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(57)摘要

本发明涉及用于预防或治疗非酒精性脂肪

肝疾病的药物组合物，其包括长效GLP‑1/胰高血

糖素受体双激动剂；以及用于预防或治疗非酒精

性脂肪肝疾病的方法，所述方法包括给予该组合

物。本发明的组合物不具有增重副作用，或减少

增重副作用——该副作用是非酒精性脂肪肝疾

病的常规治疗剂的副作用，并且减少长效GLP‑1/

胰高血糖素受体双激动剂的给药量，因而大幅提

高患者的便利。此外，本发明的长效GLP‑1/胰高

血糖素受体双激动剂提高体内持续性和稳定性。
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1.用于预防或治疗非酒精性脂肪肝疾病的药物组合物，所述预防或治疗非酒精性脂肪

肝疾病通过减少胶原蛋白‑1a、肿瘤坏死因子‑α（TNF‑α）和甾醇调节元件结合蛋白‑1c

（SREBP‑1c）中的至少一种的表达或活性而进行，

所述药物组合物包括缀合物，所述缀合物包含长效胰高血糖素样肽‑1（GLP‑1）/胰高血

糖素受体双激动剂，其中所述胰高血糖素样肽‑1（GLP‑1）/胰高血糖素受体双激动剂由选自

SEQ  ID  NO:  2‑34的氨基酸序列组成；

免疫球蛋白Fc区；和

非肽基聚合物，

其中所述非肽基聚合物将所述长效胰高血糖素样肽‑1（GLP‑1）/胰高血糖素受体双激

动剂与所述免疫球蛋白Fc区共价连接。

2.根据权利要求1所述的药物组合物，其中所述组合物的特征在于不具有增重副作用

或减少增重副作用。

3.根据权利要求1所述的药物组合物，其中所述组合物展现至少一项以下特征：

a）减少肝脏甘油三酯；和

b）减少血液胆固醇。

4.根据权利要求1所述的药物组合物，其中所述非酒精性脂肪肝疾病是由选自非酒精

性脂肪肝、非酒精性脂肪性肝炎、肝硬化和肝癌的至少一种疾病引起的。

5.根据权利要求1所述的药物组合物，其中所述长效胰高血糖素样肽‑1（GLP‑1）/胰高

血糖素受体双激动剂同时激活GLP‑1受体和胰高血糖素受体。

6.根据权利要求1所述的药物组合物，其中所述胰高血糖素样肽‑1（GLP‑1）/胰高血糖

素受体双激动剂由SEQ  ID  NO:  24、25或26的氨基酸序列组成。

7.根据权利要求1所述的药物组合物，其中所述长效胰高血糖素样肽‑1（GLP‑1）/胰高

血糖素受体双激动剂是缀合物形式，其中能够增加所述双激动剂的活性持续时间的生物相

容性物质或载体通过共价键或连接体连接至所述激动剂。

8.根据权利要求1所述的药物组合物，其中所述非肽基聚合物选自聚乙二醇、聚丙二

醇、乙二醇‑丙二醇共聚物、聚氧乙基化多元醇、聚乙烯醇、多糖、聚乙烯乙醚、可生物降解聚

合物、脂质聚合物及其组合。

9.根据权利要求8所述的药物组合物，其中所述多糖是葡聚糖、几丁质或透明质酸。

10.根据权利要求8所述的药物组合物，其中所述免疫球蛋白Fc区是非糖基化的。

11.根据权利要求10所述的药物组合物，其中所述免疫球蛋白Fc区包括选自CH1、CH2、

CH3和CH4结构域的1至4个结构域。

12.根据权利要求11所述的药物组合物，其中所述免疫球蛋白Fc区进一步包括铰链区。

13.根据权利要求8所述的药物组合物，其中所述免疫球蛋白Fc区是衍生自选自IgG、

IgA、IgD、IgE和IgM的免疫球蛋白的Fc区。

14.根据权利要求13所述的药物组合物，其中所述免疫球蛋白Fc区上的各结构域是具

有选自IgG、IgA、IgD、IgE和IgM的不同来源的结构域混杂体。

15.根据权利要求13所述的药物组合物，其中所述免疫球蛋白Fc区是由单链免疫球蛋

白组成的二聚体或多聚体，所述单链免疫球蛋白由具有相同来源的结构域组成。

16.根据权利要求1所述的药物组合物，其中所述组合物进一步包括药学上可接受的载
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体。

17.根据权利要求1所述的药物组合物，其中所述长效胰高血糖素样肽‑1（GLP‑1）/胰高

血糖素受体双激动剂是其中GLP‑1/胰高血糖素双激动剂由SEQ  ID  NO:  25表示的缀合物。

18.根据权利要求17所述的药物组合物，其中由SEQ  ID  NO:  25表示的长效胰高血糖素

样肽‑1（GLP‑1）/胰高血糖素受体双激动剂的第16位和第20位氨基酸成环。

19.根据权利要求17所述的药物组合物，其中所述非肽基聚合物连接体是PEG。

20.包含长效胰高血糖素样肽‑1（GLP‑1）/胰高血糖素受体双激动剂、免疫球蛋白Fc区

和非肽基聚合物的缀合物在制备用于治疗非酒精性脂肪肝疾病的药物中的用途，

其中所述胰高血糖素样肽‑1（GLP‑1）/胰高血糖素受体双激动剂由选自SEQ  ID  NO:  2‑

34的氨基酸序列组成；

其中所述非肽基聚合物将所述长效胰高血糖素样肽‑1（GLP‑1）/胰高血糖素受体双激

动剂与所述免疫球蛋白Fc区共价连接。
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长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂对于治疗非酒精性脂肪

