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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号２０のアミノ酸配列から本質的になるペプチド。
【請求項２】
　前記ペプチドが、（４，１２；７，１５）二環である、請求項１記載のペプチド。
【請求項３】
　原発性若しくは転移性の癌又はポリープを予防又は治療するためのあるいは患者の細胞
でのアポトーシスを誘導するための薬剤の有効量の製造における、配列番号２０の配列を
有するグアニル酸シクラーゼ受容体アゴニストの使用。
【請求項４】
　前記ペプチドが、（４，１２；７，１５）二環性ペプチドである、請求項３記載の使用
。
【請求項５】
　前記癌が、乳、結腸、直腸、肺、卵巣、膵臓、膀胱、前立腺、腎臓又は精巣からなる群
から選択されるメンバーである、請求項３記載の使用。
【請求項６】
　前記薬剤が、ｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼの阻害剤の有効量と共に投与するた
めのものである、請求項３、４又は５に記載の使用。
【請求項７】
　前記ｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼ阻害剤が、スルジナックスルホン、ザプリナ
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スト及びモタピゾンからなる群から選択される、請求項６記載の使用。
【請求項８】
　炎症を予防又は治療するための薬剤の有効量の製造における、配列番号２０の配列を有
するグアニル酸シクラーゼ受容体アゴニストの使用。
【請求項９】
　前記ペプチドが、（４，１２；７，１５）二環性ペプチドである、請求項８記載の使用
。
【請求項１０】
　前記炎症が、喘息、腎炎、肝炎、膵炎、気管支炎及び嚢胞性線維症からなる群から選択
される炎症性疾患である、請求項８記載の使用。
【請求項１１】
　前記患者を胃腸管の炎症性疾患に関して治療する請求項８記載の使用。
【請求項１２】
　前記胃腸管の炎症性疾患が、潰瘍性大腸炎及びクローン病からなる群から選択される炎
症性腸疾患である、請求項１１記載の使用。
【請求項１３】
　前記薬剤が、ｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼの阻害剤の有効量と共に投与するた
めのものである、請求項８記載の使用。
【請求項１４】
　前記ｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼ阻害剤が、スルジナックスルホン、ザプリナ
スト及びモタピゾンからなる群から選択される、請求項１３記載の使用。
【請求項１５】
　ｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼ阻害剤、抗炎症剤、抗ウイルス剤及び抗癌剤から
なる群から選択される少なくとも１つの化合物もまた患者に投与するためのものである、
請求項３記載の使用。
【請求項１６】
　配列番号２０の配列を有するグアニル酸シクラーゼ受容体アゴニストペプチドを含み、
前記ペプチドが治療上有効な量で存在する、単位剤形の薬剤組成物。
【請求項１７】
　ｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼ阻害剤、抗炎症剤、抗ウイルス剤及び抗癌剤から
なる群から選択される少なくとも１つの化合物をさらに含み、前記少なくとも１つの化合
物が治療上有効な量で存在する、請求項１６記載の単位剤形の薬剤組成物。
【請求項１８】
　単位剤形が、錠剤、カプセル、溶液及び吸入製剤からなる群から選択される、請求項１
６又は１７に記載の薬剤組成物。
【請求項１９】
　１つ又は複数の賦形剤をさらに含む請求項１６又は１７に記載の薬剤組成物。
【請求項２０】
　配列番号２０の配列を有するペプチドに結合したポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を
含み、ペプチドがグアニル酸シクラーゼ受容体に結合してｃＧＭＰの生成を刺激し、そし
て前記ペプチドが（４，１２；７，１５）二環性ペプチドである、ペプチド複合体。
【請求項２１】
　患者の癌、炎症又はポリープを治療するための薬剤の有効量の製造における、請求項２
０記載のペプチド複合体の使用。
【請求項２２】
　前記ペプチドが、（４，１２；７，１５）二環性ペプチドである、請求項１６、１７、
１８又は１９に記載の薬剤組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本出願は、２００１年３月２９日に出願された米国仮出願第６０／２７９，４３８号、
２００１年３月２９日に出願された第６０／２７９，４３７号、２００１年６月２７日に
出願された第６０／３００，８５０号、２００１年７月１０日に出願された第６０／３０
３，８０６号、２００１年７月２５日に出願された第６０／３０７，３５８号、及び２０
０２年１月１７日に出願された第６０／３４８，６４６号の特典を特許請求するものであ
る。
【０００２】
　本発明は、細胞内でのｃＧＭＰの生成を高めるための手段としての、グアニル酸シクラ
ーゼ受容体のアゴニストの治療的使用に関する。このアゴニストは単独で、あるいはｃＧ
ＭＰ特異的ホスホジエステラーゼの阻害剤と組み合わせて使用して、特に胃腸管及び肺に
おける癌性、前癌性及び転移性増殖を予防又は治療することができる。さらにこのアゴニ
ストは、潰瘍性大腸炎及び喘息などの炎症性疾患の治療において使用することができる。
【背景技術】
【０００３】
　ウログアニリン、グアニリン及び細菌ＳＴペプチドは、構造的に関連があるペプチドで
あり、これらはグアニル酸シクラーゼ受容体に結合し、環状グアノシン一リン酸（ｃＧＭ
Ｐ）の細胞内での生成を刺激する（１～６）。これによって、腸管の内側の腸細胞から塩
化物を流出させるために、嚢胞性線維症膜貫通型調節タンパク質（ＣＦＴＲ）、先端の膜
チャンネルの活性化がもたらされる（１～６）。ＣＦＴＲの活性化、及びその後の塩化物
の経上皮分泌の増大が、腸の管腔へのナトリウム及び水の分泌を刺激することにつながる
。したがって、ＣＦＴＲ活性のパラクリン調節物質として働くことによって、ｃＧＭＰ受
容体のアゴニストは、ＧＩ管中の流体及び電解質の輸送を調節する（１～６；米国特許第
５，４８９，６７０号）。
【０００４】
　上皮再生のプロセスは、管腔中のＧＩ細胞の増殖、移動、分化、老化、及び最終的な損
失を含む（７、８）。ＧＩ粘膜は、上皮細胞の増殖指標に基づいて、３つの異なるゾーン
に分けることができる。これらのゾーンの１つである増殖ゾーンは、新しい細胞の一定の
源を提供することを担う未分化幹細胞からなる。幹細胞は、それらが突出する管腔に向か
い上方に移動する。細胞は移動するとき、分裂するその能力を失い、ＧＩ粘膜の専門的機
能を行うための分化した状態になる（９）。ＧＩ粘膜の再生は非常に迅速であり、完全な
代謝回転が２４～４８時間以内に起こる（９）。このプロセス中に、突然変異した望まし
くない細胞が、新しい細胞で補充される。したがって、ＧＩ粘膜の恒常性は、増殖とアポ
