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(57)【要約】
本発明は、糖尿病の治療のための物質および方法を提供
する。本発明の物質および方法を用いて、膵臓β細胞の
損失を緩徐にするおよび／または予防することができる
。さらに、本発明の物質および方法は、膵臓β細胞を再
生するのに用いることができる。本発明の実施態様では
、本発明は、膵臓β細胞の損失の緩徐化を、それを必要
とする被験体において行う方法を提供する。このような
方法は、該被験体に、ゾヌリンのアンタゴニストを含む
組成物を投与することを含み得る。ゾヌリンのアンタゴ
ニストは、例えば、配列Ｇｌｙ　Ｇｌｙ　Ｖａｌ　Ｌｅ
ｕ　Ｖａｌ　Ｇｌｎ　Ｐｒｏ　Ｇｌｙ（配列番号１５）
を含むペプチドであり得る。



(2) JP 2008-543779 A 2008.12.4

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　膵臓β細胞の損失の緩徐化を、それを必要とする被験体において行う方法であって、該
被験体に、ゾヌリンのアンタゴニストを含む組成物を投与する工程を包含する、方法。
【請求項２】
　前記組成物が、細胞増殖を増強する因子をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記因子が、増殖因子である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記因子が、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子－２（ＢＦＧＦ－２
）、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、肝細胞増殖因子／分散因子（ＨＧＦ／ＳＦ）、
グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）、エキセンディン－４、膵島／十二指腸ホメオ
ボックス－１（ＩＤＸ－１）、β－セルリン、アクチビンＡ、トランスフォーミング増殖
因子α（ＴＧＦ－α）、トランスフォーミング増殖因子β（ＴＧＦ－β）、ガストリンお
よびそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　膵臓β細胞の再生を、それを必要とする被験体において行う方法であって、該被験体に
、ゾヌリンアンタゴニストおよび細胞を投与することを含む、方法。
【請求項６】
　前記細胞が、膵島細胞である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記細胞が、β細胞である、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記細胞が、幹細胞である、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　前記アンタゴニストおよび前記細胞が、同時に投与される、請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
　前記アンタゴニストおよび前記細胞が、同時に投与されない、請求項５に記載の方法。
【請求項１１】
　細胞増殖を増強する因子を投与することをさらに含む、請求項５に記載の方法。
【請求項１２】
　前記因子が、増殖因子である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記因子が、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子－２（ＢＦＧＦ－２
）、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、肝細胞増殖因子／分散因子（ＨＧＦ／ＳＦ）、
グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）、エキセンディン－４、膵島／十二指腸ホメオ
ボックス－１（ＩＤＸ－１）、β－セルリン、アクチビンＡ、トランスフォーミング増殖
因子α（ＴＧＦ－α）、トランスフォーミング増殖因子β（ＴＧＦ－β）、ガストリンお
よびそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　膵臓β細胞の再生を、それを必要とする被験体において行う方法であって、該被験体に
、β細胞の複製を許容する条件下で、ゾヌリンアンタゴニストを投与することを含む、方
法。
【請求項１５】
　細胞増殖を増強する因子を投与することをさらに含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記因子が、増殖因子である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　前記因子が、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子－２（ＢＦＧＦ－２
）、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、肝細胞増殖因子／分散因子（ＨＧＦ／ＳＦ）、
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グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）、エキセンディン－４、膵島／十二指腸ホメオ
ボックス－１（ＩＤＸ－１）、β－セルリン、アクチビンＡ、トランスフォーミング増殖
因子α（ＴＧＦ－α）、トランスフォーミング増殖因子β（ＴＧＦ－β）、ガストリンお
よびそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１８】
　膵臓β細胞の再生を、それを必要とする被験体において行う方法であって、該被験体に
、ゾヌリンアンタゴニストを投与すること；および
該被験体に、細胞を移植することを含む、方法。
【請求項１９】
　前記細胞が、膵島細胞である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記細胞が、β細胞である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記細胞が、幹細胞である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記アンタゴニストが、前記細胞が移植される前に前記被験体に投与される、請求項１
８に記載の方法。
【請求項２３】
　前記アンタゴニストが、前記細胞が移植された後に前記被験体に投与される、請求項１
８に記載の方法。
【請求項２４】
　前記アンタゴニストが、前記細胞が移植される前およびされた後の両方で前記被験体に
投与される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２５】
　細胞増殖を増強する因子を投与することをさらに含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２６】
　前記因子が、増殖因子である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２７】
　前記因子が、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子－２（ＢＦＧＦ－２
）、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、肝細胞増殖因子／分散因子（ＨＧＦ／ＳＦ）、
グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）、エキセンディン－４、膵島／十二指腸ホメオ
ボックス－１（ＩＤＸ－１）、β－セルリン、アクチビンＡ、トランスフォーミング増殖
因子α（ＴＧＦ－α）、トランスフォーミング増殖因子β（ＴＧＦ－β）、ガストリンお
よびそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２８】
　前記因子が、前記細胞が移植される前に前記被験体に投与される、請求項２５に記載の
方法。
【請求項２９】
　前記因子が、前記細胞が移植された後に前記被験体に投与される、請求項２５に記載の
方法。
【請求項３０】
　前記因子が、前記細胞が移植される前およびされた後の両方で前記被験体に投与される
、請求項２５に記載の方法。
【請求項３１】
　自己免疫疾患を治療する方法であって、解剖学的障壁の透過性の増加を防止する化合物
を投与することを含む、方法。
【請求項３２】
　前記解剖学的障壁の透過性の増加を防止する化合物が、解剖学的障壁の透過性を増加さ
せる正常な生理学的化合物のアンタゴニストである、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
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　前記化合物が、ゾヌリンアンタゴニストである、請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　前記ゾヌリンアンタゴニストが、配列番号１５を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記化合物が、配列番号１～２４からなる群から選択される、請求項３１に記載の方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の開発は、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｍａｒｙｌａｎｄ，Ｂａｌｔｉｍｏｒ
ｅ，Ｍａｒｙｌａｎｄの支援を受けた。本明細書に記載された発明は、Ｎａｔｉｏｎａｌ
　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈからの基金（ＤＫ６６６３０およびＤＫ４
８３７３）によって支援された。米国政府は、特定の権利を有する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、膵臓β細胞の損失を予防または緩徐化するための物質および方法を提供する
。さらに、本発明はまた、細胞、特に膵臓β細胞を再生するための物質および方法も提供
する。いくつかの局面では、ゾヌリンのアンタゴニスト（例えば、ペプチドアンタゴニス
ト）が、本発明の実施において用いられ得る。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　Ｉ．腸の密着結合の機能および制御
　腸上皮は、外部環境と内部環境との間で最大の界面（２，０００，０００ｃｍ２超）を
示す。細胞間密着結合（「密着結合」）応答能の維持により、細菌、ウイルス、毒素、食
