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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂肪性肝炎及び硬変症からなる群から選択
される代謝障害を治療するための医薬の製造における、配列番号１のアミノ酸配列を含む
ニューレグリン４（Ｎｒｇ４）タンパク質、配列番号１の全長のアミノ酸配列と少なくと
も９０％、９５％または９９％同一であるアミノ酸配列を含むＮｒｇ４バリアント、また
は配列番号１の残基１～５５、１～５２、１～５３または１～６２を含む生物活性のある
断片の使用。
【請求項２】
　前記代謝障害は、ＮＡＦＬＤである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記代謝障害は、脂肪性肝炎である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記代謝障害は、硬変症である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記Ｎｒｇ４バリアントは、配列番号１の全長のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一
であるアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記生物活性のある断片は、配列番号１のアミノ酸残基１～５２または１～６２を含む
、請求項１に記載の方法。
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【請求項７】
　前記Ｎｒｇ４タンパク質は、配列番号１のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項８】
　前記医薬は、治療有効量の脂質低下薬との併用投与のためのものである、請求項１～７
のいずれか１項に記載の使用。
【請求項９】
　前記脂質低下薬は、アトルバスタチン、シンバスタチン、ロスバスタチン、フルバスタ
チン、エゼチミブ、ベザフィブラート、シプロフィブラート、クロフィブラート、ナイア
シン、ゲムフィブロジル、及びフェノフィブラートからなる群から選択される、請求項８
に記載の使用。
【請求項１０】
　対象由来の検体における、配列番号１のアミノ酸配列を含むニューレグリン４（Ｎｒｇ
４）タンパク質、または配列番号１のアミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％
、９５％または９９％同一であるアミノ酸配列を含むＮｒｇ４バリアントの水準をモニタ
ーする工程を含む、該対象における代謝障害または代謝障害に対する易罹患性をモニター
する方法であって、この中で、該代謝障害は非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、
脂肪性肝炎及び硬変症からなる群から選択され、正常対象における該水準と比較して該対
象において低い該水準は、該代謝障害を示唆しているか、または該代謝障害に対する易罹
患性を示しており、かつこの中で、該正常対象は、該代謝障害に罹患していないことが判
っている、該方法。
【請求項１１】
　対象由来の検体における、配列番号１のアミノ酸配列を含むニューレグリン４（Ｎｒｇ
４）タンパク質、配列番号１のアミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５
％または９９％同一であるアミノ酸配列を含むＮｒｇ４バリアント、または配列番号１の
残基１～５５、１～５２、１～５３または１～６２を含むこれらの生物活性のある断片の
水準を経時的にモニターする工程を含む、該対象における代謝障害の進行をモニターする
ための方法であって、この中で、該代謝障害は非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）
、脂肪性肝炎及び硬変症からなる群から選択され、経時的な該Ｎｒｇ４タンパク質、バリ
アント、またはこれらの生物活性のある該断片の水準の低下は、該代謝障害の進行を示唆
している、該方法。
【請求項１２】
　対象由来の検体における、配列番号１のアミノ酸配列を含むニューレグリン４（Ｎｒｇ
４）タンパク質、配列番号１のアミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５
％または９９％同一であるアミノ酸配列を含むＮｒｇ４バリアント、または配列番号１の
残基１～５５、１～５２、１～５３または１～６２を含むこれらの生物活性のある断片の
水準を判定する工程を含む、該対象における代謝障害の治療の有効性をモニターするため
の方法であって、この中で、該代謝障害は非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂
肪性肝炎及び硬変症からなる群から選択され、経時的な該Ｎｒｇ４タンパク質、バリアン
ト、またはこれらの生物活性のある該断片の水準の上昇は、有効な治療を示唆している、
該方法。
【請求項１３】
　前記代謝障害は、ＮＡＦＬＤである、請求項１０～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記代謝障害は、脂肪性肝炎である、請求項１０～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記代謝障害は、硬変症である、請求項１０～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂肪性肝炎及び硬変症からなる群から選択
される代謝障害を治療するための組成物であって、配列番号１のアミノ酸配列を含むニュ
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ーレグリン４（Ｎｒｇ４）タンパク質、配列番号１の全長のアミノ酸配列と少なくとも９
０％、９５％または９９％同一であるアミノ酸配列を含むＮｒｇ４バリアント、または配
列番号１の残基１～５５、１～５２、１～５３または１～６２を含む生物活性のある断片
を含む、組成物。
【請求項１７】
　前記代謝障害は、ＮＡＦＬＤである、請求項１６に記載の組成物。
【請求項１８】
　前記代謝障害は、脂肪性肝炎である、請求項１６に記載の組成物。
【請求項１９】
　前記代謝障害は、硬変症である、請求項１６に記載の組成物。
【請求項２０】
　前記Ｎｒｇ４バリアントは、配列番号１の全長のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一
であるアミノ酸配列を含む、請求項１６に記載の組成物。
【請求項２１】
　前記生物活性のある断片は、配列番号１のアミノ酸残基１～５２または１～６２を含む
、請求項１６に記載の組成物。
【請求項２２】
　前記Ｎｒｇ４タンパク質は、配列番号１のアミノ酸配列を含む、請求項１６に記載の組
成物。
【請求項２３】
　前記組成物は、治療有効量の脂質低下薬と併用投与されることを特徴とする、請求項１
６～２２のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項２４】
　前記脂質低下薬は、アトルバスタチン、シンバスタチン、ロスバスタチン、フルバスタ
チン、エゼチミブ、ベザフィブラート、シプロフィブラート、クロフィブラート、ナイア
シン、ゲムフィブロジル、及びフェノフィブラートからなる群から選択される、請求項２
３に記載の組成物。
 

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
政府の支援
　本発明は、米国国立衛生研究所によって授与される研究費第ＨＬ０９７７３８号及び第
ＤＫ０７７０８６号の下での政府の支援で実施した。当該政府は、本発明におけるある権
利を有する。
【０００２】
電子提出される資料の参照による組み込み
　本出願は、本開示の別個の部分として、その全体が参照により組み込まれるコンピュー
タ可読形式における配列表（ファイル名：４６７６８Ｓ＿ＳｅｑＬｉｓｔｉｎｇ．ｔｘｔ
、２０１４年３月１８日作成、３，０２６バイト、ＡＳＣＩＩテキストファイル）を含有
する。
【０００３】
本発明の分野
　本発明は、代謝障害などのニューレグリン４（Ｎｒｇ４）を特徴とする容態を治療する
方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
　メタボリックシンドロームは、２型糖尿病、心血管疾患、及び非アルコール性脂肪肝疾
患（ＮＡＦＬＤ）についての危険を劇的に高める地球全体の流行となった。高い肝グルコ
ース産生及びリポタンパク質分泌はインスリン抵抗性における高血糖及び高脂血症の病因
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に寄与する。肥満も、成人及び子供の両方に影響するＮＡＦＬＤの明確な特徴である、肝
臓における過剰な脂肪蓄積と関連している。脂肪肝はしばしば、肝機能に及ぼす明らかな
有害作用のない良性の容態として存在するのに対し、進行性肝損傷、炎症及び線維化が、
非アルコール性脂肪性肝炎（ＮＡＳＨ）を罹患しているＮＡＦＬＤ患者の２０～３０％に
おいて観察される。ＮＡＳＨは、末期肝疾患のための主要な危険因子として明らかになり
つつある。肝臓のグルコース及び脂質の代謝を制御する調節網は、この２０年間における
研究の焦点であり続けた。これらの研究は、グルコース及び脂質の恒常性維持に寄与する
分子レベルの及び生理学的な機序への厳しい目を提供している。しかしながら、異なる組
織間の、特に脂肪組織と肝臓の間のクロストークを仲介するホルモンの手掛かりはほとん
ど定義されていないままである。
【０００５】
　ニューレグリン（ＮＲＧ）は、保存された表皮成長因子（ＥＧＦ）様ドメインを含有す
る成長因子のファミリーである。今日まで、４つのニューレグリン遺伝子（Ｎｒｇ１～４
）が、広範な代替的なスプライシングを通じてシグナル伝達リガンドの多様なアレイを生
じる哺乳類動物において識別されてきた。ＮＲＧは典型的には、ＥＧＦ様ドメインを含有
する細胞外断片を遊離するようタンパク質分解性開裂を受ける膜貫通タンパク質として合
成される。遺伝子レベルの及び生化学的な研究は、ＮＲＧがチロシンキナーゼ受容体のＥ
ｒｂＢファミリーを通じてシグナル伝達し、傍分泌、自己分泌、及び内分泌の様式で生物
学的効果を発揮することを実証してきた。Ｎｒｇ１は、神経筋系、特に神経筋シナプス及
び末梢神経の発達において広範に特徴づけられてきた。加えて、Ｎｒｇ１は、心臓の恒常
性維持及び中枢神経系の発達における重要な役割を担っている。Ｎｒｇ１及びＮｒｇ３の
遺伝的多型はそれぞれ、統合失調症及びヒルシュスプルング病についての危険性と関連し
ている。ＮＲＧは、標的細胞における驚くべき特異的生物学的応答を誘発する。Ｎｒｇ４
は、他のＮＲＧメンバーとの配列相同性を基に発見され、１１５個のアミノ酸からなる前
駆体タンパク質をコードすると予測された。特にグルコース及び脂質の代謝ならびにＮＡ
ＦＬＤに及ぼすＮｒｇ４の生物学的効果を仲介する関連する細胞の受容体は、まだ確立さ
れていない。
【０００６】
　先の見解は、２型糖尿病、心血管疾患、及び非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）
などの疾患を治療する上で有用な組成物及び製剤についての持続的な需要に関する証拠を
提供する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　Ｎｒｇ４は、肝臓における肝細胞を標的とする脂肪細胞由来因子として識別された。Ｎ
ｒｇ４の発現は、肥満に関するマウスモデルにおける脂肪組織において顕著に低下した。
Ｎｒｇ４ノックアウトマウスを用いて、Ｎｒｇ４欠損が食餌誘発性の高血糖、高脂血症及
び脂肪肝を悪化させることが判定された。対照的に、Ｎｒｇ４の脂肪特異的遺伝子導入発
現は、高脂肪食摂餌後のこれらの代謝性パラメータを有意に改善した。総合すると、これ
らの研究は、Ｎｒｇ４を、２型糖尿病、高脂血症、及びＮＡＦＬＤの治療のための治療生
物製剤の開発のための新規の標的として識別した。
【０００８】
　本開示の一態様において、代謝障害を治療する必要のある患者へ治療有効量のＮｒｇ４
、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片を投与することを含む、代謝
障害を治療する方法が提供される。
【０００９】
　いくつかの実施形態において、前記代謝障害は、非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬ
Ｄ）、脂肪性肝炎、ＩＩ型糖尿病、高血糖、高脂血症、脂質異常血症、肥満、高インスリ
ン血症、インスリン抵抗性、高コレステロール血症、非家族性高コレステロール血症、家
族性高コレステロール血症、ヘテロ接合性家族性高コレステロール血症、ホモ接合性家族



(5) JP 6565121 B2 2019.8.28

10

20

30

40

50

性高コレステロール血症、混合型脂質異常血症、粥状硬化症、早発性冠動脈性心疾患、脂
質異常血症、高トリグリセリド血症、高脂肪酸血症、及び硬変症からなる群から選択され
る。
【００１０】
　いくつかの実施形態において、前記生物活性のある断片は、配列番号１の残基５～４６
、５～５５、５～６２、１～４６、１～５５、１～５２、１～５３、４～５２、４～５３
、または１～６２を含む。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、前記Ｎｒｇ４バリアントは、配列番号１と少なくとも７
０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、または９９％同一である。
【００１２】
　いくつかの実施形態において、前記Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生
物活性のある断片は、ウイルスベクターによってコードされる。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、前記Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生
物活性のある断片は、化学的に合成されまたは組換え源から精製される。
【００１４】
　本開示の別の態様において、ニューレグリン４（Ｎｒｇ４）における欠損を特徴とする
疾患または容態を治療する必要のある患者へ、治療有効量のＮｒｇ４（配列番号１）、Ｎ
ｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片を投与することを含む、当該疾患
または容態を治療する方法が提供される。
【００１５】
　いくつかの実施形態において、前記疾患または容態は、健常患者由来の脂肪組織におけ
るＮＲＧ４の発現と比較して、脂肪組織におけるＮＲＧ４の発現が低下している。いくつ
かの実施形態において、当該脂肪組織は、褐色脂肪組織または白色脂肪組織である。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、前記疾患または容態は、脂肪細胞と体組織の間にある異
常な情報伝達である。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、前記疾患または容態は、代謝障害である。いくつかの実
施形態において、当該代謝障害は、非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂肪性肝
炎、ＩＩ型糖尿病、高血糖、高脂血症、脂質異常血症、肥満、高インスリン血症、インス
リン抵抗性、高コレステロール血症、非家族性高コレステロール血症、家族性高コレステ
ロール血症、ヘテロ接合性家族性高コレステロール血症、ホモ接合性家族性高コレステロ
ール血症、混合型脂質異常血症、粥状硬化症、早発性冠動脈性心疾患、脂質異常血症、高
トリグリセリド血症、高脂肪酸血症、及び硬変症からなる群から選択される。
【００１８】
　いくつかの実施形態において、前記生物活性のある断片は、配列番号１の残基５～４６
、５～５５、５～６２、１～４６、１～５５、１～５２、１～５３、４～５２、４～５３
、または１～６２を含む。
【００１９】
　いくつかの実施形態において、前記Ｎｒｇ４バリアントは、配列番号１と少なくとも７
０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、または９９％同一である。
【００２０】
　いくつかの実施形態において、前記Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生
物活性のある断片は、ウイルスベクターによってコードされる。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、前記Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生
物活性のある断片は、化学的に合成されまたは組換え源から精製される。
【００２２】
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　本開示の別の態様において、非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂肪性肝炎、
ＩＩ型糖尿病、高血糖、高脂血症、脂質異常血症、肥満、高インスリン血症、インスリン
抵抗性、高コレステロール血症、非家族性高コレステロール血症、家族性高コレステロー
ル血症、ヘテロ接合性家族性高コレステロール血症、ホモ接合性家族性高コレステロール
血症、混合型脂質異常血症、粥状硬化症、早発性冠動脈性心疾患、脂質異常血症、高トリ
グリセリド血症、高脂肪酸血症、及び硬変症からなる群から選択される容態を治療する必
要のある患者へ、治療有効量のＮｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性
のある断片を投与することを含む、当該容態を治療する方法が提供される。いくつかの実
施形態において、当該生物活性のある断片は、配列番号１の残基５～４６、５～５５、５
～６２、１～４６、１～５５、１～５２、１～５３、４～５２、４～５３、または１～６
２を含む。いくつかの実施形態において、当該Ｎｒｇ４バリアントは、配列番号１と少な
くとも７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、または９９％同一である。
【００２３】
　本開示のさらに別の態様において、肝臓における脂肪蓄積を低下させる必要のある患者
へ、治療有効量のＮｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片を
投与することを含む、肝臓における脂肪蓄積を低下させる方法が提供される。いくつかの
実施形態において、当該Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある
断片は、治療有効量の脂質低下薬と併用投与される。いくつかの実施形態において、当該
脂質低下薬は、アトルバスタチン、シンバスタチン、ロスバスタチン、フルバスタチン、
エゼチミブ、ベザフィブラート、シプロフィブラート、クロフィブラート、ナイアシン、
ゲムフィブロジル、及びフェノフィブラートからなる群から選択される。
【００２４】
　本開示のさらに別の態様において、血糖値を低下させる必要のある患者へ、治療有効量
のＮｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片を投与することを
含む、血糖値を低下させる方法が提供される。いくつかの実施形態において、当該Ｎｒｇ
４，Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片は、治療有効量のインスリ
ン、ＧＬＰ－１、メトホルミン、またはＤＰＰ４阻害薬と併用投与される。
【００２５】
　本開示のさらに別の態様において、Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生
物活性のある断片、及び医薬として許容し得る担体を含む医薬組成物が提供される。いく
つかの実施形態において、当該生物活性のある断片は、配列番号１の残基５～４６、５～
５５、５～６２、１～４６、１～５５、１～５２、１～５３、４～５２、４～５３、また
は１～６２を含む。いくつかの実施形態において、当該Ｎｒｇ４バリアントは、配列番号
１と少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、または９９％同一で
ある。
【００２６】
　本開示のなおも別の態様において、検査個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を判定す
る工程を含む、検査個体における代謝障害を診断する方法が提供され、この中で、正常個
体におけるＮｒｇ４水準と比較して検査個体において低いＮｒｇ４水準は、当該容態を示
唆しておりかつこの中で、当該正常個体は、代謝障害に罹患していないことが判っている
。
【００２７】
　本開示の別の態様において、個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を検出する工程を含
む、個体における代謝障害を診断するための方法が提供され、この中で、同じ個体におけ
る先行Ｎｒｇ４水準と比較して低いＮｒｇ４水準は、代謝障害を示唆している。
【００２８】
　本開示の別の態様において、検査個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を判定する工程
を含む、検査個体における代謝障害に対する易罹患性を判定するための方法が提供され、
この中で、正常な個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準と比較して低い、検査個体におけ
るＮｒｇ４水準は、当該容態に対する易罹患性を示しており、かつこの中で、当該正常な
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個体は、代謝障害に罹患していないことが判っている。
【００２９】
　本開示の別の態様において、個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を検出する工程を含
む、個体における代謝障害に対する易罹患性を判定するための方法が提供され、この中で
、同じ個体における先行Ｎｒｇ４水準と比較して低いＮｒｇ４水準は、代謝障害に対する
易罹患性を示唆している。
【００３０】
　本開示の別の態様において、個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を経時的に判定する
工程を含む、個体における代謝障害の進行を判定するための方法が提供され、この中で、
経時的なＮｒｇ４水準の低下は、代謝障害の進行を示唆している。
【００３１】
　本開示の別の態様において、個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を判定する工程を含
む、個体における代謝障害の治療の有効性をモニターするための方法が提供され、この中
で、経時的なＮｒｇ４水準の上昇は、有効な治療を示唆している。
【００３２】
　段落［００１８］～段落［００２３］の方法に関するいくつかの実施形態において、前
記代謝障害は、非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂肪性肝炎、ＩＩ型糖尿病、
高血糖、高脂血症、脂質異常血症、肥満、高インスリン血症、インスリン抵抗性、高コレ
ステロール血症、非家族性高コレステロール血症、家族性高コレステロール血症、ヘテロ
接合性家族性高コレステロール血症、ホモ接合性家族性高コレステロール血症、混合型脂
質異常血症、粥状硬化症、早発性冠動脈性心疾患、脂質異常血症、高トリグリセリド血症
、高脂肪酸血症、及び硬変症からなる群から選択される。
【００３３】
　先の方法のいくつかの実施形態において、Ｎｒｇ４水準は、Ｎｒｇ４の血清タンパク質
濃度の尺度である。
【００３４】
　いくつかの実施形態において、Ｎｒｇ４水準は、ＮＲＧ４ｍＲＮＡ水準の尺度である。
【００３５】
　いくつかの実施形態において、Ｎｒｇ４水準は、Ｎｒｇ４活性の尺度である。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、Ｎｒｇ４活性は、特異的な結合の活性である。
【００３７】
　別の態様において、本開示には、薬品の調製のためのＮｒｇ４の使用を含む。別の態様
において、本開示には、ＮＡＦＬＤ、脂肪性肝炎、ＩＩ型糖尿病、高血糖、高脂血症、脂
質異常血症、肥満、高インスリン血症、インスリン抵抗性、高コレステロール血症、非家
族性高コレステロール血症、家族性高コレステロール血症、ヘテロ接合性家族性高コレス
テロール血症、ホモ接合性家族性高コレステロール血症、混合型脂質異常血症、粥状硬化
症、早発性冠動脈性心疾患、脂質異常血症、高トリグリセリド血症、高脂肪酸血症、及び
硬変症の治療のための、Ｎｒｇ４及びＮｒｇ４を含む組成物の使用を含む。他の関連する
態様も本開示に提供される。
【００３８】
　本開示の他の特徴及び利点は、以下の詳細な説明から明らかとなる。しかしながら、詳
細な説明及び具体的な実施例は、本開示の好ましい実施形態を示しながらも、例示だけを
意図している。その理由は、本開示の精神及び範囲内の種々の変更及び改変が、この詳細
な説明から当業者に明らかとなるからである。
　本発明の実施形態において、例えば以下の項目が提供される。
（項目１）
　代謝障害を治療する必要のある患者へ治療有効量のＮｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、ま
たはこれらの生物活性のある断片を投与することを含む、代謝障害を治療する方法。
（項目２）



