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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　グルカゴン関連ペプチド及びインスリンペプチドを含むインスリンアゴニスト/インク
レチン複合物であって、
　該グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端が、ペプチド結合を介して、該インスリン
ペプチドへ、該インスリンペプチドのN－末端アルファアミンを経て連結されており、
　該グルカゴン関連ペプチドが、
HAEGTFTSDVSSYLEEQAAREFIAWLVRGRG（配列番号:700）、
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG（配列番号:703）、
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFICWLVKGR（配列番号:717）、
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT（配列番号:701）又は
HSQGTFTSDYSKYLDERRAQDFVQWLMNT（配列番号:699）の配列を含み、
　該インスリンペプチドが、配列
GPEX25LCGAX30LVDALYLVCGDX42GFYFNX48X49GAGSSSRRGIVDECCX8RSCDLRRLENYCN－R13（配列
番号:144）、
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTGAGSSSRRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN－R13（配列番号:143）
又は
GPEHLCGAHLVDALYLVCGDRGFYFNDRGAGSSSRRGIVDECCHRSCDLRRLENYCN（配列番号:145）
（式中、
X8は、フェニルアラニン又はヒスチジンであり、
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X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸又はシステイン
酸であり、
X42は、アラニン、オルニチン又はアルギニンであり、
X48は、リジン又はアスパラギン酸であり、
X49は、プロリン、オルニチン又はアルギニンであり、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。）を含む単一鎖インスリンアナローグである、前記複合物。
【請求項２】
　前記グルカゴン関連ペプチドが、
HAEGTFTSDVSSYLEEQAAREFIAWLVRGRG（配列番号:700）又は
HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT（配列番号:701）の配列を含み、
　前記単一鎖インスリンアナローグが、配列
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTGAGSSSRRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN－R13（配列番号:143）
又は
GPEHLCGAHLVDALYLVCGDRGFYFNDRGAGSSSRRGIVDECCHRSCDLRRLENYCN（配列番号:145）
を含む、請求項１に記載のインスリンアゴニスト/インクレチン複合物。
【請求項３】
　前記複合物が、配列番号:132又は配列番号:135の配列を含む、請求項１に記載のインス
リンアゴニスト/インクレチン複合物。
【請求項４】
　親水性部分が、前記複合物のアミノ酸の側鎖に共有結合により連結されている、請求項
1から３のいずれか1項に記載の複合物。
【請求項５】
　親水性部分が、A14、A15、B0、B1、B10、B22、B28、B29又は天然のグルカゴン（配列番
号:701）の16、17、20、21、24若しくは29位に対応する1つ以上の位置に、又は該グルカ
ゴン関連ペプチドのC－末端領域に共有結合により連結されている、請求項４に記載の複
合物。
【請求項６】
　前記親水性部分がポリエチレングリコールである、請求項５に記載の複合物。
【請求項７】
　あるアミノ酸側鎖に共有結合により連結されているアシル基又はアルキル基をさらに含
む、請求項1から６のいずれか1項に記載の複合物。
【請求項８】
　前記アシル基又はアルキル基が、天然のグルカゴン（配列番号:701）の10位に対応する
グルカゴン関連ペプチドの位置に、又はインスリンペプチドのA14、A15、B0、B1、B10、B
22、B28、B29から選択される1つ以上の位置に共有結合により連結されている、請求項７
に記載の複合物。
【請求項９】
　請求項1から８のいずれか1項に記載の複合物、又は医薬的に許容できるその塩、及び医
薬的に許容できる担体を含む医薬組成物。
【請求項１０】
　インスリンアゴニスト/インクレチン複合物をその必要がある患者に投与するためのキ
ットであって、前記キットが請求項９に記載の医薬組成物及び前記組成物を患者に投与す
るための装置を含む、前記キット。
【請求項１１】
　請求項９に記載の組成物の複合物又は医薬的に許容できるその塩の、糖尿病治療薬の製
造のための使用。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
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　関連出願の相互引用
　本出願は、米国仮特許出願No.61/783,491（2013年3月14日出願）（前記文献の内容は参
照によりその全体が本明細書に組み入れられる）の優先権を主張する。
　電子提出資料の参照による組み入れ
　参照によりその全体が組み入れられるものは、本明細書とともに提出され以下のように
特定されるコンピュータ読み出し可能配列表である：“27137_PCT_SL.txt”と命名された
1箇の983KB ASCII（テキスト）ファイル（2014年3月5日作成）。
【０００２】
　背景技術
　インスリンは、若年開始糖尿病及び後期成人開始糖尿病の治療に有効と立証された治療
法である。当該ペプチドは、低い効能（天然のインスリンの約2％から9％）を有する、よ
り大きな線状前駆体（プロインスリンと称される）として生合成される。プロインスリン
は、35残基の接続ペプチド（Cペプチド）の選択的除去によってタンパク分解的にインス
リンに変換される。その結果生じる、インスリン“A鎖”（配列番号:1）及び“B鎖”（配
列番号:2）の間のジスルフィド結合によって形成される合計51アミノ酸のヘテロ二重体は
、インスリン受容体に対して高い効能（nM範囲）を有する。天然のインスリンは、関連す
るインスリン様増殖因子1受容体と比較してインスリン受容体に対し約100倍選択性の高い
親和性を有するが、2つの異なるインスリン受容体アイソフォーム（A及びBと称される）
に対してはほとんど選択性を示さない。
　インスリン様増殖因子1及び2は単一鎖線状ペプチドホルモンであり、前記は、それらの
A及びB鎖配列に高度な相同性を有し、天然のインスリンと約50％の相同性を共有する。IG
F A及びB鎖は“C-ペプチド”によって連結され、ここで2つのIGFのC-ペプチドはサイズ及
びアミノ酸配列が異なる（第一のものは長さが12アミノ酸で第二のものは8アミノ酸であ
る）。ヒトIGF-1は、配列番号:3に示すタンパク質配列を有する70aaの塩基性ペプチドで
あり、プロインスリンと43％の相同性を有する（Rinderknecht et al.(1978) J.Biol.Che
m.253:2769-2776）。ヒトIGF-2は、配列番号:4に示すタンパク質配列を有する67aaの塩基
性ペプチドである。IGFは、インスリンA受容体アイソフォームよりもインスリンB受容体
アイソフォームで顕著に低い活性を示す。
【０００３】
　出願人らは、以前にインスリン受容体で高い活性を示すIGF-1系インスリンペプチドア
ナローグを同定した（前記では、B鎖の本来のGln-PheジペプチドはTyr-Leuに取り替えら
れている）（PCT/US2009/068713を参照されたい（前記文献の開示は本明細書に組み入れ
られる））。そのようなアナローグ（本明細書ではIGFYLアナローグと称される）は、イ
ンスリンよりも容易に合成され、インスリン及びIGF-1受容体のためのコアゴニスト及び
選択的なインスリン受容体特異的アナローグの開発を可能にする。さらにまた、これらの
インスリンアナローグはまた、本開示にしたがって単一鎖インスリンアゴニストとして処
方することができる。
　インスリンA及びB鎖を含む単一鎖インスリンアナローグは以前に調製された（EP1,193,
272及びUS2007/0129284を参照されたい）。しかしながら、単一鎖の高い効能を有するイ
ンスリンアゴニストはまた、インスリンB及びAペプチドを連結する接続ペプチドとしてIG
F-1 Cペプチド又はそのアナローグを挿入することによって調製できる。C-ペプチド配列
の個々のアミノ酸の選択的変異導入は、IGF-1受容体に比較してインスリンに対して高度
に選択的なペプチドを生じる。
　インクレチンは、極めて多様な生理学的機能（グルコース恒常性、インスリン分泌、胃
内容排出及び腸増殖とともに食物摂取の調節を含む）に必要とされる一群の胃腸ホルモン
である。プレ-プログルカゴンは158アミノ酸の前駆体ポリペプチドであり、前記は種々の
組織でプロセッシングを受け多数の異なるペプチドを形成する。インクレチンには以下を
含む多数のプリグルカゴン誘導ペプチドが含まれる：グルカゴン（配列番号:701）、グル
カゴン様ペプチド-1（GLP-1：アミノ酸7－36が配列番号:703として提供され、アミノ酸7
－35が配列番号:704として提供される）、グルカゴン様ペプチド-2（GLP-2；配列番号:70
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8）及びオキシントモデュリン（OXM；配列番号:706）。
【０００４】
　グルカゴンは、プレ-プログルカゴンのアミノ酸33から61に対応する29アミノ酸のペプ
チドであり、一方、GLP-1は、プレ-プログルカゴンのアミノ酸72から108に対応する37ア
ミノ酸ペプチドとして生成される。GLP-1(7-36)アミド（配列番号:703；C末端はアルギニ
ンアミド）又はGLP-1(7-37)酸（配列番号:704；C末端はグリシン）はGLP-1の生物学的に
強力な形態であり、GLP-1受容体で本質的に等価の活性を示す。
　グルカゴンは、重篤な低血糖症の急性期治療で用いられる救命医薬である。オキシント
モデュリンは、食欲を抑制し体重を低下させる薬理学的能力を有することが報告された。
GLP-1受容体アゴニスト又は安定化GLP-1アナローグを用いた臨床試験は、このペプチドフ
ァミリーはII型糖尿病の有効な治療であることを立証した。
　さらにまた、消化管抑制ポリペプチド（GIP）はまた、グルコース依存性インスリン分
泌刺激ペプチドとしても知られ、セクレチンファミリーホルモンのメンバーである。GIP
は、GIP遺伝子によってコードされる153アミノ酸の前タンパク質から誘導され、生物学的
に活性な42アミノ酸ペプチド（配列番号:707）として循環する。GIP遺伝子は、小腸で唾
液腺と同様に発現され、胃酸分泌の弱い阻害因子である。胃におけるその阻害性作用に加
えて、グルコースの存在下で、GIPは、生理学的用量で投与されたとき膵のベータ小島細
胞によるインスリン放出を強化する。GIPは、膵臓インスリンの放出を刺激し、グルコー
ス恒常性の維持に生理学的役割を果たすことができる腸因子として機能すると考えられる
。
【０００５】
　本明細書に開示するように、複合物は、インスリンペプチドとインクレチン（例えばグ
ルカゴン関連ペプチドを含む）との間で形成され、該複合物はインスリン受容体及び対応
するインクレチン受容体の双方でアゴニスト活性を有する。より具体的には、グルカゴン
関連ペプチド（例えばGIP、GLP-1又はグルカゴン）の複合物は、インスリンペプチド活性
の有利な改変をもたらすと予想される。例えば、グルカゴン受容体でインスリンペプチド
に対してアゴニスト活性を有するペプチドの連結は複合物の肝臓への標的到達を強化する
と予想される。なぜならば、グルカゴン受容体は優先的に肝臓に存在するからである。複
合物の肝臓への標的到達は、肝臓がグルコース利用ではなくグルコース生成に主として必
要とされるので所望される。したがって、肝臓を標的に設定することは、インスリンが他
の組織（例えば筋肉又は脂肪）と接触するときにグルコース生成の停止が生じるよりもグ
ルコース生成の停止へのより安全なアプローチであり得る（前記他の組織では、グルコー
ス生成の停止に加えて、グルコース使用もまた刺激され低血糖症の危険が高まる）。さら
にまた、膵臓のアルファ細胞にグルカゴン受容体が存在する。当該複合体のアルファ細胞
へのデリバーは追加のグルカゴン生成を抑制するか、又は低血糖症に対してアルファ細胞
をより鋭敏にすることができる。出願人らはまた、グルカゴン-インスリン複合物におけ
るグルカゴンの存在は，結合インスリン活性に対する緩衝剤として機能してよりベースラ
インに近い活性を提供し、したがって血中グルコースレベルの急上昇を回避することがで
きると予想する。
【０００６】
　同様に、インスリンペプチドと他のグルカゴン関連ペプチド（インクレチン、GLP-1及
びGIPを含む）及びGLP-1及び／又はGIP受容体で活性を有する他の関連ペプチドとの複合
物は、有益な特性を有する複合物を生じるであろうと予想される。例えば、GLP-インスリ
ン複合物は、視床下部を標的として誘導され、食欲を低下させるとともに血中グルコース
を低下させることができる。また別に或いはさらに加えて、GLP-インスリン複合物はベー
タ細胞を標的として誘導され、同化作用応答を駆動する（小島ベータ細胞のインスリン生
成を高める）ことができる。
　グルカゴン関連ペプチド-インスリンペプチド複合物はまた、プロドラッグ化学の使用
による治療インデックスの改善、血漿タンパク質（例えばアルブミン）の連結又は他の改
変（PEG化及びアシル化を含む）による作用時間の延長、及びグリコシル化による物理的
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安定性の強化をもたらすと想定される更なる構造的強化に適している。C-ペプチドリンカ
ーを用いる単一鎖インスリンアナローグの調製はまた新規な構造的配置を提供し、それら
アナローグでは、これらの化学的改変は首尾よく配置され得る。本インスリン複合物は主
としてインスリン依存性糖尿病の治療で使用されよう。
【発明の概要】
【０００７】
　インスリンアゴニスト/インクレチン複合物が提供され、前記複合物はインスリン受容
体及び対応するインクレチンの受容体の両受容体でアゴニスト活性を有する。複合物のイ
ンスリンペプチド成分は、天然のインスリンであっても又はインスリン受容体で活性を有
する任意の公知のインスリンであってもよく、例えば公開国際出願WO96/34882、WO 2010/
080607、WO 2010/080609、WO 2011/159882、WO/2011/159895及び米国特許No.6,630,348（
前記文献の開示は参照により本明細書に組み入れられる）に開示された任意のインスリン
ペプチドが含まれる。複合物のインクレチン成分は、本明細書に開示する任意のグルカゴ
ン関連ペプチドであることができ、前記には、例えば天然のグルカゴン、GLP-1、GIP又は
1つ以上のインクレチン受容体で活性を有する任意の公知のインクレチン若しくはグルカ
ゴン関連ペプチドが含まれる。本開示にしたがって使用される適切なグルカゴン関連ペプ
チドには、例えば、公開国際出願WO 2009/155258、WO 2009/058734、WO 2011/094337、WO
 2009/148089、WO 2011/163473及びWO 2010/071807（前記文献の開示はその全体が本明細
書に組み入れられる）に開示された任意のグルカゴン関連ペプチドが含まれる。
【０００８】
　ある実施態様にしたがえば、グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端は、インスリン
ペプチドのN-末端にペプチド結合を介して直に（融合ペプチドを形成する）又はスペーサ
ーを介して間接的に連結される。ある実施態様にしたがえば、グルカゴン又はGLP-1とイ
ンスリンとの融合によって形成される複合物が提供され、前記複合物は、高い効能、複合
物の対応する受容体での均衡のとれた活性、及び正常マウスに注射したときグルコースを
低下させる性能を示す。ある実施態様では、グルカゴン関連ペプチドのC-末端は、A鎖のA
9、A14及びA15、B鎖のB1、B2、B10、B22、B28又はB29位から成る群から選択される位置の
アミノ酸の側鎖、B鎖のN-末端アルファアミン、A若しくはB鎖のカルボキシ末端、及び単
一鎖インスリンアナローグのA鎖及びB鎖を連結する連結部分の任意の位置のアミノ酸の側
鎖から別個に選択される位置を介してインスリンペプチドと共有結合により連結される。
　本明細書で用いられるように、グルカゴン関連ペプチドのC-末端領域というとき、それ
ぞれ天然のグルカゴン配列と関連して、グルカゴンペプチドの天然のC-末端、又はグルカ
ゴンアナローグの天然のC-末端若しくはC-末端アミノ酸の欠失によって短縮されたグルカ
ゴンアナローグのC-末端アミノ酸に付加された任意のアミノ酸を包含することを意図する
。例えば、天然のグルカゴン関連ペプチドのC-末端を1から3アミノ酸によって延長させる
ことができ、続いてこれらアミノ酸がC-末端領域のアミノ酸の側鎖又はC-末端カルボキシ
基を介してインスリンペプチドに連結される。ある実施態様では、グルカゴン関連ペプチ
ドのカルボキシ末端は、インスリンペプチドのB鎖のアミノ末端領域と共有結合により連
結される。ある実施態様では、インスリンペプチドは単一鎖インスリンアナローグであり
、当該グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端領域は、インスリンペプチドのB鎖のア
ミノ末端と共有結合により連結される。
【０００９】
　ある実施態様では、複合物のインスリンペプチドは二鎖インスリンアナローグであり、
分子内ジスルフィド結合を介して互いに連結されるA鎖及びB鎖を含む。さらに別の実施態
様では、複合物は二鎖インスリンアナローグを含み、第一及び第二のグルカゴン関連ペプ
チドが、インスリンペプチドとB鎖のアミノ末端、A鎖のカルボキシ末端領域及びB鎖のカ
ルボキシ末端領域から成る群から選択される位置で共有結合により連結される。ある実施
態様では、第一及び第二のグルカゴン関連ペプチドは、グルカゴン、GLP-1及びGIP受容体
に対して異なる親和性/選択性を有する。
【００１０】
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　ある実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは、天然のグルカゴン、天然のGLP-1及び
天然のGIPから成る群から選択される。ある実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは天
然のグルカゴン又はグルカゴンアナローグであり、後者はグルカゴン受容体、GLP-1受容
体又はGIP受容体から選択される1つ以上のインクレチン受容体で活性を有する。ある実施
態様では、複合物のグルカゴン関連ペプチド成分は以下を含む：
（i）1つから3つのアミノ酸改変を有するX1-X2-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-L
ys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Z（配列番号:839）
のアミノ酸配列、式中、
X1及び／又はX2は、ジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対するグルカゴ
ン関連ペプチドの感受性を減少させる非天然（配列番号:701に対して）アミノ酸であり、
Zは、-COOH、-Asn-COOH、Asn-Thr-COOH及びY-COOHから成る群から選択され（式中Yは1つ
から2つのアミノ酸）、さらにここで、
（1）ラクタム架橋がi位のアミノ酸及びi+4位のアミノ酸の側鎖を接続するか（式中iは12
、16、20又は24）、又は
（2）グルカゴン関連ペプチドの16、20、21及び24位のアミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全て
がα,α-二置換アミノ酸で置換されてあり、
かつ前記グルカゴン関連ペプチドがグルカゴンアゴニスト活性を有する、前記アミノ酸配
列；
（ii）配列番号:701のアミノ酸配列であって、
　28位のAsnの荷電アミノ酸による置換、
　28位のAsnのLys、Arg、His、Asp、Glu、システイン酸及びホモシステイン酸から成る群
から選択される荷電アミノ酸による置換、
　28位におけるAsn、Asp又はGluによる置換、
　28位におけるAspによる置換、
　28位におけるGluによる置換、
　29位のThrの荷電アミノ酸による置換、
　29位のThrのLys、Arg、His、Asp、Glu、システイン酸及びホモシステイン酸から成る群
から選択される荷電アミノ酸による置換、
　29位におけるAsp、Glu又はLysによる置換、
　29位におけるGluによる置換、
　29位の後に1つから3つの荷電アミノ酸の挿入、
　29位の後にGlu又はLysの挿入、
　29位の後にGly-Lys若しくはLys-Lys又は前記の組み合わせの挿入、
　及びグループA若しくはグループB又は前記の組み合わせから選択される少なくとも1つ
のアミノ酸改変、
から成る群から選択される少なくとも1つのアミノ酸改変を含むように改変され、
　ここで、グループAは、15位のAspのGluによる置換及び16位のSerのThr又はAIBによる置
換から成る群から選択されるアミノ酸改変であり、さらに
　グループBは、1位のHisのジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対する
当該グルカゴン関連ペプチドの感受性を減少させる非天然アミノ酸による置換、
　2位のSerのジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対する当該グルカゴン
関連ペプチドの感受性を減少させる非天然アミノ酸による置換、
　10位のTyrのPhe又はValによる置換、
　12位のLysのArgによる置換、
　20位のGlnのAla又はAIBによる置換、
　21位のAspのGluによる置換、
　24位のGlnのAla又はAIBによる置換、
　27位のMetのLeu又はNleによる置換、
　27－29位のアミノ酸の欠失、
　28－29位のアミノ酸の欠失、
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　29位のアミノ酸の欠失、
　又は前記の組み合わせから成る群から選択されるアミノ酸改変であり、
かつここで前記グルカゴン関連ペプチドがグルカゴンアゴニスト活性を有する、前記アミ
ノ酸配列；
（iii）配列番号:701のグルカゴン関連ペプチドであって、
（a）GIPアゴニスト活性を付与する、1位のアミノ酸改変
（b）（1）i位及びi+4位のアミノ酸の側鎖間又はj位及びj+3位のアミノ酸の側鎖間のラク
タム架橋（式中iは12、13、16、17、20又は24で、jは17である）、又は（2）当該アナロ
ーグの16、20、21及び24位のアミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全てのα,α-二置換アミノ酸
による置換、
（c）27、28及び29位の1つ、2つ又は全てのアミノ酸改変、及び
（d）1つから6つの更なるアミノ酸改変、
を含むように改変され、ここで当該アナローグのGIP受容体の活性化のためのEC50が約10n
M以下である、前記ペプチド；
（iv）X1X2X3GTFTSDX10SX12YLX15X16X17X18AX20X21FX23X24WLX27X28X29の配列（配列番号
:72）、
式中、
X1は、His、D-His、(Des-アミノ)His、ヒドロキシ-His、アセチル-His、ホモ-His又はα
，α-ジメチルイミダゾール酢酸（DMIA）、N-メチルHis、アルファ-メチルHis及びイミダ
ゾール酢酸から成る群から選択され、
X2は、Ser、D-Ser、Ala、D-Ala、Val、Gly、N-メチルSer、アミノイソ酪酸（Aib）及びN-
メチルAlaから成る群から選択され、
X3は、Gln、Glu、Orn及びNleから成る群から選択され、
X10は、Tyr、Val及びTrpから成る群から選択され、
X12は、Ser、Lys、シトルリン、Orn及びArgから成る群から選択され、
X15は、Asp、Glu、システイン酸、ホモグルタミン酸及びホモシステイン酸から成る群か
ら選択され、
X16は、Ser、Gly、Glu、Gln、ホモグルタミン酸及びホモシステイン酸から成る群から選
択され、
X17 は、Arg、Gln、Lys、Cys、Orn、ホモシステイン及びアセチルフェニルアラニンから
成る群から選択され、
X18は、Arg、Ala、Lys、Cys、Orn、ホモシステイン及びアセチルフェニルアラニンから成
る群から選択され、
X20は、Gln、Lys、Arg、Orn及びシトルリンから成る群から選択され、
X21は、Gln、Glu、Asp、Lys、Cys、Orn、ホモシステイン及びアセチルフェニルアラニン
から成る群から選択され、
X23は、Val及びIleから成る群から選択され、
X24は、Ala、Gln、Glu、Lys、Cys、Orn、ホモシステイン及びアセチルフェニルアラニン
から成る群から選択され、
X27は、Met、Val、Leu及びNleから成る群から選択され、
X28は、Asn、Arg、シトルリン、Orn、Lys及びAspから成る群から選択され、さらに
X29は、Thr、Gly、Lys、Cys、Orn、ホモシステイン及びアセチルフェニルアラニンから成
る群から選択される前記配列、又は配列番号:72のアナローグであって、ここで前記アナ
ローグは1、2、3、5、7、10、11、13、14、17、18、19、21、24、27、28及び29位から選
択される1つから3つのアミノ酸改変によって配列番号:72とは異なり、
前記グルカゴン関連ペプチドは、GLP-1受容体で天然のGLP-1の活性の少なくとも20％を示
す；
（v）10を超えないアミノ酸改変によって配列番号:701と異なるアミノ酸であって、16、2
0、21及び／又は24位にAIBによる1つ以上のアミノ酸置換並びにジペプチジルペプチダー
ゼIVによる切断に対して感受性の減少を提供する1位及び／又は2位におけるアミノ酸改変
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を含み、前記グルカゴン関連ペプチドが、GLP-1受容体で天然のGLP-1の活性の少なくとも
20％を示す、前記アミノ酸。
【００１１】
　ある実施態様では、複合物のインスリンペプチドはA鎖及びB鎖を含み、前記A鎖は配列G
IVX4X5CCX8X9X10CX12LX14X15LX17X18YCX21-R13（配列番号:19）を含み、前記B鎖は配列R2
2-X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号:20）を含み、式中、
X4は、グルタミン酸又はアスパラギン酸であり、
X5は、グルタミン又はグルタミン酸であり、
X8は、ヒスチジン、スレオニン又はフェニルアラニンであり、
X9は、セリン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
X10は、イソロイシン又はセリンであり、
X12は、セリン又はアスパラギン酸であり、
X14は、チロシン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
X15は、グルタミン、グルタミン酸、アルギニン、アラニン、リジン、オルニチン又はロ
イシンであり、
X17は、グルタミン酸、アスパラギン酸、アスパラギン、リジン、オルニチン又はグルタ
ミンであり、
X18は、メチオニン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸、グルタミン酸又はス
レオニンであり、
X21は、アラニン、グリシン、セリン、バリン、スレオニン、イソロイシン、ロイシン、
グルタミン、グルタミン酸、アスパラギン、アスパラギン酸、ヒスチジン、トリプトファ
ン、チロシン及びメチオニンから成る群から選択され、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X33は、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X41は、グルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され、
X42は、アラニン、オルニチン、リジン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45は、チロシン又はフェニルアラニンであり、
R22は、AYRPSE（配列番号:14）、FVNQ（配列番号:12）、PGPE（配列番号:11）、グリシン
-プロリン-グルタミン酸トリペプチド、バリン-アスパラギン-グルタミントリペプチド、
プロリン-グルタミン酸ジペプチド、アスパラギン-グルタミンジペプチド、グルタミン、
グルタミン酸及びN-末端アミンから成る群から選択され、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。ある実施態様では、複合物は、配列番号:132、配列番号:135
、配列番号:139及び配列番号:140、又は1、2、3、4又は5アミノ酸改変によって配列番号:
132、配列番号:135、配列番号:139又は配列番号:140と異なる前記のアナローグから成る
群から選択される配列を含む。ある実施態様では、複合物は、1、2又は3アミノ酸置換に
よって配列番号:132、配列番号:135、配列番号:139又は配列番号:140と異なる配列を含む
。
【００１２】
　ある実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物は、B鎖のN-末端アルフ
ァアミンに、又はA鎖のA9、A14及びA15若しくはB鎖のB1、B2、B10、B22、B28若しくはB29
位から成る群から選択される位置のアミノ酸の側鎖に、又は単一鎖インスリンアナローグ
の連結部分のアミノ酸の側鎖に連結された親水性部分を含む。また別に或いはさらに加え
て、親水性部分は、19、20、23、24、27、32、43位アミノ酸のいずれか又はC-末端領域で
グルカゴン関連ペプチドに連結できる。
　ある実施態様では、親水性部分はポリエチレン鎖であり、さらに別の実施態様では、ポ
リエチレン鎖は、インスリンペプチドが単一鎖インスリンアナローグであるときはインス
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リンペプチド成分の連結部分のアミノ酸の側鎖に共有結合により結合される。ある実施態
様では、インスリンペプチドは単一鎖インスリンであり、B及びA鎖を継ぎ合わせる連結部
分は長さが17アミノ酸を超えないアミノ酸配列を含み、前記アミノ酸配列は、配列GYGSSS
X57X58（配列番号:21）、GAGSSSRR（配列番号:22）又はGYGSSSX57X58APQT（配列番号:69
）を含む（式中X57及びX58は別個にアルギニン、リジン又はオルニチンであり、さらにX5
7及びX58によって示されるアミノ酸は場合によって、当該位置のアミノ酸の側鎖に連結さ
れる親水性部分をさらに含む）。ある実施態様では、親水性部分はポリエチレングリコー
ル鎖である。
　アシル化又はアルキル化は、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物ペプチドの循
環中の半減期を増すことができる。アシル化又はアルキル化は、インスリン受容体で作用
開始を有利に先送りし及び／又は作用時間を延長することができる。グルカゴン関連ペプ
チド-インスリン複合物ペプチドは、同じアミノ酸の位置で（ここで（例えば連結部分の8
位を含む）親水性部分が連結される）又は異なるアミノ酸の位置でアシル化又はアルキル
化され得る。
【００１３】
　本開示に包含されるものはまた、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物及び医薬
的に許容できる担体を含む医薬組成物である。ある実施態様にしたがえば、医薬組成物が
提供され、前記は、好ましくは少なくとも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、
97％、98％又は99％の純度レベルの本明細書に開示のグルカゴン関連ペプチド-インスリ
ン複合物のいずれか及び医薬的に許容できる希釈剤、担体又は賦形剤を含む。そのような
組成物は、本明細書に開示の単一鎖インスリンアゴニストペプチドを少なくとも0.5mg/mL
、1mg/mL、2mg/mL、3mg/mL、4mg/mL、5mg/mL、6mg/mL、7mg/mL、8mg/mL、9mg/mL、10mg/m
L、11mg/mL、12mg/mL、13mg/mL、14mg/mL、15mg/mL、16mg/mL、17mg/mL、18mg/mL、19mg/
mL、20mg/mL、21mg/mL、22mg/mL、23mg/mL、24mg/mL、25mg/mL又は前記より高い濃度で含
むことができる。ある実施態様では、医薬組成物は、滅菌され場合によって多様な包装容
器に保存された水溶液を含む。他の実施態様では、医薬組成物は凍結乾燥散剤を含む。医
薬組成物はさらにキットの部分として包装することができ、前記キットは、当該組成物を
患者に投与するための使い捨て装置を含む。前記容器又はキットは、周囲室温又は冷蔵温
度での保存のために付箋を付すことができる。
　ある実施態様では、インスリン依存患者の血中グルコースレベルを調節する改善方法が
提供される。前記方法は、単一鎖インスリンアゴニストペプチド又はその誘導体を、糖尿
病の管理に治療的に有効な量で患者に投与する工程を含む。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】ヒトインスリン調製のための二工程合成法の模式的大要を示す。本手順の詳細は
実施例1に提供される。
【図２】精製した天然インスリンに対して合成ヒトインスリンのインスリン受容体特異的
結合を比較するグラフである。合成インスリンは図1に詳述するアプローチにより生成さ
れ、前記アプローチではA7-B7結合が第一に形成されるジスルフィドである。グラフに提
示したデータによって示されるように、2つの分子は同様な結合活性を有する。
【図３】天然インスリン及びA19インスリンアナローグ（インスリン(p-NH2-F)

19）の相対
的インスリン受容体結合を比較するグラフである。グラフに提示したデータによって示さ
れるように、2つの分子は同様な結合活性を有する。
【図４】天然インスリン及びIGF(YB16LB17)アナローグの相対的インスリン受容体結合を
比較するグラフである。グラフに提示したデータによって示されるように、2つの分子は
同様な結合活性を有する。
【図５】ヒトインスリン（A鎖、配列番号:1；B鎖、配列番号:2；及びC鎖、配列番号:141
）並びにインスリン様増殖因子I及びII（IGF I、配列番号:3；及びIGF II、配列番号:4）
のアミノ酸配列のアラインメントである。本アラインメントは、これら3つのペプチドが
高レベルの配列同一性を共有することを示している（*は対応するアミノ酸が存在しない
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空隙を示し、ダッシュ（-）はインスリンに存在するアミノ酸と同一のアミノ酸を示す）
。
【図６】単一鎖インスリンアナローグを用いて形成されたGLP-1及びグルカゴン融合ペプ
チドセットの配列を示す。より具体的には、これら配列は、GLP1-インスリン複合物（GLP
1-DP8；配列番号:132）及びグルカゴン-インスリン複合物（Glu-DP8；配列番号:135）を
示す。これら2つの配列の以下のような更なる改変が提供される：1）A19位のチロシンが
アラニンで置換され効果的にインスリン活性が除去される：GLP-インスリンA鎖Ala19（GL
P1-DP8A19；配列番号:133）及びグルカゴン-インスリンA鎖Ala19（Glu-DP8A19；配列番号
:136）；2）22位のフェニルアラニンがアラニンで置換され、効果的にGLP-1活性が除去さ
れる：GLP1 Ala22（配列番号:134）；3）3位のグルタミンのグルタミン酸による置換はグ
ルカゴン活性を除去する（グルカゴンE3；配列番号:137）；及び4）16位のセリンのグル
タミン酸による置換はGLP-1及びグルカゴン活性を付加する（グルカゴンE16（配列番号:1
38））。
【図７】天然のインスリン、IGF-1及び天然のグルカゴンと比較した、合成GLP1-DP8複合
物のクロマトグラフィー単離プール分画のインスリン及びGLP1受容体におけるEC50値を示
す。GLP1-DP8複合物の構造は図6に示されている。プール1はインスリン受容体で天然イン
スリンとほぼ同一の活性を示す。3つのプールは全てGLP1受容体で高い活性を示した。し
たがって、プール1の複合物は、天然のインスリン及び天然のGLP1とそれら2つの対応する
受容体で同じように高い効能を示す。
【図８】天然のインスリン、IGF-1及び天然のグルカゴンと比較した、合成Glu-DP8複合物
のクロマトグラフィー単離プール分画のインスリン及びGLP1受容体におけるEC50値を示す
。Glu-DP8複合物の構造は図6に示されている。プール1はインスリン受容体で天然インス
リンと同様な活性を示し、グルカゴン配列の存在は当該複合物のインスリン受容体におけ
る活性を緩和する。プール1及び3はグルカゴン受容体で高い活性を示す。3つのプールは
全てGLP1受容体で貧弱な活性を示す。したがって、プール1の複合物は、インスリン及び
グルカゴンで高い効能を示すが、GLP1受容体に関しては選択性を維持する。
【図９Ａ－９Ｃ】血中グルコースレベルにおける天然インスリン並びにGlu-DP8及びGLP1-
DP8複合物のin vivo作用を示す。マウスの皮下に、天然インスリン（図9A）を2通りの用
量で（12nmol/kg又は60nmol/kg）、又は複合物の1つ（GLP1-DP8（図9B）又はGlu-DP8（図
9C））を3通りの異なる濃度（12nmol/kg、60nmol/kg及び300nmol/kg）で注射した。複合
物は、天然のインスリンよりも急激でない血中グルコースの下降及びより長期の半減期を
示した（はるかに長い作用持続時間）。さらにまた、GLP1-DP8（図9B）は、Glu-DP8（図9
C）よりもグルコース低下でより強い活性を有し、これは、インスリン活性に対するグル
カゴンの緩衝から生じたと考えられる。
【図１０】GLP1-DP8及びGLP1-DP8A19（インスリンA鎖の19位がアラニンに改変されてある
GLP1-DP8）のインスリン受容体におけるin vitro活性を提供する。A19位のアラニンによ
る置換はインスリン受容体におけるインスリンの活性を効果的に除去する。EC50値は、イ
ンスリン及びGLP1-DP8の両方が強力なインスリン受容体アゴニストであるが、GLP-1及びG
LP1-DP8A19はインスリン受容体で貧弱な活性を有することを示している。
【図１１】Glu-DP8及びGlu-DP8A19、グルカゴン活性を除去するように改変されたグルカ
ゴン-インスリン複合物（GluE3-DP8；グルカゴンペプチドの3位がグルタミン酸に改変さ
れてある）及びグルカゴン受容体での活性を維持する改変物（GluE16-DP8；16位がグルタ
ミン酸に改変されてある）のin vitroインスリン受容体活性（EC50値）を示す。グルカゴ
ン3位のグルタミン酸への置換はグルカゴン活性を効果的に除去することが知られている
。インスリンのA19位のアラニンへの置換はインスリン受容体でのインスリン活性を効果
的に除去することが知られている。EC50値は、インスリン及びGlu-DP8はともに強力なイ
ンスリン受容体アゴニストであるが、グルカゴン及びGlu-DP8A19はインスリン受容体で貧
弱な活性を有することを示している。GluE3-DP8及びGluE160DP8はまたインスリン受容体
で高い効能を示した。
【図１２】Glu-DP8、GluE3-DP8及びGluE16-DP8、Glu-DP8A19及びGLP1-DP8のin vitroグル
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カゴン受容体活性（EC50値）を示す。グルカゴンの3位のグルタミン酸への置換はグルカ
ゴン活性を効果的に除去することが知られ、さらにインスリンのA19位のアラニンへの置
換はインスリン受容体でのインスリン活性を効果的に除去することが知られている。グル
カゴン16位のグルタミン酸への置換はグルカゴン及びGLP-1のコアゴニストを生じる。EC5
0値は、グルカゴン、Glu-DP8及びGluE16-DP8は強力なグルカゴン受容体アゴニストである
が、GLP-1及びGLP1-DP8及びGluE3-DP8はグルカゴン受容体で貧弱な活性を有することを示
している。したがって、該複合物は予想される活性を示した。
【図１３】GLP-1、GLP-1-DP8、GLP-1A22-DP8、GLP-1-DP8A19、Glu-DP8及びGluE16-DP8のi
n vitro GLP-1受容体活性（EC50値）を示す。GLP-1A22-DP8は、22位がアラニンで置換さ
れてある（GLP-1活性を効果的に除去することが知られている改変）インスリンとGLP-1の
複合物である。EC50値は、GLP-1、GLP-1-DP8及びGLP1-DP8A19は強力なGLP-1受容体アゴニ
ストであるが、GLP-1A22-DP8、Glu-DP8及びGluE16-DP8はGLP-1受容体で貧弱な活性を有す
ることを示している。したがって、該複合物は予想される活性を示した。
【図１４Ａ－１４Ｂ】DP8（図14A）又はGLP1-DP8A19（図14B）を投与したC57BL/6マウス
の血中グルコースレベルにおける当該列挙複合物の天然インスリンと比較したin vitro効
果を示す。DP8又はGLP1-DP8A19を2通りの濃度（60nmol/kg又は300nmol/kg）で投与した。
DP8は血中グルコースを首尾よく低下させたが、GLP1-DP8A19は血中グルコースの有意な低
下を示さなかった。
【図１５Ａ－１５Ｃ】Glu-DP8A19（図15A）又はGLP1A22-DP8（図15B）又はGliE3/DP8（図
15C）を投与したC57BL/6マウスの血中グルコースレベルにおける当該列挙複合物の天然イ
ンスリンと比較したin vivo効果を示す。Glu-DP8A19複合物はインスリン活性を欠くが、
それでもなおグルカゴン刺激インスリン分泌からもたらされる血中グルコース低下をin v
ivoで誘発する。GLP1A22-DP8は22位での置換の結果としてグルカゴン活性を減少させたが
、しかしながら複合物のインスリン成分は血中グルコースの活性減少を提供し、該複合物
はインスリンの活性の約1/5を有する。GluE3/DP8はE3置換のためにグルカゴン活性を減少
させたが、しかしながら当該複合物は天然のインスリンと比較してわずかに弱められたグ
ルコース低下活性を有する。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　定義
　本発明の開示及び特許請求の範囲では、以下の用語体系が下記に示す定義にしたがって
用いられるであろう。
　本明細書で用いられる“約”という用語は、記述されている値又は値の範囲より10パー
セント高いか又は低いことを意味するが、ただし一切の値又は値の範囲をこのより広範囲
の定義にのみ指定しようとするものではない。“約”という用語が先行する値又は値の範
囲の各々はまた、当該記述されている絶対的値又は値の範囲が表すものを包含することが
意図される。
　本明細書で用いられるように“アミノ酸”という用語は、アミノ及びカルボキシル官能
基の両方を含む任意の分子を包含し、ここでアミノ及びカルボキシル基は同じ炭素（アル
ファ炭素）に付加される。アルファ炭素は場合によって1つ又は2つのさらに別の有機置換
基を有し得る。本開示の目的のためには、その立体化学構造を指定することなくあるアミ
ノ酸を指示する場合は、当該アミノ酸のL若しくはD型のどちらか又はラセミ混合物を包含
することが意図される。しかしながら、アミノ酸がその3文字コードで指示されかつ上付
き数字を含む場合には、該アミノ酸のD型は3文字コード及び上付き数字の前に小文字dを
含むことによって指定され（例えばdLys-1）、ここで小文字ｄを欠く指示（例えばLys-1

）は該アミノ酸の天然のL型を指定することが意図される。この命名体系では、上付き数
字の組み入れは当該インスリンアナローグ配列中の当該アミノ酸の位置を示し、ここで該
インスリンアナローグ内に配置されるアミノ酸は、N-末端から連続的に付与される正の上
付き数字によって指示される。N-末端に又は側鎖を介してインスリンアナローグペプチド
に連結される追加のアミノ酸は、0から始まり該インスリンアナローグ配列からさらに離
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れるにつれ増大する負の整数値が付与される。
　本明細書で用いられるように“ヒドロキシル酸”という用語は、改変されてアルファ炭
素のアミノ基がヒドロキシル基に取り替えられてあるアミノ酸を指す。
　本明細書で用いられる“非コードアミノ酸”という用語は、以下の20のアミノ酸のいず
れかのL-異性体ではない任意のアミノ酸を包含する：Ala、Cys、Asp、Glu、Phe、Gly、Hi
s、Ile、Lys、Leu、Met、Asn、Pro、Gln、Arg、Ser、Thr、Val、Trp、Tyr。
【００１６】
　“生物活性ポリペプチド”は、生物学的作用をin vitro及び／又はin vivoで示すこと
ができるポリペプチドを指す。
　本明細書で用いられるように、一般的にペプチドというとき、改変されたアミノ及びカ
ルボキシ末端を有するペプチドを包含することが意図される。例えば、標準的なアミノ酸
を指示するアミノ酸配列は、N-及びC-末端に標準的なアミノ酸とともに、N-末端に対応す
るヒドロキシル酸、及び／又は末端カルボン酸の代わりにアミド基を含むように改変され
た対応するC-末端アミノ酸を含むことが意図される。
　本明細書で用いられる“アシル化”アミノ酸は、自然に出現するアミノ酸にとって天然
ではないアシル基を含むアミノ酸であり、それが生成される手段とは無関係である。アシ
ル化アミノ酸及びアシル化ペプチドを生成する例示的方法は当業界で公知であり、ペプチ
ドに組み入れる前にアミノ酸をアシル化するか、又はペプチド合成の後で該ペプチドを化
学的にアシル化することを含む。いくつかの実施態様では、アシル基はペプチドに以下の
1つ以上の現象を引き起こす：（i）循環中の半減期の延長、（ii）作用開始の先送り、（
iii）作用持続時間の延長、（iv）プロテアーゼ（例えばDPP-IV）に対する耐性の改善、
及び（v）IGF及び／又はインスリンペプチド受容体での効能の増加。
【００１７】
　本明細書で用いられるように“アルキル化”アミノ酸は、自然に出現するアミノ酸にと
って天然ではないアルキル基を含むアミノ酸であり、それが生成される手段とは無関係で
ある。アルキル化アミノ酸及びアルキル化ペプチドを生成する例示的方法は当業界で公知
であり、ペプチドに組み入れる前にアミノ酸をアルキル化するか、又はペプチド合成の後
で該ペプチドを化学的にアルキル化することを含む。いずれの特定の理論にも拘束されな
いが、ペプチドのアルキル化は、ペプチドのアシル化と類似する（同じではないとしても
）作用（例えば、循環中の半減期の延長、作用開始の先送り、作用持続時間の延長、プロ
テアーゼ（例えばDPP-IV）に対する耐性の改善、及びIGF及び／又はインスリン受容体で
の効能の増加）を達成するであろう。
　本明細書で用いられるように“医薬的に許容できる担体”という用語は、任意の標準的
な医薬担体、例えば、リン酸緩衝食塩水溶液、水、エマルジョン（例えば油/水又は水/油
エマルジョン）及び多様なタイプの湿潤剤を含む。前記用語はまた、米連邦政府の規制庁
に承認された又は動物（ヒトを含む）で使用される米薬局方に列挙された任意の薬剤を包
含する。
　本明細書で用いられるように“医薬的に許容できる塩”という用語は、親化合物の生物
学的活性を維持し、さらに生物学的又は他の意味で望ましくないものではない化合物の塩
を包含する。本明細書に開示する化合物の多くが、アミノ及び／又はカルボキシル基又は
それらに類似する基の存在により酸及び／又は塩基塩を形成することができる。
　医薬的に許容できる塩基付加塩は無機及び有機塩基から調製できる。無機塩基から誘導
される塩は、例示すればナトリウム塩、カリウム炎、リチウム塩、アンモニウム塩、カル
シウム塩及びマグネシウム塩を含む。有機塩基から誘導される塩は、第一、第二及び第三
アミンの塩を含むが、ただしこれらに限定されない。
【００１８】
　医薬的に許容できる酸付加塩は無機及び有機酸から調製できる。無機酸から誘導される
塩は塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸などを含む。有機酸から誘導される塩は、酢
酸、プロピオン酸、ピルビン酸、シュウ酸、リンゴ酸、マロン酸、コハク酸、マレイン酸
、フマール酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、桂皮酸、マンデル酸、メタンスルホン酸、



(13) JP 6538645 B2 2019.7.3

10

20

30

40

50

エタンスルホン酸、p-トルエン-スルホン酸、サリチル酸などを含む。
　本明細書で用いられるように“親水性部分”という用語は、容易に水に溶解又は容易に
水を吸収でき、かつ有害作用がなく哺乳動物種がin vivoで耐性を示す（すなわち生物適
合性である）任意の化合物を指す。親水性部分の例には、ポリエチレングリコール（PEG
）、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ乳酸－ポリグリコール酸コポリマー、ポリビニル
アルコール、ポリビニルピロリドン、ポリメトキサゾリン、ポリエチルオキサゾリン、ポ
リヒドロキシエチルメタクリレート、ポリヒドロキシプロピルメタクリルアミド、ポリメ
タクリルアミド、ポリジメチルアクリルアミド、及び誘導セルロース（例えばヒドロキシ
メチルセルロース又はヒドロキシエチルセルロース及びそれらのコポリマー）とともに天
然のポリマー（例えばアルブミン、ヘパリン及びデキストラン）が含まれる。
【００１９】
　本明細書で用いられるように“治療する”という用語は、特定の異常若しくは症状の予
防、又は特定の異常若しくは症状に付随する諸症候の緩和、及び／又は前記諸症候の予防
又は排除を含む。例えば、本明細書で用いられるように“糖尿病を治療する”という用語
は一般的にはグルコースの血中レベルを正常レベル近くに維持することを指し、与えられ
た状況に応じて血中グルコースレベルを増加又は減少させることを含むことができる。
　本明細書で用いられるように、インスリンアナローグの“有効な”量又は“治療的に有
効な量”は、所望の作用を提供するために有害ではないが十分な量のインスリンアナロー
グを指す。例えば、所望されるある作用は高血糖の予防又は治療であろう。“有効”な量
は、個体の年齢及び一般的状態、投与態様などに応じて対象動物ごとに変動するであろう
。したがって、厳密な“有効量”を特定することが常に可能であるとは限らない。しかし
ながら、任意の個々の事例において適切な“有効”量を日常的な試験を用いて当業者は決
定できる。
　“非経口的”という用語は、栄養管を通過しないが何らかの他のルート（例えば鼻内、
吸入、皮下、筋肉内、脊髄内又は静脈内）によることを意味する。
【００２０】
　本出願を通して、文字及び数字による具体的なアミノ酸の位置（例えばA5位）の指示は
いずれも、それぞれ天然のヒトインスリンA鎖（配列番号：1）若しくはB鎖（配列番号：2
）におけるA鎖（例えばA5位）若しくはB鎖（例えばB5位）の当該位置におけるアミノ酸、
又はその任意のアナローグにおける対応するアミノ酸の位置を指す。例えば本明細書で“
B28位”（更なる修飾を一切含まない）というとき、配列番号：2の第一のアミノ酸が欠失
されてあるインスリンアナローグのB鎖の対応する位置B27を意味するであろう。同様に、
天然のB鎖のN-末端に付加されるアミノ酸にはB0で始まる番号が付与され、N-末端にアミ
ノ酸が付加されるにつれ増加する負の値の番号が続く（例えばB-1、B-2…）．また別に、
単一鎖アナローグの連結部分のアミノ酸の位置のいずれの指示も、IGF1の天然のC鎖（配
列番号：17）に対応して為される。例えば、天然のC鎖の9位（又は“C9位”）はアラニン
残基を有する。
【００２１】
　本明細書で用いられるように“天然のインスリンペプチド”という用語は、配列番号：
1のA鎖及び配列番号：2のB鎖を含む51アミノ酸のヘテロ二重体とともに配列番号：1及び2
を含む単一鎖インスリンアナローグを指すことが意図される。本明細書で用いられる“イ
ンスリンペプチド”（更なる説明的言葉を含まない）という用語は、配列番号：1のA鎖及
び配列番号：2のB鎖を含む51アミノ酸のヘテロ二重体とともに、その単一鎖インスリンア
ナローグ（例えば、公開国際出願WO96/34882及び米国特許6,630,348号に開示されたもの
（前記文献は参照によりその全体が本明細書に組み入れられる））を包含することが意図
され、前記には、天然のA鎖及び／又はB鎖の改変アナローグ及びその誘導体を含むヘテロ
二重体並びに単一鎖アナローグが含まれる。そのような改変アナローグは、A19、B16又は
B25位アミノ酸から4-アミノフェニルアラニンまでの改変、又はA5、A8、A9、A10、A12、A
14、A15、A17、A18、A21、B1、B2、B3、B4、B5、B9、B10、B13、B14、B17、B20、B21、B2
2、B23、B26、B27、B28、B29及びB30から選択される位置の1つ以上のアミノ酸置換、又は
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B1－4及びB26－30位のいずれか若しくは全ての欠失を含む。本明細書で定義されるインス
リンペプチドはまた、非ペプチド部分（例えばレトロインベルソフラグメント）の挿入若
しくは置換によって、又は非ペプチド結合（例えばアザペプチド結合（NHによるCOの置換
）若しくは偽ペプチド結合（例えばNHのCH2による置換）若しくはエステル結合（例えば
デプシペプチド（1つ以上のアミド（-CONHR-）結合がエステル（COOR）結合によって取り
替えられる））の取り込みによって、自然に出現するインスリンから誘導されるアナロー
グであり得る。
【００２２】
　“A19インスリンアナローグ”は、天然インスリンA鎖19位の天然のチロシン残基を4-ア
ミノフェニルアラニン又は4-メトキシフェニルアラニンで置換したインスリンペプチドで
ある。
　本明細書で用いられるように“IGFB16B17アナローグペプチド”は、A鎖及びB鎖ヘテロ
二重体或いはその単一鎖インスリンアナローグを含む包括的用語で、ここで当該A鎖は配
列番号:19のペプチド配列を含み、B鎖は配列番号:20を含み、或いはそれら配列のアナロ
ーグを含み、ここでA鎖及び／又はB鎖は1－3つのさらに別のアミノ酸置換を含むが、ただ
しB鎖が配列番号:2の配列を含まず、かつB16位にチロシン及びB17位にロイシンを含むこ
とを条件とする。
　“IGF YLアナローグ”は、配列番号：19のIGF A鎖及び配列番号：36のIGF B鎖を含むペ
プチドである。
　本明細書で用いられるように“単一鎖インスリンアナローグ”という用語は構造的に関
連するタンパク質群を包含し、ここで、インスリン又はIGF A及びB鎖、又は前記のアナロ
ーグ若しくは誘導体は、共有結合により互いに連結されて線状ポリペプチド鎖を形成する
。本明細書で開示するように、単一鎖インスリンアナローグは、連結部分を介するB鎖の
カルボキシ末端とA鎖のアミノ末端との共有結合を含む。
【００２３】
　本明細書で用いられるように“インスリンA鎖”という用語（更なる説明的言葉を含ま
ない）は、配列番号：1の21アミノ酸配列、或いはその機能的アナローグ及び誘導体を包
含することが意図され、前記には、A19インスリンアナローグのA鎖及び当業者に公知の他
のアナローグが含まれ、前記はA4、A5、A8、A9、A10、A12、A14、A15、A17、A18、A21か
ら選択される位置に1つ以上のアミノ酸の挿入、欠失又は置換を含む。
　本明細書で用いられる“インスリンB鎖”という用語（更なる説明的言葉を含まない）
は、配列番号：2の30アミノ酸配列、或いは天然のB鎖の改変された機能的アナローグを包
含することが意図され、前記アナローグは、B16又はB25位のアミノ酸の4-アミノフェニル
アラニンへの改変、又はB1、B2、B3、B4、B5、B9、B10、B13、B14、B17、B20、B21、B22
、B23、B25、B26、B27、B28、B29及びB30から選択される位置における1つ以上のアミノ酸
の挿入、欠失若しくは置換、又はB1－4及びB26－30位のいずれか若しくは全ての欠失を含
む。
　本明細書で用いられる“同一性”という用語は2つ以上の配列間の類似性に関する。同
一性は、同一残基数を残基総数で割り、結果に100を乗じてパーセンテージを得ることに
よって測定される。したがって、正確に同じ配列の2つのコピーは100％の同一性を有し、
一方、互いに比較してアミノ酸の欠失、付加又は置換を有する2つの配列はより低い同一
性の程度を有する。いくつかのコンピュータープログラム（例えばBLST（Basic Local Al
ignment Search Tool, Altschul et al.(1993) J.Mol.Biol.215:403-410）のようなアル
ゴリズムを利用するもの）が配列同一性の決定に利用できることを当業者は認識している
であろう。
【００２４】
　“グルカゴン関連ペプチド”という用語は、グルカゴン、GLP-1、GLP-2及びGIP受容体
のいずれか1つ以上で生物学的活性（アゴニストとして又はアンタゴニストとして）を有
し、かつ天然のグルカゴン、天然のオキシントモデュリン、天然のエクセンジン-4、天然
のGLP-1、天然のGLP-2、又は天然のGIPの少なくとも1つと少なくとも40％の配列同一性（



