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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　胆汁酸ホメオスタシスを調整するか、又は胆汁酸に関係した若しくは関連した障害を治
療するための医薬品の製造におけるキメラペプチドの使用であって、
　該キメラペプチドが、配列番号1(M1)、配列番号2(M2)、配列番号6(M6)、配列番号7(M7)
、配列番号52(M52)、配列番号192(M53)、配列番号69(M69)、又は配列番号70(M70)を含む
か又はこれからなるアミノ酸配列を有する、前記使用。
【請求項２】
　前記キメラペプチドが、約250個未満のアミノ酸の長さである、請求項１記載の使用。
【請求項３】
　前記キメラペプチドが、配列番号1(M1)を含むか又はこれからなるアミノ酸配列を有す
る、請求項１記載の使用。
【請求項４】
　前記キメラペプチドが、配列番号2(M2)を含むか又はこれからなるアミノ酸配列を有す
る、請求項１記載の使用。
【請求項５】
　前記キメラペプチドが、配列番号6(M6)を含むか又はこれからなるアミノ酸配列を有す
る、請求項１記載の使用。
【請求項６】
　前記キメラペプチドが、配列番号7(M7)を含むか又はこれからなるアミノ酸配列を有す
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る、請求項１記載の使用。
【請求項７】
　前記キメラペプチドが、配列番号52(M52)を含むか又はこれからなるアミノ酸配列を有
する、請求項１記載の使用。
【請求項８】
　前記キメラペプチドが、配列番号192(M53)を含むか又はこれからなるアミノ酸配列を有
する、請求項１記載の使用。
【請求項９】
　胆汁酸ホメオスタシスを調整するか、又は胆汁酸に関係した若しくは関連した障害を治
療するための医薬品の製造におけるキメラペプチドの使用であって、
　該キメラペプチドが、配列番号70(M70)を含むアミノ酸配列を有する、前記使用。
【請求項１０】
　胆汁酸ホメオスタシスを調整するか、又は胆汁酸に関係した若しくは関連した障害を治
療するための医薬品の製造におけるキメラペプチドの使用であって、
　該キメラペプチドが、配列番号70(M70)からなるアミノ酸配列を有する、前記使用。
【請求項１１】
　胆汁酸ホメオスタシスを調整するか、又は胆汁酸に関係した若しくは関連した障害を治
療するための医薬品の製造におけるキメラペプチドの使用であって、
　該キメラペプチドが、配列番号69(M69)を含むアミノ酸配列を有する、前記使用。
【請求項１２】
　胆汁酸ホメオスタシスを調整するか、又は胆汁酸に関係した若しくは関連した障害を治
療するための医薬品の製造におけるキメラペプチドの使用であって、
　該キメラペプチドが、配列番号69(M69)からなるアミノ酸配列を有する、前記使用。
【請求項１３】
　前記ペプチドが、免疫グロブリンFc領域に融合されている、請求項１～１２のいずれか
一項記載の使用。
【請求項１４】
　前記ペプチドが、医薬として許容し得る担体を更に含む医薬組成物として製剤化されて
いる、請求項１～１３のいずれか一項記載の使用。
【請求項１５】
　前記医薬品が、対象における胆汁酸合成を低下させる、請求項１～１４のいずれか一項
記載の使用。
【請求項１６】
　前記医薬品が、対象におけるCYP7a1のレベルを低下させる、請求項１～１４のいずれか
一項記載の使用。
【請求項１７】
　前記対象が、原発性胆汁性肝硬変(PBC)を有する、請求項１～１６のいずれか一項記載
の使用。
【請求項１８】
　前記対象が、原発性硬化性胆管炎(PSC)を有する、請求項１～１６のいずれか一項記載
の使用。
【請求項１９】
　前記対象が、胆汁鬱滞を有する、請求項１～１６のいずれか一項記載の使用。
【請求項２０】
　前記対象が、妊娠性肝内胆汁鬱滞(PIC)を有する、請求項１～１６のいずれか一項記載
の使用。
【請求項２１】
　前記対象が、胆汁酸下痢(BAD)又は胆汁酸吸収不良(BAM)を有する、請求項１～１６のい
ずれか一項記載の使用。
【請求項２２】
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　前記対象が、非-アルコール性脂肪性肝炎(NASH)を有する、請求項１～１６のいずれか
一項記載の使用。
【請求項２３】
　前記対象が、胆汁酸合成の異常を有する、請求項１～１６のいずれか一項記載の使用。
【請求項２４】
　前記医薬品が、胆汁酸ホメオスタシスを調整する、請求項１～１４のいずれか一項記載
の使用。
【請求項２５】
　前記医薬品が、胆汁酸に関係した若しくは関連した障害を治療する、請求項１～１４の
いずれか一項記載の使用。
【請求項２６】
　前記胆汁酸に関係した若しくは関連した障害が、PBCである、請求項２５記載の使用。
【請求項２７】
　前記胆汁酸に関係した若しくは関連した障害が、PSCである、請求項２５記載の使用。
【請求項２８】
　前記胆汁酸に関係した若しくは関連した障害が、胆汁鬱滞である、請求項２５記載の使
用。
【請求項２９】
　前記胆汁酸に関係した若しくは関連した障害が、PICである、請求項２５記載の使用。
【請求項３０】
　前記胆汁酸に関係した若しくは関連した障害が、BAD又はBAMである、請求項２５記載の
使用。
【請求項３１】
　前記胆汁酸に関係した若しくは関連した障害が、NASHである、請求項２５記載の使用。
【請求項３２】
　前記胆汁酸に関係した若しくは関連した障害が、胆汁酸合成の異常である、請求項２５
記載の使用。
【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、2012年12月27日に出願された米国特許出願第61/746,499号、2013年3月13日
に出願された米国特許出願第61/779,604号、及び2013年10月4日に出願された米国特許出
願第61/887,129号の優先権を請求するものであり、これら各出願は、それらの全体が引用
により本明細書中に組み込まれている。
（発明の分野）
　本発明は、胆汁酸ホメオスタシスを調整する、線維芽細胞増殖因子19(FGF19)のタンパ
ク質及びペプチド配列(及びペプチド模倣体)の変種、並びにFGF19及び／又は線維芽細胞
増殖因子21(FGF21)のタンパク質及びペプチド配列(及びペプチド模倣体)の融合体、並び
にFGF19及び／又はFGF21のタンパク質及びペプチド配列(及びペプチド模倣体)の融合体の
変種、並びに胆汁酸に関係した及び関連した障害の治療方法及び該治療における該変種及
び融合体の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
（緒言）
　哺乳動物の胆汁中に主として認められるステロイド酸である胆汁酸は、コレステロール
、トリグリセリド、グルコース及びエネルギーホメオスタシスを調節し、且つ小腸におけ
る脂質の消化及び吸収を促進する。小腸における脂質及び脂溶性ビタミンの乳化は、ミセ
ル形成を可能にし、これは次に乳糜システム(lacteal system)を介して輸送されることが
できる。胆汁酸の他の機能は、胆汁の流動を駆動し、肝臓からの異化産物を除去し、且つ



(4) JP 6403685 B2 2018.10.17

10

20

30

40

50

小腸及び胆管において認められる細菌叢の減少を補助することを含む。胆汁酸はまた、そ
れら自身の合成及び腸肝循環の調節に関与している。例えば、Staelsらの文献、Diabetes
 Care (2009) 32(suppl 2) S237-S245を参照されたい。
【０００３】
　ヒトにおいて、胆汁酸生成は主に、静脈周囲の肝細胞において、コレステロールを2種
の一次胆汁酸であるコール酸及びケノデオキシコール酸へ変換する一連の酵素反応により
起こる。一次胆汁酸は、2つの個別の経路により合成される。「古典的」又は「中性」経
路では、一次胆汁酸は、古典的胆汁酸合成経路の第一の律速段階を触媒するシトクロムP4
50酵素コレステロール7α-ヒドロキシラーゼ(cyp7a1)による触媒を介した、コレステロー
ルの水酸化により生成される(例えば、Inagakiらの文献、Cell Metabolism, 2:217-25 (2
005年10月)参照)。
【０００４】
　本明細書において更に説明されるように、cyp7a1の活性は、コール酸によりダウンレギ
ュレーションされ、且つコレステロールによりアップレギュレーションされ；従って、cy
p7a1は、胆汁酸それ自身により調節される。コレステロールの胆汁酸への変換は、この経
路により主に作用される。加えて、ほとんどの個体において、胆汁酸のおよそ6％は、「
代替」又は「酸性」経路により合成される。この経路は、オキシステロールを胆汁酸へ変
換する酵素cyp27a1により調節される。cyp7a1とは対照的に、cyp27a1は、胆汁酸それ自身
によっては調節されない。
【０００５】
　コール酸及びケノデオキシコール酸が、腸管腔へ分泌される場合、腸管細菌は、各々の
一部を脱水酸化し、二次胆汁酸であるデオキシコール酸(コール酸由来)及びリトコール酸
(ケノデオキシコール酸由来)を形成する。肝細胞は、これら4種の胆汁を、2種のアミノ酸
グリシン又はタウリンの一方と抱合し、胆汁酸塩(bile salt)と称される、合計8種の可能
な抱合胆汁酸を形成することができる。従って全体で主要な胆汁酸は、コール酸、ケノデ
オキシコール酸、グリココール酸、タウロコール酸、デオキシコール酸及びリトコール酸
である。これらの胆汁酸4種全ては、血流へ戻し輸送され、肝臓へ戻され、腸肝循環を介
し再分泌されることができる。例えばStaelsらの文献、Diabetes Care (2009) 32(suppl 
2) S237-S245を参照されたい。
【０００６】
　一次胆汁酸(コール酸及びケノデオキシコール酸)は、肝臓で合成される一方、二次胆汁
酸(デオキシコール酸及びリトコール酸)は、細菌により産生される。これら4種の胆汁酸
は、リン脂質及びコレステロールとの混合ミセルとして、胆嚢において貯蔵されるために
、毛細胆管管腔へ分泌される。食物摂取時に、コレシストキニンは、胆嚢収縮を刺激し、
ミセル化された胆汁酸の腸管管腔へのその放出を生じ、消化を助ける。腸肝循環は、胆汁
酸の～90-95％が、遠位回腸から再吸収され、且つ肝臓へ戻し輸送されることを可能にし
；この胆汁酸取り込み及び輸送は、中心周辺の肝細胞により主に起こる。再吸収されない
胆汁酸およそ5％は、糞便中に排泄され、その喪失量は、引き続きの肝臓における新規の
胆汁酸合成により置き換えられる。例えばRoseらの文献、Cell Metabolism, 14:1, pp 12
3-130 (2011年7月6日)を参照されたい。
【０００７】
　一次胆汁酸(ケノデオキシコール酸及びコール酸)は、ファルネソイド-X-受容体(FXR)、
プレグナン-X-受容体(PXR)及び構成的アンドロスタン受容体(CAR)の生理的リガンド／ア
クチベーターであり、並びにリトコール酸は、ビタミンD受容体(VDR)及びGタンパク質共
役受容体TGR5のリガンドである。FXRは、胆汁酸に対する高度な選択性を示すのに対し；P
XR及びCARは、異物代謝と脂質ホメオスタシスとを統合している数多くの受容体に作用す
る。FXR、PXR、CAR及びTGR5は、脂質及びグルコースのホメオスタシス並びにエネルギー
消費の調節において、更には肝臓及び末梢インスリン感受性の調節において、相乗的活性
を発揮する。界面活性剤又は洗剤として、胆汁酸は細胞に対し潜在的に毒性であり、且つ
胆汁酸プールのサイズは、細胞毒性の蓄積を防ぐよう、肝臓及び腸内で厳密に調節される



(5) JP 6403685 B2 2018.10.17

10

20

30

40

50

。胆汁酸プールサイズが増大した場合、FXRを含むいくつかの核受容体の相互作用に関与
するフィードバック機構が活性化され、新たな胆汁酸合成を阻害する。例えばFiorucciら
の文献、Prog Lipid Res. 2010年4月；49(2):171-85. 電子版、2009年12月2日を参照され
たい。
【０００８】
　肝臓における胆汁酸の合成は、ホルモンFGF19により負に調節される。FGF19は、腸から
分泌され、肝臓へCyp7a1を抑制するシグナルを送る。比べて、腸管FXR活性化はまた、食
後の経腸管胆汁酸フラックス(transintestinal bile acid flux)のために、FGF19の発現
を誘導し、FGF19は小腸上皮細胞により放出され、且つ循環し、肝細胞FGF受容体4(FGFR4)
受容体に結合し；FGFR4受容体は、c-Jun NH2-末端キナーゼ(JNK)経路の活性化を介して、
胆汁酸合成を減少するシグナルを伝達する。CYP7A1の抑制は、一日の摂食－絶食サイクル
に反応した肝内のコレステロールからの胆汁酸合成の減少をもたらす。
【０００９】
（治療との関連）
　本明細書記載のように、異常な胆汁酸ホメオスタシスは、胆汁鬱滞、門脈体循環シャン
ト、クローン病、及び肝臓微小血管異形成症を含む、数多くの障害を生じるか又は増悪し
得る。加えて胆汁酸は、メタボリック症候群、内臓型肥満を含むあるクラスターの心臓血
管疾患危険因子、インスリン抵抗性、脂質異常症、血圧上昇、及び凝固性亢進の調整にお
いて役割を果たしている。従って胆汁酸活性の調整は、数多くの有益な治療効果を提供す
ることができる。
【００１０】
（脂質-及びグルコース-関連障害）
　胆汁酸(又は非ステロイド性合成FXRアゴニスト)によるFXRの活性化は、血漿トリグリセ
リドを低下し、且つ糖尿病性マウスにおける高血糖症を改善することが示されている。胆
汁酸はまた、Gタンパク質共役受容体TGR5の活性化を通じて、マウスにおいてFXR-非依存
方式でエネルギー消費を調節する。従ってFXR活性及び胆汁酸代謝の調整は、例えばメタ
ボリック症候群及び2型糖尿病の治療に関する治療的アプローチを提供することができる
。例えばLefebvreらの文献、Physiol Rev. 2009年1月;89(1):147-91を参照されたい。
【００１１】
　胆汁酸合成(回腸切除を伴う)は、胆汁酸の腸肝循環を破壊し、血漿中の総コレステロー
ル及びLDLコレステロールを減少し、且つHDLコレステロール、アポリポタンパク(apo)-AI
、及びトリグリセリドのレベルを増加する。肝臓への胆汁酸の回帰を中断した直接の結果
として、cyp7a1発現は再度抑制され、且つコレステロールの胆汁酸への変換は刺激される
。従って、消化管内に胆汁酸を封鎖する物質(例えばコレスチラミン)は、それらの再吸収
を防止し、結果的に代償機構として、より多くの内因性コレステロールが、胆汁酸の生成
へとシャントされ、これはコレステロールレベルの低下に繋がる。
【００１２】
　胆汁酸合成への増大した転用(diversion)に起因する、肝コレステロールの枯渇は、肝L
DL受容体発現の増大に繋がり、これは、胆汁酸合成又は回腸切除により生じる総コレステ
ロール及びLDLコレステロールの漸減の主な原因となるLDL受容体発現をもたらす。HDLコ
レステロール及びトリグリセリドの両代謝において、FXRは独立した調節の役割を果たす
と考えられる。
【００１３】
　記載のように、胆汁酸合成は、2型糖尿病に関連していることも分かっている。胆汁酸
プールサイズ及び組成に対する作用、肝グルコース生成及び腸管グルコース吸収における
FXRが媒介した変更、末梢インスリン感受性に対する影響、インクレチン作用、及びエネ
ルギー使用を含む、数多くの因子が、グルコース調節に貢献し得る。胆汁酸合成の調整は
、糖尿病の治療において有用であるのみではなく、前糖尿病状態の治療における臨床的有
用性も見い出し得る。
【００１４】
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（胆汁酸吸収不良及び下痢）
　例えば胆汁酸の吸収不良から生じる、結腸における過剰な濃度の胆汁酸は、慢性下痢の
原因となる。大量の胆汁酸が結腸へ侵入する場合、これらは、水分泌及び腸管の運動を刺
激し、胆汁酸下痢(BAD)と称される状態である慢性の下痢を引き起こす。より詳細には、
胆汁酸輸送体の腸管での発現が減少する場合、腸は、胆汁酸再吸収の効率が悪くなる(1型
胆汁酸吸収不良)。同様に、腸管の運動が胃-腸手術により影響を受けるか、又は胆汁酸が
小腸細菌の過剰成長により脱抱合されるならば、吸収は、より効率が悪くなる(3型胆汁酸
吸収不良)。また、疾患の明らかな徴候を示さない患者の非常に小さい群が存在する(2型
胆汁酸吸収不良)。(一般に、Waltersらの文献、Clin. Gastroenterol Hepatol. 7:1189-9
4 (2009年11月)を参照)。
【００１５】
（胆汁鬱滞及び原発性胆汁性肝硬変）
　胆汁鬱滞の状態は、(例えば閉塞による)肝内又は肝外での胆汁排泄の急性又は慢性の中
断により引き起こされる。胆汁形成の不良は、進行性胆汁鬱滞性の肝臓損傷及び死滅を生
じる。閉塞は、胆汁酸塩、胆汁色素ビリルビン、及び脂質を、正常に排泄せずに血流中に
蓄積させる。慢性胆汁鬱滞の症状は、皮膚変色、擦過により引き起こされる瘢痕又は皮膚
損傷、骨痛、黄色腫、又は黄色板腫を含む。進行した胆汁鬱滞患者は、体調が優れず、容
易に疲労し、吐き気をもよおすことが多い。腹痛、並びに食欲不振、吐気及び発熱のよう
な全身症状は、通常胆汁鬱滞を引き起こす基礎となる状態に起因する。
【００１６】
　肝内胆汁鬱滞は通常、肝炎によるか又は肝炎に似た症状を生じる薬物適用により引き起
こされる。クロルプロマジンを含むフェノチアジン誘導体薬は、突然の発熱及び炎症を引
き起こし得るが、それらの薬物を中止した後は症状は通常消散する。稀に、以下に更に考
察する慢性胆汁性肝硬変に似た状態が、該薬物適用を中止した後であっても持続する。一
部の患者は、例えば三環系抗うつ薬(例えばアミトリプチリン及びイミプラミン)並びにフ
ェニルブタゾンなどに対する反応において同様の反応を経験する。肝内胆汁鬱滞はまた、
アルコール性肝臓疾患、原発性胆汁性肝硬変、及び転移した癌を含む、他の原因を有する
ことがある。
【００１７】
　比較すると、ある種の薬物適用の有害作用として、手術の合併症、重篤な損傷、組織-
破壊性感染症、又は静脈内栄養補給を含む、肝外胆汁鬱滞のいくつかの原因が存在する。
肝外胆汁鬱滞は、胆嚢から十二指腸への胆汁の流れを遮断する腫瘍及び胆石などの状態に
より(例えば、総胆管を閉鎖する結石により)引き起こされ得る。肝外胆汁鬱滞はまた、膵
臓癌により、及びより稀には、総胆管の非-癌性の狭窄、胆管癌、又は膵臓の障害の結果
として引き起こされることがある。
【００１８】
　肝内及び肝外の両方の胆汁鬱滞の症状は、黄疸、暗色尿、及び白色便を含む。状態が進
行した場合、皮膚全体に及ぶ掻痒が、重症化することがある。
【００１９】
　妊娠性肝内胆汁鬱滞(ICP)は、妊娠第二期及び第三期に頻発し、且つこれは妊娠時黄疸
の二番目の最も一般的な原因である。症状は通常出産後2～4週間以内に消失するが、これ
らは、その後母体が再び妊娠した場合に、出現することがある。同様の状態は、経口避妊
薬を服用している一部の女性を冒すが、症状は経口避妊薬の使用を中止すると消失する。
【００２０】
　胆汁酸合成の先天異常は、稀な遺伝的障害であり、これは時に新生児胆汁鬱滞として現
れる。これは、正常な胆汁酸の生成の障害、並びに異常な胆汁酸及び胆汁酸代謝産物の蓄
積により特徴づけられる。診断されないか又は不適切に診断された場合、そのような先天
異常は、肝不全又は進行性慢性肝臓疾患を生じ得る。
【００２１】
　薬剤誘発性胆汁鬱滞は、化学療法又は他の薬物適用の合併症であり得る。薬剤誘発性胆
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汁鬱滞の2つの主な型は、特異体質反応及び直接の毒性傷害である。特異体質反応は、治
療開始時又はそれ以降に起こることがある。アレルギー反応は、様々であり、且つ服用さ
れる薬物適用の量とは関連しない。
【００２２】
　直接の毒性傷害において、症状の重篤性は、関与する薬物適用の量に比例する。この状
態は、治療開始後短期間に発症し、予測可能なパターンが続き、且つ通常は肝臓損傷を引
き起こす。直接の毒性反応は、クロルプロマジンを服用する患者全員の1％において発症
する。
【００２３】
　稀な状態である良性家族性再発性胆汁鬱滞は、掻痒及び黄疸の短い反復性のエピソード
により特徴づけられるが、これらの症状は消失することが多く、且つこの状態は肝硬変を
引き起こさない(一般に、Roseらの文献、Cell Metabolism, 14(1):123-30 (2011年7月)を
参照)。
【００２４】
　原発性胆汁性肝硬変(PBC)は、肝臓の外へと胆汁酸を輸送する胆管の自己免疫破壊から
主に生じる進行性肝臓疾患であり、これは胆汁鬱滞を生じる。該疾患が進行した場合、胆
汁酸の持続性の毒性の増大(build-up)は、慢性炎症及び線維症が特徴的な進行性の肝臓損
傷を引き起こす。
【００２５】
　PBCは稀であるが、これは、最も一般的な胆汁鬱滞性肝臓疾患であり、且つ米国におい
ては肝臓移植の五番目に最も一般的な原因である。PBC患者の大半は、最初の診断時には
無症候性であるが、ほとんどは、時間が経つにつれて疲労及び掻痒などの症状を発症する
。黄疸は、疾患の進行に起因して生じ得る。必須ではないが、PBCの診断を確認するため
に肝生検を使用することができ、且つ肝機能の指標を提供するためにビリルビンがモニタ
リングされることが多い。胆汁酸が媒介した毒性に反応して肝細胞により放出される酵素
であるALPの上昇した血清レベルは、概して治療反応及び予後の指標として患者において
綿密にモニタリングされる。
【００２６】
　PBCの標準治癒療法(care therapy)であるウルソジオールを受けているにもかかわらず
、進行したPBC患者の大部分が、肝不全、移植又は5～10年以内の死亡へと進むであろう。
結果として、代替療法が、現在評価されている。一つの可能性のある有望な薬剤は、OCA
であり、胆汁酸アナログ及び原発性ヒト胆汁酸ケノデオキシコール酸から誘導されるFXR
アゴニスト、又はCDCAである。OCAは、ウルソジオールに対し不十分な治療反応を有する
患者、又はウルソジオールに忍容性がない患者について評価されている(Intercept Pharm
aceuticals社、ニューヨーク)。
【００２７】
（原発性硬化性胆管炎）
　原発性硬化性胆管炎は、慢性の線維化性炎症過程であり、これは胆樹の破壊及び胆汁性
肝硬変を生じる。狭窄は、患者の80％より多くで肝内及び肝外の両方の胆管に位置するが
、これらの患者の約10％は肝内狭窄のみを有し、他方で5％未満は肝外狭窄のみを有する
。寛解及び再発は、本疾患の経過を特徴づける。原発性硬化性胆管炎の原因は不明である
が、胆管への損傷は、免疫調節の遺伝異常、ウイルス感染、腸管細菌由来の毒素、門脈系
内の細菌、虚血性血管損傷、及び腸管細菌由来の毒性胆汁酸の1つ以上により起こると考
えられる。
【００２８】
　原発性硬化性胆管炎の患者の大半は、基礎となる炎症性腸疾患(潰瘍性大腸炎又はクロ
ーン病)を有する。患者は恐らく、クローン病よりも潰瘍性大腸炎(15％対85％)を有し、
全ての潰瘍性大腸炎患者のおよそ2.5～7.5％は、原発性硬化性胆管炎を有するであろう。
原発性硬化性胆管炎は、一部の患者においては長期間にわたり静止し続けることがあるが
；多くの場合、これは進行性である。
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【００２９】
　米国における原発性硬化性胆管炎の有病率は、人口100,000人当たりおよそ1～6症例で
あり、その圧倒的多数は白人である。原発性硬化性胆管炎患者のおよそ75％は、平均年齢
が診断時におよそ40歳である男性である。初期段階でのこの疾患の管理は、疾患進行を予
防する薬物の使用に関連している。内視鏡的アプローチ及び手術的アプローチが、症状発
症時のために予定されている。肝移植手術が、最終的には必要とされ、且つ完全治癒のた
めの唯一の機会を供する。原発性硬化性胆管炎の患者は、胆管癌のリスクが増大している
(10～15％)。
【００３０】
　原発性硬化性胆管炎の患者の大半は、症状を示さず、通常慣習的血液検査における肝機
能の異常な生化学試験の検出により診断される。症状が発症した場合、症状は、胆汁流れ
の閉塞の結果であり、且つ黄疸、掻痒、右上四分の一の腹痛、発熱、及び悪寒を含む。症
状はまた、体重減少及び疲労も含むことがある。患者は、進行した疾患が存在するにもか
かわらず、何年も無症候であり続けることがあり、症状の発現は、通常進行した疾患の存
在を示唆している。
【００３１】
（診断）
　胆汁酸吸収不良は、SeHCAT(23-セレノ-25-ホモ-タウロ-コール酸(セレンホモコール酸
タウリン又はタウロセルコール酸))核医学試験により、容易に診断される。代わりの診断
試験は、胆汁酸前駆体である7α-ヒドロキシ-4-コレステン-3-オンの血清中の測定に関与
している。
【００３２】
（治療）
　胆汁酸封鎖剤(例えば、粉末の形状であるコレスチラミン及びコレスチポール)は、胆汁
酸吸収不良の治療に使用される主要薬剤である。残念ながら、多くはこの樹脂粉末の口当
たり及び味が悪いために、多くの患者は、コレスチラミン及びコレスチポールに忍容性が
ない。幸いながら、胆汁酸封鎖剤コレセベラムが、錠剤の形状で利用可能であり、忍容性
がより良いことが多い。
【００３３】
　全ての胆汁酸封鎖剤は、他の化合物と結合することが可能であり、且つこれはまた脂溶
性ビタミン(A、D、E及びK)の欠乏症が起こる可能性があり、ビタミンサプリメントの投与
を必要とする。
【００３４】
　置換療法及び補充療法も、胆汁酸ホメオスタシスに関連したいくつかの障害において有
用であることが証明されている。置換療法において、循環胆汁酸の組成が、内在性胆汁酸
の細胞傷害性を減少するか又は胆汁コレステロール分泌を減少するようコレステロール代
謝を調整するかのいずれかのために、変更される。対照的に、胆汁酸補充は、胆汁酸欠損
症の補正を目的としている。
【００３５】
（置換療法）
　一次胆汁酸ケノデオキシコール酸(CDCA)の投与は、胆汁コレステロール分泌を減少し及
び胆石を次第に溶解することが示されている。ウルソデオキシコール酸(UDCA)は肝毒性を
生じないので、CDCAは、次第にUDCAにより置き換えられている。ケノデオキシコール酸は
、ヒトにおいてわずかな肝毒性があるが、いくつかの動物においては、これは高度な肝毒
性がある。コレステロール胆石溶解のためのUDCA投与は有効且つ安全であるにもかかわら
ず、症候性疾患の迅速な治癒をもたらす腹腔鏡胆嚢摘出術の成功のために、今日UDCAは頻
繁には使用されない。対照的に内科療法は、数ヶ月の治療を必要とし、常には結石を溶解
せず、一部の患者においては引き続き次第に再発する。
【００３６】
　UDCA療法は、原発性胆汁性肝硬変の患者において、肝臓の試験結果を改善することが示
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されており、その作用は恐らく複数の機序に関与している。UDCA療法はまた、妊娠に関連
した胆汁鬱滞及び完全非経口的栄養に関連した胆汁鬱滞などの、他の胆汁鬱滞性状態にお
いて好ましい作用を示している。
【００３７】
（補充療法）
　通常ケノデオキシコール酸(CDCA)又はウルソデオキシコール酸(UDCA)及びコール酸の混
合物による、胆汁酸補充は、胆汁酸生合成の先天異常において使用され、細胞傷害性胆汁
酸前駆体の合成を抑制し、且つ一次胆汁酸の腸肝循環への投入を回復する。
【００３８】
　短腸症候群患者において、胆汁酸欠損症は、近位腸において起こり、ミセル可溶化の低
下へ繋がる。これは、減少した表面積及び短い通過時間に加え、重篤な脂肪の吸収不良に
繋がる。合成胆汁酸アナログであるコリルサルコシン(コリル-N-メチルグリシン)は、短
腸症候群の患者において脂質吸収を増大し、これは脱抱合及び脱ヒドロキシル化に対する
抵抗性がある。
【００３９】
　クローン回腸炎に随伴する胆汁酸下痢の患者は、糖質コルチコイド治療により補助され
、且つ顕微鏡的大腸炎はまた、ステロイドにより補助される。ブデソニド及び抗生物質を
含む他の薬剤の投与は、いくつかの状況において有用である。
【００４０】
　先に詳述したように、PBCの治療は一般に、ウルソジオール投与を包含しているが、ウ
ルソジオールに対し不十分な治療的反応を有する患者又はウルソジオールに対し忍容でき
ない患者のために、代替療法が評価されている。
【００４１】
　従って、ヒトなどの哺乳動物において、前述の障害、並びに以下を含むが、これらに限
定されるものではない胆汁酸障害を治療する必要性が存在する：メタボリック症候群；脂
質又はグルコース障害；コレステロール又はトリグリセリド代謝；2型糖尿病；例えば、
肝内の胆汁鬱滞の疾患(例えば、原発性胆汁性肝硬変(PBC)、原発性家族性肝内胆汁鬱滞(P
FIC)(例えば、進行性PFIC)、原発性硬化性胆管炎(PSC)、妊娠性肝内胆汁鬱滞(PIC)、新生
児胆汁鬱滞、及び薬物誘発性胆汁鬱滞(例えば、エストロゲン))、並びに、肝外胆汁鬱滞
の疾患(例えば、腫瘍由来の胆管(bile cut)圧縮、胆石による胆管閉塞)を含む、胆汁鬱滞
；回腸切除、炎症性腸疾患(例えば、クローン病及び潰瘍性大腸炎)、下痢(例えば胆汁酸
下痢(BAD))及びGI症状に繋がる以外特徴づけられない(特発性)胆汁酸の吸収を損なう障害
、並びにGI癌、肝臓癌、及び／又は胆嚢癌(例えば、結腸癌及び肝細胞癌)を含む、胆汁酸
吸収不良及び遠位小腸に関与する他の障害；並びに／又は、非アルコール性脂肪性肝炎(N
ASH)、肝硬変及び門脈圧亢進症の一因となるものなどの、胆汁酸合成異常。本発明は、こ
の必要性を満足し、且つ関連する恩恵を提供する。
【発明の概要】
【００４２】
（概要）
　本発明は、一部、胆汁酸ホメオスタシス調整活性などの1種以上の活性を有する、FGF19
ペプチド配列の変種、FGF19及び／又はFGF21ペプチド配列の融合体、並びにFGF19及び／
又はFGF21ペプチド配列の融合体(キメラ)の変種を基にしている。そのようなFGF19及び／
又はFGF21ペプチド配列の変種及び融合体(キメラ)は、胆汁酸に関係した又は関連した障
害を治療するために使用される配列を含む。そのようなFGF19及び／又はFGF21ペプチド配
列の変種及び融合体(キメラ)は、肝細胞癌(HCC)形成又はHCC腫瘍形成を実質的に又は有意
には増加又は誘導しない配列も含む。そのようなFGF19及び／又はFGF21ペプチド配列の変
種及び融合体(キメラ)は、脂質プロファイルの実質的上昇又は増加を誘導しない配列を更
に含む。
【００４３】
　一実施態様において、胆汁酸ホメオスタシスを調整するか又は胆汁酸に関係した若しく
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は関連した障害を治療する方法又は使用は：a)少なくとも7個のアミノ酸残基を含むN-末
端領域であって、該N-末端領域が、第一のアミノ酸位置及び最後のアミノ酸位置を有し、
ここで該N-末端領域が、DSSPL又はDASPHを含むもの；並びに、b)配列番号:99[FGF19]の一
部を含むC-末端領域であって、該C-末端領域が、第一のアミノ酸位置及び最後のアミノ酸
位置を有し、ここで該C-末端領域が、配列番号:99 [FGF19]のアミノ酸残基16-29、
【化１】