(8) JP 6565121 B2 2019.8.28

10

20

30

40

50

　前記代謝障害は、非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂肪性肝炎、２型糖尿病
、高血糖、高脂血症、脂質異常血症、肥満、高インスリン血症、インスリン抵抗性、高コ
レステロール血症、非家族性高コレステロール血症、家族性高コレステロール血症、ヘテ
ロ接合性家族性高コレステロール血症、ホモ接合性家族性高コレステロール血症、混合型
脂質異常血症、粥状硬化症、早発性冠動脈性心疾患、脂質異常血症、高トリグリセリド血
症、高脂肪酸血症、及び硬変症からなる群から選択される、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記生物活性のある断片は、配列番号１の残基５～４６、５～５５、５～６２、１～４
６、１～５５、１～５２、１～５３、４～５２、４～５３、または１～６２を含む、項目
１または２に記載の方法。
（項目４）
　前記Ｎｒｇ４バリアントは、配列番号１と少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％
、９０％、９５％、または９９％同一である、項目１または２に記載の方法。
（項目５）
　前記Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片は、ウイルス
ベクターによってコードされる、項目１～４のいずれか一項に記載の方法。
（項目６）
　前記Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片は、化学的に
合成されまたは組換え源から精製される、項目１～４のいずれか一項に記載の方法。
（項目７）
　ニューレグリン４（Ｎｒｇ４）の欠損を特徴とする疾患または容態を治療する必要のあ
る患者へ、治療有効量のＮｒｇ４（配列番号１）、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの
生物活性のある断片を投与することを含む、該疾患または容態を治療する方法。
（項目８）
　前記疾患または容態は、健常患者由来の脂肪組織におけるＮＲＧ４の発現と比較して、
脂肪組織におけるＮＲＧ４の発現が低下している、項目７に記載の方法。
（項目９）
　前記脂肪組織は、褐色脂肪組織または白色脂肪組織である、項目８に記載の方法。
（項目１０）
　前記疾患または容態は、脂肪細胞と体組織の間にある異常な情報伝達である、項目７、
８、または９に記載の方法。
（項目１１）
　前記疾患または容態は、代謝障害である、項目７に記載の方法。
（項目１２）
　前記代謝障害は、非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂肪性肝炎、II型糖尿病
、高血糖、高脂血症、脂質異常血症、肥満、高インスリン血症、インスリン抵抗性、高コ
レステロール血症、非家族性高コレステロール血症、家族性高コレステロール血症、ヘテ
ロ接合性家族性高コレステロール血症、ホモ接合性家族性高コレステロール血症、混合型
脂質異常血症、粥状硬化症、早発性冠動脈性心疾患、脂質異常血症、高トリグリセリド血
症、高脂肪酸血症、及び硬変症からなる群から選択される、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
　前記生物活性のある断片は、配列番号１の残基５～４６、５～５５、５～６２、１～４
６、１～５５、１～５２、１～５３、４～５２、４～５３、または１～６２を含む、項目
７に記載の方法。
（項目１４）
　前記Ｎｒｇ４バリアントは、配列番号１と少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％
、９０％、９５％、または９９％同一である、項目７に記載の方法。
（項目１５）
　前記Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片は、ウイルス
ベクターによってコードされる、項目７に記載の方法。
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（項目１６）
　前記Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片は、化学的に
合成されまたは組換え源から精製される、項目７に記載の方法。
（項目１７）
　肝臓における脂肪蓄積を低下させる必要のある患者へ、治療有効量のＮｒｇ４、Ｎｒｇ
４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片を投与することを含む、肝臓における
脂肪蓄積を低下させる方法
（項目１８）
　前記Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片は、治療有効
量の脂質低下薬と併用投与される、項目１７に記載の方法。
（項目１９）
　前記脂質低下薬は、アトルバスタチン、シンバスタチン、ロスバスタチン、フルバスタ
チン、エゼチミブ、ベザフィブラート、シプロフィブラート、クロフィブラート、ナイア
シン、ゲムフィブロジル、及びフェノフィブラートからなる群から選択される、項目１８
に記載の方法。
（項目２０）
　血糖値を低下させる必要のある患者へ、治療有効量のＮｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、
またはこれらの生物活性のある断片を投与することを含む、血糖値を低下させる方法。
（項目２１）
　前記Ｎｒｇ４，Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片は、治療有効
量のインスリン、ＧＬＰ－１、メトホルミン、またはＤＰＰ４阻害薬と併用投与される、
項目２０に記載の方法。
（項目２２）
　Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片、及び医薬として
許容し得る担体を含む組成物。
（項目２３）
　前記生物活性のある断片は、配列番号１の残基５～４６、５～５５、５～６２、１～４
６、１～５５、１～５２、１～５３、４～５２、４～５３、または１～６２を含む、項目
２２に記載の組成物。
（項目２４）
　前記Ｎｒｇ４バリアントは、配列番号１と少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％
、９０％、９５％、または９９％同一である、項目２２に記載の組成物。
（項目２５）
　検査個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を判定する工程を含む、検査個体における代
謝障害を診断する方法であって、この中で、正常個体におけるＮｒｇ４水準と比較して該
検査個体において低いＮｒｇ４水準は、当該容態を示唆しておりかつこの中で、該正常個
体は、該代謝障害に罹患していないことが判っている、該方法。
（項目２６）
　個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を検出する工程を含む、個体における代謝障害を
診断するための方法であって、この中で、同じ個体における先行Ｎｒｇ４水準と比較して
低いＮｒｇ４水準は、該代謝障害を示唆している、該方法。
（項目２７）
　検査個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を判定する工程を含む、該検査個体における
代謝障害に対する易罹患性を判定するための方法であって、この中で、正常な個体由来の
検体におけるＮｒｇ４水準と比較して低い、該検査個体におけるＮｒｇ４水準は、該容態
に対する易罹患性を示しており、かつこの中で、該正常な個体は、該代謝障害に罹患して
いないことが判っている、該方法。
（項目２８）
　個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を検出する工程を含む、個体における代謝障害に
対する易罹患性を判定するための方法であって、この中で、同じ個体における先行Ｎｒｇ



(10) JP 6565121 B2 2019.8.28

10

20

30

40

50

４水準と比較して低いＮｒｇ４水準は、該代謝障害に対する易罹患性を示唆している、該
方法。
（項目２９）
　個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を経時的に判定する工程を含む、個体における代
謝障害の進行を判定するための方法であって、この中で、経時的なＮｒｇ４水準の低下は
、代謝障害の進行を示唆している、該方法。
（項目３０）
　個体由来の検体におけるＮｒｇ４水準を判定する工程を含む、該個体における代謝障害
の治療の有効性をモニターするための方法であって、この中で、経時的なＮｒｇ４水準の
上昇は、有効な治療を示唆している、該方法。
（項目３１）
　前記代謝障害は、非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂肪性肝炎、II型糖尿病
、高血糖、高脂血症、脂質異常血症、肥満、高インスリン血症、インスリン抵抗性、高コ
レステロール血症、非家族性高コレステロール血症、家族性高コレステロール血症、ヘテ
ロ接合性家族性高コレステロール血症、ホモ接合性家族性高コレステロール血症、混合型
脂質異常血症、粥状硬化症、早発性冠動脈性心疾患、脂質異常血症、高トリグリセリド血
症、高脂肪酸血症、及び硬変症からなる群から選択される、項目２５～３０のいずれか一
項に記載の方法。
（項目３２）
　Ｎｒｇ４水準は、Ｎｒｇ４の血清タンパク質濃度の尺度である、項目２５～３１のいず
れか一項に記載の方法。
（項目３３）
　Ｎｒｇ４水準は、ＮＲＧ４ｍＲＮＡ水準の尺度である、項目２５～３１のいずれか一項
に記載の方法。
（項目３４）
　Ｎｒｇ４水準は、Ｎｒｇ４活性の尺度である、項目２５～３１のいずれか一項に記載の
方法。
（項目３５）
　前記Ｎｒｇ４活性は、特異的な結合の活性である、項目３４に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】ヒト及びマウスのＮｒｇ４タンパク質配列の整列。ＥＧＦ様ドメインは、３つの
保存されたジスルフィド結合（Ｃｙｓ残基を連結する棒）を特徴とする。推定Ｎ連結型グ
リコシル化部位（Ｎ３９ＹＴ）、タンパク質分解性開裂部位（矢印）、及び予測された膜
貫通ドメイン（ＴＭ）が示されている。ヒト及びマウスのＮｒｇ４のＥＧＦ様ドメイン（
アミノ酸１～およそアミノ酸５２）が高度に保存されていることに留意されたい。
【図２】脂肪組織における及び培養脂肪細胞におけるＮｒｇ４の発現。（Ａ）異なる組織
におけるＮｒｇ４ｍＲＮＡのＴａｑｍａｎ定量的ＰＣＲ分析。Ｎｒｇ４は、褐色脂肪組織
（ＢＡＴ）及び白色脂肪組織（ＷＡＴ）において豊富に発現する。３匹のＣ５７ＢＬ／６
ＪマウスからプールしたＲＮＡ試料を分析した。（Ｂ）Ｎｒｇ４ｍＲＮＡ発現は、褐色脂
肪細胞（上）及び白色脂肪細胞（３Ｔ３－Ｌ１、下）の分化中に誘導される。ＵＣＰ１及
びＰＰＡＲγは、分化マーカーとして含まれた。示しているのは、１つの代表的な試験の
三つ組ウェル由来の平均±標準偏差である。
【図３】Ｎｒｇ４欠損マウスは、寒冷耐性があり、正常な寒冷誘導性熱産生を有する。（
Ａ）寒冷曝露後の野生型マウス及びＮｒｇ４ノックアウトマウスの直腸温。マウスを大気
温から４℃へと合計４時間転移させ、食餌及び水を自由摂取とした。（Ｂ）肩甲骨間褐色
脂肪組織の組織学的反応（ヘマトキシリン・エオシン）（尺度棒＝１００μｍ）。（Ｃ）
大気室温（室温、野生型＝５、ノックアウト＝６）または寒冷温度（寒冷、野生型＝５、
ノックアウト＝７）へ曝露したマウスにおけるＢＡＴ遺伝子発現の定量的ＰＣＲ分析。（
Ｄ）寒冷曝露後の野生型マウス及びＮｒｇ４ノックアウトマウスにおける血漿トリグリセ
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リド類（ＴＧ）、ケトン（β－ヒドロキシブチラート）、及び非エステル化脂肪酸（ＮＥ
ＦＡ）の濃度。
【図４】Ｎｒｇ４のＥＧＦ様ドメインは、肝細胞へ結合する。（Ａ）分泌型アルカリフォ
スファターゼ（ＳＥＡＰ）対照またはＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４融合タンパク質（アミノ酸１～
６２）の概略図。（Ｂ）ＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２は、肝細胞へ特異的に結合するが、褐
色脂肪組織、心臓、筋肉、及び脾臓における細胞へは結合しない。（Ｃ）過剰のＧＳＴ－
Ｎｒｇ４Ｎ６２融合タンパク質は、肝細胞に存在するＮｒｇ４結合部位と競合する。肝臓
切片を、３．０μｇ／ｍＬのＧＳＴまたはＧＳＴ－Ｎｒｇ４組換えタンパク質の存在下で
ＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２とともにインキュベートした。
【図５】肥満による脂肪Ｎｒｇ４発現の調節。（Ａ）痩身マウスまたは食餌誘発性肥満マ
ウス由来の白色脂肪組織及び褐色脂肪組織におけるＮｒｇ４ｍＲＮＡ水準の定量的ＰＣＲ
分析。野生型Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄マウスを標準食（ｎ＝５）または高脂肪食（ｎ＝６）で
３か月間維持した。定量的ＰＣＲ分析のために、全ＲＮＡを脂肪組織から単離した。（Ｂ
）野生型マウス（ｎ＝５）またはレプチン受容体欠損ｄｂ／ｄｂマウス（ｎ＝６）由来の
脂肪組織におけるＮｒｇ４ｍＲＮＡ水準の定量的ＰＣＲ分析。Ａ～Ｂにおけるデータは平
均±平均の標準誤差。＊ｐ＜０．０５。（Ｃ）標準食（ｎ＝３）または高脂肪食（ｎ＝３
）を摂餌したマウス由来の精巣上体白色脂肪組織から分離した間質血管画分（ＳＶＦ）及
び脂肪細胞画分におけるＮｒｇ４ｍＲＮＡ水準の定量的ＰＣＲ分析。＊ｐ＜０．０１標準
食対高脂肪食。（Ｄ）ビヒクル（－）またはＴＮＦα（１０ｎｇ／ｍＬ）を用いて示した
時間処理した成熟３Ｔ３－Ｌ１脂肪細胞におけるＮｒｇ４発現。示しているのは、１つの
代表的な試験の三つ組ウェル由来の平均±標準偏差である。＊ｐ＜０．０１ＴＮＦα対ビ
ヒクル。
【図６】Ｎｒｇ４発現水準と代謝パラメータの間の相関。１群５４匹の野生型Ｃ５７ＢＬ
／６Ｊ雄マウスに高脂肪食を２か月間摂餌した。精巣上体白色脂肪組織における相対的な
Ｎｒｇ４ｍＲＮＡ発現及び代謝パラメータを測定した。（Ａ～Ｂ）Ｎｒｇ４ｍＲＮＡ発現
は、体重（Ａ）及び精巣上体白色脂肪重量（Ｂ）と逆相関している。（Ｃ）高いＮｒｇ４
（下側の箱）及び低いＮｒｇ４（上側の箱）の発現水準はそれぞれ、低い及び高い血糖値
と関係している。（Ｄ）高いＮｒｇ４（下側の箱）及び低いＮｒｇ４（上側の箱）の発現
水準はそれぞれ、低い及び高い肝脂肪含有量と関係している。
【図７】Ｎｒｇ４欠損は、食餌誘発性のインスリン抵抗性及び高脂血症を悪化させる。（
Ａ）標準食または高脂肪食（ＨＦＤ）を摂餌した野生型マウス（黒色、ｎ＝８）及びＮｒ
ｇ４ノックアウトマウス（灰色、ｎ＝９）の体重。血漿レプチン水準をＨＦＤ摂餌８週間
後に測定した。（Ｂ）摂餌条件及び絶食条件下で測定した血漿グルコース及び血漿インス
リンの水準。（Ｃ）トリグリセリド、総コレステロール、及びβ－ヒドロキシブチラート
の血漿濃度。データは平均±平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０５。
【図８】Ｎｒｇ４欠損は、食餌誘発性脂肪肝を悪化させる。（Ａ）高脂肪食を７週間摂餌
した野生型マウス（黒色、ｎ＝９）及びＮｒｇ４ノックアウトマウス（灰色、ｎ＝８）に
おける肝トリグリセリド含有量。データは平均±平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０５
。（Ｂ）高脂肪食７週間後の野生型マウス及びＮｒｇ４ノックアウトマウス由来の精巣上
体白色脂肪組織及び肝臓の切片のヘマトキシリン・エオシン染色。尺度棒＝１００μＭ。
【図９】脂肪組織におけるＮｒｇ４の遺伝子導入（トランスジェニック）発現は、マウス
を食餌誘発性代謝障害から保護する。（Ａ）脂肪特異的Ｎｒｇ４トランスジェニックマウ
ス（ＴＧ）は、食餌誘発性肥満から保護される。（Ｂ）高脂肪食摂餌８週間後の野生型マ
ウス（ｎ＝１０）及びトランスジェニックマウス（ｎ＝９）における血漿レプチン濃度。
（Ｃ）野生型マウス及びトランスジェニックマウスにおける血漿グルコース（摂食時及び
絶食時）、総コレステロール（摂食時）、及びβ－ヒドロキシブチラート（絶食時）の濃
度。Ａ～Ｃにおけるデータは、平均±平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０５。
【図１０】Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスは、よりグルコース耐性、インスリン感受
性があり、かつ食餌誘発性脂肪肝から保護される。（Ａ）高脂肪食１０週間後の野生型マ
ウス及びトランスジェニックマウスにおける糖負荷試験。（Ｂ）高脂肪食１２週間後の野
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生型マウス及びトランスジェニックマウスにおけるインスリン耐性試験。Ａ～Ｂにおける
データは、平均±平均の標準誤差を表す（ｎ＝８～１０）。＊ｐ＜０．０５。（Ｃ）高脂
肪食を１１週間摂餌した野生型マウス（灰色、ｎ＝９）及びトランスジェニックマウス（
黒色、ｎ＝９）における肝トリグリセリド含有量。データは平均±平均の標準誤差を表す
。＊ｐ＜０．０５。（Ｄ）精巣上体白色脂肪組織及び肝臓の切片のヘマトキシリン・エオ
シン染色。
【図１１】高脂肪食摂餌１１週間後の野生型マウス及びトランスジェニックマウスにおけ
る肝臓遺伝子発現に関する定量的ＰＣＲ分析。データは平均±平均の標準誤差を表す。＊