肝疾病的应用

技术领域

[0001] 本发明涉及用于预防或治疗非酒精性脂肪肝疾病的药物组合物，其包括长效胰高

血糖素样肽‑1(GLP‑1)/胰高血糖素受体双激动剂；以及用于预防或治疗非酒精性脂肪肝疾

病的方法，所述方法包括给予该组合物。

背景技术

[0002] 非酒精性脂肪肝疾病(NAFLD)是虽与饮酒无关，但显示与酒精性肝病相似的组织

学架构(histological  organization)的一种疾病类型，并且是一种与非酒精性脂肪肝

(NAFL)、非酒精性脂肪性肝炎(NASH)、肝硬化和肝细胞癌相关的代谢综合征。非酒精性脂肪

肝疾病的发生随着肥胖症和糖尿病群体的增加而增加。在韩国，年发病率已达到约16％。

[0003] 已知非酒精性脂肪肝疾病由诸如胰岛素抵抗、脂毒性和炎性反应的各种病因引

起。其中，最常见的病因是胰岛素抵抗。

[0004] 已经进行了很多工作来改善胰岛素抵抗以预防/治疗非酒精性脂肪肝疾病。例如，

目前已经积极进行了噻唑烷酮(TZD)或二甲双胍(一种胰岛素增敏剂)的临床试验(参见，

Hepatology(2003)38:1008‑17,J  Clin  Invest(2001)108:1167‑74)。

[0005] 然而，在用TZD系药物治疗的情况下，存在大幅增重和流体流动缓慢的缺点，因此

已知这种治疗的应用不能用于心脏病患者。除TZD系药物之外，还已经积极进行了诸如

Victoza或Byetta的GLP‑1受体激动剂用于非酒精性脂肪肝疾病的临床试验。然而，在这些

情况中，体内半衰期非常短，因此同其他多肽激素类一样，每天必须进行一次或至少两次重

复给药。因此，因给患者造成不便而存在缺点。这种频繁给药对患者造成大量疼痛和不适。

也就是说，通过改善胰岛素抵抗机制而只是使用糖尿病的一般治疗剂作为非酒精性脂肪肝

疾病的治疗剂具有诸如各种副作用或患者不便的缺点。基于这些因素，直接使用已知有效

治疗糖尿病的药物(如改善胰岛素抵抗的药物)作为非酒精性脂肪肝疾病的治疗剂时，可导

致诸如副作用的问题的各种因素在本领域是已知的。因此，已知有效治疗糖尿病的药物(如

改善胰岛素抵抗的药物)是否一定可以用作非酒精性脂肪肝疾病的治疗剂是有争议的。因

此，仍需要开发能够治疗非酒精性脂肪肝疾病，同时确保患者便利而无副作用的药物。

发明内容

[0006] 技术问题

[0007] 本发明人已做出很多工作来开发在增加半衰期的同时最大化患者的依从性并且

没有诸如体重增加的副作用的用于预防或治疗非酒精性脂肪肝疾病的药物。结果是，发明

人已经发现，与Fc片段连接的长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的体内半衰期大幅提

高，并且还具有减重的有效结果，以及进一步减少肝脏甘油三酯和血液胆固醇。本发明已经

在这种发现的基础上完成。

[0008] 问题的解决方案
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[0009] 本发明的一个目的是提供用于预防或治疗非酒精性脂肪肝疾病的药物组合物，其

包括长效胰高血糖素样肽‑1(GLP‑1)/胰高血糖素受体双激动剂。

[0010] 本发明的另一目的是提供用于预防或治疗非酒精性脂肪肝疾病的方法，所述方法

包括向疑患或患有非酒精性肝病的对象给予该组合物。

[0011] 发明的有利效果

[0012] 根据本发明的长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂可通过扩大目前为止适用于

非酒精性脂肪肝疾病的药物类别来拓宽患者的选择，和通过显著增加血液半衰期而增加患

者的便利。此外，本发明提供一种新的替代方案，其可以通过减少诸如增重的副作用而无危

险地施用于患有非酒精性脂肪肝疾病之外的疾病的患者。

[0013] 附图简述

[0014] 图1是显示在含高脂肪、果糖和胆固醇的高反式脂肪饲料摄入ob/ob小鼠模型中长

效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的体重和肝重变化的图。

[0015] 图2是显示在含高脂肪、果糖和胆固醇的高反式脂肪饲料摄入ob/ob小鼠模型中长

效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的胶原蛋白‑1a、TNF‑α、SREBP‑1c  mRNA的测量结果的

