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(57)【要約】
本発明は、野生型アペリン－１３ポリペプチドと比較して、安定性、循環半減期及び／ま
たは効力が向上した修飾アペリンポリペプチドを提供する。修飾アペリンポリペプチドを
含む組成物及び当該ポリペプチドを心不全などの心臓機能障害を治療するために使用する
方法についても開示される。ある特定の実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは
、安定性、半減期及び／または効力の向上などの有利な薬学的特徴を有する。いくつかの
実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、少なくとも１つのＤ－アミノ酸、β－
アミノ酸、Ｎ－メチルアミノ酸、α－メチルアミノ酸、非標準アミノ酸または非標準アミ
ノ酸のＤ－若しくはβ－型を含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アミノ酸配列：
Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０ＧＸ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４（配列番号７
１７）を含み、配列中、
Ｘ１は、Ｒ、Ｅ、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ２は、［ｒ］、Ｒ、Ｅ、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ３は、Ｑ、［ｑ］または［ＢＬｅｕ］であり、
Ｘ４は、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、Ｒ、Ｅまたは［ｒ］であり、
Ｘ５は、Ｐまたは［ａＭｅＰｒｏ］であり、
Ｘ６は、Ｒ、Ｅ、［ｒ］、［ｈＡｒｇ］または［ＮＭｅＡｒｇ］であり、
Ｘ７は、Ｌ、［ａＭｅＬｅｕ］、［ＢＬｅｕ］、［ＮＭｅＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であ
り、
Ｘ８は、Ｓ、［ＢｈＳｅｒ］または［ＮｈＳｅｒＧ］であり、
Ｘ９は、ＨまたはＹであり、
Ｘ１０は、Ｋまたは［ＮＬｙｓＧ］であり、
Ｘ１１は、Ｐ、［Ｏｉｃ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ１２は、［Ｎｌｅ］、［ｒＮｌｅ］または［ｐＩ－Ｐｈｅ］であり、
Ｘ１３は、Ｐ、［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ａｉｂ］であり、
Ｘ１４は、Ｆ、［Ｄ－ＢｈＰｈｅ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］または［Ｄ－
Ｂｉｐ］である、単離ポリペプチド。
【請求項２】
　前記ポリペプチドのアミノ末端がアセチル化されている、請求項１に記載の単離ポリペ
プチド。
【請求項３】
　所望により結合リンカーを介して、Ｃ１～Ｃ２５飽和または不飽和脂肪族アシル基に結
合した、請求項１に記載の単離ポリペプチド。
【請求項４】
　前記脂肪族アシル基が、トリデカノイル、ブタノイル、ヘキサノイル、ヘキサデカノイ
ル、ブタンジオイル、オクタンジオイルまたはデカンジオイルである、請求項３に記載の
単離ポリペプチド。
【請求項５】
　前記脂肪族アシル基が、オクタノイル、デカノイル、ドデカノイル、トリデカノイル、
テトラデカノイル、ペンタデカノイル、ヘキサデカノイル、ヘプタデカノイル、オクタデ
カノイルまたはオクタデカンジオイルである、請求項３に記載の単離ポリペプチド。
【請求項６】
　前記結合リンカーが、Ａｅｅａ、Ａｅｅａ－Ａｅｅａ、γＧｌｕ－Ａｅｅａ、γＧｌｕ
－Ａｅｅａ－ＡｅｅａまたはγＧｌｕを含む、請求項３に記載の単離ポリペプチド。
【請求項７】
　所望により結合リンカーを介して、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）ポリマーに結合
した、請求項１に記載の単離ポリペプチド。
【請求項８】
　前記ＰＥＧポリマーが、５ｋＤａ、１０ｋＤａまたは２０ｋＤａのＰＥＧポリマーであ
る、請求項７に記載の単離ポリペプチド。
【請求項９】
　前記結合リンカーが３－メルカプトプロパン酸を含む、請求項７に記載の単離ポリペプ
チド。
【請求項１０】
　所望により結合リンカーを介して、免疫グロブリンまたは免疫グロブリンＦｃドメイン
に結合した、請求項１に記載の単離ポリペプチド。
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【請求項１１】
　前記結合リンカーがペプチジルリンカーである、請求項１０に記載の単離ポリペプチド
。
【請求項１２】
　前記結合リンカーが非ペプチジルリンカーである、請求項１０に記載の単離ポリペプチ
ド。
【請求項１３】
　前記非ペプチジルリンカーがＰＥＧポリマーを含む、請求項１２に記載の単離ポリペプ
チド。
【請求項１４】
　Ｘ７が［ＮＭｅＬｅｕ］であり、Ｘ１２が［ｐＩ－Ｐｈｅ］であり、Ｘ１４が［Ｄ－Ｂ
ｉｐ］である、請求項１に記載の単離ポリペプチド。
【請求項１５】
　Ｘ１が［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ２が［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ３がＱであり、Ｘ４が［ｈ
Ａｒｇ］であり、Ｘ５がＰである、請求項１に記載の単離ポリペプチド。
【請求項１６】
　Ｘ６及びＸ７が［ＮＭｅＡｒｇ］と［ａＭｅＬｅｕ］、［ｈＡｒｇ］と［ＢＬｅｕ］ま
たは［ｈＡｒｇ］と［ａＭｅＬｅｕ］である、請求項１に記載の単離ポリペプチド。
【請求項１７】
　Ｘ１３が［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ａｉｂ］であり、Ｘ１４が［Ｄ－
ＢｈＰｈｅ］または［４－Ｃｌ－Ｆ］である、請求項１に記載の単離ポリペプチド。
【請求項１８】
　配列番号８～１１、１６、１７、３１、３２、４５、５３、６０、６８、６９～７１、
９２、１１２、１１４、１１９、１２０、２２１、２２８、２３７、２６３、２８６、２
８７、３６２、３７３、３７６、３７９、３８２、３８８、４１２、４１６、４６０、４
６８、４８２、４８３、４８５、４９１、４９８、４９９、５００、５０２、５０５、５
１４、５１９、５２６、５３１、５３４、５４４、５５２、５５４、５６０及び５７１か
ら選択されるアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の単離ポリペプチド。
【請求項１９】
　次式：
Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４

（式中、Ｘ１は、脂肪族アシル基であり、
Ｘ２は、γＧｌｕであるか、または不在であり、
Ｘ３は、スペーサー部分基であるか、または不在であり、
Ｘ４は、アペリンポリペプチドであり、前記アペリンポリペプチドは、少なくとも１つの
Ｄ－アミノ酸、β－アミノ酸、Ｎ－メチルアミノ酸、α－メチルアミノ酸、非標準アミノ
酸または非標準アミノ酸のＤ－若しくはβ－型を含む。）
に従う構造を含む、単離ポリペプチド。
【請求項２０】
　Ｘ２がγＧｌｕである、請求項１９に記載の単離ポリペプチド。
【請求項２１】
　前記脂肪族アシル基がＣ１～Ｃ２５脂肪族アシル基である、請求項１９に記載の単離ポ
リペプチド。
【請求項２２】
　前記脂肪族アシル基が、ブタノイル、ヘキサノイル、オクタノイル、デカノイル、ドデ
カノイル、トリデカノイル、テトラデカノイル、ペンタデカノイル、ヘキサデカノイル、
ヘプタデカノイル、オクタデカノイル、オクタデカンジオイル、オクタンジオイル、デカ
ンジオイル、ドデカンジオイル、ヘキサンジオイル、ブタンジオイル、テトラデカンジオ
イルまたはヘキサデカンジオイルである、請求項２１に記載の単離ポリペプチド。
【請求項２３】
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　Ｘ３が、Ａｅｅａ、Ａｅｅａ－Ａｅｅａ、γＧｌｕ－Ａｅｅａ、γＧｌｕ－Ａｅｅａ－
ＡｅｅａまたはγＧｌｕから選択されるスペーサー部分基である、請求項１９に記載の単
離ポリペプチド。
【請求項２４】
　Ｘ１がオクタデカンジオイル、ヘプタデカノイル、トリデカノイル、ブタノイル、ヘキ
サノイル、ヘキサデカノイル、ブタンジオイル、オクタンジオイルまたはデカンジオイル
であり、Ｘ２がγ－Ｇｌｕであるか、または不在であり、Ｘ３がＡｅｅａ、Ａｅｅａ－Ａ
ｅｅａであるか、または不在である、請求項１９に記載の単離ポリペプチド。
【請求項２５】
　前記アペリンポリペプチドが少なくとも１２アミノ酸長である、請求項１９に記載の単
離ポリペプチド。
【請求項２６】
　前記アペリンポリペプチドが少なくとも１つの非標準アミノ酸置換を有する、請求項１
９に記載の単離ポリペプチド。
【請求項２７】
　前記アペリンポリペプチドが２、３、４、５、６、７、８または９個の非標準アミノ酸
を有する、請求項２６に記載の単離ポリペプチド。
【請求項２８】
前記Ｄ－アミノ酸、前記β－アミノ酸、前記Ｎ－メチルアミノ酸、前記α－アミノ酸、前
記非標準アミノ酸または前記非標準アミノ酸の前記Ｄ－若しくはβ－型が、完全長アペリ
ン（配列番号２）、アペリン６５～７７（配列番号３）、アペリン６５～７７（アペリン
－１３）（配列番号４）、アペリン（配列番号５）または完全長アペリンの断片中の標準
アミノ酸に代わって用いられる、請求項１９に記載の単離ポリペプチド。
【請求項２９】
　配列番号７～７１４の任意の配列群から選択されるアミノ酸配列を有する単離ポリペプ
チド。
【請求項３０】
　アミノ酸配列：
Ｚ１Ｚ２Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４Ｘ１５

Ｘ１６Ｘ１７（配列番号７６９）を含み、
配列中、
Ｚ１は、アシル基であり、
Ｚ２は、結合リンカーを含むか、または不在であり、
Ｘ１は、Ｏ、Ｋ、［Ｄ－Ｏｒｎ］、［ｋ］、［ＢＬｙｓ］、［Ｄ－ＢＬｙｓ］、［ＢｈＬ
ｙｓ］若しくは［Ｄ－ＢｈＬｙｓ］であるか、または不在であり、
Ｘ２は、Ｆ、［ＢｈＰｈｅ］、［ＢＰｈｅ］であるか、または不在であり、
Ｘ３は、Ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡ
ｒｇ］、［ｒＡｒｇ］、［ＢｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ４は、Ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡ
ｒｇ］、［ｒＡｒｇ］、［ＢｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ５は、Ｑ、Ｌ、Ｎ、［ｑ］、［ｌ］、［ＰＥ］、［ＢｈＧｌｎ］、［ＢｈＡｓｎ］、［
ａＭｅＬｅｕ］、［ａＭｅＧｌｎ］、［ＢＬｅｕ］または［ＢｈＬｅｕ］であり、
Ｘ６は、Ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡ
ｒｇ］、［ｒＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、
Ｘ７は、Ｐ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］、［Ｏｉｃ］
、［ｒＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ８は、Ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡ
ｒｇ］、［ｒＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、
Ｘ９は、Ｌ、［Ｃｈａ］、［ＮＭｅＣｈａ］、［ｒＣｈａ］、［ｒＬｅｕ］、［ＮＭｅＬ
ｅｕ］、［ａＭｅＬｅｕ］、［ＢＬｅｕ］または［ＢｈＬｅｕ］であり、
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Ｘ１０は、Ｓ、［ａＭｅＳｅｒ］、［ＢｈＳｅｒ］、［ｒＳｅｒ］、［Ｓａｒ］または［
ｂＡｌａ］であり、
Ｘ１１は、Ｈ、Ａ、Ｖ、Ｌ、Ｙ、［Ｄｅｇ］、［Ｔｌｅ］、［ＮＭｅＶａｌ］または［ｂ
Ａｌａ］であり、
Ｘ１２は、Ｋ、［ＮＭｅＬｙｓ］、［ＢｈＬｙｓ］、［ＢＬｙｓ］または［ｂＡｌａ］で
あり、
Ｘ１３は、Ｇ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］または［ｂＡｌａ］であり、
Ｘ１４は、Ｐ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］、［Ｏｉｃ
］、［Ｉｄｃ］、［ｒＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ１５は、Ｍ、Ｌ、Ｖ、Ｉ、［Ｍｅｔ（Ｏ）］、［Ｎｌｅ］、［Ｎｖａ］または［ｐＩ－
Ｐｈｅ］であり、
Ｘ１６は、Ｐ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］、［Ｏｉｃ
］、［Ｉｄｃ］、［ｒＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ１７は、Ｆ、［Ｔｉｃ］、［Ｄ－Ｔｉｃ］、［Ｔｉｑ］、［Ｄ－Ｔｉｑ］、［４－Ｃｌ
－Ｆ］、［ｐＩ－Ｐｈｅ］、［Ｄ－４ＦＦ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ｄ－４ＩＦ］、［Ｉ
ｄｃ］、［Ａｉｃ］、［Ｏｉｃ］、［Ｄ－Ｉｇｌ］、［ｆ］、［Ｄ－１Ｎａｌ］、［Ｄ－
２Ｎａｌ］、［１－Ｎａｌ］、［２－Ｎａｌ］若しくは［Ｄ－Ｂｉｐ］であるか、または
不在である、単離ポリペプチド。
【請求項３１】
　Ｚ１が、Ｃ１～Ｃ２５飽和または不飽和脂肪族アシル基である、請求項３０に記載の単
離ポリペプチド。
【請求項３２】
　Ｚ１が、アセチル、オクタノイル（Ｏｃｔ）、デカノイル（Ｄｅｃ）、ドデカノイル（
ＤＤＡ）、トリデカノイル（ＴＤＡ）、テトラデカノイル（ミリストイル）、ペンタデカ
ノイル（ＰＤＡ）、ヘキサデカノイル（パルミトイル）、ヘプタデカノイル（ＨＤＡ）、
オクタデカノイル（ステアロイル）、オクタデカンジオイル（ＯＤＤＡ）または前記ポリ
ペプチドの半減期を延長するために組み込まれる任意の脂肪族アシル基若しくは親油基で
ある、請求項３０に記載の単離ポリペプチド。
【請求項３３】
　Ｚ１が、５ｋＤａ、１０ｋＤａ、２０ｋＤａのＰＥＧポリマー、または前記ポリペプチ
ドの半減期を延長するために組み込まれる任意の他のＰＥＧポリマーである、請求項３０
に記載の単離ポリペプチド。
【請求項３４】
　Ｚ２がＡｅｅａ、γ－グルタミン酸またはこれらの組み合わせを含む結合リンカーであ
る、請求項３０に記載の単離ポリペプチド。
【請求項３５】
　前記Ｚ２の結合リンカーが不在である、請求項３０に記載の単離ポリペプチド。
【請求項３６】
　野生型アペリン１３（配列番号４）またはピログルタミン酸化野生型アペリン－１３（
配列番号６）と比較して安定性が向上した、請求項１～３５のいずれか一項に記載の単離
ポリペプチド。
【請求項３７】
　請求項１～３６のいずれか一項に記載の単離ポリペプチドと、薬学的に許容される担体
とを含む、医薬組成物。
【請求項３８】
　治療を必要とする対象の心血管病態を治療するための方法であって、請求項１～３６の
いずれか一項に記載の単離ポリペプチドを前記対象に投与することを含む、前記方法。
【請求項３９】
　心血管病態を有する対象の心収縮性を改善する方法であって、請求項１～３６のいずれ
か一項に記載のポリペプチドを前記対象に投与することを含み、前記対象の心収縮性が投
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与後に改善する、前記方法。
【請求項４０】
　ｄＰ／ｄｔｍａｘ及び／または駆出率が前記ポリペプチドの投与後に前記対象にて増加
する、請求項３８または３９に記載の方法。
【請求項４１】
　収縮期または拡張期機能が前記ポリペプチドの投与後に前記対象にて改善する、請求項
３８または３９に記載の方法。
【請求項４２】
　心血管病態を有する対象の駆出率を増加させる方法であって、請求項１～３６のいずれ
か一項に記載のポリペプチドを前記対象に投与することを含み、前記駆出率が前記ポリペ
プチドの投与後に増加する、前記方法。
【請求項４３】
　前記心血管病態が心不全である、請求項３８～４２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４４】
　前記心不全が駆出率の低下した心不全である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記心不全が駆出率の保持された心不全である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４６】
　前記心不全が慢性収縮期心不全または慢性拡張期心不全である、請求項４３に記載の方
法。
【請求項４７】
　前記心不全が急性心不全である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４８】
　前記心血管病態が高血圧である、請求項３８～４２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４９】
　治療を必要とする対象の心血管病態を治療する薬剤の調製のための請求項１～３６のい
ずれか一項に記載の単離ポリペプチドの使用。
【請求項５０】
　心血管病態を有する対象の心収縮性を改善する薬剤の調製のための請求項１～３６のい
ずれか一項に記載の単離ポリペプチドの使用であって、前記薬剤により前記対象の心収縮
性が投与後に改善する、前記使用。
【請求項５１】
　前記薬剤により前記対象のｄＰ／ｄｔｍａｘ及び／または駆出率が投与後に増加する、
請求項４９または５０に記載の使用。
【請求項５２】
　前記薬剤により前記対象の収縮期または拡張期機能が投与後に改善する、請求項４９ま
たは５０に記載の使用。
【請求項５３】
　心血管病態を有する対象の駆出率を増加させる薬剤の調製のための請求項１～３６のい
ずれか一項に記載の単離ポリペプチドの使用であって、前記薬剤により前記対象の駆出率
が投与後に増加する、前記使用。
【請求項５４】
　前記心血管病態が心不全である、請求項４９～５３のいずれか一項に記載の使用。
【請求項５５】
　前記心不全が駆出率の低下した心不全である、請求項５４に記載の使用。
【請求項５６】
　前記心不全が駆出率の保持された心不全である、請求項５４に記載の使用。
【請求項５７】
　前記心不全が慢性収縮期心不全または慢性拡張期心不全である、請求項５４に記載の使
用。
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【請求項５８】
　前記心不全が急性心不全である、請求項５４に記載の使用。
【請求項５９】
　前記心血管病態が高血圧である、請求項４９～５３のいずれか一項に記載の使用。
【請求項６０】
　治療を必要とする対象の心血管病態を治療するための方法における使用のための請求項
１～３６のいずれか一項に記載の単離ポリペプチド。
【請求項６１】
　心血管病態を有する対象の心収縮性を改善するための方法における使用のための請求項
１～３６のいずれか一項に記載の単離ポリペプチドであって、前記対象の前記心収縮性が
前記ポリペプチドの投与後に改善する、前記単離ポリペプチド。
【請求項６２】
　ｄＰ／ｄｔｍａｘ及び／または駆出率が前記ポリペプチドの投与後に前記対象にて増加
する、請求項６０または６１に記載の単離ポリペプチド。
【請求項６３】
　収縮期または拡張期機能が前記ポリペプチドの投与後に前記対象にて改善する、請求項
６０または６１に記載の単離ポリペプチド。
【請求項６４】
　心血管病態を有する対象の駆出率を増加させるための方法における使用のための請求項
１～３６のいずれか一項に記載の単離ポリペプチドであって、前記対象の前記駆出率が前
記ポリペプチドの投与後に増加する、前記単離ポリペプチド。
【請求項６５】
　前記心血管病態が心不全である、請求項６０～６４のいずれか一項に記載の単離ポリペ
プチド。
【請求項６６】
　前記心不全が駆出率の低下した心不全である、請求項６５に記載の単離ポリペプチド。
【請求項６７】
　前記心不全が駆出率の保持された心不全である、請求項６５に記載の単離ポリペプチド
。
【請求項６８】
　前記心不全が慢性収縮期心不全または慢性拡張期心不全である、請求項６５に記載の単
離ポリペプチド。
【請求項６９】
　前記心不全が急性心不全である、請求項６５に記載の単離ポリペプチド。
【請求項７０】
　前記心血管病態が高血圧である、請求項６０～６４のいずれか一項に記載の単離ポリペ
プチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
本出願は、２０１４年６月１０日に出願された米国仮特許出願第６２／０１０，３２２号
の利益を主張するものであり、その全体を参照により本明細書に援用する。
【０００２】
　本出願は、野生型アペリンと比較して安定性、循環半減期及び／または効力が向上した
、ＡＰＪ受容体のアゴニストに関する。
【背景技術】
【０００３】
　アペリンは、ＡＰＪ受容体（ＡＰＬＮＲ、アンギオテンシン受容体様－１）の内因性リ
ガンドである。ＡＰＪ受容体は、ロドプシン様Ｇタンパク質共役受容体（ＧＰＣＲ）ファ
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ミリーの一員である。アペリン／ＡＰＪ系は、心臓、腎臓、膵臓、肺及び中枢神経系など
の多くの組織中で観察されており、哺乳類の生理学及び病理学におけるこの系の多様な役
割が示唆されている。
【０００４】
　アペリンペプチドは、７７残基のプレプロ形態から、より小さな生物活性断片である主
に３６残基の形態（アペリン４２～７７、アペリン－３６ともいう）と、より小さい１３
残基ポリペプチド（アペリン６５～７７、アペリン－１３ともいう）とに処理される（Ｈ
ｏｓｏｙａら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５：２１０６１－２１０６７，２０００）
。アペリンペプチドは、７回膜貫通型Ｇタンパク質共役受容体スーパーファミリーの一員
である、オーファンＡＰＪ受容体の内因性リガンドであることがこれまでに特定されてい
る（Ｔａｔｅｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏ
ｍｍｕｎ．，２５１：４７１－４７６，１９９８）。より短い活性の強いアイソフォーム
の１つであることが特定されたピログルタミン酸化アペリン－１３（［ＰＥ６５］アペリ
ン－１３（６５～７７））は、心臓組織において最も強力かつ豊富な形態のアペリンであ
ることが報告されている（Ｍａｇｕｉｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，
５４：５９８－６０４，２００９）。インビトロ及び前臨床モデルにより、アペリン／Ａ
ＰＪ系が心血管の恒常性及び代謝に関与することが示唆されている（Ｂａｒｎｅｓ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｈｅａｒｔ，９６：１０１１－１０１６，２０１０）。アペリン循環濃度は一
過性のものであり、アペリン－１３は５分未満という短い血漿半減期を有することから、
心血管作用は短期的なものである。
【０００５】
　インビトロにおいて、外因性アペリンは、心房細片及びラットの全心臓にてサブナノモ
ル濃度で収縮性を増加させ、単離心筋細胞にて筋節の短縮を最大１４０％増加させる（Ｂ
ａｒｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｅａｒｔ，９６：１０１１－１０１６，２０１０）。アペ
リンはまた、エクスビボでの単離心臓アッセイにおいて、強力な変力作用を有する。イン
ビボにおいて、急激なアペリン注入は、慢性心不全を持つラットにて、駆出率を回復させ
、心拍出量を増加させ、左心室拡張終期圧を減少させる（Ｂｅｒｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃ
ｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，１１０：１８７－１９３，２００４）。外因性アペリンは、心室
の前負荷及び後負荷の減少に付随する左心室肥大を誘発することなく、心筋収縮性を強力
に増大する（Ｂａｒｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｅａｒｔ，９６：１０１１－１０１６，２
０１０）。
【０００６】
　アペリンペプチドについて報告された構造活性相関（ＳＡＲ）研究は、極めて限られて
いる。この限られたＳＡＲ研究は、インビトロでの親和性及び／または効力増大に集中し
ており、ＡＰＪアゴニストの効力を改善または維持した状態での、タンパク質分解に対す
る安定性の向上及び循環半減期の延長に焦点を当てたＳＡＲに関する報告はない。
　したがって、野生型アペリンポリペプチドの効力を保持しつつ、安定性の向上した新し
いアペリン類似体が当該技術分野において求められている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｈｏｓｏｙａら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５：２１０６１－２１
０６７，２０００
【非特許文献２】Ｔａｔｅｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．
Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．，２５１：４７１－４７６，１９９８
【非特許文献３】Ｍａｇｕｉｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，５４：５
９８－６０４，２００９
【非特許文献４】Ｂａｒｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｅａｒｔ，９６：１０１１－１０１６
，２０１０
【非特許文献５】Ｂｅｒｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，１１０：１８７
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－１９３，２００４
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、ＡＰＪアゴニスト活性を有する新しい修飾アペリンポリペプチドを提供する
。いくつかの実施形態において、修飾ペプチドは、野生型アペリンと比較して安定性が向
上している。本発明の修飾ペプチドは、心不全またはＡＰＪ受容体の活性化に応答する他
の疾患を治療するために使用することができる。
【０００９】
　ある特定の実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、安定性、半減期及び／ま
たは効力の向上などの有利な薬学的特徴を有する。いくつかの実施形態において、修飾ア
ペリンポリペプチドは、少なくとも１つのＤ－アミノ酸、β－アミノ酸、Ｎ－メチルアミ
ノ酸、α－メチルアミノ酸、非標準アミノ酸または非標準アミノ酸のＤ－若しくはβ－型
を含む。一実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、２つ以上、３つ以上、４つ
以上、５つ以上、６つ以上、７つ以上または８つ以上の非標準アミノ酸残基を含む。ある
特定の実施形態において、非標準アミノ酸残基は、アペリンポリペプチド配列内の天然ア
ミノ酸残基と置き換わっている。修飾アペリンポリペプチドは、安定性を更に向上させる
ために、環化していてもよい。
【００１０】
　一実施形態において、アペリンポリペプチドは、アミノ酸配列：Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５

Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０ＧＸ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４（配列番号７１７）を含み、配列中
、Ｘ１は、Ｒ、Ｅ、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、Ｘ２は、［ｒ］、Ｒ、Ｅ
、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、Ｘ３は、Ｑ、［ｑ］または［ＢＬｅｕ］で
あり、Ｘ４は、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、Ｒ、Ｅまたは［ｒ］であり、Ｘ５は、
Ｐまたは［ａＭｅＰｒｏ］であり、Ｘ６は、Ｒ、Ｅ、［ｒ］、［ｈＡｒｇ］または［ＮＭ
ｅＡｒｇ］であり、Ｘ７は、Ｌ、［ａＭｅＬｅｕ］、［ＢＬｅｕ］、［ＮＭｅＬｅｕ］ま
たは［Ｃｈａ］であり、Ｘ８は、Ｓ、［ＢｈＳｅｒ］または［ＮｈＳｅｒＧ］であり、Ｘ

１１は、Ｐ、［Ｏｉｃ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、Ｘ１３は、Ｐ、［
ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ａｉｂ］であり、Ｘ１４は、Ｆ、［Ｄ－ＢｈＰ
ｈｅ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］または［Ｄ－Ｂｉｐ］である。いくつかの
実施形態において、Ｘ７は［ＮＭｅＬｅｕ］であり、Ｘ１２は［ｐＩ－Ｐｈｅ］であり、
Ｘ１４は［Ｄ－Ｂｉｐ］である。ある特定の実施形態において、Ｘ１は［ｈＡｒｇ］であ
り、Ｘ２は［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ３はＱであり、Ｘ４は［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ５はＰ
である。他の実施形態において、Ｘ１３は［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ａ
ｉｂ］であり、Ｘ１４は［Ｄ－ＢｈＰｈｅ］または［４－Ｃｌ－Ｆ］である。ある特定の
実施形態において、Ｘ６は［ＮＭｅＡｒｇ］または［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ７は［ａＭｅ
Ｌｅｕ］または［ＢＬｅｕ］である。修飾アペリンポリペプチドは、そのアミノ末端がア
セチル化されていてもよい。アペリンポリペプチドは、好ましくは、ＡＰＪ受容体に対す
るアンタゴニスト活性をわずかしか有していないか、または全く有していない（すなわち
、アペリンポリペプチドは、完全なＡＰＪ受容体アゴニストである）。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、所望によりリンカーを介
して、半減期延長部分として機能する脂肪酸若しくは他の脂質、ポリマー（例えば、ポリ
エチレングリコールポリマー）、タンパク質（例えば、抗体またはＦｃドメイン）または
別のペプチド配列（例えば、標的ドメイン）などの別の部分に結合される。これらの半減
期延長部分－アペリンペプチド複合体は、野生型アペリンペプチドと比較して、１つまた
は複数の特性、例えば、安定性、インビボ半減期または効力などの改善を有し得る。この
部分は、Ｎ末端若しくはＣ末端またはポリペプチドの任意の他の部位を介してアペリンポ
リペプチドに結合され得る。ある特定の実施形態において、半減期延長部分は、修飾アペ
リンポリペプチドのＮ末端に結合される。
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【００１２】
　いくつかの実施形態において、修飾アペリンポリペプチドまたはその複合体は、野生型
アペリン－１３（配列番号４）またはｐｙｒ－アペリン－１３（配列番号６）と比較して
、インビトロまたはインビボでの安定性が向上している。種々の実施形態において、安定
性の向上した修飾アペリンポリペプチドは、インビトロでの半減期が向上している。他の
実施形態において、安定性の向上した修飾アペリンポリペプチドは、インビボ半減期が向
上している。インビボ半減期の向上は、タンパク質分解の減少若しくは代謝安定性の向上
及び／または半減期延長部分の組み込み若しくはアペリンポリペプチドの他の改変の結果
であり得る。
【００１３】
　本発明はまた、本明細書に記載の修飾アペリンポリペプチドまたはその複合体と、薬学
的に許容される担体とを含む医薬組成物を包含する。医薬組成物は、心不全などの心血管
障害のための治療を必要とする患者に投与することができる。
【００１４】
　したがって、別の実施形態において、本発明は、必要とする対象において、心血管障害
を治療し、心収縮性を改善し、または駆出率を増加させる方法を提供し、この方法は、本
明細書に記載の修飾アペリンポリペプチドまたはその複合体のいずれかを治療上有効な量
で含む医薬組成物を対象に投与することを含む。いくつかの実施形態において、心血管障
害は、心不全である。心不全は、急性心不全であっても、慢性心不全（例えば、慢性収縮
期または慢性拡張期）であってもよい。一実施形態において、心不全は、駆出率の低下し
た心不全である。別の実施形態において、心不全は、駆出率の保持された心不全である。
他の実施形態において、心血管病態は、高血圧である。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】例示的な非標準アミノ酸の構造である。
【図２】本発明のアペリンポリペプチドに接続することができるＰＥＧ基及びリンカー基
の例である。
【図３】主鎖修飾を用いてペプチドアゴニストを代謝に対して安定化させる手法を示す。
【図４Ａ】単離したラット灌流心臓におけるビヒクル（Ｎ＝６）と比較したアペリンポリ
ペプチド配列番号１６（Ｎ＝８）の変力作用ビヒクルを示す。図４Ａは、ビヒクルと比較
した左心室収縮期圧の変化率を示す。図４Ｂは、ビヒクルと比較した最大左心室圧の変化
率を示す。図４Ｃは、ビヒクルと比較した左心室の最大圧力変化率の変化率を示す。図４
Ｄは、ビヒクルと比較した左心室の最小圧力変化率の変化率を示す。８匹のラットのうち
２匹は応答しなかったが、データには全８匹のラットを含めた。一方向ＡＮＯＶＡ分析：
＊＊＊＊＜０．０００１。
【図４Ｂ】単離したラット灌流心臓におけるビヒクル（Ｎ＝６）と比較したアペリンポリ
ペプチド配列番号１６（Ｎ＝８）の変力作用ビヒクルを示す。図４Ａは、ビヒクルと比較
した左心室収縮期圧の変化率を示す。図４Ｂは、ビヒクルと比較した最大左心室圧の変化
率を示す。図４Ｃは、ビヒクルと比較した左心室の最大圧力変化率の変化率を示す。図４
Ｄは、ビヒクルと比較した左心室の最小圧力変化率の変化率を示す。８匹のラットのうち
２匹は応答しなかったが、データには全８匹のラットを含めた。一方向ＡＮＯＶＡ分析：
＊＊＊＊＜０．０００１。
【図４Ｃ】単離したラット灌流心臓におけるビヒクル（Ｎ＝６）と比較したアペリンポリ
ペプチド配列番号１６（Ｎ＝８）の変力作用ビヒクルを示す。図４Ａは、ビヒクルと比較
した左心室収縮期圧の変化率を示す。図４Ｂは、ビヒクルと比較した最大左心室圧の変化
率を示す。図４Ｃは、ビヒクルと比較した左心室の最大圧力変化率の変化率を示す。図４
Ｄは、ビヒクルと比較した左心室の最小圧力変化率の変化率を示す。８匹のラットのうち
２匹は応答しなかったが、データには全８匹のラットを含めた。一方向ＡＮＯＶＡ分析：
＊＊＊＊＜０．０００１。
【図４Ｄ】単離したラット灌流心臓におけるビヒクル（Ｎ＝６）と比較したアペリンポリ
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ペプチド配列番号１６（Ｎ＝８）の変力作用ビヒクルを示す。図４Ａは、ビヒクルと比較
した左心室収縮期圧の変化率を示す。図４Ｂは、ビヒクルと比較した最大左心室圧の変化
率を示す。図４Ｃは、ビヒクルと比較した左心室の最大圧力変化率の変化率を示す。図４
Ｄは、ビヒクルと比較した左心室の最小圧力変化率の変化率を示す。８匹のラットのうち
２匹は応答しなかったが、データには全８匹のラットを含めた。一方向ＡＮＯＶＡ分析：
＊＊＊＊＜０．０００１。
【図５Ａ】単離したラット灌流心臓におけるビヒクル（Ｎ＝７）と比較したアペリンポリ
ペプチド配列番号５３（Ｎ＝８）の変力作用を示す。図５Ａは、ビヒクルと比較した最大
左心室圧の変化率を示す。図５Ｂは、ビヒクルと比較した左心室の最大圧力変化率の変化
率を示す。図５Ｃは、ビヒクルと比較した左心室収縮期圧の変化率を示す。図５Ｄは、ビ
ヒクルと比較した左心室の最小圧力変化率の変化率を示す。
【図５Ｂ】単離したラット灌流心臓におけるビヒクル（Ｎ＝７）と比較したアペリンポリ
ペプチド配列番号５３（Ｎ＝８）の変力作用を示す。図５Ａは、ビヒクルと比較した最大
左心室圧の変化率を示す。図５Ｂは、ビヒクルと比較した左心室の最大圧力変化率の変化
率を示す。図５Ｃは、ビヒクルと比較した左心室収縮期圧の変化率を示す。図５Ｄは、ビ
ヒクルと比較した左心室の最小圧力変化率の変化率を示す。
【図５Ｃ】単離したラット灌流心臓におけるビヒクル（Ｎ＝７）と比較したアペリンポリ
ペプチド配列番号５３（Ｎ＝８）の変力作用を示す。図５Ａは、ビヒクルと比較した最大
左心室圧の変化率を示す。図５Ｂは、ビヒクルと比較した左心室の最大圧力変化率の変化
率を示す。図５Ｃは、ビヒクルと比較した左心室収縮期圧の変化率を示す。図５Ｄは、ビ
ヒクルと比較した左心室の最小圧力変化率の変化率を示す。
【図５Ｄ】単離したラット灌流心臓におけるビヒクル（Ｎ＝７）と比較したアペリンポリ
ペプチド配列番号５３（Ｎ＝８）の変力作用を示す。図５Ａは、ビヒクルと比較した最大
左心室圧の変化率を示す。図５Ｂは、ビヒクルと比較した左心室の最大圧力変化率の変化
率を示す。図５Ｃは、ビヒクルと比較した左心室収縮期圧の変化率を示す。図５Ｄは、ビ
ヒクルと比較した左心室の最小圧力変化率の変化率を示す。
【図６Ａ】心不全を有するラットにおけるｐｙｒ－アペリン１３（配列番号６）の薬力学
的作用を示す。図６Ａは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの駆出率（ＥＦ）のベ
ースラインからの変化率を示す。図６Ｂは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの左
心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す。図６Ｃ
は、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの平均動脈圧（ＭＡＰ）のベースラインから
の変化率を示す。図６Ｄは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの心拍数（ＨＲ）の
ベースラインからの変化率を示す。
【図６Ｂ】心不全を有するラットにおけるｐｙｒ－アペリン１３（配列番号６）の薬力学
的作用を示す。図６Ａは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの駆出率（ＥＦ）のベ
ースラインからの変化率を示す。図６Ｂは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの左
心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す。図６Ｃ
は、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの平均動脈圧（ＭＡＰ）のベースラインから
の変化率を示す。図６Ｄは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの心拍数（ＨＲ）の
ベースラインからの変化率を示す。
【図６Ｃ】心不全を有するラットにおけるｐｙｒ－アペリン１３（配列番号６）の薬力学
的作用を示す。図６Ａは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの駆出率（ＥＦ）のベ
ースラインからの変化率を示す。図６Ｂは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの左
心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す。図６Ｃ
は、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの平均動脈圧（ＭＡＰ）のベースラインから
の変化率を示す。図６Ｄは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの心拍数（ＨＲ）の
ベースラインからの変化率を示す。
【図６Ｄ】心不全を有するラットにおけるｐｙｒ－アペリン１３（配列番号６）の薬力学
的作用を示す。図６Ａは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの駆出率（ＥＦ）のベ
ースラインからの変化率を示す。図６Ｂは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの左
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心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す。図６Ｃ
は、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの平均動脈圧（ＭＡＰ）のベースラインから
の変化率を示す。図６Ｄは、３つの異なる用量のｐｙｒ－アペリンでの心拍数（ＨＲ）の
ベースラインからの変化率を示す。
【図７Ａ】心不全を有するラットにおけるアペリンポリペプチド配列番号１０９の薬力学
的作用を示す。図７Ａは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの駆出率（ＥＦ）
のベースラインからの変化率を示す。図７Ｂは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチ
ドでの左心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す
。図７Ｃは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの心拍数（ＨＲ）のベースライ
ンからの変化率を示す。図７Ｄは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの平均動
脈圧（ＭＡＰ）のベースラインからの変化率を示す。
【図７Ｂ】心不全を有するラットにおけるアペリンポリペプチド配列番号１０９の薬力学
的作用を示す。図７Ａは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの駆出率（ＥＦ）
のベースラインからの変化率を示す。図７Ｂは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチ
ドでの左心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す
。図７Ｃは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの心拍数（ＨＲ）のベースライ
ンからの変化率を示す。図７Ｄは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの平均動
脈圧（ＭＡＰ）のベースラインからの変化率を示す。
【図７Ｃ】心不全を有するラットにおけるアペリンポリペプチド配列番号１０９の薬力学
的作用を示す。図７Ａは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの駆出率（ＥＦ）
のベースラインからの変化率を示す。図７Ｂは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチ
ドでの左心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す
。図７Ｃは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの心拍数（ＨＲ）のベースライ
ンからの変化率を示す。図７Ｄは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの平均動
脈圧（ＭＡＰ）のベースラインからの変化率を示す。
【図７Ｄ】心不全を有するラットにおけるアペリンポリペプチド配列番号１０９の薬力学
的作用を示す。図７Ａは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの駆出率（ＥＦ）
のベースラインからの変化率を示す。図７Ｂは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチ
ドでの左心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す
。図７Ｃは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの心拍数（ＨＲ）のベースライ
ンからの変化率を示す。図７Ｄは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの平均動
脈圧（ＭＡＰ）のベースラインからの変化率を示す。
【図８Ａ】心不全を有するラットにおけるアペリンポリペプチド配列番号１６の薬力学的
作用を示す。図８Ａは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの駆出率（ＥＦ）の
ベースラインからの変化率を示す。図８Ｂは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチド
での左心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す。
図８Ｃは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの平均動脈圧（ＭＡＰ）のベース
ラインからの変化率を示す。図８Ｄは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの心
拍数（ＨＲ）のベースラインからの変化率を示す。
【図８Ｂ】心不全を有するラットにおけるアペリンポリペプチド配列番号１６の薬力学的
作用を示す。図８Ａは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの駆出率（ＥＦ）の
ベースラインからの変化率を示す。図８Ｂは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチド
での左心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す。
図８Ｃは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの平均動脈圧（ＭＡＰ）のベース
ラインからの変化率を示す。図８Ｄは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの心
拍数（ＨＲ）のベースラインからの変化率を示す。
【図８Ｃ】心不全を有するラットにおけるアペリンポリペプチド配列番号１６の薬力学的
作用を示す。図８Ａは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの駆出率（ＥＦ）の
ベースラインからの変化率を示す。図８Ｂは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチド
での左心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す。
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図８Ｃは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの平均動脈圧（ＭＡＰ）のベース
ラインからの変化率を示す。図８Ｄは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの心
拍数（ＨＲ）のベースラインからの変化率を示す。
【図８Ｄ】心不全を有するラットにおけるアペリンポリペプチド配列番号１６の薬力学的
作用を示す。図８Ａは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの駆出率（ＥＦ）の
ベースラインからの変化率を示す。図８Ｂは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチド
での左心室の最大圧力変化率（ｄＰ／ｄｔｍａｘ）のベースラインからの変化率を示す。
図８Ｃは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの平均動脈圧（ＭＡＰ）のベース
ラインからの変化率を示す。図８Ｄは、２つの異なる用量のアペリンポリペプチドでの心
拍数（ＨＲ）のベースラインからの変化率を示す。
【図９】４つの異なる２０ｋＤａ　ＰＥＧ化アペリンペプチド（配列番号１０３、１０５
、１０７及び１０８）のラットにおけるインビボ薬物動態を示す。時間に対するラット血
漿中のペプチド濃度のプロットを示す。配列番号１０３（菱形）の用量５ｍｇ／ｋｇに関
するデータは、本ポリペプチドの代謝安定性の改善に起因する曝露の増加を強調するため
に、スケーリング予測に基づいてシミュレートした。
【図１０Ａ】種々の脂質化アペリンペプチドのラットにおけるインビボ薬物動態を示す。
図１０Ａは、同じペプチド配列に結合させた異なる脂質の時間に対する血漿中濃度を示す
。図１０Ｂは、異なるペプチド配列に結合させた異なる脂質の時間に対する血漿中濃度を
示す。
【図１０Ｂ】種々の脂質化アペリンペプチドのラットにおけるインビボ薬物動態を示す。
図１０Ａは、同じペプチド配列に結合させた異なる脂質の時間に対する血漿中濃度を示す
。図１０Ｂは、異なるペプチド配列に結合させた異なる脂質の時間に対する血漿中濃度を
示す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　前述の概要は、本発明のあらゆる態様または実施形態を定義することを意図するもので
はなく、更なる態様が他の項にて記載され得る。本文書全体は、１つの開示として関連付
けられることが意図され、特徴の組み合わせが本文書の同一の文または段落または項中に
共に見出されない場合であっても、本明細書に記載の特徴の全ての組み合わせが企図され
得ることを理解されたい。
【００１７】
　前述のものに加えて、追加の態様として、本明細書の特定の段落によって定義される変
形形態よりも何らかの点で範囲の狭い全ての実施形態が本開示中に含まれ得る。例えば、
特定の態様が１つの属として記載され、その属の全要素が個別に実施形態になり得ること
を理解されたい。また、属として記載される態様または属の要素の選択は、属の２つ以上
の要素の組み合わせを包含することも理解されたい。本明細書中の種々の実施形態は「含
む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という言葉を用いて提示されるが、種々の状況下において
、関連実施形態が「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」または「から本質的にな
る（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」という言葉を用いて記載
され得ることも理解されたい。
【００１８】
　本明細書の記載は、単に例示的かつ説明的なものであり、特許請求する本発明を限定す
るものではないことが理解されるであろう。本出願において、単数形の使用は、別途の記
載がない限り、複数を含む。本出願において、「ｏｒ」は、別途の記載がない限り、「ａ
ｎｄ／ｏｒ」を意味する。更に、「ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ(含む)」という用語の使用は、「
ｉｎｃｌｕｄｅｓ(含む)」及び「ｉｎｃｌｕｄｅｄ(含んだ)」などの他の形も同様に、限
定ではない。また、「要素」または「成分」などの用語は、別途明記されない限り、１単
位を含む要素及び成分と、１つを超える亜単位を含む要素及び成分との両方を包含する。
また、「部分」という用語の使用は、部分の一部または部分全体を含み得る。
【００１９】
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　別途の記載がない限り、本出願に関して用いられる科学技術用語は、当該技術分野の当
業者によって一般的に理解される意味を有するものとする。更に、文脈により別途の定め
がない限り、単数形の用語は複数を包含し、複数形の用語は単数を包含するものとする。
したがって、本明細書及び添付の特許請求の範囲において使用されるとき、単数形の「ａ
」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、その内容について別段の明確な指示がない限り、複数の
指示対象を含む。例えば、「ａ　ｐｒｏｔｅｉｎ」への言及は複数のタンパク質を含み、
「ａ　ｃｅｌｌ」への言及は複数の細胞の集団を含む。
【００２０】
　値の範囲を記載する場合、記載される特性値は、その範囲内に存在する個別の値であり
得ることも理解されたい。例えば、「約ｐＨ４～約ｐＨ６のｐＨ」は、限定するものでは
ないが、ｐＨ４、４．２、４．６、５．１、５．５などであり得、こうした値の間のあら
ゆる値であり得る。更に、「約ｐＨ４～約ｐＨ６のｐＨ」は、当該ｐＨがｐＨ４～ｐＨ６
の間で２ｐＨ単位異なるという意味ではなく、値が、その溶液のｐＨについて、２つのｐ
Ｈ範囲内から選ばれ得ることを意味するように解釈されるべきである。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、「約」という用語が用いられる場合、示された数は、そ
の示された数のプラスマイナス１％、５％、１０％、１５％またはそれ以上を意味する。
意図される実際のばらつきは、文脈から決定される。
【００２２】
　本明細書にて使用する段落見出しは、単に構成上の目的であり、記載される主題の限定
を意図するものではない。限定するものではないが、特許、特許出願、記事、書籍及び論
文を含む、本出願に引用する全ての文献または文献の一部は、その全体が一切の目的のた
めに参照により明示的に本明細書に援用される。
【００２３】
　本発明は、ＡＰＪ受容体のアゴニストとして作用する修飾アペリンポリペプチドを提供
する。本明細書で使用するとき、「ＡＰＪ受容体アゴニスト」とは、ＡＰＪ受容体を活性
化することができ、これにより生化学的、細胞若しくは生理学的プロセスに作用するか、
またはこれらを刺激する分子を指す。ＡＰＪ受容体アゴニストは、ＡＰＪ受容体に結合す
ることができる。この用語はまた、天然に生成するアペリンペプチドと少なくとも同等の
生物活性を有するポリペプチドを指し得るが、天然アペリンペプチドよりも生物活性の低
いポリペプチドも指し得る。この用語は、天然アペリンペプチドの作用を強化した分子を
更に含む。ＡＰＪ受容体アゴニストは、ＡＰＪリガンドであってよく、ＡＰＪリガンドと
は、ＡＰＪ受容体に結合するか、またはＡＰＪ受容体と複合体を形成する分子を指す。リ
ガンドは、シグナル伝達誘発分子であり得るが、必ずしもそうである必要はない。
【００２４】
　いくつかの実施形態において、本発明の修飾アペリンポリペプチドは、野生型アペリン
ポリペプチドと比較して、より安定している。例えば、一実施形態において、本発明の修
飾アペリンポリペプチドは、アペリン－１３（配列番号４）またはピログルタミン酸化ア
ペリン－１３（配列番号６）と比較して、安定性（例えば、タンパク質分解に対する安定
性）が向上している。これらの実施形態及び他の実施形態において、修飾アペリンポリペ
プチドは、野生型アペリンポリペプチドと比較して、同等であるか、または向上したＡＰ
Ｊ受容体アゴニスト活性を有する。ある特定の実施形態において、本発明の修飾アペリン
ポリペプチドは、ｄｐ／ｄｔ、駆出率または心拍数などの心収縮性の様々な特徴を増加さ
せることによって、心臓におけるアゴニスト活性を有する。「野生型アペリンペプチド」
または「内因性アペリンペプチド」という用語は、配列ＭＮＬＲＬＣＶＱＡＬ　ＬＬＬＷ
ＬＳＬＴＡＶ　ＣＧＧＳＬＭＰＬＰＤ　ＧＮＧＬＥＤＧＮＶＲ　ＨＬＶＱＰＲＧＳＲＮ　
ＧＰＧＰＷＱＧＧＲＲ　ＫＦＲＲＱＲＰＲＬＳ　ＨＫＧＰＭＰＦ（配列番号２）を有する
完全長アペリンプレタンパク質；配列ＬＶＱＰＲＧＳＲＮＧ　ＰＧＰＷＱＧＧＲＲＫ　Ｆ
ＲＲＱＲＰＲＬＳＨ　ＫＧＰＭＰＦ（配列番号３）を有するアペリン（４２～７７）（ア
ペリン－３６とも称される）；配列ＱＲＰＲＬＳＨＫＧＰＭＰＦ（配列番号４）を有する
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アペリン（６５～７７）（野生型アペリン－１３とも称される）；配列ＫＦＲＲＱＲＰＲ
ＬＳ　ＨＫＧＰＭＰＦ（配列番号５）を有するアペリン（６１～７７）（アペリン－１７
としても知られる）及び完全長アペリンの他の断片を含む。アペリン断片は、多くの場合
、完全長アペリンプレタンパク質（配列番号２）内の特定のアミノ酸配列範囲として定義
される。例えば、アペリン－１７の場合、Ｎ末端のＫは、完全長アペリンタンパク質（配
列番号２）を基準として、６１番目であり、Ｃ末端のＦは、７７番目である。いくつかの
実施形態において、本発明の修飾アペリンペプチドは、完全長アペリン配列（配列番号２
）中のアミノ酸６１～７７に対応する位置に特定のアミノ酸置換を有するものとして定義
され得る。例として、Ｏｉｃ７４という表記法は、配列番号２中のアミノ酸７４に対応す
る位置の修飾ポリペプチドのＯｉｃ残基を指す。
【００２５】
　本発明の一実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、次式：
Ｎｘ１ｘ２ｘ３ｘ４ｘ５ｘ６ｘ７ｘ８ｘ９ｘ１０ｘ１１ｘ１２ｘ１３ｘ１４ｘ１５ｘ１６

