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本文中及び図中で用いた略号は以下のとおりである。 

ALP   alkaline phosphatase  

Ank   progressive ankyloses protein 

ANP  atrial natriuretic peptide  

AUC   area under the curve 

BMD   bone mineral density 

BNP   brain natriuretic peptide  

cGMP   cyclic guanosine monophosphate 

CHO   chinese hamster ovary 

CNP  c-type natriuretic peptide  

CPK   creatine phosphokinase 

CT   computed tomography 

ECM   extracellular matrix 

EDTA-2Na  ethylendiaminetetraacetic acid 

ELISA   enzyme-linked immuno sorbent assay 

Fgfr3ach   activated fibroblast growth factor 3 achondroplasia-phenotype 

GH   growth hormone 

GHS-R   growth hormone sequetagogue receptor  

HA   hyaluronic acid  

Hprt1   hyproxanthine phosphoribosyltransferase 1  

KO   knock out 

Mgp   matrix gla protein 

MAPK   mitogen-activated protein kinase  

NEP   neutral endopeptidase 
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Npp1   nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 

NPR   natriuretic peptide receptor 

PBS   phosphate buffer saline  

PCR   polymerase chain reaction 

PD   pharmacodynamics  

PK  pharmacokinetics 

RIA   radioimmunoassay  

RT   reverse transcription 

SD  sprague dawley 

SDR   spontaneous dwarf rat  

SOS   spheno-occipital synchondrosis  

STAT   signal transduction and activator of transcription 

TG   transgenic 

WT   wild type 
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要 旨 

C 型ナトリウム利尿ペプチド（c-type natriuretic peptide: CNP）は、心房性ナトリウム利尿ペプチド（atrial 

natriuretic peptide: ANP）及び脳性ナトリウム利尿ペプチド（brain natriuretic peptide: BNP）と共にナトリ

ウム利尿ペプチドファミリーの一つである。ANP 及び BNP は、それぞれ心房及び心室から主に産生さ

れるペプチドであり、心臓、腎臓、及び血管において、ナトリウム利尿ペプチド受容体（natriuretic peptide 

receptor: NPR）-A に結合することによって作用する。一方、CNP は主に中枢神経系血管内皮細胞で産生

され、脳、生殖腺、及び骨を含む広範な組織において、別のナトリウム利尿ペプチド受容体 NPR-B に

結合することによって局所調節因子として作用する。CNP または NPR-B の knock out（KO）マウスはい

ずれも、骨格成長の障害により顕著な低身長表現型を示すことから、CNP/NPR-B のシグナル伝達が内

軟骨性骨化に重要であることが明らかとされている。 

CNP KO マウスは四肢長管骨及び体幹の伸長障害を呈し、不正咬合やそれに伴うと考えられる栄養不

良により成獣に達する前に死亡することから、成獣における CNP 欠損の影響を十分に解析することは

できなかった。一方で、CNP KO ラットは CNP KO マウスと同様に内軟骨性骨化の機能が著しく損なわ

れ、低身長の表現型を示す一方、不正咬合は認められず、その野生型のラットと同様の寿命であった。

更に、天然型 CNP の 1 つである CNP-53 を CNP KO ラットに 4 週間持続皮下投与したところ、体長の用

量依存的な伸長が認められた。 

第 1 章では、CNP KO ラットの頭蓋骨の形態を解析し、野生型ラットを対照としてその特徴を比較し

た。CNP KO ラットの頭蓋骨は、WT ラットと比較して矢状方向に短く、大後頭孔の狭窄が認められた。

これらの症状は、軟骨無形成症をはじめとした四肢短縮型低身長症の患者の特徴的な臨床症状である中

顔面の低形成及び大後頭孔の狭窄と共通するものと考えられ、成長ホルモン欠損による自然発症矮小ラ

ットでは認められなかった。CNP KO ラットに天然型 CNP である CNP-53 を 4 週間持続皮下投与したと

ころ、頭蓋骨の矢状方向の伸長と大後頭孔の有意な拡大が認められ、頭蓋骨の形態異常は完全若しくは

部分的に改善した。本検討結果から、CNP-53 若しくは CNP 誘導体による治療は、低身長に加え、頭蓋

骨の形態についても改善する可能性が示された。 
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第 2 章及び第 3 章では、内軟骨性骨化における CNP の生理的作用について創薬応用への可能性を検

討するために、新規 CNP 誘導体をデザインし、その有効性と毒性を評価した。我々のグループは、既

に ghrelin の C 末端部分を CNP-22 に適用することで、より高い血中安定性をもたらすことを報告してい

る。そこで、新規 C 型ナトリウム利尿ペプチド誘導体、ASB20123 を作製し、その有効性と毒性を評価

した。 

ASB20123は完全な NPR-Bアゴニスト活性を有し、CNP-22と比較してAUC の明らかな増加を示した。

また、ASB20123 はマウス若しくはラットに反復皮下投与することによって用量依存的な骨伸長促進作

用を示し、1 日 1 回の反復皮下投与した場合と比較して同用量を持続皮下投与することでにおいて、よ

り強力な薬理作用を示した。CNP には血管拡張作用が報告されていることから、投与には低血圧リスク

を伴うことが考えられ、実際に他の CNP 誘導体である BMN-111 の臨床試験においても有意な低血圧が

報告されている。それに対し、ASB20123 の持続投与は、効果的な骨伸長作用を示しつつ、低血圧のよ

うな最大血中濃度に依存するオンターゲット毒性を回避するには有効な投与方法であることが示唆さ

れた。 

以上の結果から、新規 CNP 誘導体である ASB20123 は軟骨無形成症の患者など、四肢短縮型低身長症

の患者において成長を改善する可能性を有することが示された。また、ASB20123 の持続皮下投与を模

倣するデバイス等を用いた投与方法は有意な低血圧の発現を回避しつつ、骨成長に対する有効性を最大

化する有効な手段であることが示された。 

次に、ASB20123の毒性学的プロファイルを評価した。ASB20123をラットに 0.5、1.5、及び 5.0 mg/kg/day

で 4 週間反復皮下投与したところ、毒性変化は骨・軟骨組織にのみに観察され、その他の器官・組織に

は観察されなかった。薬理作用の延長にある所見として、組織学的検査で大腿骨及び脛骨において成長

板の肥厚が認められ、それに伴う変化として、体長の伸長や骨型アルカリフスファターゼの上昇等が認

められた。毒性変化として、大腿骨骨密度の低値、並びに組織学的検査において骨端・骨幹端の壊死、

骨髄の線維化、異所性の骨・軟骨形成、及び筋線維の変性・壊死が認められた。これらの変化と成長板

の関連を評価するため、12 ヶ月齢ラットを用いて同様の毒性試験を実施したところ、成長板が閉鎖して
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いる箇所に毒性所見は認められなかったことから、これらの毒性変化は、ASB20123 の薬理作用に基づ

く過剰な成長促進作用によって惹起されることが示された。これらの骨・軟骨毒性の発現は、大腿骨の

成長板厚及び大腿骨皮質骨の骨密度の低下と良好な相関が認められた。成長板厚や骨密度は臨床におい

てもモニターが可能であることから、毒性変化を予測する良好なマーカーになり得ると考えられる。 

本研究によって、CNP/NPR-B シグナルの活性化は、軟骨無形成症をはじめとした四肢短縮型低身長

症の患者にとって有効な治療手段であることが示された。特に外因性の CNP によって中顔面の低形成

及び大後頭孔の狭窄の改善効果が示されたことは患者の QOL の観点から重要な知見と考えられる。新

規 CNP 誘導体である ASB20123 を用いた検討では、低血圧のリスクを回避しつつ骨成長に対する有効性

を最大化する投与法の提案とその骨軟骨毒性を回避するためのモニター方法を提示することができた。

本剤の毒性変化は薬理作用の延長上に発現することから、用法用量を厳密に設定することが、治療薬と

して成功する鍵となると考えられる。今後、このような CNP/NPR-B シグナルの研究がさらに進展する

ことによって、四肢短縮型低身長症の患者に対する治療法が確立されることを期待する。 
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序 論 

はじめに 

C 型ナトリウム利尿ペプチド（c-type natriuretic peptide: CNP）は、心房性ナトリウム利尿ペプチド（atrial 

natriuretic peptide: ANP）及び脳性ナトリウム利尿ペプチド（brain natriuretic peptide: BNP）と共にナトリ

ウム利尿ペプチドファミリーの一つである [1]。ANP 及び BNP は、それぞれ心房及び心室から主に産生

されるペプチドである。これらのペプチドは、心臓、腎臓、及び血管において、ナトリウム利尿ペプチ

ド受容体（natriuretic peptide receptor: NPR）-A に結合することによって作用する [2]。一方、CNP は主

に中枢神経系血管内皮細胞で産生され [3]、脳、生殖腺、及び骨を含む広範な組織において、別のナト

リウム利尿ペプチド受容体 NPR-B に結合することによって局所調節因子として作用する [2]。CNP また

は NPR-B の knock out（KO）マウスはいずれも、骨格成長の障害により顕著な低身長の表現型を示し 

[4-8]、CNP の軟骨特異的過剰発現または循環血中濃度の増加を有するトランスジェニック（transgenic: 

TG）マウスは、過成長の表現型を示す [9-12]ことから、CNP/NPR-B のシグナル伝達が内軟骨性骨化に

重要であることが明らかとされている。ヒトにおいても、NPR-B 遺伝子のホモ接合性の機能喪失型の突

然変異によって内軟骨性骨化による骨成長が著しく損なわれるのみならず [13, 14]、ヘテロ接合性の突

然変異によっても、骨格成長の障害を引き起すことが報告されている [15-19]。さらに、最近の研究で

は、CNP 遺伝子におけるヘテロ接合性の機能喪失型の突然変異も、ヒトにおいて低身長を引き起こすこ

とが示された [20]。また、NPR-B をコードする遺伝子の機能獲得型の突然変異と CNP の発現増加の両

方が、ヒトにおいて過成長を引き起こすことが報告されている [21-26]。これらの事実は、CNP/NPR-B

シグナルがヒト及びマウスにおける内軟骨性骨化に非常に重要な役割を担っていることを示している。 

 

CNP KO ラットの作製とその特徴 

全身性及び軟骨特異的CNP KOマウスはいずれも不正咬合やそれに伴う栄養不良により成人前に死亡

することから [3, 7]、成獣における CNP 欠損の影響を十分に解析することはできなかった。そこで、ジ

ンクフィンガーヌクレアーゼを用いたゲノム編集により CNP KO ラットが作製された [27]。CNP KO ラ
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ットは CNP KO マウスと同様に内軟骨性骨化の機能が著しく損なわれ、低身長の表現型を示した（Fig. 

1）。CNP KO ラットは組織学的解析から、成長板、特に肥大軟骨細胞層は顕著に薄く、成長板軟骨細胞

の増殖が野生型（wild type: WT）ラットと比較して低下していることが明らかになった。CNP KO ラッ

トで不正咬合は認められず、CNP KO マウスの生存率が 10 週齢で 70%未満に低下 [7]するのとは対照的

に WT ラットと同様の生存率であった。また、評価に供した全てのラットは生後 1 年以上生存した。33

週齢の時点における体長と成長板を評価したところ、CNP KO ラットの体長は有意に短く、WT ラット

の約 72%であった。また、33 週齢の WT ラットでは大腿骨の成長板が確認されたのに対し、CNP KO ラ

ットの成長板は閉鎖しており、CNP KOラットにおける成長板の早期閉鎖が示唆された。CNP及びNPR-B

は脳、心血管系、及び生殖腺において発現している [1, 2]ことから、骨組織以外の組織への影響が懸念

されるが、CNP KO ラットにおいて、少なくとも組織学的な異常は認められなかった。 

 

 

Fig 1. Gross appearance of CNP KO rats.  

(A) and (B) Gross appearance of male WT rat and rat with a homozygous Δ11 mutation at two weeks (A) and 14 

weeks (B) of age. Black scale bar in each picture denotes 10 mm. 
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CNP-53 投与による骨伸長作用と早期成長板閉鎖の予防 

天然型 CNP は、22 個のアミノ酸からなる CNP-22 と CNP-22 の N 末側に 31 個のアミノ酸残基からな

る直鎖ペプチドが結合した CNP-53 の 2 種類が存在し、両方とも同一の 126 個のアミノ酸で構成される

前駆体からプロセシングを受けて生成する [28]。CNP-53 は CNP-22 と比較して、中枢及び末梢組織で

優勢であり [29]、中性エンドペプチダーゼ（neutral endopeptidase: NEP）に対して高い耐性を有する [30]。

そこで、本検討では 4 週齢の CNP KO 及び同腹仔の WT ラットに CNP-53 を 0.15 又は 0.5 mg/kg/day で 4

週間持続皮下投与した。CNP-53 投与により、CNP KO ラット及び WT ラットの体長は用量依存的に有

意に伸長した。CNP KO ラットにおいて 0.15 mg/kg/day 投与群の体長は、その対照群と比較して有意に

伸長し、WT ラットの対照群とほぼ同程度の伸長幅であった。0.5 mg/kg/day 投与群の体長は投与終了時

点で WT ラットの対照群とほぼ同等の体長であった（Fig. 2）。CNP KO ラットの対照群では、投与終了

時である 8 週齢の時点において、脛骨の遠位端及び踵骨の成長板の閉鎖が認められた。一方、CNP-53

投与群では成長板の早期閉鎖は認められず、その機序は不明であるものの、CNP-53 投与による成長板

閉鎖の遅延は、成長期間を延長する面においても最終体長の改善に寄与しうると考えられた。 
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Fig 2. Changes in body length and body weight of female WT and CNP-KO rats that received vehicle or 

CNP-53 for 28 days.  