物アレルゲンおよび巨大分子などの潜在的に有害な環境因子の腸のバリアを通る移動が防
止される。この応答能は、食物アレルギー、腸内感染症、吸収不良症候群および炎症性腸
疾患などの胃腸管に影響する種々の臨床的症状において、非常に危険にさらされる。
【０００４】
　ｔｊまたは閉鎖帯（以下、「ＺＯ」という）は、吸収性および分泌性上皮の１つの特徴
である（Ｍａｄａｒａ，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，８３：１０８９－１０９４（１
９８９）；およびＭａｄａｒａ，Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ　Ｄｉａ
ｒｒｈｅａ，Ｅｄｓ．Ｌｅｂｅｎｔｈａｌら、Ｃｈａｐｔｅｒ　１１，ｐａｇｅｓ　１２
５－１３８（１９９０））。尖端と側底区画との間のバリアとして、それらは、イオンお
よび水溶性溶質の傍細胞経路を通る受動拡散を選択的に制御する（Ｇｕｍｂｉｎｅｒ，Ａ
ｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ，２５３（Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．２２）：Ｃ７４９－Ｃ７
５８（１９８７））。このバリアは、経細胞経路と関連する経路の活性により生じる任意
の勾配を維持する（Ｄｉａｍｏｎｄ，Ｐｈｙｓｉｃｏｌｏｇｉｓｔ，２０：１０－１８（
１９７７））。
【０００５】
　経上皮コンダクタンスの変動は、通常、傍細胞経路の透過性の変化に起因し得るが、こ
れは、腸細胞原形質膜の抵抗が相対的に高いからである（Ｍａｄａｒａ（１９８９，１９
９０）、上述）。ＺＯは、この傍細胞経路において主要なバリアを表し、上皮組織の電気
抵抗は、凍結割断電子顕微法で観察されるように、膜貫通タンパク質鎖の数およびＺＯに
おけるそれらの複雑さに依存するように思われる（Ｍａｄａｒａら、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉ
ｏｌ．１０１：２１２４－２１３３（１９８５））。
【０００６】
　ＺＯは、かつては静的構造であるとみなされていたが、実際には動的であり、かつ、種
々の発達上の環境（Ｍａｇｎｕｓｏｎら、Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ，６７：２１４－２２４（１
９７８）；Ｒｅｖｅｌら、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎ
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ｔ．Ｂｉｏｌ，４０：４４３－４５５（１９７６）；およびＳｃｈｎｅｅｂｅｒｇｅｒら
、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｓｃｉ．３２：３０７－３２４（１９７８））、生理学的環境（Ｇｉｌ
ｕｌａ　ら、Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ，５０：１４２－１６８（１９７６）；Ｍａｄａｒａら、
Ｊ．Ｍｅｍｂｒ．Ｂｉｏｌ，１００：１４９－１６４（１９８７）；Ｍａｚａｒｉｅｇｏ
ｓら、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ，９８：１８６５－１８７７（１９８４）；およびＳａｒ
ｄｅｔら、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ，８０：９６－１１７（１９７９）），および病理学
的環境（Ｍｉｌｋｓら、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ，１０３：２７２９－２７３８（１９８
６），Ｎａｓｈら、Ｌａｂ．Ｉｎｖｅｓｔ．，５９：５３１－５３７（１９８８）；およ
びＳｈａｓｂｙら、Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ，２５５（Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ，２
４：Ｃ７８１－Ｃ７８８（１９８８））に容易に順応することの多くの証拠が存在する。
この順応の根拠となる制御機構はまだ完全には理解されていない。しかしながら、Ｃａ２

＋の存在下で、ＺＯのアセンブリは、生化学的イベントの複合体カスケードの引き金とな
り最終的にＺＯエレメントの組織化されたネットワークの形成および調節につながる細胞
の相互作用の結果であることが明らかであり、その組成は、部分的にしか特徴づけられて
いない（Ｄｉａｍｏｎｄ，Ｐｈｙｓｉｃｏｌｏｇｉｓｔ，２０：１０－１８（１９７７）
）。膜貫通タンパク質鎖の候補であるオクルデン（ｏｃｃｕｌｕｄｅｎ）が最近同定され
た（Ｆｕｒｕｓｅら、Ｊ．Ｍｅｍｂｒ．Ｂｉｏｌ，８７：１４１－１５０（１９８５））
。
【０００７】
　膜接触の基礎をなす細胞質膜下プラークにおいて６つのタンパク質が同定されたが、そ
れらの機能は未だ確立されていない（Ｄｉａｍｏｎｄ、上述）。ＺＯ－１およびＺＯ－２
は、洗剤安定複合体中、特徴づけられていない１３０ｋＤのタンパク質（ＺＯ－３）と共
に、ヘテロ二量体として存在する（Ｇｕｍｂｉｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ，ＵＳＡ，８８：３４６０－３４６４（１９９１））。ほとんどの免疫電子顕微
鏡を用いた研究では、ＺＯ－１は、膜接触の真下に正確に位置づけられる（Ｓｔｅｖｅｎ
ｓｏｎら、Ｍｏｌｅｃ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，８３：１２９－１４５（１９８８
））。他の二つのタンパク質、シングリン（ｃｉｎｇｕｌｉｎ）（Ｃｉｔｉら、Ｎａｔｕ
ｒｅ（Ｌｏｎｄｏｎ）３３３：２７２－２７５、（１９８８））および７Ｈ６抗原（Ｚｈ
ｏｎｇら、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，１２０：４７７－４８３、（１９９３））は膜か
らさらに離れて位置しており、そしてまだクローニングされていない。小さなＧＴＰ結合
タンパク質であるＲａｂ１３もまた、最近、結合領域に位置づけられた（Ｚａｈｒａｏｕ
ｉら、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，１２４：１０１－１１５（１９９４））。他の小さな
ＧＴＰ結合タンパク質が表層細胞骨格を調節すること、すなわち、ｒｈｏが局部接触部に
おいてアクチン膜接着を調節すること（Ｒｉｄｌｅｙら、Ｃｅｌｌ，７０：３８９－３９
９（１９９２））、およびｒａｃが成長因子誘導膜揺動を調節すること（Ｒｉｄｌｅｙら
、Ｃｅｌｌ，７０：４０１－４１０（１９９２））が知られている。より特徴づけられた
細胞結合部、局部接触部（Ｇｕａｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３５８：６９０－６９２（１９９
２））、および接着結合部（Ｔｓｕｋｉｔａら、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，１２３：１
０４９－１０５３（１９９３））のプラークタンパク質の既知の機能との類推に基づいて
、ｔｊ関連プラークタンパク質は細胞膜を横切る両方向でシグナルを伝達し、表層アクチ
ン細胞骨格への結合を調節することに関与していると仮定されている。
【０００８】
　上皮がさらされる多くの種々の生理学的および病理学的攻撃に応答するためには、ＺＯ
は複雑な調節系の存在を必要とする迅速かつ調和した応答をなし得なければならない。Ｚ
Ｏのアセンブリおよび調節に関与する機構を正確に特徴づけすることが、現在活発な研究
の領域である。
【０００９】
　現在、ｔｊの構造的および機能的結合が、アクチン細胞骨格と吸収細胞のｔｊ複合体と
の間に存在するという一連の証拠が存在する（Ｇｕｍｂｉｎｅｒら、前出；Ｍａｄａｒａ
ら、前出；およびＤｒｅｎｃｈａｈｎら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，１０７：１０３７
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－１０４８（１９８８））。アクチン細胞骨格は、その精密な幾何学模様がアクチン結合
タンパク質の大きな構造により調節される微小フィラメントの複雑な網目構造で構成され
る。アクチン結合タンパク質のリン酸化状態が細胞の原形質膜への細胞骨格結合をどのよ
うに調節し得るか、ということについての一例は、ミリストイル化されたアラニンに富む
Ｃキナーゼ基質である（本明細書において以降、”ＭＡＲＣＫＳ”とする）。ＭＡＲＣＫ
Ｓは、原形質膜の細胞質面に会合する特定のタンパク質キナーゼＣ（本明細書において以
降、”ＰＫＣ”とする）の基質である（Ａｄｅｒｅｍ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉ．Ｐｕ
ｂ．（ＵＫ），４３８－４４３（１９９２））。その非リン酸化形態では、ＭＡＲＣＫＳ
は膜アクチンと架橋する。従って、おそらく、ＭＡＲＣＫＳを介して膜と会合したアクチ
ンの網目構造は比較的剛性である（Ｈａｒｔｗｉｇら、Ｎａｔｕｒｅ，３５６：６１８－
６２２（１９９２））。活性化ＰＫＣは、ＭＡＲＣＫＳをリン酸化し、これは膜から放出
される（Ｒｏｓｅｎら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７２：１２１１－１２１５（１９９０）
；およびＴｈｅｌｅｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３５１：３２０－３２２（１９９１））。ＭＡ
ＲＣＫＳに結合したアクチンは、おそらく、膜から空間的に分離され、より可塑性である
。ＭＡＲＣＫＳが脱リン酸化されるとそれは膜に戻り、そこで再びアクチンを架橋する（
Ｈａｒｔｗｉｇら、前出：およびＴｈｅｌｅｎら、前出）。これらのデータは、Ｆ－アク
チンネットワークが、アクチン結合タンパク質（ＭＡＲＣＫＳはその一つである）を含む
ＰＫＣ依存性リン酸化プロセスにより再配置され得ることを示唆する。
【００１０】
　種々の細胞内媒介物質が、ｔｊの機能および／または構造を変化させることが示されて
いる。両生類胆嚢（Ｄｕｆｆｅｙら、Ｎａｔｕｒｅ，２０４：４５１－４５２、（１９８
１））の接着結合、金魚（Ｂａｋｋｅｒら、Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．、２４６：Ｇ２
１３－Ｇ２１７（１９８４））およびカレイ（Ｋｒａｓｎｅｙら、Ｆｅｄ．Ｐｒｏｃ．、
４２：１１００（１９８３））の両方の腸の接着結合は、細胞内ｃＡＭＰが増大した場合
、受動的なイオンの流れに対して増大した抵抗を示す。また、両生類胆嚢をＣａ２＋イオ
