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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号１，２および３からなる群より選ばれる配列からなる血糖降下作用性ペプチド。
【請求項２】
以下のアミノ酸配列からなる、請求項１記載のペプチド：

【請求項３】
以下のアミノ酸配列からなる、請求項１記載のペプチド：

【請求項４】
以下のアミノ酸配列からなる、請求項１記載のペプチド：

【請求項５】
請求項１～４のいずれか１項記載のペプチドの少なくとも一つを効果的な量で生理学的に
許容できるビヒクル中に含む医薬組成物。
【請求項６】
経口投与または静脈内投与可能である、請求項５記載の医薬組成物。
【請求項７】
配列番号１の配列からなるペプチド、配列番号２の配列からなるペプチド、配列番号３の
配列からなるペプチド、配列番号１の配列からなるペプチドのアナログおよび擬似物、お
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よび、配列番号２の配列からなるペプチドのアナログおよび擬似物からなる群より選ばれ
るペプチドの少なくとも１つの、対象の血糖値を低下させる医薬の製造のための使用であ
って、前記アナログまたは擬似物が配列番号１または２のいずれかにおける３つまでの置
換または欠失からなる変種配列からなり、前記置換または欠失がアミノ酸数の２０％未満
であり、前記置換が以下からなる群より選ばれ、：
大きな疎水性グループ：イソロイシン、ロイシン、バリンおよびフェニルアラニン間の置
換、および
グリシンとアラニン間の置換、
かつ、前記欠失が、アラニン、グリシンおよびバリンからなる群より選ばれる、前記使用
。
【請求項８】
置換または欠失がアミノ酸数の１０％未満である、請求項７記載の使用。
【請求項９】
少なくとも一つのペプチドが、配列番号１の少なくとも１つのバリン残基のロイシン残基
、イソロイシン残基またはフェニルアラニン残基による置換からなる変種配列からなるア
ナログまたは擬似物である、請求項７または８記載の使用。
【請求項１０】
少なくとも一つのペプチドが、配列番号１または２の少なくとも１つのグリシン残基のア
ラニン残基による置換またはアラニン残基のグリシン残基による置換からなる変種配列か
らなるアナログまたは擬似物である、請求項７または８記載の使用。
【請求項１１】
少なくとも１つのペプチドの配列が配列番号１、配列番号２、配列番号３からなる群より
選ばれる、請求項７記載の使用。
【請求項１２】
対象が高血糖疾患に係っている、請求項７～１１のいずれか１項記載の使用。
【請求項１３】
高血糖疾患がＩ型およびII型糖尿病である、請求項１２記載の使用。
【発明の詳細な説明】
序
技術分野
本発明の分野は糖尿病である。
発明の背景
インシュリン非依存性糖尿病（NIDDMまたはII型）は米国における第４位の主要な死因で
あり、全世界人口の５から７％を襲っており、西欧諸国において罹患率が増加している。
糖尿病においては、身体は充分なインシュリンを作らないか、または作られるインシュリ
ンが効果的でなく、血糖値の上昇を生じさせ、高血糖症として技術的に知られている状態
を引き起こす。糖尿病はどの年代の人をも冒し得るが、糖尿病の大多数は４５才以上であ
る。この病気は家族に伝わる傾向があり、糖尿病になる危険因子は肥満個体で増加する。
糖尿病は治癒しない慢性病であり他のいくつかの疾患とリンクしている。糖尿病は25～74
歳の人々の失明の主要な原因である。糖尿病の全ての人の10％が腎疾患を起こす。糖尿病
は非外傷性下肢切断の最も頻度の高い原因である。糖尿病の人については脚切除の危険性
は30倍高い。糖尿病の人は２から４倍心臓疾患を起こし易く、５倍発作（stroke）を起こ
しやすい。
糖尿病の原因は未だ謎であるが、遺伝および環境の両方が重要な役割を果たすようである
。糖尿病には２つの型がある：インシュリン依存性（Ｉ型）およびインシュリン非依存性
（II型）。Ｉ型糖尿病は子供および青少年にしばしば起こる自己免疫疾患である。Ｉ型糖
尿病の発症に関与する自己抗原は未だ知られておらず、患者はその生命を維持するために
毎日インシュリンi.v.を受けなければならない。
II型糖尿病は身体が充分な量のインシュリンを作れない、または身体が実際に作るインシ
ュリンを適切に利用できないことから起こる代謝異常であって、糖尿病の最も一般的な形
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態であると考えられる。インシュリン分泌およびインシュリン抵抗性が主要な欠陥である
と考えられているが、関係する正確な遺伝的要因はまだ未知である。通常、糖尿病の患者
は以下の１以上の欠陥を有している。それらは以下のものである：膵臓によるインシュリ
ン生産低下；肝臓によるグルコースの分泌過多；骨格筋によるグルコース取込障害；グル
コース輸送欠損（Glut-1、Glut-4）；インシュリンレセプターの感受性低下；および、炭
水化物の代謝分解における欠損。
現行の治療はインシュリンi.v.以外に４種の経口血糖降下剤を使用する。それらは以下に
要約される：

