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(57)【要約】
　本発明は、インスリン分泌ペプチド、非ペプチド性重
合体および免疫グロブリンＦｃ領域が互いに共有結合に
よって連結されており、生体内持続性および安定性が向
上したインスリン分泌ペプチド結合体およびその利用に
関する。本発明のインスリン分泌ペプチド結合体は、比
較的高く維持される生体内活性、および著しく増加した
血中半減期を有するため、様々なペプチド薬物の持続型
剤形の開発に有用に利用できる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インスリン分泌ペプチドと免疫グロブリンＦｃ領域とが、ポリエチレングリコール、ポ
リプロピレングリコール、エチレングリコール－プロピレングリコールの共重合体、ポリ
オキシエチル化ポリオール、ポリビニルアルコール、ポリサッカリド、デキストラン、ポ
リビニルエチルエーテル、生分解性高分子、脂質重合体、キチン類、ヒアルロン酸および
これらの組み合わせよりなる群から選ばれる非ペプチド性重合体によって互いに連結され
、前記インスリン分泌ペプチドのＮ末端以外のアミノ酸残基に前記非ペプチド性重合体が
結合されたことを特徴とする、インスリン分泌ペプチド結合体。 
【請求項２】
　前記インスリン分泌ペプチドは、ＧＬＰ－１、エキセンディン－３、エキセンディン－
４、これらのアゴニスト(agonist)、これらの誘導体(derivative)、これらの断片(fragme
nt)、これらの変異体(variant)、およびこれらの組み合わせからよりなる群から選ばれる
ことを特徴とする、請求項１に記載のインスリン分泌ペプチド結合体。 
【請求項３】
　前記誘導体は、天然型インスリン分泌ペプチドのＮ末端アミン基の置換、除去および変
更の中から選ばれたいずれか一つの方法によって製造され、インスリン分泌機能を保有す
るペプチド、これらの断片およびこれらの変異体よりなる群から選ばれることを特徴とす
る、請求項２に記載のインスリン分泌ペプチド結合体。 
【請求項４】
　前記誘導体は、天然型インスリン分泌ペプチドのアルファカーボンおよびＮ末端アミン
基が除去されたペプチド、これらの断片およびこれらの変異体よりなる群から選ばれるこ
とを特徴とする、請求項２に記載のインスリン分泌ペプチド結合体。 
【請求項５】
　Ｎ末端アミン基の置換、除去または変更によって製造されたエキセンディン－４誘導体
と免疫グロブリンＦｃ領域とが、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、
エチレングリコール－プロピレングリコールの共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール
、ポリビニルアルコール、ポリサッカリド、デキストラン、ポリビニルエチルエーテル、
生分解性高分子、脂質重合体、キチン類、ヒアルロン酸およびこれらの組み合わせよりな
る群から選ばれる非ペプチド性重合体によって互いに連結され、天然型エキセンディン－
４結合体より血糖低下効果および生体内持続性が向上したことを特徴とする、インスリン
分泌ペプチド結合体。 
【請求項６】
　前記エキセンディン－４誘導体は、エキセンディン－４のＮ末端アミン基が除去された
エキセンディン－４誘導体、エキセンディン－４のＮ末端アミン基がヒドロキシル基で置
換されたエキセンディン－４誘導体、エキセンディン－４のＮ末端アミン基がジメチル基
に変更されたエキセンディン－４誘導体、インスリン分泌ペプチドのうちエキセンディン
－４の一番目のアミノ酸（ヒスチジン）のアルファ炭素を除去したエキセンディン－４誘
導体、エキセンディン－４の１２番目のアミノ酸（リシン）がセリンで置換されたエキセ
ンディン－４誘導体、およびエキセンディン－４の１２番目のアミノ酸（リシン）がアル
ギニンで置換されたエキセンディン－４誘導体よりなる群から選ばれることを特徴とする
、請求項５に記載のインスリン分泌ペプチド結合体。 
【請求項７】
　エキセンディン－４のＮ末端アミン基が除去されたデス－アミノ－ヒスチジル(des-ami
no-histidyl)エキセンディン－４と免疫グロブリンＦｃ領域とが、ポリエチレングリコー
ル、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール－プロピレングリコールの共重合体
、ポリオキシエチル化ポリオール、ポリビニルアルコール、ポリサッカリド、デキストラ
ン、ポリビニルエチルエーテル、生分解性高分子、脂質重合体、キチン類、ヒアルロン酸
およびこれらの組み合わせよりなる群から選択される非ペプチド性重合体によって互いに
連結され、天然型エキセンディン－４結合体より血糖低下効果および生体内持続性が向上
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したことを特徴とする、インスリン分泌ペプチド結合体。 
【請求項８】
　エキセンディン－４のＮ末端アミン基が除去されたデス－アミノ－ヒスチジルエキセン
ディン－４とアルブミンとが、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、エ
チレングリコール－プロピレングリコールの共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール、
ポリビニルアルコール、ポリサッカリド、デキストラン、ポリビニルエチルエーテル、生
分解性高分子、脂質重合体、キチン類、ヒアルロン酸およびこれらの組み合わせよりなる
群から選択される非ペプチド性重合体によって互いに連結され、天然型エキセンディン－
４結合体より血糖低下効果および生体内持続性が向上したことを特徴とする、インスリン
分泌ペプチド結合体。 
【請求項９】
　エキセンディン－４のＮ末端アミン基がヒドロキシル基で置換されたエキセンディン－
４と免疫グロブリンＦｃ領域とが、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール
、エチレングリコール－プロピレングリコールの共重合体、ポリオキシエチル化ポリオー
ル、ポリビニルアルコール、ポリサッカリド、デキストラン、ポリビニルエチルエーテル
、生分解性高分子、脂質重合体、キチン類、ヒアルロン酸およびこれらの組み合わせより
なる群から選択される非ペプチド性重合体によって互いに連結され、天然型エキセンディ
ン－４結合体より血糖低下効果および生体内持続性が向上したことを特徴とする、インス
リン分泌ペプチド結合体。 
【請求項１０】
　エキセンディン－４のＮ末端アミン基がヒドロキシル基で置換されたエキセンディン－
４とアルブミンとが、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、エチレング
リコール－プロピレングリコールの共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール、ポリビニ
ルアルコール、ポリサッカリド、デキストラン、ポリビニルエチルエーテル、生分解性高
分子、脂質重合体、キチン類、ヒアルロン酸およびこれらの組み合わせよりなる群から選
択される非ペプチド性重合体によって互いに連結され、天然型エキセンディン－４結合体
より血糖低下効果および生体内持続性が向上したことを特徴とする、インスリン分泌ペプ
チド結合体。 
【請求項１１】
　エキセンディン－４のＮ末端ヒスチジン残基のアルファ炭素およびアルファ炭素に結合
されたＮ末端アミン基が除去されたエキセンディン－４誘導体と免疫グロブリンＦｃ領域
とが、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール－プロ
ピレングリコールの共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール、ポリビニルアルコール、
ポリサッカリド、デキストラン、ポリビニルエチルエーテル、生分解性高分子、脂質重合
体、キチン類、ヒアルロン酸およびこれらの組み合わせよりなる群から選択される非ペプ
チド性重合体によって互いに連結され、天然型エキセンディン－４結合体より血糖低下効
果および生体内持続性が向上したことを特徴とする、インスリン分泌ペプチド結合体。 
【請求項１２】
　エキセンディン－４のＮ末端ヒスチジン残基のアルファ炭素およびアルファ炭素に結合
したＮ末端アミン基が除去されたエキセンディン－４誘導体とアルブミンとが、ポリエチ
レングリコール、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール－プロピレングリコー
ルの共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール、ポリビニルアルコール、ポリサッカリド
、デキストラン、ポリビニルエチルエーテル、生分解性高分子、脂質重合体、キチン類、
ヒアルロン酸およびこれらの組み合わせよりなる群から選択される非ペプチド性重合体に
よって互いに連結され、天然型エキセンディン－４結合体より血糖低下効果および生体内
持続性が向上したことを特徴とする、インスリン分泌ペプチド結合体。 
【請求項１３】
　下記化学式１のアミノ酸配列を有する、インスリン分泌ペプチド誘導体。
　Ｒ１－Ｘ－Ｙ－Ｚ－Ｒ２

