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(57)【要約】
　本開示は、持続的放出のための医薬製剤ならびに持続
的放出および長い半減期の製剤の組合せによる治療レジ
メンを送達するための方法を提供する。本開示は、ペプ
チドおよび小分子薬物のために改善された薬物動態を提
供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　全身投与のための治療剤であって、活性薬剤および配列番号１～１３のいずれか１つか
ら選択される少なくとも９０個のエラスチン様ペプチド（ＥＬＰ）構造単位を含み、Ｘは
Ｖａｌ、ＧｌｙおよびＡｌａから選択され、ＥＬＰは２６℃～３７℃の間の転移温度を示
す治療剤、ならびに
　１つまたは複数の薬学的に許容される賦形剤
を含む持続的放出医薬製剤。
【請求項２】
　投与すると注射部位からの遅い吸収を提供する、請求項１に記載の医薬製剤。
【請求項３】
　可逆的マトリックスを形成するアミノ酸配列の非存在下での活性薬剤のＰＫプロファイ
ルと比較して、投与すると平らなＰＫプロファイルを提供する、請求項２に記載の医薬製
剤。
【請求項４】
　前記ＰＫプロファイルが浅いＣｍａｘおよび／または低いピーク対トラフ比および／ま
たは長いＴｍａｘを有する、請求項３に記載の医薬製剤。
【請求項５】
　体温での可逆的マトリックスの形成がタンパク質濃度の低下に従って反転する、請求項
１～４のいずれか一項に記載の医薬製剤。
【請求項６】
　前記ＥＬＰが［ＶＰＧＸＧ］１４４を含み、式中、各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され
、Ｖ：Ｇ：Ａの比は
　ａ）５：３：２；
　ｂ）７：２：０；
　ｃ）７：０：２；
　ｄ）６：０：３；および
　ｅ）５：２：２
からなる群から選択される、請求項１～５のいずれか一項に記載の医薬製剤。
【請求項７】
　前記ＥＬＰが［ＸＰＧＶＧ］１４４を含み、式中、各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され
、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：０：４であってよい、請求項１～６のいずれか一項に記載の医
薬製剤。
【請求項８】
　対象がヒトである、請求項１～７のいずれか一項に記載の医薬製剤。
【請求項９】
　対象が非ヒト哺乳動物である、請求項１～７のいずれか一項に記載の医薬製剤。
【請求項１０】
　前記活性薬剤がタンパク質である、請求項１～９のいずれか一項に記載の医薬製剤。
【請求項１１】
　前記治療剤が、前記タンパク質活性薬剤とＥＬＰの間の組換え融合タンパク質である、
請求項１０に記載の医薬製剤。
【請求項１２】
　前記タンパク質活性薬剤が約３０秒～約１０時間、または約３０秒～約１時間の範囲内
の循環半減期を有する、請求項１０に記載の医薬製剤。
【請求項１３】
　前記タンパク質活性薬剤が、ＧＬＰ－１受容体アゴニストもしくはその誘導体、ＶＰＡ
Ｃ２選択的アゴニストもしくはその誘導体、ＧＩＰ受容体アゴニストもしくはその誘導体
、グルカゴン受容体アゴニストもしくはその誘導体、エキセンディン－４もしくはその誘
導体またはインスリンもしくはその誘導体である、請求項１０に記載の医薬製剤。
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【請求項１４】
　ＧＬＰ１受容体アゴニスト、グルカゴン受容体アゴニスト、ＧＩＰ受容体アゴニスト、
エキセンディン－４およびインスリンのうちの少なくとも２つを含む共製剤である、請求
項１３に記載の医薬製剤。
【請求項１５】
　前記治療剤が、前記活性薬剤とＥＬＰの間の化学的コンジュゲートである、請求項１～
１０および１２～１４のいずれか一項に記載の医薬製剤。
【請求項１６】
　前記活性薬剤が化学療法剤、例えばメトトレキサート、ダウノマイシン、マイトマイシ
ン、シスプラチン、ビンクリスチン、エピルビシン、フルオロウラシル、ベラパミル、シ
クロホスファミド、シトシンアラビノシド、アミノプテリン、ブレオマイシン、マイトマ
イシンＣ、デモコルシン、エトポシド、ミトラマイシン、クロラムブシル、メルファラン
、ダウノルビシン、ドキソルビシン、タモキシフェン、パクリタキセル、ビンブラスチン
、カンプトセシン、アクチノマイシンＤ、シタラビンおよびコンブレスタチンから選択さ
れる化学療法剤である、請求項１５に記載の医薬製剤。
【請求項１７】
　前記治療剤が約０．５ｍｇ／ｍＬ～約２００ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在する、請求項１
～１６のいずれか一項に記載の医薬製剤。
【請求項１８】
　前記治療剤が約３０ｍｇ／ｍＬ～約１５０ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在する、請求項１７
に記載の医薬製剤。
【請求項１９】
　前記治療剤が約５０ｍｇ／ｍＬ～約１２５ｍｇ／ｍＬ、または約７５ｍｇ／ｍＬ～約１
１０ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在する、請求項１８に記載の医薬製剤。
【請求項２０】
　前記治療剤が約１００ｍｇ／ｍＬの量で存在する、請求項１９に記載の医薬製剤。
【請求項２１】
　前記治療剤が貯蔵条件で相転移マトリックスを形成しない、請求項１～２０のいずれか
一項に記載の医薬組成物。
【請求項２２】
　前記貯蔵条件が約４０℃未満、約３７℃未満、約３０℃未満、約２７℃未満、または約
２５℃未満である、請求項２１に記載の医薬組成物。
【請求項２３】
　前記貯蔵条件で１カ月を超えて安定している、請求項２２に記載の医薬製剤。
【請求項２４】
　約２５℃で約１カ月を超えて安定している、請求項２３に記載の医薬製剤。
【請求項２５】
　塩化カルシウム、塩化マグネシウム、塩化カリウム、一塩基リン酸カリウム、塩化ナト
リウム、ポリソルベート２０、リン酸ナトリウム、一塩基リン酸ナトリウムおよび二塩基
リン酸ナトリウムのうちの２つ以上を含む、請求項１～２４のいずれか一項に記載の医薬
製剤。
【請求項２６】
　リン酸ナトリウム、塩化ナトリウムおよびポリソルベート２０を含む、請求項２５に記
載の医薬製剤。
【請求項２７】
　１０ｍＭリン酸ナトリウム、１１０ｍＭ塩化ナトリウムおよび０．１％ポリソルベート
２０を含む、請求項２６に記載の医薬製剤。
【請求項２８】
　１週につき約１回、１週につき約２回または１カ月につき１～８回の投与のために前充
填された(pre-dosed)ペンまたはシリンジの形で詰め込まれる、請求項１～２７のいずれ
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か一項に記載の医薬製剤。
【請求項２９】
　活性薬剤および［ＶＰＧＸＧ］１４４または［ＸＰＧＶＧ］１４４を含むＥＬＰアミノ
酸配列を含む治療剤であって、上式で各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、ＥＬＰは２６
℃～３７℃の間の転移温度を示す治療剤、ならびに
　１つまたは複数の薬学的に許容される賦形剤
を含む持続的放出医薬製剤。
【請求項３０】
　投与すると注射部位からの遅い吸収を提供する、請求項２９に記載の医薬製剤。
【請求項３１】
　前記アミノ酸配列の非存在下での前記活性薬剤のＰＫプロファイルと比較して、投与す
ると平らなＰＫプロファイルを提供する、請求項３０に記載の医薬製剤。
【請求項３２】
　前記ＰＫプロファイルが浅いＣｍａｘおよび／または低いピーク対トラフ比および／ま
たは長いＴｍａｘを有する、請求項３１に記載の医薬製剤。
【請求項３３】
　体温での可逆的マトリックスの形成がタンパク質濃度の低下に従って反転する、請求項
２９～３２のいずれか一項に記載の医薬製剤。
【請求項３４】
　Ｖ、ＧおよびＡが
　ａ）５：３：２；
　ｂ）７：２：０；
　ｃ）７：０：２；
　ｄ）６：０：３；
　ｅ）５：２：２；および
　ｆ）５：０：４
からなる群から選択される比である、請求項２９～３３のいずれか一項に記載の医薬製剤
。
【請求項３５】
　前記ＥＬＰが［ＶＰＧＸＧ］１４４から選択されるＥＬＰ単位を含み、上式で各ＸはＶ
である、請求項２９に記載の医薬製剤。
【請求項３６】
　前記活性薬剤がタンパク質である、請求項２９～３５のいずれか一項に記載の医薬製剤
。
【請求項３７】
　前記治療剤が、前記タンパク質活性薬剤と前記アミノ酸配列の間の組換え融合タンパク
質である、請求項３６に記載の医薬製剤。
【請求項３８】
　前記タンパク質活性薬剤が約３０秒～約１０時間、または約３０秒～約１時間の範囲内
の循環半減期を有する、請求項３６に記載の医薬製剤。
【請求項３９】
　前記活性薬剤が、ＧＬＰ－１受容体アゴニストもしくはその誘導体、ＶＰＡＣ２選択的
アゴニストもしくはその誘導体、ＧＩＰ受容体アゴニストもしくはその誘導体、グルカゴ
ン受容体アゴニストもしくはその誘導体、エキセンディン－４もしくはその誘導体または
インスリンもしくはその誘導体である、請求項３６に記載の医薬製剤。
【請求項４０】
　ＧＬＰ１受容体アゴニスト、グルカゴン受容体アゴニスト、ＧＩＰ受容体アゴニスト、
エキセンディン－４およびインスリンのうちの少なくとも２つを含む共製剤である、請求
項３９に記載の医薬製剤。
【請求項４１】
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　前記治療剤が前記活性薬剤と前記アミノ酸配列の間の化学的コンジュゲートである、請
求項２９～３６および３８～４０のいずれか一項に記載の医薬製剤。
【請求項４２】
　前記活性薬剤が、化学療法剤、例えばメトトレキサート、ダウノマイシン、マイトマイ
シン、シスプラチン、ビンクリスチン、エピルビシン、フルオロウラシル、ベラパミル、
シクロホスファミド、シトシンアラビノシド、アミノプテリン、ブレオマイシン、マイト
マイシンＣ、デモコルシン、エトポシド、ミトラマイシン、クロラムブシル、メルファラ
ン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、タモキシフェン、パクリタキセル、ビンブラスチ
ン、カンプトセシン、アクチノマイシンＤ、シタラビンおよびコンブレスタチンから選択
される化学療法剤である、請求項４１に記載の医薬製剤。
【請求項４３】
　前記治療剤が約０．５ｍｇ／ｍＬ～約２００ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在する、請求項２
９～４２のいずれか一項に記載の医薬製剤。
【請求項４４】
　前記治療剤が約３０ｍｇ／ｍＬ～約１５０ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在する、請求項４３
に記載の医薬製剤。
【請求項４５】
　前記治療剤が約５０ｍｇ／ｍＬ～約１２５ｍｇ／ｍＬの範囲、または約７５ｍｇ／ｍＬ
～約１１０ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在する、請求項４４に記載の医薬製剤。
【請求項４６】
　前記治療剤が約１００ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在する、請求項４５に記載の医薬製剤。
【請求項４７】
　前記治療剤が貯蔵条件でマトリックスを形成しない、請求項２９～４６のいずれか一項
に記載の医薬組成物。
【請求項４８】
　前記貯蔵条件が約４０℃未満、または約３７℃未満、または約３０℃未満、または約２
７℃未満、または約２５℃未満である、請求項４７に記載の医薬組成物。
【請求項４９】
　塩化カルシウム、塩化マグネシウム、塩化カリウム、一塩基リン酸カリウム、塩化ナト
リウム、ポリソルベート２０、リン酸ナトリウム、一塩基リン酸ナトリウムおよび二塩基
リン酸ナトリウムのうちの２つ以上を含む、請求項２９～４９のいずれか一項に記載の医
薬製剤。
【請求項５０】
　リン酸ナトリウム、塩化ナトリウムおよびポリソルベート２０を含む、請求項４９に記
載の医薬製剤。
【請求項５１】
　１０ｍＭリン酸ナトリウム、１１０ｍＭ塩化ナトリウムおよび０．１％ポリソルベート
２０を含む、請求項５０に記載の医薬製剤。
【請求項５２】
　１週につき１回、１週につき２回または１カ月につき１～８回の投与のために前充填さ
れた(pre-dosed)ペンまたはシリンジの形で詰め込まれる、請求項２９～５１のいずれか
一項に記載の医薬製剤。
【請求項５３】
　治療剤の持続的放出レジメンを送達するための方法であって、必要とする対象に請求項
１～５２のいずれか一項の製剤を投与することを含み、前記製剤が１カ月につき約１～約
８回投与される方法。
【請求項５４】
　前記治療剤が１カ月につき約１～約８回投与される、請求項５３に記載の方法。
【請求項５５】
　前記製剤が約１週ごとに投与される、請求項５３または５４に記載の方法。
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【請求項５６】
　前記製剤が皮下または筋肉内に投与される、請求項５３～５５のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項５７】
　投与部位が病的部位でない、請求項５３～５５のいずれか一項に記載の方法。
【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１１月２１日に出願の米国特許仮出願第６２／０８２９４５号お
よび２０１４年１２月３１日に出願の米国特許仮出願第６２／０９８６２４号の権益を主
張し、それぞれの内容はあらゆる目的のために参照によりその全体が組み込まれる。
【０００２】
　本開示は、持続的放出のための医薬製剤および持続的放出製剤による治療レジメンを送
達するための方法に関する。
【０００３】
　電子的に提出されるテキストファイルの記載
　これに添えて電子的に提出されるテキストファイルの内容は、参照によりその全体が本
明細書に組み込まれる：配列表のコンピュータ可読フォーマットコピー（ファイル名：PH
AS_031_02WO_SEQLIST_ST25.TXT、記録日：2015年11月20日、ファイルサイズ69キロバイト
）。
【背景技術】
【０００４】
　ペプチドおよび小分子薬物の有効性は、循環中のそのような薬物の半減期によって、ま
た、実質的に一定の血漿レベルを得ることの困難性によってしばしば制限される。例えば
、インクレチンＧＬＰ－１は循環中のその短い半減期に対抗するために比較的高い用量で
投与されなければならず、これらの高い用量は、とりわけ吐き気と関連する。Ｍｕｒｐｈ
ｙおよびＢｌｏｏｍ、Ｎｏｎｐｅｐｔｉｄｉｃ　ｇｌｕｃａｇｏｎ－ｌｉｋｅ　ｐｅｐｔ
ｉｄｅ　１　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ａｇｏｎｉｓｔｓ：Ａ　ｍａｇｉｃ　ｂｕｌｌｅｔ　ｆ
ｏｒ　ｄｉａｂｅｔｅｓ？　ＰＮＡＳ　１０４（３）：６８９～６９０（２００７）。さ
らに、ペプチド剤血管作用性小腸ペプチド（ＶＩＰ）は、一部の推定では、１分未満の半
減期を示し、この薬剤を医薬使用のために非実用的にしている。Ｄｏｍｓｃｈｋｅら、Ｖ
ａｓｏａｃｔｉｖｅ　ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｉｎ　ｍａｎ：ｐｈａｒ
ｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ、ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ａｎｄ　ｃｉｒｃｕｌａｔｏｒｙ　ｅ
ｆｆｅｃｔｓ、Ｇｕｔ　１９：１０４９～１０５３（１９７８）；Ｈｅｎｎｉｎｇおよび
Ｓａｗｍｉｌｌｅｒ、Ｖａｓｏａｃｔｉｖｅ　ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ：
ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｆｆｅｃｔｓ、Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　４９：２７～３７（２００１）。ペプチド薬の短い血漿中半減期は、しば
しば、速い腎クリアランスおよび全身循環中の酵素分解による。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　ペプチドおよび小分子薬物の薬物動態を改善するための戦略が、非常に需要がある。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本開示は、持続的放出のための医薬製剤および持続的放出製剤による治療レジメンを送
達するための方法を提供する。それにより本開示は、ペプチドおよび小分子薬物に改善さ
れた薬物動態を提供する。
【０００７】
　一部の態様では、本開示は持続的放出医薬製剤を提供する。製剤は全身投与のための治
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療剤を含み、ここで、治療剤は活性薬剤および対象の体温で可逆的マトリックスを形成す
ることが可能なアミノ酸配列を含む。可逆的マトリックスは、水素結合（例えば、分子内
および／または分子間水素結合）および疎水性寄与から形成される。製剤は、１つまたは
複数の薬学的に許容される賦形剤および／または希釈剤をさらに含む。マトリックスは、
注射部位から循環への遅い吸収を提供する。持続的放出または注射部位からの遅い吸収は
、濃度が注射部位で放散するときのマトリックスの遅い反転による。製品が循環に移動す
ると、製剤は長い半減期および改善された安定性を付与する。したがって、遅い吸収およ
び長い半減期の特異な組合せが達成され、狭いピーク対トラフ比および／または長いＴｍ
ａｘによる望ましいＰＫプロファイルをもたらす。
【０００８】
　ある特定の実施形態では、対象の体温で可逆的マトリックスを形成することが可能なア
ミノ酸配列は、エラスチン様タンパク質（ＥＬＰ）配列である。ＥＬＰ配列は、エラスチ
ンタンパク質に関係するかまたは模倣物である構造ペプチド単位または配列を含むかまた
はそれからなる。ＥＬＰアミノ酸配列は、選択される製剤で可視的および可逆的逆相転移
を示すことができる。すなわち、アミノ酸配列は転移温度（Ｔｔ）未満で製剤中で構造的
に無秩序および高度に可溶性であることができるが、製剤の温度がＴｔより高いときは急
激な（２～３℃の範囲）無秩序から秩序への相転移を示すことができる。一部の実施形態
では、本開示は、約２６℃～約３７℃の間の転移温度を有する治療剤を提供する。温度に
加えて、ＥＬＰポリマーの長さ、ＥＬＰのアミノ酸組成、イオン強度、ｐＨ、圧、選択さ
れる溶媒、有機溶質の存在およびタンパク質濃度も転移特性に影響することができ、これ
らは所望の吸収プロファイルのために調整することができる。一部の実施形態では、タン
パク質濃度および塩濃度が転移特性（例えば転移温度）に影響する。マトリックスを形成
するＥＬＰアミノ酸配列の例示的な配列または構造が、本明細書に開示される。
【０００９】
　ある特定の実施形態では、全身投与のための活性薬剤は、短い循環半減期、例えば約３
０秒から約１時間、約２時間または約５時間までを有することができるタンパク質または
ペプチドである。一部の実施形態では、タンパク質またはペプチドは、３０秒から約１０
時間までの循環半減期を有する。治療剤は、タンパク質活性薬剤と、マトリックスを形成
することが可能なアミノ酸配列との間の組換え融合タンパク質であってもよい。例示的な
ペプチド活性薬剤には、ＧＬＰ－１受容体アゴニスト（例えば、ＧＬＰ－１またはその誘
導体）、エキセンディン－４もしくはその誘導体、グルカゴン受容体アゴニスト（例えば
、グルカゴン、オキシントモジュリンまたはその誘導体）、ＶＰＡＣ２選択的アゴニスト
（例えば、血管作用性小腸ペプチド（ＶＩＰ）またはその誘導体）、ＧＩＰ受容体アゴニ
スト（例えば、グルコース依存性インスリン分泌性ペプチド（ＧＩＰ）またはその誘導体
）、インスリンもしくはその誘導体、凝固因子、例えば第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子も
しくは第ＩＸ因子、または成長ホルモン受容体アゴニスト（例えば、ヒト成長ホルモン（
ｈＧＨ）またはその機能的誘導体）が含まれる。ペプチド活性薬剤には、１を超える受容
体を活性化する配列、例えばＧＬＰ－１およびグルカゴン受容体の二重アゴニスト、ＧＬ
Ｐ－１およびＧＩＰ受容体の二重アゴニスト、またはＧＬＰ－１、ＧＩＰおよびグルカゴ
ン受容体を活性化することができる三重アゴニストが含まれる。本開示による送達のため
の他のタンパク質および小分子薬物が、本明細書に開示される。注射部位からの遅い吸収
を提供することによって、腎クリアランスおよび分解を制御し、それによって所望のＰＫ
プロファイルを達成することができる。
【００１０】
　他の態様では、本開示は、活性薬剤の持続的放出レジメンを送達するための方法を提供
する。本方法は、必要とする対象に本明細書に記載される製剤を投与することを含み、こ
こで、製剤は１カ月につき約１回～約８回投与される。一部の実施形態では、製剤は約１
週ごとに投与され、皮下または筋肉内（例えば）に投与することができる。一部の実施形
態では、投与部位は病的部位ではなく、すなわち、治療剤は意図された作用部位に直接的
に投与されない。
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【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】３７℃以上への温度の変化によって誘導されたＥＬＰ１タンパク質の相転移（濁
度の増加で示される）を示す図である。この特性は、注射部位からの遅い吸収を提供する
。
【図２】２５℃以上への温度の変化によって誘導されたＥＬＰ４タンパク質の相転移（濁
度の増加で示される）を示す図である。この特性は、デポー様送達を提供する。
【図３】理論によって縛られることを望まないが、ある特定の条件下で水シェルが排除さ
れて水素結合の形成を可能にする、観察された転移のための潜在機構を例示する図である
。
【図４】ＥＬＰ９量体のアミノ酸配列（アルファ、ベータＶ１、ベータＶ２およびデルタ
）を示す図である。この例では、各ＥＬＰ単位は、異なる比の３つのゲスト残基アミノ酸
を有するＶＰＧＸＧ　ＥＬＰ五量体モチーフまたはＸＰＧＶＧ　ＥＬＰ五量体モチーフの
９コピーからなる。
【図５】ＥＬＰポリマーを作製するために使用された再帰的なライゲーション戦略を示す
図である。ＥＬＰ五量体ポリマー挿入断片は、反復ライゲーションを使用してサイズを連
続的に二倍にすることができる。ＰｆｌＭＩおよびＢｇｌＩ部位は同種のオーバーハング
を有するが、ライゲーションされるとき、ＰｆｌＭＩ部位は破壊される。これは、同じ消
化戦略を使用して、新たに構築されたＥＬＰを再び二倍にすることを可能にする。
【図６】ｐＰＥ０２４８プラスミドマップを示す図である。
【図７】ｐＰＥ０２４８リンカーを示す図である。このリンカーは、特異なＢｇｌ　Ｉ制
限酵素部位を使用して、発現および終止のためのイニシエータメチオニンおよび２つの終
止コドンのフレーム内のＶＰＧＸＧ反復配列ポリマーの挿入を可能にする。特異なＸｂａ
　ＩおよびＡｃｃ６５ｉ部位を使用して、その後Ｎ末端融合を追加することができる。
【図８】ＥＬＰアルファ１４４量体バイオポリマーのアミノ酸配列を示す図である。
【図９】ｐＰＥ０２４９プラスミドマップを示す図である。
【図１０】ＥＬＰベータｖ１　１４４量体バイオポリマーのアミノ酸配列を示す図である
。
【図１１】ｐＰＥ０２５０プラスミドマップを示す図である。
【図１２】ＥＬＰベータｖ２　１４４量体バイオポリマーのアミノ酸配列を示す図である
。
【図１３】ｐＰＥ０３６２プラスミドマップを示す図である。
【図１４】ＥＬＰガンマ１４４量体バイオポリマーのアミノ酸配列を示す図である。
【図１５】ｐＰＥ０２５１プラスミドマップを示す図である。
【図１６】ＥＬＰデルタ１４４量体バイオポリマーのアミノ酸配列を示す図である。
【図１７】ｐＰＥ０２５２プラスミドマップを示す図である。
【図１８】１０ｍｇ／ｍＬでの投与の後の異なるＥＬＰバイオポリマーの生のＣａｒｙ濁
度データを示す図である。
【図１９】ＰＥ０２５３（アルファ）、ＰＥ０２５４（ベータｖ１）、ＰＥ０２５５（ガ
ンマ）またはＰＥ０２５６（デルタ）のいずれかの２０ｍｇ／ｋｇの単回の皮下注射を各
々投与した、１群につき１匹の雄および１匹の雌の非ナイーブサルからのＰＫ結果を示す
図である。
【図２０Ａ】雄２匹および雌２匹の４匹のタンパク質ナイーブサルへの１０ｍｇ／ｋｇの
ＰＥ０２５６（デルタ）の単回皮下投与のＰＫ結果を示す図である。図Ａは個々の動物か
らのデータを示す。
【図２０Ｂ】雄２匹および雌２匹の４匹のタンパク質ナイーブサルへの１０ｍｇ／ｋｇの
ＰＥ０２５６（デルタ）の単回皮下投与のＰＫ結果を示す図である。図Ｂは平均を示す。
【図２１Ａ】全て雄の３匹のタンパク質ナイーブサルへの１０ｍｇ／ｋｇのＰＥ０３１１
（ベータｖ２）の単回皮下投与のＰＫ結果を示す図である。図Ａは個々の動物からのデー
タを示す。
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【図２１Ｂ】全て雄の３匹のタンパク質ナイーブサルへの１０ｍｇ／ｋｇのＰＥ０３１１
（ベータｖ２）の単回皮下投与のＰＫ結果を示す図である。図Ｂは平均を示す。
【図２２】２ｍｇ／ｋｇのＰＥ０２５６（デルタ）の単回ＩＶ注射を投与した非ナイーブ
サルのＰＫ結果を示す図である。
【図２３】プラスミドｐＰＥ０３６２に挿入されたｈＧＨ配列を含有するベクターｐＰＥ
０４２９のプラスミドマップを示す図である。合成したｈＧＨ配列を制限酵素ＰｆｌＭＩ
／Ｂｇｌ　Ｉで消化し、プラスミドｐＰＥ０３６２のＢｇｌ　Ｉ部位にサブクローニング
した。
【図２４】ＥＬＰベータＶ２－１４４－ｈＧＨ融合タンパク質（配列番号１４）のアミノ
酸配列を示す図である。ｈＧＨ（下線付き）は、ＥＬＰベータｖ２－１４４配列（太字）
に融合している。単一のＥＬＰ五量体（イタリック）はＣ末端に残存し、Ｂｇｌ　Ｉ制限
部位を保存する。この部位は、さらなるクローニング工程のために使用することができる
。
【図２５】ＥＬＰ１シリーズ１２０量体をｈＧＨ配列のＮ末端に置くプラスミドｐＰＥ０
４２９に挿入されたＥＬＰ１シリーズ３０量体配列を含有する、ベクターｐＰＥ０４３１
のプラスミドマップを示す図である。
【図２６】ＥＬＰ１－１２０量体ｈＧＨ融合タンパク質（配列番号１５）のアミノ酸配列
を示す図である。ｈＧＨ配列（下線付き）は、ＥＬＰ１シリーズ１２０量体配列（太字）
に融合している。
【図２７】ＥＬＰ１シリーズ３０量体をＥＬＰベータＶ２－１４４－ｈＧＨ配列のＣ末端
に置くプラスミドｐＰＥ０４２９に挿入されたＥＬＰ１シリーズ３０量体配列を含有する
、ベクターｐＰＥ０４３０のプラスミドマップを示す図である。ＥＬＰ１シリーズ３０量
体を付加することは、受容体媒介クリアランスを破壊し、したがって、ＥＬＰベータＶ２
－１４４　ｈＧＨ融合タンパク質の循環半減期をさらに増加させる。
【図２８】ＥＬＰ１シリーズ３０量体とのＥＬＰベータＶ２－１４４－ｈＧＨ融合タンパ
ク質のアミノ酸配列を示す図である（配列番号１６）。ｈＧＨ（下線付き）は、ＥＬＰベ
ータｖ２－１４４配列（太字）に融合している。ＥＬＰ１シリーズ３０量体（イタリック
）は、ＥＬＰベータＶ２－１４４－ｈＧＨ配列のＣ末端にある。
【図２９】ＥＬＰ１シリーズ３０量体をＥＬＰ１－１２０－ｈＧＨ配列のＣ末端に置くプ
ラスミドｐＰＥ０４３１に挿入されたＥＬＰ１シリーズ３０量体配列を含有する、ベクタ
ーｐＰＥ０４３２のプラスミドマップを示す図である。ＥＬＰ１シリーズ３０量体を付加
することは、受容体媒介クリアランスを破壊し、したがって、ＥＬＰ１シリーズｈＧＨ融
合タンパク質の循環半減期をさらに増加させる。
【図３０】Ｃ末端のＥＬＰ１－３０量体とのＥＬＰ１－１２０ｈＧＨ融合タンパク質のア
ミノ酸配列を示す図である（配列番号１７）。ｈＧＨ配列（下線付き）は、ＥＬＰ１シリ
ーズ１２０量体配列（太字）およびＥＬＰ１－３０配列（イタリック）に融合している。
【図３１】ベータｖ２シリーズ１４４量体配列を含有するベクターｐＰＥ０３６４のプラ
スミドマップを示す図である。合成したエキセンディン－４配列を制限酵素ＸｂａＩ／Ｂ
ｓｒＧＩで消化し、ＸｂａＩ／Ａｃｃ６５ｉ消化プラスミドｐＰＥ０３６２にサブクロー
ニングした。
【図３２】Ｃ末端のＥＬＰベータＶ２－１４４量体とのエキセンディン－４ＥＬＰベータ
Ｖ２融合タンパク質のアミノ酸配列を示す図である（配列番号１８）。エキセンディン－
４配列（下線付き）は、ＥＬＰベータＶ２－１４４量体配列に融合している。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本開示は、持続的放出のための医薬製剤および持続的放出製剤による治療レジメンを送
達するための方法を提供する。ある特定の実施形態では、本明細書に開示される医薬組成
物は、増強された効能、生物学的利用能、治療半減期、持続性、分解補助などを有する。
それにより本開示は、ペプチドおよび小分子薬物などの活性薬剤に、ピーク対トラフの低
い比による比較的平らなＰＫプロファイルおよび／または長いＴｍａｘを含む、改善され
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た薬物動態を提供する。ＰＫプロファイルは、一部の実施形態では比較的まれな投与スケ
ジュール、例えば１カ月につき１～８回の注射で維持することができる。
【００１３】
　一部の態様では、本開示は持続的放出医薬製剤を提供する。製剤は全身投与のための治
療剤を含み、ここで、治療剤は活性薬剤および対象の体温でマトリックスを形成すること
が可能なアミノ酸配列を含む。可逆的マトリックスは、水素結合（例えば、分子内および
／または分子間水素結合）ならびに疎水性寄与から形成される。製剤は、１つまたは複数
の薬学的に許容される賦形剤および／または希釈剤をさらに含む。マトリックスは、注射
部位から循環への遅い吸収を提供する。理論によって縛られないが、この遅い吸収はタン
パク質濃度が注射部位で低下するときのマトリックスの遅い反転による。遅い吸収プロフ
ァイルは、平らなＰＫプロファイルならびに便利で快適な投与レジメンを可能にする。例
えば、様々な実施形態では、経過日数（例えば、２～約６０日、または約４～約３０日）
の間の活性薬剤の血漿中濃度は、１０倍を超えて、または約５倍を超えて、または約３倍
を超えて変化しない。一般的に、この平らなＰＫプロファイルは、複数回の（実質的に等
間隔の）投与、例えば製剤の少なくとも約２回、少なくとも約５回または少なくとも約１
０回の投与にわたって見られる。一部の実施形態では、遅い吸収は、約５時間を超える、
約１０時間を超える、約２０時間を超える、約３０時間を超えるまたは約５０時間を超え
るＴｍａｘ（最大血漿中濃度までの時間）によって示される。
【００１４】
　可逆的マトリックスを形成するアミノ酸配列
　注射部位からの持続的放出または遅い吸収は、対象の体温で水素結合マトリックスを形
成することが可能なアミノ酸配列ならびに製剤の成分によって制御される。
【００１５】
　一部の実施形態では、アミノ酸配列は、タンパク質骨格基および／または側鎖基を通し
て水素結合を形成する、ならびにマトリックス形成に疎水性相互作用を供与することがで
きる構造単位を含有する。一部の実施形態では、アミノ酸側鎖は水素結合供与基を含有せ
ず、水素結合は実質的にタンパク質骨格を通して形成される。例示的なアミノ酸には、プ
ロリン、アラニン、バリン、グリシンおよびイソロイシン、および類似のアミノ酸が含ま
れる。一部の実施形態では、構造単位は、実質的に反復する構造モチーフおよび実質的に
反復する水素結合能力を生成するように、実質的に反復する構造単位である。これらおよ
び他の実施形態では、アミノ酸配列は少なくとも約１０％、少なくとも約２０％、少なく
とも約４０％または少なくとも約５０％のプロリンを含有し、それは実質的に反復するパ
ターンで配置することができる。この文脈において、実質的に反復するパターンは、アミ
ノ酸配列のプロリン残基の少なくとも約５０％または少なくとも約７５％が、定義可能な
構造単位の一部であることを意味する。さらに他の実施形態では、アミノ酸配列は、セリ
ン、トレオニンおよび／またはチロシンなどの水素結合供与側鎖を有するアミノ酸を含有
する。一部の実施形態では、反復する配列は、１～約４つのプロリン残基を含有すること
ができ、残りの残基は無極性残基、例えばグリシン、アラニン、ロイシン、イソロイシン
およびバリンから独立して選択される。無極性または疎水性の残基は、マトリックスの形
成に疎水性相互作用を供与することができる。
【００１６】
　他の実施形態では、体温でマトリックスを形成することが可能なアミノ酸配列は、ラン
ダムコイルまたは非球状伸長構造を含むことができる。例えば、体温でマトリックスを形
成することが可能なアミノ酸配列は、各々はここに参照により組み込まれる、米国特許出
願公開第２００８／０２８６８０８号、ＷＩＰＯ特許出願公開第２００８／１５５１３４
号および米国特許出願公開第２０１１／０１２３４８７号に開示されるアミノ酸配列を含
むことができる。
【００１７】
　一部の実施形態では、アミノ酸配列は少なくとも４０アミノ酸の非構造化組換えポリマ
ーを含む。非構造化ポリマーは、約１００を超える、約１５０、約２００またはそれを超