上の表から明らかなように、糖尿病の治療に利用できる現行の薬剤のそれぞれはある種の
不利益を有している。従って、糖尿病の治療における使用のための新規な薬剤の同定と開
発に継続した関心がもたれている。
ニガウリ（M.charantia）はその果実が野菜として使用される熱帯植物である。いくつか
のグループがニガウリの血糖降下作用について、哺乳動物モデル（Shibibら、Biochem. J
., 292, 267-270(1993)；Aliら、Planta Med. 59, 408-412(1993)；Akhtarら、Planta Me
d. 42, 205-212(1981)）およびヒト（Leatherdaleら、Br. Med. J. 282, 1823-1824(1981
)；Aslamら、Lancet, I. 607(1979)）に関して報告している。しかしながら、血糖降下成
分および作用機序は未知である。
ニガウリから得られた、インシュリン様活性を有する１１kDalペプチドの単離が以下に報
告されている：Khannaら、”Hypoglycemic Activity of Polypeptide-p from a Plant So
urce”第20回アメリカ薬理学会年会、Purdue大学、West Lafayette, 1979年７月29日～８
月３日；Baldwaら、Upsala J. Med. Sci.(1977)82:39-41および米国特許第3,945,988号。
これらすべの報告の中で、インシュリン様ポリペプチドは非経口的に投与、すなわちi.v.
または皮下投与されている。
最近の報告ではニガウリのアルコール粗抽出物が一部は肝臓におけるグリコーゲン合成の
刺激により血漿グルコース濃度を低下させることが示されており、これがインシュリン分
泌薬剤として作用することはありそうもない（Sarkarら、Pharmacol. Res., 33, 1-4(199
6)）。
発明の要約
ニガウリの水可溶性画分（MC6）及びその調製方法及び高血糖症の治療における使用が提
供される。MC6は、分子量が10kDal未満であるSDS-PAGE電気泳動による単一バンドとして
移動すること、サイズが組換えインシュリンより小さいこと、３種のペプチドを含むこと
、及び高分子量タンパク質混入物を含まないことを特徴とする。また、低血糖活性を示し
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かつ種々の高血糖症を治療するために経口投与されるMC6の個々のペプチド成分、標識し
たMC6.1、及び長さがMC6.1より短いMC6.1のペプチド誘導体、MC6.2及びMC6.3が提供され
る。
【図面の簡単な説明】
図1Aは、ニガウリの種々の水可溶性画分のSDS-20%-PAGEによるゲル電気泳動の結果を示す
図である。図1Bは、精製したMC6標品を示す図である。図1Cは、MC6のHPLCの結果を示す図
である。
図2Aは、SDラットにおける経時血漿グルコースレベルに対するニガウリの未精製水性抽出
液及び対照の作用を示すグラフ図である。図2Bは、SDラットにおける経時血中グルコース
レベルに対する経口投与したMC6の作用を示すグラフ図である。
図3A及び図3Bは、SZC誘導糖尿病に罹っているラットにおける血中グルコースレベルに対
するMC6の作用を示すグラフ図である。
図４は、MC6を経口投与すると血清インシュリンレベルが上昇しないことを示すグラフ図
である。
図５は、MC6の経口投与が血中グルコースレベルを低下させるのにｒ-インシュリンを静注
投与するのと同様の効果があることを示すグラフ図である。
図６(a)及び図６(b)は、各々クーマシーブルー染色と銀染色を用いた４～20％トリスグリ
シン勾配ゲルにおけるMC6.1のSDS-PAGE分析の結果を示す図である。
図７は、C18 RP-HPLCを用いたMC6.1の精製から得られた結果を示すグラフ図である。
図8a及びbは、MC6.1の等電点分析の結果を示す図である。
図９は、MC6.1のNMR分析の結果を示す図である。
図10は、血中グルコースレベルに対するMC6.1の作用を示すグラフ図である。
図11は、正常ラットにおける経口グルコース負荷試験でのMC6.1、MC6.2及びMC6.3の低血
糖活性を示すグラフ図である。
図12は、糖尿病ラットにおけるMC6.2のグルコース低下能を示すグラフ図である。
図13は、非肥満糖尿病マウスにおけるMC6.2の低血糖効果を示すグラフ図である。
具体的な実施態様の説明
MC6と称するニガウリの水可溶性画分、MC6.1と称するその活性ペプチド成分、およびその
ペプチド誘導体MC6.2およびMC6.3、その調製方法、および高血糖疾患の治療におけるそれ
らの使用が提供される。MC6はSDS-PAGE上で１０ｋDalの分子量を有する単一のバンドとし
て一緒に移動し、組換えインシュリンよりも小さいサイズを有する３種のペプチドを含む
ことを特徴とする。MC6およびMC6.1は血糖降下作用を示し、経口的に活性である。本発明
