が 高 く な る こ と に よ り 、 外 的 AMに 反 応 す る こ と を 示 す 。 抗 AMモ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 MoAb-G6は 液 体 培 養 中 で の MCF-7増 殖 の 投 与 量 依 存 性 抑 制 を 引 き 起 こ す こ と を 示
し た 。 同 型 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス 骨 髄 腫 タ ン パ ク 質 （ Ｉ ｇ Ａ κ ） は 、 同 投 与 量 範 囲 全 体 で 効
果 が な い 。 MoAb-G6増 殖 抑 制 は 外 的 AMに よ っ て 排 除 さ れ る 。 収 集 で き る デ ー タ は 、 正 常 乳
成 長 及 び 発 癌 に お い て 含 ま れ る 潜 在 的 な 自 己 分 泌 成 長 因 子 と し て の AMを 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 （ ７ ） 深 刻 な 妊 娠 中 毒 症 に お け る ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン の 調 節
AMは ヒ ト 血 漿 中 に か な り の 濃 度 で 存 在 す る 、 強 力 で 長 時 間 作 用 す る 降 圧 性 ぺ プ チ ド で あ り
、 血 圧 調 節 に 関 与 す る 新 規 の 循 環 ホ ル モ ン で あ る と 主 張 さ れ て い る 。 特 に AMは 妊 娠 中 毒 症
に お い て 機 能 す る と 考 え ら れ て い る 。 妊 娠 中 毒 症 と は 高 血 圧 や 突 発 性 流 産 を 伴 う 症 状 で あ
る 。 高 血 圧 は 妊 娠 の ７ ％ を 悪 化 さ せ 、 妊 娠 中 毒 症 は 妊 娠 に お け る す べ て の 高 血 圧 症 の ７ ０
%の 原 因 と な っ て い る 。 現 在 の と こ ろ 、 妊 娠 中 毒 症 を 発 病 す る 可 能 性 の あ る 女 性 を 同 定 す
る の に 役 立 つ 診 断 手 段 は な い 。 そ れ ゆ え 、 明 確 な 診 断 手 段 お よ び 治 療 法 が 必 要 と さ れ て い
る の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 妊 娠 中 毒 症 及 び 関 連 す る 高 血 圧 の 疾 病 の 原 因 を さ ら に 理 解 す る た め に 、 正 常 及 び 妊 娠 中
毒 症 患 者 の ホ ル マ リ ン 固 定 し パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 胎 盤 切 片 に お け る AMの 細 胞 局 在 を 評 価 し
た 。 十 分 特 徴 の 分 か っ て い る AM特 異 的 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン －
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 検 出 系 （ Vector laboratories） に て 、 確 立 さ れ た 免 疫 組 織 化 学 的 手 法
を 用 い た 。 正 常 患 者 の 胎 盤 に よ っ て 示 さ れ る 免 疫 染 色 と 比 較 し て 、 深 刻 な 妊 娠 中 毒 症 患 者
の 胎 盤 で は 免 疫 反 応 性 の あ る AMが 有 意 に 減 少 し て い る こ と が わ か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、
妊 娠 中 に AMが 胎 盤 の 環 流 と 心 臓 血 管 系 の 調 節 に 機 能 し 得 る こ と 、 調 節 異 常 が 妊 娠 中 毒 症 と
関 連 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 妊 娠 中 毒 症 の 診 断 及 び 治 療 に お い て 有 用 で あ り 、 そ の 点 で こ の 技 術 分 野 の 現 在
の 状 態 の 不 十 分 な 点 を 克 服 す る の に 有 用 で あ る 新 規 AMぺ プ チ ド を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発
明 の 新 規 AMぺ プ チ ド 及 び 抗 体 は 、 特 定 の 疾 患 状 態 に な り や す い 人 の 体 質 の 早 期 検 出 を 考 慮
に 入 れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 （ ８ ） エ ス ト ロ ゲ ン が 誘 導 す る 子 宮 及 び 膣 の 増 殖 の 間 の ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン タ ン パ ク 質
レ ベ ル の 亢 進
一 部 、 自 己 分 泌 ／ 傍 分 泌 因 子 を 調 節 す る こ と に よ っ て エ ス ト ロ ゲ ン が 生 殖 管 の 増 殖 及 び 分
化 に 対 し て 効 果 を 伝 達 す る こ と が 、 ま す ま す 増 加 す る 証 拠 に よ っ て 示 唆 さ れ て い る 。 エ ス
ト ロ ゲ ン 処 理 後 数 分 以 内 に 充 血 の 誘 導 、 血 管 透 過 性 の 上 昇 と 浮 腫 が 起 こ り 、 そ の 後 続 い て
子 宮 上 皮 の 同 調 的 な 増 殖 が 起 こ る 。 こ れ ら の 生 理 的 な 変 化 が 目 覚 ま し い 性 質 を 有 す る に も
関 わ ら ず 、 エ ス ト ロ ゲ ン が そ れ ら を 引 き 起 こ す メ カ ニ ズ ム に 関 し て は 比 較 的 少 し の こ と し
か 分 か っ て い な い 。 血 管 に 対 す る AMの 既 知 の 効 果 を 考 慮 し て 、 生 理 的 な 投 与 量 の エ ス ト ロ
ゲ ン に て 単 回 処 理 し た 後 の AMタ ン パ ク 質 レ ベ ル の 細 胞 特 異 的 か つ 一 時 的 な 調 節 を 、 確 立 さ
れ た 免 疫 組 織 化 学 的 手 法 を 用 い て 調 べ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 エ ス ト ロ ゲ ン 処 理 に よ っ て 、 子 宮 及 び 膣 の 両 方 に お い て AMタ ン パ ク 質 に 特 有 の 、 上 皮 細
胞 特 異 的 な 局 在 が 時 間 に 依 存 し て 誘 導 さ れ た 。 （ 調 べ た 最 初 の 時 点 、 す な わ ち １ ２ 時 間 で
明 ら か で あ る 。 ） 子 宮 上 皮 に お け る AMの 誘 導 は 一 過 性 で 、 エ ス ト ロ ゲ ン に 曝 露 し て か ら ２
４ 時 間 以 内 に 対 照 水 準 ま で 減 少 し た 。 し か し 一 方 で 、 膣 で の 著 し い 発 現 は 上 皮 に お い て 、
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処 理 後 ４ ８ 時 間 ま で 保 た れ た 。 両 器 官 の 平 滑 筋 細 胞 は か な り の 免 疫 反 応 性 を 示 し 、 そ れ は
エ ス ト ロ ゲ ン 処 理 に よ っ て 変 動 し な い よ う に 見 え た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン が 子
宮 及 び 膣 の 上 皮 に お い て AMタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 時 間 依 存 的 か つ 器 官 特 異 的 に 亢 進 す る こ
と を 示 唆 し て い る 。 AMの 誘 導 は DNA合 成 開 始 よ り 先 に 起 こ る た め 、 同 調 的 な 増 殖 に 好 ま し
い 条 件 を 提 供 す る の に 必 要 な 、 血 管 透 過 性 と 子 宮 及 び 膣 へ の 還 流 と を 上 昇 さ せ る こ と に よ
っ て 、  AMは エ ス ト ロ ゲ ン が 作 用 す る 際 に 機 能 し 得 る の で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 （ ９ ） 卵 巣 の 機 能 に お け る ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン の 役 割
血 管 増 殖 及 び 血 管 流 量 の ダ イ ナ ミ ッ ク な 変 化 が 排 卵 期 周 辺 と 黄 体 期 の 間 、 卵 巣 で 起 こ る 。
選 択 さ れ た 卵 胞 に お け る 新 生 血 管 形 成 の 開 始 は 、 ア ロ マ タ ー ゼ 、 LH受 容 体 や イ ン ヒ ビ ン サ
ブ ユ ニ ッ ト な ど の 種 々 の 分 化 マ ー カ ー の 出 現 と 平 行 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 加 え て 、 黄
体 形 成 期 に 現 れ る 新 生 毛 細 血 管 は 、 高 い 透 過 性 を 持 ち 、 そ の こ と に よ っ て 、 プ ロ ゲ ス テ ロ
ン の 生 合 成 に 必 要 な コ レ ス テ ロ ー ル を 運 搬 す る 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 な ど の 巨 大 タ ン パ ク
質 分 子 の 送 達 を 促 進 す る こ と が 分 か っ て い る 。 血 管 流 量 の 調 節 に お け る AMの 既 知 の 機 能 を
考 慮 し て 、 本 明 細 書 中 の 具 体 的 な 研 究 目 的 は 、 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て ラ ッ ト 卵 巣 に お け る
AMタ ン パ ク 質 の 、 細 胞 及 び 段 階 特 異 的 な 発 現 を 検 討 す る こ と で あ っ た 。 卵 巣 が 目 立 っ た AM
タ ン パ ク 質 発 現 を 示 し た 。 AMは 、 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 、 大 血 管 の 平 滑 筋 細 胞 、 胚 上 皮 、 卵 胞
膜 細 胞 へ 、 ま た 、 成 熟 卵 胞 腔 の 卵 丘 の 内 側 に 点 在 す る 顆 粒 膜 細 胞 の 中 に 、 そ し て 黄 体 内 の
多 く の 細 胞 に 免 疫 局 在 し て い た 。 卵 巣 内 の AMに 対 す る 最 も 著 し い 免 疫 反 応 性 は 黄 体 で 見 ら
れ 、 そ の 中 で は よ り 成 熟 し た 黄 体 が 最 多 の 染 色 陽 性 細 胞 数 を 示 し た 。 加 え て 、 AMの 強 い 局
在 が 卵 管 上 皮 の 頂 端 面 と 関 係 し て い る こ と が 見 出 さ れ た 。 黄 体 、 成 熟 し た 卵 胞 及 び 卵 管 に
お け る AMの 目 立 っ た 発 現 は 、 AMが 卵 巣 ス テ ロ イ ド 生 成 、 排 卵 に 対 し て 、 そ し て 恐 ら く 、 着
床 、 受 精 、 初 期 発 生 へ と 導 け る 環 境 を 卵 管 内 に 備 え る の に 対 し て 寄 与 し 得 る も の で あ る と
意 味 し て い る 。 ス テ ロ イ ド 及 び ゴ ナ ド ト ロ ピ ン ホ ル モ ン の 影 響 下 に 種 々 の 生 殖 組 織 に お い
て AMタ ン パ ク 質 が 存 在 す る こ と は 、 恐 ら く 急 速 な 増 殖 及 び ／ ま た は 分 化 し た 機 能 を 維 持 す
る の に 必 要 な 、 適 し た 血 液 供 給 の 獲 得 を 確 実 に す る こ と に よ っ て 、 生 殖 作 用 に お い て AMが
中 心 的 役 割 を 果 た し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 （ １ ０ ） 神 経 伝 達 に お け る ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン の 役 割
　 肺 内 在 性 神 経 系 の ニ ュ ー ロ ン に お け る AMの 存 在 は 、 神 経 伝 達 へ の 関 与 の 可 能 性 を 指 摘 し
て い る 。 AMと 構 造 上 の 相 同 性 を い く ら か 有 す る 分 子 で あ り （  Kitamura, et al., Biochem
 Biophys Res Commun 192:553-560 (1993) ） 、 特 に 肺 に 多 量 に 存 在 す る （  Springall, e
t al., J Auton Nerv Syst 20:155-166 (1987) ） CGRPに 、 類 似 の 機 能 が 割 り 当 て ら れ た
。 最 近 、 ラ ッ ト 中 枢 神 経 系 に AMを 注 入 後 、 血 圧 調 節 に 対 し て 効 果 が あ る と い う 記 載 が さ れ
た 。 （  Takahashi, et al., Am. J. Hypertens. 7:478-482 (1994) ）
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 （ １ １ ） 肥 満 細 胞 の IgE非 依 存 的 脱 顆 粒 誘 導 に お け る ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン 及 び そ の 遺 伝
子 関 連 ぺ プ チ ド で あ る プ ロ ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン ぺ プ チ ド -20（ PAMP-20） の 役 割
肥 満 細 胞 は ア レ ル ギ ー 応 答 と 密 接 に 関 係 し て い る 。 こ れ ら は 、 脱 顆 粒 が 起 こ っ た と き に 、
続 い て ヒ ス タ ミ ン を 遊 離 す る 顆 粒 を 含 む 。 肥 満 細 胞 を 免 疫 組 織 化 学 的 に 染 色 し 観 察 す る と
、 顆 粒 中 の AMの 存 在 が 明 ら か に な り 、 ま た 、 マ ウ ス 肥 満 細 胞 株 は AMの mRNAを 産 生 す る 。 肥
満 細 胞 の 自 己 の 脱 顆 粒 作 因 産 生 能 力 に よ っ て 自 己 分 泌 的 脱 顆 粒 あ る い は 誘 い 込 み （  recru
itment ） が 可 能 と な る 。 従 っ て 、 一 次 刺 激 を 受 け （ 抗 原 に 対 し て IgEを 発 現 す る ） 、 そ の
後 、 抗 原 提 示 に よ っ て 活 性 化 さ れ た （ す な わ ち 脱 顆 粒 が 起 こ る ） 肥 満 細 胞 が AMを 放 出 す る
結 果 、 一 次 刺 激 を 受 け て い な い 肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 を AMが 引 き 起 こ せ る よ う な 系 に AMが 放 出
さ れ る こ と に な る （ ア レ ル ギ ー 応 答 が 上 昇 す る ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 AM及 び PAMP-20は 、 等 電 点 が そ れ ぞ れ pI A M =10.2、 pI P A M P =10.1の 塩 基 性 ぺ プ チ ド ア ミ ド
で あ る 。 あ る 種 の 塩 基 性 ぺ プ チ ド （ サ ブ ス タ ン ス P、 VIP、 ソ マ ト ス タ チ ン 、 マ ガ イ ニ ン -2
、 ガ ス ト リ ン 、 メ リ チ ン 及 び Nal-arg-LHRH類 似 体 ） が 、 ラ ッ ト 肥 満 細 胞 か ら IgE非 依 存 的
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に ヒ ス タ ミ ン の 遊 離 を 引 き 起 こ し 得 る こ と が 以 前 に 示 さ れ た 。 AM及 び PAMP-20に 関 す る 同
様 の 分 析 に よ っ て こ れ ら の ぺ プ チ ド が 、 ラ ッ ト 肥 満 細 胞 に 対 す る EC 5 0 が そ れ ぞ れ 7.9± 3.9
μ M、 0.47± 0.23μ Mの 強 力 な 脱 顆 粒 因 子 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 AMは マ ガ イ ニ ン -2
と 同 程 度 に ヒ ス タ ミ ン の 遊 離 誘 導 に 効 果 が あ り  、 一 方 PAMP-20は Nal-arg-LHRHと 類 似 の 生
物 活 性 に 関 し て 20倍 強 力 で あ っ た 。 ラ ッ ト の 皮 膚 及 び 気 道 に 関 す る 免 疫 組 織 化 学 的 試 験 に
よ っ て 肥 満 組 織 細 胞 に お け る AM発 現 が 確 認 さ れ た 。 さ ら に 、 RT-PCRに よ っ て 分 析 し た と こ
ろ 、 マ ウ ス 肥 満 細 胞 株 の ２ ／ ４ （ MC/9、 10P2、 10P12、 11PO-1） が AMメ ッ セ ー ジ を 発 現 し
て い る こ と が 示 さ れ た 。 集 め た デ ー タ は AM/PAMP-20が 、 ア レ ル ギ ー 性 浮 腫 の 液 体 浸 潤 過 程
に 寄 与 し 得 た 新 規 の 血 管 拡 張 剤 で あ る こ と を 意 味 し て い る 。 加 え て 、 こ れ ら の ぺ プ チ ド が
IgE非 依 存 的 な メ カ ニ ズ ム を 介 し て ラ ッ ト 肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ 、 ま
た こ れ ら の ぺ プ チ ド は 、 ア レ ル ゲ ン の な い 状 態 で 隣 接 す る 肥 満 細 胞 が 新 た に 引 き 入 れ ら れ
る （  recruited ） よ う な 、 通 常 の 免 疫 応 答 に 関 し て 以 前 は 知 ら れ て い な か っ た 経 路 を 明
ら か に し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 AMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 実 施 例 4参 照 ） は 、 肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 に よ
っ て 引 き 起 こ さ れ る ア レ ル ギ ー 反 応 を ブ ロ ッ ク す る た め の 治 療 方 法 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 （ １ ２ ） AM/PAMPの 保 護 作 用 の 検 討
AMが 、 正 常 ヒ ト 気 管 支 上 皮 及 び 常 在 性 肺 性 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 頂 端 に 発 現 し て い る こ と が 以
前 明 ら か に さ れ て お り （ Martinez, et al., Endocrinology 136:4099 (1955) ） 、 そ の こ
と は 、 マ ガ イ ニ ン 及 び 気 管 抗 菌 ぺ プ チ ド の も の と 類 似 の 保 護 作 用 が あ り 得 る こ と を 意 味 す
る （ Diamond, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:4596 (1993) ; Diamond, et al.
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:3952 (1991) ; Schonwetter, et al., Science 267:1
645 (1995) ; Zasloff, M., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:5449 (1987) ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ブ タ 及 び ア フ リ カ ツ
メ ガ エ ル （ Xenopus laevis） を 含 む 様 々 な 種 由 来 の 、 外 皮 、 気 管 、 消 化 管 、 性 尿 路 な ど の
種 々 の 上 皮 表 面 に お け る AMの 発 現 を 、 以 前 に 記 載 さ れ た 免 疫 組 織 化 学 及 び in situ RT-PCR
の 方 法 （ Martinez, et al., Endocrinology 136:4099 (1995) ） を 用 い て 試 験 す る こ と で
検 討 し た （ 図 22も 参 照 ） 。 免 疫 組 織 化 学 的 研 究 に よ っ て 、 ほ 乳 類 の 気 管 、 消 化 管 、 及 び 尿
道 の 上 皮 細 胞 に も 肺 の 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ 内 に も AMが 高 レ ベ ル で 発 現 し て い る こ と が 明 ら
か に な っ た 。 調 べ た 種 の 気 管 に お い て 、 繊 毛 を 持 つ 細 胞 及 び ク ラ ラ 細 胞 の す べ て が mRNA（
図 22A） と こ の ぺ プ チ ド （ 図 22B、 22C） の 両 方 に 関 し て 強 く 陽 性 で あ っ た 。 ぺ プ チ ド の 場
合 、 頂 端 領 域 に 常 に 蓄 積 さ れ て い た が 、 そ の こ と は 肺 管 腔 へ の AMの 活 発 な 分 泌 を 示 唆 し て
い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 皮 膚 を 免 疫 細 胞 化 学 的 調 査 に か け る と 、 強 い 染 色 が 同 様 に 観 察 さ れ た 。 両 生 類 の 表 皮 に
お い て は 、 ほ と ん ど の ケ ラ チ ン 細 胞 は 軽 く 染 色 さ れ た が AMに 対 す る 最 も 強 い 免 疫 反 応 性 は
皮 膚 の 単 細 胞 腺 に あ っ た （ 図 22D） 。 両 生 類 の 外 皮 に 非 常 に 特 徴 的 な 他 の 腺 は ま っ た く 染
色 さ れ な か っ た 。 ほ 乳 類 で は 、 AM様 物 質 が 成 体 及 び 発 生 の 最 終 段 階 の 胚 の 両 方 の 表 皮 の 至
る 所 に 均 一 に 分 布 し て い た （ 図 22E） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 性 尿 路 も AMに 関 し て 陽 性 で あ る こ と が 分 か っ た 。 集 合 管 の よ う な 腎 臓 の 細 管 の ほ と ん ど
と 尿 管 表 面 の 上 皮 が 、 調 べ た す べ て の 種 に お い て フ ァ ロ ピ オ 管 、 子 宮 （ 図 22F） 及 び 膣 と
と も に 免 疫 反 応 性 が あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
  消 化 管 は 抗 菌 ぺ プ チ ド の 主 な 源 の 一 つ と し て 以 前 に 示 さ れ て お り （ Schonwetter, et al
., Science 267:1645 (1995) ） 、 実 際 AMは こ の 系 に お い て も 発 現 し て い た 。 免 疫 反 応 性
は 主 に 唾 液 腺 （ 図 22G） 、 肝 臓 の 胆 管 及 び 胆 嚢 上 皮 、 十 二 指 腸 の ブ ル ン ネ ル 腺 （ 図 22H） 、
結 腸 管 腔 上 皮 及 び 同 じ 器 官 の い く つ か の 瓶 形 の 内 分 泌 細 胞 （ 図 22I） で 見 ら れ た 。