图。

[0016] 图3是显示在高反式脂肪饲料摄入DI0小鼠模型中长效GLP‑1/胰高血糖素受体双

激动剂的肝脏甘油三酯和血清胆固醇含量减少的图。

[0017] 实施发明的最佳方式

[0018] 为了实现目的，本发明一方面提供用于预防或治疗非酒精性脂肪肝疾病的药物组

合物，其包括长效胰高血糖素样肽‑1(GLP‑1)/胰高血糖素受体双激动剂。

[0019] 长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂可以是缀合物形式的长效GLP‑1/胰高血糖

素受体双激动剂，其中能够增加该双激动剂的活性持续时间的生物相容性物质或载体通过

共价键或连接体连接至该激动剂。

[0020] 在用TZD系药物(其是改善胰岛素响应(作为改善胰岛素抵抗的机制)的药物，并且

是非酒精性脂肪肝疾病的常规治疗剂)治疗的情况下，存在该治疗由于诸如大幅增重和流

体流动缓慢的副作用而不能施用于心脏病患者的缺点。在诸如肽激素的蛋白质药物的情况

下，存在体内半衰期短并因此需要重复给药的缺点。本发明人已经发现，长效GLP‑1/胰高血

糖素受体双激动剂在非酒精性肝病的各种动物模型中不具有增重副作用或减少增重副作

用，并且长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂可以血液中的持续性显著增加的形式治疗非

酒精性脂肪肝疾病。因此，本发明已经完成，以提供长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂对

于预防或治疗非酒精性脂肪肝疾病的应用。

[0021] 本发明的组合物的特征在于不具有增重副作用或减少增重副作用。

[0022] 此外，本发明的组合物可以通过执行至少一项以下功能来预防或治疗非酒精性脂

肪肝疾病：(a)减少作为纤维化标记的胶原蛋白‑1a的表达或活性；(b)减少作为促炎性标记

的肿瘤坏死因子‑α(TNF‑α)的表达或活性；(c)减少作为脂肪生成标记的甾醇调节元件结合

蛋白‑1c(SREBP‑1c)的表达或活性；(d)减少肝脏甘油三酯；和(e)减少血液胆固醇。

[0023] 在本发明的一个实施方式中，本发明的长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂被给

予非酒精性脂肪肝疾病的各种动物模型。结果证实，体重和肝重与未处理组相比显著减少

(图1)，并且不具有如常规治疗剂应用中诸如增重的副作用。另外，证实胶原蛋白‑1a、TNF‑
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α、SREBP‑1c的表达与未处理组相比显著减少，因而预防纤维化，即肝纤维化，抑制炎症，和

抑制脂肪积累抑制(图2)。因此，证实本发明的长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂可用作

预防和治疗各种非酒精性肝病的药物。此外，证实肝脏甘油三酯和血液胆固醇与未处理组

相比显著减少，并且其显著减少至正常动物水平(图3)。因此，证实本发明的长效GLP‑1/胰

高血糖素受体双激动剂可用作预防和治疗各种非酒精性肝病的杰出药物。

[0024] 如本文所用，术语“GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂”可以与“GLP‑1/胰高血糖素

双激动剂”互换使用。GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂包括所有具有GLP‑1/胰高血糖素双

重活性的肽或其片段、前体、衍生物或变体，如胃泌酸调节素、天然GLP‑1/胰高血糖素受体

双激动剂、以及可以同时激活GLP‑1和胰高血糖素受体的物质，但不限于此。在本发明中，

GLP‑1/胰高血糖素受体激动剂可以是利用长效技术来克服短暂半衰期的受体双‑双(dual‑

dual)激动剂，并且优选是可以一周一次给予的长效受体双激动剂，但不限于此。根据本发

明的GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的具体实例部分可包括，例如，韩国专利申请公开号

10‑2012‑0137271和10‑2012‑0139579(其全部内容通过引用并入本文)中描述的GLP‑1/胰

高血糖素受体双激动剂、其衍生物和其长效型。

[0025] 在本发明的一个实施方式中，长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂可以是缀合物

形式，其中生物相容性物质或载体通过共价键或连接体与该激动剂连接。在另一个实施方

式中，这种长效型可以是这样的形式：其中生物相容性物质或载体可以通过已知的基因重

组技术、通过共价键直接连接至GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂。相比于其中GLP‑1/胰高

血糖素受体双激动剂的序列不是长效型但其他都相同的形式，所述GLP‑1/胰高血糖素受体

双激动剂的长效型可以提高半衰期或生物利用度。根据本发明的一个实施方式，作为长效

GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的一个实例，可以使用其中免疫球蛋白Fc区通过非肽聚合

物连接体(优选PEG)连接至GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的第30位氨基酸的组合物，但

不限于此。

[0026] 如本文所用，术语“生物相容性物质”或“载体”是指可以增加GLP‑1/胰高血糖素受

体双激动剂的活性持续时间的物质——在该生物相容性物质和载体直接或间接地、共价或

非共价地连接至本发明的GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂以形成缀合物时。例如，在形成

缀合物时，可以增加GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的体内半衰期的物质可以是根据本发

明的生物相容性物质或载体。可用于增加半衰期的生物相容性物质或载体的类型不一，其

实例可包括聚乙二醇、脂肪酸、胆固醇、白蛋白及其片段、白蛋白结合物质、具体氨基酸序列

重复单元的聚合物、抗体、抗体片段、Fc新生儿受体(FcRn)结合物质、体内结缔组织、核苷

酸、纤连蛋白、转铁蛋白、糖、聚合物等。当然，载体或生物相容性物质其至少两种可以组合

使用。生物相容性物质或载体包括通过共价或非共价键延长体内半衰期的生物相容性物

质。

[0027] 在本发明中，将生物相容性物质或载体与GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂连接的

