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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　構造A-B-C-Qを含むインスリンプロドラッグであって、式中、QはインスリンA鎖および
インスリンB鎖を含むインスリンペプチドであり、さらに、
A-B-Cは以下の構造からなる、前記インスリンプロドラッグ：

（式中、
A-B-Cは、QのB鎖のN-末端アミノ酸を介してアミド結合によりQと連結され；
R1は(C1-C6アルキル)NHR9であり、
R2、R4、及びR11が各々Hであり、
R3は、C1-C18アルキル、C3-C8アルケニル、(C1-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)、(C1
-C4アルキル)(C3-C5複素環)、又は(C1-C4アルキル)(C6-C10アリール)であり、
R5がNH2であり、
R8がH又はC1-C8アルキルであり、
R9がC18-C30アシルであり、
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R10は、H、又はCH3である）。
【請求項２】
　R3がC1-C8アルキルである、請求項１に記載のプロドラッグ。
【請求項３】
R8がHであり、
R3がC2-C8アルキル、
である、請求項１又は２に記載のプロドラッグ。
【請求項４】
R1が(CH2)4NHR9であり、
R3がC3-C4アルキルであり、さらに
R9がC18-C28アシルである、請求項３に記載のプロドラッグ。
【請求項５】
　A-B-CのN-末端アミノ酸のアミノ基を介してA-B-Cに連結される血清酵素切断性部分をさ
らに含む、請求項１～４のいずれか１項に記載のプロドラッグ。
【請求項６】
　血清酵素切断性部分がジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）によって切断されるペプ
チドである、請求項５に記載のプロドラッグ。
【請求項７】
　血清酵素切断性ペプチド部分が配列Z-プロリン又はZ-アラニンを有するジペプチドであ
り、ここでZが、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、フ
ェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、セリン、スレオニン、システイン、メチオ
ニン、アスパラギン、グルタミン、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、請求項６に記載のプロドラッグ。
【請求項８】
　当該血清酵素切断性ペプチド部分がArg-Pro又はLys-Proである、請求項７に記載のプロ
ドラッグ。
【請求項９】
　インスリンペプチドが、GIVEQCCX8X9ICSLYQLENYCX21-R44（配列番号:73）のA鎖配列及
びR22-X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号:20）のB鎖配列を含み、
ここで、前記B鎖はジスルフィド結合を介して前記A鎖と連結され、
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、アスパラギン酸及び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）、FVKQ（配列番号:8）、トリペプチドのバリン-アスパラギ
ン-グルタミン、ジペプチドのアスパラギン-グルタミン、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
R44はCOOH又はCONH2である、
請求項１～８のいずれか１項に記載のプロドラッグ。
【請求項１０】
　A鎖が配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN-R44（配列番号:1）を含み、さらにB鎖が、FVNQHLCGS
HLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTKPT（配列番号:9
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）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTDKT（配列番号:5）及びFVKQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTE
KT（配列番号:6）から成る群から選択される配列を含む、請求項９に記載のプロドラッグ
。
【請求項１１】
　Bが、グリシン(N-メチル)、グリシン(N-エチル)、グリシン(N-プロピル)、グリシン(N-
ブチル)、グリシン(N-ペンチル)、グリシン(N-へキシル)、グリシン(N-ヘプチル)、及び
グリシン(N-オクチル)から成る群から選択される、請求項１又は２に記載のプロドラッグ
。
【請求項１２】
　A-B-Cが３つのアミノ酸からなるペプチドを表し、N-末端のアミノ酸AがD-立体空間配置
を有する、請求項１～１１のいずれか１項に記載のプロドラッグ。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれか1項に記載のプロドラッグを含む、医薬組成物。
【請求項１４】
　高血糖症又は糖尿病治療用医薬の製造のための請求項１～１２のいずれか1項に記載の
プロドラッグの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互引用）本出願は、米国仮特許出願No.62/054,670（2014年9月24日出願）
の35USC§119(e)における権利を主張する（前記出願の全開示が参照により本明細書に含
まれる）。
（電子提出資料の参照による包含）本明細書と同時に提出され、以下のとおりのコンピュ
ータ読み出し可能ヌクレオチド/アミノ酸配列表は、参照によりその全体が本明細書に含
まれる（22KB ACIIテキスト、2015年9月22日作成）。
（技術分野）
　本開示はインスリンプロドラッグ誘導体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　インスリンは二鎖ヘテロダイマーから構成され、前記は、効能の低い単鎖プロインスリ
ン前駆体から酵素的プロセッシングを経て生合成的に誘導される。ヒトインスリンは、ジ
スルフィド結合により結びつけられ合計51アミノ酸を有する、2つのペプチド鎖（“A鎖”
（配列番号:1）及び“B鎖”（配列番号:2））から構成される。B鎖のC-末端領域及びA-鎖
の2つの末端領域は三次元構造で会合して、インスリン受容体との高親和性結合のための
部位を組み立てる。
　インスリンは実質的に全ての糖尿病型で絶大なブドウ糖低下能力を示す。残念なことに
、インスリンの薬理はブドウ糖感受性ではなく、したがってインスリンは生命にかかわる
低血糖をもたらしうる過剰作用を起こしかねない。相反する薬理は、インスリンが低血糖
を生じることなく血糖を正常化することが極めて困難であるようにインスリン療法の最重
要課題である。さらにまた、自然のままのインスリンは作用時間が短く、基礎ブドウ糖管
理での使用に適切であるように改変が要求される。インスリン作用の開始を遅らせる確立
されたアプローチには可溶性の低下及びアルブミン結合が含まれる。
【０００３】
　図3に示すように、市販のインスリンアナローグ（例えばLantus & Degludec）における
インスリン作用の開始を遅らせる従来の戦略は、時間（k1）の経過にしたがって血漿中に
ゆっくりと放出される“不溶性”インスリンの蓄えを皮下組織内に作ることに頼っている
。続いて血漿中に存在する可溶形がインスリン標的組織に比較的迅速な速度（k2）で進入
する。しかしながら皮下組織から血漿への移動と関係する変動性のために、k1がk2より遅
いとき、標的組織によるインスリンの取り込みはこの変動性の影響を受けるであろう。し
たがって、k1に随伴する変動性が標的組織によるインスリン取り込みに対し最小の影響を
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有するように、k2よりはるかに速いk1をもつインスリンアナローグが望ましい。
　市場で入手できるインスリン誘導体のあるものは[LysB29-テトラデカノイル、des(B30)
]インスリンである（前記ではLysB29はC14脂肪酸でアシル化されている（Mayer et al., 
Peptide Science, 88, 5, 687-713））。脂肪酸鎖の存在はペプチドと血清アルブミンの
結合を強化し、血漿半減期の延長をもたらす。しかしながら、この誘導体はin vivoでの
効能の低下という欠点を抱える。加えて、このインスリン誘導体はまた患者ごとに生物学
的作用の変動性を示す。この変動性は、部分的には可溶化及び皮下組織の貯蔵部から血漿
循環への移動における相違、並びにk1がk2よりも遅いという事実による。
【０００４】
　プロドラッグ化学は、投与部位からクリアランスされた後のインスリン作用の開始及び
持続時間、および漿中で厳密に規定された濃度における平衡化を厳密に制御する機会を提
供する。従来の長時間作用性インスリンアナローグ及び処方物と比較して、そのようなア
プローチの主要な長所は、インスリンレザバーは注入場所の皮下脂肪組織ではなく血液コ
ンパートメントであるということである（すなわちk1はk2よりもはるかに速い）。このこ
とは、インスリン誘導体の開始を遅らせる、従来技術において遭遇する吸収及び可溶化の
変動性を排除する。前記はまた、皮下注射以外のルートによるこのペプチドホルモンの投
与を可能にする。
　インスリンのその受容体への結合は生物学的刺激を生じるであろうが、この結合はまた
インスリンによって誘発される薬理作用のその後の脱活性化をインスリンペプチドの酵素
的分解を介して開始させるであろう。インスリンプロドラッグ誘導体を使用することで付
け加えられる利点は、そのようなアプローチはまた対応する受容体によるプロドラッグの
認識阻害戦略によってインスリンの生物学的半減期を延長するということである。プロド
ラッグ誘導体に随伴するこれらの利点にもかかわらず、そのようなプロドラッグの調製の
複雑性はこれまで効果的なインスリンプロドラッグ誘導体の調製を妨げてきた。思い通り
のプロドラッグホルモンを構築するためには、プロドラッグの構造的エレメントの可逆的
付着のための基礎を形成することができる活性部位の構造的対処が要求される。構造的対
処は2つの重要な特色を提供しなければならない：（1）選択的な化学的改変のための潜在
能力及び（2）プロドラッグの構造要素の除去に際して自然のままの形態で高度な活性を
提供する能力。本明細書に開示するインスリンプロドラッグは、受容体によって認識され
うる構造に化学的に変換され、この場合、前記化学的変換の速度はin vivoにおける生物
学的作用の開始及び持続時間を決定するであろう。本出願で開示するプロドラッグの化学
構造は、追加の化学添加物、又は酵素若しくは酵素阻害剤に依存しない分子内化学反応を
拠りどころとする。
　理想的なプロドラッグは生理学的条件（例えばpH7.2及び37℃）で水溶性であり、長期
保存中に散剤形で安定であるべきである。それはまた免疫学的にサイレントであり、親薬
剤と比較して低い活性を示すべきである。典型的には、プロドラッグは親薬剤の10%を超
えない活性を示すであろう。ある実施態様では、プロドラッグは、親薬剤に対して10%未
満、5%未満、約1%、又は1%未満の活性を示す。さらにまた、身体に注射されたとき、プロ
ドラッグは、所定の時間内に活性な薬剤に定量的に変換されるべきである。出願人らは、
これらの目的のそれぞれに適合するインスリンプロドラッグを開示する最初の者である。
【発明の概要】
【０００５】
　ペプチド系薬剤は、比較的短い作用持続時間及び変動可能な治療指数を有する高度に有
効な医薬である。本開示はインスリンプロドラッグに関し、当該プロドラッグ誘導体は、
作用の開始を遅らせ、さらに当該薬剤の半減期を延長するように設計される。作用開始の
延期は、その活性化前に当該プロドラッグの全身分布を可能にするという点で有利である
。したがって、プロドラッグの投与は投与時のピーク活性によって引き起こされる合併症
を排除し、親薬剤の治療指数を高める。
　ある実施態様にしたがえば、インスリンのプロドラッグ誘導体は、アミド結合を介して
ジペプチドをインスリンペプチドに共有結合させることによって調製され、ここで当該ジ
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ル基）を含み、前記部分は哺乳動物の血漿タンパク質（例えば哺乳動物血清アルブミン）
を不可逆的に結びつけるために十分なサイズである。生理学的条件下及び酵素活性の非存
在下における分子内反応によるその後のジペプチドの除去（ジケトピペラジン又はジケト
モルホリン形成をもたらす）によって、当該インスリンペプチドは完全な活性を取り戻す
。ある実施態様では、ジペプチドの置換基を選択して、血清中及び生理学的条件下で約2
から約168時間又は約12から約168時間の切断半減期が得られる。ある実施態様では、ジペ
プチドの置換基を選択して、血清中及び生理学的条件下で約0.5日から約10日又は約2から
約10日の切断半減期が得られる。
　ある実施態様にしたがえば、糖尿病を治療する方法、又は高血圧を治療/予防する方法
は、本明細書に開示のインスリンプロドラッグを投与する工程を含む。ある実施態様では
、インスリンプリドラッグは、生理学的条件下の血清中でのプロドラッグの半減期に基づ
いて分割投薬量で毎日投与される。例えば、プロドラッグがn（nは1日以上）の半減期を
有するならば、1日の投薬量は、対応する非プロドラッグ形の当該インスリンペプチドの
最適投薬量の1/nである。したがって、10日の半減期を有するインスリンプロドラッグは
、対応する非プロドラッグ形の当該インスリンペプチドの最適投薬量の1/10で毎日投与さ
れる。
【０００６】
　ある実施態様にしたがえば、インスリンプロドラッグは構造A-B-C-Qを含むことを条件
とされ、ここで
Qはインスリンペプチドであり；
Aはアミノ酸又は(C1-C8アルキル)NH2側鎖を含むヒドロキシ酸であり、ここでAの側鎖は、
哺乳動物の血漿タンパク質（例えば哺乳動物血清アルブミンを含む）と不可逆的に結合す
る部分に共有結合により連結される。ある実施態様では、Aの側鎖は、長さが好ましくは
少なくとも16、18又は20炭素である、アシル又はアルキル基（脂肪酸、コール酸、胆汁酸
の胆汁塩又はステロイド部分を含む）に共有結合により連結される。ある実施態様では、
Aの側鎖はC16-C30アシル基又はC16-C30アルキル基に共有結合により連結され；
BはN-アルキル化アミノ酸であり；さらに
Cはアミド結合、X70又はX70X71であり、ここで、X70及びX71は、グリシン、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、ホモグルタミン酸、アルギニン、
リジン及びヒスチジンから成る群から独立に選択されるアミノ酸であり、
A-B-Cは、Qの脂肪族アミノ基によるアミド結合を介してQと連結される。任意的に、Aの側
鎖とアシル又はアルキル基との間の連結はスペーサーを介し、スペーサーは1つ又は2つの
荷電アミノ酸を含む。ある実施態様にしたがえば、構造A-B-Cは、脂肪族アミノ基でアミ
ド結合による連結を介してQに連結され、前記脂肪族アミノ基は、A鎖又はB鎖のN-末端ア
ミノ酸のアルファアミノ基、又はQのB3、B28若しくはB29アミノ酸の側鎖の脂肪族アミノ
基から選択される。ある実施態様にしたがえば、Bは、C1-C18アルキル、C3-C18アルケニ
ル、(C0-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)、(C0-C4アルキル)(C3-C5複素環)、又は(C0-
C4アルキル)(C6-C10アリール)でN-アルキル化されたアミノ酸である。
【０００７】
　別の実施態様では、インスリンプロドラッグは構造A-B-C-Qを含むことを条件とされ、
ここでQはインスリンペプチドであり、さらにA-B-Cは以下の構造を含み、
【０００８】
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【化１】

【０００９】
ここで、
R1は(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R2はH又はC1-C6アルキルであり；
R3は、C2-C4アルキル、C3-C8アルケニル、(C0-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)、(C0-
C4アルキル)(C3-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)、及び(C1-C4アルキル)(C

6-C10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はそれらに結合する原
子と一緒に4、5又は6員複素環式環を形成し；
R4及びR8は独立に、H、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C

18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(W1)C1-C12アルキル（式中W1はN、S
及びOから選択されるヘテロ原子）から成る群から選択されるか、又はR4及びR8は、それ
らに結合する原子と一緒にC3-C6シクロアルキルを形成し；
R5はNHR6又はOHであり；
R6はH又はC1-C8アルキルであり；
R7はH、OH、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)NH2、及び(C0-C4アル
キル)OHから成る群から選択され；
R9はC18-C30アシルから成る群から選択され；
R10、R11、R12及びR13は、独立にH、CH2、CHOH、CH2SH、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4ア
ルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択さ
れ；
S1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、ホモグルタミン
酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つの荷電アミ
ノ酸から成るスペーサーであり、ここでA-B-CはQの脂肪族アミノ基を介してアミド結合に
よりQに連結される。ある実施態様では、R1は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；R3は、C2
-C4アルキルから成る群から選択され；R2、R4、R11及びR13は各々Hであり；R5はNH2であ
り；R8はH又はC1-C8アルキルであり；R9はC18-C30アシルであり；R10及びR12は、独立に(
C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2及び(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2から成る群
から選択され；さらにS1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、ホモグルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される
1つ又は2つの荷電アミノ酸を含むスペーサーであり、A-B-CはインスリンのB鎖のN-末端ア
ミンを介してアミド結合によりQに連結される。
【００１０】
　ある実施態様では、構造A-B-C-Qを含むインスリンプロドラッグが提供され；
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ここでQはインスリンペプチドであり、さらにA-B-Cは以下の構造を含み、
【００１１】
【化２】

【００１２】
ここで、
R1はC18-C30アルキル、(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R3はC2-C4アルキルから成る群から選択され；
R4、R11及びR13は各々Hであり；
R5はNH2であり；
R8はH又はC1-C8アルキルであり；
R9はC18-C30アシルであり；
R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(
NH2

+)NH2、及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに
S1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、ホモグルタミン
酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つの荷電アミ
ノ酸から成るスペーサーであり、ここでA-B-CはQの脂肪族アミノ基を介してアミド結合に
よりQに連結される。ある実施態様では、R1は(CH2)4-S1-NHR9又は(CH2)4NHR9であり；R3
は、C3-C4アルキルであり；R5はNH2であり；R9はC18-C28アシルであり；さらにA-B-Cはイ
ンスリンのB鎖のN-末端アミンを介してアミド結合によりQに連結される。
【００１３】
　本明細書に開示するプロドラッグのインスリンペプチドは、インスリン受容体でアゴニ
スト活性を有する、当業者に公知のインスリンのいずれかを含むことができる。ある実施
態様にしたがえば、インスリンペプチドはGIVEQCCX8SICSLYQLENYCX21R44（配列番号:3）
のA鎖配列及びR22-X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号:20）のB鎖配列を
含み（B鎖はジスルフィド結合を介してA鎖と連結される）；
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；
X21はアスパラギン、オルニチン、グリシン、アラニン、スレオニン、及びセリンから成
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；
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）、FVKQ（配列番号:8）、PGPE（配
列番号:11）、トリペプチドのグリシン-プロリン-グルタミン酸、トリペプチドのバリン-
アスパラギン-グルタミン、ジペプチドのプロリン-グルタミン酸、ジペプチドのアスパラ
ギン-グルタミン、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
R44はCOOH又はCONH2である。
【００１４】
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　ある実施態様では、本明細書に開示するプロドラッグのインスリンペプチドは、GIVEQC
CX8SICSLYQLENYCX21（配列番号:3）のA鎖及びR22-HLCGSHLVEALYLVCGERGFX45（配列番号:1
5）のB鎖を含み（B鎖はジスルフィド結合を介して前記A鎖と連結される）；
R22は結合であるか、又はFVNQ（配列番号:12）、FVKQ（配列番号:8）、VNQ、NQ及びQから
成る群から選択される1から4アミノ酸の配列であり；
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；
X21はアスパラギン、リジン、グリシン、アラニンから成る群から選択され；さらに
X45はヒスチジン、チロシン又はフェニルアラニンである。
　ある実施態様では、A鎖は配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN-R44（配列番号:1）を含み、前記
B鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYT
KPT（配列番号:9）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTDKT（配列番号:5）、FVKQHLCGSHLVEAL
YLVCGERGFFYTEKT（配列番号:6）から成る群から選択される配列を含む（式中R44はCOOH又
はCONH2である）。
　ある実施態様では、プロドラッグのエレメントのアミノ酸A及び/又はBはD立体異性体配
置のアミノ酸である。いくつかの例示的実施態様では、AはD立体異性体の立体配置のアミ
ノ酸であり、BはL立体異性体配置のアミノ酸である。いくつかの例示的実施態様では、A
はL立体異性体の立体配置のアミノ酸であり、BはD立体異性体の立体配置のアミノ酸であ
る。いくつかの例示的実施態様では、AはD立体異性体立体配置のアミノ酸であり、BはD立
体異性体立体配置のアミノ酸である。ある実施態様では、BはN-アルキル化アミノ酸であ
るが、置換プロリン又はプロリンアナローグではない。
【００１５】
　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、ここで当該インスリン
ペプチドのA鎖は配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号:1）を含み、B鎖は、Z-FVNQHLCGS
HLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）、Z-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTDKT（配列番号:
5）、Z-FVKQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTEKT（配列番号:6）及びZ-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERG
FFYTKPT（配列番号:9）から成る群から選択される配列を含み、ここでZは以下の一般構造
を含むペプチドであり；
【００１６】

【化３】

【００１７】
式中、
Zは、B鎖のN-末端アミノ酸又はB鎖のB28若しくはB29の側鎖の脂肪族アミノ基を介してア
ミド結合によりQと連結され；
R1は、H、C18-C30アルキル、(C1-C4アルキル)NHR9、(C1-C4アルキル)O-S1-R9、(C1-C4ア
ルキル)S-S1-R9、(C1-C4アルキル)CONH-S1-R9、(C1-C4アルキル)COO-S1-R9、(C1-C6アル
キル)NH-S1-R9、及び(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)-S1-R9から成る群から選択され；
R2及びR8は独立に、H、C1-C8アルキル、C2-C8アルケニル、(C1-C4アルキル)OH、(C1-C4ア
ルキル)SH、(C2-C3アルキル)SCH3、(C1-C4アルキル)CONHH、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C

4アルキル)NHH、(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(W1)C1-C12アルキルから成る群から選択
されるか（式中、W1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）、又はR1
及びR2はそれらに結合する原子と一緒にC3-C12シクロアルキル又はアリールを形成し；
R3は、C1-C18アルキル、C3-C8アルケニル、(C0-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)、(C0
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-C4アルキル)(C3-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)であるか、又はR4及びR3
はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は6員の複素環式環を形成し；
R4はH、C1-C18アルキル、(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R5はOH、NHR6又はNHR9であり；
R6はH、C1-C8アルキルであり；
R7はH、OH及びOR9から成る群から選択され；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は独立に、H、CH2、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アル
キル)NHC(NH2

+)NH2、及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに
S1は、結合又はアスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸、ホモ
グルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つ
の荷電アミノ酸から成るスペーサーであるが、ただしR4がH又はC1-C18アルキルであると
きR1はH以外であることを条件とする。ある実施態様では、R1は(CH2)4-S1-NHR9又は(CH2)

4NHR9であり；R3はC3-C4アルキルであり；R5はNH2であり；さらにR9はC18-C28アシルであ
り、Zはアミド結合によりインスリンのB鎖のN-末端アミンに連結される。
【００１８】
　ある実施態様にしたがえば、単鎖インスリンプロドラッグアナローグが提供される。こ
の実施態様では、ヒトインスリンB鎖（又はその機能的アナローグ）のカルボキシ末端は
、ヒトインスリンA鎖（又はその機能的アナローグ）のN-末端に共有結合により連結され
、この場合、下記一般構造を有するペプチドプロドラッグエレメントは、インスリンペプ
チドのA若しくはB鎖のN-末端で又はB鎖のB3、B28若しくはB29の位置に対応するアミノ酸
の側鎖でアミド結合により共有結合される：
【００１９】
【化４】

【００２０】
　ある実施態様では、B鎖は、4－12又は4－8アミノ酸のペプチドリンカーを介してA鎖に
連結される。
　さらに別の実施態様では、本発明のインスリンプロドラッグは、保存中及び患者への投
与前のペプチドプローブの切断を防ぐためにさらに改変される。ある実施態様では、ペプ
チドプロドラッグエレメントのN-末端アミンは、N-末端との結合状態を患者への投与まで
維持する部分に連結される。ある実施態様では、式A-B-C-Qのインスリンプロドラッグは
さらに血清酵素切断性部分を含み、前記部分はAのN-末端アミンを介してAに連結される。
ある実施態様では、酵素切断性部分は、ジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）によって
切断されるペプチドである（例えばArg-Pro、Lys-Pro又はGlu-Proを含む）。
【００２１】
　別の実施態様では、インスリンプロドラッグアナローグの可溶性は、親水性部分のペプ
チドとの共有結合によって強化される。ある実施態様では、親水性部分は以下のどれかに
連結される：B鎖のN-末端アルファアミン、プロドラッグペプチドアミノ酸の側鎖、又はA
鎖のA9、A14及びA15位又はB鎖のB1、B2、B3、B10、B22、B28若しくはB29位のアミノ酸の
側鎖（例えば配列番号:9の28位のアミノ酸又は配列番号:2の29位のアミノ酸を含む）。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（PEG）鎖であり、前記は約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、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
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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。
　アシル化又はアルキル化は循環中のインスリンペプチドの半減期を増加させることがで
きる。アシル化又はアルキル化は作用の開始を有益に遅らせるか、及び/又はプロドラッ
グの活性化時にインスリン受容体での作用の持続時間を延長することができる。インスリ
ンアナローグは、親水性部分が連結される同じアミノ酸場所で、又は異なるアミノ酸場所
でアシル化又はアルキル化されうる。
【００２２】
　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、本明細書に開示する新規
なインスリンプロドラッグアナローグのいずれか（好ましくは少なくとも90%、91%、92%
、93%、94%、95%、96%、97%、98%又は99%の純度レベルで）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、本明細書に開示するA19インスリンア
ナローグを、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/mL、11mg/mL、12mg/mL、13mg/mL、14mg/mL、15mg/mL、16
mg/mL、17mg/mL、18mg/mL、19mg/mL、20mg/mL、21mg/mL、22mg/mL、23mg/mL、24mg/mL、2
5mg/mLの濃度又はそれ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
は水溶液を含み、前記は滅菌され場合により多様な包装容器に保存収納されている。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、組成物を患者に
投与するための使い捨て装置を含むキットの部分として包装されうる。容器又はキットに
は周囲温度又は冷蔵温度での保存のために付箋を添付することができる。
　ある実施態様にしたがえば、インスリン依存患者の血糖レベルの調節の改善方法が提供
される。前記方法は、本明細書開示のインスリンプロドラッグアナローグを糖尿病の管理
に治療的に有効な量で投与する工程を含む。ある実施態様では、インスリンプロドラッグ
アナローグは、高親和性を有するアルブミンの結合に十分なサイズのアシル基でアシル化
されるか、及び/又は約5,000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
PEG鎖でPEG化される。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１Ａ】インスリンプロドラッグアナローグMIU-30a:B1(Y16,L17,Y25)29a:A1(dLys(Ac)
,Sar-aF19)（このアナローグではアシル化ジペプチドdLys(Ac),SarはA19 4-aminoPheを介
してインスリンアナローグとアミド結合により連結される）の比較インスリン耐性試験か
ら得られた結果を示す。当該プロドラッグの半減期は約20時間と推定される。図1Aに示す
データは、親化合物は低い効能を有するが、20%血漿中で48時間インキュベートした後は
（“MIU-30c”を生成する）効能は増加することを明らかにする。●＝ビヒクルコントロ
ール、▼＝MIU30a（90nm/kg）、▽＝MIU30c（90nm/kg）、◆＝MIU30a（270nm/kg）、◇＝
MIU30c（270nm/kg）。
【図１Ｂ】インスリンプロドラッグアナローグMIU-30a:B1(Y16,L17,Y25)29a:A1(dLys(Ac)
,Sar-aF19)（このアナローグではアシル化ジペプチドdLys(Ac),SarはA19 4-aminoPheを介
してインスリンアナローグとアミド結合により連結される）の比較インスリン耐性試験か
ら得られた結果を示す。当該プロドラッグの半減期は約20時間と推定される。図1Aに示す
データは、親化合物は低い効能を有するが、20%血漿中で48時間インキュベートした後は
（“MIU-30c”を生成する）効能は増加することを明らかにする。●＝ビヒクルコントロ
ール、▼＝MIU30a（90nm/kg）、▽＝MIU30c（90nm/kg）、◆＝MIU30a（270nm/kg）、◇＝
MIU30c（270nm/kg）。図１Aと同様に、図1BはC57/Blkマウスでの8時間後の血糖AUCであり
、当該化合物の効能は投与前にin vitroでインキュベートした時間にあわせて増加するこ
とを示す。
【図２】30% ACN/PBS（37℃、pH7.4）においてex vivoでインキュベートした時間に対応
するアシル化プロドラッグMIU42:B1(Y16,L17,Y25)29a:A1(dLys(rE-C14),Sar-aF19)（この
プロドラッグではジペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸はアシル化され、グルタ
ミン酸リンカーのガンマ位“rE”で連結される）の活性を示すグラフである。このデータ