ｐ＜０．０５。
【図１２】組換えＮｒｇ４は、食餌誘発性肥満マウスにおける血中グルコースを低下させ
る。高脂肪食を摂餌した肥満マウスにＧＳＴまたはＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６２を２回（体重
１ｇあたり４μｇ）、合計６時間腹腔内注射した。Ｎｒｇ４は、インスリン分泌を促進す
ることを経ることなく、血糖値を低下させることに留意されたい。
【図１３】２型糖尿病及び非アルコール性脂肪肝疾患を治療するための有望な治療用生物
製剤としてＮｒｇ４を示すモデル。Ｎｒｇ４は、血中グルコース及び血中脂質を低下させ
ならびに肝脂肪含有量を減少させるよう肝臓に作用する脂肪細胞由来のホルモンである。
【図１４】Ｎｒｇ４の細胞外断片の放出に重要なアミノ酸のマッピング。ＳＥＡＰ－Ｎｒ
ｇ４融合ベクターをＳＥＡＰｃＤＮＡと全長のＮｒｇ４（アミノ酸１～１１５）の間に構
築し、ＨＥＫ２９３細胞中へと一過性にトランスフェクトした。アラニン突然変異の位置
をイムノブロットの上に示す。条件培地及び全細胞溶解物を収集し、抗ＳＥＡＰ抗体を用
いたイムノブロッティングによって分析した。アミノ酸５３～５４または５３の突然変異
が、培地中への融合タンパク質の分泌を顕著に減少させたことに留意されたい。
【図１５】肥満のマウスモデルにおける褐色脂肪組織及び白色脂肪組織におけるＮｒｇ４
の低い発現。（Ａ）痩身マウス（白色の棒）または肥満マウス（黒色の棒）由来の精巣上
体白色脂肪（ｅＷＡＴ）及び褐色脂肪組織におけるＮｒｇ４ｍＲＮＡ発現の定量的ＰＣＲ
分析。食餌誘発性肥満のために、野生型雄マウスに標準食（ｎ＝５）または高脂肪食（ｎ
＝６）を３か月間摂餌した。遺伝的肥満のために、野生型マウス（ｎ＝３）及びｏｂ／ｏ
ｂマウス（ｎ＝４）からなる群ならびに野生型マウス（ｎ＝５）及びｄｂ／ｄｂマウス（
ｎ＝６）からなる別の群を分析した。（Ｂ）痩身マウス（ｎ＝３）または食餌誘発性肥満
マウス（ｎ＝３）由来の精巣上体白色脂肪から分離した間質血管画分（ＳＶＦ）及び脂肪
細胞画分（Ａｄ）におけるＮｒｇ４ｍＲＮＡ発現の定量的ＰＣＲ分析。ａ～ｂにおけるデ
ータは平均±平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０５。（Ｃ）ビヒクル（Ｖｅｈ）、ＴＮ
Ｆα（１０ｎｇ／ｍＬ）またはＩＬ１β（４０ｎｇ／ｍＬ）を用いて６時間処理した後の
分化した褐色脂肪細胞または３Ｔ３－Ｌ１脂肪細胞におけるＮｒｇ４ｍＲＮＡ発現の定量
的ＰＣＲ分析。データは、三つ組で実施した１つの代表的な試験由来の平均±標準偏差を
表す。＊ｐ＜０．０５対ビヒクル。
【図１６】Ｎｒｇ４欠損は、食餌誘発性肥満を悪化させ、かつ血漿トリグリセリド水準を
高める。（Ａ）標準食または高脂肪食を摂餌した野生型マウス（黒色、ｎ＝８）及びＮｒ
ｇ４ノックアウトマウス（灰色、ｎ＝９）における体重、体脂肪率、及び％除脂肪体重。
（Ｂ）摂餌条件下及び絶食条件下での野生型マウス及びＮｒｇ４ノックアウトマウスにお
ける血漿トリグリセリド水準。（Ｃ）β－ヒドロキシブチラートの血漿濃度。データは平
均±平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０５。
【図１７】Ｎｒｇ４欠損は、食餌誘発性脂肪肝を悪化させる。（Ａ）高脂肪食を７週間摂
餌した野生型マウス（黒色、ｎ＝９）及びＮｒｇ４ノックアウトマウス（灰色、ｎ＝８）
における肝トリグリセリド含有量。データは平均±平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０
５。（Ｂ）高脂肪食７週間後の野生型マウス及びＮｒｇ４ノックアウトマウス由来の褐色
脂肪組織、精巣上体白色脂肪組織及び肝臓の切片に関するヘマトキシリン・エオシン染色
。尺度棒＝１００μＭ。
【図１８】Ｎｒｇ４欠損マウスは、高脂肪食誘発性のより重症な耐糖能障害及びインスリ
ン抵抗性を発症した。（Ａ）高脂肪食を摂餌した野生型マウス及びノックアウトマウスに
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おける摂餌時及び絶食時血糖値及び絶食時血漿インスリン水準。（Ｂ）高脂肪食で１３週
間後の野生型マウス（ｎ＝７、黒色菱形、黒色線）及びＮｒｇ４ノックアウトマウス（ｎ
＝７、白色正方形、赤色線）における糖負荷試験。（Ｃ）高脂肪食で１５週間後の野生型
マウス（ｎ＝７）及びＮｒｇ４ノックアウトマウス（ｎ＝９）におけるインスリン耐性試
験。データは、平均±平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０５、ノックアウト対野生型。
【図１９】Ｎｒｇ４欠損は、肝脂肪生成遺伝子プログラムの異常な活性化を促進する。（
Ａ）自由摂餌の野生型マウス及びＮｒｇ４ノックアウトマウスにおける肝遺伝子発現の定
量的ＰＣＲ分析。データは、平均±平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０５、ノックアウ
ト対野生型。（Ｂ）肝組織を高脂肪食摂餌の野生型マウス及びＮｒｇ４ノックアウトマウ
スから摘出し、定量的ＰＣＲ分析及びイムノブロッティング分析のために加工した。示さ
れる抗体を用いた全肝溶解物のイムノブロット（上）；ｐＳＲＥＢＰ１は、ＳＲＥＢＰ１
タンパク質前駆体を示す。肝核抽出物を用いた核ＳＲＥＢＰ１（ｎＳＲＥＢＰ１）のイム
ノブロット（下）。ラミンＡ／Ｃイムノブロットは、搭載対照として含まれた。
【図２０】Ｎｒｇ４は、初代肝細胞におけるＬＸＲ活性化による脂質生成遺伝子発現の誘
導を減弱させる。ＳＥＡＰまたはＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２を含有する条件培地の存在下
でビヒクルまたはＴ０９０１３１７を用いて処理した初代肝細胞における遺伝子発現の定
量的ＰＣＲ分析。データは、平均±標準偏差を表す。＊ｐ＜０．０５。
【図２１】脂肪組織におけるＮｒｇ４の遺伝子導入発現は、食餌誘発性肥満からマウスを
保護する。（Ａ）高脂肪食摂餌の前及び１２週間後の野生型マウス（黒色の棒、ｎ＝１０
）及びａＰ２－Ｎｒｇ４トランスジェニックマウス（Ｔｇ、白色の棒、ｎ＝９）の成長曲
線。（Ｂ）体組成。（Ｃ）高脂肪食摂餌６週間後の野生型マウス及びａＰ２－Ｎｒｇ４ト
ランスジェニックマウスにおける摂餌量及び酸素摂取量。酸素摂取量の値は、体重（真ん
中のパネル）及び除脂肪体重（右側のパネル）に対して標準化した。
【図２２】Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスは、高脂肪食誘発性代謝障害から保護され
る。（Ａ）高脂肪食摂餌１０週間後の野生型マウス（白色の棒、ｎ＝９）及びトランスジ
ェニックマウス（黒色の棒、ｎ＝８）における血漿代謝産物濃度。（Ｂ）高脂肪食摂餌の
野生型マウス（白色の棒、ｎ＝９）及びトランスジェニックマウス（黒色の棒、ｎ＝８）
における摂餌時及び絶食時の血糖値ならびに絶食時血漿インスリン水準。データは平均±
平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０５、野生型対トランスジェニック。
【図２３】Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスは、高脂肪食誘発性の耐糖能障害及びイン
スリン抵抗性から保護される。（Ａ）高脂肪食摂餌の野生型マウス（白色、ｎ＝９）及び
トランスジェニックマウス（黒色、ｎ＝８）における耐糖能試験。（Ｂ）高脂肪食摂餌の
野生型マウス（白色、ｎ＝９）及びトランスジェニックマウス（黒色、ｎ＝８）における
インスリン耐性試験。データは、平均±平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０５、野生型
対トランスジェニック。
【図２４】Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスは、肝脂質生成を減弱させることを通じて
高脂肪食誘発性脂肪肝から保護される。（Ａ）高脂肪食摂餌マウスにおける脂肪組織及び
肝臓の切片に関するヘマトキシリン・エオシン染色。尺度棒＝１００μｍ。（Ｂ）肝トリ
グリセリド含有量。（Ｃ）全肝溶解物（上）及び肝核抽出物（下）を用いたイムノブロッ
ト。ＳＲＥＢＰ１前駆体及び核ＳＲＥＢＰ１の水準がトランスジェニックマウス由来の肝
臓において低かったことに留意されたい。（Ｄ）自由摂餌の野生型マウス（白色）及びト
ランスジェニックマウス（黒色）における肝遺伝子発現の定量的ＰＣＲ分析。データは、
平均±平均の標準誤差を表す。＊ｐ＜０．０５、野生型対トランスジェニック。
【図２５】組換えＮｒｇ４は、食餌誘発性肥満マウスにおける血中グルコース及び血中イ
ンスリンを低下させる。高脂肪食摂餌の肥満マウスにＧＳＴまたはＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６

