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(57)【要約】
【課題】本発明は、グレリンＯ－アシルトランスフェラ
ーゼの阻害剤およびその製造方法および使用方法を提供
する。
【解決手段】いくつかの実施形態では、本発明は、例え
ば、肥満および糖尿病の治療に有効であり得るグレリン
Ｏ－アシルトランスフェラーゼの２基質類似体阻害剤を
提供する。
【選択図】図１４
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式（Ｉ）の化合物
【化１】

（式中、Ｒは存在しないか、あるいは置換または非置換のアルキル基、置換または非置換
のペプチド鎖および置換または非置換の多糖からなる群から選択される有機部分である）
。
【請求項２】
　Ｒが１～１２個のアミノ酸残基のペプチドである、請求項１に記載の化合物。
【請求項３】
　Ｒがグレリン残基４から１０までに対応する７個のアミノ酸残基のペプチドである、請
求項１に記載の化合物。
【請求項４】
　Ｒがグレリン残基４から１５までに対応する１２個のアミノ酸残基のペプチドである、
請求項１に記載の化合物。
【請求項５】
　Ｒがグレリン残基４から５までに対応する２個のアミノ酸残基のペプチドである、請求
項１に記載の化合物。
【請求項６】
　Ｒがグレリン残基４から２８までに対応する２５個のアミノ酸残基のペプチドである、
請求項１に記載の化合物。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか１項に記載の化合物および薬学的に許容される賦形剤または担
体を含む組成物。
【請求項８】
　請求項１～６のいずれか１項に記載の化合物を調製する方法であって、
　３～５個のＮ末端アミノ酸残基を含むグレリンペプチド配列を提供する工程であって、
３位のセリン残基がアロック保護１，２－ジアミノプロピオン酸に置換されており、Ｄ４
－Ｔａｔがペプチド配列の一末端に結合している、工程と、
　ブロモオクタノイル化中間体を得るために、１または複数個の反応容器中で、グレリン
ペプチド配列を、Ｐｄ（ＰＰｈ３）４パラジウム試薬、ｎ－ブロモオクタン酸無水物およ
び試薬Ｋと一緒にする工程と、
　前記ブロモオクタノイル化中間体を補酵素Ａと一緒にする工程と
を含む方法。
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【請求項９】
　請求項１～６のいずれか１項に記載の化合物の治療有効量を含む組成物を対象に投与す
ることを含む、肥満の治療方法。
【請求項１０】
　前記組成物の投与が、対象において除脂肪量よりも大きい脂肪量減少をもたらす、請求
項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記組成物の投与が、対象においてアシル－グレリンに対するグレリンの比の増加をも
たらす、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　前記治療有効量が少なくとも約５ｍｇ／ｋｇ対象の体重である、請求項９に記載の方法
。
【請求項１３】
　前記治療有効量が少なくとも約１５ｍｇ／ｋｇ対象の体重である、請求項９に記載の方
法。
【請求項１４】
　前記治療有効量が少なくとも約２５ｍｇ／ｋｇ対象の体重である、請求項９に記載の方
法。
【請求項１５】
　請求項１に記載の化合物の治療有効量を含む組成物を対象に投与することを含む、ＩＩ
型糖尿病の治療方法。
【請求項１６】
　前記組成物の投与が、対象においてインスリン産生増加をもたらす、請求項１５に記載
の方法。
【請求項１７】
　前記組成物の投与が、対象においてグルコース曝露に対する応答性増加をもたらす、請
求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記組成物の投与が対象において脱共役タンパク質２（ＵＣＰ－２）ｍＲＮＡレベルの
減少をもたらす、請求項１５に記載の方法。
【請求項１９】
　前記治療有効量が少なくとも約５ｍｇ／ｋｇ対象の体重である、請求項１５に記載の方
法。
【請求項２０】
　前記治療有効量が少なくとも約１５ｍｇ／ｋｇ対象の体重である、請求項１５に記載の
方法。
【請求項２１】
　前記治療有効量が少なくとも約２５ｍｇ／ｋｇ対象の体重である、請求項１５に記載の
方法。
【請求項２２】
　請求項１に記載の化合物の治療有効量を含む組成物を対象に投与することを含む、ｍＢ
ＯＡＴ関連疾患の治療方法。
【請求項２３】
　請求項１に記載の化合物の治療有効量を含む組成物を対象に投与することを含む、過敏
性腸症候群の治療方法。
【請求項２４】
　請求項１に記載の化合物の治療有効量の少なくとも１用量を含む組成物を含むキット。
【請求項２５】
　さらなる体重減少治療薬の少なくとも１用量をさらに含む、請求項２４に記載のキット
。
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【請求項２６】
　前記対象がヒトである、請求項９～２３のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願で記載した研究は、国立衛生研究所の助成金Ｕ５４ ＲＲ０２０８３９およびＲ
０１ ＡＧ１９１８６によって支援された。合衆国政府は、本出願に一定の権利を有する
。
【０００２】
　本出願は、全ての目的のために参照により全体を本明細書に組み込まれる２００８年１
０月３日出願の米国仮出願第６１／１０２，５４９号に対する優先権を主張する。
【０００３】
　本発明は、グレリンＯ－アシルトランスフェラーゼの阻害剤およびその製造方法および
使用方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
　過去３０年にわたり西欧社会において体重過剰者の割合が増加し続けていることは、罹
病率のかなりの超過と関連があり、重大な公衆衛生問題として広く認識されている。この
問題に取り組むために、体重増加に神経内分泌が寄与していることを明らかにするたゆみ
ない努力を重ねている。レプチン（１）の単離を始めとして、中枢および末梢に作用して
体重に影響を及ぼす一連のホルモンが発見されてきた。中でも、胃ペプチドホルモン、ア
シル－グレリンは、体重増加の重要な刺激因子（２～５）およびグルコース恒常性の調節
因子（６～８）として非常に興味を持たれてきた。治療の発展における様々な戦略の中で
、アシル－グレリンの拮抗作用が記載されているが（９）、未だに臨床的に有益性なもの
は出現していない。
【０００５】
　アシル－グレリンの生合成には、グレリンペプチドの３位のセリンの通常にはない翻訳
後オクタノイル化が関与する。このオクタノイル化は、成長ホルモン分泌促進物質受容体
（GHSR）との相互作用を介して行われる生理活性に必要である。このエステル化を担う酵
素、グレリンＯ－アシルトランスフェラーゼ（GOAT）が最近クローニングされた（１０、
１１）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　当業界では依然として、肥満および糖尿病の治療に使用するための改善された治療薬、
特に神経内分泌経路を標的とした治療薬が必要とされている。毎週推定１０，０００例の
早死の原因となっている世界的な肥満の流行に対処する中で、効果的な食欲抑制薬物療法
は大規模に命を救う可能性があり得る。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、ＧＯＡＴの阻害剤が肥満患者の満腹感および体重減少を誘導できること
を発見した。さらに、アシル化グレリンを遮断すると膵島のグルコース応答性を改善する
ことができ、したがってＧＯＡＴ阻害剤はまた、ＩＩ型糖尿病患者集団で使用するための
有効な治療薬として期待される。
【０００８】
　これらの目的およびその他の目的は、２基質類似体グレリンＯ－アシルトランスフェラ
ーゼ（ＧＯＡＴ）阻害剤、例えば、インビトロ、培養細胞およびマウスにおいて強力、選
択的かつ効果的であるＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔなどを提供することによって実現される。Ｇ
Ｏ－ＣｏＡ－Ｔａｔなどの化合物の投与によって、グルコース負荷に対するインスリン応
答が増強され、高脂肪食を与えられた対象において統計学的に有意な体重減少が導かれる
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。例えば、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔによる治療はまた、除脂肪量よりも体脂肪量に対して選
択的な減少を導く。
【０００９】
　一態様では、本発明は、膜結合Ｏ－アシルトランスフェラーゼ（mBOAT）膜タンパク質
、例えば、グレリンＯ－アシルトランスフェラーゼを阻害することができる化合物を提供
する。いくつかの実施形態では、化合物は下式を有する。
【化１】

【００１０】
　式中、Ｒは存在しないか、あるいは置換もしくは非置換のアルキル基、置換もしくは非
置換のペプチド鎖、置換もしくは非置換の多糖、またはペプトイド残基（例えば、Ｎ－メ
チルもしくはその他のＮ－アルキル置換グリシンなど）からなる群から選択される有機部
分である。Ｒは、ペプチド鎖の場合、例えば、１～２０個のアミノ酸残基の鎖であっても
よい。いくつかの実施形態では、Ｒはグレリン残基４～２８、または４～１５、または４
～１０または４～５に対応するペプチド鎖である。
【００１１】
　本明細書では、「アミノ酸」は、天然アミノ酸および合成アミノ酸の両方を含む。これ
らには、特に、アラニン、アルギニン、アスパラギン、アスパラギン酸、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、リシン、メ
チオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン、チロシ
ン、バリン、５－ヒドロキシリシン、４－ヒドロキシプロリン、チロキシン、３－メチル
ヒスチジン、ε－Ｎ－メチルリシン、ε－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルリシン、アミノアジピ
ン酸、γ－カルボキシグルタミン酸、ホスホセリン、ホスホトレオニン、ホスホチロシン
、Ｎ－メチルアルギニンおよびＮ－アセチルリシンが含まれる。アルファアミノ酸のＲ型
およびＬ型の両方ならびにＲ型およびＬ型の混合物が企図される。さらに可能性のある置
換基には、アミノ基とカルボキシル基の間に２個以上の－ＣＨ２－基（通常２～４個）が
存在するアミノ酸およびそれらの誘導体が含まれる。したがって、アミノ酸残基は、アル
ファ、ベータ、ガンマまたはさらに高級な（higher order）アミノ酸の残基であることが
でき、好ましくはその他に関しては天然に生じるアミノ酸に対応する残基であることがで
きる。本明細書では、「アミノ酸残基」には、例えば、このような鎖が直鎖であろうと枝
分かれ鎖であろうと、アミノ酸配列またはその他の鎖構造に組み込まれた、前記に挙げた
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任意のアミノ酸が包含される。
【００１２】
　別の態様では、本発明は組成物を提供する。例えば、組成物は本発明の化合物および薬
学的に許容される賦形剤または担体を含むことができる。
【００１３】
　さらに別の態様では、本発明は本発明の化合物の調製方法を提供する。例えば、この方
法は、３～１５個のＮ末端アミノ酸残基を含むグレリンペプチド配列を提供する工程であ
って、３位のセリン残基がアロック保護１，２－ジアミノプロピオン酸に置換されており
、Ｄ４-Ｔａｔがペプチド配列の一末端に結合している工程と、ブロモオクタノイル化中
間体を得るために、１または複数個の反応容器中でグレリンペプチド配列を、Ｐｄ（ＰＰ
ｈ３）４パラジウム試薬、ｎ－ブロモオクタン酸無水物および試薬Ｋと一緒にする工程と
