
JP 6587677 B2 2019.10.16

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－
ＮＨ２（配列番号１）、
　Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２（
配列番号２）、
　Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－
ＮＨ２（配列番号３）、
　Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅ
ｔ－ＮＨ２（配列番号４）、
　Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ

２（配列番号５）、および
　Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅ
ｔ－ＮＨ２（配列番号６）、
からなる群より選択されるペプチド模倣物であって、Ｓｕｃｃはスクシニルを表す、ペプ
チド模倣物。
【請求項２】
　請求項１に記載のペプチド模倣物を含む、組成物。
【請求項３】
　少なくとも１種の許容される担体、希釈剤、塩または賦形剤を含む医薬組成物の形態で
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あるか、あるいは少なくとも１種の栄養素、および任意で少なくとも１種の食物添加物、
を含む食物組成物の形態である、請求項２に記載の組成物。
【請求項４】
　頭頂内投与、経口投与、および浸漬による投与からなる群より選択される経路による魚
への投与あるいは通常の食物または水の摂取の一部としての魚への投与のために製剤化さ
れた、請求項３に記載の組成物。
【請求項５】
　魚の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメータの阻害に使用するための、請求項１
に記載のペプチド模倣物または請求項２～４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項６】
　魚の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメータの阻害は、発情期を遅延させるか排
除すること、早発性の発情期を遅延させるか排除すること、性決定を調節すること、性分
化を調節すること、産卵、および、生殖と関係のあるホルモン依存的な問題またはプロセ
スを処置すること、からなる群より選択されるパラメータを含む、請求項５に記載のペプ
チド模倣物または組成物。
【請求項７】
　魚の生殖または成熟の阻害は、処置される魚の重量を増加させる、請求項６に記載のペ
プチド模倣物または組成物。
【請求項８】
　魚は、ティラピア、コイ、サケ、バス、ナマズおよびボラからなる群より選択される、
請求項５に記載のペプチド模倣物または組成物。
【請求項９】
　前記組成物は、非経口投与、経口投与、および浸漬による投与からなる群より選択され
る経路により魚に投与される、請求項５に記載のペプチド模倣物または組成物。
【請求項１０】
　前記食物組成物は、食物または水の摂取の一部として魚に投与される、請求項５に記載
のペプチド模倣物または組成物。
 

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は魚の生殖の分野であり、具体的にはニューロキニンＢ（ＮＫＢ）およびニュー
ロキニンＦ（ＮＫＦ）のアンタゴニストとしての活性を有するペプチド模倣物、ならびに
魚の生殖器系の成熟を阻害するか遅延させることにおけるそれらの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生殖機能は、中枢因子および末梢因子からなる複雑なネットワークによって厳密に制御
されており、このネットワークにおいて最も重要な因子はＧｎＲＨである。最近、ニュー
ロペプチドであるキスペプチン（Ｋｉｓｓ１によってコードされる）およびニューロキニ
ンＢ（ＮＫＢ、Ｔａｃ３によってコードされる）が、生殖の異なる段階において重要であ
るとされた（Ｎａｖａｒｒｏ　ＶＭ．　Ｆｒｏｎｔ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．　２０１２
；３：４８．）。ヒトでの研究により、ＮＫＢまたはニューロキニン３受容体（ＮＫ３Ｒ
）をコードする遺伝子における機能喪失型変異は低ゴナドトロピン性性腺機能低下症およ
び不妊症をもたらすことが明らかとなっている。
【０００３】
　ニューロキニンＢ（ＮＫＢ）は、ペプチドのタキキニンファミリーのメンバーである。
タキキニン３（ｔａｃ３）遺伝子またはｔａｃ３受容体（ＮＫＢＲ）遺伝子における不活
性化変異は、ヒトにおいて思春期の欠如および先天性低ゴナドトロピン性性腺機能低下症
と関連している。これは、ＮＫＢがヒトの生殖において重要な役割を担う可能性があるこ
とを示唆する。