10

20

30

40

50

(11) JP 2007-145850 A 2007.6.14



【 ０ ０ ５ １ 】
　 他 の い く つ か の 免 疫 反 応 性 の あ る 細 胞 の タ イ プ に は 、 カ エ ル の 食 道 表 面 の 繊 毛 を 持 っ た
細 胞 、 モ ル モ ッ ト の 膵 臓 の 管 系 及 び ラ ッ ト の 脳 の 第 三 脳 室 上 衣 が 含 ま れ た 。
　 上 皮 細 胞 に お け る AMの 広 範 な 分 布 、 AMの 粘 膜 皮 膚 表 面 に 沿 っ た 頂 端 の 細 胞 局 在 及 び 腸 管
上 皮 の ブ ル ン ネ ル 腺 へ の 局 在 は 、 AMが 粘 膜 の 宿 主 防 御 に 機 能 し て い る こ と を 示 唆 し て い る
。 こ の よ う な 分 布 は 、 抗 菌 防 御 に 関 与 す る 他 の 抗 菌 ぺ プ チ ド の 分 布 と 一 致 し て い る （ Zasl
off, M., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:5449 (1987) ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 （ １ ３ ） AM及 び そ の 遺 伝 子 関 連 ぺ プ チ ド （ PAMP） の 細 菌 性 及 び 菌 性 病 原 体 に 対 す る 抗 菌
活 性 の 評 価
AM及 び そ の 遺 伝 子 関 連 ぺ プ チ ド （ PAMP） の 抗 菌 活 性 を 評 価 す る た め に 大 腸 菌 （ E.coli） 、
黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ S.aureus） 、 緑 膿 菌 （ P.aeruginosa） 及 び 鵞 口 瘡 カ ン ジ ダ （ C.albicans
） に 対 し て ミ ク ロ 希 釈 及 び マ ク ロ 希 釈 ア ッ セ イ の 両 方 を 行 っ た 。 抗 カ ン ジ ダ 属 活 性 を さ ら
に 評 価 す る た め に 発 芽 ア ッ セ イ も 行 っ た （ Ghannoum, M.A. and Radwan, S.S., Candida A
dherence to Epithelial Cells. CRC Press; Boca Raton, FLA. 1990 pp. 72-104） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 最 初 の 実 験 で は 24時 間 時 点 の 濁 度 に よ っ て 評 価 さ れ る 最 小 の 阻 害 濃 度 （ MICs） を 求 め る
た め に 常 法 （ National Committee for Clinical Laboratory Standards. Villanova, PAM
7-A3, M27-P (1993)） を 用 い た が 、 AMあ る い は AM遺 伝 子 関 連 ぺ プ チ ド と 対 照 の 間 に MICsに
有 意 な 差 は 見 ら れ な か っ た 。 AM及 び 遺 伝 子 関 連 ぺ プ チ ド の 、 あ り ふ れ た 比 濁 分 析 試 験 で は
検 出 で き な い か す か な 抗 菌 活 性 の 存 在 を 評 価 す る た め に 、 経 時 的 に 増 殖 阻 害 を 評 価 す る 細
菌 及 び 菌 の timed killア ッ セ イ （ Walsh, et al., Antimicrob.Chemother.17:75（ 1986） ;
 Roilides, et al., J. Infect Dis. 163:579 (1991) ; Roilides, et al., J. Leukocyt
e Biol. 57:651 (1995)） を 修 飾 し て よ り 感 度 が 高 く 定 量 的 な 手 法 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 AM及 び PAMPは 培 養 後 6時 間 で E.coli、 P.aeruginosa、 及 び C.albicansに 対 し て 活 性 を 持
つ こ と が 分 か っ た が 、 S.aureusに は 効 果 が な か っ た 。 AM（ PO71及 び PO72） と PAMP（ PO70）
の カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 を 代 表 す る い く つ か の ぺ プ チ ド 断 片 （ Martinez, et al., Endocrin
ology 136:4099 (1995)） は こ れ ら の 病 原 体 に 対 す る 活 性 を わ ず か し か 、 あ る い は 全 く 持
た な か っ た 。 し か し 、 予 備 結 果 か ら AMの ア ミ ノ 末 端 の 同 類 体 （ AM1-12） が ミ ク ロ 希 釈 ア ッ
セ イ に お い て そ の ま ま の AMと 同 様 の 抗 菌 活 性 を 及 ぼ し 、 そ れ は こ の AM断 片 が 抗 菌 活 性 の 原
因 で あ り 得 る こ と を 含 意 し て い る と 示 唆 さ れ る 。 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 時 点 で AM
と PAMPは ア ル ブ ミ ン （ 陰 性 対 照 ） 、 PO70、 PO71及 び PO72（ p=0.03） 、 PAMP（ 0.0009） よ り
も 高 い 増 殖 阻 害 活 性 を 示 し た 。 AMは 、 P.aeruginosaに 対 す る ミ ク ロ 希 釈 ア ッ セ イ に お い て
等 モ ル の ヒ ト ア ル ブ ミ ン 対 照 と 比 べ て 5倍 活 性 が あ っ た （ p=0.0666） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 次 に 抗 菌 活 性 を マ ク ロ 希 釈 ア ッ セ イ で 評 価 し た 。 は じ め 6時 間 の 時 点 で は 、 AMに つ い て
は 全 く 活 性 が 観 察 さ れ ず 、 マ ガ イ ニ ン に つ い て は 並 み の 活 性 が 観 察 さ れ 、 さ ら に 、 PAMPに
よ っ て 生 み 出 さ れ た 非 常 に 大 き な 活 性 が 観 察 さ れ た （ 図 23A） 。 し か し 、 24時 間 培 養 か ら
、 マ ク ロ 希 釈 パ タ ー ン は AMが PAMPよ り 幾 分 活 性 が あ り 、 マ ガ イ ニ ン は AMあ る い は PAMPの ど
ち ら よ り も 有 意 に 抗 菌 活 性 が 大 き く 、 ミ ク ロ 希 釈 ア ッ セ イ の パ タ ー ン と 似 た も の に な っ た
（ 図 24B） 。 マ ガ イ ニ ン は 、 光 学 的 に 澄 ん だ 細 菌 懸 濁 液 を 与 え た 唯 一 の ぺ プ チ ド で あ っ た
。 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 時 点 よ り も 24時 間 曝 露 し た 時 点 の 方 が 、 P.aeruginosaに
対 す る AMと PAMPの 抗 菌 活 性 が 高 か っ た （ p=0.061） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 AM、 AM1-12、 PAMPあ る い は カ ル ボ キ シ ぺ プ チ ド の S.aureusに 対 す る 明 ら か な 増 殖 抑 制 活
性 は 、 ミ ク ロ 希 釈 あ る い は マ ク ロ 希 釈 ア ッ セ イ の い ず れ に お い て も 全 く 見 ら れ な か っ た 。
こ れ は 、 こ の ぺ プ チ ド に 対 し て こ の 病 原 体 が 有 す る 自 然 耐 性 を 反 映 し て い る 可 能 性 が あ り
、 そ の こ と は 、 今 度 は 表 面 電 荷 反 発 現 象 学 、 ペ プ チ ド の 加 水 分 解 あ る い は 細 菌 の 多 糖 バ リ
ア ー が 介 す る 適 切 な ぺ プ チ ド ／ 宿 主 相 互 作 用 の 欠 如 と 関 係 し 得 る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
　 （ １ ４ ） AM及 び 遺 伝 子 関 連 ペ プ チ ド （ PAMP） の C.albicansに 対 す る 抗 菌 効 果
ヒ ト の あ り ふ れ た 粘 膜 菌 性 病 原 体 で あ る C.aibicansに 対 す る AM及 び 遺 伝 子 関 連 ペ プ チ ド の
抗 菌 効 果 を 、 マ ク ロ 希 釈 及 び ミ ク ロ 希 釈 ア ッ セ イ に よ っ て 評 価 し た 。 抗 栄 養 活 性 の 傾 向 は
E.coli及 び P.aeruginosaに 対 し て 観 察 さ れ た も の よ り 、 特 に ア ル ブ ミ ン 標 準 と 比 較 し た と
き に よ り 小 さ か っ た 。 し か し 、 AM（ 73%± 8.1） あ る い は PAMP（ 79.7%± 2.44） の 抗 菌 効 果
対 当 ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 （ 46.8%± 11.1、 p≦ 0.004） の 間 に 、 き わ め て 有 意 な
構 造 ／ 活 性 相 関 が 見 ら れ た 。 AM及 び PAMPの 全 活 性 は マ ク ロ 希 釈 ア ッ セ イ に お い て 減 少 し た
が 、 抗 菌 活 性 の 比 較 パ タ ー ン は 類 似 し て い た 。 細 菌 に つ い て 観 察 さ れ た パ タ ー ン と 一 致 し
て 、 マ ガ イ ニ ン は AMや PAMPよ り も C.alibicansに 対 し て よ り 強 力 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 C. albicansが 粘 膜 表 面 に 付 着 し 、 浸 潤 す る 発 病 に お い て 、 発 芽 は 重 要 な 段 階 で あ る （ G
hannoum, M.A. and Radwan, S.S., Candida Adherence to Epithelial Cells, CRC Press
; Boca Raton, FLA., pp 72-104） 。 そ れ ゆ え 、 C.albicansの 発 芽 に 対 す る AM及 び PAMPの
効 果 を 、 抗 真 菌 活 性 の も う 一 つ の 指 標 と し て 調 べ た 。 AM濃 度 を 増 加 す る こ と に よ っ て 、 4
時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 時 点 で 有 意 な 発 芽 阻 害 が あ っ た （ 図 25） （ p=0.048、 ANOVA）
。 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 で は 発 芽 抑 制 に つ い て 有 意 な 傾 向 は な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 AM及 び PAMPの 増 殖 阻 害 特 性 は 、 C.albicans、 S.aureusに 対 し て よ り も E.coli、 P.aerugi
nosaと い っ た 好 気 性 グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 し て よ り 効 果 が あ っ た 。 こ の よ う に 特 異 な 抗 菌 活 性
は デ フ ェ ン シ ン 及 び セ ク ロ ピ ン に つ い て も 観 察 さ れ る （ Maloy, W.L. and Kari, U.P., Bi
opolymers (Peptide Science) 37:105 (1995) ; Lehrer, et al., Cell, 64:229 (1991)
） 。 例 え ば 、 ブ タ の 腸 管 内 に 見 ら れ る セ ク ロ ピ ン ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 依 存 し て 、 好
気 性 グ ラ ム 陰 性 桿 菌 （ E.coli及 び P.aeruginosa） と グ ラ ム 陽 性 球 菌 （ Micrococcus luteus
、 黄 色 球 菌 ） に 対 す る 抗 菌 活 性 に は 深 い 差 異 が あ る 。 C.alibicansに 対 し て AM関 連 ペ プ チ
ド が 最 小 限 の 増 殖 阻 害 活 性 を 持 っ た の に 対 し 、 AMは 細 胞 培 養 培 地 中 の 発 芽 に 対 し て 時 間 依
存 的 に 阻 害 効 果 を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ れ ら の 抗 菌 特 性 が 達 成 さ れ る 濃 度 は 、 マ ガ イ ニ ン 及 び セ ク ロ ピ ン の 濃 度 よ り も 概 し て
10か ら 100倍 高 い 。 し か し 、 も し こ れ ら の AM関 連 ペ プ チ ド の 組 織 で の レ ベ ル が 微 小 環 境 に
お い て 高 度 に 濃 縮 さ れ て い る と す れ ば 、 報 告 さ れ て い る in vitroで の 抗 菌 活 性 も 上 皮 細 胞
表 面 に 沿 っ て 効 果 が あ り 得 る 。 抗 菌 効 果 は 低 接 種 物 濃 度 で 最 も よ く 観 察 さ れ た が 、 そ れ は
生 物 体 が こ れ ら の AM関 連 ペ プ チ ド を 分 解 し 得 る 、 あ る い は そ れ ら の 標 的 細 胞 は 細 菌 効 果 の
た め に は よ り 高 い モ ル 濃 度 を 必 要 と し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 AM関 連 ペ プ チ ド の 抗 菌 メ
カ ニ ズ ム は こ れ か ら さ ら に 解 明 さ れ な け れ ば な ら な い 。 抗 菌 ペ プ チ ド の 多 く は 、 高 塩 基 性
の 特 性 及 び 標 的 細 胞 膜 に 対 す る 両 親 媒 性 を 共 有 し て い る 。 AM及 び PAMPの 両 方 と も 等 電 点 が
そ れ ぞ れ 9.7及 び 11.1で 、 高 度 に 電 荷 を 有 す る 成 分 で あ る 。 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 構 造 は 、 マ
ガ イ ニ ン 1及 び 2の 膜 挿 入 能 力 を 亢 進 し う る 広 範 な ア ル フ ァ ／ ベ ー タ 両 親 媒 性 領 域 を 含 む （
Oppenheim, et al., J. Biol. Chem. 263:7472 (1988)） 。 両 ペ プ チ ド の 両 親 媒 性 の 分 布
及 び 理 論 上 の ら せ ん 回 転 対 称 を 、 DNASTARソ フ ト ウ エ ア で 計 算 さ れ た 通 り に 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ れ ら の AM関 連 ペ プ チ ド の 抗 菌 特 性 は そ の 活 性 を 測 定 す る の に 用 い た ア ッ セ イ に 依 存 し
て い る 。 例 え ば 、 AM及 び PAMPの 活 性 は マ ク ロ 希 釈 ア ッ セ イ よ り も ミ ク ロ 希 釈 ア ッ セ イ に お
い て よ り 大 き い よ う に 見 え て お り 、 こ れ は ペ プ チ ド と ガ ラ ス あ る い は プ ラ ス チ ッ ク 表 面 の
間 に 相 互 作 用 が あ り 得 る と 示 唆 し て い る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 増 殖 阻 害 の 速 度 論 は 、 他 の
抗 菌 ペ プ チ ド と 同 様 に 相 当 異 な り 得 る 。 適 切 な 例 と し て 、 マ ガ イ ニ ン の 抗 菌 活 性 は マ ク ロ
希 釈 で 24時 間 の 時 点 で ま す ま す は っ き り と 見 え る よ う に な っ た の に 対 し 、 一 方 で ア ド レ ノ
メ ジ ュ リ ン は 、 恐 ら く 加 水 分 解 の た め に 活 性 を 失 っ た よ う に 見 え た 。 同 様 に 、 ヒ ス タ チ ン
と し て 知 ら れ る 唾 液 ペ プ チ ド 類 は 、 加 水 分 解 に よ っ て 活 性 が 不 活 性 化 さ れ る 前 1時 間 か ら 2
時 間 し か 持 続 し な い 、 強 力 だ が 一 過 性 の 活 性 を 及 ぼ す 。 （ Oppenheim, et al., J. Biol. 
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Chem. 263:7472 (1988)） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 リ ポ 多 糖 を 静 脈 内 投 与 し た ラ ッ ト の 肺 、 肝 臓 、 脾 臓 に お い て 最 も 高 レ ベ ル に AMの 発 現 が
増 加 し て い る こ と を 示 し た Shojiら の 最 近 の 報 告 、 Biochemical and Biophysical Researc
h, 215:531 (1995)が 、 宿 主 防 御 に お け る AMの 隠 れ た 機 能 と 一 致 し て い る 。 こ れ ら の 知 見
は 、 細 菌 性 及 び 菌 性 の 病 原 体 に 対 す る 宿 主 の 応 答 を 伝 達 し 得 る 細 網 内 皮 組 織 系 に お け る 、
本 抗 菌 ペ プ チ ド の 正 の 調 節 を 示 唆 し て い る 。 AM及 び そ の 遺 伝 子 関 連 ペ プ チ ド の 多 様 な 内 分
泌 学 的 、 血 液 動 態 学 的 特 性 は 、 恐 ら く 他 の 抗 菌 ペ プ チ ド は こ れ ま で 認 識 さ れ て い た よ り も
広 範 囲 な 非 抗 菌 的 な 生 理 活 性 を 有 し 得 る 、 と い う 示 唆 に 結 び つ く 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 新 規 ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン ペ プ チ ド を 、 抗 菌 剤 、 抗 真 菌 剤 と し て 使 用 す
る た め に 提 供 す る も の で あ る 。 特 に 、 AMペ プ チ ド は 酵 母 の 膣 感 染 、 み ず む し 、 鵞 口 瘡 、 癌
患 者 で 致 死 性 肺 炎 の 典 型 的 な 原 因 と な る 酵 母 感 染 の 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の AMペ プ チ ド は 苦 痛 を 軽 減 し 、 皮 膚 症 状 で あ る 細 菌 及 び 菌 感 染 を 予 防 す る の に も
用 い ら れ る 。 例 え ば 、 AMペ プ チ ド は 感 染 予 防 の た め に 外 科 切 開 に 局 部 的 に 応 用 さ れ 得 る 。
さ ら に 、 AMペ プ チ ド は す り 切 れ た 皮 膚 、 皮 疹 及 び 皮 膚 の 損 傷 に 対 し て 、 感 染 を 予 防 し 治 療
を 促 進 す る た め に 局 部 的 に 応 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 （ １ ５ ） イ ン ス リ ン 分 泌 調 節 因 子 と し て の ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン
AMは イ ン ス リ ン 産 生 の 調 節 に 関 係 づ け ら れ た 。 AMは 標 的 細 胞 内 の cAMPを 高 め 、 あ る 種 の ホ
ル モ ン の 分 泌 を 調 節 す る 。 AMが 何 か 機 能 的 な 役 割 を ラ ッ ト 膵 臓 内 分 泌 部 で 伝 達 し て い る か
ど う か 決 定 す る た め に 、 複 数 の 分 析 方 法 を 利 用 し た 。 十 分 特 徴 の 分 か っ て い る 抗 体 を 用 い
た 免 疫 細 胞 化 学 に よ っ て 、 AMが ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 の 周 囲 に 存 在 す る こ と が 示 さ れ た 。 二 重
免 疫 染 色 及 び 免 疫 電 子 顕 微 鏡 法 に よ っ て AMが D（ デ ル タ ） 、 つ ま り ソ マ ト ス タ チ ン 産 生 細
胞 に 貯 蔵 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 膵 島 に お け る AM mRNA発 現 を 確 認 す る た め に i
n situ RT-PCR法 を 用 い た 。 単 離 さ れ た 膵 島 を 用 い て 、 AMが 濃 度 依 存 的 に イ ン ス リ ン 分 泌
を 阻 害 す る こ と を 示 し た 。 加 え て 、 MoAb G6（ 抗 AM） は 、 内 因 性 の AM活 性 を 抑 制 す る こ と
に よ っ て イ ン ス リ ン 分 泌 を 6倍 に 増 加 さ せ た （ 図 19A参 照 ） 。 RIAで 示 し た よ う に 、 AM添 加
に 続 い て cAMPの 濃 度 が 上 昇 し た 。 要 す る に 、 AMは 膵 臓 の D細 胞 に 発 現 し て お り 、 イ ン ス リ
ン 分 泌 を 減 少 さ せ る の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 AMは イ ン ス リ ン 及 び 尿 中 に 分 泌 さ れ る た め 、 疾 患 状 態 の 前 兆 と し て 血 清 及 び 尿 中 の イ ン
ス リ ン レ ベ ル を 検 出 す る 診 断 手 段 は 非 常 に 有 用 で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明 の 新 規 AMペ プ チ
ド は 様 々 な 疾 患 状 態 の 決 定 及 び 診 断 に 有 用 で あ る 。 特 に 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び 抗 体 は II
型 糖 尿 病 の 診 断 、 治 療 、 予 防 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 （ １ ６ ） 膵 臓 に お け る AMの 分 布
様 々 な 種 由 来 の 膵 臓 を 、 十 分 特 徴 の 分 か っ て い る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Martinez, et al.
, Endocrinology 136, 4099 (1995) ） を 用 い た 免 疫 細 胞 化 学 に よ っ て 調 べ た 。 ヒ ト 、 ラ
ッ ト 、 ハ ム ス タ ー で は ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 が す べ て の 細 胞 で AMに 対 し て 免 疫 反 応 性 が あ っ た
。 し か し 、 周 辺 部 の 特 定 の 細 胞 は 他 よ り も 強 い 陽 性 を 示 し た （ 図 18A及 び 図 18B） 。 加 え て
、 強 く 染 ま っ た 細 胞 が 多 少 、 膵 実 質 部 の 至 る 所 あ る い は 管 上 皮 細 胞 中 に 分 散 し て 見 出 さ れ
た 。 モ ル モ ッ ト 、 ネ コ 、 イ ヌ の 膵 臓 で は 染 色 パ タ ー ン は 異 な っ た 。 つ ま り 、 AM様 の 細 胞 の
ほ と ん ど は 実 質 に 分 散 し て お り 、 免 疫 反 応 性 を 持 っ た 細 胞 は 膵 島 の 周 辺 に 時 々 見 出 さ れ る
だ け で あ っ た 。 こ の 場 合 、 β 細 胞 で は 免 疫 反 応 性 は 全 く 明 ら か で は な か っ た （ 図 18C） 。
加 え て 、 低 い 強 度 の 染 色 が つ ね に モ ル モ ッ ト の 膵 臓 の 管 上 皮 に お い て 見 出 さ れ た （ 図 18D
） 。 膵 臓 の 管 細 胞 に AMが 存 在 す る こ と は 、 多 く の 上 皮 で AMが 同 定 さ れ る こ と と 一 致 し 、 そ
こ で は こ の ペ プ チ ド は 著 し い 抗 菌 活 性 と 関 係 づ け ら れ て い る （ T. Walsh et al., Science
 (under editorial consideration)） 。
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【 ０ ０ ６ ８ 】
　 さ ら に AM様 物 質 を 含 む 細 胞 の 性 質 を 特 徴 づ け る た め に 、 連 続 切 片 を AM及 び 主 要 な 膵 臓 ホ
ル モ ン に 対 す る 抗 体 で 染 色 し た 。 AMに 対 す る 弱 い 免 疫 反 応 性 を 膵 島 の 至 る 所 で 認 め 、 そ こ
で 他 の す べ て の ホ ル モ ン と 共 局 在 し て い る こ と を 明 ら か に し た が 、 AMに 関 し て 強 く 陽 性 だ
っ た 細 胞 は 膵 臓 ポ リ ペ プ チ ド と の み 共 局 在 し て い た （ 図 18E及 び 図 18F） 。 こ の 結 果 は 以 前
の 報 告 （ H. Washimine et al., Histochemistry 103, 251 (1995)） と 異 な っ て い る が 、
こ れ は ソ マ ト ス タ チ ン と の 共 局 在 は AM免 疫 応 答 性 の 周 辺 分 布 に 基 づ い て い る こ と を 示 唆 し
た 。 電 子 顕 微 鏡 レ ベ ル で の 二 十 免 疫 金 染 色 に よ っ て 、 ラ ッ ト 膵 臓 周 辺 部 の 細 胞 に お い て AM
の 膵 臓 ポ リ ペ プ チ ド と の 共 局 在 を 確 認 し た （ 図 18G） 。 光 学 に よ る 免 疫 組 織 化 学 的 デ ー タ
と 一 致 し て 、 AMを 検 出 す る 免 疫 金 粒 子 を 他 の 内 分 泌 細 胞 の タ イ プ に お い て 電 子 顕 微 鏡 に よ
っ て ほ と ん ど 見 い だ せ な か っ た （ 図 18H） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 AMは 、 膵 臓 の 生 理 機 能 に 関 与 し て い る カ ル シ ト ニ ン 遺 伝 子 関 連 ペ プ チ ド （ CGRP） 及 び ア
ミ リ ン と 構 造 上 の 類 似 点 を い く つ か 有 す る （ K. Kitamura, K. Kangawa, H. Matsuo, T. E
to, Drugs 49, 485 (1995)） 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 こ れ ら の 3つ の ペ プ チ ド の 膵 臓 に お
け る 分 布 は 様 々 で あ る 。 す な わ ち 、 ア ミ リ ン は 主 に β － 細 胞 に イ ン ス リ ン と 共 局 在 し （ Mu
lder, et al., Cell Tissue Res. 274, 467 (1993)） 、 CGRPは 膵 臓 神 経 に も 膵 島 周 辺 の 細
胞 に も 存 在 す る （ B. Ahren and F. Sundler, Cell Tissue Res. 269, 315 (1992)） 。 免
