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(57)【要約】
【課題】腎損傷（例えば、ＡＫＩ、ＣＫＤ等）および膵
臓炎を治療および予防するための組成物、およびその方
法を提供すること。
【解決手段】本発明は、腎臓病および腎臓障害並びに膵
臓病および膵臓障害を検出、治療、および予防する組成
物および方法を含む。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腎臓病または腎臓障害の治療または予防を必要とする対象の当該疾患を治療または予防
する方法であって、少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ活性剤を含む組成物の治療有効量を当
該対象に投与することを含む、方法。
【請求項２】
　前記ＰＭＣＡ４ｂ活性剤が、化合物、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、抗体、
および小分子化合物からなる群から選択される少なくとも１つである、請求項１に記載の
方法。
【請求項３】
　前記ＰＭＣＡ４ｂ活性剤が、レナラーゼポリペプチドである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記レナラーゼポリペプチドが配列番号８のアミノ酸配列を含む、請求項３に記載の方
法。
【請求項５】
　前記レナラーゼポリペプチドが配列番号９のアミノ酸配列を含む、請求項３に記載の方
法。
【請求項６】
　前記ＰＭＣＡ４ｂ活性剤がレナラーゼポリペプチド断片である、請求項１に記載の方法
。
【請求項７】
　前記レナラーゼポリペプチド断片が配列番号３のアミノ酸配列を含む、請求項６の方法
。
【請求項８】
　前記レナラーゼポリペプチド断片が配列番号４のアミノ酸配列を含む、請求項６の方法
。
【請求項９】
　前記レナラーゼポリペプチド断片が配列番号５のアミノ酸配列を含む、請求項６の方法
。
【請求項１０】
　前記少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ活性剤が１回で投与される、請求項１に記載の方法
。
【請求項１１】
　前記少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ活性剤が繰り返し投与される、請求項１に記載の方
法。
【請求項１２】
　前記少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ活性剤が、局所、領域、または全身に投与される、
請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ＰＭＣＡ４ｂ活性剤が、ＰＭＣＡ４ｂ発現の活性剤、ＰＭＣＡ４ｂ活性の活性剤、
またはこれらの組み合わせである、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記腎臓病または腎臓障害が、急性腎損傷（ＡＫＩ）、慢性腎臓病（ＣＫＤ）、腎臓虚
血性損傷、腎臓再かん流損傷、腎臓虚血性再かん流損傷、毒性腎損傷、尿細管壊死、尿細
管炎症、尿細管アポトーシス、高血圧症、およびこれらの任意の組み合わせからなる群か
ら選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記対象はヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　癌を治療または予防を必要とする対象において当該疾患を治療または予防する方法であ



(3) JP 2019-182873 A 2019.10.24

10

20

30

40

50

って、少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ阻害剤を含む組成物の治療有効量を当該対象に投与
することを含む、方法。
【請求項１７】
　前記ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤が、化合物、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、抗体、
リボザイム、小分子化合物、およびアンチセンス核酸分子からなる群から選択される少な
くとも１つである、請求項１６の方法。
【請求項１８】
　前記ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤がカロキシン１ｂである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤がシスプラチンである、請求項１６に記載の方法。
【請求項２０】
　前記癌が、脳癌、膀胱癌、乳癌、頸部癌、結腸直腸癌、肝臓癌、腎臓癌、リンパ腫、白
血病、肺癌、黒色腫、転移性黒色腫、中皮腫、神経芽細胞腫、卵巣癌、前立腺癌、膵臓癌
、腎臓癌、皮膚癌、胸腺腫、肉腫、非ホジキンリンパ腫、ホジキンリンパ腫、子宮癌、お
よびこれらの任意の組み合わせからなる群から選択される、請求項１６に記載の方法。
【請求項２１】
　前記対象はヒトである、請求項１６に記載の方法。
【請求項２２】
　膵臓病または膵臓障害の治療または予防を必要とする対象において当該疾患を治療また
は予防する方法であって、少なくとも１種の薬剤を含む組成物の治療有効量を当該対象に
投与することを含み、前記少なくとも１種の薬剤が、レナラーゼポリペプチド、レナラー
ゼポリペプチド断片、およびレナラーゼの活性剤からなる群から選択される少なくとも１
つである、方法。
【請求項２３】
　前記レナラーゼポリペプチドが、組み換えレナラーゼポリペプチドである、請求項２２
に記載の方法。
【請求項２４】
　前記レナラーゼポリペプチドが配列番号８のアミノ酸配列を含む、請求項２２に記載の
方法。
【請求項２５】
　前記レナラーゼポリペプチドが配列番号９のアミノ酸配列を含む、請求項２２に記載の
方法。
【請求項２６】
　前記レナラーゼポリペプチド断片が配列番号３のアミノ酸配列を含む、請求項２２に記
載の方法。
【請求項２７】
　前記レナラーゼポリペプチド断片が配列番号４のアミノ酸配列を含む、請求項２２に記
載の方法。
【請求項２８】
　前記レナラーゼポリペプチド断片が配列番号５のアミノ酸配列を含む、請求項２２に記
載の方法。
【請求項２９】
　前記少なくとも１種の薬剤が１回で投与される、請求項２２に記載の方法。
【請求項３０】
　前記少なくとも１種の薬剤が繰り返し投与される、請求項２２に記載の方法。
【請求項３１】
　前記少なくとも１種の薬剤が局所、領域、または全身に投与される、請求項２２に記載
の方法。
【請求項３２】
　前記レナラーゼの活性剤が、レナラーゼ発現の活性剤、レナラーゼ活性の活性剤、また



(4) JP 2019-182873 A 2019.10.24

10

20

30

40

50

はこれらの組み合わせである、請求項２２に記載の方法。
【請求項３３】
　前記レナラーゼの活性剤が、化合物、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、および
小分子化合物からなる群から選択される少なくとも１つである、請求項２２に記載の方法
。
【請求項３４】
　前記膵臓病または膵臓障害が、急性膵臓炎および慢性膵臓炎からなる群から選択される
少なくとも１つである、請求項２２に記載の方法。
【請求項３５】
　膵臓病または膵臓障害の診断を必要とする対象において、当該疾患を診断する方法であ
って、
ａ．前記対象の生体試料中のレナラーゼ濃度を決定すること、
ｂ．前記対象の生体試料中のレナラーゼ濃度を比較対照と比較すること、および
ｃ．前記対象の生体試料のレナラーゼ濃度が前記比較対照のレナラーゼ濃度に比べて低い
場合に、前記対象が膵臓病または膵臓障害を有すると診断すること
を含む、方法。
【請求項３６】
　膵臓病または膵臓障害を有すると診断された前記対象に治療を施す工程をさらに含む、
請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記生体試料中のレナラーゼｍＲＮＡの濃度を測定して前記生体試料のレナラーゼ濃度
を決定する、請求項３５に記載の方法。
【請求項３８】
　前記生体試料中のレナラーゼポリペプチドの濃度を測定して前記生体試料のレナラーゼ
濃度を決定する、請求項３５に記載の方法。
【請求項３９】
　前記生体試料中のレナラーゼポリペプチドの酵素活性を測定して前記生体試料のレナラ
ーゼ濃度を決定する、請求項３５に記載の方法。
【請求項４０】
　前記比較対照が、陰性対照、歴史的対照、歴史的基準、または前記生体試料中の基準分
子濃度からなる群から選択される少なくとも１つである、請求項３５に記載の方法。
【請求項４１】
　前記膵臓病または膵臓障害が、急性膵臓炎および慢性膵臓炎からなる群から選択される
少なくとも１つである、請求項３５に記載の方法。
【請求項４２】
　前記対象はヒトである、請求項３５に記載の方法。
【請求項４３】
　試験化合物をレナラーゼ受容体の活性の調節剤として同定する方法であって、
ａ．試験化合物の存在下でレナラーゼ受容体の活性度を求めること、
ｂ．試験化合物の非存在下でレナラーゼ受容体の活性度を求めること、
ｃ．前記試験化合物の存在下でのレナラーゼ受容体の活性度を前記試験化合物の非存在下
でのレナラーゼ受容体の活性度と比較すること、および
ｄ．前記試験化合物の存在下でのレナラーゼ受容体の活性度が前記試験化合物の非存在下
でのレナラーゼ受容体の活性度と異なる場合に、前記試験化合物をレナラーゼ受容体の活
性の調節剤として同定することを含む、方法。
【請求項４４】
　前記試験化合物の存在下でレナラーゼ受容体の活性度が高まる場合は、前記試験化合物
が活性剤として同定される、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記試験化合物の存在下でレナラーゼ受容体の活性度が下がる場合は、前記試験化合物
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が阻害剤として同定される、請求項４３に記載の方法。
【請求項４６】
　マイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（ＭＡＰＫ）信号伝達の濃度を測定してレナラ
ーゼ受容体の活性度を決定する、請求項４３に記載の方法。
【請求項４７】
　ＡＴＰ分解酵素活性を測定してレナラーゼ受容体の活性度を決定する、請求項４３に記
載の方法。
【請求項４８】
　前記レナラーゼ受容体がＰＭＣＡ４ｂである、請求項４３に記載の方法。
【請求項４９】
　前記試験化合物が、化合物、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、抗体、核酸、ア
ンチセンス核酸、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、リボザイム、アロステリック調
節剤、および小分子化合物からなる群から選択される少なくとも１つである、請求項４３
に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
関連出願
　本願は、２０１４年５月１６日に提出された米国特許仮出願第６１／９９４，２７９号
の優先権を主張するものであり、その全内容が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
連邦政府による出資の研究または開発に関する陳述
　本発明は、国立衛生研究所からの助成金ＲＣ１ＤＫ０８６４６５、ＲＣ１ＤＫ０８６４
０２、およびＲ０１ＤＫ０８１０３７として政府の支持を得てなされた。政府は本発明に
対して特定の権利を有する。
【０００３】
発明の背景
　レナラーゼ（ＲＮＬＳおよび遺伝子Ｃ１０ｏｒｆ５９ともいう）は、新規な分泌性フラ
ボタンパク質オキシダーゼである（Farzaneh-Far et al., 2010, PLoS One 5:e13496; De
sir et al., 2012, J. Am. Heart Assoc. 1:e002634; Desir et al., 2012, 6:417-426; 
J. Am.Soc.Hypertension; Xu et al., 2005, J. Clin.Invest. 115:1275-1280; Li et al
., 2008, Circulation 117:1277-1282）。この遺伝子に存在する一塩基多型は高血圧症、
心臓病、および糖尿病と関連づけられている（Farzaneh-Far et al., 2010, PLoS One 5:
e13496; Barrett et al., 2009, Nat.Genet. 41:703-707; Buraczynska et al., 2011, N
euromolecular Med. 13:321-327; Malyszko et al., 2012, Ren. Fail. 34:727-731; Zha
o et al., 2007, J. Mol. Med. （Berl）. 85:877-885）。レナラーゼの結晶構造は解明
されており（Milani et al., 2011, J. Mol.Biol. 411:463-473）、そのタンパク質はエ
ピネフリンと結合して（Xu et al., 2005, J. Clin. Invest. 115:1275-1280）、オキシ
ダーゼ／アノメラーゼとして機能し、酸素分子を用いてα－ＮＡＤ（Ｐ）Ｈとβ－ＮＡＤ
＋に変換し、反応副生物として過酸化水素を生成する（Beaupre et al., 2013, J. Am.Ch
em.Soc. 135:13980-13987）。
【０００４】
　野生型（ＷＴ）マウスにレナラーゼを投与すると、血漿カテコールアミン濃度および全
身の血圧が低下する。レナラーゼが欠失した（レナラーゼノックアウト（ＫＯ））マウス
では、カテコールアミン濃度および血圧が上昇する（Wu et al., 2011, Kidney Int. 79:
853-860）。遺伝子欠失はまた、虚血性急性腎損傷（ＡＫＩ）（Lee et al., 2013, J. Am
. Soc. Nephrol. 24:45-455）や心外傷（Wu et al., 2011, Kidney Int. 79:853-860）を
悪化させる。組換えレナラーゼは野生型マウスの虚血性損傷を防ぐ（Lee et al., 2013, 
J. Am. Soc. Nephrol. 24:445-455）。レナラーゼ遺伝子の２つの一塩基多型（ＳＮＰ）
（rs2576178 GG遺伝型およびrs2296545 CC）は、本態性高血圧症と関連づけられている（
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Zhao et al., 2007, J. Mol. Med. (Berl.) 85:877-885）。また、rs2296545 CCは、（ア
ミノ酸３７におけるグルタミン酸からアスパラギン酸への）保存的アミノ酸変化を生じ、
安定した冠動脈瘤病を有する人の心臓肥大、心室機能障害、低運動能力、および誘発性虚
血と関連づけられている（Farzaneh-Far et al., 2010, PLoS One 5:e13496）。慢性腎臓
病のラットのモデル（5/6 Nx）では心臓のレナラーゼ濃度が大きく低下することが観察さ
れた（Li et al., 2008, Circulation 117:1277-1282）。組み換えレナラーゼを投与する
と齧歯類の血圧が低下し（Xu et al., 2005, J. Clin. Invest 115:1275-1280; Milani e
t al., 2011, J. Mol. Biol. 411:463-473）、マウスを虚血性ＡＫＩから保護する（Lee 
et al., 2013, J. Am. Soc. Nephrol. 24:445-455）。レナラーゼはまた、オキシダーゼ
／アノメラーゼとして作用してα－ＮＡＤ（Ｐ）Ｈをβ－ＮＡＤ＋に変換し、反応副生物
として過酸化水素を生成する。その本来の酵素活性とは独立して、細胞外レナラーゼはＭ
ＡＰＫ信号伝達を活性化して、野生型（ＷＴ）マウスでの急性腎損傷（ＡＫＩ）を防ぐ（
Wang et al., 2014, J. Am. Soc. Nephrol. DOI:10.1681/asn.2013060665）。
【０００５】
　レナラーゼは細胞保護効果を有するが、この細胞保護効果はあるパターンのＭＡＰＫ信
号伝達により腎損傷で始まる。この信号伝達は、レナラーゼと細胞膜Ｃａ－ＡＴＰ分解酵
素との相互作用によって媒介される。腎損傷は慢性腎臓病（ＣＫＤ）を引き起こす可能性
がある。慢性腎臓病は、主に心臓血管合併症による病的状態およびの死亡率の増加と関連
づけられている。慢性腎臓病（ＣＫＤ）を患う長期患者の約３０％は、主に心臓血管合併
症による病的状態およびの死亡率の増加と関連づけられている。急性腎損傷（ＡＫＩ）は
、一般に敗血症、手術、および特定の薬物と関連づけられた臨床状態であり、入院してい
る長期患者の２０％以下に影響を及ぼす。疫学データによると、ＡＫＩの重症度は院内死
亡率および長期死亡率と関連づけられることが示されている。ＣＫＤおよびＡＫＩでは交
感神経系の緊張の高まりが生じることが示されている。
【０００６】
　レナラーゼの結晶構造は解明されているが、その作用機序は未だ明らかではない。最近
では、レナラーゼは、その本来の酵素活性とは独立した受容体媒介過程により細胞および
器官の生存を助けることが報告されている（Wang L, Velazquez H, Moeckel G et al.Ren
alase Prevents AKI Independent of Amine Oxidase Activity（レナラーゼはアミンオキ
シダーゼ活性とは独立してＡＫＩを防ぐ）. J Am Soc Nephrol 2014）。レナラーゼはま
た、Ｂ－細胞リンパ腫２（Ｂｃｌ－２）を活性化して、ｃ－Ｊｕｎ　Ｎ－末端キナーゼ（
ＪＮＫ）を防ぐことが分かっている。
【０００７】
　急性膵臓炎は生命を脅かす可能性がある病気で、米国では毎年２５０，０００人を超え
る人々がこの病気にかかっており、胃腸疾患による入院の原因となっている（Wu and Ban
ks, 2013, Gastroenterology 144, 1272-1281; Whitcomb, 2006, N Engl J Med 354, 214
2-2150）。急性膵臓炎の発症機序は完全には理解されていないため、主な治療法は未だに
支持療法のままである。その結果、重度の急性膵臓炎患者の死亡率は１０～３０％である
（Petrov et al., 2010, Gastroenterology 139, 813-820; McKay and Imrie, 2004, The
 British journal of surgery 91, 1243-1244）。
【０００８】
　この膵臓の急性炎症性疾患は、膵臓腺房細胞の損傷として始まることが最も多いと考え
られている。この病気では当初、タンパク質キナーゼＣイソ型、ＡＭＰＫ、およびＮＦκ
Ｂで媒介される腺房細胞の信号伝達異常が発見されたが、ほとんどの研究は、この病気の
開始については細胞質のＣａ２＋の信号伝達の異常が最も重要であることを示唆している
。透過率の上昇、炎症、および血流の低下を伴う血管損傷を含む一連の連続事象が続き、
その結果、膵臓細胞死となる。重度の病気を有する個体では、通常、肺および腎臓を含む
多臓器損傷が見られる。膵臓炎が一連の個別の経時事象を表すということは、病気の予防
またはその重症度の低減を目的とした介入を有効とするためにはその介入が適切な病気の
段階に特異的な機構でなければならないことを意味する。
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【０００９】
　急性膵臓炎は非常に多様な臨床経過を有し、その起こりうる転帰は全快から死亡までに
及ぶ。したがって、どの患者が重症の病気を発症するかを予測することが、患者の重症度
を適切に見極めるのに重要となる（Mounzer et al., 2012, Gastroenterology 142, 1476
-1482）。初期の患者の状態では、血中尿素窒素（ＢＵＮ）およびクレアチニンを含む腎
臓機能の測定が、重症の病気の経過と死亡率についての最も信頼性が高い予測因子のひと
つである（Wu et al., 2011, Archives of internal medicine 171, 669-676; Muddana e
t al., 2009, The American journal of gastroenterology 104, 164-170）。よって、急
性膵臓炎という設定でのＡＫＩは、死亡率の１０倍の増加と関連づけられている（Kes et
 al., 1996, Ren Fail 18, 621-628; Tran et al., 1993, Nephrol Dial Transplant 8, 
1079-1084）。
【００１０】
　既往のＣＫＤと末期腎疾患（ＥＳＲＤ）がある場合もまた、急性膵臓炎にかかりやすく
、重症度が増す。ＣＫＤおよびＥＳＲＤを有する患者は、対応する対照の５０倍も急性膵
臓炎を発症する可能性が高い（Lankisch et al., 2008, Nephrol Dial Transplant 23, 1
401-1405; Rutsky et al., 1986, Archives of internal medicine 146, 1741-1745; Qur
aishi et al., 2005, The American journal of gastroenterology 100, 2288-2293）。
また、急性膵臓炎を有するＣＫＤ患者は、深刻な合併症および死亡の可能性が高い（Pitc
humoni et al., 1996, The American journal of gastroenterology 91, 2477-2482; Gol
ay and Roychowdhary, 2012, Ren Fail 34, 1338-1340）。ＣＫＤ患者の急性膵臓炎の病
因は、多くの場合分かっていないが、ＣＫＤが急性膵臓炎の発症に対して敏感になってい
ることが示唆される（Pitchumoni et al., 1996, The American journal of gastroenter
ology 91, 2477-2482）。ある研究では、ラットの急性腎不全は個別のパターンの膵臓損
傷を引き起こす（Lerch et al., 1994, Gut 35, 401-407）が、それが実験での膵臓炎の
発症または重症度に感受性があるかどうかは分かっていない。急性膵臓炎に及ぼすＡＫＩ
およびＣＫＤの感作効果に関わる機構を理解すれば、標的化治療法に繋がる可能性がある
。
【００１１】
　よって、腎損傷（例えば、ＡＫＩ、ＣＫＤ等）および膵臓炎を治療および予防するため
の組成物、およびその方法が当該分野で求められている。本発明は、当該分野で満たされ
ていないこの必要性に対処するものである。
【発明の概要】
【００１２】
発明の概要
　一態様では、本発明は、必要とする対象に少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ活性剤を含む
組成物の治療有効量を投与することにより、前記対象の腎臓病または腎臓障害を治療また
は予防する方法である。様々な態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ活性剤は、化合物、タンパク
質、ペプチド、ペプチド模倣物、抗体、小分子化合物、またはこれらの組み合わせである
。一態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ活性剤は、レナラーゼポリペプチド、またはその断片、
結合体、類似体、または相同体である。一態様では、前記レナラーゼポリペプチドは、配
列番号８のアミノ酸配列、またはその断片、結合体、類似体、または相同体を含む。他の
態様では、前記レナラーゼポリペプチドは、配列番号９のアミノ酸配列、またはその断片
、結合体、類似体、または相同体を含む。他の態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ活性剤は、レ
ナラーゼポリペプチド断片である。一態様では、前記レナラーゼポリペプチド断片は配列
番号３のアミノ酸配列、またはその断片、結合体、類似体、または相同体を含む。他の態
様では、前記レナラーゼポリペプチド断片は、配列番号４のアミノ酸配列、またはその断
片、結合体、類似体、または相同体を含む。一態様では、前記レナラーゼポリペプチド断
片は、配列番号５のアミノ酸配列、またはその断片、結合体、類似体、または相同体を含
む。いくつかの態様では、前記少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ活性剤は、１回で投与され
る。いくつかの態様では、前記少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ活性剤は繰り返し投与され
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る。いくつかの態様では、前記少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ活性剤は、局所、領域、ま
たは全身に投与される。様々な態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ活性剤は、ＰＭＣＡ４ｂ発現
の活性剤、ＰＭＣＡ４ｂ活性の活性剤、またはその組み合わせである。様々な態様では、
治療または予防される腎臓病または腎臓障害は、急性腎損傷（ＡＫＩ）、慢性腎臓病（Ｃ
ＫＤ）、腎臓虚血性損傷、腎臓再かん流損傷、腎臓虚血性再かん流損傷、毒性腎損傷、尿
細管壊死、尿細管炎症、尿細管アポトーシス、高血圧症、およびこれらのいずれかの組み
合わせからなる群から選択される。一態様では、前記対象はヒトである。
【００１３】
　他の態様では、本発明は、必要とする対象に少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ阻害剤を含
む組成物の治療有効量を投与することにより、前記対象の癌を治療または予防する方法で
ある。様々な態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤は、化合物、タンパク質、ペプチド、ペ
プチド模倣物、抗体、リボザイム、小分子化合物、アンチセンス核酸分子、またはこれら
のいずれかの組み合わせである。一態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤は、カロキシン１
ｂ、あるいはその類似体、または相同体である。他の態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤
は、シスプラチン、あるいはその類似体、または相同体である。様々な態様では、前記治
療または予防される癌は、脳癌、膀胱癌、乳癌、頸部癌、結腸直腸癌、肝臓癌、腎臓癌、
リンパ腫、白血病、肺癌、黒色腫、転移性黒色腫、中皮腫、神経芽細胞腫、卵巣癌、前立
腺癌、膵臓癌、腎臓癌、皮膚癌、胸腺腫、肉腫、非ホジキンリンパ腫、ホジキンリンパ腫
、子宮癌、またはこれらのいずれかの組み合わせからなる群から選択される。一態様では
、前記対象はヒトである。
【００１４】
　一態様では、本発明は、必要とする対象において、前記対象に少なくとも１種の薬剤を
含む組成物の治療有効量を投与することにより膵臓病または膵臓障害を治療または予防す
る方法であり、前記少なくとも１種の薬剤は、レナラーゼポリペプチド、レナラーゼポリ
ペプチド断片、およびレナラーゼの活性剤、またはその断片、結合体、類似体、または相
同体からなる群から選択される少なくとも１種である。一態様では、前記レナラーゼポリ
ペプチドは、組み換えレナラーゼポリペプチド、またはその断片、結合体、類似体、また
は相同体である。他の態様では、前記レナラーゼポリペプチドは、配列番号８のアミノ酸
配列、その断片、結合体、類似体、または相同体を含む。一態様では、前記レナラーゼポ
リペプチドは、配列番号９のアミノ酸配列、またはその断片、結合体、類似体、または相
同体を含む。他の態様では、前記レナラーゼポリペプチド断片は、配列番号３のアミノ酸
配列、またはその断片、結合体、類似体、または相同体を含む。一態様では、前記レナラ
ーゼポリペプチド断片は、配列番号４のアミノ酸配列、またはその断片、結合体、類似体
、または相同体を含む。他の態様では、前記レナラーゼポリペプチド断片は、配列番号５
のアミノ酸配列、またはその断片、結合体、類似体、または相同体を含む。いくつかの態
様では、前記少なくとも１種の薬剤は、１回で投与される。いくつかの態様では、前記少
なくとも１種の薬剤は繰り返し投与される。様々な態様では、前記少なくとも１種の薬剤
は、局所、領域、または全身に投与される。一態様では、前記レナラーゼの活性剤は、レ
ナラーゼ発現の活性剤、レナラーゼ活性の活性剤、またはこれらの組み合わせである。様
々な態様では、前記レナラーゼの活性剤は、化合物、タンパク質、ペプチド、ペプチド模
倣物、小分子化合物、またはこれらの組み合わせである。様々な態様では、前記膵臓病ま
たは膵臓障害は、急性膵臓炎および慢性膵臓炎からなる群から選択される少なくとも１種
である。
【００１５】
　一態様では、本発明は、必要とする対象の膵臓病または膵臓障害を診断する方法であっ
て、前記対象の生体試料中のレナラーゼ濃度を求める工程、前記対象の生体試料中のレナ
ラーゼ濃度を比較対照と比較する工程、および前記対象の生体試料中のレナラーゼ濃度が
比較対照のレナラーゼ濃度よりも低い場合は前記対象が膵臓病または膵臓障害を有すると
診断する工程を含む。一態様では、前記方法はまた、膵臓病または膵臓障害を有すると診
断された対象に治療を施す工程を含む。いくつかの態様では、前記生体試料のレナラーゼ
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濃度は、前記生体試料中のレナラーゼｍＲＮＡの濃度を測定して決定される。いくつかの
態様では、前記生体試料のレナラーゼ濃度は、前記生体試料中のレナラーゼポリペプチド
の濃度を測定して決定される。いくつかの態様では、前記生体試料のレナラーゼ濃度は、
前記生体試料中のレナラーゼポリペプチドの酵素活性を測定して決定される。様々な態様
では、前記比較対照は、陽性対照、陰性対照、歴史的対照、歴史的基準、または生体試料
中の基準分子濃度からなる群から選択される少なくとも１つである。様々な態様では、前
記膵臓病または膵臓障害は、急性膵臓炎または慢性膵臓炎である。一態様では、前記対象
はヒトである。
【００１６】
　他の態様では、本発明は、レナラーゼ受容体活性の調節剤として試験化合物を同定する
方法であって、前記方法は、試験化合物の存在下でレナラーゼ受容体の活性度を求める工
程、試験化合物の非存在下でレナラーゼ受容体の活性度を求める工程、前記試験化合物の
存在下でのレナラーゼ受容体の活性度を前記試験化合物の非存在下でのレナラーゼ受容体
の活性度と比較する工程、および前記試験化合物の存在下でのレナラーゼ受容体の活性度
が前記試験化合物の非存在下でのレナラーゼ受容体の活性度と異なる場合に前記試験化合
物をレナラーゼ受容体活性の調節剤として同定する工程を含む。いくつかの態様では、前
記レナラーゼ受容体の活性度が試験化合物の存在下で増加する場合は、前記試験化合物は
活性剤として同定される。いくつかの態様では、前記レナラーゼ受容体の活性度が試験化
合物の存在下で低下する場合は、前記試験化合物は阻害剤として同定される。一態様では
、前記レナラーゼ受容体の活性度は、マイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（ＭＡＰＫ
）の信号伝達の量を測定して決定される。一態様では、前記レナラーゼ受容体の活性度は
ＡＴＰ分解酵素活性を測定することで求められる。一態様では、前記レナラーゼ受容体は
ＰＭＣＡ４ｂである。様々な態様では、前記試験化合物は、化合物、タンパク質、ペプチ
ド、ペプチド模倣物、抗体、核酸、アンチセンス核酸、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｓｈＲ
ＮＡ、リボザイム、アロステリック調節剤、小分子化合物、またはこれらの組み合わせで
ある。
【００１７】
　以下に示す本発明の好ましい態様の詳細な記述は、添付の図面と合わせて読むことで理
解が深まる。本発明の例示のため、現在好ましい態様が図面に示されている。当然のこと
だが、本発明は、図面に示された態様の正確な配置および手段に限定されるものではない
。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は図１Ａ～１Ｃを含み、レナラーゼペプチドがどのように保護効果を発揮す
るかが示されている。図１Ａは、レナラーゼペプチド（配列番号１～７）：ＲＰ－Ｓｃｒ
２２０（配列番号７）：組換えＲＰ－２２０のアミノ酸配列を示す図である。図１Ｂは、
２０μＭのシスプラチンに２４時間暴露したＨＫ－２細胞の生存率に及ぼすレナラーゼペ
プチドの効果を示すグラフである。細胞の生存率は、レナラーゼペプチドを用いずにシス
プラチンで処理したＨＫ－２細胞と比較した生存率の変化（％）で示されている。細胞の
生存率はＷＳＴ－１法で測定された。ＲＰ－Ａ２２０：変異ＲＰ－２２０、ＲＰ－１９、
およびＲＰ－１２８：対照ペプチド。上の線にペプチド濃度（μｇ／ｍｌ）が示されてい
る。ｎ＝４、＊＝ｐ＜０．０５。図１Ｃは、２０μＭのシスプラチンに２４時間暴露した
ＨＫ－２細胞の生存率に及ぼす組み換えレナラーゼＲＰ－２２４、ＲＰ－２２０、および
ＲＰ－Ｈ２２０の保護効果を示すグラフである。細胞の生存率は、レナラーゼペプチドを
用いずにシスプラチンで処理したＨＫ－２細胞と比較した生存率の変化（％）で示されて
いる。ｎ＝４、＊＝ｐ＜０．０５。図１Ｄは、ＲＰ－２２０およびＲＰ－Ｈ２２０の用量
反応曲線を示すグラフである。ＨＫ－２細胞は２０μＭのシスプラチンに２４時間暴露さ
れた。細胞の生存率は、レナラーゼペプチドを用いずにシスプラチンで処理したＨＫ－２
細胞と比較した生存率の変化（％）で示されている。ｎ＝４、＊＝ｐ＜０．０５。
【図２】図２は図２Ａ～２Ｃを含み、シスプラチンで処理された細胞でＲＰ－２２０がＭ
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ＡＰＫ活性化パターンをどのように変えるかを示す。図２Ａは、シスプラチン（ＣＰ）の
み、およびＣＰとＲＰ－２２０を用いたＭＡＰＫリン酸化反応を示す、代表的な研究例：
ｐ－ｐ３８、ホスホリル化ｐ３８ＭＡＰＫ、およびｐ－ＥＲＫ：ホスホリル化ＥＲＫゲル
の画像である。図２Ｂは、ＥＲＫ活性化を定量化したグラフである。信号は、対照を充填
したグリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）に対して正規化さ
れた。ｎ＝３、＊＝ｐ＜０．０５。図２Ｃは、ｐ３８活性化を定量化したグラフであり、
信号は、対照を充填したＧＡＰＤＨに対して正規化された。ｎ＝３、＊＝ｐ＜０．０５。
【図３】図３は図３Ａ～３Ｂを含み、ｐ３８の阻害がＲＰ－２２０の保護効果をどの程度
抑止するかを示す。図３Ａは、ｐ３８（ＳＢ２０３５８０）またはＥＲＫ（Ｕ０１２６）
の阻害が、ＷＳＴ－１法を用いて測定されたＨＫ－２細胞の生存率にどの程度悪影響を及
ぼさないかを示している。細胞の生存は、未処理のＨＫ－２細胞と比較した生存率の変化
（％）で示されている。ｎ＝４、＊＝ｐ＜０．０５。図３Ｂは、ｐ３８（１０μＭのＳＢ
２０３５８０）の阻害が、２４時間２０μＭのシスプラチン（Ｃｉｓ）に暴露されたＨＫ
－２細胞に対するＲＰ－２２０の保護作用をどの程度抑止するかを示すグラフである。ｎ
＝４、＊＝ｐ＜０．０５。
【図４Ａ】図４は図４Ａ～４Ｄを含み、レナラーゼ結合タンパク質として細胞膜カルシウ
ムＡＴＰ分解酵素イソ型ＰＭＣＡ４ｂの同定を示す。図４Ａは、標識されたＲＰ－Ｓｃｒ
２２０または標識されたＲＰ－２２０のいずれかと共に培養し、ビオチン標識タンパク質
をストレプトアビジンカラムを用いて精製し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離して、ストレプト
アビジンＨＲＰを用いたウェスタンブロット法で視覚化されたＨＫ－２細胞を示すゲルの
画像である。＊はＲＰ－Ｓｃｒ２２０またはＲＰ－２２０のいずれかで標識された試料の
質量分析により評価された領域であり、＃は、細胞膜カルシウムＡＴＰ分解酵素イソ型Ｐ
ＭＣＡ４ｂを含むＲＰ－２２０のバンドである。
【図４Ｂ－Ｄ】図４は図４Ａ～４Ｄを含み、レナラーゼ結合タンパク質として細胞膜カル
シウムＡＴＰ分解酵素イソ型ＰＭＣＡ４ｂの同定を示す。図４Ｂは、イソ型の特異的モノ
クローナルを用いたウェスタン免疫ブロットにおけるＨＫ－２細胞でのＰＭＣＡ４ｂの内
因性発現を示すゲルの画像である。ＣＣＬ－１１９はヒトの白血病細胞株であり、甲状腺
腫瘍はヒトの甲状腺腫瘍細胞株（ＡＴＣＣ，ＣＲＬ－１８０３）であり、１０μｇのタン
パク質が各レーンに充填された。図４Ｃは、ＨＫ－２細胞におけるＰＭＣＡ４ｂとレナラ
ーゼの共免疫学的局在決定の画像である。画像はツァイスレーザー走査共焦点顕微鏡を用
いて得られた。スケールバー＝９μｍ；矢印＝細胞膜。図４Ｄは、ＨＫ－２細胞溶菌液か
らのＰＭＣＡ４ｂとレナラーゼの共免疫沈殿を示すゲルの画像である。レナラーゼ－Ａｂ
－ビーズはビーズで被覆されたレナラーゼ抗体であり、ＰＭＣＡ４ｂ－Ａｂ－ビーズはビ
ーズで被覆されたＰＭＣＡ４ｂ抗体である。
【図５Ａ－Ｂ】図５は図５Ａ～５Ｅを含み、ＰＭＣＡ４ｂ阻害がレナラーゼペプチドが媒
介するＭＡＰＫ信号伝達と細胞保護作用をどの程度抑止するかを示している。図５Ａは、
ＰＭＣＡ４ｂ阻害が、ＨＫ－２細胞でＲＰ－２２０が媒介するＥＲＫおよびｐ３８信号伝
達をどの程度抑止するかを示す一連のパネルである。カロキシン１ｂ＝ＰＭＣＡ４のペプ
チド阻害剤。左パネル：ＲＰ－２２０が媒介するＥＲＫおよびｐ３８活性化（ｐｈｏｓｐ
ｈｏ＝ホスホリル化された各ブロット）。真ん中のパネル：カロキシン１ｂ（１００μＭ
）によるＲＰ－２２０が媒介するＥＲＫおよびｐ３８活性化の阻害。右パネル：ホスホリ
ル化ｐ３８（Ｐ－ｐ３８）およびホスホリル化ＥＲＫ（ｐ－ＥＲＫ）の定量。信号は対照
に充填したグリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）に対して正
規化された。ｎ＝３、＊＝ｐ＜０．０５。図５Ｂは、ＰＭＣＡ４ｂ発現のｓｉＲＮＡ媒介
阻害がＲＰ－２２０が媒介するＭＡＰＫ信号伝達をどの程度下方制御するかを示す一連の
パネルである。左パネル：非対象ｓｉＲＮＡを導入したＨＫ－２細胞でのＲＰ－２２０が
媒介するＥＲＫおよびｐ３８活性化（ｐ＝ホスホリル化された各免疫ブロット）。真ん中
のパネル：ＰＭＣＡ４ｂのｓｉＲＮＡを導入したＨＫ－２細胞でのＲＰ－２２０が媒介す
るＥＲＫおよびｐ３８活性化の阻害（各ブロット）。右パネル：ホスホリル化ＥＲＫ（ｐ
－ＥＲＫ）の定量。信号は対照に充填したグリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナ
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ーゼ（ＧＡＰＤＨ）に対して正規化された。ｎ＝３、＊＝ｐ＜０．０５。
【図５Ｃ－Ｅ】図５は図５Ａ～５Ｅを含み、ＰＭＣＡ４ｂ阻害がレナラーゼペプチドが媒
介するＭＡＰＫ信号伝達と細胞保護作用をどの程度抑止するかを示している。図５Ｃは、
上皮成長因子（ＥＧＦ）媒介ＭＡＰＫ信号伝達に及ぼすＰＭＣＡ４ｂ発現のｓｉＲＮＡ媒
介阻害の効果がないことを示す一連のパネルである。左パネル：非対象ｓｉＲＮＡを導入
したＨＫ－２細胞でのＥＧＦ（１００ｎｇ／ｍｌ）媒介ＥＲＫ、ｐ３８活性化、およびｃ
－Ｊｕｎ　Ｎ－末端キナーゼ（ＪＮＫ）（ｐ＝ホスホリル化された各ブロット）。右パネ
ル：ＰＭＣＡ４ｂのｓｉＲＮＡの導入で影響を受けなかったＨＫ－２細胞でのＥＧＦ媒介
ＥＲＫ、ｐ３８およびＪＮＫ活性化と、ＰＭＣＡ４ｂ発現の下方制御（各ブロット（ｎ＝
３））。図５Ｄは、ＰＭＣＡ４ｂ発現の阻害が、シスプラチンに暴露されたＨＫ－２細胞
に対するレナラーゼペプチドの保護効果をどの程度抑止するかを示すグラフである。２０
μＭのシスプラチンに２４時間暴露されたＨＫ－２細胞。細胞の生存率は、レナラーゼペ
プチドを用いずにシスプラチンで処理したＨＫ－２細胞と比較した生存率の変化（％）と
して示されている。細胞の生存率はＷＳＴ－１法（ペプチド濃度：１５μｇ／ｍｌ）で測
定されて、上の線に示されている。ｎ＝４、＊＝ｐ＜０．０５。図５Ｅは、ＷＴマウスお
よびレナラーゼＫＯマウスにおけるＰＭＣＡ４ｂの内因性発現を示すゲルの画像である。
抗レナラーゼモノクローナル抗体を用いたウェスタン免疫ブロット。各レーンに１０μｇ
のタンパク質が充填された。
【図６】図６は、図６Ａ～６Ｄを含み、細胞膜カルシウムＡＴＰ分解酵素が分泌性タンパ
ク質レナラーゼの受容体であり、レナラーゼの細胞保護効果を媒介していると思われるこ
とを示す実験結果を示す。（図６Ａ）標識化ＲＰ－Ｓｃｒ２２０またはＲＰ－２２０のい
ずれかと共に培養し、ビオチン標識化タンパク質をストレプトアビジンカラムを用いて精
製し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離して、ストレプトアビジンＨＲＰを用いたウェスタンブロ
ットにより視覚化されたＨＫ－２細胞。＊はＲＰ－Ｓｃｒ２２０またはＲＰ－２２０のい
ずれかで標識化された試料の質量分析により評価された領域であり、＃は、細胞膜カルシ
ウムＡＴＰ分解酵素イソ型ＰＭＣＡ４ｂを含むＲＰ－２２０のバンドである。（図６Ｂ）
ＨＫ－２細胞におけるＰＭＣＡ４ｂとレナラーゼの共免疫学的局在決定。画像はツァイス
レーザー走査共焦点顕微鏡を用いて得られた。矢印は細胞膜を示す。（図６Ｃ）ＨＫ－２
細胞溶菌液からのＰＭＣＡ４ｂとレナラーゼの共免疫沈殿。レナラーゼ－Ａｂ－ビーズは
ビーズで被覆されたレナラーゼ抗体であり、ＰＭＣＡ４ｂ－Ａｂ－ビーズはビーズで被覆
されたＰＭＣＡ４ｂ抗体である。（図６Ｄ）ＰＭＣＡ４ｂ発現の阻害が、シスプラチンに
暴露されたＨＫ－２細胞に対するレナラーゼペプチドの保護効果を抑止する。２０μＭの
シスプラチンに２４時間暴露されたＨＫ－２細胞。細胞の生存率は、レナラーゼペプチド
を用いずにシスプラチンで処理したＨＫ－２細胞と比較した生存率の変化（％）として示
されている。細胞の生存率はＷＳＴ－１法（ペプチド濃度：１５μｇ／ｍｌ（上の線に示
されている））で測定された。ｎ＝４、＊＝ｐ＜０．０５。
【図７】図７は図７Ａ～７Ｃを含み、レナラーゼがマウスの腺房細胞に存在し、その濃度
が実験の急性膵臓炎を誘発させた後に血清中で低下することを示す実験結果を示す。図７
Ａおよび７Ｂは、レナラーゼが膵臓腺房細胞で発現しているが、その濃度は腎臓よりも低
いことを示す。レナラーゼは血清に存在している（図７Ｃ）ので、レナラーゼが自己分泌
経路／傍分泌経路を介して、またホルモンとして腺房細胞に影響を及ぼした可能性がある
。血清レナラーゼの濃度は、セルレイン誘発膵臓炎を発症させた後のマウスで時間に依存
して低下し、セルレイン誘発膵臓炎の７時間後に約７０％まで低下している（図７Ｃ）。
この発見は、いくつかの重要なこと、すなわちｉ）血清レナラーゼの保護効果は急性膵臓
炎の発症時には失われる可能性があること、およびｉｉ）レナラーゼが病気の生体指標と
して有益であることを含む。
【図８】図８は図８Ａ～８Ｃを含み、レナラーゼ欠失により生体内でセルレイン誘発膵臓
炎が悪化することを示す実験結果を示す。野生型（ＷＴ）マウスまたはレナラーゼ欠失ノ
ックアウト（ＫＯ）マウスをセルレイン（ＣＥＲ、４０ｍｃｇ／ｋｇ）の６時間腹腔内注
射により処理した。（図８Ａ）蛍光発生基質を用いて測定され、総タンパク質量に対して