ノフォアに曝すと、ｔｊ抵抗が増大し、ｔｊ構造の変化を誘導するようにみえる（Ｐａｌ
ａｎｔら、Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．，２４５：Ｃ２０３－Ｃ２１２（１９８３））。
さらに、ホルボールエステルによるＰＫＣの活性化は、腎臓上皮細胞株（Ｅｌｌｉｓら、
Ｃ．Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．，２６３（Ｒｅｎａｌ　Ｆｌｕｉｄ　Ｅｌｅｃｔｒｏｌ
ｙｔｅ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．，３２：Ｆ２９３－Ｆ３００（１９９２））および腸上皮細胞
株（Ｓｔｅｎｓｏｎ　ら、Ｃ．Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．，２６５（Ｇａｓｔｒｏｉｎ
ｔｅｓｔ．Ｌｉｖｅｒ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．，２８：Ｇ９５５－Ｇ９６２（１９９３））の
両方において傍細胞透過性を増加させる。
【００１１】
　ＩＩ．閉鎖帯毒素
　コレラ毒素（ＣＴ）をコードするｃｔｘＡ遺伝子を欠失させることにより構築されるコ
レラ菌ワクチンの候補のほとんどは、高度の抗体応答を誘発し得るが、それでも半数を超
えるそのワクチンは軽度の下痢を発症する（Ｌｅｖｉｎｅら、Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ
．，５６（１）：１６１－１６７（１９８８））。ＣＴの不在下で誘導された下痢の程度
から、コレラ菌は、ｃｔｘＡ配列を欠失した株になお存在する他の腸毒素因子を産生する
と仮定された（Ｌｅｖｉｎｅら、前出）。その結果、コレラ菌により合成され、後の下痢
の原因となる第二の毒素である閉鎖帯毒素（本明細書において以降、”ＺＯＴ”とする）
が発見された（Ｆａｓａｎｏら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，８：
５２４２－５２４６（１９９１））。ｚｏｔ遺伝子は、ｃｔｘ遺伝子のすぐ隣に位置して
いる。コレラ菌株においてｃｔｘ遺伝子と共にｚｏｔ遺伝子が高頻度で存在すること（Ｊ
ｏｈｎｓｏｎら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂ．，３１（３）：７３２－７３３（１９９
３）；およびＫａｒａｓａｗａら、ＦＥＢＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔｔｅｒ
ｓ，１０６：１４３－１４６（１９９３））は、コレラに代表的である急性脱水性下痢の
原因としてのＺＯＴの可能な共同的な働きを示唆する。最近、ｚｏｔ遺伝子が、他の腸内
病原体でも同定された（Ｔｓｃｈａｐｅ，２ｎｄ　Ａｓｉａｎ－Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｓｙｍ
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ｐｏｓｉｕｍ　ｏｎ　Ｔｙｐｈｏｉｄ　ｆｅｖｅｒ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　Ｓａｌｏｍｅ
ｌｌｏｓｉｓ，Ａｌ（Ａｂｓｔｒ．）（１９９４））。
【００１２】
　ウサギ回腸粘膜で試験した場合に、ＺＯＴは、細胞間ｔｊの構造を調整することによっ
て、腸透過性を増加することが以前に発見されている（Ｆａｓａｎｏら、前出）。傍細胞
経路の変化の結果、腸粘膜はより透過性となることが発見されている。また、ＺＯＴは、
Ｎａ＋－グルコース共役能動輸送には影響せず、細胞傷害性がなく、そして経上皮抵抗を
完全に消失させ得ないことも発見された（Ｆａｓａｎｏら、前出）。
【００１３】
　より最近では、ＺＯＴは腸管粘膜中のｔｊを可逆的に開口し得るので、ＺＯＴは、例え
ばインスリンなどの治療薬と同時に投与すると、例えば、糖尿病の治療における経腸薬物
送達用の経口投与組成物において用いた場合、治療薬を腸に送達し得ることが見出された
（特許文献１；特許文献２；特許文献３；および非特許文献１：それぞれはその全体が参
照として本明細書中に援用される）。また、ＺＯＴは鼻粘膜中のｔｊを可逆的に開口し得
るので、ＺＯＴは、治療薬と同時投与した場合、治療薬の経鼻吸収を増強し得ることが見
出された（特許文献４；その全体が参照として本明細書中に援用される）。
【００１４】
　特許文献５（その全体が参照として本明細書中に援用される）では、ＺＯＴ受容体は、
腸株化細胞、すなわちＣａＣｏ２細胞から同定および精製された。さらに、特許文献６（
その全体が参照として本明細書中に援用される）では、ヒトの腸、心臓および脳組織由来
のＺＯＴ受容体が同定および精製された。ＺＯＴ受容体は、腸および鼻の透過性の制御に
関与する傍細胞経路の第一段階を表す。
【００１５】
　ＩＩＩ．ゾヌリン
　特許文献７および特許文献８（その全体が参照として本明細書中に援用される）では、
ＺＯＴに免疫学的におよび機能的に関係する哺乳動物タンパク質、ならびに哺乳動物の密
着結合の生理学的修飾因子として機能する哺乳動物タンパク質が同定および精製された。
「ゾヌリン」と呼ばれるこれらの哺乳動物タンパク質は、腸および鼻粘膜のｔｊを通る、
ならびに血液脳関門のｔｊを通る治療薬の吸収を増強するのに有用である。
【００１６】
　ＩＶ．ゾヌリンのペプチドアンタゴニスト
　ゾヌリンのペプチドアンタゴニストは、特許文献９に対応する係属中の米国特許出願第
０９／１２７，８１５号明細書（２００６年８月３日出願、その全体が参照として本明細
書中に援用される）で初めて同定および記載された。ゾヌリンのペプチドアンタゴニスト
は、ＺＯＴ受容体に結合し得るが、哺乳動物の密着結合の開口を生理学的に調節するよう
に機能しない。ペプチドアンタゴニストは、ＺＯＴおよびゾヌリンのＺＯＴ受容体への結
合を競合的に阻害し、それによってＺＯＴおよびゾヌリンが哺乳動物の密着結合の開口を
生理学的に調節する能力を阻害する。
【００１７】
　Ｖ．糖尿病
　一般にインスリン依存性糖尿病または若年性糖尿病と呼ばれるＩ型糖尿病（ＴｌＤＭ）
は、膵臓の自己免疫障害である。患者は膵臓のβ細胞への免疫応答を起こし、この細胞は
インスリンの産生に関与する。β細胞が破壊された結果、膵臓はホルモン（インスリン）
をもはや産生できない。
【００１８】
　糖尿病に伴う罹患率および死亡率は深刻である。アメリカ合衆国における糖尿病を有す
る個人の総数は、１５，７００，０００人である。なかでも、Ｉ型糖尿病を有する個人の
１００％およびＩＩ型糖尿病を有する個人の４０％は、インスリンの非経口投与に依存す
る。毎年、糖尿病を有する５に関する直接的な医療コストは、４００億ドルを超える。さ
らに１４０億ドルが、能力障害、労働損失および若年死亡率に関連する。
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【００１９】
　経口インスリン薬物送達のストラテジーは、多くの研究努力の焦点であり続けるが、小
腸がインスリンなどの巨大分子の吸収を防ぐ生理学的性質が原因で、それらの大部分が成
功しなかった。
【特許文献１】国際公開第９６／３７１９６号パンフレット
【特許文献２】米国特許第５，８２７，５３４号明細書
【特許文献３】米国特許第５，６６５，３８９号明細書
【特許文献４】米国特許第５，９０８，８２５号明細書
【特許文献５】米国特許第５，８６４，０１４号明細書
【特許文献６】米国特許第５，９１２，３２３号明細書
【特許文献７】米国特許第５，９４５，５１０号明細書
【特許文献８】米国特許第５，９４８，６２９号明細書
【特許文献９】国際公開第００／０７６０９号パンフレット
【非特許文献１】Ｆａｓａｎｏら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ，（１９９７）９９：１
１５８－１１６４
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２０】
　最近、米国特許出願公開第２００５／００６７０７４号明細書は、ゾヌリンのペプチド
アンタゴニストを用いて、糖尿病の発症を防止または遅延することを開示する。この刊行
物は、病状悪化の重大かつ初期の段階が傍細胞透過性の変化に存在すること、および糖尿
病への進行には傍細胞透過性の増加が必要なことを示唆する。この内在性経路を阻害する
ゾヌリンのペプチドアンタゴニストは、糖尿病への進行を予防することが示された。この
刊行物の開示にもかかわらず、該分野では、例えば、インスリン産生β細胞の再生により
、疾患の過程を逆行させることがなお必要とされている。この必要性および他の必要性は
、本発明により満たされる。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　（発明の要旨）
　いくつかの実施態様では、本発明は、膵臓β細胞の損失の緩徐化を、それを必要とする
被験体において行う方法を提供する。このような方法は、該被験体に、ゾヌリンのアンタ
ゴニストを含む組成物を投与することを含み得る。ゾヌリンのアンタゴニストは、例えば
、配列Ｇｌｙ　Ｇｌｙ　Ｖａｌ　Ｌｅｕ　Ｖａｌ　Ｇｌｎ　Ｐｒｏ　Ｇｌｙ（配列番号１
５）を含むペプチドであり得る。膵臓β細胞の損失の緩徐化に用いるための組成物は、ゾ
ヌリンアンタゴニストに加えて、１つまたはそれ以上の成分を含み得る。例えば、組成物
は、１つまたはそれ以上の細胞増殖を増強する因子を含み得る。適した因子には、増殖因
子が挙げられるが、これらに限定されない。適した増殖因子の例には、上皮増殖因子（Ｅ
ＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子－２（ＢＦＧＦ－２）、ケラチノサイト増殖因子（Ｋ
ＧＦ）、肝細胞増殖因子／分散因子（ＨＧＦ／ＳＦ）、グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬ
Ｐ－１）、エキセンディン－４、膵島／十二指腸ホメオボックス－１（ＩＤＸ－１）、β
－セルリン、アクチビンＡ、トランスフォーミング増殖因子α（ＴＧＦ－α）、トランス
フォーミング増殖因子β（ＴＧＦ－β）、ガストリンおよびそれらの組み合わせが挙げら
れるが、これらに限定されない。
【００２２】
　いくつかの実施態様では、本発明は、膵臓β細胞の再生を、それを必要とする被験体に
おいて行う方法を提供する。このような方法は、該被験体に、ゾヌリンアンタゴニストお
よび細胞を投与することを含み得る。ゾヌリンのアンタゴニストは、ペプチド、例えば、
配列Ｇｌｙ　Ｇｌｙ　Ｖａｌ　Ｌｅｕ　Ｖａｌ　Ｇｌｎ　Ｐｒｏ　Ｇｌｙ（配列番号１５
）を含むペプチドであり得る。β細胞の再生を促進し得る任意の型の細胞が用いられ得る
。いくつかの実施態様では、細胞は、増殖因子を分泌する細胞であり得る。いくつかの実