方法包括基因重组方法和利用聚合物或低分子化学品体外连接，但不限于此。FcRn结合物

质可以是免疫球蛋白Fc区。例如，当使用聚乙二醇作为载体时，可包括Ambrx  Inc.的Recode

技术，其可以位置特异性地连接至聚乙二醇。方法可包括Neose公司的糖聚乙二醇化

(glycopegylation)技术，其可以特异性地连接至糖基化部分。另外，方法可包括可释PEG技

术——其中聚乙二醇被去除，但不限于此。方法可包括可利用PEG增加生物利用度的技术。
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此外，可包括聚合物，如聚乙二醇、聚丙二醇、乙二醇‑丙二醇共聚物、聚氧乙基化多元醇、聚

乙烯醇、多糖、葡聚糖、聚乙烯乙醚、可生物降解聚合物、脂质聚合物、几丁质或透明质酸。

[0028] 当使用白蛋白作为载体时，方法可包括其中可将白蛋白或白蛋白片段直接共价连

接至GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的肽以增加体内稳定性的技术。即使不直接连接白蛋

白，也可包括其中使白蛋白结合物质(例如，白蛋白特异性结合抗体或抗体片段)结合该肽

以结合白蛋白的技术，以及其中使对白蛋白具有结合亲和力的某种肽/蛋白质结合至该肽

的技术。此外，方法可包括其中使对白蛋白具有结合亲和力的脂肪酸等结合至该肽的技术，

但不限于此。在此可包括任何可以利用白蛋白增加体内稳定性的技术或结合方法。

[0029] 通过使用抗体或抗体片段作为载体与肽结合以增加体内半衰期的技术也可以被

包括在本发明内。可以使用具有FcRn结合位点的抗体或抗体片段，并且可以使用不含FcRn

结合位点的任何抗体片段，如Fab。在此可包括利用催化抗体的CovX公司的CovX体(CovX‑

body)技术，并且本发明可包括利用Fc片段增加体内半衰期的技术。当利用Fc片段时，与Fc

片段和肽结合的连接体及其结合方法可包括肽键或聚乙二醇或类似物，但不限于此，并且

任何化学结合方法均可适用。此外，本发明的GLP‑1/胰高血糖素受体激动剂双激动剂的结

合比例可以是1:1或1:2，但不限于此，并且可以无限制地包括可增加体内半衰期的任何比

例。

[0030] 另外，用于增加体内半衰期的载体可以是非肽基物质，如多糖或脂肪酸。

[0031] 与用于增加体内半衰期的载体结合的连接体可包括肽、聚乙二醇、脂肪酸、糖、聚

合物、低分子化合物、核苷酸及其组合，并且可以无限制地是任何化学键，如非共价化学键、

共价化学键等。

[0032] 可以增加生物利用度或持续维持活性的制剂可包括利用PLGA、透明质酸、几丁质

等、通过微粒、纳米颗粒及类似物而成的缓释制剂。

[0033] 另外，可以增加生物利用度或持续维持活性的不同方面的制剂可以是诸如植入

物、吸入剂、经鼻制剂或贴剂的制剂。

[0034] 在本发明的一个示例性实施方式中，GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的实例可以

包括天然GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂，如胃泌酸调节素和其衍生物，也可以包括其长

效制剂和类似物。

[0035] 如本文所用，术语“胃泌酸调节素”意指衍生自胰高血糖素前体、前胰高血糖素

(pre‑glucagon)的肽，并且包括天然胃泌酸调节素、其前体、衍生物、片段及其变体。优选

地，其可以具有SEQ  ID  NO.1(HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNTKRNRNNIA)的氨基酸序列。

[0036] 术语“胃泌酸调节素变体”是具有与天然胃泌酸调节素不同的一个或多个氨基酸

序列的肽，并且意指保留激活GLP‑1和胰高血糖素受体的功能的肽，并且其可以通过在天然

胃泌酸调节素的部分氨基酸序列中进行取代、添加、删除和修饰中的任一种或其组合来制

备。

[0037] 术语“胃泌酸调节素衍生物”包括通过胃泌酸调节素的氨基酸添加、删除或取代而

制备以相比于天然胃泌酸调节素高水平激活GLP‑1受体和胰高血糖素受体的肽、肽衍生物

或肽模拟物。优选地，胃泌酸调节素衍生物具有SEQ  ID  No .25的氨基酸序列，并且更优选

地，其第16位和第20位氨基酸成环。

[0038] 术语“胃泌酸调节素片段”意指天然胃泌酸调节素的N端或C端有一个或多个氨基
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酸添加或删除的片段，其中非天然存在的氨基酸(例如，D型氨基酸)可以被添加，并且具有