(11) JP 6701208 B2 2020.5.27

10

20

30

40

50

によって示されるように、親化合物MIU42は、ex vivoでインキュベートされる時間が増加
するとともに活性を取り戻す。
【図３】超基礎/基礎/ボーラスインスリン療法を示す。インスリン作用の開始を遅らせる
市販のインスリンアナローグの従来の戦略は、時間（k1）の経過にしたがって血漿中にゆ
っくりと放出される“不溶性”インスリン貯蔵部を皮下組織内に作ることを根拠とする。
続いて、血漿に存在する可溶形は比較的速い速度（k2）でインスリン標的組織に入る。明
瞭な意図の下に分割された1日の用量の可溶性の長期作用性インスリン（qw）は、単回投
与につきものの変動性を最小限にする。
【図４】B鎖のN-末端アミンに連結した脂質化プロドラッグエレメントへの血清アルブミ
ンの不可逆的結合によるインスリンアナローグの不活化を示す模式図である。生理学的条
件下及び酵素活性の非存在下におけるその後のジペプチドの除去は、当該ジペプチドプロ
ドラッグエレメントの遊離によりインスリンの活性化をもたらす。
【図５】B鎖のN-末端アミンに連結された脂質化プロドラッグエレメントを含む二鎖イン
スリンアナローグの製造のための合成図を提供する。
【図６】B鎖のN-末端アミンに連結された脂質化プロドラッグエレメントの切断半減期を
提供し、ここでは、第一のアミノ酸のN-アルキル化が改変され、第二のアミノ酸に連結さ
れるアルキル鎖の長さが変更される。
【図７－１】インスリンプロドラッグアナローグ(Aib-(N-Me)Lys(C22)-Cys-(S-プロピル)
B1-インスリン)の分解を示すHLPCトレースを提供する。当該インスリンプロドラッグのプ
ロドラッグエレメントは約8時間の半減期を示した。
【図７－２】図７－１続き。
【図７－３】図７－２続き。
【図８－１】インスリンプロドラッグアナローグ((アルファ-Me)Lys(C18)-Sar,B1-インス
リン)の分解を示すHLPCトレースを提供する。当該インスリンプロドラッグのプロドラッ
グエレメントは約6時間の半減期を示した。
【図８－２】図８－１続き。
【図９－１】インスリンプロドラッグアナローグ(Lys(C18)-N(sBu)Gly,Gly B1-インスリ
ン)の分解を示すHLPCトレースを提供する。当該インスリンプロドラッグのプロドラッグ
エレメントは約16時間の半減期を示した。
【図９－２】図９－１続き。
【図１０】ジペプチドプロドラッグエレメントの第二のアミノ酸のN-アルキル化の当該ジ
ペプチドの切断速度における影響を示す。
【図１１】プロドラッグエレメントの構造のための追加の実施態様を提供する。
【図１２】2-ブロモカルボン酸によるペプチドへのN-アルキル基の導入のための合成図を
提供する。
【図１３】光延反応による、ペプチドへのN-アルキル基の導入及びアルファ炭素置換のた
めの合成図を提供する。
【図１４Ａ】追加の合成図を提供する。図14Aは、ウギ反応によってペプチドへN-アルキ
ル基を導入しさらにアルファ炭素を置換するための液相合成を提供する。
【図１４Ｂ】追加の合成図を提供する。図14Bは、N-アルキル化アミノ酸を有する脂質化
トリペプチドのまた別の固相合成を提供する。
【図１４Ｃ】追加の合成図を提供する。図14Cは、A1,B29-di-tBoc-インスリンを用いる脂
質化インスリンプロドラッグの合成のための合成図を提供する。
【図１４Ｄ】追加の合成図を提供する。図14Dは、A1,B29-di-(Fmoc)-インスリンを用いる
脂質化インスリンプロドラッグの合成のための合成図を提供する。
【図１５Ａ】インスリン耐性実験のデータを提供する（前記実験では、糖尿病モデルマウ
スに自然のままのインスリン又は自然のままのインスリンを土台にしたプロドラッグが投
与される）。図15Aは実験手順の概略を提供し図15Bはその結果を提供し、アシル化プロド
ラッグインスリンアナローグの血糖レベルの低下における作用時間の延長を示す。
【図１５Ｂ】インスリン耐性実験のデータを提供する（前記実験では、糖尿病モデルマウ
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スに自然のままのインスリン又は自然のままのインスリンを土台にしたプロドラッグが投
与される）。図15Aは実験手順の概略を提供し図15Bはその結果を提供し、アシル化プロド
ラッグインスリンアナローグの血糖レベルの低下における作用時間の延長を示す。
【図１５Ｃ】インスリン耐性実験のデータを提供する（前記実験では、糖尿病モデルマウ
スに自然のままのインスリン又は自然のままのインスリンを土台にしたプロドラッグが投
与される）。図15Aは実験手順の概略を提供し図15Bはその結果を提供し、アシル化プロド
ラッグインスリンアナローグの血糖レベルの低下における作用時間の延長を示す。図15C
は血中インスリンレベルが血糖レベルと相関関係を有することを示す。
【図１６Ａ】インスリン耐性実験のデータを提供する（前記実験では、糖尿病モデルマウ
スに自然のままのインスリン又は自然のままのインスリンを土台にしたプロドラッグが投
与される）。図16Aは実験手順の概略を提供し図16Bはその結果を提供し、アシル化プロド
ラッグインスリンアナローグの血糖レベルの低下における作用時間の延長を示す。
【図１６Ｂ】インスリン耐性実験のデータを提供する（前記実験では、糖尿病モデルマウ
スに自然のままのインスリン又は自然のままのインスリンを土台にしたプロドラッグが投
与される）。図16Aは実験手順の概略を提供し図16Bはその結果を提供し、アシル化プロド
ラッグインスリンアナローグの血糖レベルの低下における作用時間の延長を示す。
【図１６Ｃ】インスリン耐性実験のデータを提供する（前記実験では、糖尿病モデルマウ
スに自然のままのインスリン又は自然のままのインスリンを土台にしたプロドラッグが投
与される）。図16Aは実験手順の概略を提供し図16Bはその結果を提供し、アシル化プロド
ラッグインスリンアナローグの血糖レベルの低下における作用時間の延長を示す。図16C
は、自然のままのインスリン又はインスリンプロドラッグを投与された糖尿病の絶食マウ
スのデータを提供し、投与後の血糖変化を示す。
【図１７Ａ】インスリン耐性実験のデータを提供する（前記実験では、正常なマウスに自
然のままのインスリン又は自然のままのインスリンを土台にしたプロドラッグが投与され
る）。図17Aは実験手順の概略を提供し図17Bはその結果を提供し、アシル化プロドラッグ
インスリンアナローグの血糖レベルの低下における作用時間の延長を示す。
【図１７Ｂ】インスリン耐性実験のデータを提供する（前記実験では、正常なマウスに自
然のままのインスリン又は自然のままのインスリンを土台にしたプロドラッグが投与され
る）。図17Aは実験手順の概略を提供し図17Bはその結果を提供し、アシル化プロドラッグ
インスリンアナローグの血糖レベルの低下における作用時間の延長を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　定義
　本発明を記述しさらに特許請求の範囲を記載するに際して、下記に説明する定義にした
がって以下の用語が用いられるであろう。
　本明細書で用いられるように、“プロドラッグ”という用語は、その薬理学的効果を示
す前に化学的改変を経る任意の化合物と定義される。
　“生物活性ポリペプチド”は、in vitro及び/又はin vivoで生物学的作用を示すことが
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“アミノ酸”という用語は、アミノ及びカルボキシ官能基
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レート基は同じ炭素（ア
ルファ炭素）に結合される。アルファ炭素は、任意的に1つ又は2つの更なる有機置換基を
有することができる。その立体空間配置が特定されないアミノ酸の指定は、当該アミノ酸
のL若しくはD型又はラセミ混合物のどちらかを包含することを意図する。しかしながら、
アミノ酸がその三文字コードによって指定されかつ上付き数字を含む場合には、当該アミ
ノ酸のD型は三文字コードの前の小文字ｄ及び上付き数字を含むことによって特定され（
例えばdLys-1）、小文字を欠く指定（例えばLys-1）は当該アミノ酸の自然のままのL型を
特定することを意図する。この命名法では、上付き数字の含有はIGFペプチド配列におけ
るアミノ酸の位置を指定し、この場合、IGF配列内に位置するアミノ酸はN-末端から連続
して番号付けされる正の上付き数字によって指定される。N-末端で又は側鎖を介してIGF
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ペプチドに連結される追加アミノ酸は、0で始まりIGF配列からさらに移動するにつれ負の
整数値として増加する番号が付与される。例えば、IGFのN-末端に連結されるジペプチド
内のアミノ酸の位置は、aa-1-aa0-IGFと指定される（ここでaa0はジペプチドのカルボキ
シ末端アミノ酸を表しaa-1はジペプチドのアミノ末端アミノ酸を示す）。
【００２５】
　本明細書で用いられるように“ヒドロキシ酸”という用語は、改変されアルファ炭素の
アミノ基がヒドロキシル基で入れ替えられてあるアミノ酸を指す。
　本明細書で用いられるように“非コードアミノ酸”という用語は、以下の20アミノ酸（
Ala、Cys、Asp、Glu、Phe、Gly、His、Ile、Lys、Leu、Met、Asn、Pro、Gln、Arg、Ser、
Thr、Val、Trp、Tyr）のいずれかのL-異性体ではないアミノ酸を包含する。
　“ジペプチド”は、アルファアミノ酸又はアルファヒドロキシ酸と別のアミノ酸のペプ
チド結合を介する連結によって形成される化合物である。
　本明細書で定義するペプチドプロドラッグエレメントは、N-末端自己切断ジペプチドを
含むペプチドであり、ここで当該ジペプチドは、生理学的条件下で偶発的にアミド結合の
化学的切断を経てジケトピペラジン又はジケトモルホリンを形成する。ペプチドプロドラ
ッグエレメントはジペプチドから成りうるが、自己切断ジペプチドのカルボキシ末端にア
ミド結合を介して連結される追加のアミノ酸を含むことも可能である。
　本明細書で用いられるように、更なる指定が全くない“化学的切断”という用語は、化
学的共有結合の破壊をもたらす非酵素的反応を包含する。
　血清酵素切断性部分は、ペプチドに共有結合により連結され酵素活性の非存在下で安定
な構造を形成できる化合物である。哺乳動物の血清で見出される酵素への暴露に際して、
当該完全部分はペプチドから切断される。例えば、血清酵素切断性部分は、アミド結合を
介してポリペプチドに連結される血清酵素切断性ペプチドであることができ、ここで当該
酵素切断性ペプチドはジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）による切断に感受性である
。
【００２６】
　“生物活性ポリペプチド”はin vitro及び/又はin vivoで生物学的作用を示すことがで
きるポリペプチドを指す。
　本明細書で用いられるように、ペプチドと一般的にいう場合は、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、標準的アミノ酸
を指定するアミノ酸配列は、N-及びC-末端の標準的アミノ酸とともにN-末端の対応するヒ
ドロキシ酸及び/又は末端カルボン酸の代わりにアミド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ように“アシル化”アミノ酸は、生成される手段に関係なく、天
然に存在するアミノ酸と対比して自然のままではないアシル基を含むアミノ酸である。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
チドへの挿入前にアミノ酸をアシル化する方法又はペプチド合成の後で当該ペプチドを化
学的にアシル化する方法が含まれる。ある実施態様では、アシル基によってペプチドは以
下の1つ以上を有するようになる：（i）循環中の半減期の延長、（ii）作用開始の延期、
（iii）作用持続時間の延長、（iv）プロテアーゼ（例えばDPP-IV）耐性の改善、及び（v
）インスリンペプチド受容体での効能の増加。
　本明細書で用いられるように、“アルキル化”アミノ酸は、生成される手段に関係なく
、天然に存在するアミノ酸と対比して自然のままではないアルキル基を含むアミノ酸であ
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、ペプチドへの挿入前にアミノ酸をアルキル化する方法又はペプチド合成の後で当該
ペプチドを化学的にアルキル化する方法が含まれる。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（たとえ同じでないとしても）類
似する効果（例えば循環中の半減期の延長、作用開始の延期、作用持続時間の延長、プロ
テアーゼ（例えばDPP-IV）耐性の改善、及びインスリンペプチド受容体での効能の増加）
を達成するであろうと考えられる。
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【００２７】
　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。当該用語はまた、米連邦政府の規制庁
によって承認されているか、又は動物（人間を含む）での使用のために米国薬局方に列挙
されている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
学的活性を保持する化合物の塩を指し、さらに当該塩は生物学的に又は他の態様でも望ま
しくないものではない。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することができる。無機塩
基から誘導される塩には、単に例示としてナトリウム、カリウム、リチウム、アンモニウ
ム、カルシウム及びマグネシウム塩が含まれる。有機塩基から誘導される塩には第一、第
二及び第三アミンの塩が含まれるが、ただしこれらに限定されない。
　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、グリコール酸、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、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。
【００２８】
　本明細書で用いられるように、“治療”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随伴する徴候の緩和、及び/又は前記徴候の防止若しく
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
、一般的には血糖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
て血糖を増加又は低下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プロドラッグの“有効な量”又は“治療的に有効な量”は
、所望の効果を提供するために無害であるが十分な量を指す。例えば、所望される効果の
あるものは高血糖症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”を特定することは常に可能であるとは限らない。しかしながら、任意の個体例におけ
る適切な“有効”量は、当業者が日常的な実験を用いて決定できる。
　“非経口的”という用語は、消化管を介さないでいくつかの他のルート（例えば鼻内、
吸収、皮下、筋肉内、脊髄内又は静脈内）を介することを意味する。
【００２９】
　本明細書で用いられるように“自然のままのインスリン”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アミノ酸のヘテロダイマーとともに配列番号:1及び2を
含む単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”用語（更なる説明語句を含まない）は、配列番号:1のA鎖及び配列番号:2
のB鎖を含む51アミノ酸のヘテロダイマーとともにその単鎖インスリンアナローグを包含
することが意図され（前記単鎖インスリンアナローグには、例えば国際特許出願公開WO96
/34882及び米国特許6,630,348号（前記は参照により本明細書に含まれる）に開示された
ものが含まれる）、さらに自然のままのA鎖及び/又はB鎖の改変誘導体を含むヘテロダイ
マー及び単鎖アナローグが含まれる。前記改変誘導体を含むものは、A19、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A5、A8、A9、A10、A12、A14、A15
、A17、A18、A21、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つ以上のアミノ酸置換、又は
B1－4及びB26－30位の任意の又は全ての欠失を含む。本明細書で用いられる“インスリン
プロドラッグアナローグ”は、インスリンの活性又はIGF1系インスリンアナローグの活性
（例えばインスリン及びIGF-1受容体と相互作用する能力）に干渉する位置で、アミド結
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合を介して、ジペプチドの共有結合による付着によって改変されてあるインスリンペプチ
ド（又は実施例9で開示するIGF1系インスリンアナローグ）を指す。
　本明細書で用いられるように、“単鎖インスリンアナローグ”という用語は、インスリ
ンA鎖及びB鎖が直鎖として共有結合により連結される、構造的に関連するタンパク質の一
群を包含する。
【００３０】
　本明細書で用いられるようにアミノ酸の“改変”は、アミノ酸の置換、付加若しくは欠
失、又は化学基のアミノ酸から/アミノ酸への付加及び/又は除去によるアミノ酸の誘導を
指し、さらにヒトのタンパク質で通常的に見いだされる20アミノ酸と同様に非定型的若し
くは天然に存在しないアミノ酸のいずれかによる置換又はそれらの付加を含む。非定型的
アミノ酸の市場の供給元には、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（Genzyme Pharmaceuticals（Cambridge, MA））が含まれる。非定型アミノ酸は市場
の供給業者から購入するか、最初から合成するか、又は天然に存在するアミノ酸から化学
的に改変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“置換”は1つのアミノ酸残基を異なるアミノ酸残基で入
れ替えることを指す。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言及は全
て、自然のままのヒトインスリンA鎖（配列番号:1）若しくはB鎖（配列番号:2）又は前記
の任意のアナローグの対応するアミノ酸の位置と対比させたA鎖（例えばA5位）又はB鎖（
例えばB5位）の位置のアミノ酸を指す。例えば、本明細書で（更なる説明を全く含まずに
）“B28位”と言えば、配列番号:2の第一のアミノ酸が欠失してい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。
　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、本明細書では以下
の5グループの1つの中での交換と定義される：
I.  小さな脂肪族の非極性又はわずかに極性の残基：Ala、Ser、Thr、Pro、Gly；
II. 極性の陰性荷電残基及びそれらのアミド：Asp、Asn、Glu、Gln；
III.極性の陽性荷電残基：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。
【００３１】
　本明細書で用いられるように“ポリエチレングリコール鎖”又は“PEG鎖”という包括
的用語は、一般式H(OCH2CH2)nOH（式中nは少なくとも9）で表されるエチレンオキシドと
水の分枝又は直鎖状の縮合ポリマーの混合物を指す。更なる特徴付けが全くなければ、前
記用語は、500から80,000ダルトンの範囲から選択される平均総分子量を有するエチレン
グリコールのポリマーを含むことが意図される。“ポリエチレングリコール鎖”又は“PE
G鎖”を数字の接尾辞と組み合わせて用いて、その近接する平均総分子量が示される。例
えば、PEG-5000は約5000ダルトンの平均総分子量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”という用語及び同様な用語は、ある化合物にポ
リエチレングリコール鎖を連結することによってその自然のままの状態から改変されてあ
る化合物を指す。“PEG化ポリペプチド”は、PEG鎖が当該ポリペプチドに共有結合された
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つの別個の実体を結合させて別の1つの
実体にする結合、分子又は分子群である。リンカーは2つの実体の最適な間隙を提供する
ことができ、さらにまた2つの実体を互に分離させることができる不安定な結合を供給す
ることができる。不安定な結合には光切断性基、酸不安定性部分、塩基不安定性部分、及
び酵素切断性基が含まれる。
　本明細書で用いられるように“インスリンダイマー”は、リンカーを介して互に共有結
合された2つのインスリンペプチドを含む複合体である。インスリンダイマーという用語
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は、制限的語句を全く含まずに用いられるときインスリンホモダイマー及びインスリンヘ
テロダイマーの両方を包含する。インスリンホモダイマーは2つの同一のサブユニット（
各々はA鎖及びB鎖を含む）を含み、一方、インスリンヘテロダイマーは、異なる2つのサ
ブユニット（各々はA鎖及びB鎖を含む）を含むが、ただしこの2つのサブユニットは実質
的に互いに類似する。
【００３２】
　本明細書で用いられる“C1-Cnアルキル”（式中nは1からnでありうる）という用語は、
1つから規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、se
c-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、へ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“C2-Cnアルケニル”という用語は、2から規定数の炭素原子及び
少なくとも1つの二重結合を有するオレフィン系列不飽和の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”という用語は、2からn炭素原子及び少なくとも1つの三重結合を有
する不飽和の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。
　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つの芳香環を有する
単環式又は二環式炭素環式環系と定義され、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、存在する炭素の数を指定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、親部分に1から3員のア
ルキル鎖を介して結合される6から10員のアリールを指す。
【００３３】
　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、
かつ芳香環の中に少なくとも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
と定義される。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
の数を指定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、親部分に1から“n”員のアルキル鎖を介して結合される5又は6員のヘテ
ロアリールを指す。
　“C3-Cnシクロアルキル”という用語は、非芳香環性、単環式又は多環式環であり存在
する炭素原子の数を示す下付き数字を有する炭素及び水素原子を含むものと定義される。
例えば、C3-C8シクロアルキルという用語は、化合物シクロプロピル、シクロブチル、シ
クロペンチル、シクロヘキシル、シクロヘプチル、及びシクロオクチルを表す。
　“C3-Cn複素環”という用語は、1つから“n－1”個のヘテロ原子を含むシクロアルキル
環系と定義され、ここでヘテロ原子は酸素、硫黄及び窒素から成る群から選択される。例
えば“5員の複素環”又は“C5複素環”という用語には、1つのヘテロ原子を含む5員の複
素環（例えばチオフェン、ピロール、フラン）；1,2又は1,3位に2つのヘテロ原子を含む5
員の複素環（例えばオキサゾール、ピラゾール、イミダゾール、チアゾール、プリン）；
3つのヘテロ原子を含む5員の複素環（例えばトリアゾール、チアジアゾール）が含まれる
が、ただしこれらに限定されない。
【００３４】
　本明細書で用いられる“C3-Cn員環”という用語は、互いに連結され環を形成する合計3
から“n”個の元素を含む飽和又は不飽和の炭化水素環構造と定義され、ここで環の元素
はC、O、S及びNから成る群から選択される。前記用語はシクロアルキル、複素環、アリー
ル及びヘテロアリール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“ハロ”という用語は、フッ素、塩素、臭素及びヨウ素か
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ら成る群の1つ以上のメンバーと定義される。
　本明細書で用いられるように“荷電アミノ酸”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する）又は陽性に荷電する（すなわちプロトン化
する）側鎖を含むアミノ酸と定義される。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
は、ヒトのタンパク質で通常的に見いだされる20アミノ酸の中の荷電アミノ酸とともに非
定型又は天然に存在しないアミノ酸も同様に含む。
【００３５】
　本明細書で用いられるように“酸性アミノ酸”という用語は、第二の酸性部分（すなわ
ち全てのアミノ酸が所有するα-カルボキシル基以外のものであって、例えばカルボン酸
又はスルホン酸基を含む）を含むアミノ酸と定義される。
　本明細書で用いられるように、更なる指定を含まない“患者”という用語は、飼い馴ら
された温血脊椎動物（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）、哺乳動物及び人間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“血漿タンパク質との不可逆結合”又は“血清アルブミン
との不可逆結合”という語句は、結合された血漿タンパク質/血清アルブミンが生理学的
条件下で実質的に遊離されない、高親和性結合と定義される。アシル化インスリンの文脈
では、アルブミンと“不可逆的に結合する”ために十分に大きいアシル又はアルキル基は
、患者への投与に際して血糖を低下させる基礎インスリンペプチドの能力を、投与後6時
間経過したとき、当該アシル又はアルキル基を欠く同じインスリンペプチドで達成される
能力の10%未満に抑制するアシル又はアルキル基と定義される。
【００３６】
　本開示はインスリンプロドラッグ誘導体を提供し、前記誘導体は、当該インスリンペプ
チドの作用の開始を遅らせかつその半減期を増強し、したがって基礎インスリンペプチド
の治療インデックスを改善するように処方される。本明細書に開示するインスリンプロド
ラッグの化学構造は、非酵素性分解メカニズムにより当該プロドラッグの活性化を可能に
する。開示のプロドラッグの化学構造は有機部分に化学的に連結させることができ、この
有機部分は哺乳動物の血漿タンパク質と不可逆的に結合し、したがって投与に際して当該
インスリンペプチドを不活化する。ある実施態様では、有機部分は血清アルブミンと結合
するために十分なサイズのアルキル又はアシル基である。別の実施態様では、有機部分は
胆汁酸である。胆汁酸は適切ないずれの胆汁酸でも良く、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。
　特定の実施態様では、インスリンアナローグはコレステロール酸を含み、前記コレステ
ロール酸は、アルキル化des-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）を介してインスリンアナローグのLys残基に連結される。アルキ
ル化des-アミノCysスペーサーは、例えばドデカエチレングリコール部分を含むdes-アミ
ノCysスペーサーでありうる。
　この新規な生物体にやさしいプロドラッグ化学構造は生理学的条件下で（例えば水性環
境下でpH約7、37℃）偶発的に分解し、ここで、プロドラッグエレメントの切断は結合さ
れた血漿タンパク質（例えばアルブミン）をインスリンペプチドから分離させて当該イン
スリンペプチドに活性を取り戻させる。ある実施態様では、アシル又はアルキル基が本明
細書に開示のペプチドプロドラッグエレメントに連結され（ここでアルキル又はアシル基
は直鎖状又は分枝状）、さらにある実施態様では、前記はC18からC30の炭化水素骨格の鎖
である。例えばアシル又はアルキル基はC18、C20、C22、C24、C26、C28又はC30の炭化水
素骨格鎖のいずれかでありうる。ある実施態様では、開示するプロドラッグの化学構造は
、C16からC20の脂肪酸（例えばC18脂肪酸又はC20脂肪酸）に化学的に連結される。プロド
ラッグ誘導体の持続時間はペプチドプロドラッグエレメントの配列を選択することによっ
て決定され、したがってプロドラッグ処方物の融通性を可能にする。
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【００３７】
　ある実施態様では、非酵素的活性化半減期（t1/2）が、生理学的条件下で約2から約240
時間、約2から約168時間、約6から約168時間、又は約12から約168時間、又は約12から約1
20時間であるプロドラッグが提供される。ある実施態様では、血清中及び生理学的条件下
でのプロドラッグエレメントの切断半減期は約0.5日から約10日である。本明細書に開示
する生理学的条件は、水性環境下で、約35から40℃の温度及び約7.0から約7.4のpH、より
典型的には7.2から7.4のpH及び36から38℃の温度を含むことが意図される。ある実施態様
では、生理学的条件下でジケトピペラジン形成を経ることができるペプチドが、インスリ
ンペプチドの脂肪族アミノ基にアミド結合を介して共有結合により連結される。
　有利には、プロドラッグの切断（したがって活性化）の速度は、ジペプチドプロ部分の
構造及び立体空間配置さらにまた求核性の強度に左右される。本明細書に開示するプロド
ラッグは最終的には、当該薬剤の自然のままの受容体によって認識されうる構造に化学的
に変換され、この場合、この化学的変換の速度はin vivoの生物学的作用の開始時間及び
持続時間を決定するであろう。本出願で開示するプロドラッグの化学構造は、追加の化学
添加物又は酵素に依存しない分子内化学反応を拠りどころとする。変換の速度はジペプチ
ドの置換基の化学的性質及び生理学的条件下でのその切断によって制御される。生理学的
pH及び温度は高度に規定された範囲内で厳密に調節されるので、プロドラッグからドラッ
グ（薬剤）への変換の速度は一患者内でさらに患者間で高い再現性を示すであろう。
【００３８】
　本明細書で開示されるようにプロドラッグが提供され、ここで当該生物活性ポリペプチ
ドは、少なくとも１時間、より典型的には24時間を超えるが10日を超えない半減期延長を
有し、固有の化学的不安定性によって駆動される非酵素反応を介して生理学的条件下で活
性形に変換される。ある実施態様では、プロドラッグの非酵素活性化t1/2時間は、約12か
ら約168時間、より典型的には12から約120時間又は12から72時間であり、ある実施態様で
は、t1/2時間は、37℃及びpH7.2のリン酸緩衝食塩水溶液（PBS）でプロドラッグをインキ
ュベートすることによって測定したとき24－48時間である。多様なプロドラッグの半減期
が式t1/2＝.693/kを用いて計算される（式中‘k’はプロドラッグの分解の一次速度定数
である）。ある実施態様では、プロドラッグの活性化は、アミド結合連結ジペプチドの切
断、並びにジケトピペラジン又はジケトモルホリン及び活性インスリンペプチドの形成後
に生じる（ジペプチドは、血清アルブミンとの結合に十分なサイズ（例えばC18からC30）
のアルキル又はアシル基に共有結合されている）。
　生理学的条件下で分子内分解を促進して活性インスリンペプチドを遊離させる、天然又
は合成アミノ酸から構成される具体的なジペプチドが同定された。ペプチドは、自然のま
まのインスリンに存在するアミノ基に、又は自然のままのインスリンペプチドを改変する
ことによりインスリンに導入されたアミノ基に（アミド結合を介して）連結できる。追加
のアミノ酸をジペプチドのカルボキシ末端に付加して、トリペプチド又はテトラペプチド
（前記はアミド結合を介してインスリンペプチドに連結できる）を生成することができる
。追加の1つ又は2つのアミノ酸が最初のジペプチドエレメントに付加されてあるそれら実
施態様では、ジケトピペラジン又はジケトモルホリンを形成するジペプチドの切断に際し
て、追加の1つ又は2つのアミノ酸はインスリンペプチドに付着されたままであろう。ある
実施態様では、1つ又は2つの追加アミノ酸は荷電アミノ酸である。
【００３９】
　ある実施態様では、ジペプチド構造は哺乳動物血清に存在するペプチダーゼ（例えばジ
ペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV））による切断に抵抗するように選択される。したが
って、ある実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントの生物活性ペプチド（例え
ばインスリンペプチド（Q））からの切断速度は、血清プロテアーゼの存在下で生理学的
条件を用いて反応を実施するとき、プロテアーゼの非存在下で反応を実施する場合に対比
して実質的に強化されない（例えば2Xより大きくない）。したがって、インスリンペプチ
ドからのジペプチドプロドラッグエレメントの（生理学的条件下でPBS中における）切断
半減期は、DPP-IVを含む溶液中におけるインスリンペプチドからのジペプチドプロドラッ
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グエレメントの切断半減期の2倍、3倍、4倍又は5倍より長くない。ある実施態様では、DP
P-IVプロテアーゼを含む溶液は血清、より具体的には哺乳動物の血清（ヒトの血清を含む
）である。
【００４０】
　ある実施態様では、A-B-C-Qの構造を含むインスリンプロドラッグが提供され、式中、Q
はインスリンペプチドであり、A-B-Cはアミド結合を介してQに連結されるペプチドであり
、Aはアミノ酸であり、BはN-アルキル化アミノ酸であり、Cはアミド結合、X70又はX70X71
であり、ここでX70及びX71は、グリシン、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、ホモグルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群
から独立に選択されるアミノ酸であり、A又はBの1つはC16-C30アシル基又はC16-C30アル
キル基に共有結合により連結される側鎖を含む。ある実施態様では、C16-C30アシル基又
はC16-C30アルキル基に連結されるアミノ酸は(C1-C8アルキル)NH2側鎖を有する。ある実
施態様では、Aは、(C1-C8アルキル)NH2側鎖を含むアミノ酸又はヒドロキシル酸であり、
ここで当該側鎖はC16-C30アシル基又はC16-C30アルキル基に共有結合により連結される。
ある実施態様では、Aの側鎖とアシル又はアルキル基との間の連結はスペーサーを介し、
前記スペーサーは1つ又は2つの荷電アミノ酸を含む。ある実施態様では、BはN-アルキル
アミノ酸であり、Cは、アミド結合、X70又はX70X71であり、ここでX70及びX71は、グリシ
ン、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、ホモグルタミン
酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から独立に選択されるアミノ酸である
。さらにまた、A、B及びCはアミド結合を介して互に連結され、さらにA-B-Cペプチドは、
Qの脂肪族アミノ基を介してアミド結合によりQに連結される。ある実施態様では、脂肪族
アミノ基は、A鎖又はB鎖のN-末端アミノ酸のアルファアミノ基、又はQのB3、B28又はB29
アミノ酸の側鎖の脂肪族アミノ基から選択される。ある実施態様では、A-B-Cペプチドは
、インスリンペプチドのB3、B28又はB29位でリジン側鎖のアミノ基を介してアミド結合に
よりQに連結される。ある実施態様では、A-B-Cペプチドは、インスリンB鎖のN-末端アミ
ンを介してアミド結合によりQに連結される。
【００４１】
　さらに別の実施態様では、A-B-Cペプチドは、インスリンB鎖のN-末端アミンを介してア
ミド結合によりQに連結され、ここでアミノ酸A又はアミノ酸Bの側鎖は、血漿タンパク質
と不可逆的に結合する部分に共有結合により連結される。ある実施態様では、血漿タンパ
ク質と不可逆的に結合する部分はC16-C30アシル基又はC16-C30アルキル基であり、さらに
別の実施態様では、Aアミノ酸又はBアミノ酸は(C1-C8アルキル)NH2側鎖を含み、ここでC1
6-C30アシル基又はC16-C30アルキル基は、(C1-C8アルキル)NH2側鎖の脂肪族アミンを介し
て共有結合される。ある実施態様では、Aアミノ酸は血漿タンパク質と不可逆的に結合す
る部分に共有結合により連結される。
　本明細書に開示するように、ある実施態様では、インスリンプロドラッグのプロドラッ
グエレメントのA又はBアミノ酸は、A又はBの側鎖のアミン、ヒドロキシル又はチオ―ルの
直接的又はスペーサー部分を介するアシル化によってアシル基を含むように改変される。
ある実施態様にしたがえば、C16-C30アシル基又はC16-C30アルキル基はスペーサーを介し
てAに連結され、ここでスペーサーはインスリンペプチドのアミノ酸とアシル又はアルキ
ル基との間に配置される。例示的実施態様では、スペーサーは、アミノ酸、ジペプチド若
しくはトリペプチド、又は親水性二官能基スペーサーである。
　ある実施態様では、スペーサーは1つ又は2つの荷電アミノ酸を含む。ある実施態様では
、スペーサーはただ１つの荷電アミノ酸である。別の実施態様では、スペーサーはジペプ
チドであり、ここでジペプチドは1つ又は2つの荷電アミノ酸を含む。ある実施態様では、
スペーサーはAsp、Glu、His、Arg、Lys及びNH2(CH2CH2O)n(CH2)mCOOHを含むスペーサーか
ら成る群から選択される（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
ある）。ある実施態様では、Aは、ジペプチドガンマグルタミン酸-ガンマグルタミン酸ス
ペーサーを介してC18-C22脂肪酸でアシル化された(C1-C8アルキル)NH2側鎖を含む。
【００４２】
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　構造A-B-CのBアミノ酸は、そのN-アルキル基がC1-C18分枝、環式又は直鎖炭化水素鎖を
含むN-アルキル化アミノ酸である。ある実施態様にしたがえば、Bは、C1-C18アルキル、C