疫 反 応 性 の 特 異 的 な 分 布 は 、 吸 収 対 照 と と も に AM抗 体 が ア ミ リ ン あ る い は CGRPと 交 差 反 応
す る 可 能 性 を 排 除 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 （ １ ７ ） 膵 臓 内 分 泌 部 調 節 に お け る AMの 生 理 的 効 果
膵 臓 ホ ル モ ン の 分 泌 に お け る AMの 隠 れ た 生 物 学 的 機 能 を 同 定 す る た め に 、 3つ の 実 験 モ デ
ル を 用 い た 。 す な わ ち 、 ラ ッ ト か ら 単 離 さ れ た ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 、 培 養 β － 細 胞 株 、 ラ ッ
ト に お け る 経 口 グ ル コ ー ス 耐 性 試 験 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 新 た に 単 離 さ れ た 膵 島 に AMを 添 加 す る と 、 イ ン ス リ ン 分 泌 が 濃 度 依 存 的 に 減 少 す る と い
う 結 果 に な っ た （ 図 19A） 。 こ の 阻 害 は 1μ Mの AM濃 度 に 対 し て 78%に ま で 達 す る 。 AMを 中 和
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る MoAb-G6を 用 い て （ M. J. Miller et al., Science (under
 editorial consideration)） 、 外 因 性 の AMが 存 在 し な い 場 合 、 イ ン ス リ ン 分 泌 が 5倍 増 加
す る の を 観 察 し た （ 図 19A） 。 明 ら か に 、 こ の 著 し い 効 果 は 膵 島 に よ っ て 産 生 さ れ る 内 因
性 の AMの 中 和 が 原 因 で あ る 。 外 因 性 の AMを 再 び 添 加 す る と 、 投 与 量 依 存 的 な 競 合 阻 害 と い
う 結 果 に な っ た （ 図 19A） 。 こ の 観 察 と 一 致 し て 、 AMを 加 え る と 膵 島 に お い て cAMPレ ベ ル
が 上 昇 し た （ 図 19B） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 β － 細 胞 に 対 す る AMの 効 果 を 調 べ る た め に 、 よ く 特 徴 の 分 か っ て い る 6つ の イ ン ス リ ン
産 生 細 胞 株 、 す な わ ち RINm、 N289、 TR4、 CRL 2057、 CRL 1777、 CRL 2055（ American Type
 Culture Collection, Rockville, MD） に お け る AMの 影 響 を 検 討 し た 。 こ れ ら の 細 胞 株 は
、 逆 転 写 － ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） で 示 し た よ う に （ 図 20） 、 AM mRNAを 発 現 し
て い た が 、 AMあ る い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ を 投 与 し た 後 に も 、 イ ン ス リ ン 分 泌 の
速 度 に 変 化 は 全 く 観 察 さ れ な か っ た （ 結 果 は 示 さ ず ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 少 な く と も 培 養
し て い る β － 細 胞 で は AM受 容 体 は 発 現 し て お ら ず 、 一 見 す る と も っ と 複 雑 な 相 互 作 用 が 膵
島 で 起 こ っ て い る と 示 唆 し て い る 。 こ の 仮 説 を 確 認 す る た め に 、 1 2 5 I-AM（ 細 胞 5× 10 5 あ
た り 0.2 nM） の 結 合 を 肺 腺 癌 を 陽 性 対 照 と し て 用 い 、 RINm細 胞 及 び NCI-H1264細 胞 に つ い
て 調 べ た 。 RINm細 胞 で は 結 合 は 全 く 観 察 さ れ な か っ た が （ 25 cpm） 、  NCI-H1264で は 強 い
放 射 活 性 が 見 ら れ た （ 2265 cpm） 。 こ と に よ る と 、 AMは 内 分 泌 あ る い は 傍 分 泌 経 路 を 介 し
て 、 イ ン ス リ ン 分 泌 を 阻 害 す る 異 な る 細 胞 タ イ プ を 調 節 し 得 る 。 同 様 の メ カ ニ ズ ム が ア ミ
リ ン に 関 し て 記 述 さ れ た (R. A. Pittner et al ., J. Cell. Biochem. 55s, 19 (1994))
。  cAMP及 び Ca 2 + の 増 加 を 通 し て β － 細 胞 で 働 く 受 容 体 系 が イ ン ス リ ン 分 泌 を 阻 害 す る の
で は な く 、 誘 導 す る こ と が 示 さ れ て い た に も か か わ ら ず （ Holz, et al., J. Biol. Chem.
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 270, 17749 (1995)） 、  in vivoで の β － 細 胞 に お け る AM受 容 体 の 存 在 は 完 全 に は 特 徴 づ
け ら れ な い 。 一 方 、 AMが 他 の 受 容 体 を 介 し て 作 用 す る 可 能 性 は 排 除 で き な い 。 3つ の ペ プ
チ ド は 構 造 的 に 相 関 し て い る た め （ K. Kitamura, et al., Drugs 49, 485 (1995)） 、 AM
は CGRP受 容 体 に 弱 い 親 和 性 で 結 合 し （ Eguchi, et al., Endocrinology 135, 2454 (1994)
; Hall, et al., Brit. J. Pharmacol. 114, 592 (1995); Zimmermann, et al., Peptide
s 16, 421 (1995)） 、 ア ミ リ ン 受 容 体 に 同 程 度 に 結 合 し 得 る と い う 証 拠 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 3つ め の 実 験 で は 、 麻 酔 を か け て い な い ラ ッ ト を 試 験 し て 経 口 グ ル コ ー ス 耐 性 に お け る A
Mの 影 響 を 測 定 し た （ プ ロ ト ー ル No. 95-062, NCI） 。 AMは 静 脈 内 投 与 後 少 な く と も 20分 間
は イ ン ス リ ン の 分 泌 を 劇 的 に （ p=0.003） ブ ロ ッ ク す る た め 、 循 環 す る グ ル コ ー ス の レ ベ
ル は 対 照 動 物 よ り も 有 意 に （ p=0.006） 高 か っ た （ 図 21B） 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 で 集 め た デ ー タ は 、 AMを イ ン ス リ ン 分 泌 及 び 血 中 グ ル コ ー ス 代 謝 を 調 節 し 得 る 糖
尿 病 発 生 性 の 新 規 ペ プ チ ド と し て 示 唆 す る 。 厳 密 な メ カ ニ ズ ム は こ れ か ら 解 明 さ れ な け れ
ば な ら な い が 、 単 離 し た 膵 島 の 研 究 及 び 培 養 β － 細 胞 株 に 関 す る 分 析 に よ っ て 、 未 知 の 第
二 の 伝 達 物 質 の 関 与 が 示 さ れ る 。 イ ン ス リ ン 産 生 細 胞 株 が AMメ ッ セ ー ジ を 発 現 し 、 当 ペ プ
チ ド に 対 し て か す か に 免 疫 反 応 性 を も つ が 、 イ ン ス リ ン 分 泌 能 力 は 外 因 性 の AMあ る い は Mo
Ab-G6の い ず れ に よ っ て も 直 接 に は 影 響 さ れ な い と い う こ と に 注 意 す る べ き で あ る 。 従 っ
て 、 単 離 さ れ た 膵 島 の 実 験 及 び ラ ッ ト の 生 理 機 能 に お け る イ ン ス リ ン 分 泌 の 、 AMに よ る 調
節 は 当 初 の 推 測 よ り も 複 雑 な 相 互 作 用 を 含 ん で い る 。 AMの 発 現 は （ 少 な く と も 心 臓 血 管 系
に お い て ） 腫 瘍 壊 死 因 子 － α 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － 1、 リ ポ 多 糖 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ
、 エ ン ド セ リ ン － 1、 ア ン ギ オ テ ン シ ン II、 サ ブ ス タ ン ス P、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 ト ロ ン ビ ン 及
び 血 管 作 動 性 腸 ペ プ チ ド の レ ベ ル に 影 響 さ れ る た め （ S. Sugo, et al., FEBS Lett. 369,
 311 (1995)） 、 生 物 活 性 を 有 す る こ れ ら の 物 質 の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ が 、 イ ン ス リ ン 分
泌 の 調 節 に お い て AMと 関 係 し 得 る 。 実 際 、 い く つ か の 報 告 で 糖 尿 病 の 異 な る 形 態 を こ れ ら
の 物 質 と 結 び 付 け て い る （ G.S.Hotamisligil and B. M. Spiegelman, Diabetes 43, 1271
 (1994); T. H. Jones, Clin. Endocrinol. 40, 703 (1994)） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 AMの 生 理 的 な 効 果 は 幾 分 一 酸 化 窒 素 に よ っ て 産 生 さ れ る も の と 関 係 が あ る と い う こ と も
報 告 さ れ た （ C. J. Feng, et al., Life Sci. 55, 433 (1994)） 。 こ の 関 係 は 、 cAMPを 増
加 さ せ る AMに 関 す る シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 経 路 と cGMPを 増 加 さ せ る 一 酸 化 窒 素 に 関
す る シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 経 路 が 、 標 的 細 胞 で 相 互 作 用 す る た め で あ ろ う （ Fiscus
, et al., Neuropeotides 26, 133 (1994)） 。 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 は ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 に
存 在 し 、 一 酸 化 窒 素 は イ ン ス リ ン 分 泌 を 調 節 す る た め （ Schmidt, et al., Science 255, 
721 (1992); Worl, et al., Histochemistry 102, 353 (1994)） 、 こ れ ら の 2つ の 調 節 系
間 の 相 互 作 用 を 研 究 す る の は 興 味 深 い だ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 AMの よ く 知 ら れ て い る 血 管 拡 張 効 果 は 膵 臓 の 環 流 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て イ ン ス リ ン
分 泌 速 度 に も 影 響 し う る 。 血 流 量 と は 無 関 係 な 膵 島 の 実 験 で 証 明 し た よ う に 、 こ れ は 主 要
な メ カ ニ ズ ム で は な い が 、 さ ら に 評 価 す る に 値 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 正 常 な 膵 臓 の 生 理 機 能 と 、 糖 尿 病 や 肥 満 な ど の 様 々 な 病 気 状 態 に お け る AMの 相 互 作 用 に
関 し て も っ と よ く 理 解 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 代 謝 異 常 を 未 然 に 防 ぐ た め に 治 療 的 な
介 入 に 関 す る 新 分 野 を 定 め る の に 役 立 ち 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 （ １ ８ ） 増 殖 調 節 因 子 と し て の cAMPの 役 割
増 殖 調 節 因 子 と し て の cAMPの 役 割 は 以 前 様 々 な ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 に お い て 証 明 さ れ た （ T. W
. Moody, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90, 4345 (1993); Cho-Chung, et al
., Life Sci. 48, 1123 (1991); Ishizuka, et al., Cancer Res. 54, 2129 (1994); Hoo
sein, et al., Regul. Pept. 24, 15 (1989); Yu, et al., Endocrinology 131, 1188 (1
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992)） 。 こ の 第 二 シ グ ナ ル 変 換 物 質 は 腫 瘍 の 増 殖 に 対 し て 二 相 性 の 効 果 を 有 し 、 そ れ に よ
っ て あ る 例 で は 増 殖 促 進 を 伝 達 し 一 方 で 他 の 例 で は 増 殖 阻 害 剤 と し て 機 能 す る こ と が 報 告
さ れ た （ Cho-Chung, et al., Life Sci. 48, 1123 (1991); Ishizuka, et al., Cancer R
es. 54, 2129 (1994); Yu, et al., Endocrinology 131, 1188 (1992)） 。 こ の 二 重 の 機
能 は cAMP依 存 性 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ の 2つ の 全 く 異 な る ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る RI及 び RIIの
相 対 量 に 依 存 し て い る こ と が 示 さ れ た （ Ishizuka, et al., Cancer Res. 54, 2129 (1994
)） 。 R1/R2ア イ ソ フ ォ ー ム は 胚 形 成 、 細 胞 分 化 及 び 癌 化 の 間 に 正 反 対 に 発 現 し て い る （ S.
 M. Lohmann and U. Walter, in Advances in Cyclin Nucleotide and Protein Phosphor
ylation Research, P. Greengard, et al., Eds. (Ravan Press, New York, 1984), vol.
 18, pp. 63-117） 。 RIア イ ソ フ ォ ー ム の 上 昇 は 細 胞 の 増 殖 及 び 形 質 転 換 と 相 関 し 、 一 方
で RII型 の 増 加 は 増 殖 阻 害 及 び 分 化 と 相 関 す る （ S. M. Lohmann and U. Walter, in Advan
ces in Cyclin Nucleotide and Protein Phosphorylation Research, P. Greengard, et 
al., Eds. (Ravan Press, New York, 1984), vol. 18, pp. 63-117） 。 従 っ て 、 こ れ ら の
ア イ ソ フ ォ ー ム の 相 対 量 に 依 存 し て cAMPは 増 殖 促 進 効 果 あ る い は 増 殖 抑 制 効 果 の い ず れ も
引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 AMの 発 現 を 調 節 す る 試 薬 が い く つ か 同 定 さ れ た 。 そ れ ら は イ ン タ ー ロ イ キ ン － 1α ／ β
（ IL-1α ／ β ） 、 腫 瘍 壊 死 因 子 － α ／ β （ TNF-α ／ β ） 、 リ ポ 多 糖 （ LPS） 、 あ る 種 の 副
腎 皮 質 ス テ ロ イ ド 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン II、 エ ン ド セ リ ン -1、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 サ ブ ス タ ン ス
P、 ア ド レ ナ リ ン な ど の 促 進 因 子 及 び 、 フ ォ ル ス コ リ ン 、 8－ ブ ロ モ － cAMP、 ト ロ ン ビ ン 、
血 管 作 動 性 腸 ポ リ ペ プ チ ド 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ の よ う な 抑 制 因 子 を 含 む （ S. Sugo, e
t al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 203, 719(1994); Sugo, S., et al., Biochem.
 Biophys. Res. Commun. 207, 25 (1995); N. Minamino, et al., Biochem. Biophys. Re
s. Commun. 211, 686 (1995); S. Sugo, et al., FEBS Lett. 369, 311 (1995)） 。 こ れ
ら の 因 子 の 多 く は 炎 症 応 答 の 間 に 免 疫 系 の 活 性 化 を 助 け る 。 癌 の 原 因 及 び 予 防 に 関 す る 最
近 の 総 説 で 、 興 味 深 い 指 摘 が 2点 さ れ た 。 す な わ ち 、 1) 細 胞 分 裂 の 増 加 は 癌 の リ ス ク の 増
加 を 引 き 起 こ し 、 そ れ は 特 定 の ホ ル モ ン の レ ベ ル を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 促 進 さ れ う る
。 2) 慢 性 感 染 あ る い は 炎 症 が 世 界 の 癌 の 3分 の 1に 寄 与 し て い る （ Ames, et al., Proc. N
atl. Acad. Sci. U.S.A.92, 5258 (1995)） 。  IL-1α ／ β 、 TNF-α ／ -β 及 び LPSは AM発 現
を 増 加 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る 免 疫 炎 症 の 作 因 で あ り 、 AMが 腫 瘍 細 胞 株 に 対 し て 栄 養 効
果 を 伝 達 し 得 る こ と を 考 慮 す る と 、 こ れ ら の 知 見 は AMを 悪 性 形 質 転 換 さ せ る 潜 在 的 な 危 険
因 子 と し て 間 接 的 に 示 唆 し て い る 。 調 べ た 腫 瘍 細 胞 株 の ほ と ん ど は こ の ペ プ チ ド を 発 現 し
て い た た め 、 腫 瘍 新 生 形 質 転 換 を 中 断 さ せ る 介 入 戦 略 の 一 般 的 な 標 的 の 代 表 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 は 、 試 験 し た ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 の ほ と ん ど で AMが 発 現 し て い る こ と 、 AMが 悪 性 障 害
に お い て 自 己 不 死 化 状 態 へ と 駆 り 立 て る こ と が で き る 自 己 分 泌 増 殖 因 子 と し て 機 能 し 得 る
こ と を 明 ら か に し て い る 。 応 答 す る 腫 瘍 細 胞 株 が AM受 容 体 を 発 現 す る こ と が 示 さ れ 、 ペ プ
チ ド を 介 し た 細 胞 内 cAMPの 増 加 を 示 し た 。 こ れ ら の 知 見 は 病 理 標 本 由 来 の 腫 瘍 組 織 に お い
て AMが 見 出 さ れ る と い う 報 告 （ Martinez, et al., Endocrinology 136, 4099 (1995); Ma
rtinez, et al., J.Histochem. Cytochem. 43, 739 (1995)） と あ わ せ て 、 発 癌 に お け る A
Mの 正 確 な 機 能 を 決 定 す る た め に さ ら な る 調 査 研 究 の 必 要 性 を 指 摘 し て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 加 え て 、 種 間 で 類 似 し た AMの ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 細 胞 増 殖 に 対 す る 関 連 し た 作 用 を 考 慮 し
て 、 本 発 明 は こ の ペ プ チ ド と 他 の 急 激 な 細 胞 増 殖 部 位 （ 例 え ば 胚 形 成 、 創 傷 治 癒 、 胃 腸 代
謝 回 転 な ど ） と の 関 係 と こ の 関 係 が 進 化 の 系 統 を た ど っ て き た 道 程 を 評 価 す る 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 実 施 例
本 明 細 書 の 実 施 例 は 本 発 明 の 実 施 に お け る 様 々 な 側 面 を 例 示 す る こ と を 意 図 し た も の で あ
り 、 い か な る 意 味 に お い て も 本 発 明 を 制 限 す る こ と を 意 図 し た も の で は な い 。
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【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 肺 疾 患 の な い 死 亡 し た 患 者 よ り 得 ら れ た 正 常 な 肺 標 本 は University of Pttsburghの 薬
理 学 科 よ り 提 供 さ れ た （ プ ロ ト コ ー ル ML1259） 。 肺 癌 の 代 表 的 な 例 を 含 む 12の さ ら な る ホ
ル マ リ ン 固 定 さ れ た パ ラ フ ィ ン 包 埋 塊 （ 表 1） は National Medical Centerの NCI-Navy Med
ical Oncology Branchの フ ァ イ ル よ り 得 ら れ た （ Betesda,MD;プ ロ ト コ ー ル 83-15） 。 ５ つ
の 肺 癌 細 胞 株 が 本 研 究 で は 用 い ら れ た 。 す な わ ち NCI-H146、 H345（ 小 型 細 胞 肺 腫 ） 、 H676
（ 腺 癌 ） 、 H720（ 類 癌 腫 ） お よ び H820（ 気 管 支 肺 胞 癌 ） で あ る 。 細 胞 は 前 に 記 載 さ れ た （
Siegfried,et al.,J Biol Chem 269:8596-8603 (1994))よ う に 無 血 清 、 無 ホ ル モ ン の 培 養
液 で 増 殖 さ せ た 。 お よ そ 5Ｘ 10６ 　 細 胞 の ペ レ ッ ト は 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 固 定 さ
れ 、 PBSで 洗 浄 さ れ 、 1mlの 2%低 融 点 ア ガ ロ ー ス （ NuSieve,FMC BioProducts,Rockland, ME
)に 懸 濁 さ れ 、 固 体 化 さ れ 、 通 常 の 組 織 病 理 学 的 技 術 の 適 用 の 後 に パ ラ フ ィ ン に 包 埋 さ れ
た 。 mRNAは 新 鮮 な 細 胞 沈 澱 よ り Glisinら の イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト -塩 化 セ シ ウ ム 法 （ Glisin,
et al.,Biochemistry 13:2633-2637 (1974))を 用 い て 抽 出 さ れ た 。 正 常 な ヒ ト の 肺 お よ び
副 腎 よ り 得 ら れ た ポ リ ア デ ニ ル 化 さ れ た RNAは Clontech Laboratories(Palo Alto,CA)よ り
購 入 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
  SCLCは 小 型 細 胞 肺 腫 を 示 す 。 分 子 は 陽 性 の 件 数 を 示 し 、 分 母 は 調 べ ら れ た 件 数 を 示 す 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 3つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 表 ２ ） が MilliGen/Biosearch 8700 DNA合 成 機 （ Millipore,
Marlborough,MA） に よ り 作 ら れ 、 PCRお よ び 期 待 さ れ る 410塩 基 の PCR産 物 と の サ ザ ン ブ ロ
ッ ト 実 験 の た め の プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ た 。 あ り 得 る ゲ ノ ム か ら の 増
幅 を 長 い 産 物 （ 644塩 基 ） の 存 在 に よ っ て 区 別 す る た め 、 プ ラ イ マ ー は AM遺 伝 子 の 3番 目 の
イ ン ト ロ ン を は さ む よ う に 設 計 さ れ た （ 図 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 逆 転 写 は Superscript Preamplification System(GIBCO-BRL,Gaithersburg,MD)を 用 い て
行 わ れ た 。 Perkin-Elmer 9600 Thermocycler(Perkin-Elmer,Norwalk,CT)が 標 本 を 増 幅 す
る の に 用 い ら れ た 。 用 い ら れ た す べ て の 緩 衝 液 、 酵 素 、 お よ び ヌ ク レ オ チ ド は Applied Bi
osystems(Perkin-Elmer/Cetus)よ り 得 ら れ た 。 PCR産 物 は 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 電 気
泳 動 で 解 析 さ れ 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム の 染 色 は UV灯 下 で 観 察 さ れ 、 そ の 後 サ ザ ン 解 析 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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細 胞 培 養