Changes in naso-anal body length (Δ body length) in CNP-KO rats (A) and WT rats (B), and changes in body 

weight (Δ body weight) in CNP-KO rats (C) and WT rats (D). Each value shown is the mean + SE. Open circles, 

vehicle (n = 5 and 7 in CNP-KO and WT rats, respectively); closed triangles, CNP-53 0.15 mg/kg/day (n = 4 in 

the both genotypes); closed squares, CNP-53 0.5 mg/kg/day (n = 6 in the both genotypes). *, p < 0.05 vs. 

vehicle-treated group, **, p < 0.01 vs. vehicle-treated group based on Dunnett's multiple comparison test. 
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本研究の目的と内容 

 CNP/NPR-B シグナルはヒトの内軟骨性骨化に非常に重要な役割を担っており、CNP 及びその誘導体

は、軟骨無形成症をはじめとする四肢短縮型低身長症の治療アプローチとして最も期待されている方法

の 1 つである [31]。これまでの研究から、CNP KO ラットは CNP KO マウスと同様に内軟骨性骨化の機

能が著しく損なわれており、低身長の表現型を示すことが明らかとなっている。また、CNP KO ラット

は、生後 1 年以上生存することから長期の投薬実験が実施可能であり、CNP-53 投与によって、その体

長は用量依存的に有意に伸長することが示された。四肢短縮型低身長症の患者は、低身長であることに

加え、大後頭孔の狭窄と中頭骨の低形成を特徴として有する。第 1 章では、CNP KO ラットの頭蓋骨の

形態的特徴を明らかとするとともに、外因性に補充された CNP-53 による頭蓋骨形態への影響を検討し

た。 

我々は以前の研究で、ghrelin の C 末端部分が薬物動態プロファイル及び成長ホルモン放出活性に重要

な役割を果たすことを示した [32]。更に、ghrelin の C 末端部分を CNP に適用することで天然型と比較

して、より高い血中安定性をもたらし、内軟骨性骨化の刺激剤としての生理活性も改善することが推察

された [33, 34]。第 2 章及び第 3 章ではこれらの知見を基に作製された新規 CNP 誘導体について、その

薬理作用と毒性を評価した。その中で新規の薬理学的アプローチや毒性のモニタリング法を提唱するこ

とで、新規 C 型ナトリウム利尿ペプチド誘導体の四肢短縮型低身長症に対する治療薬として、創薬への

可能性を検討した。 
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第 1 章 CNP KO ラットにおける頭蓋骨の形態解析及び CNP-53 投与によるその改善効果 

 

第 1 節．緒言 

軟骨無形成症に代表される四肢短縮型低身長症の患者は、低身長であることに加え、大後頭孔

の狭窄及び中頭骨の低形成を特徴として有する。重篤な場合、延髄や上位頸椎の圧迫により、頸

部の屈曲制限、後弓反張、四肢麻痺、深部腱反射の亢進、下肢のクローヌス、中枢性無呼吸がみ

られるが、本質的な治療はなく神経症状を呈した場合は減圧手術を行う [31]。軟骨無形成症の原

因遺伝子である FGFR3 を変異させた軟骨無形成症モデル（activated fibroblast growth factor 3 

achondroplasia-phenotype: Fgfr3ach）マウス [35]及び CNP KO マウス [36]の表現型は軟骨無形成症

患者と類似しており、頭蓋骨の形態及び大後頭孔の狭窄が報告されている [37]ものの、大後頭孔

の狭窄について、投薬による改善報告はない。そこで、本章では CNP KO ラットの頭蓋骨の形態

を詳細に検討した。同時に、成長ホルモン（growth hormone: GH）欠損による自然発症矮小ラット

（spontaneous dwarf rats: SDR）と比較した [38]。更に、CNP-53 を 5 週齢の CNP KO ラットに 4 週

間持続皮下投与し、大後頭孔狭窄と中顔面低形成に対する改善効果を検討し、その改善効果と頭

蓋底の蝶後頭軟骨結合部位（spheno-occipital synchondrosis: SOS）の関連を検討した。 
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第 2 節．実験材料及び方法 

第 1 項. 被験物質 

ヒト CNP-53（GLSKGCFGLKLDRIGSGLCKKNAGKYRANPHEQLLLRA WAARSKTDVRLD）は、

遺伝子組換え大腸菌を用いて製造し、高速液体クロマトグラフィーで精製した。ペプチドの構造

はアミノ酸組成分析及びエレクトロスプレーイオン化質量分析により確認した。CNP-53 の純度は

95%以上であった。 

媒体は 10 w/v%精製白糖及び 1 w/v%ベンジルアルコール添加 0.03 M 酢酸緩衝液を 1 mol/L 水酸

化ナトリウム溶液で pH4 に調製して用いた（以下、媒体）。 

第 2 項. 動物 

本研究は、京都大学実験動物委員会、株式会社オリエンタルバイオサービスの実験動物委員会、及び

アスビオファーマ株式会社の実験動物倫理委員会の承認を受けて、各実施機関の動物実験ガイドライン

に基づいて実施した。 

CNP KO ラットはジンクフィンガーヌクレアーゼを用いたゲノム編集により作製された動物を用いた 

[27]。4～5 週齢の雌性の CNP KO ラット及び同腹仔の WT ラットは京都大学から、7 週齢の雌性 Sprague 

Dawley（SD）系ラット及び SD 系ラット由来で GH 欠損による自然発症矮小ラットである SDR は日本

SLC 株式会社から入手若しくは購入した。CNP KO ラット及び WT ラットは、株式会社オリエンタルバ

イオサービス 神戸 BM ラボラトリーにおいて、SD 系ラット及び SDR はアスビオファーマ株式会社に

おいて、温度 23℃（許容範囲：21～25℃）、湿度 50%（許容範囲：30～70％）、及び 12 時間照明（7：00

～19：00 点灯）に設定した動物飼育室で飼育した。飼料は高圧蒸気滅菌された固型飼料（CRF-1、オリ

エンタル酵母工業株式会社）を、飲水は自動給水装置により水道水をそれぞれ自由に摂取させた。CNP 

KO ラットのジェノタイピングは、導入遺伝子である Nppc を確認した。切断した尻尾より、Easy DNA Kit

（Thermo Fisher Scientific）を用いてゲノム抽出し、Polymerase Chain Reaction（PCR）により増幅後、マ

ルチキャピラリー電気泳動法（QIAxcel、QIAGEN）によって確認した。プライマー配列は forward とし

て 5'-CACAGCAGTAGGACCCGTG-3'、reverse として 5'-GGGGAACGAACCCTAGAAGT-3'を用い、試薬
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は Tks Gflex DNA Polymerase（タカラバイオ株式会社）を用いた。 

 

第 3 項. 実験系 

1. 頭蓋骨形態の解析 

本検討では、9 週齢の雌性 WT ラット（5 例）及び CNP KO ラット（4 例）、33 週齢の雌性 CNP 

WT ラット（3 例）及び KO ラット（3 例）、並びに 9 週齢の雌性 SD 系ラット（5 例）及び SDR（5

例）について頭蓋骨の形態を解析した。頭蓋骨の形態の測定及び解析方法は第 4 項に記載した。同

時に体重及び体長を測定した。体長測定はイソフルラン吸入麻酔下でノギスを用いて測定し、鼻先

から肛門までの長さとした。 

 

2. CNP-53 投与による頭蓋骨形態の改善効果 

5 週齢の雌性 WT ラット（5 例）及び CNP KO ラット（4 例）に媒体を、CNP KO ラット（5 例）に

CNP-53 の約 0.5 mg/kg/day を浸透圧ミニポンプ（ALZET osmotic pump 2004、Durect Corporation）を用い

て 4 週間持続皮下投与したところ、CNP KO ラットの骨伸長は有意に促進し、投与終了時の体長は同週

齢の WT ラットと同等であったことから、本試験でも同様の方法で投与液を調製した。つまり、WT ラ

ット及び CNP KO ラットの 5～7 週齢における平均体重に基づいて投与液を調製し、浸透圧ポンプを皮

下に移植した。移植 2 週間後に、7～8 週齢における平均体重に基づいて調製した投与液の浸透圧ポンプ

に交換した。投与期間終了後に体重及び体長を測定し、頭蓋骨の形態及び頭蓋底の SOS を観察した。 

 

第 4 項. 頭蓋骨の形態測定 

ラット頭蓋骨は、Latheta LCT-200（computed tomography: CT; 日立アロカメディカル株式会社）

を用いて撮影した。CT の撮影条件は、管電圧 50 kVp、管電流 0.5 mA、積分時間 3.6 ms、撮影視野

96 mm、ボクセルサイズ 96 μm で実施した。CT 画像の 3D 画像の再構成及び頭蓋骨の形態測定は、

画像処理プログラム（ImageJ, http:// rsbweb.nih.gov/ij/download.html）を用いて行った。頭蓋骨の形
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態として、skull width、skull length、nose length、nasal bone length、inter-orbital distance、upper jaw length、

lower jaw length、及び foramen magnum size を測定した [36, 39]。 

 

第 5 項. Reverse Transcription（RT）- PCR 

4 週齢の WT ラット及び CNP KO ラットの腰椎における matrix gla protein（Mgp）、progressive 

ankyloses protein（Ank）、及び nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1（Npp1）についてリアル

タイム RT-PCR により遺伝子発現解析を実施した。ハウスキーピング遺伝子として hyproxanthine 

phosphoribosyltransferase 1（Hprt1）を用い、WT ラットに対する相対値によって、CNP KO ラット

の発現変動を評価した。ラットの腰椎から RNeasy Lipid Tissue Mini Kit（Qiagen）を用いて Total RNA

を抽出し、ReverTra Ace（東洋紡株式会社）を用いて逆転写反応し、cDNA を合成した。PCR は測

定機器として StepOnePlus Real-time PCR System（Thermo Fisher Scientific）を、反応試薬として

THUNDERBIRD SYBR qPCR MIX（東洋紡株式会社）を用い、Mgp、Ank、Npp1、及び Hprt1 に特

異性なプライマー（Thermo Fisher Scientific）を用いて実施した。 

プライマーの配列を Table 1 に示した。 

 

Table 1. Sequences of the PCR primer 

Gene Forward primer sequence Reverse primer sequence Amplicon 

Mgp 5'-CTTCACCACCCGGAGAAT-3' 5'-CTGCCTGAAGTAGCGGTTGT-3' 196-bp 

Ank 5'-CATCACCAACATAGCCATCG-3' 5'-AAGGCAGCGAGATACAGGAA-3' 351-bp 

Npp1 5'-GTCAGTATGCGTGCTAAC-3' 5'-TGGCACACTGAACTGTAG-3' 309-bp 

Hprt1 5'-CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC-3' 5'-GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC-3' 123-bp 
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第 6 項．頭蓋底における SOS の観察 

4 週齢及び 9 週齢の WT ラット及び CNP KO ラット、並びに CNP-53 の 0.5 mg/kg/day を 4 週間持

続皮下投与した 9 週齢の CNP KO ラットの頭蓋骨について、頭蓋底における SOS の評価を実施し

た。単離した頭部の皮膚を除去し、10%中性緩衝ホルマリン溶液中で固定した。その後、95%エタ

ノール溶液中で再固定し、アルシアンブルー及びアリザリンレッドで染色した。染色後、軟部組織

を 2% KOH 溶液で溶解し、実体顕微鏡下にて観察した。 

 

第 7 項．統計学的解析 

得られた個別データをもとに平均値及び標準偏差を算出した。全てのデータ間の比較は Student

の t 検定を用いて有意差検定を行った。その際、p 値が 0.05 未満の場合に統計学的に有意な差があ

ると判断した。 
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第 3 節．実験結果 

第 1 項．CNP KO ラット及び SDR における体長及び体重 

9 週齢の WT ラット及び CNP KO ラット、並びに SD 系ラット及び SDR の体長及び体重を比較し

た。SDR は GH 欠損による自然発症矮小ラットであり、比較対照として用いた。CNP KO ラット、

SDR は共にそれぞれの野生型ラットと比較して明らかに矮小な表現型を示した。CNP KO ラットは

WT ラットと比較して、体重で 77.3%、体長で 68.6%、SDR は SD 系ラットと比較して、体重で 31.6%、

体長で 68.9%あった（Fig. 3）。 

 

 

Fig 3. Weights and lengths of WT, CNP-KO, SD rats and SDRs  

(A) Body weights and (B) lengths of female WT, CNP-KO, SD rats, and SDRs at 9 weeks of age. Body weights 

and lengths of WT and CNP-KO rats at 9 weeks of age (N=3 each), and of SD rats and SDRs at 9 weeks of age 

(N=5 each). Data are expressed as the means ± SD. **, p < 0.01 vs. WT or SD rats using Student’s t-test. 

 

第 2 項．CNP KO ラット及び SDR における頭蓋骨の形態 

9 週齢及び 33 週齢の WT ラット及び CNP KO ラット、並びに 9 週齢の SD 系ラット及び SDR の

頭蓋骨について再構成した 3D CT 画像を用いて skull width、skull length、nose length、nasal bone 
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length、inter-orbital distance、upper jaw length、及び lower jaw length の直線距離を計測し比較した（Fig. 

