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(57)【要約】
　本発明は、以下に関する：インスリンの血中半減期を
増大させる目的でインスリン受容体結合力が低減された
インスリン類似体；このインスリン類似体を使用する長
時間作用型インスリン；複合体；および長時間作用型イ
ンスリンの製造方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　天然インスリンと比較してインスリン受容体結合親和性が低減されたインスリン類似体
。
【請求項２】
　天然インスリンと比較して１０％以上半減期が増大している、請求項１に記載のインス
リン類似体。
【請求項３】
　天然インスリンの少なくとも１つのアミノ酸において突然変異または欠失を有する、請
求項１に記載のインスリン類似体。
【請求項４】
　インスリンのＢ鎖の位置１～３、５、８、１０、１２、１６および２３～３０における
、ならびにインスリンのＡ鎖の位置１、２、５、８、１０、１２、１４、１６～１９およ
び２１における１つまたは複数のアミノ酸が、他のアミノ酸（複数可）で置換されている
、または欠失している、請求項３に記載のインスリン類似体。
【請求項５】
　インスリンのＢ鎖の位置８および２３～２５における、ならびにインスリンのＡ鎖の位
置１、２、１４および１９における１つまたは複数のアミノ酸が、他のアミノ酸（複数可
）で置換されている、請求項４に記載のインスリン類似体。
【請求項６】
　置換アミノ酸が、アラニン、グルタミン酸、アスパラギン、イソロイシン、バリン、グ
ルタミン、グリシン、リジン、ヒスチジン、システイン、フェニルアラニン、トリプトフ
ァン、プロリン、セリン、スレオニンおよびアスパラギン酸からなる群から選択される、
請求項４に記載のインスリン類似体。
【請求項７】
　天然インスリンのＡ鎖またはＢ鎖の少なくとも１つのアミノ酸の欠失が原因で、インス
リン受容体結合親和性が低減された、請求項４に記載のインスリン類似体。
【請求項８】
　以下の式１によって表される配列番号３７のＡ鎖および以下の式２によって表される配
列番号３８のＢ鎖を含む、請求項１に記載のインスリン類似体：
　［式１］
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｃｙｓ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｉ
ｌｅ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｌｅｕ－Ｘａａ３－Ｇｌｎ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ａｓｎ－Ｘａａ４
－Ｃｙｓ－Ａｓｎ（配列番号３７）
　式中：
　Ｘａａ１はグリシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ２はイソロイシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ３はチロシン、グルタミン酸またはアスパラギンであり、
　Ｘａａ４はチロシンまたはアラニンである；および
　［式２］
　Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｇｌｎ－Ｈｉｓ－Ｌｅｕ－Ｃｙｓ－Ｘａａ５－Ｓｅｒ－Ｈｉ
ｓ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｃｙｓ－Ｇｌ
ｙ－Ｇｌｕ－Ａｒｇ－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｒｏ－Ｌｙｓ
－Ｔｈｒ（配列番号３８）
　式中：
　Ｘａａ５はグリシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ６はグリシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ７はフェニルアラニンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ８はフェニルアラニンまたはアラニンである。
【請求項９】
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　以下を含む、請求項８に記載のインスリン類似体：
（ｉ）式１において、Ｘａａ１がアラニン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチロシ
ンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリシン
、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニン、Ｘａａ８がフェニルアラニンであ
る、Ｂ鎖；
（ｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がアラニン、Ｘａａ３がチロシン
およびＸａａ４がチロシンであるＡ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリシン、Ｘ
ａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニンであ
るＢ鎖；
（ｉｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がグ
ルタミン酸もしくはアスパラギンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２
において、Ｘａａ５がグリシン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよ
びＸａａ８がフェニルアラニンである、Ｂ鎖；
（ｉｖ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチロ
シンおよびＸａａ４がアラニンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリシ
ン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニ
ンである、Ｂ鎖；
（ｖ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチロシ
ンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がアラニン
、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニン
である、Ｂ鎖；
（ｖｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチロ
シンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリシ
ン、Ｘａａ６がアラニン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニ
ンである、Ｂ鎖；
（ｖｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチ
ロシンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリ
シン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニンであ
る、Ｂ鎖；または
（ｖｉｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３が
チロシンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグ
リシン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がアラニンで
ある、Ｂ鎖。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか１項に記載のインスリン類似体をコードするポリヌクレオチド
。
【請求項１１】
　請求項１０に記載のポリヌクレオチドを含む発現ベクター。
【請求項１２】
　ヒトを除いた、請求項１０に記載の発現ベクターを含む形質転換体。
【請求項１３】
　半減期を延ばすことができる生体適合性物質が、請求項１から９のいずれか１項に記載
のインスリン類似体に連結している、長時間作用型インスリン。
【請求項１４】
　生体適合性物質が、ポリエチレングリコール、脂肪酸、コレステロール、アルブミンお
よびそれらの断片、アルブミン結合物質、特定のアミノ酸配列の繰り返し単位のポリマー
、抗体、抗体断片、ＦｃＲｎ結合物質、ｉｎ－ｖｉｖｏ結合組織またはそれらの誘導体、
ヌクレオチド、フィブロネクチン、トランスフェリン、サッカリドならびにポリマーから
なる群から選択される、請求項１３に記載の長時間作用型インスリン。
【請求項１５】
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　インスリン類似体と生体適合性物質がペプチド結合によって互いに連結されている、請
求項１３に記載の長時間作用型インスリン。
【請求項１６】
　インスリン類似体と生体適合性物質が、ポリエチレングリコール、脂肪酸、サッカリド
、ポリマー、低分子量化合物、ヌクレオチドおよびそれらの組み合わせからなる群から選
択されるリンカーによって連結されている、請求項１３に記載の長時間作用型インスリン
。
【請求項１７】
　インスリン類似体と生体適合性物質が、それらの間に挿入されたリンカーによって連結
されており、生体適合性物質がＦｃＲｎ結合物質であり、該リンカーが、ペプチドリンカ
ー、またはポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール－
プロピレングリコールコポリマー、ポリオキシエチル化ポリオール、ポリビニルアルコー
ル、多糖、デキストラン、ポリビニルエーテル、生分解性ポリマー、脂質ポリマー、キチ
ン、ヒアルロン酸およびそれらの組み合わせからなる群から選択される非ペプチドリンカ
ーである、請求項１３に記載の長時間作用型インスリン。
【請求項１８】
　ＦｃＲｎ結合物質が、免疫グロブリンＦｃ領域を含むポリペプチドである、請求項１７
に記載の長時間作用型インスリン。
【請求項１９】
　非ペプチドリンカーの各末端が、それぞれ、生体適合性物質およびインスリン類似体の
アミン基またはチオール基に連結されている、請求項１７に記載の長時間作用型インスリ
ン。
【請求項２０】
　長時間作用型インスリンを製造するための方法であって：
（ａ）（ｉ）インスリン類似体；ならびに（ｉｉ）ポリエチレングリコール、脂肪酸、コ
レステロール、アルブミンおよびそれらの断片、アルブミン結合物質、特定のアミノ酸配
列の繰り返し単位のポリマー、抗体、抗体断片、ＦｃＲｎ結合物質、ｉｎ－ｖｉｖｏ結合
組織またはそれらの誘導体、ヌクレオチド、フィブロネクチン、トランスフェリン、サッ
カリドならびにポリマーからなる群から選択される生体適合性物質をそれぞれ製造するこ
と；ならびに
（ｂ）該インスリン類似体を該生体適合性物質に連結すること
を含む前記方法。
【請求項２１】
　以下の化学式１のコンジュゲート：
　［化学式１］
　Ｘ－Ｌａ－Ｆ；
　式中、Ｘは、天然インスリンと比較してインスリン受容体結合親和性が低減されたイン
スリン類似体であり、
　Ｌはリンカーであり、
　ａは０または自然数であり、但し、ａが２以上である場合、各Ｌは互いに独立している
ことを条件とし、
　Ｆは、インスリン類似体のｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大させることができる物質である
。
【請求項２２】
　Ｘが、天然インスリンと比較してインスリン受容体結合親和性が低減されたインスリン
類似体であり、該インスリン類似体が、該インスリンのＡ鎖またはＢ鎖の少なくとも１つ
のアミノ酸において突然変異または欠失を有する、請求項２１に記載のコンジュゲート。
【請求項２３】
　インスリン類似体において、インスリンのＢ鎖の位置１～３、５、８、１０、１２、１
６および２３～３０における、ならびにインスリンのＡ鎖の位置１、２、５、８、１０、
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１２、１４、１６～１９および２１における１つまたは複数のアミノ酸が、他のアミノ酸
（複数可）で置換されている、または欠失している、請求項２１に記載のコンジュゲート
。
【請求項２４】
　インスリン類似体において、インスリンのＢ鎖の位置８および２３～２５における、な
らびにインスリンのＡ鎖の位置１、２、１４および１９における１つまたは複数のアミノ
酸が、他のアミノ酸（複数可）で置換されている、請求項２３に記載のコンジュゲート。
【請求項２５】
　置換アミノ酸が、アラニン、グルタミン酸、アスパラギン、イソロイシン、バリン、グ
ルタミン、グリシン、リジン、ヒスチジン、システイン、フェニルアラニン、トリプトフ
ァン、プロリン、セリン、スレオニンおよびアスパラギン酸からなる群から選択される、
請求項２３に記載のコンジュゲート。
【請求項２６】
　インスリン類似体のｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大させることができる物質が、ポリエチ
レングリコール、脂肪酸、コレステロール、アルブミンおよびそれらの断片、アルブミン
結合物質、特定のアミノ酸配列の繰り返し単位のポリマー、抗体、抗体断片、ＦｃＲｎ結
合物質、ｉｎ－ｖｉｖｏ結合組織、ヌクレオチド、フィブロネクチン、トランスフェリン
、サッカリドならびにポリマーからなる群から選ばれる、請求項２１に記載のコンジュゲ
ート。
【請求項２７】
　Ｌが、ペプチド、ポリエチレングリコール、脂肪酸、サッカリド、ポリマー、低分子量
化合物、ヌクレオチドおよびそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項２１
に記載のコンジュゲート。
【請求項２８】
　ＸとＦが、共有結合性化学結合、非共有結合性化学結合またはそれらの組み合わせを介
して、Ｌによって連結されている、請求項２１に記載のコンジュゲート。
【請求項２９】
　ポリマーが、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール－プロピレングリコール
コポリマー、ポリオキシエチル化ポリオール、ポリビニルアルコール、多糖、デキストラ
ン、ポリビニルエーテル、生分解性ポリマー、脂質ポリマー、キチン、ヒアルロン酸、オ
リゴヌクレオチドおよびそれらの組み合わせからなる群から選択される非ペプチドリンカ
ーである、請求項２７に記載のコンジュゲート。
【請求項３０】
　ＦがＩｇＧ　Ｆｃ領域である、請求項２１に記載のコンジュゲート。
【請求項３１】
　ｉｎ－ｖｉｖｏでの持続時間および安定性が改善された長時間作用型インスリン製剤で
あって、請求項２１～３０のいずれか１項に記載のコンジュゲートを含む前記長時間作用
型インスリン製剤。
【請求項３２】
　糖尿病治療のための長時間作用型インスリン製剤であって、請求項２１～３０のいずれ
か１項に記載のコンジュゲートを含む前記長時間作用型インスリン製剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インスリンの血中半減期を増大させる目的でインスリン受容体結合親和性が
低減されたインスリン類似体、およびそれを使用する長時間作用型インスリンに関する。
【背景技術】
【０００２】
　一般に、インスリンは、人体の膵臓によって分泌され、血中グルコースレベルを調節し
、正常な血中グルコースレベルを維持する役割を果たし、同時に、細胞にエネルギーを供