(11) JP 2018-500291 A 2018.1.11

10

20

30

40

50

える連続したアミノ酸を含むことができる。一部の実施形態では、アミノ酸配列はランダ
ムコイルドメインを形成する。特に、「ランダムコイル立体配座」を有するか形成するポ
リペプチドまたはアミノ酸ポリマーは、規定の二次および三次構造を実質的に欠く。一部
の実施形態では、非構造化ポリマーは、グリシン（Ｇ）、アスパラギン酸（Ｄ）、アラニ
ン（Ａ）、セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）、グルタミン酸（Ｅ）およびプロリン（Ｐ）
残基の総数がポリマーの全アミノ酸の約８０％超を構成する、少なくとも４０アミノ酸を
有するポリマーと規定される。一部の実施形態では、Ｃｈｏｕ－Ｆａｓｍａｎアルゴリズ
ムによって判定したとき、アミノ酸の少なくとも５０％は二次構造が欠けている。
【００１８】
　アミノ酸配列は、保存温度より高い温度での注射の結果、「ゲル様」状態を形成するこ
とができる。例示的な配列は反復するペプチド単位を有し、および／またはより低い温度
で比較的非構造化されてもよく、より高い温度では水素結合した構造化状態を達成するこ
とができる。
【００１９】
　エラスチン様ペプチド（ＥＬＰ）
　一部の実施形態では、体温でマトリックスを形成することが可能なアミノ酸配列は、４
～１０のアミノ酸の反復単位を有するペプチドである。反復単位は、マトリックスの形成
で１つ、２つまたは３つの水素結合を形成することができる。ある特定の実施形態では、
体温でマトリックスを形成することが可能なアミノ酸配列は、絹糸、エラスチン、コラー
ゲン、ケラチンもしくはその模倣物のアミノ酸配列、またはここに参照により組み込まれ
る米国特許第６，３５５，７７６号に開示されるアミノ酸配列である。
【００２０】
　ある特定の実施形態では、アミノ酸配列はエラスチン様タンパク質（ＥＬＰ）配列であ
る。ＥＬＰ配列は、エラスチンタンパク質に関係するかまたは模倣物である構造ペプチド
単位または配列を含むかまたはそれからなる。ＥＬＰ配列は、３～約２０アミノ酸、また
は一部の実施形態では約４～約１０アミノ酸、例えば約４、約５または約６アミノ酸の構
造単位から構築される。個々の構造単位の長さは異なることができるか、または均一であ
ってもよい。例示的な構造単位は配列番号１～１３（下記）によって規定され、それはタ
ンデム反復単位を含む反復構造単位として用いることができるか、または何らかの組合せ
で用いることができる。したがって、ＥＬＰは、下で規定される配列番号１～１３から選
択される構造単位（複数可）を含むことができるか、または事実上それからなることがで
きる。
【００２１】
　構造単位がＥＬＰ単位である実施形態を含む一部の実施形態では、アミノ酸配列は、約
１～約５００の構造単位、またはある特定の実施形態では約９～約２００の構造単位、ま
たはある特定の実施形態では約１０～２００の構造単位、またはある特定の実施形態では
約５０～約２００の構造単位、またはある特定の実施形態では約８０～約２００の構造単
位、または約８０～約１５０の構造単位を含むかまたは事実上それからなる。一部の実施
形態では、構造単位は、配列番号１～１３の１つまたは複数によって規定されるＥＬＰ単
位である。一部の実施形態では、ＥＬＰは、配列番号１～１３によって規定される単位の
組合せを含む。したがって、構造単位は、約５０～約２０００のアミノ酸残基、または約
１００～約８００のアミノ酸残基、または約２００～約７００のアミノ酸残基、または約
４００～約６００のアミノ酸残基の長さを総合的に有することができる。例示的な実施形
態では、ＥＬＰ構造単位のアミノ酸配列は、約３構造単位、約７構造単位、約９構造単位
、約１０構造単位、約１５構造単位、約２０構造単位、約４０構造単位、約８０構造単位
、約９０構造単位、約１００構造単位、約１２０構造単位、約１４０構造単位、約１４４
構造単位、約１６０構造単位、約１８０構造単位、約２００構造単位または約５００構造
単位を含むかまたは事実上それからなる。例示的な実施形態では、構造単位は、約４５ア
ミノ酸残基、約９０アミノ酸残基、約１００アミノ酸残基、約２００アミノ酸残基、約３
００アミノ酸残基、約４００アミノ酸残基、約５００アミノ酸残基、約６００アミノ酸残
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基、約７００アミノ酸残基、約８００アミノ酸残基または約１０００アミノ酸残基の長さ
を総合的に有する。
【００２２】
　アミノ酸配列は、選択される製剤で可視的および可逆的逆相転移を示すことができる。
すなわち、アミノ酸配列は転移温度（Ｔｔ）未満において製剤中で構造的に無秩序および
高度に可溶性であることができるが、製剤の温度がＴｔより高いときは急激な（２～３℃
の範囲）無秩序から秩序への相転移またはコアセルベーションを示すことができる。アミ
ノ酸ポリマーの温度、長さに加えて、アミノ酸組成、イオン強度、ｐＨ、圧、選択される
溶媒、有機溶質の存在およびタンパク質濃度も転移特性に影響することができ、これらは
所望の吸収プロファイルのために製剤で調整することができる。活性薬剤の血漿中濃度ま
たは活性を経時的に判定することによって、吸収プロファイルを容易に試験することがで
きる。
【００２３】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰ成分（複数可）は、以下を非限定的に含む構造単位で
形成することができる：
　（ａ）テトラペプチドＶａｌ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－ＧｌｙまたはＶＰＧＧ（配列番号１）
；
　（ｂ）テトラペプチドＩｌｅ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－ＧｌｙまたはＩＰＧＧ（配列番号２）
；
　（ｃ）ペンタペプチドＶａｌ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｘ－Ｇｌｙ（配列番号３）またはＶＰ
ＧＸＧ、ここでＸは任意の天然または非天然のアミノ酸残基であり、Ｘはポリマーまたは
オリゴマー反復配列の間で任意選択により異なる；
　（ｄ）ペンタペプチドＡｌａ－Ｖａｌ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－ＰｒｏまたはＡＶＧＶＰ（配
列番号４）；
　（ｅ）ペンタペプチドＩｌｅ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｘ－ＧｌｙまたはＩＰＧＸＧ（配列番
号５）、ここでＸは任意の天然または非天然のアミノ酸残基であり、Ｘはポリマーまたは
オリゴマー反復配列の間で任意選択により異なる；
　（ｅ）ペンタペプチドＩｌｅ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－ＧｌｙまたはＩＰＧＶＧ（配
列番号６）；
　（ｆ）ペンタペプチドＬｅｕ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｘ－ＧｌｙまたはＬＰＧＸＧ（配列番
号７）、ここでＸは任意の天然または非天然のアミノ酸残基であり、Ｘはポリマーまたは
オリゴマー反復配列の間で任意選択により異なる；
　（ｇ）ペンタペプチドＬｅｕ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－ＧｌｙまたはＬＰＧＶＧ（配
列番号８）；
　（ｈ）ヘキサペプチドＶａｌ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－ＧｌｙまたはＶＡＰ
ＧＶＧ（配列番号９）；
　（ｉ）オクタペプチドＧｌｙ－Ｖａｌ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－Ｇ
ｌｙまたはＧＶＧＶＰＧＶＧ（配列番号１０）；
　（ｊ）ノナペプチドＶａｌ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－Ｇｌｙ－Ａｌ
ａ－ＧｌｙまたはＶＰＧＦＧＶＧＡＧ（配列番号１１）；
　（ｋ）ノナペプチドＶａｌ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ｇｌ
ｙ－ＧｌｙまたはＶＰＧＶＧＶＰＧＧ（配列番号１２）；および
　（ｌ）ペンタペプチドＸａａ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－ＧｌｙまたはＸＰＧＶＧ（配
列番号１３）、ここでＸは任意の天然または非天然のアミノ酸残基であり、Ｘはポリマー
またはオリゴマー反復配列の間で任意選択により異なる。
【００２４】
　配列番号１～１３によって規定されるそのような構造単位は構造反復単位を形成するこ
とができるか、またはＥＬＰを形成するために組合せで使用することができる。一部の実
施形態では、ＥＬＰ成分は、配列番号１～１３から選択される構造単位の１つまたは組合
せ（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９または１０個）から完全に（またはほとん
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ど完全に）形成される。他の実施形態では、ＥＬＰ成分の少なくとも約７５％、または少
なくとも約８０％、または少なくとも約９０％は、配列番号１～１３から選択される構造
単位の１つまたは組合せから形成され、それは反復単位として存在することができる。
【００２５】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰはＶａｌ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｘ－Ｇｌｙ（配列番号３
）のタンデム反復単位を含む反復配列単位を含有し、ここでＸは上で規定される通りであ
り、ＥＬＰ成分全体（ＶＰＧＸＧ（配列番号３）以外の構造単位を含むことができる）に
関してとられるＶａｌ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｘ－Ｇｌｙ（配列番号３）単位の百分率は、Ｅ
ＬＰの約５０％超、または約７５％超、または約８５％超、または約９５％超である。Ｅ
ＬＰは配列番号３の５～１５構造単位（例えば、約９または約１０構造単位）のモチーフ
を含有することができ、ゲスト残基Ｘはモチーフ中の単位の少なくとも２つまたは少なく
とも３つの間で異なる。ゲスト残基は、例えば、無極性または疎水性の残基、例えばアミ
ノ酸Ｖ、Ｉ、Ｌ、Ａ、ＧおよびＷから独立して選択することができる（および、所望の逆
相転移特性を保持するように選択することができる）。ある特定の実施形態では、ゲスト
残基は、Ｖ、ＧおよびＡから選択される。
【００２６】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰはＸａａ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－Ｇｌｙ（配列番
号１３）のタンデム反復単位を含む反復配列単位を含有し、ここでＸは上で規定される通
りであり、ＥＬＰ成分全体（ＸＰＧＶＧ（配列番号１３）以外の構造単位を含むことがで
きる）に関してとられるＸａａ－Ｐｒｏ－Ｇｌｙ－Ｖａｌ－Ｇｌｙ（配列番号１３）単位
の百分率は、ＥＬＰの約５０％超、または約７５％超、または約８５％超、または約９５
％超である。ＥＬＰは配列番号１３の５～１５構造単位（例えば、約９または約１０構造
単位）のモチーフを含有することができ、ゲスト残基Ｘはモチーフ中の単位の少なくとも
２つまたは少なくとも３つの間で異なる。ゲスト残基は、例えば、無極性または疎水性の
残基、例えばアミノ酸Ｖ、Ｉ、Ｌ、Ａ、ＧおよびＷから独立して選択することができる（
および、所望の逆相転移特性を保持するように選択することができる）。ある特定の実施
形態では、ゲスト残基は、ＶおよびＡから選択される。
【００２７】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰは、配列番号１～１３のいずれかのタンデム反復単位
を含む反復単位を、単独でまたは組合せで含有する。一部の実施形態では、ＥＬＰは配列
番号１～１３のいずれかの２つ以上の反復配列を組合せで含有する。ある特定の実施形態
では、ＥＬＰは配列番号３および配列番号１３の反復配列を含有する。一部の実施形態で
は、ＥＬＰは配列番号３および配列番号１３の反復配列を含有し、ここで、ゲスト残基は
、例えば、無極性または疎水性の残基、例えばアミノ酸Ｖ、Ｉ、Ｌ、Ａ、ＧおよびＷから
独立して選択される（および、所望の逆相転移特性を保持するように選択することができ
る）。ある特定の実施形態では、ゲスト残基は、Ｖ、ＧおよびＡから選択される。
【００２８】
　一部の実施形態では、ＥＬＰは、本明細書に開示される１つまたは複数のＥＬＰ構造単
位の９コピーを含む９量体を含む。一部の実施形態では、ＥＬＰは、本明細書に開示され
るペンタペプチドの９コピーを含む９量体を含む。一部の実施形態では、ＥＬＰは、配列
番号３および１３を任意の組合せで含む９量体を含む。一部の実施形態では、ＥＬＰは、
配列番号３および１３が交互に並ぶ配列を含む。例えば、１８、２７、３６、４５、５４
、６３、７２、８１、９０、９９、１０８、１１７、１２６、１３５、１４４、１５３、
１６２、１７１または１８０コピーの９量体を有するＥＬＰを生成するために、様々な数
の９量体のＥＬＰを組み合わせることができる。
【００２９】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰは配列番号３を含む９量体を含み、ここで、ゲスト残
基はＶ、ＧおよびＡから選択される。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは配列番号３を含
む９量体を含み、ここで、Ｖ、ＧおよびＡは７：２：０（アルファ）の比である。ある特
定の実施形態では、ＥＬＰは配列番号３を含む９量体を含み、ここで、Ｖ、ＧおよびＡは