を含み、ここで該W残基が、C-末端領域の第一のアミノ酸位置に対応しているもの：を含
む、キメラペプチド配列を投与し、胆汁酸ホメオスタシスを調整するか又は胆汁酸に関係
した若しくは関連した障害を治療することを含む。
【００４４】
　別の実施態様において、胆汁酸ホメオスタシスを調整するか又は胆汁酸に関係した若し
くは関連した障害を治療する方法又は使用は：a)配列番号:100[FGF21]の一部を含むN-末
端領域であって、該N-末端領域が、第一のアミノ酸位置及び最後のアミノ酸位置を有し、
ここで該N-末端領域が、アミノ酸残基GQVを含み、且つここで該V残基が、N-末端領域の最
後のアミノ酸位置に対応しているもの；並びに、b)配列番号:99[FGF19]の一部を含むC-末
端領域であって、該C-末端領域が、第一のアミノ酸位置及び最後のアミノ酸位置を有し、
ここで該C-末端領域が、配列番号:99[FGF19]のアミノ酸残基21-29、
【化２】

を含み、且つここで該R残基が、C-末端領域の第一の位置に対応しているもの：を含む、
キメラペプチド配列を投与し、胆汁酸ホメオスタシスを調整するか又は胆汁酸に関係した
若しくは関連した障害を治療することを含む。
【００４５】
　更なる実施態様において、胆汁酸ホメオスタシスを調整するか又は胆汁酸に関係した若
しくは関連した障害を治療する方法又は使用は：a)配列番号:100[FGF21]の一部を含むN-
末端領域であって、該N-末端領域が、第一のアミノ酸位置及び最後のアミノ酸位置を有し
、ここで該N-末端領域が、アミノ酸残基GQVを含む配列番号:100[FGF21]の少なくとも5個
の隣接アミノ酸を含み、且つここで該V残基が、N-末端領域の最後のアミノ酸位置に対応
しているもの；並びに、b)配列番号:99[FGF19]の一部を含むC-末端領域であって、該C-末
端領域が、第一のアミノ酸位置及び最後のアミノ酸位置を有し、ここで該C-末端領域が、
配列番号:99[FGF19]のアミノ酸残基21-29、
【化３】

を含み、且つここで該R残基が、C-末端領域の第一の位置に対応しているもの：を含む、
キメラペプチド配列を投与し、胆汁酸ホメオスタシスを調整するか又は胆汁酸に関係した
若しくは関連した障害を治療することを含む。
【００４６】
　追加の実施態様において、胆汁酸ホメオスタシスを調整するか又は胆汁酸に関係した若
しくは関連した障害を治療する方法又は使用は：a)参照型又は野生型FGF19と比べ、1以上
のアミノ酸置換、挿入又は欠失を有する、FGF19配列の変種；b)参照型又は野生型FGF21と
比べ、1以上のアミノ酸置換、挿入又は欠失を有する、FGF21配列の変種；c)FGF21配列の
一部に融合されたFGF19配列の一部；又は、d)FGF21配列の一部に融合されたFGF19配列の
一部であって、ここで該FGF19及び／又はFGF21配列部分が、参照型又は野生型FGF19及び
／又はFGF21と比べ、1以上のアミノ酸置換、挿入又は欠失を有するもの：のいずれかを含
むか又はこれからなる、ペプチド配列を投与し、胆汁酸ホメオスタシスを調整するか又は
胆汁酸に関係した若しくは関連した障害を治療することを含む。



(11) JP 6403685 B2 2018.10.17

10

20

30

40

50

【００４７】
　様々な特定の実施態様において、キメラペプチド配列は、アミノ酸残基GQを含む配列番
号:100[FGF21]の少なくとも6個の隣接アミノ酸を伴うN-末端領域を有するか；又は、アミ
ノ酸残基GQVを含む配列番号:100[FGF21]の少なくとも7個の隣接アミノ酸を伴うN-末端領
域を有する。
【００４８】
　様々な追加の実施態様において、ペプチド配列は、配列番号:99[FGF19]のカルボキシ末
端のアミノ酸21-194に融合された配列番号:100[FGF21]のアミノ末端のアミノ酸1-16を有
するか、或いは該ペプチド配列は、配列番号:100[FGF21]のカルボキシ末端のアミノ酸147
-181に融合された配列番号:99[FGF19]のアミノ末端のアミノ酸1-147を有する(M41)か、或
いは該ペプチド配列は、配列番号:100[FGF21]のカルボキシ末端のアミノ酸17-181に融合
された配列番号:99[FGF19]のアミノ末端のアミノ酸1-20を有する(M44)か、或いは該ペプ
チド配列は、配列番号:99[FGF19]のカルボキシ末端のアミノ酸148-194に融合された配列
番号:100[FGF21]のアミノ末端のアミノ酸1-146を有する(M45)か、或いは該ペプチド配列
は、配列番号:100[FGF21]の内部アミノ酸17-146に融合されたか又は配列番号:99[FGF19]
のカルボキシ末端のアミノ酸148-194に融合された配列番号:99[FGF19]のアミノ末端のア
ミノ酸1-20を有する(M46)。
【００４９】
　様々な更なる実施態様において、ペプチド配列は、配列番号:99 [FGF19]のアミノ酸残
基125-129、EIRPDへの少なくとも1個のアミノ酸置換；配列番号:99[FGF19]のアミノ酸残
基126-128、IRPへの少なくとも1個のアミノ酸置換；又は、配列番号:99[FGF19]のアミノ
酸残基127-128、RPへの少なくとも1個のアミノ酸置換；又は、配列番号:99[FGF19]のアミ
ノ酸残基1-124及び／若しくは配列番号:99[FGF19]のアミノ酸残基130-194への少なくとも
1個のアミノ酸置換を有する。より詳細に述べると、例えば、配列番号:99[FGF19]のアミ
ノ酸残基127-128、IRPの1個への置換を伴うペプチド配列であり、ここで少なくとも1個の
アミノ酸置換が、R127L又はP128Eであるものである。
【００５０】
　本発明の方法及び使用は、本明細書に示したペプチド又はキメラ配列を用いて実践する
ことができる。例えば、M1-M98若しくはM101-M160、又は配列番号:1～98、101～135、若
しくは138～196として本明細書中に記載の任意のペプチド配列を含むか又はこれからなる
配列、表1～10に記載の任意の配列を含むか又はこれからなるペプチド配列、又は本明細
書の配列表に記載の任意の配列を含むか又はこれからなるペプチド配列である。
【００５１】
　本発明の方法及び使用は、いずれか好適な長さのペプチド又はキメラ配列を用いて実践
することができる。特定の実施態様において、該ペプチド又はキメラ配列のN-末端又はC-
末端領域は、長さが約20～約200個のアミノ酸残基である。別の特定の態様において、ペ
プチド又はキメラ配列は、アミノ末端、カルボキシ末端又は内部に1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20又はそれよりも多いアミノ酸欠失
を有する。更に特定の実施態様において、ペプチド又はキメラ配列は、約5～10、10～20
、20～30、30～40、40～50、60～70、70～80、80～90、90～100個又はそれよりも多いア
ミノ酸のアミノ酸配列を含むか又はこれらからなるN-末端領域又はC-末端領域を有する。
追加のより特定の実施態様において、ペプチド又はキメラ配列は、FGF19又はFGF21の約5
～10、10～20、20～30、30～40、40～50、50～60、60～70、70～80、80～90、90～100個
又はそれよりも多いアミノ酸のアミノ酸配列を含むか又はこれらからなるFGF19配列部分
又はFGF21配列部分を有する。
【００５２】
　様々な態様において、ペプチド配列は、配列番号:99[FGF19]のアミノ酸16-20の
【化４】
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配列に対応する
【化５】

配列モチーフを有するか；FGF19のアミノ酸配列16-20のFGF19 
【化６】

に対応する置換された、変異された又は非存在の
【化７】

配列モチーフを有するか；置換された、変異された又は非存在の1個以上のアミノ酸を伴
う

【化８】

配列を有する。様々な他の更なる態様において、該ペプチド配列は、アミノ酸16-20にお
いてFGF19 
【化９】

配列について置換された
【化１０】

のいずれかを有するFGF19変種配列から区別される。
【００５３】
　様々な更なる態様において、N-末端領域は、アミノ酸残基
【化１１】

を含み、ここで該N-末端領域は、アミノ酸残基
【化１２】

を含むか、又は該N-末端領域は、アミノ酸残基
【化１３】

を含む。より特定すると、一態様において、該Gは、該N-末端領域の最後の位置に対応す
る。
【００５４】
　様々な追加の態様において、N-末端領域は、アミノ酸残基
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【化１４】

を含み、且つここで該Q残基は、該N-末端領域の最後のアミノ酸位置であるか、又はアミ
ノ酸残基
【化１５】

を含み、ここで該V残基は、該N-末端領域の最後の位置に対応する。
【００５５】
　より特定すると、N-末端領域は更に、Rが該N-末端領域の第一のアミノ酸位置である、
【化１６】

又は、Hが該N-末端領域の第一のアミノ酸位置である、
【化１７】

又は、Rが該N-末端領域の第一のアミノ酸位置である、
【化１８】

又は、Pが該N-末端領域の第一のアミノ酸位置である、
【化１９】

又は、Rが該N-末端領域の第一のアミノ酸位置である、R：を含む。
【００５６】
　様々な他の態様において、ペプチド又はキメラ配列は、N-末端領域の最初の4個のアミ
ノ酸残基である、アミノ酸残基HPIP(配列番号:107)を有する。様々なまた更なる態様にお
いて、ペプチド又はキメラ配列は、該N-末端領域の第一の位置がR残基を有するか、又は
該N-末端領域の第一の位置がM残基であるか、又は該N-末端領域の第一及び第二の位置がM
R配列であるか、又は該N-末端領域の第一及び第二の位置がRM配列であるか、又は該N-末
端領域の第一及び第二の位置がRD配列であるか、又は該N-末端領域の第一及び第二の位置
がDS配列であるか、又は該N-末端領域の第一及び第二の位置がMD配列であるか、又は該N-
末端領域の第一及び第二の位置がMS配列であるか、又は該N-末端領域の第一から第三の位
置がMDS配列であるか、又は該N-末端領域の第一から第三の位置がRDS配列であるか、又は
該N-末端領域の第一から第三の位置がMSD配列であるか、又は該N-末端領域の第一から第
三の位置がMSS配列であるか、又は該N-末端領域の第一から第三の位置がDSS配列であるか
、又は該N-末端領域の第一から第四の位置が

【化２０】

配列であるか、又は該N-末端領域の第一から第四の位置が
【化２１】

配列であるか、又は該N-末端領域の第一から第五の位置が
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配列であるか、又は該N-末端領域の第一から第五の位置が
【化２３】

配列であるか、又は該N-末端領域の第一から第六の位置が
【化２４】

配列であるか、又は該N-末端領域の第一から第七の位置が
【化２５】

配列である。
【００５７】
　様々な他の特定の態様において、ペプチド又はキメラ配列は、該N-末端領域の第一のア
ミノ酸位置に、"M"残基、"R"残基、"S"残基、"H"残基、"P"残基、"L"残基又は"D"残基を
有する。様々な代わりの特定の態様において、ペプチド又はキメラ配列、ペプチド配列は
、該N-末端領域の第一のアミノ酸位置に、"M"残基又は"R"残基を有さない。
【００５８】
　更なる様々な他の態様において、ペプチド又はキメラ配列は、下記配列のいずれか一つ
を伴うN-末端領域を有する：
【化２６】

。
【００５９】
　様々な更に追加の態様において、ペプチド又はキメラ配列は、配列番号:99[FGF19]のほ
ぼ残基194に対応するC-末端領域の最後の位置の残基を有する。
【００６０】
　様々なより特定の態様において、ペプチド配列は、下記配列のいずれか一つ、又は該ペ
プチド配列のいずれかの部分配列若しくはその断片を有するか又はこれからなる：
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。いずれかの前記ペプチド配列のいくつかの実施態様において、R末端残基は、欠失され
ている。
【００６１】
　様々な追加の特定の態様において、該ペプチド配列のN-末端は、下記のいずれかを含む
か又はこれからなる：
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【化２８】



(19) JP 6403685 B2 2018.10.17

10

20

。
【００６２】
　様々な更なる特定の態様において、ペプチド配列は、下記のいずれか、又は該ペプチド
配列のいずれかの部分配列若しくはその断片を含むか又はこれからなる：
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【化２９】

。いずれかの前記ペプチド配列のいくつかの実施態様において、R末端残基が欠失されて
いる。
【００６３】
　様々な更に追加の特定の態様において、ペプチド配列は、C-末端に配列番号:99[FGF19]
のアミノ酸残基30-194の付加を更に含み、その結果キメラポリペプチドを生じる。
【００６４】
　様々な更なる実施態様において、ペプチド又はキメラ配列は、アミノ酸置換、付加、挿
入を有するか、又は少なくとも1個の欠失されたアミノ酸を有する部分配列である。ペプ
チド配列のそのようなアミノ酸置換、付加、挿入及び欠失は、例えば、N-末端若しくはC-
末端、又は内部の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10個、若しくはそれよりも多いアミノ酸
残基(10～20、20～30、30～40、40～50個など)であることができる。例えば、部分配列は
、アミノ末端、カルボキシ末端、又は内部からの1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、1
2、13、14、15、16、17、18、19、20個又はそれよりも多いアミノ酸欠失を有する。特定
の態様において、アミノ酸置換、又は欠失は、FGF19のアミノ酸位置8～20

【化３０】

のいずれかにおいて生じる。
【００６５】
　様々な更により特定の態様において、ペプチド又はキメラ配列は、該ペプチドのC-末端
に配置された、下記のFGF19配列の全て又は一部を更に含むか：
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又は該アミノ末端"R"残基が、該配列から欠失されている。
【００６６】
　様々な実施態様において、ペプチド又はキメラ配列は、比較配列よりも大きい又は小さ
い機能又は活性を有する。特定の実施態様において、ペプチド配列は、FGF19、又はFGF19
のアミノ酸16-20において

【化３２】

配列について置換された：

【化３３】

のいずれかを有するFGF19変種配列と比べ、低下したHCC形成を有するか；或いは、FGF19
、又はFGF19のアミノ酸16-20において
【化３４】

配列について置換された：

【化３５】

のいずれかを有するFGF19変種配列と比べ、より大きいグルコース降下活性を有するか；
或いは、FGF19、又はFGF19のアミノ酸16-20において
【化３６】

配列について置換された：
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【化３７】

のいずれかを有するFGF19変種配列と比べ、より少ない脂質増加活性を有するか；或いは
、FGF19、又はFGF19のアミノ酸16-20において
【化３８】

配列について置換された：

【化３９】

のいずれかを有するFGF19変種配列と比べ、より少ないトリグリセリド、コレステロール
、非-HDL又はHDL増加活性を有するか；或いは、該ペプチド配列は、FGF21と比べ、より少
ない除脂肪量低下活性を有する。そのような機能及び活性は、インビトロにおいて、又は
例えばdb/dbマウスにおいてなど、インビボにおいて確認することができる。
【００６７】
　追加の様々な実施態様において、ペプチド又はキメラ配列は、他の分子の機能又は活性
に対する作用を有する。一態様において、ペプチド配列は、FGFR4媒介性活性を維持する
か又は増大する。別の態様において、ペプチド配列は、線維芽細胞増殖因子受容体4(FGFR
4)に結合するか若しくはFGFR4を活性化するか、又は検出可能にFGFR4に結合しないか若し
くはFGFR4を活性化しない。追加の態様において、ペプチド配列は、FGFR4へのFGF19結合
親和性よりもより少ない、同等又はより大きい親和性でFGFR4に結合する。更なる態様に
おいて、ペプチド配列は、FGF19がFGFR4を活性化するよりも少ない、同等又はより大きい
程度又は量までFGFR4を活性化する。
【００６８】
　更なる追加の様々な実施態様において、ペプチド又はキメラ配列は、L-アミノ酸、D-ア
ミノ酸、非天然アミノ酸、又はアミノ酸の模倣体、誘導体若しくは類似体を1種以上含む
。また更なる様々な実施態様において、ペプチド又はキメラ配列は、リンカー又はスペー
サーにより連結された、N-末端領域、C-末端領域、又はFGF19配列部分、又はFGF21配列部
分を有する。
【００６９】
　更に追加の実施形態において、キメラペプチド又はペプチド配列は、医薬組成物に含ま
れ、これは次に、本発明の方法及び使用を実践するために使用することができる。そのよ
うな組成物は、不活性成分又は他の活性成分の組合せを含む。一実施態様において、医薬
組成物などの組成物は、キメラペプチド配列又はペプチド配列、並びに胆汁酸ホメオスタ
シスを改善する物質を含む。
【００７０】
　キメラペプチド又はペプチド配列の投与又は送達を含む治療の使用及び方法も、提供さ



(23) JP 6403685 B2 2018.10.17

10

20

30

40

50

れる。特定の実施態様において、対象の治療の使用又は方法は、本発明のペプチド配列に
より治療可能な障害を有するか又は有するリスクのある対象などの、対象へ、本発明のキ
メラペプチド又はペプチド配列を、該障害を治療するのに有効な量で、投与することを含
む。更なる実施態様において、方法又は使用は、胆汁酸に関係した又は関連した障害を有
する対象などの、対象へ、本発明のキメラペプチド又はペプチド配列を投与することを含
む。
【００７１】
　本発明の方法及び使用の特定の態様において、キメラペプチド配列又はペプチド配列は
、胆汁酸ホメオスタシスを改善するか又は提供するのに有効な量で、対象へ投与される。
本発明の方法及び使用に従い治療可能な胆汁酸に関係した又は関連した障害の非限定的例
は、メタボリック症候群；脂質又はグルコース関連障害；コレステロール又はトリグリセ
リド代謝；2型糖尿病；例えば、肝内の胆汁鬱滞の疾患(例えば、PBC、PFIC、PSC、PIC、
新生児胆汁鬱滞、及び薬物誘発性胆汁鬱滞(例えば、エストロゲン))、並びに、肝外胆汁
鬱滞の疾患(例えば、腫瘍由来の胆管圧縮、胆石による胆管閉塞)を含む、胆汁鬱滞；回腸
切除、炎症性腸疾患(例えば、クローン病及び潰瘍性大腸炎)、下痢(例えばBAD)及びGI症
状に繋がる以外特徴づけられない(特発性)胆汁酸の吸収を損なう障害、並びにGI癌、肝臓
癌及び／又は胆嚢癌(例えば、結腸癌及び肝細胞癌)を含む、胆汁酸吸収不良及び遠位小腸
に関与する他の障害；並びに／又は、NASH、肝硬変及び門脈圧亢進症の一因となるものな
どの、胆汁酸合成異常を含む。一実施態様において、胆汁酸に関係した又は関連した障害
は、胆汁酸吸収不良である。別の実施態様において、胆汁酸に関係した又は関連した障害
は、下痢である。別の実施態様において、胆汁酸に関係した又は関連した障害は、胆汁鬱
滞(例えば、肝内又は肝外の胆汁鬱滞)である。別の実施態様において、胆汁酸に関係した
又は関連した障害は、原発性胆汁性肝硬変である。別の実施態様において、胆汁酸に関係
した又は関連した障害は、原発性硬化性胆管炎である。別の実施態様において、胆汁酸に
関係した又は関連した障害は、PFIC(例えば進行性PFIC)である。
【００７２】
　任意に実質的又は有意なHCC活性を伴わずに、胆汁酸ホメオスタシスを調整するキメラ
ペプチド配列及びペプチド配列などの、キメラペプチド配列又はペプチド配列を分析及び
／又は同定する方法及び使用も、提供される。一実施態様において、方法又は使用は：a)
候補ペプチド配列を提供すること；b)該候補ペプチド配列を被験動物へ投与すること；c)
該候補ペプチド配列の投与後、該動物の胆汁酸レベルを測定し、該候補ペプチド配列が胆
汁酸ホメオスタシスを調整するかどうかを決定すること；並びに、d)該候補ペプチド配列
を、該動物におけるHCCの誘導、又はHCC活性と相関するマーカーの発現について分析する
こと：を含む。胆汁酸ホメオスタシスを調整するが、実質的HCC活性を有さない候補ペプ
チドは、そのことにより該候補ペプチド配列を、実質的HCC活性を伴わずに胆汁酸ホメオ
スタシスを調整するペプチド配列として同定する。
【００７３】
　特定の態様において、キメラペプチド配列又はペプチド配列はまた、動物におけるHCC
の誘導(例えば、被験動物由来の肝組織試料の評価)、又はHCC活性に相関するマーカーの
発現について分析される。そのような方法は、該候補を、同じく任意に実質的又は有意な
HCC活性を伴うことなく、胆汁酸ホメオスタシス調整活性を有するものとして同定する。
【図面の簡単な説明】
【００７４】
（図面の説明）
【図１】図1は、指定された濃度のFGF19及びFGF21(配列番号:99及び100)が腹腔内投薬さ
れたdb/dbマウスにおけるcyp7a1発現を示している。
【００７５】
【図２】図2A-2Dは、A)変種M1(配列番号:1)；B)変種M2(配列番号:2)；C)変種M5(配列番号
:5)；及び、D)変種M32(配列番号:32)の投薬後の、ヒト初代肝細胞におけるcyp7a1発現を
示している。
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【００７６】
【図３】図3A-3Dは、A)変種M69(配列番号:69)；B)変種M75(配列番号:75)；C)変種M70(配
列番号:70)；及び、D)変種M76(配列番号:76)の投薬後の、ヒト初代肝細胞におけるcyp7a1
発現を示す。
【００７７】
【図４】図4A-4Dは、A)変種M85(配列番号:85)；B)変種M96(配列番号:96)；C)変種M90(配
列番号:90)；及び、D)変種M98(配列番号:98)の投薬後の、ヒト初代肝細胞におけるcyp7a1
発現を示す。
【００７８】
【図５】図5は、指定された変種：M1、M2、M5、M32、M69、M70、M75、M76、M85、M90、M9
6及びM98の、cyp7a1 IC50(pM)、相対cyp7a1発現及びHCCスコアを示す表である。
【００７９】
【図６】図6は、M70投与が、プラセボと比べ、胆汁酸合成のマーカーである7a-ヒドロキ
シ-4-コレステン-3-オン(C4)を抑制することができることを示している、臨床試験の結果
を示す。
【００８０】
【図７】図7は、L6細胞におけるFGFR4/β-クロト複合体の発現は、FGF19、M3及びM70によ
る、細胞内シグナル伝達経路の活性化を強化することを示す。
【発明を実施するための形態】
【００８１】
（詳細な説明）
　本発明は、胆汁酸ホメオスタシスを調整し、且つ胆汁酸に関係した又は関連した障害を
治療することができるキメラ配列及びペプチド配列を提供する。一実施態様において、キ
メラペプチド配列は、少なくとも7個のアミノ酸残基を有するN-末端領域であり、第一の
アミノ酸位置及び最後のアミノ酸位置を有するN-末端領域であって、ここで該N-末端領域
が、
【化４０】

配列を有するもの；並びに、FGF19の一部を有するC-末端領域であり、第一のアミノ酸位
置及び最後のアミノ酸位置を有するC-末端領域であって、ここで該C-末端領域がFGF19の
アミノ酸残基16-29
【化４１】

を含み、且つ該W残基が、C-末端領域の第一のアミノ酸位置に対応しているもの：を含む
か又はこれらからなる。
【００８２】
　別の実施態様において、キメラペプチド配列は、FGF21の一部を有するN-末端領域であ
り、第一のアミノ酸位置及び最後のアミノ酸位置を有するN-末端領域であって、ここで該
N-末端領域が、GQV配列を有し、且つ該V残基が、N-末端領域の最後のアミノ酸位置に対応
しているもの；並びに、FGF19の一部を有するC-末端領域であり、第一のアミノ酸位置及
び最後のアミノ酸位置を有するC-末端領域であって、ここで該C-末端領域が、FGF19のア
ミノ酸残基21-29