ｘ１７（配列番号１）の配列を含み、配列中、
Ｎは、伸長部、結合リンカー、または野生型アペリン－１３（配列番号４）と比較して安
定性を改善することができる任意の部分（例えば、アセチル基、γ－ｇｌｕまたは脂質）
であり、
ｘ１は、不在であるか、塩基性若しくは極性アミノ酸残基であるか、または結合リンカー
の一部を含み、
ｘ２は、不在であるか、非官能性若しくは疎水性アミノ酸残基であるか、または結合リン
カーの一部を含み、
ｘ３は、不在であるか、塩基性若しくは極性アミノ酸残基であるか、または結合リンカー
の一部を含み、
ｘ４は、不在であるか、塩基性若しくは極性アミノ酸残基であるか、または結合リンカー
の一部を含み、
ｘ５は、不在であるか、または非官能性、疎水性若しくは極性残基（例えば、ｐＥ、Ｑ、
Ｃｉｔ、Ｌ、Ｖ、Ｇ、ＨまたはＰ）であるか、または結合リンカーの一部を含み、
ｘ６は、不在であるか、または極性若しくは塩基性残基（例えば、ＫまたはＣｉｔ、Ｒ、
ＮＭｅＡｒｇまたはｈＡｒｇ）であり、
ｘ７は、非官能性または疎水性残基（例えば、Ｐ、ＯｉｃまたはＧ）であり、
ｘ８は、塩基性または極性残基（例えば、Ｑ、Ｃｉｔ、Ｒ、ＮＭｅＡｒｇまたはｈＡｒｇ
）であり、
ｘ９は、非官能性または疎水性残基（例えば、Ｖ、Ｉまたは好ましくはＬ、ＮＭｅＬｅｕ
またはＣｈａ）であり、
ｘ１０は、非官能性、極性若しくは疎水性残基であるか、または結合リンカーの一部を含
み（例えば、Ｓ、Ｆ及び４Ｆ－Ｐｈｅ）、
ｘ１１は、非官能性、極性、塩基性若しくは疎水性残基であるか、または結合リンカーの
一部を含み、
ｘ１２は、非官能性、疎水性、極性または塩基性残基であり、
ｘ１３は、非官能性または芳香族残基（例えば、Ｇ）であり、
ｘ１４は、非官能性または親水性残基（例えば、Ｐ及びＯｉｃ）であり、
ｘ１５は、非官能性、極性または疎水性残基（例えば、脂肪族、芳香族、疎水性残基）で
あり、
ｘ１６は、非官能性または疎水性残基（例えば、Ｆ、４Ｉ－Ｐｈｅ、４Ｃｌ－Ｐｈｅ、Ｂ
ｉｐ、Ｐ、Ｏｉｃ）であり、
ｘ１７は、不在であるか、または疎水性残基（例えば、芳香族残基）である。
【００２６】
　上記式中のアミノ酸残基は、Ｄ－若しくはＬ－アミノ酸、α－若しくはβ－アミノ酸、
非標準アミノ酸または非標準アミノ酸のＤ若しくはＬ－若しくはα－若しくはβ－型であ
ってよい。
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【００２７】
　「アミノ酸」または「残基」という用語は、アミノ基（ＮＨ２）、カルボン酸基（ＣＯ
ＯＨ）及び種々の側基のいずれかを含有する化合物であって、基本式ＮＨ２ＣＨＲＣＯＯ
Ｈを有し、ペプチド結合によって一緒に連結してタンパク質を形成する化合物を意味する
ものと理解されたい。アミノ酸は、例えば、酸性、塩基性、芳香族、極性または誘導体で
あってよい。非標準（ｎｏｎ－ｓｔａｎｄａｒｄ）アミノ酸は、「非標準（ｎｏｎ－ｃａ
ｎｏｎｉｃａｌ）」アミノ酸と称されることもある。アミノ酸は、天然にはα－及びＬ－
型で認められるが、β－及びＤ－型アミノ酸も調製することができる（Ａｒａｇｈｉ，Ｒ
．Ｒ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ　４１：７３３－７４２，２０１１）。α
－アミノ酸では、カルボン酸基及びアミノ基は同じ炭素中心に結合している。β－アミノ
酸では、アミノ基はβ炭素に結合しており、グリシンを除いて、ほとんどのアミノ酸に認
められる。一般に、β-アミノ酸は、優勢であるα-型と比較して、天然にてあまり観察さ
れない。
【００２８】
　天然に生成するペプチド及びタンパク質に一般に組み込まれる２０種の「天然」アミノ
酸残基の識別を示すために、１文字の略号系がしばし適用される。（表１）。このような
１文字略号は、意味の上で、３文字略号または略号化されていないアミノ酸の名称と完全
に互換可能である。本明細書で使用する１文字略号系において、大文字はＬ－アミノ酸を
示し、小文字はＤ－アミノ酸を示す。例えば、略号「Ｒ」はＬ－アルギニンを表し、略号
「ｒ」または「［ｒ］」はＤ－アルギニンを表す。
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【表１】

【００２９】
　アミノ酸配列中のアミノ酸置換については、本明細書にて、特定の位置のアミノ酸残基
に関する１文字略号の後に、対象の天然配列を基準とした数値のアミノ酸位置と、次いで
置換アミノ酸残基に関する１文字略号を続けることで示され得る。例えば、「Ｔ３０Ｄ」
は、対象の天然配列を基準として、アミノ酸位置３０でトレオニン残基がアスパラギン酸
残基により置換されていることを示す。
【００３０】
　アミノ酸残基は、一般に、異なる化学的及び／または物理的特性に従って、分類される
。「酸性アミノ酸残基」という用語は、酸性基を含む側鎖を有する、Ｄ－またはＬ－型の
アミノ酸残基を指す。例示的な酸性残基には、アスパラギン酸及びグルタミン酸残基が挙
げられる。「アルキルアミノ酸残基」という用語は、プロリンの場合のようにアミノ酸ア
ミンを含む、線状、分枝状または環化であってよいＣ１～６アルキル側鎖を有する、Ｄ－
またはＬ－型のアミノ酸残基を指し、ここで、Ｃ１～６アルキルは、Ｃ１～４ハロアルキ
ル、ハロ、シアノ、ニトロ、－Ｃ（＝Ｏ）Ｒｂ、－Ｃ（＝Ｏ）ＯＲａ、－Ｃ（＝Ｏ）ＮＲ
ａＲａ、－Ｃ（＝ＮＲａ）ＮＲａＲａ、－ＮＲａＣ（＝ＮＲａ）ＮＲａＲａ、－ＯＲａ、
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－ＯＣ（＝Ｏ）Ｒｂ、－ＯＣ（＝Ｏ）ＮＲａＲａ、－ＯＣ２～６アルキルＮＲａＲａ、－
ＯＣ２～６アルキルＯＲａ、－ＳＲａ、－Ｓ（＝Ｏ）Ｒｂ、－Ｓ（＝Ｏ）２Ｒｂ、－Ｓ（
＝Ｏ）２ＮＲａＲａ、－ＮＲａＲａ、－Ｎ（Ｒａ）Ｃ（＝Ｏ）Ｒｂ、－Ｎ（Ｒａ）Ｃ（＝
Ｏ）ＯＲｂ、－Ｎ（Ｒａ）Ｃ（＝Ｏ）ＮＲａＲａ、－Ｎ（Ｒａ）Ｃ（＝ＮＲａ）ＮＲａＲ
ａ、－Ｎ（Ｒａ）Ｓ（＝Ｏ）２Ｒｂ、－Ｎ（Ｒａ）Ｓ（＝Ｏ）２ＮＲａＲａ、－ＮＲａＣ

２～６アルキルＮＲａＲａ及び－ＮＲａＣ２～６アルキルＯＲａから選択される０、１、
２または３個の置換基によって置換され、式中、Ｒａは、独立して、それぞれの場合にお
いて、ＨまたはＲｂであり、Ｒｂは、独立して、それぞれの場合において、ハロ、Ｃ１～

４アルキル、Ｃ１～３ハロアルキル、－ＯＣ１～４アルキル、－ＮＨ２、－ＮＨＣ１～４

アルキル及び－Ｎ（Ｃ１～４アルキル）Ｃ１～４アルキルから選択される０、１、２また
は３個の置換基によって置換されたＣ１～６アルキルであるか、あるいは、任意のそのプ
ロトン化した形態（アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、セリン、ト
レオニン、リシン、アルギニン、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、アスパラ
ギン、グルタミン、システイン、メチオニン、ヒドロキシプロリン、シクロヘキシルアラ
ニン、ノルロイシン、ノルバリン、２－アミノ酪酸を含む）であるが、その残基にアリー
ルまたは芳香族基を含有しないものである。
【００３１】
　「芳香族アミノ酸残基」という用語は、芳香族基を含む側鎖を有する、Ｄ－またはＬ－
型のアミノ酸残基を指す。例示的な芳香族残基には、トリプトファン、チロシン、３－（
１－ナフチル）アラニン、ヒスチジンまたはフェニルアラニン残基が挙げられる。「塩基
性アミノ酸残基」という用語は、塩基性基を含む側鎖を有する、Ｄ－またはＬ－型のアミ
ノ酸残基を指す。例示的な塩基性アミノ酸残基には、ヒスチジン、リシン、ホモリシン、
オルニチン、アルギニン、Ｎ－メチル－アルギニン、ω－アミノアルギニン、ω－メチル
－アルギニン、１－メチル－ヒスチジン、３－メチル－ヒスチジン及びホモアルギニン（
ｈＲ）残基が挙げられる。「親水性アミノ酸残基」または「極性アミノ酸残基」という用
語は、極性基を含む側鎖を有する、Ｄ－またはＬ－型のアミノ酸残基を指す。例示的な親
水性または極性残基には、システイン、セリン、トレオニン、ヒスチジン、リシン、アス
パラギン、アスパラギン酸、グルタミン酸、グルタミン及びシトルリン（Ｃｉｔ）残基が
挙げられる。「疎水性アミノ酸残基」または「親油性アミノ酸残基」という用語は、無電
荷の脂肪族基または芳香族基を含む側鎖を有する、Ｄ－またはＬ－型のアミノ酸残基を指
す。例示的な親油性の側鎖には、フェニルアラニン、イソロイシン、ロイシン、ノルロイ
シン、メチオニン、バリン、トリプトファン及びチロシンが挙げられる。アラニン（Ａ）
は、親水性または親油性（すなわち、疎水性）として作用できる、両親媒性残基である。
したがって、アラニンは、「親油性」（すなわち、「疎水性」）残基と「親水性」残基の
両方の定義に含まれる。「非官能性」または「中性」アミノ酸残基という用語は、側鎖に
酸性、塩基性または芳香族基を持たない、Ｄ－またはＬ－型のアミノ酸残基を指す。例示
的な中性アミノ酸残基には、メチオニン、グリシン、アラニン、バリン、イソロイシン、
ロイシン及びノルロイシンが挙げられる。
【００３２】
　「非標準」または「天然でない」アミノ酸という用語は、天然タンパク質に通常組み込
まれる、２０種の天然アミノ酸中にはない、Ｄ－またはＬ－型のアミノ酸残基を指す。非
標準アミノ酸の例は、図１及び表２に見出すことができる。非標準アミノ酸残基は、組み
換え発現細胞を用いる、タンパク質工学の既知の技術を用いることによって、ペプチド中
に組み込むことができる。例えば、Ｌｉｎｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｏｎ－ｃａｎｏｎｉｃａ
ｌ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１４（６）：６０３－
６０９，２００３を参照されたい。非標準アミノ酸の更なる例には、例えば、β－アミノ
酸、ホモアミノ酸、環状アミノ酸及び誘導体化された側鎖を持つアミノ酸が挙げられるが
、これらに限定されない。更なる例には、（Ｌ型またはＤ型の）β－アラニン、β－アミ
ノプロピオン酸、ピペリジン酸、アミノカプリロン酸（ａｍｉｎｏｃａｐｒｉｏｉｃ　ａ
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ｃｉｄ）、アミノヘプタン酸、アミノピメリン酸、デスモシン、ジアミノピメリン酸、Ｎ
α－エチルグリシン、Ｎα－エチルアスパラギン（Ｎα－ｅｔｈｙｌａｓｐａｒｇｉｎｅ
）、ヒドロキシリシン、アロ－ヒドロキシリシン、イソデスモシン、アロ－イソロイシン
、ω－メチルアルギニン、Ｎα－メチルグリシン、Ｎα－メチルイソロイシン、Ｎα－メ
チルバリン、γ－カルボキシグルタミン酸、ε－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルリシン、ε－Ｎ
－アセチルリシン、Ｏ－ホスホセリン、Ｎα－アセチルセリン、Ｎα－ホルミルメチオニ
ン、３－メチルヒスチジン、５－ヒドロキシリシン及び他の類似のアミノ酸、ならびに以
下の表２に列挙するもの、ならびに本明細書に記載のもののいずれかの誘導体形態が挙げ
られる。表２及び図１に、本発明の修飾アペリンポリペプチドに組み込むことができるい
くつかの例示的な非標準アミノ酸残基と、本明細書にて概して用いる対応する略号とを記
載する。しかしながら、当業者であれば、同じ物質に対して異なる略号及び命名法を適用
することができ、本明細書にて区別なく記載されることを理解するであろう。本明細書に
記載するいくつかのアミノ酸配列は、Ｎ末端に「｛Ｈ｝」、「｛Ｈ２｝」若しくは「｛水
素｝」を含み得、これらの全てをＮ末端アミノ基と表し、かつ／またはＣ末端に「－｛遊
離酸｝」若しくは｛ＣＯＯＨ｝を含み得、この両方をＣ末端カルボキシ基と表す。いくつ
かの配列は、Ｎ末端に「Ａｃ」、「アセチル」または「アセチル－ＮＨ」を含み、これは
Ｎ末端のアセチル化を示す（例えば、アセテートまたはアセトアミド）。本明細書で使用
するとき、「ブロモアセチル」という用語は、ブロモアセテートまたはブロモアセトアミ
ドを指す。
【００３３】
　表２に挙げる略号が本明細書の他の箇所にて開示する同じ物質の略号と互いに異なる場
合には、両方の略号が適用可能であると理解される。表２に挙げるアミノ酸は、別途の記
載がない限り、Ｌ型またはＤ型であり得る。
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【表２－３】
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【表２－４】
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【表２－５】
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【表２－６】
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【表２－７】



(27) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

50

【表２－８】

【００３４】
　本発明の修飾アペリンポリペプチドは、約１０アミノ酸長～約８０アミノ酸長、約１３
アミノ酸長～約４０アミノ酸長、または約１５アミノ酸～約２５アミノ酸長であり得る。
ある特定の実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、約１２アミノ酸長である。
他の実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、約１３アミノ酸長である。特定の
一実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、約１５アミノ酸長である。別の特定
の実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、約１７アミノ酸長である。いくつか
の実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、約３６アミノ酸長である。
【００３５】
　ある特定の実施形態において、本発明の修飾アペリンポリペプチドは、少なくとも１つ
の非標準アミノ酸を有する。他の実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、少な
くとも２つ、少なくとも３つ、少なくとも４つ、少なくとも５つ、少なくとも６つ、少な
くとも７つ、少なくとも８つ、または少なくとも９つの非標準アミノ酸を有する。修飾ア
ペリンポリペプチドは、ペプチド中の総アミノ酸の少なくとも２５％を非標準アミノ酸と
して有し得る。例えば、いくつかの実施形態において、ポリペプチド中の少なくとも３０
％のアミノ酸が非標準アミノ酸である。一実施形態において、本発明の修飾アペリンポリ
ペプチドは、ポリペプチド中のアミノ酸の少なくとも５０％を非標準アミノ酸として有す
る。別の実施形態において、修飾アペリンポリペプチド中の少なくとも６０％のアミノ酸
が非標準アミノ酸である。更に別の実施形態において、修飾アペリンポリペプチド中の少
なくとも７０％のアミノ酸が非標準アミノ酸である。非標準アミノ酸は、本明細書にて開
示するもののいずれかであり得、表２に挙げるものを含む。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、本発明の修飾アペリンポリペプチドは、アミノ酸配列：
Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０ＧＸ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４（配列番号７
１７）を含み、配列中、
Ｘ１は、Ｒ、Ｅ、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ２は、［ｒ］、Ｒ、Ｅ、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ３は、Ｑ、［ｑ］または［ＢＬｅｕ］であり、
Ｘ４は、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、Ｒ、Ｅまたは［ｒ］であり、
Ｘ５は、Ｐまたは［ａＭｅＰｒｏ］であり、
Ｘ６は、Ｒ、Ｅ、［ｒ］、［ｈＡｒｇ］または［ＮＭｅＡｒｇ］であり、
Ｘ７は、Ｌ、［ａＭｅＬｅｕ］、［ＢＬｅｕ］、［ＮＭｅＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であ
り、
Ｘ８は、Ｓ、［ＢｈＳｅｒ］または［ＮｈＳｅｒＧ］であり、
Ｘ９は、ＨまたはＹであり、
Ｘ１０は、Ｋまたは［ＮＬｙｓＧ］であり、
Ｘ１１は、Ｐ、［Ｏｉｃ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、
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Ｘ１２は、［Ｎｌｅ］、［ｒＮｌｅ］または［ｐＩ－Ｐｈｅ］であり、
Ｘ１３は、Ｐ、［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ａｉｂ］であり、
Ｘ１４は、Ｆ、［Ｄ－ＢｈＰｈｅ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］または［Ｄ－
Ｂｉｐ］である。
【００３７】
　いくつかのこのような実施形態において、Ｘ７は［ＮＭｅＬｅｕ］であり、Ｘ１２は［
ｐＩ－Ｐｈｅ］であり、Ｘ１４は［Ｄ－Ｂｉｐ］である。関連する実施形態において、Ｘ

１は［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ２は［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ３はＱであり、Ｘ４は［ｈＡｒ
ｇ］であり、Ｘ５はＰである。ある特定の実施形態において、Ｘ６及びＸ７はそれぞれ、
［ＮＭｅＡｒｇ］と［ａＭｅＬｅｕ］、［ｈＡｒｇ］と［ＢＬｅｕ］または［ｈＡｒｇ］
と［ａＭｅＬｅｕ］である。他の特定の実施形態において、Ｘ１３は［ＢｈＰｒｏ］、［
ａＭｅＰｒｏ］または［Ａｉｂ］であり、Ｘ１４は［Ｄ－ＢｈＰｈｅ］または［４－Ｃｌ
－Ｆ］である。本発明の修飾アペリンポリペプチドは、配列番号８～１１、１６、１７、
３１、３２、４５、５３、６０、６８、６９～７１、９２、１１２、１１４、１１９、１
２０、２２１、２２８、２３７、２６３、２８６、２８７、３６２、３７３、３７６、３
７９、３８２、３８８、４１２、４１６、４６０、４６８、４８２、４８３、４８５、４
９１、４９８、４９９、５００、５０２、５０５、５１４、５１９、５２６、５３１、５
３４、５４４、５５２、５５４、５６０及び５７１から選択される配列を含み得る。いく
つかの実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、配列番号１９、２０、２２～２
４、２９、３０、３３、３４、３７、４６、４７、５０～５２、５５、５６、９７～１０
５、１０７、１０９、１１１、１１５、１１７、１１８、１２７、１５０、１５４、１５
６、１５７、１７６～１８１、１８３～１８５、２１１～２３２、２３６、２４１、２４
２、２６１～２６７、２７０、２７４、２７５、２７８～２８１、２８４、３４９、５４
０及び６９８から選択されるアミノ酸配列を含む。
【００３８】
　本発明の修飾アペリンポリペプチドは、Ｎ末端がアセチル化されていてもよい。例えば
、一実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、アミノ酸配列：
Ａｃ－Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４Ｘ１５Ｘ

１６Ｘ１７（配列番号７１８）を含み、配列中、Ｘ１はＯまたは［ＢｈＬｙｓ］であり、
Ｘ２はＦ、［ＢｈＰｈｅ］または［Ｂｐｈｅ］であり、Ｘ３は［ｈＡｒｇ］、［ＮｍｅＡ
ｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、Ｘ４は［ｈＡｒｇ］、［ＮｍｅＡｒｇ］または［Ｂ
ｈＡｒｇ］であり、Ｘ５はＱ、［ＢｈＧｌｎ］、［ＢｈＡｓｎ］または［ＢｈＬｅｕ］で
あり、Ｘ６は［ｈＡｒｇ］、［ＮｍｅＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、Ｘ７はＰ、
［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、Ｘ８は［ｈＡｒｇ］
、［ＮｍｅＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、Ｘ９は［Ｃｈａ］または［ＢｈＬｅｕ
］であり、Ｘ１０はＳ、［ＢｈＳｅｒ］、［Ｓａｒ］または［ｂＡｌａ］であり、Ｘ１１

はＨ、［ＮｍｅＶａｌ］または［ｂＡｌａ］であり、Ｘ１２はＫ、［ＮｍｅＬｙｓ］、［
ＢｈＬｙｓ］、［Ｂｌｙｓ］または［ｂＡｌａ］であり、Ｘ１３はＧ、［Ｓａｒ］、［Ａ
ｉｂ］または［ｂＡｌａ］であり、Ｘ１４は［Ｏｉｃ］、［Ａｉｂ］、［Ｓａｒ］、［ｂ
Ａｌａ］、［ＢｈＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、Ｘ１５は［Ｎｌｅ］または［ｂＡｌ
ａ］であり、Ｘ１６はＰ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］、［ｂＡｌａ］、［
Ｐｉｐ］、［Ｄ－１Ｎａｌ］または［Ｄ－２Ｎａｌ］であり、Ｘ１７は［４－Ｃｌ－Ｆ］
、［Ｂｈ－Ｐｈｅ］または［Ｂｐｈｅ］である。このような実施形態において、修飾アペ
リンポリペプチドは、以下の表３に列挙するペプチドのうちのいずれか１つのアミノ酸配
列を含み得る。
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【表３－２】

【００３９】
　他の実施形態において、本発明のアセチル化された修飾アペリンポリペプチドは、アミ
ノ酸配列：［ｚ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７ＳＨＸ８Ｇ［Ｏｉｃ］Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１

（配列番号７１９）を含み、配列中、ｚは、アセチルであるか、または不在であり、Ｘ１

は、アセチル、［ｒ］または［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ２は、［ｒ］、Ｒまたは［ｈＡｒｇ
］であり、Ｘ３は、Ｑまたは［ｑ］であり、Ｘ４は、［ｈＡｒｇ］、Ｒまたは［ｒ］であ
り、Ｘ５は、Ｐまたは［Ｏｉｃ］であり、Ｘ６は、［ｒ］、［ｈＡｒｇ］または［ＮＭｅ
Ａｒｇ］であり、Ｘ７は、［ＮＭｅＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であり、Ｘ８は、Ｋまたは
［ＮＬｙｓＧ］であり、Ｘ９は、［ｐｌ－Ｐｈｅ］または［Ｎｌｅ］であり、Ｘ１０は、
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Ｐまたは［Ｄ－１Ｎａｌ］または［Ｐｉｐ］であり、Ｘ１１は、Ｄ－アミノ酸、β－アミ
ノ酸、非標準アミノ酸または非標準アミノ酸のＤ－若しくはβ－型である。このような実
施形態において、Ｘ１１は、［Ｄ－Ｂｉｐ］、［４－ＣＬ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣＬＦ］、［
ＴＩＣ］、［ｆ］であるか、または不在である。例示的な修飾アペリンポリペプチドは、
アセチル化修飾アペリンポリペプチドを含め、以下の表４に列挙する。ある特定の実施形
態において、修飾アペリンポリペプチドは、以下の表４に列挙するペプチドのうちのいず
れか１つのアミノ酸配列を含み得る。
【表４－１】
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【表４－５】

【００４０】
　本発明のいくつかの実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、アミノ酸配列：
［ｚ］Ｘ１Ｘ２［ｈＡｒｇ］［ｈＡｒｇ］Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｇ［Ｏｉ
ｃ］［Ｎｌｅ］Ｘ１１［４－Ｃｌ－Ｆ］（配列番号７２０）を含み、配列中、ｚは、アセ
チルであり、Ｘ１は、ｏまたはＯであり、Ｘ２は、ｆまたはＦであり、Ｘ３は、Ｑまたは
［ＢＬｅｕ］であり、Ｘ４は、［ｈＡｒｇ］または［ｒｈＡｒｇ］であり、Ｘ５は、Ｐま
たは［ａＭｅＰｒｏ］であり、Ｘ６は、［ｈＡｒｇ］または［ｒｈＡｒｇ］であり、Ｘ７

は、［ａＭｅＬｅｕ］、［ｒＣｈａ］、［ＢＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であり、Ｘ８は、
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［ＮｈＳｅｒＧ］、［ａＭｅＳ］、［ｒＳｅｒ］、［ＤｒＳｅｒ］またはＳであり、Ｘ９

は、Ｈまたは［ｒＨｉｓ］であり、Ｘ１０は、Ｋ、［ＮＬｙｓＧ］、［ｒＬｙｓ］または
［ａＭｅＯｒｎ］であり、Ｘ１１は、Ｐまたは［ａＭｅＰｒｏ］である。これら及び他の
実施形態において、修飾アペリンポリペプチドは、配列番号２９～４４から選択されるア
ミノ酸配列を含む。
【００４１】
　本発明はまた、本明細書に記載の修飾アペリンポリペプチドのバリアントを含む。本開
示のアペリンポリペプチドのバリアントは、アペリンポリペプチド配列内のアミノ酸付加
若しくは挿入、アミノ酸欠失、アミノ酸置換及び／またはアミノ酸残基の化学的誘導体化
を行うことによって作製することができる。好ましいアミノ酸置換（保存的または非保存
的であるかによらない）は、アペリンポリペプチドの効力を維持または増大させつつ、安
定性を向上させるための本明細書に記載の指示に従って、当業者によって決定され得る。
ある特定の実施形態において、保存的アミノ酸置換は、生体系における合成ではなく、化
学的ペプチド合成によって典型的に組み込まれる非天然アミノ酸残基を包含し得る。
【００４２】
　保存的改変は、かかる改変が行われるペプチドと同様の機能的、物理的及び化学的特徴
を有するペプチドをもたらすことができる。対照的に、ペプチドの機能的及び／または化
学的特徴の大幅な改変は、（ａ）置換領域内の分子骨格の構造（例えば、α－ヘリックス
構造）、（ｂ）標的部位における分子の電荷若しくは疎水性、または（ｃ）分子の大きさ
を維持することに関する作用が顕著に異なるアミノ酸配列中での置換を選択することによ
って達成され得る。例えば、「保存的アミノ酸置換」は、その位置のアミノ酸残基の極性
または電荷にほとんどあるいは全く影響しないような非天然残基で天然アミノ酸残基を置
換することを伴い得る。更に、ポリペプチド内の任意の天然残基をアラニンで置換するこ
ともでき、これは、「アラニンスキャニング変異導入法」として先に記載されている通り
である（例えば、アラニンスキャニング変異導入法について論じている、ＭａｃＬｅｎｎ
ａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｃｔａ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｓｃａｎｄ．Ｓｕｐｐｌ．，６４３：
５５－６７，１９９８；Ｓａｓａｋｉｅｔ　ａｌ．，Ａｄｖ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．３５：１
－２４，１９９８を参照されたい）。
【００４３】
　天然残基は、共通の側鎖特性に基づいて分類分けすることができる。
疎水性：ノルロイシン（ＮｏｒまたはＮｌｅ）、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌ
ｅ
中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ
酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ
塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ
鎖配向性に影響する残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ、及び
芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ
【００４４】
　保存的アミノ酸置換は、これらの種類のうちの１つの種類の１つのメンバーを同じ種類
の別のメンバーと交換することを伴い得る。非保存的置換は、これらの種類のうちの１つ
の種類の１つのメンバーを別の種類のメンバーと交換することを伴い得る。
【００４５】
　このような変更を行う際、ある特定の実施形態によれば、アミノ酸の疎水性親水性指標
が考慮され得る。各アミノ酸は、その疎水性及び電荷の特徴に基づいて、疎水性親水性指
標が割り当てられている。これらは、イソロイシン（＋４．５）、バリン（＋４．２）、
ロイシン（＋３．８）、フェニルアラニン（＋２．８）、システイン／シスチン（＋２．
５）、メチオニン（＋１．９）、アラニン（＋１．８）、グリシン（－０．４）、トレオ
ニン（－０．７）、セリン（－０．８）、トリプトファン（－０．９）、チロシン（－１
．３）、プロリン（－１．６）、ヒスチジン（－３．２）、グルタミン酸（－３．５）、
グルタミン（－３．５）、アスパラギン酸（－３．５）、アスパラギン（－３．５）、リ
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【００４６】
　相互作用的な生物学的機能をタンパク質に付与することにおける疎水性親水性アミノ酸
指標の重要性は、当該技術分野において認識されている（例えば、Ｋｙｔｅｅｔ　ａｌ．
，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１０５－１３１、１９８２参照）。特定のアミノ酸を
、類似の疎水性親水性指標またはスコアを有する他のアミノ酸で置き換えることができ、
類似の生物活性が変わらず保持され得ることが知られている。疎水性親水性指標に基づい
て変更を行う際、ある特定の実施形態では、疎水性親水性指標が±２以内であるアミノ酸
の置換が含まれる。ある特定の実施形態では、±１以内である置換が含まれ、ある特定の
実施形態では、±０．５以内である置換が含まれる。
【００４７】
　類似のアミノ酸の置換は、親水性に基づいて効果的に行うことができる。ある特定の実
施形態において、隣接するアミノ酸の親水性によって決定される、タンパク質の最大局所
平均親水性は、その免疫原性及び抗原性、すなわち、そのタンパク質の生物学的特性と相
関している。
【００４８】
　次の親水性値がこれらのアミノ酸残基に割り当てられている。アルギニン（＋３．０）
、リシン（＋３．０）、アスパラギン酸（＋３．０±１）、グルタミン酸（＋３．０±１
）、セリン（＋０．３）、アスパラギン（＋０．２）、グルタミン（＋０．２）、グリシ
ン（０）、トレオニン（－０．４）、プロリン（－０．５±１）、アラニン（－０．５）
、ヒスチジン（－０．５）、システイン（－１．０）、メチオニン（－１．３）、バリン
（－１．５）、ロイシン（－１．８）、イソロイシン（－１．８）、チロシン（－２．３
）、フェニルアラニン（－２．５）及びトリプトファン（－３．４）。類似の親水性値に
基づいて変更を行う際、ある特定の実施形態では、親水性値が±２以内であるアミノ酸の
置換が含まれ、ある特定の実施形態では、±１以内である置換が含まれ、ある特定の実施
形態では、±０．５以内である置換が含まれる。
【００４９】
　保存的置換の例には、イソロイシン、バリン、ロイシン、ノルロイシン、アラニン若し
くはメチオニンなどの１つの非極性（疎水性）アミノ酸残基の別の非極性残基への置換、
アルギニン－リシン間、グルタミン－アスパラギン間、グリシン－セリン間などの１つの
極性（親水性）アミノ酸残基の別の極性残基への置換、リシン、アルギニン若しくはヒス
チジンなどの１つの塩基性アミノ酸残基の別の塩基性残基への置換、またはアスパラギン
酸若しくはグルタミン酸などの１つの酸性残基の別の酸性残基への置換が挙げられる。「
保存的アミノ酸置換」という表現はまた、当該ポリペプチドが必須の生物活性を示すこと
を条件に、誘導体化されていない残基に代えて化学的に誘導体化された残基を使用するこ
とも含む。本明細書に開示する修飾アペリンポリペプチドのバリアントを作製するために
用いることができる他の例示的なアミノ酸置換については、以下の表５に記載する。
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【表５】

【００５０】
　本明細書に記載の修飾アペリンポリペプチドはまた、ポリペプチド配列内のアミノ酸を
誘導体化することによって作製することもできる。「誘導体化」及び「誘導体」または「
誘導体化された」という用語は、親分子の一部分が化学的に改変されるプロセス及び得ら
れる化合物のそれぞれを意味するものと理解されたい。例には、（１）環状部分を有する
化合物、例えば、化合物内での残基間の架橋、（２）架橋した化合物または架橋部位を有
する化合物、例えば、化合物がシステイニル残基を有することにより架橋した二量体を形
成すること、（３）１つまたは複数のペプチジル連結が非ペプチジル連結によって置き換
えられること、（４）Ｎ末端が、アミノ基と反応することのできる試薬で修飾されること
、（５）Ｃ末端がアミドまたはエステルによって置き換えられ得ること、（６）個別のア
ミノ酸部分が、選択した側鎖または末端残基と反応することのできる試薬を用いた処理に
より修飾されている化合物を挙げることができる。
【００５１】