２を１日２回（体重１ｇあたり４μｇ）を合計５日間腹腔内注射した。Ｎｒｇ４はインス
リン分泌を促進することを経ることなく血糖値を低下させることに留意されたい。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　定義　本明細書で使用する場合、用語「Ｎｒｇ４」（配列番号１）とは、ヒトＮＲＧ４
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遺伝子によってコードされるタンパク質を指す。Ｎｒｇ４は、他のＮＲＧメンバーとの配
列相同性を基に発見された上、１１５個のアミノ酸からなる前駆体タンパク質をコードす
ると予測される。Ｎｒｇ４は、マウスとヒトの間で高度に保存されており、ＥＧＦ様ドメ
インにおける９０％を超えるアミノ酸配列同一性を有する（およそアミノ酸１～５２、図
１）。したがって、いくつかの実施形態において、用語「Ｎｒｇ４」とは、配列番号２、
すなわち、マウスＮＲＧ４遺伝子によってコードされるタンパク質を指す。
【００４１】
　本明細書で使用する場合、用語「治療すること」または「治療」とは、疾患または容態
の変化または改善をもたらすために、治療有効量のＮｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、また
はこれらの生物活性のある断片を、本明細書に説明するとおり、治療を必要とする患者へ
投与することを指す。ある態様における治療は、容態の時間経過を変化させるために単回
用量または規則的な間隔で複数回用量の投与を必要とする。
【００４２】
　本明細書で使用する場合、「投与すること」とは、ヒト患者を含む動物へ医薬剤を提供
することを意味し、医療専門家によって投与すること及び自己投与を含むがこれらに限定
されない。
【００４３】
　本明細書で使用する場合、用語「併用投与」とは、ヒト患者を含む動物への２つ以上の
医薬剤の投与を指す。ある態様において、医薬剤は、単一の医薬組成物中にまたは別個の
医薬組成物中にある。併用投与には、同じまたは異なる経路の投与を通じて各医薬剤を投
与することを含む。併用投与はまた、並列のまたは連続した投与を包含する。
【００４４】
　本明細書で使用する場合、用語「治療有効量」とは、治療上の利益をヒト患者を含む動
物へ提供する医薬剤の量を指す。
【００４５】
　本明細書で使用する場合、「医薬として許容し得る担体」には、当業者に公知であるよ
うに、溶媒、分散倍体、被膜、界面活性剤、抗酸化物質、保存料（例えば、抗菌薬、抗真
菌薬）、等張剤、吸収遅延剤、塩類、保存料、薬剤、薬剤安定化剤、ゲル、結合剤、賦形
剤、崩壊剤、潤滑剤、甘味料、香味剤、色素、これらのこのような類似の材料及び組み合
わせのいずれか及びすべてを含む（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ，１９９０）。
【００４６】
　本明細書で使用する場合、用語「代謝障害」とは、代謝機能における変化または攪乱を
特徴とする容態を指す。「代謝の」及び「代謝」は、当該技術分野で周知の用語であり、
概して、生体内で生じる全範囲の生化学的過程を含む。
【００４７】
　本発明のＮｒｇ４バリアントは、特定の残基において天然アミノ酸の保存的置換を含ん
でもよい。共通の側鎖特性を共有しかつ保存的置換を発生させるのに適したアミノ酸残基
は、以下の通り分類される。すなわち、
　（１）疎水性：ノルロイシン、メチオニン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシ
ン、
　（２）中性親水性：システイン、セリン、トレオニン、
　（３）酸性：アスパラギン酸、グルタミン酸、
　（４）塩基性：アスパラギン、グルタミン、ヒスチジン、リジン、アルギニン、
　（５）鎖の向きに影響する残基：グリシン、プロリン、及び
　（６）芳香族：トリプリン、チロシン、フェニルアラニン
である。
【００４８】
　Ｎｒｇ４
　シグナル伝達リガンドのニューレグリンファミリーのメンバーであるニューレグリン４
（Ｎｒｇ４）は、血漿グルコース及び脂質水準ならびにＮＡＦＬＤの発症を調節する新規
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の脂肪由来ホルモンとして本明細書で発見された。Ｎｒｇ４発現は、脂肪組織において非
常に豊富であり、褐色脂肪細胞及び白色脂肪細胞の分化の間に誘導される。結合アッセイ
を用いたところ、Ｎｒｇ４は、飽和可能な様式で推定受容体（または複数の受容体）を通
じて肝細胞へ排他的に結合することが発見された。脂肪細胞におけるＮｒｇ４発現の水準
は、マウスにおける肥満の食餌誘発性モデル及び遺伝的モデルにおいて有意に低下してお
り、Ｎｒｇ４の不全が肥満関連代謝障害の発症に寄与するかもしれないことを示唆してい
る。このことを支持して、Ｎｒｇ４欠損マウスは、高脂肪食摂餌後により重症な高血糖、
高脂血症、及び脂肪肝を発症した。対照的に、Ｎｒｇ４の脂肪特異的遺伝子導入発現は血
中のグルコース及び脂質を低下させ、肝臓の脂肪含有量を減少させた。本明細書に説明さ
れる研究は、代謝の恒常性維持を維持する上での有益な役割を担っている新規の脂肪由来
ホルモンとしてＮｒｇ４を確立した。このようなものとして、Ｎｒｇ４の治療的標的化は
、例えば２型糖尿病、高脂血症、及び非アルコール性脂肪肝疾患を治療するための新たな
手段を提供する。
【００４９】
　本明細書で提供される方法には、投与されることになっているＮｒｇ４が配列番号１と
少なくとも４５％同一、少なくとも５０％同一、少なくとも５５％同一、少なくとも６０
％同一、少なくとも６５％同一、少なくとも７０％同一、少なくとも７５％同一、少なく
とも８０％同一、少なくとも８５％同一、少なくとも９０％同一、少なくとも９５％同一
、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、少なくとも９８％同一、または少なく
とも９９％同一のＮｒｇ４バリアントである方法を含む。
【００５０】
　本発明のＮｒｇ４バリアントは、特定の残基において天然アミノ酸の保存的置換を含ん
でもよい。共通の側鎖特性を共有しかつ保存的置換を発生させるのに適したアミノ酸残基
は、以下の通り分類される。すなわち、
　（１）疎水性：ノルロイシン、メチオニン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシ
ン、
　（２）中性親水性：システイン、セリン、トレオニン、
　（３）酸性：アスパラギン酸、グルタミン酸、
　（４）塩基性：アスパラギン、グルタミン、ヒスチジン、リジン、アルギニン、
　（５）鎖の向きに影響する残基：グリシン、プロリン、及び
　（６）芳香族：トリプリン、チロシン、フェニルアラニン
である。
【００５１】
　また、本開示において想定されるのは、Ｎｒｇ４の不十分な水準または活性を特徴とす
る容態を治療するための、Ｎｒｇ４の１つ以上の生理活性のある断片の投与を含む方法で
ある。Ｎｒｇ４断片としては、配列番号１の最初の４つの残基を欠失するＮｒｇ４断片、
配列番号１のアミノ酸残基５～４６、５～５５、５～６２、１～４６、１～５５、１～５
２、１～５３、４～５２、４～５３、または１～６２を含むまたはこれらからなる断片が
挙げられるが、それらに限定されない。当業者は、関連の生物学的アッセイにおいて活性
についてスクリーニングすることによって活性断片について容易にスクリーニングするこ
とができる。種々の実施形態において、Ｎｒｇ４断片は、アミノ酸残基ｘ～ｙを含み、ま
たはこれらからなり、この中で、ｘは１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１
、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、
または２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３
７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０
、５１、５２、５３、５４、または５５であり、かつｙは２６、２７、２８、２９、３０
、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、
４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５
７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０
、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、
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８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９
７、９８、９９、１００、１０１、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、
１０８、１０９、１１０、１１１、１１２、１１３、１１４、または１１５である。
【００５２】
　提供される方法における使用のためのＮｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの
生物活性のある断片は、当該技術分野で公知のいずれかの方法に由来する。例えば、一態
様におけるＮｒｇ４は、内在性Ｎｒｇ４を発現する細胞に由来する。あるいは、Ｎｒｇ４
、そのバリアント、または断片の源は、Ｎｒｇ４またはその前駆体をコードする核酸ベク
ターを用いて形質転換した細胞に、ならびに種々の態様において、有用な源組換えタンパ
ク質である哺乳類動物細胞、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、生体全体、または他の細胞
である細胞に由来する。
【００５３】
　Ｎｒｇ４のＮ末端断片（Ｎｒｇ４のアミノ酸１～およそアミノ酸５２）は、ＥＧＦ様ド
メインを含有し、肝細胞上で該Ｎ末端断片の受容体へ結合することができる。哺乳類動物
細胞（例えば、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）から産生及び精製される合成ペプ
チドまたは組換えＮｒｇ４を使用して、血糖値を低下させてもよい。Ｎｒｇ４を用いた長
期治療は、遺伝子導入Ｎｒｇ４発現によって惹起される効果と同様に、肝脂肪含有量を低
下させることがある。合成ペプチドはとりわけ、Ｎ末端アセチル化、Ｃ末端アミド化、ア
シル化、グリコシル化及びペグ化を用いて修飾され、薬物動態特性をさらに改善すること
がある。加えて、Ｎｒｇ４の生物活性を保有するより小さなペプチドを使用してもよい。
【００５４】
　Ｎｒｇ４タンパク質の組換え産生のために、組換えＮｒｇ４タンパク質をコードしかつ
細菌細胞、哺乳類動物細胞、または昆虫細胞におけるタンパク質発現に対処する配列を制
御する単離されたＤＮＡベクター及び／または組換えベクターが提供される。いくつかの
場合において、組換えＮｒｇ４をコードする配列が、組換えタンパク質精製を容易にする
ことができるがこれに限定されない追加的なアミノ酸配列と融合されるべきであることは
望ましい。例えば、一態様において、発現したＮｒｇ４タンパク質は、１つ以上のヒスチ
ジンタグ、グルタチオンＳ－転移酵素（ＧＳＴ）配列、マルトース結合タンパク質（ＭＢ
Ｐ）配列、旗配列及び／またはｍｙｃタグ付きＲＧＴ配列を含む融合タンパク質として発
現する。組換えタンパク質の精製を支援するこれらの追加的な配列は任意に、プロテアー
ゼ開裂によって除去される。
【００５５】
Ｎｒｇ４の活性または発現を調節することのできる化合物　Ｎｒｇ４発現を調節する化合
物（すなわち、Ｎｒｇ４調節因子）も本開示の範囲内であるよう想定される。Ｎｒｇ４発
現は、肥満において重度に抑止されるので、脂肪細胞におけるＮｒｇ４発現を回復する化
合物または治療が治療上の利益を生じるよう使用されてもよいことは見込める。Ｎｒｇ４
発現が、ＴＮＦαなどの炎症性シグナルによって阻害されることは本明細書で実証される
。このようなものとして、脂肪細胞におけるＮｒｇ４水準を回復させる抗炎症性化合物は
、本開示の範囲内にあるとみなされる。
【００５６】
　Ｎｒｇ４放出／活性化を調節する化合物（すなわち、Ｎｒｇ４調節因子）も本開示の範
囲内であるよう想定される。Ｎｒｇ４は、タンパク質分解性開裂及び放出または膜結合型
タンパク質からのＮｒｇ４可溶性細胞外ドメインの放出を受ける膜貫通タンパク質前駆体
として合成される。組織及び循環への可溶性Ｎｒｇ４の放出は、Ｎｒｇ４を活性化させる
ために重要である。Ｎｒｇ４を開裂させる実際のプロテアーゼの識別は公知ではないまま
である。この不確実性にもかかわらず、放出事象を活性化させかつ活性のあるＮｒｇ４の
放出を高める化合物は、投与されるＮｒｇ４と類似の代謝上の利益を達成するためにスク
リーニングして使用してもよい。
【００５７】
　Ｎｒｇ４の回転置換を調節する化合物（すなわち、Ｎｒｇ４調節因子）も、本開示の範
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囲内であるよう想定される。多くのホルモンは、循環中での迅速な回転置換を受ける。Ｎ
ｒｇ４のタンパク質分解性分解を遮断する化合物は、血漿中のＮｒｇ４の濃度を高め得か
つ代謝上の利益を達成し得る。
【００５８】
　Ｎｒｇ４受容体の結合及びシグナル伝達を調節する化合物（すなわち、Ｎｒｇ４調節因
子）も、本開示の範囲内であるよう想定される。Ｎｒｇ４の受容体へのＮｒｇ４の結合を
改善しかつ下流のシグナル伝達事象を補強する追加的な化合物を用いて、標的細胞におけ
るＮｒｇ４作用を長期化及び／または亢進させてもよい。
【００５９】
　Ｎｒｇ４投与によって治療される容態　提供される方法は、Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリア
ントまたはこれらの生物活性のある断片の投与によって緩和することのできるいずれかの
容態の治療に利用される。提供される方法のいくつかの態様において、当該容態は、代謝
障害である。例示的な代謝障害としては、２型糖尿病、高血糖、高インスリン血症、イン
スリン抵抗性、及び肥満が挙げられるが、これらに限定されない。他の態様において、当
該容態は、非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂肪性肝炎、高脂血症、脂質異常
血症、高コレステロール血症、非家族性高コレステロール血症、家族性高コレステロール
血症、ヘテロ接合性家族性高コレステロール血症、ホモ接合性家族性高コレステロール血
症、混合型脂質異常血症、粥状硬化症、早発性冠動脈性心疾患、脂質異常血症、高トリグ
リセリド血症、高脂肪酸血症、及び硬変症である。方法はまた、Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリ
アント、またはこれらの生物活性のある断片の投与が、高い脂質水準を特徴とする障害ま
たは容態を治療するためである方法を含み、このような脂質としては、ＬＤＬ－Ｃ、アポ
Ｂ、ＶＬＤＬ－Ｃ、ＩＤＬ－Ｃ、非ＨＤＬ－Ｃ、Ｌｐ（ａ）、血清トリグリセリド、肝ト
リグリセリド、Ｏｘ－ＬＤＬ－Ｃ、小ＬＤＬ粒子、小ＶＬＤＬ、リン脂質、及び酸化型リ
ン脂質が挙げられる。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活
性のある断片の投与によって緩和することのできる容態は、健常患者由来の脂肪組織にお
けるＮＲＧ４の発現と比較して、脂肪組織におけるＮＲＧ４の低い発現を特徴とする。脂
肪組織は、褐色脂肪組織または白色脂肪組織であることができる。
【００６１】
　Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片の投与によって治
療可能な容態を示す「ＮＲＧ４の低い発現」とは、容態のないことが判っている個体由来
の検体中のＮＲＧ４発現と比較して、容態のあることが判っている個体由来の検体中の低
水準のＮＲＧ４発現として定義してもよい。ＮＲＧ４発現の水準は例えば、当該容態を罹
患している個体由来の検体において少なくとも１．１倍、１．２倍、１．３倍、１．４倍
、１．５倍、１．６倍、１．７倍、１．８倍、１．９倍、２．０倍、２．１倍、２．２倍
、２．３倍、２．４倍、２．５倍、２．６倍、２．７倍、２．８倍、２．９倍、３．０倍
、３．１倍、３．２倍、３．３倍、３．４倍、３．５倍、３．６倍、３．７倍、３．８倍
、３．９倍、４．０倍、４．１倍、４．２倍、４．３倍、４．４倍、４．５倍、４．６倍
、４．７倍、４．８倍、４．９倍、５．０倍、５．１倍、５．２倍、５．３倍、５．４倍
、５．５倍、５．６倍、５．７倍、５．８倍、５．９倍、または６．０倍低くあり得る。
【００６２】
　いくつかの実施形態において、Ｎｒｇ４、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活
性のある断片の投与によって緩和することのできる容態は、脂肪細胞と体組織の間の異常
な情報伝達である。
【００６３】
　理論によって結び付けられるよう望むことなく、投与されたＮｒｇ４、Ｎｒｇ４バリア
ント、またはこれらの生物活性のある断片は、新規の脂質生成に関与する遺伝子の発現を
負に調節する。この肝脂質生成の下方調節は、Ｎｒｇ４の有益な代謝効果の基礎となりそ
うである。
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【００６４】
　組成物及び製剤化
　最適なＮｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子の製剤化は、投与経路及び所望の薬用量に応じ
て、当業者によって判断される。このような製剤化は、投与される薬剤の物理的な状態、
安定性、生体内での放出速度、及び生体内でのクリアランス速度に影響するかもしれない
。
【００６５】
　本明細書に説明される前記代表的なＮｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子の剤形のほかに、
医薬として許容し得る賦形剤及び担体は概して、当業者に公知であり、したがって本発明
において含まれる。このような賦形剤及び担体は、例えば、「レミントンの医薬の科学（
Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）」　Ｍａｃ
ｋ　Ｐｕｂ．Ｃｏ．，ニュージャージー州において説明される。
【００６６】
　本発明に従った使用のためのＮｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子を含む医薬組成物は、医
薬として使用することのできる調製物中への治療用組成物の加工を容易にする賦形剤及び
補助剤を含む１つ以上の生理学的に許容され得る担体を用いて、従来の様式で製剤化され
る。これらの医薬組成物は、それ自体公知の様式で、例えば、従来の混合、溶解、造粒、
糖衣錠製造、練り粉状化、乳化、カプセル化、封入または凍結乾燥の加工によって製造さ
れ得る。適切な製剤化は、選択される投与の経路による。
【００６７】
　治療有効量のＮｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子の組成物が、例えば皮内、経皮または皮
下注射によって投与される場合、当該組成物は、一態様において、発熱物質非含有の非経
口的に許容され得る水溶液の形態である。ｐＨ、等張性、安定性、及びこれらに類するも
のに対する当然の顧慮を有するこのような非経口的に許容され得るタンパク質またはポリ
ヌクレオチドの溶液の調製は、当該技術分野における技術内である。組成物は任意に、本
発明のＮｒｇ４、Ｎｒｇ４調節因子または他の有効成分に加えて、塩化ナトリウム注射液
、リンゲル注射液、デキストロース注射液、デキストロース及び塩化ナトリウム注射液、
乳酸化リンゲル注射液、または当該技術分野で公知のような他のビヒクルなどの等張性ビ
ヒクルを含有する。Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子組成物は、別の態様において、安定
化剤、保存料、緩衝液、抗酸化物質、または当業者に公知の他の添加物も含有する。本発
明の薬剤は、水溶液中で、好ましくはハンクス溶液、リンゲル溶液、または生理学的塩類
緩衝液などの生理学的に適合性のある緩衝液中で製剤化される。経粘膜投与については、
浸透させられるべき関門に適した浸透剤を製剤中に使用する。このような浸透剤は概して
、当該技術分野で公知である。
【００６８】
　Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子の製剤化は、ある態様において、以下に説明するよう
な短時間作用性、迅速放出性、長期間作用性、または持続放出性であるよう設計される。
したがって、医薬製剤の１つの型は、徐放のためにまたは遅延放出のために製剤化される
。本Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子は、他の態様において、例えばミセルもしくはリポ
ソームまたはいくつかの他のカプセル化形態を含み、あるいは、長期の貯蔵及び／または
送達の効果を提供するために延長放出形態で投与してもよい。それゆえ、医薬的Ｎｒｇ４
またはＮｒｇ４調節因子の製剤化は任意に、ペレットもしくはシリンダへと圧縮され、デ
ポー注射液としてまたはステントなどのインプラントとして筋肉内にまたは皮下に植え込
まれる。このようなインプラントは、シリコーン及び生分解性重合体などの公知の不活性
材料を採用してもよい。
【００６９】
　経口投与については、前記組成物は、前記活性のある化合物を、当該技術分野で周知の
医薬として許容し得る担体と組み合わせることによって容易に製剤化することができる。
このような担体によって、本発明の化合物は、治療されることになっている患者による経
口消化のために、錠剤、丸薬、糖衣錠、散剤、カプセル剤、液体、液剤、ゲル剤、シロッ
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プ剤、スラリー剤、懸濁剤及びこれらに類するものとして製剤化することができる。
【００７０】
　吸入による投与については、本発明による使用のための組成物は、適切な噴出剤、例え
ば、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエ
タン、二酸化炭素または他の適切な気体の使用とともに、加圧パックまたは噴霧器からの
エアゾールスプレー体裁の形態で簡便に送達される。
【００７１】
　非経口投与のためのＮｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子を含む組成物には、水溶性形態に
おける組成物の水溶液を含む。任意で、前記懸濁剤は、組成物の溶解度を高めて、非常に
濃縮した溶液の調製を可能にする適切な安定化剤または薬剤も含有してもよい。あるいは
、有効成分は、使用前に、適切なビヒクル、例えば、殺菌した発熱物質非含有水を用いた
構成のための粉末形態であってもよい。
【００７２】
　前記組成物はまた、例えば、カカオバターまたは他のグリセリドなどの従来の坐薬基剤
を含有する坐薬または保持浣腸などの直腸組成物中に製剤化してもよい。すでに説明した
製剤に加えて、前記化合物はまた、デポー調製物としても製剤化してもよい。このような
長期作用製剤は、植え込みによって（例えば、皮下的にまたは筋肉内に）または筋肉内注