標 準 的 な 逆 転 写 酵 素 （ RT） -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR）



【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 ゲ ル は 1.5M NaCl-0.6M NaOH お よ び 1.5M NaCl-2Mト リ ス 中 で 変 性 さ れ 、 一 晩 の 毛 細 管 流
輸 送 に よ っ て 20XSSC中 の 0.2-μ mニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に 移 さ れ た 。 フ ィ ル タ ー は
真 空 下 で 80℃ で 架 橋 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 に 置 か れ た 。 ア ン チ セ ン ス プ
ロ ー ブ は 標 準 的 な 手 順 を 用 い て ３ ２ Pで 末 端 標 識 さ れ た 。 プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン は 42℃ 一 晩 で 行 わ れ た 。 5X SSC-0.1%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 1X SSC-0.1%ド
デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 中 で 室 温 の 厳 密 条 件 で 洗 浄 が 行 わ れ た 。 フ ィ ル タ ー は 風 乾 さ れ 、 コ
ダ ッ ク XAR5フ ィ ル ム (Eastman kodak,Rochester,NY)に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ さ れ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 AM前 ホ ル モ ン の ３ つ の 断 片 （ 表 2お よ び 図 1参 照 ） が FMOC化 学 を 用 い て MilliGen/Biosear
ch 9050 ペ プ チ ド 合 成 機 中 で 合 成 さ れ 、 Beckman System Goldの RP-C１ ８ 予 備 高 速 液 体 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Beckman Instruments,Fullerton,CA)に よ っ て 精 製 さ れ 、 PO72と 名 付
け ら れ た ペ プ チ ド の 分 子 量 は 質 量 分 析 （ Perkin-Elmer Sciex API III Plus, Foster Cit,
 CA)に よ っ て 確 認 さ れ た 。 ペ プ チ ド PO72は キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Calbioch
em-Behring,La Jolla,CA)と グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 架 橋 を 介 し て 結 合 さ れ 、 こ の 結 合 物 は 以
前 に 記 載 さ れ た よ う に （ Cuttitta, et al.,J Clin Endocrinol Metab 67:576-583(1988))
ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド シ ロ ウ サ ギ を 過 剰 免 疫 感 作 す る た め に 用 い ら れ た 。 得 ら れ た 血 清 は [１
２ ５ I]プ ロ テ イ ン Aを 検 出 体 と し た 固 相 (放 射 免 疫 検 査 ） RIA（ Cuttitta, et al.,J Clin E
ndocrinol Metab 67:576-583(1988))を 用 い て 結 合 特 異 性 お よ び 各 々 の 力 価 に つ い て 決 定
さ れ た 。 簡 潔 に 記 す と 、 試 験 ペ プ チ ド は 96穴 塩 化 ポ リ ビ ニ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (D
ynatech Laboratories, Chantily VA)の 個 々 の 穴 に 受 動 的 に 吸 着 さ せ 、 そ の 後 プ レ ー ト は
非 特 異 的 な 結 合 を 最 少 化 す る た め に 、 リ ン 酸 緩 衝 液 に 溶 か さ れ た 1%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （
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BSA） で 被 わ れ た 。 試 験 ペ プ チ ド に は P070、 P071、 お よ び P072（ 社 内 合 成 ） 、 AM、 ガ ス ト
リ ン 、 コ レ シ ス ト キ ニ ン 、 ガ ス ト リ ン 放 出 ペ プ チ ド 、 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド 1、 ８ -ア ル ギ
ニ ン バ ソ プ レ シ ン 、 血 管 活 性 腸 ペ プ チ ド 、 オ キ シ ト シ ン 、 Ｇ Ｒ Ｆ 、 カ ル シ ト ニ ン 、 CGRP、
神 経 ペ プ チ ド Y(NPY)、 α MSH(Peninsula Laboratories,Belmont, CA),お よ び 負 の 対 照 と し
て BSA(Sigma Chemical Co., St.Louis,MO)が 含 ま れ た 。 力 価 ス ク リ ー ン は 1:100か ら 1:204
,800（ 2倍 希 釈 列 で ） ま で の 範 囲 を 含 ん だ 。 AMに 対 し て 最 高 の 力 価 を 有 し 且 つ 関 連 す る ペ
プ チ ド に 対 し て 最 小 の 交 叉 反 応 性 を 持 つ 血 清 が 全 て の 免 疫 組 織 化 学 的 研 究 の た め に 選 ば れ
た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ９ １ 】