激活GLP‑1受体和胰高血糖素受体的功能。

[0039] 胃泌酸调节素的变体、衍生物和片段的各制备方法可单独或组合使用。例如，本发

明包括具有与天然肽不同的一个或多个氨基酸以及N端氨基酸残基去氨基化，并且具有激

活GLP‑1受体和胰高血糖素受体的功能的肽。

[0040] 本发明的胃泌酸调节素的变体、衍生物和片段的C端可酰胺化。

[0041] 可用于本发明的载体材料可选自抗体、免疫球蛋白Fc区、白蛋白、脂肪酸、碳水化

合物、具有肽重复单元的聚合物、转铁蛋白和PEG，并且优选免疫球蛋白Fc区。在本发明的一

个示例性实施方式中，长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂通过非肽基聚合物作为连接体

连接至载体。在又一个示例性实施方式中，连接至非肽基聚合物的载体是免疫球蛋白Fc片

段。

[0042] 在本发明中，长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂是其中GLP‑1/胰高血糖素受体

双激动剂各自连接至免疫球蛋白Fc区的形式，并显示持续性和安全性。免疫球蛋白Fc区和

GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的结合可以是没有连接体的框内融合(inframe  fusion)，

或者可以利用非肽聚合物连接体来连接。在本发明中，免疫球蛋白Fc可与免疫球蛋白片段

互换使用。

[0043] 如本文所用，术语“非肽基聚合物”是指包括通过不包括肽键在内的任何共价键彼

此连接的至少两个重复单元的生物相容性聚合物。在本发明中，非肽基聚合物可与非肽基

连接体互换使用。

[0044] 可用于本发明的非肽基聚合物可选自可生物降解聚合物，如聚乙二醇、聚丙二醇、

乙二醇‑丙二醇共聚物、聚氧乙基化多元醇、聚乙烯醇、多糖、葡聚糖、聚乙烯乙醚、聚乳酸

(PLA)或聚乳酸‑乙醇酸(PLGA)、脂质聚合物、几丁质、透明质酸及其组合，并且优选地，可生

物降解聚合物是聚乙二醇。此外，本领域已知的其衍生物和通过本领域已知的方法容易制

备的衍生物均可包括在本发明的范围内。

[0045] 在通过常规框内融合方法获得的融合蛋白中使用的肽连接体具有容易在体内被

蛋白酶裂解的缺点，因此无法如预期得到通过载体增加活性药物的血清半衰期的充分效

果。然而，在本发明中，可使用对蛋白酶具有抗性的聚合物，类似于载体来保持肽的血清半

衰期。因此，可无限制地使用任何非肽基聚合物，只要其是具有上述功能的聚合物，即，具有

对体内蛋白酶具有抗性的聚合物。非肽基聚合物具有1至100kDa，优选1至20kDa范围内的分

子量。此外，连接至免疫球蛋白Fc区的本发明的非肽基聚合物可以是一种聚合物或不同类

型聚合物的组合。

[0046] 在本发明中使用的非肽基聚合物具有能够结合免疫球蛋白Fc区和蛋白质药物的

反应性基团。处于非肽基聚合物两端的反应性基团优选选自反应性醛基、丙醛、丁醛基、马

来酰亚胺基和琥珀酰亚胺衍生物。琥珀酰亚胺衍生物可以是琥珀酰亚胺丙酸酯、羟基琥珀

酰亚胺基、琥珀酰亚胺基羧甲基或琥珀酰亚胺碳酸酯。具体地，当非肽基聚合物其两端具有

反应性醛基团的反应性基团时，其有效最小化非特异性反应并在非肽基聚合物的两端连接

生理活性多肽和免疫球蛋白。通过醛键、通过还原性烷基化生成的最终产物比通过酰胺键

连接的产物远更稳定。反应性醛基选择性地在低pH下结合至N端，并且在高pH(如pH9.0)下

结合至赖氨酸残基以形成共价键。非肽基聚合物两端的反应性基团可彼此相同或不同。例
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如，非肽基聚合物可在一端具有马来酰亚胺基团，而在另一端具有醛基、丙醛基或丁醛基。