4）。CNP KO ラットの skull length、nose length、nasal bone length、及び upper jaw length は WT ラッ

トと比較して有意に低値であった。一方、CNP KO ラットの skull width、inter-orbital distance、及び

lower jaw length は WT ラットとほぼ同等の値であり、CNP KO ラットの頭蓋骨は矢状方向の計測部

位のみ有意な低値を示した。また、この結果は 9 週齢と 33 週齢で共通していた。対照的に SDR の

頭蓋骨は全ての計測部位において SD 系ラットと比較して有意に低値であった（Fig. 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 4. Analyses of craniofacial morphology in WT, CNP-KO, SD rats, and SDRs  

(A) Linear measurements for analysis of skull morphology. (B) 3D-reconstructed images of WT, CNP-KO, SD 

rats, and SDRs at 9 weeks of age. 
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Fig 5. Measurments of craniofacial morphology in WT, CNP-KO, SD rats, and SDRs  

Linear measurements of craniofacial morphology of WT and CNP-KO rats at 9 and 33 weeks of age (N=3 each), 

and of SD rats and SDRs at 9 weeks of age (N=5 each). Data are expressed as the means ± SD. *, p < 0.05, **, p 

< 0.01 vs. WT or SD rats using Student’s t-test. 
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第 3 項．CNP KO ラット及び SDR における大後頭孔の大きさ 

9 週齢及び 33 週齢の WT ラット及び CNP KO ラット、並びに 9 週齢の SD 系ラット及び SDR の大後

頭孔について再構成した 3D CT 画像を用いて面積を計測し比較した（Fig. 6A）。CNP KO ラットの大後

頭孔の大きさは、9 週齢、33 週齢ともに WT ラットと比較して有意に低値であった。また、WT ラット、

CNP KO ラットともに 9 週齢から 33 週齢で大後頭孔の大きさはほぼ同等であった。対照的に、SD 系ラ

ットと SDR は、体重及び体長に明確な差があるにもかかわらず、大後頭孔の大きさはぼ同等であり、

有意な差は認められなかった（Fig. 6B）。 
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Fig 6. Foramen magnum size in WT, CNP-KO, SD, and SDR rats  

(A) 3D-reconstructed images of the foramen magnum in WT and CNP-KO rats at 9 weeks of age, and in SD rats 

and SDRs at 9 weeks of age. (B) Foramen magnum size in WT and CNP-KO rats at 9 and 33 weeks of age (N=3 

each), and in SD rats and SDRs at 9 weeks of age (N=5 each). Data are expressed as the means ± SD. *, p < 0.05, 

**, p < 0.01 vs. WT or SD rats using Student’s t-test. 
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第 4 項．CNP KO ラットで認められた中顔面の低形成及び大後頭孔狭窄に対する CNP-53 の影響 

5 週齢の CNP KO ラットに CNP-53 を約 0.5 mg/kg/day の用量で 4 週間持続皮下投与した。投与終了時

の CNP KO ラットの体重及び体長は対照群と比較して有意に高値であり、有意差はあるものの WT ラッ

トの対照群とほぼ同等の値であった（Fig 4）。CNP KO ラットの頭蓋骨で有意な低値がみられた矢状方

向の長さ（skull length、nose length、nasal bone length、及び upper jaw length）は、CNP-53 投与によって

有意に伸長した。一方、冠状方向の長さ（skull width、inter-orbital distance、及び lower jaw length）は

CNP-53 投与による伸長は認められなかった（Fig. 7A and B）。また、大後頭孔の大きさについても CNP-53

投与によって有意に改善が認められた（Fig. 7C）。 
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Fig 7. Effects of CNP-53 on body weight, length, craniofacial morphology, and foramen magnum size in 

CNP-KO rats.  

(A) Body weight and length, (B) relative lengths of craniofacial morphology to WT rats, (C) relative size of 

foramen magnum to WT rats. WT, WT rats which received vehicle; CNP-KO, CNP-KO rats which received 

vehicle; CNP-KO + CNP, CNP-KO rats which received CNP-53 (ca. 0.5 mg/kg/day). Data are expressed as the 

means ± SD of 4-5 rats. *, p < 0.05, **, p < 0.01 vs. WT or CNP-KO rats using Student’s t-test. 
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第 5 項．頭蓋底における SOS 部位の観察 

これまでの検討により、CNP KO ラットにおいて中顔面の低形成や大後頭孔狭窄が認められ、CNP-53

の投与はそれらの異常を有意に改善することが示された。そこで、頭蓋底における成長中心である SOS

について 4 週齢の WT ラット及び CNP KO ラット、並びに 9 週齢の WT ラット、CNP KO ラット、及び

CNP-53 を投与した CNP KO ラットについて評価した。4 週齢の時点で WT ラット、CNP KO ラット共に

明確に SOS を確認できたものの、CNP-53 の投与 4 週間後である 9 週齢では、WT ラット及び CNP-53

を投与した CNP KO ラットでのみ SOS が確認され、無処置の CNP KO ラットでは閉鎖していた（Fig. 8）。 
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Fig 8. Appearance of the synchondrosis at the cranial base after staining with alcian blue and alizarin red. 

Arrow indicates the SOS. 
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第 6 項．CNP KO ラットと頭蓋骨縫合早期癒合症との関連 

CNP KO ラットで認められた中顔面の低形成及び SOS の早期閉鎖は、頭蓋骨縫合早期癒合症のモデル

マウスである Mgp 欠損マウスにおいても報告されている [40]。Mgp 欠損マウスは上記の特徴に加え、

鼻中隔の石灰化及び頭蓋骨の早期癒合が認められることから、9 週齢の WT ラット及び CNP KO ラット

の CT 画像を用いて、鼻中隔の石灰化、並びにラムダ縫合及び冠状縫合の癒合を確認したが、CNP KO

ラットには認められず、WT ラットとの差は認められなかった（Fig 9）。更に頭蓋骨縫合早期癒合症の原

因遺伝子として報告されている Mgp、Ank、及び Npp1 について、4 週齢の CNP KO ラットの腰椎におけ

る mRNA の発現量を測定した [40]。CNP KO ラットにおける Mgp は WT ラットと比較して有意に低値

であった。Ank 及び Npp1 についても低値傾向であったが、有意差は認められなかった（Fig 10）。 

 

 

Fig 9. Craniosynostosis and nasal septum in WT and CNP-KO rats  

3D CT images of whole-mount skull, lateral cephalic and magnification of lambdoidal and coronal.  
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Fig 10. Comparison of gene expression of Mgp, Ank and Npp1 between WT and CNP-KO rats.  

RT-PCR of the mineralization inhibitor regulating genes, Mgp, Ank and Npp1 in lumber vertebra of 4-week-old 

female WT and CNP-KO rats. Data are expressed as the means ± SD of 4 rats.  **, p < 0.01 vs. WT or CNP-KO 

rats using Student’s t-test. 
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第 4 節．考察 

本章では、CNP KOラットの頭蓋骨の形態的特徴を明らかにすると共に、外因性に補充された

CNP-53による頭蓋骨の形態への影響を検討した結果について示す。 

9週齢及び33週齢の雌性WTラット及びCNP KOラットを用いて、その頭蓋骨の形態及び大後頭

孔の大きさを計測比較した。CNP KOラットの頭蓋骨は9週齢及び33週齢ともにWTラットと比較

して矢状方向に短く、頭蓋腔と脊柱管の接合部である大後頭孔の狭窄が認められた。加えて、WT

ラットと同様に、CNP KOラットの大後頭孔の大きさは9週齢と33週齢でほぼ変化がなく、ラット

の大後頭孔の形成は9週齢までにほぼ終了していると考えられた。 

これまでに我々のグループは、CNP KOラットはWTラットと比較して矮小であり、長管骨の短縮

や成長板の菲薄化が認められること [27]、これらの特徴は、CNP KOマウス及びFgfr3achマウスにおけ

る所見と一致していることを報告した [4, 41]。CNP KOラットの頭蓋骨の形態学的特徴についても、

CNP KOマウス及びFgfr3achマウスの報告と一致しており [36, 39]、軟骨無形成症の患者で観察される特

徴とも類似していた [37]。これらの結果は、内因性のCNP/NPR-Bシグナルが中顔面及び大後頭孔の形

成に関与していることを示唆している。興味深いことに、GH欠損によって成長障害を示すSDRでは

その正常対照動物であるSD系ラットと比較して頭蓋骨の大きさは全ての計測部位において低値で

あったにも関わらず、大後頭孔の大きさに有意差は認められなかった。GH欠損患者においても、

軟骨無形成症の患者で認められる中顔面の低形成や大後頭孔狭窄は報告されておらず [42]、これ

らの特徴はラットとヒトで類似していると考えている。 

次に、外因性に補充された CNP-53 が CNP KO ラットの頭蓋骨形態及び大後頭孔の大きさに及ぼ

す影響を調べた。CNP-53 の 0.5 mg/kg/day を 5 週齢の CNP KO ラットに 4 週間持続皮下投与した

結果、頭蓋骨の矢状方向の伸長と大後頭孔の拡大が有意に認められ、長管骨と同様に頭蓋骨の形

態についても完全若しくは部分的な改善効果が認められた。Fgfr3ach マウスに認められる中顔面矢

状方向の低形成や大後頭孔の狭窄に対しても、血中の CNP 濃度を上昇させたトランスジェニック
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マウス（SAP-Nppc-Tg マウス）との交配によって得られた Fgfr3ach/SAP-Nppc-Tg マウスにおいて、

中顔面矢状方向の低形成や大後頭孔の狭窄が有意に改善したことが報告されており [39]、CNP が

軟骨無形成症患者の中顔面の低形成及び大後頭孔の狭窄にとっての治療薬となりうることが期待

される。軟骨無形成症患者の中顔面の低形成及び大後頭孔の狭窄の発生機序には軟骨細胞におけ

る FGFR3 とその下流である mitogen-activated protein kinase（MAPK）シグナルが関与していると考

えられ、FGFR3 は MAPK や signal transduction and activator of transcription（STAT）等を介して内

軟骨性骨化の重要な負の調節因子として働くことで、骨芽細胞の分化や増殖を調節し、SOS の閉

鎖にも関与することが報告されている [35、43]。CNP/NPR-B シグナルは、Raf-1 を介して MAPK

シグナル伝達を阻害することで FGF3 のシグナルを減弱させると考えられる  [44]。

Fgfr3ach/SAP-Nppc-Tg マウスや細胞内シグナル経路の知見を踏まえると、CNP KO ラットを用いた

今回の検討結果は、Fgfr3ach マウスでも再現されると推察している。 

一方で CNP の誘導体である BMN-111 及びメクリジンを Fgfr3achマウスに投与した報告では、大後頭

孔の狭窄に対する改善効果は得られていない [45、46]。これらの報告と本試験の成績との相違の原因

は明らかではないが、Fgfr3achマウスの SOS は生後 10 日で閉鎖していることが報告されており [35]、

この早期閉鎖が BMN-111 及びメクリジンの治療効果が得られない理由の一つとして考えられる。本研

究では、CNP-53 投与開始週齢の 1 週間前である 4 週齢の時点においても CNP KO ラットの SOS は観

察されており、CNP-53 投与によって大後頭孔の狭窄が改善した一因と考えている。ヒトの SOS は、X

線検査で評価でき、健常人における閉鎖時期は 11～25 歳であることが報告されている [47～49]。これ

らのことから CNP-53 を SOS 閉鎖前から投与を開始することによって、軟骨無形成症患者においても、

中顔面の低形成及び大後頭孔の狭窄が改善できるものと期待される。 

本試験は、9 週齢の時点において WT ラットの SOS が確認できたが無処置の CNP KO ラットで

は閉鎖しており、CNP-53 投与によって、閉鎖時期を遅らせることができた。同様の現象は大腿骨

や頸骨等の長管骨の成長板でも確認されており、閉鎖時期の遅延は生長期間を延長する面におい

ても有用と考えている [50]。 
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SOSの早期閉鎖や中顔面の低形成は、CNP KOラットと同様にMgpを欠損したマウスにおいても報告

されている [40]。Mgpは骨芽細胞の石灰化に関連した遺伝子であり [40]、成長板軟骨の休止期、増殖

期、及び終末期肥大軟骨細胞において発現していると報告されているが [51]、CNP/NPR-Bシグナルと

の関係性は明確ではない。本試験でCNP KOラットの腰椎におけるMgp、Ank、及びNpp1の発現、並び

に頭蓋骨の癒合及鼻中隔の石灰化についてWTラットと比較した結果、CNP KOラットにおけるMgpの

発現はWTラットと比較して有意に低く、Ank及びNpp1についても低値傾向が認められた。CNP KOラ

ットでは頭蓋骨の早期癒合及び鼻中隔の石灰化は認められなかったことから、CNP KOラットで認めら

れたMgp、Ank、及びNpp1の低発現は骨の鉱質化が進行した結果を反映したものであり、CNP/NPR-B

シグナルによる直接の関連はないと考えている。 
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第 5 節．小括 

CNP KO ラットは低身長に加え、中顔面の低形成及び大後頭孔の狭窄を表現系として有しており、CNP 

KO マウス及び Fgfr3achマウスにおける特徴と一致していた。同様の特徴は SDR では認められず、軟骨

無形成症の患者で認められる症状と共通するものと考えられる。CNP KO ラットの中顔面の低形成及び

大後頭孔の狭窄は CNP-53 を投与することで改善した。今回の結果は、外因性の CNP によって頭蓋骨の

形態を改善した初めての報告であり、CNP/NPR-B シグナルを利用した治療によって、低身長のみなら

ず、頭蓋骨の形態についても改善する可能性を示すことができた。 
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第 2 章 新規 C 型ナトリウム利尿ペプチド誘導体：ASB20123 の薬理作用 

 

第 1 節．緒言 

C 型ナトリウム利尿ペプチド（c-type natriuretic peptide: CNP）及びその受容体であるナトリウム利尿

ペプチド受容体（natriuretic peptide receptor: NPR）-B のシグナル伝達は、内軟骨性骨化に非常に重要な

役割を担っており [52, 53]、CNP 若しくはその誘導体は、軟骨無形成症などの四肢短縮型低身長症の患

者にとって最も期待される治療アプローチの一つである [31]。血中における CNP の主要な内因性の分

子型は CNP-22 であるが、外因性に補充された CNP-22 は中性エンドペプチダーゼ（neutral endopeptidase: 

