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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記（ｉ）～（ｉｉｉ）を含む、天然のグルカゴンペプチド（配列番号１）の類縁体で
あって、ｐＨ７、２５℃の条件で２４時間インキュベートしたときに天然のグルカゴンペ
プチドより向上した溶解度を有し、天然グルカゴンの活性の少なくとも１０％はグルカゴ
ン受容体活性を刺激する、類縁体：
（ｉ）配列番号１の２８位における、負に帯電したアミノ酸；
（ｉｉ）配列番号１の２９位又は３０位における、負に帯電したアミノ酸；および、
（ｉｉｉ）配列番号１の１位、２位、５位、７位、１０位、１１位、１２位、１３位、１
４位、１６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１位、および２４位からなるグルー
プから選ばれる位置における、５個までの追加のアミノ酸修飾。
【請求項２】
　前記負に帯電したアミノ酸がＧｌｕまたはＡｓｐである、請求項１に記載の類縁体。
【請求項３】
　以下のいずれかを特徴とする、請求項２に記載の類縁体：
（ｉ）２８位のアミノ酸がＡｓｐである；
（ｉｉ）２９位のアミノ酸がＧｌｕである：または、
（ｉｉｉ）２８位のアミノ酸がＡｓｐであり、且つ、２９位のアミノ酸がＧｌｕである。
【請求項４】
　配列番号３２（ただし、Ｘａａは、ＡｓｐまたはＧｌｕである）または配列番号３４の
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アミノ酸配列を有する、請求項１に記載の類縁体。
【請求項５】
　配列番号１の２８位、２９位、３０位のアミノ酸が、それぞれ、アスパラギン酸、グル
タミン酸、グルタミン酸、である、請求項１に記載の類縁体。
【請求項６】
　リンカーによって互いに結合している２本の請求項１に記載の類縁体を含む、多量体、
二量体、ヘテロ二量体、またはホモ二量体。
【請求項７】
　請求項１～３のいずれか１項に記載の類縁体、またはその薬学的に受容可能な塩と、薬
学的に受容可能な担体とを含む、医薬組成物。
【請求項８】
　請求項１～３のいずれか１項に記載の類縁体、またはその薬学的に受容可能な塩と、薬
学的に受容可能な担体とを含む、溶液。
【請求項９】
　請求項７に記載の医薬組成物または請求項１０に記載の溶液と、該医薬組成物または該
溶液を患者に投与するための装置とを含む、キット。
【請求項１０】
　前記装置がエアゾール・ディスペンサーである、請求項９に記載のキット。
【請求項１１】
　前記医薬組成物または前記溶液が前記エアゾール・ディスペンサー内に入れられている
、請求項１０に記載のキット。
【請求項１２】
　シリンジと針を含む、請求項９に記載のキット。
【請求項１３】
　前記医薬組成物または前記溶液が前記シリンジに入れられている、請求項１２に記載の
キット。
【請求項１４】
　低血糖症の治療、腸管の一時的な麻痺、または体重増加の低減若しくは体重減少の誘導
が必要な患者において、低血糖症を治療するため、腸管の一時的な麻痺を引き起こすため
、または体重増加を低減するか若しくは体重減少を誘導するための医薬の製造における、
請求項１～３のいずれか１項に記載の類縁体の使用。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　血中グルコースレベルが身体活動のためのエネルギーを十分に供給できなくなるまで低
下すると低血糖症が起こる。低血糖症は、成人や１０歳より年上の子供においては、糖尿
病治療の副作用の場合を除いてはまれであるが、他の薬剤や疾病、ホルモンや酵素の欠損
、あるいはガンによっても生じ得る。血中グルコースが低下し始めると、膵臓で産生され
るホルモンであるグルカゴンが、グリコーゲンを分解してグルコースを放出するよう肝臓
にシグナルを送って、血中グルコースレベルを正常レベルにまで上昇させる。しかし糖尿
病患者においては、この低血糖症に対するグルカゴン応答に障害があって、グルコースレ
ベルが正常範囲にまで戻るのが困難になっていることがある。