射によって投与してもよい。したがって、例えば、当該組成物は、適切な重合体材料もし
くは疎水性材料とともに（例えば、許容され得る油におけるエマルションとして）、また
はイオン交換樹脂として、あるいは、難溶性（ｓｐａｒｉｎｇｌｙ　ｓｏｌｕｂｌｅ）誘
導体として、例えば難溶性塩として製剤化してもよい。
【００７３】
　前記組成物は、適切な固体またはゲル層の担体または賦形剤も含んでもよい。
【００７４】
　本発明の組成物は、タンパク質またはペプチド抗原とともに本発明のタンパク質または
他の有効成分からなる複合体の形態であってもよい。
【００７５】
　前記組成物は、発達中の骨及び軟骨のための構造を提供しかつ身体へと最適に再吸収す
ることができるよう、タンパク質含有組成物または他の有効成分含有組成物を組織損傷部
位へ送達することのできるマトリックスを含んでもよい。このようなマトリックスは、他
の植え込まれた医用適用のための現に使用中の材料から形成してもよい。マトリックス材
料の選択は、生体適合性、生分解性、機械的特性、化粧上の様相及び界面特性を基にして
いる。
【００７６】
　前記組成物はさらに、タンパク質もしくは他の有効成分の活性を高めるかまたは治療に
おけるその活性もしくは使用を補強するかのいずれかである他の薬剤を含有してもよい。
このような追加的な因子及び／または薬剤は、本発明のタンパク質または他の有効成分と
の相乗効果を生み出すために、あるいは副作用を最小限にするために、医薬組成物中に含
んでもよい。
【００７７】
　本出願の治療用組成物の製剤化及び投与のための技術は、「レミントンの医薬の科学（
Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）」，Ｍａ
ｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．ペンシルバニア州イーストン市、最新版において見
出され得る。個々の有効成分へ適用され、単独で投与される場合、治療有効量とは、当該
成分単独を指す。併用へ適用される場合、治療有効量とは、併用であろうと、連続的であ
ろうとまたは同時に投与されるであろうと、治療効果を結果的に生じる有効成分の組み合
わされた量を指す。
【００７８】
　（投与）
　提供される方法によるＮｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子の投与は、いずれかの経路を介
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してである。従来の投与経路、例えば、非経口的、皮下的、静脈内、皮内、筋肉内、乳腺
内、腹腔内、髄腔内、眼内、球後、肺内、気管内点滴、気管支内点滴、エアゾール、舌下
、経口、鼻内、肛門内、膣内、または経皮送達、あるいは特定部位における外科的植え込
みによるものが企図される。具体的に企図されるのは、静脈内投与を含む方法である。
【００７９】
　提供される方法における治療は、種々の態様において、単回用量または経時的な複数回
用量からなる。Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子の投与は全身的または局所的であり、及
び治療有効量のＮｒｇ４タンパク質組成物の単回部位注射または注入を含んでもよい。あ
るいは、治療用Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子組成物が、前記患者へ複数の部位で送達
されることが企図される。複数回投与は、同時に与えられまたは経時的に投与される。ま
た企図されるのは、Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子が期間ベースで、例えば毎日、毎週
、または毎月投与される追加的な療法である。
【００８０】
　ある実施形態において、治療用化合物の非経口投与は、初回のボーラスの後に連続注入
を用いて実施して、薬剤製品の治療循環水準を維持する。当業者は、個々の患者の良好な
医学的実施及び臨床容態によって判断するような有効な薬用量及び投与療法を容易に最適
化する。提供される方法には、Ｎｒｇ４が経口的に及び注射によって投与されるものを含
む。Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子が注射される方法において、注射は静脈内または皮
下である。ある態様において、注射は、デポー形成組成物を用いてであり、デポー形成を
含む実施形態において、デポー形成組成物は、適切な送達装置を患者に植え込むことによ
って投与される。一態様において、送達装置は皮下に植え込まれ、ある態様において、送
達装置はポンプである。
【００８１】
　投薬頻度は、Ｎｒｇ４の薬物動態パラメータ及び投与経路による。投与経路に応じて、
適切な用量は体重、体表面積または器官の大きさに従って算出される。動物モデルの利用
可能性は、与えられる治療薬の適切な薬用量の判断を容易にするうえで特に有用である。
【００８２】
　適切な治療用量を判断するのに必要な計算のさらなる改善は、過度の実験無しで当業者
によって常規的に行われる。最終投薬療法は、Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子の作用を
修飾する因子、例えば、比活性、患者の応答性、患者の年齢、容態、体重、性別及び食事
、いずれかの容態の重症度、投与時間、同時治療の種類、もしいずれかがあれば、治療の
頻度、及び望ましい効果の性質、ならびに他の臨床的因子を考慮して、担当医によって判
断される。研究が実施される場合、具体的な疾患及び容態のための治療に関する適切な薬
用量水準及び持続期間に関するさらなる情報が出現する。
【００８３】
　ある実施形態において、Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子は単独で投与され、他の実施
形態において、Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子は、標的容態へ向かうまたはその他の症
状へ向かう他の治療薬とともに投与される。薬用量水準のオーダーは、体重１ｋｇ当たり
１日当たり約０．０１ｍｇ～３０ｍｇ、例えば、約０．１ｍｇ～１０ｍｇ／ｋｇである。
【００８４】
　Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子の単位薬用量も提供される。「単位用量」は、適切な
担体中に分散した治療用組成物の個別の量として定義される。
【００８５】
　Ｎｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子及び提供される治療方法が人間医学及び獣医学の分野
において有用であることは認識される。したがって、治療されることになっている対象は
、ヒトまたは他の哺乳類動物などの哺乳類動物である。獣医学的目的のためには、対象と
しては、例えば、ウシ、ヒツジ、ブタ、ウマ及びヤギを含む家畜動物、イヌ及びネコなど
の伴侶動物、外来性動物及び／または動物園動物、マウス、ラット、ウサギ、モルモット
及びハムスターを含む実験動物、ならびにニワトリ、シチメンチョウ、アヒル及びガチョ
ウなどの家禽が挙げられる。治療中の患者は、いずれかの年齢であり、例えば、１０～５
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０歳の間の年齢、２０歳以下、または１０歳以下である。
【００８６】
　加えて、本発明のＮｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子は、非アルコール性脂肪肝疾患（Ｎ
ＡＦＬＤ）、脂肪性肝炎、II型糖尿病、高血糖、高脂血症、脂質異常血症、肥満、高イン
スリン血症、インスリン抵抗性、高コレステロール血症、非家族性高コレステロール血症
、家族性高コレステロール血症、ヘテロ接合性家族性高コレステロール血症、ホモ接合性
家族性高コレステロール血症、混合型脂質異常血症、粥状硬化症、早発性冠動脈性心疾患
、脂質異常血症、高トリグリセリド血症、高脂肪酸血症、または硬変症のためのいずれか
の本治療とともに使用される。例えば、ある実施形態において、本発明の方法は、わかっ
ている代謝障害、心血管障害及び／または脂質亢進障害の療法との組み合わせで有用であ
ることは企図される。このような療法の前、後または途中で、Ｎｒｇ４、バリアントもし
くは断片、またはＮｒｇ４調節因子を含む組成物は投与される。
【００８７】
　併用療法
　提供されるＮｒｇ４またはＮｒｇ４調節因子組成物を用いた治療の有効性を高めるため
に、ある態様において、これらの組成物を、具体的な疾患または容態の治療において有効
な他の療法と組み合わせることが望ましい。
【００８８】
　いくつかの場合において、本発明の組成物は、数分から数週間に及ぶ間隔だけ、他の薬
剤治療に先行または追随する。両様式を互いの約１２～２４時間以内にまたは互いの約６
～１２時間以内に投与することは企図される。いくつかの状況において、それぞれの投与
の間で数日（２、３、４、５、６または７）～数週間（１、２、３、４、５、６、７また
は８）が経過するように、治療のための期間を有意に延長することが望ましい。
【００８９】
　ある具体的な場合において、Ｎｒｇ４組成物またはＮｒｇ４調節因子組成物は、代謝障
害を予防または治療するためのあるいは心血管疾患を予防または治療するための第二の薬
剤と併用して投与される。例えば、併用療法において有用な薬剤としては、血糖低下薬（
すなわち、血糖を低下させる薬剤）または脂質低下薬（すなわち、脂質水準を低下させる
薬剤）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００９０】
血糖低下薬
　目下、２型糖尿病の治療のための種々の薬理学的アプローチがある。当該アプローチは
、異なる作用様式を介して作用する。すなわち、１）スルホニル尿素（例えば、グリメピ
リド、グリセンチド、スルホニル尿素、ＡＹ３１６３７）は、インスリン分泌を本質的に
刺激し、２）ビグアニド（例えば、メトホルミン）は、グルコース利用を促進し、肝グル
コース産生を低下させ、及び腸グルコースの生産量を減少させることによって作用し、３
）α－グルコシダーゼ阻害薬（例えば、アカルボース、ミグリトール）は、炭水化物の消
化及び結果的には腸からの吸収を遅延させ、食後高血糖を低下させ、４）チアゾリジンジ
オン（例えば、トログリタゾン、ピオグリタゾン、ロシグリタゾン、グリピジド、バラグ
リタゾン、リボグリタゾン、ネトグリタゾン、トログリタゾン、エングリタゾン、ＡＤ５
０７５、Ｔ１７４、ＹＭ２６８、Ｒ１０２３８０、ＮＣ２１００、ＮＩＰ２２３、ＮＩＰ
２２１、ＭＫ０７６７、シグリタゾン、アダグリタゾン、ＣＬＸ０９２１、ダルグリタゾ
ン、ＣＰ９２７６８、ＢＭ１５２０５４）は、インスリン作用を亢進させ、したがって、
末梢組織におけるグルコース利用を促進し、５）グルカゴン様ペプチド及びアゴニスト（
例えば、エキセンジン）またはその安定化薬（例えば、シタグリプチンなどのＤＰＰ４阻
害薬）は、グルコース刺激性インスリン分泌を増強し、ならびに６）インスリンまたはそ
の類似体（例えば、ＬＡＮＴＵＳ（登録商標））は、組織グルコース利用を刺激して肝グ
ルコース生産量を阻害する。上記の薬理学的アプローチは、個々にまたは併用療法で利用
してもよい。
【００９１】
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　脂質低下薬
　用語「脂質低下薬」とは、個体における脂質の低下を達成するために個体へ提供される
医薬剤を指す。例えば、ある実施形態において、脂質低下薬は、ＬＤＬ－Ｃ、アポＢ、Ｖ
ＬＤＬ－Ｃ、ＩＤＬ－Ｃ、非ＨＤＬ－Ｃ、Ｌｐ（ａ）、血清トリグリセリド、肝トリグリ
セリド、Ｏｘ－ＬＤＬ－Ｃ、小ＬＤＬ粒子、小ＶＬＤＬ、リン脂質、及び酸化型リン脂質
のうちの１つ以上を低下させるために個体へ提供される。理想的には、脂質低下薬の投与
は、個体における１つ以上の血清脂質の減少を経時的にもたらす。
【００９２】
　このようなある実施形態において、本発明の医薬組成物と併用投与してもよい脂質低下
医薬としては、アトルバスタチン、シンバスタチン、ロスバスタチン、プラバスタチン、
フルバスタチン、エゼチミブ、ベザフィブラート、シプロフィブラート、クロフィブラー
ト、ゲムフィブロジル、及びフェノフィブラートが挙げられるが、これらに限定されない
。このようなある実施形態において、脂質低下薬は、本発明の医薬組成物の投与の前に投
与される。このようなある実施形態において、脂質低下薬は、本発明の医薬組成物の投与
後に投与される。このようなある実施形態において、脂質低下薬は、本発明の医薬組成物
と同時に投与される。このようなある実施形態において、併用投与される脂質低下薬の用
量は、当該脂質低下薬が単独で投与される場合に投与される用量と同じである。このよう
なある実施形態において、併用投与される脂質低下薬の用量は、当該脂質低下薬が単独で
投与される場合に投与される用量よりも少ない。このようなある実施形態において、併用
投与される脂質低下薬の用量は、当該脂質低下薬が単独で投与される場合に投与される用
量よりも多い。
【００９３】
キット
　本発明はまた、本明細書に説明される障害の治療における使用のためのキットも企図す
る。このようなキットには、医薬として許容され得る担体中に先に説明されるＮｒｇ４（
配列番号１）、Ｎｒｇ４バリアント、またはこれらの生物活性のある断片を含む少なくと
も第一の無菌の組成物が含まれる。別の成分は、任意で、治療用組成物の投与に適した容
器及びビヒクルとともにある当該障害の治療のための第二の治療薬である。当該キットは
任意で、第一及び第二の組成物を懸濁、希釈、当該組成物の送達を果たすための溶液また
は緩衝液を含む。当該キットはまた、任意で、本発明の方法において使用する組成物のう
ちの１つ以上の送達のためのカテーテル、注射器または他の送達装置を含む。別の態様に
おいて、当該キットは任意でさらに、治療法のための投与プロトコルを含有する説明書を
含む。
【００９４】
　Ｎｒｇ４欠損を特徴とする容態を診断する方法
　本開示はまた、非アルコール性脂肪肝疾患（ＮＡＦＬＤ）、脂肪性肝炎、II型糖尿病、
高血糖、高脂血症、脂質異常血症、肥満、高インスリン血症、インスリン抵抗性、高コレ
ステロール血症、非家族性高コレステロール血症、家族性高コレステロール血症、ヘテロ
接合性家族性高コレステロール血症、ホモ接合性家族性高コレステロール血症、混合型脂
質異常血症、粥状硬化症、早発性冠動脈性心疾患、脂質異常血症、高トリグリセリド血症
、高脂肪酸血症、及び硬変症からなる群から選択される代謝障害の容態を罹患していると
疑われる患者由来の検体中のＮｒｇ４水準を判定することを含む、当該患者における当該
代謝障害を診断する方法も企図する。
【００９５】
　患者検体におけるＮｒｇ４の水準の判定は、当該患者における容態を管理する方法を判
断する上で有用であることは認識される。例えば、低水準のＮｒｇ４は、代謝障害及び肝
疾患と関係しているので、臨床医は、患者の治療に関して行う判断を容易にするために、
Ｎｒｇ４の水準に関する情報を使用してもよい。したがって、Ｎｒｇ４の水準が上記の容
態のうちの１つの初期段階を示す場合、適切な治療法が処方され得る。
【００９６】
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　代謝障害を示すＮｒｇ４の水準は、当該障害のないことが判っている個体由来の検体中
のＮｒｇ４水準よりも、当該障害を有することが判っている個体由来の検体中に存在する
低水準のＮｒｇ４として定義してもよい。Ｎｒｇ４の水準は例えば、当該障害を罹患して
いる個体由来の検体において少なくとも１．１倍、１．２倍、１．３倍、１．４倍、１．
５倍、１．６倍、１．７倍、１．８倍、１．９倍、２．０倍、２．１倍、２．２倍、２．
３倍、２．４倍、２．５倍、２．６倍、２．７倍、２．８倍、２．９倍、３．０倍、３．
１倍、３．２倍、３．３倍、３．４倍、３．５倍、３．６倍、３．７倍、３．８倍、３．
９倍、４．０倍、４．１倍、４．２倍、４．３倍、４．４倍、４．５倍、４．６倍、４．
７倍、４．８倍、４．９倍、５．０倍、５．１倍、５．２倍、５．３倍、５．４倍、５．
５倍、５．６倍、５．７倍、５．８倍、５．９倍、または６．０倍低くあり得る。
【００９７】
　本発明の方法が、診断を支援する方法及び予後方法を含むことは認識される。本発明の
方法が、患者の管理または治療の時間経過を判断する上で医師に有用であることも認識さ
れる。
【００９８】
　提供される方法を用いて識別されるＮＲＧ４マーカーは、一態様においては治療効能を
評価するために使用される（例えば、病因のうちの１つ以上の症状の寛解）。Ｎｒｇ４欠
損と関連した容態の寛解が、Ｎｒｇ４水準の上昇と関連することができる場合、患者から
採取した検体中のＮｒｇ４水準は、治療経過の前（背景のために）及び途中もしくは後（
例えば、指定した時刻に、周期的にもしくは無作為に）測定される。Ｎｒｇ４水準の上昇
が一過性であってもよいので、当該方法は一態様において、各治療の前後に密接に規則正
しい間隔で実施される（例えば、６時間ごと、１２時間ごと、１８時間ごと、２４時間ご
と、２日間ごと、３日間ごと、４日間ごと、５日間ごと、６日間ごと、７日間ごと、８日
間ごと、９日間ごと、１０日間ごと、１１日間ごと、１２日間ごと、１３日間ごと、２週
間ごと、３週間ごと、４週間ごと、５週間ごと、６週間ごと、７週間ごと、２か月間ごと
、３か月間ごと、４か月間ごと、５か月間ごと、６か月間ごと、７か月間ごと、８か月間
ごと、９か月間ごと、１０か月間ごと、１１か月間ごと、毎年、またはそれより長い）。
治療経過及び他の臨床的変数に応じて、当業者の臨床医は、診断目的または疾患／治療モ
ニタリング目的のためにアッセイを実施するのに適したスケジュールを判断することがで
きる。
【００９９】
　種々の実施形態において、Ｎｒｇ４タンパク質は、いくつかの十分に認識された免疫学
的結合アッセイのうちのいずれかを用いて、検体中で検出及び／または定量化される（例
えば、Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．４，３６６，２４１、４，３７６，１１０、４，５１７，
２８８及び４，８３７，１６８号を参照されたい）。一般的なイムノアッセイに関する総
説については、細胞生物学における方法（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ）第３７巻：細胞生物学における抗体（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ），浅井編，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．ニューヨーク（１９
９３）、基礎及び臨床の免疫学（Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｙ）第７版，Ｓｔｉｔｅｓ及びＴｅｒｒ編（１９９１）も参照されたい。
【０１００】
　別の実施形態において、イムノブロット（ウェスタンブロット）分析は、検体中のＮｒ
ｇ４の存在を検出及び定量するのに使用される。当該技術は概して、分子量を基にしたゲ
ル電気泳動法によって検体のタンパク質を分離すること、当該分離したタンパク質を適切
な固体支持体（ニトロセルロース膜、ナイロン膜、または誘導体化ナイロン膜など）へ転
移させること、ならびにＮｒｇ４を特異的に結合する抗体とともに当該検体をインキュベ
ートすることを含む。抗Ｎｒｇ４抗体は、固体支持体上のＮｒｇ４へ特異的に結合する。
これらの抗体は直接標識してもよく、またはそれに替わるものとして、抗Ｎｒｇ４抗体へ
特異的に結合する標識した抗体（例えば、標識したヒツジ抗マウス抗体）を用いてその後
検出してもよい。
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【０１０１】
　別の実施形態において、Ｎｒｇ４の定量的アッセイは、正の結果、例えば、測定された
Ｎｒｇ４水準が対照検体について測定されたまたは公知の水準よりも高いまたは低い場合
、高いまたは低いＮｒｇ４水準を示すとみなされる（例えば、正常健常個体について公知
のもしくは測定された水準、または同じ個体由来の異なる時刻に判定された「基線／参照
」水準のいずれか）。特に好ましい実施形態において、当該アッセイは、検体と「対照」
の間の差が統計的に有意である場合、正の結果を示すとみなされる（例えば、８５％以上
、好ましくは９０％以上、より好ましくは９５％以上及び最も好ましくは９８％以上の信
頼水準）。
【０１０２】
　本開示の一実施形態において、抗体はＮｒｇ４タンパク質を溶液から免疫沈降させ、な
らびにポリアクリルアミドゲルのウェスタンまたはイムノブロット上のＮｒｇ４タンパク
質と反応する。別の実施形態において、抗体は、保存された血清検体中のＮｒｇ４タンパ
ク質を検出する。
【実施例】
【０１０３】
　以下の実施例は、説明のために提供されるのであって、本発明の範囲を限定するための
いずれかの方法にはない。
【０１０４】
　実施例１：Ｎｒｇ４は、肝細胞を標的とする脂肪細胞由来因子である　本実施例におい
て、腹腔内注射後にＮｒｇ４が肝細胞へ結合して血中グルコース濃度を下げることがホル
モン結合アッセイを用いて実証される。Ｎｒｇ４欠損マウスにおける代謝研究はまた、Ｎ
ｒｇ４欠損が高脂肪食摂餌後の高血糖及び高脂血症の発症を悪化させることも実証した。
加えて、Ｎｒｇ４を欠損するマウスは、より重症の脂肪肝を発症した。これらの知見は、
全身のグルコース及び脂質の代謝の調節におけるＮｒｇ４の重要な役割を明確にしている
。
【０１０５】
　材料及び方法
　Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスの作出
　マウスＮｒｇ４ｃＤＮＡ（５’ＵＴＲ及び部分的３’ＵＴＲを含む）をｐＣＲ２．１　
ＴＯＰＯベクター中へとＴＡクローン化した。ＡＰ２プロモーターを当該ベクター上のＨ
ｉｎｄＩＩＩとＫｐｎＩの間に挿入し、その一方で、ヒト成長ホルモンポリＡをＥｃｏＲ
ＶとＸｂａＩの間に挿入した。全ベクターをＨｉｎｄＩＩＩ及びＡｐａＩを用いた二重消
化によって線形化して、遺伝子導入カセットを放出し、Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウス卵へと微
量注入して、ＡＰ２－Ｎｒｇ４トランスジェニック仔を作出した。
【０１０６】
　Ｎｒｇ４ノックアウトマウスを突然変異マウス地域供給センター（Ｍｕｔａｎｔ　Ｍｉ
ｃｅ　Ｒｅｇｉｏｎａｌ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅ　Ｃｅｎｔｅｒ（ＭＭＲＲＣ））から購入し
た。
【０１０７】
　脂肪細胞の分化及び処置
　ＳＶ４０Ｔ－ラージ抗原で不死化した褐色脂肪細胞前駆細胞を、１０％ウシ胎児血清（
ＦＢＳ）含有ＤＭＥＭ中でコンフルエント２日後まで培養した（０日として計数）。０．
５ｍＭのＩＢＭＸ、１２５μＭのインドメタシン、１μＭのデキサメタゾンを含有するカ
クテルを、１０％のＦＢＳ、２０ｎＭのインスリン及び１ｎＭのＴ３を含有する分化維持
ＤＭＥＭへと添加することによって分化を誘導した。誘導から２～３日後、細胞を維持培
地のみで培養した。遺伝子発現分析のために、褐色脂肪細胞分化の間の異なる日付で全Ｒ
ＮＡを分離した。
【０１０８】
　３Ｔ３－Ｌ１脂肪細胞前駆細胞を、１０％ウシ成長血清（ＢＧＳ）含有ＤＭＥＭ中でコ