(3) JP 6587677 B2 2019.10.16

10

20

30

40

50

【０００４】
　ＮＫＢは、下垂体上の受容体を介する直接的作用およびゴナドトロピン放出ホルモン（
ＧｎＲＨ）ニューロン上の受容体を介する間接的作用を有する。ＮＫＢはそれらの同族受
容体に結合し、それらの活性を刺激し、これが次にゴナドトロピン分泌に必須のシグナル
をもたらし、その結果として、生殖を支える下流の現象をゲート制御する。ＮＫＢは、視
床下部－下垂体－性腺軸の重要な調節因子であり、ステロイドホルモンのフィードバック
の調節、栄養調節および代謝調節など、広範囲の調節因子の標的である。
【０００５】
　エネルギー恒常性および生殖は、動物の生涯において最も重要なプロセスであり、密接
に関連している。エネルギー恒常性および生殖を適切に調節することは、適応および生存
にとって重要である。生殖はエネルギーを大量に消費するプロセスであり、エネルギーバ
ランスのための調節因子と生殖のための調節因子との正確な相互作用が、これらの２つの
プロセスの協調制御を可能にする。研究される魚種の大半において、性腺サイズの季節的
な変動は、血清成長ホルモン（ＧＨ）濃度と負の相関関係にある。例えば、黄体形成ホル
モン（ＬＨ）濃度が高い場合、性腺サイズの増大に起因して、ＧＨ濃度は低く、同時に体
の成長が非常に遅い。
【０００６】
　魚は、非常に多様な生殖戦略を有し、種々の環境的ニッチに見出すことができ、性成熟
についての種々のタイミング管理体系（ｔｉｍｉｎｇ　ｒｅｇｉｍｅ）を用いる。他の脊
椎動物と比較すると、魚は固有の特徴をいくつか有する。下垂体の細胞が混ざり合う四足
類とは対照的に、魚では特定の領域に特定の細胞の固有の構成が存在する。魚は、ＧｎＲ
Ｈによるゴナドトロピン産生細胞の調節について二元的様式を有し、これは、神経腺性の
コンポーネントおよび神経血管性のコンポーネントの両方を組み合わせる。さらに、異な
るニューロペプチドを分泌する異なる神経末端が下垂体を支配する。しかし、魚において
ＮＫＢニューロンまたはＮＫＦニューロンが下垂体に投射しているかについては未だに不
明である。
【０００７】
　これまでに、無脊椎動物から哺乳動物に至るまでの広範な種において数多くのタキキニ
ンが同定されている。Ｔａｃ１は、選択的スプライシングを介してサブスタンスＰ（ＳＰ
）およびＮＫＡの両方をコードする。Ｔａｃ２／Ｔａｃ３はペプチドＮＫＢを産生し、Ｔ
ａｃ４はヘモキニン－１をコードする。
【０００８】
　哺乳動物のタキキニン受容体の３つのクラス（ＮＫ１、ＮＫ２、およびＮＫ３）が同定
されており、これらは、それぞれＳＰ、ＮＫＡ、およびＮＫＢに対する優先的な結合親和
性を有する。哺乳動物のＴＡＣ１およびＴＡＣ４は、活性を有するニューロペプチドを２
種類生じさせるのに対し、ＴＡＣ３は、１種類のニューロペプチド（すなわちＮＫＢ）の
みを生じさせる唯一のＴＡＣである。
【０００９】
　最近になって、多くの魚種からタキキニン（ｔａｃ）遺伝子およびｔａｃ受容体遺伝子
が同定された（Ｂｉｒａｎ　２０１２，　ＰＮＡＳ　１０９：１０２６９－１０２７４）
。系統発生解析により、魚類のＴａｃ３および哺乳動物のニューロキニン遺伝子は一系統
から生じていることが示された。種々の魚種の間でＮＫＢをコードする領域に高度な同一
性が見出され、全てが共通のＣ末端配列を有していた。魚類のＴａｃ３遺伝子は２種類の
推定タキキニンペプチドをコードするが、哺乳動物のオルソログは１種類のみをコードす
る。ニューロキニンＦ（ＮＫＦ）と呼称される、魚の二番目の推定ペプチドは固有であり
、試験された魚種の全てにおいて保存されていることが見出されている。
【００１０】
　ゼブラフィッシュのｔａｃ３ａのｍＲＮＡレベルは、生後数週間の間に徐々に増加し、
発情期でピークに達した。ゼブラフィッシュの脳において、ｔａｃ３ａおよびｔａｃ３ｂ
のｍＲＮＡは、生殖に関連する脳の特定領域で観察された（Ｂｉｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，
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　２００８，　Ｂｉｏｌ　Ｒｅｐｒｏｄ　７９：７７６－７８６）。さらに、１回のＮＫ
ＢａまたはＮＫＦの腹腔内（ｉｐ）注射により、成熟した雌のゼブラフィッシュにおいて
ＬＨレベルが有意に増加し、ｔａｃ３ａ遺伝子およびｔａｃ３ｒ遺伝子の両方がエストロ
ゲンによってアップレギュレートされた（Ｂｉｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２；上記
のものと同じ文献）。これは、ＮＫＢ／ＮＫＢＲ系が魚の生殖の神経内分泌による制御に
関与する可能性があること、および生殖の神経内分泌による制御におけるＮＫＢ系の役割
が脊椎動物において進化的に保存されていることを示唆する。
【００１１】
　ティラピアは、商業的に最も重要な養殖淡水魚の一種となっており、これは、ティラピ
アの成長能が高く、世代時間が短く、産卵が容易であり、耐病性であるためである。
【００１２】
　魚の脳によって分泌され生殖に関与する、ニューロキニンＢ（ＮＫＢ）およびニューロ
キニンＦ（ＮＫＦ）と称される最近になって同定されたニューロペプチドが、直接的な（
下垂体レベルでの特異的受容体の活性化を介する）メカニズムまたは間接的な（脳を介す
る）メカニズムによって卵胞刺激因子（ＦＳＨ）およびＬＨの放出を刺激できることが示
された（Ｂｉｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１４，　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　１５
５，　４８３１－４２）。
【００１３】
　本発明の発明者の一部に属する国際公開第ＷＯ２０１３／０１８０９７号は、魚におけ
るホルモン調節のためのＮＫＢアゴニストおよびＮＫＦアゴニスト、ならびに、具体的に
は発情期の開始を促進するため、排卵および産卵のタイミングと量を調節するため、生殖
の同調または刺激のため、生殖細胞の分化を促進するため、卵黄形成を促進するため、Ｇ
ｎＲＨの誘導のため、キスペプチンの誘導のため、視床下部の神経ホルモンのレベルの増
加のため、ＬＨまたはＦＳＨのレベルを増加させるためおよび卵母細胞成熟の誘導のため
のＮＫＢアゴニストおよびＮＫＦアゴニストを開示する。
【００１４】
　Ｇ．　Ｄｒａｐｅａｕ　ｅｔ　ａｌ（Ｒｅｇｕｌ．　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ，　３１，　１
２５，　１９９０）は、哺乳動物におけるタキキニンＮＫ３受容体の強力なアンタゴニス
トとして化合物ＳＲ１４２８０１（Ｔｒｐ７，β－Ａｌａ８－ニューロキニンＡ，４－１
０）を開示する。
【００１５】
　Ｏ’Ｈａｒｔｅ，　Ｆ．（Ｊ．　Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．　５７　（６），　２０８６－
２０９１，　１９９１）は、カエルＲａｎａ　ｒｉｄｉｂｕｎｄａ（ワライガエル）の脳
からニューロキニンＢと共に単離されたＮＫ１タキキニン受容体アゴニストである、ラナ
キニン（Ｒａｎａｋｉｎｉｎ）と称されるペプチド類似体を開示する。
【００１６】
　哺乳動物では、いくつかの小分子非ペプチド性ＮＫＢアンタゴニストが公知である。例
えば、ＳＢ－２２２２００（Ｓａｒａｕ　ｅｔ　ａｌ．，　２０００，　Ｊ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｏｌ　Ｅｘｐ　Ｔｈｅｒ　２９５：３７３－３８１）；オサネタント（Ｏｓａｎｅｔ
ａｎｔ）（ＳＲ－１４２，８０１）およびタルネタント（ｔａｌｎｅｔａｎｔ）（ＳＢ　
２２３４１２）（Ｓａｒａｕ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９７，　Ｊ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　
Ｅｘｐ　Ｔｈｅｒ　２８１：１３０３－１３１１）。
【００１７】
　以前の刊行物は、受精を促進するためおよび成熟にかかる時間を短縮するための魚ＮＫ
Ｂペプチドアゴニスト、または哺乳動物ＮＫ－３アンタゴニストを開示したが、先行刊行
物はいずれも、魚におけるＮＫＢアンタゴニストを開示していない。魚における成熟の遅
延および生殖パラメータの制御に使用するためのこのようなアンタゴニストの必要性は満
たされていない。
【発明の概要】
【００１８】
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　本発明は、魚においてＮＫＢアンタゴニストによりｔａｃ－３受容体の活性を阻害する
ことで成熟および生殖を遅延させるか阻害することができるという発見に基づく。驚くべ
きことに、ＮＫＢペプチドおよびＮＫＦペプチドの配列中の特定のアミノ酸残基の変更が
、魚の生殖器系の成熟に対するそれらの活性をアゴニスト性からアンタゴニスト性に変化
させるということが見出された。また、ＮＫＢアンタゴニストおよびＮＫＦアンタゴニス
トを用いる、魚の成熟を阻害するためおよび魚におけるホルモン依存的な問題またはプロ
セスを処置するための方法、ならびに医薬組成物または食物組成物におけるＮＫＢアンタ
ゴニストおよびＮＫＦアンタゴニストの使用も提供される。魚の生殖を阻害するか排除す
る、末梢で活性を有するペプチド系のＮＫＢアンタゴニストおよびＮＫＦアンタゴニスト
（本明細書ではペプチド模倣物と称される）または他のアンタゴニストは、とりわけ、成
長速度の増加および性決定における変化をもたらすことができる。
【００１９】
　一態様によれば、本発明は式Ｉ：
　　　　　Ｘ１－ＮＭｅＶａｌ－Ｘ４－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｚ（式Ｉ）
のペプチド模倣物を提供し、ここで、
　ペプチド模倣物は５～１０個のアミノ酸からなり、
　Ｘ１は、１～６個の天然または非天然のアミノ酸残基、および任意でＮ末端のキャッピ
ング部分または修飾、のストレッチであり、
　ＮＭｅＶａｌは、Ｎ－メチル－バリン残基またはＮ－メチル－Ｄ－バリン残基であり、
　Ｘ４は、ｎが２～６である－ＮＨ（ＣＨ２）ｎ－ＣＯ－であり、
　Ｚは、アミド化、アシル化、還元化またはエステル化されていてよいペプチドのＣ末端
を表す。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００２０】
　一部の実施形態によれば、Ｘ１は、Ｌ配置またはＤ配置の少なくとも１つの芳香族アミ
ノ酸残基を含む。
【００２１】
　他の実施形態によれば、Ｘ１はＤ－Ｔｒｐ残基を含む。
【００２２】
　一部の実施形態によれば、Ｘ１は、少なくとも１つの負電荷（酸性）アミノ酸残基を含
む。
【００２３】
　一部の実施形態によれば、Ｃ末端はアミド化されている。
【００２４】
　一部の実施形態によれば、Ｘ１は、２個または３個のアミノ酸およびキャッピングされ
たＮ末端からなる。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００２５】
　一部の実施形態によれば、Ｘ１は、芳香族残基と負電荷（酸性）残基とＮ末端キャッピ
ング部分とを含む２個または３個のアミノ酸残基からなる。それぞれの可能性が本発明の
別個の実施形態を表す。
【００２６】
　一部の実施形態によれば、Ｘ１は、脂肪族アミノ酸残基および極性非荷電残基から選択
される残基を含む。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００２７】
　一部の実施形態によれば、脂肪族残基は、Ａｌａ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕからなる群より選択
される。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００２８】
　一部の実施形態によれば、極性非荷電残基はＳｅｒおよびＴｈｒから選択される。それ
ぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００２９】
　一部の実施形態によれば、Ｘ１は、Ｐｈｅ、ＤＰｈｅ、ＴｒｐおよびＤＴｒｐからなる
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群より選択される芳香族残基と、ＧｌｕおよびＡｓｐから選択される負電荷（酸性）残基
と、スクシニル（Ｓｕｃｃ）Ｎ末端キャッピング部分と、を含む。それぞれの可能性が本
発明の別個の実施形態を表す。
【００３０】
　さらに他の実施形態によれば、Ｘ１は、ＰｈｅおよびＤＴｒｐから選択される芳香族残
基と、Ａｓｐ残基と、スクシニル（Ｓｕｃｃ）Ｎ末端キャッピング部分と、任意でＩｌｅ
およびＳｅｒから選択される残基と、を含む。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形
態を表す。
【００３１】
　一部の実施形態によれば、ペプチド模倣物は式ＩＩ：
　　　　　Ｘ１－ＮＭｅＶａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２（式ＩＩ）
のものであり、式中、Ｘ１は、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－ＤＰｈｅ
、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ
－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｔｒｐ、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－
Ａｓｐ－Ｓｅｒ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓ
ｅｒ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－
Ｇｌｕ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ、Ｓ
ｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇ
ｌｕ－Ｉｌｅ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅ
ｒ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ、およびＳｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－
ＤＴｒｐからなる群より選択される。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す
。
【００３２】
　一部の実施形態によれば、配列番号７に記載される配列を含む５～１０個のアミノ酸残
基からなるペプチド模倣物が提供される。
　　　　　ＮＭｅＶａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ（配列番号７）
【００３３】
　一部の実施形態によれば、ペプチド模倣物は、配列番号７の配列と、少なくとも１つの
芳香族アミノ酸残基と、少なくとも１つの負電荷アミノ酸残基と、を含む。
【００３４】
　一部の実施形態によれば、ペプチド模倣物は、配列番号７の配列と、少なくとも１つの
芳香族アミノ酸残基と、少なくとも１つの負電荷アミノ酸残基と、脂肪族アミノ酸残基お
よび極性非荷電残基から選択される少なくとも１つの残基と、を含む。それぞれの可能性
が本発明の別個の実施形態を表す。
【００３５】
　一部の実施形態によれば、ペプチド模倣物は、キャッピングされたＮ末端を含む。
【００３６】
　一部の実施形態によれば、ペプチド模倣物は、アミド化されたＣ末端を含む。
【００３７】
　一部の実施形態によれば、ペプチド模倣物は、５、６、７、８、９または１０個のアミ
ノ酸残基、および任意でＮ末端キャッピング基、からなる。それぞれの可能性が本発明の
別個の実施形態を表す。
【００３８】
　一部の実施形態によれば、ペプチド模倣物は、５～１０個のアミノ酸残基、アミド化さ
れたＣ末端、およびＮ末端キャッピング部分からなる。それぞれの可能性が本発明の別個
の実施形態を表す。
【００３９】
　一部の実施形態によれば、ペプチド模倣物は、配列番号７の配列と、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ
－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ
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－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－ＤＰｈｅ
、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ
－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－
Ｓｅｒ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ、Ｓ
ｕｃｃ－Ｇｌｕ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－ＤＴｒｐ、
Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－
Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓ
ｅｒ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－Ｔｒ
ｐ、およびＳｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－ＤＴｒｐからなる群より選択される配列と、を含
む６～７個のアミノ酸残基からなる。
【００４０】
　一部の実施形態によれば、少なくとも１つのＮ末端キャッピング部分はジカルボン酸残
基である。一部の実施形態によれば、少なくとも１つのＮ末端キャッピング部分は、スク
シニル、オキサリル、マロニル、グルタリル、アジポイル、ピバロイル（ｐｉｍａｌｏｙ
ｌ）、スベロイル、およびアセチルからなる群より選択される。それぞれの可能性が本発
明の別個の実施形態を表す。
【００４１】
　一部の特定の実施形態によれば、ペプチド模倣物は、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｎ
Ｈ２（配列番号１、Ａｎｔ－１）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２（配
列番号２、Ａｎｔ－２）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｎ
Ｈ２（配列番号３、Ａｎｔ－３）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ
－ＮＨ２（配列番号４、Ａｎｔ－４）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２

