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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号４３に示されるアミノ酸配列を有するペプチドであって、任意選択的に、各々
、第１のアミノ酸の正の電荷を低減するために、そのＮ末端においてカルボキシル化され
るか、または他の形で修飾されており、これとは独立に、任意選択的に、そのＣ末端にお
いてアミド化されており、任意選択的に、各々の中の１位および７位のシステイン残基が
、ともにα－アミノスベリン酸（Ａｓｕ）で置きかえられる、ペプチド。
【請求項２】
　配列番号４４のアミノ酸配列を有する、請求項１に記載のペプチド。
【請求項３】
　腸内投与用に製剤化される、請求項１または２に記載のペプチド。
【請求項４】
　非経口投与用に製剤化される、請求項１または２に記載のペプチド。
【請求項５】
　注射用に製剤化される、請求項４に記載のペプチド。
【請求項６】
　経口投与用の担体と共に製剤化される、請求項１～３のいずれか１項に記載のペプチド
。
【請求項７】
　前記担体が、５－ＣＮＡＣ、ＳＮＡＤ、またはＳＮＡＣを含む、請求項１～３および６
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のいずれか１項に記載のペプチド。
【請求項８】
　前記ペプチドが、コーティングされたクエン酸粒子を含む経口投与用の医薬組成物中に
製剤化され、前記コーティングされたクエン酸粒子が、前記ペプチドの経口バイオアベイ
ラビリティーを増大させる、請求項１～３、６および７のいずれか１項に記載のペプチド
。
【請求項９】
　医薬としての使用のための、請求項１～８のいずれか１項に記載のペプチド。
【請求項１０】
　糖尿病（Ｉ型および／またはＩＩ型）、過剰体重、食物摂取過剰、メタボリック症候群
、関節リウマチ、非アルコール性脂肪肝疾患、骨粗鬆症、または骨関節炎、血中グルコー
スレベルの調節不良、耐糖試験に対する応答の調節不良、または食物摂取の調節不良の治
療における使用のための、請求項１～８のいずれか１項に記載のペプチド。
【請求項１１】
　メトフォルミンまたは別のインスリン増感剤による処置を伴う投与のためのペプチドで
ある、請求項９または１０に記載の、医薬としての使用のためのペプチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、カルシトニンの模倣体に関し、糖尿病（Ｉ型およびＩＩ型）、過剰体重、食
物摂取過剰、およびメタボリック症候群が含まれるがこれらに限定されない多様な疾患お
よび障害の処置、血中グルコースレベルの調節、耐糖試験に対する応答の調節、食物摂取
の調節、骨粗鬆症の処置ならびに骨関節症の処置におけるそれらの医薬としての使用へと
拡張される。
【背景技術】
【０００２】
　全世界には約２億５千万人の糖尿病患者が存在し、次の２０年間で、その数は、倍増す
ると推測されている。この人口集団のうちの９０％超は、２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）を患っ
ている。現在のところ、診断されているのは、Ｔ２ＤＭに罹患しているか、または明らか
にＴ２ＤＭに先行する病期にある患者のうちの５０～６０％に過ぎないと推定されている
。
【０００３】
　Ｔ２ＤＭとは、炭水化物代謝および脂肪代謝の異常を特徴とする異種性の疾患である。
Ｔ２ＤＭの原因は、多因子的であり、これらには、筋肉、肝臓、膵臓、および脂肪組織な
どの組織におけるβ細胞機能およびインスリン感受性に影響を及ぼす遺伝子的要素および
環境的要素の両方が含まれる。結果として、インスリン分泌の障害が観察され、これには
、β細胞機能の進行性の低減および慢性のインスリン抵抗性が対応する。膵臓内分泌部が
末梢におけるインスリン抵抗性を補正できないと、高血糖症および臨床的な糖尿病の発症
がもたらされる。今日では、インスリンを介するグルコースの取込みに対する組織の抵抗
性が、Ｔ２ＤＭの主要な病態生理的決定因子として認識されている。
【０００４】
　最適なＴ２ＤＭへの介入の成功についての基準は、血中グルコースレベルの降下であり
、これは、ピークグルコースレベルの低下およびクリアランスの急速化により記載される
、血中グルコースレベルの長期的な降下および食物摂取後におけるグルコースレベルの上
昇を耐容する能力の増大の両方でありうる。これらの状況はいずれも、β細胞によるイン
スリンの産生量および機能に及ぼす歪みを低下させる。
【０００５】
　Ｉ型糖尿病は、食物摂取に応答した、インスリンを産生する能力の喪失を特徴とし、そ
の結果、血中グルコースを正常な生理学的レベルへと調節できないことを特徴とする。
【０００６】



(3) JP 6639389 B2 2020.2.5

10

20

30

40

　骨の物理的構造は、疾患および傷害を含めた多様な因子により損なわれうる。最も一般
的な骨疾患のうちの１つは、骨粗鬆症であり、これは、骨量の低下および骨組織の構造的
劣化を特徴とし、特に、股関節、脊椎、および手首の骨の脆弱性をもたらし、これらを骨
折しやすくする。骨粗鬆症は、骨吸収の速度が骨の形成速度を超えるような平衡失調が存
在する場合に発症する。有効量の、カルシトニンなどの抗吸収剤の投与は、骨の吸収を防
止することが示されている。
【０００７】
　関節疾患、例えば、骨関節症（ＯＡ）、関節リウマチ（ＲＡ）、または若年性関節リウ
マチ（ＪＲＡ）を含め、自己免疫反応から生じる炎症、例えば、ループス、強直性脊椎炎
（ＡＳ）、または多発性硬化症（ＭＳ）を含めた炎症性疾患または変性疾患は、疼痛およ
び関節の破壊に起因した実質的な運動の喪失をもたらしうる。関節内の骨を被覆し、緩衝
する軟骨は、時間と共に分解され、これにより、２本の骨の直接的な接触を有害な程度に
までもたらす恐れがあり、これは、関節の運動時において、一方の骨の動きを他方の骨と
比べて制限する場合もあり、かつ／または他方の骨による一方の骨の損傷を引き起こす場
合もある。また、軟骨直下の軟骨下骨も分解しうる。有効量の、カルシトニンなどの抗吸
収剤を投与することにより、骨の再吸収を防止しうる。
【０００８】
　ＷＯ２０１３／０６７３５７は、修飾アミノ酸配列を有する、天然カルシトニンの合成
変異体であって、特性の改善をもたらすことを意図する合成変異体を開示している。
【０００９】
　カルシトニンは、広範にわたる種において高度に保存されている。天然の全長カルシト
ニンは、３２アミノ酸の長さである。天然カルシトニンの例示的配列を、下記に示す（各
場合に、配列は、Ｃ末端がアミド化されている（図示せず））。
【００１０】
【表１】

【００１１】
　多様な天然カルシトニンのアミノ酸配列と、ＷＯ２０１３／０６７３５７によるＵＧＰ
３０２との比較は、以下の通りである。
【００１２】
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【表２】

【００１３】



(5) JP 6639389 B2 2020.2.5

10

　本明細書では、ＷＯ２０１３／０６７３５７によるペプチドであるＵＧＰ３０２は、Ｋ
ＢＰ－０４２という名称でも言及される。
【発明の概要】
【００１４】
　特性がなおさら改善されているカルシトニン類似体を開発すること、または、自然発生
のカルシトニンの特性を、特に、ＣＧＲＰ受容体アゴニズムを消失させつつ、アミリンお
よびカルシトニン受容体に対するアゴニズムの点について改善し、これにより、インビボ
における最適な有効性対安全性比を確保する、代替的な人工配列を少なくとももたらすカ
ルシトニン類似体を開発することが持続的に必要とされている。
【００１５】
　関連するペプチド配列は、
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【表３】

を含む。表中、独立に、Ｘａは、ＶまたはＭであり；Ｘｂは、ＫまたはＲであり；Ｘｃは
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、ＤまたはＥであり；Ｘｄは、ＫまたはＲであり；Ｘｅは、ＴまたはＳであり；Ｘｆは、
ＦまたはＹであり；Ｘｇは、ＫまたはＲであり；Ｘｈは、ＰまたはＹであるが、Ｐが好ま
しい。
【００１６】
　目的のもの以外のものを、以下の表に示す。
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【表４】

　表中、Ｘｃは、ＤまたはＥであり、Ｘｅは独立に、ＦまたはＹであり、各々、第１のア
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ミノ酸の正の電荷を低減するために、そのＮ末端においてカルボキシル化するかまたは他
の形で修飾することができ、これとは独立に、そのＣ末端においてアミド化することがで
き、各々の中の１位および７位のシステイン残基を、ともにα－アミノスベリン酸（Ａｓ
ｕ）で置きかえることができる。
【００１７】
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【表５】