3-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)(C4-C8シクロアルキル)、(C0-C4アルキル)(C3-C5複素
環)、又は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)でN-アルキル化されたアミノ酸である。ある
実施態様では、構造A-B-CのBアミノ酸は、C1-C6アルキル、(C1-C4アルキル)(C5-C6アリー
ル)、又は(C1-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)でN-アルキル化される。ある実施態様
では、Bはn-プロピル、iso-プロピル、ブチル、iso-ブチル、sec-ブチル又はtert-ブチル
でN-アルキル化される。さらに別の実施態様では、Bはiso-プロピル、sec-ブチル、又はt
ert-ブチルでN-アルキル化される。ある実施態様では、Bは、グリシン(N-C1-C10アルキル
)、イソロイシン(N-C1-C10アルキル)、バリン(N-C1-C10アルキル)、及びスレオニン(N-C1
-C10アルキル)から成る群から選択される。ある実施態様では、Bは、グリシン(N-C1-C6ア
ルキル)、イソロイシン(N-C1-C6アルキル)、バリン(N-C1-C6アルキル)、及びスレオニン(
N-C1-C6アルキル)から成る群から選択される。ある実施態様では、Bは、グリシン(N-メチ
ル)、グリシン(N-エチル)、グリシン(N-プロピル)、グリシン(N-ブチル)、グリシン(sec-
ブチル)、グリシン(tert-ブチル)、グリシン(N-ペンチル)、グリシン(N-へキシル)、グリ
シン(N-ヘプチル)、及びグリシン(N-オクチル)から成る群から選択される。ある実施態様
では、Bは、グリシン(N-iso-プロピル)、グリシン(N-sec-ブチル)、又はグリシン(N-tert
-ブチル)から成る群から選択される。
　ある実施態様にしたがえば、式A-B-CのCはアミノ酸又はジペプチドである。ある実施態
様では、Cを含むアミノ酸は、以下から成る群から独立に選択される側鎖を有する少なく
とも1つのアミノ酸を含む：H、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)SO3H、(C1-C4アル
キル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2。ある実施態様では、Cはジペプチドであり、こ
こでジペプチドのアミノ酸の一方又は両方が、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)SO

3H、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2
+)NH2から成る群から選択される側鎖

を含む。ある実施態様では、Cのアミノ酸は、独立にグリシン、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、ホモグルタミン酸、アルギニン、リジン及び
ヒスチジンから成る群から選択される。ある実施態様では、Cのアミノ酸は、独立にグリ
シン、アスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、アルギニン及びリジンから成る群
から選択される。
【００４３】
　ある実施態様では、構造A-B-C-Qを含むインスリンプロドラッグが提供され、ここでQは
インスリンペプチドでありA-B-Cは以下の構造を含み、
【００４４】
【化５】

【００４５】
式中、
R1は、C18-C30アルキル、(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
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R2はH又はC1-C6アルキルであり；
R3は、C2-C4アルキル、C3-C8アルケニル、(C0-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)、(C0-
C4アルキル)(C3-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)から成る群から選択され
るか、又はR4及びR3はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は6員複素環式環を形成し；
R4及びR8は独立に、H、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C

18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(W1)C1-C12アルキル（式中W1はN、S
及びOから成る群から選択されるヘテロ原子）から成る群から選択されるか、又はR4及びR

8はそれらに結合する原子と一緒にC3-C6シクロアルキルを形成し；
R5はNHR6又はOHであり；
R6はH又はC1-C8アルキルであり；
R7はH、OH、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)NH2、及び(C0-C4アル
キル)OHから成る群から選択され；
R9はC18-C30アシルから成る群から選択され；
R10、R11、R12及びR13は独立にH、CH2、CH2OH、CH2SH、(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及びCH2(C3-N2複素環)
から成る群から選択され；さらに
S1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、ホモグルタミ
ン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つの荷電ア
ミノ酸から成るスペーサーであり、ここでA-B-Cは、Qの脂肪族アミノ基を介してアミド結
合によりQに連結される。ある実施態様では、R1は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；R3は
C2-C4アルキルから成る群から選択され；R2、R4、R11及びR13は各々Hであり；R5はNH2で
あり；R8はH又はC1-C8アルキルであり；R9はC18-C30アシルであり；R10及びR12は、独立
に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2及びCH2(C3
-N2複素環)から成る群から選択され；さらにS1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、ホモグルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンか
ら成る群から選択される1つ又は2つの荷電アミノ酸を含むスペーサーであり、A-B-Cは、
インスリンのB鎖のN-末端アミンを介してアミド結合によりQに連結される。
【００４６】
　ある実施態様では、構造A-B-C-Qを含むインスリンプロドラッグが提供され、ここでQは
インスリンペプチドでありA-B-Cは以下の構造を含み、
【００４７】
【化６】

【００４８】
式中、
R1はC18-C30アルキル、(C1-C6アルキル)NH-S1-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R3はC2-C4アルキルから成る群から選択され；
R4、R11及びR13は各々Hであり；
R5はNH2であり；
R8はH又はC1-C8アルキルであり；
R9はC18-C30アシルであり；さらに
R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(
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NH2
+)NH2及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに

S1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、ホモグルタミ
ン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つの荷電ア
ミノ酸から成るスペーサーであり、ここでA-B-Cは、Qの脂肪族アミノ基を介してアミド結
合によりQに連結される。ある実施態様では、R1は(CH2)4-S1-NHR9又は(CH2)4-NHR9であり
、R3はC3-C4アルキルであり、R5はNH2であり、R9はC18-C28アシルであり、A-B-Cは、イン
スリンのB鎖のN-末端アミンを介してアミド結合によりQに連結される。
【００４９】
　本明細書に開示するプロドラッグのインスリンペプチドは、インスリン受容体でアゴニ
スト活性を有する、当業者に公知である既知インスリンのいずれかを含むことができる。
ある実施態様にしたがえば、インスリンペプチドは、GIVEQCCX8SICSLYQLENYCX21R44（配
列番号:3）のA鎖配列及びR22-X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号:20）
のB鎖配列を含み（B鎖はジスルフィド結合を介してA鎖に連結される）、
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、
X21はアスパラギン、オルニチン、グリシン、アラニン、スレオニン及びセリンから成る
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、
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）、FVKQ（配列番号:8）、PGPE（配
列番号:11）、トリペプチドのグリシン-プロリン-グルタミン酸、トリペプチドのバリン-
アスパラギン-グルタミン、ジペプチドのプロリン-グルタミン酸、ジペプチドのアスパラ
ギン-グルタミン、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R44はCOOH又はCONH2である。
【００５０】
　ある実施態様では、インスリンペプチドは、GIVEQCCX8SICSLYQLENYCX21（配列番号:3）
のA鎖配列及びR22-HLCGSHLVEALYLVCGERGFX45（配列番号:15）のB鎖配列を含み、ここで、
前記B鎖はジスルフィド結合を介して前記A鎖と連結され、
R22は、結合又は、FVNQ（配列番号:12）、FVKQ（配列番号:8）、VNQ、NQ及びQから成る群
から選択される1から4アミノ酸の配列であり、
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、
X21はアスパラギン、リジン、グリシン、アラニンから成る群から選択され、さらに
X45はヒスチジン、チロシン又はフェニルアラニンである。
　ある実施態様では、A鎖は配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN-R44（配列番号:1）を含み、B鎖
は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTKPT
（配列番号:9）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTDKT（配列番号:5）、及びFVKQHLCGSHLVEA
LYLVCGERGFFYTEKT（配列番号:6）から成る群から選択される配列を含む（式中R44はCOOH
又はCONH2である）。
【００５１】
　本明細書に開示するインスリンプロドラッグをさらに改変して保存時のそれらの安定性
を改善することができる。ある実施態様では、ジペプチドエレメントのN-末端アミンは、
患者に投与するまでN-末端に結合されたままの部分に連結される。ある実施態様では、式
A-B-C-Qのインスリンプロドラッグはさらに、AのN-末端アミンを介して連結される血清酵
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素切断性部分を含む。AのN-末端への血清酵素切断性部分の連結は、酵素活性の非存在下
でジケトピペラジン又はジケトモルホリンの形成及び当該インスリンからのA-Bの切断を
防ぐ。血清酵素への暴露に際して、血清酵素切断性部分は除去され、当該プロドラッグの
その後の活性化は、A-Bの構造に基づいてA-Bを切断する非酵素的分解メカニズムに依存す
るであろう。ある実施態様では、酵素切断性部分は、ジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-
IV）によって切断されるペプチドである。ある実施態様では、血清酵素切断性ペプチドは
AのN-末端アミンを介してAに連結され、前記ペプチドは配列Z-プロリン又はZ-アラニンを
有し、ここでZ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、
フェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、セリン、スレオニン、メチオニン、アス
パラギン、グルタミン、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。ある実施態様では、酵素切断性部分はジペプチジルペプ
チダーゼIV（DPP-IV）によって切断されるペプチドであり、前記には例えばジペプチドの
Arg-Pro、Lys-Pro又はGlu-Proが含まれる。
　ある実施態様では、生理学的条件下の血清中でQから切断されるA-B-Cの切断半減期は約
2から約168時間である。別の実施態様では、生理学的条件下の血清中におけるQからのA-B
-Cの切断半減期は約0.5日から約10日である。
【００５２】
　ある実施態様では、構造A-B-C-Qを含むインスリンプロドラッグ（Qはインスリンペプチ
ドである）が提供され、
Aは(C1-C4アルキル)NH2側鎖を含むアミノ酸であり、ここで、前記側鎖は血漿タンパク質
に不可逆的に結合する部分と共有結合により連結され、前記部分はスペーサーを介してA
の側鎖に連結され、前記スペーサーは1つ又は2つの荷電アミノ酸を含み；
BはN-アルキル化アミノ酸であり；
Cはアミド結合、X70又はX70X71であり、ここでX70及びX71は、H、(C1-C4アルキル)COOH、
(C1-C4アルキル)SO3H、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2から成る群か
ら独立に選択される側鎖を有するアミノ酸であり；
A-B-Cは、Qの脂肪族アミノ基を介してアミド結合によりQと連結され、前記脂肪族アミノ
基は、A鎖若しくはB鎖のN-末端アミノ酸のアルファアミノ基又はQのB3、B28若しくはB29
アミノ酸の側鎖の脂肪族アミノ基から選択される。ある実施態様では、血漿タンパク質に
不可逆的に結合する部分はC16-C30アシル基又はC16-C30アルキルであり、ここでAの側鎖
と前記アシル又はアルキル基との間の連結は前記スペーサーを介する。ある実施態様では
、Cはアミノ酸又はジペプチドであり、ここでCのアミノ酸は、グリシン、アスパラギン酸
、グルタミン酸、システイン酸、アルギニン及びリジンから成る群から選択される。ある
実施態様では、Cはジペプチドであり、ここで前記ジペプチドのアミノ酸は、アスパラギ
ン酸、グルタミン酸、システイン酸、アルギニン及びリジンから成る群から選択される。
ある実施態様では、Cはジペプチドであり、ここで前記2つのアミノ酸の一方はグリシン又
はアラニンであり、ジペプチドの他方のアミノ酸は、アスパラギン酸、グルタミン酸、シ
ステイン酸、アルギニン及びリジンから成る群から選択される。さらに別の実施態様では
、Bは、C1-C18アルキル、C3-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)、(
C0-C4アルキル)(C3-C5複素環)、又は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)でN-アルキル化さ
れたアミノ酸である。
【００５３】
　ある実施態様では、インスリンプロドラッグは下記一般構造のペプチドを含み、
【００５４】
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【化７】

【００５５】
前記ペプチドは、インスリンのA若しくはB鎖のN-末端アミノ基に又はB3、B28若しくはB29
位のリジンの側鎖に連結され、ここで、
R1は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R2はH又はC1-C6アルキルであり；
R3は、C2-C4アルキル、C3-C8アルケニル、(C0-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)、(C0-
C4アルキル)(C3-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)から成る群から選択され
るか、又はR4及びR3はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は6員複素環式環を形成し；
R4及びR8は独立に、H、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C

18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(W1)C1-C12アルキル（式中W1はN、S
及びOから成る群から選択されるヘテロ原子）から成る群から選択されるか、又はR4及びR

8はそれらに結合する原子と一緒にC3-C6シクロアルキルを形成し；
R10、R11、R12及びR13は独立にH、CH3、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1
-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；
R5はNHR6又はOHであり；
R6はH又はC1-C8アルキルであり；
R7はH、OH、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)NH2、及び(C0-C4アル
キル)OHから成る群から選択され；
R9はC18-C30アシルから成る群から選択され；
S1は結合又は1つから6つのアミノ酸から成るスペーサーであり、ここで前記スペーサーは
アスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、アルギニン、及びリジンから成る群から
選択される1つ以上の荷電アミノ酸を含む。ある実施態様では、S1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、ホモグルタミン酸、アルギニン、リジ
ン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つの荷電アミノ酸から成るスペーサ
ーである。
【００５６】
　ある実施態様では、インスリンプロドラッグは下記の一般構造のペプチドを含み、
【００５７】
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【化８】

【００５８】
R1はC18-C30アルキル、(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり、
R3はC2-C4アルキルから成る群から選択され、
R4、R11及びR13は各々Hであり、
R5はNH2であり、
R8はH又はC1-C8アルキルであり、
R9はC18-C30アシルであり、
R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、及び(C1-C4アルキル)
NHC(NH2

+)NH2から成る群から選択され、さらに
S1は、アスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、アルギニン、及びリジンから成る
群から選択される1つ又は2つの荷電アミノ酸から成るスペーサーであり、インスリンのA
若しくはB鎖のN-末端アミノ基に又はB3、B28若しくはB29位のリジンの側鎖に連結される
。ある実施態様では、S1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、ホモグルタミン酸、アルギニン、及びリジンから成る群から選択される1つ又は2
つの荷電アミノ酸から成るスペーサーである。ある実施態様では、式A-B-Cによって表さ
れるペプチドは、インスリンのB鎖のN-末端アミノ基に連結される。さらに別の実施態様
では、R1は(CH2)4-R9又は(CH2)4-S1-NHR9であり、R3はC3-C4アルキルであり、R5はNH2で
あり、さらにR9はC18-C28アシルである。さらに別の実施態様では、R1は(CH2)4NHCO(CH2)

17CH3、(CH2)4NHCO(CH2)19CH3及び(CH2)4NHCO(CH2)21CH3から成る群から選択される。
【００５９】
　ある実施態様にしたがえば、インスリンプロドラッグが提供され、ここで前記インスリ
ンプロドラッグは、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN-R44（配列番号:1）のA鎖配列並びにFVNQHLCG
SHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTKPT（配列番号:9
）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTDKT（配列番号:5）及びFVKQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTE
KT（配列番号:6）から成る群から選択されるB鎖配列を含み、式中、R44はCOOH又はCONH2
であり、さらにプロドラッグエレメントは、A鎖若しくはB鎖のN-末端アミノ基で又はB3、
B28若しくはB29位のリジンの側鎖アミンで前記インスリンペプチドに共有結合により連結
され、ここでプロドラッグエレメントは以下の構造を含み：
【００６０】
【化９】

【００６１】
　式中、
R1は、H、(C1-C4アルキル)O-S1-R9、(C1-C4アルキル)S-S1-R

9、(C1-C4アルキル)CONH-S1-
R9、(C1-C4アルキル)COO-S1-R9、(C1-C6アルキル)NH-S1-R9、(C1-C6アルキル)NHR9及び(C

0-C4アルキル)(C6-C10アリール)-S1-R9から成る群から選択され；
R2及びR8は、独立にH、C1-C8アルキル、C2-C8アルケニル、(C1-C4アルキル)OH、(C1-C4ア
ルキル)SH、(C2-C3アルキル)SCH3、(C1-C4アルキル)CONHH、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C
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4アルキル)NHH、(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(W1)C1-C12アルキル（式中、W1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、又はR1及びR2はそれらに結合する原
子と一緒にC3-C12シクロアルキル又はアリールを形成し；
R3は、C1-C18アルキル、C3-C8アルケニル、(C0-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)、(C0
-C4アルキル)(C3-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)であるか、又はR4及びR3
はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は6員の複素環式環を形成し；
R4はH、C1-C18アルキル、(C1-C6アルキル)NHR9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R5はOH又はNHR6であり；
R6はH、C1-C8アルキルであり；
R7はH、OH及びOR9から成る群から選択され；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々H又はC1-C6アルキルであり；
R10及びR12は、独立にH、CH3、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アル
キル)NHC(NH2

+)NH2、及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに
S1は結合又は1つから6つのアミノ酸から成るスペーサーであり、ここで前記スペーサーは
、アスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、アルギニン及びリジンから成る群から
選択される1つ以上の荷電アミノ酸を含むが、ただしR4がH又はC1-C18アルキルであるとき
R1はH以外であることを条件とする。さらに別の実施態様では、R1は(C1-C6アルキル)NHR9
又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり、R2、R4、R11及びR13は各々Hであり、R5はNH2であ
り；R8はH又はC1-C8アルキルであり、R9はC18-C30アシルであり、さらにS1は、アスパラ
ギン酸、グルタミン酸、システイン酸、アルギニン及びリジンから成る群から選択される
1つ又は2つの荷電アミノ酸から成るスペーサーである。別の実施態様では、R1は(C3-C5ア
ルキル)NH-S1R9又は(C3-C5アルキル)NHR9であり、R2、R4、R11及びR13は各々Hであり、R5
はNH2であり；R8はH又はC1-C8アルキルであり、さらにR9はC18-C30アシルである。
【００６２】
　別の実施態様では、インスリンプロドラッグは構造A-B-C-Qを含み（式中Qはインスリン
ペプチド）、さらにA-B-Cは下記構造を含み：
【００６３】
【化１０】

【００６４】
式中、
A-B-Cは、A鎖若しくはB鎖のN-末端アミノ酸又はQのB3、B28若しくはB29アミノ酸の側鎖の
脂肪族アミノ基を介してアミド結合によりQと連結され；R2、R4、R8、R11及びR13は各々H
であり；R1は(C1-C6アルキル)NHR9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；R3は、C2-C8ア
ルキルであり；R5はNH2であり；R10及びR12は独立に、H、CH3、(C1-C4アルキル)COOH、(C

1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2
+)NH2、及びCH2(C3-N2複素環)から成る群か

ら選択され；R9はC18-C30アシル及びC18-C30アルキルから成る群から選択され；さらにS1
は、アスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、アルギニン及びリジンから成る群か
ら選択される1つ又は2つの荷電アミノ酸から成るスペーサーである。さらに別の実施態様
では、R1は(CH2)4NHR9又は(CH2)4NH-S1-R9であり、R3はC3-C4アルキルであり、R9はC18-C

28アシルである。
【００６５】
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　ある実施態様にしたがえば、本明細書に開示するプロドラッグのインスリン構成要素は
、GIVEQCCX8SICSLYQLENYCX21（配列番号:3）のA鎖配列及びR22-HLCGSHLVEALYLVCGERGFX45
（配列番号:15）のB鎖配列を含み（B鎖はジスルフィド結合を介して前記A鎖に連結される
）；R22は、結合又は、FVNQ（配列番号:12）、FVKQ（配列番号:8）、VNQ、NQ及びQから成
る群から選択される1から4アミノ酸の配列であり；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；X21はアスパラギン、リジン、オルニチン、グリシン及びアラニンか
ら成る群から選択され；さらにX45はヒスチジン、チロシン又はフェニルアラニンである
。ある実施態様では、インスリンペプチドはA及びB鎖を含み、ここで、A鎖は配列GIVEQCC
TSICSLYQLENYCN（配列番号:1）を含み、B鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列
番号:2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTKPT（配列番号:9）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGF
FYTDKT（配列番号:5）、FVKQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTEKT（配列番号:6）から成る群から
選択される配列を含む。
　ある実施態様にしたがえば、本明細書に開示するプロドラッグのインスリン構成要素は
、GIVX4X5CCX8X9X10CX12LX14X15LX17X18YCX21-R44（配列番号:19）のA鎖配列及びR22-X25
LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号:20）のB鎖配列を含み（前記B鎖はジス
ルフィド結合を介して前記A鎖に連結される）、
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）、FVKQ（配列番号:8）、PGPE（配列
番号:11）、トリペプチドのグリシン-プロリン-グルタミン酸、トリペプチドのバリン-ア
スパラギン-グルタミン、ジペプチドのプロリン-グルタミン酸、ジペプチドのアスパラギ
ン-グルタミン、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
R44はCOOH又はCONH2である。
【００６６】
　ある実施態様にしたがえば、インスリンプロドラッグは構造A-B-C-Q（式中Qはインスリ
ンペプチド）を含み、さらにA-B-Cは下記構造を含み、
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【００６７】
【化１１】

【００６８】
式中、
A-B-Cは、A鎖又はB鎖のN-末端アミノ酸又はQのB3、B28若しくはB29アミノ酸の側鎖の脂肪
族アミノ基を介してアミド結合によりQに連結され；
R1は、H、(C1-C6アルキル)NH-R9、(C1-C4アルキル)O-S1-R9、(C1-C4アルキル)S-S1-R9、(
C1-C4アルキル)CONH-S1-R9、(C1-C4アルキル)COO-S1-R9、(C1-C6アルキル)NH-S1-R9、(C1
-C6アルキル)NHR9、及び(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)-S1-R9から成る群から選択さ
れ；
R2及びR8は独立に、H、C1-C8アルキル、C2-C8アルケニル、(C1-C4アルキル)OH、(C1-C4ア
ルキル)SH、(C2-C3アルキル)SCH3、(C1-C4アルキル)CONHH、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C

4アルキル)NHH、(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(W1)C1-C12アルキル（式中、W1はN、S及
びOから成る群から選択されるヘテロ原子）から成る群から選択されるか、又はR1及びR2
はそれらに結合する原子と一緒にC3-C12シクロアルキル又はアリールを形成し；
R3は、C1-C18アルキル、C3-C8アルケニル、(C0-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)、(C0
-C4アルキル)(C3-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)であるか、又はR4及びR3
はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は6員の複素環式環を形成し；
R4は、H、C1-C18アルキル又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R5はOH又はNHR6であり；
R6はH、C1-C8アルキルであり；
R7はH、OH及びOR9から成る群から選択され；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH

2
+)NH2、及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに

S1は結合又は、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、ホモ
グルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つ
の荷電アミノ酸から成るスペーサーであるが、ただしR4がH又はC1-C18アルキルであると
きR1はH以外であることを条件とする。ある実施態様では、R1は(C3-C5アルキル)NH-S1-R9
又は(C3-C5アルキル)NHR9であり；R2、R4、R11及びR13は各々Hであり；R5はNH2であり；R

8はH又はC1-C8アルキルであり；R9はC18-C30アシルであり；R10及びR12は、独立に(C1-C4
アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、及び(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2から成る群から
選択され；さらにS1は、アスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、アルギニン及び
リジンから成る群から選択される1つ又は2つの荷電アミノ酸から成るスペーサーである。
ある実施態様では、R3はC1-C8アルキルであるか、又はR4及びR3はそれらに結合する原子
と一緒に4、5又は6員の複素環式環を形成する。ある実施態様では、R1は(CH2)4NHR9又は(
CH2)4NH-S1-R9であり、R3はC3-C4アルキルであり、さらにR9はC18-C28アシルである。
【００６９】
　ある実施態様にしたがえば、プロドラッグのジペプチドエレメントの最初のアミノ酸は
D-立体空間配置を有する。
　ある実施態様にしたがえば、高血糖症又は糖尿病を治療する方法が提供され、前記方法
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は、本明細書に開示するインスリンプロドラッグを含む医薬組成物の有効量を投与する工
程を含む。ある実施態様では、インスリンプロドラッグは哺乳動物の血清中で1日より長
い半減期を有するように設計される。そのような実施態様では、インスリンプロドラッグ
は、当該インスリンタンパク質の対応する活性な非プロドラッグが投与される場合に投与
されるはずの投薬量の一部分である一日の投薬量で投与されうる。ある実施態様では、プ
ロドラッグは、対応する非プロドラッグインスリンペプチドの最適投薬量の一部分、1/n
で毎日投与される（ここでnは生理学的条件下の血清でA-B-CがQから切断される半減期（
日数による）を表す）。
　ジペプチドプロドラッグエレメントは、生理学的条件下及び酵素活性の非存在下で当該
インスリンアナローグとのアミド結合を偶発的に切断するように設計される。ある実施態
様では、ジペプチド伸長部のN-末端アミノ酸はC-アルキル化アミノ酸（例えばアミノイソ
酪酸）を含む。ある実施態様では、ジペプチドのC-末端アミノ酸はN-アルキル化アミノ酸
（例えばプロリン又はN-メチルグリシン）を含む。ある実施態様では、ジペプチドは、N-
アルキル化アミノ酸がその後に続くN-末端C-アルキル化アミノ酸の配列を含む。
【００７０】
　インスリンプロドラッグアナローグを含むA鎖及びB鎖は、関連するペプチドの自然のま
まの配列（例えば配列番号:1及び配列番号:2）を含むか、又は配列番号:1及び/又は配列
番号:2の誘導体を含むことができ、この場合、誘導体は、A19位のアミノ酸の4-アミノフ
ェニルアラニンへの改変、及び/又はA5、A8、A9、A10、A14、A15、A17、A18、A19及びA21
、B1、B2、B3、B4、B5、B9、B10、B13、B14、B17、B20、B22、B23、B26、B27、B28、B29
及びB30から選択される位置における1つ以上のアミノ酸置換、又はB1-4及びB26-30位のい
ずれか又は全ての欠失を含む。ある実施態様では、ペプチドプロドラッグエレメント、A-
B-Cは、インスリンA又はB鎖のN-末端アミノ基に連結され、ここでペプチドプロドラッグ
エレメントのBアミノ酸はN-アルキル化アミノ酸を含み、さらにペプチドプロドラッグエ
レメントのAアミノ酸は任意のアミノ酸であるが、ただし、ペプチドプロドラッグエレメ
ントのBアミノ酸がプロリンであるときは、ペプチドプロドラッグエレメントのAアミノ酸
はC-アルキル化アミノ酸を含むことを条件とする。
【００７１】
　ある実施態様では、ペプチドプロドラッグエレメントは下記の一般構造を有し、
【００７２】
【化１２】

【００７３】
式中、
R1及びR8は、独立にH、(C1-C6アルキル)NH-R9、(C1-C6アルキル)NH-S1-R9、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)SCH

3、(C1-C4アルキル)CONH2、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C5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）から成る群から選択されるか、又はR1及びR2はそれらに結合する原子と一緒にC3
-C12シクロアルキル又はアリールを形成し；
R2及びR4は、独立にH、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C

18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-C5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
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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）から成る群から選択されるか、又はR4及びR

8はそれらに結合する原子と一緒に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はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は6員の複素環式
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はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は
6員の複素環式環を形成し；
R7はH及びOHから成る群から選択されるが、ただしR4及びR3がそれらに結合する原子と一
緒に4、5又は6員の複素環式環を形成するときは、R1及びR2はともにH以外であることを条
件とし；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(
NH2

+)NH2、及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに
S1は結合又は1－6ペプチドを含むスペーサーであり、ここで前記1－6ペプチドは、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、ホモグルタミン酸、アルギ
ニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1、2又は3つの荷電アミノ酸を含
むが、ただしR1又はR8の一方が(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であ
ることを条件とする。ある実施態様では、R1は(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル
)NH-S1-R9であり、R2及びR4はHである。
【００７４】
　別の実施態様では、ペプチドプロドラッグエレメントは下記の一般構造を含み、
【００７５】

【化１３】

【００７６】
式中、
R1は(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R2及びR8はH又はC1-C8アルキルであり；
R4は、H、C1-C8アルキル、C2-C8アルケニル、(C1-C4アルキル)OH、(C1-C4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)NH

2、(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、及びCH2(C3-C9ヘテロアリー
ル)から成る群から選択され；
R3は、C1-C8アルキル、(C3-C6)(C5-C6シクロアルキル)から成る群から選択されるか、又
はR4及びR3はそれらに結合する原子と一緒に5又は6員の複素環式環を形成し；
R5はNHR6であり；
R6はH、C1-C8アルキルであり；さらに
R7は水素、C1-C18アルキル、(C0-C4アルキル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキ
ル)OH及びハロから成る群から選択され；
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R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(
NH2

+)NH2、及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに
S1は、結合又はアスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸、ホモ
グルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つ
の荷電アミノ酸から成るスペーサーである。
【００７７】
　ある実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントの最初のアミノ酸及び/又は二
番目のアミノ酸のどちらかがD立体異性体の立体配置のアミノ酸である。
　ある実施態様では、下記一般式のプロドラッグエレメントが提供され、
【００７８】
【化１４】

【００７９】
式中、
R1は(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R2はHであり；さらに
R4は、独立にH、C1-C8アルキル、C2-C8アルケニル、(C1-C4アルキル)OH、(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)(C6-C10アリール)R7及びCH2(C5-C9ヘテロアリール)から
成る群から選択され；
R3は、C1-C8アルキル、(C1-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7、(C1-C4アルキル)(C5-C10シ
クロアルキル)及びCH2(C5-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R

3はそれらに結合する原子と一緒に5又は6員の複素環式環を形成し；
R5はNH2であり；
R7はH及びOHから成る群から選択され；
R8はHであり；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(
NH2

+)NH2及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに
S1は、結合又はアスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸、ホモ
グルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つ
の荷電アミノ酸から成るスペーサーであるが、ただしR4がH又はC1-C18アルキルであると
きR1はH以外であることを条件とする。ある実施態様では、R3はC1-C8アルキルであり、R4
はH、C1-C6アルキル、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7及びCH2(C5-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はそれらに結合する原子と一緒に5又は6員
の複素環式環を形成する。
【００８０】
　ある実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントの最初のアミノ酸及び/又は二
番目のアミノ酸のどちらかは非コードアミノ酸であり、ある実施態様では、D立体異性体
の立体配置のアミノ酸である。
　ある実施態様では、一般構造A-B-C-Q（Qはインスリンペプチド）を有するインスリンプ
ロドラッグが提供され、前記インスリンペプチドはA及びB鎖を含み、ここでA鎖は配列GIV
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EQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号:1）を含み、B鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（
配列番号:2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTKPT（配列番号:9）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCG
ERGFFYTDKT（配列番号:5）、FVKQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTEKT（配列番号:6）から成る群
から選択される配列を含み、さらにA-B-Cは下記の構造を有するペプチドプロドラッグエ
レメントであり、
【００８１】
【化１５】

【００８２】
式中、
R1は(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R2は水素及びC1-C8アルキルから成る群から選択され；
R3はC1-C8アルキルであり；
R4はH、C1-C8アルキル又は(C1-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7であり；
R5はNH2であり；
R7は水素、C1-C8アルキル及び(C0-C4アルキル)OHから成る群から選択され；
R8は水素であり；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(
NH2

+)NH2及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに
S1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、ホモグルタミン
酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つの荷電アミ
ノ酸から成るスペーサーである。さらに別の実施態様では、R2は水素であり；R3はC1-C18
アルキルであり；R4及びR8は各々水素であり；R5はNH2であり；R9はC16-C30アシル及びC1
6-C30アルキルから成る群から選択され；R11及びR13は各々Hであり；R10及びR12は、独立
に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2から成る群
から選択され；さらにS1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、ホモグルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される
1つ又は2つの荷電アミノ酸から成るスペーサーである。
【００８３】
　ある実施態様にしたがえば、インスリンペプチド及びアミド連結プロドラッグエレメン
トを含むインスリンプロドラッグアナローグが提供される。より具体的には、インスリン
プロドラッグアナローグはA鎖及びB鎖配列を含み、ここでA鎖は、配列Z-GIVEQCCX8SICSLY
QLENYCX21R44（配列番号:3）又はそのアナローグであって配列番号:3とは1から9，1から5
又は1から3つのアミノ酸改変（自然のままのインスリンA鎖と対比してA5、A8、A9、A10、
A14、A15、A17、A18位から選択される）によって異なる配列を含むものを含み、B鎖は、
配列J-R22-X25LCGX29X30LVEALYLVCGERGFX45（配列番号:14）又はそのアナローグであって
配列番号:14とは1から10、1から5又は1から3つのアミノ酸改変（自然のままのインスリン
B鎖（すなわち配列番号:14のアミノ酸X25は自然のままのインスリンのB5位と一致する）
と対比してB1、B2、B3、B4、B5、B13、B14、B17、B20、B22、B23、B26、B27、B28、B29及
びB30位から選択される）によって異なる配列を含むものを含み、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；
X21はアスパラギン、オルニチン、グリシン、アラニン、スレオニン及びセリンから成る
群から選択され；
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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；
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）、FVKQ（配列番号:8）、トリペプチドのバリン-アスパラギ
ン-グルタミン、ジペプチドのアスパラギン-グルタミン、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
R44はCOOH又はCONH2である。Z及びJは、独立にH又は下記の一般構造を含むペプチドプロ
ドラッグエレメントであり、
【００８４】
【化１６】

【００８５】
前記ペプチドプロドラッグエレメントはインスリンA又はB鎖のN-末端アミンに連結され、
式中、
R1は(C1-C6アルキル)NH-R9及び(C1-C6アルキル)NH-S1-R9から成る群から選択され；
R2、R4及びR8は、独立に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)COO
H、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C6アルキル)NH-R9、(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-C

12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）から成る群から
選択されるか、又はR1及びR2はそれらに結合する原子と一緒にC3-C12シクロアルキル又は
アリールを形成しているか；又はR4及びR8はそれらに結合する原子と一緒にC3-C6シクロ
アルキルを形成し；
R3は、C1-C18アルキル、(C0-C4アルキル)(C3-C6シクロアルキル)、(C0-C4アルキル)(C2-C

5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はそれらに結合する原子と一緒に4、5
又は6員の複素環式環を形成し；
R5はNHR6であり；
R6はH、C1-C8アルキルであり；
R7はH及びOHから成る群から選択され；
R13はCOOH又はCONH2であり；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(
NH2

+)NH2、及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに
S1は結合、又はアスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸、ホモ
グルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つ
の荷電アミノ酸から成るスペーサーである。
【００８６】
　さらに別の実施態様では、A鎖は配列GIVEQCCX8SICSLYQLENYCX21R13（配列番号:3）を含
み、B鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERG
FFYTKPT（配列番号:9）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTDKT（配列番号:5）及びFVKQHLCGS
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はCOOHであり、B鎖のカルボキシ末端アミノ酸は任意的に天然のアルファ炭素カルボキシ
基の代わりにアミド（CONH2）を有してよく、残りの指定は直前のように規定される。あ
る実施態様では、A鎖は配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN-R44（配列番号:1）を含み、B鎖は、F
VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTKPT（配
列番号:9）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTDKT（配列番号:5）又はFVKQHLCGSHLVEALYLVCG
ERGFFYTEKT（配列番号:6）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、本明細書に開示するインスリンアナローグは、A鎖及び/又はB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。
　ある実施態様にしたがえば、下記の一般構造を有する、本明細書に開示するインスリン
ペプチドプロドラッグエレメントは、
【００８７】
【化１７】

【００８８】
　さらに改変されて、インスリン又はIGF-1受容体と相互作用するインスリンアナローグ
の能力に干渉する大きなポリマーを含む。その後のジペプチドの切断はインスリンアナロ
ーグを当該ジペプチド複合体から遊離させ、遊離されたインスリンアナローグは完全に活
性を有する。ある実施態様にしたがえば、プロドラッグエレメントはA鎖若しくはB鎖のN-
末端アミン又はB3、B27若しくはB28位のリジンの側鎖アミンから選択される脂肪族アミン
にアミド結合により連結される（式中のR1、R2、R4、R8、R10、R11、R12及びR13の置換基
は本開示を通して規定されている）。ある実施態様では、プロドラッグエレメントは、A
鎖若しくはB鎖のN-末端アミンでアミド結合によりインスリンペプチドと共有結合される
か、又は内部アミノ酸のアミン保持側鎖に付着され、この場合プロドラッグエレメントは
さらに当該プロドラッグエレメントに連結されたデポポリマーを含む。ある実施態様にし
たがえば、本明細書に開示するペプチドプロドラッグエレメントは下記の一般構造を有し
、
【００８９】
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【化１８】

【００９０】
式中、D1は、アミド結合を介して共有結合によりペプチドプロドラッグエレメントに連結
される血清酵素切断性部分である。ある実施態様では、D1は、ジペプチジルペプチダーゼ
IV（DPP-IV）によって切断されるペプチドであり、前記ペプチドには例えばArg-Pro、Lys
-Pro又はGlu-Proが含まれる。R1、R2、R4、R8、R10、R11、R12及びR13の置換基は、本開
示を通して規定されている。
【００９１】
　ある実施態様では、インスリンペプチドの自然のままのアミノ酸は、本明細書に開示す
るプロドラッグエレメントとアミド結合を形成するために適切なアミノ酸で置換される。
ある実施態様では、プロドラッグエレメントを保持するデポは、A14、A19、B3、B16、B28
及びB29から選択される位置で連結される。ある実施態様では、プロドラッグエレメント
を保持する2つ以上のデポポリマーがインスリンペプチドに連結され、前記インスリンペ
プチドでは、プロドラッグエレメントを保持する第一のデポポリマーはB鎖のN-末端アミ
ンに連結され、プロドラッグエレメントを保持する第二のデポポリマーは、A鎖のN-末端
アミン又はインスリンのB3、B28若しくはB29位のリジンの側鎖アミンに連結される。ある
実施態様では、デポポリマーは哺乳動物の血漿タンパク質と不可逆的に結合する部分であ
り、ある実施態様では、デポポリマーは哺乳動物の血清アルブミンと不可逆的に結合する
ために十分なサイズのアシル又はアルキル基である。ある実施態様では、生物適合性であ
るように、かつ十分なサイズであるように（又は十分なサイズの血漿タンパク質と不可逆
的に結合できるように）デポポリマーを選択して、プロドラッグエレメントの共有結合付
着によって改変されたインスリンペプチドが注射部位で隔離された状態、及び/又は患者
への投与に際してその対応する受容体と相互作用できない状態を維持する。その後のプロ
ドラッグエレメントの切断は当該インスリンペプチドを遊離させその意図する標的と相互
作用させる。
【００９２】
　ある実施態様にしたがえば、デポポリマーは当業者に公知の生物適合性ポリマーから選
択される。デポポリマーは、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、デポポリマーは、約40,000から100,000又は約4
0,000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、ポリアミド、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、コ
ハク酸エステル、ポリ(リンゴ酸)、ポリ(アミノ酸)、ポリビニルピロリドン、ポリエチレ
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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
レフタレートを含むコポリマーを含む）。ある実施態様では、デポポリマーは、ポリエチ
レングリコール、デキストラン、ポリ乳酸、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、ある具体的実施態様では、デポポリマーはポ
リエチレングリコールである。ある実施態様では、デポポリマーはポリエチレングリコー
ルであり、ジペプチドエレメントに連結されるデポ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。ある実施態様では、デポポリマーは、哺乳動物の血漿タンパク質
と不可逆的に結合する部分であり、ある実施態様では、デポポリマーは、哺乳動物の血清
アルブミンと不可逆的に結合するために十分なサイズであるアシル又はアルキル基である
。
【００９３】
　ある実施態様にしたがえば、プロドラッグエレメントはさらにポリエチレンオキシド、
アルキル又はアシル基を含む。ある実施態様では、1つ以上のポリエチレンオキシド鎖が
ペプチドプロドラッグエレメントに連結され、ここでポリエチレンオキシド鎖の合計分子
量は、約20,000から約80,000ダルトン、又は40,000から80,000ダルトン、又は40,000から
60,000ダルトンの範囲である。ある実施態様では、ポリエチレンオキシドはポリエチレン
グリコールである。ある実施態様では、約40,000ダルトン又は約20,000ダルトンの分子量
を有する少なくとも1つのポリエチレングリコール鎖が、プロドラッグエレメントに直接
又はリンカー/スペーサーを介して連結される。別の実施態様では、ペプチドプロドラッ
グエレメントの自己切断ジペプチドは、血清アルブミンと結合するために十分なサイズの
アシル基でアシル化され、したがって投与時のインスリンアナローグを不活性化する。ア
シル基は直鎖状又は分枝状であることができ、ある実施態様では、C16からC30脂肪酸であ
る。例えば、アシル基は、C16脂肪酸、C18脂肪酸、C20脂肪酸、C22脂肪酸、C24脂肪酸、C
26脂肪酸、C28脂肪酸、又はC30脂肪酸でありうる。ある実施態様では、アシル基はC16か
らC20脂肪酸、例えばC18脂肪酸又はC20脂肪酸であるか、又はC18若しくはC30脂肪酸であ
る。
【００９４】
　ジペプチドエレメントの置換基及びジペプチドプロドラッグエレメントの付着部位の選
択は、ジペプチドプロドラッグエレメントのインスリンペプチドからの化学的切断の速度
に影響を与えることができる。ある実施態様では、A鎖配列及びB鎖配列を含むインスリン
プロドラッグが提供され、ここで、A鎖は配列GIVEQCCX8SICSLYQLENYCX21R13（配列番号:3
）を含み、B鎖配列はX14-X4LCGX5X6LVEALYLVCGERGFF（配列番号:4）の配列を含み、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；
X21はアスパラギン、グリシン、アラニン、スレオニン及びセリ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；さらに
X14は結合、X9VNQ（配列番号:21）、VNQ、NQ及びQから成る群から選択され；さらに
X9はフェニルアラニン及びデスアミノ-フェニルアラニンから成る群から選択され、
さらにここで、下記構造を含むペプチドプロドラッグエレメントは、
【００９５】
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【００９６】
配列番号:3又は配列番号:4のペプチドのN-末端アミンに連結され、
式中、
R1は(C1-C6アルキル)NH-R9、(C1-C6アルキル)NH-S1-R9から成る群から選択され；
R2、R4及びR8はHであり；
R3はC1-C6アルキルであり；
R5はNH2であり；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(
NH2

+)NH2、及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに
S1は結合、又はアスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸、ホモ
グルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つ
の荷電アミノ酸から成るスペーサーである。ある実施態様では、A鎖は配列GIVEQCCX8SICS
LYQLENYCX21R13（配列番号:3）を含み、B鎖は配列R22-X25LCGAX30LVDALYLVCGDX42GFY（配
列番号:65）を含み、ここで、
X8はフェニルアラニン又はヒスチジンであり；
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；
R22は、AYRPSE（配列番号:14）、FVNQ（配列番号:12）、FVKQ（配列番号:8）、PGPE（配
列番号:11）、トリペプチドのグリシン-プロリン-グルタミン酸、トリペプチドのバリン-
アスパラギン-グルタミン、ジペプチドのプロリン-グルタミン酸、ジペプチドのアスパラ
ギン-グルタミン、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
R44はCOOH又はCONH2である。さらに別の実施態様では、A鎖は配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN
-R44（配列番号:1）を含み、B鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）、F
VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTKPT（配列番号:9）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTDKT（配
列番号:5）、FVKQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTEKT（配列番号:6）から成る群から選択される
配列を含む。
【００９７】
　ある実施態様では、インスリンA又はB鎖ペプチドのN-末端アミノ酸に連結されたジペプ
チドプロドラッグエレメントを有し、かつ例えば約12から約72時間（又はある実施態様で
は約12から約48時間）のt1/2を有するプロドラッグは、下記構造のジペプチドプロドラッ
グエレメントを含み、
【００９８】
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【化２０】

　　　　　　　　　I
【００９９】
式中、
R1及びR2は、独立に水素、C1-C8アルキル及び(C1-C4アルキル)NH2から成る群から選択さ
れるか、又はR1及びR2は(CH2)p（式中pは2－9）を介して連結され；
R3はC1-C8アルキルであるか、又はR3及びR4はそれらに結合する原子と一緒に4－6複素環
式環を形成し；
R4は水素及びC1-C8アルキルから成る群から選択され；さらに
R5はNH2であるが、ただしR1及びR2はともに水素ではないことを条件とする。
　ある実施態様では、インスリンA又はB鎖ペプチドのN-末端アミノ酸に連結されたジペプ
チドプロドラッグエレメントを有し、かつ例えば約12から約72時間（又はある実施態様で
は約12から約48時間）のt1/2を有するプロドラッグは、下記構造のジペプチドプロドラッ
グエレメントを含み、
【０１００】

【化２１】

　　　　　　　　I
【０１０１】
式中、
R1及びR2は、独立に水素、C1-C8アルキル及び(C1-C4アルキル)NH2から成る群から選択さ
れ；
R3はC1-C6アルキルであり；
R4は水素であり；さらに
R5はNH2であるが、ただしR1及びR2はともに水素ではないことを条件とする。
【０１０２】
　ある実施態様では、インスリンA又はB鎖ペプチドのN-末端アミノ酸に連結されたジペプ
チドプロドラッグエレメントを有し、かつ例えば約12から約72時間（又はある実施態様で
は約12から約48時間）のt1/2を有するプロドラッグは、下記構造のジペプチドプロドラッ
グエレメントを含み、
【０１０３】

【化２２】

　　　　　　　　I
【０１０４】
式中、
R1及びR2は、独立に水素、C1-C8アルキル及び(C1-C4アルキル)NH2から成る群から選択さ
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れるか、又はR1及びR2は(CH2)p（式中pは2－9）を介して連結され；
R3はC1-C8アルキルであり；
R4は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7であり；
R5はNH2であり；さらに
R7は水素、C1-C8アルキル及び(C0-C4アルキル)OHから成る群から選択されるが、ただしR1
及びR2はともに水素ではないことを条件とする。
　さらにまた、インスリンA又はB鎖ペプチドのN-末端アルファアミノ酸に連結されたジペ
プチドプロドラッグエレメントを有し、かつ例えば約72から約168時間のt1/2を有するプ
ロドラッグが提供され、ここでジペプチドプロドラッグエレメントは下記構造を有し、
【０１０５】
【化２３】

【０１０６】
式中、
R1は、水素、C1-C8アルキル及び(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7から成る群から選択
され；
R3はC1-C18アルキルであり；
R4及びR8は各々水素であり；
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R1はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は
6員の複素環式環を形成し；
R7は、水素、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4アルキ
ル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH、及びハロから成る群から選択される
が、ただしR1がアルキル又は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7であるならば、R1及びR

5はそれらに結合する原子と一緒に4－11複素環式環を形成することを条件とする。
【０１０７】
　ある実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントはインスリンペプチドの内部ア
ミノ酸の側鎖アミンに連結され、ここで、内部アミノ酸は下記式IVの構造を含み、
【０１０８】
【化２４】

【０１０９】
式中、nは1から4から選択される整数である。ある実施態様ではnは3又は4であり、ある実
施態様では、内部アミノ酸はリジンである。ある実施態様では、ジペプチドプロドラッグ
エレメントは、インスリンペプチドのB鎖の3、28又は29位に位置するアミノ酸の側鎖の第
一アミンに連結される。
　ある実施態様では、A鎖配列及びB鎖配列を含むインスリンプロドラッグが提供され、こ
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こで、A鎖は配列GIVEQCCX1SICSLYQLENYCX3（配列番号:3）を含み、B鎖配列はX14-X4LCGX5
X6LVEALX7LVCGERGFX8（配列番号:14）の配列を含み、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る。
　別の実施態様では、GIVEQCCX1SICSLYQLENYCX3（配列番号:3）のA鎖配列及びZ-X4LCGX5X

6LVEALYLVCGERGFF（配列番号:4）の配列を含むB鎖配列を含むインスリンプロドラッグが
提供され、式中、
Zは下記の一般構造を含むペプチドであり、
【０１１０】
【化２５】

【０１１１】
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；
X3はアスパラギン、グリシン、アラニン、スレオニン又はセリ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；
ここで、R1はH、(C1-C6アルキル)NH-R9、(C1-C6アルキル)NH-S1-R9及びC1-C8アルキルか
ら成る群から選択され；
R2及びR8は独立にH又はC1-C4アルキルから選択され；
R4は、H、(C1-C6アルキル)NH-R9、(C1-C6アルキル)NH-S1-R9、C1-C8アルキル、C2-C8アル
ケニル、(C1-C4アルキル)OH、(C1-C4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、
(C1-C4アルキル)(C3-C6シクロアルキル)、(C1-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7、CH2(C5-
C9ヘテロアリール)から成る群から選択されるか、又はR1及びR2はそれらに結合する原子
と一緒にC3-C6シクロアルキルを形成し；
R3は、C1-C8アルキル、(C1-C4アルキル)(C3-C6シクロアルキル)、(C1-C4アルキル)(C6-C1
0アリール)R7、及び(C1-C4アルキル)OHから成る群から選択され；
R5はNH2であり；
R7はH及びOHから成る群から選択され；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(
NH2

+)NH2及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに
S1は、結合又はアスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸、ホモ
グルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つ
の荷電アミノ酸から成るスペーサーである。
【０１１２】
　ある実施態様では、A鎖はGIVEQCCX1SICSLYQLENYCX3（配列番号:3）の配列を含み、B鎖
配列は、配列Z-X9VNQX4LCGX5X6LVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:10）又はZ-X9VNQX4LCGX

5X6LVEALYLVCGERGFFYTKPT（配列番号:13）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；
X3はアスパラギン、グリシン、アラニン、スレオニン又はセリンであり；
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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；
X9はフェニルアラニン及びデスアミノ-フェニルアラ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、単鎖インスリンプロドラッグアナローグが提供され、ここ
で、ヒトインスリンB鎖又はヒトインスリンB鎖の機能的アナローグのカルボキシ末端は、
ヒトインスリンA鎖又はヒトインスリンB鎖の機能的アナローグのN-末端に共有結合により
連結され、さらにここで、下記一般構造を有するペプチドプロドラッグ部分は単鎖インス
リンアナローグのN-末端アミンにアミド結合により連結され、
【０１１３】
【化２６】