(15) JP 6538645 B2 2019.7.3

10

20

30

40

50

例えば45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％）を共有す
るアミノ酸配列を含むペプチドを指す。特段の記載がなければ、（例えばプロドラッグ部
分の結合物、複合物部分、親水性ポリマー、アシル化又はアルキル化ために）グルカゴン
関連ペプチドでアミノ酸の位置をいうときはいずれも、天然のグルカゴンのアミノ酸配列
（配列番号:701）に対応する位置を指す。
　本明細書で用いられるように、グルカゴン関連ペプチドのC-末端領域というとき、グル
カゴンペプチドの天然のC-末端、又は、それぞれ天然のグルカゴン配列に対比して、C-末
端の1つ以上のアミノ酸の付加によって延長されたグルカゴンアナローグのC-末端延長部
の任意のアミノ酸、若しくは1つ以上のアミノ酸の欠失によって短縮されたグルカゴンア
ナローグの末端アミノ酸を包含することが意図される。グルカゴン関連ペプチドのC-末端
領域で複合化されるインスリンペプチドは、当該C-末端領域のアミノ酸の側鎖との結合又
はC-末端のカルボン酸部分を介する結合を含むことが意図される。
　“GLP-1アゴニスト”という用語は、有効性が証明されたin vitroモデルアッセイ（例
えば公開国際出願WO2007/056362の実施例13に記載されたもの（2007年5月18日公開、前記
文献の開示内容は参照により本出願に明瞭に組み入れられる））によって測定したとき、
GLP-1受容体活性を刺激する化合物を指す。
【００２５】
　本明細書で用いられるように、“天然のグルカゴン”という用語は配列番号:701の配列
から成るペプチドを指し、“天然のGIP”という用語は配列番号:707の配列から成るペプ
チドを指し、さらに“天然のGLP-1”という用語は、GLP-1(7-36)アミド（配列番号:703の
配列から成る）、GLP-1(7-37)酸（配列番号:704の配列から成る）又は当該2つの成分の混
合物を指す包括的用語である。本明細書で用いられるように、更なる指示を一切含まずに
一般的に“グルカゴン”又は“GIP”又は“GLP-1”というとき、それぞれ天然のグルカゴ
ン又は天然のGIP又は天然のGLP-1を意味することが意図される。
　本明細書で用いられるように、“グルカゴンペプチド”という用語は、配列番号:701の
自然のグルカゴンペプチド、或いは天然のグルカゴン配列に対して1つ以上のアミノ酸改
変を有する改変誘導体を示す包括的用語である。前記改変誘導体は、場合によってアミノ
酸1、2、5、7、8、10、12、13、14、16、17、18、24、28及び29位での置換を含むが、た
だし前記に限定されない。一般的には、数により具体的にアミノ酸の位置をいうときはい
ずれも（例えば28位）、天然のグルカゴン（配列番号:701）の当該位置のアミノ酸又はそ
の任意のアナローグの対応するアミノ酸の位置を指す。例えば、“28位”というときは、
配列番号:701の最初のアミノ酸が欠失してあるグルカゴンアナローグに対しては対応する
27位を意味するであろう。同様に、“28位”というときは、配列番号:701のN-末端の前に
1つのアミノ酸が付加されてあるグルカゴンアナローグに対しては対応する29位を意味す
るであろう。
【００２６】
　本明細書で用いられるように“誘導体”という用語は、化合物（例えばアミノ酸）に対
する化学的改変を包含することが意図され、前記改変には、例えばポリペプチドの1つ以
上の位置の側鎖に基を導入することによって（例えばチロシン残基のニトロ基又はチロシ
ン残基のヨウ素）、又は遊離カルボキシル基のエステル基若しくはアミド基への変換によ
って、又はアミノ基のアシル化によるアミドへの変換によって、又はヒドロキシ基をアシ
ル化してエステルにすることによって、又は第一アミンをアルキル化して第二アミンにす
ることによって、又はアミノ酸側鎖への親水性部分の結合によってin vitroで化学的に改
変することが含まれる。他の誘導体は、ポリペプチド内のアミノ酸残基の側鎖の酸化又は
還元によって入手される。
　本明細書で用いられるようにIGF A鎖という用語（更なる説明的言葉を含まない）は、
天然のIGF 1又はIGF 2の21アミノ酸配列（それぞれ配列番号：5及び7）、或いは当業者に
公知のその機能的アナローグを包含することが意図され、前記アナローグは、A5、A8、A9
、A10、A12、A14、A15、A17、A18、A21から選択される位置における1つ以上のアミノ酸の
置換による配列番号:5及び7の配列の改変を含む。
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　本明細書で用いられるように“IGF YL B鎖”という用語（更なる説明的言葉を含まない
）は、配列番号:20を含むアミノ酸配列、或いはIGF YL B鎖のアナローグ及びその誘導体
を包含することが意図され、前記誘導体は、B16又はB25位のアミノ酸の4-アミノフェニル
アラニンへの改変、又はB1、B2、B3、B4、B5、B9、B10、B13、B14、B17、B20、B21、B22
、B23、B26、B27、B28、B29及びB30から選択される位置における1つ以上のアミノ酸の置
換、又はB1－4及びB26－30位のいずれか若しくは全ての欠失を含む。
【００２７】
　本明細書で用いられるように、第二の受容体と対比して第一の受容体に対するある分子
の“選択性”という用語は以下の比率を指す：第一の受容体における分子のEC50で割った
第二の受容体における分子のEC50。例えば、第一の受容体で1nMのEC50及び第二の受容体
で100nMのEC50を有する分子は、第二の受容体と対比して第一の受容体に対して100倍の選
択性を有する。
　本明細書で用いられるように、アミノ酸“改変”は、アミノ酸の置換、又はアミノ酸へ
の／からの化学基の付加及び／又は除去によるアミノ酸の誘導を指し、ヒトタンパク質で
一般的に見出される20アミノ酸或いは非定型的又は自然には存在しないアミノ酸のいずれ
かによる置換を含む。非定型的アミノ酸の市場の供給源にはシグマ-アルドリッチ（Sigma
-Aldrich, Milwaukee, WI）、ケムペップ社（ChemPep Inc., Miami, FL）及びゲンザイム
ファーマシューティカルズ（Genzyme Pharmaceuticals, Cambridge, MA）が含まれる。非
定型的アミノ酸は、市場の供給業者から購入するか、新規に合成するか、又は自然に出現
するアミノ酸から化学的に改変するか若しくは誘導することができる。
　本明細書で用いられるように、アミノ酸の“置換”は、あるアミノ酸残基の異なるアミ
ノ酸残基による取り替えを指す。
　本明細書で用いられるように、“保存的アミノ酸置換”という用語は、以下の5つのグ
ループの1つの中での交換と定義される：
　I. 小さな脂肪族で、非極性又はわずかに極性の残基：Ala、Ser、Thr、Pro、Gly；
　II. 極性で負に荷電した残基及びそれらのアミド：Asp、Asn、Glu、Gln、システイン酸
及びホモシステイン酸；
　III. 極性で正に荷電した残基；His、Arg、Lys、オルニチン（Orn）；
　IV. 大きな脂肪族の非極性残基：Met、Leu、Ile、Val、Cys、ノルロイシン（Nle）、ホ
モシステイン；
　V. 大きな芳香族残基：Phe、Tyr、Trp、アセチルフェニルアラニン。
【００２８】
　本明細書で用いられるように一般的用語“ポリエチレングリコール鎖”又は“PEG鎖”
は、エチレンオキシド及び水の縮合ポリマーの混合物を包含し、前記ポリマーは一般式H(
OCH2CH2)nOH（式中nは少なくとも2）で表される分枝又は直鎖状である。“ポリエチレン
グリコール鎖”又は“PEG鎖”は、そのほぼ平均の分子量を示すために数字の接尾辞と一
緒に用いられる。例えばPEG-5,000は、約5,000ダルトンの全分子量平均を有するポリエチ
レングリコール鎖を指す。
　本明細書で用いられるように“PEG化”などの用語は、ポリエチレングリコール鎖をあ
る化合物に連結することによってその自然の状態から改変されてある当該化合物を指す。
“PEG化ポリペプチド”は、当該ポリペプチドと共有結合されたPEG鎖を有するポリペプチ
ドである。
　本明細書で用いられるように“リンカー”は、2つの別々の実体を互いに結合させる結
合、分子又は分子の基である。リンカーは2つの実体の最適な間隙を提供するか、さらに
また2つの物体を互いに分離させ得る不安定な結合を提供することができる。不安定な結
合には、光切断可能基、易酸性部分、易塩基性部分及び酵素切断可能基が含まれる。
　本明細書で用いられるように“ダイマー”は、リンカーにより互いに共有結合された2
つのサブユニットを含む複合体である。ダイマーという用語は、何らかの修飾の言葉を含
まずに用いられるときホモダイマー及びヘテロダイマーの双方を包含する。ホモダイマー
は2つの同一のサブユニットを含み、一方、ヘテロダイマーは、異なるが互いに実質的に
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類似する2つのサブユニットを含む。
【００２９】
　本明細書で用いられるように、“C1－Cnアルキル”（式中nは1から6であり得る）とい
う用語は、1から指定された数の炭素原子を有する分枝又は直鎖アルキル基を表す。典型
的なC1-C6アルキル基には、メチル、エチル、n-プロピル、iso-プロピル、ブチル、iso-
ブチル、sec-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシルなどが含まれるが、ただしこれ
らに限定されない。
　本明細書で用いられるように、“C2－Cnアルケニル”（式中nは2から6であり得る）と
いう用語は、2から指定された数の炭素原子及び少なくとも1つの二重結合有する、オレフ
ィン系不飽和分枝又は直鎖基を表す。そのような基の例には、1-プロペニル、2-プロペニ
ル（-CH2-CH=CH2）、1,3-ブタジエニル（-CH=CHCH=CH2）、1-ブテニル（-CH=CHCH2CH3）
、ヘキセニル、ペンテニルなどが含まれるが、ただしこれらに限定されない。
　“C2－Cnアルキニル”（式中nは2から6であり得る）という用語は、2からn個の炭素原
子及び少なくとも1つの三重結合有する不飽和分枝又は直鎖基を表す。そのような基の例
には、1-プロピニル、2-プロピニル、1-ブチニル、2-ブチニル、1-ペンチニルなどが含ま
れるが、ただしこれらに限定されない。
【００３０】
　本明細書で用いられるように“アリール”という用語は、1つ又は2つの芳香環を含む単
環又は二環炭素環式環系を指し、前記にはフェニル、ナフチル、テトラヒドロナフチル、
インダニル、インデニルなどが含まれるが、ただしこれらに限定されない。アリール環の
サイズ及び置換基又は連結基の存在は、存在する炭素数を指示することによって示される
。例えば、“(C1-C3アルキル)(C6-C10アリール)”という用語は、1から3員のアルキル鎖
を介して親部分に添付される5から10員のアリールを指す。
　本明細書で用いられる“ヘテロアリール”という用語は、1つ又は2つの芳香環を含み、
かつ1つの芳香環内に少なくとも1つの窒素、酸素又は硫黄原子を含む、単環式又は二環式
環系を指す。ヘテロアリール環のサイズ及び置換基又は連結基の存在は、存在する炭素数
を指示することによって示される。例えば、“(C1-Cnアルキル)(C5-C6ヘテロアリール)”
という用語は、1から“n”員のアルキル鎖を介して親部分に添付される5から6員のヘテロ
アリールを指す。
　本明細書で用いられるように、“ハロ”という用語は、フッ素、塩素、臭素及びヨウ素
から成る群の1つ以上のメンバーを指す。
【００３１】
　本明細書で用いられるように“患者”（更なる指示を含まない）という用語は、任意の
温血脊椎家畜化動物（例えば家畜、ウマ、ネコ、イヌ及び他のペットを含むが、ただしこ
れらに限定されない）及びヒトを包含することが意図される。
　本明細書で用いられる“単離された”という用語は、その自然の環境から移動されてあ
ることを意味する。いくつかの実施態様では、アナローグは組換え方法を介して作製され
、該アナローグは宿主細胞から単離される。
　本明細書で用いられる“精製される”という用語は、天然の又は自然の環境においてあ
る分子又は化合物に通常付随する夾雑物を実質的に含まない形態で該分子又は化合物を単
離することに関し、本来の組成物の他の成分から分離された結果として純度が高められて
あることを意味する。 “精製されたポリペプチド”という用語は、他の化合物（核酸分
子、脂質及び炭水化物を含むが、ただしこれらに限定されない）から分離されてあるポリ
ペプチドを指すために本明細書では用いられる。
【００３２】
　“ペプチド模倣体”は、既存のペプチドの一般構造と相違する構造を有するが、該既存
のペプチドの生物学的活性を模倣することによって当該ペプチドと同様な態様で機能する
化合物を指す。ペプチド模倣体は、典型的には自然に存在するアミノ酸及び／又は非自然
のアミノ酸を含むが、ペプチド骨格の改変物もまた含むことができる。例えば、ペプチド
模倣体は、非ペプチド部分（例えばレトロインベルソフラグメント）の挿入若しくは置換
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、又は非ペプチド結合（例えばアザペプチド結合（NHによるCOの置換）若しくは偽ペプチ
ド結合（例えばNHのCH2による置換）若しくはエステル結合（例えばデプシペプチド（1つ
以上のアミド（-CONHR-）結合がエステル（COOR）結合によって取り換えられる））の取
り入れを示す自然に存在するアミノ酸を含む。また別にペプチド模倣体は自然に存在する
アミノ酸を全く欠くことができる。
【００３３】
　本明細書で用いられるように“荷電アミノ酸”又は“荷電残基”という用語は、生理学
的pHの水溶液中で陰性に荷電する（すなわち脱プロトン化）又は陽性に荷電する（すなわ
ちプロトン化）側鎖を含むアミノ酸を指す。例えば、陰性荷電アミノ酸には、アスパラギ
ン酸、グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸、及びホモグルタミン酸が含まれ
、一方、陽性荷電アミノ酸には、アルギニン、リジン、及びヒスチジンが含まれる。荷電
アミノ酸には、ヒトタンパク質で一般的に見出される20アミノ酸中の荷電アミノ酸、或い
は非定型的又は自然には存在しないアミノ酸が含まれる。
　本明細書で用いられるように“酸性アミノ酸”は、第二の酸性部分（アミノ酸のアルフ
ァカルボン酸以外、例えば側鎖のカルボン酸又はスルホン酸）を含むアミノ酸を指す。
　本明細書で用いられるように“患者”（更なる指示を含まない）という用語は、任意の
温血脊椎家畜化動物（例えば家畜、ウマ、ネコ、イヌ及び他のペットを含むが、ただしこ
れらに限定されない）、哺乳動物及びヒトを包含することが意図される。
【００３４】
　略称
　インスリンアナローグは以下のように略称される：
　インスリンA及びB鎖は、A鎖については大文字AでB鎖については大文字Bで示され、ここ
で、上付き数字0（例えばA0又はB0）は基本配列がインスリン配列であること（A鎖は配列
番号：1、B鎖は配列番号：2）、上付き数字1（例えばA1又はB1）は基本配列がIGF-1配列
であること（A鎖は配列番号：5、B鎖は配列番号：6）を示す。天然のインスリン配列及び
IGF配列から逸脱する改変は、A又はB鎖の指定に続くカッコ内に示され（例えば[B1(H5,H1
0,Y16,L17)：A1(H8,N18,N21)]）、置換を示す一文字アミノ酸略称及び対応するA又はB鎖
内の置換の位置（天然のインスリン番号付けを用いる）が付随する。A鎖とB鎖の間のコロ
ンは二鎖インスリンを示し、一方、ダッシュは共有結合（したがって単一鎖アナローグ）
を示す。単一鎖アナローグでは、連結部分はA鎖とB鎖の間に含まれ、C1の表示は天然のIG
F1 Cペプチド（配列番号：17）を指す。連結部分に関して“C8位”の表示は、配列番号：
17の8番目のアミノ酸に対応する位置に存在するアミノ酸を指す。
【００３５】
　実施態様
　本明細書で開示されるものは、インスリンペプチド及びグルカゴン関連ペプチドの複合
物である。ある実施態様では、複合物は、インスリンペプチドとグルカゴン関連ペプチド
との直接的又はリンカーを介する共有結合を含む。ある実施態様では、グルカゴン関連ペ
プチドは、インスリンA鎖又はB鎖のアミノ若しくはカルボキシ末端に共有結合により連結
される。別の実施態様では、1つ又は2つのグルカゴン関連ペプチドのC-末端領域は、A鎖
のA9、A14及びA15、B鎖のB1、B2、B10、B22、B28又はB29位から成る群から選択される位
置のアミノ酸の側鎖、A又はB鎖のN-末端アルファアミン、B鎖のカルボキシ末端、又は単
一鎖インスリンアナローグのA鎖及びB鎖を連結する連結部分の任意の位置のアミノ酸側鎖
（例えばC8位を含む）から別個に選択される位置を介してインスリンペプチドに共有結合
により連結される。別の実施態様では、インスリンペプチドのN-末端又はC-末端は、10、
20、24、28及び29から選択される位置でグルカゴン関連ペプチドのアミノ酸の側鎖に共有
結合により連結される。
【００３６】
　別の実施態様では、1つ又は2つのグルカゴン関連ペプチドは、B鎖のN-末端アルファア
ミン、B鎖のカルボキシ末端、又は単一鎖インスリンアナローグのA鎖及びB鎖を連結する
連結部分の任意の位置（例えばC8位を含む）から別個に選択される位置を介してインスリ
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ンペプチドに共有結合により連結される。ある実施態様では、グルカゴン関連ペプチドの
カルボキシ末端領域は、単一鎖インスリンペプチドアナローグのB鎖のN-末端アルファア
ミンに共有結合により連結される。ある実施態様では、グルカゴン関連ペプチドのカルボ
キシ末端は、二鎖又は単一鎖インスリンペプチドアナローグのB鎖のN-末端アルファアミ
ンに共有結合により連結される。
　ある実施態様にしたがえば、インスリンペプチドは二鎖インスリンであり、A鎖及びB鎖
は互いに鎖間ジスルフィド結合を介して連結される。ある実施態様では、複合物は二鎖イ
ンスリンペプチドを含み、グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端領域はインスリンペ
プチドのA鎖のアミノ末端に共有結合により連結される。ある実施態様では、複合物は二
鎖インスリンペプチドを含み、インスリンペプチドのA鎖又はB鎖のカルボキシ末端は、グ
ルカゴン関連ペプチドのアミノ末端領域に共有結合により連結される。ある実施態様では
、複合物は二鎖インスリンペプチドを含み、グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端は
、インスリンペプチドのB鎖のアミノ末端に共有結合により連結される。ある実施態様で
は、複合物は二鎖インスリンペプチドを含み、インスリンペプチドのB鎖のカルボキシ末
端は、グルカゴン関連ペプチドのアミノ末端に共有結合により連結される。
【００３７】
　別の実施態様では、複合物は二鎖インスリンアナローグ並びに第一及び第二のグルカゴ
ン関連ペプチドを含み、各グルカゴン関連ペプチドは、B鎖のアミノ末端、A鎖のカルボキ
シ末端、及びB鎖のカルボキシ末端から成る群から選択される位置で別個にインスリンペ
プチドと共有結合により連結される。ある実施態様では、複合物は二鎖インスリンペプチ
ドを含み、第一のグルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端領域はインスリンペプチドの
B鎖のアミノ末端に共有結合により連結され、さらにインスリンペプチドのB鎖のカルボキ
シ末端領域は第二のグルカゴン関連ペプチドのアミノ末端に共有結合により連結される。
ある実施態様では、第一及び第二のグルカゴン関連ペプチドは異なり、グルカゴン、GLP-
1及びGIP受容体から成る群から選択される2つの異なる受容体で活性を有する。ある実施
態様では、第一のグルカゴン関連ペプチドはグルカゴン受容体で活性を有し、第二のグル
カゴン関連ペプチドはGLP-1受容体で活性を有する。ある実施態様では、第一及び／又は
第二のグルカゴン関連ペプチドは、グルカゴン、GLP-1及びGIP受容体から成る群から選択
される2つの受容体で活性を有するコアゴニストである。
【００３８】
　ある実施態様では、複合物は融合タンパク質であり、グルカゴン関連ペプチドのカルボ
キシ末端領域は、インスリンペプチドB鎖のアミノ末端に直に又はペプチドリンカーを介
して連結される。ある実施態様では、複合物は単一鎖インスリンアナローグを含み、グル
カゴン関連ペプチドのカルボキシ末端領域は単一鎖インスリンアナローグのアミノ末端に
共有結合により連結される。ある実施態様では、複合物は単一鎖インスリンアナローグを
含み、単一鎖インスリンペプチドのカルボキシ末端はグルカゴン関連ペプチドのアミノ末
端に共有結合により連結される。
　いくつかの又はいずれかの実施態様では、本開示の複合物のインスリンペプチドは、配
列番号:1のA鎖及び配列番号:2のB鎖を含む天然のインスリンであるか、又は天然のインス
リンのアナローグであり、例えば配列番号:1及び配列番号:2を含む単一鎖インスリンアナ
ローグを含む。ある実施態様では、インスリンペプチドはIGFB16B17アナローグペプチド
である。本開示にしたがえば、インスリンアナローグはA鎖及びB鎖を含むポリペプチドを
包含し、ここで、該インスリンアナローグは、A5、A8、A9、A10、A12、A14、A15、A17、A
18、A21、B1、B2、B3、B4、B5、B9、B10、B13、B14、B17、B20、B21、B22、B23、B26、B2
7、B28、B29及びB30から選択される位置における1つ以上のアミノ酸置換、又はB1－4及び
B26－30位のいずれか若しくは全ての欠失によって天然のインスリンと異なる。
【００３９】
　ある実施態様では、複合物のグルカゴン関連ペプチド成分は、天然のグルカゴン（配列
番号:71）、天然のGLP-1（配列番号:703）及び天然のGIP（配列番号:707）から成る群か
ら選択されるペプチドである。ある実施態様では、グルカゴン関連ペプチドはグルカゴン
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ペプチド又はGLP-1ペプチドである。いくつかの実施態様では、本開示の複合物のグルカ
ゴン関連ペプチドは天然のヒトグルカゴン（配列番号:701）のアナローグであり、前記は
配列番号:701のアミノ酸配列を土台とするアミノ酸配列を含むが、1つ以上の（例えば1、
2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15）及びいくつかの事例では16以上の（
例えば17、18、19、20、21、22、23、24、25など）特定の又は任意のアミノ酸改変を含む
ために配列番号:701と異なる。いくつかの又はいずれかの実施態様では、本開示のペプチ
ドは、天然のヒトグルカゴン配列（配列番号:701）と対比して、合計して1つ、2つまで、
3つまで、4つまで、5つまで、6つまで、7つまで、8つまで、9つまで又は10までの追加の
アミノ酸改変（例えば特定のアミノ酸改変に加えて）を含む。例えば、ある実施態様では
、グルカゴン（配列番号:701）のアナローグは、（a）1位にイミダゾール側鎖を含むアミ
ノ酸、（b）2位にDPP-IV防御アミノ酸、（c）9、10、12、16、20又は37－43位のいずれか
にアシル化アミノ酸又はアルキル化アミノ酸、（d）16、17、18、19、20及び21位の1つ以
上のアルファヘリックス安定化アミノ酸、並びに（e）配列番号:701と対比して10までの
追加のアミノ酸改変を含む。ある実施態様では、本開示は、（a）－（d）で特定されるア
ミノ酸改変に加えて、10までの追加のアミノ酸改変を有する（a）－（d）を含むグルカゴ
ンアナローグを提供する。いくつかの又はいずれかの実施態様では、改変は本明細書に記
載する改変のいずれか、例えばアシル化、アルキル化、PEG化、C-末端の短縮、1、2、3、
7、10、12、15、16、17、18、19、20、21、23、24、27、28及び29位の1つ以上におけるア
ミノ酸の置換である。
【００４０】
　インスリンペプチド
　本開示の複合物のインスリンペプチド成分は、ヒトインスリンの天然のB及びA鎖配列（
それぞれ配列番号:1及び2）又はその公知のアナローグ若しくは誘導体であってヘテロ二
重体として互いに連結されたときインスリンアゴニスト活性を有するものを含むことがで
きる。そのようなアナローグには、例えばヒトインスリンのA鎖及びB鎖とは異なるA鎖及
びB鎖を有するタンパク質が含まれ、前記タンパク質は、インスリンアナローグのインス
リン活性が破壊されない1つ以上のアミノ酸の欠失、1つ以上のアミノ酸の置換及び／又は
1つ以上のアミノ酸の挿入によってヒトインスリンと異なる。
　ある実施態様では、インスリンペプチドは以下のようなインスリンアナローグである：
（a）28位のアミノ酸残基がAsp、Lys、Leu、Val又はAlaで置換され、B29位のアミノアシ
ル残基がLys又はProである；
（b）B27、B28、B29及びB30位のいずれかのアミノ酸が欠失するか、又は非天然のアミノ
酸で置換される。ある実施態様では、B28位のAspによる置換又は28位のLysによる置換及
びB29位のプロリンによる置換を含むインスリンアナローグが提供される。さらに別のイ
ンスリンアナローグは以下で開示される：Chance, et al., 米国特許No.5,514,646；Chan
ce, et al., 米国特許出願No.08/255,297；Brems, et al., Protein Engineering, 5:527
-533, 1992；Brange, et al., EPO公開公報No.214,826（1987年3月18日公開）;及びBrang
e, et al., Current Opinion in Structural Biology, 1:934-940, 1991（前記文献の開
示内容は参照により明瞭に本明細書に組み入れられる）。
【００４１】
　インスリンアナローグはまたアミド化アミノ酸の酸性形で取り替えることができる。As
nはAsp又はGluで取り替えることができる。同様に、GlnはAsp又はGluで取り替えることが
できる。特に、Asn（A18）、Asn（A21）若しくはAsp（B3）又はそれら残基の任意の組み
合わせをAsp又はGluで取り替えてもよい。さらに、Gln（A15）若しくはGln（B4）又は双
方をAsp又はGluで取り替えてもよい。
　本明細書で開示するように、ヒトインスリンのB鎖及びA鎖又はそのアナローグ若しくは
誘導体を含む単一鎖インスリンアゴニストが提供され、ここでB鎖のカルボキシ末端はA鎖
のアミノ末端に連結部分を介して連結される。ある実施態様では、A鎖は、GIVEQCCTSICSL
YQLENYCN（配列番号:1）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号:5）又はGIVEECCFRSCDLALLE
TYCA（配列番号:7）から成る群から選択されるアミノ酸配列であり、さらにB鎖は以下を



(21) JP 6538645 B2 2019.7.3

10

20

30

40

50

含む：配列FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）、GPETLCGAELVDALYLVCGDRGFY
FNKPT（配列番号:6）若しくはAYRPSETLCGGELVDTLYLVCGDRGFYFSRPA（配列番号:8）、又は
前記のカルボキシ短縮配列であってB26、B27、B28、B29及びB30に対応する1つから5つの
アミノ酸が欠失されてあるもの、及びこれら配列のアナローグであって、各配列が、A5、
A8、A9、A10、A14、A15、A17、A18、A21、B1、B2、B3、B4、B5、B9、B10、B13、B14、B20
、B22、B23、B26、B27、B28、B29及びB30から選択される天然のインスリンの位置に対応
する位置（図5に示すペプチドアラインメントを参照されたい）で1つから5つのアミノ酸
置換を含むように改変されるもの。ある実施態様では、アミノ酸置換は保存的アミノ酸置
換である。インスリンの所望される活性に有害な影響を与えないこれらの位置における適
切なアミノ酸置換は、例えば以下の文献に示されているように当業者には公知である：Ma
yer, et al., Insulin Structure and Function, Biopolymers.2007;88(5):687-713（前
記文献の開示内容は参照により本明細書に組み入れられる）。
【００４２】
　追加のアミノ酸配列を、本発明の単一鎖インスリンアゴニストのB鎖のアミノ末端又はA
鎖のカルボキシ末端に付加することができる。例えば、一連の陰性荷電アミノ酸をB鎖の
アミノ末端に付加することができ、前記は、例えば長さが1から12，1から10、1から8又は
1から6アミノ酸のペプチドを含み、さらに1つ以上の陰性荷電アミノ酸（例えばグルタミ
ン酸及びアスパラギン酸）を含む。ある実施態様では、B鎖のアミノ末端延長部は、配列G
X61X62X63X64X65K（配列番号:26）又はX61X62X63X64X65RK（配列番号:27）を含み、式中X

61、X62、X63、X64及びX65は別個にグルタミン酸又はアスパラギン酸である。ある実施態
様では、B鎖は配列GEEEEEKGPEHLCGAHLVDALYLVCGDX42GFY（配列番号:28）を含み、式中X42
は、アラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択される。ある実施
態様にしたがえば、本明細書に開示するグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物は、A
鎖のC-末端カルボキシレートの代わりにC-末端アミド又はエステルを含む。
【００４３】
　高い効能をもつグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物もまた、公開国際出願WO 20
10/080607に記載された改変IGF I及びIGF IIを、インスリンペプチド成分として土台に用
いて調製され得る（前記文献の開示内容は参照により本明細書に組み入れられる）。より
具体的には、天然のインスリンのB16及びB17に対応する位置で天然IGFアミノ酸のチロシ
ンロイシンジペプチドによる置換を含むIGF I及びIGF IIアナローグは、インスリン受容
体で10倍の効能増加を示す。
　ある実施態様にしたがえば、本開示で使用されるインスリンペプチドは、R22-X25LCGX2
9X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号:20）のB鎖配列及びGIVX4X5CCX8X9X10CX12LX1
4X15LX17X18X19CX21-R13（配列番号:29）のA鎖配列を含み、式中、
X4は、グルタミン酸又はアスパラギン酸であり、
X5は、グルタミン又はグルタミン酸であり、
X8は、ヒスチジン、スレオニン又はフェニルアラニンであり、
X9は、セリン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
X10は、イソロイシン又はセリンであり、
X12は、セリン又はアスパラギン酸であり、
X14は、チロシン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
X15は、グルタミン、グルタミン酸、アルギニン、アラニン、リジン、オルニチン又はロ
イシンであり、
X17は、グルタミン、グルタミン酸、アルギニン、アスパラギン酸又はリジン、オルニチ
ンであり、
X18は、メチオニン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸、グルタミン酸又はス
レオニンであり、
X19は、チロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン、セリン、バリン、スレオニン、イソロイシン、ロイシン、
グルタミン、グルタミン酸、アスパラギン、アスパラギン酸、ヒスチジン、トリプトファ
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ン、チロシン及びメチオニンから成る群から選択され、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸ホモシステイン酸及びシステイン酸
から成る群から選択され、
X33は、アスパラギン酸、グルタミン及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X41は、グルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され、
X42は、アラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45は、チロシン、ヒスチジン、アスパラギン又はフェニルアラニンであり、
R22は、AYRPSE（配列番号:14）、FVNQ（配列番号:12）、PGPE（配列番号:11）、グリシン
-プロリン-グルタミン酸トリペプチド、バリン-アスパラギン-グルタミントリペプチド、
プロリン-グルタミン酸ジペプチド、アスパラギン-グルタミンジペプチド、グルタミン、
グルタミン酸及び結合であり、R13はCOOH又はCONH2である。ある実施態様では、A鎖及びB
鎖は鎖間ジスルフィド結合（天然のインスリンのA及びB鎖間で形成されるものを含む）に
よって互いに連結される。また別の実施態様では、A及びB鎖は直線状の単一鎖インスリン
ペプチドとして一緒に連結される。
【００４４】
　ある実施態様では、複合物は、A鎖がGIVEQCCX1SICSLYQLENX2CX3（配列番号:30）の配列
を含み、B鎖がX4LCGX5X6LVEALYLVCGERGFF（配列番号:31）の配列を含む、インスリンペプ
チドを含み、式中、
X1は、スレオニン及びヒスチジンから成る群から選択され、
X2は、チロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルフェニルアラニン
であり、
X3は、アスパラギン及びグリシンから成る群から選択され、
X4は、ヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
X5は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X6は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン酸
から成る群から選択される。
　ある実施態様にしたがえば、インスリンペプチドのA鎖が配列GIVEQCCX8X9ICSLYQLENYCX

21-R13（配列番号:73）又はGIVEQCCX8SICSLYQLX17NX19CX21（配列番号:32）を含み、さら
にB鎖が配列R22-X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45YT-Z1-B1（配列番号:142）を含
む、インスリンアナローグが提供され、式中、
X8は、スレオニン及びヒスチジンから成る群から選択され、
X9は、バリン又はチロシンであり、
X17は、グルタミン又はグルタミン酸であり、
X19は、チロシン、4-メトキシフェニルアラニン又は4-アミノ-フェニルアラニンであり、
X21は、アスパラギン又はグリシンであり、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X33は、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X41は、グルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され、
X42は、アラニン、オルニチン、リジン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45はチロシン又はフェニルアラニンであり、
R22は、FVNQ（配列番号:12）、バリン-アスパラギン-グルタミントリペプチド、アスパラ
ギン-グルタミンジペプチド、グルタミン及びN-末端アミンであり、
Z1は、アスパルテート-リジン、リジン-プロリン、及びプロリン-リジンから成る群から
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選択されるジペプチドであり、さらに
B1は、スレオニン、アラニン又はスレオニン-アルギニン-アルギニントリペプチドから成
る群から選択される。
【００４５】
　ある実施態様にしたがえば、インスリンペプチドのA鎖が配列GIVEQCCX8SICSLYQLX17NX1
9CX21（配列番号:32）を含み、さらにB鎖がX25LCGX29X30LVEALYLVCGERGFF（配列番号:33
）を含む、インスリンアナローグが提供され、式中、
X8は、スレオニン及びヒスチジンから成る群から選択され、
X17は、グルタミン酸又はグルタミンであり、
X19は、チロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アスパラギン又はグリシンであり、
X25は、ヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択される。さらに別の実施態様では、B鎖は配列X22VNQX25LCGX29X30L
VEALYLVCGERGFFYT-Z1-B1（配列番号:34）を含み、式中、
X22は、フェニルアラニン及びdesアミノ-フェニルアラニンから成る群から選択され、
X25は、ヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
Z1は、アスパルテート-リジン、リジン-プロリン、及びプロリン-リジンから成る群から
選択されるジペプチドであり、さらに
B1は、スレオニン、アラニン又はスレオニン-アルギニン-アルギニントリペプチドから成
る群から選択される。
【００４６】
　いくつかの実施態様にしたがえば、A鎖は、配列GIVEQCCX8SICSLYQLX17NX19CX23（配列
番号:32）又はGIVDECCX8X9SCDLX14X15LX17X18X19CX21-R13（配列番号:35）を含み、さら
にB鎖は配列X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGDX42GFX45（配列番号:36）を含み、式中、
X8は、ヒスチジン又はフェニルアラニンであり、
X9及びX14は、 別個にアルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンから選択され、
X15は、アルギニン、リジン、オルニチン又はロイシンであり、
X17は、グルタミン酸又はグルタミンであり、
X18は、メチオニン、アスパラギン又はスレオニンであり、
X19は、チロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
X23は、アスパラギン又はグリシンであり、
X25は、ヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X33は、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X42は、アラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45はチロシンであり、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
【００４７】
　さらに別の実施態様では、A鎖は配列GIVDECCX8X9SCDLX14X15LX17X18X19CX21-R13（配列
番号:35）を含み、さらにB鎖は配列X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGDX42GFX45（配列番号:36
）を含み、式中、
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X8はヒスチジンであり、
X9及びX14は、別個にアルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンから選択され、
X15は、アルギニン、リジンオルニチン又はロイシンであり、
X17は、グルタミン酸、アスパラギン酸、アスパラギン、リジン、オルニチン又はグルタ
ミンであり、
X18は、メチオニン、アスパラギン又はスレオニンであり、
X19は、チロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
X23は、アスパラギン又はグリシンであり、
X25は、ヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され
X33は、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X42は、アラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45は、チロシン又はフェニルアラニンであり、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
【００４８】
　さらに別の実施態様では、A鎖は配列GIVDECCHX9SCDLX14X15LX17MX19CX21-R13（配列番
号:37）を含み、さらにB鎖は配列X25LCGAX30LVDALYLVCGDX42GFX45（配列番号:38）を含み
、式中、
X9、X14及びX15は、別個にオルニチン、リジン又はアルギニンであり、
X17は、グルタミン酸又はグルタミンであり、
X19は、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
X25は、ヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X42は、アラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45は、チロシン又はフェニルアラニンであり、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。ある実施態様では、B鎖は、HLCGAELVDALYLVCGDX42GFY（配列
番号:39）、GPEHLCGAELVDALYLVCGDX42GFY（配列番号:40）、GPEHLCGAELVDALYLVCGDX42GFY
FNPKT（配列番号:41）及びGPEHLCGAELVDALYLVCGDX42GFYFNKPT（配列番号:42）から成る群
から選択され、式中、X42はオルニチン、リジン及びアルギニンから成る群から選択され
る。さらに別の実施態様では、A鎖は配列GIVDECCHX9SCDLX14X15LQMYCN-R13（配列番号:43
）を含み、式中、X9、X14及びX15は別個にオルニチン、リジン又はアルギニンである。
【００４９】
　別の実施態様では、A鎖は配列GIVDECCX8RSCDLYQLENX19CN-R13（配列番号:44）を含み、
さらにB鎖は配列R22-X25LCGSHLVDALYLVCGDX42GFX45（配列番号:45）を含み、式中、
X8は、スレオニン、ヒスチジン又はフェニルアラニンであり、
X19は、チロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X42は、アラニン、オルニチン又はアルギニンであり、
X45は、チロシン、ヒスチジン、アスパラギン又はフェニルアラニンであり、
R22は、AYRPSE（配列番号:14）、FVNQ（配列番号:12）、PGPE（配列番号:11）、グリシン
-プロリン-グルタミン酸トリペプチド、バリン-アスパラギン-グルタミントリペプチド、
プロリン-グルタミン酸ジペプチド、アスパラギン-グルタミンジペプチド、グルタミン、
グルタミン酸及び結合であり、R13はCOOH又はCONH2であり、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
　別の実施態様では、A鎖は配列GIVEQCCHSICSLYQLENX19CX21-R13（配列番号:46）又はGIV
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DECCHRSCDLRRLEMX19CX21-R13（配列番号:47）を含み、さらにB鎖は配列FVNQHLCGSHLVEALY
LVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）又はGPETLCGAELVDALYLVCGDRGFYFNPKT（配列番号:48）を含
み、式中
X19は、チロシン、4-メトキシフェニルアラニン又は4-アミノ-フェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
X26及びX27は各々アラニンであり、さらに
X42はアルギニンである。
【００５０】
　単一鎖インスリンペプチドアゴニスト
　本明細書に開示するように、連結部分を用いて、ヒトインスリンA及びB鎖又はそのアナ
ローグ若しくは誘導体を連結することができ、ここで、B鎖のB25アミノ酸のカルボキシ末
端は連結部分の第一の末端と直に連結され、連結部分の第二の末端は、介在する連結部分
を介してA鎖のA1アミノ酸のアミノ末端と直に連結される。
　ある実施態様にしたがえば、インスリンペプチドは、一般構造B-LM-Aを含む単一鎖イン
スリンアゴニストである（式中BはインスリンB鎖を表し、AはインスリンA鎖を表し、LMは
、B鎖のカルボキシ末端をA鎖のアミノ末端に連結する連結部分を表す）。B鎖をA鎖に継ぎ
合わせる適切な連結部分は、ヘッダー単一鎖インスリンアナローグのための連結部分並び
に対応するサブヘッダー“ペプチドリンカー”及び“非ペプチドリンカー”において本明
細書で開示される。ある実施態様では、連結部分は連結ペプチドを含み、より具体的には
、ある実施態様ではペプチドはIGF-1 Cペプチドのアナローグである。追加される例示的
ペプチドリンカーには、X51X52GSSSX57X58（配列番号:49）又はX51X52GSSSX57X58APQT（
配列番号:50）が含まれ（ただし前記に限定されない）、式中、X51はグリシン、アラニン
、バリン、ロイシン、イソロイシン及びプロリンから成る群から選択され、X52はアラニ
ン、バリン、ロイシン、イソロイシン又はプロリンであり、さらにX57又はX58は別個にア
ルギニン、リジン、システイン、ホモシステイン、アセチル-フェニルアラニン又はオル
ニチンであり、場合によって連結部分の7又は8位（すなわちX57又はX58）のアミノ酸の側
鎖に連結される親水性部分を有する。連結部分のアミノ酸の位置は、IGF-1の天然のC鎖（
配列番号:17）の対応する位置を基準にして示される。別の実施態様では、ペプチド連結
部分は連続する29アミノ酸配列を含み、前記配列は、SSSSX50APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQX5
1（配列番号:68）と70％、80％、90％を超える配列同一性を有する（式中X50及びX51は別
個にアルギニン及びリジンから選択される）。ある実施態様では、連結部分は非ペプチド
リンカーであり、前記は、長さが約8－16アミノ酸配列の比較的短い二官能性非ペプチド
ポリマーを含む。ある実施態様では、非ペプチドリンカーは下記構造を有し、
【００５１】
【化１】

【００５２】
式中、mは10から14の範囲の整数であり、連結部分はB鎖のB25アミノ酸に直に連結される
。ある実施態様にしたがえば、非ペプチド連結部分は、約4から20、8から18、8から16、8
から14、8から12、10から14、10から12、又は11から13モノマーのポリエチレングリコー
ルリンカーである。
【００５３】
　ある実施態様では、構造IB-LM-IAを有するインスリンペプチドを含む、グルカゴン関連
ペプチド-インスリン複合物が提供される。式中、IBは配列R22-X25LCGX29X30LVX33X34LYL
VCGX41X42GFX45（配列番号:20）を含み、LMはIBをIAに共有結合により連結する本明細書
に開示する連結部分であり、さらにIAは配列GIVX4X5CCX8X9X10CX12LX14X15LX17X18X19CX2
1-R13（配列番号:29）を含み、式中、
X4は、グルタミン酸又はアスパラギン酸であり、
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X5は、グルタミン又はグルタミン酸であり、
X8は、ヒスチジン又はフェニルアラニンであり、
X9及びX14は、 別個にアルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンから成る群から選択
され、
X10は、イソロイシン又はセリンであり、
X12は、セリン又はアスパラギン酸であり、
X14は、チロシン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
X15は、アルギニン、リジン、オルニチン又はロイシンであり、
X17は、グルタミン酸又はグルタミンであり、
X18は、メチオニン、アスパラギン又はスレオニンであり、
X19は、チロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
X25は、ヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X33は、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X41は、グルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され、
X42は、アラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
R22は、AYRPSE（配列番号:14）、FVNQ（配列番号:12）、PGPE（配列番号:11）、グリシン
-プロリン-グルタミン酸トリペプチド、バリン-アスパラギン-グルタミントリペプチド、
プロリン-グルタミン酸ジペプチド、アスパラギン-グルタミンジペプチド、グルタミン、
グルタミン酸及びN-末端アミンから成る群から選択され、さらに
R13はCOOH又はCONH2であり、さらにここで、X45と指示されるアミノ酸は連結部分LMに直
に結合される（すなわち、本明細書で用いられるIB-LM-IAの指示は、B鎖カルボキシ末端
及びA鎖アミノ末端がさらに別のアミノ酸を全く介在させずに直に連結されることを表わ
すことを意図する）。
【００５４】
　ある実施態様では、連結部分（LM）は長さが17アミノ酸を超えないアミノ酸配列を含む
。ある実施態様では、連結部分は、配列X51X52GSSSX57X58（配列番号:49）又はX51X52GSS
SX57X58APQT（配列番号:50）を含み、式中、X51はグリシン、アラニン、バリン、ロイシ
ン、イソロイシン及びプロリンから成る群から選択され、X52はアラニン、バリン、ロイ
シン、イソロイシン又はプロリンであり、さらに、X57又はX58は別個にアルギニン、リジ
ン、システイン、ホモシステイン、アセチル-フェニルアラニン又はオルニチンであり、
前記は、場合によって連結部分の7又は8位（すなわちX57又はX58）のアミノ酸の側鎖に連
結される親水性部分を有する。連結部分のアミノ酸の位置は、IGF-1の天然のC鎖（配列番
号:17）の対応する位置を基準にして示される。
【００５５】
　別の実施態様では、連結部分は、B鎖のカルボキシ末端アミノ酸に直に連結される、連
続する29アミノ酸の配列を含み、前記連続する29アミノ酸の配列は、SSSSX50APPPSLPSPSR
LPGPSDTPILPQX51（配列番号:68）と70％、80％、90％を超える配列同一性を有する（式中
X50及びX51は別個にアルギニン及びリジンから選択される）。ある実施態様では、連結ペ
プチドは、合計29から158又は29から58アミノ酸を含み、さらに配列番号:68の配列を含む
。別の実施態様では、連結部分は、B鎖のカルボキシ末端アミノ酸に直に連結される、連
続する29アミノ酸の配列を含み、前記連続する29アミノ酸の配列は、SSSSX50APPPSLPSPSR
LPGPSDTPILPQX51（配列番号:68）と90％を超える配列同一性を有する（式中X50及びX51は
別個にアルギニン及びリジンから選択される）。ある実施態様では、連結部分は、配列SS
SSRAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQK（配列番号:51）又はSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQR（配
列番号:52）を含み、前記は場合によって1つ又は2つのアミノ酸置換を有する。
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【００５６】
　ある実施態様にしたがえば、ヒトインスリンのB鎖及びA鎖、又はそのアナローグ若しく
は誘導体を含む、単一鎖インスリンアゴニストポリペプチドが提供され、ここで、天然の
B鎖の最後の5つのカルボキシアミノ酸は欠失し（すなわち、B26－B30）、アミノ酸B25は
介在する連結部分を介してA鎖のアミノ酸A1に連結される。ある実施態様では、連結部分
は以下の構造を含み：
【００５７】
【化２】