(39) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

50

　種々の実施形態において、本明細書に記載する化合物のアペリンポリペプチド及び／ま
たはビヒクル／担体部分は、誘導体化されてもよい。このような誘導体は、化合物の溶解
度、吸収性、安定性、生物学的半減期などを改善し得る。誘導体部分は、あるいは、マス
ト細胞の脱顆粒の誘発などの化合物の任意の望ましくない作用を排除するか、または弱め
ることができる。本発明の修飾アペリンポリペプチドの作製に使用され、かつアペリンペ
プチドの安定性を向上させるために特に有用な種々の誘導体化手法について、図３に記載
する。
【００５２】
　「化学的誘導体」または「化学的に誘導体化された」はまた、官能性側基の反応によっ
て化学的に誘導体化された１つまたは複数の残基を有する対象のペプチドを指す。このよ
うな誘導体化分子には、例えば、遊離アミノ基を誘導体化して、アミン塩酸塩、ｐ－トル
エンスルホニル基、カルボベンゾキシ基、ｔ－ブチルオキシカルボニル基、クロロアセチ
ル基またはホルミル基を形成する分子が挙げられる。遊離カルボキシル基を誘導体化して
、塩、メチル及びエチルエステル若しくは他の種類のエステルまたはヒドラジドを形成し
てもよい。遊離ヒドロキシル基を誘導体化して、Ｏ－アシルまたはＯ－アルキル誘導体を
形成してもよい。ヒスチジンのイミダゾール窒素を誘導体化して、Ｎ－ｉｍ－ベンジルヒ
スチジンを形成してもよい。Ｌ－またはＤ－型にかかわらず、２０種の標準アミノ酸の１
つまたは複数の天然アミノ酸誘導体を含有するペプチドも化学的誘導体に含まれる。例え
ば、プロリンの代わりに４－ヒドロキシプロリンを用いることができ、リシンの代わりに
５－ヒドロキシリシンを用いることができ、ヒスチジンの代わりに３－メチルヒスチジン
を用いることができ、セリンの代わりにホモセリンを用いることができ、リシンの代わり
にオルニチンを用いることができる。
【００５３】
　有用な誘導体化には、いくつかの実施形態において、ビヒクルまたは担体との結合がＮ
末端の遊離アミノ基で起きることのないように、ペプチドのアミノ末端が化学的にブロッ
クされたものが挙げられる。また、こうした改変には他の有益な効果、例えば、酵素的タ
ンパク質分解に対するアペリンペプチド類似体の感受性の低減があり得る。Ｎ末端は、ア
シル化するか、置換アミンに改変するか、芳香族部分（例えば、インドール酸、ベンジル
（ＢｚｌまたはＢｎ）、ジベンジル（ＤｉＢｚｌまたはＢｎ２）またはベンジルオキシカ
ルボニル（ＣｂｚまたはＺ））、Ｎ，Ｎ－ジメチルグリシンまたはクレアチンなどの別の
官能基で誘導体化することができる。例えば、いくつかの実施形態において、限定するも
のではないが、ホルミル、アセチル（Ａｃ）、プロパノイル、ブタニル、ヘプタニル、ヘ
キサノイル、オクタノイルまたはノナノイルなどのアシル部分をペプチドのＮ端末終端に
共有結合させ、これにより、ビヒクルまたは担体のペプチドへの結合中の好ましくない副
反応を防ぐことができる。他の例示的なＮ末端誘導体基には、－ＮＲＲ１（－ＮＨ２以外
）、－ＮＲＣ（Ｏ）Ｒ１、－ＮＲＣ（Ｏ）ＯＲ１、－ＮＲＳ（Ｏ）２Ｒ１、－ＮＨＣ（Ｏ
）ＮＨＲ１、スクシンイミドまたはベンジルオキシカルボニル－ＮＨ－（Ｃｂｚ－ＮＨ－
）が挙げられ、式中、Ｒ及びＲ１はそれぞれ独立して水素または低級アルキルであり、フ
ェニル環は、Ｃ１～Ｃ４アルキル、Ｃ１～Ｃ４アルコキシ、クロロ及びブロモから選択さ
れる１～３個の置換基で置換されてもよい。
【００５４】
　いくつかの実施形態において、アミノ酸残基間の１つまたは複数のペプチジル［－Ｃ（
Ｏ）ＮＲ－］連結（結合）は、非ペプチジル連結で置き換え可能である。例示的な非ペプ
チジル連結は、－ＣＨ２－カルバメート［－ＣＨ２－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ－］、ホスホネ－ト
、－ＣＨ２－スルホンアミド［－ＣＨ２－Ｓ（Ｏ）２ＮＲ－］、尿素［－ＮＨＣ（Ｏ）Ｎ
Ｈ－］、－ＣＨ２－二級アミン及びアルキル化ペプチド［－Ｃ（Ｏ）ＮＲ６－（式中、Ｒ
６は低級アルキルである）］である。
【００５５】
　いくつかの実施形態において、１つまたは複数の個別のアミノ酸残基が誘導体化され得
る。選択した側鎖または末端残基を特異的に反応させる種々の誘導体化剤が知られており



(40) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

50

、以下に例として詳述する。
【００５６】
　リシニル残基及びアミノ端末残基は、コハク酸または他のカルボン酸無水物と反応し得
、これにより、リシニル残基の電荷が逆転する。α－アミノ含有残基を誘導体化するため
の他の好適な試薬には、ピコリンイミド酸メチルなどのイミドエステル、ピリドキサール
リン酸、ピリドキサール、クロロボロヒドリド、トリニトロベンゼンスルホン酸、Ｏ－メ
チルイソ尿素、２，４－ペンタンジオン、及びグリオキシル酸とのアミノ基転移酵素触媒
反応が挙げられる。
【００５７】
　アルギニル残基は、フェニルグリオキサール、２，３－ブタンジオン、１，２－シクロ
ヘキサンジオン及びニンヒドリンを含む、複数の従来の試薬のうちのいずれか１つまたは
組み合わせとの反応により修飾することができる。アルギニル残基の誘導体化は、グアニ
ジン官能基のｐＫａが高いため、その反応をアルカリ条件で行う必要がある。更に、これ
らの試薬は、リシンの各基及びアルギニンのε－アミノ基と反応し得る。
【００５８】
　チロシル残基の特定の修飾については広範に研究されており、芳香族ジアゾニウム化合
物またはテトラニトロメタンとの反応によりチロシル残基にスペクトル標識を導入するこ
とには特に関心が集まっている。最も一般的には、Ｎ－アセチルイミジゾール（ａｃｅｔ
ｙｌｉｍｉｄｉｚｏｌｅ）及びテトラニトロメタンを用いて、Ｏ－アセチルチロシル種及
び３－ニトロ誘導体をそれぞれ形成する。
【００５９】
　カルボキシル側鎖基（アスパルチルまたはグルタミル）は、１－シクロヘキシル－３－
（２－モルホリニル－（４－エチル）カルボジイミドまたは１－エチル－３－（４－アゾ
ニア－４，４－ジメチルペンチル）カルボジイミドなどのカルボジイミド（Ｒ’－Ｎ＝Ｃ
＝Ｎ－Ｒ’）との反応によって選択的に修飾することができる。更に、アスパルチル残基
及びグルタミル残基は、アンモニウムイオンとの反応によって、アスパラギニル残基及び
グルタミニル残基に変換され得る。
【００６０】
　グルタミニル残基及びアスパラギニル残基は、対応するグルタミル残基及びアスパルチ
ル残基に脱アミド化することができる。あるいは、これらの残基は、弱酸性条件下で脱ア
ミド化される。これらの残基のいずれの形態も本発明の範囲内である。
【００６１】
　システイニル残基は、アミノ酸残基または他の部分で置き換えて、ジスルフィド結合を
除去するか、または反対に架橋を安定化することができる。例えば、Ｂｈａｔｎａｇａｒ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．，３９：３８１４－３８１９，１９９６を参照
されたい。
【００６２】
　二官能性物質による誘導体化は、ペプチドまたはその官能性誘導体を、非水溶性支持体
マトリクスまたは所望により他の高分子ビヒクルに架橋するのに有用である。一般に使用
される架橋剤には、例えば、１，１－ビス（ジアゾアセチル）－２－フェニルエタン、グ
ルタルアルデヒド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、例えば、４－アジドサリチ
ル酸とのエステル、３，３’－ジチオビス（プロピオン酸スクシンイミジル）などのジス
クシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステル、及びビス－Ｎ－マレイミド
－１，８－オクタンなどの二官能性マレイミドが挙げられる。メチル－３－［（ｐ－アジ
ドフェニル）ジチオ］プロピオイミデートなどの誘導体化試薬は、光の存在下で架橋を形
成することができる光活性可能な中間体を生じる。あるいは、臭化シアン活性化炭水化物
などの反応性非水溶性マトリクスならびに反応性基質、例えば、米国特許第３，９６９，
２８７号、同第３，６９１，０１６号、同第４，１９５，１２８号、同第４，２４７，６
４２号、同第４，２２９，５３７号及び同第４，３３０，４４０号に記載されているもの
がタンパク質の固定化に用いられる。
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【００６３】
　他の可能な修飾には、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル残基またはスレオ
ニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、Ｃｙｓ中の硫黄原子の酸化、リシン、アルギニン
及びヒスチジン側鎖のα－アミノ基のメチル化が挙げられる。Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ＆Ｃｏ．，Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，７９－８６，１９８
３．
【００６４】
　誘導体化の上記例は、網羅的に論じるものではなく、単なる例示であることが意図され
る。
【００６５】
　本明細書にて開示するアペリンポリペプチドの作製には、組み換えＤＮＡ及び／若しく
はＲＮＡを介したタンパク質発現ならびにタンパク質工学技術またはペプチド調製の任意
の他の方法を適用することができる。「組み換え」という用語は、物質（例えば、核酸ま
たはポリペプチド）が人間の介入により人工的または合成的に（すなわち、非自然的に）
改変されていることを意味すると理解される。改変は、その自然環境内若しくは自然状態
にある物質に対して、またはその自然環境若しくは自然状態から取り出した物質に対して
行うことができる。例えば、「組み換え核酸」は、例えば、クローニング、ＤＮＡシャッ
フリングまたは他のよく知られた分子生物学的手順中に、核酸を組み換えることによって
作製されるものである。このような分子生物学的手順の例は、Ｍａｎｉａｔｉｓ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ．Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ．Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８２中に認められる。「組み換えＤＮＡ分子」は
、このような分子生物学的技術を用いて連結させたＤＮＡのセグメントからなる。本明細
書で使用する「組み換えタンパク質」または「組み換えポリペプチド」という用語は、組
み換えＤＮＡ分子を用いて発現されるタンパク質分子を指す。「組み換え宿主細胞」は、
組み換え核酸を含有及び／または発現する細胞である。
【００６６】
　本発明のペプチドは、当業者に知られた方法に従って、形質転換した宿主細胞中で作製
してもよい。簡潔に述べれば、ペプチドをコードする組み換えＤＮＡ分子または構築物を
作製する。このようなＤＮＡ分子の作製方法は、当該技術分野において知られている。例
えば、好適な制限酵素を用いて、ペプチドをコードする配列をＤＮＡから切り出すことが
できる。種々の実施形態の実施において、多数の利用可能かつ周知の宿主細胞のいずれか
を用いることができる。特定の宿主の選択は、当該技術にて認識されている多数の要因に
左右される。これらには、例えば、選択した発現ベクターとの適合性、ＤＮＡ分子がコー
ドするペプチドの毒性、形質転換の割合、ペプチドの回収容易性、発現特性、生物学的安
全性及び費用が挙げられる。これらの要因のバランスは、全ての宿主が特定のＤＮＡ配列
の発現に等しく有効であるわけではないという理解の下で達成されるべきである。これら
の一般的な指針内で、培養での有用な微生物宿主細胞には、細菌（大腸菌属など）、酵母
菌（サッカロミセス属など）ならびに他の真菌細胞、昆虫細胞、植物細胞、哺乳動物細胞
（ヒトを含む）、例えば、ＣＨＯ細胞及びＨＥＫ２９３細胞が挙げられる。改変はＤＮＡ
レベルでも行うことができる。ペプチドをコードするＤＮＡ配列を、選択した宿主細胞に
より適合するコドンに変更してもよい。大腸菌については、最適化コドンが当該技術分野
において知られている。制限部位を除去するか、またはサイレント制限部位を含むように
コドンを置換することができ、これにより、選択した宿主細胞中でのＤＮＡプロセシング
が促進し得る。次に、形質転換した宿主を培養し、精製する。宿主細胞は、従来の発酵条
件下で培養することができ、これにより、所望の化合物が発現される。このような発酵条
件は、当該技術分野において知られている。更に、ＤＮＡは、任意に、融合タンパク質を
コードする領域の５’側に、発現されるペプチド類似体に機能的に連結したシグナルペプ
チド配列（例えば、分泌シグナルペプチド）を更にコードする。二量体Ｆｃ融合タンパク
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質（「ペプチボディ」）またはキメラ免疫グロブリン（軽鎖＋重鎖）－Ｆｃヘテロ三量体
（「ヘミボディ」）を含む、哺乳動物細胞による組成物の組み換え発現に有用な適切な組
み換え法及び例示的なＤＮＡ構築物の更なる例については、例えば、Ｓｕｌｌｉｖａｎ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｔｏｘｉｎ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ（
米国特許出願公開第２００７／００７１７６４号）及びＳｕｌｌｉｖａｎ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｔｏｘｉｎ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ（ＷＯ２００８
／０８８４２２）を参照されたい（両出願は、その全体を参照により本明細書に援用する
）。
【００６７】
　本発明の修飾アペリンポリペプチドはまた、合成的方法によっても作製することができ
る。固相合成は、最も費用対効果の高い小ペプチド作製方法であることから、個々のペプ
チドを作製する技術として用いることができる。例えば、よく知られている固相合成法は
、保護基、リンカー及び固相支持体の使用はもとより、特定の保護脱保護反応条件、リン
カー切断条件、スカベンジャーの使用及び固相ペプチド合成の他の側面を伴う。好適な技
術は、当該技術分野においてよく知られている。例えば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｃｈｅ
ｍ．Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ，Ｋａｔｓｏｙａｎｎｉｓ　ａｎｄ　Ｐａｎａｙｏｔｉｓ
　ｅｄ．，ｐｐ．３３５－３６１，１９７３；Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅ
ｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９，１９６３；Ｄａｖｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．
Ｉｎｔｌ．１０：３９４－４１４，１９８５；Ｓｔｅｗａｒｔ　ａｎｄ　Ｙｏｕｎｇ、Ｓ
ｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，１９６９；米国特許第３
，９４１，７６３号；Ｆｉｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，３ｒｄ　ｅ
ｄ．，２：１０５－２５３，１９７６；ならびにＥｒｉｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｈ
ｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，３ｒｄ　ｅｄ．，２：２５７－５２７，１９７６；“Ｐｒｏｔｅ
ｃｔｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ”，３ｒｄ　ｅ
ｄ．，Ｔ．Ｗ．Ｇｒｅｅｎｅ　ａｎｄ　Ｐ．Ｇ．Ｍ．Ｗｕｔｓ　Ｅｄ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉ
ｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，１９９９；ＮｏｖａＢｉｏｃｈｅｍ　Ｃａｔａｌｏｇ，２
０００；“Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ，Ａ　Ｕｓｅｒ’ｓ　Ｇｕｉｄｅ”、
Ｇ．Ａ．Ｇｒａｎｔ　Ｅｄ．，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ＆Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ，Ｎ．Ｙ．，１９９２；“Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｃｈｅｍｔｅｃｈ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ
　ｏｆ　Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ＆Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ”、Ｗ．Ｄ．Ｂｅｎｎｅｔ、Ｊ．Ｗ．Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ、Ｌ．Ｋ．
Ｈａｍａｋｅｒ、Ｍ．Ｌ．Ｐｅｔｅｒｓｏｎ、Ｍ．Ｒ．Ｒｈｏｄｅｓ　ａｎｄ　Ｈ．Ｈ．
Ｓａｎｅｉｉ　Ｅｄ．，Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｃｈｅｍｔｅｃｈ，１９９８；“Ｐｒｉｎｃ
ｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ”，２ｎｄ　ｅｄ．，Ｍ．Ｂｏ
ｄａｎｓｚｋｙ　Ｅｄ．，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，１９９３；“Ｔｈｅ　Ｐｒ
ａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ”，２ｎｄ　ｅｄ．，Ｍ．Ｂ
ｏｄａｎｓｚｋｙ　ａｎｄ　Ａ．Ｂｏｄａｎｓｚｋｙ　Ｅｄ．，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅ
ｒｌａｇ，１９９４；“Ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐｓ”、Ｐ．Ｊ．Ｋｏｃｉｅｎ
ｓｋｉ　Ｅｄ．，Ｇｅｏｒｇ　Ｔｈｉｅｍｅ　Ｖｅｒｌａｇ，Ｓｔｕｔｔｇａｒｔ，Ｇｅ
ｒｍａｎｙ，１９９４；“Ｆｍｏｃ　Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎ
ｔｈｅｓｉｓ，Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ”、Ｗ．Ｃ．Ｃｈａｎ　ａｎ
ｄ　Ｐ．Ｄ．Ｗｈｉｔｅ　Ｅｄ．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｐｒｅｓｓ，２０００；Ｇ．Ｂ．Ｆｉ
ｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａ　Ｕｓｅｒ’ｓ　
Ｇｕｉｄｅ，７７－１８３，１９９０を参照されたい。本発明のポリペプチド及び複合体
の作製に適用できる、当該技術分野において知られている合成法及び精製法の更なる例に
ついては、例えば、Ｓｕｌｌｉｖａｎらの米国特許出願公開第２００７／００７１７６４
号及びＳｕｌｌｉｖａｎ　ｅｔ　ａｌ．，のＷＯ２００８／０８８４２２Ａ２を参照され
たい（両出願は、その全体を参照により本明細書に援用する）。
【００６８】
　本発明の修飾アペリンポリペプチドは、１つまたは複数の半減期を延長する部分または
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ビヒクルに共有結合的に融合、接続、連結または複合体化され得る。「半減期を延長する
部分」は、本明細書にて「ビヒクル」と区別なく使用され、非複合体形態のアペリンペプ
チドと比較して、タンパク質分解若しくは他の活性を低減させる化学修飾によるインビボ
分解の阻止若しくは軽減、限定するものではないが腎クリアランス率若しくは肝クリアラ
ンス率の減少、吸収率の増加などのインビトロ半減期若しくはインビボ半減期若しくは他
の薬物動態特性の向上、毒性の低減、免疫原性の低減、溶解度の改善、目的とする標的に
対するアペリンペプチドの生物活性及び／若しくは標的選択性の向上、ならびに／または
製造性の向上をもたらす分子を指す。半減期を延長する部分は、薬学的に許容されるもの
であり得る。
【００６９】
　別のペプチド、ビヒクルまたは半減期を延長する部分に直接的にまたはリンカー部分を
介して間接的に共有結合的に連結、接続または結合されたアペリンペプチドまたはポリペ
プチドを含む組成物は、化学的手段（例えば、翻訳後または合成後）または組み換え融合
によって複合体化されるかに関わらず、「複合体」または「複合体化された」分子である
。半減期を延長する部分またはその複数の部分へのアペリンポリペプチドの結合は、アペ
リンペプチドのＮ末端及び／またはＣ末端を介してもよいし、ペプチドの一次アミノ酸配
列に対して挿入されたものであってもよい。ある特定の実施形態において、半減期を延長
する部分は、修飾アペリンポリペプチドのＮ末端に結合される。
【００７０】
　半減期を延長する部分またはビヒクルは、得られるペプチド複合体が、インビボでの腎
臓濾過によるクリアランスを妨げるのに十分な流体力学的大きさを得るように選択され得
る。例えば、半減期を延長する部分には、実質的に直鎖状、分岐鎖状（ｂｒ）、または樹
枝状の形態である高分子が選択され得る。あるいは、半減期を延長する部分は、得られる
ペプチド複合体がインビボで血清タンパク質に結合して複合体を形成し、このようして形
成された複合体が実質的な腎クリアランスを回避するように選択され得る。半減期を延長
する部分またはビヒクルは、例えば、ポリマー（例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥ
Ｇ））、脂質、コレステロール基（ステロイドなど）、炭水化物若しくはオリゴ糖（例え
ば、デキストラン）、任意の天然若しくは合成タンパク質（例えば、抗体またはＦｃドメ
イン）またはサルベージ受容体に結合する任意のポリペプチド若しくはペプチドであって
よい。
【００７１】
　使用することができる本発明による例示的な半減期を延長する部分には、免疫グロブリ
ン、免疫グロブリンＦｃドメイン若しくはその一部分または生物学的に適したポリマー若
しくはコポリマー、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）若しくはポリプロピレン
グリコールなどのポリアルキレングリコール化合物が挙げられる。他の適切なポリアルキ
レングリコール化合物には、次の種類の荷電性または中性ポリマー：デキストラン、ポリ
リシン、コロミン酸または他の炭水化物系ポリマー、アミノ酸のポリマー及びビオチン誘
導体が挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態において、免疫グロブ
リン（軽鎖及び重鎖を含む）またはその一部分を、半減期を延長する部分として使用する
ことができ、好ましくは、ヒト由来の免疫グロブリンであり、限定するものではないが、
ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４などの免疫グロブリンのうちのいずれかが
挙げられる。
【００７２】
　本発明による半減期を延長する部分またはビヒクルの他の例には、エチレングリコール
のコポリマー、プロピレングリコールのコポリマー、カルボキシメチルセルロース、ポリ
ビニルピロリドン、ポリ－１，３－ジオキソラン、ポリ－１，３，６－トリオキサン、エ
チレン無水マレイン酸コポリマー、ポリアミノ酸（例えば、ポリリシンまたはポリオルニ
チン）、デキストランｎ－ビニルピロリドン、ポリｎ－ビニルピロリドン、プロピレング
リコールホモポリマー、プロピレンオキシドポリマー、エチレンオキシドポリマー、ポリ
オキシエチル化ポリオール、ポリビニルアルコール、線状若しくは分枝状のグリコシル化
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鎖、ポリアセタール、長鎖脂肪酸、長鎖疎水性脂肪族基またはポリシアル酸（例えば、Ｐ
ｏｌｙＸｅｎ（商標）技術；Ｇｒｅｇｏｒｉａｄｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｐｒｏｖｉｎ
ｇ　ｔｈｅ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｅｆｆｉｃａｃｙ　ｏｆ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａ
ｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ：ａ　ｒｏｌｅ　ｆｏｒ　ｐｏｌｙｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄｓ，
Ｉｎｔｌ．Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ，３００：１２５－１３０，２００５（その
全体を参照により本明細書に援用する））が挙げられる。
【００７３】
　他の実施形態において、半減期を延長する部分は、アペリンペプチドのＮ末端に共有結
合的に連結されたアニオン荷電性化学的実体である。アニオン荷電性化学的実体には、限
定するものではないが、ホスホチロシン、ホスホセリン、ｐ－ホスホノ（ジフルオロ－メ
チル）－フェニルアラニン（Ｐｆｐ）、ｐ－ホスホノ－メチル－フェニルアラニン（Ｐｍ
ｐ）、ｐ－ホスファチジル－フェニルアラニン（Ｐｐａ）またはｐ－ホスホノ－メチルケ
ト－フェニルアラニン（Ｐｋｐ）が挙げられ、所望によりＡＥＥＡリンカーまたは本明細
書に記載の他のリンカーを介して間接的に、アペリンペプチドのＮ末端に共有結合的に連
結され得る。ＷＯ２００６／０４２１５１Ａ２；Ｂｅｅｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，"Ｔａｒ
ｇｅｔｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔｏｒ　ｍｅｍｏｒｙ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ　ｗｉｔｈ　ａ　ｓｅ
ｌｅｃｔｉｖｅ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ　Ｋｖ１．３　ｃｈａｎｎ
ｅｌｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ　ｄｉｓｅａｓｅｓ”，
Ｍｏｌｅｃ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．６７（４）：１３６９－１３８１，２００５；Ｐｅｎ
ｎｉｎｇｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ａ　ｓｔａｂｌｅ　ａｎｄ
　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｂｌｏｃｋｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｋｖ１．３　
ｃｈａｎｎｅｌ　ｉｎ　Ｔ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ”，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｏｌｏｇｙ　Ｆａｓｔ　Ｆｏｒｗａｒｄ、２００９年１月２日公開、ｄｏｉ：１０
．１１２４／ｍｏｌ．１０８．０５２７０４を参照されたい（これらの全体を参照により
本明細書に援用する）。
【００７４】
　本発明による半減期を延長する部分の他の実施形態には、生理学的条件の温度、ｐＨ及
びイオン強度下で、半減期の長い血清タンパク質に対する結合親和性を有する、ペプチド
リガンドまたは小（有機）分子リガンドが挙げられる。例には、アルブミン結合ペプチド
若しくは小分子リガンド、トランスサイレチン結合ペプチド若しくは小分子リガンド、チ
ロキシン結合グロブリン結合ペプチド若しくは小分子リガンド、抗体結合ペプチド若しく
は小分子リガンド、または血清アルブミンなどの半減期の長い血清タンパク質に対する親
和性を有する別のペプチド若しくは小分子が挙げられる。例えば、Ｋｒａｔｚ，“Ａｌｂ
ｕｍｉｎ　ａｓ　ａ　ｄｒｕｇ　ｃａｒｒｉｅｒ：Ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ｐｒｏｄｒｕｇ
ｓ，ｄｒｕｇ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ａｎｄ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ”，Ｊ．Ｃ
ｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ，１３２：１７１－１８３，２００８；Ｄｅｎｎｉ
ｓ　ｅｔ　ａｌ．，“Ａｌｂｕｍｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｓ　ａ　ｇｅｎｅｒａｌ　ｓ
ｔｒａｔｅｇｙ　ｆｏｐｒ　ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ　ｔｈｅ　ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ
ｉｃｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ”，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７７（３８）：３５０
３５－３５０４３，２００２；Ｋｎｕｄｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｐｏｔｅｎｔ　ｄｅｒ
ｉｖａｔｉｖｅ　ｏｆ　ｇｌｕｃａｇｏｎ－ｌｉｋｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ－１　ｗｉｔｈ　
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｓｕｉｔａｂｌｅ　ｆｏｒ　
ｏｎｃｅ　ｄａｉｌｙ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ”，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４３
：１６６４－１６６９，２０００；Ｋｕｒｔｚｈａｌｓら、“Ａｌｂｕｍｉｎ　ｂｉｎｄ
ｉｎｇ　ｏｆ　ｉｎｓｕｌｉｎｓ　ａｃｙｌａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ
ｓ：ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｉｇａｎｄ－ｐｒｏｔｅｉｎ
　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｂｉｎ
ｄｉｎｇ　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ａｎｄ　ｔｉｍｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎｓｕｌｉｎ　
ｅｆｆｅｃｔ　ｉｎ　ｖｉｖｏ”，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．３１２：７２５－７３１，１９
９５；Ｋｅｎｙｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，“１３Ｃ　ＮＭＲ　Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
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　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ｍｅｄｉｕｍ－ｃｈａｉｎ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄｓ　ｔｏ　
ｈｕｍａｎ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ”，Ｊ．Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．３５：４５８－
４６７，１９９４；Ｂｌａｎｅｙら、“Ｍｅｔｈｏｄ　ａｎｄ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｓ　ｆｏｒ　ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ　ｔｈｅ　ｓｅｒｕｍ　ｈａｌｆ－ｌｉｆｅ　ｏｆ　
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　ａｃｔｉｖｅ　ａｇｅｎｔｓ　ｂｙ　ｂｉｎｄｉ
ｎｇ　ｔｏ　ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎ－ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｌｉｇａｎｄｓ”（米
国特許第５，７１４，１４２号）；Ｓａｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍ
ｉｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｍｏｉｅｔｉｅｓ”（米国特許出願公開第２００３／００６９３
９５Ａ１号）及び米国特許第６，３４２，２２５号を参照されたい。ヒト血清アルブミン
に結合することができる例示的な小分子リガンドには、ｐＩＦＢｕ（（Ｓ）－２－（４－
（４－ヨードフェニル）ブタンアミド）ペンタン二酸）及びＤＯＴＡ（２，２’，２’’
，２’’’－（１，４，７，１０－テトラアザシクロドデカン－１，４，７，１０－テト
ライル）四酢酸）が挙げられるが、これらに限定されない。配列番号１１８（｛ｐＩＦＢ
ｕ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］ＱＲＰ［ＮＭｅＡｒｇ］ＬＳＨＫＧＰ［
Ｎｌｅ］Ｐ［４－Ｃｌ－Ｆ］｛ＣＯＯＨ｝）のポリペプチドの場合のように、このような
リガンドを本発明の修飾アペリンポリペプチドに接続して、血清半減期を向上させること
ができる。
【００７５】
　「半減期の長い血清タンパク質」は、哺乳動物の血漿中に溶解している何百もの異なる
タンパク質の１つであり、いわゆる「担体タンパク質」（アルブミン、トランスフェリン
及びハプトグロビンなど）、フィブリノゲン及び他の血液凝固因子、補体成分、免疫グロ
ブリン、酵素阻害剤、アンギオテンシン及びブラジキニンなどの物質の前駆体ならびに多
くの他の種類のタンパク質が挙げられる。本発明は、限定するものではないが本明細書に
記載するものなどの薬学的に許容される半減期延長部分のいずれかの単一種の使用、また
はＰＥＧ及び免疫グロブリンＦｃドメイン若しくはＦｃのＣＨ２ドメインなどのその一部
分（例えば、Ｆｅｉｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅｓｓ　ａ
ｓ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ａｇｅｎｔｓ”（米国特許第６，６６０，８４３号）参照
）、アルブミン（例えば、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）；例えば、Ｅｈｒｌｉｃｈ　ｅ
ｔ　ａｌ．，“Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ａｌｂｕｍｉｎ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｏｆ　ａ　ｔｒｕｎｃａｔｅｄ　Ｐｅｐ
ｔｉｄｅ　ＹＹＹ　ａｎａｌｏｇｕｅ　ｆｏｒ　ｈａｌｆ－ｌｉｆｅ　ｅｘｔｅｎｓｉｏ
ｎ”，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，２４（１２）：２０１５－２０２４，２
０１３、米国特許第６，９２６，８９８号、米国特許出願公開第２００５／００５４０５
１号、米国特許第６，８８７，４７０号参照）、トランスサイレチン（ＴＴＲ；例えば、
米国特許出願公開第２００３／０１９５１５４Ａ１号及び第２００３／０１９１０５６Ａ
１号参照）若しくはチロキシン結合グロブリン（ＴＢＧ）若しくは例えば、ＷＯ２００８
／０８８４２２（その全体を参照により本明細書に援用する）に記載されている、免疫グ
ロブリン（軽鎖＋重鎖）とＦｃドメインの組み合わせ（ヘテロ三量体、いわゆる「ヘミボ
ディ」）などの２つ以上の異なる半減期延長部分の組み合わせの使用を包含する。
【００７６】
　修飾アペリンポリペプチドの半減期を延長することは、「安定性」の向上でもあり得る
。安定性の向上はまた、アペリンポリペプチドのクリアランスの低減、またはアペリンポ
リペプチド若しくは非修飾アペリンポリペプチドと比較して代謝分解速度を低減させる修
飾若しくは修飾の組み合わせを有するアペリンポリペプチドの全体的な曝露の増加を意味
するものと理解され得る。安定性が向上すると、血漿及び組織ホモジネートなどのインビ
トロの生物学的マトリクス中におけるアペリンポリペプチドの半減期が延長し得、インビ
ボでの血漿滞留時間が延長し得る。インビボ血漿滞留時間は、動物に投与されるインタク
トなペプチド薬物実体の循環半減期を意味するものと理解されたい。インビトロ血漿滞留
時間は、生物学的媒体中に添加された後のインタクトなペプチド薬物実体の半減期を意味
するものと理解されたい。
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【００７７】
　アペリンポリペプチドの修飾はまた、当該分子の「効力」の増大、例えば、分子の薬物
動態的または薬力学的特性の改善につながり得る。効力の増大はまた、非修飾アペリンポ
リペプチドと比較して代謝分解速度を低減させる修飾または修飾の組み合わせを有するア
ペリンポリペプチドを意味するものと理解され得る。安定性が向上すると、血漿及び組織
ホモジネートなどのインビトロの生物学的マトリクス中におけるアペリンポリペプチドの
半減期が延長し得、インビボでの血漿滞留時間が延長し得る。効力の増大は、更に、ＡＰ
Ｊ受容体に対する修飾アペリンポリペプチドの親和性及び／または有効性の向上を意味す
るものと理解され得る。
【００７８】
　ある特定の実施形態において、本明細書に記載の１つまたは複数の修飾アペリンポリペ
プチドは、ポリペプチドのＮ末端、Ｃ末端、主鎖または側鎖を介し、種々の構造の化学修
飾によって、半減期延長部分またはビヒクルに結合または接続される。したがって、一実
施形態において、ビヒクル－ペプチド複合体は、次式Ｉによって記載することができ、

【化１】

式中、
Ｖ１は、ビヒクル（例えば、ＰＥＧ、脂質または他の半減期延長部分）であり、
Ａ１、Ａ２、Ａ３及びＡ４は、－（Ｌ１）ｅ－Ｐ１、－（Ｌ１）ｅ－Ｐ１－（Ｌ２）ｆ－
Ｐ２、－（Ｌ１）ｅ－Ｐ１－（Ｌ２）ｆ－Ｐ２－（Ｌ３）ｇ－Ｐ３、－（Ｌ１）ｅ－Ｐ１

－（Ｌ２）ｆ－Ｐ２－（Ｌ３）ｇ－Ｐ３－（Ｌ４）ｈ－Ｐ４及びこれらの高次多量体から
それぞれ独立して選択され、
Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３及びＰ４は、それぞれ独立してアペリンポリペプチドの配列であり、脂
質及び／若しくはＡｅｅａ及び／若しくはγ－グルタミン酸ならびに／または結合リンカ
ーの一部を含む別の部分を伴わない本出願に記載のアペリンペプチドのいずれかであって
よく、例えば、配列番号１２１～６４７のアミノ酸配列を有するアペリンペプチドであり
、
Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３及びＬ４は、それぞれ独立してリンカーであり、
ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｇ及びｈは、それぞれ独立して０または１であり、但し、ａ、
ｂ及びｃのうちの少なくとも１つは１である。
【００７９】
　別の実施形態において、ビヒクル－ペプチド複合体は、次式ＩＩ：
Ｖ１－Ａ１

及びその多量体によって記載され、式中、Ｖ１はＰＥＧ、脂質または他の半減期延長部分
であり、かつリンカーによりまたはリンカーなしでＡ１のＮ末端で接続されている。
【００８０】
　別の実施形態において、ビヒクル－ペプチド複合体は、次式ＩＩＩ：

【化１－１】

及びその多量体によって記載され、式中、Ｖ１はＰＥＧ、脂質または他の半減期延長部分
であり、かつリンカーによりまたはリンカーなしでＡ２の主鎖または側鎖で接続されてい
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る。
【００８１】
　別の実施形態において、ビヒクル－ペプチド複合体は、次式ＩＶ：
Ａ３－Ｖ１

及びその多量体によって記載され、式中、Ｖ１はＰＥＧ、脂質または他の半減期延長部分
であり、かつリンカーによりまたはリンカーなしでＡ３のＣ末端で接続されている。
【００８２】
　別の実施形態において、ビヒクル－ペプチド複合体は、次式Ｖ：
Ａ２－Ｖ１－Ａ１

及びその多量体によって記載され、式中、Ｖ１はＰＥＧ、脂質または他の半減期延長部分
であり、かつリンカーによりまたはリンカーなしでＡ１及びＡ２の任意の位置で接続され
ている。
【００８３】
　別の実施形態において、ビヒクル－ペプチド複合体は、次式ＶＩ：

【化２】

及びその多量体によって記載され、式中、Ｖ１はＰＥＧ、脂質または他の半減期延長部分
であり、かつリンカーによりまたはリンカーなしでＡ１、Ａ２、Ａ３またはＡ４の任意の
位置で接続されている。
【００８４】
　別の実施形態において、ビヒクル－ペプチド複合体は、次式ＶＩＩ：
【化３】

及びその多量体によって記載され、式中、Ｖ１及びＶ２はＰＥＧ、脂質または他の半減期
延長部分であり、かつリンカーによりまたはリンカーなしでＡ１の任意の位置で接続され
ている。
【００８５】
　ある特定の実施形態において、γ－グルタミン酸を本発明の修飾アペリンポリペプチド
に挿入することができる。γ－グルタミン酸は、脂質部分（例えば、脂肪酸）と修飾アペ
リンポリペプチドの間に挿入され得る。γ－グルタミン酸に加えて、本明細書にて更に詳
述する結合リンカーの構成要素として、任意の他の部分が存在してもよい。結合リンカー
の構成要素は、特定的、機能的及び／または構造的役割を果たす、極性、非極性、疎水性
、脂肪族または芳香族部分であってよい。
【化４】

【００８６】
　ある特定の実施形態において、半減期延長部分またはビヒクルは、脂質である。したが
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って、本明細書にて開示する修飾アペリンポリペプチドのいずれかは、所望により結合リ
ンカーを介して、脂肪酸などの脂質部分に結合することができる。いくつかの実施形態に
おいて、脂肪酸は、Ｃ１～Ｃ２５飽和または不飽和脂肪酸である。半減期延長部分として
使用でき、所望により結合リンカーを介して本発明の修飾アペリンポリペプチドに接続す
ることができる例示的な脂肪酸については、以下の表６に列挙する。
【表６－１】



(49) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

50

【表６－２】

【００８７】
　いくつかの実施形態において、本発明の修飾アペリンポリペプチドに結合される脂肪酸
または脂肪族アシル基は、ブタノイル、ヘキサノイル、オクタノイル、デカノイル、ドデ
カノイル、トリデカノイル、テトラデカノイル、ペンタデカノイル、ヘキサデカノイル、
ヘプタデカノイル、オクタデカノイル、オクタデカンジオイル、オクタンジオイル、デカ
ンジオイル、ドデカンジオイル、ヘキサンジオイル、ブタンジオイル、テトラデカンジオ
イルまたはヘキサデカンジオイルから選択される。他の実施形態において、本発明の修飾
アペリンポリペプチドに結合される脂肪酸または脂肪族アシル基は、オクタデカンジオイ
ル、ヘプタデカノイル、トリデカノイル、ブタノイル、ヘキサノイル、ヘキサデカノイル
、ブタンジオイル、オクタンジオイルまたはデカンジオイルから選択される。ある特定の
実施形態において、本発明の修飾アペリンポリペプチドに結合される脂肪酸または脂肪族
アシル基は、トリデカノイル、ブタノイル、ヘキサノイル、ヘキサデカノイル、ブタンジ
オイル、オクタンジオイルまたはデカンジオイルから選択される。ある特定の他の実施形
態において、本発明の修飾アペリンポリペプチドに結合される脂肪酸または脂肪族アシル
基は、オクタノイル、デカノイル、ドデカノイル、トリデカノイル、テトラデカノイル、
ペンタデカノイル、ヘキサデカノイル、ヘプタデカノイル、オクタデカノイルまたはオク
タデカンジオイルから選択される。
【００８８】
　本発明の一実施形態において、脂質－アペリンペプチド複合体は、次式：
Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４（配列番号７２１）によって記載することができ、
式中、
Ｘ１は、脂肪族アシル基であり、
Ｘ２は、γＧｌｕであるか、または不在であり、
Ｘ３は、ＰＥＧ基であるか、または不在であり、
Ｘ４は、アペリンポリペプチドである。
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【００８９】
　上記式のアペリンペプチド中のアミノ酸残基は、Ｌ－若しくはＤ－アミノ酸、α－若し
くはβ－アミノ酸、非標準アミノ酸または非標準アミノ酸のＬ－若しくはＤ－若しくはα
－若しくはβ－型であってよい。上記式中のアペリンポリペプチドは、本明細書に記載の
修飾アペリンポリペプチドのいずれであってもよい。一実施形態において、ＰＥＧ基は、
１つまたは複数のＡＥＥＡ（［２－（２－アミノ－エトキシ）－エトキシ］－酢酸）基で
ある。関連する実施形態において、Ｘ２はγＧｌｕ（本明細書中、ＡＣ４Ａｂｕともいう
）であり、Ｘ３はＡＥＥＡまたはＡＥＥＡ－ＡＥＥＡである。
【００９０】
　本発明の別の実施形態において、脂質－アペリンペプチド複合体は、次式：｛ＨＤＡ｝
［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｐ［Ｃｈａ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ
］［Ｎｌｅ］Ｘ４Ｘ５（配列番号７２２）によって記載することができ、式中、Ｘ１は［
ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、Ｘ２はＱまたは［ｑ］であり、Ｘ３は［ｈＡｒ
ｇ］または［ｒ］であり、Ｘ４はＰまたは［Ｐｉｐ］であり、Ｘ５は［４－Ｃｌ－Ｆ］ま
たは［Ｄ－４ＣｌＦ］である。これら及び他の実施形態において、脂質－ペプチド複合体
は、配列番号２３７、２３９または２４２の配列を含み得る。
【００９１】
　本発明の更に別の実施形態において、脂質－アペリンペプチド複合体は、次式：
｛ＨＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３ＰＸ４Ｘ５ＳＨＫＧ
［Ｏｉｃ］［Ｎｌｅ］Ｘ６Ｘ７（配列番号７２３）によって記載することができ、式中、
Ｘ１は［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、Ｘ２はＱまたは［ｑ］であり、Ｘ３は
ｒまたは［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ４はｒまたは［ＮＭｅＡｒｇ］であり、Ｘ５は［ＮＭｅ
Ｌｅｕ］または［Ｃｈａ］であり、Ｘ６は［Ｐｉｐ］またはＰであり、Ｘ７は［４－ＣＬ
－Ｆ］、［ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］または［Ｔｉｃ］である。これら及び他の実施形態に
おいて、脂質－ペプチド複合体は、配列番号２３４～２４３のうちのいずれか１つの配列
を含み得る。
【００９２】
　本発明のいくつかの実施形態において、脂質－アペリンペプチド複合体は次式：
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ

８ＫＧ［Ｏｉｃ］Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１（配列番号７２４）によって記載することができ、
式中、Ｘ１は［ｈＡｒｇ］、［ｒ］であるか、または不在であり、Ｘ２はＱ、［ｑ］、［
ＢＬｅｕ］または［ＮＭｅＧｌｎ］であり、Ｘ３は［ｈＡｒｇ］または［ｒ］であり、Ｘ

４はＰ、［Ｐｉｐ］、［Ｏｉｃ］または［Ｓａｒ］であり、Ｘ５は［ＮＭｅＡｒｇ］、［
ｒ］または［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ６は［Ｃｈａ］、［ＮＭｅＬｅｕ］、［ＢＬｅｕ］ま
たは［ＮＭｅＣｈａ］であり、Ｘ７はＳ、［ＢｈＳｅｒ］、［ｂＡｌａ］、［ＮｈＳｅｒ
Ｇ］または［ａＭｅＳ］であり、Ｘ８はＨ、Ａ、Ｙ、［Ｔｌｅ］、［Ｄｅｇ］、Ｌまたは
Ｖであり、Ｘ９は［Ｎｌｅ］または［ｐｌ－Ｐｈｅ］であり、Ｘ１０はＰ、Ｄ－アミノ酸
、β－アミノ酸、非標準アミノ酸または非標準アミノ酸のＤ－若しくはβ－型であり、Ｘ

１１は［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ｄ－Ｂｉｐ］であるか、または不在であ
る。ある特定の実施形態において、Ｘ１０は、［Ｄ－Ｔｉｃ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｄ
－４ＣｌＦ］、［Ａｉｃ］、［Ｏｉｃ］、［Ｄ－４Ｆ］、［Ｄ－Ｏｇｌ］、［ｆ］、［１
－Ｎａｌ］、［２－Ｎａｌ］、［Ｄ－Ｂｉｐ］、［Ｔｉｃ］、［Ａｉｂ］または［Ｄｅｇ
］である。これら及び他の実施形態において、脂質－ペプチド複合体は、配列番号１２１
～２１０及び２４５～２５６のうちのいずれか１つの配列を含み得る。
【００９３】
　本発明の別の実施形態において、脂質－アペリンペプチド複合体は、次式：
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］Ｘ１ｑ［ｈＡｒｇ］Ｐ［ＮＭｅＡ
ｒｇ］［Ｃｈａ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［Ｎｌｅ］Ｘ２Ｘ３（配列番号７２５）によって記
載することができ、式中、Ｘ１は［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、Ｘ２はＰ、
Ｄ－アミノ酸または非標準アミノ酸であり、Ｘ３はＤ－アミノ酸、非標準アミノ酸または
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－ＣＯＯＨである。これら及び他の実施形態において、脂質－ペプチド複合体は、配列番
号１２１～１５２のうちのいずれか１つの配列を含み得る。
【００９４】
　本発明の更に別の実施形態において、脂質－アペリンペプチド複合体は、次式：
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］［ｈＡｒｇ］ｑ［ｈＡｒｇ］Ｐ［
ＮＭｅＡｒｇ］［Ｃｈａ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［Ｎｌｅ］Ｘ１ＣＯＯＨ（配列番号７２６
）によって記載することができ、式中、Ｘ１はＤ－アミノ酸、β－アミノ酸、非標準アミ
ノ酸または非標準アミノ酸のＤ－若しくはβ－型である。いくつかの実施形態において、
Ｘ１は、［Ｄ－Ｔｉｃ］、［４－ＣＬ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ａｉｃ］、［Ｏｉｃ
］、［Ｄ－４ｌＦ］、［Ｄ－ＩｇＬ］、［ｆ］、［１－Ｎａｌ］、［２－Ｎａｌ］、［Ｄ
－Ｂｉｐ］または［Ｔｉｃ］である。ある特定の実施形態において、脂質－ペプチド複合
体は、配列番号１６６、１７１及び２４５～２５６のうちのいずれか１つの配列を含み得
る。
【００９５】
　本発明の一実施形態において、脂質－アペリンペプチド複合体は、次式：
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］ＱＸ１ＰＸ２Ｘ３ＳＨＫＧ［Ｏｉ
ｃ］Ｘ４Ｘ５Ｘ６（配列番号７２７）によって記載することができ、式中、
Ｘ１はＲ、ｒまたは［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ２はｒ、［ｈＡｒｇ］または［ＮＭｅＡｒｇ
］であり、Ｘ３は［ＮＭｅＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であり、Ｘ４は［ｐｌ－Ｐｈｅ］ま
たは［Ｎｌｅ］であり、Ｘ５はＰまたは［Ｄ－１Ｎａｌ］であり、Ｘ６は［Ｄ－Ｂｉｐ］
、［４－ＣＬ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］であるか、または不在である。これら及び他の実
施形態において、脂質－ペプチド複合体は、配列番号１６５及び２１１～２３３のうちの
いずれか１つの配列を含み得る。
【００９６】
　本発明の更に別の実施形態において、脂質－アペリンペプチド複合体は、次式：
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３ＰＸ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７

ＫＧ［Ｏｉｃ］Ｘ８Ｘ９Ｘ１０（配列番号７２８）によって記載することができ、
式中、Ｘ１は［ｈＡｒｇ］または［ｒ］であり、Ｘ２はＱまたは［ｑ］であり、Ｘ３はｒ
または［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ４はｒまたは［ＮＭｅＡｒｇ］であり、Ｘ５は［ＮＭｅＬ
ｅｕ］、［ＢＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であり、Ｘ６はＳまたは［ｂＡｌａ］であり、Ｘ

７はＨ、Ａまたは［Ｔｌｅ］であり、Ｘ８は［Ｎｌｅ］または［ｐｌ－Ｐｈｅ］であり、
Ｘ９はＰ、Ｄ－アミノ酸、β－アミノ酸、非標準アミノ酸または非標準アミノ酸のＤ－若
しくはβ－型であり、Ｘ１０は［Ｏｉｃ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ｄ
－１Ｎａｌ］、［Ｄ－Ｂｉｐ］であるか、または不在である。いくつかの実施形態におい
て、Ｘ９は［Ｄ－Ｔｉｃ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］　［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ａｉｃ］、［Ｏｉ
ｃ］、［Ｄ－ｉｇｌ］、［ｆ］、［Ｄ－１Ｎａｌ］、［Ｄ－２Ｎａｌ］、［１－Ｎａｌ］
、［２－Ｎａｌ］または［Ｄ－Ｂｉｐ］であり、Ｘ１０は不在である。ある特定の実施形
態において、脂質－ペプチド複合体は、配列番号１５３～１５５、１６６、１７１、１７
３～１７５、１８０、１９９、２０１、２０８及び２４５～２５６のうちのいずれか１つ
の配列を含み得る。
【００９７】
　例示的な本発明の脂質－アペリンペプチド複合体を以下の表７に記載する。本発明は、
表７に列挙する脂質－ペプチド複合体のうちのいずれか１つの配列を含む単離ポリペプチ
ドを包含する。
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【表７－１０】
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【表７－１１】
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【表７－２７】

【００９８】
　表７に列挙する特定のペプチド複合体中の脂肪族アシル基うちのいずれかは、表６に列
挙したものなどの別の脂肪族アシル基で置換され得る。例として、上で列挙した特定のペ
プチドのいずれか中のＴＤＡ脂肪族アシル基をＨＤＡ、ＯＤＤＡまたは別の脂肪族アシル
基で置き換えることができる。いくつかの実施形態において、上で列挙したペプチド－複
合体中の長い炭素鎖を有する脂肪族アシル基の代わりに、より短い炭素鎖を有する脂肪族
アシル基を用いることができる。例えば、パルミトイル、ＴＤＡ、ＨＤＡまたはＯＤＤＡ
脂肪族アシル基の代わりにブタノイル基またはヘキサノイル基を用いてもよい。他の実施
形態において、表７に列挙する特定のペプチド複合体中の脂肪族アシル基を、本明細書に
記載する別の半減期を延長する部分（例えば、ＰＥＧまたは免疫グロブリンＦｃ）に置き
換えてもよい。代替的な実施形態において、複合体のアペリンペプチド部分のうちのいず
れかは、非複合体化形態のＡＰＪアゴニストとして使用してもよい。
【００９９】
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　ある特定の実施形態において、半減期延長部分またはビヒクルはポリマーである。した
がって、本明細書にて開示する修飾アペリンポリペプチドのいずれかは、所望により結合
リンカーを介して、ポリマー、特に水溶性ポリマーに接続することができる。いくつかの
実施形態において、ポリマー半減期を延長する部分は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）ポリマーであり、所望により結合リンカーを介して、アペリンポリペプチドのＮ末端、
Ｃ末端または１つ以上の介在する側鎖で共有結合的に連結されている。いくつかの実施形
態において、ペプチド複合体は、ＰＥＧではない半減期を延長する部分若しくはアペリン
ポリペプチドまたはこれらのいずれかの任意の組み合わせに結合された、１つまたは複数
のＰＥＧ部分を含み得る。例えば、免疫グロブリン若しくは免疫グロブリンＦｃドメイン
またはこれらの一部分は、共有結合的複合体化のプロセスによって、モノＰＥＧ化、ジＰ
ＥＧ化またはあるいはマルチＰＥＧ化することができ、アペリンポリペプチドは、１つま
たは複数のＰＥＧ部分によって免疫グロブリンまたは免疫グロブリンＦｃドメインに結合
され得る。
【０１００】
　タンパク質及びペプチドのＰＥＧとの共有結合的複合体化は、インビボ循環半減期を著
しく延ばすことができる。ＰＥＧ化は、そのＰＥＧ部分が分子に大幅な流体力学半径を付
与することから、主に腎クリアランスを遅らせることによって、この効果を達成すると考
えられている（Ｚａｌｉｐｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｕｓｅ　ｏｆ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａ
ｌｉｚｅｄ　ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）ｓ　ｆｏｒ　ｍｏｄｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ，ｉｎ　ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇ
ｌｙｃｏｌ）ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｃａｌ　ａｎｄ　ｂｉｏｍｅｄｉ
ｃａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ”、Ｊ．Ｍ．Ｈａｒｒｉｓ　Ｅｄ．，Ｐｌｅｎｕｍ　
Ｐｒｅｓｓ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，３４７－３７０，１９９２参照）。タンパク質及びペプ
チドのＰＥＧ化によって多くの場合に付与される更なる利点には、溶解度の増加、タンパ
ク質分解への耐性及び治療用ポリペプチドの免疫原性の低減が挙げられる。タンパク質Ｐ
ＥＧ化の利点は、ＰＥＧ－アデノシンデアミナーゼ（Ａｄａｇｅｎ（商標）／Ｅｎｚｏｎ
　Ｃｏｒｐ．）、ＰＥＧ－Ｌ－アスパラギナーゼ（Ｏｎｃａｓｐａｒ（商標）／Ｅｎｚｏ
ｎ　Ｃｏｒｐ．）、ＰＥＧ－インターフェロンα－２ｂ（ＰＥＧ－Ｉｎｔｒｏｎ（商標）
／Ｓｃｈｅｒｉｎｇ／Ｅｎｚｏｎ）、ＰＥＧ－インターフェロンα－２ａ（ＰＥＧＡＳＹ
Ｓ（商標）／Ｒｏｃｈｅ）及びＰＥＧ－Ｇ－ＣＳＦ（Ｎｅｕｌａｓｔａ（商標）／Ａｍｇ
ｅｎ）ならびに臨床試験中の多くの他のものを含む、いくつかのＰＥＧ化タンパク質の商
品化から明らかである。
【０１０１】
　「ＰＥＧ化ペプチド」、「ＰＥＧ化ポリペプチド」または「ＰＥＧ化タンパク質」とは
、ペプチド自体のアミノ酸残基に共有結合したポリエチレングリコール（ＰＥＧ）部分、
または直接的若しくは別のリンカー部分を介して間接的にペプチドの残基に共有結合した
ペプチジル若しくは非ペプチジルリンカーに共有結合したポリエチレングリコール（ＰＥ
Ｇ）部分を有するペプチドを意味する。非限定的な例は、３－（１－（１－ブロモ－２－
オキソ－６，９，１２，１５，１８，２１，２４，２７，３０，３３，３６－ウンデカオ
キサ－３－アザオクタトリアコンタン－３８－イル）－１Ｈ－１，２，３－トリアゾール
－４－イル）プロパノイル（本明細書では「｛ブロモアセトアミド－ＰＥＧ１１－トリア
ゾール｝－」の略記で表す）とペプチドのＮ末端結合である。
【０１０２】
　「ポリエチレングリコール」または「ＰＥＧ」とは、カップリング部分または活性化部
分（例えば、アルデヒド、ヒドロキシスクシンイミジル、ヒドラジド、チオール、トリフ
レート、トレシレート、アジルジン（ａｚｉｒｄｉｎｅ）、オキシラン、オルトピリジル
ジスルフィド、ビニルスルホン、ヨードアセトアミドまたはマレイミド部分）とのカップ
リング剤若しくは誘導体化を用いた、または用いないポリアルキレングリコール化合物ま
たはその誘導体を意味する。種々の実施形態によれば、有用なＰＥＧには、実質的に線状
の直鎖ＰＥＧ、分枝鎖ＰＥＧ（ｂｒＰＥＧ）または樹枝状のＰＥＧが挙げられる。例えば
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、米国特許第５，１７１，２６４号、同第５，９３２，４６２号、同第６，６０２，４９
８号を参照されたい。
【０１０３】
　簡潔に述べれば、ＰＥＧ基は、一般に、ＰＥＧ部分上の反応性基（例えば、アルデヒド
、アミノ、チオールまたはエステル基）を介した化合物上の反応性基（例えば、アルデヒ
ド、アミノまたはエステル基）へのアシル化またはアルキル化（または還元的アミノ化）
により組成物のペプチド部分に接続することができる。合成ペプチドをＰＥＧ化するのに
有用な手法は、各々が他方に対して相互に反応性である特定の官能性を持つペプチドとＰ
ＥＧ部分とを、溶液中で複合体連結を形成することによって合わせることからなる。ペプ
チドは、従来の固相合成により容易に作製することができる。ペプチドは、特定の部位で
、適切な官能基で「予め活性化」され得る。この前駆体は、ＰＥＧ部分と反応させる前に
、精製し、十分に特性評価を行う。ペプチドとＰＥＧとの連結は、通常、水相中で生じ、
逆相ＨＰＬＣ分析によって容易に観察することができる。ＰＥＧ化ペプチドは、容易に、
分取ＨＰＬＣによって精製し、ＨＰＬＣ分析、アミノ酸分析及びレーザー脱離質量分析に
よって特性評価を行うことができる。
【０１０４】
　ＰＥＧは、市販されているか、または当該技術分野においてよく知られた方法に従った
エチレングリコールの開環重合（Ｓａｎｄｌｅｒ　ａｎｄ　Ｋａｒｏ，Ｐｏｌｙｍｅｒ　
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，３：１３８－
１６１）によって調製することができる、周知の水溶性ポリマーである。本出願において
、「ＰＥＧ」という用語は、大きさまたはＰＥＧの終端における修飾に関係なく、単官能
、二官能または多官能性の形態である、あらゆるポリエチレングリコール分子を包含する
ように広範に使用され、次式で表すことができる。
Ｘ－Ｏ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－Ｒ
式中、ｎは３～２３００であり、ＸはＨまたは端末修飾、例えば、メチルまたはＣ１～４

アルキルであり、Ｒは共有結合に使用される反応性部分である。
【０１０５】
　いくつかの実施形態において、１つの終端がヒドロキシまたはメトキシで終結する、す
なわち、ＸがＨまたはＣＨ３（「メトキシＰＥＧ」）である、ＰＥＧを使用することがで
きる。上記式に示すＰＥＧのＲで終結するもう一方の終端は、エーテル酸素結合、アミン
連結またはアミド連結により、活性化部分に共有結合されることに注意されたい。化学構
造中で使用される場合、「ＰＥＧ」という用語は、示されたヒドロキシル基の水素を有さ
ず、リンカーの遊離炭素原子と反応してエーテル結合を形成できる酸素を残した上記式を
含む。より具体的には、ＰＥＧをペプチドに結合させるためには、ペプチドを「活性化し
た」形態のＰＥＧと反応させる必要がある。活性化ＰＥＧは、次式によって表すことがで
き、
（ＰＥＧ）－（Ａ）
式中、ＰＥＧ（上で定義したもの）は、活性化部分（Ａ）の炭素原子に共有結合的に接続
してエーテル結合、アミン連結またはアミド連結を形成し、（Ａ）は、ペプチドのアミノ
酸残基上またはアペリンペプチドに共有結合したリンカー部分上のアミノ、アジド、アル
キン、イミノ、マレイミド、Ｎ－スクシンイミジル、カルボキシル、アミノオキシ、セレ
ノまたはチオール基と反応することができる反応性基を含む。
【０１０６】
　様々なＰＥＧ部分の例を以下及び図２に示す。



(81) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

【化５－１】



(82) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

【化５－２】
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【化５－４】

【０１０７】
　Ａｅａａ（［２－（２－アミノ－エトキシ）－エトキシ］－酢酸）は、アペリンペプチ
ドの安定性を向上させるために使用することができ、またはアペリンポリペプチドの結合
リンカーの空間的、機能的及び／または構造的役割を果たし得る、別のＰＥＧである。Ａ
ｅｅａの構造を以下に示す。

【化６】

【０１０８】
　活性化ＰＥＧの調製技術及び生物学的に活性なペプチドとの複合体化技術は、当該技術
分野においてよく知られている。例えば、米国特許第５，６４３，５７５号、同第５，９
１９，４５５号、同第５，９３２，４６２号及び同第５，９９０，２３７号、同第５，９
８５，２６５号及び同第５，８２４，７８４号；Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，
“ＰＥＧｙｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ”（ＥＰ　０５７５５４５Ｂ
１）；Ｐｅｔｉｔ，“Ｓｉｔｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｄｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ”（米国特許第６，４５１，９８６号及び同第６，５４８，６４４号）；Ｓ．Ｈ
ｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）ｗｉｔｈ　
ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｅｎｄｇｒｏｕｐｓ：Ｉ．Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ”，Ｊ．Ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　Ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ，１
０：１４５－１８７，１９９５；Ｙ．Ｌｕ　ｅｔ　ａｌ．，“ＰＥＧｙｌａｔｅｄ　ｐｅ
ｐｔｉｄｅｓ　ＩＩＩ：Ｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｗｉｔｈ　ＰＥ
Ｇｙｌａｔｉｎｇ　ｒｅａｇｅｎｔｓ　ｏｆ　ｖａｒｙｉｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗ
ｅｉｇｈｔ：ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ｍｕｌｔｉｐｌｙ　ＰＥＧｙｌａｔｅｄ　ｐｅ
ｐｔｉｄｅｓ”，Ｒｅａｃｔｉｖｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ，２２：２２１－２２９，１９９
４；Ａ．Ｍ．Ｆｅｌｉｘ　ｅｔ　ａｌ．，“ＰＥＧｙｌａｔｅｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　Ｉ
Ｖ：Ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｓｉｔｅ－ｄ
ｉｒｅｃｔｅｄ　ＰＥＧｙｌａｔｅｄ　ＧＲＦ　ａｎａｌｏｇｓ”，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐ
ｔｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．，４６：２５３－２６４，１９９５；Ａ．Ｍ．Ｆｅ
ｌｉｘ，“Ｓｉｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）
ｙｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ”，ＡＣＳ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　Ｓｅｒｉｅ
ｓ　６８０（ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）），２１８－２３８，１９９
７；Ｙ．Ｉｋｅｄａ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ　ｄｅ
ｒｉｖａｔｉｖｅｓ，ｔｈｅｉｒ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ，ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｆｏｒ　ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　ｔｈｅｍ　ａｎｄ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｏｄｉ
ｆｉｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ”（ＥＰ０４７３０８４Ｂ１）；Ｇ．Ｅ．Ｍｅａｎｓ　ｅｔ
　ａｌ．，“Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｍｏｄｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｉｄｅ　ｃｈａｉｎｓ，ｉｎ：Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ”，Ｈｏｌｄｅｎ　Ｄａｙ，Ｉ
ｎｃ．，ｐｐ．２１９，１９７１）を参照されたい。
【０１０９】
　ＰＥＧ－アルデヒドまたはＰＥＧ－アルデヒド水和物などの活性化ＰＥＧは、既知の手
段によって化学的に合成することができ、または民間供給元、例えば、Ｓｈｅａｒｗａｔ
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ｅｒ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ（Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ，Ａｌ）若しくはＥｎｚｏｎ，Ｉｎｃ．
（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）から入手できる。
【０１１０】
　有用な活性化ＰＥＧの一例は、Ｓｈｅａｒｗａｔｅｒ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ（Ｈｕｎｔｓ
ｖｉｌｌｅ，Ａｌ）から市販されているＰＥＧ－プロピオンアルデヒドなどのＰＥＧ－ア
ルデヒド化合物（例えば、メトキシＰＥＧ－アルデヒド）であり得る。ＰＥＧ－プロピオ
ンアルデヒドは、式ＰＥＧ－ＣＨ２ＣＨ２ＣＨＯによって表される。例えば、米国特許第
５，２５２，７１４号を参照されたい。また、ＰＥＧアルデヒド水和物、例えば、ＰＥＧ
アセトアルデヒド水和物及びＰＥＧビスアルデヒド水和物も「ＰＥＧアルデヒド化合物」
の意味に含まれ、後者は、二官能性活性化構造を生じる。例えば、Ｂｅｎｔｌｅｙ　ｅｔ
　ａｌ．，“Ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）ａｌｄｅｈｙｄｅ　ｈｙｄｒ
ａｔｅｓ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏ
ｎｓ　ｉｎ　ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ　ａｍｉｎｅｓ”（米国特許第５，９９０，２３７号）
を参照されたい。活性化多分岐ＰＥＧアルデヒド化合物、例えば、二価、三価、四価、八
価の構造体を与える複数の腕を含むＰＥＧ誘導体を使用することができる。４腕のＰＥＧ
誘導体を用いて、４つのアペリンポリペプチドを各ＰＥＧ分子に接続することができる。
例えば、ＰＥＧの１、２、３または４つのアミノ官能化部位で、アペリンポリペプチドを
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）に結合することができる。
【０１１１】
　本明細書に記載するポリエチレングリコール（ＰＥＧ）は、複合体化される際、ペプチ
ド中に存在するチオールのアルキル化によって共有結合されるか、またはＰＥＧ及びペプ
チド中に存在するアジド部分とアルキン部分との間の環化付加反応によって共有結合され
る。あるいは、ＰＥＧは、還元的アミノ化によって、直接、アペリンポリペプチド自体の
アミノ酸残基の少なくとも１つの溶媒露出遊離アミン部分に共有結合され得る。いくつか
の実施形態において、アペリンポリペプチドは、ペプチド上の１つまたは複数の第一級ま
たは第二級アミンでＰＥＧに結合してもよいし、ペプチド上の１つの第一級アミン部位で
２つのＰＥＧ基に結合してもよい（例えば、これは、還元型アミノ化反応が過剰なＰＥＧ
－アルデヒド化合物の存在を伴うときに生じ得る）。還元的アミノ化によるＰＥＧ化がペ
プチド上の第一級アミンにおける場合、１分子ごとにＰＥＧが２つ以上存在する反応生成
物が多数（１～１００％の範囲）得られることが珍しくないことが観察されており、所望
のＰＥＧ化生成物が１分子ごとにＰＥＧを１つのみ有するものであれば、この「過剰ＰＥ
Ｇ化」は望ましくないだろう。ＰＥＧ化生成物分子１つにつき１つのＰＥＧを有するＰＥ
Ｇ化生成物が所望される場合、薬学的活性ペプチドの第二級アミンを用いたＰＥＧ化を伴
う実施形態を、この還元的アミノ化反応では１分子につきＰＥＧ基が１つのみ移されるこ
とから、採用することができる。
【０１１２】
　第一級アミン部分を提供することができるアミノ酸残基には、リシン、ホモリシン、オ
ルニチン、α，β－ジアミノプロピオン酸（Ｄａｐ）、α，β－ジアミノプロピオン酸（
Ｄｐｒ）ならびに及びα，γ－ジアミノ酪酸（Ｄａｂ）、アミノ酪酸（Ａｂｕ）、及びα
－アミノ－イソ酪酸（Ａｉｂ）の残基が挙げられる。ポリペプチドＮ末端もまた、ＰＥＧ
化に有用なα－アミノ基を提供する。第二級アミン部分を提供することができるアミノ酸
残基には、ε－Ｎ－アルキルリシン、α－Ｎ－アルキルリシン、δ－Ｎ－アルキルオルニ
チン、α－Ｎ－アルキルオルニチンまたはＮ－末端プロリンが挙げられ、ここでアルキル
はＣ１～Ｃ６である。
【０１１３】
　ＰＥＧ化類似体を生成するのに有用な別の活性化ＰＥＧは、限定するものではないが、
ＰＥＧ－マレイミド化合物であり、例えば、マレイミドモノメトキシＰＥＧなどのメトキ
シＰＥＧ－マレイミドであり、これらは、ＰＥＧ結合ペプチドを生成するのに特に有用で
ある（例えば、Ｓｈｅｎ，“Ｎ－ｍａｌｅｉｍｉｄｙｌ　ｐｏｌｙｍｅｒ　ｄｅｒｉｖａ
ｔｉｖｅｓ”（米国特許第６，６０２，４９８号）；Ｃ．Ｄｅｌｇａｄｏ　ｅｔ　ａｌ．
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，“Ｔｈｅ　ｕｓｅｓ　ａｎｄ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ＰＥＧ－ｌｉｎｋｅｄ　
ｐｒｏｔｅｉｎｓ”，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒａｐ．Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ，９：２４９－３０４，１９９２；Ｓ．Ｚａｌｉｐｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．，
“Ｕｓｅ　ｏｆ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ　ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙ
ｃｏｌ）ｓ　ｆｏｒ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ，ｉ
ｎ：Ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ”，Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｊ．Ｍ．Ｈ
ａｒｒｉｓ，Ｅｄ．，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，３４７－３７０，
１９９２；Ｓ．Ｈｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃ
ｏｌ）ｗｉｔｈ　ｒｅａｃｔｉｖｅ　ｅｎｄｇｒｏｕｐｓ：Ｉ．Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ”，Ｊ．Ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　Ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ　Ｐｏ
ｌｙｍｅｒｓ，１０：１４５－１８７，１９９５；Ｐ．Ｊ．Ｓｈａｄｌｅら、“Ｃｏｎｊ
ｕｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｌｙｍｅｒ　ｔｏ　ｃｏｌｏｎｙ　ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
　ｆａｃｔｏｒ－１”（米国特許第４，８４７，３２５号）；Ｇ．Ｓｈａｗ　ｅｔ　ａｌ
．，“Ｃｙｓｔｅｉｎｅ　ａｄｄｅｄ　ｖａｒｉａｎｔｓ　ＩＬ－３　ａｎｄ　ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ｔｈｅｒｅｏｆ”（米国特許第５，１６６，３
２２号及びＥＰ０４６９０７４Ｂ１）；Ｇ．Ｓｈａｗら、“Ｃｙｓｔｅｉｎｅ　ａｄｄｅ
ｄ　ｖａｒｉａｎｔｓ　ｏｆ　ＥＰＯ　ａｎｄ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔ
ｉｏｎｓ　ｔｈｅｒｅｏｆ”（ＥＰ０６６８３５３Ａ１）；Ｇ．Ｓｈａｗ　ｅｔ　ａｌ．
，“Ｃｙｓｔｅｉｎｅ　ａｄｄｅｄ　ｖａｒｉａｎｔｓ　Ｇ－ＣＳＦ　ａｎｄ　ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ｔｈｅｒｅｏｆ”（ＥＰ０６６８３５４Ａ１）
；Ｎ．Ｖ．Ｋａｔｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－２　ｍｕｔｅｉｎｓ
　ａｎｄ　ｐｏｌｙｍｅｒ　ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ｔｈｅｒｅｏｆ”（米国特許第５
，２０６，３４４号）；Ｒ．Ｊ．Ｇｏｏｄｓｏｎ　ａｎｄ　Ｎ．Ｖ．Ｋａｔｒｅ、“Ｓｉ
ｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｐｅｇｙｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｉｎ
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－２　ａｔ　ｉｔｓ　ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ”，Ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，８：３４３－３４６，１９９０）。
【０１１４】
　ポリ（エチレン）グリコールビニルスルホンは、チオール化アミノ酸残基、例えば、Ｃ
残基での結合によるＰＥＧ複合体化アペリンポリペプチドを生成するのに有用な別の活性
化ＰＥＧである。例えば、Ｍ．Ｍｏｒｐｕｒｇｏ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｐｒｅｐａｒａｔｉ
ｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ
　ｇｌｙｃｏｌ）ｖｉｎｙｌ　ｓｕｌｆｏｎｅ”，Ｂｉｏｃｏｎｊ．Ｃｈｅｍ．，７：３
６３－３６８，１９９６を参照されたい。また、Ｈａｒｒｉｓ，“Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ　ｆｏｒ　ｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｃｔｉｖｅ　ｓｕｌｆｏｎｅ－ｔｅｒｍｉｎａｔｅｄ　ＰＥＧ　ｄｅ
ｒｉｖａｔｉｖｅｓ　ｆｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｔｏ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ”、米国特許第５，
４４６，０９０号、同第５，７３９，２０８号、同第５，９００，４６１号、同第６，６
１０，２８１号及び同第６，８９４，０２５号、ならびにＨａｒｒｉｓ，“Ｗａｔｅｒ　
ｓｏｌｕｂｌｅ　ａｃｔｉｖｅ　ｓｕｌｆｏｎｅｓ　ｏｆ　ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ
　ｇｌｙｃｏｌ）”（ＷＯ９５／１３３１２Ａ１）も参照されたい。種々の実施形態に従
って有用である別の活性化形態のＰＥＧは、ＰＥＧ－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエス
テル化合物、例えば、メトキシＰＥＧ－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジル（ＮＨＳ）エス
テルである。ヘテロ二官能性活性化形態のＰＥＧもまた有用である。例えば、Ｔｈｏｍｐ
ｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＥＧｙｌａｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔｓ　ａｎｄ　ｂｉｏｌｏ
ｇｉｃａｌｌｙ　ａｃｔｉｖｅ　ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ｆｏｒｍｅｄ　ｔｈｅｒｅｗｉｔ
ｈ”（米国特許第６，５５２，１７０号）を参照されたい。
【０１１５】
　ＰＥＧ－アペリンペプチド複合体を生成するいくつかの実施形態において、アペリンポ
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リペプチドを、既知の化学的技法によって、限定するものではないが、チオール活性化Ｐ
ＥＧ化合物、ジオール活性化ＰＥＧ化合物、ＰＥＧヒドラジド化合物、ＰＥＧオキシアミ
ン化合物またはＰＥＧブロモアセチル化合物などの活性化ＰＥＧ化合物と反応させる（例
えば、Ｓ．Ｈｅｒｍａｎ，“Ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）ｗｉｔｈ　Ｒ
ｅａｃｔｉｖｅ　Ｅｎｄｇｒｏｕｐｓ：Ｉ．Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎｓ”，Ｊ．Ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒ
ｓ，１０：１４５－１８７，１９９５；Ｓ．Ｚａｌｉｐｓｋｙ，“Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　
ｏｆ　Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　Ｇｌｙｃｏｌ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｗｉｔｈ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　Ａｃｔｉｖｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ”，Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄ
ｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ，１６：１５７－１８２，１９９５；Ｒ．Ｇ
ｒｅｅｎｗａｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）ｃｏ
ｎｊｕｇａｔｅｄ　ｄｒｕｇｓ　ａｎｄ　ｐｒｏｄｒｕｇｓ：ａ　ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓ
ｉｖｅ　ｒｅｖｉｅｗ”，Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，１７：１０１－１６１，２０００
参照）。
【０１１６】
　別の実施形態において、ＰＥＧ結合アペリンポリペプチドを生成するための活性化ＰＥ
Ｇは、２つ以上の活性化残基を有する多価ＰＥＧであり得る。多価ＰＥＧ部分には、以下
の表８に示すものなどが挙げられるが、これらに限定されない。
【表８－１】
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【表８－２】

【０１１７】
　更に他の実施形態において、アペリンポリペプチドは、既知の化学的技法によって、限
定するものではないが、ペンタエリスリトールテトラポリエチレングリコールエーテルな
どの活性化多分岐ＰＥＧ化合物（二価、三価、四価、八価の構造体を与える複数の腕を有
するＰＥＧ誘導体）と反応させられる。Ｎ－スクシンイミジルオキシカルボニル）プロピ
ル、ｐ－ニトロフェニルオキシカルボニル、（－ＣＯ２－ｐ－Ｃ６Ｈ４ＮＯ２）、３－（
Ｎ－マレイミド）プロパンアミド、２－スルファニルエチル、及び３－アミノプロピルな
どの官能化及び活性化誘導体などであるが、これらに限定されない。４腕のＰＥＧ誘導体
を用いて、４つのアペリンポリペプチドを各ＰＥＧ分子に接続することができる。例えば
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、アペリンポリペプチドは、
ＰＥＧの１、２、３または４つのアミノ官能化部位、
ＰＥＧの１、２、３または４つのチオール官能化部位、
ＰＥＧの１、２、３または４つのマレイミド官能化部位、
ＰＥＧの１、２、３または４つのＮ－スクシンイミジル官能化部位、
ＰＥＧの１、２、３または４つのカルボキシル官能化部位、
ＰＥＧの１、２、３または４つのｐ－ニトロフェニルオキシカルボニル官能化部位、
ＰＥＧの１、２、３または４つのアジド官能化部位、
ＰＥＧの１、２、３または４つのアルケンまたはアルキン官能化部位、
ＰＥＧの１、２、３または４つのハライドまたはハロゲン化アセチルアミド官能化部位
でポリエチレングリコール（ＰＥＧ）に結合することができる。
【０１１８】
　実用的なＰＥＧの最小サイズは、約５００Ｄａ（ダルトン）であり、これを下回るとＰ
ＥＧは毒性になる。約５００Ｄａを上回るのであれば、ＰＥＧは、いかなる分子量も実用
的に望まれるように使用することができる（例えば、約５００Ｄａ（ダルトン）～１００
，０００Ｄａ（ｎは１０～２３００））。ＰＥＧモノマーの数（ｎ）は、各モノマーに関
してＭＷ＝４４Ｄａを用いて、平均分子量から概算される。いくつかの実施形態において
、ＰＥＧ結合アペリンポリペプチドに使用されるＰＥＧの合計または総平均分子量は、約
５００Ｄａ～１０，０００Ｄａ（ｎの合計は１０～２３０）、または約１０，０００～４
０，０００Ｄａ（ｎの合計は２３０～９１０）、または約４０，０００～１００，０００
Ｄａ（ｎの合計は９１０～２３００）であり得る。
【０１１９】
　種々の他の実施形態において、ＰＥＧ分子の合計分子量は、約１００，０００Ｄａを超
えるべきではない。いくつかの実施形態において、ＰＥＧ結合アペリンポリペプチドに使
用されるＰＥＧの合計または総平均分子量は、約３，０００Ｄａ～６０，０００Ｄａ（ｎ
の合計は７０～１，４００）、約１０，０００Ｄａ～４０，０００Ｄａ（ｎの合計は約２
３０～約９１０）であり得る。他の実施形態において、ＰＥＧの合計質量は、約２０，０
００Ｄａ～３０，０００Ｄａ（ｎの合計は約４５０～約６８０）である。一実施形態にお
いて、ＰＥＧ結合アペリンポリペプチドに使用されるＰＥＧの平均分子量は、約５，００
０Ｄａ（５ｋＤａ）である。別の実施形態において、ＰＥＧ結合アペリンポリペプチドに
使用されるＰＥＧの平均分子量は、約１０，０００Ｄａ（１０ｋＤａ）である。更に別の
実施形態において、ＰＥＧ結合アペリンポリペプチドに使用されるＰＥＧの平均分子量は
、約２０，０００Ｄａ（２０ｋＤａ）である。
【０１２０】
　いくつかの実施形態において、ＰＥＧポリマーは、以下に詳述する結合リンカーを介し
てアペリンポリペプチドに結合される。一実施形態において、結合リンカーは、３－メル
カプトプロパン酸（本明細書中ＭｅｒＰｒと略記する）を含む。別の実施形態において、
結合リンカーは、３－（１Ｈ－１，２，３－トリアゾール－４－イル）プロパン酸（本明
細書中３ＴＰと略記する）を含む。３ＴＰは、複合体化にＰＥＧアジドクリック反応を用
いる場合、ペンタ－４－イン酸からもたらされる。本発明の例示的なＰＥＧ－アペリンペ
プチド複合体を以下の表９に示す。表９及び本明細書の他の箇所で使用するＰＥＧの略称
は、次の通りに定義する。ＮＰｅｇ１１＝１－アミノ－３，６，９，１２，１５，１８，
２１，２４，２７，３０，３３，３６－ドデカオキサノナトリアコンタン－３９－酸；［
Ｐｒａ］（ＮＰｅｇ９）＝（Ｓ）－２－アミノ－３－（１－（３２－アミノ－３，６，９
，１２，１５，１８，２１，２４，２７，３０－デカオキサドトリアコンチル）－１Ｈ－
１，２，３－トリアゾール－４－イル）プロパン酸；１０Ｋ－ｍＰＥＧアセトアミドＲｅ
ｇ、１０Ｋ－ｍＰＥＧＲｅｇ、または１０Ｋ－ｍＰＥＧアセトアミド＝メトキシポリエチ
レングリコールアミン－Ｎ－アセトアミド（１０ｋＤａ）；及び２０Ｋ－ｍＰＥＧアセト
アミドＲｅｇ、２０Ｋ－ｍＰＥＧＲｅｇ、２０Ｋ－ｍＰＥＧアセトアミド＝メトキシポリ
エチレングリコールアミン－Ｎ－アセトアミド（２０ｋＤａ）。ＭｅｒＰｒ及び３ＴＰは
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、双方とも上記したリンカーであるが、そのリンカーの略称が以下の配列の最初に示され
ている場合であっても、これらは、ＰＥＧポリマーとアペリンポリペプチドのアミノ末端
の間に位置することに注意されたい。ある特定の実施形態において、修飾アペリンポリペ
プチドは、以下の表９に列挙するペプチドのうちのいずれか１つのアミノ酸配列を含み得
る。
【表９－１】
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【表９－２】