【０１１４】
式中、
R1は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9又は(C1-C6アルキル)NH-R9であり；
R2はH又はC1-C6アルキルであり；
R3は、C1-C6アルキル、C3-C8アルケニル、(C0-C4アルキル)(C4-C6シクロアルキル)、(C0-
C4アルキル)（C3-C5複素環）、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)から成る群から選択さ
れるか、又はR4及びR3はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は6員の複素環式環を形成
し；
R4及びR8は、独立にH、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C

18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(W1)C1-C12アルキル（式中W1はN、S
及びOから成る群から選択されるヘテロ原子）から成る群から選択されるか、又はR4及びR

8はそれらに結合する原子と一緒にC3-C6シクロアルキルを形成し；
R10、R11、R12及びR13は、独立にH、CH3、(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(
C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；
R5はNH2であり；
R7はH、OH、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)NH2及び(C0-C4アルキ
ル)OHから成る群から選択され；
R9はC18-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；さらに
S1は結合又は1つから6つのアミノ酸から成るスペーサーであり、ここで前記スペーサーは
、アスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、アルギニン及びリジンから成る群から
選択される1つ以上の荷電アミノ酸を含む。ある実施態様では、R1は(C1-C6アルキル)NH-S

1-R9又は(C1-C6アルキル)NH-R9であり、R2及びR8はともにHであり、R3は、C1-C6アルキル
である。さらに別の実施態様では、R9はC18-C30アシルであり、R11及びR13は各々Hであり
、R10及びR12は、独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NH
C(NH2

+)NH2、及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され、さらにS1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、ホモグルタミン酸、アルギニン、
リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2つの荷電アミノ酸から成るスペ
ーサーである。ある実施態様では、インスリンペプチドは、GIVEQCCX8SICSLYQLENYCX21（
配列番号:3）のA鎖配列及びR22-HLCGSHLVEALYLVCGERGFX45（配列番号:15）のB鎖配列を含
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み、ここで前記B鎖はジスルフィド結合を介して前記A鎖に連結され、
R22は、アミノ基、又はFVNQ（配列番号:12）、FVKQ（配列番号:8）、VNQ、NQ及びQから成
る群から選択される1から4アミノ酸の配列であり、
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、
X21はアスパラギン、リジン、グリシン、アラニンから成る群から選択され、さらに
X45はヒスチジン、チロシン又はフェニルアラニンである。
さらに別の実施態様では、A鎖は配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN-R44（配列番号:1）を含み、
さらに前記B鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号:2）、FVNQHLCGSHLVEALYL
VCGERGFFYTKPT（配列番号:9）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTDKT（配列番号:5）及びFVK
QHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTEKT（配列番号:6）から成る群から選択される配列を含む。
【０１１５】
　ある実施態様にしたがえば、単鎖インスリンアナローグは式B-P-Aの化合物を含み、こ
こで、BはヒトインスリンのB鎖又は本明細書に開示するB鎖の機能的若しくはプロドラッ
グアナローグの1つを表し、AはヒトインスリンのA鎖又は本明細書に開示するA鎖の機能的
アナローグの1つを表し、さらにPは、当該B鎖に当該A鎖を共有結合により結びつけるリン
カー（ペプチドリンカーを含む）を表す。ある実施態様では、リンカーは、約5から約18
、又は約10から約14、又は約4から約8、又は約6アミノ酸のペプチドリンカーである。あ
る実施態様では、B鎖は4－12又は4－8アミノ酸のペプチドリンカーを介してA鎖に連結さ
れる。ある実施態様では、単鎖アナローグのペプチドリンカーは以下から成る群から選択
される：GYGSSSRRAPQT（配列番号:23）、GYGSSSRR（配列番号:61）、GYGSSSOR（配列番号
:63）、GAGSSSRR（配列番号:66）若しくはGAGSSSRRAPQT（配列番号:64）、又は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り配列番号:23若しくは配列番号:
66と異なる配列。場合によって、単鎖アナローグの連結部分はまたペプチドプロドラッグ
エレメントの付着のための部位としても役立ち、ある実施態様では、連結部分は、本発明
のペプチドプロドラッグエレメントをアミド結合により付着させるために適切な側鎖基を
有するアミノ酸を含むペプチドリンカーである。
【０１１６】
　ある実施態様にしたがえば、ペプチドリンカーは長さが5から18アミノ酸であり、以下
から成る群から選択される配列を含む：Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Lys-Arg（配列番号:22）、
Gly-Tyr-Gly-Ser-Ser-Ser-Arg-Arg-Ala-Pro-Gln-Thr（配列番号:23）、Arg-Arg-Gly-Pro-
Gly-Gly-Gly（配列番号:32）、Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Lys-Arg（配列番号:24）、Arg-Arg-
Gly-Gly-Gly-Gly-Gly（配列番号:25）、Gly-Gly-Ala-Pro-Gly-Asp-Val-Lys-Arg（配列番
号:26）、Arg-Arg-Ala-Pro-Gly-Asp-Val-Gly-Gly（配列番号:27）、Gly-Gly-Tyr-Pro-Gly
-Asp-Val-Lys-Arg（配列番号:28）、Arg-Arg-Tyr-Pro-Gly-Asp-Val-Gly-Gly（配列番号:2
9）、Gly-Gly-His-Pro-Gly-Asp-Val-Lys-Arg（配列番号:30）及びArg-Arg-His-Pro-Gly-A
sp-Val-Gly-Gly（配列番号:31）。ある実施態様では、ペプチドリンカーは長さが7から12
アミノ酸であり、配列Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Lys-Arg（配列番号:22）又はGly-Tyr-Gly-Se
r-Ser-Ser-Arg-Arg-Ala-Pro-Gln-Thr（配列番号:23）を含む。
　さらに別の実施態様では、ペプチドリンカーは以下から成る群から選択される配列を含
む：AGRGSGK（配列番号:35）、AGLGSGK（配列番号:36）、AGMGSGK（配列番号:37）、ASWG
SGK（配列番号:38）、TGLGSGQ（配列番号:39）、TGLGRGK（配列番号:40）、TGLGSGK（配
列番号:41）、HGLYSGK（配列番号:42）、KGLGSGQ（配列番号:43）、VGLMSGK（配列番号:4
4）、VGLSSGQ（配列番号:45）、VGLYSGK（配列番号:46）、VGLSSGK（配列番号:47）、VGM
SSGK（配列番号:48）、VWSSSGK（配列番号:49）、VGSSSGK（配列番号:50）、VGMSSGK（配
列番号:51）、TGLGSGR（配列番号:52）、TGLGKGQ（配列番号:53）、KGLSSGQ（配列番号:5
4）、VKLSSGQ（配列番号:55）、VGLKSGQ（配列番号:56）、TGLGKGQ（配列番号:57）、SRV
SRRSR（配列番号:60）、GYGSSSRRAPQT（配列番号:23）及びVGLSKGQ（配列番号:58）。あ
る実施態様では、リンカーはGSSSRRAP（配列番号:62）又はSRVSRRSR（配列番号:60）を含
む。
【０１１７】
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　ある実施態様では、単鎖インスリンアナローグは以下のアミノ酸配列を有する：Phe-Va
l-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Ar
g-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr-Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Se
r-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn（配列番号:33）又はPhe-Val-Asn-Gln-His-Leu-
Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-
Thr-Pro-Lys-Thr-Gln-Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-Ser-Leu- Gln-Lys-Arg-Gly-Ile-Val-Glu
-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn（配列番号:3
4）。
　本明細書に開示するインスリンプロドラッグは、リンカーを介して結合される少なくと
も2つ、3つ若しくは4つ以上のペプチドを含むダイマー、トリマー又はより高次のマルチ
マーの部分であることができ、ここで少なくとも一方又は両方のペプチドはインスリンペ
プチドに連結されたペプチドプロドラッグエレメントを含む。ダイマーはホモダイマー又
はヘテロダイマーであることができ、自然のままのインスリン、自然のままのIGF-1、自
然のままのIGF-II及び本明細書に開示のインスリンアナローグペプチドから成る群から選
択されるペプチドを含む。ある実施態様では、リンカーは、二官能性チオ―ル架橋リンカ
ー及び二官能性アミン架橋リンカーから成る群から選択される。ある種の実施態様では、
リンカーはPEG、例えば5kDa PEG、20kDa PEGである。いくつかの実施態様では、リンカー
はジスルフィド結合である。
【０１１８】
　例えば、ダイマーの各モノマーはCys残基（例えば末端又は内部に位置するCys）を含む
ことができ、各Cys残基の硫黄原子はインスリンモノマー間のジスルフィド結合の形成に
加わる。ダイマーの各モノマーはA及びB鎖のヘテロダイマーである。A及びB鎖はジスルフ
ィド結合を介して連結されるか、又は単鎖ペプチドとして調製される。本発明のいくつか
の特徴では、インスリンペプチドモノマー（各々はインスリンA及びB鎖を含む）は、末端
（例えばN-末端又はC-末端）アミノ酸を介して、内部アミノ酸を介して、又は少なくとも
1つのモノマーの末端アミノ酸及び少なくとも1つの他のモノマーの内部アミノ酸を介して
連結される。具体的な特徴では、モノマーはN-末端アミノ酸を介して連結されない。いく
つかの特徴では、マルチマーのモノマーは“尾対尾”の向きで一緒に結合され、この場合
には各モノマーのC-末端アミノ酸が一緒に結合される。結合部分は、本明細書に開示のイ
ンスリンペプチド（ダイマー、トリマー又はより高次のマルチマーを含む）のいずれかと
共有結合により連結されうる。
【０１１９】
　本明細書に開示するプロドラッグをさらに改変して、生理学的pHの水溶液中でのペプチ
ドの溶解性を改善し、一方、当該ペプチドの腎クリアランスを妨げることによってペプチ
ドの有効持続時間を強化することができる。ペプチドは、血漿タンパク質と比較したとき
相対的に小さなその分子サイズのために容易に除去される。ペプチドの分子量が40kDaよ
り増加すれば腎閾値を超え、血漿における持続時間は顕著に延長される。したがって、あ
る実施態様では、ペプチドプロドラッグはさらに改変されて、共有結合により連結された
親水性部分を含むことができる。ある実施態様では、親水性部分は血漿タンパク質、ポリ
エチレンオキシド鎖又は免疫グロブリンのFc部分である。したがって、ある実施態様では
、本開示のプロドラッグはさらに改変されて、インスリンペプチドのアミノ酸の側鎖に共
有結合により連結された1つ以上の親水基を含む。
　ある実施態様にしたがえば、本明細書に開示するインスリンプロドラッグは、B鎖のN-
末端アミノ酸又はB鎖のカルボキシ末端に位置するリジンアミノ酸（例えば配列番号:9の2
8位又は配列番号:2の29位）の側鎖に親水性部分を連結することによってさらに改変され
る。ある実施態様では、単鎖インスリンプロドラッグアナローグが提供され、この場合、
ペプチドリンカーのアミノ酸の1つが当該ペプチドリンカーの側鎖に親水性部分を連結す
ることによって改変される。ある実施態様では、改変されるアミノ酸はシステイン、リジ
ン又はアセチルフェニルアラニンである。
【０１２０】
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　別の実施態様では、本明細書に開示するインスリンプロドラッグアナローグは、当該イ
ンスリンプロドラッグのB鎖のカルボキシ末端に改変アミノ酸を付加することによってさ
らに改変され、この場合、C-末端に付加されるアミノ酸は改変されて当該アミノ酸に連結
された親水性部分を含む。ある実施態様では、C-末端に付加されるアミノ酸は、改変シス
テイン、リジン又はアセチルフェニルアラニンである。ある実施態様では、本明細書開示
のペプチドプロドラッグエレメントは、B鎖のC-末端に付加されてあるリジン残基の側鎖
アミンに連結される。ある実施態様では、親水性部分は、血漿タンパク質、ポリエチレン
オキシド鎖又は免疫グロブリンのFc部分から成る群から選択される。
　ある実施態様では、親水基はポリエチレンオキシド鎖であり、ある実施態様では、2つ
以上のポリエチレンオキシド鎖が当該インスリンプロドラッグアナローグの2つ以上のア
ミノ酸側鎖に共有結合により付着される。ある実施態様にしたがえば、親水性部分は、A9
、A14、A15、B3、B22、B28、B29及びB鎖のC-末端又はN-末端から成る群から選択される位
置で、本明細書開示のインスリンプロドラッグアナローグのアミノ酸側鎖に共有結合によ
り付着される。複数のポリエチレンオキシド鎖を有するインスリンプロドラッグアナロー
グについては、当該ポリエチレンオキシド鎖は、B鎖のN-末端アミノ酸に又はB鎖のカルボ
キシ末端に位置するリジンアミノ酸の側鎖に付着されるか、又は当該ペプチドのC-末端に
ただ1つのアミノ酸を付加することによって付着される（前記付加されるアミノ酸はその
側鎖に連結されたポリエチレンオキシド鎖を有する）。ある実施態様にしたがえば、ポリ
エチレンオキシド鎖又は他の親水性部分は、ジペプチドプロドラッグエレメントを構成す
る2つのアミノ酸の一方の側鎖に連結される。ある実施態様では、ペプチドプロドラッグ
エレメントはリジン（D又はL立体配置）を含み、当該リジンの側鎖アミンにポリエチレン
オキシド鎖は付着される。
【０１２１】
　親水性部分の連結
　ある実施態様では、本明細書に開示するインスリンアナローグの可溶性は、親水性部分
をペプチドに共有結合により連結することによって強化される。親水性部分は、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
アナローグに付着させることができる。当業界で公知の任意の手段を用いることができ、
前記には以下を介するものが含まれる：アシル化、還元アルキル化、マイケル付加、チオ
ールアルキル化、又は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）を介する標的化合物の反応基（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）との他の化学選択的連結/ライゲーション方法。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化基にはスルホン、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、アジヂリン、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
付着される場合には、選択されるポリマーは、重合化度を制御できるようにただ1つの反
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 al., Adv.Drug Delivery Rev.54: 
459-476, 2002；及びZalipsky et al., Adv.Drug Delivery Rev.16: 157-182, 1995）。
【０１２２】
　適切な親水性部分には以下が含まれる：ポリエチレングリコール（PEG）、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、
ポリペプチド－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(
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n-ビニルピロリドン)ポリエチレングリコール、プロピレングリコールホモポリマー（PPG
）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、フィコール又はデキストラン及びその混合物。
　ある実施態様にしたがえば、親水性部分（例えばポリエチレングリコール鎖）は、約50
0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、デキストランが親水性部分として用いられる。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1kDaから約100kDa、又は約5、10、15若し
くは20kDaから約20、30、40、50、60、70、80若しくは90kDa）で利用できる。
　直鎖状又は分枝状ポリマーが考えられる。得られる連結調製物は本質的に単分散又は多
分散であることができ、ペプチド当たり約0.5、0.7、1.2、1.5又は2ポリマー部分を有し
うる。ある実施態様では、親水性部分は当該ペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸
に連結される。
【０１２３】
　ある実施態様にしたがえば、本明細書に開示するインスリンプロドラッグアナローグは
アミノ酸置換によってさらに改変され、この場合、置換アミノ酸は親水性部分（例えばポ
リエチレングリコールを含む）との架橋に適切な側鎖を含む。ある実施態様では、インス
リンプロドラッグアナローグの親水性部分が連結されることになる位置のアミノ酸は、親
水性部分の導入又は付着の容易さのために天然又は合成アミノ酸で置換される（又はC-末
端に付加される）。例えば、ある実施態様では、A5、A8、A9、A10、A12、A14、A15、A17
、A18、B1、B2、B3、B4、B5、B13、B14、B17、B21、B22、B26、B27、B28、B29及びB30か
ら選択される位置の自然のままのアミノ酸は、リジン、システイン又はアセチルフェニル
アラニン残基で置換され（又はリジン、システイン又はアセチルフェニルアラニン残基が
C-末端に付加され）、ポリエチレングリコール鎖の共有結合付着を可能にする。
　ある実施態様では、インスリンプロドラッグアナローグはB鎖のカルボキシ末端に付加
された単一のシステイン残基を有するか、又はインスリンプロドラッグアナローグは少な
くとも1つのシステイン残基で置換され、この場合、当該システイン残基の側鎖はさらに
チオール反応性試薬（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）で改変される。これらのチオール反応性試薬は、カルボキシ、
ケト、ヒドロキシル及びエーテル基を他の親水性部分（例えばポリエチレングリコールユ
ニット）と同様に含むことができる。また別の実施態様では、インスリンプロドラッグア
ナローグはB鎖のカルボキシ末端に付加された単一のリジン残基を有するか、又はインス
リンプロドラッグアナローグはリジンで置換され、さらに当該置換リジン残基の側鎖は、
アミン反応性試薬（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。
【０１２４】
　インスリンプロドラッグアナローグがポリエチレングリコール鎖を含む実施態様では、
ポリエチレングリコール鎖は直鎖型であっても、又は分枝状であってもよい。ある実施態
様にしたがえば、ポリエチレングリコール鎖は、約20,000から約60,000ダルトンの範囲か
ら選択される平均分子量を有する。複数のポリエチレングリコール鎖をインスリンプロド
ラッグアナローグに連結して、最適な可溶性及び血中クリアランス特性を有するインスリ
ンプロドラッグアナローグを提供することができる。ある実施態様では、インスリンプロ
ドラッグアナローグは、約20,000から約60,000ダルトンの範囲から選択される平均分子量
を有するただ1つのポリエチレングリコール鎖に連結される。別の実施態様では、インス
リンプロドラッグアナローグは2つのポリエチレングリコール鎖に連結され、この場合、2
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つの鎖の合計平均分子量は約40,000から約80,000ダルトンの範囲から選択される。ある実
施態様では、20,000又は60,000ダルトンの平均分子量を有するただ1つのポリエチレング
リコール鎖がインスリンプロドラッグアナローグに連結される。別の実施態様では、ただ
1つのポリエチレングリコール鎖がインスリンプロドラッグアナローグに連結され、前記
は約40,000から約50,000ダルトンの範囲から選択される平均分子量を有する。ある実施態
様では、2つのポリエチレングリコール鎖がインスリンプロドラッグアナローグに連結さ
れ、この場合、第一及び第二のポリエチレングリコール鎖は各々20,000ダルトンの平均分
子量を有する。別の実施態様では、2つのポリエチレングリコール鎖がインスリンプロド
ラッグアナローグに連結され、この場合、第一及び第二のポリエチレングリコール鎖は各
々40,000ダルトンの平均分子量を有する。
【０１２５】
　さらに別の実施態様では、ペプチドに共有結合された2つ以上のポリエチレングリコー
ル鎖を含むインスリンプロドラッグアナローグが提供され、この場合、ポリエチレングリ
コール鎖の総分子量は約40,000から約60,000ダルトンである。ある実施態様では、PEG化
インスリンプロドラッグはポリエチレングリコール鎖を含み、前記鎖は、配列番号:9のB
鎖のN-末端及び/又は28位、又は配列番号:2の29位から選択される1つ以上のアミノ酸に連
結され、この場合、PEG鎖の合計分子量は約40,000から約80,000ダルトンである。
　ある実施態様にしたがえば、インスリンプロドラッグアナローグが提供され、この場合
、免疫グロブリン分子のFc部分を表す直鎖状アミノ酸配列は、本明細書に開示するインス
リンプロドラッグアナローグのアミノ酸側鎖に共有結合により連結され、当該インスリン
プロドラッグアナローグの可溶性、安定性及び/又は薬物動態が改善される。例えば、免
疫グロブリン分子のFc部分を表すアミノ酸配列は、B鎖のN-末端又はA若しくはB鎖のC-末
端、又は末端が伸長されてあるA若しくはB鎖のC-末端に共有結合できる。例えば、免疫グ
ロブリン分子のFc部分を表すアミノ酸配列はB鎖のC-末端に共有結合することができ、例
えば配列番号:9の28位又は配列番号:2の29位に対応するアミノ酸との連結が含まれる。当
該Fc部分は典型的にはIgGから単離されたものであるが、任意の免疫グロブリンのFcペプ
チドフラグメントも同等に機能するはずである。
【０１２６】
　本発明の具体的な特徴では、インスリンプロドラッグアナローグはアルキル又はアシル
基を含むように改変され、前記改変は、インスリンプロドラッグアナローグのアミノ酸（
例えばペプチドプロドラッグエレメントのA又はBアミノ酸を含む）の側鎖のアミン、ヒド
ロキシル又はチオ―ルの直接アルキル化又はアシル化による。ある実施態様では、インス
リンプロドラッグアナローグは、あるアミノ酸の側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオ―ル
を介して直接的にアシル化される。ある実施態様では、アシル化は、A9、A14、A15、B3、
B22、B28若しくはB29又はペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸から選択される1つ
以上の位置で生じる。これに関しては、アシル化インスリンプロドラッグアナローグは、
配列番号:3のA鎖アミノ酸配列及び配列番号:5のB鎖、又は配列番号:3の改変アミノ酸配列
及び/又は側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオ―ルを含む任意のアミノ酸に改変されたA9
、A14、A15、B22、B28又はB29位の少なくとも1つのアミノ酸を有する配列番号:5を含むこ
とができる。いくつかの具体的な実施態様では、インスリンプロドラッグアナローグの直
接アシル化は、B28若しくはB29位のアミノ酸又は当該ペプチドプロドラッグエレメントの
A若しくはBアミノ酸の側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオ―ルを介して生じる。さらに別
のある実施態様では、インスリンプロドラッグアナローグは、B28若しくはB29位又は当該
ペプチドプロドラッグエレメントのA若しくはBアミノ酸に存在するLysのエプシロン-アミ
ノ基に結合した18－24個の炭素原子を有するカルボン酸のアシル基を含む。ある実施態様
では、単鎖インスリンプロドラッグアナローグが提供され、この場合、ペプチドリンカー
のアミノ酸の1つが改変され、当該ペプチドリンカーのアミノ酸の側鎖のアミン、ヒドロ
キシル又はチオ―ルの直接アシル化によってアシル基を含む。ある実施態様にしたがえば
、単鎖インスリンアナローグのペプチドリンカーは、AGRGSGK（配列番号:35）、AGLGSGK
（配列番号:36）、AGMGSGK（配列番号:37）、ASWGSGK（配列番号:38）、TGLGSGQ（配列番
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号:39）、TGLGRGK（配列番号:40）、TGLGSGK（配列番号:41）、HGLYSGK（配列番号:42）
、KGLGSGQ（配列番号:43）、VGLMSGK（配列番号:44）、VGLSSGQ（配列番号:45）、VGLYSG
K（配列番号:46）、VGLSSGK（配列番号:47）、VGMSSGK（配列番号:48）、VWSSSGK（配列
番号:49）、VGSSSGK（配列番号:50）、VGMSSGK（配列番号:51）、TGLGSGR（配列番号:52
）、TGLGKGQ（配列番号:53）、KGLSSGQ（配列番号:54）、VKLSSGQ（配列番号:55）、VGLK
SGQ（配列番号:56）、TGLGKGQ（配列番号:57）及びVGLSKGQ（配列番号:58） (SEQ ID NO:
 58)から成る群から選択され、ここで、A鎖内、B鎖内又は接続ペプチド内の少なくとも1
つのリジン残基がアシル化によって化学的に改変される。ある実施態様では、アシル化基
は1－5、10－12又は18－24個の炭素の鎖を含む。ある実施態様では、単鎖インスリンアナ
ローグの連結ペプチドの少なくとも1つのリジン残基は、A-B-Cと当該連結ペプチドの側鎖
アミンとの間のアミド結合を介して本明細書に開示するペプチドプロドラッグエレメント
に連結される。
【０１２７】
　ある実施態様にしたがえば、本明細書に開示するインスリンプロドラッグアナローグは
、追加の化合物を当該アナローグのペプチドプロドラッグエレメントに連結するためにさ
らに改変される。ある実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメント（A-B又はA-B-C
）を構成するアミノ酸の側鎖はPEG化、アシル化又はアルキル化される。ある実施態様で
は、ジペプチド（A-B）は18－24個の炭素の鎖を含む基でアシル化される。ある実施態様
では、ジペプチド（A-B）は40－80kDaのポリエチレングリコール鎖でPEG化される。ある
実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントのジペプチド（A-B）はPEG化され、当
該ペプチドプロドラッグエレメントに連結されたインスリンペプチドがアシル化される（
例えばB鎖C-末端（B28又はB29）のリジンのアシル化を含む）。ある実施態様にしたがえ
ば、親水性部分又は隔離用巨大分子は、以下の一般構造を含むペプチドプロドラッグエレ
メントのR1側鎖に共有結合により連結され、
【０１２８】
【化２７】

【０１２９】
式中、R1は(C1-C4アルキル)OH、(C1-C4アルキル)SH、及び(C1-C4アルキル)NH2から成る群
から選択される。ある実施態様では、R1は(C3-C4アルキル)NH2である。隔離用巨大分子は
当業者には公知であり、デキストラン及び大きな分子量（すなわち80kDa以上）のポリエ
チレングリコールが含まれる。隔離用巨大分子をジペプチド部分に連結することによって
、プロドラッグは隔離されたままで、一方、活性なインスリンペプチドは、ジペプチドの
アミド結合の切断の反応速度に基づいてゆっくりと遊離される。ある実施態様では、ペプ
チドプロドラッグエレメントはさらに、当該ペプチドプロドラッグエレメントのN-末端ア
ミンに共有結合により連結される第二のペプチドを含み、この場合、第二のペプチドは哺
乳動物血清に存在する酵素に暴露されたときにのみ当該ペプチドプロドラッグエレメント
から切断される。さらにまた、第二のペプチドは、当該第二のペプチドの切断はペプチド
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プロドラッグエレメントをインスリンペプチドに連結されたままにし、かつインスリンペ
プチドから自発的に化学切断されてジケトピペラジンを形成する能力を維持するように選
択され、かつ当該ペプチドプロドラッグエレメントに連結される。ある実施態様では、第
二のペプチドはジペプチジルペプチダーゼIV（DPP-IV）によって切断されるペプチドであ
り、例えばArg-Pro、Lys-Pro又はGlu-Proが含まれる。ある実施態様では、ペプチドプロ
ドラッグエレメントは下記構造を含む：
【０１３０】
【化２８】