【００５８】
式中、mは10から14の範囲の整数であり、連結部分はB鎖のB25アミノ酸に直に連結される
。
【００５９】
　ある実施態様では、一般式IB-LM-IAを有するインスリンペプチドを含む、グルカゴン関
連ペプチド-インスリン複合物が提供され、ここで、IBは配列GPEHLCGAX30LVDALYLVCGDX42
GFYFNX48X49（配列番号:40）を含み、LMは配列SSSSRAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQK（配列番
号:51）、SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQR（配列番号:52）、GYGSSSRR（配列番号:18）又
はGAGSSSRR（配列番号:22）を含み、IAは配列GIVDECCX8X9SCDLX14X15LX17X18X19CX21-R13
（配列番号:35）を含み、式中、
X8は、ヒスチジン又はフェニルアラニンであり、
X9は、アルギニン、オルニチン又はアラニンであり、
X14及びX15はともにアルギニンであり、
X17はグルタミン酸であり、
X19は、チロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン又はアスパラギンであり、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X42は、アラニン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
R13はCOOHである。
【００６０】
　単一鎖インスリンアナローグのための連結部分
　ペプチドリンカー
　ある実施態様にしたがえば、連結部分は、6－18、8－18、8－17、8－12、8－10、13－1
7又は13－15アミノ酸（又はアミノ酸アナローグ若しくはその誘導体）のペプチド又はペ
プチド模倣体である。ある実施態様では、連結部分は、該ペプチド連結部分が2つ以上の
隣接する塩基性アミノ酸残基を含む、6－18、8－18、8－17、8－12、8－10、13－17又は1
3－15アミノ酸のペプチド又はペプチド模倣体である。ある実施態様にしたがえば、連結
部分は、配列X51X52X53X54X55X56X57X58（配列番号:9）を含む、8から17の非天然アミノ
酸配列であり、式中、X51、X52、X53、X54、X55及びX56は、別個に任意のアミノ酸又はア
ミノ酸アナローグ若しくはその誘導体であり、X57及びX58は塩基性アミノ酸である。ある
実施態様では、連結部分は、配列X51X52X53X54X55X56RR（配列番号:10）を含む、長さが8
から17アミノ酸の非天然ポリペプチドであり、式中、X52は非芳香族アミノ酸である（例
えばアラニンを含む）。ある実施態様では、連結部分は長さが8から17のアミノ酸であり
、さらに配列X51X52GSSSRR（配列番号:53）を含み、式中、X51はグリシン、アラニン、バ
リン、ロイシン、イソロイシン、プロリン及びメチオニンから成る群から選択され、X52
は非芳香族アミノ酸である（例えばアラニンを含む）。ある実施態様では、連結部分は長
さが8から17のアミノ酸であり、ただ1つのアミノ酸置換によってX51X52GSSSRR（配列番号
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:53）と異なる配列を含み、ここで、該アミノ酸置換はその側鎖でPEG化されるアミノ酸で
あり、さらに式中、X51はグリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロ
リン及びメチオニンから成る群から選択され、X52は非芳香族アミノ酸である（例えばア
ラニンを含む）。
【００６１】
　ある実施態様にしたがえば、連結部分はIGF-1C鎖配列（GYGSSSRRAPQT（配列番号:17）
）の誘導体である。ある実施態様では、該誘導体は、リジン、システイン、オルニチン、
ホモシステイン又はアセチル-フェニルアラニン残基によるただ1つのアミノ酸置換によっ
て配列番号:17と異なるペプチドであり、さらに別の実施態様では、リジン、システイン
、オルニチン、ホモシステイン又はアセチル-フェニルアラニンアミノ酸がPEG化される。
さらに別のある実施態様では、連結部分はリジンによるただ1つの置換によって配列番号:
17と異なるペプチドである。ある具体的な実施態様では、置換は配列番号:17の8位で実施
される。出願人らは、IGF-1C鎖配列及びそのアナローグの連結部分としての使用は、野生
型に近いインスリン活性を有する単一鎖インスリンポリペプチドを生じることを見出した
。さらにまた、IGF-1C鎖配列アナローグの連結部分としての使用は、インスリンに対して
選択的である（すなわちIGF-1受容体と比較してインスリン受容体でより高い結合及び／
又は活性を有する）単一鎖インスリンポリペプチドをもたらす（前記IGF-1C鎖配列アナロ
ーグは、IGF-1C鎖配列の2位が改変されるか、又はカルボキシ末端の4つのアミノ酸がIGF-
1C鎖配列から欠失している）。ある実施態様では、単一鎖インスリンポリペプチドは、IG
F-1受容体と比較して、5ｘ、10ｘ、20ｘ、30ｘ、40ｘ若しくは50ｘ高い親和性又は活性を
インスリン受容体で有する。
【００６２】
　ある実施態様にしたがえば、連結部分はIGF-1C鎖配列（GYGSSSRRAPQT（配列番号:17）
）の誘導体であり、1つから3つのアミノ酸置換又は1つから2つのアミノ酸置換によってGY
GSSSRR（配列番号:18）又はGAGSSSRRAPQT（配列番号:23）と異なる非天然の配列を含む。
ある実施態様では、該アミノ酸置換の少なくとも1つはリジン又はシステインによる置換
であり、ある実施態様では、該アミノ酸置換は保存的アミノ酸置換である。ある実施態様
では、連結部分は8から17アミノ酸のペプチド（又はペプチド模倣体）であり、1アミノ酸
置換（例えばリジン又はシステインによる置換を含む）によってGYGSSSRR（配列番号:18
）又はGAGSSSRRAPQT（配列番号:23）と異なる非天然のアミノ酸配列を含む。ある実施態
様では、連結部分は配列GYGSSSRR（配列番号:18）又はGAGSSSRRAPQT（配列番号:23）を含
む。ある実施態様では、連結部分は、配列GAGSSSRX58APQT（配列番号:54）、GYGSSSX57X5
8APQT（配列番号:69）、又はただ1つのアミノ酸置換によって配列番号:54と異なるアミノ
酸を含み（式中、X57はアルギニンであり、X58はアルギニン、オルニチン又はリジンであ
る）、さらに別の実施態様では、ポリエチレングリコール鎖が前記連結部分の8位のアミ
ノ酸の側鎖に連結される。別の実施態様では、連結部分は配列GX52GSSSRX58APQT（配列番
号:55）を含み、式中、X52は任意の非芳香族アミノ酸（例えばアラニン、バリン、ロイシ
ン、イソロイシン又はプロリンを含む）であり、X58はその側鎖にポリエチレン鎖が共有
結合により連結されるアミノ酸を表す。ある実施態様では、X58はPEG化リジンである。
【００６３】
　別の実施態様では、連結部分は、配列GX52GSSSRR（配列番号:56）を含む8から17アミノ
酸の配列であり、式中、X52は、任意のアミノ酸、配列番号:31のペプチド模倣体、又は配
列番号:31の1、3、4、5、6、7又は8位のいずれかのただ1つのアミノ酸置換によって配列
番号:31と異なる前記のアナローグである（ただし連結ペプチドが8アミノ酸より長いとき
X52はチロシン以外であることを条件とする）。ある実施態様にしたがえば、連結部分は
、以下から成る群から選択される8－17アミノ酸の配列を含む：GYGSSSRR（配列番号:18）
、GAGSSSRR（配列番号:22）、GAGSSSRRA（配列番号:57）、GAGSSSRRAP（配列番号:58）、
GAGSSSRRAPQ（配列番号:59）、GAGSSSRRAPQT（配列番号:23）、PYGSSSRR（配列番号:61）
、PAGSSSRR（配列番号:62）、PAGSSSRRA（配列番号:63）、PAGSSSRRAP（配列番号:64）、
PAGSSSRRAPQ（配列番号:65）PAGSSSRRAPQT（配列番号:66）。ある実施態様にしたがえば
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、連結部分は、ただ1つのPEG化アミノ酸による（例えばPEG化リジン又はPEG化システイン
アミノ酸による）置換によってGYGSSSRR（配列番号:18）、GAGSSSRR（配列番号:22）、GA
GSSSRRA（配列番号:57）、GAGSSSRRAP（配列番号:58）、GAGSSSRRAPQ（配列番号:59）、G
AGSSSRRAPQT（配列番号:23）、PYGSSSRR（配列番号:61）、PAGSSSRR（配列番号:62）、PA
GSSSRRA（配列番号:63）、PAGSSSRRAP（配列番号:64）、PAGSSSRRAPQ（配列番号:65）PAG
SSSRRAPQT（配列番号:66）と異なるアミノ酸配列を含む。ある実施態様では、PEG化アミ
ノ酸は連結部分の8位に存在する。
【００６４】
　ある実施態様では、C-末端ペプチド（CTP：SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQR（配列番号
:52））と称されるペプチド配列（前記は、真核細胞発現系で発現されるときO-結合高グ
リコシル化を受け易い）をリンカーペプチドとして用いることができる。驚くべきことに
、出願人らは、CTPペプチドを用いてインスリンのA及びB鎖を接続し、天然のプロインス
リンC-ペプチドでは不可能な態様でin vitroにおける高い効能を維持しながら単一鎖イン
スリンアナローグを形成できることを見出した。ある実施態様では、B鎖のカルボキシ末
端がA鎖のアミノ末端にCTPペプチドを介して連結されるインスリンペプチドを含む、グル
カゴン関連ペプチド-インスリン複合物が調製される。べつの実施態様では、インスリン
アナローグは、B鎖のC-末端及び／又はB鎖のアミノ末端に共有結合により連結されたCTP
を有する二鎖構築物として提供される。in vitro及びin vivoにおける特徴は、CTP改変イ
ンスリンアナローグはグリコシル化の非存在下で高い効能を有することを示し、したがっ
てグリコシル化（より長時間持続タンパク質のための自然のアプローチ）に基づくインス
リン作用の延長メカニズムを提供する。
【００６５】
　出願人らは、CTPペプチドの一次配列は決定的であるようには思われないことを見出し
た。したがって、ある実施態様では、連結部分は、同様なアミノ酸内容を共有する少なく
とも18アミノ酸の長さを有するペプチドを含む。ある実施態様では、連結部分は配列番号
:68のアナローグを含み、前記アナローグは、1、2、3、4、5又は6つのアミノ酸置換によ
って配列番号:68と異なる。ある実施態様では、連結ペプチドはCTPペプチドを含み、ここ
で、アミノ酸置換は、配列番号:68の1、2、3、4、10、13、15及び21位から選択される1つ
以上の位置で実施される。ある実施態様では、連結部分は、B鎖のカルボキシ末端アミノ
酸に直に連結される、連続する29アミノ酸の配列を含み、ここで、前記連続する29アミノ
酸配列は、SSSSX50APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQX51（配列番号:68）と60、80又は90％を超え
る配列同一性を有するが、ただし当該配列は配列番号:53に含まれる15アミノ酸の配列と
同一の15アミノ酸の配列を含まないことを条件とする。別の実施態様では、B鎖のカルボ
キシ末端アミノ酸に直に連結される、連続する29アミノ酸の配列を含み、ここで、前記連
続する29アミノ酸配列を含むアミノ酸の少なくとも58％はセリン及びプロリンから成る群
から選択される。
【００６６】
　別の実施態様では、連結部分は、B鎖のカルボキシ末端アミノ酸に直に連結される、連
続する29アミノ酸の配列を含み、ここで、前記連続する29アミノ酸配列は、SSSSX50APPPS
LPSPSRLPGPSDTPILPQX51（配列番号:68）と70、80又は90％を超える配列同一性を有し、X5
0及びX51は別個にアルギニン及びリジンから選択されるが、ただし当該配列は配列番号:5
3に含まれる15アミノ酸の配列と同一の15アミノ酸の配列を含まないことを条件とする。
別の実施態様では、連結部分は、B鎖のカルボキシ末端アミノ酸に直に連結される、連続
する29アミノ酸の配列を含み、ここで、前記連続する29アミノ酸配列は配列番号:52のア
ナローグであり、前記アナローグは、1、2、3、4、5又は6つのアミノ酸改変によってのみ
配列番号:52と異なり、さらに別の実施態様では、該アミノ酸改変は保存的アミノ酸置換
である。別の実施態様では、連結部分は、B鎖のカルボキシ末端アミノ酸に直に連結され
る、連続する29アミノ酸の配列を含み、ここで前記連続する29アミノ酸配列は配列番号:5
2のアナローグであり、前記アナローグは1、2又は3つのアミノ酸置換によってのみ配列番
号:52と異なる。
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【００６７】
　出願人らは、CTPペプチドのマルチコピーを、単一鎖アナローグで連結ペプチドとして
及び／又は単一鎖のB鎖のアミノ末端に連結される連結ペプチドとして又は二鎖インスリ
ンアナローグで連結ペプチドとして用いることができることを見出した。CTPペプチドの
マルチコピーは配列が同一でも異なっていてもよく、頭対尾又は頭対頭の向きで編成する
ことができる。ある実施態様にしたがえば、配列(SSSSX50APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQX51)n
（配列番号:68）を有するCTPペプチドを含むインスリンアナローグが提供され、式中nは1
、2、3及び4から成る群から選択される整数であり、X50及びX51は別個にアルギニン及び
リジンから選択される。
　ある実施態様では、CTPペプチドは配列SSSSX50APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQX51（配列番号
:58）を含み、式中、X50及びX51は別個にアルギニン及びリジンから選択される。別の実
施態様では、CTPペプチドは、SSSSRAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQK（配列番号:51）、SSSSKAP
PPSLPSPSRLPGPSDTPILPQR（配列番号:52）又はSSSSRAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ（配列番号:
67）から成る群から選択される配列を含み、さらに別の実施態様では、CTPペプチドは配
列SSSSRAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQK（配列番号:53）を含む。
【００６８】
　グリコシル化
　in vivoでの初期タンパク質生成時には、グリコシル化部位を含むインスリンアナロー
グは、翻訳後改変として公知の更なるプロセッシングに付され、ここで糖（グリコシル）
残基がグリコシル化として公知のプロセスで付加され得る。生成されたタンパク質（共有
結合により連結されたオリゴ糖側鎖を保持する）は、グリコシル化タンパク質又は糖タン
パク質として知られている。したがって、グリコシル化部位を保持するタンパク質は必ず
しもグリコシル化されるわけではない。ある実施態様にしたがえば、真核細胞発現系で発
現されたとき高グリコシル化され易いペプチド配列を含むように改変されてあるインスリ
ンアゴニストアナローグが提供される。
　非天然及び天然のグリコシル化配列は当業者に公知であり、N-結合グリコシル化部位及
びO-結合グリコシル化部位が含まれる。N-結合グリコシル化部位は、アスパラギン残基の
側鎖への炭水化物部分の酵素的結合のための認識部位として有用なペプチド配列である。
O-結合グリコシル化のためのトリペプチド配列には、アスパラギン-X-セリン及びアスパ
ラギン-X-スレオニン（Xはプロリン以外の任意のアミノ酸）が含まれる。したがって、ポ
リペプチド中のこれらトリペプチド配列の存在は潜在的なグリコシル化部位を生じさせる
。O-結合グリコシル化は、ヒドロキシアミノ酸（もっとも一般的にはセリン又はスレオニ
ンであるが5-ヒドロキシプロリン又は5-ヒドロキシルセリンもまた用いることができる）
への炭水化物の酵素的結合のための認識部位として有用なペプチド配列である。ある実施
態様では、O-結合グリコシル化糖はN-アセチルガラクトサミン、ガラクトース又はキシロ
ースである。多数のO-結合グリコシル化部位が当業界で公知であり、文献に報告されてい
る（例えば以下を参照されたい：Ten Hagen et al.(11029) J.Biol.Chem.274(39):27867-
74；Hanisch et al.(2001) Glycobiology 11:731-740；及びTen Hagen et al.(2003) Gly
cobiology 13:1R-16R。
【００６９】
　ある実施態様にしたがえば、高グリコシル化インスリンアナローグを生成する方法が提
供される。前記方法は、非天然のグリコシル化部位（例えばCTPペプチド配列）を含むよ
うに改変されてあるインスリンアナローグをコードする遺伝子を含む真核細胞宿主を提供
する工程、及び前記細胞を該インスリンアナローグ遺伝子の発現を可能にする条件下で培
養する工程を含む。ある実施態様では、宿主細胞はヒトグリコシル化酵素を発現し、した
がって当該宿主細胞で生成されるグリコシル化タンパク質（糖タンパク質）は、ヒト細胞
のグリコシル化タンパク質と同一のタンパク質グリコシル化を示す（米国特許出願公開公
報2004/0018590及び2002/0137134号、前記文献の開示内容は参照により本明細書に組み入
れられる）。ある実施態様にしたがえば、真核宿主細胞は酵母（例えばピキア・パストリ
ス（Pichia pastoris））又は哺乳動物細胞（CHO又はHEK293）から選択される。
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【００７０】
　ある実施態様にしたがえば、インスリンアナローグが提供され、前記インスリンペプチ
ドにはグリコシル化部位が導入されてある。ある実施態様では、インスリンアナローグ（
二鎖又は単一鎖アナローグ）が提供され、前記アナローグではグリコシル化部位を含むペ
プチドがインスリンB鎖のカルボキシ末端に連結されてある。ある実施態様では、インス
リンB鎖のカルボキシ末端をインスリンA鎖のアミノ末端に共有結合により継ぎ合わせる連
結部分を含む、単一鎖インスリンアナローグが提供され、前記アナローグでは、該連結部
分は18より大きい残基のアミノ酸配列を含み、かつ1つ以上のグリコシル化部位を含む。
さらに別の実施態様では、2つのペプチド配列を含むインスリンアナローグが提供され、
前記配列の各々は少なくとも1つのグリコシル化部位（同じか又は異なる）を含む。ある
実施態様では、グリコシル化部位を含む第一のペプチド配列はB鎖のN-末端に連結され、
グリコシル化部位を含む第二のペプチド配列はA又はB鎖のC-末端に連結される。ある実施
態様では、インスリンアナローグは単一鎖アナローグであり、前記ではBとA鎖を継ぎ合わ
せる連結部分は第二のペプチド配列を含む。
【００７１】
　ある実施態様では、グリコシル化部位は、土台のインスリンアナローグにアミノ酸配列
を付加することによって導入される。より具体的には、出願人らは、C-末端ペプチドと称
されるペプチド配列（CTP：SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQR（配列番号:52））（前記C-
末端ペプチドは、真核細胞発現系で当該タンパク質が発現されるときにはO-結合高グリコ
シル化を受け易い）は、インスリンアナローグの固有のin vitro活性を害することなくイ
ンスリンアナローグに共有結合により連結され得ることを見出した。
　ある実施態様にしたがえば、A鎖及びB鎖並びにCTPペプチドを含むインスリンアナロー
グが提供され、ここで、CTPペプチドは配列番号:52と少なくとも60、70、80、85、90また
は95％の配列同一性を有するペプチドである。ある実施態様では、CTPペプチドは、配列
番号:52の18から29アミノ酸の領域と少なくとも80、82、84、86、88、90、92、94、96又
は98％の配列同一性を共有する18から29アミノ酸の配列を含むペプチドである。ある実施
態様では、CTPペプチドは配列番号:52のアナローグを含み、ここで、前記アナローグは、
1つ、1つから2つ、3つから4つ、4つから6つ又は8つまでのアミノ酸置換によって配列番号
:52と異なる。ある実施態様では、該アミノ酸置換は、配列番号:52の1－4、7－15，18、2
0、21、24及び27から選択される1つ以上の位置に存在する。ある実施態様では、アミノ酸
置換は配列番号:52の1、2、3、4、10、13、15及び21から選択される1つ以上の位置に存在
する。ある実施態様では、アミノ酸置換は配列番号:52の7、8、9、12、14、18、20、24及
び27から選択される1つ以上の位置に存在する。ある実施態様では、CTPペプチドは、1つ
から2つのアミノ酸置換によって配列番号:68と異なる29アミノ酸の配列を含む。さらに別
の実施態様では、CTPペプチドは配列番号:52のフラグメントを含み、前記フラグメントは
、配列番号:52に含まれるアミノ酸配列と同一の連続する18から28アミノ酸の配列を表す
。ある実施態様では、CTPペプチドは、配列番号:68、配列番号:52又は配列番号:51から成
る。
【００７２】
　ある実施態様にしたがえば、CTPペプチドは配列SSSSX50APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQX51（
配列番号:68）のペプチドを含み、式中、X50及びX51は別個にアルギニン若しくはリジン
、又は1つ若しくは2つのアミノ酸改変によってSSSSX50APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQX51（配
列番号:68）と異なるペプチドである。ある実施態様では、CTPペプチドは29アミノ酸の配
列であり、前記配列は、SSSSRAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQK（配列番号:51）、SSSSKAPPPSLP
SPSRLPGPSDTPILPQR（配列番号:52）及びSSSSRAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ（配列番号:67）
から成る群から選択される配列を含む。ある実施態様では、CTPペプチドは、配列(SSSSX5
0APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQX51)n（配列番号:68）を含み、式中nは1、2、3及び4から成る
群から選択される整数であり、さらに別の実施態様では、nは1又は2である。さらに別の
実施態様では、第一のCTPペプチドはB鎖のN-末端に連結され第二のCTPペプチドはB鎖のカ
ルボキシ末端に連結され、ここで、第一及び第二のCTPペプチドは、別個に、配列番号:51



(32) JP 6538645 B2 2019.7.3

10

20

30

40

50

、配列番号:52、配列番号:68及び配列番号:67から成る群から選択される配列を含む。
【００７３】
　非ペプチドリンカー
　ある実施態様では、連結部分は比較的短い二官能性非ペプチドポリマーリンカーで、前
記リンカーは長さがほぼ8－16アミノ酸の配列である。ある実施態様にしたがえば、非ペ
プチド連結部分は、約4から20、8から18、8から16、8から14、10から14、10から12、又は
11から13モノマーのポリエチレングリコールリンカーである。ある実施態様では、天然の
B鎖の最後の5つのカルボキシアミノ酸が欠失し、さらにアミノ酸B25が介在する結合によ
って連結部分に直に連結される、単一鎖インスリンアゴニストが提供される。連結部分の
第二の末端はA鎖のアミノ酸A1に直に結合され、したがって該連結部分を介してB及びA鎖
は連結される。ある実施態様では、連結部分は、少なくとも10のただし16を超えないモノ
マーユニットを含む線状ポリエチレングリコール連結部分であり、別の実施態様では、ポ
リエチレングリコール連結部分は、少なくとも12のただし16を超えないモノマーユニット
を含み、さらに別の実施態様では、ポリエチレングリコール連結部分は少なくとも10のた
だし14を超えないモノマーユニットを含む。
【００７４】
　ある実施態様にしたがえば、ポリエチレングリコール連結部分は以下の構造を含み、
【００７５】
【化３】

【００７６】
式中、mは6から18、8から16、10から14又は11から13の範囲の整数である。ある実施態様
では、mは10、11、12、13又は14から選択される整数である。ある実施態様では、mは12で
ある。
　ある実施態様では、天然のB鎖の最後の5つのカルボキシアミノ酸が欠失し、さらにアミ
ノ酸B25が、少なくとも8のただし16を超えないモノマーユニットのポリエチレングリコー
ル及び1つから4つのアミノ酸のアミノ酸配列を含む連結部分を介してA鎖のアミノ酸A1に
連結される、単一鎖インスリンアゴニストが提供される。ある実施態様にしたがえば、連
結部分は、1－4アミノ酸の配列及び前記1－4アミノ酸配列に結合される長さが少なくとも
8のただし14未満のモノマーユニットの線状ポリエチレングリコールを含むが、ただし該
アミノ酸配列がYTPK（配列番号:70）又はFNKP（配列番号:71）ではないことを条件とする
。別の実施態様では、天然のB鎖の最後の5つのカルボキシアミノ酸が欠失し、さらにアミ
ノ酸B25が、少なくとも8つのただし14未満のモノマーユニットのポリエチレングリコール
及び2－5アミノ酸の配列を含む連結部分を介してA鎖のアミノ酸A1に連結される、単一鎖
インスリンアゴニストが提供される。該2－5アミノ酸の配列は、B鎖とポリエチレングリ
コール鎖との間、又はA鎖とポリエチレングリコール鎖との間に位置し得る。しかしなが
ら、2－5アミノ酸の配列がB鎖とポリエチレングリコール鎖との間に位置するとき、該ア
ミノ酸配列はYTPKT（配列番号:16）又はFNKPT（配列番号:76）ではない。
【００７７】
　ある実施態様では、連結部分は一般構造：W1－Z1－Y1を含み、式中、W1及びY1は別個に
、結合、X46、X46X47、X46X47X48、X46X47X48X49（配列番号:24）又はX46X47X48X49X50（
配列番号:13）であるが、ただしW1はYTPK（配列番号:70）又はFNKP（配列番号:71）では
なく、かつZ1は下記一般構造のポリエチレングリコールを表すことを条件とし、
【００７８】
【化４】
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【００７９】
式中、mは6－14の範囲の整数であり、X46、X47、X48、X49及びX50の各々は別個に任意の
アミノ酸である。ある実施態様では、X46、X47、X48、X49及びX50は、インスリン又はIGF
-1のB26－B30位に対応し任意の非天然アミノ酸である。ある実施態様では、X46、X47、X4
8、X49及びX50は別個にグリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、セリン
、スレオニン及びプロリンから成る群から選択され、さらに別の実施態様では、X46、X47
、X48、X49及びX50は別個にグリシン、アラニン、バリン、ロイシン及びイソロイシンか
ら成る群から選択される。ある実施態様では、W1は結合であり、Y1はX46、X46X47又はX46
X47X48（配列番号:15）（式中X46、X47及びX48は各々アラニンである）であり、Zは4－14
モノマーユニットのポリエチレングリコールである。ある実施態様では、Y1は結合であり
、W1はX46、X46X47又はX46X47X48（配列番号:15）（式中X46、X47及びX48は各々アラニン
である）であり、Zは4－14モノマーユニットのポリエチレングリコールである。
【００８０】
　ある実施態様では、A鎖及びB26－B30（天然のインスリン配列に対比して）が除去され
てあるC-末端短縮B鎖を含む単一鎖インスリンアナローグが提供され、ここで、A鎖及びB
鎖はヒトインスリン配列又はそのアナローグ若しくは誘導体であり、さらにまたB鎖のB25
アミノ酸のカルボキシ末端は連結部分の第一の末端に直に連結され、該連結部分の第二の
末端はA鎖のA1アミノ酸のアミノ末端に直に連結される。ある実施態様では、切端B鎖は配
列番号:20の配列を含み、ここでB25アミノ酸は連結ペプチドのN-末端に直に連結される。
この実施態様では、連結部分は以下のいずれかを含む：
a）6－16モノマーユニットのポリエチレングリコール；
b）長さが少なくとも8アミノ酸さらに17アミノ酸を超えない非天然アミノ酸配列；又は
c）前記ポリエチレングリコール及び1から4アミノ酸の非天然アミノ酸配列の組み合わせ
。
【００８１】
　インスリンペプチドのPEG化
　出願人らは、親水性部分と本明細書に開示するインスリン単一鎖アナローグとの共有結
合は、より遅い開始、延長された持続時間を有するアナローグを提供し、基礎的活性プロ
フィールを示すことを見出した。ある実施態様では、本明細書に開示するインスリンペプ
チドは、A鎖のA9、A14及びA15から成る群から選択される位置のアミノ酸の側鎖、又はB鎖
のN-末端アルファアミン（例えばインスリン系B鎖のB1位又はIGF-1系B鎖のB2位）、又はB
鎖のB1、B2、B10、B22、B28又はB29位のアミノ酸の側鎖、又はA鎖及びB鎖を連結する連結
部分の任意の位置で共有結合により連結される親水性部分を含むようにさらに改変される
。例示的実施態様では、この親水性部分は、これらの位置のいずれかのLys、Cys、Orn、
ホモシステイン、又はアセチル-フェニルアラニンに共有結合により連結される。ある実
施態様では、親水性部分は連結部分のアミノ酸の側鎖に共有結合により連結される。
【００８２】
　例示的な親水性部分には、ポリエチレングリコール（PEG）、例えば分子量が約1,000ダ
ルトンから約40,000ダルトン、又は約20,000ダルトンから約40,000ダルトンのものが含ま
れる。さらに別の適切な親水性部分には、ポリプロピレングリコール、ポリオキシエチル
化ポリオール（例えばPOG）、ポリオキシエチル化ソルビトール、ポリオキシエチル化グ
ルコース、ポリオキシエチル化グリセロール（POG）、ポリオキシアルキレン、ポリエチ
レングリコールプロピオンアルデヒド、エチレングリコール/プロピレングリコールコポ
リマー、モノメトキシ-ポリエチレングリコール、モノ-(C1-C10)アルコキシ-又はアリー
ルオキシ-ポリエチレングリコール、カルボキシメチルセルロース、ポリアセタール、ポ
リビニルアルコール（PVA）、ポリビニルピロリドン、ポリ-1,3-ジオキソラン、ポリ-1,3
,6-トリオキサン、エチレン/無水マレイン酸コポリマー、ポリ(ベータ-アミノ酸)(ホモポ
リマー又はランダムコポリマー)、ポリ(n-ビニルピロリドン)ポリエチレングリコール、
プロプロピレングリコールホモポリマー（PEG）及び他のポリアルキレンオキシド、ポリ
プロピレンオキシド/エチレンオキシドコポリマー、コロン酸又は他の多糖類ポリマー、
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フィコール（Ficoll）又はデキストラン並びに前記の混合物が含まれる。
【００８３】
　親水性部分、例えばいくつかの実施態様にしたがえばポリエチレングリコール鎖は、約
500から約40,000ダルトンの範囲から選択される分子量を有する。ある実施態様では、親
水性部分、例えばPEGは、約500から約5,000ダルトン、又は約1,000から約5,000ダルトン
の範囲から選択される分子量を有する。別の実施態様では、親水性部分、例えばPEGは、
約10,000から約20,000ダルトンの分子量を有する。さらに他の例示的な実施態様では、親
水性部分、例えばPEGは、約20,000から約40,000ダルトンの分子量を有する。ある実施態
様では、親水性部分、例えばPEGは約20,000ダルトンの分子量を有する。ある実施態様で
は、アナローグの1つ以上のアミノ酸がPEG化され、共有結合により連結されるPEG鎖の合
計分子量が約20,000ダルトンであるインスリンポリペプチドが提供される。
　ある実施態様では、親水性部分としてデキストランが用いられる。デキストランは、も
っぱらα1-6結合によって連結されたグルコースサブユニットの多糖類ポリマーである。
デキストランは、多くの分子量範囲（例えば約1kDから約100kD、又は約5、10、15若しく
は20kDから約20、30、40、50、60、70、80若しくは90kD）で入手できる。
　直鎖又は分枝ポリマーが意図される。結果として得られる複合物の調製物は本質的に単
分散又は多分散であり、ペプチド当たり約0.5、0.7、1、1,2、1.5又は2ポリマーを有し得
る。
【００８４】
　ある実施態様では、親水性部分はポリエチレングリコール（PEG）鎖であり、前記は場
合によって、A鎖のA9、A14及びA15、B鎖のB1、B2、B10、B22、B28又はB29位から成る群か
ら選択される位置のアミノ酸の側鎖、B鎖のN-末端アルファアミン、又はA鎖及びB鎖を連
結する単一鎖インスリンアナローグの連結部分の任意の位置（例えばC8位を含む）に連結
される。ある実施態様では、インスリン単一鎖アナローグは8から12アミノ酸のペプチド
連結部分を含み、該連結部分のアミノ酸の1つはその側鎖に共有結合したポリエチレン鎖
を有する。ある実施態様では、インスリン単一鎖アナローグは8から12アミノ酸のペプチ
ド連結部分を含み、該連結部分のアミノ酸はPEG化され、A鎖のA9、A14及びA15、B鎖のB1
、B2、B10、B22、B28又はB29位から成る群から選択される位置の1つ以上のアミノ酸もま
たPEG化される。ある実施態様では、共有結合により連結されるPEG鎖の全分子量は約20,0
00ダルトンである。
【００８５】
　ある実施態様では、単一鎖インスリンアナローグは8から12アミノ酸の連結部分を含み
、該連結部分のアミノ酸の1つは、その側鎖に共有結合により連結された20,000ダルトン
のポリエチレン鎖を有する。別の実施態様では、インスリンアナローグは8から12アミノ
酸の連結部分を含み、ここで、該連結部分のアミノ酸の1つはその側鎖に共有結合により
連結されたポリエチレン鎖を有し、さらに第二のPEG鎖が、B鎖のN-末端アルファアミン（
例えばインスリン系B鎖ではB1位又はIGF-1系B鎖ではB2位）に又はB鎖のB1、B2及びB29位
のアミノ酸側鎖に連結される。ある実施態様で2つのPEG鎖がインスリンペプチドに連結さ
れるとき、各PEG鎖は約10,000ダルトンの分子量を有する。ある実施態様でPEG鎖が8から1
2アミノ酸の連結部分に連結されるとき、PEG鎖は連結部分のC7又はC8位に連結され、ある
実施態様では、PEG鎖は連結部分のC8位に連結される。ある実施態様で2つのPEG鎖が単一
鎖インスリンアナローグに連結されるとき、1つのPEG鎖はC8位に連結され第二のPEG鎖はA
9、A14、A15、B1、B2、B10、B22、B28又はB29に連結される。
【００８６】
　親水性部分（例えばポリエチレングリコール）は、タンパク質を活性化ポリマー分子と
反応させるために用いられる任意の適切な条件下でインスリンポリペプチドに付加するこ
とができる。当業界で公知の任意の手段を用いることができ、前記手段には、アシル化、
還元アルキル化、ミカエル添加、チオールアルキル化又は他の化学選択的複合化/結合方
法（PEG部分の反応基（例えばアルデヒド、アミノ、エステル、チオール、α-ハロアセチ
ル、マレイミド又はヒドラジノ基）から標的化合物の反応基（例えばアルデヒド、アミノ



(35) JP 6538645 B2 2019.7.3

10

20

30

40

50

、エステル、チオール、α-ハロアセチル、マレイミド又はヒドラジノ基）を介する）が
含まれる。水溶性ポリマーを1つ以上のタンパク質に連結するために用いることができる
活性基にはスルホン、マレイミド、スルフヒドリル、チオール、トリフレート、トレシレ
ート、アジジリン、オキシラン及び5-ピリジルが含まれるが、ただしこれらに限定されな
い。還元アルキル化によってペプチドに付加される場合は、選択されるポリマーは、ポリ
マー化度を制御できるように単反応性アルデヒドを有するべきである。例えば以下を参照
されたい：Kinstler et al., Adv.Drug.Delivery Rev.54: 477-485, 2002；Roberts et a
l., Adv.Drug Delivery Rev.54: 459-476, 2002；及びZalipsky et al., Adv.Drug Deliv
ery Rev.16: 157-182, 1995。
【００８７】
　アシル化
　いくつかの実施態様では、インスリンアナローグはアシル基を含むように改変される。
アシル基は、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物のアミノ酸と直に、又はグルカ
ゴン関連ペプチド-インスリン複合物のアミノ酸とスペーサーを介して間接的に共有結合
により連結され得る。ここで該スペーサーは、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合
物のアミノ酸とアシル基との間に配置される。グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合
物は、親水性部分が連結される同じアミノ酸の位置で、又は異なるアミノ酸の位置でアシ
ル化することができる。例えば、アシル化は、A鎖又はB鎖のアミノ酸のいずれか或いは連
結部分内の位置を含む任意の位置で生じ得るが、ただしアシル化されていないグルカゴン
関連ペプチド-インスリン複合物によって示される活性がアシル化に際しても維持される
ことを条件とする。非限定的な例には、A鎖のA14及びA15位、インスリン系B鎖ではB1位若
しくはIGF-1系B鎖ではB2位、又はB鎖のB10、B22、B28若しくはB29、又は連結部分の任意
の位置が含まれる。
【００８８】
　本発明のある具体的な特徴では、インスリンアナローグは、グルカゴン関連ペプチド-
インスリン複合物のアミノ酸の側鎖のアミン、ヒドロキシル又はチオールの直接的アシル
化によってアシル基を含むように改変される。いくつかの実施態様では、インスリンアナ
ローグは、アミノ酸の側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオールを介して直接的にアシル化
される。いくつかの実施態様では、アシル化はB28又はB29位に存在する（天然のインスリ
ンA鎖及びB鎖配列のアミノ酸の番号付けによる）。これに関しては、A鎖又はB鎖配列で（
例えばA14、A15、B1、B2、B10、B22、B28又はB29位（天然のインスリンA及びB鎖配列のア
ミノ酸の番号付けによる）を含む）又は連結部分の任意の位置で、1つ以上のアミノ酸を
側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオールを含むアミノ酸で置換することによって改変され
てあるインスリンアナローグを提供することができる。本発明のいくつかの具体的な実施
態様では、インスリンペプチドの直接的アシル化は、B28又はB29位（天然のインスリンA
及びB鎖配列のアミノ酸の番号付けによる）のアミノ酸の側鎖アミン、ヒドロキシル又は
チオールを介して生じる。
【００８９】
　ある実施態様にしたがえば、アシル化インスリンアナローグは当該ペプチドとアシル基
との間にスペーサーを含む。いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-インス
リン複合物はスペーサーに共有結合され、スペーサーはアシル基に共有結合される。いく
つかの例示的実施態様では、インスリンペプチドは改変されて、スペーサーのアミン、ヒ
ドロキシル若しくはチオール（スペーサーは、B28又はB29位（天然のインスリンA及びB鎖
配列のアミノ酸番号付けによる）のアミノ酸の側鎖に付加される）を、又はスペーサー部
分の任意の位置でアシル化することによってアシル基を含む。スペーサーが付加されるグ
ルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物のアミノ酸は、スペーサーとの結合を許容する
部分を含む任意のアミノ酸であり得る。例えば、側鎖-NH2、-OH又は-COOHを含むアミノ酸
（例えばLys、Orn、Ser、Asp又はGlu）が適切である。
【００９０】
　いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物とアシル基との
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間のスペーサーは、側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオールを含むアミノ酸（又は側鎖ア
ミン、ヒドロキシル又はチオールを含むアミノ酸を含むジペプチド又はトリペプチド）で
ある。いくつかの実施態様では、スペーサーは親水性二官能性スペーサーを含む。具体的
な実施態様では、スペーサーはアミノポリ(アルキルオキシ)カルボキシレートを含む。こ
れに関して、スペーサーは、例えばNH2(CH2CH2O)n(CH2)mCOOHを含むことができる。式中
、mは1から6の任意の整数で、nは2から12の任意の整数であり、スペーサーは例えば8-ア
ミノ-3,6-ジオキサオクタン酸で、前記は、ペプチドインターナショナルズ社（Peptides 
International, Inc., Louisville, KY）から市場で入手できる。ある実施態様では、親
水性二官能性スペーサーは、2つ以上の反応基（例えばアミン、ヒドロキシル、チオール
及びカルボキシル基又は前記の任意の組み合わせ）を含む。ある種の実施態様では、親水
性二官能性スペーサーはヒドロキシル基及びカルボキシレートを含む。他の実施態様では
、親水性二官能性スペーサーはアミン基及びカルボキシレートを含む。他の実施態様では
、親水性二官能性スペーサーはチオール基及びカルボキシレートを含む。
【００９１】
　いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物とアシル基との
間のスペーサーは疎水性二官能性スペーサーである。疎水性二官能性スペーサーは当業界
では公知である。例えば以下を参照されたい：Bioconjugate Techniques, G.T.Hermanson
 (Academic Press, San Diego, CA, 1996)（前記文献は参照によりその全体が本明細書に
組み入れられる）。ある種の実施態様にしたがえば、該二官能性スペーサーは合成又は自
然に生じるアミノ酸であり、長さが3から10原子のアミノ酸骨格を含む（例えば6-アミノ
ヘキサン酸、5-アミノ吉草酸、7-アミノヘプタン酸及び8-アミノオクタン酸）。また別に
は、スペーサーは、長さが3から10原子（例えば6から10原子）のペプチド骨格を有するジ
ペプチド又はトリペプチドスペーサーであり得る。グルカゴン関連ペプチド-インスリン
複合物に付加されるジペプチド又はトリペプチドの各アミノ酸は、以下から成る群から別
個に選択できる：自然に生じるアミノ酸及び／又は自然には生じないアミノ酸で、例えば
以下を含む：自然に生じるアミノ酸（Ala、Cys、Asp、Glu、Phe、Gly、His、Ile、Lys、L
eu、Met、Asn、Pro、Arg、Ser、Thr、Val、Trp、Tyr）のD若しくはL異性体、又は以下か
ら成る群から選択される自然には生じないアミノ酸のD若しくはL異性体：β-アラニン（
β-Ala）、N-α-メチル-アラニン（Me-Ala）、アミノ酪酸（Abu）、α-アミノ酪酸（γ-A
bu）、アミノヘキサン酸（ε-Ahx）、アミノイソ酪酸（Aib）、アミノメチルピロールカ
ルボン酸、アミノピペリジンカルボン酸、アミノセリン（Ams）、アミノテトラヒドロピ
ラン-4-カルボン酸、アルギニンN-メトキシ-N-メチルアミド、β-アスパラギン酸（β-As
p）、アゼチジンカルボン酸、3-(2-ベンゾチアゾリル)アラニン、α-tert-ブチルグリシ
ン、2-アミノ-5-ウレイド-n-吉草酸（シトルリン、Cit）、β-シクロヘキシルアラニン（
Cha）、アセトアミドメチル-システイン、ジアミノブタン酸（Dab）、ジアミノプロピオ
ン酸（Dpr）、ジヒドロキシフェニルアラニン（DOPA）、ジメチルチアゾリジン（DMTA）
、γ-グルタミン酸（γ-Glu）、ホモセリン（Hse）、ヒドロキシプロリン（Hyp）、イソ
ロイシンN-メトキシ-N-メチルアミド、メチル-イソロイシン（MeIle）、イソニペコチン
酸（Isn）、メチル-ロイシン（MeLeu）、メチル-リジン、ジメチル-リジン、トリメチル-
リジン、メタノプロリン、メチオニン-スルホキシド（Met(O)）、メチオニン-スルホン（
Met(O2)）、ノルロイシン（Nle）、メチル-ノルロイシン（Me-Nle）、ノルバリン（Nva）
、オルニチン（Orn）、パラ-アミノ安息香酸（PABA）、ペニシラミン（Pen）、メチルフ
ェニルアラニン（MePhe）、4-クロロフェニルアラニン（Phe(4-Cl)）、4-フルオロフェニ
ルアラニン（Phe(4-F)）、4-ニトロフェニルアラニン（Phe(4-NO2)）、4-シアノフェニル
アラニン（Phe(4-CN)）、フェニルグリシン（Phg）、ピペリジニルアラニン、ピペリジニ
ルグリシン、3,4-ジヒドロプロリン、ピロリジニルアラニン、サルコシン（Sar）、セレ
ノシステイン（Sec）、U-ベンジル-ホスホセリン、4-アミノ-3-ヒドロキシ-6-メチルヘプ
タン酸（Sta）、4-アミノ-5-シクロヘキシルl-3-ヒドロキシペンタン酸（ACHPA）、 4-ア
ミノ-3-ヒドロキシ-5-フェニルペンタン酸（AHPPA）、1,2,3,4-テトラヒドロ-イソキノリ
ン-3-カルボン酸（Tic）、テトラヒドロピラングリシン、チエニルアラニン（Thi）、 U-
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ベンジル-ホスホチロシン、O-ホスホチロシン、メトキシチロシン、エトキシチロシン、O
-(ビス-ジメチルアミノ-ホスホノ)-チロシン、チロシンスルフェートテトラブチルアミン
、メチル-バリン（MeVal）、1-アミノ-1-シクロヘキサンカルボン酸（Acx）、アミノ吉草
酸、ベータ-シクロプロピル-アラニン（Cpa）、プロパルギルグリシン（Prg）、アリルグ
リシン（Alg）、 2-アミノ-2-シクロヘキシル-プロパン酸（2-Cha）、タルトブチルグリ
シン（Tbg）、ビニルグリシン（Vg）、1-アミノ-1-シクロプロパンカルボン酸（Acp）、1
-アミノ-1-シクロペンタンカルボン酸（Acpe）、アルキル化3-メルカプトプロピオン酸、
1-アミノ-1-シクロブタンカルボン酸（Acb）。いくつかの実施態様では、ジペプチドスペ
ーサーは、Ala-Ala、β-Ala- β-Ala、Leu-Leu、Pro-Pro、γアミノ酪酸-γ-アミノ酪酸
、及びγ-Glu-γ-Gluから成る群から選択される。
【００９２】
　グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物は、改変され、任意のサイズの長鎖アルカ
ンのアシル化によってアシル基を含むように改変でき、任意の長さの炭素鎖を含むことが
できる。長鎖アルカンは長鎖状でも分枝状でもよい。ある種の特徴では、長鎖アルカンは
C4からC30アルカンである。例えば長鎖アルカンは、C4アルカン、C6アルカン、C8アルカ
ン、C10アルカン、C12アルカン、C14アルカン、C16アルカン、C18アルカン、C20アルカン
、C22アルカン、C24アルカン、C26アルカン、C28アルカン又はC30アルカンのいずれかで
あり得る。いくつかの実施態様では、長鎖アルカンはC8からC20アルカン、例えばC14アル
カン、C16アルカン又はC18アルカンを含む。
　いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物のアミン、ヒド
ロキシル又はチオール基はコレステロール酸でアシル化される。具体的な実施態様では、
ペプチドは、アルキル化デスアミノCysスペーサー（すなわちアルキル化3-メルカプトプ
ロピオン酸スペーサー）を介してコレステロール酸に連結される。アミン、ヒドロキシル
及びチオールを介するペプチドアシル化の適切な方法は当業界で公知である。例えば以下
を参照されたい：Miller, Biochem Biophys Res Commun 218: 377-382, 1996；Shimohiga
shi and Stammer, Int J Pept Protein Res 19: 54-62, 1982；及びPreviero et al., Bi
ochim Biophys Acta 263: 7-13, 1972（ヒドロキシル介するアシル化の方法）；並びにSa
n and Silvius, J Pept Res 66: 169-180, 2005（チオールを介するアシル化の方法）；B
ioconjugate Chem.“Chemical Modifications of Proteins: History and Applications
”pp.2-12, 1990；Hashimoto et al., Pharmacuetical Res.“Synthesis of Palmitoyl D
erivatives of Insulin and their Biological Activity”Vol.6, No:2 pp.171-176, 198
9。
　グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物のアシル化ペプチドのアシル基は任意のサ
イズ、例えば任意の長さの炭素鎖が可能であり、直鎖状でも分枝状でもよい。本発明のい
くつかの具体的な実施態様では、アシル基はC4からC30脂肪酸である。例えばアシル基はC

4脂肪酸、C6脂肪酸、C8脂肪酸、C10脂肪酸、C12脂肪酸、C14脂肪酸、C16脂肪酸、C18脂肪
酸、C20脂肪酸、C22脂肪酸、C24脂肪酸、C26脂肪酸、C28脂肪酸又はC30脂肪酸のいずれか
であり得る。いくつかの実施態様では、アシル基はC8からC20脂肪酸、例えばC14脂肪酸又
はC16脂肪酸である。
　また別の実施態様では、アシル基は胆汁酸である。胆汁酸は任意の適切な胆汁酸でよい
。前記にはコール酸、ケノデオキシコール酸、デオキシコール酸、リトコール酸、タウロ
コール酸、グリココール酸及びコレステロール酸が含まれるが、ただしこれらに限定され
ない。
【００９３】
　アルキル化
　いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物はアルキル基を
含むように改変される。アルキル基は、インスリンアナローグのアミノ酸に直接的に、又
はグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物のアミノ酸にスペーサーを介して間接的に
共有結合により連結でき、該スペーサーはグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物の
アミノ酸とアルキル基との間に配置される。アルキル基は、エーテル、チオエーテル又は
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アミノ結合を介してグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物に付加できる。例えば、
グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物は、親水性部分が連結される同じアミノ酸の
位置で、又は異なるアミノ酸の位置でアルキル化できる。アルキル化はグルカゴン関連ペ
プチド-インスリン複合物内の任意の位置で実施でき、前記には例えばB鎖のC-末端領域又
は連結部分内の位置が含まれるが、ただしインスリン活性が維持されることを条件とする
。本発明の具体的な特徴では、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物は、当該グル
カゴン関連ペプチド-インスリン複合物のアミノ酸の側鎖のアミン、ヒドロキシル又はチ
オールの直接的アルキル化によりアルキル基を含むように改変される。いくつかの実施態
様では、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物は、アミノ酸の側鎖アミン、ヒドロ
キシル又はチオールを介して直接的にアルキル化される。本発明のいくつかの具体的な実
施態様では、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物の直接的アルキル化は、A14、A1
5、B1位（インスリン系B鎖について）、B2位（IGF-1系B鎖について）、B10、B22、B28又
はB29位（天然インスリンのA及びB鎖の番号付けによる）のアミノ酸の側鎖アミン、ヒド
ロキシル又はチオールを介して生じる。
【００９４】
　本発明のいくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物は当該
ペプチドとアルキル基との間にスペーサーを含む。いくつかの実施態様では、グルカゴン
関連ペプチド-インスリン複合物はスペーサーと共有結合され、スペーサーはアルキル基
と共有結合される。
　いくつかの例示的実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物は改変さ
れ、スペーサーのアミン、ヒドロキシル又はチオールのアルキル化によってアルキル基を
含み、前記スペーサーは、A14、A15、B1位（インスリン系B鎖について）、B2位（IGF-1系
B鎖について）、B10、B22、B28又はB29位（天然のインスリンのA及びB鎖の番号付けによ
る）のアミノ酸の側鎖に付加される。スペーサーが付加されるグルカゴン関連ペプチド-
インスリン複合物のアミノ酸は、スペーサーとの結合を許容する部分を含む任意のアミノ
酸（例えばα-一置換アミノ酸又はα,α-二置換アミノ酸）であり得る。側鎖-NH2、-OH又
は-COOHを含むグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物のアミノ酸（例えばLys、Orn、
Ser、Asp又はGlu）が適切である。いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-イ
ンスリン複合物のペプチドとアルキル基との間のスペーサーは、側鎖アミン、ヒドロキシ
ル若しくはチオールを含むアミノ酸、又は側鎖アミン、ヒドロキシル若しくはチオールを
含むアミノ酸を含むジペプチド又はトリペプチドである。
【００９５】
　アルファアミンがアルキル化される事例では、スペーサーアミノ酸は任意のアミノ酸で
あり得る。例えばスペーサーアミノ酸は、疎水性アミノ酸、例えばGly、Ala、Val、Leu、
Ile、Trp、Met、Phe、Tyrであり得る。また別には、スペーサーアミノ酸は酸性残基（例
えばAsp及びGlu）であり得る。例示的な実施態様では、スペーサーアミノ酸は、疎水性ア
ミノ酸、例えばGly、Ala、Val、Leu、Ile、Trp、Met、Phe、Tyr、6-アミノヘキサン酸、5
-アミノ吉草酸、7-アミノヘプタン酸、8-アミノオクタン酸であり得る。また別には、ス
ペーサーアミノ酸は酸性残基、例えばAsp、Gluであり得るが、ただしアルキル化は酸性残
基のアルファアミンで生じることを条件とする。スペーサーアミノ酸の側鎖アミンがアル
キル化される事例では、スペーサーアミノ酸は、側鎖アミンを含むアミノ酸（例えば式I
のアミノ酸（例えばLys又はOrn））である。この事例では、アルファアミン及びスペーサ
ーの側鎖アミンの双方がアルキル化され、したがってペプチドは二アルキル化され得る。
本発明の実施態様はそのような二アルキル化分子を含む。
　いくつかの実施態様では、スペーサーは親水性二官能性スペーサーを含む。具体的な実
施態様では、スペーサーはアミノポリ(アルキルオキシ)カルボキシレートを含む。これに
関して、スペーサーは、例えばNH2(CH2CH2O)n(CH2)mCOOHを含むことができる。式中、mは
1から6の任意の整数で、nは2から12の任意の整数であり、スペーサーは例えば8-アミノ-3
,6-ジオキサオクタン酸で、前記は、ペプチドインターナショナルズ社（Louisville, KY
）から市場で入手できる。いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-インスリ
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ン複合物とアルキル基との間のスペーサーは親水性二官能性スペーサーである。ある種の
実施態様では、親水性二官能性スペーサーは、2つ以上の反応基（例えばアミン、ヒドロ
キシル、チオール及びカルボキシル基又は前記の任意の組み合わせ）を含む。ある種の実
施態様では、親水性二官能性スペーサーはヒドロキシル基及びカルボキシレートを含む。
他の実施態様では、親水性二官能性スペーサーはアミン基及びカルボキシレートを含む。
他の実施態様では、親水性二官能性スペーサーはチオール基及びカルボキシレートを含む
。
【００９６】
　スペーサー（例えばアミノ酸、ジペプチド、トリペプチド、親水性二官能性スペーサー
又は疎水性二官能性スペーサー）は、長さが3から10原子である（例えば6から10原子、例
えば6、7、8、9又は10原子）。より具体的な実施態様では、スペーサーは長さが約3から1
0原子（例えば6から10原子）であり、アルキルはC12からC18アルキル基、例えばC14アル
キル基、C16アルキル基であり、したがってスペーサーとアルキル基の全長は14から28原
子、例えば約14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27又は28原子であ
る。いくつかの実施態様では、スペーサーとアルキル基の長さは17から28（例えば19から
26、19から21）原子である。
　ある実施態様にしたがえば、二官能性スペーサーは合成又は自然には生じないアミノ酸
であり、長さが3から10原子のアミノ酸骨格を含む（例えば6-アミノヘキサン酸、5-アミ
ノ吉草酸、7-アミノヘプタン酸及び8-アミノオクタン酸）。また別には、スペーサーは、
長さが3から10原子（例えば6から10原子）のペプチド骨格を有するジペプチド又はトリペ
プチドであり得る。グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物に付加されるジペプチド
又はトリペプチドは、自然に生じるアミノ酸及び／又は自然には生じないアミノ酸を含む
ことができ、前記には例えば本明細書に教示するアミノ酸のいずれかが含まれる。いくつ
かの実施態様では、スペーサーは全体的に陰性荷電を含み、例えば1つ又は2つの陰性荷電
アミノ酸を含む。いくつかの実施態様では、ジペプチドスペーサーは、Ala-Ala、β-Ala-
 β-Ala、Leu-Leu、Pro-Pro、γアミノ酪酸-γ-アミノ酪酸、及びγ-Glu-γ-Gluから成る
群から選択される。ある実施態様では、ジペプチドスペーサーはγ-Glu-γ-Gluである。
【００９７】
　アミン、ヒドロキシル及びチオールを介するペプチドアルキル化の適切な方法は当業界
で公知である。例えばウィリアムソンエーテル合成を用いて、インスリンペプチドとアル
キル基の間でエーテル結合を形成できる。ハロゲン化アルキルによるペプチドの求核置換
反応もまたエーテル、チオエーテル又はアミノ結合のいずれかをもたらし得る。アルキル
化グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物のアルキル基は任意のサイズ、例えば任意
の長さの炭素鎖が可能で、直鎖状でも分枝状でもよい。本発明のいくつかの実施態様では
、アルキル基はC4からC30アルキルである。例えばアルキル基は、C4アルキル、C6アルキ
ル、C8アルキル、C10アルキル、C12アルキル、C16アルキル、C18アルキル、C20アルキル
、C22アルキル、C24アルキル、C26アルキル、C28アルキ又はC30アルキルのいずれかであ
り得る。いくつかの実施態様では、アルキル基はC8からC20アルキル、例えばC14アルキル
又はC16アルキルである。
　いくつかの具体的な実施態様では、アルキル基は、胆汁酸のステロイド部分、例えばコ
ール酸、ケノデオキシコール酸、デオキシコール酸、リトコール酸、タウロコール酸、グ
リココール酸及びコレステロール酸を含む。
　長鎖アルカンがグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物又はスペーサーによってア
ルキル化されるとき、該長鎖アルカンは任意のサイズでよく、任意の長さの炭素鎖を含む
ことができる。長鎖アルカンは直鎖状でも分枝状でもよい。ある種の特徴では、長鎖アル
カンはC4からC30アルカンである。例えば長鎖アルカンは、C4アルカン、C6アルカン、C8
アルカン、C10アルカン、C12アルカン、C14アルカン、C16アルカン、C18アルカン、C20ア
ルカン、C22アルカン、C24アルカン、C26アルカン、C28アルカン又はC30アルカンのいず
れかであり得る。いくつかの実施態様では、長鎖アルカンはC8からC20アルカン、例えばC