NEP）によって代謝され速やかに循環系から消失するため、十分な有効性を示すことができない [54, 

55]。また、CNP を含む全てのナトリウム利尿ペプチドファミリーは、循環において利尿作用及び

低血圧を誘発することが報告されており [56]、高用量の CNP-22 を投与した場合、全身の血管抵

抗及び血圧の低下を引き起こすことが考えられる [57]。これらの知見は、CNP の商業的臨床応用

の難しさを示している。 

我々はこれまでに、ghrelinのC末端がghrelinの薬物動態（pharmacokinetics: PK）プロファイル及び成

長ホルモンの放出に重要な役割を果たすことを見出した [32]。この知見はmotilinやCNPなどの他のペ

プチドにも適用可能であり、CNPにghrelinのC末端を適用することによって、天然型であるCNP-22と比

較してより高い血中安定性をもたらし、生理活性の向上も認められた [33, 34]。 

本章では、新規 CNP 誘導体である ASB20123 を用いて、CNP/NPR-B シグナルを利用した医薬品開発

を成功させるためには、ペプチド配列と用法用量の最適化が重要であることを示した。 
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第 2 節．実験材料及び方法 

第 1 項．被験物質 

α型ヒト心房性ナトリウム利尿ペプチド（α-type human atrial natriuretic peptide: α-hANP）、CNP-22

及び CNP 誘導体は大腸菌を用いた遺伝子組換え技術を用いて製造した。ヒト ghrelin は、既報 [58]

に従い、固相合成法で製造した。我々はこれまでに複数の CNP/ghrelin キメラペプチドを製造し、

in vitro での NPR-B 受容体活性、並びに in vivo での PK/pharmacodynamics（PK/PD）プロファイ

ルを評価した [34]。その結果に基づき新規 CNP/ghrelin キメラペプチドである ASB20123 を設計

した。ASB20123 は、CNP-22 に ghrelin (12-28)のアミノ酸を 1 つ置換したペプチドを結合した

CNP/ghrelin キメラペプチドである。ASB20123 の分子量は 4183.9 であり、これは CNP-22 の分

子量（2197.6）の約 2 倍に相当する。CNP-22、ヒト ghrelin、ASB20123 のアミノ酸配列を Fig. 11

に示す。ペプチドの構造確認はエレクトロスプレーイオン化質量分析及びアミノ酸組成分析によ

り確認した。本研究で使用したすべてのペプチドは高速液体クロマトグラフィー法で精製し、純

度は 95%以上であった。 
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Fig 11. The amino acid sequences and structures of CNP-22, human ghrelin, and ASB20123.  

CNP-22 is a 22-amino acid (AA) natriuretic peptide. ASB20123 is a 39-AA-designed chimeric natriuretic peptide 

composed of CNP-22 and the 17-AA C-terminal fragment of human ghrelin (12-28). It has a single amino acid 

exchange as CNP-22 ghrelin (12-28, E17D). 

 

第 2 項．動物 

本研究は、「アスビオファーマ株式会社 動物実験ガイドライン」に従い、アスビオファーマ株式会

社の実験動物倫理委員会の承認を受けて実施した。 

Sprague Dawley（SD）ラット及び ICR マウスは日本チャールスリバー株式会社から購入した。動物の

飼育条件は第 1 章 第 2 節 第 2 項と同様に実施した。 

 

第 3 項．In vitro 受容体活性評価 

ヒトNPRのアゴニスト活性は hNPR-Aまたは hNPR-Bを安定発現させたチャイニーズハムスター卵巣

（chinese hamster ovary: CHO）細胞を用いてサイクリックグアノシン一リン酸（cyclic guanosine 



- 37 - 

monophosphate: cGMP）を測定した [33, 59]。各被験物質または陰性対照としてリン酸バッファー

（phosphate buffer saline: PBS）を細胞に添加し、15 分間インキュベートした。細胞を溶解し、市販の競

合酵素免疫測定法（Enzyme-Linked Immuno Sorbent assay: ELISA）キットである CatchPoint cGMP 蛍光ア

ッセイキット（Molecular Devices Corporation）及び FlexStation（Molecular Devices Corporation）を用いて

細胞中の cGMP 濃度を測定した。成長ホルモン分泌促進物質受容体（Growth Hormone Sequetagogue 

receptor: GHS-R）1a のアゴニスト活性はラット型 GSH-R1a を安定発現させた CHO 細胞を用い、細胞内

Ca2+濃度（[Ca2+]i）の変化を、FRIPR Calcium 3 Assay kit（Molecular Devices Corporation）及び FlexStationTM

を用いて測定した [58, 60]。 

 

第 4 項．ラットにおける PK 評価 

7 週齢または 8 週齢の雄性 SD 系ラットを用いた。麻酔はペントバルビタールナトリウム（ネンブタ

ール注射液、大日本住友製薬株式会社）50 mg/kg 若しくはイナクチン水和物（Sigma-Aldrich）100 mg/kg

を腹腔内投与した。生理食塩水にヘパリンナトリウム 100 U/mL を入れたカニューレを大腿動脈に挿入

し、ラットに CNP-22 または ASB20123 を尾静脈内投与または背部皮下投与により 1 mL/kg で投与した。

経時的にカニューレからアプロチニン（ウシ、ナカライテスク）とエチレンジアミン四酢酸

（ethylendiaminetetraacetic acid: EDTA-2Na、和光純薬工業株式会社）を含む試験管に血液を採取した。採

血後 14,000×g、4˚C で遠心分離し、血漿を採取した。CNP の 17 アミノ酸残基からなる環状構造に対す

る抗血清と[125 I]-標識[Tyr0]-CNP-22 をトレーサとして用いたラジオイムノアッセイにより血漿中の CNP

免疫反応性を測定した [34]。cGMP の血漿中濃度は、Yamasa cGMP アッセイキット（ヤマサ醤油株式会

社）を用いてラジオイムノアッセイ（radioimmunoassay: RIA）により測定した。 

 

第 5 項．マウスの耳介軟骨における cGMP 産生評価 

6 週齢の ICR 雄性マウス（4 または 5 例／群）に、CNP-22 は 1600 nmol/kg で、ASB20123 は 200 

nmol/kg で皮下投与した。動物をイソフルラン（Mylan Inc.）で麻酔し、下大静脈から EDTA-2Na を
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含む試験管に採血し、遠心分離して血漿を採取した。耳介の一部をサンプリングし、煮沸して cGMP

分解酵素を不活化した。耳介軟骨サンプルをトリミングにより他の組織から分離し、6%過塩素酸溶

液（和光純薬工業株式会社）中でホモジナイズした。サンプルを遠心分離後、上清を一定量回収し、

KOH 溶液で中和した。市販の EIA キット（Amersham cGMP 酵素免疫測定 Biotrak EIA System, GE 

Healthcare Company）を用いて、cGMP 濃度を測定した。 

 

第 6 項．マウス及びラットを用いた in vivo 薬理試験 

3 週齢の雌性 ICR マウス（5 または 10 例/群）に、ASB20123 を 8 週間反復皮下投与した。7 週齢の雄

性 SD 系ラット（5 例/群）に、ASB20123 を皮下ボーラス投与若しくは浸透圧ミニポンプ（ALZET 浸透

圧ポンプ、Durect Corporation）を用いて 1 週間若しくは 12 週間投与した。各動物の体重、体長（鼻先か

ら肛門までの長さを測定）、及び尾長を投与及び休薬期間を通して週に 1 回測定し、剖検時に大腿骨及

び脛骨の長さをデジタルノギスを用いて測定した。マウス血漿中のオステオカルシン濃度は市販の

ELISA キット（Mouse Osteocalcin EIA キット、Biomedical Technologies Inc.）を用いて測定した。マウス

血漿中の抗 ASB20123 抗体は市販の ELISA キット（Protein detector ELISA Kit, Kirkegaard & Perry 

Laboratories, Inc.）及び ASB20123 を用いて測定した。投与期間終了時に後大静脈から採血し、遠心分離

して血漿を採取した。ラット血漿中の CNP 免疫活性は、PK 試験と同様の方法で測定した。皮下ボーラ

ス投与から 15 分後、または連続皮下注入した動物の剖検前に頸静脈から血液サンプルを採取した。 

 

第 7 項．ラット成長板厚の測定 

右下肢の大腿骨及び脛骨を 10%中性緩衝ホルマリン液で固定し、10%ギ酸及び 10%中性緩衝ホル

マリンの混合液中で 1 週間脱灰してパラフィン包埋、薄切後、ヘマトキシリン・エオシン染色を施

して組織標本を作製した。作製した組織標本を用いて、近位端及び遠位端の成長板厚を測定した。

計測には顕微鏡下で撮影した画像を用いて各成長板を長軸方向に等間隔に、大腿骨近位端は 9 箇所、

脛骨遠位端は 5 箇所測定し、それぞれの測定値の平均値を成長板厚とした。大腿骨遠位端及び脛骨近位
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端は長軸方向の中央の 1 箇所を測定した。 

 

第 8 項．統計学的解析 

得られた個別データをもとに平均値と標準偏差を算出した。 

統計学的解析は、二元分散因子分析（ANOVA）を行い、続いてポストホック解析として Dunnett 

test を行った。その際、p 値が 0.05 未満の場合に統計学的に有意な差があると判断した。 
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第 3 節．実験結果 

第 1 項．ASB20123 の in vitro 受容体活性評価 

ASB20123 の NPR-B に対するアゴニスト活性及びその特異性を評価した。Fig 12A 及び B は、ヒト

NPR-A及びNPR-Bを安定発現させたCHO細胞における各ペプチドの cGMP産生活性を示した。CNP-22、

CNP-22/ghrelin (12-28)、及び ASB20123 はヒト NPR-B を発現する CHO 細胞における cGMP 産生を用量

依存的に増加させた。ASB20123 と内因性リガンドである CNP-22 の NPR-B アゴニスト活性はほぼ同等

であった。また、CNP-22 及びその誘導体に NPR-A アゴニスト活性はみられなかった。また、いずれの

ペプチドにおいても ghrelin 受容体であるラットの GHS-R1a を発現する CHO 細胞において[Ca2+]iを増大

させなかった（Fig 2C） 
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Fig 12. Receptor agonist activity of CNP and its derivatives.  

(A) NPR-B agonist activity of CNP-22, CNP-22/ghrelin(12-28), and ASB20123 was evaluated based on cGMP 

production in CHO cells stably expressing human NPR-B. (B) NPR-A agonist activity of α-hANP, CNP-22, 

CNP-22/ghrelin (12-28), and ASB20123 was evaluated based on cGMP production in CHO cells stably 

expressing hNPR-A. (C) GHS-R agonist activity of human ghrelin, CNP-22, CNP-22/ghrelin (12-28), and 

ASB20123 based on the changes in [Ca2+]i in CHO cells stably expressing rat GHS-R1a. Each value represents 

the mean of duplicate assays. 
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第 2 項．ラットにおける PK 評価 

ラットにおける CNP-22 または ASB20123 の静脈内（20 nmol/kg）若しくは皮下（50 nmol/kg）投

与後の CNP 免疫活性の血漿中濃度の結果を Fig 13A 及び C に示す。ASB20123 投与後の血漿中濃度

－時間曲線下面積（area under the curve: AUC）は、静脈内投与後で CNP-22 の 4 倍、皮下投与後で

6.8 倍高かった（Table 2）。これらの結果は ASB20123 が中性エンドペプチダーゼ（neutral 

endopeptidase: NEP）に対して抵抗性があり、クリアランスが遅いことを示している。また、ASB20123

の iv 投与後の定常状態分布容積（Vdss）は CNP-22 よりも 6.7 倍大きく（Table 2）、セカンドメッセ

ンジャーである血漿中 cGMP濃度は皮下投与 180分後においても生理的濃度よりも高いレベルに維

持された（Fig 13B 及び D）。以上の結果から、ASB20123 は CNP-22 と比較して血中からの消失が遅

く、より効率的に組織に到達することが示唆された。 
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Table 2. PK parameters of CNP immunoreactivity after a single iv or sc dose of CNP-22 or ASB20123 in 

rats. 

A)  Intravenous administration    

Peptides  
Dose AUC0→∞ MRT0→∞ T1/2 CLtot Vdss 

(nmol/kg) (pmol・min/mL) (min) (min) (mL/min/kg) (mL/kg) 

CNP-22 
20 

320 ± 54 1.02 ± 0.18 1.42 ± 0.45 63.9 ± 11.9 64.2 ± 5.1 

ASB20123 1281 ± 502 24.1 ± 2.6 31.3 ± 4.8 17.9 ± 8.9 429 ± 204 

 

B)  Subcutaneous administration  

Peptides Dose Cmax  Tmax AUC0→∞ MRT0→∞ T1/2 BA 

(nmol/kg)  (pmol/mL)  (min) (pmol・min/mL) (min) (min)  (%) 

CNP-22 
50 

9.02 ± 3.74 5.0 ± 0.0 152 ± 73 13.9 ± 3.4 10.0 ± 5.0 19 ± 9

ASB20123 15.60 ± 0.95 20.0 ± 8.7 1037 ± 96 49.6 ± 6.0 32.1 ± 8.0 32 ± 3

PK parameters were calculated from the individual plasma CNP immunoreactivity-time PK parameters were 

calculated from the individual plasma CNP immunoreactivity-time curves after a single iv (A) or sc (B) dose of 

each peptide in anesthetized rats. Each value represents the mean ± SD of 3 rats. MRT=mean residence time, 

CLtot=total clearance, T1/2=half-life period, BA=bioavailability. 
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Fig 13. PK/PD profiles of CNP-22 and ASB20123 in rats. 