　　　……<化学式１>
　（式中、Ｒ１はヒスチジン、デス－アミノ－ヒスチジル基、Ｎ－ジメチル－ヒスチジル
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基、ベータ－ヒドロキシイミダゾプロピル基および４－イミダゾアセチル基よりなる群か
ら選択され、
　Ｒ２は－ＮＨ２、－ＯＨおｙび－Ｌｙｓよりなる群から選択され、
　ＸはＧｌｙ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｌｅｕ－Ｓ
ｅｒ－Ｒ３－Ｇｌｎ－Ｍｅｔ－Ｇｌｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ｖａｌ－Ａｒｇ－Ｌｅ
ｕ－Ｐｈｅ－Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－Ｒ４－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ
－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ、Ｇｌｙ－Ｇｌｕ
－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｒ３－Ｇｌｎ－
Ｍｅｔ－Ｇｌｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ｖａｌ－Ａｒｇ－Ｌｅｕ－Ｐｈｅ－Ｉｌｅ－
Ｇｌｕ－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－Ｒ４－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、およびＳｅｒ－Ａｓｐ－Ｇｌ
ｙ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｒ３－Ｇｌｎ－Ｍｅｔ
－Ｇｌｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ｖａｌ－Ａｒｇ－Ｌｅｕ－Ｐｈｅ－Ｉｌｅ－Ｇｌｕ
－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－Ｒ４－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－
Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒよりなる群から選択され、
　Ｒ３はＬｙｓ、ＳｅｒおよびＡｒｇよりなる群から選択され、
　Ｒ４はＬｙｓ、ＳｅｒおよびＡｒｇよりなる群から選択され、
　Ｙはポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、エチレングリコール－プロ
ピレングリコールの共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール、ポリビニルアルコール、
ポリサッカリド、デキストラン、ポリビニルエチルエーテル、生分解性高分子、脂質重合
体、キチン類、ヒアルロン酸およびこれらの組み合わせよりなる群から選択され、
　Ｚは免疫グロブリンＦｃ領域である。）
【請求項１４】
　非ペプチド性重合体の両末端がそれぞれ免疫グロブリンＦｃ領域およびインスリン分泌
ペプチドのアミン基またはチオール基に結合されたことを特徴とする、請求項１に記載の
インスリン分泌ペプチド結合体。
【請求項１５】
　免疫グロブリンＦｃ領域が脱糖化(deglycosylated)されることを特徴とする、請求項１
に記載のインスリン分泌ペプチド結合体。
【請求項１６】
　免疫グロブリンＦｃ領域が、ＣＨ１、ＣＨ２、Ｃ--Ｈ３およびＣＨ４ドメインよりなる
群から選ばれる１つ～４つのドメインからなることを特徴とする、請求項１に記載のイン
スリン分泌ペプチド結合体。
【請求項１７】
　免疫グロブリンＦｃ領域がヒンジ領域をさらに含むことを特徴とする、請求項１６に記
載のインスリン分泌ペプチド結合体。
【請求項１８】
　免疫グロブリンＦｃ領域が、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥおよびＩｇＭよりなる群
から選ばれる免疫グロブリン由来のＦｃ領域であることを特徴とする、請求項１～５のい
ずれか１項に記載のインスリン分泌ペプチド結合体。
【請求項１９】
　免疫グロブリンＦｃ領域のそれぞれのドメインが、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥお
よびＩｇＭよりなる群から選ばれる免疫グロブリンに由来の相異なる起源を有するドメイ
ンハイブリッドであることを特徴とする、請求項１８に記載のインスリン分泌ペプチド結
合体。
【請求項２０】
　免疫グロブリンＦｃ領域が、同一起源の単鎖免疫グロブリンからなる二量体または多量
体（免疫グロブリンＦｃの組み合わせ）である、請求項１８に記載のインスリン分泌ペプ
チド結合体。
【請求項２１】
　免疫グロブリンＦｃ領域がＩｇＧ４ Ｆｃ領域であることを特徴とする、請求項１８に
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記載のインスリン分泌ペプチド結合体。
【請求項２２】
　免疫グロブリンＦｃ領域がヒト脱糖化ＩｇＧ４ Ｆｃ領域であることを特徴とする、請
求項２１に記載のインスリン分泌ペプチド結合体。
【請求項２３】
　非ペプチド性重合体の反応基がアルデヒド基、プロピオンアルデヒド基、ブチルアルデ
ヒド基、マレイミド基およびスクシンイミド誘導体よりなる群から選ばれることを特徴と
する、請求項１に記載のインスリン分泌ペプチド結合体。
【請求項２４】
　スクシンイミド誘導体がスクシンイミジルプロピオネート、スクシンイミジルカルボキ
シメチル、ヒドロキシスクシンイミジルおよびスクシンイミジルカーボネートよりなる群
から選ばれることを特徴とする、請求項２３に記載のインスリン分泌ペプチド結合体。
【請求項２５】
　非ペプチド性重合体が両末端に反応性アルデヒド基を有することを特徴とする、請求項
２３に記載のインスリン分泌ペプチド結合体。
【請求項２６】
　非ペプチド性重合体がポリエチレングリコールであることを特徴とする、請求項２５に
記載のインスリン分泌ペプチド結合体。
【請求項２７】
　（１）両末端にアルデヒド、マレイミド、およびスクシンイミド誘導体の中から選ばれ
る反応基を有する非ペプチド性重合体をインスリン分泌ペプチドのアミン基またはチオー
ル基に共有結合させる段階と、
　（２）前記（１）の反応混合物から、Ｎ末端のアミノ酸以外のアミノ酸に非ペプチド性
重合体が共有結合されたインスリン分泌ペプチドを含む結合体を分離する段階と、
　（３）分離された結合体の非ペプチド性重合体の他方の末端に免疫グロブリンＦｃ領域
を共有結合によって連結することにより、非ペプチド性重合体の両末端がそれぞれ免疫グ
ロブリンＦｃ領域およびインスリン分泌ペプチドと結合されたタンパク質結合体を生成す
る段階とを含む、インスリン分泌ペプチド結合体の製造方法。
【請求項２８】
　（１）両末端にアルデヒド反応基を有する非ペプチド性重合体をインスリン分泌ペプチ
ドのリシン残基にｐＨ７．５以上で共有結合させる段階と、
　（２）前記（１）の反応混合物から、リシン残基に非ペプチド性重合体が共有結合され
たインスリン分泌ペプチドを含む結合体を分離する段階と、
　（３）分離された結合体の非ペプチド性重合体の他方の末端に免疫グロブリンＦｃ領域
を共有結合によって連結することにより、非ペプチド性重合体の両末端がそれぞれ免疫グ
ロブリンＦｃ領域およびインスリン分泌ペプチドと結合ｓれたタンパク質結合体を生成す
る段階とを含む、インスリン分泌ペプチド結合体の製造方法。
【請求項２９】
　前記インスリン分泌ペプチドは、エキセンディン－４のＮ末端アミン基が除去されたデ
ス－アミノ－ヒスチジル(des-amino-histidyl)エキセンディン－４誘導体であることを特
徴とする、請求項２７または２８に記載のインスリン分泌ペプチド結合体の製造方法。
【請求項３０】
　前記インスリン分泌ペプチドは、エキセンディン－４のＮ末端アミン基がヒドロキシル
基で置換されたエキセンディン－４誘導体であることを特徴とする、請求項２７または２
８に記載のインスリン分泌ペプチド結合体の製造方法。
【請求項３１】
　前記インスリン分泌ペプチドは、エキセンディン－４の一番目のアミン酸（ヒスチジン
）のアルファカーボンが除去されたエキセンディン－４誘導体であることを特徴とする、
請求項２７または２８に記載のインスリン分泌ペプチド結合体の製造方法。
【請求項３２】
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　前記非ペプチド性重合体がポリエチレングリコールであることを特徴とする、請求項２
７または２８に記載のインスリン分泌ペプチド結合体の製造方法。
【請求項３３】
　請求項１～３２のいずれか１項のタンパク質結合体を含む、糖尿、肥満、急性冠症候群
または多嚢胞性卵巣症候群治療用薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インスリン分泌ペプチドの持続型剤形のためのインスリン分泌ペプチド結合
体に関する。具体的には、本発明は、インスリン分泌ペプチドを非ペプチド性重合体およ
び免疫グロブリンＦｃ領域と共有結合によって相互連結させることにより、生体内持続効
能をより画期的に増加させた、変形されたインスリン分泌ペプチド結合体およびその製造
方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　一般に、ペプチドは、安定性が低くて容易に変性されるうえ、体内タンパク質加水分解
酵素によって分解されてその活性を失いし、相対的に大きさが小さくて腎臓を介して容易
に除去される。そのため、薬理学的有効成分としてペプチドを含む医薬品の血中濃度およ
び力価を維持するためには、ペプチド薬物を患者に頻繁に投与する必要がある。ところが
、ペプチド薬物の大部分は注射剤の形態で患者に投与され、このような頻繁な注射投与は
患者の夥しい苦痛を引き起こす。かかる問題点を克服するために様々な試みが行われてき
た。このような試みの一つとして、ペプチド薬物の生体膜透過度を増加させて口腔または
鼻腔による吸入によってペプチドの薬物を体内に伝達する試みがあった。ところが、この
ような方法は、注射剤に比べてペプチド薬物の体内伝達効率が著しく低いため、ペプチド
薬物の体内活性を要求する条件に維持するには依然として難しさが多い。
【０００３】
　一方、ペプチド薬物の血中安定性を増加させ、血中薬物濃度を長期間高く持続させて薬
効を極大化しようとする努力が続けられてきた。このようなペプチド薬物の持続型製剤は
、患者に免疫反応を誘発せず、ペプチド薬物の安定性を高めるうえ、薬物自体の力価が十
分に高く維持されなければならない。
　ペプチドを安定化させ且つタンパク質加水分解酵素による分解を抑制するための方法と
して、タンパク質加水分解酵素に敏感な特定のアミノ酸配列を変更する試みが行われてき
た。例えば、血中グルコース濃度を減少させる作用をし、第２型糖尿病を治療するＧＬＰ
－１（７－３７または７－３６アミド）は、生理活性半減期が約４分以下(Kreymann et a
l., 1987)と短いが、これはジペプチジルペプジダーゼＩＶ（Dipeptidyl pepdidase ＩＶ
、ＤＰＰ ＩＶ）によるＧＬＰ－１の８番目のアミノ酸（Ａｌａ）と９番目のアミノ酸（
Ａｓｐ）間の切断によるＧＬＰ－１の力価喪失に起因する。結果的に、ＤＰＰ ＩＶに抵
抗性を有するＧＬＰ－１類似体に対する様々な研究が行われた。このような研究によって
Ａｌａ８をＧｌｙで置換し(Deacon et al., 1998; Burcelin et al., 1999)、或いはＡｌ
ａ８をＬｅｕまたはＤ－Ａｌａで置換して(Xiao et al., 2001)ＤＰＰ ＩＶに対する抵抗
性を増加させながら活性を維持することができた。ＧＬＰ－１のＮ末端アミノ酸Ｈｉｓ７