【化４２】

を含み、且つ該R残基が、C-末端領域の第一の位置に対応しているもの：を含むか又はこ
れらからなる。
【００８３】
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　更なる実施態様において、ペプチド配列は、参照型又は野生型FGF19と比べ、1以上のア
ミノ酸の置換、挿入又は欠失を有するFGF19配列変種を含むか又はこれからなる。追加の
実施態様において、ペプチド配列は、参照型又は野生型FGF21と比べ、1以上のアミノ酸の
置換、挿入又は欠失を有するFGF21配列変種を含むか又はこれからなる。また追加の実施
態様において、ペプチド配列は、FGF21配列の一部に融合されたFGF19配列の一部を含むか
又はこれからなる。更なる追加の実施態様において、ペプチド配列は、FGF21配列の一部
に融合されたFGF19配列の一部であって、ここで該FGF19及び／又はFGF21配列部分が、参
照型又は野生型FGF19及び／又はFGF21と比べ、1以上のアミノ酸置換、挿入若しくは欠失
を有するものを含むか又はこれからなる。
【００８４】
　本発明はまた、FGF19及び／又はFGF21ペプチド配列の変種及び融合体を使用し治療可能
な障害を有するか又は有するリスクのある対象を治療する方法及び使用を提供する。一実
施態様において、方法又は使用は、FGF19及び／又はFGF21ペプチド配列の1以上の変種又
は融合体を、胆汁酸に関係した又は関連した障害を治療するのに有効な量で、対象と接触
させるか又は投与することを含む。別の実施態様において、方法又は使用は、FGF19及び
／又はFGF21ペプチド配列の変種又は融合体をコードしている1以上の核酸分子(例えば、
任意にベクターを含む、該ペプチド配列をコードしている核酸と機能可能に連結された発
現制御エレメント)を、胆汁酸に関係した又は関連した障害を治療するのに有効な量で、
対象と接触させるか又は投与することを含む。
【００８５】
　代表的参照型又は野生型FGF19配列を、以下に示す： 

【化４３】

。
【００８６】
　代表的参照型又は野生型FGF21配列を、以下に示す：
【化４４】

。FGF21対立遺伝子変種は、例えば、M70、M71及びM72を含む。
【００８７】
　用語「ペプチド」、「タンパク質」及び「ポリペプチド」配列は、アミド結合若しくは
同等物により共有結合された、2個以上のアミノ酸、又はアミノ酸の化学修飾及び誘導体
を含む「残基」を意味するよう本明細書において互換的に使用される。ペプチドの全て又
は一部を形成するアミノ酸は、既知の21種の天然のアミノ酸からであってよく、これらは
それらの1文字略語又は一般的3文字略語の両方で示される。本発明のペプチド配列におい
て、従来のアミノ酸残基は、それらの従来の意味を有する。従って「Leu」はロイシンで
あり、「Ile」はイソロイシンであり、「Nle」はノルロイシンであるなどである。
【００８８】
　インビボにおいて胆汁酸ホメオスタシスを調整する、本明細書記載の参照型FGF19及びF
GF21ポリペプチドとは異なるペプチド配列が、本明細書において例示されている(例えば
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、表1～10及び配列表)。非限定的な特定の例は、FGF19のカルボキシ末端アミノ酸21-194
に融合されたFGF21のアミノ末端アミノ酸1-16を持つペプチド配列；FGF21のカルボキシ末
端アミノ酸147-181に融合されたFGF19のアミノ末端アミノ酸1-147を持つペプチド配列；F
GF21のカルボキシ末端アミノ酸17-181に融合されたFGF19のアミノ末端アミノ酸1-20を持
つペプチド配列；FGF19のカルボキシ末端アミノ酸148-194に融合されたFGF21のアミノ末
端アミノ酸1-146を持つペプチド配列；及び、FGF19のカルボキシ末端アミノ酸148-194に
融合されたFGF21の内部アミノ酸17-146に融合されたFGF19のアミノ末端アミノ酸1-20を持
つペプチド配列である。
【００８９】
　追加の特定のペプチド配列は、FGF19(配列番号:99)のアミノ酸16-20の
【化４５】

配列に対応する

【化４６】

配列モチーフを有するか、FGF19(配列番号:99)のアミノ酸16-20の
【化４７】

配列に対応する
【化４８】

配列モチーフを欠いているか、又はFGF19(配列番号:99)のアミノ酸16-20のFGF19 
【化４９】

配列に対応する置換された(すなわち、変異された)
【化５０】

配列モチーフを有する。
【００９０】
　本発明の特定のペプチド配列は、FGF19及びFGF21とは異なる配列(例えば、本明細書に
示したもの)、及びアミノ酸16-20においてFGF19 

【化５１】

配列について置換された
【化５２】
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、配列番号:99及び配列番号:100として本明細書に示したもの)は、除外される配列であり
、且つFGF19のアミノ酸16-20において
【化５３】

配列について置換された

【化５４】

のいずれかを有するFGF19も、除外され得る。しかしこの除外は、例えば、配列が例とし
てGQV、GQV、GDI、若しくはGPIのいずれかを有するFGF19に融合された3つのFGF21残基、
又は
【化５５】

のいずれかに融合された2つのFGF21残基を有する場合には適用されない。
【００９１】
　ペプチド配列の特定の非限定的例は、M1-M98(各々、配列番号:1-52、192、及び54-98)
として本明細書において特定された配列変種の全て又は一部を含むか又はそれらからなる
。ペプチド配列のより特定する非限定的例は：

【化５６】

(FGF21配列は、アミノ末端に"R"残基を含むこともできる)；
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それらの断片を含むか又はそれらからなる。前記ペプチド配列のいずれかのいくつかの実
施態様において、R末端残基は欠失されている。
【００９２】
　ペプチド配列の追加の特定の非限定的例は、N-末端に、下記のいずれかの全て又は一部
を含むか又はこれからなるペプチド配列を有し：
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 ：且つ前記ペプチド配列のいずれかについて、アミノ末端R残基は欠失されてよい。
【００９３】
　本発明のペプチド配列は加えて、FGF19、又はFGF19のアミノ酸16-20において
【化５９】

配列について置換された
【化６０】

のいずれかを有するFGF19変種配列と比べ、HCCの誘導若しくは形成の低下若しくは非存在
を伴うものを含む。本発明のペプチド配列はまた、FGF19、又はFGF19のアミノ酸16-20に
おいて

【化６１】

配列について置換された
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【化６２】

のいずれかを有するFGF19変種配列と比べ、より大きいグルコース降下活性を伴うものも
含む。本発明のペプチド配列は更に、FGF19、又はFGF19のアミノ酸16-20において
【化６３】

配列について置換された
【化６４】

のいずれかを有するFGF19変種配列と比べ、より少ない脂質(例えば、トリグリセリド、コ
レステロール、非-HDL又はHDL)増加活性を伴うものを含む。
【００９４】
　典型的には、本発明のペプチド配列中のアミノ酸又は残基の数は、合計約250個未満(例
えば、アミノ酸又はそれらの模倣体)であろう。様々な特定の実施態様において、残基の
数は、約20個から最大約200個までの残基(例えば、アミノ酸又はそれらの模倣体)を含む
。追加の実施態様において、残基の数は、約50個から最大約200個までの残基(例えば、ア
ミノ酸又はそれらの模倣体)を含む。更なる実施態様において、残基の数は、長さが約100
個から最大約195個までの残基(例えば、アミノ酸又はそれらの模倣体)を含む。
【００９５】
　アミノ酸又は残基は、アミド化学結合により、又は例えばグルタルアルデヒド、N-ヒド
ロキシスクシンイミドエステル、二官能性マレイミド、又はN,N'-ジシクロヘキシルカル
ボジイミド(DCC)により形成されるものを含む、非天然及び非-アミド化学結合により、連
結され得る。非-アミド結合は、例えば、ケトメチレン、アミノメチレン、オレフィン、
エーテル、チオエーテルなどを含む(例えば、Spatolaの文献、「アミノ酸、ペプチド及び
タンパク質の化学及び生化学(Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides a
nd Proteins)」、第7巻、267-357頁(1983)の「ペプチド及び主鎖修飾(Peptide and Backb
one Modifications)」、Marcel Decker社、NYを参照されたい)。従って、本発明のペプチ
ドがFGF19配列の一部及びFGF21配列の一部を含む場合、これら2つの部分は、アミド結合
によって互いに連結される必要はないが、任意の他の化学部分により連結されるか又はリ
ンカー部分を介して一緒に複合され得る。
【００９６】
　本発明はまた、例示されたペプチド配列が、少なくとも検出可能若しくは測定可能な活
性若しくは機能を保持する限りは、該ペプチド配列の部分配列、変種及び修飾形を含む(
表1～10及び配列表に列記されたFGF19及びFGF21の変種及び部分配列を含む)。例えば、い
くつかの例示された変種ペプチドは、C-末端部分に、例えば該変種の"TSG"アミノ酸残基
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に続けて、FGF19 C-末端配列：
【化６５】

を有する。
【００９７】
　また、いくつかの例示された変種ペプチド、例えば、アミノ末端にFGF21配列の全て又
は一部を有するものは、N-末端に配置された"R"残基を有し、これは省略することができ
る。同様に、いくつかの例示された変種ペプチドは、N-末端に配置された"M"残基を含み
、これは"R"残基などの省略された残基に追加(append)されるか又はそれと更に置換され
ることができる。より特定すると、様々な実施態様において、ペプチド配列はN-末端に、
【化６６】

のいずれかを含む。更に細胞において、"M"残基が"S"残基に隣接する場合、"M"残基は切
断され、その結果"M"残基はペプチド配列から欠失されるのに対し、"M"残基が"D"残基に
隣接する場合は、"M"残基は切断されないでよい。従って例として、様々な実施態様にお
いて、ペプチド配列は、N-末端に残基

【化６７】

を伴うものを含む。
【００９８】
　従って、本発明の「ペプチド」、「ポリペプチド」及び「タンパク質」配列は、部分配
列、変種又は修飾形(例えば、融合体又はキメラ)が少なくとも検出可能な活性又は機能を
保持する限り、例えば胆汁酸ホメオスタシスを調整する限りは、表1～10及び配列表に列
記されたFGF19及びFGF21変種及び部分配列の、並びに表1～10及び配列表に列記されたFGF
19/FGF21融合体及びキメラの、部分配列、変種及び修飾形を含む。
【００９９】
　本明細書において使用される用語「修飾する」及びその文法上の変形は、組成物が、ペ
プチド配列などの参照の組成物に関して逸脱していることを意味する。そのような修飾さ
れたペプチド配列、核酸及び他の組成物は、参照の修飾されないペプチド配列、核酸、若
しくは他の組成物と比べ、より大きい若しくはより少ない活性若しくは機能を有するか、
又は異なる機能若しくは活性を有するか、或いは検出アッセイ及び／又はタンパク質精製
において使用するための抗体を誘発するように、療法のために処方されたタンパク質にお
いて望ましい特性(例えば、血清半減期)を有してよい。例えば、本発明のペプチド配列は
、血清半減期を増加するように、タンパク質のインビトロ及び／又はインビボ安定性を増
大するようになど修飾されることができる。
【０１００】
　本明細書に例示されたペプチド配列のそのような部分配列、変種及び修飾形(例えば、
表1～10及び配列表に列記されたペプチド配列)の特定の例は、アミノ末端、カルボキシ末
端又は内部への又はそれらからの、1個以上のアミノ酸の置換、欠失及び／又は挿入／付
加を含む。一例は、アミノ酸残基の該ペプチド配列内の別のアミノ酸残基との置換である
。別のものは、1個以上のアミノ酸残基の該ペプチド配列からの欠失、又は1個以上のアミ
ノ酸残基の該ペプチド配列への挿入若しくは付加である。
【０１０１】
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　置換、欠失又は挿入／付加された残基の数は、ペプチド配列の1個以上のアミノ酸(例え
ば、1～3、3～5、5～10、10～20、20～30、30～40、40～50、50～60、60～70、70～80、8
0～90、90～100、100～110、110～120、120～130、130～140、140～150、150～160、160
～170、170～180、180～190、190～200、200～225、225～250個又はそれよりも多い)であ
る。従って、FGF19又はFGF21配列は、置換、欠失又は挿入／付加された少数又は多数のア
ミノ酸(例えば、1～3、3～5、5～10、10～20、20～30、30～40、40～50、50～60、60～70
、70～80、80～90、90～100、100～110、110～120、120～130、130～140、140～150、150
～160、160～170、170～180、180～190、190～200、200～225、225～250個、又はそれよ
りも多い)を有することができる。加えて、FGF19アミノ酸配列は、FGF21由来のアミノ酸
の約1～3、3～5、5～10、10～20、20～30、30～40、40～50、50～60、60～70、70～80、8
0～90、90～100、100～110、110～120、120～130、130～140、140～150、150～160、160
～170、170～180、180～190、190～200、200～225、225～250個又はそれよりも多いアミ
ノ酸配列を含む又はそれらからなるか；或いは、FGF21アミノ酸又は配列は、FGF19由来の
アミノ酸の約1～3、3～5、5～10、10～20、20～30、30～40、40～50、50～60、60～70、7
0～80、80～90、90～100、100～110、110～120、120～130、130～140、140～150、150～1
60、160～170、170～180、180～190、190～200、200～225、225～250個、又はそれよりも
多いアミノ酸配列を含むか又はそれらからなることができる。
【０１０２】
　置換の具体例は、L-残基についてのD残基の置換を含む。従って、残基はL-異性体配置
で記されているが、D-異性体が検出可能又は測定可能な機能を有さない配列に繋がらない
限りは、本発明のペプチド配列のいずれか特定の位置又は全ての位置でのD-アミノ酸が含
まれる。
【０１０３】
　追加の具体例は、非保存的置換及び保存的置換である。「保存的置換」は、生物学的、
化学的又は構造的に類似した残基による、1個のアミノ酸の置き換えである。生物学的に
類似とは、その置換は、生物活性、例えばグルコース降下活性が同等であることを意味す
る。構造的に類似とは、アミノ酸が、アラニン、グリシン及びセリンなど類似した長さの
側鎖を有するか、又は類似したサイズを有するか、或いは第一、第二又は追加のペプチド
配列の構造が維持されることを意味する。化学的類似性とは、残基が、同じ電荷を有する
か、又は両方とも親水性及び疎水性であることを意味する。特定の例は、イソロイシン、
バリン、ロイシン若しくはメチオニンなどの1個の疎水性残基のもう1個のものとの置換、
又はアルギニンのリジンとの、グルタミン酸のアスパラギン酸との、又はグルタミンのア
スパラギンとの、セリンのトレオニンとなどの置換のように、1個の極性残基のもう1個の
ものとの置換を含む。慣習的アッセイを使用し、部分配列、変種又は修飾形は、グルコー
ス降下活性などの活性を有するかどうかを決定することができる。
【０１０４】
　本明細書に例示されているペプチド配列の部分配列、変種及び修飾形(例えば、表1～10
及び配列表に列記されたペプチド配列)の特定の例は、参照型ペプチド配列(例えば、表1
～10、配列表のいずれかのペプチド配列)に50％～60％、60％～70％、70％～75％、75％
～80％、80％～85％、85％～90％、90％～95％、又は96％、97％、98％、若しくは99％の
同一性を有する。用語「同一性」及び「相同性」及びそれらの文法上の変形は、2種以上
の言及された実体が同じであることを意味する。従って、2つのアミノ酸配列が同一であ
る場合、これらは同一のアミノ酸配列を有する。「同一の区域、領域又はドメイン」とは
、2種以上の言及された実体の一部が同じであることを意味する。従って2つのアミノ酸配
列が1つ以上の配列領域にわたり同一又は相同である場合、これらはこれらの領域におい
て同一性を共有している。
【０１０５】
　2つの配列間の同一性の程度は、当該技術分野において公知のコンピュータプログラム
及び数学的アルゴリズムを用い、評価することができる。配列同一性(相同性)の割合を計
算するそのようなアルゴリズムは、一般に、比較領域にわたる配列ギャップ及びミスマッ
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チを考慮している。例えば、BLAST(例えば、BLAST 2.0)検索アルゴリズム(例えば、Altsc
hulらの文献、J. Mol. Biol. 215:403 (1990)参照、NCBIにより公に入手可能)は、下記の
例証的検索パラメータを有する：ミスマッチ-2；ギャップオープン5；ギャップイクステ
ンション2。ペプチド配列比較のためのBLASTPアルゴリズムは、典型的には、PAM100、PAM
 250、BLOSUM 62又はBLOSUM 50などのスコアリングマトリックスと組合せて使用される。
FASTA(例えば、FASTA2及びFASTA3)並びにSSEARCH配列比較プログラムもまた、同一性の程
度を定量するために使用される(Pearsonらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:244
4 (1988)；Pearsonの文献、Methods Mol Biol. 132:185 (2000)；及び、Smithらの文献、
J. Mol. Biol. 147:195 (1981))。Delaunay-ベースのトポロジーマッピングを使用する、
タンパク質の構造類似性を定量するためのプログラムもまた開発されている(Bostickらの
文献、Biochem Biophys Res Commun. 304:320 (2003))。
【０１０６】
　本明細書に例示されたペプチド配列の部分配列、変種及び修飾形(例えば、表1～10及び
配列表に列記された配列)を含む本発明のペプチド配列において、「アミノ酸」又は「残
基」は、従来のα-アミノ酸に加え、少なくとも1つの側鎖が本明細書に定義されたアミノ
酸側鎖部分である、β-アミノ酸、α,αジ置換アミノ酸及びN-置換アミノ酸を含む。「ア
ミノ酸」は更に、N-アルキルα-アミノ酸を含み、ここで該N-末端アミノ基は、C1～C6の
線状又は分岐したアルキル置換基を有する。従って用語「アミノ酸」は、天然のタンパク
質アミノ酸の立体異性体及び修飾型、非タンパク質のアミノ酸、翻訳後修飾されたアミノ
酸(例えば、グリコシル化、リン酸化、エステル又はアミド切断などにより)、酵素的に修
飾された又は合成されたアミノ酸、誘導体化されたアミノ酸、アミノ酸を模倣するようデ
ザインされた構築物若しくは構造物、修飾された側鎖部分を伴う、天然の部分から誘導体
化された、又は合成された若しくは非天然のアミノ酸などを含む。修飾され且つ通常でな
いアミノ酸は、本発明のペプチド配列に含まれる(例えば、「合成ペプチド：使用指針(Sy
nthetic Peptides: A User's Guide)」：Hrubyらの文献、Biochem. J. 268:249 (1990)；
及び、Toniolo C.の文献、Int. J. Peptide Protein Res. 35:287 (1990)を参照されたい
)。
【０１０７】
　加えて、アミノ酸の保護基及び修飾基が含まれる。本明細書において使用される用語「
アミノ酸側鎖部分」は、任意のアミノ酸の任意の側鎖を含み、この用語「アミノ酸」は本
明細書において定義されている。従ってこれは、天然のアミノ酸中の側鎖部分を含む。こ
れは更に、天然のタンパク質アミノ酸の立体異性体及び修飾型、非タンパク質アミノ酸、
翻訳後修飾されたアミノ酸、酵素的に修飾された若しくは合成されたアミノ酸、誘導体化
されたアミノ酸、アミノ酸を模倣するようデザインされた構築物若しくは構造物などの中
の側鎖部分などの、本明細書に示し且つ当業者に公知のような、修飾された天然のアミノ
酸中の側鎖部分を含む。例えば、本明細書に開示された又は当業者に公知の任意のアミノ
酸の側鎖部分は、この定義に含まれる。
【０１０８】
　「アミノ酸側鎖部分の誘導体」は、アミノ酸側鎖部分の定義内に含まれる。誘導体化さ
れたアミノ酸側鎖部分の非限定的例は、例えば、(a)存在するアルキル、アリール、又は
アラルキル鎖への1個以上の飽和又は不飽和の炭素原子の付加；(b)側鎖中の炭素の別の原
子、好ましくは酸素又は窒素との置換；(c)メチル(--CH3)、メトキシ(--OCH3)、ニトロ(-
-NO2)、ヒドロキシル(--OH)、又はシアノ(--C=N)を含む、側鎖の炭素原子への末端基の付
加；(d)ヒドロキシ基、チオール基又はアミノ基を含む側鎖部分に関して、好適なヒドロ
キシ、チオール又はアミノ保護基の付加；或いは、(e)環構造を含む側鎖部分に関して、
直接又はエーテル連結を介して結合したヒドロキシル、ハロゲン、アルキル、又はアリー
ル基を含む、1個以上の環置換基の付加：を含む。アミノ基に関して、好適な保護基は、
当業者に公知である。提供されたそのような誘導体化は、最終ペプチド配列において所望
の活性を提供する(例えば、グルコース降下、改善されたグルコース又は脂質の代謝、抗-
糖尿病活性、実質的HCC形成若しくは腫瘍形成の非存在、除脂肪量又は脂肪量の実質的調
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整の非存在など)。
【０１０９】
　「アミノ酸側鎖部分」は、そのような誘導体化を全て含み、且つ特定の非限定的例とし
ては、γ-アミノ酪酸、12-アミノドデカン酸、α-アミノイソ酪酸、6-アミノヘキサン酸
、4-(アミノメチル)-シクロヘキサンカルボン酸、8-アミノオクタン酸、ビフェニルアラ
ニン、Boc--t-ブトキシカルボニル、ベンジル、ベンゾイル、シトルリン、ジアミノ酪酸
、ピロールリジン、ジアミノプロピオン酸、3,3-ジフェニルアラニン、オルソニン(ortho
nine)、シトルリン、1,3-ジヒドロ-2H-イソインドールカルボン酸、エチル、Fmoc-フルオ
レニルメトキシカルボニル、ヘプタノイル(CH3--(CH2)5--C(=O)--)、ヘキサノイル(CH3--
(CH2)4--C(=O)--)、ホモアルギニン、ホモシステイン、ホモリジン、ホモフェニルアラニ
ン、ホモセリン、メチル、メチオニンスルホキシド、メチオニンスルホン、ノルバリン(N
VA)、フェニルグリシン、プロピル、イソプロピル、サルコシン(SAR)、tert-ブチルアラ
ニン、及びベンジルオキシカルボニルが挙げられる。
【０１１０】
　天然のタンパク質アミノ酸の立体異性体及び修飾型、非タンパク質アミノ酸、翻訳後修
飾されたアミノ酸、酵素的に合成されたアミノ酸、誘導体化されたアミノ酸を含む非天然
のアミノ酸、前述のいずれかから誘導されたα,αジ置換アミノ酸(すなわち、少なくとも
1本の側鎖は、それが誘導された残基のものと同じである、α,αジ置換アミノ酸)、前述
のいずれかから誘導されたβ-アミノ酸(すなわち、β-炭素の存在について以外は、それ
が誘導された残基と同じであるβ-アミノ酸)などを含む、前述のもの全てを含む、単独の
アミノ酸は、本明細書において「残基」と称することができる。α-アミノ酸の側鎖部分
に加え、好適な置換基は、C1～C6の線状又は分岐したアルキルを含む。Aibは、α,αジ置
換アミノ酸の例である。α,αジ置換アミノ酸は、従来のL-及びD-異性体の言及を用いて
称することができるが、そのような言及は便宜上であること、及びα-位置の置換基が異
なる場合、そのようなアミノ酸は、必要に応じ、指定されたアミノ酸側鎖部分を伴う残基
のL-又はD-異性体から誘導されたα,αジ置換アミノ酸と互換的に称することができるこ
とは理解されるべきである。従って、(S)-2-アミノ-2-メチル-ヘキサン酸は、L-Nle(ノル
ロイシン)から誘導されたα,αジ置換アミノ酸、又はD-Alaから誘導されたα,αジ置換ア
ミノ酸のいずれかということができる。同様に、Aibは、Alaから誘導されたα,αジ置換
アミノ酸ということができる。α,αジ置換されたアミノ酸が提供される場合は常に、そ
れらの(R)及び(S)配置の全てを含むことは理解されるべきである。
【０１１１】
　「N-置換アミノ酸」は、任意にα-炭素位置にH以外の置換基が存在しない、アミノ酸側
鎖部分が主鎖アミノ基に共有結合されているいずれかのアミノ酸を含む。サルコシンは、
N-置換アミノ酸の例である。例として、サルコシン及びAlaのアミノ酸側鎖部分は、同じ
、すなわちメチルである点において、サルコシンは、AlaのN-置換アミノ酸誘導体と称す
ることができる。
【０１１２】
　本明細書に例示されたペプチド配列の部分配列、変種及び修飾形(例えば、表1～10及び
配列表に列記された配列)を含む、本発明のペプチド配列の共有的修飾は、本発明に含ま
れている。共有的修飾の一つの型は、標的化されたアミノ酸残基を、該ペプチドの選択さ
れた側鎖又はN-若しくはC-末端残基と反応することが可能である有機誘導体化剤と反応さ
せることを含む。二官能性物質による誘導体化は、例えば、抗-ペプチド抗体を精製する
方法において使用するための、水-不溶性の支持体マトリックス又は表面にペプチドを架
橋結合するために、又はその逆で、有用である。通常使用される架橋結合剤は、例えば1,
1-ビス(ジアゾアセチル)-2-フェニルエタン、グルタルアルデヒド、N-ヒドロキシスクシ
ンイミドエステル、例えば4-アジドサリチル酸とのエステル、3,3'-ジチオビス(スクシン
イミジルプロピオネート)などのジスクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミド
エステル、ビス-N-マレイミド-1,8-オクタンなどの二官能性マレイミド及びメチル-3-[(p
-アジドフェニル)ジチオ]プロピオイミダートなどの物質を含む。
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【０１１３】
　他の修飾は、グルタミニル残基及びアスパラギニル残基の、各々、対応するグルタミル
残基及びアスパルチル残基への脱アミド化、プロリン及びリジンの水酸化、セリル残基又
はトレオニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リジン、アルギニン、及びヒスチジン側
鎖のα-アミノ基のメチル化(T. E. Creightonの文献、「タンパク質：構造及び分子特性(
Proteins: Structure and Molecular Properties)」、W.H. Freeman & Co.、サンフラン
シスコ、79-86頁(1983))、N-末端アミンのアセチル化、任意のC-末端カルボキシル基のア
ミド化などを含む。
【０１１４】
　例示されたペプチド配列、並びに本明細書に例示されたペプチド配列の部分配列、変種
及び修飾形(例えば、表1～10及び配列表に列記された配列)はまた、安定性のための主鎖
の変形、誘導体、及びペプチド模倣体を含むことができる。用語「ペプチド模倣体」は、
ピペラジンコア分子、ケト-ピペラジンコア分子及びジアゼピンコア分子を含むが、これ
らに限定されるものではない、残基の模倣体である分子(「模倣体」と称する)を含む。別
に指定しない限りは、本発明のペプチド配列のアミノ酸模倣体は、カルボキシル基及びア
ミノ基の両方、並びにアミノ酸側鎖に対応する基を含むか、又はグリシンの模倣体の場合
は水素以外の側鎖は含まない。
【０１１５】
　例として、これらは、天然のアミノ酸の立体障害、表面電荷分布、極性などを模倣する
化合物を含むが、生物学的システムにおいて安定性を付与するアミノ酸である必要はない
であろう。例えば、プロリンは、適切なサイズ及び置換の他のラクタム又はラクトンによ
り置換されることができ；ロイシンは、アルキルケトン、N-置換アミドにより置換される
ことに加え、アルキル、アルケニル若しくは他の置換基を使用しアミノ酸側鎖の長さを変
動させることができ、他のものは当業者に明らかであろう。そのような置換を行うのに必
須の要素は、該分子をデザインするために使用した残基とおおまかに同じサイズ及び電荷
及び立体配置の分子を提供することである。これらの修飾の緻密化は、該化合物を機能ア
ッセイ(例えばグルコース降下アッセイ)又は他のアッセイにおいて分析し、且つ構造活性
相関を比較することにより行われるであろう。そのような方法は、医化学及び創薬の分野
の業者の範囲内である。
【０１１６】
　例示されたペプチド配列の部分配列、配列変種及び修飾形(例えば、表1～10及び配列表
に列記されたペプチドを含む)を含む、本発明のペプチド配列の別の修飾型は、グリコシ
ル化である。本明細書において使用される「グリコシル化」は、広範に、1つ以上の糖部
分(例えば、糖鎖)のタンパク質、脂質又は他の有機分子への存在、付加又は結合をいう。
本明細書における用語「脱グリコシル化」の使用は、一般に、1つ以上の糖部分(例えば糖
鎖)の除去又は欠失を意味することが意図される。加えて、この語句は、存在する様々な
糖部分(例えば糖鎖)の種類及び割合(量)の変化に関与する、未変性タンパク質のグリコシ
ル化における定性的変化を含む。
【０１１７】
　グリコシル化は、アミノ酸残基の修飾によるか、又は未変性の配列に存在又は非存在し
得る1以上のグリコシル化部位の追加により、実現することができる。例えば、典型的な
非グリコシル化残基は、グリコシル化され得る残基で置換することができる。グリコシル
化部位の付加は、アミノ酸配列の変更により達成することができる。該ペプチド配列への
変更は、例えば、1つ以上のセリン又はトレオニン残基(O-結合型グリコシル化部位につい
て)又はアスパラギン残基(N-結合型グリコシル化部位について)の付加又は置換により行
うことができる。N-結合型及びO-結合型オリゴ糖の構造と各型に認められる糖残基の構造
は、異なってよい。両方に共通して認められる糖の一つの型は、N-アセチルノイラミン酸
(以後シアル酸と称す)である。シアル酸は通常、N-結合型及びO-結合型の両オリゴ糖の末
端残基であり、且つその陰性電荷のために、糖タンパク質に酸性特性をもたらし得る。
【０１１８】
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　本発明のペプチド配列は、ヌクレオチド(例えばDNA)レベルでの変化により、特に該ペ
プチドをコードしているDNAを所望のアミノ酸に翻訳されるコドンが生じるように予め選
択された塩基で変異することにより、任意に変更することができる。該ペプチド上の糖鎖
の数を増加する別の手段は、グリコシドのポリペプチドへの化学的又は酵素的カップリン
グである(例えば、WO 87/05330参照)。脱グリコシル化は、基礎となるグリコシル化部位
を除去することにより、化学的手段及び／又は酵素的手段によりグリコシル化を欠失する
ことにより、又はグリコシル化されるアミノ酸残基をコードしているコドンの置換により
実現することができる。化学的脱グリコシル化技術は公知であり、且つポリペプチド上の
糖鎖の酵素的切断は、様々なエンドグリコシダーゼ及びエキソグリコシダーゼの使用によ
り実現することができる。
【０１１９】
　様々な細胞株を使用し、グリコシル化されるタンパク質を生成することができる。ひと
つの非限定的例は、ジヒドロ葉酸還元酵素(DHFR)-欠損チャイニーズハムスター卵巣(CHO)
細胞であり、これは組換え糖タンパク質の生成に一般に使用される宿主細胞である。これ
らの細胞は、酵素β-ガラクトシドα-2,6-シアル酸転移酵素を発現せず、従ってα-2,6結
合におけるシアル酸を、これらの細胞において生成される糖タンパク質のN-結合型オリゴ
糖へ付加しない。
【０１２０】
　別の修飾型は、別のタンパク質(例えば、対象タンパク質と異なるアミノ酸配列を有す
るタンパク質)、又は担体分子などの、本発明のペプチド配列のN-及び／又はC-末端での1
以上の追加の成分又は分子の複合(例えば連結)である。従って、例示的ペプチド配列は、
別の成分又は分子との複合体であることができる。
【０１２１】
　いくつかの実施態様において、本発明のペプチド配列のアミノ末端又はカルボキシ末端
は、免疫グロブリンFc領域(例えば、ヒトFc)に融合され、融合複合体(又は融合体分子)を
形成することができる。Fc融合複合体は、生物薬剤の全身の半減期を増大することができ
、その結果該生物薬剤製品は、延長された活性を有するか又は必要な投与頻度を減らすこ
とができる。Fcは、血管を裏打ちしている内皮細胞内の胎児性Fc受容体(FcRn)に結合し、
且つ結合時に、このFc融合分子は、分解及び循環への再放出から保護され、該分子をより
長く循環内に維持する。このFc結合は、それにより内在性IgGがそのより長い血漿半減期
を保持する機序であると考えられる。周知であり且つ検証されたFc融合薬物は、薬物動態
、溶解度、及び製造効率を向上するために、抗体のFc領域へ連結された生物薬剤の2つの
コピーからなる。より最近のFc-融合技術は、従来のFc-融合複合体と比べ、該生物薬剤の
薬物動態特性及び薬力学特性を最適化するための、抗体のFc領域への生物薬剤の単独コピ
ーに結びつけられている。
【０１２２】
　複合体修飾を使用し、第二分子の追加的又は相補的機能又は活性を伴う活性を維持する
ペプチド配列を作製することができる。例えば、溶解度、貯蔵、インビボ又は貯蔵半減期
若しくは安定性、免疫原性の低下、インビボにおける遅延若しくは制御された放出を促進
するために、例えばペプチド配列は、分子へ複合されることができる。他の機能又は活性
は、複合されないペプチド配列に比べ毒性を低下する複合体、複合されないペプチド配列
よりもより効率的にある種類の細胞又は臓器を標的化する複合体、又は本明細書に示した
障害又は疾患(例えば糖尿病)に関連した原因又は作用に対抗するための薬物を含む。
【０１２３】
　タンパク質療法の臨床的有効性は、短い血漿半減期及び易分解性により制限されること
がある。様々な治療的タンパク質の研究は、(例えば、典型的にはタンパク質及び非タン
パク質性ポリマー(例えばPEG)の両方へ共有的に結合された連結部分を介して)ペプチド配
列を様々な非タンパク質性ポリマー、例えばポリエチレングリコール(PEG)、ポリプロピ
レングリコール、又はポリオキシアルキレンへ複合又は連結することを含む様々な修飾が
、半減期を延長することができることを示している。そのようなPEG-複合された生体分子
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は、より良い物理安定性及び温度安定性、酵素分解への感受性に対する保護、増加した溶
解度、より長いインビボ循環半減期及び減少したクリアランス、低下した免疫原性及び抗
原性、並びに低下した毒性を含む、臨床上有益な特性を有することが示されている。
【０１２４】
　本発明のペプチド配列への複合に適したPEGは、一般に水中において室温で可溶性であ
り、且つ一般式R(O-CH2-CH2)nO-Rを有し、ここでRは水素又はアルキル基若しくはアルカ
ノール基などの保護基であり、nは1～1000の整数である。Rが保護基である場合、これは
一般に1～8個の炭素を有する。本ペプチド配列に複合されたPEGは、線形又は分岐型であ
ることができる。分岐したPEG誘導体、「星型-PEG」及び多-アーム型PEGが、本発明に含
まれる。本発明で使用されるPEGの分子量は、いずれか特定の範囲に限定されるものでは
ないが、いくつかの実施態様は、分子量500～20,000を有するのに対し、別の実施態様は
、分子量4,000～10,000を有する。
【０１２５】
　本発明は、PEGが異なる「n」値を有し、その結果様々な異なるPEGが特定の比で存在す
る複合体の組成物を含む。例えば、一部の組成物は、n＝1、2、3及び4である、複合体の
混合物を含有する。一部の組成物において、n＝1である複合体の割合は18～25％であり、
n＝2である複合体の割合は50～66％であり、n＝3である複合体の割合は12～16％であり、
且つn＝4である複合体の割合は最大5％である。そのような組成物は、当該技術分野にお
いて公知の反応条件及び精製方法により生成することができる。
【０１２６】
　PEGは、本発明のペプチド配列へ直接的又は間接的(例えば、中間体を介して)結合する
ことができる。例えば、一実施態様において、PEGは、末端反応基(「スペーサー」)を介
して結合する。スペーサーは、例えば、1種以上のペプチド配列の遊離のアミノ基又はカ
ルボキシル基と、ポリエチレングリコールの間の結合を媒介する末端反応基である。遊離
アミノ基に結合することができるスペーサーを有するPEGは、ポリエチレングリコールの
コハク酸エステルのN-ヒドロキシスクシニルイミドによる活性化により調製することがで
きる、N-ヒドロキシスクシニルイミドポリエチレングリコールを含む。遊離アミノ基に結
合することができる別の活性化されたポリエチレングリコールは、ポリエチレングリコー
ルモノメチルエーテルとシアヌル酸クロリドとの反応により調製することができる、2,4-
ビス(O-メトキシポリエチレングリコール)-6-クロロ-s-トリアジンである。遊離カルボキ
シル基に結合する活性化されたポリエチレングリコールは、ポリオキシエチレンジアミン
を含む。
【０１２７】
　スペーサーを有するPEGへの1種以上の本発明のペプチド配列の複合は、様々な従来の方
法により実行することができる。例えばこの複合反応は、試薬のタンパク質に対するモル
比4：1から30：1までを利用し、pH5～10の溶液中で、温度4℃～室温で、30分～20時間か
けて実行することができる。反応条件は、主として所望の置換度の作製に向かう反応を指
向するように選択することができる。概して、低い温度、低いpH(例えば、pH＝5)、及び
短い反応時間は、結合されるPEGの数を減少させる傾向があるのに対し、高い温度、中性
から高いpH(例えば、pH≧7)、及び比較的長い反応時間は、結合されるPEGの数を増加させ
る傾向がある。当該技術分野において公知の様々な方法を使用し、この反応を終結するこ
とができる。一部の実施態様において、この反応は、反応混合液の酸性化、及び例えば-2
0℃での凍結により終結される。
【０１２８】
　例示されたペプチド配列の部分配列、配列変種及び修飾形(表1～10及び配列表に列記さ
れたペプチドを含む)を含む本発明のペプチド配列は更に、タンパク質；セファロース、
アガロース、セルロース、セルロースビーズなどの、多糖；ポリグルタミン酸、ポリリジ
ンなどの、ポリマー性アミノ酸；アミノ酸コポリマー；失活されたウイルス粒子；ジフテ
リア、破傷風、コレラ由来のトキソイド、ロイコトキシン分子などの、失活された細菌性
毒素；失活された細菌；及び、樹状細胞などの、大型のゆっくり代謝される巨大分子への
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複合を含む。そのような複合された形態は、望ましいならば、本発明のペプチド配列に対
する抗体を産生するために使用することができる。
【０１２９】
　追加の複合に適した成分及び分子としては、例えば、チログロブリン；ヒト血清アルブ
ミン(HSA)などの、アルブミン；破傷風トキソイド；ジフテリアトキソイド；ポリ(D-リジ
ン：D-グルタミン酸)などの、ポリアミノ酸；ロタウイルスのVP6ポリペプチド；インフル
エンザウイルスヘマグルチニン、インフルエンザウイルス核タンパク質；キーホールリン
ペットヘモシアニン(KLH)；及び、B型肝炎ウイルスコアタンパク質及び表面抗原；又は、
前述の任意の組合せが挙げられる。
【０１３０】
　アルブミンの本発明のペプチド配列への融合は、例えば、HSA(ヒト血清アルブミン)を
コードしているDNA又はそれらの断片が、ペプチド配列をコードしているDNAに連結される
などの、遺伝子操作により実現することができる。その後好適な宿主を、融合体ポリペプ
チドを発現するように、例えば好適なプラスミドの形状で、この融合されたヌクレオチド
配列により形質転換又はトランスフェクションすることができる。この発現は、インビト
ロの形態で、例えば原核細胞若しくは真核細胞において、又はインビボの形態で、例えば
トランスジェニック生体において実行することができる。本発明の一部の実施態様におい
て、融合タンパク質の発現は、哺乳動物の細胞株、例えばCHO細胞株において実行される
。
【０１３１】
　標的タンパク質又はペプチドをアルブミンへ遺伝子融合する更なる手段は、Albufuse(
登録商標)(Novozymes Biopharma社；デンマーク)として公知の技術を含み、且つこの複合
された治療的ペプチド配列は頻繁に生体に取り込まれやすくなり、はるかにより有効とな
り始める。この技術は、C型肝炎感染症を治療するために使用されるアルブミンとインタ
ーフェロンα-2Bの組合せである、Albuferon(登録商標)(Human Genome Sciences社)を製
造するために商業的に利用されている。
【０１３２】
　別の実施態様は、1種以上のヒトドメイン抗体(dAb)の使用を伴う。dAbは、ヒト抗体(Ig
G)の最も小さい機能性結合単位であり、且つ好ましい安定性及び溶解度の特徴を有する。
この技術は、HSA及び関心対象の分子(例えば、本発明のペプチド配列)に複合されたdAbを
伴う(これにより、「AlbudAb」が形成される；例えば、EP1517921B、WO2005/118642及びW
O2006/051288参照)。AlbudAbは、多くの場合、ペプチドの血清半減期を延長するために使
用される現在の技術よりも小さく、かつ細菌又は酵母などの微生物発現系において製造し
やすい。HSAは、半減期約3週間を有するので、得られる複合された分子は、その半減期を
改善する。dAb技術の使用はまた、関心対象の分子の有効性を増強することができる。
【０１３３】
　追加の複合に適した成分及び分子は、単離又は精製に適したものを含む。特定の非限定
的例としては、ビオチン(ビオチン－アビジン特異結合対)、抗体、受容体、リガンド、レ
クチンなどの結合性分子、又は例えばプラスチック若しくはポリスチレン製のビーズ、プ
レート又はビーズ、磁気ビーズ、試験小片、及び膜などの固体支持体を含む分子などが挙
げられる。
【０１３４】
　陽イオン交換クロマトグラフィーなどの精製法を使用し、電荷差により複合体を分離す
ることができ、これは複合体をそれらの様々な分子量に効果的に分離する。例えば、陽イ
オン交換カラムに装加し、且つその後～20mM酢酸ナトリウム、pH～4により洗浄し、その
後pH3～5.5、好ましくはpH～4.5で緩衝された線形(0M～0.5M)のNaCl勾配により溶離する
ことができる。陽イオン交換クロマトグラフィーにより得られた画分の内容は、例えば、
質量分析、SDS-PAGE、又は分子量により分子実体を分離する他の公知の方法などの、従来
の方法を用い、分子量により同定することができる。次に、修飾されないタンパク質配列
及び他の数の結合PEGを有する複合体を含まない、結合され精製されたPEGを所望の数有す
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【０１３５】
　更に別の実施態様において、本発明のペプチド配列は、非限定的に、タキソール、サイ
トカラシンB、グラミシジンD、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチ
ン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、及びそれらの類似
体又は相同体を含む細胞毒性薬を含む、化学物質(例えば、免疫毒素又は化学療法薬)に連
結される。他の化学物質は、例えば、代謝拮抗薬(例えば、メトトレキセート、6-メルカ
プトプリン、6-チオグアニン、シタラビン、5-フルオロウラシルダカルバジン)；アルキ
ル化剤(例えば、メクロレタミン、カルムスチン及びロムスチン、シクロトスファミド(cy
clothosphamide)、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイト
マイシンC、及びシスプラチン)；抗生物質(例えば、ブレオマイシン)；並びに、有糸分裂
阻害剤(例えば、ビンクリスチン及びビンブラスチン)を含む。細胞毒素は、当該技術分野
において公知であり且つ本明細書に記載のリンカー技術を使用し、本発明のペプチドへ複
合することができる。
【０１３６】
　更に複合に適した成分及び分子は、アッセイにおける検出に適したものを含む。特定の
非限定的例は、放射性同位体(例えば、125I；35S、32P；33P)、検出可能な生成物を生じ
る酵素(例えば、ルシフェラーゼ、β-ガラクトシダーゼ、ホースラディッシュペルオキシ
ダーゼ及びアルカリホスファターゼ)、蛍光タンパク質、発色性タンパク質、色素(例えば
、フルオレセインイソチオシアネート)；蛍光発光金属(例えば、152Eu)；化学発光化合物
(例えば、ルミノール及びアクリジニウム塩)；生物発光化合物(例えば、ルシフェリン)；
並びに、蛍光タンパク質などの、検出可能な標識を含む。間接的標識物は、ペプチド配列
に結合している標識された又は検出可能な抗体を含み、ここで該抗体は検出され得る。
【０１３７】
　いくつかの実施態様において、本発明のペプチド配列は、放射性同位元素に複合され、
診断薬又は治療薬として有用である、細胞傷害性放射性医薬(放射性免疫複合体)を作製す
る。そのような放射性同位元素の例は、ヨウ素131、インジウム111、イットリウム90、及
びルテチウム177を含むが、これらに限定されるものではない。放射性免疫複合体を調製
する方法は、当業者には公知である。市販されている放射性免疫複合体の例としては、イ
ブリツモマブ、チウキセタン、及びトシツモマブが挙げられる。
【０１３８】
　本発明のペプチド配列の循環半減期を延長し、安定性を増加し、クリアランスを減少す
るか、又は免疫原性若しくはアレルゲン性を変更するために本発明に含まれる他の手段及
び方法は、該分子の特徴を修飾するために、他の分子に連結されているヒドロキシエチル
デンプン誘導体を利用する、HES化(hesylation)によるペプチド配列の修飾に関与してい
る。HES化の様々な態様は、例えば、米国特許出願第2007/0134197号及び第2006/0258607
号に説明されている。
【０１３９】
　本発明のペプチド配列を修飾するために使用される前述の成分及び分子のいずれかは、
任意にリンカーを介して複合されてよい。好適なリンカーは、一般に修飾されたペプチド
配列と連結された成分及び分子の間の動きを可能にするのに十分な長さである「可動性リ
ンカー」を含む。これらのリンカー分子は一般に、約6～50個の原子の長さである。これ
らのリンカー分子はまた、例えば、アリールアセチレン、2～10のモノマー単位を含むエ
チレングリコールオリゴマー、ジアミン、二酸、アミノ酸、又はそれらの組合せであるこ
ともできる。好適なリンカーは、容易に選択することができ、且つ1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、10～20、20～30、30～50個のアミノ酸(例えば、Gly)などのいずれか好適な
長さであることができる。
【０１４０】
　例証的可動性リンカーは、グリシンポリマー(G)n、グリシン-セリンポリマー(例えば、
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【化６８】