(14) JP 2018-500291 A 2018.1.11

10

20

30

40

50

７：０：２（ベータｖ１）の比である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは配列番号３を
含む９量体を含み、ここで、Ｖ、ＧおよびＡは６：０：３（ベータｖ２）の比である。あ
る特定の実施形態では、ＥＬＰは配列番号３を含む９量体を含み、ここで、Ｖ、Ｇおよび
Ａは５：２：２（ガンマ）の比である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは配列番号１３
を含む９量体を含み、ここで、ゲスト残基はＶ、ＧおよびＡから選択される。ある特定の
実施形態では、ＥＬＰは配列番号１３を含む９量体を含み、ここで、Ｖ、ＧおよびＡは５
：０：４（デルタ）の比である。例示的な９量体が、表１に開示される。表２は、いくつ
かの例示的な９量体の転移温度を示す。
【００３０】
【表１】

【００３１】
【表２】

【００３２】
　一部の実施形態では、ＥＬＰは、表１に掲載される９量体の組合せを含む。一部の実施
形態では、ＥＬＰは、アルファ、ベータｖ１、ベータｖ２および／またはデルタ９量体の
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組合せを含む。例えば、ガンマＥＬＰは、１４４量体が構築されるまで１６コピーのアル
ファ９量体およびベータｖ１　９量体を交互に並べることによって構築される。ある特定
の実施形態では、ＥＬＰはアルファおよびベータｖ１　９量体の組合せを含む。ある特定
の実施形態では、ＥＬＰはアルファおよびベータｖ２　９量体の組合せを含む。ある特定
の実施形態では、ＥＬＰはアルファおよびデルタ９量体の組合せを含む。ある特定の実施
形態では、ＥＬＰはベータｖ１およびベータｖ２　９量体の組合せを含む。ある特定の実
施形態では、ＥＬＰはベータｖ１およびデルタ９量体の組合せを含む。ある特定の実施形
態では、ＥＬＰはベータｖ２およびデルタ９量体の組合せを含む。ある特定の実施形態で
は、ＥＬＰは、アルファ、ベータｖ１およびベータｖ２　９量体の組合せを含む。ある特
定の実施形態では、ＥＬＰは、アルファ、ベータｖ１およびデルタ９量体の組合せを含む
。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは、アルファ、ベータｖ２およびデルタ　９量体の組
合せを含む。例えば、特定の配置では、ＥＬＰベータｖ２は、以下の配列で繰り返される
構造単位の以下のゲスト残基を含むことができる：Ａ－Ｖ－Ａ－Ｖ－Ｖ－Ａ－Ｖ－Ａ－Ｖ
。繰り返される配列は、ＥＬＰ中で約１０回、約１５回、約１６回、約２０回、約２５回
、約３０回または約３５回以上連続して繰り返すことができる。一部の態様では、ＥＬＰ
は、約１０～約２０個の繰り返された配列を含有する。他の態様では、ＥＬＰは、約１５
～２０個の繰り返された配列を含有する。一部の態様では、ＥＬＰは、約１６個の繰り返
された配列を含有する。
【００３３】
　一部の実施形態では、ＥＬＰは、本明細書に開示される１つまたは複数のＥＬＰ構造単
位の１０コピーを含む１０量体を含む。一部の実施形態では、ＥＬＰは、本明細書に開示
されるペンタペプチドの１０コピーを含む１０量体を含む。一部の実施形態では、ＥＬＰ
は、配列番号３および１３を任意の組合せで含む１０量体を含む。一部の実施形態では、
ＥＬＰは、配列番号３および１３が交互に並ぶ配列を含む。様々な数の１０量体のＥＬＰ
を組み合わせて、例えば、２０、３０、４０、６０、９０、１００、１２０、１５０、１
６０または２００コピーの１０量体を備えるＥＬＰを生成することができる。例示的な１
０量体が、表３に開示される。
【００３４】
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【表３】