【００１８】
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【表６】

【００１９】
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【表７】

　表中、Ｘｃは、ＤまたはＥであり、Ｘｅは独立に、ＦまたはＹである。
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【００２０】
【表８】
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【００２１】
　したがって、本発明は今般、表２ａまたは表４ａのアミノ酸配列のうちのいずれか１つ
を有するペプチドであって、各々、第１のアミノ酸の正の電荷を低減するために、そのＮ
末端においてカルボキシル化するかまたは他の形で修飾することができ、それとは独立に
、そのＣ末端においてアミド化することができ、かつ、各々の中の１位および７位のシス
テイン残基を、ともにα－アミノスベリン酸（Ａｓｕ）で置きかえることができるペプチ
ドを提供する。
【００２２】
　本発明は、表３のアミノ酸配列のうちのいずれか１つを有するペプチドを含む。
【００２３】
　本発明はまた、表２ｂまたは表４ｂのアミノ酸配列のうちのいずれか１つを有するペプ
チドであって、各々、第１のアミノ酸の正の電荷を低減するために、そのＮ末端において
カルボキシル化するかまたは他の形で修飾することができ、それとは独立に、そのＣ末端
においてアミド化することができ、各々の中の１位および７位のシステイン残基を、とも
にα－アミノスベリン酸（Ａｓｕ）で置きかえことができるペプチドも含む。
【００２４】
　どのアミノ酸が、受容体に媒介される応答の強力な活性化に必要とされるのかについて
特に検討しながら、天然カルシトニンの、多数の３２アミノ酸による類似体の活性につい
て探索したところ、本発明者らは、１１、１５、１８、２２、２４、３０、および３１と
番号付けされたアミノ酸が、アミノ酸種類の点でより厳密であり、１１に好ましい値はＫ
またはＲであり、１５にはＤまたはＥであり、１８にはＫまたはＲであり、２２にはＹま
たはＦであり、２４には、Ｒでもよいが、好ましくはＫであり、３０にはＮであり、３１
にはＡであることを見出した。
【００２５】
　ペプチドは、医薬としての投与用に製剤化することができ、腸内投与用に製剤化するこ
ともでき、非経口投与用に製剤化することもできる。好ましい処方物は、注射用処方物、
好ましくは、皮下注射用処方物であるが、ペプチドは、任意選択で、経口投与用の担体と
共に製剤化することができ、この場合、担体は、ペプチドの経口バイオアベイラビリティ
ーを増大させる。適切な担体は、５－ＣＮＡＣ、ＳＮＡＤ、またはＳＮＡＣを含む担体を
含む。
【００２６】
　任意選択で、ペプチドは、コーティングされたクエン酸粒子を含む経口投与用の医薬組
成物中に製剤化され、この場合、コーティングされたクエン酸粒子は、ペプチドの経口バ
イオアベイラビリティーを増大させる。
【００２７】
　本発明は、医薬としての使用のための本発明のペプチドを含む。ペプチドは、糖尿病（
Ｉ型および／またはＩＩ型）、過剰体重、食物摂取過剰、メタボリック症候群、関節リウ
マチ、非アルコール性脂肪肝疾患、骨粗鬆症、または骨関節炎、血中グルコースレベルの
調節不良、耐糖試験に対する応答の調節不良、または食物摂取の調節不良の処置における
使用のためのペプチドでありうる。特に、ペプチドは、有害な程度に高い空腹時血中グル
コースレベルを低下させるのに使用することもでき、有害な程度に高いＨｂＡ１ｃを低下
させるのに使用することもでき、あるいは有害な程度に高度な耐糖試験に対する応答を低
減するのに使用することもできる。
【００２８】
　一部の実施形態では、上記で論じたカルシトニン模倣体のＮ末端側を修飾して、最初の
アミノ酸の正の電荷を低減する。例えば、アセチル、プロピオニル、またはスクシニル基
で、システイン１を置換することができる。表３では、「Ａｃ」とは、アセチル基修飾を
指す。表３内の各「Ａｃ」は、プロピオニル基修飾を指す「Ｐｒ」で置きかえることもで
き、またはスクシニル基修飾を指す「Ｓｕｃｃ」で置きかえることもできる。「ＮＨ２」
とは、アミド化されたＣ末端カルボン酸基を指す。正の電荷を低減する代替的な手段には
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、Ｎ末端におけるポリエチレングリコールベースのＰＥＧ化、またはグルタミン酸または
アスパラギン酸など、別のアミノ酸の付加が含まれるが、これらに限定されない。あるい
は、リシン、グリシン、ホルミルグリシン、ロイシン、アラニン、アセチルアラニン、お
よびジアラニルが含まれるがこれらに限定されない他のアミノ酸を、上記で論じたペプチ
ドのＮ末端へと付加することもできる。当業者により察知される通り、複数のシステイン
残基を有するペプチドは、２つのこのようなシステイン残基の間でジスルフィド架橋を形
成する頻度が高い。本明細書で提示される全てのこのようなペプチドは、場合によって、
１または複数のこのようなジスルフィド架橋を、特に、Ｃｙｓ１～Ｃｙｓ７位に組み入れ
るものとして規定される。これを模倣すると、１位および７位におけるシステインは、α
－アミノスベリン酸連結で接合的に置きかえることができる。本明細書で開示される全て
のペプチドであって、ＫＢＰ－０＃＃番号を有するペプチドは、このようなジスルフィド
架橋を有する。
【００２９】
　本開示のカルシトニン模倣体は、遊離酸形態で存在しうるが、Ｃ末端のアミノ酸をアミ
ド化することが好ましい。本出願者らは、このようなアミド化が、ペプチドの有効性およ
び／またはバイオアベイラビリティーに寄与しうることを予測する。本開示のカルシトニ
ン模倣体のアミド化形を製造するのに好ましい技法は、公知の技法に従い、前駆体（所望
のアミド化生成物のＣ末端のアミノ基の代わりにグリシンを有する）を、ペプチジルグリ
シンα－アミド化モノオキシゲナーゼの存在下で反応させることであり、ここで、前駆体
は、例えば、ＵＳ４７０８９３４、ならびにＥＰ０３０８０６７号およびＥＰ０３８２４
０３号において記載されている反応により、アミド化生成物へと転換される。
【００３０】
　組換えによる作製は、前駆体と、前駆体のサケカルシトニンへの転換を触媒する酵素と
の両方に好ましい。このような組換えによる作製は、前駆体のアミド化生成物への転換に
ついてさらに記載する、Ｒａｙ　ＭＶ、Ｖａｎ　Ｄｕｙｎｅ　Ｐ、Ｂｅｒｔｅｌｓｅｎ　
ＡＨ、Ｊａｃｋｓｏｎ－Ｍａｔｔｈｅｗｓ　ＤＥ、Ｓｔｕｒｍｅｒ　ＡＭ、Ｍｅｒｋｌｅ
ｒ　ＤＪ、Ｃｏｎｓａｌｖｏ　ＡＰ、Ｙｏｕｎｇ　ＳＤ、Ｇｉｌｌｉｇａｎ　ＪＰ、Ｓｈ
ｉｅｌｄｓ　ＰＰによる、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１１巻（１９９３）、６４～７
０ページにおいて論じられている。この文献で報告されている組換えによる生成物は、天
然のサケカルシトニンと同一であり、溶液相および固相による化学的ペプチド合成を用い
て作製されるサケカルシトニンとも同一である。
【００３１】
　アミド化生成物の作製はまた、ＵＳ７４４５９１１におけるＣｏｎｓａｌｖｏら；Ｍｉ
ｌｌｅｒら、ＵＳ２００６／０２９２６７２；Ｒａｙら、２００２、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅ
ｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　Ｐｒｕｉｆｉｃａｔｉｏｎ、２６：２４９～２５９；およ
びＭｅｈｔａ、２００４年７月、Ｂｉｏｐｈａｒｍ．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、４４
～４６ページにより示される工程およびアミド化酵素を用いても達成することができる。
【００３２】
　好ましいアミド化ペプチドの作製は、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ内で、グリシン伸長前駆体
を、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼとの可溶性の融合タンパク質として作製する
ことにより進めることもでき、ＵＳ６１０３４９５において記載されている技法に従い、
前駆体を直接発現させることにより進めることもできる。このようなグリシン伸長前駆体
は、Ｃ末端を除き、所望のアミド化生成物と同一な分子構造を有する。（生成物が－－Ｘ
－－ＮＨ２で終結するのに対し、前駆体は－－Ｘ－ｇｌｙで終結し、Ｘは生成物のＣ末端
アミノ酸残基である）。上記の刊行物において記載されるα－アミド化酵素は、前駆体の
生成物への転換を触媒する。この酵素は、上記で引用したＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　
ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈａｒｍ．の論考において記載される通り、例えば、チャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ）細胞内の組換えにより作製されることが好ましい。
【００３３】
　本開示のペプチド活性薬剤の遊離酸形態も、「前駆体」上のＣ末端のグリシンを組み入
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れないことを除き同様に作製することができ、この場合は、この前駆体が、代わりに最終
ペプチド生成物であり、アミド化ステップを要しない。