(12) JP 2019-182873 A 2019.10.24

10

20

30

40

50

正規化された膵臓トリプシンの活性化。（図８Ｂ）測定された浮腫（湿重量％）。膵臓の
ヘマトキシリン・エオシン染色（ＨＥ）切片（図８Ｃ）は、ＷＴと比較してより多くの浮
腫と空胞変性を示している。＊ｐ＜０．０５（対ＷＴ－ＣＥＲ）、＋／－ＳＥＭ、ｎ＝５
。
【図９】図９は、図９Ａ～９Ｅを含み、組み換え外来性レナラーゼが、マウスの酵素前駆
体の活性化と生体外損傷を下げることを示す実験結果を示す。（図９Ａ）ＷＴマウスから
単離した腺房を組み換えレナラーゼ（２５μｇ／ｍＬ；０．１μＭ）で３０分間予備処理
して、次いで生理的（０．１ｎＭ）および超生理的（１００ｎＭ）セルレイン（図９Ａ、
９Ｄ、９Ｅ）または生理的（１μＭ）または超生理的 （１０００μＭ）カルバコール（
図９Ｂ）のいずれかで３０分間処理した。トリプシン活性（図９Ａ～９Ｃ）、メチルチア
ゾールテトラゾリウム（ＭＴＴ）の蓄積（図９Ｄ）、およびＬＤＨの放出（図９Ｅ）につ
いて、蛍光発生基質を用いてアッセイが行われた。図９Ｃでは、レナラーゼ－／－マウス
から単離した腺房が組み換えレナラーゼ（２５μｇ／ｍＬ）で予備処理されて、セルレイ
ン（０．１ｎＭまたは１００ｎＭ）で３０分間処理された。＊ｐ＜０．０５（対超生理的
セルレインまたはカルバコール、＃ｐ＜０．０５（対ＷＴ）、ｎ＝３、＋／－ＳＥＭ。
【図１０】図１０は、図１０Ａ～１０Ｇを含み、レナラーゼペプチド（ＲＰ－２２０）に
よる予備処理が生体内でセルレイン誘発膵臓炎を改善することを示す実験結果を示す。Ｗ
Ｔマウスをセルレイン（ＣＥＲ、４０ｍｃｇ／ｋｇ）の６時間腹腔内注射で処理した。第
１のセルレイン注射の１時間前に腹腔内レナラーゼペプチドＲＰ－２２０（レナラーゼ、
１．３ｍｇ／ｋｇ）が与えられた。（図１０Ａ）蛍光発生基質を用いて測定されて、総タ
ンパク質に対して正規化された膵臓トリプシン活性化量。（図１０Ｂ）測定された浮腫（
湿重量％）。（図１０Ｃ）タネル陽性細胞により評価されたアポトーシス。（図１０Ｄ）
好中球（Ｌｙ－６Ｂ）、および（図１０Ｅ）マクロファージ（Ｆ４／８０）が定量化され
た。膵臓のＨＥ染色切片（図１０Ｇ）を浮腫、濃縮核、および空砲について評価して、形
態に関する成績を得た（図１０Ｆ）。＊ｐ＜０．０５（対ＷＴ－ＣＥＲ）、＋／－ＳＥＭ
、ｎ＝５。
【図１１】図１１は、セルレイン膵臓炎の発症の２時間後にレナラーゼで治療すると損傷
が大きく減少することを示す実験結果を示す。セルレイン膵臓炎を誘発させた２時間後に
レナラーゼ単回投与量（１００μｇのペプチド／２５ｇの体重）を腹腔内に投与した。５
０μｇ／ｋｇの腹腔内注射を６時間行って、動物を７時間目に犠牲にした。膵臓炎の組織
学的重症度が２人の盲検評価者により評価された。この治療法により、各範疇での膵臓炎
が減少した。また、レナラーゼで処理したセルレイン（ＣＥＲ）では、ＣＥＲのみの場合
に比べて、総組織値（下のグラフ）が大きく低下した。＊ｐ＜０．０５、ウイルコクソン
の順位。各群のマウスはＮ＝４であった。
【図１２】図１２は、図１２Ａ～１２Ｇを含み、レナラーゼがＰＣＭＡを介してＣａ２＋