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施態様では、細胞は、膵島細胞、例えば、β細胞であり得る。いくつかの実施態様では、
細胞は、前駆細胞、例えば、幹細胞であり得る。アンタゴニストおよび細胞の投与のタイ
ミングは、当業者に容易に知られる技術を用いて最適化され得る。いくつかの実施態様で
は、アンタゴニストおよび細胞は、同時に投与され得るが、他の実施態様では、アンタゴ
ニストおよび細胞は、同時に投与されない。すなわち、アンタゴニストは、細胞が移植さ
れる前およびされた後に投与され得る。１つの実施態様では、アンタゴニストは、細胞の
前後に投与される。
【００２３】
　膵臓β細胞の再生を、それを必要とする被験体において行う方法であって、該被験体に
、ゾヌリンアンタゴニストおよび細胞を投与することを含む方法は、細胞増殖を増強する
因子を投与することをさらに含み得る。適した因子には、増殖因子が挙げられるが、これ
らに限定されない。適した増殖因子の例には、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、塩基性線維芽細
胞増殖因子－２（ＢＦＧＦ－２）、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、肝細胞増殖因子
／分散因子（ＨＧＦ／ＳＦ）、グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）、エキセンディ
ン－４、膵島／十二指腸ホメオボックス－１（ＩＤＸ－１）、β－セルリン、アクチビン
Ａ、トランスフォーミング増殖因子α（ＴＧＦ－α）、トランスフォーミング増殖因子β
（ＴＧＦ－β）、ガストリンおよびそれらの組み合わせが挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００２４】
　いくつかの実施態様では、本発明は、膵臓β細胞の再生を、それを必要とする被験体に
おいて行う方法であって、該被験体に、β細胞の複製を許容する条件下で、ゾヌリンアン
タゴニストを投与することを含む、方法を提供する。ゾヌリンのアンタゴニストは、例え
ば、配列Ｇｌｙ　Ｇｌｙ　Ｖａｌ　Ｌｅｕ　Ｖａｌ　Ｇｌｎ　Ｐｒｏ　Ｇｌｙ（配列番号
１５）を含むペプチドであり得る。そのような方法は、細胞増殖を増強する因子を投与す
ることをさらに含み得る。適した増殖因子の例には、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、塩基性線
維芽細胞増殖因子－２（ＢＦＧＦ－２）、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、肝細胞増
殖因子／分散因子（ＨＧＦ／ＳＦ）、グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）、エキセ
ンディン－４、膵島／十二指腸ホメオボックス－１（ＩＤＸ－１）、β－セルリン、アク
チビンＡ、トランスフォーミング増殖因子α（ＴＧＦ－α）、トランスフォーミング増殖
因子β（ＴＧＦ－β）、ガストリンおよびそれらの組み合わせが挙げられるが、これらに
限定されない。
【００２５】
　いくつかの実施態様では、本発明は、膵臓β細胞の再生を、それを必要とする被験体に
おいて行う方法であって、該被験体に、ゾヌリンアンタゴニストを投与すること、および
該被験体に、細胞を移植することを含む、方法を提供する。ゾヌリンのアンタゴニストは
、例えば、配列Ｇｌｙ　Ｇｌｙ　Ｖａｌ　Ｌｅｕ　Ｖａｌ　Ｇｌｎ　Ｐｒｏ　Ｇｌｙ（配
列番号１５）を含むペプチドであり得る。移植され得る任意の型の細胞およびβ細胞の再
生を促進する因子が用いられ得る。いくつかの実施態様では、細胞は、増殖因子を分泌す
る細胞を含み得る。いくつかの実施態様では、細胞は膵島細胞であり得、例えば、細胞は
、β細胞を含み得る。いくつかの実施態様では、細胞は、例えば、幹細胞などの前駆細胞
を含み得る。アンタゴニストの投与および細胞の移植のタイミングは、当業者に容易に知
られる技術を用いて最適化され得る。いくつかの実施態様では、アンタゴニストは、細胞
の移植と同時に投与され得るが、他の実施態様では、アンタゴニストは、細胞の移植と同
時に投与されない。すなわち、アンタゴニストは、細胞が移植される前または後に投与さ
れ得る。１つの実施態様では、アンタゴニストは、細胞が移植される前およびされた後の
両方で投与される。
【００２６】
　いくつかの実施態様では、膵臓β細胞の再生を、それを必要とする被験体において行う
方法であって、該被験体に、ゾヌリンアンタゴニストを投与すること、および該被験体に
細胞を移植することを含む、方法は、細胞増殖を増強する因子を投与することをさらに含
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み得る。適した因子には、増殖因子が挙げられるが、これらに限定されない。適した増殖
因子の例には、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子－２（ＢＦＧＦ－２
）、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、肝細胞増殖因子／分散因子（ＨＧＦ／ＳＦ）、
グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）、エキセンディン－４、膵島／十二指腸ホメオ
ボックス－１（ＩＤＸ－１）、β－セルリン、アクチビンＡ、トランスフォーミング増殖
因子α（ＴＧＦ－α）、トランスフォーミング増殖因子β（ＴＧＦ－β）、ガストリンお
よびそれらの組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施態様で
は、因子は、細胞の移植と同時に投与され得るが、他の実施態様では、因子は、細胞の移
植と同時に投与されない。すなわち、因子は、細胞が移植される前または後に投与され得
る。１つの実施態様では、因子は、細胞が移植される前およびされた後の両方で投与され
る。
【００２７】
　本発明は、自己免疫疾患を治療する方法であって、解剖学的障壁（ａｎａｔｏｍｉｃａ
ｌ　ｂａｒｒｉｅｒ）の透過性の増加を防止する化合物を投与することを含む、方法を提
供する。解剖学的障壁の透過性の増加を防止する化合物は、解剖学的障壁の透過性を増加
させる正常な生理学的化合物のアンタゴニストである。自己免疫疾患の処置に適した化合
物の例は、ゾヌリンアンタゴニストである。解剖学的障壁の透過性の増加を防止する化合
物で治療され得る自己免疫疾患には、セリアック病、原発性胆汁性肝硬変、ＩｇＡ腎症、
ウェゲナー肉芽腫症、多発性硬化症、１型糖尿病、関節リウマチ、クローン病、エリテマ
トーデス、橋本病（甲状腺機能低下）、グレーブス病（過敏性甲状腺）、自己免疫性肝炎
、自己免疫性内耳病、水疱性類天疱瘡、デビック症候群、グッドパスチャー症候群、ラン
バート・イートン筋無力症候群（ＬＥＭＳ）、自己免疫性リンパ増殖性症候群（ＡＬＰＳ
）、腫瘍随伴症候群、多腺性自己免疫性症候群（ＰＧＡ）および円形脱毛症が挙げられる
が、これらに限定されない。
【００２８】
　本発明のこれらおよび他の目的は、以下に提供する発明の詳細な説明から明らかになる
であろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２９】
　（発明の詳細な説明）
　上記で論じたように、種々の実施態様において、本発明は、膵臓β細胞の損失を緩徐化
するための、膵臓β細胞の損失を予防するための、および／または膵臓β細胞を再生する
ための物質および方法であって、とりわけ、そのような緩徐化、予防および／または再生
を必要とする被験体に、薬学的に有効量のゾヌリンのアンタゴニストを投与することによ
る物質および方法を提供する。代表的には、本発明での使用に適したアンタゴニストは、
閉鎖帯毒素（ＺＯＴ）受容体に結合するが、哺乳動物の密着結合の開口を生理学的に調節
しない。いくつかの実施態様では、ゾヌリンのアンタゴニストは、ペプチド類であり得る
。用語「アンタゴニスト」は、作動薬（すなわち、ゾヌリン）が引き起こす応答を防止、
抑制、減少または逆行させる化合物であると定義される。１つの実施態様では、本発明は
、膵臓β細胞の損失を緩徐化するための、膵臓β細胞の損失を予防するための、および／
または膵臓β細胞を再生するための物質および方法であって、とりわけ、そのような緩徐
化、予防および／または再生を必要とする被験体に、薬学的に有効量のゾヌリンのアンタ
ゴニストを投与することにより、該アンタゴニストは、閉鎖帯毒素（ＺＯＴ）受容体に結
合するが、哺乳動物の密着結合の開口を生理学的に調節しない物質および方法を提供する
。
【００３０】
　本発明で用いる膵臓β細胞の再生は、膵臓β細胞の数を増加させることを意味する。再
生は、１つまたはそれ以上の細胞を被験体に導入（例えば、移植）することを必要とし得
る。細胞（例えば、β細胞、幹細胞など）の移植は該分野で公知である。例えば、米国特
許第６，７０３，０１７号明細書（これは、参照として本明細書中に特別に援用される；
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特に実施例１～３）は、膵島産生幹細胞、膵島前駆細胞および膵島様構造の移植を開示す
る。Ｓｏｏｎ－Ｓｈｉｏｎｇら（Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．９０
（１２）：５８４３－７（１９９３））は、免疫保護された膵島の注射による糖尿病の長
期の逆転を記載する。幹細胞の単離は公知である。例えば、米国特許出願公開第２００３
００８２１５５号明細書（これは、参照として本明細書中に特別に援用される；特に、実
施例１～４）は、ランゲルハンス膵島の幹細胞を単離することおよびそれらの糖尿病の治
療における使用を開示する。膵臓β細胞の再生はまた、既に膵臓中に存在するβ細胞が複
製し得る条件を提供することを含む。例えば、成体膵臓β細胞は、インビボで増殖する顕
著な能力を保持するので、膵臓β細胞は、この増殖を促進する条件を提供することにより
再生され得ることが示されている（Ｄｏｒら、Ｎａｔｕｒｅ，４２９：４１－４６（２０
０２））。
【００３１】
　本明細書中で用いられるように、被験体は、本発明のアンタゴニストを受容する任意の
動物、例えば、哺乳動物である。被験体には、ヒトが挙げられるが、これらに限定されな
い。
【００３２】
　現在の実験は、自己免疫疾患、例えば、Ｉ型糖尿病の発症は、３つの因子１）遺伝的素
因；２）漏出性解剖学的障壁；および３）反復される環境的傷害に基づくことを示してい
る。本発明の物質および方法を用いて、１つまたはそれ以上の解剖学的障壁の透過性を減
少させる１つまたはそれ以上の化合物を投与することにより、自己免疫疾患を治療するこ