のさらなる説明において、MC6およびMC6.1の特徴が更に詳細に説明され、それと共にそれ
らの調製方法の説明および高血糖疾患の治療におけるそれらの使用、特に糖尿病にかかっ
た人の治療における使用の説明がなされるであろう。
誘導体MC6.2およびMC6.3は、それぞれ18－a.a.ペプチドMC6.1の11-a.a.および７－a.a.ペ
プチド誘導体である。
本発明を更に説明する前に、本発明は以下に記載される具体的な実施態様に限定されるも
のではないことを理解しておけなければならない。なぜなら、具体的な実施態様のバリエ
ーションを行うことができ、それはなお添付の請求の範囲の範囲内にあるからである。ま
た使用される用語は具体的な実施態様を説明する目的のものであって、限定を意図したも
のではないことは言うまでもない。そうではなく、本発明の範囲は添付の請求の範囲によ
って確定されるである。
本明細書および添付の請求の範囲において使用される場合、単数形は特に文脈がそうでな
いことを明確に意味しない限り、複数の参照を含むものである。特に明確にしない限り、
ここで用いる全ての技術用語および科学用語は本発明が属する分野の通常の知識を有する
が通常理解するのと同じ意味である。
本発明のMC6は植物種M.charantia（ニガウリ）の水可溶性画分または抽出物である。MC6
は葉、茎、根、果実、種子その他を含み、植物体全体を含む、ニガウリの１以上の組織ま
たは構成部分に由来しても良いが、MC6は通常ニガウリの果実、好ましくは種子と分離し
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た未熟なニガウリ果実に由来する。
MC6はSDS-20％PAGE上で単一バンドとして移動し、SDS-20％PAGEの際に電場の強さが100V
のときその単一バンドの分子量が10kDalより小さいことを特徴とする。MC6は組換えイン
シュリンよりも小さなサイズを有しており、従って、約６kDalよりも小さい。MC6は、C8
またはC18カラムの逆相条件で高性能液体クロマトグラフィー（HPLC）によって、３つの
ピークとして溶出されることによって更に特徴づけられる。これらの条件下では、第１の
ピークは11.33分に溶出され、第２のピークは25.35分で溶出され、第３のピークは34.67
分で溶出される。
本発明のMC6は高分子量夾雑物、例えば、タンパク質を含まない調製物である。ここで、
本出願では高分子量夾雑物とは約50kDalを越える分子量を有する分子を意味するために使
用される。通常、MC6は10kDalを越える分子量を有するいかなる夾雑物も含まない。
MC6は哺乳動物において血糖降下作用を示す。血糖降下作用とはMC6を哺乳動物に投与する
と、哺乳動物の血中グルコース濃度が低下し、血中グルコース濃度の低下量はその哺乳動
物に投与されたMC6の量に比例する。MC6は経口投与されても静脈内投与されても血糖降下
作用を示し、従って、経口的に活性、または経口的に生物有効的（bioavailable）であり
、そのことは哺乳動物の消化管内を通過することによって不活性化されないことを意味す
る。
MC6はその供給源のニガウリ組織からMC6を分離するために提供されるどのような都合のよ
い手段を用いて調製されてもよい。ニガウリ組織からMC6を得るための一つの方法は、例
えばリン酸緩衝生理食塩水（PBS）、水その他のような溶媒存在下で組織を細断すること
によって組織の粗懸濁液をまず作ることである。ここで細断はブレンダーまたは他の細断
手段によって行ってよい。次に、得られた懸濁物の粒子状の物質は分離され、液体相から
捨てさられる。このステップは遠心、通常約10,000から16,000rpmの速度の遠心、続いて
、その上清を濾過することによっておこなってよい。この濾過は0.5から0.1μの範囲、通
常は約0.45から0.22μの孔サイズを有するフィルターを通して行われ、この濾過は真空下
で行われてよい。得られた濾液は次に順次30kDalおよび10kDalカットオフメンブレンに通
され（そのようなメンブレンはこの技術で知られており、アミコンM.W.カットオフフィル
ターその他に代表される）、MC6を含む初期ニガウリ組織の水可溶性画分が得られる。得
られた水可溶性画分はそのまま使用されてもよく、また、続く使用のために更に処理され
てもよい。更なる処理は脱水処理、例えば、凍結乾燥その他を含むことがある。得られた
水可溶性画分は、安息香酸ナトリウムその他のような保存剤の存在下で１から５℃、通常
２から４℃にて液体形態で保存することもできる。
MC6.1はSDS-PAGE解析（４-20％トリス－グリシン勾配ゲル）において単一のバンドとして
泳動されるMC6の特定のペプチド成分であり、SDS-PAGEによる測定では2.5kDよりも小さな
分子量を有する。MC6.1は8.2の等電点を有する。MC6.1は１８アミノ酸残基長であり、MC6
.1のアミノ酸配列は以下の通りである：