排泄を増やすことを示す実験結果を示す。細胞全体の細胞質Ｃａ２＋の変化が、Ｃａ２＋

染色Ｆｌｕｏ－４（ＨＫ２細胞）またはＦｌｕｏ－５（腺房細胞）を用いてタイムラプス
共焦点顕微鏡により記録された。図１２Ａ、１２Ｂ、１２Ｄ、および１２Ｅは、それぞれ
、ＨＫ２細胞（図１２Ａおよび１２Ｂ）またはマウス腺房細胞（図１２Ｄおよび１２Ｅ）
における経時蛍光プロットである。細胞は、３０μＭのシクロピアゾン酸で予備処理して
、Ｃａ２＋を含まない培地を用いてかん流した。１０ｎＭのアンジオテンシンＩＶ（ＨＫ
２細胞のＡｎｇ）、または１．３ｍＭのＣａ２＋の存在下で１００ｎＭのセルレインを用
いて（腺房細胞のＣｅｒ）細胞を短い間刺激した。次いで、組み換えレナラーゼの存在下
または非存在下でＣａ２＋を含まない培地を用いて細胞を再度かん流し、Ｃａ２＋排泄が
観察された（ボックス）。ＨＫ２細胞のどの緩衝液もＮａ＋を含んでいなかった。図１２
Ｃおよび１２Ｆでは、３０細胞／治療群からＣａ２＋排泄率が定量化された。＊ｐ＜０．
０５（対レナラーゼなし）。中央値＋／－ＳＥＭ。
【図１３】図１３は図１３Ａ～１３Ｃを含み、カロキシンがレナラーゼの保護効果を阻害
することを示す実験結果を示す。単離されたＷＴマウスの腺房をカロキシン１ｂ（１００
μＭ）および／または組み換えレナラーゼ（２５μｇ／ｍＬ）で３０分間予備処理して、
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超生理的（１００ｎＭ）セルレイン（ＣＥＲ）で処理し、トリプシン活性（図１３Ａ）ま
たはＭＴＴ変換（図１３Ｂ）についてアッセイを行った。＊ｐ＜０．０５（対ＣＥＲ）、
＃ｐ＜０．０５（対ＣＥＲ＋レナラーゼ）。ＷＴ、ｎ＝３、＋／－ＳＥＭ。ＨＥ染色切片
（図１３Ｃ）は、カロキシンが、浮腫に及ぼすレナラーゼの保護効果と空砲の形成（矢印
）を反転させることを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
詳細な説明
　本発明は、レナラーゼ受容体の調節剤ＰＭＣＡ４ｂが様々な病気や障害の治療または予
防に有用であるという発見に関する。一態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂはＰＭＣＡ４ｂ活性
剤である。よって、本発明は、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤を含む組成物と、腎臓病または腎臓障
害および膵臓病または膵臓障害を治療および予防する方法に関する。いくつかの態様では
、前記組成物および本発明の方法を用いて治療または予防される腎臓病または腎臓障害は
急性腎損傷（ＡＫＩ）または慢性腎臓病（ＣＫＤ）である。いくつかの態様では、前記組
成物および本発明の方法を用いて治療または予防される膵臓病または膵臓障害は、急性膵
臓炎または慢性膵臓炎である。他の態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂはＰＭＣＡ４ｂ阻害剤で
ある。したがって、本発明はまた、ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤を含む組成物と、癌を治療および
予防する方法に関する。
【００２０】
　本発明はまた、レナラーゼ、およびその断片が膵臓炎等の病気または障害の治療または
予防に有用であるという発見に関する。よって、本発明は、レナラーゼまたはその断片を
含む組成物と、膵臓病または膵臓障害を含む病気および障害を治療および予防する方法に
関する。
【００２１】
　前記組成物および本発明の方法は組み換えレナラーゼまたはその断片を含む。一態様で
は、本発明のレナラーゼは、配列番号８のアミノ酸配列を含むポリペプチドである。他の
態様では、本発明のレナラーゼは、配列番号９のアミノ酸配列を含むポリペプチドである
。いくつかの態様では、本発明のレナラーゼは、配列番号８のアミノ酸配列または配列番
号９の少なくとも一部を含むレナラーゼ断片である。いくつかの態様では、前記レナラー
ゼ断片は、ＡＫＩ保護活性を保持するが検出可能なニコチンアミドアデニンジヌクレオチ
ド（ＮＡＤＨ）オキシダーゼ活性を示さないペプチドである。いくつかの態様では、前記
レナラーゼ断片は、保護活性を保持するが検出可能なアミンオキシダーゼ活性を示さない
ペプチドである。特定の一態様では、前記レナラーゼ断片は、配列番号３のアミノ酸配列
を含むペプチドである。他の特定の態様では、前記レナラーゼ断片は配列番号４のアミノ
酸配列を含むペプチドである。他の特定の態様では、前記レナラーゼ断片は配列番号５の
アミノ酸配列を含むペプチドである。
【００２２】
　一態様では、本発明は、対象の生体試料中のレナラーゼ濃度をアッセイして前記対象の
膵臓炎等の膵臓病または膵臓障害を診断する方法である。一態様では、対照と比較したレ
ナラーゼ濃度の変化（すなわち増減）は、膵臓炎等の膵臓病または膵臓障害を診断し、膵
臓病または膵臓障害の治療の有効性を監視するマーカーである。
定義
【００２３】
　特に断りがない限り、本明細書で用いるすべての技術用語および科学用語は、本発明が
関連する当該分野の一般の当業者が共通して理解するのと同じ意味を有する。本明細書に
記載する方法および材料に類似のまたは等価なもののいずれも本発明の試験に用いること
ができる。好ましい材料および方法は本明細書に記載される。本発明の記述および権利の
請求において、以下の用語が用いられる。
【００２４】
　当然ではあるが、本明細書で用いられる用語は特定の態様を記述するためだけに用いら
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れるもので、限定を意図するものではない。
【００２５】
　本明細書では冠詞「ａ」および「ａｎ」は、冠詞の文法上の目的語の１つ以上（すなわ
ち、少なくとも１つ）を指すのに用いられる。例えば、「an element」は１つ以上の元素
を意味する。
【００２６】
　測定値（例えば、量、継続時間等）を指すのに本明細書で用いられる「約」は、特定の
値から±４０％、±２０％、±１０％、±５％、±１％、または±０．１％の非限定的な
変動値を包含することを意味する。というのは、このような変動値は適切であるからであ
る。
【００２７】
　用語「異常」は、有機体、組織、細胞、またはそれらの成分の文脈で用いられる場合、
「正常な」（期待される）特性を示す有機体、組織、細胞、またはそれらの成分とは異な
る、少なくとも１つの観察可能または検出可能な対応する特性（例えば、年齢、治療法、
１日の時間等）を有する有機体、組織、細胞、またはそれらの成分を指す。ある種の細胞
または組織で正常な、すなわち期待される特性は、別の種類の細胞または組織では異常で
あるかも知れない。
【００２８】
　本明細書を通して、病気を「軽減する」または「治療する」は、病気または障害の少な
くとも１つの兆候または症状の頻度あるいは重症度を下げることを意味する。
【００２９】
　本明細書を通して、用語「変化」、「欠陥」、「多様性」、または「変異」は、ある細
胞中のある遺伝子がコードするポリペプチドの機能、活性、発現（転写または翻訳）、あ
るいは形態に影響を及ぼす遺伝子の変異を指す。本発明が包含する変異は、コードされた
ポリペプチドの機能、活性、発現、または形態の増加または破壊（コードされたタンパク
質の発現が全くないことを含む）につながる細胞中の遺伝子の任意の変異であってもよい
。その例としては、ミスセンス変異およびノンセンス変異、挿入、欠失、読み枠シフト、
および中途終止が挙げられる。限定するものではないが、本発明が包含する変異は、ｍＲ
ＮＡスプライシングを変化させる（スプライス部位変異）、あるいは読み枠をずらす（読
み枠シフト）ものであってもよい。
【００３０】
　本明細書で用いる用語「投与器」は、対象に本発明の組成物を投与するための任意の装
置を意味し、皮下注射器、ピペット、イオン導入器、パッチ等を含むが、これらに限定さ
れない。
【００３１】
　本明細書を通して、用語「マーカー」または「生体指標」は、本発明により病気または
障害（例えば、ＡＫＩ、膵臓炎等）の存在および／または重症度を決定するのに有益なパ
ラメータを含むことを意味する。
【００３２】
　患者由来の試料中のマーカーが、マーカーの評価に用いられるアッセイの標準誤差を超
えた量で基準対象に由来する試料中の量と異なる場合、マーカーまたは生体指標の量は、
基準試料中のマーカーまたは生体指標の量と「大きく」異なる。この量は、好ましくは少
なくとも１０％、より好ましくは２５％、５０％、７５％、または１００％である。
【００３３】
　本明細書で用いる「癌」は、細胞の異常成長または異常分裂を指す。一般に、癌細胞の
成長および／または寿命は、周囲の正常細胞および正常組織の成長および／または寿命よ
り長く、これら正常細胞および正常組織の成長および／または寿命と協調するものではな
い。癌は、良性、前悪性、または悪性であってもよい。癌は異なる細胞および組織に発生
する。その例としては口腔（例えば、口、舌、咽頭等）、消化系（例えば、食道、胃、小
腸、大腸、直腸、肝臓、胆管、胆嚢、膵臓等）、呼吸系（例えば、喉頭、肺、気管支等）
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、骨、関節、皮膚（例えば、基底細胞、扁平上皮細胞、髄膜腫等）、胸部、生殖系，（例
えば、子宮、卵巣、前立腺、睾丸等）、泌尿系（例えば、膀胱、腎臓、尿管等）、目、神
経系（例えば、脳等）、内分泌腺系（例えば、甲状腺等）、および造血系（例えば、リン
パ腫、骨髄腫、白血病、急性リンパ球白血病、慢性リンパ球白血病、急性骨髄白血病、慢
性骨髄白血病等）等が挙げられる。
【００３４】
　本明細書で用いられる用語「コード配列」は、転写および／または翻訳されてｍＲＮＡ
および／またはそのポリペプチドまたはその断片を産生することができる核酸、その補体
、またはその一部の配列を意味する。コード配列は、ゲノムＤＮＡまたは未成熟な一次Ｒ
ＮＡ転写物中のエクソンを含む。未成熟な一次ＲＮＡ転写物は、細胞の生化学的機構によ
り互いに結合して成熟したｍＲＮＡとなる。アンチセンス鎖は、このような核酸の補体で
あり、コード配列はこの補体から推定することができる。これに対して、本明細書で用い
られる用語「非コード配列」は、生体内でアミノ酸に翻訳されない、あるいはｔＲＮＡが
アミノ酸を並べる、あるいは生成を並べようと相互作用しない核酸、その補体、またはそ
の一部の配列を意味する。非コード配列は、ゲノムＤＮＡまたは未成熟な一次ＲＮＡ転写
物中のイントロン配列と、遺伝子に関連づけられた配列（例えば、プロモーター、エンハ
ンサー、サイレンサー等）の両方を含む。
【００３５】
　本明細書を通して、用語「相補的」または「相補性」は、塩基対形成規則に関するポリ
ヌクレオチド（すなわち、ヌクレオチド配列）に言及するのに用いられる。例えば、配列
「Ａ－Ｇ－Ｔ」は「Ｔ－Ｃ－Ａ」に対して相補的な配列である。相補性は、「部分的」で
あってもよい。この場合は核酸の塩基のいくつかのみが塩基対形成規則に一致している。
あるいは、核酸間に「完全な」すなわち「総」相補性があってもよい。核酸鎖間の相補性
の度合いは、核酸鎖間のハイブリダイゼーションの効率および強度に大きな効果を及ぼす
。これは、増幅反応、および核酸間の結合に依存する検出方法において特に重要である。
【００３６】
　「病気」は、ある動物がホメオスタシスを維持できず、病気が改善されなければ、その
動物の健康が悪化し続ける健康状態のことである。これに対して、ある動物の「障害」は
、ホメオスタシスを維持することは可能だが、その動物の健康状態が障害の非存在下で想
定される健康状態と比べて好ましくない健康状態である。治療せずに放置しても、障害は
必ずしも動物の健康状態をさらに悪化させるとは限らない。
【００３７】
　本明細書で用いられる「有効量」は、治療的恩恵あるいは予防的恩恵が得られる量を意
味する。
【００３８】
　「コード（する）」は、生物学的過程において規定されたヌクレオチド配列（すなわち
、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、およびｍＲＮＡ）または規定されたアミノ酸配列のいずれかとそ
こから得られる生物学的特性を有する他の重合体および巨大分子の合成のための鋳型とし
て働くポリヌクレオチド（例えば、遺伝子、ｃＤＮＡ、またはｍＲＮＡ等）中のヌクレオ
チドの特定の配列の固有な特性を指す。よって、ある遺伝子に対応するｍＲＮＡの転写お
よび翻訳が細胞または他の生物系でタンパク質を産生する場合、遺伝子はそのタンパク質
をコードする。コード鎖、すなわちｍＲＮＡ配列と同一で通常配列リストで提供されるヌ
クレオチド配列と、非コード鎖は、いずれも遺伝子またはｃＤＮＡの転写の鋳型として用
いられるが、その遺伝子またはｃＤＮＡのタンパク質または他の生成物をコードするもの
として言及される場合がある。
【００３９】
　本明細書を通して、核酸に用いられる用語「断片」は、より大きい核酸の部分配列を指
す。核酸の「断片」は長さが少なくとも約１５個のヌクレオチドであってもよい。核酸の
「断片」は長さが、例えば、少なくとも約５０～約１００個のヌクレオチド、少なくとも
約１００～約５００個のヌクレオチド、少なくとも約５００～約１０００個のヌクレオチ
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ド、少なくとも約１０００～約１５００個のヌクレオチド、約１５００個～ 約２５００
個のヌクレオチド、または約２５００個のヌクレオチド（およびこれらの間の任意の整数
値）である。本明細書を通して、タンパク質、ポリペプチド、またはペプチドに用いられ
る用語「断片」は、より大きいタンパク質またはペプチドの部分配列を指す。タンパク質
、ポリペプチド、またはペプチドの「断片」は、長さが少なくとも約５個のアミノ酸であ
ってもよい。これらの「断片」は、長さが例えば、少なくとも約１０個のアミノ酸、少な
くとも約２０個のアミノ酸、少なくとも約５０個のアミノ酸、少なくとも約１００個のア
ミノ酸、少なくとも約２００個のアミノ酸、または少なくとも約３００個のアミノ酸（お
よびこれらの間の任意の整数値）である。
【００４０】
　用語「遺伝子」は、ポリペプチド、前駆体、またはＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ）の生成
に必要なコード配列を含む核酸（例えば、ＤＮＡ）配列を指す。ポリペプチドは、完全な
長さのコード配列またはそのコード配列の任意の部分の所望の活性または機能的特徴（例
えば、酵素活性、配位子結合、信号伝達、免疫原性等）が保持される限り、完全な長さの
コード配列またはその断片でコードされてもよい。この用語はまた、遺伝子が完全な長さ
のｍＲＮＡと、遺伝子の転写特性に影響を及ぼす５’末端制御配列に対応するように、構
造的な遺伝子のコード領域と、５’末端および３’末端の両方にあるこのコード領域に隣
接する、それぞれ約２ｋｂ以上の長さの配列を包含する。コード領域の５’末端に位置す
る配列およびｍＲＮＡに存在する配列は、５’末端非翻訳配列と言う。５’末端非翻訳配
列は、通常制御配列を含む。コード領域の３’末端またはその下流に位置する配列および
ｍＲＮＡに存在する配列は、３’末端非翻訳配列と言う。用語「遺伝子」は、ｃＤＮＡと
遺伝子のゲノム形態の両方を包含する。遺伝子のゲノム形態すなわちクローンは、「イン
トロン」、「介在領域」あるいは、「介在配列」を言う非コード配列で分断されたコード
領域を含む。イントロンは、核内ＲＮＡ（ｈｎＲＮＡ）に転写される遺伝子の分節である
。イントロンは、エンハンサー等の調節要素を含んでいてもよい。イントロンは、核転写
物または一次転写物から除去、すなわち「スプライシング」される。したがって、イント
ロンはメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）転写物には存在しない。翻訳時にｍＲＮＡは、
新生ポリペプチドのアミノ酸の配列すなわち順序を規定する機能を有する。
【００４１】
　「相同」は、２個のポリペプチド、あるいは２個の核酸分子の配列の類似性または同一
性を指す。２つの比較される配列の両方にある位置が同じ塩基またはアミノ酸単量体部分
単位によって占められている場合、例えば、２個のＤＮＡ分子のそれぞれにある位置がア
デニンによって占められている場合、これらの分子はその位置について相同である。２つ
の配列の相同性のパーセントは、２つの配列が共有する、一致している位置すなわち相同
である位置の数を比較対象の位置の数で除して１００を乗ずる関数である。例えば、２つ
の配列の１０個の位置のうち、６個が一致すなわち相同である場合、この２つの配列は６
０％相同である。例えば、ＤＮＡ配列ＡＴＴＧＣＣおよびＴＡＴＧＧＣは５０％の相同性
を共有している。一般に、２つの配列を並べて相同性が最大になるようにして比較する。
【００４２】
　本明細書で用いる用語「指示資料」は、本明細書で引用される様々な病気または障害を
同定、軽減、または治療するキットの核酸、ペプチド、ポリペプチド、および／または本
発明の化合物の有用性を伝達するのに用いることができる出版物、記録物、図、または任
意のその他の表現媒体を含む。今述べたものに加えて、あるいはそれに代えて、この指示
資料は、対象の細胞または組織の疾患または障害を同定あるいは軽減する１つ以上の方法
を記載してもよい。例えば、前記キットの指示資料は、核酸、ポリペプチド、および／ま
たは本発明の化合物を含む容器に貼り付けられていてもよく、あるいは核酸、ポリペプチ
ド、および／または化合物を含む容器と一緒に出荷されてもよい。あるいは、この指示資
料は、受領者が指示資料と化合物を協調して用いる意図で容器と別に出荷されてもよい。
【００４３】
　「単離された」は、天然の状態から変化させた、あるいは取り出したことを意味する。
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例えば、生きている動物に天然に存在する核酸またはポリペプチドは「単離」されていな
いが、その天然の状態の共存する材料から部分的あるいは全体を分離した同じ核酸または
ポリペプチドは「単離されている」。単離された核酸またはタンパク質は、実質的に精製
された形で存在してもよく、あるいは本来存在しない環境（例えば、宿主細胞等）に存在
していてもよい。
【００４４】
　「単離された核酸」は、天然の状態で隣接する配列から分離された核酸分節または断片
を指す。例えば、通常では隣接している配列（例えば、天然のゲノム中の断片に隣接する
配列）から取り出されたＤＮＡ断片である。この用語はまた、核酸に天然に伴う他の成分
（例えば、細胞中の核酸に天然に伴うＲＮＡ、ＤＮＡ、またはタンパク質等）から実質的
に精製された核酸にも用いられる。したがって、この用語は、ベクターに組み込まれた組
み換えＤＮＡ、自己複製プラスミドまたはウイルスに組み込まれた組み換えＤＮＡ、原核
生物または真核生物のゲノムＤＮＡに組み込まれた組み換えＤＮＡ、または他の配列とは
独立した分離分子（例えば、ｃＤＮＡ、ゲノム、あるいはＰＣＲまたは制限酵素消化によ
って作成したｃＤＮＡ断片）として存在する組み換えＤＮＡを含む。また、付加のポリペ
プチド配列をコードするハイブリッド遺伝子の一部である組み換えＤＮＡをも含む。
【００４５】
　本明細書で用いられる用語「標識」は、プローブに直接または間接に結合されて、「標
識された」プローブを生成する、検出可能な化合物または組成物を指す。標識はそれ自体
が検出可能であってもよく（例えば、放射性同位体標識または蛍光標識等）、あるいは酵
素標識の場合では、検出可能な基質化合物または組成物の化学変化に触媒として機能する
ものであってもよい（例えば、アビジン－ビオチン等）。いくつかの例では、プライマー
を標識してＰＣＲ生成物を検出してもよい。
【００４６】
　本明細書で用いられる用語「調節」は、治療または化合物の非存在下での対象中のｍＲ
ＮＡ、ポリペプチド、または応答の活性および／または濃度、および／または治療されて
いないことを除いて同一の対象中のｍＲＮＡ、ポリペプチド、または応答と比較して、対
象中のｍＲＮＡ、ポリペプチド、または応答の活性および／または濃度について検出可能
な増減を媒介することを意味する。この用語は、元の信号または応答を活性化する、阻害
する、かつ／またはそうでなければこれらに影響を及ぼして、対象、好ましくはヒトの有
効な治療応答を媒介することを包含する。
【００４７】
　本明細書で用いられる「変異」は、基準配列（好ましくは天然の正常な配列または「野
生型」配列）に対する核酸配列またはポリペプチド配列の変化を指し、転座、欠失、挿入
、および置換／点変異等が挙げられる。本明細書で用いられる「変異体」は、変異を含む
核酸またはタンパク質のいずれかを指す。
【００４８】
　「核酸」は、ポリヌクレオチドを指し、ポリリボヌクレオチドおよびポリデオキシリボ
ヌクレオチドを含む。本発明による核酸は、それぞれ、ピリミジン塩基およびプリン塩基
、好ましくはシトシン、チミン、ウラシル、アデニン、およびグアニンの任意の重合体ま
たはオリゴマーを含んでいてもよい（Albert L. Lehninger, Principles of Biochemistr
y, at 793-800 (Worth Pub. 1982)を参照のこと。その全内容はすべての目的のため、参
照により本明細書に組み込まれる）。実際、本発明は、任意のデオキシリボヌクレオチド
、リボヌクレオチド、またはペプチド核酸成分、およびそれらの任意の化学変異体（例え
ば、これら塩基のメチル化形態、ヒドロキシメチル化形態、またはグルコシル化形態等）
を企図する。上記重合体またはオリゴマーは、組成が不均質または均質であってもよく、
天然源から単離されてもよく、あるいは人工的すなわち合成により調製されてもよい。ま
た、上記核酸は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはこれらの混合物であってもよく、一本鎖形態ま
たは二本鎖形態（ホモ二本鎖、ヘテロ二本鎖、および複合状態を含む）で持続的あるいは
遷移的に存在してもよい。
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【００４９】
　「オリゴヌクレオチド」または「ポリヌクレオチド」は、長さが少なくとも２個、好ま
しくは少なくとも８個、１５個、または２５個ヌクレオチドの範囲の核酸であるが、ポリ
ヌクレオチドに特異的にハイブダイズされる５０個、１００個、１０００個、または５０
００個以下のヌクレオチドまたは化合物であってもよい。ポリヌクレオチドは、デオキシ
リボ核酸（ＤＮＡ）、リボ核酸（ＲＮＡ）、またはこれらの模倣物の配列を含む。デオキ
シリボ核酸（ＤＮＡ）、リボ核酸（ＲＮＡ）、またはこれらの模倣物は天然源から単離さ
れたものでもよく、あるいは組み換えまたは人工的に合成されたものであってもよい。本
発明のポリヌクレオチドの例はさらにペプチド核酸（ＰＮＡ）であてもよい（米国特許第
６，１５６，５０１号を参照のこと。その全内容が参照により本明細書に組み込まれる）
。本発明はまた、非伝統的な塩基対、例えば特定のｔＲＮＡ分子で同定され、三重らせん
で存在すると考えられているフーグスティーン塩基対等が存在する状況を包含する。用語
「ポリヌクレオチド」と「オリゴヌクレオチド」は本開示ではお互いに言い換え可能であ
る。当然ではあるが、本明細書ではヌクレオチド配列がＤＮＡ配列（例えば、Ａ、Ｔ、Ｇ
、およびＣ）で示される場合、対応するＲＮＡ配列（例えば、Ａ、Ｕ、Ｇ、Ｃ）を含む。
ＲＮＡ配列では「Ｕ」が「Ｔ」に置き換わっている。
【００５０】
　用語「患者」、「対象」、「個体」は、本明細書では互いに言い換えて用いてもよく、
本明細書に記載した方法に従う生体外すなわちその場にある任意の動物あるいは細胞を指
す。特定の非限定的態様では、患者、対象、または個体はヒトである。
【００５１】
　本明細書を通して、用語「ポリメラーゼ連鎖反応」（「ＰＣＲ」）は、クローニングま
たは精製することなく、ゲノムＤＮＡの混合物中の対象配列の分節濃度を上げるK. B. Mu
llisの方法を指す（米国特許第４，６８３，１９５号、４，６８３，２０２号、および４
，９６５，１８８号、参照により本明細書に組み込まれる）。対象配列を増幅するこの方
法は、所望の対象配列を含むＤＮＡ混合物に過剰濃度の２本のオリゴヌクレオチドプライ
マーを導入して、ＤＮＡポリメラーゼの存在下での加熱サイクリングで精密な配列決定を
行うことからなる。２本のプライマーは、二重鎖の対象配列の対応する鎖と相補である。
増幅効果を高めるため、ＤＮＡ混合物を変性して、プライマーをそれぞれ、対象分子内の
相補配列にアニールする。アニールした後、新しい対の相補鎖が形成されるようにプライ
マーをポリメラーゼで伸長する。これら変性、プライマーのアニール、およびポリメラー
ゼ伸長の工程を多数回繰り返して（すなわち、変性、アニール、および伸長が１「サイク
ル」を構成しており、多数の「サイクル」である可能性がある）所望の対象配列の増幅さ
れた分節を高濃度で得ることができる。所望の対象配列の増幅された分節の長さは、プラ
イマーの互いの相対位置により決定される。したがって、この長さは制御可能なパラメー
タである。この過程の繰り返しという側面から、この方法は「ポリメラーゼ連鎖反応」（
以後、「ＰＣＲ」と言う）。対象配列の所望の増幅された分節が混合物中で（濃度におい
て）優勢な配列になるので、「ＰＣＲ増幅された」と言う。本明細書を通して、用語「Ｐ
ＣＲ生成物」、「ＰＣＲ断片」、「増幅物」、または「増幅産物」は、変性、アニール、
および伸長のＰＣＲ工程を２サイクル以上が終了した後に得られた化合物の混合物を指す
。これらの用語は、１つ以上の対象配列の１つ以上の分節の増幅が行われた場合を包含す
る。
【００５２】
　本明細書を通して、用語「プローブ」は、精製制限消化物に天然に発生する、あるいは
合成、組み換え、またはＰＣＲ増幅により作成された他の目的オリゴヌクレオチドにハイ
ブリダイズすることができるオリゴヌクレオチド（すなわち、ヌクレオチド配列）を指す
。プローブは一本鎖または二本鎖であってもよい。プローブは、特定の遺伝子配列の検出
、同定、および単離に有用である。
【００５３】
　本明細書においては、用語「ペプチド」、「ポリペプチド」、および「タンパク質」は
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相互に言い換えて用いられ、ペプチド結合により共有結合したアミノ酸残基からなる化合
物を指す。タンパク質すなわちペプチドは少なくとも２個のアミノ酸を含んでいなければ
ならないが、タンパク質配列すなわちペプチド配列を構成することができるアミノ酸の最
大数は限定されない。ポリペプチドはペプチド結合により互いに結合した２個以上のアミ
ノ酸を含む任意のペプチドまたはタンパク質を含む。本明細書においては、この用語は、
例えば当該分野でペプチド、オリゴペプチド、およびオリゴマーと言われる短鎖と、例え
ば多くの種類があり一般に当該分野でタンパク質と言われる長鎖の両方を指す。「ポリペ
プチド」としては例えば、生物学的活性断片、実質的に相同なポリペプチド、オリゴペプ
チド、ホモ二濃度体、ヘテロ二濃度体、ポリペプチドの変異体、変性ポリペプチド、誘導
体、類似体、融合タンパク質等が挙げられる。ポリペプチドは、天然ペプチド、組み換え
ペプチド、合成ペプチド、またはこれらの組み合わせを含む。
【００５４】
　本明細書を通して、「ポリヌクレオチド」は、ｃＤＮＡ、ＲＮＡ、ＤＮＡ／ＲＮＡハイ
ブリッド、アンチセンスＲＮＡ、リボザイム、ゲノムＤＮＡ、合成形態、混合重合体、セ
ンス鎖およびアンチセンス鎖を含み、化学的または生化学的に変性されて、非天然すなわ
ち誘導体化ヌクレオチド塩基、合成ヌクレオチド塩基、または半合成ヌクレオチド塩基を
含んでいてもよい。また、野生型の変化や合成遺伝子が企図される。その例としては、１
つ以上のヌクレオチドの欠失、挿入、置換、あるいは他のポリヌクレオチド配列との融合
が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５５】
　本明細書で用いられる用語として、病気または障害を「予防」するとは、対象が経験す
る病気または障害の少なくとも１つの兆候あるいは症状の重症度または頻度を下げること
を意味する。
【００５６】
　本明細書で用いられる「試料」または「生体試料」は、対象から単離された生体材料を
意味する。生体試料は、対象のｍＲＮＡ、ポリペプチド、または生理的または病理学的過
程における他のマーカーを検出するのに好適な任意の生体材料を含んでいてもよい。生体
試料は、個体から得た流体、組織、細胞材料および／または非細胞材料を含んでいてもよ
い。
【００５７】
　本明細書を通して、「実質的に精製」は、本質的に他の成分を含まないことを指す。例
えば、実質的に精製されたポリペプチドは、通常、天然の状態で関連づけられている他の
成分から分離されたポリペプチドである。
【００５８】
　本明細書を通して、用語「治療法」または「治療計画」は、障害または病気の状態を防
ぐ、軽減する、または変化させるために取られる行為を指し、例えば、薬理、手術、食事
による技術および／または他の技術を用いてある病気または障害の少なくとも１つの兆候
または症状を低減あるいは除去することを意図した治療過程が挙げられる。治療計画は、
１種以上の化合物の規定された投与量または手術を含んでいてもよい。治療は有益で、障
害または病気の状態の少なくとも１つの兆候または症状を低減あるいは除去するものであ
ることが多いが、いくつかの例では、治療効果は望ましくない副作用を有する。治療効果
はまた、対象の生理状態（例えば、年齢、性別、遺伝的特徴、体重、他の病気の状態等）
によって影響される。
【００５９】
　用語「治療有効量」は、研究者、獣医、医者、またはその他の臨床医が調べている組織
、系、または対象の生物学的応答または医学的応答を引き出す対象化合物の量を指す。用
語「治療有効量」は、投与した場合、治療中の障害または病気の１つ以上の兆候または症
状の発達を防ぐ、あるいはある程度まで軽減するのに十分な化合物の量を含む。この治療
有効量は、化合物、病気およびその重症度、および治療される対象の年齢、体重等によっ
て変化する。
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【００６０】
　本明細書で用いられる用語「（病気または障害の）治療」は、対象が経験している病気
または障害の少なくとも１つの兆候または症状の頻度または重症度を低減することを意味
する。
【００６１】
　本明細書を通して、用語「野生型」は、天然源から単離された遺伝子または遺伝子産物
を指す。野生型遺伝子は、ある集団で最も高い頻度で観察されるもので、よって、その遺
伝子の「正常」あるいは「野生型」形態として任意に設計される。これに対して、用語「
変性」または「変異体」は、野生型遺伝子または遺伝子産物と比較して、配列の変更およ
び／または機能特性の変更（すなわち、変化した特性）を示す遺伝子または遺伝子産物を
指す。なお、天然の変異体を単離して、野生型遺伝子または遺伝子産物と比較して変化し
た特性（変化した核酸配列を含む）を有しているという事実により同定することができる
。
【００６２】
　本開示、本発明の様々な側面を通じて、（数値）範囲は範囲の形式で示すことができる
。当然ではあるが、範囲の形式は単に簡便かつ簡潔に記述するためだけのものであり、本
発明の範囲をかたくなに限定するものと解釈されるべきではない。したがって、範囲の記
述は、具体的には、その範囲内のすべての起こりうる下位範囲とその範囲内の個別の数値
とを開示するものと解釈されるべきである。例えば、１～６という範囲の記述は、具体的
には、下位範囲（例えば、１～３、１～４、１～５、２～４、２～６、３～６等）とその
範囲内の個別の数値（例えば、１、２、２．７、３、４、５、５．３、および６等）開示
するものと解釈されるべきである。これは、範囲の幅にかかわらず適用される。
【００６３】
　本発明は、レナラーゼ受容体ＰＭＣＡ４ｂの細胞膜カルシウムＡＴＰ分解酵素としての
予期されない同定を含む。本明細書に示されるように、ＰＭＣＡ４ｂは、ＨＫ－２細胞で
レナラーゼと共局所化するとともに、これら細胞でＰＭＣＡ４ｂの酵素活性の阻害がレナ
ラーゼ媒介マイトジェンによって活性化されるタンパク質キナーゼ（ＭＡＰＫ）信号伝達
を防ぐことが分かった。したがって、ＰＭＣＡ４ｂと組み換えレナラーゼまたはレナラー
ゼペプチド断片の相互作用は、あるパターンのＭＡＰＫ信号伝達を開始するために重要で
あると思われる。この相互作用により、レナラーゼおよびレナラーゼペプチドの観察され
た細胞保護効果が得られる。よって、本発明は、病気または障害に対するレナラーゼの保
護効果は、レナラーゼまたは短いレナラーゼペプチドとレナラーゼ受容体との相互作用に
よって媒介されるという発見に関する。好ましいレナラーゼ受容体はＰＭＣＡ４ｂである
が、本発明は当然、レナラーゼ、レナラーゼ断片、またはこれらの組み合わせに結合する
任意の他の受容体を包含すると解釈される。
【００６４】
　本発明の一側面では、本発明の組成物および方法は、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤を含む。本発
明の組成物および方法は、ＰＭＣＡ４ｂの活性度または濃度が高いことが望まれる障害お
よび病気を治療または予防する組成物および方法を含む。様々な態様では、本発明の組成
物および方法で治療または予防することができる、ＰＭＣＡ４ｂの活性度または濃度が高
いことが望まれる病気および障害としては、例えば、急性腎損傷（ＡＫＩ）、慢性腎臓病
（ＣＫＤ）、腎臓虚血性損傷、腎臓再かん流損傷、腎臓虚血性再かん流損傷、毒性腎損傷
、尿細管壊死、尿細管炎症、尿細管アポトーシス、高血圧症、膵臓炎、およびこれらの任
意の組み合わせが挙げられる。
【００６５】
　本発明の他の側面では、本発明の組成物および方法はＰＭＣＡ４ｂ阻害剤を含む。本発
明の組成物および方法は、ＰＭＣＡ４ｂの活性または濃度が低いことが望まれる障害およ
び病気を治療または予防する組成物および方法を含む。様々な態様では、本発明の組成物
および方法で治療または予防することができる、ＰＭＣＡ４ｂの活性または濃度が低いこ
とが望まれる病気および障害としては、例えば癌が挙げられる。一態様では、前記癌は、
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脳癌、膀胱癌、乳癌、頸部癌、結腸直腸癌、肝臓癌、腎臓癌、リンパ腫、白血病、肺癌、
黒色腫、転移性黒色腫、中皮腫、神経芽細胞腫、卵巣癌、前立腺癌、膵臓癌、腎臓癌、皮
膚癌、胸腺腫、肉腫、非ホジキンリンパ腫、ホジキンリンパ腫、子宮癌、およびこれらの
任意の組み合わせからなる群から選択される。
【００６６】
　他の態様では、本発明は、レナラーゼ受容体の調節剤、例えばＰＭＣＡ４ｂ等を同定す
る方法である。
【００６７】
　いくつかの態様では、膵臓炎等の膵臓病または膵臓障害の治療または予防に用いる本発
明の組成物および方法はレナラーゼまたはその断片を含む。いくつかの態様では、本発明
のレナラーゼは、配列番号８または配列番号９のアミノ酸配列を含むポリペプチドである
。いくつかの態様では、本発明のレナラーゼは、配列番号８または配列番号９のアミノ酸
配列の少なくとも一部を含むレナラーゼ断片である。いくつかの態様では、前記レナラー
ゼ断片は、保護活性を保持するが検出可能なＮＡＤＨオキシダーゼ活性を示さないペプチ
ドである。いくつかの態様では、前記レナラーゼ断片は保護活性を保持するが検出可能な
アミンオキシダーゼ活性を示さないペプチドである。特定の一態様では、前記レナラーゼ
断片は配列番号３のアミノ酸配列を含むペプチドである。他の特定の態様では、前記レナ
ラーゼ断片は配列番号４のアミノ酸配列を含むペプチドである。他の特定の態様では、前
記レナラーゼ断片は配列番号５のアミノ酸配列を含むペプチドである。他の特定の態様で
は、前記レナラーゼ断片は配列番号３のアミノ酸配列からなるペプチドである。他の特定
の態様では、前記レナラーゼ断片は配列番号４のアミノ酸配列からなるペプチドである。
他の特定の態様では、前記レナラーゼ断片は配列番号５のアミノ酸配列からなるペプチド
である。
【００６８】
　本発明の組成物および方法は、組み換えレナラーゼまたはその断片を含む。本発明の組
成物および方法は、レナラーゼの活性度あるいは濃度が高いことが望まれる障害および病
気を治療または予防する組成物および方法を含む。様々な態様では、本発明の組成物およ
び方法で治療または予防される、レナラーゼの活性度あるいは濃度が高いことが望まれる
障害および病気としては、例えば急性膵臓炎、慢性膵臓炎等が挙げられる。
【００６９】
　他の態様では、本発明は、対象の生体試料中のレナラーゼ濃度を評価して前記対象の膵
臓病または膵臓障害を診断する方法である。一態様では、対照と比較したレナラーゼ濃度
の変化（すなわち、増減）は、膵臓病または膵臓障害（例えば、膵臓炎等）の診断および
膵臓病または膵臓障害（例えば、膵臓炎等）の治療の有効性を監視するマーカーである。
ＰＭＣＡ４ｂ活性剤組成物並びに治療および予防方法
【００７０】
　様々な態様では、本発明は、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤組成物と、それを必要とする対象、前
記対象の組織、または臓器でＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性度を上げる方法を含む。様々
な態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ活性剤組成物および本発明の治療方法は、ＰＭＣＡ４ｂポ
リペプチド量、ＰＭＣＡ４ｂのｍＲＮＡの量、ＰＭＣＡ４ｂ酵素活性量、ＰＭＣＡ４ｂ基
質結合活性量、またはこれらの組み合わせを増やす。一態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ活性
剤組成物は、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤を含む。様々な態様では、ＰＭＣＡ４ｂの活性化が治療
結果を向上させる可能性がある病気および障害としては、ＡＫＩ、慢性腎臓病（ＣＫＤ）
、心筋壊死、心不全、鬱血性心不全、心臓虚血性損傷、心臓再かん流損傷、心臓虚血性再
かん流損傷、毒性心損傷、腎臓虚血性損傷、腎臓再かん流損傷、腎臓虚血性再かん流損傷
、毒性腎損傷、尿細管壊死、尿細管炎症、尿細管アポトーシス、虚血性脳損傷、再かん流
脳損傷、虚血性再かん流脳損傷、毒性脳損傷、虚血性肝臓損傷、再かん流肝臓損傷、虚血
性再かん流肝臓損傷、毒性肝臓損傷、膵臓炎、急性膵臓炎、慢性膵臓炎、移植用に摘出さ
れた臓器の保存、褐色細胞腫、および高血圧症が挙げられるが、これらに限定されない。
いくつかの態様では、本発明の組成物および方法は、血圧の調整または維持に有用である
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。いくつかの態様では、本発明の組成物および方法は、交感神経系疾患および障害（例え
ば、これらに限定されないが、不安、心的外傷後ストレス障害（ＰＴＳＤ）、および多動
性障害（ＡＤＨＤ）等）を治療または予防するのに有用である。
【００７１】
　一側面では、本発明の方法は、必要とする対象の病気または障害を治療または予防する
する方法を含む。一態様では、前記方法は、少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ活性剤を含む
組成物の治療有効量を前記対象に投与することを含む。一態様では、前記病気または障害
は、急性腎損傷（ＡＫＩ）、慢性腎臓病（ＣＫＤ）、腎臓虚血性損傷、腎臓再かん流損傷
、腎臓虚血性再かん流損傷、毒性腎損傷、尿細管壊死、尿細管炎症、尿細管アポトーシス
、高血圧症、膵臓炎、およびこれらの任意の組み合わせからなる群から選択される。
【００７２】
　当業者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、ＰＭＣＡ４ｂ濃度の増加
は、ＰＭＣＡ４ｂ発現（転写、翻訳、または両方を含む）の増加を包含する。また本発明
の教示を理解した当業者には当然のことであるが、ＰＭＣＡ４ｂ濃度の増加は、ＰＭＣＡ
４ｂ活性（例えば、酵素活性、基質結合活性等）の増加を含む。よって、ＰＭＣＡ４ｂの
濃度または活性度を増やすことは、ＰＭＣＡ４ｂポリペプチドの濃度を上げること、ＰＭ
ＣＡ４ｂをコードする核酸の転写、翻訳、または両方を増やすこと、およびＰＭＣＡ４ｂ
ポリペプチドの任意の活性度を上げることを含むが、これらに限定されない。本発明のＰ
ＭＣＡ４ｂ活性剤組成物および方法は、選択的にＰＭＣＡ４ｂを活性化させることができ
る、あるいはＰＭＣＡ４ｂと他の分子の両方を活性化させることができる。
【００７３】
　よって、本発明は、病気または障害あるいはそれに関連づけられた兆候、症状、または
病状の治療または予防のために、必要とする対象にＰＭＣＡ４ｂ活性剤組成物の治療有効
量を投与して病気または障害を予防および治療することに関する。
【００７４】
　当業者にとっては当然のことであるが、ＰＭＣＡ４ｂ濃度の増加には、ＰＭＣＡ４ｂの
量の増加が含まれる。また、当業者にとっては当然のことであるが、ＰＭＣＡ４ｂ濃度の
増加にはＰＭＣＡ４ｂ活性の増加が含まれる。よって、ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性度
を上げることには、レナラーゼ活性剤の投与、ＰＭＣＡ４ｂをコードする核酸の転写、翻
訳、または両方の増加、およびＰＭＣＡ４ｂの任意の活性の増加も含まれる。
【００７５】
　ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性度の増加は、本明細書で開示される方法、当該分野で知
られている、あるいは将来発達する方法を含む広範囲にわたる各種方法を用いて評価する
ことができる。すなわち、当業者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、
ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性度は、対象から得た生体試料中のＰＭＣＡ４ｂをコードす
る核酸（例えば、ｍＲＮＡ）濃度、ＰＭＣＡ４ｂポリペプチド濃度、および／またはＰＭ
ＣＡ４ｂ活性度を評価する方法を用いて容易に評価することができる。
【００７６】
　当業者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、本発明は、ＰＭＣＡ４ｂ
の低下した濃度または活性度と関連づけられた病気または障害について全身（例えば、全
身性）または部分的に（例えば、局所、組織、臓器等）治療中、あるいは治療が予定され
ている対象者に有用である。当業者には当然のことであるが、本明細書の教示に基づいて
、本明細書に記載する組成物および方法で治療可能な病気および障害は、ＰＭＣＡ４ｂの
増加が陽性の治療結果を促進する任意の病気または障害を包含する。
【００７７】
　当業者には当然のことであるが、直接ＰＭＣＡ４ｂの活性化に加えて、それ自体がＰＭ
ＣＡ４ｂの量または活性度を低減させる分子の量または活性度を下げることで、ＰＭＣＡ
４ｂの量または活性度を上げることができる。よって、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤としては、化
合物、タンパク質、ペプチド模倣物、抗体、リボザイム、アロステリック調節剤、および
アンチセンス核酸分子が挙げられるが、これらに限定されると解釈すべきではない。当業
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者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤は、ＰＭＣ
Ａ４ｂの濃度、酵素活性、または基質結合活性を高める化合物を包含する。また、ＰＭＣ
Ａ４ｂ活性剤は、化学分野の当業者には周知の化学的変性化合物、融合、結合体、および
／または誘導体を包含する。
【００７８】
　当業者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、ＰＭＣＡ４ｂの濃度は、
転写、翻訳、または両方を含むＰＭＣＡ４ｂ発現の増加を包含する。また本発明の教示を
理解した当業者には自明であるが、ＰＭＣＡ４ｂ濃度の増加にはＰＭＣＡ４ｂ活性（例え
ば、酵素活性、基質結合活性等）の増加が含まれる。よって、ＰＭＣＡ４ｂの濃度または
活性度を上げることには、ＰＭＣＡ４ｂポリペプチドの量の増加、ＰＭＣＡ４ｂをコード
する核酸の転写、翻訳、または両方の増加、およびＰＭＣＡ４ｂポリペプチドの任意の活
性の増加も含まれる。本発明のＰＭＣＡ４ｂ活性剤組成物および方法は、選択的にＰＭＣ
Ａ４ｂを活性化させることができる、あるいはＰＭＣＡ４ｂと他の分子の両方を活性化さ
せることができる。よって、本発明は、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤を含む組成物の投与に関する
。
【００７９】
　ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性（例えば、酵素活性、基質結合活性等）度を上げる本発
明のＰＭＣＡ４ｂ活性剤組成物および方法は、化合物、タンパク質、ペプチド、ペプチド
模倣物、抗体、リボザイム、小分子化合物、アロステリック調節剤、アンチセンス核酸分
子（例えば、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ等）、またはこれらの組み合わせを含むが、これら
に限定されると解釈するべきではない。当業者には自明であるが、本明細書の開示に基づ
いて、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤組成物は、ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性度を上げる化合物を
包含する。また、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤組成物は、化学分野の当業者には周知の化学的修飾
化合物、融合、結合体、および／または誘導体を包含する。
【００８０】
　ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性（例えば、酵素活性、基質結合活性等）度を上げる本発
明のＰＭＣＡ４ｂ活性剤組成物および方法は、抗体を含む。本発明の抗体は、抗体の各種
形態を含み、例えば、ポリクロナール抗体、モノクローナル抗体、細胞内の抗体（「細胞
内抗体」）、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）２、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）、重鎖抗体（例えば、
ラクダ抗体等）、合成抗体、キメラ抗体、およびヒト化抗体等が挙げられる。一態様では
、本発明の抗体は、ＰＭＣＡ４ｂに特異的に結合する抗体である。いくつかの態様では、
前記活性剤は活性レナラーゼ抗体である。
【００８１】
　いくつかの態様では、前記活性剤はレナラーゼポリペプチド、その類似体、または相同
体である。一態様では、前記活性剤は、配列番号８または配列番号９のアミノ酸配列を含
むレナラーゼポリペプチドである。他の態様では、前記活性剤は、レナラーゼのアミノ酸
配列の少なくとも一部を含むレナラーゼポリペプチドである。いくつかの態様では、前記
活性剤は、配列番号３、配列番号４、または配列番号５のアミノ酸配列を含むレナラーゼ
ポリペプチドである。いくつかの態様では、前記活性剤は、配列番号３、配列番号４、ま
たは配列番号５のアミノ酸配列の少なくとも一部を含むレナラーゼポリペプチドである。
特定の一態様では、前記活性剤は配列番号４のアミノ酸を含むレナラーゼポリペプチドで
ある。いくつかの態様では、前記レナラーゼポリペプチドまたはその断片は、他の分子に
結合されている。
【００８２】
　さらに、本開示と本明細書に例示された方法を理解した当業者には自明であるが、ＰＭ
ＣＡ４ｂ活性剤は、将来発見される活性剤、薬理学の分野で周知の基準（例えば、本明細
書で詳細に記載される、および／または当該分野で周知のＰＭＣＡ４ｂの活性化の生理学
的結果等）で同定することができる活性剤を含む。したがって、本発明は、本明細書で例
示または開示される任意の特定のＰＭＣＡ４ｂ活性剤に限定されるものではなく、むしろ
、本発明は、当業者であれば有用であることが分かっている活性剤（当該分野で周知の活
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性剤、および将来発見される活性剤等）を包含する。
【００８３】
　さらに、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤を同定かつ製造する方法は、一般の当業者には周知であり
、例えば天然源（例えば、ストレプトマイセス属、シュードモナス属、スチロテラ・アウ
ランチウム等）から活性剤を得ることを含むが、これに限定されない。あるいは、ＰＭＣ
Ａ４ｂ活性剤は化学的に合成することができる。さらに、当業者であれば当然のことであ
るが、本明細書の教示に基づいて、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤を組み換え生命体から得ることが
できる。組成物、並びに化学的にＰＭＣＡ４ｂ活性剤を合成する方法および天然源からＰ
ＭＣＡ４ｂ活性剤を得る方法は当該分野で周知であり、かつ記述されている。
【００８４】
　当業者には自明であるが、活性剤は、小分子化学物質、タンパク質、抗体、タンパク質
をコードする核酸構築物、またはこれらの組み合わせとして投与されてもよい。いくつか
の態様では、前記活性剤はアロステリック活性剤である。タンパク質またはタンパク質を
コードする核酸構築物を細胞または組織に投与する多くのベクターおよび他の組成物、並
びにその方法が周知である。したがって、本発明は、ＰＭＣＡ４ｂの活性剤であるタンパ
ク質、またはそのタンパク質をコードする核酸を投与する方法を含む（Sambrook et al.,
 2012, Molecular Cloning: A Laboratory Manual（分子クローニング：実験マニュアル
）, Cold Spring Harbor Laboratory, New York; Ausubel et al., 1997, Current Proto
cols in Molecular Biology（最新分子生物学プロトコル）, John Wiley & Sons, New Yo
rk）。
【００８５】
　当業者には自明であるが、それ自体がＰＭＣＡ４ｂの量または活性度を下げる分子の量
または活性度を下げると、ＰＭＣＡ４ｂの量または活性度を上げることができる。アンチ
センスオリゴヌクレオチドは、ｍＲＮＡ分子のある部分に相補的なＤＮＡまたはＲＮＡ分
子である。細胞に存在する場合、アンチセンスオリゴヌクレオチドは既存のｍＲＮＡ分子
にハイブリダイズして、遺伝子産物への翻訳を阻害する。細胞内のアンチセンスオリゴヌ
クレオチドを発現させる方法（Inoue、米国特許第５，１９０，９３１号）と同様に、ア
ンチセンスオリゴヌクレオチドを用いた遺伝子発現の阻害も当該分野で周知である（Marc
us-Sekura, 1988, Anal. Biochem. 172:289）。本発明の方法は、ＰＭＣＡ４ｂの量また
は活性度を下げる分子の量を下げてＰＭＣＡ４ｂの量または活性度を上げるためのアンチ
センスオリゴヌクレオチドの使用を含む。本発明では、一般の当業者に周知の方法で合成
されて、細胞に供給されるアンチセンスオリゴヌクレオチドが企図される。一例として、
長さが約１０～約１００個、より好ましくは約１５～約５０個のヌクレオチドのアンチセ
ンスオリゴヌクレオチドを合成することができる。核酸分子の合成は当該分野で周知であ
る。例えば、未修飾アンチセンスオリゴヌクレオチドと比較して生体活性が向上した修飾
アンチセンスオリゴヌクレオチドの合成（Tullis, 1991、米国特許第５，０２３，２４３
号）等である。
【００８６】
　同様に、アンチセンス分子のプロモーターまたは他の遺伝子制限要素へのハイブリダイ
ゼーションにより遺伝子の発現を阻害して、遺伝子の転写に影響を及ぼしてもよい。目的
遺伝子と相互作用するプロモーターまたは他の遺伝子制限要素を同定する方法は当該分野
で周知であり、例えば、酵母菌ツーハイブリッド系（Bartel and Fields編集, In: The Y
east Two Hybrid System（酵母菌ツーハイブリッド系）, Oxford University Press, ノ
ースカロライナ州ケーリー）等の方法が挙げられる。
【００８７】
　あるいは、リボザイムを用いて、ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性度を下げるタンパク質
を遺伝子が発現するのを阻害してもよい。遺伝子発現を阻害するリボザイムの使用は、当
業者に周知である（例えば、Cech et al., 1992, J. Biol. Chem. 267:17479; Hampel et
 al., 1989, Biochemistry 28: 4929; Altman et al., 米国特許第５,１６８,０５３号を
参照のこと）。リボザイムは、他の一本鎖ＲＮＡ分子を開裂することができる触媒ＲＮＡ