ここでnは少なくとも1の整数である)、グリシン-アラニンポリマー、アラニン-セリンポ
リマー、及び他の可動性リンカーを含む。グリシンポリマー及びグリシン-セリンポリマ
ーは、比較的構造化されておらず(unstructured)、そのため成分間のニュートラルなテザ
ーとして役立つことができる。可動性リンカーの例は、

【化６９】

を含むが、これらに限定されるものではない。
【０１４１】
　表1～10及び配列表に列記されたFGF19及びFGF21の変種及び部分配列並びにFGF19/FGF21
融合体及びキメラに加え、表1～10及び配列表に列記された配列の部分配列、配列変種及
び修飾形を含む本発明のペプチド配列は、本明細書に示す1つ以上の活性を有する。活性
の一例は、胆汁酸ホメオスタシスの調整である。活性の別の例は、例えばFGF19と比べ、H
CCの低下した刺激又は形成である。活性の追加の例は、例えばFGF21と比べ、より低い又
は低下した脂質(例えば、トリグリセリド、コレステロール、非-HDL)又はHDLの増加活性
である。活性の更なる例は、例えばFGF21と比べ、より低い又は低下した除脂肪筋肉量(le
an muscle mass)の低下活性である。活性のまた別の例は、FGFR4への結合、又はFGFR4の
活性化であり、例えば、FGFR4についてのFGF19結合親和性と同等又はより大きい親和性で
FGFR4に結合するペプチド配列；並びに、FGFR4を活性化するFGF19と同等又はより大きい
程度又は量までFGFR4を活性化するペプチド配列である。活性のまた更なる例は、胆汁酸
に関係した又は関連した障害の治療を含む。
【０１４２】
　より特定すると、表1～10及び配列表に列記されたFGF19及びFGF21の変種及び部分配列
並びにFGF19/FGF21融合体及びキメラに加え、表1～10及び配列表に列記された配列の部分
配列、配列変種及び修飾形を含む本発明のペプチド配列は、下記の活性を伴うものを含む
：FGF19、又はFGF19のアミノ酸16-20において

【化７０】

配列について置換された

【化７１】

のいずれかを有するFGF19変種配列と比べ、低下したHCC形成を有する一方で、胆汁酸ホメ
オスタシスを調整するか又は胆汁酸に関係した若しくは関連した障害を治療するペプチド
配列；FGF19、又はFGF19のアミノ酸16-20において
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【化７２】