MC6.1は哺乳動物において血糖降下作用を示す。本発明のMC6.1はその天然の環境、例えば
MC6における環境から分離された、単離形態または純粋な形態その他の形態のMC6.1である
。
また、血圧降下作用を示すMC6.1のペプチドアナログおよび疑似物（mimetics）も提供さ
れる。MC6.1アナログおよび疑似物は活性モチーフ配列として少なくとも８アミノ酸、通
常少なくとも約12アミノ酸、より普通には少なくとも約18アミノ酸、かつ約40アミノ酸よ
りも少ない、通常は30よりも少ないアミノ酸を含むであろう。以下の配列を有する、MC6.
1の11-a.a.誘導体、MC6.2はその具体的なペプチドである：

および、以下の配列を有する７-a.a.誘導体：

主題の配列中で約３つまでの置換または欠失を作成してもよく、その改変は約活性モチー
フ中のアミノ酸数の約２０％（数％）を越えず、通常約１０％（数％）を越えないことが
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理解されるであろう。この技術で知られているように、、大きな疎水性グループ：イソロ
イシン、ロイシン、バリンおよびフェニルアラニン；セリンとスレオニン；グリシンとア
ラニン；アスパラギンとグルタミン；アスパラギン酸とグルタミン酸；またはリジン、ア
ルギニンおよびヒスチジン内の置換を含む保存的置換が好ましい。
天然の供給源からの精製に加えて、MC6.1および、MC6.2およびMC6.3のような、そのペプ
チドアナログおよび疑似物は合成（例えばMechman Model 990ペプチド合成機または他の
商業的合成機を使用）のような従来技術によって調製してもよい。ペプチドは組換え法（
Sambrookら、Molecular Cloning:A Laboratory Manual, CSHL Press, Cold Spring Harbo
r, NY, 1989参照）によって直接に作製してもよく融合タンパク質、例えばアフィニティ
ー試薬による精製を可能とする特異的結合対の一つとの融合タンパク質として作製し、続
いてタンパク質分解性切断、通常望みのペプチドを生じるように操作した部位での切断に
よって作製してよい（例えば、Driscollら、(1993)、J.Mol. Bio. 232:342-350）。
オリゴペプチド（すなわち、MC6.1、MC6.1アナログ、MC6.1疑似物）は安定性を増強する
、特定のレセプターに結合させる、部位指向的作用を与える、精製の容易化、物理的特性
（例えば、溶解性、電荷等）を改変する、コンフォメーションを安定化させる等のために
都合のよいリンキング部位、例えば、システインまたはリジンを生じるように伸長される
こともある。オリゴヌクレオチドは融合タンパクとして非野生型側方領域に結合されるこ
と、リンキング基またはシステイン残基（ジスルフィド）またはペプチド結合を介して共
有結合的に結合されてよい。このオリゴペプチドはマレインイミド安息香酸（maleimidob
enzoic acid）、メチルジチオ酢酸、メルカプト安息香酸、S-ピリジルジチオプロピオン
酸、等のような種々の二官能性試薬を介して結合してもよい。オリゴペプチドはアミノ酸
鎖のＮ－またはＣ－末端の単一アミノ酸に結合してもよく、内部に結合しても良い。例え
ば、この主題のペプチドに対する抗体産生を容易にするためキーホールリンペットヘモシ
アニン、オボアルブミン等のような免疫原性ペプチドに主題のペプチドが共有結合的に結
合してもよい。
あるいは、主題のポリペプチドは他のペプチドまたはタンパク質と共に発現され、内部あ
るいはＮ－またはＣ－末端において鎖の一部となっても良い。種々の発現後修飾が行われ
てもよい。例えば、適切なコード配列を使用することにより、ファルネシル化（farnesyl
ation）またはプレニル化（prenylation）を与えることがあり、それにより主題のペプチ