Plasma CNP immunoreactivity-time curves (the upper panels) and cGMP concentrations (the lower panels) after a 

single iv (20 nmol/kg) or sc (50 nmol/kg) dose of CNP-22 (A, B) or ASB20123 (C, D) in anesthetized rats. Each 

value represents the mean ± SD of 3 rats. 
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第 3 項．マウスの耳介軟骨における cGMP 産生評価 

CNP-22 及び ASB20123 の軟骨組織への分布を検討するために、マウスに CNP-22 を 1600 nmol/kg で若

しくは ASB20123 を 200 nmol/kg で皮下投与し、血漿及び耳介軟骨の cGMP 濃度を比較した。ASB20123

投与後、血漿及び耳介軟骨中の cGMP濃度はCNP-22投与後より明らかに高値を示した（Fig 14A及びB）。

また、ASB20123 投与後の耳介軟骨中の cGMP 濃度は、投与後 120 分の時点においても媒体群より高値

であった。CNP-22 及び ASB20123 投与後の耳介軟骨中と血漿中の cGMP 濃度の相関を Fig 14C に示す。

これらの結果は、天然型である CNP-22 と比較して ASB20123 が耳介軟骨において効率的、且つ長時間

にわたって cGMP を産生することが可能であることを示している。 
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Fig 14. cGMP concentration-time curves in plasma and auricular cartilage after a single sc dose of CNP-22 

or ASB20123 in mice.  

Plasma (A) or auricular cartilage (B) cGMP concentration-time curves after a single sc dose of CNP-22 at 1600 

nmol/kg or ASB20123 at 200 nmol/kg in mice. Correlation between cGMP concentrations in plasma and in 

auricular cartilage at each sampling point (C). Each value represents the mean ± SD of 4 mice (A, B) or individual 

value (C). 
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第 4 項．若齢のマウスを用いた ASB20123 の骨伸長促進作用 

ASB20123 を 3 週齢の雌性 ICR マウスに 0、50、及び 200 nmol/kg/day の用量で、各群 10 例に 8

週間反復皮下投与した。ASB20123 の投与群の体長及び尾長は、対照群と比較して有意に高値であ

り、用量相関が認められた（Fig 15B、C、及び D）。また、骨形成マーカーである血漿中のオステ

オカルシン濃度は 200 nmol/kg/day 群において、対照群と比較して有意に高値であった（Table 3）。

一方、体重には各群間に有意な差は認められなかった（Fig 15A）。休薬期間中、群間で体長及び尾

長の伸長に有意差はなく（Fig 15B 及び C）、CNP の骨伸長促進作用は休薬により速やかに消失する

ことが示唆された。なお、抗 ASB20123 抗体は、投与 8 週間及び休薬 4 週間後のいずれの時点にお

いても ASB20123 を投与したすべてのマウスで検出されなかった（Table 4）。 
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Fig 15. Growth curves of female juvenile ICR mice treated with ASB20123 sc during the 8 weeks of the 

dosing period and the 4 weeks of the washout period.  

Body weight (A), body length (B) and tail length (C) data are shown in the upper panels, and the photographs in 

the lower panel represent the gross appearance of mice at Day 56 (D). Each value represents the mean ± SD of 10 

(for the dosing period) or 5 mice (for the washout period). NS: not significant (p > 0.05), *: significant difference 

(p < 0.05) compared to the control group using Dunnett’s test. 
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Table 3. Serum osteocalcin concentration of juvenile female ICR mice with multiple sc bolus injections of 

ASB20123 for 8 weeks. 

Peptides 
Dose 

 (nmol/kg/day) 

Serum osteocalcin conc. 

(ng/mL) 

ASB20123 

0 (vehicle) 27.2 ± 8.2  

50 33.5 ± 6.9 NS 

200 47.5 ±13.2 ** 

Each value represents the mean ± SD of 5 mice. NS: not significant (p > 0.05), **: p < 0.01 compared to the 

control group using Dunnett’s test. 

 

Table 4. The specific antibody titer against ASB20123 in serum of juvenile female ICR mice received 

ASB20123 for 8 weeks, and after 4 weeks washout period. 

 

Absorbance values at 405 nm were represented as the anti- ASB20123 antibody titer. Each value represents the 

mean ± SD of 5 mice. NS: not significant (p > 0.05) to the control group using Dunnett’s test. 
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第 5 項．ラットにおける ASB20123 の持続皮下投与の骨伸長作用 

ASB20123 のラットにおける骨伸長作用について、持続皮下投与と反復皮下投与を比較した。

ASB20123 を 7 週齢の雄性ラットに 0、0.005、0.015、0.05、0.15、0.5 mg/kg/day（0、1.2、3.6、12、36、

120 nmol/kg/day）の用量で 7 日間投与し、体長及び尾長を測定した（Table 5）。ASB20123 の持続皮下投

与によって、0.15 及び 0.5 mg/kg/day の用量で体長及び尾長に有意な高値が認められたが、反復皮下投与

では認められなかった。投与終了時の大腿骨及び脛骨における成長板厚を Fig 16 に、大腿骨近位端の成

長板の組織像を Fig. 17 に示した。いずれの投与方法においても成長板は用量依存的に肥厚したが、同じ

血漿中濃度（Cssまたは Cmax）で比較した場合、持続皮下投与でより顕著な成長板の肥厚が認められた。 
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Table 5. Body measurements and growth rate in male rats receiving multiple sc bolus injections or 

continuous sc infusion of ASB20123 for 7 days. 

(A)  Subcutaneous bolus injections 

Dose 

(mg/kg/day)  

Weight or length on the final day  Growth rate 

Body weight Body length Tail length Body weight Body length Tail length 

(g) (mm) (mm) (g/week) (mm/week) (mm/week) 

0 (vehicle) 317 ± 11 212.4 ± 6.4 NS 201.6 ± 6.4 NS  56 ± 3 NS 12.6 ± 5.7 NS 14.2 ± 2.6 NS 

0.005 315 ± 21 NS 209.6 ± 3.2 NS 197.0 ± 3.9 NS  49 ± 10 NS 13.6 ± 3.4 NS 11.4 ± 4.0 NS 

0.015 315 ± 15 NS 212.8 ± 3.8 ns 208.0 ± 7.2 NS  50 ± 9 NS 11.6 ± 2.1 NS 12.4 ± 3.8 NS 

0.05 317 ± 15 NS 211.8 ± 4.0 NS 205.2 ± 5.6 NS  53 ± 6 NS 11.4 ± 2.9 NS 14.2 ± 4.3 NS 

0.15 322 ± 11 NS 215.4 ± 2.4 NS 201.4 ± 5.7 NS  58 ± 6 NS 14.8 ± 3.7 NS 9.6 ± 3.5 NS 

0.5 316 ± 10 NS 210.4 ± 2.6 NS 206.8 ± 5.4 NS  48 ± 4 NS 11.6 ± 4.2 NS 12.0 ± 2.7 NS 

 

(B)  Subcutaneous infusion 

Dose 

(mg/kg/day) 

Weight or length on the final day Growth rate 

Body weight Body length Tail length Body weight Body length Tail length 

(g) (mm) (mm) (g/week) (mm/week) (mm/week) 

0 (vehicle) 333 ± 13 NS 215.0 ± 3.5 NS 205.4 ± 4.2 NS 53 ± 7 NS 8.4 ± 3.4 NS 5.4 ± 3.6 NS 

0.005 337 ± 14 NS 221.0 ± 3.3 NS 211.6 ± 4.2 NS 53 ± 7 NS 13.2 ± 7.0 NS 6.4 ± 2.3 NS 

0.015 328 ± 14 NS 219.6 ± 3.4 NS 207.2 ± 2.3 NS 48 ± 7 NS 11.0 ± 2.0 NS 5.4 ± 1.9 NS 

0.05 329 ± 12 NS 219.8 ± 2.4 NS 208.8 ± 4.6 NS 49 ± 8 NS 14.6 ± 3.5 NS 6.2 ± 3.3 NS 

0.15 343 ± 4 NS 222.8 ± 4.5* 210.3 ± 6.1 NS 59 ± 3 NS 16.5 ± 4.4*  10.0 ± 2.0 NS 

0.5 330 ± 22 NS 226.4 ± 4.6** 215.6 ± 1.8** 48 ± 20 NS 22.2 ± 4.0** 11.0 ± 4.7* 

Each value represents the mean ± SD of 4 or 5 rats. NS: not significant (p > 0.05), *: p < 0.05, **: p < 0.01 

compared to the control group using Dunnett’s test. 
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Fig 16. Correlation between plasma CNP immunoreactivity and growth plate thickness of lower limbs 

[proximal ends of femur (A) and tibia (B), and distal ends of femur (C) and tibia (D)] in rats after sc bolus 

injections or infusion of ASB20123 at 0, 0.005, 0.015, 0.05, 0.15, and 0.5 mg/kg/day for 7 days.  

Each value represents the mean ± SD of 4 or 5 rats. The horizontal axis indicates the mean plasma CNP 

immunoreactivity concentration at 15 min after the 1st dose for the sc bolus injection groups or mean plasma CNP 

immunoreactivity on the 2nd day for the sc infusion groups. The vertical axis indicates the mean percentage of 

growth plate thickness compared to the respective control groups. The growth plate was measured at nine sites for 

the proximal end of the femur and five sites for the distal end of the tibia. The growth plate thickness of the other 

end of the femur (distal) or tibia (proximal) was measured at one site of the central of the growth plate. Plasma 

CNP immunoreactivity after sc infusion of ASB20123 at 0.005 mg/kg/day was not detected. 

NS: not significant (p > 0.05), *: p < 0.05, **: p < 0.01 compared to the control group (0 mg/kg/day) using 

Dunnett’s test (logarithm conversion) 
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Fig 17. Representative histological findings of growth plate in the proximal femoral bone in rats after sc 

bolus injections or infusion of ASB20123 at 0 and 0.5 mg/kg/day for 7 days. 

(A) Vehicle group after sc bolus injection. (B) 0.5 mg/kg/day group after sc bolus injection. (C) Vehicle group 

after sc infusion. (D) 0.5 mg/kg/day group after sc infusion.  

Bidirectional arrows indicate the width of the epiphyseal plate.  
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第 6 項．ラットにおける ASB20123 の長期投与による骨伸長作用 

7 週齢の SD 系雄性ラットを用いて ASB20123 の持続皮下投与による長期投与による薬理試験を実

施した。ASB20123 を 0、0.05、及び 0.15 mg/kg/day（0、12、及び 36 nmol/kg/day）で 12 週間、各群

5 例のラットに浸透圧ポンプを用いて投与した。投与期間中における体長の増加率を Fig 18A に示

した。投与終了時の体長は有意に伸長し、用量相関が認められた。対照群、0.05 及び 0.15 mg/kg/day

投与群の成長速度は、それぞれ 57.2 ± 3.6、70.0 ± 5.0 及び 87.8 ± 6.2 mm/12-week であった。高用量

群（0.15 mg/kg/day）において、脊椎及び尾椎に異常な弯曲が認められ（Fig 18B）、この変化は

ASB20123 の過剰投与による過成長が原因と考えられた。 

 

Fig 18. Increase in body length of male rats receiving sc infusion of ASB20123 at 0.05 and 0.15 mg/kg/day 

for 12 weeks.  

Each value represents the mean ± SD of 4 or 5 rats, **: significant (p < 0.01) compared to the control group 

using Dunnett’s test. (A) Mean increase in body length after 12 weeks (84 days). (B) Photographs of the exterior 

appearance on day 84. 
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第 7 項．ラットにおける CNP-22 及び ASB20123 の血漿中濃度推移に対する細胞外マトリックス

（extracellular matrix: ECM）の影響 

CNP-22 及び ASB20123 を ECM 含有溶媒に溶解してラットに 0.58 mg/kg の用量で皮下投与し、血

漿中濃度推移を比較した（Fig 19）。ASB20123 を 1%HA 溶液（ARTZ 関節内注射液 25mg、Kaken 

Pharmaceutical Co., Ltd.）若しくは 10%硫酸化グリコサミノグリカン溶液（extracted from bovine 

tracheal cartilage, Adequan, Luitpold Pharmaceuticals）を媒体とした場合、生理食塩水を媒体とした場

合と比較して、最高血中濃度到達時間と AUC の増加が認められた。この結果から、ASB20123 は

ECM 中での安定性及び保持性が改善したものと考えられた。 

 

 

Fig 19. CNP immunoreactivity in rat plasma after a single sc administration of CNP-22 or ASB20123 

dissolved in various liquid mixtures 

Seven-week-old male SD rats (n = 3 or 4/group) received sc bolus injections of CNP-22 or ASB20123 at 

0.58 mg/kg. After designated period, a small amount of blood was collected. CNP immunoreactivity level in 

plasma was determined by RIA. 