（配列番号５、Ａｎｔ－５）、および
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ
－ＮＨ２（配列番号６、Ａｎｔ－６）、
からなる群より選択され、ここでＳｕｃｃはスクシニルを表す。
【００４２】
　以前から公知であるペプチドは本発明から除外されていることが明白に理解されるべき
である。
【００４３】
　一部の実施形態によれば、ペプチド模倣物は透過性亢進部分をさらに含む。細胞内への
化合物の透過性を能動的または受動的に促進するか、または亢進する、当技術分野におい
て公知である任意の部分が、本発明によるペプチド模倣物に使用されてよい。透過性亢進
部分は直接またはスペーサーもしくはリンカーを介してペプチド部分の任意の位置に連結
されてよい。
【００４４】
　別の態様によれば、本発明は、式Ｉのペプチド模倣物を含む組成物を提供する。
【００４５】
　一部の実施形態によれば、式Ｉのペプチド模倣物を含む組成物は、医薬組成物および食
物組成物から選択される。
【００４６】
　一部の実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここでＸ１はＬ配置
またはＤ配置の少なくとも１つの芳香族アミノ酸残基を含む。
【００４７】
　一部の実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここでＸ１はＤ－Ｔ
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ｒｐ残基を含む。
【００４８】
　一部の実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここでＸ１は少なく
とも１つの負電荷（酸性）アミノ酸残基を含む。
【００４９】
　一部の実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここでＣ末端はアミ
ド化されている。
【００５０】
　一部の実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここでＸ１は２個ま
たは３個のアミノ酸およびキャッピングされたＮ末端からなる。それぞれの可能性が本発
明の別個の実施形態を表す。
【００５１】
　一部の実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここでＸ１は、芳香
族残基と負電荷（酸性）残基とアミド化されたＣ末端とＮ末端キャッピング部分とを含む
２個または３個のアミノ酸残基からなる。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を
表す。
【００５２】
　いくつかの実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここでＸ１は、
脂肪族アミノ酸残基および極性非荷電残基から選択される残基を含む。それぞれの可能性
が本発明の別個の実施形態を表す。
【００５３】
　いくつかの実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここで脂肪族残
基は、Ａｌａ、Ｉｌｅ、およびＬｅｕからなる群より選択される。それぞれの可能性が本
発明の別個の実施形態を表す。
【００５４】
　いくつかの実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここで極性非荷
電残基はＳｅｒおよびＴｈｒから選択される。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形
態を表す。
【００５５】
　いくつかの実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここでＸ１は、
Ｐｈｅ、ＤＰｈｅ、ＴｒｐおよびＤＴｒｐからなる群より選択される芳香族残基と、Ｇｌ
ｕおよびＡｓｐから選択される負電荷（酸性）残基と、スクシニル（Ｓｕｃｃ）Ｎ末端キ
ャッピング部分と、を含む。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００５６】
　いくつかの実施形態によれば、組成物は式Ｉのペプチド模倣物を含み、ここでＸ１は、
ＰｈｅおよびＤＴｒｐから選択される芳香族残基と、Ａｓｐ残基と、スクシニル（Ｓｕｃ
ｃ）Ｎ末端キャッピング部分と、任意でＩｌｅおよびＳｅｒから選択される残基と、を含
む。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００５７】
　いくつかの実施形態によれば、組成物は、式ＩＩ：
　　　　　Ｘ１－ＮＭｅＶａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２（式ＩＩ）
のペプチド模倣物を含み、式中、Ｘ１は、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ
－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓ
ｐ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ
－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－
Ａｓｐ－Ｓｅｒ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－ＤＰｈｅ、
Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－
Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－Ｔｒｐ、Ｓ
ｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇ
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ｌｕ－Ｓｅｒ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ、およびＳｕｃｃ－Ｇｌｕ
－Ｓｅｒ－ＤＴｒｐからなる群より選択される。それぞれの可能性が本発明の別個の実施
形態を表す。
【００５８】
　一部の実施形態によれば、組成物は、配列ＮＭｅＶａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ（
配列番号７）を含む５～１０個のアミノ酸残基からなるペプチド模倣物を含む。
【００５９】
　一部の実施形態によれば、組成物は、配列番号７の配列と少なくとも１つの芳香族アミ
ノ酸残基と少なくとも１つの負電荷アミノ酸残基とを含むペプチド模倣物を含む。
【００６０】
　一部の実施形態によれば、組成物は、配列番号７の配列と少なくとも１つの芳香族アミ
ノ酸残基と少なくとも１つの負電荷アミノ酸残基と脂肪族アミノ酸残基および極性非荷電
残基から選択される少なくとも１つの残基とを含むペプチド模倣物を含む。それぞれの可
能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００６１】
　一部の実施形態によれば、組成物は、キャッピングされたＮ末端を含むペプチド模倣物
を含む。
【００６２】
　一部の実施形態によれば、組成物は、アミド化されたＣ末端を含むペプチド模倣物を含
む。
【００６３】
　一部の実施形態によれば、組成物は、５、６、７、８、９または１０個のアミノ酸残基
と任意でＮ末端キャッピング基とからなるペプチド模倣物を含む。それぞれの可能性が本
発明の別個の実施形態を表す。
【００６４】
　一部の実施形態によれば、組成物は、５～１０個のアミノ酸残基とアミド化されたＣ末
端とＮ末端キャッピング部分とからなるペプチド模倣物を含む。それぞれの可能性が本発
明の別個の実施形態を表す。
【００６５】
　一部の実施形態によれば、組成物は、配列番号７の配列と、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ
、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－ＤＴｒ
ｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃ
ｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ
－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－
Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－
Ｇｌｕ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ
－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－
Ｉｌｅ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－Ｐ
ｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ、およ
びＳｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－ＤＴｒｐからなる群より選択される配列と、を含む６～７
個のアミノ酸残基からなるペプチド模倣物を含む。
【００６６】
　一部の実施形態によれば、少なくとも１つのＮ末端キャッピング部分は、スクシニル、
オキサリル、マロニル、グルタリル、アジポイル、ピバロイル（ｐｉｍａｌｏｙｌ）、ス
ベロイル、アセチル、および他のジカルボン酸残基からなる群より選択される。それぞれ
の可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００６７】
　一部の特定の実施形態によれば、組成物は、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｎ
Ｈ２（配列番号１、Ａｎｔ－１）、



(10) JP 6587677 B2 2019.10.16

10

20

30

40

50

Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２（配
列番号２、Ａｎｔ－２）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｎ
Ｈ２（配列番号３、Ａｎｔ－３）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ
－ＮＨ２（配列番号４、Ａｎｔ－４）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２

（配列番号５、Ａｎｔ－５）、および
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ
－ＮＨ２（配列番号６、Ａｎｔ－６）、
からなる群より選択されるペプチド模倣物を含み、ここでＳｕｃｃはスクシニルを表す。
それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００６８】
　本発明による医薬組成物は、上記で定義されるようなＮＫＢまたはＮＫＦのアンタゴニ
ストであるペプチド模倣物と、任意で、許容される担体、希釈剤、塩または賦形剤と、を
含む。
【００６９】
　本発明による食物組成物は、上記で定義されるようなＮＫＢアンタゴニストであるペプ
チド模倣物と、任意で食物添加物と、を含む。当技術分野において公知である任意の食物
添加物が、本発明による食物組成物に使用されてよい。これには、限定されるものではな
いが、着色添加物、味付け添加物等が包含される。また、限定されるものではないがタン
パク質、炭水化物、脂肪、ミネラル、ビタミン等を含め、栄養素も本発明の食物組成物に
含まれてよい。本発明による食物組成物は、活性を有する少なくとも１種のＮＫＢまたは
ＮＫＦのアンタゴニストに加えて、栄養素および食物添加物を含んでよい。
【００７０】
　一部の実施形態によれば、食物組成物は、少なくとも１種のＮＫＢまたはＮＫＦのアン
タゴニストでコーティングされた食物ペレットを含む。
【００７１】
　ＮＫＢアンタゴニストとしての使用のための上記で定義されるような医薬組成物または
食物組成物も本発明の範囲内に属する。
【００７２】
　本発明によるペプチド模倣物を含む組成物は、非経口投与および経腸投与を含め、当技
術分野において公知である任意の様式または経路で魚に投与されてよい。一部の実施形態
によれば、非経口投与には、限定されるものではないが、任意のタイプの注射が包含され
る。一部の実施形態によれば、経腸投与には、限定されるものではないが、経口投与（食
物への添加物としての投与を包含する）、浸漬による投与（飲料水への添加物としての投
与を包含する）、および胃管栄養法による胃内投与が包含される。
【００７３】
　一部の実施形態によれば、組成物は、通常の食物または水の摂取の一部として魚に投与
される。
【００７４】
　一部の実施形態によれば、組成物は、鰓に取り込まれる一定量の水の中で魚に投与され
る。
【００７５】
　別の態様によれば、本発明は、魚の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメータの阻
害に使用するためのＮＫＢアンタゴニストを含む組成物も提供する。
【００７６】
　本発明によるＮＫＢアンタゴニストは、魚類タキキニン３（ｔａｃ３）受容体に結合し
てその活性を阻害できる化合物である。また、ＮＫＦアンタゴニストもＮＫＢアンタゴニ
ストの定義内に属する。
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【００７７】
　一部の実施形態によれば、魚の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメータの阻害に
使用するための組成物は、上記で定義されるような式Ｉのペプチド模倣物、上記で定義さ
れるような式ＩＩのペプチド模倣物、および配列番号７の配列を含む５～１０個のアミノ
酸残基のペプチド模倣物からなる群より選択されるペプチド模倣物を含む。
【００７８】
　一部の実施形態によれば、魚の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメータの阻害に
使用するための組成物は、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｎ
Ｈ２（配列番号１、Ａｎｔ－１）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２（配
列番号２、Ａｎｔ－２）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｎ
Ｈ２（配列番号３、Ａｎｔ－３）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ
－ＮＨ２（配列番号４、Ａｎｔ－４）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２

（配列番号５、Ａｎｔ－５）、および
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ
－ＮＨ２（配列番号６、Ａｎｔ－６）、
からなる群より選択されるペプチド模倣物を含み、ここでＳｕｃｃはスクシニルを表す。
それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００７９】
　他の実施形態によれば、魚の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメータの阻害に使
用するための組成物は、非ペプチド性ＮＫＢアンタゴニストを含む。
【００８０】
　一部の特定の実施形態によれば、魚の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメータの
阻害に使用するための組成物は、（Ｓ）－（２）－Ｎ－（ａ－エチルベンジル）－３－メ
チル－２－フェニルキノリン－４－カルボキサミド（ＳＢ－２２２２００とも表記される
）、（Ｓ）－（１）－Ｎ－｛｛３－［１－ベンゾイル－３－（３，４－ジクロロフェニル
）ピペリジン－３－イル］プロプ－１－イル｝－４－フェニルピペリジン－４－イル｝－
Ｎ－メチルアセトアミド（オサネタントおよびＳＲ－１４２，８０１とも表記される）、
および（Ｓ）－（２）－Ｎ－（ａ－エチルベンジル）－３－ヒドロキシ－２－フェニルキ
ノリン－４－カルボキサミド（タルネタントおよびＳＢ ２２３４１２とも表記される）
からなる群より選択される非ペプチド性ＮＫＢアンタゴニストを含む。それぞれの可能性
が本発明の別個の実施形態を表す。
【００８１】
　さらに別の態様によれば、本発明は、魚の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメー
タを阻害する方法であって、ＮＫＢアンタゴニストを含む組成物を魚に投与することを含
む方法を提供する。
【００８２】
　一部の実施形態によれば、組成物は、医薬組成物および食物組成物からなる群より選択
される。
【００８３】
　魚類ｔａｃ３受容体に結合してその活性を阻害できる任意のＮＫＢアンタゴニスト化合
物が、この態様に従って使用されてよい。
【００８４】
　一部の実施形態によれば、方法は、上記で定義されるような式Ｉのペプチド模倣物、上
記で定義されるような式ＩＩのペプチド模倣物、および配列番号７の配列を含む５～１０
個のアミノ酸残基のペプチド模倣物からなる群より選択されるペプチド模倣物を含む組成
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物を魚に投与することを含む。
【００８５】
　一部の実施形態によれば、組成物は、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｎ
Ｈ２（配列番号１、Ａｎｔ－１）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２（配
列番号２、Ａｎｔ－２）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｎ
Ｈ２（配列番号３、Ａｎｔ－３）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ
－ＮＨ２（配列番号４、Ａｎｔ－４）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２