(25) JP 6565121 B2 2019.8.28

10

20

30

40

50

ンフルエント２日後まで培養した（０日として計数）。０．５ｍＭのＩＢＭＸ、１μＭの
デキサメタゾン及び１μｇ／ｍＬのインスリンを含有するカクテルを、１０％ＦＢＳを補
充したＤＭＥＭへ添加することによって、分化を誘導した。誘導３日後、１０％のＦＢＳ
＋１μｇ／ｍＬのインスリンを含有するＤＭＥＭ中で細胞をさらに２日間培養した後、１
０％のＦＢＳを補充したＤＭＥＭ中で維持した。ＴＮＦα処置のために、１０ｎｇ／ｍＬ
のＴＮＦαを、１０％のＦＢＳ　ＤＭＥＭ中で培養した成熟（８日）３Ｔ３－Ｌ１脂肪細
胞へＲＮＡ分離前にそれぞれ６時間添加した。ＩＬ－１β処置のために、４０ｎｇ／ｍＬ
のＩＬ－１βを、１０％のＦＢＳ　ＤＭＥＭ中で培養した成熟（８日）３Ｔ３－Ｌ１脂肪
細胞へＲＮＡ分離の前に６時間添加した。
【０１０９】
　Ｎｒｇ４結合アッセイ
　ＳＥＡＰまたはＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２を発現するベクターを２９３Ｔ細胞にトラン
スフェクトした。トランスフェクトの２４時間後、細胞を無血清培地へさらに２日間切り
替えた後、培地を収集してＣｅｎｔｒｉｃｏｎを用いて濃縮した。簡潔には、凍結組織切
片をＳＥＡＰまたはＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２条件培地を用いて室温で４５分間インキュ
ベートした後、０．１％トゥイーン含有ＰＢＳ中で４回洗浄し、２０ｍＭのＨＥＰＥＳ（
ｐＨ７．４）、６０％のアセトン、及び３％のホルムアルデヒドを含有する溶液中で固定
した。内在性アルカリフォスファターゼを６５℃で３０分間失活させた後、融合タンパク
質由来の酵素活性を、ＮＢＴ／ＢＣＩＰ基質を用いて検出した。競合結合のために、凍結
組織切片を４μｇ／μＬのＧＳＴまたはＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６２を用いて３０分間プレイ
ンキュベートした後、ＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２条件培地を用いてさらに１時間同時イン
キュベートした。
【０１１０】
　結果　Ｎｒｇ４は、Ｎｒｇ１、Ｎｒｇ２、及びＮｒｇ３も含む細胞外シグナル伝達リガ
ンドのニューレグリンファミリーのメンバーである。Ｎｒｇ４の主要なコード分子種は、
１１５のアミノ酸からなるタンパク質をコードすると推定され、Ｃｙｓ９－Ｃｙｓ２３、
Ｃｙｓ１７－Ｃｙｓ３４、及びＣｙｓ３６－Ｃｙｓ４５の間の３つの特徴的なジスルフィ
ド結合を有する単一のＥＧＦ様ドメイン、推定Ｎ連結型グリコシル化部位、及び膜貫通ド
メインを含有する（図１）。他のニューレグリンと同様に、Ｎｒｇ４は、膜貫通タンパク
質として合成され、受容体結合及びシグナル伝達のために細胞外ＥＧＦ様ペプチドを遊離
するタンパク質分解性開裂を受ける。Ｎｒｇ４の放出の原因となるプロテアーゼの識別は
現在わかっていないが、マトリックスメタロプロテアーゼであると思われる。Ｎｒｇ４は
、マウスとヒトの間でＥＧＦ様ドメインにおける９０％超のアミノ酸配列同一性で高度に
保存されている（Ｎｒｇ４のアミノ酸１～およそアミノ酸５２、図１）。
【０１１１】
　Ｎｒｇ４発現は、膵臓、乳腺上皮細胞、前立腺癌、及びリンパ腫細胞株において報告さ
れてきた。しかしながら、Ｎｒｇ４プレｍＲＮＡ転写産物は、複雑な選択的スプライシン
グを受け、タンパク質コード能力を欠失すると見えるいくつかのスプライシング分子種を
生じる。加えて、先行の免疫組織化学的研究で使用されたＮｒｇ４抗体の特異性は不確実
なままである。このようなものとして、Ｎｒｇ４の発現及びその調節に関する実際の特性
は結論として確立されていない。Ｎｒｇ４のコード分子種を特異的に検出するＴａｑｍａ
ｎ定量的ＰＣＲ（定量的ＰＣＲ）法が本明細書で開発された。Ｎｒｇ４ｍＲＮＡは、褐色
脂肪組織（ＢＡＴ）及び白色脂肪組織（ＷＡＴ）において豊富に発現するが、腎臓、骨格
筋、脳、精巣、小腸、肝臓、心臓、脾臓、肺、及び脾臓を含む検討した他の組織において
は発現しないことが判った（図２のＡ）。脂肪組織へのＮｒｇ４発現の制限は、正常な生
理学的条件下で、Ｎｒｇ４が、身体における脂肪細胞と他の組織の間の情報伝達を仲介す
るリガンドとして機能しているのかもしれないことを示唆している。Ｎｒｇ４発現はまた
、褐色脂肪細胞及び白色脂肪細胞の分化の間に調節されるかどうかを判定するために検討
した。褐色脂肪細胞についてのマーカーであるＵＣＰ１と同様、Ｎｒｇ４ｍＲＮＡ発現は
、褐色脂肪細胞分化の間に高度に誘導される（図２のＢ）。Ｎｒｇ４ｍＲＮＡ水準はまた
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、３Ｔ３－Ｌ１白色脂肪細胞の分化の間、有意に高かった（図２のＢ）。
【０１１２】
　褐色脂肪は、げっ歯類動物における寒冷曝露への応答における適応性熱産生において重
要な役割を担っている。Ｎｒｇ４が褐色脂肪組織において高度に発現しているので、寒冷
誘発性熱産生におけるその潜在的な役割を評価した。野生型マウス及びＮｒｇ４欠損マウ
スを寒冷温度（４℃）へ曝露し、直腸温度を異なる時点で測定した。これら２群のマウス
における深部体温は、冷却曝露中にほぼ識別不可能であったので、Ｎｒｇ４は、急速な冷
却ストレスに対する防御に対して必要とされていないことを示唆した（図３のＡ）。褐色
脂肪の組織学的様相は、野生型群とノックアウト群の間で類似していた（図３のＢ）。Ｕ
ＣＰ１及び脱ヨード酵素２（ＤＩＯ２）のような褐色脂肪遺伝子の寒冷誘導性発現も類似
していた（図３のＣ）。興味深いことに、血漿トリグリセリド（ＴＧ）濃度はＮｒｇ４欠
損マウスにおいてより高かったのに対し、血漿非エステル化脂肪酸及びケトン（β－ヒド
ロキシブチラート）の水準はより低かった（図３のＤ）。これらの知見は、その脂肪特異
的発現にもかかわらず、Ｎｒｇ４が身体における他の細胞型を標的としそうであることを
示唆している。
【０１１３】
　Ｎｒｇ４の結合及び作用のための組織標的を識別するために、分泌型アルカリフォスフ
ァターゼ（ＳＥＡＰ）とＮｒｇ４のＮ末端の６２個のアミノ酸の間の融合タンパク質（Ｓ
ＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２）を生成し、結合アッセイをすでに説明した通り実施した。この
Ｎｒｇ４断片は、ＥＧＦ様ドメインを含有しており、シグナル伝達を開始する上で競合す
ると推定される。ＳＥＡＰまたはＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２プラスミドを用いて一過性に
トランスフェクトしたＨＥＫ２９３Ｔ細胞から条件培地を収集し、Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎス
ピンカラムを用いて濃縮した。結合アッセイを組織切片に関して実施した後、広範な洗浄
、固定、熱失活、及びアルカリフォスファターゼ基質（ＢＣＩＰ／ＮＢＴ）を用いたイン
キュベーションを実施した。ＳＥＡＰ及びＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２の両方について、背
景シグナルのみが褐色脂肪、心臓、骨格筋、及び脾臓において検出された（図４のＡ）。
対照的に、肝細胞へのＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２の強力な結合が観察された（図４のＢ）
。さらに、過剰量のＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６２の存在は、肝細胞へのＧＳＴではなく、ＳＥ
ＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２の結合を消滅させ、肝細胞における推定上のＮｒｇ４の結合部位が
限定され飽和可能であることを示唆した（図４のＣ）。
【０１１４】
　実施例２：脂肪細胞Ｎｒｇ４発現は肥満において下方調節される
　本実施例において、高度に感受性のあるかつ特異的なＴａｑｍａｎ定量的ＰＣＲアッセ
イを用いて、Ｎｒｇ４が褐色脂肪組織及び白色脂肪組織において豊富に発現することを発
見した。他の組織においては、ｍＲＮＡ発現はほとんど検出されなかった。Ｎｒｇ４の発
現は、脂肪細胞分化の間に高度に誘導性であった。この発現特性は、Ｎｒｇ４が、脂肪組
織と他の代謝組織の間のクロストークを仲介する上で、まだ認識されていない役割を担っ
ているかもしれないことを示唆している。Ｎｒｇ４ｍＲＮＡ発現は、食餌誘発性肥満マウ
ス及び遺伝的肥満マウス由来の脂肪組織において顕著に低下した。このようなものとして
、肥満は、Ｎｒｇ４発現及び作用に関する可能性のある欠損と関係している。
【０１１５】
材料及び方法
代謝測定　血漿グリセロール／トリグリセリド、ケトン／コレステロール及び非エステル
化脂肪酸濃度を、市販のアッセイキット（それぞれＳｉｇｍａ、Ｓｔａｎｂｉｏ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ、和光純薬）を用いて測定した。
【０１１６】
　遺伝子発現分析
　白色脂肪組織由来の全ＲＮＡを、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ製の市販のキットを用いて抽出
した。他の組織及び培養細胞由来のＲＮＡは、ＴＲＩｚｏｌ法を用いて抽出した。定量的
リアルタイムＰＣＲ（定量的ＰＣＲ）分析のために、等量のＲＮＡをＭＭＬＶ－ＲＴを用



(27) JP 6565121 B2 2019.8.28

10

20

30

40

50

いて逆転写させた後、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を
用いた定量的ＰＣＲ反応を実施した。ｍＲＮＡの相対的な量をリボソームタンパク質３６
Ｂ４に対して標準化した。
【０１１７】
　ＴａｑｍａｎＰＣＲを用いてＮｒｇ４のコード分子種を検出するために、エキソン３及
びエキソン６の接合部を包含するセンスプライマー（５’ＣＣＣＡＧＣＣＣＡＴＴＣＴＧ
ＴＡＧＧＴＧ　３’（配列番号３））、エキソン６におけるアンチセンスプライマー（５
’ＡＣＣＡＣＧＡＡＡＧＣＴＧ－ＣＣＧＡＣＡＧ　３’（配列番号４））、及びエキソン
６にあるがセンスプライマーとアンチセンスプライマーの間のｔａｑｍａｎプローブ（５
’６－ＦＡＭ－ＣＧＧＡＧＣＡＣＧＣＴＧＣＧＡＡＧＡＧＧＴＴ－ＢＨＱ　３’（配列番
号５））を生成した。ＴａｑｍａｎＰＣＲを、ＡＢＩ製のＴａｑｍａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓ
ａｌ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘシステムを用いて実施し、Ｎｒｇ４コード分子種の
相対的な量をリボソームタンパク質３６Ｂ４に対して標準化した。
【０１１８】
　結果
　Ｎｒｇ４の発現が肥満において調節不全であるかどうかを判定するために、標準食（痩
身）または６０％脂肪由来の熱量を含有する高脂肪食（ＨＦＤ）（肥満）を摂餌したマウ
ス由来の脂肪組織から分離した全ＲＮＡについての定量的ＰＣＲ分析を実施した。期待し
ていたように、炎症性サイトカインであるＴＮＦαの発現は、高脂肪食摂餌マウス由来の
精巣上体白色脂肪において高かった（図５のＡ）。褐色脂肪におけるＮｒｇ４発現は、２
群間で類似していたのに対し、そのｍＲＮＡ水準は、食餌誘発性肥満マウスにおける精巣
上皮白色脂肪において顕著に低かった（図５のＡ及び図１５のＡ）。同様に、Ｎｒｇ４発
現はまた、肥満に関する２つのさらに重症な遺伝モデルであるレプチン欠損（ｏｂ／ｏｂ
）マウスまたはレプチン受容体欠損（ｄｂ／ｄｂ）マウス由来の精巣上皮の白色脂肪及び
褐色脂肪の両方において有意に低下した（図５のＢ及び図１５のＡ）。Ｎｒｇ４発現の下
方調節は、脂肪細胞において特異的に生じた（図５のＣ及び図１５のＢ）。実際、Ｎｒｇ
４ｍＲＮＡ水準は、精巣上体白色脂肪の間質血管画分において非常に低かった。対照的に
、成熟脂肪細胞画分は豊富なＮｒｇ４を発現し、これは肥満を劇的に減少させた。炎症誘
発性サイトカインが、脂肪組織インスリン抵抗性及び代謝調節不全と関係していたので、
炎症誘発性サイトカインシグナル伝達が培養脂肪細胞におけるＮｒｇ４発現を調節するか
どうかを判定するために実験を行った。完全に分化した褐色脂肪細胞及び３Ｔ３－Ｌ１脂
肪細胞をビヒクル（ＰＢＳ）、ＴＮＦαまたはＩＬ－１βを用いて異なる時間処理した後
、遺伝子発現分析のために、処理した細胞から全ＲＮＡを分離した。ビヒクルと比較して
、ＴＮＦα及びＩＬ－１β処理は、褐色脂肪細胞及び白色脂肪細胞の両方におけるＮｒｇ
４ｍＲＮＡ発現を劇的に低下させた（図５のＤ及び図１５のＣ）。
【０１１９】
　脂肪におけるＮｒｇ４発現と肥満の重症度の間の関係をさらに検討した。一群の野生型
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄マウスに高脂肪食をおよそ２か月間摂餌させて肥満を誘発させた。高
脂肪食マウスは、種々の重症度の肥満を発症し、体重は３０．７ｇから５１．９ｇまで及
んだ。代謝パラメータをこれらのマウスにおいて測定し、当該パラメータと内臓脂肪にお
けるＮｒｇ４発現との関係を検討した。Ｎｒｇ４ｍＲＮＡ発現は、体重（Ｒ２＝０．６３
２）及び精巣上体白色脂肪重量（Ｒ２＝０．７２６）の両方と逆相関していた（図６のＡ
及びＢ）。さらに、低いＮｒｇ４発現を有するマウスは、より重症の高血糖を発症する傾
向にあり、肝臓におけるより高い脂肪含有量を有する傾向にあった。対照的に、白色脂肪
における高いＮｒｇ４発現は、より低い血中グルコース及び肝臓脂肪蓄積と関係していた
（図６のＣ及びＤ）。総合すると、これらの研究は、Ｎｒｇ４発現が肥満において非常に
低下することを実証しており、Ｎｒｇ４発現の機能不全は高グリセリド血症及び脂肪肝な
どの肥満関連代謝障害の発症と連関しているかもしれないことを強く示唆している。
【０１２０】
　実施例３：Ｎｒｇ４の欠損は、食餌誘発性のインスリン抵抗性、脂肪肝及び高トリグリ
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セリド血症を悪化させる
　上昇するＮｒｇ４水準は代謝上の利益を与えるかもしれないという概念実証の証拠を提
供するために、脂肪特異的Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスを作出して、本実施例にお
ける肥満におけるＮｒｇ４発現低下を救出した。Ｎｒｇ４欠損とは顕著に対照的に、Ｎｒ
ｇ４トランスジェニックマウスは、血中グルコース濃度及び血中脂質濃度を有意に低下さ
せ、肝臓における脂肪の蓄積を減少させた。したがって、Ｎｒｇ４ホルモンシグナル伝達
の補強は、肥満と関係した代謝障害の発症を寛解させると予測される。
【０１２１】
　Ｎｒｇ４機能不全が代謝障害の病因発生に寄与する程度を定義するために、代謝パラメ
ータを、高脂肪食摂餌後の野生型（ＷＴ）マウス及びＮｒｇ４ノックアウト（ＫＯ）マウ
スにおいて測定した。Ｎｒｇ４ＫＯマウスは、生存可能であり、正常に成長し、標準食摂
餌時には野生型の同腹子と区別ができない。高脂肪食摂餌後、Ｎｒｇ４欠損マウスは、対
照よりも体重がわずかに増えた（図７のＡ）。加えて、血糖値はＮｒｇ４欠損マウスにお
いてより高かった（図７のＢ）。血漿インスリン濃度もＮｒｇ４欠損マウスにおいて高く
（図７のＢ）、Ｎｒｇ４が、グルコースの恒常性維持を維持する上で、特に肥満などの代
謝ストレス状態において保護的役割を担っているのかもしれないことを示唆した。血漿ト
リグリセリド水準はＮｒｇ４欠損マウスにおいてより高かったのに対し、ケトン体の主要
構成要素であるβ－ヒドロキシブチラートの濃度は、欠損群においてより低かった（図７
のＣ）。ケトン体は、肝脂肪酸β酸化の生成物であるので、これらの結果は、肝細胞への
Ｎｒｇ４結合、及び肝脂質代謝を調節する上でのこの因子の潜在的な役割と一致している
。この可能性をさらに検査するために、肝脂肪含有量を測定した。対照と比較して、Ｎｒ
ｇ４欠損マウスは、高脂肪食摂餌後の肝臓におけるトリグリセリドの沈着が高まった（図
８のＡ）。組織学的染色は、Ｎｒｇ４ノックアウト肝細胞における脂質の蓄積の顕著な増
加があることを示した。対照的に、脂肪組織の組織学的様相は、２群間で類似のままであ
った（図８のＢ）。
【０１２２】
　Ｎｒｇ４シグナル伝達の損失が食餌誘発性代謝調節不全、特に血糖制御、脂肪肝の進行
、及び血漿トリグリセリドの恒常性維持を悪化させると、これらの研究から結論付けるこ
とができる。
【０１２３】
　実施例４：脂肪組織におけるＮｒｇ４の遺伝子導入発現は食餌誘発性代謝調節不全を寛
解させる
【０１２４】
　本実施例は、機構水準で、Ｎｒｇ４が代謝性遺伝子発現を調節することを通じてシグナ
ル伝達することを実証する。Ｎｒｇ４は、新規の脂質生成に関与する遺伝子の発現を負に
調節する。この肝脂質生成の下方調節は、Ｎｒｇ４の有益な代謝効果の基礎となっていそ
うである。
【０１２５】
　（結果）
　上記のように、脂肪細胞Ｎｒｇ４発現は、マウスにおける食餌誘発性肥満及び遺伝的肥
満を有意に低下した（図５のＡ及びＢ）。したがって、脂肪組織におけるＮｒｇ４の遺伝
子導入過剰発現は、肥満によって誘導される代謝の恒常性維持の悪化を標準化または救出
するかもしれない。さらに、組換えＮｒｇ４タンパク質の投与は、高血糖、非アルコール
性脂肪肝疾患、及び高脂血症を治療する上で治療上の利益を提供するかもしれない。これ
らの可能性を検査するために、脂肪特異的Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスを、脂肪細
胞における遺伝子の遺伝子導入発現に対処する上で広範に使用されているａＰ２プロモー
ター／エンハンサーの制御下で作出した。褐色脂肪組織及び白色脂肪組織におけるＮｒｇ
４の種々の水準の遺伝子導入発現を有する５つの独立したトランスジェニック始祖を作出
した。系統＃１１１は、さらなる研究のために選択され、その理由はＮｒｇ４導入遺伝子
が、痩身マウスにおけるその発現をわずかに上回る水準まで脂肪組織において特異的に発
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現するからであった。ＡＰ２－Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスは、生後の成長、身体
的様相、及び一般的な行動特徴に関して非トランスジェニック同腹子と区別することはで
きなかった。
【０１２６】
　Ｎｒｇ４の遺伝子導入発現が、マウスを食餌誘発性代謝障害から保護するかどうかを判
定するために、対照マウス及びトランスジェニックマウスに高脂肪食を摂餌させた。トラ
ンスジェニック群は、高脂肪食摂餌１１週間後、対照よりもわずかに体重増加が少なかっ
た（図９のＡ）。代謝測定は、ＡＰ２－Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスが摂餌条件下
及び絶食条件下の両方でより低い血中グルコースを有していたことを示す（図９のＣ）。
より低い血漿ケトン水準を有しているＮｒｇ４欠損マウスとは対照的に、トランスジェニ
ックマウスは、一晩絶食後に高いケトン水準を有しており（図９のＣ）、肝脂肪酸酸化及
びケトン生成がＮｒｇ４の遺伝子導入発現によって高まるのかもしれないことを示唆した
。血漿トリグリセリド濃度は、トランスジェニック群においてより低かった。耐糖能試験
及びインスリン耐性試験は、ＡＰ２－Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスが、より高い耐
糖能及びインスリン感受性であったことを示す（図１０のＡ～Ｂ）。改善された血漿代謝
特性に加えて、肝脂肪蓄積は、トランスジェニックマウスにおいて有意に減少した（図１
０のＣ～Ｄ）。一貫して、遺伝子発現分析は、トランスジェニックマウス由来の肝臓では
、主要な脂質生成遺伝子の発現がより低いことを示した。ＦＳＰ２７及びｓ３－１２など
の脂質滴関連遺伝子の発現もトランスジェニック肝において有意により低かった（図１１
）。総合すると、これらの研究は、上昇するＮｒｇ４水準が、血糖制御に及ぼす望ましい
効果を結果的に生じるかもしれず、かつ脂肪肝疾患に対して有意な保護を達成するかもし
れないという遺伝的証拠を提供する。
【０１２７】
　原理実証研究を実施して、組換えＮｒｇ４タンパク質の潜在的な治療効果を評価した。
ＧＳＴ及びＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６２融合タンパク質を、関連する発現ベクターを含有する
細菌から発現及び精製した。２回のＧＳＴ及びＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６２の投与を食餌誘発
性肥満マウスへ３時間空けて腹腔内投与した。血漿検体及び組織検体を第二の投与３時間
後に、代謝産物測定及び遺伝子発現分析のために収集した。血漿グルコース濃度は、対照
よりもＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６２で処置したマウスにおいて有意に低かった。インスリン水
準も、ＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６２処置後に低い傾向にあり（図１２）、血中グルコースを低
下させるＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６２の能力が、インスリン分泌促進物質として作用するのと
は異なる機序を通じて仲介されることを示唆した。この短期間実験において、血漿脂質及
び肝脂質に及ぼすＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６２の有意な効果は観察されなかった。興味深いこ
とに、ＳＲＥＢＰ１ｃ及びＳＣＤ１を含む新規の脂質生成に関与する鍵酵素の発現は、Ｇ
ＳＴ－Ｎｒｇ４Ｎ６２によって有意に低下した。
【０１２８】
実施例５：合成Ｎｒｇ４ペプチド
　２型糖尿病及び非アルコール性脂肪肝疾患を治療する上で外来的に投与されたＮｒｇ４
の治療能力を評価するために、Ｎｒｇ４のＥＧＦ様ドメイン（アミノ酸１～５２）に対応
するＮｒｇ４ペプチドを合成する。Ｎ末端アセチル化及びＣ末端アミド化を導入して、循
環中のペプチドの安定性を改善する。このペプチドの生物活性を培養細胞において評価し
、生体内研究を急性及び慢性の処置条件下で実施する。急性実験のために、本ペプチドを
異なる用量で腹腔内注射を介して送達し、注射後に血漿及び肝臓の代謝産物濃度を測定す
る。これらの研究は、食餌誘発性肥満マウスモデル及び遺伝的肥満マウスモデルにおいて
実施する。肝遺伝子発現を分析して、関与する標的代謝経路を研究する。慢性処置につい
ては、本ペプチドを、腹腔内注射または浸透圧ポンプシステムを介して送達し、定常かつ
制御された送達を達成する。処置の開始後の異なる時点で代謝分析を実施する。薬物動態
特性を変化させて、迅速なクリアランス及び／または失活を克服する。この目的のために
、脂肪アシル基の化学修飾（例えば、パルミチル化）を有するＮｒｇ４ペプチドを生成す
る。アシル化ペプチドは、血清アルブミンと関係があることが示され、かつ循環における
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半減期、及び生物学的利用能を大いに改善した。ペグ化及びグリコシル化などの追加的な
化学的修飾も生成させる。
【０１２９】
　実施例６：哺乳類動物細胞において産生される組換えＮｒｇ４
　現に臨床的な使用における多くの生物治療薬は、操作された哺乳類細胞株から精製され
た組換えタンパク質である。ポリヒスチン（ｐｏｌｙｈｉｓｔｉｎｅ）タグ付き分泌タン
パク質（Ｈｉｓ－Ｎｒｇ４）としてＮｒｇ４を産生するプラスミドを構築する。Ｈｉｓ－
Ｎｒｇ４を分泌する安定してトランスフェクトしたチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ
）細胞株を作製し、アフィニティマトリックスを用いて組換えＮｒｇ４を精製する。この
組換えタンパク質は、適切なグリコシル化及びジスルフィド結合を含有しかつ、天然のＮ
ｒｇ４と類似の薬物動態特性を有すると期待される。組換えＮｒｇ４の生物活性をマウス
において評価する。追加的に、血中グルコースを低下させ及び非アルコール性脂肪肝疾患
を治療する上での治療効果の生体内評価のために、ＣＨＯ細胞からタグのついていないＮ
ｒｇ４を精製するプロトコルを確立する。
【０１３０】
　実施例７：Ｎｒｇ４の細胞外断片の放出に重要なアミノ酸のマッピング
　Ｎｒｇ４の細胞外開裂部位をマッピングするために、アラニン変異体のパネルを、ＥＧ
Ｆ様ドメインと膜貫通ドメインの間に位置するアミノ酸５１～６１に関して作製した。検
出を容易にするために、全長の野生型及び変異体のＮｒｇ４タンパク質を分泌型アルカリ
フォスファターゼ（ＳＥＡＰ）のＣ末端へ融合させた。成熟Ｎｒｇ４の開裂及び分泌は、
一過性にトランスフェクトしたＨＥＫ２９３細胞からの条件培地（ＣＭ）中のＳＥＡＰ－
Ｎｒｇ４融合タンパク質の存在によって検出される。イムノブロッティング分析は、ＳＥ
ＡＰ－Ｎｒｇ４タンパク質が、トランスフェクトした細胞からのＣＭ中に産生され、放出
され、かつ容易に検出可能であることを示し、Ｎｒｇ４細胞外ドメインの放出を示した（
図１４）。アラニンによって置換されるアミノ酸５３～５４（５３－２Ａ）またはアミノ
酸５３（５３－Ａ）を有する突然変異体は、全細胞溶解物中の前駆体タンパク質の類似の
発現にもかかわらず、ＣＭ中で検出可能なＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４融合タンパク質の水準を顕
著に低下させた。対照的に、アミノ酸５１～５２、５４、５５～５７、５５～５８、５８
～５９、または６０～６１でのアラニン突然変異体は、培地中へのＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４の
放出に及ぼす中程度の効果を有していた。これらの結果は、アミノ酸５３がプロテアーゼ
によるＮｒｇ４の開裂及び細胞外空間へのその放出に決定的であることを示す。
【０１３１】
　実施例８：Ｎｒｇ４欠損は、高脂肪食摂餌後に重度の肥満、インスリン抵抗性、肝脂肪
蓄積、及び高脂血症を結果的に生じる
　追加的な研究を実施して、Ｎｒｇ４欠損を有する対象に及ぼす高脂肪食の効果を判定し
た。
【０１３２】
　材料及び方法　体組成及び代謝ケージ研究
　野生型マウス及びＮｒｇ４ノックアウトマウスに標準食または高脂肪食を摂餌させた。
ＮＭＲ分析装置（Ｍｉｎｉｓｐｅｃ　ＬＦ９０ＩＩ，Ｂｒｕｋｅｒ　Ｏｐｔｉｃｓ）を用
いて体脂肪量及び除脂肪体重を測定した。酸素摂取量（ＶＯ２）、自発的運動量及び摂餌
量を、光学ビーム活性モニタリング装置を装備した集積開放型回路熱量計である包括的実
験室モニタリングシステム（Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍｏ
ｎｉｔａｒｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＣＬＡＭＳ））（Ｃｏｌｕｍｂｕｓ　Ｉｎｓｔｒｕｍ
ｅｎｔｓ）を用いて測定した。マウスは、密閉されたチャンバー（７．９インチ×４イン
チ×５インチ）で飼育し、餌と水は自由に摂れるようにした。本研究は、２０～２３℃、
１２時間の明暗周期（暗期：午後６時～午前６時）に設定した実験室において実施した。
測定は、７２時間連続して実施した。この時間に、動物にはチャンバーの内側に配置され
た装備された給餌装置及び飲水装置を通じて食餌及び水が提供された。各動物の食餌量を
、チャンバーの下に装着した精確な秤を通じてモニターした。各チャンバーにおけるＶＯ