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給するために血中の余剰なグルコースを細胞に輸送する役割を果たすホルモンである。し
かし糖尿病患者では、インスリンの欠如、インスリンへの抵抗性およびβ細胞機能の喪失
が原因でインスリンが正しく機能せず、それにより血中のグルコースをエネルギー源とし
て利用することができず、血中グルコースレベルが上昇し、高血糖に至る。最終的に、様
々な合併症の発生の一因となる尿排泄が起こる。したがって、インスリン療法は、異常な
インスリン分泌（Ｉ型）またはインスリン抵抗性（ＩＩ型）を有する患者に必須であり、
インスリン投与によって血中グルコースレベルを正常に調節することができる。しかし、
他のタンパク質およびペプチドホルモンのように、インスリンはｉｎ－ｖｉｖｏ半減期が
非常に短いので、反復投与されるという不利な点がある。そのような頻繁な投与は、患者
に対して重度の苦痛および不快感を引き起こす。この理由で、タンパク質のｉｎ－ｖｉｖ
ｏ半減期を増大し、投与頻度を減らすことによって生活の質を改善するために、タンパク
質製剤および化学的コンジュゲーション（脂肪酸コンジュゲート、ポリエチレンポリマー
コンジュゲート）に関する多くの研究が行われてきた。市販の長時間作用型インスリンと
しては、Ｓａｎｏｆｉ　Ａｖｅｎｔｉｓが製造するインスリングラルギン（ランタス、約
２０時間～２２時間持続する）ならびにＮｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋが製造するインスリン
デテミル（レベミル、約１８時間～２２時間持続する）およびトレシーバ（デグルデク、
約４０時間持続する）が挙げられる。これらの長時間作用型インスリン製剤は血中インス
リン濃度のピークをもたらさないので、基礎インスリンとして適切である。しかし、これ
らの製剤は半減期が十分に長くないので、１日あたり１回または２回注射されるという不
利な点がまだ残る。したがって、長期投与を必要としている糖尿病患者の利便性を改善す
るために投与頻度を著しく低減するという所期の目標は、限定的にしか達成されていない
。
【０００３】
　非特許文献１、非特許文献２および非特許文献３などによって、ｉｎ－ｖｉｖｏでのイ
ンスリンのクリアランスプロセスが報告された。これらの報告によれば、５０％以上のイ
ンスリンが腎臓で除去され、残りは、標的部位、例えば筋肉、脂肪、肝臓などにおいて、
受容体媒介性クリアランス（ＲＭＣ）プロセスを介して除去される。
【０００４】
　この関連で、非特許文献４、非特許文献５および非特許文献６などによって、インスリ
ンのＲＭＣを回避するためにｉｎ－ｖｉｔｒｏ活性が低減され、それによって、血中のイ
ンスリンレベルが増大することが報告された。
【０００５】
　こうした状況下で、本発明者らは、インスリンの血中半減期を増大させるために多くの
努力を払った。その結果、インスリン受容体結合親和性が低減されたインスリン類似体を
発見し、さらに、そのインスリン類似体を含む、半減期、生物学的利用能を増大させ、か
つインスリンの持続的活性を維持することができる製剤もインスリンの血中半減期を増大
させることができることを確認し、それによって本発明を完成した。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ａｕｔｈｉｅｒ　Ｆら（Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ．１９９８　Ｊｕｎ　１；
３３２（Ｐｔ　２）：４２１～３０）
【非特許文献２】Ｄｕｃｋｗｏｒｔｈ　ＷＣら（Ｅｎｄｏｃｒ　Ｒｅｖ．１９９８　Ｏｃ
ｔ；１９（５）：６０８～２４）
【非特許文献３】Ｖａｌｅｒａ　Ｍｏｒａ　ＭＥら（Ｊ　Ａｍ　Ｃｏｌｌ　Ｎｕｔｒ．２
００３　Ｄｅｃ；２２（６）：４８７～９３）
【非特許文献４】Ｌｉｎ　Ｓら（Ｊ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｅｘｐ　Ｔｈｅｒ、１９９８
、２８６（２）：９５９～６６．）
【非特許文献５】Ｂｒａｎｇｅ　Ｊら（Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒｅ．１９９０　Ｓｅｐ
；１３（９）：９２３～５４）
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【非特許文献６】Ｒｉｂｅｌ　Ｕら（Ｄｉａｂｅｔｅｓ、１９９０、３９：１０３３～９
）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の一目的は、インスリンのｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を延ばす目的でインスリン受容
体結合親和性が低減された新規なインスリン類似体、およびその長時間作用型製剤を提供
することである。
【０００８】
　特に、本発明の一目的は、天然インスリンと比較して、インスリン受容体結合親和性が
低減されたインスリン類似体を提供することである。
【０００９】
　本発明の別の目的は、インスリン類似体をコードするポリヌクレオチド、ポリヌクレオ
チドを含む発現ベクター、および発現ベクターを含む形質転換体を提供することである。
【００１０】
　本発明のさらに別の目的は、半減期を延ばすことができる生体適合性物質がインスリン
類似体に連結されている長時間作用型インスリンを提供することである。
【００１１】
　本発明のさらに別の目的は、（ａ）（ｉ）インスリン類似体ならびに（ｉｉ）ポリエチ
レングリコール、脂肪酸、コレステロール、アルブミンおよびそれらの断片、アルブミン
結合物質、特定のアミノ酸配列の繰り返し単位のポリマー、抗体、抗体断片、ＦｃＲｎ結
合物質、ｉｎ－ｖｉｖｏ結合組織またはそれらの誘導体、ヌクレオチド、フィブロネクチ
ン、トランスフェリン、サッカリドならびにポリマーからなる群から選択される生体適合
性物質をそれぞれ製造すること；ならびに（ｂ）インスリン類似体を生体適合性物質に連
結することを含む、長時間作用型インスリンに関する方法を提供することである。
【００１２】
　本発明のさらに別の目的は、以下の化学式１のコンジュゲートを提供することである。
　［化学式１］
　Ｘ－Ｌａ－Ｆ；
　式中、Ｘは、天然インスリンと比較してインスリン受容体結合親和性が低減されたイン
スリン類似体であり、
　Ｌはリンカーであり、
　ａは０または自然数であり、但し、ａが２以上である場合、各Ｌは互いに独立している
ことを条件とし、
　Ｆは、インスリン類似体のｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大させることができる物質である
。
【００１３】
　本発明のさらに別の目的は、ｉｎ－ｖｉｖｏでの持続時間および安定性が改善された、
コンジュゲートを含む長時間作用型インスリン製剤を提供することである。
【００１４】
　本発明のさらに別の目的は、糖尿病治療のための、コンジュゲートを含む長時間作用型
製剤を提供することである。
【００１５】
　本発明のさらに別の目的は、インスリン類似体またはインスリン類似体コンジュゲート
を、それらを必要とする対象に投与することを含む、インスリン関連疾患の治療方法を提
供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　上記の目的を達成するために、一態様では、本発明は、天然インスリンと比較してイン
スリン受容体結合親和性が低減されたインスリン類似体を提供する。
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【００１７】
　本発明の例示的実施形態では、インスリン類似体は、天然インスリンと比較して１０％
以上半減期が増大している。
【００１８】
　本発明の別の例示的実施形態では、インスリン類似体は、天然インスリンの少なくとも
１つのアミノ酸において突然変異または欠失を有する。
【００１９】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、インスリン類似体は、インスリンのＢ鎖の位
置１～３、５、８、１０、１２、１６および２３～３０における、ならびにインスリンの
Ａ鎖の位置１、２、５、８、１０、１２、１４、１６～１９および２１における１つまた
は複数のアミノ酸が、他のアミノ酸（複数可）で置換されていること、または欠失してい
ることを特徴とする。
【００２０】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、インスリン類似体は、インスリンのＢ鎖の位
置８および２３～２５における、ならびにインスリンのＡ鎖の位置１、２、１４および１
９における１つまたは複数のアミノ酸が、他のアミノ酸（複数可）で置換されていること
を特徴とする。
【００２１】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、置換アミノ酸（ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｎｇ　
ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ）は、アラニン、グルタミン酸、アスパラギン、イソロイシン、バ
リン、グルタミン、グリシン、リジン、ヒスチジン、システイン、フェニルアラニン、ト
リプトファン、プロリン、セリン、スレオニンおよびアスパラギン酸からなる群から選択
される。
【００２２】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、天然インスリンのＡ鎖またはＢ鎖の少なくと
も１つのアミノ酸の欠失が原因で、インスリン類似体が、インスリン受容体結合親和性を
低減している。
【００２３】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、インスリン類似体は、以下の式１によって表
される配列番号３７のＡ鎖および以下の式２によって表される配列番号３８のＢ鎖を含む
：
　［式１］
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｃｙｓ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｉ
ｌｅ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｌｅｕ－Ｘａａ３－Ｇｌｎ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ａｓｎ－Ｘａａ４
－Ｃｙｓ－Ａｓｎ（配列番号３７）
　上記の式１では、
　Ｘａａ１はグリシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ２はイソロイシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ３はチロシン、グルタミン酸またはアスパラギンであり、
　Ｘａａ４はチロシンまたはアラニンである。
　［式２］
　Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｇｌｎ－Ｈｉｓ－Ｌｅｕ－Ｃｙｓ－Ｘａａ５－Ｓｅｒ－Ｈｉ
ｓ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｃｙｓ－Ｇｌ
ｙ－Ｇｌｕ－Ａｒｇ－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｒｏ－Ｌｙｓ
－Ｔｈｒ（配列番号３８）
　上記の式２では、
　Ｘａａ５はグリシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ６はグリシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ７はフェニルアラニンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ８はフェニルアラニンまたはアラニンである。
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【００２４】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、インスリン類似体は、以下を含む：
　（ｉ）式１において、Ｘａａ１がアラニン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチロ
シンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリシ
ン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニ
ンである、Ｂ鎖；
　（ｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がアラニン、Ｘａａ３がチロシ
ンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリシン
、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニン
である、Ｂ鎖；
　（ｉｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３が
グルタミン酸もしくはアスパラギンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式
２において、Ｘａａ５がグリシン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンお
よびＸａａ８がフェニルアラニンである、Ｂ鎖；
　（ｉｖ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチ
ロシンおよびＸａａ４がアラニンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリ
シン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラ
ニンである、Ｂ鎖；
　（ｖ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチロ
シンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がアラニ
ン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニ
ンである、Ｂ鎖；
　（ｖｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチ
ロシンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリ
シン、Ｘａａ６がアラニン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラ
ニンである、Ｂ鎖；
　（ｖｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３が
チロシンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグ
リシン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニンで
ある、Ｂ鎖；または
　（ｖｉｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３
がチロシンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５が