(25) JP 2019-182873 A 2019.10.24

10

20

30

40

50

分子である。リボザイムは、特定の配列であることが分かっており、特定のヌクレオチド
配列を認識するように修飾することができ（Cech, 1988, J. Amer. Med. Assn. 260:3030
）、特定のｍＲＮＡ分子を選択可能に開裂することができる。分子のヌクレオチド配列を
仮定して、一般の当業者であれば、本開示および本明細書に組み込まれた参照文献があれ
ば過度の実験をしなくてもアンチセンスオリゴヌクレオチドまたはリボザイムを合成する
ことができよう。
【００８８】
　当業者には自明であるが、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤は、単独あるいは任意の組み合わせで投
与してもよい。また、当業者には自明であるが、投与は急性的（例えば、１日、１週間、
または１ヶ月等の短期間）であってもよく、あるいは慢性的（例えば、数ヶ月または１年
以上の長期間）であってもよい。さらに、これらＰＭＣＡ４ｂ活性剤は、時間的に単独あ
るいは任意の組み合わせで投与してもよい。すなわち、あるＰＭＣＡ４ｂ活性剤を別のＰ
ＭＣＡ４ｂ活性剤と同時、あるいはその前後に投与してもよい。当業者には自明であるが
、本明細書の開示に基づいて、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤を用いてもよい。また、ある活性剤を
単独あるいは治療効果を高めるために他のＰＭＣＡ４ｂ活性剤との任意の組み合わせで用
いてもよい。
【００８９】
　本明細書に詳述された方法を含む本開示を得た当業者には自明であるが、本発明は、一
旦確立された病気または障害の治療に限定されない。特に、病気または障害の症状は、対
象に障害の特徴に対して明らかである必要はなく、実際、病気または障害は治療が施され
る前の対象で検出される必要がない。すなわち、本発明が恩恵をもたらす前に病気または
障害の明らかな病状が起こっている必要はない。したがって、本明細書でさらに詳しく述
べるように、本発明は、対象の病気および障害を予防する方法を含み、本明細書の他の箇
所で述べるように、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤は、病気または障害の発症前に対象に投与して、
病気または障害の進行を予防することができる。
【００９０】
　本明細書の開示を得た当業者には自明であるが、対象の病気または障害の予防は、病気
または障害の予防的措置として対象にＰＭＣＡ４ｂ活性剤を投与することを包含する。
【００９１】
　本明細書の他の箇所でさらに詳しく述べるように、ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性度を
上げる方法は、ＰＭＣＡ４ｂ活性度だけでなく、ＰＭＣＡ４ｂをコードする核酸の発現を
高める広範囲にわたる多くの技術を含む。また、本明細書の他の箇所で開示されるように
、本発明の教示を理解した当業者には当然のことであるが、本発明は、増加したＰＭＣＡ
４ｂの発現および／または活性が病気または障害を介在、治療、または予防する、広範囲
にわたる様々な病気または障害の予防方法を包含する。さらに、本発明は、将来発見され
る病気または障害の治療または予防を包含する。
【００９２】
　発明は、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤を投与して、本発明の方法を実行することを包含し、当業
者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、適切なＰＭＣＡ４ｂ活性剤を処
方して、対象に投与する方法を包含する。しかしながら、本発明は、投薬計画または治療
計画の特定の方法のいずれかに限定されるものではない。本明細書の開示を得た当業者に
は自明であるが、このことは、特に虚血再かん流損傷の当該技術分野において承認されて
いるモデルを用いて具体化する低下を含み、ＰＭＣＡ４ｂ活性剤を投与する方法は、薬理
分野の当業者によって決定されることができる。
【００９３】
　本明細書を通して、用語「薬学的に容認可能な担体」は、適切なＰＭＣＡ４ｂ調節剤と
組み合わせてもよく、その適切なＰＭＣＡ４ｂ調節剤を対象に投与するために組み合わせ
た後に用いることができる化学組成物を意味する。
ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物、並びに治療および予防方法
【００９４】
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　様々な態様では、本発明は、ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物、およびＰＭＣＡ４ｂの活性度
または濃度の低いことが望まれる病気または障害を治療または予防する方法を含む。本発
明の組成物および方法で治療または予防することができる、ＰＭＣＡ４ｂの活性度または
濃度の低いことが望まれる病気または障害としては、癌が挙げられるが、これに限定され
ない。様々な態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物および本発明の治療または予防方
法は、ＰＭＣＡ４ｂポリペプチドの量、ＰＭＣＡ４ｂのｍＲＮＡの量、ＰＭＣＡ４ｂ酵素
活性量、ＰＭＣＡ４ｂ基質結合活性の量、またはこれらの組み合わせを減らす。一態様で
は、前記ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤は、カロキシン１ｂ、その類似体、または誘導体である。他
の態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤は、シスプラチン、その類似体、または誘導体であ
る。
【００９５】
　一側面では、本発明の方法は、必要とする対象の癌を治療する方法を含む。一態様では
、前記方法は、少なくとも１種のＰＭＣＡ４ｂ阻害剤を含む組成物の治療有効量を前記対
象に投与することを含む。一態様では、前記癌は、脳癌、膀胱癌、乳癌、頸部癌、結腸直
腸癌、肝臓癌、腎臓癌、リンパ腫、白血病、肺癌、黒色腫、転移性黒色腫、中皮腫、神経
芽細胞腫、卵巣癌、前立腺癌、膵臓癌、腎臓癌、皮膚癌、胸腺腫、肉腫、非ホジキンリン
パ腫、ホジキンリンパ腫、子宮癌、およびこれらの任意の組み合わせからなる群から選択
される。
【００９６】
　当業者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、ＰＭＣＡ４ｂ濃度の低下
は、転写、翻訳、または両方を含むＰＭＣＡ４ｂの発現の低下を包含する。また本発明の
教示を理解した当業者には自明であるが、ＰＭＣＡ４ｂ濃度の低下は、ＰＭＣＡ４ｂ活性
（例えば、酵素活性、基質結合活性等）の低下を含む。よって、ＰＭＣＡ４ｂの濃度また
は活性度を下げることは、ＰＭＣＡ４ｂをコードする核酸の転写、翻訳、または両方を減
らすこと、およびＰＭＣＡ４ｂポリペプチドの任意の活性度を下げることを含むが、これ
らに限定されない。本発明のＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物および方法は、選択的にＰＭＣＡ
４ｂを阻害することができる、あるいはＰＭＣＡ４ｂと他の分子の両方を阻害することが
できる。
【００９７】
　ＰＭＣＡ４ｂの阻害は、広範囲にわたる様々な方法（本明細書で開示された方法、当該
分野で周知である、あるいは将来発見される方法を含む）を用いて評価することができる
。すなわち、当業者には自明であるが、本明細書の開示に基づいて、ＰＭＣＡ４ｂの濃度
または活性度の低下は、ＰＭＣＡ４ｂをコードする核酸（例えば、ｍＲＮＡ）濃度、生体
試料に存在するＰＭＣＡ４ｂポリペプチドの濃度、ＰＭＣＡ４ｂ活性（例えば、酵素活性
、基質結合活性等）度、またはこれらの組み合わせを評価する方法を用いて容易に評価す
ることができる。
【００９８】
　当業者であれば当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、本発明は、必要とす
る対象が他の薬物または治療法で治療を受けているかどうかに関わらず、前記対象の治療
または予防に有益である。さらに、当業者には自明であるが、本明細書の教示に基づいて
、本明細書に記載される組成物および方法で治療可能な病気または障害はＰＭＣＡ４ｂが
役割を果たし、かつ濃度または活性度が低いＰＭＣＡ４ｂが陽性の治療結果を促進する任
意の病気または障害を包含する。
【００９９】
　ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性（例えば、酵素活性、基質結合活性等）度を下げる本発
明のＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物および方法は、化合物、タンパク質、ペプチド、ペプチド
模倣物、抗体、リボザイム、小分子化合物、アンチセンス核酸分子（例えば、ｓｉＲＮＡ
、ｍｉＲＮＡ等）、またはこれらの組み合わせを含むが、これらに限定されると解釈すべ
きではない。いくつかの態様では、前記阻害剤はアロステリック阻害剤である。当業者に
は自明であるが、本明細書の開示に基づいて、ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物は、ＰＭＣＡ４
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ｂの濃度または活性度を下げる化合物を包含する。また、化学分野の当業者には周知のこ
とであるが、ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物は、化学的修飾化合物および誘導体を包含する。
【０１００】
　ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性度（例えば、酵素活性、基質結合活性等）を下げる本発
明のＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物および方法は抗体を含む。本発明の抗体は、抗体の各種形
態を含み、例えば、ポリクロナール抗体、モノクローナル抗体、細胞内の抗体（「細胞内
抗体」）、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）２、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）、重鎖抗体（例えば、ラ
クダ抗体等）、合成抗体、キメラ抗体、およびヒト化抗体等が挙げられる。一態様では、
本発明の抗体はＰＭＣＡ４ｂに特異的に結合する抗体である。
【０１０１】
　さらに、本開示と本明細書に例示された方法を理解した当業者には自明であるが、ＰＭ
ＣＡ４ｂ阻害剤組成物は、将来発見される阻害剤、薬理学の分野で周知の基準（例えば、
本明細書で詳細に記載される、および／または当該分野で周知のＰＭＣＡ４ｂの阻害の生
理学的結果等）で同定することができる阻害剤を含む。したがって、本発明は、本明細書
で例示または開示される任意の特定のＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物に限定されるものではな
く、むしろ、本発明は、当業者であれば有用であることが分かる阻害剤組成物（当該分野
で周知の阻害剤組成物、および将来発見される阻害剤組成物等）を包含する。
【０１０２】
　さらに、ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物を同定および製造する方法は、一般の当業者には周
知であり、例えば、天然源（例えば、ストレプトマイセス属、シュードモナス属、スチロ
テラ・アウランチウム等）から阻害剤を得ることを含むが、これに限定されない。あるい
は、ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤は化学的に合成することができる。さらに、当業者には自明であ
るが、本明細書の教示に基づいて、ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物は組み換え生命体から得る
ことができる。組成物、並びにＰＭＣＡ４ｂ阻害剤を化学的に合成する方法および天然源
からＰＭＣＡ４ｂ阻害剤を得る方法は当該分野で周知であり、かつ記述されている。
【０１０３】
　当業者には自明であるが、阻害剤は、小分子化学物質、タンパク質、抗体、タンパク質
をコードする核酸構築物、アンチセンス核酸、アンチセンス核酸をコード化する核酸構築
物、またはこれらの組み合わせとして投与されてもよい。タンパク質またはタンパク質を
コードする核酸構築物を細胞または組織に投与する多くのベクターおよび他の組成物、並
びにその方法が周知である。したがって、本発明は、ＰＭＣＡ４ｂの阻害剤であるタンパ
ク質、またはタンパク質をコードする核酸を投与する方法を含む（Sambrook et al., 201
2, Molecular Cloning: A Laboratory Manual（分子クローニング：実験マニュアル）, C
old Spring Harbor Laboratory, New York; Ausubel et al., 1997, Current Protocols 
in Molecular Biology（最新分子生物学プロトコル）, John Wiley & Sons, New York）
。
【０１０４】
　当業者には自明であるが、本発明の組成物および方法において、それ自体がＰＭＣＡ４
ｂの量または活性度を上げる分子の量または活性度を下げると、ＰＭＣＡ４ｂの量または
活性度を下げることができる。
【０１０５】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＲＮＡ分子のある部分に相補的なＤＮＡまたはＲ
ＮＡ分子である。細胞に存在する場合、アンチセンスオリゴヌクレオチドは既存のＲＮＡ
分子にハイブリダイズして、遺伝子産物への翻訳を阻害する。細胞内のアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドを発現させる方法（Inoue、米国特許第５，１９０，９３１号）と同様に
、アンチセンスオリゴヌクレオチドを用いた遺伝子発現の阻害も当該分野で周知である（
Marcus-Sekura, 1988, Anal. Biochem. 172:289）。本発明の方法は、ＰＭＣＡ４ｂの量
を減らすためのアンチセンスオリゴヌクレオチドの使用、またはＰＭＣＡ４ｂの量または
活性度を上げる分子の量を減らしてＰＭＣＡ４ｂの量または活性度を下げるためのアンチ
センスオリゴヌクレオチドの使用を含む。
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【０１０６】
　本発明では、一般の当業者に周知の方法で合成されて、細胞に供給されるアンチセンス
オリゴヌクレオチドが企図される。一例として、長さが約１０～約１００個、より好まし
くは約１５～約５０個のヌクレオチドのアンチセンスオリゴヌクレオチドを合成すること
ができる。核酸分子の合成は当該分野で周知である。例えば、未修飾アンチセンスオリゴ
ヌクレオチドと比較して生体活性が向上した修飾アンチセンスオリゴヌクレオチドの合成
（Tullis, 1991、米国特許第５，０２３，２４３号）等である。
【０１０７】
　同様に、アンチセンス分子のプロモーターまたは他の遺伝子制限要素へのハイブリダイ
ゼーションにより遺伝子の発現を阻害して、遺伝子の転写に影響を及ぼしてもよい。目的
遺伝子と相互作用するプロモーターまたは他の遺伝子制限要素を同定する方法は、当該分
野で周知されており、例えば、酵母菌ツーハイブリッド系（Bartel and Fields編集, In:
 The Yeast Two Hybrid System（酵母菌ツーハイブリッド系）, Oxford University Pres
s, ノースカロライナ州ケーリー）等の方法が挙げられる。
【０１０８】
　あるいは、リボザイムを用いて、ＰＭＣＡ４ｂを発現する遺伝子またはＰＭＣＡ４ｂの
濃度または活性度を上げるタンパク質を発現する遺伝子を阻害してもよい。遺伝子発現を
阻害するリボザイムの使用は、当業者に周知である（例えば、Cech et al., 1992, J. Bi
ol. Chem. 267:17479; Hampel et al., 1989, Biochemistry 28: 4929; Altman et al., 
米国特許第５，１６８，０５３号を参照のこと）。リボザイムは、他の一本鎖ＲＮＡ分子
を開裂することができる触媒ＲＮＡ分子である。リボザイムは、特定の配列であることが
分かっており、特定のヌクレオチド配列を認識するように修飾することができ（Cech, 19
88, J. Amer. Med. Assn. 260:3030）、特定のｍＲＮＡ分子を選択可能に開裂することが
できる。当業者であれば、分子のヌクレオチド配列を前提として、本開示および本明細書
に組み込まれた参照文献があれば過度の実験をしなくてもアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドまたはリボザイムを合成することができるであろう。
【０１０９】
　当業者には自明であるが、ＰＭＣＡ４ｂの阻害剤の投与は急性的（例えば、１日、１週
間、または１ヶ月等の短期間）であってもよく、あるいは慢性的（例えば、数ヶ月または
１年以上の長期間）であってもよい。当業者には自明であるが、これらＰＭＣＡ４ｂの阻
害剤は、単独あるいは他の阻害剤との任意の組み合わせで投与してもよい。さらに、これ
らＰＭＣＡ４ｂ阻害剤は、時間的に単独あるいは任意の組み合わせで投与してもよい。す
なわち、ある阻害剤を別の阻害剤と同時あるいはその前後に投与してもよい。当業者には
自明であるが、本明細書の開示に基づいて、必要とする対象の病気または障害を治療また
は予防するためにＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物を用いてもよい。また、阻害剤組成物を単独
あるいは治療効果を高めるために他の阻害剤との任意の組み合わせで用いてもよい。
【０１１０】
　様々な態様では、本明細書に記載される本発明のＰＭＣＡ４ｂの阻害剤のいずれかを単
独、または癌と関連づけられた他の分子の他の阻害剤と組み合わせて投与してもよい。
【０１１１】
　本明細書に詳述された方法を含む本開示を得た当業者には自明であるが、本発明は、既
に確立された病気または障害の治療に限定されない。特に、病気または障害は、対象に障
害の特徴に対して明らかである必要はなく、実際、病気または障害は治療が施される前の
対象で検出される必要がない。すなわち、本発明が恩恵をもたらす前に明らかな病気また
は障害が起こっている必要はない。したがって、本発明は、対象の病気および障害を予防
する方法を含み、本明細書の前出の他の箇所で述べたように、ＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物
は、病気または障害の発症前に対象に投与して、病気または障害の発達を予防することが
できる。本明細書に記載される予防方法はまた、病気または障害の再発を予防するための
寛解期の対象の治療を含む。
【０１１２】
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　本明細書の開示を得た当業者には自明であるが、前記病気または障害の予防は、前記病
気または障害に対する予防的措置として対象にＰＭＣＡ４ｂ阻害剤組成物を投与すること
を包含する。本明細書でさらに詳しく述べるように、ＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性度を
下げる方法は、ＰＭＣＡ４ｂ活性度だけでなく、ＰＭＣＡ４ｂをコードする核酸の発現を
減らす広範囲にわたる多くの技術（転写、翻訳、またはその両方の低下を含む）を含む。
【０１１３】
　また、本明細書の他の箇所で開示するように、本発明の教示を理解した当業者には当然
のことであるが、本発明は、低下したＰＭＣＡ４ｂの発現および／または活性が病気、障
害、または症状を介在、治療、または予防する、広範囲にわたる様々な病気、障害、およ
び症状の予防方法を包含する。ある病気がＰＭＣＡ４ｂの濃度または活性度に関連するか
どうかを評価する方法は、当該分野で周知である。さらに、本発明は、将来発見される病
気の治療または予防を包含する。
【０１１４】
　発明は、ＰＭＣＡ４ｂの阻害剤を投与して、本発明の方法を実行することを包含し、当
業者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、適切なＰＭＣＡ４ｂ阻害剤を
処方して、対象に投与する方法を包含する。しかしながら、本発明は、投薬計画または治
療計画の特定の方法のいずれかに限定されるものではない。
レナラーゼ受容体の調節剤を同定する方法
【０１１５】
　本発明は、レナラーゼ受容体（例えば、ＰＭＣＡ４ｂ等）の活性度を調節する化合物を
同定する方法に関する。いくつかの態様では、本発明の同定方法は、レナラーゼ受容体（
例えば、ＰＭＣＡ４ｂ等）の活性度を下げる阻害剤化合物を同定する。他の態様では、本
発明の同定方法は、レナラーゼ受容体（例えば、ＰＭＣＡ４ｂ等）の活性度を上げる活性
剤化合物を同定する。
【０１１６】
　他の方法、および本明細書で開示された方法の変形は、本発明の記述から自明である。
様々な態様では、スクリーニング試験での試験化合物の濃度は、一定でもよく、変化させ
てもよい。１回に単一の試験化合物または複数の試験化合物を試験してもよい。いくつか
の態様では、前記同定方法は、高処理スクリーニングである。用いてもよい好適な試験化
合物としては、タンパク質、核酸、アンチセンス核酸、ｓｈＲＮＡ、小分子、抗体、およ
びペプチドが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１７】
　本発明は、試験化合物の存在下および非存在下でのレナラーゼ受容体（例えば、ＰＭＣ
Ａ４ｂ等）の活性度を調節（すなわち、増減）する能力により試験化合物をスクリーニン
グして調節剤化合物を同定する方法に関する。レナラーゼ受容体の評価された活性度は、
レナラーゼ受容体の測定可能な任意の活性度であってもよい。一態様では、レナラーゼ受
容体の評価された活性度は、マイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（ＭＡＰＫ）信号伝
達の濃度である。他の態様では、レナラーゼ受容体の評価された活性度は、ＡＴＰ分解酵
素活性度である。
【０１１８】
　本発明の方法で評価することができる試験化合物としては、化合物、タンパク質、ペプ
チド、ペプチド模倣物、抗体、核酸、アンチセンス核酸、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｓｈ
ＲＮＡ、リボザイム、アロステリック調節剤、および小分子化合物が挙げられる。
【０１１９】
　試験化合物は、当該分野で周知の組み合わせライブラリー法（生体ライブラリー；空間
的に処理可能な並行固相または液相ライブラリー；逆重畳積分を必要とする合成ライブラ
リー；「１ビーズ１化合物」ライブラリー法；および親和性クロマトグラフィー選択を用
いた合成ライブラリー法を含む）の多数の手法のいずれかを用いて得ることができる。生
体ライブラリーはペプチドライブラリーに限定されるが、他の４つの方法は、ペプチドラ
イブラリー、非ペプチドオリゴマーのライブラリー、または化合物の小分子のライブラリ
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ーに利用できる（Lam et al., 1997, Anticancer Drug Des. 12:45）。
【０１２０】
　分子ライブラリーの合成方法の例は、例えば以下に見られる。DeWitt et al., 1993, P
roc. Natl. Acad. USA 90:6909; Erb et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:11
422; Zuckermann et al., 1994, J. Med. Chem. 37:2678; Cho et al., 1993, Science 2
61:1303; Carrell et al., 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carell et al
., 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061; およびGallop et al., 1994, J. Med.
 Chem. 37:1233.
【０１２１】
　化合物のライブラリーは、溶液中（例えば、Houghten, 1992, Biotechniques 13:412-4
21)、またはビーズ(Lam, 1991, Nature 354:82-84)、チップ(Fodor, 1993, Nature 364:5
55-556)、バクテリア(Ladner、米国特許第５，２２３，４０９号)、胞子(Ladner、第５，
２２３，４０９号)、プラスミド(Cull et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1
865-1869)、ファージ(Scott and Smith, 1990, Science 249:386-390; Devlin, 1990, Sc
ience 249:404-406; Cwirla et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378-6382;
 Felici, 1991, J. Mol. Biol. 222:301-310; and Ladner supra）に担持して提示されて
もよい。
【０１２２】
　「高処理」様式が好ましい状況では、通常、ある望ましい特性または活性を持つ化合物
（「リード化合物」と言う）を同定し、リード化合物の変種を作成し、これら化合物の変
種の特性および活性を評価して有益な特性を持つ新規な化学物質が生成される。
【０１２３】
　一態様では、高処理スクリーニング法は、所望の活性を有する可能性がある多数の試験
化合物を含むライブラリーを提供することを含む。このような「組み合わせ化学ライブラ
リー」は、本明細書で記載される１つ以上のアッセイで選別されて、所望の特徴的な活性
を示すライブラリー構成要素（特定の化学種または下位分類）を同定する。このように同
定された化合物は、確立された「リード化合物」の役目を果たしてもよく、あるいはそれ
自身が可能な治療法または実際の治療法に用いられてもよい。
組成物、並びに治療および予防方法
【０１２４】
　様々な態様では、本発明は、必要とする対象、組織、または臓器でレナラーゼまたはそ
の断片の濃度または活性度を上げるレナラーゼ活性剤組成物および方法を含む。様々な態
様では、前記レナラーゼ活性剤組成物および本発明の治療方法は、レナラーゼポリペプチ
ドの量、レナラーゼｍＲＮＡの量、レナラーゼ酵素活性の量、レナラーゼ基質結合活性の
量、またはこれらの組み合わせを増やす。様々な態様では、レナラーゼの増加が治療結果
を向上させる可能性がある病気および障害としては、膵臓炎等の膵臓病または膵臓障害が
挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２５】
　当業者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、レナラーゼ濃度の増加は
、レナラーゼ発現（転写、翻訳、または両方を含む）の増加を含む。また本発明の教示を
理解した当業者には自明であるが、レナラーゼ濃度の増加には、レナラーゼ活性（例えば
、酵素活性、基質結合活性等）の増加が含まれる。よって、レナラーゼの濃度または活性
度を上げることには、レナラーゼポリペプチドの量の増加、レナラーゼをコードする核酸
の転写、翻訳、または両方の増加、レナラーゼポリペプチドの任意の活性の増加が含まれ
るが、これらに限定されない。本発明のレナラーゼ活性剤組成物および方法は選択的にレ
ナラーゼを活性化する、あるいはレナラーゼと他の分子の両方を活性化することができる
。
【０１２６】
　従って、本発明は、病気または障害あるいはそれに関連づけられた兆候、症状、または
病状の治療または予防のために必要とする対象にレナラーゼポリペプチド、組み換えレナ
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ラーゼポリペプチド、活性レナラーゼポリペプチド断片（すなわち、レナラーゼペプチド
）、またはレナラーゼの発現または活性の活性剤の治療有効量を投与して病気または障害
を予防および治療することに関する。いくつかの態様では、前記レナラーゼポリペプチド
は配列番号８または配列番号９のアミノ酸、その類似体または相同体を含む。いくつかの
態様では、本発明のレナラーゼは、配列番号８または配列番号９のアミノ酸配列、その類
似体または相同体の少なくとも一部を含むレナラーゼポリペプチド断片である。いくつか
の態様では、前記レナラーゼポリペプチド断片は、その保護活性を保持するが検出可能な
ＮＡＤＨオキシダーゼ活性を示さないペプチドである。いくつかの態様では、前記レナラ
ーゼポリペプチド断片は、その保護活性を保持するが検出可能なアミンオキシダーゼ活性
を示さないペプチドである。特定の一態様では、前記レナラーゼポリペプチド断片は、配
列番号３のアミノ酸配列、その類似体または相同体を含むペプチドである。他の特定の態
様では、前記レナラーゼポリペプチド断片は、配列番号４のアミノ酸配列、その類似体ま
たは相同体を含むペプチドである。他の特定の態様では、前記レナラーゼポリペプチド断
片は、配列番号５のアミノ酸配列、その類似体または相同体を含むペプチドである。他の
特定の態様では、前記レナラーゼポリペプチド断片は、配列番号３のアミノ酸配列、その
類似体または相同体からなるペプチドである。他の特定の態様では、前記レナラーゼポリ
ペプチド断片は、配列番号４のアミノ酸配列、その類似体または相同体からなるペプチド
である。他の特定の態様では、前記レナラーゼポリペプチド断片は、配列番号５のアミノ
酸配列、その類似体または相同体からなるペプチドである。いくつかの態様では、前記レ
ナラーゼポリペプチドまたはその断片は、他の分子に結合している。
【０１２７】
　当業者にとっては当然のことであるが、レナラーゼ濃度の増加は、（例えば、レナラー
ゼまたはその断片の投与や、レナラーゼタンパク質の発現の増加等により）レナラーゼま
たはその断片の量の増加を包含する。また、当業者には自明であるが、レナラーゼ濃度の
増加にはレナラーゼ活性度の増加が含まれる。よって、レナラーゼの濃度または活性度を
上げることには、レナラーゼまたはその断片の投与、レナラーゼをコードする核酸の転写
、翻訳、または両方の増加、およびレナラーゼの任意の活性の増加が含まれるが、これら
に限定されない。
【０１２８】
　レナラーゼの濃度または活性度の増加は、広範囲にわたる様々な方法（本明細書で開示
された方法、当該分野で周知である、あるいは将来発見される方法を含む）を用いて評価
することができる。すなわち、当業者には自明であるが、本明細書の開示に基づいて、レ
ナラーゼの濃度または活性度の増加は、対象から得た生体試料中のレナラーゼをコードす
る核酸（例えば、ｍＲＮＡ）の濃度、レナラーゼポリペプチドの濃度、および／またはレ
ナラーゼ活性度を評価する方法を用いて容易に評価することができる。
【０１２９】
　当業者であれば当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、 本発明は、レナラ
ーゼの低下した濃度または活性度と関連づけられた病気または障害について全身（例えば
、全身性）または部分的に（例えば、局所、組織、臓器等）治療中、あるいは治療が予定
されている対象者に有用である。当業者には自明であるが、本明細書の教示に基づいて、
本明細書に記載される組成物および方法で治療可能な病気および障害は、レナラーゼの増
加が陽性の治療結果を促進する任意の病気または障害を包含する。
【０１３０】
　当業者には自明であるが、レナラーゼを直接活性化することに加えて、それ自体がレナ
ラーゼの量または活性度を下げる分子の量または活性度を下げると、レナラーゼの量また
は活性度を上げることができる。よって、レナラーゼ活性剤は、化合物、タンパク質、ペ
プチド模倣物、抗体、リボザイム、およびアンチセンス核酸分子を含むが、これらに限定
されない。いくつかの態様では、前記レナラーゼ活性剤はアロステリック活性剤である。
当業者には自明であるが、本明細書の開示に基づいて、レナラーゼ活性剤は、レナラーゼ
の濃度、酵素活性、または基質結合活性を上げる化合物を包含する。また、化学分野の当
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業者には周知のことであるが、レナラーゼ活性剤は化学的修飾化合物および誘導体を包含
する。
【０１３１】
　当業者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、レナラーゼ濃度の増加は
、転写、翻訳、または両方を含むレナラーゼの発現の増加を包含する。また本発明の教示
を理解した当業者には自明であるが、レナラーゼ濃度の増加にはレナラーゼ活性（例えば
、酵素活性、基質結合活性等）の増加が含まれる。よって、レナラーゼの濃度または活性
度を上げることには、レナラーゼポリペプチドの量の増加、レナラーゼをコードする核酸
の転写、翻訳、または両方の増加、およびレナラーゼポリペプチドの任意の活性の増加が
含まれるが、これらに限定されない。本発明のレナラーゼ活性剤組成物および方法は、選
択的にレナラーゼを活性化することができる、あるいはレナラーゼと他の分子の両方を活
性化することができる。よって、本発明は、レナラーゼポリペプチド、組み換えレナラー
ゼポリペプチド、活性レナラーゼポリペプチド断片、またはナラーゼの発現または活性の
活性剤の投与に関する。
【０１３２】