はＧＬＰ－１の活性に非常に重要であり、ＤＰＰ ＩＶのターゲットとして提供される。
したがって、米国特許第５，５４５，６１８号では、Ｎ末端をアルキルまたアシル基に変
形し、Ｇａｌｌｗｉｔｚなどは７番目のＨｉｓをＮ－メチル化(N-methylation)またはα
－メチル化(alpha-methylation)させるか、あるいはＨｉｓ全体をイミダゾールで置換し
てＤＰＰ ＩＶ抵抗性を増加させ、生理活性を維持した。
【０００４】
　これらの変形体以外に、アメリカドクトカゲ(glia monster)の唾液腺から精製されたＧ
ＬＰ－１類似体エキセンディン(exendin)-４（ 米国特許第５，４２４，６８６号）は、
ＤＰＰ ＩＶに対する抵抗性と共に、ＧＬＰ－１に比べて高い生理活性を有する。よって
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、体内半減期が２～４時間であってＧＬＰ－１に比べて長くなった。ところが、ＤＰＰ 
ＩＶの抵抗性を増加させる方法のみでは、十分な生理活性の持続時間を期待することがで
きない。例えば、現在市販されているエキセディン－４（exenatide）の場合、患者に１
日２回注射によって投与されなければならないが、これは依然として患者に大きい負担と
なっている。
　このようなインスリン分泌ペプチドの問題点は、ペプチドの大きさが小さいため、腎臓
から回収されず、体外に消失されることである。よって、腎臓における消失を抑制するた
めに、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などの溶解度の高い高分子物質をペプチドの表
面に化学的に付加させる方法が使用されてきた。
【０００５】
　ＰＥＧは、目的ペプチドの特定の部位または様々な部位に非特異的に結合してペプチド
の分子量を増加させることにより腎臓による消失を抑制し、加水分解を防止するには効果
があり、特別な副作用も起さない。例えば、国際特許公開公報ＷＯ２００６／０７６４７
１は、ＮＰＲ－Ａに結合してｃＧＭＰの生産を活性化して動脈内の血圧を減少させること
により、うっ血性心不全(congestive heart failure)治療剤として用いられるＢ型ナトリ
ウム排泄増加ペプチド（B-type natriuretic peptide、ＢＮＰ）にＰＥＧを結合して生理
活性を持続させることについて開示している。 米国特許第６，９２４，２６４号では、
エキセディン－４のリジン残基にＰＥＧを結合させて生体内持続時間を増加させる方法に
ついて開示している。ところが、このような方法は、ＰＥＧ分子量を増加させてペプチド
薬物の生体内持続時間を延長することができるが、分子量が増加するほどペプチド薬物の
力価が著しく低くなりかつペプチドとの反応性が低くなって収率が減少するという問題が
ある。
【０００６】
　国際特許公開公報ＷＯ０２／４６２２７は、組み換え遺伝子技術を用いたＧＬＰ－１、
エキセディン－４またはその類似体と、ヒト血清アルブミンまたは免疫グロブリン断片（
Ｆｃ）との融合タンパク質について開示している。 米国特許第６，７５６，４８０号は
、副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ）およびその類似体とＦｃ融合タンパク質について開示して
いる。このような方法は、低いＰＥＧ化収率(pegylation yield)および非特異性問題を克
服することができるが、血中半減期の増加効果が予想より画期的ではなく、場合に応じて
は力価が低いという問題点をもっている。血中半減期の増加効果を極大化するために様々
な種類のペプチドリンカーが使用されたりもするが、免疫反応を誘発する可能性がある。
また、ＢＮＰのようにジスルフィド結合を持っているペプチドを用いる場合、ミスフォー
ルディング(misfolding)の確率が高いため、このようなペプチドを適用することが難しい
という問題点がある。
【０００７】
　この他に、ＧＬＰ－１誘導体であるＮＮ２２１１は、ＧＬＰ－１のアミノ酸を置換し、
アシル側鎖を結合させてアルブミンと非共有結合をなすようにすることにより、体内持続
時間を増加させた。ところが、半減期が１１～１５時間であってエキセンディン－４に比
べて著しい増加がないため、ＧＬＰ－１誘導体は依然として１日１回注射による投与が必
要である(Nauck et al., 2004)。また、ＣＪＣ－１１３１は、ＧＬＰ－１とアルブミンと
が血液内で共有結合されるようにマレイミド反応基を有するＧＬＰ－１誘導体であって、
生体内半減期の増加を目的として開発を試みたが、最近開発が中断した状態である。後続
の物質であるＣＪＣ－１１３４は、組み換えアルブミンと共有結合によって連結されたエ
キセンディン－４であって、約１７時間（Ｒａｔ）の血中半減期を有するため、顕著な血
中安定性の増加効果を示していない(Thibauoleau et.al., 2006)。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】米国特許第５，４２４，６８６号
【特許文献２】国際特許公開公報ＷＯ２００６／０７６４７１
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【特許文献３】米国特許第６，９２４，２６４号
【特許文献４】国際特許公開公報ＷＯ０２／４６２２７
【特許文献５】米国特許第６，７５６，４８０号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　そこで、本発明者らは、インスリン分泌ペプチドの血中半減期の増加および生体内活性
の維持を同時に極大化することが可能な方法として、免疫グロブリンＦｃ領域、非ペプチ
ド性重合体およびインスリン分泌ペプチドを共有結合によってＮ－末端以外のアミノ酸残
基に部位選択的に相互連結させることにより、生体内効力持続効果が画期的に増加するこ
とを確認した。特に、本発明者らはインスリン分泌ペプチド結合体のうち、たとえばエキ
センディン－４、エキセンディン－４のＮ末端アミン基を除去したデス－アミノ－ヒスチ
ジルエキセンディン－４(des-amino-histidyl exendin-4)、エキセンディン－４のＮ末端
アミン基をヒドロキシル基で置換したベータ－ヒドロキシ－イミダゾ－プロピオニルエキ
センディン－４(beta-hydroxyl-imidazo-propionyl exendin-4)のＮ末端アミン基を２つ
のメチル基に変更したジメチル－ヒスチジルエキセンディン－４(dimethyl-histidyl exe
ndin-4)、およびエキセンディン－４の１番目のアミノ酸であるヒスチジンのアルファ炭
素およびこれに結合したＮ末端アミン基を除去したイミダゾ－アセチル－エキセンディン
－４(imidazo-acetyl-exendin-4)のようなペプチド結合体の生体内効力持続効果が画期的
に増加することを見出し、本発明を完成した。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明の目的は、インスリン分泌ペプチドの生体内活性を維持しながら血中半減期を延
長させたインスリン分泌ペプチド持続型製剤を提供することにある。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は天然型エキセンディン－４（Ｎ）－ＰＥＧ－免疫グロブリンＦｃ結合体の
純度を逆相ＨＰＬＣで分析した結果である。
【図２】図２は天然型エキセンディン－４（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－免疫グロブリンＦｃ結合
体の純度を逆相ＨＰＬＣで分析した結果である。
【図３】図３はデス－アミノ－ヒスチジルエキセンディン－４（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－免疫
グロブリンＦｃ結合体の純度を逆相ＨＰＬＣで分析した結果である。
【図４】図４はベータ－ヒドロキシ－イミダゾ－プロピオニル、すなわち、（2-ヒドロキ
シー３－（1H- イミダゾール-4- yｌ）プロピオニル） エキセンディン－４（Ｌｙｓ）－
ＰＥＧ－免疫グロブリンＦｃ結合体の純度を逆相ＨＰＬＣで分析した結果である。
【図５】図５はイミダゾ－アセチル、すなわち、（2-（1H-イミダゾール-4- yｌ）アセチ
ル）エキセンディン－４（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－免疫グロブリンＦｃ結合体の純度を逆相Ｈ
ＰＬＣで分析した結果である。
【図６】図６はＳｅｒ１２－変異された－デス－アミノ－ヒスチジルエキセンディン－４
（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－免疫グロブリンＦｃ結合体の純度を逆相ＨＰＬＣで分析した結果で
ある。
【図７】図７はＡｒｇ１２－変異された－デス－アミノ－ヒスチジルエキセンディン－４
（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－免疫グロブリンＦｃ結合体の純度を逆相ＨＰＬＣで分析した結果で
ある。
【図８】図８はデス－アミノ－ヒスチジルエキセンディン－４（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－ヒト
血清アルブミン（ＨＳＡ）結合体の純度を逆相ＨＰＬＣで分析した結果である。
【図９】図９はジメチル－ヒスチジルエキセンディン－４（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－免疫グロ
ブリンＦｃ結合体の純度を逆相ＨＰＬＣで分析した結果である。
【図１０】図１０はＧＬＰ－１（Ｎ）－ＰＥＧ－免疫グロブリンＦｃ結合体の純度を逆相
ＨＰＬＣで分析した結果である。
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【図１１】図１１はデス－アミノ－ヒスチジルＧＬＰ－１（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－免疫グロ
ブリンＦｃ結合体の純度を逆相ＨＰＬＣで分析した結果である。
【図１２】図１２は天然型エキセンディン－４（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－免疫グロブリンＦｃ
結合体の純度を逆相ＨＰＬＣで分析した結果である。
【図１３】図１３はイミダゾ－アセチル、すなわち、（2-（1H-イミダゾール-4- yｌ）ア
セチル）、エキセンディン－４（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－免疫グロブリンＦｃ結合体を１２％
 ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析した結果である。
【図１４】図１４はデス－アミノ－ヒスチジルエキセンディン－４（Ｌｙｓ）－ＰＥＧ－
免疫グロブリンＦｃ結合体の血中グルコース濃度の減少効果を測定した結果である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　一様態において、本発明は、インスリン分泌ペプチドと両末端に反応基を有する非ペプ
チド性重合体とが相互共有結合によって連結されている持続型インスリン分泌ペプチド結
合体に関する。
　本発明で使用されるインスリン分泌ペプチドは、インスリン分泌機能を保有したペプチ
ドであって、膵臓ベータ細胞のインスリンの合成および発現を刺激する。このようなペプ
チドは、前駆物質(precursors)、アゴニスト(agonist)、誘導体(derivatives)、断片(fra
gments)および変異体(variants)を含み、好ましくはＧＬＰ(Glucagon like peptide)－１
、エキセンディン３(exendin 3)およびエキセンディン４(exendin 4)である。
　ＧＬＰ－１は、小腸で分泌されるホルモンであって、一般に、インスリンの生合成およ
び分泌を促進し、グルカゴン分泌を抑制し、細胞内のグルコース吸収を促進する。グルカ
ゴン前駆体は小腸で３つのペプチド、すなわちグルカゴン、ＧＬＰ－１およびＧＬＰ－２
に分解される。ここで、ＧＬＰ－１はＧＬＰ－１（１－３７）を意味し、元々インスリン
分泌機能のない形態であるが、ＧＬＰ－１（７－３７）の形態でプロセスされて活性型Ｇ
ＬＰ－１（７－３７）になる。ＧＬＰ－１（７－３７）アミノ酸配列は、次のとおりであ
る：
　ＧＬＰ－１（７－３７）
　ＨＡＥＧＴ ＦＴＳＤＶ ＳＳＹＬＥ ＧＱＡＡＫ ＥＰＩＡＷ ＬＶＫＧＲ Ｇ
【００１３】
　ＧＬＰ－１誘導体は、ＧＬＰ－１と比較して少なくとも８０％アミノ酸配列で相同性を
示し、化学的に変更された形態であってもよく、ＧＬＰ－１と比較してインスリン分泌機
能も少なくとも同等またはそれ以上を示すペプチドを意味する。
　ＧＬＰ－１断片は、天然型ＧＬＰ－１のＮ末端またはＣ末端に対して一つまたはそれ以
上のアミノ酸が追加または削除された形態を意味し、追加されたアミノ酸は天然に存在し
ないアミノ酸（例えば、Ｄ型アミノ酸）も可能である。
　ＧＬＰ－１変異体は、天然型ＧＬＰ－１とアミノ酸配列が少なくとも一つ異なるペプチ
ドであって、インスリン分泌機能を保有したペプチドを意味する。
　エキセンディン３とエキセンディン４は、ＧＬＰ－１と５３％のアミノ酸配列類似性を
示す３９個のアミノ酸からなるインスリン分泌ペプチドであり、エキセンディン－３とエ
キセンディン－４のアミノ酸配列は、次のとおりである：
　エキセンディン－３
　ＨＳＤＧＴ ＦＴＳＤＬ ＳＫＱＭＥ ＥＥＡＶＲ ＬＦＩＥＷ ＬＫＮＧＧ ＰＳＳＧＡ 
ＰＰＰＳ
　エキセンディン－４
　ＨＧＥＧＴ ＦＴＳＤＬ ＳＫＱＭＥ ＥＥＡＶＲ ＬＦＩＥＷ ＬＫＮＧＧ ＰＳＳＧＡ 
ＰＰＰＳ
【００１４】
　エキセンディンアゴニストは、エキセンディンの構造を問わずに、エキセンディンの生
体内受容体に結合してエキセンディンと同一の生物学的活性を示す物質を意味する。エキ
センディン誘導体は、天然型エキセンディンと比較して少なくとも８０％アミノ酸配列で
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相同性を示し、アミノ酸残基の一部グループが化学的に置換（例えば、アルファ－メチル
化、アルファ－ヒドロキシル化）、除去（例えば、脱アミノ化）または変更（例えば、Ｎ
メチル化）された形態であってもよく、インスリン分泌機能を保有したペプチドを意味す
る。
　エキセンディン断片は、天然型エキセンディンのＮ末端またはＣ末端に対して一つまた
はそれ以上のアミノ酸が追加または削除された形態を意味し、天然に存在しないアミノ酸
（例えば、Ｄ型アミノ酸）の追加も可能である。このようなエキセンディン断片はインス
リン分泌機能を保有する。
　エキセンディン変異体は、天然型エキセンディンとアミノ酸配列が少なくとも一つ異な
るペプチドであって、インスリン分泌機能を保有したペプチドを意味する。
　エキセンディンアゴニスト、誘導体、断片および変異体でそれぞれ使用された製造方法
は、独立に使用でき、組み合わせも可能である。例えば、本発明は天然型インスリン分泌
ペプチドとはアミノ酸配列が少なくとも一つ異なり、Ｎ末端アミノ酸残基に脱アミノ化ア
ミノ酸配列を有するインスリン分泌ペプチドも含まれる。
【００１５】
　具体的な一様態において、本発明で使用した天然型インスリン分泌ペプチドと変形され
たインスリン分泌ペプチドは固相法によって合成でき、天然型インスリン分泌ペプチドを
含む大部分の天然型ペプチドは組み換え方法によっても生産可能である。
　また、本発明で使用されたインスリン分泌ペプチドは、様々な部位で非ペプチド性重合
体と結合できる。本発明で製造したペプチド結合体は、インスリン分泌ペプチドの結合部
位によって活性の差異があり得る。
　たとえば、Ｎ末端部位およびＣ末端などのＮ末端以外の部位にそれぞれカップリングし
てインビトロ(in vitro)活性の差異を確認することができる。アルデヒド反応基は、低い
ｐＨでＮ末端に選択的に反応し、高いｐＨ条件、例えばｐＨ９．０ではリジン残基とも共
有結合を形成することができる。反応ｐＨを変えながらＰＥＧ化(Pegylation)反応を行っ
た後、イオン交換カラムを用いて反応混合物から位置異性体を分離することができる。
【００１６】
　インスリン分泌ペプチドが、生体内活性に重要な部位であるＮ末端以外の位置にカップ
リングする場合、天然型アミノ酸配列で変更しようとするアミノ酸残基位置に反応性チオ
ール基を導入して非ペプチド性重合体のマレイミドリンカーを用いて共有結合を形成する
ことができる。
　インスリン分泌ペプチドが、生体内活性に重要な部位であるＮ末端以外の位置にカップ
リングする場合、天然型アミノ酸配列で変更しようとするアミノ酸残基位置に反応性のあ
るアミン基を導入して非ペプチド性重合体のアルデヒドリンカーを用いて共有結合を形成
することができる。
　非ペプチド性重合体にあるアルデヒドリンカーを使用すると、このようなアルデヒドリ
ンカーは、Ｎ末端およびリシン残基にあるアミン基と反応し、選択的に反応収率を向上さ
せるために、変形された形態のインスリン分泌ペプチドを使用することができる。たとえ
ば、Ｎ末端をブロッキングする方法、リシン残基を置換する方法、カルボキシル末端にア
ミン基を導入する方法などを用いて反応することが可能なアミン基を所望の位置に一つの
み維持することができ、これによりＰＥＧ化およびカップリング収率を向上させることが
できる。Ｎ末端の保護方法は、ジメチル化(dimethylation)の他に、メチル化(methylatio
n)、脱アミノ化(deamination)またはアセチる化(acetylation)方法も使用可能であり、こ
のようなアルキル化(alkylation)方法に限定されない。
【００１７】
　本発明の好適な様態において、本発明のインスリン分泌ペプチド結合体は、インスリン
分泌ペプチドのＮ末端以外のアミン基に特異的に免疫グロブリンＦｃ領域が結合されたイ
ンスリン分泌ペプチド結合体である。
　具体的な一実施例において、本発明者らは、インスリン分泌ペプチドのリシン残基に選
択的にＰＥＧをカップリングするための方法として、ｐＨ９．０で天然型エキセンディン
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－４のＰＥＧ化反応を誘導した。他の方法として、リシン残基でＰＥＧ化するために、ｐ
Ｈ７．５でＮ末端が除去または保護された形態のエキセンディン－４誘導体のＰＥＧ化反
応を行った。Ｎ末端ヒスチジンのアルファアミン基を除去する方法、Ｎ末端アミノ基をヒ
ドロキシル基で置換する方法、Ｎ末端ヒスチジンのアルファアミン基に２つのメチル基を
付ける方法、一番目のアミノ酸（ヒスチジン）のアルファ炭素およびこれに結合されてい
るＮ末端アミン基を除去してイミダゾ－アセチル基のみを残す方法などを用いて、Ｎ末端
のＰＥＧ化を予め防止した。このような誘導体を下記化学式１に示した。
　　<化学式１>
【００１８】
【化１】