配列について置換された
【化７３】

のいずれかを有するFGF19変種配列と比べ、より大きい胆汁酸調整活性を有するペプチド
配列；FGF19、又はFGF19のアミノ酸16-20において

【化７４】

配列について置換された
【化７５】

のいずれかを有するFGF19変種配列と比べ、より少ない脂質増加活性(例えば、より少ない
トリグリセリド、コレステロール、非-HDL)又はより多いHDL増加活性を有するペプチド配
列；並びに、FGF21と比べ、より少ない除脂肪量低下活性を有するペプチド配列。
【０１４３】
　より特定すると、表1～10及び配列表に列記されたFGF19及びFGF21の変種及び部分配列
並びにFGF19/FGF21融合体及びキメラに加え、表1～10及び配列表に列記された配列の部分
配列、配列変種及び修飾形を含む本発明のペプチド配列は、下記の活性を伴うものを含む
：胆汁酸ホメオスタシスを調整するペプチド配列；胆汁酸に関係した又は関連した障害を
治療するペプチド配列；FGFR4に結合するか、又はFGFR4を活性化するペプチド配列、例え
ば、FGFR4についてのFGF19結合親和性と同等又はより大きい親和性でFGFR4に結合するペ
プチド配列；FGFR4を活性化するFGF19と同等又はより大きい程度又は量までFGFR4を活性
化するペプチド配列；例えばFGF19と比べ、アルド-ケト還元酵素遺伝子発現をダウンレギ
ュレーション又は低下するペプチド配列；並びに、FGF21と比べ溶質担体ファミリー1、メ
ンバー2(Slc1a2)遺伝子発現をアップレギュレーション又は増加するペプチド配列。
【０１４４】
　本明細書に開示されたように、変種は、FGF19の様々なN-末端修飾及び／又は切断を含
み、これは1又は数個のN-末端FGF19アミノ酸が、FGF21由来のアミノ酸により置換されて
いる変種を含む。そのような変種は、グルコース降下活性に加え、好ましい脂質プロファ
イルを有し、測定可能に若しくは検出可能に腫瘍原性ではない変種を含む。
【０１４５】
　様々な特定の態様において、FGF19のループ-8領域(残基127-129は、ループ-8領域を構
成すると規定される)への修飾は、グルコース降下活性を有し、更に実質的腫瘍原性を示
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すことなく、好ましい代謝パラメータを保持することが、本明細書において明らかにされ
ている。本明細書において、FGF19残基127-129は、ループ-8領域を構成すると規定される
が、しかし文献において、ループ-8領域は、他の残基(例えば、残基125-129)を含むか又
はこれらからなると規定されることがある。実施例8及び9に説明したように、FGF19フレ
ームワークへのR127L及びP128E置換の特定の組合せは、HCC形成に対し予想外の陽性作用
を有した。更により驚くべきことに、R127L及びP128E置換並びにFGF19コア領域におけるL
eu(L)のGln(Q)への置換の組合せ(例えば、表1～4、9及び10に示されたコア領域配列を参
照されたい)は、HCC形成の防止に対し、更により有意な作用を有した。従って、FGF19ル
ープ-8領域の変種は、実質的に、測定可能な又は検出可能なHCC形成を減少又は排除する
ことができるので、これらの変種が含まれる。更に、HCC形成を減少させる作用は、ルー
プ-8領域の外側のアミノ酸残基の修飾(例えば、コア領域内のアミノ酸残基の置換)により
増強され得る。
【０１４６】
　例えば胆汁酸ホメオスタシスの調整、グルコース降下活性、胆汁酸に関係した又は関連
した障害の分析、HCC形成又は腫瘍形成、脂質増加活性、又は除脂肪量低下活性などの活
性は、db/dbマウスなどの動物において確認することができる。FGFR4への結合又はFGFR4
の活性化の測定は、本明細書に開示されたアッセイ又は当業者に公知のアッセイにより確
認することができる。
【０１４７】
　用語「結合する」又は「結合している」は、ペプチド配列に関して使用される場合、ペ
プチド配列が、分子レベルで相互作用することを意味する。従ってFGFR4に結合するペプ
チド配列は、FGFR4配列の全て又は一部に結合する。特異的及び選択的結合は、当該技術
分野において公知のアッセイ(例えば、競合結合、免疫沈降、ELISA、フローサイトメトリ
ー、ウェスタンブロット)を使用し、非特異的結合から区別することができる。
【０１４８】
　ペプチド及びペプチド模倣体は、当該技術分野において公知の方法を用い、生成し且つ
単離することができる。ペプチドは、化学的方法を用い、全体又は一部を合成することが
できる(例えば、Caruthersの文献、(1980)、Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 215；Horn
の文献、(1980)；及び、Banga, A.K.の文献、「治療用ペプチド及びタンパク質、製剤、
処理及び送達システム(Therapeutic Peptides and Proteins, Formulation, Processing 
and Delivery Systems)、(1995)、Technomic Publishing社、ランカスター、PAを参照さ
れたい)。ペプチド合成は、様々な固相技術を使用し、実行することができ(例えば、Robe
rgeの文献、Science 269:202 (1995)；Merrifieldの文献、Methods Enzymol. 289:3 (199
7)参照)、且つ例えばABI 431Aペプチド合成装置(Perkin Elmer社)を製造業者の指示に従
い使用し、自動合成を実行することができる。ペプチド及びペプチド模倣体はまた、コン
ビナトリアル的方法を用いて合成することもできる。合成残基及び模倣体を取り込んでい
るポリペプチドは、当該技術分野において公知の様々な手順及び方法を用い、合成するこ
とができる(例えば、「有機合成(Organic Syntheses)」、累積版、Gilmanら(編集)、John
 Wiley & Sons社、NY参照)。修飾されたペプチドは、化学修飾法により生成することがで
きる(例えば、Belousovの文献、Nucleic Acids Res., 25:3440 (1997)；Frenkelの文献、
Free Radic. Biol. Med. 19:373 (1995)；及び、Blommersの文献, Biochemistry, 33:788
6 (1994)参照)。ペプチド配列の変動、誘導体化、置換及び修飾は同じく、オリゴヌクレ
オチド-媒介型(部位特異的)変異誘発、アラニンスキャニング、及びPCRベースの変異誘発
などの方法を用い、行うことができる。部位特異的変異誘発(Carterらの文献、Nucl. Aci
ds Res., 13:4331 (1986)；Zollerらの文献、Nucl. Acids Res. 10:6487 (1987))、カセ
ット変異誘発(Wellsらの文献、Gene 34:315 (1985))、制限部位選択変異誘発(Wellsらの
文献、Philos. Trans. R. Soc. London SerA 317:415 (1986))及び他の技術を、本発明の
ペプチド配列、変種、融合体及びキメラ、並びにそれらの変動、誘導体化、置換及び修飾
を生成するために、クローニングされたDNAについて実行することができる。
【０１４９】
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　「合成された」又は「製造された」ペプチド配列とは、手作業による操作に関与する任
意の方法により作製されたペプチドである。そのような方法は、前述のもの、例えば化学
合成、組換えDNA技術、大型分子の生化学的又は酵素的断片化、及びそれらの組合せを含
むが、これらに限定されるものではない。
【０１５０】
　例示されたペプチド配列の部分配列、配列変種及び修飾形(例えば、表1～10及び配列表
に列記された配列)を含む本発明のペプチド配列は、キメラ分子を形成するように、修飾
することもできる。本発明に従い、異種ドメインを含むペプチド配列が提供される。その
ようなドメインは、該ペプチド配列のアミノ末端又はカルボキシル-末端に付加すること
ができる。異種ドメインはまた、該ペプチド配列内に配置されるか、並びに／又は代わり
にFGF19及び／若しくはFGF21由来のアミノ酸配列の側方に位置することができる。
【０１５１】
　用語「ペプチド」はまた、ペプチドの二量体又は多量体(オリゴマー)も含む。本発明に
従い、例示されたペプチド配列に加え、例示されたペプチド配列の部分配列、変種及び修
飾形(例えば、表1～10及び配列表に列記された配列)の二量体又は多量体(オリゴマー)も
提供される。
【０１５２】
　本発明は更に、表1～10及び配列表に列記された配列の部分配列、配列変種及び修飾形
を含む本発明のペプチド配列をコードしている核酸分子、並びに該ペプチドをコードして
いる核酸を含むベクターを提供する。従って「核酸」は、本明細書に開示された例示され
たペプチド配列をコードしているものに加え、例示されたペプチド配列の機能性部分配列
、配列変種及び修飾形をコードしているものが、少なくとも検出可能な又は測定可能な活
性又は機能を維持している限りは、これらを含む。例えば、グルコースを降下又は低下す
る能力の一部を維持する、本明細書に開示された例示されたペプチド配列の部分配列、変
種又は修飾形(例えば、表1～10及び配列表に列記された配列)は、正常なグルコースホメ
オスタシスを提供するか、又はインビボにおいて慢性若しくは急性高血糖症などに関連し
た組織病理学的状態を軽減する。
【０１５３】
　本明細書において遺伝子、ポリヌクレオチド、ヌクレオチド配列、プライマー、オリゴ
ヌクレオチド又はプローブとも称される核酸は、任意の長さの天然の又は修飾されたプリ
ン-及びピリミジン-含有ポリマー、ポリリボヌクレオチド又はポリデオキシリボヌクレオ
チド又は混合型ポリリボ-ポリデオキシリボヌクレオチド及びそれらのα-アノマー型のい
ずれかをいう。2種以上のプリン-及びピリミジン-含有ポリマーは典型的には、ホスホエ
ステル結合により又はそれらの類似体によって連結される。これらの用語は、デオキシリ
ボ核酸(DNA)及びリボ核酸(RNA)を含む、核酸の全ての型を意味するよう、互換的に使用さ
れる。これらの核酸は、単鎖、二重鎖、又は三重鎖、線状又は環状であることができる。
核酸は、ゲノムDNA及びcDNAを含む。RNA核酸は、スプライシングされるか又はされないmR
NA、rRNA、tRNA又はアンチセンスであることができる。核酸は、天然、合成のものに加え
、ヌクレオチド類似体及び誘導体を含む。
【０１５４】
　遺伝暗号の縮重の結果として、核酸分子は、本発明のペプチド配列をコードしている核
酸分子に関して縮重している配列を含む。従って、本明細書に例示されたペプチド配列の
部分配列、変種及び修飾形(例えば、表1～10及び配列表に列記された配列)を含む、ペプ
チド配列をコードしている縮重した核酸配列が提供される。用語「相補的」とは、核酸配
列に関して使用する場合、言及された領域が、100％相補的であること、すなわちミスマ
ッチのない100％の塩基対合を示すことを意味する。
【０１５５】
　核酸は、様々な公知の標準クローニング法及び化学合成法のいずれかを用いて、生成す
ることができ、且つ部位特異的変異誘発又は当業者に公知の他の組換え技術により、意図
的に変更することができる。ポリヌクレオチドの純度は、配列決定、ゲル電気泳動、UV分
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光法により決定することができる。
【０１５６】
　核酸は、「発現カセット」と本明細書において称される、そこでの核酸の発現が「発現
制御エレメント」により影響されるか又は調整される核酸構築体に挿入されてよい。用語
「発現制御エレメント」とは、機能的に有効に連結されている核酸配列の発現を調整する
か又はこれに影響を及ぼす1以上の核酸配列エレメントをいう。発現制御エレメントは、
適宜、プロモーター、エンハンサー、転写ターミネーター、遺伝子サイレンサー、タンパ
ク質をコードしている遺伝子の前の開始コドン(例えばATG)などを含むことができる。
【０１５７】
　核酸配列に機能的に有効に連結された発現制御エレメントは、核酸配列の転写及び適切
ならば、翻訳を制御する。用語「機能的に有効に連結された」とは、言及された成分が、
それらの意図された様式で機能することを可能にする関係である隣接位置をいう。典型的
には、発現制御エレメントは、遺伝子の5'末端又は3'末端に並置されるが、イントロン性
であることもできる。
【０１５８】
　発現制御エレメントは、転写を構成的に活性化するエレメントを含み、これは、誘導性
(すなわち、活性化のために外部シグナル又は刺激を必要とする)、又は抑制解除性(すな
わち、転写を停止するためにシグナルを必要とする；該シグナルが最早存在しない場合は
、転写は活性化又は「抑制解除」される)である。遺伝子発現を特定の細胞型又は組織に
ついて制御可能とするのに十分である制御エレメント(すなわち、組織-特異性制御エレメ
ント)も、本発明の発現カセット中に含まれる。典型的には、そのようなエレメントは、
コード配列の上流又は下流(すなわち、5'側及び3'側)に位置する。プロモーターは一般に
、コード配列の5'側に配置される。組換えDNA技術又は合成技術により作出されたプロモ
ーターを使用し、本発明のポリヌクレオチドの転写を提供することができる。「プロモー
ター」は典型的には、転写を指示するのに十分である最小配列エレメントを意味する。
【０１５９】
　核酸は、宿主細胞への形質転換のために、並びに後続の発現及び／又は遺伝子操作のた
めにプラスミドへ挿入することができる。プラスミドは、宿主細胞において安定して増殖
することができる核酸であり；プラスミドは、該核酸の発現を駆動するための発現制御エ
レメントを任意に含んでよい。本発明の目的に関して、ベクターは、プラスミドと同義語
である。プラスミド及びベクターは一般に、細胞及びプロモーターにおける増殖のために
少なくとも複製起点を含む。プラスミド及びベクターはまた、例えば、宿主細胞における
発現のための発現制御エレメントを含むことができ、その結果、例えばペプチド配列をコ
ードするか、宿主細胞及び生物(例えば、治療が必要な対象)においてペプチド配列を発現
するか、又はペプチド配列を作出する核酸の発現及び／又は遺伝子操作に有用である。
【０１６０】
　本明細書において使用される用語「導入遺伝子」は、人工的に(by artifice)細胞又は
生物へ導入されているポリヌクレオチドを意味する。例えば、導入遺伝子を有する細胞で
は、該導入遺伝子は、細胞の遺伝子操作又は「形質転換」により導入されている。その中
に導入遺伝子が導入されている細胞又はそれらの子孫は、「形質転換された細胞」又は「
形質転換体」と称される。典型的には、導入遺伝子は、形質転換体の子孫に含まれるか、
又はその細胞から発生する生物の一部となる。導入遺伝子は、染色体DNAへ挿入されるか
、又は自己複製プラスミド、YAC、ミニ染色体などとして維持される。
【０１６１】
　細菌系プロモーターは、T7、並びにバクテリオファージλのpL、plac、ptrp、ptac(ptr
p-lacハイブリッドプロモーター)などの誘導性プロモーター及びテトラサイクリン反応性
プロモーターを含む。昆虫細胞系プロモーターは、構成的又は誘導性プロモーター(例え
ば、エクジソン)を含む。哺乳動物細胞の構成的プロモーターは、SV40、RSV、ウシ乳頭腫
ウイルス(BPV)及び他のウイルスプロモーター、又は哺乳動物細胞のゲノム由来の誘導性
プロモーター(例えば、メタロチオネインIIAプロモーター；熱ショックプロモーター)、
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又は哺乳動物のウイルス由来の誘導性プロモーター(例えば、アデノウイルス後期プロモ
ーター；誘導性マウス乳癌ウイルス末端反復配列を含む。或いはレトロウイルスゲノムは
、好適な宿主細胞にペプチド配列を導入し、且つ発現を指示するように、遺伝子修飾され
ることができる。
【０１６２】
　本発明の方法及び使用は、インビボ送達を含む場合、発現系は更に、インビボ使用のた
めにデザインされたベクターを含む。特定の非限定的例としては、アデノウイルスベクタ
ー(米国特許第5,700,470号及び第5,731,172号)、アデノ随伴ウイルスベクター(米国特許
第5,604,090号)、単純ヘルペスウイルスベクター(米国特許第5,501,979号)、レトロウイ
ルスベクター(米国特許第5,624,820号、第5,693,508号及び第5,674,703号)、BPVベクター
(米国特許第5,719,054号)、CMVベクター(米国特許第5,561,063号)、並びにパルボウイル
ス、ロタウイルス、ノーウォークウイルス及びレンチウイルスベクター(例えば、米国特
許第6,013,516号参照)が挙げられる。ベクターは、幹細胞を含む腸管の細胞へ、遺伝子を
送達するものを含む(Croyleらの文献、Gene Ther. 5:645 (1998)；S.J. Henningの文献、
Adv. Drug Deliv. Rev. 17:341 (1997)、米国特許第5,821,235号及び第6,110,456号)。こ
れらのベクターの多くは、臨床試験のために承認されている。
【０１６３】
　酵母ベクターは、構成的プロモーター及び誘導性プロモーターを含む(例えば、Ausubel
らの文献、「分子生物学の最新プロトコール(Current Protocols in Molecular Biology)
」、第2巻13章、Greene編集、Publish. Assoc. & Wiley Interscience社、1988；Grantら
の文献、Methods in Enzymology, 153:516 (1987), Wu及びGrossman編集；Bitterの文献
、Methods in Enzymology, 152:673 (1987), Berger及びKimmel編集, Acad. Press社、N.
Y.；及び、Strathernらの文献、「酵母サッカロミセスの分子生物学(The Molecular Biol
ogy of the Yeast Saccharomyces)」、(1982) Cold Spring Harbor Press編集、第I巻及
び第II巻を参照されたい)。ADH若しくはLEU2などの構成的酵母プロモーター又はGALなど
の誘導性プロモーターを使用することができる(R. Rothsteinの文献、「DNAクローニング
、実践法(DNA Cloning, A Practical Approach)」、第11巻3章、D.M. Glover編集、IRL P
ress社、ワシントンD.C.、1986)。例えば相同組換えを介し、外来核酸配列の酵母染色体
への組み込みを促進するベクターは、当該技術分野において公知である。挿入されたポリ
ヌクレオチドが、より一般的なベクターには大きすぎる(例えば約12Kbよりも大きい)場合
には、酵母人工染色体(YAC)が典型的には使用される。
【０１６４】
　発現ベクターは、選択圧に抵抗を付与する選択マーカー又は同定可能なマーカー(例え
ば、β-ガラクトシダーゼ)を含むこともでき、これにより該ベクターを有する細胞を選択
、成長及び拡大することが可能である。或いは、選択マーカーは、ペプチド配列をコード
している核酸を含む第一のベクターにより、宿主細胞へ同時トランスフェクションされる
第二のベクター上にあることができる。選択システムは、各々、tk-細胞、hgprt-細胞又
はaprt-細胞において利用することができる、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ遺
伝子(Wiglerらの文献、Cell, 11:223 (1977))、ヒポキサンチン-グアニンホスホリボシル
トランスフェラーゼ遺伝子(Szybalskaらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 48:2026 
(1962))、及びアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子(Lowyらの文献、Cell, 
22:817 (1980))を含むが、これらに限定されるものではない。加えて、代謝拮抗物質抵抗
性は、メトトレキセートに対する抵抗性を付与するdhfr(O'Hareらの文献、Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 78:1527 (1981))；ミコフェノール酸に対する抵抗性を付与するgpt遺伝
子(Mulliganらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:2072 (1981))；アミノ配糖体G-
418に対する抵抗性を付与するネオマイシン遺伝子(Colberre-Garapinらの文献、J. Mol. 
Biol. 150:1(1981))；ピューロマイシン；並びに、ヒグロマイシンに対する抵抗性を付与
するヒグロマイシン遺伝子(Santerreらの文献、Gene, 30:147 (1984))の選択の基礎とし
て使用することができる。追加の選択可能な遺伝子は、細胞がトリプトファンの代わりに
インドールを利用することを可能にするtrpB；ヒスチジンの代わりにヒスチノール(histi
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nol)を利用することを可能にするhisD(Hartmanらの文献、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
85:8047 (1988))；及び、オルニチンデカルボキシラーゼインヒビターである2-(ジフルオ
ロメチル)-DL-オルニチン(DFMO)に対する抵抗性を付与するODC(オルニチンデカルボキシ
ラーゼ)(McConlogueの文献、(1987)、「分子生物学の最新情報(Current Communications 
in Molecular Biology)」、Cold Spring Harbor Laboratory)を含む。
【０１６５】
　本発明に従い、本明細書記載のFGF19及び／又はFGF21の変種又は融合体を生成する形質
転換細胞(インビトロ、エクスビボ及びインビボ)並びに宿主細胞が提供され、ここでFGF1
9及び／又はFGF21の変種又は融合体の発現は、FGF19及び／又はFGF21の変種又は融合体を
コードしている核酸によりもたらされる。本発明のペプチド配列を発現する形質転換細胞
及び宿主細胞は典型的には、本発明のペプチド配列をコードしている核酸を含む。一実施
態様において、形質転換細胞又は宿主細胞は、原核細胞である。別の実施態様において、
形質転換細胞又は宿主細胞は、真核細胞である。様々な態様において、真核細胞は、酵母
又は哺乳動物(例えば、ヒト、霊長類など)の細胞である。
【０１６６】
　本明細書において使用される「形質転換」細胞又は「宿主」細胞は、コードされたペプ
チド配列の発現を増大及び／又は転写することができる核酸が導入される細胞である。こ
の用語はまた、宿主細胞の子孫又はサブクローンを含む。
【０１６７】
　形質転換細胞及び宿主細胞は、細菌及び酵母などの微生物；並びに、植物、昆虫及び哺
乳動物の細胞を含むが、これらに限定されるものではない。例えば、組換えバクテリオフ
ァージ核酸、プラスミド核酸若しくはコスミド核酸発現ベクターにより形質転換された細
菌；組換え酵母発現ベクターにより形質転換された酵母；組換えウイルス発現ベクター(
例えば、カリフラワーモザイクウイルス、CaMV；タバコモザイクウイルス、TMV)により感
染された、若しくは組換えプラスミド発現ベクター(例えば、Tiプラスミド)により形質転
換された、植物細胞システム；組換えウイルス発現ベクター(例えば、バキュロウイルス)
により感染された昆虫細胞システム；並びに、組換えウイルス発現ベクター(例えば、レ
トロウイルス、アデノウイルス、ワクシニアウイルス)により感染された動物細胞システ
ム、又は一過性又は安定した増殖又は発現のために操作された形質転換された動物細胞シ
ステムを含む。
【０１６８】
　遺伝子治療での使用及び方法のために、形質転換細胞は、対象内にあることができる。
対象内の細胞は、インビボにおいて、本明細書に示した本発明のペプチド配列をコードし
ている核酸により形質転換されることができる。或いは細胞は、インビトロにおいて、導
入遺伝子又はポリヌクレオチドにより形質転換され、その後治療を達成するために、対象
の組織に移植されることができる。或いは初代細胞単離株又は樹立された細胞株は、FGF1
9及び／若しくはFGF21の変種、又はFGF19の全て又は一部を含むか若しくはFGF21の全て又
は一部を含むキメラペプチド配列などの、それらの融合体/キメラ配列(若しくは変種)を
コードしている導入遺伝子又はポリヌクレオチドにより形質転換され、その後任意に対象
の組織に移植されることができる。
【０１６９】
　ペプチド配列の発現のための、特にインビボにおける発現のための非限定的標的細胞は
、膵細胞(島細胞)、筋肉細胞、粘膜細胞及び内分泌細胞を含む。そのような内分泌細胞は
、FGF19及び／若しくはFGF21の変種、又はFGF19の全て又は一部を含む若しくはFGF21の全
て又は一部を含むキメラペプチド配列などの、それらの融合体/キメラ配列(若しくは変種
)の誘導的生成(分泌)を提供することができる。形質転換するための追加の細胞は、幹細
胞、又は例えば多様な膵細胞(島細胞)、筋肉細胞、粘膜細胞及び内分泌細胞へと分化する
始原細胞などの、他の多分化能細胞又は多能性細胞を含む。幹細胞の標的化は、本発明の
ペプチド配列のより長期の発現を提供する。
【０１７０】
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　本明細書において使用される用語「培養された」とは、細胞に関して使用する場合、細
胞がインビトロにおいて成長することを意味する。そのような細胞の特定の例は、対象か
ら単離された細胞、及び組織培養物中で成長されるか又は成長のために順応された細胞で
ある。別の例は、インビトロにおいて遺伝子操作された細胞、及び同じ又は異なる対象へ
と戻し移植された細胞である。
【０１７１】
　用語「単離された」とは、細胞に関して使用する場合、その天然のインビボ環境から分
離される細胞を意味する。「培養された」細胞及び「単離された」細胞は、遺伝子形質転
換など、手作業により操作されてよい。これらの用語は、細胞分裂時に生じる変異のため
に、親の細胞と同一でないことがある子孫細胞を含む、該細胞の任意の子孫を含む。これ
らの用語は、ヒト全体を含まない。
【０１７２】
　本発明のペプチド配列をコードしている核酸は、安定した発現のために、生物全体の細
胞へ導入することができる。非-ヒトトランスジェニック動物を含むそのような生物は、
動物全体におけるペプチド発現の効果及び治療的利益の研究に有用である。例えば本明細
書に開示されるように、マウスにおいて、FGF19及び／若しくはFGF21の変種、又は本明細
書に示したFGF19の全て又は一部を含む若しくはFGF21の全て又は一部を含むキメラペプチ
ド配列などの、それらの融合体/キメラ配列(若しくは変種)は、胆汁酸ホメオスタシスを
調整する。
【０１７３】
　特定の疾患(例えば、糖尿病、変性疾患、癌など)を発症するか又は発症し易いマウス系
統はまた、該疾患易罹患性のマウスにおいて、治療用タンパク質発現の効果を研究するた
めに、本明細書において説明される治療用タンパク質を導入するのに有用である。ストレ
プトゾトシン(STZ)-誘導性糖尿病(STZ)マウスなどの、特定の病態又は生理的状態に易罹
患性であるトランスジェニック及び遺伝的動物モデルは、FGF19及び／若しくはFGF21の変
種、又は本明細書に示したFGF19の全て又は一部を含む若しくはFGF21の全て又は一部を含
むキメラペプチド配列などの、それらの融合体/キメラ配列(若しくは変種)を発現するの
に適した標的である。従って本発明に従い、FGF19及び／若しくはFGF21の変種、又はFGF1
9の全て又は一部を含む若しくはFGF21の全て又は一部を含むキメラペプチド配列などの、
それらの融合体/キメラ配列(若しくは変種)を生成する、非-ヒトトランスジェニック動物
が提供され、その生成は、動物においては天然には生じず、これは動物の体細胞又は生殖
細胞に存在する導入遺伝子によりもたらされる。
【０１７４】
　用語「トランスジェニック動物」とは、その動物の体細胞又は生殖系列細胞が、微量注
入又は組換えウイルスによる感染などによる細胞下レベルでの計画的な遺伝子操作により
、直接又は間接に受け取った遺伝情報を生じる動物をいう。用語「トランスジェニック」
とは更に、本明細書に記載のように遺伝子操作されたトランスジェニック動物から得られ
た細胞又は組織(すなわち、「トランスジェニック細胞」、「トランスジェニック組織」)
を含む。本文脈において、「トランスジェニック動物」は、古典的交雑又は体外受精によ
り作出された動物は包含せず、むしろ1つ以上の細胞が核酸分子を受け取っている動物を
意味する。発明のトランスジェニック動物は、その導入遺伝子に関してヘテロ接合又はホ
モ接合のいずれかであることができる。マウス、ヒツジ、ブタ及びカエルを含むトランス
ジェニック動物を作出する方法は、当該技術分野において周知であり(例えば、米国特許
第5,721,367号、第5,695,977号、第5,650,298号、及び第5,614,396号参照)、従ってこれ
らは追加的に含まれる。
【０１７５】
　ペプチド配列、ペプチド配列をコードしている核酸、ペプチド配列を発現しているベク
ター及び形質転換された宿主細胞は、単離された形態及び精製された形態を含む。用語「
単離された」とは、発明の組成物の修飾語句として使用される場合、組成物が、環境中の
1種以上の成分から、実質的に完全に又は少なくとも一部分離されていることを意味する