【０００２】
　低血糖症は早急な治療を必要とする生死に関わる事象である。グルカゴンの投与は、急
性低血糖症の治療法として確立しており、投与後数分以内にグルコースを正常レベルにま
で復帰させることができる。グルカゴンを低血糖症の急性治療に用いる場合、結晶形のグ
ルカゴンを希薄な酸性緩衝液で可溶化して、この溶液を筋肉内注射する。この治療法は有
効ではあるが、意識が完全でなくなった者にとってはその方法は煩雑であり危険である。
そのため、親分子の生物学的性能は維持しつつも、生理学的な条件下で十分に可溶性で安
定であって、注射が可能なように溶液として予め処方できるようなグルカゴン類縁体が必
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要とされている。
【０００３】
　さらに、糖尿病患者は、微小血管系の合併症を遅らせ、あるいは予防するために、血中
グルコースレベルを正常値付近に維持することが奨励されている。この目的を達成するた
めには、通常は集中的なインシュリン治療が必要とされる。医師達は、この目的の達成に
当たって、糖尿病患者における低血糖症の頻度および重症度の大幅な増加に直面してきた
。そのため、現在のインシュリン治療よりも低血糖症を引き起こしにくいような、糖尿病
の治療のための改良された医薬品および治療法が求められている。
【０００４】
　本明細書に記載するように、市販用に適した医薬組成物中で、生理学的ｐＨにおいて向
上した生物物理学的な安定性および水溶性を示すような、高効力のグルカゴンアゴニスト
が提供される。天然グルカゴンは生理学的なｐＨの範囲において可溶性ではなく安定でも
ないので、再構成して直ちに使用する必要のある乾燥品として製造されなくてはならない
。本明細書に記載のグルカゴン類縁体は、向上した物理学的特性を有しており、現在天然
ホルモンが使用されている医療現場における使用に優れている。本発明の一実施態様によ
れば、これらの化合物を用いて、低血糖症の治療のための注射が可能な予め処方された溶
液を調製できる。あるいはまた、グルカゴンアゴニストをインシュリンと同時投与して、
インシュリンの効果を緩衝してより安定した血中グルコースレベルの維持を可能とするこ
とができる。さらに、本明細書に記載の修飾グルカゴンペプチドを含む組成物の他の有益
な使用法も以下に詳述される。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明の一実施態様は、グルカゴン受容体活性を保持し、天然のグルカゴンペプチド（
配列番号１）よりも向上した溶解度を示すグルカゴンペプチドを提供する。天然グルカゴ
ンは水溶液中では、特に生理学的ｐＨにおいて溶解度が低く、時間とともに凝集して沈殿
しやすい。対照的に本発明の一実施態様のグルカゴンペプチドは、ｐＨ6と8の間において
、例えば、ｐＨ7において、25℃で24時間経過後に、天然グルカゴンと比べて少なくとも2
倍、5倍、またはそれ以上の溶解度を示す。
【０００６】
　一実施態様において、グルカゴンペプチドは、天然グルカゴンの活性の少なくとも10％
、20％、30％、40％、50％、60％、70％、75％、80％、85％または90％の活性を示す。一
実施態様において、本発明のグルカゴンペプチドは、グルカゴン以上の効力を有する。本
発明のグルカゴンペプチドはいずれも、向上した安定性および／または低減した分解性を
さらに示してもよく、例えば、25℃で24時間経過後に元のペプチドの95％以上を保持して
いてもよい。
【０００７】
　一実施態様によれば、荷電アミノ酸をペプチドのＣ末端部分に導入するようなアミノ酸
置換および／または付加によって修飾されたグルカゴンペプチドが提供され、一実施態様
においては、配列番号１のＣ末端の２７位の位置に導入される。要すれば任意に、１個、
２個または３個の荷電アミノ酸がＣ末端部分に導入されてもよく、一実施態様においては
、Ｃ末端の２７位に導入される。一実施態様によれば、２８位および／または２９位の天
然のアミノ酸は荷電アミノ酸によって置換され、および／または、１ないし３個の荷電ア
ミノ酸がペプチドのＣ末端に付加される。例示的実施態様においては、荷電アミノ酸のう