14アルカン、C16アルカン又はC18アルカンを含む。
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　さらにまた、いくつかの実施態様では、アルキル化はインスリンアナローグとコレステ
ロール部分との間で生じ得る。例えば、コレステロールのヒドロキシル基は長鎖アルカン
の脱離基を追い出してコレステロール-インスリンペプチド生成物を形成する。
【００９８】
　制御放出処方物
　また別には、本明細書に記載のインスリン/インクレチン複合物はデポー形型に改変で
き、したがって本開示の複合物が投与された体内に本開示の複合物が放出される態様を時
間及び体内の位置分布について制御することができる（例えば米国特許4,450,150号を参
照されたい）。本開示の複合物のデポー形は、例えば本開示の複合物及び多孔性又は無孔
性物質（例えばポリマー）を含む移植可能な組成物であり、ここで、本開示の複合物は、
当該物質によって被包化されるか若しくは当該物質全体に拡散されるか、及び／又は当該
無孔物質の分解によって拡散される。デポーは体内の所望の位置に移植され、本開示の複
合物は該移植物から予め定められた速度で放出される。
　また別には、大きなデポーポリマーを、本明細書に記載の複合物に共有結合させた自己
切断ジペプチド成分に連結することができる。この実施態様では、該デポーポリマーは、
当該グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物がその後非酵素的反応を介して予め定め
た速度で単一鎖アナローグから切断されるまで当該グルカゴン関連ペプチド-インスリン
複合物をその投与部位に効果的に隔離する。自己切断ジペプチドを用いるインスリンアナ
ローグのデポー処方物は公開国際出現WO2010/080607に記載されている（前記文献の開示
内容は本明細書に含まれる）。ある実施態様では、ジペプチドプロドラッグ成分を含むグ
ルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物が提供され、ここで、該ジペプチドプロドラッ
グ成分は大きなポリマー（例えばPEG又はデキストラン）に連結される。ある実施態様で
は、大きなデポーポリマー（例えばPEGを含む）を含む自己切断ジペプチド成分は、連結
部分のアミノ酸（例えば連結部分のC8位のアミノ酸を含む）の側鎖に連結される。
【００９９】
　単一鎖アナローグを含み、所望のin vivo放出プロフィールを有するように処方された
医薬組成物を調製することができる。いくつかの特徴では、医薬組成物は即時放出、制御
放出、持続放出、長期放出、遅延放出又は二相性放出処方物である。制御放出のためのペ
プチド又は複合物を処方する方法は当業界では公知である。例えば以下を参照されたい：
J Pharm 374: 46-52, 2009；及び国際特許出願公開公報WO 2008/130158；WO2004/033036
；WO2000/032218;及び1999/040942。本組成物はさらに、例えばミセル若しくはリポソー
ム又は他のいくつかの被包化形を含むことができ、また長期放出形で投与して長期貯蔵及
び／又はデリバリー作用を提供することができる。本開示の医薬処方物は、例えば以下を
含む任意のレジメンにしたがって投与できる：毎日（1日1回、1日2回、1日3回、1日4回、
1日5回、1日6回）、2日毎、3日毎、4日毎、5日毎、6日毎、毎週、2週間毎、3週間毎、毎
月又は2カ月毎。
【０１００】
　ある実施態様にしたがえば、デポーポリマーは当業者に公知の生物適合ポリマーから選
択される。デポーポリマーは、典型的には約20,000から120,000ダルトンの範囲から選択
されるサイズを有する。ある実施態様では、デポーポリマーは、約40,000から100,000又
は約40,000から80,000ダルトンの範囲から選択されるサイズを有する。ある実施態様では
、デポーポリマーは、約40,000、50,000、60,000、70,000又は80,000ダルトンのサイズを
有する。適切なデポーポリマーには以下が含まれる（ただしこれらに限定されない）：デ
キストラン、ポリラクチド、ポリグリコリド、カプロラクトン系ポリマー、ポリ(カプロ
ラクトン)、ポリ酸無水物、ポリアミン、ポリエステルアミド、ポリオルトエステル、ポ
リジオキサノン、ポリアセタール、ポリケタール、ポリカーボネート、ポリホスホエステ
ル、ポリエステル、ポリブチレンテレフタレート、ポリオルトカーボネート、ポリホスフ
ァゼン、スクシネート、ポリ(マレイン酸)、ポリ(アミノ酸)、ポリビニルピロリドン、ポ
リエチレングリコール、ポリヒドロキシセルロース、多糖類、キチン、キトサン、ヒアル
ロン酸、並びに前記のコポリマー、ターポリマー及び混合物、並びに生物分解性ポリマー
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及びそれらのコポリマー（カプロラクトン系ポリマー、ポリカプロラクトン、及びポリブ
チレンテレフタレート含有コポリマーを含む）。ある実施態様では、デポーポリマーは、
ポリエチレングリコール、デキストラン、ポリ酪酸、ポリグリコール酸、並びに乳酸及び
グリコール酸のコポリマーから成る群から選択され、ある具体的な実施態様では、デポー
ポリマーはポリエチレングリコールである。ある実施態様では、デポーポリマーはポリエ
チレングリコールであり、ジペプチド成分に連結されるデポーポリマーの合計分子量は約
40,000から80,000ダルトンである。
【０１０１】
　ある実施態様にしたがえば、構造U-Jを含む自己切断ジペプチド成分が提供され、式中
、Uはアミノ酸又はヒドロキシル酸であり、JはN-アルキル化アミノ酸である。ある実施態
様では、１つ以上のジペプチド成分は、インスリン成分のB鎖のN-末端アミノ基、グルカ
ゴン関連ペプチド成分のN-末端、又は複合物に存在するアミノ酸の側鎖アミノ基から選択
される1つ以上のアミノ基を介して形成されるアミド結合により、グルカゴン関連ペプチ
ド-インスリン複合物に連結される。ある実施態様にしたがえば、1つ以上のジペプチド成
分は、複合物のN-末端アミノ基、又は天然のインスリンのA19、B16又はB25位に対応する
位置に存在する4-アミノ-フェニルアラニン残基の側鎖アミノ基、又は単一鎖インスリン
アナローグの連結部分のアミノ酸の側鎖、又は複合物のグルカゴン関連ペプチド若しくは
インスリンペプチド成分のN-末端から選択されるアミノ基でグルカゴン関連ペプチド-イ
ンスリン複合に連結される。
　ある実施態様にしたがえば、ジペプチドプロドラッグ成分は下記式Xの一般構造を含み
：
【０１０２】
【化５】

【０１０３】
式中、R1、R2、R4及びR8は別個に、H、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C1-C18アル
キル)OH、(C1-C18アルキル)SH、(C2-C3アルキル)SCH3、(C1-C4アルキル)CONH2、(C1-C4 
アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2、(C0-C4アルキル)(
C3-C6シクロアルキル)、(C0-C4アルキル)(C2-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリー
ル)R7、(C1-C4アルキル)(C3-C9ヘテロアリール)、及びC1-C12アルキル(W)C1-C12アルキル
(式中Wは、N、S及びOから成る群から選択されるヘテロ原子である)から成る群から選択さ
れるか、又はR1及びR2はそれらが付加される原子と一緒になってC3-C12シクロアルキル又
はアリールを形成するか；又はR4及びR8はそれらが付加される原子と一緒になってC3-C6
シクロアルキルを形成し；
R3は、C1-C18アルキル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C18アルキル)NH2、(C1-C18アルキル)S
H、(C0-C4アルキル)(C3-C6)シクロアルキル、(C0-C4アルキル)(C2-C5複素環)、(C0-C4 ア
ルキル)(C6-C10アリール)R7、及び(C1-C4アルキル)(C3-C9ヘテロアリール)から成る群か
ら選択されるか、又はR4及びR3は、それらが付加される原子と一緒になって4、5又は6員
複素環式環を形成し；
R5はNHR6又はOHであり；
R6はH、C1-C8アルキルであるか、又はR6及びR2は、それらが付加される原子と一緒になっ
て4、5又は6員複素環式環を形成し；さらに
R7はH及びOHから成る群から選択される。ある実施態様では、プロドラッグ成分がグルカ
ゴン関連ペプチド-インスリン複合物のN-末端アミンに連結され、さらにR4及びR3が、そ
れらが付加される原子と一緒になって4、5又は6員複素環式環を形成するとき、R1及びR2
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の少なくとも1つはH以外である。
【０１０４】
　グルカゴン関連ペプチド
　出願人らは、グルカゴン、GLP1及びGIP受容体で改変された活性を有するグルカゴンの
アナローグを見出した。これらのアナローグはいずれもグルカゴン関連ペプチドとして用
いることができる。より具体的には、グルカゴン関連ペプチドは、本明細書に記載するク
ラス1、クラス2又はクラス3グルカゴンペプチドのいずれでもよい。
　クラス1グルカゴン関連ペプチド：
　ある種の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドはクラス1グルカゴン関連ペプチドで
あり、前記ペプチドは、本明細書、並びに国際特許出願PCT US2009/47437（2009年6月16
日出願）及び国際特許出願公開公報WO2008/086086（2008年7月17日公開）に記載されてい
る（前記文献の内容は参照によりその全体が組み入れられる）。
　クラス1グルカゴン関連ペプチドに関して以下の節で述べる生物学的配列（配列番号:80
1－915）は国際特許出願PCT US2009/47437の配列番号:1－115に対応する。
　活性
　クラス1グルカゴン関連ペプチドは、天然のグルカゴンペプチド（配列番号:801）に相
対するグルカゴン受容体活性を維持する。例えば、グルカゴン関連ペプチドは、天然のグ
ルカゴンの活性の少なくとも10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、75％活性、80
％活性、85％活性又は90％活性を維持する（例えば実施例7に一般的に記載したアッセイ
を用いてcAMP生成により測定されるグルカゴン関連ペプチド対グルカゴンのEC50の逆非と
して算出される）。いくつかの実施態様では、クラス1グルカゴン関連ペプチドは、グル
カゴンより同じか又は高い活性（本明細書の“効能”という用語と同義語として用いられ
る）を有する。いくつかの実施態様では、本明細書に記載するグルカゴン関連ペプチドは
、天然のグルカゴンペプチドの活性の約100％、1000％、10,000％、100,000％、又は1,00
0,000％を超えない活性を示す。
【０１０５】
　溶解性の改善
　天然のグルカゴンは水溶液中で、特に生理学的pHでは貧弱な溶解性を示し、時間の経過
で凝集及び沈殿する傾向がある。対照的に、いくつかの実施態様でクラス1グルカゴン関
連ペプチドは、天然のグルカゴンと比較して、6から8又は6から9のpHで（例えばpH7で25
℃、24時間後に）少なくとも2倍、5倍又はさらに高い溶解性すら示す。
　したがって、いくつかの実施態様では、クラス1グルカゴン関連ペプチドは、His-Ser-G
ln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-V
al-Gln-Trp-Leu- Met-Asn-Thr（配列番号:801）の野生型ペプチドに対して改変されて、
特に約5.5から約8.0の範囲のpHの水溶液で当該ペプチドの溶解性が改善されるが、天然の
ペプチドの生物学的活性は維持される。
　例えば、本明細書に記載するいずれのクラス1グルカゴン関連ペプチドの溶解性も当該
ペプチドに親水性部分を付加することによってさらに改善することができる。そのような
基の導入はまた作用の持続時間を増加させる（例えば循環中の半減期の延長によって測定
される）。親水性部分は本明細書でさらにまた記載される。
【０１０６】
　荷電残基による改変
　いくつかの実施態様では、溶解性はクラス1グルカゴン関連ペプチドに電荷を加えるこ
とによって改善される。前記は、天然の非荷電アミノ酸を荷電アミノ酸（リジン、アルギ
ニン、ヒスチジン、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択される）で置換
することによって、又は荷電アミノ酸を当該ペプチドのアミノ若しくはカルボキシ末端に
加えることによってに実施される。
　いくつかの実施態様にしたがえば、クラス1グルカゴン関連ペプチドは、当該ペプチド
のC-末端部分に、さらにいくつかの実施態様では配列番号:801のC-末端の位置から27位に
荷電アミノ酸を導入するアミノ酸置換及び／又はアミノ酸付加によってペプチドが改変さ
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れるという事実にしたがって溶解性が改善された。場合によって、1つ、2つ又は3つの荷
電アミノ酸をC-末端部分に、さらにいくつかの実施態様ではC-末端から27位に導入できる
。いくつかの実施態様にしたがえば、28位及び／又は29位の天然のアミノ酸が荷電アミノ
酸で置換され、及び／又は1つから3つの荷電アミノ酸が、当該ペプチドのC-末端、例えば
27、28又は29位の後に加えられる。例示的実施態様では、荷電アミノ酸の1つ、2つ、3つ
又は全てが陰性荷電である。他の実施態様では、荷電アミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全て
が陽性荷電である。
【０１０７】
　具体的な例示的実施態様では、クラス1グルカゴン関連ペプチドは、以下の改変の1つ又
は2つを含む：EによるN28の置換；DによるN28の置換；DによるT29の置換；EによるT29の
置換；27、28又は29位の後にEの挿入；27、28又は29位の後のDの挿入。例えばD28E29、E2
8E29、E29E30、E28E30、D28E30。
　ある例示的実施態様にしたがえば、クラス1グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:811
、又は天然のグルカゴンと対比して1つから3つのさらに別のアミノ酸改変（本明細書でグ
ルカゴンアゴニストに関連して記載される）を含む配列番号:811のアナローグ、又は前記
のグルカゴンアゴニストアナローグを含む。配列番号:811は改変されたクラス1グルカゴ
ン関連ペプチドを表し、前記ペプチドでは天然のタンパク質の28位のアスパラギン残基が
アスパラギン酸で置換されてある。別の例示的実施態様では、クラス1グルカゴン関連ペ
プチドは配列番号:838のアミノ酸配列を含み、前記配列では天然のタンパク質の28位のア
スパラギン残基はグルタミン酸で置換されてある。他の例示的実施態様は、配列番号: 82
4、825、826、833、835、836及び837のクラス1グルカゴン関連ペプチドを含む。
【０１０８】
　安定性の改善
　クラス1グルカゴン関連ペプチドのいずれも安定性の改善及び／又は分解の減少をさら
にまた示すことができ、例えば25℃で24時間後に元のペプチドの少なくとも95％が維持さ
れる。クラス1グルカゴン関連ペプチドは、その医薬的特性を変化させるさらに別の改変
を含むことができる（例えば効能の増加、循環半減期の延長、半減期の増加、沈殿又は凝
集の減少、及び／又は分解の減少（例えば貯蔵後の切断又は化学的変化の減少））。
　さらに別の例示的実施態様では、前述のクラス1グルカゴン関連ペプチドのいずれもさ
らに改変して安定性を改善できる。前記は、配列番号:801の15位のアミノ酸を改変して、
時間経過時におけるペプチドの分解を特に酸性又はアルカリ性緩衝液で減少させることに
よる。例示的実施態様では、15位のAspがGlu、ホモGlu、システイン酸又はホモシステイ
ン酸で置換される。
　また別に、本明細書に記載するクラス1グルカゴン関連ペプチドのいずれも、配列番号:
801の16位のアミノ酸を改変することによりさらに改変されて安定性を改善できる。例示
的実施態様では、16位のSerは、Thr若しくはAIBで、又はグルカゴン受容体での効能を強
化するクラス1グルカゴン関連ペプチドに関して本明細書に記載する任意のアミノ酸置換
で置換される。そのような改変は、Asp15-Ser16間のペプチド結合の切断を減少させる。
　いくつかの実施態様では、本明細書に記載するクラス1グルカゴン関連ペプチドのいず
れもさらに改変して、多様なアミノ酸の位置における分解を減少させることができる。前
記は、20、21、24又は27位の1つ、2つ、3つ又は全てのいずれかの改変によって実施され
る。例示的実施態様は、20位のGlnのSer、Thr、Ala又はAIBによる置換、21位のAspのGlu
による置換、24位のGlnのAla又はAIBによる置換、27位のMetのLeu又はNleによる置換を含
む。メチオニンの除去又は置換はメチオニンの酸化による分解を減少させる。Gln又はAsn
の除去又は置換はGln又はAsnの脱アミド化による分解を減少させる。Aspの除去又は置換
は、Aspが脱水されて環状スクシンイミド中間体を形成しその後に続くイソアスパルテー
トへの異性化を介して生じる分解を減少させる。
【０１０９】
　効能の強化
　別の実施態様にしたがえば、グルカゴン受容体で強化された効能を有するクラス1グル
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カゴン関連ペプチドが提供され、ここで、前記ペプチドは天然のグルカゴン（配列番号:8
01）の16位にアミノ酸改変を含む。非限定的な例によれば、そのような強化された効能は
、自然に生じる16位のセリンの以下による置換によって提供できる：グルタミン酸；又は
別の4原子の長さの側鎖を有する陰性荷電アミノ酸；又別にはグルタミン、ホモグルタミ
ン酸若しくはホモシステイン酸、又は少なくとも1つのヘテロ原子（例えばN、O、S、P）
を含む側鎖を有しかつ約4（又は3－5）原子の長さの側鎖を有する荷電アミノ酸。16位の
セリンのグルタミン酸による置換は、グルカゴン受容体で少なくとも2倍、4倍、5倍及び1
0倍まで高くグルカゴン活性を強化する。いくつかの実施態様では、クラス1グルカゴン関
連ペプチドは、GLP-1受容体と対比してグルカゴン受容体に対する選択性を、少なくとも5
倍、10倍又は15倍の選択性を維持する。
【０１１０】
　DPP-IV耐性
　いくつかの実施態様では、本明細書に開示するクラス1グルカゴン関連ペプチドはさら
に1又は2位で改変されて、ジペプチジルペプチダーゼIVによる切断に対する感受性が減少
する。より具体的には、いくつかの実施態様で、クラス1グルカゴン関連ペプチドの1及び
／又は2位は、本明細書に記載するDPP-IV耐性アミノ酸で置換される。いくつかの実施態
様では、該アナローグペプチドの2位はアミノイソ酪酸で置換される。いくつかの実施態
様では、アナローグペプチドの2位は、D-セリン、D-アラニン、グリシン、N-メチルセリ
ン及びε-アミノ酪酸から成る群から選択されるアミノ酸で置換される。別の実施態様で
は、クラス1グルカゴン関連ペプチドの2位は、D-セリン、グリシン及びアミノイソ酪酸か
ら成る群から選択されるアミノ酸で置換される。いくつかの実施態様では、2位のアミノ
酸はD-セリンではない。
　グルカゴン関連ペプチドの1及び／又は2位のアミノ酸の改変時におけるグルカゴン活性
の減少は、当該グルカゴン関連ペプチドのC-末端部分（アミノ酸12－29周辺）におけるア
ルファヘリックス構造の安定化によって回復させることができる。アルファヘリックス構
造は、本明細書でさらに記載するように、例えば共有結合的又は非共有結合的分子内橋（
例えば“i”及び“i+4”位（iは12から25の整数）のアミノ酸の側鎖間のラクタム架橋）
の形成、12－29位周辺のアミノ酸のアルファヘリックス安定化アミノ酸（例えば、α,α-
二置換アミノ酸）による置換及び／又は挿入によって安定化させることができる。
【０１１１】
　3位の改変
　グルカゴン受容体活性は、3位（野生型グルカゴンのアミノ酸番号付けによる）のアミ
ノ酸改変によって減少させることができる。前記改変は、例えば自然に生じる3位のグル
タミンの酸性、塩基性又は疎水性アミノ酸による置換である。例えば、グルタミン酸、オ
ルニチン又はノルロイシンによる3位の置換は、グルカゴン受容体活性を実質的に減少さ
せ又は破壊する。
　該グルカゴン受容体における活性の維持又は強化は、本明細書に記載するように3位のG
lnのグルタミンアナローグによる改変によって達成できる。例えば、グルカゴンアゴニス
トは、配列番号:863、配列番号:869、配列番号:870、配列番号:871、配列番号:872、配列
番号:873及び配列番号:874のアミノ酸配列を含むことができる。
【０１１２】
　C-末端アミド及びエステルによるGLP-1活性の強化：
　GLP-1受容体における活性の強化は、C-末端アミノ酸のカルボン酸を中性荷電基（例え
ばアミド又はエステル）で取り替えることによって提供される。逆に、当該ペプチドのC-
末端における天然のカルボン酸の維持は、クラス1グルカゴン関連ペプチドのグルカゴン
受容体に対する選択性をGLP-1受容体に対するよりも相対的に高く維持する（例えば5、6
、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19又は20倍）。
【０１１３】
　さらに別の改変及び組み合わせ
　溶解性及び／又は安定性及び／又はグルカゴン活性をさらにまた増加させる、さらに別
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の改変をクラス1グルカゴン関連ペプチドに対して実施できる。クラス1グルカゴン関連ペ
プチドは、実質的に溶解性又は安定性に影響せず、かつ実質的にグルカゴン活性を低下さ
せずにまた別の他の改変を含むことができる。例示的実施態様では、クラス1グルカゴン
関連ペプチドは、天然のグルカゴン配列と対比して合計11まで、又は12まで、又は13まで
、又は14までのアミノ酸改変を含むことができる。例えば、保存的若しくは非保存的置換
、付加又は欠失を2、5、7、10、11、12、13、14、17、18、19、20、21、24、27、28又は2
9位のいずれかで実施できる。
　クラス1グルカゴン関連ペプチドの例示的改変には以下が含まれる（ただしこれらに限
定されない）：
（a）非保存的置換、保存的置換、付加又は欠失であるが少なくとも部分的なグルカゴン
アゴニスト活性は維持される、例えば2、5、7、10、11、12、13、14、16、17、18、19、2
0、21、24、27、28又は29位の1つ以上における保存的置換、10位のTyrのVal又はPheによ
る置換、12位のLysのArgによる置換、これらの位置の1つ以上のAlaによる置換；
（b）29及び／又は28位、さらに場合によって27位のアミノ酸の欠失であるが、少なくと
も部分的なグルカゴンアゴニスト活性は維持される;
（c）15位のアスパラギン酸の、例えばグルタミン酸、ホモグルタミン酸、システイン酸
又はホモシステイン酸による置換による改変（前記は分解を減少させる）、又は16位のセ
リンの、例えばスレオニン、AIB、グルタミン酸、又は別の陰性荷電アミノ酸で4原子の長
さの側鎖を有するもの、また別にはグルタミン、ホモグルタミン酸又はホモシステイン酸
（前記は同様にAsp-Ser16結合の切断による分解を減少させることができる）による置換
による改変；
（d）親水性部分、例えば水溶性ポリマーポリエチレングリコールの、例えば本明細書に
記載するように、例えば16、17、20、21、24、29、40位又はC-末端アミノ酸への付加（前
記は溶解性及び／又は半減期を高める）；
（e）27位のメチオニンの、例えばロイシン又はノルロイシンの置換による改変であり、
酸化的分解を減少させる；
（f）20位又は24位のGlnの、例えばSer、Thr、Ala又はAIBによる置換による改変であり、
Glnの脱アミド化により生じる分解を減少させる；
（g）21位のAspの、例えばGluによる置換による改変であり、Aspの脱水による環状スクシ
ンイミド中間体の形成とその後のイソアスパルテートの異性化により生じる分解を減少さ
せる；
（h）本明細書に記載の1又は2位の改変であり、DPP-IV切断に対する耐性を改善し、前記
改変は、場合によって“i”及び“i+4”位（iは12から25の整数、例えば12、16、20、24
）の間の分子内橋（例えばラクタム架橋）と組み合わされる；
（i）本明細書に記載のアシル化又はアルキル化（前記はグルカゴン受容体及び／又はGLP
-1受容体での活性を高め、循環中の半減期を延長し、及び／又は作用の持続時間を引き延
ばし、及び／又は作用の開始を先送りすることができる）、前記改変は場合によって、親
水性部分の付加と組み合わされ、場合によって前記に追加して或いは前記とは別にGLP-1
ペプチドでの活性を選択的に減少させる改変と組み合わされ、前記は例えば7位のThrの改
変（例えば7位のThrのヒドロキシル基を欠くアミノ酸（例えばAbuまたはIle）による置換
）である；C-末端から27位のアミノ酸のアミノ酸欠失（例えば28位及び29位の一方又は双
方の欠失により長さが27アミノ酸又は28アミノ酸のペプチドを生じる）；
（j）本明細書に記載のC-末端の延長；
（k）本明細書に記載のホモダイマー化又はヘテロダイマー化、及び（a）から（k）の組
み合わせ。
【０１１４】
　いくつかの実施態様では、クラス1グルカゴン関連ペプチドの例示的改変は、グループA
から選択される少なくとも1つのアミノ酸改変、及びグループB及び／又はグループCから
選択される1つ以上のアミノ酸改変を含み、ここでグループAは、
　28位のAsnの荷電アミノ酸による置換、
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　28位のAsnのLys、Arg、His、Asp、Glu、システイン酸及びホモシステイン酸から成る群
から選択される荷電アミノ酸による置換、
　28位におけるAsn、Asp又はGluによる置換、
　28位におけるAspによる置換、
　28位におけるGluによる置換、
　29位のThrの荷電アミノ酸による置換、
　29位のThrのLys、Arg、His、Asp、Glu、システイン酸及びホモシステイン酸から成る群
から選択される荷電アミノ酸による置換、
　29位におけるAsp、Glu又はLysによる置換、
　29位におけるGluによる置換、
　29位の後に1から3つの荷電アミノ酸の挿入、
　29位の後にGlu又はLysの挿入、
　29位の後にGly-Lys又はLys-Lysの挿入、
　又は前記の組み合わせであり、
ここでグループBは、
　15位のAspのGluによる置換、
　16位のSerのThr又はAIBによる置換であり、
さらにここでグループCは、
　1位のHisのジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対するグルカゴン関連
ペプチドの感受性を減少させる非天然アミノ酸による置換、
　2位のSerのジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対するグルカゴン関連
ペプチドの感受性を減少させる非天然アミノ酸による置換、
　12位のLysのArgによる置換、
　20位のGlnのSer、Thr、Ala又はAIBによる置換、
　21位のAspのGluによる置換、
　24位のGlnのSer、Thr、Ala又はAIBによる置換、
　27位のMetのLeu又はNleによる置換、
　27－29位のアミノ酸の欠失、
　28－29位のアミノ酸の欠失、
　29位のアミノ酸の欠失、
　又は前記の組み合わせである。
　例示的実施態様では、12位のLysはArgにより置換される。他の例示的実施態様では、29
及び／又は28位、及び場合によって27位のアミノ酸は欠失される。
【０１１５】
　いくつかの具体的な実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは、（a）DPP-IV耐性を付
与する1及び／又は2位のアミノ酸改変（例えば1位のDMIAによる置換又は2位のAIBによる
置換）、（b）12－29位内での（例えば16及び20位における）分子内橋、又は16、20、21
及び24位のアミノ酸のα,α二置換アミノ酸による置換、場合によって（c）24、29位のCy
sを介して又はC-末端アミノ酸での親水性部分（例えばPEG）との連結、場合によって（d
）Metを例えばNleで置換する27位のアミノ酸改変、場合によって（e）分解を減少させる2
0、21及び24位でのアミノ酸改変、場合によって（f）配列番号:820との連結を含む。グル
カゴン関連ペプチドが配列番号:820に連結されるとき、ある種の実施態様では29位のアミ
ノ酸はThr又はGlyである。他の具体的な実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは、（a
）Asp28Glu29、又はGlu28Glu29、又はGlu29Glu30、又はGlu28Glu30又はAsp28Glu30、及び
場合によって（b）Serを例えばThr又はAIBで置換する16位におけるアミノ酸改変、及び場
合によって（c）Metを例えばNleで置換する27位におけるアミノ酸改変、及び場合によっ
て（d）分解を減少させる20、21及び24位におけるアミノ酸改変を含む。ある具体的な実
施態様では、グルカゴン関連ペプチドはT16、A20、E21、A24、Nle27、D28、E29である。
　いくつかの実施態様では、クラス1グルカゴン関連ペプチドは、1から3つのアミノ酸改
変を有する、アミノ酸配列X1-X2-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-As
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p-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Z（配列番号:839）を含み、式中
、
X1及び／又はX2は、ジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対する当該グル
カゴン関連ペプチドの感受性を減少させる（又は耐性を増加させる）非天然アミノ酸であ
り、Zは、-COOH（自然に生じるC-末端カルボキシレート）、-Asn-COOH、Asn-Thr-COOH、
及びY-COOH（Yは1つから2つのアミノ酸）から成る群から選択され、さらに分子内橋（好
ましくは共有結合）がi位のアミノ酸の側鎖とi+4位のアミノ酸を接続する（iは12、16、2
0又は24）。
【０１１６】
　いくつかの実施態様では、分子内橋はラクタム架橋である、いくつかの実施態様では、
配列番号:839のi位及びi+4位のアミノ酸はLys及びGlu（例えばGlu16及びLys20）である。
いくつかの実施態様では、X1は、D-His、N-メチル-His、アルファ-メチル-His、イミダゾ
ール酢酸、デス-アミノ-His、ヒドロキシ-His、アセチル-His、ホモ-His及びα,α-ジメ
チルイミダゾール酢酸（DMIA）から成る群から選択される。他の実施態様では、X2は、D-
Ser、D-Ala、Gly、N-メチル-Ser、Val及びアルファアミノイソ酪酸（AIB）から成る群か
ら選択される。いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは、16、17、20、21、
24、29、40位のアミノ酸のいずれか、C-末端延長部内、又はC-末端アミノ酸で親水性部分
と共有結合により連結される。例示的な実施態様では、この親水性部分は、これらの位置
のいずれかでLys、Cys、Orn、ホモシステイン又はアセチル-フェニルアラニン残基に共有
結合により連結される。例示的な親水性部分には、ポリエチレングリコール（PEG）、例
えば約1,000ダルトンから約40,000ダルトン、又は約20,000ダルトンから約40,000ダルト
ンの分子量のものが含まれる。
　他の実施態様では、クラス1グルカゴン関連ペプチドは、アミノ酸配列X1-X2-Gln-Gly-T
hr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-T
rp-Leu-Met-Z（配列番号:839）を含み、式中、
X1及び／又はX2は、ジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対する当該グル
カゴン関連ペプチドの感受性を減少させる（又は耐性を増加させる）非天然アミノ酸であ
り、ここでグルカゴン関連ペプチドの16、20、21及び24位の1つ、2つ、3つ又は4つ以上は
α,α二置換アミノ酸で置換され、Zは、-COOH（自然に生じるC-末端カルボキシレート）
、-Asn-COOH、Asn-Thr-COOH、及びY-COOH（Yは1つから2つのアミノ酸）から成る群から選
択される。
【０１１７】
　前述のクラス1グルカゴン関連ペプチド又はアナローグに対するさらに別の例示的アミ
ノ酸改変には以下が含まれる：7位のThrのヒドロキシル基を欠くアミノ酸（例えばアミノ
酪酸（Abu）、Ile）による置換（前記は場合によって、アシル又はアルキル基（前記アシ
ル又はアルキル基は自然に生じるアミノ酸にとって非天然である）に共有結合により（場
合によってスペーサーを介して）付加される側鎖を含むアミノ酸の代用又は付加と組み合
わされる）、12位のLysのArgによる置換；15位のAspのGluによる置換；16位のSerのThr又
はAIBによる置換；20位のGlnのSer、Thr、Ala又はAIBによる置換；21位のAspのGluによる
置換；24位のGlnのSer、Thr、Ala又はAIBによる置換；27位のMetのLeu又はNleによる置換
；28位のAsnの荷電アミノ酸による置換；28位のAsnの荷電アミノ酸（Lys、Arg、His、Asp
、Glu、システイン酸及びホモシステイン酸から成る群から選択される）による置換； As
n、Asp又はGluによる28位の置換；Aspによる28位の置換；Gluによる28位の置換；29位のT
hrの荷電アミノ酸による置換；29位のThrの荷電アミノ酸（Lys、Arg、His、Asp、Glu、シ
ステイン酸及びホモシステイン酸から成る群から選択される）による置換；Asp、Glu又は
Lysによる29位の置換；Gluによる29位の置換；29位の後ろに1－3の荷電アミノ酸の挿入；
30位に（すなわち29位の後に）Glu又はLysの挿入；場合によって31位にLysの挿入；29位
のアミノ酸がThr又はGlyである場合に、場合によって配列番号:820のC-末端への付加；親
水性部分に共有結合により付加されるアミノ酸の代用又は付加；又は前記の組み合わせ。
　クラス1グルカゴンアゴニストに関して上記に記載の改変（グルカゴン受容体活性を高
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め、部分的なグルカゴン受容体活性を維持し、溶解性を改善し、安定性を高め又は分解を
減少させる）のいずれも、クラス1グルカゴン関連ペプチドに個々に又は組み合わせて適
用することができる。
【０１１８】
　クラス1グルカゴン関連ペプチドの具体例
　いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:801の天然のグルカゴンペプチドは、28及
び／又は29位の天然のアミノ酸の陰性荷電アミノ酸（例えばアスパラギン酸又はグルタミ
ン酸）による置換、及び場合によって陰性荷電アミノ酸（例えばアスパラギン酸又はグル
タミン酸）の当該ペプチドのカルボキシ末端への付加によって改変される。また別の実施
態様では、配列番号:801の天然のグルカゴンペプチドは、29位の天然のアミノ酸の陽性荷
電アミノ酸（例えばリジン、アルギニン又はヒスチジン）による置換、及び場合によって
1つ又は2つの陽性荷電アミノ酸（例えばリジン、アルギニン又はヒスチジン）の当該ペプ
チドのカルボキシ末端への付加によって改変される。いくつかの実施態様にしたがえば、
溶解性及び安定性が改善されたグルカゴンアナローグが提供され、ここで当該アナローグ
は配列番号:834のアミノ酸を含むが、ただし28又は29位の少なくとも1つのアミノ酸は酸
性アミノ酸で置換されるか、及び／又は追加の酸性アミノ酸は配列番号:834のカルボキシ
末端に付加される。いくつかの実施態様では、酸性アミノ酸は、Asp、Glu、システイン酸
及びホモシステイン酸から成る群から別個に選択される。
　いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:833のアミノ酸配列を含む、溶解性及び安
定差異が改善されたグルカゴンアゴニストが提供され、ここで、27、28又は29位のアミノ
酸の少なくとも1つは非天然アミノ酸残基で置換される（すなわち、該アナローグの27、2
8又は29位に存在する少なくとも1つのアミノ酸は、配列番号:801の対応する位置に存在す
るアミノ酸とは異なる酸性アミノ酸である）。いくつかの実施態様にしたがえば、配列番
号:833の配列を含むグルカゴンアゴニストが提供されるが、ただし28位のアミノ酸がアス
パラギンで29位のアミノ酸がスレオニンであるとき、当該ペプチドは、Lys、Arg、His、A
sp又はGluから成る群から別個に選択される1つ又は2つのアミノ酸をさらに含み、前記ア
ミノ酸は当該グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端に付加される。いくつかの実施態
様にしたがえば、天然のペプチドの27位に存在するメチオニン残基はロイシン又はノルロ
イシンに変更され、当該ペプチドの酸化的分解を防ぐ。
【０１１９】
　いくつかの実施態様では、配列番号:833のグルカゴンアナローグが提供され、ここで、
当該アナローグの1、2、5、7、10、11、12、13、14、16、17、18、19、20、21又は24位か
ら選択される1つから6つのアミノ酸は、配列番号:801の対応するアミノ酸と異なる。別の
実施態様にしたがえば、配列番号:833のグルカゴンアナローグが提供され、ここで、当該
アナローグの1、2、5、7、10、11、12、13、14、16、17、18、19、20、21又は24位から選
択される1つから3つのアミノ酸は、配列番号:801の対応するアミノ酸と異なる。別の実施
態様では、配列番号:807、配列番号:808又は配列番号:834のグルカゴンアナローグが提供
され、ここで、当該アナローグの1、2、5、7、10、11、12、13、14、16、17、18、19、20
、21又は24位から選択される1つから2つのアミノ酸は、配列番号:801の対応するアミノ酸
と異なり、さらに別の実施態様では、これら1つ又は2つの異なるアミノ酸は、天然の配列
（配列番号:801）に存在するアミノ酸と対比して保存的アミノ酸置換を表す。いくつかの
実施態様では、配列番号:811又は配列番号:813のグルカゴン関連ペプチドが提供され、こ
こで、該グルカゴン関連ペプチドはさらに、2、5、7、10、11、12、13、14、16、17、18
、19、20、21、24、27又は29位から選択される位置に1つ、2つ又は3つのアミノ酸置換を
含む。いくつかの実施態様では、2、5、7、10、11、12、13、14、16、17、18、19、20、2
7又は29位の置換は保存的アミノ酸置換である。
【０１２０】
　いくつかの実施態様では、配列番号:801のアナローグペプチドを含むグルカゴンアゴニ
ストが提供され、ここで該アゴニストは、2位にセリン以外のアミノ酸を有することによ
って、及び28又は29位に天然のアミノ酸に代わって酸性アミノ酸又は配列番号:801のペプ
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チドのカルボキシ末端に付加されるアミノ酸を有することによって配列番号:801と異なる
。いくつかの実施態様では、酸性アミノ酸はアスパラギン酸又はグルタミン酸である。い
くつかの実施態様では、配列番号:809、配列番号:812、配列番号:813又は配列番号:832の
グルカゴンアナローグが提供され、ここで該アナローグは2位の置換によって親分子と異
なる。より具体的には、アナローグペプチドの2位は、D-セリン、アラニン、D-アラニン
、グリシン、n-メチルセリン及びアミノイソ酪酸から成る群から選択されるアミノ酸で置
換される。
　別の実施態様では、配列番号:801のアナローグペプチドを含むグルカゴンアゴニストが
提供され、ここで該アナローグは、1位にヒスチジン以外のアミノ酸を有することによっ
て、及び28又は29位に天然のアミノ酸に代わって置換された酸性アミノ酸又は配列番号:8
01のペプチドのカルボキシ末端に付加されるアミノ酸を有することによって配列番号:801
と異なる。いくつかの実施態様では、酸性アミノ酸はアスパラギン酸又はグルタミン酸で
ある。いくつかの実施態様では、配列番号: 809、配列番号:812、配列番号:813又は配列
番号:832のグルカゴンアナローグが提供され、ここで該アナローグは1位の置換によって
親分子と異なる。より具体的には、該アナローグペプチドの1位は、DMIA、D-ヒスチジン
、デスアミノヒスチジン、ヒドロキシル-ヒスチジン、アセチル-ヒスチジン及びホモ-ヒ
スチジンから成る群から選択されるアミノ酸で置換される。
【０１２１】
　いくつかの実施態様にしたがえば、改変グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:809、配
列番号:812、配列番号:813及び配列番号:832から成る群から選択される配列を含む。さら
に別の実施態様では、配列番号:809、配列番号:812、配列番号:813又は配列番号:832の配
列を含み、さらにまた1つ又は2つのアミノ酸が配列番号:809、配列番号:812、配列番号:8
13又は配列番号:832のC-末端に付加されるグルカゴン関連ペプチドが提供され、ここで、
追加されるアミノ酸は、Lys、Arg、His、Asp、Glu、システイン酸又はホモシステイン酸
から成る群から別個に選択される。いくつかの実施態様では、カルボキシ末端に付加され
る追加のアミノ酸はLys、Arg、His、Asp又はGluから成る群から別個に選択されるか、又
はさらに別の実施態様では、追加のアミノ酸はAsp又はGluである。
　別の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは配列番号:7又はそのグルカゴンアゴニス
トアナローグを含む。いくつかの実施態様では、該ペプチドは、配列番号:808、配列番号
:810、配列番号:811、配列番号:812及び配列番号:813から成る群から選択される配列を含
む。別の実施態様では、該ペプチドは配列番号:808、配列番号:810及び配列番号:811から
成る群から選択される配列を含む。いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは
配列番号:808、配列番号:810及び配列番号:811の配列を含み、さらにまたAsp及びGluから
成る群から選択される追加のアミノ酸を含み、前記は当該グルカゴン関連ペプチドのC-末
端に付加される。いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは配列番号:811又は
配列番号:813の配列を含み、さらに別の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは配列番
号:811の配列を含む。
【０１２２】
　いくつかの実施態様にしたがえば、以下から成る群から選択される改変グルカゴン関連
ペプチドを含むグルカゴンアゴニストが提供される：
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa-Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-R（配列番号:834）、
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asp-Thr-R（配列番号:811）及び
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Xaa-Tyr-Leu-Glu-Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asp-Thr-R（配列番号:813）、式中、
15位のXaaはAsp、Glu、システイン酸、ホモグルタミン酸又はホモシステイン酸であり、2
8位のXaaはAsn又は酸性アミノ酸であり、29位のXaaはThr又は酸性アミノ酸であり、Rは酸
性アミノ酸、COOH又はCONH2であるが、ただし酸性アミノ酸残基が28、29又は30位の1つに
存在することを条件とする。いくつかの実施態様ではRはCOOHであり、別の実施態様ではR
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はCONH2である。
【０１２３】
　本開示はまたグルカゴン融合ペプチドを包含し、前記融合ペプチドでは、第二のペプチ
ドはグルカゴン関連ペプチドのC-末端に融合されてあり、当該グルカゴン関連ペプチドの
安定性及び溶解性が強化される。より具体的には、該融合グルカゴン関連ペプチドは、グ
ルカゴン関連ペプチドNH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-
Xaa-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Xaa-Xaa-Xaa-R（配列番号:834）を
含むグルカゴンアゴニストアナローグを含むことができ、式中、
Rは、酸性アミノ酸又は結合、及び当該グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端アミノ
酸に連結される配列番号:820（GPSSGAPPPS）、配列番号:821（KRNRNNIA）又は配列番号:8
22（KRNR）である。いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:833
、配列番号:807又は配列番号:808から成る群から選択され、さらにまた当該グルカゴン関
連ペプチドのカルボキシ末端に連結される配列番号:820（GPSSGAPPPS）、配列番号:821（
KRNRNNIA）又は配列番号:822（KRNR）を含む。いくつかの実施態様では、グルカゴン融合
ペプチドは、配列番号:802、配列番号:803、配列番号:804、配列番号:805及び配列番号:8
06又はそのグルカゴンアゴニストアナローグを含み、さらにまた当該グルカゴン関連ペプ
チドのアミノ酸29に連結される配列番号:820（GPSSGAPPPS）、配列番号:821（KRNRNNIA）
又は配列番号:822（KRNR）を含む。いくつかの実施態様にしたがえば、融合ペプチドはさ
らに、16、17、21、24、29位のアミノ酸に、C-末端延長部内に、又はC-末端アミノ酸に連
結されるPEG鎖を含み、ここでPEG鎖は500から40,000ダルトンの範囲から選択される。い
くつかの実施態様では、配列番号:820（GPSSGAPPPS）、配列番号:821（KRNRNNIA）又は配
列番号:822（KRNR）のアミノ酸配列は該グルカゴン関連ペプチドのアミノ酸29にペプチド
結合を介して結合される。いくつかの実施態様では、グルカゴン融合ペプチドのグルカゴ
ン関連ペプチド部分は、配列番号:810、配列番号:811及び配列番号:813から成る群から選
択される配列を含む。いくつかの実施態様では、グルカゴン融合ペプチドのグルカゴン関
連ペプチド部分は配列番号:811又は配列番号:813の配列を含み、ここでPEG鎖は21、24、2
9位に、C-末端延長部内に又はC-末端アミノ酸にそれぞれ連結される。
【０１２４】
　別の実施態様では、融合ペプチドのグルカゴン関連ペプチド配列は配列番号:811の配列
を含み、さらに該グルカゴン関連ペプチドのアミノ酸29に連結される配列番号:820（GPSS
GAPPPS）、配列番号:821（KRNRNNIA）又は配列番号:822（KRNR）のアミノ酸配列を含む。
いくつかの実施態様では、グルカゴン融合ペプチドは、配列番号:824、配列番号:825及び
配列番号:826から成る群から選択される配列を含む。典型的には、本発明の融合ペプチド
は標準的なカルボン酸基をもつC-末端アミノ酸を有するであろう。しかしながら、C-末端
アミノ酸がカルボン酸と置換されたアミドを有する配列をもつアナローグもまた実施態様
として包含される。いくつかの実施態様にしたがえば、融合グルカゴン関連ペプチドは、
配列番号:810、配列番号:811及び配列番号:813から成る群から選択されるグルカゴンアゴ
ニストアナローグを含み、さらに該グルカゴン関連ペプチドのアミノ酸29に連結される配
列番号:823（GPSSGAPPPS-CONH2）のアミノ酸配列を含む。
【０１２５】
　本発明のグルカゴンアゴニストをさらに改変して、当該ペプチドの水溶液中の溶解性及
び安定性を改善し、一方当該グルカゴン関連ペプチドの生物学的活性を維持することがで
きる。いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:811のペプチド又はそのグルカゴンア
ゴニストアナローグの16、17、20、21、24及び29位から選択される1つ以上の位置で親水
基を導入することにより、pH安定化グルカゴンアナローグの溶解性及び安定性が改善され
ることが期待される。より具体的には、いくつかの実施態様では、配列番号:810、配列番
号:811、配列番号:813又は配列番号:832のグルカゴン関連ペプチドは、当該グルカゴン関
連ペプチドの21及び24位に存在するアミノ酸の側鎖に共有結合により連結される1つ以上
の親水基を含むように改変される。
　いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:811のグルカゴン関連ペプチドは、16、17
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、20、21、24及び／又は29位に1つ以上のアミノ酸置換を含むように改変され、ここで天
然のアミノ酸は、親水性部分（例えばPEGを含む）との架橋に適切な側鎖を有するアミノ
酸で置換される。天然のペプチドは、自然に生じるアミノ酸又は合成（自然には生じない
）アミノ酸で置換することができる。合成又は自然には生じないアミノ酸は、in vivoで
は自然に生じないが、それにもかかわらず本明細書に記載するペプチド構造に取り込まれ
得るアミノ酸を指す。
【０１２６】
　いくつかの実施態様では、配列番号:810、配列番号:811又は配列番号:813のグルカゴン
アゴニストが提供され、前記アゴニストでは、天然のグルカゴンペプチド配列は、当該天
然の配列の16、17、21、24、29位の少なくとも1つで、C-末端延長部内で又はC-末端アミ
ノ酸で自然に生じるアミノ酸又は合成のアミノ酸を含むように改変されてあり、前記アミ
ノ酸置換はさらに親水性部分を含む。いくつかの実施態様では、置換は21又は24位に存在
し、さらに別の実施態様では親水性部分はPEG鎖である。いくつかの実施態様では、配列
番号:811のグルカゴン関連ペプチドは少なくとも1つのシステイン残基で置換され、該シ
ステイン残基の側鎖はチオール反応試薬（例えばマレイミド、ビニルスルホン、2－ピリ
ジルチオ、ハロアルキル及びハロアシルを含む）でさらに改変される。これらのチオール
反応試薬は、カルボキシ、ケト、ヒドロキシル及びエーテル基、或いは他の親水性部分（
例えばポリエチレングリコールユニット）を含むことができる。また別の実施態様では、
天然のグルカゴンペプチドはリジンで置換され、該置換リジン残基の側鎖は、アミン反応
試薬（例えばカルボン酸の活性エステル（スクシンイミド、無水物など）又は親水性部分
（例えばポリエチレングリコール）のアルデヒド）を用いてさらに改変される。いくつか
の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:814、配列番号:815、配列番号:8
16、配列番号:817、配列番号:818及び配列番号:819から成る群から選択される。
【０１２７】
　いくつかの実施態様にしたがえば、PEG化グルカゴン関連ペプチドは、当該グルカゴン
関連ペプチドに共有結合される2つ以上のポリエチレングリコール鎖を含み、該グルカゴ
ン鎖の合計分子量は約1,000から約5,000ダルトンである。いくつかの実施態様では、PEG
化グルカゴンアゴニストは配列番号:806のペプチドを含み、ここで、PEG鎖は21位及び24
位のアミノ酸残基に共有結合により連結され、2つのPEG鎖の合計分子量は約1,000から約5
,000ダルトンである。別の実施態様では、PEG化グルカゴンアゴニストは配列番号:806の
ペプチドを含み、ここで、PEG鎖は21位及び24位のアミノ酸残基に共有結合により連結さ
れ、2つのPEG鎖の合計分子量は約5,000から約20,000ダルトンである。
　ポリエチレングリコール鎖は直鎖の形態でも分枝状でもよい。いくつかの実施態様にし
たがえば、ポリエチレングリコール鎖は、約500から約40,000ダルトンの範囲から選択さ
れる平均分子量を有する。いくつかの実施態様では、ポリエチレングリコール鎖は約500
から約5,000ダルトンの範囲から選択される分子量を有する。別の実施態様では、ポリエ
チレングリコール鎖は約20,000から約40,000ダルトンの分子量を有する。
【０１２８】
　上記に記載したグルカゴン関連ペプチドはいずれもさらに改変して、該グルカゴン関連
ペプチドのC-末端部分内（アミノ酸12－29位）に共有結合若しくは非共有結合分子内橋又
はアルファヘリックス安定化アミノ酸を含むことができる。いくつかの実施態様にしたが
えば、グルカゴン関連ペプチドは上記で考察した改変のいずれか1つ以上を、α,α-二置
換アミノ酸（例えばAIB）による16、20、21又は24位（又はその組み合わせ）のアミノ酸
置換に加えて含む。別の実施態様にしたがえば、グルカゴン関連ペプチドは、上記で考察
した改変のいずれか1つ以上を、当該グルカゴン関連ペプチドの16及び20位のアミノ酸の
側鎖間の分子内橋（例えばラクタム）に加えて含む。
【０１２９】
　いくつかの実施態様にしたがえば、グルカゴン関連ペプチドは配列番号:877のアミノ酸
配列を含み、ここで3位のXaaは下記構造I、II又はIIIの側鎖を含み：
【０１３０】
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【化６】

　　構造I
【０１３１】
【化７】

　　構造II
【０１３２】
【化８】

　　　構造III
【０１３３】
式中、
R1はC0-3アルキル又はC0-3ヘテロアルキルであり；R2はNHR4又はC1-3アルキルであり; R3

はC1-3アルキルであり;R4はH又はC1-3アルキルであり;XはNH、O又はSであり；さらにYはN
HR4、SR3又はOR3である。いくつかの実施態様では、XはNHであるか、又はYはNHR4である
。いくつかの実施態様では、R1はC0-2アルキル又はC1ヘテロアルキルである。 いくつか
の実施態様では、R2はNHR4又はC1アルキルである。いくつかの実施態様では、 R4はH又は
C1アルキルである。例示的な実施態様では、構造Iの側鎖を含むアミノ酸が提供され、こ
こで、R1はCH2-Sであり、X はNHであり、かつR2はCH3（アセトアミド-システイン、C(Acm
)）であるか；R1はCH2であり、XはNHであり、かつR2はCH3（アセチルジアミノブタン酸、
Dab(Ac)）であるか；R1はC0アルキルであり、XはNHであり、R2はNHR4であり、かつR4はH
（カルバモイルジアミノプロパン酸、Dap(尿素)）であるか；又はR1はCH2-CH2であり、X
はNHであり、かつR2はCH3（アセチルオルニチン、Orn(Ac)）である。例示的な実施態様で
は、構造IIの側鎖を含むアミノ酸が提供され、ここで、R1はCH2であり、YはNHR4であり、
かつR4はCH3（メチルグルタミン、Q(Me)）である。例示的な実施態様では、構造IIIの側
鎖を含むアミノ酸が提供され、ここで、R1はCH2であり、かつR4はH（メチオニン-スルホ
キシド、M(O)）である。具体的な実施態様では、3位のアミノ酸はDab(Ac)で置換される。
例えば、グルカゴンアゴニストは、配列番号:863、配列番号:869、配列番号:871、配列番
号:872、配列番号:873及び配列番号:874のアミノ酸配列を含むことができる。
【０１３４】
　ある種の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:877のグルカゴン関連ペ
プチドのアナローグである。具体的な特徴では、該アナローグは、本明細書に記載するア
ミノ酸改変のいずれかを含み、前記改変には以下が含まれる（ただしこれらに限定されな
い）：28位のAsnの荷電アミノ酸による置換；28位のAsnのLys、Arg、His、Asp、Glu、シ
ステイン酸及びホモシステイン酸から成る群から選択される荷電アミノ酸による置換；As
n、Asp又はGluによる28位の置換；Aspによる28位の置換;Gluによる28位の置換；29位のTh
rの荷電アミノ酸による置換；29位のThrのLys、Arg、His、Asp、Glu、システイン酸及び
ホモシステイン酸から成る群から選択される荷電アミノ酸による置換；Asp、Glu又はLys
による29位の置換；Gluによる29位の置換；29位の後ろに1－3の荷電アミノ酸の挿入；29
位の後ろにGlu又はLysの挿入；29位の後ろにGly-Lys又はLys-Lysの挿入；及び前記の組み
合わせ。
【０１３５】
　ある種の実施態様では、配列番号:877のグルカゴン関連ペプチドのアナローグは、α,