トーシス率の間のバランスを連続的に維持することによって調節される（８）。
【０００５】
　腸管上皮の細胞増殖とアポトーシスの比は、広くさまざまな異なる状況において、たと
えば加齢、炎症性シグナル、ホルモン、ペプチド、増殖因子、化学物質及び食習慣などの
生理学的刺激に応答して、増大又は減少する可能性がある。さらに、増大した増殖率は、
代謝回転時間の減少及び増殖ゾーンの拡大と関連していることが多い（１０）。増殖指標
は、潰瘍性大腸炎及び他のＧＩ障害の病症例において、非常に高いことが観察されてきて
いる（１１）。したがって腸管の過形成は、胃腸管の炎症及び発癌の主要な促進要因であ
る。
【０００６】
　腸の流体及びイオン分泌の調節物質としてのウログアニリン及びグアニリンの役割に加
えて、これらのペプチドは、ＧＩ粘膜の連続的再生とも関連がある可能性がある。ＷＯ０
１／２５２６６中の以前に公開されたデータによって、ウログアニリンの活性ドメインを
有するペプチドは、結腸内のポリープ進行の阻害剤として機能することができ、結腸癌の
治療物質を構成することができることが示唆される。しかしながら、起こることが主張さ
れているこの機構は、ＷＯ０１／２５２６６が、ＧＣ－Ｃと呼ばれるグアニル酸シクラー
ゼ受容体に特異的に結合し、大腸菌の熱安定性エンテロトキシン（ＳＴ）の受容体として
最初は記載された、ウログアニリンアゴニストペプチドを教示している点において疑わし
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い（４）。このグアニル酸シクラーゼ受容体が欠けているノックアウトマウスは、腸内で
ＳＴに対する耐性を示すが、ウログアニリン及びＳＴの影響が、ｉｎ　ｖｉｖｏで腎臓内
において害されることはない（３）。これらの結果は、グアニリンによって誘導された膜
の脱分極はゲニステイン、チロシンキナーゼ阻害剤によって害されたが、ウログアニリン
によって誘導された過分極は影響を受けなかったという事実によってさらに支持された（
１２、１３）。これらのデータを一緒にして考えると、ウログアニリンは、ＧＣ－Ｃとは
異なる現在知られていない受容体にも結合することが示唆される。
【０００７】
　他の論文によって、ウログアニリン及びグアニリンの生成は、前癌性の結腸ポリープ及
び腫瘍組織中では劇的に減少することが報告されている（１４～１７）。さらに、ウログ
アニリン及びグアニリンの両方の遺伝子は、ヒト結腸癌腫の異型接合性の損失と関連があ
ることが多い、ゲノムの領域に局在することが示されてきている（１８～２０）。これら
の発見を一緒にして考えると、ウログアニリン、グアニリン、及び類似の活性を有する他
のペプチドは、異常な結腸での増殖の予防又は治療において使用することができることが
示される。この提案は、ウログアニリンの経口投与がマウスにおけるポリープ形成を阻害
することを実証している、近年の研究によって支持される（１５、１６）。
【０００８】
　ウログアニリン及びグアニリンペプチドは、細胞のイオンの流れを調節することによっ
て、アポトーシスも助長しているようである。アポトーシスにおける変化は、転移性表現
型への腫瘍の進行と関連してきている。原発性胃腸（ＧＩ）癌は小腸、結腸、及び直腸に
限られるが、骨、リンパ節、肝臓、肺、腹膜、卵巣、脳などの場所に転移及び分散する可
能性がある。Ｋ+の流出及びＣａ++の流入を増大させることによって、ウログアニリン及
び関連ペプチドは、形質転換細胞の死を助長し、これによって転移を阻害することができ
る。
【０００９】
　低下したＣＦＴＲ活性の臨床的症状の１つは、気道の炎症である（２１）。この影響は
、ＮＦ－ｋＢ、ケモカイン及びサイトカインの発現を調節するＣＴＦＲによるものである
可能性がある（２２～２５）。近年の報告によって、ＣＦＴＲチャンネルは、酸化ストレ
スによって引き起こされる炎症に対する保護において重要な役割を果たす抗酸化剤である
、還元グルタチオンの輸送及び維持と関連があることも示唆されてきている（３９）。グ
アニル酸シクラーゼの活性化による、あるいはｃＧＭＰ特異的ホスホジエステラーゼの阻
害によるｃＧＭＰの細胞内レベルの増大によって、これらの炎症性の刺激が下方調節され
るであろうと思われる。したがって、ウログアニリン型アゴニストは、肺（たとえば喘息
）、腸（たとえば潰瘍性大腸炎及びクローン病）、膵臓及び他の器官の炎症性疾患の予防
及び治療において有用であるはずである。
【００１０】
　概して、ウログアニリンなどのグアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニストには、広くさ
まざまな炎症状態、癌（特に結腸癌）の治療において、並びに抗転移剤として、潜在的な
治療価値があると結論付けることができる。したがって、新しいアゴニストの開発は臨床
上非常に重要である。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明は、グアニル酸シクラーゼ受容体の新しいアゴニストの開発、及び天然に存在す
るアゴニストの新たな使用に基づくものである。これらのアゴニストはウログアニリンの
類似体であり、これらの多くは低いｐＨでの受容体の活性化、安定性、活性が向上してお
り、あるいは悪影響が低下している点で、優れた性質を有している。これらのペプチドを
使用して、増大したｃＧＭＰの細胞内レベルに応答する任意の状態を治療することができ
る。ｃＧＭＰの細胞内レベルは、細胞内でのｃＧＭＰの生成を増大させることによって、
かつ／あるいはｃＧＭＰ特異的ホスホジエステラーゼによるその分解を阻害することによ
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って増大させることができる。治療又は予防することができる特異的な状態には、炎症状
態、癌、ポリープ、及び転移がある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　その第１の態様において本発明は、配列番号２～２１の任意の１つのアミノ酸配列から
本質的になるペプチド、及びこれらのペプチドを含む治療用組成物を対象とする。「本質
的に～なる」という語は、列挙した配列の同定番号と同一であるペプチド、及び構造又は
機能の点で実質的には異なっていない他の配列を含む。本出願の目的のために、配列番号
２～２１のペプチドからのアミノ酸４つ以上その構造が変わる場合、あるいは細胞のｃＧ
ＭＰ生成のその活性化が５０％を超えて減少又は増大する場合、ペプチドは実質的に異な
っているものとする。好ましくは、実質的に類似であるペプチドはアミノ酸は２つまで異
なり、ｃＧＭＰ生成の活性化に関しては約２５％を超えては異ならないべきである。最も
好ましいペプチドは、配列番号２０の配列を有する二環である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　ペプチドは、１つ又は複数の薬剤として許容される賦形剤を含む、単位剤形の薬剤組成
物であってよい。「単位剤形」という語は、１つの薬剤送達の実体、たとえば錠剤、カプ
セル、溶液又は吸入製剤を指す。存在するペプチドの量は、患者に投与されたときに好ま