【０１２１】
　本発明のある特定の実施形態において、半減期延長部分またはビヒクルは、免疫グロブ
リンまたは免疫グロブリンＦｃドメイン、特にヒト免疫グロブリンまたはヒト免疫グロブ
リンＦｃドメイン（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４）である。し
たがって、本明細書にて開示する修飾アペリンポリペプチドのいずれかは、所望により結
合リンカーを介して、免疫グロブリンまたは免疫グロブリンＦｃドメインに結合すること
ができる。結合リンカーが存在する実施形態において、結合リンカーは、ペプチジルまた
は非ペプチジルリンカーであってよい。ある特定の実施形態において、非ペプチジルリン
カーは、ＰＥＧポリマーを含む。「免疫グロブリン」という用語は、それぞれが軽鎖（Ｌ
Ｃ）に共有結合した２つの二量体化した重鎖（ＨＣ）を含む完全抗体、１つの二量体化し
ていない免疫グロブリン重鎖と共有結合した軽鎖（ＨＣ＋ＬＣ）、またはキメラ免疫グロ
ブリン（軽鎖＋重鎖）－Ｆｃヘテロ三量体（いわゆる「ヘミボディ」）を包含する。「Ｆ
ｃ領域」または本明細書において区別なく用いられる「Ｆｃドメイン」若しくは「免疫グ
ロブリンＦｃドメイン」は、抗体のＨＣのＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインを含み得る
２つの重鎖断片を含む。いくつかの実施形態において、Ｆｃドメインは、免疫グロブリン
のＣＨ２及びＣＨ３ドメインを含むが、ＣＨ１ドメインは含まない。Ｆｃドメインの２つ
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の重鎖断片は、２つ以上のジスルフィド結合及びＣＨ３ドメインの疎水性相互作用によっ
て互いに保持されている。
【０１２２】
　組み換え免疫グロブリンまたはＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３若しくはＩｇＧ４アイソ
タイプのいずれかの免疫グロブリンＦｃドメインへの本発明のアペリンポリペプチドの組
み換え融合または化学的結合は、薬物動態学的半減期を延ばすのに有用であり得る。例え
ば、ＷＯ２０１０／１０８１５３Ａ２を参照されたい。ＷＯ２０１０／１０８１５３Ａ２
若しくはＷＯ／２０１２／０４０５１８に記載されている担体免疫グロブリン若しくはそ
のＦｃドメイン、または異なるアイソタイプの定常ドメインを含む、これらのいずれかの
アイソタイプ変換、または当該技術分野にて知られている他の担体免疫グロブリンのいず
れかを本発明の範囲内の半減期を延長する部分として使用することができる。例えば、脱
グリコシル化（例えば、Ｎ２９７ＧバリアントＩｇＧ１；ＷＯ２０１２／０７５０３７Ａ
１）及び／またはシステイン置換（「ＣｙｓＭａｂ」）バリアント免疫グロブリンＦｃモ
ノマーを安定性の向上またはエフェクター機能の変更に用いることもできる。例えば、Ｗ
Ｏ２００７／０２２０７０Ａ２（全体を参照により本明細書に援用する）を参照されたい
。
【０１２３】
　免疫グロブリンまたはＦｃドメイン半減期延長部分をもたらすために用いることができ
るヒトＩｇＧ２重鎖（ＨＣ）定常ドメインの一例は、以下のアミノ酸配列を有する。
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＣＳＲＳＴＳＥＳＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＮＦＧＴＱＴ
ＹＴＣＮＶＤＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＴＶＥＲＫＣＣＶＥＣＰＰＣＰＡＰＰＶＡＧＰＳＶＦ
ＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＱＦＮＷＹＶＤＧ
ＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＦＮＳＴＦＲＶＶＳＶＬＴＶＶＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹＫＣ
ＫＶＳＮＫＧＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＴＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＥＥＭＴＫＮ
ＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＭＬＤＳＤ
ＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫＳＬ
ＳＬＳＰＧＫ（配列番号７２９）
【０１２４】
　他のＩｇＧアイソタイプ、所望であれば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ
４免疫グロブリンアイソタイプに関する定常領域配列は、当該技術分野において知られて
いる。一般に、ヒトＩｇＧ２はエフェクター機能が望ましくない標的に用いることができ
、ヒトＩｇＧ１はこのようなエフェクター機能（例えば、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ
））が望ましい場合に用いることができる。ヒトＩｇＧ３は半減期が比較的短く、ヒトＩ
ｇＧ４は抗体「半分子」を形成する。ヒトＩｇＧ１には、４つのアロタイプが知られてい
る。好ましいアロタイプは、「ｈＩｇＧ１ｚ」と呼ばれ、「ＫＥＥＭ」アロタイプとして
も知られている。ヒトＩｇＧ１アロタイプ「ｈＩｇＧ１ｚａ」（ＫＤＥＬ）、「ｈＩｇＧ
１ｆ」（ＲＥＥＭ）及び「ｈＩｇＧ１ｆａ」もまた有用であり、これら全てがＡＤＣＣエ
フェクター機能を有すると思われる。
【０１２５】
　ヒトｈＩｇＧ１ｚ重鎖（ＨＣ）定常ドメインは、以下のアミノ酸配列を有する。
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴ
ＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧ
ＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷ
ＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫ
ＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＥＥ
ＭＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶ
ＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴ
ＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号７３０）
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【０１２６】
　ヒトｈＩｇＧ１ｚａ重鎖（ＨＣ）定常ドメインは、以下のアミノ酸配列を有する。
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴ
ＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧ
ＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷ
ＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫ
ＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥ
ＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶ
ＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴ
ＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号７３１）
【０１２７】
　ヒトｈＩｇＧ１ｆ重鎖（ＨＣ）定常ドメインは、以下のアミノ酸配列を有する。
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴ
ＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＲＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧ
ＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷ
ＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫ
ＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＥＥ
ＭＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶ
ＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴ
ＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号７３２）
【０１２８】
　ヒトｈＩｇＧ１ｆａ重鎖（ＨＣ）定常ドメインは、以下のアミノ酸配列を有する。
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴ
ＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＲＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧ
ＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷ
ＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫ
ＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥ
ＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶ
ＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴ
ＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号７３３）
【０１２９】
　本発明のいくつかの実施形態において、半減期を延長する部分は、免疫グロブリンＦｃ
ドメイン（例えば、ヒト免疫グロブリンＦｃドメインであり、アロタイプＩｇＧ１、Ｉｇ
Ｇ２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４のＦｃを含む）またはその一部分（例えば、Ｆｃドメイン
のＣＨ２ドメイン）である。Ｆｃドメインは、配列番号７１６及び７２９～７３３のうち
のいずれか１つの配列を含み得る。一実施形態において、本発明のアペリンポリペプチド
に結合されるＦｃドメインは、配列番号７１６のアミノ酸配列を含む。
【０１３０】
　一価の二量体または二価の二量体のＦｃ－アペリンペプチド融合体または複合体は、本
発明のペプチド複合体の有用な実施形態である。「一価二量体」Ｆｃ－アペリンペプチド
融合体若しくは複合体または区別なく使用される「一価二量体」または区別なく使用され
る「一価ヘテロ二量体」は、二量体化Ｆｃドメインの１つのみと複合体化したアペリンペ
プチドを含む、Ｆｃ－アペリンペプチド類似融合体または複合体である。「二価二量体」
Ｆｃ－アペリンペプチド類似体融合体、または区別なく使用される「二価二量体」若しく
は「二価ホモ二量体」は、２つの二量体化Ｆｃドメインを有し、そのそれぞれがアペリン
ペプチド類似体と個別に複合化している、Ｆｃ－アペリンペプチド融合体または複合体で
ある。
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【０１３１】
　免疫グロブリンＦｃドメインは、Ｆｃバリアントを含み、これは、本発明の範囲内の好
適な半減期延長部分である。サルベージ受容体への結合が維持される限り、本発明に従っ
て、野生型Ｆｃを大幅に改変してＦｃバリアントを形成することができる。例えば、ＷＯ
９７／３４６３１、ＷＯ９６／３２４７８及びＷＯ０４／１１０４７２を参照されたい。
このようなＦｃバリアントにおいて、本発明の融合体または複合体分子に必要とされない
構造的特徴または機能活性を与える、野生型Ｆｃの１つまたは複数の部位を取り除くこと
ができる。例えば、残基の置換若しくは欠失、その部位中への残基の挿入、またはその部
位に含まれる部分の末端切断によって、これらの部位を取り除くことができる。挿入また
は置換された残基はまた、ペプチド模倣物またはＤ－アミノ酸などの改変アミノ酸であっ
てよい。Ｆｃバリアントは、多数の理由から望ましい場合があり、これらの一部について
以下に記載する。例示的なＦｃバリアントは、以下の分子及び配列を含む。
【０１３２】
　１．ジスルフィド結合形成に関与する部位を除去する。かかる除去により、本発明の分
子を産生するために使用される宿主細胞中に存在する他のシステイン含有タンパク質との
反応を回避することができる。この目的のために、Ｎ末端のシステイン含有セグメントを
末端切除してもよいし、システイン残基を欠失させるか、他のアミノ酸（例えば、アラニ
ル、セリル）で置換してもよい。システイン残基が除去される場合であっても、単鎖Ｆｃ
ドメインは非共有結合的に互いに保持された二量体Ｆｃドメインをなお形成することがで
きる。
【０１３３】
　２．選択された宿主細胞との適合性がより大きくなるように、野生型Ｆｃを改変する。
例えば、プロリンイミノペプチダーゼなどの大腸菌中の消化酵素によって認識され得る、
典型的な野生型ＦｃのＮ末端に近いＰＡジペプチド配列を除去することができる。また、
特に分子が大腸菌などの細菌細胞において組み換え的に発現される場合は、Ｎ末端メチオ
ニン残基を付加することもできる。
【０１３４】
　３．選択された宿主細胞中で発現されるときのＮ末端不均一性を防ぐために、野生型Ｆ
ｃのＮ末端の一部を除去する。この目的のために、Ｎ末端の最初の２０個のアミノ酸残基
のいずれか、特に１、２、３、４及び５番目の位置にあるものを欠失させることができる
。
【０１３５】
　４．１つまたは複数のグリコシル化部位を除去する。典型的にグリコシル化される残基
（例えば、アスパラギン）は、細胞溶解性応答を付与することができる。かかる残基は、
欠失させるか、グリコシル化されない残基（例えば、アラニン）で置換することができる
。
【０１３６】
　５．Ｃ１ｑ結合部位などの補体との相互作用に関連する部位を除去する。例えば、ヒト
ＩｇＧ１のＥＫＫトリペプチド配列を欠失または置換することができる。補体の動員は、
本発明の分子にとって有利でない場合があり、このようなバリアントを用いることで回避
することができる。
【０１３７】
　６．サルベージ受容体以外のＦｃ受容体への結合に影響する部位を除去する。野生型Ｆ
ｃは、本発明の融合体または複合体分子に必要ではない一部の白血球と相互作用する部位
を有し得るので、これを除去することができる。
【０１３８】
　７．ＡＤＣＣエフェクター機能を低減または排除するためにＡＤＣＣ部位を除去するか
、あるいは、非フコシル化または脱フコシル化によってＡＤＣＣエフェクター機能を高め
るように改変する。ＡＤＣＣ部位は、当該技術分野において知られており、例えば、Ｉｇ
Ｇ１中のＡＤＣＣ部位に関する、Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２９（５）：６３３－９
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，１９９２を参照されたい。これらの部位も同様に、本発明の融合体または複合体分子に
は不要であるので、これを除去してもよいし、所望であればＡＤＣＣエフェクター機能を
高めてもよい。Ｉｉｄａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｗｏ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｃｙ
ｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ（ＡＤＣＣ）ｅｆｆｉｃａｃｙ　ｏｆ　ｎｏｎ－ｆｕｃｏｓｙｌａ
ｔｅｄ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｂｌｏｏ
ｄ，ＢＭＣ　Ｃａｎｃｅｒ　９：５８，２００９，ｄｏｉ：１０．１１８６／１４７１－
２４０７－９－５８を参照されたい。
【０１３９】
　８．野生型Ｆｃが非ヒト抗体に由来する場合、野生型Ｆｃをヒト化することができる。
典型的には、野生型Ｆｃをヒト化するために、非ヒト野生型Ｆｃ中の選択した残基をヒト
野生型Ｆｃ中に通常みられる残基で置換する。抗体ヒト化に関する技術は、当該技術分野
においてよく知られている。
【０１４０】
　９．以下に詳述するものなどの好適な長さ及び中性電荷のペプチジルまたは非ペプチジ
ルリンカーを、本発明のアペリンポリペプチドのＮ末端とＦｃドメインのＣ末端、Ｎ末端
または内部残基との間に共有結合的に融合することができる。いくつかの実施形態におい
て、アペリンポリペプチドを結合することができる内部残基（システイン残基など）を含
むようにＦｃドメインを操作することができる（実施例１１参照）。Ｆｃ－アペリンペプ
チド複合体に使用することができる他の操作されたＦｃドメインは、ＷＯ２００７／０２
２０７０Ａ２に記載されており、その全体を参照により本明細書に援用する。本発明の目
的のために、バリアントＦｃドメインは、単量体の免疫グロブリン重鎖、抗体またはヘテ
ロ三量体ヘミボディ（ＬＣ＋ＨＣ＋Ｆｃ）の一部であってもよい。
【０１４１】
　アペリンポリペプチドの複合体化に用いられる半減期を延長する部分（介在するリンカ
ー部分を含有または非含有）が、半減期を延長する部分を結合することができるアミノ酸
残基の数に応じて、多価（例えば、二価、三価、四価または更に高次の価数）であり得る
ことから、ペプチド複合体の「多量体」を作製することができることは理解されよう。い
くつかの実施形態において、ペプチドは、多価（例えば、二価、三価、四価または更に高
次の価数）であり得、したがって、いくつかの「多量体」は、２つ以上の半減期を延長す
る部分を有し得る。したがって、種々の複合体化した半減期延長部分ペプチド構造体を作
製することが可能である。例として、一価の半減期延長部分と一価のペプチドは、１：１
の複合体を生成することができ、二価のペプチドと一価の半減期延長部分は、ペプチド複
合体が２つの半減期延長部分の部分を有する複合体を形成し得るのに対し、二価の半減期
延長部分と一価のペプチドは、２つのペプチド実体が１つの半減期延長部分に連結した種
を生成し得、価数のより大きい半減期延長部分を使用すると、ペプチド実体のクラスター
が１つの半減期延長部分に結合したものが形成され得るのに対し、価数のより大きいペプ
チドは、複数の半減期延長部分の部分で覆われ得る。更なる例として、多価の半減期延長
部分のアペリンポリペプチドへの結合部位がシステインまたは他のアミノチオールである
場合、Ｄ’Ａｍｉｃｏらによって記載された方法を用いることができる（米国特許出願公
開第２００６／０１９９８１２号として公開されたＤ’Ａｍｉｃｏ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｍ
ｅｔｈｏｄ　ｏｆ　ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ　ａｍｉｎｏｔｈｉｏｌ　ｃｏｎｔａｉｎｉ
ｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｔｏ　ｖｅｈｉｃｌｅｓ”（その全体を参照により本明細書
に援用する））。
【０１４２】
　ペプチド部分は、活性化した半減期延長部分と反応する２つ以上の反応性基を有し得る
ため、複合体構造が形成される可能性を常に考慮する必要があり、半減期を延長する部分
とペプチドとの１：１の付加物などの単一構造の形成、または二価の半減期延長部分を使
用してペプチド：半減期を延長する部分：ペプチドの付加物の形成が望まれる場合、所定
の比率の活性化した半減期延長部分とペプチド材料、それらの所定の濃度を使用し、ある
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比率の記載の生成物が形成されるように所定の条件（例えば時間、温度、ｐＨなど）下で
反応を実施し、次いで、記載の生成物を他の反応生成物から分離することが有益であろう
。試薬の反応条件、比率及び濃度は、当業者の技量の範囲内である比較的簡単な試行錯誤
による実験によって得ることができ、必要に応じて適切なスケールアップを伴う。生成物
の精製及び分離は、当業者によく知られた従来の技術によって、同様に達成される。
【０１４３】
　更に、半減期を延長する部分に融合化または複合体化したアペリンポリペプチドの生理
学的に許容される塩もまた、記載する種々の実施形態に包含される。
【０１４４】
　上述した半減期を延長する部分及び本明細書に記載の他の半減期を延長する部分は、単
独または組み合わせのいずれでも有用であり、当該技術分野において、例えば、米国特許
出願公開第２００７／００７１７６４号及びＷＯ２００８／０８８４２２（両出願の全体
を参照により本明細書に援用する）に詳述されている通りである。種々の実施形態は、本
明細書に記載のものなどであるがこれらに限定されない、薬学的に許容される半減期延長
部分の任意の１種とアペリンポリペプチドとの併用または２つ以上の類似する若しくは異
なる半減期延長部分の組み合わせの使用を包含する。
【０１４５】
　本発明の修飾アペリンポリペプチドは、いくつかの実施形態において、結合リンカーを
介して、半減期延長部分に結合または接続され得る。リンカーは、例えば、チオエーテル
、アミン、イミン、アミド、トリアゾール、ジスルフィドまたは炭素－炭素結合から構成
され得る。したがって、種々の実施形態において、例えば、チオエーテルは、ビヒクルま
たは半減期延長部分をアペリンポリペプチドにつなぐことができる。ある特定の実施形態
において、結合リンカーは、存在する場合、Ａｅｅａ、Ａｅｅａ－Ａｅｅａ、γＧｌｕ－
Ａｅｅａ、γＧｌｕ－Ａｅｅａ－ＡｅｅａまたはγＧｌｕを含む。例えば、本明細書の実
施例２を参照されたい。
【０１４６】
　結合リンカーまたはリンカー部分は、生物学的に許容されるペプチジルまたは非ペプチ
ジル有機基であり得、これは、組成物中に含まれるアペリンポリペプチドまたは他のポリ
ペプチド鎖（例えば、免疫グロブリン重鎖若しくは軽鎖または免疫グロブリンＦｃドメイ
ン）のアミノ酸残基に共有結合され、リンカー部分がアペリンポリペプチドまたは他のポ
リペプチド鎖と、組成物中の別のペプチド若しくはポリペプチド鎖または半減期を延長す
る部分とを共有結合的に連結または結合する。いくつかの実施形態において、本明細書に
記載の半減期を延長する部分は、アペリンポリペプチド自体のアミノ酸残基に結合、すな
わち直接的に共有結合されるか、または所望によりアペリンポリペプチドのアミノ酸残基
に共有結合されるペプチジル若しくは非ペプチジルリンカー部分（限定するものではない
が、芳香族またはアリールリンカー）に結合される。
【０１４７】
　いくつかの実施形態において、リンカー部分の存在は、ペプチド複合体の薬理活性を最
適化するのに有用であり得る。リンカーは、ペプチド結合によって互いに連結したアミノ
酸で構成され得る。リンカー部分は、存在する場合、独立して、組成物中に存在し得る任
意の他のリンカーまたは複数のリンカーと同じであっても、異なってもよい。上述した通
り、リンカー部分は、存在する場合（アペリンペプチドの一次アミノ酸配列内に存在する
場合または半減期を延長する部分をアペリンペプチドに接続するためのリンカーとして存
在する場合のいずれであれ）、本質的に「ペプチジル」であってよく（すなわち、ペプチ
ド結合によって互いに連結したアミノ酸を構成する）、好ましくは、１～約４０個のアミ
ノ酸残基、１～約２０個のアミノ酸残基または１～約１０個のアミノ酸残基の長さからな
り得る。リンカー中のアミノ酸残基は、２０種の天然アミノ酸からのものであり、例えば
、システイン、グリシン、アラニン、プロリン、アスパラギン、グルタミン及び／または
セリンである。種々の実施形態において、ペプチジルリンカーは、ペプチド結合によって
連結された、グリシン、セリン及びアラニンなどの立体阻害のないアミノ酸で大部分が構
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成され得る。また、ペプチジルリンカーは、存在する場合、インビボ循環中のタンパク質
分解による急速な代謝回転を回避するものを選択するのが望ましい場合がある。当業者に
よく理解されているように、これらのアミノ酸のうちのいくつかは、グリコシル化され得
る。例えば、シアル化部位を構成する有用なリンカー配列は、Ｘ１Ｘ２ＮＸ４Ｘ５Ｇ（配
列番号７３４）であり、配列中、Ｘ１、Ｘ２、Ｘ４及びＸ５は、それぞれ独立して、任意
のアミノ酸残基である。また、ペプチジルリンカーは、存在する場合、インビトロ及び／
またはインビボにおけるタンパク質分解による急速な代謝回転を回避または低減するよう
に選択される任意の非標準アミノ酸または非標準及び標準アミノ酸の組み合わせからなり
得るのが望ましい場合がある。
【０１４８】
　他の実施形態において、ペプチジルリンカー部分の１～４０個のアミノ酸は、グリシン
、アラニン、プロリン、アスパラギン、グルタミン及びリシンから選択することができる
。リンカーは、グリシン及びアラニンなどの立体阻害のないアミノ酸で大部分が構成され
得る。したがって、リンカーには、ポリグリシン、ポリセリン及びポリアラニンまたはこ
れらの任意の組み合わせを挙げることができる。いくつかの例示的なペプチジルリンカー
は、ポリ（Ｇｌｙ）１～８、特に（Ｇｌｙ）３（配列番号７３５）、（Ｇｌｙ）４（配列
番号７３６）、（Ｇｌｙ）５（配列番号７３７）及び（Ｇｌｙ）７（配列番号７３８）な
らびに「Ｌ１５」（ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ；配列番号７３９）などのポリグリ
シン－セリンリンカー、ポリグリシン－アラニン及びポリアラニンリンカーである。ペプ
チジルリンカーの他の具体的な例には、（Ｇｌｙ）５Ｌｙｓ（配列番号７４０）及び（Ｇ
ｌｙ）５ＬｙｓＡｒｇ（配列番号７４１）が挙げられる。有用なペプチジルの他の例は、
（Ｇｌｙ）３Ｌｙｓ（Ｇｌｙ）４（配列番号７４２）、
（Ｇｌｙ）３ＡｓｎＧｌｙＳｅｒ（Ｇｌｙ）２（配列番号７４３）、
（Ｇｌｙ）３Ｃｙｓ（Ｇｌｙ）４（配列番号７４４）及び
ＧｌｙＰｒｏＡｓｎＧｌｙＧｌｙ（配列番号７４５）である。
【０１４９】
　上記の命名法を説明すると、例えば、（Ｇｌｙ）３Ｌｙｓ（Ｇｌｙ）４（配列番号７４
２）は、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ（配列番号
７４２）を意味する。ＧｌｙとＬｙｓまたはＧｌｙとＡｌａの他の組み合わせもまた有用
である。
【０１５０】
　他のリンカーは、「Ｌ５」（ＧＧＧＧＳまたは「Ｇ４Ｓ」；配列番号７４６）、「Ｌ１
０」（ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ；配列番号７４７）；「Ｌ２０」（ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧ
ＧＧＧＳＧＧＧＧＳ；配列番号７４８）；「Ｌ２５」（ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ
ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ；配列番号７４９）として本明細書中に特定されるもの及び以下の
実施例にて使用される任意のリンカーである。
【０１５１】
　ペプチドリンカー部分を含むいくつかの実施形態において、酸性残基、例えば、グルタ
ミン酸残基またはアスパラギン酸残基は、リンカー部分のアミノ酸配列中に置かれる。例
としては、次のペプチドリンカー配列が挙げられる。
ＧＧＥＧＧＧ（配列番号７５０）、
ＧＧＥＥＥＧＧＧ（配列番号７５１）、
ＧＥＥＥＧ（配列番号７５２）、
ＧＥＥＥ（配列番号７５３）、
ＧＧＤＧＧＧ（配列番号７５４）、
ＧＧＤＤＤＧＧ（配列番号７５５）、
ＧＤＤＤＧ（配列番号７５６）、
ＧＤＤＤ（配列番号７５７）、
ＧＧＧＧＳＤＤＳＤＥＧＳＤＧＥＤＧＧＧＧＳ（配列番号７５８）、
ＷＥＷＥＷ（配列番号７５９）、



(98) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

ＦＥＦＥＦ（配列番号７６０）、
ＥＥＥＷＷＷ（配列番号７６１）、
ＥＥＥＦＦＦ（配列番号７６２）、
ＷＷＥＥＥＷＷ（配列番号７６３）または
ＦＦＥＥＥＦＦ（配列番号７６４）。
【０１５２】
　ここに示すリンカーは例示的なものであり、ペプチジルリンカーは、更により長いもの
であってもよいし、他の残基を含んでもよい。ペプチジルリンカーは、例えば、システイ
ン、別のチオールまたは半減期を延長する部分と結合するための求核基を含み得る。別の
実施形態において、リンカーは、マレイミド、ヨードアセトアミドまたはチオエステルの
官能化された半減期を延長する部分への結合のためのシステイン若しくはホモシステイン
残基または他の２－アミノ－エタンチオール若しくは３－アミノ－プロパンチオール部分
を含み得る。
【０１５３】
　別の有用なペプチジルリンカーは、例えば、ＧＳＧＳＡＴＧＧＳＧＳＴＡＳＳＧＳＧＳ
ＡＴＨ（配列番号７６５）またはＨＧＳＧＳＡＴＧＧＳＧＳＴＡＳＳＧＳＧＳＡＴ（配列
番号７６６）のＧｌｙ／Ｓｅｒ／Ｔｈｒランダム配列を含む柔軟で大きいリンカーであり
、おおよそ１ｋＤａのサイズのＰＥＧ分子であると推定される。あるいは、有用なペプチ
ジルリンカーは、剛直なヘリックス構造を形成する、当該技術分野において既知のアミノ
酸配列（例えば、剛直リンカー：－ＡＥＡＡＡＫＥＡＡＡＫＥＡＡＡＫＡＧＧ（配列番号
７６７）からなってもよい。更に、ペプチジルリンカーはまた、非ペプチジルセグメント
、例えば、炭素数６の式－ＣＨ２－ＣＨ２－ＣＨ２－ＣＨ２－ＣＨ２－ＣＨ２－の脂肪族
分子を含み得る。ペプチジルリンカーは、本明細書に記載の誘導体を形成するように改変
してもよい。
【０１５４】
　非ペプチジルリンカー部分もまた、半減期を延長する部分をアペリンペプチドに結合す
るのに有用である。例えば、－ＮＨ－（ＣＨ２）ｓ－Ｃ（Ｏ）－（式中、ｓ＝２～２０）
などのアルキルリンカーも用いることができる。これらのアルキルリンカーは、低級アル
キル（例えば、Ｃ１～Ｃ６）低級アシル、ハロゲン（例えば、Ｃｌ、Ｂｒ）、ＣＮ、ＮＨ

２、フェニルなどの任意の非立体障害性基によって更に置換されてもよい。例示的な非ペ
プチジルリンカーは、ＰＥＧリンカー（例えば、以下に示すもの）である。
【化７】

式中、ｎは、リンカーが約１００～約５０００Ｄａ（ダルトン）の分子量を有するもので
ある。ある特定の実施形態において、非ペプチジルリンカーは、Ｆｃ－アペリンペプチド
複合体について実施例１１に例示するブロモアセチル－ＮＰｅｇ１１である。
【０１５５】
　リンカーは、アミノヘキサン酸などの非天然アミノ酸またはコハク酸（ブタン二酸）な
どのジカルボン酸などの有機基であってもよい。
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【化８】

【０１５６】
　一実施形態において、非ペプチジルリンカーは、アリールである。リンカーは、本明細
書に記載する方法と同じ方法で誘導体を形成するように改変してもよい。加えて、ＰＥＧ
部分は、ＰＥＧのアルデヒドを用いる還元的アルキル化またはＰＥＧのヒドロキシスクシ
ンイミド若しくは炭酸エステルを用いるアシル化のいずれか、またはチオール結合によっ
て、Ｎ端末アミンまたは選択した側鎖アミンに接続することができる。
【０１５７】
　「アリール」は、フェニルまたは飽和、部分飽和若しくは不飽和の３、４若しくは５員
炭素架橋と近接融合したフェニルであり、フェニルまたは架橋は、Ｃ１～８アルキル、Ｃ

１～４ハロアルキルまたはハロから選択される０、１、２または３つの置換基によって置
換される。「ヘテロアリール」は、不飽和の５、６若しくは７員単環式環または部分飽和
若しくは不飽和の６、７、８、９、１０若しくは１１員二環式環であり、少なくとも１つ
の環は不飽和であり、単環式環及び二環式環はＮ、Ｏ及びＳから選択される１、２、３ま
たは４つの原子を含有し、環はＣ１～８アルキル、Ｃ１～４ハロアルキル及びハロから選
択される０、１、２または３つの置換基によって置換される。非ペプチジルリンカーまた
は非ペプチド半減期延長部分などの非ペプチド部分は、従来の有機化学反応によって合成
することができる。
【０１５８】
　上記は、本発明の半減期延長－アペリンペプチド複合体の種々の実施形態に従って任意
に使用され得る種々のリンカーの単なる例示であり、網羅的に論じるものではない。
【０１５９】
　アペリンポリペプチドの安定性を向上させる更なる手法として、ポリペプチド中に存在
する任意の２つの原子を共有結合で連結して環式構造を形成するようにポリペプチドを調
製することができる。Ｘｎ及びＸｎ＋３またはＸｎ及びＸｎ＋４は、独立して、Ｄまたは
Ｌの立体配置のいずれでもよい、Ｋ、Ｄ、Ｏｒｎ、ＤａｂまたはＥから選択される天然ま
たは非天然アミノ酸であり、これらの位置のアミノ酸の側鎖は互いに共有結合してアミド
結合（－ＮＨＣ（Ｏ）－または－Ｃ（Ｏ）－ＮＨ－）を形成する。アミド結合は、側鎖の
アミノ官能基及びカルボキシル官能基を介して直接形成してもよいし、ジアミノ、ビス－
カルボキシルまたはアミノ－カルボキシルリンカーを用いてアミド結合を形成してもよい
。あるいは、モノスルフィド（－Ｓ－）、ジスルフィド（－Ｓ－Ｓ－）または式－Ｓ－Ｃ
Ｈ２－Ｃ（＝Ｚ）－ＣＨ２－Ｓ－（式中、ＺはＯ、Ｎ－Ｏ－ＣＨ２Ｃ（Ｏ）－であり、環
化を達成する）の連結でアミド結合を置き換えてもよい。いくつかの実施形態において、
環式アペリンポリペプチドを半減期延長部分に結合させると、更にペプチドの安定性が向
上し、及び／またはペプチドの薬物動態プロファイルが調整される。
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【０１６０】
　一実施形態において、本発明の修飾アペリンポリペプチドは、次式：
Ｎ１［ＡＣ４Ａｂｕ］Ｎ２Ｘによって記載することができ、式中、Ｎ１は脂肪族アシル基
またはアセチル－ＮＨであり、Ｎ２は［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］または［Ａｅｅａ］であ
り、Ｘは１１、１２、１３、１４、１５、１６または１７アミノ酸長のアペリンポリペプ
チドであり、Ｅ１ｘｘＫ１（ＥとＫの間のアミド結合により環化）を含み、式中、ｘｘは
Ｄ－若しくはＬ－アミノ酸、α－若しくはβ－アミノ酸、ホモログ化アミノ酸、Ｎ－メチ
ル化アミノ酸、α－メチルアミノ酸、α－炭素ではなくＮ上に側鎖を有するアミノ酸また
は別の天然若しくは非標準アミノ酸から選択される２～３個のアミノ酸である。
【０１６１】
　別の実施形態において、本発明の修飾アペリンポリペプチドは、次式：
［Ｚ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３ＰＸ１４（配列
番号７６８）によって記載することができ、Ｅのカルボン酸側鎖とＫのアミノ側鎖との間
のアミド結合を１つだけ有し、
Ｚは、アセチル、アシル、［Ａｔｚ（ＰＥＧ１０）］、ＰＥＧ誘導体｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４
Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］若しくは他の半減期延長部分であるか、または不在で
あり、Ｘ１は、ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ＮｍｅＡｒｇ］、Ｒ、不在またはＥであり、Ｘ１が
Ｅである場合は、そのカルボン酸側鎖がＸ４またはＸ５の位置のＫの側鎖とアミド結合を
形成し、Ｘ２は、ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ＮｍｅＡｒｇ］、Ｒ、不在またはＥであり、Ｘ２

がＥである場合は、そのカルボン酸側鎖がＸ５またはＸ６の位置のＫの側鎖とアミド結合
を形成し、Ｘ３は、Ｑ、ｑまたはＥであり、Ｘ３がＥである場合は、そのカルボン酸側鎖
がＸ６またはＸ７の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成し、Ｘ４は、ｒ、［ｈＡｒｇ］、
［ＮｍｅＡｒｇ］、Ｒ、ＫまたはＥであり、Ｘ４がＥである場合は、そのカルボン酸側鎖
がＸ７またはＸ８の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成するか、あるいはＸ４がＫである
場合は、そのアミン側鎖がＸ１の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、Ｘ５は、Ｐ、Ｋ
またはＥであり、Ｘ５がＥである場合は、そのカルボン酸側鎖がＸ８またはＸ９の位置の
Ｋの側鎖とアミド結合を形成するか、あるいはＸ５がＫである場合は、そのアミン側鎖が
Ｘ１またはＸ２の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、Ｘ６は、ｒ、［ｈＡｒｇ］、［
ＮｍｅＡｒｇ］、Ｒ、ＫまたはＥであり、Ｘ６がＥである場合は、そのカルボン酸側鎖が
Ｘ９またはＸ１０の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成するか、あるいはＸ６がＫである
場合は、そのアミン側鎖がＸ２またはＸ３の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、Ｘ７

は、［Ｃｈａ］、［ＮｍｅＬｅｕ］、ＫまたはＥであり、Ｘ７がＥである場合は、そのカ
ルボン酸側鎖がＸ１０またはＸ１１の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成するか、あるい
はＫがＸ７である場合は、そのアミン側鎖がＸ３またはＸ４の位置のＥの側鎖とアミド結
合を形成し、Ｘ８は、Ｓ、ＫまたはＥであり、Ｘ８がＥである場合は、そのカルボン酸側
鎖がＸ１０またはＸ１１の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成するか、あるいはＸ８がＫ
である場合は、そのアミン側鎖がＸ４またはＸ５の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し
、Ｘ９は、ＨまたはＫであり、Ｘ９がＥである場合は、そのアミン側鎖がＸ５またはＸ６

の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、Ｘ１０は、Ｋであり、そのアミン側鎖は、Ｘ６

またはＸ７の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し得るが、必ずしもそうである必要はな
く、Ｘ１１は、ＧまたはＫであり、Ｘ１１がＫである場合は、そのアミン側鎖がＸ７また
はＸ８の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、Ｘ１２は、［Ｏｉｃ］またはＫであり、
Ｘ１２がＫである場合は、そのアミン側鎖がＸ８またはＸ９の位置のＥの側鎖とアミド結
合を形成し、Ｘ１３は、［ｐ－Ｉ－Ｐｈｅ］、［Ｎｌｅ］またはＫであり、Ｘ１３がＥで
ある場合は、そのアミン側鎖がＸ９の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、Ｘ１４は、
［Ｄ－Ｂｉｐ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］または［４－Ｃｌ－Ｆ］である。
【０１６２】
　脂質部分に結合した例示的な環式アペリンポリペプチドを表１０に示す。Ｅ１ｘｘＫ１
またはＥ１ｘｘｘＫ１（下線）は、Ｅ残基及びＫ残基の側鎖を介した環化の位置を示す。
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【表１０－１】
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【表１０－２】

【０１６３】
　いくつかの実施形態において、本発明の修飾アペリンポリペプチドは、次式：
Ｚ１Ｚ２Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４Ｘ１５

Ｘ１６Ｘ１７（配列番号７６９）によって記載することができ、
式中、Ｚ１はアシル基であり、Ｚ２は結合リンカーを含むか、または不在であり、Ｘ１は
Ｏ、Ｋ、［Ｄ－Ｏｒｎ］、［ｋ］、［ＢＬｙｓ］、［Ｄ－ＢＬｙｓ］、［ＢｈＬｙｓ］若
しくは［Ｄ－ＢｈＬｙｓ］であるか、または不在であり、Ｘ２はＦ、［ＢｈＰｈｅ］、［
ＢＰｈｅ］であるか、または不在であり、Ｘ３はＲ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡ
ｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡｒｇ］、［ｒＡｒｇ］、［ＢｈＡｒｇ］であるか
、または不在であり、Ｘ４はＲ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈ
Ａｒｇ］、［ｒｈＡｒｇ］、［ｒＡｒｇ］、［ＢｈＡｒｇ］であるか、または不在であり
、Ｘ５はＱ、Ｌ、Ｎ、［ｑ］、［ｌ］、［ＰＥ］、［ＢｈＧｌｎ］、［ＢｈＡｓｎ］、［
ａＭｅＬｅｕ］、［ａＭｅＧｌｎ］、［Ｂｌｅｕ］または［ＢｈＬｅｕ］であり、Ｘ６は
Ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡｒｇ］、
［ｒＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、Ｘ７はＰ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［Ｂｈ
Ｐｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］、［Ｏｉｃ］、［ｒＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、Ｘ８

はＲ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡｒｇ］
、［ｒＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、Ｘ９はＬ、［Ｃｈａ］、［ＮＭｅＣｈａ］
、［ｒＣｈａ］、［ｒＬｅｕ］、［ＮＭｅＬｅｕ］、［ａＭｅＬｅｕ］、［ＢＬｅｕ］ま
たは［ＢｈＬｅｕ］であり、Ｘ１０はＳ、［ａＭｅＳｅｒ］、［ＢｈＳｅｒ］、［ｒＳｅ
ｒ］、［Ｓａｒ］または［ｂＡｌａ］であり、Ｘ１１はＨ、Ａ、Ｖ、Ｌ、Ｙ、［Ｄｅｇ］
、［Ｔｌｅ］、［ＮＭｅＶａｌ］または［ｂＡｌａ］であり、Ｘ１２はＫ、［ＮＭｅＬｙ
ｓ］、［ＢｈＬｙｓ］、［ＢＬｙｓ］または［ｂＡｌａ］であり、Ｘ１３はＧ、［Ｓａｒ
］、［Ａｉｂ］または［ｂＡｌａ］であり、Ｘ１４はＰ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［Ｂ
ｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］、［Ｏｉｃ］、［Ｉｄｃ］、［ｒＰｒｏ］または［Ｐｉｐ
］であり、Ｘ１５はＭ、Ｌ、Ｖ、Ｉ、［Ｍｅｔ（Ｏ）］、［Ｎｌｅ］、［Ｎｖａ］または
［ｐＩ－Ｐｈｅ］であり、Ｘ１６はＰ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］、［ａ
ＭｅＰｒｏ］、［Ｏｉｃ］、［Ｉｄｃ］、［ｒＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、Ｘ１７

はＦ、［Ｔｉｃ］、［Ｄ－Ｔｉｃ］、［Ｔｉｑ］、［Ｄ－Ｔｉｑ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］、
［ｐＩ－Ｐｈｅ］、［Ｄ－４ＦＦ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ｄ－４ＩＦ］、［Ｉｄｃ］、
［Ａｉｃ］、［Ｏｉｃ］、［Ｄ－Ｉｇｌ］、［ｆ］、［Ｄ－１Ｎａｌ］、［Ｄ－２Ｎａｌ
］、［１－Ｎａｌ］、［２－Ｎａｌ］若しくは［Ｄ－Ｂｉｐ］であるか、または不在であ
る。特定の一実施形態において、Ｘ１６はＦ、［Ｔｉｃ］、［Ｄ－Ｔｉｃ］、［Ｔｉｑ］
、［Ｄ－Ｔｉｑ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［ｐＩ－Ｐｈｅ］、［Ｄ－４ＦＦ］、［Ｄ－４Ｃ
ｌＦ］、［Ｄ－４ＩＦ］、［Ｉｄｃ］、［Ａｉｃ］、［Ｏｉｃ］、［Ｄ－Ｉｇｌ］、［ｆ
］、［Ｄ－１Ｎａｌ］、［Ｄ－２Ｎａｌ］、［１－Ｎａｌ］、［２－Ｎａｌ］または［Ｄ
－Ｂｉｐ］であり、Ｘ１７は不在である。
【０１６４】
　ある特定の実施形態において、Ｚ１は、Ｃ１～Ｃ２５飽和または不飽和脂肪族アシル基
である。例えば、Ｚ１は、表６に由来する任意の脂肪族アシル基、例えば、オクタノイル
（Ｏｃｔ）またはデカノイル（Ｄｅｃ）またはドデカノイル（ＤＤＡ）、トリデカノイル
（ＴＤＡ）、テトラデカノイル（ミリストイル）、ペンタデカノイル（ＰＤＡ）、ヘキサ
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デカノイル（パルミトイル）、ヘプタデカノイル（ＨＤＡ）、オクタデカノイル（ステア
ロイル）、オクタデカンジオイル（ＯＤＤＡ）から選択される脂肪族アシル基であってよ
い。いくつかの実施形態において、Ｚ１は、アセチルである。他の実施形態において、Ｚ

１は、５ｋＤａ、１０ｋＤａ若しくは２０ｋＤａのＰＥＧポリマーまたは本明細書に開示
する他のＰＥＧポリマーである。いくつかの実施形態において、Ｚ２は、Ａｅｅａ、γ－
グルタミン酸またはこれらの組み合わせを含む結合リンカーである。他の実施形態におい
て、Ｚ２の結合リンカーは、不在である。
【０１６５】
　本発明はまた、疾患、障害または他の医学的状態、特に心臓機能障害の治療または予防
のための、本明細書に開示の修飾アペリンポリペプチドまたはその複合体のうちの１つま
たは複数の使用を提供する。一実施形態において、本発明は、必要とする対象において、
心血管病態を治療するための方法を提供し、この方法は、本明細書に記載のいずれかの修
飾アペリンポリペプチドまたはその半減期延長複合体を治療上有効な量で含む医薬組成物
を対象に投与することを含む。「治療上有効な量」は、疾患または疾患若しくは障害の臨
床症状のうちの少なくとも１つを治療するために対象に投与されたとき、当該疾患、障害
または症状に対する当該治療をもたらすのに十分な化合物の量を指す。「治療上有効な量
」は、使用される特定のポリペプチド若しくはペプチド複合体、疾患、障害ならびに／ま
たは疾患若しくは障害の症状、疾患、疾病及び／若しくは疾患若しくは疾病の症状の重症
度、治療がなされる対象の年齢ならびに／または治療がなされる対象の体重に応じて変化
し得る。任意の所与の場合における適切な量は、当業者には容易に明らかであろう。
【０１６６】
　本明細書で使用するとき、任意の疾患若しくは障害を「治療すること」またはそれらの
「治療」とは、疾患、障害または疾患若しくは障害の臨床症状の少なくとも１つを抑止ま
たは改善すること、疾患、障害または疾患若しくは障害の臨床症状の少なくとも１つに罹
るリスクを低減すること、疾患、障害または疾患若しくは障害の臨床症状の少なくとも１
つの発現を減じること、あるいは疾患または障害または疾患若しくは障害の臨床症状の少
なくとも１つの進行リスクを低減することを指す。「治療すること」または「治療」はま
た、身体的（例えば、識別し得る症状の安定化）、生理学的（例えば、身体的パラメータ
の安定化）のいずれかまたは両方の点で疾患または障害を阻害すること、あるいは対象に
は識別することができない場合もある、少なくとも１つの身体的パラメータを阻害するこ
とも指す。更に、「治療すること」または「治療」は、ある疾患または障害に罹患してい
るおそれがあり得るか、または罹患しやすい対象において、当該対象がその疾患または障
害の症状をまだ経験していないか、または呈していない場合であっても、その疾患または
障害または少なくともその症状の発症を遅延することを指す。
【０１６７】
　本発明の修飾アペリンポリペプチドまたはペプチド複合体を用いて治療または改善され
得る心血管病態には、心臓の収縮性に影響する障害または心機能障害に伴う任意の形態の
心疾患若しくは心障害、例えば、心臓肥大症、高血圧、心不全、鬱血性心不全、心臓性シ
ョック、敗血性ショック、急性非代償性不全、肺高血圧症、心筋梗塞、虚血、虚血再灌流
傷害または心筋症などが挙げられるが、これらに限定されない。ある特定の実施形態にお
いて、心血管病態は、心不全である。全ての形態の心不全、限定するものではないが、収
縮不全、拡張不全、右心不全、慢性心不全、急性心不全及び非代償性鬱血性心不全が本発
明の方法に従って治療または改善され得る。本発明の修飾アペリンポリペプチドまたはそ
の複合体は、駆出率が低下したまたは駆出率が保持された患者を治療するために使用する
ことができる。一実施形態において、本発明の方法に従って治療される心不全は、慢性収
縮期心不全である。別の実施形態において、本発明の方法に従って治療される心不全は、
慢性拡張期心不全である。更に別の実施形態において、本発明の方法に従って治療される
心不全は、急性心不全である。いくつかの実施形態において、本発明の方法に従って治療
される心血管病態は、高血圧である。
【０１６８】