、前記ブロモオクタノイル化中間体と補酵素Ａを一緒にする工程とを含むことができる。
【００１４】
　さらに別の態様では、本発明は本発明の化合物および組成物を使用して、疾患、障害ま
たは症状を治療する方法を提供する。いくつかの実施形態では、この方法は肥満を治療す
るために使用される。これらの方法は、本発明の１または複数種の化合物の治療有効量を
含む組成物を対象に投与することを含むことができる。本発明は、例えば、対象の除脂肪
量（lean mass）よりも大きく脂肪量減少をもたらすことができるか、または対象におけ
るアシル－グレリンに対するグレリンの比の増加をもたらすことができる。いくつかの実
施形態では、この方法は糖尿病、例えば、ＩＩ型糖尿病を治療するために使用することが
できる。これらの方法は、本発明の１または複数種の化合物の治療有効量を含む組成物を
対象に投与することを含むことができる。これらの方法は、例えば、対象におけるインス
リン産生増加、または対象におけるグルコース曝露に対する応答性増加、または対象にお
ける脱共役タンパク質２（ＵＣＰ－２）ｍＲＮＡレベルの減少をもたらすことができる。
いくつかの実施形態では、この方法は過敏性腸症候群を治療するために使用することがで
きる。これらの方法は、本発明の化合物の１または複数種の治療有効量を含む組成物を対
象に投与することを含むことができる。
【００１５】
　別の態様では、本発明はｍＢＯＡＴ関連疾患の治療方法を提供する。いくつかの実施形
態では、これらの方法は、本発明の１または複数種の化合物の治療有効量を含む組成物を
対象に投与することを含むことができる。
【００１６】
　さらに別の態様では、本発明はキットを提供する。例えば、このキットは、本明細書で
開示する化合物および組成物の治療有効量の少なくとも１用量を含む組成物を含むことが
できる。いくつかの実施形態では、このキットはまた、さらなる体重減少治療薬の少なく
とも１用量を含む。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔは、ＧＯＡＴを阻害し、アシルグレリンレベルを低下させ
る２基質阻害剤である。（Ａ）２基質類似体阻害剤が、２種類の基質を共有結合的に一緒
にし（covalently combine）、それによって効力および特異性を高めることを示す図であ
る。（Ｂ）Ｄ４-Ｔａｔの構造ならびに２基質阻害剤の合成スキームを示した図であり、
２基質阻害剤は、３つの成分またはそれらの実質的な同等物：補酵素Ａ；オクタノイル化
部分、例えば、置換または非置換のグレリンペプチドおよび；Ｔａｔペプチドからなる。
（Ｃ）本発明による化合物の構造を示した図である。（Ｄ）２４時間インキュベートした
後の、ＨＥＬ細胞溶解物（２．５×１０６細胞）における、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔによる
アシル－グレリンレベルの用量応答性減少を示した図である。（Ｅ）ＨＥＬ細胞溶解物（
２．５×１０６細胞）中におけるＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　２μＭの経時的（temporal）阻
害を示した図である。（Ｆ）インビトロアッセイで、グレリン－Ｏ－アシルトランスフェ
ラーゼ（GOAT）はＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　１００ｎＭによって阻害されることを示した図
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である。（Ｇ）図１Ｃに挙げた７種類の化合物の１つと２４時間インキュベートした後の
、ＨＥＬ細胞溶解物（２．５×１０６細胞）におけるアシル－グレリンレベル（ｐｇ／ｍ
ｌ）を示した図である。
【図２】ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔは、マウスにおいて、循環アシル－グレリンレベルを低下
させるが、デスアシル－グレリンレベルは低下させないことを示した図である。（Ａ）Ｇ
Ｏ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　２９ｍｇ／ｋｇで処理したマウス（ｎ＝３）は、Ｄ４-Ｔａｔで処
理した対照マウスと比較して、アシル－グレリンの統計学的に有意な減少を示した。（Ｂ
）１２時間後および２４時間後のデスアシル－グレリンレベルは、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ
で処理したマウスでは同等モルのＤ４-Ｔａｔで処理した対照マウス（ｎ＝３）に対して
統計学的に有意な差を示さなかったことを示す図である。ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　１５ｍ
ｇ／ｋｇでは、阻害はより小さいが類似の結果が認められた（Ｃ，Ｄ）。
【図３】[マウスの体重および体組成に対するＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの効果を示す図であ
る。ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　２９ｍｇ／ｋｇで処理したマウス（ｎ＝３）は、Ｄ４-Ｔａ
ｔで処理したマウスに対して、（Ａ）体重の統計学的に有意な減少を示し（＊＜０．０５
、３日間の標準誤差）、（Ｂ）体脂肪のグラムの統計学的に有意な減少を示し、（Ｃ）除
脂肪量の統計学的に有意な差を示さず、（Ｄ）体脂肪の割合の統計学的に有意な減少を示
した（＊＜０．０５、＊＊＜０．００５）。
【図４】ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔはインスリンを増加させ、グルコースレベルを減少させ、
ＵＣＰ２ｍＲＮＡを下方制御することを示した図である。経口的にグルコースを負荷する
２４時間前に化合物を投与（１ｇ／ｋｇ）した場合、腹腔内グルコース負荷試験（IPGTT
）（２．５ｇ／ｋｇ）後３０分毎に血糖値およびインスリン値を測定したとき、ＧＯ－Ｃ
ｏＡ－Ｔａｔ　２９ｍｇ／ｋｇで処理したマウス（ｎ＝４）は、Ｄ４-Ｔａｔで処理した
対照マウス（ｎ＝６）と比較して、（Ａ）インスリン分泌の統計学的に有意な増加を示し
、（Ｂ）血糖値の統計学的に有意な減少を示した。分離の２４時間前に阻害剤で処理した
マウスから分離した、（Ｃ）膵島のＱＲＴ－ＰＣＲおよび（Ｄ）胃底部のＱＲＴ－ＰＣＲ
を示す；ｍＲＮＡ発現を単離し、対照（ｎ＝３）と比較して測定した。
【図５】ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔは、ＡＧＳおよびＫａｔｏＩＩＩ細胞においてアシル－グ
レリンレベルを低下させるが、デスアシル－グレリンレベルは低下させない。（Ａ）ＡＧ
Ｓ細胞溶解物（２．５×１０６細胞）において、様々な濃度のＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔで２
４時間インキュベートした後のアシル－グレリン（ｐｇ／ｍｌ）の用量応答性阻害を示し
た図である。（Ｂ）ＡＧＳ細胞溶解物（２．５×１０６細胞）におけるＧＯ－ＣｏＡ－Ｔ
ａｔ　６μＭの経時的阻害を示した図である。（Ｃ）ＨＥＬ細胞溶解物（２．５×１０６

細胞）中において、様々な濃度のＧＯ－ＣｏＡ－ＴａｔおよびＤ４-Ｔａｔと２４時間イ
ンキュベートした後のデスアシル－グレリン（ｐｇ／ｍｌ）の用量応答性応阻害を示した
図である。ＫａｔｏＩＩＩ細胞において、（Ｄ）ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔで２４時間インキ
ュベートした後の用量応答性阻害および（Ｅ）ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　６μＭの経時的阻
害を示した図である。
【図６】ＧＯＡＴのインビトロアッセイの確立。ＧＯＡＴはＨＥＫ２９３ＴＧｎＴＩ（－
）細胞から単離されたミクロソーム内に存在した。ＨＥＫ２９３Ｔ　ＧｎＴＩ（－）細胞
に、ＧＯＡＴ－３ｘＦｌａｇまたは空のベクター（対照）をトランスフェクトし、ミクロ
ソームは実施例で説明したように調製した。（Ａ）トランスフェクトした細胞およびトラ
ンスフェクトしていない細胞のミクロソーム（５０μｇのタンパク質）を抗ＦＬＡＧモノ
クローナル抗体１０μｇ／ｍＬでイムノブロット分析した図である。５０℃でインキュベ
ートしたＧＯＡＴトランスフェクトミクロソームではＳＤＳ－ＰＡＧＥにおいて５分で色
素負荷したが、同じ時間１００℃で煮沸したＧＯＡＴトランスフェクトミクロソームでは
せず、４２ｋＤａのバンドがＧＯＡＴの存在を示すことが明らかになった。（Ｂ）ＧＯＡ
Ｔ活性はトランスフェクトした細胞のミクロソーム中には存在しているが、トランスフェ
クトしていない細胞のミクロソームには存在しておらず、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　１００
ｎＭによって完全に阻害されることを示した図である。
【図７】ＧＯＣｏＡ－Ｔａｔの非特異的阻害および毒性のアッセイ。（Ａ）ｐ３００、Ｐ
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ＣＡＦおよびＡＡＮＡＴにおけるＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　１０μＭの存在下でのパーセン
ト活性。ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの濃度を変化させて２４時間インキュベートした後の（Ｂ
）ＨｅｐＧ２細胞の生存率および（Ｃ）ＨＥＬ細胞の生存率を示した図である。
【図８】摂取および排泄に対するＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの効果。ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　
２９ｍｇ／ｋｇ（ｎ＝３）およびＤ４-Ｔａｔ（ｎ＝３）で処理したマウスは（Ａ）食物
の累積消費および（Ｂ）水の累積消費に統計学的に有意な差を示さなかった。これらのマ
ウスの（Ｃ）累積糞便生成および（Ｄ）尿生成も、統計学的に有意な程度の差を示さなか
った。
【図９】Ｄ４－ＴａｔおよびＧＯＣｏＡ－Ｔａｔで処理したマウスの血液パネルを示した
図である。毎日化合物を投与して１２日後の午後２時に採取した試料について、ＧＯ－Ｃ
ｏＡ－ＴａｔマウスではＤ４-Ｔａｔ処理マウスと比較して高密度リポタンパク質（ｐ＝
０．０４）およびトリグリセリド（ｐ＝０．０２）の統計学的に有意な増加が示された。
２つの群の間のその他の値には統計学的に有意な差は認められなかった。
【図１０】膵島およびマウスにおける、インスリンおよびグルコースに対するＧＯ－Ｃｏ
Ａ－Ｔａｔの効果。（Ａ）化合物ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　５μＭとインキュベートするこ
とによって、ヒト膵島をグルコース１５０ｍｇ／ｄｌおよび３００ｍｇ／ｄｌ中でインキ
ュベートしたときに（ｎ＝９）、インスリン産生の統計学的に有意な増加が引き起こされ
る。ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　１５ｍｇ／ｋｇで処理したマウス（ｎ＝６）は、（Ｂ）イン
スリン分泌の統計学的に有意な増加を示し、（Ｃ）血糖の統計学的に有意な減少を示した
。
【図１１】ＧＯＡＴ拮抗剤を含む、または含まない中鎖トリグリセリド食による、野生型
またはグレリンノックアウトマウスにおける体重増加を示した図である。ＧＯＡＴ阻害剤
ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔは野生型の体重に影響を及ぼすが、遺伝子改変した（グレリンノッ
クアウト）マウスには及ぼさず、グレリン経路を標的としていることが裏付けられる。
【図１２】ＧＯＡＴ拮抗剤を投与された野生型およびグレリンノックアウトマウスにおけ