（配列番号５、Ａｎｔ－５）、および
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ
－ＮＨ２（配列番号６、Ａｎｔ－６）、
からなる群より選択されるペプチド模倣物を含み、ここでＳｕｃｃはスクシニルを表す。
それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００８６】
　他の実施形態によれば、組成物は非ペプチド性ＮＫＢアンタゴニストを含む。
【００８７】
　一部の特定の実施形態によれば、組成物は、（Ｓ）－（２）－Ｎ－（ａ－エチルベンジ
ル）－３－メチル－２－フェニルキノリン－４－カルボキサミド（ＳＢ－２２２２００と
も表記される）、（Ｓ）－（１）－Ｎ－｛｛３－［１－ベンゾイル－３－（３，４－ジク
ロロフェニル）ピペリジン－３－イル］プロプ－１－イル｝－４－フェニルピペリジン－
４－イル｝－Ｎ－メチルアセトアミド（オサネタントおよびＳＲ－１４２，８０１とも表
記される）、および（Ｓ）－（２）－Ｎ－（ａ－エチルベンジル）－３－ヒドロキシ－２
－フェニルキノリン－４－カルボキサミド（タルネタントおよびＳＢ ２２３４１２とも
表記される）からなる群より選択される非ペプチド性ＮＫＢアンタゴニストを含む。それ
ぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。
【００８８】
　魚の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメータを阻害する方法において投与される
、本発明による医薬組成物は、ＮＫＢアンタゴニストと、任意で、許容される担体、希釈
剤、塩または賦形剤と、を含む。
【００８９】
　魚の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメータを阻害する方法において投与される
、本発明による食物組成物は、ＮＫＢアンタゴニストと、任意で食物添加物と、を含む。
本発明による食物組成物は栄養素を含んでもよく、また、限定されるものではないがタン
パク質、炭水化物、脂肪、ミネラル、ビタミン等を含め、食物添加物が本発明の食物組成
物に含まれてもよい。
【００９０】
　魚類の生殖または成熟の少なくとも１つのパラメータの阻害には、限定されるものでは
ないが、一般的には発情期を遅延させるか排除すること、または特に早発性の発情期を遅
延させるか排除すること；性（性別）の決定および分化（性が決定された後の性腺の発達
のプロセス）ならびに産卵（卵および精子の放出）を調節することが包含される。また、
生殖と関係のある、魚におけるホルモン依存的な問題またはプロセスの処置も範囲内に包
含される。
【００９１】
　一部の実施形態によれば、魚類の生殖または成熟の阻害は、処置される魚の重量を増加
させる。
【００９２】
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　本発明によれば、魚には、養殖魚、食用魚および観賞魚を含め、任意の綱、亜綱、目、
科または属の任意のタイプの魚が包含される。一部の非限定的な実施形態によれば、魚は
、ティラピア、コイ、サケ、バス、ナマズおよびボラからなる群より選択される。
【００９３】
　本発明の方法に従う魚へのＮＫＢアンタゴニストの投与は、限定されるものではないが
非経口投与、経口投与および浸漬による投与を含め、当技術分野において公知である任意
の様式で実施されてよい。
【００９４】
　一部の実施形態によれば、ＮＫＢアンタゴニストは、食物または水の摂取の一部として
魚に投与される。
【００９５】
　一部の実施形態によれば、化合物は、鰓に取り込まれる一定量の水の中で魚に投与され
る。
【００９６】
　本発明のさらなる実施形態および適用可能性の全範囲は、以下で提示される詳細な説明
から明らかとなるであろう。しかし、詳細な説明および特定の例は本発明の好ましい実施
形態を示すものの、これらは例示として提示されるに過ぎないということが理解されるべ
きである。これは、本発明の趣旨および範囲に含まれる様々な変更および改変が、この詳
細な説明から当業者には明らかとなるためである。
【図面の簡単な説明】
【００９７】
【図１】図１Ａおよび図１Ｂは、ティラピアでのシグナル伝達の阻害における６種のペプ
チド模倣物の効果を示す（図１Ａ：ＣＲＥ活性化、図１Ｂ：ＳＲＥ活性化）。各アンタゴ
ニストを異なる濃度で１×１０－８Ｍ（＝０．１ｎＭ）のＮＫＢと同時に添加した。ティ
ラピアＮＫＢはルシフェラーゼ活性を１．８倍増加させた。様々なポリペプチドによるこ
の応答の低下が示されている。図１Ｃは、ＣＲＥ活性化モデルにおける様々なＮＫＢ類似
体およびＮＫＦ類似体のアゴニスト活性を比較して示す。
【図２】図２Ａおよび図２Ｂは、ゼブラフィッシュでのシグナル伝達の阻害における６種
のペプチド模倣物の効果を示す（図２Ａ：ＣＲＥ活性化、図２Ｂ：ＳＲＥ活性化）。ゼブ
ラフィッシュＮＫＢはシグナル伝達活性を３倍超増加させた。各アンタゴニストを異なる
濃度で１×１０－８Ｍ（＝０．１ｎＭ）のＮＫＢと同時に添加した場合のペプチド模倣物
の効果を試験した。
【図３】図３Ａおよび図３Ｂは、ヒトの受容体およびリガンドを陽性対照として用いて、
ティラピアｔａｃ３ｒをトランスフェクトしたＣＯＳ－７細胞でのＣＲＥ－Ｌｕｃに対す
るＮＫＢアンタゴニストＳＢ２２２２００の効果を示す。図３Ａ：ｈＮＫＢ、ティラピア
ＮＫＢまたはティラピアＮＫＦと比較した場合のルシフェラーゼ活性に対する非ペプチド
性アンタゴニスト単独の効果。図３Ｂ：０．１ｎＭの天然リガンド（ＮＫＢまたはＮＫＦ
）と同時に添加された種々の濃度のアンタゴニストのルシフェラーゼ活性に対する効果。
【図４】図４Ａおよび図４Ｂは、ヒトの受容体およびリガンドを陽性対照とした場合の、
ティラピアｔａｃ３ｒをトランスフェクトしたＣＯＳ－７細胞でのＣＲＥ－Ｌｕｃに対す
るＮＫＢアンタゴニスト（オサネタント（ＳＲ－１４２，８０１））の効果を表す。図４
Ａ：０．１ｎＭ（１０－８Ｍ）のｈＮＫＢ、ティラピアＮＫＢまたはティラピアＮＫＦと
比較した、ルシフェラーゼ活性に対する非ペプチド性アンタゴニスト単独の効果。図４Ｂ
：０．１ｎＭの天然リガンド（ＮＫＢまたはＮＫＦ）と同時に添加された種々の濃度のア
ンタゴニストの効果。
【図５】図５Ａおよび図５Ｂは、ティラピアにおけるＦＳＨ（図５Ａ）およびＬＨ（図５
Ｂ）の放出に対するＳＢ２２２２００（１０、１００または５００μｇ／ｋｇ体重）のＮ
ＫＢアンタゴニスト活性を試験するインビボでの実験の結果を示す。
【図６】図６は、対照の魚と対比した、処置された魚の精巣由来の性腺の組織学的観察を
表す。魚の精巣は組織化されてシストとなっている。
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【図７】ＮＫＢアンタゴニストＳＢ２２２２００、ＮＫＢアンタゴニストＡｎｔ－４、ま
たは対照を注射された魚の精液量。
【図８】１４日間にわたってＳＢ２２２２００またはＮＫＢアンタゴニストＡｎｔ－４を
注射された魚における１１－ケトテストステロン（１１ＫＴ）のレベル。
【図９】ＳＢ２２２２０００、またはＮＫＢアンタゴニストＡｎｔ－６の注射（２週間に
わたって４８時間ごとに５００μｇ／ｋｇ ＢＷ、ｎ＝１群あたり２５匹の魚）に応答す
る成体雄ティラピアの成長速度。
【図１０】ＳＢ２２２２００またはＮＫＢアンタゴニストＡｎｔ－６のいずれかを注射さ
れた魚の生殖腺重量指数（ＧＳＩ）。
【図１１】２７日目の時点での、注射された魚の精巣における増殖細胞核抗原（ＰＣＮＡ
）の発現レベル。
【図１２】図１２Ａおよび図１２Ｂ：若魚へのアンタゴニストの給餌に応答する成長。図
１２Ａ：アンタゴニスト有りおよびアンタゴニスト無しの場合の魚の成長速度（グラム）
。図１２Ｂ：図１２Ａの魚の代表的な写真。左側の３匹の魚は対照の魚であり、右側の３
匹の魚はアンタゴニストＡｎｔ－６を給餌された。
【図１３】図１３は、サケｔａｃ３ｒをトランスフェクトしたＣＯＳ－７細胞でのＣＲＥ
－Ｌｕｃに対するＮＫＢアンタゴニストＮｏ．４およびＮｏ．６の効果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００９８】
　本発明は、魚の生殖の阻害剤ならびに魚の成熟および成長を制御するための方法を提供
する。本発明は、ｔａｃ－３リガンドであるＮＫＢおよびＮＫＦのペプチド系アンタゴニ
ストまたは小分子アンタゴニストによるタキキニン３受容体（ｔａｃ－３受容体）の活性
の阻害に基づく。
【００９９】
　本発明の一部の実施形態によれば、ＮＫＢアンタゴニストは、以下の式：
　　　　　Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－ＮＭｅＶａｌ－Ｘ４－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２

のペプチド系化合物（ペプチド模倣物）であり、式中、
　Ｘ１は、任意のアミノ酸または非天然アミノ酸模倣物であるか、あるいは存在せず（ア
ミノ酸無し）、
　Ｘ２は、任意のアミノ酸または非天然アミノ酸模倣物であるか、あるいは存在せず（ア
ミノ酸無し）、
　Ｘ３は、任意のアミノ酸（好ましくはＤ芳香族アミノ酸、より好ましくはＤ－ｔｒｐ）
であるか、あるいは存在せず（アミノ酸無し）、
　Ｘ４は、ｎ＝２～６である－ＮＨ（ＣＨ２）ｎ－ＣＯ－タイプのスペーサーであるか、
あるいはｎ＝１～６である－（Ｐｒｏ）ｎ－タイプのスペーサーである。
【０１００】
　本発明は、５～１０個のアミノ酸、および任意でＮ末端キャッピング部分、のペプチド
模倣物を提供し、ここでペプチド模倣物は、
（ｉ）式Ｉ：Ｘ１－ＮＭｅＶａｌ－Ｘ４－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｚの化合物であって、式中、
　Ｘ１は、１～６個の天然または非天然のアミノ酸残基のストレッチであり、
　ＮＭｅＶａｌは、Ｎ－メチル－バリン残基またはＮ－メチル－Ｄ－バリン残基であり、
　Ｘ４は、ｎが２～６である－ＮＨ（ＣＨ２）ｎ－ＣＯ－であり、
　Ｚは、アミド化、アシル化、還元化またはエステル化されていてよいペプチドのＣ末端
を表す、
化合物、
（ｉｉ）式ＩＩ：Ｘ１－ＮＭｅＶａｌ－Ｘ４－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２の化合物であって
、式中、
　Ｘ１は、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ
－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ
－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－
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Ｉｌｅ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｄ
Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－ＤＴｒｐ、Ｓ
ｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｔｒｐ、Ｓ
ｕｃｃ－Ｇｌｕ－ＤＴｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉ
ｌｅ－ＤＰｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－Ｔｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｉｌｅ－ＤＴ
ｒｐ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ、Ｓｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－ＤＰｈｅ、Ｓｕ
ｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－Ｔｒｐ、およびＳｕｃｃ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－ＤＴｒｐからなる群
より選択され、
　Ｘ４は、βＡｌａである、
化合物、および
（ｉｉｉ）配列ＮＭｅＶａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ（配列番号７）を含む化合物、
からなる群より選択される。
【０１０１】
　本発明によるペプチド模倣物を含む組成物およびそれらの使用のための方法も提供され
る。
【０１０２】
　一部の特定の実施形態によれば、本発明の組成物は、Ａｎｔ－１～Ａｎｔ－６：
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｎ
Ｈ２（配列番号１、Ａｎｔ－１）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２（配
列番号２、Ａｎｔ－２）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｐｈｅ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｎ
Ｈ２（配列番号３、Ａｎｔ－３）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｉｌｅ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ
－ＮＨ２（配列番号４、Ａｎｔ－４）、
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＮＨ２