グリシン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がアラニン
である、Ｂ鎖。
【００２５】
　別の態様では、本発明は、インスリン類似体をコードするポリヌクレオチド、ポリヌク
レオチドを含む発現ベクター、および発現ベクターを含む形質転換体を提供する。
【００２６】
　さらに別の態様では、本発明は、半減期を延ばすことができる生体適合性物質がインス
リン類似体に連結されている長時間作用型インスリンを提供する。
【００２７】
　本発明の例示的実施形態では、生体適合性物質は、ポリエチレングリコール、脂肪酸、
コレステロール、アルブミンおよびそれらの断片、アルブミン結合物質、特定のアミノ酸
配列の繰り返し単位のポリマー、抗体、抗体断片、ＦｃＲｎ結合物質、ｉｎ－ｖｉｖｏ結
合組織またはそれらの誘導体、ヌクレオチド、フィブロネクチン、トランスフェリン、サ
ッカリドならびにポリマーからなる群から選択される。
【００２８】
　本発明の別の例示的実施形態では、インスリン類似体と生体適合性物質はペプチド結合
によって互いに連結されている。
【００２９】
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　本発明のさらに別の例示的実施形態では、インスリン類似体と生体適合性物質は、ポリ
エチレングリコール、脂肪酸、サッカリド、ポリマー、低分子量化合物、ヌクレオチドお
よびそれらの組み合わせからなる群から選択されるリンカーによって連結されている。
【００３０】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、インスリン類似体と生体適合性物質はそれら
の間に挿入されたリンカーによって連結されており、生体適合性物質はＦｃＲｎ結合物質
であり、リンカーは、ペプチドリンカー、またはポリエチレングリコール、ポリプロピレ
ングリコール、エチレングリコール－プロピレングリコールのコポリマー、ポリオキシエ
チル化ポリオール、ポリビニルアルコール、多糖、デキストラン、ポリビニルエーテル、
生分解性ポリマー、脂質ポリマー、キチン、ヒアルロン酸およびそれらの組み合わせから
なる群から選択される非ペプチドリンカーである。
【００３１】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、ＦｃＲｎ結合物質は、免疫グロブリンＦｃ領
域を含むポリペプチドである。
【００３２】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、非ペプチドリンカーの各末端は、それぞれ、
生体適合性物質およびインスリン類似体のアミン基またはチオール基に連結されている。
【００３３】
　さらに別の態様では、本発明は、以下を含む、長時間作用型インスリンを製造するため
の方法を提供する：
　（ａ）（ｉ）インスリン類似体；ならびに（ｉｉ）ポリエチレングリコール、脂肪酸、
コレステロール、アルブミンおよびそれらの断片、アルブミン結合物質、特定のアミノ酸
配列の繰り返し単位のポリマー、抗体、抗体断片、ＦｃＲｎ結合物質、ｉｎ－ｖｉｖｏ結
合組織またはそれらの誘導体、ヌクレオチド、フィブロネクチン、トランスフェリン、サ
ッカリドならびにポリマーからなる群から選択される生体適合性物質をそれぞれ製造する
こと；ならびに
（ｂ）インスリン類似体を生体適合性物質に連結すること。
【００３４】
　さらに別の態様では、本発明は、以下の化学式１のコンジュゲートを提供する：
　［化学式１］
　Ｘ－Ｌａ－Ｆ；
　式中、Ｘは、天然インスリンと比較してインスリン受容体結合親和性が低減されたイン
スリン類似体であり、
　Ｌはリンカーであり、
　ａは０または自然数であり、但し、ａが２以上である場合、各Ｌは互いに独立している
ことを条件とし、
　Ｆは、インスリン類似体のｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大させることができる物質である
。
【００３５】
　本発明の例示的実施形態では、Ｘは、天然インスリンと比較してインスリン受容体結合
親和性が低減されたインスリン類似体であり、インスリン類似体は、インスリンのＡ鎖ま
たはＢ鎖の少なくとも１つのアミノ酸において突然変異または欠失を有する。
【００３６】
　本発明の別の例示的実施形態では、インスリン類似体は、インスリンのＢ鎖の位置１～
３、５、８、１０、１２、１６および２３～３０における、ならびにインスリンのＡ鎖の
位置１、２、５、８、１０、１２、１４、１６～１９および２１における１つまたは複数
のアミノ酸が、他のアミノ酸（複数可）で置換されていること、または欠失していること
を特徴とする。
【００３７】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、インスリン類似体は、インスリンのＢ鎖の位
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置８および２３～２５における、ならびにインスリンのＡ鎖の位置１、２、１４および１
９における１つまたは複数のアミノ酸が、他のアミノ酸（複数可）で置換されていること
を特徴とする。
【００３８】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、置換アミノ酸は、アラニン、グルタミン酸、
アスパラギン、イソロイシン、バリン、グルタミン、グリシン、リジン、ヒスチジン、シ
ステイン、フェニルアラニン、トリプトファン、プロリン、セリン、スレオニンおよびア
スパラギン酸からなる群から選択される。
【００３９】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、インスリン類似体のｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を
増大させることができる物質は、ポリエチレングリコール、脂肪酸、コレステロール、ア
ルブミンおよびそれらの断片、アルブミン結合物質、特定のアミノ酸配列の繰り返し単位
のポリマー、抗体、抗体断片、ＦｃＲｎ結合物質、ｉｎ－ｖｉｖｏ結合組織、ヌクレオチ
ド、フィブロネクチン、トランスフェリン、サッカリドならびにポリマーからなる群から
選ばれる。
【００４０】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、Ｌは、ペプチド、ポリエチレングリコール、
脂肪酸、サッカリド、ポリマー、低分子量化合物、ヌクレオチドおよびそれらの組み合わ
せからなる群から選択される。
【００４１】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、ＸとＦは、共有結合性化学結合、非共有結合
性化学結合またはそれらの組み合わせを介して、Ｌによって連結されている。
【００４２】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、ポリマーは、ポリプロピレングリコール、エ
チレングリコール－プロピレングリコールのコポリマー、ポリオキシエチル化ポリオール
、ポリビニルアルコール、多糖、デキストラン、ポリビニルエーテル、生分解性ポリマー
、脂質ポリマー、キチン、ヒアルロン酸、オリゴヌクレオチドおよびそれらの組み合わせ
からなる群から選択される非ペプチドリンカーである。
【００４３】
　本発明のさらに別の例示的実施形態では、ＦはＩｇＧ　Ｆｃ領域である。
【００４４】
　さらに別の態様では、本発明は、糖尿病治療のためのコンジュゲートを含む、ｉｎ－ｖ
ｉｖｏでの持続時間および安定性が改善された長時間作用型インスリン製剤を提供する。
【００４５】
　さらに別の態様では、本発明は、インスリン類似体またはインスリン類似体コンジュゲ
ートを、それらを必要とする対象に投与することを含む、インスリン関連疾患の治療方法
を提供する。
【発明の効果】
【００４６】
　本発明の長時間作用型インスリンは、天然インスリンと比較して血中の半減期が著しく
増大しており、それにより、本発明の長時間作用型インスリンは、インスリン投与を必要
としている患者にとっての利便性を改善することができる。
【図面の簡単な説明】
【００４７】
【図１】タンパク質電気泳動によるインスリン類似体の純度解析の結果を示す図である。
これは、代表的インスリン類似体である類似体７番の結果である（レーン１：サイズマー
カー、レーン２：天然インスリンおよびレーン３：インスリン類似体（７番））。
【図２】高圧クロマトグラフィーによるインスリン類似体の純度解析の結果を示す図であ
る。これは、代表的インスリン類似体である類似体７番の結果である（（Ａ）ＲＰ－ＨＰ
ＬＣ、（Ｂ）ＳＥ－ＨＰＬＣ）。
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【図３】インスリン類似体のペプチドマッピングの結果を示す図である。これは、代表的
インスリン類似体である類似体７番の結果である（（Ａ）天然インスリン、（Ｂ）インス
リン類似体（７番））。
【図４】タンパク質電気泳動によるインスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲー
トの純度解析の結果を示す図である。これは、代表的インスリン類似体である類似体７番
の結果である（レーン１：サイズマーカー、レーン２：インスリン類似体（７番）－免疫
グロブリンＦｃコンジュゲート）。
【図５】高圧クロマトグラフィーによるインスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュ
ゲートの純度解析の結果を示す図である。これは、代表的インスリン類似体である類似体
７番の結果である（（Ａ）ＲＰ－ＨＰＬＣ、（Ｂ）ＳＥ－ＨＰＬＣおよび（Ｃ）ＩＥ－Ｈ
ＰＬＣ）。
【図６】正常なラットにおける天然インスリン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートおよ
びインスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートの薬物動態解析の結果を示す図
である。（（Ａ）天然インスリン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートおよびインスリン
類似体（７番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲート、（Ｂ）天然インスリン－免疫グロ
ブリンＦｃコンジュゲートおよびインスリン類似体（８番）－免疫グロブリンＦｃコンジ
ュゲートならびに（Ｃ）天然インスリン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートおよびイン
スリン類似体（９番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲート）。（白丸：天然インスリン
－免疫グロブリンＦｃコンジュゲート（２１．７ｎｍｏｌ／ｋｇ）、黒丸：天然インスリ
ン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲート（６５．１ｎｍｏｌ／ｋｇ）、白四角：インスリ
ン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲート（２１．７ｎｍｏｌ／ｋｇ）、黒四角：イ
ンスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲート（６５．１ｎｍｏｌ／ｋｇ））。
【発明を実施するための形態】
【００４８】
　本発明を達成するために、一態様では、天然インスリンと比較してインスリン受容体結
合親和性が低減されたインスリン類似体が提供される。
【００４９】
　本明細書で使用する場合、用語「インスリン類似体」は、天然インスリンのものと同一
のｉｎ－ｖｉｖｏ血中グルコースレベルを制御する機能を有する物質を指す。本発明の目
的において、インスリン類似体は、好ましくは、天然インスリンと比較してインスリン受
容体結合親和性が低減された物質である。さらに、インスリン類似体は、インスリン受容
体結合親和性の低減により天然インスリンよりも１０％以上半減期が増大しているもので
もよいが、これに限定されない。
【００５０】
　特に、インスリン類似体は、インスリンのＢ鎖またはＡ鎖のアミノ酸が突然変異または
欠失している、天然インスリンと比較してインスリン受容体結合親和性が低減されたイン
スリン類似体でもよい。例えば、インスリン類似体は、付加、欠失または置換の形態の、
天然インスリンの一部のアミノ酸（複数可）の変異によって、天然インスリンと比較して
インスリン受容体結合親和性が低減されたものでもよい。
【００５１】
　一方、天然インスリンは膵臓によって分泌されるホルモンであり、これは、一般に、グ
ルコースの細胞内吸収を促進し、脂肪分解を阻害し、それによって、ｉｎ－ｖｉｖｏ　血
中グルコースレベルを制御する働きをする。血中グルコースレベルを制御する能力がない
前駆体であるプロインスリン形態のインスリンは、ある過程によって、血中グルコースレ
ベルを制御する能力を有するインスリンへと変換される。インスリンは、２つのポリペプ
チド鎖、２１アミノ酸残基のＡ鎖および３０アミノ酸残基のＢ鎖を有し、これらは、２つ
のジスルフィド結合によって互いに連結されている。天然インスリンのＡ鎖およびＢ鎖の
それぞれは、それぞれ、配列番号３９および４０によって表されるアミノ酸配列を含み得
る。
　Ａ鎖：
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　Ｇｌｙ－Ｉｌｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｃｙｓ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｉｌｅ
－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｌｅｕ－Ｔｙｒ－Ｇｌｎ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ａｓｎ－Ｔｙｒ－Ｃｙｓ
－Ａｓｎ（配列番号３９）
　Ｂ鎖：
　Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｇｌｎ－Ｈｉｓ－Ｌｅｕ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｈｉｓ
－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ
－Ｇｌｕ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ｐｈｅ－Ｐｈｅ－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｒｏ－Ｌｙｓ－Ｔｈｒ
（配列番号４０）
【００５２】
　本発明の実施例で使用するインスリン類似体は、遺伝子組換え技法によって製造される
ものである。しかし、本発明のインスリン類似体はこれに限定されるのでなく、インスリ
ン受容体結合親和性が低減されたすべてのインスリンを含むことができる。
【００５３】
　特に、インスリン類似体としては、インバーテッドインスリン（ｉｎｖｅｒｔｅｄ　ｉ
ｎｓｕｌｉｎｓ）、インスリン変異体、インスリン断片、インスリンアゴニスト、インス
リン誘導体などを挙げることができ、その製造方法としては、固相法および遺伝子組換え
技法を挙げることができるが、これらに限定されない。
【００５４】
　インスリンアゴニストは、インスリンの構造を問わず、インスリンのｉｎ－ｖｉｖｏ受
容体に結合して、インスリンの生物活性を示す物質を指す。
【００５５】
　インスリン誘導体としては、それぞれ天然インスリンのＡ鎖およびＢ鎖のアミノ酸配列
に相同性を有し、化学的置換（例えば、αメチル化、αヒドロキシル化）、除去（例えば