(31) JP 6565121 B2 2019.8.28

10

20

30

40

50

２は、１０分間の間隔で５秒間連続して測定し、運動活動は、Ｘ次元及びＺ次元において
毎秒記録した。
【０１３３】
代謝測定
　トリグリセリド（Ｓｉｇｍａ）及び非エステル化脂肪酸（和光純薬）の血漿濃度は、市
販のアッセイキットを用いて測定した。肝トリグリセリドは、すでに説明した通り抽出及
び測定した。血漿インスリンは、ＥＬＩＳＡアッセイキット（ＣｒｙｓｔａｌＣｈｅｍ）
を用いて測定した。耐糖能試験及びインスリン耐性試験を実施した。
【０１３４】
　Ｎｒｇ４機能不全が代謝障害の病因発生に寄与している程度を定義するために、高脂肪
食（Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｄｉｅｔｓ社、　Ｄ１２４９２）摂餌後の野生型（ＷＴ）マウス
及びＮｒｇ４欠損マウスにおける代謝パラメータを測定した。Ｎｒｇ４ノックアウトマウ
スは、期待されるメンデル比で出生した。Ｎｒｇ２ノックアウトマウスは、標準食を摂餌
した場合の対照と類似の摂餌量、身体活動水準、酸素消費量を示しかつ類似の体重を獲得
した（図１６のＡ）。高脂肪食摂餌後、Ｎｒｇ４欠損マウスは、わずかにより多くの体重
を獲得し、それにともない、体脂肪率が有意に高まり、％除脂肪体重は低下した。血漿ト
リグリセリド（ＴＡＧ）水準は、Ｎｒｇ４欠損マウスにおいてより高かった（図１６のＢ
）のに対し、ケトン体の主要構成要素であるβ－ヒドロキシブチラートの濃度は、欠損群
においてより低かった（図１６のＣ）。ケトン体は、肝脂肪酸β酸化の産物であるので、
これらの結果は、肝細胞へのＮｒｇ４結合と一致している。これらの結果はまた、肝脂肪
代謝を調節する上でのＮｒｇ４についての役割を実証している。
【０１３５】
　次に、肝脂肪含有量をＮｒｇ４ノックアウトマウス及び野生型マウスにおいて測定した
。Ｎｒｇ４欠損マウスは、高脂肪食摂餌後に肝臓における高いトリグリセリド沈着を有し
ていることがわかった（図１７のＡ）。脂肪含有量は、Ｎｒｇ４欠損マウス肝においてお
よそ６０％ほど増加した。組織学的評価（ヘマトキシリン・エオシン染色）は、Ｎｒｇ４
欠損マウスが高脂肪食摂餌後に、対照群よりも重症の脂肪肝を発症させているが、褐色脂
肪組織及び白色脂肪組織の組織学的評価は類似しているようであることが明らかとなった
（図１７のＢ）。
【０１３６】
　対照と比較して、絶食時血糖値及び摂餌時血漿インスリン水準は、ノックアウト群にお
いて高かった（図１８のＡ）。さらに、耐糖能試験（ＧＴＴ）及びインスリン耐性試験（
ＩＴＴ）は、Ｎｒｇ４欠損マウスが対照マウスよりも重症の耐糖能及びインスリン抵抗性
を発症させていることが明らかとなった（図１８のＢ及びＣ）。総合すると、これらの結
果は、Ｎｒｇ４が、グルコースの恒常性維持を維持する上で、特に高脂肪誘発性肥満など
の代謝ストレス状態において保護的役割を担っていることを実証している。
【０１３７】
　これらの研究は、Ｎｒｇ４シグナル伝達の欠損が、食餌誘発性代謝調節不全、特に血糖
制御、脂肪肝の進行、及び血漿トリグリセリドの恒常性維持を悪化させることを実証して
いる。
【０１３８】
　実施例９：Ｎｒｇ４は肝臓における脂質生成遺伝子プログラムの誘導を阻害する
　本実施例は、Ｎｒｇ４が肝臓における脂質生成遺伝子発現を減弱させることを通じてシ
グナル伝達することを実証する。理論によって結び付けられることなく、この肝脂質生成
の下方調節は、Ｎｒｇ４の有益な代謝効果の基礎となると考えられている。
【０１３９】
方法及び材料　イムノブロッティング分析
　５０ｍＭのトリス（ｐＨ７．５）、１５０ｍＭのＮａＣｌ，５ｍＭのＮａＦ、２５ｍＭ
のβ－グリセロリン酸、１ｍＭのオルトバナジン酸ナトリウム、１０％のグリセロール、
１％のトリトンＸ－１００、１ｍＭのジチオトレイトール（ＤＴＴ）、及び新たに添加さ
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れたプロテアーゼ阻害薬を含有する溶解緩衝液中で肝臓を均質化することによって、全肝
溶解物を調製した。肝核抽出物も調製した。簡潔には、０．６％のＮＰ４０、１５０ｍＭ
のＮａＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ＝７．９）、１ｍＭのＥＤＴＡ、及びプロテア
ーゼ阻害薬カクテルを含有する氷冷した均質化緩衝液中でダウンスホモジナイザーを用い
て、凍結肝臓を均質化した。均質化液を４℃、４５０ｒｐｍで短時間遠心分離して組織片
を取り除いた。懸濁液を新たなチューブに移し、４℃、３,０００ｒｐｍで５分間遠心分
離した。核ペレットを均質化緩衝液で洗浄し、２０ｍＭのトリス（ｐＨ＝７．５）、２５
％のグリセロール、１．５ｍＭのＭｇＣｌ２、２００μＭのＥＤＴＡ、２０ｍＭのＫＣｌ
、及びプロテアーゼ阻害薬を含有する低塩緩衝液中で再懸濁した。２０ｍＭのトリス（ｐ
Ｈ＝７．５）、１．５ｍＭのＭｇＣｌ２、２００μＭのＥＤＴＡ、１．２ＭのＫＣｌ、及
びプロテアーゼ阻害薬を含有する高塩緩衝液（１／２容積）の添加後、各タンパク質を４
℃で２時間、抽出した。イムノブロッティング実験は、ＳＲＥＢＰ１及びＣｈｒｅｂｐ（
Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、チューブリン（Ｓｉｇｍａ）、
及びラミンＡ／Ｃ、ホスホＥｒｂＢ４及び全ＥｒｂＢ４、ホスホＡＫＴ（Ｓ４７３）及び
全ＡＫＴ、リン光体－ＡＭＰＫ（Ｔｈｒ１７２）及び全ＡＭＰＫ（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇ）に対する特異的抗体を用いて実施した。
【０１４０】
肝細胞の分離及び処理
　初代肝細胞をＣ５７ＢＬ／６ＪマウスからＩＩ型コラゲナーゼ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
、カリフォルニア州カールスバッド市）を用いることによって分離した。肝細胞は、１０
％ＢＧＳを含有するＤＭＥＭ培地中で３７℃及び５％ＣＯ２で維持した。アデノウイルス
感染を分離当日実施した。２４時間後、細胞を、ビヒクル（ＤＭＳＯ）またはＴ０９０１
３１７（５μｍｏｌ／Ｌ）とともにＧＳＴ及びＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｅｘ（１０μｇ／ｍＬ）
を用いて２４時間処理した。シグナル伝達については、細胞を、０．１％ＢＳＡを補充し
たＤＭＥＭへと１２時間切り替えた後にＧＳＴ及びＧＳＴ－Ｎｒｇ４Ｅｘ処理をした。組
換えアデノウイルスは、すでに説明された通り（Ｌｉら，Ｃｅｌｌ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｓ
ｍ　８：１０５～１１７，２００８）、ＡｄＥａｓｙアデノウイルスベクター（Ｓｔｒａ
ｔａｇｅｎｅ，カリフォルニア州サンタクララ市）を用いて生成した。
【０１４１】
　結果
　肝臓がＮｒｇ４によって標的とされる主要代謝組織であることを確立したので、Ｎｒｇ
４が肝代謝を調節する機序を判定するために実験を実施した。遺伝子発現分析は、ＰＧＣ
－１、ＰＧＣ１，ＣｈＲＥＢＰ、及びＳＲＥＢＰ２を含む肝代謝のいくつかの転写調節因
子のｍＲＮＡ水準が対照肝とノックアウト肝の間で類似していることを示した（図１９の
Ａ）。対照的に、新規の脂質生成及びトリグリセリド合成の鍵調節因子であるＳＲＥＢＰ
１ｃのｍＲＮＡ発現は、Ｎｒｇ４ノックアウトマウス肝において有意に誘導された。重要
なことに、ＳＲＥＢＰ１前駆体（ｐＳＲＥＢＰ１）のタンパク質水準ならびに核における
ＳＲＥＢＰ１の開裂しかつ転写活性のある分子種（ｎＳＲＥＢＰ１）も上昇した（図１９
のＢ）。ホスホＡＭＰＫ及び、ｍＴＯＲ複合体２の基質であるホスホＡＫＴ（Ｓ４７３）
の水準は、野生型肝及びノックアウト肝の間で類似していた。
【０１４２】
　定量的ＰＣＲ分析は、グルコースキナーゼ（Ｇｃｋ）、アセチルＣｏＡカルボキシラー
ゼ１（Ａｃｃ１）、細胞質ゾルリンゴ酸酵素（Ｍｅ１）、脂肪酸合成酵素（Ｆａｓｎ）、
ステアロイルＣｏＡ脱飽和酵素（Ｓｃｄ１）、及びグリセロールキナーゼ（Ｇｙｋ）を含
む脂質生成に関与するいくつかの公知のＳＲＥＢＰ１標的遺伝子のｍＲＮＡ発現が、対照
マウスよりもＮｒｇ４欠損マウスの肝臓において有意に高いことを示した（図１９のＡ）
。脂肪肝と関係する脂質滴タンパク質であるＦｓｐ２７の発現も高かった。対照的に脂肪
酸β酸化、糖新生、及びミトコンドリア酸化的代謝に関与する遺伝子の発現は、２群間で
類似していた。
【０１４３】
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　理論によって結び付けられることなく、Ｎｒｇ４欠損マウス肝における脂質生成の異常
な活性化は、脂質生成遺伝子プログラムに及ぼすＮｒｇ４シグナル伝達の直接的な効果か
ら結果として生じているのかもしれない。あるいは、中程度でありながらも体脂肪率の増
加は、Ｎｒｇ４欠損マウスにおける肝脂質代謝の崩壊に関与しているのかもしれないこと
は起こり得る。これら２つの可能性を区別するために、初代肝細胞における脂質生成遺伝
子発現に及ぼすＮｒｇ４の効果を検討した。ＳＥＡＰまたはＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２を
含有するＣＭの存在下で、ビヒクル（ＤＭＳＯ）またはＳｒｅｂｐ１ｃ及び脂質生成遺伝
子発現を強力に刺激する肝Ｘ受容体についてのアゴニストであるＴ０９０１３１７を用い
て培養肝細胞を処理した。Ｓｒｅｂｐ１ｃ、Ｆａｓｎ、及びＳｃｄ１の基礎的発現は類似
していたが、ＬＸＲ活性化に応じたこれらの誘導は、ＳＥＡＰ－Ｎｒｇ４Ｎ６２によって
有意に低下した（図２０）。
【０１４４】
　実施例１０：脂肪組織におけるＮｒｇ４の遺伝子導入発現は、食餌誘発性代謝調節不全
を寛解させる
【０１４５】
　本実施例は、上昇するＮｒｇ４水準が、血中グルコース調節に対する有益な効果を提供
し、かつ脂肪肝疾患の重症度を低下させることを実証する。
【０１４６】
　先に説明したように、脂肪細胞Ｎｒｇ４発現は、マウスにおける食餌誘発性肥満及び遺
伝的肥満において有意に低下した。このようなものとして、脂肪組織におけるＮｒｇ４の
遺伝子導入過剰発現は、肥満によって誘導される代謝の恒常性維持の悪化を標準化または
救出するかもしれない。さらに、組換えＮｒｇ４タンパク質の投与は、高血糖、非アルコ
ール性脂肪肝疾患、及び高脂血症を治療する上での治療上の利益を提供するかもしれない
。これらの可能性を検査するために、脂肪細胞における遺伝子の遺伝子導入発現に対処す
る上で広く用いられてきたａＰ２プロモーター／エンハンサーの制御下で脂肪特異的Ｎｒ
ｇ４を用いてトランスジェニックマウスを作出した。褐色脂肪組織及び白色脂肪組織にお
けるＮｒｇ４の種々の水準の遺伝子導入発現を有する５つの独立した遺伝子導入始祖を作
出した。１つの特定の系統（＃１１１として内部で指定）をさらなる研究に選択した。そ
の理由は、Ｎｒｇ４導入遺伝子が、痩身マウスにおけるＮｒｇ４発現をわずかに上回る水
準で脂肪組織において特異的に発現していたからである。ＡＰ２－Ｎｒｇ４トランスジェ
ニックマウスは、生後の成長、身体的様相、及び一般的な行動特徴に関して非トランスジ
ェニック同腹子とは区別できなかった。
【０１４７】
　Ｎｒｇ４の遺伝子導入発現がマウスを食餌誘発性代謝障害から保護するかどうかを判定
するために、対照マウス及びトランスジェニックマウスに高脂肪食を摂餌させた。トラン
スジェニック群は、高脂肪食摂餌１１週間後に対照群よりもわずかに少ない体重を獲得し
た（図２１のＡ）。体組成分析は、％体脂肪量がトランスジェニック群において低下する
のに対し、％除脂肪体重が大きく類似しているままであることを明らかにした（図２１の
Ｂ）。次に、全身エネルギー代謝を、包括的実験動物モニタリングシステム（Ｃｏｍｐｒ
ｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｌａｂ　Ａｎｉｍａｌ　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＣＬ
ＡＭＳ））を用いて測定した。対照マウス及びトランスジェニックマウスは類似の摂餌量
を有していたが、トランスジェニックマウスは、体重または除脂肪体重に対して標準化し
た場合、有意に高い酸素消費量（ＶＯ２）を呈した（図２１のＣ）。トランスジェニック
マウスはまた、赤外ビーズ破壊装置によってモニターした場合、高い運動活動水準を有し
ているように見えた。トランスジェニックマウスは、一晩の飢餓後により低い血漿ＴＡＧ
濃度及びより高い水準のケトンを有しており（図２２Ａ）、肝脂肪酸酸化及びケトン生成
が、Ｎｒｇ４の遺伝子導入発現によって高まるのかもしれないことを示唆した。総コレス
テロール水準もトランスジェニック群においてより低かった。
【０１４８】
　Ｎｒｇ４欠損とは対照的に、Ｎｒｇ４トランスジェニックマウスは、摂餌時及び絶食時
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の両条件下で、対照よりも血糖値が低かった（図２２Ｂ）。絶食時血漿インスリン水準も
トランスジェニック群においてより低かった。耐糖能試験は、Ｎｒｇ４トランスジェニッ
クマウスが、グルコースの腹腔内負荷（２ｍｇ／ｋｇ）後に耐糖能を改善していたことを
示す（図２３Ａ）。改善されたグルコース代謝と一致して、トランスジェニックマウスは
インスリン耐性試験においてインスリンに対してより応答性があった（図２３のＢ）。組
織学的分析は、トランスジェニックマウスがあまり重症ではない脂肪肝を発症している（
図２４のＡ）のに対し、脂肪組織の組織学的分析は２群間で類似していることを示した。
一貫して、肝トリグリセリド含有量は、トランスジェニック群において低かった（図２４
のＢ）。
【０１４９】
　次に、遺伝子発現研究を実施して、Ｎｒｇ４の遺伝子導入上昇に応答する下流の代謝経
路を研究した。ＳＲＥＢＰ１ｃのｍＲＮＡ及びタンパク質の水準は、トランスジェニック
マウス肝において有意に低かった（図２４のＣ及びＤ）。Ｇｃｋ、Ａｃｌ、Ａｃｃ１、Ｍ
ｅ１、Ｆａｓｎ、及びＳｃｄ１を含む肝脂質生成遺伝子の発現水準はしたがって、脂肪組
織におけるＮｒｇ４の遺伝子導入発現に応じて減弱した。Ｆｓｐ２７ｍＲＮＡ発現も顕著
に低下した。総合すると、これらの研究は、上昇するＮｒｇ４水準が血糖値及び脂質水準
に及ぼす望ましい効果を結果的に生じるという遺伝的証拠を提供し、かつＮｒｇ４過剰発
現が非アルコール性脂肪肝疾患の治療において有益であるかもしれないという証拠を提供
する。
【０１５０】
　実施例１１：組換えＮｒｇ４断片
　２型糖尿病及び非アルコール性脂肪肝疾患を治療する上で外来的に投与されるＮｒｇ４
の治療上の能力を評価するために、組換えＮｒｇ４タンパク質を発現するベクター（ＧＳ
Ｔ－Ｎｒｇ４）を、細菌宿主を用いて作出した。原理実証研究を実施して、組換えＮｒｇ
４タンパク質の潜在的な治療効果を評価した。ＧＳＴ－Ｎｒｇ４融合タンパク質及びＧＳ
Ｔを、関連発現ベクターを含有する細菌から発現及び精製した。１日当たり２用量のＧＳ
ＴまたはＧＳＴ－Ｎｒｇ４を食餌誘発性肥満マウスに５日間連続して腹腔内投与した。代
謝産物測定及び遺伝子発現分析のために、最後の注射の２時間後に血漿検体及び組織検体
を収集した。血漿のグルコース濃度及びインスリン濃度は、対照においてよりもＧＳＴ－
Ｎｒｇ４で処置したマウスにおいて低かった（図２５）。理論によって結び付けられるこ
となく、これらの結果は、血中グルコースを低下させるＧＳＴ－Ｎｒｇ４の能力が、イン
スリン分泌促進物質として作用するのとは異なる機序を通じて仲介されることを示す。新
規の脂質生成に関与する酵素の発現は、リンゴ酸酵素１（ＭＥ１）及びステアロイルＣｏ
Ａ脱飽和酵素１（ＳＣＤ１）を含む、ＧＳＴ－Ｎｒｇ４によって有意に低下した。
【０１５１】
　本開示は、本明細書に説明される本発明の方法及び組成物の実施についての具体的な様
式を含むことが判っているまたは含むよう提唱された特定の実施形態の点で説明されてき
た。説明した本発明の種々の改変及び変更は、本発明の範囲及び精神から逸脱することな
く、当業者に明らかであろう。本開示は具体的な実施形態を提供しているが、請求される
ような本発明が、このような具体的な実施形態に過度に限定されるべきではないことは理
解されるべきである。実際、関連分野における当業者に対して明白な本発明を実施するた
めに説明された様式の種々の改変は、以下の特許請求の範囲内であるよう企図される。
【０１５２】
　参考文献