【０１３１】
　本開示はまた他の連結物を包含し、前記では、本発明のインスリンプロドラッグアナロ
ーグは任意的に共有結合を介して、及び任意的にリンカーを介して連結物に連結される。
連結は、化学的共有結合、物理的な力、例えば静電気、水素、イオン、ファンデルワール
ス又は疎水性若しくは親水性相互作用によって達成されうる。多様な非共有結合性カップ
リング系を用いることができる。前記には、ビオチン-アビジン、リガンド/受容体、酵素
/基質、核酸/核酸結合タンパク質、脂質/脂質結合タンパク質、細胞接着分子パートナー
又は任意の結合パートナー、又は互に親和性を有する前記のフラグメントが含まれる。
　例示的連結物には、異種ペプチド若しくは異種ポリペプチド（例えば血漿タンパク質を
含む）、向標的物質、免疫グロブリン若しくはそのフラグメント（例えば可変領域、CDR
又はFc領域）、診断用標識（例えば放射性同位元素、発蛍光団又は酵素標識）、ポリマー
（水溶性ポリマーを含む）、又は他の治療薬若しくは診断薬が含まれるが、ただしこれら
に限定されない。ある実施態様では、本開示のインスリンプロドラッグアナローグ及び血
漿タンパク質を含む連結物が提供され、この場合、血漿タンパク質はアルブミン、トラン
スフェリン及びフィブリノゲンから成る群から選択される。ある実施態様では、連結物の
血漿タンパク質部分はアルブミン又はトランスフェリンである。ある実施態様では、リン
カーは1から約60、又は1から30原子以上、2から5原子、2から10原子、5から10原子、又は
10から20原子の長さの原子の鎖を含む。ある実施態様では、鎖の原子は全て炭素原子であ
る。ある実施態様では、リンカー骨格の鎖の原子はC、O、N及びSから成る群から選択され
る。鎖の原子及びリンカーは、より可溶性の連結物を提供するために期待される可溶性（
親水性）にしたがって選択できる。ある実施態様では、リンカーは官能基を提供し、前記
官能基は、標的組織若しくは器官若しくは細胞で見出される酵素若しくは他の触媒又は加
水分解性条件による切断に付される。ある実施態様では、リンカーの長さは立体障害ゆえ
にその潜在能力を低下させるために十分に長い。リンカーが共有結合又はペプチジル結合
であり、連結物がポリペプチドである場合、完全な連結物は融合タンパク質でありうる。
そのようなペプチジルリンカーは任意の長さでありうる。例示的リンカーは、長さが約1
から50アミノ酸、長さが5から50、3から5、5から10、5から15、又は10から30アミノ酸で
ある。そのような融合タンパク質は、また別には当業者に公知の組換え遺伝子操作方法に
よって作製できる。
【０１３２】
　アシル化及びアルキル化
　ある実施態様にしたがえば、本明細書に開示するインスリンアナローグは改変されてア
シル基又はアルキル基を含む。アシル化又はアルキル化は循環中のインスリンアナローグ
の半減期を増加させることができる。アシル化又はアルキル化は、有利には作用の開始を
遅らせ、及び/又はインスリン及び/又はIGF-1受容体における作用の持続時間を延長し、
及び/又はプロテアーゼ（例えばDPP-IV）に対する耐性を改善し、及び/又は可溶性を改善
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することができる。インスリンアナローグは、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又はアルキル化されうる。
　ある実施態様では、本発明は改変されたインスリンアナローグを提供し、前記アナロー
グは、自然のままのインスリンのA10、B28、B29に対応する位置のアミノ酸に又はA若しく
はB鎖のC-末端若しくはN-末端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。インスリンアナローグは、さらにインスリンアナローグ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。ある実施態様では、アシル基は、脂肪
酸又は胆汁酸又はその塩、例えばC4からC30脂肪酸、C8からC24脂肪酸、コール酸、C4から
C30アルキル、C8からC24アルキル、又は胆汁酸のステロイド部分を含むアルキルである。
スペーサーは、アシル又はアルキル基を付着させる適切な反応基を有する任意の部分であ
る。例示的な実施態様では、スペーサーは、アミノ酸、ジペプチド、又はトリペプチド、
又は親水性二官能基スペーサーを含む。ある実施態様では、スペーサーは、Trp、Glu、As
p、Cys、及びNH2(CH2CH2O)n(CH2)mCOOH（式中mは1から6の任意の整数、nは2から12の任意
の整数）含有スペーサーから成る群から選択される。そのようなアシル化又はアルキル化
インスリンペプチドはさらに親水性部分（任意的にポリエチレングリコール）もまた含む
ことができる。前述のインスリンはいずれも2つのアシル基又は2つのアルキル基、又はそ
の組合せを含むことができる。
【０１３３】
　アシル化はインスリンアナローグ内の任意の位置で実施できるが、ただしインスリンア
ナローグのインスリンアゴニスト活性が維持されることを条件とする。アシル基はインス
リンアナローグのアミノ酸に共有結合により直接連結されるか、又はスペーサーを介して
インスリンアナローグのアミノ酸に間接的に連結することができ、ここでスペーサーはイ
ンスリンペプチドとアシル基との間に位置する。本発明の具体的な特徴では、インスリン
アナローグは、インスリンペプチドのアミノ酸の側鎖のアミン、ヒドロキシル又はチオー
ルの直接アシル化によってアシル基を含むように改変される。ある実施態様では、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。ある実施態様では、アシル化は、自然のままのインスリンのA10、B28、
B29に対応する位置で、又はA若しくはB鎖のC-末端若しくはN-末端で生じる。これに関し
ては、アシル化インスリンアナローグは、配列番号:9及び配列番号:2のアミノ酸配列、又
は本明細書に記載のアミノ酸改変の1つ以上を含む改変された配列番号:9及び2のアミノ酸
配列を含み、自然のままのインスリンのB3、B28、B29に対応する位置又はA若しくはB鎖の
C-末端若しくはN-末端のアミノ酸の少なくとも1つが、側鎖アミン、ヒドロキシル又はチ
オールを含む任意のアミノ酸に改変される。いくつかの具体的な実施態様では、インスリ
ンペプチドの直接アシル化は、自然のままのインスリンのB3、B28、B29に対応する位置の
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。ある実施態様にした
がえば、ペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸側鎖の1つがアシル化される。
【０１３４】
　ある実施態様では、アシル化されるべきアミノ酸は下記式IVのアミノ酸であり、
【０１３５】
【化２９】

　　（式IV）
【０１３６】
式IVでnは1から4である。　　　　　　　
　いくつかの例示的実施態様では、式IVのアミノ酸は、nが4（Lys）であるか、nが3（Orn
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）であるアミノ酸である。
　他の実施態様では、側鎖ヒドロキシルを含むアミノ酸は下記式Vのアミノ酸であり、
【０１３７】
【化３０】

　　(式V)
【０１３８】
式Vでnは1から4である。
　いくつかの例示的実施態様では、式Vのアミノ酸は、nが1（Ser）であるアミノ酸である
。
　さらに他の実施態様では、側鎖チオールを含むアミノ酸は下記式VIのアミノ酸であり、
【０１３９】
【化３１】

　　（式VI）
【０１４０】
式VIでnは1から4である。
　いくつかの例示的実施態様では、式VIのアミノ酸は、nが1（Cys）であるアミノ酸であ
る。
　いくつかの例示的実施態様では、インスリンアナローグは、スペーサーのアミン、ヒド
ロキシル又はチオールのアシル化によってアシル基を含むように改変され、当該スペーサ
ーはB3、B28又はB29位（野生型インスリンのアミノ酸の番号付けにしたがう）のアミノ酸
の側鎖に付着されるか、又はペプチドプロドラッグエレメントのA若しくはBアミノ酸に付
着される。スペーサーに結合するアミノ酸は、当該スペーサーとの連結を許容する部分を
含む任意のアミノ酸でありうる。例えば、側鎖NH2、-OH又は-COOH（例えばLys、Orn、Ser
、Asp又はGlu）を含むアミノ酸が適切である。ある実施態様では、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若しくはトリペプチドである。
【０１４１】
　アシル化がスペーサーのアミン基を介して生じるとき、アシル化は当該アミノ酸のアル
ファアミン又は側鎖アミンを介して生じうる。アルファアミンがアシ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うる。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）でありうる。また
別に、スペーサーアミノ酸は酸性残基（例えばAsp及びGlu）でありうる。スペーサーアミ
ノ酸の側鎖アミンがアシ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、スペーサー
アミノ酸のアルファアミン及び側鎖アミンの両方をアシル化し、インスリンペプチドを二
アシル化することが可能である。本開示はさらに二アシル化インスリンアナローグを意図
する。
　アシル化がスペーサーのヒドロキシル基を介して生じるとき、アミノ酸又はジペプチド
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若しくはトリペプチドのアミノ酸の１つは式IIのアミノ酸でありうる。具体的な例示的実
施態様では、アミノ酸はSerである。
　ある実施態様では、当該スペーサーは親水性の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（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）を含むことができ、前記は例えば8-アミノ-3,6-ジオキサオ
クタン酸（ペプチドインターナショナル社（Peptides International, Inc., Louisville
, KY）から市場で入手できる）である。
　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: 37
7-382, 1996；Shimohigashi and Stammer, Int J Pept Protein Res 19: 54-62, 1982；
及びPreviero et al., Biochim Biophys Acta 263: 7-13, 1972（ヒドロキシルを介する
アシル化の方法に関する）；並びにSan and Silvius, J Pept Res 66: 169-180, 2005（
チオールを介するアシル化の方法に関する）；Bioconjugate Chem.“Chemical Modificat
ions of Proteins: History and Applications” pages 1, 2-12, 1990；Hashimoto et a
l., Pharmacuetical Res.“Synthesis of Palmitoyl Derivatives of Insulin and their
 Biological Activity” Vol.6, No: 2 pp.171-176, 1989。
【０１４２】
　アシル化インスリンペプチドのアシル基は任意のサイズ（例えば任意長の炭素鎖）であ
ることができ、さらに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、C4脂肪酸、C6脂肪酸、C
8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うる。ある実
施態様では、アシル基はC18からC20脂肪酸、例えばC18脂肪酸、C19脂肪酸又はC20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ある
ことができ、コール酸、ケノデオキシコール酸、デオキシコール酸、リソコール酸、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。
　具体的な実施態様では、インスリンアナローグはコレステロール酸を含み、前記は当該
インスリンアナローグのLys残基に、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）を介して連結される。アルキル化デスアミ
ノCysスペーサーは、例えばドデカエチレングリコール部分を含むデスアミノCysスペーサ
ーでありうる。ある実施態様では、インスリンアナローグは下記の構造を含む：
【０１４３】
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【化３２】

【０１４４】
　本明細書に記載するアシル化インスリンアナローグはさらに改変されて親水性部分を含
むことができる。いくつかの具体的な実施態様では、親水性部分はポリエチレングリコー
ル（PEG）鎖を含むことができる。親水性部分の取り込みは、任意の適切な手段、例えば
本明細書に記載の方法により達成できる。
　また別には、アシル化インスリンペプチドはスペーサーを含むことができ、この場合、
スペーサーはアシル化され、かつ親水性部分を含むように改変される。適切なスペーサー
の非限定的な例には、Cys、Lys、Orn、ホモ-Cys及びAc-Pheから成る群から選択される1つ
以上のアミノ酸を含むスペーサーが含まれる。
　ある実施態様にしたがえば、インスリンアナローグは改変されてアルキル基を含み、前
記アルキル基は、エステル、エーテル、チオエーテル、アミド又はアルキルアミン結合を
介してインスリンアナローグに付着され、アルキル基付着の目的は、循環中での半減期の
延長及び/又は作用の開始の延期及び/又は作用持続時間の延長及び/又はプロテアーゼ（
例えばDPP-IV）に対する耐性の改善である。
　アルキル化インスリンペプチドのアルキル基は任意のサイズ（例えば任意長の炭素鎖）
であることができ、さらに直鎖状でも分枝状でもよい。本発明のある実施態様では、アル
キル基はC1からC30アルキル基である。例えば、アルキル基はC1アルキル、C2アルキル、C
3アルキル、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、C14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アルキル、C30アルキルである。ある実施態様では、アルキル基はC18からC20アル
キル、例えばC18アルキル、C19アルキル又はC20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（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、リソコール酸、タウロコール酸、グリココール酸、及び
コレステロール酸）のステロイド部分を含む。
【０１４５】
　いくつかの実施態様にしたがえば、ペプチドプロドラッグエレメントはさらに改変され
て親水性部分を含むことができる。いくつかの実施態様では、親水性部分はポリエチレン
グリコール鎖である。いくつかの実施態様にしたがえば、40k以上のポリエチレングリコ
ール鎖が、ペプチドプロドラッグエレメントのA又はBアミノ酸の側鎖に共有結合される。
別の実施態様では、ペプチドプロドラッグエレメントのジペプチド（A-B）は、さらに加



(53) JP 6701208 B2 2020.5.27

10

20

30

40

50

えて或いはまた別に脂肪酸若しくは胆汁酸又はその塩（例えばC4からC30脂肪酸、C18から
C24脂肪酸、コール酸、C18からC30アルキル、C18からC24アルキル、または胆汁酸のステ
ロイド部分を含むアルキル）でアシル化又はアルキル化される。ジペプチドプロドラッグ
エレメントの‘A’アミノ酸には、例えばその側鎖アミノ基を介してアシル又はアルキル
基に共有結合されるd-リジン、又はその側鎖スルフヒドリル基を介してPEGに共有結合さ
れるd-システインが含まれうる。ジペプチドプロドラッグエレメントは、親水性部分、ア
シル基、若しくはアルキル基に直接結合されるか、又は本明細書に記載のスペーサーを介
して親水性部分、アシル基若しくはアルキル基に結合されうる。また別には、ジペプチド
プロドラッグエレメントは、デポタンパク質（例えばデキストラン又は大きなPEG分子（8
0,000ダルトン以上））に連結されうる（デポタンパク質は、ジペプチドの切断が活性な
インスリンペプチド（Q）を遊離させるまで、当該プロドラッグを注射部位に隔離するた
めに役立つ）。
【０１４６】
　ジペプチドプロドラッグエレメント構造の切断速度における影響
　本明細書に先きに記載したように、ジペプチドプロドラッグエレメントA-Bの生物活性
ペプチドからの切断速度（したがってプロドラッグ活性化速度）は、構造（N-アルキル化
、置換基の数、長さ又はかさ高性を含む）、及びジペプチドプロドラッグエレメントのア
ミノ酸の立体空間配置に左右される。ジペプチドプロドラッグエレメントA-Bの（例えば
インスリンペプチド（Q）からの）切断速度はまた、ジケトピペラジン形成時のQの脱離基
の立体障害、求核性及び安定性に左右される。これらの構造的特色のいくつかは、下記の
カテゴリーI、カテゴリーII、及びカテゴリーIII（前記は本発明の部分を形成する）に記
載される。これらカテゴリーI、II及びIIIのいずれからも、国際出願PCT/US2009/68745（
2009年12月18日出願）又はその配列表に開示されたペプチド配列、並びに国際出願PCT/US
2009/68745（2009年12月18日出願）に開示された（1）ジペプチドプロドラッグエレメン
ト、（2）Aアミノ酸、及び/又は（3）Bアミノ酸のサブカテゴリーは、それらが本明細書
に記載のサブカテゴリーのいずれかに完全に収まるか及び/又はその一部分とオーバーラ
ップするかぎり、さらには、もっぱら特許請求の範囲の主題の新規性付与に必要である場
合にかぎり明確に除外される。
　ある実施態様にしたがえば、自己切断ジペプチドエレメント（A-B）は、A-B-Cとインス
リンペプチド（Q）の脂肪族アミノ基との間のアミド結合を介してQと共有結合により連結
される。例えば、脂肪族アミノ基は、A鎖又はB鎖のN-末端アミノ酸の脂肪族アミノ基であ
りうる。また別には、脂肪族アミノ基は、Qの側鎖の脂肪族アミノ基でありうる。ある実
施態様では、A-B-Cはリジン（例えば、B鎖配列FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番
号:2）のB29位又はB鎖配列FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTKPT（配列番号:9）のB28位を含
む）の側鎖アミンに連結される。
　ある実施態様では、QはA鎖及びB鎖を含むインスリンペプチドであり、この場合、A鎖は
配列GIVEQCCX1SICSLYQLENYCX3（配列番号:3）を含み、B鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGF
FYTPKT（配列番号:2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTKPT（配列番号:9）、FVNQHLCGSHLV
EALYLVCGERGFFYTDKT（配列番号:5）及びFVKQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTEKT（配列番号:6）
から成る群から選択される配列を含む。
【０１４７】
　カテゴリーI：ジペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸Bの組成
　いくつかの実施態様では、プロドラッグの半減期（例えば、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、A-B-CのQからの化学切断半減期（t1/2））は、B
アミノ酸におけるN-アルキル置換基の存在及び長さに左右される。例えば、Bアミノ酸に
より短いN-アルキル置換基（例えばGly(N-メチル)）を有するプロドラッグは、より長いN
-アルキル置換基（例えばGly(N-へキシル)）をBアミノ酸に有するプロドラッグより遅い
速度でA-B-Cが切断され、より長い半減期を有するであろう。
　いくつかの実施態様では、プロドラッグの半減期は、ジペプチドプロドラッグエレメン
トのBアミノ酸のアルキル側鎖の有無及びアルキル側鎖のベータ位の置換度に左右される
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。例えば、ベータ位で二置換されるN-アルキル化Bアミノ酸（例えばN-アルキル化イソロ
イシン）を有するプロドラッグは、ベータ位で一置換されるN-アルキル化Bアミノ酸（例
えばN-アルキル化ロイシン）を有するプロドラッグよりも長い半減期を有する。さらにま
た、ベータ位で一置換されるN-アルキル化Bアミノ酸（例えばN-アルキル化ロイシン）を
有するプロドラッグは、ベータ位で置換されていないN-アルキル化Bアミノ酸（例えばN-
アルキル化アラニン）を有するプロドラッグよりもA-B-Cがよりゆっくりと切断され、よ
り長い半減期を有するであろう。さらにまた、置換されていないベータ位を有するN-アル
キル化Bアミノ酸（例えばN-アルキル化アラニン）は、Bアミノ酸としてグリシン又はN-ア
ルキル化グリシンを有するプロドラッグよりもA-B-Cがよりゆっくりと切断され、より長
い半減期を有するであろう。
　いくつかの実施態様では、プロドラッグの半減期はBアミノ酸の側鎖のかさ高性に左右
される。例えば、Bアミノ酸の側鎖がかさ高い（例えばN-アルキル化フェニルアラニン）
プロドラッグは、Bアミノ酸の側鎖のかさ高性が小さい（例えばN-アルキル化アラニン）
プロドラッグよりもA-B-Cがよりゆっくりと切断され、より長い半減期を有するであろう
。ジペプチドの切断速度は、当該ジペプチドに付着する薬剤（例えばインスリン）のアミ
ンによってさらに差別化されうる。より具体的には、同じペプチドが、芳香族アミンに連
結されるときN-末端アミンと比べてより速い速度で切断され、この場合、N-末端アミンに
連結されたジペプチドは、リジン残基の側鎖アミンにペプチドが連結されるときと比べて
より速い速度で切断されるであろう。
　ジペプチドプロドラッグエレメントのBアミノ酸の組成は、下記のサブカテゴリーIA、I
B及びICに分類することができる。概して、サブカテゴリーIAのジペプチドプロドラッグ
エレメントは最も速く切断され、サブカテゴリーICのジペプチドプロドラッグエレメント
は最もゆっくりと切断される。
【０１４８】
　サブカテゴリーIA：ジペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸BはN-アルキル化グ
リシンである
　いくつかの実施態様では、インスリンプロドラッグは構造A-B-C-Qを含み、式中、Qはイ
ンスリンペプチドであり、A-B-Cは下記構造を含み、
【０１４９】
【化３３】

【０１５０】
ここで、
R1は(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R2は、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)S
H、(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-C

4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-C

9ヘテロアリール)、及びC1-C12アルキル(W1)C1-C12アルキル（式中、W1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
それらに結合する原子と一緒にC3-C12シクロアルキルを形成し；
R3はC1-C18アルキルであり；
R4及びR8は各々Hであり；
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R5はNHR6であり；
R6はH又はC1-C4アルキルであるか、又はR5及びR2はそれらに結合する原子と一緒に4、5又
は6員の複素環式環であり；
R7はH、OHから成る群から選択され；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH

2
+)NH2及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに

S1は、結合、又はアスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸、ホ
モグルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2
つの荷電アミノ酸から成るスペーサーである。
　いくつかの実施態様では、Bアミノ酸は、グリシン(N-メチル)、グリシン(N-エチル)、
グリシン(N-プロピル)、グリシン(N-ブチル)、グリシン(N-ペンチル)、グリシン(N-へキ
シル)、グリシン(N-ヘプチル)、及びグリシン(N-オクチル)から成る群から選択される。
例えば、Bアミノ酸はグリシン(N-メチル)又はグリシン(N-へキシル)でありうる。
　いくつかの実施態様では、R2は水素であり、R3はC1-C4アルキルである。
【０１５１】
　サブカテゴリーIB：ジペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸Bはベータ位で非置
換又は一置換されている
　いくつかの実施態様では、インスリンプロドラッグは構造A-B-C-Qを含み、式中、Qはイ
ンスリンペプチドであり、A-B-Cは下記構造を含み、
【０１５２】
【化３４】

【０１５３】
ここで、
R1はH、(C1-C6アルキル)NH-R9、(C1-C6アルキル)NH-S1-R9から成る群から選択され；
R2は、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)S
H、(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-C

4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-C

9ヘテロアリール)、及びC1-C12アルキル(W1)C1-C12アルキル（式中、W1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
それらに結合する原子と一緒にC3-C12シクロアルキルを形成し；
R3はC1-C18アルキルであり；
R4は、CH3、CH2(C1-C10アルキル)、CH2(C2-C10アルケニル)、CH2(C0-C10アルキル)OH、CH

2(C0-C10アルキル)SH、CH2(C0-C3アルキル)SCH3、CH2(C0-C3アルキル)CONH2、CH2(C0-C3
アルキル)COOH、CH2(C0-C3アルキル)NH2、(C1-C6アルキル)NH-R9、(C1-C6アルキル)NH-S1
-R9、CH2(C0-C3アルキル)NHC(NH2

+)NH2、CH2(C0-C3アルキル)(C3-C6シクロアルキル)、CH

2(C0-C3アルキル)(C2-C5複素環)、CH2(C0-C3アルキル)(C6-C10アリール)R7、CH2(C1-C3ア
ルキル)(C3-C9ヘテロアリール)、及びCH2(C0-C12アルキル)(W1)C1-C12アルキル（式中W1
はN、S及びOから成る群から選択されるヘテロ原子）から成る群から選択されるか、又はR

4及びR3はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は6員複素環式環を形成し；
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R8はHであり；
R5はNHR6であるか、又はR5及びR2はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は6員複素環式
環を形成し；
R6はH又はC1-C4アルキルであり；
R7はH及びOHから成る群から選択され；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH

2
+)NH2及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに

S1は、結合、又はアスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸、ホ
モグルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2
つの荷電アミノ酸から成るスペーサーであるが、ただしR4が(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C

1-C6アルキル)NH-S1-R9であるときは、R1はHであることを条件とする。
　いくつかの実施態様では、R1は、(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9
であり、さらにR4は、CH3、CH2(C1-C4アルキル)、CH2(C1-C4アルケニル)、CH2(C0-C4アル
キル)OH、CH2(C0-C4アルキル)SH、CH2(C0-C3アルキル)SCH3、CH2(C0-C3アルキル)CONH2、
CH2(C0-C3アルキル)COOH、CH2(C0-C4アルキル)NH2及びCH2(C0-C3アルキル)NHC(NH2

+)NH2
から成る群から選択される。
【０１５４】
　これらの実施態様におけるBアミノ酸の非限定的な例には、アラニン(N-C1-C10アルキル
)、ロイシン(N-C1-C10アルキル)、メチオニン(N-C1-C10アルキル)、アスパラギン(N-C1-C

10アルキル)、グルタミン酸(N-C1-C10アルキル)、アスパラギン酸(N-C1-C10アルキル)、
グルタミン(N-C1-C10アルキル)、ヒスチジン(N-C1-C10アルキル)、リジン(N-C1-C10アル
キル)、アルギニン(N-C1-C10アルキル)、セリン(N-C1-C10アルキル)、及びシステイン(N-
C1-C10アルキル)が含まれる。
　いくつかの実施態様では、R1は(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9で
あり、さらにBアミノ酸は、アラニン(N-C1-C6アルキル)、ロイシン(N-C1-C6アルキル)、
メチオニン(N-C1-C6アルキル)、アスパラギン(N-C1-C6アルキル)、グルタミン酸(N-C1-C6
アルキル)、アスパラギン酸(N-C1-C6アルキル)、グルタミン(N-C1-C6アルキル)、ヒスチ
ジン(N-C1-C6アルキル)、リジン(N-C1-C6アルキル)、アルギニン(N-C1-C6アルキル)、セ
リン(N-C1-C6アルキル)、及びシステイン(N-C1-C6アルキル)から成る群から選択される。
　例えば、Bアミノ酸にはアラニン(N-メチル)、ロイシン(N-メチル)、メチオニン(N-メチ
ル)、アスパラギン(N-メチル)、グルタミン酸(N-メチル)、アスパラギン酸(N-メチル)、
グルタミン(N-メチル)、ヒスチジン(N-メチル)、リジン(N-メチル)、アルギニン(N-メチ
ル)、セリン(N-メチル)、及びシステイン(N-メチル)が含まれうる。
　いくつかの実施態様では、R1は(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9で
あり、さらにR4は、CH2(C0-C3アルキル)(C3-C6シクロアルキル)、CH2(C0-C3アルキル)(C2
-C5複素環)、CH2(C0-C3アルキル)(C6-C10アリール)R7、CH2(C1-C3アルキル)(C3-C9ヘテロ
アリール)、及びCH2(C0-C12アルキル)(W1)C1-C12アルキル（式中W1はN、S及びOから成る
群から選択されるヘテロ原子）から成る群から選択され、ここでR7はH及びOHから成る群
から選択される。
　これらの実施態様におけるBアミノ酸の非限定的な例には、フェニルアラニン(N-C1-C10
アルキル)、チロシン(N-C1-C10アルキル)及びトリプトファン(N-C1-C10アルキル)が含ま
れる。いくつかの実施態様では、Bアミノ酸は、フェニルアラニン(N-C1-C6アルキル)、チ
ロシン(N-C1-C6アルキル)及びトリプトファン(N-C1-C6アルキル)から成る群から選択され
る。例えば、Bアミノ酸には、フェニルアラニン(N-メチル)、チロシン(N-メチル)及びト
リプトファン(N-メチル)が含まれうる。
　いくつかの実施態様では、Bアミノ酸はプロリンである。いくつかの実施態様では、プ
ロリンはサブカテゴリーIBから除外される。
【０１５５】
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　サブカテゴリーIC：ベータ位で二置換されるジペプチドプロドラッグエレメントのアミ
ノ酸B
　いくつかの実施態様では、インスリンプロドラッグは構造A-B-C-Qを含み、式中、Qはイ
ンスリンペプチドであり、A-B-Cは下記構造を含み、
【０１５６】
【化３５】

【０１５７】
ここで、
R1は(C1-C6アルキル)NH-R9又は(C1-C6アルキル)NH-S1-R9であり；
R2は、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)S
H、(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-C

4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-C

9ヘテロアリール)、及びC1-C12アルキル(W1)C1-C12アルキル（式中、W1はN、S及びOから
成る群から選択されるヘテロ原子）から成る群から選択されるか、又はR1及びR2がそれら
に結合する原子と一緒にC3-C12シクロアルキルを形成するか、又はR1及びR2がそれらに結
合する原子と一緒にC3-C12シクロアルキルを形成し；
R3はC1-C18アルキルであり；
R4は、独立にCH(C1-C8アルキル)2、CH(C2-C8アルケニル)2、CH(C1-C8アルキル)(OH)、CH(
C1-C8アルキル)((C1-C8アルキル)SH)、CH(C1-C3アルキル)((C1-C8アルキル)NH2)から成る
群から選択され；
R8はH又はC1-C18アルキルであり；
R5はNHR6であるか、又はR5及びR2はそれらに結合する原子と一緒に4、5又は6員複素環式
環を形成し；
R6はH又はC1-C4アルキルであり；
R7はH及びOHから成る群から選択され；
R9はC16-C30アシル及びC16-C30アルキルから成る群から選択され；
R11及びR13は各々Hであり；
R10及びR12は独立に(C1-C4アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH

2
+)NH2及びCH2(C3-N2複素環)から成る群から選択され；さらに

S1は、結合、又はアスパラギン酸、グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸、ホ
モグルタミン酸、アルギニン、リジン及びヒスチジンから成る群から選択される1つ又は2
つの荷電アミノ酸から成るスペーサーである。
　いくつかの実施態様では、R4はCH(C1-C8アルキル)2又はCH(C1-C8アルキル)OHである。
　Bアミノ酸の非限定的な例には、イソロイシン(N-C1-C10アルキル)、バリン(N-C1-C10ア
ルキル)及びスレオニン(N-C1-C10アルキル)が含まれる。いくつかの実施態様では、Bアミ
ノ酸は、イソロイシン(N-C1-C6アルキル)、バリン(N-C1-C6アルキル)及びスレオニン(N-C

