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(57)【要約】
　本発明は、持続型インスリンアナログ及び持続型イン
スリン分泌ペプチド結合体を含む糖尿病予防又は治療用
薬学的組成物、並びに糖尿病治療方法に関するものであ
り、より具体的には、前記薬学的組成物は、持続型アナ
ログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体の
併用投与によりインスリン投与に伴う体重増加を抑制し
、インスリン分泌ペプチド投与に伴う吐き気や嘔吐を抑
制し、インスリン投与量を低くし、服薬順応度を大幅に
改善することができる。また、本発明は、持続型インス
リンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド
結合体を含む、糖尿病患者の膵臓β細胞副作用を改善す
るための薬学的組成物、並びに前記薬学的組成物を投与
するステップを含む、糖尿病患者の膵臓β細胞副作用を
改善する方法に関し、具体的には、糖尿病の進行による
膵臓β細胞機能異常、膵臓β細胞減少、脂質毒性（lipo
toxicity）、糖毒性（glucotocity）などの副作用を改
善することを特徴とする。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インスリンアナログ及びその活性持続時間を延長できる生体適合性物質がリンカー又は
共有結合により連結された持続型インスリンアナログ結合体と、
　インスリン分泌ペプチド及びその活性持続時間を延長できる生体適合性物質がリンカー
又は共有結合により連結された持続型インスリン分泌ペプチド結合体とを含む、糖尿病予
防又は治療用薬学的組成物。
【請求項２】
　インスリンアナログ及びその活性持続時間を延長できる生体適合性物質がリンカー又は
共有結合により連結された持続型インスリンアナログ結合体と、
　インスリン分泌ペプチド及びその活性持続時間を延長できる生体適合性物質がリンカー
又は共有結合により連結された持続型インスリン分泌ペプチド結合体とを含む、糖尿病患
者の脂質毒性、糖毒性、膵臓β細胞機能異常及び膵臓β細胞量減少からなる群から選択さ
れる少なくとも１つの膵臓β細胞副作用を改善するための薬学的組成物。
【請求項３】
　前記インスリンアナログは、天然インスリンにおいて少なくとも１つのアミノ酸に置換
（substitution）、付加（addition）、欠失（deletion）、修飾（modification）及びそ
れらの組み合わせからなる群から選択される改変が起こった物質であることを特徴とする
、請求項１又は２に記載の薬学的組成物。
【請求項４】
　前記インスリンアナログは、少なくとも１つのアミノ酸が変異又は欠失したものである
ことを特徴とする、請求項１又は２に記載の薬学的組成物。
【請求項５】
　前記インスリンアナログは、Ｂ鎖の１番目のアミノ酸、２番目のアミノ酸、３番目のア
ミノ酸、５番目のアミノ酸、８番目のアミノ酸、１０番目のアミノ酸、１２番目のアミノ
酸、１６番目のアミノ酸、２３番目のアミノ酸、２４番目のアミノ酸、２５番目のアミノ
酸、２６番目のアミノ酸、２７番目のアミノ酸、２８番目のアミノ酸、２９番目のアミノ
酸、３０番目のアミノ酸、Ａ鎖の１番目のアミノ酸、２番目のアミノ酸、５番目のアミノ
酸、８番目のアミノ酸、１０番目のアミノ酸、１２番目のアミノ酸１４番目のアミノ酸、
１６番目のアミノ酸、１７番目のアミノ酸、１８番目のアミノ酸、１９番目のアミノ酸及
び２１番目のアミノ酸からなる群から選択される少なくとも１つのアミノ酸が他のアミノ
酸に置換されたもの、欠失したものからなる群から選択されることを特徴とする、請求項
４に記載の薬学的組成物。
【請求項６】
　前記インスリン分泌ペプチドは、ＧＬＰ－１、エキセンジン－３、エキセンジン－４、
それらのアゴニスト（agonist）、誘導体（derivative）、フラグメント（fragment）、
変異体（variant）及びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１又は２
に記載の薬学的組成物。
【請求項７】
　前記インスリン分泌ペプチドは、インスリン分泌ペプチドのＮ末端のヒスチジン残基が
デスアミノ－ヒスチジル、ジメチル－ヒスチジル、β－ヒドロキシイミダゾプロピオニル
、４－イミダゾアセチル及びβ－カルボキシイミダゾプロピオニルからなる群から選択さ
れる物質に置換されたインスリン分泌ペプチド誘導体である、請求項６に記載の薬学的組
成物。
【請求項８】
　前記インスリン分泌ペプチドは、天然エキセンジン－４、エキセンジン－４のＮ末端の
アミン基が除去されたエキセンジン－４誘導体、エキセンジン－４のＮ末端のアミン基が
ヒドロキシ基に置換されたエキセンジン－４誘導体、エキセンジン－４のＮ末端のアミン
基がジメチル基で修飾されたエキセンジン－４誘導体、エキセンジン－４の１番目のアミ
ノ酸（ヒスチジン）のα炭素が欠失（deletion）したエキセンジン－４誘導体、エキセン
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ジン－４の１２番目のアミノ酸（リシン）がセリンに置換されたエキセンジン－４誘導体
、及びエキセンジン－４の１２番目のアミノ酸（リシン）がアルギニンに置換されたエキ
センジン－４誘導体からなる群から選択される、請求項７に記載の薬学的組成物。
【請求項９】
　前記持続型インスリンアナログ結合体は、インスリンのＡ鎖の１４番目のアミノ酸がグ
ルタミン酸に置換されたインスリンアナログ及び免疫グロブリンＦｃ領域が、リンカーで
ある非ペプチド性重合体により連結されたものであり、前記持続型インスリン分泌ペプチ
ド結合体は、イミダゾ－アセチルエキセンジン－４であるインスリン分泌ペプチド及び免
疫グロブリンＦｃ領域が、リンカーである非ペプチド性重合体により連結されたものであ
る、請求項１又は２に記載の薬学的組成物。
【請求項１０】
　前記生体適合性物質は、ポリエチレングリコール、脂肪酸、コレステロール、アルブミ
ン及びそのフラグメント、アルブミン結合物質、特定アミノ酸配列の繰り返し単位の重合
体、抗体、抗体フラグメント、ＦｃＲｎ結合物質、生体内結合組織又はその誘導体、ヌク
レオチド、フィブロネクチン、トランスフェリン（Transferrin）、サッカライド（sacch
aride）、高分子重合体からなる群から選択されることを特徴とする持続型インスリンア
ナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む、請求項１又は２に記載の
薬学的組成物。
【請求項１１】
　前記インスリンアナログとインスリン分泌ペプチドは、ポリエチレングリコール、脂肪
酸、サッカライド、高分子重合体、低分子化合物、ヌクレオチド及びそれらの組み合わせ
からなる群から選択されるリンカーを介して生体適合性物質に連結されることを特徴とす
る持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む、請
求項１０に記載の薬学的組成物。
【請求項１２】
　前記インスリンアナログ及びインスリン分泌ペプチドと生体適合性物質はリンカーを介
して連結されており、前記生体適合性物質はＦｃＲｎ結合物質であり、
　前記リンカーは、ペプチドリンカー、又はポリエチレングリコール、ポリプロピレング
リコール、エチレングリコールとプロピレングリコールの共重合体、ポリオキシエチル化
ポリオール、ポリビニルアルコール、ポリサッカライド、デキストラン、ポリビニルエチ
ルエーテル、生分解性高分子、脂質重合体、キチン類、ヒアルロン酸及びそれらの組み合
わせからなる群から選択される非ペプチド性リンカーを介して連結されることを特徴とす
る持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む、 
請求項１又は２に記載の薬学的組成物。
【請求項１３】
　前記ＦｃＲｎ結合物質は、免疫グロブリンＦｃ領域を含むことを特徴とする、請求項１
２に記載の薬学的組成物。
【請求項１４】
　前記非ペプチド性リンカーの各末端が、それぞれ前記生体適合性物質とインスリンアナ
ログ又はインスリン分泌ペプチドのアミン基又はチオール基とに結合されたことを特徴と
する持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む、
請求項１２に記載の薬学的組成物。
【請求項１５】
　前記免疫グロブリンＦｃ領域が非グリコシル化されたことを特徴とする持続型インスリ
ンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む、請求項１３に記載の
薬学的組成物。
【請求項１６】
　前記免疫グロブリンＦｃ領域が、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３及びＣＨ４ドメインからなる
群から選択される１つ～４つのドメインからなることを特徴とする持続型インスリンアナ
ログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む、請求項１３に記載の薬学的
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組成物。
【請求項１７】
　前記免疫グロブリンＦｃ領域がヒンジ領域をさらに含むことを特徴とする 持続型イン
スリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む、請求項１３に記
載の薬学的組成物。
【請求項１８】
　前記免疫グロブリンＦｃ領域は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ又はＩｇＭに由来す
るＦｃ領域である、請求項１３に記載の薬学的組成物。
【請求項１９】
　前記免疫グロブリンＦｃ領域の各ドメインは、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ及びＩ
ｇＭからなる群から選択される異なる起源を有するドメインのハイブリッドである、請求
項１３に記載の薬学的組成物。
【請求項２０】
　前記免疫グロブリンＦｃ領域は、同一起源のドメインからなる単鎖免疫グロブリンで構
成された二量体又は多量体である、請求項１３に記載の薬学的組成物。
【請求項２１】
　前記組成物は、薬学的に許容される担体をさらに含む、請求項１又は２に記載の薬学的
組成物。
【請求項２２】
　前記組成物は、持続型インスリン結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体が同
時、順次又は逆順に併用投与されることを特徴とする、請求項１又は２に記載の薬学的組
成物。
【請求項２３】
　前記組成物は、糖尿病の進行を抑制することを特徴とする、請求項２に記載の薬学的組
成物。
【請求項２４】
　前記組成物は、投与された糖尿病個体の糖尿病の予後を改善することを特徴とする、請
求項２に記載の薬学的組成物。
【請求項２５】
　糖尿病が発症するリスクのある個体又は発症した個体又は発症に、請求項１に記載の薬
学的組成物を投与するステップを含む、糖尿病の予防又は治療方法。
【請求項２６】
　ヒト以外の糖尿病が発症した個体に、請求項２に記載のの薬学的組成物を投与するステ
ップを含む、糖尿病個体の脂質毒性、糖毒性、膵臓β細胞機能異常及び膵臓β細胞量減少
からなる群から選択される少なくとも１つの膵臓β細胞への副作用を改善する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体
を含む糖尿病予防又は治療用組成物、並びに前記組成物を投与するステップを含む糖尿病
治療方法に関する。また、本発明は、持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インス
リン分泌ペプチド結合体を含む、糖尿病患者の膵臓β細胞への副作用を改善するための薬
学的組成物、並びに前記薬学的組成物を投与するステップを含む、糖尿病患者の膵臓β細
胞への副作用を改善する方法に関し、具体的には、糖尿病の進行による膵臓β細胞機能異
常、膵臓β細胞減少、脂質毒性（lipotoxicity）、糖毒性（glucotoxicity）などの副作
用を改善することを特徴とする。
【背景技術】
【０００２】
　インスリンは、膵臓のβ細胞から分泌されるペプチドであり、体内の血糖を調節する上
で非常に重要な役割を果たす物質である。このようなインスリンの分泌量が不足したり、