(51) JP 6403685 B2 2018.10.17

10

20

30

40

50

。一般に天然に存在する組成物は、単離される場合、天然にそれらが通常会合している1
種以上の物質、例えば1種以上のタンパク質、核酸、脂質、炭水化物又は細胞膜を実質的
に含まない。用語「単離された」は、変種、修飾又は誘導体化された形態、融合体及びキ
メラ、多量体/オリゴマーなどの組成物の代替の物理的形態、又は宿主細胞において発現
された形態を除外しない。用語「単離された」はまた、そのいずれかが手作業により作製
される、その中に組合せで存在する形態(例えば、医薬組成物、組合せ組成物など)を除外
しない。
【０１７６】
　「単離された」組成物はまた、夾雑物又は望ましくない物質若しくは材料などの、1種
以上の他の材料の一部、相当数、又はほとんど若しくは全てを含まない場合に、「精製さ
れる」ことができる。本発明のペプチド配列は一般に、天然に存在することは知られてい
ないか又は存在するとは考えられていない。しかし、天然に存在する組成物に関して、単
離された組成物は一般に、それが典型的には天然に会合している他の材料の一部、相当数
、又はほとんど若しくは全てを含まないであろう。従って、同じく天然に生じる単離され
たペプチド配列は、例えば、タンパク質ライブラリーのタンパク質又はゲノムライブラリ
ー若しくはcDNAライブラリー中の核酸などの、非常に多数の他の配列の中に存在するポリ
ペプチド又はポリヌクレオチドを含まない。「精製された」組成物は、1以上の他の不活
性分子又は活性分子との組合せを含む。例えば、本発明のペプチド配列は、例えば、グル
コース降下薬又は治療薬などの、他の薬物又は薬剤と組合せた。
【０１７７】
　本明細書に使用される用語「組換え」とは、ペプチド配列、ペプチド配列をコードして
いる核酸などの修飾語句として使用される場合、組成物が、一般に天然(例えばインビト
ロ)においては生じない様式で操作されている(すなわち、設計されている(engineered))
ことを意味する。組換えペプチドの特定の例は、本発明のペプチド配列が、ペプチド配列
をコードしている核酸でトランスフェクションされた細胞により発現されている場合であ
る。組換え核酸の特定の例は、ペプチド配列をコードしている核酸(例えば、ゲノム又はc
DNA)が、該遺伝子が生物のゲノムで通常近接している5'領域、3'領域又はイントロン領域
を伴い又は伴わずに、プラスミドへクローニングされている場合である。別の組換えペプ
チド又は核酸の例は、FGF19の一部及びFGF21の一部を含むキメラペプチド配列などの、ハ
イブリッド又は融合体配列である。
【０１７８】
　本発明に従い、例示されたペプチド配列の部分配列、変種及び修飾形(表1～10及び配列
表に列記されたFGF19及びFGF21変種及び部分配列、並びに表1～10及び配列表に列記され
たFGF19/FGF21融合体及びキメラを含む)を含む、本発明のペプチド配列の組成物及び混合
物が提供される。一実施態様において、混合物は、1種以上のペプチド配列及び医薬とし
て許容し得る担体又は賦形剤を含有する。別の実施態様において、混合物は、1種以上の
ペプチド配列、並びに胆汁酸ホメオスタシス調整又は抗-糖尿病性若しくはグルコース降
下性の薬物若しくは治療薬などの補助薬又は治療薬を含有する。医薬として許容し得る担
体又は賦形剤中の1種以上のペプチド配列の、1種以上の胆汁酸ホメオスタシス調整若しく
は胆汁酸に関係した又は関連した障害の治療、又は抗-糖尿病性若しくはグルコース降下
性の薬物若しくは治療薬との組合せなども、提供される。本発明のペプチド配列と、例え
ば胆汁酸ホメオスタシス調整又は該酸に関係した若しくは関連した障害の治療、又はグル
コース降下性薬物又は治療薬などの別の薬物又は薬剤とのそのような組合せは、例えば対
象の治療に関して、本発明の方法及び使用に従い有用である。
【０１７９】
　組合せはまた、本発明のペプチド配列又は核酸の、ポリエステル、炭水化物、ポリアミ
ン酸(polyamine acid)、ヒドロゲル、ポリビニルピロリドン、エチレン-酢酸ビニル、メ
チルセルロース、カルボキシメチルセルロース、硫酸プロタミン、又はラクチド/グリコ
リドコポリマー、ポリラクチド/グリコリドコポリマー、又はエチレン酢酸ビニルコポリ
マーなどの、粒子又は高分子物質への組み込み；例えば、各々、ヒドロキシメチルセルロ
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ース若しくはゼラチン-マイクロカプセル、又はポリ(メチルメタクリレート)マイクロカ
プセルを使用する、コアセルベーション技術によるか又は界面重合により調製されたマイ
クロカプセル中の捕獲；高分子複合体、ナノ-カプセル、ミクロスフェア、ビーズ、並び
に例えば水中油型エマルション、ミセル、混合型ミセル、及びリポソームを含む脂質-ベ
ースのシステム(例えば、N-ラウロイル、N-オレオイルなどのN-脂肪酸アシル基、ドデシ
ルアミン、オレオイルアミンなどの脂肪酸アミンなど、米国特許第6,638,513号参照)など
のコロイド薬物送達システム及び分散システム中への組み込みを含む。
【０１８０】
　本明細書に示されたような例示されたペプチド配列の部分配列、変種及び修飾形(表1～
10及び配列表に列記されたFGF19及びFGF21の変種及び部分配列、並びに表1～10及び配列
表に列記されたFGF19/FGF21融合体及びキメラを含む)を含む発明のペプチドは、グルコー
ス代謝を調整し、且つ血液から筋肉、肝臓及び脂肪などの重要な代謝臓器へのグルコース
の輸送を促進するために使用することができる。そのようなペプチド配列は、耐糖能を回
復するのに及び／又はグルコースホメオスタシスを改善若しくは正常とするのに十分な量
又は有効な量で生成され得る。
【０１８１】
　本明細書に開示されたように、マウスへの様々なFGF19及び/FGF21変種並びに融合体ペ
プチド配列の投与は、胆汁酸ホメオスタシスをうまく調整した。更にFGF19とは対照的に
、いくつかのペプチド配列は、マウスにおいてHCC形成又は腫瘍形成を刺激又は誘導しな
かった。従って、例示されたペプチド配列の部分配列、変種及び修飾形(表1～10及び配列
表に列記されたFGF19及びFGF21の変種及び部分配列、並びに表1～10及び配列表に列記さ
れたFGF19/FGF21融合体及びキメラを含む)を含む発明のペプチドの、インビボ法又はエク
スビボ法の直接又は間接のいずれかによる動物への投与(例えば、該変種若しくは融合体
ペプチド、該変種若しくは融合体ペプチドをコードしている核酸、又は該変種若しくは融
合体ペプチドを発現している形質転換された細胞若しくは遺伝子治療ベクターの投与)は
、胆汁酸に関係した又は関連した障害などの、様々な障害の治療に使用することができる
。
【０１８２】
　従って本発明は、インビトロ、エクスビボ及びインビボ(例えば、対象への又は対象に
おける)の方法及び使用を含む。そのような方法及び使用は、本明細書に示した任意の本
発明のペプチド配列により実践することができる。
【０１８３】
　本発明に従い、障害を有するか又は有するリスクのある対象を治療する方法が提供され
る。様々な実施態様において、方法は、本明細書に開示されたFGF19又はFGF21変種、融合
体若しくはキメラ(例えば、表1～10参照)、又は本明細書に開示されたFGF19若しくはFGF2
1変種、融合体若しくはキメラの部分配列、変種若しくは修飾形(例えば、表1～10及び配
列表参照)などのペプチド配列を、該障害を治療するのに有効な量で対象へ投与すること
を含む。
【０１８４】
　発明のペプチド並びに方法及び使用により治療、予防などが可能な障害の例は、胆汁酸
に関係した又は関連した障害を含む。疾患及び障害の非限定的例は、以下を含む：メタボ
リック症候群；脂質又はグルコース関連障害；コレステロール又はトリグリセリド代謝；
2型糖尿病；例えば、肝内の胆汁鬱滞の疾患(例えば、PBC、PFIC、PSC、PIC、新生児胆汁
鬱滞、及び薬物誘発性胆汁鬱滞(例えば、エストロゲン))、並びに、肝外胆汁鬱滞の疾患(
例えば、腫瘍由来の胆管圧縮、胆石による胆管閉塞)を含む、胆汁鬱滞；回腸切除、炎症
性腸疾患(例えば、クローン病及び潰瘍性大腸炎)、下痢(例えばBAD)及びGI症状に繋がる
以外特徴づけられない(特発性)胆汁酸の吸収を損なう障害、並びにGI癌、肝臓癌、及び／
又は胆嚢癌(例えば、結腸癌及び肝細胞癌)を含む、胆汁酸吸収不良及び遠位小腸に関与す
る他の障害；並びに／又は、NASH、肝硬変及び門脈圧亢進症の一因となるものなどの、胆
汁酸合成異常。治療のために、本発明のペプチド配列は、胆汁酸ホメオスタシスの調整を
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必要とする対象又は胆汁酸に関係した若しくは関連した障害を有する対象へ、投与するこ
とができる。本発明のペプチド配列はまた、腎損傷(例えば、尿細管損傷又は腎症)、肝変
性、眼損傷(例えば、糖尿病性網膜症又は白内障)、及び糖尿病による足の障害を含む、他
の高血糖-関連障害；脂質異常症及び例えばアテローム性動脈硬化症、冠動脈疾患、脳血
管障害などのそれらの後遺症においても有用であることができる。
【０１８５】
　肥満症及び上昇したボディマス(非限定的に非アルコール性脂肪肝疾患(NAFLD)、非アル
コール性脂肪性肝炎(NASH)、及び多嚢胞卵巣症候群(PCOS)などのそれらの合併状態を含む
)などの、メタボリック症候群に関連し得る他の状態、並びにまた血栓症、凝固能亢進状
態及び血栓形成促進性状態(動脈性及び静脈性)、高血圧(門脈圧亢進症(肝静脈圧勾配(HVP
G)が5mmHgより高いと定義される)、心臓血管疾患、脳卒中及び心不全；アテローム性動脈
硬化症、慢性炎症性腸疾患(例えば、クローン病及び潰瘍性大腸炎)、喘息、紅斑性狼瘡、
関節炎、又は他の炎症性リウマチ障害を含む、炎症反応が関与した障害又は状態；例えば
脂肪肉腫、固形癌及び新生物を含む脂肪細胞腫瘍、脂肪腫様癌腫などの、細胞周期又は細
胞分化過程の障害；アルツハイマー病、多発性硬化症、パーキンソン病、進行性多巣性白
質脳症及びギランバレー症候群を含む、中枢神経及び末梢神経の神経変性疾患及び／若し
くは脱髄障害、並びに／又は神経炎症過程に関与した神経系疾患、並びに／又は他の末梢
神経障害；紅斑性-扁平性皮膚症を含む、皮膚及び皮膚科的障害及び／又は創傷治癒過程
の障害；並びに、X染色体症候群、変形性関節炎、及び急性呼吸窮迫症候群などの、他の
障害も含む。
【０１８６】
　本明細書において使用する用語「胆汁酸に関係した又は関連した障害」とは、対象の状
態に言及して使用する場合には、対象に存在する胆汁酸(1種以上の胆汁酸)の一過性又は
慢性の異常なレベルを意味する。この状態は、胆汁酸の合成、代謝又は吸収の阻害、減少
又は遅延により引き起こされ得、その結果該対象は、典型的には正常対象においては認め
られない胆汁酸レベルを示す。
【０１８７】
　本明細書において開示されたように、本発明は、同等の年齢、性別、人種などの適宜合
致した対象に対し、胆汁酸に関係した又は関連した障害の進行を予防する(例えば、特定
の障害を有する素因のある対象において)、緩徐化するか、遅延するか又は進行若しくは
発症を阻害するか、或いは治療する(例えば、改善する)方法を含む。従って、様々な実施
態様において、例えば胆汁酸ホメオスタシスを調整するか又は胆汁酸に関係した又は関連
した障害を治療する本発明の方法は、胆汁酸ホメオスタシスを調整するか又は胆汁酸に関
係した又は関連した障害を治療するのに有効な量の、本明細書において説明した本発明の
ペプチド(例えば、例として表1～10又は配列表に示した、FGF19及び／又はFGF21の変種又
は融合体)と接触するか又はこれを投与することを含む。
【０１８８】
　更に本発明は、その全てが、単独で若しくは組合せで、例えば、胆汁酸に関係した又は
関連した障害に繋がり得る、望ましくないレベルの又は異常に低いレベルの胆汁酸の進行
を予防する(例えば、特定の障害を有する素因のある対象において)、緩徐化する又は阻害
するか、或いは発症を遅延するか、或いは治療する方法を含む。そのような障害は、例え
ば、例として遺伝性素因又は食事に起因し得る。
【０１８９】
　用語「対象」とは、動物をいう。典型的には、動物は、本発明のペプチド配列による治
療から恩恵のある哺乳動物である。特定の例は、霊長類(例えばヒト)、イヌ、ネコ、ウマ
、ウシ、ブタ及びヒツジを含む。
【０１９０】
　対象は、障害、例えば胆汁酸に関係した又は関連した障害、例としてメタボリック症候
群；脂質又はグルコース関連障害；コレステロール又はトリグリセリド代謝；2型糖尿病
；例えば、肝内の胆汁鬱滞の疾患(例えば、PBC、PFIC、PSC、PIC、新生児胆汁鬱滞、及び
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薬物誘発性胆汁鬱滞(例えば、エストロゲン))、並びに、肝外胆汁鬱滞の疾患(例えば、腫
瘍由来の胆管圧縮、胆石による胆管閉塞)を含む、胆汁鬱滞；回腸切除、炎症性腸疾患(例
えば、クローン病及び潰瘍性大腸炎)、下痢(例えばBAD)及びGI症状に繋がる以外特徴づけ
られない(特発性)胆汁酸の吸収を損なう障害、並びにGI癌、肝臓癌、及び／又は胆嚢癌(
例えば、結腸癌及び肝細胞癌)を含む、胆汁酸吸収不良及び遠位小腸に関与する他の障害
；並びに／又は、NASH、肝硬変及び門脈圧亢進症の一因となるものなどの、胆汁酸合成異
常などの障害を有する対象；或いは、障害を有さないが、該障害の発症のリスクがある対
象を含む。胆汁酸に関連した又は関係した障害を発症するリスクのある対象は、例えば、
その食事が、急性又はメタボリック症候群；脂質又はグルコース関連障害；コレステロー
ル又はトリグリセリド代謝；2型糖尿病；例えば、肝内の胆汁鬱滞の疾患(例えば、PBC、P
FIC、PSC、PIC、新生児胆汁鬱滞、及び薬物誘発性胆汁鬱滞(例えば、エストロゲン))、並
びに、肝外胆汁鬱滞の疾患(例えば、腫瘍由来の胆管圧縮、胆石による胆管閉塞)を含む、
胆汁鬱滞；回腸切除、炎症性腸疾患(例えば、クローン病及び潰瘍性大腸炎)、下痢(例え
ばBAD)及びGI症状に繋がる以外特徴づけられない(特発性)胆汁酸の吸収を損なう障害、並
びにGI癌、肝臓癌、及び／又は胆嚢癌(例えば、結腸癌及び肝細胞癌)を含む、胆汁酸吸収
不良及び遠位小腸に関与する他の障害；並びに／又は、NASH、肝硬変及び門脈圧亢進症の
一因となるものなどの、胆汁酸合成異常の発症に寄与し得る対象；更には、メタボリック
症候群；脂質又はグルコース関連障害；コレステロール又はトリグリセリド代謝；2型糖
尿病；例えば、肝内の胆汁鬱滞の疾患(例えば、PBC、PFIC、PSC、PIC、新生児胆汁鬱滞、
及び薬物誘発性胆汁鬱滞(例えば、エストロゲン))、並びに、肝外胆汁鬱滞の疾患(例えば
、腫瘍由来の胆管圧縮、胆石による胆管閉塞)を含む、胆汁鬱滞；回腸切除、炎症性腸疾
患(例えば、クローン病及び潰瘍性大腸炎)、下痢(例えばBAD)及びGI症状に繋がる以外特
徴づけられない(特発性)胆汁酸の吸収を損なう障害、並びにGI癌、肝臓癌、及び／又は胆
嚢癌(例えば、結腸癌及び肝細胞癌)を含む、胆汁酸吸収不良及び遠位小腸に関与する他の
障害；並びに／又は、NASH、肝硬変及び門脈圧亢進症の一因となるものなどの、胆汁酸合
成異常などの、胆汁酸に関係した又は関連した障害の発症の家族歴又は遺伝性素因を有し
得る対象を含む。
【０１９１】
　本明細書に開示されたように、治療方法は、本明細書に記した本発明のペプチド(例え
ば、例として表1～10又は配列表に記したFGF19及び／又はFGF21の変種又は融合体)を、対
象において望ましい転帰又は結果を実現するのに有効な量で接触させるか又は投与するこ
とを含む。望ましい転帰又は結果を生じる治療は、対象における該状態の1以上の症状の
重症度又は頻度を減少、低下又は予防すること、例えば、対象の状態の改善又は「有益な
効果」又は「治療効果」を含む。その結果治療は、一過性に(例えば、1～6、6～12、又は
12～24時間)、中期間(例えば、1～6、6～12、12～24又は24～48日間)、又は長期間(例え
ば、1～6、6～12、12～24、24～48週間、又は24～48週間以上)にわたり、該障害の1以上
の症状の重症度又は頻度を減少又は低下又は予防し、該障害の進行又は増悪を安定化又は
阻害し、且つ場合によっては、該障害を逆行することができる。従ってメタボリック症候
群；脂質又はグルコース関連障害；コレステロール又はトリグリセリド代謝；2型糖尿病
；例えば、肝内の胆汁鬱滞の疾患(例えば、PBC、PFIC、PSC、PIC、新生児胆汁鬱滞、及び
薬物誘発性胆汁鬱滞(例えば、エストロゲン))、並びに、肝外胆汁鬱滞の疾患(例えば、腫
瘍由来の胆管圧縮、胆石による胆管閉塞)を含む、胆汁鬱滞；回腸切除、炎症性腸疾患(例
えば、クローン病及び潰瘍性大腸炎)、下痢(例えばBAD)及びGI症状に繋がる以外特徴づけ
られない(特発性)胆汁酸の吸収を損なう障害、並びにGI癌、肝臓癌、及び／又は胆嚢癌(
例えば、結腸癌及び肝細胞癌)を含む、胆汁酸吸収不良及び遠位小腸に関与する他の障害
；並びに／又は、NASH、肝硬変及び門脈圧亢進症の一因となるものなどの、胆汁酸合成異
常などの、胆汁酸に関係した又は関連した障害の場合；例えば治療は、胆汁酸に関連又は
関係した障害の1以上の症状又は作用を減少又は軽減することができる。
【０１９２】
　使用及び／又は対象の治療のための「有効な量」又は「十分な量」は、単独で、又は1
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種以上の他の組成物(薬物などの治療薬又は高血糖症の治療)、治療、プロトコール、若し
くは治療的レジメンの薬剤と組合せて、単回投与量又は反復投与量で、任意の期間(一過
性、中期間又は長期間)の検出可能な反応を、測定可能な若しくは検出可能な程度の又は
任意の期間(例えば、数時間、数日間、数ヶ月間、数年間又は治癒)にわたる望ましい転帰
又は主観的若しくは客観的恩恵を対象へ、提供する量をいう。そのような量は典型的には
、障害、又は1つ、複数若しくは全ての有害症状、該障害の帰結又は合併症を、測定可能
な程度改善するのに有効であるが、該障害の進行又は増悪の軽減又は阻害は、満足できる
転帰であると考えられる。
【０１９３】
　本明細書において使用する用語「改善する」は、対象の障害の改善、該障害の重症度の
低下、又は該障害の進行若しくは増悪の阻害(例えば、該障害の安定化)を意味する。胆汁
酸に関係した又は関連した障害(例えば、メタボリック症候群；脂質又はグルコース関連
障害；コレステロール又はトリグリセリド代謝；2型糖尿病；例えば、肝内の胆汁鬱滞の
疾患(例えば、PBC、PFIC、PSC、PIC、新生児胆汁鬱滞、及び薬物誘発性胆汁鬱滞(例えば
、エストロゲン))、並びに、肝外胆汁鬱滞の疾患(例えば、腫瘍由来の胆管圧縮、胆石に
よる胆管閉塞)を含む、胆汁鬱滞；回腸切除、炎症性腸疾患(例えば、クローン病及び潰瘍
性大腸炎)、下痢(例えばBAD)及びGI症状に繋がる以外特徴づけられない(特発性)胆汁酸の
吸収を損なう障害、並びにGI癌、肝臓癌、及び／又は胆嚢癌(例えば、結腸癌及び肝細胞
癌)を含む、胆汁酸吸収不良及び遠位小腸に関与する他の障害；並びに／又は、NASH、肝
硬変及び門脈圧亢進症の一因となるものなどの、胆汁酸合成異常)の症例において；例え
ば改善は、該障害の1以上の症状又は作用の減少又は軽減であることができる。
【０１９４】
　そのため治療的利益又は改善は、該障害又は疾患に関連した症状、合併症、結果又は基
礎となる原因のいずれか一つ、ほとんど又は全ての完全な除去を必要としない。従って、
ある期間にわたり(数時間、数日間、数週間、数ヶ月など)、対象の状態の一過性、中期間
若しくは長期間の漸増する改善、又は発生、頻度、重症度、進行若しくは期間の部分的減
少、又は1以上の関連した有害症状若しくは合併症若しくは結果若しくは基礎となる原因
の阻害若しくは逆行、該障害又は疾患の増悪若しくは進行(例えば、該状態、障害若しく
は疾患の1以上の症状又は合併症の安定化)が存在する場合に、満足できるエンドポイント
が達成される。
【０１９５】
　従って、本発明のペプチド配列により治療可能な障害の症例において、障害を改善する
のに十分なペプチドの量は、該障害の種類、重症度及び程度、又は期間、望ましい治療効
果又は転帰によって決まり、且つ当業者は容易に確定することができるであろう。同じく
適量は、個々の対象(例えば、対象内の生物学的利用能、性別、年齢など)によって決まる
であろう。例えば、対象における一過性の又は部分的な正常胆汁酸ホメオスタシスの回復
は、メタボリック症候群；脂質又はグルコース関連障害；コレステロール又はトリグリセ
リド代謝；2型糖尿病；例えば、肝内の胆汁鬱滞の疾患(例えば、PBC、PFIC、PSC、PIC、
新生児胆汁鬱滞、及び薬物誘発性胆汁鬱滞(例えば、エストロゲン))、並びに、肝外胆汁
鬱滞の疾患(例えば、腫瘍由来の胆管圧縮、胆石による胆管閉塞)を含む、胆汁鬱滞；回腸
切除、炎症性腸疾患(例えば、クローン病及び潰瘍性大腸炎)、下痢(例えばBAD)及びGI症
状に繋がる以外特徴づけられない(特発性)胆汁酸の吸収を損なう障害、並びにGI癌、肝臓
癌、及び／又は胆嚢癌(例えば、結腸癌及び肝細胞癌)を含む、胆汁酸吸収不良及び遠位小
腸に関与する他の障害；並びに／又は、NASH、肝硬変及び門脈圧亢進症の一因となるもの
などの、胆汁酸合成異常の治療に使用される薬物の用量又は頻度を減少することができる
が；それにもかかわらず、治療から完全に解放されることはない。有効量は、例えば、1
種以上の関連する生理学的作用を測定することにより、確定することができる。
【０１９６】
　対象を治療するための本発明の方法及び使用は、胆汁酸に関係した又は関連した障害な
どの対象の障害を予防するか又は可能性を減少するために、予防に関して適用可能である
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。或いは方法及び使用は、対象の治療時若しくは治療後に実践することができる。例えば
、対象の別の薬物又は治療薬を使用し胆汁酸ホメオスタシスを改善するための治療前、治
療時又は治療後に、例えば本発明の方法又は使用を、例えば本発明のペプチド配列を、該
対象へ投与することができる。加えて、本発明のペプチド配列などの組成物は、例えば胆
汁酸を安定化する薬物又は治療薬などの、別の薬物又は薬剤と組合せることができる。
【０１９７】
　従って対象を治療するための本発明の方法及び使用は、別の治療の前に、実質的に同時
に又は後に実践することができ、且つ別の型の療法で補助することができる。補助療法は
、インスリン、インスリン感度増強剤及び他の薬物治療などの他のグルコース降下治療、
食事制限(低糖質、低脂肪など)、体重減少手術(胃バイパス、胃切除術による胃容積の減
少)、胃緊縛術、胃バルーン、胃スリーブなどを含む。例えば、高血糖障害又はインスリ
ン抵抗性障害を治療するための本発明の方法又は使用は、対象においてグルコースを降下
するか又はインスリン感受性を増大する薬物又は他の医薬組成物と組合せて使用すること
ができる。
【０１９８】
　本開示は、以下を含む、多くの薬剤(及びそれらのクラス)との併用療法を意図している
：1)インスリン(例えば、ボーラス及び基本的類似体)、インスリン模倣体、並びにスルホ
ニル尿素(例えば、クロルプロパミド、トラザミド、アセトヘキサミド、トルブタミド、
グリブリド、グリメピリド、グリピジド)及びメグリチニド(例えば、レパグリニド(プラ
ンジン(PRANDIN))及びナテグリニド(スターリックス(STARLIX)))を含むインスリン分泌の
シミュレーションを引き起こす薬剤；2)ビグアニド(例えば、メトホルミン(グルコファー
ジ(GLUCOPHAGE)))、並びにグルコース利用を促進し、肝グルコース生成を減少し及び／又
は腸管のグルコース放出(output)を縮小することにより作用する他の薬剤；3)α-グルコ
シダーゼ阻害剤(例えば、アカルボース及びミグリトール)、並びに炭水化物消化及び結果
としての消化管からの吸収を遅延し、且つ食後の高血糖を低下する他の薬剤；4)インスリ
ン作用を増強し(例えば、インスリン増感により)、その結果末梢組織におけるグルコース
利用を促進する、チアゾリジンジオン(例えば、ロシグリタゾン(アバンディア(AVANDIA))
、トログリタゾン(レズリン(REZULIN))、ピオグリタゾン(アクトス(ACTOS))、グリピジド
、ベラグリタゾン、リボグリタゾン、ネトグリタゾン、トログリタゾン、エングリタゾン
、シグリタゾン、アダグリタゾン、ダルグリタゾン；5)DPP-IV阻害剤(例えば、ビルダグ
リプチン(GALVUS)及びシタグリプチン(JANUVIA))を含むグルカゴン-様-ペプチド、並びに
グルカゴン-様ペプチド-1(GLP-1)及びGLP-1アゴニスト及び類似体(例えば、エキセナチド
(バイエッタ(BYETTA)及びITCA 650(エキセナチド類似体を12ヶ月にわたり送達する皮下に
挿入された浸透圧ポンプ；Intarcia社、ボストン、MA))；6)並びに、DPP-IV-抵抗性類似
体(インクレチン模倣体)、PPARγアゴニスト、二重作用PPARアゴニスト、汎作用性(pan-a
cting)PPARアゴニスト、PTP1B阻害剤、SGLT阻害剤、インスリン分泌促進剤、RXRアゴニス
ト、グリコーゲン合成酵素キナーゼ-3阻害剤、免疫調節成分、β-3アドレナリン作動性受
容体アゴニスト、11β-HSD1阻害剤、及びアミリン類似体。
【０１９９】
　いくつかの実施態様において、本明細書に提供されるキメラペプチド及び方法と組合せ
て使用することができる他の例証的薬剤は、ジペプチジルペプチダーゼ-4(DPP-4)阻害剤
、ブロモクリプチン製剤(例えば、胆汁酸封鎖剤(例えば、コレセベラム)、及びSGLT-2阻
害剤を含む。食欲抑制剤も周知であり、且つ本明細書に提供される組成物及び方法と組合
せて使用することができる。補助療法は、発明の方法及び使用の前、同時に又は後に投与
することができる。
【０２００】
　例示されたペプチド配列の部分配列、配列変種及び修飾形(例えば、表1～10及び配列表
に列記された配列)を含む、本発明のペプチド配列は、単位投与量又は単位剤形に製剤す
ることができる。特定の実施態様において、ペプチド配列は、例えば胆汁酸ホメオスタシ
スの異常又は迷走(aberrant)のために、例えばメタボリック症候群；脂質又はグルコース
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関連障害；コレステロール又はトリグリセリド代謝；2型糖尿病；例えば、肝内の胆汁鬱
滞の疾患(例えば、PBC、PFIC、PSC、PIC、新生児胆汁鬱滞、及び薬物誘発性胆汁鬱滞(例
えば、エストロゲン))、並びに、肝外胆汁鬱滞の疾患(例えば、腫瘍由来の胆管圧縮、胆
石による胆管閉塞)を含む、胆汁鬱滞；回腸切除、炎症性腸疾患(例えば、クローン病及び
潰瘍性大腸炎)、下痢(例えばBAD)及びGI症状に繋がる以外特徴づけられない(特発性)胆汁
酸の吸収を損なう障害、並びにGI癌、肝臓癌、及び／又は胆嚢癌(例えば、結腸癌及び肝
細胞癌)を含む、胆汁酸吸収不良及び遠位小腸に関与する他の障害；並びに／又は、NASH
、肝硬変及び門脈圧亢進症の一因となるものなどの、胆汁酸合成異常のために、治療が必
要な対象を治療するのに有効な量である。単位投与量の例は、約25～250、250～500、500
～1000、1000～2500又は2500～5000、5000～25,000、25,000～50,000ng；約25～250、250
～500、500～1000、1000～2500又は2500～5000、5000～25,000、25,000～50,000μg；及
び、約25～250、250～500、500～1000、1000～2500又は2500～5000、5000～25,000、25,0
00～50,000mgの範囲である。
【０２０１】
　例示されたペプチド配列の部分配列、配列変種及び修飾形(例えば、表1～10及び配列表
に列記された配列)を含む、本発明のペプチド配列は、例えば有効量又は十分量で、単回
投与量又は反復用量として意図された効果を提供するために、投与することができる。投
与量の例は、約25～250、250～500、500～1000、1000～2500又は2500～5000、5000～25,0
00、25,000～50,000pg/kg；約50～500、500～5000、5000～25,000又は25,000～50,000ng/
kg；及び、約25～250、250～500、500～1000、1000～2500又は2500～5000、5000～25,000
、25,000～50,000μg/kgの範囲である。単回投与量又は反復投与量は、例えば、1日に複
数回、連続する日、隔日、毎週又は断続的に(例えば、毎週2回、1、2、3、4、5、6、7若
しくは8週毎に1回、又は2、3、4、5若しくは6ヶ月毎に1回)投与することができる。
【０２０２】
　例示されたペプチド配列の部分配列、配列変種及び修飾形(例えば、表1～10及び配列表
に列記された配列)を含む、本発明のペプチド配列を投与することができ、且つ方法は、
任意の経路により、全身投与、局部(regional)投与又は局所投与により実践され得る。例
えば、ペプチド配列は、非経口(例えば、皮下、静脈内、筋肉内、若しくは腹腔内)、経口
(例えば、摂食、口腔内、若しくは舌下)、吸入、皮内、腔内、頭蓋内、経真皮(外用)、経
粘膜的又は経直腸内に投与することができる。例示されたペプチド配列の部分配列、変種
及び修飾形(例えば、表1～10及び配列表に列記された配列)を含む、本発明のペプチド配
列、並びに医薬組成物を含む本発明の方法は、(マイクロ)カプセル封入送達システムによ
るか又は投与のためのインプラントに包装するかで投与することができる。
【０２０３】
　非経口(例えば皮下)投与の特定の非限定的例は、Intarcia皮下送達システム(Intarcia 
Therapeutics社；ヘイワード、CA)の使用を含む。このシステムは、一定量の治療薬を所
望の期間にわたり送達する、ミニチュアの浸透圧ポンプを備えている。好適な治療範囲内
に薬物レベルを維持することに加え、このシステムは、ヒト体温でタンパク質性治療薬の
安定性を延長された期間維持する製剤と共に使用することができる。
【０２０４】
　本発明は更に、例示されたペプチド配列の部分配列、変種及び修飾形(例えば、表1～10
及び配列表に列記された配列)を含む本発明のペプチド配列(複数可)、並びに1種以上の医
薬として許容し得る又は生理的に許容し得る希釈剤、担体又は賦形剤を含有する、「医薬
組成物」を提供する。特定の実施態様において、1又は複数のペプチド配列は、治療的に
許容し得る量で存在する。本医薬組成物は、本発明の方法及び使用に従い使用されてよい
。従って例えば本医薬組成物は、本発明の治療方法及び使用を実践するために、エクスビ
ボ又はインビボで対象へ投与することができる。
【０２０５】
　本発明の医薬組成物は、意図された投与方法又は投与経路と適合するように、製剤する
ことができ；投与経路の例は、本明細書に示している。加えて、本医薬組成物は更に、本
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明細書に開示された他の治療的活性薬剤又は化合物(例えば、胆汁酸安定化剤又は薬物)、
或いは本明細書に示した様々な胆汁酸疾患及び障害の治療又は予防に使用することができ
る当業者に公知の他の治療的活性薬剤又は化合物を含有してよい。
【０２０６】
　医薬組成物は典型的には、例示されたペプチド配列の部分配列、変種及び修飾形(例え
ば、表1～10及び配列表に列記された配列)を含む、本発明のペプチド配列の少なくとも1
種を治療的有効量、並びに1種以上の医薬として及び生理的に許容し得る製剤物質を含有
する。好適な医薬として又は生理的に許容し得る希釈剤、担体又は賦形剤としては、抗酸
化剤(例えば、アスコルビン酸及び硫酸水素ナトリウム)、保存剤(例えば、ベンジルアル
コール、メチルパラベン、エチル又はn-プロピル、p-ヒドロキシ安息香酸エステル)、乳
化剤、懸濁化剤、分散剤、溶媒、充填剤、増量剤、緩衝液、ビヒクル、希釈剤、及び／又
はアジュバントが挙げられるが、これらに限定されるものではない。例えば、好適なビヒ
クルは、恐らく非経口的投与のために医薬組成物において一般的な他の材料を補充した、
生理食塩水又はクエン酸緩衝食塩水であってよい。中性の緩衝食塩水又は血清アルブミン
と混合した食塩水は、更なるビヒクルの例である。当業者は、本発明において使用される
医薬組成物及び剤形において使用することができる様々な緩衝液を容易に認めるであろう
。典型的緩衝液としては、医薬として許容し得る弱酸、弱塩基、又はそれらの混合物が挙
げられるが、これらに限定されるものではない。緩衝成分はまた、リン酸、酒石酸、乳酸
、コハク酸、クエン酸、酢酸、アスコルビン酸、アスパラギン酸、グルタミン酸、及びそ
れらの塩などの水溶性材料を含む。
【０２０７】
　ビヒクル中の主要な溶媒は、事実上水性又は非水性のいずれかであってよい。加えてビ
ヒクルは、医薬組成物のpH、浸透圧、粘度、無菌性又は安定性を改変又は維持するために
、他の医薬として許容し得る賦形剤を含有することができる。いくつかの実施態様におい
て、医薬として許容し得るビヒクルは、水性緩衝液である。他の実施態様において、ビヒ
クルは、例えば塩化ナトリウム及び／又はクエン酸ナトリウムを含む。
【０２０８】
　本発明の医薬組成物はまた、発明のペプチドの放出速度を改変又は維持するための他の
医薬として許容し得る製剤物質を含むことができる。そのような製剤物質は、持続放出製
剤の調製において当業者に公知のそれらの物質を含む。医薬として及び生理的に許容し得
る製剤物質に関する更なる参照については、例えば、「レミントン薬科学(Remington's P
harmaceutical Sciences)」、第18版(1990, Mack Publishing社、イーストン、Pa. 18042
)、1435-1712頁；「メルクインデックス(The Merck Index)」、第12版(1996, Merck Publ
ishing Group社、ホワイトハウス、NJ)；及び、「固形剤形の医薬原理(Pharmaceutical P
rinciples of Solid Forms)」(1993, Technonic Publishing社、ランカスター、Pa.)を参
照されたい。投与に適した追加の医薬組成物は、当該技術分野において公知であり、且つ
本発明の方法及び組成物において利用可能である。
【０２０９】
　医薬組成物は、液剤、懸濁剤、ゲル剤、乳剤、固形剤、又は脱水若しくは凍結乾燥され
た散剤として、滅菌バイアル中に貯蔵されてよい。そのような組成物は、そのまま使用す
る形態、使用前に再構成が必要な凍結乾燥された形態、使用前に希釈が必要な液体形態、
又は他の許容し得る形態のいずれかで貯蔵されてよい。一部の実施態様において、医薬組
成物は、単回使用容器(例えば、単回使用バイアル、アンプル、注射器、又は自動噴射装
置(例えばEpiPen(登録商標)に類似したもの))の中で提供されるのに対し、反復使用容器(
例えば、反復使用バイアル)が他の実施態様において提供される。インプラント(例えば、
埋め込み型ポンプ)及びカテーテルシステムを含む、いずれかの薬物送達装置を使用し、
発明のペプチドを送達することができ、これらは両方共当業者に公知である。一般に皮下
又は筋肉内に投与されるデポ注射剤も、発明のペプチドを規定された期間にわたり放出す
るために利用することができる。デポ注射剤は通常、固体-又は油-ベースのいずれかであ
り、且つ一般に本明細書に示した製剤成分の少なくとも1つを含有する。当業者は、デポ
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注射剤の可能性のある製剤及び使用について精通している。
【０２１０】
　医薬組成物は、その意図された投与経路と適合するように製剤することができる。従っ
て、医薬組成物は、非経口(例えば、皮下(s.c.)、静脈内、筋肉内、又は腹腔内)、皮内、
経口(例えば、摂取)、吸入、腔内、頭蓋内、及び経真皮(外用)を含む経路による投与に適
した担体、希釈剤、又は賦形剤を含む。
【０２１１】
　医薬組成物は、無菌の注射用水性又は油性の懸濁剤の形態であってよい。この懸濁剤は
、本明細書に開示されたか又は当業者に公知の好適な分散剤又は湿潤剤及び懸濁化剤を用
い、製剤されてよい。無菌の注射用調製品はまた、例えば1,3-ブタンジオール中の液剤の
ように、無毒の非経口的に許容し得る希釈剤又は溶媒中の無菌の注射用液剤又は懸濁剤で
あってもよい。利用することができる許容し得る希釈剤、溶媒及び分散媒は、水、リンゲ
ル液、等張塩化ナトリウム溶液、クレモフォールEL(商標)(BASF社、パルシパニー、NJ)又
はリン酸緩衝食塩水(PBS)、エタノール、ポリオール(例えば、グリセロール、プロピレン
グリコール、及び液体ポリエチレングリコール)、並びにそれらの好適な混合物を含む。
加えて、無菌の不揮発性油は、溶媒又は懸濁媒体として従来使用されている。この目的の
ために、合成モノ-又はジグリセリドを含む、任意の無刺激性の不揮発性油を使用するこ
とができる。更にオレイン酸などの脂肪酸の、注射用調製品における使用を認める。特定
の注射用製剤の延長された吸収は、吸収を遅延する物質(例えば、アルミニウムモノステ
アレート又はゼラチン)を含有することにより、実現することができる。
【０２１２】
　医薬組成物は、例えば、錠剤、カプセル剤、トローチ剤、舐剤、水性若しくは油性懸濁
剤、分散可能な散剤若しくは顆粒剤、乳剤、硬若しくは軟カプセル剤、又はシロップ剤、
液剤、マイクロビーズ又はエリキシル剤のような、経口使用に適した形態であってよい。
経口使用が意図された医薬組成物は、医薬組成物の製造に関して当該技術分野において公
知の任意の方法に従い調製することができる。そのような組成物は、医薬として洗練され
且つ口当たりの良い調製品を提供するために、甘味剤、香味剤、着色剤及び保存剤などの
物質を1種以上含有することができる。発明のペプチドを含有する錠剤は、錠剤の製造に
適した無毒の医薬として許容し得る賦形剤との混合物であってよい。これらの賦形剤は、
例えば炭酸カルシウム、炭酸ナトリウム、乳糖、リン酸カルシウム又はリン酸ナトリウム
などの、希釈剤；例えばトウモロコシデンプン、又はアルギン酸などの、造粒剤及び崩壊
剤；例えばデンプン、ゼラチン又はアカシアゴムなどの、結合剤、並びに例えばステアリ
ン酸マグネシウム、ステアリン酸又はタルクなどの、滑沢剤を含む。
【０２１３】
　経口投与に適した錠剤、カプセル剤などは、コーティングされなくてよいか、又はこれ
らは、胃腸管中での崩壊及び吸収を遅延し、これにより長期にわたる持続作用を提供する
ために、公知の技術によりコーティングされてよい。例えば、グリセリルモノステアラー
ト又はグリセリルジステアレートなどの時間遅延物質を使用することができる。これらは
また、放出制御のための浸透圧性治療用錠剤を形成するために、当該技術分野において公
知の技術によりコーティングされてよい。追加の物質は、投与された組成物の送達を制御
するために、ポリエステル、ポリアミン酸、ヒドロゲル、ポリビニルピロリドン、ポリ無
水物、ポリグリコール酸、エチレン-酢酸ビニル、メチルセルロース、カルボキシメチル
セルロース、硫酸プロタミン、又はラクチド/グリコリドコポリマー、ポリラクチド/グリ
コリドコポリマー、又はエチレン酢酸ビニルコポリマーなどの、生分解性又は生体適合性
粒子又は高分子物質を含む。例えば、経口薬剤は、各々、ヒドロキシメチルセルロース又
はゼラチン-マイクロカプセル又はポリ(メチルメタクリレート)マイクロカプセル剤を使
用する、コアセルベーション技術又は界面重合により調製したマイクロカプセル中に、或
いはコロイド薬物送達システム中に捕獲することができる。コロイド分散システムは、高
分子複合体、ナノ-カプセル、ミクロスフェア、マイクロビーズ、並びに水中油型エマル
ジョン、ミセル、混合型ミセル、及びリポソームを含む脂質-ベースのシステムを含む。
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そのような製剤の調製方法は、当業者に公知であり、且つ市販されている。
【０２１４】
　経口使用のための製剤はまた、活性成分が例えば炭酸カルシウム、リン酸カルシウム、
カオリン又は微晶質セルロースなどの不活性固形希釈剤と混合されている、硬ゼラチンカ
プセル剤として、或いは活性成分が水又は油性媒体、例えばピーナッツ油、流動パラフィ
ン、若しくはオリーブ油と混合されている、軟ゼラチンカプセル剤としても提示される。
【０２１５】
　水性懸濁剤は、それらの製造に適した賦形剤との混合物中に活性物質を含有する。その
ような賦形剤は、例えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、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、アルギン酸ナトリウム、ポリビニル-ピロリドン、
トラガカントガム及びアカシアゴムなどの懸濁化剤であり；分散剤又は湿潤剤は、天然の
ホスファチド、例えばレシチン、又はアルキレンオキシドの脂肪酸との縮合生成物、例え
ばポリオキシ-エチレンステアレート、又はエチレンオキシドの長鎖脂肪アルコールとの
縮合生成物、例えばヘプタデカエチレンオキシセタノール、又はエチレンオキシドの脂肪
酸及びヘキシトール由来の部分エステルとの縮合生成物、例えばポリオキシエチレンソル
ビトールモノオレエートなど、又はエチレンオキシドの脂肪酸及びヘキシトール無水物由
来の部分エステルとの縮合生成物、例えばポリエチレンソルビタンモノオレエートであっ
てよい。これらの水性懸濁剤は、1種以上の保存剤を含有することもできる。
【０２１６】
　油性懸濁剤は、活性成分を、植物油、例えば落花生油、オリーブ油、ゴマ油若しくはコ
コナツ油中に、又は流動パラフィンなどの鉱油中に懸濁することにより、製剤することが
できる。油性懸濁剤は、増粘剤、例えば蜜ろう、固形パラフィン又はセチルアルコールな
どを含有することができる。先に示したもののような甘味剤、及び香味剤を添加し、口当
たりの良い経口調製品を提供することができる。
【０２１７】
　水の添加による水性懸濁液の調製に適した分散可能な散剤及び顆粒剤は、分散剤又は湿
潤剤、懸濁化剤及び1種以上の保存剤と混合した活性成分を提供する。好適な分散剤又は
湿潤剤及び懸濁化剤は、本明細書に例示されている。
【０２１８】
　本発明の医薬組成物はまた、水中油型エマルジョンの形態であってもよい。油相は、植
物油、例えばオリーブ油若しくは落花生油、又は鉱油、例えば流動パラフィン、又はそれ
らの混合物であってよい。好適な乳化剤は、天然のガム、例えばアカシアゴム又はトラガ
カントガム；天然のホスファチド、例えば大豆、レシチン、及び脂肪酸由来のエステル若
しくは部分エステル；ヘキシトール無水物、例えばソルビタンモノオレエート；並びに、
部分エステルのエチレンオキシドとの縮合生成物、例えばポリオキシエチレンソルビタン
モノオレアートであってよい。
【０２１９】
　医薬組成物はまた、インプラント、リポソーム、ヒドロゲル、プロドラッグ及びマイク
ロカプセル封入された送達システムを含む、放出制御製剤などの、迅速な分解又は体から
の排泄に対し、組成物を保護するための担体を含有することができる。例えば、グリセリ
ルモノステアラート若しくはステアリン酸グリセリルの単独での、又はワックスとの組合
せなどの遅延物質を使用することができる。注射用医薬組成物の延長された吸収は、例え
ばアルミニウムモノステアレート又はゼラチンなどの、吸収を遅延する物質を含有するこ
とにより実現することができる。微生物の作用の防止は、様々な抗菌剤及び抗真菌剤、例
えばパラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサールなどによ
り実現することができる。
【０２２０】
　本発明はまた、直腸投与のための坐剤の形態で、発明のペプチドを含んでいる。坐剤は
、発明のペプチドを、常温では固形であるが、直腸温度では液体であり、従って直腸内で
溶融し、薬物を放出する好適な非刺激性の賦形剤と混合することにより調製することがで
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きる。そのような材料は、カカオバター及びポリエチレングリコールを含むが、これらに
限定されるものではない。
【０２２１】
　本発明に従い、実質的HCC活性を伴わずに胆汁酸ホメオスタシスを調整するペプチド(又
は本明細書に示した部分配列、変種又は修飾形)を同定する方法が提供される。一実施態
様において、方法は、候補ペプチド配列を提供すること；該候補ペプチド配列を被験動物
へ投与すること；候補ペプチド配列の投与後動物の胆汁酸レベルを測定し、候補ペプチド
配列が、胆汁酸ホメオスタシスを調整するかどうかを決定すること；並びに、動物におけ
るHCCの誘導に関する候補ペプチド配列又はHCC活性と相関するマーカーの発現を分析する
こと：を含む。これにより胆汁酸ホメオスタシスを調整するが実質的HCC活性を有さない
候補ペプチドは、実質的HCC活性を伴わずに、胆汁酸ホメオスタシスを調整するペプチド
配列を同定する。
【０２２２】
　用語「アッセイする」及び「測定する」及びそれらの文法上の変形は、本明細書におい
て互換的に使用され、且つ定性的決定若しくは定量的決定のいずれか、又は定性的決定及
び定量的決定の両方をいう。これらの用語が検出に関して使用される場合、本明細書に示
し且つ当該技術分野において公知の様々な方法を含む、相対量を評価する任意の手段が意
図されている。例えば、胆汁酸、及び7α-ヒドロキシ-4-コレステン-3-オンなどの前駆体
は、対象からの試料(例えば、血清)中で、アッセイ又は測定することができる。別の非限
定的例は、血清又はヘパリン処理された血漿を使用する、2つの反応方法(Randox Laborat
ories社)を含む。第一の反応において、胆汁酸は、3-α-ヒドロキシステロイドデヒドロ
ゲナーゼにより酸化され、引き続きチオ-NADがチオ-NADHへ還元される。第二の反応にお
いて、酸化された胆汁酸は、同じ酵素により還元され、引き続きNADHがNADへ酸化される
。チオ-NADHの生成速度は、405nmでの特異的吸光度の変化を測定することにより決定され
る。
【０２２３】
　最も一般的な肝臓癌型であるHCCのリスク因子は、2型糖尿病(恐らく肥満症により増悪)
を含む。2型糖尿病におけるHCCのリスクは、糖尿病の期間及び治療プロトコールに応じて
、より大きくなる(非-糖尿病性リスクの～2.5倍から～7倍まで)。
【０２２４】
　様々な方法論を、HCCのスクリーニング及び診断において使用することができ、且つこ
れらは当業者に周知である。HCCの指標は、α-フェトプロテイン(AFP)又はdes-γカルボ
キシプロトロンビン(DCP)の上昇したレベルなどの、腫瘍マーカーの検出を含む。超音波
、CT走査及びMRIを含む、多くの様々な走査技術及び造影技術も有用である。本発明に関
して、ペプチド(例えば候補ペプチド)はHCC誘導の証拠を示すかどうかの評価は、例えば
、野生型FGF19によるHCC結節の形成と比べ、ペプチドを投与したdb/dbマウスなどの動物
モデルにおけるHCC結節形成を定量することにより、インビボおいて決定することができ
る。巨視的に、肝臓癌は、結節性であり、そこでは腫瘍結節(円形から楕円形の、灰色又
は緑色の、境界がはっきりしているが被嚢されていない)が、1つの大きい塊又は複数の比
較的小さい塊のいずれかとして出現する。或いは、HCCは、拡散性であり且つ境界がはっ
きりせず且つ頻繁に門脈に浸潤している、浸潤性腫瘍として存在することがある。
【０２２５】
　1つ以上の前記技術の結果が、HCCが存在する可能性を示した後で、肝組織試料の病理学
的評価が一般に行われる。従って、ペプチド配列がHCC誘導の証拠を示すかどうかを決定
するために、本発明の方法は更に、HCC試験において有用なインビボ動物モデル(例えばdb
/dbマウス)由来の肝組織試料を評価することを含んでよい。顕微鏡評価により、病理学者
は、HCCの4種の一般的構造的及び細胞学的型(パターン)のひとつが存在するかどうか(す
なわち、線維層板型、偽腺状(腺様)型、多形型(巨細胞)及び明細胞)を決定することがで
きる。
【０２２６】
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　本発明はまた、例示されたペプチド配列の部分配列、配列変種及び修飾形(例えば、表1
～10及び配列表に列記されたペプチドを含む)を含む本発明のペプチド配列に結合する抗
体、及びそれらの断片の産生及び使用も含む。
【０２２７】
　本明細書において使用する用語「抗体」(Ab)及び「免疫グロブリン」(Ig)は、同じ構造
特徴を有する糖タンパク質をいう。抗体は、抗原への結合特異性を示すが、免疫グロブリ
ンは、抗体、及び抗原特異性を欠くことがある他の抗体-様分子の両方を含む。
【０２２８】
　用語「抗体」は、それらが所望の生物活性を示すことを条件として、無傷のモノクロー
ナル抗体、ポリクローナル抗体、少なくとも2つの無傷の抗体から形成された多重特異性
抗体(例えば、二重特異性抗体)、並びにFab及びF(ab)'2を含む抗体結合断片を含む。基本
的抗体構造単位は、四量体を含み、且つ各四量体は、2つの同一のポリペプチド鎖対によ
り構成され、各対は、1本の「軽」鎖(約25kDa)及び1本の「重」鎖(約50～70kDa)を有する
。各鎖のアミノ末端部分は、抗原認識に主に係わる約100～110個又はそれよりも多いアミ
ノ酸の可変領域を含む。対照的に、各鎖のカルボキシ末端部分は、エフェクター機能に主
に係わる定常領域を規定する。ヒト軽鎖は、κ及びλ軽鎖として分類されるのに対し、ヒ
ト重鎖は、μ、δ、γ、α、又はεとして分類され、各々、抗体アイソタイプをIgM、IgD
、IgA、及びIgEとして規定する。結合断片は、組換えDNA技術により、又は無傷の抗体の
酵素的若しくは化学的切断により作製される。結合断片は、Fab、Fab'、F(ab')2、Fv、及
び1本鎖抗体を含む。
【０２２９】
　各重鎖は、1つの末端で可変ドメイン(VH)に続けていくつかの定常ドメインを有する。
各軽鎖は、1つの末端に可変ドメイン(VL)及びその他端に定常ドメインを有し；軽鎖の定
常ドメインは、重鎖の第一の定常ドメインと並置され、且つ軽鎖可変ドメインは、重鎖の
可変ドメインと並置される。軽鎖及び重鎖内で、可変領域及び定常領域は、約12個以上の
アミノ酸の「J」領域により連結され、また重鎖は、約10個以上のアミノ酸の「D」領域を
含む。これらの抗体鎖は全て、3つの超可変領域に連結された、比較的保存されたフレー
ムワーク領域(FR)の同じ全体構造を示し、これらは全て相補性決定領域又はCDRと称され
る。各対の2本鎖のCDRは、フレームワーク領域により並置され、特異的エピトープへ結合
することが可能である。軽鎖及び重鎖の両方は、N-末端からC-末端へ、ドメインFR1、CDR
1、FR2、CDR2、FR3、CDR3及びFR4を含む。
【０２３０】
　無傷の抗体は、2つの結合部位を有し、且つ二価抗体又は二重特異性抗体以外は、2つの
結合部位は同じである。二重特異性抗体又は二価抗体は、2つの異なる重鎖／軽鎖対及び2
つの異なる結合部位を有する人工のハイブリッド抗体である。二重特異性抗体は、ハイブ
リドーマの融合又はFab'断片の連結を含む、様々な方法により作製することができる。
【０２３１】
　本明細書において使用される用語「モノクローナル抗体」とは、実質的に相同な抗体の
集団から得られた抗体をいい、すなわちその集団を構成する個々の抗体は、少量で存在し
得る可能性のある天然の変異以外は、同一である。モノクローナル抗体は、高度に特異性
があり、単独の抗原性部位に対して方向づけられる。異なる決定基(エピトープ)に対し方
向づけられる異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製品とは対照的に、各モノクローナ
ル抗体は、抗原上の単独の決定基に対し方向づけられる。
【０２３２】
　「中和抗体」は、それが結合する標的抗原のエフェクター機能を除外又は有意に低下す
ることができる抗体分子である。
【０２３３】
　抗体結合断片は、無傷の抗体の酵素的又は化学的切断により産生することができる。酵
素パパインによる抗体の消化は、「Fab」断片としても公知の2つの同一の抗原-結合断片
と、抗原-結合活性を有さない「Fc」断片を生じる。酵素ペプシンによる抗体の消化は、
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抗体分子の2つのアームが依然連結され且つ2つの抗原結合部位を含むF(ab')2 断片を生じ
る。F(ab')2断片は、抗原と架橋する能力を有する。
【０２３４】
　用語「Fab」は、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖のCH1ドメインを含む抗体の断片をいう。
本明細書において使用される用語「Fv」は、抗原-認識部位及び抗原-結合部位の両方を維
持している抗体の最小断片をいう。2本鎖Fv種において、この領域は、非共有的に会合し
ている、1本の重鎖及び1本の軽鎖可変ドメインの二量体からなる。1本鎖Fv種において、1
本の重鎖及び1本の軽鎖可変ドメインは、可動性ペプチドリンカーにより共有的に連結さ
れ、その結果軽鎖及び重鎖は、2本鎖Fv種中のものに類似した「二量体」構造で会合する
ことができる。各可変ドメインの3つのCDRが相互作用し、VH-VL二量体の表面上の抗原-結
合部位を規定することは、この立体配置においてである。6つのCDRは集合的に抗体に抗原
-結合特異性を付与するが、単独の可変ドメイン(又は抗原に対し特異性のあるわずかに3
つのCDRを含むFvの半分)であっても、抗原を認識し且つ結合する能力を有する。
【０２３５】
　用語「相補性決定領域」又は「CDR」とは、特異的リガンドとの接触をもたらし、且つ
その特異性を決定する、免疫受容体の一部をいう。用語「超可変領域」とは、抗原-結合
に係わっている抗体のアミノ酸残基をいう。超可変領域は一般に、「相補性決定領域」若
しくは「CDR」由来のアミノ酸残基及び／又は「超可変ループ」由来のそれらの残基を含
む。
【０２３６】
　本明細書において使用される用語「エピトープ」とは、タンパク質抗原上の抗体への結
合部位をいう。エピトープ決定基は通常、アミノ酸又は糖側鎖などの分子の化学的に活性
のある表面集団(groupings)に加え、特異的三次元構造的及び電荷の特徴からなる。抗体
は、解離定数が≦1μM、好ましくは≦100nM、及び最も好ましくは≦10nMである場合に、
抗原に結合するといわれる。増大した平衡定数("KD")とは、エピトープと抗体の間により
低い親和性が存在することを意味するのに対し、減少した平衡定数とは、エピトープと抗
体の間により高い親和性が存在することを意味する。特定量「以下の」KDを伴う抗体とは
、その抗体が、所定のKD又はそれよりも強力にエピトープへ結合することを意味する。KD
は、エピトープと抗体の結合特徴を説明するが、「効力」は、抗体の機能に関する抗体そ
れ自身の有効性を説明する。平衡定数と効力の間に、必ずしも相関関係は存在せず；従っ
て例えば、相対的に低いKDは、自動的に高い効力を意味するのではない。
【０２３７】
　抗体に関して用語「選択的に結合する」とは、抗体が単独の物質へのみ結合することを
意味するのではなく、第一の物質への該抗体のKDが、第二の物質への該抗体のKDより少な
いことを意味する。エピトープへ排他的に結合する抗体は、その単独のエピトープへのみ
結合する。
【０２３８】
　ヒトへ投与される場合、齧歯類(マウス又はラット)の可変領域及び／又は定常領域を含
む抗体は、例えば、体からの迅速なクリアランス、又は抗体に対する体の免疫応答の発生
と時には関連付けられる。齧歯類由来の抗体の利用を避けるために、完全ヒト抗体を、ヒ
ト抗体機能の齧歯類への導入により作製することができ、その結果該齧歯類は完全ヒト抗
体を産生する。本明細書においては具体的に同定されないが、「ヒト」抗体と「完全ヒト
」抗体は、本明細書において互換的に使用することができる。用語「完全ヒト」は、部分
的にのみヒトである抗体を、全面的にヒト又は完全にヒトである抗体から識別する場合に
有用であり得る。当業者は、完全ヒト抗体を作製する様々な方法を知っている。
【０２３９】
　可能性のあるヒト抗-マウス抗体反応に対処するために、キメラ抗体又は他のヒト化抗
体を利用することができる。キメラ抗体は、ヒト定常領域及びマウスの可変領域を有し、
そのためヒト抗-キメラ抗体反応は、一部の患者において認められる。従って、可能性の
あるヒト抗-マウス抗体反応又はヒト抗-キメラ抗体反応を避けるために、多量体酵素に対
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する完全ヒト抗体を提供することが有利である。
【０２４０】
　完全ヒトモノクローナル抗体は、例えば、当業者に公知の技術によるハイブリドーマ細
胞株の作製により、調製することができる。他の調製方法は、CHO細胞などの、好適な哺
乳動物の宿主細胞の形質転換のための特定の抗体をコードしている配列の使用に関与して
いる。形質転換は、例えば、ウイルス内の(又はウイルスベクターへの)ポリヌクレオチド
のパッケージング、及びウイルス(又はベクター)による宿主細胞の形質導入を含む、ポリ
ヌクレオチドを宿主細胞へ導入するためのいずれか公知の方法によるか、又は当該技術分
野において公知のトランスフェクション手順によることができる。異種ポリヌクレオチド
を哺乳動物細胞へ導入する方法は、当該技術分野において周知であり、且つデキストラン
-媒介性トランスフェクション、リン酸カルシウム沈降、ポリブレン-媒介性トランスフェ
クション、プロトプラスト融合、電気穿孔法、リポソーム内のポリヌクレオチドの封入、
及びDNAの核への直接微量注入を含む。発現のための宿主として利用可能な哺乳動物細胞
株は、当該技術分野において周知であり、CHO細胞、HeLa細胞、及びヒト肝細胞性癌細胞
を含むが、これらに限定されない。
【０２４１】
　抗体は、診断及び／又は治療に使用することができる。例えば該抗体は、対象における
本発明の1種以上のペプチドのレベルを検出し、且つ検出されたレベルを、標準対照レベ
ル又は予め(例えば、何らかの罹患以前に)決定された対象におけるベースラインレベルの
いずれかと比較することにより、診断薬として使用することができる。該抗体は、1種以
上の本発明のペプチドの活性を調整する治療薬として使用することができ、これにより状
態又は障害に対する効果を有する。
【０２４２】
　本発明は、好適な包装材料に包装された、本発明のペプチド配列を、1種以上の治療薬
、それらの組成物及び医薬組成物と任意に組合せて備えるが、これらに限定されるもので
はない、キットを提供する。キットは任意に、成分の説明又はその中の成分のインビトロ
、インビボ、若しくはエクスビボにおける使用に関する指示を含む、ラベル又は添付文書
を備える。指示の例は、メタボリック症候群；脂質又はグルコース関連障害；コレステロ
ール又はトリグリセリド代謝；2型糖尿病；例えば、肝内の胆汁鬱滞の疾患(例えば、PBC
、PFIC、PSC、PIC、新生児胆汁鬱滞、及び薬物誘発性胆汁鬱滞(例えば、エストロゲン))
、並びに、肝外胆汁鬱滞の疾患(例えば、腫瘍由来の胆管圧縮、胆石による胆管閉塞)を含
む、胆汁鬱滞；回腸切除、炎症性腸疾患(例えば、クローン病及び潰瘍性大腸炎)、下痢(
例えばBAD)及びGI症状に繋がる以外特徴づけられない(特発性)胆汁酸の吸収を損なう障害
、並びにGI癌、肝臓癌、及び／又は胆嚢癌(例えば、結腸癌及び肝細胞癌)を含む、胆汁酸
吸収不良及び遠位小腸に関与する他の障害；並びに／又は、NASH、肝硬変及び門脈圧亢進
症の一因となるものなどの、胆汁酸合成異常などの、胆汁酸に関係した又は関連した障害
の治療に関する指示を含む。
【０２４３】
　キットは、例えば、2種以上のペプチド配列の単独で、又はペプチド配列の別の治療的
に有用な組成物(例えば、胆汁酸ホメオスタシス調整薬)との組合せなど、そのような成分
の集合を含むことができる。
【０２４４】
　用語「包装材料」とは、キットの成分を収容している物理的構造をいう。包装材料は、
成分の無菌性を維持することができ、且つそのような目的のために通常使用される材料(
例えば、紙、段ボール、ガラス、プラスチック、箔、アンプル、バイアル、チューブなど
)で製造することができる。
【０２４５】
　本発明のキットは、ラベル又は添付文書を備えることができる。ラベル又は添付文書は
、個別の、又は成分、キット若しくは包装材料(例えば箱)に付属された、又は例えばキッ
ト成分を含むアンプル、チューブ若しくはバイアルに付けられた、「印刷物」、例えば紙
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又は厚紙を含む。ラベル又は添付文書は加えて、ディスク(例えば、ハードディスク、カ
ード、メモリーディスク)、CD-若しくはDVD-ROM/RAM、DVD、MP3などの光学ディスク、磁
気テープ、又はRAM及びROMなどの電子記憶媒体、又は磁気/光学記憶媒体などのこれらの
ハイブリッド、FLASH媒体又はメモリー型カードなどの、コンピュータで読み取り可能な
媒体を含むことができる。
【０２４６】
　ラベル又は添付文書は、その中の1種以上の成分、投与量、活性成分の作用機序、薬物
動態及び薬力学を含む臨床薬理の情報を確定することを含むことができる。ラベル又は添
付文書は、製造業者の情報、ロット番号、製造業者の住所及び製造日時を確定する情報を
含むことができる。
【０２４７】
　ラベル又は添付文書は、そのためにキットの成分が使用される状態、障害、疾患又は症
状に関する情報を含むことができる。ラベル又は添付文書は、方法、治療プロトコール又
は治療的レジメンにおいて1種以上のキット成分を使用する、臨床医に関する又は対象に
関する指示を含むことができる。指示は、投薬の量、頻度又は期間、並びに本明細書に示
した方法、治療プロトコール又は治療的レジメンのいずれかの実践に関する指示を含むこ
とができる。指示の例は、本明細書に示したペプチド配列の治療又は使用に関する指示を
含む。従って本発明のキットは追加的に、治療方法及び使用を含む本明細書に説明する本
発明の方法及び使用のいずれかの実践に関するラベル又は指示を含むことができる。
【０２４８】
　ラベル又は添付文書は、予防的又は治療的恩恵などの、成分が提供することができるあ
らゆる恩恵に関する情報を含むことができる。ラベル又は添付文書は、特定の組成物の使
用に適切でないような状況に関する対象又は臨床医への警鐘などの、可能性のある有害副
作用に関する情報を含むことができる。有害副作用はまた、対象が、本組成物との不適合
であり得る1種以上の他の医薬品の服用を有するか、今後服用するか又は現在服用してい
る場合、或いは対象が、該組成物と不適合である別の治療プロトコール又は治療的レジメ
ンを有するか、今後受けるか又は現在受けている場合に起こり得、その結果指示は、その
ような不適合に関する情報を含むことができる。
【０２４９】
　発明のキットは加えて、他の成分を含むことができる。キットの各成分は、個別の容器
に封入され、且つ様々な容器は全て単独の包装内にあることができる。発明のキットは、
冷蔵のためにデザインされることができる。発明のキットは更に、本発明のペプチド配列
を含むか、又はペプチド配列をコードしている核酸を含むようにデザインすることができ
る。キット内の細胞は、使用時まで、適切な貯蔵条件下で維持することができる。
【０２５０】
　別に規定しない限りは、本明細書において使用する全ての技術用語及び科学用語は、本
発明が属する技術分野の業者により通常理解されるものと同じ意味を有する。本明細書に
おいて説明した方法及び材料に類似した又は同等の方法及び材料を、本発明の実践又は試
験に使用することができるが、好適な方法及び材料を本明細書に説明している。
【０２５１】
　本明細書に引用した全ての出願、刊行物、特許及び他の参考文献、GenBank引用及びATC
C引用は、それらの全体が引用により組み込まれている。矛盾する場合、定義を含む本明
細書が支配するであろう。本明細書に使用する単数形「ある(a, an, the)」は、別に文脈
が明確に指示しない限りは、複数の言及を含む。従って例えば、「あるペプチド配列」又
は「ある治療」の言及は、そのような配列、治療の複数を含み、他も同様である。
【０２５２】
　本明細書において使用する数値は、本文書を通じ範囲の形式で提示されることが多い。
範囲の形式の使用は、単に便宜上且つ簡潔さのためであり、別に文脈が明確に指示しない
限りは、本発明の範囲の変動限界として解釈されるべきではない。従って、別に文脈が明
確に指示しない限りは、範囲の使用は明確に、全ての可能性のある部分範囲、その範囲内
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の個々の数値全て、並びにそのような範囲内の整数及び範囲内の値の分数又は整数を含む
全ての数値又は数値範囲を含む。範囲の幅にかかわらず、且つ本特許文書を通じた全ての
文脈において、この解釈(construction)が適用される。従って例えば90～100％の範囲の
言及は、91～99％、92～98％、93～95％、91～98％、91～97％、91～96％、91～95％、91
～94％、91～93％などを含む。90～100％の範囲の言及はまた、91％、92％、93％、94％
、95％、95％、97％など、更には91.1％、91.2％、91.3％、91.4％、91.5％など、92.1％
、92.2％、92.3％、92.4％、92.5％など、及びそれに類するものも含む。
【０２５３】
　加えて、1～3、3～5、5～10、10～20、20～30、30～40、40～50、50～60、60～70、70
～80、80～90、90～100、100～110、110～120、120～130、130～140、140～150、150～16
0、160～170、170～180、180～190、190～200、200～225、225～250の範囲の言及は、1、
2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20などを含む。更
なる例において、25～250、250～500、500～1000、1000～2500又は2500～5000、5000～25
,000、5000～50,000の範囲の言及は、例えば、25、26、27、28、29・・・、250、251、25
2、253、254・・・、500、501、502、503、504・・・などの任意の数値又はその中の若し
くはそのような数値を包含する範囲を含む。
【０２５４】
　同じく本明細書において使用されるように、連続する範囲が、本文書を通じて明らかに
される。連続する範囲の使用は、別の範囲を提供するための上側の範囲及び下側の範囲の
組合せを含む。範囲の幅にかかわらず、且つ本特許文書を通じて全ての文脈において、こ
の解釈が適用される。従って、例えば5～10、10～20、20～30、30～40、40～50、50～75
、75～100、100～150などの連続する範囲の言及は、5～20、5～30、5～40、5～50、5～75
、5～100、5～150、及び10～30、10～40、10～50、10～75、10～100、10～150、及び20～
40、20～50、20～75、20～100、20～150などの範囲、及びそれに類するものを含む。
【０２５５】
　簡潔さを助けるために、いくつかの略語を本明細書において使用する。一例は、アミノ
酸残基を表す1文字略語である。アミノ酸及びそれらの対応する3文字及び1文字略語を、
以下に示す：
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【表１】