(53) JP 6538645 B2 2019.7.3

10

20

30

40

50

α-二置換アミノ酸（例えばAIB）を16、20、21及び24位の1つ、2つ、3つ又は全てに含む
。ある種の実施態様では、配列番号:877のグルカゴン関連ペプチドのアナローグは以下の
1つ以上を含む：1位のHisのジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対する
グルカゴン関連ペプチドの感受性を減少させる非天然アミノ酸による置換、2位のSerのジ
ペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対するグルカゴン関連ペプチドの感受
性を減少させる非天然アミノ酸による置換、7位のThrのヒドロキシル基を欠くアミノ酸（
例えばAbu又はIle）による置換、10位のTyrのPhe又はValによる置換、12位のLysのArgに
よる置換、15位のAspのGluによる置換、20位のGlnのAla又はAIBによる置換、21位のAspの
Gluによる置換、24位のGlnのAla又はAIBによる置換、27位のMetのLeu又はNleによる置換
、27－29位のアミノ酸の欠失、28－29位のアミノ酸の欠失、29位のアミノ酸の欠失、配列
番号:820のアミノ酸配列のC-末端への付加（ここで29位のアミノ酸はThr又はGlyである）
、又は前記の組み合わせ。
【０１３６】
　具体的な実施態様にしたがえば、グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:862－867及び8
69－874のいずれかのアミノ酸配列を含む。ある種の実施態様では、配列番号:877を含む
グルカゴン関連ペプチドのアナローグは、16、17、20、21、24及び29位のいずれかのアミ
ノ酸又はC-末端アミノ酸に共有結合により連結される、親水性部分（例えばPEG）を含む
。
　ある種の実施態様では、配列番号:877を含むグルカゴン関連ペプチドのアナローグは、
アシル又はアルキル基に共有結合により（場合によってスペーサーを介して）付加される
側鎖を含むアミノ酸を含み、前記アシル基又はアルキル基は非天然或いは自然に生じるア
ミノ酸である。いくつかの実施態様では、アシル基はC4からC30脂肪アシル基である。他
の実施態様では、アルキル基はC4からC30アルキルである。具体的な特徴では、アシル基
又はアルキル基は、10位のアミノ酸の側鎖に共有結合により付加される。いくつかの実施
態様では、7位のアミノ酸はIle又はAbuである。
　グルカゴンアゴニストは配列番号:801－919のいずれかのアミノ酸配列を含むペプチド
であり、場合によって、グルカゴンアゴニスト活性を維持する1、2、3、4又は5つまでの
さらに別の改変を含むことができる。ある種の実施態様では、グルカゴンアゴニストは配
列番号:859－919のいずれかのアミノ酸を含む。
【０１３７】
　クラス2グルカゴン関連ペプチド
　ある種の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドはクラス2グルカゴン関連ペプチドで
あり、前記は本明細書及び国際特許出願PCT US2009/47447（2009年6月16日出願）、米国
仮特許出願No.61/090,448及び米国特許出願No.61/151,349に記載されている（前記文献の
内容は参照によりその全体が本明細書に組み入れられる）。クラス2グルカゴン関連ペプ
チドに関連して下記の節で言及する生物学的配列（配列番号:1001－1262）は、国際特許
出願PCT US2009/47447中の配列番号:1－262に対応する。
【０１３８】
　活性
　天然のグルカゴンはGIP受容体を活性化せず、さらに通常はGLP-1受容体で天然のGLP-1
の活性の約1％を有する。本明細書に記載する天然のグルカゴンへの改変は、天然のグル
カゴン（配列番号:1001）の活性と等しい又は前記を超える強力なグルカゴン活性、天然
のGIP（配列番号:1004）の活性と等しい又は前記を超える強力なGIP活性、及び／又は天
然のGLP-1の活性と等しい又は前記を超える強力なGLP-1活性を示すことができるクラス2
グルカゴン関連ペプチドを生じる。これに関しては、当該クラス2グルカゴン関連ペプチ
ドは、本明細書にさらに記述されるように、グルカゴン/GIPコアゴニスト、グルカゴン/G
IP/GLP-1トリアゴニスト、GIP/GLP-1コアゴニスト、又はGIPアゴニストグルカゴン関連ペ
プチドの1つであり得る。
　いくつかの実施態様では、本明細書に記載するクラス2グルカゴン関連ペプチドは、GIP
受容体活性化活性について約100nM以下、又は約75，50、25、10、8、6、5、4、3、2又は1
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nM以下のEC50を示す。いくつかの実施態様では、クラス2グルカゴン関連ペプチドは、グ
ルカゴン受容体活性化について約100nM以下、又は約75，50、25、10、8、6、5、4、3、2
又は1nM以下のEC50を示す。いくつかの実施態様では、クラス2グルカゴン関連ペプチドは
、GLP-1受容体活性化について約100nM以下、又は約75，50、25、10、8、6、5、4、3、2又
は1nM以下のEC50を示す。受容体活性化は、当該受容体を過剰発現するHEK293細胞でcAMP
誘発を測定するin vitroアッセイによって、例えば実施例7に記載するように当該受容体
コードDNA及びcAMP応答性成分に連結したルシフェラーゼ遺伝子を共トランスフェクトし
たHEK293細胞をアッセイすることによって測定される。
【０１３９】
　いくつかの実施態様では、クラス2グルカゴン関連ペプチドは、グルカゴン受容体及びG
IP受容体の双方で活性を示す（“グルカゴン/GIPコアゴニスト”）。これらのクラス2グ
ルカゴン関連ペプチドは、GIP受容体と比較してグルカゴン受容体に対する天然のグルカ
ゴンの選択性を喪失している。いくつかの実施態様では、GIP受容体におけるクラス2グル
カゴン関連ペプチドのEC50は、グルカゴン受容体におけるそのEC50と約50倍、40倍、30倍
又は20倍未満相違する。いくつかの実施態様では、クラス2グルカゴン関連ペプチドのGIP
に関する効能は、そのグルカゴンに関する効能と約500倍、450倍、400倍、350倍、300倍
、250倍、200倍、150倍、100倍、75倍、50倍、25倍、20倍、15倍、10倍又は5倍未満相違
する（より高いか又は低い）。いくつかの実施態様では、グルカゴン受容体におけるクラ
ス2グルカゴン関連ペプチドのEC50で割ったGIP受容体におけるクラス2グルカゴン関連ペ
プチドのEC50の比は、約100、75、60、50、40、30、20、15、10又は5未満である。GLP-1
活性は、例えば7位のアミノ酸改変、C-末端から27又は28位のアミノ酸までのアミノ酸の
欠失（27アミノ酸ペプチド又は28アミノ酸ペプチドを生じる）、又は前記の組み合わせに
よって顕著に減少又は破壊される。
【０１４０】
　別の特徴では、クラス2グルカゴン関連ペプチドは、グルカゴン、GIP及びGLP-1受容体
で活性を示す（“グルカゴン/GIP/GLP-1トリアゴニスト”）。これらのクラス2グルカゴ
ン関連ペプチドは、GLP-1及びGIP受容体の双方と比較してグルカゴン受容体に対する天然
のグルカゴンの選択性を喪失している。いくつかの実施態様では、GIP受容体におけるク
ラス2グルカゴン関連ペプチドのEC50は、グルカゴン及びGLP-1受容体におけるその対応す
るEC50と約50倍、40倍、30倍又は20倍未満相違する（より高いか又は低い）。いくつかの
実施態様では、クラス2グルカゴン関連ペプチドのGIPに関する効能は、そのグルカゴン及
びGLP-1に関する効能と約500倍、450倍、400倍、350倍、300倍、250倍、200倍、150倍、1
00倍、75倍、50倍、25倍、20倍、15倍、10倍又は5倍未満相違する（より高いか又は低い
）。いくつかの実施態様では、GLP-1受容体におけるトリアゴニストのEC50で割ったGIP受
容体におけるトリアゴニストのEC50の比は、約100、75、60、50、40、30、20、15、10又
は5未満である
【０１４１】
　さらに別の特徴では、クラス2グルカゴン関連ペプチドは、GLP-1及びGIP受容体で活性
を示すが、前記ペプチドでは、例えば3位のアミノ酸改変によって、グルカゴン活性は顕
著に減少するか又は破壊される（“GIP/GLP-1コアゴニスト”）。例えば、この位置の酸
性、塩基性又は疎水性アミノ酸（グルタミン酸、オルニチン、ノルロイシン）による置換
はグルカゴン活性を減少させる。いくつかの実施態様では、GIP受容体におけるクラス2グ
ルカゴン関連ペプチドのEC50は、GLP-1受容体におけるそのEC50と約50倍、40倍、30倍又
は20倍未満相違する（より高いか又は低い）。いくつかの実施態様では、クラス2グルカ
ゴン関連ペプチドのGIPに関する効能は、そのGLP-1に関する効能と約25倍、20倍、15倍、
10倍又は5倍未満相違する（より高いか又は低い）。いくつかの実施態様では、これらク
ラス2グルカゴン関連ペプチドは、グルカゴン受容体で天然のグルカゴンの約10％以下、
例えば約1－10％、又は約0.1－10％、又は約0.1％を超えるが約10％未満の活性を有する
。いくつかの実施態様では、GLP-1受容体におけるクラス2グルカゴン関連ペプチドのEC50
で割ったGIP受容体におけるクラス2グルカゴン関連ペプチドのEC50の比は、約100、75、6
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0、50、40、30、20、15、10又は5であり1未満ではない。いくつかの実施態様では、クラ
ス2グルカゴン関連ペプチドのGLP-1に関する効能と比較した当該クラス2グルカゴン関連
ペプチドのGIPに関する効能の比は、約100、75、60、50、40、30、20、15、10又は5であ
り1未満ではない。
【０１４２】
　さらに別の特徴では、クラス2グルカゴン関連ペプチドはGIP受容体で活性を示すが、前
記ペプチドでは、例えばGluによる3位の及びIleによる7位のアミノ酸改変によって、グル
カゴン及びGLP-1活性は顕著に減少するか又は破壊される（“GIPアゴニストグルカゴンペ
プチド”）。いくつかの実施態様では、これらクラス2グルカゴン関連ペプチドは、グル
カゴン受容体で天然のグルカゴンの約10％以下、例えば約1－10％、又は約0.1－10％、又
は約0.1％、0.5％若しくは1％を超えるが約1％、5％若しくは10％未満の活性を有する。
いくつかの実施態様では、これらクラス2グルカゴン関連ペプチドはまた、GLP-1受容体で
天然のGLP-1の約10％以下、例えば約1－10％、又は約0.1－10％、又は約0.1％、0.5％若
しくは1％を超えるが約1％、5％若しくは10％未満の活性を有する。
【０１４３】
　改変
　クラス2グルカゴン関連ペプチドに関して本明細書に開示する改変は、GIP活性、グルカ
ゴン活性及び／又はGLP-1活性の増加を示すグルカゴン関連ペプチドを作出するグルカゴ
ン（配列番号:1001）の操作を可能にする。
　GIP活性に影響を及ぼす改変
　GIP受容体における活性の強化は1位のアミノ酸改変によって提供される。例えば、1位
のHisは、大きな芳香族アミノ酸（場合によってTyr、Phe、Trp、アミノ-Phe、ニトロ-Phe
、クロロ-Phe、スルホ-Phe、4-ピリジル-Ala、メチル-Tyr又は3-アミノ-Tyr）により置換
される。1位のTyrとアミノ酸12－29に対応する領域内のアルファヘリックスの安定化との
組み合わせは、GIP受容体をGLP-1受容体及びグルカゴン受容体と同様に活性化するクラス
2グルカゴン関連ペプチドを提供する。アルファヘリックス構造は、例えば共有結合又は
非共有結合の分子内橋の形成、又は12－29位周辺のアミノ酸のアルファヘリックス安定化
アミノ酸（例えばα,α-二置換アミノ酸）による置換及び／又は挿入によって安定化され
得る。
　GIP受容体における活性強化はまた、27及び／又は28位、場合によって29位のアミノ酸
改変によって提供される。例えば、27位のMetは、大きな脂肪族アミノ酸（場合によってL
eu）で置換され、28位のAsnは小さな脂肪族アミノ酸（場合によってAla）で置換され、29
位のThrは小さな脂肪族アミノ酸（場合によってGly）で置換される。27－29位のLAGによ
る置換は、これらの位置で天然のMNT配列と対比してGIP活性の増加を提供する。
【０１４４】
　GIP受容体における活性の強化はまた12位のアミノ酸改変によって提供される。例えば
、12位は、大きな脂肪族非極性アミノ酸（場合によってIle）で置換される。GIP受容体に
おける活性強化はまた、17及び／又は18位のアミノ酸改変によって提供される。例えば、
17位は極性残基（場合によってGln）で置換され、18位は小さな脂肪族アミノ酸（場合に
よってAla）で置換される。17及び18位のQAによる置換は、これらの位置で天然のRR配列
と対比してGIP活性の増加を提供する。
　GIP受容体における活性の増加は、12から29位でアミノ酸側鎖間の分子内橋の形成を可
能にする改変によって提供される。例えば、分子内橋は、i及びi+4位の2つのアミノ酸の
側鎖間で、又はj及びj+3位の間で、又はk及びk+7位の間で共有結合によって形成すること
ができる。例示的な実施態様では、この橋は、12と16位、16と20位、20と24位、24と28位
、又は17と20位との間に存在する。他の実施態様では、非共有結合による相互反応（例え
ば塩橋）が、これらの位置で陽性及び陰性荷電アミノ酸間で形成され得る。
　GIP受容体活性を増加させる上記に記載の改変はいずれも個々に又は組み合わせて適用
することができる。GIP受容体活性を増加させる改変の組み合わせは、一般的にそのよう
な改変の単独利用よりも高いGIP活性を提供する。
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【０１４５】
　グルカゴン活性に影響を及ぼす改変
　いくつかの実施態様では、グルカゴンに関する効能の強化は、天然のグルカゴン（配列
番号:1001）の16位におけるアミノ酸改変によって提供される。非限定的な例によれば、
そのような効能の強化は、16位の自然に生じるセリンを、グルタミン酸又は4原子の長さ
の側鎖を有する別の陰性荷電アミノ酸で置換するか、また別にはグルタミン、ホモグルタ
ミン酸若しくはホモシステイン酸のいずれか1つ、又は少なくとも1つのヘテロ原子（例え
ばN、O、S、P）を含み、かつ約4（又は3－5）原子の長さの側鎖を有する荷電アミノ酸で
置換することによって提供され得る。いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチド
は、GLP-1受容体と対比してグルカゴン受容体に対に対するその最初の選択性を維持する
。
　グルカゴン受容体活性は、3位のアミノ酸改変（例えば自然に生じる3位のグルタミンの
酸性、塩基性又は疎水性アミノ酸による置換）によって減少させることができる。例えば
、グルタミン酸、オルニチン、又はノルロイシンによる3位の置換は、グルカゴン受容体
活性を実質的に減少させ又は破壊する。
　グルカゴン受容体活性の維持又は強化は、本明細書に記載するように3位のGlnをグルタ
ミンアナローグで改変することによって達成できる。例えば、グルカゴンアゴニストは、
配列番号:1243－1248、1250、1251及び1253－1256のいずれかのアミノ酸配列を含むこと
ができる。
　1及び2位のアミノ酸改変によって減少したグルカゴン活性の回復は、当該グルカゴン関
連ペプチド又はそのアナローグのC-末端部分（アミノ酸12－29）のアルファヘリックス構
造を安定化させる改変によって提供される。例えば、分子内橋は、i及びi+4位の2つのア
ミノ酸の側鎖間で、又はj及びj+3位の間で、又はk及びk+7位の間で共有結合によって形成
することができる。他の実施態様では、非共有結合による相互反応（例えば塩橋）が、こ
れらの位置の陽性及び陰性荷電アミノ酸間で形成され得る。さらにまた他の実施態様では
、1つ以上のα,α-二置換アミノ酸が、所望の活性を維持するこのC-末端部分（アミノ酸1
2－29）の位置に挿入又は代用される。例えば、16、20、21又は24位の1つ、2つ、3つ又は
全てがα,α-二置換アミノ酸（例えばAIB）で置換される。
【０１４６】
　GLP-1活性に影響を及ぼす改変
　GLP-1受容体における活性の強化は、C-末端アミノ酸のカルボン酸を中性荷電基（例え
ばアミド又はエステル）に取り替えることによって提供される。GLP-1受容体における活
性の強化はまた、グルカゴンのC-末端部分（アミノ酸19－29周辺）のアルファヘリクス構
造を安定化させることによって提供され、例えば本明細書でさらに記載するように、2つ
のアミノ酸の側鎖間における分子内橋の形成、又は12－29位周辺アミノ酸へのアルファヘ
リックス安定化アミノ酸（例えばα,α-二置換アミノ酸）による代用及び／又は挿入を介
する。例示的実施態様では、アミノ酸対12及び16、13及び17、16及び20、17及び21、20及
び24又は24及び28（i＝12、16、20又は24のアミノ酸対）の側鎖が互いに連結され、した
がってグルカゴンアルファヘリックスを安定化させる。いくつかの実施態様では、特に当
該橋がi及びi+4位の間に存在するときは、橋又はリンカーは長さが約8（又は7－9）原子
である。いくつかの実施態様では、特に当該橋がj及びj+3位の間に存在するときは、橋又
はリンカーは長さが約6（又は5－7）原子である。
　いくつかの実施態様では、分子内橋は以下によって形成される：（a）6位の自然に生じ
るセリンをグルタミン酸、又は4原子の長さの側鎖を有する別の陰性荷電アミノ酸で置換
するか、また別にはグルタミン、ホモグルタミン酸若しくはホモシステイン酸のいずれか
1つ、又は少なくとも1つのヘテロ原子（例えばN、O、S、P）を含み、かつ約4（又は3－5
）原子の長さの側鎖を有する荷電アミノ酸で置換する、及び（b）20位の自然に生じるグ
ルタミンを、荷電を有するか又は水素結合形成能を有し、かつ長さが少なくとも約5（又
は約4－6）原子である別の親水性アミノ酸（例えばリジン、シトルリン、アルギニン又は
オルニチン）で置換する。16及び20位のそのようなアミノ酸の側鎖は塩橋を形成できるか
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、又は共有結合により連結され得る。いくつかの実施態様では、2つのアミノ酸は互いに
結合してラクタム環を形成する。
【０１４７】
　いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチドのC-末端部分のアルファヘリックス
構造の安定化は、ラクタム架橋以外の分子内橋の形成により達成される。例えば、適切な
共有結合の方法には、オレフィンメタセシス、ランチオニン系環状化、ジスルフィド橋又
は改変含硫橋形成、α,ω-ジアミノアルカン鎖の使用、金属原子橋の形成のいずれか1つ
以上が含まれ、さらにペプチド環状化の他の手段がアルファヘリックス安定化に用いられ
る。
　さらにまた他の実施態様では、1つ以上のα,α-二置換アミノ酸が、所望の活性を維持
するこのC-末端部分（アミノ酸12－29）の位置に挿入又は代用される。例えば、16、20、
21又は24位の1つ、2つ、3つ又は全てがα,α-二置換アミノ酸（例えばAIB）で置換される
。GLP-1受容体における活性の増加は、本明細書に記載するように20位のアミノ酸改変に
よって提供される。GLP-1受容体における活性の増加はまた、C-末端へのGPSSGAPPPS（配
列番号:1095）又はXGPSSGAPPPS（配列番号:1096）の付加によって提供される。そのよう
なアナローグのGLP-1活性は、本明細書に記載するように18、28若しくは29位又は18及び2
9位のアミノ酸を改変することによってさらに増加させることができる。さらに別のGLP-1
に関する効能の穏やかな増加は、10位のアミノ酸を大きな芳香族アミノ酸残基（場合によ
ってTrp）に改変することによって提供される。GLP-1受容体における効能は、18位の天然
のアルギニンをアラニンで置換することによってさらに強化することができる。
【０１４８】
　GLP-1受容体における活性の減少は、本明細書に記載するように7位のアミノ酸改変によ
って提供される。
　クラス2グルカゴン関連ペプチドに関して上記に記載したGLP-1受容体活性を増加させる
改変のいずれも、個々に又は組み合わせて適用することができる。GLP-1受容体活性を増
加させる改変の組み合わせは、一般的にそのような改変の単独利用よりも高いGLP-1活性
を提供する。例えば、本発明は以下のグルカゴン関連ペプチドを提供する：16位に、20位
に、及びC-末端カルボン酸基に、場合によって16位及び20位のアミノ酸間の共有結合によ
る改変を含むグルカゴン関連ペプチド；16位に及びC-末端カルボン酸基に改変を含むグル
カゴン関連ペプチド；16及び20位に、場合によって16位及び20位のアミノ酸間の共有結合
による改変を含むグルカゴン関連ペプチド；及び20位及びC-末端カルボン酸基に改変を含
むグルカゴン関連ペプチド。
【０１４９】
　DPP-IV耐性を改善する改変
　1及び／又は2位の改変は、ジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）切断に対する当該ペ
プチドの耐性を高めることができる。例えば、1及び／又は2位は、本明細書に記載するDP
P-IV耐性アミノ酸で置換され得る。いくつかの実施態様では、2位のアミノ酸はN-メチル
アラニンで置換される。
　2位の改変（例えば2位にAIB）及びいくつかの事例では1位の改変（例えば1位にDMIA）
は、グルカゴン活性を（時には顕著に）減少させることができ、驚くべきことにグルカゴ
ン活性におけるこの減少は、グルカゴンのC-末端部分（アミノ酸12－29周辺）のアルファ
ヘリックス構造を、例えば、本明細書に記載するように2つのアミノ酸の側鎖間での共有
結合の形成を介して安定化することによって回復させることができる。いくつかの実施態
様では、共有結合は、“i”及び“i+4”位又は“j”及び“j+3”位のアミノ酸の間、例え
ば12及び16、16及び20、20及び24、24及び28位の間に存在する。例示的な実施態様では、
この共有結合は、16位のグルタミン酸及び20位のリジンとの間のラクタム架橋である。い
くつかの実施態様では、この共有結合は、本明細書に記載するようにラクタム架橋以外の
分子内橋である。
【０１５０】
　分解を減少させる改変
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　さらにまた別の例示的実施態様では、クラス2グルカゴン関連ペプチドのいずれもさら
に改変して、配列番号:1001の15位及び／又は16位のアミノ酸の改変により安定性を改善
し、時間経過時における当該ペプチドの分解を特に酸性又はアルカリ性緩衝液で減少させ
ることができる。そのような改変はAsp15-Ser16ペプチド結合の切断を減少させる。例示
的な実施態様では、15位のアミノ酸改変は、欠失又はグルタミン酸、ホモグルタミン酸、
システイン酸又はホモシステイン酸によるAspの置換である。他の例示的な実施態様では
、16位のアミノ酸改変は、欠失又はThr又はAIBによるSerの置換である。他の例示的な実
施態様では、16位のSerは、グルタミン酸により、又は4原子の長さの側鎖を有する別の陰
性荷電アミノ酸により、また別にはグルタミン、ホモグルタミン酸若しくはホモシステイ
ン酸のいずれか1つにより置換される。
　いくつかの実施態様では、天然のペプチドの27位に存在するメチオニン残基は、例えば
欠失又は置換によって改変される。そのような改変はペプチドの酸化的分解を防ぐ。いく
つかの実施態様では、27位のMetはロイシン、イソロイシン又はノルロイシンで置換され
る。いくつかの具体的な実施態様では、27位のMetはロイシン又はノルロイシンで置換さ
れる。
　いくつかの実施態様では、20及び／又は24位のGlnは、例えば欠失又は置換によって改
変される。そのような改変は、Glnの脱アミド化により生じる分解を減少させることがで
きる。いくつかの実施態様では、20及び／又は24位のGlnはSer、Thr、Ala又はAIBで置換
される。いくつかの実施態様では、20及び／又は24位のGlnはLys、Arg、Orn又はシトルリ
ンで置換される。
　いくつかの実施態様では、21位のAspは例えば欠失又は置換によって改変される。その
ような改変は、Aspの脱水による環状スクシンイミド中間体の形成とその後に続くイソア
スパルテートへの異性化により生じる分解を減少させることができる。いくつかの実施態
様では、21位はGlu、ホモグルタミン酸又はホモシステイン酸で置換される。いくつかの
具体的な実施態様では、21位はGluで置換される。
【０１５１】
　アルファヘリックス構造の安定化
　クラス2グルカゴン関連ペプチドのC-末端部分（アミノ酸12－29周辺）のアルファヘリ
ックス構造の安定化は、GLP-1及び／又はGIP活性の強化を提供し、さらに1及び／又は2位
のアミノ酸改変によって減少したグルカゴン活性を回復させる。アルファヘリックス構造
は、例えば共有結合若しくは非共有結合による分子内橋の形成又はアルファヘリックス安
定化アミノ酸（例えばα,α-二置換アミノ酸）によるアミノ酸12－29周辺への代用及び／
又は挿入によって安定化させることができる。GIPアゴニストのアルファヘリックス構造
の安定化は本明細書に記載するように実施できる。
【０１５２】
　例示的実施態様
　本発明のいくつかの実施態様にしたがえば、GIPアゴニスト活性を有するグルカゴン（
配列番号:1001）のアナローグは配列番号:1001の配列を含み、（a）GIPアゴニスト活性を
付与する1位のアミノ酸改変、（b）該アナローグのC-末端部分（アミノ酸12－19）のアル
ファヘリックス構造を安定化させる改変、及び（c）場合によって1から10（例えば1、2、
3、4、5、6、7、8、9、10）のさらに別の改変を有する。いくつかの実施態様では、アナ
ローグは、天然のGIPのGIP受容体における活性の少なくとも約1％又は本明細書に記載す
るGIP受容体における他の任意の活性レベルを示す。
　ある種の実施態様では、アルファヘリックス構造を安定化させる改変は、分子内橋（例
えば共有結合分子内橋（例えば本明細書に記載するもののいずれか）を含む）を提供又は
導入するものである。いくつかの実施態様の共有結合分子内橋はラクタム架橋である。こ
れら実施態様のアナローグのラクタム架橋は、本明細書に記載のラクタム架橋であり得る
。例えば、“アルファヘリックス構造の安定化”の節のラクタム架橋の教示を参照された
い。例えば、ラクタム架橋は、i位及びi+4位のアミノ酸の側鎖間又はj位及びj+3位のアミ
ノ酸の側鎖間に存在するものであり得る（式中iは12、13、16、17、20又は24で、jは17で



(59) JP 6538645 B2 2019.7.3

10

20

30

40

50

ある）。ある種の実施態様では、ラクタム架橋は、16及び20位のアミノ酸の間に存在する
ことができ、ここで16及び20位のアミノ酸の一方はGluで置換され、16及び20位の他方の
アミノ酸はLysで置換される。
【０１５３】
　また別の実施態様では、アルファヘリックス構造を安定化させる改変は、当該アナロー
グの16、20、21及び24位への1つ、2つ、3つ又は4つのα,α-二置換アミノ酸の導入である
。いくつかの実施態様では、α,α-二置換アミノ酸はAIBである。ある種の特徴では、α,
α-二置換アミノ酸（例えばAIB）は20位に存在し、16位のアミノ酸は陽性荷電アミノ酸（
例えば式IVのアミノ酸（前記は本明細書に記載される））で置換される。式IVのアミノ酸
はホモLys、Lys、Orn又は2,4-ジアミノ酪酸（Dab）であり得る。
　本発明の具体的な特徴では、1位のアミノ酸改変は、イミダゾール側鎖を欠くアミノ酸
（例えば大きな芳香族アミノ酸（例えばTyr））によるHisの置換である。
　ある種の特徴では、グルカゴンのアナローグは、27、28及び29位の1つ、2つ又は全ての
アミノ酸改変を含む。例えば、27位のMetは大きな脂肪族アミノ酸（場合によってLeu）で
置換でき、28位のAsnは小さな脂肪族アミノ酸（場合によってAla）で置換でき、29位のTh
rは小さな脂肪族アミノ酸（場合によってGly）で置換できるか、又は前述の2つ若しくは3
つの組み合わせである。具体的な実施態様では、グルカゴンのアナローグは、27位にLeu
、28位にAla、及び29位にThrを含む。
　本発明のある種の実施態様では、グルカゴンのアナローグは、1から21アミノ酸の延長
部をC-末端から29位のアミノ酸に含む（the analog of glucagon comprises an extensio
n of 1 to 21 amino acids C-terminal to the amino acid at position 29）。該延長部
は、例えば配列番号:1095又は1096のアミノ酸配列を含むことができる。上記に加えて或
いはまた別に、グルカゴンのアナローグは延長部を含み、当該延長部の1つから6つのアミ
ノ酸は陽性荷電アミノ酸である。陽性荷電アミノ酸は式IVのアミノ酸であり、Lys、ホモL
ys、Orn及びDabが含まれ得るが、ただしこれらに限定されない。
【０１５４】
　いくつかの実施態様のグルカゴンのアナローグは、本明細書に記載するようにアシル化
又はアルキル化される。例えば、アシル基又はアルキル基は、本明細書にさらに別に記載
されるように当該アナローグの10又は40位にスペーサーを用いて又はスペーサーを用いな
いで付加することができる。上記に加えて或いはまた別に、アナローグは、本明細書にさ
らに記載するように改変されて親水性部分を含むことができる。さらにまた、いくつかの
実施態様では、アナローグは以下の改変のいずれか1つ又は組み合わせを含む：
（a）D-Ser、Ala、D-Ala、Gly、N-メチル-Ser、AIB、Val又はα-アミノ-N-酪酸で置換さ
れる2位のSer;
（b）Trp、Lys、Orn、Glu、Phe又はValで置換される10位のTyr;
（c）10位のLysへのアシル基の連結；
（d）Arg又はIleで置換される12位のLys；
（e）Glu、Gln、ホモグルタミン酸、ホモシステイン酸、Thr、Gly又はAIBで置換される16
位のSer；
（f）Glnで置換される17位のArg；
（g）Ala、Ser、Thr又はGlyで置換される18位のArg；
（h）Ser、Thr、Ala、Lys、シトルリン、Arg、Orn又はAIBで置換される20位のGln；
（i）Glu、ホモグルタミン酸、ホモシステイン酸で置換される21位のAsp；
（j）Ileで置換される23位のVal；
（k）Asn、Ser、Thr、Ala又はAIBで置換される24位のGln；及び
（l） 2、5、9、10、11、12、13、14、15、16、8、19、20、21、24、27、28及び29位のい
ずれかにおける保存的置換。
【０１５５】
　例示的実施態様では、GIPアゴニスト活性を有するグルカゴン（配列番号:1001）のアナ
ローグは、以下の改変、
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（a）GIPアゴニスト活性を付与する1位のアミノ酸改変、
（b）i及びi+4位のアミノ酸の側鎖間又はj及びj+3位のアミノ酸の側鎖間のラクタム架橋
（iは12、13、16、17、20又は24であり、jは17である）、
（c）27、28及び29位の1つ、2つ又は全てのアミノ酸改変、例えば27及び／又は28位のア
ミノ酸改変、及び
（d）1－9又は1－6のさらに別のアミノ酸改変（例えば1、2、3、4、5、6、7、8又は9のさ
らに別のアミノ酸改変）を含み、
さらに該アナローグのGIP受容体活性化のためのEC50は約10nM未満である。
　これらの実施態様のアナローグのラクタム架橋は本明細書に記載のラクタム架橋であり
得る。例えば、ラクタム架橋は16及び20位のアミノ酸の間に存在でき、ここで16及び20位
のアミノ酸の一方はGluで置換され、16及び20位の他方のアミノ酸はLysで置換される。こ
れらの実施態様にしたがえば、アナローグは、例えば、配列番号:1005－1094のいずれか
のアミノ酸配列を含むことができる。
【０１５６】
　他の例示的実施態様では、GIPアゴニスト活性を有するグルカゴン（配列番号:1001）の
アナローグは、以下の改変、
（a）GIPアゴニスト活性を付与する1位のアミノ酸改変、
（b）アナローグの16、20、21及び24位のアミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全てのα,α-二置
換アミノ酸による置換、
（c）27、28及び29位の1つ、2つ又は全てのアミノ酸改変、例えば27及び／又は28位のア
ミノ酸改変、及び
（d）1－9又は1－6のさらに別のアミノ酸改変（例えば1、2、3、4、5、6、7、8又は9のさ
らに別のアミノ酸改変）を含み、
さらに該アナローグのGIP受容体活性化のためのEC50は約10nM以下である。
　これら実施態様のアナローグのα,α-二置換アミノ酸は任意のα,α-二置換アミノ酸が
可能であり、前記には以下が含まれる（ただしこれらに限定されない）：アミノイソ酪酸
（AIB）、メチル、エチル、プロピル及びn-ブチルから選択される同じ基若しくは異なる
基により、又はシクロオクタン若しくはシクロヘプタンにより（例えば1-アミノシクロオ
クタン-1-カルボン酸）二置換されたアミノ酸。ある種の実施態様では、α,α-二置換ア
ミノ酸はAIBである。ある種の実施態様では、20位のアミノ酸はα,α-二置換アミノ酸（
例えばAIB）で置換される。これらの実施態様にしたがえば、アナローグは、例えば、配
列番号:1099－1141、1144－1164、1166－1169及び1173－1178のいずれかのアミノ酸配列
を含む。
【０１５７】
　さらにまた他の例示的実施態様では、GIPアゴニスト活性を有するグルカゴン（配列番
号:1001）のアナローグは、以下の改変、
（a）GIPアゴニスト活性を付与する1位のアミノ酸改変、
（b）下記式IVのアミノ酸による16位のSerのアミノ酸置換：
【０１５８】
【化９】

　[式IV]
【０１５９】
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（式中、nは1から16又は1から10又は1から7又は1から6又は2から6であり、R1及びR2の各
々は別個にH、C1-C18アルキル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C18アルキル)NH2、(C1-C18ア
ルキル)SH、(C0-C4アルキル)(C3-C6)シクロアルキル、(C0-C4 アルキル)(C2-C5複素環)、
(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7、及び(C1-C4アルキル)(C3-C9 ヘテロアリール)から
成る群から選択され、R7はH又はOHであり、さらに式IVのアミノ酸の側鎖は遊離アミノ基
を含む）、
（c）α,α-二置換アミノ酸による20位のGluのアミノ酸置換、
（d）27、28及び29位の1つ、2つ又は全てのアミノ酸改変、例えば27及び／又は28位のア
ミノ酸改変、及び
（e）1－9又は1－6のさらに別のアミノ酸改変（例えば1、2、3、4、5、6、7、8又は9のさ
らに別のアミノ酸改変）を含み、
さらに該アナローグのGIP受容体活性化のためのEC50は約10nM以下である。
　これらの実施態様のアナローグの式IVのアミノ酸は任意のアミノ酸であり、例えば式IV
のアミノ酸であり得る（ここでnは1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15
又は16である）。ある種の実施態様では、nは1、2、3、4又は5であり、この事例ではアミ
ノ酸はそれぞれDab、Orn、Lys又はホモLysである。
　これらの実施態様のアナローグのα,α-二置換アミノ酸は任意のα,α-二置換アミノ酸
が可能であり、前記には以下が含まれる（ただしこれらに限定されない）：アミノイソ酪
酸（AIB）、メチル、エチル、プロピル及びn-ブチルから選択される同じ基若しくは異な
る基により、又はシクロオクタン若しくはシクロヘプタンにより（例えば1-アミノシクロ
オクタン-1-カルボン酸）二置換されたアミノ酸。ある種の実施態様では、α,α-二置換
アミノ酸はAIBである。これらの実施態様にしたがえば、アナローグは、例えば配列番号:
1099－1165のいずれかのアミノ酸配列を含む。
【０１６０】
　さらにまた他の例示的実施態様では、GIPアゴニスト活性を有するグルカゴン（配列番
号:1001）のアナローグは、
（a）GIPアゴニスト活性を付与する1位のアミノ酸改変、
（b）C-末端からアミノ酸29位に約1から約21アミノ酸の延長部（ここで該延長部のアミノ
酸の少なくとも1つはアシル化又はアルキル化される）を含み、
さらに該アナローグのGIP受容体活性化のためのEC50は約10nM以下である。
　いくつかの実施態様では、アシル化又はアルキル化アミノ酸は式I、II又はIIIのアミノ
酸である。より具体的な実施態様では、式Iのアミノ酸はDab、Orn、Lys又はホモLysであ
る。さらに、いくつかの実施態様では、約1から約21アミノ酸の延長部は、GPSSGAPPPS（
配列番号:1095）又はXGPSSGAPPPS（配列番号:1096）のアミノ酸配列を含み、式中Xは、任
意のアミノ酸、又はGPSSGAPPPK（配列番号:1170）、又はXGPSSGAPPPK（配列番号:1171）
、又はXGPSSGAPPPSK（配列番号:1172）であり、式中Xは、Gly又は小さな脂肪族又は非極
性又はわずかに極性のアミノ酸である。いくつかの実施態様では、約1から約21アミノ酸
は、配列番号:1095，1096、1170、1171又は1172に対して1つ以上の保存的置換を含む配列
を含むことができる。いくつかの実施態様では、アシル化又はアルキル化アミノ酸は、C-
末端が延長されたアナローグの37、38、39、40、41、42又は43位に配置される。ある種の
実施態様では、アシル化又はアルキル化アミノ酸はC-末端延長アナローグの40位に配置さ
れる。
【０１６１】
　いくつかの実施態様では、GIPアゴニスト活性を有するアナローグはさらに、27、28及
び29位の1つ、2つ又は全てにアミノ酸改変、例えば27及び／又は28位にアミノ酸改変を含
む。
　上記の例示的実施態様のいずれにおいても、GIPアゴニスト活性を付与する1位のアミノ
酸置換は、イミダゾール側鎖を欠くアミノ酸によるHisの置換であり得る。1位のアミノ酸
改変は例えば大きな芳香族アミノ酸によるHisの置換であり得る。いくつかの実施態様で
は、大きな芳香族アミノ酸は本明細書に記載するアミノ酸のいずれかであり、例えばTyr
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が含まれる。
　同様に上記の例示的実施態様に関して、27、28及び29位の1つ、2つ又は全てのアミノ酸
改変は、本明細書に記載するこれらの位置における改変のいずれでもよい。例えば、27位
のMetは大きな脂肪族アミノ酸（場合によってLeu）で置換でき、28位のAsnは小さな脂肪
族アミノ酸（場合によってAla）で置換でき、及び／又は29位のThrは小さな脂肪族アミノ
酸（場合によってGly）で置換できる。また別には、アナローグは27及び／又は28位にそ
のようなアミノ酸改変を含むことができる。
【０１６２】
　上記の例示的実施態様のアナローグはさらに、1－9又は1－6の追加されるさらに別のア
ミノ酸改変、例えば1、2、3、4、5、6、7、8又は9のさらに別のアミノ酸改変、例えばGIP
、GLP-1及びグルカゴン受容体のいずれかにおける活性を増加若しくは低下させるか、溶
解性を改善するか、作用の持続時間若しくは循環中の半減期を改善するか、作用の開始を
先送りするか、又は安定性を高める、本明細書に記載の改変のいずれかを含む。アナロー
グはさらに、例えば12位のアミノ酸改変（場合によってIleによる置換）、及び／又は17
及び18位におけるアミノ酸改変（場合によって17位でQによる、及び18位でAによる置換）
、及び／又はGPSSGAPPPS（配列番号:1095）若しくはXGPSSGAPPPS（配列番号:1096）又は
配列番号:1095若しくは1096に対して1つ以上の保存的置換を含む配列のC-末端への付加を
含むことができる。アナローグは以下の改変の1つ以上を含むことができる：
（i）D-Ser、Ala、D-Ala、Gly、N-メチル-Ser、AIB、Val又はα-アミノ-N-酪酸で置換さ
れる2位のSer；
（ii）Trp、Lys、Orn、Glu、Phe又はValで置換される10位のTyr；
（iii）10位のLysへのアシル基の連結；
（iv）Argで置換される12位のLys；
（v）Glu、Gln、ホモグルタミン酸、ホモシステイン酸、Thr、Gly又はAIBで置換される16
位のSer；
（vi）Glnで置換される17位のArg；
（vii）Ala、Ser、Thr又はGlyで置換される18位のArg；
（viii）Ala、Ser、Thr、Lys、シトルリン、Arg、Orn又はAIBで置換される20位のGln；
（ix）Glu、ホモグルタミン酸、ホモシステイン酸で置換される21位のAsp；
（x）Ileで置換される23位のVal；
（xi）Asn、Ala、Ser、Thr又はAIBで置換される24位のGln；及び
（xii） 2、5、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、24、27、28及び2
9位のいずれかにおける保存的置換。
いくつかの実施態様のアナローグは（i）から（xii）の改変の組み合わせを含む。また別
に或いはさらに加えて、アナローグは3位のアミノ酸改変を含むことができ（例えばGluに
よるGlnのアミノ酸置換）、ここで当該アナローグは、グルカゴン受容体におけるグルカ
ゴンの活性の1％未満を有する。また別に或いはさらに加えて、アナローグは7位にアミノ
酸改変を含むことができ（例えばヒドロキシル基を欠くアミノ酸（例えばAbu又はIle）に
よるThrのアミノ酸置換）、ここで該アナローグはGLP-1受容体でGLP-1活性の約10％未満
を有する。
【０１６３】
　当該例示的実施態様に関して、アナローグは親水性部分に共有結合により連結すること
ができる。いくつかの実施態様では、アナローグは、アミノ酸16、17、20、21、24、29、
40位又はC-末端のいずれかで親水性部分に共有結合により連結される。ある種の実施態様
では、アナローグはC-末端延長部（例えば配列番号:1095のアミノ酸配列）及び親水性部
分を含む付加物を含み、したがって親水性部分は40位で共有結合によりアナローグに連結
される。
　さらにまた別の例示的実施態様では、GIPアゴニスト活性を有するグルカゴンアナロー
グは、配列番号:1227、1228、1229又は1230のいずれかのアミノ酸配列を含み、前記配列
はさらに、以下の改変、



(63) JP 6538645 B2 2019.7.3

10

20

30

40

50

（a）場合によって、GIPアゴニスト活性を付与する1位のアミノ酸改変、
（b）C-末端からアミノ酸29位に約1から約21アミノ酸の延長部（ここで該延長部のアミノ
酸の少なくとも1つはアシル化又はアルキル化される）、及び
（d）6つまでのさらに別のアミノ酸改変を含み、
ここで、当該アナローグのGIP受容体活性化のためのEC50は約10nM以下である。いくつか
の特徴では、アシル化又はアルキル化アミノ酸は式I、II又はIIIのアミノ酸である。より
具体的な実施態様では、式Iのアミノ酸はDab、Orn、Lys又はホモLysである。同様にいく
つかの実施態様では、約1から約21アミノ酸は、GPSSGAPPPS（配列番号:1095）又はXGPSSG
APPPS（配列番号:1096）のアミノ酸配列を含み、式中Xは、任意のアミノ酸、又はGPSSGAP
PPK（配列番号:1170）、又はXGPSSGAPPPK（配列番号:1171）、又はXGPSSGAPPPSK（配列番
号:1172）であり、式中Xは、Gly又は小さな脂肪族又は非極性又はわずかに極性のアミノ
酸である。いくつかの実施態様では、約1から約21アミノ酸は、配列番号:1095，1096、11
70、1171又は1172に対して1つ以上の保存的置換を含む配列を含むことができる。いくつ
かの実施態様では、アシル化又はアルキル化アミノ酸は、C-末端が延長されたアナローグ
の37、38、39、40、41、42又は43位に配置される。ある種の実施態様では、アシル化又は
アルキル化アミノ酸はC-末端延長アナローグの40位に配置される。上記の例示的実施態様
のいずれにおいても、GIPアゴニスト活性を付与する1位のアミノ酸は、イミダゾール側鎖
を欠くアミノ酸であり得る。
【０１６４】
　上記の例示的実施態様のアナローグはさらに、1つから6つのさらに別のアミノ酸改変、
例えばGIP、GLP-1及びグルカゴン受容体のいずれかにおける活性を増加若しくは低下させ
るか、溶解性を改善するか、作用の持続時間若しくは循環中の半減期を改善するか、作用
の開始を先送りするか、又は安定性を高める、本明細書に記載の改変のいずれかを含むこ
とができる。
　ある種の特徴では、上記の例示的実施態様に記載のグルカゴンアナローグはさらに、27
、28及び29位の1つ、2つ又は全てにアミノ酸改変を含む。これらの位置における改変は、
これらの位置に関して本明細書に記載した改変のいずれかであり得る。例えば、配列番号
:1227、1228、1229又は1230に対して、27位は大きな脂肪族アミノ酸（例えばLeu、Ile又
はノルロイシン）又はMetで置換でき、28位は別の小さな脂肪族アミノ酸（例えばGly又は
Ala）又はAsnで置換でき、及び／又は29位は別の小さな脂肪族アミノ酸（例えばAla又はG
ly）又はThrで置換できる。また別に、アナローグは27及び／又は28位にアミノ酸改変を
含むことができる。
【０１６５】
　アナローグはさらに以下の追加の改変の1つ以上を含むことができる:
（i）2位のアミノ酸は、D-Ser、Ala、D-Ala、Gly、N-メチル-Ser、AIB、Val又はα-アミ
ノ-N-酪酸いずれか1つである；
（ii）10位のアミノ酸はTyr、Trp、Lys、Orn、Glu、Phe又はValである；
（iii）10位のLysへのアシル基の連結；
（iv）12位のアミノ酸はIle、Lys又はArgである；
（v）16位のアミノ酸は、Ser、Glu、Gln、ホモグルタミン酸、ホモシステイン酸、Thr、G
ly又はAIBのいずれか1つである；
（vi）17位のアミノ酸はGln又はArgである；
（vii）18位のアミノ酸は、Ala、Arg、Ser、Thr又はGlyである；
（viii）20位のアミノ酸は、Ala、Ser、Thr、Lys、シトルリン、Arg、Orn、又は AIB若し
くは別のα,α-二置換アミノ酸のいずれか1つである；
（ix）21位のアミノ酸は、Glu、Asp、ホモグルタミン酸、ホモシステイン酸のいずれか1
つである；
（x）23位のアミノ酸はVal又はIleである；
（xi）24位のアミノ酸は、Gln、Asn、Ala、Ser、Thr又はAIBのいずれか1つである；及び
（xii） 2、5、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、24、27、28及び2
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　いくつかの実施態様のアナローグは（i）から（xii）の改変の組み合わせを含む。また
別に或いはさらに加えて、アナローグは3位のアミノ酸改変を含むことができ（例えばGlu
によるGlnのアミノ酸置換）、ここで当該アナローグは、グルカゴン受容体におけるグル
カゴンの活性の1％未満を有する。また別に或いはさらに加えて、アナローグは7位にアミ
ノ酸改変を含むことができ（例えばヒドロキシル基を欠くアミノ酸（例えばAbu又はIle）
によるThrのアミノ酸置換）、ここで該アナローグはGLP-1受容体でGLP-1活性の約10％未
満を有する。
【０１６６】
　上記の例示的実施態様（アナローグがアシル又はアルキル基を含む）では、アナローグ
は、本明細書に記載するようにアシル又はアルキル基にスペーサーを介して結合され得る
。スペーサーは例えば長さが3から10原子であり得る。さらにスペーサーは、例えばアミ
ノ酸（例えば6-アミノヘキサン酸、本明細書に記載の任意のアミノ酸）、ジペプチド（例
えばAla-Ala、βAla-βAla、Leu-Leu、Pro-Pro、γGlu-γGlu）、トリペプチド、又は親
水性若しくは疎水性二官能性スペーサーであり得る。ある種の特徴では、スペーサー及び
アシル又はアルキル基の合計長は約14から約28原子である。いくつかの実施態様では、ア
ミノ酸スペーサーはγ-Gluではない。いくつかの実施態様では、ジペプチドスペーサーは
γGlu-γGluではない。
　いくつかの極めて具体的な実施態様では、本発明のアナローグは、配列番号:1099－114
1、1144－1164、1166、1192-1207、1209-1221及び1223から成る群から選択されるか、又
は配列番号:1167-1169、1173-1178及び1225から成る群から選択されるアミノ酸配列を含
む。
　さらにまた別の例示的実施態様では、GIPアゴニスト活性を有するグルカゴンアナロー
グはアシル又はアルキル基（例えば非天然或いは自然に生じるアミノ酸のアシル又はアル
キル基）を含み、ここでアシル又はアルキル基はスペーサーに付加され、（i）当該スペ
ーサーはアナローグの10位のアミノ酸の側鎖に付加されるか、又は（ii）当該アナローグ
は1から21アミノ酸の延長部をC-末端から29位のアミノ酸に含み、スペーサーは配列番号:
1001と対比して37－43位の1つに対応するアミノ酸の側鎖に付加され、当該アナローグのG
IP受容体活性化のためのEC50は約10nM以下である。
【０１６７】
　そのような実施態様では、アナローグは配列番号:1001のアミノ酸配列を含み、前記配
列は以下を有する：（i）GIPアゴニスト活性を付与する1位のアミノ酸改変、（ii）27、2
8及び29位の1つ、2つ又は全てのアミノ酸改変、（iii）以下の（A）－（C）の少なくとも
1つ：
（A）アナローグは、i及びi+4位のアミノ酸の側鎖間又はj及びj+3位のアミノ酸の側鎖間
にラクタム架橋を含む（iは12、13、16、17、20又は24であり、jは17である）；
（B）アナローグの16、20、21及び24位の1つ、2つ、3つ又は全てがα,α-二置換アミノ酸
で置換される；又は
（C）アナローグは、（i）下記式IVのアミノ酸による16位のSerのアミノ酸置換、及び（i
i）α,α-二置換アミノ酸による20位のGlnのアミノ酸置換、及び（iv）6つまでのさらに
別のアミノ酸改変を含む：
【０１６８】
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【化１０】

　[式IV]
【０１６９】
式中、nは1から7であり、R1及びR2の各々は別個にH、C1-C18アルキル、(C1-C18アルキル)
OH、(C1-C18アルキル)NH2、(C1-C18アルキル)SH、(C0-C4アルキル)(C3-C6)シクロアルキ
ル、(C0-C4 アルキル)(C2-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7、及び(C1-C4
アルキル)(C3-C9 ヘテロアリール)から成る群から選択され、R7はH又はOHであり、さらに
式IVのアミノ酸の側鎖は遊離アミノ基を含む。
【０１７０】
　これら実施態様のアナローグのα,α-二置換アミノ酸は任意のα,α-二置換アミノ酸が
可能で、前記には以下が含まれる（ただしこれらに限定されない）：アミノイソ酪酸（AI
B）、メチル、エチル、プロピル及びn-ブチルから選択される同じ基若しくは異なる基に
より、又はシクロオクタン若しくはシクロヘプタンにより（例えば1-アミノシクロオクタ
ン-1-カルボン酸）二置換されたアミノ酸。ある種の実施態様では、α,α-二置換アミノ
酸はAIBである。
　これらの実施態様におけるアナローグの式IVのアミノ酸は任意のアミノ酸、例えばnが1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15又は16の式IVのアミノ酸である。あ
る種の実施態様では、nは2、3、4又は5であり、この事例ではアミノ酸はそれぞれDab、Or
n、Lys又はホモLysである。上記の例示的実施態様のいずれにおいても、GIPアゴニスト活
性を付与する1位のアミノ酸改変は、イミダゾール側鎖を欠くアミノ酸によるHisの置換で
あり得る。
　同様に上記の例示的実施態様に関して、27、28及び29位の1つ、2つ又は全てのアミノ酸
改変は、本明細書に記載するこれらの位置における改変のいずれかでもよい。例えば、27
位のMetは大きな脂肪族アミノ酸（場合によってLeu）で置換でき、28位のAsnは小さな脂
肪族アミノ酸（場合によってAla）で置換でき、及び／又は29位のThrは小さな脂肪族アミ
ノ酸（場合によってGly）で置換できる。また別には、アナローグは27及び／又は28位に
そのようなアミノ酸改変を含むことができる。
【０１７１】
　アナローグはさらに、例えば12位のアミノ酸改変（場合によってIleによる置換）、及
び／又は17及び18位におけるアミノ酸改変（場合によって17位でQによる、及び18位でAに
よる置換）、及び／又はGPSSGAPPPS（配列番号:1095）若しくはXGPSSGAPPPS（配列番号:1
096）又は配列番号:1095若しくは1096に対して1つ以上の保存的置換を含む配列のC-末端
への付加を含むことができる。アナローグは以下の改変の1つ以上を含むことができる：
（i）D-Ser、Ala、D-Ala、Gly、N-メチル-Ser、AIB、Val又はα-アミノ-N-酪酸で置換さ
れる2位のSer；
（ii）Trp、Lys、Orn、Glu、Phe又はValで置換される10位のTyr；
（iii）10位のLysへのアシル基の連結；
（iv）Argで置換される12位のLys；
（v）Glu、Gln、ホモグルタミン酸、ホモシステイン酸、Thr、Gly又はAIBで置換される16
位のSer；
（vi）Glnで置換される17位のArg；
（vii）Ala、Ser、Thr又はGlyで置換される18位のArg；
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（viii）Ala、Ser、Thr、Lys、シトルリン、Arg、Orn又はAIBで置換される20位のGln；
（ix）Glu、ホモグルタミン酸、ホモシステイン酸で置換される21位のAsp；
（x）Ileで置換される23位のVal；
（xi）Asn、Ala、Ser、Thr又はAIBで置換される24位のGln；及び
（xii） 2、5、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、24、27、28及び2
9位のいずれかにおける保存的置換。
いくつかの実施態様のアナローグは（i）から（xii）の改変の組み合わせを含む。また別
に或いはさらに加えて、アナローグは3位のアミノ酸改変を含むことができ（例えばGluに
よるGlnのアミノ酸置換）、ここで当該アナローグは、グルカゴン受容体におけるグルカ
ゴンの活性の1％未満を有する。また別に或いはさらに加えて、アナローグは、7位のアミ
ノ酸改変（例えばヒドロキシル基を欠くアミノ酸（例えばAbu又はIle）によるThrのアミ
ノ酸置換）、C-末端から27若しくは28位におけるアミノ酸欠失（27又は28アミノ酸ペプチ
ドを生じる）、又は前記の組合せを含むことができ、ここで該アナローグはGLP-1受容体
でGLP-1活性の約10％未満を有する。
【０１７２】
　当該例示的実施態様に関して、アナローグは親水性部分に共有結合により連結すること
ができる。いくつかの実施態様では、アナローグは、アミノ酸16、17、20、21、24、29、
40位又はC-末端のいずれかで親水性部分に共有結合により連結される。ある種の実施態様
では、アナローグはC-末端延長部（例えば配列番号:1095のアミノ酸配列）及び親水性部
分を含む付加物を含み、したがって親水性部分は40位でアナローグに共有結合により連結
される。
　いくつかの実施態様では、親水性部分は、当該アナローグのLys、Cys、Orn、ホモシス
テイン又はアセチルフェニルアラニンに共有結合により連結される。前記Lys、Cys、Orn
、ホモシステイン又はアセチルフェニルアラニンは、当該グルカゴン配列（配列番号：10
01）にとって天然であるアミノ酸であっても、又は配列番号：1001の天然のアミノ酸の取
り替えであるアミノ酸でもよい。該親水性部分がCysに付加されるいくつかの実施態様で
は、親水性部分との連結は以下の構造を含むことができる：
【０１７３】