ちの１個、２個または全ては負に帯電している。グルカゴン活性をなお保持させることの
できるような追加の修飾、例えば保存的置換をグルカゴンペプチドに加えてもよい。
【０００８】
　一例示的実施態様によれば、グルカゴンペプチドは、配列番号１１のアミノ酸配列か、
天然グルカゴンに対して１ないし３個のさらなるアミノ酸修飾を有するようなその類縁体
か、あるいはそのグルカゴンアゴニスト類縁体を含む。配列番号１１は、天然蛋白質の２
８位のアスパラギン残基がアスパラギン酸に置換された修飾グルカゴンペプチドを表して
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いる。別の一例示的実施態様において、グルカゴンペプチドは配列番号３８のアミノ酸配
列を含み、天然蛋白質の２８位のアスパラギン残基はグルタミン酸で置換されている。他
の例示的実施態様は、配列番号２４、２５、２６、３３、３５、３６および３７のグルカ
ゴンペプチドを含む。
【０００９】
　前述の化合物はいずれも、親水性成分をペプチドに結合させることによってその溶解度
をさらに向上させることができる。一実施態様においては、親水性成分は、グルカゴンペ
プチドの１６位、１７位、２１位または２４位のアミノ酸残基の側鎖に共有結合した、ポ
リエチレングリコール鎖または他の水溶性ポリマーである。一実施態様によるポリエチレ
ングリコール鎖は、約500～約40,000ダルトンの範囲から選ばれる分子量を有する。本発
明はさらにグルカゴンアゴニストの薬学的に受容可能な塩も包含する。
【００１０】
　他の例示的実施態様において、前述の化合物はいずれも、その薬学的特性を変えるため
に、グルカゴンペプチドのカルボキシ末端に第２のペプチドを付加することによってさら
に修飾することができる。一実施態様においては、グルカゴンペプチドはペプチド結合を
介して第２のペプチドと共有結合し、第２のペプチドは、配列番号２０、配列番号２１お
よび配列番号２２から成るグループから選ばれる配列を含む。
【００１１】
　さらなる例示的実施態様において、前述の化合物はいずれも、安定性を向上させるため
に、配列番号１の１５位のアミノ酸を修飾することによってさらに修飾することができ、
ペプチドが時間とともに、特に酸性またはアルカリ性の緩衝液中で分解することが低減で
きる。
【００１２】
　一実施態様によれば、本明細書に記載の新規グルカゴンペプチドのいずれかを、好まし
くは90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％または99％以上の純度で含
み、且つ、薬学的に受容可能な希釈剤、担体または賦形剤を含む、医薬組成物が提供され
る。この組成物は、グルカゴンペプチドを、少なくとも0.5mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、3mg/
ml、4mg/ml、5mg/mlまたはそれ以上の濃度で含んでもよい。一実施態様において、医薬組
成物は、滅菌されて要すれば任意に様々な容器に保存される水溶液を含む。他の実施態様
において、医薬組成物は凍結乾燥粉末を含む。医薬組成物はさらに、組成物を患者に投与
するためのディスポーザブル装置を含むキットの一部として包装することができる。容器
またはキットは、外界の室温または冷蔵温度で保存するためにラベルを貼ってもよい。
【００１３】
　一実施態様によれば、予め処方された水溶性組成物を用いて、迅速にグルコースレベル
を上昇させる、または低血糖症を治療する方法が提供される。本方法は、本開示の新規修
飾グルカゴンペプチドを含む水溶液の有効量を投与する工程を含む。他の一実施態様にお
いて、腸管の一時的な麻痺を引き起こす方法が提供される。本方法は、グルカゴンペプチ
ドを必要とする患者に、本明細書に記載のグルカゴンペプチドの１つ以上を投与する工程
を含む。
【００１４】
　さらに別の実施態様において、本発明のグルカゴンペプチドを含む水溶液の有効量を投
与する工程を含む、体重増加を低減するまたは体重減少を誘導する方法が提供される。さ
らなる実施態様において、インシュリンと本発明のグルカゴンペプチドとを同時投与する