当使用两端均具有反应性羟基的聚乙二醇作为非肽基聚合物时，可通过已知的化学反应将

羟基活化成各种反应性基团，或者可以使用市售的具有经修饰的反应性基团的聚乙二醇来

制备本发明的长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂缀合物。

[0047] 此外，免疫球蛋白Fc区在缀合物的制备、纯化和产率方面是有利的，因为不仅分子

量与整个分子相比相对较小，而且材料同质性也大幅增加，并且诱导血液中抗原性的可能

性下降，因为各抗体中的氨基酸序列不同，因此去除了显示高度非同质性的Fab部分。

[0048] 如本文所用，术语“免疫球蛋白Fc区”是指免疫球蛋白的重链恒定区2(CH2)和重链

恒定区3(CH3)——不包括免疫球蛋白的重链和轻链可变区、重链恒定区1(CH1)和轻链恒定

区1(CL1)。其可进一步包括处于重链恒定区的铰链区。而且，本发明的免疫球蛋白Fc区可含

有除免疫球蛋白的重链和轻链可变区之外、包括重链恒定区1(CH1)和/或轻链恒定区1

(CL1)在内的Fc区的部分或全部，只要其具有基本上等同或优于天然蛋白质的效果。此外，

免疫球蛋白Fc区可以是删除了相应于CH2和/或CH3的相对长部分的氨基酸序列的片段。即，

本发明的免疫球蛋白Fc区可包括1)CH1结构域、CH2结构域、CH3结构域和CH4结构域；2)CH1

结构域和CH2结构域；3)CH1结构域和CH3结构域；4)CH2结构域和CH3结构域；5)一个或多个

结构域和免疫球蛋白铰链区(或部分铰链区)的组合；和6)重链恒定区和轻链恒定区的各结

构域的二聚体。

[0049] 此外，本发明的免疫球蛋白Fc区包括天然氨基酸序列及其序列衍生物(突变体)。

氨基酸序列衍生物由于天然氨基酸序列的一个或多个氨基酸残基的删除、插入、非保守或

保守性取代或其组合而具有不同序列。例如，在IgG  Fc中，已知在结合中重要的第214至

238、297至299、318至322、或327至331位的氨基酸残基可用作适当的修饰目标。

[0050] 此外，各种衍生物是可能的，包括如下衍生物：其中能够形成二硫键的区域被删

除、天然Fc的N端的某些氨基酸残基被消除、甲硫氨酸残基被添加至天然Fc的N端等。此外，

为了去除效应子功能，可以删除补体结合位点如Clq结合位点和抗体依赖性细胞介导的细

胞毒性(ADCC)位点。制备免疫球蛋白Fc区的这种序列衍生物的技术在国际公开号WO  97/

34631、WO  96/32478等中被公开。蛋白质和肽中不整体改变分子活性的氨基酸交换在本领

域已知(H.Neurath,R.L.Hill,The  Proteins,Academic  Press,纽约,1979)。最常发生的交

换是Ala/Ser、Val/Ile、Asp/Glu、Thr/Ser、Ala/Gly、Ala/Thr、Ser/Asn、Ala/Val、Ser/Gly、

Thy/Phe、Ala/Pro、Lys/Arg、Asp/Asn、Leu/Ile、Leu/Val、Ala/Glu和Asp/Gly双向。此外，如

需，可通过磷酸化、硫酸化、丙烯酸化、糖基化、甲基化、法尼基化、乙酰化、酰胺化及类似方

式对Fc区进行修饰。

[0051] Fc衍生物是具有与本发明的Fc区相同的生物活性，并且Fc区结构稳定性提高(例

如，针对热、pH或类似情况)的衍生物。

[0052] 此外，这些Fc区可从分离自人和其他动物(包括乳牛、山羊、猪、小鼠、兔、仓鼠、大

鼠、豚鼠等)的天然形式获得，或者可以是其重组体或衍生物——从转化的动物细胞或微生

物获得。在此，其可获自天然形式——通过从人或动物生物体分离完整免疫球蛋白，然后将

其用蛋白酶处理。当木瓜蛋白酶处理时，木瓜蛋白酶将天然免疫球蛋白消化成Fab和Fc区，

并且当胃蛋白酶处理时，天然免疫球蛋白被分割成pF'c和F(ab)2。Fc或pF'c可通过尺寸排

阻色谱法等分离。优选地，人源Fc区是从微生物获得的重组免疫球蛋白Fc区。

说　明　书 6/11 页

9

CN 107106660 B

10