(104) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

50

　他の実施形態において、本発明は、心血管病態を有する対象において、心収縮性を改善
する方法を提供し、この方法は、本明細書に記載のいずれかの修飾アペリンポリペプチド
またはその半減期延長複合体を治療上有効な量で含む医薬組成物を対象に投与することを
含み、心収縮性が投与後に改善する。ある特定の実施形態において、対象は、慢性または
急性心不全を患っている。いくつかの実施形態において、医薬組成物の投与により、ｄＰ
／ｄｔ　ｍａｘまたは駆出率が、当該組成物の投与前のこれらのパラメータまたは医薬組
成物の投与を受けていない対象のこれらのパラメータと比較して増加する。医薬組成物の
投与はまた、医薬組成物の投与前のパラメータまたは医薬組成物の投与を受けていない対
象のパラメータと比較して、運動能力の向上、心臓駆出率の増加、左心室拡張終期圧の減
少、肺毛細血管楔入圧の減少、心拍出量の増加、心係数の増加、肺動脈圧の低下、左心室
の収縮末期径及び拡張末期径の減少、左心室及び右心室の壁応力（ｗａｉｌ　ｓｔｒｅｓ
ｓ）の減少、ならびに壁張力の減少をもたらし得る。
【０１６９】
　一実施形態において、本発明はまた、心血管病態を有する対象において、駆出率を増加
させる方法を提供し、本明細書に記載のいずれかの修飾アペリンポリペプチドまたはその
半減期延長複合体を治療上有効な量で含む医薬組成物を対象に投与することを含み、駆出
率が投与後に増加する。ある特定の実施形態において、対象は急性または慢性心不全を患
っている。
【０１７０】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法に従って治療が施される対象は、例えば、
長年放置された高血圧、未矯正の弁膜症、慢性狭心症、近時の心筋梗塞、鬱血性心不全、
心疾患に対する先天性素因または病理学的肥大を含む、心疾患に関する１つまたは複数の
危険因子を有する。代替的または付加的に、対象は、例えば、心臓肥大症、高血圧または
他の心臓機能障害に対する遺伝的素因があると診断されていてもよいし、例えば、心臓肥
大症、高血圧または他の心臓機能障害の家族歴を有し得る。
【０１７１】
　本発明の他の実施形態は、肺高血圧症、癌、糖尿病、肥満症、転移性疾患及びＨＩＶに
起因する心臓症状を治療するための、本明細書に記載の修飾アペリンポリペプチドまたは
その複合体の使用に関する。他の実施形態は、限定するものではないが、脂質及びグルコ
ース代謝に関係する障害の治療、消化管の調節及び機能に関係する障害の治療、ＨＩＶ細
胞侵入に対する防御、ならびに細胞アポトーシスからの保護などの種々の他の障害または
疾患の治療または予防のための、本明細書に記載の修飾アペリンポリペプチドまたはその
複合体の使用に関する。
【０１７２】
　修飾アペリンポリペプチドまたはその複合体を含む医薬組成物は、多種多様な送達経路
、例えば、注射若しくは注入などによる血管内送達経路、皮下（「ｓ．ｃ．」）、静脈内
（「ｉ．ｖ．」）、筋肉内、腹腔内（「ｉ．ｐ．」）、硬膜外若しくは髄腔内送達経路に
よる患者への投与用、または経口、経腸、経肺（例えば、吸入）、経鼻、経粘膜（例えば
、舌下投与）、経皮若しくは他の送達経路及び／または当該技術分野において知られてい
る投与形態用に構成することができる。修飾アペリンポリペプチドまたはその複合体を含
む薬物または医薬組成物の送達は、最も正確な用量及び最も安定した血漿中曝露量を達成
するために、標準的な注入様式（プレフィルドシリンジを用いる自己投与または病院の場
であるかに関わらない）によって、あるいはオートインジェクター、パッチポンプまたは
大容量注射器などの送達ポンプによっても行われ得る。
【０１７３】
　したがって、本発明はまた、本明細書に記載の修飾アペリンポリペプチドまたはその複
合体のうちのいずれかと、薬学的に許容される担体とを含む医薬組成物を包含する。医薬
組成物は、液状に調製されてもよいし、凍結乾燥形態などの乾燥粉末形態であってもよい
。経口または経腸での使用には、例えば、錠剤、トローチ剤、ロゼンジ剤、水性若しくは
油性懸濁液、分散性粉末剤若しくは顆粒剤、乳剤、硬質若しくは軟質カプセル剤、シロッ
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プ剤、エリキシル剤または経腸製剤として医薬組成物を構成することができる。
【０１７４】
　実施において、「薬学的に許容される担体」は、医薬組成物の処方に有用な当業者に知
られた生理学的に耐容性のある任意の物質であり得、単独または組み合わせで、任意の薬
学的に許容される希釈剤、賦形剤、分散剤、結合剤、充填剤、流動促進剤、減摩剤、圧縮
助剤、錠剤崩壊剤（崩壊剤）、懸濁化剤、潤滑剤、風味剤、着香剤、甘味料、浸透または
透過促進剤、保存剤、界面活性剤、溶解剤、乳化剤、粘稠剤、補助剤、色素、コーティン
グ剤、カプセル化材料及び／または他の添加剤が挙げられる。かかる医薬組成物は、種々
の緩衝液成分（例えば、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、酢酸塩、リン酸塩）、ｐＨ及びイオン強度の
希釈剤；界面活性剤及び可溶化剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ（登録商標）８０、ポリソルベー
ト８０）、抗酸化剤（例えば、アスコルビン酸、メタ重亜硫酸ナトリウム）、保存剤（例
えば、Ｔｈｉｍｅｒｓｏｌ（登録商標）、ベンジルアルコール）ならびに増量材（例えば
、ラクトース、マンニトール）などの添加剤；ポリ乳酸、ポリグリコール酸などのポリマ
ー化合物の微粒子調製物またはリポソームへの材料の組み込みを含み得る。ヒアルロン酸
もまた用いることができ、循環継続期間を助長する効果を有し得る。このような組成物は
、本タンパク質及び誘導体の物理的状態、安定性、インビボでの放出速度及びインビボで
のクリアランス速度に影響し得る。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　ｅｄ．，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ１８０４２，ｐｐ．１４３５－１７１２，１９９０を参照
されたい（その全体を参照により本明細書に援用する）。組成物は、液状に調製されても
よいし、凍結乾燥形態などの乾燥粉末であってもよい。埋め込み式持続放出性製剤もまた
有用であり、経皮または経粘膜製剤も同様である。付加的に（または代替的に）、種々の
実施形態は、当事者に知られた種々の遅延または持続放出性の製剤または微小粒子製剤の
うちのいずれか、例えば、経肺、経鼻または皮下送達経路を介して投与することができる
持続放出性微小粒子製剤で使用するための組成物を提供する（例えば、Ｍｕｒｔｈｙ　ｅ
ｔ　ａｌ．，“Ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｃ
ｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　
ａｃｔｉｖｅ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ”（米国特許第６，８８７，４８７号）；Ｍａｎｎｉｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｉｎ　ａｎ　ｏｒｇａｎｉｃ　ｓｏｌｖｅｎｔ　ａｎｄ　
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　ｐｏｗｄｅｒｓ　ｕｓ
ｉｎｇ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ”（米国特許第５，７７０，５５９号及び同第５，９８１，４
７４号）；Ｌｉｅｂｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ　ｃｏｍｐｌｅ
ｘｅｓ　ｏｆ　ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　ａｃｔｉｖｅ　ｉｎｏｒｇａｎｉ
ｃ　ｍｉｎｅｒａｌ　ａｃｉｄ　ｅｓｔｅｒｓ　ｏｆ　ｏｒｇａｎｉｃ　ｃｏｍｐｏｕｎ
ｄｓ”（米国特許第５，００２，９３６号）；Ｇｅｎ，“Ｆｏｒｍａｔｉｖｅ　ａｇｅｎ
ｔ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ”（ＵＳ２００２／０１１９９４６Ａ１）；
Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｆｏｒ
ｍｕｌａｔｉｏｎｓ”（ＷＯ２００５／１０５０５７Ａ１）参照）。
【０１７５】
　不活性物質を用いて、組成物を希釈してもよいし、医薬組成物の体積を増やしてもよい
。このような希釈剤には、炭水化物、特に、マンニトール、α－ラクトース、無水ラクト
ース、セルロース、スクロース、修飾デキストラン及びデンプンを挙げることができる。
ある種の無機塩も充填剤として使用してよく、三リン酸カルシウム、炭酸マグネシウム及
び塩化ナトリウムが挙げられる。
【０１７６】
　限定されないが、アルギネート、キサンタンガムまたはペテロレータムなどの従来の種
々の粘稠剤は、クリーム剤、軟膏剤、座薬及びゲル剤構成の医薬組成物に有用であり、医
薬組成物の各種構成にも用いることができる。
【０１７７】
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　種々の実施形態において、滅菌した溶液または懸濁液である液体の医薬組成物は、注入
、例えば、筋肉内、髄腔内、硬膜外、血管内（例えば、静脈内または動脈内）、腹腔内ま
たは皮下注入によって患者に投与することができる。例えば、Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇ　ｅ
ｔ　ａｌ．，“Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ｒｅｌ
ｅａｓｅ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ”、米国特許第６，２４５，７４０号及びＷＯ００／
３８６５２Ａ１を参照されたい。滅菌溶液は、静脈内注入によって投与することもできる
。組成物は、凍結乾燥粉末などの滅菌した固体の医薬組成物中に含まれてもよく、これは
、患者への投与前の都合の良い時間に、滅菌水、生理食塩水、緩衝生理食塩水または他の
適切な滅菌注入用媒体を使用して溶解または懸濁することができる。
【０１７８】
　埋め込み式持続放出性製剤もまた医薬組成物の有用な実施形態である。例えば、ヒトま
たは非ヒト脊椎動物の体内または皮下に埋め込まれる生分解性マトリクスである、薬学的
に許容される担体は、上記のものに類似したヒドロゲルであってよい。あるいは、ポリ－
α－アミノ酸成分から形成されてもよい（Ｓｉｄｍａｎ，“Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅ
，ｉｍｐｌａｎｔａｂｌｅ　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｄｅｖｉｃｅ，ａｎｄ　ｐｒ
ｏｃｅｓｓ　ｆｏｒ　ｐｒｅｐａｒｉｎｇ　ａｎｄ　ｕｓｉｎｇ　ｓａｍｅ”（米国特許
第４，３５１，３３７号））。薬物送達のためのインプラントを作製するための他の技術
もまた知られており、有用である。
【０１７９】
　粉末形態の場合、薬学的に許容される担体は、微粉化された固体であり、本組成物を含
む微粉化された活性成分と混合される。例えば、いくつかの実施形態において、医薬組成
物を吸入剤として構成する場合、粉末形態が有用である。例えば、ＷＯ２００４／０１７
９１８号、米国特許第６，９００，３１７号）を参照されたい。
【０１８０】
　不活性物質を用いて、化合物を希釈してもよいし、化合物の体積を増やしてもよい。こ
れらの希釈剤には、炭水化物、特に、マンニトール、α－ラクトース、無水ラクトース、
セルロース、スクロース、修飾デキストラン及びデンプンを挙げることができる。ある種
の無機塩も充填剤として使用することができ、三リン酸カルシウム、炭酸マグネシウム及
び塩化ナトリウムが挙げられる。一部の市販の希釈剤には、Ｆａｓｔ－Ｆｌｏ（商標）、
Ｅｍｄｅｘ（商標）、ＳＴＡ－Ｒｘ（商標）１５００、Ｅｍｃｏｍｐｒｅｓｓ（商標）及
びＡｖｉｃｅｌｌ（商標）がある。
【０１８１】
　治療薬をまとめて硬質錠剤を形成するために結合剤を用いることができ、これらには、
アカシア、トラガカント、デンプン及びゼラチンなどの天然物に由来する材料が挙げられ
る。他には、メチルセルロース（ＭＣ）、エチルセルロース（ＥＣ）及びカルボキシメチ
ルセルロース（ＣＭＣ）が挙げられる。ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）及びヒドロキシ
プロピルメチルセルロース（ＨＰＭＣ）は両方とも、治療薬を粒状にするために、アルコ
ール性溶液中で使用され得る。製剤プロセス中の固着を防ぐために、減摩剤を治療製剤中
に含めてもよい。潤滑剤は、治療薬とダイ壁との間の層として使用することができ、これ
らには、ステアリン酸（そのマグネシウム塩及びカルシウム塩を含む）、ポリテトラフル
オロエチレン（ＰＴＦＥ）、流動パラフィン、植物油及びワックスを挙げることができる
が、これらに限定されない。ラウリル硫酸ナトリウム、ラウリル硫酸マグネシウム、種々
の分子量のポリエチレングリコール、Ｃａｒｂｏｗａｘ４０００及び６０００などの可溶
性潤滑剤も使用することができる。
【０１８２】
　経口剤形も種々の実施形態にて有用である。必要であれば、経口送達が有効となるよう
に、組成物を化学修飾してもよい。一般に、企図される化学修飾は、その分子自体への少
なくとも１つの部分の結合であり、当該部分は、（ａ）タンパク質分解の阻害及び（ｂ）
胃または腸から血流への取り込みを可能にするものである。また、化合物の全体的な安定
性の増加及び体内循環時間の増加も所望される。共有結合した半減期を延長する部分とし
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て有用な部分は、この目的のために用いることもできる。このような部分の例には、ＰＥ
Ｇ、エチレングリコールとプロピレングリコールのコポリマー、カルボキシメチルセルロ
ース、デキストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン及びポリプロリンが
挙げられる。例えば、Ａｂｕｃｈｏｗｓｋｉ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｓ，“Ｓｏｌｕｂｌｅ　
Ｐｏｌｙｍｅｒ－Ｅｎｚｙｍｅ　Ａｄｄｕｃｔｓ，Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｓ　Ｄｒｕｇｓ”
、Ｈｏｃｅｎｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｒｏｂｅｒｔｓｅｄｓ．，Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃ
ｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｐ．３６７－３８３，１９８１；
Ｎｅｗｍａｒｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，４：１８５－１８９
，１９８２を参照されたい。使用され得る他のポリマーは、ポリ－１，３－ジオキソラン
及びポリ－１，３，６－チオキソカン（ｔｉｏｘｏｃａｎｅ）である。薬学的用途に好ま
しいのは、上記の通り、ＰＥＧ部分である。
【０１８３】
　経口送達剤形の場合、治療用化合物の吸収を高める担体として、Ｎ－（８－［２－ヒド
ロキシベンゾイル］アミノ）カプリル酸ナトリウム（ＳＮＡＣ）、などの修飾脂肪族アミ
ノ酸の塩を使用することも可能である。ＳＮＡＣを用いたヘパリン製剤の臨床有効性は、
Ｅｍｉｓｐｈｅｒｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓが実施した第ＩＩ相試験にて実証されて
いる。米国特許第５，７９２，４５１号、“Ｏｒａｌ　ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｃ
ｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ”を参照されたい。
【０１８４】
　一実施形態において、薬学的に許容される担体は液体であり得、医薬組成物は液剤、懸
濁剤、乳剤、シロップ剤、エリキシル剤または加圧組成物の形態に調製される。本活性成
分（例えば、本組成物）は、水、有機溶媒、その混合物または薬学的に許容される油若し
くは脂肪油などの薬学的に許容される液体担体中に溶解、希釈または懸濁することができ
る。液体担体は、界面活性剤及び／若しくは溶解剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ８０、ポリソル
ベート８０）、乳化剤、適切なｐＨの緩衝剤（例えば、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、酢酸塩、リン
酸塩）、補助剤、抗酸化剤（例えば、アスコルビン酸、メタ重亜硫酸ナトリウム）、保存
剤（例えば、Ｔｈｉｍｅｒｓｏｌ、ベンジルアルコール）、甘味料、風味剤、懸濁化剤、
粘稠化剤、増量材（例えば、ラクトース、マンニトール）、着色料、粘性調整剤、安定剤
、電解質、オスモライト（ｏｓｍｏｌｕｔｅｓ）または浸透圧調節剤などの他の好適な医
薬品添加物を含有し得る。添加剤はまた、組成物の取り込みを高めるために製剤中に含め
てよい。この性質を潜在的に有する添加剤は、例えば、脂肪酸のオレイン酸、リノール酸
及びリノレン酸である。
【０１８５】
　上掲のＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（
１９９０）第８９章（その全体を参照により本明細書に援用する）に概略されている経口
用固体剤形もまた有用である。固体剤形には、錠剤、カプセル剤、丸剤、トローチ剤また
はロゼンジ剤、カシェ剤またはペレット剤が挙げられる。また、リポソームまたはプロテ
イノイドカプセル化を用いて、本組成物を製剤化することもできる（例えば、米国特許第
４，９２５，６７３号に報告されているプロテイノイド微粒子として）。リポソームカプ
セル化を使用することができ、リポソームは種々のポリマーを用いて誘導化することがで
きる（例えば、米国特許第５，０１３，５５６号）。治療薬として可能な固体剤形に関す
る説明は、Ｇ．Ｓ．Ｂａｎｋｅｒ及びＣ．Ｔ．Ｒｈｏｄｅｓが編集したＭａｒｓｈａｌｌ
，Ｋ．，Ｍｏｄｅｒｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ（１９７９）第１０章に記載されて
いる（その全体を参照により本明細書に援用する）。一般に、製剤は、化合物と、胃環境
に対する保護及び生物学的活性物質の腸内における放出を可能にする不活性成分とを含む
。
【０１８６】
　錠剤の場合、活性成分は、必要な圧縮特性を有する薬学的に許容される担体と好適な比
率で混合され、所望の形状及び大きさに圧縮成形される。
【０１８７】
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　散剤及び錠剤は、活性成分を最大９９％まで含有することができる。好適な固体担体に
は、例えば、リン酸カルシウム、ステアリン酸マグネシウム、タルク、糖、ラクトース、
デキストリン、デンプン、ゼラチン、セルロース、ポリビニルピロリジン（ｐｏｌｙｖｉ
ｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅ）、低融点ワックス及びイオン交換樹脂が挙げられる。
【０１８８】
　制御放出製剤が望ましい場合がある。種々の実施形態において、拡散または滲出機構の
いずれかによる放出を可能にする不活性マトリクス（例えば、ゴム）中に組成物を組み込
むことができる。ゆっくりと変性するマトリクス、例えば、アルギネート、多糖も製剤中
に組み込むことができる。組成物の制御放出の別の形態は、Ｏｒｏｓ（商標）治療システ
ム（Ａｌｚａ　Ｃｏｒｐ．）に基づく方法、すなわち、水の入ることができる半透膜で薬
物を覆い、１つの小さな穴から浸透圧作用によって薬物を押し出すものである。一部の腸
溶性コーティングも遅延放出作用を有する。
【０１８９】
　組成物の肺送達も有用であり得る。タンパク質（または誘導体）は、吸入中に哺乳動物
の肺に送達され、肺上皮内層を通過して血流に移動する（これに関する他の報告には、Ａ
ｄｊｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈａｒｍａ．Ｒｅｓ．（１９９０）７：５６５－９；Ａｄｊ
ｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０），Ｉｎｔｅｒｎａｔｌ．Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃｓ　６３：１３５－４４（酢酸ロイプロリド）；Ｂｒａｑｕｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，（１
９８９）、Ｊ．Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．１３（ｓｕｐｐｌ．５）：
ｓ．１４３－１４６（エンドセリン－１）；Ｈｕｂｂａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９
）、Ａｎｎａｌｓ　Ｉｎｔ．Ｍｅｄ．３：２０６－１２（α１－抗トリプシン）；Ｓｍｉ
ｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．８４：１１４５－６
（α１－プロテイナーゼ）；Ｏｓｗｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，（Ｍａｒｃｈ　１９９０）、
“Ａｅｒｏｓｏｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ”Ｐｒｏｃ．Ｓｙｍｐ．Ｒｅ
ｓｐ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ＩＩ，Ｋｅｙｓｔｏｎｅ，Ｃｏｌｏｒａｄｏ（組み
換えヒト成長ホルモン）；Ｄｅｂｓ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８），Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．１４０：３４８２－８（インターフェロン－γ及び腫瘍壊死因子α）及びＰｌａｔｚ　
ｅｔ　ａｌ．，米国特許第５，２８４，６５６号（顆粒球コロニー刺激因子）が挙げられ
る）。
【０１９０】
　病態を治療するための方法に伴う投与計画は、薬物の作用を変える種々の因子、例えば
、患者の年齢、状態、体重、性別及び食生活、あらゆる感染の重症度、投与の時間ならび
に他の臨床学的因子を鑑みて、主治医によって決定される。一般に、毎日のレジメンは、
化合物０．１～１０００マイクログラム／キログラム体重、好ましくは、０．１～１５０
マイクログラム／キログラムの範囲内である必要がある。
【０１９１】
　更なる例示として、次の付番した実施形態を示す。
【０１９２】
　実施形態１
次式：
Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４（配列番号７２１）を含み、
式中、
Ｘ１は、脂肪族アシル基であり、
Ｘ２は、γＧｌｕ若しくは別の好適なスペーサー部分であるか、または不在であり、
Ｘ３は、ＰＥＧ基若しくは別の好適なスペーサー部分であるか、または不在であり、
Ｘ４は、アペリンポリペプチドである、単離ポリペプチド。
【０１９３】
　種々の実施形態において、実施形態１の修飾アペリンポリペプチドは、半減期延長部分
（例えば、ＰＥＧ、脂質、免疫グロブリンまたは免疫グロブリンＦｃ）を有さないが、そ
れでもなお野生型アペリンポリペプチドと比較して安定性が向上しており、かつ少なくと
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も３、４、５、６、７または８個の非標準アミノ酸置換を有し得る。
【０１９４】
　実施形態２
Ｘ２がγＧｌｕである、実施形態１に記載の単離ポリペプチド。
【０１９５】
　実施形態３
前記脂肪族アシル基がＣ１～Ｃ２５脂肪族アシル基である、実施形態１に記載の単離ポリ
ペプチド。
【０１９６】
　実施形態４
前記脂肪族アシル基が、ブタノイル、ヘキサノイル、オクタノイル、デカノイル、ドデカ
ノイル、トリデカノイル、テトラデカノイル、ペンタデカノイル、ヘキサデカノイル、ヘ
プタデカノイル、オクタデカノイル、オクタデカンジオイル、オクタンジオイル、デカン
ジオイル、ドデカンジオイル、ヘキサンジオイル、ブタンジオイル、テトラデカンジオイ
ルまたはヘキサデカンジオイルである、実施形態３に記載の単離ポリペプチド。
【０１９７】
　実施形態５
Ｘ３がＡｅｅａ、Ａｅｅａ－Ａｅｅａ、γＧｌｕ－Ａｅｅａ、γＧｌｕ－Ａｅｅａ－Ａｅ
ｅａまたはγＧｌｕである、実施形態１～４のいずれか１つに記載の単離ポリペプチド。
【０１９８】
　実施形態６
Ｘ１がオクタデカンジオイル、ヘプタデカノイル、トリデカノイル、ブタノイル、ヘキサ
ノイル、ヘキサデカノイル、ブタンジオイル、オクタンジオイルまたはデカンジオイルで
あり、Ｘ２がγ－Ｇｌｕであるか、または不在であり、Ｘ３がＡｅｅａ、Ａｅｅａ－Ａｅ
ｅａであるか、または不在である、実施形態１に記載の単離ポリペプチド。
【０１９９】
　実施形態７
前記アペリンポリペプチドが少なくとも１２アミノ酸長である、実施形態１～６のいずれ
か１つに記載の単離ポリペプチド。
【０２００】
　実施形態８
前記アペリンポリペプチドが少なくとも１つの非標準アミノ酸置換を有する、実施形態１
～７のいずれか１つに記載の単離ポリペプチド。
【０２０１】
　実施形態９
前記アペリンポリペプチドが２、３、４、５、６、７、８または９個の非標準アミノ酸を
有する、実施形態８に記載の単離ポリペプチド。
【０２０２】
　実施形態１０
前記アペリンポリペプチドが少なくとも１つのＤ－アミノ酸、β－アミノ酸、非標準アミ
ノ酸、Ｎ－メチルアミノ酸若しくはα－メチルアミノ酸または非標準アミノ酸のＤ－若し
くはβ－型を含む、実施形態１に記載の単離ポリペプチド。
【０２０３】
　実施形態１１
前記Ｄ－アミノ酸、前記β－アミノ酸、前記Ｎ－メチルアミノ酸、前記α－メチルアミノ
酸、前記非標準アミノ酸または前記非標準アミノ酸の前記Ｄ－若しくはβ－型が、完全長
アペリン（配列番号２）、アペリン４２～７７（配列番号３）、アペリン６５～７７（ア
ペリン－１３）（配列番号４）、アペリン６１～７７（配列番号５）または完全長アペリ
ンの断片中の標準アミノ酸に代わって用いられる、実施形態１０に記載の単離ポリペプチ
ド。
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【０２０４】
　実施形態１２
アミノ酸配列：
［ｚ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７ＳＨＸ８Ｇ［Ｏｉｃ］Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１（配列番号
７１９）を含み、
ｚは、アセチルであるか、または不在であり、
Ｘ１は、アセチル、［ｒ］または［ｈＡｒｇ］であり、
Ｘ２は、［ｒ］、Ｒまたは［ｈＡｒｇ］であり、
Ｘ３は、Ｑまたは［ｑ］であり、
Ｘ４は、［ｈＡｒｇ］、Ｒまたは［ｒ］であり、
Ｘ５は、Ｐまたは［Ｏｉｃ］であり、
Ｘ６は、［ｒ］、［ｈＡｒｇ］または［ＮＭｅＡｒｇ］であり、
Ｘ７は［ＮＭｅＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であり、
Ｘ８は、Ｋまたは［ＮＬｙｓＧ］であり、
Ｘ９は、［ｐｌ－Ｐｈｅ］または［Ｎｌｅ］であり、
Ｘ１０は、Ｐまたは［Ｄ－１Ｎａｌ］または［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ１１は、Ｄ－アミノ酸、β－アミノ酸、非標準アミノ酸または非標準アミノ酸のＤ－若
しくはβ－型である、単離ポリペプチド。
【０２０５】
　実施形態１３
Ｘ１１が［Ｄ－Ｂｉｐ］、［４－ＣＬ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣＬＦ］、［ＴＩＣ］、［ｆ］で
あるか、または不在である、実施形態１２に記載の単離ポリペプチド。
【０２０６】
　実施形態１４
配列番号１６～４４からなる配列群から選択されるアミノ酸配列を有する、実施形態１２
に記載の単離ポリペプチド。
【０２０７】
　実施形態１５
アミノ酸配列：
｛ＨＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｐ［Ｃｈａ］ＳＨＫ
Ｇ［Ｏｉｃ］［Ｎｌｅ］Ｘ４Ｘ５（配列番号７２２）を含み、配列中、
Ｘ１は、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ２は、Ｑまたは［ｑ］であり、
Ｘ３は、［ｈＡｒｇ］または［ｒ］であり、
Ｘ４は、Ｐまたは［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ５は、［４－Ｃｌ－Ｆ］または［Ｄ－４ＣｌＦ］である、単離ポリペプチド。
【０２０８】
　実施形態１６
配列番号２３７、２３９または２４２からなる配列群から選択されるアミノ酸配列を有す
る、実施形態１５に記載の単離ポリペプチド。
【０２０９】
　実施形態１７
アミノ酸配列：
［ｚ］Ｘ１Ｘ２［ｈＡｒｇ］［ｈＡｒｇ］Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｇ［Ｏｉ
ｃ］［Ｎｌｅ］Ｘ１１［４－Ｃｌ－Ｆ］（配列番号７２０）を含み、
配列中、
ｚは、アセチルであり、
Ｘ１は、ｏまたはＯであり、
Ｘ２は、ｆまたはＦであり、
Ｘ３は、Ｑまたは［ＢＬｅｕ］であり、
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Ｘ４は、［ｈＡｒｇ］または［ｒｈＡｒｇ］であり、
Ｘ５は、Ｐまたは［ａＭｅＰｒｏ］であり、
Ｘ６は、［ｈＡｒｇ］または［ｒｈＡｒｇ］であり、
Ｘ７は、［ａＭｅＬｅｕ］、［ｒＣｈａ］、［ＢＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であり、
Ｘ８は、［ＮｈＳｅｒＧ］、［ａＭｅＳ］、［ｒＳｅｒ］、［ＤｒＳｅｒ］またはＳであ
り、
Ｘ９は、Ｈまたは［ｒＨｉｓ］であり、
Ｘ１０は、Ｋ、［ＮＬｙｓＧ］、［ｒＬｙｓ］または［ａＭｅＯｒｎ］であり、
Ｘ１１は、Ｐまたは［ａＭｅＰｒｏ］である、単離ポリペプチド。
【０２１０】
　実施形態１８
配列番号２９～４４からなる配列群から選択されるアミノ酸配列を有する、実施形態１７
に記載の単離ポリペプチド。
【０２１１】
　実施形態１９
アミノ酸配列：
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ

８ＫＧ［Ｏｉｃ］Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１（配列番号７２４）を含み、配列中、
Ｘ１は、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］であるか、または不在であり、
Ｘ２は、Ｑ、［ｑ］、［ＢＬｅｕ］または［ＮＭｅＧｌｎ］であり、
Ｘ３は、［ｈＡｒｇ］または［ｒ］であり、
Ｘ４は、Ｐ、［Ｐｉｐ］、［Ｏｉｃ］または［Ｓａｒ］であり、
Ｘ５は、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ｒ］または［ｈＡｒｇ］であり、
Ｘ６は、［Ｃｈａ］、［ＮＭｅＬｅｕ］、［ＢＬｅｕ］または［ＮＭｅＣｈａ］であり、
Ｘ７は、Ｓ、［ＢｈＳｅｒ］、［ｂＡｌａ］、［ＮｈＳｅｒＧ］または［ａＭｅＳ］であ
り、
Ｘ８は、Ｈ、Ａ、Ｙ、［Ｔｌｅ］、［Ｄｅｇ］、ＬまたはＶであり、
Ｘ９は、［Ｎｌｅ］または［ｐｌ－Ｐｈｅ］であり、
Ｘ１０は、Ｐ、Ｄ－アミノ酸、β－アミノ酸、非標準アミノ酸または非標準アミノ酸のＤ
－若しくはβ－型であり、Ｘ１１は、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ｄ－Ｂｉ
ｐ］であるか、または不在である、単離ポリペプチド。
【０２１２】
　実施形態２０
Ｘ１０が［Ｄ－Ｔｉｃ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ａｉｃ］、［Ｏｉｃ
］、［Ｄ－４Ｆ］、［Ｄ－Ｏｇｌ］、［ｆ］、［１－Ｎａｌ］、［２－Ｎａｌ］、［Ｄ－
Ｂｉｐ］、［Ｔｉｃ］、［Ａｉｂ］または［Ｄｅｇ］である、実施形態１９に記載の単離
ポリペプチド。
【０２１３】
　実施形態２１
配列番号１２１～２１０及び２４５～２５６からなる配列群から選択されるアミノ酸配列
を有する、実施形態１９に記載の単離ポリペプチド。
【０２１４】
　実施形態２２
ＴＤＡがＨＤＡで置き換えられた、実施形態１９に記載の単離ポリペプチド。
【０２１５】
　実施形態２３
アミノ酸配列：
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］Ｘ１ｑ［ｈＡｒｇ］Ｐ［ＮＭｅＡ
ｒｇ］［Ｃｈａ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［Ｎｌｅ］Ｘ２Ｘ３（配列番号７２５）を含み、配
列中、
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Ｘ１は、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ２は、Ｐ、Ｄ－アミノ酸または非標準アミノ酸であり、
Ｘ３は、Ｄ－アミノ酸、非標準アミノ酸または－ＣＯＯＨである、単離ポリペプチド。
【０２１６】
　実施形態２４
配列番号１２１～１５２からなる配列群から選択されるアミノ酸配列を有する、実施形態
２３に記載の単離ポリペプチド。
【０２１７】
　実施形態２５
アミノ酸配列：
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］［ｈＡｒｇ］ｑ［ｈＡｒｇ］Ｐ［
ＮＭｅＡｒｇ］［Ｃｈａ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［Ｎｌｅ］Ｘ１ＣＯＯＨ（配列番号７２６
）を含み、配列中、Ｘ１はＤ－アミノ酸、β－アミノ酸、非標準アミノ酸または非標準ア
ミノ酸のＤ－若しくはβ－型である、単離ポリペプチド。
【０２１８】
　実施形態２６
Ｘ１が［Ｄ－Ｔｉｃ］、［４－ＣＬ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ａｉｃ］、［Ｏｉｃ］
、［Ｄ－４ｌＦ］、［Ｄ－ＩｇＬ］、［ｆ］、［１－Ｎａｌ］、［２－Ｎａｌ］、［Ｄ－
Ｂｉｐ］または［Ｔｉｃ］である、実施形態２５に記載の単離ポリペプチド。
【０２１９】
　実施形態２７
配列番号１６６、１７１及び２４５～２５６からなる配列群から選択されるアミノ酸配列
を有する、実施形態２５に記載の単離ポリペプチド。
【０２２０】
　実施形態２８
アミノ酸配列：
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］ＱＸ１ＰＸ２Ｘ３ＳＨＫＧ［Ｏｉ
ｃ］Ｘ４Ｘ５Ｘ６（配列番号７２７）を含み、配列中、
Ｘ１は、Ｒ、ｒまたは［ｈＡｒｇ］であり、
Ｘ２は、ｒ、［ｈＡｒｇ］または［ＮＭｅＡｒｇ］であり、
Ｘ３は、［ＮＭｅＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であり、
Ｘ４は、［ｐｌ－Ｐｈｅ］または［Ｎｌｅ］であり、
Ｘ５は、Ｐまたは［Ｄ－１Ｎａｌ］であり、
Ｘ６は、［Ｄ－Ｂｉｐ］、［４－ＣＬ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］であるか、または不在で
ある、単離ポリペプチド。
【０２２１】
　実施形態２９
配列番号１６５及び２１１～２３３からなる配列群から選択されるアミノ酸配列を有する
、実施形態２８に記載の単離ポリペプチド。
【０２２２】
　実施形態３０
アミノ酸配列：
｛ＨＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３ＰＸ４Ｘ５ＳＨＫＧ
［Ｏｉｃ］［Ｎｌｅ］Ｘ６Ｘ７（配列番号７２３）を含み、配列中、
Ｘ１は、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ２は、Ｑまたは［ｑ］であり、
Ｘ３は、ｒまたは［ｈＡｒｇ］であり、
Ｘ４は、ｒまたは［ＮＭｅＡｒｇ］であり、
Ｘ５は、［ＮＭｅＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であり、
Ｘ６は、［Ｐｉｐ］またはＰであり、
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Ｘ７は、［４－ＣＬ－Ｆ］、［ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］または［Ｔｉｃ］である、単離ポ
リペプチド。
【０２２３】
　実施形態３１
ＨＤＡがＴＤＡまたは他の脂肪族アシル基で置き換えられた、実施形態３０に記載の単離
ポリペプチド。
【０２２４】
　実施形態３２
配列番号２３４～２４３からなる配列群から選択されるアミノ酸配列を有する、実施形態
３０に記載の単離ポリペプチド。
【０２２５】
　実施形態３３
アミノ酸配列：
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３ＰＸ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７

ＫＧ［Ｏｉｃ］Ｘ８Ｘ９Ｘ１０（配列番号７２８）を含み、配列中、
Ｘ１は、［ｈＡｒｇ］または［ｒ］であり、
Ｘ２は、Ｑまたは［ｑ］であり、
Ｘ３は、ｒまたは［ｈＡｒｇ］であり、
Ｘ４は、ｒまたは［ＮＭｅＡｒｇ］であり、
Ｘ５は、［ＮＭｅＬｅｕ］［ＢＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であり、
Ｘ６は、Ｓまたは［ｂＡｌａ］であり、
Ｘ７は、Ｈ、Ａまたは［Ｔｌｅ］であり、
Ｘ８は、［Ｎｌｅ］または［ｐｌ－Ｐｈｅ］であり、
Ｘ９は、Ｐ、Ｄ－アミノ酸、β－アミノ酸、非標準アミノ酸または非標準アミノ酸のＤ－
若しくはβ－型であり、
Ｘ１０は、［Ｏｉｃ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ｄ－１Ｎａｌ］、［Ｄ－Ｂｉｐ］であるか
、または不在である、単離ポリペプチド。
【０２２６】
　実施形態３４
Ｘ９が［Ｄ－Ｔｉｃ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ａｉｃ］、［Ｏｉｃ］
、［Ｄ－ｉｇｌ］、［ｆ］、［Ｄ－１Ｎａｌ］、［Ｄ－２Ｎａｌ］、［１－Ｎａｌ］、［
２－Ｎａｌ］または［Ｄ－Ｂｉｐ］であり、Ｘ１０が不在である、実施形態３３に記載の
単離ポリペプチド。
【０２２７】
　実施形態３５
ＴＤＡがＨＤＡで置き換えられた、実施形態３３に記載の単離ポリペプチド。
【０２２８】
　実施形態３６
配列番号１５３～１５５、１６６、１７１、１７３～１７５、１８０、１９９、２０１、
２０８及び２４５～２５６からなる配列群から選択されるアミノ酸配列を有する、実施形
態３３に記載の単離ポリペプチド。
【０２２９】
　実施形態３７
アミノ酸配列：
ＡｃＯＦ［ｈＡｒｇ］［ｈＡｒｇ］Ｑ［ｈＡｒｇ］Ｐ［ｈＡｒｇ］［Ｃｈａ］ＳＨＫＧ［
Ｏｉｃ］［Ｎｌｅ］Ｐ［４－Ｃｌ－Ｆ］（配列番号４５）を含む、単離ポリペプチド。
【０２３０】
　実施形態３８
配列番号７～７１４の任意の配列群から選択されるアミノ酸配列を有する単離ポリペプチ
ド。
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【０２３１】
　実施形態３９
野生型アペリン１３（配列番号４）と比較して安定性が向上した、実施形態１～３８のい
ずれか１つに記載の単離ポリペプチド。
【０２３２】
　実施形態４０
式：
Ｎ１［ＡＣ４Ａｂｕ］Ｎ２Ｘを含み、
式中、
Ｎ１は、脂肪族アシル基またはアセチル－ＮＨであり、
Ｎ２は、［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］または［Ａｅｅａ］であり、及び
Ｘは、１１、１２、１３、１４、１５、１６または１７アミノ酸長のアペリンポリペプチ
ドであり、
Ｅ１ｘｘＫ１（ＥとＫの間のアミド結合により環化）を含み、式中、ｘｘはＤ－若しくは
Ｌ－アミノ酸、α－若しくはβ－アミノ酸、ホモログ化アミノ酸、Ｎ－メチル化アミノ酸
、α－メチルアミノ酸、α－炭素ではなくＮ上に側鎖を有するアミノ酸または別の天然若
しくは非標準アミノ酸から選択される２～３個のアミノ酸であり得る、単離ポリペプチド
。
【０２３３】
　実施形態４１
アミノ酸配列：
ＡｃＸ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４Ｘ１５Ｘ１