（配列番号５、Ａｎｔ－５）、および
Ｓｕｃｃ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｄ－Ｔｒｐ－Ｎ（Ｍｅ）Ｖａｌ－βＡｌａ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ
－ＮＨ２（配列番号６、Ａｎｔ－６）、
からなる群より選択される化合物を活性成分として含む。
【０１０３】
　本発明のペプチドは、好ましくは、当技術分野において公知である従来の合成手法を用
いて（例えば、ペプチド模倣物の方法論を含む化学合成手法によって）合成される。これ
らの方法には、排他的固相合成、部分的固相合成法、フラグメント縮合、古典的溶液合成
が包含される。固相ペプチド合成の手順は当技術分野において周知である。当業者は、例
えばｔ－Ｂｏｃ化学法またはＦｍｏｃ化学法などの標準的な化学法を用いて自動ペプチド
合成装置を使用することにより本発明のペプチドのいずれをも合成してよい。合成ペプチ
ドは分取高速液体クロマトグラフィーによって精製でき、その組成はアミノ酸配列決定に
よって確認できる。ペプチド部分と透過性部分との結合は、当技術分野において公知であ
る任意の方法を用いて固相化学法または溶液相化学法のいずれかにより実施されてよい。
本発明の好ましい化合物の一部は、溶液相合成法を用いて便利に調製されてよい。本発明
の化合物のような化合物を調製するための当技術分野において公知である他の方法を使用
でき、これらの方法は本発明の範囲内に含まれる。
【０１０４】
　本発明によるＮ末端のキャッピングまたは修飾は、化学的部分を末端アミンに共有結合
させることによるペプチド配列の変更を表し、これは電荷、活性および／またはアミノペ
プチダーゼによる切断に対する安定性の改変をもたらす。
【０１０５】
　透過性亢進部分の非限定的な例としては、脂肪酸、ステロイドおよびかさ高い芳香族ま
たは脂肪族の化合物などの疎水性部分；ステロイド、ビタミンおよび糖、天然および非天
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然のアミノ酸ならびにトランスポーターペプチドなどの、細胞膜受容体または細胞膜担体
が存在する可能性のある部分が挙げられる。一部の実施形態によれば、疎水性部分は脂質
部分またはアミノ酸部分である。
【０１０６】
　透過性亢進部分は直接またはスペーサーを介してペプチド部分の任意の位置に連結され
てよい。特定の実施形態によれば、細胞透過性部分はペプチド部分のアミノ末端に連結さ
れる。任意選択の連結用スペーサーは、限定されるものではないがアミン、アミド、カル
バメート、チオエーテル、オキシエーテル、スルホンアミド結合等を含む任意の好適な化
学基を含む様々な長さおよび立体構造のものであってよい。このようなスペーサーの非限
定的な例としては、アミノ酸、スルホンアミド誘導体、アミノチオール誘導体およびアミ
ノアルコール誘導体が挙げられる。
【０１０７】
　本明細書において使用される用語「ペプチド」または「ペプチド系」は、天然の（遺伝
学的にコードされた）、非天然の、および／または化学修飾された、アミノ酸残基を包含
することを意味し、各残基は、ペプチド結合または非ペプチド結合によって互いに連結さ
れたアミノ末端およびカルボキシ末端を有することを特徴とする。アミノ酸残基は本願の
明細書および特許請求の範囲の全体にわたって、当技術分野において一般的に知られてい
るように１文字コードまたは３文字コードのいずれかによって表される。本発明のペプチ
ドおよびペプチド模倣物は、好ましくは、直鎖状形態で利用される。ただし、環化がペプ
チドの特性を大きく妨げない場合には環状形態のペプチドも利用できることが理解される
であろう。
【０１０８】
　本発明において使用されるアミノ酸は、市販されているか通常の合成法によって入手で
きるアミノ酸である。特定の残基は、ペプチドへの組み込みに特別な方法を必要とする可
能性があり、ペプチド配列に対する逐次合成、分岐的合成または収束合成のアプローチが
本発明において有用である。天然コードアミノ酸およびそれらの誘導体は、ＩＵＰＡＣ規
則に従って３文字コードで表される。指示が無い場合には、Ｌ異性体またはＤ異性体のい
ずれかが使用されてよい。アミノ酸の前に「Ｄ」が記載される場合、Ｄ異性体が使用され
る。
【０１０９】
　当業者に公知であるアミノ酸の保存的置換は本発明の範囲内に属する。保存的アミノ酸
置換には、１つのアミノ酸を同じタイプの官能基または側鎖を有する別のアミノ酸（例え
ば脂肪族、芳香族、正電荷、負電荷）で置き換えることが包含される。これらの置換は、
経口でのバイオアベイラビリティ、標的タンパク質に対する親和性、代謝安定性、中枢神
経系への浸透、特定の細胞集団への標的化等を向上させる可能性がある。当業者であれば
、コードされる配列中の一つのアミノ酸または僅かな割合のアミノ酸を変更、付加または
欠失させる、ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質の配列に対する個々の置換、欠
失または付加は、その変更が化学的に類似するアミノ酸によるアミノ酸置換をもたらす「
保存的に改変された異型」であると理解するであろう。機能的に類似するアミノ酸を提示
する保存的置換の表は当技術分野において周知である。
【０１１０】
　以下は、６つの群に分けるアミノ酸分類の例であり、各群は、互いに保存的置換である
アミノ酸を含む。
（１）アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）；
（２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
（３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
（４）アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）；
（５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；および
（６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）。
【０１１１】
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　何らかの形で異なる群（例えば、脂肪族、極性、非極性、親水性、疎水性等）に分ける
他の分類も当技術分野において公知であり、本発明による保存的アミノ酸置換のために使
用できる。
【０１１２】
　また、ペプチドの塩、類似体、および本発明のペプチドの化学的誘導体も本発明の範囲
内に包含される。
【０１１３】
　本明細書において使用される場合、用語「塩」は、カルボキシル基の塩およびペプチド
分子のアミノ基またはグアニド基の酸付加塩の両方を指す。カルボキシル基の塩は当技術
分野において公知の手段によって形成されてよく、カルボキシル基の塩には無機塩（例え
ばナトリウム塩、カルシウム塩、アンモニウム塩、三価鉄塩または亜鉛塩等）、および有
機塩基との塩（例えばトリエタノールアミン、ピペリジン、プロカイン等などのアミンに
より形成される塩など）が包含される。酸付加塩には、例えば、鉱酸（例えば酢酸または
シュウ酸など）との塩が包含される。また、塩は本明細書において、ハイドロゲルの形成
および／またはカルシウム鉱物の石灰化を促進するためにペプチドの溶液に添加されるイ
オン性の成分も指す。
【０１１４】
　本明細書において使用される「化学的誘導体」は、遊離カルボキシ基のエステルおよび
アミド、遊離アミノ基のアシル誘導体およびアルキル誘導体、遊離ヒドロキシ基のリン酸
エステルおよびエーテルなどの通常はペプチド分子の一部ではない１つ以上の化学的部分
を含むペプチドを指す。このような修飾は、ペプチドの標的アミノ酸残基を、選択された
側鎖または末端の残基と反応できる有機誘導体化剤と反応させることによって分子に導入
されてよい。好ましい化学的誘導体には、リン酸化されたペプチド、Ｃ末端がアミド化さ
れたペプチド、またはＮ末端がアセチル化されたペプチドが包含される。
【０１１５】
　本明細書において使用される本発明のペプチドの「官能基誘導体」は、当技術分野にお
いて公知の手段によって、残基上の側鎖またはＮ末端基もしくはＣ末端基として存在する
官能基から調製される可能性のある誘導体を包含し、それらが医薬的に許容されるもので
ある（すなわち、それらがペプチドの活性を損なわず、それを含む組成物に毒性を付与せ
ず、それらの抗原特性に悪影響を及ぼさない）限り本発明に包含される。これらの誘導体
としては、例えば、カルボキシル基の脂肪族エステル、アンモニアまたは第一級アミンも
しくは第二級アミンとの反応により生成されるカルボキシル基のアミド、アシル部分（例
えばアルカノイル基または炭素環式アロイル基）との反応により形成されるアミノ酸残基
の遊離アミノ基のＮ－アシル誘導体、あるいはアシル部分との反応により形成される遊離
ヒドロキシル基（例えばセリン残基またはトレオニン残基のもの）のＯ－アシル誘導体が
挙げられる。
【０１１６】
　用語「ペプチド類似体」は、１つ以上のアミノ酸の変更または１つ以上のアミド結合の
修飾／置換を除けば本発明に従うアミノ酸配列を有する分子を示す。ペプチド類似体は、
天然または非天然のアミノ酸残基によるアミノ酸の置換および／または付加、ならびに天
然では生じない化学修飾を含む。ペプチド類似体にはペプチドの模倣物が包含される。ペ
プチドの模倣物または「ペプチド模倣物」は、本発明によるペプチドが少なくとも１つの
非コード残基または非ペプチド結合を含むように修飾されているということを意味する。
このような修飾としては、例えば、１つ以上の残基のアルキル化（および、より具体的に
はメチル化）、非天然アミノ酸の挿入または非天然アミノ酸による天然アミノ酸の置換、
他の共有結合によるアミド結合の置き換えが挙げられる。本発明によるペプチド模倣物は
任意で、ウレア結合、カルバメート結合、スルホンアミド結合、ヒドラジン結合、または
任意の他の共有結合などのアミド置換結合である少なくとも１つの結合を含んでもよい。
適切な「類似体」の設計はコンピュータによって補助されてよい。本発明による追加的な
ペプチド類似体は特定のペプチドまたはペプチド類似体の配列を逆順で含み、すなわち、
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ペプチド配列においてアミノ酸が、天然タンパク質または活性を有することが特定された
特定のペプチドもしくは類似体において出現するアミノ酸の順番とは逆順で連結されてい
る。完全に非ペプチドであるか部分的に非ペプチドであるかにかかわらず、本発明による
ペプチド模倣物は、そのペプチド模倣物の基礎となっているペプチド中の基の三次元配置
に非常に類似する化学的部分の空間的配置をもたらす。この類似する活性部位構造の結果
として、ペプチド模倣物は生体系に対して、ペプチドの生物活性に類似する効果を有する
。
【０１１７】
　修飾アミノ酸残基は、そのアミノ酸残基の官能性が保存される限り、または官能性が変
化する場合（例えば置換フェニルアラニンによるチロシンの置換）には、その修飾が、修
飾残基を含むペプチドの活性を損なわない限り、任意の基または結合が欠失、付加、また
は異なる基もしくは結合による置換によって修飾されたアミノ酸残基である。
【０１１８】
　本発明による「ペプチドコンジュゲート」は、別の部分（ペプチド性部分または非ペプ
チド性部分のいずれか）が直接またはリンカーを介して共有結合されている血管促進ペプ