1-C6アルキル)から成る群から選択される。例えば、Bアミノ酸には、イソロイシン(N-メ
チル)、バリン(N-メチル)及びスレオニン(N-メチル)が含まれうる。
【０１５８】
　カテゴリーII：ジペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸Aの組成
　いくつかの実施態様では、プロドラッグの半減期はAアミノ酸のアルファ位の置換基の
数に左右される。例えば、α-一置換アミノ酸（例えばAla）であるAアミノ酸を含むプロ



(58) JP 6701208 B2 2020.5.27

10

20

30

40

50

ドラッグは、α,α-二置換アミノ酸（例えばAib）であるAアミノ酸を含むプロドラッグよ
りもゆっくりと切断され、より長い半減期を有するであろう。
　いくつかの実施態様では、プロドラッグの半減期は、Aアミノ酸のアルファアミノ基に
おけるアルキル化度に左右される。概して、アルキル化度が高ければ高いほど、切断速度
は遅くプロドラッグの半減期は長い。例えば、N-アルキル化Alaを有するジペプチドプロ
ドラッグエレメントは、Alaよりも遅い速度で分離し、より長い半減期を有するであろう
。
　ジペプチドプロドラッグエレメントのAアミノ酸の組成は下記のサブカテゴリーIIA及び
IIBに分類できる。概して、サブカテゴリーIIAのジペプチドプロドラッグエレメントは、
サブカテゴリーIIBのジペプチドプロドラッグエレメントよりも速く分離する。
【０１５９】
　サブカテゴリーIIA：ジペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸Aはアルファ位で二
置換される
　いくつかの実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントのAアミノ酸はアルファ
位で二置換される。これらの実施態様では、サブカテゴリーIA、IB及びICに記載された構
造のR1及びR2は、独立にC1-C10アルキル、C2-C10アルケニル、(C1-C10アルキル)OH、(C1-
C10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(W1)C1-C12アルキル（式中、W1はN
、S及びOから成る群から選択されるヘテロ原子）から成る群から選択されるか、又はR1及
びR2はそれらに結合する原子と一緒にC3-C12シクロアルキルを形成し、さらにR7はH及びO
Hから成る群から選択される。
　例えば、Aアミノ酸にはアミノイソ酪酸（Aib）が含まれる。
【０１６０】
　サブカテゴリーIIB：ジペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸Aはアルファ位で置
換されていないか又は一置換される
　いくつかの実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントのAアミノ酸はアルファ
位で置換されていないか又は一置換される。これらの実施態様では、サブカテゴリーIA、
IB及びICに記載された構造のR1はHであり、サブカテゴリーIA、IB及びICに記載された構
造のR2は、H、C1-C10アルキル、C2-C10アルケニル、(C1-C10アルキル)OH、(C1-C10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(W1)C1-C12アルキルから成る群から選択され
るか（ここでR7はH及びOHから成る群から選択され、W1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）、又はR1及びR2はそれらに結合する原子と一緒にC3-C12シクロア
ルキルを形成するか、又はR2及びR5は、それらに結合する原子と一緒に4、5又は6員複素
環式環を形成する。
　いくつかの実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントのAアミノ酸は‘D’立体
空間配置を有する。これらの実施態様のAアミノ酸の非制限的な例にはリジン、システイ
ン及びアラニン、例えばd-リジン、d-システイン及びd-アラニンが含まれる。いくつかの
実施態様では、d-立体空間配置は、プロドラッグペプチドのタンパク分解性分解を低下さ
せることにより半減期を延長することができる。
　いくつかの実施態様では、Aアミノ酸は、1から4つの炭素原子を有する基でN-アルキル
化され、例えばAla(N-C1-C4アルキル)、Lys(N-C1-C4アルキル)、及びCys(N-C1-C4アルキ
ル)である。例えば、Aアミノ酸は、Ala(N-メチル)、Lys(N-メチル)、及びCys(N-メチル)
でありうる。Aアミノ酸のN-アルキル化はジペプチドプロドラッグエレメントのQからの切
断速度を低下させ、より長い半減期を提供する。
【０１６１】



(59) JP 6701208 B2 2020.5.27

10

20

30

40

50

　カテゴリーIII：ジペプチドプロドラッグエレメント（A-B）とペプチドドラッグ（Q）
との連結部位
　いくつかの実施態様では、プロドラッグの半減期は、ジケトピペラジン形成時の脱離基
の立体障害、求核性及び安定性に左右される。脱離基の立体障害が少ないほど、脱離基の
求核性が低いほど、又は切断後の脱離基が安定であればあるほど、プロドラッグの半減期
は短い。Qの脱離基のタイプは、下記のサブカテゴリーIIIA及びIIIBに記載するように、A
-B-CとQのアミノ基との間の連結のタイプによって決定できる。概して、サブカテゴリーI
IIBのジペプチドプロドラッグエレメントは、サブカテゴリーIIIAのジペプチドプロドラ
ッグエレメントより速くQから分離し、より短い半減期を有する。
　サブカテゴリーIIIA：Qの脂肪族アミノ基に連結されるA-B
　いくつかの実施態様では、A-B-Cは、A-B-CとQの脂肪族アミノ基との間でアミド結合に
よりQに連結され、本明細書で先きに記載したように、生理学的条件下のPBSにおいて少な
くとも約1時間から約1週間のA-BのQからの化学的切断半減期（t1/2）を有するプロドラッ
グが得られる。
　いくつかの実施態様では、A-B-Cは、A-B-CとQのN-末端アミノ酸のアルファアミノ基と
の間でアミド結合によりQに連結される。例えば、サブカテゴリーIA、IB及びICのいずれ
かのBアミノ酸並びにサブカテゴリーIIA及びIIBのいずれかのAアミノ酸を有するジペプチ
ドプロドラッグエレメントをQのN-末端アミノ酸に、より具体的にはインスリンA又はB鎖
のN-末端アミンに連結し、生理学的条件下のPBSにおいて少なくとも約1時間から約1週間
のA-BのQからの化学的切断半減期（t1/2）を有するプロドラッグを得ることができる。
　いくつかの実施態様では、A-B-Cは、A-B-CとQのアミノ酸の側鎖の脂肪族アミノ基との
間でアミド結合によりQに連結される。例えば、サブカテゴリーIA、IB及びICのいずれか
のBアミノ酸並びにサブカテゴリーIIA及びIIBのいずれかのAアミノ酸を有するジペプチド
プロドラッグエレメントをQのアミノ酸の側鎖の脂肪族アミノ基に連結し、生理学的条件
下のPBSにおいて少なくとも約1時間から約1週間のA-BのQからの化学的切断半減期（t1/2
）を有するプロドラッグを得ることができる。
　いくつかの実施態様では、A-B-Cが、A-B-CとQの脂肪族アミノ基との間でアミド結合に
よりQに連結されるとき、Aはα,α-二置換アミノ酸（サブカテゴリーIIA）であるか又はB
はN-アルキル化（サブカテゴリーIA、IB又はIC）されるべきであるか又はその両方である
。例えば、Aがα-一置換アミノ酸（例えばAla）であり、BがN-アルキル化されず、さらに
A-B-CがQの脂肪族アミノ基を介してQに結合するとき、A-Bの有意な切断はないであろう。
　他の実施態様では、A-B-Cが、A-B-CとQの脂肪族アミノ基との間でアミド結合によりQに
連結され、さらにAがアルファ位で非置換であり（例えばグリシン）かつBがサブカテゴリ
ーIAのアミノ酸（N-アルキル化グリシン）であるとき、Bアミノ酸のN-アルキル置換基は
少なくとも5つの炭素原子の長さを有する（例えばN-C5-C8アルキル）。
　さらに他の実施態様では、A-B-Cが、A-B-CとQの脂肪族アミノ基との間でアミド結合に
よりQに連結され、さらにAアミノ酸がアルファ位で非置換又は一置換（サブカテゴリーII
B）であるとき、Bアミノ酸はプロリンではない。
【０１６２】
　サブカテゴリーIIIB：Qの芳香族アミノ基に連結されるA-B
　いくつかの実施態様では、A-B-Cは、A-B-CとQのアミノ酸の側鎖の芳香族アミノ基との
間でアミド結合によりQに連結され、本明細書で先きに記載したように、生理学的条件下
のPBSにおいて少なくとも約1時間から約1週間のA-BのQからの化学的切断半減期（t1/2）
を有するプロドラッグが得られる。例えば、サブカテゴリーIA、IB及びICのいずれかのB
アミノ酸並びにサブカテゴリーIIA及びIIBのいずれかのAアミノ酸を有するジペプチドプ
ロドラッグエレメントをQのアミノ酸の側鎖の芳香族アミノ基に連結し、生理学的条件下
のPBSにおいて少なくとも約1時間から約1週間のA-BのQからの化学的切断半減期（t1/2）
を有するプロドラッグを得ることができる。
　カテゴリーIによって規定されるBアミノ酸のいずれかをカテゴリーIIによって規定され
るAアミノ酸のいずれかと結合させてジペプチドプロドラッグエレメントを形成できる。
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ドラッグの半減期は以下の選択により調整することができる：
（i）Aアミノ酸のアルファ位の置換基の数；
（ii）A及びBアミノ酸のN-アルキル化度；
（iii）Bアミノ酸のベータ位の置換基の数；
（iv）Bアミノ酸の側鎖のかさ高性；
（v）ジケトピペラジン形成時のQの脱離基の立体障害、求核性及び安定性。
【０１６３】
　ジペプチドプロドラッグエレメントA-Bの改変
　上記に記載のジペプチドプロドラッグエレメントは、本明細書で先きに記載したように
、親水性部分、アシル基又はアルキル基を含むようにさらに改変できる。いくつかの実施
態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントはリジンを含み、前記リジンはその側鎖ア
ミノ基を介してアシル基又はアルキル基に連結される。いくつかの実施態様では、ジペプ
チドプロドラッグエレメントはシステインを含み、前記システインは側鎖スルフヒドリル
基を介して親水性部分（例えば40kDのPEG）に連結される。親水性部分、アシル基又はア
ルキル基はジペプチドプロドラッグエレメントに直接又はスペーサーを介して連結される
。いくつかの例示的実施態様では、親水基、アルキル基及び/又はアシル基は、ジペプチ
ドプロドラッグエレメントのAアミノ酸に連結される。
　いくつかの実施態様では、以下のジペプチドプロドラッグエレメントはPEG化される：d
Cys-Gly(N-へキシル)、dCys-Gly(N-メチル)、及びdCys-Phe(N-メチル)。いくつかの実施
態様では、以下のジペプチドプロドラッグエレメントはアシル基を含む：dLys-Gly(N-へ
キシル)、dLys-Gly(N-メチル)、及びdLys-Phe(N-メチル)。いくつかの実施態様では、以
下のジペプチドプロドラッグエレメントはアルキル基を含む：dLys-Gly(N-へキシル)、dL
ys-Gly(N-メチル)、及びdLys-Phe(N-メチル)。
【０１６４】
　例示的実施態様
　本発明のジペプチドプロドラッグエレメントは、カテゴリーIのBアミノ酸のいずれかと
カテゴリーIIのAアミノ酸のいずれかとの組み合わせを含むことができる。ジペプチドプ
ロドラッグエレメントのAアミノ酸として及びBアミノ酸として適切なアミノ酸の非限定的
な例は下記の表に列挙される。
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【０１６５】
　サブカテゴリーIA：ジペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸BはN-アルキル化グ
リシンである
　いくつかの実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントのBアミノ酸はN-アルキ
ル化グリシンである。Bアミノ酸としてN-アルキル化グリシンを有するジペプチドプロド
ラッグエレメントの非限定的な例は下記の表に示される。
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【０１６６】
　サブカテゴリーIB：ジペプチドプロドラッグエレメントのアミノ酸Bはベータ位で置換
されていないか又は一置換される
　いくつかの実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントのBアミノ酸はベータ位
で置換されていないか又は一置換され、相対的にかさ高くない側鎖を有する。ベータ位で
置換されず又は一置換され、かつ側鎖が相対的にかさ高くないBアミノ酸を有するジペプ
チドプロドラッグエレメントの非限定的な例は下記の表に示される。
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【０１６７】
　いくつかの実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントのBアミノ酸は、下記表
に示されるように、ベータ位で一置換され、かつ相対的にかさ高い側鎖を有する。
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【０１６８】
　サブカテゴリーIC：ベータ位で二置換されるジペプチドプロドラッグエレメントのアミ
ノ酸B
　いくつかの実施態様では、ジペプチドプロドラッグエレメントのBアミノ酸はベータ位
で二置換される。ベータ位で二置換されるBアミノ酸を有するジペプチドプロドラッグエ
レメントの非限定的な例は下記の表に示される。
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【０１６９】
　いくつかの例示的実施態様では、Aib-Gly(N-ヘキシル)、dLys-Gly(N-ヘキシル)、dCys-
Gly(N-ヘキシル)、dAla-Gly(N-ヘキシル)、Aib-Gly(N-メチル)、dLys-Gly(N-メチル)、dC
ys-Gly(N-メチル)、dAla-Gly(N-ヘキシル)、Aib-Phe(N-メチル)、dLys-Phe(N-メチル)、d
Cys-Phe(N-メチル)、又はdAla-Phe(N-メチル)が、構造A-B-Cを介してインスリンペプチド
のN-末端アルファアミノ基に連結される。
　ある実施態様にしたがえば、ジペプチドエレメントは、A-BジペプチドのBに以下の3つ
のアミノ酸の1つを含む：Gly(N-ヘキシル)、Gly(N-メチル)、又はPhe(N-メチル)。ジペプ
チドのこれら3つのグループの1つから選択されるジペプチドは、他の全ての要件が同等で
あるならばGly(N-ヘキシル)＞Gly(N-メチル)＞Phe(N-メチル)の相対的切断速度を有する
。ある実施態様では、Cys又はLysが第一位（すなわちAアミノ酸）に提供され、アシル化
又はPEG化の場所を与える。ある実施態様では、AlaがAアミノ酸として用いられ、この場
合にはアシル化又はPEG化は所望されない。ある実施態様では、第一位（すなわちAアミノ
酸）のAibは、天然のアミノ酸（例えばAla、Cys及びLys）と比較して切断速度を高める。
例示的ジペプチドには以下が含まれる：dAla-Phe(N-メチル)、dCys-Phe(N-メチル)、dLys
-Phe(N-メチル)、Aib-Phe(N-メチル)、dAla-Gly(N-メチル)、dCys-Gly(N-メチル)、dLys-
Gly(N-メチル)、Aib-Gly(N-メチル)、dAla-Gly(N-ヘキシル)、dCys-Gly(N-ヘキシル)、dL
ys-Gly(N-ヘキシル)、Aib-Gly(N-ヘキシル)。
【０１７０】
　ある実施態様にしたがえば、医薬組成物が提供され、前記組成物は、本明細書に開示の
新規なインスリンプロドラッグアナローグ（好ましくは少なくとも90%、91%、92%、93%、
94%、95%、96%、97%、98%又は99%の純度レベルにある）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、本明細書に開示するA19インスリンアナロ
ーグを、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/mL、11mg/mL、12mg/mL、13mg/mL、14mg/mL、15mg/mL、16mg/m
L、17mg/mL、18mg/mL、19mg/mL、20mg/mL、21mg/mL、22mg/mL、23mg/mL、24mg/mL、25mg/
mL又はそれ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、さらに任意的に多様な梱包容器内に収められた水溶液を含む。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、患者に当該組成物を投与するため
の使い捨て装置を含むキットの部分として梱包されうる。容器又はキットには、周囲室温
又は冷蔵温度での保温のために付箋を付けることができる。
　ある実施態様では、第一及び第二のインスリンプロドラッグアナローグの混合物を含む
組成物が提供され、この場合、第一及び第二のインスリンプロドラッグアナローグは、プ
ロドラッグエレメントの構造を基準にして互に相違する。より具体的には、第一のインス
リンプロドラッグアナローグは、第二のインスリンプロドラッグアナローグのジペプチド
プロドラッグエレメントとは実質的に異なる半減期を有するジペプチドプロドラッグエレ
メントを含むことができる。したがって、ジペプチドエレメントの置換基の種々の組み合
わせを選択して、所望の時間枠にわたってかつ所定の時間的間隔において制御された態様
で活性化されるインスリンプロドラッグアナローグの混合物を含む組成物を調製すること
ができる。例えば、食事時間に活性なインスリンを放出し、その後、活性化の時間に基づ
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いて放出される適切な投薬により夜間にインスリンを活性化するように組成物を調合する
ことができる。別の実施態様では、医薬組成物は、本明細書に開示するインスリンプロド
ラッグアナローグ及び自然のままのインスリン又は公知の生物活性インスリン誘導体の混
合物を含む。
【０１７１】
　開示のインスリンプロドラッグアナローグは、インスリンペプチドについて以前に記載
された使用のいずれに対しても適切であると考えられる。したがって、本明細書に開示の
インスリンプロドラッグアナローグを用いて、高血糖症を治療するか、又は高血糖レベル
に起因する他の代謝性疾患を治療することができる。したがって、本発明は、高血糖レベ
ルを患う患者の治療に使用される、本開示のインスリンプロドラッグアナローグ及び医薬
的に許容できる担体を含む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
に開示するインスリンプロドラッグアナローグを用いて治療される患者は家畜化動物であ
り、別の実施態様では、治療される患者は人間である。
　本開示にしたがって高血糖症を治療する1つの方法は、本開示のインスリンプロドラッ
グアナローグを患者に標準的な投与ルート（非経口（例えば静脈内、腹腔内、皮下又は筋
肉内、髄腔内、経皮、経直腸）、経口、経鼻又は吸入を含む）を用いて投与する工程を含
む。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、インスリンプロドラッグアナローグ組成物は注射器に予め梱包
される。
【０１７２】
　本明細書に開示するインスリンプロドラッグアナローグは、単独で又は他の抗糖尿病薬
剤と併用して投与することができる。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：自然のままのインスリン、自然のままのグルカゴン及びその機能的誘導体、
スルホニルウレア、例えばトルブタミド（Orinase(商標)）、アセトヘキサミド（Dymelor
TM）、トラザミド（TolinaseTM）、クロルプロパミド（Diabinese(商標)）、グリピジド
（Glucotrol(商標)）、グリブリド（Diabeta(商標)、Micronase(商標)、Glynase(商標)）
、グルメピリド（Amaryl(商標))、又はグリクラジド（Diamicron(商標)）；メグリチニド
、例えばレパグリニド（Prandin(商標))又はナテグリニド（Starlix(商標)）；ビグアニ
ド、例えばメトフォルミン（Glucophage(商標))又はフェンフォルミン；チアゾリジンジ
オン、例えばロシグリタゾン（Avandia(商標)）、ピオグリタゾン（Actos(商標))、又は
トログリタゾン（RezulinTM）、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(商標)）、アカルボース（Precos
e/Glucobay）；エキセナチド（(商標)）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（フルクトース1,6-ビスホスファタ
ーゼ）阻害剤。
【０１７３】
　本明細書に開示するインスリンプロドラッグアナローグを含む医薬組成物は、標準的で
医薬的に許容できる担体及び当業者に公知の投与ルートを用いて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、本明細書に開示する1つ以上のインスリンプロドラ
ッグアナローグ又は医薬的に許容できるその塩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、リン酸緩衝系で約4.0から約7.0
のpHでインスリンプロドラッグアナローグを1mg/mLの濃度で含む。医薬組成物はインスリ
ンプロドラッグアナローグを単独の医薬的に活性な成分として含むことができ、或いはイ
ンスリンプロドラッグアナローグは1つ以上の追加の活性薬剤と組み合わせることができ
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、本明細書に開示するイ
ンスリンプロドラッグアナローグの1つ（好ましくは無菌的かつ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）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インスリンプロドラッグアナロ
ーグを含むことができ、この場合、生じる活性ペプチドは、少なくとも0.5mg/mL、1mg/mL
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、2mg/mL、3mg/mL、4mg/mL、5mg/mL、6mg/mL、7mg/mL、8mg/mL、9mg/mL、10mg/mL、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又はそれより高い濃度で存在する。
ある実施態様では、医薬組成物は、滅菌され、任意的に多様な容器に保存される水溶液を
含んでよい。ある実施態様にしたがえば、本発明の化合物を用いて、すぐに注射できるよ
うに予め処方された溶液を調製することができる。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、当該組成物を患者に投与するための使い捨て装置
を含むキットの部分として梱包することができる。容器又はキットには、周囲室温又は冷
蔵温度での保存のために付箋を付けることができる。
【０１７４】
　本明細書に記載する全ての治療方法、医薬組成物、キット及び他の同様な実施態様は、
インスリンプロドラッグアナローグには全ての医薬的に許容できるその塩が含まれること
を意図する。
　ある実施態様では、キットは、インスリンプロドラッグアナローグ組成物を患者に投与
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分配装置であり、組
成物はエーロゾル装置内に予め梱包される。別の実施態様では、キットは注射器及び針を
含み、ある実施態様では、インスリンアナローグ組成物は注射器内に予め梱包される。
　本発明の化合物は、標準的な合成方法、組換えDNA技術、又はペプチド及び融合タンパ
ク質を調製する任意の他の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
組み換え技術では発現させることはできないが、それらの調製のための技術は当業界では
公知である。非ペプチド部分を含む本発明の化合物は、適用可能な場合には、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することができる。
【実施例１】
【０１７５】
　インスリンA及びB鎖の合成
　インスリンA及びB鎖は、Boc化学反応を用いて、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）樹脂で合成した。ペ
プチドは、HF/p-クレゾール（95：5）を0℃で1時間用いて樹脂から切断した。HF除去及び
エーテル沈殿の後で、ペプチドを50%酢酸水に溶解し凍結乾燥させた。また別には、ペプ
チドはFmoc化学反応を用いて合成した。ペプチドは、トリフルオロ酢酸(TFA)/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。過剰量
のジエチルエーテルの添加によりペプチドを沈殿させ、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でモニターし、質量分析法で確認した（ESI又はMALDI）。
　インスリンA鎖はアミノ酸7位にただ1つの遊離システインを有し、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として保護されるように合成した。インス
リンB鎖は7位にただ1つの遊離システインを有し、他のシステインはアセトアミドメチルB
-(SH)7(Acm)19として保護されるように合成した。粗ペプチドは通常のRP-HPLCによって精
製した。
　合成A及びB鎖は、US-2011-0257076（その開示は参照により本明細書に含まれる）で以
前に開示されたように、それらの自然のままのジスルフィド結合により連結された。対応
するB鎖をDMF又はDMSOに溶解してCys7-Npys誘導体に活性化させ、2,2’-ジチオビス(5-ニ
トロピリジン)(Npys)と1：1のモル比により室温で反応させた。活性化はRP-HPLCによりモ
ニターし、生成物をESI-MSで確認した。
　最初のB7-A7ジスルフィド結合は、対応するA-(SH)7(Acm)6,11,20及びB-(Npys)7(Acm)19

（1：1モル比）を合計ペプチド濃度10mg/mLで溶解することによって形成させた。鎖の結
合反応が完了したとき、混合物を50%酢酸水濃度に希釈した。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せた。40倍モル過剰のヨウ素を溶液に添加し、混
合物を室温でさらに1時間撹拌した。反応はアスコルビン酸水溶液の添加により終了させ
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た。混合物をRP-HPLCにより精製し、最終化合物をMALID-MSにより確認した。表1のデータ
で示すように、この手順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
合成することができる（前記系には、例えば米国特許7,045,337号及び7,083,970号に教示
された系が含まれる）。
表1：自然のままのインスリンと対比した合成インスリンの活性