しい治療効果があるほど充分でなければならない（典型的には１００μｇと３ｇの間）。
「好ましい治療効果」を構成するものは、治療される個々の状態に依存し、当業者によっ
て容易に理解される状態の任意の著しい改善を含むであろう。たとえば、これが炎症の低
下、ポリープ又は腫瘍の縮小、転移性病巣の減少などをもたらす可能性がある。
【００１４】
　本発明は、単独あるいはｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼの阻害剤、抗炎症剤又は
抗癌剤と共に投与される、グアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニストを使用する併用療法
も包含する。これらの作用物質は、患者に投与されたときに治療上有効であることが当分
野で知られている量で存在しなければならない。抗腫瘍薬はアルキル化剤、エピポドフィ
ロトキシン、ニトロソウレア、代謝拮抗物質、ビンカアルカロイド、アントラサクリン抗
生物質、ナイトロジェンマスタード剤などを含んでよい。具体的な抗腫瘍薬は、タモキシ
フェン、タクソール、エトポシド及び５－フルオロウラシルを含んでよい。抗ウイルス及
びモノクローナル抗体療法剤は、患者の特定の必要性に適合させた治療養生法を考案する
際に、少なくとも１つのグアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニストを含む化学療法用組成
物と組み合わせることができる。
【００１５】
　他の態様では本発明は、有効な量のグアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニスト、好まし
くは合成グアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニストを含む組成物を投与することによって
、被験者の癌、特に上皮細胞の癌、又はポリープの発症を予防、治療する、あるいは遅延
させるための方法を対象とする。「有効な量」という語は、細胞内でのｃＧＭＰのレベル
を適度に増大させるのに充分なアゴニストを指す。「合成」という語は、グアニル酸シク
ラーゼ受容体を結合させるために作製されたが、ウログアニリンなどの知られている内因
性グアニル酸シクラーゼのアゴニスト中には存在しない、いくつかのアミノ酸配列の置換
体を含むペプチドを指す。アゴニストは、配列番号２～２１によって定義されるペプチド
から選択され、表２及び３に挙げられているペプチドでなければならない。本発明は、ウ
ログアニリン、及びグアニリン及び大腸菌ＳＴペプチドからなる群から選択される有効な
用量のペプチドを投与することによって、原発性結腸癌以外の原発性の癌を治療する方法
も含む。任意の知られている形のウログアニリン又はグアニリンを、この目的のために使
用することができるが、ヒトのペプチドが好ましい。
【００１６】
　本発明は、原発性の腫瘍塊からの腫瘍転移を予防又は治療する方法も含む。グアニル酸
シクラーゼ受容体を有する転移性腫瘍細胞は、本発明に従って生成されるペプチドによっ
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て標的化することができる。好ましい実施形態では、標的受容体が胃腸（ＧＩ）癌の細胞
上、及びこれらの癌に由来する転移した細胞上で発見される。典型的にはこのような受容
体は、細胞外リガンド結合ドメインを有する膜タンパク質、膜貫通ドメイン、及びグアニ
ル酸シクラーゼ活性を有する細胞内ドメインである。本発明は任意の特定の作用機構によ
って縛られるわけではないが、これらの細胞受容体に結合し、アポトーシスを誘導するこ
とによって、ペプチドが作用すると考えられる。転移性腫瘍は、任意の知られている形の
ウログアニリン又はグアニリン（好ましくはヒトのもの）を投与すること、あるいは大腸
菌ＳＴペプチドを投与することによっても治療することができる。
【００１７】
　ペプチドは単独、あるいは１つ又は複数のｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼの阻害
剤と共に投与することができる。ｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼ阻害剤の例には、
スルジナックスルホン、ザプリナスト、及びモタピゾンがある。治療可能な形の癌には、
乳癌、結腸直腸癌、肺癌、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、腎臓癌、及び精巣癌がある。結腸
の発癌は、本発明の組成物を投与することにより、前癌性の結腸直腸ポリープの進行を阻
害することによって予防することができる。ペプチドは、結腸癌の治療に関して、結腸腫
瘍の転移を予防する際に、特に有効であるに違いないと考えられる。
【００１８】
　他の態様では本発明は、細胞内でのｃＧＭＰの生成を増大させるグアニル酸シクラーゼ
受容体のアゴニストを含む組成物を投与することによって、被験者の器官の炎症（たとえ
ばＧＩ管、喘息、腎炎、肝炎、膵炎、気管支炎、又は嚢胞性線維症と関連がある炎症）の
発症を予防、治療する、あるいは遅延させるための方法を対象とする。好ましいペプチド
のアゴニストは、表２及び３中に示す配列番号２～２１によって定義される群、又はウロ
グアニリン、又はグアニリン、又は大腸菌ＳＴペプチドから選択される。これらのペプチ
ドは、１つ又は複数のｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼの阻害剤、たとえばスルジナ
ックスルホン、ザプリナスト、モタピゾンと共に、場合によっては投与することができる
。好ましい実施形態では、本発明は、哺乳動物の胃腸管の炎症障害を治療する方法を対象
とする。この炎症障害は炎症性腸疾患として分類することができ、より詳細にはクローン
病又は潰瘍性大腸炎であってよい。投与は腸溶性のものであってよく、標的腸細胞に適合
させた製剤を使用することができる。
【００１９】
　広い意味で本発明は、配列番号２～配列番号２１の任意の１つのアミノ酸配列を有する
ペプチド、又はウログアニリン、又はグアニリン、又は大腸菌ＳＴペプチドを有効な量投
与することによって、患者のアポトーシスを誘導する方法を含む。この意味において、ペ
プチドの「有効な量」とは、標的組織のアポトーシスを増大させるのに充分な量を指す。
たとえば、充分なペプチドを与えて、腫瘍増殖において高い比率の細胞死を誘導すること
ができる。
【００２０】
　前に記載した方法において使用するために、最も好ましいペプチドは配列番号２０によ
って定義されるペプチドである。この配列は以下の配列であって、（表３も参照のこと）
。

　上の配列において、位置４のシステインと位置１２のシステインの間に１つのジスルフ
ィド結合、位置７のシステインと位置１５のシステインの間に第２のジスルフィド結合が
存在する配列（配列番号２０）である。このペプチドは、グアニル酸シクラーゼ受容体に
関するその高い結合定数のためにｃＧＭＰ生成のアゴニストとして高い生物活性を有して
おり、温度及びプロテアーゼ安定性に関して、大腸内の生理学的に好ましいｐＨ範囲（ｐ