チド（ｂｌｏｏｄ－ｖｅｓｓｅｌ　ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ　ｐｅｐｔｉｄｅ）の配列を含む
分子を表す。
【０１１９】
　用語「リンカー」は、細胞透過性部分とペプチドまたはペプチド模倣物とを共有結合で
連結することを目的とする化学的部分、任意のタイプの直接的な化学結合、またはスペー
サーを表す。スペーサーは、透過性亢進部分とペプチドとの間に距離を持たせるために使
用されてよい。
【０１２０】
　「透過性」は、薬剤または物質が障壁、膜、または皮膚層を通って浸透、充満、または
拡散する能力を指す。「細胞透過性」部分または「細胞浸透」部分は、膜を通じた分子の
浸透を促進するか向上させることができる、当技術分野において公知である任意の分子を
指す。非限定的な例としては、脂質、脂肪酸、ステロイドおよびかさ高い芳香族または脂
肪族の化合物などの疎水性部分；ステロイド、ビタミンおよび糖、天然および非天然のア
ミノ酸、トランスポーターペプチド、ナノ粒子ならびにリポソームなどの、細胞膜受容体
または細胞膜担体が存在する可能性のある部分が挙げられる。
【０１２１】
　用語「生理学的に許容される担体」または「希釈剤」または「賦形剤」は、医薬製剤に
好適な水性または非水性の流体を指す。さらに、用語「医薬的に許容される担体または賦
形剤」は、少なくとも１種の担体または賦形剤を指し、担体および／または賦形剤の混合
物を包含する。用語「治療剤」は、患者における疾病、苦痛、疾患または傷害の処置（予
防、診断、軽減、または治癒を包含する）に使用されてよい任意の医薬、薬物または予防
薬を指す。
【０１２２】
　薬理学
　他の考察は別として、本発明の新規の活性成分がペプチド、ペプチド類似体またはペプ
チド模倣物であるという事実は、その製剤がこれらのタイプの化合物の送達に好適である
ということを決定づける。一般的にペプチドは、胃酸または腸内酵素による消化に対して
感受性であるために経口投与にはあまり適さないが、代謝的に安定であり且つ経口で生体
利用可能なペプチド模倣類似体を設計および提供するために、新規の方法が使用されてい
る。
【０１２３】
　本発明の医薬組成物は、経口投与、局所投与、鼻腔内投与、皮下投与、筋肉内投与、静
脈内投与、動脈内投与、関節内投与、病巣内投与、吸入による投与または非経口投与など
、任意の好適な手段によって投与されてよく、その投与経路のために特別に製剤化される
。組成物は、投与経路に応じて製剤化される。
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【０１２４】
　本発明の医薬組成物は、当技術分野において周知のプロセスによって、例えば、従来の
混合、溶解、造粒、粉砕、微粉砕、糖衣錠作製、粉末化（ｌｅｖｉｇａｔｉｎｇ）、乳化
、カプセル化、封入または凍結乾燥のプロセスによって、製造されてよい。
【０１２５】
　従って、本発明に従う使用のための医薬組成物は、医薬的に使用できる製剤への活性化
合物の加工を容易にする、賦形剤および助剤を含む１種以上の生理学的に許容される担体
を用いる従来の様式で製剤化されてよい。適切な製剤化は、選択された投与経路に依存す
る。
【０１２６】
　経口で使用できる医薬組成物には、ゼラチン製の押し込み型カプセルならびにゼラチン
および可塑剤（グリセロールまたはソルビトールなど）から作製された軟質密封カプセル
が包含される。押し込み型カプセルは、ラクトースなどの充填剤、デンプンなどの結合剤
、タルクまたはステアリン酸マグネシウムなどの潤滑剤、および任意で安定化剤、と混合
した活性成分を含んでよい。軟質カプセル中で、脂肪油、流動パラフィン、または液体ポ
リエチレングリコールなどの好適な液体に活性化合物が溶解または懸濁されていてよい。
さらに、安定化剤が添加されてよい。
【０１２７】
　注射のために、本発明の化合物は水溶液中で（好ましくは、ハンクス溶液、リンガー溶
液、または生理食塩水緩衝液などの生理学的に適合する緩衝液中で）製剤化されてよい。
経粘膜投与のために、透過されるべき障壁に適切な浸透剤が製剤中で使用される。このよ
うな浸透剤（例えばポリエチレングリコール）は当技術分野において一般に公知である。
【０１２８】
　糖衣錠のコアには好適なコーティングが施される。この目的のために、濃縮糖溶液が使
用されてよく、この濃縮糖溶液は任意でアラビアゴム、タルク、ポリビニルピロリドン、
カルボポールゲル、ポリエチレングリコール、二酸化チタン、ラッカー溶液および好適な
有機溶媒または溶媒混合物を含んでもよい。識別のために、または活性化合物の量の種々
の組み合わせを明らかにするために、染料または顔料が錠剤または糖衣錠のコーティング
に添加されてよい。
【０１２９】
　口腔投与のために、組成物は、従来の様式で製剤化された錠剤またはロゼンジ剤（ｌｏ
ｚｅｎｇｅ）の形態をとってよい。
【０１３０】
　吸入による投与のために、本発明に従う使用のための異型が、好適な噴霧剤（例えば、
ジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロ－テトラフルオロエタ
ンまたは二酸化炭素）の使用を伴う加圧パックまたは噴霧器からのエアロゾルスプレーに
よる供与の形態で便利に送達される。加圧エアロゾルの場合には、計量された量を送達す
るためのバルブを設けることによって投薬単位が決定されてよい。例えば吸入具または吸
入器に使用するためのゼラチンのカプセルおよびカートリッジは、ペプチドと好適な粉末
基剤（ラクトースまたはデンプンなど）との粉末混合物を含んで製剤化されてよい。
【０１３１】
　非経口投与のための医薬組成物には、水溶性形態の活性成分の水溶液が包含される。さ
らに、活性化合物の懸濁液が適切な油性注射懸濁液として調製されてよい。好適な天然担
体または合成担体が当技術分野において周知である（Ｐｉｌｌａｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃ
ｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｌ．　５，　４４７，　２００１）。任意で
、高濃度溶液の調製を可能にするために、化合物の溶解性を増大させる好適な安定化剤ま
たは剤を懸濁液が含んでもよい。あるいは、活性成分は、使用前に好適なビヒクル（例え
ば無菌でパイロジェンフリーの水）を用いて再構成するための粉末形態であってよい。
【０１３２】
　本発明に関連した使用に好適な医薬組成物には、意図される目的を達成するのに有効な
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量で活性成分が含まれる組成物が包含される。より具体的には、治療上有効な量は、処置
されている対象の疾患の症状を予防、緩和または寛解するのに有効な化合物量を意味する
。治療上有効な量の決定は、完全に当業者の能力の範囲内に含まれる。
【０１３３】
　本明細書に記載されるペプチドの毒性および治療有効性は、細胞培養または実験動物に
おける標準的な薬学的手順によって、例えば、対象化合物についてのＩＣ５０（５０％の
阻害をもたらす濃度）およびＬＤ５０（試験される動物の５０％を死なせる致死量）を決
定することによって、決定できる。これらの細胞培養アッセイおよび動物試験から得られ
るデータは、ヒトでの使用のための様々な投与量の製剤化に使用できる。投与量は、使用
される剤形および利用される投与経路に応じて変動する可能性がある。正確な製剤、投与
経路および投与量は、患者の状態を考慮して個々の医師によって選択されてよい（例えば
Ｆｉｎｇｌ，　ｅｔ　ａｌ．，　１９７５，　“Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａ
ｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ”，　Ｃｈ．　１　ｐ．１）。
【０１３４】
　本発明の一部の実施形態によれば、このような医薬組成物の投与のための用量は、約０
．１ｍｇ／ｋｇ体重～約５０ｍｇ／ｋｇ体重の範囲である。
【０１３５】
　処置されるべき状態の重症度および反応性に応じて、投薬は、数日間～数週間継続する
処置過程または治癒が達成されるか疾患状態の縮小が達成されるまで継続する処置過程で
の、徐放性組成物の単回投与であってもよい。投与されるべき組成物の量は、当然、処置
されている対象、苦痛の重症度、投与の様式、処方する医師の判断、および他の全ての関
連要因に依存するであろう。
【０１３６】
　特定の実施形態において、保護用の賦形剤の使用によってペプチドの送達を促進できる
。これは、典型的には、ペプチドを組成物と組み合わせてペプチドを酸による加水分解お
よび酵素による加水分解に対して耐性にすること、またはリポソームなどの適切に耐性で
ある担体中にポリペプチドを封入することのいずれかによって達成される。経口送達のた
めにポリペプチドを保護する手段は、当技術分野において周知である（例えば、治療薬の
経口送達のための脂質組成物を記載する米国特許第５，３９１，３７７号を参照のこと）
。
【０１３７】
　持続放出性タンパク質「パッケージング」システムの使用により、長い血清中半減期を
維持できる。このような持続放出性システムは、当業者には周知である。好ましい一実施
形態では、タンパク質およびペプチドのためのＰｒｏＬｅａｓｅ生分解性ミクロスフェア
送達システム（ＰｒｏＬｅａｓｅ　ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅ　ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒ
ｅ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｓｙｓｔｅｍ）（Ｔｒａｃｙ，　１９９８，　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ．　Ｐｒｏｇ．　１４，　１０８；　Ｊｏｈｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９６，
　Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．　２，　７９５；　Ｈｅｒｂｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９
８，　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ．　Ｒｅｓ．　１５，　３５７）、他の剤を含むか含まない
乾燥製剤として配合することができるポリマーマトリックス中にタンパク質を含む生分解
性ポリマーミクロスフェアから構成される乾燥粉末。
【０１３８】
　特定の実施形態において、本発明の組成物の剤形には、限定されるものではないが、Ｐ
ＬＧＡ系注射用デポーシステムなどの生分解性注射用デポーシステム、非ＰＬＧＡ系注射
用デポーシステム、および注射用生分解性ゲルまたは注射用生分解性分散系が包含される
。それぞれの可能性が本発明の別個の実施形態を表す。本明細書において使用される用語
「生分解性」は、周囲の組織液に見出される物質との接触に少なくとも部分的に起因して
、または細胞の作用によって、その表面が時間とともに侵食されるか分解する構成要素を
指す。具体的には、生分解性の構成要素は、限定されるものではないが、ポリラクチド（
例えばポリ（Ｄ，Ｌ－ラクチド）、すなわちＰＬＡ）などの乳酸系ポリマー；ポリグリコ