[0053] 此外，免疫球蛋白Fc区可以是具有天然糖链，或相比于天然形式糖链增加或减少

的形式，或者可以是去糖基化形式。免疫球蛋白Fc糖链的增加、减少或去除可利用微生物通

过本领域常用的方法如化学法、酶法和基因工程法来实现。从Fc区去除糖链导致对C1q部分

的结合亲和力显著降低以及抗体依赖性细胞介导的细胞毒性或补体依赖性细胞毒性的降

低或损失，从而不诱导不必要的体内免疫应答。在这方面，去糖基化或非糖基化形式的免疫

球蛋白Fc区可更适于本发明的目的来作为药物载体。

[0054] 如本文所用，术语“去糖基化”是指从Fc区酶促去除糖部分，术语“非糖基化”是指

原核生物(优选大肠杆菌(E.coli))中产生的并且未糖基化的Fc区。

[0055] 同时，免疫球蛋白Fc区可源自人或包括乳牛、山羊、猪、小鼠、兔、仓鼠、大鼠、豚鼠

等在内的其他动物，并且优选源自人。

[0056] 而且，免疫球蛋白Fc区可以是衍生自IgG、IgA、IgD、IgE和IgM的Fc区、其组合或其

混杂体。优选地，其衍生自人血液中最丰富的IgG或IgM，并且最优选衍生自IgG——已知IgG

增强配体结合蛋白的半衰期，但不限于此。

[0057] 如本文所用，术语“组合”是指编码相同来源的单链免疫球蛋白Fc区的多肽连接至

不同来源的单链多肽，以形成二聚体或多聚体。即，二聚体或多聚体可由选自IgG  Fc、IgA 

Fc、IgM  Fc、IgD  Fc和IgE  Fc片段的两个或更多个片段形成。

[0058] 如本文所用，术语“混杂体”是指相应于不同来源的至少两个Fc片段的序列存在于

单链免疫球蛋白Fc区中。在本发明中，不同类型的混杂体是可能的。即，由选自IgG  Fc、IgM 

Fc、IgA  Fc、IgE  Fc和IgD  Fc的CH1、CH2、CH3和CH4的1至4个结构域组成的混杂体是可能的，

并且可包括铰链。

[0059] 另一方面，IgG还可以分为IgG1、IgG2、IgG3和IgG4子类，并且在本发明中，其组合

或杂交是可能的。优选IgG2和IgG4子类，并且最优选IgG4的Fc区，其基本上不具有诸如补体

依赖性细胞毒性(CDC)的效应子功能。

[0060] 也就是说，用于本发明的药物的载体的免疫球蛋白Fc区可以是例如人IgG4衍生的

非糖基化Fc区，但不限于此。人源Fc区比非人源Fc区更优选，非人源Fc区可引起不期望的免

疫应答，例如，其可在人体内充当抗原从而产生新抗体。

[0061] 制备本发明的长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的方法没有具体限制。例如，

韩国专利申请公开号10‑2012‑0139579中描述了制备方法的细节及其效果。

[0062] 使用长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂具有巨大优势，其在于由于血液半衰期

和体内持续性增加，对需要每日给药的慢性患者的给药次数可以显著减少，从而提高患者

的生活质量。因此，这在非酒精性脂肪肝疾病的治疗中非常有帮助。

[0063] 如本文所用，术语“非酒精性脂肪肝疾病”是指没有饮酒史或饮酒与发病无关的脂

肪肝病例。脂肪肝是指相比于正常的甘油三酯水平，肝细胞中的甘油三酯异常积累的现象。

正常肝脏大约5％由脂肪组织组成，并且脂肪的主要成分是甘油三酯、脂肪酸、磷脂、胆固醇

和胆固醇酯。然而，一旦脂肪肝发生，大多数组分被甘油三酯代替。如果甘油三酯量高于肝

重的5％，则其被诊断为脂肪肝。脂肪肝由脂质代谢障碍或肝细胞中携载过多脂肪过程中的

缺陷引起，且主要是由肝脏的脂质代谢障碍引起。在脂肪肝中积累的大部分脂肪可以是甘

油三酯。非酒精性脂肪肝疾病包括非酒精性脂肪肝、非酒精性脂肪性肝炎、肝硬化、肝癌及

类似疾病，但将要利用本发明的组合物预防或治疗的脂肪肝疾病被无限制地包括在内。
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[0064] 如本文所用，术语“预防”是指通过给予本发明的组合物来预防或延迟非酒精性脂