工程を含む、糖尿病の治療方法が提供される。
【００１５】
　例示的なグルカゴンペプチドは、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、
配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０、配列番号１１および
配列番号３３から成るグループから選ばれ、ここで、グルカゴンペプチドのアミノ酸２９
はペプチド結合を介して第２のペプチドと結合し、第２のペプチドは、配列番号２０、配
列番号２１または配列番号２２の配列を含む。一実施態様において、グルカゴンペプチド
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はペグ化されている。一実施態様において、本方法は、配列番号２４、配列番号２５また
は配列番号２６の配列を含むペプチドを投与する工程を含み、ここで、２１位または２４
位のアミノ酸にはポリエチレン鎖が共有結合している。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】図１は、37℃で24、48、72、96、144および166時間インキュベートしたＣｙｓ21

マレイミドＰＥＧ5Kグルカゴンの安定性を表す棒グラフである。
【図２】図２は、ｐＨ5において37℃で24、72または144時間インキュベートしたＣｙｓ21

マレイミドＰＥＧ5KグルカゴンをＨＰＬＣ分析して得られたデータを表す。
【図３】図３は、グルカゴン類縁体（Ｄ２８、Ｅ２９、Ｅ３０）の溶解度を、ｐＨ2、4、
5.5、7および8において、25℃で60時間経過後に天然グルカゴンと比較したデータを表す
。
【図４】図４は、グルカゴン類縁体（Ｄ２８Ｅ２９、Ｄ２８Ｅ３０）の溶解度を、ｐＨ2
、4、5.5および7において、25℃で24時間、次いで4℃で24時間経過後に天然グルカゴンと
比較したデータを表す。
【図５】図５は、グルカゴン類縁体Ｄ２８、Ｄ２８Ｅ３０およびＥ１５Ｄ２８の、ｐＨ7
において4℃で24時間経過後の最大溶解度を表す。
【図６】図６は、グルカゴン類縁体（Ｋ２９▲、Ｋ３０▼およびＫ２９Ｋ３０◆）による
グルカゴン受容体媒介性ｃＡＭＰ誘導を、天然グルカゴン■と比較したデータを表す。
【図７】図７は、グルカゴン類縁体（Ｄ２８□、Ｅ２９△、Ｅ３０▽、Ｋ３０Ｋ３１◇お
よびＫ３０▼）によるグルカゴン受容体媒介性ｃＡＭＰ誘導を、天然グルカゴン■と比較
したデータを表す。
【図８】図８は、グルカゴン類縁体（Ｄ２８□、Ｅ２８（黒色五角形）およびＫ２９▲）
によるグルカゴン受容体媒介性ｃＡＭＰ誘導を、天然グルカゴン■と比較したデータを表
す。
【図９】図９は、グルカゴン類縁体（Ｄ２８Ｅ２９＋、Ｄ２８Ｅ３０×、Ｅ１５Ｄ２８＊
およびＥ２９△）によるグルカゴン受容体媒介性ｃＡＭＰ誘導を、天然グルカゴン■と比
較したデータを表す。
【図１０】図１０は、ビーグル犬にグルカゴンおよびグルカゴン類縁体を筋肉内投与した
後の血清グルコース濃度の変化を示すデータを表す。グルカゴンか、グルカゴンのカルボ
キシ末端に配列番号３１の配列が結合したグルカゴンを含むグルカゴン類縁体（グルカゴ
ン－ＣＥＸ）か、またはアミノ酸２８にアスパラギン酸置換を有する配列番号１１のグル
カゴン類縁体（グルカゴン－Ａｓｐ２８）のいずれかの0.005mg/kg用量を動物に投与した
。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
〔定義〕
　本発明を記載して特許を請求するにあたり、以下に説明する定義に従って、下記の用語
を使用する。
【００１８】
　本明細書に用いられる「薬学的に受容可能な担体」という語は、例えばリン酸緩衝液の
溶液、水、油／水または水／油エマルジョンのようなエマルジョン、および各種の湿潤剤
といった、任意の標準的な薬学的担体を含む。この語はまた、ヒトを含む動物に使用する
目的で米国連邦政府の規制当局によって承認された、または米国薬局方に収録された任意
の薬剤も包含する。
【００１９】
　本明細書に用いられる「薬学的に受容可能な塩」という語は、親化合物の生物学的活性