　さらに、本開示と本明細書に例示された方法を理解した当業者には自明であるが、レナ
ラーゼ活性剤は、将来発見される活性剤、薬理学の分野で周知の基準（本明細書で詳細に
記載される、および／または当該分野で周知のレナラーゼの活性化の生理学的結果等）で
同定可能な活性剤を含む。したがって、本発明は、本明細書で例示または開示される任意
の特定のレナラーゼ活性剤に限定されるものではなく、むしろ、本発明は、当業者であれ
ば有用であることが分かっている活性剤（当該分野で周知の活性剤、および将来発見され
る活性剤等）を包含する。
【０１３３】
　さらに、レナラーゼ活性剤を同定かつ製造する方法は、一般の当業者には周知であり、
例えば天然源（例えば、ストレプトマイセス属、シュードモナス属、スチロテラ・アウラ
ンチウム等）から活性剤を得ることを含むが、これに限定されない。あるいは、レナラー
ゼ活性剤は化学的に合成することができる。さらに、当業者には自明であるが、本明細書
の教示に基づいて、レナラーゼ活性剤を組み換え生命体から得ることができる。組成物、
並びにレナラーゼ活性剤を化学的に合成する方法および天然源からレナラーゼ活性剤を合
成する方法は当該分野で周知であり、かつ記述されている。
【０１３４】
　当業者には自明であるが、活性剤は、小分子化学物質、タンパク質、タンパク質をコー
ドする核酸構築物、またはこれらの組み合わせとして投与することができる。細胞または
組織にタンパク質またはタンパク質をコードする核酸構築物を投与する多くのベクターお
よび他の組成物、並びにその方法が周知である。したがって、本発明は、レナラーゼの活
性剤であるタンパク質、またはそのタンパク質をコードする核酸を投与する方法を含む（
Sambrook et al., 2012, Molecular Cloning: A Laboratory Manual（分子クローニング
：実験マニュアル）, Cold Spring Harbor Laboratory, New York; Ausubel et al., 199
7, Current Protocols in Molecular Biology（最新分子生物学プロトコル）, John Wile
y & Sons, New York）。
【０１３５】
　当業者には自明であるが、それ自体がレナラーゼの量または活性度を下げる分子の量ま
たは活性度を下げると、レナラーゼの量または活性度を上げることができる。アンチセン
スオリゴヌクレオチドは、ｍＲＮＡ分子のある部分に相補的なＤＮＡまたはＲＮＡ分子で
ある。細胞に存在する場合、アンチセンスオリゴヌクレオチドは既存のｍＲＮＡ分子にハ
イブリダイズして、遺伝子産物への翻訳を阻害する。細胞内のアンチセンスオリゴヌクレ
オチドを発現させる方法（Inoue、米国特許第５，１９０，９３１号）と同様に、アンチ
センスオリゴヌクレオチドを用いた遺伝子発現の阻害も当該分野で周知である（Marcus-S
ekura, 1988, Anal. Biochem. 172:289）。本発明の方法は、レナラーゼの量または活性
度を下げる分子の量を減らしてレナラーゼの量または活性度を上げるためのアンチセンス
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オリゴヌクレオチドの使用を含む。本発明では、一般の当業者に周知の方法で合成されて
、細胞に供給されるアンチセンスオリゴヌクレオチドが企図される。一例として、長さが
約１０～約１００個、より好ましくは約１５～約５０個のヌクレオチドのアンチセンスオ
リゴヌクレオチドを合成することができる。核酸分子の合成は当該分野で周知である。例
えば、未修飾アンチセンスオリゴヌクレオチドと比較して生体活性が向上した修飾アンチ
センスオリゴヌクレオチドの合成（Tullis, 1991、米国特許第５，０２３，２４３号）等
である。
【０１３６】
　同様に、アンチセンス分子のプロモーターまたは他の遺伝子制限要素へのハイブリダイ
ゼーションにより遺伝子の発現を阻害して、遺伝子の転写に影響を及ぼしてもよい。目的
遺伝子を相互作用するプロモーターまたは他の遺伝子制限要素を同定する方法は、当該分
野で周知されており、例えば、酵母菌ツーハイブリッド系（Bartel and Fields, 編集, I
n: The Yeast Two Hybrid System（酵母菌ツーハイブリッド系）, Oxford University Pr
ess, ノースカロライナ州ケーリー）等の方法が挙げられる。
【０１３７】
　あるいは、リボザイムを用いて、レナラーゼの濃度または活性度を下げるタンパク質を
遺伝子が発現するのを阻害してもよい。遺伝子発現を阻害するリボザイムの使用は、当業
者に周知である（例えば、Cech et al., 1992, J. Biol. Chem. 267:17479; Hampel et a
l., 1989, Biochemistry 28: 4929; Altman et al., 米国特許第５,１６８,０５３号を参
照のこと）。リボザイムは、他の一本鎖ＲＮＡ分子を開裂することができる触媒ＲＮＡ分
子である。リボザイムは、特定の配列であることが分かっており、特定のヌクレオチド配
列を認識するように修飾することができ（Cech, 1988, J. Amer. Med. Assn. 260:3030）
、特定のｍＲＮＡ分子を選択可能に開裂することができる。当業者であれば、分子のヌク
レオチド配列を前提として、本開示および本明細書に組み込まれた参照文献があれば過度
の実験をしなくてもアンチセンスオリゴヌクレオチドまたはリボザイムを合成することが
できるであろう。
【０１３８】
　当業者には自明であるが、レナラーゼ活性剤、レナラーゼポリペプチド、組み換えレナ
ラーゼポリペプチド、または活性レナラーゼポリペプチド断片は、単独あるいは任意の組
み合わせで投与してもよい。また、当業者には自明であるが、投与は急性的（例えば、１
日、１週間、または１ヶ月等の短期間）であってもよく、あるいは慢性的（例えば、数ヶ
月または１年以上の長期間）であってもよい。さらに、レナラーゼポリペプチド、組み換
えレナラーゼポリペプチド、または活性レナラーゼポリペプチド断片は、時間的に単独あ
るいは任意の組み合わせで投与してもよい。すなわち、これらを別のレナラーゼポリペプ
チド、組み換えレナラーゼポリペプチド、または活性レナラーゼポリペプチド断片と同時
あるいはその前後に投与してもよい。当業者には自明であるが、本明細書の開示に基づい
て、レナラーゼポリペプチド、組み換えレナラーゼポリペプチド、または活性レナラーゼ
ポリペプチド断片を用いてもよい。また、これらペプチドを単独で、あるいは治療結果を
高めるために他のレナラーゼポリペプチド、組み換えレナラーゼポリペプチド、活性レナ
ラーゼポリペプチド断片、またはレナラーゼ活性剤との任意の組み合わせで用いてもよい
。また、当業者には自明であるが、本明細書の開示に基づいて、レナラーゼポリペプチド
、組み換えレナラーゼポリペプチド、または活性レナラーゼポリペプチド断片を単独ある
いは膵臓病または膵臓障害（例えば、膵臓炎等）の治療に有用な他の組成物、薬物、また
は治療法と任意の組み合わせで用いてもよい。いくつかの態様では、投与されるレナラー
ゼポリペプチド、組み換えレナラーゼポリペプチド、活性レナラーゼポリペプチド断片、
またはこれらの組み合わせは、この投与されるレナラーゼポリペプチド、組み換えレナラ
ーゼポリペプチド、活性レナラーゼポリペプチド断片、またはこれらの組み合わせの代謝
または分解を低下、阻害、または阻止する他の組成物、薬物、または治療法と組み合わせ
て投与される。
【０１３９】
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　本明細書に詳述された方法を含む本開示を得た当業者には自明であるが、本発明は、一
旦確立された病気または障害の治療に限定されない。特に、病気または障害の症状は、対
象に障害の特徴に対して明らかである必要はなく、実際、病気または障害は治療が施され
る前の対象で検出される必要がない。すなわち、本発明が恩恵をもたらす前に病気または
障害の明らかな病状が起こっている必要はない。したがって、本明細書でさらに詳しく述
べるように、本発明は対象の病気および障害を予防する方法を含み、本明細書の他の箇所
で述べるように、レナラーゼ分子（例えば、ポリペプチド、ペプチド等）またはレナラー
ゼ活性剤は、病気または障害の発症前に対象に投与して、病気または障害の進行を予防す
ることができる。
【０１４０】
　本明細書の開示を得た当業者には自明であるが、対象の病気または障害の予防には、病
気または障害の予防的措置としてレナラーゼポリペプチド、組み換えレナラーゼポリペプ
チド、活性レナラーゼポリペプチド断片、またはレナラーゼ活性剤を対象に投与すること
が含まれる。
【０１４１】
　本明細書でさらに詳しく述べるように、レナラーゼの濃度または活性を上げる方法は、
レナラーゼ活性だけでなく、レナラーゼをコードする核酸の発現を高める広範囲にわたる
多くの技術を包含する。また、本明細書の他の箇所で開示するように、本発明の教示を理
解した当業者には当然のことであるが、本発明は、増加したレナラーゼの発現および／ま
たは活性が病気または障害を介在、治療、または予防する、広範囲にわたる様々な病気ま
たは障害の予防方法を包含する。さらに、本発明は、将来発見される病気または障害の治
療または予防を包含する。
【０１４２】
　本発明は、レナラーゼポリペプチド、組み換えレナラーゼポリペプチド、活性レナラー
ゼポリペプチド断片、またはレナラーゼ活性剤を投与して本発明の方法を実行することを
包含し、当業者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、適切なレナラーゼ
ポリペプチド、組み換えレナラーゼポリペプチド、活性レナラーゼポリペプチド断片、ま
たはレナラーゼ活性剤を処方して、対象に投与する方法を包含する。しかしながら、本発
明は、投薬計画または治療計画の特定の方法のいずれかに限定されるものではない。本明
細書の開示を得た当業者には自明であるが、このことは、特に虚血再かん流損傷の当該技
術分野において承認されているモデルを用いて具体化する低下を含み、レナラーゼポリペ
プチド、組み換えレナラーゼポリペプチド、活性レナラーゼポリペプチド断片、またはレ
ナラーゼ活性剤を投与する方法は、薬理分野の当業者によって決定されることができる。
【０１４３】
　本明細書を通して、用語「薬学的に容認可能な担体」は、適切なレナラーゼ調節剤と組
み合わせてもよく、その適切なレナラーゼ調節剤を対象に投与するために組み合わせた後
に用いることができる化学組成物を意味する。
診断方法
【０１４４】
　いくつかの態様では、対照と比較したレナラーゼ濃度の変化（すなわち、増減）は、膵
臓病または膵臓障害を診断し、膵臓病または膵臓障害の治療の有効性を監視するマーカー
として本発明の方法で用いられる。
【０１４５】
　一態様では、本発明は、対象の生体試料中のレナラーゼ濃度を評価して前記対象の膵臓
病または膵臓障害を診断する方法である。一態様では、前記対象の生体試料は体液である
。レナラーゼ濃度を評価することができる体液の例としては、血液、血清、血漿、および
尿が挙げられるが、これらに限定されない。様々な態様では、前記対象の生体試料中のレ
ナラーゼ濃度は、比較対照のレナラーゼ濃度と比較される。比較対照としては、陰性対照
、陽性対照、対象の期待正常背景値、対象の歴史的正常背景値、対象が属する集団の期待
正常背景値、対象が属する集団の歴史的正常背景値が挙げられるが、これらに限定されな
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い。
【０１４６】
　他の態様では、本発明は、対象の生体試料中のレナラーゼ濃度を評価して前記対象の膵
臓病または膵臓障害の進行を監視する方法である。一態様では、前記対象の生体試料は体
液である。レナラーゼ濃度を評価することができる体液としては、血液、血清、血漿、お
よび尿が挙げられるが、これらに限定されない。様々な態様では、前記対象の生体試料中
のレナラーゼ濃度は、比較対照のレナラーゼ濃度と比較される。比較対照としては、陰性
対照、陽性対照、対象の期待正常背景値、対象の歴史的正常背景値、対象が属する集団の
期待正常背景値、対象が属する集団の歴史的正常背景値が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【０１４７】
　さらなる態様では、本発明は、対象の生体試料中のレナラーゼ濃度を評価して前記対象
の膵臓病または膵臓障害の重症度を評価する方法である。一態様では、前記対象の生体試
料は体液である。レナラーゼ濃度を評価することができる体液の例としては、血液、血清
、血漿、および尿が挙げられるが、これらに限定されない。様々な態様では、前記対象の
生体試料中のレナラーゼ濃度は、比較対照のレナラーゼ濃度と比較される。比較対照の例
として、陰性対照、陽性対照、対象の期待正常背景値、対象の歴史的正常背景値、対象が
属する集団の期待正常背景値、対象が属する集団の歴史的正常背景値が挙げられるが、こ
れらに限定されない。
【０１４８】
　他の態様では、本発明は、対象の生体試料中のレナラーゼ濃度を評価して、前記対象の
膵臓病または膵臓障害を治療するための治療計画を選択する方法である。一態様では、前
記対象の生体試料は体液である。レナラーゼ濃度を評価することができる体液の例として
は、血液、血清、血漿、および尿が挙げられるが、これらに限定されない。様々な態様で
は、前記対象の生体試料中のレナラーゼ濃度は、比較対照のレナラーゼ濃度と比較される
。比較対照の例として、陰性対照、陽性対照、対象の期待正常背景値、対象の歴史的正常
背景値、対象が属する集団の期待正常背景値、対象が属する集団の歴史的正常背景値が挙
げられるが、これらに限定されない。
【０１４９】
　他の態様では、本発明は、対象の生体試料中のレナラーゼ濃度を評価して前記対象の膵
臓病または膵臓障害の治療効果を監視する方法である。一態様では、前記対象の生体試料
は体液である。レナラーゼ濃度を評価することができる体液の例としては、血液、血清、
血漿、および尿が挙げられるが、これらに限定されない。様々な態様では、前記対象の生
体試料中のレナラーゼ濃度は、比較対照のレナラーゼ濃度と比較される。比較対照の例と
して、陰性対照、陽性対照、対象の期待正常背景値、対象の歴史的正常背景値、対象が属
する集団の期待正常背景値、対象が属する集団の歴史的正常背景値が挙げられるが、これ
らに限定されない。
【０１５０】
　様々な態様では、前記対象はヒトであり、人種、性別、および年齢は問わない。前記対
象の代表的な例としては、膵臓病または膵臓障害（例えば、膵臓炎等）にかかったと疑わ
れる対象、膵臓病または膵臓障害（例えば、膵臓炎等）にかかったと診断された対象、膵
臓病または膵臓障害に関連づけられた病気または障害を有すると診断された対象、および
膵臓病または膵臓障害（例えば、膵臓炎等）を発症する危険性がある対象等が挙げられる
。
【０１５１】
　本明細書に記載される本発明の方法から得た情報を単独あるいは前記対象または前記対
象に由来する生体試料から得た他の情報（例えば、疾病状態、病歴、生命兆候、血液化学
等）と組み合わせて用いてもよい。
【０１５２】
　本発明の診断方法では、対象から得た生体試料は、それに含まれるレナラーゼの濃度に
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ついて評価される。一態様では、前記生体試料は、本明細書に記載される方法に有用なレ
ナラーゼポリペプチドの少なくとも断片を含む試料である。
【０１５３】
　本発明の方法の他の様々な態様では、比較対照と比較して、レナラーゼ濃度が少なくと
も１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％
、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、または
少なくとも１００％低下した場合に、前記レナラーゼ濃度は低下していると判定される。
様々な態様では、低下したレナラーゼ濃度は病気または障害を示す。
【０１５４】
　本発明の方法の他の様々な態様では、比較対照と比較して、レナラーゼ濃度が少なくと
も１０％、少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％
、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、または
少なくとも１００％増加した場合、前記レナラーゼ濃度は増加していると判定される。様
々な態様では、増加したレナラーゼ濃度は病気または障害を示す。
【０１５５】
　本発明の方法では、対象に由来する生体試料は、患者から得た生体試料のレナラーゼ濃
度について評価される。前記生体試料のレナラーゼポリペプチドの量、前記生体試料のレ
ナラーゼｍＲＮＡの量、前記生体試料のレナラーゼ酵素活性の量、またはこれらの組み合
わせを評価して、生体試料中のレナラーゼ濃度を求めることができる。
【０１５６】
　本発明の方法の様々な態様では、患者から得た生体試料中のレナラーゼ濃度を測定する
方法としては、例えば、免疫クロマトグラフィーアッセイ、イムノドットアッセイ、Ｌｕ
ｍｉｎｅｘアッセイ、ＥＬＩＳＡアッセイ、ＥＬＩＳＰＯＴアッセイ、タンパク質マイク
ロアレイアッセイ、ウェスタンブロットアッセイ、質量分光測光法アッセイ、放射免疫測
定法（ＲＩＡ）、放射免疫拡散法、液体クロマトグラフィー並列質量分析アッセイ、オク
タロニー免疫拡散法、逆相タンパク質マイクロアレイ、ロケット免疫電気泳動アッセイ、
免疫組織染色アッセイ、免疫沈殿アッセイ、補体結合試験、ＦＡＣＳ、酵素－基質結合ア
ッセイ、酵素アッセイ、検出可能な分子（例えば、発色団、蛍光色素分子、放射性基質等
）を用いた酵素アッセイ、基質等を用いた基質結合アッセイ、基質等を用いた基質置換ア
ッセイ、およびタンパク質チップアッセイ（また2007, Van Emon, Immunoassay and Othe
r Bioanalytical Techniques（免疫測定法およびその他のバイオ分析技術）, CRC Press;
 2005, Wild, Immunoassay Handbook（免疫測定法ハンドブック）, Gulf Professional P
ublishing; 1996, Diamandis and Christopoulos, Immunoassay（免疫測定法）, Academi
c Press; 2005, Joos, Microarrays in Clinical Diagnosis（臨床診断におけるマイクロ
アレイ）, Humana Press; 2005, Hamdan and Righetti, Proteomics Today（プロテオミ
クスの今）, John Wiley and Sons; 2007を参照のこと）が挙げられるが、これらに限定
されない。
治療阻害剤組成物および方法
【０１５７】
　様々な態様では、本発明は、レナラーゼの活性または濃度が低いことが望まれる病気ま
たは障害を治療または予防するレナラーゼ阻害剤組成物および方法を含む。本発明の組成
物および方法で治療または予防することができる、レナラーゼの活性または濃度が低いこ
とが望まれる病気または障害の例としては、癌が挙げられるが、これに限定されない。様
々な態様では、本発明のレナラーゼ阻害剤組成物および治療または予防方法は、レナラー
ゼポリペプチドの量、レナラーゼｍＲＮＡの量、レナラーゼ酵素活性の量、レナラーゼ基
質結合活性の量、またはこれらの組み合わせを減らす。
【０１５８】
　当業者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、レナラーゼ濃度の低下は
、転写、翻訳、または両方を含むレナラーゼの発現の低下を包含する。また本発明の教示
を理解した当業者には自明であるが、レナラーゼ濃度の低下には、レナラーゼ活性（例え
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ば、酵素活性、基質結合活性等）の低下が含まれる。よってレナラーゼの濃度または活性
度を下げることには、レナラーゼをコードする核酸の転写、翻訳、または両方の低下、お
よびレナラーゼポリペプチドの任意の活性の低下が含まれる。本発明のレナラーゼ阻害剤
組成物および方法は、選択的にレナラーゼを阻害することができる、あるいはレナラーゼ
と他の分子の両方を阻害することができる。
【０１５９】
　レナラーゼの阻害は、広範囲にわたる様々な方法（本明細書で開示された方法、当該分
野で周知である、あるいは将来発見される方法を含む）を用いて評価することができる。
すなわち、当業者には自明であるが、本明細書の開示に基づいて、レナラーゼの濃度また
は活性度の低下は、レナラーゼをコードする核酸（例えば、ｍＲＮＡ）の濃度、生体試料
中に存在するレナラーゼポリペプチドの濃度、レナラーゼ濃度活性（例えば、酵素活性、
基質結合活性等）、またはこれらの組み合わせを評価する方法を用いて容易に評価するこ
とができる。
【０１６０】
　当業者当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、本発明は、必要とする対象が
他の薬物または治療法で治療を受けているかどうかにかかわらず、前記対象の治療または
予防に有益である。さらに、当業者には自明であるが、本明細書の教示に基づいて、本明
細書に記載される組成物および方法で治療可能な病気または障害は、レナラーゼが役割を
果たし、かつ濃度または活性が低いレナラーゼが陽性の治療結果を促進する任意の病気ま
たは障害を包含する。
【０１６１】
　レナラーゼの濃度または活性（例えば、酵素活性、基質結合活性等）を低下させる本発
明のレナラーゼ阻害剤組成物および方法は、化合物、タンパク質、ペプチド、ペプチド模
倣物、抗体、リボザイム、小分子化合物、アンチセンス核酸分子（例えば、ｓｉＲＮＡ、
ｍｉＲＮＡ等）、またはこれらの組み合わせを含むが、これらに限定されない。いくつか
の態様では、前記阻害剤はアロステリック阻害剤である。当業者には自明であるが、本明
細書の開示に基づいて、レナラーゼ阻害剤組成物は、レナラーゼの濃度または活性度を下
げる化合物を包含する。また、化学分野の当業者には周知のことであるが、レナラーゼ阻
害剤組成物は、化学的修飾化合物および誘導体を包含する。
【０１６２】
　レナラーゼの濃度または活性（例えば、酵素活性、基質結合活性等）度を低下させる本
発明のレナラーゼ阻害剤組成物および方法は、抗体を含む。本発明の抗体は、抗体の各種
形態を含み、例えば、ポリクロナール抗体、モノクローナル抗体、細胞内の抗体（「細胞
内抗体」）、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）２、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）、重鎖抗体（例えば、
ラクダ抗体等）、合成抗体、キメラ抗体、およびヒト化抗体等が挙げられる。一態様では
、本発明の抗体は、レナラーゼに特異的結合する抗体である。
【０１６３】
　さらに、本開示と本明細書に例示された方法を理解した当業者には自明であるが、レナ
ラーゼ阻害剤組成物は、将来発見される阻害剤、薬理学の分野で周知の基準（例えば、本
明細書で詳細に記載される、および／または当該分野で周知のレナラーゼの阻害の生理学
的結果等）で同定可能な阻害剤を含む。したがって、本発明は、本明細書で例示または開
示される任意の特定のレナラーゼ阻害剤組成物に限定されるものではなく、むしろ、本発
明は、当業者であれば有用であることが分かっている阻害剤組成物（当該分野で周知の阻
害剤組成物、および将来発見される阻害剤組成物等）を包含する。
【０１６４】
　さらに、レナラーゼ阻害剤組成物を同定かつ製造する方法は一般の当業者には周知であ
り、例えば、天然源（例えば、ストレプトマイセス属、シュードモナス属、スチロテラ・
アウランチウム等）から阻害剤を得ることを含むが、これに限定されない。あるいは、レ
ナラーゼ阻害剤は化学的に合成することができる。さらに、当業者には自明であるが、本
明細書の教示に基づいて、レナラーゼ阻害剤組成物を組み換え生命体から得ることができ
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る。組成物、並びにレナラーゼ阻害剤を化学的に合成する方法およびレナラーゼ阻害剤を
天然源から得ることは当該分野で周知であり、かつ記述されている。
【０１６５】
　当業者には自明であるが、小分子化学物質、タンパク質、抗体、タンパク質をコードす
る核酸構築物、アンチセンス核酸、アンチセンス核酸をコードする核酸構築物、またはこ
れらの組み合わせとして阻害剤を投与することができる。細胞または組織にタンパク質ま
たはタンパク質をコードする核酸構築物を投与する多くのベクターおよび他の組成物、並
びにその方法が周知である。したがって、本発明は、レナラーゼの阻害剤であるタンパク
質、またはそのタンパク質をコードする核酸を投与する方法を含む（Sambrook et al., 2
012, Molecular Cloning: A Laboratory Manual（分子クローニング：実験マニュアル）,
 Cold Spring Harbor Laboratory, New York; Ausubel et al., 1997, Current Protocol
s in Molecular Biology（最新分子生物学プロトコル）, John Wiley & Sons, New York
）。
【０１６６】
　当業者には自明であるが、本発明の組成物および方法において、それ自身がレナラーゼ
の量または活性度を上げる分子の量または活性度を下げると、レナラーゼの量または活性
度を下げることができる。
【０１６７】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＲＮＡ分子のある部分に相補的なＤＮＡまたはＲ
ＮＡ分子である。細胞に存在する場合、アンチセンスオリゴヌクレオチドは既存のＲＮＡ
分子にハイブリダイズして、遺伝子産物への翻訳を阻害する。細胞内のアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドを発現させる方法（Inoue、米国特許第５，１９０，９３１号）と同様に
、アンチセンスオリゴヌクレオチドを用いた遺伝子発現の阻害も当該分野で周知である（
Marcus-Sekura, 1988, Anal. Biochem. 172:289）。本発明の方法は、レナラーゼの量を
減らすためのアンチセンスオリゴヌクレオチドの使用、あるいはレナラーゼの量または活
性度を上げる分子の量を減らしてレナラーゼの量または活性度を下げるためのアンチセン
スオリゴヌクレオチドの使用を含む。
【０１６８】
　本発明では、一般の当業者に周知の方法で合成されて、細胞に供給されるアンチセンス
オリゴヌクレオチドが企図される。一例として、長さが約１０～約１００個、より好まし
くは約１５～約５０個のヌクレオチドのアンチセンスオリゴヌクレオチドを合成すること
ができる。核酸分子の合成は当該分野で周知である。例えば、未修飾アンチセンスオリゴ
ヌクレオチドと比較して生体活性が向上した修飾アンチセンスオリゴヌクレオチドの合成
（Tullis, 1991、米国特許第５，０２３，２４３号）等である。
【０１６９】
　同様に、アンチセンス分子のプロモーターまたは他の遺伝子制限要素へのハイブリダイ
ゼーションにより遺伝子の発現を阻害して、遺伝子の転写に影響を及ぼしてもよい。目的
遺伝子を相互作用するプロモーターまたは他の遺伝子制限要素を同定する方法は、当該分
野で周知されており、例えば、酵母菌ツーハイブリッド（二交雑）系（Bartel and Field
s編集, In: The Yeast Two Hybrid System（酵母菌ツーハイブリッド系）, Oxford Unive
rsity Press, ノースカロライナ州ケーリー）等の方法が挙げられる。
【０１７０】
　あるいは、リボザイムを用いて、レナラーゼ、あるいはレナラーゼの濃度または活性度
を上げるタンパク質を遺伝子が発現するのを阻害してもよい。遺伝子発現を阻害するリボ
ザイムの使用は、当業者に周知である（例えば、Cech et al., 1992, J. Biol. Chem. 26
7:17479; Hampel et al., 1989, Biochemistry 28: 4929; Altman et al., 米国特許第５
，１６８，０５３号）。リボザイムは、他の一本鎖ＲＮＡ分子を開裂することができる触
媒ＲＮＡ分子である。リボザイムは、特定の配列であることが分かっており、特定のヌク
レオチド配列を認識するように修飾することができ（Cech, 1988, J. Amer. Med. Assn. 
260:3030）、特定のｍＲＮＡ分子を選択可能に開裂することができる。当業者であれば、
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分子のヌクレオチド配列を前提として、本開示および本明細書に組み込まれた参照文献が
あれば過度の実験をしなくてもアンチセンスオリゴヌクレオチドまたはリボザイムを合成
することができるであろう。
【０１７１】
　当業者には自明であるが、レナラーゼの阻害剤の投与は急性的（例えば、１日、１週間
、または１ヶ月等の短期間）であってもよく、あるいは慢性的（例えば、数ヶ月または１
年以上の長期間）であってもよい。当業者には自明であるが、レナラーゼの阻害剤は、単
独あるいは他の阻害剤との任意の組み合わせで投与してもよい。さらに、これらレナラー
ゼ阻害剤は時間的に単独あるいは任意の組み合わせで投与してもよい。すなわち、ある阻
害剤を別の阻害剤と同時あるいはその前後に投与してもよい。当業者には自明であるが、
本明細書の開示に基づいて、必要とする対象の病気または障害を治療または予防するため
にレナラーゼ阻害剤組成物を用いてもよい。また、阻害剤組成物を単独あるいは治療効果
を高めるために他の阻害剤との任意の組み合わせで用いてもよい。
【０１７２】
　様々な態様では、本明細書に記載される本発明のレナラーゼの阻害剤のいずれかを単独
で、または癌と関連づけられた他の分子の他の阻害剤と組み合わせて投与してもよい。
【０１７３】
　本明細書に詳述された方法を含む本開示を得た当業者には自明であるが、本発明は、既
に確立された病気または障害の治療に限定されない。特に、病気または障害は対象に障害
の特徴に対して明らかである必要はなく、実際、病気または障害は治療が施される前の対
象で検出される必要がない。すなわち、本発明が恩恵をもたらす前に明らかな病気または
障害が起こっている必要はない。したがって、本発明は、対象の病気および障害を予防す
る方法を含み、本明細書の前出の他の箇所で述べたように、レナラーゼ阻害剤組成物を病
気または障害の発症前に対象に投与して、病気または障害の発達を予防することができる
。本明細書に記載される予防方法はまた、病気または障害の再発を予防するための寛解期
の対象の治療を含む。
【０１７４】
　本明細書の開示を得た当業者には自明であるが、病気または障害の予防は、病気または
障害に対する予防的措置として対象にレナラーゼ阻害剤組成物を投与することを包含する
。本明細書でさらに詳しく述べるように、レナラーゼの濃度または活性度を下げる方法は
、レナラーゼ活性だけでなく、レナラーゼをコードする核酸の発現を減らす広範囲にわた
る多くの技術（転写、翻訳の一方または両方の低下を含む）を包含する。
【０１７５】
　また、本明細書の他の箇所で開示するように、本発明の教示を理解した当業者には当然
のことであるが、本発明は、レナラーゼの発現および／または活性が病気、障害、または
症状を介在、治療、または予防する、広範囲にわたる様々な病気、障害、および症状を予
防する方法を包含する。病気がレナラーゼの濃度または活性に関するかどうかを評価する
方法は当該分野で周知である。さらに、本発明は、将来発見される病気の治療または予防
を包含する。
【０１７６】
　本発明は、レナラーゼの阻害剤の投与は、本発明の方法を実行することを包含し、当業
者には当然のことであるが、本明細書の開示に基づいて、適切なレナラーゼ阻害剤を処方
して、対象に投与することを包含する。しかしながら、本発明は、投薬計画または治療計
画の特定の方法のいずれかに限定されるものではない。
キット
【０１７７】
　本発明はまた、本発明の方法に有用なキットに関する。このようなキットは、本明細書
の他の箇所で記載される方法のいずれかに有用な成分の様々な組み合わせを含み、例えば
、ＰＭＣＡ４ｂ調節剤、レナラーゼ活性剤、レナラーゼ阻害剤、レナラーゼポリペプチド
またはレナラーゼ核酸を定量分析するための材料、レナラーゼポリペプチドまたはレナラ
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ーゼ核酸の活性を評価するための材料、および指示資料を含む。例えば、一態様では、前
記キットは、生体試料中のレナラーゼ核酸の定量に有用な成分を含む。他の態様では、前
記キットは、生体試料中のレナラーゼポリペプチドの定量に有用な成分を含む。さらなる
態様では、前記キットは、生体試料中のレナラーゼポリペプチドの活性（例えば、酵素活
性、基質結合活性等）度の評価に有用な成分を含む。
【０１７８】
　さらなる態様では、前記キットは、指示資料を含む、病気または障害を診断する方法ま
たは必要とする対象に施される治療法の有効性を監視する方法に関する成分と、前記対象
から得た生体試料中のレナラーゼ濃度が治療中または治療後に調節されたかどうかを判定
するための成分を含む。様々な態様では、前記対象から得た生体試料中のレナラーゼ濃度
が調節されたかどうかを判定するために、このレナラーゼ濃度を前記キットに含まれる少
なくとも１つの比較対照（例えば、陽性対照、陰性対照、歴史的対照、歴史的基準等）の
濃度または前記生体試料中の他の基準分子の濃度と比較する。特定の態様では、レナラー
ゼと基準分子の比率が求められて治療の監視を助ける。
医薬品組成物および投与
【０１７９】
　以下で記載するように、ＰＭＣＡ４ｂ調節剤を含む組成物を処方して、対象に投与する
ことができる。一態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ調節剤はＰＭＣＡ４ｂ活性剤である。他の