る、グルコース負荷試験を示した図である。ＧＯＡＴ阻害剤ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔは野生
型のグルコースレベルに影響を及ぼすが、遺伝子改変した（グレリンノックアウト）マウ
スには及ぼさず、グレリン経路を標的としていることが裏付けられる。
【図１３】光活性化可能なＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ類似体は、可溶性ＧＯＡＴを架橋結合す
ることができる。ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの２つの光活性化可能変種は、ＧＯＡＴに直接結
合し、化学的に架橋結合することができる。
【図１４】ＧＯＡＴ阻害剤は、雌雄マウスの血液ＩＧＦ１レベルを抑制することを示した
図である。これは、アシル－グレリンに対する影響と矛盾しない。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明の実施形態を以下に詳細に論じる。記載する実施形態では、明瞭にするために特
定の用語を使用する。しかし、本発明はそのように選択した特定の用語に限定されるもの
ではない。当業者であれば、本発明の精神および範囲を逸脱することなく、その他の同等
の部分を使用でき、その他の方法を開発できることを理解するであろう。本明細書で引用
した参考文献は全て、それぞれが個々に組み込まれるように、全体があらゆる目的のため
に参考として組み込まれる。
【００１９】
　化合物
　胃によって分泌される強力な食欲刺激ホルモン、グレリンは、動物およびヒトの体重増
加を刺激する重要なペプチドホルモンであるとされてきた。その効果を発揮するために、
グレリンは、アシル化、すなわち３位のセリン残基の通常ではない翻訳後オクタノイル化
を必要とする。グレリンのオクタノイル化型は、通常アシル－グレリンと呼ばれる。
【００２０】
　グレリンのオクタノイル化は、グレリンＯ－アシルトランスフェラーゼ（GOAT）によっ
て媒介される。ＧＯＡＴは膜タンパク質の膜結合Ｏ－アシルトランスフェラーゼ（mBOAT
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）ファミリーのメンバーである。本明細書で開示するのは、インビトロ、培養細胞および
マウスにおいて、強力、選択的かつ効果的な２基質類似体ＧＯＡＴ阻害剤である、ＧＯ－
ＣｏＡ－Ｔａｔである。
【００２１】
　いくつかの実施形態では、本発明は、例えば、肥満および／または糖尿病の治療で使用
するための化合物を提供する。この化合物は一般式（Ｉ）を有することができる。
【００２２】
【化２】

【００２３】
　式Ｉでは、本明細書で開示するように、Ｒは存在しなくてもよく、またはＲは化合物の
適切な機能と矛盾しない任意の有機部分であることができる。Ｒは、例えば、アルキル基
、ならびにペプトイド残基（例えば、Ｎ－アルキルＧｌｙ）、ベータアミノ酸、アミノラ
ク酸およびフェニルＧｌｙの組み合わせであることができる。いくつかの実施形態では、
Ｒはアミノ酸残基で構成されるペプチド鎖、例えば、グレリンペプチドのフラグメントを
含むペプチド鎖などである。グレリンペプチドのフラグメントは、例えば、残基４で開始
してもよい。Ｒは、例えば、グレリンペプチドの残基４～５または４～１０または４～１
５または４～２８で構成されてもよい。実際に、本発明は、Ｒが本明細書で開示するよう
に本発明による機能を可能とする任意の数の残基であってもよいことを企図する。式Ｉの
化合物は「ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ」とも呼ばれる。さらに、式Ｉによって定義された属に
含まれる化合物の特定の例も、「ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ」と呼ぶことができる。ＧＯ－Ｃ
ｏＡ－Ｔａｔは、グレリンのオクタノイル化を媒介してアシル－グレリンを生成するＧＯ
ＡＴの阻害剤である。
【００２４】
　式Ｉにおいて、「ＧＳ」で示した部分は、従来の一文字命名法にしたがって、グリシン
およびセリンそれぞれに対応するアミノ酸残基で構成される。グリシンおよびセリンは、
本明細書で開示するように本発明にしたがって機能することができる、任意の長さのペプ
チド鎖を含む任意の有機部分で置換することができる。セリン残基の適切な置換基の例に
は、例えば、Ｄ－ＡｌａまたはＤ－ＳｅｒなどのＤ－アミノ酸が含まれ、これらはまた、
アセチル基またはプロピオニル基に切断されていてもよく（truncated to）、ヒドロキシ
アセチル置換基であってもよい。グリシン残基の適切な置換基の例には、セリンについて
挙げたものならびにペプトイド残基（例えば、Ｎ－アルキルＧｌｙ）、ベータアミノ酸、
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アミノラク酸およびフェニルＧｌｙが含まれる。本明細書では、「ペプチド鎖」は、ペプ
トイド残基およびアミノ酸のその他の変種または誘導体を含む部分を包含し、天然に生じ
るアミノ酸、ペプトイド残基およびその他のアミノ酸変種または誘導体あるいはそれらの
任意の部分集団の組み合わせからなる部分も包含する。
【００２５】
　「Ｄａｐ」とは、１，２－ジアミノプロピオン酸を意味する。ＧＳ－Ｄａｐ－Ｒがグレ
リンペプチドのＮ末端に由来する場合、通常３位に存在するセリンをＤａｐが置換する。
Ｄａｐは、側鎖の酸素が窒素に置換されたセリンアイソスターで、アミド結合を導く。「
Ａｈｘ」とは、ＲとＴａｔ配列を結合するのに用いられるアミノ－ヘキサノイルリンカー
を意味する。Ａｈｘは、例えば、アミノヘキサン酸、グリシン、アミノプロピオン酸、ア
ミノ酪酸、アミノペンタン酸およびエチレングリコールをベースにした置換基であること
ができる。
【００２６】
　「転写のトランス作用活性化剤」の短縮形である「Ｔａｔ」は、ＨＩＶウイルスで通常
見出されるペプチド配列を意味する。例えば、「Ｔａｔ」は、アミノ酸ＹＧＲＫＫＲＲＱ
ＲＲＲを含む１１残基のペプチドであることができる。Ｔａｔタンパク質は、分子、例え
ば、タンパク質またはその他の部分の細胞膜通過輸送を媒介することができる。このよう
な媒介は、分子の大きさには関係ないものと考えられ、細胞膜のいかなる破壊も伴わない
ようである。いかなる特定の理論にも結びつけることを望まないが、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａ
ｔのＴａｔ部分は化合物の細胞内部への輸送の助けとなると仮定される。したがって、同
様にこのような輸送の助けになる任意の部分が、本発明の化合物のＴａｔと置換していて
もよい。Ｔａｔの適切な置換基の例には、例えば、オリゴＡｒｇ、オリゴアルキルグアニ
ジウムおよびＴａｔのｄ－もしくはｌ－立体異性体のいずれかが含まれる。「Ｄ４－Ｔａ
ｔ」は、本明細書では、Ｔａｔ配列に結合した４個のアスパラギン酸残基のペプチドを含
む。Ｄ４-Ｔａｔは、Ｆｍｏｃ方法またはそれらの変法を使用して調製した。
【００２７】
　いかなる特定の理論にも結びつけることを望まないが、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの設計は
、オクタノイル－ＣｏＡおよびグレリンペプチドを鋳型とする３要素複合体機構をＧＯＡ
Ｔが使用するならば、切断可能でない架橋により２個の基質を結合すると、３要素複合体
の形成に関連したエントロピーを損失せずに個々のリガンドの結合エネルギーを一緒にす
ることができるという理論に基づいている（図１Ａ）。関連のある戦略が、ヒストンアセ
チルトランスフェラーゼ（HAT）およびタンパク質キナーゼを含むその他のペプチド修飾
酵素にうまく使用されてきた。グレリンペプチドを式ＩのＲ基として使用する場合に、Ｇ
ＯＡＴによる認識に必要なグレリンペプチド長について我々は不確かであったので、高度
に保存されたグレリン残基を最大限に含めるため、オクタノイル－ＣｏＡへのカップリン
グにアミノ酸１～１０を選択した。Ｔａｔ由来ペプチド配列、例えば、１１マー ＨＩＶ 
Ｔａｔも、細胞透過を高めるために、アミノヘキサノイルリンカーを介してＣ末端に結合
することができる。
【００２８】
　この研究に着手したとき、インビトロＧＯＡＴアッセイはまだ開発されておらず、した
がって３種類の細胞においてアシル－グレリン産生に対するＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの影響
を調べた。Ｄ４-Ｔａｔ（Tatペプチドに同じように結合する、負のCoA電荷を模倣したテ
トラ－アスパラギン酸、またはDDDD）を対照として使用した。試験した３種類の細胞系そ
れぞれにおいて、アシル－グレリンのレベルは、Ｄ４-Ｔａｔ対照と比べてＧＯ－ＣｏＡ
－ＴａｔによってＩＣ５０が１～２μＭの範囲で有意に減少したが、デスアシル－グレリ
ンは減少しなかった。
【００２９】
　ＧＯ－ＣｏＡ－ＴａｔはＧＯＡＴの選択的拮抗剤であると考えられ、その理由は、ＧＯ
－ＣｏＡ－Ｔａｔが１０μＭで、インビトロにおいて、ｐ３００ ＨＡＴ、ＰＣＡＦ ＨＡ
ＴおよびセロトニンＮ－アセチルトランスフェラーゼを含む、アセチル－ＣｏＡを利用す
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る３種類のその他の酵素を１５％未満阻害することが示されたからである（図７）。さら
に、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　１０μＭはＨＥＬ細胞およびＨＥＰＧ２細胞の生存率に非毒
性であると考えられる（図７）。さらに、ＧＯ－ＣｏＡ－ＴａｔはＧＯＡＴ活性の拮抗に
おいて真正な２基質類似体として作用するようである（図１Ｇ）。Ｔａｔ配列または細胞
内移行を助けるその他の部分を含めると阻害活性が増加するという事実によって、細胞透
過が関与しており、この化合物は細胞表面受容体には作用しないことが示唆される。
【００３０】
　本発明の一態様では、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔは、グルコース負荷に対するインスリン応
答を高め、哺乳類、例えば、高脂肪食を与えられたマウスにおいて相対的な体重減少を導
くために、例えば、腹腔内に投与する。定量的ＭＲ分光法によって、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａ
ｔ処理が除脂肪量よりも脂肪量に対して選択的な減少を導くことが立証された。したがっ
て、ＧＯＡＴは肥満およびグルコース不耐性の治療の標的となることができ、ＧＯ－Ｃｏ
Ａ－Ｔａｔは有効なＧＯＡＴ阻害剤となる。
【００３１】
　組成物
　いくつかの実施形態では、本発明は式Ｉの化合物および薬学的に許容される賦形剤を含
む組成物を提供する。本明細書では、「薬学的に許容される」は、健全な医学的判断の範
囲内で、妥当な便益／リスク比に見合って、過剰な毒性、刺激、アレルギー応答またはそ
の他の問題となる合併症がなくヒトおよび動物の組織との接触に適した化合物、物質、組
成物および／または剤形を包含する。いくつかの実施形態では、用語「薬学的に許容され
る」は、連邦政府または合衆国政府の規制当局によって承認されているか、あるいは合衆
国薬局方または動物、より特定すればヒトで使用するために一般的に認識されているその
他の国際的薬局方に挙げられていることを意味する。本明細書では、「賦形剤」とは、医
薬組成物の製剤で使用される物質を意味し、それ自体は治療価値の無いものであってもよ
い。参考として組み込んだRemington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st Ed
. （2006）において記載されたものを含む様々な賦形剤を本発明で使用することができる
。賦形剤には、限定はしないが、抗酸化剤、（治療効果を示すものとは対照的に）製剤自