とが可能である。以下に示すように、解剖学的障壁の透過性を増強する正常な生理学的化
合物の活性を拮抗する化合物の投与は、自己免疫疾患を処置するのに用いられ得る。例え
ば、ゾヌリンは、解剖学的障壁である腸上皮の透過性を増強する正常な生理学的化合物で
ある。ゾヌリンアンタゴニストを投与することにより、解剖学的障壁の透過性が維持また
は減少され、それによって自己免疫疾患であるＩ型糖尿病が予防または治療される。
【００３３】
　漏出性解剖学的障壁が疾患の発症に寄与する自己免疫疾患の１つの例は、Ｉ型糖尿病で
ある。理論に束縛されることを望まないが、異常な腸の透過性は、１型糖尿病の病変形成
に主要な役割を果たすと考えられている。図８を参照すると、非自己抗原（四角形および
三角形）は腸の管腔（１）内に存在し、かつ、ゾヌリン系（２～３）の調節不全を有する
被験体内のｔｊバリアと交差する（環はゾヌリンであり、細胞上のＴ形構造はゾヌリン受
容体である）。抗原ペプチド類は、ＡＰＣ（４）の表面に存在するＨＬＡ受容体に結合す
る。次いで、これらのペプチド類は、Ｔリンパ球（５）に提示される。遺伝的に感受性の
個体において、異常な免疫応答（体液性および細胞性の両方）（６）は、引き続いて、１
型糖尿病（７）に典型的なインスリン欠乏を伴う、ランゲルハンス膵島を主に標的とする
自己免疫プロセスにつながる。以下に示す証拠は、解剖学的障壁の透過性を制御すること
により、疾患の過程を逆行させ、かつ、損傷した膵島を再生することが可能であることを
実証する。
【００３４】
　従って、本発明は、解剖学的障壁の透過性の増加を防ぐ化合物を投与することによる、
自己免疫疾患の治療方法を提供する。解剖学的障壁の透過性の増加を防ぐ化合物は、解剖
学的障壁の透過性を増加させる正常な生理学的化合物のアンタゴニストであり得る。自己
免疫疾患の治療に適した化合物の例は、ゾヌリンアンタゴニストである。
【００３５】
　ゾヌリンの任意のアンタゴニストを、本発明の実施に用いることができる。本明細書中
で用いられるように、ゾヌリンのアンタゴニストは、ゾヌリン受容体に結合してゾヌリン
により引き起こされる応答を予防する、抑制する、減少させるまたは逆行させる任意の化
合物である。例えば、本発明のアンタゴニストは、ゾヌリンのペプチドアンタゴニストを
含み得る。ペプチドアンタゴニストの例には、以下からなる群から選択されるアミノ酸配
列を含むペプチド類が挙げられるが、これらに限定されない：
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【００３６】
【化１】

　アンタゴニストがペプチドである場合、任意の長さのペプチドが用いられ得る。一般に
、ペプチドアンタゴニストのサイズは、アミノ酸長が、約６～約１００、約６～約９０、
約６～約８０、約６～約７０、約６～約６０、約６～約５０、約６～約４０、約６～約３
０、約６～約２５、約６～約２０、約６～約１５、約６～約１４、約６～約１３、約６～
約１２、約６～約１１、約６～約１０、約６～約９または約６～約８の範囲であろう。本
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発明のペプチドアンタゴニストは、アミノ酸長が、約８～約１００、約８～約９０、約８
～約８０、約８～約７０、約８～約６０、約８～約５０、約８～約４０、約８～約３０、
約８～約２５、約８～約２０、約８～約１５、約８～約１４、約８～約１３、約８～約１
２、約８～約１１または約８～約１０であり得る。本発明のペプチドアンタゴニストは、
アミノ酸長が、約１０～約１００、約１０～約９０、約１０～約８０、約１０～約７０、
約１０～約６０、約１０～約５０、約１０～約４０、約１０～約３０、約１０～約２５、
約１０～約２０、約１０～約１５、約１０～約１４、約１０～約１３または約１０～約１
２であり得る。本発明のペプチドアンタゴニストは、アミノ酸長が、約１２～約１００、
約１２～約９０、約１２～約８０、約１２～約７０、約１２～約６０、約１２～約５０、
約１２～約４０、約１２～約３０、約１２～約２５、約１２～約２０、約１２～約１５ま
たは約１２～約１４であり得る。本発明のペプチドアンタゴニストは、アミノ酸長が、約
１５～約１００、約１５～約９０、約１５～約８０、約１５～約７０、約１５～約６０、
約１５～約５０、約１５～約４０、約１５～約３０、約１５～約２５、約１５～約２０、
約１９～約１５、約１５～約１８または約１７～約１５であり得る。
【００３７】
　ペプチドアンタゴニストは、Ｈｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　Ｌｉｑｕｉｄ　Ｃｈ
ｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｅ
ｐａｒａｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，Ｅｄｓ．Ｍ
ａｎｔら、Ｃ．Ｒ．Ｃ．Ｐｒｅｓｓ（１９９１）に記載されるような周知技術、およびＳ
ｙｍｐｈｏｎｙ（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ）などのペプチド
合成機を用いて；または、組換えＤＮＡ技術（すなわち、ヌクレオチド配列コード化ペプ
チドが、適切な発現ベクター、例えば、大腸菌または酵母発現ベクターに挿入されて、そ
れぞれの宿主細胞内で発現し、そこから周知技術を用いて精製する）を用いて、化学的に
合成および精製することができる。
【００３８】
　アンタゴニスト（例えば、ペプチドアンタゴニスト）は、小腸送達用の経口投与組成物
として投与することができる。このような小腸送達用の経口投与組成物は、該分野で周知
であり、一般に、胃耐性錠剤またはカプセルを含む（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１６ｔｈ　Ｅｄ．，Ｅｄｓ．Ｏｓｏｌ，Ｍａ
ｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｃｈａｐｔｅｒ　８９（１９８０）；Ｄｉｇｅｎ
ｉｓら、Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．，８３：９１５－９２１（１９９４）；Ｖａｎｔｉｎ
ｉら、Ｃｌｉｎｉｃａ　Ｔｅｒａｐｅｕｔｉｃａ，１４５：４４５－４５１（１９９３）
；Ｙｏｓｈｉｔｏｍｉら、Ｃｈｅｍ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｕｌｌ，４０：１９０２－１９０５
（１９９２）；Ｔｈｏｍａら、Ｐｈａｒｍａｚｉｅ，４６：３３１－３３６（１９９１）
；Ｍｏｒｉｓｈｉｔａら、Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ，７：３
０９－３１９（１９９１）；およびＬｉｎら、Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓ．
，８：９１９－９２４（１９９１））；これらはそれぞれ、その全体が本明細書中で参照
として援用される）。本発明の胃耐性錠剤またはカプセルは、好ましくは、腸液に溶解す
る。
【００３９】
　錠剤は、例えば、いずれか酢酸フタル酸セルロースまたは酢酸テレフタル酸セルロース
のいずれかを添加することにより、胃耐性になる。用語「胃耐性」とは、６０分以内に、
ｐＨが５未満の胃液中またはｐＨが５未満の擬似胃液中で、組成物中の総ゾヌリン作動体
のうち３０重量％未満を遊離する組成物を意味する。
【００４０】
　カプセルは、アンタゴニスト（例えば、ペプチドアンタゴニスト）が、硬質または軟質
の可溶性容器またはゼラチンのシェルのいずれかにカプセル化された固形剤形である。カ
プセルの製造に用いられるゼラチンは、コラーゲン性物質から、加水分解により得られる
。２つの型のゼラチンが存在する。Ａ型は、ブタの皮膚から酸加工により誘導され、Ｂ型
は、骨および動物の皮膚から、アルカリ加工により誘導される。硬質カプセルの使用によ
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り、単独のアンタゴニスト（例えば、ペプチドアンタゴニスト）またはそれらの組み合わ
せの処方において、個々の被験体に最良と考えられる正確な投与量レベルの処方における
選択が可能になる。硬質カプセルは２つの部分からなるが、一方は他方の部分を覆って完
全にアンタゴニスト（例えば、ペプチドアンタゴニスト）を包囲する。これらのカプセル
は、アンタゴニスト（例えば、ペプチドアンタゴニスト）を導入するか、またはアンタゴ
ニスト（例えば、ペプチドアンタゴニスト）を含む胃耐性ビーズを、カプセルの長いほう
の端部に入れ、次いでキャップで覆うことにより充填される。硬質カプセルは、主に、ゼ
ラチン、ＦＤ＆Ｃ着色料および時々二酸化チタンなどの不透明化剤から製造される。米国
特許は、この目的でのゼラチンが、製造時の分解を防ぐために、０．１５％（ｗ／ｖ）の
二酸化イオウを含むことを許容する。
【００４１】
　本発明の文脈において、小腸の送達のための経口投与組成物にはまた、アンタゴニスト
（例えば、ペプチドアンタゴニスト）が胃中の胃液で有意に不活性化されることを防ぎ、
それによって、アンタゴニスト（例えば、ペプチドアンタゴニスト）が活性型で小腸に達
することを可能にする水性緩衝化剤を含む液体組成物が挙げられる。発明で用いられるそ
のような水性緩衝化剤の例には、炭酸水素塩緩衝液（ｐＨ５．５～８．７、好ましくは約
ｐＨ７．４）が挙げられる。
【００４２】
　経口投与組成物が液体組成物である場合、安定性の問題を最小化するために、組成物は
投与の直前に準備されることが好ましい。この場合、液体組成物は、凍結乾燥したアンタ
ゴニスト（例えば、ペプチドアンタゴニスト）を水性緩衝化剤に溶解することにより準備
され得る。
【００４３】
　代表的には、本明細書中で用いられるゾヌリンのアンタゴニスト（例えば、ペプチドア
ンタゴニスト）を含む組成物は、薬学的に有効量のアンタゴニストを含む。用いられる薬
学的に有効量のアンタゴニスト（例えば、ペプチドアンタゴニスト）は、個体の疾患症状
、年齢、性別および体重などの因子によって異なり得る。投与計画は、最適な治療上の応
答を提供するように調整され得る。例えば、単独のボーラスが投与され得るか、いくつか
の分割用量が経時的に投与され得るか、または、用量は、治療上の状況の緊急事態により
指示されるように比例的に減少または増加され得る。投与の安静および投与の均一性のた
めに、投与単位剤形中の非経口的組成物を処方することが特に有利である。本明細書中で
用いられる投与単位剤形とは、処置すべき哺乳動物の被験体への単位投与に適した物理的
に別々の単位を意味する；各単位は、必要な医薬上の担体との組み合わせで所望の治療効
果を生じるように計算された所定量の活性化合物を含む。本発明の単位剤形を投与するた
めの詳細は、（ａ）活性化合物の独特の特徴および達成すべき特定の治療効果、ならびに