【００３５】
　一部の実施形態では、ＥＬＰはβターン構造を形成することができる。βターン構造を
形成するのに適する例示的なペプチド配列は、国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ９６／０５１８
６に記載され、それはここに参照により完全に組み込まれる。例えば、配列ＶＰＧＸＧ（
配列番号３）の第４の残基（Ｘ）は、βターンの形成を排除することなく変更することが
できる。
【００３６】
　例示的なＥＬＰの構造は、表記ＥＬＰｋ［ＸｉＹｊ－ｎ］を使用して記載することがで
き、ここで、ｋは特定のＥＬＰ反復配列単位を指定し、括弧中の大文字は一文字アミノ酸
コードであり、それらの対応する下付き文字は構造単位中の各ゲスト残基Ｘの相対比を指
定し（該当する場合）、ｎはＥＬＰの全長を構造反復配列の数で記載する。例えば、ＥＬ
Ｐ１［Ｖ５Ａ２Ｇ３－１０］は、ペンタペプチドＶＰＧＸＧ（配列番号３）の１０反復単
位を含有するＥＬＰ成分を指定し、ここでＸは約５：２：３の相対比のバリン、アラニン
およびグリシンであり；ＥＬＰ１［Ｋ１Ｖ２Ｆ１－４］は、ペンタペプチドＶＰＧＸＧ（
配列番号３）の４反復単位を含有するＥＬＰ成分を指定し、ここでＸは約１：２：１の相
対比のリジン、バリンおよびフェニルアラニンであり；ＥＬＰ１［Ｋ１Ｖ７Ｆ１－９］は
、ペンタペプチドＶＰＧＸＧ（配列番号３）の９反復単位を含有するポリペプチドを指定
し、ここでＸは約１：７:１の相対比のリジン、バリンおよびフェニルアラニンであり；
ＥＬＰ１［Ｖ－５］は、ペンタペプチドＶＰＧＸＧ（配列番号３）の５反復単位を含有す
るポリペプチドを指定し、ここでＸはバリンであり；ＥＬＰ１［Ｖ－２０］は、ペンタペ
プチドＶＰＧＸＧ（配列番号３）の２０反復単位を含有するポリペプチドを指定し、ここ
でＸはバリンであり；ＥＬＰ２［５］は、ペンタペプチドＡＶＧＶＰ（配列番号４）の５
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反復単位を含有するポリペプチドを指定し；ＥＬＰ３［Ｖ－５］は、ペンタペプチドＩＰ
ＧＸＧ（配列番号５）の５反復単位を含有するポリペプチドを指定し、ここでＸはバリン
であり；ＥＬＰ４［Ｖ－５］は、ペンタペプチドＬＰＧＸＧ（配列番号７）の５反復単位
を含有するポリペプチドを指定し、ここでＸはバリンである。
【００３７】
　ＥＬＰに関して、Ｔｔはゲスト残基の疎水性の関数である。したがって、ゲスト残基（
複数可）の同一性およびそれらのモル分率（複数可）を変えることによって、広い範囲に
わたって逆転移を示すＥＬＰを合成することができる。したがって、ＥＬＰ配列により大
きな分率の疎水性ゲスト残基を組み込むことによって、所与のＥＬＰ長のＴｔを低下させ
ることができる。適する疎水性ゲスト残基の例には、バリン、ロイシン、イソロイシン、
フェニルアラニン、トリプトファンおよびメチオニンが含まれる。中程度疎水性であるチ
ロシンを、使用することもできる。反対に、グルタミン酸、システイン、リジン、アスパ
ラギン酸、アラニン、アスパラギン、セリン、トレオニン、グリシン、アルギニンおよび
グルタミンから選択されるものなどの残基を組み込むことによって、Ｔｔを増加させるこ
とができる。
【００３８】
　分子量が１００，０００を超えるポリペプチドについては、ＰＣＴ／ＵＳ９６／０５１
８６（ここに参照により完全に組み込まれる）に開示される疎水性スケールは、特定のＥ
ＬＰ配列のおよそのＴｔを予測するための１つの手段を提供する。分子量が１００，００
０未満のポリペプチドについては、Ｔｔは以下の二次関数：Ｔｔ＝Ｍ０＋Ｍ１Ｘ＋Ｍ２Ｘ
２によって予測または判定することができ、ここでＸは融合タンパク質のＭＷであり、Ｍ
０＝１１６．２１；Ｍ１＝－１．７４９９；Ｍ２＝０．０１０３４９である。
【００３９】
　一部の実施形態では、ＥＬＰは、製剤条件で約１０～約３７℃、例えば約２０～約３７
℃、または約２５℃～約３７℃の範囲のＴｔを提供するように選択または設計される。一
部の実施形態では、わずかに低い末梢体温を考慮すると、生理的条件（例えば、０．９％
食塩水）での転移温度は約３４℃～３６℃である。
【００４０】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］ｍを含み、ここでｍは１～２００の
任意の数である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］ｍを含み、ここでｍ
は１～２００の任意の数であり、各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択される。ある特定の実施
形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］ｍを含み、ここでｍは１～２００の任意の数であり、
各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：３：２であってよい。ある
特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］９０を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡ
から選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：３：２であってよい。例えば、体温で水素結合マ
トリックスを形成することが可能なアミノ酸配列は［ＶＰＧＸＧ］１２０を含み、ここで
各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：３：２であってよい。本明
細書に示されるように、このＥＬＰの１２０の構造単位は、約５～１５ｍｇ／ｍｌ（例え
ば、約１０ｍｇ／ｍｌ）のタンパク質で約３７℃の転移温度を提供することができる。約
５０～約１００ｍｇ／ｍＬの濃度で、相転移温度は摂氏約３５．５度（体温のすぐ下）で
あり、それは末梢体温が３７℃のすぐ下であることを可能にする。一部の実施形態では、
ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］１４４を含むことができ、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択
され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：３：２であってよい。一部の実施形態では、ＥＬＰは［Ｖ
ＰＧＸＧ］１８０を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は
約５：３：２であってよい。
【００４１】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］ｍを含み、ここでｍは１～２００の
任意の数であり、各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約７：２：０で
ある。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］９０を含み、ここで各ＸはＶ、
ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約７：２：０である。ある特定の実施形態で
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は、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］１２０を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、
Ｖ：Ｇ：Ａの比は約７：２：０である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ
］１４４を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約７：２
：０である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］１８０を含み、ここで各
ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約７：２：０である。
【００４２】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］ｍを含み、ここでｍは１～２００の
任意の数であり、各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約７：０：２で
ある。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］９０を含み、ここで各ＸはＶ、
ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約７：０：２である。ある特定の実施形態で
は、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］１２０を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、
Ｖ：Ｇ：Ａの比は約７：０：２である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ
］１４４を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約７：０
：２である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］１８０を含み、ここで各
ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約７：０：２である。
【００４３】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］ｍを含み、ここでｍは１～２００の
任意の数であり、各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約６：０：３で
ある。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］９０を含み、ここで各ＸはＶ、
ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約６：０：３である。ある特定の実施形態で
は、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］１２０を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、
Ｖ：Ｇ：Ａの比は約６：０：３である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ
］１４４を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約６：０
：３である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］１８０を含み、ここで各
ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約６：０：３である。
【００４４】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］ｍを含み、ここでｍは１～２００の
任意の数であり、各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：２：２で
ある。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］９０を含み、ここで各ＸはＶ、
ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：２：２である。ある特定の実施形態で
は、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］１２０を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、
Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：２：２である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ
］１４４を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：２
：２である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］１８０を含み、ここで各
ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：２：２である。
【００４５】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＸＰＧＶＧ］ｍを含み、ここでｍは１～２００の
任意の数である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＸＰＧＶＧ］ｍを含み、ここでｍ
は１～２００の任意の数であり、各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択される。ある特定の実施
形態では、ＥＬＰは［ＸＰＧＶＧ］ｍを含み、ここでｍは１～２００の任意の数であり、
各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：０：４である。ある特定の
実施形態では、ＥＬＰは［ＸＰＧＶＧ］９０を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選
択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：０：４である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［Ｘ
ＰＧＶＧ］１２０を含み、ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は
約５：０：４である。ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＸＰＧＶＧ］１４４を含み、
ここで各ＸはＶ、ＧおよびＡから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：０：４である。ある
特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＸＰＧＶＧ］１８０を含み、ここで各ＸはＶ、Ｇおよび
Ａから選択され、Ｖ：Ｇ：Ａの比は約５：０：４である。
【００４６】
　ある特定の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＶＧ］ｍを含み、ここでｍは１～２００の
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任意の数である。一部の実施形態では、ＥＬＰは［ＶＰＧＶＧ］９０または［ＶＰＧＶＧ
］１２０を含む。本明細書に示されるように、このＥＬＰの１２０構造単位は、約０．０
０５～約０．０５ｍｇ／ｍｌ（例えば、約０．０１ｍｇ／ｍｌ）のタンパク質で約３７℃
の転移温度を提供することができる。あるいは、ＥＬＰは［ＶＰＧＸＧ］１４４または［
ＸＰＧＶＧ］１４４を含む。本明細書に示される（表２）ように、これらのＥＬＰのいず
れかの１４４構造単位は、両端を含む２８℃～３５℃の転移温度を提供することができる
。
【００４７】
　様々な実施形態では、意図される対象はヒトであり、体温は約３７℃であり、したがっ
て、治療剤はこの温度（例えば約２８℃から約３７℃まで）でまたはその近くで持続的放
出を提供するように設計される。水素結合および／または疎水性相互作用の反転による循
環への徐放性は、体温が一定であっても、製品が注射部位で拡散するときの濃度の低下に
よって推進される。他の実施形態では、対象は非ヒト哺乳動物であり、治療剤は、一部の
実施形態では、例えばある特定の飼いならされたペット（例えば、イヌまたはネコ）また
は畜産動物（例えば、ウシ、ウマ、ヒツジまたはブタ）については約３０～約４０℃であ
ってよい哺乳動物の体温で持続的放出を示すように設計される。一般的に、治療剤が注射
のために溶液のままであるように、Ｔｔは製剤の保存条件（１０～約２５℃、または１５
～２２℃であってよい）より高い。
【００４８】
　一部の実施形態では、ＥＬＰは、両端を含む２７℃～３６℃の範囲で、転移温度を提供
することができる。一部の実施形態では、ＥＬＰは、両端を含む２８℃～３５℃の範囲で
、転移温度を提供することができる。一部の実施形態では、ＥＬＰは、両端を含む２９℃
～３４℃の範囲で、転移温度を提供することができる。一部の実施形態では、ＥＬＰは、
両端を含む２７℃～３３℃の範囲で、転移温度を提供することができる。一部の実施形態
では、ＥＬＰは、両端を含む３０℃～３３℃の範囲で、転移温度を提供することができる
。一部の実施形態では、ＥＬＰは、両端を含む３１℃～３１℃の範囲で、転移温度を提供
することができる。一部の実施形態では、ＥＬＰは、２７℃、２８℃、２９℃、３０℃、
３１℃、３２℃、３３℃、３４℃、３５℃または３６℃の転移温度を提供することができ
る。一部の実施形態では、ＥＬＰは、１１０ｍＭのＮａＣｌ中に１０ｍｇ／ｍＬのタンパ
ク質濃度で、両端を含む２８℃～３５℃の範囲で転移温度を提供することができる。
【００４９】
　エラスチン様ペプチド（ＥＬＰ）タンパク質ポリマーおよび組換え融合タンパク質は、
ここに参照により組み込まれる、米国特許出願公開第２０１０／００２２４５５号に記載
されている通りに調製することができる。一部の実施形態では、ＥＬＰタンパク質ポリマ
ーは、任意の配列および広範囲の分子量にわたる特定の長さの高度に反復性のポリペプチ
ドをコードするＤＮＡを急速にクローニングするために、反復ライゲーションを通して構
築される。単一のサイクルでは、各々オリゴマーのコピーを含有する親プラスミドの２つ
の半分を一緒にライゲーションし、それによってオリゴマーを二量体化して機能的プラス
ミドを再構成する。所望の数の反復配列を有するオリゴマー遺伝子を組み立てるために、
この過程を反復して実行する。例えば、１つのＥＬＰ構造サブユニット（例えば、ペンタ
ペプチドまたはペンタペプチドの９量体）がベクターに挿入される。ベクターを消化し、
別のＥＬＰ構造単位（例えば、ペンタペプチドまたはペンタペプチドの９量体）を挿入す
る。ＥＬＰポリマーが所望の長さになるまで、以降の各回の消化およびライゲーションは
、結果として生じるベクターに含有されるＥＬＰ構造単位の数を倍増する。最初の構造単
位中のペンタペプチドの数を変えることによって、様々な長さのＥＬＰを容易に構築する
ことができる。ＥＬＰの代替の長さを生成するために、構築の代替手段（すなわち、反復
ライゲーション以外の）を使用することができる。
【００５０】
　一部の実施形態では、ベクターは１つまたは複数の追加のアミノ酸またはＥＬＰ構造単
位反復配列を含有する。例えば、ｐＰＥ０２４８（図６）は、ゲスト位置にバリンを有す
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る１４４量体のＮ末端に追加の五量体反復配列を、およびゲスト残基にトリプトファンを
有するＣ末端に追加の五量体を追加する。分子の吸光係数を増加させ、例えば２８０ｎｍ
で吸光度のより優れた測定を可能にする手段としてトリプトファンを使用することができ
、そのことはタンパク濃度の判定または精製中のタンパク含有量のモニタリングのために
有益である可能性がある。いずれかの末端に追加される五量体は、コードするＤＮＡがＥ
ＬＰコード配列のいずれかの末端への融合パートナーのクローニングのための制限酵素認
識部位を含有するように、設計することもできる。
【００５１】
　一部の実施形態では、治療剤は活性薬剤および１つまたは複数のＥＬＰを含む。一部の
実施形態では、治療剤は、Ｎ末端またはＣ末端のいずれかに１つまたは複数のＥＬＰを有
する活性薬剤を含む。一部の実施形態では、治療剤は、Ｎ末端またはＣ末端の両方に１つ
または複数のＥＬＰを有する活性薬剤を含む。一部の実施形態では、ＥＬＰは概ね同じサ
イズである。一部の実施形態では、ＥＬＰはサイズが異なる。一部の実施形態では、一方
の末端のＥＬＰは、他方の末端のＥＬＰより大きい。一部の実施形態では、Ｎ末端のＥＬ
ＰはＣ末端のＥＬＰより大きい。一部の実施形態では、Ｃ末端のＥＬＰはＮ末端のＥＬＰ
より大きい。
【００５２】
　活性薬剤
　ペプチド活性薬剤
　様々な実施形態では、活性薬剤は、それ自体で短い循環半減期、例えば約３０秒～約１
時間を有することができるタンパク質またはペプチドである。治療剤は、タンパク質活性
薬剤と、対象の体温で水素結合マトリックスを形成することが可能なアミノ酸配列（例え
ば、ＥＬＰ）との間の組換え融合タンパク質であってもよい。任意の適当なペプチド活性
薬剤を、本開示の治療剤で使用することができる。例示的なペプチド活性薬剤には、ＧＩ
Ｐ受容体アゴニスト、例えばグルコース依存性インスリン分泌性ペプチド（ＧＩＰ）また
はその誘導体が含まれる。さらなる例示的なペプチド活性薬剤には、ＧＬＰ１受容体アゴ
ニスト、例えばＧＬＰ－１またはその誘導体（ＧＬＰ１　７－３６またはＧＬＰ１　７－
３７を含む）またはエキセンディン－４またはその誘導体が含まれる。他の実施形態では
、タンパク質またはペプチド薬剤は、グルカゴン受容体アゴニストである（グルカゴン、
オキシントモジュリンまたはその誘導体を含む）。他の実施形態では、本開示は、ＧＬＰ
１受容体アゴニスト、グルカゴン受容体アゴニスト、ＧＩＰ受容体アゴニスト、ＶＰＡＣ
２選択的アゴニスト、例えば血管作用性小腸ペプチド（ＶＩＰ）もしくはその誘導体、凝
固因子、例えば第ＶＩＩ因子、第ＶＩＩＩ因子もしくは第ＩＸ因子、インスリン（例えば
、ここに参照により組み込まれる、米国特許出願公開第２０１３／０１５０２９１号に記
載される、単鎖インスリンまたはＡ鎖もしくはＢ鎖融合タンパク質）、またはモノクロー
ナル抗体もしくは単鎖抗体のうちの任意の２つの共製剤を提供する。あるいは、活性薬剤
は、ここに参照により組み込まれる、米国特許出願公開第２０１１／０１２３４８７号に
記載されている通りである。
【００５３】
　タンパク質治療薬の半減期は、タンパク質治療薬のサイズ、したがって流体力学的な量
を増加させること、改変されたか非天然のアミノ酸を追加すること、部分のコンジュゲー
ション（例えばペグ化）、合成配列（例えば、ＸＴＥＮ（登録商標）配列、ＰＡＳｙｌａ
ｔｉｏｎ（登録商標））の付加、ｈＣＧからのカルボキシ末端伸長（ＣＴＰ）、アルブミ
ン結合性配列（例えばＡｌｂｕｄＡｂ（登録商標））の付加、アルブミン結合性脂肪酸の
コンジュゲーション、翻訳後修飾、例えばＮ－グリコシル化および他のペプチドへの融合
、または哺乳動物の異種タンパク質、例えばアルブミン、トランスフェリンもしくは抗体
Ｆｃ配列との融合を含む、様々な手段によって延長することができる。そのような配列は
、米国特許第７，２３８，６６７号（特にアルブミン抱合体に関する）、米国特許第７，
１７６，２７８号（特にトランスフェリンコンジュゲートに関する）および米国特許第５
，７６６，８８３号に記載される。
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【００５４】
　一部の実施形態では、本開示は、本明細書に開示される１つまたは複数の活性ペプチド
薬剤の誘導体、変異体または突然変異体を提供する。一部の実施形態では、誘導体、変異
体または突然変異体は、天然の治療的ペプチド薬剤のアミノ酸配列と比較して、１つまた
は複数のアミノ酸置換を含有する。一部の実施形態では、１～２０アミノ酸が置換される
。一部の実施形態では、誘導体、変異体または突然変異体は、天然の治療的ペプチド薬剤
のアミノ酸配列と比較して、約１つ、約２つ、約３つ、約４つ、約５つ、約６つ、約７つ
、約８つ、約９つまたは約１０個のアミノ酸置換を含有する。一部の実施形態では、誘導
体、変異体または突然変異体は、天然の治療的ペプチド薬剤のアミノ酸配列と比較して、
１つまたは複数のアミノ酸欠失を含有する。一部の実施形態では、天然の治療的ペプチド
薬剤のアミノ酸配列と比較して１～２０アミノ酸が欠失している。一部の実施形態では、
誘導体、変異体または突然変異体は、天然の治療的ペプチド薬剤のアミノ酸配列と比較し
て、約１つ、約２つ、約３つ、約４つ、約５つ、約６つ、約７つ、約８つ、約９つまたは
約１０個のアミノ酸欠失を有する。一部の実施形態では、天然の治療的ペプチド薬剤のア
ミノ酸配列と比較していずれかの末端で１～１０アミノ酸が欠失している。一部の実施形
態では、天然の治療的ペプチド薬剤のアミノ酸配列と比較して両方の末端から１～１０ア
ミノ酸が欠失している。一部の実施形態では、誘導体、変異体または突然変異体のアミノ
酸配列は、天然のペプチド治療剤のアミノ酸配列と少なくとも約７０％同一である。一部
の実施形態では、誘導体、変異体または突然変異体のアミノ酸配列は、天然の治療的ペプ
チド薬剤のアミノ酸配列と約７０％、約８０％、約８５％、約９０％、約９５％、約９６
％、約９７％、約９８％または約９９％同一である。
【００５５】
　同一性の判定方法は、当技術分野で周知である。同一性を判定する好ましい方法は、試
験する配列の間で最良の一致を与えるように設計される。同一性および類似性を判定する
方法は、公に入手できるコンピュータープログラムに体系化されている。配列アラインメ
ントおよび同一性パーセントの計算は、「アラインメントのＣｌｕｓｔａｌ　Ｗ方法」（
HigginsおよびSharp、CABIOS. 5:151-153（1989）；Higgins, D. G.ら、Comput. Appl. B
iosci. 8:189-191（1992）によって記載される）を使用して実行することができ、ＬＡＳ
ＥＲＧＥＮＥ　ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ　ｓｕｉｔｅ（DNAS
TAR Inc.）のＭｅｇＡｌｉｇｎ（商標）ｖ６．１プログラムに見出される。複数のアライ
ンメントのためのデフォルトパラメータ（GAP PENALTY=10、GAP LENGTH PENALTY=0.2、De
lay Divergen Seqs（%）=30、DNA Transition Weight=0.5、Protein Weight Matrix=Gonn
et Series、DNA Weight Matrix=IUB）。Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗプログラムを使用した配列の
アラインメントの後、同じプログラムの「配列距離」表を見ることによって「同一性パー
セント」を得ることが可能である。
【００５６】
　一部の実施形態では、本開示は、本明細書に開示される任意の２つ以上の活性薬剤の共
製剤を提供する。一部の実施形態では、共製剤は２つ以上のペプチド活性薬剤および小分
子活性薬剤を含む。一部の実施形態では、共製剤は２つ以上の小分子活性薬剤を含む。一
部の実施形態では、共製剤は２つ以上のペプチド活性薬剤を含む。一部の実施形態では、
ペプチド活性薬剤は、インスリンまたはその誘導体、およびＧＬＰ－１受容体アゴニスト
またはその誘導体である。一部の実施形態では、ペプチド活性薬剤は、インスリンまたは
その誘導体、およびエキセンディン－４またはその誘導体である。一部の実施形態では、
共製剤中の活性薬剤の１つまたは複数は、ＥＬＰにコンジュゲートしていない。一部の実
施形態では、共製剤中の活性薬剤の全ては、ＥＬＰにコンジュゲートしている。
【００５７】
　グルカゴン様ペプチド（ＧＬＰ）－１受容体アゴニスト
　本開示のある特定の実施形態では、治療剤は、ＧＬＰ－１受容体アゴニスト、例えばＧ
ＬＰ－１、エキセンディン－４またはその機能的類似体に融合またはコンジュゲートして
いるＥＬＰ成分を含む。
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【００５８】
　ヒトＧＬＰ－１は、遠位回腸、膵臓および脳のＬ細胞で合成されるプレプログルカゴン
を起源とする３７アミノ酸残基ペプチドである。ＧＬＰ－１（７－３６）アミド、ＧＬＰ
－１（７－３７）およびＧＬＰ－２を与えるプレプログルカゴンのプロセシングは、Ｌ細
胞で主に起こる。このペプチドの断片および類似体を記載するために、単純な系が使用さ
れる。例えば、Ｇｌｙ８－ＧＬＰ－１（７－３７）は、アミノ酸残基番号１～６を欠失さ
せ、８位の天然に存在するアミノ酸残基（Ａｌａ）をＧｌｙによって置換することによっ
てＧＬＰ－１から形式的に導かれるＧＬＰ－１の断片を指定する。同様に、Ｌｙｓ３４（
Ｎε－テトラデカノイル）－ＧＬＰ－１（７－３７）は、３４位のＬｙｓ残基のεアミノ
基がテトラデカノイル化されているＧＬＰ－１（７－３７）を指定する。本文でＣ末端伸
長ＧＬＰ－１類似体に言及する場合、３８位のアミノ酸残基は、別段の指示がない限りＡ
ｒｇであり、３９位の任意選択のアミノ酸残基は、別段の指示がない限り同様にＡｒｇで
あり、４０位の任意選択のアミノ酸残基は、別段の指示がない限りＡｓｐである。さらに
、Ｃ末端伸長類似体が４１、４２、４３、４４または４５位まで伸長する場合は、この伸
長のアミノ酸配列は、別段の指示がない限りヒトプレプログルカゴン中の対応配列の通り
である。
【００５９】
　ＧＬＰ－１の親ペプチド、プログルカゴン（ＰＧ）は、膵臓ではグルカゴン（ＰＧ［３
２－６２］）およびＧＬＰ－１［７－３６］ＮＨ２（ＰＧ［７２－１０７］）ならびに腸
のＬ細胞ではＧＬＰ－１［７－３７］（ＰＧ［７８－１０８］）およびＧＬＰ－１［７－
３６］ＮＨ２（ＰＧ［７８－１０７］）を含む、起源組織によって様々なペプチド生成物
を生成するいくつかの開裂部位を有し、ここで、ＧＬＰ－１［７－３６］ＮＨ２（７８－
１０７ＰＧ）が主要生成物である。本開示によるＧＬＰ－１成分はプログルカゴンまたは
その機能的類似体の任意の生物学的に活性な生成物または誘導体であってもよく、例えば
以下のものが含まれる：ＧＬＰ－１（１－３５）、ＧＬＰ－１（１－３６）、ＧＬＰ－１
（１－３６）アミド、ＧＬＰ－１（１－３７）、ＧＬＰ－１（１－３８）、ＧＬＰ－１（
１－３９）、ＧＬＰ－１（１－４０）、ＧＬＰ－１（１－４１）、ＧＬＰ－１（７－３５
）、ＧＬＰ－１（７－３６）、ＧＬＰ－１（７－３６）アミド、ＧＬＰ－１（７－３７）
、ＧＬＰ－１（７－３８）、ＧＬＰ－１（７－３９）、ＧＬＰ－１（７－４０）およびＧ
ＬＰ－１（７－４１）または上述の類似体。一般的に、一部の実施形態ではＧＬＰ－１成
分はＧＬＰ－１（Ａ－Ｂ）と表すことができ、ここで、Ａは１～７の整数であり、Ｂは３
８～４５の整数であり、任意選択的に、以下に規定される１つまたは複数のアミノ酸置換
を有する。
【００６０】
　腸Ｌ細胞でのプロセシングの後、最も注目すべきことに食事に応答して、ＧＬＰ－１が
循環に放出される。ＧＬＰ－１の血漿中濃度は、概ね１５ｐｍｏｌ／Ｌの空腹時レベルか
ら４０ｐｍｏｌ／Ｌの食後のピークレベルまで上昇する。血漿中グルコース濃度の所与の
上昇に関して、血漿中インスリンの増加は、静脈内と比較して経口的にグルコースが投与
されるときに概ね３倍大きい（Kreymannら、1987、Lancet 2 (8571): 1300-4）。インク
レチン効果として知られるインスリン放出のこの食物性増強は主に体液性であり、現在、
ＧＬＰ－１はヒトで最も強力な生理的インクレチンであると考えられている。ＧＬＰ－１
は、膵臓のβ細胞で発現されることが知られているＧＬＰ－１受容体に結合することを通
してインスリン生成を媒介する。インスリン分泌促進効果に加えて、ＧＬＰ－１はグルカ
ゴン分泌を抑制し、胃内容排出を遅らせ（Wettergenら、1993、Dig Dis Sci 38: 665-73
）、末梢グルコース廃棄を増強することができる（D'Alessioら、1994、J. Clin Invest 
93: 2293-6）。
【００６１】
　作用の組合せは、インスリン非依存性真性糖尿病（ＮＩＤＤＭ）を治療するために現在
使用されている他の薬剤に比べて、ＧＬＰ－１に特異な治療的利点を与える。第１に、Ｇ
ＬＰ－１の単一の皮下投与は、ＮＩＤＤＭ患者で食後グルコースレベルを完全に正常化す
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ることができる（Gutniakら、1994、Diabetes Care 17: 1039-44）。この効果は、インス
リン放出の増加およびグルカゴン分泌の低減の両方が媒介することができる。第２に、Ｇ
ＬＰ－１の静脈内注入は、ＮＩＤＤＭ患者で食後の胃内容排出を遅らせることができる（
Williamsら、1996、J. Clin Endo Metab 81: 327-32）。第３に、スルホニル尿素と異な
って、ＧＬＰ－１のインスリン分泌作用は、血漿中グルコース濃度に依存する（Holzら、
1993、Nature 361:362-5）。したがって、低い血漿中グルコース濃度でのＧＬＰ－１媒介
インスリン放出の減少は、重度の低血糖から保護する。
【００６２】
　健康な対象に与えられると、ＧＬＰ－１は、血糖レベルならびにインスリンおよびグル
カゴン濃度に強力に影響し（Orskov、1992、Diabetologia 35:701-11）、これはグルコー
ス依存性の影響である（Weirら、1989、Diabetes 38: 338-342）。さらに、それは糖尿病
患者でも有効であり（Gutniak, M.、1992、N. Engl J Med 226: 1316-22）、２型糖尿病
の対象で血糖レベルを正常化し、１型患者で血糖管理を改善する（Nauckら、1993、Diabe
tologia 36: 741-4、Creutzfeldtら、1996、Diabetes Care 19:580-6）。
【００６３】
　しかし、ＧＬＰ－１は代謝的に不安定であり、ｉｎ　ｖｉｖｏでわずか１～２分の血漿
中半減期（ｔ１／２）を有する。さらに、外因的に投与されたＧＬＰ－１も急速に分解さ
れる（Deaconら、1995、Diabetes 44: 1126-31）。この代謝不安定性は、天然のＧＬＰ－
１の治療的潜在能力を制限してきた。
【００６４】
　ＧＬＰ－１［７－３６］ＮＨ２は、以下のアミノ酸配列：ＨＡＥＧＴＦＴＳＤＶＳＳＹ
ＬＥＧＱＡＡＫＥＦＩＡＷＬＶＫＧＲ（配列番号３８）を有し、それは、本開示によりＧ
ＬＰ－１成分として用いることができる。あるいは、ＧＬＰ－１成分は２位にグリシン（
Ｇ）を含有することができ、例えば、配列ＨＧＥＧＴＦＴＳＤＶＳＳＹＬＥＧＱＡＡＫＥ
ＦＩＡＷＬＶＫＧＲ（配列番号３９）を与える。ＧＬＰ－１成分は、例えばここに参照に
より完全に組み込まれる、ＵＳ２００７／００４１９５１に開示されるように、ＧＬＰ－
１の生物学的に活性な断片であってもよい。ＧＬＰ－１の他の断片および改変配列が、当
技術分野で公知である（米国特許第５，６１４，４９２号；米国特許第５，５４５，６１
８号；欧州特許出願公開番号ＥＰ０６５８５６８　Ａ１；国際公開第９３／２５５７９号
、これらはここに参照により完全に組み込まれる）。そのような断片および改変配列は、
下に記載されるものに加えて本開示に関連して使用することができる。
【００６５】
　ＧＬＰ－１のある特定の構造的および機能的類似体がアメリカドクトカゲ（Heloderma 
suspectumおよびHeloderma horridum）の毒から単離され、臨床有用性を示した。そのよ
うな分子は、本開示により利用できる。特に、エキセンディン－４はＨｅｌｏｄｅｒｍａ
　ｓｕｓｐｅｃｔｕｍの毒から単離された３９アミノ酸残基ペプチドであり、ヒトＧＬＰ
－１と概ね５２％の相同性を共有する。エキセンディン－４はインスリン放出を刺激し、
それによって血糖レベルを低下させる強力なＧＬＰ－１受容体アゴニストである。エキセ
ンディン－４は、以下のアミノ酸配列を有する：ＨＧＥＧＴＦＴＳＤＬＳＫＱＭＥＥＥＡ
ＶＲＬＦＩＥＷＬＫＮＧＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ（配列番号２３）。エキセナチド（Ｂｙｅ
ｔｔａ（登録商標）として市販される）として知られるエキセンディン－４の合成版は、
２型糖尿病の治療のために承認されている。エキセナチドは天然のＧＬＰ－１に構造的に
類似しているが、それは注射後のより長い半減期を有する。
【００６６】
　エキセナチドは単独で血糖レベルを低下させる能力を有するが、グルコース管理を改善
するために、それは他の医薬品、例えばメトホルミン、チオゾリジンジオン、スルホニル
尿素、および／またはインスリンと組み合わせることもできる。エキセナチドは、前充填
されたペン器具(pre-filled pen device)を用いて、１日に２回、皮下注射によって投与
される。エキセナチドへの一般的なヒト応答には、内因性インスリンの初期の急速な放出
の改善、β細胞成長および増殖の増加、膵臓のグルカゴン放出の抑制、胃内容排出の遅延
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、および食欲の低減が含まれる－これらの全ては血糖を下げる働きをする。スルホニル尿
素およびメグリチニドと異なって、エキセナチドはグルコースの存在下だけでインスリン
の合成および分泌を増加させ、したがって、低血糖のリスクを少なくする。エキセナチド
の治療的有用性にもかかわらず、それはある特定の望ましくない形質、例えば、１日２回
の注射の必要性、胃腸副作用、および天然のＧＬＰ－１と同様の比較的短い半減期（すな
わち、概ね２時間）を有する。
【００６７】
　ＧＬＰ－１およびエキセンディン－４の様々な機能的類似体が公知であり、本開示によ
り利用できる。これらには、リラグルチド（Novo Nordisk、国際公開第９８／００８８７
１号）、Ｒ１５８３／タスポグルチド（Roche、国際公開第００／０３４３３１号）、Ｃ
ＪＣ－１１３１（ConjuChem、国際公開第００／０６９９１１号）、ＺＰ－１０／ＡＶＥ
００１０（Zealand Pharma、Sanofi-Aventis、国際公開第０１／００４１５６号）および
ＬＹ５４８８０６（Eli Lilly、国際公開第０３／０１８５１６号）が含まれる。
【００６８】
　ＮＮ２２１１としても知られるリラグルチドは、１日１回の注射のために設計されたＧ
ＬＰ－１受容体アゴニスト類似体である（Harderら、2004、Diabetes Care 27: 1915-21
）。リラグルチドはいくつかの研究において２型糖尿病患者で試験され、様々な期間にわ
たって有効であることが示されている。１つの研究では、リラグルチドによる治療は、１
週間の治療の後に、２型糖尿病患者で血糖管理を改善し、β細胞機能を改善し、内因性グ
ルコース放出を低減した（Degn et al., 2004, Diabetes 53: 1187-94）。類似の研究で
、８週間の０．６ｍｇリラグルチド療法は、プラセボの者と比較して２型糖尿病の対象で
体重を増加させることなく血糖管理を有意に改善した（Harderら、2004、Diabetes Care 
27: 1915-21）。
【００６９】
　したがって、ある特定の実施形態では、本開示によるＧＬＰ－１受容体アゴニストは、
ここに参照により完全に組み込まれる国際公開第９８／００８８７１号に記載されている
通りである。ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、天然のＧＬＰ－１に関して１つ、２つまた
はそれを超えるアミノ酸置換に加えて、少なくとも１つの親油性置換基を有することがで
きる。例えば、親油性置換基は、ＣＨ３（ＣＨ２）ｎＣＯ－から選択されるアシル基であ
ってよく、式中、ｎは４～３８の整数、例えば４～２４の整数である。親油性置換基は、
直鎖または分枝状のアルキルまたは脂肪酸のアシル基であってよい（例えば、その記載は
ここに参照により組み込まれる、国際公開第９８／００８８７１号に記載されているよう
に）。
【００７０】
　ある特定の実施形態では、ＧＬＰ－１成分は、Ａｒｇ２６－ＧＬＰ－１（７－３７）、
Ａｒｇ３４－ＧＬＰ－１（７－３７）、Ｌｙｓ３６－ＧＬＰ－１（７－３７）、Ａｒｇ２

６,３４Ｌｙｓ３６－ＧＬＰ－１（７－３７）、Ａｒｇ２６,３４Ｌｙｓ３８－ＧＬＰ－１
（７－３８）、Ａｒｇ２８,３４Ｌｙｓ３９－ＧＬＰ－１（７－３９）、Ａｒｇ２６,３４

Ｌｙｓ４０－ＧＬＰ－１（７－４０）、Ａｒｇ２６Ｌｙｓ３６－ＧＬＰ－１（７－３７）
、Ａｒｇ３４Ｌｙｓ３６－ＧＬＰ－１（７－３７）、Ａｒｇ２６Ｌｙｓ３９－ＧＬＰ－１
（７－３９）、Ａｒｇ３４Ｌｙｓ４０－ＧＬＰ－１（７－４０）、Ａｒｇ２６,３４Ｌｙ
ｓ３６,３９－ＧＬＰ－１（７－３９）、Ａｒｇ２６,３４Ｌｙｓ３６,４０－ＧＬＰ－１
（７－４０）、Ｇｌｙ８Ａｒｇ２６－ＧＬＰ－１（７－３７）；Ｇｌｙ８Ａｒｇ３４－Ｇ
ＬＰ－１（７－３７）；Ｇｌｙ８Ｌｙｓ３８－ＧＬＰ－１（７－３７）；Ｇｌｙ８Ａｒｇ
２６,３４Ｌｙｓ３６－ＧＬＰ－１（７－３７）、Ｇｌｙ８Ａｒｇ２６,３４Ｌｙｓ３９－
ＧＬＰ－１（７－３９）、Ｇｌｙ８Ａｒｇ２６,３４Ｌｙｓ４０－ＧＬＰ－１（７－４０
）、Ｇｌｙ８Ａｒｇ２６Ｌｙｓ３６－ＧＬＰ－１（７－３７）、Ｇｌｙ８Ａｒｇ３４Ｌｙ
ｓ３６－ＧＬＰ－１（７－３７）、Ｇｌｙ８Ａｒｇ２６Ｌｙｓ３９－ＧＬＰ－１（７－３
９）；Ｇｌｙ８Ａｒｇ３４Ｌｙｓ４０－ＧＬＰ－１（７－４０）、Ｇｌｙ８Ａｒｇ２８,