　Ｃｏｈｅｎ，Ｊ．Ｃ．，Ｈｏｒｔｏｎ，Ｊ．Ｄ．及びＨｏｂｂｓ，Ｈ．Ｈ．ヒト脂肪肝
疾患：古い問いと新たな見解（Ｈｕｍａｎ　ｆａｔｔｙ　ｌｉｖｅｒ　ｄｉｓｅａｓｅ：
ｏｌｄ　ｑｕｅｓｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｎｅｗ　ｉｎｓｉｇｈｔｓ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　３
３２，１５１９～１５２３（２０１１）。
【０１５３】
　Ｊａｍｅｓ，Ｏ．及びＤａｙ，Ｃ．非アルコール性脂肪性肝炎：富裕に関する別の疾患
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（Ｎｏｎ－ａｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ：　ａｎｏｔｈｅｒ　
ｄｉｓｅａｓｅ　ｏｆ　ａｆｆｌｕｅｎｃｅ）．Ｌａｎｃｅｔ　３５３，１６３４～１６
３６（１９９９）。
【０１５４】
　Ｊｏｒｎａｙｖａｚ，Ｆ．Ｒ．，Ｓａｍｕｅｌ，Ｖ．Ｔ．及びＳｈｕｌｍａｎ，Ｇ．Ｉ
．メタボリックシンドロームと関係した動脈硬化誘発性脂質異常血症及び非アルコール性
脂肪肝疾患の病理発生における筋インスリン抵抗性の役割（Ｔｈｅ　ｒｏｌｅ　Ｏｆ　ｍ
ｕｓｃｌｅ　ｉｎｓｕｌｉｎ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐａｔｈｏｇｅｎ
ｅｓｉｓ　ｏｆ　ａｔｈｅｒｏｇｅｎｉｃ　ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ　ａｎｄ　ｎｏｎ
ａｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｆａｔｔｙ　ｌｉｖｅｒ　ｄｉｓｅａｓｅ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）．Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｎ
ｕｔｒ　３０，２７３～２９０（２０１０）。
【０１５５】
　Ｓｚｃｚｅｐａｎｉａｋ，Ｌ．Ｓ．ら，肝トリグリセリド含有量を測定するための磁気
共鳴画像法：一般的な集団における脂肪肝の有病率（Ｍａｇｎｅｔｉｃ　ｒｅｓｏｎａｎ
ｃｅ　ｓｐｅｃｔrｏｓｃｏｐｙ　ｔｏ　ｍｅａｓｕｒｅ　ｈｅｐａｔｉｃ　ｔｒｉｇｌ
ｙｃｅｒｉｄｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ：　ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ　Ｏｆ　ｈｅｐａｔｉｃ　ｓ
ｔｅａｔｏｓｉｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｒａｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ）．Ａｍ　Ｊ
　Ｐｈｙｓｉｏｌ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　Ｍｅｔａｂ　２８８，Ｅ４６２～４６８（２
００５）。
【０１５６】
　Ｂｒｏｗｎｉｎｇ，Ｊ．ｄ．ら，米国における都市集団における脂肪肝の有病率：民族
性の影響（Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ　ｏｆ　ｈｅｐａｔｉｃ　ｓｔｅａｔｏｓｉｓ　ｉｎ　
ａｎ　ｕｒｂａｎ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ
：　ｉｍｐａｃｔ　ｏｆ　ｅｔｈｎｉｃｉｔｙ）．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　４０，１３８
７～１３９５（２００４）。
【０１５７】
　Ｌｏｏｍｂａ，Ｒ．，Ｓｉｒｌｉｎ，Ｃ．Ｂ．，Ｓｃｈｗｉｍｍｅｒ，Ｊ．Ｂ．及びＬ
ａｖｉｎｅ，Ｊ．Ｅ．小児非アルコール性脂肪肝疾患における進展（Ａｄｖａｎｃｅｓ　
ｉｎ　ｐｅｄｉａｔｒｉｃ　ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｆａｔｔｙ　ｌｉｖｅｒ　ｄｉ
ｓｅａｓｅ）．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　５０，１２８２～１２９３（２００９）。
【０１５８】
　Ｃｈｉｔｔｕｒｉ，Ｓ．ら，非アルコール性脂肪性肝炎及びインスリン抵抗性：インス
リンの過剰分泌及びインスリン抵抗性症候群との具体的な関係（ＮＡＳＨ　ａｎｄ　ｉｎ
ｓｕｌｉｎ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ：　Ｉｎｓｕｌｉｎ　ｈｙｐｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
　ａｎｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｉｎｓｕｌ
ｉｎ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　３５，３７
３～３７９（２００２）。
【０１５９】
　Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ，Ｍ．Ｒ．及びＷｏｌｆ，Ｅ．一見したところの表皮成長因子受容
体リガンド（Ｔｈｅ　ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｒｅｃｅｐｔ
ｏｒ　ｌｉｇａｎｄｓ　ａｔ　ａ　ｇｌａｎｃｅ）．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕ
ｌａｒ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　２１８，４６０～４６６（２００９）。
【０１６０】
　Ｂｕｒｇｅｓｓ，Ａ．Ｗ．表皮成長因子受容体ファミリー：構造生理学シグナル伝達及
び治療標的（ＥＧＦＲ　ｆａｍｉｌｙ：　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ　ａｎｄ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｔａｒｇｅｔｓ）．Ｇｒｏｗ
ｔｈ　ｆａｃｔｏｒｓ　２６，２６３～２７４（２００８）。
【０１６１】
　Ｆａｌｌｓ，Ｄ．Ｌ．ニューレグリン及び神経筋系：答えと問いに関する１０年間（Ｎ
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ｅｕｒｅｇｕｌｉｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｎｅｕｒｏｍｕｓｃｕｌａｒ　ｓｙｓｔｅｍ：
１０　ｙｅａｒｓ　ｏｆ　ａｎｓｗｅｒｓ　ａｎｄ　ｑｕｅｓｔｉｏｎｓ）．Ｊｏｕｒｎ
ａｌ　ｏｆ　ｎｅｕｒｏｃｙｔｏｌｏｇｙ　３２，６１９～６４７（２００３）。
【０１６２】
　Ｒｅｉｓｓ，Ｋ．及びＳａｆｔｉｇ，　Ｐ．放出酵素の「ジスインテグリン及びメタロ
プロテアーゼ」（ＡＤＡＭ）ファミリー：生理学的機能及び細胞機能（Ｔｈｅ　“ａ　ｄ
ｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ　ａｎｄ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅ”（ＡＤＡＭ）　ｆａ
ｍｉｌｙ　Ｏｆ　ｓｈｅｄｄａｓｅｓ：　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｎｄ　ｃｅｌ
ｌｕｌａｒ　ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ）．Ｓｅｍｉｎａｒｓ　ｉｎ　ｃｅｌｌ　＆　ｄｅｖｅ
ｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｂｉｏｌｏｇｙ　２０，１２６～１３７（２００９）。
【０１６３】
　Ｂｌｏｂｅｌ，Ｃ．Ｐ．，Ｃａｒｐｅｎｔｅｒ，Ｇ．及びＦｒｅｅｍａｎ，Ｍ．Ｅｒｂ
Ｂ生物学におけるプロテアーゼ活性の役割（Ｔｈｅ　ｒｏｌｅ　Ｏｆ　ｐｒｏｔｅａｓｅ
　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　ＥｒｂＢ　ｂｉｏｌｏｇｙ）．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　
ｃｅｌｌ　ｒｅｓｅａｒｃｈ　３１５，６７１～６８２（２００９）。
【０１６４】
　Ｔａｎｇ，Ｃ．Ｓ．ら，ゲノム全体のコピー数分析は新たなＨＳＣＲ遺伝子ＮＲＧ３を
明らかにする（Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅ　ｃｏｐｙ　ｎｕｍｂｅｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ　
ｕｎｃｏｖｅｒｓ　ａ　ｎｅｗ　ＨＳＣＲ　ｇｅｎｅ：　ＮＲＧ３）．ＰＬｏＳ　ｇｅｎ
ｅｔｉｃｓ　８，ｅ１００２６８７（２０１２）。
【０１６５】
　Ｓｔｅｆａｎｓｓｏｎ，Ｈ．ら，ニューレグリン１と統合失調症に対する易罹患性（Ｎ
ｅｕｒｅｇｕｌｉｎ　１　ａｎｄ　ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ　ｔｏ　ｓｃｈｉｚｏ
ｐｈｒｅｎｉａ）．Ａｍｅｒｉｃａｎ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｇｅｎｅｔ
ｉｃｓ　７１，８７７～８９２（２００２）。
【０１６６】
　Ｈａｙｅｓ，　Ｎ．Ｖ．，Ｎｅｗｓａｍ，Ｒ．Ｊ．，Ｂａｉｎｅｓ，　Ａ．Ｊ．及びＧ
ｕｌｌｉｃｋ，Ｗ．Ｊ．ニューレグリン４遺伝子の細胞膜関連産物の特徴づけ（Ｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　Ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ－ａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ　４　ｇｅｎｅ）．
Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　２７，７１５～７２０（２００８）。
【０１６７】
　Ｈａｒａｒｉ，ｄ．ら，ニューレグリン－４：ＥｒｂＢ－４受容体チロシンキナーゼを
通じて作用する新規の成長因子（Ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ－４：ａ　ｎｏｖｅｌ　ｇｒｏｗ
ｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｔｈａｔ　ａｃｔｓ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｔｈｅ　ＥｒｂＢ－４　ｒ
ｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｙｒｏｓｉｎｅ　ｋｉｎａｓｅ）．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　１８，２６８
１～２６８９（１９９９）。
【０１６８】
　Ｆａｌｌｓ，ｄ．Ｌ．ニューレグリン：機能、形態、及びシグナル伝達戦略（Ｎｅｕｒ
ｅｇｕｌｉｎｓ：ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ，ｆｏｒｍｓ，ａｎｄ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｓｔ
ｒａｔｅｇｉｅｓ）．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｃｅｌｌ　ｒｅｓｅａｒｃｈ　２８４
，１４～３０（２００３）。
【０１６９】
　Ｄｕｎｎ，Ｍ．ら，ヒト乳癌におけるニューレグリン１、２、３及び４の同時発現（Ｃ
ｏ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎｓ　１，２，３　ａｎｄ　４　
ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ）．Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｐ
ａｔｈｏｌｏｇｙ　２０３，６７２～６８０（２００４）。
【０１７０】
　Ｈａｙｅｓ，Ｎ．Ｖ．ら，前立腺癌におけるニューレグリン４の新規のスプライシング
バリアントの識別及び特徴づけ（Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃ
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ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｎｏｖｅｌ　ｓｐｌｉｃｅｄ　ｖａｒｉａｎｔｓ　ｏｆ　
ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ　４　ｉｎ　ｐｒｏｓｔａｔｅ　ｃａｎｃｅｒ）．Ｃｌｉｎｉｃａ
ｌ　ｃａｎｃｅｒ　ｒｅｓｅａｒｃｈ：ａｎ　ｏｆｆｉｃｉａｌ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ
　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　１３，３１４７～３１５５（２００７）。
【０１７１】
　Ｅｂｉ，Ｍ．ら，胃腸悪性リンパ腫におけるニューレグリン４及びＨＥＲ４の役割（Ｔ
ｈｅ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ４　ａｎｄ　ＨＥＲ４　ｉｎ　ｇａｓｔｒ
ｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｍａｌｉｇｎａｎｔ　ｌｙｍｐｈｏｍａ）．Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ｒｅｐｏｒｔｓ　４，１１５１～１１５５（２０１１）。
【０１７２】
　Ｍｕｌｌｅｒ，Ｈ．，Ｄａｉ，Ｇ．及びＳｏａｒｅｓ，Ｍ．Ｊ．アルカリフォスファタ
ーゼ－ＰＬ－Ｉ融合タンパク質を用いて識別される胎盤ラクトゲン－Ｉ（ＰＬ－Ｉ）標的
組織（Ｐｌａｃｅｎｔａｌ　ｌａｃｔｏｇｅｎ－Ｉ（ＰＬ－Ｉ）ｔａｒｇｅｔ　ｔｉｓｓ
ｕｅｓ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ　ｗｉｔｈ　ａｎ　ａｌｋａｌｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔ
ａｓｅ－ＰＬ－Ｉ　ｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ）．Ｔｈｅ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　
ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　ｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：ｏｆｆｉｃｉａ
ｌ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　
４６，７３７～７４３（１９９８）。
【０１７３】
　Ｌｉｎ，Ｊ．及びＬｉｎｚｅｒ，ｄ．Ｉ．新規の妊娠特異的ホルモンによる巨核球分化
の誘導（Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｇａｋａｒｙｏｃｙｔｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉａｔｉｏｎ　ｂｙ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｐｒｅｇｎａｎｃｙ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｈｏｒ
ｍｏｎｅ）．　Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ　２７４，２１４８５～２１４８９（１９９９）。
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