態様では、前記ＰＭＣＡ４ｂ調節剤はＰＭＣＡ４ｂ阻害剤である。以下で記載するように
、例えば、病気または障害の治療および／または予防に有用なＰＭＣＡ４ｂ調節剤と同定
された組成物を処方して対象に投与することができる。
【０１８０】
　以下で記載するように、レナラーゼポリペプチド、レナラーゼポリペプチド断片、レナ
ラーゼの濃度または活性の活性剤、またはレナラーゼの濃度または活性の阻害剤を含む組
成物を処方して対象に投与することができる。以下で記載するように、病気または障害の
治療および／または予防のために、有用なレナラーゼ活性剤と同定された組成物を処方し
て対象に投与することができる。有用なレナラーゼ活性剤としては、レナラーゼポリペプ
チド、組み換えレナラーゼポリペプチド、および活性レナラーゼポリペプチド断片が挙げ
られるが、これらに限定されない。以下で記載するように、病気または障害の治療および
／または予防のために、有用なレナラーゼ阻害剤と同定された組成物を処方して対象に投
与することができる。有用なレナラーゼ阻害剤と同定された組成物の例としては、化合物
、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、抗体、リボザイム、小分子化合物、アンチセ
ンス核酸分子（例えば、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ等）が挙げられるが、これらに限定され
ない。
【０１８１】
　本発明は、本明細書では薬効成分として開示された病気または障害の治療および／また
は予防に有用な組成物を含む医薬品組成物の調製および使用を包含する。このような医薬
品組成物は、対象に投与するのに好適な形態とした前記薬効成分のみからなっていてもよ
く、あるいは、前記薬効成分と、１種以上の薬学的に容認可能な担体、１種以上の追加成
分、あるいはこれらの組み合わせを含んでいてもよい。当該分野で周知のように、前記薬
効成分は、生理学的に容認可能なエステルまたは塩（例えば、生理学的に容認可能な陽イ
オンまたは陰イオンとの組み合わせ）の形態で前記医薬品組成物に存在してもよい。様々
な態様では、本明細書の他の箇所で記載されるように、前記薬効成分はＰＭＣＡ４ｂ調節
剤である。
【０１８２】
　本明細書を通して、用語「薬学的に容認可能な担体」は、適切なＰＭＣＡ４ｂ調節剤と
組み合わせてもよく、対象にその適切なＰＭＣＡ４ｂ調節剤を投与するために組み合わせ
た後に用いることができる化学組成物を意味する。
【０１８３】
　本発明を実行するのに有用な医薬品組成物を投与して、約０．１ｎｇ／ｋｇ／日から１
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００ｍｇ／ｋｇ／日またはそれ以上の投与量を供給してもよい。
【０１８４】
　様々な態様では、本発明の方法に有用な医薬品組成物は、例えば、経口投与製剤や吸入
型製剤等（固体またはエアゾルを含む）、局所投与製剤や他の類似の製剤として全身に、
非経口から、または局所に投与してもよい。この適切な治療組成物に加えて、このような
医薬品組成物は、薬学的に容認可能な担体と、薬物の投与を高めて容易にすることが知ら
れている他の成分を含んでいてもよい。他の可能な製剤、例えば、ナノ粒子、リポソーム
、再封入赤血球、および免疫系等を用いて、本発明の方法による適切な調節剤を投与して
もよい。
【０１８５】
　本明細書を通して、用語「生理学的に容認可能な」エステルまたは塩は、前記組成物が
投与される対象にとって有害ではない医薬品組成物の任意の他の成分と相溶性である薬効
成分のエステルまたは塩の形態を意味する。
【０１８６】
　本明細書に記載される医薬品組成物の製剤は、周知の方法、あるいは薬理学の当該分野
で開発されたいずれかの方法で調製されてもよい。一般に、そのような調製方法は、前記
薬効成分を担体または１種以上の他の補助成分と関連づける工程と、必要に応じて、この
生成物を所望の単回投与単位または複数回投与単位の形態にする、あるいは包装する工程
を含む。
【０１８７】
　原則として、本明細書の医薬品組成物の記述はヒトへの医療用投与に好適な医薬品組成
物に向けられたものであるが、当業者には自明であるように、そのような組成物は一般に
すべての種類の動物への投与に好適である。自明ではあるが、ヒトに投与するのに好適な
医薬品組成物を修正して様々な動物に投与するのに好適な組成物が提供される。また、獣
医薬理学者であれば、任意で一般的な実験のみでそのような修正を設計および実行するこ
とができる。
【０１８８】
　本発明の方法に有用な医薬品組成物は、経口投与、直腸投与、膣投与、非経口投与、局
所投与、肺投与、経鼻投与、口腔投与、静脈内投与、経皮投与、皮下投与、筋肉内投与、
経眼投与、髄腔内投与、および他の周知の投与経路に好適な製剤として調製、包装、また
は販売されてもよい。その他の企図された製剤としては、薬効成分を含むナノ粒子、リポ
ソーム調製物、再封入赤血球、および免疫製剤が挙げられる。
【０１８９】
　本発明の医薬品組成物は、単回投与量または複数の単回投与量としてまとめて調製、包
装、または販売されてもよい。本明細書を通して、「単回投与量」は、所定量の薬効成分
を含む医薬品組成物の個別の量である。一般に、薬効成分の量は、対象に投与される薬効
成分の投与量、またはその投与量の簡便な分率（例えば、投与量の半分または３分の１等
）に等しい。
【０１９０】
　本発明の医薬品組成物中の薬効成分、薬学的に容認可能な担体、および任意の追加成分
の相対量は、治療される対象の固有性、体格、および状態や組成物の投与経路により変化
する。例えば、前記組成物は０．１％～１００％（ｗ／ｗ）の薬効成分を含んでいてもよ
い。
【０１９１】
　本発明の医薬品組成物は、前記薬効成分に加えて、さらに１種以上の追加の薬学的活性
剤を含んでいてもよい。
【０１９２】
従来技術を用いて本発明の医薬品組成物の制御放出性すなわち徐放性製剤を作成してもよ
い。
【０１９３】
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　経口投与に好適な本発明の医薬品組成物の製剤は、個別の固体の投与量単位の形態で調
製、包装、または販売されてもよい。例えば、所定量の薬効成分を含む錠剤、ハードカプ
セル、ソフトカプセル、カシェー剤、トローチ、または薬用キャンディーが挙げられるが
、これらに限定されない。経口投与に好適なその他の製剤としては、粉末または顆粒製剤
、水性または油性懸濁液、水性または油性溶液、乳液等が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【０１９４】
　医薬品組成物の製造に用いられる医薬品として容認可能な賦形剤としては、不活性希釈
剤、造粒剤、崩壊剤、結合剤、および潤滑剤等が挙げられるが、これらに限定されない。
既知の分散剤としては、かたくり粉およびデンプングリコール酸ナトリウムが挙げられる
が、これらに限定されない。既知の界面活性剤としては、ラウリル硫酸ナトリウムが挙げ
られるが、これに限定されない。既知の希釈剤としては、炭酸カルシウム、炭酸ナトリウ
ム、ラクトース、微結晶性セルロース、リン酸カルシウム、リン酸水素カルシウム、およ
びリン酸ナトリウムが挙げられるが、これらに限定されない。既知の造粒剤および崩壊剤
としては、トウモロコシ澱粉およびアルギン酸が挙げられるが、これらに限定されない。
既知の結合剤としては、ゼラチン、アカシア樹脂、ゼラチン化前トウモロコシ澱粉、ポリ
ビニルピロリドン、およびヒドロキシプロピルメチルセルロースが挙げられるが、これら
に限定されない。既知の潤滑剤としては、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸、シ
リカ、およびタルクが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１９５】
　本発明の医薬品組成物の液体製剤は、液体形態、または使用前に水または他の好適な媒
体で再構築することを意図された乾燥品の形態で調製、包装、または販売されてもよい。
【０１９６】
　従来の方法を用いて懸濁液を調製して、水性または油性媒体に薬効成分を懸濁させた懸
濁液を得てもよい。水性媒体としては、水および等張生理食塩水が挙げられる。油性媒体
としては、アーモンド油、油性エステル、エチルアルコール、植物油（例えば、落花生油
、オリーブ油、ごま油、ココナッツ油、分画植物油等）、および鉱油（例えば、流動パラ
フィン等）が挙げられる。懸濁液はさらに１種以上の追加成分を含んでいてもよく、例え
ば、懸濁剤、分散剤、湿潤剤、乳化剤、粘滑剤、保存料、緩衝剤、塩、風味料、着色剤、
および甘味剤等が挙げられるが、これらに限定されない。油性懸濁液はさらに増粘剤を含
んでいてもよい。
【０１９７】
　既知の懸濁剤としては、ソルビトールシロップ、水添食用脂、アルギン酸ソーダ、ポリ
ビニルピロリドン、トラガカントガム、アカシアガム、およびセルロース誘導体（例えば
、ナトリウムカルボキシメチルセルロース、メチルセルロース、およびヒドロキシプロピ
ルメチルセルロース等）が挙げられるが、これらに限定されない。既知の分散剤または湿
潤剤としては、天然のリン酸脂質（例えば、レシチン等）、アルキレンオキシドの脂肪酸
、長鎖脂肪族アルコール、脂肪酸およびヘキシトールに由来する部分エステル、または脂
肪酸およびヘキシトール無水物に由来する部分エステルとの縮合生成物（例えば、それぞ
れ、ステアリン酸ポリオキシエチレン、ヘプタデカエチレンオキシセタノール、一オレイ
ン酸ポリオキシエチレンソルビトール、および一オレイン酸ポリオキシエチレンソルビタ
ン等）が挙げられるが、これらに限定されない。既知の乳化剤としは、レシチンおよびア
カシアが挙げられるが、これらに限定されない。既知の保存料としては、パラヒドロキシ
安息香酸メチル、パラヒドロキシ安息香酸エチル、パラヒドロキシ安息香酸ｎ－プロピル
、アスコルビン酸、およびソルビン酸が挙げられるが、これらに限定されない。既知の甘
味剤としては、グリセリン、プロピレングリコール、ソルビトール、スクロース、および
サッカリンが挙げられる。油性懸濁液用の既知の増粘剤としては、蜜蝋、固形パラフィン
、およびセチルアルコールが挙げられる。
【０１９８】
　水性または油性溶媒の薬効成分の溶液は、懸濁液と実質的に同じように調製してもよく
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、主要な違いは薬効成分が溶媒中に懸濁されるのではなく、溶解されていることである。
本発明の医薬品組成物の溶液は、懸濁液について記載した成分のそれぞれを含んでいても
よく、自明であるが、懸濁剤は必ずしも薬効成分が溶媒に溶解するのを助けるものではな
い。水性溶媒としては、水および等張生理食塩水が挙げられる。油性溶媒としては、アー
モンド油、油性エステル、エチルアルコール、植物油（例えば、落花生油、オリーブ油、
ごま油、ココナッツ油、分画植物油等）、および鉱油（例えば、流動パラフィン等）が挙
げられる。
【０１９９】
　本発明の医薬品調製物の粉末および顆粒製剤は周知の方法を用いて調製してもよい。そ
のような製剤は、例えば、錠剤を形成する、カプセルに入れる、水性または油性懸濁液や
水性または油性媒体を加えた溶液を調製する等して、対象に直接投与してもよい。これら
製剤のそれぞれは、さらに、１種以上の分散剤、湿潤剤、懸濁剤、および保存料を含んで
いてもよい。また、これら製剤には追加の賦形剤（例えば、充填剤、甘味剤、風味料、着
色剤等）が含まれていてもよい。
【０２００】
　本発明の医薬品組成物はまた、水中油乳液または油中水乳液の形態で調製、包装、また
は販売されてもよい。油相は、植物油（例えば、オリーブ油、落花生油等）、鉱油（例え
ば、流動パラフィン等）、あるいはこれら組み合わせであってもよい。このような組成物
はさらに１種以上の乳化剤を含んでいてもよく、乳化剤としては自然に存在するガム（例
えば、アカシアガム、トラガカントガム等）、天然のリン酸脂質（例えば、大豆、レシチ
ンリン酸脂質等）、脂肪酸およびヘキシトール無水物（例えば、一オレイン酸ソルビタン
等）の組み合わせに由来するエステルまたは部分エステル、およびそのような部分エステ
ルのエチレンオキシドとの縮合生成物（例えば、一オレイン酸ポリオキシエチレンソルビ
タン等）が挙げられる。これらの乳液はまた、甘味剤または風味料等の追加成分を含んで
いてもよい。
【０２０１】
　化学組成物で材料を含浸または被覆する方法が当該分野で周知であり、例えば、化学組
成物を表面に蒸着または結合させる方法、材料（すなわち、生理学的に分解可能な材料等
）の合成時に化学組成物をその材料の構造に組み込む方法、および水性または油性溶液ま
たは懸濁液を吸収剤に吸収させ、その後任意で乾燥させる方法等が含まれるが、これらに
限定されない。
【０２０２】
　本明細書を通して、医薬品組成物の「非経口投与」は、対象の組織の物理的割れ目によ
って特徴づけられる経路およびその組織の割れ目を介して医薬品組成物を投与する経路の
いずれかの経路を含む。したがって、非経口投与としては、組成物の注射、外科的切開に
よる組成物の塗布、組織を貫通する非外科的外傷への組成物の塗布による医薬品組成物の
投与が挙げられるが、これらに限定されない。特に、非経口投与は、皮膚投与、皮下投与
、腹腔内投与、静脈内投与、筋肉内投与、嚢内注射、および腎臓透析点滴技術を含むこと
が企図されるが、これらに限定されない。
【０２０３】
　非経口投与に好適な医薬品組成物の製剤は、薬学的に容認可能な担体（例えば、殺菌水
、殺菌等張生理食塩水等）と混合した薬効成分を含む。そのような製剤は、急速静注投与
または連続投与に好適な形態で調製、包装、または販売されてもよい。注射可能な製剤は
、（例えば、アンプルで、あるいは保存料を含む複数投与分入りの容器等）単位投与形態
で調製、包装、または販売されてもよい。非経口投与の製剤としては、懸濁液、溶液、油
性または水性媒体の乳液、ペースト、および埋め込み可能な徐放性製剤または生分解性製
剤が挙げられるが、これらに限定されない。このような製剤はさらに、懸濁剤、安定剤、
または分散剤を含む１種以上の追加の成分を含んでいてもよいが、これらに限定されない
。非経口投与の製剤の一態様では、薬効成分は、乾燥（すなわち、粉末または顆粒）形態
で提供され、再構成組成物を非経口投与する前に好適な媒体（例えば、発熱物質を含まな
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い殺菌水等）で再構成される。
【０２０４】
　前記医薬品組成物は、殺菌された注射可能な水性または油性懸濁液あるいは溶液の形態
で調製、包装、または販売されてもよい。この濁液または溶液は、周知の技術により処方
されてもよく、前記薬効成分に加えて、本明細書に記載される追加の成分（例えば、分散
剤、湿潤剤、または懸濁剤等）を含んでいてもよい。このような殺菌された注射可能な製
剤は、非毒性非経口投与に容認可能な希釈剤または溶媒（例えば、水、１，３－ブタンジ
オール等）を用いて調製されてもよい。その他の容認可能な希釈剤および溶媒としては、
リンガー液、等張塩化ナトリウム溶液、および固定油（例えば、合成モノまたはジグリセ
リド等）が挙げられるが、これらに限定されない。他の有用な非経口投与可能な製剤とし
ては、微結晶形態に薬効成分を含むもの、リポソーム調製物に薬効成分を含むもの、ある
いは生分解性重合体系中の成分として薬効成分を含むもの等が挙げられる。徐放または埋
め込み用の組成物は、薬学的に容認可能な重合体材料または疎水性材料（例えば、乳液、
イオン交換樹脂、難溶性重合体、または難溶性塩等）を含んでいてもよい。
【０２０５】
　局所投与に好適な製剤としては、液状または半液状調製物（例えば、塗布薬、水薬等）
、水中油または油中水乳液（例えば、クリーム、軟膏、ペースト等）、および溶液または
懸濁液が挙げられるが、これらに限定されない。局所投与可能な製剤は、例えば、約１％
～約１０％（ｗ／ｗ）の薬効成分を含んでいてもよいが、薬効成分の濃度は溶媒中の薬効
成分の溶解度限界と同じであってもよい。局所投与用の製剤はさらに、本明細書に記載さ
れる追加成分を１種以上含んでいてもよい。
【０２０６】
　本発明の医薬品組成物は、口腔を経由した経肺投与に好適な製剤として調製、包装、ま
たは販売されてもよい。そのような製剤は、薬効成分を含み、直径が約０．５～約７ナノ
メートル、好ましくは約１～約６ナノメートルの範囲の乾燥粒子を含んでいてもよい。そ
のような組成物は、推進剤の流れを向けて粉末を分散させてもよい乾燥粉末容器を含む装
置、または自力推進型の溶媒／粉末分散容器（例えば、密閉容器内で低沸点推進剤に溶解
または懸濁させた薬効成分を含む装置等）を用いて投与するのに簡便な乾燥粉末の形態で
ある。そのような粉末は、粒子の少なくとも９８重量％が直径０．５ナノメートル超であ
り、粒子の少なくとも９５個数％が直径７ナノメートル未満である粒子を含むことが好ま
しい。粒子の少なくとも９５重量％が直径１ナノメートル超であり、粒子の少なくとも９
０個数％が直径６ナノメートル未満であることがより好ましい。乾燥粉末組成物は、好ま
しくは糖等の固体微粉体希釈剤を含み、単位投与形態で簡便に提供される。
【０２０７】
　一般に、低沸点推進剤としては、沸点が大気圧で６５°Ｆ未満の液体推進剤が挙げられ
る。一般に、前記推進剤は前記組成物の５０～９９．９％（ｗ／ｗ）を占めていてもよく
、前記薬効成分は前記組成物の０．１～２０％（ｗ／ｗ）を占めていてもよい。前記推進
剤はさらに、追加の成分、例えば、液体非イオン性または固体陰イオン性界面活性剤ある
いは固体希釈剤（好ましくは薬効成分を含む粒子と同程度の粒径を有する）を含んでいて
もよい。
【０２０８】
　肺に供給するように処方された本発明の医薬品組成物はまた、溶液または懸濁液の液滴
の形態で薬効成分を提供してもよい。そのような製剤は、前記薬効成分を含み、任意で殺
菌された水性溶液または懸濁液あるいは希釈アルコール溶液または懸濁液として調製、包
装、または販売されてもよい。また、前記製剤は任意の噴霧装置を用いて簡便に投与して
もよい。そのような製剤はさらに、１種以上の追加の成分を含んでいてもよく、例えば風
味料（例えば、サッカリンナトリウム等）、揮発性油、緩衝剤、表面活性剤、または保存
料（例えば、ヒドロキシ安息香酸メチル等）等が挙げられるが、これらに限定されない。
この投与経路で提供される液滴は、平均直径が約０．１～約２００ナノメートルの範囲で
あることが好ましい。本明細書に記載される肺への供給に有用な製剤はまた、本発明の医
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薬品組成物の経鼻供給にも有用である。経鼻投与に好適な他の製剤は、前記薬効成分を含
む、平均粒径が約０．２～５００ミクロンの粗い粉末である。
【０２０９】
　そのような製剤は、嗅ぎタバコを飲むようなやり方、すなわち粉末容器を鼻孔に近づけ
て鼻腔から素早く吸い込むようにして投与される。経鼻投与に好適な製剤は、例えば、薬
効成分の約０．１％（ｗ／ｗ）～１００％（ｗ／ｗ）を含んでいてもよく、さらに、本明
細書に記載される追加の成分を１種以上含んでいてもよい。
【０２１０】
　本発明の医薬品組成物は、口腔投与に好適な製剤として調製、包装、または販売されて
もよい。そのような製剤は、例えば、従来の方法を用いて作成された錠剤またはトローチ
剤の形態であってもよく、例えば、０．１～２０％（ｗ／ｗ）の薬効成分を含んでいても
よい。前記製剤は経口投与で可溶性または分解性組成物と、任意で本明細書に記載される
追加の成分を１種以上含んでいてもよい。また、口腔投与に好適な製剤は、前記薬効成分
を含む粉末、またはエアゾル化または噴霧化された溶液あるいは懸濁液を含んでいてもよ
い。このような粉末化、エアゾル化、または噴霧化された製剤を分散した状態で、平均粒
径または平均液滴径が約０．１～約２００ナノメートルの範囲であることが好ましく、さ
らに本明細書に記載される追加の成分を１種以上含んでいてもよい。
【０２１１】
　本発明の医薬品組成物は、経眼投与に好適な製剤として調製、包装、または販売されて
もよい。そのような製剤は、例えば、水性または油性液状担体中の薬効成分の０．１～１
．０％（ｗ／ｗ）溶液または懸濁液を含む点眼剤の形態であってもよい。このような点眼
剤はさらに、緩衝剤、塩、または１種以上の本明細書に記載される他の追加の成分を含ん
でいてもよい。その他の有用な経眼投与可能な製剤としては、微結晶形態またはリポソー
ム調製物に薬効成分を含むものが挙げられる。
【０２１２】
　本明細書を通して、「追加の成分」としては、以下のうちの１種以上が挙げられるが、
これらに限定されない：賦形剤、界面活性剤、分散剤、不活性希釈剤、造粒剤および崩壊
剤、結合剤、潤滑剤、甘味剤、風味料、着色剤、保存料、生理学的に分解可能な組成物（
例えば、ゼラチン等）、水性媒体および溶媒、油性媒体および溶媒、懸濁剤、分散剤また
は湿潤剤、乳化剤、粘滑剤、緩衝剤、塩、増粘剤、充填剤、乳化剤、酸化防止剤、抗生物
質、抗真菌剤、安定剤、および薬学的に容認可能な重合体材料または疎水性材料。本発明
の医薬品組成物に含まれてもよい他の「追加の成分」としては、当該分野で周知であり、
例えばGenaro編集, 1985, Remington's Pharmaceutical Sciences（レミントンの医薬品
科学）, Mack Publishing Co., ペンシルベニア州イーストン（参照により本明細書に組
み込まれる）に記載されている。
【０２１３】
　動物、好ましくはヒトに投与してもよい本発明の化合物の投与量は、通常、前記動物の
体重１キログラム当たり約０．０１ｍｇ～約１０００ｍｇの範囲の量である。正確な投与
量は任意数の因子により変化する。この因子は動物の種類、治療される病気または障害の
種類、動物の年齢、および投与経路が含まれるが、これらに限定されない。化合物の投与
量は、前記動物の体重１キログラム当たり約１ｍｇ～約１００ｍｇであることが好ましい
。前記化合物は、１日数回の頻度で動物に投与してもよく、あるいはもっと少ない頻度（
例えば１日１回、１週間に１回、２週間に１回、１ヶ月に１回）、あるいはさらに少ない
頻度（例えば数ヶ月に１回、最大１年に１回）で投与してもよい。投与量の頻度は、当業
者には自明であり、任意数の因子に依存する。その因子としては、治療される病気または
障害の種類および重症度、動物の種類および年齢等が挙げられるが、これらに限定されな
い。
実験例
【０２１４】
　以下の実験例を参照して本発明をさらに詳細に記載する。これらの実施例は、例示の目
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的のためのみに提供されており、特に断りがなければ限定を意図するものではない。よっ
て、本発明は以下の実施例に限定されるものと解釈されるべきではなく、むしろ、本明細
書で提供される教示の結果明らかとなるいかなる変形およびすべての変形をも包含すると
解釈するべきである。
【０２１５】
　さらなる記述がなくとも、当業者であれば、前出の記載および以下の例示としての実施
例を用いて本発明を実施・利用し、特許請求された方法を実行することができると考えら
れる。したがって、以下の実施例は、具体的には、本発明の好ましい態様を指摘するもの
であり、本開示の残りの部分を限定するものと解釈されるべきではない。
【実施例】
【０２１６】
実施例１：細胞外レナラーゼの受容体の同定
　本明細書に記載される結果から、レナラーゼ受容体およびレナラーゼ依存ＭＡＰＫ信号
伝達の主要媒介体としてＰＭＣＡ４ｂが同定される。ヒト近位尿細管細胞株ＨＫ－２のＲ
Ｐ－２２０を用いたビオチントランスファー研究および質量分析によるタンパク質同定を
用いて、ＰＭＣＡ４ｂをレナラーゼ結合タンパク質と同定した。この事前に特徴づけられ
た細胞膜ＡＴＰ分解酵素は、細胞の信号伝達および心臓肥大に関わる。共免疫沈殿および
共免疫学的局在決定から、内因性レナラーゼとＰＭＣＡ４ｂのタンパク質－タンパク質相
互作用が確認された。ｓｉＲＮＡ形質移入による内因性ＰＭＣＡ４ｂ発現の下方制御、あ
るいは特定のペプチド阻害剤カロキシン１ｂによるその酵素活性の阻害により、ＲＰ－２
２０に依存するＭＡＰＫ信号伝達および細胞保護作用が抑止された。対照研究では、これ
らの操作は上皮成長因子が媒介する信号伝達に何の効果も及ぼす、ＰＭＣＡ４ｂとレナラ
ーゼの相互作用の特異性が確認された。
これらの実験で用いた材料および方法を以下に記載する。
【０２１７】
材料および方法
レナラーゼおよびレナラーゼペプチドの合成および分析
　レナラーゼペプチド（配列番号１～７；図１Ａ）をアミノ末端でアセチル化し、９８％
均質になるまで精製した（United Peptide、ヴァージニア州ハーンドン）。前述の通り、
組換えレナラーゼを合成した（Desir et al., 2012, J. Am. Heart Assoc. 1:e002634）
。レナラーゼペプチドＲＰ－２２０（hRenalase1のアミノ酸２２０～２３９；配列番号４
）に対して生成された抗レナラーゼモノクローナル抗体を用いてレナラーゼの発現を検出
した。
【０２１８】
レナラーゼ受容体の架橋および同定
　レナラーゼペプチド２２０（ＲＰ－２２０；配列番号４）および組み換えレナラーゼペ
プチド（ＲＰ－Ｓｃｒ２２０、対照ペプチド；配列番号７）（図１Ａ）に存在する単一の
アミノ末端システインによって形成される可能性があるジスルフィド結合を、固定化還元
カラム（#77701, Pierce Biotechnology, イリノイ州ロックフォード）を用いて切断した
。この還元ペプチドを溶出により回収して、浮遊スルフヒドリル基の濃度をエルマン試薬
（#22582, Pierce Biotechnology, イリノイ州ロックフォード）を用いて推定した。
【０２１９】
　製造者の指示に従って、還元ＲＰ－２２０（配列番号４）およびＲＰ－Ｓｃｒ２２０ 
（配列番号７）を結合させて三官能の架橋剤Ｍｔｓ－Ａｔｆ－ビオチン（#33093, Pierce
 Biotechnology, イリノイ州ロックフォード）を得た。結合を、スルフヒドリル反応性の
メタンチオスルホン酸（Ｍｔｓ）部位と、Ｍｔｓとの間のスペーサーアームを介して形成
した。光活性性のアジ化四フルオロフェニル（Ａｔｆ）部位は１１Åであった。ストレプ
トアビジンＨＲＰを用いたドットブロットにより架橋効率を推定して、ビオチン組み込み
率を測定した（#21130, Pierce Biotechnology, イリノイ州ロックフォード）。標識プロ
ーブを使用するまで光から保護し、５０μｌの分割量、－８０℃で保管した。
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【０２２０】
　アメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ、ヴァージニア州マナサス）から入手したＨ
Ｋ－２細胞（ヒト近位尿細管細胞株）を、グルタミン、１０％のＦＢＳ、抗生物質、およ
び５％のＣＯ２を補充したＤＭＥＭ／Ｆ１２培地を入れた１５０ｍｍの皿の中で、３７℃
で集密度が８０％になるまで成長させた。細胞を４℃まで冷却して、プローブの内部移行
を防止した。次いで、５０μｇのＭｔｓ－Ａｔｆ－ビオチンＲＰ２２０またはＲＰ－Ｓｃ
ｒ２２０と共に１６時間培養した。Stratalinker 2500（Stratagene, アジレント・テク
ノロジーズ社、カリフォルニア州サンタバーバラ）を用いて細胞を紫外線に５分間暴露し
てプローブの架橋を開始した。
【０２２１】
　細胞をプロテアーゼ阻害剤（Complete Ultra # 05892953001, ロシュ・ダイアグノステ
ィックス社、インディアナ州インディアナポリス）と共にリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ
）に懸濁し、冷凍－解凍を３サイクル行った。膜の画分を遠心分離法（１８０，０００ｇ
で１時間）により回収して、ＲＩＰＡ緩衝剤（２０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ：７．
５）、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１ｍＭのＮａ２ＥＤＴＡ、１ｍＭのＥＧＴＡ、１％のＮＰ
－４０、１％のデオキシコール酸ナトリウム、２．５ｍＭのピロリン酸ナトリウム、１ｍ
Ｍのグリセロリン酸塩、１ｍＭのＮａ３ＶＯ４、１μｇ／ｍｌのロイペプチン）（Cell S
ignaling Technologies、マサチューセッツ州ダンバース）に４℃で４時間溶解した。
【０２２２】
　製造者の指示に従って、このビオチン標識タンパク質をストレプトアビジンアガロース
樹脂（Pierce Biotechnology, イリノイ州ロックフォード）を用いて精製した。このタン
パク質を４～２０％の勾配ゲル（Bio-Rad, カリフォルニア州ハーキュリーズ）を用いた
ＳＤＳ　ＰＡＧＥおよびストレプトアビジンＨＲＰを用いたサザンブロッティングにより
分離して、タンパク質のバンドを同定したところ、主にレナラーゼベイト（餌）ＲＰ－２
２０に架橋されていることがわかった。これらのバンドおよび対照ベイトＲＰ－Ｓｃｒ２
２０に架橋された試料に由来する対応するバンドをクーマシーブルー染色したゲルから切
り出して、個々のタンパク質を質量分析 （Yale Keck Biotechnology Resource Laborato
ry）により同定した。ＲＰ－２２０に架橋された試料に一貫して存在する細胞膜タンパク
質および対照ベイトＲＰ－Ｓｃｒ２２０に架橋された試料に存在しない細胞膜タンパク質
をさらに評価した。
ｓｉＲＮＡを用いたＰＭＣＡ４ｂ発現の下方制御
【０２２３】
　ＡＴＰ２Ｂ４（ＰＭＣＡ４ｂ）に特異的なｓｉＲＮＡおよび非対象の対照（SMARTpool 
ON-TARGETplus ATP2B4 siRNA, L-006118-00-0005）をサーモフィッシャー・サイエンティ
フィック社（マサチューセッツ州ウォルサム）から購入して、Lipofectamine 2000（Invi
trogen, Life Technologies、ニューヨーク州グランドアイランド）を用いてＨＫ－２細
胞に導入した。ＨＫ－２細胞を１０％のＦＢＳを含むＤＭＥＭ／Ｆ１２培地に入れて、７
０％の集密度まで成長させた。抗ＰＭＣＡ４マウスモノクローナル抗体（#H00000493-M07
, Novus Biologicals, コロラド州リトルトン）を用いたウェスタン免疫ブロットにより
ＰＭＣＡ４ｂタンパク質の発現を評価した。
ＰＭＣＡ４ｂおよびレナラーゼの内因性共発現の検出
【０２２４】
　ＨＫ－２細胞は内因的にレナラーゼおよびＰＭＣＡ４ｂを多く発現するが、このＨＫ－
２細胞を固定し、透過処理し、ヤギポリクロナール抗レナラーゼ抗体（# AF5350, R&D Sy
stems, ミネソタ州ミネアポリス）および抗ＰＭＣＡ４マウスモノクローナル抗体（#H000
00493-M07, Novus Biologicals, コロラド州リトルトン）と共に室温で２時間培養した。
２種の標識二次抗体（レナラーゼを検出するためのＡｌｅｘａ４８８－ウサギ抗ヤギ抗体
およびＰＭＣＡ４を検出するためのＡｌｅｘａ５５５－ヤギ抗マウス抗体, Molecular Pr
obe, Life Technologies、ニューヨーク州グランドアイランド）を加えた後、ツァイスＬ
ＳＭ５１０共焦点画像処理システムを用いて細胞を調べた。
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内因性ＰＭＣＡ４ｂおよびレナラーゼの共免疫沈殿
【０２２５】
　氷冷したＲＩＰＡ緩衝剤（Cell Signaling Technologies, マサチューセッツ州ダンバ
ース）を用いてＨＫ－２細胞を溶解し、溶菌液を１４，０００ｇで１５分間遠心分離した
。上澄みを回収して、タンパク質Ａ／Ｇアガロースビーズ（Santa Cruz Biotechnology, 
カリフォルニア州サンタクルズ）と共に培養して非特異的結合を還元した。Ａ／Ｇアガロ
ースビーズと、ヤギポリクロナール抗レナラーゼ抗体または抗ＰＭＣＡ４マウスモノクロ
ーナル抗体のいずれかを用いて免疫沈殿を行い、ウェスタンブロッティングでタンパク質
を可視化した。
遺伝子発現の分析
【０２２６】
　組織試料に由来する全ＲＮＡをRNeasy Plusキット（Qiagen, カリフォルニア州ヴァレ
ンシア）を用いて抽出し、Omniscript RTキット（Qiagen, カリフォルニア州ヴァレンシ
ア）を用いてｃＤＮＡを合成した。腎臓中のPMCA4b mRNAをリアルタイムＰＣＲによりレ
ナラーゼＫＯマウスで評価し、ＷＴ試料中の対応する濃度（１．０とする）に対して正規
化した。標的ｃＤＮＡをQiagen Dr_atp2b4_1_SG QuantiTectプライマーアッセイおよびPl
atinum SYBR Green qPCR superMix-UDGを用いて増幅した。標準サイクリング条件をStep-
One-PlusリアルタイムＰＣＲシステム（アプライド・バイオシステムズ社）で実行して、
得られたＣｔ値を２ΔΔＣＴ法で分析した。
シスプラチン毒性の体外モデル
【０２２７】
　ＡＴＴＣ（米国ヴァージニア州マナサス）から入手したＨＫ－２細胞（ヒト近位尿細管
細胞株）をグルタミン、１０％のＦＢＳ、および抗生物質を補充したＤＭＥＭ／Ｆ１２で
培養して、５％のＣＯ２中で３７℃に維持した。組み換えレナラーゼまたはレナラーゼペ
プチドの存在下または非存在下で細胞をシスプラチン（２０μＭ）に２４時間暴露して、
細胞生存率をＷＳＴ１方法（Roche Applied Science, ドイツ）により評価した。
【０２２８】
　レナラーゼ依存ＭＡＰＫ信号伝達を調べるため、陽性対照としてＲＰ－２２０（１５ｕ
ｇ／ｍｌ）またはＥＧＦ（１００ｎｇ／ｍｌ）で処理した細胞を、ＲＩＰＡ緩衝剤（２０
ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ：７．５）、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１ｍＭのＮａ２ＥＤ
ＴＡ、１ｍＭのＥＧＴＡ、１％のＮＰ－４０、１％のデオキシコール酸ナトリウム、２．
５ｍＭのピロリン酸ナトリウム、１ｍＭのα－グリセロリン酸塩、１ｍＭのＮａ３ＶＯ４