Ｈ６～７）でのその生物活性に関して、ウログアニリンより優れていることが見出されて
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いる。
【００２１】
　前に記載した方法において使用するグアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニストは、経口
的、全身的あるいは局所的に投与することができる。剤形には吸入又は注射用の調製物、
溶液、懸濁液、エマルジョン、錠剤、カプセル、局所用軟膏剤及びローション、経皮組成
物、他の知られているペプチド製剤、及びＰＥＧ化（pegylated）ペプチド類似体がある
。組成物の有効な用量は、典型的には身体重量１ｋｇ当たり約１μｇと約１０ｍｇの間で
あり、好ましくは身体重量１ｋｇ当たり約１０μｇ～５ｍｇの化合物であろう。用量の調
整は、当分野では日常的である方法を使用して行われ、使用される個々の組成物及び臨床
上の考慮事項に基づくであろう。アゴニストは単独の活性剤として、あるいは他の薬剤、
たとえばｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼの阻害剤と組み合わせて投与することがで
きる。すべての場合において、既存の技術を指針として使用し、治療上有効である用量で
追加的な薬剤を投与しなければならない。薬剤は単独の組成物の形で、あるいは逐次的に
投与することができる。
【００２２】
　本発明は、いくつかの概念に基づく。第１の概念は、細胞増殖とアポトーシスの間のバ
ランスを調節するｃＧＭＰ依存性の機構が存在すること、ウログアニリン／グアニリンの
欠乏による、及び／又はｃＧＭＰ特異的ホスホジエステラーゼの活性化による、ｃＧＭＰ
レベルの低下は、悪性形質転換の初期の重要なステップであることである。第２の概念は
、炎症のプロセス中にｃＰＬＡ2、ＣＯＸ－２及びおそらく５－リポキシゲナーゼの活性
化をもたらす、膜リン脂質からのアラキドン酸の放出は、ｃＧＭＰ依存性の機構によって
下方調節され、プロスタグランジン及びロイコトリエンの低下したレベルがもたらされる
こと、したがってｃＧＭＰの細胞内レベルが増大することによって、抗炎症性の応答が生
み出される可能性があることである。さらに、ｃＧＭＰ依存性の機構は、前炎症性プロセ
スの制御と関連があると考えられている。したがって、ｃＧＭＰの細胞内レベルを評価す
ることは、潰瘍性大腸炎及びクローン病などの炎症性腸疾患、及び他の器官の炎症（たと
えば喘息、腎炎、肝炎、膵炎、気管支炎、嚢胞性線維症と関連があるもの）を治療及び制
御する手段として使用することができる。
【００２３】
　任意の理論によって縛られることは考えずに、原形質膜を越えたイオン輸送は、ｃＧＭ
Ｐ濃度を変える組成物によって影響を受けるであろう、細胞増殖とアポトーシスの間のバ
ランスの重要な調節要因であることを判明させることができることが想定される。ウログ
アニリンは、胃腸管内でのＫ+の流出、Ｃａ++の流入、及び水の輸送を刺激することが示
されてきている（３）。さらに、特定のグアニル酸シクラーゼ受容体にも結合するペプチ
ドである、心房性ナトリウム利尿ペプチド（ＡＮＰ）も、ｃＧＭＰの機構によって、ラッ
トのメサンギウム細胞のアポトーシスを誘導し、心臓の筋細胞のアポトーシスを誘導する
ことが示されてきている（２６～２９）。本発明のアゴニストがグアニル酸シクラーゼ受
容体に結合することによって、ｃＧＭＰの生成が刺激されると考えられる。したがって、
一連のｃＧＭＰ依存性タンパク質キナーゼ及びＣＦＴＲの活性化による、このリガンド－
受容体の相互作用は、標的細胞においてアポトーシスを誘導すると予想される。したがっ
て、表２及び３に示すような配列番号２～２１によって定義される新規なペプチド、又は
ウログアニリン、又はグアニリン、又は大腸菌ＳＴペプチドを投与することによって、Ｇ
Ｉ管の炎症性疾患及び全身の器官の炎症（たとえば喘息、腎炎、肝炎、膵炎、気管支炎、
嚢胞性線維症）の発症を排除する、あるいは少なくとも遅らせると予想される。
【００２４】
　他の態様では本発明は、有効な量のグアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニスト、好まし
くは合成グアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニストを含む組成物を投与することによって
、被験者の癌、特に上皮細胞の癌の発症を予防、治療する、あるいは遅延させるための方
法を対象とする。「有効な量」という語は、細胞内でのｃＧＭＰのレベルを適度に増大さ
せるのに充分なアゴニストを指す。「合成」という語は、グアニル酸シクラーゼ受容体を
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結合させるために作製されたが、ウログアニリンなどの知られている内因性グアニル酸シ
クラーゼのアゴニスト中には存在しない、いくつかのアミノ酸配列の置換体を含むペプチ
ドを指す。アゴニストは、配列番号２～２１によって定義されるペプチドから選択され、
表２及び３に挙げられているペプチドでなければならない。本発明は、ウログアニリン、
グアニリン及び大腸菌ＳＴペプチドからなる群から選択される有効な用量のペプチドを投
与することによって、原発性結腸癌以外の原発性又は転移性の癌を治療する方法も含む。
任意の知られている形のウログアニリン又はグアニリンを、この目的のために使用するこ
とができるが、ヒトのペプチドが好ましい。
【００２５】
　転移性腫瘍細胞の細胞増殖とアポトーシスの間のバランスを調節するｃＧＭＰ依存性の
機構は、転移性腫瘍を標的化及び治療するための機構として働くことができる。肝臓は、
原発性の結腸直腸癌からの転移の最も一般的な部位である。疾患の後期段階に向かって、
結腸直腸転移性細胞は、身体の他の部分も侵襲する可能性がある。胃腸管中の原発部位に
由来する転移性細胞は、典型的にはグアニル酸シクラーゼ受容体を発現し続け、したがっ
てこれらの細胞は、腸のグアニル酸シクラーゼ受容体によって仲介されるアポトーシス療
法に対して感受性があるに違いないことを記しておくことは重要である。ウログアニリン
活性を有するペプチドも、単独あるいはｃＧＭＰ－ホスホジエステラーゼの特異的阻害剤
と組み合わせて使用すると、ｃＧＭＰ仲介の機構により細胞増殖とアポトーシスの間の健
全なバランスを回復させることによって、腸管上皮の発癌の発症を遅らせる。
【００２６】
　本明細書で使用するように、「グアニル酸シクラーゼ受容体」という語は、本発明のア
ゴニストペプチド又は本明細書に記載した天然のアゴニストが結合する任意の細胞タイプ
に対する、グアニル酸シクラーゼ受容体のクラスを指す。
【００２７】
　本明細書で使用するように、「グアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニスト」という語は
、グアニル酸シクラーゼ受容体に結合しｃＧＭＰ生成を刺激する、ペプチド及び／又は他
の化合物を指す。この語は、配列番号１のアミノ酸残基３～１５を含む結合ドメインの少
なくとも一部分と、実質的に均等であるアミノ酸配列を有するすべてのペプチドも含む。