ドは一端で脂質群に結合しリポソームのような脂質膜に挿入され得るであろう。
主題のオリゴペプチドはPEG化（PEGylate）されてもよく、ボリエチレンオキシ基は血流
中で増強された寿命を与える。主題のオリゴペプチドは補体結合を増強するためIgGアイ
ソタイプのFcのような他のタンパク質と結合させ、またはリシン、アブリン、ジフテリア
毒素その他のような毒素、特にＡ鎖と結合させてもよい。このオリゴペプチドは部位指向
性作用のために抗体に結合させてもよい。結合技術に関しては、例えば、米国特許第3,81
7,837号；3,853,914号；3,850,752号；3,905,654号；4,156,081号；4,069,105号；および
4,043,989号を参照せよ。これらは本明細書に含まれるものとする。
主題の発明のMC6、MC6.1、MC6.2およびMC6.3（およびそのアナログおよび疑似物）は上昇
した血中グルコース濃度の存在を特徴とする疾病、例えば、Ｉ型およびII型糖尿病を含む
糖尿病のような血糖上昇異常、および肥満、多コレステロール腎関連疾患その他のような
高血糖に関連する他の疾患の治療に用途が見出せる。「治療」とはMC6、MC6.1、MC6.2お
よびMC6.3（およびそのアナログおよび疑似物）が高血糖疾患に苦しむ宿主の血中グルコ
ース濃度を少なくとも低下させるために投与されることを意味する。MC6および主題のオ
リゴペプチドによる高血糖疾患の治療において、MC6またはオリゴペプチドは宿主の血中
グルコース濃度を許容できる範囲まで低下させるに充分な量で宿主に投与される。ここで
、許容できる範囲とは宿主にとって正常な平均血中グルコース濃度の±10％、通常±８％
、より普通には±５％を意味する。
主題の発明により、種々の宿主がその血中グルコース濃度を下げるために治療されること
があり、そのような宿主は哺乳動物、および家畜、有用または希少動物、イヌやネコのよ
うなペットおよびヒトを含む。
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特に関心があるのは、Ｉ型およびII型の両方を含む糖尿病のようなヒトの高血糖疾患の治
療法であり、そこではMC6、MC6.1、MC6.2、MC6.3およびそのアナログおよび疑似物が高血
糖疾患に苦しむヒトに血中グルコース濃度を少なくとも低下させるために投与される。こ
こで、血中グルコース濃度はほぼヒトの正常な血中グルコース濃度範囲にまで低下される
。活性薬剤は上述したようなどのような都合のよい技術を用いてヒトに投与してもよいが
、特に関心があるのは活性薬剤の経口投与である。
画分MC6またはMC6.1、6.2および／または6.3ペプチドによる治療のため、活性化合物は高
血糖疾患に苦しむ宿主に、どのような都合のよい投与技術を用いて投与してもよく、その
ような技術には、静脈投与、皮内投与、筋肉内投与、皮下投与、経口投与その他が含まれ
、経口経路投与が特に注目される。宿主にデリバリーされる用量は投与経路に必然的に依
存するが、一般には約50～500mg／70kgヒト体重、通常は約100～200mg/70kgヒト体重であ
ろう。MC6によるヒトの高血糖疾患の治療において、ヒトに投与すべき活性画分または化
合物の用量は一般には約50～500、通常約100～200mg/70kgヒト体重の範囲であろう。
主題の発明の活性画分あるいは化合物の使用において、それらは生理学的に許容されるビ
ヒクルと一緒にされて医薬組成物を生成することがある。医薬組成物を生み出すために活
性画分または化合物が一緒にされる生理学的に許容されるビヒクルの性質は、必然的にそ
の医薬組成物が投与されようとしている方法に依存する。ビヒクルの例としては、水、例
えば注射用滅菌水、生理食塩水その他が含まれる。特に関心があるのは、経口投与に使用
するために適した、生理学的に許容できるビヒクルである。そのようなビヒクルはこの技