【０２５６】
　本発明は概して、多くの実施態様を説明するために肯定的文体を用い、本明細書におい
て明らかにされている。本発明はまた具体的には、物質又は材料、方法の工程及び条件、
プロトコール、手順、アッセイ又は分析などの、特定の対象物が、完全に又は一部除外さ
れている実施態様を含む。従って、本発明は概して本発明が含まないものに関しては本明
細書において記載しないが、それにもかかわらず本発明に明確に含まれない態様が、本明
細書において開示されている。
【０２５７】
　本発明の多くの実施態様が説明されている。それにもかかわらず、本発明の精神及び範
囲から逸脱しない限りは、様々な変更を行うことができることは理解されるであろう。従
って以下の実施例は、請求項に説明された本発明の範囲を例示することを意図しており、
範囲を限定することを意図するものではない。
【実施例】
【０２５８】
（実施例）
（実施例1）
　下記は、本明細書の試験において使用した様々な方法及び材料の説明である。
【０２５９】
　(動物)　db/dbマウスは、The Jackson Laboratory社(バーハーバー、ME)から購入した
。マウスは、管理光(12時間明及び12時間暗のサイクル、暗午後6:30～午前6:30)、温度(2
2±4℃)及び湿度(50％±20％)の条件下で、動物の福祉に関する指針(welfare guidelines
)に従い飼育した。マウスは、自在に水(オートクレーブにかけた蒸留水)を摂取し、且つ
脂肪17kcal％、タンパク質23kcal％及び炭水化物60kcal％を含有する市販の飼料(Harlan 
Laboratories社、インディアナポリス、IN、Irradiated 2018 Teklad Global 18％ Prote
in Rodent Diet)を自由に摂餌した。全ての動物試験は、NGM施設内動物の福祉と使用に関
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する委員会により承認された。
【０２６０】
　(DNA配列及びアミノ酸配列)　ヒトFGF19(ホモサピエンスFGF19、GenBank寄託番号NM_00
5117.2)変種をコードしているORFのcDNA。cDNA(GenBank寄託番号NP_005108.1)によりコー
ドされたタンパク質配列。
【０２６１】
　（PCR）　FGF19 ORFを、ヒト小腸組織から調製した組換えDNA(cDNA)を用い、ポリメラ
ーゼ連鎖反応(PCR)により増幅した。Phusion(登録商標)高忠実度DNAポリメラーゼの入っ
たPCR試薬キットは、New England BioLabs社(F-530L、イプスウィック、MA)から購入した
。下記のプライマーを使用した：フォワードPCRプライマー：
【化７６】