この語は、グアニル酸シクラーゼ受容体に結合しｃＧＭＰ生成を刺激する、断片及びプロ
ペプチドも含む。「実質的に均等である」という語は、結合ドメインのそれと均等である
アミノ酸配列を有するペプチドを指し、この場合いくつかの残基は、グアニル酸シクラー
ゼ受容体に結合しｃＧＭＰ生成を刺激するペプチドの能力を害することなく、欠失してい
るかあるいは他のアミノ酸に置換されていてよい。
【００２８】
新規なグアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニストの戦略及び設計
　ウログアニリンは、胃腸粘膜の内側の杯状細胞及び他の上皮細胞によって、機能的に不
活性な形であるプロウログアニリンとして分泌されるペプチドである。ヒトのプロペプチ
ドは、内因性プロテアーゼによって腸の管腔中で、配列番号１（ヒトのウログアニリンの
配列、表２参照）に述べた機能的に活性がある１６個のアミノ酸ペプチドへと後に転換さ
れる。ウログアニリンは熱耐性、酸耐性、及びタンパク質分解耐性ペプチドであるので、
このペプチド及び／又は配列番号１の機能的に活性がある１６個のアミノ酸ペプチド配列
と類似している他のペプチドの、経口性又は全身性投与は、治療法において有効に使用す
ることができる。
【００２９】
　以前の知られているウログアニリンペプチドと比較して、優れたｃＧＭＰ向上性及び／
又は他の有益な特性（たとえば改善された温度安定性、向上したプロテアーゼ安定性、又
は好ましいｐＨでの優れた活性）を生み出すいくつかのペプチドを含めた、ウログアニリ
ンと類似しているがこれとは異なるペプチドを、以下に記載する。ＧＩの炎症を阻害する
ため、管の炎症と関連があるポリープ形成の発症を治療又は予防するために、これらのペ
プチドを使用することができる。癌細胞が形成されやすい上皮組織も、治療することがで
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きる。記載したグアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニストは、表２及び３に示すアミノ酸
配列を有している。アゴニスト－受容体相互作用に関する「結合ドメイン」は、配列番号
１のアミノ酸残基３～１５を含む。
【００３０】
　（３０）に詳細に述べた方法を使用して、新規なグアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニ
ストの設計に、分子モデル化を適用した。これは、グアニル酸シクラーゼ受容体と相互作
用することが知られている３つの化合物、すなわちヒトのウログアニリン、二環［４，１
２；７，１５］Ａｓｎ1－Ａｓｐ2－Ａｓｐ3－Ｃｙｓ4－Ｇｌｕ5－Ｌｅｕ6－Ｃｙｓ7－Ｖ
ａｌ8－Ａｓｎ9－Ｖａｌ10－Ａｌａ11－Ｃｙｓ12－Ｔｈｒ13－Ｇｌｙ14－Ｃｙｓ15－Ｌｅ
ｕ16（ＵＧ、配列番号１）；ヒトのグアニリン、二環［４，１２；７，１５］Ｐｒｏ1－
Ｇｌｙ2－Ｔｈｒ3－Ｃｙｓ4－Ｇｌｕ5－Ｉｌｅ6－Ｃｙｓ7－Ａｌａ8－Ｔｙｒ9－Ａｌａ10

－Ａｌａ11－Ｃｙｓ12－Ｔｈｒ13－Ｇｌｙ14－Ｃｙｓ15（ＧＵ、配列番号２２）；及び大
腸菌のわずかに熱安定性であるエンテロトキシン、三環［６，１０；７，１５；１１～１
８］Ａｓｎ1－Ｓｅｒ2－Ｓｅｒ3－Ａｓｎ4－Ｔｙｒ5－Ｃｙｓ6－Ｃｙｓ7－Ｇｌｕ8－Ｌｅ
ｕ9－Ｃｙｓ10－Ｃｙｓ11－Ａｓｎ12－Ｐｒｏ13－Ａｌａ14－Ｃｙｓ15－Ｔｈｒ16－Ｇｌ
ｙ17－Ｃｙｓ18－Ｔｙｒ19（ＳＴ、配列番号２３）のエネルギー計算からなっていた。こ
れら３つの化合物に関する、考えられるすべての低エネルギー状態における立体配座の形
状の比較を使用して、生物的活性がある立体配座、すなわちおそらく受容体との相互作用
中にＧＵ、ＵＧ及びＳＴによってとられている立体配座の「鋳型」として働く、共通の３
Ｄ構造を明らかにした。分子モデル化により、さまざまなアミノ酸残基に関する個々の置
換基を選択することによって、他の低エネルギー状態における立体配座を犠牲にして、生
物的活性がある立体配座である配座の割合が大幅に増大した新規な類似体を設計すること
ができた。
【００３１】
　段階的手順（３０）を使用することによって、エネルギー計算を行った。ＥＣＥＰＰ／
２電位場（３１、３２）を使用し、ＳＴ中のＰｒｏ13に関するものを含めて、平面のトラ
ンス－ペプチド結合に関する厳密な価電子の形状を推測した。Ｐｒｏ13中の角度ωは変え
ることができた。脂肪族及び芳香族水素は１つの原子中心のＣＨnタイプに概して含まれ
、Ｈα－原子及びアミド水素は以下に明確に記載された。
【００３２】
　主要な計算スキームは、いくつかの連続的なステップを含んでいた。最初に、２つの単
環モデル断片（ＳＴの３つの断片）、Ａｃ－ｃｙｃｌｏ（Ｃｙｓi－．．．－Ｃｙｓj）－
ＮＭｅの配列を考慮し、この場合、Ｃｙｓ、Ｇｌｙ及びＰｒｏ以外のすべての残基をアラ
ニンに置換し、ｉ及びｊの値はＧＵ、ＵＧ及びＳＴの配列に対応するものであった。この
ステップでは、それぞれのアミノ酸残基のペプチド骨格に関する局所的最小値、すなわち
、Ａｌａ残基に関するＥ、Ｆ、Ｃ、Ｄ、Ａ及びＡ*タイプ（（３３）中の表記に従う）、
Ｇｌｙ残基に関するＥ*、Ｆ*、Ｃ*、Ｄ*、Ａ、Ｅ、Ｆ、ＣＤ及びＡ*タイプ、及びＰｒｏ
に関するＦ、Ｃ及びＡタイプの、ラマチャンドランマップにおける最小値の考えられるす
べての組合せを考慮した。それぞれの骨格の立体配座に関しては、ＥＣＥＰＰ電位場に固
有の放物線ポテンシャル関数を使用して環を閉じるための、１つの最適な可能性を、Ｄ－
Ｃｙｓ残基に関する二面角χ１の周りの回転のエネルギープロフィールを調べることによ
って見出した。
【００３３】
　全体として、それぞれの環状成分に関して約１８０，０００もの立体配座を考慮した。
したがって、Ｅ－Ｅmin＜ΔＥ＝１５ｋｃａｌ／ｍｏｌという規準を満たし、任意の骨格
の二面角の少なくとも１つの値が４０°を超えて異なる配座異性体を選択した（異なるモ
デル断片に関して約３，０００～８，０００個の立体配座）。次のステップでは、整合性
単環断片の選択した立体配座を重複させて、二環モデル断片の考えられる立体配座を作製
した（ＳＴの場合は三環断片）。典型的には、この手順によって、約２０，０００～３０
，０００個の立体配座が生み出された。これらすべての立体配座をエネルギー計算の新し
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いサイクルに施し、これによってＳＴモデル断片に関してＥ－Ｅmin＜ΔＥ＝２０ｋｃａ
ｌ／ｍｏｌという規準を満たす１９１個の立体配座、ＧＵ／ＵＧモデル断片に関して同じ
規準を満たす６，９６５個の立体配座が生じた。この後に、モデル断片中の失われた側鎖
を回復させ、エネルギー計算を再度行い、骨格の側鎖基及び末端基の二面角の値（Ｃｙｓ
残基に関するχ１角は除く）を、エネルギー最小化の前に最適にし、以前に記載されたア
ルゴリズム（３４）を使用して、それらの最も好ましい空間的配置を得た。ＵＧ４～１５
断片に関しては、６３２個の立体配座がΔＥ＝２０ｋｃａｌ／ｍｏｌという規準を満たし
、そのうちの１６４個がΔＥ＝１２ｋｃａｌ／ｍｏｌというより厳しい規準を満たし、こ