　 腫 瘍 細 胞 株 NCI-H720の 全 細 胞 溶 解 物 は 以 前 に 報 告 さ れ た (Cuttitta, et al.,JClin Endo
crinol Metab 67:576-583(1988))プ ロ ト コ ー ル に 僅 か な 修 正 を 加 え た も の に 従 っ て 作 製 さ
れ た 。 要 約 す る と 、 細 胞 は 最 後 に 養 分 を 与 え ら れ て か ら ４ ８ 時 間 後 に 採 集 さ れ 、 PBSに よ
っ て ３ 回 洗 浄 さ れ 、 遠 心 分 離 （ ４ ℃ で 2000rpm　 10分 間 ） に よ っ て ペ レ ッ ト に さ れ た 。 ペ
レ ッ ト （ 約 ５ Ｘ １ ０ ７ 細 胞 ） は 以 下 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 阻 害 剤 す な わ ち 、 Pefabloc(Cen
terchem,Stanford,CT),お よ び bestatinお よ び phosphoramidon(Sigma)の そ れ ぞ れ を 終 濃 度
1mMで 含 む 1mlの PBSに 懸 濁 さ れ た 。 そ し て 細 胞 懸 濁 液 は 均 一 化 し 、 ソ ニ ケ ー ト し 、 超 遠 心
分 離 に よ っ て 澄 明 液 と し 、 タ ン パ ク 質 の 終 濃 度 を 決 定 し た （ Bio-Rad Laboratories,Richm
ond,CA)。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 細 胞 溶 解 物 は 10ー 20%Tricineゲ ル (Novex, San Diego,CA)上 の 非 還 元 的 条 件 下 で 100V2時
間 の 電 気 泳 動 に よ っ て 分 画 化 さ れ た 。 2ナ ノ グ ラ ム の ペ プ チ ド P072お よ び AMが 正 の 対 照 標
準 と し て 別 々 の 穴 に 加 え ら れ た 。 ブ ロ ッ ト の 移 動 は チ タ ニ ウ ム 板 挿 入 電 極 を 装 備 し た 同 一
の 装 置 に よ っ て 成 さ れ 、 タ ン パ ク 質 は 2弗 化 ポ リ ビ ニ ル 膜 (Immobilon PVDF, Millipore) 
に 30 V2時 間 で 固 定 さ れ た 。 膜 は 1%BSA-PBSに よ っ て 一 晩 で ブ ロ ッ ク さ れ 、 1000分 の 1希 釈
さ れ た ウ サ ギ 抗 P072抗 体 (bleed 2343)で 1時 間 処 理 さ れ 、 PBSで 3回 洗 浄 さ れ 、 28℃ に お い
て 1X10６ 　 cpmの [１ ２ ５ I]プ ロ テ イ ン Aに 1時 間 曝 さ れ 、 PBSで 6回 洗 浄 さ れ 、 乾 燥 さ れ 、 コ
ダ ッ ク XAR5フ ィ ル ム に 対 し -80℃ で 一 晩 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ さ れ た 。 特 異 性 の 対 照 に は 抗
原 で 予 め 吸 収 し た (10nmol/ml P072)抗 体 で 処 理 さ れ た 同 様 の 膜 を 用 い た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 正 常 肺 、 細 胞 株 、 腫 瘍 に お け る AMの 局 在 を 調 べ る た め に ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 組 織 化 学 的
染 色 法 (Hsu,et al.,J Histochem Cytochem 29:577-580(1981)) が 用 い ら れ た 。 全 て の 試
薬 は Vectastain ABCキ ッ ト (Vector Laboratories, Burlingame, CA)よ り 得 ら れ た 。 パ ラ
フ ィ ン 切 片 へ の 抗 体 の 滴 定 は 1000分 の 1の 濃 度 が 免 疫 細 胞 化 学 的 解 析 に は 適 当 で あ る こ と
を 示 し た 。 ラ ッ ト の 副 腎 が 正 の 対 照 と し て 用 い ら れ た 。 負 の 対 照 は （ 1） 1次 抗 体 を 非 免 疫
血 清 で 置 き 換 え る こ と お よ び （ 2） 抗 体 を 10 nmol/mlの 合 成 ペ プ チ ド P072で 吸 収 す る こ と
を 含 ん だ 。 示 し た 抗 体 は NPYに 対 し て 僅 か な 交 叉 反 応 性 を 示 す の で （ 図 2参 照 ） 、 こ の ペ プ
チ ド に よ る 吸 収 も ま た 行 わ れ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 AMの 発 現 部 位 を 決 定 す る た め に Hybaid OmniSlide System Thermocycler(National Labn
et Co., Woodbridge, N.J.)中 で in situで mRNAを 増 幅 す る 直 接 的 な 方 法 （ Martinez,et al
., J Histochem Cytochem, 43:739 (1995))が 用 い ら れ た 。 ワ ッ ク ス が 除 か れ た 後 切 片 に 1
0μ g/mlの プ ロ テ イ ナ ー ゼ K(Sigma)に よ る 37℃ 15分 間 の 透 過 化 を 施 し た 。 逆 転 写 は PCR反 応
の 前 に SuperScript Preamplification system (GIBCO-BRL)に よ っ て 行 わ れ た 。 全 て の ス
ラ イ ド に お い て 同 調 し た ” ホ ッ ト ス タ ー ト ” を 行 う た め に Taqポ リ メ ラ ー ゼ は PCR混 合 液 に
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加 え ら れ る ま で は 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (TaqStart, Clontech)に よ っ て ブ ロ ッ ク さ
れ た 。 PCR混 合 液 は 2.5mM MgCl２ 、 200 μ M デ オ キ シ NTP、 100μ M digoxigenin-デ オ キ シ U
TP(Boehringer Mannheim,Indianapolis,IN)、 1ng/μ lプ ラ イ マ ー 、 50mM KCL、 お よ び 10mM
ト リ ス -HCl pH8.3を 含 ん だ 。 55℃ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 で 20サ イ ク ル が 行 わ れ 、 PCR産 物 は D
igoxigenin検 出 キ ッ ト (Boehringer Mannheim)を 用 い 、 キ ッ ト 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 局 在
を 調 べ た 。 対 照 は PCR混 合 液 中 に お い て （ 1） 逆 転 写 酵 素 を 除 い た も の 、 お よ び （ 2） プ ラ
イ マ ー の か わ り に 水 を 用 い た も の を 含 ん だ 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 bleed2343よ り 得 ら れ た 血 清 が 1:1x10４ の EC５ ０ を 示 し 、 NPYに 対 し て こ の 希 釈 率 で 1.0%
以 下 （ 計 算 に よ る と 0.77%） の 交 叉 反 応 性 を 、 そ の 他 の 試 験 ペ プ チ ド （ 図 2） に 対 し て 0.1%
以 下 の 結 合 を 示 し て お り 、 AMに 対 し て 最 も 高 い 力 価 を 示 し た 。 ペ プ チ ド P072（ 本 来 の 抗 原
） と AMの 間 の 結 合 の 違 い は 塩 化 ポ リ ビ ニ ル 支 持 体 に 受 動 的 に 吸 着 さ せ る 時 に 起 き た 立 体 障
害 を 反 映 し て い る の で あ ろ う 。 内 部 の 断 片 と し て P072抗 原 を 含 む よ り 大 き な AMペ プ チ ド は
プ ラ ス チ ッ ク の 支 持 材 に 吸 収 さ れ た 場 合 抗 原 決 定 基 の 有 効 性 に つ い て 選 択 的 な 利 点 を 持 っ
た 。 あ る い は 、 こ れ ら の 二 つ の ペ プ チ ド 標 的 間 の 結 合 の 違 い は プ レ ー ト へ の 受 動 的 な 吸 収
の 際 の 吸 着 力 の 違 い を 反 映 し て い た こ と も あ り 得 る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 NCI-H720細 胞 溶 解 物 中 タ ン パ ク 質 の 電 気 泳 動 に よ る 分 画 化 は 約 18,000お よ び 6,000の 分
子 量 を 有 す る 2つ の 免 疫 反 応 性 の AM様 分 子 種 の 存 在 を 明 ら か に し た （ 図 3） 。 お そ ら く こ れ
ら の バ ン ド は AM前 駆 体 （ 185ア ミ ノ 酸 ） お よ び 本 来 の ペ プ チ ド （ 52ア ミ ノ 酸 ） を 表 し て い
る の だ ろ う 。 こ れ ら の バ ン ド の 面 体 染 色 お よ び 正 の 対 照 は 血 清 を 抗 原 で 吸 収 し た 後 で は 除
か れ た こ と は 検 出 の 特 異 性 を 示 し て い る 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 ヒ ト 正 常 肺 に お い て は AMの 免 疫 反 応 性 は 気 管 支 お よ び 細 気 管 支 の 円 筒 細 胞 （ 図 4A-4D）
、 気 管 支 腺 の 漿 液 細 胞 の い く つ か 、 副 交 感 神 経 の 周 核 体 （ 図 5A-5D） 、 血 管 内 皮 （ 図 5C）
、 い く つ か の 軟 骨 細 胞 （ 図 6Aお よ び 6B） 、 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ 図 7A ） 、 お よ び 平 滑 筋
中 に 見 ら れ た 。 軟 骨 細 胞 が 染 色 さ れ た 場 合 、 軟 骨 板 の 中 央 の 、 よ り 成 熟 し た 細 胞 だ け が 免
疫 反 応 性 を 示 し 、 周 辺 の 軟 骨 芽 細 胞 は 陰 性 で あ っ た 。 in situ RT-PCRは AMの 免 疫 反 応 性 を
示 す 全 て の 細 胞 は AMの mRNAも 発 現 し て い る こ と を 示 し た （ 図 4C、 5C、 お よ び 7A） 。 免 疫 細
胞 化 学 お よ び in situ RT-PCRの 両 方 の 負 の 対 照 は 染 色 の 特 異 性 を 示 し た （ 図 4B、 4D、 5B、
5D、 6B、 お よ び 7B） 。 NPYで 予 め 吸 収 す る こ と は 染 色 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た （ デ ー タ は
示 さ な い ） 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 肺 起 源 の 腫 瘍 細 胞 が AMを 発 現 し て い る か 否 か を 決 定 す る た め 、 RT-PCRに よ っ て 5つ の 細
胞 株 が 解 析 さ れ た （ 図 8） ； そ れ ら の う ち 4つ （ 1つ は 小 型 3つ は 非 小 型 肺 癌 ） は AM mRNAを
生 産 し て い た が 、 小 型 細 胞 肺 癌 で あ る H-146は 陰 性 で あ っ た 。 免 疫 細 胞 化 学 お よ び in situ
 RT-PCRの 手 法 は こ れ ら の 細 胞 株 に お い て 同 一 の パ タ ー ン で AMを 検 出 し た （ 図 9Aお よ び 9B
） 。 腫 瘍 に よ る 生 体 内 で の AMの 生 産 を 調 べ 、 AMの 発 現 が 培 養 手 法 に よ る 人 為 的 な も の で は
な い こ と を 確 か め る た め 、 異 な る 診 断 を さ れ た 20個 の 肺 疾 患 の パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク が 解 析
さ れ た （ 表 3） 。 免 疫 細 胞 化 学 に よ っ て は 全 て の 小 型 細 胞 肺 癌 は 陰 性 で あ っ た が 15中 10の
非 小 型 肺 癌 は 陽 性 で あ っ た 。 in situ RT-PCR技 術 は 5中 2の 小 型 肺 癌 が AM mRNAを 発 現 し た
こ と を 示 し た （ 図 10Aお よ び 10B） 。 こ の こ と は こ れ ら の 腫 瘍 に お け る AMペ プ チ ド の 量 が 免
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疫 細 胞 化 学 の 検 出 限 界 以 下 で あ っ た こ と を 示 唆 す る 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 a.細 胞 株 お よ び 正 常 組 織 :表 3は RTPCR解 析 に よ っ て AM mRNAを 評 価 し た 全 て の 細 胞 株 の ま
と め で あ り 、 広 範 な （ 95%） 発 現 を 示 し て い る 。 評 価 さ れ た 腫 瘍 細 胞 株 は 以 下 の 通 り ： 小
型 細 胞 肺 癌 （ SCLS） ： H60、 H69c、 H82、 H146、 H187、 H209、 H345、 H446、 N417、 H510、 N5
92、 H735、 H774、 H889、 H1092、 お よ び 非 小 型 肺 細 胞 癌 （ NSCLC） ： H23、 H157、 H460、 H67
6、 H720、 H727、 H820、 H1264、 H1385、 H1404、 H2087、 H2228、 A549、 UMC11。 乳 癌 ： SK-BR
-3、 ZR75-1、 MCF-7、 BT-20、 MDA-MD231、 BT-474、 H2380。 大 腸 ： H630、 SNUC-1。 神 経 系 ：
T98G（ グ リ ア 芽 細 胞 腫 ） 、 C6（ 神 経 膠 腫 ） 、 お よ び TC106、 CHP100、 TC17、 PNET、 Peii、 S
YSY、 AS、 LAN-1、 KCNR-C、 KCNR-DRA（ 末 梢 神 経 系 の 神 経 芽 腫 ） 。 卵 巣 ： NIH:OVCAR-3、 SKO
V3、 OVT2、 A2780、 CP70。 前 立 腺 ： DU-145。 副 腎 ： H295。 軟 骨 腫 ： SW578。 慢 性 単 核 球 白 血
病 ： U937。 全 て の 肺 、 副 腎 、 大 腸 、 お よ び H2380腫 瘍 細 胞 株 は NCI-Navy Medical Oncology
 Branchよ り 得 ら れ た 。 脳 腫 瘍 は NCI,Pediatric Branchよ り 得 ら れ た 。 そ の 他 の 細 胞 株 は A
TCC,Rockville,MDよ り 得 ら れ た 。 RNA抽 出 、 cDNA増 幅 、 お よ び RTPCRは 文 献 に 記 載 さ れ た よ
う に 行 わ れ た （ T.A.Murphy and W.K.Samson,Endocrinology 136, 2459 (1995))。 細 胞 は
無 血 清 無 ホ ル モ ン の 条 件 で 3X10-８ M亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (R0)を 含 む フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 無
し の RPMI 1640(Life Technologies, Gaithersburg, MD)中 で 37℃ で 5%CO２ の 条 件 で 維 持 さ
れ た (Siegfried,et al., J. Biol. Chem. 269:8596-8603 (1994))。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ｂ ． 抗 体
  以 前 に 同 定 さ れ た 抗 PO72（ H２ N-TVQKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRSK ISPQGY-CONH２ ） 多 ク ロ ー
ン 抗 体 で あ る AM断 片 （ Martinez, A.,et al., 136:4099-4105 (1995)） が ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 に 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
  MoAb-G6と 呼 称 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 が 、 AMの PO72ペ プ チ ド に 対 し て 、 以 前 に 発 表 さ れ た
方 法 論 （ Cuttitta, F.,et al., 316:823-826 (1985)） を 修 正 し た 手 続 き に 従 っ て 生
産 さ れ た 。 Balb/cマ ウ ス は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 架 橋 を 介 し て カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン と 結 合
し た PO72ペ プ チ ド （ 結 合 比 率 1mg/1mg） に よ っ て 高 免 疫 化 さ れ た 。 脾 臓 リ ン パ 球 は 標 準 プ
ロ ト コ ル に 従 い 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 系 RNS1に 融 合 さ れ た 。 そ の 結 果 生 じ た ハ イ ブ リ ッ ド は
固 相 ELISA法 を 用 い て 抗 PO72 MoAbの 生 産 の た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 。 免 疫 応 答 ハ イ ブ
リ ド ー マ は 二 度 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 大 量 培 養 へ と 拡 張 さ れ 、 腹 水 生 産 の た め の 種 培 養
物 と し て 用 い ら れ た 。 MoAb-G6（ IgAｋ イ ソ タ イ プ ） は 最 高 力 価 の 抗 体 で あ り 、 固 相 PO72結
合 レ ジ ン （ BioRad Affi-Prep 10, Richmond, CA,結 合 効 率 10mmolペ プ チ ド /mlレ ジ ン ） で
の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 上 記 腹 水 か ら 精 製 さ れ た 。 抗 体 は １ ２ ５ I-
プ ロ テ イ ン Aを 検 出 体 と し て 用 い た 固 相 RIAを 用 い て 結 合 特 異 性 を 規 定 さ れ た （ Ｃ ｕ ｔ ｔ ｉ
ｔ ｔ ａ 、 Ｆ ． 、 ６ ７ ： ５ ７ ６ － ５ ８
３ （ １ ９ ８ ８ ） ） （ 図 13参 照 ） 。 要 約 す る と 、 検 定 ペ プ チ ド は 96穴 塩 化 ポ リ ビ ニ ル ミ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト （ Dynatech Labs.,Chantilly, VA） の 各 穴 に 受 動 的 に 吸 着 さ れ （ 50ng/w
ell;一 晩 、 4℃ ） 、 そ の 後 プ レ ー ト は 非 特 異 的 結 合 を 最 小 に す る た め PBS中 の 1%BSAで 被 覆
さ れ た 。 検 定 ペ プ チ ド （ Peninsula Labs., Belmont, CA） は 、 AM、 PO72、 カ ル シ ト ニ ン 遺
伝 子 関 連 ペ プ チ ド （ CGRP） 、 ガ ス ト リ ン 放 出 ペ プ チ ド （ GRP） 、 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド 1（
GLP1） 、 バ ソ ア ク テ ィ ブ ・ イ ン テ ス テ ィ ナ ル ・ ペ プ チ ド （ VIP） 、 ア ル ギ ニ ン バ ソ プ レ ッ
シ ン （ AVP） 、 成 長 ホ ル モ ン 放 出 因 子 （ GRF） 、 コ レ シ ス ト キ ニ ン （ CCK） 、 ア ミ リ ン 、 ガ
ス ト リ ン 、 オ キ シ ト シ ン 、 カ ル シ ト ニ ン 、 α -メ ラ ニ ン 細 胞 刺 激 ホ ル モ ン （ α MSH） 、 膵 臓
ポ リ ペ プ チ ド 、 チ ロ シ ン － チ ロ シ ン ペ プ チ ド （ PYY） 、 タ バ ナ ス  ア ト ラ タ ス  ト レ ハ ロ ー
ス 抑 制 ホ ル モ ン (Tabanus atratus hypotrehalosemic hormone)、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル
と し て の BSA（ Sigma Chemical Co., St.Louis, Mo.） を 含 ん で い た 。 こ れ ら の 検 定 ペ プ チ
ド は Ｃ 末 端 チ ロ シ ン ア ミ ド 領 域 を 持 つ か 、 あ る い は 構 造 上 AMに 類 似 し て い る た め に 選 ば れ
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た 。 抗 体 は 1:100か ら 1:204.800の 範 囲 で の ２ 倍 連 続 希 釈 で 検 定 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ｃ ． mRNA抽 出 、 RT-PCRお よ び ク ロ ー ニ ン グ
  オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は MilliGen/Biosearch 8700 DNA合 成 装 置 （ Millipore, 
Marlborough, MA.） を 用 い て 合 成 さ れ た 。 AM検 出 の た め の プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 次 の 通 り で
あ っ た 。 セ ン ス 、 AM２ ５ ０ － ２ ７ ０ 、 5'-AAGAAGTGGAATAAGTGGGCT-3'(SEQ. ID. NO.8)； ア
ン チ セ ン ス 、 AM６ ４ ０ － ６ ６ ０ 、 5'-TGGCTTAGAAGACACCAGAGT-3'(SEQ. ID. NO.9)； 内 部 プ
ロ ー ブ (nested probe)用 ア ン チ セ ン ス 、 AM５ ４ １ － ５ ６ １ 、 5'-GACGTTGTCCTTGTCCTTATC-3
'(SEQ. ID. NO.10)。 予 想 さ れ る 産 物 は 410bpで あ る 。 AM-R遺 伝 子 増 幅 の た め に は 次 の プ ラ
イ マ ー が 用 い ら れ た 。 セ ン ス 、 AM-R４ ７ ６ － ４ ９ ７ 、 5'-AGCGCCACCAGCACCGAATACG-3'(SEQ
. ID. NO.11)； ア ン チ セ ン ス 、 AM-R９ ２ ３ － ９ ４ ６ 、 5'-AGAGGATGGGGTTGGCGACACAGT-3'(S
EQ. ID. NO.12);ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ 、 AM-R７ ８ ８ － ８ １ １ 、 5'-GGTAGGGCAGCCAGCAGATG
ACAA-3'(SEQ. ID. NO.13)。 471bpの 産 物 を 生 産 す る 。 RT-PCR、 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 手 続 き に つ い て は 以 前 に 述 べ ら れ て い る （ Martinez,et al.,

136, 4099 (1995)） 。 簡 略 に は 、 逆 転 写 は SuperScript Preamplification S
ystem(Life Technologies)を 用 い て 行 わ れ た 。 Perkin-Elmer 9600 Thermocyclerが サ ン プ
ル の 遺 伝 子 増 幅 に 用 い ら れ 、 リ ガ ン ド と リ セ プ タ ー の 各 々 に 対 し 55℃ と 61℃ の ア ニ ー リ ン
グ 温 度 で 35サ イ ク ル 行 わ れ た 。 使 用 さ れ た 緩 衝 液 、 酵 素 、 ヌ ク レ オ チ ド は す べ て Applied 
Biosystems（ Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT） か ら 購 入 さ れ た 。 PCR産 物 は 1%ア ガ ロ ー
ス ゲ ル を 用 い た 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析 さ れ た 。 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 は UV光 線 下 で 観
察 さ れ 、 そ の 後 ３ ２ P末 端 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い た サ ザ ン 分 析 が 行 わ れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
  表 ３ は RT-PCR分 析 に よ っ て AMお よ び AM-Rの mRNAを 評 価 さ れ た 腫 瘍 細 胞 系 の 一 覧 を 示 し て
い る が 、 発 現 が 多 く の 腫 瘍 細 胞 に 行 き 渡 っ て い る こ と を 表 し て い る 。 評 価 さ れ た 腫 瘍 細 胞
は 様 々 な 種 類 の 組 織 に 由 来 し 、 そ れ ら は RT-PCRさ ら に サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 に よ っ て
評 価 さ れ た 結 果 、 55/58(95%)が AM mRNA を 27/36(75%)が AM-R mRNA を 発 現 し て い る 。 ndは
未 評 価 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
  い く つ か の 組 織 が ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 に よ っ て AMを 発 現 し な い と い う 事 実 は 、 AM
の 存 在 を 排 除 す る も の で は な い （ 表 ４ 参 照 ） 。 例 え ば 、 全 脳 な ど の 異 種 の 組 織 も 、 RT-PCR
で は AMの 発 現 を 示 す が 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で は 示 さ な い 。 表 ４ は RT-PCR分 析 に よ っ て
mRNAを 評 価 さ れ た 正 常 組 織 の 一 覧 を 示 し て い る 。 以 前 に ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 に よ っ
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て 報 告 さ れ て い る 組 織 （ Kitamura, K., et al.,  194, 7
20 (1993)） の 他 に も 多 く の 組 織 が AMを 発 現 し て い る 。 す べ て の 正 常 ヒ ト 組 織 polyA+RNAは
Clontech(California)を 通 し て 入 手 さ れ 、 初 代 上 皮 細 胞 は Clonetics(California)か ら 購
入 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
  表 ４ は RT-PCR分 析 に よ り AM mRNA が 評 価 さ れ た 正 常 組 織 の 一 覧 を 示 す 。 ノ ザ ン 分 析 を 用
い た Kitamura, et al.の 結 果 と RT-PCRを 用 い た 今 回 の 結 果 と の 比 較 を 示 し て あ る 。 い く つ
か の 組 織 は ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 検 出 さ れ な か っ た が 、 増 幅 し た 結 果 陽 性 と な っ た 。 nd
は 未 評 価 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ｄ ． サ ザ ン ブ ロ ッ ト
  ゲ ル は 1.5M NaCl/0.6M NaOH（ 30分 、 × ２ ） 中 で 変 性 し 、 1.5M NaCl/2M Tris（ 30分 、 ×
２ ） 中 で 中 和 し た 後 、 20× SSC中 の 0.2μ mニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 上 に 、 一 晩 で の 毛
管 流 動 転 移 で ブ ロ ッ ト し た 。 フ ィ ル タ ー は 80℃ 真 空 下 で 架 橋 し 、 つ い で プ レ ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 で 加 温 し た 。 ア ン チ セ ン ス 内 部 プ ロ ー ブ は T4キ ナ ー ゼ を 用 い て 標 準 の
手 法 で ３ ２ P末 端 標 識 し た 。 標 識 プ ロ ー ブ （ 1× 10６ cpm/ml） と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
は 一 晩 、 42℃ で 行 っ た 。 室 温 で の 厳 し い 条 件 下 で の 洗 浄 は 5× SSC/0.1%SDS中 （ 30分 ） で 、
さ ら に 1× SSC/0.1%SDS中 （ 30分 ） で 行 っ た 。 フ ィ ル タ ー は 空 気 乾 燥 の 後 、 kodak XARSフ ィ
ル ム に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。
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【 ０ １ ０ ９ 】
　 ｅ ． ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
  全 細 胞 溶 菌 液 は 文 献 に 報 告 さ れ た 改 変 プ ロ ト コ ル （ Cuttitta, et al., Nature 316:823
-826 (1995)） に 従 っ て 生 産 し た 。 要 約 す る と 、 細 胞 は 最 後 の 培 地 補 給 か ら 48時 間 後 に 採
取 し 、 冷 却 さ れ た PBSで ３ 度 洗 浄 し た 後 、 遠 心 分 離 （ 2.000rpm、 10分 間 、 4℃ ） で ペ レ ッ ト
状 に し た 。 ペ レ ッ ト （ 約 5× 10７ 細 胞 ） は 以 下 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 各 々 最 終 濃 度 1μ M
含 む 1ml PBS に 再 懸 濁 し た 。 す な わ ち 、 ペ フ ァ ブ ロ ッ ク （ Centerchem Inc., Stanford, C
T ） 、 ベ ス タ チ ン 、 お よ び フ ォ ス フ ォ ラ ミ ド ン （ Sigma） で あ る 。 細 胞 懸 濁 液 は ホ モ ジ ネ
ー ト し 、 音 波 処 理 し 、 超 遠 心 に よ っ て 澄 明 に し た 後 、 最 終 的 な タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 し た
（ BCA kit, Bio Rad Laboratories, Richmond, CA） 。 細 胞 溶 解 液 は 2× ト リ シ ン 試 料 緩 衝
液 に 、 タ ン パ ク 質 濃 度 約 35μ g/50μ lと な る よ う 希 釈 し 、 95℃ で ３ 分 間 加 熱 し 、 試 料 溝 に
導 入 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
  細 胞 溶 解 液 は 10-20%ト リ シ ン ゲ ル （ NOVEX, San Diego, CA） 上 で 100ボ ル ト ２ 時 間 、 非
還 元 状 態 で の 電 気 泳 動 に よ っ て 分 画 し た 。 2ngの ペ プ チ ド PO72と AMを ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ
ー ル と し て 別 々 の 試 料 溝 に 導 入 し た 。 転 移 ブ ロ ッ テ ィ ン グ は チ タ ン 板 電 極 を 備 え た 同 じ 装
置 で 行 わ れ 、 ポ リ ビ ニ ル ジ フ ル オ リ ド 膜 （ ImmobilonPVDF, Millipore） に 、 30ボ ル ト ３ 時
間 で 転 移 さ せ た 。 膜 を 1%BSA-PBS中 で 一 晩 ブ ロ ッ ク し 、 ウ サ ギ 抗 PO72抗 体 （ breed #2343 
） の 1:1000希 釈 液 中 で １ 時 間 加 温 し 、 PBS中 で 3回 洗 浄 し 、 1× 10６ cpmの １ ２ ５ I－ プ ロ テ
イ ン Ａ に 30分 、 ４ ℃ で さ ら し 、 PBS中 で 6回 洗 浄 し 、 乾 燥 し た 後 、 一 晩 -80℃ で Kodak XARS 
フ ィ ル ム 上 に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 特 異 性 コ ン ト ロ ー ル に は 、 抗 原 で 予 め 吸
収 処 理 し た （ 10mmols/ml PO72） 抗 血 清 中 で 加 温 し た 同 様 の 膜 を 用 い た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ｆ ． HPLCに よ る 同 定
  肺 の カ ル シ ノ イ ド （ が ん 細 胞 ） 細 胞 系 H720は 無 抗 血 清 ／ 無 ホ ル モ ン 状 態 （ RO） で  RPMI-
1640中 で の 生 育 に 慣 ら さ れ 、 そ の 結 果 生 じ た 馴 化 培 地 （ ROCM） は HPLC分 画 （ Siegfried, J
.M., et al., 269:8596-8603; and Reeves, J.M.,  263:192
8-1932 (1989)） に か け ら れ た 。 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 が 、 全 細 胞 溶 解 液 に つ い て 述 べ た の
と 同 じ よ う に 、 連 続 し て 採 取 さ れ た 1 リ ッ ト ル の ROCMに 加 え 、 次 の 処 理 ま で の 間 4℃ に 保
管 し た 。 プ ー ル さ れ た ROCM（ 10リ ッ ト ル ） は 凍 結 乾 燥 し （ Freezemobile 12EL, Virtis, G
ardiner, NY） 、 蒸 留 水 で 500mlに 再 構 成 し た 後 、 遠 心 し 、 粒 子 成 分 を 除 去 す る た め に 濾 過
滅 菌 （ 0.45μ m） を 行 っ た 。 そ の 結 果 生 じ た 濾 過 液 は 、 補 助 回 転 ポ ン プ （ Ranin, Wobern, 
MA.） を 用 い て 15ml/分 の 流 出 速 度 で 半 調 製 用 CI8カ ラ ム （ DeltaPak, Millipore, 30× 300m
m） に ロ ー ド し た 。 カ ラ ム 結 合 物 は 0.1%TFAを 含 む 5～ 60%ア セ ト ニ ト リ ル 勾 配 を 用 い て 選 択
的 に 150分 か け て 溶 離 し 、 210と 280nm（ Beckman System Gold HPLC, San Ramon, CA） に お
い て 検 査 さ れ た 。 12ml/分 の 分 画 を 集 め 、 凍 結 乾 燥 し 、 次 の 処 理 ま で の 間 -80℃ に 保 管 し た
。 保 管 さ れ た 分 画 は 、 2× ト リ シ ン 試 料 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 上 に 述 べ た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ 分 析 に か け た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ｇ ． 免 疫 組 織 化 学
  RO中 で 生 育 し た 腫 瘍 細 胞 系 か ら 採 取 し た 細 胞 ペ レ ッ ト は 、 そ れ ぞ れ 4%の ブ ア ン の パ ラ フ
ォ ル ム ア ル デ ヒ ド に て ２ 時 間 固 定 し 、 1%の 低 融 点 ア ガ ロ ー ス に 埋 め 込 み 、 さ ら に パ ラ フ ィ
ン に 埋 め 込 ん だ 。 切 片 は ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 複 合 体 （ ABC） 法 を 用 い て 染 色 し た 。 要 約 す
る と 、 ウ サ ギ 抗 ヒ ト PO72抗 体 （ 1:1000） と 共 に 一 晩 加 温 の 後 、 細 胞 は ビ オ チ ン 化 さ れ た ヤ
ギ 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 1:200, Vectastain, Burlingame, CA） と 共 に 、 つ い で ア ビ
ジ ン － ビ オ チ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 （ 1:100, Vectastain） と 共 に 加 温 し た 。 抗 血 清
の 、 10nmols/mlの ヒ ト PO72と 前 加 温 し た も の を 、 吸 収 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 結 合 抗
体 は ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ Sigma） と H２ O２ を 用 い て 可 視 化 し た 。 切 片 は ヘ マ ト キ シ リ ン
に よ っ て 軽 く 対 比 染 色 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
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　 ｈ ． in situ  RT-PCR
  分 析 は 細 胞 系 と 組 織 に お い て 文 献 に 記 述 さ れ た 方 法 （ Martinez, A., et al.,