３４Ｌｙｓ３６,３９－ＧＬＰ－１（７－３９）およびＧｌｙ８Ａｒｇ２６,３４Ｌｙｓ３
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５,４０－ＧＬＰ－１（７－４０）であり、各々は親油性置換基を任意選択的に有する。
例えば、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、配列／構造Ａｒｇ３４Ｌｙｓ２６－（Ｎ－ε－
（γ－Ｇｌｕ（Ｎ－α－ヘキサデカノイル）））－ＧＬＰ－１（７－３７）を有すること
ができる。
【００７１】
　Ｒ１５８３またはＢＩＭ５１０７７としても知られるタスポグルチドは、メトホルミン
で治療した２型真性糖尿病の対象で血糖管理を改善し、体重を減量することが示されたＧ
ＬＰ－１受容体アゴニストである（アブストラクト番号A-1604、2008年6月7日、68th Ame
rican Diabetes Association Meeting、San Francisco、CA）。
【００７２】
　したがって、ある特定の実施形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、ここに参照に
より完全に組み込まれる国際公開第００／０３４３３１号に記載されている通りである。
ある特定の例示的な実施形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、配列［Ａｉｂ８,３

５］ｈＧＬＰ－１（７－３６）ＮＨ２（例えばタスポグルチド）を有し、ここでＡｉｂは
アルファアミノイソ酪酸である。
【００７３】
　ＣＪＣ－１１３１は、皮下注射の後にＧＬＰ－１が血清アルブミンと共有結合性および
不可逆的結合を形成することを可能にする反応性化学的リンカー基に連結される、ＧＬＰ
－１のＤＰＰ－ＩＶ耐性形からなるＧＬＰ－１類似体である（Kimら、2003、Diabetes 52
: 751-9）。１２週無作為化二重盲検プラセボ対照多施設研究では、ＣＪＣ－１１３１お
よびメトホルミン治療は、２型糖尿病患者で空腹時血糖レベルを低減することで有効だっ
た（Ratnerら、アブストラクト番号10-OR、2005年6月10～14日、65th American Diabetes
 Association Meeting、San Francisco、CA）。
【００７４】
　したがって、ある特定の実施形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、ここに参照に
より完全に組み込まれる国際公開第００／０６９９１１号に記載されている通りである。
一部の実施形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、血液成分の上でアミノ基、ヒドロ
キシル基またはチオール基と反応して安定した共有結合を形成する反応性基で改変される
。ある特定の実施形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、スクシンイミジルおよびマ
レイミド基からなる群から選択される反応性基で改変される。ある特定の例示的な実施形
態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、配列／構造：Ｄ－Ａｌａ８Ｌｙｓ３７－（２－
（２－（２－マレイミドプロピオンアミド（エトキシ）エトキシ）アセトアミド））－Ｇ
ＬＰ－１（７－３７）（例えばＣＪＣ－１１３１）を有する。
【００７５】
　ＺＰ－１０としても知られるＡＶＥ００１０は、本開示に関連して用いることができる
ＧＬＰ－１受容体アゴニストである。近年の二重盲検試験では、ＡＶＥ００１０の１日１
回の投薬で治療された患者は、ＨｂＡ１ｃレベルの有意な低減を実証した（Ratnerら、ア
ブストラクト番号433-P、68th American Diabetes Association Meeting、San Francisco
、CA.）。研究の終わりに、ＨｂＡ１ｃ＜７％の患者の百分率は、１日１回の投薬ではプ
ラセボの３２％と比較して４７～６９％の範囲内だった。さらに、ＡＶＥ００１０治療患
者は、体重および食後血漿中グルコースの用量依存的低減を示した。
【００７６】
　したがって、ある特定の実施形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、ここに参照に
より完全に組み込まれる国際公開第０１／００４１５６号に記載されている通りである。
例えば、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、配列：ＨＧＥＧＴＦＴＳＤＬＳＫＱＭＥＥＥＡ
ＶＲＬＦＩＥＷＬＫＮＧＧＰＳＳＧＡＰＰＳＫＫＫＫＫＫ－ＮＨ２（配列番号４１）（例
えばＡＶＥ００１０）を有することができる。
【００７７】
　ＬＹ５４８８０６は、ジペプチダーゼ－ペプチジルＩＶ（ＤＰＰ－ＩＶ）によるタンパ
ク質分解に耐性であるように設計されたＧＬＰ－１誘導体である（Jacksonら、アブスト
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ラクト番号562、2005年6月10～14日、65th American Diabetes Association Meeting、Sa
n Francisco、CA）。高血糖の動物モデルでは、ＬＹ５４８８０６は高血糖段階の間に血
糖レベルの有意な低下をもたらすことが示された（Sahaら、2006、J. Pharm. Exp. Ther.
 316: 1159-64）。さらに、ＬＹ５４８８０６は、その公知の作用機構、すなわち高血糖
の存在下でのインスリン放出の刺激と一貫して、インスリンレベルの有意な増加をもたら
すことが示された。
【００７８】
　したがって、ある特定の実施形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、ここに参照に
より完全に組み込まれる国際公開第０３／０１８５１６号に記載されている通りである。
一部の実施形態では、本開示の治療剤はＧＬＰ－１類似体を含み、そこで、そのような類
似体または断片の骨格は８位にアラニン以外のアミノ酸を含有する（８位類似体）。骨格
は、７位にＬ－ヒスチジン、Ｄ－ヒスチジンまたはヒスチジンの改変形、例えば、デスア
ミノ－ヒスチジン、２－アミノ－ヒスチジン、β－ヒドロキシ－ヒスチジン、ホモヒスチ
ジン、α－フルオロメチルヒスチジンまたはα－メチルヒスチジンを含むこともできる。
一部の実施形態では、これらの８位類似体は、天然ＧＬＰ－１の対応するアミノ酸と比較
して、１２、１６、１８、１９、２０、２２、２５、２７、３０、３３および３７位に１
つまたは複数の追加の変更を含有することができる。他の実施形態では、これらの８位類
似体は、天然ＧＬＰ－１の対応するアミノ酸と比較して、１６、１８、２２、２５および
３３位に１つまたは複数の追加の変更を含有することができる。ある特定の例示的な実施
形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、配列：ＨＶＥＧＴＦＴＳＤＶＳＳＹＬＥＥＱ
ＡＡＫＥＦＩＡＷＬＩＫＧＲＧ－ＯＨ（配列番号４２）（例えばＬＹ５４８８０６）を有
する。一部の実施形態では、プロセシングされると、そのような融合タンパク質の成熟形
はＧＬＰのＨｉｓ７から始まる。
【００７９】
　したがって、本開示は、エラスチン様ペプチド（ＥＬＰ）およびＧＬＰ－１受容体アゴ
ニストを含む治療剤を提供する。例えば、ある特定の実施形態では、ＧＬＰ－１受容体ア
ゴニストは、ＧＬＰ－１（配列番号３７、３８または３９）またはその機能的類似体であ
る。他の実施形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、エキセンディン－４（配列番号
２３）またはその機能的類似体である。ＧＬＰ－１またはエキセンディン－４のそのよう
な機能的類似体は、１～１０アミノ酸、例えば１、２、３または約５までのアミノ酸（配
列番号２３、３７、３８または３９に関して）がＣ末端でトランケーションされた機能的
断片を含む。そのような機能的類似体は、天然の配列（例えば、配列番号２３、３７、３
８または３９）に関して１～１０アミノ酸の挿入、欠失および／または置換（総合的に）
を含有することができ、いずれの場合も、ペプチドの活性は保持される。例えば、ＧＬＰ
－１またはエキセンディン－４の機能的類似体は、配列番号２３、３７、３８または３９
に関して、１から約３つ、４つまたは５つまでの挿入、欠失および／または置換（総合的
に）を有することができる。一部の実施形態では、エキセンディン－４変異体は、エキセ
ンディン－４（９－３９）（配列番号３３）、エキセンディン－４（９－３１）（配列番
号３４）またはエキセンディン－４（９－３０）（配列番号５６）である。そのような活
性は、任意の利用可能なアッセイを使用して確認または検査することができる。これらま
たは他の実施形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニスト成分は、天然の配列（配列番号２３
、３７、３８または３９）と少なくとも約５０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９
５％または９９％の同一性を有する。そのような機能的類似体は、追加の化学的修飾、例
えばこのセクションに記載のものおよび／または当技術分野で公知の他のものをさらに含
むことができる。
【００８０】
　一部の実施形態では、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、ここに参照により完全に組み込
まれる、米国特許出願公開第２０１１／０２５７０９２号に記載されるアミノ酸配列を有
する二重アゴニストである。他の二重または多重受容体アゴニストは、特にその中に記載
されるＧＬＰ－１受容体共アゴニストの構造および配列に関して、米国特許出願公開第２
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０１１／０１６６０２号および米国特許出願公開第２０１０／００１９０７０１号に記載
され、その各々はここに参照により組み込まれる。ＧＬＰ－１受容体共アゴニストの追加
の記載は、Ｐｏｃａｉ　Ａら、Ｇｌｕｃａｇｏｎ－Ｌｉｋｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　１／Ｇｌ
ｕｃａｇｏｎ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｄｕａｌ　Ａｇｏｎｉｓｍ　Ｒｅｖｅｒｓｅｓ　Ｏｂ
ｅｓｉｔｙ　ｉｎ　Ｍｉｃｅ、Ｄｉａｂｅｔｅｓ　５８：２２５８－２２６６（２００９
）およびＰａｔｔｅｒｓｏｎ　ＪＴら、Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｒｅｓｉｄｕｅｓ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｃｅｎ
ｔｒａｌ　ｒｅｇｉｏｎ　ｉｎ　ｇｌｕｃａｇｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ
、Ｊ．Ｐｅｐｔ．Ｓｃｉ．１７：６５９－６６６（２０１１）、Ｆｉｎａｎら、Ａ　ｒａ
ｔｉｏｎａｌｌｙ　ｄｅｓｉｇｎｅｄ　ｍｏｎｏｍｅｒｉｃ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｔｒｉａ
ｇｏｎｉｓｔ　ｃｏｒｒｅｃｔｓ　ｏｂｅｓｉｔｙ　ａｎｄ　ｄｉａｂｅｔｅｓ　ｉｎ　
ｒｏｄｅｎｔｓ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２１：２７－３６に見出すことがで
き、その各々はここに参照により完全に組み込まれる。
【００８１】
　別の態様では、本開示は、２型糖尿病、障害のあるグルコース耐性、１型糖尿病、高血
糖、肥満、過食症、食欲亢進、高血圧、エックス症候群、脂質異常症、認知障害、アテロ
ーム硬化症、非脂肪肝疾患、心筋梗塞、虚血性心疾患および他の心血管障害またはインス
リン過剰、例えば先天性インスリン過剰もしくは胃手術、例えば肥満を治療する胃手術の
後の後天性インスリン過剰を治療または予防する方法を提供する。
【００８２】
　本方法は、エラスチン様ペプチド（ＥＬＰ）およびＧＬＰ－１受容体アゴニスト（上記
）を含む治療剤をそのような治療を必要とする患者に投与することを含む。これらまたは
他の実施形態では、本開示は、食物摂取を減少させる方法、β細胞アポトーシスを減少さ
せる方法、β細胞機能およびβ細胞質量を増加させる方法、および／またはβ細胞にグル
コース感受性を回復する方法を提供する。一般的に、患者はヒトまたはヒト以外の動物患
者（例えば、イヌ、ネコ、ウシまたはウマ）であってよい。好ましくは、患者はヒトであ
る。
【００８３】
　一部の実施形態では、本開示によるＥＬＰ／ＧＬＰ－１受容体アゴニスト化合物による
治療は、例えば抗糖尿病薬、肥満防止薬、食欲調節剤、血圧降下薬、糖尿病から生じるか
またはそれに伴う合併症の治療および／または予防のための薬剤、ならびに肥満から生じ
るかまたはそれに伴う合併症および障害の治療および／または予防のための薬剤から選択
される、１つまたは複数の薬理活性物質と組み合わせることもできる。本文脈では、表現
「抗糖尿病薬」は、インスリン抵抗性およびインスリン抵抗性が病態生理学的機構である
疾患の治療および／または予防のための化合物を含む。
【００８４】
　ＧＬＰ－１またはエキセンディン－４類似体、またはＧＬＰ－１受容体アゴニスト／Ｅ
ＬＰ化合物のＧＬＰ－１受容体に結合する能力は、標準の方法、例えばそれらの表面でＧ
ＬＰ－１受容体を発現する適当な細胞、例えばＲＩＮｍＳＦ細胞またはＩＮＳ－１細胞な
どのインスリノーマ細胞系を提供することを含む、受容体結合活性スクリーニング法によ
って判定することができる。ラジオイムノアッセイ方法を使用して膜へのトレーサの特異
的結合を測定することに加えて、ｃＡＭＰ活性またはグルコース依存性インスリン生成を
測定することもできる。１つの方法では、ＧＬＰ－１受容体アゴニスト活性を測定するた
めに、ＧＬＰ－１受容体を組換えで発現する細胞を使用することもできる。したがって、
これらの方法は、疑わしいＧＬＰ－１受容体アゴニストが活性であるかどうか試験または
確認するために用いることができる。
【００８５】
　さらに、ＧＬＰ－１受容体アゴニストまたはＧＬＰ－１受容体アゴニスト／ＥＬＰの生
物学的活性のレベルをｉｎ　ｖｉｖｏで測定または予測するために、公知の方法を使用す
ることができる（例えば、Siegelら、1999、Regul Pept 79(2-3): 93-102を参照）。特に
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、ＧＬＰ－１受容体アゴニストまたはＧＬＰ－１受容体アゴニスト／ＥＬＰ化合物は、Ｇ
ＬＰ－１活性を測定するための様々な公知のアッセイを使用して、インスリンの生成をｉ
ｎ　ｖｉｖｏで誘導するそれらの能力について調査することができる。例えば、ＥＬＰ／
ＧＬＰ－１受容体アゴニスト化合物を不死化β細胞などの細胞に導入することができ、生
じる細胞をグルコースと接触させることができる。グルコースに応答して細胞がインスリ
ンを生成するならば、改変されたＧＬＰ－１はｉｎ　ｖｉｖｏで生物学的に活性であると
一般的に考えられる（Fehmannら、1992、Endocrinology 130: 159-166）。例示的なアッ
セイが、本明細書でより詳細に記載される。
【００８６】
　公知のアッセイを使用して、β細胞増殖を増強し、β細胞アポトーシスを阻害し、島成
長を調節するＧＬＰ－１受容体アゴニスト／ＥＬＰ化合物の能力を測定することもできる
。膵臓のβ細胞増殖は、３ＨチミジンまたはＢｒｄＵ組込みアッセイによって調査するこ
とができ（例えば、Buteauら、2003、Diabetes 52: 124-32を参照）、そこでは、ＩＮＳ
（８３２／１３）細胞などの膵臓のβ細胞がＥＬＰ／ＧＬＰ－１受容体アゴニスト化合物
と接触させられ、３ＨチミジンまたはＢｒｄＵ組込みの増加について分析される。ＥＬＰ
／ＧＬＰ－１受容体アゴニスト化合物の抗アポトーシス活性は、培養されたインスリン分
泌細胞および／またはベータ細胞アポトーシスの過剰な速度の結果として糖尿病が起こる
動物モデルで測定することができる（例えば、Bulottaら、2004、Cell Biochem Biophys 
40(3 suppl): 65-78を参照）。
【００８７】
　治療的能力を増強するために、ＧＬＰ－１に加えて、このファミリーの他のペプチド、
例えば、ＧＬＰ－２、ＧＩＰおよびオキシントモジュリンなどのプログルカゴン遺伝子の
プロセシングに由来するものを、ＥＬＰ成分（本明細書に記載される）にコンジュゲート
または融合することができる。
【００８８】
　様々な実施形態では、本開示は、用量および／またはレジメン、例えば、患者で実質的
な食欲抑制を誘導しないものおよび／または患者で実質的な吐き気を誘導しないもの、例
えば、ここに参照により組み込まれる国際出願ＰＣＴ／ＵＳ１２／４４３８３に記載され
るものを包含する。
【００８９】
　ヒト成長ホルモン
　一部の態様では、タンパク質活性薬剤は、成長ホルモンである。例示的な成長ホルモン
配列には、図２４、２６、２８および３０の下線付きの配列が含まれる（例えば配列番号
２２）。追加の適する配列には、Ｓｅｅｂｕｒｇら、「Ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｇｒｏｗｔ
ｈ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｇｅｎｅ　ｆａｍｉｌｙ：ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃ
ｅｓ　ｓｈｏｗ　ｒｅｃｅｎｔ　ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｐｒｅｄｉｃｔ　ａ　
ｎｅｗ　ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ　ｈｏｒｍｏｎｅ：ＤＮＡ１（３）２３９－２４９（１
９８２）に記載されるものが含まれ、それは受託番号ＡＡＡ９８６１８に関連する配列を
含む。ＡＡＡ９８６１６の正確な配列に加えて、他の誘導体を使用することができる。例
えば、成長ホルモンは、最高３アミノ酸、最高５アミノ酸、最高１０アミノ酸、最高１５
アミノ酸、最高２０アミノ酸、最高２５アミノ酸、最高３０アミノ酸、最高３５アミノ酸
または最高４０アミノ酸がＮ末端でトランケーションされてもよい。特定の態様では、約
１５～約３０アミノ酸をＮ末端から欠失させることができる。他の態様では、成長ホルモ
ンは、最高３アミノ酸、最高５アミノ酸、最高１０アミノ酸、最高１５アミノ酸、最高２
０アミノ酸、最高２５アミノ酸、最高３０アミノ酸、最高３５アミノ酸または最高４０ア
ミノ酸がＣ末端でトランケーションされてもよい。特定の態様では、約２０～約３０アミ
ノ酸をＣ末端から欠失させることができる。
【００９０】
　他の成長ホルモン誘導体には、配列番号２２とある特定の配列同一性を有するものが含
まれる。例えば、成長ホルモンには、配列番号２２と少なくとも約７５％の同一性、約８
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０％の同一性、約９０％の同一性、約９５％の同一性、約９６％の同一性、約９７％の同
一性、約９８％の同一性または約９９％の同一性を共有するアミノ酸配列が含まれる。
【００９１】
　ある特定の態様では、欠失させた部分は、メチオニンまたはグリシンなどの１つまたは
複数のアミノ酸で置き換えることができ、それらは、発現の開始または空間的分離の提供
などの機能を果たすことができる。ある特定の態様では、Ｎ末端およびＣ末端のトランケ
ーションは、特定の成長ホルモンに到達するために組み合わせることができる。
【００９２】
　一部の実施形態では、成長ホルモンペプチドは、１つを超えるＥＬＰ配列との融合タン
パク質中にある。一部の実施形態では、成長ホルモンペプチドは、Ｎ末端およびＣ末端の
両方に１つまたは複数のＥＬＰを有する。一部の実施形態では、Ｎ末端およびＣ末端の２
つ以上のＥＬＰは、概ね同じサイズである。一部の実施形態では、Ｎ末端およびＣ末端の
２つ以上のＥＬＰは、サイズが異なる。一部の実施形態では、成長ホルモンペプチドのＮ
末端のＥＬＰは、成長ホルモンペプチドのＣ末端のＥＬＰより大きい。一部の実施形態で
は、成長ホルモンペプチドのＮ末端のＥＬＰは、約９０～約１２０の反復構造単位を含む
。一部の実施形態では、成長ホルモンペプチドのＣ末端のＥＬＰは、約５～約２０の反復
構造単位を含む。一部の実施形態では、成長ホルモンペプチドのＣ末端のＥＬＰは、成長
ホルモンペプチドのＮ末端のＥＬＰより大きい。一部の実施形態では、成長ホルモンペプ
チドのＣ末端のＥＬＰは、約９０～約１２０の反復構造単位を含む。一部の実施形態では
、成長ホルモンペプチドのＮ末端のＥＬＰは、約５～約２０の反復構造単位を含む。
【００９３】
　インスリン
　ヒトプロインスリンは、３１アミノ酸Ｃペプチド（配列番号４４または４６）に連結さ
れるＡおよびＢ鎖からなる。プレプロインスリンが小胞体に到達すると、プロテアーゼが
シグナルペプチドを切断してプロインスリンを形成する。具体的には、ＡとＢ鎖の間でジ
スルフィド結合が形成されると、プロインスリンは、トリプシン／カルボキシペプチダー
ゼＢ様系によるＣペプチドの除去によってｉｎ　ｖｉｖｏで成熟インスリンに変換される