体の崩壊を防ぐ抗菌剤、保存剤、キレート化剤、緩衝剤、毒性を調節するための薬剤、着
色剤、芳香剤および希釈剤、乳化剤および懸濁剤ならびに薬学的に適用されるその他の物
質が含まれる。
【００３２】
　本発明の組成物は、肥満治療のその他の形態、例えば、食事および運動または肥満外科
手術と併用して投与することができる。このような併用療法では、本発明の組成物はその
他の形態の肥満治療の前、同時または後に投与することができる。
【００３３】
　本発明に従って使用するための医薬組成物は、薬剤として使用することができる調製物
への活性成分のプロセシングを容易にする賦形剤および補助剤を含む一または複数種の生
理学的に許容される担体を使用して従来の方法で製剤化することができる。適切な製剤は
、選択した投与経路に左右される。
【００３４】
　適切な投与経路は、例えば、経口、直腸、経粘膜、特に経鼻、局所、腸内または非経口
送達を含んでもよく、筋肉内、皮下および脊髄内ならびにクモ膜下腔内、直接脳室内、静
脈内、腹腔内、鼻腔内または眼内注射を含む。医薬組成物は、局所的または全身的に投与
することができる。例えば、組成物は、患者の体の特定の領域に直接調製物を注射するこ
とによって局所的に投与することができる。
【００３５】
　注射のために、本発明の活性成分は水性溶液、好ましくはハンクス液、リンゲル液また
は生理学的塩緩衝液などの生理学的に適合した緩衝液で製剤化してもよい。経粘膜投与の
ために、浸透させるバリアに適した浸透剤が製剤中で使用される。このような浸透剤は当
業界では一般的に公知である。
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【００３６】
　経口投与のために、化合物は当業界で周知の薬学的に許容される担体と活性化合物を一
緒にすることによって容易に製剤化することができる。このような担体は、患者による経
口摂取のために、本発明の化合物の錠剤、丸剤、糖衣錠、カプセル、液剤、ジェル、シロ
ップ、スラリー、懸濁物などへの製剤化を可能にする。経口使用のための薬理学的調製物
は、所望により、錠剤または糖衣錠の核を得るために適切な補助剤を添加した後、固形賦
形剤を使用し、得られた混合物を場合により粉砕し、顆粒の混合物を加工して形成するこ
とができる。適切な賦形剤は、特に：乳糖、スクロース、マンニトールまたはソルビトー
ルを含む糖などの充填剤；例えば、トウモロコシ澱粉、コムギ澱粉、米澱粉、ジャガイモ
澱粉、ゼラチン、トラガカントガム、メチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチル－セ
ルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウムなどのセルロース調製物；および／ま
たはポリビニルピロリドン（PVP）などの生理学的に許容されるポリマーである。所望に
より、例えば、架橋結合ポリビニルピロリドン、寒天またはアルギン酸もしくはアルギン
酸ナトリウムなどのそれらの塩のような崩壊剤を使用してもよい。
【００３７】
　糖衣錠核は適切なコーティングを施す。このために、場合によりアラビアゴム、タルク
、ポリビニルピロリドン、カーボポールゲル、ポリエチレングリコール、二酸化チタン、
塗料溶液および適切な有機溶媒または溶媒混合物を含有してもよい、濃縮糖溶液を使用す
ることができる。色素または顔料は、活性化合物用量の様々な組み合わせを識別し、また
は特徴付けるために、錠剤または糖衣錠コーティングに添加することができる。
【００３８】
　経口使用できる医薬組成物には、ゼラチンで作られた押し込み型（push-fit）カプセル
、ゼラチンおよび可塑剤、例えば、グリセロールまたはソルビトールで作られた密封軟カ
プセルが含まれる。押し込み型カプセルは、乳糖などの充填剤、澱粉などの結合剤、タル
クまたはステアリン酸マグネシウムなどの潤滑剤および場合により安定化剤と混合して活
性成分を含有することができる。軟カプセルでは、活性成分は適切な液体、例えば、脂肪
油、液体パラフィンまたは液体ポリエチレングリコールに溶解または懸濁することができ
る。さらに、安定化剤を添加することができる。経口投与のための製剤は全て、選択した
投与経路に適した投薬量であるべきである。
【００３９】
　頬側投与のためには、組成物は従来の方法で製剤化された錠剤またはトローチ剤の形態
をとることができる。
【００４０】
　鼻吸入による投与のためには、本発明によって使用するための活性成分は、適切な噴射
剤、例えば、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロ－テトラ
フルオロメタンまたは二酸化炭素を使用して加圧容器または噴霧器からエアロゾルスプレ
ー状の形態で適宜送達させる。加圧エアロゾルの場合では、投薬単位は計量した量を送達
するために弁を形成することによって測定することができる。ディスペンサーで使用する
ためのゼラチンなどのカプセルまたはカートリッジは、化合物および乳糖または澱粉など
の適切な粉末基剤の粉末ミックスを含有して製剤化することができる。
【００４１】
　本明細書で記載した調製物は、例えばボーラス注射または連続注入によって、非経口投
与用に製剤化することができる。注射用製剤は、例えば、アンプルまたは反復投与容器に
入れて、場合により保存剤を添加して、単位投与形態にすることができる。組成物は、油
性または水性媒体に溶かした懸濁液、溶液またはエマルジョンであってもよく、懸濁剤、
安定化剤および／または分散剤などの製剤化剤を含有してもよい。
【００４２】
　非経口投与用の医薬組成物には、水溶性形態の活性調製物の水溶液が含まれる。さらに
、活性成分の懸濁液は適当な油または水をベースにした注射用懸濁液として調製すること
ができる。適切な親油性溶剤またはビヒクルは、ゴマ油などの脂肪油、またはオレイン酸



(13) JP 2012-504619 A 2012.2.23

10

20

30

40

50

エチル、トリグリセリドまたはリポソームなどの合成脂肪酸エステルを含む。水性注射用
懸濁液は、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトールまたはデキストランな
どの懸濁液の粘度を高める物質を含有することができる。任意選択により、懸濁液はまた
、適切な安定化剤または高濃度溶液の調製を可能にするために活性成分の溶解度を高める
薬剤を含有することができる。
【００４３】
　あるいは、活性成分は、使用前に適当なビヒクル、例えば、発熱性物質を含まない無菌
水をベースにした溶液によって構成するための粉末形態であってもよい。活性成分はまた
、当業界で公知の方法によってペグ化を行うことができる。
【００４４】
　本発明の調製物はまた、カカオ脂またはその他のグリセリドなどの従来の座薬基剤を使
用して、座薬または停留浣腸剤などの直腸用組成物として製剤化することができる。
【００４５】
　本発明の状況で使用するために適した医薬組成物には、活性成分を企図した目的を実現
するために有効な量で含有する組成物が含まれる。より特定すれば、治療有効量は、疾患
の症状の予防、軽減または回復あるいは治療した対象の生存を延長させるために有効な１
または複数種の活性成分の量である。
【００４６】
　本明細書で記載した活性成分の毒性および治療効果は、インビトロ、細胞培養物または
実験動物において、標準的な薬学的手法によって測定することができる。これらのインビ
トロおよび細胞培養物アッセイならびに動物研究から得られたデータは、ヒトにおいて使
用するために用量の範囲の製剤設計において使用することができる。投薬量は、使用する
剤形および利用する投与経路に応じて変化させることができる。正確な処方、投与経路お
よび投薬量は、患者の状態を考慮して個々の医師が選択することができる。
【００４７】
　治療する状態の重症度および応答性に応じて、投薬は1回または複数回投与であること
ができ、治療過程は、数日から数週間まで持続するか、または治癒が達成されるか、また
は疾患状態の軽減が実現されるまでであることができる。
【００４８】
　投与する組成物の量は、もちろん、治療する対象、苦痛の重症度、投与方法、処方する
医師の判断などに応じて左右される。
【００４９】
　適合した医薬担体中に製剤化された本発明の調製物を含む組成物も、調製し、適切な容
器に入れ、適応する症状の治療を表示することができる。
【００５０】
　本発明の医薬組成物は、当業界で周知の工程によって、例えば、従来の混合、溶解、顆
粒化、糖衣錠形成、微粒子化、エマルジョン化、カプセル化、封入または凍結乾燥工程に
よって製造することができる。
【００５１】
　調製方法
　別の態様では、本発明は式Ｉの化合物の調製方法を提供する。いくつかの実施形態では
、この方法は、３～１５個のＮ末端アミノ酸残基を含むグレリンペプチド配列を提供する
工程であって、３位のセリン残基がアロック保護１，２－ジアミノプロピオン酸に置換さ
れており、Ｔａｔ配列がペプチド配列の一末端に結合している工程と、ブロモ－オクタノ
イル化中間体を得るために、１または複数個の反応容器中で、グレリンペプチド配列を、
Ｐｄ（ＰＰｈ３）４パラジウム試薬、ｎ－ブロモオクタン酸無水物および試薬Ｋと一緒に
する工程と、前記ブロモオクタノイル化中間体と補酵素Ａを一緒にする工程とを含むこと
ができる。
【００５２】
　Ｔａｔは、例えば、式ＩのＲ配列の一末端に結合させることができる。例えば、Ｒがペ
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プチド配列の場合、Ｔａｔはペプチド配列のＣ末端に結合させることができる。いくつか
の実施形態では、Ｔａｔは、連結部分、例えば、アミノ－ヘキサノイルリンカーなどによ
って結合するが、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの適切な機能を妨害しない任意の連結部分は本発
明の範囲内である。
【００５３】
　「試薬Ｋ」は、トリフルオロ酢酸、水、チオアニソール、フェノールおよびエタンジチ
オールの標準的混合物を意味する。保護されたアミノ酸を脱保護し、樹脂から切断するた
めに使用される。
【００５４】
　ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ（例えば、図１Ｃで挙げたような化合物１）の合成は、例えば、
固相方法を使用して実施することができる（図１Ｂ）。ペプチド長の長さが異なり、Ｃｏ
Ａ、オクチルおよびＴａｔそれぞれが個々に欠損している一連の関連化合物（化合物２～
７、図１Ｃ）も合成して（図１Ｃ）、本発明にしたがって使用することができる。
【００５５】
　予防方法および治療方法
　別の態様では、本発明は、治療有効量の式Ｉの化合物を含む組成物を使用して、様々な
疾患、障害または症状を予防および／または治療する方法を提供する。
【００５６】
[0070]　「治療」とは、本明細書で記載した疾患、障害または状態の症状または有害な影
響の少なくとも１つを治癒、逆戻り、軽減、緩和、最小化、抑制または停止させることを
意味する。「治療」とは、疾患、障害または症状を有する対象の治療的処置のいずれも意
味する。「予防」とは、障害の徴候または症状を発症していない対象における予防的また
は防御的処置を意味する。「治療」とは、例えば、症状の軽減；症状、障害または疾患の
範囲の減少；症状、障害または疾患の状態の安定化（すなわち、悪化阻止）；症状、障害
または疾患進行の緩徐化；症状、障害または疾患状態の回復；部分的または全体的な寛解
；あるいは症状、障害または疾患の改善もしくは改良を包含する。治療を必要とするもの
には、既に障害を有するものが含まれる。防御または予防を必要とするものには、障害を
防御できるものが含まれる。したがって、本明細書で開示する化合物を投与する患者は、
障害を有すると診断されていてもよく、または障害に罹患しやすいか、もしくは感受性で
あってもよい。「治療すること」には、測定可能な応答、好ましくは過剰なレベルの副作
用無しに臨床的に重要な応答を惹起することが含まれる。「治療すること」にはまた、治