 

 



- 56 - 

第 4 節．考察 

本章では、CNP/ghrelin キメラペプチドである ASB20123 の薬理活性を評価した。ASB20123 は、

全長 22 アミノ酸のヒト CNP-22 及び 1 つのアミノ酸置換を有するヒト ghrelin の C 末端領域で構

成され、天然型 CNP と同等の受容体特異性と親和性を有する NPR-B アゴニストである。生体内

での代謝安定性が向上しており、ラットにおける PK プロファイルを CNP-22 と比較すると、血漿

中からの消失半減期が延長し、AUC の有意な増加を示した。内因性 CNP は作用部位の近傍で発

現・分泌するオートクリンまたはパラクリン物質と考えられており、血漿中における内因性 CNP

濃度は極めて低く、天然型の CNP-22 を投与しても速やかに消失してしまうために、医薬品とし

て開発することは困難と考えられてきた。本試験では、ASB20123 を正常ラット及びマウスに反復

皮下投与することで用量依存的な骨伸長促進作用を示した。CNP/NPR-B シグナルを介した骨伸長

作用は、CNP 誘導体である BMN-111 の報告があり、Fgfr3ach マウス [45]やクルーゾン症候群のモ

デルマウス [61]において骨伸長を促進し、軟骨無形成症の治療薬として臨床試験が実施されてい

る。 

ラットに同量の ASB20123 を投与したときの骨伸長促進作用は、反復皮下投与と比較して持続皮

下投与においてより強く、1 週間という短い期間で骨長を有意に増加させることができた。これは、

ASB20123 の骨伸長促進作用を発現させるには、高い血漿中濃度を必要とせず、低濃度でも持続的

に作用させることが有効であることを示唆する結果である。 

CNP は、同じナトリウム利尿ペプチドファミリーである ANP または BNP とは受容体とその分布

が異なるために、循環器系に及ぼす影響が比較的弱いと考えられている。しかし、CNP を肝臓特異

的に発現させ、血中の CNP を上昇させたトランスジェニックマウスにおいて、収縮期血圧の変化

を伴わずに過成長の表現型を示す個体がみられる一方で、一部の CNP の発現量が高いマウスは、

WT の同腹仔と比較して収縮期血圧の有意な減少を示すことが報告されている [10]。このことは、

CNP の投薬においても、低血圧に代表的される循環器系の副作用の発症リスクを伴うことを示唆す

る [62]。実際、CNP 誘導体である BMN-111 の臨床的試験においても、一部の被験者で有意な低血
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圧が発症することが報告されており、臨床最大投与可能用量を制限する要因での一つとなっている 

[63, 64]。一般的に、発育不全の小児患者を対象とした治療は、長期にわたることから、在宅による

自己投与の可能性も想定され、患者の健康状態などの影響で副作用の発生リスクが増大する可能性

を含めて十分な手当が必要になる [64]。このような観点からも、ASB20123 の持続投与は効果的な

骨伸長作用を示し、低血圧のような循環器系の副作用の発生リスクを低減させるために有効な投与

方法であると考えている。 

ASB20123 の 0.05 mg/kg/day を 7 日間 持続皮下投与したところ、成長板厚は有意に肥厚したが、

体長に有意な伸長は認められなかった。一方、同じ投与用量を 12 週間投与することによって体長

は有意に増加し、より高用量である 0.15 mg/kg/day 投与群では脊椎及び尾椎に異常な弯曲が認めら

れ、過成長に伴う変化と考えられた。成長期の小児の成長速度は、年齢、性別、遺伝的な要因、そ

の他で異なり、個々の患者に期待される成長速度も異なる。また、小児の身長を正確に測定し、そ

の伸びを指標として短期間で各患者に対する適切な用量を設定することは困難と予想される。本研

究で薬効の指標とした成長板厚は、臨床でも X 線検査、コンピュータ断層撮影法若しくは磁気共鳴

画像法を用いてモニターできることから [65, 66]、投薬前後の成長板厚の変化を指標に有効用量を

評価することも可能であると考えられ、良好なサロゲートマーカーとなり得ると考える。 

本検討で ASB20123 の皮下投与後のマウス耳介軟骨における cGMP 濃度は、CNP-22 投与後より

も高く、ASB20123 は標的である軟骨組織に対して優れた親和性を持つことが示された。成長期の

子供の長管骨の骨端部にある成長板は、軟骨細胞とそれを取り囲む細胞外マトリクスからなる層状

の軟骨組織である。成長板には、血管、神経、リンパ管の侵入が認められない為に、薬剤、酸素及

び組織維持に必須の栄養素の供給は、近隣組織の血管からの受動拡散に依存している。すなわち、

細胞外マトリックス（extracellular matrix: ECM）の構造及び性質が成長板の特性に大きく影響して

いる [67]。ECM は主にプロテオグリカン、ヒアルロン酸（hyaluronic acid: HA）、コラーゲンからな

る [68]。本検討で ASB20123 は、骨伸長において CNP-22 よりも効率的に作用したが、この要因と

しては、生体内での代謝抵抗性が向上したこと、血漿中での消失半減期が延長したことで移行に十
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分な時間が確保されたことのみでなく、塩基性アミノ酸を多く含む ghrelin の C 末側の構造を CNP

に付加することで、負電荷を帯びた軟骨組織内の細胞外マトリクス成分との親和性が向上し、作用

局所へのペプチドの移行性と局所での滞留性が改善されたのではないかと推察している。Ghrelin

の C 末端部分は BX7B モチーフを含み、「B」は塩基性アミノ酸（アルギニンまたはリジン）を、「X」

は任意の非酸性アミノ酸を表す [69]。BX7B モチーフのような塩基性アミノ酸のクラスターは HA

と分子間相互作用により結合する。特に、HA は、極親水性を有し、粘弾性多孔質の網目構造を形

成することから、ASB20123 の保持性を向上させることによって、細胞表面受容体若しくはタンパ

ク質との相互作用を介した細胞増殖及び遊走を促進すると考えられた [70, 71]。 

上記の考察を裏付ける傍証として、CNP-22 及び ASB20123 を ECM 含有溶媒に溶解してラット

に皮下投与し血漿中濃度を比較したところ、ECM 含有溶媒を用いることにより ASB20123 の血漿

中濃度は生理食塩水を媒体とした場合と比較して、最高血中濃度到達時間と AUC の増加が認めら

れた。この結果から、ASB20123 は ECM 中での安定性及び保持性が改善したものと推定している。

HA やグリコサミノグリカンなどの高分子の中における拡散は、分子サイズ、電荷、親水性などの

物理化学的特性、及び間質における構成成分との相互作用によって影響を受ける [72]。ASB20123

とは対照的に、CNP-22 の PK プロファイルは HA、グリコサミノグリカンのいずれの媒体におい

ても血中濃度推移に差は認められなかった。興味深いことに、CNP-53 の N 末端部分も ASB20123

の C 末端部分と同様に BX7B モチーフが存在し（Fig 20）、マウスでの検討において CNP-53 は、

CNP-22 と比較して、より強い骨伸張作用を誘導した（Fig 21）。 

NPR-B の内因性リガンドである CNP は、脳 [73]、培養ヒト大動脈内皮細胞 [74]、及びラット

腎臓 [75]を含む様々な組織において主に CNP-53 として存在している。CNP-53 は NEP による分

解抵抗性を有するが、血漿中ではほとんど検出されず、軟骨内骨化のオートクリン／パラクリン

因子として作用すると考えられている。ASB20123 は、ghrelin の C 末端部分（1 塩基置換）を CNP-22

に付加することで塩基性アミノ酸残基数が 6 個増加する。ペプチド中の正に荷電した残基数は、

ECM 中の負に荷電したプロテオグリカンに対する親和性に関与すると考えられる。骨の成長を促
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進するためには長期にわたって CNP が作用し続ける必要があるが、成長板軟骨には血管がないた

め、外因性 CNP を用いた治療にとって、ECM を介した血液から軟骨細胞への輸送が重要であり、

治療効果の律速となっている可能性が考えられる [76]。そのため、成長板への分布効率の改善し、

徐放製剤化による長期間投与によって、骨伸長作用を最大限に高めることができると考えている。 

 

 

Fig 20. Amino acids sequences of CNP-22, human CNP-53 and ASB20123  

Yellow circles indicate neutral amino acids, pink circles indicate acidic amino acids, and blue circles 

indicate basic amino acids. The red arrow indicates the BX7B motif that also can bind to the 

glycosaminoglycan hyaluronan, where “B” represents arginine or lysine, and “X” represents any non-acidic 

amino acid. CNP-53 and ASB20123 include BX7X motif, but CNP-22 doesn’t. 

 



- 60 - 

  

Fig 21. Body weight and body length of female ICR mice subcutaneously administered CNP(1-22) and 

human CNP(1-53) for 3 weeks  

Three-weeks-old ICR female mice (n = 5 or 10 /group) received sc bolus injections of CNP(1-22) (186 

nmol/time/kg, bis in die) or human CNP(1-53) (100 nmol/day/kg, quaque die) for 3 weeks. Body weight and 

body length were measured on the day after the final dosing. Each value represents the mean＋SD of 5 or 10 

mice. NS : not significant (p>0.05), **: significant (p<0.01) with Student’s – t test  ( vs vehicle group) 
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第 5 節．小括 

本章では、新規 CNP 誘導体である ASB20123 の薬効を評価した。ASB20123 は特異的な NPR-B アゴ

ニスト活性を有しており、ラットやマウスに反復皮下投与することによって用量依存的な骨伸長促

進作用を示したことから、軟骨無形成症などの低身長症に対して有効な治療効果を有すると考えら

れた。また、反復皮下投与と比較して持続皮下投与で、より強力な薬理作用を示した。更に、持続皮下

投与は低血圧のリスクを低減することにも寄与すると考える。このような薬理学的アプローチは、

広い安全域を確保しつつ、強力な薬効を発揮するために有効な方法であると考えている。 
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第 3 章 新規 C 型ナトリウム利尿ペプチド誘導体：ASB20123 の安全性評価 

 

第 1 節．緒言 

C 型ナトリウム利尿ペプチド（C-type natriuretic peptide: CNP）は主に脳、腎臓、骨、赤血球、血管、

心臓で産生される [77]。その受容体であるナトリウム利尿ペプチド受容体（natriuretic peptide receptor: 

NPR）-B は脳、肺、骨、心臓、卵巣において、特に線維芽細胞及び血管平滑筋細胞において比較的高発

現している [78]。一方、CNP 誘導体の毒性学的プロファイルはこれまで報告されていない。本章では、

ASB20123 の毒性学的プロファイルを評価した。さらに、骨・軟骨毒性と成長板の形態学的変化との関

係、及び毒性を検出するためのバイオマーカーを研究した。 

 

第 2 節．実験材料及び実験方法 

第 1 項．被験物質 

ASB20123 及び媒体は第 2 章 第 2 節 第 1 項に記載したものと同様のものを使用した。 

 

第 2 項．動物 

本研究は、アスビオファーマ株式会社若しくは株式会社 LSI メディエンスの動物実験ガイドラインに

従い、各施設の動物実験倫理委員会の承認を受けて実施した。 

Sprague Dawley（SD）ラットは日本チャールスリバー株式会社から購入した。動物の飼育条件は第 1

章 第 2 節 第 2 項と同様に実施した。 

 

第 3 項．実験系 

1．一般毒性試験（Study 1） 

7 週齢の雌雄各 20 例のラットを、各群雌雄 5 例ずつ計 4 群に無作為に群分けした。投与量は 0、0.5、

1.5、及び 5.0 mg/kg/day とした。対照群は媒体を投与した。投与容量は 1 mL/kg とし、直近の体重から
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各個体の投与量を算出した。各群の投与液をディスポーザブルシリンジ及び注射針（テルモ株式会社）

を用いて背側皮下に投与した。投与量は第 2 章において、ASB20123 の 0.15 mg/kg/day を 12 週間持続皮

下投与した際にラットの過剰成長がみられたことから、その約 30 倍である 5.0 mg/kg/day を高用量とし

て設定した。 

 

2．機序検討試験（Study 2） 

12 ヵ月齢の雌雄各 15 例のラットを、各群雌雄 5 例ずつ計 3 群に無作為に群分けした。投与量は 0、

0.5 及び 5.0 mg/kg/day とした。その他の操作は study 1 と同様に実施した。 

 

3．バイオマーカー検討及び回復性試験（Study 3） 

7 週齢の雄性ラット 40 匹を、各群 5 例ずつ無作為に群分けした。バイオマーカー検討では 0、0.005、

0.05、0.5、及び 5.0 mg/kg/day の 5 群、13 週間の回復性試験では 0、0.5、及び 5.0 mg/kg/day の 3 群を設

定した。その他の操作は study 1 と同様に実施した。 

 

第 4 項．観察・検査項目 

Study 1 では、一般状態観察、体重、摂餌量、摂水量、眼科学的検査、尿検査、血液学的検査、血液化

学検査、alkaline phosphatase（ALP）isozymes、osteocalcin、体長、骨密度（bone mineral density: BMD）、

臓器重量、剖検、及び病理組織学的検査を実施した。Study 2 及び 3 では、一般状態観察、体重、体長、

大腿骨骨長、BMD、剖検、大腿骨及び脛骨の病理組織検査を実施した。 

 

1．一般状態観察 

投与期間中及び回復期間中は 1 日 1 回以上観察し、生死の確認及び外観から動物の全身状態を観察し

た。 
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2．血液化学検査 

剖検時に血液を採取して、1870 × gで 10分間遠心分離して血清を得た。Total protein、albumin、A/G ratio、

total bilirubin、asparate aminotransferase、alanine aminotransferase、gamma glutamyltranspeptidase、alkaline 

phosphatase 、 lactate dehydrogenase、 creatine phosphokinase (CPK) 、 total cholesterol、 triglycerides 、

phospholipids、glucose、blood urea nitrogen、creatinine、inorganic phosphorus、及び calcium は生化学自動

分析装置（日立 7170、株式会社日立製作所）を用いて、sodium、potassium、及び chloride は電解質分析

装置（EA07、A&T 株式会社）を用いて測定した。 

 