【化１１】

【０１７４】
　親水性部分を含む当該アナローグに関して、親水性部分は本明細書に記載するもののい
ずれでもよい。例えば“親水性部分の連結”の節の教示を参照されたい。いくつかの実施
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態様では、親水性部分はポリエチレングリコール（PEG）である。ある種の実施態様のPEG
は、約1,000ダルトンから約40,000ダルトン、例えば約20,000ダルトンから約40,000ダル
トンの分子量を有する。
　例示的実施態様（アナローグがアシル又はアルキル基を含み、前記の基はスペーサーを
介してアナローグに付加される）では、スペーサーは本明細書に記載の任意のスペーサー
であり得る。スペーサーは、例えば長さが3から10原子が可能であり、例えばアミノ酸（
例えば6-アミノヘキサン酸、本明細書に記載の任意のアミノ酸）、ジペプチド（例えばAl
a-Ala、βAla-βAla、Leu-Leu、Pro-Pro、γGlu-γGlu）、トリペプチド、又は親水性若
しくは疎水性二官能性スペーサーであり得る。ある種の特徴では、スペーサー及びアシル
又はアルキル基の合計長は約14から約28原子である。いくつかの実施態様では、アミノ酸
スペーサーはγ-Gluではない。いくつかの実施態様では、ジペプチドスペーサーはγGlu-
γGluではない。
　アシル又はアルキル基は、本明細書に記載の任意のアシル又はアルキル基で、例えば非
天然或いは自然に生じるアミノ酸であるアシル又はアルキル基である。いくつかの実施態
様のアシル又はアルキル基はC4からC30脂肪アシル基、例えばC10脂肪アシル又はアルキル
基、C12脂肪アシル又はアルキル基、C14脂肪アシル又はアルキル基、C16脂肪アシル又は
アルキル基、C18脂肪アシル又はアルキル基、C20アシル又はアルキル基、又はC22アシル
又はアルキル基、又はC4からC30アルキル基である。具体的な実施態様では、アシル基は
、C12からC18脂肪アシル基（例えばC14又はC16脂肪アシル基）である。
【０１７５】
　いくつかの実施態様では、アナローグのC-末端からアミノ酸29位の約1から約21アミノ
酸の延長部は、GPSSGAPPPS（配列番号：1095）又はXGPSSGAPPPS（配列番号：1096）のア
ミノ酸配列を含み、式中Xは、任意のアミノ酸、又はGPSSGAPPPK（配列番号:1170）、又は
XGPSSGAPPPK（配列番号:1171）、又はXGPSSGAPPPSK（配列番号:1172）であり、式中Xは、
Gly又は小さな脂肪族又は非極性又はわずかに極性のアミノ酸である。いくつかの実施態
様では、約1から約21アミノ酸は、配列番号:1095，1096、1170、1171又は1172に対して1
つ以上の保存的置換を含む配列を含むことができる。いくつかの実施態様では、アシル化
又はアルキル化アミノ酸は、C-末端が延長されたアナローグの37、38、39、40、41、42又
は43位に配置される。ある種の実施態様では、アシル化又はアルキル化アミノ酸はC-末端
延長アナローグの40位に配置される。ある種の実施態様では、アシル又はアルキル基は、
配列番号:1001、1227、1228、1229又は1230にとって天然であるアミノ酸に共有結合によ
り連結されるか、又は置換されたアミノ酸に連結され得る。ある種の実施態様では、アシ
ル又はアルキル基は、配列番号:1095、1096、1171又は1172にとって天然であるアミノ酸
に共有結合により連結される
　GIPアゴニストは、例えば配列番号:1005－1094（場合によって、GIPアゴニスト活性を
維持する1、2、3、4又は5つまでのさらに別の改変を有する）のアミノ酸配列のいずれか
のアミノ酸配列を含むペプチドであり得る。ある種の実施態様では、GIPアゴニストは配
列番号:1099－1262のいずれかのアミノ酸を含む。
【０１７６】
　クラス3グルカゴン関連ペプチド
　ある種の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドはクラス3グルカゴン関連ペプチドで
あり、前記は、本明細書並びに国際特許出願PCT/US2009/47438（2009年6月16日出願）、
国際特許出願公開公報WO 2008/101017（2008年8月21日公開）及び米国仮特許出願No.61/0
90,412及び米国特許出願61/177,476号に記載されている（前記文献の内容は参照によりそ
の全体が組み入れられる）。
　クラス3グルカゴン関連ペプチドに関連して以下の節で言及される生物学的配列のいく
つか（配列番号:89-108、114-128及び146-656）は、国際特許出願PCT/US2009/47438の配
列番号:89-108、114-128及び146-656に対応する。
【０１７７】
　活性
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　クラス3グルカゴン関連ペプチドは、グルカゴン受容体で活性の増加を示し、さらに別
の実施態様では生物物理的安定性及び水溶性の増加を示すペプチドであり得る。さらに加
えて、いくつかの実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペプチドは、GLP-1受容体に対比
してグルカゴン受容体に対する天然のグルカゴンの選択性を喪失している。クラス3グル
カゴン関連ペプチドで選択されるアミノ酸改変は、グルカゴン受容体に対比してGLP-1受
容体における当該ペプチドの相対的活性を制御することができる。したがって、クラス3
グルカゴン関連ペプチドは、GLP-1受容体に対してグルカゴン受容体でより高い活性を有
するグルカゴン/GLP-1コアゴニスト、両受容体でほぼ等価の活性を有するグルカゴン/GLP
-1コアゴニスト、又はグルカゴン受容体に対比してGLP-1受容体でより高い活性を有する
グルカゴン/GLP-1コアゴニストであり得る。コアゴニストの後者のカテゴリーは、グルカ
ゴン受容体でほとんど又は全く活性を示さないが、GLP-1受容体で天然のGLP-1と同じ若し
くは高い効能でGLP-1受容体を活性化する能力をなお維持するように操作することができ
る。これらコアゴニストのいずれもまた、生物物理的安定性及び／又は水溶性の強化を付
与するアミノ酸改変を含むことができる。
【０１７８】
　クラス3グルカゴン関連ペプチドの改変を実施して、天然のGLP-1に対比してGLP-1受容
体での活性が少なくとも約1％（少なくとも約1.5％、2％、5％、7％、10％、20％、30％
、40％、50％、60％、75％、100％、125％、150％、175％を含む）から約200％以上のい
ずれかの値、及び天然のグルカゴンに対比してグルカゴン受容体での活性が少なくとも約
1％（少なくとも約1.5％、2％、5％、7％、10％、20％、30％、40％、50％、60％、75％
、100％、125％、150％、175％、200％、250％、300％、350％、400％、450％を含む）か
ら約500％以上のいずれかの値を有するグルカゴン関連ペプチドを生成することができる
。天然のグルカゴンのアミノ酸配列は配列番号:701であり、GLP-1(7-37)酸のアミノ酸配
列は配列番号:704である。
　クラス3グルカゴン関連ペプチドは、グルカゴン受容体又はGLP-1受容体又は双方で活性
が増加又は減少するグルカゴン関連ペプチドであり得る。クラス3グルカゴン関連ペプチ
ドは、GLP-1受容体に対比してグルカゴン受容体に対する選択性が変化したグルカゴン関
連ペプチドであり得る。本明細書に開示するように、溶解性及び／又は安定性の改善もま
た示す、高い効能をもつクラス3グルカゴン関連ペプチドが提供される。
【０１７９】
　グルカゴン活性に影響を及ぼす改変
　グルカゴン受容体における活性の増加は、天然のグルカゴン（配列番号:701）の16位の
アミノ酸改変によって提供される。いくつかの実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペ
プチドは、グルカゴン受容体におけるペプチドの効能を強化するために、野生型ペプチド
（His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-rg-Arg-Ala-Gl
n-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu- Met-Asn-Thr（配列番号:701））に対して改変を実施されて
あるグルカゴンアゴニストである。天然のグルカゴン（配列番号:701）の16位で通常生じ
るセリンを選別酸性アミノ酸で置換し、有効性が実証されたin vitroモデルアッセイ（実
施例7参照）でcAMP合成を刺激するその能力に関してグルカゴンの効能を強化することが
できる。より具体的には、この置換は、グルカゴン受容体におけるアナローグの効能を少
なくとも2倍、4倍、5倍、及び10倍まで強化する。この置換はまた、GLP-1受容体における
アナローグの活性を天然のグルカゴンに対比して少なくとも5倍、10倍又は15倍強化する
が、しかしながらGLP-1受容体を超えるグルカゴン受容体に対する選択性は維持される。
【０１８０】
　非限定的に例示すれば、そのような効能の強化は、16位の自然に生じるセリンをグルタ
ミン酸で、又は4原子の長さの側鎖を有する別の陰性荷電アミノ酸で、或いはグルタミン
、ホモグルタミン酸若しくはホモシステイン酸又は少なくとも1つのヘテロ原子（例えばN
、O、S、P）を含みかつ約4（又は3－5）原子の側鎖長をもつ側鎖を有する荷電アミノ酸の
いずれか1つで置換することにより提供できる。いくつかの実施態様にしたがえば、天然
のグルカゴンの16位のセリン残基は、グルタミン酸、グルタミン、ホモグルタミン酸、ホ
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モシステイン酸、スレオニン又はグリシンから成る群から選択されるアミノ酸で置換され
る。いくつかの実施態様にしたがえば、天然のグルカゴンの16位のセリン残基は、グルタ
ミン酸、グルタミン、ホモグルタミン酸及びホモシステイン酸から成る群から選択される
アミノ酸で置換され、さらに、いくつかの実施態様では、セリン残基はグルタミン酸で置
換される。
【０１８１】
　いくつかの実施態様では、効能が強化されたクラス3グルカゴン関連ペプチドは、配列
番号:90、配列番号:91、配列番号:92、配列番号:93、配列番号:94、配列番号:95のペプチ
ド又は配列番号:93のグルカゴンアゴニストアナローグを含む。いくつかの実施態様にし
たがえば、野生型グルカゴンと対比してグルカゴン受容体で効能が強化されたクラス3グ
ルカゴン関連ペプチドが提供され、ここで、当該ペプチドは、配列番号:95、配列番号:96
、配列番号:97又は配列番号:98の配列を含み、当該グルカゴン関連ペプチドは、GLP-1受
容体と対比してグルカゴン受容体に対しその選択性を維持する。いくつかの実施態様では
、グルカゴン受容体に対して特異性が強化されたクラス3グルカゴン関連ペプチドは、配
列番号:96、配列番号:97、配列番号:98のペプチド又はそのグルカゴンアゴニストアナロ
ーグを含み、ここで、カルボキシ末端アミノ酸はその天然のカルボン酸基を保持する。い
くつかの実施態様にしたがえば、クラス3グルカゴン関連ペプチドは、NH2-His-Ser-Gln-G
ly-Thr-Phe- Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-
Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-COOH（配列番号:98）の配列を含み、ここで、当該ペプチドは
、実施例7のin vitro cAMPアッセイで測定したとき天然のグルカゴンと対比してグルカゴ
ン受容体で約5倍強化された効能を示す。
【０１８２】
　グルカゴン受容体活性は、3位のアミノ酸改変（例えば3位の自然に生じるグルタミンの
置換）によって減少、維持又は強化させることができる。いくつかの実施態様では、酸性
、塩基性又は疎水性アミノ酸（グルタミン酸、オルニチン、ノルロイシン）による3位の
アミノ酸の置換は、グルカゴン受容体活性を実質的に減少又は破壊することが示された。
例えばグルタミン酸、オルニチン又はノルロイシンで置換されるアナローグは、グルカゴ
ン受容体で天然のグルカゴンの活性の約10％以下、例えば約1－10％又は約0.1－10％又は
約0.1％を超えるが約10％未満を有し、一方、GLP-1受容体ではGLP-1活性の少なくとも20
％を示す。例えば、本明細書に記載する例示的アナローグは、天然のグルカゴンの活性の
約0.5％、約0.1％又は約7％を有するが、GLP-1受容体ではGLP-1活性の少なくとも20％を
示す。具体的には、クラス3グルカゴン関連ペプチドのいずれも（本明細書に記載するグ
ルカゴンアナローグ、グルカゴンアゴニストアナローグ、グルカゴンコアゴニスト、及び
グルカゴン/GLP-1コアゴニスト分子を含む）3位の改変（例えばGluによるGlnの置換）を
含むように改変して、グルカゴン受容体に対する選択性と比較してGLP-1受容体に対して
高い選択性（例えば10倍の選択性）を有するペプチドを生成することができる。
【０１８３】
　別の実施態様では、本明細書に記載するように、クラス3グルカゴン関連ペプチドのい
ずれかの3位の自然に生じるグルタミンをグルタミンアナローグで置換してグルカゴン受
容体における活性の実質的な減少をもたらさず、いくつかの事例ではグルカゴン受容体活
性の強化をもたらすことができる。具体的な実施態様では、3位のアミノ酸はDab(Ac)で置
換される。例えば、グルカゴンアゴニストは、配列番号:595、配列番号:601、配列番号:6
03、配列番号:604、配列番号:605及び配列番号:606のアミノ酸配列を含むことができる。
　2位の改変（例えば2位にAIB）及びいくつかの事例では1位の改変はグルカゴン活性を減
少させ得ることが観察された。グルカゴン活性のこの減少は、例えば本明細書に記載する
手段を介して（例えば“i”及び“i+4”位（例えば12及び16、16及び20、又は20及び24位
）のアミノ酸の側鎖間の共有結合を介して）、グルカゴンのC-末端部分でアルファヘリッ
クスを安定化させることによって回復させることができる。いくつかの実施態様では、こ
の共有結合はラクタム架橋以外の分子内橋である。例えば、共有結合形成方法には、オレ
フィンメタセシス、ランチオニン系環状化、ジスルフィド架橋又は改変含硫架橋形成、α
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,ω-ジアミノアルカン鎖の使用、金属原子架橋の形成及びペプチド環状化の他の手段のい
ずれか1つ以上が含まれる。
【０１８４】
　GLP-1活性に影響を及ぼす改変
　GLP-1受容体での活性の強化は、C-末端アミノ酸のカルボン酸を中性荷電基（例えばア
ミド又はエステル）で入れ替えることによって提供される。いくつかの実施態様では、こ
れらのクラス3グルカゴン関連ペプチドは配列番号:108を含み、前記ではカルボキシ末端
アミノ酸は、天然のアミノ酸で見出されるカルボン酸基の代わりにアミド基を有する。こ
れらのクラス3グルカゴン関連ペプチドは、グルカゴン及びGLP-1受容体の両受容体で強力
な活性を有し、したがって両受容体でコアゴニストとして機能する。いくつかの実施態様
にしたがえば、クラス3グルカゴン関連ペプチドはグルカゴン及びGLP-1受容体コアゴニス
トであり、前記ではペプチドは配列番号:108を含み、28位のアミノ酸はAsn又はLysで、29
位のアミノ酸はThr-アミドである。
　GLP-1受容体での活性の増加は、グルカゴンのC-末端部分（例えば残基12－29周辺）で
アルファヘリックスを安定化させる改変によって提供される。いくつかの実施態様では、
そのような改変は、3つの介在アミノ酸によって（すなわち“i”位のアミノ酸及び“i+4
”位のアミノ酸でiは12から25の任意の整数）、又は2つの介在アミノ酸によって（すなわ
ち“j”位のアミノ酸及び“j+3”位のアミノ酸で、jは12から27の任意の整数）、又は6つ
の介在アミノ酸によって（すなわち“k”位のアミノ酸及び“k+7”位のアミノ酸でkは12
から22の任意の整数）分離される2つのアミノ酸の側鎖間で分子内橋の形成を可能にする
。例示的な実施態様では、当該橋又はリンカーは長さが約8（又は約7－9）原子であり、
それらは、12及び16位、又は16及び20位、又は20及び24位、又は24及び28位のアミノ酸の
側鎖間で形成される。当該2つのアミノ酸側鎖は、非共有結合によって（例えば水素結合
、イオン性相互作用（例えば塩橋の形成））又は共有結合によって互いに連結され得る。
【０１８５】
　いくつかの実施態様にしたがえば、クラス3グルカゴン関連ペプチドはグルカゴン/GLP-
1受容体コアゴニスト活性を示し、配列番号:99、101、102及び103から成る群から選択さ
れるアミノ酸配列を含む。いくつかの実施態様では、当該側鎖は共有結合により互いに結
合され、さらにいくつかの実施態様では、2つのアミノ酸は互いに結合してラクタム環を
形成する。
　いくつかの実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペプチドは配列番号:108のグルカゴ
ン関連ペプチドアナローグを含み、ここで、当該ペプチドは、12及び16位のアミノ酸の間
で、又は16及び20位のアミノ酸の間で形成される分子内ラクタム架橋を含む。いくつかの
実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペプチドは配列番号:108のグルカゴン関連ペプチ
ドアナローグを含み、ここで、分子内ラクタム架橋は、12及び16位のアミノ酸の間で、16
及び20位のアミノ酸の間で、又は20及び24位のアミノ酸の間で形成され、かつ29位のアミ
ノ酸はグリシンであり、配列番号:29の配列は配列番号:108のC-末端アミノ酸に連結され
る。さらに別の実施態様では、28位のアミノ酸はアスパラギン酸である。
【０１８６】
　いくつかの実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペプチドのC-末端部分のアルファヘ
リックス構造の安定化は、ラクタム架橋以外の分子内橋の形成により達成される。例えば
、適切な共有結合の方法には、オレフィンメタセシス、ランチオニン系環状化、ジスルフ
ィド橋又は改変含硫橋形成、α,ω-ジアミノアルカン鎖の使用、金属原子橋の形成のいず
れか１つ以上が含まれ、さらにペプチド環状化の他の手段がアルファヘリックス安定化に
用いられる。
　さらにまた、GLP-1受容体における活性強化は、所望の活性を維持する位置への1つ以上
のα,α-二置換アミノ酸の意図的な導入を介して、グルカゴン関連ペプチドのC-末端部分
（アミノ酸12－29周辺）のアルファヘリックス構造を安定化させることによって達成でき
る。そのようなペプチドは本明細書では分子内橋を欠くペプチドと考えることができる。
いくつかの特徴では、アルファヘリックスの安定化は、前記の態様の分子内橋（例えば塩
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橋又は共有結合）を導入することなく達成される。いくつかの実施態様では、グルカゴン
関連ペプチドの16、17、18、19、20、21、24又は29位の1つ、2つ、3つ又は4つ以上がα,
α-二置換アミノ酸で置換される。例えば、アミノイソ酪酸（AIB）によるクラス3グルカ
ゴン関連ペプチドの16位の置換は、塩橋又はラクタムの非存在下でGLP-1活性を強化する
。いくつかの実施態様では、16、20、21又は24位の1つ、2つ、又は3つ以上がAIBで置換さ
れる。
【０１８７】
　GLP-1受容体における活性の強化は20位のアミノ酸の改変によって達成できる。いくつ
かの実施態様では、20位のグルタミンは、荷電を有するか又は水素結合能力を有し、かつ
長さが少なくとも約5（又は約4－6）原子である側鎖をもつ別の親水性アミノ酸（例えば
リジン、シトルリン、アルギニン又はオルニチン）で取り替えられる。
　GLP-1受容体における活性の増加は、配列番号:78のC-末端延長部を含むクラス3グルカ
ゴン関連ペプチドで示される。配列番号:78を含むそのようなクラス3グルカゴン関連ペプ
チドのGLP-1活性は、本明細書で述べるように18、28又は29位のアミノ酸を改変すること
によってさらに増加させることができる。GLP-1効力におけるさらに別の穏やかな増加は
、10位のアミノ酸がTrpとなるように改変することによって達成できる。
　GLP-1受容体活性を増加させる改変の組み合わせは、そのような改変のいずれの単独実
施よりも高いGLP-1活性を提供できる。例えば、クラス3グルカゴン関連ペプチドは、16位
、20位及びC-末端カルボン酸基の改変を、場合によって16及び20位のアミノ酸間の共有結
合とともに含むか、16位及びC-末端カルボン酸基の改変を含むか、16位及び20位の改変を
、場合によって16及び20位のアミノ酸間の共有結合とともに含むか、又は20位及びC-末端
カルボン酸基の改変を含むことができ、ただし場合によって12位のアミノ酸はArgでない
ことを条件とするか、又は場合によって9位のアミノ酸はGluでないことを条件とする。
【０１８８】
　溶解性に影響を及ぼす改変
　親水性部分の添加
　クラス3グルカゴン関連ペプチドはさらに改変して、生理学的pHの水溶液における当該
ペプチドの溶解性及び安定性を改善し、一方、天然のグルカゴンと対比して高い生物学的
活性を維持できる。本明細書に記載する親水性部分をクラス3グルカゴン関連ペプチドに
本明細書でさらに考察するように付加することができる。いくつかの実施態様にしたがえ
ば、配列番号:97又は配列番号:98を含むクラス3グルカゴン関連ペプチドの17、21及び24
位への親水基の導入は、生理学的pHの溶液で高い効能を有するグルカゴンの溶解性及び安
定性を改善することが予想される。そのような基の導入はまた、例えば循環中の半減期の
延長によって測定したとき作用の持続時間を延長する。
　いくつかの実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:99、配列番号
:100、配列番号:101、配列番号:102、配列番号:103、配列番号:104、配列番号:105、配列
番号:106及び配列番号:107から成る群から選択される配列を含み、ここで、前記クラス3
グルカゴン関連ペプチドの16、17、21又は24位の1つのアミノ酸残基の側鎖はさらにポリ
エチレングリコール鎖（約500から約40,000ダルトンの範囲から選択される分子量を有す
る）を含む。いくつかの実施態様では、ポリエチレングリコール鎖は、約500から約50,00
0ダルトンの範囲から選択される分子量を有する。別の実施態様では、ポリエチレングリ
コール鎖は約10,000から約20,000ダルトンの分子量を有する。さらに他の例示的実施態様
では、ポリエチレングリコール鎖は約20,000から約40,000ダルトンの分子量を有する。い
くつかの実施態様にしたがえば、親水基はポリエチレングリコール（PEG）鎖を含む。よ
り具体的には、いくつかの実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペプチドは配列番号:94
又は配列番号:95の配列を含み、ここでPEG鎖は、当該クラス3グルカゴン関連ペプチドの2
1及び24位に存在するアミノ酸の側鎖に共有結合により連結され、当該クラス3グルカゴン
関連ペプチドのカルボキシ末端アミノ酸はカルボン酸基を有する。いくつかの実施態様に
したがえば、ポリエチレングリコール鎖は、約500から約10,000ダルトンの範囲から選択
される平均分子量を有する。
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　いくつかの実施態様にしたがえば、PEG化クラス3グルカゴン関連ペプチドは、当該クラ
ス3グルカゴン関連ペプチドに共有結合される2つ以上のポリエチレングリコール鎖を含み
、該グルカゴン鎖の合計分子量は約1,000から約5,000ダルトンである。いくつかの実施態
様では、PEG化グルカゴンアゴニストは配列番号:93又は配列番号:93のグルカゴンアゴニ
ストアナローグから成るペプチドを含み、ここで、PEG鎖は21位及び24位のアミノ酸残基
に共有結合により連結され、2つのPEG鎖の合計分子量は約1,000から約5,000ダルトンであ
る。
【０１８９】
　荷電C-末端
　配列番号:20を含むクラス3グルカゴン関連ペプチドの溶解性は、例えば配列番号:108の
グルカゴン関連ペプチドのC-末端部分（好ましくはC-末端位から27位）に1つ、2つ又は3
つ以上の荷電アミノ酸を導入することによってさらに改善できる。そのような荷電アミノ
酸は、天然のアミノ酸を荷電アミノ酸で（例えば28又は29位で）置換することによって、
また別には、例えば27、28又は29位の後ろに荷電アミノ酸を添加することによって導入で
きる。例示的実施態様では、荷電アミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全てが陰性荷電である。
当該クラス3グルカゴン関連ペプチドになおグルカゴン活性を保持させる追加の改変（例
えば保存的置換）を前記ペプチドに対して実施してもよい。いくつかの実施態様では、配
列番号:108のクラス3グルカゴン関連ペプチドのアナローグが提供され、ここで、該アナ
ローグは17－26位における1つから2つのアミノ酸置換により配列番号:108と異なり、いく
つかの実施態様では、該アナローグは20位のアミノ酸置換により配列番号:108のペプチド
と異なる。
【０１９０】
　アシル化/アルキル化
　いくつかの実施態様にしたがえば、グルカゴン関連ペプチドは、アシル又はアルキル基
（例えばC4からC30アシル又はアルキル基）を含むように改変される。いくつかの実施態
様では、本発明は、クラス3グルカゴン関連ペプチドの10位のアミノ酸に共有結合により
連結されたアシル基又はアルキル基を含むように改変される当該グルカゴン関連ペプチド
を提供する。グルカゴン関連ペプチドはさらに、当該クラス3グルカゴン関連ペプチドの1
0位のアミノ酸とアシル基又はアルキル基との間にスペーサーを含むことができる。前述
のクラス3グルカゴン関連ペプチドのいずれも2つのアシル基又は2つのアルキル基又は前
記の組合せを含むことができる。本発明の具体的な特徴では、アシル化クラス3グルカゴ
ン関連ペプチドは、配列番号:534－544及び546－549のいずれかのアミノ酸配列を含む。
【０１９１】
　C-末端短縮
　いくつかの実施態様では、本明細書に記載するクラス3グルカゴン関連ペプチドはさら
に、グルカゴン及びGLP-1受容体における活性及び／又は効能に影響を及ぼすことなく、
当該グルカゴンペプチドのC-末端（すなわち29及び／又は28位）の1つ又は2つのアミノ酸
の短縮又は欠失によって改変される。これに関しては、クラス3グルカゴン関連ペプチド
は、天然のグルカゴンペプチド（配列番号:1）のアミノ酸1－27又は1－28を含み、前記は
場合によって本明細書に記載の1つ以上の改変を含む。いくつかの実施態様では、切端ク
ラス3グルカゴン関連ペプチドは配列番号:550又は配列番号:551を含む。別の実施態様で
は、切端グルカゴンアゴニストペプチドは配列番号:552又は配列番号:553を含む。
【０１９２】
　C-末端延長部
　いくつかの実施態様にしたがえば、本明細書に開示するクラス3グルカゴン関連ペプチ
ドは、当該グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端に第二のペプチド（例えば配列番号
:78、配列番号:117又は配列番号:118）を添加することによって改変される。いくつかの
実施態様では、配列番号:99、配列番号:100、配列番号:101、配列番号:102、配列番号:10
3、配列番号:104、配列番号:105、配列番号:106、配列番号:107、配列番号:109、配列番
号:110、配列番号:111及び配列番号:69から成る群から選択される配列を有するクラス3グ
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ルカゴン関連ペプチドは、第二のペプチドにペプチド結合を介して共有結合され、ここで
第二のペプチドは配列番号:78、配列番号:117及び配列番号:118から成る群から選択され
る配列を含む。さらに別の実施態様では、C-末端延長部を含むクラス3グルカゴン関連ペ
プチドで、天然のグルカゴン関連ペプチドの29位のスレオニンはグリシンで取り替えられ
る。29のスレオニンがグリシンに置換され、かつ配列番号:78のカルボキシ末端延長部を
有するクラス3グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:78のカルボキシ末端延長部を含むよ
うに改変された天然のグルカゴンよりGLP-1受容体で4倍強力である。GLP-1受容体におけ
る効能はさらに、18位の天然のアルギニンのアラニン置換によって強化できる。
【０１９３】
　したがって、クラス3グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:117（KRNRNNIA）又は配列
番号:118のカルボキシ末端延長部を有することができる。いくつかの実施態様にしたがえ
ば、配列番号:81又は配列番号:108を含むクラス3グルカゴン関連ペプチドはさらに、当該
グルカゴン関連ペプチドのアミノ酸29に連結される配列番号:117（KRNRNNIA）又は配列番
号:118のアミノ酸配列を含む。より具体的には、クラス3グルカゴン関連ペプチドは、配
列番号:98、配列番号:100、配列番号:101、配列番号:102、配列番号:103から成る群から
選択される配列を含み、さらに当該グルカゴン関連ペプチドのアミノ酸29に連結される配
列番号:117（KRNRNNIA）又は配列番号:118のアミノ酸配列を含む。より具体的には、グル
カゴン関連ペプチドは、配列番号:98、配列番号:100、配列番号:101、配列番号:102、配
列番号:103、配列番号:104、配列番号:105、配列番号:106、配列番号:109、配列番号:110
、配列番号:111、配列番号:112、配列番号:72及び配列番号:120から成る群から選択され
る配列を含み、さらに当該クラス3グルカゴン関連ペプチドのアミノ酸29に連結される配
列番号:78（GPSSGAPPPS）又は配列番号:79のアミノ酸配列を含む。いくつかの実施態様で
は、クラス3グルカゴン関連ペプチドは配列番号:121の配列を含む。
【０１９４】
　グルカゴン受容体活性が増加又は減少しかつGLP-1受容体活性が増加するクラス3グルカ
ゴン関連ペプチドに関して上記に記載した改変のいずれも個々に又は組み合わせて適用す
ることができる。例示的改変には以下が含まれる（ただしこれらに限定されない）：
（A）溶解性の改善、例えば1つ、2つ又は3つ以上の荷電アミノ酸を天然のグルカゴンのC-
末端部分（好ましくはC-末端位から27位）への導入による。そのような荷電アミノ酸は、
天然のアミノ酸を荷電アミノ酸により（例えば28又は29位で）置換することによって、ま
た別には例えば27、28又は29位の後ろに荷電アミノ酸を付加することによって導入できる
。例示的実施態様では、荷電アミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全てが陰性荷電である。他の
実施態様では、荷電アミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全てが陽性荷電である。そのような改
変は溶解性を増加させ、例えば、25℃で24時間後に測定したとき、約5.5から8の間の与え
られたpH（例えばpH７）で天然のグルカゴンと対比して少なくとも2倍、5倍、10倍、15倍
、25倍又は30倍以上の溶解性を提供する；
（B）溶解性及び作用の持続時間又は循環中の半減期の増加、親水性部分（例えば本明細
書に記載のポリエチレングリコール）の例えば当該ペプチドの16、17、20、21、24若しく
は29位に又はC-末端アミノ酸に付加することによる；
（C）15位のアスパラギン酸の改変による溶解性の増加、例えば欠失又はグルタミン酸、
ホモグルタミン酸、システイン酸又はホモシステイン酸による置換による。そのような改
変は、5.5から8の範囲内のpHでの分解又は切断を特に酸性又はアルカリ性緩衝液中で減少
させ、例えば25℃で24時間後に本来のペプチドの少なくとも75％、80％、90％、95％、96
％、97％、98％又は99％を維持する；
（D）27位のメチオニンの改変による安定性の増加、例えばロイシン又はノルロイシンに
よる置換による。そのような改変は酸化的分解を減少させることができる。安定性はまた
、20又は24位のGlnの改変（例えばSer、Thr、Ala又はAIBによる置換）によって高めるこ
とができる。そのような改変は、Glnの脱アミド化を介して生じる分解を減少させること
ができる。安定性は、21位のAspの改変（例えばGluによる置換）によって高めることがで
きる。そのような改変は、Aspが脱水されて環状スクシンイミド中間体を形成しその後に
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続くイソアスパルテートへの異性化を介して生じる分解を減少させる；
（E）1又は2位のアミノ酸の本明細書に記載のDPP-IV耐性アミノ酸による改変によるジペ
プチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）に対する耐性の増加（2位のアミノ酸のN-メチル-アラ
ニンによる改変が含まれる）；
（F）活性に影響を及ぼさない保存的若しくは非保存的置換、付加又は欠失、例えば2、5
、7、10、11、12、13、14、16、17、18、19、20、21、24、27、28又は29位の1つ以上の保
存的置換；27、28又は29位の1つ以上の欠失；又は場合によってC-末端カルボン酸基の代
わりにC-末端アミド又はエステルと一体化されるアミノ酸29の欠失が含まれる。
（G）本明細書に記載するC-末端延長部の付加；
（H）循環中の半減期の増加及び／又は作用時間の延長及び／又は作用開始の先送り、例
えば本明細書に記載するグルカゴン関連ペプチドのアシル化又はアルキル化による；
（I）本明細書に記載するホモダイマー化又はヘテロダイマー化。
　他の改変には以下が含まれる：大きな芳香族アミノ酸（例えばTyr、Phe、Trp又はアミ
ノ-Phe）による1位のHisの置換；Alaによる2位のSerの置換；Val又はPheによる10位のTyr
の置換；Argによる12位のLysの置換；Gluによる15位のAspの置換；Thr又はAIBによる16位
のSerの置換。
　GLP-1活性を有するクラス3グルカゴン関連ペプチド（大きな芳香族アミノ酸（例えばTy
r）による1位のHisの非保存的置換を含む）は、アルファヘリックスが分子内橋（例えば
本明細書に記載した分子内橋のいずれか）を介して安定化されることを条件としてGLP-1
活性を維持することができる。
【０１９５】
　複合物及び融合物
　クラス3グルカゴン関連ペプチドは複合物部分と、場合によって共有結合を介して、場
合によってリンカーを介して連結できる。クラス3グルカゴン関連ペプチドはまた融合ペ
プチド又はタンパク質の部分でもよく、ここで第二のペプチド又はポリペプチドは末端（
例えばクラス3グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端）に融合されてある。より具体
的には、融合クラス3グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:72、配列番号:97又は配列番
号:98のグルカゴンアゴニストを含むことができ、前記はさらに当該グルカゴン関連ペプ
チドのアミノ酸29に連結された配列番号:78（GPSSGAPPPS）、配列番号:117（KRNRNNIA）
又は配列番号:118（KRNR）を含む。いくつかの実施態様では、配列番号:78（GPSSGAPPPS
）、配列番号:117（KRNRNNIA）又は配列番号:118（KRNR）のアミノ酸配列は、当該クラス
3グルカゴン関連ペプチドのアミノ酸29にペプチド結合を介して結合される。出願人らは
、エクスペンジン-4のC-末端延長ペプチド（例えば配列番号:78又は配列番号:79）、29位
の天然のスレオニン残基のグリシンによる置換を含むクラス3グルカゴン関連ペプチド融
合ペプチドは、GLP-1受容体活性を劇的に増加させることを発見した。このアミノ酸置換
をクラス3グルカゴン関連ペプチドに関して本明細書に開示した他の改変と一緒に用いて
、GLP-1受容体に対するグルカゴンアナローグの親和性を強化できる。例えば、T29G置換
を、S16E及びN20Kアミノ酸置換、場合によってアミノ酸16と20間のラクタム架橋、及び場
合によって本明細書に記載のPEG鎖の付加と組み合わせることができる。
【０１９６】
　いくつかの実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペプチドは配列番号:121の配列を含
む。いくつかの実施態様では、グルカゴン融合ペプチドのクラス3グルカゴン関連ペプチ
ド部分は、配列番号:72、配列番号:90、配列番号:91、配列番号:92及び配列番号:93から
成る群から選択され、ここでPEG鎖は、それが17、21、24位又はC-末端アミノ酸又は21及
び24位の双方に存在するときは、500から40,000ダルトンの範囲から選択される。より具
体的には、いくつかの実施態様で、クラス3グルカゴン関連ペプチドセグメントは配列番
号:95、配列番号:96及び配列番号:122から成る群から選択され、ここでPEG鎖は500から5,
000の範囲から選択される。いくつかの実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペプチドは
配列番号:72及び配列番号:80の配列を含む融合ペプチドであり、ここで配列番号:80のペ
プチドは配列番号:72のカルボキシ末端に連結される。
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　いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:98のクラス3グルカゴン関連ペプチドの化
学的改変の追加は、GLP-1受容体における効能を増加させ、ここでグルカゴン受容体及びG
LP-1受容体における相対的活性は実質的に同等である。したがって、いくつかの実施態様
では、クラス3グルカゴン関連ペプチドは、天然のアミノ酸に存在するカルボン酸基の代
わりにアミド基を含む末端アミノ酸を含む。それぞれグルカゴン及びGLP-1受容体におけ
るクラス3グルカゴン関連ペプチドの相対的活性を、当該クラス3グルカゴン関連ペプチド
に対するさらに別の改変によって調整して、天然のグルカゴンのグルカゴン受容体におけ
る活性の約40％から約500％以上、及び天然のGLP-1のGLP-1受容体における活性の約20％
から約200％、例えばGLP-1受容体におけるグルカゴンの通常の活性と対比して50倍又は10
0倍以上を示すアナローグを製造することができる。
【０１９７】
　例示的実施態様
　いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:72の配列を含むグルカゴンアナローグが
提供され、ここで、前記アナローグは、1、2、3、5、7、10、11、13、14、17、18、19、2
1、24、27、28及び29位から選択される1つから3つのアミノ酸により配列番号:72と異なり
、前記グルカゴン関連ペプチドはGLP-1受容体における天然のGLP-1の活性の少なくとも20
％を示す。
　いくつかの実施態様にしたがえば、以下の配列を含むグルカゴン/GLP1受容体コアゴニ
ストが提供される：
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa-Xaa-Arg-Arg-Ala-
Xaa-Asp-Phe-Val-Xaa-Trp-Leu-Met-Xaa-Xaa-R（配列番号:81）、式中、15位のXaaはAsp、
Glu、システイン酸、ホモグルタミン酸及びホモシステイン酸から成るアミノ酸群から選
択され、16位のXaaはSer、Glu、Gln、ホモグルタミン酸及びホモシステイン酸から成るア
ミノ酸群から選択され、20位のXaaはGln又はLysであり、24位のXaaはGln又はGluであり、
28位のXaaはAsn、Lys又は酸性アミノ酸であり、29位のXaaはThr、Gly又は酸性アミノ酸で
あり、RはCOOH又はCONH2であるが、ただし16位がセリンであるとき20位はLysであるか、
或いは16位がセリンであるとき24位はGluであり、かつ20位又は28位はLysであることを条
件とする。いくつかの実施態様では、グルカゴン/GLP1受容体コアゴニストは配列番号:81
の配列を含み、ここで、28位のアミノ酸はアスパラギン酸であり、29位のアミノ酸はグル
タミン酸である。別の実施態様では、28位のアミノ酸は天然のアスパラギンであり、29位
のアミノ酸はグリシンであり、配列番号:79又は配列番号:80のアミノ酸配列は、配列番号
:81のカルボキシ末端に共有結合により連結される。
【０１９８】
　いくつかの実施態様では、配列番号:81の配列を含むコアゴニストが提供され、前記で
は追加の酸性アミノ酸が当該ペプチドのカルボキシ末端に付加される。さらに別の実施態
様では、グルカゴンアナローグのカルボキシ末端アミノ酸は、自然のアミノ酸のカルボン
酸基の代わりにアミドを有する。いくつかの実施態様では、グルカゴンアナローグは、配
列番号:85、配列番号:86、配列番号:87及び配列番号:88から成る群から選択される配列を
含む。
　いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:81のグルカゴン関連ペプチドが提供され
、ここで、前記アナローグは、1、2、3、5、7、10、11、13、14、17、18、19、21及び27
位から選択される1つから3つのアミノ酸により配列番号:81と異なるが、ただし16位のア
ミノ酸がセリンであるときは、20位はリジンであるか、又はラクタム架橋は24位と20位又
は28位のアミノ酸との間で形成されることを条件とする。いくつかの実施態様にしたがえ
ば、当該アナローグは、1、2、3、21及び27位から選択される1つから3つのアミノ酸によ
り配列番号:81と異なる。いくつかの実施態様では、配列番号:81のグルカゴンペプチドは
1つから2つのアミノ酸により当該配列と異なるか、又はいくつかの実施態様では、1、2、
3、5、7、10、11、13、14、17、18、19、21及び27位から選択されるただ1つのアミノ酸に
より当該配列と異なるが、ただし16位のアミノ酸がセリンであるとき、20位はリジンであ
るか、又はラクタム架橋は24位のアミノ酸と20位又は28位のアミノ酸との間で形成される
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ことを条件とする。
【０１９９】
　別の実施態様にしたがえば、以下の配列を含む、相対的に選択性を有するGLP-1受容体
アゴニストが提供される：
NH2-His-Ser-Xaa-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa-Xaa-Arg-Arg-Ala-
Xaa-Asp-Phe-Val-Xaa-Trp-Leu-Met-Xaa-Xaa-R（配列番号:83）、式中、3位のXaaはGlu、O
rn又はNleから成るアミノ酸群から選択され、15位のXaaはAsp、Glu、システイン酸、ホモ
グルタミン酸及びホモシステイン酸から成るアミノ酸群から選択され、16位のXaaはSer、
Glu、Gln、ホモグルタミン酸及びホモシステイン酸から成るアミノ酸群から選択され、20
位のXaaはGln又はLysであり、24位のXaaはGln又はGluであり、28位のXaaはAsn、Lys又は
酸性アミノ酸であり、29位のXaaはThr、Gly又は酸性アミノ酸であり、RはCOOH、CONH2、
配列番号:78又は配列番号:79であるが、ただし16位がセリンであるとき20位はLysである
か、或いは16位がセリンであるとき24位はGluであり、かつ20位又は28位はLysであること
を条件とする。いくつかの実施態様では、3位のアミノ酸はグルタミン酸である。いくつ
かの実施態様では、28及び／又は29位での置換に用いられる酸性アミノ酸はアスパラギン
酸又はグルタミン酸である。
　いくつかの実施態様では、グルカゴン関連ペプチド（コアゴニストペプチドを含む）は
配列番号:81の配列を含み、前記はさらに当該ペプチドのカルボキシ末端に付加される追
加の酸性アミノ酸を含む。さらに別の実施態様では、グルカゴンアナローグのカルボキシ
末端アミノ酸は、自然のアミノ酸のカルボン酸基の代わりにアミドを有する。
【０２００】
　いくつかの実施態様にしたがえば、以下から成る群から選択される改変グルカゴン関連
ペプチドを含むグルカゴン/GLP1受容体コアゴニストが提供される：
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa-Xaa-Arg-Arg-Ala-
Xaa-Asp-Phe-Val-Xaa-Trp-Leu-Met-Xaa-Xaa-R（配列番号:82）、式中、15位のXaaはAsp、
Glu、システイン酸、ホモグルタミン酸及びホモシステイン酸から成るアミノ酸群から選
択され、16位のXaaはSer、Glu、Gln、ホモグルタミン酸及びホモシステイン酸から成るア
ミノ酸群から選択され、20位のXaaはGln又はLysであり、24位のXaaはGln又はGluであり、
28位のXaaはAsn、Asp又はLysであり、RはCOOH、CONH2であり、29位のXaaはThr又はGlyで
あり、RはCOOH、CONH2、配列番号:78又は配列番号:79であるが、ただし16位がセリンであ
るとき20位はLysであるか、或いは16位がセリンであるとき24位はGluであり、かつ20位又
は28位はLysであることを条件とする。いくつかの実施態様では、RはCONH2であり、15位
のXaaはAspであり、16位のXaaは、Glu、Gln、ホモグルタミン酸及びホモシステイン酸か
ら成るアミノ酸群から選択され、20及び24位のXaaは各々Glnであり、28位のXaaはAsn又は
Aspであり、29位のXaaはThrである。いくつかの実施態様では、15及び16位のXaaは各々Gl
uであり、20及び24位のXaaは各々Glnであり、28位のXaaはAsn又はAspであり、29位のXaa
はThrであり、RはCONH2である。
【０２０１】
　天然のグルカゴンペプチドの一定の位置は、親ペプチドの少なくともある程度の活性を
維持しつつ改変され得ることが報告されている。したがって、出願人らは、配列番号:99
のペプチドの2、5、7、10、11、12、13、14、17、18、19、20、21、24、27、28又は29位
に配置されるアミノ酸の1つ以上を、天然のグルカゴンペプチドに存在するアミノ酸と異
なるもので置換し、グルカゴン受容体でなお活性を維持できることを期待する。いくつか
の実施態様では、天然のペプチドの27位に存在するメチオニン残基をロイシン又はノルロ
イシンに変更してペプチドの酸化的分解を妨げる。別の実施態様では、20位のアミノ酸は
Lys、Arg、Orn又はシトルリンで置換され、及び／又は21位はGlu、ホモグルタミン酸又は
ホモシステイン酸で置換される。
　いくつかの実施態様では、配列番号:108のグルカゴンアナローグが提供され、当該アナ
ローグの1、2、5、7、10、11、13、14、17、18、19、21、27、28又は29位から選択される
1つから6つのアミノ酸は配列番号:701の対応するアミノ酸と異なるが、ただし16位のアミ
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ノ酸がセリンのとき20位はLysであるか、或いは16位がセリンのとき24位はGluであり、か
つ20位又は28位はLysである。別の実施態様にしたがえば、配列番号:108のグルカゴンア
ナローグが提供され、当該アナローグの1、2、5、7、10、11、13、14、17、18、19、20、
21、27、28又は29位から選択される1つから3つのアミノ酸は配列番号:701の対応するアミ
ノ酸と異なる。別の実施態様では、配列番号:96、配列番号:97又は配列番号:99のグルカ
ゴンアナローグが提供され、当該アナローグの1、2、5、7、10、11、13、14、17、18、19
、20又は21位から選択される1つから2つのアミノ酸は配列番号:701の対応するアミノ酸と
異なり、さらに別の実施態様では、当該1つから2つの異なるアミノ酸は、天然のグルカゴ
ン配列（配列番号:701）に存在するアミノ酸と対比して保存的アミノ酸置換を表す。いく
つかの実施態様では、配列番号:100、配列番号:101、配列番号:102又は配列番号:103のグ
ルカゴンペプチドが提供され、ここで、当該グルカゴンペプチドはさらに2、5、7、10、1
1、13、14、17、18、19、20、21、27又は29位から選択される位置に1つ、2つ又は3つのア
ミノ酸置換を含む。いくつかの実施態様では、2、5、7、10、11、13、14、16、17、18、1
9、20、21、27又は29位の置換は保存的アミノ酸置換である。
【０２０２】
　いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:81の配列の変種を含むグルカゴン/GLP1受
容体コアゴニストが提供され、ここで、変種のそれぞれ16、17、18、20、21、23、24、27
、28及び29位から選択される1から10のアミノ酸は、配列番号:701の対応するアミノ酸と
異なる。いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:81の配列の変種が提供され、ここ
で、当該変種は、Gln17、Ala18、Glu21、Ile23、Ala24、Val27及びGly29から成る群から
選択される1つ以上のアミノ酸置換によって配列番号:81と異なる。いくつかの実施態様に
したがえば、配列番号:81の配列の変種を含むグルカゴン/GLP1受容体コアゴニストが提供
され、ここで、当該変種の17－26位から選択される1つから2つのアミノ酸は、配列番号:7
01の対応するアミノ酸と異なる。いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:81の配列
の変種が提供され、ここで、当該変種は、Gln17、Ala18、Glu21、Ile23及びAla24から成
る群から選択されるアミノ酸置換によって配列番号:81と異なる。いくつかの実施態様に
したがえば、配列番号:81の配列の変種が提供され、ここで、当該変種は18位のアミノ酸
置換によって配列番号:81と異なり、置換に用いられるアミノ酸はAla、Ser、Thr及びGly
から成る群から選択される。いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:81の配列の変
種が提供され、ここで、当該変種は18位のAlaによるアミノ酸置換によって配列番号:81と
異なる。そのような変種は配列番号:72に包含される。別の実施態様では、配列番号:81の
配列の変種を含むグルカゴン/GLP1受容体コアゴニストが提供され、ここで、当該変種の1
7－22位から選択される1つから2つのアミノ酸は配列番号:701の対応するアミノ酸と異な
り、さらに別の実施態様では、配列番号:81の変種が提供され、ここで、当該変種は20及
び21位の1つ又は2つのアミノ酸置換によって配列番号:81と異なる。
【０２０３】
　いくつかの実施態様にしたがえば、以下の配列を含むグルカゴン/GLP1受容体コアゴニ
ストが提供される：
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Xaa-Xaa-Arg-Arg-Ala-
Xaa-Xaa-Phe-Val-Xaa-Trp-Leu-Met-Xaa-Xaa-R（配列番号:123）、式中、15位のXaaはAsp
、Glu、システイン酸、ホモグルタミン酸又はホモシステイン酸であり、16位のXaaはSer
、Glu、Gln、ホモグルタミン酸又はホモシステイン酸であり、20位のXaaはGln、Lys、Arg
、Orn又はシトルリンであり、21位のXaaはAsp、Glu、ホモグルタミン酸又はホモシステイ
ン酸であり、24位のXaaはGln又はGluであり、28位のXaaはAsn、Lys又は酸性アミノ酸であ
り、29位のXaaはThr又は酸性アミノ酸であり、RはCOOH、CONH2である。いくつかの実施態
様では、RはCONH2である。いくつかの実施態様にしたがえば、配列番号:99、配列番号:10
0、配列番号:101、配列番号:102、配列番号:103、配列番号:114、配列番号:115又は配列
番号:116の変種を含むグルカゴン/GLP1受容体コアゴニストが提供され、ここで、当該変
種は、20位のアミノ酸置換によって前記配列と異なる。いくつかの実施態様では、当該ア
ミノ酸置換は20位のためにLys、Arg、Orn又はシトルリンから成る群から選択される。
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【０２０４】
　いくつかの実施態様では、配列番号:82のアナローグペプチドを含むグルカゴンアゴニ
ストが提供され、ここで当該アナローグは、2位にセリン以外のアミノ酸を有することに
よって配列番号:82と異なる。いくつかの実施態様では、セリン残基はアミノイソ酪酸、D
-アラニンにより置換され、いくつかの実施態様では、セリン残基はアミノイソ酪酸によ
り置換される。そのような改変は、ジペプチジルペプチダーゼIVによる切断を抑制するが
、親化合物の固有の効能は維持する（例えば親化合物の効能の少なくとも75、80、85、90
又は95％以上）。いくつかの実施態様では、アナローグの溶解性は、例えば天然のグルカ
ゴンのC-末端（好ましくはC-末端位から27位）に1つ、2つ又は3つ以上の荷電アミノ酸を
導入することによって高められる。例示的実施態様では、荷電アミノ酸の1つ、2つ、3つ
又は全てが陰性荷電である。別の実施態様では、アナローグはさらに、28若しくは29位の
天然のアミノ酸を置換する酸性アミノ酸又は配列番号:82のペプチドのカルボキシ末端に
付加される酸性アミノ酸を含む。
【０２０５】
　いくつかの実施態様では、本明細書に開示するグルカゴンアナローグをさらに1又は2位
で改変し、ジペプチジルペプチダーゼIVによる切断に対する感受性を減少させる。いくつ
かの実施態様では、配列番号:97、配列番号:99、配列番号:100、配列番号:101、配列番号
:102又は配列番号:103のアナローグが提供され、ここで、当該アナローグは、2位の置換
によって親分子と異なり、ジペプチジルペプチダーゼIVによる切断に対する感受性の減少
（すなわち耐性）を示す。より具体的には、いくつかの実施態様で、当該アナローグペプ
チドの2位は、D-セリン、D-アラニン、バリン、アミノn-酪酸、グリシン、N-メチルセリ
ン及びアミノイソ酪酸から成る群から選択されるアミノ酸により置換される。いくつかの
実施態様では、アナローグペプチドの2位は、D-セリン、D-アラニン、グリシン、N-メチ
ルセリン及びアミノイソ酪酸から成る群から選択されるアミノ酸により置換される。別の
実施態様では、アナローグペプチドの2位は、D-セリン、グリシン、N-メチルセリン及び
アミノイソ酪酸から成る群から選択されるアミノ酸により置換される。いくつかの実施態
様では、2位のアミノ酸はD-セリンではない。いくつかの実施態様では、グルカゴン関連
ペプチドは、配列番号:127又は配列番号:128の配列を含む。
【０２０６】
　いくつかの実施態様では、配列番号:97、配列番号:99、配列番号:100、配列番号:101、
配列番号:102又は配列番号:103のグルカゴンアナローグが提供され、ここで、当該アナロ
ーグは1位の置換によって親分子と異なり、ジペプチジルペプチダーゼIVによる切断に対
する感受性の減少（すなわち耐性）を示す。より具体的には、アナローグペプチドの1位
は、D-ヒスチジン、α,α-ジメチルイミダゾール酢酸（DMIA）、N-メチルヒスチジン、α
-メチルヒスチジン、イミダゾール酢酸、デスアミノヒスチジン、ヒドロキシル-ヒスチジ
ン、アセチル-ヒスチジン及びホモ-ヒスチジンから成る群から選択されるアミノ酸で置換
される。別の実施態様では、配列番号:82のアナローグペプチドを含むグルカゴンアゴニ
ストが提供され、ここで、当該アナローグは1位にヒスチジン以外のアミノ酸を有するこ
とによって配列番号:82と異なる。いくつかの実施態様では、アナローグの溶解性は、例
えば天然のグルカゴンのC-末端部分（好ましくはC-末端位から27位）に1つ、2つ、又は3
つ以上の荷電アミノ酸を導入することによって高められる。例示的実施態様では、荷電ア
ミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全てが陰性荷電である。別の実施態様では、アナローグはさ
らに、28若しくは29位の天然のアミノ酸を置換する酸性アミノ酸又は配列番号:82のペプ
チドのカルボキシ末端に付加される酸性アミノ酸を含む。いくつかの実施態様では、酸性
アミノ酸はアスパラギン酸又はグルタミン酸である。
　いくつかの実施態様では、グルカゴン/GLP1受容体コアゴニストは配列番号:108の配列
を含み、前記はさらに、追加の一アミノ酸又は配列番号:78、配列番号:117及び配列番号:
118から成る群から選択されるペプチドのカルボキシ末端延長部を含む。一アミノ酸が配
列番号:108のカルボキシ末端に付加される実施態様では、典型的には、アミノ酸は20の通
常アミノ酸の1つから選択され、いくつかの実施態様では、追加されるカルボキシ末端ア
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ミノ酸は天然のアミノ酸のカルボン酸の代わりにアミド基を有する。いくつかの実施態様
では、追加のアミノ酸は、グルタミン酸、アスパラギン酸及びグリシンから成る群から選
択される。
【０２０７】
　また別の実施態様では、グルタミン酸残基及びリジン残基の側鎖間に形成される少なく
とも1つのラクタム環を含む、グルカゴン/GLP1受容体コアゴニストが提供され、ここでグ
ルタミン酸残基及びリジン残基は3つのアミノ酸によって分離される。いくつかの実施態
様では、ラクタム保持グルカゴンペプチドのカルボキシ末端アミノ酸は、天然のアミノ酸
のカルボン酸の代わりにアミド基を有する。より具体的には、いくつかの実施態様で、以
下から成る群から選択される改変グルカゴンペプチドを含むグルカゴンGLP-1コアゴニス
トが提供される：
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Xaa-Xaa-R（配列番号:66）；
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-
Lys-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Xaa-Xaa-R（配列番号:109）；
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-
Lys-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu-Met-Xaa-Xaa-R（配列番号:111）；
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu-Met-Lys-Xaa-R（配列番号:112）；
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-
Lys-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-R（配列番号:104）；
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu-Met-Lys-Thr-R（配列番号:105）；
NH2-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-
Lys-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu-Met-Lys-Thr-R（配列番号:106）、
式中、28位のXaaはAsp又はAsnであり、29位のXaaはThr又はGlyであり、RはCOOH、CONH2、
グルタミン酸、アスパラギン酸、グリシン、配列番号:78、配列番号:117及び配列番号:11
8から成る群から選択され、さらにラクタム架橋は、配列番号:109については12位のLysと
16位のGluの間で、配列番号:110については16位のGluと20位のLysの間で、配列番号:111
については20位のLysと24位のGluの間で、配列番号:112については24位のGluと28位のLys
の間で、配列番号:104については12位のLysと16位のGluの間及び20位のLysと24位のGluの
間で、配列番号:105については12位のLysと16位のGluの間及び24位のGluと28位のLysの間
で、配列番号:106については16位のGluと20位のLysの間及び24位のGluと28位のLysの間で
形成される。いくつかの実施態様では、RはCOOH、CONH2、グルタミン酸、アスパラギン酸
、グリシンから成る群から選択され、28位のアミノ酸はAsnであり、29位のアミノ酸はス
レオニンである。いくつかの実施態様では、RはCONH2であり、28位のアミノ酸はAsnであ
り、29位のアミノ酸はスレオニンである。別の実施態様では、Rは配列番号:78、配列番号
:79及び配列番号:80から成る群から選択され、29位のアミノ酸はグリシンである。
【０２０８】
　さらに別の実施態様では、グルカゴン/GLP1受容体コアゴニストは、配列番号:99、配列
番号:100、配列番号:101、配列番号:102、配列番号:103、配列番号:104、配列番号:105、
及び配列番号:106から成る群から選択され、ここで、当該ペプチドはさらに、一アミノ酸
又は配列番号:78、配列番号:117及び配列番号:118から成る群から選択されるペプチドの
カルボキシ末端延長部を追加される。いくつかの実施態様では、末端延長部は配列番号:7
8、配列番号:79又は配列番号:80の配列を含み、グルカゴン関連ペプチドは配列番号:72の
配列を含む。いくつかの実施態様では、グルカゴン/GLP1受容体コアゴニストは配列番号:
81を含み、ここで、16位のアミノ酸はグルタミン酸であり、20位のアミノ酸はリジンであ
り、28位のアミノ酸はアスパラギンであり、配列番号:78又は配列番号:79のアミノ酸配列
は配列番号:81のカルボキシ末端に連結される。
　一アミノ酸が配列番号:108のカルボキシ末端に付加される実施態様では、当該アミノ酸
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は、典型的には20の通常アミノ酸の1つから選択され、いくつかの実施態様では、当該ア
ミノ酸は天然のアミノ酸のカルボン酸の代わりにアミド基を有する。いくつかの実施態様
では、追加のアミノ酸は、グルタミン酸及びアスパラギン酸及びグリシンから成る群から
選択される。グルカゴンアゴニストアナローグがさらにカルボキシ末端延長部を含む実施
態様では、当該延長部のカルボキシ末端アミノ酸は、いくつかの実施態様ではカルボン酸
ではなくアミド基又はエステル基で終わる。
【０２０９】
　別の実施態様では、グルカゴン/GLP1受容体コアゴニストは、配列NH2-His-Ser-Gln-Gly
-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Glu-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln
-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-Xaa-CONH2（配列番号:107）を含み、式中、30位のXaaは任意のア
ミノ酸を表す。いくつかの実施態様では、Xaaは20の通常アミノ酸の1つから選択され、さ
らに、いくつかの実施態様ではアミノ酸はグルタミン酸、アスパラギン酸又はグリシンで
ある。このペプチドの溶解性はさらに、配列番号:107の17、21、24又は30位のアミノ酸の
側鎖にPEG鎖を共有結合により連結することによって改善できる。さらに別の実施態様で
は、当該ペプチドは、配列番号:78、配列番号:117及び配列番号:118から成る群から選択
されるペプチドを追加される。いくつかの実施態様にしたがえば、グルカゴン/GLP1受容
体コアゴニストは、配列番号:129、配列番号:130及び配列番号:131の配列を含む。
　配列番号:99、配列番号:100、配列番号:101、配列番号:102、配列番号:103、配列番号:
104、配列番号:105、配列番号:106、配列番号:107及び配列番号:121のグルカゴン配列の
内部に追加の位置特異的改変を実施して、種々の程度のGLP-1アゴニスト作用を有する一
組のグルカゴンアゴニストを得ることができる。したがって、各受容体で実質的に同一の
in vitroの効能を有するペプチドが調製され特徴付けられている。同様に、2つの受容体
の各々で10倍選択的強化された効能を有するペプチドが調製され特徴付けられている。上
記に特記したように、16位のセリン残基のグルタミン酸による置換はグルカゴン及びGLP-
1受容体の双方で天然のグルカゴンの効能を強化するが、グルカゴン受容体に対してはほ
ぼ10倍の選択性を維持する。加えて、3位の天然のグルタミンをグルタミン酸で置換する
ことによって（配列番号:128）、GLP-1受容体に対してほぼ10倍の選択性を示すグルカゴ
ンアナローグが生成される。
【０２１０】
　生理学的pHの水溶液におけるグルカゴン/GLP1コアゴニストペプチドの溶解性は、当該
ペプチドの16、17、21及び24位に親水基を導入することによって、又はグルカゴン/GLP1
コアゴニストペプチドのカルボキシ末端にただ1つの改変アミノ酸を付加（すなわち親水
基を含むように一アミノ酸を改変）することによってさらに強化され、一方、天然のグル
カゴンと対比して高い生物学的活性を維持することができる。いくつかの実施態様にした
がえば、親水基はポリエチレングリコール（PEG）鎖を含む。より具体的には、いくつか
の実施態様では、グルカゴンペプチドは、配列番号:98、配列番号:99、配列番号:100、配
列番号:101、配列番号:102、配列番号:103、配列番号:104、配列番号:105又は配列番号:1
06の配列を含み、ここで、PEG鎖は当該グルカゴンペプチドの16、17、21、24、29位のア
ミノ酸の側鎖に又はC-末端アミノ酸に共有結合により連結されるが、ただし当該ペプチド
が配列番号:98、配列番号:99、配列番号:100又は配列番号:101を含むときポリエチレング
リコール鎖は17、21又は24位のアミノ酸残基に共有結合され、当該ペプチドが配列番号:1
02又は配列番号:103を含むときポリエチレングリコール鎖は16、27又は21位のアミノ酸残
基に共有結合され、さらに当該ペプチドが配列番号:104、配列番号:105又は配列番号:106
を含むときポリエチレングリコール鎖は17又は21位のアミノ酸残基に共有結合されること
を条件とする。
【０２１１】
　いくつかの実施態様では、グルカゴンペプチドは配列番号:99、配列番号:100又は配列
番号:101の配列を含み、ここで、PEG鎖は当該グルカゴンペプチドの17、21、24位のアミ
ノ酸の側鎖に又はC-末端アミノ酸に共有結合により連結され、さらに当該ペプチドのカル
ボキシ末端アミノ酸は、天然のアミノ酸のカルボン酸基の代わりにアミド基を有する。い
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くつかの実施態様では、グルカゴン/GLP1受容体コアゴニストペプチドは、配列番号:100
、配列番号:101、配列番号:102、配列番号:103、配列番号:104、配列番号:105、配列番号
:106及び配列番号:107から成る群から選択される配列を含み、ここで、PEG鎖は、当該グ
ルカゴンペプチドの配列番号:100、配列番号:101及び配列番号:107の17、21若しくは24位
、又は配列番号:102及び103の16、17若しくは21位、又は配列番号:104、配列番号:105及
び配列番号:106の17若しくは21位のアミノ酸の側鎖に共有結合により連結される。別の実
施態様では、グルカゴン/GLP1受容体コアゴニストペプチドは配列番号:99又は配列番号:1
07の配列を含み、ここで、PEG鎖は当該グルカゴンペプチドの17、21若しくは24位のアミ
ノ酸の側鎖又はC-末端アミノ酸に共有結合により連結される。
　いくつかの実施態様では、配列番号:100、配列番号:101、配列番号:102、配列番号:103
、配列番号:104、配列番号:105、配列番号:106及び配列番号:107から成る群から選択され
るグルカゴンペプチドはさらに改変されて、当該グルカゴンペプチドの17又は21位のアミ
ノ酸の側鎖に共有結合により連結されるPEG鎖を含む。いくつかの実施態様では、PRG化グ
ルカゴン/GLP-1受容体コアゴニストはさらに、配列番号:78、配列番号:117又は配列番号:
79の配列を含む。
【０２１２】
　別の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは配列番号:72又は配列番号:120の配列を
含み、前記はさらに配列番号:72又は配列番号:120のC-末端アミノ酸に連結される、配列
番号:78、配列番号:79又は配列番号:80のC-末端延長部を含み、場合によってさらに当該
ペプチドの17、18、21、24又は29位のアミノ酸の側鎖又はC-末端アミノ酸に共有結合によ
り連結されるPEG鎖を含む。別の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは配列番号:72又
は配列番号:120の配列を含み、ここで、PEG鎖は当該グルカゴン関連ペプチドの21又は24
位のアミノ酸の側鎖に共有結合により連結され、当該ペプチドはさらに配列番号:78又は
配列番号:79のC-末端延長部を含む。
　別の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:72又は配列番号:81又は配列
番号:82の配列を含み、ここで、追加のアミノ酸が配列番号:81又は配列番号:82のカルボ
キシ末端に付加され、さらにPEG鎖が前記付加アミノ酸の側鎖に共有結合により連結され
る。さらに別の実施態様では、PEG化グルカゴンアナローグはさらに配列番号:78又は配列
番号:79のC-末端延長部を含み、前記延長部は配列番号:81又は配列番号:82のC-末端アミ
ノ酸に連結される。別の実施態様では、グルカゴン関連ペプチドは配列番号:107を含み、
ここでPEG鎖は当該グルカゴン関連ペプチドの30位のアミノ酸の側鎖に共有結合により連
結され、当該ペプチドはさらに、配列番号:107のC-末端アミノ酸に連結される配列番号:7
8又は配列番号:79のC-末端延長部を含む。
【０２１３】
　ポリエチレングリコール鎖は直鎖の形態でもよく、又は分枝していてもよい。いくつか
の実施態様にしたがえば、ポリエチレングリコール鎖は、約500から約10,000ダルトンの
範囲から選択される平均分子量を有する。いくつかの実施態様では、ポリエチレングリコ
ール鎖は、約1,000から約5,000ダルトンの範囲から選択される平均分子量を有する。また
別の実施態様では、ポリエチレングリコール鎖は、約10,000から約20,000ダルトンの範囲
から選択される平均分子量を有する。いくつかの実施態様にしたがえば、PEG化グルカゴ
ン関連ペプチドは、前記ペプチドに共有結合される2つ以上のポリエチレングリコール鎖
を含み、前記では当該グルカゴン鎖の合計分子量は約1,000から約5,000ダルトンである。
いくつかの実施態様では、PEG化グルカゴンアゴニストは配列番号:93又は配列番号:93の
グルカゴンアゴニストアナローグから成るペプチドを含み、ここで、PEG鎖は21位及び24
位のアミノ酸残基に共有結合により連結され、さらに2つのPEG鎖の合体分子量は約1,000
から約5,000ダルトンである。
【０２１４】
　ある種の例示的実施態様では、グルカゴンペプチドは、10までのアミノ酸改変を有する
配列番号:701のアミノ酸配列を含み、さらにアシル化又はアルキル化される10位のアミノ
酸を含む。いくつかの実施態様では、10位のアミノ酸はC4からC30の脂肪酸でアシル化又
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はアルキル化される。ある種の特徴では、10位のアミノ酸は、非天然或いは自然に生じる
アミノ酸であるアシル基又はアルキル基を含む。
　ある種の実施態様では、アシル化又はアルキル化される10位のアミノ酸を含むグルカゴ
ンペプチドは、安定化アルファヘリックスを含む。したがって、ある種の特徴では、グル
カゴンペプチドは、本明細書に記載するアシル又はアルキル基、並びにi位のアミノ酸及
びi+4位のアミノ酸の側鎖間の分子内橋、例えば共有結合分子内橋（例えばラクタム架橋
）を含む（iは12、16、20又は24である）。また別に或いはさらに加えて、グルカゴンペ
プチドは本明細書に記載のアシル又はアルキル基を含み、さらに当該グルカゴンペプチド
の16、20、21及び／又は24位の1つ、2つ又は3つ以上は、α,α-二置換アミノ酸（例えばA
IB）で置換される。いくつかの事例では、非天然のグルカゴンペプチドは16位にGlu及び2
0位にLysを含み、ここで、場合によってラクタム架橋はGlu及びLysを連結し、場合によっ
て当該グルカゴンペプチドはさらに、17位のGln、18位のAla、21位のGlu、23位のIle及び
24位のAlaから成る群から選択される1つ以上の改変をさらに含む。
【０２１５】
　さらにまた、グルカゴン関連ペプチドがアシル化又はアルキル化される10位のアミノ酸
を含む実施態様のいずれかでは、当該グルカゴン関連ペプチドはさらにC-末端アルファカ
ルボキシレートの代わりにC-末端アミドを含む。
　いくつかの実施態様では、本明細書に記載のアシル又はアルキル基を含むグルカゴン関
連ペプチドはさらに、1位に、2位に、又は1及び2位にアミノ酸置換を含み、ここで当該ア
ミノ酸置換はDPP-IVプロテアーゼ耐性を達成する。ある種の具体的な実施態様では、グル
カゴン関連ペプチドは、10位に本明細書に記載するアシル化又はアルキル化アミノ酸を有
する配列番号:72を含むペプチドである。これらの実施態様のアシル又はアルキル基は本
明細書に記載する任意のアシル又はアルキル基である。例えばアシル基はC4からC30（例
えばC8からC24）脂肪アシル基であり、アルキル基はC4からC30（例えばC8からC24）アル
キル基であり得る。
　アシル又はアルキル基が付加されるアミノ酸は本明細書に記載のアミノ酸のいずれか、
例えば式I（例えばLys）、式II及び式IIIのいずれかのアミノ酸であり得る。
　いくつかの実施態様では、アシル基又はアルキル基は10位のアミノ酸に直に付加される
。いくつかの実施態様では、アシル又はアルキル基は、10位のアミノ酸にスペーサー（例
えば長さが3から10原子のスペーサー（例えば一アミノ酸又はジペプチド））を介して付
加される。アシル又はアルキル基の付加を目的とする適切なスペーサーは本明細書に記載
される。
【０２１６】
　ある種の特徴では、グルカゴンアナローグは少なくとも1つのアミノ酸改変及び15まで
のアミノ酸改変（例えば1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15のアミノ
酸改変）又は10までのアミノ酸改変を含む。ある種の実施態様では、少なくとも1つのア
ミノ酸改変及び10までのアミノ酸改変を含むアナローグは保存的アミノ酸改変を表す。保
存的アミノ酸改変は本明細書に記載される。
　したがって、いくつかの特徴では、グルカゴンアナローグは以下の1つ以上を有する配
列番号:701の配列を含む：17位にGln、18位にAla、21位にGlu、23位にIle及び24位にAla
又はCys、前記の保存的アミノ酸置換。いくつかの特徴では、アナローグはC-末端アルフ
ァカルボキシレートの代わりにC-末端アミドを含む。ある種の実施態様では、アナローグ
は1位に、2位に又は1及び2位にアミノ酸置換を含み、前記置換はDPP-IVプロテアーゼ耐性
を達成する。適切なアミノ酸置換は本明細書に記載される。例えば1位のDMIA及び／又は2
位のD-Ser又はAIBである。いくつかの実施態様では、2位のアミノ酸はD-セリンではない
。
【０２１７】
　さらに加えるに或いはまた別に、アナローグは以下の1つ又は組み合わせを含む:（a）A
laで置換される2位のSer;（b）Gluで置換される3位のGln；（c）Ileで置換される7位のTh
r;（d）Trp又は非天然或いは自然に生じるアミノ酸のアシル若しくはアルキル基を含むア
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ミノ酸で置換される10位のTyr；（e）Ileで置換される12位のLys；（f）Gluで置換される
15位のAsp;（g）Gluで置換される16位のSer；（h）Ser、Thr、Ala、AIBで置換される20位
のGln;（i）Ser、Thr、Ala、AIBで置換される24位のGln；（j）Leu又はNleで置換される2
7位のMet;（k）荷電アミノ酸（場合によってAsp又はGlu）で置換される29位のAsn；（l）
Gly又は荷電アミノ酸（場合によってAsp又はGlu）で置換される29位のThr。ある種の特徴
では、アナローグは配列番号:657－669のいずれかのアミノ酸配列を含む。
　GIP受容体でアゴニスト活性を示すアナローグに関して、アナローグは1－21アミノ酸（
例えば5－19，7－15、9－12アミノ酸）の延長部を含む。アナローグの延長部は、延長部
が1から21アミノ酸であることを条件として任意のアミノ酸配列を含むことができる。い
くつかの特徴では、延長部は7から15アミノ酸であり、他の特徴では、延長部は9から12ア
ミノ酸である。いくつかの実施態様では、延長部は、（i）配列番号:78又は674のアミノ
酸配列、（ii）配列番号:78又は674のアミノ酸配列と高い配列同一性（例えば少なくとも
80％、85％、90％、95％、98％、99％）を有するアミノ酸配列、又は（iii）1つ以上の保
存的アミノ酸改変を有する（i）又は（ii）のアミノ酸配列を含む。
【０２１８】
　いくつかの実施態様では、延長部のアミノ酸の少なくとも1つはアシル化又はアルキル
化される。アシル又はアルキル基を含むアミノ酸はアナローグの延長部の任意の位置に配
置され得る。ある種の実施態様では、延長部のアシル化又はアルキル化アミノ酸は、アナ
ローグの37、38、39、40、41又は42位（配列番号:701の番号付与にしたがう）の1つに配
置される。ある種の実施態様では、アシル化又はアルキル化アミノ酸はアナローグの40位
に配置される。
　例示的実施態様では、アシル又はアルキル基は、非天然或いは自然に生じるアミノ酸の
アシル又はアルキル基である。例えば、アシル又はアルキル基はC4からC30（例えばC12か
らC18）脂肪アシル基又はC4からC30（例えばC12からC18）アルキル基であり得る。アシル
又はアルキル基は本明細書で考察されるもののいずれかであり得る。
　いくつかの実施態様では、アシル又はアルキル基は、例えばアミノ酸の側鎖を介して当
該アミノ酸に直に付加される。他の実施態様では、アシル又はアルキル基は、スペーサー
（例えば一アミノ酸、ジペプチド、トリペプチド、親水性二官能性スペーサー、疎水性二
官能性スペーサー）を介してアミノ酸に付加される。ある種の特徴では、スペーサーは長
さが3から10原子である。いくつかの実施態様では、アミノ酸スペーサーはγ-Gluではな
い。いくつかの実施態様では、ジペプチドスペーサーはγGlu-γGluではない。
【０２１９】
　さらにまた、例示的実施態様では、アシル又はアルキル基が付加されるアミノ酸は本明
細書に記載するもののいずれかであり得る。前記には、例えば式I、II又はIIIのアミノ酸
が含まれる。アシル化又はアルキル化されるアミノ酸は例えばLysであり得る。アシル又
はアルキル基を含む適切なアミノ酸、或いは適切なアシル基及びアルキル基は本明細書に
記載される。例えば、アシル化及びアルキル化と題する節の教示を参照されたい。
　他の実施態様では、延長部の1－6アミノ酸（例えば1－2、1－3、1－4、1－5アミノ酸）
は陽性荷電アミノ酸、例えば式IVのアミノ酸（例えばLys）である。本明細書で用いられ
るように、“陽性荷電アミノ酸”という用語は任意のアミノ酸（自然に生じるもの又は自
然には生じないもの）を指し、前記アミノ酸は生理学的pHでその側鎖の原子上に陽性荷電
を含む。ある種の特徴では、陽性荷電アミノ酸は37、38、39、40、41、42及び43位のいず
れかに配置される。具体的な実施態様では、陽性荷電アミノ酸は40位に配置される。他の
事例では、延長部は本明細書に記載するようにアシル化又はアルキル化され、本明細書に
記載するように1－6陽性荷電アミノ酸を含む。
【０２２０】
　さらにまた他の実施態様では、GIP受容体でアゴニスト活性を示すアナローグは、（i）
少なくとも1つのアミノ酸改変を有する配列番号:701、（ii）アナローグのC-末端から29
位のアミノ酸に1から21アミノ酸の延長部、及び（iii）C-末端延長部の外部に配置される
（例えば1－29位のいずれか配置される）、非天然或いは自然に生じるアミノ酸のアシル
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又はアルキル基を含むアミノ酸を含む。いくつかの実施態様では、アナローグは10位にア
シル化又はアルキル化アミノ酸を含む。具体的な特徴では、アシル又はアルキル基はC4か
らC30脂肪アシル又はC4からC30アルキル基である。いくつかの実施態様では、アシル又は
アルキル基は、スペーサー（例えば一アミノ酸、ジペプチド、トリペプチド、親水性二官
能性スペーサー、疎水性二官能性スペーサー）を介して付加される。ある種の特徴では、
アナローグは、アルファヘリックスを安定化させるアミノ酸改変、例えば16位のGluと20
位のLysとの間の塩橋、又は16、20、21及び24位の1つ、2つ若しくは3つ以上のいずれかに
おけるα,α-二置換アミノ酸を含む。具体的な特徴では、アナローグはさらに別にDPP-IV
プロテアーゼ耐性を付与するアミノ酸改変、例えば1位のDMIA、2位のAIBを含む。更なる
アミノ酸改変を含むアナローグが本明細書で意図される。ある実施態様では、クラス3グ
ルカゴン関連ペプチドは配列番号:657－669のいずれかの構造を含む。
【０２２１】
　いくつかの実施態様にしたがえば、クラス3グルカゴン関連ペプチドは、以下の改変（2
位にAIB、3位にGlu、10位にLys、16位にGlu、17位にGln、18位にAla、20位にLys、21位に
Glu、23位にIle、24位にAla）を含む天然のグルカゴン（配列番号:701）のアミノ酸配列
を含み、ここで10位のLysはC14又はC16脂肪酸でアシル化され、C-末端カルボキシレート
はアミドに取り替えられる。 具体的な実施態様では、このクラス3グルカゴン関連ペプチ
ドは、そのN-末端アミノ酸を介してジペプチド（D-Lys-サルコシン）に付加される。
　いくつかの実施態様にしたがえば、クラス3グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:514
、517－534又は554のいずれかのアミノ酸配列を含むか、本質的に前記から成るか又は前
記から成り、前記アミノ酸配列は、場合によって、GLP1アゴニスト及び／又はグルカゴン
アゴニスト活性を保持する1、2、3、4又は5つまでのさらに別の改変を有する。ある種の
実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:562－684及び1701－1776の
いずれかのアミノ酸を含む。いくつかの実施態様では、クラス3グルカゴン関連ペプチド
は、配列番号:801－1908のいずれかのアミノ酸配列を含む。
【０２２２】
　開示のグルカゴン関連ペプチド-インスリンペプチド複合物は、以前にインスリンペプ
チドについて記載されたいずれの使用にも適切であると考えられる。したがって、本明細
書に記載したグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物を用いて、高血糖症又は高血中
グルコースレベルから生じる他の代謝性疾患を治療できる。したがって、本発明は、本明
細書記載のグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物及び医薬的に許容できる担体を含
む、高血中グルコースレベルを罹患する患者の治療に使用される医薬組成物を包含する。
ある実施態様にしたがえば、本明細書開示のグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物
を用いて治療されるべき罹患動物は家畜化動物であり、別の実施態様では治療されるべき
罹患動物は人間である。
　本開示にしたがって高血糖症を治療するある方法は、本明細書開示のグルカゴン関連ペ
プチド-インスリン複合物を任意の標準的な投与ルートを用いて投与する工程を含む。前
記ルートには非経口的（例えば静脈内、腹腔内、皮下又は筋肉内）、脊髄内、皮内、直腸
的、経口的、経鼻的、又は吸入が含まれる。ある実施態様では、組成物は皮下又は筋肉内
に投与される。ある実施態様では、組成物は非経口的に投与され、グルカゴン関連ペプチ
ド-インスリン複合物は注射筒内に予め包装されている。
【０２２３】
　本明細書開示のグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物は、単独で又は他の抗糖尿
病薬剤と併用して投与できる。当業界で公知の又は研究中の抗糖尿病薬剤には以下が含ま
れる：天然のインスリン、天然のグルカゴン及びその機能的アナローグ、スルホニルウレ
ア（例えばトルブタミド（Orinase）、アセトヘキサミド（Dymelor）、トラザミド（Toli
nase）、クロルプロパミド（Diabinese）、グリピジド（Glucotrol）、グリブリド（Diab
eta, Micronase, Glynase）、グリメピリド（Amaryl）、又はグリクラジド（Diamicron）
）；メグリチニド（例えばレパグリニド（Prandin）又はナテグリニド（Starlix））；ビ
グアニド（例えばメトフォルミン（Glucophage）又はフェンフォルミン）；チアゾリジン
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ジオン（例えばロシグリタゾン（Avandia）、ピオグリタゾン（Actos）又はトログリタゾ
ン（Rezulin））、又は他のPPARγ阻害剤；炭水化物消化を阻害するアルファグルコシダ
ーゼ阻害剤（例えばミグリトール（Glyset）、アカルボース（Precose/Glucobay）；エク
セナチド（Byetta）又はプラムリンチド；ジペプチジルペプチダーゼ-4（DPP-4）阻害剤
（例えばビルダグリプチン又はシタグリプチン；SGLT（ナトリウム依存グルコーストラン
スポーター1）阻害剤；又はFBPase（フラクトース1,6-ビスフォスファターゼ）阻害剤。
【０２２４】
　本明細書に開示するグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物を含む医薬組成物は、
医薬的に許容できる標準的な担体及び当業者に公知の投与ルートを用いて患者に処方及び
投与することができる。したがって、本開示はまた、本明細書開示のグルカゴン関連ペプ
チド-インスリン複合物又はその医薬的に許容できる塩の1つ以上を医薬的に許容できる担
体と一緒に含む医薬組成物を包含する。ある実施態様では、医薬組成物は1mg/mL濃度のグ
ルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物を約4.0から約7.0のpHのリン酸緩衝系に含む。
医薬組成物はグルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物を唯一の医薬的に活性な成分と
して含むことができ、またグルカゴン関連ペプチドーインスリン複合ペプチドは追加され
る1つ以上の活性薬剤と組み合わせることができる。
　全ての治療方法、医薬組成物、キット及び本明細書に記載する同様な実施態様は、グル
カゴン関連ペプチドーインスリン複合ペプチドにはその全ての医薬的に許容できる塩が含
まれることを想定する。
　ある実施態様では、キットは、グルカゴン関連ペプチド-インスリン複合物を患者に投
与するための装置とともに提供される。キットはさらに多様な容器（例えばバイアル、チ
ューブ、ビンなど）を含むことができる。好ましくは、キットはまた使用のための指示を
含むであろう。ある実施態様にしたがえば、キットの装置はエーロゾルディスペンサー装
置であり、前記装置では組成物はエーロゾル装置内に予め包装されている。別の実施態様
では、キットは注射筒及び注射針を含み、ある実施態様では、グルカゴン関連ペプチド-
インスリン複合物の組成物は注射筒内に予め包装されている。
　本発明の化合物は、標準的合成方法、組換えDNA技術、又は任意の他のペプチド及び融
合タンパク質調製方法によって調製できる。ある種の非天然アミノ酸は標準的な組換えDN
A技術では発現できないが、それらを調製する技術は当業界で公知である。非ペプチド部
分を包含する本発明の化合物は、応用可能なときは標準的なペプチド化学反応に加えて、
標準的な有機化学反応によって合成できる。
【０２２５】
　実施態様1にしたがえば、グルカゴン関連ペプチド及びインスリンペプチドを含むイン
スリンアゴニスト/インクレチン複合物が提供され、ここでグルカゴン関連ペプチドはイ
ンスリンに直に又はリンカーを介して連結される。実施態様2では、実施態様1の複合物は
、インスリンペプチドと共有結合により連結されるグルカゴン関連ペプチドのC-末端領域
を有し、前記連結は、A鎖のA9、A14及びA15、B鎖のB1、B2、B10、B22、B28若しくはB29か
ら成る群から選択される位置のアミノ酸の側鎖、B鎖のN-末端アルファアミン、B鎖のカル
ボキシ末端、及び単一鎖インスリンアナローグのA鎖及びB鎖を連結する連結部分の任意の
位置のアミノ酸側鎖から別個に選択される位置を介する。実施態様3では、実施態様1又は
2は、インスリンペプチドのB鎖のアミノ末端に共有結合により連結されるグルカゴン関連
ペプチドのカルボキシ末端を有する。実施態様4では、実施態様1－3のいずれか1つの複合
物は単一鎖インスリンアナローグとしてインスリンペプチドを含む。実施態様5では、実
施態様1－4のいずれかの複合物は単一鎖インスリンアナローグを含み、ここでグルカゴン
関連ペプチドは、単一鎖インスリンアナローグのA鎖及びB鎖を連結する連結部分のアミノ
酸の側鎖に連結される。実施態様6では、実施態様1－4のいずれかの複合物は二鎖インス
リンアナローグを含み、前記複合物は第一及び第二のグルカゴン関連ペプチドを含み、こ
こで各グルカゴン関連ペプチドは、B鎖のアミノ末端、A鎖のカルボキシ末端、及びB鎖の
カルボキシ末端から成る群から選択される位置でインスリンペプチドに別個に共有結合に
より連結される。
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【０２２６】
　実施態様7では、グルカゴン関連ペプチドが以下の（i）-（v）を含む、実施態様1－6の
いずれか1つの複合物が提供される：
（i）1つから3つのアミノ酸改変を有する、アミノ酸配列X1-X2-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser
-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Z（
配列番号:839）、式中、
X1及び／又はX2は、ジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対するグルカゴ
ン関連ペプチドの感受性を減少させる非天然の（配列番号:701に対して）アミノ酸であり
、
Zは、Asn-Thr-COOH及びY-COOHから成る群から選択され（式中Yは1から2アミノ酸）、さら
にまた、
（1）ラクタム架橋がi位のアミノ酸及びi+4位のアミノ酸の側鎖を接続するか（式中iは12
、16、20又は24）、又は
（2）グルカゴン関連ペプチドの16、20、21及び24位のアミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全て
がα,α-二置換アミノ酸で置換され、
かつ前記グルカゴン関連ペプチドがグルカゴンアゴニスト活性を有する、前記アミノ酸配
列；
（ii）配列番号:701のアミノ酸配列であって、
　28位のAsnの荷電アミノ酸による置換、
　28位のAsnのAsp、Glu、システイン酸及びホモシステイン酸から成る群から選択される
荷電アミノ酸による置換、
　28位におけるAsn、Asp又はGluによる置換、
　28位におけるGluによる置換、
　29位のThrの荷電アミノ酸による置換、
　29位のThrのLys、Arg、His、Asp、Glu、システイン酸及びホモシステイン酸から成る群
から選択される荷電アミノ酸による置換、
　29位におけるAsp、Glu又はLysによる置換、
　29位におけるGluによる置換、
　29位の後ろに1から3つの荷電アミノ酸の挿入、
　29位の後ろにGlu又はLysの挿入、
　29位の後ろにGly-Lys又はLys-Lysの挿入、
　又は前記の組み合わせ、
　及びグループA若しくはグループB又は前記の組み合わせから選択される少なくとも1つ
のアミノ酸改変、
から成る群から選択される少なくとも1つのアミノ酸改変を含むように改変され、
　ここで、グループAは、16位のSerのThr又はAIBによる置換から成る群から選択されるア
ミノ酸改変であり、さらに
　グループBは、
　1位のHisのジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対する当該グルカゴン
関連ペプチドの感受性を減少させる非天然アミノ酸による置換、
　2位のSerのジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対する当該グルカゴン
関連ペプチドの感受性を減少させる非天然アミノ酸による置換、
　10位のTyrのPhe又はValによる置換、
　12位のLysのArgによる置換、
　20位のGlnのAla又はAIBによる置換、
　21位のAspのGluによる置換、
　24位のGlnのAla又はAIBによる置換、
　27位のMetのLeu又はNleによる置換、
　又は前記の組み合わせから成る群から選択されるアミノ酸改変であり、
かつ前記グルカゴン関連ペプチドがグルカゴンアゴニスト活性を有する、前記アミノ酸配
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列；
（iii）配列番号:701のグルカゴン関連ペプチドであって、
（a）GIPアゴニスト活性を付与する、1位のアミノ酸改変
（b）（1）i位及びi+4位のアミノ酸の側鎖間又はj位及びj+3位のアミノ酸の側鎖間のラク
タム架橋（式中iは12、13、16、17、20又は24で、jは17である）、又は（2）当該アナロ
ーグの16、20、21及び24位のアミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全てのα,α-二置換アミノ酸
による置換、
（c）27、28及び29位の1つ、2つ又は全てのアミノ酸改変、及び
（d）1つから6つの更なるアミノ酸改変、
を含むように改変され、ここで当該アナローグのGIP受容体活性化のためのEC50が約10nM
以下である、前記グルカゴン関連ペプチド；
（iv）配列番号:72又は配列番号:72のアナローグの配列であって、ここで前記アナローグ
が、1、2、3、5、7、10、11、13、14、17、18、19、21、24、27、28及び29位から選択さ
れる1つから3つのアミノ酸改変によって配列番号:72と異なり、
前記グルカゴン関連ペプチドが、GLP-1受容体で天然のGLP-1の活性の少なくとも20％を示
す、前記配列；
（v）10を超えないアミノ酸改変によって配列番号:701と異なるアミノ酸であって、16、2
0、21及び／又は24位にAIBによる1つ以上のアミノ酸置換並びにジペプチジルペプチダー
ゼIVによる切断に対する感受性の減少を提供する1位及び／又は2位におけるアミノ酸改変
を含み、前記グルカゴン関連ペプチドが、GLP-1受容体で天然のGLP-1の活性の少なくとも
20％を示す、前記アミノ酸。
【０２２７】
　実施態様8では、前記インスリンペプチドがA鎖及びB鎖を含む実施態様1－7のいずれか1
つの複合物が提供され、ここで前記A鎖は配列GIVX4X5CCX8X9X10CX12LX14X15LX17X18YCX21
-R13（配列番号:19）を含み、前記B鎖は配列R22-X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX4
5（配列番号:20）を含み、式中、
X4は、グルタミン酸又はアスパラギン酸であり、
X5は、グルタミン又はグルタミン酸であり、
X8は、ヒスチジン、スレオニン又はフェニルアラニンであり、
X9は、セリン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
X10は、イソロイシン又はセリンであり、
X12は、セリン又はアスパラギン酸であり、
X14は、チロシン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
X15は、グルタミン、グルタミン酸、アルギニン、アラニン、リジン、オルニチン又はロ
イシンであり、
X17は、グルタミン酸、アスパラギン酸、アスパラギン、リジン、オルニチン又はグルタ
ミンであり、
X18は、メチオニン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸、グルタミン酸又はス
レオニンであり、
X21は、アラニン、グリシン、セリン、バリン、スレオニン、イソロイシン、ロイシン、
グルタミン、グルタミン酸、アスパラギン、アスパラギン酸、ヒスチジン、トリプトファ
ン、チロシン及びメチオニンから成る群から選択され、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X33は、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X41は、グルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され、
X42は、アラニン、オルニチン、リジン及びアルギニンから成る群から選択され、
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X45は、チロシン又はフェニルアラニンであり、
R22は、AYRPSE（配列番号:14）、FVNQ（配列番号:12）、PGPE（配列番号:11）、グリシン
-プロリン-グルタミン酸トリペプチド、バリン-アスパラギン-グルタミントリペプチド、
プロリン-グルタミン酸ジペプチド、アスパラギン-グルタミンジペプチド、グルタミン、
グルタミン酸及びN-末端アミンから成る群から選択され、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
【０２２８】
　実施態様9では、実施態様1－7のいずれか1つの複合物が提供され、ここで前記A鎖は配
列GIVEQCCX8X9ICSLYQLENYCX21-R13（配列番号:73）を含み、前記B鎖は配列R22-X25LCGX29
X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号:20）を含み、式中、
X8は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X9は、セリン、リジン又はアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X33は、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X41は、グルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され、
X42は、アラニン、オルニチン、リジン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45は、チロシン又はフェニルアラニンであり、
R22は、FVNQ（配列番号:12）、バリン-アスパラギン-グルタミントリペプチド、アスパラ
ギン-グルタミンジペプチド、グルタミン及びN-末端アミンから成る群から選択され、
さらにR13はCOOH又はCONH2である。
【０２２９】
　実施態様10では、実施態様1－7のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、前記A鎖は
配列GIVDECCX8X9SCDLRRLEMX19CX21-R13（配列番号:74）を含み、前記B鎖は配列R22-X25LC
GAX30LVDALYLVCGDX42GFY（配列番号:75）を含み、式中、
X8は、フェニルアラニン又はヒスチジンであり、
X9は、アルギニン、オルニチン又はアラニンであり、
X19は、チロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノ-フェニルアラニンであり
、
X21は、アラニン又はアスパラギンであり、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X42は、アラニン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択されてR13はCOOH又はCO
NH2であり、
R22は、AYRPSE（配列番号:14）、FVNQ（配列番号:12）、PGPE（配列番号:11）、グリシン
-プロリン-グルタミン酸トリペプチド、バリン-アスパラギン-グルタミントリペプチド、
プロリン-グルタミン酸ジペプチド、アスパラギン-グルタミンジペプチド、グルタミン、
グルタミン酸及びN-末端アミンから成る群から選択され、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
【０２３０】
　実施態様11では、実施態様1－7のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、前記B鎖は
配列R22-X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45YT-Z1-B1（配列番号:142）を含み、式
中、
Z1は、アスパルテート-リジン、リジン-プロリン及びプロリン-リジンから成る群から選
択されるジペプチドであり、さらに
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B1は、スレオニン、アラニン又はスレオニン-アルギニン-アルギニントリペプチドから成
る群から選択される。
　実施態様12では、実施態様1－7のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、前記A鎖は
配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN-R13（配列番号:1）を含み、前記B鎖は配列FVNQHLCGSHLVEALY
LVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）を含む。
　実施態様13では、実施態様1－12のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、当該イン
スリンペプチドは単一鎖インスリンであり、さらにB及びA鎖を継ぎ合わせるペプチドリン
カーは、SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQR（配列番号:52）、SSSSRAPPPSLPSPSRLPGPSDTPIL
PQK（配列番号:51）、GAGSSSX57X58（配列番号:76）、GYGSSSX57X58（配列番号:21）及び
GYGSSSX57X58APQT（配列番号:77）から成る群から選択され、式中、X57及びX58は別個に
アルギニン、リジン又はオルニチンである。
　実施態様14では、実施態様1－13のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、当該ペプ
チドリンカーはGYGSSSRR（配列番号:18）及びGAGSSSRR（配列番号:22）から成る群から選
択される。
　実施態様15では、実施態様1－14のいずれか1つの複合物又は医薬的に許容できるその塩
が提供され、ここで、当該グルカゴン関連ペプチドは配列番号:72又は配列番号:72のアナ
ローグの配列を含み、前記アナローグは、1、2、3、5、7、10、11、13、14、17、18、19
、21、24、27、28及び29位から選択される、1つから3つのアミノ酸改変によって配列番号
:72と異なり、当該グルカゴン関連ペプチドは、12及び16、16及び20、20及び24、又は24
及び28位のアミノ酸の側鎖間に分子内橋を含む。
　実施態様16では、実施態様1－15のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、当該グル
カゴン関連ペプチドは、16及び20位のアミノ酸の間に塩橋又はラクタム架橋を含む。
【０２３１】
　実施態様17では、前記グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端に連結されてある、配
列番号:78、79及び80から成る群から選択されるペプチドをさらに含む、実施態様1－16の
いずれか1つの複合物が提供される。実施態様18では、当該グルカゴン関連ペプチドの3位
のアミノ酸がグルタミン酸である、実施態様1－17のいずれか1つの複合物が提供される。
実施態様19では、当該グルカゴン関連ペプチドの28位のアミノ酸がAsp、Asn又はLysであ
り、かつ当該グルカゴン関連ペプチドの29位のアミノ酸がGly又はThrである、実施態様1
－18のいずれか1つの複合物が提供される。実施態様20では、当該グルカゴン関連ペプチ
ドの16位のアミノ酸がグルタミン酸であり、当該グルカゴン関連ペプチドの20位のアミノ
酸がリジンであり、さらに当該グルカゴン関連ペプチドのC-末端カルボン酸基がアミドで
取り替えられ、場合によって当該グルカゴン関連ペプチドの16位のグルタミン酸及び20位
のリジンの間でラクタム架橋を有する、実施態様1－19のいずれか1つの複合物が提供され
る。実施態様21では、当該グルカゴン関連ペプチドの1位又は2位のアミノ酸が、ジペプチ
ジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に対する感受性の減少を示すように改変される
、実施態様1－20のいずれか1つの複合物が提供される。実施態様22では、当該グルカゴン
関連ペプチドが以下から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、実施態様1－21のい
ずれか1つの複合物が提供される：
a．配列番号:81、
b．配列番号:83、
c．配列番号:89、
d．配列番号:84－88のいずれか1つ、
e．配列番号:100－103のいずれか1つ、
f．配列番号:108であって、20位のアミノ酸がアルギニン、オルニチン及びシトルリンか
ら成る群から選択されるもの、
g．配列番号:98、99、109－112、104－106、及び配列番号:72のいずれか1つであって、当
該ペプチドの28位のXaaがアスパラギン又はアスパラギン酸で、当該ペプチドの29位のXaa
がスレオニン又はグリシンで、さらに当該ペプチドのC-末端がさらに配列番号:78、配列
番号:79、COOH又はCONH2を含むもの、及び
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h．配列番号:251、319及び510のいずれか1つ。
【０２３２】
　実施態様23では、当該グルカゴン関連ペプチドが、GIPアゴニスト活性を有するグルカ
ゴン（配列番号:701）のアナローグを含み、前記アナローグが、
（a）GIPアゴニスト活性を付与する1位のアミノ酸改変（場合によって1位のアミノ酸はイ
ミダゾール側鎖を欠くアミノ酸である）、
（b）16位のSerの下記式IVのアミノ酸によるアミノ酸置換
【０２３３】
【化１２】