療を受けていない場合に予測される生存と比較して、生存を延長させることが含まれる。
【００５７】
　本発明による対象は、本明細書で記載した疾患、障害または症状の１つであると診断さ
れた、あるいは本明細書で記載した疾患、障害または症状の少なくとも１種類に罹患して
いる哺乳類、例えば、ヒトである。本発明の組成物は、本発明の化合物の有益な効果を経
験することができる、組成物を必要とするあらゆる哺乳類に投与することができる。この
ような任意の哺乳類は、「対象」と考えられる。このような対象には、ヒトおよび非ヒト
、例えば、ヒト、飼育動物および家畜、動物園用、スポーツ用もしくは愛玩用動物、例え
ば、イヌ、ウマ、ネコ、ウシなどが含まれる。対象は男性または女性であることができる
。
【００５８】
　治療有効量を構成するために必要な活性剤の量は、治療する障害の重症度；患者のアイ
デンティティ、年齢、体重、一般的な健康状態、性別、食事および化学的組成（chemical
 make-up）；実現する細胞応答の種類および程度；使用する特定の薬剤または組成物およ
びその活性；投与時間、投与経路および薬剤の排泄速度；治療期間；特定の薬剤と組み合
わせてまたは同時に使用する薬剤；ならびに医薬品業界で周知の類似の要素を含むいくつ
かの要素に基づいて変化する。一般的に、治療有効量は、疾患または障害に関連した１ま
たは複数種の症状の測定可能な軽減を生じる量である。
【００５９】
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　例えば、肥満の治療又は予防のための治療有効量は、最大でまたは少なくとも１日あた
り、約１ｍｇ／ｋｇ、１．５ｍｇ／ｋｇ、２ｍｇ／ｋｇ、２．５ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋ
ｇ、５ｍｇ／ｋｇ、７．５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、１５ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋ
ｇ、２５ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇまたはそれ以上の活性薬剤であることができる。７
０ｋｇの人では、治療有効用量は、最大でまたは少なくとも１日あたり、約５０ｍｇ、６
０ｍｇ、７０ｍｇ、８０ｍｇ、９０ｍｇ、１００ｍｇ、１２０ｍｇ、１４０ｍｇ、１６０
ｍｇ、１８０ｍｇ、２００ｍｇ、２１０ｍｇ、２５０ｍｇ、３００ｍｇ、３５０ｍｇ、４
００ｍｇ、４５０ｍｇ、５００ｍｇ、６００ｍｇ、７００ｍｇ、８００ｍｇ、９００ｍｇ
、１０００ｍｇ、１１００ｍｇ、１２００ｍｇ、１３００ｍｇ、１４００ｍｇ、１５００
ｍｇ、１６００ｍｇ、１７００ｍｇ、１８００ｍｇ、１９００ｍｇ、２０００ｍｇまたは
それ以上の活性薬剤であることができる。本明細書中において、「約」は、参照数字の１
０％以下から１０％以上までの範囲を指し得る。例えば、「約５０」は、４５～５５を意
味し得る。
【００６０】
　例えば、所望の治療効果を実現するため、および所望の効果が実現するまで投薬量を徐
々に増加するために、必要なレベルより低いレベルの薬剤用量で開始することは当業者の
技量の範囲内である。これらの状況下での活性薬剤の治療有効量は、動物および臨床試験
および医学的観察を用いて医師が容易に決定することができる。
【００６１】
　いくつかの実施形態では、本発明は、肥満の治療方法または予防方法を提供する。これ
らの方法は、式Ｉの化合物の治療有効量を含む組成物を対象に投与することを含むことが
できる。
【００６２】
　本発明では、組成物の投与は、例えば、対象において除脂肪量よりも大きい脂肪量減少
をもたらすことができる。例えば、対象においてアシル－グレリンに対するグレリンの比
の増加ももたらすことができる。
【００６３】
　いくつかの実施形態では、本発明は、ＩＩ型糖尿病の治療または予防方法を提供する。
これらの方法は、式Ｉの化合物の治療有効量を含む組成物を対象に投与することを含むこ
とができる。組成物の投与は、例えば、対象においてインスリン産生の増加をもたらすこ
とができる。例えば、対象においてグルコース曝露に対する応答性増加、および／または
対象において脱共役タンパク質２（ＵＣＰ－２）ｍＲＮＡレベルの減少ももたらすことが
できる。
【００６４】
　糖尿病を治療または予防するための式Ｉの化合物の治療有効量は、当業者が決定するこ
とができるが、例えば、肥満について前述した量と類似であってもよい。
【００６５】
　例えば、糖尿病の治療又は予防のための治療有効量は、最大でまたは少なくとも１日あ
たり、約１ｍｇ／ｋｇ、１．５ｍｇ／ｋｇ、２ｍｇ／ｋｇ、２．５ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／
ｋｇ、５ｍｇ／ｋｇ、７．５ｍｇ／ｋｇ、１０ｍｇ／ｋｇ、１５ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／
ｋｇ、２５ｍｇ／ｋｇ、３０ｍｇ／ｋｇまたはそれ以上の活性薬剤であることができる。
７０ｋｇの人では、治療有効用量は、最大でまたは少なくとも１日あたり、約５０ｍｇ、
６０ｍｇ、７０ｍｇ、８０ｍｇ、９０ｍｇ、１００ｍｇ、１２０ｍｇ、１４０ｍｇ、１６
０ｍｇ、１８０ｍｇ、２００ｍｇ、２１０ｍｇ、２５０ｍｇ、３００ｍｇ、３５０ｍｇ、
４００ｍｇ、４５０ｍｇ、５００ｍｇ、６００ｍｇ、７００ｍｇ、８００ｍｇ、９００ｍ
ｇ、１０００ｍｇ、１１００ｍｇ、１２００ｍｇ、１３００ｍｇ、１４００ｍｇ、１５０
０ｍｇ、１６００ｍｇ、１７００ｍｇ、１８００ｍｇ、１９００ｍｇ、２０００ｍｇまた
はそれ以上の活性薬剤であることができる。
【００６６】
　特定の理論に結びつけることは望まないが、ＧＯＡＴ阻害剤は膵臓のランゲルハンス島
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細胞における脱共役タンパク質－２（ＵＣＰ－２）のレベルを減少させることによって糖
尿病を治療するものと考えられる。ＧＯＡＴ阻害剤がＵＣＰ２レベルを劇的に調節するこ
とはさらに、アシル－グレリンと肥満およびＩＩ型糖尿病との関連を実証する。アシルグ
レリンは、ニューロペプチドＹおよびアグーチ関連タンパク質を共発現する弓状核ニュー
ロンにおけるＵＣＰ２レベルの増加を引き起こすことによって、摂食行動を誘導する。Ｕ
ＣＰ２は、肥満誘導性糖尿病モデルであるｏｂ／ｏｂマウスの膵島で著しく上方制御され
得る。ＵＣＰ２を欠如したｏｂ／ｏｂマウスは、インスリン初期分泌の回復、血清インス
リンレベルの増加および血糖値の著しい減少を示すことは重要である。
【００６７】
　さらに、ヒトＵＣＰ２多形のＡ５５Ｖは肥満と関係があり、インスリンおよびレプチン
濃度を著しく増加させる。さらに、－８６６Ａ ＵＣＰ２プロモータ多形の同型接合型の
ＩＩ型糖尿病患者はＵＣＰ２発現が上昇しており、より高頻度のインスリン治療を必要と
する。これらの患者はまた、グルコース誘導性インスリン分泌（GIIS）が有意に低下して
いる。さらに、－８６６ Ａ／Ａドナーから単離された膵島では、－８６６ Ｇ／Ａヘテロ
接合型およびＧ／Ｇ同型接合型の個体から単離された膵島よりもＧＩＩＳが有意に低かっ
た。
【００６８】
　いくつかの実施形態では、本発明は、ｍＢＯＡＴ関連疾患の治療方法を提供する。例え
ば、これらの方法は、式Ｉの化合物の治療有効量を含む組成物を対象に投与し、それによ
ってｍＢＯＡＴ関連疾患を治療することを含むことができる。
【００６９】
　「ｍＢＯＡＴ関連疾患」は、ｍＢＯＡＴペプチドが関与する経路の調節異常を特徴とす
る疾患である。ｍＢＯＡＴ遺伝子は少なくとも１６個存在する。例えば、ｍＢＯＡＴタン
パク質に類似した構造を有する「ｐｏｒｃｕｐｉｎｅ」として知られる遺伝子産物は、癌
に関連したプロセスである、Ｗｎｔシグナル伝達に不可欠である。Ｗｎｔはｐｏｒｃｕｐ
ｉｎｅアシルトランスフェラーゼ酵素によるアシル修飾を必要とする。Ｗｎｔシグナル伝
達は多くの癌に寄与する可能性があり、ｐｏｒｃｕｐｉｎｅ阻害剤によって遮断すること
ができるかもしれない。ｍＢＯＡＴ関連疾患には、脂質代謝調節異常の様々な形態が含ま
れる。脂質代謝変化は癌に関与しており、ｍＢＯＡＴの遮断は癌の治療となり得る。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、本発明は、胃運動の調節異常に関連した障害、例えば、過敏
性腸症候群などの治療または予防方法を提供する。グレリン投与は、胃内容排出を増加さ
せ、胃不全麻痺を減少させる。したがって、当業者によって理解されるように、ＧＯ－Ｃ
ｏＡ－Ｔａｔの投与は、ＧＯＡＴ阻害および付随したアシル－グレリンレベルの低下によ
って胃運動を阻害し、過敏性腸症候群および胃運動調節異常に関連したその他の障害の患
者における緩和効果を発揮するために使用することができる。
【００７１】
　キット
　別の態様では、本発明はキットを提供する。いくつかの実施形態では、これらのキット
は、式Ｉの化合物の治療有効量の少なくとも１用量を含む組成物を含む。
【００７２】
　これらのキットはさらに、さらなるの体重減少治療薬（treatment）の少なくとも１用
量を含む。このようなさらなる治療薬の例には、例えば、アシル－グレリンに対する抗体
ならびにＧＨＳＲに対する拮抗剤が含まれる。
【００７３】
　活性アシル－グレリンホルモンの生合成の直接的な標的化には、受容体拮抗剤を上回る
いくつかの利点がある。第１に、作用に重要な部位の多くが脳内に存在するアシル－グレ
リン受容体遮断薬とは対照的に、これらの酵素阻害剤は血液脳関門を通過する必要がない
。第２に、酵素阻害剤の効果は範囲がより広範囲である可能性がある。例えば、まだ同定
されておらず、公知の受容体を標的とする受容体拮抗剤によってはおそらく影響を受けな
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い、ＧＨＳＲ以外のクラスのアシル－グレリン受容体が存在する可能性がある。しかし、
これらの未だに知られていない受容体の活性は、当然のことながら、ホルモンレベルの減
少によって影響を受けるだろう。第３に、受容体遮断薬には、動物が受容体遮断に応答し
てより多くのアシル－グレリン形成を引き起こすフィードバック機構を有する可能性があ
り、それが受容体遮断薬を上回るかもしれないという欠点がある。しかし、生合成経路を
標的とし、したがってフィードバック機構がアシル－グレリンレベルを増加させるのを妨
害する酵素阻害剤によって、このようなフィードバック機構は効果的に相殺されるだろう
。第４に、ＧＯＡＴ酵素は触媒的に作用するので、所与の用量のＧＯＡＴ阻害剤は、大体
１対１でのみ効果的であることができるアシル－グレリン受容体遮断薬の類似用量よりも
、比例的に有効である可能性がある。第５に、グレリンのアシル－グレリンに対する比は
、体重増加の調節に重要な因子であり、比較的高いグレリン濃度が体重減少には都合がよ
いといういくつかの示唆がなされており、これがまさにＧＯＡＴ阻害剤によって実現する
効果である。要約すると、本発明は、体重およびグルコース制御の薬理学的管理のための
新たなアプローチを示す。
【００７４】
　本発明の他の目的、利点および新たな特性は、本発明の範囲を決して制限するものでは
ない以下の実施例を考慮することによって当業者には明らかとなろう。
【実施例】
【００７５】
（実施例１）
　３種類の細胞系におけるアシル－グレリン産生に対するＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの効果
　この研究に着手したとき、インビトロＧＯＡＴアッセイはまだ開発されていなかったた
め、ＨＥＬヒト赤白血病細胞（図１Ｄ～Ｅ）、ＫａｔｏＩＩＩヒト胃細胞（図５）および
ＡＧＳヒト胃上皮細胞（図５）を含む３種類の細胞においてアシル－グレリン産生に対す
るＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの効果を調べた（３種類の細胞系は全てATCC、Manassas、VAから