れは１ｋｃａｌ／ｍｏｌ／残基という認められている規準に対応する（３０）。ＵＧ４～
１５断片の３～１６、次いでＵＧ分子全体への二次的な伸長を、同じ段階的手順によって
行った。最後に、ＵＧの３１個の骨格の立体配座が、ΔＥ＝１６ｋｃａｌ／ｍｏｌという
規準を満たすことを見出した。
【００３４】
　配座異性体の幾何学的比較を、以下の方法で行った。１対の配座異性体の原子中心に関
する重ね合わせの最適性を評価して、（３５）に従って、２つの配座異性体間の幾何学的
類似性のレベルを調べた。幾何学的類似性に関する規準はｒｍｓ値であり、これは１対の
配座異性体ＡとＢに関して、以下のように計算した。
【００３５】
【数１】

上式で、Ｎは重ね合わせのために選択したＣα－原子対の数であり、ｘ、ｙ及びｚはデカ
ルト座標である。幾何学的類似性がｒｍｓ＜２．０Åであるという規準によって、立体配
座が厳密である断片ＵＧ４～１５の低エネルギー状態における立体配座は、７つの立体配
座のファミリーの範疇のものであった。このうちの１つは、１ＵＹＡと１ＥＴＮの両方に
類似している同じ６つの配座異性体からなり、このファミリーはＵＧの低エネルギー状態
における配座異性体も含む。（１ＵＹＡ及び１ＥＴＮは、それぞれ実験によって定義した
ＵＧ及びＳＴの３Ｄ構造であり、これらは高い生物活性を有することが知られており（３
６、３７）；これらの３Ｄ構造体はＰｒｏｔｅｉｎ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋにおいて入手可
能であった。）
【００３６】
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【表１】

【００３７】
　このＵＧ断片の全体的な３Ｄ形状を決定する値である、二面角φ及びψは類似している
（表１）。これによって、さまざまなタイプのアミノ酸によって課される知られている局
所的な配座の制限を使用して、この個々の立体配座のファミリーを安定化させることを目
的とする、新しい類似体の予備設計を行うことができた。
【００３８】
　たとえばＧｌｙは、任意の他のＬ型アミノ酸残基と比較して、立体配座的により柔軟で
あることは知られている。なぜならＧｌｙは、φ及びψに関する記号の任意の４つの組合
せ、すなわち－，＋；－，－；＋，＋；及び＋，－で、立体配座をとることができるから
である。この最後の組合せは、ＡｌａなどのＬ型アミノ酸に関しては、立体的に許されな
い。したがって、Ｇｌｙ14のＡｌａ14への置換によって、表１に記載した立体配座を保ち
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ながら、位置１４の立体配座の柔軟性が制限されるはずである。さらに、Ａｉｂ（α－Ｍ
ｅ－Ａｌａ、ジ－α－メチル－アラニン）に関する置換によって、ただ２つの領域近くの
局所的な立体配座の柔軟性、すなわち－，－及び＋，＋に関して制限されるはずであり、
第１の領域は表１中のＡｌａ11の配座異性体と適合性がある。したがって、１つのより望
ましい置換基はＡｉｂ11である。Ｐｒｏでは、φ値は－７５°に固定され、この残基はそ
の疎水性によってバリンにも類似している。したがって、Ｖａｌ10をＰｒｏ10に置換する
ことができ、これによってさらなる局所的な立体配座の制約が表１中のＵＧ配座異性体に
加えられる。Ｐｒｏによる置換には、前の残基が正のψ値のみを有することも必要であり
、表１中のＡｓｎ9がこの要件を満たす。Ｐｒｏ残基は、ＳＴの対応する位置に既に存在
している。以下に示した配列番号１中に示唆した置換基（たとえばＰｒｏ10、Ａｉｂ11又
はＡｌａ14）はいずれも、非脂肪族アミノ酸（Ａｓｎ、Ａｓｐ又はＴｈｒなど）の化学的
性質を変えることはなく、このことは受容体との実際の相互作用に関して重要である可能
性がある。前者の置換は、ＵＧの立体配座の平衡状態を示唆される「鋳型」３Ｄ形状に移
す、立体配座の制限のみをもたらすはずである。
【００３９】
　表１に定義した３Ｄ構造に基づいて、ウログアニリンの３次元の薬理作用団を定義し、
これによって、受容体と直接相互作用すると考えられるウログアニリンの官能基間の距離
を決定することができた。受容体と直接相互作用すると考えられる基は、骨格配列の位置
３、５、９及び１３の残基の側基である。これらの残基は、配列番号２及び配列番号２０
に示すような、Ｇｌｕ３、Ｇｌｕ５、Ａｓｎ９、及びＴｈｒ１３であることが好ましい。
したがって、これらの側鎖間の距離によって任意選択の生物活性が与えられるように、位
置３、５、９及び１３における残基の４つの側鎖の空間的配置を生み出すことができる、
ウログアニリンの３次元の薬理作用団を記載する。これらの距離（対応する残基のＣβ原
子間の距離として測定した）は以下の通りである：３と５の距離に関しては５．７～７．
６Å、３と９に関しては４．０～６．０Å、３と１３に関しては７．７～８．３Å、５と
９に関しては９．４～９．５Å、５と１３に関しては９．４～９．５Å、及び９と１３に
関しては５．８～６．３Å。
【００４０】
　前述の距離は、ペプチド骨格の立体配座のみに依存する。しかしながら、いくつかの場
合は、側鎖そのものの立体配座も重要である。たとえば、それらの低エネルギー状態にお
ける立体配座を鑑みると、ＵＧ（ＳＰ３０１）、［Ｇｌｕ2］－ＵＧ（ＳＰ３０３）、［
Ｇｌｕ3］－ＵＧ（ＳＰ３０４）及び［Ｇｌｕ2、Ｇｌｕ3］－ＵＧ（ＳＰ３０２）の骨格
間では立体配座の違いがないことが計算によって示された。しかしながら、位置３のＡｓ
ｐのβ－カルボキシル及びＧｌｕのγ－カルボキシルの空間的位置には顕著な違いがある
。すなわち、位置３のＧｌｕ残基のγ－カルボキシルは、Ａｓｐ残基の対応するβ－カル
ボキシルより遠く、分子の塊の「外側に」明らかに伸びている。前述の観察によって、位
置３の側鎖の負に帯電したカルボキシル基は、受容体上の正に帯電した結合部位と特異的
に相互作用し、したがってＡｓｐ3ではなくＧｌｕ3を含む類似体はさらに活性が強いはず
であることが強く示唆される。同時に、この特定の相互作用の効率を確実なものにするた
めに、リガンドと受容体の間の広範囲の静電的相互作用の全体系は、バランスが良くなけ
ればならない。Ｇｌｕ2側鎖はＡｓｐ2側鎖と比較して立体配座の可能性が高いので、この
バランスはＳＰ３０４（Ａｓｐ3がＧｌｕ3に１つ置換されている）と比較して、ＳＰ３０
２（ＡｓｐがＧｌｕに二重に置換されている）ではわずかに変わってよい。
【００４１】
　表１に記載した低エネルギー立体配座をとることができる化合物を、表２に列挙する。
化合物はすべて、［４，１２；７，１５］二環である。
【００４２】
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【００４３】
　表２に示したいくつかのペプチドは１６個のアミノ酸残基を含み、その中でシステイン
残基は、Ｃｙｓ4とＣｙｓ12の間、及びＣｙｓ7とＣｙｓ15の間でそれぞれジスルフィド架
橋を形成する。これらのペプチドは、ＷＯ０１／２５２６６中に記載されたペプチド配列
とは異なり、ペプチドの立体配座及びエネルギー計算に基づいて設計される。
【００４４】
　さらに、表３に示す長さがアミノ酸１３～１６個でさまざまであるペプチドを、エネル