（ｂ）そのような活性化合物の個体における感受性の処置のための配合の分野に特有の制
限によって指示されるか、またはそれらに直接依存する。
【００４４】
　一般に、本発明で（例えば、膵臓β細胞の損失を緩徐化するために、膵臓のβ細胞の損
失を予防するためにおよび／または膵臓β細胞を再生するために）用いられるアンタゴニ
スト化合物の量は、約７．５μＭ～７．５ｍＭ、好ましくは約７．５μＭ～０．７５ｍＭ
の範囲内である。そのような最終濃度を、例えば、腸または血液中で達成するために、本
発明の単独の投与組成物中のアンタゴニスト（例えば、ペプチドアンタゴニスト）の量は
、一般に、被験体の体重１ｋｇ当たり、約５０ｎｇ～約１０μｇ、約２５０ｎｇ～約１０
μｇ、約５００ｎｇ～約１０μｇ、約１μｇ～約１０μｇ、約２μｇ～約１０μｇ、約３
μｇ～約１０μｇ、約４μｇ～約１０μｇ、約５μｇ～約１０μｇ、約５０ｎｇ～約５μ
ｇ、約２５０ｎｇ～約５μｇ、約５００ｎｇ～約５μｇ、約１μｇ～約５μｇ、約２μｇ
～約５μｇ、約３μｇ～約５μｇ、約４μｇ～約５μｇ、約５０ｎｇ～約３μｇ、約２５
０ｎｇ～約３μｇ、約５００ｎｇ～約３μｇ、約１μｇ～約３μｇまたは約２μｇ～約３
μｇであろう。
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【００４５】
　本発明の組成物は、１つまたはそれ以上の薬剤的に許容され得る担体を含み得る。本明
細書中で用いられる「薬剤的に許容され得る担体」には、生理学的に適合性の任意かつ全
ての溶媒、分散媒、コーティング、抗菌薬および抗真菌薬、等張化剤および吸収遅延薬剤
などが挙げられる。１つの実施態様では、担体は、非経口投与に適している。担体は、中
枢神経系（例えば、脊髄内または脳内）への投与に適し得る。あるいは、担体は、静脈内
、腹腔内または筋肉内投与に適し得る。他の実施態様では、担体は、経口投与に適する。
薬剤的に許容され得る担体には、無菌の注射用溶液または分散物の即時の調製のための無
菌の水溶液または分散物および無菌の粉末が挙げられる。そのような媒体および薬剤の薬
学的に活性な物質への使用は、該分野で周知である。任意の通常の媒体または薬剤は、活
性化合物と不適合性である場合を除き、その本発明の医薬組成物への使用が意図される。
追加の活性化合物もまた組成物に配合することができる。
【００４６】
　以下の実施例は、例示のみの目的で提供され、決して、本発明の範囲を限定することは
意図されない。
【実施例】
【００４７】
　（実施例１）
　ゾヌリンのペプチドアンタゴニスト
　ＺＯＴ、ヒト腸ゾヌリン（ゾヌリンｉ）およびヒト心臓ゾヌリン（ゾヌリンｈ）が全て
、腸（Ｆａｓａｎｏら、Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，１１２：８３９（１９９７
）；Ｆａｓａｎｏら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９６：７１０（１９９５）、および
内皮のｔｊに作用し、かつ、３つ全てが同様の局所的な効果を有し（Ｆａｓａｎｏら（１
９９７））、腸内でのＺＯＴ受容体の分布と一致する（Ｆａｓａｎｏら（１９９７）、上
述；およびＦａｓａｎｏら（１９９５）、上述）ことを前提として、米国特許出願第０９
／１２７，８１５号明細書（１９９８年８月３日出願）では、これらの３つの分子が同一
の受容体結合部位と相互作用すると仮定した。従って、腸のｔｊの制御に関与する受容体
リガンド相互作用の絶対的構造要件に関する考察を提供するため、ＺＯＴおよびヒトゾヌ
リンの一次アミノ酸構造の比較を行った。これらの分子のＮ末端を解析することにより、
以下の共通のモチーフが明らかになった（図１で囲まれたアミノ酸残基８～１５）：無極
性（腸についてＧｌｙ、脳についてＶａｌ）、可変性、無極性、可変性、無極性、極性、
可変性、極性（Ｇｌｙ）。８位のＧｌｙ、１２位のＶａｌおよび１３位のＧｌｎ（全ては
ＺＯＴ中で高度に保存されている）、ゾヌリン；および腸内の受容体結合機能に重要であ
ると考えられているゾヌリンｈ（図１参照）。同様のことを検証するため、合成オクタペ
プチドＧｌｙ　Ｇｌｙ　Ｖａｌ　Ｌｅｕ　Ｖａｌ　Ｇｌｎ　Ｐｒｏ　Ｇｌｙ（配列番号１
５）（ＦＺＩ／Ｏと命名、ヒト胎性ゾヌリンのアミノ酸残基８～１５に一致する）を化学
的に合成した。
【００４８】
　次いで、以下に記載するＵｓｓｉｎｇチャンバーに取り付けたウサギ回腸を、単独の、
１００μｇのＦＺＩ／Ｏ（配列番号１５）、１００μｇのＦＺＩ／１（配列番号２９）、
１．０μｇの６ｘＨｉｓ－ＺＯＴ（米国特許出願第０９／１２７，８１５号明細書（１９
９８年８月３日出願）の実施例１に記載のように得た）、１．０μｇのゾヌリンｉ；（米
国特許出願第０９／１２７，８１５号明細書（１９９８年８月３日出願）の実施例３に記
載のように得た）、または１．０μｇのゾヌリンｈ（米国特許出願第０９／１２７，８１
５号明細書（１９９８年８月３日出願）の実施例３に記載のように得た）に曝露するか；
あるいは、１００μｇのＦＺＩ／ＯまたはＦＺＩ／１に２０分予備曝露し、このときに、
１．０μｇの６ｘＨｉｓ－ＺＯＴ、１．０μｇのゾヌリンｉまたは１．０μｇのゾヌリン

ｈを添加した。次いで、ΔＲｔを、Ｒｔ＝ＰＤ／Ｉｓｃ（式中、ＰＤは電位差であり、Ｉ

ｓｃは短絡電流である）として計算する。結果を図２に示す。
【００４９】
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　図２に示すように、ＦＺＩ／Ｏは、Ｒｔ（ネガティブコントロールと比較して０．５％
）（塗りつぶしたバーを参照されたい）においていかなる有意な変化も誘発しなかった。
反対に、ＦＺＩ／Ｏでの２０分の前処理は、ＺＯＴ、ゾヌリンｉおよびゾヌリンｈの保持
時間への効果を、それぞれ、７５％、９７％および１００％減少させた（白抜きのバーを
参照されたい）。また、図２に示すように、この阻害効果は、（ゾヌリンｉの）８位のＧ
ｌｙ、１２位のＶａｌおよび１３位のＧｌｎを、対応するゾヌリンｈのアミノ酸残基（Ｖ
ａｌ、ＧｌｙおよびＡｒｇ、それぞれ、配列番号３０を参照されたい）に変えることによ
り化学的に合成した第２の合成ペプチド（ＦＺＩ／１、配列番号２９）を用いた場合、完
全に遮断された（斜線を付したバーを参照されたい）。上記の結果は、ＺＯＴのＮ末端の
残基８および残基１５の間にまたがる領域、ならびに標的とする受容体への結合に重要な
ゾヌリンファミリーが存在し、かつ、８位、１２位および１３位のアミノ酸残基がこの結
合の組織特異性を決定することを実証する。
【００５０】
　（実施例２）
　糖尿病ラットモデル
　腸の透過性の変化は、糖尿病の発症に関連する先行する生理学的変化の１つであること
が示されている（Ｍｅｄｄｉｎｇｓ，Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ，２７６：Ｇ９５１－９
５７（１９９９））。傍細胞輸送および腸の透過性は、完全には解明されていない機構に
より、細胞内ｔｊによって制御される。
【００５１】
　ゾヌリンおよびその原核生物類似体であるＺＯＴは、いずれも、ｔｊを調節することに
よって腸の透過性を変化させる。この実施例では、ゾヌリンが関連するｔｊの機能障害が
糖尿病の病変形成に関与し、かつ、糖尿病は、ゾヌリンのペプチドアンタゴニストの投与
により、予防または発症を遅らせることができることを初めて実証した。
【００５２】
　最初に、２つの遺伝学的品種、すなわち、ＢＢ／Ｗｏｒ糖尿病傾向（ＤＰ）ラットおよ
び糖尿病抵抗性（ＤＲ）ラット（Ｈａｂｅｒら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，９５：
８３２－８３７（１９９３））を評価することにより、それらがゾヌリンの腔内分泌およ
び腸の透過性において有意な変化を示すかどうかを決定した。
【００５３】
　より詳細には、同じ日齢のＤＰおよびＤＲラット（２０日、５０日、７５日、および１
００日を超える日齢）を犠牲にした。ラットを犠牲にした後、２５Ｇ針を回腸の管腔内に
設置し、リンゲル溶液での腸洗浄を行って、腔内ゾヌリンの存在を決定した。ゾヌリン濃
度を、サンドイッチ酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）を用いて、以下の通りに評
価した：
　プラスチックマイクロタイタープレート（Ｃｏｓｔａｒ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）
を、ポリクローナルウサギ抗ＺＯＴ抗体（米国特許出願第０９／１２７，８１５号明細書
（１９９８年８月３日出願）の実施例２に記載のように得た）（希釈１：１００）を用い
て、一晩、４℃にて被覆し、０．０５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳで３回
洗浄し、次いで、０．１％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ　２０を含む３００μｌのＰＢＳを用い
て、１５分にわたって室温でインキュベーションすることによりブロックした。次いで、
精製したヒト腸ゾヌリン（米国特許出願第０９／１２７，８１５号明細書（１９９８年８
月３日出願）の実施例３に記載のように得た）を、プレート上に被覆した。
【００５４】
　検量線は、異なる濃度（０．７８ｎｇ／ｍｌ、１．５６ｎｇ／ｍｌ、３．１２５ｎｇ／
ｍｌ、６．２５ｎｇ／ｍｌ、１２．５ｎｇ／ｍｌ、２５ｎｇ／ｍｌおよび５０ｎｇ／ｍｌ
）の０．０５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳ中で、ゾヌリンを希釈すること
により得た。
【００５５】
　１００μｌの各標準濃度または１００μｌの腸洗浄試料を、ウェルにピペッティングし
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、プレート振盪機を用いて、室温で１時間インキュベートした。非結合ゾヌリンを、ＰＢ
Ｓで洗浄し、ウェルを、１００μｌのアルカリホスフェートと複合体化した抗ＺＯＴ抗体
で室温にて１時間、振盪しながらインキュベートした。非結合複合体を、ＰＢＳで洗浄し
、呈色反応を、最初に０．１Ｍトリス－ＨＣｌ（ｐＨ７．３）中で１／２００００に希釈
した１００μｌのＥｘｔｒａ－Ａｖｉｄｉｎ（ＳＩＧＭＡ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、
１．０ｍＭのＭｇＣｌ２、１．０％（ｗ／ｖ）のＢＳＡを１５分にわたって添加し、次い
で、各ウェルを、１．０ｍｇ／ｍｌのｐ－ニトロフェニル－リン酸基質（ＳＩＧＭＡ，Ｓ
ｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を含む溶液１００μｌを用いて３７℃で３０分インキュベートす
ることにより、展開した。吸光度を、酵素免疫アッセイリーダーで、４０５ｎｍにて読み