、１μｇ／ｍｌのロイペプチン）にプロテアーゼとホスファターゼ阻害剤の混合物（Roch
e Applied Science, ドイツ）を補充したもの中に収集した。タンパク質をＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥで分離して、免疫ブロッティングを以下の抗体を用いて行った：抗レナラーゼモノク
ローナル抗体 （Desir et al., 2012, J. Am. Heart Assoc. 1:e002634; Lee et al., 20
13, J. Am. Soc. Nephrol. 24:445-455）、およびトータルＥＲＫおよびホスホリル化Ｅ
ＲＫ、ｐ３８、およびＪＮＫに特異的な抗体（Cell Signaling Technology, 米国マサチ
ューセッツ州）。以下の阻害剤をシグマアルドリッチ社（ミズーリ州セントルイス）から
入手した：ＥＲＫ１／２に対してＵ０１２６（１，４－ジアミノ－２，３－ジシアノ－１
，４－ビス［２－アミノフェニルチオ］）、およびｐ３８α－βに対してＳＢ２０３５８
０（４－［４’－フルオロフェニル］－２－［４’－メチルスルフィニルフェニル］－５
－［４’－ピリジル］－イミダゾール）。
統計分析
【０２２９】
　必要に応じて、ランク付けによるクラスカル－ウォリス一元配置分散分析を用いて統計
的有意性を評価した。クラスカル－ウォリス検定により統計的有意性が現れた場合は、マ
ン・ホイットニー検定を用いて対を比較した。すべてのデータは中央値±標準誤差であり
、Ｐ＜０．０５の値を統計的に有意な差として容認した。統計分析はGraphPad Prism(Gra
phPad Software, Inc.)を用いて行った。
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実験結果を以下に記載する。
【０２３０】
ｐ３８ＭＡＰＫ活性化に結びつけられるシスプラチン毒性に対するＲＰ－２２０による保
護
　これまで示されているように、レナラーゼＫＯマウスでは、レナラーゼの欠乏が虚血性
ＡＫＩを悪化させるが、組み換えレナラーゼを投与するとＡＫＩが大きく衰退する（Lee 
et al., 2013, J. Am. Soc. Nephrol. 24:445-455）。追加の研究では、虚血性ＡＫＩお
よびシスプラチンＡＫＩに対するレナラーゼの保護効果はレナラーゼの酵素活性に依存す
るものではなく、むしろ、レナラーゼまたは短いレナラーゼペプチド（ＲＰ－２２４、Ｒ
Ｐ－２２０、およびＲＰ－Ｈ２２０、図１ａ）と受容体との相互作用によって媒介される
。組み換えレナラーゼペプチドＲＰ－Ｓｃｒ２２０は、ＭＡＰＫ信号伝達を活性化せず、
よって細胞を保護しなかった（Wang et al., 2014, J. Am. Soc. Nephrol. DOI:10.1681/
asn.2013060665）。レナラーゼペプチドの保護効果は、細胞の生存率を促進する細胞内信
号伝達の活性化に対応していた（Wang et al., 2014, J. Am. Soc. Nephrol. DOI:10.168
1/asn.2013060665）。
【０２３１】
　細胞外レナラーゼの受容体を同定するプローブとしてＲＰ－２２０を用いることができ
るかどうかを決定するために、変異したＲＰ－２２０（ＲＰ－Ａ２２０；配列番号６）、
レナラーゼペプチドＲＰ－１９（配列番号１およびＲＰ－１２８（配列番号２）、図１Ａ
）のシスプラチン毒性に対する保護効果とＲＰ－２２０のシスプラチン毒性に対する保護
効果を比較してその特異性を調べた。レナラーゼペプチドＲＰ－１９およびＲＰ－１２８
を選択したのは、これらが推定ＥＲＫドッキング（Ｄ）領域（Motif Scan）を含むからで
ある（Roux and Blenis, 2004, Microbiol. Mol. Biol. Rev. 68:320-344）。ＲＰ－２２
０は、投与量に応じて、２４時間シスプラチンに暴露したＨＫ－２細胞を有意に保護した
（図１Ｂ）。対照ペプチドＲＰ－１９、ＲＰ－１２８、およびＲＰ－Ａ２２０では細胞の
生存率は向上しなかった。実際、最も高い濃度（８０μｇ／ｍｌ）でＲＰ－Ａ２２０はシ
スプラチン毒性を増悪させた。組み換えレナラーゼ（８０μｇ／ｍｌ）、ＲＰ－２２４（
１００μｇ／ｍｌ）、ＲＰ－２２０（１５μｇ／ｍｌ）、およびＲＰ－Ｈ２２０（１５μ
ｇ／ｍｌ）ではＨＫ－２細胞が同程度保護された（図１Ｃ）。ＲＰ－２２０およびＲＰ－
Ｈ２２０の濃度依存性の効果は、どちらのペプチドもＨＫ－２細胞のシスプラチン細胞毒
性に対する保護という点では等しい効力を持つことを示しており、ＲＰ－２２０（１５μ
ｇ／ｍｌ）を後続のすべての研究で用いた（図１Ｄ）。
【０２３２】
　これまで示されたようにＲｅｎａｌａｓｅ１およびＲＰ－２２０による治療ではいずれ
も、ＨＫ－２細胞におけるＥＲＫおよびｐ３８リン酸化が急速に促進された（Wang et al
., 2014, J. Am. Soc. Nephrol. DOI:10.1681/asn.2013060665）。ＲＰ－２２０によるＨ
Ｋ－２細胞のシスプラチン細胞毒性に対する保護がＭＡＰＫ活性化に結びつけられるかど
うかを調べるため、シスプラチンに暴露したＨＫ－２細胞のＭＡＰＫ信号伝達のパターン
を初期の時点（１～６０分）でＲＰ－２２０を用いた場合と用いない場合について調べた
。シスプラチンのみの場合は、ＥＲＫおよびｐ３８リン酸化は穏やかに促進された（図２
Ａ～２Ｃ）。このｐ３８リン酸化に及ぼす効果は、ＲＰ－２２０の添加により大きく向上
した（５倍）（図２Ｃ）。しかしながら、ＥＲＫ活性化に関しては、シスプラチンのみで
誘発されたものに対してＲＰ－２２０を用いてもわずかに向上（０．５倍）しただけであ
った（図２Ｂ）。任意の特定の理論に束縛されるものではないが、これらの結果は、ＲＰ
－２２０の細胞保護作用は、ＥＲＫではなくｐ３８の活性化によるものである可能性を示
唆している。
【０２３３】
　ＲＰ－２２０の保護効果の媒介としてＥＲＫおよびｐ３８の相対的な重要性を求めるた
めに、これらの活性を化学的に阻害した。対照条件のＨＫ－２細胞でＥＲＫ１／２（Ｕ０
１２６）またはｐ３８α－β（ＳＢ２０３５８０）の活性の低下について調べた。対照研
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究では、ＥＲＫおよびｐ３８を阻害しても何ら有害な効果が見られず、ＨＫ－２細胞の生
存率の低下も見られなかった（図３Ａ）。シスプラチンおよびＲＰ－２２０の両方で処理
したＨＫ－２細胞では、ＥＲＫを阻害してもＲＰ－Ｈ２２０によってもたらされていた保
護作用は低下しなかった（図３Ｂ）。これに対して、ｐ３８を阻害すると、ＲＰ－２２０
の保護作用は完全に抑止された（図３Ｂ）。この結果から、ｐ３８がシスプラチン毒性に
対するＲＰ－２２０の保護作用の主要な媒介であるという仮説が強く支持される。
【０２３４】
細胞外レナラーゼは細胞膜Ｃａ＋＋ＡＴＰ分解酵素イソ型ＰＭＣＡ４ｂに結合する
　細胞外レナラーゼと相互作用する細胞膜タンパク質を同定するプローブとしてＲＰ－２
２０を用いた。ＲＰ－２２０のＮ終端に位置する単一のシステインに結合した標識トラン
スファー試薬Ｍｔｓ－Ａｔｆ－ビオチンによるビオチン標識トランスファー法を用いた。
標識化ＲＰ－２２０を４℃で２４時間ＨＫ－２細胞と共に培養して内部移行を最少にし、
ＵＶ光に暴露させて相互作用するタンパク質に結合させた。このビオチン標識化タンパク
質をストレプトアビジンカラムを用いて精製し、質量分析により同定した。この細胞膜カ
ルシウムＡＴＰ分解酵素イソ型ＰＭＣＡ４ｂを再生可能な方法でＲＰ－２２０に結合させ
た（図４Ａ）。ＰＭＣＡ４ｂをＨＫ－２細胞で大量に発現させて（図４Ｂ）、ＨＫ－２細
胞の細胞膜（矢印）および細胞質内にレナラーゼと共局所化した（図４Ｃ）。
【０２３５】
　内因的に発現させたＰＭＣＡ４ｂとＲＰ－２２０との体外相互作用を共免疫沈殿により
評価した。ＰＭＣＡ４ｂまたはレナラーゼ抗体のいずれかで被覆したアガロースビーズは
レナラーゼの全細胞溶菌液を枯渇させた（図４Ｄの上のブロットのレーン１に対してレー
ン２および３）。また、レナラーゼはこの２つのビーズのセットから溶出された（図４Ｄ
の上のブロットのレーン４～５）。このブロットを抗ＰＭＣＡ４ｂ抗体等で再探索した。
ＰＭＣＡ４ｂはこの２つのビーズのセットから溶出された（図４Ｄの下のブロットのレー
ン４～５）。なお、ＰＭＣＡ４ｂの内因性発現はレナラーゼの内因性発よりも有意に高く
（図４Ｄの上下ブロットのレーン１）、その結果、ＰＭＣＡ４ｂ抗体で被覆したビーズに
比べて、レナラーゼ抗体で被覆したビーズからはより少ないＰＭＣＡ４ｂタンパク質が溶
出する（図４Ｄの上下ブロットのレーン４対レーン５）。また、ＰＭＣＡ４ｂで被覆した
ビーズは、上澄みからレナラーゼを完全に枯渇させた。任意の特定の理論に束縛されるも
のではないが、この結果は細胞外レナラーゼが多くＰＭＣＡ４ｂに結合していることを示
唆するものである。
ＰＭＣＡ４ｂは、細胞信号伝達および細胞保護作用に及ぼすレナラーゼの作用を媒介する
【０２３６】
　次いで、ＰＭＣＡ４ｂ活性の阻害がレナラーゼ媒介ＭＡＰＫ信号伝達を調節するかどう
かを判定した。ＰＭＣＡ４ｂのペプチド阻害剤であるカロキシン１ｂ（Pande et al., 20
08, J. Cell. Mol. Med. 12:1049-1060）はＨＫ－２細胞でレナラーゼ媒介ＥＲＫおよび
ｐ３８ＭＡＰＫリン酸化反応を抑止した（図５Ａ）。また、カロキシン１ｂはＰＭＣＡ１
を阻害することが報告されているので、ｓｉＲＮＡを用いたＰＭＣＡ４ｂ発現の特異的下
方制御によってレナラーゼ媒介信号伝達でのＰＭＣＡ４ｂの役割に関するさらなる証拠が
得られた。対照研究では、非対象ｓｉＲＮＡはＰＭＣＡ４ｂ発現にもＲＰ－２２０媒介ｐ
３８にも影響を及ぼさなかった（図５Ｂの左パネル）。これに対して、ＰＭＣＡ４ｂ対象
ｓｉＲＮＡはタンパク質の発現を９０％超も低下させて、ＲＰ－２２０媒介ｐ３８リン酸
化を防止した（図５Ｂの中央のパネルおよび右パネル）。ＰＭＣＡ４ｂの下方制御が上皮
成長因子（ＥＧＦ）媒介ＭＡＰＫ活性化にも影響を及ぼすかどうかを調べることにより、
ＲＰ－２２０とＰＭＣＡ４ｂの相互作用の特異性を試験した。図５Ｃに示すように、ＰＭ
ＣＡ４ｂ発現の阻害は、ＥＧＦ依存ＥＲＫ、ｐ３８、およびＪＮＫリン酸化に何ら影響を
及ぼさなかった。
【０２３７】
　ＰＭＣＡ４ｂ発現を下方制御するとシスプラチン細胞毒性に対するＲＰ－２２０および
ＲＰ－Ｈ２２０の保護効果が低下した（図５ｄ）。これまで示したように、ＷＴマウスで
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観察されたことに対して、ＭＡＰＫ信号伝達の活性化および中度または重度の虚血性ＡＫ
Ｉに対するレナラーゼＫＯマウスの保護においてレナラーゼもＲＰ－２２０も有効ではな
い（Wang et al., 2014, J. Am. Soc. Nephrol. DOI:10.1681/asn.2013060665）。これら
の結果に基づいて、おそらく、レナラーゼ遺伝子の欠失によってもたらされた受容体遺伝
子またはタンパク質発現の低下により、ＲＰ－２２０とその同族受容体との相互作用がレ
ナラーゼＫＯにおいて阻害されると仮定された。レナラーゼＫＯマウスのＰＭＣＡ４ｂ遺
伝子発現を定量ＰＣＲで測定したところ、ＷＴ対照（ｎ＝６、ｐ＜０．０３）の１１．４
倍少なかった。ＷＴおよびレナラーゼＫＯ腎臓でのＰＭＣＡ４ｂタンパク質の発現をウェ
スタン免疫ブロッティングにより評価した。図５Ｅ（各ブロット）に示すように、レナラ
ーゼＫＯでのＰＭＣＡ４ｂ発現はＷＴ（ｎ＝６、ｐ＜０．０３）の６３．５±７．５％低
かった。これらのデータから、ＰＭＣＡ４ｂがレナラーゼ受容体として機能しており、信
号伝達の媒介およびレナラーゼの細胞保護効果に重要であるという仮説に対する強い指示
が得られた。
レナラーゼポリペプチド配列およびペプチド配列
【０２３８】
RP 19：LLRRQTSGPLYLAVWDKAED（配列番号１）
RP 128：FRHRVTQINLRDDKWEVSKQ（配列番号２）
RP 224：CVSIDNKKRNI（配列番号３）
RP 220：CIRFVSIDNKKRNIESSEIG（配列番号４）
RP H220：HHHHHHCIRFVSIDNKKRNIESSEIG（配列番号５）
RP A220：IRFVSIDNAAANIESSEIG（配列番号６）
RP 220組み換え：CSKRIFKVISSIEDNNERG（配列番号７）
【０２３９】
　レナラーゼ(NP_001026879.2)：
MAQVLIVGAGMTGSLCAALLRRQTSGPLYLAVWDKAEDSGGRMTTACSPHNPQCTADLGAQYITCTPHYAKKHQRFYDEL
LAYGVLRPLSSPIEGMVMKEGDCNFVAPQGISSIIKHYLKESGAEVYFRHRVTQINLRDDKWEVSKQTGSPEQFDLIVLT
MPVPEILQLQGDITTLISECQRQQLEAVSYSSRYALGLFYEAGTKIDVPWAGQYITSNPCIRFVSIDNKKRNIESSEIGP
SLVIHTTVPFGVTYLEHSIEDVQELVFQQLENILPGLPQPIATKCQKWRHSQVTNAAANCPGQMTLHHKPFLACGGDGFT
QSNFDGCITSALCVLEALKNYI（配列番号８）
【０２４０】
　レナラーゼ(NP_060833.1)：
MAQVLIVGAGMTGSLCAALLRRQTSGPLYLAVWDKAEDSGGRMTTACSPHNPQCTADLGAQYITCTPHYAKKHQRFYDEL
LAYGVLRPLSSPIEGMVMKEGDCNFVAPQGISSIIKHYLKESGAEVYFRHRVTQINLRDDKWEVSKQTGSPEQFDLIVLT
MPVPEILQLQGDITTLISECQRQQLEAVSYSSRYALGLFYEAGTKIDVPWAGQYITSNPCIRFVSIDNKKRNIESSEIGP
SLVIHTTVPFGVTYLEHSIEDVQELVFQQLENILPGLPQPIATKCQKWRHSQVPSAGVILGCAKSPWMMAIGFPI（配
列番号９）
実施例２：ＰＭＣＡ４ｂの活性の調節がレナラーゼの細胞保護作用を媒介する
【０２４１】
　Ｖｍａｘ、Ｋｍ、および構成的活性化に及ぼす効果を含むＰＭＣＡ４ｂのＡＴＰ分解酵
素活性に及ぼすレナラーゼの効果を調べる。また、レナラーゼのＰＭＣＡ４ｂとの相互作
用のカルシウム動態に及ぼす局所および／または全体効果を調べる。さらに、ＲＡＳＳＦ
－１によるＰＭＣＡ４ｂマクロ分子錯体の阻害がレナラーゼの作用（ＭＡＰＫ信号伝達お
よび細胞保護作用）を調節するかどうかを調べる。ＰＭＣＡ４ｂノックアウトマウスが、
腎臓虚血またはシスプラチンへの暴露に対して野生型マウスと異なった反応をするかどう
か、およびレナラーゼが腎損傷の程度を調節するかどうかを調べる。
【０２４２】
実施例３：膵臓炎でのレナラーゼの評価
　本明細書の他の箇所で記載されるように、膵臓炎および細胞信号伝達応答に影響を及ぼ
すレナラーゼの領域は、酵素活性を欠く分子の領域において単離されている。この活性を
含むペプチドＲＰ－２２０は、すべてのレナラーゼイソ型に保存されているが、組み換え
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レナラーゼのアミンオキシダーゼ活性を欠いており、代わりに信号伝達分子としてのみ作
用する。本明細書に記載される研究では、レナラーゼは完全な長さの組み換えヒトレナラ
ーゼまたは２０アミノ酸ペプチド（ＲＰ－２２０）として投与される。ＲＰ－２２０は、
その酵素活性とは独立してＷＴマウスの炎症性虚血性急性腎損傷を大きく低減する。
【０２４３】
細胞質Ｃａ２＋信号伝達は膵臓炎を媒介する
　膵臓炎に繋がる腺房細胞事象はＣａ２＋に依存し、病的な細胞質カルシウム信号伝達と
関連づけられている。また、細胞膜Ｃａ２＋ＡＴＰ分解酵素（ＰＭＣＡ）で修正すること
ができる。生理的条件下で、腺房細胞の先端部から出る協調振動Ｃａ２＋信号は、不活性
酵素前駆体の腺房細胞から膵管への分泌と結びつけられている（Williams, 2001, Annu R
ev Physiol 63, 77-97）。膵臓炎では、異なる腺房細胞Ｃａ２＋信号伝達パターンが観察
される。振動が生理的に増加し、細胞質Ｃａ２＋が何倍も増加する代わりに、膵臓炎は、
Ｃａ２＋がより大きく増加した後、低濃度で維持されるという全体のピーク－水平パター
ンと関連づけられている（Matozaki et al., 1990, JMV-180.J Biol Chem 265, 6247-625
4）。病的Ｃａ２＋信号伝達およびＣａ２＋過負荷は、急性膵臓炎の発症の初期事象（酵
素前駆体の活性化、分泌の阻害、炎症、および壊死を含む）のほとんどと結びつけられて
いる（Raraty et al., 2000, Proc Natl Acad Sci U S A 97, 13126-13131; Muallem et 
al., 1995, J Cell Biol 128, 589-598; Criddle et al., 2006, Gastroenterology 130,
 781-793; Gerasimenko et al., 2002, J Cell Sci 115, 485-497; Huang et al., 2013,
 Gut; Awla et al., 2012, Gastroenterology 143, 1352-1360 e1357）。
【０２４４】
　細胞質腺房細胞Ｃａ２＋の生理的濃度は、細胞膜Ｃａ２＋ＡＴＰ分解酵素（ＰＭＣＡ）
を含むいくつかのＣａ２＋ポンプおよびチャネルの作用により維持される。ＰＭＣＡは細
胞からＣａ２＋を動的にくみ出すが、これが、Ｎａ＋／Ｃａ２＋交換器の機能を欠く腺房
細胞の主要なＣａ２＋排泄路である（Tepikin et al., 1992, J Biol Chem 267, 3569-35
72; Petersen, 2003, Cell Calcium 33, 337-344）。ＰＭＣＡがベースラインＣａ２＋濃
度を主に調節しており、細胞内Ｃａ２＋が病的に増加することを防いでいる。ＰＭＣＡに
は４種のイソ型がある。ＰＭＣＡ１およびＰＭＣＡ４は普遍的に発現するが、ＰＭＣＡ２
およびＰＭＣＡ３は組織に特異的で主に神経細胞で発現する（Lopreiato et al., 2014, 
J Biol Chem 289, 10261-10268）。ＰＭＣＡはカルモジュリンによって活性化され（Falc
hetto et al., 1992, Protein Sci 1, 1613-1621）、数種のタンパク質キナーゼによりリ
ン酸化反応で調節される（Wang et al., 1991, J Biol Chem 266, 9078-9085; Smallwood
 et al., 1988, J Biol Chem 263, 2195-2202; James et al., 1989, Biochemistry 28, 
4253-4258）。腺房細胞でＰＭＣＡを阻害すると、過最大のアセチルコリンによって誘発
されたＣａ２＋排泄が阻害され、生体外の腺房細胞では抗酸化剤が誘発する壊死が酷くな
る（Ferdek et al., 2012, Curr Biol 22, 1241-1246）。また、膵臓炎応答に及ぼすイン
スリンの保護効果は、ＰＭＣＡ活性を保ち、Ｃａ２＋の病的な増加を防止するその能力に
よって媒介される（Samad et al., 2014, J Biol Chem 289, 23582-23595; Mankad et al
., 2012, J Biol Chem 287, 1823-1836）。
【０２４５】
　これらの観察は、ＰＭＣＡが腺房細胞からのＣａ２＋排出の主要な媒介であり、細胞質
Ｃａ２＋濃度を下げて細胞損傷を低減させるという説明と一貫している。
【０２４６】
　細胞膜Ｃａ２＋ＡＴＰ分解酵素（ＰＭＣＡ）はレナラーゼの受容体である（Wang et al
., 2015, Identification of a Receptor for Extracellular Renalase（細胞外レナラー
ゼの受容体の同定）. PLoS ONE 10, e0122932）。本明細書の他の箇所で記載するように
、レナラーゼの保護効果は、飽和動態を示し、細胞膜受容体を介して作用するという説明
と一貫している。ヒト近位尿細管細胞株（ＨＫ－２）の膜タンパク質へのビオチン標識レ
ナラーゼペプチド（ＲＰ－２２０）の親和性架橋、および質量分析によるタンパク質同定
から、ＰＭＣＡ４ｂが主要なレナラーゼ結合タンパク質として同定された（図６Ａ）。共
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局在決定（図６Ｂ）および共免疫沈殿（図６Ｃ）により、内因性レナラーゼとＰＭＣＡ４
ｂとのタンパク質－タンパク質相互作用が確認された。ＰＭＣＡ４ｂは、極性細胞の側底
膜に局所化される、広く発現する血漿－膜Ｃａ２＋－排出体である（Antalffy et al., 2
012, Cell Calcium 51, 171-178; Lopreiato et al., 2014, J Biol Chem 289, 10261-10
268）。本明細書に記載されるデータは、レナラーゼがＰＭＣＡを活性化して細胞質Ｃａ
２＋濃度を下げるという説明と一貫している（図１２および図１３）。また、図６Ｄは、
ｓｉＲＮＡの形質移入による内因性ＰＭＣＡ４ｂ発現の下方制御がＨＫ－２細胞でのＲＰ
－２２０の保護効果を阻害することを示している。
レナラーゼはマウス腺房細胞に存在し、その濃度は実験の急性膵臓炎の誘発後に低下する
【０２４７】
　図７Ａおよび図７Ｂは、膵臓腺房細胞ではレナラーゼが腎臓よりも低い濃度で発現して
いることを示している。レナラーゼは血清中に存在する（図６Ｃ）ので、レナラーゼが自
己分泌経路／傍分泌経路を介して、またホルモンとして腺房細胞に影響を及ぼした可能性
がある。血清レナラーゼの濃度は、セルレイン誘発膵臓炎を発症させた後のマウスで時間
に依存して低下し、セルレイン誘発膵臓炎の７時間後に約７０％まで低下している（図７
Ｃ）。この発見には、いくつかの重要なこと、すなわち、ｉ）血清レナラーゼの保護効果
は急性膵臓炎の発症時には失われること、およびｉｉ）レナラーゼが病気の生体指標とし
て有益であることが含まれる。
レナラーゼの遺伝子欠失は急性膵臓炎の悪化に繋がる
【０２４８】
　レナラーゼは保護効果を有するので、内因性レナラーゼの遺伝子欠失はより大きな損傷
と関連づけられている。この問題について、レナラーゼの遺伝子欠失を有するマウスで調
べた。図７Ｂは、ノックアウトマウスにレナラーゼタンパク質がないことを示している。
ノックアウト（レナラーゼ－／－）種は安静時の血圧がゆっくりとわずかに上昇するが、
その他には明らかな表現型を有しない。図８は、酵素前駆体活性化、浮腫、および組織学
的重症度で測定したところ、レナラーゼノックアウト（－／－）マウスは野生型（ＷＴ）
よりも重いセルレイン誘発膵臓炎を有していることを示している。この発見は、内因性レ
ナラーゼが急性膵臓炎の保護効果を有するという説明と一貫している。したがって、急性
膵臓炎の発症時にレナラーゼ濃度を下げると病気の重症度が上がる可能性がある。
レナラーゼは膵臓腺房の損傷を低減する
【０２４９】
　次いで、組み換えヒトレナラーゼによる予備処理が膵臓炎での損傷を低減するかどうか
を評価した。まず、単離されたＷＴマウス腺房およびレナラーゼ欠失マウスから単離され
た生体外腺房において、（初期の腺房細胞膵臓炎応答を誘発する）超生理的濃度のセルレ
インおよびカルバコールに暴露したマウス腺房細胞（腺房）の単離群についてこの組み換
えヒトレナラーゼを評価した。（図９）。この組み換えレナラーゼは、セルレイン（図９
Ａ）またはカルバコール（図９Ｂ）によって誘発されるトリプシノーゲン活性化を下げた
。また、レナラーゼノックアウト（ＫＯ）マウスに由来する腺房でもレナラーゼの追加後
にトリプシノーゲン活性化が低下した（図９Ｃ）。レナラーゼは、未処理の腺房または生
理的刺激で処理した腺房には何の効果も及ぼさなかった。完全な長さの組み換えレナラー
ゼおよびレナラーゼペプチド断片（ＲＰ－２２０）は、腺房を損傷から保護するという点
で同様の有効性を示した。
外来性組み換えレナラーゼによる予備処理が生体外（腺房）および生体内で膵臓炎損傷の
症状を低減した
【０２５０】
　単離された腺房で観察されたレナラーゼの保護効果が生体内で適切であるかどうかを決
定するために、（５０μｇ／ｋｇの腹腔内注射を６時間行って）セルレイン膵臓炎を誘発
する前に腹腔内にレナラーゼペプチド（ＲＰ－２２０）を単回投与量（１００μｇのペプ
チド／体重２５ｇ）投与してＷＴマウスを予備処理した（１時間）。この予防的な予備処
理により、病気を誘発させた７時間後に膵臓炎の重症度（酵素前駆体の活性化、浮腫、ア
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ポトーシス、濾液中の炎症性細胞、および組織学的重症度を含む）のすべての測定値が低
下した（図１０）。次いで、発症後にレナラーゼを投与すると病気の重症度が低下する可
能性があるかどうかを調べた。
生体内で膵臓炎が発症した後に外来性組み換えレナラーゼで治療すると、損傷の症状が低
減した
【０２５１】
　図１０の実験と同じ試験規約を用いてＷＴマウスでセルレイン膵臓炎を誘発させたが、
レナラーゼは病気の発症から２時間後に投与した（図１１）。個々の組織値および集合組
織値から、レナラーゼは損傷を大きく低減したことが示された。図１０および図１１に示
したデータは、予防という文脈および治療という文脈の両方で外来性レナラーゼは膵臓炎
の重症度を下げることができるということを示している。
外因性レナラーゼは細胞質Ｃａ２＋－信号伝達に影響を及ぼし、細胞膜Ｃａ２＋ＡＴＰ分
解酵素（ＰＭＣＡ）を活性化すると思われる
【０２５２】
　ＰＭＣＡはレナラーゼに選択的に結合する（図６）。レナラーゼが、多種の細胞でＣａ
２＋排出の重要な媒介であるＰＭＣＡ４ｂの活性に影響を及ぼすかどうか（図６）を決定
するため、レナラーゼのＣａ２＋排出に及ぼす効果を調べた。まず、レナラーゼの保護効
果がＨＫ－２細胞（ヒト腎臓細胞株）において特徴づけられた（Lee et al., 2013, J Am
 Soc Nephrol 24, 445-455; Wang et al., 2014, Journal of the American Society of 
Nephrology: JASN）ので、Ｃａ２＋信号に及ぼすその効果をこれらの細胞、次いでマウス
腺房細胞（図１２）で評価した。レナラーゼはどの細胞種でもベースラインのＣａ２＋濃
度を変化させなかった。ＰＭＣＡによるＣａ２＋排泄に及ぼす効果を分離するため、細胞
質Ｃａ２＋の変化がＰＭＣＡによるもののみになるように他のＣａ２＋チャネル／ポンプ
を阻害した。これは、小胞体への再取り込みの阻害、およびＨＫ２細胞の場合はＰＭＣＡ
と同様にＣａ２＋を排出するが腺房細胞には存在しない血漿－膜Ｎａ－Ｃａ２＋交換体の
阻害を含んでいた。刺激後にＣａ２＋の流入を防止するため、細胞を１ｍＭのＥＤＴＡを
含むＣａ２＋を含まない培地でかん流した。また、細胞をシクロピアゾン酸で前処理して
小胞体に蓄えられていた分を枯渇させた。腺房細胞には存在しないがＨＫ２細胞に存在す
るＮａ＋／Ｃａ２＋交換体を阻害するために、（Muallem et al., 1988, J Membr Biol 1
02, 153-162）、ＨＫ２細胞ではＮａ＋を含まない培地を用いた（腺房細胞では用いなか
った）。ＨＫ２細胞および単離されたマウス腺房をＣａ２＋を含まない培地でかん流して
、１．３ｍＭＣａ２＋の存在下で１０ｎＭのアンジオテンシンＩＶ（ＨＫ２細胞）または
１００ｎＭのセルレイン（腺房細胞）で短い間刺激し、細胞内Ｃａ２＋を増加させた。次
いで、レナラーゼの存在下または非存在下でかん流緩衝剤をＣａ２＋を含まない培地に切
り替えて、細胞質Ｃａ２＋濃度を経時で監視し、Ｃａ２＋排泄率を算出した（図１２）。
ＨＫ２細胞および腺房細胞の両方でレナラーゼはＣａ２＋排泄率を高めた。
【０２５３】
　ＰＭＣＡはレナラーゼ受容体として同定され、レナラーゼはＣａ２＋排泄を高めるので
、ＰＭＣＡの阻害がレナラーゼの保護効果を阻害するかどうかを調べた。図１３は、 Ｐ
ＭＣＡ４ｂの選択的ペプチド阻害剤（ＰＭＣＡ４ｂ＞ＰＭＣＡ１＞ＰＭＣＡ２＞ＰＭＣＡ
３の阻害）であるカロキシン１ｂ１で腺房を予備処理すると、腺房の細胞外ループに結合
し（Strehler et al., 2013, Journal of pharmacy & pharmaceutical sciences : a pub
lication of the Canadian Society for Pharmaceutical Sciences, Societe canadienne
 des sciences pharmaceutiques 16, 190-206; Pande et al., 2008, Journal of cellul
ar and molecular medicine 12, 1049-1060）、酵素前駆体の活性化、メチルチアゾール
テトラゾリウム（ＭＴＴ）および組織学による細胞損傷に及ぼすレナラーゼの保護効果が
取り除かれたこと示している。合わせて（図６、図１２、図１３）、本明細書に記載され
る結果が、レナラーゼがＰＭＣＡを刺激して、カルシウム排泄率を高め、かつこの効果が
レナラーゼの腺房細胞損傷に及ぼす保護効果と関係しているという説明と一貫している。
【０２５４】
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　それぞれの特許の開示、特許出願、および本明細書で引用された文献は、その全内容が
参照により本明細書に組み込まれる。本発明は特定の態様を参照して開示されたが、自明
のこととして、他の態様および本発明の変形は、本発明の趣旨および範囲を逸脱すること
なく、当該分野の他の当業者により考案され得るものである。添付の請求項はそのような
すべての態様および均等な変形を含むと解釈されることを意図するものである。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４Ａ】