及びリバースPCRプライマー：

【化７７】

。増幅されたDNA断片を、制限酵素Spe I及びNot Iにより消化し(これらの制限部位は、各
々5'又は3'PCRプライマーに含まれた)、次に同じ制限酵素で消化されているAAV導入遺伝
子ベクターにライゲーションした。発現に使用したベクターは、選択マーカー、並びにク
ローニングされたコード配列の挿入部位の5'側の強力な真核生物プロモーター、それに続
く3'側の非翻訳領域及びウシ成長ホルモンのポリアデニル化した尾部で構成された発現カ
セットを含んだ。この発現構築体はまた、5'末端及び3'末端に、内部末端反復が側方に位
置した。
【０２６２】
　（初代ヒト肝細胞におけるCyp7a1抑制アッセイ）　初代ヒト肝細胞を、100nMデキサメ
タゾン(Sigma社)及び0.25mg/ml MatriGel(商標)(Becton Dickinson Biosciences社)を補
充したWilliams E培地(Invitrogen社)中で、コラーゲンコートされたプレート(Becton Di
ckinson Biosciences社)上に播種した。細胞を、FGF19又は変種により、37℃で6時間処理
した。Cyp7a1発現を、定量的RT-PCR(TaqMan(登録商標)ABI PRISM 7700、Applied Biosyst
ems社)により、3つ組みで評価し、且つGAPDH発現に対し規準化した。
【０２６３】
　（Cyp7a1インビボ抑制アッセイ）　9週齢の雄のdb/dbマウス(Jackson Laboratories社)
に、組み換えタンパク質FGF19又はFGF21を、0.1mg/kg、1mg/kg、及び10mg/kgで腹腔内注
射した。動物を、注射の5時間後に、安楽死させた。肝臓を摘出し、TRIzol(登録商標)試
薬(Invitrogen社)中でホモジナイズした。総RNAを抽出し、DNase(Ambion社)により処理し
、引き続き定量的RT-PCR分析し、GAPDH発現に対して規準化した。
【０２６４】
　(AAVの生成及び精製)　AAV293細胞(Agilent Technologies社、サンタクララ、CAから入
手)を、10％ウシ胎仔血清及び1×抗生物質-抗真菌性溶液(Mediatech社、マナサス、VA)を
補充したダルベッコ改変イーグル培地(DMEM、Mediatech社、マナサス、VA)において培養
した。これらの細胞を、1日目に、150mm細胞培養プレートに、密度50％で播種し、且つ2
日目に、以下の3種のプラスミド(各々20μg/プレート)により、リン酸カルシウム沈降法
を用いトランスフェクションした：AAV導入遺伝子プラスミド、pHelper(商標)プラスミド
(Agilent Technologies社)及びAAV2/9プラスミド(Gaoらの文献、J. Virol. 78:6381 (200
4))。トランスフェクションの48時間後、細胞をプレートから掻取り、3000×gの遠心分離
によりペレット化し、20mMトリス(pH8.5)、100mM NaCl及び1mM MgCl2を含有する緩衝液中
に再懸濁させた。この懸濁液を、アルコールドライアイス浴中で凍結し、その後37℃の水
浴中で解凍した。この凍結及び解凍サイクルを、3回繰り返し；Benzenase(登録商標)(Sig
ma-aldrich社、セントルイス、MO)を50ユニット/mlで添加し；デオキシコール酸を、最終
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濃度0.25％で添加した。37℃で30分間インキュベーションした後、細胞デブリを、5000×
gで20分間の遠心分離によりペレット化した。上清中のウイルス粒子を、先に説明された
様な(Zolotukhin S.らの文献、(1999) Gene Ther. 6:973)不連続イオジキサナール(Sigma
-aldrich社、セントルイス、MO)勾配を用いて精製した。ウイルスストックを、Vivaspin(
登録商標)20(MWカットオフ100,000ダルトン、Sartorius Stedim Biotech社、オーバーニ
ュ、仏国)を用いて濃縮し、且つ10％グリセロールを含むリン酸-緩衝食塩水(PBS)中に再
懸濁し、-80℃で貯蔵した。ウイルスゲノムコピー数を決定するために、ウイルスストッ
ク2μlを、50ユニット/ml Benzonase(登録商標)、50mMトリス-HCl(pH7.5)、10mM MgCl2、
及び10mM CaCl2を含有する溶液6μl中で、37℃で30分間インキュベーションした。
【０２６５】
　その後、2mg/mlプロテイナーゼK、0.5％ SDS及び25mM EDTAを含有する溶液15μlを添加
し、この混合物を、55℃で、更に20分間インキュベーションし、ウイルスDNAを放出させ
た。ウイルスDNAを、ミニDNeasy(登録商標)キット(Qiagen社、バレンシア、CA)によりク
リーニングし、且つ水40μlにより溶離した。ウイルスゲノムコピー(GC)は、定量的PCRを
用いて決定した。
【０２６６】
　ウイルスストックを、PBSにより、望ましいGC/mlまで希釈した。ウイルス試験溶液(200
μl)を、尾静脈注射によりマウスへ送達した。
【０２６７】
　(肝細胞癌(HCC)アッセイ)　肝臓標本を、AAV注射後24週目のdb/dbマウスから採取した
。HCCスコアを、変種-注射したマウス由来の全肝臓の表面上のHCC結節の数を、野生型FGF
19-注射したマウス由来のHCC結節の数で除算し、記録した。
【０２６８】
　(血清FGF19/FGF21/変種曝露レベルアッセイ)　マウス尾断片由来の全血液(約50μl/マ
ウス)を、平面のキャピラリーチューブ(BD Clay Adams SurePrep(商標)、Becton Dickens
on社、スパークス、MD)に収集した。チューブをAutocrit(商標) Ultra 3(Becton Dickins
on社、スパークス、MD)において回転することにより、血清及び血液細胞を分離した。血
清中のFGF19、FGF21、及び変種の曝露レベルを、EIAキット(Biovendor社)を製造業者の指
示に従い用い、決定した。
【０２６９】
　(FGFR4結合及び活性アッセイ)　固相ELISA(結合)アッセイ及びERKリン酸化アッセイを
、精製された組換えタンパク質を用いて行った。FGFR結合アッセイは、固相ELISAを用い
て行った。簡単に述べると、96ウェルプレートを、2μg/ml抗-hFc抗体によりコーティン
グすることができ、且つ1μg/ml FGFR1-hFc又はFGFR4-hFcと一緒にインキュベーションす
ることができる。1μg/ml可溶性β-クロト及び20μg/mlヘパリンの存在下でのFGF19変種
への結合を、ビオチニル化された抗-FGF19抗体(0.2μg/mL)、引き続きストレプトアビジ
ン-HRPインキュベーション(100ng/mL)により検出することができる。FGFR4活性化アッセ
イに関して、Hep3B細胞を、FGF19変種により、37℃で10分間刺激し、その後直ちに溶解し
、且つCis-Bio社から市販されているキットを用い、ERKリン酸化についてアッセイするこ
とができる。
【０２７０】
（実施例2）
　本明細書において示したもののようなFGF19変種が、cyp7a1発現を抑制することを確認
するために、野生型FGF19によるcyp7a1発現の阻害を、様々な濃度で投与後に決定した。F
GF21の作用を、同様の方法で評価した。
【０２７１】
　簡単に述べると、0時点で、db/dbマウスに、組み換えFGF19(0.1mg/kg；1mg/kg；10mg/k
g)又は組み換えFGF21(0.1mg/kg；1mg/kg；10mg/kg)のいずれかを、腹腔内投与した。投薬
の5時間後、肝臓を摘出し、RNAを抽出し、且つcyp7a1発現を、基準化対照としてGADPHを
使用する、リアルタイムPCR(QPCR)により決定した。各マウス群において、n＝3、及び様
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々なFGF19及びFGF21濃度に関するcyp7a1発現値を、PBSビヒクル対照が投薬されたマウス
と比較した。
【０２７２】
　図1に説明したように、FGF19は、濃度-依存様式で、cyp7a1発現を劇的に減少させた。F
GF21投与は、cyp7a1発現の減少を引き起こしたにもかかわらず、この作用は、FGF19につ
いて認められる作用よりも明らかに少なかった。
【０２７３】
　ヒト初代肝細胞におけるcyp7a1発現に対する変種M70の作用を、FGF19の作用に対するも
のと比較した。図2に記したように、変種M70は、cyp7a1発現をFGF19のそれと同等量で抑
制した。
【０２７４】
（実施例3）
　前述のアッセイを使用し、初代ヒト肝細胞におけるcyp7a1の抑制を、数多くのFGF19変
種について決定した。図3～図5に示したように、いくつかの変種(例えば、M1、M2など)は
、強力なcyp7a1抑制を示した。
【０２７５】
　Cyp7a1抑制に関するいくつかの追加のFGF19変種の作用を評価するために、インビトロ
における細胞-ベースのアッセイ(初代ヒト肝細胞)及びインビボアッセイ(db/dbマウスに
おけるタンパク質投薬)を利用し、ここでこれらの変種を、食塩水-処置対照と比較した。
図5は、結果(IC50及びCyp7a1(％))を表の形で示している。評価されたほとんどのFGF19変
種は、Cyp7a1-阻害活性を示したが、数種の変種(例えば、M90、M96、M98、M5及びM32)は
、最早Cyp7a1を抑制しなかった。
【０２７６】
　Cyp7a1抑制活性を保持するFGF19変種は、先に説明したHCCアッセイ(又は他の関連アッ
セイ又はモデル)において、HCC誘導を引き起こすことなく、胆汁酸代謝の調整及び／又は
胆汁酸-関連疾患(例えば、胆汁酸下痢及び原発性胆汁性肝硬変)の治療において有用であ
り得る変種を同定するために、更に評価することができる。図面は、HCCアッセイにおい
て評価された変種に関するデータを説明している。
【０２７７】
（実施例4）
　以下は、25種の追加の変種ペプチドの脂質上昇活性及び腫瘍形成について分析したデー
タのまとめである。このデータは、db/dbマウスにおけるHCC形成により決定されるように
、脂質上昇と腫瘍形成の間の正の相関を明確に示している。
【０２７８】
　これらの表は、様々な変種ペプチドをまとめている。そのような例証された変種ペプチ
ドは、C-末端部分、例えば“TSG”アミノ酸残基の後に、FGF19 C-末端配列：
【化７８】

を有する。注目すべきは、統計学的に有意な脂質の上昇を引き起こさなかった変種ペプチ
ド(M5を含む合計7種)は、HCC形成を誘導しなかった。対照的に、統計学的に有意な脂質の
上昇を引き起こした全ての変種ペプチド(合計17種)は、マウスにおいてHCC形成をも引き
起こした。このデータは、脂質上昇活性とHCC形成の間に強力な正の相関が存在すること
を示している。従って、脂質上昇活性は、動物におけるHCC形成の指標及び／又は予測因
子として使用することができる。
【０２７９】
　表1：db/dbマウスにおいて上昇したトリグリセリド及びコレステロールはHCC形成と正
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【表２】

【０２８０】
　表2：db/dbマウスにおいて上昇したトリグリセリド及びコレステロールはHCC形成と正
相関するようにみえる(配列番号:99、100及び82-98参照)。
【表３】

【０２８１】
　表3：db/dbマウスにおいて上昇したトリグリセリド及びコレステロールはHCC形成と正
相関するようにみえる(配列番号:99、100及び88-98参照)
【表４】

【０２８２】
　M88 (H31A/S141A):
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【化７９】

【０２８３】
　M89 (H31A/H142A): 
【化８０】

【０２８４】
　M90 (K127A/R129A): 
【化８１】

【０２８５】
　M91 (K127A/S141A): 

【化８２】

【０２８６】
　M92 (K127A/H142A): 

【化８３】

【０２８７】
　M93 (R129A/S141A): 
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【化８４】

【０２８８】
　M94 (S141A/H142A): 
【化８５】

【０２８９】
　M95 (K127A/H142A): 
【化８６】

【０２９０】
　M96 (K127A/R129A/S141A): 
【化８７】

【０２９１】
　M97 (K127A/R129A/H142A): 
【化８８】

【０２９２】
　M98 (K127A/R129A/S141A/H142A): 
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【０２９３】
（実施例5）
　下記は、グルコース降下活性及び脂質上昇活性について分析した追加のFGF19変種ペプ
チドのデータのまとめである。
【０２９４】
　表4は、M5からM40と称される、35種の追加のFGF19変種の該ペプチド「コア配列」を例
示している。そのような例示された変種ペプチドは、C-末端部分に、例えばコア配列の”
TSG”アミノ酸残基に続けて、下記FGF19 C-末端配列：
【化９０】

を有する。このデータは、変種M6、M7、M8、mM38及びM39は、db/dbマウスにおいて、グル
コース降下活性の望ましい特徴を有するが、統計学的に有意な脂質上昇活性を有さないこ
とを明確に示している。
【０２９５】
　表4：追加の変種及びN-末端ドメインの詳細なマッピング(配列番号:99、100、及び5-40
参照)
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【表５】

表4a：(配列番号:99、100、5、9、8、12、10、13、15、14、43、6及び7参照)



(76) JP 6403685 B2 2018.10.17

10

20

30

40

【表６】

表4b：(配列番号:99、5及び31-40参照)
【表７】

表4c：(配列番号:99、100、5、52、54-68、4、69、70及び53参照)
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【表８】

【０２９６】
　表5は、追加の変種のペプチド配列を例示している。
表5：追加の変種(配列番号:41、42及び44-46)



(78) JP 6403685 B2 2018.10.17

10

20

30

【化９１】

【０２９７】
　表6は、M1、M2及びM69と称される、3種のFGF19変種のペプチド配列を例示している。こ
のデータは、これらの3種の変種が、db/dbマウスにおいて、グルコース降下活性の望まし
い特徴を有することを明確に示している。これら3種の変種は、db/dbマウスにおいて脂質
を上昇させるように見える。
表6：追加の変種(配列番号:1、2及び69)
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【化９２】

【０２９８】
（実施例6）
　下記は、FGF19は、食餌が誘導した肥満症マウス及びob/obマウスにおいて体重を減少し
、且つdb/dbマウスにおいて肝臓腫瘍形成活性及び体重を減少することを示すデータのま
とめである。
【０２９９】
　マウスに、AAVベクター中のFGF19又はFGF21を注射した。体重は、注射後4週間記録した
。
表7：FGF19は、食餌が誘導した肥満症マウス及びob/obマウスにおいて体重を減少する(各
々、配列番号:99のaa 1-29及び配列番号:100のaa 1-25に相当する配列)
【表９】

表8：FGF19、FGF21及び選択された変種のdb/dbマウスにおける体重と肝臓腫瘍形成の相関
(例えば、配列番号:99、100、5、6、32、52及び69参照)
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【表１０】

【０３００】
（実施例7）
　下記は、変種M5ペプチド及び変種M69ペプチドは血液グルコースを低下させることを示
す試験である。
【０３０１】
　マウス(ob/ob)に、M5(0.1及び1mg/kg、s.c.)又はFGF19(1mg/kg、s.c.)、又は変種M69(0
.1及び1mg/kg、s.c.)又はFGF19(1mg/kg、s.c.)を(皮下)注射した。血漿グルコースレベル
を、注射後2、4、7、及び24時間に測定した。変種M5及び変種M69の結果は、野生型FGF19
と類似したグルコース降下作用を示した(データは示さず)。
【０３０２】
（実施例8）
　この実施例は、数種の変種ポリペプチド、並びにグルコース降下、脂質プロファイルパ
ラメータ、及びHCC形成に関する該変種の作用を含む、それらの特定の特徴を示している
。
【０３０３】
　特に、表9は、変種M5(配列番号:5)、M6(配列番号:6)及びM50(配列番号:50)について作
製されたデータを、対応するN-末端Arg(R)欠失を有する変種ポリペプチド(各々、M144、M
145、及びM146と称する)について作成されたデータと比較している。各変種に関するいく
つかの配列ドメインのみ、列記している：N-末端ドメイン、コア、及びシート-8/ループ-
8/シート-9領域。
表9
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【表１１】

【０３０４】
　表9のデータが示すように、N-末端Arg(R)の欠失は、グルコース降下、体重減少、HDL及
びトリグリセリド上昇、並びにHCC形成に有意な影響を及ぼさなかった。
【０３０５】
（実施例9）
　この実施例は、FGF19のループ8領域にアミノ酸置換を有する数種の変種ポリペプチドを
、体重、いくつかの代謝パラメータ、及びHCC形成に関する該変種の作用と共に示してい
る。
【０３０６】
　表10のデータは、M3、M139、M140、M141及びM160と称される変種ポリペプチドに関連し
ている。M3に関するアミノ酸配列は、本明細書別所に説明し、且つM139、M140、M141及び
M160のアミノ酸配列は、以下である：
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【０３０７】
　前述の変種の各々に関する下記の配列ドメインのみ、表10に列記している：N-末端ドメ
イン、コア、及びシート-8/ループ-8/シート-9領域。ループ8領域を形成している特定の
アミノ酸残基は、文献において普遍的に受け容れられてはいないが、FGF19残基127-129は
、本明細書においてループ-8領域を構築するものとして規定されている。
表10
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【表１２】

【０３０８】
　表10を参照し、P128E置換は、HCC形成を有意に防止するために必要であるが、それ自身
によりHCC形成を防止するためには不充分であるように見える。特に、HCC形成の防止にお
ける改善は、M140におけるP128E置換により認められる。反対に、R127L置換は、それ自身
により、HCC形成を防止しない(M139参照)。M3との比較において指摘されるように、R127L
及びP128E置換の組合せは、HCC形成を減少するが、HCC形成を排除しない。しかし驚くべ
きことに、R127L及びP128E置換の組合せは、FGF19コア領域内のLeu(L)のGln(Q)への置換
を伴うと、HCC形成を有意に防止する(M160参照)。
【０３０９】
　これらのデータは、FGF19ループ8領域は、HCC形成において役割を果たしていることを
示している。ループ8領域の外側のアミノ酸残基(例えば、コア領域における置換)は、HCC
形成の防止を増強することができる。
【０３１０】
　M1 (配列番号:1)

【化９４】

【０３１１】
　M2 (配列番号:2)
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【化９５】

【０３１２】
　M3 (配列番号:3) 
【化９６】

【０３１３】
　M5 (配列番号:5)
【化９７】

【０３１４】
　M5-R (配列番号:160)
【化９８】

【０３１５】
　M48 (配列番号:48)

【化９９】

【０３１６】
　M49 (配列番号:49)
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【化１００】

【０３１７】
　M50 (配列番号:50)
【化１０１】

【０３１８】
　M51 (配列番号:51)
【化１０２】

【０３１９】
　M52 (配列番号:52)
【化１０３】

【０３２０】
　M53 (配列番号:192) 

【化１０４】

【０３２１】
　M69 (配列番号:69)
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【化１０５】

【０３２２】
　M70 (配列番号:70)
【化１０６】

【０３２３】
　M71 (配列番号:71)
【化１０７】

【０３２４】
　M72 (配列番号:72)
【化１０８】

【０３２５】
　M73 (配列番号:73)
【化１０９】

【０３２６】
　M75 (配列番号:75) 

【化１１０】

【０３２７】
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　M76 (配列番号:76)
【化１１１】

【０３２８】
　FGF19 (配列番号:99)
【化１１２】

【０３２９】
（実施例10）
　この実施例は、ヒト患者におけるM70の投与は、胆汁酸合成のマーカーである7a-ヒドロ
キシ-4-コレステン-3-オン(C4)の抑制を生じることを示している。
【０３３０】
　（試験対象）：年齢18～65歳の範囲で、正常体重(肥満度指数(BMI)20-35)を伴う健常な
成人が、本試験に登録した。本試験プロトコールは、オーストラリアヒト臨床試験倫理委
員会により承認され、且つ書面によるインフォームドコンセントを各対象から得た。本試
験への組み入れに関して、各対象は、スクリーニング時の病歴、理学試験、12誘導心電図
(ECG)、臨床検査所見、及びバイタルサインから、臨床的に有意な所見を伴わないことで
決定される、良好な健康状態でなければならなかった。いずれか有意な代謝、アレルギー
、皮膚、肝臓、腎臓、血液、肺、心臓血管系、GI、神経、又は精神の障害の病歴又は臨床
症状発現を伴う対象は、登録から除外した。
【０３３１】
　試験デザイン：本試験は、無作為化二重盲検プラセボ-対照デザインであった。対象の
予備スクリーニングは、登録の7～30日前に行い、ベースライン評価は、処置前に行った
。各対象は、M70の投与量3mg/日の皮下注射を、単回ボーラス投与で、7日間、毎日受け取
った。血液試料を、留置カテーテルを通って、ヘパリン処置チューブに採取した。1日目
及び7日目のM70又はプラセボの投与後4.5時間又は24時間後に採取した血液試料を、分析
した。7a-ヒドロキシ-4-コレステン-3-オン(C4)の血清レベルを用い、CYP7A1酵素活性(胆
汁酸合成)をモニタリングした。これらは、既報のように(Galmanらの文献、(2003) J Lip
id Res. 2003;44(4):859-66)、試料抽出後、それに続く高圧液体クラマトグラフィー(HPL
C)により、個人の血清試料から分析した。
【０３３２】
　結果：図6に提示したデータは、1日目及び7日目に、投与後4.5時間及び24時間の両方で
、該患者のC4の血清レベルは、プラセボを受け取った患者と比べ、有意に抑制されたこと
を示している。
【０３３３】
（実施例11）
　本実施例は、ラット筋芽細胞細胞株における、FGF19、M3、及びM70による、マウスFGFR
4-β-クロトシグナル伝達の活性化を示している。
【０３３４】
　（方法）：ELKルシフェラーゼアッセイを、マウスFGFR4、b-クロト、及びELK1に融合さ
れた5×UASルシフェラーゼ及びGAL4-DNA-結合ドメイン(DBD)を含むレポーター構築体によ
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、ルシフェラーゼ活性は、内在性リン酸化された細胞外シグナル-調節キナーゼ(ERK)によ
り調節される。細胞は、リガンドと共に、6時間インキュベーションし、その後ルシフェ
ラーゼ活性測定のために溶解した。
【０３３５】
　細胞-ベースの受容体活性化アッセイを使用し、マウスFGFR4のβ-クロト存在下でのリ
ガンド-依存型シグナル伝達を媒介する能力を評価した。この目的のために、これらのタ
ンパク質の内在性発現を欠いているラットL6筋芽細胞細胞株を、マウス由来のFGFR4及び
β-クロトをコードしているDNA、及びElk1-依存型キメラ転写因子-ベースのレポーターシ
ステムを含むプラスミドによりトランスフェクションした。
【０３３６】
　トランスフェクション後、リガンド-依存型ルシフェラーゼ発現の濃度反応を、ルシフ
ェリン基質の存在下で、全細胞溶解液において分析した。
【０３３７】
　（結果）：L6細胞におけるFGFR4及びβ-クロトの同時発現は、M3、M70の両方及びFGF19
において、細胞内シグナル伝達経路の活性化を増強することが認められた(各々、EC50＝2
0、38及び53pM)(表11及び図7参照)。
表11：L6細胞におけるマウスFGFR4/β-クロト複合体の同時発現は、FGF19、M3及びM70に
よる細胞内シグナル伝達経路の活性化を増強する。
【表１３】

EC50＝最大有効濃度の半量；Emax＝最大有効性。データは、平均±SDで表す。
【０３３８】
　これらのデータは、FGFR4-β-クロト共受容体とコグネートリガンドの間の三者複合体
の形成は、細胞内シグナル伝達の強力な活性化にとって重要であることを示唆している。
【０３３９】
（配列表）
　本明細書は、配列表のコンピュータで読み取り可能な形(CRF)のコピーと共に出願され
ている。2013年12月26日に作製され、且つサイズが241,577バイトである、CRF表題13370-
007_SEQLIST.txtは、本配列表の紙面上のコピーと同一であり、且つその全体が引用によ
り本明細書中に組み込まれている。
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