６Ｘ１７（配列番号７１８）を含み、配列中、
Ｘ１は、Ｏまたは［ＢｈＬｙｓ］であり、
Ｘ２は、Ｆ、［ＢｈＰｈｅ］または［Ｂｐｈｅ］であり、
Ｘ３は、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、
Ｘ４は、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、
Ｘ５は、Ｑ、［ＢｈＧｌｎ］、［ＢｈＡｓｎ］または［ＢｈＬｅｕ］であり、
Ｘ６は、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、
Ｘ７は、Ｐ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ８は、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、
Ｘ９は、［Ｃｈａ］または［ＢｈＬｅｕ］であり、
Ｘ１０は、Ｓ、［ＢｈＳｅｒ］、［Ｓａｒ］または［ｂＡｌａ］であり、
Ｘ１１はＨ、［ＮＭｅＶａｌ］または［ｂＡｌａ］であり、
Ｘ１２は、Ｋ、［ＮＭｅＬｙｓ］、［ＢｈＬｙｓ］、［ＢＬｙｓ］または［ｂＡｌａ］で
あり、
Ｘ１３は、Ｇ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］または［ｂＡｌａ］であり、
Ｘ１４は、［Ｏｉｃ］、［Ａｉｂ］、［Ｓａｒ］、［ｂＡｌａ］、［ＢｈＰｒｏ］または
［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ１５は、［Ｎｌｅ］または［ｂＡｌａ］であり、
Ｘ１６は、Ｐ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］、［ｂＡｌａ］、［Ｐｉｐ］、
［Ｄ－１Ｎａｌ］または［Ｄ－２Ｎａｌ］であり、及び
Ｘ１７は、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｂｈ－Ｐｈｅ］または［ＢＰｈｅ］である、単離ポリペ
プチド。
【０２３４】
　実施形態４２
配列番号６６８～７１４からなる配列群から選択されるアミノ酸配列を有する、実施形態
４１に記載の単離ポリペプチド。
【０２３５】
　実施形態４３



(115) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

50

アミノ酸配列：
［Ｚ］Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３ＰＸ１４（配列
番号７６８）を含み、
Ｅのカルボン酸側鎖とＫのアミノ側鎖との間のアミド結合を１つだけ有し、
Ｚは、アセチル、アシル、［Ａｔｚ（ＰＥＧ１０）］、ＰＥＧ誘導体｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４
Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］若しくは他の半減期延長部分であるか、または不在で
あり、
Ｘ１は、ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、Ｒ、不在またはＥであり、Ｘ１がＥであ
る場合は、そのカルボン酸側鎖がＸ４またはＸ５の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成し
、
Ｘ２は、ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、Ｒ、不在またはＥであり、Ｘ２がＥであ
る場合は、そのカルボン酸側鎖がＸ５またはＸ６の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成し
、
Ｘ３は、Ｑ、ｑまたはＥであり、Ｘ３がＥである場合は、そのカルボン酸側鎖がＸ６また
はＸ７の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成し、
Ｘ４は、ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、Ｒ、ＫまたはＥであり、Ｘ４がＥである
場合は、そのカルボン酸側鎖がＸ７またはＸ８の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成する
か、あるいはＸ４がＫである場合は、そのアミン側鎖がＸ１の位置のＥの側鎖とアミド結
合を形成し、
Ｘ５は、Ｐ、ＫまたはＥであり、Ｘ５がＥである場合は、そのカルボン酸側鎖がＸ８また
はＸ９の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成するか、あるいはＸ５がＫである場合は、そ
のアミン側鎖がＸ１またはＸ２の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、
Ｘ６は、ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、Ｒ、ＫまたはＥであり、Ｘ６がＥである
場合は、そのカルボン酸側鎖がＸ９またはＸ１０の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成す
るか、あるいはＸ６がＫである場合は、そのアミン側鎖がＸ２またはＸ３の位置のＥの側
鎖とアミド結合を形成し、
Ｘ７は、［Ｃｈａ］、［ＮＭｅＬｅｕ］、ＫまたはＥであり、Ｘ７がＥである場合は、そ
のカルボン酸側鎖がＸ１０またはＸ１１の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成するか、あ
るいはＫがＸ７である場合は、そのアミン側鎖がＸ３またはＸ４の位置のＥの側鎖とアミ
ド結合を形成し、
Ｘ８は、Ｓ、ＫまたはＥであり、Ｘ８がＥである場合は、そのカルボン酸側鎖がＸ１０ま
たはＸ１１の位置のＫの側鎖とアミド結合を形成するか、あるいはＸ８がＫである場合は
、そのアミン側鎖がＸ４またはＸ５の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、
Ｘ９は、ＨまたはＫであり、Ｘ９がＥである場合は、そのアミン側鎖がＸ５またはＸ６の
位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、
Ｘ１０は、Ｋであり、そのアミン側鎖は、Ｘ６またはＸ７の位置のＥの側鎖とアミド結合
を形成し得るが、必ずしもそうである必要はなく、
Ｘ１１は、ＧまたはＫであり、Ｘ１１がＫである場合は、そのアミン側鎖がＸ７またはＸ

８の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、
Ｘ１２は、［Ｏｉｃ］またはＫであり、Ｘ１２がＫである場合は、そのアミン側鎖がＸ８

またはＸ９の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、
Ｘ１３は、［ｐ－Ｉ－Ｐｈｅ］、［Ｎｌｅ］またはＫであり、Ｘ１３がＥである場合は、
そのアミン側鎖がＸ９の位置のＥの側鎖とアミド結合を形成し、及び
Ｘ１５は、［Ｄ－Ｂｉｐ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］または［４－Ｃｌ－Ｆ］である、単離ポリ
ペプチド。
【０２３６】
　実施形態４４
アミノ酸配列：
Ｚ１Ｚ２Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４Ｘ１５

Ｘ１６Ｘ１７（配列番号７６９）を含み、配列中、
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Ｚ１は、アシル基であり、
Ｚ２は、結合リンカーを含むか、または不在であり、
Ｘ１は、Ｏ、Ｋ、［Ｄ－Ｏｒｎ］、［ｋ］、［ＢＬｙｓ］、［Ｄ－ＢＬｙｓ］、［ＢｈＬ
ｙｓ］若しくは［Ｄ－ＢｈＬｙｓ］であるか、または不在であり、
Ｘ２は、Ｆ、［ＢｈＰｈｅ］、［ＢＰｈｅ］であるか、または不在であり、
Ｘ３は、Ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡ
ｒｇ］、［ｒＡｒｇ］、［ＢｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ４は、Ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡ
ｒｇ］、［ｒＡｒｇ］、［ＢｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ５は、Ｑ、Ｌ、Ｎ、［ｑ］、［ｌ］、［ＰＥ］、［ＢｈＧｌｎ］、［ＢｈＡｓｎ］、［
ａＭｅＬｅｕ］、［ａＭｅＧｌｎ］、［Ｂｌｅｕ］または［ＢｈＬｅｕ］であり、
Ｘ６は、Ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡ
ｒｇ］、［ｒＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、
Ｘ７は、Ｐ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］、［Ｏｉｃ］
、［ｒＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ８は、Ｒ、［ｈＡｒｇ］、［ｒ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、［ＮＭｅｈＡｒｇ］、［ｒｈＡ
ｒｇ］、［ｒＡｒｇ］または［ＢｈＡｒｇ］であり、
Ｘ９は、Ｌ、［Ｃｈａ］、［ＮＭｅＣｈａ］、［ｒＣｈａ］、［ｒＬｅｕ］、［ＮＭｅＬ
ｅｕ］、［ａＭｅＬｅｕ］、［ＢＬｅｕ］または［ＢｈＬｅｕ］であり、
Ｘ１０は、Ｓ、［ａＭｅＳｅｒ］、［ＢｈＳｅｒ］、［ｒＳｅｒ］、［Ｓａｒ］または［
ｂＡｌａ］であり、
Ｘ１１は、Ｈ、Ａ、Ｖ、Ｌ、Ｙ、［Ｄｅｇ］、［Ｔｌｅ］、［ＮＭｅＶａｌ］または［ｂ
Ａｌａ］であり、
Ｘ１２は、Ｋ、［ＮＭｅＬｙｓ］、［ＢｈＬｙｓ］、［ＢＬｙｓ］または［ｂＡｌａ］で
あり、
Ｘ１３は、Ｇ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］または［ｂＡｌａ］であり、
Ｘ１４は、Ｐ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］、［Ｏｉｃ
］、［Ｉｄｃ］、［ｒＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ１５は、Ｍ、Ｌ、Ｖ、Ｉ、［Ｍｅｔ（Ｏ）］、［Ｎｌｅ］、［Ｎｖａ］または［ｐＩ－
Ｐｈｅ］であり、
Ｘ１６は、Ｐ、［Ｓａｒ］、［Ａｉｂ］、［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］、［Ｏｉｃ
］、［Ｉｄｃ］、［ｒＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、及び
Ｘ１７は、Ｆ、［Ｔｉｃ］、［Ｄ－Ｔｉｃ］、［Ｔｉｑ］、［Ｄ－Ｔｉｑ］、［４－Ｃｌ
－Ｆ］、［ｐＩ－Ｐｈｅ］、［Ｄ－４ＦＦ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ｄ－４ＩＦ］、［Ｉ
ｄｃ］、［Ａｉｃ］、［Ｏｉｃ］、［Ｄ－Ｉｇｌ］、［ｆ］、［Ｄ－１Ｎａｌ］、［Ｄ－
２Ｎａｌ］、［１－Ｎａｌ］、［２－Ｎａｌ］若しくは［Ｄ－Ｂｉｐ］であるか、または
不在である、単離ポリペプチド。
【０２３７】
　実施形態４５
Ｚ１がＣ１～Ｃ２５飽和または不飽和脂肪族アシル基である、実施形態４４に記載の単離
ポリペプチド。
【０２３８】
　実施形態４６
Ｚ１が、アセチル、オクタノイル（Ｏｃｔ）、デカノイル（Ｄｅｃ）、ドデカノイル（Ｄ
ＤＡ）、トリデカノイル（ＴＤＡ）、テトラデカノイル（ミリストイル）、ペンタデカノ
イル（ＰＤＡ）、ヘキサデカノイル（パルミトイル）、ヘプタデカノイル（ＨＤＡ）、オ
クタデカノイル（ステアロイル）、オクタデカンジオイル（ＯＤＤＡ）または前記ポリペ
プチドの半減期を延長するために組み込まれる任意の脂肪族アシル基若しくは親油基であ
る、実施形態４４に記載の単離ポリペプチド。
【０２３９】
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　実施形態４７
Ｚ１が、｛５ｋＤａ｝、｛１０ｋＤａ｝、｛２０ｋＤａ｝または前記ポリペプチドの半減
期を延長するために組み込まれる任意の他のポリエチレングリコール（ＰＥＧ）ポリマー
である、実施形態４４に記載の単離ポリペプチド。
【０２４０】
　実施形態４８
Ａｅｅａ、γ－グルタミン酸または任意の他の部分が、前記Ｚ２の結合リンカーの構成成
分として存在する、実施形態４４に記載の単離ポリペプチド。
【０２４１】
　実施形態４９
前記結合リンカーが、特定的、機能的または構造的役割を果たす、極性、非極性、疎水性
、脂肪族または芳香族部分であってよい、実施形態４８に記載の単離ポリペプチド。
【０２４２】
　実施形態５０
前記Ｚ２の結合リンカーが不在である、実施形態４４に記載の単離ポリペプチド。
【０２４３】
　実施形態５１
Ｘ１６がＦ、［Ｔｉｃ］、［Ｄ－Ｔｉｃ］、［Ｔｉｑ］、［Ｄ－Ｔｉｑ］、［４－Ｃｌ－
Ｆ］、［ｐＩ－Ｐｈｅ］、［Ｄ－４ＦＦ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］、［Ｄ－４ＩＦ］、［Ｉｄ
ｃ］、［Ａｉｃ］、［Ｏｉｃ］、［Ｄ－Ｉｇｌ］、［ｆ］、［Ｄ－１Ｎａｌ］、［Ｄ－２
Ｎａｌ］、［１－Ｎａｌ］、［２－Ｎａｌ］または［Ｄ－Ｂｉｐ］であり、Ｘ１７が不在
である、実施形態４４に記載の単離ポリペプチド。
【０２４４】
　実施形態５２
アミノ酸配列：
Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０ＧＸ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４（配列番号７
１７）を含み、配列中、
Ｘ１は、Ｒ、Ｅ、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ２は、［ｒ］、Ｒ、Ｅ、［ｈＡｒｇ］であるか、または不在であり、
Ｘ３は、Ｑ、［ｑ］または［ＢＬｅｕ］であり、
Ｘ４は、［ｈＡｒｇ］、［ＮＭｅＡｒｇ］、Ｒ、Ｅまたは［ｒ］であり、
Ｘ５は、Ｐまたは［ａＭｅＰｒｏ］であり、
Ｘ６は、Ｒ、Ｅ、［ｒ］、［ｈＡｒｇ］または［ＮＭｅＡｒｇ］であり、
Ｘ７は、Ｌ、［ａＭｅＬｅｕ］、［ＢＬｅｕ］、［ＮＭｅＬｅｕ］または［Ｃｈａ］であ
り、
Ｘ８は、Ｓ、［ＢｈＳｅｒ］または［ＮｈＳｅｒＧ］であり、
Ｘ９は、ＨまたはＹであり、
Ｘ１０は、Ｋまたは［ＮＬｙｓＧ］であり、
Ｘ１１は、Ｐ、［Ｏｉｃ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ｐｉｐ］であり、
Ｘ１２は、［Ｎｌｅ］、［ｒＮｌｅ］または［ｐＩ－Ｐｈｅ］であり、
Ｘ１３は、Ｐ、［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ａｉｂ］であり、及び
Ｘ１４は、Ｆ、［Ｄ－ＢｈＰｈｅ］、［４－Ｃｌ－Ｆ］、［Ｄ－４ＣｌＦ］または［Ｄ－
Ｂｉｐ］である、単離ポリペプチド。
【０２４５】
　実施形態５３
前記ポリペプチドのアミノ末端がアセチル化されている、実施形態５２に記載の単離ポリ
ペプチド。
【０２４６】
　実施形態５４
所望により結合リンカーを介して、Ｃ１～Ｃ２５飽和または不飽和脂肪族アシル基に結合
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した、実施形態５２に記載の単離ポリペプチド。
【０２４７】
　実施形態５５
前記脂肪族アシル基が、トリデカノイル、ブタノイル、ヘキサノイル、ヘキサデカノイル
、ブタンジオイル、オクタンジオイルまたはデカンジオイルである、実施形態５４に記載
の単離ポリペプチド。
【０２４８】
　実施形態５６
前記脂肪族アシル基が、オクタノイル、デカノイル、ドデカノイル、トリデカノイル、テ
トラデカノイル、ペンタデカノイル、ヘキサデカノイル、ヘプタデカノイル、オクタデカ
ノイルまたはオクタデカンジオイルである、実施形態５４に記載の単離ポリペプチド。
【０２４９】
　実施形態５７
前記結合リンカーが、Ａｅｅａ、Ａｅｅａ－Ａｅｅａ、γＧｌｕ－Ａｅｅａ、γＧｌｕ－
Ａｅｅａ－ＡｅｅａまたはγＧｌｕを含む、実施形態５４に記載の単離ポリペプチド。
【０２５０】
　実施形態５８
所望により結合リンカーを介して、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）ポリマーに結合し
た、実施形態５２に記載の単離ポリペプチド。
【０２５１】
　実施形態５９
前記ＰＥＧポリマーが、５ｋＤａ、１０ｋＤａまたは２０ｋＤａのＰＥＧポリマーである
、実施形態５８に記載の単離ポリペプチド。
【０２５２】
　実施形態６０
前記結合リンカーが３－メルカプトプロパン酸を含む、実施形態５８に記載の単離ポリペ
プチド。
【０２５３】
　実施形態６１
所望により結合リンカーを介して、免疫グロブリンまたは免疫グロブリンＦｃドメインに
結合した、実施形態５２に記載の単離ポリペプチド。
【０２５４】
　実施形態６２
前記結合リンカーがペプチジルリンカーである、実施形態６１に記載の単離ポリペプチド
。
【０２５５】
　実施形態６３
前記結合リンカーが非ペプチジルリンカーである、実施形態６１に記載の単離ポリペプチ
ド。
【０２５６】
　実施形態６４
前記非ペプチジルリンカーがＰＥＧポリマーを含む、実施形態６３に記載の単離ポリペプ
チド。
【０２５７】
　実施形態６５
Ｘ７が［ＮＭｅＬｅｕ］であり、Ｘ１２が［ｐＩ－Ｐｈｅ］であり、Ｘ１４が［Ｄ－Ｂｉ
ｐ］である、実施形態５２に記載の単離ポリペプチド。
【０２５８】
　実施形態６６
Ｘ１が［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ２が［ｈＡｒｇ］であり、Ｘ３がＱであり、Ｘ４が［ｈＡ
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ｒｇ］であり、Ｘ５がＰである、実施形態５２に記載の単離ポリペプチド。
【０２５９】
　実施形態６７
Ｘ６及びＸ７が［ＮＭｅＡｒｇ］と［ａＭｅＬｅｕ］、［ｈＡｒｇ］と［ＢＬｅｕ］また
は［ｈＡｒｇ］と［ａＭｅＬｅｕ］である、実施形態５２に記載の単離ポリペプチド。
【０２６０】
　実施形態６８
Ｘ１３が［ＢｈＰｒｏ］、［ａＭｅＰｒｏ］または［Ａｉｂ］であり、Ｘ１４が［Ｄ－Ｂ
ｈＰｈｅ］または［４－Ｃｌ－Ｆ］である、実施形態５２に記載の単離ポリペプチド。
【０２６１】
　実施形態６９
配列番号８～１１、１６、１７、３１、３２、４５、５３、６０、６８、６９～７１、９
２、１１２、１１４、１１９、１２０、２２１、２２８、２３７、２６３、２８６、２８
７、３６２、３７３、３７６、３７９、３８２、３８８、４１２、４１６、４６０、４６
８、４８２、４８３、４８５、４９１、４９８、４９９、５００、５０２、５０５、５１
４、５１９、５２６、５３１、５３４、５４４、５５２、５５４、５６０及び５７１から
選択されるアミノ酸配列を含む、実施形態５２に記載の単離ポリペプチド。
【０２６２】
　実施形態７０
実施形態１～６９のいずれか１つに記載のポリペプチドと、薬学的に許容される担体とを
含む、医薬組成物。
【０２６３】
　実施形態７１
治療を必要とする対象の心血管病態を治療するための方法であって、実施形態１～６９の
いずれか１つに記載の単離ポリペプチドを前記対象に投与することを含む、前記方法。
【０２６４】
　実施形態７２
前記心血管病態が心不全である、実施形態７１に記載の方法。
【０２６５】
　実施形態７３
前記心不全が駆出率の低下した心不全である、実施形態７２に記載の方法。
【０２６６】
　実施形態７４
前記心不全が駆出率の保持された心不全である、実施形態７２に記載の方法。
【０２６７】
　実施形態７５
前記心不全が慢性収縮期心不全または慢性拡張期心不全である、実施形態７２に記載の方
法。
【０２６８】
　実施形態７６
前記心不全が急性心不全である、実施形態７２に記載の方法。
【０２６９】
　実施形態７７
前記心血管病態が高血圧である、実施形態７１に記載の方法。
【０２７０】
　実施形態７８
心血管病態を有する対象の心収縮性を改善する方法であって、実施形態１～６９のいずれ
か１つに記載のポリペプチドを前記対象に投与することを含み、前記対象の心収縮性が投
与後に改善する、前記方法。
【０２７１】
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　実施形態７９
前記心血管病態が心不全である、実施形態７８に記載の方法。
【０２７２】
　実施形態８０
前記心不全が慢性収縮期心不全または慢性拡張期心不全である、実施形態７９に記載の方
法。
【０２７３】
　実施形態８１
ｄＰ／ｄｔｍａｘ及び／または駆出率が前記ポリペプチドの投与後に前記対象にて増加す
る、実施形態７１～８０のいずれか１つに記載の方法。
【０２７４】
　実施形態８２
収縮期または拡張期機能が前記ポリペプチドの投与後に前記対象にて改善する、実施形態
７１～８０のいずれか１つに記載の方法。
【０２７５】
　実施形態８３
心血管病態を有する対象の駆出率を増加させる方法であって、実施形態１～６９のいずれ
か１つに記載のポリペプチドを前記対象に投与することを含み、前記駆出率が前記ポリペ
プチドの投与後に増加する、前記方法。
【０２７６】
　実施形態８４
前記心血管病態が心不全である、実施形態８３に記載の方法。
【０２７７】
　実施形態８５
前記心不全が慢性収縮期心不全または慢性拡張期心不全である、実施形態８４に記載の方
法。
【０２７８】
　実施形態８６
心血管病態を有する対象の収縮期または拡張期機能を改善する方法であって、実施形態１
～６９のいずれか１つに記載のポリペプチドを前記対象に投与することを含む、前記方法
。
【０２７９】
　実施形態８７
前記心血管病態が心不全である、実施形態８６に記載の方法。
【０２８０】
　実施形態８８
前記心不全が慢性収縮期心不全または慢性拡張期心不全である、実施形態８７に記載の方
法。
【０２８１】
　実施形態８９
治療を必要とする患者の心機能不全を治療する方法であって、実施形態１～６９のいずれ
か１つに記載のポリペプチドを前記患者に投与することを含む、前記方法。
【０２８２】
　実施形態９０
前記心機能不全が駆出率の低下した心機能不全である、実施形態８９に記載の方法。
【０２８３】
　実施形態９１
前記心機能不全が駆出率の保持された心機能不全である、実施形態８９に記載の方法。
【０２８４】
　実施形態９２
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前記心機能不全が慢性収縮期心機能不全または慢性拡張期心機能不全である、実施形態８
９に記載の方法。
【０２８５】
　前述の説明及び以下の実施例は、例示的なものであり、本発明の範囲を限定するように
みなされるべきではない。
【実施例】
【０２８６】
　実施例１．修飾アペリンポリペプチドの調製
ＡＰＪアゴニストとして作用し得るポリペプチドを調製した。これらのポリペプチドを、
以下の実施例に詳述するように、効力及び代謝安定性に関してスクリーニングした。配列
は、ペプチドの親和性、機能活性または安定性を維持または改善しつつ、１つまたは複数
のアミノ酸を変更し得る当該技術分野にて知られている技術により最適化した。Ｎｉｓｈ
ｉｚａｗａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３７：１５１－１５７，
２００１；Ｍｕｒｚａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ　ＭｅＤ　Ｃｈｅｍ．，７：３１８－３
２５，２０１２。
【０２８７】
　種々の非標準アミノ酸を修飾アペリンポリペプチドの調製に使用した。これらのアミノ
酸のいくつかは、商業的に入手可能である。修飾アペリンポリペプチドの合成に使用する
ことができる、ある特定の非標準アミノ酸を作製する方法について、以下に記載する。
【化９】

【０２８８】
　化合物１の調製
温度計を取り付けた三口フラスコ中の－１０℃のＴＨＦ（５０ｍＬ）中の（Ｓ）－２－（
（（（９Ｈ－フルオレン－９－イル）メトキシ）カルボニル）アミノ）－６－（１，３－
ビス（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル）グアニジノ）ヘキサン酸（６．９５ｇ、１１．４
ｍｍｏｌ）の攪拌溶液に４－メチルモルホリン（１．２５ｍＬ、１１．４ｍｍｏｌ）及び
クロロギ酸エチル（１．０９ｍＬ、１１．４ｍｍｏｌ）を加えた。混合物を－１０℃で１
０分間攪拌した。水素化ホウ素ナトリウム（１．２９ｇ、３４．１ｍｍｏｌ）を加え、反
応混合物を０℃まで加温した。次いで、メタノール（５０ｍＬ）を０℃にて滴下漏斗を通
してゆっくりと３０分かけて添加した。次いで、反応混合物を酢酸エチルで希釈し、５％
クエン酸水溶液で洗浄した。水層を分離し、酢酸エチルでもう一回抽出した。合わせた有
機層を５％クエン酸水溶液、重炭酸ナトリウム飽和水溶液、塩化ナトリウム飽和水溶液で
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洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、濾過し、減圧下で濃縮して油状物を得た。こ
の油状物をシリカゲルクロマトグラフィー（５０～１００％ＥｔＯＡｃ／ヘプタンのグラ
ジエント）によって精製して１（４．６８ｇ、収率６９％）を白色固体として得た。ＬＣ
／ＭＳ（ＥＳＩ－）ｍ／ｚ＝５９７．３（Ｍ＋Ｈ）＋．
【０２８９】
　化合物２の調製
アルゴン下のＤＣＭ（５０ｍＬ）中１（５．６２ｇ、９．４２ｍｍｏｌ）の氷冷溶液にデ
ス－マーチンペルヨージナン（５．１９ｇ、１２．２ｍｍｏｌ）を加えた。氷浴を取り外
し、混合物を３時間攪拌した。この混合物をジエチルエーテル（１００ｍＬ）と重炭酸ナ
トリウム飽和水溶液（１００ｍＬ）の混合物中に注ぎ、次いで、３０分間激しく攪拌した
。得られた懸濁液を濾過し、濾過ケーキをジエチルエーテルで洗浄した。二相濾液を分離
し、水層をジエチルエーテル（２×）で抽出した。合わせた抽出物を無水硫酸マグネシウ
ムで乾燥させ、濾過し、減圧下で濃縮して２を得た。これを更に精製することなく使用し
た。
【０２９０】
　化合物３の調製
ＤＣＭ（５０ｍＬ）中の２の０℃溶液にｌ－（－）－プロリン（２．７１ｇ、２３．６ｍ
ｍｏｌ）及びトリアセトキシ水素化ホウ素ナトリウム（２．９９ｇ、１４．１ｍｍｏｌ）
を加え、この混合物を室温に加温しながら一晩攪拌した。重炭酸ナトリウム飽和水溶液を
加え、二相混合物が透明になるまで混合物を攪拌した。層を分離し、水層を９：１のＤＣ
Ｍ／ＭｅＯＨ（２×）で抽出した。合わせた抽出物を無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、
濾過し、減圧下で濃縮して油状物を得た。この油状物をシリカゲルクロマトグラフィー（
ＤＣＭからＤＣＭ中９％ＭｅＯＨ／１％ＡｃＯＨのグラジエント）によって精製して（Ｓ
）－１－（（Ｓ）－２－（（（（９Ｈ－フルオレン－９－イル）メトキシ）カルボニル）
アミノ）－６－（１，３－ビス（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル）グアニジノ）ヘキシル
）ピロリジン－２－カルボン酸（３、２．１４ｇ、１からの収率３３％）を白色固体とし
て得た。ＬＣ／ＭＳ（ＥＳＩ－）ｍ／ｚ＝６９４．４（Ｍ＋Ｈ）＋．
【化１０】

【０２９１】
　化合物５の調製
ＤＣＭ（４０ｍＬ）中のＮ，Ｏ－ジメチルヒドロキシルアミン塩酸塩（０．９７ｇ、９．
９０ｍｍｏｌ）とトリエチルアミン（１．３８ｍＬ、９．９０ｍｍｏｌ）の攪拌混合物に
Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド（２．０４ｇ、９．９０ｍｍｏｌ）及びｆｍ
ｏｃ－ｌｙｓ（ｂｏｃ）－ＯＨ（４．２２ｇ、９．００ｍｍｏｌ）加えた。反応混合物を
室温で２．５時間攪拌した。反応混合物を－２０℃に冷却し、濾過した。回収した固体を
冷ＤＣＭで洗浄し、これを捨てた。濾液を重炭酸ナトリウム飽和水溶液で洗浄し、無水硫
酸マグネシウムで乾燥させ、濾過し、減圧下で濃縮した。得られた粗生成物をヘプタン中
１０％～７５％ＥｔＯＡｃで溶出するシリカゲルクロマトグラフィーによって精製して（
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Ｓ）－（９Ｈ－フルオレン－９－イル）メチルｔｅｒｔ－ブチル（６－（メトキシ（メチ
ル）アミノ）－６－オキソヘキサン－１，５－ジイル）ジカルバメート（５、４．３１ｇ
、収率９１％）を油状物として得た。ＬＣ／ＭＳ（ＥＳＩ－）ｍ／ｚ＝５３４．２（Ｍ＋
Ｎａ）＋．
【０２９２】
　化合物６の調製
０℃のＴＨＦ（９ｍＬ）中の（Ｓ）－（９Ｈ－フルオレン－９－イル）メチルｔｅｒｔ－
ブチル（６－（メトキシ（メチル）アミノ）－６－オキソヘキサン－１，５－ジイル）ジ
カルバメート（５、８８６ｍｇ、１．７３ｍｍｏｌ）の溶液に水素化リチウムアルミニウ
ム（ＴＨＦ中１．０Ｍ溶液、３．２９ｍＬ、３．２９ｍｍｏｌ）を滴加した。この混合物
を４５分間攪拌した後、１Ｍ硫酸水素カリウム水溶液を慎重に添加することによって０℃
にてクエンチした。得られた二相混合物を分離し、水層を酢酸エチル（１×）で抽出した
。合わせた抽出物を水（１ｘ）で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、濾過し、減
圧下で濃縮して（Ｓ）－アリル２－（（２－（（（（９Ｈ－フルオレン－９－イル）メト
キシ）カルボニル）アミノ）－６－（（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル）アミノ）ヘキシ
ル）アミノ）アセテート（６）を油状物として得た。この物質を更に精製することなく次
の工程に用いた。
【０２９３】
　化合物７の調製
（Ｓ）－アリル２－（（２－（（（（９Ｈ－フルオレン－９－イル）メトキシ）カルボニ
ル）アミノ）－６－（（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル）アミノ）ヘキシル）アミノ）ア
セテート（化合物６）をＤＣＭ（４ｍＬ）中に溶解し、０℃に冷却した。ＤＣＭ（１ｍＬ
）中の２－アミノ酢酸アリル（０．２０ｇ、１．７３ｍｍｏｌ）の溶液を滴加し、続いて
トリアセトキシ水素化ホウ素ナトリウム（０．４４ｇ、２．０８ｍｍｏｌ）を滴加した。
この混合物を０℃にて１時間攪拌した後、重炭酸ナトリウム飽和水溶液でクエンチした。
得られた二相混合物を分離し、水層をＤＣＭ（１×）で抽出した。合わせた有機抽出物を
無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、濾過し、減圧下で濃縮して油状物を得、これをシリカ
ゲルクロマトグラフィー（５０～１００％ＥｔＯＡｃ／ヘプタンのグラジエント）によっ
て精製して（Ｓ）－アリル２－（（２－（（（（９Ｈ－フルオレン－９－イル）メトキシ
）カルボニル）アミノ）－６－（（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル）アミノ）ヘキシル）
アミノ）アセテート（７、０．５１ｇ、２つの工程の収率５４％）を油状物として得た。
ＬＣ／ＭＳ（ＥＳＩ－）ｍ／ｚ＝５５２．２（Ｍ＋Ｈ）＋．
【０２９４】
　化合物８の調製
アルゴン下のＤＣＭ（４ｍＬ）中の（Ｓ）－アリル２－（（２－（（（（９Ｈ－フルオレ
ン－９－イル）メトキシ）カルボニル）アミノ）－６－（（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニ
ル）アミノ）ヘキシル）アミノ）アセテート（７、０．５１ｇ、０．９２ｍｍｏｌ）の溶
液にヒューニッヒ塩基（０．１９ｍＬ、１．１１ｍｍｏｌ）及び二炭酸ジ－ｔｅｒｔ－ブ
チル（０．２２ｇ、１．０２ｍｍｏｌ）を加えた。この混合物を４時間攪拌し、水を加え
、生成物をＤＣＭ（３×）中に抽出した。合わせた抽出物を無水硫酸マグネシウムで乾燥
させ、濾過し、減圧下で濃縮して油状物を得た。この油状物をシリカゲルクロマトグラフ
ィー（０～１００％ＥｔＯＡｃ／ヘプタンのグラジエント）によって精製して（Ｓ）－ア
リル２－（（２－（（（（９Ｈ－フルオレン－９－イル）メトキシ）カルボニル）アミノ
）－６－（（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル）アミノ）ヘキシル）（ｔｅｒｔ－ブトキシ
カルボニル）アミノ）アセテート（７、０．５２ｇ、収率８６％）を油状物として得た。
ＬＣ／ＭＳ（ＥＳＩ－）ｍ／ｚ＝６７４．２（Ｍ＋Ｎａ）＋．
【０２９５】
　化合物９の調製
ＤＣＭ（５ｍＬ）中の（Ｓ）－アリル２－（（２－（（（（９Ｈ－フルオレン－９－イル
）メトキシ）カルボニル）アミノ）－６－（（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル）アミノ）
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ヘキシル）（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル）アミノ）アセテート（８、０．５２ｇ、０
．７８ｍｍｏｌ）の脱気溶液にテトラキス（トリフェニルホスフィン）パラジウム（０）
（９１ｍｇ、０．０７８ｍｍｏｌ）及びフェニルシラン（０．１９ｍＬ、１．５７ｍｍｏ
ｌ）を加えた。この混合物にアルゴンを３分間スパージし、次いで、室温で２時間攪拌し
、水を加え、生成物をＤＣＭ（２×）で抽出した。合わせた抽出物を無水硫酸マグネシウ
ムで乾燥させ、濾過し、減圧下で濃縮して油状物を得た。この油状物をシリカゲルクロマ
トグラフィー（０～１０％ＭｅＯＨ／ＤＣＭグラジエント）によって精製して生成物を茶
色固体として得た。次いで、この固体をＤＣＭ（１０ｍＬ）中に溶解し、シリカボンドＤ
ＭＴシリカゲル（３００重量％）とともに３０℃で１時間攪拌することによって、有色の
不純物を除去した。セライトを用いてシリカゲルを濾去し、濾液を減圧下で濃縮して（Ｓ
）－２－（（２－（（（（９Ｈ－フルオレン－９－イル）メトキシ）カルボニル）アミノ
）－６－（（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル）アミノ）ヘキシル）（ｔｅｒｔ－ブトキシ
カルボニル）アミノ）酢酸（９、０．３６ｇ、収率７６％）を白色固体として得た。ＬＣ
／ＭＳ（ＥＳＩ－）ｍ／ｚ＝６３４．２（Ｍ＋Ｎａ）＋．
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【化１１】

【０２９６】
　化合物１ｂの調製
トルエン（１５０ｍＬ）中の市販の（１ａ）（６．０ｇ、９．８２ｍｍｏｌ）、パラホル
ムアルデヒド（２．９５ｇ、２９．５ｍｍｏｌ）、４－メチルベンゼンスルホン酸一水和
物（０．０９３ｇ、０．４９１ｍｍｏｌ）の懸濁液を７５℃まで３０分間加熱した。溶液
を２０℃まで冷却した後、５％ＮａＨＣＯ３（２×２５ｍＬ）で抽出した。この有機物を
ＭｇＳＯ４で乾燥させ、濾過した後、乾燥シリカ（１０ｇ）で減圧下にて濃縮した。次い
で、この生成物を０～４０％酢酸エチル／ヘプタンのグラジエントで溶出するシリカゲル
クロマトグラフィー（２２０ｇ）によって精製して（Ｓ）－（９Ｈ－フルオレン－９－イ
ル）メチル５－オキソ－４－（３－オキソ－３－（トリチルアミノ）プロピル）オキサゾ
リジン－３－カルボキシレート（１ｂ、５．９５ｇ、収率９７％）を白色固体として得た
。ｍ／ｚ（ＡＰＣＩ，ｐｏｓ．ｉｏｎ）６４５．２（Ｍ＋Ｎａ）．
【０２９７】
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　化合物１ｃの調製
２０℃のＣＨＣｌ３（３０ｍＬ）中の（１ｂ）（５．９５ｇ、９．５６ｍｍｏｌ）及びト
リエチルシラン（５．５６ｇ、４７．８ｍｍｏｌ）の攪拌用液にトリフルオロ酢酸（３０
ｍＬ）を加えた。この溶液を４０℃で１８時間攪拌した。次いで、溶媒を減圧下で除去し
、残渣を氷状ＡｃＯＨ（３×１００ｍＬ）と共沸して（Ｓ）－（９Ｈ－フルオレン－９－
イル）メチル５－オキソ－４－（３－オキソ－３－（トリチルアミノ）プロピル）オキサ
ゾリジン－３－カルボキシレート（１ｃ）を白色固体として得た。これを更に精製するこ
となく次の工程に用いた。ｍ／ｚ（ＡＰＣＩ，ｐｏｓ．ｉｏｎ）３８３．１（Ｍ＋１）．
【０２９８】
　化合物１ｄの調製
氷状ＡｃＯＨ（４０ｍＬ）中の（１ｃ）（３．６ｇ、９．４１ｍｍｏｌ）、トリフェニル
メタノール（４．９０ｇ、１８．８３ｍｍｏｌ）、無水酢酸（１．９２２ｇ、１８．８３
ｍｍｏｌ）の攪拌懸濁液中に純硫酸（０．０２５ｍｌ、０．４７１ｍｍｏｌ）を２０℃で
加えた。次いで、黄色がかった混合物を４５℃まで加熱して溶液にし、１８時間攪拌した
。その後、反応物を冷水（２００ｍＬ）とＥｔＯＡｃ（２００ｍＬ）の間に分配した。有
機物をＭｇＳＯ４で乾燥させ、減圧下で濃縮した後、生成物を１０～３０％の３：１酢酸
エチル／エタノール（溶媒Ｂ）及びヘプタン（溶媒Ａ）のグラジエントで溶出するシリカ
ゲルクロマトグラフィー（２２０ｇ）によって精製して（Ｓ）－２－（（（（９Ｈ－フル
オレン－９－イル）メトキシ）カルボニル）（メチル）アミノ）－５－オキソ－５－（ト
リチルアミノ）ペンタン酸（１ｄ、３．８５ｇ、６．１６ｍｍｏｌ、収率６５．５％）を
白色発泡体として得た。ｍ／ｚ（ＡＰＣＩ，ｐｏｓ．ｉｏｎ）６４７．２（Ｍ＋Ｎａ）．
【０２９９】
　また、ペプチド主鎖のＮ－メチル化についても、Ｓｃａｎｌｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ
ｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔ．Ｒｅｓ．Ｔｈｅｒ．２００８，１４，３８１－３８６またはＢｉｒｏ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｃｉ．２００６，１２，２１３－２１９に従
って直接実施した。簡潔に述べれば、樹脂に固定したペプチドをｏ－ニトロベンゼンスル
ホニルクロリド及び２，４，６－コリジンで処理し、続いて、メチルｐ－ニトロトリフレ
ート及びＭＴＢＤで処理するか、またはトリフェニルホスフィン、ＤＩＡＤ及びメタノー
ルで処理した。中間体ｏ－ニトロベンゼンスルホンアミドをメルカプトエタノール及びＤ
ＢＵで処理することにより切断した。
【０３００】
　固相ペプチド合成を用いた修飾アペリンポリペプチドの作製に関する更に詳細な説明を
以下に示す。
【０３０１】
　ペプチド合成の実験方法
適切なオルソゴナル保護及び樹脂リンカー手順によるＮα－Ｆｍｏｃ固相ペプチド合成（
ＳＰＰＳ）法を用いて、Ｉｎｔａｖｉｓ　ＭｕｌｔｉＰｅｐ　ＲＳｉ自動ハイスループッ
トペプチド合成装置によりペプチドを調製した。予め充填したＦｍｏｃ－アミノ酸樹脂を
用いて、ペプチドを０．１ｍｍｏｌスケールで合成した。１０ｍＬのフリット反応容器中
にて、標準的な固相法を用いる段階的な添加によって、残りのアミノ酸を伸長中のペプチ
ド鎖に加えた。ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）中２０％ピペリジン溶液の添加によって
（１×５分、１×１５分）、樹脂結合アミノ酸からＮα－Ｆｍｏｃ基を除去した。カップ
リング反応は、ペプチド合成等級ＤＭＦ中で５倍過剰のＮα－Ｆｍｏｃ－アミノ酸、５倍
過剰のジイスプロピルカルボジイミド（ｄｉｉｓｐｐｒｏｐｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄ
ｅ）（ＤＩＣ）及び５倍過剰の１－ヒドロキシ－７－アザベンゾトリアゾール（ＨＯＡｔ
）のプレ活性化（５分）により進行し、続いてペプチド－樹脂を加えた。ストック濃度は
０．５Ｍアミノ酸、１Ｍ　ＤＩＣ、及び０．４Ｍ　ＨＯＡｔであった。樹脂混合物を１サ
イクル当たり６０分間混合し、排出した。２カップリングサイクルを使用した場合は、Ｆ
ｍｏｃ除去の前にカップリングサイクルを繰り返した。保護ペプチドの形成が完了したら
、最後のＮα－Ｆｍｏｃ保護基を上述の通りに除去した。アミノ酸カップリングのために
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、記載の通りにＮ末端アシル化を行った。３ｍＬの１０％無水酢酸及び０．５ｍＬのＤＭ
Ｆ中１．２５Ｍ　ＤＩＥＡを用いて、Ｎ末端アセチル化を１時間実施した。ペプチド主鎖
残基を脂質化したペプチドは、まず２％ＴＦＡ／５％ＴｉｓのＤＣＭ溶液（５×１０分）
を用いてＭｔｔをＬｙｓ（Ｍｔｔ）残基からまず除去し、ＤＣＭ中１０％ＤＩＥＡによる
εアミンの中和（２×５分）、続いて、アミノ酸カップリングサイクルに関して上記した
アシル化を行うことによって調製した。ペプチド－樹脂をＤＭＦ（４×）、ＤＣＭ（６×
）で洗浄し、切断の前に減圧下で完全に乾燥させた。
【０３０２】
　脱保護及び固体支持体からの切断の実験方法
各ペプチド－樹脂の５ｍＬのトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ、８７．５％）、トリイソプロピ
ルシラン（Ｔｉｓ、５％）、水（２．５％）、アニソール（１％）及びチオアニソール（
１％）の溶液を室温で２時間攪拌することによって、ペプチドを樹脂から切断した。粗製
ペプチドＴＦＡ溶液を、Ｂｉｏｔａｇｅ　Ｓｙｒｏ切断装置を用いる濾過によって、風袋
を量った（ｔａｒｒｅｄ）５０ｍＬのコニカルチューブに移し、樹脂を５ｍＬのＴＦＡ溶
液で洗浄し、濾液を合わせた。合わせた濾液を５０ｍＬのポリプロピレン製コニカルチュ
ーブ中で２時間の真空遠心分離により濃縮し（Ｇｅｎｅｖａｃ　ＨＴ－１２）、粗製ペプ
チドを冷無水エチルエーテルによる沈殿によって回収し、白色～琥珀色の沈殿物を得た。
５０ｍＬのコニカルチューブを３０００ＲＰＭで４分間遠心分離し、エーテルをデカント
し、沈殿物を別の冷エーテル５０ｍＬで洗浄し、遠心分離し、デカントし、次いで、減圧
下で乾燥させ、分析的ＬＣＭＳ分析を行った。
【０３０３】
　粗製ペプチドの分析的分析法
粗製ペプチドをＨ２Ｏ中５０％ＡＣＮ（０．１％ＴＦＡ）中に溶解し、０．４５ｕｍのシ
リンジフィルターを用いて溶液を濾過した。Ｈ２Ｏ中５０％ＡＣＮ（０．１％ＴＦＡ）に
て１０倍希釈物を作製することによって、ＬＣＭＳ分析用の粗製分析サンプルを調製した
。Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｋｉｎｅｔｅｘ　Ｃ１８カラム（１．７μｍ、２．１×５０ｍ
ｍ）からの溶出による分析的ＬＣＭＳによって、ペプチドを分析した。アセチル化ペプチ
ドは、１０００μＬ／分の流速で３分にわたる５～５０％ＡＣＮ／Ｈ２Ｏ（０．１％ＴＦ
Ａ）の直線勾配を用いて、特性評価した。ＰＥＧ化及び脂質化ペプチドは、１０００μＬ
／分の流速で３分にわたる２０～６５％ＡＣＮ／Ｈ２Ｏ（０．１％ＴＦＡ）の直線勾配を
用いて、特性評価した。
【０３０４】
　精製の概括的方法
ＹＭＣ　Ｔｒｉａｒｔ　Ｃ１８カラム（５ｕｍ、３０×２５０ｍｍ）からの溶出による分
取逆相高速液体クロマトグラフィー（ＲＰ－ＨＰＬＣ）によって、ペプチドを精製した。
典型的な方法は、平衡条件での４分間の保持、続いて、４０ｍＬ／分で５６分にわたるア
セトニトリル／Ｈ２Ｏ（０．１％ＴＦＡ）の０．３３３％増加の直線勾配から構成された
。適切な生成物に相当する高純度のフラクションを回収し、合わせ、減圧下で濃縮し、凍
結乾燥して非晶質固体を得た。
【０３０５】
　特性評価の概括的方法
Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０　ＬＣ－ＭＳシステムでのＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　Ｍａｘ－ＲＰ
カラム（２．５μｍ、２．０×５０ｍｍ）からの溶出によって、精製した生成物の純度及
びＭＷ検証について分析した。アセチル化ペプチドは、７００μＬ／分の流速で１０分に
わたる５～５０％ＡＣＮ／Ｈ２Ｏ（０．１％ＴＦＡ）の直線勾配を用いて、特性評価した
。ＰＥＧ化及び脂質化ペプチドは、７００μＬ／分の流速で１０分にわたる２０～６５％
ＡＣＮ／Ｈ２Ｏ（０．１％ＴＦＡ）の直線勾配を用いて、特性評価した。化学発光窒素検
出器（ＣＬＮＤ）によりペプチドを定量化した。２１４ｎＭでの純度が９５％以上であり
、理論的質量が観察されたペプチドをデータベースに登録し、以下の実施例に記載する更
なるインビトロ及びインビボ特性評価にまわした。
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【０３０６】
　実施例２．脂質化アペリンポリペプチドの調製
修飾アペリンポリペプチドの脂質化は、改変ポリペプチドのインビボにおける半減期を延
長するための１つの手法である。その手法に関する包括的な説明を以下に示す。
【化１２】