3．ALP isozymes 及び osteocalcin 

血液生化学検査用に採取した残りの血清サンプルを ALP isozymes 及び osteocalcin の測定に用いた。

ALP isozymes の測定には、自動電気泳動システム（Epalyzer 2, Helena Laboratories Co., Ltd.）を用いた。

Osteocalcin の測定には、ラット osteocalcin IRMA キット（Immutopics, International, LLC, USA）を用いて

免疫放射測定法を適用した。 

 

4．体長及び大腿骨長の測定 

体長はノギスを用いて、各ラットの鼻先から肛門までの長さを測定した。大腿骨長はデジタルノギス

を用いて、剖検時に採取した大腿骨（左側）を測定した。 

 

5．大腿骨骨密度 

剖検時に採取した大腿骨（左側）の骨密度（皮質骨及び海綿骨）について、実験動物用 X 線 CT 装置

ラシータ（Latheta LCT-200; 日立アロカメディカル株式会社）を用いて測定した。 

 

6．病理組織学的検査 

剖検した全例の検体を 10%中性緩衝ホルマリン液に固定した。パラフィン包埋・薄切後、ヘマトキシ
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リン・エオジン染色を施して病理組織標本を作製し、鏡検した。大腿骨及び頸骨の標本作製方法及び成

長板厚の測定は、第 2 章 第 2 節 第 7 項と同様に実施した。 

 

第 5 項．統計学的解析 

対照群と ASB20123 投与群との間で Bartlett の方法により分散の均一性について検定を行い、等分散

の場合は Dunnett test、等分散でない場合は Steel test を行った。その際、p 値が 0.05 未満の場合に統計学

的に有意な差があると判断した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 66 - 

第 3 節．実験結果 

第 1 項．ASB20123 の毒性プロファイル 

ASB20123 をラットに 0、0.5、1.5、及び 5.0 mg/kg/day で 4 週間反復皮下投与し、その毒性プロファイ

ルを検討した。一般状態観察では、全 ASB20123 投与群において、投与 3 週以降に後肢反転を伴う歩行

異常が認められ、歩行異常が認められた動物数は用量依存的に増加した。また、大腿骨の皮質骨及び海

綿骨の BMD 値は、全 ASB20123 投与群において対照群と比較して有意に低値であった（Fig 22）。 

組織学的検査の結果を Table 6 に、大腿骨の近位端における組織像を Fig 23 に示した。ASB20123 に関

連した変化は、骨・軟骨組織でのみ観察された。全 ASB20123 投与群において大腿骨の近位端と遠位端

の両方の成長板に肥厚が認められ、近位端でより肥厚しており、一次骨及び骨芽細胞の増加を伴ってい

た。また、大腿骨近位端では骨端・骨幹端の壊死、骨頭部の骨髄の線維化、異所性骨／軟骨形成が認め

られた。脛骨でも全 ASB20123 投与群において成長板の肥厚及び一次骨の増加が認められ、遠位端でよ

り強く、高頻度に認められた。また、近位端及び遠位端の骨芽細胞の増加、遠位端の骨端／骨幹端の壊

死、及び周辺組織の炎症性の変化が認められた。 

体長、CPK 活性、ALP 活性、ALP isozyme、及び osteocalcin の値を Fig 24 に示した。体長は雄の 5.0 

mg/kg/day 群、雌の 0.5 mg/kg/day 以上の群で対照群と比較して有意に高値であった。CPK 活性は全

ASB20123 投与群で有意に高値、若しくは高値傾向を示した。ALP 活性は、雄の 1.5 及び 5.0 mg/kg/day

群で有意に高値であり、雄の 0.5 mg/kg/day 群、並びに雌の 1.5 及び 5.0 mg/kg/day においても高値傾向を

示した。ALP isozyme fraction 3 は、雌雄の 5.0 mg/kg/day 群で、対照群と比較して有意に高値であり、雄

の 0.5 及び 1.5 mg/kg/day 群、並びに雌の 1.5 mg/kg/day 群でも同様の傾向が認められた。その他の血液化

学検査項目及び osteocalcin については、いずれの群においても対照群と比較して差は認められなかった。 

その他、体重、摂餌量、摂水量、眼科学的検査、尿検査、血液学的検査、剖検、臓器重量に ASB20123

投与に関連する変化は認められなかった。 
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Fig 22. BMD of both the cortical and trabecular bone in the femurs of male (A) and female (B) rats treated 

subcutaneously with ASB20123 for 4 weeks in study 1.  

Each value represents the mean ± SD of 5 rats, ** P < 0.01 vs. vehicle-treated group by Dunnett’s multiple 

comparison test. 
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Fig 23. Representative histopathological findings in the proximal femoral bone in rats in study 1.  

(A) Vehicle group (× 40). (B) Vehicle group (× 100). (C) 0.5 mg/kg/day group (× 40). (D) 0.5 mg/kg/day group (× 

100). Bidirectional arrows indicate the width of the epiphyseal plate. Arrows indicate the necrosis of 

cartilage/osseous tissues. Scale bars represent 200 μm.  
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Fig 24. Effects of ASB20123 on the body length (A), CPK activity (B), ALP and ALP-isozyme fraction 

activity (C), and osteocalcin value (D) in rats treated subcutaneously for 4 weeks in study 1.  

Each value represents the mean ± SD of 5 rats, * p < 0.05, ** p < 0.01 vs. vehicle-treated group by Dunnett’s 

multiple comparison test. 



- 70 - 

Table 6.  Histopathological findings in rats treated subcutaneously with ASB20123 for 4 weeks in study 1 

Sex
Group Vehicle Vehicle

Organs / Tissues Dose (mg/kg/day) 0 0.5 1.5 5 0 0.5 1.5 5
Findings No. of animals 5 5 5 5 5 5 5 5

Temporomandibular joint

Thickening, cartilage - - -
1

(+) - - -
1

(+)
Sternum

Thickening, cartilage -
1

(+)
2

(+)
1

(+) -
1

(+)
2

(+)
2

(+)
Femur (Proximal)

Degeneration/necrosis, muscle fiber, peripheral - -
1

(+) - - - - -

Necrosis, trabecula/marrow, epiphysis, head -
2

(+)
2

(+)
1

(+) - - - -

Necrosis, epiphysis/metaphysis, head -
3

(+)
5

(+)
3

(+) -
2

(+)
3

(+)
1

(+)

Increase, osteoblast -
2

(+)
5

(+)
5

(+) -
1

(+)
3

(+)
4

(+)

Increase, primary bone -
2

(+)
1

(+)
5

(+) -
3

(+)
4

(+)
5

(+)

Thickening, epiphyseal plate -
5

(+/+++)
5

(++/+++)
5

(++/+++) -
5

(+/++)
5

(++/+++)
5

(+/+++)

Chondrogenesis/osteogenesis, ectopic -
1

(+)
3

(+)
2

(+) -
3

(+)
3

(+)
3

(+)

Fibrosis, marrow, head - -
2

(+)
1

(+) -
2

(+)
2

(+)
3

(+)
Femur (Distal)

Increase, osteoblast -
2

(+)
5

(+)
5

(+) -
1

(+)
3

(+)
4

(+)

Increase, primary bone - -
2

(+)
1

(+) - - -
1

(+)

Thickening, epiphyseal plate -
3

(+)
4

(+/++)
4

(+/++) -
2

(+)
3

(+)
3

(+)
Tibia (Proximal)

Increase, osteoblast -
1

(+)
2

(+)
2

(+) - - - -

Increase, primary bone -
1

(+)
2

(+)
2

(+) -
2

(+)
3

(+)
2

(+)

Thickening, epiphyseal plate -
5

(+/++)
5

(+/++)
5

(+) -
2

(+)
3

(+)
1

(+)
Tibia (Distal)

Necrosis, epiphysis/metaphysis, head -
2

(+)
3

(+)
4

(+) -
2

(+)
3

(+)
2

(+)

Increase, osteoblast -
1

(+)
2

(+)
2

(+) - - - -

Increase, primary bone -
5

(+)
5

(+)
5

(+) -
5

(+)
5

(+)
5

(+)

Thickening, epiphyseal plate -
5

(++/+++)
5

(+/+++)
5

(+/+++) -
5

(+/+++)
5

(+/+++)
5

(++/+++)

Inflammatory change, peripheral -
2

(+)
2

(+)
4

(+) - -
2

(+)
2

(+)
Grades: -, normal; +, slight; ++, moderate; +++, severe; +/++, sligth to moderate; +/+++, slight to severe; ++/+++, moderate to severe
The numbers of animals with pathological changes are listed.
Vehicle: 0.03 mol/L acetic acid buffer solution (pH4) containing 10 w/v% sucrose and 1 w/v% benzyl alcohol

Male
ASB20123 ASB20123

Female
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第 2 項．骨・軟骨毒性の機序に関する検討 

投与 7 日目に 5.0 mg/kg/day 群の雄 1 例が死亡で発見された。死亡例は十二指腸に腺癌と膵臓のラ氏島

の線維化が認められ、ASB20123 の投与と関連のない腫瘍性の変化が死因として考えられたことから、

評価の対象外とした。 

12 ヵ月齢のラットに ASB20123 を 0、0.5 及び 5.0 mg/kg/day の投与量で 4 週間反復投与した。対照群

は雌性ラットの 2 例の脛骨近位端で成長板が観察されたものの、その他の全ての観察部位において、成

長板の閉鎖が観察された。ASB20123 投与群は、対照群と比較してより多くの個体で成長板の存在が確

認できた。成長板を有する一部の個体で骨芽細胞及び一次骨の増加、並びに骨端及び骨幹端の変性／壊

死が観察された。これらの所見は、成長板が閉鎖した部位では観察されなかった（Table 7）。一般状態

観察において 0.5 mg/kg/day 群の 1 例に歩行異常が認められた。その他は一般状態、体重、大腿骨長、

BMD に ASB20123 に関連した変化は認められなかった。 
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Table 7. Histopathological findings in the femur and tibia in study 2 

       Sex Male Female 

Group Vehicle ASB20123 Vehicle ASB20123 

Organs / Tissues Dose (mg/kg/day) 0 0.5 5.0 0 0.5 5.0 

  Findings*    No. of animals 5 5 4# 5  5 5 

Femur (proximal) 

 
Epiphyseal plate closure 5 4 4 5 

 
3 0$ 

 
Thickening, epiphyseal plate 

- 

1 

(+) - - 

2 

(+/++) 

1$ 

(++) 

 
Increase, osteoblast and primary bone 

- - - - 

2 

(+) - 

 

Degeneration/necrosis, 

epiphysis/metaphysis - - - - 

1 

(+) 

5 

(+/+++)

Femur (distal) 

 
Epiphyseal plate closure 5 5 2 5 

 
2 1 

 
Thickening, epiphyseal plate 

- 

2 

(+++) - 

3 

(+/++) 

4 

(++/+++)

 
Increase, osteoblast and primary bone 

- - 

2 

(+) - 

3 

(+) 

4 

(+/++) 

Tibia (proximal) 

 
Epiphyseal plate closure 5 0 0 3 

 
0 0 

 
Thickening, epiphyseal plate 

- 

5 

(+) 

4 

(+) - 

1 

(+) 

5 

(+) 

 
Increase, osteoblast and primary bone 

- 

3 

(+) 

4 

(+) - 

5 

(+) 

5 

(+) 

Tibia (distal) 

  Epiphyseal plate closure   5 5 5 5  5 5 

Grades: -, normal; +, slight; ++, moderate; +++, severe; +/++, slight to moderate; +/+++, slight to severe; ++/+++, moderate to 

severe. The numbers of animals with histopathological findings are listed. Vehicle: 0.03 mol/L acetic acid buffer solution (pH 4) 

containing 10 w/v% sucrose and 1 w/v% benzyl alcohol. *: No test article-related changes were observed in any animal without an 

epiphyseal plate. #: One animal was found dead on Day 7 due to the formation of a tumor in the duodenum. $: The findings of 

epiphyseal plate were not evaluated in the proximal femoral bone of 4 rats, because the specimen did not have the target tissue. 
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第 3 項．骨・軟骨毒性に関するバイオマーカーの探索と回復性の評価 

ASB20123 を 0、0.005、0.05、0.5、及び 5.0 mg/kg/day の用量で 4 週間反復皮下投与し、体長、成長板

厚、大腿骨長、及び大腿骨の BMD を測定した。成長板厚は用量依存的に肥厚しており、骨端若しくは

骨幹端の毒性所見は成長板厚が 200 μm 以上の個体においてのみ観察された。大腿骨 BMD の低下も毒性

所見と相関が認められた。対照的に、骨毒性の出現と体長若しくは大腿骨長の間に相関は認められなか

った（Fig 25）。 

ASB20123 投与後に認められた骨毒性及び大腿骨における BMD の低値について、その回復性を 13 週

間の休薬期間後に評価した。4 週間投与終了時点における一般状態、体重、体長、大腿骨長、BMD、剖

検所見、並びに大腿骨及び脛骨の組織学的検査の結果は、study 1 と同様であった（Fig 26A 及び Table 8）。

回復期間の終了時の組織学的検査において、被験物質投与群の一部の個体（1 若しくは 2 例／群）に大

腿骨近位端の骨端／骨幹端の壊死及び脛骨遠位端の関節の変形が観察された（Table 9）。投与終了時の

BMD は皮質骨、海綿骨ともに 0.5 及び 5.0 mg/kg/day 群で対照群と比較して有意に低値であったが、回

復期間終了時では、皮質骨は 5.0 mg/kg/day 群のみ、海綿骨は 0.5 及び 5.0 mg/kg/day 群で対照群と比較し

て有意に低値であった。一方、対照群、被験物質投与群ともに加齢に伴った BMD 値の増加が認められ

た。（Fig 26B）。 
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Fig 25. The correlation between bone and cartilage toxicity and several parameters in study 3. 