【００３４】
　別段に言明される場合を除き、本開示のカルシトニン模倣体の好ましい用量は、治療的
目的および予防的目的のいずれについても同一である。所望の用量については、以下でよ
り詳細に論じるが、投与方式に応じて異なる。
【００３５】
　別段に言及される場合または文脈から明らかな場合を除き、本明細書における用量とは
、医薬賦形剤、医薬希釈剤、医薬担体、または他の成分などのさらなる成分を組み入れる
ことが望まれるが、これらにより影響されない活性化合物の重量を指す。ペプチド活性薬
剤を送達するために一般に製薬業界で用いられる任意の剤形（カプセル、錠剤、注射など
）が本明細書における使用に適し、製薬業界では、「賦形剤」、「希釈剤」、または「担
体」という用語が、このような剤形内に有効成分と併せて組み入れることが典型的である
このような非有効成分を包含する。好ましい経口剤形は、以下でより詳細に論じられてい
るが、本開示の活性薬剤を投与する専一の方式であると考えられているわけではない。
【００３６】
　本開示のカルシトニン模倣体を患者へと投与して、多数の疾患または障害を処置するこ
とができる。本明細書で用いられる「患者」という用語は、動物界に属する任意の生物を
意味する。ある実施形態では、「患者」という用語が、脊椎動物、より好ましくは、ヒト
を含めた哺乳動物を指す。
【００３７】
　したがって、本開示は、Ｉ型糖尿病、ＩＩ型糖尿病もしくはメタボリック症候群、肥満
を処置する方法、または食欲減退を処置する方法、またはインスリン抵抗性を軽減する方
法、または有害な程度に高い空腹時血清グルコースレベルを低減する方法、または有害な
程度に高いピーク血清グルコースレベルを低減する方法、または有害な程度に高いピーク
血清インスリンレベルを低減する方法、または有害な程度に大きな耐糖試験に対する応答
を軽減する方法、または骨粗鬆症を処置する方法、または骨関節症を処置する方法におけ
るペプチドの使用を含む。
【００３８】
　当技術分野では、体重、性別、年齢、および身長など、多数の因子に照らして正常な範
囲の尺度が、数多く認識されている。本明細書で示される処置レジメンまたは防止レジメ
ンを必要とする患者には、その体重が認識されている基準を超える患者、または、遺伝的
因子、環境的因子、もしくは他の認識されている危険性因子に起因して、太り過ぎもしく
は肥満となる危険性が一般的な人口集団より高い患者が含まれる。本開示に従い、カルシ
トニン模倣体を用いて、糖尿病を処置しうることが想定されており、そこでは、体重のコ
ントロールが処置の一側面である。
【００３９】
　ある実施形態では、方法が、前記状態を処置するために、それを必要とする患者へと、
医薬として有効量の、本明細書で記載されるペプチドのうちのいずれか１つの腸内投与を
包含する。
【００４０】
　ある実施形態では、方法が、前記状態を処置するために、それを必要とする患者への、
医薬として有効量の本明細書で記載されるペプチドのうちのいずれか１つの非経口投与を
包含する。非経口投与（腹腔内注射、皮下注射、静脈内注射、皮内注射、または筋内注射
を含めた）のためには、例えば、本開示のペプチドの、ゴマ油もしくはラッカセイ油中ま
たは水性プロピレングリコール中の溶液を使用することができる。必要な場合、水溶液は
、適切に緩衝処理し（８を超えるｐＨが好ましい）、液体の希釈剤をまず等張性にするも
のとする。これらの水溶液は、静脈内注射用に適する。油性溶液は、動脈内注射、筋肉内
注射、および皮下注射用に適する。滅菌条件下におけるこれらの溶液全ての調製は、当業
者に周知の標準的な製薬法により容易に達成される。非経口適用に適する調製物の例には
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、溶液、好ましくは、油性溶液または水溶液のほか、懸濁液、エマルジョン、または坐剤
を含めたインプラントが含まれる。ペプチドは、注射剤と共に一般に用いられる、滅菌の
生理食塩液、または５％生理食塩液のデキストロース溶液など、流体の担体中に分散させ
るなど、複数回投与フォーマットの滅菌形態で製剤化することもでき、単回投与フォーマ
ットの滅菌形態で製剤化することもできる。
【００４１】
　前記方法は、患者が前記状態を患っているかどうかを決定する予備的ステップ、および
／または、例えば、各症例において、経口耐糖試験もしくは安静時血糖レベルの測定を実
行して、前記処置が前記患者における状態を軽減するのにどの程度有効であるのかを決定
する後続のステップを包含しうる。
【００４２】
　患者の体重に対するコントロールを改善する目的で、減量を行うかまたは体重増加を回
避するためには、活性化合物を、毎日少なくとも２回など毎日１回以上、例えば、毎日２
～４回にわたり投与することが好ましい。活性化合物の処方物は、このような投与スケジ
ュールに適切な単位用量を含有しうる。活性化合物は、糖尿病またはメタボリック症候群
のための処置を受ける患者の体重をコントロールすることを視野に入れて投与することが
できる。
【００４３】
　経口腸溶性処方物は、口腔内に保持して、舌下経路または口腔内経路を介する血流への
移動を可能とする処方物とは対照的に、胃の下方の腸におけるその後の放出と、したがっ
て、門脈を介する肝臓への送達のために、嚥下により摂取される処方物である。
【００４４】
　本開示における使用に適する剤形には、錠剤、ミニタブレット、カプセル、顆粒、ペレ
ット、粉末、発泡性固体、およびチュアブル固体処方物が含まれる。このような処方物に
は、好ましくは、加水分解されたゼラチンまたは低分子量のゼラチンであるゼラチンを組
み入れることができる。このような処方物は、カルシトニンまたはその断片もしくはコン
ジュゲートと加水分解されたゼラチンまたは低分子量のゼラチンとを含む均質の水溶液を
凍結乾燥させ、結果として得られる固体材料を、前記経口医薬処方物へとさらに加工する
ことにより得ることができ、この場合、ゼラチンの平均分子量は１０００～１５０００ド
ルトンでありうる。このような処方物には、本明細書で開示される５－ＣＮＡＣまたは他
の化合物などの保護的担体化合物を組み入れることができる。
【００４５】
　錠剤およびカプセルなどの経口処方物が好ましいが、本開示における使用のための組成
物は、シロップ、エリキシル剤など、および坐剤などの形態も取りうる。経口送達は一般
に、簡便であり、比較的容易であり、一般に痛みがなく、他の送達方式と比べて、患者の
服薬遵守の増大を結果としてもたらすので、選り抜きの送達経路である。しかし、消化管
内で変化するｐＨ、強力な消化酵素、および活性薬剤が不透過性である消化管膜などの生
物学的障壁、化学的障壁、および物理的障壁は、カルシトニン様ペプチドの哺乳動物への
経口送達を問題のあるものとしており、例えば、哺乳動物における甲状腺の傍濾胞細胞、
および鳥類および魚類の鰓後腺により分泌される長鎖ポリペプチドホルモンであるカルシ
トニンの経口送達は元来、消化管におけるカルシトニンの安定性が不十分であることのほ
か、腸壁を介するカルシトニンの血流への輸送が容易に可能ではないことに少なくとも部
分的に起因して、困難であることが判明していた。
【００４６】
　しかし、以下では、適切な経口処方物について記載する。
【００４７】
＜患者の処置＞
　ある実施形態では、本開示のカルシトニン模倣体を、患者における模倣体の血清レベル
を、１ミリリットル当たり５ピコグラム～５００ナノグラムの間、好ましくは、１ミリリ
ットル当たり５０ピコグラム～２５０ナノグラムの間、例えば１～１００ナノグラムの間
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で維持するのに十分な用量で投与する。血清レベルは、当技術分野で公知のラジオイムノ
アッセイ法により測定することができる。主治医は、患者の応答をモニタリングすること
ができ、次いで、個別の患者における代謝および応答を引き起こすように、用量をある程
度変化させることができる。ほぼ同時的な放出は、本開示の全ての構成成分を、単一の丸
薬またはカプセルとして投与することにより最も良好に達成される。しかし、本開示はま
た、例えば、要請される量のカルシトニン模倣体を、それらが全ての成分の必要量を併せ
てもたらすように、併せて投与しうる２つ以上の錠剤またはカプセルに分けることも包含
する。本明細書で用いられる「医薬組成物」には、所与の投与において、１または複数の
錠剤またはカプセル（または他の剤形）が推奨されるのかどうかに関わらず、患者への特
定の投与に適切な完全な用量が含まれるがこれらに限定されない。
【００４８】
　本開示のカルシトニン模倣体は、製品Ｕｎｉｇｅｎｅ　Ｅｎｔｅｒｉｐｅｐ（登録商標
）において使用される方法を用いて、経口投与用に製剤化することができる。これらには
、米国特許第５，９１２，０１４号、米国特許第６，０８６，９１８号、米国特許第６，
６７３，５７４号、米国特許第７，３１６，８１９号、米国特許第８，０９３，２０７号
、および米国特許公開第２００９／０３１７４６２号において記載されている方法が含ま
れうる。特に、これらには、化合物の、ＨＩＶ－ＴＡＴタンパク質のタンパク質形質導入
ドメインなどの膜輸送体へのコンジュゲーション、１もしくは複数のプロテアーゼ阻害剤
、および／またはコーティングされうるｐＨ降下剤、および／または酸抵抗性保護媒体、
および／または界面活性剤でありうる吸収増強剤を伴う共処方物の使用が含まれうる。
【００４９】
　ある実施形態では、本開示のカルシトニン模倣体は、米国特許公開第２００９／０３１
７４６２号において公知の形で、経口送達用に製剤化することが好ましい。本開示に従う
１つの好ましい経口剤形を、以下の表５に示す。
【００５０】
【表９】