入手した）。Ｄ４-Ｔａｔ（テトラ－アスパラギン酸は、負のCoA電荷を模倣し、同様にTa
tペプチドに結合する）を対照として使用した。細胞系それぞれにおいて、アシル－グレ
リンのレベルは、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔによって、ＩＣ５０が１～２μＭの範囲でＤ４-
Ｔａｔ対照と比べて有意に減少したが、デスアシル－グレリンは減少しなかった。興味深
いことに、最大阻害は、化合物に２４時間曝露した後においてのみ実現し、遅い反応速度
は非定型酵素特性または予め形成されたアシル－グレリン貯蔵のいずれかから生じている
かもしれない。この遅延をさらに調べるために、放射活性アッセイを使用し、組換えミク
ロソームＧＯＡＴを用いてインビトロでＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔを試験した（１４）（図１
Ｆおよび６）。完全なＧＯＡＴ阻害はＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　１００ｎＭで５分以内に実
現し、細胞アシル－グレリンレベルのゆっくりした見かけ上の減少は大きな既存の細胞内
貯蔵を反映している可能性があることが示唆された。
【００７６】
　ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔは選択的ＧＯＡＴ拮抗剤であると考えられ、その理由は、ＧＯ－
ＣｏＡ－Ｔａｔは１０μＭで、インビトロにおいてｐ３００ ＨＡＴ、ＰＣＡＦ ＨＡＴお
よびセロトニンＮ－アセチルトランスフェラーゼを含む３種類のアセチル－ＣｏＡ利用酵
素を１５％未満阻害することが示されたからである（図７）。さらに、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔ
ａｔ　１０μＭはＨＥＬ細胞およびＨＥＰＧ２細胞（ATCC, Manassas, VA）の生存率に対
して非毒性であると考えられる（図７）。ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔおよび類似体の広範な分
析によって、アシル－グレリン産生の強力な細胞阻害のためには、少なくとも１０個のグ
レリン残基、ならびにＣｏＡ、オクタノイルおよびＴａｔ成分を使用して最適な結果が実
現することが示唆される。これらの結果は、ＧＯ－ＣｏＡ－ＴａｔがＧＯＡＴ活性の拮抗
において、真正な２基質類似体として作用するようであることを示唆している（図１Ｇ）
。さらに、最良の結果はＴａｔ配列などの細胞内移行を助ける部分を含めることによって
実現するという事実によって、細胞透過が関与しており、この化合物は細胞表面受容体に
は作用しないことが示唆される。
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【００７７】
（実施例２）
　マウスにおけるアシル－グレリン産生に対するＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ投与の効果
　次に、正常マウスにおいてＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔがアシル－グレリン産生を阻害するか
どうかを調べた。化合物を投与する６時間前に絶食したマウスにおいて、２種類の腹腔内
（IP）ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ用量、１５ｍｇ／ｋｇおよび２９ｍｇ／ｋｇを試験した。分
布容積が動物の体重と等しいと仮定すると、これらの用量はそれぞれ、約４μＭおよび８
μＭの最大濃度を実現すると予測される。培養細胞で観察されたように、ＧＯ－ＣｏＡ－
Ｔａｔによる処理は血清アシル－グレリンの用量依存的阻害を引き起こし（図２）、２９
ｍｇ／ｋｇ用量で２４時間後に最大の７０％阻害が得られたが、Ｄ４-Ｔａｔ対照では阻
害は引き起こされなかった（図２）。また、デスアシルグレリンの血清レベルにあまり影
響はなかったが、少し増加傾向があった。これらの結果は、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔがイン
ビボにおいて選択的にアシル－グレリン産生を標的としていることを示している。
【００７８】
（実施例３）
　マウスにおける体重増加に対するＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ投与の効果
　次に、正常マウスに１２日間にわたって高脂肪食を与えることによって、体重増加に対
するＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの効果を調べた。２４時間毎にＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ（２９ｍ
ｇ／ｋｇ　IP）でこれらのマウスを処理し、代謝ケージに入れて、毎日摂取および排出な
らびに体重のモニターを可能にした。さらに、動物の脂肪量および除脂肪量を評価するた
めに、マウスに３日毎に定量的核磁気共鳴（QMR）分光法を実施した（１５）。これらの
実験によって、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔで処理したマウスは、Ｄ４-Ｔａｔで処理したマウ
スと比較して統計学的に有意な体重減少を表すことが示された（図３Ａ）。さらに、ＱＭ
Ｒ測定によって、対象と比較して、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ処理動物では脂肪量の約５％の
相対的減少を表し、６日後も維持されたが、除脂肪量の減少は表れないことが示された（
図３Ｂ～Ｄ）。食事または水の摂取および糞尿排出には統計学的有意差はなかったが（図
８）、中程度の試料数ではこれらの値には比較的大きな変動があり、そのため摂取減少の
関与を除外することはできなった。以前の遺伝子研究では、グレリンの欠如は、食欲なら
びに代謝率に影響を及ぼすことによって体重に影響を与え得ることが示唆されている（２
～８）。
【００７９】
　ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔが誘導する、体重減少の原因となる全身毒性または臓器障害の可
能性について調べるために、１２日間ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ処理した動物の血液化学およ
び血液細胞数を評価した。これらの分析によって、体重減少の原因となり得る肝臓、腎臓
、膵臓または骨髄毒性の証拠は示されなかった（図９）。興味深いことに、これらの血液
測定では、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔは、少しではあるが有意なＨＤＬならびにトリグリセリ
ドの増加を誘導した。別の研究では、３日間の全糞便脂肪をＱＭＲによって測定すると、
ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ処理マウス（４．９７±０．１０ｇ）とＤ４-Ｔａｔ処理マウス（
５．０１±０．０７ｇ）の間には統計学的有意差は示されず、ＧＯＡＴ阻害は腸内脂肪吸
収に影響を及ぼさないことを示唆している。総合すると、これらのデータは、ＧＯ－Ｃｏ
Ａ－Ｔａｔはアシル－グレリンを低下させることによって体重減少を引き起こすことを示
唆している。
【００８０】
（実施例４）
　グルコース曝露に対するインスリン応答へのＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの効果
　グルコース曝露に対するインスリン応答へのＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔの効果を調べるため
に、ヒト膵島細胞をＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔで２４時間まで予め処理して、これらの細胞が
、２４時間ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔに曝露したとき、グルコース曝露に対するインスリン応
答の統計学的有意な増加を示すことを示した（図１０）。これらの結果は、アシル化グレ
リンはインスリン応答鈍化に直接的役割を担うことを示唆している。このことをインビボ
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で調べるために、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔで予め処理した後、経口的にグルコース曝露した
マウスを研究した。膵島細胞研究と矛盾することなく、経口的グルコース曝露（１ｍｇ／
ｋｇ）の前に２４時間ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　１５ｍｇ／ｋｇを与えられた動物は、イン
スリン応答の統計学的有意な増加を示した（図１０）。これらの結果は、２．５ｇ／ｋｇ
の腹腔内グルコース曝露と共にＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　２９ｍｇ／ｋｇを投与されたマウ
スにおいてさらによりはっきりしていた（図４Ａ）。このインスリン応答の増加には、グ
ルコースの統計学的有意な減少が伴い、機能的に重要な効果が示唆された（図４Ｂ）。
【００８１】
　ＧＯＡＴ阻害とインスリン調節との間の関係をさらに調べるために、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔ
ａｔで処理したマウスから単離した膵臓のランゲルハンス島を研究した。インスリン産生
β細胞はＧＨＳＲが陽性に染色し、膵島ではβ細胞とは区別されるグレリン発現細胞がわ
ずかな割合で示され、インスリンおよびグレリン受容体は別の細胞で産生されるようであ
ることが示唆された。ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔで処理したマウスから単離された膵島のＱＲ
Ｔ－ＰＣＲでは、ＵＣＰ２ ｍＲＮＡレベルはＤ４－ｔａｔ処理マウスと比較して２０倍
減少していたが（図４Ｃ）、インスリン、グレリンまたはＧＨＳＲのレベルには変化がな
いことが示された。比較すると、ＱＲＴ－ＰＣＲは胃底部においてＵＣＰ２に対して非統
計学的に有意な効果を示した（図４Ｄ）。総合すると、これらのデータは、ＵＣＰ２レベ
ルの抑制およびグルコースに応答したインスリン放出の増強における、ＧＯＡＴ阻害の組
織特異的役割を示唆している。
【００８２】
　ＧＯＡＴ阻害剤がＵＣＰ２レベルを劇的に調節することはさらに、アシル－グレリンと
肥満およびＩＩ型糖尿病との関連を実証している（１９～２１）。アシル－グレリン誘導
性摂食行動は、ニューロペプチドＹおよびアグーチ関連タンパク質を共発現する弓状核ニ
ューロンにおいてＵＣＰ２レベルを増加させることよって制御することができる（２１）
。ＵＣＰ２は、肥満誘導性糖尿病モデルであるｏｂ／ｏｂマウスの膵島で著しく上方制御
される。ＵＣＰ２を欠如したｏｂ／ｏｂマウスは、インスリン初期分泌の回復、血清イン
スリンレベルの増加および糖血症レベルの著しい減少を示すことは重要である（１９）。
さらに、ヒトＵＣＰ２多形のＡ５５Ｖは肥満と関係があり、インスリンおよびレプチン濃
度を著しく増加させる（２２）。さらに、－８６６Ａ ＵＣＰ２プロモータ多形の同型接
合型のＩＩ型糖尿病患者はＵＣＰ２発現が上昇しており、より高頻度のインスリン治療を
必要とする。これらの患者はまた、グルコース誘導性インスリン分泌（GIIS）が有意に低
下している（２３）。さらに、－８６６ Ａ／Ａドナーから単離された膵島では、－８６
６ Ｇ／Ａヘテロ接合型およびＧ／Ｇ同型接合型の個体から単離された膵島よりもＧＩＩ