　[式IV]
【０２３４】
（式中、nは1から7でありR1及びR2は別個にH、C1-C18アルキル、(C1-C18アルキル)OH、(C

1-C18アルキル)NH2、(C1-C18アルキル)SH、(C0-C4アルキル)(C3-C6)シクロアルキル、(C0
-C4 アルキル)(C2-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7、及び(C1-C4アルキ
ル)(C3-C9 ヘテロアリール)から成る群から選択され、R7はH又はOHであり、さらに式IVの
アミノ酸の側鎖は遊離アミノ基を含み、式IVのアミノ酸は場合によってホモLys、Lys、Or
n又は2,4-ジアミノ酪酸（Dab）である）、
（c）当該アナローグの16、20、21及び24位のアミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全てのα,α-
二置換アミノ酸による置換、
（d）27、28及び29位の1つ、2つ又は全てにおけるアミノ酸改変、及び
（e）当該グルカゴン配列（配列番号:701）に対する1－9の更なるアミノ酸改変
という上記改変の1つ以上を含み、
GIP受容体活性化のための当該アナローグのEC50が約10nM以下である、実施態様1－14のい
ずれか1つの複合物が提供される。
【０２３５】
　実施態様24では、実施態様1－14のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、当該グル
カゴン関連ペプチドは、（a）1位のアミノ酸は大きな芳香族アミノ酸（場合によってTyr
）であること、及び（b）（i）27位のMetの大きな脂肪族アミノ酸（場合によってLeu）に
よる置換、（ii）28位のAsnの小さな脂肪族アミノ酸（場合によってAla）による置換、若
しくは（iii）29位のThrの小さな脂肪族アミノ酸（場合によってGly）による置換、又は
当該アナローグは（i）、（ii）及び（iii）の組み合わせを含むという上記改変を含む。
　実施態様25では、実施態様23又は24のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、当該
グルカゴン関連ペプチドはさらにGPSSGAPPPS（配列番号:95）又はXGPSSGAPPPS（配列番号
:96）のアミノ酸配列を含み、前記アミノ酸配列はC-末端から29位のアミノ酸の位置で前
記ペプチドに連結される。実施態様26では、実施態様1－14及び23－25のいずれか1つの複
合物が提供され、ここで当該グルカゴン関連ペプチドはさらに、
（a）2位のSerのD-Ser、Ala、D-Ala、Gly、N-メチル-Ser、AIB、Val又はα-アミノ-N-酪
酸による置換、
（b）3位のGlnのGluによる置換、
（c）10位のアミノ酸Tyrのアシル基又はアルキル基に共有結合により連結される側鎖を含
むアミノ酸、場合によって下記式Iのアミノ酸による置換
【０２３６】
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【化１３】

　
【０２３７】
（式中、n＝1から4）、
（d）当該アナローグのC-末端アミノ酸として、アシル基又はアルキル基に共有結合によ
り連結される側鎖を含むアミノ酸、場合によって式Iのアミノ酸の付加、
（e）12位のLysのIleによる置換、
（f）17位のArgのGlnによる置換、
（g）18位のArgのAlaによる置換、
（h）21位のAspのGluによる置換、
（i）24位のGlnのAsnによる置換、及び
（j）C-末端アミノ酸のカルボン酸の中性荷電基、場合によってアミドによる取り替え、
という上記改変の1つ以上を含む。
【０２３８】
　実施態様27では、実施態様1－14及び23－25のいずれか1つの複合物が提供され、ここで
、当該グルカゴン関連ペプチドは配列番号:227、228、229又は230のいずれか1つのアミノ
酸配列を含み、前記配列はさらにGPSSGAPPPS（配列番号:820）又はXGPSSGAPPPS（配列番
号:1096）（式中Xは任意のアミノ酸）のアミノ酸配列の末端延長部をC-末端から29位アミ
ノ酸に含む。実施態様28では、実施態様1－14又は23のいずれか1つの複合物が提供され、
ここで、当該グルカゴン関連ペプチドは、配列番号:920－964、146－164、166、192－207
、209－221及び223から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。実施態様29では、実
施態様1－14のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、当該グルカゴン関連ペプチドは
配列番号:701又は改変配列番号:701の配列を含み、前記改変配列番号:701は、当該グルカ
ゴン関連ペプチドのC-末端から27位アミノ酸の位置に1つ、2つ、又は3つ以上の荷電アミ
ノ酸及び配列番号:701に対して7つまでの追加のアミノ酸改変を含む。実施態様30では、
実施態様1－14又は29のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、C-末端から27位アミノ
酸の位置に1つ、2つ、又は3つ以上の荷電アミノ酸が提供され、当該荷電アミノ酸はGlu又
はAspである。
【０２３９】
　実施態様31では、実施態様1－30のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、当該グル
カゴン関連ペプチドは、HAEGTFTSDVSSYLEEQAAREFIAWLVRGRG（配列番号:700）、HAEGTFTSD
VSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG（配列番号:703）、HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFICWLVKGR（配列番号
:717）、HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT（配列番号:701）又はHSQGTFTSDYSKYLDERRAQDFV
QWLMNT（配列番号:699）の配列を含む。実施態様29では、実施態様1－31のいずれか1つの
複合物が提供され、ここで、当該インスリンアナローグは単一鎖インスリンアナローグで
あり、前記アナローグは、配列GPEX25LCGAX30LVDALYLVCGDX42GFYFNX48X49GAGSSSRRGIVDEC
CX8RSCDLRRLENYCN-R13（配列番号:144）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTGAGSSSRRGIVE
QCCTSICSLYQLENYCN-R13（配列番号:143）又はGPEHLCGAHLVDALYLVCGDRGFYFNDRGAGSSSRRGIV
DECCHRSCDLRRLENYCN（配列番号:145）を含み、式中、
X8は、フェニルアラニン又はヒスチジンであり、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸であり、
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X42は、アラニン、オルニチン又はアルギニンであり、
X48は、リジン又はアスパラギン酸であり、
X49は、プロリン、オルニチン又はアルギニンであり、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
【０２４０】
　実施態様33では、実施態様1－32のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、当該複合
物はさらに構造U-Jを含むように改変され、式中、Uはアミノ酸又はヒドロキシ酸であり、
Jは、Jのカルボキシル部分と当該複合物のアミンとの間でアミド結合を介して前記複合物
に連結されるN-アルキル化アミノ酸であり、ここで、U、J又はU-Jが連結される当該複合
物のアミノ酸は非コードアミノ酸であり、さらに当該複合物からU-Jが化学的に切断され
る半減期（t1/2）は、生理学的条件下のPBS中で少なくとも約1時間から約1週間である。
　実施態様34では、実施態様33のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、当該複合物
はさらに構造U-Jに共有結合により連結される親水性部分を含むか、或いはまた別に親水
性部分は前記複合物のアミノ酸の側鎖に共有結合により連結される親水性部分を含み、後
者には、A14、A15、B0、B1、B10、B22、B28、B29又は天然のグルカゴン（配列番号:701）
の16、17、20、21、24若しくは29の対応する1つ以上の位置に、又は当該グルカゴン関連
ペプチドのC-末端領域に共有結合により連結される親水性部分が含まれる。これらの実施
態様のいずれでも、場合によって親水性部分はポリエチレングリコールである。
　実施態様35では、実施態様1－32のいずれか1つの複合物が提供され、ここで、当該複合
物はさらに、アミノ酸側鎖に共有結合により連結されるアシル基又はアルキル基を含むよ
うに改変される。さらに別の実施態様では、前記アシル基又はアルキル基は、天然のグル
カゴン（配列番号:701）の10位に対応するグルカゴン関連ペプチドの位置に、又はインス
リンペプチドのA14、A15、B0、B1、B10、B22、B28、B29から選択される1つ以上の位置に
、又は構造U-Jのアミノ酸の側鎖に共有結合により連結される。先行する実施態様のいず
れか1つの複合物、又は医薬的に許容できるその塩、及び医薬的に許容できる担体を含む
医薬組成物もまた本開示にしたがって提供される。
【実施例１】
【０２４１】
　インスリンA及びB鎖の合成
　Boc化学反応を用いて、インスリンA及びB鎖を4-メチルベンゾヒドリルアミン（MBHA）
樹脂又は4-ヒドロキシメチル-フェニルアセトアミドメチル（PAM）樹脂上で合成した。HF
/p-クレゾール（95：5）を0℃で1時間用いて、樹脂からペプチドを切断した。HF除去及び
エーテル沈殿に続いて、ペプチドを50％酢酸水溶液に溶解し凍結乾燥させた。また別には
、ペププチドはFmoc化学反応を用いて合成した。前記ペプチドは、トリフルオロ酢酸（TF
A）/トリイソプロピルシラン（TIS）/H2O（95：2.5：2.5）を室温で2時間用いて樹脂から
切断した。ペプチドを過剰量のジエチルエーテルの添加により沈殿させ、ペレットを酸性
緩衝水に溶解した。ペプチドの品質はRP-HPLCによってモニターし、質量分析（ESI又はMA
LDI）によって確認した。
　インスリンA鎖は、アミノ酸7位のただ1つの遊離システインを用いて合成し、他の全て
のシステインはアセトアミドメチルA-(SH)7(Acm)6,11,20として保護した。インスリンB鎖
は、7位のただ1つの遊離システインを用いて合成し、他のシステインはアセトアミドメチ
ルB-(SH)7(Acm)19として保護した。粗ペプチドは通常のRP-HPLCによって精製した。
　合成したA及びB鎖は、図1に概略した一般的な方法にしたがって、それらの天然のジス
ルフィド結合により互いに連結させた。それぞれのB鎖を、DMF又はDMSOへの溶解によりCy
s7-Npysに活性化させ、2,2’-ジチオビス(5-ニトロピリジン)（Npys）と1：1のモル比及
び室温で反応させた。前記活性化はRP-HPLCでモニターし、生成物はESI-MSで確認した。
　第一のB7-A7ジスルフィド結合は、それぞれA-(SH)7(Acm)6,11,20及びB-(Npys)7(Acm)19