【００５１】
　ある実施形態では、本開示のカルシトニン模倣体を、適切な担体化合物との混合剤によ
る腸内投与、とりわけ、経口投与用に製剤化することができる。適切な担体化合物には、
米国特許第５，７７３，６４７号および米国特許第５８６６５３６号において記載される
担体化合物が含まれ、中でも、５－ＣＮＡＣ（一般にその二ナトリウム塩としてのＮ－（
５－クロロサリチロイル）－８－アミノカプリル酸）は、特に、有効である。他の好まし
い担体または送達剤は、ＳＮＡＤ（１０－（２－ヒドロキシベンズアミド）デカン酸のナ
トリウム塩）およびＳＮＡＣ（Ｎ－（８－［２－ヒドロキシベンゾイル］アミノ）カプリ
ル酸のナトリウム塩）である。ある実施形態では、本開示の医薬組成物が、送達有効量、
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すなわち、化合物を送達して所望の効果をもたらすのに十分な量の、５－ＣＮＡＣなどの
担体を含む。一般に、５－ＣＮＡＣなどの担体は、全組成物に対する重量で２．５％～９
９．４％、より好ましくは、全組成物に対する重量で２５％～５０％の量において存在さ
せる。
【００５２】
　加えて、ＷＯ００／０５９８６３は、式Ｉ
【化１】

［式中、
Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、およびＲ４は、独立に水素、－ＯＨ、－ＮＲ６Ｒ７、ハロゲン、Ｃ１

～Ｃ４アルキル、またはＣ１～Ｃ４アルコキシであり；
Ｒ５は、置換もしくは非置換のＣ２～Ｃ１６アルキレン、置換もしくは非置換のＣ２～Ｃ

１６アルケニレン、置換もしくは非置換のＣ１～Ｃ１２アルキル（アリーレン）、または
置換もしくは非置換のアリール（Ｃ１～Ｃ１２アルキレン）であり；Ｒ６およびＲ７は、
独立に水素、酸素、またはＣ１～Ｃ４アルキルである］
の二ナトリウム塩；ならびに、カルシトニン、例えば、サケカルシトニンなど、活性薬剤
の経口送達に特に効果的なものとしてのその水和物および溶媒和物についても開示してい
るが、これらは、本開示においても用いることができる。
【００５３】
　ＷＯ２００５／０１４０３１において記載される通り、場合により、微粉化５－ＣＮＡ
Ｃを用いる腸溶性処方物が一般に好ましい場合がある。
【００５４】
　化合物は、Ｂｏｎｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｌｉｍｉｔｅｄの製品Ｃａｐｓｉｔｏｎｉｎに
おいて使用される方法を用いて、経口投与用に製剤化することができる。これらには、処
方物Ａｘｃｅｓｓに組み込まれている方法が含まれうる。より詳しく述べると、有効成分
は、胃内の通過に耐えることが可能な腸溶性カプセルへと封入することができる。例えば
、ＷＯ０２／０２８４３６において記載される通り、腸溶性カプセルは、活性化合物を、
親水性の芳香族アルコールによる吸収増強剤と併せて含有しうる。公知の形において、腸
溶性コーティングは、例えば、ｐＨが３～７のとき、ｐＨ感受性の形で透過性となりうる
。ＷＯ２００４／０９１５８４はまた、芳香族アルコール吸収増強剤を用いる適切な製剤
化法についても記載している。
【００５５】
　化合物は、製品Ｏｒａｍｅｄにおいて見られる方法を用いて製剤化することができ、こ
れには、ＷＯ２００７／０２９２３８において見られるか、またはＵＳ５，１０２，６６
６において記載されている、オメガ－３脂肪酸を伴う処方物が含まれうる。
【００５６】
　一般に、医薬として許容される塩（とりわけ、一ナトリウム塩または二ナトリウム塩）
、溶媒和物（例えば、アルコール溶媒和物）、およびこれらの担体または送達剤の水和物
を用いることができる。
【００５７】
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　本開示に従う医薬組成物の経口投与は、例えば、毎日または毎週のベースで１回以上に
わたり定期的に達成することもでき；間欠的に、例えば、１日または１週間にわたり不定
期的に達成することもでき；または周期的に、例えば、数日間または数週間にわたり定期
的に投与した後で、投与しない期間を伴って達成することもできる。本明細書で開示され
る実施形態の医薬組成物の剤形は、任意の公知の形態であることが可能であり、例えば、
液体剤形の場合もあり、固体剤形の場合もある。液体の剤形には、エマルジョン溶液、懸
濁液、シロップ、およびエリキシル剤が含まれる。活性化合物および５－ＣＮＡＣなどの
担体に加えて、液体の処方物にはまた、当技術分野において一般に用いられる可溶化剤、
例えば、エタノール；綿実油、ヒマシ油、およびゴマ油などの油；保湿剤；乳化剤；懸濁
剤；甘味剤；香味剤；および水などの溶媒など、不活性の賦形剤も含まれうる。固体剤形
には、それらの全てが当技術分野で周知の方法により調製されうる、カプセル、軟質ゲル
カプセル、錠剤、カプレット、粉末、顆粒、または他の固体経口剤形が含まれる。医薬組
成物はさらに、ｐＨ調整剤、防腐剤、香味剤、矯味剤、芳香剤、保湿剤、等張剤、着色剤
、界面活性剤、可塑化剤、ステアリン酸マグネシウムなどの潤滑剤、流動補助剤、圧縮補
助剤、可溶化剤、賦形剤、微晶質セルロース、例えば、ＦＭＣ社により販売されているＡ
ｖｉｃｅｌ　ＰＨ１０２などの希釈剤、またはこれらの任意の組合せが含まれるがこれら
に限定されない添加剤も、通常使用される量で含みうる。他の添加剤には、リン酸緩衝塩
、クエン酸、グリコール、および他の分散剤が含まれうる。組成物にはまた、アクチノニ
ンまたはエピアクチノニンおよびこれらの誘導体；アプロチニン、トラジロール、および
ボーマンバーク阻害剤など、１または複数の酵素阻害剤も組み入れることができる。さら
に、輸送阻害剤、すなわち、ケトプロフィン（Ｋｅｔｏｐｒｏｆｉｎ）などの［ｒｈｏ］
－糖タンパク質を、本開示の組成物中に存在させることができる。本開示の固体医薬組成
物は、従来の方法により、例えば、活性化合物、５－ＣＮＡＣなどの担体、および他の任
意の成分の混合物をブレンドし、練り上げ、カプセルへと充填するか、または、カプセル
へと充填する代わりに、成形した後、さらに製錠または圧縮成形して、錠剤をもたらすこ
とにより調製することができる。加えて、公知の方法により固体分散液を形成した後、さ
らに加工して錠剤またはカプセルを形成することもできる。本開示の医薬組成物中の成分
は、固体剤形全体にわたり均質にまたは均一に混合することが好ましい。
【００５８】
　あるいは、活性化合物は、ＵＳ２００３／００６９１７０において記載されているオリ
ゴマー、例えば、
【化２】