、脱アミノ化）または修飾（例えば、Ｎ－メチル化）の形態で変化したいくつかのアミノ
酸残基群を有するが、体内の血中グルコースレベルを制御する機能を有するペプチド形態
が挙げられる。
【００５６】
　さらに、インスリン誘導体としては、天然インスリンのアミノ酸配列と相同性がない場
合でさえも、インスリン受容体にコンジュゲートされることによってｉｎ－ｖｉｖｏ血中
グルコースレベルを制御することができる、ペプチド模倣物および低分子量化合物または
ポリマーを挙げることもできる。
【００５７】
　インスリン断片は、１つまたは複数のアミノ酸がインスリンに付加された、またはイン
スリンから除去されたインスリン形態を指し、付加されたアミノ酸（複数可）は天然に存
在しないもの（例えば、Ｄ型アミノ酸）でもよく、このタイプのインスリン断片はｉｎ－
ｖｉｖｏ血中グルコースレベルを制御する機能を有する。
【００５８】
　インスリン変異体は、１つまたは複数のアミノ酸配列がインスリンのものとは異なり、
ｉｎ－ｖｉｖｏ血中グルコースレベルを制御する機能を有するペプチドを指す。
【００５９】
　本発明のインスリンアゴニスト、誘導体、断片および変異体を製造するためのそれぞれ
の方法は、独立に使用してもよいし、組み合わせて使用してもよい。例えば、１つまたは
複数のアミノ酸配列がインスリンのものとは異なり、Ｎ末端のアミノ酸残基が脱アミノ化
されており、ｉｎ－ｖｉｖｏ血中グルコースレベルを制御する機能も有するペプチドは、
本発明の範囲に含まれる。
【００６０】
　特に、インスリン類似体は、インスリンのＢ鎖の位置１～３、５、８、１０、１２、１
６および２３～３０における、ならびにインスリンのＡ鎖の位置１、２、５、８、１０、
１２、１４、１６～１９および２１における１つまたは複数のアミノ酸が、他のアミノ酸
（複数可）で置換されているものでもよく；またはより具体的には、インスリンのＢ鎖の
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位置８および２３～２５における、ならびにインスリンのＡ鎖の位置１、２、１４および
１９における１つまたは複数のアミノ酸が、他のアミノ酸（複数可）で置換されているイ
ンスリン類似体でもよい。特に、インスリン類似体は、上記の、１つまたは複数のアミノ
酸、２つ以上のアミノ酸、３つ以上のアミノ酸、４つ以上のアミノ酸、５つ以上のアミノ
酸、６つ以上のアミノ酸、７つ以上のアミノ酸、８つ以上のアミノ酸、９つ以上のアミノ
酸、１０個以上のアミノ酸、１１個以上のアミノ酸、１２個以上のアミノ酸、１３個以上
のアミノ酸、１４個以上のアミノ酸、１５個以上のアミノ酸、１６個以上のアミノ酸、１
７個以上のアミノ酸、１８個以上のアミノ酸、１９個以上のアミノ酸、２０個以上のアミ
ノ酸、２１個以上のアミノ酸、２２個以上のアミノ酸、２３個以上のアミノ酸、２４個以
上のアミノ酸、２５個以上のアミノ酸、２６個以上のアミノ酸または２７個以上のアミノ
酸が他のアミノ酸で置換されているインスリン類似体でもよいが、これらに限定されない
。
【００６１】
　上記の位置のアミノ酸残基を、アラニン、グルタミン酸、アスパラギン、イソロイシン
、バリン、グルタミン、グリシン、リジン、ヒスチジン、システイン、フェニルアラニン
、トリプトファン、プロリン、セリン、スレオニンおよび／またはアスパラギン酸で置換
することができる。さらに、インスリンのＡ鎖またはＢ鎖における１つまたは複数のアミ
ノ酸の欠失が原因でインスリン受容体結合親和性が低減されたインスリン類似体も本発明
の範囲に属するが、インスリン受容体結合親和性が低減されたいかなるインスリン類似体
も、限定なしで含むことができる。
【００６２】
　本発明によるインスリン類似体としては、天然インスリンのＡ鎖およびＢ鎖のアミノ酸
配列におけるアミノ酸（複数可）の置換、付加または翻訳後修飾（例えば、メチル化、ア
シル化、ユビキチン化および分子内共有結合）の導入によって、天然インスリンと比較し
てインスリン受容体結合親和性が低減された、任意のペプチドが挙げられる。アミノ酸（
複数可）の置換または付加については、２０種の通常観察されるアミノ酸に加えて、非定
型または天然に存在しないアミノ酸を使用することができる。非定型アミノ酸の販売元と
しては、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、ＣｈｅｍＰｅｐおよびＧｅｎｚｙｍｅｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌｓを挙げることができる。これらのアミノ酸を含むペプチドの配列お
よび典型的なペプチドは、商業的なペプチド合成会社、例えば、Ａｍｅｒｉｃａｎ　ｐｅ
ｐｔｉｄｅ　ｃｏｍｐａｎｙ、Ｂａｃｈｅｍ（ＵＳＡ）およびＡｎｙｇｅｎ（Ｋｏｒｅａ
）によって合成することができ、またはこれらの会社から購入することができる。
【００６３】
　より具体的には、インスリン類似体は、以下の式１によって表される配列番号３７のＡ
鎖および以下の式２によって表される配列番号３８のＢ鎖を含むことができる。さらに、
インスリン類似体は、Ａ鎖およびＢ鎖の配列がジスルフィド結合によって互いに連結され
ている形態でもよいが、これに限定されない。
　［式１］
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｃｙｓ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｉ
ｌｅ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｌｅｕ－Ｘａａ３－Ｇｌｎ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ａｓｎ－Ｘａａ４
－Ｃｙｓ－Ａｓｎ（配列番号３７）
　上記の式１では、
　Ｘａａ１はグリシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ２はイソロイシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ３はチロシン、グルタミン酸またはアスパラギンであり、
　Ｘａａ４はチロシンまたはアラニンである。
　［式２］
　Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｇｌｎ－Ｈｉｓ－Ｌｅｕ－Ｃｙｓ－Ｘａａ５－Ｓｅｒ－Ｈｉ
ｓ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｃｙｓ－Ｇｌ
ｙ－Ｇｌｕ－Ａｒｇ－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｒｏ－Ｌｙｓ
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－Ｔｈｒ（配列番号３８）
　上記の式２では、
　Ｘａａ５はグリシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ６はグリシンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ７はフェニルアラニンまたはアラニンであり、
　Ｘａａ８はフェニルアラニンまたはアラニンである。
【００６４】
　より具体的には、限定されないが、インスリン類似体は以下を含むことができる：
　（ｉ）式１において、Ｘａａ１がアラニン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチロ
シンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリシ
ン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニ
ンである、Ｂ鎖；
　（ｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がアラニン、Ｘａａ３がチロシ
ンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリシン
、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニン
である、Ｂ鎖；
　（ｉｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３が
グルタミン酸もしくはアスパラギンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式
２において、Ｘａａ５がグリシン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンお
よびＸａａ８がフェニルアラニンである、Ｂ鎖；
　（ｉｖ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチ
ロシンおよびＸａａ４がアラニンである、Ａ鎖；および式２において、Ｘａａ５がグリシ
ン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニ
ンである、Ｂ鎖；
　（ｖ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチロ
シンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がアラニ
ン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニ
ンである、Ｂ鎖；
　（ｖｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３がチ
ロシンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグリ
シン、Ｘａａ６がアラニン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラ
ニンである、Ｂ鎖；
　（ｖｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３が
チロシンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５がグ
リシン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がアラニンおよびＸａａ８がフェニルアラニンで
ある、Ｂ鎖；または
　（ｖｉｉｉ）式１において、Ｘａａ１がグリシン、Ｘａａ２がイソロイシン、Ｘａａ３
がチロシンおよびＸａａ４がチロシンである、Ａ鎖；ならびに式２において、Ｘａａ５が
グリシン、Ｘａａ６がグリシン、Ｘａａ７がフェニルアラニンおよびＸａａ８がアラニン
である、Ｂ鎖。
【００６５】
　例えば、対応するインスリン類似体の配列に対して７０％以上、具体的には８０％以上
、より具体的には９０％以上、さらにより具体的には９５％以上の相同性を有し、同時に
、上記の特徴的なアミノ酸残基を含み、天然インスリンと比較してインスリン受容体結合
親和性が低減されたペプチドは、本発明の範囲に含まれる。
【００６６】
　本明細書で使用する場合、用語「相同性」は、野生型タンパク質のアミノ酸配列または
それをコードするポリヌクレオチド配列に対する類似性のレベルを指し、上記のパーセン
テージまたはそれ以上の、本発明のアミノ酸配列またはポリヌクレオチド配列と同じ配列
を含む配列を有する配列を含む。この相同性は、肉眼による比較を介して決定することが
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でき、または２つの配列を整列させることによって相同性の程度を解析するバイオインフ
ォマティクスアルゴリズムを介して決定することができる。２つのアミノ酸配列の間の相
同性は、パーセンテージで示すことができる。有用な自動アルゴリズムを、Ｗｉｓｃｏｎ
ｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃ
ｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ、ＵＳＡ）のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩ
ＴおよびＦＡＳＴＡとＴＦＡＳＴＡコンピューターソフトウェアモジュールの両方で使用
することができる。自動整列アルゴリズムとしては、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ＆Ｗｕｎｓｃｈ
、Ｐｅａｒｓｏｎ＆ＬｉｐｍａｎおよびＳｍｉｔｈ＆Ｗａｔｅｒｍａｎの配列整列アルゴ
リズムが挙げられる。アルゴリズムおよび相同性に関する決定は、ＦＡＳＴＰ、ＢＬＡＳ
Ｔ、ＢＬＡＳＴ２、ＰＳＩＢＬＡＳＴおよびＣＬＵＳＴＡＬ　Ｗを含めたソフトウェアで
自動化される。
【００６７】
　本発明のさらに別の態様では、インスリン類似体をコードするポリヌクレオチド、ポリ
ヌクレオチドを含む発現ベクター、および発現ベクターを含む形質転換体が提供される。
【００６８】
　インスリン類似体は上記と同様である。
【００６９】
　ポリヌクレオチドは、一本鎖または二本鎖の状態で存在するデオキシリボヌクレオチド
（ＤＮＡ）またはリボヌクレオチド（ＲＮＡ）であり、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡおよびそ
れらから転写されるＲＮＡを含むことを意味する。基本構成単位としてのヌクレオチドは
、天然のヌクレオチドだけでなく、糖または塩基領域が修飾された類似体（Ｓｃｈｅｉｔ
、Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ａｎａｌｏｇｓ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、
１９８０；Ｕｈｌｍａｎ　ａｎｄ　Ｐｅｙｍａｎ、Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ、
９０：５４３～５８４、１９９０）も含む。本発明のポリヌクレオチドは、標準的な分子
生物学的技法によって分離または製造することができる。例えば、ポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）によって天然インスリンの遺伝子配列（ＮＭ＿０００２０７．２、ＮＣＢＩ）
からポリヌクレオチドを増幅することができ、および自動ＤＮＡ合成機を使用する標準的
な合成技術によってポリヌクレオチド製造することができる。本発明では、ポリヌクレオ
チドという用語は、核酸と互換的に使用することができる。
【００７０】
　インスリン類似体をコードするポリヌクレオチドとしては、上記のＡ鎖およびＢ鎖のア
ミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドを挙げることができ、例としては、配列番号１
９、配列番号２１、配列番号２３、配列番号２５、配列番号２７、配列番号２９、配列番
号３１、配列番号３３および配列番号３５のポリヌクレオチドを挙げることができるが、
これらに限定されない。例えば、上記のポリヌクレオチドに加えて、上記の配列と７０％
以上、具体的には８０％以上、より具体的には９０％以上、さらにより具体的には９５％
以上の相同性を有し、同時に、天然インスリンと比較してインスリン受容体結合親和性が
低減されたポリヌクレオチドも本発明の範囲に含まれる。
【００７１】
　本発明による組換えベクターは、典型的なクローニング用または発現用ベクターとして
構築することができ、宿主細胞として真核細胞または原核細胞を使用するベクターとして
構築することができる。
【００７２】
　本明細書で使用する場合、用語「ベクター」は、宿主細胞で標的タンパク質を発現させ