を1：1のモル比で総ペプチド濃度10mg/mLにて溶解することによって形成された。鎖の結
合反応が完了したとき、混合物を50％酢酸水濃度に稀釈した。最後の2つのジスルフィド
結合はヨウ素の添加により同時に形成された。40倍モル過剰のヨウ素を前記溶液に添加し
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、この混合物を室温でさらに1時間攪拌した。アスコルビン酸水溶液を添加して反応を終
了させた。混合物をRP-HPLCで精製し、最終化合物をMALDI-MSによって確認した。図2及び
表1のデータが示すように、この方法にしたがって調製した合成インスリンは、インスリ
ン受容体結合について精製インスリンと良好な類似を示す。
　改変アミノ酸（例えばA19位の4-アミノフェニルアラニン）を含むインスリンペプチド
もまた、非コードアミノ酸のタンパク質への取り込みを可能にする系を用いてin vivoで
合成できる。前記系には、例えば米国特許第7,045,337号及び7,083,970号に教示された系
が含まれる。
【０２４２】
【表１】

【実施例２】
【０２４３】
　還元アルキル化によるアミン基（N-末端及びリジン）のPEG化
　a．合成
　インスリン（又はインスリンアナローグ）、mPEG20k-アルデヒド及びNaBH3CN（モル比1
：2：30）を酢酸緩衝液（pH4.1－4.4）に溶解した。反応溶液は、0.1NのNaCl、0.2N酢酸
及び0.1NのNa2CO3を含んでいた。インスリンペプチド濃度は約0.5mg/mLであった。反応は
室温で6時間にわたって生じた。反応の程度はRP-HPLCでモニターし、反応収量は約50％で
あった。
　b．精製
　反応混合物を0.1％のTFAで2－5倍に稀釈し、調製用RP-HPLCカラムに適用した。HPLC条
件：C4カラム、流速は10mL/分、A緩衝液は水に10％ACN及び0.1％TFA、B緩衝液はACNに0.1
％TFA、直線状グラジエントB％は0－40％（0－80分）。PEG-インスリン又はアナローグは
約35％緩衝液Bで溶出させた。所望の化合物はMALDI-TOEとその後のスルフトリシス又はト
リプシン分解による化学的改変によって立証した。
　N-ヒドロキシスクシンイミドアシル化によるアミン基（N-末端及びリジン）のPEG化
　a．合成
　インスリン（又はインスリンアナローグ）をmPEG20k-NHSとともに0.1Nのビシン緩衝液
（pH8.0）に1：1のモル比で溶解した。インスリンペプチド濃度は約0.5mg/mLであった。
反応の進行はHPLCでモニターした。反応収量は室温で2時間後に約90％であった。
　b．精製
　反応混合物を2－5倍に稀釈し、RP-HPLCにロードした。HPLC条件：C4カラム、流速は10m
L/分、A緩衝液は水に10％ACN及び0.1％TFA、B緩衝液はACNに0.1％TFA、直線状グラジエン
トB％は0－40％（0－80分）。PEG-インスリン又はアナローグは約35％Bで収集した。所望
の化合物はMALDI-TOEとその後のスルフトリシス又はトリプシン分解による化学的改変に
よって立証した。
　フェニルアラニンの芳香環のアセチル基の還元的アミノ化PEG化
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　a．合成
　インスリン（又はインスリンアナローグ）、mPEG20k-ヒドラジド及びNaBH3CN（モル比1
：2：20）を酢酸緩衝液（pH4.1－4.4）に溶解した。反応溶液は、0.1NのNaCl、0.2N酢酸
及び0.1NのNa2CO3を含んでいた。室温、24時間のインスリン又はインスリンアナローグの
濃度は約0.5mg/mLであった。反応の進行はHPLCでモニターした。反応の変換は約50％であ
った（HPLCによって計算）。
　b．精製
　反応混合物を2－5倍に稀釈し、RP-HPLCにロードした。HPLC条件：C4カラム、流速は10m
L/分、A緩衝液は水に10％ACN及び0.1％TFA、B緩衝液はACNに0.1％TFA、直線状グラジエン
トB％は0－40％（0－80分）。PEG-インスリン又はPEG-インスリンアナローグは約35％Bで
収集した。所望の化合物はMALDI-TOEとその後のスルフトリシス又はトリプシン分解によ
る化学的改変によって立証した。
【実施例３】
【０２４４】
　インスリン受容体結合アッセイ：
　各ペプチドのインスリン又はIGF-1受容体に対する親和性を、シンチレーションプロク
シミティ技術を利用する競合結合アッセイで測定した。ペプチドの連続3倍希釈をトリス-
Cl緩衝液（0.05Mトリス-HCl（pH7.5）、0.15M NaCl、0.1％w/vウシ血清アルブミン）で作
成し、96ウェルプレート（Corning Inc., Acton, MA）にて0.05nMの(3-[125I]-ヨードチ
ロシル)A TyrA14インスリン又は(3-[125I]-iodotyrosyl)IGF-1（Amersham Biosciences, 
Piscataway, NJ）と混合した。ヒトインスリン又はIGF-1受容体を過剰発現する細胞から
調製した形質膜フラグメントの1－6マイクログラムのアリコットが各ウェルに存在し、ポ
リエチレンイミン処置コムギ胚芽アグルチニンA型シンチレーションプロクシミティアッ
セイビーズ（Amersham Biosciences, Piscataway, NJ）を0.25mg/ウェルで添加した。800
rpmで5分振盪させた後で、プレートを室温で12時間インキュベートし、放射能をMicroBet
a 1450液体シンチレーションカウンター（Perkin-Elmer, Wellesley, MA）で測定した。
非特異的結合（NSB）の放射能を、テストサンプルの最高濃度の4倍濃度過剰の“コールド
”の天然のリガンドを有するウェルで測定した。全結合放射能は競合物を含まないウェル
で検出した。特異的結合パーセントを以下のように計算した：特異的結合パーセント＝（
結合NSB／全結合NSB）ｘ100。IC50値はオリジンソフトウェア（Origin software, Origin
Lab, Northampton, MA ）を用いて決定した。
【実施例４】
【０２４５】
　インスリン受容体リン酸化アッセイ：
　インスリン又はインクレチン-インスリン複合物の受容体リン酸化を測定するために、
受容体をトランスフェクトしたHEK293細胞を96ウェルの組織培養プレート（Costar #3596
, Cambridge, MA）にプレートし、ダルベッコー改変イーグル培養液（DMEM（Dulbecco’s
 modified Eagle medium ））で5％CO2及び90％湿度下にて16－20時間37℃で培養した。
前記培養液は100IU/mLペニシリン、100μg/mLストレプトマイシン、10mM HEPES及び0.25
％のウシ増殖血清（HyClone SH30541, Logan, UT）が補充されてあった。インスリン又は
インスリンアナローグの連続希釈を、0.5％ウシ血清アルブミン（Roche Applied Science
 #100350, Indianapolis, IN）補充DMEMで調製し、接着細胞を含むウェルに添加した。5
％CO2を含む湿潤雰囲気にて37℃で15分インキュベートした後、細胞を5％パラホルムアル
デヒドで20分間室温にて固定し、リン酸緩衝食塩水（pH7.4）で2回洗浄し、さらにPBS中
の2％ウシ血清アルブミンで1時間ブロックした。続いて前記プレートを3回洗浄し、製造
業者の推奨にしたがって2％ウシ血清アルブミン含有PBSで再構成したセイヨウワサビペル
オキシダーゼ結合抗ホスホチロシン抗体（Upstate biotechnology #16-105, Temecula, C
A）を充填した。室温で3時間インキュベートした後、前記プレートを4回洗浄し、0.1mLの
TMBシングルソリューション基質（single solution substrate, Invitrogen, #00-2023, 
Carlbad, CA）を各ウェルに添加した。発色は5分後に1NのHCl（0.05mL）を添加して停止
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させた。450nmでの吸収をタイターテックマルチスキャンMCC340（Titertek Multiscan, T
hermoFisher, Pittsburgh, PA）で測定した。吸収対ペプチド濃度用量応答曲線を作図し
、EC50値をオリジンソフトウェア（OriginLab, Northampton, MA）を用いて決定した。
【０２４６】
　グルカゴン及びGLP-1の機能アッセイ－cAMP合成：
　個々のインクレチン又はインクレチン-インスリンアナローグのcAMP誘発能力をホタル
ルシフェラーゼ系レポーターアッセイで測定した。受容体（グルカゴン受容体、GLP-1受
容体又はGIP受容体）及びcAMP応答エレメント連結ルシフェラーゼ遺伝子を共トランスフ
ェクトしたHEK293細胞を、0.25％ウシ増殖血清（Hycone, Logan, UT）補充DMEM（Invitor
gen, Carlsbad, CA）で16時間培養することによって血清を枯渇させ、続いてグルカゴン
、GLP-1、GIP又は新規なグルカゴンアナローグの連続希釈物と一緒に96ウェルのポリD-リ
ジン被覆“バイオコート”プレート（BD Biosciences, San Jose, CA）で37℃、5％CO2下
で5時間インキュベートした。インキュベーション終了時に、100マイクロリットルのLucL
iteルミネセンス基質試薬（Perkin-Elmer, Wellesley, MA）を各ウェルに添加し、光の産
出をMicroBeta-1450液体シンチレーションカウンター（Perkin-Elmer, Wellesley, MA）
で測定した。オリジンソフト（Origin Lab, Northampton, MA）を用いて、有効50％濃度
を計算した。
【実施例５】
【０２４７】
　インスリン様成長因子（IGF）アナローグIGF1(YB16LB17)
　出願人らは、インスリン受容体で天然のインスリンと類似の活性を示すIGFアナローグ
を見出した。より具体的には、IGFアナローグ（IGF1(YB16LB17)）は、天然のIGF A鎖（配
列番号：5）及び改変B鎖（配列番号：6）を含み、前記では、天然のIGF B鎖（配列番号：
3）の15及び16位の天然のグルタミン及びフェニルアラニンは、それぞれチロシン及びロ
イシン残基で入れ替えられている。図4及び下記の表2に示されるように、IGF1(YB16LB17)
及び天然のインスリンの結合活性は、各々がインスリン受容体の極めて強力なアゴニスト
であることを示している。
【０２４８】

【表２】

【実施例６】
【０２４９】
　また別のIGFインスリンアナローグ
　IGF1(YB16LB17)ペプチド配列の更なる改変によって、インスリン及びIGF1受容体でそれ
らの効能が変化するまた別のIGFインスリンアナローグが明らかになった。これらのアナ
ローグの各々について表3に結合データ（実施例3のアッセイを用いる）を提示する。前記
表では、改変の位置は、天然のインスリンペプチドの対応する位置を基準に示される（DP
I＝des B26－30）。例えば、本明細書で、更なる説明が一切なく“B28位”と言えば、配
列番号：2の最初のアミノ酸が欠失してあるインスリンアナローグのB鎖の対応するB27位
を意味するであろう。したがって、 “B(Y16)”という一般的呼称は、天然のIGF-1配列（
配列番号：3）のB鎖の15位のチロシン残基の置換を指す。インスリン及びIGFアナローグ
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の相対的受容体結合に関するデータは表3に提供され、IGFアナローグ刺激リン酸化に関す
るデータ（実施例4のアッセイを用いる）は表4に提供される。
【０２５０】
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【表３－１】
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【表３－２】

【０２５１】
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【表４－１】
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【表４－２】

【実施例７】
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【０２５２】
　単一鎖インスリンアナローグの生合成及び精製
　IGF-I C鎖を介して連結される天然のインスリンB及びA鎖を含むインスリン-IGF-Iミニ
遺伝子（B0-C1-A0）を、酵母ピキア・パストリス（Pichia pastoris）での組換えタンパ
ク質の構成的発現及び精製のためにGAPプロモーター（グリセルアルデヒド-3-ホスフェー
トデヒドロゲナーゼ（GAPDH））下に発現ベクターpGAPZα（Invitrogenより購入）でクロ
ーニングした。組換えタンパク質の培地中への分泌のために、サッカロミセス・セレビシ
アエ（Saccharomyces cerevisiae）のアルファ-接合因子リーダーシグナルをコードするN
-末端ペプチドに前記ミニ遺伝子を融合させた。該ミニ遺伝子と先導α-接合因子配列との
間のKex2切断部位を用いて、天然のアミノ末端を有するミニ遺伝子の分泌のためのリーダ
ー配列を切断した。一部位アラニン変異を、B0C1A0ミニ遺伝子のCペプチドの1位(G1A)、2
位(Y2A)、3位(G3A)、4位(S4A)、5位(S5A)、6位(S6A)、7位(R7A)、8位(R8A)、10位(P10A)
、11位(Q11A)及び12位(T12A) に導入した。
　B0C1A0、11のアラニン変異体及び他の選別誘導体を含むミニ遺伝子で、エレクトロポレ
ーションによって酵母ピキア・パストリスを形質転換した。陽性の形質転換体を最少メタ
ノールプレートで選別し、各ピキア単離株のゲノム調製を実施し、該構築物の酵母ゲノム
への組み込みをPCRにより確認した。アガロースDNAゲル上で833塩基対PCR生成物を可視化
した。対応する酵母株の発酵によってインスリンアナローグを製造した。酵母細胞は500m
Lのベックマン（Beckman）遠心管にて5Kで20分遠心分離してペレットにし、培地はその後
のタンパク質精製のために維持した。
　増殖培地上清を0.2μmのミリポア（Millipore）フィルターでろ過した。該上清にアセ
トニトリル（ACN）を最終体積20％で添加した。20％のACN水溶液で予め平衡化したアンバ
ーライト（Amberlite）XAD7HP樹脂（Sigma）で前記上清を精製した。続いて前記樹脂を30
mLの20％ACN水溶液で2回洗浄し、さらに0.1％のTFAを含む30％ACN水溶液で夾雑物を除去
した。部分精製インスリンアナローグを0.1％TFA含有54％ACN水溶液で前記カラムから溶
出し凍結乾燥した。凍結乾燥サンプルを0.025MのNH3HCO3（pH8）に再懸濁し、ルナ（Luna
）C18カラム（粒子サイズ10μm、ポアサイズ300Å）で精製した。ACN水溶液の20－60％直
線状グラジエントを用いてタンパク質をカラムから溶出した。MALDI-MS陽性分画をプール
し、その後の凍結乾燥のために使い捨てシンチレーションバイアルに移した。続いて凍結
乾燥サンプルを0.1％TFA含有20％ACN水溶液に再懸濁し、ルナ（Luna）C18カラム（粒子サ
イズ10μm、ポアサイズ300Å）で精製した。ACN水溶液の18－54％直線状グラジエントを
用いてタンパク質をカラムから溶出した。タンパク質の溶出は280nmの吸収でモニターし
た。MALDI-TOF MS陽性分画をC8分析用カラムで分析して純度を確認した。
　B0-C1-A0アナローグは、インスリン受容体アイソフォーム及びIGF-1受容体の双方で等
しく有効な効能を示した。2位のチロシンのアラニンへの変異又はC9-12の欠失による8ア
ミノ酸へのC-ペプチド短縮は、IGF-1受容体活性の有意な低下によってインスリン作用の
特異性の選択的強化を提供した。表5A及び5Bに提供するデータを参照されたい。
【０２５３】
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【表５Ｂ】

【０２５５】
　C-ペプチドの2及び3位はIGF-1受容体における改変にもっとも感受性が高く、インスリ
ン受容体は改変に対して比較的免疫を有することが立証された。アナローグは全て一桁の
ナノモル濃度の活性を維持し、ある種の特定のアナローグは効能がわずかに強化されるこ
とを立証した（低い一桁のナノモル濃度）。もっともインスリン選択性が強いアナローグ
は、C-ペプチドの最後の4残基が失われたもの、C-ペプチドの2位にアラニン変異を有する
もの、又は前記の組み合わせであった。
【実施例８】
【０２５６】
　インクレチン-インスリンハイブリッドのための発現ベクターの構築
　インクレチン-インスリンハイブリッドの各々の遺伝子をPCRによって合成し、続いてpE
T30aから改変した発現ベクターに連結した（pET30aは融合物リーダー配列として小ユビキ
チン様改変因子（Small Ubiqutin-like modifier, SUMO）を含む）。タバコエッチウイル
ス（TEV）プロテアーゼ切断部位がSUMOとインクレチン-インスリンハイブリッドとの間に
配置されていた。インフュージョンHDクローニングシステム（Clontech）を連結に用いた
。インクレチン-インスリンハイブリッドの発現及び精製は以下のように実施した。オリ
ガミB（Origami B（DE3）（Novagen）コンピテント細胞を発現ベクターで形質転換した。
細胞をルリアブロス（Luria Broth, LB）（50ug/mLのアンピシリン、25ug/mLのカナマイ
シン及び5ug/mLのテトラサイクリンを含む）で、DO600nmが0.8－1.0に達するまで37℃で
培養した。その時点で温度を18℃に変化させ、IPTG（0.2mM）を培養に添加して遺伝子発
現を誘導した。誘導は一晩継続し、続いて5,000rpmで15分の遠心により細胞を採集した。
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　発酵細胞ペレットを25mMトリス（pH8.0）（300mM NaCl、10mMイミダゾール、6Mグアニ
ジン塩酸塩を含む）に懸濁し、細胞を音波破砕によって溶解させた。溶解物を15,000rpm
で30分遠心分離し、上清をNi-NTAアフィニティーカラムにロードした。300mM NaCl、2 0m
Mイミダゾールを含む25mMトリス（pH8.0）でカラムを洗浄した。500mMのイミダゾールと
ともに300mM NaClを含む25mMの同じトリス緩衝液（pH8.0）を用いてタンパク質を溶出さ
せた。精製タンパク質をTEVプロテアーゼで一晩4℃にて消化し、MiliQ水で4倍（v/v）に
希釈した。このタンパク質溶液を10％グリセロール含有20mMトリス（pH8.0）で予め平衡
させたQ-セファロースカラムに適用した。15カラム容積の100－600mMのNaClグラジエント
を用いて前記Q-セファロースカラムを溶出させた。クロマトグラフィー精製したタンパク
質の純度は分析用HPLC及びMALDI-TOF質量分析によって確認した。
【実施例９】
【０２５７】
　インクレチン-インスリン融合物のin vitro活性
　一連のインクレチン-インスリン融合ポリペプチドを構築し、実施例4に開示したin vit
roアッセイを用いてインスリン受容体及び対応するインクレチン受容体における当該化合
物の活性を測定した。図6は、単一鎖インスリンアナローグを用いて形成した一組のGLP1
及びGIP融合ペプチドの配列を示す。さらに別のインクレチン-インスリン誘導体を形成し
、前記では、複合物のインスリン成分又はインクレチン成分の配列は当該複合物の1つの
成分又は2つの成分の活性を除去するために改変された。
　より具体的には、GLP-1親ペプチド（GLP1-DP8；配列番号:132）がGLP-1ペプチド（GLP-
1受容体でアゴニスト活性を有する）とインスリンペプチド（DP8）（インスリン受容体で
アゴニスト活性を有する）との間で形成された。GLP1-DP8の誘導体が調製され、前記では
、インスリン配列はA19位のチロシンをアラニンで置換することによって改変されて（GLP
1-DP8A19；配列番号:133）効果的にインスリン活性が除去されるか、或いはGLP配列は22
位のフェニルアラニンをアラニンで置換することによって改変されて（GLP1-A22；配列番
号:134）効果的にGLP-1活性が除去された。同様に、グルカゴン親ペプチド（Glu-DP8；配
列番号:135）が、グルカゴン受容体でアゴニスト活性を有するグルカゴンペプチドとイン
スリン受容体でアゴニスト活性を有するインスリンペプチドとの間で形成された。Glu-DP
8の誘導体が調製され、前記では、インスリン配列はA19位のチロシンをアラニンで置換す
ることによって改変されて（GLP1-DP8A19；配列番号:136）効果的にインスリン活性が除
去されるか、或いはグルカゴン配列は3位のグルタミンをグルタミン酸で置換することに
よって改変されてグルカゴン活性が除去された。加えて、インスリン、グルカゴン及びGL
P-1受容体で活性を有するGlu-DP8のさらに別の誘導体が設計された。前記では、Glu-DP8
配列は16位のセリンをグルタミン酸で置換することによって改変された（グルカゴンE16
（配列番号:138））。
【０２５８】
　複合物の各々は実施例8に開示したように合成し、クロマトグラフィーにより精製した
。図7及び8は、インスリン受容体、GLP1受容体及びグルカゴン受容体における、合成GLP1
-DP8及びGlu-DP8複合物のクロマトグラフィー単離プール分画のEC50値を、天然インスリ
ン、IGF-1及び天然グルカゴンと対比してそれぞれ示す。単離GLP1-DP8複合物分画につい
ては、プール1はインスリン受容体で天然のインスリンとほぼ同一の活性を示す（図7参照
）。3プール全てがGLP1受容体で高い活性を示した。したがって、プール1の複合物は、天
然のインスリン及び天然のGLP1と同じ高い効能をそれらの対応する2つの受容体で示す。
単離Glu-DP8複合物分画については、プール1はインスリン受容体で天然のインスリンと同
様な活性を、インスリン受容体における複合物の活性を緩和するグルカゴン配列の存在と
ともに示した。プール1及び3はグルカゴン受容体における高い活性を示す。3つにプール
は全てGLP-1受容体における貧弱な活性を示す。したがって、プール1の複合物はインスリ
ン及びグルカゴン受容体で高い効能を示すが、GLP-1受容体に関しては選択性を維持する
。したがって、精製複合物は期待される活性をそれらの対応する受容体で示し、当該複合
物が、継ぎ合わされた2つの元の活性ペプチドの双方の活性を維持することを示している
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。
【０２５９】
　Glu-DP8複合物及びGLP1-DP8複合物の血中グルコースレベルを低下させる能力を、C57BL
/6マウスに当該化合物を投与し血中グルコースを測定することによって精査した。天然の
インスリンを2通りの用量（12nmol/kg又は60nmol/kg）で（図9A）、又は複合物（GLP1-DP
8（図9B）又はGlu-DP8（図9C））の1つを3通りの異なる濃度（12nmol/kg、60nmol/kg及び
300nmol/kg）でマウスに皮下注射した。複合物は、天然のインスリンよりも急激でない血
中グルコースの下降及びより長期の半減期を示した（作用のより長い持続時間）。加えて
、GLP1-DP8（図9B）は、Glu-DP8（図9C）よりもグルコース低下でより活性が高い。この
ことは、ンスリン活性を和らげるグルカゴンの作用に依ると考えられる。したがって、複
合物はin vivoで血中グルコースを低下させる能力を示し、かつ天然のインスリンのプロ
フィールと異なるプロフィールを有する。
　公知の変異導入を用いてGlu-DP8及びGLP1-DP8複合物の活性を改変し、当該複合物の2つ
の（インクレチン又はインスリン）活性の1つをノックアウトすることができる。改変Glu
-DP8及びGLP1-DP8複合物の各々（GLP1-DP8A19、GLP1-A22、Glu-DP8A19、グルカゴンE3及
びグルカゴンE16）をインスリン受容体、グルカゴン受容体及びGLP-1受容体で試験し、複
合物の活性を各化合物の期待される活性に調整した。図10はGLP1-DP8及びGLP1-DP8A19のi
n vitro活性を提供する。A19位のアラニンの置換は、インスリン受容体におけるインスリ
ンの活性を効果的に除去する。EC50値は、インスリン及びGLP1-DP8の双方が強力なインス
リン受容体アゴニストあるが、GLP-1及びGLP1-DP8A19はインスリン受容体で貧弱な活性を
有することを示している。
【０２６０】
　図11は、Glu-DP8及び誘導体複合物のin vitroインスリン受容体活性（EC50値）を提示
する。要約すれば、当該化合物の各々はグルカゴン受容体及びインスリン受容体で活性を
示し、当該活性はインスリン又はグルカゴン配列を改変することによって破壊できる。複
合物の各々は市のペプチド配列と一致する活性を示し、当該複合物は交差反応しない。特
に、EC50値は、インスリン及びGlu-DP8の双方が強力なインスリン受容体アゴニストであ
るが、グルカゴン及びGlu-DP8A19はインスリン受容体で貧弱な活性を有することを示して
いる。GluE3-DP8及びGluE16-DP8もまた、DP8インスリン配列の存在によりインスリン受容
体で高い効能を示した。
　図12は、Glu-DP8、GluE3-DP8及びGluE16-DP8、Glu-DP8A19及びGLP1-DP8のin vitroグル
カゴン受容体活性（EC50値）を提示する。グルカゴン3位のグルタミン酸置換は効果的に
グルカゴン活性を除去することが知られ、さらにインスリンのA19位のアラニン置換はイ
ンスリン受容体におけるインスリン活性を効果的に除去することが知られている。グルカ
ゴン16位のグルタミン酸置換はグルカゴン及びGLP-1のコアゴニストを生じる。EC50値は
、グルカゴン、Glu-DP8及びGluE16-DP8は強力なグルカゴン受容体アゴニストであり、一
方、GLP-1及びGLP1-DP8並びにGluE3-DP8はグルカゴン受容体で貧弱な活性を有することを
示している。したがって、複合物は期待される活性を示す。
【０２６１】
　図13は、GLP-1、GLP1-DP8、GLP1A22-DP8、GLP1-DP8A19、Glu-DP8及びGluE16-DP8のin v
itro GLP-1受容体活性（EC50値）を提示する。GLP1A22-DP8はインスリンとGLP-1との複合
物を表し、前記複合物では22位はアラニンで置換されてある（GLP-1活性を効果的に除去
することが判明している改変である）。EC50値は、GLP-1、GLP1-DP8及びGLP1-DP8A19は強
力なGLP-1受容体アゴニストであるが、GLP1A22-DP8、Glu-DP8及びGluE16-DP8はGLP-1受容
体でより低い活性を有することを示している。したがって、複合物は期待される活性を示
す。
　GLP1-D8及びGlu-DP8複合物を、血中グルコースレベルを低下させるそれらの能力につい
てin vivoで試験した。in vivoの結果はin vitroの受容体データと一致した。図14A－14B
は、DP8（図14A）又はGLP1-DP8A19（図14B）を投与したC57BL/6マウスにおける血中グル
コースレベルに対する前記列挙複合物の天然インスリンと対比したin vivo効果を示す。D
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8は首尾よく血中グルコースを低下させたが、GLP1-DP8A19は血中グルコースレベルを有意
には低下させることができなかった。図15A－15Cは、Glu-DP8A19（図15A）又はGLP1A22-D
P8（図15B）又はGluE3/DP8（図15C）を投与したC57BL/6マウスにおける血中グルコースレ
ベルに対する前記列挙複合物の天然インスリンと対比したin vivo効果を示す。Glu-DP8A1
9複合物はインスリン活性を欠くが、グルカゴン刺激インスリン分泌の結果としてin vivo
で血中グルコース低下をなお誘発する。GLP1A22-DP8は、22位の置換の結果としてグルカ
ゴン活性を減少させたが、しかしながら、複合物のインスリン成分は血中グルコース減少
活性を提供し、したがって複合物はインスリンの約1/5の活性を有する。GluE3/DP8はE3位
における置換によりグルカゴン活性を減少させたが、しかしながら当該複合物は、天然の
インスリンと対比してわずかに弱められたグルコース低下活性を有する。

　本発明のまた別の態様は、以下のとおりであってもよい。
〔１〕グルカゴン関連ペプチド及びインスリンペプチドを含むインスリンアゴニスト/イ
ンクレチン複合物であって、該グルカゴン関連ペプチドが、該インスリンペプチドに直に
又はリンカーを介して連結されている、前記複合物。
〔２〕該グルカゴン関連ペプチドのC－末端領域が、A鎖のA9、A14及びA15、B鎖のB1、B2
、B10、B22、B28又はB29位から成る群から選択される位置のアミノ酸の側鎖、B鎖のN－末
端アルファアミン、B鎖のカルボキシ末端、及び単一鎖インスリンアナローグのA鎖及びB
鎖を連結する連結部分の任意の位置のアミノ酸側鎖から別個に選択される位置を介してイ
ンスリンペプチドに共有結合により連結されている、前記〔１〕に記載の複合物。
〔３〕該グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端が、該インスリンペプチドのB鎖のア
ミノ末端に共有結合により連結されている、前記〔1〕に記載の複合物。
〔４〕該インスリンペプチドが単一鎖インスリンアナローグである、前記〔1〕－〔3〕の
いずれか1項に記載の複合物。
〔５〕該グルカゴン関連ペプチドが、単一鎖インスリンアナローグのA鎖及びB鎖を連結す
る連結部分のアミノ酸のアミノ酸側鎖に連結されている、前記〔4〕に記載の複合物。
〔６〕該インスリンペプチドが二鎖インスリンアナローグであり、かつ前記複合物が第一
及び第二のグルカゴン関連ペプチドを含み、各グルカゴン関連ペプチドが、該B鎖のアミ
ノ末端、該A鎖のカルボキシ末端及び該B鎖のカルボキシ末端から成る群から選択される位
置で該インスリンペプチドに共有結合により連結されている、前記〔1〕に記載の複合物
。
〔７〕該グルカゴン関連ペプチドが以下を含む、前記〔1〕－〔6〕のいずれか1項に記載
の複合物：
（i）アミノ酸配列X1－X2－Gln－Gly－Thr－Phe－Thr－Ser－Asp－Tyr－Ser－Lys－Tyr－
Leu－Asp－Ser－Arg－Arg－Ala－Gln－Asp－Phe－Val－Gln－Trp－Leu－Met－Z（配列番
号:839）であって、前記に対して1つから3つのアミノ酸改変を有するもの：式中、
X1及び／又はX2は、ジペプチジルペプチダーゼIV（DPP－IV）による切断に対するグルカ
ゴン関連ペプチドの感受性を減少させる非天然の（配列番号:701と対比して）アミノ酸で
あり、
Zは、Asn－Thr－COOH及びY－COOHから成る群から選択され（式中Yは1つから2つのアミノ
酸）、さらにまた、
（1）ラクタム架橋がi位のアミノ酸及びi+4位のアミノ酸の側鎖を接続するか（式中iは12
、16、20又は24）、又は
（2）グルカゴン関連ペプチドの16、20、21及び24位のアミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全て
がα,α－二置換アミノ酸で置換され、
かつ前記グルカゴン関連ペプチドがグルカゴンアゴニスト活性を有する、前記アミノ酸配
列；
（ii）配列番号:701のアミノ酸配列であって、前記配列が
　28位のAsnの荷電アミノ酸による置換、
　28位のAsnのAsp、Glu、システイン酸及びホモシステイン酸から成る群から選択される
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荷電アミノ酸による置換、
　28位におけるAsn、Asp又はGluによる置換、
　28位におけるGluによる置換、
　29位のThrの荷電アミノ酸による置換、
　29位のThrのLys、Arg、His、Asp、Glu、システイン酸及びホモシステイン酸から成る群
から選択される荷電アミノ酸による置換、
　29位におけるAsp、Glu又はLysによる置換、
　29位におけるGluによる置換、
　29位の後ろに1から3つの荷電アミノ酸の挿入、
　29位の後にGlu又はLysの挿入、
　29位の後にGly－Lys又はLys－Lysの挿入、
　又は前記の組み合わせ、
　及びグループA若しくはグループB又は前記の組み合わせから選択される少なくとも1つ
のアミノ酸改変、
から成る群から選択される少なくとも1つのアミノ酸改変を含むように改変され、
　ここで、グループAは、16位のSerのThr又はAIBによる置換から成る群から選択されるア
ミノ酸改変であり、さらに
　グループBは、
　1位のHisのジペプチジルペプチダーゼIV（DPP－IV）による切断に対する当該グルカゴ
ン関連ペプチドの感受性を減少させる非天然アミノ酸による置換、
　2位のSerのジペプチジルペプチダーゼIV（DPP－IV）による切断に対する当該グルカゴ
ン関連ペプチドの感受性を減少させる非天然アミノ酸による置換、
　10位のTyrのPhe又はValによる置換、
　12位のLysのArgによる置換、
　20位のGlnのAla又はAIBによる置換、
　21位のAspのGluによる置換、
　24位のGlnのAla又はAIBによる置換、
　27位のMetのLeu又はNleによる置換、
　又は前記の組み合わせから成る群から選択されるアミノ酸改変であり、
かつ前記グルカゴン関連ペプチドがグルカゴンアゴニスト活性を有する、前記アミノ酸配
列；
（iii）配列番号:701のグルカゴン関連ペプチドであって、前記ペプチドが、
（a）GIPアゴニスト活性を付与する、1位のアミノ酸改変、
（b）（1）i位及びi+4位のアミノ酸の側鎖間又はj位及びj+3位のアミノ酸の側鎖間のラク
タム架橋（式中iは12、13、16、17、20又は24で、jは17である）、又は（2）該アナロー
グの16、20、21及び24位のアミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全てのα,α－二置換アミノ酸に
よる置換、
（c）27、28及び29位の1つ、2つ又は全てのアミノ酸改変、及び
（d）1つから6つの更なるアミノ酸改変、
を含むように改変され、ここで該アナローグのGIP受容体活性化のためのEC50が約10nM以
下である、前記グルカゴン関連ペプチド；
（iv）配列番号:72又は配列番号:72のアナローグの配列であって、ここで前記アナローグ
が、1、2、3、5、7、10、11、13、14、17、18、19、21、24、27、28及び29位から選択さ
れる1つから3つのアミノ酸改変によって配列番号:72と異なり、
前記グルカゴン関連ペプチドが、GLP－1受容体で天然のGLP－1の活性の少なくとも20％を
示す、前記配列；
（v）10を超えないアミノ酸改変によって配列番号:701と異なるアミノ酸であって、16、2
0、21及び／又は24位にAIBによる1つ以上のアミノ酸置換並びにジペプチジルペプチダー
ゼIVによる切断に対する感受性の減少を提供する1位及び／又は2位のアミノ酸改変を含み
、前記グルカゴン関連ペプチドが、GLP－1受容体で天然のGLP－1の活性の少なくとも20％
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を示す、前記アミノ酸。
〔８〕前記インスリンペプチドがA鎖及びB鎖を含み、前記A鎖が配列GIVX4X5CCX8X9X10CX1
2LX14X15LX17X18YCX21－R13（配列番号:19）を含み、前記B鎖が配列R22－X25LCGX29X30LV
X33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号:20）を含む、前記〔7〕に記載の複合物：
式中、
X4は、グルタミン酸又はアスパラギン酸であり、
X5は、グルタミン又はグルタミン酸であり、
X8は、ヒスチジン、スレオニン又はフェニルアラニンであり、
X9は、セリン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
X10は、イソロイシン又はセリンであり、
X12は、セリン又はアスパラギン酸であり、
X14は、チロシン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
X15は、グルタミン、グルタミン酸、アルギニン、アラニン、リジン、オルニチン又はロ
イシンであり、
X17は、グルタミン酸、アスパラギン酸、アスパラギン、リジン、オルニチン又はグルタ
ミンであり、
X18は、メチオニン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸、グルタミン酸又はス
レオニンであり、
X21は、アラニン、グリシン、セリン、バリン、スレオニン、イソロイシン、ロイシン、
グルタミン、グルタミン酸、アスパラギン、アスパラギン酸、ヒスチジン、トリプトファ
ン、チロシン及びメチオニンから成る群から選択され、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X33は、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X41は、グルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され、
X42は、アラニン、オルニチン、リジン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45は、チロシン又はフェニルアラニンであり、
R22は、AYRPSE（配列番号:14）、FVNQ（配列番号:12）、PGPE（配列番号:11）、グリシン
－プロリン－グルタミン酸トリペプチド、バリン－アスパラギン－グルタミントリペプチ
ド、プロリン－グルタミン酸ジペプチド、アスパラギン－グルタミンジペプチド、グルタ
ミン、グルタミン酸及びN－末端アミンから成る群から選択され、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
〔９〕前記A鎖が配列GIVEQCCX8X9ICSLYQLENYCX21－R13（配列番号:73）を含み、前記B鎖
が配列R22－X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号:20）を含む、前記〔8〕
に記載の複合物：
式中、
X8は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X9は、セリン、リジン又はアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X33は、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X41は、グルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され、
X42は、アラニン、オルニチン、リジン及びアルギニンから成る群から選択され、
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X45は、チロシン又はフェニルアラニンであり、
R22は、FVNQ（配列番号:12）、バリン－アスパラギン－グルタミントリペプチド、アスパ
ラギン－グルタミンジペプチド、グルタミン及びN－末端アミンから成る群から選択され
、
さらにR13はCOOH又はCONH2である。
〔１０〕前記A鎖が配列GIVDECCX8X9SCDLRRLEMX19CX21－R13（配列番号:74）を含み、前記
B鎖が配列R22－X25LCGAX30LVDALYLVCGDX42GFY（配列番号:75）を含む、前記〔8〕に記載
の複合物：
式中、
X8は、フェニルアラニン又はヒスチジンであり、
X9は、アルギニン、オルニチン又はアラニンであり、
X19は、チロシン、4－メトキシ－フェニルアラニン又は4－アミノ－フェニルアラニンで
あり、
X21は、アラニン又はアスパラギンであり、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され、
X42は、アラニン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、R13はCOOH又はCO
NH2であり、
R22は、AYRPSE（配列番号:14）、FVNQ（配列番号:12）、PGPE（配列番号:11）、グリシン
－プロリン－グルタミン酸トリペプチド、バリン－アスパラギン－グルタミントリペプチ
ド、プロリン－グルタミン酸ジペプチド、アスパラギン－グルタミンジペプチド、グルタ
ミン、グルタミン酸及びN－末端アミンから成る群から選択され、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
〔１１〕前記B鎖が配列R22－X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45YT－Z1－B1（配列
番号:142）を含む、前記〔8〕に記載の複合物：
式中、
Z1は、アスパルテート－リジン、リジン－プロリン及びプロリン－リジンから成る群から
選択されるジペプチドであり、さらに
B1は、スレオニン、アラニン又はスレオニン－アルギニン－アルギニントリペプチドから
成る群から選択される。
〔１２〕前記A鎖が配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN－R13（配列番号:1）を含み、前記B鎖が配
列FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）を含む、前記〔8〕に記載の複合物。
〔１３〕該インスリンペプチドが単一鎖インスリンであり、さらにB及びA鎖を継ぎ合わせ
るペプチドリンカーが、SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQR（配列番号:52）、SSSSRAPPPSLP
SPSRLPGPSDTPILPQK（配列番号:51）、GAGSSSX57X58（配列番号:76）、GYGSSSX57X58（配
列番号:21）及びGYGSSSX57X58APQT（配列番号:77）から成る群から選択される、前記〔8
〕－〔12〕のいずれか1項に記載の複合物：
式中、X57及びX58は別個にアルギニン、リジン又はオルニチンである。
〔１４〕該ペプチドリンカーがGYGSSSRR（配列番号:18）及びGAGSSSRR（配列番号:22）か
ら成る群から選択される、前記〔13〕に記載の複合物。
〔１５〕該グルカゴン関連ペプチドが配列番号:72又は配列番号:72のアナローグの配列を
含み、前記アナローグが、1、2、3、5、7、10、11、13、14、17、18、19、21、24、27、2
8及び29位から選択される、1つから3つのアミノ酸改変によって配列番号:72と異なり、該
グルカゴン関連ペプチドが、12及び16、16及び20、20及び24、又は24及び28位のアミノ酸
の側鎖間に分子内橋を含む、前記〔8〕－〔14〕のいずれか1項に記載の複合物又は医薬的
に許容できるその塩。
〔１６〕該グルカゴン関連ペプチドが、16及び20位のアミノ酸の間に塩橋又はラクタム架
橋を含む、前記〔15〕に記載の複合物。
〔１７〕前記グルカゴン関連ペプチドのカルボキシ末端に連結されている、配列番号:78
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、79及び80から成る群から選択されるペプチドをさらに含む、前記〔15〕又は〔16〕に記
載の複合物。
〔１８〕該グルカゴン関連ペプチドの3位のアミノ酸がグルタミン酸である、前記〔15〕
－〔17〕のいずれか1項に記載の複合物。
〔１９〕該グルカゴン関連ペプチドの28位のアミノ酸がAsp、Asn又はLysであり、かつ該
グルカゴン関連ペプチドの29位のアミノ酸がGly又はThrである、前記〔18〕に記載の複合
物。
〔２０〕該グルカゴン関連ペプチドの16位のアミノ酸がグルタミン酸であり、該グルカゴ
ン関連ペプチドの20位のアミノ酸がリジンであり、かつ該グルカゴン関連ペプチドのC－
末端カルボン酸基がアミドで取り替えられ、場合によって該グルカゴン関連ペプチドの16
位のグルタミン酸及び20位のリジンの間でラクタム架橋を有する、前記〔15〕－〔19〕の
いずれか1項に記載の複合物。
〔２１〕該グルカゴン関連ペプチドの1位又は2位のアミノ酸が、ジペプチジルペプチダー
ゼIV（DPP－IV）による切断に対する感受性の減少を示すように改変される、前記〔20〕
に記載の複合物。
〔２２〕該グルカゴン関連ペプチドが以下から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む
、前記〔9〕－〔12〕のいずれか1項に記載の複合物：
i．配列番号:81、
j．配列番号:83、
k．配列番号:89、
l．配列番号:84－88のいずれか1つ、
m．配列番号:100－103のいずれか1つ、
n．配列番号:108であって、20位のアミノ酸がアルギニン、オルニチン及びシトルリンか
ら成る群から選択されるもの、
o．配列番号:98、99、109－112、104－106、及び配列番号:72のいずれか1つであって、該
ペプチドの28位のXaaがアスパラギン又はアスパラギン酸で、該ペプチドの29位のXaaがス
レオニン又はグリシンで、かつ該ペプチドのC－末端がさらに配列番号:78、配列番号:79
、COOH又はCONH2を含むもの、及び
p．配列番号:251、319及び510のいずれか1つ。
〔２３〕該グルカゴン関連ペプチドが、GIPアゴニスト活性を有するグルカゴン（配列番
号:701）のアナローグを含み、前記アナローグが、
（a）GIPアゴニスト活性を付与する1位のアミノ酸改変（場合によって1位のアミノ酸はイ
ミダゾール側鎖を欠くアミノ酸）、
（b）16位のSerの下記式IVのアミノ酸によるアミノ酸置換
【化１】

　[式IV]
（式中、nは1から7であり、R1及びR2は別個にH、C1－C18アルキル、(C1－C18アルキル)OH
、(C1－C18アルキル)NH2、(C1－C18アルキル)SH、(C0－C4アルキル)(C3－C6)シクロアル
キル、(C0－C4 アルキル)(C2－C5複素環)、(C0－C4アルキル)(C6－C10アリール)R7、及び
(C1－C4アルキル)(C3－C9 ヘテロアリール)から成る群から選択され、R7はH又はOHであり
、さらに式IVのアミノ酸の側鎖は遊離アミノ基を含み、式IVのアミノ酸は場合によってホ
モLys、Lys、Orn又は2,4－ジアミノ酪酸（Dab）である）、
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（c）該アナローグの16、20、21及び24位のアミノ酸の1つ、2つ、3つ又は全てのα,α－
二置換アミノ酸による置換、
（d）27、28及び29位の1つ、2つ又は全てにおけるアミノ酸改変、及び
（e）該グルカゴン配列（配列番号:701）に対する1つから9つの更なるアミノ酸改変、
という上記改変の1つ以上を含み、
GIP受容体活性化のための該アナローグのEC50が約10nM以下である、前記〔8〕－〔14〕の
いずれか1項に記載の複合物。
〔２４〕該グルカゴン関連ペプチドが、
（a）1位のアミノ酸が大きな芳香族アミノ酸（場合によってTyr）であり、さらに
（b）（i）27位のMetの大きな脂肪族アミノ酸（場合によってLeu）による置換、（ii）28
位のAsnの小さな脂肪族アミノ酸（場合によってAla）による置換か、若しくは（iii）29
位のThrの小さな脂肪族アミノ酸（場合によってGly）による置換、又は該アナローグが（
i）、（ii）及び（iii）の組み合わせを含むという改変を含む、前記〔23〕に記載の複合
物。
〔２５〕該グルカゴン関連ペプチドがさらに、C－末端から29位アミノ酸に設けられた位
置で前記ペプチドに連結されているGPSSGAPPPS（配列番号:95）又はXGPSSGAPPPS（配列番
号:96）を含む、前記〔23〕又は〔24〕に記載の複合物。
〔２６〕該グルカゴン関連ペプチドがさらに、
（a）2位のSerのD－Ser、Ala、D－Ala、Gly、N－メチル－Ser、AIB、Val又はα－アミノ
－N－酪酸による置換、
（b）3位のGlnのGluによる置換、
（c）10位のアミノ酸Tyrのアシル基又はアルキル基に共有結合により連結されている側鎖
を含むアミノ酸、場合によって下記式Iのアミノ酸による置換
【化２】

（式中、n＝1から4）、
（d）該アナローグのC－末端アミノ酸として、アシル基又はアルキル基に共有結合により
連結されている側鎖を含むアミノ酸、場合によって式Iのアミノ酸の付加、
（e）12位のLysのIleによる置換、
（f）17位のArgのGlnによる置換、
（g）18位のArgのAlaによる置換、
（h）21位のAspのGluによる置換、
（i）24位のGlnのAsnによる置換、及び
（j）C－末端アミノ酸のカルボン酸の中性荷電基、場合によってアミドによる取り替え、
という上記改変の1つ以上を含む、前記〔23〕－〔25〕のいずれか1項に記載の複合物。
〔２７〕該グルカゴン関連ペプチドが配列番号:227、228、229又は230のいずれか1つのア
ミノ酸配列を含み、前記配列がさらに、GPSSGAPPPS（配列番号:820）又はXGPSSGAPPPS（
配列番号:1096）（式中Xは任意のアミノ酸）のアミノ酸配列の末端延長をC－末端から29
位アミノ酸に含む、前記〔23〕－〔25〕のいずれか1項に記載の複合物。
〔２８〕該グルカゴン関連ペプチドが、配列番号:920－964、146－164、166、192－207、
209－221及び223から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、前記〔23〕に記載の複
合物。
〔２９〕該グルカゴン関連ペプチドが配列番号:701又は改変配列番号:701の配列を含み、
前記改変配列番号:701が、該グルカゴン関連ペプチドのC－末端から27位のアミノ酸の位
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置に1つ、2つ、又は3つ以上の荷電アミノ酸及び配列番号:701に対して7つまでの追加のア
ミノ酸改変を含む、前記〔8〕－〔14〕のいずれか1項に記載の複合物。
〔３０〕該荷電アミノ酸がGlu又はAspである、前記〔29〕に記載の複合物。
〔３１〕該グルカゴン関連ペプチドが、HAEGTFTSDVSSYLEEQAAREFIAWLVRGRG（配列番号:70
0）、HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG（配列番号:703）、HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFICWL
VKGR（配列番号:717）、HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT（配列番号:701）又はHSQGTFTSD
YSKYLDERRAQDFVQWLMNT（配列番号:699）の配列を含む、前記〔8〕－〔14〕のいずれか1項
に記載の複合物。
〔３２〕該インスリンペプチドが、配列GPEX25LCGAX30LVDALYLVCGDX42GFYFNX48X49GAGSSS
RRGIVDECCX8RSCDLRRLENYCN－R13（配列番号:144）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTGAG
SSSRRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN－R13（配列番号:143）又はGPEHLCGAHLVDALYLVCGDRGFYFNDRG
AGSSSRRGIVDECCHRSCDLRRLENYCN（配列番号:145）を含む単一鎖インスリンアナローグであ
る、前記〔15〕、〔22〕、〔23〕、〔29〕及び31のいずれか1項に記載の複合物：
式中、
X8は、フェニルアラニン又はヒスチジンであり、
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり、
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸であり、
X42は、アラニン、オルニチン又はアルギニンであり、
X48は、リジン又はアスパラギン酸であり、
X49は、プロリン、オルニチン又はアルギニンであり、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
〔３３〕さらに構造U－Jを含む、前記〔1〕－〔32〕のいずれか1項に記載の複合物の誘導
体であって、式中、Uはアミノ酸又はヒドロキシ酸であり、Jは、Jのカルボキシル部分と
該複合物のアミンとの間のアミド結合を介して前記複合物に連結されているN－アルキル
化アミノ酸であり、ここで、U、J又はU－Jが連結されている該複合物のアミノ酸は非コー
ドアミノ酸であり、さらに該複合物からU－Jが化学的に切断される半減期（t1/2）が、生
理学的条件下のPBS中で少なくとも約1時間から約1週間である、前記複合物の誘導体。
〔３４〕X19が4－アミノフェニルアラニンであり、かつ該複合物がさらに構造U－Jを含む
ジペプチドを含み、式中、Uはアミノ酸又はヒドロキシル酸であり、Jは、Jのカルボキシ
ル部分とA19位の4－アミノフェニルアラニンのパラアミンとの間のアミド結合を介して前
記インスリンペプチドに連結されているN－アルキル化アミノ酸である、前記〔10〕に記
載の複合物。
〔３５〕構造U－Jに共有結合により連結されている親水性部分をさらに含む、前記〔33〕
又は〔34〕に記載の複合物。
〔３６〕親水性部分が、前記複合物のアミノ酸の側鎖に共有結合により連結されている、
前記〔1〕から〔35〕のいずれか1項に記載の複合物。
〔３７〕親水性部分が、A14、A15、B0、B1、B10、B22、B28、B29又は天然のグルカゴン（
配列番号:701）の16、17、20、21、24若しくは29の対応する1つ以上の位置に、又は該グ
ルカゴン関連ペプチドのC－末端領域に共有結合により連結されている、前記〔36〕に記
載の複合物。
〔３８〕該親水性部分がポリエチレングリコールである、前記〔35〕、〔36〕又は〔37〕
に記載の複合物。
〔３９〕あるアミノ酸側鎖に共有結合により連結されているアシル基又はアルキル基をさ
らに含む、前記〔1〕から〔38〕のいずれか1項に記載の複合物。
〔４０〕前記アシル基又はアルキル基が、天然のグルカゴン（配列番号:701）の10位に対
応するグルカゴン関連ペプチドの位置に、又はインスリンペプチドのA14、A15、B0、B1、
B10、B22、B28、B29から選択される1つ以上の位置に、又は構造U－Jのアミノ酸の側鎖に
共有結合に取り連結されている、前記〔39〕に記載の複合物。
〔４１〕前記〔1〕から〔40〕のいずれか1項に記載の複合物、又は医薬的に許容できるそ
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の塩、及び医薬的に許容できる担体を含む医薬組成物。
〔４２〕インスリンアゴニスト/インクレチン複合物をその必要がある患者に投与するた
めのキットであって、前記キットが前記〔41〕に記載の医薬組成物及び前記組成物を患者
に投与するための装置を含む、前記キット。
〔４３〕前記〔41〕に記載の組成物の複合物又は医薬的に許容できるその塩の糖尿病治療
のための使用。

【図１】 【図２】
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【図７】 【図８】

【図９Ａ－９Ｃ】 【図１０】



(116) JP 6538645 B2 2019.7.3

【図１１】 【図１２】
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