。ヒトインスリンは、２つのジスルフィド架橋によって連結される鎖Ａ（２１アミノ酸－
ＧＩＶＥＱＣＣＴＳＩＣＳＬＹＱＬＥＮＹＣＮ）（配列番号４７）および鎖Ｂ（３０アミ
ノ酸ＦＶＮＱＨＬＣＧＳＨＬＶＥＡＬＹＬＶＣＧＥＲＧＦＦＹＴＰＫＴ）（配列番号４８
）という名称のアミノ酸の２つの鎖で構成される。Ａ鎖の６番目および１１番目の残基を
連結する第３のジスルフィド架橋がＡ鎖の中にある。ほとんどの種では、鎖ＡおよびＢの
長さならびにアミノ酸組成は類似し、３つのジスルフィド結合の位置は高度に保存されて
いる。この理由から、ブタインスリンは、糖尿病患者で欠損したヒトインスリンレベルを
元に戻すことができる。今日、ブタのインスリンは、細菌によるヒトプロインスリンの大
量生産（組換えインスリン）によってほとんど置き換えられている。
【００９４】
　インスリン分子は溶液中でダイマーを形成する傾向があり、亜鉛イオンの存在下で、イ
ンスリンダイマーはヘキサマーへと結合する。インスリンのモノマーは血液を通して容易
に拡散して急速な効果を及ぼすのに対して、ヘキサマーは徐々に拡散して遅延型の作用開
始を有する。組換えインスリンの設計では、インスリンの構造は、ダイマーおよびヘキサ
マーを形成するインスリン分子の傾向を低減するが、インスリン受容体への結合を妨害し
ない方法で改変することができる。この方法で、短時間作用型から長時間作用型まで様々
な調製物が作製される。
【００９５】
　小胞体の中で、プロインスリンは、Ｃ－ペプチドを除去してインスリンの成熟したおよ
び活性の形態を生成するいくつかの特異的ペプチダーゼに曝露させられる。ゴルジ装置で
は、インスリンおよび遊離Ｃ－ペプチドは分泌顆粒に詰め込まれ、それはβ細胞の細胞質
に蓄積する。顆粒のエキソサイトーシスは、ベータ細胞へのグルコースの侵入によって誘
発される。インスリンの分泌は、代謝に広い影響を有する。
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【００９６】
　グルコースの上昇に応答して、２段階のインスリン放出がある。最初は、インスリンの
即時放出である。これは、分泌顆粒に貯蔵される、予め形成されたインスリンの放出に起
因する。短時間の遅れの後、新たに合成されたインスリンの第２のより長期の放出がある
。
【００９７】
　放出されると、インスリンは、それが酵素によって分解されるまで短時間だけ活性であ
る。肝臓および腎臓で見出されるインスリナーゼは、血漿中を循環するインスリンを分解
し、その結果としてインスリンはわずか約６分の半減期を有する。この短い作用持続時間
は、インスリンの循環レベルの急変をもたらす。
【００９８】
　改善された治療特性を有するインスリン類似体が開発され（Owensら、2001、Lancet 35
8: 739-46；Vajoら、2001、Endocr Rev 22: 706-17）、そのような類似体は本開示と関連
して用いることができる。より長い持続性のインスリン類似体を生成するために、インス
リンＢ鎖のＣＯＯＨ末端の伸長およびアルブミンへのかなりの親和性を有する脂肪酸アシ
ル化インスリンの工学的操作を含む、様々な戦略が使用される。しかし、利用可能なより
長い持続性のインスリン化合物によるｉｎ　ｖｉｖｏ治療は、高頻度の低血糖および高血
糖暴走ならびにＨｂＡ１ｃの軽度の低減をなおもたらす。したがって、真に持続性のおよ
び安定したヒトインスリン類似体の開発は、なお重要な作業のままである。
【００９９】
　本開示により用いることができるインスリンの機能的類似体には、インスリンリスプロ
、インスリンアスパルトおよびインスリングルリシンなどの迅速作用性類似体が含まれ、
それらは皮下注射の後に急速に（＜３０分）吸収され、１時間でピークに達し、比較的短
い作用持続時間（３～４時間）を有する。さらに、３つの長時間作用性インスリン類似体
：インスリングラルジン、インスリンデテミールおよびインスリンデグルデクが開発され
、それらは本開示と関連して用いることができる。長時間作用性インスリン類似体は概ね
２時間の作用開始を有し、４～６時間で生物学的作用の安定期に到達し、最高２４時間持
続することができる。
【０１００】
　したがって、一部の実施形態では、インスリンアミノ酸配列は、インスリンリスプロ（
別名、HUMALOG、Eli Lilly）のＡおよび／またはＢ鎖を含有することができる。インスリ
ンリスプロは、インスリンＢ鎖の２８位でのリジンによるプロリンの置換および２９位で
のプロリンによるリジンの置換によってヒトインスリンと異なる。これらの改変は受容体
結合を変更しないが、それらはインスリンダイマーおよびヘキサマーの形成をブロックす
るのを助け、活性モノマーインスリンのより多くの量が食後の注射で利用可能であること
を可能にする。
【０１０１】
　他の実施形態では、インスリンアミノ酸配列は、アスパルト（別名、NOVOLOG（登録商
標）、Novo Nordisk）のＡおよび／またはＢ鎖を含有することができる。インスリンアス
パルトは、ヒトインスリンＢ鎖の２８位でのアスパラギン酸によるアミノ酸プロリンの単
一の置き換えで設計される。この改変は、インスリンヘキサマーの形成をブロックするの
を助け、より速い作用のインスリンを形成する。
【０１０２】
　さらに他の実施形態では、インスリンアミノ酸配列は、グルリシン（別名、APIDRA（登
録商標）、Sanofi-Aventis）のＡおよび／またはＢ鎖を含有することができる。インスリ
ングルリシンは、ヒトインスリンＢ鎖の、リジンによる３位のアスパラギンの置換および
グルタミンによる２９位のリジンの置換によって形成される短時間作用型類似体である。
インスリングルリシンは、通常のヒトインスリンと比較してより迅速な作用開始およびよ
り短い作用持続時間を有する。
【０１０３】
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　他の実施形態では、インスリンアミノ酸配列は、インスリングラルジン（別名、LANTUS
（登録商標）、Sanofi-Aventis）のＡおよび／またはＢ鎖を含有することができる。イン
スリングラルジンは、中性生理的ｐＨの存在下でインスリン結晶の微小沈殿形成を引き起
こすその酸性ｐＨのために、遅延型の吸収を有する。インスリングラルジンは、Ａ鎖の２
１位のアミノ酸アスパラギンがグリシンによって置き換えられ、２つのアルギニンがＢ鎖
のＣ末端に追加されるという点で、ヒトインスリンと異なる。就寝時中性プロタミンＨａ
ｇｅｄｏｒｎ（ＮＰＨ）インスリン（中間作用性のインスリン）と比較して、インスリン
グラルジンは、２型糖尿病患者で夜間低血糖の低減と関連する。
【０１０４】
　さらに他の実施形態では、インスリンアミノ酸配列は、インスリンデテミール（別名、
LEVEMIR（登録商標）、Novo Nordisk）のＡおよび／またはＢ鎖を含有することができる
。インスリンデテミールは可溶性（中性ｐＨで）の持続性インスリン類似体であり、そこ
では、Ｂ３０のアミノ酸トレオニンが除去され、１４－炭素のミリストイル脂肪酸がＬｙ
ｓＢ２９のイプシロン－アミノ基にアセチル化されている。皮下注射の後、デテミールは
解離し、それによって、アルブミン分子への可逆的結合を可能にする遊離脂肪酸を曝露さ
せる。したがって定常状態では、遊離の未結合のインスリンの濃度は大いに低減され、安
定した血漿中グルコースレベルをもたらす。
【０１０５】
　さらに他の実施形態では、インスリンアミノ酸配列は、インスリンデグルデク（別名、
TRESIBA（登録商標）、Novo Nordisk）のＡおよび／またはＢ鎖を含有することができる
。インスリンデグルデクは、可溶性（中性ｐＨで）の持続性インスリン類似体であり、そ
こでは、Ｂ３０のアミノ酸トレオニンが除去され、グルタミン酸およびＣ１６脂肪酸から
なる側鎖が結合している。皮下注射の後、インスリンデグルデクは解離し、それによって
、アルブミン分子への可逆的結合を可能にする脂肪酸を曝露させる。したがって定常状態
では、遊離の未結合インスリンの濃度は大いに低減され、安定した血漿中グルコースレベ
ルをもたらす。
【０１０６】
　一部の実施形態では、インスリンアミノ酸配列は、単鎖インスリン類似体（ＳＩＡ）で
あってもよい（例えば、ここに参照により完全に組み込まれる、米国特許第６，６３０，
４３８号および国際公開第２００８／０１９３６８号に記載される通り）。単鎖インスリ
ン類似体は、ＡおよびＢ鎖がポリペプチドリンカーによって共有結合している一群の構造
的に関係するタンパク質を包含する。ポリペプチドリンカーは、Ｂ鎖のＣ末端をＡ鎖のＮ
末端に接続する。ＳＩＡがグルコース取り込みおよびインスリン受容体結合作用を有する
のに必要な構造的立体配座をリンカーが提供する限り、リンカーは任意の長さであってよ
い。一部の実施形態では、リンカーは、長さが約５～１８アミノ酸である。他の実施形態
では、リンカーは、長さが約９～１５アミノ酸である。ある特定の実施形態では、リンカ
ーは約１２アミノ酸の長さである。ある特定の例示的な実施形態では、リンカーは、配列
ＫＤＤＮＰＮＬＰＲＬＶＲ（配列番号５１）またはＧＡＧＳＳＳＲＲＡＰＱＴ（配列番号
５２）を有する。しかし、グルコース取り込みおよびインスリン受容体結合活性における
生成ＳＩＡの有効性を実質的に損なうことなく、例えばアミノ酸の長さ（付加および欠失
）および置換においてこの配列の多くの変動が可能であることを理解するべきである。例
えば、生成ＳＩＡの活性を実質的に減少させることなく、いくつかの異なるアミノ酸残基
を追加するかまたはいずれかの末端から除去することができる。
【０１０７】
　現在臨床開発中の例示的な単鎖インスリン類似体は、アルブリン（albulin）である（D
uttaroyら、2005、Diabetes 54: 251-8）。アルブリンは、酵母または哺乳動物細胞が生
成することができる。それは、ドデカペプチドリンカーによって連結され、天然のヒト血
清アルブミンのＮＨ２末端に融合されるヒトインスリン（天然のヒトインスリンと１００
％同一性）のＢおよびＡ鎖からなる。アルブリンの発現および精製のために、Ｄｕｔｔａ
ｒｏｙらは、４つの重複するプライマーおよびＰＣＲ増幅を使用して、ドデカペプチドリ
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ンカーによって連結された成熟ヒトインスリンのＢ－およびＡ－鎖を含有する単鎖インス
リンをコードする合成遺伝子構築物を構築した。生じたＰＣＲ生成物は、酵母での発現の
ためのｐＳＡＣ３５ベクターの中に含有された、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）のシグナ
ルペプチドと成熟ＨＳＡのＮＨ２末端の間にインフレームでライゲーションした。本開示
により、アルブリンのＨＳＡ成分は、本明細書に記載される持続的放出を提供するアミノ
酸配列で置き換えることができる。
【０１０８】
　したがって、一部の態様では、本開示は、例えばエラスチン様ペプチド（ＥＬＰ）を含
む持続的放出を提供するアミノ酸配列およびインスリンアミノ酸配列を含む治療剤を提供
する。例えば、ある特定の実施形態では、インスリンは哺乳動物のインスリン、例えばヒ
トインスリンまたはブタインスリンである。本開示により、持続的放出成分を提供するア
ミノ酸配列は、インスリンＡ鎖またはＢ鎖、または両方に結合することができる（例えば
、組換え融合または化学的コンジュゲーションを通して）。一部の実施形態では、注射部
位からの遅い吸収を提供するアミノ酸配列は、インスリンＡ鎖に共有結合している。イン
スリンは、鎖Ａ、ＢおよびＣ（例えば、配列番号４４または４６）の各々を含むことがで
きるか、鎖ＡおよびＢだけを含有する加工された形を含有することができる。一部の実施
形態では、単鎖インスリンを形成するために、鎖ＡおよびＢは短い連結ペプチドによって
接続される。インスリンは、（鎖ＡおよびＢの一方または両方の）Ｎ末端および／または
Ｃ末端で１、２、３または約５アミノ酸を含む１～１０アミノ酸がトランケーションされ
た機能的断片を含む、ヒトインスリンの機能的類似体であってもよい。機能的類似体は、
天然の配列（例えば、配列番号４４、４６、４７または４８）に関して１～１０アミノ酸
の挿入、欠失および／または置換（総合的に）を含有することができ、いずれの場合も、
ペプチドの活性は保持される。例えば、機能的類似体は、天然の配列（鎖ＡおよびＢまた
は鎖Ａ、ＢおよびＣを含有することができる）に関して、１つ、２つ、３つ、４つまたは
５つのアミノ酸の挿入、欠失および／または置換（総合的に）を有することができる。そ
のような活性は、本明細書に記載されるものを含む、任意の利用可能なアッセイを使用し
て確認または検査することができる。これらまたは他の実施形態では、インスリン成分は
、鎖ＡおよびＢ（配列番号４７または４８）の天然配列の各々と、少なくとも約７５％、
約８０％、約８５％、約９０％、約９５％または約９８％の同一性を有する。２つの配列
の間（例えば、天然配列と機能的類似体の間）の配列同一性の判定は、Ｔａｔｕｓｏｖａ
ら、Ｂｌａｓｔ　２　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ－ａ　ｎｅｗ　ｔｏｏｌ　ｆｏｒ　ｃｏｍｐａ
ｒｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ、ＦＥ
ＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ．１７４：２４７－２５０（１９９９）を含む、任
意のアラインメントツールを使用して達成することができる。インスリン成分は、当技術
分野で公知の追加の化学的修飾を含有することができる。
【０１０９】
　インスリン類似体または持続的放出提供アミノ酸配列含有インスリン類似体のｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ結合特性を特徴付けるために、インスリン受容体を発現する様々な細胞系で競合
結合アッセイを実行することができる（Jehleら、1996、Diabetologia 39: 421-432）。
例えば、ヒトインスリン受容体を過剰発現するＣＨＯ細胞を使用する競合結合アッセイを
、用いることができる。インスリンは、インスリン受容体より低い親和性でＩＧＦ－１受
容体に結合することもできる。持続的放出提供アミノ酸配列含有インスリン類似体の結合
親和性を判定するために、Ｌ６細胞で１２５Ｉ標識ＩＧＦ－１を使用して競合結合アッセ
イを実行することができる。
【０１１０】
　インスリンの活性には、末梢グルコース廃棄の刺激および肝臓のグルコース生成の阻害
が含まれる。これらの生物学的活性を媒介する持続的放出提供アミノ酸配列含有インスリ
ン類似体の能力は、公知の方法を使用してｉｎ　ｖｉｔｒｏで検査することができる。例
えば、３Ｔ３－Ｌ１脂肪細胞でのグルコース取り込みに及ぼす持続的放出提供アミノ酸配
列含有類似体の影響を測定し、インスリンのそれと比較することができる。生物学的に活
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性な類似体による細胞の前処置は、２－デオキシグルコース取り込みの用量依存的増加を
一般的にもたらす。グルコース生成を調節する持続的放出提供アミノ酸配列含有インスリ
ン類似体の能力は、任意の数の細胞型、例えばＨ４ＩＩｅ肝癌細胞で測定することができ
る。このアッセイでは、生物学的に活性な類似体による前処置は、放出されるグルコース
の量の用量依存的阻害を一般的にもたらす。
【０１１１】
　血管作用性小腸ペプチド
　血管作用性小腸ペプチド（ＶＩＰ）は、気道、小腸、精巣および膵臓を含む様々な組織
で見出される、２つの受容体ＶＰＡＣ１およびＶＰＡＣ２に結合する２８アミノ酸ニュー
ロペプチドである。ＶＩＰおよびその機能的および構造的に関係する類似体は、気道平滑
筋を弛緩させ、それによって気管支拡張剤として作用すること、気道粘膜下腺で液分泌を
刺激すること、ならびに腸および膵臓で水および電解質分泌を調節することを含む、多く
の生理機能を有することが公知である（Wine（2007）；Wu（2011）；Derand（2004））。
【０１１２】
　ＶＩＰ生産神経線維は、外分泌腺を囲むアセチルコリン分泌ニューロンと共局在化して
いる（Lundberg（1980）；Heinz-Erian（1986））。機能的ＣＦＴＲタンパク質を有する
対象からの腺では、ＶＩＰは液分泌を誘導するが、この誘導は嚢胞性線維症患者では不全
または不在である（Joo（2002）；Joo（2012））。さらに、ヒトおよびブタ気道腺では、
ＶＩＰおよびアセチルコリンの低濃度の投与は分泌粘液を刺激するが、この相乗作用は嚢
胞性線維症患者では失われる（Choi（2007））。
【０１１３】
　ＶＩＰは、ヒト気道上皮細胞でＣＦＴＲの膜挿入、安定性および機能を増加させる（Al
shafie（2014））。マウスのＶＩＰノックアウトモデルでは、ＣＦＴＲは頂端細胞膜に局
在化しないが、代わりに細胞内に主に残存する（ChappeおよびSaid（2012））。頂端膜か
らのＣＦＴＲの不在は、炎症性細胞浸潤、肺胞壁および細気管支粘膜の肥厚ならびに杯細
胞過形成を有する嚢胞性線維症患者で見られるものと類似の肺病状に関連する。３週間の
ＶＩＰの腹腔内投与はＣＦＴＲの頂端膜局在化を回復し、長期のＶＩＰ刺激は細胞膜でＣ
ＦＴＲチャネルの数を増加させる（Chappe（2008））。膜でのＣＦＴＲの安定化を通して
起こる頂端ＣＦＴＲ密度のこの増加は、ヨウ化物流出アッセイによって測定したときのＣ
ＦＴＲ依存性機能の増加と関連している（Chappe（2008））。
【０１１４】
　一部の態様では、本開示は、１つまたは複数の様々なＶＩＰペプチドを含むことができ
る治療組成物を提供する。例えば、ＶＩＰペプチドは、配列番号５３、配列番号５４また
は配列番号５５を有するポリペプチドを含むかまたはそれからなることができる。一部の
実施形態では、本開示は、Ｎ末端メチオニンなしのＶＩＰを提供する（例えば配列番号５
５）。一部の実施形態では、本開示は、Ｎ末端メチオニンのあるＶＩＰを提供する（例え
ば配列番号５３）。
【０１１５】
　成熟したヒトＶＩＰは、以下の配列を有する２８アミノ酸残基を有する：ＨＳＤＡＶＦ
ＴＤＮＹＴＲＬＲＫＱＭＡＶＫＫＹＬＮＳＩＬＮ（配列番号５５）。ＶＩＰは、１７０ア
ミノ酸の前駆体分子プレプロ－ＶＩＰのプロセシングからもたらされる。ＶＩＰおよび例
示的な類似体の構造は、米国特許第４，８３５，２５２号、第４，９３９，２２４号、第
５，１４１，９２４号、第４，７３４，４００号、第４，６０５，６４１号、第６，０８
０，８３７号、第６，３１６，５９３号、第５，６７７，４１９号、第５，９７２，８８
３号、第６，４８９，２９７号、第７，０９４，７５５号および第６，６０８，１７４号
に記載されている。
【０１１６】
　プロテアーゼなどに対するペプチドの安定性を改善するいくつかの突然変異が、文献に
詳述されている（Onuneら、Physicochemical and pharmacological characterization of
 novel vasoactive intestinal peptide derivatives with improved stability、Eur. J
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. Pharm. Biopharm. 2009を参照）。例えば、改変されたＶＩＰペプチドは、配列番号５
３、５４または５５の配列を含む。一部の態様では、本開示は、これらの改変の１つまた
は複数を含む改変されたＶＩＰペプチドを提供する。一部の実施形態では、本開示は、こ
れらの改変の１つまたは複数を含み、本明細書に記載される追加のＶＩＰ改変をさらに含
む、改変されたＶＩＰペプチドを提供する。
【０１１７】
　様々な実施形態では、本開示は、本明細書に記載される改変されたＶＩＰ（例えば、配
列番号５５を含む）または機能的類似体を提供する。一般に、ＶＩＰの機能的類似体は、
１～１０アミノ酸、例えば１、２、３または約５までのアミノ酸（配列番号５５に関して
）がＮまたはＣ末端でトランケーションされた機能的断片を含む。そのような機能的類似
体は、天然の配列（例えば、配列番号５５）に関して１～５アミノ酸の挿入、欠失および
／または置換（総合的に）を含有することができ、いずれの場合も、（例えば、VPAC2お
よび／またはVPAC1結合を通して）天然ペプチドの活性を保持する。そのような活性は、
本明細書に記載されるアッセイを含む、およびＤｅｌｇａｄｏら、Ｔｈｅ　Ｓｉｇｎｉｆ
ｉｃａｎｃｅ　ｏｆ　Ｖａｓｏａｃｔｉｖｅ　Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　
ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ、Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｒｅｖｉｅｗｓ　５６
（２）：２４９－２９０（２００４）に記載される、活性を判定または数量化するための
任意の適するアッセイを含む、任意の利用可能なアッセイを使用して確認または検査する
ことができる。これらまたは他の実施形態では、改変されたＶＩＰのＶＩＰ成分は、天然
の成熟配列（配列番号５５）と少なくとも約５０％、約７５％、約８０％、約８５％、約
９０％、約９５％、約９７％の同一性、約９８％の同一性または約９９％の同一性を有す
る。２つの配列の間（例えば、天然配列と機能的類似体の間）の配列同一性の判定は、例