Ｓが有意に低かった（２４）。
【００８３】
（実施例５）
　化学合成（化合物１～７、D4-Tat、グレリン－２７－ビオチン）
　化学合成用の試薬は全て、ＡｌｄｒｉｃｈまたはＡｃｒｏｓ　Ｏｒｇａｎｉｃｓから購
入した。市販の試薬は全て、購入時のままさらに精製することなく使用した。２基質類似
体阻害剤、ペプチドおよび対照化合物の調製用ＨＰＬＣ単離は、逆相Ｃ－１８カラム（２
５×２．１４ｃｍ、Microsorbtm-100, Rainin）を使用して実施し、水（トリフルオロ酢
酸（TFA）０．０５％、移動相Ａ）およびアセトニトリル（TFA０．０５％、移動相Ｂ）の
勾配で溶出した。グレリン－２７－ビオチン（GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPK（ビオチン
）G）およびＤ４－Ｔａｔは、Ｆｍｏｃ法を使用して調製した。ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔお
よび関連誘導体の合成は、以前に記載された方法（３３、３４）と類似しており、グレリ
ンから開始して、Ｆｍｏｃ法を使用した。様々な長さのグレリンペプチド（３から１５個
のC末端配列）を使用し、グレリンのＳｅｒ３をＡｌｌｏｃ（アリルオキシカルボニル）
保護１，２－ジアミノプロピオン酸で置換した。遊離アミノ基を得るために、ＣＨＣｌ３

：ＡｃＯＨ：Ｎ－メチルモルホリン（３７：２：１）中においてテトラキス（トリフェニ
ルホスフィン）パラジウム（０）を使用したＡｌｌｏｃの直交脱保護を実施し、次いでラ
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セミ化α－ブロモオクタン酸無水物（化合物５ではオクタン酸無水物および化合物６では
ブロモ酢酸無水物）と反応させた（図１Ｃ参照）。補酵素Ａとの結合は、α－ブロモ－ア
ミドをＣｏＡＳＨと反応させることによって実施した。ブロモ－アミドペプチドの撹拌溶
液（濃度２～１０ｍＭのｄｄＨ２Ｏ溶液）に室温で重炭酸トリエチルアンモニウムの水性
緩衝液（ｐＨ８．０）１．０Ｍに溶かしたＣｏＡＳＨの溶液（２．０～３．０当量）を滴
下した。４８～７２時間後、混合物を一晩凍結乾燥し、所望の生成物を単離するために残
渣を調製用ＨＰＬＣに添加した。ＨＰＬＣカラムは水（TFA０．０５％、移動相A）および
アセトニトリル（TFA０．０５％、移動相B）（０分、５％B；５～６５分、６０％Bまで直
線的に増加；１０ｍＬ／分）の勾配で溶出し、２１４ｎｍでモニターした。収集した画分
を減圧下で濃縮し、凍結乾燥して最終生成物を白色固形物として得た。マトリックス支援
レーザー脱離イオン化（MALDI）およびエレクトロスプレー（ES）質量分析データは、計
算値と矛盾せず、アッセイ用の水性溶液中の化合物最終濃度はアミノ酸分析によって測定
した。
【００８４】
（実施例６）
　細胞培養、細胞溶解調製物およびＥＩＡ測定
　ＨＥＬ細胞およびＡＧＳ細胞（ATCC, Manassas VA）は、不活性化牛胎児血清１０％、
ストレプトマイシン－ペニシリン１００ＩＵ／ｍｌおよびグルタミン４ｍＭを補給したＲ
ＰＭＩ１６４０培地（Sigma）で増殖させ、週に２回常法通り継代した。ＫａｔｏＩＩＩ
細胞（ATCC, Manaasas VA）は、不活性化牛胎児血清１０％、ストレプトマイシン－ペニ
シリン１００ＩＵ／ｍｌおよびグルタミン４ｍＭを補給したＤＭＥＭ培地（Sigma）で増
殖させ、週に２回常法通り継代した。いくつかの実施形態では、アシル－グレリン産生の
阻害を評価するために、ＨＥＬ細胞は７種類の化合物の１種で処理した。３種類の細胞種
全ての細胞溶解物を以下のようにＲＩＰＡ緩衝液中で調製した。細胞（７．５×１０６細
胞）は、卓上型遠心機で１０００ｒｐｍで５分間遠心分離した。次に細胞ペレットを洗浄
し、これに含有する氷冷した改変ＲＩＰＡ緩衝液０．２５ｍｌを添加し、激しくピペット
操作し、ボルテックスして、その後完全に細胞が溶解するまで４℃で１０分間静置させた
。次に、溶解物を予め冷却した遠心機で２０００ｒｐｍで１５分間遠心した。遠心直後、
上清を－８０℃で保存した。細胞溶解物および血清中のアシル－およびデスアシル－グレ
リンのレベルならびに培養培地および血清試料中のインスリンレベルを評価するために、
２抗体サンドイッチをベースにした市販の酵素免疫アッセイ法（Alpco Diagnostics）で
分析した。
【００８５】
（実施例７）
　分子クローニング
　ＧＯＡＴは、マウス胃から２段階ネステッドＲＴ－ＰＣＲ法によってクローニングした
。全ＲＮＡは、組織ホモジェナイザーおよびＲＮｅａｓｙ（登録商標）キット（Qiagen）
を使用して、マウス胃の約半分から抽出した。ｃＤＮＡは、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｓｕ
ｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（商標）ＩＩ　ＲＴで逆転写することによって調製した。ｃＤＮＡの
２μｌをプライマー、ＴＴＴＡＣＡＡＧＧＧＣＡＣＣＧＣＴＴＡＧ／ＣＡＡＧＧＣＡＴＣ
ＴＴＣＴＧＧＣＡＴＴＴで増幅した。次いで、反応混合物１μｌをネステッドプライマー
ＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＴＧＧＣＴＣＣＡＧＣＴＣ／ＧＡＧＡＴＧＡＡＧＧＧＣＡＧＧ
ＧＡＡＡでさらに増幅した。約１．３ｋＢのバンドをゲルから切り出し、ｐＣＲ（登録商
標）２．１－ＴＯＰＯ（登録商標）（Invitrogen）に連結した。
【００８６】
[00108]　ＧＯＡＴは５’平滑末端連結および３’ＥｃｏＲＩ切断のために設計されたプ
ライマーを使用してこのベクターから増幅し、次にｐＨＬｓｅｃから得られたｐαＨベク
ター（Aricescu et al. Acta Cryst.（2006）. D62, 1243-1250）にＫｐｎＩ（平滑末端
化）およびＥｃｏＲＩを使用してクローニングした。ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅ（登録商標）
変異誘発（Stratagene）を使用して、製造元の方法をＷａｎｇ　ａｎｄ　Ｍａｌｃｏｌｍ
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（３５）によって開発された２段階法に置き換えて、３ｘＦｌａｇ（登録商標）タグ（Si
gma）をＣ末端に付加した。
【００８７】
（実施例８）
　ＧＯＡＴトランスフェクションおよびミクロソーム単離
　ＧｎＴＩ欠損ＨＥＫ２９３Ｔ細胞（Reeves et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 
Oct 15 ;99（21）: 13419-24）は、Ｌ－グルタミン２ｍＭおよびＦＢＳ１％を補給したＦ
ｒｅｅｓｔｙｌｅ２９３Ｔ培地（Invitrogen）中でＣＯ２８％を含有する雰囲気中で増殖
させた。トランスフェクションの日に、細胞４００ｍｌを２×１０６／ｍｌの濃度に設定
した。細胞に、Ａｒｉｃｅｓｃｕらによって記載されたように（Acta Cryst. （2006）. 
D62, 1243-1250）、ポリエチレンイミン「Ｍａｘ」強力直鎖状ＰＥＩ（Polysciences）を
使用してプラスミドをトランスフェクトした。簡単に説明すると、最終培養量の２０分の
１と等しい未補給ハイブリドーマＳＦＭ培地（Invitrogen）中で、ＤＮＡ１μｇ／ｍｌを
トランスフェクション試薬３μｇ／ｍｌと混合し、室温で２０分間インキュベートし、細
胞に添加した。４日後、細胞を実験毎に収集し、ＰＢＳで1回洗浄した。
【００８８】
　ＨＥＫ２９３Ｔ　ＧｎＴＩ細胞の各ペレットを緩衝液Ｄ（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　５０ｍＭ
、ｐＨ７．４、ＮａＣｌ　１５０ｍＭ、ナトリウムＥＧＴＡ　１ｍＭ、フェニルメチルス
ルホニルフルオリド３０μｇ／ｍｌ、ペプスタチンＡ　３μｇ／ｍｌおよび完全プロテア
ーゼ阻害剤カクテル錠、ＥＤＴＡなし（Roche、１錠／緩衝液４０ｍｌ））２０ｍｌに再
懸濁した。細胞は、加圧型ホモジェナイザー（Ｂ型内筒、排出３０回）を使用して溶解し
た。溶解物を４℃で２１３５×ｇで１０分間遠心分離し、上清を新たな管に移し、同条件
下で再度遠心分離した。上清を４℃で１０００００×ｇで３０分間遠心分離し、上清を捨
てた。ミクロソームペレットをＴｒｉｓ緩衝生理食塩水（TBS）（Tris-HCl　５０ｍＭ、
ｐＨ７．４、NaCl　１５０ｍＭ）に再懸濁し、不溶性物質を１０００×ｇで１分間遠心分
離することによって除去した。イムノブロット分析または液体窒素中での急速冷凍のため
に一定量を準備し、アッセイ時間まで－８０℃で保存した。タンパク質濃度は、Ｔｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ－１００　０．５％を補給したＢＣＡアッセイ（Thermo）を使用して測定した。
【００８９】
（実施例９）
　ＧＯＡＴアシルトランスフェラーゼアッセイ
　アッセイ方法は、Ｙａｎｇら（３６）を改変した。アッセイ混合物は、ＨＥＰＥＳ　５
０ｍＭ、ｐＨ７．０、オクタノイル－ＣｏＡ（３３ｄｐｍ／ｆＭｏｌ、American Radiola
beled Chemicals）１μＭ、グレリン２７－ビオチン　１０μＭ、ミクロソームタンパク
質５０μｇおよびパルミトイル－ＣｏＡ（Avanti Polar Lipids）５０μＭを含有した。
反応は、膜タンパク質を添加することによって開始し、３７℃で５分間インキュベートし
た。指示がある場合、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔは膜タンパク質と共に５分間予めインキュベ
ートした。ストレプトアビジンプラスウルトラリンク樹脂（Pierce）１５０μｌを予め混
合した反応停止緩衝液（TBS+SDS　２％（ｗ／ｖ））８５０μｌを添加し、回転ミキサー
で１５分間インキュベートすることによって反応を停止した。この混合物をＰｏｌｙ－Ｐ
ｒｅｐ（登録商標）クロマトグラフィーカラム（Bio-Rad）に移し、洗浄緩衝液（TBS+SDS
　０．１％）３０ｍｌで洗浄した。混合物は反応停止緩衝液１ｍｌを含有する１．５ｍｌ
微量遠心管に移し、９８℃で５分間煮沸し、シンチレーション測定を行った。
【００９０】
（実施例１０）
　細胞生存率アッセイ
　様々な濃度のＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔで処置したＨＥＬ細胞系およびヒト不死化肝細胞系
ＨｅｐＧ２（ATCC, Manassas, VA）の生存率は、ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ生存率アッセイキッ
ト（Molecular Probes）を使用して測定した。ラット骨髄間質細胞（RBMSC）は、２種類
のプローブ、細胞内エステラーゼ活性についてはカルセイン－ＡＭ（緑色）２μＭで３０
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分間、細胞膜強度についてはエチジウムホモダイマー－１（EtdD-1、淡赤色）４μＭで１
０分間インキュベートした。カルセイン－ＡＭは、５００ｎｍレーザー光線を使用して励
起し、放出した蛍光は５３５ｎｍロングパスフィルターによって検出した。ＥｔｄＤ－１
は、５１４ｎｍレーザー光線を使用して励起し、放出した蛍光は５５０ｎｍロングパスフ
ィルターによって検出した。赤色蛍光（EtdD-1）を放つ細胞は死細胞として計数し、緑色
蛍光（カルセイン-AM）は生細胞として計数した。部分的に赤および緑で２重に染色して
いる場合は、死細胞として計数した。
【００９１】
（実施例１１）
　ヒト膵島の実験
　新鮮なヒト死体膵島は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｓｌｅｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓｏｕｒｃｅ
　ｃｅｎｔｅｒから提供された。平均純度は７０％、生存率は８５％であった。ヒト膵島
実験用に、膵島をＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　５μＭを含む無血清ＲＰＭＩ培地で２４時間イ
ンキュベートし、その後グルコース５０、１５０および３００ｍｇ／ｄｌを添加した無グ
ルコースＲＰＭＩ培地中で３０分間静的インキュベーションアッセイを行い、培地中に分
泌されたインスリンをＥＬＩＳＡ（Alpco Diagnostics）で評価した。
【００９２】
（実施例１２）
　アセチルトランスフェラーゼアッセイ
　ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔのアセチルトランスフェラーゼｐ３００、ＰＣＡＦおよびＡＡＮ
ＡＴとの特異性は、α－ケトグルタル酸脱水素酵素（α-KGDH）関連分光測定法（３７）
を使用して測定した。組換えアセチルトランスフェラーゼドメインおよびヒストン尾部ペ
プチドは、以前に記載されたように調製した（３８～４０）。アセチルトランスフェラー
ゼによるＣｏＡＳＨの産生は、ＮＡＤＨの形成と共役しており、Ｂｅｃｋｍａｎ　ＤＵ－
６４０分光光度計によって３４０ｎｍ（ε３４０＝６２３０Ｍ－１ｃｍ－１）でモニター
した。反応物は全て、チアミンピロリン酸２００μＭ、ＭｇＣｌ２　５ｍＭ、ＤＴＴ　１
ｍＭ、ＢＳＡ　５０μｇ／ｍＬ、ＮＡＤ　２００μＭ、α－ケトグルタル酸２．４ｍＭ、
ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　１０μＭおよびアセチル－ＣｏＡ　５０μＭを含有する。ｐ３０
０との反応は、ＨＥＰＥＳ　１００ｍＭ、ｐＨ７．９（α－ＫＧＤＨ　０．１単位および
Ｈ４～１５　２００μＭ、ヒストンＨ４尾部の配列に基づく１５マーペプチド基質を含有
する）中で実施した。ｐ３００反応は、３０℃でインキュベートした後、ｐ３００　１０
０ｎＭを添加して開始して３０℃で行う。ＰＣＡＦとの反応は、ＨＥＰＥＳ　１００ｍＭ
、ｐＨ７．９（α－ＫＧＤＨ　０．０３７単位およびＨ３～２０　１００μＭ、ヒストン
Ｈ３尾部の配列に基づく２０マーペプチド基質を含有する）中で実施する。ＰＣＡＦ反応
は、３０℃で１０分間インキュベートした後、ＰＣＡＦ　１００ｎＭを添加して開始して
３０℃で行う。ＡＡＮＡＴとの反応は、ＮＨ４ＯＡｃ　１００ｍＭ、ｐＨ６．８（α－Ｋ
ＧＤＨ　０．１単位およびトリプタミン２００μＭを含有する）中で実施する。ＡＡＮＡ
Ｔ反応は、２５℃で１０分間インキュベートした後、ＡＡＮＡＴ　１０．８３ｎＭを添加
して開始して２５℃で行う。反応は全て反応進行曲線の直線部分にあり、直線回帰によっ
て初速度が得られる。
【００９３】
（実施例１３）
　マウスにおける実験
　２４時間の実験では全て、Ｃ５７ＢＬ／６マウスはＧＯ－ＣｏＡ－ＴａｔまたはＤ４－
ＴａｔをＩＰ注射する前に６時間絶食させた。各時点で、経心的穿刺によって血液を採取
した。血液試料は、ＥＤＴＡおよびｐ－ヒドロキシメルクリ安息香酸（PHMB）１ｍＭを含
有する試験管に収集した。試料を＋４℃で３５００ｒｐｍで５分間遠心分離して、次に上
清を別の試験管に移した。次いですぐに細胞溶解物１ｍＬ当たり１Ｎ　ＨＣｌ　１００μ
ｌを添加し、試験管を＋４℃で３５００ｒｐｍで５分間遠心分離した。上清をクライオバ
イアルに移し、－８０℃で保存した。デスアシル－およびアシル－グレリンの血清レベル
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は、ＥＬＩＳＡ（Alpco Diagnostics）によって測定した。糖尿病の成果については、経
口的グルコース曝露（１ｇ／ｋｇ）を血液試料採取の３０分前に行うこと以外は前記の方
法にしたがった。糖尿病の成果のために、化合物を絶食していないマウスに１８時間の絶
食の６時間前に投与し、その時点で２．５ｇ／ｋｇ腹腔内グルコース負荷試験（IP-GTT）
を意識のあるマウスに実施した。血液は、ＩＰ－ＧＴＴ後０、１５、３０、６０および１
２０分に尾静脈から採取した。グルコースは、グルコメータ（LifeScan OneTouch）で測
定し、インスリン値はＥＬＩＳＡ（Alpco Diagnostics）によって評価した。毎日のＧＯ
－ＣｏＡ－ＴａｔのＩＰ投与の体組成に対する効果を評価するために、同腹仔の８週齢Ｃ
５７ＢＬ６Ｊマウス（Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME）の体重を２群２３．２±
１．２ｇ（ｎ＝３）および２２．６±２．２（ｎ＝３）に一致させ、処置前に７日間高脂
肪食を与えた。８日目に、マウスには高脂肪食を継続させたが、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　
２９ｍｇ／ｋｇ用量（ｎ＝３）または等モル用量のＤ４－Ｔａｔペプチド（ｎ＝３）の投
与を開始した。マウスは、食物および水の摂取ならびに糞尿の生成を毎日測定する直接熱
量計測ケージ（Nalgene）中で２週間モニターした。さらに、マウスの身体プロファイル
を３日毎にＱＮＭＲ（EchoMRI）で評価した。身体測定それぞれについて、３つの別個の
測定の平均を得た。糞便分析では、糞便を３日間収集し、１．５ｍＬ超遠心管に保存した
。糞便は再水和して、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ（ｎ＝４）およびＤ４－Ｔａｔ（ｎ＝４）の
全糞便を４つの別個の測定と比較した。
【００９４】
（実施例１４）
　ＱＲＴ－ＰＣＲ
　膵島は膵臓をコラゲナーゼおよびＤＮアーゼＩで消化した後、Ｓｏｎｇら（４１）で記
載されたように単離した。全ＲＮＡは、トリゾールを使用して抽出した。ＲＴ－ＰＣＲは
、ｏｎｅ－ｔｕｂｅ　ＲＴ－ＰＣＲ　Ｓｙｂｒ　ｇｒｅｅｎミックス（BioRad）を使用し
て標準的方法にしたがって実施した。発現レベルの倍数変化は、ＤＤＣＴ法を使用して算
出した。２連の結果をステューデントｔ検定を使用して分析した。ＲＴ－ＰＣＲで使用し
たプライマー：インスリンＦｗ：ＣＧＡＧＧＣＴＴＣＴＴＣＴＡＣＡＣＡＣＣ；インスリ
ンＲｖ：ＧＡＧＧＧＡＧＣＡＧＡＴＧＣＴＧＧＴ；グルカゴンＦｗ：ＣＣＡＣＴＣＡＣＡ
ＧＧＧＣＡＣＡＴＴＣＡ；グルカゴンＲｖ：ＧＴＣＣＣＴＧＧＴＧＧＣＡＡＧＡＴＴＧＴ
　ＧＨＳＲ　ＦＷ：ＡＣＣＴＧＣＴＣＴＧＣＡＡＡＣＴＣＴＴＣＣＡＧＴ；ＧＨＳＲ　Ｒ
Ｖ：ＣＡＡＡＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧＣＡＡＧＣＡＴＣＴ　グレリンＦｗ：ＡＣＴＣＡＧ
ＣＡＴＧＣＴＣＴＧＧＡＴＧＧＡＣＡ；グレリンＲｖ：ＡＴＧＣＣＡＡＣＡＴＣＧＡＡＧ
ＧＧＡＧＣＡＴＴＧ　ＵＣＰ２－００１　Ｆｗ：ＴＧＧＴＴＧＧＴＴＴＣＡＡＧＧＣＣＡ
ＣＡＧＡＴＧ；ＵＣＰ２－００１　Ｒｖ：ＴＣＴＣＧＴＧＣＡＡＴＧＧＴＣＴＴＧＴＡＧ
ＧＣＴ　３６Ｂ４　Ｆｗ：ＴＧＴＴＴＧＡＣＡＡＣＧＧＣＡＧＣＡＴＴＴ；３６Ｂ４　Ｒ
ｖ：ＣＣＧＡＧＧＣＡＡＣＡＧＴＴＧＧＧＴＡ
【００９５】
（実施例１５）
　免疫組織化学
　マウスの膵臓およびヒト膵島を１０％緩衝ホルマリンまたはブアン固定液で固定し、パ
ラフィンに包埋し、５μｍの切片を作製した。脱脂し、再水和してクエン酸緩衝液中で抗
原を回復した後、免疫染色をモルモット抗インスリン（Abcam）、ウサギ抗グレリン（Abc
am）およびニワトリ抗ＧＨＳＲ（Chemicon）で実施した。適切な蛍光タグ第２抗体（ロバ
抗モルモットCy3、ロバ抗ウサギFITC、Jackson Immunoresearch）を抗原分布のために使
用した。核は、封入媒体に含めたＤＡＰＩ（Vector Biolabs）を使用して対比染色した。
画像作製のために擬似カラー化用ＣＣＤデジタルカメラを装着したＺｅｉｓｓ　Ａｘｉｏ
ｓｋｏｐおよびデジタル画像処理装置を連結したＡｐｏｔｏｍｅ光学切片装置（optical 
sectioning device）を使用した。
【００９６】
（実施例１６）
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　ＭＣＴ食でのグレリン欠損（グレリンKO）および野生型（WT）マウスの長期調査
　グレリン欠損マウスは、前述されたように、ハイスループットＶｅｌｏｃｉＧｅｎｅ遺
伝子標的化システムを使用して作製した（４２）。全動物は、２２℃で１２：１２時間の
明暗サイクルで維持し、中鎖トリグリセリドの豊富な食餌（ＭＣＴ）－（ＭＣＴ１０％、
スクロース４０％、Teklad TD 08622）を与え、食餌および水は自由に摂取させた。ＧＯ
－ＣｏＡ－Ｔａｔ　４０ｍｇ／ｋｇはＷＴおよびＫＯマウスに投与し、ビヒクルはＷＴマ
ウスに投与した。全体の体組成（脂肪および除脂肪）は３～４日毎にＮＭＲ技術（EchoMR
I, Houston, TX）を使用して測定し、体重測定は毎日行った。結果を図１１に示す。
【００９７】
（実施例１７）
　グレリンＫＯおよびＷＴマウスにおけるグルコース負荷試験
　糖尿病の成果のために、ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ　４０ｍｇ／ｋｇ（図１２の「inhib」
）を絶食していないｗｔマウス（ｎ＝５）およびグレリン－ｋｏマウス（ｎ＝５）に投与
し、ビヒクル（２回蒸留水、図１２の「Vhc」）を月齢を一致させたｗｔマウス（ｎ＝５
）およびグレリン－ｋｏマウス（ｎ＝５）に投与し、６時間経ってから１８時間絶食させ
た。１８時間絶食した後、２．５ｇ／ｋｇ腹腔内グルコース負荷試験（IP-GTT）を意識の
あるマウスに実施した。血液は、ＩＰ－ＧＴＴ後０、１５、３０、６０および１２０分に
尾静脈から採取した。グルコースはグルコメータ（Lifescan OneTouch）で測定した。
【００９８】
（実施例１８）
　光活性化可能な（photoactivatable）ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ類似体および可溶性ＧＯＡ
Ｔの架橋結合
　ＦＬＡＧ－ＧＯＡＴ酵素を、ＳＦ９細胞で過剰産生し、界面活性剤で可溶化し、ＧＯ－
ＣｏＡ－Ｔａｔのベンゾイル－フェニルアラニン含有類似体およびビオチン含有類似体（
５μＭ）の存在下でＵＶ光で処理した。これらはビオチンブロットで示したように架橋結
合を誘導し（図１３Ａ）、標準ＧＯ－ＣｏＡ－Ｔａｔ（１００ｕＭ）で阻害することがで
きた。ＦＬＡＧ（図１３Ｂ）およびクーマシー（図１３Ｃ）ゲルでは、これらのレーンへ
の負荷が等しいことを示している。
【００９９】
（実施例１９）
　ＧＯＡＴ阻害剤はＩＧＦ－１に対して影響を及ぼす
　血液は、ＥＤＴＡコーティングＭｉｃｒｏｖｅｔｔｅ管を使用して経心的穿刺によって
収集し、すぐに氷で冷却した。４℃で３０００ｇで１５分間遠心した後、血漿を－８０℃
で保存した。血漿ＩＧＦ－１レベルを定量するために、市販のアッセイを使用した（R&D 
Systems, Minneapolis, MN）。このアッセイは、酸性化していない血漿試料におけるＩＧ
Ｆ－１の測定に有効で、タンパク質抽出を必要としない。このアッセイはアッセイ製造元
の指示に従って実施した。結果を図１４に示す。
【０１００】
　本明細書で例示し検討した実施形態は、本発明者が知っている本発明の作製および使用
の最良の方法を当業者に教示するためのみのものである。本明細書において本発明の範囲
の制限を意味するものはない。提示した実施例は全て代表的なものであって制限はしない
。本発明の前述の実施形態は、前記の教示を考慮して当業者が理解するように、本発明か
ら逸脱することなく改変または変化させることができる。したがって、特許請求の範囲お
よびその同等物の範囲内であれば、本発明は具体的に記載したものとは別に実施すること
ができるものと理解される。
【０１０１】
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