【実施例２】
【０１７６】
　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 NaCl、0.2N酢
酸及び0.1N Na2CO3から構成された。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時間に及んだ。反応の程度をRP-HPLCによりモニターし、反応収率は約50%で
あった。
b.精製
　反応混合物を0.1% TFAで2－5倍に希釈し、調製用RP-HPLCカラムに適用した。HPLC条件
：C4カラム；流速10mL/分；A緩衝液は10% ACN及び0.1% TFA水溶液；B緩衝液はACN中0.1% 
TFA、0－40%（0－80分）のB％直線勾配；PEG-インスリン又はアナローグは約35%B緩衝液
で収集された。所望の化合物はMALDI-TOFで確認し、続いて亜硫酸分解又はトリプシン分
解により化学的に改変した。
【０１７７】
　N-ヒドロキシスクシンイミドによるアミン基（N-末端およびリジン）のPEG化
ａ．合成
　インスリン（又はインスリンアナログ）をmPEG20k-NHSと共に、0.1Nのビシンバッファ
ー(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反応の進行をRP-HPLC
によりモニターした。反応収率は室温２時間後に約90%であった。
ｂ．精製
　反応混合物を2－5倍に希釈し、RP-HPLCにロードした。HPLC条件：C4カラム；流速10mL/
分；A緩衝液は10% ACN及び0.1% TFA水溶液；B緩衝液はACN中0.1% TFA；0－40%（0－80分
）のB%直線勾配；PEG-インスリン又はアナローグは約35%Bで収集された。所望の化合物は
MALDI-TOFで確認し、続いて亜硫酸分解又はトリプシン分解により化学的に改変した。
【０１７８】
　フェニルアラニンの芳香環のアシル基の還元アミノ化PEG化
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から4.4）に溶解した。反応溶液は、0.1N NaCl、0.2N
酢酸及び0.1N Na2CO3から構成された。インスリン又はインスリンアナローグ濃度は室温
で24時間に約0.5mg/mLであった。反応プロセスをRP-HPLCによりモニターした。変換反応
は約50%であった（HPLCにより計算）。
b.精製
　反応混合物を2－5倍に希釈し、RP-HPLCにロードした。HPLC条件：C4カラム；流速10mL/
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分；A緩衝液は10% ACN及び0.1% TFA水溶液；B緩衝液はACN中に0.1% TFA；0－40%（0－80
分）のB%直線勾配；PEG-インスリン又はPEG-インスリンアナローグは約35%B緩衝液で収集
された。所望の化合物はMALDI-TOEで確認し、続いて亜硫酸分解又はトリプシン分解によ
り化学的に改変した。
【実施例３】
【０１７９】
　インスリン受容体結合アッセイ：
　インスリン又はIGF-1受容体に対する各ペプチドの親和性を、シンチレーション近接技
術を利用する競合結合アッセイで測定した。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）でペプチドの3倍連続希釈物を作成し、0
.05nM (3-[125I]-ヨードチロシル) A TyrA14インスリン又は(3-[125I]-ヨードチロシル) 
IGF-1（Amersham Biosciences, Piscataway, NJ）と96ウェルプレート（Corning Inc., A
cton, MA）で混合した。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マイクログラムアリコットを各ウェルに提供し、ポリエチレ
ンイミン処理コムギ胚芽アグルチニンA型シンチレーション近接アッセイビーズ（Amersha
m Biosciences, Piscataway, NJ）を0.25mg/ウェルで添加した。800rpmで5分振盪後、プ
レートを室温で12時間インキュベートし、MicroBeta1450液体シンチレーションカウンタ
ー（Perkin-Elmer, Wellesley, MA）で放射能を測定した。非特異的結合（NSB）放射能は
、試験サンプルの最高濃度よりも4倍過剰濃度の“コールド”の自然のままのリガンドを
含むウェルで測定した。全結合放射能は競合物を含まないウェルで検出した。パーセント
特異的結合は以下のように計算した：%特異的結合＝(結合－NSB/総結合－NSB)ｘ100。IC5
0値はOriginソフトウェア（OriginLab, Northampton, MA）を用いることによって決定し
た。
【実施例４】
【０１８０】
　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スリンアナローグ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, Cambridg
e, MA）に播種し、以下を補充したダルベッコー改変イーグル培地（Dulbecco’s modifie
d Eagle medium、DMEM）で、37℃、5% CO2及び90%湿度で16－20時間培養した：100IU/mL
ペニシリン、100μg/mLストレプトマイシン、10mM HEPES及び0.25%ウシ成長血清（HyClon
e SH30541, Logan, UT）。0.5%ウシ血清アルブミン（Roche Applied Science #100350, I
ndianapolis, IN）を補充したDMEMでインスリン又はインスリンアナローグの連続希釈物
を調製し、付着細胞を含むウェルに添加した。5% CO2を含む37℃の湿潤雰囲気中で15分間
インキュベートした後、細胞を室温で20分間パラホルムアルデヒドにより固定し、リン酸
緩衝食塩水（pH7.4）で2回洗浄し、さらにPBSに2%のウシ血清アルブミンで1時間ブロック
した。続いてプレートを3回洗浄し、製造業者の推奨により2%のウシ血清アルブミンを含
むPBSで再構成した、ホスホチロシンに対するセイヨウワサビペルオキシダーゼ結合抗体
（Upstate biotechnology #16-105, Temecula, CA）を満たした。室温で3時間インキュベ
ートした後、4回洗浄し、0.1mLのTMB単溶液基質（Invitrogen, #00-2023, Carlbad, CA）
を各ウェルに添加した。発色は0.05mLの1N HCLの添加により5分後に停止させた。450nmの
吸収をTitertek Multiscan MCC340（ThermoFisher, Pittsburgh, PA）で測定した。吸収
対ペプチド濃度の用量応答曲線をプロットし、EC50値をOriginソフトウェア（OriginLab,
 Northampton, MA）を用いて決定した。
【実施例５】
【０１８１】
　モデルジペプチドの切断速度の決定（PBS中）
　ジペプチドN-末端伸長部の切断速度を調べることができる、特定のヘキサペプチド（HS
RGTF-NH2（配列番号:17））をモデルペプチドとして用いた。ジペプチド伸長モデルペプ
チドをBoc保護サルコシンで調製し、続けてリジンをモデルペプチド結合樹脂に付加して
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、調製用HPLCで精製した。
　対応するプロペプチドの切断速度を決定した。プロペプチド及びモデル親ペプチドの濃
度をそれらの対応するピーク面積によって決定した。種々の時間間隔におけるプロドラッ
グの濃度の対数をプロットすることによって、プロドラッグの一次解離速度定数を決定し
た。この図の勾配は速度定数‘k’を提供する。多様なプロドラッグの切断半減期を以下
の式を用いて計算した：t1/2＝.693/k。このモデルペプチドHSRGTF-NH2（配列番号:17）
のLys-Sar伸長部分の半減期は14.0時間と決定された。
【実施例６】
【０１８２】
　全てがd-アイソフォームのモデルペプチドで決定されるジペプチド血中切断速度半減期
　また別のモデルヘキサペプチド（dHdTdRGdTdF-NH2（配列番号:21））を用いてジペプチ
ド血中切断速度を決定した。各アミノ酸のd-異性体を用いて、プロドラッグ伸長部分を除
きモデルペプチドの酵素的切断を防いだ。このモデルd-異性体ヘキサペプチドはl-異性体
と同様な態様で合成された。ペプチドAについて先きに報告したように、サルコシン及び
リジンを連続的にN-末端に付加して、ペプチドB（dLys-dSar-dHdTdRGdTdF-NH2（配列番号
:59））を調製した。
　対応するプロペプチドの切断速度を決定した。プロペプチド及びモデル親ペプチドの濃
度をそれらの対応するピーク面積によって決定した。種々の時間間隔におけるプロドラッ
グの濃度の対数をプロットすることによって、プロドラッグの一次解離速度定数を決定し
た。この図の勾配は速度定数‘k’を提供する。このモデルペプチドdHdTdRGdTdF-NH2（配
列番号:21）のLys-Sar伸長部分の半減期は18.6時間と決定された。
【実施例７】
【０１８３】
　実施例5に記載した手順を用いて、モデルヘキサペプチド（HSRGTF-NH2（配列番号:17）
）に連結された別のジペプチドの切断速度を決定した。これらの実験で得られた結果は表
2及び3に提示されている。
【０１８４】
表2：N-末端パラ-アミノ-Pheの側鎖に連結されるジペプチドO-UのPBS中でのモデルヘキサ
ペプチド（HSRGTF-NH2（配列番号:17））からの切断
【０１８５】
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【０１８６】
表3：1位（X）でヒスチジン（又はヒスチジン誘導体）に連結されたジペプチドU-OのPBS
中でのモデルヘキサペプチド（XSRGTF-NH2（配列番号:17））からの切断
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【０１８７】
　加えて、IGF1 YLインスリンアナローグの多様なプロドラッグ誘導体を調製した。この
場合、ジペプチドエレメントは、IGF1 YLの19位に存在する4-アミノ-フェニルアラニン残
基を介してアミド結合により連結されている。実施例5の手順を用いたこれらの化合物のi
n vitro分析は、これらの化合物の活性は、PBS緩衝液又は20%血漿中でインキュベートさ
れる時間とともに増加することを明らかにした。加えて、IGFアナローグプロドラッグMIU
30：A1(aF19-dLys(Ac),Sar)（A19 4-アミノPheを介しかつそれとのアミド結合により連結
されたジペプチド）のin vitro活性を、インスリン受容体結合について20%血漿中でのイ
ンキュベーションの時間経過にしたがい（1時間、3時間、6時間、9時間及び10.5時間）自
然のままのインスリンと対比して測定した。表3Aは、37℃の20%血漿/PBSでのインキュベ
ーションにおける相対的インスリン受容体結合の時間経過を比較する。in vitro結合アッ
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セイ（表3A参照）及びin vitroリン酸化アッセイ（表3B参照）で提供されるデータが示す
ように、プロドラッグ型が活性なIGF1 YLペプチドに変換されるので、時間の経過ととも
にA19 IGFプロドラッグ誘導体サンプルから活性の増加が回復する。
【０１８８】
表3A

表3B

　インスリンアナローグMIU-30a：B1(Y16,L17,Y25)29a:A1(dLys(Ac),Sar-aF19)（A19 4-
アミノPheを介しかつそれとのアミド結合により連結されたジペプチド）、20%血漿を含む
PBS（pH7.4）に溶解し37℃で48時間インキュベートしたMIU30（“MIU-30c”を生じる）を
投与されたC57/Blkマウスを用いるin vivo耐糖試験。0時間（MIU30a）及び48時間（MIU30
c）インキュベートしたサンプルを取り出し、C57ブラックマウスに90nmol/kg及び270nmol
/kgで注射し、糖低下を測定した（インスリン耐性試験）。図1Aでは、8時間の間の種々の
時点におけるMIU30a及びMIU30cの糖低下プロフィールが示されている。親化合物は低い効
能を有するが、20%血漿で48時間インキュベートした後では（“MIU30c”を生じる）効能
は増加する（図1A参照）。図1Bでは、ビヒクルと比較したMIU30a及びMIU30cの総血糖は弁
別的な曲線下面積（AUC）として示されている。90nmol/kgでは、MIU30aは糖変化をほとん
ど示さないが、MIU30cは相当な低下を引き起こす。270nmol/kgでは、MIU30a及びMIU30cは
ともに糖低下を示すが、後者のサンプルははるかに強い低血糖効能を有する。要約すれば
、インスリンアナローグMIU30のプロドラッグ型は、生理学的条件下での親インスリンア
ナローグへのex vivo変換前に注射したときには相当に弱い糖低下効能を示す。これらのi
n vivoの結果はin vitro分析と一致する。プロドラッグの半減期は約20時間と概算される
。
【実施例８】
【０１８９】
　インスリンプロドラッグアナローグの比較インスリン耐性
　正常マウスにインスリンヘテロダイマーアナローグ[B1(Y16,L17,Y25)29a:A1(aF19-NH2)
]又はそのプロドラッグ誘導体を投与した。プロドラッグ誘導体MIU-29：[B1(Y16,L17,Y25
)29a:A1(aF19-dLys(Ac),NLeu)]は4-アミノ-フェニルアラニン置換基をA19位に含み、ここ
でジペプチドdLys(Ac),NLeuはA19残基の4-アミノの位置に共有結合で連結されている。こ
のジペプチドは生理学的条件下で約4.4時間の半減期で自己切断するであろう。プロドラ
ッグ誘導体[B1(Y16,L17,Y25)29a:A1(aF19-dLys(Ac),NLeu)]をex vivoで24時間インキュベ
ートした後、生じた化合物をマウスに投与し、その血糖低下能力を親化合物と比較した。
2つの化合物はほぼ同一の性能を示した。
　インスリンプロドラッグアナローグのアシル化を精査し、in vivo保持時間が強化され
るか否かを決定した。MIU42 [B1(Y16,L17,Y25)29a:A1(dLys(rE-C14),Sar-aF19)](アシル
化ジペプチドプロドラッグエレメントを有する)のin vitro活性は、非アシル化プロドラ
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ッグと比較して、30%のACN/PBS中でのex vivoインキュベーション（pH7.4、37℃）時間（
プロドラッグ変換の時間を提供する）とともに増加する（図2参照）。予備インキュベー
ション工程無しに投与されるMIU42プロドラッグを用いて実施した比較インスリン効能試
験は、このプロドラッグは非プロドラッグ親化合物（MIU-27）と比較してあまり強力では
ないことを示した。このことはまた、アシル化インスリンアナローグMIU-46 [B1(H5,10 Y
16,L17,Y25, K29-C14)28a:A1(N18,21, aF19NH2)]（B29位にアシル化を有する）に関して
もその通りであることが見出された。この化合物は、マウスでin vivo試験を実施したと
きに所望のin vivo効能又は基礎プロフィールを示さなかった。したがって、少なくとも
マウスではアシル化は所望のプロフィールをもたらさない。
【実施例９】
【０１９０】
　PEG化インスリンプロドラッグアナローグの生合成及び精製
　固相Boc化学反応を用いて、IGF1 B鎖(2-25) H5,10 Y16 L17 SH7 Acm19アミドをMBHA樹
脂で合成した。このペプチドをアミノ酸側鎖保護の同時除去により樹脂から切断した後、
粗B鎖をDMSO中で2,2’-ジチオビス(5-ニトロピリジン)と混合してCys7のシステイン-NpyS
誘導体を得た。Boc-アミノオキシアセチル（Aoa）のB鎖N-末端への添加は、B鎖とBoc-Aoa
-OSuとの間の反応を介して達成された。US-2011-0257076（その開示は参照により本明細
書に含まれる）に記載された“1+2”の方法を用いて、精製IGF1 B鎖(2-25)(BocAoa)0 H5,
10 Y16 L17 SH7 Acm19アミドをIGF1 A鎖Acm6,7,11 N18,21 (aa1aa2)-pNH-F19酸と結合さ
せて、B鎖のN-末端にBoc-Aoaを有するインスリンアナローグを生成した。スカベンジャと
してO-(カルボキシメチル)ヒドロキシルアミンヘミヒドロクロリドの存在下での6N HClに
よる簡単な処理により前記ペプチドを処理してBocを除去した。Boc除去及び精製の後で、
前記ペプチドを3mg/mLの濃度で1%アミン/30% ACN/0.2M NaOAc（pH4.6）に溶解した。2倍
過剰量の20KD PEG-プロピオンアルデヒドを前記溶液に添加し、反応物を室温で1時間撹拌
し、続いて最終的な精製を実施してPEG化インスリンアナローグを得た。
　二鎖インスリンアナローグのアミノ末端への20kDa PEGの添加はインスリンアナローグ
の効能を低下させる。自己切断性ジペプチドプロドラッグエレメント（dLys(rE-C14),Nle
u）のA19位への添加は当該化合物の効能を約100倍さらに低下させる。しかしながら、こ
のプロドラッグのPBS中での37℃で78時間（ジペプチドは約4.4時間の半減期を有する）の
予備インキュベーションは親のPEG化された化合物に近い値にその効能を回復させる。
表4を参照されたい（表4は、in vitroリン酸化アッセイで測定したときのインスリン受容
体A及びBサブタイプにおける当該アナローグのEC50を列挙する）。
表4：PEG化インスリンプロドラッグの活性

【実施例１０】
【０１９１】
　単鎖インスリンアナローグの生合成及び精製
　IGF-I C鎖を介して自然のままのインスリンB及びA鎖を含む（B0-C1-A0）インスリンIGF
-Iミニジーンを、酵母ピキア・パストリス（Pichia pastoris）での構成的発現及び組換
えタンパク質の精製のために、GAPプロモーター（グリセロアルデヒド-3-ホスフェートデ
ヒドロゲナーゼ（GAPDH）のプロモーター）下にて発現ベクターpGAPZαA（Invitrogenか
ら購入）でクローニングした。ミニジーンを、サッカロミセス・セレビシアエ（Saccharo
myces cerevisiae）のα-接合因子リーダーシグナルをコードするN-末端ペプチドに当該
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配列との間のKex2切断部位を用いて、自然のままのアミノ末端を有するミニジーンの分泌
のためにリーダー配列を切断した。B0-C1-A0ミニジーンの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）、1
0位（P10A）、11位（Q11A）及び12位（T12A）に単部位アラニン変異を導入した。
　エレクトロポレーションによって、B0-C1-A0ミニジーンを含むミニジーン、11のアラニ
ン変異体、及び他の選別誘導体を酵母ピキア・パストリスに形質導入した。陽性形質転換
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、さらに酵
母ゲノムへの構築物の組み込みをPCRによって確認した。833塩基対のPCR生成物がアガロ
ースDNAゲルで可視化された。インスリンアナローグは対応する酵母株の発酵によって生
成された。酵母細胞を20分間5Kの遠心分離によって500mLのベックマン（Beckman）遠心分
離管でペレットにし、培養液をその後のタンパク質精製のために維持した。
【０１９２】
　増殖培養液上清を0.2μmミリポアフィルターでろ過した。当該上清にアセトニトリル（
ACN）を20%の最終体積で添加した。20% ACN水で予め平衡化したアンバーライト（Amberli
te）XAD7HP樹脂（Sigma）で、前記上清を精製した。続いて、樹脂を30mLの20% ACN水で2
回洗浄し、さらに0.1%のTFAを含む30% ACN水で夾雑物を除去した。0.1% TFAを含む54%のA
CN水で部分精製インスリンアナローグをカラムから溶出し、凍結乾燥させた。凍結乾燥サ
ンプルを0.025M NH3HCO3（pH8）に再懸濁し、Luna C18カラム（粒子サイズ10μm、ポアサ
イズ300Å）で精製した。タンパク質はACN水の20－60%の直線勾配を用いてカラムから溶
出させた。MALDI-MS陽性分画をプールし、使い捨てシンチレーションバイアルにその後の
凍結乾燥のために移した。続いて、凍結乾燥サンプルを0.1% TFA含有20% ACN水に再懸濁
し、Luna C18カラム（粒子サイズ10μm、ポアサイズ300Å）で精製した。タンパク質をAC
N水の18－54%の直線勾配を用いてカラムから溶出させた。タンパク質溶出を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担保した。
　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受容体の両方で等
しく有効であることを示した。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
Cペプチドの8アミノ酸への短縮は、IGF-1受容体活性の顕著な低下によってインスリン作
用の特異性で選択的強化を提供した。表5A及び5Bに提供されるデータを参照されたい。
表5A：インスリン結合及びリン酸化分析（B0C1A0）

表5B：IGF-1結合及びリン酸化分析（B0C1A0）
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【０１９３】
　Cペプチドの2及び3位はIGF-1受容体で改変にもっとも鋭敏であるが、インスリン受容体
では改変に対して比較的免疫性を提供する。アナローグの全てが単一単位のナノモル活性
を維持するが、ある種の特異的アナローグは効能のわずかな強化を提供した（低い単一単
位ナノモル）。大半のインスリン選択性アナローグは、Cペプチドの最後の4残基を欠きC-
ペプチドの2位のアラニン変異又は前記2つの変異の組み合わせを有するものであった。
　インスリン/IGFキメラの安定性を、インスリンアナローグをインスリン特異的分解酵素
（IDE）に暴露し活性をアッセイすることによって精査した。
　インスリン分解アッセイ：rDNAラットIDEはEMDケミカルズ社から入手した。ペプチドは
重炭酸アンモニウム緩衝液中の15mMアリコットとして調製した。初期濃度は276nmでのUV
吸収を基準に概算し、さらに内部標準物とのHPLC分析によって確認した。溶液のpHは7.8
－8.4に維持した。IDEを添加し、消化は時間経過の間37℃で実施した（12から48時間）。
実験にしたがって1：350－450の酵素：基質比を用いた。HPLC分析のために、時間間隔に
したがってアリコットをTFA緩衝溶液（参照ペプチドを含む）に取り出した。活性の評価
のために、別のアリコットをDMEMアッセイ培養液に取り出した。全てのアリコットは直ち
にドライアイス上で凍結され、分析まで-55℃で維持された。
　HPLC分析：被験ペプチドの分解プロフィールをHPLCアッセイで評価した。TFA緩衝液を
用いるベックマンコールター系に接続したAgilant  Zorbax C8カラムで各アリコットにつ
いて2回の試験を実施した（10分の間に20から60% Bの勾配、ここでB＝90% AcN）。
　生物活性：IDEとのインキュベーション後のアナローグの残留効能を、インスリン受容
体リン酸化ELISAアッセイの50%有効濃度（EC50）として決定した。酵素分解時に調製され
たペプチドをインスリン受容体リン酸化による生物活性アッセイに付したとき、我々は、
全てのインスリン及びIGF-2 A-鎖アナローグは実質的に全ての活性を失うが、IGF-1 A-鎖
アナローグはいずれも活性を維持することに気付いた。インスリンアナローグのインスリ
ン特異的分解酵素（IDE）による切断は極端に激しく、A鎖が自然のままのインスリン配列
から誘導されるインスリンでは容易に検出される。対照的に、A鎖がIGF-1の配列から誘導
されるアナローグはタンパク質分解に極端に耐性であるように思われる。
　安定性の増加が分裂促進性の増加を生じるかもしれないという予想は、しかしながらよ
り高インスリン効能アナローグと増殖増加との相関性であるとは思われなかった。さらに
また、かつタンパク質分解安定性にとって特に重要であるが、IDEに対しより耐性である
アナローグがより強い分裂促進性潜在能力を有するとは思われなかった。
　一連のインスリンアナローグを正常マウス（Melior Research Labs）でのin vivo試験
に付した。標準的インスリン治療と比較したとき、問題のペプチドは全て同様な又は強化
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されたブドウ糖低下効能を示した。しかしながら、同じB鎖を有するインスリンA鎖のアナ
ローグとIGF1 A鎖のアナローグを比較したとき、効能に顕著な相違は観察されなかった。
このことは、インスリンのIDE分解及びクリアランスは主要な又は生理的に関係のあるメ
カニズムではないという結論を支持する。
【実施例１１】
【０１９４】
　N-アルキル化及び脂質化インスリンプロドラッグの生合成及び精製
　1．図14Aで概略したトリペプチドの液相合成
　Ugi反応の一般的手順（8a、8b）
　第一アミンの溶液及びMeOH中のアルデヒドを室温で1時間撹拌し、続いてt-Boc-D-Lys(F
moc)又はFmoc-D-Lys(t-Boc)及びメチルイソシアノアセテートを添加した。反応混合物を
室温で10時間撹拌し、減圧下で濃縮した。残留物をフラッシュカラムクロマトグラフィー
で精製して生成物を得た。
　脂肪酸アシル化のための一般的手順（9a、9b）
　リジン側鎖の保護基を、1% ピペリジン/1% 1,8-ジアザビシクロウンデカ-7-エン（DBU
）/ジクロロメタン（8aのため）又は50% TFA/DCM（8bのため）を用いて除去した。遊離ア
ミンを適切な脂肪酸により、N-(3-ジメチルアミノプロピル)-N’-エチルカルボジイミド
ヒドロクロリド/DCN中の6-クロロ-1-ヒドロキシベンゾトリアゾール脱水物の存在下でア
シル化し、得られた生成物をフラッシュクロマトグラフィーで精製した。
　メチルエステルの加水分解のための一般的手順（10a、10b）
　メチルエステルを、塩基性条件下で水酸化リチウムのTHF/水の溶液で加水分解した。続
いてHCl溶液の添加により反応物をpH2に調整し、反応混合物をDCMで抽出し、フラッシュ
カラムクロマトグラフィーによって生成物を回収した。
　カルボン酸活性化のための一般的手順（11a、11b）
　カルボン酸をNMP中のDIC/NHSを用いてNMP活性化するか、又はDIC/NHS/NMPによって活性
化して次の工程で用いた。
【０１９５】
　2．トリペプチドの固相合成（図14B）
　Fmoc保護アミノ酸のローディングのための一般的手順（1）
　1.0g（1.1mmol）の2-クロロトリチルクロリド樹脂（100-200メッシュ；1% DVB；ローデ
ィング1.1mmol/g）、Fmoc保護アミノ酸（2.2mmol、2eq.）及び350μLのN,N-ジイソプロピ
ルエチルアミン（2.2mmol、2eq.）をDCM（10mL）中に懸濁し、室温で一晩振盪した。樹脂
を水切りし、DMF（10mL）で3回、DCM（10mL）で3回洗浄し、続いてDCM（10mL）、MeOH（2
mL）及びN,N-ジイソプロピルエチルアミン（1mL）の溶液で処理して未反応の2-クロロト
リチルクロリドを脱活性化した。最後に、樹脂をDMF（10mL）で3回、及びDCM（10mL）で3
回洗浄し、真空乾燥させた。
　樹脂結合α-ブロモアシル-Gly-アミノ酸のための一般的手順（2）
　樹脂結合1をDMF中の20%ピペリジンで15分間2回処理し、この樹脂をDMF（10mL）、DCM（
10mL）及びDMF（10mL）で再び繰り返し洗浄した。樹脂の0.2g（0.22mmol）部分を、146mg
のa-ブロモ酢酸（1.1mmol、5eq.）、187mgの6-クロロ-1-ヒドロキシベンゾトリアゾール
脱水物（1.1mmol、5eq.）及び154μLのN,N-ジイソプロピルカルボジイミド（1.1mmol、5e
q.）でDMF（3mL）中にて室温で処理した。2時間後、樹脂の水を切り、DMF（10mL）及びDC
M（10mL）で3回洗浄した。
　樹脂結合a-N-(R1)-Glyのための一般的手順（3）
　0.2gの樹脂を3.0mmolの第一アミン及び525μL（3mmol）のDIEAと3mLのDMSO中で室温に
て一晩処理した。続いて樹脂の水を切り、DMF及びDCMで洗浄した。
　樹脂結合t-Boc-D-Lys(Fmoc)-N-(R1)-Gly（4）
　0.2g（0.22mmol）の樹脂3をDMF（10mL）中の20%ピペリジンで処理し、この樹脂をDMF（
10mL）、DCM（10mL）及びDMF（10mL）で再び洗浄し、続いて515mgのt-Boc-D-Lys(Fmocl)-
OH（1.1mmol, 5eq.）、330mgの3-(ジエトキシホスホリルオキシ)-1,2,3-ベンゾトリアジ
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mL）中で一晩室温にて混合した。樹脂の水を切り、DMF（10mL）及びDCM（10mL）で洗浄し
た。
　樹脂結合t-Boc-D-Lys(脂肪酸)-N-R1-Gly-アミノ酸（5）
　樹脂結合4をDMF中の20%ピペリジンで脱保護し、この樹脂をDMF（10mL）、DCM（10mL）
及びDMF（10mL）で再び洗浄した。樹脂の0.2g（0.22mmol）部分を、長鎖脂肪酸（1.1mmol
, 5eq.）、399mgの1-[ビス(ジメチルアミノ)メチレン]-1H-1,2,3-トリアゾロ[4,5-b]ピリ
ジニウム3-オキシドヘキサフルオロホスフェート（HATU）（1.05mmol, 4.75eq.）及び193
μLのDIEA（1.05mmol, 4.75eq.）とDCM（2mL）及びDMF（2mL）中にて室温で一晩処理した
。樹脂の水を切り、DMF（10mL）及びDCM（10mL）で洗浄し、真空化で乾燥させた。
　t-Boc-D-Lys(脂肪酸)-N-R1-Gly-アミノ酸（6）
　樹脂結合5をDCM中の0.1% TFA、20%トリフルオロエタノール（TFE）の10mLで切断した。
1時間後、ろ液を収集し、樹脂を5mLのDCMで洗浄した。ろ液とDCM洗浄物を一緒にまとめ、
減圧下で蒸発させた。この粗物質をフラッシュカラムクロマトグラフィー（溶離液として
DCM中の4%－12% MeOH）で精製し、白色固体又は黄色油として生成物を得た。
　t-Boc-D-Lys(脂肪アシル)-N-R1-Gly-アミノ酸-NHSエステル（7）
　12.8mgの遊離酸6（0.02mmol）を、4.6mg NHS（0.04mmol, 2eq.）及び5.6μLのDIC（0.0
4mmol, 2eq.）を用い1mLのNMP中で一晩活性化し、さらに精製することなく用いた。
【０１９６】
　3．脂肪化トリペプチドとインスリンの連結（図14C及び14Dを参照）
　A1,B29-ジ-tBoc-インスリンを用いる脂質化インスリンプロドラッグの合成（図14C）
　A1,B29-ジ-tBoc-インスリンの調製（12）
　インスリン（150 mg, 0.026mmol）を、2% DIEA/DMF（15mL）に懸濁し、12.7mgの2-(ter
t-ブチルオキシカルボニル-オキシイミノ)-2-フェニルアセトニトリル（0.052 mmol, 2eq
.）を加えて白濁溶液とし、室温で4時間撹拌した。4時間後に溶液は透明になり、続いて
反応を1% AcOH及び20% ACN緩衝液の135mLで停止させた。調製用HPLCにより所望の生成物
を白色粉末として得ることができた（60.2mg, 38.5%収量）。
　トリペプチドとA1, B29-ジ-tBoc-インスリンとのカップリングのための一般的手順（14
）
　NMP/ビシン緩衝液混合物（pH8.2）（3：1）中のA1,B29-ジ-tBoc-インスリンの溶液に、
NMP中のトリペプチドスクシネートエステル（2eq.）の2当量を加えた。反応の進行はLC-M
Sでモニターした。室温で4時間後に反応混合物を過剰な85%リン酸で処理し、水で希釈し
て反応を停止させ、調製用HPLCで精製して生成物を得た。
　A1, B29-ジ-(Fmoc)-インスリンを用いる脂質化インスリンプロドラッグの合成（図14D
）
　A1, B29-ジ-(Fmoc)-インスリン（15）
　インスリン（116mg, 0.02mmol）をNMP（4mL）及びビシン緩衝液（pH8.2）（1mL）の5mL
混合物に溶解した。得られた溶液にFmoc-NHSエステル（13.5mg, 0.04mmol, 2eq.）をゆっ
くりと添加し、反応混合物を室温で撹拌し、LC-MSでモニターした。完了後、1% AcOHと20
% ACN緩衝液の135mLを用いて反応を停止させた。調製用HPLCは所望の生成物を白色粉末と
して提供した（25.2mg、20.5%収量）。
　トリペプチド部分とA1, B29-ジ-(Fmoc)-インスリンのカップリングのための一般的手順
（17）
　NMP/ビシン緩衝液混合物（pH8.2）（3：1）中のA1,B29-ジ-tBoc-インスリンの溶液をNM
P中のトリペプチドスクシネートエステル（2eq.）で処理し、反応をLC-MSでモニターした
。室温で4時間後に反応混合物をDMF中の20%ピペリジンで処理し、0.1Nの塩酸溶液の添加
によって反応を停止させ、調製用HPLCで精製して最終生成物を得た。
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