【０３０７】
　Ａは、脂肪族アシル基を表し、Ｒは、カルボン酸、アミン、ヒドロキシル、エステル、
アルケン、アルキンまたはメチルである。Ｂは、酸性度及び溶解度のためのγＧｌｕ（α
－カルボキシ－４－アミノ酪酸；ＡＣ４Ａｂｕ）を表す。Ｃは、柔軟性及び溶解度のため
の［２－（２－アミノ－エトキシ）－エトキシ］－酢酸（Ａｅｅａ）などの短いＰＥＧ基
である。Ｘは、アペリンポリペプチドへの共有結合点である。独立してまたは共に、構成
要素Ｂ及びＣは、結合リンカーを含む。結合リンカーは、半減期延長を達成するのに重要
ではなく、アペリンポリペプチドの固有のＡＰＪアゴニスト活性に寄与しないが、脂肪族
アシル半減期延長部分とアペリンポリペプチドとの間で空間的、機能的及び／または構造
的役割を果たす。この点において、結合リンカーは、不在であってもよいし、脂肪族アシ
ル半減期延長基の共有結合を達成する任意の他の部分と置き換えてもよい。
【０３０８】
　脂肪酸は、Ｎ末端またはアペリンプレタンパク質（配列番号２）中の７０若しくは７１
番目の位置に該当するアミノ酸またはペプチド中の他の部位に共有結合される。脂肪族ア
シル基は、ポリペプチドに直接結合されてもよいし、ＡＥＥＡ（小さなＰＥＧ基）、ＡＥ
ＥＡ－ＡＥＥＡ、γＧｌｕ－ＡＥＥＡ、γＧｌｕ－ＡＥＥＡ－ＡＥＥＡ、γＧｌｕまたは
他のアミノ酸などのスペーサーによって結合されてもよい。脂肪酸のアルキル鎖は、典型
的に、２～２４個のメチレン単位から構成される。
【０３０９】
　この手法に従って、種々の修飾アペリンポリペプチドを複数の異なる脂肪族アシル基に
結合させ、得られた脂質化ポリペプチドのＡＰＪ受容体アゴニスト活性を実施例３及び１
０に記載するように試験した。以下に記載する及び本明細書に記載する配列のアペリンポ
リペプチドは、結合を含まない（例えば、脂肪族アシル基への結合を含まない）ものでも
ＡＰＪアゴニストとして機能し得ることに留意されたい。
【０３１０】
　実施例３．修飾アペリンポリペプチドのＡＰＪアゴニスト活性
ＡＰＪ受容体の内因性リガンドであるｐｙｒアペリン－１３（配列番号６）と比較して、
効力及び代謝安定性を最適化するために、８００を超える修飾ペプチドを構造活性相関ア
ッセイに使用した。陽性対照として使用するｐｙｒアペリン－１３とともに、化合物を１
０μＭまでスクリーニングした。全てのＳＡＲアッセイにおいて機能活性を示した化合物
を陽性とみなし、再度スクリーニングした。反復プロセスを継続し、最適化のためにペプ
チドを更に変更した。
【０３１１】
　以下に記載する異なる２つのアッセイを使用して、修飾アペリンポリペプチドのＡＰＪ
アゴニスト活性を評価した。ｃＡＭＰアッセイは、ＡＰＪ受容体の活性化によってもたら
される細胞内のｃＡＭＰ変化を測定することを伴う。内因性リガンドｐｙｒ－アペリンに
よるＡＰＪ受容体の活性化は、細胞内ｃＡＭＰの減少をもたらす。２つ目のアッセイは、
ＧＴＰγＳアッセイであり、アゴニストに結合したときのＡＰＪ受容体とＧタンパク質と
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の結合を測定する。したがって、ｃＡＭＰ濃度の減少量及びアゴニスト受容体複合体に結
合したＧタンパク質の有効性を用いて、修飾アペリンポリペプチドのアゴニスト活性の程
度を評価する。
【０３１２】
　ｃＡＭＰアッセイ
ヒトまたはラットＡＰＪ受容体を発現する安定したＣＨＯ細胞株を、種々の濃度のペプチ
ドの不存在下または存在下で、ＨＡＮＫ緩衝液、フォルスコリン及び０．５ｍＭ　ＩＢＭ
Ｘを含有する刺激用緩衝液とともに３７℃で４５分間インキュベートした。環状ＡＭＰキ
ット（Ｃｉｓｂｉｏ　ｃＡＭＰキット）を製造者の説明書に従って用いて、ｃＡＭＰ濃度
を決定した。
【０３１３】
　［３５Ｓ］ＧＴＰγＳアッセイ
受容体に結合したＧＴＰγＳについて評価するために、ヒトまたはラットＡＰＪ受容体を
発現する安定した細胞株から膜を調製し、非加水分解性ＧＴＰ（ＧＴＰγＳ）に結合した
受容体を用いて修飾ペプチドの有効性／効力を決定した。アッセイ緩衝液中のＧＤＰ、Ｍ
ｇＣｌ２及びＮａＣｌの濃度の最適実験条件を最初に決定した。アッセイ緩衝液中で、膜
と修飾ペプチドをともにインキュベートした。ペプチドの不存在下または存在下で、［３

５Ｓ］ＧＴＰγＳを添加することによって反応を開始し、室温で９０分間インキュベート
した。過剰な冷ＧＴＰγＳの存在下で、非特異的結合を特定すると、常に結合全体の０．
２％未満であった。結合した［３５Ｓ］ＧＴＰγＳを濾過によって遊離放射標識から分離
した。フィルターに結合した放射能を液体シンチレーション計測によって決定した。種々
の修飾アペリンポリペプチドに関するＧＴＰγＳアッセイの結果を以下の表１１に示す。
ＥＣ５０値は、ヒト及びラットＡＰＪ受容体の活性化に関して、それぞれの修飾ポリペプ
チドについて記載する。
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【表１１－１１】

【０３１４】
　実施例４．アペリンポリペプチドによる心機能の改善
ペプチドの血行動態学的心機能を評価するために、ランゲンドルフ単離心臓法を使用した
。ラットから単離した心臓は、生化学的、代謝的、形態学的及び生理学的指標を含み得る
、広範な測定値を提供する。この方法は神経ホルモンの影響、神経調節及び高い冠状血流
量を欠くが、この方法の利点は、体循環及び多数の末梢相互作用を伴わずに直接的な心作
用を研究できることである。この方法は、優れた用量反応関係を提供し得、目的分子の薬
理学的及び生理学的特性に重要な洞察を与える。
【０３１５】
　動物に用量５０～１００ｍｇ／ｋｇのペントバルビタールナトリウムを腹腔内経路にて
投与して麻酔をかけた。心臓を取り出し、傷をつけないように指の間にそっと持ち、次に
わずかに持ち上げた後、大動脈、大静脈及び肺血管を切開した。大動脈を残した心臓を切
り出した後すぐに、心臓をランゲンドルフ装置のカニューレに大動脈を介して取り付けた
。３７℃にて９５％Ｏ２／５％ＣＯ２で平衡させたｐＨ７．５の改変酸素化Ｋｒｅｂｓ－
Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ緩衝液を用いて心臓を灌流した。灌流を１０ｍｌ／分の一定流量で実
施し、３００ｂｐｍで拍動させた。左心室腔内に挿入した圧力検出バルーンカテーテルに
より圧力を測定した。心臓の内在収縮性（筋収縮力）及び拡張性（心臓弛緩）作用をｄｐ
／ｄｔｍａｘ及びｄｐ／ｄｔｍｉｎにより評価した。
【０３１６】
　ランゲンドルフ単離心臓法にて、以下のポリペプチドの心機能に対する作用を試験した
。
アセチル－［ｈＡｒｇ］［ｒ］Ｑ［ｈＡｒｇ］Ｐ［ｒ］［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉ
ｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝（配列番号１６）
アセチル－Ｑ［ｈＡｒｇ］Ｐ［ｒ］［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ
］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝（配列番号５３）
図４Ａ～Ｄ及び５Ａ～Ｄは、単離したラット灌流心臓にて、それぞれ配列番号１６及び配
列番号５３のペプチドによる収縮及び拡張の両機能の用量依存的改善を示している。
【０３１７】
　実施例５．アペリンポリペプチドによる、心不全を有するラットの心機能の改善
修飾アペリンポリペプチドの心臓血管作用を評価するために、ＭＩ（心筋梗塞）誘発性心
不全を有するラットにポリペプチドを投与した。Ｍｉｌｌａｒ　ＰＶループシステムによ
り心機能を評価した。
【０３１８】
　２～３月齢の雄のＬｅｗｉｓラットを実験に用いた。左前下行枝冠動脈（ＬＡＤ）の結
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紮によってＭＩを誘発した。動物の採用ためにＭＩ後１週間で心エコー検査を行った。駆
出率（ＥＦ）が４０％を超え、かつ心エコー検査画像から梗塞が特定されない場合は、当
該動物を実験から除外した。心血管血行動態学的評価のために、Ｍｉｌｌａｒ　ＰＶルー
プカテーテルを右総頸動脈に挿入し、次いで左心室（ＬＶ）に進めた。末梢血圧をモニタ
リングするために、動脈圧カテーテルを大腿動脈に挿入した。ＭＩの誘発から６～７週後
に実験を実施した。次のアペリンポリペプチドを種々の用量で頸静脈を介して静脈内投与
した。
Ｐｙｒ－アペリン：｛水素｝［ＰＥ］ＲＰＲＬＳＨＫＧＰＭＰＦ｛ＣＯＯＨ｝（配列番号
６）
｛アセチル－ＮＨ｝［ＮＰｅｇ１１］ＱＲＰ［ｈＡｒｇ］［Ｃｈａ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］
［Ｎｌｅ］Ｐ［４－Ｃｌ－Ｆ］｛ＣＯＯＨ｝（配列番号１０９）
アセチル－［ｈＡｒｇ］［ｒ］Ｑ［ｈＡｒｇ］Ｐ［ｒ］［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉ
ｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝（配列番号１６）
【０３１９】
　ペプチドを３０分間、各用量で連続注入した。実験終了後、梗塞の大きさを肉眼形態で
検証した。図６～８は、これらの実験の結果を示す。梗塞の大きさ（ＬＶの３８～３９％
）は、群間で極めて類似した。結果は、ＭＩラットにおける連続注入後のｐｙｒ－アペリ
ン－１３（配列番号６；図６Ａ～Ｄ）及び修飾類似体（配列番号１０９及び１６；それぞ
れ図７Ａ～Ｄ及び８Ａ～Ｄ）の血行動態学的機能に対する用量依存的作用を示している。
ベースラインを上回る収縮性（ｄｐ／ｄｔ　ｍａｘ）、駆出率（ＥＦ）、平均動脈圧（Ｍ
ＡＰ）及び心拍数（ＨＲ）の変化が各ポリペプチドの注入期間３０分の終了時に報告され
ている。
【０３２０】
　実施例６．修飾アペリンポリペプチドの薬物動態プロファイル
いくつかのＰＥＧ化及び脂質化アペリンポリペプチドについて、ラットにおけるインビボ
薬物動態学プロファイルの評価を行った（図９及び１０Ａ～Ｂ）。アペリンポリペプチド
をＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラットに皮下（ＳＣ）投与により投与し、その後、各ポ
リペプチドの薬物動態学プロファイルを評価した。最終用量が０．５ｍｇ／ｋｇまたは５
ｍｇ／ｋｇになるように、アペリンペプチドを含有するＰＢＳ緩衝溶液を頸静脈を介して
ラットに投与した。２４時間かけて採取した血液サンプルを、ＥＤＴＡカリウムを入れた
採血管に移し、処理まで氷上保管した。遠心分離により血液から血漿を得た。９６ウェル
容器に移した後、血漿サンプルを約－８０℃に維持した凍結機内に保管した。ラット血漿
サンプル中のアペリンポリペプチドの定量分析を、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳシステムを多重反応
モニタリング（ＭＲＭ）モードで用いて行った。
【０３２１】
　一連の２０ｋＤａのＰＥＧ化ペプチドに関するインビボ薬物動態をＳｐｒａｇｕｅ－Ｄ
ａｗｌｅｙラットで調査した。アペリンポリペプチドの配列は試験したペプチド間で異な
ったが、ＰＥＧポリマー（２０ｋＤａ　ＰＥＧ）は一定であった。血漿中濃度／曝露量は
、ペプチドの固有の代謝安定性によって調節することができる。図９に示すように、ペプ
チド配列番号１０３を用いると、他の２０ｋＤａ　ＰＥＧ化アペリンペプチドの１０分の
１の用量で、高血漿中濃度が達成された。
【０３２２】
　薬物動態学実験に用いたＰＥＧ化アペリンポリペプチドの配列を以下に示す。
｛アセチル｝［Ａｔｚ（２０－ｍＰＥＧ）］ＫＦＲＲＱＲＰ［ｈＡｒｇ］［Ｃｈａ］ＳＨ
ＫＧ［Ｏｉｃ］［Ｎｌｅ］Ｐ［４－Ｃｌ－Ｆ］｛ＣＯＯＨ｝（配列番号１０５）
｛アセチル－ＮＨ｝［Ｐｒａ］（２０Ｋ－ｍＰＥＧＲｅｇ）ＯＦ［ｈＡｒｇ］［ｈＡｒｇ
］ＱＲＰ［ｈＡｒｇ］［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂ
ｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝（配列番号１０７）
｛アセチル－ＮＨ｝［Ｐｒａ］（２０Ｋ－ｍＰＥＧＲｅｇ）ＯＦ［ｈＡｒｇ］［ｈＡｒｇ
］ＱＲＰ［ｈＡｒｇ］［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［ｐＩ－
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Ｐｈｅ］｛ＣＯＯＨ｝（配列番号１０８）
｛Ｈ２｝［３ＴＰ］（２０Ｋ－ｍＰＥＧＲｅｇ）［ｈＡｒｇ］ｒＱ［ｈＡｒｇ］Ｐｒ［Ｎ
ＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝（配列
番号１０３）
【０３２３】
　一連の脂質化ペプチドに関するインビボ薬物動態をＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙラッ
トで調査した。実験の第１セットにおいて、脂肪族アシル基（トリデカノイル、ペンタデ
コニル（Ｐｅｎｔａｄｅｃｏｎｙｌ）、ヘプタデコニル（Ｈｅｐｔａｄｅｃｏｎｙｌ）及
びオクタデカンジオイル）は試験したペプチド間で異なったが、ペプチド配列は同じとし
た。図１０Ａに示すように、血漿中濃度／曝露量は、脂肪族アシル基の長さ及び組成によ
り調節することができる。実験の第１セットにて使用したペプチドのそれぞれの構造を以
下に示す。
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］［ｈＡｒｇ］ｒＱ［ｈＡｒｇ］Ｐ
ｒ［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝
（配列番号２６１）
｛ＰＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］［ｈＡｒｇ］ｒＱ［ｈＡｒｇ］Ｐ
ｒ［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝
（配列番号２６２）
｛ＨＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］［ｈＡｒｇ］ｒＱ［ｈＡｒｇ］Ｐ
ｒ［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝
（配列番号２６３）
｛ＯＤＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］［ｈＡｒｇ］ｒＱ［ｈＡｒｇ］
Ｐｒ［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ
｝（配列番号２６４）
【０３２４】
　実験の第２セットでは、アペリンペプチドの配列はポリペプチド配列番号２３７、２１
３、２１２及び２６１で異なる一方、脂肪族アシル基は、ポリペプチド配列番号２３７及
び２６３とポリペプチド配列番号２１２、２１３及び２６１の間で異なっている。図１０
Ｂに示すように、血漿中濃度／曝露量は、ペプチドの固有の代謝安定性及び脂肪族アシル
基によって調節することができる。
実験の第２セットにて使用したペプチドのそれぞれの構造を以下に示す。
｛ＨＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］［ｑ］［ｈＡｒｇ］Ｐ［ＮＭｅＡ
ｒｇ］［Ｃｈａ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［Ｎｌｅ］Ｐ［Ｄ－４ＣｌＦ］｛ＣＯＯＨ｝（配列
番号２３７）
｛ＨＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］［ｈＡｒｇ］ｒＱ［ｈＡｒｇ］Ｐ
ｒ［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝
（配列番号２６３）
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］ＲＱＲＰ［ｈＡｒｇ］［ＮＭｅＬ
ｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝（配列番号２
１２）
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］［ｈＡｒｇ］ｒＱ［ｈＡｒｇ］Ｐ
ｒ［ＮＭｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝
（配列番号２６１）
｛ＴＤＡ｝［ＡＣ４Ａｂｕ］［Ａｅｅａ］［Ａｅｅａ］［ｒ］ＱＲＰ［ｈＡｒｇ］［ＮＭ
ｅＬｅｕ］ＳＨＫＧ［Ｏｉｃ］［ｐＩ－Ｐｈｅ］Ｐ［Ｄ－Ｂｉｐ］｛ＣＯＯＨ｝（配列番
号２１３）
【０３２５】
　実施例７．マスト細胞脱顆粒に対する修飾アペリンポリペプチドの作用
ペプチドの潜在的免疫原性作用を特定するために、多数の修飾アペリンポリペプチドにつ
いて、マスト細胞脱顆粒を以下の通り測定した。マスト細胞脱顆粒ペプチド（ＭＣＤＰ）
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及び化合物４８／８０を陽性対照として使用した。ＭＣＤＰは、Ａｌｏｍｏｎｅ　Ｌａｂ
ｓ（Ｉｓｒａｅｌ）から入手した。化合物４８／８０は、Ｓｉｇｍａ（Ｓａｉｎｔ　Ｌｏ
ｕｉｓ，ＭＩ）から入手した。ヒスタミンＥｌｉｓａキットをＮＥＯＧＥＮ（Ｌｅｘｉｎ
ｇｔｏｎ，ＫＹ）から入手した。Ｔｙｒｏｄｅ緩衝液をＳｉｇｍａ（＃Ｔ２３９７）から
入手した。
【０３２６】
　ラット腹腔マスト細胞
８週齢の雌のＳｐｒａｇｕｅ　ＤａｗｌｅｙまたはＬｅｗｉｓラットからラット腹腔液を
Ｔｙｒｏｄｅ緩衝液中に採取した（Ｇｉｌｌｅｓｐｉｅら、Ｈｉｓｔａｍｉｎｅ　ｒｅｌ
ｅａｓｅ　ｆｒｏｍ　ｒａｔ　ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ　ｍａｓｔ　ｃｅｌｌｓ：ｉｎｈｉ
ｂｉｔｉｏｎ　ｂｙ　ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ，１９
６８；１５４－１）。腹腔マスト細胞のパーセンテージ（５～８％）をフローサイトメト
リー及び免疫組織化学法（ＩＨＣ）によって決定した。
【０３２７】
　ヒトマスト細胞
ヒト成熟マスト細胞は、インビトロでの８～１２週の分化／成熟プロセス後のＣＤ３４＋
末梢血前駆細胞から誘導した。ＣＤ３４＋末梢血細胞をＡｌｌＣｅｌｌｓ（＃ＭＰＢ０１
６Ｆ、ドナーＩＤ＃：ＰＣＡ１４５２Ａ）から入手し、以下の培地中で８～１２週間培養
した。ＳＦＥＭ１１　Ｓｔｅｍ　Ｓｐａｎ無血清培地（＃０９６５５　ＳｔｅｍＣｅｌｌ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１×ペニシリン（１００Ｕ／ｍｌ）及びストレプトマイ
シン（１００ｕｇ／ｍｌ）（＃１５１４０－１２２、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ）、１×ゲンタマイシン／アンホテリシンＢ（Ｇｉｂｃｏ＃５０－０６４０）、１００
ｎｇ／ｍｌ　ＳＣＦ（＃３００－０７、ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ）、ＩＬ－３（最初の週のみ
）（５ｎｇ／ｍｌ、＃２０３－ＩＬ－０５０、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、ＩＬ－９（１
～３週中）（１５ｎｇ／ｍｌ、＃２０９－ＩＬ－０５０、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、Ｉ
Ｌ－６（５週以降）（５０ｎｇ／ｍｌ、＃２０６－ＩＬ－０５０、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ）及びＩＬ－４（８週以降）（１０ｎｇ／ｍｌ、＃２０４－ＩＬ－０５０、Ｒ＆Ｄ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ）。マスト細胞の成熟は、フローサイトメトリー（＞７５％陽性）によるマ
スト細胞マーカーｃ－ｋｉｔ及びＦｃεＲＩの発現ならびにヒスタミン放出により確認し
た。
【０３２８】
　マスト細胞脱顆粒の測定
マスト細胞（ヒトまたはラット）をＴｙｒｏｄｅ緩衝液で洗浄し、９６ウェルプレート（
約２０００マスト細胞／ウェル）に播種した。試験化合物の１０段階希釈物をＴｙｒｏｄ
ｅ緩衝液で調製し、マスト細胞とともに３７℃で３０分間インキュベートした（０．００
５～３０μＭ）。脂質化分子を試験する際には、アッセイ中の脂質化分子の可溶性を維持
するために、Ｔｙｒｏｄｅ緩衝液中に、Ｃｒｏｄａ社（Ｅｄｉｓｏｎ，ＮＪ）の０．１％
Ｔｗｅｅｎ８０などの界面活性剤を含めてもよい。マスト細胞界面活性剤対照をマスト細
胞Ｔｙｒｏｄｅ緩衝液対照と比較して、界面活性剤が脂質化分子の不在下でヒスタミン放
出を誘発しないことを確かめる。ヒスタミン放出をプレートを氷上に５分間置くことによ
ってクエンチした。細胞を３５０×ｇ、４℃で５分間遠心分離にかけ、上清を回収した。
キットの説明書に従って、ＥＬＩＳＡ（Ｎｅｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）により
放出されたヒスタミンを定量した。簡潔に述べれば、直接競合ＥＬＩＳＡ反応を行った後
、マイクロプレートリーダーで６５０ｎｍの吸光度を測定し、試験サンプルを標準曲線と
比較した。ヒスタミン放出パーセントを特定するために、細胞の総ヒスタミン含有量（０
．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）及び自然放出についても測定した。ヒスタミン放出パ
ーセントを次式により算出した。
ヒスタミン放出％＝（試験物によるヒスタミン放出ｎｇ／ｍｌ－Ｔｙｒｏｄｅ緩衝液中の
ヒスタミン自然放出ｎｇ／ｍｌ）／（０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００中に溶解した細胞
の総ヒスタミン含有量ｎｇ／ｍｌ－Ｔｙｒｏｄｅ緩衝液中のヒスタミン自然放出ｎｇ／ｍ
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【０３２９】
　以下の表１２に複数の修飾アペリンポリペプチドに関するラットのマスト細胞脱顆粒ア
ッセイの結果をまとめる。
【表１２】

【０３３０】
　合成的に修飾したアペリンポリペプチドは、インビトロでのヒスタミン放出の誘発にお
いて、広範な強さを示す。配列番号５０～５２は、陽性対照のＭＣＤＰと同程度の強さで
あるが、配列番号２３７及び６（ｐｙｒ－アペリン－１３）は、試験した最大濃度で不活
性である。この表から配列番号２３７のポリペプチドがアッセイにてヒスタミン放出を誘
発しないことが認められる。
【０３３１】
　実施例８．マスト細胞脱顆粒能を低減した修飾アペリンポリペプチド
実施例７に示したように、いくつかの修飾アペリンポリペプチドは、ラットマスト細胞か
らのヒスタミン放出を誘発する。これは、これらのポリペプチドが潜在的な免疫原性作用
を有し得ることを示唆するものである。修飾ポリペプチドの構造と脱顆粒の誘発との間の
関係をより完全に理解するために、また脱顆粒能を低減した更なるポリペプチドを創出す
るために、更なる構造活性相関（ＳＡＲ）研究を実施した。実施例７に記載の方法を使用
して、ラット及びヒトのマスト細胞からのヒスタミン放出誘発について、以下の表１３の
修飾アペリンポリペプチドを試験した。検出された細胞の総ヒスタミン含有量のうち誘発
されたものが３０％未満である化合物を本アッセイで陰性とした。
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【表１３－１】
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【表１３－２】
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【表１３－３】
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【表１３－４】

【０３３２】
　マスト細胞の脱顆粒は、部分的には、ペプチド脱顆粒因子の物理的性質に関連した非免
疫学的機構により生じることが提唱されている（Ｗａｔｔ，Ａ．Ｐ．Ｉｍｍｕｎｏｐｈａ
ｒｍａｃｏｌｏｇｙ，２００２，９，４２１－４３４）。本修飾アペリンポリペプチドの
場合、マスト細胞脱顆粒は、化合物の親油性及び形式電荷を小さくすることによって低減
することができた。例えば、配列番号７５～７７、４７７及び５２６に記載する修飾ポリ
ペプチドのように、アペリンプレタンパク質（配列番号２）中の６３、６４、６６及び６
８番目の位置に該当するアミノ酸位置を酸性残基で置換することが可能であった。配列番
号２の７５番目の位置に該当するアミノ酸における脂肪族残基（例えば、Ｎｌｅ）及び配
列番号２の７７番目の位置に該当するアミノ酸における小さな芳香族残基（例えば、４－
Ｃｌ－Ｆ）が好ましかった。アペリンポリペプチドのＮ末端におけるＰＥＧ化またはＦｃ
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タンパク質複合体化（実施例１１参照）により、アペリンポリペプチド自体と比較して、
マスト細胞脱顆粒が低減した。例えば、配列番号９２のアペリンポリペプチドは、ラット
マスト細胞からのヒスタミン放出誘発に関して陽性であった。表１３を参照されたい。し
かしながら、この同じペプチドをＰＥＧ化するか（配列番号１２０のポリペプチド）、ま
たは免疫グロブリンＦｃドメインに結合する（実施例１１の免疫グロブリン４）と、当該
ペプチドは、ラットマスト細胞からのヒスタミン放出を誘発しなくなった。Ｎ末端アセチ
ル化は、かなり良好な忍容性を示した。一般的に、脂質化ペプチドは、親油性が増加する
ことから、より強力なマスト細胞脱顆粒因子となる傾向があった。形式電荷を更に小さく
することにより（約＜１）、脂質化ペプチドについても同じく、脱顆粒を回避することが
できた。配列番号４９１のアペリンポリペプチドに関して示すように、より短い親油性の
低い脂質ではマスト細胞脱顆粒活性がより小さくなった。
【０３３３】
　実施例９．安定性の向上した修飾アペリンポリペプチド
いくつかの修飾アペリンペプチドのインビトロにおける血漿、肝臓及び腎臓安定性の評価
を行った。
【０３３４】
　民間供給元から入手したラット血漿、肝臓ホモジネート及び腎臓ホモジネート中にアペ
リンペプチドを最終濃縮５μＭとなるようにスパイクした。次いで、これらのサンプルを
３７℃で４時間にわたってインキュベートした。３つの異なるマトリクス中におけるイン
ビトロ半減期の推定を容易にするために、最大８つの時点でサンプルを採取した。典型的
な実験では、インキュベーションバイアルから１００μＬのサンプルのアリコートを採取
し、続いて、内部標準を含有する３００μＬのＭｅＯＨを添加した。クエンチしたサンプ
ルを室温で１５分間ボルテックスにかけた後、５５００ｇで１５分間遠心分離した。次い
で、上清を高分解能ＬＣ－ＭＳにより分析した。４時間にわたる測定精密質量のフルスキ
ャン質量データを親ペプチド濃度の推定に使用し、その後、そのデータを、血漿、肝臓及
び腎臓中のインビトロ半減期の推定に使用した。インビトロにおける血漿、ラット及び腎
臓安定性に関する結果を以下の表１４に示す。
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【表１４－１】



(151) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

【表１４－２】
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【表１４－３】
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【表１４－４】
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【表１４－５】
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【表１４－６】
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【表１４－７】
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【表１４－８】
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【表１４－９】
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【表１４－１２】

【０３３５】
　これらの安定性試験の結果に基づき、修飾アペリンポリペプチド内の代謝作用部位を特
定し、これらの部位を代謝的により安定なアミノ酸で置換した。代謝を阻止するか、また
はペプチダーゼによる認識を低減するために、非天然アミノ酸を化学合成により導入した
。配列番号２中のアミノ酸６６（ＮＭｅＡｒｇ６６）、６８（ＮＭｅＡｒｇ６８）及び６
９（ＮＭｅＬｅｕ６９）に該当する位置におけるＮ－メチルアミノ酸、配列番号２中のア
ミノ酸７０（ＮｈＳｅｒＧ７０）に該当する位置におけるＮ－アルキルアミノ酸、ならび
に配列番号２中のアミノ酸６７（ａＭｅＰｒｏ６７）、６９（ａＭｅＬｅｕ６９）、７４
（ａＭｅＰｒｏ７４）及び７６（ａＭｅＰｒｏ７６）に該当する位置のα－メチルアミノ
酸は、アペリンペプチド中のペプチダーゼの結合アクセスを立体阻害することができる。
配列番号２中のアミノ酸６４、６５、６６及び６８に該当する位置におけるＤ－アミノ酸
（ｒ６４、ｑ６５、ｒ６６、ｒ６８）ならびに配列番号２中のアミノ酸６５、６９、７０
、７６及び７７に該当する位置におけるβ－アミノ酸（ＢＬｅｕ６５、ＢＬｅｕ６９、Ｂ
ｈＳｅｒ７０、ＢｈＰｒｏ７６、Ｄ－ＢｈＰｈｅ７７）は、Ｌ－アミノ酸を含有する内因
性ペプチドを切断するペプチダーゼの認識を回避することができる。例えば、配列番号２
中のアミノ酸７５に該当する位置におけるψ（ＣＨ２ＮＨ）－還元アミド結合アミノ酸（
ｒＮｌｅ７５）は、アミド結合をより安定なアミン結合に置き換える。環状ペプチドは、
エキソペプチダーゼによって認識されず、他のペプチダーゼによるアクセスを立体阻害す
る。天然配列中のメチオニン７５（配列番号２に対するアミノ酸位置）における酸化代謝
は、ノルロイシン７５での置換によって回避された。配列番号２中のアミノ酸６９、７５
及び７７にそれぞれ該当する位置におけるＮＭｅＬｅｕ、ｐＩ－Ｐｈｅ及びＤ－Ｂｉｐの
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組み合わせは、特に安定なペプチドを提供した。脂質またはＰＥＧとの複合体化は、ペプ
チドのインビトロ安定性を改善し、インビボクリアランスを減少させた。
【０３３６】
　ラットにおけるインビボ薬物動態学分析は、実施例６に記載する方法に従って、４つの
脂質化アペリンペプチド（配列番号２８６、３７６、３７９及び３８２）に関して実施し
た。薬物動態学実験の結果を以下の表１５にまとめる。
【表１５】

【０３３７】
　実施例１０．効力が改善した修飾アペリンポリペプチド
いくつかの場合、安定性を向上させるためのアペリンポリペプチドの修飾は、ＡＰＪ受容
体を活性化するペプチドの効力を下げることになった。安定化したペプチドのＡＰＪアゴ
ニストの効力を改善するために、更なるＳＡＲ研究を実施した。実施例３に記載のＧＴＰ
γＳアッセイを使用して、ＡＰＪアゴニスト活性について、以下の表１６の修飾アペリン
ポリペプチドを試験した。ＥＣ５０値は、ヒト及びラットＡＰＪ受容体の活性化に関して
、それぞれの修飾ポリペプチドについて記載する。
【０３３８】
　ペプチドの効力及び有効性は、安定性のためにペプチド主鎖を改変しても、野生型アペ
リン－１３配列（配列番号４）の側鎖の特徴を保持することによって得ることができるこ
とが結果により示されている。修飾ポリペプチドのＮ末端では、配列番号２のアミノ酸６
３～６７に該当する位置における配列：ｈＡｒｇ　ｈＡｒｇ　Ｑ　ｈＡｒｇ　Ｐ（配列番
号７１５）が良好な効力をもたらした。配列番号２のアミノ酸６８及び６９に該当する位
置では、次の置換ペア：（ｉ）ＮＭｅＡｒｇとａＭｅＬｅｕ、（ｉｉ）ｈＡｒｇとＢＬｅ
ｕ、（ｉｉｉ）ｈＡｒｇとａＭｅＬｅｕ、及び（ｉｖ）ＮＭｅｈＡｒｇとＬが強力なアゴ
ニストを提供した。配列番号２のアミノ酸７０～７３に該当する修飾ポリペプチド内の位
置は置換の影響をあまり受けなかったが、ＢｈＳｅｒ７０、ＮｈＳｅｒＧ７０、Ｙ７１及
びＮＬｙｓＧ７２が忍容性を示した。配列番号２のアミノ酸７４に該当する修飾ポリペプ
チド中のアミノ酸位置では、Ｏｉｃ及びａＭｅＰｒｏが強力なペプチドを達成するのに好
ましく、この位置のＰｉｐも同様に効力を改善する傾向があった。配列番号２のアミノ酸
７５に該当する修飾ポリペプチド中のアミノ酸位置では、ＮｌｅまたはｒＮｌｅが強力な
化合物を与えた。Ｃ末端残基（配列番号２のアミノ酸７６及び７７に該当する位置）は、
活性と安定性の両方に重要であった。アミノ酸７６に該当する位置のＢｈＰｒｏ、ａＭｅ
ＰｒｏまたはＡｉｂ及びアミノ酸７７に該当する位置のＤ－ＢｈＰｈｅまたは４－Ｃｌ－
Ｆは、効力と安定性の良好なバランスをもたらした。Ｎ末端の脂質結合は、効力または有
効性にあまり影響しなかった。ＰＥＧ及びＦｃ複合体（実施例１１参照）は、ＤＭＳＯに
不溶であったため、インビトロアッセイは水性ストック溶液から実施した。ＤＭＳＯの不
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在下において、ＧＴＰγＳアッセイにおける効力及び有効性の測定値は、概して減少した
。一方、同じ条件で行った［ＭｅｒＰｒ］（１０Ｋ－ｍＰＥＧアセトアミドＲｅｇ）－ア
ペリン１３（ｈＡＰＪ　ＥＣ５０　０．２１μＭ；ｒＡＰＪ　ＥＣ５０　０．３９μＭ）
と比較して、修飾ポリペプチドのＰＥＧ及びＦｃ複合体は、強力な完全ＡＰＪアゴニスト
であった。
【表１６－１】
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【表１６－２】
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【表１６－３】
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【表１６－６】



(169) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

【表１６－７】
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【表１６－１１】
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(183) JP 2017-526620 A 2017.9.14

10

20

30

40

【表１６－２１】
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【表１６－２２】
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【表１６－２９】

【０３３９】
　実施例１１．免疫グロブリンＦｃ－アペリンペプチド複合体
ヒトＩｇＧの操作Ｆｃ領域への位置選択的結合に、本発明の４つの修飾アペリンポリペプ
チド（配列番号８～１１）を用いた。ペプチドは、ペプチドのアミノ末端に結合されたブ
ロモアセチル－ＮＰｅｇ１１リンカーを介してＦｃ領域に結合させた。リンカーのブロモ
アセトアミド部分をＦｃタンパク質中の遊離システイン残基と反応させることにより、チ
オエーテル共有結合を以下に示すように形成した。
【化１３】

【０３４０】
　４つのペプチドの配列を表１７に示す。ヒトＩｇＧ　Ｆｃタンパク質配列を以下に示す
。
ヒトＩｇＧ　Ｆｃ配列（配列番号７１６）

【化１４】

下線を付したＣは、操作したシステインの位置及び修飾アペリンポリペプチドの共有結合
点を示す。ホモ二量体において、Ｃ７－Ｃ７及びＣ１０－Ｃ１０は分子間ジスルフィドで
あるが、Ｃ４２－Ｃ１０２及びＣ１４８－Ｃ２０６は分子内ジスルフィドである。
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【表１７】

【０３４１】
　Ｆｃタンパク質は、折り畳みされるとホモ二量体を形成することから、折り畳まれたタ
ンパク質１つにつき操作システイン反応部位を２つ有する。各Ｆｃ－ホモ二量体複合体は
、修飾アペリンポリペプチドの２つのコピーを含有するのが理想である。ラット及びヒト
ＡＰＪ受容体の活性化における有効性について、ＧＴＰγＳアッセイ（方法に関しては実
施例３参照）により測定して複合体のそれぞれを評価した。複合体は、ラットマスト細胞
からのヒスタミン放出誘発についても試験した（方法に関しては実施例７参照）。これら
の実験の結果を以下の表１８にまとめる。非複合体化ペプチドのデータについても比較の
ために示す。表の結果からみてわかるように、アペリンペプチドの複合体化は、ＡＰＪ受
容体を活性化するペプチドの抗力に有意に影響しなかった。加えて、いずれのＦｃ－ペプ
チド複合体もラットマスト細胞からのヒスタミン放出を誘発しなかった。１つの場合にお
いて、Ｆｃ－複合体が非複合体化ペプチドのヒスタミン放出活性を排除した（Ｆｃ－ペプ
チド複合体＃４参照）。

【表１８－１】
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【表１８－２】

【０３４２】
　本明細書全体にわたり、種々の公開物、特許及び特許出願を参照してきた。これらの文
献の開示全体を参照により本明細書に援用する。しかしながら、かかる文書への言及は、
それらの文献が本出願に対する先行技術であるという承認と解釈されるべきではない。
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