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正常な機能が損なわれて血中ブドウ糖の濃度が高くなる代謝疾患を糖尿病という。インス
リンが正常に分泌されないか、分泌されたインスリンが体内で正常に作用しないことによ
り体内の血糖が調節されずに上昇する場合を２型糖尿病といい、膵臓でインスリンを産生
できずに血糖が上昇する場合を１型糖尿病という。２型糖尿病の場合、化学物質を主成分
とする経口用血糖降下剤を用いて治療し、一部の患者にはインスリンを用いて治療するこ
ともある。それに対して、１型糖尿病の場合はインスリンの投与が必須である。
【０００３】
　現在多用されているインスリン治療法は、食事の前後に注射でインスリンを投与する方
法である。インスリンは、現在注射剤として市販されており、皮下注射で投与することを
原則とし、作用時間により投与方法が異なる。インスリンの注射投与は経口投与に比べて
血糖降下効果がより速く現れ、経口投与を用いることができない環境でも安全に用いるこ
とができ、用量の制限もないが、１日に３回ずつ継続して投与しなければならないので、
注射針に対する抵抗感、投与方法の難しさ、低血糖症状、長期的なインスリン投与により
発生する体重増加現象などが欠点として挙げられる。体重増加現象は、心臓血管疾患のリ
スクを高め、血糖調節機能を低下させるという副作用をもたらすことがある。一方、イン
スリンペプチド薬物が体内に吸収されてからの薬物の血中濃度を長時間にわたって高く持
続することにより薬効を最大化しようとする努力が続けられており、その例としてランタ
ス（Lantus, Insulin glargine; Sanofi Aventis）やレベミル（Levemir, Insulin detem
ir; Novo Nordisk）などの持続性インスリンが開発、市販されている。前記持続性薬物は
、インスリンＮＰＨ（Neutral Protamine Hagedorn）とは異なり、睡眠時の低血糖のリス
クを低くし、特にレビミルの場合は体重増加現象を緩和している。しかし、依然として１
日１回～２回の投与法が欠点とされている。
【０００４】
　一方、インスリン分泌ペプチドの一種であるグルカゴン様ペプチド－１（Glucagon lik
e peptide 1, GLP-1）は、回腸と大腸のＬ細胞から分泌されるインクレチン（incretin）
ホルモンである。グルカゴン様ペプチド－１の主な作用はインスリン分泌を増加させるこ
とであり、ブドウ糖の濃度に応じたインスリン分泌（Glucose dependent secretion）が
行われるので、低血糖が発生しない。これらの特徴から２型糖尿病の治療方法に適用され
るが、血中半減期が約２分と非常に短いので、薬剤として開発する上で大きな制約がある
。よって、開発されて市販されているグルカゴン様ペプチド－１（Glucagon like peptid
e-1）作用剤（アゴニスト）としては、アメリカドクトカゲ（glia monster）の唾液腺か
ら精製されたグルカゴン様ペプチド－１アナログであるエキセンジン（Exendin）－４が
挙げられる。これは、ジペプチジルペプチダーゼＩＶ（Dipeptidyl peptidase-4、DPP-IV
）に対する抵抗性と共に、グルカゴン様ペプチド－１より高い生理活性を有する。よって
、体内半減期が２～４時間とグルカゴン様ペプチド－１に比べて延長された体内半減期を
有する（特許文献１）。しかし、ＤＰＰ－ＩＶの抵抗性を向上させる方法のみでは十分な
生理活性の持続期間を期待できず、例えば現在市販されているエキセンジン－４（エキセ
ナチド，exenatide）の場合、患者に１日２回注射で投与しなければならず、投与による
吐き気や嘔吐の誘発が患者に大きな負担になるという欠点が依然として残っている。
【０００５】
　このような糖尿病疾患においては、時期的な差異はあるが、共通して膵臓β細胞の機能
喪失及び死滅による膵臓β細胞量（mass）の減少が誘発される。
【０００６】
　持続的な血糖上昇が起こると、膵臓β細胞は体内の血糖を正常なレベルに維持するため
に、β細胞の機能強化及び細胞量増加に基づいてインスリン分泌を増加させるが、このよ
うな分泌増加作用には限界がある。すなわち、膵臓のβ細胞が産生できるインスリンより
も、体内の血糖を正常に維持するために必要なインスリンの要求量が多ければ、結局は血
糖が上昇することにより２型糖尿病が進行する。
【０００７】
　臨床学的には、２型糖尿病は、インスリン抵抗性、インスリン分泌の減少、そして膵臓
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β細胞の機能障害及び細胞量減少の順に疾患が進行する。特に、β細胞の機能障害及び細
胞量減少は、血中で増加した脂質及び糖により促進される。このような血中の脂質及び糖
の濃度は脂質毒性（lipotoxicity）及び／又は糖毒性（glucotoxicity）を誘発するので
、β細胞の機能だけでなくインスリンの作用までも弱くし、究極的には２型糖尿病の予後
を悪化させる。よって、脂質毒性と糖毒性の抑制は、β細胞の機能及び細胞量を維持する
だけでなく、インスリン抵抗性の改善により２型糖尿病の進行を画期的に緩和することが
できる。
【０００８】
　インスリンとは、膵臓のβ細胞から分泌されるペプチドであり、体内の血糖を調節する
役割を果たす物質である。よって、β細胞の機能異常及び細胞量減少は、体内のインスリ
ン量の減少による血糖の増加と密接な関係がある。このようにインスリンの分泌が低下し
た糖尿病患者に対しては、外因性のインスリンを用いて治療することもある。先行研究に
よれば、外因性インスリンの投与は、血糖改善に卓越した効能を示すだけでなく、膵臓β
細胞の過度なインスリン分泌によるストレス発生を抑制することが知られている。しかし
、外因性インスリンの投与には体重増加を誘発するという大きな欠点があり、その体重増
加は血中の脂質濃度の上昇を伴うので、潜在的に糖尿病の予後を悪化させる可能性がある
。
【０００９】
　一方、エキセンジン－４をはじめとするインスリン分泌ペプチドの一種であるグルカゴ
ン様ペプチド－１（Glucagon like peptide 1, GLP-1）受容体アゴニスト（agonist）は
、２型糖尿病患者において優れた血糖調節及び体重減少効果を有することが知られている
。また、ＧＬＰ－１受容体アゴニストは、β細胞の新生、増殖及び分化だけでなく、β細
胞の死滅を調節することにより、β細胞量を増加させることができる。実際に、２型糖尿
病を誘導した齧歯類モデルにおいて、ＧＬＰ－１又はエキセンジン－４の投与によりβ細
胞の成長及び分化が刺激されてβ細胞量が増加することが確認されている。しかし、ＧＬ
Ｐ－１受容体アゴニストは、血糖調節のために膵臓β細胞のインスリン分泌を持続的に刺
激するので、潜在的にβ細胞ストレスの増加による機能低下の可能性も内包している。
【００１０】
　よって、本発明者らは、上記問題を解決するために、タンパク質薬物の活性を維持しつ
つ安定性の向上を同時に達成する技術として、非ペプチド性重合体をリンカーとして用い
て、従来の生理活性ポリペプチドと免疫グロブリンＦｃ領域を互いに共有結合により連結
させた持続型タンパク質結合体を提案した（特許文献２）。特に、持続型インスリン結合
体と持続型エキセンジン－４結合体のそれぞれの生体内効力持続効果が画期的に向上した
ことが確認された（特許文献３及び４）。
【００１１】
　しかし、依然として安定した血糖変化をもたらす量のインスリン又はエキセンジン－４
を投与すると、体重増加現象が現れたり、吐き気や嘔吐が現れるという問題がある。よっ
て、薬物の投与量と回数を減らすと共に、糖尿病治療効果に優れた治療方法の開発が求め
られている。また、それらの研究は生体内の前記生理活性ポリペプチドの半減期の延長に
焦点が合わせられており、糖尿病患者において予後を悪化させる副作用である膵臓β細胞
の機能喪失及び／又は死滅による膵臓β細胞量の減少を同時に改善する方法に関する研究
は十分でない。
【００１２】
　こうした背景の下、本発明者らは、糖尿病治療の持続効果が向上すると共に吐き気や嘔
吐の誘発を低減し得る糖尿病治療剤、並びにβ細胞の機能及び細胞量の維持及び増加と共
に潜在的なβ細胞ストレスに対して安全な糖尿病治療剤を開発すべく鋭意努力した結果、
グルカゴン様ペプチド－１受容体とインスリン受容体を同時に刺激する持続型エキセンジ
ン－４結合体と持続型インスリンアナログ結合体の併用投与を試み、これら持続型インス
リンアナログ結合体と持続型エキセンジン－４結合体の薬物を共に用いると、生体内持続
性及び安定性が向上し、両薬物の投与用量を画期的に減らすことができ、安定した血糖変
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化をもたらすことを確認した。また、グルカゴン様ペプチド－１アゴニスト及びエキセン
ジン－４、又はその誘導体の特徴である吐き気や嘔吐を改善し、インスリン投与による体
重増加現象を持続型エキセンジン－４結合体により緩和することができることを確認した
。さらに、β細胞の機能と細胞量を減少させる主な原因である脂質毒性と糖毒性を画期的
に減少させ、それに基づいて糖尿病の進行を緩和することを確認し、本発明を完成するに
至った。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】米国特許第５４２４２８６号明細書
【特許文献２】韓国登録特許第１０－０７２５３１５号公報
【特許文献３】韓国登録特許第１０－１０５８２０９号公報
【特許文献４】韓国登録特許第１０－１３３０８６８号公報
【特許文献５】韓国特許第２０１４－００２２９０９号公報
【特許文献６】韓国特許第２０１４－０００６９３８号公報
【特許文献７】国際公開第９７／０３４６３１号
【特許文献８】国際公開第９６／０３２４７８号
【特許文献９】韓国登録特許第１０－１２３１４３１号公報
【特許文献１０】韓国登録特許第１０－１０５８３１５号公報
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】H.Neurath, R.L.Hill, The Proteins, Academic Press, New York, 197
9
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明は、持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体
を含む、糖尿病の予防又は治療用薬学的組成物を提供することを目的とする。
【００１６】
　また、本発明は、糖尿病が発症するリスクのある個体又は発症した個体に前記薬学的組
成物を投与するステップを含む、糖尿病の予防又は治療方法を提供することを目的とする
。
【００１７】
　さらに、本発明は、持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチ
ド結合体を含む、糖尿病患者の脂質毒性（lipotoxicity）、糖毒性（glucotoxicity）、
膵臓β細胞機能異常及び膵臓β細胞量減少からなる群から選択される少なくとも１つの膵
臓β細胞副作用を改善するための薬学的組成物を提供することを目的とする。
【００１８】
　さらに、本発明は、糖尿病が発症するリスクのある個体又は発症した個体に前記薬学的
組成物を投与するステップを含む、糖尿病患者の脂質毒性、糖毒性、膵臓β細胞機能異常
及び膵臓β細胞量減少からなる群から選択される少なくとも１つの膵臓β細胞への副作用
を改善する方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　本発明の一態様は、生体内半減期が同程度である持続型インスリンアナログ結合体及び
持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む、糖尿病の予防又は治療用薬学的組成物を提
供する。本発明の薬学的組成物は、持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリ
ン分泌ペプチド結合体が併用投与されることを特徴とする。
【００２０】
　具体的には、前記薬学的組成物は、インスリンアナログ及びその活性持続時間を延長で
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きる生体適合性物質がリンカー又は共有結合により連結された持続型インスリンアナログ