取った。
【００５６】
　ＥＬＩＳＡ－サンドイッチ法のアッセイ内およびアッセイ間の精度を評価するために、
係数変動（ＣＶ）を、異なる濃度のゾヌリンを用いて２つの試料から複製した３つの複製
を用いて、連続する３日間にわたって計算した。ＥＬＩＳＡ－サンドイッチ法のアッセイ
間の試験により、９．８％のＣＶを得た。アッセイ内のＣＶの試験は、第１日に４．２％
、第２日に３．３％、および第３日に２．９％であった。
【００５７】
　ゾヌリン濃度は、腸洗浄で検出されたタンパク質のｎｇ／ｍｇとして表し、曝露された
表面積（ｍｍ２）により正規化された。結果を図３に示す。
【００５８】
　図３に示すように、腔内ゾヌリンの４倍の増加が、糖尿病傾向ラット（日齢５０日）で
最初に観察された（第２のバー）。この腔内ゾヌリンの増加は、腸の透過性の増加と相関
することが確立された。腔内ゾヌリンの増加は、これらの糖尿病傾向ラットで高いままで
あり、かつ、最も悪化した糖尿病への進行との相関性が確立された。注目すべきは、糖尿
病傾向ラット（日齢１００日）が腔内ゾヌリンの増加を有しなかったことである。このラ
ットは糖尿病に進行しなかったので、このことは注目に値する。このラットの血糖値は正
常であった。従って、ゾヌリンは、Ｉ型糖尿病の病変形成に関連する透過性の変化の原因
である。ゾヌリン分泌の増加は、加齢に関連し、かつ、糖尿病の発症を進行させる。
【００５９】
　次いで、糖尿病がゾヌリンのペプチドアンタゴニストの投与により予防され得ることを
実証するために、ＢＢ／Ｗｏｒラット（日齢２１～２６日）をＢｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　Ｍｏｄｅｌｓ，Ｉｎｃ．（Ｒｕｔｌａｎｄ，ＭＡ）から得、２つのグル
ープ（１グループ当たり５匹）、すなわち、処置群およびコントロール群にランダムに分
けた。両方のグループを、ラット固形飼料の標準的な食餌（Ｈａｒｌａｎ　Ｔｅｋｌａｂ
　Ｄｉｅｔ　＃７０１２）で維持した。全ての食物および水は、予め加圧滅菌した。毎日
、１日の水分摂取量を測定し、１００ｍｌの新鮮な水を与えた。処置群には、飲料水に補
充した１０μｇ／ｍｌのゾヌリンペプチドアンタゴニスト（配列番号１５）を与えた。ラ
ットを、ヘパフィルターのケージに収容した。
【００６０】
　ラットの糖尿病は、以下の通り診断した：ラットを、週に２回計量した。血糖値を、Ｏ
ｎｅＴｏｕｃｈ（登録商標）グルコースモニタリングシステム（Ｊｏｈｎｓｏｎ　＆　Ｊ
ｏｈｎｓｏｎ）を用いて、毎週測定した。各週に、検尿用の試験片を用いて、グルコース
（Ｄｉａｓｔｉｘ（登録商標））およびケトン（Ｋｅｔｏｓｉｔｘ（登録商標））（バイ
エル）をモニタリングした。血糖値が２５０ｍｇ／ｄｌを超えるラットを、一晩絶食させ
、血糖値が２００ｍｇ／ｄｌを超えるものは糖尿病であると考えた。これらの指針は、Ｂ
ｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｍｏｄｅｌｓ，Ｉｎｃにより提供されるデータ
と一致する。結果を図４に示す。
【００６１】
　図４に示すように、８０％（４／５）のコントロールラットおよび４０％（２／５）の
ゾヌリンのペプチドアンタゴニストで処置したラットは、日齢８０日までに糖尿病を発症
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した。ゾヌリン分泌の変化は、糖尿病の発症と並行した。
【００６２】
　糖尿病の臨床症状後、ラットを以下の通り犠牲にした：ラットをケタミン麻酔を用いて
麻酔し、正中切開により、心臓への接近を可能にした。１８Ｇ針を心臓に設置すると、瀉
血により死亡した。次いで、ゾヌリンアッセイを上記のとおりに行った。糖尿病を発症し
なかったラットについては、研究の終点は日齢８０日であった。Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｍｏｄｅｌｓ，Ｉｎｃ．によれば、８０％の糖尿病傾向ラットは、日
齢８０日までに糖尿病を発症する。ゾヌリンアッセイの結果を、図５に示す。
【００６３】
　図５に示すように、ゾヌリンのペプチドアンタゴニストで処置しなかった糖尿病ラット
は、腔内ゾヌリンの増加を有することが観察されたが、このことは、図３に示す結果と一
致した。さらに、腔内ゾヌリンは、糖尿病を発症しなかった糖尿病傾向ラット（ＤＰ処置
）およびコントロールラット（ＤＰ未処置）の両方と比較して、糖尿病ラット（ＤＲ）に
おいて２～４倍増加した。糖尿病を発症しなかった非糖尿病コントロールラットは、無視
できるレベルのゾヌリンを有していたが、このことは、図３に示すゾヌリンのレベルと一
致した。さらに、ゾヌリンのペプチドアンタゴニストで処置したにもかかわらず糖尿病を
発症した２つの糖尿病傾向ラットは、首尾よく処置したラットおよび未処置のコントロー
ルラットよりも有意により高い腔内ゾヌリンレベルを示した。ゾヌリンのレベルは、糖尿
病への進行に必要な透過性の変化を惹起するのに十分であったが、ＺＯＴ／ゾヌリン受容
体は、ペプチドアンタゴニストにより効率的にブロックされた。
【００６４】
　また、糖尿病の臨床症状に引き続いて、犠牲にしたラットの腸組織をＵｓｓｉｎｇチャ
ンバーに取り付けて、エキソビボでの透過性の変化を評価した。
【００６５】
　より詳細には、犠牲にしたラットから空腸および回腸の部位を単離し、腸内容物をすす
ぎ落とした。各腸の区域の６つの部位を準備し、Ｌｕｃｉｔｅ　Ｕｓｓｉｎｇチャンバー
（開口部０．３３ｃｍ２）内に取り付け、電位固定装置（ＥＶＣ　４０００；Ｗｏｒｌｄ
　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｓａｒａｔｏｓａ，ＦＬ）に接続し、
５３ｍＭのＮａＣｌ、５．０ｍＭのＫＣｌ、３０．５ｍＭのＮａ２ＳＯ４、３０．５ｍＭ
のマンニトール、１．６９ｍＭのＮａ２ＰＯ４、０．３ｍＭのＮａＨＰＯ４、１．２５ｍ
ＭのＣａＣｌ２、１．１ｍＭのＭｇＣｌ２および２５ｍＭのＮａＨＣＯ３（ｐＨ７．４）
を含む新たに調製した緩衝液を有するバスに入れた。バス溶液を、恒温循環ポンプに接続
したウォータージャケットを備えたレザバーで３７℃に維持し、９５％Ｏ２および５％Ｃ
Ｏ２で通気した。電位差を測定し、および短絡電流および組織の抵抗を、Ｆａｓａｎｏら
、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ，ＵＳＡ，８８：５２４２－５２４６（１９９
１）に記載のように計算した。結果を図６～７に示す。
【００６６】
　エキソビボでのＵｓｓｉｎｇチャンバーを用いた透過性研究で実証されるように、そし
て図６に示すように、糖尿病に進行した全てのラットは、それらの腸の透過性が増加して
いた。糖尿病抵抗性（ＤＲ）ラットは、傍細胞透過性があまり変化しなかった（第１のバ
ー）。未処置の糖尿病傾向ラット（ＤＰ未処置；第２のバー）は、空腸および回腸の傍細
胞透過性に有意な増加を有した。より重要なことには、ゾヌリンのペプチドアンタゴニス
トで処置した糖尿病傾向ラット（ＤＰ処置；第３のバー）は、空腸に限定された小腸の傍
細胞透過性に有意な増加を有した。しかしながら、図６に示すように、ゾヌリンペプチド
アンタゴニストでの前処理は、遠位回腸におけるこれらの変化を予防する。その結果、病
変形成に付随する傍細胞透過性の変化は、回腸に限定される。また、図６に示すように、
結腸の透過性には有意な変化はなく、このことは、ゾヌリン受容体分布の領域の分布と一
致した。
【００６７】
　これらの結果を、糖尿病を発症した（ＤＰ－Ｄ）または発症しなかった（ＤＰ－Ｎ）未
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処置の糖尿病傾向ラットの小腸におけるエキソビボでの腸の透過性を比較することにより
、さらに確証した（図７）。空腸のＲｔにおける顕著な変化はＤＰ－ＤラットとＤＰ－Ｎ
ラットとの間で観察されなかったが、ＤＰ－Ｄラットの回腸粘膜では、ＤＰ－Ｎラットと
比較して顕著により低いＲｔが観察された（図７）。
【００６８】
　従って、以下のような結論付けがなされ得る：（１）ペプチドアンタゴニストは、糖尿
病の発症に必要とされる透過性の変化を効率的にブロックすることができた；および（２
）ペプチドアンタゴニストで処置したこれらのラットにおいて、腔内ゾヌリンのレベルは
、糖尿病を発症しなかった処置ラットの３倍高かった。糖尿病を発症した処置ラットのこ
の集団において、ペプチドアンタゴニストの量は、糖尿病を予防するのに必要な、十分な
数のＺＯＴ／ゾヌリン受容体をブロックするのに十分ではなかったのであろう。
【００６９】
　６０％の処置ラットは、糖尿病を発症しなかった。このラットの集団において、ゾヌリ
ンのペプチドアンタゴニストは、糖尿病の発症に必要な腸の透過性の増加を効率的に防止
した。図５に示すように、処置ラットは、未処置コントロールに匹敵するレベルの腔内ゾ
ヌリンを有したが、ゾヌリンのペプチドアンタゴニストが存在したために、小腸の全体の
透過性は、糖尿病の進行に必要な病態生理学的変化を惹起するのに十分なほどには変化し
なかった。興味深いことに、図５に示すように、糖尿病を発症しなかった１匹のコントロ
ール動物は、無視できるレベルのゾヌリンを有していたが、このことは、ゾヌリンが糖尿
病の病変形成で担う役割をさらに支持する。
【００７０】
　従って、ＢＢ／Ｗｏｒラットにおける糖尿病の病変形成の初期現象は、ゾヌリンが媒介
する腸の傍細胞透過性の変化に関与する。さらに、ゾヌリンのペプチドアンタゴニストを
用いることによるゾヌリンシグナル伝達系の抑制により、糖尿病の発症が予防されるか、
または少なくとも遅延される。
【００７１】
　（実施例３）
　β細胞の再生
　５２～５４日齢の糖尿病傾向ラットの試験群を、ゾヌリンアンタゴニストペプチドＡＴ
１００１（配列番号１５）で処置し、一方、日齢が同じコントロール群は処置しなかった
。このとき、アンタゴニストを投与したが、これは、４０日目にこれらのラットはゾヌリ
ンレベルの増加を示し、かつ、５０日間目に自己免疫性抗体が検出され得るからである。
従って、処置は、糖尿病の発症後に開始した。
【００７２】
　５２～５４日齢のＢＢＤＰ動物を、２つの群に分けた。グループ（ｎ＝２０）は、飲料
水およびＨＣＯ３中のＡＴ－１００１を毎日摂取した。グループ２（ｎ＝１０）は、飲料
水およびＨＣＯ３を摂取した。動物を、プラセボまたは合成ゾヌリンペプチド阻害剤ＡＴ
－１００１（配列番号１５）での処置のいずれかを、それらの水分補給時に摂取するよう
に、処置治療群Ｔ０の間に、盲検法でランダム化した。疾患の終点（空腹時血糖が２５０
ｍｇ／ｄｌを超える）において、ＴｌＤを発症したＢＢＤＰラット（プラセボ群において
６０％の発症率、平均日齢１１０日間）を安楽死させ、血液および組織試料を回収した。
ＴｌＤを発症しなかったＡＴ１００１処置ラットを、１２０日齢で再びランダム化し、次
の２つの群に分けた：ａ）休薬治療群およびｂ）ＡＴ－１００１での連続した処置；これ