術で知られており、水、例えば脱イオン水；生理食塩水、例えばリン酸緩衝生理食塩水、
錠剤またはカプセル形態の凍結乾燥粉末（このような形態には種々の充填剤、バインダー
その他を含むことがある）、その他が含まれる。この医薬組成物中の活性成分の量はその
医薬組成物が投与される方法の観点から選ばれ、当業者によって経験的に決定されるであ
ろう。
治療のため、MC6.2および／またはMC6.3、およびそのアナログまたは疑似物が経口的、局
所的または非経口的、例えば特定部位への注射、例えば、皮下的に、腹腔内、脈管内、鼻
内、経皮的その他で投与されてよい。経口投与のための剤形には、MC6と共に使用するの
に適した、上に掲げたものが含まれる。注射用の剤形は水、生理食塩水、PBS、水性エタ
ノール、水性エチレングリコール、その他のような、生理学的に許容できるメディウムを
含むであろう。使用され得る水可溶性保存剤には、亜硫酸水素ナトリウム、チオ硫酸ナト
リウム、アスコルビン酸塩、塩化ベンザルコニウム、クロロブタノール、チメロサール、
ホウ酸フェニル水銀、パラオキシ安息香酸エステル類（parabens）、ベンジルアルコール
およびフェニルエタノールが含まれる。これらの薬剤は個々に約0.001から約５質量％、
好ましくは約0.01から約２％で存在してよい。使用され得る適切な水可溶性緩衝剤は、リ
ン酸ナトリウム、クエン酸ナトリウム、ホウ酸ナトリウム、酢酸ナトリウム、炭酸水素ナ
トリウムおよび炭酸ナトリウムのような、アルカリまたはアルカリ土類カルボン酸塩、リ
ン酸塩、炭酸水素塩、クエン酸塩、ホウ酸塩、酢酸塩、コハク酸塩その他である。カルボ
キシメチルセルロースのような添加剤が約0.01から約５質量％の量で担体として使用され
てよい。剤形はその製剤の目的、レセプター活性を調節するために使用される特定のモー
ド、意図する治療その他に依存して変動するであろう。この剤形には、貼付剤、カプセル
、リポソーム、遅延性コーティング、丸剤が含まれ、あるいは連続投与のためポンプ内に
製剤化されることもある。具体的な用量は既知の方法に従って経験的に決定することがで
きる。例えば、Harriosn’s Priciples of Internal Medicine,第11版、Braunwaldら編集
、McGraw Hill Book. Co., New York, 1987を参照せよ。
一般には、活性画分またはペプチド、そのアナログおよび疑似物の治療上効果的な用量は
約0.005-10mg/kg宿主重量、より通常は約0.01-１mg/kg宿主重量の範囲であろう。そのよ
うな用量は所望の血糖降下作用を達成するのに充分であろう。投与は毎日のように頻繁で
もよく；通常は１日に１～数回を越えることなく、毎週のごとく時たまに投与され、投与
される薬剤の濃度に依存する。投与されるオリゴペプチドの量は一般にそのペプチドの半
減期に依存して調整されるであろう。ペプチドが増強された半減期を有しているか、また
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は、例えばペプチドを長期間にわたって維持するマトリックス（例えばコラーゲンマトリ
ックス）中に導入された徐放性組成物含有粒子のようなデポ製剤（depot）として供給さ
れている場合、本質的に連続的速度で長期間にわたってペプチドを連続的に注入するポン
プの使用、その他の場合は、範囲内の低い部分の用量が使用されてよい。CRC Critical R
eviews in Therapeutic Drug Carrier Systems,第１巻、CRC Press、Boca Raton, FL, 19
87,pp39-90のHeller, Biodegradabel Plymers in Controlled Drug Deliveryには、制御
薬剤デリバリーのためのカプセル形成が記載されており、Di Colo(1992)Biomaterials 13