でありうる前記担体とのコンジュゲートとして製剤化することもできる。
【００５９】
　このようなコンジュゲートは、ＵＳ２００３／００６９１７０において記載される通り
、脂肪酸および胆汁塩と組み合わせて投与することができる。
【００６０】
　例えば、Ｍａｎｓｏｏｒらにおいて記載される通り、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）とのコンジュゲートを用いることができる。
【００６１】
　あるいは、活性化合物は、ニトロソ－Ｎ－アセチル－Ｄ，Ｌ－ペニシラミン（ＳＮＡＰ
）およびカーボポール溶液と混合するか、またはタウロコール酸塩およびカーボポール溶
液と混合して、粘膜付着性エマルジョンを形成することもできる。
【００６２】
　活性化合物は、Ｐｒｅｇｏらにおいて開示されるキトサンナノカプセルへと投入するこ
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とにより（場合によって、Ｐｒｅｇｏ　Ｐｒｅｇｏ　Ｃ、Ｔｏｒｒｅｓ　Ｄ、Ｆｅｒｎａ
ｎｄｅｚ－Ｍｅｇｉａ　Ｅ、Ｎｏｖｏａ－Ｃａｒｂａｌｌａｌ　Ｒ、Ｑｕｉｎｏａ　Ｅ、
Ａｌｏｎｓｏ　ＭＪにおける通りにＰＥＧ修飾して）製剤化することもでき、Ｇａｒｃｉ
ａ－Ｆｕｅｎｔｅｓらにおいて開示される、キトサンまたはＰＥＧでコーティングされた
脂質ナノ粒子へと投入することにより製剤化することもできる。この目的のためのキトサ
ンナノ粒子は、Ｇｕｇｇｉらにおいて記載される通り、イミノチオラン修飾することがで
きる。キトサンナノ粒子は、Ｄｏｇｒｕらにおいて記載される通り、水／油／水エマルジ
ョン中に製剤化することができる。活性化合物のバイオアベイラビリティーは、Ｓｉｎｋ
ｏらまたはＳｏｎｇらにおいて記載される通り、タウロデオキシコール酸またはラウロイ
ルカルニチンを用いることにより増大させることができる。一般に、担体として適するナ
ノ粒子は、ｄｅ　ｌａ　Ｆｕｅｎｔｅらにおいて論じられており、本開示において用いる
ことができる。
【００６３】
　経口処方物に適する他の戦略には、Ｃｈｉａｓｍａ　ＬｔｄによるＷＯ２００５／０９
４７８５において記載されている一過性透過性増強剤（ＴＰＥ）系の使用が含まれる。Ｔ
ＰＥでは、疎水性溶媒における固体の親水性粒子の油性懸濁液を用いて、薬物分子を好ま
しくない消化管（ＧＩ）環境による不活化から保護し、同時に、ＧＩ壁に対して、そのカ
ーゴ薬物分子の透過を誘導するように働きかける。
【００６４】
　ＵＳ２００８／０２００５６３において記載される、粘膜上の排出ポンプの作用を阻害
するためのグルタチオンまたは多数のチオール基を含有する化合物の使用もさらに含まれ
る。このような技法の実施例はまた、Ｃａｌｉｃｅｔｉ，Ｐ．、Ｓａｌｍａｓｏ，Ｓ．、
Ｗａｌｋｅｒ，Ｇ．、およびＢｅｒｎｋｏｐ－Ｓｃｈｎｕｅｒｃｈ，Ａ．（２００４）、
「Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎｄ　インビボ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ｏ
ｒａｌ　ｉｎｓｕｌｉｎ－ＰＥＧ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｓｙｓｔｅｍ」、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｐ
ｈａｒｍ．Ｓｃｉ．、２２、３１５～３２３；Ｇｕｇｇｉ，Ｄ．、Ｋｒａｕｌａｎｄ，Ａ
．Ｈ．、およびＢｅｒｎｋｏｐ－Ｓｃｈｎｕｅｒｃｈ，Ａ．（２００３）、「Ｓｙｓｔｅ
ｍｉｃ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｖｉａ　ｔｈｅ　ｓｔｏｍａｃｈ：インビ
ボ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ｏｒａｌ　ｄｏｓａｇｅ　ｆｏｒｍ　ｆｏｒ　
ｓａｌｍｏｎ　ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ」、Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒｅｌ．９２、１２５～
１３５；およびＢｅｒｎｋｏｐ－Ｓｃｈｎｕｅｒｃｈ，Ａ．、Ｐｉｎｔｅｒ，Ｙ．、Ｇｕ
ｇｇｉ，Ｄ．、Ｋａｈｌｂａｃｈｅｒ，Ｈ．、Ｓｃｈｏｆｆｍａｎｎ，Ｇ．、Ｓｃｈｕｈ
，Ｍ．、Ｓｃｈｍｅｒｏｌｄ，Ｉ．、Ｄｅｌ　Ｃｕｒｔｏ，Ｍ．Ｄ．、Ｄ’Ａｎｔｏｎｉ
ｏ，Ｍ．、Ｅｓｐｏｓｉｔｏ，Ｐ．、およびＨｕｃｋ，Ｃｈ．（２００５）「Ｔｈｅ　ｕ
ｓｅ　ｏｆ　ｔｈｉｏｌａｔｅｄ　ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ａｓ　ｃａｒｒｉｅｒ　ｍａｔｒ
ｉｘ　ｉｎ　ｏｒａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　－　Ｐｒｏｏｆ　ｏｆ　ｃ
ｏｎｃｅｐｔ」、Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒｅｌｅａｓｅ、１０６、２６～３３においても
記載されている。
【００６５】
　活性化合物は、医薬有効成分が、エマルジョン、マイクロエマルジョン、または懸濁液
として可溶化される、ＷＯ２００４／０８４８７０において記載されているシームレスの
マイクロスフェア内に製剤化することもでき、ミニスフェアへと製剤化することもでき、
従来のコーティング法または新規のコーティング法により様々にコーティングしうる。結
果は、「あらかじめ可溶化された」形態における封入薬物であり、これは、経口投与され
ると、活性薬物の、消化管に沿った、特定の場所への、特定の速度における、所定の即時
放出または持続放出をもたらす。基本的に、薬物のあらかじめの可溶化は、同時に透過性
および薬物安定性を増強しながら、その動態プロファイルの予測可能性を増強する。
【００６６】
　ＵＳ２００９／００７４８２４において記載される通り、キトサンでコーティングされ
たナノカプセルを使用することができる。ナノカプセルは、胃液の作用に対して安定であ
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るので、この技法により投与される活性分子は、ナノカプセルの内部に保護される。加え
て、この系の粘膜付着性特性は、腸壁への付着時間を延長する（これらの系の消化管の通
過には、遅延が見られることが検証されている）ことから、活性分子のより有効な吸収を
容易にする。
【００６７】
　ＴＳＲ１　Ｉｎｃ．により開発された方法を用いてもよい。これらの方法には、親水性
可溶化法（ＨＳＴ）が含まれるが、この場合には、正負両方の電荷を保有する天然由来の
コラーゲン抽出物であるゼラチンにより、レシチンミセル中に含有される有効成分の粒子
がコーティングされ、それらの凝集またはクランピングが防止される。これは、極性相互
作用を介して、疎水性薬物粒子の保湿性の改善を結果としてもたらす。加えて、両親媒性