43:739-747 (1995)） を そ の ま ま 用 い て 行 わ れ た 。 要 約 す る と 、 切 片 は シ
ラ ン 化 ス ラ イ ド に 乗 せ 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ で 透 過 処 理 し （ 10μ g/ml, 
15分 、 37℃ ） 、 逆 転 写 を 行 っ た （ Superscript II,Life Technologies） 。 PCRは Omnislide
 thermocycler(Hybaid, Holbrook, NY)で 20サ イ ク ル 後 完 了 し た 。 PCR混 合 物 の 組 成 は 標 準
PCRで 用 い ら れ た 溶 液 と 同 様 で あ り 、 そ こ に 産 物 を 標 識 す る た め に Digoxigenin-11-dUTPを
添 加 し た 。 Digoxigenin標 識 ア ン プ リ コ ン （ 欠 損 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー ） は digoxigenin検 出 キ
ッ ト （ Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN） に よ っ て 可 視 化 し た 。 RT工 程 の 省 略 あ
る い は PCR混 合 物 に お け る 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 省 略 を ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い
た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ｉ ． 生 育 分 析
  MTT法 が 文 献 に 記 述 さ れ た 通 り に 行 わ れ た （ Nakanishi, Y.F., et al.,
56:74-85 (1988)） 。 要 約 す る と 、 2× 10５ 細 胞 /ml（ 50μ l/well） か ら の 単 細 胞 懸 濁 液

を 96穴 PVCプ レ ー ト に 植 え 、 適 当 な 濃 度 の MoAb-G6と AMを 50μ lの 量 で 加 え た 。 分 析 は TIS培
地 （ RMPI 1640 plus 10μ g/ml transferrin, 10μ g/ml insulin and 3× 10－ ８ M sodium 
selenite） 中 で 行 っ た 。 ５ 日 間 の 37℃ ,5%CO２ の 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー で の 生 育 の 後 、 MTT
分 析 （ Carmichael, Y.F., et al., 47:943-946 (1987)） の 変 法 で あ る Promeg
a Proliferation Assey（ Madison, WI） か ら の 色 素 と 可 溶 化 溶 液 を 加 え た 。 Biorad Micro
plate Manager plate reader and software を 、 色 素 還 元 か ら の 生 存 可 能 細 胞 の 数 の 変 化
の 決 定 に 用 い た 。 細 胞 数 は 570nmの 吸 光 度 の 測 定 で 評 価 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
  表 ５ は MoAb-G6に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 阻 害 効 果 お よ び AMの 追 加 に よ る 回 復 の 一 覧 を 示
し て い る 。 生 育 阻 害 は 検 定 さ れ た 細 胞 系 に お い て コ ン ト ロ ー ル す な わ ち MoAb-G6の 添 加 が
な い も の と 比 べ て 、 25-60%の 範 囲 で 起 こ っ て い る 。 さ ら に 、 MoAb-G6の 効 果 を 合 成 AMの 添
加 に よ っ て 逆 転 さ せ る こ と に よ り 、 特 異 性 が 証 明 さ れ た 。 結 腸 が ん 細 胞 系 SNUC-1は MoAb-G
6に 反 応 し な か っ た 。 値 は ３ 回 の 異 な る 実 験 に お け る 24穴 の 平 均 値 と 、 そ れ ら の 標 準 偏 差
（ s.d.） で あ る 。 CA=carcinoma。
【 ０ １ １ ７ 】
 ｊ ． リ セ プ タ ー 結 合
  リ セ プ タ ー 結 合 分 析 は 文 献 に 記 述 さ れ た 通 り に 行 わ れ た （ Moody, T.W., et al.,

90:4345-4349 (1993)） 。 要 約 す る と 、 細 胞 （ 5× 10４ ） を フ ィ
ブ ロ ネ ク チ ン に 被 覆 さ れ た （ 20μ g） 24穴 プ レ ー ト に 置 い た 。 モ ノ レ ヤ ー 細 胞 層 が 形 成 さ
れ た こ ろ あ い に 、 細 胞 を TIS緩 衝 液 中 で ４ 回 洗 浄 し 、 そ の 後 リ セ プ タ ー 結 合 培 地 （ TIS plu
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s 1% BSA お よ び  1mg/ml バ シ ト ラ シ ン ） と 共 に 加 温 し た 。 細 胞 を １ ２ ５ I-AM (Phoenix P
harmaceuticals) と 共 に 30分 間 37℃ で 加 温 し た 。 リ セ プ タ ー 結 合 培 地 中 で ４ 回 細 胞 を 洗 浄
し た 後 、 細 胞 を 0.2N NaOH に 溶 解 し 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 計 数 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ｋ ． cAMP分 析
  サ イ ク リ ッ ク AMPは New England Nuclear（ Boston, MA） か ら 購 入 し た キ ッ ト を 用 い て RI
Aに よ っ て 分 析 し た 。 24穴 プ レ ー ト の 細 胞 を 1% BSA、 1mg/mlバ シ ト ラ シ ン 、 100μ Mイ ソ ブ
チ ル メ チ ル キ サ ン チ ン を 含 む TIS培 地 に 再 懸 濁 し た 。 AMを 0.1pMか ら 10μ Mの 範 囲 で 加 え 、
５ 分 後 に 同 量 の エ タ ノ ー ル の 添 加 に よ っ て 反 応 を 終 結 さ せ た 。 上 清 は RIAキ ッ ト を 用 い 、
製 造 者 の 指 示 に 従 っ て cAMPを 検 査 し た 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ １ １ ９ 】

  選 択 さ れ た が ん 細 胞 系 を 無 血 清 、 無 ホ ル モ ン 培 地 （ RO） 中 で の 生 育 に 適 応 せ 、 結 果 と し
て 生 じ た 個 々 の 腫 瘍 細 胞 系 の 全 細 胞 溶 解 液 と 正 常 組 織 抽 出 物 は 、 文 献 で 同 定 さ れ た ウ サ ギ
抗 AM抗 血 清 （ Martinez, et al., 136, 4099 (1995)） を 用 い た ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 に よ っ て 検 査 し た 。 図 14Cは 同 定 さ れ た AM様 免 疫 反 応 性 ペ プ チ ド の 電
気 泳 動 の 様 子 を 示 し て い る 。 分 子 量 18、 14、 6kDaの ３ 種 が そ れ ぞ れ AM前 駆 体 、 プ ロ セ シ ン
グ を 受 け た 中 間 体 、 真 正 ペ プ チ ド と 同 定 さ れ た 。 全 て の 腫 瘍 細 胞 系 が 真 正 ペ プ チ ド を 示 す
6kD本 体 の 存 在 を 示 し た わ け で は な か っ た 。 免 疫 検 出 分 析 の 特 異 性 は 、 抗 体 吸 収 コ ン ト ロ
ー ル に よ っ て 確 認 し た 。 抗 体 吸 収 は 特 異 的 な オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で の バ ン ド の 形 成 を
消 失 さ せ た （ 図 14D参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
  腫 瘍 細 胞 に よ る 真 正 AMの 発 現 を さ ら に 確 証 す る た め に 、 RO馴 化 培 地 の HPLC分 画 を 肺 カ ル
シ ノ イ ド 細 胞 系 NCIH720に つ い て 分 析 し た 。 要 約 す る と 、 H720細 胞 を 約 5 リ ッ ト ル の 無 ホ
ル モ ン 培 地 で 大 量 調 製 し 、 10培 の 濃 度 ま で 凍 結 乾 燥 し た 。 つ い で H720馴 化 培 地 （ CM） を 0.
45μ mの フ ィ ル タ ー を 用 い て 濾 過 滅 菌 し た 。 HPLCク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー へ の 準 備 の た め 次 に
あ げ る プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を CMに 添 加 し た 。 す な わ ち 、 ペ フ ァ ブ ロ ッ ク 1μ M、 ベ ス タ チ ン
1μ M、 ホ ス ホ ル ア ミ ド ン 1μ Mで あ る 。 CMは 、 150分 間 で 5～ 60%の ア セ ト ニ ト リ ル 勾 配 （ 0.1
%trifluoroacetic acid含 有 ） を 用 い た Beclunan System Gold HPLCに 取 り 付 け た 半 調 製 用
の C18カ ラ ム （ 30× 120mm） 上 に ロ ー ド し た 。 12分 画 を 収 集 し 、 凍 結 乾 燥 し 、 適 当 な 量 の 緩
衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 図 15Aは 注 入 前 に 500mlに 濃 縮 さ れ た ５ リ ッ ト ル の H720 CMの 分 画 の 様
子 を 、 89.4分 （ 矢 印 ） で の 合 成 AMの 溶 出 時 間 と 比 例 し て 示 し て い る 。 図 15Bと 15Cは 、 H720
 CM中 で は 固 相 で も （ 図 15B参 照 ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 で も （ 図 15C） 、 AMの
免 疫 反 応 が 約 88.8分 に 出 現 す る こ と を 示 し て い る 。 ウ ェ ス タ ン 分 析 は 88～ 92分 の 分 画 は 6k
D本 体 を 含 み 、 124～ 129分 の 分 画 は 14と 18kDの 本 体 を 含 む こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
  細 胞 系 NCIH720は カ ラ ム 溶 出 時 間 が 合 成 ペ プ チ ド の そ れ （ 89分 ） と 一 致 す る AM様 免 疫 反
応 性 を 含 ん で い た （ 図 15A、 15B） 。 さ ら に 、 88分 ～ 92分 の 連 続 し た HPLC分 画 の 免 疫 ブ ロ ッ
ト 分 析 は 、 主 要 な 6kDの 免 疫 反 応 バ ン ド を 示 し 、 122～ 129分 の 分 画 は 18と 14kDの 存 在 を 示
し た （ 図 15C参 照 ） 。 こ の よ う に 、 RO適 応 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 は 真 正 AMを 発 現 す る こ と が 、 二
つ の 異 な る 生 化 学 技 術 に よ っ て 証 明 さ れ た 。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ １ ２ ２ 】

  パ ラ フ ィ ン 包 埋 R0適 応 細 胞 系 列 を 免 疫 組 織 化 学 試 験 お よ び in situ RT-PCR（ マ ル チ ネ ス
,ら .,j.Histochem.Cytochem. 43,739(1995))を 行 う こ と に よ り 観 察 し て 、 一 定 の 結 果 が 得
ら れ た 。 AMを ヘ テ ロ に 発 現 さ せ る と 、 個 々 の コ ロ ニ ー の 細 胞 外 膜 （ 増 殖 部 位 ） に 特 異 的 に
非 常 に 強 い 染 色 が 観 察 さ れ 、 こ の 発 見 か ら 、 増 殖 制 御 に AMが 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
こ の 仮 定 に つ い て さ ら に 評 価 す る た め に 、 特 に 肺 、 大 腸 、 胸 (breast)、 脳 、 お よ び 卵 巣 細
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胞 系 列 の よ う な い く つ か の 腫 瘍 細 胞 系 列 の 増 殖 に 対 す る AMの 効 果 を 調 べ る た め に 、 MTT検
定 技 術 を 使 用 し た （ D.N.カ ル ネ ー ,ら ., Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 79,3185(1981))。 R
0増 殖 細 胞 の 培 養 液 に AMを 添 加 す る と （ 0.1nMか ら 100nM） 、 高 濃 度 で は 非 特 異 的 な 毒 性 が
見 ら れ た が 、 増 殖 刺 激 に は な ん の 効 果 も み ら れ な か っ た 。 試 験 し た 細 胞 系 列 は 内 在 的 な AM
ペ プ チ ド を 生 産 す る こ と が 知 ら れ て い た た め 、 外 部 由 来 の リ ガ ン ド に よ り 増 殖 を 刺 激 す る
こ と が で き な い の は 、 す で に 自 身 の AM生 産 機 構 を 使 用 し て 最 大 増 殖 効 果 に す で に 到 達 し て
い る た め と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
  同 時 に 、 内 在 的 な AMの 生 物 活 性 を 阻 害 す る た め に MoAB-G6を 使 用 し た 。 こ の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 AMの 合 成 類 似 体 （ P072） で あ り 本 来 の ペ プ チ ド 構 造 の 3分 の 2に 相 当 す る （ TV
QKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRSKISPQGY-NH２ （ 配 列 番 号 14） ） に 対 し て 作 成 し た 。 免 疫 、 融 合 、
お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ ス ク リ ー ニ ン グ 過 程 は 、 先 に 記 述 さ れ た よ う に 行 っ た （ カ ッ テ ィ タ
,ら ., Nature 316, 823(1985))。 IgAの サ ブ タ イ プ で あ る MoAB-G6は 、 他 の 既 知 の チ ロ シ ン
ア ミ ド ペ プ チ ド ま た は 構 造 的 に 類 似 し た CGRPお よ び ア ミ リ ン (amylin)と 交 差 反 応 し な か っ
た （ 図 13参 照 ） 。 in vitroで 使 用 す る 前 に 、 MoAB-G6を 固 相 抗 原 カ ラ ム を 使 用 し て 腹 水 液
よ り 親 和 性 精 製 し 、 0.1Mク エ ン 酸 （ pH 3.0） で 60分 の と こ ろ に 溶 出 し た 。 合 成 AMの み を 添
加 す る と 、 高 濃 度 に て （ 10uM） わ ず か な 抑 圧 （ ～ 10％ ） が 誘 導 さ れ た （ 図 17B） 。 い く つ
か の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 列 （ NCI-H157, NCI-H720, MCF-7, SNUC1お よ び NIH: OVCAR-3） の 増 殖
に 対 す る MoAB-G6の 効 果 を 調 べ る た め に MTT検 定 を 行 い 、 い ず れ の 場 合 に も （ 5つ の 細 胞 中 5
つ ） 量 依 存 的 な 抑 圧 が 観 察 さ れ た 。 最 大 増 殖 阻 害 は 、 試 験 し た 細 胞 系 列 に つ い て 20か ら 55
％ の 範 囲 で あ っ た 。 MCF-7に つ い て の 代 表 的 デ ー タ を 図 17Aに 図 示 し 、 こ れ は 等 張 コ ン ト ロ
ー ル で あ る マ ウ ス ミ エ ロ ー マ タ ン パ ク 質 （ TEPC 15, IgAκ , Sigma） は 同 じ 範 囲 の 投 与 量
で は 増 殖 阻 害 効 果 が な い と い う こ と を 示 し て い る 。 MoAB-G6に よ っ て 誘 導 さ れ る 腫 瘍 細 胞
の 増 殖 阻 害 は 、 AMを 外 来 的 に 添 加 す る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ （ 最 大 に 回 復 す る の は 10uMで
あ る ） 、 従 っ て 、 免 疫 増 殖 抑 制 の 特 異 性 が 証 明 さ れ た （ 図 17B） 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ １ ２ ４ 】

  ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 、 ネ コ 、 お よ び イ ヌ の 膵 臓 を 、 ブ ア ン 液 （ Sigma,セ ン
ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 ） に て 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン -ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 複 合 法 （ ヒ ュ ー 、 ら ., J Histochem Cytochem 29: 577-580(1981))を 以 前 に 同
定 さ れ た AMに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ マ ル チ ネ ス 、 ら ., Endocrinology 136, 4099(1
995))お よ び イ ン シ ュ リ ン 、 グ ル カ ゴ ン 、 ソ マ ト ス タ チ ン 、 お よ び 膵 液 ポ リ ペ プ チ ド に 対
す る 商 業 的 に 入 手 可 能 な 抗 体 （ Accurate Chemical&Scientific Corp.,ウ エ ス ト バ リ ー 、
ニ ュ ー ヨ ー ク ） を 使 用 し て 行 っ た 。 負 の コ ン ト ロ ー ル に は 、 一 次 抗 体 の 代 わ り に 同 じ ウ サ
ギ 由 来 の 免 疫 前 の 血 清 、 お よ び 10nmol/mlの 合 成 ペ プ チ ド （ AMま た は CGRP） に よ り 予 め 吸
収 し た 抗 体 を 用 い た 。 免 疫 電 子 顕 微 鏡 用 に 、 3匹 の ラ ッ ト に カ コ ダ イ レ ー ト 緩 衝 液 中 な 2.5
％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ＋ 2.0％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 灌 流 さ せ た 。 膵 臓 の 小 片 を 脱 水 し
て 樹 脂 の 中 に 包 埋 し た 。 超 薄 切 片 を ニ ッ ケ ル グ リ ッ ド に マ ウ ン ト し 、 先 に 記 載 さ れ た よ う
に 二 重 金 免 疫 法 を 行 っ た （ マ ル チ ネ ス 、 ら .,J HistochemCytochem. 43,739(1995))。
【 ０ １ ２ ５ 】
  図 18Aは 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 全 体 が 少 し 免 疫 反 応 を 示 し 、 表 面 細 胞 が 強 く 染 色 さ れ た ラ
ッ ト の 膵 臓 を 示 す 。 対 比 染 色 は こ の 切 片 に つ い て 行 っ て い な い 。 図 18Bは 、 同 じ パ タ ー ン
を 示 す ハ ム ス タ ー 膵 臓 に つ い て 説 明 し て い る 。 図 18Cは 、 免 疫 反 応 を 起 こ し た 多 く の 細 胞
が 柔 組 織 に 散 ら ば っ て い る イ ヌ 膵 臓 に つ い て 説 明 し て い る 。 図 18Dは 、 モ ル モ ッ ト の 膵 臓
の 導 管 シ ス テ ム に お け る 免 疫 反 応 を 図 示 し て い る 。 導 管 細 胞 よ り も 内 分 泌 細 胞 の 方 が 強 く
染 色 さ れ て い る こ と に 注 目 す る 。 図 18Eは 、 AMで 免 疫 染 色 し た ハ ム ス タ ー 膵 臓 の 連 続 切 片
を 示 し 、 図 18Fは 膵 液 ポ リ ペ プ チ ド が 両 方 の 免 疫 反 応 と 共 局 在 す る こ と を 示 す （ 矢 印 ） 。
図 18Gは 、 左 に あ る 細 胞 中 で AM（ 小 さ な 金 顆 粒 、 10nm） お よ び 膵 液 ポ リ ペ プ チ ド （ 大 き な
金 顆 粒 、 20nm） の 共 局 在 を 示 す 電 子 顕 微 鏡 に よ る 二 重 金 免 疫 染 色 に つ い て 説 明 し て い る 。
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負 の α 細 胞 の 小 断 片 が 右 側 に 観 察 で き る 。 挿 入 し た 図 は 両 方 の 免 疫 反 応 を 含 む ２ つ の 分 泌
顆 粒 を 大 倍 率 に 拡 大 し て 示 す 。 図 18Hは 、 ソ マ ト ス タ チ ン （ 小 さ な 顆 粒 ） を 含 む 分 泌 顆 粒
に お い て AM（ 大 き な 顆 粒 ） に 対 し て 免 疫 反 応 を 示 し た D細 胞 の 詳 細 を 示 す 。
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ １ ２ ６ 】

を
  以 下 の す で に 確 立 さ れ た 手 法 （ T.W.モ ー デ ィ ー ., Proc.Natl.Acad.Sci U.S.A.90, 4345
(1993))に 従 い 、 ヨ ウ 素 化 し た リ ガ ン ド （ Phoenix Pharmaceuticals） お よ び cAMPの 合 成 AM
に 対 す る 反 応 を 用 い て 、 腫 瘍 細 胞 系 列 に お け る AM受 容 体 の 存 在 を 解 析 し た 。 い く つ か の が
ん 細 胞 系 列 は 、 １ ２ ５ I-AMが 選 択 的 に 結 合 し 、 こ の 結 合 は 合 成 類 似 体 P072ま た は 遺 伝 子 関
連 ペ プ チ ド PAMPに よ っ て 競 合 的 に 阻 害 さ れ な か っ た （ 図 19A-チ ェ ッ ク ） 。 こ の デ ー タ は 特
異 的 結 合 が 10nMの IC５ ０ で 量 依 存 的 に AMに よ っ て 阻 害 さ れ る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 こ の 受
容 体 シ ス テ ム に 対 す る AMの 結 合 に よ り 、 10pMか ら 1μ M(ED５ ０  5nM)の 範 囲 で 細 胞 内 の cAMP
が 急 速 に 直 線 的 に 増 加 し 、 最 大 で は 通 常 の コ ン ト ロ ー ル の 3倍 に な っ た （ 図 19B） 。 反 対 に
、 P072お よ び PAMPは cAMPに 対 し て 効 果 は な か っ た 。
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ １ ２ ７ 】

  AM添 加 に 引 き 続 く 小 島 に お け る 細 胞 内 cAMPの 量 依 存 的 な 増 加 。 6匹 の ラ ッ ト 由 来 の 小 島
を よ く 知 ら れ て い る 手 法 に し た が っ て 単 離 し た （ グ レ イ 、 ら ., Diabetes 33,  1055(1984
))。 測 定 は 24穴 プ レ ー ト で 行 っ た （ 穴 ご と に 90個 の 小 島 ） 。 5.6mMグ ル コ ー ス を 含 む RPMI-
1690培 地 で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 20.6mMグ ル コ ー ス お よ び 適 切 な 濃 度 の AMお よ
び /ま た は 抗 体 を 含 む RPMI中 で 二 回 目 の イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 っ た 。 両 方 の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン の 上 清 を イ ン シ ュ リ ン 用 の 放 射 免 疫 検 定 （ RIA） で 試 験 し た （ Amersham, ア ー リ ン ト
ン ハ イ ツ 、 イ リ ノ イ 州 ） 。 高 グ ル コ ー ス 濃 度 の 上 清 に お け る イ ン シ ュ リ ン 濃 度 と 、 低 グ ル
コ ー ス 濃 度 溶 液 で 測 定 し た イ ン シ ュ リ ン 濃 度 の 比 率 を 縦 軸 に 示 す 。 培 地 を 回 収 し た 後 、 同
じ 実 験 由 来 の 小 島 を 、 cAMP濃 度 の 解 析 （ コ ル マ ン ,ら .,Cancer Res. 46, 1214(1986))の た
め に 保 存 し た 。 小 島 を 50％ エ タ ノ ー ル で 抽 出 し 遠 心 し て 、 業 者 の 手 引 書 に し た が っ て 上 清
を RIAキ ッ ト （ New England Nuclear,ボ ス ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） を 使 用 し て cAMPに
つ い て 試 験 し た 。 実 験 は 3回 繰 り 返 し 行 い 、 そ の 代 表 例 を 示 す 。 デ ー タ は 2つ の 穴 の 平 均 値
± 標 準 偏 差 で あ る 。
【 実 施 例 １ ８ 】
【 ０ １ ２ ８ 】

  サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 使 用 し た mRNAは 、 正 常 組 織 の 場 合 に は 購 入 （ Clontech,パ ロ ア
ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 、 ま た は マ イ ク ロ フ ァ ス ト ト ラ ッ ク キ ッ ト （ Invitrogen,サ ン
フ ラ ン シ ス コ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） を 使 用 し て 細 胞 系 列 か ら 抽 出 し た 。 逆 転 写 （ RT） 、 ポ
リ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ PCR） 、 お よ び サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 、 先 に 記 載 さ れ た 方 法 に し た が っ て 行
っ た （ マ ル チ ネ ス 、 ら ., Endocrinology 136, 4099(1995))。 AM遺 伝 子 の も っ と も 保 存 さ
れ た 領 域 を 認 識 す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 作 成 し 使 用 し た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は セ ン ス （ AM25
0-270） 5'-AAG-AAG-TGG-AAT-AAG-TGG-GCT-3'（ 配 列 番 号 15） ； ア ン チ セ ン ス （ AM523-542
） 5'-TGT-GAA-CTG-GTA-GAT-CTG-GT-3'（ 配 列 番 号 16） 。 サ ザ ン に 使 用 す る プ ロ ー ブ は （ AM
430-450） 5'-TCT-GGC-GGT-AGC-GCT-TGA-CTC-3' （ 配 列 番 号 17） 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー に
よ り 292bpの 産 物 が 生 じ る 。 単 離 し た バ ン ド の 塩 基 配 列 の 解 析 に よ り 、 RT-PCR産 物 と 一 致
し た こ と が 確 認 さ れ た 。
【 実 施 例 １ ９ 】
【 ０ １ ２ ９ 】

  グ ル コ ー ス 耐 性 試 験 を 、 ス プ ラ グ ー ド ー リ ー ラ ッ ト を 用 い て （ 250か ら 300g） AMの 存 在
下 （ ○ ） ま た は 非 存 在 下 （ ● ） に て 試 験 し た 。 （ 図 21A） 有 意 な イ ン シ ュ リ ン 量 の 違 い （ p
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<0.01） が AMを 静 脈 注 射 し て か ら 20分 後 に 観 察 さ れ る 。 （ 図 21B） 循 環 グ ル コ ー ス 量 も 注 射
し て か ら 1時 間 後 に 有 意 に 高 く な る （ p<0.01） 。 グ ル コ ー ス 耐 性 法 は 以 前 に 報 告 さ れ た （
ブ ラ ウ ン 、 ら .,Proc.Soc.Exp.Biol.Med. 150,557(1975))。 6匹 の ラ ッ ト に 胃 へ の 挿 管 を 介
し て グ ル コ ー ス 溶 液 （ 400mg/100g体 重 ） を 投 与 し た 。 グ ル コ ー ス の ロ ー デ ィ ン グ に 引 き 続
い て 眼 球 血 液 試 料 を 一 定 間 隔 で 回 収 し 、 グ ル コ ー ス 濃 度 を 色 素 検 定 （ Sigma） に よ っ て 決
定 し た 。 血 液 の イ ン シ ュ リ ン 量 を 放 射 性 免 疫 測 定 （ Amersham） に よ っ て 同 じ 試 料 に つ い て
決 定 し た 。 3日 後 、 同 じ ラ ッ ト に 静 脈 内 注 射 に よ っ て 体 重 1gあ た り 1μ lの AM（ 60μ M） を 投
与 し 、 耐 性 試 験 を 繰 り 返 し た 。 デ ー タ は 6匹 の 動 物 に つ い て の 平 均 値 ± 標 準 偏 差 で あ る 。
二 テ ー ル の ス チ ュ ー デ ン ト 検 定 を 行 っ て 統 計 的 な 有 意 性 を 決 定 し た 。 （ *） は 統 計 的 な 有
意 性 を 示 す （ p<0.01） 。
【 実 施 例 ２ ０ 】
【 ０ １ ３ ０ 】

  in situ RT-PCRお よ び 免 疫 組 織 化 学 を マ ル チ ネ ス 、 ら ., Endocrinology 136,4099(1995
)に 記 載 さ れ た よ う に 行 っ た 。 簡 単 に 言 え ば 、 in situ RT-PCRで 使 用 し た 組 織 を 4％ パ ラ ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 免 疫 組 織 化 学 用 の 組 織 は ブ ア ン 液 （ Sigma Chemical Co.)で 固
定 し た 。 in situ RT-PCRに 用 い る コ ン ト ロ ー ル は 、 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 水 で 置 き 換 え て 逆
転 写 段 階 を 省 略 し た も の を 含 む 。 免 疫 組 織 化 学 用 の 負 の コ ン ト ロ ー ル は 、 10nmol/mlの 合
成 AMで 抗 体 を あ ら か じ め 吸 収 し た も の ま た は 免 疫 前 の 血 清 で 一 次 抗 体 を 置 換 し た も の を 含
む 。
【 実 施 例 ２ １ 】
【 ０ １ ３ １ 】

  大 腸 菌 の 増 殖 阻 害 を 、 マ イ ク ロ 希 釈 時 間 経 過 致 死 検 定 で 測 定 し た （ 図 23参 照 ） 。 ト リ プ
シ ン ソ イ ア ガ ー （ TSA） お よ び サ ブ ロ ー ド (Sobouraud)デ キ ス ト ロ ー ス ア ガ ー （ SDA） プ レ
ー ト で そ れ ぞ れ 一 晩 培 養 し た 細 菌 お よ び カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン を RPMI-1640培 地 （ Bio-Whitt
aker） に 懸 濁 し 、 プ ラ ス チ ッ ク マ イ ク ロ 希 釈 プ レ ー ト 内 で 200μ l中 に 最 終 濃 度 が 8x10３ cf
u/mlに な る よ う に 調 節 し た 。 AM関 連 ペ プ チ ド 、 マ ガ イ ニ ン 、 お よ び ア ル ブ ミ ン を 8uMか ら 3
00uMの 範 囲 で 等 モ ル 濃 度 量 ず つ 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 24時 間 ゆ っ く り と 振 盪 さ せ な が ら 37
℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 6時 間 お よ び 24時 間 の 点 で 、 そ れ ぞ れ の 穴 か ら 10か ら 50ulの 液
体 を TSAお よ び SDAプ レ ー ト 上 で 連 続 的 に 100倍 希 釈 し て 定 量 的 に 培 養 し た 。
【 実 施 例 ２ ２ 】
【 ０ １ ３ ２ 】

  AMお よ び PAMPの 抗 微 生 物 活 性 を 、 大 腸 菌 を 培 養 し て か ら 6時 間 後 に マ イ ク ロ 希 釈 検 定 を
行 っ て 決 定 し た （ 図 24A参 照 ） 。 6時 間 で は AMに つ い て は 最 初 活 性 は 観 察 さ れ ず 、 マ ガ イ ニ
ン (M)に は 少 し 活 性 が 観 察 さ れ 、 そ し て PAMPで は 高 い 活 性 が 観 察 さ れ た 。 24時 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン す る と （ 図 24B参 照 ） 、 増 殖 阻 害 活 性 は PAMPよ り も AMの 方 が わ ず か に 活 性 が 高
か っ た が 、 マ ガ イ ニ ン は AM（ p=0.006） ま た は PAMP（ p=0.004） の い ず れ よ り も 活 性 が 高 か
っ た 。 デ ー タ は 6回 の 実 験 を ま と め た も の で あ る 。 マ イ ク ロ 希 釈 検 定 は 、 12x75mmホ ウ ケ イ
酸 ガ ラ ス チ ュ ー ブ 内 で 行 っ た 。 ロ イ ラ イ ド 、 E.,ら ., J Infect Dis. 163; 579 (1991)に
記 載 さ れ た よ う に 細 胞 を 培 養 し 回 収 し 、 最 終 的 に 400ulに 8x10３ cfu/ml濃 度 に な る よ う に
調 節 し た 。 AM関 連 ペ プ チ ド 、 マ ガ イ ニ ン 、 お よ び ア ル ブ ミ ン を 8uMか ら 300uMの 範 囲 で 等 モ
ル 濃 度 量 ず つ 添 加 し た 。 チ ュ ー ブ を 24時 間 ゆ っ く り と 振 盪 さ せ な が ら 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 6時 間 お よ び 24時 間 の 点 で 、 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ の 100ulの 液 体 を TSAお よ び SDAプ
レ ー ト 上 で 連 続 的 に 100倍 希 釈 し て 定 量 的 に 培 養 し た 。
【 実 施 例 ２ ３ 】
【 ０ １ ３ ３ 】