結合体と、インスリン分泌ペプチド及びその活性持続時間を延長できる生体適合性物質が
リンカー又は共有結合により連結された持続型インスリン分泌ペプチド結合体とを含む糖
尿病予防又は治療用薬学的組成物であってもよい。
【００２１】
　本発明の他の態様は、生体内半減期が同程度である持続型インスリンアナログ結合体及
び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む、糖尿病患者の脂質毒性、糖毒性、膵臓β
細胞機能異常及び膵臓β細胞量減少からなる群から選択される少なくとも１つの膵臓β細
胞副作用を改善するための薬学的組成物を提供する。本発明の薬学的組成物は、持続型イ
ンスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体が併用投与されること
を特徴とする。
【００２２】
　具体的には、前記薬学的組成物は、インスリンアナログ及びその活性持続時間を延長で
きる生体適合性物質がリンカー又は共有結合により連結された持続型インスリンアナログ
結合体と、インスリン分泌ペプチド及びその活性持続時間を延長できる生体適合性物質が
リンカー又は共有結合により連結された持続型インスリン分泌ペプチド結合体とを含む、
糖尿病患者の脂質毒性、糖毒性、膵臓β細胞機能異常及び膵臓β細胞量減少からなる群か
ら選択される少なくとも１つの膵臓β細胞副作用を改善するための薬学的組成物であって
もよい。
【００２３】
　前記薬学的組成物は、脂質毒性、糖毒性、膵臓β細胞機能異常及び膵臓β細胞量減少を
同時に改善することができる。
【００２４】
　インスリンアナログやグルカゴン様ペプチド－１などのインスリン分泌ペプチドは異な
る作用機序により血糖を調節するので、併用投与するとその効能が最大化できるという研
究結果などから、血糖調節治療剤として用いるための研究のみ継続して行われてきた。し
かし、併用投与時に脂質毒性及び糖毒性の改善及び相補作用によりβ細胞の機能及び細胞
量を改善することにより、糖尿病患者においてインスリン又はインスリン分泌ペプチドの
単独投与時に発生し得る副作用である膵臓β細胞への副作用を改善する研究は行われてお
らず、このような新しい用途は本発明者らにより最初に開発されたものである。
【００２５】
　前記薬学的組成物は、膵臓β細胞副作用を改善できるだけでなく、血液中の中性脂肪の
濃度を低下させることにより脂質毒性を減少させ、血糖機能を調節することにより糖毒性
を減少させることができ、膵臓β細胞量を維持及び／又は増加させることにより糖尿病の
進行を抑制することを特徴とする。よって、本願発明の薬学的組成物は糖尿病の進行を緩
和することができる。
【００２６】
　前記薬学的組成物は、投与された糖尿病個体の糖尿病の予後を改善することを特徴とす
る。
【００２７】
　前記薬学的組成物は、持続型インスリン分泌ペプチド結合体：インスリンアナログ結合
体がモル比で１：０．０１～１：５０の範囲であってもよい。インスリン分泌ペプチド結
合体は、例えばエキセンジン結合体であるが、これに限定されるものではない。
【発明の効果】
【００２８】
　本発明の持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジン－４結合体は、優れた
糖尿病治療効能を示し、特に併用投与すると、インスリン受容体とグルカゴン様ペプチド
－１受容体を同時に刺激することにより、生体内持続性及び安定性が向上し、投与用量を
画期的に減らすことができ、血糖の安定した調節により低血糖及び体重増加の様相を緩和
し、吐き気や嘔吐を抑制するので、服薬順応度が改善された糖尿病治療剤としての効果が
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あり、特に画期的に改善された血中安定性及び効力の持続性により、投与頻度を減少させ
、患者の利便性を最大化することができる。
【００２９】
　また、本発明の持続型インスリンアナログ結合体と持続型インスリン分泌ペプチド結合
体は、優れた糖尿病治療効能を示し、特に併用投与すると、インスリン受容体とグルカゴ
ン様ペプチド－１受容体を同時に刺激することにより、生体内持続性及び安定性が向上し
、糖尿病の進行に伴って発生する副作用である脂質毒性と糖毒性を改善することにより、
β細胞の機能を改善し、細胞量を増加させる。また、血糖の安定した調節により低血糖及
び体重増加の様相を緩和し、従来のインスリン製剤の欠点を改善した薬学的組成物を提供
することができる。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】ｄｂ／ｄｂマウスにおける持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジ
ン－４結合体の併用投与による血糖調節効果をグリコヘモグロビン（ＨｂＡ１ｃ）数値で
示すグラフである。(* P<0.05, ** P< 0.01, *** P<0.001 by Dunnet's MC test, vehicl
e群対比）（†P<0.05, †† P< 0.01, ††† P<0.001 by Dunnet's MC test, 持続型イ
ンスリンアナログ結合体単独投与群対比）
【図２】ｄｂ／ｄｂマウスにおける持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジ
ン－４結合体の併用投与による体重変化値（ＢＷ）の変化を示すグラフである。（* P<0.
05, ** P< 0.01, *** P<0.001 by  Dunnet's MC test）（†P<0.05, †† P< 0.01, ††
†P<0.001 by Dunnet's MC test, 持続型インスリンアナログ結合体単独投与群対比）
【図３】ｄｂ／ｄｂマウスにおける持続型インスリンアナログ結合体（持続型インスリン
誘導体結合体）と持続型エキセンジン－４結合体の併用投与によるβ細胞量の増加効果を
数値で示すグラフである。（* P<0.05, ** P< 0.01, *** P<0.001 by ANOVA test, vehic
le群対比）
【図４】ｄｂ／ｄｂマウスにおける持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジ
ン－４結合体の１２週間併用投与による血清中の中性脂肪の数値を示すグラフである。（
* P<0.05, ** P< 0.01, *** P<0.001 by  ANOVA test, Vehicle群対比）
【図５】ｄｂ／ｄｂマウスにおける持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジ
ン－４結合体の併用投与による血糖調節効果をグリコヘモグロビン（ＨｂＡ１ｃ）数値で
示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　本発明における「持続型インスリンアナログ結合体」及び「持続型インスリン分泌ペプ
チド結合体」とは、インスリンアナログやインスリン分泌ペプチドが生体適合性物質又は
キャリアと共有結合又は非共有結合により連結されて形成された結合体を意味し、このよ
うに結合体を形成することにより、当該インスリンアナログやインスリン分泌ペプチドが
結合体を形成しない場合に比べて、活性を示す時間がさらに延長される。
【００３２】
　前記持続型インスリンアナログ結合体を投与すると、天然インスリンに比べて薬物投与
量を減少させることができると共に、体重の増加、吐き気や嘔吐を緩和できるという効果
がある。
【００３３】
　本発明における、インスリンアナログやインスリン分泌ペプチドの半減期を延長し、か
つ生体利用率を増加させるか、又は持続的に活性を維持する製剤とは、インスリンアナロ
グやインスリン分泌ペプチドに直接共有結合するキャリアであってもよく、直接共有結合
しなくともインスリンアナログの生体内活性の維持を向上させる製剤を意味する。
【００３４】
　本発明における「生体適合性物質又はキャリア」とは、インスリンアナログやインスリ
ン分泌ペプチドに共有又は非共有結合により連結されて結合体を形成すると当該アナログ
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又はペプチドの活性持続時間を延長できる物質である。例えば、結合体を形成すると当該
アナログやペプチドの生体内半減期を延長できる物質は、本発明による生体適合性物質又
はキャリアとなり得る。インスリンアナログやインスリン分泌ペプチドに結合されるもの
には、様々な生体適合性物質、例えばポリエチレングリコール、脂肪酸、コレステロール
、アルブミン及びそのフラグメント、アルブミン結合物質、特定アミノ酸配列の繰り返し
単位の重合体、抗体、抗体フラグメント、ＦｃＲｎ結合物質、生体内結合組織、ヌクレオ
チド、フィブロネクチン、トランスフェリン（Transferrin）、サッカライド（saccharid
e）、高分子重合体などに共有又は非共有結合して生体内半減期を延長する生体適合性物
質が含まれる。また、インスリンアナログやインスリン分泌ペプチドと生体内半減期を延
長できる生体適合性物質の連結には、遺伝子組換え法や高分子又は低分子化学物質を用い
たｉｎ ｖｉｔｒｏ結合などが含まれるが、特定の結合方式に限定されるものではない。
前記ＦｃＲｎ結合物質は免疫グロブリンＦｃ領域であってもよい。
【００３５】
　本発明における「インスリンアナログ」とは、天然配列において少なくとも１つのアミ
ノ酸が改変されたものを意味する。
【００３６】
　前記インスリンアナログは、天然のものに比べてインスリン力価が減少し、かつ／又は
インスリン受容体結合力が減少した、インスリンのＢ鎖又はＡ鎖のアミノ酸が変異したイ
ンスリンアナログであってもよい。天然インスリンのアミノ酸配列は下記の通りである。
　Ａ鎖：Ｇｌｙ－Ｉｌｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｃｙｓ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－
Ｉｌｅ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｌｅｕ－Ｔｙｒ－Ｇｌｎ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ａｓｎ－Ｔｙｒ－
Ｃｙｓ－Ａｓｎ（配列番号３７）
　Ｂ鎖：Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｇｌｎ－Ｈｉｓ－Ｌｅｕ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－
Ｈｉｓ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｃｙｓ－
Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ｐｈｅ－Ｐｈｅ－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｒｏ－Ｌｙｓ－
Ｔｈｒ（配列番号３８）
【００３７】
　本発明の実施例で用いられたインスリンは遺伝子組換え技術により作製したインスリン
アナログであるが、本発明はこれに限定されるものではなく、ｉｎ－ｖｉｔｒｏ力価が減
少し、及び／又はインスリン受容体結合力が減少したあらゆるインスリンが含まれる。逆
インスリン（inverted insulin）、インスリン変異体（variants）、インスリンフラグメ
ント（fragments）などが含まれることが好ましく、作製法としては、遺伝子組換えだけ
でなく、ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ法でも作製することができるが、これらに限定されるも
のではない。
【００３８】
　インスリンアナログはインスリンと同じ生体内血糖調節機能を有するペプチドであり、
このようなペプチドにはインスリンアゴニスト（agonist）、誘導体（derivatives）、フ
ラグメント（fragments）、変異体（variants）などが含まれる。
【００３９】
　本発明におけるインスリンアゴニストとは、インスリンの構造に関係なく、インスリン
の生体内受容体に結合してインスリンと同じ生物学的活性を示す物質を意味する。
【００４０】
　本発明におけるインスリンアナログとは、天然インスリンのＡ鎖、Ｂ鎖とそれぞれアミ
ノ酸配列において相同性を示し、少なくとも１つのアミノ酸残基が置換（例えば、alpha-