肪肝疾病的所有行为。“治疗”是指使非酒精性脂肪性肝病的症状减轻或发生积极改变的所

有行为。非酒精性脂肪肝疾病的治疗适用于任何可经历非酒精性脂肪肝疾病的哺乳动物，

并且其实例不仅包括人和灵长类动物，而且无限制地包括牛(如乳牛)、猪、绵羊、马、狗和

猫，但优选是人。

[0065] 如本文所用，术语“给药/给予”是指通过适当的方法给患者引入一定量的预定物

质。本发明的组合物可经由任何常见途径被给予，只要其能够到达期望的组织。例如，其可

以是腹膜内、静脉内、肌内、皮下、皮内、口服、局部、鼻内、肺内或直肠内给予，但不限于此。

然而，由于肽在口服给予时被消化，口服给予的组合物的活性成分应被包衣或配制以防止

在胃内降解。优选地，组合物可以以注射剂形式被给予。此外，长效制剂可以通过可将活性

物质输送到目标细胞中的任何装置来给予。

[0066] 本发明的药物组合物的给药剂量和频率由活性成分的类型以及各种因素如待治

疗的疾病、给药途径、患者年龄、性别和体重和疾病严重程度决定。

[0067] 本发明的药物组合物可进一步包括药学上可接受的载体、赋形剂或稀释剂。如本

文所用，术语“药学上可接受的载体”是指不刺激生物体和抑制被给予化合物的生物活性或

特性的载体或稀释剂。就口服给药而言，载体可包括粘合剂、润滑剂、崩解剂、赋形剂、增溶

剂、分散剂、稳定剂、悬浮剂、着色剂和调味剂。就可注射制剂而言，载体可包括缓冲剂、防腐

剂、止痛剂、增溶剂、等渗剂、稳定剂等。就局部给药制剂而言，载体可包括碱(base)、赋形

剂、润滑剂、防腐剂等。

[0068] 本发明的组合物可以与上述药学上可接受的载体组合配制成多种剂型。例如，就

口服给药而言，药物组合物可以被配制成片剂、锭剂、胶囊、酏剂、悬浮液、糖浆或糯米纸囊

剂(wafer)。就可注射制剂而言，药物组合物可被配制在作为单一剂型或多剂量容器的安瓿

瓶中。药物组合物还可以被配制成溶液、悬浮液、片剂、丸剂、胶囊和长效制剂。

[0069] 另一方面，适于药物制剂的载体、赋形剂和稀释剂的实例包括乳糖、右旋糖、蔗糖、

山梨糖醇、甘露糖醇、木糖醇、赤藓糖醇、麦芽糖醇、淀粉、金合欢橡胶(acacia  rubber)、海

藻酸盐、明胶、磷酸钙、硅酸钙、纤维素、甲基纤维素、微晶纤维素、聚乙烯吡咯烷酮、水、羟基

苯甲酸甲酯、羟基苯甲酸丙酯、滑石、硬脂酸镁和矿物油。此外，药物制剂可进一步包括填充

剂、抗凝剂、润滑剂、湿润剂、调味剂和杀菌剂。

[0070] 另一方面中，本发明提供预防或治疗非酒精性肝病的方法，包括以下步骤：向不包

括人类的非酒精性肝病高风险或罹患对象给予包含长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂

的组合物。

[0071] 组合物和非酒精性脂肪肝疾病的描述同上。

[0072] 发明方式

[0073] 下文将通过实施例更加详细地描述本发明。这些实施例仅意图示例本发明，并且

本发明的范围不被解释为受限于这些实施例。

[0074] 实施例1：胃泌酸调节素衍生物的合成

[0075] 在实施例中，合成了具有以下氨基酸序列的胃泌酸调节素衍生物(表1)。

[0076] [表1]
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[0077]
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[0078]

[0079] 表1中，SEQ  ID  NO：19、20、22、25、26、27、32、33和34的每一个中的粗体和下划线的

氨基酸一起成环，并且X表示的氨基酸意指非天然氨基酸，α‑甲基谷氨酸。此外，CA表示4‑咪

唑乙酰基，并且DA表示去氨基组氨酰。

[0080] 下文中，代表性长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂，即通过非肽基聚合物PEG

(聚乙二醇)将Fc与GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂的第30位氨基酸连接的长效GLP‑1/胰

高血糖素受体双激动剂，被制备并用于以下实施例2至3。
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[0081] 实施例2：在含高脂肪、果糖和胆固醇的高反式脂肪饲料摄入ob/ob小鼠模型中，长

效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂对非酒精性脂肪肝疾病的效果的验证

[0082] 为了验证长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂对非酒精性脂肪肝疾病的效果，采

用含高脂肪(40％千卡)、果糖(22％)和胆固醇(2％)的高反式脂肪饮食(HTF饮食)给予ob/

ob小鼠模型8周，以准备非酒精性脂肪肝疾病的动物模型。然后，将长效GLP‑1/胰高血糖素

受体双激动剂以0.7和1.4nmol/kg每两天一次(Q2D)皮下给予小鼠，并重复该给予4周。在4

周测试期间，将动物重量与媒介处理组进行比较。在4周测试完成后，测量并比较肝重。另

外，在4周测试完成后，验证作为纤维化标记的胶原蛋白‑1a、作为促炎性标记的TNF‑α和作

为脂肪生成标记的SREBP‑1c的mRNA。

[0083] 结果是，4周给予后的体重和肝重测量显示，在长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动

剂中，重量与媒介处理组相比显著减少(图1)。这样的结果表明，本发明的长效GLP‑1/胰高

血糖素受体双激动剂可以抑制非酒精性脂肪肝疾病动物模型中发生的增重，并且其可以减

少改善胰岛素抵抗的常规药物的副作用。

[0084] 另外，胶原蛋白‑1a、TNF‑α、SREBP‑1c的mRNA的比较显示，在长效GLP‑1/胰高血糖

素受体双激动剂处理组中，这些mRNA显著减少(图2)。这样的结果表明，本发明的长效GLP‑

1/胰高血糖素受体双激动剂减少非酒精性脂肪肝疾病动物模型中的纤维化、促炎症及类似

状况，并抑制脂肪生成，因而有效用于非酒精性脂肪肝疾病的预防和治疗。

[0085] 实施例3：在高反式脂肪饲料摄入DI0小鼠模型中，长效GLP‑1/胰高血糖素受体双

激动剂对非酒精性脂肪肝疾病的效果的验证

[0086] 为了验证长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂对非酒精性脂肪肝疾病的效果，对

正常小鼠模型(C57BL/6)给予60％高反式脂肪饮食12周，以准备非酒精性脂肪肝疾病的动

物模型。然后，将3nmol/kg的长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂每周一次(QW)皮下给予

小鼠，并重复该给予4周。在4周测试完成后，测量肝脏甘油三酯(肝脏TG)和血清胆固醇。

[0087] 结果是，4周给予后的肝脏甘油三酯和血清胆固醇测量显示，在给予长效GLP‑1/胰

高血糖素受体双激动剂的情况下，其与媒介处理组相比显著减少，并且其显著减少至经历

正常饮食(chow  diet)的正常动物的水平(图3)。这样的结果表明，在非酒精性脂肪肝疾病

的动物模型中，本发明的长效GLP‑1/胰高血糖素受体双激动剂可以使肝脏甘油三酯和血清

胆固醇减少至正常动物水平，因而有效用于非酒精性脂肪肝疾病的预防和治疗。

[0088] 根据以上描述，本领域技术人员将理解，本发明可以在没有改变技术精神或基本

特征的情况下以其他具体形式实施，在这方面，上述实施方式应被理解为在各方面都是示

例性的而非限制性的。本发明的范围应当解释为，所附权利要求(而非详细描述)的含义和

范围以及由同样的思路衍生的所有变化或变动都在本发明的范围内。
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