ることができる組換えベクターであり、核酸挿入断片を発現させることができるように作
動可能に連結されている必須調節因子を含む核酸コンストラクトを指す。本発明は、調節
因子をコードする核酸を含む組換えベクターを製造することができ、本発明のインスリン
類似体を、宿主細胞中への組換えベクターの形質転換またはトランスフェクションを介し
て得ることができる。
【００７３】
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　本発明では、インスリン類似体をコードする核酸は、プロモーターに作動可能に連結さ
れている。本明細書で使用する場合、用語「作動可能に連結されている」は、核酸の発現
調節配列（例えば、プロモーター、シグナル配列、リボソーム結合ドメイン、転写終結配
列など）と別の核酸配列との間の機能的な連結を指し、この連結によって、調節配列が、
別の核酸配列の転写および／または翻訳を制御することができる。
【００７４】
　本明細書で使用する場合、用語「プロモーター」は、ポリメラーゼ結合ドメインを含み
、かつプロモーターの下流にある遺伝子に対して、ｍＲＮＡへの転写開始活性を有する、
コード領域の上流にある非翻訳核酸の配列、すなわち、ポリメラーゼが結合して遺伝子の
転写を開始し、かつｍＲＮＡ転写の開始部位の５’領域に位置するＤＮＡドメインを指す
。
【００７５】
　例えば、本発明のベクターが組換えベクターであり、宿主細胞として原核細胞を用いる
場合、ベクターは、一般に、転写を実行することができる強力なプロモーター（例えば、
ｔａｃプロモーター、ｌａｃプロモーター、ｌａｃＵＶ５プロモーター、ｌｐｐプロモー
ター、ｐＬλプロモーター、ｐＲλプロモーター、ｒａｃ５プロモーター、ａｍｐプロモ
ーター、ｒｅｃＡプロモーター、ＳＰ６プロモーター、ｔｒｐプロモーター、Ｔ７プロモ
ーターなど）、リボソーム結合ドメインおよび転写／翻訳終結配列に関する配列を含む。
【００７６】
　さらに、本発明で使用されるベクターは、当技術分野で一般に使用されるプラスミド（
例えば、ｐＳＣ１０１、ｐＧＶ１１０６、ｐＡＣＹＣ１７７、ＣｏｌＥ１、ｐＫＴ２３０
、ｐＭＥ２９０、ｐＢＲ３２２、ｐＵＣ８／９、ｐＵＣ６、ｐＢＤ９、ｐＨＣ７９、ｐＩ
Ｊ６１、ｐＬＡＦＲ１、ｐＨＶ１４、ｐＧＥＸシリーズ、ｐＥＴシリーズ、ｐＰＩＣＺα
シリーズ、ｐＵＣ１９など）、ファージ（例えば、λｇｔ４・λＢ、λ－シャロン、λΔ
ｚ１、Ｍ１３など）、またはウイルス（例えば、ＳＶ４０など）を操作することによって
構築することができる。
【００７７】
　さらに、本発明のベクターは組換えベクターであり、宿主細胞として真核細胞を用い、
ベクターは、一般に、哺乳動物細胞のゲノムに由来するプロモーター（例えば、メタロチ
オネインプロモーター）を含み、または哺乳類ウイルスに由来するプロモーター（例えば
、アデノウイルス後期プロモーター、牛痘ウイルス７．５Ｋプロモーター、ＳＶ４０プロ
モーター、サイトメガロウイルスプロモーターおよびＨＳＶのｔｋプロモーター）を使用
することができ、転写終結配列として、ポリアデニル化配列（例えば、ウシ成長ホルモン
のターミネーターおよびＳＶ４０由来のポリアデニル化配列）を有する。
【００７８】
　さらに、本発明の組換えベクターは選択マーカーであり、当技術分野で一般に使用され
る抗生物質耐性遺伝子を含み、例えば、アンピシリン、ゲンタマイシン、カルベニシリン
、クロラムフェニコール、ストレプトマイシン、カナマイシン、ジェネテシン、ネオマイ
シンおよびテトラサイクリンに対して抵抗性を有する遺伝子を使用することができる。
【００７９】
　本発明の組換えベクターは、組換えベクターから収集された標的タンパク質、すなわち
インスリン類似体が容易に精製されるようにするために、必要に応じて他の配列をさらに
含むことができる。
【００８０】
　ベクターにさらに含まれる配列は、タンパク質精製用のタグ配列、例えば、グルタチオ
ンＳ－トランスフェラーゼ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、ＵＳＡ）、マルトース結合タンパク質
（ＮＥＢ、ＵＳＡ）、ＦＬＡＧ（ＩＢＩ、ＵＳＡ）、６－ヒスチジン（ヘキサヒスチジン
）などでもよいが、標的タンパク質の精製に必要な配列の種類は、これらに限定されない
。
【００８１】
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　上記のようなタグ配列を含む組換えベクターによって発現される融合タンパク質を、ア
フィニティークロマトグラフィーによって精製することができる。例えば、グルタチオン
－Ｓ－トランスフェラーゼが融合される場合、酵素の基質としてのグルタチオンを使用す
ることができ、一方、６－ヒスチジンタグが使用される場合、Ｎｉ－ＮＴＡカラムによっ
て所望の標的タンパク質を容易に収集することができる。
【００８２】
　ベクターが形質転換された形質転換体は、インスリン類似体をコードするポリヌクレオ
チドを含む組換えベクターを使用して構築することができる。
【００８３】
　ＤＮＡが宿主細胞に導入され、それによって、染色体因子としてのＤＮＡによる複製、
または染色体への組み込みの完了が可能になる、用語「形質転換」は、本明細書で使用す
る場合、外来性ＤＮＡを細胞に導入することによって人工的に遺伝的変化を引き起こす現
象を指す。
【００８４】
　本発明で使用される形質転換法は形質転換のためのいかなる方法でもよく、当技術分野
の従来の方法に従って形質転換を容易に行うことができる。一般に、形質転換法としては
、ＣａＣｌ２沈殿法；ＣａＣｌ２沈殿法において還元性物質であるジメチルスルホキシド
（ＤＭＳＯ）を使用して効率を高める、Ｈａｎａｈａｎ法；エレクトロポレーション；リ
ン酸カルシウム沈殿法；細胞質融合；炭化ケイ素繊維を使用する撹拌法；アグロバクテリ
ウム媒介性形質転換；ＰＥＧを使用する形質転換；デキストラン硫酸法；リポフェクタミ
ンおよび乾燥／阻害媒介性形質転換などを挙げることができる。
【００８５】
　本発明によるインスリン類似体をコードする核酸を含む組換えベクターの形質転換法は
これらに限られず、当技術分野で従来から使用されている形質転換またはトランスフェク
ションのための任意の方法を、限定なしで使用することができる。
【００８６】
　本発明の形質転換体は、インスリン類似体をコードする核酸を含む組換えベクターを宿
主細胞に導入することによって得ることができる。
【００８７】
　本発明に適した宿主は、宿主細胞が本発明の核酸の発現を可能にする範囲で、特に制限
される可能性はない。宿主の例としては、大腸菌のような大腸菌属の種；枯草菌のような
桿菌属の種；シュードモナス・プチダ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｕｔｉｄａ）のよう
なシュードモナス属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）の種；ピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉ
ａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）、出芽酵母および分裂酵母のような酵母；ヨトウガ（ＳＦ９）の
ような昆虫細胞；およびＣＨＯ、ＣＯＳ、ＢＳＣなどのような動物細胞を挙げることがで
きる。好ましくは、大腸菌が宿主細胞として使用される。
【００８８】
　本発明のさらに別の態様では、インスリン類似体の半減期を増大させること、生物学的
利用能を増大させること、または持続的活性を維持することができる製剤が提供される。
【００８９】
　さらに本発明は、半減期を延ばすことができる生体適合性物質がインスリン類似体に連
結されていることを特徴とする長時間作用型インスリンを提供する。
【００９０】
　さらに本発明は、以下の化学式１を有するコンジュゲートを提供する。
　［化学式１］
　Ｘ－Ｌａ－Ｆ；
　式中、Ｘは、天然インスリンと比較してインスリン受容体結合親和性が低減されたイン
スリン類似体であり、
　Ｌはリンカーであり、
　ａは０または自然数であり、但し、ａが２以上である場合、各Ｌは互いに独立している
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ことを条件とし、
　Ｆは、インスリン類似体のｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大させることができる物質である
。
【００９１】
　インスリン類似体は、上記と同様である。
【００９２】
　本発明の例示的実施形態によれば、インスリン類似体が、インスリンの半減期および生
物学的利用能を増大させるのに使用される、またはインスリンの持続的活性を維持するこ
とができる製剤に適用される場合、インスリン類似体は、天然インスリンと比較して、イ
ンスリンの半減期およびｉｎ－ｖｉｖｏ活性の大きな改善を示し得る。
【００９３】
　特に、本発明の例示的実施形態では、ｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を延ばすことができる物質
とインスリン類似体が互いに連結されている場合、得られたインスリン類似体は、ｉｎ－
ｖｉｖｏ半減期の顕著な増大を示した。
【００９４】
　半減期、生物学的利用能を増大させることおよびインスリンの持続的活性を維持するこ
とができる製剤は、インスリン類似体に直接的に共有結合している担体を含む製剤、また
はインスリン類似体のｉｎ－ｖｉｖｏ活性を増大させることができる成分を含む製剤を指
す。
【００９５】
　本明細書で使用する場合、用語「長時間作用型インスリン」は、半減期を延ばすことが
できる生体適合性物質がインスリン類似体に連結されている物質を指す。長時間作用型イ
ンスリンは、天然インスリンと比較して半減期増大の効果がある。
【００９６】
　本明細書で使用する場合、用語「生体適合性物質または半減期を増大させることができ
る物質」は、インスリン類似体に連結され、それによって、インスリンの半減期を延ばす
ことができる物質を指す。本明細書で使用する場合、半減期を延ばすことができる生体適
合性物質という用語は、用語「担体」と互換的に使用することができる。
【００９７】
　生体適合性物質または担体としては、インスリン類似体に連結することができ、インス
リンの半減期を延ばすことができる限りにおいて、任意の物質、例えば、ポリエチレング
リコール、脂肪酸、コレステロール、アルブミンおよびそれらの断片、アルブミン結合物
質、特定のアミノ酸配列の繰り返し単位のポリマー、抗体、抗体断片、ＦｃＲｎ結合物質
、ｉｎ－ｖｉｖｏ結合組織またはそれらの誘導体、ヌクレオチド、フィブロネクチン、ト
ランスフェリン、サッカリドならびにポリマーからなる群から選択されるものを挙げるこ
とができるが、これらに限定されない。共有結合または非共有結合を介して、生体適合性
物質または担体をインスリン類似体に連結することができる。
【００９８】
　さらに、インスリン受容体結合親和性が低減されたインスリン類似体を、ｉｎ－ｖｉｖ
ｏ半減期を延ばすことができる生体適合性物質または担体に連結する方法としては、遺伝
子組換え技法、ｉｎ－ｖｉｔｒｏ連結などを挙げることができるが、任意の特定の連結方
法に限定されない。ＦｃＲｎ結合物質は、免疫グロブリンＦｃ領域、例えば、ＩｇＧ　Ｆ
ｃでもよい。
【００９９】
　担体としてポリエチレングリコールが使用される場合、ポリエチレングリコールの位置
特異的付着を可能にするＡｍｂｒｘ，Ｉｎｃ．のＲｅｃｏｄｅ技術を挙げることができ、
グリカン部位における特異的付着を可能にするＮｅｏｓｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
Ｉｎｃ．のグリコｐｅｇ化技術（ｇｌｙｃｏｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ）も挙げることができ
る。さらに、方法としては、体内でポリエチレングリコールの徐放を可能にする、放出可
能なＰＥＧ技法を挙げることができるが、方法はこれらに限られず、ＰＥＧを使用して生
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物学的利用能を増大させることができる方法を使用することもできる。さらに、ポリエチ
レングリコール、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール－プロピレングリコー
ルのコポリマー、ポリオキシエチル化ポリオール、ポリビニルアルコール、多糖、デキス
トラン、ポリビニルエーテル、生分解性ポリマー、脂質ポリマー、キチンおよびヒアルロ
ン酸のようなポリマーも、上記の方法によってインスリン類似体に連結することができる
。
【０１００】
　担体としてアルブミンが使用される場合、アルブミンまたはアルブミン断片とインスリ
ン類似体の間の直接的な共有結合によってｉｎ－ｖｉｖｏ安定性を増大させることができ
る技術を使用することができる。さらに、アルブミンをインスリン類似体に直接的に連結
する代わりに、アルブミンに結合することができる物質、例えば、アルブミン特異的抗体
またはその抗体断片をインスリン類似体に連結することによって、間接的にアルブミンを
インスリン類似体に連結させる技術；およびアルブミンに結合親和性を有する特定のペプ
チド／タンパク質（例えば、Ａｆｆｉｂｏｄｙ　ＡＢによるＡｌｂｕｍｏｄ技術によって
生成されるアルブミン結合ペプチド）をインスリン類似体に連結する技術、アルブミンに
結合親和性を有する脂肪酸などを連結する技術などを使用することができるが、本方法は
これらに限られず、アルブミンを使用してｉｎ－ｖｉｖｏ安定性を改善することができる
任意の技術または連結方法を、限定なしで使用することができる。
【０１０１】
　ｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大させるために、担体として抗体またはその抗体断片を使用
する技術を本発明の範囲に含むことができる。これは、ＦｃＲｎ結合領域を含む抗体また
はその抗体断片でもよく、ＦａｂなどのようなＦｃＲｎ結合領域を含まない任意の抗体断
片でもよい。本発明の範囲は、触媒抗体を使用する、ＣｏｖＸ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ＬＬ
ＣによるＣｏｖＸ－ｂｏｄｙ技術を含むことができ、免疫グロブリンＦｃ領域を使用して
ｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大させる技術も含むことができる。
【０１０２】
　免疫グロブリンＦｃ領域が使用される場合、Ｆｃ領域をインスリン類似体およびそのリ
ンカーに連結する方法は、ペプチド結合およびポリエチレングリコールなどでもよいが、
これに限定されず、任意の化学的連結方法を使用することができる。さらに、Ｆｃ領域と
インスリン類似体の間の連結比は１：１または１：２であり得るが、これらに限定されな
い。
【０１０３】
　免疫グロブリンＦｃ領域は、ｉｎ－ｖｉｖｏで代謝される生分解性ポリペプチドである
ので、薬物担体としての使用に安全である。さらに、免疫グロブリンＦｃ領域は、完全な
免疫グロブリン分子と比較して比較的低い分子量を有するので、コンジュゲートの製造、
精製および収率に関して有利である。免疫グロブリンＦｃ領域は、抗体サブクラスにより
異なるアミノ酸配列が原因で均一性が非常に低いＦａｂ断片を含まず、したがって、免疫
グロブリンＦｃ領域が物質の均一性を顕著に高めることができ、かつ血中で抗原性が低い
可能性があることが期待される。
【０１０４】
　本明細書で使用する場合、用語「免疫グロブリンＦｃ領域」は、免疫グロブリンの重鎖
および軽鎖の可変領域、重鎖定常領域（ＣＨ１）および軽鎖定常領域１（ＣＬ１）を除い
て、免疫グロブリンの重鎖定常領域２（ＣＨ２）および重鎖定常領域３（ＣＨ３）を含む