methylation、alpha-hydroxylation）、除去（例えば、deamination）又は修飾（例えば
、N-methylation）された形態、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される改変
された形態であり、体内で血糖調節機能を有するペプチドを意味する。
【００４１】
　本発明におけるインスリンアナログとは、天然インスリンとアミノ酸配列における相同
性がない場合もインスリン受容体に結合して血糖を調節できるペプチドミミック及び低分
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子もしくは高分子化合物を意味する。
【００４２】
　本発明におけるインスリンフラグメントとは、インスリンに少なくとも１つのアミノ酸
が付加又は欠失された形態を意味し、付加されるアミノ酸は天然に存在しないアミノ酸（
例えば、Ｄ型アミノ酸）であってもよく、このようなインスリンフラグメントは体内で血
糖調節機能を有する。
【００４３】
　本発明におけるインスリン変異体とは、インスリンとアミノ酸配列が少なくとも１つ異
なるペプチドであり、体内で血糖調節機能を有するペプチドを意味する。
【００４４】
　本発明のインスリンアゴニスト、誘導体、フラグメント及び変異体において用いる各作
製方法は、単独で用いてもよく、組み合わせて用いてもよい。例えば、アミノ酸配列が少
なくとも１つ異なり、Ｎ末端のアミノ酸残基に脱アミノ化（deamination）された体内で
血糖調節機能を有するペプチドが挙げられる。
【００４５】
　具体的には、前記インスリンアナログは、Ｂ鎖の１番目のアミノ酸、２番目のアミノ酸
、３番目のアミノ酸、５番目のアミノ酸、８番目のアミノ酸、１０番目のアミノ酸、１２
番目のアミノ酸、１６番目のアミノ酸、２３番目のアミノ酸、２４番目のアミノ酸、２５
番目のアミノ酸、２６番目のアミノ酸、２７番目のアミノ酸、２８番目のアミノ酸、２９
番目のアミノ酸、３０番目のアミノ酸、Ａ鎖の１番目のアミノ酸、２番目のアミノ酸、５
番目のアミノ酸、８番目のアミノ酸、１０番目のアミノ酸、１２番目のアミノ酸、１４番
目のアミノ酸、１６番目のアミノ酸、１７番目のアミノ酸、１８番目のアミノ酸、１９番
目のアミノ酸及び２１番目のアミノ酸からなる群から選択される少なくとも１つのアミノ
酸が他のアミノ酸に置換されものであり、アラニン、グルタミン酸、アスパラギン、イソ
ロイシン、バリン、グルタミン、グリシン、リシン、ヒスチジン、システイン、フェニル
アラニン、トリプトファン、プロリン、セリン、トレオニン、アスパラギン酸に置換され
たものであることが好ましい。また、少なくとも１つのアミノ酸が欠失（deletion）した
インスリンアナログも本発明に含まれるが、あらゆるインスリンアナログが制限なく含ま
れる。
【００４６】
　好ましいインスリンアナログは、生体適合性物質又はキャリアに結合されると天然イン
スリンに比べて半減期が延長されたインスリンアナログであり、これらは特許文献５及び
６に開示されているインスリンアナログであるが、これらに限定されるものではない。
【００４７】
　本発明における「持続型インスリン分泌ペプチド結合体」とは、インスリン分泌ペプチ
ドが免疫グロブリンＦｃ領域に非ペプチド性リンカーを介して連結されたものを意味する
。
【００４８】
　本発明における「インスリン分泌ペプチド」とは、インスリン分泌機能を有するペプチ
ドを意味し、膵臓β細胞のインスリンの合成又は発現を刺激することができる。前記イン
スリン分泌ペプチドは、グルカゴン様ペプチド－１（Glucagon like peptide 1, GLP-1）
、エキセンジン－３（exendin-3）、又はエキセンジン－４（exendin-4）であることが好
ましいが、これらに限定されるものではない。前記インスリン分泌ペプチドには、天然イ
ンスリン分泌ペプチドだけでなく、その前駆物質（precursors）、アゴニスト（agonist
）、誘導体（derivatives）、フラグメント（fragments）及び変異体（variants）などが
含まれる。
【００４９】
　本発明のインスリン分泌ペプチド誘導体には、インスリン分泌ペプチドのＮ末端のアミ
ノ基を除去した誘導体（Desamino-histidyl誘導体）、アミノ基がヒドロキシ基に置換さ
れた誘導体（beta-hydroxy imidazopropionyl誘導体）、アミノ基が２つのメチル（methy
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l）残基で修飾された誘導体（Dimethyl-histidyl誘導体）、Ｎ末端のアミノ基をカルボキ
シ基に置換した誘導体（beta-carboxyimidazopropionyl誘導体）又はＮ末端のヒスチジン
残基のα炭素を除去してイミダゾアセチル（imidazoacetyl）基のみ残し、アミノ基の正
電荷（positive charge）を除去した誘導体（Imidazoacetyl誘導体）などが含まれ、他の
形態にＮ末端のアミノ基が変異した誘導体も本発明に含まれる。
【００５０】
　本発明におけるインスリン分泌ペプチド誘導体は、エキセンジン－４のＮ末端のアミノ
基又はアミノ酸残基を化学的に変異させた誘導体であることが好ましく、エキセンジン－
４のＮ末端の１番目のアミノ酸であるヒスチジン残基のα炭素に存在するαアミノ基又は
α炭素を置換又は除去したエキセンジン－４誘導体であることがより好ましく、Ｎ末端の
アミノ基を除去したデスアミノ－ヒスチジル－エキセンジン－４（Desamino-histidylexe
ndin-4, ＤＡ－エキセンジン－４）、ヒドロキシ基又はカルボキシ基に置換したβ－ヒド
ロキシイミダゾプロピオニル－エキセンジン－４（beta-hydroxy imidazopropionyl-exen
din-4, ＨＹ－エキセンジン－４）、β－カルボキシイミダゾプロピオニル－エキセンジ
ン－４（beta-carboxyimidazopropionyl-exendin-4, ＣＸ－エキセンジン－４）、２つの
メチル残基で修飾したジメチル－ヒスチジル－エキセンジン－４（Dimethyl-histidyl-ex
endin-4, ＤＭ－エキセンジン－４）、又はＮ末端のヒスチジン残基のα炭素を除去した
イミダゾアセチル－エキセンジン－４（Imidazoacetyl-exendin-4, ＣＡ－エキセンジン
－４）であることがさらに好ましいが、これらに限定されるものではない。
【００５１】
　ＧＬＰ－１は小腸から分泌されるホルモンであり、一般にインスリン生合成及び分泌を
促進し、グルカゴン分泌を抑制し、細胞内へのグルコース取り込みを促進する。小腸にお
いて、グルカゴン前駆体はグルカゴン、ＧＬＰ－１、ＧＬＰ－２の３つのペプチドに分解
される。ここで、ＧＬＰ－１とは、ＧＬＰ－１（１－３７）を意味し、インスリン分泌機
能のない形態であり、ＧＬＰ－１（７－３７）の形態にプロセシングされて活性型ＧＬＰ
－１（７－３７）となる。ＧＬＰ－１（７－３７）アミノ酸配列は下の通りである。
　ＧＬＰ－１（７－３７）：ＨＡＥＧＴ ＦＴＳＤＶ ＳＳＹＬＥ ＧＱＡＡＫ ＥＦＩＡＷ
 ＬＶＫＧＲ Ｇ（配列番号３９）
【００５２】
　ＧＬＰ－１誘導体とは、ＧＬＰ－１と比較して、少なくとも８０％のアミノ酸配列相同
性を有するものであり、化学的に修飾された形態であってもよく、インスリン分泌機能が
少なくとも同等又はそれ以上であるペプチドを意味する。
【００５３】
　ＧＬＰ－１フラグメントとは、天然ＧＬＰ－１のＮ末端又はＣ末端に少なくとも１つの
アミノ酸が付加又は欠失された形態を意味し、付加されるアミノ酸は天然に存在しないア
ミノ酸（例えば、Ｄ型アミノ酸）であってもよい。
【００５４】
　ＧＬＰ－１変異体とは、天然ＧＬＰ－１とアミノ酸配列が少なくとも１つ異なるペプチ
ドであり、インスリン分泌機能を有するペプチドを意味する。
【００５５】
　エキセンジン－３とエキセンジン－４は、ＧＬＰ－１と５３％のアミノ酸配列類似性を
有する３９個のアミノ酸からなるインスリン分泌ペプチドであり、エキセンジン－３とエ
キセンジン－４のアミノ酸配列は次の通りである。
　エキセンジン－３：ＨＳＤＧＴ ＦＴＳＤＬ ＳＫＱＭＥ ＥＥＡＶＲ ＬＦＩＥＷ ＬＫ
ＮＧＧ ＰＳＳＧＡ ＰＰＰＳ（配列番号４０）
　エキセンジン－４：ＨＧＥＧＴ ＦＴＳＤＬ ＳＫＱＭＥ ＥＥＡＶＲ ＬＦＩＥＷ ＬＫ
ＮＧＧ ＰＳＳＧＡ ＰＰＰＳ（配列番号４１）
【００５６】
　エキセンジンアゴニストとは、エキセンジンの構造に関係なく、エキセンジンの生体内
受容体に結合してエキセンジンと同一の生物学的活性を示す物質を意味し、エキセンジン
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誘導体とは、天然エキセンジンと比較して、少なくとも８０％のアミノ酸配列相同性を有
し、アミノ酸残基の一部のグループが化学的に置換（例えば、alpha-methylation、alpha
-hydroxylation）、除去（例えば、deamination）、又は修飾（例えば、N-methylation）
された形態であり、インスリン分泌機能を有するペプチドを意味する。
【００５７】
　エキセンジンフラグメントとは、天然エキセンジンのＮ末端又はＣ末端に少なくとも１
つのアミノ酸が付加又は欠失された形態を意味し、付加されるアミノ酸は天然に存在しな
いアミノ酸（例えば、Ｄ型アミノ酸）であってもよく、このようなエキセンジンフラグメ
ントはインスリン分泌機能を有する。
【００５８】
　エキセンジン変異体とは、天然エキセンジンとアミノ酸配列が少なくとも１つ異なるペ
プチドであり、インスリン分泌機能を有するペプチドを意味し、前記エキセンジン変異体
には、エキセンジン－４の１２番目のアミノ酸であるリシンがセリン（serine）又はアル
ギニン（arginine）に置換されたペプチドが含まれる。
【００５９】
　エキセンジンアゴニスト、誘導体、フラグメント及び変異体において用いる各作製方法
は、単独で用いてもよく、組み合わせて用いてもよい。例えば、アミノ酸配列が少なくと
も１つ異なり、Ｎ末端のアミノ酸残基が脱アミノ化されたインスリン分泌ペプチドが挙げ
られる。
【００６０】
　本発明の一実施例に用いられる天然インスリン分泌ペプチドと修飾されたインスリン分
泌ペプチドは、固相（Solid phase）合成法で合成したものであってもよく、天然インス
リン分泌ペプチドを含むほとんどの天然ペプチドは組換え方法でも生産することができる
。
【００６１】
　前記インスリンアナログ結合体とインスリン分泌ペプチド結合体は下記化学式で表すこ
とができる。
Ｘ－Ｌａ－Ｆ
【００６２】
　上記化学式において、Ｘはインスリンアナログであるかインスリン分泌ペプチドであっ
て、インスリンのＢ鎖又はＡ鎖の少なくとも１つのアミノ酸が変異したインスリンアナロ
グであり、Ｌはリンカーであり、ａは０又は自然数であるが、ａが２以上である場合はそ
れぞれのＬが互いに独立しており、Ｆはポリエチレングリコール、脂肪酸、コレステロー
ル、アルブミン及びそのフラグメント、特定アミノ酸配列、抗体、抗体フラグメント、Ｆ
ｃＲｎ結合物質、フィブロネクチン、サッカライドなどから選択されるものである。
【００６３】
　免疫グロブリンＦｃ領域は、生体内で代謝される生分解性ポリペプチドであるので、薬
物のキャリアとして安全に使用できる。また、免疫グロブリンＦｃ領域は、免疫グロブリ
ン分子全体に比べて相対的に分子量が小さいので、結合体の作製、精製及び収率の面で有
利であるだけでなく、アミノ酸配列が抗体毎に異なるため、高い非均質性を示すＦａｂ部
分を除去することにより、物質の同質性が非常に高くなり、血中抗原性を誘発する可能性
が低くなるという効果も期待することができる。
【００６４】
　本発明における「免疫グロブリンＦｃ領域」とは、免疫グロブリンの重鎖と軽鎖の可変
領域、重鎖定常領域１（ＣＨ１）及び軽鎖定常領域１（ＣＬ１）を除いたものであり、重
鎖定常領域２（ＣＨ２）及び重鎖定常領域３（ＣＨ３）部分を意味し、重鎖定常領域にヒ
ンジ（hinge）部分を含むこともある。また、本発明の免疫グロブリンＦｃ領域は、天然
のものと実質的に同等又は向上した効果を有するものであれば、免疫グロブリンの重鎖と
軽鎖の可変領域を除き、一部又は全部の重鎖定常領域１（ＣＨ１）及び／又は軽鎖定常領
域１（ＣＬ１）を含む拡張されたＦｃ領域であってもよい。さらに、ＣＨ２及び／又はＣ