を保持した化合物の塩であって、生物学的にまたは非生物学的に有害ではない塩を指す。
本明細書に記載の化合物の多くは、アミノおよび／またはカルボキシル基あるいは類似の
基を有するので、酸および／または塩基の塩を形成することができる。
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【００２０】
　無機および有機塩基から、薬学的に受容可能な塩基付加塩を調製することができる。無
機塩基に由来する塩としては、例えば、ナトリウム塩、カリウム塩、リチウム塩、アンモ
ニウム塩、カルシウム塩、およびマグネシウム塩などが挙げられる。有機塩基に由来する
塩としては、第一アミン、第二アミン、および第三アミンの塩が挙げられるが、但しこれ
らに限らない。
【００２１】
　無機および有機酸から、薬学的に受容可能な酸付加塩を調製してもよい。無機酸に由来
する塩としては、塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸などが挙げられる。有機酸に由
来する塩としては、酢酸、プロピオン酸、グリコール酸、ピルビン酸、シュウ酸、リンゴ
酸、マロン酸、コハク酸、マレイン酸、フマル酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、桂皮酸
、マンデル酸、メタンスルホン酸、エタンスルホン酸、ｐ－トルエン-スルホン酸、サリ
チル酸などが挙げられる。
【００２２】
　本明細書に用いられる「治療する」という語は、特定の障害もしくは状態の予防、また
は、特定の障害または状態に伴う症状の軽減、および／または、そのような症状の予防も
しくは除去を含む。
【００２３】
　本明細書に用いられる、グルカゴンペプチドの「有効な」量、または「治療有効量」と
いう語は、非毒性だが望ましい効果をもたらすのに十分なペプチドの量を指す。例えば、
望ましい効果の１つは、例えば血中グルコースレベルの上昇で測定されるような、低血糖
症の予防または治療であろう。「有効」であるような量は、年齢や個体の全体的状態、投
与方法などに応じて、各々の患者毎に異なるであろう。従って正確な「有効量」が常に特
定できるとは限らない。しかし個々の場合における適切な「有効」量は、日常的な実験手
法を用いて当業者が決定してもよい。
【００２４】
　「非経口的」という語は、消化管を介するのではなく、皮下、筋肉内、脊髄内、または
静脈内などの他の経路を介することを指す。
【００２５】
　本明細書に用いられる「精製された」および類似の語は、自然のまたは天然の環境にお
ける分子または化合物に通常付随する夾雑物を実質的に含まない状態で、分子または化合
物を単離することに関する。本明細書に用いられる「精製された」という語は、絶対的な
純度は必要とせず、むしろ、相対的な定義を意図している。本明細書において、「精製ポ
リペプチド」という語は、他の化合物、たとえば、核酸分子、脂質および炭水化物（但し
これらに限らない）から分離されているポリペプチドを表すために用いられる。
【００２６】
　本明細書に用いられる「単離された」という語は、対象とする物質が元の環境（例えば
それが天然に存在するものであれば天然の環境）から取り出されていることを必要とする
。例えば、生きた動物中に存在する天然のポリヌクレオチドは単離されていないが、同じ
ポリヌクレオチドが、天然の系において共存する物質の一部または全部から分離されてい
れば、それは単離されている。
【００２７】
　本明細書に用いられる「グルカゴンペプチド」は、配列番号１のアミノ酸配列か、また
は、ペプチドのアミノ酸の置換、付加、欠失、または翻訳後修飾（例えば、メチル化、ア
シル化、ユビキチン化など）を含む、配列番号１のアミノ酸配列の任意の類縁体を含むペ
プチドであって、実施例１３に記載の試験法によりｃＡＭＰ産生として測定されるグルカ
ゴンまたはＧＬＰ－１受容体活性を刺激するような任意のペプチドを含む。
【００２８】
　「グルカゴンアゴニスト」の語は、実施例１３に記載の試験法によりｃＡＭＰ産生とし
て測定されるグルカゴン受容体活性を刺激するようなグルカゴンペプチドを含む複合体を