タンパク質を指す。これは、重鎖定常領域にヒンジ領域をさらに含むことができる。さら
に、本発明の免疫グロブリンＦｃ領域は、天然型のものと実質的に類似した、または天然
型のものよりも優れた効果を有する限り、免疫グロブリンの軽鎖および重鎖の可変領域を
除いて、重鎖定常領域１（ＣＨ１）および／または軽鎖定常領域１（ＣＬ１）を含むＦｃ
領域の一部またはすべて含むことができる。さらに、これは、ＣＨ２および／またはＣＨ
３のアミノ酸配列の比較的長い部分に欠失を有する断片でもよい。
【０１０５】
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　すなわち、本発明の免疫グロブリンＦｃ領域は、１）ＣＨ１ドメイン、ＣＨ２ドメイン
、ＣＨ３ドメインおよびＣＨ４ドメイン、２）ＣＨ１ドメインおよびＣＨ２ドメイン、３
）ＣＨ１ドメインおよびＣＨ３ドメイン、４）ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメイン、５
）１つまたは複数のドメインと免疫グロブリンのヒンジ領域（またはヒンジ領域の一部）
との組み合わせ、ならびに６）重鎖定常領域および軽鎖定常領域の各ドメインの二量体を
含むことができる。
【０１０６】
　さらに、本発明の免疫グロブリンＦｃ領域は、天然のアミノ酸配列だけでなくその配列
変異体（突然変異体）も含む。アミノ酸配列誘導体は、１つまたは複数のアミノ酸残基の
欠失、挿入、非保存的もしくは保存的置換またはそれらの組み合わせが原因で、天然のア
ミノ酸配列と異なる配列を有する。例えば、ＩｇＧ　Ｆｃでは、位置２１４～２３８、２
９７～２９９、３１８～３２２または３２７～３３１の、結合に重要であると知られてい
るアミノ酸残基を、変異についての適切な標的として使用することができる。
【０１０７】
　さらに、ジスルフィド結合を形成することができる領域の欠失、天然Ｆｃ形態のＮ末端
におけるいくつかのアミノ酸残基の欠失、または天然Ｆｃ形態のＮ末端へのメチオニン残
基の付加を有する変異体を含めた、他の様々な種類の変異体があり得る。さらに、エフェ
クター機能を除去するために、欠失は、補体結合部位、例えばＣ１ｑ－結合部位および抗
体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）部位に導入してもよい。免疫グロブリンＦｃ領域のそのよ
うな配列誘導体を製造する技法は、ＷＯ９７／３４６３１およびＷＯ９６／３２４７８に
開示されている。
【０１０８】
　分子の活性を通常変化させないタンパク質およびペプチドにおけるアミノ酸の置換は当
技術分野で既知である（Ｈ．Ｎｅｕｒａｔｈ，Ｒ．Ｌ．Ｈｉｌｌ、Ｔｈｅ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９７９）。最も一般的に見
られる置換は、両方向での、Ａｌａ／Ｓｅｒ、Ｖａｌ／Ｉｌｅ、Ａｓｐ／Ｇｌｕ、Ｔｈｒ
／Ｓｅｒ、Ａｌａ／Ｇｌｙ、Ａｌａ／Ｔｈｒ、Ｓｅｒ／Ａｓｎ、Ａｌａ／Ｖａｌ、Ｓｅｒ
／Ｇｌｙ、Ｔｈｙ／Ｐｈｅ、Ａｌａ／Ｐｒｏ、Ｌｙｓ／Ａｒｇ、Ａｓｐ／Ａｓｎ、Ｌｅｕ
／Ｉｌｅ、Ｌｅｕ／Ｖａｌ、Ａｌａ／Ｇｌｕ、Ａｓｐ／Ｇｌｙである。
【０１０９】
　必要に応じて、リン酸化、硫酸化、アクリル化、グリコシル化、メチル化、ファルネシ
ル化、アセチル化、アミド化などによって、Ｆｃ領域を修飾することができる。
【０１１０】
　前述のＦｃ誘導体は、本発明のＦｃ領域のものと同一の生物活性を有する、または熱、
ｐＨなどに対する改善された構造的安定性を有する誘導体である。
【０１１１】
　さらに、これらのＦｃ領域は、ヒトならびにウシ、ヤギ、ブタ、マウス、ウサギ、ハム
スター、ラットおよびモルモットを含めた他の動物から単離される天然型から得ることが
でき、または形質転換された動物細胞または微生物から得られる、それらの組換え体また
は誘導体でもよい。ここで、Ｆｃ領域は、ヒトまたは動物の生体から完全な免疫グロブリ
ンを単離し、それをタンパク質分解酵素で処理することによって、天然免疫グロブリンか
ら得ることができる。パパインは天然免疫グロブリンをＦａｂおよびＦｃ領域に消化し、
ペプシン処理はｐＦ’ｃおよびＦ（ａｂ）２を生成する。これらの断片をサイズ排除クロ
マトグラフィーにかけて、ＦｃまたはｐＦ’ｃを単離することができる。
【０１１２】
　好ましくは、ヒト由来のＦｃ領域は、微生物から得られる組換え免疫グロブリンＦｃ領
域である。
【０１１３】
　さらに、免疫グロブリンＦｃ領域は、天然の糖鎖を有する、天然型と比較して糖鎖が増
加した、または天然型と比較して糖鎖が減少した形態でもよいし、脱グリコシル化された
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形態でもよい。免疫グロブリンＦｃの糖鎖の増加、減少または除去は、当技術分野で一般
的な方法、例えば化学的方法、酵素的方法および微生物を使用する遺伝子工学的方法によ
って達成することができる。ここで、Ｆｃ領域からの糖鎖の除去は、補体（ｃ１ｑ）に対
する結合親和性を鋭く低下させ、抗体依存性細胞介在性細胞傷害または補体依存性細胞傷
害を低下または喪失させることになり、それによって、ｉｎ－ｖｉｖｏで不要な免疫応答
が誘導されない。この関連で、脱グリコシル化または非グリコシル化された形態の免疫グ
ロブリンＦｃ領域は、薬物担体として、本発明の目的により適する可能性がある。
【０１１４】
　本明細書で使用する場合、用語「脱グリコシル化」は、Ｆｃ領域から糖部分を酵素的に
除去することを意味し、用語「非グリコシル化」は、原核生物、好ましくは大腸菌によっ
て、グリコシル化されていない形態でＦｃ領域が生成されることを意味する。
【０１１５】
　その一方で、免疫グロブリンＦｃ領域は、ヒトまたはウシ、ヤギ、ブタ、マウス、ウサ
ギ、ハムスター、ラットおよびモルモットを含めた他の動物に由来してもよく、好ましく
はヒトに由来してもよい。さらに、免疫グロブリンＦｃ領域は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ
、ＩｇＥおよびＩｇＭに由来するＦｃ領域でもよいし、それらの組み合わせまたはそれら
のハイブリッドによって作製されるＦｃ領域でもよい。好ましくは、免疫グロブリンＦｃ
領域は、ヒトの血中で最も豊富なタンパク質であるＩｇＧまたはＩｇＭに由来し、最も好
ましくは、リガンド結合タンパク質の半減期を増すことが知られているＩｇＧに由来する
。
【０１１６】
　その一方で、本明細書で使用する場合、用語「組み合わせ」は、同じ起源の単鎖の免疫
グロブリンＦｃ領域をコードするポリペプチドを、異なる起源の単鎖のポリペプチドと連
結して、二量体または多量体を形成することを意味する。すなわち、二量体または多量体
を、ＩｇＧ　Ｆｃ、ＩｇＡ　Ｆｃ、ＩｇＭ　Ｆｃ、ＩｇＤ　ＦｃおよびＩｇＥ　Ｆｃ断片
からなる群から選択される２つ以上の断片から形成することができる。
【０１１７】
　本明細書で使用する場合、用語「ハイブリッド」は、異なる起源の２つ以上の免疫グロ
ブリンＦｃ領域をコードする配列が、１つの単鎖の免疫グロブリンＦｃ領域中に存在する
ことを意味する。本発明では、様々なタイプのハイブリッドがあり得る。すなわち、ドメ
インハイブリッドは、ＩｇＧ　Ｆｃ、ＩｇＭ　Ｆｃ、ＩｇＡ　Ｆｃ、ＩｇＥ　Ｆｃおよび
ＩｇＤ　ＦｃのＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３およびＣＨ４からなる群から選択される１つから
４つのドメインからなっていてもよく、ヒンジ領域を含んでもよい。
【０１１８】
　その一方で、ＩｇＧはＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４サブクラスに分け
られ、本発明は、それらの組み合わせおよびハイブリッドを含む。ＩｇＧ２およびＩｇＧ
４サブクラスが好ましく、エフェクター機能、例えば補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）をめ
ったに有さないＩｇＧ４のＦｃ領域が最も好ましい。すなわち、本発明の薬物担体として
最も好ましい免疫グロブリンＦｃ領域は、ヒトＩｇＧ４由来のグリコシル化されていない
Ｆｃ領域である。ヒト由来のＦｃ領域は、人体で抗原として働き、望ましくない免疫応答
、例えば抗原に対する新しい抗体の産生を引き起こす可能性がある非ヒト由来のＦｃ領域
よりも好ましい。
【０１１９】
　ｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大させるために、ペプチドまたはタンパク質断片をインスリ
ン類似体に連結する技術も本発明の範囲に含むことができる。使用されるペプチドまたは
タンパク質断片は、特定のアミノ酸配列の繰り返し単位のエラスチン様ポリペプチド（Ｅ
ＬＰ）でもよく、Ｖｅｒｓａｒｔｉｓ，Ｉｎｃ．による人工ポリペプチドを使用するＸｔ
ｅｎ技術も本発明の範囲に含まれる。さらに、Ｚｅａｌａｎｄｄによる、マルチリジンを
使用してｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大する構造誘導性プローブ（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｉ
ｎｄｕｃｉｎｇ　ｐｒｏｂｅ）（ＳＩＰ）技術、Ｐｒｏｌｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ
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．によるＣＴＰ融合技術も含まれ、高いｉｎ－ｖｉｖｏ安定性を有することが知られてい
るトランスフェリンまたは結合組織の構成成分であるフィブロネクチンおよびそれらの誘
導体なども含むことができる。インスリン類似体に連結されているペプチドまたはタンパ
ク質は上記に限定されないが、インスリン類似体のｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大させるこ
とができる任意のペプチドまたはタンパク質を本発明の範囲に含むことができる。
【０１２０】
　さらに、ｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大するのに使用される担体は、非ペプチド材料、例
えば多糖または脂肪酸などでもよい。
【０１２１】
　天然インスリンと比較してインスリン受容体結合親和性が低減されたインスリン類似体
と、インスリン類似体のｉｎ－ｖｉｖｏ半減期を増大させることができる担体を、リンカ
ーを介して連結することができる。
【０１２２】
　リンカーは、ペプチドリンカーでも非ペプチドリンカーでもよく、例えば、ポリエチレ
ングリコール、脂肪酸、サッカリド、ポリマー、低分子量化合物、ヌクレオチドおよびそ
れらの組み合わせからなる群から選択されるものでもよい。
【０１２３】
　ポリマーは、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール－プロピレングリコール
のコポリマー、ポリオキシエチル化ポリオール、ポリビニルアルコール、多糖、デキスト
ラン、ポリビニルエーテル、生分解性ポリマー、脂質ポリマー、キチン、ヒアルロン酸、
オリゴヌクレオチドおよびそれらの組み合わせからなる群から選択される非ペプチドリン
カーでもよいが、これらに限定されない。生分解性ポリマーとしては、生分解性ポリマー
、例えばポリ乳酸（ＰＬＡ）およびポリ乳酸－グリコール酸（ＰＬＧＡ）を挙げることが
できる。
【０１２４】
　本発明の非ペプチドリンカーとしては、上記のものだけでなく、当技術分野で周知であ
るそれらの誘導体を挙げることができ、当技術分野の範囲内で容易に製造することができ
るものも本発明の範囲に含まれる。
【０１２５】
　リンカーによる連結は、限定されないが、任意の化学結合、例えば共有結合性化学結合
または非共有結合性化学結合でもよい。
【０１２６】
　より具体的には、本発明では、非ペプチドポリマーは、互いに連結されている２つ以上
の繰り返し単位（繰り返し単位は、ペプチド結合を除いた任意の共有結合によって連結さ
れている）を含む生体適合性ポリマーを意味する。そのような非ペプチドポリマーは、２
つの末端または３つの末端を有し得る。
【０１２７】
　従来のインフレームの融合方法によって得られる融合タンパク質で使用されるペプチド
リンカーは、タンパク質分解酵素によって体内で容易に切断され、それにより、担体によ
って活性薬物の血中半減期を増大させる十分な効果が予想通りには得られない可能性があ
るという欠点がある。しかし本発明では、ペプチドリンカーだけでなく非ペプチドリンカ
ーも使用してコンジュゲートを製造することができる。非ペプチドリンカーでは、担体の
血中半減期と同程度の、ペプチドの血中半減期を維持するために、タンパク質分解酵素に
抵抗性を有するポリマーを使用することができる。したがって、前述の機能を有するポリ
マー、すなわち、ｉｎ－ｖｉｖｏのタンパク質分解酵素に抵抗性を有するポリマーである
限り、任意の非ペプチドポリマーを、限定なしで使用することができる。非ペプチドポリ
マーは、１ｋＤａ～１００ｋＤａに及ぶ、および好ましくは、１ｋＤａ～２０ｋＤａに及
ぶ分子量を有する。
【０１２８】
　さらに、免疫グロブリンＦｃ領域に連結されている本発明の非ペプチドポリマーは、１
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種のポリマーでもよいし、様々な種類のポリマーの組み合わせでもよい。
【０１２９】
　本発明で使用される非ペプチドポリマーは、免疫グロブリンＦｃ領域およびタンパク質
薬物に結合することができる反応基を有する。
【０１３０】
　非ペプチドポリマーは、反応性アルデヒド基、プロピオンアルデヒド基、ブチルアルデ
ヒド基、マレイミド基およびスクシンイミド誘導体からなる群から好ましくは選択される
反応基を両端に有する。スクシンイミド誘導体は、スクシンイミジルプロピオネート、ヒ
ドロキシスクシンイミジル、スクシンイミジルカルボキシメチルまたはスクシンイミジル
カーボネートでもよい。特に、非ペプチドポリマーがその両端に反応性アルデヒド基を有
する場合、これは、生理的に活性なポリペプチドおよび非特異的反応が最小限の免疫グロ
ブリンと両端で連結するのに有効である。アルデヒド結合による還元的アルキル化によっ
て生成された最終産物は、アミド結合によって連結されているものよりもはるかに安定で
ある。アルデヒド反応基は、低ｐＨでＮ末端に選択的に結合し、ｐＨ９．０のような高ｐ
Ｈで共有結合を形成するようにリジン残基に結合する。
【０１３１】
　非ペプチドポリマーの両端の反応基は、互いに同じでも良いし、違っていてもよい。例
えば、非ペプチドポリマーは、一方の端にマレイミド基を、他方の端にアルデヒド基、プ
ロピオンアルデヒド基またはブチルアルデヒド基を有してもよい。両端に反応性ヒドロキ
シ基を有するポリエチレングリコールが非ペプチドポリマーとして使用される場合、本発
明の単鎖インスリン類似体コンジュゲートを製造するために、既知の化学反応によってヒ
ドロキシ基を様々な反応基に活性化することができ、または市販の修飾された反応基を有
するポリエチレングリコールを使用することができる。
【０１３２】
　さらに、インスリン類似体と生体適合性物質がリンカーによって互いに連結されている
場合、非ペプチドリンカーの各末端を、それぞれ、生体適合性物質およびインスリン類似
体のアミン基またはチオール基に連結することができる。
【０１３３】
　さらなる例示的実施形態では、インスリン類似体と生体適合性物質を、それらの間に挿
入されたリンカーによって連結することができ、生体適合性物質は、ＦｃＲｎ結合物質で
もよく、リンカーは、ペプチドリンカーまたはポリエチレングリコール、ポリプロピレン
グリコール、エチレングリコール－プロピレングリコールのコポリマー、ポリオキシエチ