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Ｈ３に相当する非常に長い一部のアミノ酸配列が除去された領域であってもよい。
【００６５】
　すなわち、本発明の免疫グロブリンＦｃ領域は、１）ＣＨ１ドメイン、ＣＨ２ドメイン
、ＣＨ３ドメイン及びＣＨ４ドメイン、２）ＣＨ１ドメイン及びＣＨ２ドメイン、３）Ｃ
Ｈ１ドメイン及びＣＨ３ドメイン、４）ＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメイン、５）少なく
とも１つのドメインと免疫グロブリンヒンジ領域（又はヒンジ領域の一部）との組み合わ
せ、６）重鎖定常領域の各ドメインと軽鎖定常領域の二量体であってもよい。
【００６６】
　また、本発明の免疫グロブリンＦｃ領域には、天然アミノ酸配列だけでなく、その配列
変異体（mutant）も含まれる。アミノ酸配列変異体とは、天然アミノ酸配列中の少なくと
も１つのアミノ酸残基が欠失、挿入、非保存的もしくは保存的置換、又はそれらの組み合
わせにより異なる配列を有するものを意味する。例えば、ＩｇＧ Ｆｃの場合、結合に重
要であることが知られている２１４～２３８、２９７～２９９、３１８～３２２又は３２
７～３３１番目のアミノ酸残基が修飾に適した部位として用いられる。
【００６７】
　また、ジスルフィド結合を形成する部位が除去された変異体、天然ＦｃからＮ末端のい
くつかアミノ酸が除去された変異体、天然ＦｃのＮ末端にメチオニン残基が付加された変
異体など、様々な種類の変異体が用いられる。また、エフェクター機能をなくすために、
補体結合部位、例えばＣ１ｑ結合部位が除去されてもよく、抗体依存性細胞傷害（antibo
dy dependent cell mediated cytotoxicity、ADCC）部位が除去されてもよい。このよう
な免疫グロブリンＦｃ領域の配列誘導体を作製する技術は、特許文献７、８などに開示さ
れている。
【００６８】
　分子の活性を全体的に変化させないタンパク質及びペプチドにおけるアミノ酸交換は当
該分野において公知である（非特許文献１）。最も一般的な交換は、アミノ酸残基Ａｌａ
／Ｓｅｒ、Ｖａｌ／Ｉｌｅ、Ａｓｐ／Ｇｌｕ、Ｔｈｒ／Ｓｅｒ、Ａｌａ／Ｇｌｙ、Ａｌａ
／Ｔｈｒ、Ｓｅｒ／Ａｓｎ、Ａｌａ／Ｖａｌ、Ｓｅｒ／Ｇｌｙ、Ｔｈｙ／Ｐｈｅ、Ａｌａ
／Ｐｒｏ、Ｌｙｓ／Ａｒｇ、Ａｓｐ／Ａｓｎ、Ｌｅｕ／Ｉｌｅ、Ｌｅｕ／Ｖａｌ、Ａｌａ
／Ｇｌｕ、Ａｓｐ／Ｇｌｙ間の交換である。
【００６９】
　場合によっては、リン酸化（phosphorylation）、硫酸化（sulfation）、アクリル化（
acrylation）、グリコシル化（glycosylation）、メチル化（methylation）、ファルネシ
ル化（farnesylation）、アセチル化（acetylation）、アミド化（amidation）などによ
り修飾されてもよい。
【００７０】
　前述したＦｃ変異体は、本発明のＦｃ領域と同じ生物学的活性を示すが、Ｆｃ領域の熱
、ｐＨなどに対する構造的安定性を向上させた変異体である。
【００７１】
　また、このようなＦｃ領域は、ヒト、及びウシ、ヤギ、ブタ、マウス、ウサギ、ハムス
ター、ラット、モルモットなどの動物の生体内から分離した天然のものから得てもよく、
形質転換された動物細胞もしくは微生物から得られた組換えたもの又はその誘導体であっ
てもよい。ここで、天然のものから得る方法においては、全免疫グロブリンをヒト又は動
物の生体から分離し、その後タンパク質分解酵素で処理することにより得ることができる
。パパインで処理するとＦａｂ及びＦｃに切断され、ペプシンで処理するとｐＦ’ｃ及び
Ｆ（ａｂ）２に切断される。これらは、サイズ排除クロマトグラフィー（size-exclusion
 chromatography）などを用いてＦｃ又はｐＦ’ｃを分離することができる。
【００７２】
　ヒト由来のＦｃ領域は、微生物から得られた組換え免疫グロブリンＦｃ領域であること
が好ましい。
【００７３】
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　また、免疫グロブリンＦｃ領域は、天然糖鎖、天然のものに比べて増加した糖鎖、天然
のものに比べて減少した糖鎖、又は糖鎖が除去された形態であってもよい。このような免
疫グロブリンＦｃ糖鎖の増減又は除去には、化学的方法、酵素学的方法及び微生物を用い
た遺伝工学的方法などの通常の方法が用いられる。ここで、Ｆｃから糖鎖が除去された免
疫グロブリンＦｃ領域は、補体（ｃ１ｑ）の結合力が著しく低下し、抗体依存性細胞傷害
又は補体依存性細胞傷害が低減又は除去されるので、生体内で不要な免疫反応を誘発しな
い。このようなことから、糖鎖が除去されるか、非グリコシル化された免疫グロブリンＦ
ｃ領域は、薬物のキャリアとしての本発明の目的に適する。
【００７４】
　本発明における糖鎖の除去（Deglycosylation）とは、酵素で糖を除去したＦｃ領域を
意味し、非グリコシル化（Aglycosylation）とは、原核生物、好ましくは大腸菌で産生さ
れてグリコシル化されていないＦｃ領域を意味する。
【００７５】
　一方、免疫グロブリンＦｃ領域は、ヒト起源、又はウシ、ヤギ、ブタ、マウス、ウサギ
、ハムスター、ラット、モルモットなどの動物起源であり、ヒト起源であることが好まし
い。また、免疫グロブリンＦｃ領域は、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＭ由来で
あるか、又はそれらの組み合わせ（combination）もしくはそれらのハイブリッド（hybri
d）によるＦｃ領域であってもよい。ヒト血液に最も豊富なＩｇＧ又はＩｇＭ由来である
ことが好ましく、リガンド結合タンパク質の半減期を延長させることが知られているＩｇ
Ｇ由来であることが最も好ましい。
【００７６】
　一方、本発明における組み合わせ（combination）とは、二量体又は多量体を形成する
際に、同一起源の単鎖免疫グロブリンＦｃ領域をコードするポリペプチドが異なる起源の
単鎖ポリペプチドに結合することを意味する。すなわち、ＩｇＧ Ｆｃ、ＩｇＡ Ｆｃ、Ｉ
ｇＭ Ｆｃ、ＩｇＤ Ｆｃ及びＩｇＥ Ｆｃフラグメントからなる群から選択される少なく
とも２つのフラグメントから二量体又は多量体を作製することができる。
【００７７】
　本発明における「ハイブリッド（hybrid）」とは、単鎖の免疫グロブリンＦｃ領域内に
、少なくとも２つの異なる起源の免疫グロブリンＦｃフラグメントに相当する配列が存在
することを意味する。本発明においては、様々な形態のハイブリッドが可能である。すな
わち、ＩｇＧ Ｆｃ、ＩｇＭ Ｆｃ、ＩｇＡ Ｆｃ、ＩｇＥ Ｆｃ及びＩｇＤ ＦｃのＣＨ１
、ＣＨ２、ＣＨ３及びＣＨ４からなる群から選択される１つ～４つのドメインのハイブリ
ッドが可能であり、ヒンジを含んでもよい。
【００７８】
　一方、ＩｇＧもＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４のサブクラスに分けられ、
本発明においては、それらの組み合わせ又はそれらのハイブリダイゼーションも可能であ
る。ＩｇＧ２及びＩｇＧ４サブクラスであることが好ましく、補体依存性細胞傷害（comp
lementdependent cytotoxicity、 CDC）などのエフェクター機能（effector function）
のほとんどないＩｇＧ４のＦｃ領域であることが最も好ましい。すなわち、本発明の薬物
のキャリアとして最も好ましい免疫グロブリンＦｃ領域は、ヒトＩｇＧ４由来の非グリコ
シル化されたＦｃ領域である。ヒト由来のＦｃ領域は、ヒト生体において抗原として作用
し、それに対する新規な抗体を生成するなどの好ましくない免疫反応を起こす非ヒト由来
のＦｃ領域に比べて好ましい。
【００７９】
　本発明における非ペプチド性重合体とは、繰り返し単位が少なくとも２つ結合された生
体適合性重合体を意味し、前記繰り返し単位はペプチド結合を除く任意の共有結合により
互いに連結される。このような非ペプチド性重合体は両末端又は三末端を有する。
【００８０】
　本発明に使用可能な非ペプチド性重合体は、ポリエチレングリコール、ポリプロピレン
グリコール、エチレングリコールとプロピレングリコールの共重合体、ポリオキシエチル
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化ポリオール、ポリビニルアルコール、ポリサッカライド、デキストラン、ポリビニルエ
チルエーテル、ポリ乳酸（polylactic acid、PLA）やポリ乳酸－グリコール酸（polylact
ic-glycolic acid、PLGA）などの生分解性高分子、脂質重合体、キチン類、ヒアルロン酸
、オリゴヌクレオチド及びそれらの組み合わせからなる群から選択され、ポリエチレング
リコールであることが好ましい。当該分野で公知のこれらの誘導体や当該分野の技術水準
で容易に作製できる誘導体も本発明に含まれる。
【００８１】
　従来のインフレームフュージョン（inframe fusion）方法で作製された融合タンパク質
に用いられていたペプチド性リンカーにおいては、生体内でタンパク質分解酵素により容
易に切断され、キャリアによる活性薬物の血中半減期の延長効果を期待したほど得られな
いこともあるが、本発明においては、ペプチドリンカーだけでなく、非ペプチドリンカー
を用いることにより結合体を作製することができる。非ペプチドリンカーは、タンパク質
分解酵素に抵抗性のある重合体を用いることにより、キャリアと同様にペプチドの血中半
減期を維持することができる。よって、本発明に用いられる非ペプチド性重合体は、この
ような役割を果たすもの、すなわち生体内タンパク質分解酵素に抵抗性のある重合体であ
れば制限なく用いられる。非ペプチド性重合体は、分子量が１～１００ｋＤａの範囲、好
ましくは１～２０ｋＤａの範囲である。
【００８２】
　また、前記免疫グロブリンＦｃ領域に結合される本発明の非ペプチド性重合体は、１種
類の重合体だけでなく、異なる種類の重合体の組み合わせが用いられてもよい。
【００８３】
　本発明に用いられる非ペプチド性重合体は、免疫グロブリンＦｃ領域及びタンパク質薬
物に結合される反応基を有する。
【００８４】
　前記非ペプチド性重合体の両末端の反応基は、反応アルデヒド基、プロピオンアルデヒ
ド基、ブチルアルデヒド基、マレイミド（maleimide）基及びスクシンイミド（succinimi
de）誘導体からなる群から選択されることが好ましい。前記スクシンイミド誘導体として
は、スクシンイミジルプロピオネート、ヒドロキシスクシンイミジル、スクシンイミジル
カルボキシメチル又はスクシンイミジルカーボネートが用いられる。特に、前記非ペプチ
ド性重合体が両末端に反応アルデヒド基の反応基を有する場合、非特異的反応を最小限に
抑え、非ペプチド性重合体の両末端に生理活性ポリペプチド及び免疫グロブリンがそれぞ
れ結合するのに効果的である。アルデヒド結合による還元性アルキル化で生成された最終
産物は、アミド結合により連結されたものよりはるかに安定している。アルデヒド反応基
は、低いｐＨではＮ末端に選択的に反応し、高いｐＨ、例えばｐＨ９．０の条件ではリシ
ン残基と共有結合を形成することができる。
【００８５】
　前記非ペプチド性重合体の両末端の反応基は、同じものであってもよく、異なるもので
あってもよい。例えば、一末端にはマレイミド基、他の末端にはアルデヒド基、プロピオ
ンアルデヒド基又はブチルアルデヒド基を有してもよい。両末端にヒドロキシ反応基を有
するポリエチレングリコールを非ペプチド性重合体として用いる場合、公知の化学反応に
より前記ヒドロキシ基を前述した様々な反応基として活性化するか、商業的に入手可能な
修飾された反応基を有するポリエチレングリコールを用いることにより、本発明の結合体
を作製することができる。
【００８６】
　持続型分泌ペプチド結合体の種類及び作製方法は、特許文献３、９、１０に詳細に記載
されている。
【００８７】
　本発明の一実施例においては、イミダゾ－アセチルエキセンジン－４（ＣＡ－エキセン
ジン－４）のリシン（lysine, Lys）をＰＥＧで修飾し、ＰＥＧ修飾されたエキセンジン
－４を免疫グロブリンＦｃに連結して持続型エキセンジン－４結合体を作製した（実施例
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９）。
【００８８】
　このような本発明の持続型インスリンアナログ結合体と持続型インスリン分泌ペプチド
は、生体内効力持続効果が画期的に向上し、また生体内半減期が同程度であるので併用投