  AMの 濃 度 を 上 昇 さ せ て 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る と 、 C. albicansの 発 芽 を 有 意 に 阻
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害 す る （ p=0.048, ANOVA） （ 図 25参 照 ） 。 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 の 発 芽 の 抑 圧
は 有 意 で は な か っ た 。 デ ー タ は 11回 の 実 験 結 果 を ま と め た も の で あ る 。 発 芽 は 、 SDAで 一
晩 増 殖 さ せ た も の を 回 収 し 、 AMを 8か ら 85uMの 濃 度 含 む RPMI-1640に 懸 濁 し た C. albicans
の コ ロ ニ ー を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 決 定 し た 。 細 胞 を 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し 、 そ れ ぞ れ の 実 験 に つ き 濃 度 ご と 時 間 ご と に 100か ら 200細 胞 測 定 す る こ と に よ っ て 2
時 間 お よ び 4時 間 の 点 で 発 芽 を 測 定 し た 。 発 芽 の 割 合 は 、 胚 コ ニ デ ィ ア (blastoconidia)の
総 数 に 対 す る 特 徴 的 な 平 行 壁 の チ ュ ー ブ 状 要 素 を 持 つ C. albicansの 胚 コ ニ デ ィ ア の 比 率
と し て 評 価 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ヒ ト AM遺 伝 子 、 mRNA、 及 び 二 つ の 生 物 学 的 に 活 性 な 分 子 、 AM及 び プ ロ AM
ペ プ チ ド （ PAMP） を 含 む プ レ プ ロ ホ ル モ ン の 構 造 を 示 し て い る 概 略 図 を 表 す 。 合 成 さ れ た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ペ プ チ ド の 位 置 を 示 す 。 遺 伝 子 及 び mRNAの 番 号 は 、 開 始 コ ド ン か
ら の 塩 基 対 を 示 す 。 タ ン パ ク 質 の 番 号 は ア ミ ノ 酸 と 一 致 す る 。 デ ー タ は  Ishimitsu, et a
l., Biochem. Biophys. Res. Commun. 203: 631-639 (1994) の 報 告 を 基 に 修 正 し た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 固 相 試 験 ペ プ チ ド へ 結 合 す る ウ サ ギ 抗 PO72免 疫 源 （ bleed 2343） に 対 す
る 力 価 曲 線 を 示 す 。 測 定 可 能 な 抗 体 相 互 作 用 が 、 AM、 PO72、 PO71、 NPY、 及 び CGRPに て 観
察 さ れ た 。 す べ て の 他 の 標 的 ペ プ チ ド （ PO70、 ガ ス ト リ ン 分 泌 ペ プ チ ド 、 グ ル カ ゴ ン 様 ペ
プ チ ド １ 、 血 管 作 用 腸 ペ プ チ ド （ vasoactive intestinal peptide, VIP） 、 ア ル ギ ニ ン バ
ソ プ レ ッ シ ン 、 GRF、 コ レ シ ス ト キ ニ ン 、 ガ ス ト リ ン 、 オ キ シ ト シ ン 、 カ ル シ ト ニ ン 、 α M
SH、 及 び BSA） の 結 合 は 無 視 で き る 程 度 だ っ た 。
【 図 ３ 】 ヒ ト 肺 カ ル シ ノ イ ド 細 胞 系 、 NCI-H720の 全 細 胞 溶 解 物 中 の AM様 免 疫 反 応 性 種 の 検
出 。 右 レ ー ン は ２  ngの 合 成 PO72（ 分 子 量  ３ ５ ７ ６ ） を 含 む 。 検 出 の 特 異 性 は 抗 PO72抗 血
清 の 抗 原 吸 収 に よ っ て 説 明 さ れ る （ 右 パ ネ ル ） 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ － ４ Ｄ は 、 上 皮 に お い て 抗 AM抗 血 清 の 免 疫 反 応 性 を 示 し （ 図 ４ Ａ ） 、 in s
itu　 RT-PCR後 に AM mRNAの 標 識 を し た （ 図 ４ Ｃ ） 細 気 管 支 の 横 断 切 片 （ 倍 率 　 × ４ ５ ０ ）
を 示 す 。 吸 収 コ ン ト ロ ー ル （ 図 ４ Ｂ ） 及 び Ｒ Ｔ の 省 略 （ 図 ４ Ｄ ） に よ り 染 色 の 特 異 性 を 確
認 し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ Ａ － ５ Ｄ は 、 ニ ュ ー ロ ン と い く つ か の 神 経 の perykaRIAが 免 疫 染 色 さ れ て お
り （ 図 ５ Ａ ） 、 一 方 、 前 吸 収 し た 抗 血 清 に よ っ て 処 理 し た 連 続 切 片 は 陰 性 で あ る （ 図 ５ Ｂ
） 、 小 神 経 節 を 示 す 気 管 支 の 動 脈 血 管 外 膜 層 を 通 し た 切 片 の 写 真 で あ る 。 （ 倍 率 　 × ４ ５
０ ） 。 他 の 神 経 節 は 、 in situ　 Ｐ Ｔ － PCR技 術 の 適 用 の 後 （ 図 ５ Ｃ ） 、 低 倍 率 で （ × １ ２
０ ） 、 ラ ベ ル さ れ た こ と が 明 ら か と な る 。 矢 印 は 、 そ の 内 皮 層 が 明 ら か に 陽 性 で あ る 血 管
を 示 し て い る 。 PCR混 合 液 中 の プ ラ イ マ ー の 省 略 は 陰 性 染 色 を 与 え た （ 図 ５ Ｄ ） 。
【 図 ６ 】 図 ６ Ａ 、 及 び ６ Ｂ は 抗 AM（ 図 ６ Ａ ） 、 及 び PO72に よ っ て 前 吸 収 さ れ た 抗 血 清 （ 図
６ Ｂ ） に よ っ て 免 疫 染 色 さ れ た 軟 骨 細 胞 の 詳 細 の 写 真 を 示 す 。 （ 倍 率 　 × ７ ０ ０ ） 。
【 図 ７ 】 図 ７ Ａ 、 及 び ７ Ｂ は 、 in situ　 RT-PCR後 AM　 mRNAに 対 し て ラ ベ ル さ れ た 肺 胞 マ
ク ロ フ ァ ー ジ （ 図 ７ Ａ ） 、 そ し て 逆 転 写 酵 素 な し の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル （ 図 ７ Ｂ ） の
写 真 を 示 す 。 （ 倍 率 　 × ４ ５ ０ ） 。
【 図 ８ 】 正 常 組 織 、 及 び 肺 の 腫 瘍 細 胞 株 か ら 得 た mRNAで の RT-PCRに よ る AMの 特 性 。 PCR産
物 は Ｕ Ｖ 光 に て 明 視 化 し た と き （ 下 パ ネ ル ） 、 妥 当 な サ イ ズ で あ り （ ４ １ ０ ｂ ｐ ） 、 こ れ
ら を サ ザ ン ブ ロ ッ ト 後 に 特 異 的 プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た （ 上 パ ネ ル ） 。 H146及 び H3
45は 小 細 胞 癌 で あ り 、 H676は ア デ ノ カ ル シ ノ ー マ 、 H720は カ ル シ ノ イ ド 、 H820は 気 管 支 肺
胞 癌 で あ る 。 H146は AMに 対 し て 陰 性 と 分 析 さ れ た 唯 一 の 細 胞 株 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ Ａ 及 び ９ Ｂ は 、 in situ　 RT-PCRに よ っ て 示 し た よ う に 、 AM　 mRNAの 細 胞 質
の 分 布 を 示 し て い る 細 胞 株 H820（ 気 管 支 肺 胞 癌 ） （ 図 ９ Ａ ） 、 及 び 逆 転 写 工 程 を 省 略 し た
と き に 、 染 色 が 消 え る こ と を 示 し て い る 連 続 切 片 （ 図 ９ Ｂ ） の 写 真 を 示 す 。 （ 倍 率 　 × ５
５ ０ ） 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ Ａ 及 び １ ０ Ｂ は 、 in situ　 RT-PCRに よ っ て （ 図 １ ０ Ａ ） 、 及 び 免 疫 細
胞 化 学 に よ っ て （ 図 １ ０ Ｂ ） 腫 瘍 細 胞 内 で の AM mRNAを 示 し て い る ア デ ノ カ ル シ ノ ー マ の
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連 続 切 片 の 写 真 を 示 す 。 （ 倍 率 　 × ５ ５ ０ ） 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 ラ ッ ト マ ス ト 細 胞 か ら の 、 ヒ ス タ ミ ン の 放 出 を 指 し 示 す チ ャ ー ト を
表 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ Ａ 及 び １ ２ Ｂ は 、 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 の 増 殖 に に 対 す る 抗 AM　 Ｍ ｏ Ａ ｂ の 効
果 を 示 し て い る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 AM（ ○ ） 及 び 二 つ の PO72分 子 ： グ ル ー プ 内 ペ プ チ ド （ ● ） 及 び ペ ニ
ン シ ュ ラ （ Ｐ ｅ ｎ ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ａ ） ペ プ チ ド 産 物 （ □ ） に 結 合 し て い る こ と を 示 し て い る 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MoAb-G6の 特 性 を 示 し て い る 。 す べ て の 他 の ペ プ チ ド 、 PO70、 GRP、 GL
P1， VIP， AVP， GRF， CCK， ア ミ リ ン 、 ガ ス ト リ ン 、 オ キ シ ト シ ン 、 α MSH、 膵 臓 ポ リ ペ プ
チ ド 、 ペ プ チ ド YY、 Taa-HoTH（ Tabanus atratus　 ハ イ ポ ト レ ハ ロ ー ス ホ ル モ ン （ Hypotre
halosemic Hormone） ） 及 び BSAは 、 無 視 で き る 結 合 を 示 し た 。 固 相 分 析 は す で に 記 述 さ れ
て い る 方 法 （ Cuttitta, et al., Nature 316,823 (1985)） を 用 い て 行 っ た 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ Ａ 及 び １ ４ Ｂ は 、 AM　 mRNA及 び そ の 翻 訳 タ ン パ ク 質 に 対 し て ス ク リ ー ニ
ン グ し た ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 （ H157、 H720、 MCF-7、 OVCAR-3、 SNUC-1） 及 び 正 常 ヒ ト 組 織 （ 脳
、 肺 、 心 臓 、 副 腎 ） の 典 型 的 な 試 料 を 表 し て い る 。 図 １ ４ Ａ は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で あ り
、 図 １ ４ Ｂ は 、 RT-PCR解 析 に よ っ て 評 価 し た の と 同 様 に 、 AM　 mRNAに つ い て の 予 期 さ れ た
４ １ ０ ｂ ｐ 産 物 を 表 し て い る 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で あ る 。 図 １ ４
Ｃ は 、 AMに 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 を 用 い た と き の １ ８ 、 １ ４ 、 ６ kDaの 免 疫 反 応 性 種 を 示 す
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ Ａ － １ ５ Ｃ は 、 H720コ ン デ ィ シ ョ ン ド メ デ ィ ウ ム （ CM） の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 結 果
、 固 相 プ レ ー ト 分 析 及 び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 図 １ ５ Ａ は 、 ８ ９ ． ４ 分 で の 合
成 AMの 溶 出 時 間 （ 矢 印 ） と 比 較 し た 、 H720CM　 ５ Ｌ の フ ラ ク シ ョ ン 化 を 表 す 。
【 図 １ ６ Ａ 】 典 型 的 な ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 MCF-7を 、 増 殖 効 果 、 cAMP活 性 及 び 、 無 血 清 、 ホ ル
モ ン な し の 状 態 下 で の AMに よ る レ セ プ タ ー 結 合 を 示 す た め に 使 用 し た 。 図 １ ６ Ａ は 、 MoAb
-G6の 抑 制 効 果 （ ● ） を 、 そ の マ ウ ス 骨 髄 腫 同 型 コ ン ト ロ ー ル Ｉ ｇ Ａ κ (Sigma)か ら の 非 効
果 （ ○ ） と 比 べ た も の を 示 す 。 図 １ ６ Ｂ は 、 MoAb-G6の 効 果 が 、 AMの み の 付 加 （ ● ） に 比
べ て 、 合 成 AMの 付 加 に よ っ て （ ○ ） 乗 り 越 え ら れ る こ と を 示 す 。 MTT (Carney, et al., P
roc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79, 3185 (1981)) 及 び レ セ プ タ ー 結 合 ／ cAMP分 析 手 法  (
T.W.Moody, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90, 4345 (1993)) は 他 で 記 述 さ れ
て い る 。
【 図 １ ６ Ｂ 】 典 型 的 な ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 MCF-7を 、 増 殖 効 果 、 cAMP活 性 及 び 、 無 血 清 、 ホ ル
モ ン な し の 状 態 下 で の AMに よ る レ セ プ タ ー 結 合 を 示 す た め に 使 用 し た 。 図 １ ６ Ｃ は 、 サ イ
ク リ ッ ク AMＰ が 合 成 AMの 付 加 に よ っ て 活 性 化 さ れ る こ と を 示 す 。 図 １ ６ Ｄ は 、 特 異 的 レ セ
プ タ ー 結 合 が 、 PAMP（ □ ） も し く は PO72（ ● ） に 対 し て よ り も 、 AM（ ○ ） に 対 し て の 方 が
高 い こ と を 示 し て い る 。 MTT (Carney, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79, 318
5 (1981)) 及 び レ セ プ タ ー 結 合 ／ cAMP分 析 手 法  (T.W.Moody, et al., Proc. Natl. Acad.
 Sci. U.S.A. 90, 4345 (1993)) は 他 で 記 述 さ れ て い る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ Ａ － １ ７ Ｈ は 、 免 疫 細 胞 化 学 に よ っ て 示 さ れ た よ う な 、 膵 臓 に お け る ア
ド レ ノ メ ジ ュ リ ン （ AM） の 分 布 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 AM及 び MoAb-G6（ α － AM） の ラ ッ ト 単 離 膵 島 か ら の イ ン ス リ ン の 放 出 に 対 す る
効 果 （ 図 １ ８ Ａ ） 。 AMの 濃 度 の 上 昇 は 、 MoAb-G6抗 体 の 存 在 下 （ ○ ） も し く は 非 存 在 下 （
● ） で 、 イ ン ス リ ン 分 泌 を 減 少 さ せ る 。 抗 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る イ ン ス リ ン 分 泌 の 劇 的 増
加 を 表 し て い る （ 図 １ ８ Ｂ ） 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ Ａ は 、 イ ン ス リ ン を 発 現 し て い る 六 つ の 細 胞 株 、 及 び ヒ ト 副 腎 と 膵 臓 mR
NAに お け る AMに 対 す る サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 図 １ ９ Ｂ は 、 転 写 前 に Ｕ Ｖ に よ っ て 見 た 同
じ ゲ ル を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 グ ル コ ー ス 耐 性 試 験 を 、 AM存 在 下 （ ○ ） 、 も し く は 非 存 在 下 （ ● ） で Sprague-
Dawleyラ ッ ト （ ２ ５ ０ か ら ３ ０ ０  g） で 行 っ た 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 パ ネ ル Ａ － Ｉ に て 、 多 く の 異 な っ た 種 の 器 官 で の 、 AM　 mRNA及 び 免
疫 反 応 性 の 分 布 を 示 し て い る 。 パ ネ ル Ａ は 、 ラ ッ ト 気 管 の 上 皮 細 胞 で の in situ　 RT-PCR
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に よ っ て 検 出 さ れ た AMに 対 す る mRNAを 示 し て い る 。 パ ネ ル Ｂ は 、 特 に 先 端 部 分 に お い て 、
AM抗 体 に 対 す る 強 い 免 疫 反 応 性 を 表 し て い る モ ル モ ッ ト 気 管 を 示 し て い る 。 パ ネ ル Ｃ は 、
核 上 部 分 の 強 い 免 疫 染 色 を 示 す ツ メ ガ エ ル （ Xenopus） の 気 道 を 示 し て い る 。 パ ネ ル Ｄ は
、 表 皮 の 単 細 胞 腺 （ 二 つ が こ の 図 に 現 れ て い る ） に 集 中 し て い る AM免 疫 反 応 性 を 持 つ ツ メ
ガ エ ル 外 皮 を 示 す 。 左 の 黒 い 部 分 は 色 素 胞 で あ る 。 パ ネ ル Ｅ は 、 １ ６ 日 齢 マ ウ ス 胎 児 の 皮
膚 を 示 す 。 表 皮 、 及 び 発 達 し て い る 筋 肉 直 下 に お い て AMに 対 す る 強 い 免 疫 反 応 性 が 観 察 さ
れ て い る 。 パ ネ ル Ｆ は 、 並 ん で い る 上 皮 、 及 び 腺 双 方 に お け る AMに 対 す る 免 疫 染 色 を 示 し
て い る 、 ハ ム ス タ ー の 子 宮 を 表 し て い る 。 パ ネ ル Ｇ は 、 ハ ム ス タ ー の 舌 で 見 つ か っ た 小 唾
液 腺 を 示 す 。 別 々 の 分 泌 細 胞 が AM様 物 質 を 蓄 え て い る 。 パ ネ ル Ｈ は 、 強 く 免 疫 染 色 さ れ た
ブ ル ナ ー 腺 を 含 む ラ ッ ト 十 二 指 腸 を 示 す 。 パ ネ ル Ｉ は 、 AM陽 性 内 分 泌 細 胞 を 含 む ネ コ 結 腸
の 切 片 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 Ｅ ． Ｃ ｏ ｌ ｉ の 増 殖 の 抑 制 に 対 す る AM及 び PAMPの 効 果 を 示 す 。 AMは
ア ル ブ ミ ン （ Ａ ｌ ｂ ） （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） （ ＊ 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ３ ） 、 PO70（ ¶ 、 ｐ
＝ ０ ． ０ ４ ） 、 PO71（ ¶ 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ６ ） 、 及 び PO72（ ¶ 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ３ ） よ り も 高 い
増 殖 抑 制 活 性 を 示 し た 。 マ ガ イ ニ ン （ Magainin, Ｍ ） は 、 AM（ ＊ ¶ § † 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ３ ）
及 び PAMP（ § † 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ９ ） が 示 す よ り も よ り 強 い Ｅ ． Ｃ ｏ ｌ ｉ に 対 す る 抑 制 活 性
を 発 揮 し た 。 デ ー タ は １ ４ の 実 験 よ り 作 製 し た 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ Ａ 及 び ２ ３ Ｂ は 、 AM及 び PAMPの 殺 菌 活 性 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 C. albicansの 発 芽 （ germination） に 対 す る AMの 影 響 を 指 し 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 α － ヘ リ ッ ク ス ／ β － シ ー ト の 角 度 パ ラ メ ー タ  (Eisenberg) 、 及
び AMと PAMPに 対 す る ら せ ん 回 転 投 影 表 示  (DNASTAR) に よ り 計 算 さ れ た よ う に 、 AM及 び PAM
Pに お け る 両 親 媒 性 部 分 の 分 布 を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 AM及 び AM-Rに 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 、 及 び 正 常
ヒ ト 組 織 の 典 型 的 な 試 料 を 示 す 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 は 、 RT-PCR増 幅 後 、 AMに 対 す る 予 期
さ れ た ４ １ ０ ｂ ｐ 産 物 （ Ａ ） 及 び AM-R　 mRNAに 対 す る ４ ７ １ ｂ ｐ 産 物 （ Ｂ ） を 示 し て い る
。 （ Ｃ ） 細 胞 抽 出 液 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 は 、 AMに 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 を 用 い た と き
に １ ８ 、 １ ４ 、 及 び ６ kDaの 免 疫 活 性 種 を 示 す 。 加 え て 、 ２ ２ kDaの 翻 訳 後 修 飾 に 起 因 す る
可 能 性 の あ る 免 疫 活 性 の 存 在 物 が あ る 。 （ Ｄ ） 吸 収 コ ン ト ロ ー ル は 陰 性 で あ っ た 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は AMに 対 す る ヒ ト 癌 細 胞 株 の 免 疫 組 織 化 学 的 、 及 び in situ　 RT-PCR解
析 を 示 す 。 SCLC H774（ Ａ ） 、 及 び 卵 巣 癌 細 胞 株 NIH： OVCAR-3（ Ｂ ） に お け る AMに 対 す る
免 疫 組 織 化 学 的 解 析 。 H774コ ロ ニ ー に お け る AM免 疫 反 応 性 の 末 梢 分 布 を 示 す 。 カ ル シ ノ イ
ド 細 胞 株 H720（ Ｃ ） 、 及 び PCR混 合 液 中 の プ ラ イ マ ー を 水 で 代 用 し た と こ ろ の 連 続 切 片 で
の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル （ Ｄ ） に お け る AM　 mRNAに 対 す る in situ　 RT-PCR。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 AMの 増 殖 効 果 を 示 す 。 典 型 的 な ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 、 MCF-7を 、 無 血 清
、 ホ ル モ ン な し の 状 態 で の AMに よ る 増 殖 効 果 、 レ セ プ タ ー 結 合 、 cAMP変 量 を 示 す た め に 使
用 し た 。 （ Ａ ） MoAb-G6の 抑 制 効 果 （ ● ） を 、 そ の マ ウ ス の 骨 髄 腫 同 型 コ ン ト ロ ー ル 、 Ｉ
ｇ Ａ κ か ら の 非 効 果 （ ○ ） と 比 較 し た 。 （ Ｂ ） AMの み を 付 加 し た と き （ ● ） と 比 較 し て 、
合 成 AM（ ○ ） 付 加 に よ っ て MoAb-G6の 効 果 が 越 え ら れ た 。 （ Ｃ ） 特 異 的 レ セ プ タ ー 結 合 が A
M（ ○ ） に つ い て 測 定 さ れ た の に 対 し て 、 PAMP（ ● ） も し く は PO72（ □ ） に つ い て 無 視 で
き る 。 （ Ｄ ） サ イ ク リ ッ ク AMＰ は 合 成 AMの 付 加 に よ り 投 与 量 依 存 的 に 上 昇 す る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ Ａ 】
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【 図 １ ６ Ｂ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】
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【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】
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【 図 ２ ８ 】
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摘要(译)

要解决的问题：证明肾上腺髓质素（AM）在多种器官的人类癌细胞系中
表达，并作为引起肿瘤增殖的通用增殖因子起作用;提供可用于治疗，药
理和生理组合物的AM肽和AM抗体;利用含有AM肽和抗体的组合物，提供
诊断，治疗和预防疾病的方法;并提供用于鉴定AM在胰腺生理学中的作用
的实验程序。解决方案：与大鼠分离的胰岛有关的方法显示AM以剂量依
赖性方式抑制胰岛素分泌。中和AM生物活性的单克隆抗体MoAb-G6显示
出胰岛素释放增加了五倍，并且通过添加合成的AM可以逆转这种效应。 
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