のレシチンにより、溶解用流体と粒子表面との間の表面張力が低減される。
【００６８】
　有効成分は、賦形剤としてのククルビツリルと共に製剤化することができる。
【００６９】
　あるいは、Ｍｅｒｒｉｏｎ　ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓによるＧＩＰＥＴ法を使
用して、ＵＳ２００７／０２３８７０７において記載される中間鎖脂肪酸もしくは中間鎖
脂肪酸の誘導体、またはＵＳ７２６８２１４において記載される膜移行ペプチドでありう
る吸収増強剤と共に有効成分を含有する腸溶性コーティング錠剤を作製することもできる
。
【００７０】
　制御放出剤形からなるＧＩＲＥＳ（商標）法を、経口投与用の薬物カプセル内に留置さ
れるガス注入式パウチの内部で使用することができるが、この場合、カプセルが溶解する
と、ガス発生系により、胃内でパウチが膨張する。臨床試験では、パウチが、胃内に１６
～２４時間にわたり滞留することが示されている。
【００７１】
　あるいは、有効成分を、胃内の酵素的分解に耐えることを可能とする保護的修飾剤へと
コンジュゲートし、その吸収を容易とすることもできる。有効成分は、単分散の短鎖メト
キシポリエチレングリコール糖脂質誘導体と共有結合的にコンジュゲートし、これを、精
製後に、乾燥医薬有効成分へと結晶化および凍結乾燥させることができる。このような方
法は、ＵＳ５４３８０４０およびｗｗｗ．ｂｉｏｃｏｎ．ｃｏｍにおいて記載されている
。
【００７２】
　有効成分を送達するためにはまた、肝指向性小胞（ＨＤＶ）も使用することができる。
ＨＤＶは、有効成分を封入するリポソーム（≦１５０ｎｍの直径）であって、それらの脂
質二重層内にはまた、肝細胞ターゲティング分子も含有するリポソームからなりうる。タ
ーゲティング分子は、封入された有効成分の肝細胞への送達を方向付け、したがって、効
果をもたらすのに要請される有効成分は、比較的少量である。このような技法は、ＵＳ２
００９／００８７４７９において記載されており、さらに、ｗｗｗ．ｄｉａｓｏｍｅ．ｃ
ｏｍにおいても記載されている。
【００７３】
　有効成分は、中間鎖部分グリセリドと会合し、場合によって、インスリンとの関連でＵ
Ｓ２００２／０１１５５９２において記載される、長鎖のＰＥＧ種と混合させた、アルコ
ールと共溶媒とを含む、実質的に非水性の親水性溶媒をさらに含有する組成物へと組み込
むことができる。
【００７４】
　あるいは、Ｓｈｅｎ　Ｚ、Ｍｉｔｒａｇｏｔｒｉ　Ｓ、Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ．、２００
２年４月、１９（４）：３９１～５、「Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｐａｔｃｈｅｓ　ｆｏｒ
　ｏｒａｌ　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ」において記載されている腸内パッチも用いる
ことができる。
【００７５】
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　有効成分は、米国特許第７１８９４１４号において記載されている、疎水性ポリマーと
ブレンドしたハイドロゲルから形成される浸食性マトリックスへと組み込むことができる
。
【００７６】
　処置される成人ヒトに適する経口用量レベルは、０．０５～５ｍｇ、好ましくは約０．
１～２．５ｍｇの範囲でありうる。
【００７７】
　患者の投与処置の頻度は、毎日１～６回、例えば、毎日２～４回でありうる。処置は、
少なくとも６週間、好ましくは少なくとも６カ月間、好ましくは少なくとも１年間の長期
にわたり維持されることが望ましく、場合によっては生涯にわたり維持されることが望ま
しい。
【００７８】
　関与性の状態のための組合せ処置は、本開示に従う組成物と、１または複数の他の治療
剤の別個の投与とを用いて実行することができる。あるいは、組合せ投与のためには、本
開示に従う組成物に、１または複数の他の治療剤を組み込むことができる。
【００７９】
　本開示に従う組合せ療法には、記載される活性化合物の、インスリン、ＧＬＰ－２、Ｇ
ＬＰ－１、ＧＩＰ、もしくはアミリンとの組合せ、または一般に、他の抗糖尿病剤との組
合せが含まれる。これにより、メトフォルミン、ブホルミン、およびフェンホルミンなど
のビグアニド、バラグリタゾン、ピオグリタゾン、リボグリタゾン、ロシグリタゾン、お
よびトログリタゾンなどのＴＺＤ（ＰＰＡＲ）、アレグリタザール、ムラグリタザール、
およびテサグリタザールなどの二重ＰＰＡＲアゴニストを含めたインスリン増感剤、また
はカルブタミド、クロルプロパミド、グリクラジド、トルブタミド、トラザミド、グリピ
ジド、グリベンクラミド、グリブリド、グリキドン、グリクロピラミド、およびグリメピ
リドなどのスルホニルウレア、ナテグリニド、レパグリニド、およびミチグリニドなどの
メグリチニド／グリニド（Ｋ＋）、エキセナチド、リラグルチド、およびアルビグルチド
などのＧＬＰ－１類似体、アログリプチン、リナグリプチン、サキサグリプチン、シタグ
リプチン、およびビルダグリプチンなどのＤＰＰ－４阻害剤を含めた分泌促進剤、（急速
作用型）インスリンリスプロ、インスリンアスパルト、インスリングルリジン、（長時間
作用型）インスリングラルギン、インスリンデテミルなどのインスリン類似体もしくは特
殊な処方物、吸入用のインスリンエクスベラおよびＮＰＨインスリン、ならびにアカルボ
ース、ミグリトール、およびボグリボースなどのアルファ－グルコシダーゼ阻害剤、プラ
ムリンチドなどのアミリン類似体、デパグリフロジン、レモグリフロジン、およびセルグ
リフロジンなどのＳＧＬＴ２阻害剤を含めた他の薬剤のほか、ベンフルオレックスおよび
トルレスタットを含めたその他の薬剤を伴う共処方物を組み入れた組合せ療法を施すこと
ができる。
【００８０】
　さらなる組合せには、レプチンを伴う共投与または共処方物が含まれる。レプチン抵抗
性は、２型糖尿病の十分に確立された構成要素であるが、これまでのところ、レプチンの
注射は、この状態を改善できていない。これに対し、アミリンに、レプチン感受性を改善
することが可能であり、これにより、サケカルシトニン模倣体など、アミリン様の能力を
伴う分子にも、レプチン感受性を改善することが可能であることを裏付ける証拠が存在す
る。アミリン／レプチンの組合せは、体重および食物摂取に対する相乗作用的効果を示し
ており、また、インスリン抵抗性も示している［Ｋｕｓａｋａｂｅ　Ｔら］。
【００８１】
　以下の実施例では、本明細書で開示される実施形態が記載されるが、これらは、本開示
を理解する一助となる目的で提示されるものであり、いかなる形であれ、その後に後続す
る特許請求の範囲において規定される本開示の範囲を限定するものとみなすべきではない
。以下の実施例は、当業者に、記載される実施形態をどのようにして実施して用いるのか
についての完全な開示および記載を与える目的で提示されるものであり、本開示の範囲を