与すると糖尿病（Diabetes）の治療に有用である。
【００８９】
　また、このような本発明の持続型インスリンアナログ結合体と持続型インスリン分泌ペ
プチド結合体は、単独投与に比べて、優れた血糖調節及び血中脂質の改善効果を示す。本
発明の一実施例においては、持続型インスリンアナログ結合体と持続型インスリン分泌ペ
プチドであるエキセンジン－４結合体を併用投与すると、脂質毒性と糖毒性の改善に基づ
いて、β細胞量を維持しつつ糖尿病の進行を抑制できることが確認された。これらの結果
は、本発明の持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体
の複合組成物、又は各結合体の併用投与が、インスリン又はインスリン分泌ペプチドの単
独投与時に発生し得る、糖尿病患者に起こる副作用の一種である血中脂質濃度の上昇に伴
う脂質毒性、血糖調節の不具合による血中糖濃度の上昇に伴う糖毒性を画期的に改善し、
膵臓β細胞の機能障害の防止及び／又は膵臓β細胞量の増加により糖尿病の進行を画期的
に緩和し、糖尿病の改善、治療、予防及び／又は糖尿病の予後の改善をもたらすことを示
唆するものである。
【００９０】
　本発明の前記薬学的組成物は、持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン
分泌ペプチド結合体を併用投与することを特徴とする。
【００９１】
　このような本発明の前記持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペ
プチド結合体を併用投与すると、前記持続型インスリンアナログ結合体はインスリン受容
体に、前記持続型インスリン分泌ペプチド結合体はグルカゴン様ペプチド－１受容体に同
時に作用し、それぞれ別に投与する場合より血中糖濃度を下げ、安定した変化推移を示す
。また、前記結合体を併用投与すると、インスリン単独投与において生じ得る低血糖のリ
スクを軽減することができ、体重を減少させる効果があり、インスリン分泌ペプチドによ
り総インスリン投与量を低減することができる。さらに、エキセンジン－４などのインス
リン分泌ペプチドの用量を低減することができるので、エキセンジン－４の単独治療にお
いて生じ得る吐き気、嘔吐などの副作用を低減できるという利点がある。持続型インスリ
ン結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体の使用は、血中半減期及び生体内効力
持続効果の画期的な向上により、毎日投与しなければならない慢性患者への投与回数を減
少させることができるので、患者の生活の質を向上させることができるという大きな利点
があり、糖尿病の治療に非常に有用である。さらに、本発明の薬学的組成物は、生体内持
続性及び力価に優れ、併用投与法を用いるので用量を大幅に減少させることができる。
【００９２】
　さらに、従来の製剤とは異なり、糖尿病患者において発生する膵臓β細胞の機能喪失及
び／又は死滅による膵臓β細胞量の減少を緩和できるという特徴があり、これは脂質毒性
及び糖毒性の改善及び相補作用によりβ細胞の機能及び細胞量の減少を改善して糖尿病の
進行を抑制するなど、糖尿病患者の膵臓細胞への副作用を緩和することができる。
【００９３】
　持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体は、それぞ
れ同時、順次又は逆順に投与してもよく、適切な有効量の組み合わせで同時に投与しても
よい。また、持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体
をそれぞれ別の容器に保管し、その後同時、順次又は逆順に併用投与することが好ましい
。
【００９４】
　また、本発明の併用投与用組成物である持続型インスリンアナログ結合体及び持続型イ
ンスリン分泌ペプチド結合体は、１つの容器に含まれる糖尿病治療用キットの形態であっ
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てもよく、それぞれ別の容器に保管された糖尿病治療用キットの形態であってもよい。こ
れらのキットは、薬学的に許容される担体、及びキットの使用のための説明書を含んでも
よい。
【００９５】
　さらに、持続型インスリンアナログ結合体と持続型インスリン分泌ペプチド結合体は、
それぞれインスリン分泌ペプチド、インスリンと併用投与してもよい。持続型インスリン
アナログ結合体はインスリン分泌ペプチドであるＧＬＰ－１アゴニスト（agonist）(例え
ば、Exenatide、Liraglutide、lixisenatide）と併用投与してもよく、持続型インスリン
分泌ペプチド結合体はインスリン及びインスリンアナログ、基礎インスリン（basal insu
lin）と併用投与してもよい。
【００９６】
　本発明における「糖尿病（Diabetes）」とは、インスリンの分泌量が不足したり、正常
な機能が行われないなどの代謝疾患（metabolic disease）を意味する。本発明の薬学的
組成物を個体に併用投与することにより、血糖を調節して糖尿病を治療することができる
だけでなく、膵臓β細胞の機能、細胞量の維持及び増加と共に潜在的なβ細胞ストレスな
どの副作用から安全な糖尿病治療剤として提供される。また、膵臓β細胞の機能と細胞量
を減少させる主な原因である脂質毒性と糖毒性を画期的に減少させ、またそれにより糖尿
病の進行を緩和するなど、従来の製剤の副作用を画期的に改善することができる。
【００９７】
　本発明における「予防」とは、本発明の薬学的組成物の併用投与により糖尿病を防止し
たり、遅延させるあらゆる行為、又は膵臓細胞への副作用を防止したり、遅延させるあら
ゆる行為を意味し、「治療」とは、本発明の薬学的組成物の併用投与により糖尿病による
症状が好転又は有利に変化するあらゆる行為、及び膵臓細胞副作用を改善するあらゆる行
為を意味する。前記糖尿病の治療及び膵臓β細胞副作用の治療又は予防は、糖尿病が発生
し得る任意の哺乳動物に適用することができ、その例としてヒト及び霊長類だけでなく、
ウシ、ブタ、ヒツジ、ウマ、イヌ、ネコなどの家畜が制限なく含まれるが、ヒトであるこ
とが好ましい。
【００９８】
　本発明における「投与」とは、任意の適切な方法で患者に所定の物質を導入することを
意味し、前記薬学的組成物の投与経路は、薬物を標的組織に送達できるものであればいか
なる一般的な経路で投与してもよい。腹腔内投与、静脈内投与、筋肉内投与、皮下投与、
皮内投与、経口投与、局所投与、鼻腔内投与、肺内投与、直腸内投与などが挙げられるが
、これらに限定されるものではない。しかし、経口投与の場合はペプチドが消化されるの
で、経口用組成物は、活性薬剤をコーティングしたり、胃での分解から保護されるように
剤形化することが好ましい。注射剤形態に投与することが好ましい。また、持続性製剤は
、活性物質を標的細胞に送達することのできる任意の装置により投与することができる。
【００９９】
　また、本発明の薬学的組成物は、治療する疾患、投与経路、患者の年齢、性別及び体重
、疾患の重症度などの様々な関連因子と共に、活性成分である薬物の種類により決定され
る。
【０１００】
　さらに、本発明の薬学的組成物は、薬学的に許容される担体を含んでもよい。本発明に
おける「薬学的に許容される担体」とは、生物体を刺激せず、投与化合物の生物学的活性
及び特性を損なわない担体又は希釈剤を意味する。経口投与の場合は、結合剤、滑沢剤、
崩壊剤、賦形剤、可溶化剤、分散剤、安定化剤、懸濁剤、色素、香料などを用いることが
でき、注射剤の場合は、緩衝剤、保存剤、鎮痛剤、可溶化剤、等張化剤及び安定化剤など
を混合して用いることができ、局所投与用の場合は、基剤、賦形剤、滑沢剤、保存剤など
を用いることができる。本発明の薬学的組成物の剤形は、前述したような薬学的に許容さ
れる担体と混合して様々な形態に製造することができる。例えば、経口投与の場合は、錠
剤、トローチ剤、カプセル剤、エリキシル剤、懸濁剤、シロップ剤及びウエハー剤などの
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形態に製造することができ、注射剤の場合は、使い捨てアンプル又は複数回投薬形態に製
造することができる。その他、溶液、懸濁液、錠剤、丸薬、カプセル剤及び徐放性製剤な
どに剤形化することができる。
【０１０１】
　なお、製剤化に適した担体、賦形剤及び希釈剤の例としては、ラクトース、グルコース
、スクロース、ソルビトール、マンニトール、キシリトール、エリトリトール、マルチト
ール、澱粉、アカシア、アルギネート、ゼラチン、リン酸カルシウム、ケイ酸カルシウム
、セルロース、メチルセルロース、微晶質セルロース、ポリビニルピロリドン、水、メチ
ルヒドロキシベンゾエート、プロピルヒドロキシベンゾエート、タルク、ステアリン酸マ
グネシウム又は鉱物油などが挙げられる。また、充填剤、抗凝集剤、滑沢剤、湿潤剤、香
料及び防腐剤などをさらに含んでもよい。
【０１０２】
　本発明のさらに他の態様は、糖尿病を発症するリスクのある個体又は発症した個体に、
前記持続型インスリン結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む薬学的組成
物を投与するステップを含む、糖尿病の予防又は治療方法を提供する。
【０１０３】
　本発明のさらに他の態様は、糖尿病を発症した個体に、前記持続型インスリン結合体及
び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む薬学的組成物を投与するステップを含む、
糖尿病個体の脂質毒性（lipotoxicity）、糖毒性（glucotocity）、膵臓β細胞機能異常
及び膵臓β細胞量（mass）減少からなる群から選択される少なくとも１つの膵臓β細胞副
への作用改善方法を提供する。前記投与するステップは、持続型インスリンアナログ結合
体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を併用投与することにより行われてもよいが
、これに限定されるものではなく、それぞれ同時、順次又は逆順に投与してもよく、適切
な有効量の組み合わせで同時に投与してもよい。
【０１０４】
　持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチドの両方を含む本発
明の薬学的組成物は、週１回の投与でも血糖を著しく低くし、体重増加の副作用をもたら
さないので、糖尿病の予防又は治療に用いることができる。
【０１０５】
　本発明のさらに他の態様は、糖尿病を発症した個体に、前記持続型インスリン結合体及
び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む薬学的組成物を投与するステップを含む、
糖尿病患者の脂質毒性及び／又は糖毒性を改善及び／又は減少させる方法を提供する。
【０１０６】
　本発明のさらに他の態様は、糖尿病を発症した個体に、前記持続型インスリン結合体及
び持続型インスリン分泌ペプチド結合体を含む薬学的組成物を投与するステップを含む、
糖尿病患者の膵臓β細胞機能を改善し、及び／又は膵臓β細胞量を維持並びに／もしくは
増加させる方法を提供する。
【実施例】
【０１０７】
　以下、実施例を挙げて本発明をより詳細に説明する。これらの実施例は単に本発明を例
示するためのものであり、本発明の範囲がこれらの実施例に限定されるものではない。
【実施例１】
【０１０８】
　単鎖インスリンアナログ発現ベクターの作製
　保有中の天然インスリン発現ベクターを鋳型とし、Ａ鎖又はＢ鎖のアミノ酸を１つずつ
修飾したインスリンアナログを作製するために、順方向及び逆方向オリゴヌクレオチドを
合成し（表２）、その後ＰＣＲを行って各アナログ遺伝子を増幅した。
【０１０９】
　表１に、それぞれのＡ鎖又はＢ鎖のアミノ酸の修飾配列及びアナログ名を示す。すなわ
ち、アナログ１はＡ鎖の１番目のグリシンがアラニンに置換された形態であり、アナログ
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【０１１０】
【表１】

【０１１１】
　インスリンアナログ増幅のためのプライマーを表２に示す。
【０１１２】



(21) JP 2017-521377 A 2017.8.3

10

20

30

40

【表２】

【０１１３】
　インスリンアナログ増幅のためのＰＣＲ条件は、９５℃で３０秒間、５５℃で３０秒間
、６８℃で６分間とし、この過程を１８回繰り返した。このような条件で得られたインス