:850-856には疎水性ポリマーからの制御薬剤放出が記載されている。
以下の実施例は説明のために提示されるものであり、限定のためではない。
実施例１
A. ニガウリ（Momordica Charantia）抽出液の活性成分の単離と精製
新鮮で未熟な果実モモルディカ・チャランチアを洗い、ふき取り、種子を取り除いた。果
肉をリン酸塩緩衝食塩水（PBS）か又は脱イオン水中でブレンドした。懸濁液を12,000×g
で遠心分離し、減圧下滅菌フィルター（ワットマンから入手）：0.22でろ過した。透明な
上澄みをアミコンろ過から得られた30kD、10kD及び3kDカットオフメンブレンに順次通過
させた。0.45μ（第１工程）、0.22μ（第２工程）及び10kD（第３工程）区分の画分をSD
S-20％ポリアクリルアミドゲルで分析し、結果を図1Aに示す。第３工程の精製画分は、サ
イズがヒトインシュリンより小さい単一バンドを示した。ゲル分析から、精製した画分が
種々の高分子量タンパク質バンドを含まないことは明らかである。MC6とラベルした10K区
分の画分のグラム量での数個のバッチを図1Bに示したように精製した。得られた精製画分
を凍結乾燥して結合していない水のないMC6を得た。
100～500mgの凍結乾燥MC6を高性能液体クロマトグラフィー（HPLC）（C8又はC18カラムを
用いてTFA/アセトニトリル直線勾配を用いた逆相HPLC（分析用））にかけ、結果を図1Cに
示す。HPLC分析から、３本の主要ピークが各々リテンション時間17.35分、25.35分及び34
.67分において示され、MC6が３種のペプチドを含むことが証明された。
B. MC6の低血糖活性
精製した画分の低血糖作用を出発粗抽出標品と比較した。SDラット（平均200gチャールズ
リバー、マサチューセッツ州から入手）を３時間絶食し、基礎血漿グルコースレベルを測
定するために尾静脈から血液アリコートを採取した。５mlの粗抽出標品又はPBS（上記パ
ートAで調製した）中１mlの精製画分MC6（500:g）を各ラットに経口投与した。対照ラッ
トには同量のPBSを投与した。サリトール（静注）（0.08μg/ml/kg、プロパノロール（1.
7μg/分/kg））を用いてラットを麻酔した。各ラットの頚静脈にカニューレを挿入し、グ
ルコースを５mM KClと140mM NaClの溶液として３時間注入した（18mg/分/kg体重）。30、
60、90、150及び180分に頚動脈から採血した。血漿グルコースレベルをKadishら，Clin. 
Chem.（1968）14:116に記載された確定熱量測定法によって定量した。
結果を図2Aに示す。結果から、粗抽出液を投与したラットは全ての時点で血中グルコース
レベルが著しく低下し、その作用は60分でかなり大きい（相対差がほぼ100％）ことが証
明される。同時に、図2Bに示されるように、経口投与したPBS中MC6（500:g）の１mlの精
製した水性画分は粗抽出液と同様の作用があり、MC6の単離したポリペプチドプールが粗
抽出液中の有効主成分であること意味する。
C. 予防及び治療機序に対するMC6の作用
動物モデルにおいて糖尿病の予防機序と治療機序双方での精製画分の効力を示すために次
の実験セットを行った。雄SDラット（各200～225g）においてストレプトゾトシン（40mg/
kg体重）（シグマChem.、ミズーリ州から入手）を用いて糖尿病を誘導した。予防モデル
においては、ラットに毎日の有効な０日に１ml（500:g）の精製画分MC6を投与した。治療
モデルにおいては、ラットに病気に罹患した５日目に１mlの精製画分MC6（500:g）を経口
投与した。血清グルコースレベルを15日間毎日モニターした。図3A及び図3Bに示されるよ
うに、精製した画分MC6は、予防機序及び治療機序双方に非常に効果的である（p<0.001、
10日目）。
ストレプトゾトシン誘導糖尿病の予防機序におけるMC6の作用は、Ｉ型自己免疫糖尿病を