(24) JP 6639389 B2 2020.2.5

10

20

30

40

50

限定することを意図するものでも、以下の実験が実施した全ての実験または唯一の実験で
あることを表すと意図するものでもない。用いられる数（例えば、量、温度など）に関す
る精度を確保するために努力を払ったが、ある程度の実験の誤差および偏差は免れないも
のとする。別段に示されない限り、比は重量比であり、分子量は重平均分子量であり、温
度は摂氏度であり、圧力は大気圧または大気圧近傍である。
【００８２】
　結果は、以下の付属の図面に示す。
【図面の簡単な説明】
【００８３】
【図１】表３のＫＢＰのＣＴＲに対する活性を示す生データを、ｓＣＴおよびＵＧＰ３０
２／ＫＢＰ－０４２と対比して、異なる時点において示す図である。
【図２】一定濃度の異なるリガンドによるＣＴＲの活性化を、時間の関数として示す図で
ある。
【図３】ＡＭＹ－Ｒを発現する細胞株へと添加される場合の異なるリガンドについてのＡ
ＭＹ－Ｒの用量応答活性化を示す図である。
【図４】ＣＴＲ（左パネル）およびＡＭＹ－Ｒ（右パネル）を発現する細胞における被験
化合物の競合的結合を、表内のｐＩＣ５０の数字と共に示す図である。
【図５】ＣＧＲＰ－Ｒの用量応答活性化を、異なるリガンドについて示す図である。
【図６】ＫＢＰ－０５６の単回投与の食物摂取、体重、およびＰＰＧに対する効果を示す
図である。
【図７】ＵＧＰ３０２／ＫＢＰ－０４２、ＫＢＰ－０２３、ＫＢＰ－０５６およびＫＢＰ
．０８８による３週間にわたる処置のＦＰＧおよびＨｂＡ１ｃに対する効果を示す図であ
る。
【図８】Ｉ型コラーゲンの吸収（上パネル）およびＩＩ型コラーゲンの吸収（下パネル）
に対するＫＢＰ化合物の効果を示す図である。
【図９】実施例７において得られる、肥満ラットにおける化合物ＫＢＰ－０８８の食物摂
取に対する効果と、肥満ラットにおける化合物ＫＢＰ－０８９の食物摂取に対する効果と
の比較についての結果を示す図である。
【図１０】短期にわたる食物摂取の測定値であって、実施例７において得られる本発明の
ペプチドＫＢＰ－０８９と、公知のペプチドＫＢＰ－０４２との比較における測定値を示
す図である。
【図１１】これらのペプチドについての、長期にわたる食物摂取の測定値（上パネル）お
よび体重変化の測定値（下パネル）を示す図である。
【図１２Ａ－１２Ｆ】実施例１において、カルシトニン受容体（図１２Ａ、Ｂ、およびＥ
）およびアミリン受容体（図ＤおよびＥ）に対する作用を介するｃＡＭＰの誘導について
得られるさらなる結果を示す図であり、実施例７の食物摂取の測定値において得られるさ
らなる結果を示す（図１２Ｆ）図である。
【００８４】
［実施例］
　以下の実施例では、以下の材料および方法を援用した。
【００８５】
＜細胞および細胞株＞
　カルシトニン受容体、アミリン受容体、およびＣＧＲＰ受容体を発現させる以下の細胞
株を購入し、製造元の指示書に従い培養した。
１．カルシトニン受容体（ＣＴＲ）：ＤｉｓｃｏｖｅＲｘ製のＵ２ＯＳ－ＣＡＬＣＲ（型
番：９３－０５６６Ｃ３）。
２．アミリン受容体（ＡＭＹ－Ｒ）：ＤｉｓｃｏｖｅＲｘ製のＣＨＯ－Ｋ１　ＣＡＬＣＲ
＋ＲＡＭＰ３（型番：９３－０２６８Ｃ２）。
３．ＣＧＲＰ受容体（ＣＧＲＰ－Ｒ）：ＤｉｓｃｏｖｅＲｘ製のＣＨＯ－Ｋ１　ＣＡＬＣ
ＲＬ＋ＲＡＭＰ１（型番：９３－０２６９Ｃ２）。
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【００８６】
　独立のバイオアッセイにおいて、ＣＴＲ細胞、ＡＭＹ－Ｒ細胞、およびＣＧＲＰ－Ｒ細
胞を、表示の時点について、用量を増大させる、表３で同定されたｓＣＴ、ＵＧＰ－３０
２／ＫＢＰ－０４２、またはＫＢＰ（０、０．００１、０．０１、０．１、１、１０、お
よび１００ｎＭ）で処置した。
【実施例１】
【００８７】
＜β－アレスチンアッセイ＞
　ＰａｔｈＨｕｎｔｅｒ　β－アレスチンＧＰＣＲアッセイとは、β－アレスチンと活性
化ＧＰＣＲとの相互作用を検出することにより、ＧＰＣＲを活性化させるリガンドの能力
を直接測定する全細胞機能アッセイである。アレスチンの動員は、Ｇタンパク質によるシ
グナル伝達から独立しているため、これらのアッセイは、強力で普遍的なスクリーニング
およびプロファイリングのプラットフォームであって、事実上任意のＧｉカップリング受
容体、Ｇｓカップリング受容体、またはＧｑカップリング受容体のために使用されうるプ
ラットフォームをもたらす。
【００８８】
　このシステムでは、ＧＰＣＲを、インフレームで、低分子の酵素断片であるＰｒｏＬｉ
ｎｋ（商標）と融合させ、β－アレスチンとβ－ｇａｌの大型のＮ末端欠失突然変異体と
の融合タンパク質（酵素アクセプターまたはＥＡと呼ばれる）を安定的に発現する細胞内
に共発現させた。ＧＰＣＲの活性化は、β－アレスチンのＰｒｏＬｉｎｋでタグ付けされ
たＧＰＣＲへの結合を刺激し、２つの酵素断片の相補性を促す結果として、活性β－ｇａ
ｌ酵素の形成をもたらす。この相互作用は、化学発光性のＰａｔｈＨｕｎｔｅｒ（登録商
標）Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔを使用して測定されうる酵素活性の増大をもた
らす。
【００８９】
　アッセイは、白色の３８４ウェルプレート（Ｇｒｅｉｎｅｒ　Ｂｉｏ－Ｏｎｅ；７８４
０８０）で実施した。細胞は、１０μＬの細胞型特異的培地中にウェル１つ当たりの細胞
２５００個で、実験の前日に播種した。ＧＰＣＲによって媒介されるβ－アレスチン動員
を定量化するため、Ｐａｔｈｈｕｎｔｅｒ（商標）Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（９３－
０００１；ＤｉｓｃｏｖｅｒＸ）を使用し、製造元の指示書に従い、アッセイを実施した
。
【００９０】
　結果は、図１、２、および３に見られる。図１に見られる通り、これらのペプチドは活
性が極めて類似するが、ＫＢＰ－０５６は、時間の経過に伴いＣＴＲを活性化させ、ＣＴ
Ｒの活性化を維持する優れた能力を示す。これは、個別のリガンドを、所与の１つの濃度
について時間の関数としてプロットした図２に、なおよりよく例示されている。ここで、
ＫＢＰ－０５６は、カルシトニン受容体活性化の点で、他のペプチドより優れていること
が明らかである。
【００９１】
　このクラスの分子の別の重要な特徴は、アミリン受容体であるＡＭＹ－Ｒを活性化する
能力であり、図３に見られる通り、ＫＢＰは、この受容体を活性化することが完全に可能
であり、ＫＢＰ－０８８は、古典的なＡＭＹ－ＲアゴニストであるｓＣＴより強力である
。
【００９２】
　図のサブセットでは、β－アレスチンアッセイを使用して、受容体活性化の延長を評価
した。これは、カルシトニン受容体（ＣＴＲ）：Ｕ２ＯＳ－ＣＡＬＣＲ（Ｄｉｓｃｏｖｅ
Ｒｘ製、型番：９３－０５６６Ｃ３）細胞株を使用して行い、古典的な３時間にわたる産
生とは対照的に、β－アレスチンの蓄積を、２４、４８、および７２時間にわたり行い、
次いで、解析した。
【００９３】
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　本発明における使用のためのペプチドを、インビトロにおいてＣＴＲおよびＡＭＹ－Ｒ
を活性化させるそれらの能力の点で、以下の通りに降順にランク付けした。
【００９４】
【表１０】