【００１９】
　Ｎ末端カップリングの場合とは異なり、ＰＥＧがＮ末端を除いたリシン残基にカップリ
ングされると、インビトロ活性が約８．５％程度維持されることを確認することができた
（表１）。また、エキセンディン－４のＮ末端アミン基を除去したデス－アミノ－ヒスチ
ジルエキセンディン－４（des-amino-histidyl exendin-4、以下「ＤＡ－エキセンディン
－４」とも称する）、エキセンディン－４のＮ末端アミン基をヒドロキシルで置換したベ
ータ－ヒドロキシ－イミダゾプロピオニルエキセンディン－４（beta-hydroxy-imidazopr
opionyl exendin-4、以下「ＨＹ－エキセンディン－４」とも称する）、エキセンディン
－４のＮ末端アミン基を２つのメチル基に変更したジメチルヒスチジル－エキセンデイン
－４（dimethyl histidyl-exendin-4、以下「ＤＭ－エキセンディン－４」とも称する）
、そしてエキセンディン－４の１番目のアミノ酸であるヒスチジンのアルファ炭素および
これに結合したＮ－末端アミン基を除去したイミダゾアセチル－エキセンディン－４（im
idazoacetyl-exendin-4、以下「ＣＡ－エキセンディン－４」とも称する）の免疫グロブ
リンＦｃ結合体が、天然型エキセンディン－４結合体に比較的類似したインビトロ活性お
よび血中半減期を示したが（表１）、このような免疫グロブリンＦｃ結合体は、インビボ
効力試験では予測できなかった著しい持続性効果を示した（図１４）。したがって、本発
明で製造したＤＭ－エキセンディン－４－免疫グロブリンＦｃ結合体、ＤＡ－エキセンデ
ィン－４－免疫グロブリンＦｃ結合体、ＣＡエキセンディン－４－免疫グロブリンＦｃ結
合体、およびＨＹ－エキセンディン－４－免疫グロブリンＦｃ結合体の血中半減期は５０
時間以上画期的に増加した。ペプチドの活性に影響を与えないリシン残基にカップリング
させて力価の減少を最小化した。また、Ｎ末端のアミン基およびアルファカーボンの除去
により、予測できなかった血中グルコース濃度減少活性の向上を示すことを確認した。
【００２０】
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　免疫グロブリンＦｃ領域は、生体内で代謝される生分解性のポリペプチドなので、薬物
のキャリアとして使用するには安全である。また、免疫グロブリンＦｃ領域は、免疫グロ
ブリン全体分子に比べて相対的に分子量が少ないため、結合体の製造、精製および収率の
面で有利である。それだけでなく、アミノ酸配列が抗体ごとに異なって高い非均質性を示
すＦａｂ部分が除去されるため、免疫グロブリンＦｃ領域が物質の同質性を大きく増加さ
せ、血中抗原性の誘発可能性も低くする効果を期待することができる。
　本発明で使用されるインスリン分泌ペプチドは、キャリア物質と非ペプチド性重合体に
よって連結される。
　本発明に使用可能なキャリア物質は、免疫グロブリンＦｃ領域、アルブミン、トランス
フェリン(transferrin)およびＰＥＧよりなる群から選択でき、好ましくは免疫グロブリ
ンＦｃ領域である。
【００２１】
　本発明において、「免疫グロブリンＦｃ領域」は、免疫グロブリンの重鎖と軽鎖可変領
域、重鎖不変領域１（ＣＨ--１）と軽鎖不変領域（ＣＬ１）を除いた、重鎖不変領域２（
ＣＨ２）および重鎖不変領域３（ＣＨ３）部分を意味し、重鎖不変領域にヒンジ部分を含
んだりもする。また、本発明の免疫グロブリンＦｃ領域は、天然型と実質的に同等または
より向上した効果を有する限りは、免疫グロブリンの重鎖と軽鎖可変領域のみを除外し、
一部または全体重鎖不変領域１（ＣＨ１）および／または軽鎖不変領域１（Ｃ-Ｌ-１）を
含む拡張されたＦｃ領域であり得る。また、ＣＨ２および／またはＣＨ-３に該当する相
当長い一部のアミノ酸配列が除去された領域であってもよい。すなわち、本発明の免疫グ
ロブリンＦｃ領域は、１）ＣＨ１ドメイン、ＣＨ２ドメイン、ＣＨ３ドメインおよびＣＨ