(9) JP 4156038 B2 2008.9.24

10

20

30

40

50

治療するのにMC6を用いるという適合性を強く支持するものである。
D. 血清インシュリンレベルに対するMC6の作用
低血糖作用中の全身系インシュリンの調節におけるMC6の役割を調べるためにパートCに記
載された実験とは異なる日に動物の血清インシュリンレベルを測定した。血清インシュリ
ンレベルの定量的測定をHales & Randle, Biochem. J.(1963)88:137に記載されるラジオ
イムノアッセイ（LINKOアッセイ）で行った。図４から、本画分の経口投与が血清インシ
ュリンレベルを高めることに対して効果がなかったことがわかり、本画分の作用が膵臓に
よるインシュリン分泌によって仲介されないことを意味する。図４においては、ストレプ
トゾトシンを用いて糖尿病を誘導した。未処理グループにはPBSのみ投与し、SZCグループ
には40mg/kg SZCを投与し、予防グループには１日目からMC6を経口投与し、治療グループ
には５日目からMC6を投与した。標準RIAによりインシュリンを測定した。データは、３回
の測定の平均を示した。
E. MC6の経口投与はインシュリンの全身系注射と同様に有効である
次の実験においては、SDラットにおいて経口投与した精製画分MC6（500:g）をインシュリ
ン（150mU）の静注と比較した。ラットを４つのグループに分け、３時間絶食した。グル
ープ１にはPBSのみ投与し、グループ２にはグルコース注入の60分前にMC6を経口投与し、
グループ３にはグルコースを頚静脈に注入した60分後に150mU r-インシュリン（ノボ・ノ
ルディスクのHumalin-R▲Ｒ▼）を投与し、グループ４にはグルコースを頚静脈に注入し
た60分後に１mlのPBS中500:gのMC6を投与した（静注）。全ての場合において、グルコー
ス注入は18mg/分/kgであった。間隔をおいた時間に頚動脈から血液試料を採取し、定量的
血漿グルコースレベルを熱量測定法で測定した。
結果を図５に示す。結果から、MC6の経口投与が120分間でr-インシュリンの静注に匹敵す
ることがわかる。更に、本画分とr-インシュリンの全身系注射は同じ低血糖プロファイル
を示した。これらの結果から、精製画分は経口及び全身系に有効であることが証明される
。
F. MC6.1の特徴付け
分割したバンドを目に見えるようにするためにクーマシーブルー染色か又は銀染色を用い
て４～20％のトリスグリシン勾配ゲルによるSDS-PAGE分析でMC6.1の特性解析をした。
G. MC6.1の更なる精製
MC6.1を更に精製し、C-18 RP HPLC（勾配0.1％TFA緩衝液A;0.1％TFA中60％AcN）により分
析した。結果を図７に示す。
H. MC6.1の等電点
MC6.1の等電点を分析し、8.2であることがわかった。結果を図8a及び図8bに示す。
I. MC6.1のNMR分析
MC6.1でプロトンNMR分析を行い、結果を図９に示す。
J. MC6.1の低血糖活性
MC6.1の低血糖活性を上記実施例Bと同様の方法で分析した。体重が平均220gのSD雄ラット
を用いた。ラットに50μgのMC6.1を500μlとして投与した。対照ラットにPBSを投与した
。結果を図10に示す。結果から、MC6.1が経口投与後に低血糖活性を示すことが証明され
る。
実施例２
図11は、正常ラットにおける経口グルコース負荷試験におけるMC6.1及びその誘導体、MC6
.2及びMC6.3の低血糖活性を示すグラフである。３種のペプチドは全て、本実験において
賦形剤処理ラットに比べて血中グルコースを低下するのに有効であった。
MC6.2（11アミノ酸ペプチド）のグルコース低下活性を糖尿病ラットにおいて更に評価し
た。ストレプトゾトシンを40mg/kg体重の用量で平均200gのSDラットに注射した。図12に
示されるように、糖尿病ラット（血中グルコース平均330mg/dl）をMC6.2で100～g/ラット
（0.5mg/kg体重）の用量で経口治療すると対照グループに比べて顕著に血中グルコースレ
ベルが低下した。
非肥満糖尿病（NOD）マウスの治療機序においてMC6.2（11-アミノ酸ペプチド）の低血糖
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処理ラットに比べて血中グルコースレベルに対する作用が顕著である。
これらの結果から、MC6.1のN末端７～11アミノ酸残基はヒト糖尿病の治療の治療法の開発
に有効である血中グルコースレベルを低下させるのに重要であることが証明される。
上記の結果及び考察から、ニガウリの新規な抽出液及び個々のペプチド物質が高血糖症、
特に糖尿病の治療に有効であることを示すことは明らかである。本発明の活性剤は、体内
で生じたインシュリン量のアップレギュレーションを引き起こさないので、血中グルコー
スレベルを調節する別の有効なメカニズムを与える。更に、MC6及びペプチドMC6.1、MC6.
2とMC6.3は経口的に活性であるので、侵襲的で便利でない投与手段によって導入されなけ
ればならない糖尿病治療において用いられてきた従来のインシュリン製剤より著しく有利
である。
本明細書に引用した文献及び特許出願の記載は全て、各々の文献又は特許出願が明確にか
つ別個に含まれることを意味するかのように本願明細書に含まれるものとする。文献の引
用は、出願日以前に発表されたものであり、本発明が先行発明に基づいてその文献に先行
する権利を与えないことを認めるものとして解釈すべきではない。
理解を明らかにするために本発明を具体的な説明及び実施例によって詳述してきたが、後
記の請求の範囲の真意又は範囲から逸脱することなくある種の変更や修正が行なわれるこ
とは本発明の教示から当業者に容易に明らかである。
配列表
（２）配列番号１の情報
（ｉ）配列の特徴
（Ａ）配列の長さ：１８アミノ酸
（Ｂ）配列の型：アミノ酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号１

（２）配列番号２の情報
（ｉ）配列の特徴
（Ａ）配列の長さ：１１アミノ酸
（Ｂ）配列の型：アミノ酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号２

（２）配列番号３の情報
（ｉ）配列の特徴
（Ａ）配列の長さ：７アミノ酸
（Ｂ）配列の型：アミノ酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（xi）配列：配列番号３
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