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リド（ＰＧＡ）（例えばＤｕｒｅｃｔ社のＬａｃｔｅｌ（登録商標））などのグリコール
酸系ポリマー；ポリ（Ｄ，Ｌ－ラクチド－コ－グリコリド）（すなわちＰＬＧＡ）（Ｂｏ
ｅｈｒｉｎｇｅｒ社のＲｅｓｏｍｅｒ（登録商標） ＲＧ－５０４、Ｒｅｓｏｍｅｒ（登
録商標） ＲＧ－５０２、Ｒｅｓｏｍｅｒ（登録商標） ＲＧ－５０４Ｈ、Ｒｅｓｏｍｅｒ
（登録商標） ＲＧ－５０２Ｈ、Ｒｅｓｏｍｅｒ（登録商標） ＲＧ－５０４Ｓ、Ｒｅｓｏ
ｍｅｒ（登録商標） ＲＧ－５０２Ｓ、Ｄｕｒｅｃｔ社のＬａｃｔｅｌ（登録商標））；
ポリ（ｅ－カプロラクトン）（すなわちＰＣＬ）（Ｄｕｒｅｃｔ社のＬａｃｔｅｌ（登録
商標））などのポリカプロラクトン；ポリ酸無水物；ポリ（セバシン酸） ＳＡ；ポリ（
リシノレイン酸（ｒｉｃｅｎｏｌｉｃ　ａｃｉｄ）） ＲＡ；ポリ（フマル酸）、ＦＡ；
ポリ（脂肪酸二量体）、ＦＡＤ；ポリ（テレフタル酸）、ＴＡ；ポリ（イソフタル酸）、
ＩＰＡ；ポリ（ｐ－｛カルボキシフェノキシ｝メタン）、ＣＰＭ；ポリ（ｐ－｛カルボキ
シフェノキシ｝プロパン）、ＣＰＰ；ポリ（ｐ－｛カルボキシフェノキシ｝ヘキサン） 
ＣＰＨ；ポリアミン、ポリウレタン、ポリエステルアミド、ポリオルトエステル｛ＣＨＤ
Ｍ：シス／トランス－シクロヘキシルジメタノール、ＨＤ：１，６－ヘキサンジオール、
ＤＥＴＯＵ：（３，９－ジエチリデン－２，４，８，１０－テトラオキサスピロウンデカ
ン）｝；ポリジオキサノン；ポリヒドロキシブチレート；ポリアルキレンオキサレート；
ポリアミド；ポリエステルアミド；ポリウレタン；ポリアセタール；ポリケタール；ポリ
カーボネート；ポリオルトカーボネート；ポリシロキサン；ポリホスファゼン；スクシネ
ート；ヒアルロン酸；ポリ（リンゴ酸）；ポリ（アミノ酸）；ポリヒドロキシバレレート
；ポリアルキレンスクシネート；ポリビニルピロリドン；ポリスチレン；合成セルロース
エステル；ポリアクリル酸；ポリ酪酸；トリブロックコポリマー（ＰＬＧＡ－ＰＥＧ－Ｐ
ＬＧＡ）、トリブロックコポリマー（ＰＥＧ－ＰＬＧＡ－ＰＥＧ）、ポリ（Ｎ－イソプロ
ピルアクリルアミド）（ＰＮＩＰＡＡｍ）、ポリ（エチレンオキシド）－ポリ（プロピレ
ンオキシド）－ポリ（エチレンオキシド）トリブロックコポリマー（ＰＥＯ－ＰＰＯ－Ｐ
ＥＯ）、ポリ吉草酸；ポリエチレングリコール；ポリヒドロキシアルキルセルロース；キ
チン；キトサン；ポリオルトエステルおよびコポリマー、ターポリマー；コレステロール
、レシチンなどの脂質；ポリ（グルタミン酸－コ－エチルグルタメート）等、などのポリ
マー、またはそれらの混合物である。
【０１３９】
　一部の実施形態において、本発明の組成物は、限定されるものではないが、ＰＬＧＡ、
ＰＬＡ、ＰＧＡ、ポリカプロラクトン、ポリヒドロキシブチレート、ポリオルトエステル
、ポリアルカン酸無水物、ゼラチン、コラーゲン、酸化セルロース、ポリホスファゼン等
から選択される生分解性ポリマーを含む。それぞれの可能性が別個の実施形態を表す。
【０１４０】
　魚用食物組成物
　本発明の食物組成物は、従来の特別な魚用食物の一部であってよいか、それと混合され
てよい。魚用食物は通常、育成されるタイプの魚のために使用される飼料からなり、タン
パク質、油、ビタミンおよび他の添加物を含む。
【０１４１】
　一部の非限定的な例によれば、本発明のアンタゴニスト組成物は、微量の補助剤（ミネ
ラル、ビタミン、および／または微量元素など）と共に約１５～５０パーセントのタンパ
ク質またはタンパク質加水分解物、約２～５パーセントの脂肪、および約３～１０パーセ
ントの粗繊維を含むペレット化固体組成物中に含まれる。
【０１４２】
　本発明のアンタゴニストを含む魚用食物組成物は、当技術分野において公知の方法を用
いて調製される。例えば、組成物からペレット（典型的には直径０．５～２０ミリメート
ル）を作製し、保存および使用の前に乾燥させる。少量のゼラチンを水に溶解させること
によってペレットの凝集性を改善できる。水溶性ホエイ粉末がタンパク質含有量の大部分
となる場合、好ましくは、水と接触した際のペレットの早期崩壊を防ぐために少量の油ま
たは脂肪でペレット表面がコーティングされる。ゼラチン含有組成物を従来の様式で発泡
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させて、その全体としての密度が水の密度と類似する多孔質ペレットを作製してよい。こ
のようなペレットは水中で浮遊し、比較的長時間にわたって魚が接近しやすいままである
。底まで沈むペレットは、多くの魚から見失われる。また、基礎となる組成物に添加物を
均一に分散させた後に、得られた混合物からペレットを作製することによって、本発明の
アンタゴニストを従来の組成の市販の魚用飼料と混合してもよい。一部の実施形態によれ
ば、食物ペレットは本発明の化合物でコーティングされ、魚への給餌に使用される。
【０１４３】
　本発明を説明するためにその様々な特定の実施形態に関して本発明を記載しているが、
このような具体的に開示された実施形態は限定的であるとみなされるべきではない。本明
細書における出願人の開示に基づいて、当業者は多くの他の特定の実施形態を想到するで
あろう。出願人は、添付の特許請求の範囲で定義されるような本発明の趣旨および範囲に
よってのみ束縛されることを提案する。
【０１４４】
　実施例
　以下の実施例は、魚のＮＫＢのアンタゴニストとしての本発明の化合物のインビトロお
よびインビボでの活性を実証する。
【０１４５】
　実施例１：ペプチド模倣物の設計および合成
　本発明のペプチド模倣物のいくつかは、以下の検討事項に基づいて設計された。
（ｉ）アミノペプチダーゼによる分解を受けやすい末端アミノ基をペプチドが有さないよ
うに、Ａｓｐ残基に結合されるスクシニル（ｓｕｃｃ）などのキャッピング部分を付加す
ることによりペプチドのＮ末端を修飾した。これにより、予想外にも、活性ペプチドを１
１アミノ酸から７アミノ酸に短縮することができた。
（ｉｉ）Ｄ－ＴｒｐによるＰｈｅ残基の置き換えは、ＮＫ受容体に対するアゴニストの緊
密な嵌合を妨げた。これは、ペプチドの活性をアゴニストからアンタゴニストに変化させ
、また、エンドペプチダーゼによる分解に対してペプチドを安定化させた。
（ｉｉｉ）生物活性を有する立体構造を安定化させる構造的制約を課して受容体選択性お
よび代謝安定性を付与するために、Ｖａｌ残基をＮ－メチル化した。これは、エンドペプ
チダーゼによる分解を防いだ。
（ｉｖ）Ｇｌｙ残基をβＡｌａ（ベータアラニン）で置き換えた。これは、生物活性を有
する立体構造の構造的柔軟性を増加させ、アゴニストのアンタゴニストへの変換を促進し
た。
（ｖ）カルボキシ末端のカルボキサミド基は、結合および受容体の活性化に必須であり、
カルボキシペプチダーゼによる分解を防ぐ。
【０１４６】
　Ｆｍｏｃ活性エステル化学法を適用する自動固相法によってペプチド模倣物を合成した
。ＮＭｅ－Ｖａｌ－ペプチジル－樹脂に対するＦｍｏｃ－Ｄ－Ｔｒｐ－ＯＨのカップリン
グなど、困難な疎水性アミノ酸のカップリングは、ＤＭＦ中で５時間ＨＡＴＵを用いて２
回実施した。ＨＰＬＣにより、化合物を≧９５％の純度まで精製した。
【０１４７】
　実施例２：インビトロ試験
　２種類のシグナル伝達経路が存在し、一方はｃＡＭＰ／ＰＫＡ（プロテインキナーゼＡ
）を介してリレーされ、二つ目はＣａ２＋／ＰＫＣを介してリレーされる。ＰＫＡ経路は
ＣＲＥ（ｃＡＭＰ応答エレメント）によって活性化され、ＰＫＣ経路はＳＲＥ（ステロイ
ド応答エレメント）を介して活性化される。
【０１４８】
　ＰＫＣシグナル伝達経路とＰＫＡシグナル伝達経路とを区別するために、血清応答エレ
メント（ＳＲＥ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）または環状ＡＭＰ（ｃＡＭＰ）応答エレメント
（ＣＲＥ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）によって転写調節されるＬＵＣを用いて高感度ルシフ
ェラーゼ（ＬＵＣ）レポーター遺伝子アッセイを利用した。ＣＭＶプロモーターの制御下
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にあるｐｃＤＮＡ３．１発現ベクター（Ｚｅｏ－；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にティラピア
のｔａｃ３ｒａおよびｔａｃ３ｒｂ（ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅ
ｒ：それぞれＫＦ４７１６７４およびＫＦ４７１６７５）またはゼブラフィッシュのｔａ
ｃ３ｒａおよびｔａｃ３ｒｂ（それぞれＪＦ３１７２９２およびＪＦ３１７２９３）をク
ローニングした。
【０１４９】
　一過性のトランスフェクション、細胞の取扱いおよび刺激のプロトコルは、Ｌｅｖａｖ
ｉ－Ｓｉｖａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５，　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏ
ｌ　２３６：１７－３０、Ｂｉｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２００８（上記のものと同じ文
献）、Ｂｉｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２（上記のものと同じ文献）、Ｂｉｒａｎ　
ｅｔ　ａｌ．，　２０１４（上記のものと同じ文献）に概ね従った。簡潔に説明すると、
１０％ＦＢＳ、１％グルタミン、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、および１００ｍｇ／ｍｌス
トレプトマイシン（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ）を加えたＤＭＥＭ中
において５％ＣＯ２下でＣＯＳ－７細胞をコンフルエントになるまで増殖させた。ｐｃ－
ｔａｃ３ｒａ、ｐｃ－ｔａｃ３ｒｂのいずれか（３μｇ／プレート）、レポータープラス
ミド（２μｇ／プレート）、およびｐＣＭの共トランスフェクション。
【０１５０】
　ＦｕＧＥＮＥ６．０試薬（Ｒｏｃｈｅ）を用いてトランスフェクションを実施した。細
胞を３６時間にわたって血清飢餓状態にし、ビヒクルまたは様々な濃度のヒトＮＫＢ、テ
ィラピアＮＫＢ、ティラピアＮＫＦ、ゼブラフィッシュＮＫＢａ、ＮＫＢｂもしくはゼブ
ラフィッシュＮＫＦのいずれかで６時間刺激した後、回収して解析した。
【０１５１】
　回収した細胞から調製したライセートを、ルシフェラーゼ活性およびβガラクトシダー
ゼ活性の両方についてアッセイした。以前に説明されているように、試験用プラスミドに
より導かれるルシフェラーゼ活性を標準化するための内部標準としてβガラクトシダーゼ
活性を使用した。トランスフェクション実験は、３つの独立した別々の組を用いて３連で
実施した。
【０１５２】
　使用されたリガンド濃度は１ｎＭ～１μＭであった。処置は、独立した３回の実験にお
いて４連で実施した。
【０１５３】
　一定濃度の野生型のＮＫＢまたはＮＫＦ（ＥＤ５０に近い応答をもたらすリガンド量（
１０－８Ｍ））と共に、各アンタゴニストを種々の濃度で添加した。非線形回帰一部位競
合曲線（ａ　ｎｏｎ－ｌｉｎｅａｒ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｎｅ－ｓｉｔｅ　ｃｏｍ
ｐｅｔｉｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅ）に従って、Ｐｒｉｓｍ　ｓｏｆｔｗａｒｅにより結果を
解析した。
【０１５４】
　１０－８Ｍ（＝０．１ｎＭ）のＮＫＢと同時に各アンタゴニストを種々の濃度で添加し
た場合のＮＫＢアンタゴニストの効果をティラピアで試験した。ティラピアＮＫＢはルシ
フェラーゼ活性を１．８倍増加させた。様々なアンタゴニストが、この応答を約６０％低
下させた（図１Ａ）。ＳＲＥ応答を用いて同様の結果が得られた（図１Ｂ）。対照的に、
ティラピアのＮＫＢおよびＮＫＦの類似体（国際公開第ＷＯ２０１３／０１８０９７号に
開示）は、両方のアッセイにおいてアゴニスト活性を有することが示された（図１Ｃでは
ＣＲＥアッセイについて実証されている）。
【０１５５】
　ゼブラフィッシュＮＫＢは、シグナル伝達活性の誘導においてティラピアのペプチドよ
りも効率的であり、ＣＲＥ－ＬＵＣを３倍超増加させた。１０－８Ｍ（＝０．１ｎＭ）の
ＮＫＢと同時に各アンタゴニストを種々の濃度で添加した場合のＮＫＢアンタゴニストの
効果を試験した。様々なアンタゴニストが、この応答を約６０％低下させた（図２Ａ）。
ＳＲＥ応答を用いて同様の結果が得られた（図２Ｂ）が、ＮＫＢアゴニストは阻害性では
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なく刺激性であり、図１Ｃと同様の結果をもたらした。
【０１５６】
　結論として、ＮＫＢアンタゴニストである本発明によるペプチド模倣物は、ＮＫＢシグ
ナル伝達を阻害できる。
【０１５７】
　実施例３：ＮＫＢの非ペプチド性アンタゴニスト
　公知のＮＫＢ小分子アンタゴニストの効果をインビトロおよびインビボで試験した。化
合物は、ＳＢ－２２２２００（Ｓａｒａｕ　ｅｔ　ａｌ．，　２０００、上記のものと同
じ文献）、オサネタント（ＳＲ－１４２，８０１）およびタルネタント（ＳＢ ２２３４
１２（Ｓａｒａｕ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９７、上記のものと同じ文献））である。
【０１５８】
　ヒトの受容体およびリガンドを陽性対照として、ティラピアｔａｃ３ｒをトランスフェ
クトしたＣＯＳ－７細胞でのＣＲＥ－ＬＵＣに対するＮＫＢアンタゴニストＳＢ２２２２
００の効果を試験した。
【０１５９】
　図３Ａに示されるように、非ペプチド性アンタゴニスト単独ではルシフェラーゼ活性に
対して効果を示さなかったが、ｈＮＫＢ、ティラピアＮＫＢまたはティラピアＮＫＦは、
０．１ｎＭ（＝１０－８Ｍ）にて、ルシフェラーゼ活性をそれぞれ１．７倍および２．３
倍増加させた。
【０１６０】
　種々の濃度のアンタゴニストを０．１ｎＭの天然リガンド（ＮＫＢまたはＮＫＦ）と同
時に添加した場合に、典型的な阻害曲線が得られ、これは、ティラピアＮＫＢ受容体に対
するＳＢ２２２２００のアンタゴニスト能を実証する（図３Ｂ）。
【０１６１】
　ヒトの受容体およびリガンドを陽性対照として、ティラピアｔａｃ３ｒをトランスフェ
クトしたＣＯＳ－７細胞でのＣＲＥ－ＬＵＣに対するＮＫＢアンタゴニスト（オサネタン
ト（ＳＲ－１４２，８０１））の効果を試験した。非ペプチド性アンタゴニスト単独では
ルシフェラーゼ活性に対して効果を示さなかったが、ｈＮＫＢ、ティラピアＮＫＢまたは
ティラピアＮＫＦは、０．１ｎＭ（＝１０－８Ｍ）にて、ルシフェラーゼ活性をそれぞれ
２．５倍および１．６倍増加させた（図４Ａ）。しかし、種々の濃度のアンタゴニストを
０．１ｎＭの天然リガンド（ＮＫＢまたはＮＫＦ）と同時に添加した場合に、典型的な阻
害曲線が得られ、これは、ティラピアＮＫＢ受容体に対するオサネタント（ＳＲ－１４２
，８０１）のアンタゴニスト能を実証する（図４Ｂ）。
【０１６２】
　ＳＢ２２２２００を、ティラピアにおけるゴナドトロピン放出に対するそのＮＫＢアン
タゴニスト活性についてインビボでさらに試験した。性的に成熟したティラピアの雌（０
．６２±０．２２％；ｎ＝１０／処置）に種々の量のＮＫＢ非ペプチド性アンタゴニスト
ＳＢ２２２２００（１０、１００または５００μｇ／ｋｇ体重）を時間０において注射し
た。注射から１、２、４および８時間後に、これらの魚の尾の血管系から採血した。Ａｉ
ｚｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７（Ａｉｚｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７，　Ｇｅｎ
　Ｃｏｍｐ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，　ｖｏｌ．　１５３，　ｐｐ　３２３－３３２）に
従って特異的ＥＬＩＳＡを用いてゴナドトロピンであるＦＳＨおよびＬＨのレベルを決定
した。その結果は、対照群では有意な変化が記録されなかった一方で、注射から１時間後
には既に始まっている有意な漸減がＦＳＨレベル（図５Ａ）およびＬＨレベル（図５Ｂ）
の両方において記録されたことを示す。
【０１６３】
　実施例４：インビボでの実験
　インビトロでのトランス活性化アッセイにおいて有効であると示された、選択されたア
ンタゴニストをインビボで試験する。
【０１６４】
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　成体雄ティラピア（体重（ＢＷ）９０ｇ）に生理食塩水と２５％ＤＭＳＯ、ＳＢ２２２
２０００、またはＮＫＢアンタゴニストＡｎｔ－４とを腹腔内注射した（２週間にわたっ
て４８時間ごとに５００μｇ／ｋｇ ＢＷ、ｎ＝１群あたり２０匹の魚）。注射後２日ご
とに魚の尾の血管からヘパリン化した注射器へと採血した。７日目および１４日目に、各
群５匹の魚を採血し、精液量のために取り出して、組織学のために性腺を採取した。ＬＨ
、ＦＳＨおよび１１ＫＴについて血漿を分析した。尾の血管系から血液サンプルを採取し
、遠心分離（４℃にて３０００ｒｐｍで２０分間）して血漿サンプルを得た。血漿サンプ
ルは、アッセイするまで－２０℃で保存した。ＦＳＨおよびＬＨについては（Ａｉｚｅｎ
　ｅｔ　ａｌ．，　２００７，　Ｇｅｎ　Ｃｏｍｐ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，　ｖｏｌ．
　１５３，　ｐｐ　３２３－３３２）に従って、１１ＫＴ（１１－ケトテストステロン、
精子形成に関与する魚の主要アンドロゲン）についてはＨｕｒｖｉｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，
　２００５（Ｇｅｎ　Ｃｏｍｐ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　１４０：６１－７３）に従って
、ＥＬＩＳＡを実施した。
【０１６５】
　図６は、対照の魚と対比した、処置された魚の精巣由来の性腺の組織学的観察を表す。
魚の精巣は組織化されてシストとなっている。図で実証されているように、ＮＫＢアンタ
ゴニストＡｎｔ－４に曝露した魚は、成熟した精子（成熟した精液）を有する部分的に空
のシストをより多く含んだ。ＮＫＢアンタゴニストを注射した魚の精液量を図７に示す。
右から左に：ＳＢ２２２２００を注射した魚に由来する精液；対照の魚に由来する精液；
ＮＫＢアンタゴニスト＃４を注射した魚に由来する精液。ＳＢ２２２２００またはＮＫＢ
アンタゴニストＡｎｔ－４を注射した魚における１１ＫＴのレベルを図８に示す。１１Ｋ
Ｔは、魚の主要アンドロゲンであり、精子形成に関与する。処置期間中に、血漿中の１１
ＫＴのレベルは、対照の魚については０日から１２日にかけて徐々に増加したのに対し、
ＳＢ２２２２００またはＮＫＢアンタゴニストＡｎｔ－４（＃４）を注射した魚について
は、この増加は有意に阻害された。
【０１６６】
　実施例５：インビボでのティラピアの成長
　成体雄ティラピア（ＢＷ６０ｇ）に生理食塩水と２５％ＤＭＳＯ、ＳＢ２２２２０００
、またはＮＫＢアンタゴニストＡｎｔ－６とを腹腔内注射した（２週間にわたって４８時
間ごとに５００μｇ／ｋｇ ＢＷ、ｎ＝１群あたり２５匹の魚）。７日ごとに魚の体重を
測定した。図９に示されるように、処置が終了してから７日後の２１日目に有意な増加が
観察された。
【０１６７】
　生殖腺重量指数（ＧＳＩ）は、性腺重量を総体重に対する割合として算出したものであ
る。注射した魚のＧＳＩ値も算出した（図１０）。２７日目に魚を屠殺し、その精巣から
全ＲＮＡを抽出した。増殖細胞核抗原（ＰＣＮＡ）は、真核細胞のＤＮＡポリメラーゼδ
のための因子として働くＤＮＡクランプであり、複製に必須である。２７日後の注射した
魚の精巣におけるＰＣＮＡの遺伝子発現を決定した（図１１）。
【０１６８】
　実施例６：ティラピア若魚の給餌
　この研究では１０５日齢のティラピア雌魚を使用した。ペプチド模倣物アンタゴニスト
でコーティングした魚用ペレットによる給餌を３ヵ月１２日齢の時点で開始した。ＮＫＢ
アンタゴニスト（Ａｎｔ－２、Ａｎｔ－３、Ａｎｔ－６）の餌を７．５ｍｇ／ｋｇ飼料（
魚の重量の２％～３％）で適用した。毎日２回、日中に魚に給餌した。魚の成長速度を決
定した。図１２Ａおよび図１２Ｂに示されるように、ＮＫＢアンタゴニストを含む餌を与
えられた魚は、対照の魚よりも有意に速く（体重で約２５％増）成長した。それらの体内
の臓器に変化は観察されなかった（臓器の写真撮影によって決定された）。
【０１６９】
　実施例７：サケでのインビトロ実験
　実施例２においてティラピアおよびゼブラフィッシュで実施されたインビトロ実験と同
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様に、ＮＫＢ活性の阻害を魚サケで試験した。ＣＭＶプロモーターの制御下にあるｐｃＤ
ＮＡ３．１発現ベクター（Ｚｅｏ－；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にサケｔａｃ３受容体をク
ローニングした。ＦｕＧＥＮＥ６．０試薬（Ｒｏｃｈｅ）を用いてトランスフェクション
を実施した。細胞を３６時間にわたって血清飢餓状態にし、ビヒクルまたは様々な濃度の
ティラピアＮＫＢで６時間刺激した後、回収して解析した。回収した細胞から調製したラ
イセートを、ルシフェラーゼ活性およびβガラクトシダーゼ活性の両方についてアッセイ
した。試験用プラスミドにより導かれるルシフェラーゼ活性を標準化するための内部標準
としてβガラクトシダーゼ活性を使用した。トランスフェクション実験は、３つの独立し
た別々の組を用いて３連で実施した。使用されたリガンド濃度は１ｎＭ～１μＭであった
。処置は、独立した３回の実験において４連で実施した。ＥＤ５０に近い応答をもたらす
一定濃度の野生型ＮＫＢ（１０－８Ｍ）と共に、各アンタゴニスト（ＮＫＢ－Ａｎｔ ４
およびＮＫＢ－Ａｎｔ ６）を種々の濃度で添加した。非線形回帰一部位競合曲線に従っ
て、Ｐｒｉｓｍ　ｓｏｆｔｗａｒｅにより結果を解析した。
【０１７０】
　サケｔａｃ３をトランスフェクトした場合、ＮＫＢはルシフェラーゼ活性を１．８倍増
加させた。図１３で実証されているように、アンタゴニスト＃４および＃６はいずれも、
この応答を約６０％低下させることに成功した。

【図１】 【図２】
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【図１２】 【図１３】
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