ギー計算及び３次元構造に基づいて設計して、生物学的に活性がある配座異性体の安定化
を促進し、生物学的に不活性である配座異性体への相互転換を最小限にするかあるいは失
くす。これらのペプチドは、タンパク質分解及び高温に対する安定性を促進するためにも
設計される。これらのペプチドの設計は、グルタミン酸及びアスパラギン酸などの、低い
ｐＨ値においてイオン電荷を含むアミノ酸残基の修飾を含む。
【００４５】
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【表３】

【００４６】
薬剤組成物及び製剤
　本発明のグアニル酸シクラーゼ受容体のアゴニスト（表２、配列番号２～５、及び表３
、配列番号６～２１）、及びウログアニリン、グアニリン及び／又は細菌エンテロトキシ
ンＳＴは、経口、局所又は全身性投与用に、さまざまな賦形薬、媒体又はアジュバントと
組み合わせるかあるいは調合することができる。ペプチド組成物は、溶液、粉末、懸濁液
、エマルジョン、錠剤、カプセル、経皮パッチ、軟膏剤、又は他の製剤の形で投与するこ
とができる。製剤及び剤形は、当分野でよく知られている方法を使用して作製することが
できる（たとえば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ、１６ｔｈ　ｅｄ．、Ａ．Ｏｓｌｏ　ｅｄ．、Ｅａｓｔｏｎ、ＰＡ（１９８０）
を参照のこと）。
【００４７】
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　ｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼの阻害剤は、ｃＧＭＰの分解を特異的に妨げる、
小分子、ペプチド、タンパク質又は他の化合物であってよい。阻害化合物には、スルジナ
ックスルホン、ザプリナスト、モタピゾン、及びｃＧＭＰ特異的ホスホジエステラーゼの
酵素活性を害する他の化合物がある。１つ又は複数のこれらの化合物を、配列番号２～２
１、ウログアニリン、グアニリン及び大腸菌ＳＴペプチドで例示したグアニル酸シクラー
ゼ受容体のアゴニストと併用することができる。
【００４８】
　担体（たとえばリン酸緩衝生理食塩水すなわちＰＢＳ）、及び組成物中に使用するのに
適した他の成分の選択は、充分に当分野の技術のレベル内である。１つ又は複数のグアニ
ル酸シクラーゼ受容体のアゴニストを含むことに加えて、このような組成物は薬剤として
許容される担体、及び投与を容易にするかつ／あるいは取り込みを高めることが知られて
いる他の成分を取り込むことができる。ミクロスフェア、ナノ粒子、リポソーム、ＰＥＧ
化タンパク質又はペプチドなどの他の製剤、及び免疫学的に基本となる系も使用すること
ができる。例には、全身の半減期及び安定性を高めるための、ポリマ―（たとえば２０％
ｗ／ｖポリエチレングリコール）又はセルロースを使用する製剤、又は腸溶性製剤及びＰ
ＥＧ化ペプチド類似体がある。
【００４９】
治療法
　「治療」という語は、被験者の症状を低下又は軽減させること、症状の悪化又は進行を
妨げること、又は疾患の進行を妨げることを指す。所与の被験者に関して、症状の改善、
その悪化、退行、又は進行は、典型的には当業者によって使用される任意の客観的又は主
観的測定によって決定することができる。癌の場合の治療の有効性は、罹病率又は死亡率
（たとえば選択した個体群に関する生存曲線の増大）の改善として測定することができる
。したがって有効な治療は、既存の疾患の療法、疾患の進行を遅らせるかあるいは停止さ
せることによる疾患の調節、疾患の発生の予防、症状の数又は重度の低下、又はこれらの
組合せを含むと思われる。その効果は、１つ又は複数の統計上有意な規準を使用して、規
定の研究において示すことができる。
【００５０】
　１つ又は複数の内科／外科手順、及び／又は少なくとも１つの他の化学療法剤との併用
療法を、本発明に関して実施することができる。併用療法において有用な他の適切な作用
物質には、たとえばステロイド又は非ステロイド抗炎症薬（ＮＳＡＩＤＳ）など、アスピ
リンなどの抗炎症薬がある。再発の発生を予防するかあるいは低下させるための予防法も
、治療とみなす。
【００５１】
　組成物に対して反応すると予想される癌には、乳癌、結腸直腸癌、肺癌、卵巣癌、膵臓
癌、前立腺癌、腎臓癌、胃癌、膀胱癌、肝臓癌、食道癌及び精巣癌がある。グアニル酸シ
クラーゼ受容体の少なくとも１つのアゴニストを含む療法剤に対して、反応することが確
かと思われる癌性又は前癌性組織がかかわる疾患のさらに他の例には、癌（たとえば基底
細胞、基底扁平細胞、ブラウンピアース、腺管、エルリッヒ腫瘍、ｉｎ　ｓｉｔｕ、クレ
ブス、メルケル細胞、小又は非小細胞肺、燕麦細胞、乳頭、細気管支、扁平上皮細胞、移
行細胞、ウォーカー）、白血病（たとえばＢ－細胞、Ｔ－細胞、ＨＴＬＶ、急性又は慢性
であるリンパ球性、マスト細胞、骨髄性）、組織球腫、組織球増殖症、ホジキン病、非ホ
ジキンリンパ腺、プラズマ細胞腫、細胞内皮増殖症、腺腫、腺癌、腺線維腫、腺リンパ腺
、腺芽腫、被角血管腫、好酸球増多随伴性血管類リンパ組織増殖症、硬化性血管腫、血管
腫症、アプドーマ、鰓腫、悪性カルチノイド症候群、カルチノイド心疾患、癌肉腫、セメ
ント質腫、胆管腫、コレステリン腫、軟骨肉腫、軟骨芽細胞腫、軟骨肉腫、脊索腫、迷芽
腫、クラニオファリンジオーム、脊索腫、円柱腫、嚢胞腺癌、嚢胞腺腫、葉状嚢胞性肉腫
、未分化胚細胞腫、上衣細胞腫、ユーイング肉腫、線維腫、線維肉腫、巨細胞腫、神経節
細胞腫、こう芽細胞腫、グロムス血管腫、顆粒膜細胞腫、男女性胚細胞腫、過誤腫、血管
内皮芽細胞腫、血管腫、血管外皮細胞腫、血管肉腫、肝腫、鳥細胞腫、カポジー肉腫、平
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滑筋腫、平滑筋肉腫、白血肉腫、ライディッヒ細胞腫、脂肪腫、脂肪肉腫、リンパ管腫、
リンパ管筋腫、リンパ管肉腫、髄芽細胞腫、髄膜腫、間葉腫、中腎腫、中皮腫、筋芽細胞
腫、筋腫、筋肉腫、粘液腫、粘液肉腫、神経鞘腫、神経腫、神経芽細胞腫、神経上皮腫、
神経線維腫、神経線維症、歯芽腫、骨腫、骨肉腫、乳頭腫、パラガングリオーマ、非クロ
ム親和性パラガングリオーマ、松果体腫、横紋筋腫、横紋筋肉腫、セルトリ細胞腫、奇形
腫、莢膜腫、及び細胞が形成異常、不朽状態になっているか、あるいは形質転換されてい
る他の疾患がある。
【００５２】
　多量の本発明の組成物を、短時間に投与することができる。１日１回が、特に前述の疾
患状態の１つを治療するための、好都合な投与スケジュールである。あるいは有効な１日
の用量を、投与の目的で多数の用量、たとえば１日当たり２～１２の用量に分けることが
できる。使用するために選択される用量レベルは、化合物の生物学的利用能、活性、及び
安定性、投与の経路、治療される疾患の重度、及び治療を必要とする被験者の状態に依存
するであろう。１日の用量は典型的には、身体重量１ｋｇ当たり約１０μｇと約２ｍｇの
間（たとえば約１００μｇ～１ｍｇ）の化合物であろうと企図される。投与される化合物
の量は、たとえば化合物の化学的性質、投与の経路、癌の位置及びタイプなどの当業者に