【図４Ｂ－４Ｄ】 【図５Ａ－Ｂ】



(57) JP 2019-182873 A 2019.10.24

【図５Ｃ－Ｅ】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０】
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【手続補正書】
【提出日】令和1年7月18日(2019.7.18)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１種の薬剤を含む、膵臓病または膵臓障害の治療または予防を必要とする対
象において当該疾患を治療または予防するための医薬組成物であって、当該組成物の治療
有効量が当該対象に投与され、前記少なくとも１種の薬剤が、レナラーゼポリペプチド、
レナラーゼポリペプチド断片、およびレナラーゼの活性剤からなる群から選択される少な
くとも１つである、医薬組成物。
【請求項２】
　前記レナラーゼポリペプチドが、組み換えレナラーゼポリペプチドである、請求項１に
記載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記レナラーゼポリペプチドが配列番号８のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の医
薬組成物。
【請求項４】
　前記レナラーゼポリペプチドが配列番号９のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の医
薬組成物。
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【請求項５】
　前記レナラーゼポリペプチド断片が配列番号３のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載
の医薬組成物。
【請求項６】
　前記レナラーゼポリペプチド断片が配列番号４のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載
の医薬組成物。
【請求項７】
　前記レナラーゼポリペプチド断片が配列番号５のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載
の医薬組成物。
【請求項８】
　前記少なくとも１種の薬剤が１回で投与される、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記少なくとも１種の薬剤が繰り返し投与される、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　前記少なくとも１種の薬剤が局所、領域、または全身に投与される、請求項１に記載の
医薬組成物。
【請求項１１】
　前記レナラーゼの活性剤が、レナラーゼ発現の活性剤、レナラーゼ活性の活性剤、また
はこれらの組み合わせである、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　前記レナラーゼの活性剤が、化合物、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、および
小分子化合物からなる群から選択される少なくとも１つである、請求項１に記載の医薬組
成物。
【請求項１３】
　前記膵臓病または膵臓障害が、急性膵臓炎および慢性膵臓炎からなる群から選択される
少なくとも１つである、請求項１に記載の医薬組成物。
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