【実施例２】
【００９５】
＜競合リガンドの結合＞
　本実施例では、本発明者らは、被験化合物がカルシトニン受容体およびアミリン受容体
に結合する相対的能力を裏付ける。β－アレスチン誘導実験に対応して、本発明者らは、
ＣＴＲおよびＡＭＹ－Ｒを発現する細胞を使用して、競合リガンド結合実験を実施した。
細胞上のリガンドの結合についての研究では、ＣＴＲ細胞またはＡＭＹ－Ｒ細胞１５．０
００個を、９６ウェルプレート内に播種し、細胞を、０．１ｎＭの１２５Ｉコンジュゲー
トｓＣＴにより、用量を増大した非標識ＫＢＰの存在または非存在下で、３７℃で６０分
間にわたり処置した。インキュベーションの後で、上清を除去し、細胞を２００μｌのＰ
ＢＳ中で２回にわたり洗浄した。細胞は、ＲＩＰＡ‡緩衝液（３０ｍＭのＮａＣｌ、５０
ｍＭのトリス－ＨＣｌ、５ｍＭのＥＤＴＡ、１％のデオキシコール酸、１０％のＳＤＳ、
プロテアーゼ阻害剤タブレットミニ（１錠：１０ｍｌ））を使用して溶解させ、溶解物も
、γカウンター上の測定のために回収した。
【００９６】
　結果は、図４に見られる。まず、本発明者らは、全てのリガンドが、いずれの受容体に
も強力に結合することを見出したが、アフィニティーの点で、ＫＢＰ－０８８は、特に、
ＡＭＹ－Ｒ上では、他のリガンドより良好であった。
【実施例３】
【００９７】
＜ＣＧＲＰ受容体上で調べたβ－アレスチンの動員＞
　アミリン受容体を活性化させる能力を有するペプチドは、ＣＧＲＰ－Ｒを活性化させる
ことが示されたが、この効果は、化合物の全体的効果に対して有害でありうるので、本発
明者らは、ＫＢＰが、ＣＧＲＰ受容体を活性化させるのかどうかについて評価した。図５
に見られる通り、サケカルシトニンと異なり、ＫＢＰ化合物のうちのいずれも、ＣＧＲＰ
－Ｒを活性化させなかった。
【実施例４】
【００９８】
＜体重についてのインビボ活性試験＞
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　このクラスのペプチドのインビボ活性を確認するため、ＫＢＰ－０５６が食物摂取、体
重、および食後グルコースを、ＵＧＰ３０２／ＫＢＰ－０４２と比較して低減する能力に
ついての急性試験を実行した。雄のＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットに高脂肪食餌を
８週間にわたり施して、肥満を誘導し、次いで、体重１ｋｇ当たり５μｇのＫＢＰ－０５
６、ＵＧＰ３０２／ＫＢＰ－０４２、または媒体（生理食塩液）（群１つ当たり５匹ずつ
のラット）の単回皮下投与へと曝露し、食物摂取、体重、および血中グルコースに対する
効果を評価した。血液は、投与の１８時間後に、尾静脈から回収した。全血中グルコース
レベルは、ＡＣＣＵ－ＣＨＥＫ（登録商標）Ａｖｉａ血中グルコースメーター（Ｒｏｃｈ
ｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ｒｏｔｋｒｅｕｚ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）により決定
した。
【００９９】
　図６に見られる通り、ＫＢＰ－０５６は、食物摂取を１８時間にわたり強力に低減した
が、これはまた、有意な体重の減少にも顕示された。興味深いことに、体重の減少は、Ｕ
ＧＰ３０２／ＫＢＰ－０４２により引き起こされる体重の減少を超えると考えられる。最
後に、食後グルコースレベルの顕著な低減が観察されたが、これにより、この新規のクラ
スのペプチドが、実質的なインビボ活性を示すことが確認される。
【実施例５】
【０１００】
＜空腹時血漿グルコースおよびＨｂＡ１ｃについてのインビボ活性試験＞
　ペプチドの効果を、血中グルコースレベルの調節との関係で評価するため、２型糖尿病
についてのゴールドスタンダードモデルである雄ＺＤＦラットを、３週間にわたり３つの
最も有望なＫＢＰ（０２３、０５６、および０８８）および実対照薬（ＵＧＰ３０２／Ｋ
ＢＰ－０４２）で処置した。雄のＺＤＦ（ｆａ／ｆａ）ラットは、７週齢の時点で、Ｃｈ
ａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｋｉｓｓｌｅｇｇ、Ｄｅｕｔｓｃ
ｈｌａｎｄ）から得た。全ての動物は、Ｎｏｒｄｉｃ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅの動物飼育
施設において、一定温度（２１～２３℃）および相対湿度（５５～６５％）、Ｐｕｒｉｎ
ａ　５００８ラット飼料（Ｂｒｏｇａａｒｄｅｎ、Ｌｙｎｇｅ、Ｄｅｎｍａｒｋ）および
水道水への自由アクセスを伴う１２時間の明／暗周期で飼育した。動物を、８週齢の時点
で、空腹時血中グルコースおよび空腹時体重に基づいて、各群ラット８匹ずつの５つの群
へと無作為化し、毎日１回の皮下投与を行った（媒体（生理食塩液）、１日当たり体重１
ｋｇ当たり５μｇのＵＧＰ３０２／ＫＢＰ－０４２、１日当たり体重１ｋｇ当たり５μｇ
のＫＢＰ－０２３、１日当たり体重１ｋｇ当たり５μｇのＫＢＰ－０５６、および１日当
たり体重１ｋｇ当たり５μｇのＫＢＰ－０８８）。動物を、のべ３週間にわたり処置して
、ペプチドの空腹時血中グルコースに対する効果を評価した。血中グルコースは、Ａｃｃ
ｕ－Ｃｈｅｃｋ（登録商標）Ａｖｉａモニタリングシステム（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏ
ｓｔｉｃｓ、Ｒｏｔｋｒｅｕｚ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）を使用してモニタリングし、
ＨｂＡ１ｃレベルは、ＤＣＡ　Ｖａｎｔａｇｅ（商標）Ａｎａｌｙｚｅｒ（Ｓｉｅｍｅｎ
ｓ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ｄｅｅｒｆｉｅｌｄ、ＩＬ）によ
りモニタリングした。
【０１０１】
　空腹時血中グルコースおよびＨｂＡ１ｃは、３週間後に評価したが、図７に見られる通
り、ＫＢＰ－０５６およびＫＢＰ－０８８のいずれも、ＦＰＧおよびＨｂＡ１ｃの低減に
関して活性が高く、興味深いことに、ＫＢＰ－０５６およびＫＢＰ－０８８は、ＵＧＰ３
０２／ＫＢＰ－０４２より優れていると考えられたことから、また、インビトロデータで
も見られるように、アミノ酸置換により有効性が改善されることが指し示される。
【実施例６】
【０１０２】
＜ＫＢＰ－０５６の骨吸収および軟骨分解に対する効果＞
　ＫＢＰおよび異なるカルシトニンと、サケカルシトニンについて周知の骨および軟骨に
対する保護効果との関係という観点から、ＫＢＰ－０５６の骨吸収（ＣＴＸ－Ｉにより測
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定される）および軟骨分解（ＣＴＸ－ＩＩにより評価される）に対する効果を、ＨＦＤを
給餌された雄ラットにおいて解析した。図８に見られる通り、ＫＢＰ－０５６は、ＣＴＸ
－ＩおよびＣＴＸ－ＩＩの両方を、用量依存的および時間依存的に低減し、投与の３時間
後に、１日当たり体重１ｋｇ当たり１μｇを超える用量で、最大の阻害に到達した。これ
により、ＫＢＰは、アミノ酸変化によらず、骨および軟骨に対するそれらの有益な効果を
維持することが確認された。さらに、本発明者らは、他の試験におけるそれらの優越性に
基づき、これらの効果も優れていると予測する。
【実施例７】
【０１０３】
＜ＫＢＰ－０８８の肥満ラットにおける食物摂取に対する効果と、ＫＢＰ　０８９の肥満
ラットにおける食物摂取に対する効果との比較＞
　ラットに１４週間にわたり高脂肪食餌を与えてから、肥満を誘導する実験を行った。次
いで、ラットを、７つの群（媒体（０．９％のＮａＣｌ）、ＫＢＰ－０８９（用量：体重
１ｋｇ当たり１．２５、２．５、５μｇ）およびＫＢＰ－０８８（用量：体重１ｋｇ当た
り１．２５、２．５、５μｇ）へと無作為化した。ラットを一晩にわたり絶食させ、次い
で、午前中に、皮下投与により、ペプチドまたは媒体の単回投与で処置した。食物摂取は
、以下の間隔（０～４時間、４～２４時間、および２４～４８時間）でモニタリングした
。図９に見られる通り、ＫＢＰ－０８８およびＫＢＰ－０８９のいずれも、４時間の間隔
内に食物摂取の低減をもたらし、効果は、２４時間後まで維持された。２４～４８時間の
間の間隔では、ＫＢＰ－０８９だけが、食物摂取の低減をもたらしたことから、この分子
は、ＫＢＰ－０８８よりも優れていることが指し示される。
【０１０４】
　図１２Ｆでは、本発明に従う、より広範なペプチドについても、類似の試験結果が示さ
れる。
【０１０５】
　異なる時間間隔にわたり、異なるペプチドを伴う、さらなる同様の研究を企図し、その
結果は、図１０および図１１に見られる。ＫＢＰ０８９が食物摂取を７２時間にわたり抑
制する能力を、対照としてのＫＢＰ０４２の能力と比較し、その結果は、図１０に見られ
る。
【０１０６】
　ＫＢＰ－０８９の効力を、ＫＢＰ－０４２に照らしてさらに探索するために、肥満ラッ
トに、１日当たり体重１ｋｇ当たり２．５μｇの投与量でＫＢＰ－０８９またはＫＢＰ－
０４２を皮下注射により投与した。次いで、２つの対照群である、媒体およびカロリー制
限群にも、食物摂取と独立の効果が観察されるのかどうかについて明らかにするために、
ＫＢＰ－０８９群の食物摂取と合致させた食物摂取を施した。
【０１０７】
　図１１では、８週間にわたる処置期間中の食物摂取および体重に対するペプチドの効果
を、それぞれ、上のパネルおよび下のパネルに示す。図に示すように、予測通り、いずれ
のペプチドも、当初は食物摂取を劇的に低減し、その後、その効果は低減され、食物摂取
は徐々に正常化される。体重に対する効果を図１１の下パネルに示すが、ここでは、いず
れのペプチドも、実質的な体重の減少をもたらすことが明らかに示されるが、ＫＢＰ－０
８９により導入される体重の減少は、ＫＢＰ－０４２により導入される体重の減少より大
きいことから、優越性が示される。加えて、カロリーを制限された（ペアフィーディング
された）対照群、すなわち研究期間にわたりＫＢＰ－０８９群と全く同じ量の食餌を施さ
れた対照群と、ＫＢＰ－０８９群とを比較すると、体重の低減は、食物摂取の制限だけで
なく、他の効果によってももたらされることが明らかである。
【０１０８】
　本明細書では、別段に明示的に指し示されない限りにおいて、「または」という語は、
条件のうちの１つだけが満たされることを要請する作用子である「除外的なまたは」とは
対照的に、言明された条件の一方または両方が満たされる場合に、真値を返す作用子の意
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味で使用される。「～を含むこと（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という語は、「～からなる
こと」を意味するのではなく、「～を含むこと（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」の意味で使用す
る。上記で承認された全ての先行する教示は、参照により本明細書に組み込まれる。本明
細書における、任意の先行する公表文献の承認は、それらの教示が、本明細書の日付現在
において、オーストラリアまたは他の地域において、共通の一般的な知見であったことの
容認または表示であると理解されるべきではない。
 

【図１ａ】 【図１ｂ】
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【図２】 【図３】

【図４】 【図５】
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【図６】 【図７】

【図８】 【図９】

【図１０】
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【図１１】 【図１２Ａ．１２Ｂ】

【図１２Ｃ．１２Ｄ】 【図１２Ｅ．１２Ｆ】
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