The thickness of the epiphyseal plate of the femur (A), body length (B), and bone length of the femur (C). The 

BMD of the cortical bone (D) and trabecular bone (E) in the femurs is shown. Bone toxicity observed in each 

animal is shown in the colored circle, the open circle represents no toxicity, orange indicates slight toxicity, and 

red indicates severe toxicity. Each bar represents the mean of 5 rats. 
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Fig 26. BMD of both the cortical and trabecular bone in the femurs of rats treated subcutaneously with 

ASB20123 for 4 weeks followed by 13 weeks recovery period in study 3.  

(A) At the end of administration period. (B) At the end of recovery period. Each value represents the mean ± SD 

of 5 rats, ** P < 0.01, * P < 0.05 vs. vehicle-treated group by Dunnett’s multiple comparison test. 
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Table 8．Histopathological findings of the femur and tibia in rats treated subcutaneously with ASB20123 for 

4 weeks in study 3. 

     Group Vehicle ASB20123 

Organs/Tissues Dose (mg/kg/day) 0 0.005 0.05 0.5 5.0 

 Findings   No. of animals 5 5 5 5 5 

Femur (proximal) 

 
Thickening, epiphyseal plate 

- 

1 

(+) 

4 

(+) 

5 

(+/++) 

5 

(++/+++) 

 

Increase, osteoblast and primary 

bone - 

1 

(+) 

3 

(+) 

4 

(+) 

4# 

(+) 

 
Degeneration/necrosis, epiphysis/metaphysis 

- - - 

4 

(+) 

5 

(+/+++) 

Femur (distal) 

 
Thickening, epiphyseal plate 

- - - 

4 

(+) 

4 

(+) 

 

Increase, osteoblast and primary 

bone - - 

3 

(+) 

5 

(+) 

5 

(+) 

Tibia (proximal)

 
Thickening, epiphyseal plate 

- - - 

1 

(+) 

2 

(+) 

Tibia (distal) 

 
Thickening, epiphyseal plate 

- - 

5 

(+/++) 

4# 

(+++) 

5 

(+++) 

 

Increase, osteoblast and primary 

bone - - - 

2# 

(+) 

4# 

(+) 

 Degeneration/necrosis, epiphysis/metaphysis 
- - - 

3# 

(+) 

3 

(+) 

Grades: -, normal; +, slight; ++, moderate; +++, severe; +/++, slight to moderate; ++/+++, moderate to severe. 

The numbers of animals with pathological changes are listed. Vehicle: 0.03 mol/L acetic acid buffer solution (pH 

4) containing 10 w/v% sucrose and 1 w/v% benzyl alcohol. #: The findings in each one were not evaluated 

because the specimen did not have the target tissue. 
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Table 9．Histopathological findings of the femur and tibia in rats treated subcutaneously with ASB20123 for 

4 weeks followed by 13 weeks recovery period in study 3. 

     Group Vehicle  ASB20123 

Organs/Tissues Dose (mg/kg/day) 0 0.5 5.0 

 Findings   No. of animals 5  5 5 

Femur (proximal) 

 
Degeneration/necrosis, epiphysis/metaphysis 

- 

1 

(+++) 

2 

(+++) 

Femur (distal) - - - 

Tibia (proximal) - - - 

Tibia (distal) 

 
Deformation of tibia distal end joint* 

- 

2 

(+) 

2 

(+) 

Grades: -, normal; +, slight; +++, severe.  

The numbers of animals with pathological changes are listed. Vehicle: 0.03 mol/L acetic acid buffer solution (pH 

4) containing 10 w/v% sucrose and 1 w/v% benzyl alcohol.  

*: with discontinuity of articular surface and minimal focal degeneration/necrosis of cartilage and osseous tissue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 78 - 

第 4 節．考察 

本章では、新規 C 型ナトリウム利尿ペプチド誘導体；ASB20123 の安全性評価、特に骨・軟骨におけ

る毒性を中心に検討した。 

ASB20123 は、CNP/NPR-B シグナルを介して軟骨細胞の増殖及び分化を活性化することにより骨成長

を促進する [13]。本章では、ASB20123 をラットに 0.5、1.5、5.0 mg/kg/day の用量で 4 週間反復皮下投

与し、その毒性プロファイルを検討した。 

本試験条件下において、ASB20123 の毒性変化は骨・軟骨組織においてのみ観察され、その他の組織

に毒性に関連した変化は観察されなかった。組織学的検査では、ASB20123 投与群の全例で大腿骨及び

脛骨に成長板の肥厚が認められ、それらの多くは一次骨及び骨芽細胞の増加を伴っていた。成長板の肥

厚は顎関節や胸骨においても同様に認められ、ASB20123 の薬理作用に基づく変化と考えられた。骨へ

の関連する変化として、ASB20123 投与群で体長が伸長し、骨型の ALP である ALP isozyme fraction 3 の

増加が認められた。 

毒性所見としては、大腿骨の近位端において、骨端／骨幹端の壊死、骨頭部の骨髄の線維化、異所性

の骨／軟骨形成が全ての ASB20123 投与群で認められ、頭部骨端の骨梁・骨髄の壊死、末梢筋線維の変

性・壊死が散発的に認められた。脛骨では骨端・骨幹端の壊死、遠位端の周囲組織における炎症性変化

が認められた。これらの変化はいずれも成長板の肥厚に伴う急激な骨伸長によって生じた物理的若しく

は生理的刺激による炎症や虚血による反応性の変化であると推察している。骨・軟骨毒性は大腿骨頭及

び脛骨の遠位端に強く発現しており、歩行時に荷重が掛かる部位と一致していることから後肢への物理

的ストレスが骨・軟骨における毒性変化を顕在化させている可能性が示唆された。一般状態観察におい

て後肢の反転歩行が認められ、この症状は脛骨遠位端における過剰な軟骨の増加が原因と推察してい

る。CPK の増加は、全身骨の急速な伸長による筋肉の変性または壊死が原因の一つとして考えられるが、

その増加の程度はわずかであり、重篤な毒性ではないと判断した。 

次に、骨関連の変化における成長板の関与を検討するため、成長板がほぼ閉鎖している 12 ヵ月齢の

ラットに ASB20123 を投与し、若齢ラットの結果と比較した。媒体投与群は、雌性ラット 2 例の脛骨近
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位端を除く全評価部位で成長板は閉鎖していた。ASB20123 投与群では、媒体投与群と比較してより多

くの個体で成長板の存在が確認でき、ASB20123 投与により成長板閉鎖を遅らせることが示唆された。

この結果は、第 1 章での CNP-53 投与による結果や以前の報告 [27]と一致している。ASB20123 投与に

よる骨芽細胞及び一次骨の増加、並びに骨端及び骨幹端の変性壊死は、成長板が閉鎖した部位では観察

されなかったことから、骨及び軟骨組織における毒性変化は、ASB20123 の薬理作用に基づく過剰な成

長促進作用によって引き起こされることが示唆された。 

さらに、ASB20123 を 0、0.005、0.05、0.5、及び 5.0 mg/kg/day の用量で 4 週間反復皮下投与したラッ

トにおいて、骨及び軟骨の毒性変化と体長、大腿骨長、大腿骨における成長板厚、並びに大腿骨の皮質

骨及び海綿骨における BMD との相関を検討した。今回測定した項目のうち、大腿骨の成長板厚及び皮

質骨の BMD が骨及び軟骨の毒性発現に最も良く相関していた。成長板厚、BMD 共に臨床においても X

線検査、コンピュータ断層撮影、及びヒトの磁気共鳴画像法を用いてモニターが可能であることから、

骨及び軟骨における毒性変化を予測する良好なマーカーになり得ると考えられる [79, 80]。 

軟骨無形成症の患者では BMD 値の低下が報告されており [80]、ASB20123 を用いた治療において

BMD の低下は慎重に取り扱う必要があると考えられることから、骨・軟骨毒性及び BMD の低下につい

て回復性を検討した。回復期間終了時、ASB20123 投与群の一部の個体において、大腿骨近位端に骨端

／骨幹端の壊死及び頸骨遠位端に関節の変形がみられたが、大腿骨及び脛骨における骨毒性の発現頻度

は明らかに低下したことから、骨・軟骨毒性の回復性はあると考えられた。一方、一部の個体では回復

性は認められなかった。その要因として、大腿骨近位端の成長板に亀裂が生じた個体はステンレスケー

ジで自由に移動可能な飼育環境条件下では回復できず、症状の悪化や関節の変形に至ったと推察してい

る。ASB20123 投与群の BMD 値の低値は、13 週間の回復期間後においても対照群と同等の値までには

回復しなかったが、対照群の加齢による BMD の増加とほぼ同等の増加を示した。これらの結果は、投

薬を中断することによって、少なくとも BMD のさらなる低下を防ぐことは可能であることを示してい

る。 
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第 5 節．小括 

第 3 章では、新規 CNP 誘導体である ASB20123 の毒性プロファイルを評価した。ASB20123 をラット

に過剰投与した結果、内軟骨性骨化の活性化を介して過剰な骨成長を誘導し、骨及び軟骨特異的な毒性

変化を生じた。この毒性変化は成長板が閉鎖した加齢ラットでは認められず、成長板の過剰な分化・増

殖に関連していることが明らかとなった。また、骨及び軟骨特異的な毒性変化は成長板厚及び皮質骨の

BMD をモニターすることによってコントロールできる可能性が示唆された。CNP 誘導体による軟骨無

形成症等の低身長症の治療では、薬理作用の延長上として毒性が発現する可能性があることから、用法

用量を厳密に設定する必要があると考えられ、それが治療薬として成功する鍵となると考えられた。 
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【総 括】 

第 1 章では、CNP KO ラットの頭蓋骨の形態を解析し、WT ラットを対照としてその特徴を比較した。

CNP KO ラットの頭蓋骨は WT ラットと比較して矢状方向に短く、大後頭孔の狭窄が認められた。これ

らの症状は、軟骨無形成症をはじめとした四肢短縮型低身長症の患者の特徴的な臨床症状である中顔面

の低形成及び大後頭孔の狭窄と共通するものと考えられ、成長ホルモン欠損による自然発症矮小ラット

では認められなかった。この頭蓋骨の形態異常は、天然型 CNP である CNP-53 を 4 週間持続皮下投与す

ることによって、完全若しくは部分的に改善し、CNP-53 若しくは CNP 誘導体による治療が、低身長に

加え、頭蓋骨の形態についても改善する可能性が示された。 

第 2 章及び第 3 章では、内軟骨性骨化における CNP の生理的作用について創薬への可能性を検討す

るために、新規 CNP 誘導体である ASB20123 をデザインし、その有効性と毒性を評価した。ASB20123

は完全な NPR-B アゴニスト活性を有し、CNP-22 と比較して AUC の明らかな増加を示した。また、

ASB20123 はマウス若しくはラットに反復皮下投与することによって用量依存的な骨伸長促進作用を示

し、1 日 1 回の反復皮下投与した場合と比較して同用量を持続皮下投与することで反復皮下投与と比較

して、より強力な薬理作用を示した。CNP には血管拡張作用が報告されていることから、投与には低血

圧リスクを伴うことが考えられ、実際に他の CNP 誘導体である BMN-111 の臨床試験においても有意な

低血圧が報告されている。それに対し、ASB20123 の持続投与は、効果的な骨伸長作用を示しつつ、低

血圧のような最大血中濃度に依存するオンターゲット毒性を回避するには有効な投与方法であること

が示唆された。 

次に、ASB20123の毒性学的プロファイルを評価した。ASB20123をラットに 0.5、1.5、及び 5.0 mg/kg/day

で 4 週間反復皮下投与したところ、毒性変化は骨・軟骨組織にのみに観察され、その他の器官・組織に

は観察されなかった。薬理作用の延長にある所見として、組織学的検査で大腿骨及び脛骨において成長

板の肥厚が認められ、それに伴う変化として、体長の伸長や骨型アルカリフスファターゼの上昇等が認

められた。毒性変化として、大腿骨骨密度の低値、並びに組織学的検査において骨端・骨幹端の壊死、

骨髄の線維化、異所性の骨・軟骨形成、及び筋線維の変性・壊死が認められた。これらの変化と成長板
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の関連を評価するため、12 ヶ月齢ラットを用いて同様の毒性試験を実施したところ、成長板が閉鎖して

いる箇所に毒性所見は認められなかったことから、これらの毒性変化は、ASB20123 の薬理作用に基づ

く過剰な成長促進作用によって惹起されることが示された。また、骨・軟骨毒性の発現は、大腿骨の成

長板厚及び大腿骨皮質骨の骨密度の低下と良好な相関が認められた。成長板厚や骨密度は臨床において

もモニターが可能であることから、毒性変化を予測する良好なマーカーになり得ると考えられる。 

本研究によって、CNP/NPR-B シグナルの活性化は、軟骨無形成症をはじめとした四肢短縮型低身長

症の患者にとって有効な治療手段であることが示された。特に外因性の CNP によって中顔面の低形成

及び大後頭孔の狭窄の改善効果が示されたことは患者の QOL の観点から重要な知見と考えられる。ま

た、新規 CNP 誘導体である ASB20123 を用いた検討では、低血圧のリスクを回避しつつ骨成長に対する

有効性を最大化する投与法の提案とその骨・軟骨毒性を回避するためのモニター方法を提示することが

できた。本剤の毒性変化は薬理作用の延長上に発現することから、用法用量を厳密に設定することが、

治療薬として成功する鍵となると考えられる。今後、このような CNP/NPR-B シグナルの研究がさらに

進展することによって、四肢短縮型低身長症の患者に対する治療法が確立されることを期待する。 
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