４ドメイン、２）ＣＨ１ドメインおよびＣＨ２ドメイン、３）ＣＨ１ドメインおよびＣＨ

３ドメイン、４）ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメイン、５）１つまたは２つ以上のドメ
インと免疫グロブリンヒンジ領域（またはヒンジ領域の一部）との組み合わせ、６）重鎖
不変領域の各ドメインと軽鎖不変領域の二量体であってもよい。
【００２２】
　また、本発明の免疫グロブリンＦｃ領域は、天然型アミノ酸配列だけでなく、その配列
誘導体（変異体）を含む。アミノ酸配列誘導体とは、天然アミノ酸配列の少なくとも一つ
のアミノ酸残基が欠失、挿入、非保全的または保全的置換、またはこれらの組み合わせに
よって相異なる配列を有することを意味する。たとえば、ＩｇＧ Ｆｃの場合、結合に重
要であると知られている２１４～２３８、２９７～２９９、３１８～３２２、または３２
７～３３１番ののアミノ酸残基が変形のために適当な部位として利用できる。また、ジス
ルフィド結合を形成することが可能な部位が除去されるか、あるいは天然型ＦｃからＮ末
端の幾つかのアミノ酸が除去されるか、あるいは天然型ＦｃのＮ末端にメチオニン残基が
付加され得るなど、様々な種類の誘導体が可能である。また、エフェクター(effector)機
能を無くすために、Ｃ１ｑ結合部位およびＡＤＣＣ(antibody dependent cell mediated 
cytotoxicity)部位のような補体結合部位が除去されてもよい。このような免疫グロブリ
ンＦｃ領域の配列誘導体を製造する技術は、国際特許公開ＷＯ９７／３４６３１および国
際特許公開９６／３２４７８に開示されている。
【００２３】
　分子の活性を全体的に変更させないタンパク質およびペプチドにおけるアミノ酸交換は
、当該分野で公知のものである(H.Neurath, R.L.Hill, The Proteins, Academic Press, 
New York,197 9)。最も一般に起こる交換は、アミノ酸残基Ａｌａ／Ｓｅｒ、Ｖａｌ／Ｉ
ｌｅ、Ａｓｐ／Ｇｌｕ、Ｔｈｒ／Ｓｅｒ、Ａｌａ／Ｇｌｙ、Ａｌａ／Ｔｈｒ、Ｓｅｒ／Ａ
ｓｎ、Ａｌａ／Ｖａｌ、Ｓｅｒ／Ｇｌｙ、Ｔｈｙ／Ｐｈｅ、Ａｌａ／Ｐｒｏ、Ｌｙｓ／Ａ
ｒｇ、Ａｓｐ／Ａｓｎ、Ｌｅｕ／Ｉｌｅ、Ｌｅｕ／Ｖａｌ、Ａｌａ／Ｇｌｕ、Ａｓｐ／Ｇ
ｌｙ間の交換である。
　場合に応じて、Ｆｃ領域はリン酸化(phosphorylation)、硫酸化(sulfation)、アクリル
化(acrylation)、糖化(glycosylation)、メチル化(methylation)、ファルネシル化(farne
sylation)、アセチル化(acetylation)、およびアミド化(amidation)などによって変更さ
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れてもよい。
　前述したＦｃ誘導体は、本発明のＦｃ領域と同一の生物学的活性を示す誘導体であり、
あるいはいわゆるＦｃ領域の熱、ｐＨなどに対する構造的安定性を増大させた誘導体であ
る。
【００２４】
　また、このようなＦｃ領域は、ヒトおよび牛、ヤギ、豚、マウス、ウサギ、ハムスター
、ラット、モルモットなどの動物の生体内で分離した天然型から得られてもよく、形質転
換された動物細胞または微生物から得られた組み換え型またはその誘導体であってもよい
。ここで、天然型から獲得する方法は、全体免疫グロブリンをヒトまたは動物の生体から
分離した後、タンパク質分解酵素を処理して得ることができる。パパインを処理する場合
にはＦａｂおよびＦｃに切断され、ペプシンを処理する場合にはｐＦ’ｃおよびＦ（ａｂ
）２に切断される。これをサイズ排除クロマトグラフィー(size-exclusion chromatograp
hy)などを用いてＦｃまたはｐＦ’ｃに分離することができる。
　好ましくは、ヒト由来のＦｃ領域は微生物から得た組み換え型免疫グロブリンＦｃ領域
である。
　また、本発明の免疫グロブリンＦｃ領域は、天然型糖鎖、天然型に比べて増加した糖鎖
、天然型に比べて減少した糖鎖、または糖鎖が除去された形態であってもよい。このよう
な免疫グロブリンＦｃ糖鎖の増減または除去には、通常の方法、例えば化学的方法、酵素
学的方法、および微生物を用いた遺伝工学的方法などが利用できる。ここで、Ｆｃから糖
鎖が除去された免疫グロブリンＦｃ領域は、補体（Ｃｌｑ）の結合力が著しく低下し、抗
体－依存性細胞毒性または補体－依存性細胞毒性が減少または除去されるので、生体内に
おける不要な免疫反応を誘発しない。このような点から、糖鎖が除去された、または脱糖
化された免疫グロブリンＦｃ領域は、薬物のキャリアとしての本来の目的にさらに符合す
る形態であるといえる。
【００２５】
　本発明において、「糖鎖の除去」はＦｃ領域から酵素で糖成分を除去することを意味し
、「脱糖化」はＦｃ領域を、糖化されていない形態で原核動物、好ましくは大腸菌から生
産することを意味する。
　一方、免疫グロブリンＦｃ領域は、ヒトまたは牛、ヤギ、豚、マウス、ウサギ、ハムス
ター、ラット、モルモットなどの動物起源であってもよく、好ましくはヒト起源である。
また、免疫グロブリンＦｃ領域は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＭ由来または
これらの組み合わせ(combination)またはこれらのハイブリッド(hybrid)によるＦｃ領域
であってもよい。免疫グロブリンＦｃ領域は、好ましくはヒトの血液に最も豊かなタンパ
ク質に該当するＩｇＧまたはＩｇＧＭ由来であり、最も好ましくはリガンド結合タンパク
質の半減期を向上させるものと知られているＩｇＧ由来である。
　一方、本発明において、「組み合わせ」とは、二量体または多量体を形成するとき、同
一起源の単鎖免疫グロブリンＦｃ領域を暗号化するポリペプチドが相異なる起源の単鎖ポ
リペプチドと結合を形成することを意味する。すなわち、二量体または多量体は、ＩｇＧ
 Ｆｃ、ＩｇＡ Ｆｃ、ＩｇＭ Ｆｃ、ＩｇＤ ＦｃおよびＩｇＥ Ｆｃ断片よりなる群から
選ばれた２つ以上の断片から製造可能である。
【００２６】
　本発明において、「ハイブリッド」とは、単鎖の免疫グロブリンＦｃ領域内に２つ以上
の相異なる起源の免疫グロブリンＦｃ断片に該当する配列が存在することを意味する。本
発明の場合、様々な形態のハイブリッドが可能である。すなわち、ドメインハイブリッド
はＩｇＧ Ｆｃ、ＩｇＭ Ｆｃ、ＩｇＡ Ｆｃ、ＩｇＥ ＦｃおよびＩｇＤ ＦｃのＣＨ１、
ＣＨ２、ＣＨ３およびＣＨ４よりなる群から選ばれた１つ～４つのドメインからなっても
よく、ヒンジを含んでもよい。
　一方、ＩｇＧはＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４のサブクラスに分けるこ
とができ、本発明ではこれらの組み合わせまたはこれらのハイブリッドも可能である。好
ましくはＩｇＧ２およびＩｇＧ４サブクラスであり、最も好ましくは補体依存的毒性（Ｃ
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ＤＣ、Complementdependent cytotoxicity）などのエフェクター機能が殆どないＩｇＧ４
のＦｃ領域である。
【００２７】
　すなわち、最も好ましい本発明の薬物キャリア用免疫グロブリンＦｃ領域は、ヒトＩｇ
Ｇ４由来の脱糖化Ｆｃ領域である。ヒト由来のＦｃ領域はヒト生体内で抗原として作用し
、これに対する新しい抗体を生成するなどの不適な免疫反応を引き起こすおそれのある非
ヒト由来のＦｃ領域に比べて好ましい。
　本発明において、「非ペプチド性重合体」は、繰返し単位が少なくとも２つ結合した生
体適合性重合体を意味し、前記繰返し単位はペプチド結合ではなく任意の共有結合によっ
て互いに連結される。
　本発明に使用可能な非ペプチド性重合体は、ポリエチレングリコール、ポリプロピレン
グリコール、エチレングリコールとプロピレングリコールとの共重合体、ポリオキシエチ
ル化ポリオール、ポリビニルアルコール、ポリサッカリド、デキストラン、ポリビニルエ
チルエーテル、たとえばＰＬＡ（ポリ乳酸）やＰＬＧＡ（ポリ乳酸－グリコール酸）など
の生分解性高分子、脂質重合体、キチン類、ヒアルロン酸、およびこれらの組み合わせよ
りなる群から選択でき、好ましくはポリエチレングリコールである。また、当該分野で公
知になっているこれらの誘導体および当該分野の技術水準で容易に製造することが可能な
誘導体も本発明の範囲に含まれる。
【００２８】
　既存のｉｎｆｒａｍｅ ｆｕｓｉｏｎ方法によって製造された融合タンパク質で使用さ
れたペプチド性リンカーの欠点は、生体内でタンパク質分解酵素によって容易に切断され
、期待しただけのキャリアによる活性薬物の血中半減期増加効果を得ることができないこ
とである。ところが、本発明では、タンパク質分解酵素に抵抗性がある重合体を用いて、
キャリアと同様にペプチドの血中半減期を維持することができる。したがって、本発明で
使用できる非ペプチド性重合体は、前述したような役割、すなわち生体内タンパク質分解
酵素に抵抗性がある重合体であればいずれでも使用できる。非ペプチド性重合体の分子量
は１～１００ｋＤａの範囲、好ましくは１～２０ｋＤａの範囲である。また、前記免疫グ
ロブリンＦｃ領域と結合する本発明の非ペプチド性重合体としては、１種の重合体だけで
なく、相異なる種類の重合体の組み合わせも使用できる。
　本発明に使用される非ペプチド性重合体は、免疫グロブリンＦｃ領域およびタンパク質
薬物と結合できる反応基を有する。
【００２９】
　前記非ペプチド性重合体の両末端の反応基は、反応アルデヒド基、プロピオンアルデヒ
ド基、ブチルアルデヒド基、マレイミド基、およびスクシンイミド(succinimide)誘導体
よりなる群から選択されることが好ましい。前記において、スクシンイミド誘導体として