えば、Ｔａｔｕｓｏｖａら、Ｂｌａｓｔ　２　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ－ａ　ｎｅｗ　ｔｏｏ
ｌ　ｆｏｒ　ｃｏｍｐａｒｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅｓ、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ．１７４：２４７－２５０
（１９９９）に開示されるものを含む、任意のアラインメントツールを使用して達成する
ことができる。
【０１１８】
　様々な態様では、本開示は、未改変のＶＩＰ（例えば、配列番号５５のアミノ酸配列か
らなるペプチド）と比較して、ＶＰＡＣ２またはＶＰＡＣ１への受容体優先度(receptor 
preference)を有する改変されたＶＩＰ分子を提供する。例えば、改変されたＶＩＰは、
ＶＰＡＣ１に対して、少なくとも約２：１、約５：１、約１０：１、約２５：１、約５０
：１、約１００：１、約５００：１またはそれを超える、ＶＰＡＣ２への相対的結合優先
度を有することができる。他の実施形態では、改変されたＶＩＰは、ＶＰＡＣ２に対して
、少なくとも約２：１、約５：１、約１０：１、約２５：１、約５０：１、約１００：１
、約５００：１またはそれを超える、ＶＰＡＣ１への相対的結合優先度を有することがで
きる。例えば、ある特定の実施形態では、改変されたＶＩＰは、成熟した未改変のヒトＶ
ＩＰ（配列番号５５）の約２倍の範囲内のＥＣ５０でＶＰＡＣ２受容体を活性化する。し
かし、この同じ改変されたＶＩＰは、ＶＰＡＣ１受容体の活性化において、成熟した未改
変のヒトＶＩＰより５０倍または１００倍またはそれを超えてより強力でない。一部の実
施形態では、改変されたＶＩＰは、ＶＰＡＣ１およびＶＰＡＣ２への相対的に等力の結合
優先度を有することができる。
【０１１９】
　そのような改変されたＶＩＰ分子は、改変されたＮ末端領域、例えばＶＩＰのＮ末端ヒ
スチジンへの１～約５００アミノ酸の付加を含有することができ、それは異種哺乳動物ア
ミノ酸配列を含むことができる。例えば、改変されたＶＩＰは、成熟ＶＩＰの天然のＮ末
端ヒスチジンのＮ末端側に、単一のメチオニンを含有することができる。隣接したアミノ
酸がヒスチジンである場合はメチオニンが大腸菌によって除去されないので、これは大腸
菌または他の細菌発現系で調製することができる。あるいは、Ｎ末端アミノ酸は、天然に
存在するアミノ酸、すなわち、アラニン、アルギニン、アスパラギン、アスパラギン酸、
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システイン、グルタミン酸、グルタミン、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、ロイシ
ン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チ
ロシン、バリンおよびプロリンのいずれかであってよい。
【０１２０】
　ＶＩＰのＮ末端に追加される追加の配列は、１～約１００、１～約５０、１～約２０、
１～約１０および１～約５アミノ酸の生物学的に活性および生物学的に不活性の配列を含
む、任意の配列のものであってよい。
【０１２１】
　改変されたＶＩＰのＮ末端は構造Ｍ－Ｎを有することができ、そこで、Ｍはメチオニン
であり、ＮはＶＩＰ分子（例えば、配列番号５３）のＮ末端である。このメチオニンは、
細菌または真核生物の宿主細胞でタンパク質の翻訳を補助する。したがって、改変された
ＶＩＰは、細菌および酵母発現系（例えば、大腸菌）を含む生物系で作製することができ
る。メチオニンは細菌発現系でメチオニンアミノペプチダーゼ（ＭＡ）によって時には除
去することができるが、ヒスチジン（Ｈ）はＭＡにとって２位で最も好ましくない残基の
１つである。
【０１２２】
　一部の実施形態では、ＶＩＰはＮ末端で改変される。一部の実施形態では、ＶＩＰはＣ
末端で改変される。
【０１２３】
　他の実施形態では、ＶＩＰは内因性ペプチダーゼまたはプロテアーゼなどのペプチダー
ゼまたはプロテアーゼによって活性化が可能である。そのような活性化可能な配列は、国
際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ２００９／０６８６５６に記載される。本明細書で用いるように
、用語「ペプチダーゼ」および「プロテアーゼ」は互換性である。例えば、ＶＩＰは、ジ
ペプチジルペプチダーゼによって活性化できるように設計することができる。例示的なジ
ペプチジルペプチダーゼには、ジペプチジルペプチダーゼ－１（ＤＰＰ－Ｉ）、ジペプチ
ジルペプチダーゼ－３（ＤＰＰ－ＩＩＩ）、ジペプチジルペプチダーゼ－４（ＤＰＰ－Ｉ
Ｖ）、ジペプチジルペプチダーゼ－６（ＤＰＰ－ＶＩ）、ジペプチジルペプチダーゼ－７
（ＤＰＰ－ＶＩＩ）、ジペプチジルペプチダーゼ－８（ＤＰＰ－ＶＩＩＩ）、ジペプチジ
ルペプチダーゼ－９（ＤＰＰ－ＩＸ）、ジペプチジルペプチダーゼ－１０（ＤＰＰ－Ｘ）
が含まれる。そのようなジペプチダーゼの基質配列は、公知である。
【０１２４】
　一部の実施形態では、活性化可能なＶＩＰのＮ末端は、構造Ｚ－Ｎを有することができ
、そこで、Ｚはジペプチダーゼの基質であり（例えば、Ｚはジペプチダーゼ曝露によって
除去される）、ＮはＶＩＰのＮ末端である。活性化可能なＶＩＰは、式Ｍ－Ｘ－ＮのＮ末
端配列を有することができ、そこで、Ｍはメチオニンであり、ＸはＰｒｏ、Ａｌａまたは
Ｓｅｒであり、ＮはＶＩＰまたはＶＩＰ類似体のＮ末端である。この方法では、Ｍおよび
Ｘは、その後、宿主細胞（例えば、大腸菌）および／またはジペプチダーゼ（例えば、Ｄ
ＰＰ－ＩＶ）に感受性であり、それによって除去される。あるいは、活性化可能なＶＩＰ
のＮ末端配列はＸ１－Ｘ２－Ｎであってもよく、そこで、Ｘ１はＧｌｙ、Ａｌａ、Ｓｅｒ
、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、ＶａｌまたはＰｒｏであり；Ｘ２はＰｒｏ、ＡｌａまたはＳｅｒであ
り；ＮはＶＩＰのＮ末端である。Ｘ１－Ｘ２はジペプチダーゼ（例えば、ＤＰＰ－ＩＶ）
の基質であり、ジペプチダーゼ消化は、Ｎ、ＶＩＰまたはＶＩＰ類似体の所望のＮ末端を
曝露させる。そのような実施形態では、タンパク質は、宿主細胞（例えば、大腸菌）で、
Ｍ－Ｘ１－Ｘ２－Ｎ（Ｍはメチオニンである）をコードする構築物の発現によって生成す
ることができるが、その理由は、２位のＧｌｙ、Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、Ｖａ
ｌまたはＰｒｏがＭｅｔの除去をシグナル伝達し、それによってＮ末端にＸ１－Ｘ２を残
し、それはジペプチダーゼ（例えば、ＤＰＰ－ＩＶ）がｉｎ　ｖｉｖｏで活性化すること
ができるからである。一部の実施形態では、ペプチダーゼは体内に存在することができ、
注射の後に活性化可能なＶＩＰに作用することができる。
【０１２５】
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　他の実施形態では、改変された活性化可能なＶＩＰのＮ末端は構造Ｍ－Ｚ－Ｎを有し、
そこで、Ｍはメチオニンであり、Ｚはジペプチダーゼの基質であり（例えば、Ｚはジペプ
チダーゼ曝露によって除去される）、Ｎは活性ＶＩＰ（改変されたＶＩＰ）の非Ｈｉｓの
Ｎ末端である。例えば、改変された活性化可能なＶＩＰは、式Ｍ－Ｘ－ＮのＮ末端配列を
有することができ、そこで、Ｍはメチオニンであり、ＸはＰｒｏ、ＡｌａまたはＳｅｒで
あり、Ｎは活性ＶＩＰの非ＨｉｓのＮ末端である。この方法では、ＭおよびＸは、その後
、宿主細胞（例えば、大腸菌）および／またはジペプチダーゼ（例えば、ＤＰＰ－ＩＶ）
に感受性であり、それによって除去される。あるいは、活性化可能なＶＩＰのＮ末端配列
はＸ１－Ｘ２－Ｎであってもよく、そこで、Ｘ１はＧｌｙ、Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｃｙｓ、Ｔ
ｈｒ、ＶａｌまたはＰｒｏであり；Ｘ２はＰｒｏ、ＡｌａまたはＳｅｒであり；Ｎは活性
ＶＩＰの非ＨｉｓのＮ末端である。Ｘ１－Ｘ２はジペプチダーゼ（例えば、ＤＰＰ－ＩＶ
）の基質であり、ジペプチダーゼ消化は、Ｎ、ＶＩＰの所望の非ＨｉｓのＮ末端を曝露さ
せる。
【０１２６】
　さらに他の実施形態では、改変された活性化可能なＶＩＰのＮ末端は、構造Ｍ－Ｚ－Ｓ
－Ｎを有し、そこで、Ｍはメチオニンであり、Ｚはジペプチダーゼの基質であり（例えば
、Ｚはジペプチダーゼ曝露によって除去される）、Ｎは成熟ＶＩＰのＮ末端（Ｈｉｓ）で
あり；Ｓは、ジペプチダーゼ消化の後に曝露させられ、前述の通り改変されたＶＩＰを提
供する１つまたは複数のアミノ酸である。例えば、改変された活性化可能なＶＩＰは、式
Ｍ－Ｘ－Ｓ－ＮのＮ末端配列を有することができ、そこで、Ｍはメチオニンであり、Ｘは
Ｐｒｏ、ＡｌａまたはＳｅｒであり、Ｎは成熟ＶＩＰのＮ末端であり；Ｓは、ジペプチダ
ーゼ消化の後に曝露させられ、受容体優先度を提供する１つまたは複数のアミノ酸である
。あるいは、活性化可能なＶＩＰのＮ末端配列はＸ１－Ｘ２－Ｓ－Ｎであってもよく、そ
こで、Ｘ１はＧｌｙ、Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｃｙｓ、Ｔｈｒ、ＶａｌまたはＰｒｏであり；Ｘ
２はＰｒｏ、ＡｌａまたはＳｅｒであり；ＮはＶＩＰの非ＨｉｓのＮ末端であり；Ｓは、
ジペプチダーゼ消化の後に曝露させられる１つまたは複数のアミノ酸である。Ｘ１－Ｘ２
はジペプチダーゼ（例えば、ＤＰＰ－ＩＶ）の基質であり、ジペプチダーゼ消化はＳを曝
露させる。
【０１２７】
　一部の実施形態では、ＶＩＰのＮ末端へのＮ末端化学的修飾は、受容体優先度を提供す
る。タンパク質の化学的修飾およびその方法は、当技術分野で周知である。非限定的な例
示的化学的修飾は、ペグ化、メチルグリオキサル化、還元アルキル化、過ギ酸酸化、スク
シニル化、アミノエチル化およびリピド化である（Clifton、New Protein Techniques、N
ew Jersey: Humana Press、1985。ISBX. 0-89603-126-8. Volume. 3 of. Methods in Mol
ecular Biology）。システイン、メチオニン、ヒスチジン、リジン、アルギニン、トリプ
トファン、チロシン、カルボキシル基の改変によって結合することができる、ペグ化など
の化学基が以前に記載されている（Lundblad、Techniques in Protein Modification、CR
C Press、1995を参照）。
【０１２８】
　ＶＩＰ活性薬剤は、中でも、制御不可もしくは抵抗性の高血圧、または肺動脈高血圧（
ＰＡＨ）、または慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、または筋ジストロフィーに続発する心
筋症から選択される状態を治療する方法で利用可能である。
【０１２９】
　小分子
　他の実施形態では、治療剤は、活性薬剤と、対象の体温でマトリックスを形成すること
が可能なアミノ酸配列（例えば、ＥＬＰ）との間の化学コンジュゲートである。例えば、
活性薬剤は、化学療法剤、例えばメトトレキサート、ダウノマイシン、マイトマイシン、
シスプラチン、ビンクリスチン、エピルビシン、フルオロウラシル、ベラパミル、シクロ
ホスファミド、シトシンアラビノシド、アミノプテリン、ブレオマイシン、マイトマイシ
ンＣ、デモコルシン、エトポシド、ミトラマイシン、クロラムブシル、メルファラン、ダ
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ウノルビシン、ドキソルビシン、タモキシフェン、パクリタキセル、ビンブラスチン、カ
ンプトセシン、アクチノマイシンＤ、シタラビンおよびコンブレタスタチンから選択され
る化学療法剤であってよい。あるいは、薬剤は、免疫原性分子、または免疫調節物質、ま
たは抗炎症剤、例えば、ここに参照により完全に組み込まれる米国特許出願公開第２００
９／０００４１０４号に記載される薬剤であってもよい。さらに、薬剤は、オピオイド分
子、例えばオキシコドン、モルヒネまたはコデイン、例えば、ここに参照により組み込ま
れる米国特許仮出願第６１／５９７，８９８号に記載されるようなものであってもよい。
化学コンジュゲートは開裂可能なリンカーを通すものであってよく、その多数のタイプが
当技術分野で公知である。ここに参照により完全に組み込まれる、米国特許第６，３２８
，９９６号を参照。
【０１３０】
　製剤
　本開示は、本明細書に開示される治療剤ならびに１つまたは複数の薬学的に許容される
賦形剤および／または希釈剤を含む持続的放出製剤を提供する。例えば、そのような賦形
剤には、塩および水素結合を安定させる作用をすることができる他の賦形剤が含まれる。
当技術分野で公知である任意の適当な賦形剤を使用することができる。例示的な賦形剤に
は、限定されずに、ヒスチジン、グリシンまたはアルギニンなどのアミノ酸；グリセロー
ル；スクロースなどの糖；ポリソルベート２０およびポリソルベート８０などの界面活性
剤；クエン酸；クエン酸ナトリウム；抗酸化剤；ナトリウム、カリウムおよびカルシウム
などのアルカリ土類金属塩を含む塩；塩化物およびリン酸塩などの対イオン；糖アルコー
ル（例えばマンニトール）；保存剤；糖アルコール（例えばマンニトール、ソルビトール
）；ならびに緩衝剤が含まれる。例示的な塩には、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化
マグネシウム、塩化カルシウム、二塩基リン酸ナトリウム、一塩基リン酸ナトリウム、リ
ン酸ナトリウムおよびリン酸カリウムが含まれる。
【０１３１】
　治療剤は、体温（例えば３７℃、または一部の実施形態では３４～３６℃）でマトリッ
クスの形成を可能にするのに十分であるｐＨ、イオン強度、および一般的に賦形剤で製剤
化される。治療剤は、それが貯蔵条件でマトリックスを形成しないように一般的に調製さ
れる。製剤は、冷凍、冷蔵または室温で保存することができる。貯蔵条件は、一般的に製
剤の転移温度未満、例えば約３２℃未満、または約３０℃未満、約２７℃未満、約２５℃
未満、または約２０℃未満、または約１５℃未満である。例えば、製剤は血液と等張性で
あるか、または生理的条件を模倣するイオン強度を有することができる。例えば、製剤は
、少なくとも２５ｍＭ塩化ナトリウムのそれ、または少なくとも３０ｍＭ塩化ナトリウム
のそれ、または少なくとも４０ｍＭ塩化ナトリウムのそれ、または少なくとも５０ｍＭ塩
化ナトリウムのそれ、または少なくとも７５ｍＭ塩化ナトリウムのそれ、または少なくと
も１００ｍＭ塩化ナトリウムのそれ、または少なくとも１５０ｍＭ塩化ナトリウムのそれ
のイオン強度を有することができる。ある特定の実施形態では、製剤は、０．９％食塩水
（１５４ｍＭ塩化ナトリウム）のそれに等しいイオン強度を有する。
【０１３２】
　一部の実施形態では、製剤は貯蔵条件で安定している。安定性は、当技術分野の任意の
適当な手段を使用して測定することができる。一般的に、安定した製剤とは、分解生成物
または不純物の５％未満の増加を示すものである。一部の実施形態では、製剤は、貯蔵条
件で少なくとも約１カ月間、少なくとも約２カ月間、少なくとも約３カ月間、少なくとも
約４カ月間、少なくとも約５カ月間、少なくとも約６カ月間、または少なくとも約１年以
上安定している。一部の実施形態では、製剤は、２５℃において少なくとも約１カ月間、
少なくとも約２カ月間、少なくとも約３カ月間、少なくとも約４カ月間、少なくとも約５
カ月間、少なくとも約６カ月間、または少なくとも約１年以上安定している。
【０１３３】
　一部の実施形態では、製剤は、塩化カルシウム、塩化マグネシウム、塩化カリウム、一
塩基リン酸カリウム、塩化ナトリウム、二塩基リン酸ナトリウム、一塩基リン酸ナトリウ
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ム、ヒスチジン、アルギニン、グリシン、グリセロール、抗微生物性保存剤（例えばメタ
クレゾール）、張性調整剤（例えばマンニトール）、氷酢酸、酢酸ナトリウム三水和物；
スクロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム、一塩基リン酸ナトリウム一水和物
、二塩基リン酸ナトリウム七水和物、亜鉛、ｍ－クレゾール、フェノール、ソルビトール
、ポリソルベート８０およびポリソルベート２０のうちの２つ以上を含む。一部の実施形
態では、製剤は、カルボキシメチルセルロースを含まない。
【０１３４】
　一部の実施形態では、製剤は、約１０ｍＭ～約１００ｍＭヒスチジンの範囲で、ヒスチ
ジンまたは別のアミノ酸を含む。一部の実施形態では、製剤は、約１０ｍＭ～約３０ｍＭ
ヒスチジンの範囲で、ヒスチジンまたは別のアミノ酸を含む。一部の実施形態では、製剤
は、約１５ｍＭ～約２５ｍＭヒスチジンの範囲で、ヒスチジンまたは別のアミノ酸を含む
。一部の実施形態では、製剤は、約１０ｍＭ～約１６５ｍＭのＮａＣｌの範囲でＮａＣｌ
を含む。一部の実施形態では、製剤は、約５０ｍＭ～約１６５ｍＭの間のＮａＣｌを含む
。一部の実施形態では、製剤は、約５４ｍＭ～約１６２ｍＭの間のＮａＣｌを含む。一部
の実施形態では、製剤は、約１１０ｍＭ～約１６２ｍＭの間のＮａＣｌを含む。一部の実
施形態では、製剤は、約１ｍＭ～約２０ｍＭの範囲でリン酸ナトリウムを含む。一部の実
施形態では、製剤は、約５ｍＭ～約１５ｍＭの範囲でリン酸ナトリウムを含む。一部の実
施形態では、製剤は、約２ｍＭ～約１０ｍＭの範囲で一塩基リン酸ナトリウムを含む。一
部の実施形態では、製剤は、約４ｍＭ～約８ｍＭの範囲で一塩基リン酸ナトリウムを含む
。一部の実施形態では、製剤は、約１ｍＭ～約１０ｍＭの範囲で二塩基リン酸ナトリウム
を含む。一部の実施形態では、製剤は、約２ｍＭ～約７ｍＭの範囲で二塩基リン酸ナトリ
ウムを含む。一部の実施形態では、製剤は、約２ｍＭ～約５ｍＭの範囲で二塩基リン酸ナ
トリウムを含む。一部の実施形態では、製剤は、約０．０１％～約０．２％の範囲でポリ
ソルベート２０を含む。一部の実施形態では、製剤は、約０．０１％～約０．２％の範囲
でポリソルベート８０を含む。一部の実施形態では、製剤は、リン酸ナトリウム、塩化ナ
トリウム、一塩基リン酸ナトリウム、二塩基リン酸ナトリウムおよびポリソルベート２０
を含む。一部の実施形態では、製剤は、約１０ｍＭリン酸ナトリウム（約７ｍＭ一塩基リ
ン酸ナトリウムおよび約３ｍＭ二塩基リン酸ナトリウム）、約１１０ｍＭ塩化ナトリウム
および約０．１％ポリソルベート２０を含む。
【０１３５】
　一部の実施形態では、製剤は生理的ｐＨで製剤化される。一部の実施形態では、製剤は
、約５．５～約７．５の範囲内のｐＨで製剤化される。一部の実施形態では、製剤は、約
６．０～約７．０の範囲内のｐＨで製剤化される。一部の実施形態では、製剤は、約６．
５～約７．０の範囲内のｐＨで製剤化される。一部の実施形態では、より低いｐＨの製剤
は、より高いｐＨの製剤と比較して改善された製剤安定性を実証する。一部の実施形態で
は、約６．５のｐＨの製剤は、約７．０のｐＨの製剤と比較して改善された安定性を実証
する。一部の実施形態では、約６．０のｐＨの製剤は、約６．５のｐＨの製剤と比較して
改善された安定性を実証する。一部の実施形態では、より低いｐＨの製剤は、より高いｐ
Ｈの製剤と比較してより高い百分率のモノマーを維持する。一部の実施形態では、約６．
５のｐＨの製剤は、約７．０のｐＨの製剤と比較してより高い百分率のモノマーを維持す
る。一部の実施形態では、約６．０のｐＨの製剤は、約６．５のｐＨの製剤と比較してよ
り高い百分率のモノマーを維持する。
【０１３６】
　製剤中の治療剤のタンパク質濃度は、投与の温度でマトリックスの形成を推進するよう
に調整される。例えば、より高いタンパク質濃度はマトリックス形成の推進を助け、この
目的のために必要なタンパク質濃度は使用されるＥＬＰシリーズによって異なる。例えば
、ＥＬＰ１－１２０または同等の転移温度を有するアミノ酸配列を使用する実施形態では
、タンパク質は約１ｍｇ／ｍＬ～約２００ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在するか、または約３
０ｍｇ／ｍＬ～約１５０ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在する。ＥＬＰ４－１２０または同等の
転移温度を有するアミノ酸配列を使用する実施形態では、タンパク質は約０．００５ｍｇ
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／ｍＬ～約１０ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在するか、または約０．０１ｍｇ／ｍＬ～約５ｍ
ｇ／ｍＬの範囲内で存在する。
【０１３７】
　一部の実施形態では、治療剤は約０．５ｍｇ／ｍＬ～約２００ｍｇ／ｍＬの範囲内で存
在することができるか、または約３０ｍｇ／ｍＬ～約１５０ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在す
る。一部の実施形態では、治療剤は約５０ｍｇ／ｍＬ～約１２５ｍｇ／ｍＬの範囲内、ま
たは約７５ｍｇ／ｍＬ～約１１０ｍｇ／ｍＬの範囲内で存在する。一部の実施形態では、
治療剤は約１００ｍｇ／ｍＬの濃度で存在する。
【０１３８】
　一部の態様では、本開示は、本明細書に開示される活性薬剤の持続的放出レジメンを送
達するための方法を提供する。本方法は、必要とする対象に本明細書に記載される医薬組