らは、処置治療群Ｔｌの間に、追加の１００日間にわたって行った。血清ゾヌリンおよび
自己抗体レベルを、研究の初期およびその終末点においてモニタリングした。水分摂取を
毎日モニタリングし、一方、体重増加および血清グルコースレベルを毎週チェックした。
空腹時血糖が２５０ｍｇ／ｄｌ以上のラットを糖尿病と考え、糖尿病の状態に達してから
２４時間以内に犠牲にした。
【００７３】
　未処置のコントロール群において、１０匹中６匹のラットが糖尿病を発症したが、処置
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群では２０匹中７匹のみが糖尿病を発症した（図１３）。１２０日後、糖尿病を発症しな
かった処置群の半数の処置をやめた。処置をやめた動物のうち１／３が糖尿病を発症した
が、処置を続けた動物はいずれも糖尿病を発症しなかった。
【００７４】
　５０～５４日目から処置を開始した動物から膵臓サンプルを取り出し、検査した。組織
学的検査の結果を、図９に示し、免疫組織学的検査の結果を、図１０に示す。糖尿病を発
症した動物において、組織学的検査により、β細胞が破壊されたことが明らかになった（
図９、最上部パネル）。対照的に、糖尿病を発症しなかった動物由来のサンプルは、β細
胞を含んでおり、β細胞の再生の証拠が観察された（図９、最下部パネル）。
【００７５】
　組織学的解析で観察された細胞のアイデンティティを検証するため，免疫組織学的検査
を行った。膵臓を、抗グルカゴン抗体（これは、グルコン産生δ細胞に特異的である）ま
たは抗インスリン抗体（これは、インスリン産生β細胞に特異的である）のいずれかで続
けて染色した。この解析の結果を、図１０に示す。未処置の膵臓を抗インスリン抗体で染
色した場合、シグナルは検出されなかった。これはＴｌＤにおけるβ細胞の破壊と一致し
た。これらの細胞の抗グルカゴン抗体での染色により、グルカゴン産生δ細胞を同定する
。正常な膵島は、膵島の外側がδ細胞を含み、かつ膵島の内側がβ細胞を含む塊形構造を
有する。δ細胞の染色パターンは、β細胞の破壊の結果、膵島が破壊されたことを示す（
図１０ＡおよびＢ）。対照的に、処置した動物由来の膵臓は、インスリン産生細胞の存在
を示した（図１０Ｃ）。膵島の構造は、抗グルカゴン抗体での染色パターン（図１０Ｄ）
により示すように、より正常であった。
【００７６】
　図１１および１２は、β細胞の再生の証拠を提供する。図１１は、ＴｌＤを発症した未
処置のＢＢＤＰラット（パネルＡおよびＢ）およびＴｌＤを発症しなかったＡＴ１００１
処置したラット（パネルＣ～Ｆ）の両方から単離した膵臓の免疫組織学的解析の結果を示
す。ＴｌＤを発症したラット由来の膵島は、インスリン染色（Ａ）および保存されたグル
カゴン産生δ細胞のクラスター（Ｂ）がない代表的な破壊状態の境界を示す。逆に、ＡＴ
１００１処置した動物は、無傷の膵島（ＣおよびＤ）またはインスリンおよびグルカゴン
産生細胞の間の境界の不規則性により特徴付けられる膵島炎損傷からの回復の徴候を示し
た膵島（ＥおよびＦ）のいずれかを示す。図１２は、パネル１１Ｅおよび１１Ｆのより高
い倍率を示す。δ細胞の膵島への浸潤（図１２Ｄ）は、損傷後のβ細胞の再生の結果とし
て起こる。
【００７７】
　ＢＢＤＰラットにおいてそれらの前臨床自己免疫段階でゾヌリン経路をブロックするこ
とにより、２０５日齢まで、ＴｌＤの進行が顕著に減少した（１５０日後の処置）。Ｔｌ
Ｄの発症率のこの減少は、ＡＴ１００１処置後の抗グルタミン酸脱炭酸酵素（ＧＡＤ）抗
体の顕著な減少に関連していた（図１４）。ＡＴ１００１処置は、研究の間、血清ゾヌリ
ンレベルに影響しなかった（図１５）。ＡＴ１００１処置をやめた後、３３％の動物がＴ
ｌＤを発症した。ＡＴ１００１処置したＢＢＤＰラットは、ＴｌＤに典型的な最終段階で
の膵島の損傷を示した未処置ラットと比較して、正常な膵島組織学、または膵島炎からの
回復の徴候を示す膵島のいずれかを示した。これらのデータを組み合わせると、ＡＴ１０
０１は、ＢＢＤＰラットにおいて、自己免疫性プロセスが既に開始されていても、膵島損
傷を停止しかつ回復させることが可能であったことが示唆される。
【００７８】
　本発明を、その特定の実施態様を参照して詳細に説明してきたが、その趣旨および範囲
から逸脱することなく、種々の改変および修飾がなされ得ることが当業者に明らかであろ
う。
【図面の簡単な説明】
【００７９】
【図１】図１は、ＺＯＴの生物学的に活性な断片（アミノ酸２８８～３９９）のＮ末端配
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列を用いて種々のヒト組織およびＩｇＭ重鎖から精製されたゾヌリンのＮ末端配列の比較
を示す。
【図２】図２は、ネガティブコントロールと比較した、ＺＯＴ、ゾヌリンｉ、ゾヌリンｈ

の単独（塗りつぶしたバー）での、またはペプチドアンタゴニストＦＺＩ／Ｏ（白抜きの
バー）との組み合わせでの、またはＦＺＩ／１（斜線を付したバー）との組み合わせでの
、Ｕｓｓｉｎｇチャンバー内に設置したウサギ回腸の組織抵抗性（Ｒｔ）への効果を示す
。Ｎは３－５に等しく、＊はｐ＜０．０１に等しい。
【図３】図３は、サンドイッチＥＬＩＳＡアッセイを用いて決定された、糖尿病傾向ラッ
トおよび糖尿病抵抗性ラットの両方における腔内ゾヌリンの濃度（ｎｇ／ｍｌ）を示す。
試料は、通常の生理食塩水中で腸を洗浄することにより得られた。それぞれの場合におけ
る第１のバーは、糖尿病抵抗性ラット（ＤＲ）を示す。第２のバーは、糖尿病傾向動物（
ＤＰ）を示し、第３のバーは、慢性糖尿病（ＣＤ）を有するラットを示す。９％を超える
糖尿病傾向ラットは糖尿病にならず、かつ、約９％の糖尿病抵抗性ラットは、糖尿病を発
症する。
【図４】図４は、研究に用いたラットのうち、糖尿病に進行したラットの割合を示す。
【図５】図５は、サンドイッチＥＬＩＳＡアッセイを用いて決定した、糖尿病ラットにお
ける腔内ゾヌリンの濃度（ｎｇ／ｍｌ）を示す。
【図６】図６は、Ｕｓｓｉｎｇチャンバーで決定した、糖尿病抵抗性（ＤＲ）ラット、未
処置の糖尿病傾向ラット（ＤＰ未処置；第２のバー）およびゾヌリンのペプチドアンタゴ
ニストで処置した糖尿病傾向ラット（ＤＰ処置；第３のバー）の、エキソビボでの腸の透
過性を示す。＊はｐ＜０．０５に等しく、＊＊はｐ＜０．０５に等しく、ＤＰ処置に対し
てｐ＜０．０００１である。
【図７】図７は、糖尿病を発症したまたは発症しなかったかのいずれかの未処置の糖尿病
傾向ラットのエキソビボでの小腸の透過性を示す。＊はｐ＜０４に等しい。
【図８】図８は、異常な密着結合の透過性がＩ型糖尿病の発症および進行においてどのよ
うにして役割をはたすかを示すモデルの模式図での表現である。
【図９】図９は、ゾヌリン阻害剤ＡＴｌ００ｌで処置しなかったまたは処置したかのいず
れかのＢＢＤＰラットの脾臓のヘマトキシリンおよびエオシン染色した切片を示す。膵臓
の組織学的解析は、Ｉ型糖尿病（ＴｌＤ）（頂部パネル）を発症した未処置ラットおよび
ＴｌＤを発症しなかったＡＴ１００１処置ラット（底面パネル）の両方から単離した。膵
島は、左パネル（倍率１０倍）中の矢印で示され、右パネル中、より高い倍率（４０倍）
で示される。未処置の動物は、ＴｌＤに典型的な最終段階の膵島のダメージを明らかにし
たが、一方、処置された動物は、膵島炎のない血管周囲の炎症の証拠を示した。
【図１０】図１０は、未処置またはゾヌリン阻害剤ＡＴ１００１で処置されたかのいずれ
かのＢＢＤＰラットの膵島染色を示す。ＴｌＤを発症した未処置ＢＢＤＰラット（頂部パ
ネル）およびＴｌＤを発症しなかったＡＴ１００１処置ラット（底面パネル）の両方から
単離した膵臓の免疫組織学。ＴｌＤを発症したラットの膵島は、インスリン染色（Ａ）お
よび保存されたグルカゴン産生δ細胞のクラスター（Ｂ）がない典型的な破壊した様相を
示した。逆に、ＡＴ１００１処置した動物は、膵島の核に検出可能なインスリン産生β細
胞（Ｃ）を有し、かつそれらの縁（Ｄ）にグルカゴン産生δ細胞を有する保存された膵島
を示した。しかしながら、δ細胞染色は均一ではないようであり、しばしば複数細胞層が
見られた（矢印を参照）。倍率１０倍。
【図１１】図１１は、ＴｌＤを発症した未処置ＢＢＤＰラット（パネルＡおよびＢ）およ
びＴｌＤを発症しなかったＡＴ１００１処置ラット（パネルＣ～Ｆ）の両方から単離した
膵臓の免疫組織化学である。ＴｌＤを発症したラット由来の膵島は、インスリン染色（Ａ
）および保存されたグルカゴン産生δ細胞のクラスター（Ｂ）がない典型的な破壊した様
相を示した。逆に、ＡＴ１００１で処置した動物は、損傷を受けていない（ＣおよびＤ）
か、またはインスリンおよびグルカゴンを産生する細胞（ＥおよびＦ）の間の境界の不規
則性により特徴付けられる膵島炎損傷からの回復の徴候を示す膵島を示した。これらの知
見は、膵島炎の進行の停止と一致する。倍率１０倍
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【図１２】図１２は、ＴｌＤを発症しなかったＡＴ１００１処置したラットから単離した
膵臓の免疫組織化学を示す。膵島間および膵島周辺の瘢痕により歪んでみえるこの膵島は
、不規則な輪郭を示す。膵島炎損傷からの回復の徴候は可視性であり、インスリン（Ａお
よびＣ）およびグルカゴン（ＢおよびＤ）を産生する細胞（ＥおよびＦ）の境界内での不
規則性により特徴づけられた。これらの知見は、膵島炎の進行の停止と一致する。
【図１３】図１３は、自己免疫性糖尿病のＡＴ－１００１での処置の研究の結果を示す。
図１３は、糖尿病のない生存率を、未処置動物（黒塗りの円）対処置動物（黒塗りの四角
）を比較した時間の関数として、非糖尿病の動物の割合としてプロットしたグラフである
。ＢＢ／ｗｏｒＤＰラットを用い、抗体陽転後に処置を開始した。６０％の未処置のラッ
トはＴｌＤを発症したが、ＡＴ１００１処置した動物は３５％のみがＴｌＤに進展した。
ＴｌＤの平均発症日齢は、プラセボ群で８５．４±１０．４日であり、処置群で８６．０
±１０．３日間であった。初期研究の期間をＴ０と命名し、第１２０日からをＴ１と命名
する。
【図１４】図１４Ａおよび１４Ｂは、自己免疫性糖尿病のＡＴ－１００１での処置の研究
の結果を示す。図１４Ａおよび１４Ｂは、処置の間の自己抗体における変化を示す棒グラ
フである。図１４Ａは、ＴｌＤを発症した動物における抗グルタミン酸脱炭酸酵素（ＧＡ
Ｄ）抗体を示す。図１４Ｂは、ＴｌＤを発症した動物における抗ＧＡＤ抗体を示す。
【図１５】図１５Ａおよび１５Ｂは、自己免疫性糖尿病のＡＴ－１００１での処置の研究
の結果を示す。図１５Ａおよび１５Ｂは、処置の間の血清ゾヌリンレベルの変化を示す棒
グラフである。図１５Ａは、ＴｌＤを発症した動物におけるゾヌリンレベルを示す。図１
５Ｂは、ＴｌＤを発症した動物におけるゾヌリンレベルを示す。

【図１】 【図２】
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