は、スクシンイミジルプロピオネート、ヒドロキシスクシンイミジル、スクシンイミジル
カルボキシメチルまたはスクシンイミジルカーボネートが利用できる。特に、前記非ペプ
チド性重合体が両末端に反応性アルデヒド基を有する場合、非特異的反応を最小化し、非
ペプチド性重合体の両末端で生理活性ポリペプチドおよび免疫グロブリンとそれぞれ結合
するには効果的である。アルデヒド結合による還元性アルキル化により生成された最終産
物は、アミド結合によって連結されたものより一層安定的である。アルデヒド反応基は、
低いｐＨでＮ末端に選択的に反応し、ｐＨ９．０などの高いｐＨ条件でリシン残基との共
有結合を形成することができる。
【００３０】
　前記非ペプチド性重合体の両末端の反応基は互いに同じでも異なってもよい。たとえば
、非ペプチド性重合体は、一方の末端にはマレイミド基を、他方の末端にはアルデヒド基
、プロピオンアルデヒド基またはブチルアルデヒド基を持つことができる。両末端にヒド
ロキシ反応基を有するポリエチレングリコールを非ペプチド性重合体として用いる場合に
は、公知の化学反応によって前記ヒドロキシ基を前記様々な反応基に活性化し、あるいは
商業的に入手可能な変形された反応基を有するポリエチレングリコールを用いて本発明の
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インスリン分泌ペプチド結合体を製造することができる。
　このような本発明のインスリン分泌ペプチド結合体は、インスリンの合成および分泌の
促進、食欲抑制、体重減少、ベータ細胞の血中グルコース敏感度の増加、ベータ細胞増殖
の促進、胃内容排出の遅延、グルカゴン抑制などといった既存のインスリン分泌ペプチド
の生体内活性を維持させるうえ、インスリン分泌ペプチドの血中半減期およびこれによる
前記ペプチドの生体内効力持続効果が画期的に増加するので、糖尿、肥満、急性冠症候群
(Acute coronary syndrome)または多嚢胞性卵巣症候群(Polycystic ovary syndrome)の治
療に有用である。
【００３１】
　また、本発明の別の様態において、本発明は、
　（１）両末端にアルデヒド、マレイミドまたはスクシンイミド誘導体反応基を有する非
ペプチド性重合体をインスリン分泌ペプチドのアミン基またはチオール基に共有結合によ
って連結する段階と、
　（２）前記（１）の反応混合物から、Ｎ－末端以外の位置に非ペプチド性重合体が共有
結合されたインスリン分泌ペプチドを含む結合体を分離する段階と、
　（３）分離された結合体の非ペプチド性重合体の他方の末端に免疫グロブリンＦｃ領域
を共有結合によって連結することにより、非ペプチド性重合体の両末端がそれぞれ免疫グ
ロブリンＦｃ領域およびインスリン分泌ペプチドと結合されたペプチド結合体を生成する
段階とを含む、インスリン分泌ペプチド結合体の製造方法を提供する。
　本発明において、用語「結合体」とは、非ペプチド性重合体とインスリン分泌ペプチド
とが共有結合によって連結された中間体であって、後で、結合体にある非ペプチド性重合
体の他方の末端に免疫グロブリンＦｃ領域を結合させる。
【００３２】
　また、好ましい一様態において、本発明は、
　（１）両末端にアルデヒド反応基を有する非ペプチド性重合体をインスリン分泌ペプチ
ドのリシン残基に共有結合によって連結させる段階と、
　（２）前記（１）の反応混合物から、リシン残基に非ペプチド性重合体が共有結合され
たインスリン分泌ペプチドを含む結合体を分離する段階と、
　（３）分離された結合体の非ペプチド性重合体の他方の末端に免疫グロブリンＦｃ領域
を共有結合によって連結することにより、非ペプチド性重合体の両末端がそれぞれ免疫グ
ロブリンＦｃ領域およびインスリン分泌ペプチドと結合されたタンパク質結合体を生成す
る段階とを含む製造方法を提供する。さらに好ましくは、前記（１）の非ペプチド性重合
体とインスリン分泌ペプチドのリシン残基とはｐＨ７．５以上で連結される。
　また、本発明の別の様態において、本発明は、本発明のインスリン分泌ペプチド結合体
を含む糖尿病治療用薬学的組成物を提供する。
【００３３】
　本発明の結合体を含む薬学的組成物は、薬学的に許容される担体を含むことができる。
薬学的に許容される担体は、経口投与の際には結合剤、活滑剤、崩壊剤、賦形剤、可溶化
剤、分散剤、安定化剤、懸濁化剤、色素および香料などを使用することができる。注射剤
の場合には緩衝剤、保存剤、無痛化剤、可溶化剤、等張化剤および安定化剤などを混合し
て使用することができ、局所投与用の場合には基剤、賦形剤、潤滑剤および保存剤などを
使用することができる。本発明の薬学的組成物の剤形は、上述したような薬学的に許容さ
れる担体と混合して様々に製造できる。たとえば、薬学的組成物は、経口投与の際には錠
剤、チローキ、カプセル、エリキシル、サスペンション、シロップおよびウエハーなどの
形態で製造することができ、注射剤の場合には単位投薬アンプルまたは多数回投薬の形態
で製造することができ、その他に溶液、懸濁液、錠剤、丸薬、カプセルおよび徐放性製剤
などに剤形化することができる。
　一方、製剤学的剤形に適した担体、賦形剤および希釈剤の例としては、ラクトース、デ
キストロース、スクロース、ソルビトール、マンニトール、キシリトール、エリスリトー
ル、マルチトール、澱粉、アカシア、アルギネート、ゼラチン、リン酸カルシウム、ケイ
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酸カルシウム、セルロース、メチルセルロース、未晶質セルロース、ポリビニルピロリド
ン、水、メチルヒドロキシベンゾエート、プロピルヒドロキシベンゾエート、タルク、ス
テアリン酸マグネシウムまたは鉱物油などが使用できる。また、 製剤学的剤形は充填剤
、抗凝集剤、潤滑剤、湿潤剤、香料および防腐剤などをさらに含むことができる。
【００３４】
　本発明に係る結合体は、糖尿、肥満、急性冠症候群または多嚢胞性卵巣症候群の治療に
有用である。したがって、これを含む薬学的組成物を投与することにより、前記疾患の治
療を図ることができる。
　本発明において、「投与」は、ある適切な方法で患者に所定の物質を導入することを意
味する。前記結合体の投与経路は、薬物が目的の組織に到達することができる限りはいず
れの一般な経路を通じても投与できる。投与方法としては、腹腔内投与、静脈内投与、筋
肉内投与、皮下投与、皮内投与、経口投与、局所投与、鼻内投与、肺内投与および直腸内
投与など様々であるが、これに限定されない。ところが、経口投与の際に、ペプチドは消
化されるため、経口用組成物は活性薬剤をコートし、あるいは胃における分解から保護さ
れるように剤形化することが好ましい。好ましくは注射剤の形態で投与できる。また、薬
学的組成物は、活性物質が標的細胞に移動することが可能な任意の装置によって投与でき
る。
　また、本発明に係る薬学的組成物の投与回数および投与量は、治療する疾患、投与経路
、患者の年齢、性別、体重および疾患の重症度などの様々な関連因子と共に、活性成分で
ある薬物の種類に応じて決定される。本発明の薬学的組成物は、生体内持続性および力価
に優れるので、本発明の薬学的製剤の投与回数および投与量を著しく減少させることがで
きる。
【００３５】
　以下、下記実施例によって本発明をより詳細に説明する。但し、下記実施例は本発明を
例示するためのものに過ぎず、本発明の範囲を限定するものではない。
　実施例１．エキセンディン－４のＰＥＧ化(peglylation)と位置異性体の分離
　３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）ＰＥＧ（プロピオンアルデヒド基を２つ持って
いるＰＥＧ、ＩＤＢ Ｉｎｃ．，韓国）をエキセンディン－４（ＡＰ、米国）のＮ末端に
ＰＥＧ化させるために、ペプチドとＰＥＧのモル比を１：１５、ペプチドの濃度を３ｍｇ
／ｍＬにして、４℃で９０分間反応させた。この際、反応はｐＨ４．０の１００ｍＭ濃度
のＮａＯＡｃ緩衝液内で、還元剤としての２０ｍＭ ＳＣＢ（ＮａＣＮＢＨ３）を添加し
て行った。３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＬＡＤ（２）ＰＥＧをエキセンディン－４のリシン
（Ｌｙｓ）残基にＰＥＧ化させるために、ペプチドとＰＥＧのモル比を１：３０、ペプチ
ドの濃度を３ｍｇ／ｍＬにして、４℃で３時間反応させた。この際、反応はｐＨ９．０の
１００ｍＭ濃度のＮａ－Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ緩衝液内で、還元剤としての２０ｍＭ ＳＣ
Ｂを添加して行った。各反応液はＳＯＵＲＣＥ Ｑ（ＸＫ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を通じて１次的にモノ－ＰＥＧ化ペプチドを精製し、ＳＯＵＲＣ
Ｅ Ｓ（ＸＫ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を通じて異性体を分
離した。Ｎ末端がＰＥＧ化されたピークが最も前に、その後に順次２つのリシンがＰＥＧ
化されたピークが出ることが分かった。ペプチドマッピング方法で溶出されたピークのＰ
ＥＧ化位置を確認することができた。Ｌｙｓ１２ＰＥＧ化結合体がまず溶出され、Ｌｙｓ
２７ＰＥＧ化結合体は最も後方に溶出され、Ｎ－末端位置異性体およびＬｙｓ１２位置異
性体を完璧に分離することができた。
【００３６】
　カラム：ＳＯＵＲＣＥ Ｑ（ＸＫ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
）
　流速：２．０ｍＬ／分
　勾配：Ａ０→４０％８０分Ｂ（Ａ：２０ｍＭトリスｐＨ８．５、Ｂ：Ａ＋０．５Ｍ Ｎ
ａＣｌ）
　カラム：ＳＯＵＲＣＥ Ｓ（ＸＫ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ



(17) JP 2010-515677 A 2010.5.13

10

20

30

40

50

）
　流速：２．０ｍＬ／分
　勾配：Ａ０→１００％５０分Ｂ（Ａ：２０ｍＭクエン酸ｐＨ３．０、Ｂ：Ａ＋０．５Ｍ
 ＫＣｌ）
【００３７】
　実施例２：エキセンディン－４（Ｎ）－ＰＥＧ－免疫グロブリンＦｃ結合体の製造
　実施例１の方法を用いて３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）ＰＥＧをエキセンディ
ン－４のＮ末端と反応させた後、Ｎ末端の異性体のみを精製して免疫グロブリンＦｃとカ
ップリングさせた。ペプチドと免疫グロブリンＦｃのモル比を１：８、全体タンパク質濃
度を５０ｍｇ／ｍＬにして４℃で１７時間反応させた。反応は１００ｍＭ Ｋ－Ｐ（ｐＨ
６．０）で行った。ここに、還元剤としての２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。カップリング
反応液は、２つの精製カラムを経て精製される。まず、カップリング反応に参与していな
い多量の免疫グロブリンＦｃを除去するために、ＳＯＵＲＣＥ Ｑ（ＸＫ １６ｍＬ、Ａｍ
ｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いた。Ｓａｌｔ ｇｒａｄｉｅｎｔとして２
０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）および１Ｍ ＮａＣｌを使用すると、相対的に結合力の弱い
免疫グロブリンＦｃがまず溶出され、相次いでエキセンディン－４－免疫グロブリンＦｃ
が溶出される。１次精製によってある程度免疫グロブリンＦｃが除去されるが、イオン交
換カラムでは免疫グロブリンＦｃとエキセンディン－４－免疫グロブリンＦｃの結合力の
差が大きくないため、完全には分離されない。したがって、２物質の疎水性を用いて２次
精製を行った。ＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯ（ＨＲ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ）に２０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）１．５Ｍ硫酸アンモニウムを用いて、１次精
製された試料を結合させた後、益々硫酸アンモニウムの濃度を低めながら試料を溶出させ
る。ＨＩＣカラムで結合力の弱い免疫グロブリンＦｃがまず溶出され、結合力の強いエキ
センディン－４－免疫グロブリンＦｃ試料が後で溶出される。これらは、疎水性の差異が
大きいため、イオン交換カラムより一層分離が容易である。ところが、モル比の差による
過量の免疫グロブリンＦｃが反応に投入されるため、ＨＩＣカラムのみを使用しては高純
度の結合体を得ることができない。ＨＰＬＣ逆相分析の結果、純度は９１．６％を示した
（図１）。
【００３８】
　カラム：ＳＯＵＲＣＥ Ｑ（ＸＫ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
）
　流速：２．０ｍＬ／分
　勾配：Ａ０→２５％７０分Ｂ（Ａ：２０ｍＭトリスｐＨ７．５、Ｂ：Ａ＋１Ｍ ＮａＣ
ｌ）
　カラム：ＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯ（ＨＲ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ）
　流速：７．０ｍＬ／分
　勾配：Ｂ１００→０％６０分Ｂ（Ａ：２０ｍＭトリスｐＨ７．５、Ｂ：Ａ＋１．５Ｍ 
硫酸アンモニウム）
【００３９】
　実施例３．エキセンディン－４（Ｌｙｓ２７）－免疫グロブリンＦｃ結合体の製造
　実施例１の方法を用いて３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）ＰＥＧをエキセンディ
ン－４のＬｙｓと反応させた後、Ｌｙｓ異性体のみを精製して免疫グロブリンＦｃとカッ
プリングさせた。２つのＬｙｓ異性体ピークのうち、反応が多くＮ末端の異性体とは確然
に区分される最も後方の異性体ピーク（Ｌｙｓ－２７位置異性体）を用いてカップリング
を行った。反応は、ペプチドと免疫グロブリンＦｃのモル比を１：８、全体タンパク質濃
度を５０ｍｇ／ｍＬにして、４℃で１６時間行った。反応は１００ｍＭ Ｋ－Ｐ（ｐＨ６
．０）で行い、還元剤として２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。カップリング反応の後、１６
ｍＬのＳＯＵＲＣＥ Ｑと１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯを用いた２段階の精製方法は、
実施例２と同様である。ＨＰＬＣ逆相分析の結果、純度は９１．７％を示した（図２）。
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【００４０】
　実施例４．デス－アミノ－ヒスチジル(des-amino-histidyl)エキセンディン－４（Ｌｙ
ｓ２７）－免疫グロブリンＦｃ結合体の製造
　３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）ＰＥＧをデス－アミノ－ヒスチジル－エキセン
ディン－４（ＤＡエキセンディン－４、ＡＰ、米国）のＬｙｓとＰＥＧ化するために、ペ
プチドと３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）のモル比を１：３０、ペプチドの濃度を
３ｍｇ／ｍＬにして、４℃で１２時間反応させた。反応液はｐＨ７．５の１００ｍＭ Ｎ
ａ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅであり、還元剤として２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。ＳＯＵＲＣ
Ｅ Ｑ（ＸＫ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）とＳＯＵＲＣＥ Ｓ
（ＸＫ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いてＰＥＧ化ペプチ
ドを２段階で精製した。異性体の精製過程で、２つのＬｙｓ異性体ピークのうち、反応が
多くＮ末端の異性体とは確然に区分される最も後方の異性体ピーク（Ｌｙｓ－２７位置異
性体）を用いてカップリングを行った。反応は、ペプチドと免疫グロブリンＦｃのモル比
を１：８、全体タンパク質濃度を６０ｍｇ／ｍＬにして、４℃で２０時間行った。反応は
１００ｍＭ Ｋ－Ｐ（ｐＨ６．０）で行い、還元剤として２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。カ
ップリング反応の後、１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ Ｑと１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯを用
いた２段階の精製方法は、実施例２と同様である。ＨＰＬＣ逆相分析の結果、純度は９５
．８％を示した（図３）。
【００４１】
　カラム：ＳＯＵＲＣＥ Ｑ（ＸＫ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
）
　流速：２．０ｍＬ／分
　勾配：Ａ０→２０％７０分Ｂ（Ａ：２０ｍＭトリスｐＨ９．０、Ｂ：Ａ＋１Ｍ ＮａＣ
ｌ）
　カラム：ＳＯＵＲＣＥ Ｓ（ＸＫ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
）
　流速：２．０ｍＬ／分
　勾配：Ａ０→５０％５０分Ｂ（Ａ：２０ｍＭクエン酸ｐＨ３．０、Ｂ：Ａ＋１．Ｍ Ｋ
Ｃｌ）
【００４２】
　実施例５．ベータ－ヒドロキシ－イミダゾ－プロピオニル(Hydroxy-imidazo-propionyl
)エキセンディ－４（Ｌｙｓ２７）－免疫グロブリンＦｃ結合体の製造
　ベータ－ヒドロキシ－イミダゾ－プロピオニルエキセンディン－４（ＨＹエキセンディ
ン－４、ＡＰ、米国）を用いて、実施例４と同様の方法で、３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡ
ＬＤ（２）ＰＥＧをＨＹエキセンディン－４のＬｙｓと反応させた後、２つのＬｙｓ異性
体ピークのうち、反応が多くＮ末端の異性体とは確然に区分される最も後方の異性体ピー
ク（Ｌｙｓ－２７位置異性体）を用いてカップリングを行った。反応は、ペプチドと免疫
グロブリンＦｃのモル比を１：８、全体タンパク質濃度を６０ｍｇ／ｍＬにして、４℃で
２０時間行った。反応は１００ｍＭ Ｋ－Ｐ（ｐＨ６．０）で行い、還元剤として２０ｍ
Ｍ ＳＣＢを添加した。カップリング反応の後、１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ Ｑと１６ｍＬの
ＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯを用いた２段階の精製方法は、実施例２と同様である。ＨＰＬＣ逆
相分析の結果、純度は９３．９％を示した（図４）。
【００４３】
　実施例６．イミダゾ－アセチルエキセンディン－４（Ｌｙs２７）－免疫グロブリンＦ
ｃ結合体の製造
　イミダゾ－アセチルエキセンディン－４（ＣＡエキセンディン－４、ＡＰ、米国）を用
いて、実施例４と同一の方法で、３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）ＰＥＧをＣＡエ
キセンディン－４のＬｙｓと反応させた後、２つのＬｙｓ異性体ピークのうち、反応が多
くＮ末端の異性体とは完全に区分される最も後方の 異性体ピーク（Ｌｙｓ２７位置異性
体）を用いてカップリングを行った。反応はペプチドと免疫グロブリンＦｃのモル比を１
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：８、全体タンパク質濃度を６０ｍｇ／ｍＬにして、４℃で２０時間行った。反応は１０
０ｍＭ Ｋ－Ｐ（ｐＨ６．０）内で行い、還元剤として２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。カッ
プリング反応の後、１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ Ｑと１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯを用い
た２段階の精製方法は、実施例２と同様である。ＨＰＬＣ逆相分析の結果、純度は９５．
８％を示した（図５）。
【００４４】
　実施例７．Ｓｅｒ１２変異されたＤＡエキセンディン－４（Ｌｙｓ２７）－免疫グロブ
リンＦｃ結合体の製造
　３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）ＰＥＧをＳｅｒ１２変異されたＤＡエキセンデ
ィン－４（ＡＰ、米国）のＬｙｓとＰＥＧ化させるために、ペプチドと３．４Ｋ Ｐｒｏ
ｐｉｏｎＡＬＤ（２）のモル比を１：３０、ペプチドの濃度を３ｍｇ／ｍＬにして、２５
℃で３時間反応させた。この際、反応はｐＨ７．５の１００ｍＭ Ｎａ－Ｐｈｏｓｐｈａ
ｔｅで行い、還元剤として２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。ＳＯＵＲＣＥ Ｓ（ＸＫ１６ｍＬ
、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いた異性体精製過程なしで、ＳＯＵ
ＲＣＥ Ｑ（ＸＫ１６ｍＬ、Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いてモノ－
ＰＥＧ化(Mono-pegylated)ペプチド精製過程のみを実施例４と同様に行った。反応はペプ
チドと免疫グロブリンＦｃのモル比を１：８、全体タンパク質濃度を６０ｍｇ／ｍＬにし
て、４℃で２０時間行った。反応は１００ｍＭ Ｋ－Ｐ（ｐＨ６．０）内で行い、還元剤
として２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。Ｓｅｒ１２変異されたＤＡエキセンディン－４は、
他のペプチドに比べてさらに強い陰イオン性質を示すため、ＳＯＵＲＣＥ Ｑカラム精製
過程のみでも、効果的に反応に参与していない過量の免疫グロブリンＦｃを除去すること
ができた。したがって、ＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯカラム精製は省略された。ＳＯＵＲＣＥ Ｑ
カラム精製条件は実施例２と同様である。ＨＰＬＣ逆相分析の結果、純度は９２．５％を
示した（図６）。
【００４５】
　実施例８．Ａｒｇ１２変異されたＤＡエキセンディン－４（Ｌｙｓ２７）－免疫グロブ
リンＦｃ結合体の製造
　Ａｒｇ１２変異されたＤＡエキセンディン－４（ＡＰ、米国）を用いて、実施例７と同
様の方法で、３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）ＰＥＧをＡｒｇ１２変異されたＤＡ
エキセンディン－４のＬｙｓと反応させ、精製した後、カップリングを行った。反応はペ
プチドと免疫グロブリンＦｃのモル比を１：８、全体タンパク質濃度を６０ｍｇ／ｍＬに
して、４℃で２０時間行った。反応は１００ｍＭ Ｋ－Ｐ（ｐＨ６．０）内で行い、還元
剤として２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。カップリング反応の後、１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ 
Ｑと１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯを用いた２段階の精製方法は、実施例２と同様であ
る。ＨＰＬＣ逆相分析の結果、純度は９９．２％を示した（図７）。
【００４６】
　実施例９．デス－アミノ－ヒスチジル(des-amino-histidyl)エキセンディン－４（Ｌｙ
ｓ２７）－アルブミン結合体の製造
　実施例４と同一の方法で、３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）ＰＥＧをデス－アミ
ノ－ヒスチジル－エキセンディン－４（ＤＡ－エキセンディ－４、ＡＰ、米国）のＬｙｓ
残基と反応させ、精製した。反応は、ペプチドとキャリアとしてのヒト血液由来アルブミ
ン（緑十字、韓国）のモル比を１：７、全体タンパク質濃度を５０ｍｇ／ｍＬにして、４
℃で２４時間行った。反応は１００ｍＭ Ｋａ－Ｐ（ｐＨ６．０）内で行い、還元剤とし
て２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。カップリング反応の後、１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ Ｑと１
６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯを用いた２段階の精製方法は、実施例２と同様である。Ｈ
ＰＬＣ逆相分析の結果、純度は９０．３％を示した（図８）。
【００４７】
　実施例１０：ジメチル－ヒスチジル－エキセンデン－４（Ｌｙｓ２７）－免疫グロブリ
ンＦｃ結合体の製造
　ジメチル－ヒスチジル－エキセンディン－４（ＤＭエキセンディン－４、ＡＰ、米国）
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を用いて、実施例４と同様の方法で、ジメチル－ヒスチジル－エキセンジン－４（Ｌｓｙ
２７）－免疫グロブリンＦｃ結合体を製造した。ＨＰＬＣ逆相分析の結果、純度は９６．
４％を示した（図９）。
【００４８】
　実施例１１．ＧＬＰ－１（Ｎ）－免疫グロブリンＦｃ結合体の製造
　３．４Ｋ ＢｕｔｙｒＡＬＤ（２）ＰＥＧ（ブチルアルデヒド基を２つ持っているＰＥ
Ｇ、Ｎｅｋｔａｒ、米国）をＧＬＰ－１（ＡＰ、米国）のＮ末端にＰＥＧ化させるために
、ペプチドとＰＥＧのモル比を１：５、ペプチドの濃度を３ｍｇ／ｍＬにして、４℃で９
０分間反応させた。この際、反応はｐＨ６．０の１００ｍＭ濃度のＫ－Ｐ緩衝液内で行い
、還元剤として２０Ｍｍ ＳＣＢ（ＮａＣＮＢＨ３）を添加して反応させた。反応はペプ
チドと免疫グロブリンＦｃのモル比を１：１０、全体タンパク質濃度を５０ｍｇ／ｍＬに
して、４℃で１６時間行った。反応は１００ｍＭ Ｋ－Ｐ（ｐＨ６．０）内で行い、還元
剤として２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。カップリング反応の後、１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ 
Ｑと１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯを用いた２段階の精製方法は実施例２と同様である
。ＨＰＬＣ逆相分析の結果、純度は９１％を示した（図１０）。
【００４９】
　実施例１２．デス－アミノ－ヒスチジル(Des-amino-histidyl)－ＧＬＰ－１（Ｌｙｓ）
－免疫グロブリンＦｃ結合体の製造
　３．４Ｋ ＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）ＰＥＧをデス－アミノ－ヒスチジル－ＧＬＰ－
１（Ａｐ．，米国）のＬｙｓとＰＥＧ化させるために、ペプチドと３．４Ｋ Ｐｒｏｐｉ
ｏｎＡＬＤ（２）のモル比を１：３０、ペプチドの濃度を３ｍｇ／ｍＬにして、４℃で４
時間反応させた。この際、反応はｐＨ７．５の１００ｍＭ Ｎａ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ内
で行い、還元剤として２０Ｍｍ ＳＣＢを添加した。ＳＯＵＲＣＥ Ｑ（ＸＫ１６ｍＬ、Ａ
ｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いてモノＰＥＧ化ペプチドのみを精製し
た。反応はペプチドと免疫グロブリンＦｃのモル比を１：６、全体タンパク質濃度を６０
ｍｇ／ｍＬにして、４℃で１６時間行わせた。反応は１００ｍＭ Ｋ－Ｐ（ｐＨ６．０）
内で行い、還元剤として２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。カップリング反応の後、１６ｍＬ
のＳＯＵＲＣＥ Ｑと１６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯを用いた２段階の精製方法は実施例
２と同様である。ところが、ＧＬＰ－１－免疫グロブリンＦｃ結合体は、エキセンディン
－４－免疫グロブリンＦｃ結合体より免疫グロブリンＦｃとの疎水性差が少ないため、１
６ｍＬのＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯカラムにおける分離能が低下する。したがって、１６ｍＬ
のＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯカラム精製をもう１回繰り返した。ＨＰＬＣ逆相分析の結果、純
度は９１．９％を示した（図１１）。
【００５０】
　実施例１３．ＢｕｔｙｒＡＬＤリンカーＰＥＧを使用した結合体の製造
　３．４Ｋ ＢｕｔｙｒＡＬＤ（２）ＰＥＧ（ブチルアルデヒド基を２つ持っているＰＥ
Ｇ、Ｎｅｋｔａｒ、米国）を用いて、実施例１と同一の方法で３．４Ｋ－エキセンディン
－４を製造した。その後、３．４Ｋ－エキセンディン－４を実施例３と同一の方法で免疫
グロブリンＦｃとカップリングした。ＨＰＬＣ逆相分析の結果、純度は９２．３％を示し
た（図１２）。
【００５１】
　実施例１４．持続型エキセンディン－４のインビトロ活性の測定
　エキセンディン－４持続型製剤の効力を測定する方法として、インビトロ細胞の活性を
測定する方法を用いた。通常、ＧＬＰ－１のインビトロ活性は、インスリノーマ細胞また
はランゲルハンス島(islet of Langerhans)を分離してＧＬＰ－１処理による細胞内のｃ
ＡＭＰ増加有無を確認することにより測定される。
　本発明で使用されたインビトロ活性測定方法は、ＲＩＮ－ｍ５Ｆ（ＡＴＣＣ．）であり
、この細胞はラットのインスリノーマ細胞として知られており、ＧＬＰ－１受容体を持っ
ているため、ＧＬＰ－１系統のインビトロ活性を測定する方法として多く用いられている
。ＲＩＮ－ｍ５ＦにＧＬＰ－１、エキセンディン－４および試験物質を濃度別に処理して
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、試験物質による細胞内の信号伝達物質であるｃＡＭＰの発生度合いによるＥＣ５０値を
測定し、比較する試験で行った。その結果は表１にまとめた。
【００５２】
【表１】