ル化ポリオール、ポリビニルアルコール、多糖、デキストラン、ポリビニルエーテル、生
分解性ポリマー、脂質ポリマー、キチン、ヒアルロン酸およびそれらの組み合わせからな
る群から選択される非ペプチドリンカーである。
【０１３４】
　一方、生物学的利用能を増大させることができる、または持続的活性を維持することが
できる製剤としては、ＰＬＧＡ、ヒアルロン酸、キトサンなどを使用する微粒子およびナ
ノ粒子による持続性放出製剤を挙げることができる。
【０１３５】
　さらに、生物学的利用能を増大させることができる、または持続的活性を維持すること
ができる製剤の他の形態の例としては、埋込剤、吸入剤および経鼻製剤ならびにパッチ剤
を挙げることができる。
【０１３６】
　本発明のインスリン類似体コンジュゲートは、従来のインスリンのｉｎ－ｖｉｖｏ活性
、例えばエネルギー代謝および糖代謝を維持することができ、インスリン類似体の血中半
減期も増大させることができ、ペプチドのｉｎ－ｖｉｖｏでの効能の持続時間を顕著に増
大させることができるので、このコンジュゲートは糖尿病治療に有用である。
【０１３７】
　本発明の別の例示的実施形態では、（ａ）（ｉ）インスリン類似体；ならびに（ｉｉ）
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ポリエチレングリコール、脂肪酸、コレステロール、アルブミンおよびそれらの断片、ア
ルブミン結合物質、特定のアミノ酸配列の繰り返し単位のポリマー、抗体、抗体断片、Ｆ
ｃＲｎ結合物質、ｉｎ－ｖｉｖｏ結合組織またはそれらの誘導体、ヌクレオチド、フィブ
ロネクチン、トランスフェリン、サッカリドならびにポリマーからなる群から選択される
生体適合性物質をそれぞれ製造すること；ならびに
　（ｂ）インスリン類似体を生体適合性物質に連結すること
を含む、長時間作用型インスリンを製造するための方法が提供される。
【０１３８】
　インスリン類似体、生体適合性物質および長時間作用型インスリンは、上記と同様であ
る。
【０１３９】
　別の態様では、本発明は、インスリン類似体コンジュゲートを含む長時間作用型インス
リン製剤を提供する。長時間作用型インスリン製剤は、ｉｎ－ｖｉｖｏでの持続時間およ
び安定性が増大した長時間作用型インスリン製剤でもよい。長時間作用型製剤は、糖尿病
治療のための医薬組成物でもよいが、これに限定されない。
【０１４０】
　本発明のコンジュゲートを含む医薬組成物は、医薬的に許容可能な担体を含むことがで
きる。経口投与については、医薬的に許容可能な担体としては、結合剤、潤滑剤、崩壊剤
、賦形剤、可溶化剤、分散剤、安定化剤、懸濁化剤、着色剤、芳香剤などを挙げることが
できる。注射用調製物については、医薬的に許容可能な担体としては、緩衝剤、保存剤、
鎮痛剤、可溶化剤、等張剤および安定化剤が挙げられる。局所投与用調製物については、
医薬的に許容可能な担体としては、基剤、賦形剤、潤滑剤、保存剤などが挙げられる。本
発明の医薬組成物は、前述の医薬的に許容可能な担体と組み合わせて、様々な剤形に製剤
化することができる。例えば、経口投与については、医薬組成物は、錠剤、トローチ剤、
カプセル剤、エリキシル剤、懸濁剤、シロップ剤またはカシェ剤に製剤化することができ
る。注射用調製物については、医薬組成物は、単回用量のアンプルまたは多回用量の容器
中に製剤化することができる。医薬組成物はまた、液剤、懸濁剤、錠剤、丸剤、カプセル
剤および持続性放出調製物に製剤化することができる。
【０１４１】
　その一方で、製剤に適した担体、賦形剤および希釈剤の例としては、ラクトース、デキ
ストロース、ショ糖、ソルビトール、マンニトール、キシリトール、エリスリトール、マ
ルチトール、デンプン、アラビアゴム、アルギネート、ゼラチン、リン酸カルシウム、ケ
イ酸カルシウム、セルロース、メチルセルロース、微結晶セルロース、ポリビニルピロリ
ドン、水、メチルヒドロキシ安息香酸、プロピルヒドロキシ安息香酸、タルク、ステアリ
ン酸マグネシウム、ミネラルオイルなどが挙げられる。
【０１４２】
　さらに、医薬製剤は、フィラー、抗凝固剤、潤滑剤、湿潤剤、芳香剤、防腐剤などをさ
らに含むことができる。
【０１４３】
　さらに別の態様では、本発明は、インスリン類似体またはインスリン類似体コンジュゲ
ートを、それらを必要とする対象に投与することを含む、インスリン関連疾患の治療方法
を提供する。
【０１４４】
　本発明によるコンジュゲートは糖尿病治療に有用であり、したがって、本発明によるコ
ンジュゲートを含む医薬組成物を投与することによって、この疾患を治療することができ
る。
【０１４５】
　本明細書で使用する場合、用語「投与」は、ある種の適切な方法によって、所定の物質
を患者に導入することを指す。本発明のコンジュゲートは、所望の組織に達することがで
きる限り、一般的な経路のうちのいずれかを介して投与することができる。腹腔内、静脈
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るが、本発明はこれらに限定されない。しかし、経口投与の際にペプチドが消化されるの
で、経口投与用の組成物の活性成分は、胃における分解から保護するために、コーティン
グまたは製剤化されるべきである。好ましくは、本組成物は注射剤型で投与することがで
きる。さらに、活性成分を標的細胞へ輸送することができるある種の装置を使用して、医
薬組成物を投与することができる。
【０１４６】
　さらに、治療される疾患のタイプ、投与経路、患者の年齢、性別および体重ならびに疾
病の重症度を含めたいくつかの関連因子によって、ならびに活性成分としての薬物のタイ
プによって、本発明の医薬組成物を決定することができる。本発明の医薬組成物は優れた
ｉｎ－ｖｉｖｏ持続時間および力価を有するので、本発明の医薬製剤の投与頻度を大きく
減らすという利点がある。
【０１４７】
［最良の形態］
　以下に、実施例を参照して本発明をより詳細に説明する。しかし、これらの実施例は例
示のみを目的としており、本発明は、これらの実施例によって制限されることを意図する
ものではない。
【実施例１】
【０１４８】
単鎖インスリン類似体発現ベクターの製造
　Ａ鎖またはＢ鎖中に変異したアミノ酸を有するインスリン類似体を製造するために、鋳
型として天然インスリン発現ベクターを使用して、フォワードおよびリバースオリゴヌク
レオチドを合成し（表２）、次いでＰＣＲを行って、各類似体遺伝子を増幅した。
【０１４９】
　以下の表１では、Ａ鎖またはＢ鎖中で変異したアミノ酸配列および類似体名を示す。す
なわち、類似体１は、Ａ鎖の１番目のグリシンがアラニンで置換されていることを表し、
類似体４は、Ｂ鎖の８番目のグリシンがアラニンで置換されていることを表す。
【０１５０】

【表１】

【０１５１】
　インスリン類似体増幅用のプライマーを以下の表２に示す。
【０１５２】
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【表２】

【０１５３】
　インスリン類似体増幅のためのＰＣＲ反応を、９５℃３０秒、５５℃３０秒および６８
℃６分、１８サイクルの条件下でて行った。細胞内封入体として発現させるために、この
条件下で得られたインスリン類似体断片をｐＥＴ２２ｂベクターに挿入し、生成した発現
ベクターをｐＥＴ２２ｂ－インスリン類似体１～９と命名した。これらの発現ベクターは
、Ｔ７プロモーターの制御下で、インスリン類似体１～９のアミノ酸配列をコードする核
酸を含んでおり、インスリン類似体タンパク質は、宿主細胞中で封入体として発現させた
。
【０１５４】
　インスリン類似体１～９のＤＮＡ配列およびタンパク質配列を以下の表３に示す。
【０１５５】
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【表３】

【０１５６】
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【表４】

【０１５７】
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【表５】

【実施例２】
【０１５８】
組換えインスリン類似体融合ペプチドの発現
　Ｔ７プロモーターの制御下で組換えインスリン類似体の発現を行った。各組換えインス
リン類似体発現ベクターで大腸菌ＢＬ２１－ＤＥ３（大腸菌Ｂ　Ｆ－ｄｃｍ　ｏｍｐＴ　
ｈｓｄＳ（ｒＢ－ｍＢ－）ｇａｌ　λＤＥ３；Ｎｏｖａｇｅｎ）を形質転換した。形質転
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換は、推奨されるプロトコール（Ｎｏｖａｇｅｎ）に従って行った。各組換え発現ベクタ
ーで形質転換された単一コロニーを収集し、アンピシリン（５０μｇ／ｍＬ）を含む２×
ルリアブロス（ＬＢ）に播種し、３７℃で１５時間培養した。組換え株の培養ブロスと３
０％グリセリンを含む２×ＬＢ培地とを１：１（ｖ／ｖ）の比で混合した。各１ｍＬをク
ライオチューブに分注し、－１４０℃で保管し、これを組換え融合タンパク質を産生させ
るための細胞ストックとして使用した。
【０１５９】
　組換えインスリン類似体を発現させるために、各細胞ストックの１つのバイアルを解凍
し、５００ｍＬの２×ルリアブロスに播種し、振盪しながら３７℃で１４時間～１６時間
培養した。ＯＤ６００が５．０以上に達したら培養を終了した。この培養ブロスを種培養
ブロスとして使用した。この種培養ブロスを１７Ｌの発酵培地を含む５０Ｌの発酵槽（Ｍ
ＳＪ－Ｕ２、Ｂ．Ｅ．ＭＡＲＵＢＩＳＨＩ、Ｊａｐａｎ）に播種し、最初の槽発酵（ｂａ
ｔｈ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ）を開始した。３７℃の温度、２０Ｌ／分（１ｖｖｍ）
の空気流量、５００ｒｐｍの撹拌速度および３０％アンモニア溶液によるｐＨ６．７０で
、培養条件を維持した。培養ブロスの栄養素が枯渇した場合に供給溶液を加えることによ
って、フェッドバッチ方式で発酵を行った。菌株の増殖をＯＤ値によってモニターした。
ＯＤ値が１００を超えたら、５００μＭの終濃度でＩＰＴＧを導入した。導入後、培養を
さらに約２３時間～２５時間行った。培養終了時に、遠心分離によって組換え株を回収し
、使用するまで－８０℃で保管した。
【実施例３】
【０１６０】
組換えインスリン類似体の回収およびリフォールディング
　実施例２で発現させた組換えインスリン類似体を可溶性形態に変えるために、細胞を破
壊し、続いてリフォールディングした。細胞ペレット１００ｇ（湿重量）を、１Ｌの溶解
バッファー（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ９．０）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ（ｐＨ８．
０）、０．２Ｍ　ＮａＣｌおよび０．５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）に再懸濁した。マ
イクロフルイダイザープロセッサーＭ－１１０ＥＨ（ＡＣ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏ
ｒｐ．モデルＭ１４７５Ｃ）を１５，０００ｐｓｉの動作圧で使用して、細胞を破壊した
。このようにして破壊した細胞可溶化物を、７，０００ｒｐｍ、４℃で、２０分間遠心分
離した。上清を捨て、ペレットを３Ｌの洗浄バッファー（０．５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１
００および５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）、０．２Ｍ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　
ＥＤＴＡ）に再懸濁した。７，０００ｒｐｍ、４℃で、２０分間遠心分離してから、細胞
ペレットを蒸留水に再懸濁し、続いて同様に遠心分離した。このようにして得たペレット
を４００ｍＬのバッファー（１Ｍグリシン、システイン－ＨＣｌ３．７８ｇ、ｐＨ１０．
６）に再懸濁し、室温で１時間攪拌した。このようにして再懸濁した組換えインスリン類
似体を回収するために、４００ｍＬの８Ｍ尿素を加え、４０℃で１時間攪拌した。可溶化
した組換えインスリン類似体をリフォールディングするために、７，０００ｒｐｍ、４℃
で、３０分間遠心分離を行い、上清を収集した。４℃で１６時間攪拌しながら、１０００
ｍＬ／時間の流速でペリスタルティックポンプを使用して、これに７．２Ｌの蒸留水を加
えた。
【実施例４】
【０１６１】
陽イオン結合クロマトグラフィー精製
　４５％エタノールを含む２０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ２．０）バッファーで平衡
化したＳｏｕｒｃｅ　Ｓ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）カラムにリフォールディングし
たサンプルを装填し、次いで、０％～１００％の直線勾配の、０．５Ｍ塩化カリウムおよ
び４５％エタノールを含む２０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ２．０）バッファーを用い
て、インスリン類似体タンパク質を１０カラム容量で溶出した。
【実施例５】
【０１６２】
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トリプシンおよびカルボキシペプチダーゼＢ処理
　脱塩カラムを使用して、溶出したサンプルから塩を除去し、バッファーをバッファー（
１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０）と交換した。得られたサンプルタンパク質に
対して、１０００モル比に相当するトリプシンおよび２０００モル比に相当するカルボキ
シペプチダーゼＢを加え、次いで、１６℃で１６時間攪拌した。反応を終了させるために
、１Ｍクエン酸ナトリウム（ｐＨ２．０）を使用して、ｐＨを３．５に下げた。
【実施例６】
【０１６３】
陽イオン結合クロマトグラフィー精製
　このようにして反応させたサンプルを、４５％エタノールを含む２０ｍＭクエン酸ナト
リウム（ｐＨ２．０）バッファーで平衡化したＳｏｕｒｃｅ　Ｓ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃ
ａｒｅ）カラムに装填し、次いで、０％～１００％の直線勾配の、０．５Ｍ塩化カリウム
および４５％エタノールを含む２０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ２．０）バッファーを
用いて、インスリン類似体タンパク質を１０カラム容量で溶出した。
【実施例７】
【０１６４】
陰イオン結合クロマトグラフィー精製
　脱塩カラムを使用して、溶出したサンプルから塩を除去し、バッファーをバッファー（
１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５）と交換した。実施例６で得られたサンプルか
ら純粋なインスリン類似体を単離するために、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）バッフ
ァーで平衡化した陰イオン交換カラム（Ｓｏｕｒｃｅ　Ｑ：ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ
）にサンプルを装填し、０％～１００％の直線勾配の、０．５Ｍ塩化ナトリウムを含む１
０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）バッファーを用いて、インスリン類似体タンパク質を１
０カラム容量で溶出した。
【０１６５】