知られている要因に依存する。被験者の哺乳動物は、任意の動物又はヒト患者であってよ
い。したがって、本発明に従って、獣医学的及び医学的治療の両方を想定する。
【００５３】
　本発明を、以下の非制限的な実施例によってさらに記載する。
【実施例】
【００５４】
材料及び方法
　細胞培養：５２継代のヒトＴ８４結腸癌細胞を、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌ
ｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎから得た。細胞は、１０％ウシ胎児血清、１００Ｕペニ
シリン／ｍｌ、及び１００μｇ／ｍｌストレプトマイシンを補った、ハムのＦ－１２培地
とダルベッコの改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）の１：１混合物中で増殖させた。細胞には
３日に１度新鮮な培地を与え、約８０％の集合状態で分けた。
【００５５】
　ｃＧＭＰの細胞内レベルを決定するためのＴ８４細胞系アッセイ：ペプチド類似体を、
Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡによっ
て、及びＰｒｉｎｃｅｔｏｎ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ、Ｌａｎｇｈｏｒｎｅ、ＰＡに
よって注文合成した。合成ペプチドの生物活性を、前に報告したようにアッセイした（１
５）。簡潔には、２４ウエルのプレート中の集合した単層のＴ８４細胞を、５０ｍＭのＨ
ＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）を含む２５０μｌのＤＭＥＭで２回洗浄し、５０ｍＭのＨＥＰＥ
Ｓ（ｐＨ７．４）及び１ｍＭのイソブチルメチルキサンチン（ＩＢＭＸ）を含む２５０μ
ｌのＤＭＥＭと共に３７℃で１０分間前培養し、次にペプチド類似体（０．１ｎＭ～１０
μＭ）と共に３０分間培養した。この培地を吸引し、３％過塩素酸を加えることによって
、反応を停止させた。遠心分離、０．１ＮのＮａＯＨを用いた中和の後に、ＥＬＩＳＡキ
ット（Ｃａｙｍｅｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ、Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ、ＭＩ．）を使用するｃＧ
ＭＰの測定用に、上澄みを直接使用した。
【００５６】
結果
　表４に示すペプチドは注文合成し、公開されている手順（３８）を使用して精製したも
のである（＞９５％純度）。ペプチド類似体をＴ８４細胞系アッセイにおいて、ｃＧＭＰ
の細胞内レベルを増大させるそれらの能力に関して評価した。表４に示すように、ＳＰ３
０４（配列番号２０）は、試験したすべての類似体の中で、細胞内ｃＧＭＰの最大の増大
をもたらした。ＳＰ３１６（配列番号２１）は有効性が２番目であり、それに対してＳＰ
３０１、ＳＰ３０２及びＳＰ３０３の生物活性は、いずれも幾分弱かった。ペプチド類似
体ＳＰ３０６及びＳＰ３１０は、このアッセイでは活性がなかった。これらの結果によっ
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てＳＰ３０４が、ｃＧＭＰを増大させることに関して最も強力なペプチドであることが示
される。これらの結果は、位置７のシステイン残基を、［７，１５］ジスルフィド結合の
成分としてのペニシラミンで置換することはできず、位置９のＡｓｎ残基をＧｌｎに変え
ることはできないことも示唆する。
【００５７】
【表４】

【００５８】
　熱安定性を調べるために、ペプチド類似体の１０マイクロモル溶液を、９５℃で９０分
まで加熱した。処理中の特定の時間に、Ｔ８４細胞系アッセイにおける生物活性に関して
サンプルを試験した。ＳＰ３０１、ＳＰ３０２、ＳＰ３０３及びＳＰ３０４の生物活性が
、加熱の６０分後に著しく変わることはなかった。９０分後、ＳＰ３０１、ＳＰ３０２及
びＳＰ３０３の活性は、それらの元の値の約８０％に低下し、一方ＳＰ３０４の生物活性
は変わらなかった。これによってＳＰ３０４は、試験した他のペプチドと比較して、熱変
性に対してより安定性があることが示される。エネルギー計算及び３Ｄ構造に基づいて、
配列番号１の位置３の側鎖の負に帯電したカルボキシル基は、受容体上の正に帯電した結
合部位と特異的に相互作用すると、我々は予想した。この相互作用を増大させることがで
きる場合は、ＳＰ３０４に関して見出されたのと同様に、Ａｓｐ３ではなくＧｌｕ３を含
む類似体はさらに活性が強いはずである。同時に、この特定の相互作用の効率を確実なも
のにするために、リガンドと受容体の間の広範囲の静電的相互作用の全体系は、バランス
が良くなければならない。Ｇｌｕ2側鎖はＡｓｐ2側鎖と比較して立体配座の可能性が高い
ので、このバランスはＳＰ３０４（Ａｓｐ3がＧｌｕ3に１つ置換されている）と比較して
、ＳＰ３０２（ＡｓｐがＧｌｕに二重に置換されている）ではわずかに変わってよい。実
際、ＳＰ３０４の生物活性は、評価した類似体の中では最高である。
【００５９】
　合成ペプチドＳＰ３０１、ＳＰ３０２、ＳＰ３０３及びＳＰ３０４を、Ｔ８４細胞系ア
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ッセイの異なるｐＨ値での、それらの活性に関しても試験した。これらのペプチドはすべ
て、５～７の範囲のｐＨでｃＧＭＰの増大した細胞内生成を示したが、ＳＰ３０４は６．
５と７の間の範囲で最大の増大を示した。大腸の生理学的ｐＨは類似の範囲内にあること
を記すことは重要であり、したがってＳＰ３０４は、結腸癌の治療に非常に有効であるこ
とが予想されると思われる。
【００６０】
　我々は、Ｔ８４細胞系アッセイにおいて単独、あるいはｃＧＭＰ依存性ホスホジエステ
ラーゼの阻害剤（たとえばザプリナスト又はスルジナックスルホン）と組み合わせて使用
したペプチドも、ｃＧＭＰの細胞内レベルの増大に関して評価した。ｃＧＭＰ依存性ホス
ホジエステラーゼの阻害剤とＳＰ３０４の組合せによって、これらの実験におけるｃＧＭ
Ｐレベルの増大において劇的な効果が示された。合成ペプチドＳＰ３０４は、ザプリナス
ト又はスルジナックスルホンのみの存在下で達したレベルよりも、ｃＧＭＰレベルを大幅
に増大させた。ザプリナスト又はスルジナックスルホンと組み合わせたＳＰ３０４でウエ
ルを処理することによって、細胞内ｃＧＭＰレベルの相乗的増大がもたらされた。これら
の増大は、ｐ値＜０．５で統計上有意であった。これらのデータは、グアニル酸シクラー
ゼ受容体のペプチドアゴニストと、１つ又は複数のｃＧＭＰ依存性ホスホジエステラーゼ
の阻害剤を組み合わせた処理によって、ｃＧＭＰ濃度の付加的ではなく大きな増大をもた
らすことを示す。
【００６１】
　本発明を詳細に、かつその特定の実施形態を参照しながら記載してきたが、本発明の精
神及び範囲から逸脱することなく、さまざまな変更および改変を行うことができることは
、当業者には明らかであろう。
【００６２】
　
（参考文献）
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