成物を投与することを含み、ここで、医薬組成物は１カ月につき約１～約８回投与される
。一部の実施形態では、医薬組成物は、１カ月につき約１回、約２回、約３回および／ま
たは約４回投与される。一部の実施形態では、医薬組成物は週単位で投与される。一部の
実施形態では、医薬組成物は日単位で投与される。一部の実施形態では、医薬組成物は１
週につき１～３回投与される。一部の実施形態では、医薬組成物は２週おきに１回投与さ
れる。一部の実施形態では、医薬組成物は１カ月につき１～２回投与される。特定の実施
形態では、医薬組成物は、１カ月につき約１回投与される。一部の実施形態では、医薬組
成物は、２カ月おきに約１回、３カ月おきに約１回、４カ月おきに約１回、５カ月おきに
約１回および／または６カ月おきに約１回投与される。医薬組成物は、１週につき１回、
１週につき２回または１カ月につき１～８回の投与のために前充填されたペンまたはシリ
ンジの形で詰め込むことができるか、あるいは従来のバイアルなどに充填することができ
る。
【０１３９】
　一部の実施形態では、製剤は約１月ごとに投与され、皮下または筋肉内に投与すること
ができる。一部の実施形態では、製剤は約１週ごとに投与され、皮下または筋肉内に投与
することができる。一部の実施形態では、投与部位は病的部位ではなく、例えば、意図さ
れた作用部位でない。
【０１４０】
　一部の実施形態では、本明細書に開示される医薬組成物は長期投与される。一部の実施
形態では、本明細書に開示される医薬組成物は、約６カ月、約７カ月、約８カ月、約９カ
月、約１０カ月、約１１カ月、約１年、約２年、約３年、約４年、約５年、約１０年以上
の間投与される。医薬組成物は、本明細書に開示される任意の必要な用量および／または
頻度で投与することができる。
【０１４１】
　一部の実施形態では、本明細書に開示される医薬組成物は、疾患または障害の症状が改
善するまで投与される。一部の実施形態では、本明細書に開示される医薬組成物は、疾患
または障害の症候が寛解、遅延および／または治癒するまで投与される。
【０１４２】
　一部の実施形態では、本明細書に開示される医薬組成物は、患者が１つまたは複数の疾
患または障害の症状を示し始める前に投与される。一部の実施形態では、本明細書に開示
される医薬組成物は、疾患または障害の症状の開始時に投与される。
【０１４３】
　治療剤は一般的に「全身性送達」のために製剤化され、これは、薬剤が病的部位または
作用部位に局所的に送達されないことを意味する。代わりに、薬剤は注射部位から血流中
に吸収され、その場合、薬剤は全身的に作用するか、または循環を通して作用部位に輸送
される。治療剤は任意の公知の経路によって、例えば、経口的、静脈内、筋肉内、経鼻的
、皮下、膣内におよび直腸内に投与することができる。一部の実施形態では、製剤は、一
般的に皮下投与のためのものである。一部の実施形態では、薬剤が皮下に投与されるとき
、薬物動態学的（ＰＫ）パラメータは延長される。一部の実施形態では、融合タンパク質
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の半減期は延長される。一部の実施形態では、他の手段（例えば静脈内）によって投与さ
れる薬剤と比較して、薬剤が皮下に投与されるときのＰＫパラメータは延長される。一部
の実施形態では、他の手段（例えば静脈内）によって投与される薬剤と比較して、薬剤が
皮下に投与されるときに薬剤の貯蔵は延長される。注射部位からの遅い吸収を提供するこ
とによって、腎クリアランスおよび分解を制御し、それによって所望のＰＫプロファイル
を達成することができる。
【０１４４】
　有利には、活性薬剤の持続的放出のために、組成物は長期の薬物動態学的曝露を提供す
る。特定の態様では、最大曝露レベルは、投与の約１０時間後、約２４時間後、約４８時
間後または約７２時間後に達成することができる。一般的に、最大曝露レベルは、投与の
約１０時間後～約４８時間後の間に達成される。最大曝露レベルが達成された後、組成物
は持続的放出速度を達成することができ、それによって最大レベルのかなりの百分率がし
ばらくの間得られる。例えば、持続的速度は、最大曝露レベルの約５０％、約６０％、約
７０％、約８０％、約９０％または約１００％達成することができる。持続的速度を維持
するための例示的な期間は、最大曝露レベルが達成されてから約３日間、約４日間、約５
日間、約６日間、約１週間、約２週間、約４週間、約６週間または約８週間である。その
後、持続的速度は、低減された曝露速度に下がってよい。そのような低減された曝露速度
は、最大曝露レベルの約５％、約１０％、約２０％、約３０％、約４０％、約５０％また
は約６０％であってよい。図２０Ｂは、１０００ｎｇ／ｍＬの最大曝露レベルが約１～２
日以内に得られる実施形態（ＰＥ０２５６）を例示する。この期間の後、約１０～１２日
目まで最大曝露レベルの約７０～１００％の持続的速度が維持され、その後、試験の残り
の間に約６０％～約１０％まで低下する低減された曝露速度が得られる。
【０１４５】
　様々な実施形態では、活性薬剤の血漿中濃度は、製剤の複数回の投与、例えば少なくと
も２回、少なくとも約５回または少なくとも約１０回の投与の過程で、約２０倍、または
約１０倍、または約５倍、または約３倍を超えて変化することはない。一部の実施形態で
は、活性薬剤の血漿中濃度は、各投与の間で、約２０倍、または約１０倍、または約５倍
、または約３倍を超えて変化することはない。一部の実施形態では、定常状態に到達する
まで（例えば、約３～約４回の投与の後）、多少の蓄積がある。投与は、実質的に等間隔
、例えば、約日ごと、または約１週に１回、または１カ月につき１～約５回、または約２
カ月おきに１回または約３カ月おきに１回である。他の実施形態では、用量は、５回以上
の投与の後に定常状態に到達するように、数回の投与にわたって着実に増加させることが
できる。
【０１４６】
　本明細書に開示される医薬組成物は、未融合であるか非コンジュゲート型の対応物より
小さい用量および／または低い頻度で投与することができる。当業者は各場合に望ましい
用量を決定することができるが、治療的恩恵の達成のための治療剤の適する用量は、例え
ば、１用量につきレシピエントの１キログラム体重につき約１マイクログラム（μｇ）～
約１００ミリグラム（ｍｇ）の範囲内、好ましくは１用量につき１キログラム体重につき
約１０μｇ～約５０ｍｇの範囲内、最も好ましくは１用量につき１キログラム体重につき
約１０μｇ～約５０ｍｇの範囲内であってよい。一部の実施形態では、医薬組成物は低用
量で投与される。一部の実施形態では、医薬組成物は、１用量につき体重１キログラムに
つき１ｍｇから１用量につき体重１キログラムにつき約９ｍｇまでの間の用量で投与され
る。一部の実施形態では、医薬組成物は、１用量につき体重１キログラムにつき約１ｍｇ
、１用量につき体重１キログラムにつき約３ｍｇおよび／または１用量につき体重１キロ
グラムにつき約９ｍｇで投与される。所望の用量は、１用量または１日に適当な間隔で投
与される２つ以上の下位用量として提示することができる。これらの下位用量は、例えば
１単位剤形につき約１０μｇ～約１０００ｍｇ、好ましくは約５０μｇ～約５００ｍｇ、
最も好ましくは約５０μｇ～約２５０ｍｇの有効成分を含有する単位剤形で投与すること
ができる。あるいは、レシピエントの状態がそれを必要とするならば、用量は連続注入と
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して投与することができる。
【０１４７】
　ある特定の実施形態では対象はヒトであるが、他の実施形態では非ヒト哺乳動物、例え
ば家畜化されたペット（例えば、イヌまたはネコ）または家畜もしくは畜産動物（例えば
、ウマ、ウシ、ヒツジまたはブタ）であってもよい。
【０１４８】
　本出願全体において「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」などの単数形は便宜上使用され
るが、文脈または明示的記述が別途示す場合以外は、単数形は複数形を含むこととするこ
とを理解するべきである。全ての数値範囲は、数値範囲の中のいずれの数値地点をも含む
と理解するべきで、いずれの数値地点をも個々に列挙するものと解釈するべきである。同
じ成分または特性を対象とする全ての範囲の端点は包含的であり、個々に組合せ可能であ
ることとする。
【０１４９】
　参照される数値表示に関連して使用されるとき、用語「約」は、参照数値表示プラスま
たはマイナス参照数値表示の最高１０％を意味する。例えば、語「約５０」は、４５～５
５の範囲を含む。
【０１５０】
　本明細書で用いるように、単語「含む」およびその変異体は非限定的であることとし、
そのため、リスト中のアイテムの列挙は、この技術の材料、組成物、器具および方法で同
じく有益であろう他の同様のアイテムを除外するものではない。同様に、用語「すること
ができる」および「してもよい」およびそれらの変異形は非限定的であることとし、その
ため、実施形態がある特定の要素または特徴を含むことができるかまたは含んでもよいと
の叙述は、それらの要素または特徴を含有しない本技術の他の実施形態を排除しない。含
む、含有するまたは有するなどの用語の同義語としてのオープンエンドの用語「含む」は
、本開示を記載および請求するために本明細書で使用されるが、本技術またはその実施形
態は、列挙された成分「からなる」または「から事実上なる」などのより限定的な用語を
使用して代わりに記載することができる。
【０１５１】
　本明細書で用いるように、「半減期」（一般的に、ｉｎ　ｖｉｖｏ半減期または循環半
減期を指す）は、活性薬剤の生物活性の５０％の減少が起こるために必要とされる期間で
ある。一部の実施形態では、この用語は、延期された曝露および長い半減期の両方を含む
（例えば、非コンジュゲート型のペプチドと比較した注射部位からの遅い取り込みおよび
クリアランスの遅滞の両方）。
【０１５２】
　特に明記されない限り、本明細書の全ての専門用語および科学用語は、この開示が属す
る分野の当業技術者が通常理解するのと同じ意味を有する。本明細書に記載されるそれら
に類似するかまたは同等であるいかなる方法および材料も本開示の実施または試験で用い
ることができるが、好ましい方法および材料が本明細書に記載される。
【０１５３】
　この開示は、以下の非限定的実施例でさらに例示される。
【実施例】
【０１５４】
　実施例１：ＥＬＰ融合の相転移特性
　ある特定のアミノ酸配列が示す相転移特性を、図１（ＥＬＰ１）および図２（ＥＬＰ４
）に例示する。相転移は、濁度の増加として観察することができる。図３は、理論によっ
て縛られることを望まないが、所与の濃度の相転移温度より高い温度での水シェルの排除
および水素結合の形成によって推進される、相転移の潜在的機構を例示する。
【０１５５】
　実施例２：月ごとのＥＬＰ融合ポリペプチド
　ＥＬＰモチーフのＶＰＧＸＧ配列でゲスト残基位置Ｘのアミノ酸を変更することは、転
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移状態のＥＬＰバイオポリマーのコアセルベートの安定性または強度を変更し、皮下に投
薬したときに薬物のより遅い放出および延長された貯蔵をもたらすことができる。９つの
ＶＰＧＸＧ五量体（９量体）ブロック（アルファ、ベータおよびベータｖ２）で使用され
るゲストアミノ酸の比を変えることによって、異なるコアセルベーション強度を有するＥ
ＬＰバイオポリマーのコレクションを構築した。ＶＰＧＸＧのゲスト残基を置換すること
に加えて、モチーフＸＰＧＶＧを有する五量体も構築した（デルタ）。ＥＬＰ五量体は任
意の長さに組み合わせることができるが、ＤＮＡの合成および操作の例示および容易さの
ために、９つのＥＬＰ五量体（９量体）のサブユニットを構築した。これらの９量体は任
意の長さのポリマーを作製するために組み合わせることができるが、ゲスト残基位置のバ
リンと他のアミノ酸との全体的な比は同じままである。図４は、これらの９量体（アルフ
ァ、ベータ、ベータｖ２およびデルタ）のアラインメントを示す。９量体は、疎水性を有
する、したがって、以前に検査したＥＬＰ１シリーズ（ＶＰＧＸＧ：Ｖ５Ａ２Ｇ３）およ
びＥＬＰ４シリーズ（ＶＰＧＸＧ：Ｖ－５）のバイオポリマーの間の転移温度を有するＥ
ＬＰバイオポリマーを形成するように設計した。図１０に表されない別のＥＬＰポリマー
が開発された。このポリマー（ＥＬＰガンマ）は、Ｖ５：Ａ２：Ｇ２の比でＶＰＧＸＧ五
量体モチーフを含む。表１は、新しいＥＬＰシリーズと１および４シリーズの９量体の間
の、ゲスト残基占有率の比を比較する。
【０１５６】
　異なる長さのバイオポリマーを構築するために、反復ライゲーションを使用して９量体
を繰り返した。図５は、このライゲーション技術を例示する。合成ベクターを作製するた
めに、バックグラウンドベクター（ｐＩＤＴ）で９量体を合成した（Integrated DNA Tec
hnologies、Coralville、IA）。これらの合成ベクターをＢｇｌＩ／ＰｆｌＭＩ制限酵素
で切断し、ＢｇｌＩで切断して脱リン酸化した同じ合成ベクターにサブクローニングで戻
した。これは、９量体の２つのコピーを含有するベクターを与える。９量体（１４４量体
）の１６コピーを含有するベクターが構築されるまで、この倍加技術を継続した。例えば
、１８、２７、３６、４５、５４、６３、７２、８１、９０、９９、１０８、１１７、１
２６、１３５、１４４、１５３、１６２、１７１、１８０コピーの９量体を有するＥＬＰ
を生成するために、様々な数の９量体のＥＬＰを組み合わせることができる。中間の特性
を有する追加のＥＬＰバイオポリマーを生成するために、表１に記載される単位を様々な
比で組み合わせることもできる。例えば、ガンマＥＬＰポリマーは、１４４量体が構築さ
れるまでアルファ９量体およびベータ９量体を交互に並べることによって構築された。こ
れらのＥＬＰ　１４４量体は、発現のためにＥＬＰ　１４４量体が正しい読み枠にクロー
ニングされることを可能にするリンカー領域（図７）を含有する、ｐＥＴベースの中間体
ベクターｐＰＥ０２４８（図６）に次にサブクローニングした。ｐＰＥ０２４８は、ゲス
ト位置にバリンを有する１４４量体のＮ末端に追加の五量体反復配列を、およびゲスト残
基にトリプトファンを有するＣ末端に追加の五量体を追加する。分子の吸光係数を増加さ
せ、例えば２８０ｎｍで吸光度のより優れた測定を可能にする手段としてトリプトファン
を使用することができ、そのことはタンパク濃度の判定または精製中のタンパク含有量の
モニタリングのために有益である可能性がある。いずれかの末端に追加される五量体は、
コードするＤＮＡがＥＬＰコード配列のいずれかの末端への融合パートナーのクローニン
グのための制限酵素認識部位を含有するように、設計することもできる。１４４量体発現
プラスミドは、ｐＰＥ０２４９（ＥＬＰアルファ－１４４）、ｐＰＥ０２５０（ＥＬＰベ
ータＶ１－１４４）、ｐＰＥ０３６２（ＥＬＰベータＶ２－１４４）、ｐＰＥ０２５１（
ＥＬＰガンマ－１４４）およびｐＰＥ０２５２（ＥＬＰデルタ－１４４）と命名された。
図８～１７は、バイオポリマーのＥＬＰアミノ酸配列およびベクターのマップを含有する
。
【０１５７】
　ＧＬＰ－１ペプチドは、異なるＥＬＰ配列のＮ末端にクローニングされた。合成された
ＧＬＰ－１遺伝子をＸｂａＩ／ＢｓｒＧＩで消化し、ＸｂａＩ／Ａｃｃ６５ｉをｐＰＥ０
２４９、ｐＰＥ０２５０、ｐＰＥ０３６２、ｐＰＥ０２５１およびｐＰＥ０２５２にクロ
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ーニングし、ベクターｐＰＥ０２５３（ＧＬＰ－１：ＥＬＰアルファ－１４４）、ｐＰＥ
２５４（ＧＬＰ－１：ＥＬＰベータＶ１－１４４）、ｐＰＥ０３１１（ＧＬＰ－１：ＥＬ
ＰベータＶ２－１４４）、ｐＰＥ０２５５（ＧＬＰ－１：ＥＬＰガンマ－１４４）、ｐＰ
Ｅ０２５６（ＧＬＰ－１：ＥＬＰデルタ－１４４）をそれぞれ作製した。これらのベクタ
ーは、大腸菌株ＢＬＲ（ＤＥ３）で発現された。発酵および精製の後、２０ｍＭヒスチジ
ン、１１０ｍＭ　ＮａＣｌ中で異なるＥＬＰポリマーを含むペプチド融合を１０ｍｇ／ｍ
Ｌで製剤化し、Ｃａｒｙ３００　ＵＶ分光計を使用して転移温度を測定した。図１８およ
び表２に示すように、ＥＬＰアルファ－１４４、ＥＬＰベータＶ１－１４４、ＥＬＰベー
タＶ２－１４４、ＥＬＰガンマ－１４４およびＥＬＰデルタ－１４４の転移温度は、シリ
ーズ４のＥＬＰ（ＰＥ０００２）およびシリーズ１のＥＬＰ（ＰＢ１０２３）のための温
度を含まずにそれらの間にくる。
【０１５８】
　ＰＥ０２５３（アルファ）、ＰＥ０２５４（ベータｖ１）、ＰＥ０２５５（ガンマ）、
ＰＥ０２５６（デルタ）およびＰＥ０３１１（ベータｖ２）のＰＫは、カニクイザルで評
価された。図１９および表４は、ＰＥ０２５３、ＰＥ０２５４、ＰＥ０２５５またはＰＥ
０２５６のいずれの２０ｍｇ／ｋｇの単回皮下注射を各々投与した、１群につき１匹の雄
および１匹の雌の非ナイーブサルのＰＫ結果を示す。図２０および表５は、雄２匹および
雌２匹の４匹のタンパク質ナイーブサルへの１０ｍｇ／ｋｇのＰＥ０２５６の単回皮下投
与のＰＫ結果を示す。図２１および表６は、全て雄の３匹のタンパク質ナイーブサルへの
１０ｍｇ／ｋｇのＰＥ０３１１の単回皮下投与のＰＫ結果を示す。対照的に、図２２およ
び表７は、２ｍｇ／ｋｇのＰＥ０２５６の単回ＩＶ注射を投与した非ナイーブサルのＰＫ
結果を示す。
【０１５９】
　実施例３：成長ホルモンＥＬＰ構築物の調製
　ヒト成長ホルモン（ｈＧＨ）配列を合成し、制限酵素ＰｆｌＭ１／ＢｇｌＩで消化し、
次にプラスミドｐＥ０３６２にサブクローニングしてプラスミドｐＰＥ０４２９を提供し
、ＥＬＰベータＶ２－１４４をｈＧＨ配列のＮ末端に置いた。図２３は、ｐＰＥ０４２９
のプラスミドマップを示す。図２４は、融合タンパク質の配列を示す。この構築物は、Ｅ
ＬＰベータＶ２　９量体の１６個の反復配列を有するＥＬＰを提供する。
【０１６０】
　さらなる融合タンパク質では、ＥＬＰ１　３０量体をｐＰＥ０４２９の融合タンパク質
のＣ末端に付加してプラスミドｐＰＥ０４３０を提供した。ＥＬＰ１　３０量体を付加す
ることは、受容体媒介クリアランスを破壊し、したがって、ｈＧＨ融合タンパク質の循環
半減期をさらに増加させる。図２７は、プラスミドｐＰＥ０４３０のプラスミドマップを
示す。図２８は、融合タンパク質の配列を示す。
【０１６１】
　他の実験では、ｈＧＨタンパク質をシリーズ１　ＥＬＰ　１２０量体に単独で、および
Ｃ末端のＥＬＰ１シリーズ３０量体と一緒に融合した。図２５は、ｈＧＨをｐＰＢ１０３
１に挿入し、Ｃ末端のｈＧＨ配列を有するＥＬＰ１シリーズ１２０量体を提供することに
よって調製した、プラスミドｐＰＥ０４３１のプラスミドマップを示す。図２６は、融合
タンパク質の配列を示す。ＥＬＰ１　１２０量体タンパク質をプラスミドｐＰＥ０４３１
に挿入して、ＥＬＰ１－１２０　ｈＧＨ融合タンパク質のＣ末端にＥＬＰ１　３０量体タ
ンパク質を付加した。生じたプラスミドは、ｐＰＥ０４３２と命名した。図２９。生じた
ＥＬＰ１－１２０量体－ｈＧＨ－ＥＬＰ１　３０量体のアミノ酸配列を図３０に示す。
【０１６２】
　実施例４：エキセンディン－４ＥＬＰ構築物の調製
　エキセンディン－４コード配列を合成し、制限酵素Ｘｂａｌ／ＢｓｒＧｌで消化し、次
にプラスミドｐＥ０３６２にサブクローニングしてプラスミドｐＰＥ０３６４を提供し、
エキセンディン－４配列をＥＬＰベータＶ２－１４４配列のＮ末端に置いた。図３１は、
ｐＰＥ０３６４のプラスミドマップを示す。図３２は、融合タンパク質の配列を示す。こ
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の構築物は、ＥＬＰベータＶ２　９量体の１６個の反復配列を有するＥＬＰを提供する。
【０１６３】
　参照による組込み
　本明細書で参照される全ての特許および刊行物は、以下で開示される刊行物を含め、こ
こに参照により完全に組み込まれる。
【０１６４】
　本明細書で議論される刊行物は、本出願の出願日より前のそれらの開示のためだけに提
供される。本明細書のいかなるものも、先行開示のために本開示がそのような刊行物に先
行する権利を有しないことを承認するものと解釈するべきではない。
【０１６５】
　本出願は、以下の刊行物を全ての目的のために参照により完全に組み込む：米国特許出
願公開２００１／００３４０５０　Ａ１；米国特許出願公開第２００９／０２２０４５５
号；米国特許第８，３３４，２５７号；米国特許出願公開第２０１３／０３１０５３８号
；米国特許出願公開第２０１３／０１７２２７４号；米国特許出願公開第２０１１／０２
３６３８４号；米国特許第６，５８２，９２６号；米国特許第７，４２９，４５８号；米
国特許第７，３６４，８５９号；米国特許第８，１７８，４９５号；米国特許出願公開第
２０１３／００７９２７７号；米国特許出願公開第２０１３／００８５０９９号；米国特
許出願公開第２０１３／０１４３８０２号；米国特許出願公開第２０１４／００２４６０
０号；米国特許出願公開第２０１１／０１７８０１７号；米国特許第７，７０９，２２７
号；米国特許出願公開第２０１１／０１２３４８７号；米国特許第８，７２９，０１８号
；米国特許出願公開第２０１４／０１７１３７０号；米国特許出願公開第２０１３／０１
５０２９１号；ＷＯ／２０１４／１１３４３４；および米国特許出願公開第２０１４／０
２１３５１６号。
【０１６６】
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【表４－１】

【０１６７】

【表４－２】

【０１６８】
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