リンアナログフラグメントは、細胞内の封入体の形態で発現させるためにｐＥＴ２２ｂベ
クターに挿入されており、このようにして得られた発現ベクターをｐＥＴ２２ｂ－インス
リンアナログ１～９と命名した。前記発現ベクターは、Ｔ７プロモーターの制御下でイン
スリンアナログ１～９のアミノ酸配列番号 をコードする核酸を含み、宿主内でインスリ
ンアナログタンパク質を封入体の形態で発現させた。
【０１１４】
　表３に各インスリンアナログ１～９のＤＮＡ配列及びタンパク質配列を示す。
【０１１５】
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【表３】

【０１１６】
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【表４】

【０１１７】
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【表５】

【実施例２】
【０１１８】
　組換えインスリンアナログ融合ペプチドの発現
　Ｔ７プロモーター制御下で組換えインスリンアナログ発現を行った。それぞれの組換え
インスリンアナログ発現ベクターにＥ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１－ＤＥ３（E. coli B F-dcm o
mpT hsdS(rB-mB-)gal DE3); ノバジェン）を形質転換した。形質転換方法は、ノバジェン
社が推奨する方法に従った。各組換え発現ベクターが形質転換されたそれぞれの単一コロ
ニーを得て、アンピシリン（５０／ｍｌ）を含む２Ｘルリア（Luria Broth, LB）培地に
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接種し、３７℃で１５時間培養した。組換え菌株培養液と３０％グリセリンとを含む２Ｘ
ＬＢ培地を１：１（ｖ／ｖ）の割合で混合して各１ｍｌずつクライオチューブに分注し、
－１４０℃で保管した。これを組換え融合タンパク質の作製のための細胞ストック（cell
 stock）として用いた。
【０１１９】
　組換えインスリンアナログの発現のために、各細胞ストック１バイアルを溶解して５０
０ｍｌの２Ｘルリア培地に接種し、３７℃で１４～１６時間振盪培養した。ＯＤ６００の
値が５．０以上になったら培養を終了し、これを種培養液として用いた。５０Ｌ発酵槽（
MSJ-U2, B.E.MARUBISHI, 日本）を用いて、種培養液を１７Ｌの発酵培地に接種して初期
バス（bath）発酵を始めた。培養条件は、温度３７℃、空気量２０Ｌ／分（１ｖｖｍ）、
攪拌速度５００ｒｐｍとし、３０％アンモニア水を用いてｐＨ６．７０を維持した。発酵
は、培養液中の栄養素が枯渇したら追加培地（feeding solution）を添加することにより
、流加培養を行った。菌株の成長はＯＤ値によりモニタし、ＯＤ値が１００以上になった
ら最終濃度５００ＭのＩＰＴＧを導入した。培養は導入後約２３～２５時間まで続け、培
養終了後、遠心分離器を用いて組換え菌株を得て、使用するまで－８０℃で保管した。
【実施例３】
【０１２０】
　組換えインスリンアナログの回収及びリフォールディング（refolding）
　実施例２で発現させた組換えインスリンアナログを可溶性形態に変えるために、細胞を
破砕してリフォールディングした。細胞ペレット１００ｇ（wet weight）を１Ｌ溶解緩衝
液（５０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ９．０）、１ｍＭ ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）、０．
２Ｍ ＮａＣｌ及び０．５％トリトンＸ－１００）に再浮遊させた。マイクロフルイダイ
ザー（microfluidizer）プロセッサＭ－１１０ＥＨ（AC Technology Corp. Model M1475C
）を用いて、１５，０００ｐｓｉの圧力で細胞を破砕した。破砕された細胞溶解物を７，
０００ｒｐｍで４℃にて２０分間遠心分離して上清を捨て、３Ｌ洗浄緩衝液（０．５％ト
リトンＸ－１００、５０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）、０．２Ｍ ＮａＣｌ及び
１ｍＭ ＥＤＴＡ）に再浮遊させた。７，０００ｒｐｍで４℃にて２０分間遠心分離して
ペレットを蒸留水に再浮遊させ、その後同様に遠心分離した。ペレットを得て、４００ｍ
ｌの緩衝液（１Ｍ Ｇｌｙｃｉｎｅ，３．７８ｇ Ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ＨＣｌ，ｐＨ１０．
６）に再浮遊させて常温で１時間攪拌した。再浮遊させた組換えインスリンアナログの回
収のために、４００ｍＬの８Ｍウレアを追加し、その後４０℃で１時間攪拌した。可溶化
した組換えインスリンアナログのリフォールディング（refolding）のために、７，００
０ｒｐｍで４℃にて３０分間遠心分離して上清を得て、その後これに２Ｌの蒸留水を蠕動
ポンプ（peristaltic pump）にて１０００ｍｌ／ｈｒの流速で加えて４℃で１６時間攪拌
した。
【実施例４】
【０１２１】
　陽イオン結合クロマトグラフィーの精製
　４５％エタノールを含む２０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ２．０）緩衝液で平衡化し
たＳｏｕｒｃｅ Ｓ（GE healthcare社）カラムにリフォールディングした試料を結合させ
、その後塩化カリウム０．５Ｍと４５％エタノールとを含む２０ｍＭクエン酸ナトリウム
（ｐＨ２．０）緩衝液を用いて、濃度が０％から１００％になるように１０カラム容量の
線形濃度勾配でインスリンアナログタンパク質を溶出した。
【実施例５】
【０１２２】
　トリプシン（Trypsin）とカルボキシペプチダーゼＢ（Carboxypeptidase B）処理
　脱塩カラム（Desalting column）を用いて、溶出した試料から塩を除去し、緩衝液（１
０ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ８．０）に交換した。得られた試料のタンパク量のモル
比１０００に相当するトリプシンとモル比２０００に相当するカルボキシペプチダーゼＢ
を添加し、その後１６℃で１６時間攪拌した。反応を終了させるために、１Ｍクエン酸ナ
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トリウム（ｐＨ２．０）を用いてｐＨを３．５に下げた。
【実施例６】
【０１２３】
　陽イオン結合クロマトグラフィーの精製
　反応が終了した試料を４５％エタノールを含む２０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ２．
０）緩衝液で平衡化したＳｏｕｒｃｅ Ｓ（GE healthcare社）カラムに再び結合させ、そ
の後塩化カリウム０．５Ｍと４５％エタノールとを含む２０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐ
Ｈ２．０）緩衝液を用いて、濃度が０％から１００％になるように１０カラム容量の線形
濃度勾配でインスリンアナログタンパク質を溶出した。
【実施例７】
【０１２４】
　陰イオン結合クロマトグラフィーの精製
　脱塩カラムを用いて、溶出した試料から塩を除去し、緩衝液（１０ｍＭ Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ，ｐＨ７．５）に交換した。実施例６で得られた試料から純粋なインスリンアナログ
を純粋に分離するために、１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）緩衝液で平衡化した陰イオン交
換カラム（Ｓｏｕｒｃｅ Ｑ：GE healthcare社）に結合させ、その後０．５Ｍ塩化ナトリ
ウムを含む１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）緩衝液を用いて、濃度が０％から１００％にな
るように１０カラム容量の線形濃度勾配でインスリンアナログタンパク質を溶出した。
【０１２５】
　精製されたインスリンアナログの純度はタンパク質電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）及び
高圧クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を用いて分析し、アミノ酸の修飾はペプチドマッピ
ングと各ピークの分子量分析により確認した。
【０１２６】
　その結果、それぞれのインスリンアナログにおいて目的とするアミノ酸配列の修飾が行
われたことが確認された。
【実施例８】
【０１２７】
　持続型インスリンアナログの作製
　本実施例においては、代表的なインスリンアナログである天然インスリンの配列アナロ
グ（Ａ鎖の１４番目にＧｌｕ）の持続型結合体を作製した。
【０１２８】
　インスリンアナログβ鎖のＮ末端を３．４Ｋ ＡＬＤ２ ＰＥＧ（NOF, 日本）でペグ化
するために、インスリンアナログ：ＰＥＧのモル比を１：４とし、インスリンアナログ濃
度を５ｍｇ／ｍｌとして４～８℃で約２時間反応させた。ここで、反応はｐＨ６．０の５
０ｍＭクエン酸ナトリウム（Sodium Citrate）、４０～６０％イソプロパノールで行われ
、３．０～２０．０ｍＭの濃度のシアノ水素化ホウ素ナトリウム還元剤を添加して反応さ
せた。反応液はクエン酸ナトリウム（ｐＨ３．０）、エタノールを含む緩衝液とＫＣｌ濃
度勾配を用いたＳＰ－ＨＰ（GE Healthcare, 米国）カラムを用いて精製した。
【０１２９】
　インスリンアナログ－免疫グロブリンＦｃフラグメント結合体を作製するために、上で
精製されたモノペグ化された（mono-PEGylated）インスリンアナログと免疫グロブリンＦ
ｃフラグメントのモル比が１：１～１：２になるようにし、総タンパク質濃度を約２０ｍ
ｇ／ｍｌとして２５℃で約１２～１６時間反応させた。ここで、反応緩衝液条件は１００
ｍＭ ＨＥＰＥＳ、ｐＨ８．２であり、還元剤として２０ｍＭシアノ水素化ホウ素ナトリ
ウムを添加した。こうすることにより、ＦｃフラグメントのＮ末端をペグ化したインスリ
ンアナログ結合体を作製した。
【０１３０】
　反応終了後、Ｑ ＨＰ（GE Healthcare, 米国）カラムにおいてＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ
７．５）緩衝液とＮａＣｌ濃度勾配を用いて、反応液からインスリンアナログ－免疫グロ
ブリンＦｃフラグメント結合体を一次精製した。
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【０１３１】
　その後、Ｓｏｕｒｃｅ １５ＩＳＯ（GE Healthcare, 米国）を２次カラムとして用いて
インスリンアナログ－免疫グロブリンＦｃフラグメント結合体を得た。ここで、Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）を含む硫酸アンモニウム（Ammonium sulfate）の濃度勾配を用い
てインスリンアナログ－免疫グロブリンＦｃフラグメント結合体を溶出した。
【実施例９】
【０１３２】
　持続型エキセンジン－４結合体の作製
　イミダゾ－アセチルエキセンジン－４（ＣＡエキセンジン－４，ＡＰ，米国）を用いて
、３．４ｋのＰｒｏｐｉｏｎＡＬＤ（２）ＰＥＧをＣＡエキセンジン－４のＬｙｓと反応
させ、その後２つのＬｙｓ異性体ピークのうち反応が進んでＮ末端異性体と明確に区分さ
れる最後の異性体ピーク（Ｌｙｓ２７位の異性体）を用いてカップリング反応を行った。
【０１３３】
　ペプチドと免疫グロブリンＦｃのモル比を１：８とし、総タンパク質濃度を６０／とし
て、４℃で２０時間反応させた。反応は１００ｍＭ Ｋ－Ｐ（ｐＨ６．０）で行い、還元
剤である２０ｍＭ ＳＣＢを添加した。カップリング反応液を２つの精製カラムで精製し
た。まず、カップリング反応に関与しない多量の免疫グロブリンＦｃを除去するために、
ＳＯＵＲＣＥ Ｑ（ＸＫ１６ｍＬ，アマシャムバイオサイエンス）を用いた。２０ｍＭ Ｔ
ｒｉｓ（ｐＨ７．５）において、１Ｍ ＮａＣｌを用いて塩勾配（Salt gradient）を与え
ると、相対的に結合力が弱い免疫グロブリンＦｃが先に溶出し、次いでエキセンジン－４