【００５３】
　ＤＭエキセンディン－４：ジメチル－ヒスチジル(dimethyl-histidly)エキセンディン
－４
　ＤＡエキセンディン－４：デス－アミノ－ヒスチジル(des-amino-histidyl)エキセンデ
ィン－４
　ＨＹエキセンディン－４：ベータ－ヒドロキシ－イミダゾ－プロピオニル(beta-Hydrox
y-imidazo-propionyl)エキセンディン－４
　ＣＡエキセンディン－４：イミダゾ－アセチルエキセンディン－４
　Ｓｅｒ１２ ＤＡエキセンディン－４：１２番目のリシン残基がＳｅｒで置換されたＤ
Ａエキセンディン－４
　ＤＡ ＧＬＰ－１：デス－アミノ－ヒスチジル(des-amino-histidyl)－ＧＬＰ－１
　エキセンディン－４（Ｎ）－ＰＥＧ－Ｆｃ：エキセンディン－４のＮ末端とＦｃ領域と
がＰＥＧで連結された結合体
　エキセンディン－４（Ｌｙｓ２７）－ＰＥＧ－Ｆｃ：エキセンディン－４の２７番目の
リシン残基とＦｃ領域とがＰＥＧで連結された結合体
　ＤＭエキセンディン－４（Ｌｙｓ２７）－ＰＥＧ－Ｆｃ：ジメチル－ヒスチジルエキセ
ンディン－４の２７番目のリシン残基とＦｃ領域とがＰＥＧで連結された結合体
　ＤＡエキセンディン－４（Ｌｙｓ２７）－ＰＥＧ－Ｆｃ：デス－アミノ－ヒスチジルエ
キセンディン－４の２７番目のリシン残基とＦｃ領域とがＰＥＧで連結された結合体
　ＨＹエキセンディン－４（Ｌｙｓ２７）－ＰＥＧ－Ｆｃ：ベータ－ヒドロキシ－イミダ
ゾ－プロピオニルエキセンディン－４の２７番目のリシン残基とＦｃ領域とがＰＥＧで連
結された結合体
　ＣＡエキセンディン－４（Ｌｙs２７）－ＰＥＧ－Ｆｃ：イミダゾ－アセチルエキセン
ディン－４の２７番目のリシン残基とＦｃ領域とがＰＥＧで連結された結合体
　Ｓｅｒ１２ ＤＡエキセンディン－４（Ｌｙｓ２７）－ＰＥＧ－Ｆｃ：１２番目のリシ
ン残基がＳｅｒで置換されたデス－アミノ－ヒスチジルエキセンディン－４の２７番目の
リシン残基とＦｃ領域とがＰＥＧで連結された結合体
　ＤＡエキセンディン－４（Ｌｙｓ２７）－ＰＥＧ－アルブミン：デス－アミノ－ヒスチ
ジルエキセンディン－４の２７番目のリシン残基とアルブミンとがＰＥＧで連結された結
合体
　ＤＡ ＧＬＰ－１（Ｌｙｓ２０，２８）－ＰＥＧ－Ｆｃ：デス－アミノ－ヒスチジルＧ
ＬＰ－１のリシン残基とＦｃ領域とがＰＥＧで連結された結合体
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【００５４】
　実施例１５．持続型エキセンディン－４のインビボ効力試験
エキセンディン－４持続型製剤のインビボ効力を測定するために、糖尿モデルマウスとし
てのｄｂ／ｄｂマウスを用いて血糖の減少を確認した。約６～７週齢の糖尿モデルマウス
を試料制限していない状態で２週間持続型製剤を１００ｍｃｇ／ｋｇで１回投与し、天然
型エキセンディン－４は毎日１００ｍｃｇ／ｋｇ用量を投与した。試験物質を投与した後
、毎日採血して血糖の変化を測定し、特に天然型エキセンディン－４は毎日投与１時間後
に血糖の濃度を測定した（図１４）。エキセンディン－４誘導体の結合体は１回投与によ
り１０日以上血中グルコース濃度の減少効果が維持されたが、これに対し、天然型エキセ
ンディン－４結合体は８日以後から血中グルコース濃度の減少効果が無くなることが確認
された。
【産業上の利用可能性】
【００５５】
　本発明のインスリン分泌ペプチド結合体は、比較的高く維持される生体内活性、および
著しく増加した血中半減期を有するため、様々なペプチド薬物の持続型剤形の開発に有用
に利用できる。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】

【図６】
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【図７】

【図８】

【図９】

【図１０】

【図１１】

【図１２】 【図１３】
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