　このようにして精製したインスリン類似体の純度をタンパク質電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ、図１）および高圧クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）（図２）によって解析し、アミ
ノ酸の変異をペプチドマッピング（図３）および各ピークの分子量解析によって特定した
。
【０１６６】
　その結果、各インスリン類似体がそのアミノ酸配列において所望の変異を有することが
分かった。
【実施例８】
【０１６７】
インスリン類似体（７番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートの製造
　３．４Ｋ　ＡＬＤ２　ＰＥＧ（ＮＯＦ、Ｊａｐａｎ）を使用してインスリン類似体のβ
鎖のＮ末端をペグ化するために、インスリン類似体とＰＥＧを、５ｍｇ／ｍＬのインスリ
ン類似体濃度で、１：４のモル比で４℃において約２時間反応させた。この時、ｐＨ６．
０の５０ｍＭクエン酸ナトリウムおよび４５％イソプロパノール中で反応を行った。３．
０ｍＭシアノ水素化ホウ素ナトリウムを還元剤として加えて、反応させた。クエン酸ナト
リウム（ｐＨ３．０）と４５％エタノールを含むバッファーおよびＫＣｌ濃度勾配を使用
するＳＰ－ＨＰ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、ＵＳＡ）カラムを用いて、この反応溶液
を精製した。
【０１６８】
　インスリン類似体－免疫グロブリンＦｃ断片コンジュゲートを製造するために、精製し
たモノペグ化インスリン類似体と免疫グロブリンＦｃ断片を、約２０ｍｇ／ｍＬの総タン
パク質濃度で、１：１～１：２のモル比で２５℃において１３時間反応させた。この時、
反応バッファー条件はｐＨ８．２の１００ｍＭ　ＨＥＰＥＳであり、還元剤として２０ｍ
Ｍシアノ水素化ホウ素ナトリウムをこれに加えた。それによって、Ｆｃ断片のＮ末端にＰ
ＥＧが結合した。
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【０１６９】
　反応が終了してから、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）バッファーおよびＮａＣｌ濃度
勾配を用いるＱ　ＨＰ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、ＵＳＡ）カラムにこの反応溶液を
装填して、未反応の免疫グロブリンＦｃ断片およびモノペグ化インスリン類似体を分離お
よび精製した。
【０１７０】
　その後、Ｓｏｕｒｃｅ　１５ＩＳＯ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、ＵＳＡ）を第２の
カラムとして使用して、残存免疫グロブリンＦｃ断片、および２つ以上のインスリン類似
体が免疫グロブリンＦｃ断片に連結されているコンジュゲートを除去し、それによって、
インスリン類似体－免疫グロブリンＦｃ断片コンジュゲートを得た。この時、Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ７．５）を含む硫酸アンモニウムの濃度勾配を使用して溶出を行い、このよ
うにして溶出したインスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートを、タンパク質
電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、図４）および高圧クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）（図５
）によって解析した。
【０１７１】
　その結果、コンジュゲートがほぼ９９％の純度を有することが分かった。
【実施例９】
【０１７２】
天然インスリンとインスリン類似体と天然インスリン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲー
トとインスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートのインスリン受容体結合親和
性の比較
　インスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートのインスリン受容体結合親和性
を測定するために、表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ、ＢＩＡＣＯＲＥ　３０００、ＧＥ　Ｈ
ｅａｌｔｈｃａｒｅ）を解析に使用した。インスリン受容体をアミンカップリングによっ
てＣＭ５チップ上に固定化し、これに、５希釈以上の天然インスリン、インスリン類似体
、天然インスリン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートおよびインスリン類似体－免疫グ
ロブリンＦｃコンジュゲートを独立にアプライした。次いで、各物質のインスリン受容体
結合親和性を調べた。ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウェアを使用して、各物質の結
合親和性を計算した。この時、使用したモデルはベースラインドリフトをともなう１：１
ラングミュア結合（１：１　Ｌａｎｇｍｕｉｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｂａｓｅｌ
ｉｎｅ　ｄｒｉｆｔ）であった。
【０１７３】
　その結果、ヒトインスリンと比較して、インスリン類似体（６番）は１４．８％の受容
体結合親和性を示し、インスリン類似体（７番）は９．９％の受容体結合親和性を示し、
インスリン類似体（８番）は５７．１％の受容体結合親和性を示し、インスリン類似体（
９番）は７８．８％の受容体結合親和性を示し、天然インスリン－免疫グロブリンＦｃコ
ンジュゲートは、実験の実施に応じて３．７％～５．９％の受容体結合親和性を示し、イ
ンスリン類似体（６番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートは０．９％以下の受容体結
合親和性を示し、インスリン類似体（７番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートは１．
９％の受容体結合親和性を示し、インスリン類似体（８番）－免疫グロブリンＦｃコンジ
ュゲートは１．８％の受容体結合親和性を示し、インスリン類似体（９番）－免疫グロブ
リンＦｃコンジュゲートは３．３％の受容体結合親和性を示した（表４）。したがって、
本発明のインスリン類似体は天然インスリンと比較してインスリン受容体結合親和性を低
減したこと、およびインスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートもインスリン
受容体結合親和性を著しく低減したことが観察された。
【０１７４】
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【表６】

【実施例１０】
【０１７５】
天然インスリン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートとインスリン類似体－免疫グロブリ
ンＦｃコンジュゲートのｉｎ－ｖｉｔｒｏでの効能の比較
　インスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートのｉｎ－ｖｉｔｒｏでの効能を
評価するために、マウス由来の分化３Ｔ３－Ｌ１脂肪細胞を使用して、グルコースの取り
込みまたは脂質合成を試験した。３Ｔ３－Ｌ１細胞を、１０％ＮＢＣＳ（新生仔ウシ血清
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）含有ＤＭＥＭ（ダルベッコ改変イーグル培地、Ｇｉｂｃｏ、カタログ番号１２４３０）
に週２回または３回継代し、維持した。３Ｔ３－Ｌ１細胞を分化培地（１０％ＦＢＳ含有
ＤＭＥＭ）に懸濁し、次いで、４８ウェルディッシュのウェルあたり５×１０４の密度で
播種し、４８時間培養した。脂肪細胞の分化については、１μｇ／ｍＬヒトインスリン（
Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｉ９２７８）、０．５ｍＭ　ＩＢＭＸ（３－イソブチル－１－
メチルキサンチン、Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｉ５８７９）および１μＭデキサメタゾン
（Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｄ４９０２）を分化培地と混合し、以前の培地を除去した後
、２５０μＬのこの混合物を各ウェルに加えた。４８時間後、培地を、１μｇ／ｍＬのヒ
トインスリンのみが補充された分化培地と取り替えた。その後、培地を、１μｇ／ｍＬの
ヒトインスリンが補充された分化培地と４８時間毎に交換しながら、脂肪細胞分化の誘導
を７日間から９日間にわたって調べた。グルコースの取り込みを試験するために、分化細
胞を血清フリーＤＭＥＭ培地で１回洗浄し、次いで、２５０μＬを加えて、血清枯渇を４
時間にわたって誘導した。血清フリーＤＭＥＭ培地を使用して、ヒトインスリンについて
１０μＭ～０．０１μＭの、ならびに天然インスリン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲー
トおよびインスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートについて２０μＭ～０．
０２μＭの１０倍段階希釈を行った。各２５０μＬのこのようにして調製したサンプルを
細胞に加え、５％ＣＯ２インキュベーター中で、３７℃で２４時間培養した。インキュベ
ーション後の培地中のグルコースの残存量を測定するために、２００μＬの培地を採取し
、Ｄ－ＰＢＳで５倍希釈し、続いて、ＧＯＰＯＤアッセイ（ＧＯＰＯＤアッセイキット、
Ｍｅｇａｚｙｍｅ、カタログ番号Ｋ－ＧＬＵＣ）を行った。グルコース標準溶液の吸光度
に基づいて、培地中に残存するグルコースの濃度を換算し、天然インスリン－免疫グロブ
リンＦｃコンジュゲートおよびインスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートの
グルコースの取り込みに対するＥＣ５０値をそれぞれ計算した。
【０１７６】
　その結果、ヒトインスリンと比較して、天然インスリン－免疫グロブリンＦｃコンジュ
ゲートは１１．６％のグルコースの取り込みを示し、インスリン類似体（６番）－免疫グ
ロブリンＦｃコンジュゲートは０．４３％のグルコースの取り込みを示し、インスリン類
似体（７番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートは１．８４％のグルコースの取り込み
を示し、インスリン類似体（８番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートは１６．０％の
グルコースの取り込みを示し、インスリン類似体（９番）－免疫グロブリンＦｃコンジュ
ゲートは１５．１％のグルコースの取り込みを示した（表５）。
【０１７７】
　したがって、本発明のインスリン類似体（６番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲート
およびインスリン類似体（７番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートが、天然インスリ
ン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートと比較して著しく低減したｉｎ－ｖｉｔｒｏ力価
を有すること、ならびにインスリン類似体（８番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲート
およびインスリン類似体（９番）－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートが、天然インスリ
ン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートのものと類似したｉｎ－ｖｉｔｒｏ力価を有する
ことが観察された。
【０１７８】
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【表７】

【実施例１１】
【０１７９】
インスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートの薬物動態
　インスリン類似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートの薬物動態を調べるために、そ
の経時的血中濃度時間を、実験室に５日間順応させた正常なラット（６週齢、雄のＳＤラ
ット）において比較した。２１．７ｎｍｏｌ／ｋｇの天然インスリン－免疫グロブリンＦ
ｃコンジュゲートおよび６５．１ｎｍｏｌ／ｋｇのインスリン類似体－免疫グロブリンＦ
ｃコンジュゲートをそれぞれ皮下に注射した。０、１、４、８、２４、４８、７２、９６
、１２０、１４４、１６８、１９２および２１６時間目に採血した。各時点で、天然イン
スリン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートおよびインスリン類似体－免疫グロブリンＦ
ｃコンジュゲートの血中濃度を酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）によって測定し、
キットとしてインスリンＥＬＩＳＡ（ＡＬＰＣＯ、ＵＳＡ）を使用した。しかし検出抗体
としては、マウス抗ヒトＩｇＧ４　ＨＲＰコンジュゲート（Ａｌｐｈａ　Ｄｉａｇｎｏｓ
ｔｉｃ　Ｉｎｔｌ，Ｉｎｃ、ＵＳＡ）を使用した。
【０１８０】
　天然インスリン－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートおよびインスリン類似体－免疫グ
ロブリンＦｃコンジュゲートの薬物動態を調べた結果、それらの血中濃度が、それらの投
与濃度に比例して増大すること、およびインスリン受容体結合親和性が低いインスリン類
似体－免疫グロブリンＦｃコンジュゲートが、天然インスリン－Ｆｃコンジュゲートと比
較して非常に増大した半減期を示すことが、示された（図６）。
【０１８１】
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　これらの結果は、インスリン受容体結合親和性が低減するように変異させた本発明のイ
ンスリン類似体を免疫グロブリンＦｃ領域に連結してコンジュゲートを製造する場合、ｉ
ｎ－ｖｉｖｏ血中半減期が著しく増大するので、そのコンジュゲートを安定なインスリン
製剤として提供することができ、それにより糖尿病の治療剤として効果的に使用すること
ができることを示唆する。
【０１８２】
　前述ことから、本発明の技術概念または本質的な特徴を変更することなく、本発明を他
の特定の形態で具体化できることを、本発明が属する分野の当業者なら理解できるであろ
う。この関連で、本明細書に開示される例示的実施形態は例示目的のためだけであり、本
発明の範囲を限定するものとして解釈されるべきではない。それどころか、本発明は、例
示的実施形態だけでなく、添付の特許請求の範囲によって定義される本発明の趣旨および
範囲内に含むことができる様々な代替物、修正形態、均等物および他の実施形態を包含す
ることが意図される。

【図２】 【図３】
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【図５】 【図６】

【図１】 【図４】
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