－免疫グロブリンＦｃが溶出する。一次精製によりある程度の免疫グロブリンＦｃが除去
されるが、イオン交換カラムにおける免疫グロブリンＦｃとエキセンジン－４－免疫グロ
ブリンＦｃの結合力の差が大きくないので、完全には分離しなかった。よって、両物質の
疎水性（Hydrophobicity）を利用して二次精製した。ＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯ（ＨＲ１６ｍ
Ｌ，アマシャムバイオサイエンス）に２０ｍＭ Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）及び１．５Ｍ硫
酸アンモニウムを用いて一次精製した試料を結合させ、徐々に硫酸アンモニウム濃度を低
くして試料を溶出させた。ＨＩＣカラムに結合力が弱い免疫グロブリンＦｃが先に溶出し
、結合力が強いエキセンジン－４－免疫グロブリンＦｃ試料が後で溶出した。これらの疎
水性の差が大きいので、イオン交換カラムよりはるかに分離が容易であった。
　カラム：ＳＯＵＲＣＥ Ｑ（ＸＫ１６，アマシャムバイオサイエンス）
　流速：２．０／分
　勾配：Ａ０→２５％７０分Ｂ（Ａ：２０ｍＭトリス（ｐＨ７．５），Ｂ：Ａ＋１Ｍ Ｎ
ａＣｌ）
　カラム：ＳＯＵＲＣＥ ＩＳＯ（ＨＲ１６，アマシャムバイオサイエンス）
　流速：７．０／分
　勾配：Ｂ１００→０％６０分Ｂ（Ａ：２０ｍＭトリス（ｐＨ７．５），Ｂ：Ａ＋１．５
Ｍ硫酸アンモニウム）
【実施例１０】
【０１３４】
　持続型インスリンアナログ結合体及び持続型エキセンジン－４結合体の併用投与による
２型糖尿病モデルマウスにおける血糖調節効果及び体重変化（ΔBody weight）の確認
　実施例８及び９で作製した持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジン－４
結合体とを含む薬学的組成物の投与、又は持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキ
センジン－４結合体の併用投与による生体内（in vivo）効力を測定するために、２型糖
尿病モデルであるｄｂ／ｄｂマウスを用いた。ｄｂ／ｄｂマウス（BKS.Cg-+Leprdb/+ Lep
rdb/OlaHsd mouse）は、ｌｅｐｔｉｎ受容体の除去によりヒトに類似した糖尿病症状を示
すので本実施例に用いた。
【０１３５】
　８週齢のｄｂ／ｄｂマウスの尾静脈から２６Ｇ注射器で得た１～２滴の血液を用いて血
糖分析器（OneTouch Ultra, LifeScan, Inc., USA）で血糖を測定した。測定された血糖
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に基づいて糖尿病が誘発されたか否かを判断した（３５０～６００／の間）。糖尿病が誘
導されたマウスを血糖に応じて１群当たり５匹又は６匹ずつ、Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ４及
びＧ５の５つの群に分けた。
【０１３６】
　上記群を、何も投与しない対照群（Vehicle）、持続型インスリンアナログ結合体（８
．８ｎｍｏｌ／ｋｇ）を投与した群、持続型エキセンジン－４結合体（０．３６ｎｍｏｌ
／ｋｇ）を投与した群、持続型インスリンアナログ結合体（２．２ｎｍｏｌ／ｋｇ）及び
持続型エキセンジン－４結合体（０．３６ｎｍｏｌ／ｋｇ）を投与した群、持続型インス
リンアナログ結合体（８．８ｎｍｏｌ／ｋｇ）及び持続型エキセンジン－４結合体（０．
３６ｎｍｏｌ／ｋｇ）を投与した群に分けた。そして、上記試験物質を５週間にわたって
繰り返し投与し、その後上記各群に対してグリコヘモグロビン（ＨｂＡ１ｃ）を測定した
。グリコヘモグロビンは赤血球に正常に存在する血色素に糖が結合した形態であり、血糖
が高く維持されるとグリコヘモグロビン数値も高くなる。マウスのグリコヘモグロビンは
４～５週間の平均血糖値を反映するので、上記試験物質に対する血糖調節の程度を測定す
るのに有用である。また、薬物投与前と最終試験日に試験動物の体重変化値（ΔBody wei
ght）を計算した。
【０１３７】
　その結果、持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジン－４結合体の併用投
与群でグリコヘモグロビン数値が低いことが確認された（図１）。これは、持続型インス
リンアナログ結合体又は持続型エキセンジン－４結合体をそれぞれ投与した群に比べて大
幅に改善された結果であった。また、インスリンアナログ結合体の投与用量が１／４に減
少したにもかかわらず前述した併用投与の効果が維持されることが確認された。
【０１３８】
　ΔＢｏｄｙ　ｗｅｉｇｈｔを測定した結果、持続型インスリンアナログ結合体と持続型
エキセンジン－４結合体を併用投与した群は、持続型インスリンアナログ結合体の単独投
与群に比べて、体重増加が緩和されることが確認された（図２）。また、持続型インスリ
ンアナログ結合体の投与用量を１／４に減少させると、このような体重増加緩和効果が著
しく増加することが確認された。
【０１３９】
　これらの結果は、本発明の持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジン－４
結合体を併用投与すると、単独投与に比べて優れた血糖調節効果を示すことを意味する。
また、前述した併用投与による血糖調節効果は、インスリンアナログ結合体の投与用量減
少にもかかわらず継続して維持されることが確認された。体重変化については、持続型イ
ンスリンアナログ結合体の投与用量が１／４に減少することにより、体重増加が著しく低
下することが確認された。これは、持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジ
ン－４結合体を併用投与すると、インスリン用量の減少により、体重増加の副作用だけで
なく、低血糖のリスクまでも大幅に減少させることを示唆する。
【実施例１１】
【０１４０】
　持続型インスリンアナログ結合体及び持続型エキセンジン－４結合体の併用投与による
２型糖尿病モデルマウスにおけるβ細胞量維持の効果
　持続型インスリンアナログ結合体（持続型インスリン誘導体結合体）と持続型インスリ
ン分泌ペプチドの例である持続型エキセンジン－４結合体とを含む薬学的組成物の投与、
又は持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジン－４結合体の併用投与による
生体内（in vivo）効力を測定するために、２型糖尿病モデルであるｄｂ／ｄｂマウスを
用いた。
【０１４１】
　本実施例においては、持続型インスリン誘導体結合体のインスリンアナログとして表１
のアナログ８（Ａ１４Ｙ→Ｅ）を用い、持続型インスリン分泌ペプチドとしてイミダゾ－
アセチルエキセンジン－４（ＣＡエキセンジン－４）を含む持続型エキセンジン－４結合
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体を用いた。エキセンジン－４のリシンをＰＥＧで修飾し、ＰＥＧ修飾したエキセンジン
－４を免疫グロブリンＦｃに連結することにより持続型エキセンジン－４結合体を作製し
た。特に、ＣＡエキセンジン－４とインスリンアナログ８の結合体はモル比が１．０１～
１：５０の範囲であってもよい。
【０１４２】
　ｄｂ／ｄｂマウス（BKS.Cg-+Leprdb/+ Leprdb/OlaHsdmouse）は、レプチン（leptin）
受容体の除去によりヒトに類似した糖尿病症状を示すので本実施例に用いた。
【０１４３】
　１２週齢のｄｂ／ｄｂマウスの尾静脈から２６Ｇ注射器で得た１～２滴の血液を用いて
血糖分析器（OneTouch Ultra, LifeScan, Inc., USA）で血糖を測定した。測定された血
糖量に基づいて糖尿病が誘発されたか否かを判断した（非糖尿病の正常範囲は約１００～
１５０ｍｇ／ｄｌであり、実施例の正確性のために血糖が３５０ｍｇ／ｄｌ以上のマウス
を選択して用いた）。糖尿病が誘導されたマウスを血糖に応じて１群当たり７匹又は８匹
ずつ、Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ４、Ｇ５、Ｇ６及びＧ７の７つの群に分けた。
【０１４４】
　上記群を、何も投与しない対照群（Vehicle）、持続型インスリンアナログ結合体を各
濃度で投与した２つの群（４．２ｎｍｏｌ／ｋｇ，８．４ｎｍｏｌ／ｋｇ）、持続型エキ
センジン－４結合体（０．３６ｎｍｏｌ／ｋｇ）を投与した群、持続型インスリンアナロ
グ結合体（４．２ｎｍｏｌ／ｋｇ）及び持続型エキセンジン－４結合体（０．３６ｎｍｏ
ｌ／ｋｇ）を併用投与した群、持続型インスリンアナログ結合体（８．４ｎｍｏｌ／ｋｇ
）及び持続型エキセンジン－４結合体（０．３６ｎｍｏｌ／ｋｇ）を併用投与した群に分
けた。そして、上記試験物質を前述した用量で１２週間にわたって２日間隔で繰り返し投
与し、その後上記各群に対してグリコヘモグロビン（ＨｂＡ１ｃ）の量を測定した。グリ
コヘモグロビンは赤血球に正常に存在する血色素に糖が結合した形態であり、血糖が高く
維持されるとグリコヘモグロビン数値も高くなる。マウスのグリコヘモグロビンは４～５
週間の平均血糖値を反映するので、上記試験物質に対する血糖調節の程度を測定するのに
有用である。１２週間にわたって繰り返し薬物を投与し、その後マウスの眼窩静脈から採
血して得た血清における中性脂肪の濃度を測定した。また、各個体を解剖し、膵臓を取り
出してβ細胞量を測定した。
【０１４５】
　その結果、持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジン－４結合体の併用投
与群でグリコヘモグロビン数値が低いことが確認された（図５）。これは、持続型インス
リンアナログ結合体又は持続型エキセンジン－４結合体をそれぞれ投与した群に比べて大
幅に改善された結果であった。
【０１４６】
　血清中の中性脂肪の濃度を測定した結果、持続型インスリンアナログ結合体と持続型エ
キセンジン－４結合体の併用投与群で中性脂肪の濃度が投与濃度依存的に低下することが
確認された（図４）。
【０１４７】
　各薬物投与群のβ細胞量を比較した結果、持続型インスリンアナログ結合体の単独投与
群、持続型エキセンジン－４結合体の単独投与群、及び両結合体の併用投与群の全てにお
いて、対照群に比べてβ細胞量が増加することが確認された（図３）。
【０１４８】
　また、持続型インスリンアナログ結合体及び持続型エキセンジン－４結合体の単独投与
群と比較して、両薬物の併用による相乗効果が確認された。これらの結果から、持続型イ
ンスリンアナログ結合体と持続型エキセンジン－４結合体の併用投与により脂質毒性と糖
毒性が改善されることが確認された。
【０１４９】
　これらの結果は、本発明の持続型インスリンアナログ結合体と持続型エキセンジン－４
結合体を併用投与すると、単独投与に比べて、優れた血糖調節及び血中脂質の改善効果を
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示すことを意味する。これは、持続型インスリンアナログ結合体と持続型インスリン分泌
ペプチドであるエキセンジン－４結合体を併用投与すると、脂質毒性と糖毒性の改善によ
りβ細胞量を維持し、さらに糖尿病の進行を抑制することを示唆するものであり、本発明
の持続型インスリンアナログ結合体及び持続型インスリン分泌ペプチド結合体の複合組成
物、又は各結合体の併用投与が、インスリン又はインスリン分泌ペプチドの単独投与時に
発生し得る、糖尿病患者に起こる副作用の一種である血中脂質濃度の上昇に伴う脂質毒性
、血糖調節の不具合による血中糖濃度の上昇に伴う糖毒性を画期的に改善し、膵臓β細胞
の機能障害の防止及び／又は膵臓β細胞量の増加により糖尿病の進行を画期的に緩和し、
糖尿病の改善、治療、予防及び／又は糖尿病の予後の改善をもたらすことを示唆するもの
である。
【０１５０】
　以上の説明から、本発明の属する技術分野の当業者であれば、本発明がその技術的思想
や必須の特徴を変更することなく、他の具体的な形態で実施できることを理解するであろ
う。なお、上記実施例はあくまで例示的なものであり、限定的なものでないことを理解す
べきである。本発明の範囲は、明細書ではなく特許請求の範囲の意味及び範囲とその等価
概念から導かれるあらゆる変更や変形された形態を含むものであると解釈すべきである。

【図１】 【図２】
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