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指す。
【００２９】
　本明細書に用いられる「グルカゴンアゴニスト類縁体」は、配列番号７、配列番号８、
配列番号９、配列番号１０、配列番号１１、配列番号１２および配列番号１３から成るグ
ループから選ばれる配列を有するか、または、それらの配列のうちの１つの類縁体であっ
て、２位、５位、７位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１６位、１７位、１
８位、１９位、２０位、２１位、２４位、２７位、２８位または２９位の各位置における
、１つ以上の保存的アミノ酸置換を有するように修飾された類縁体を含む、グルカゴンペ
プチドである。
【００３０】
　本明細書に用いられるアミノ酸の「修飾」は、アミノ酸の置換、付加または欠失を指し
、ヒトの蛋白質に通常見出される２０種のアミノ酸、並びに、非定型または非天然のアミ
ノ酸による置換または付加を含む。本出願の全体にわたって、特定のアミノ酸の位置の番
号（例えば２８位）への参照はいずれも、天然グルカゴン（配列番号１）中のその位置の
アミノ酸、または、任意の類縁体中の対応する位置のアミノ酸を指す。例えば、本明細書
における「２８位」への参照は、配列番号１の最初のアミノ酸が欠失しているグルカゴン
類縁体においては、対応する２７位を意味することとなろう。同様に、本明細書における
「２８位」への参照は、配列番号１のＮ末端の前に１つのアミノ酸が付加されたグルカゴ
ン類縁体においては、対応する２９位を意味することとなろう。
【００３１】
　本明細書に用いられるアミノ酸の「置換」は、１つのアミノ酸残基の別のアミノ酸残基
による置き換えを指す。
【００３２】
　本明細書に用いられる「保存的アミノ酸置換」は、以下の５つのグループの中での交換
として定義される：
Ｉ．小さく、脂肪族で、非極性またはわずかに極性の残基：
　　Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｐｒｏ、Ｇｌｙ
ＩＩ．極性であって、負に帯電した残基、およびそのアミド：
　　Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、システイン酸およびホモシステイン酸
ＩＩＩ．極性であって、正に帯電した残基：
　　Ｈｉｓ、Ａｒｇ、Ｌｙｓ、オルニチン（Ｏｒｎ）
ＩＶ．大きく、脂肪族で、非極性の残基：
　　Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、ＶａＩ、Ｃｙｓ、ノルロイシン（Ｎｌｅ）、ホモシステイ
ン
Ｖ．大きく、芳香族の残基：
　　Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ、アセチルフェニルアラニン
【００３３】
　本明細書に用いられる「ポリエチレングリコール」または「ＰＥＧ」という一般的な語
は、エチレンオキシドと水の縮合ポリマーであって、分枝また直鎖状で、一般式Ｈ（ＯＣ
Ｈ２ＣＨ２）ｎＯＨ（ｎは９以上）で表されるポリマーの混合物を指す。この語は、さら
なる特定のない時は、500～40,000ダルトンの範囲から選ばれる平均総分子量を有するエ
チレングリコールのポリマーを含むことが意図される。「ポリエチレングリコール」また
は「ＰＥＧ」は、そのおおよその平均分子量を示す数字の接尾辞と組み合わせて用いられ
る。例えば、PEG-5,000は、約5,000の平均総分子量を有するポリエチレングリコールを指
す。
【００３４】
　「ペグ化された」という語および類似の語は、化合物にポリエチレングリコールポリマ
ーを結合させることによって、天然状態から修飾されている化合物を指す。「ペグ化され
たグルカゴンペプチド」とは、グルカゴンペプチドに共有結合したＰＥＧ鎖を有するグル
カゴンペプチドのことである。
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【００３５】
　本明細書に用いられるペプチドに対する一般的な参照は、修飾されたアミノおよびカル
ボキシ末端を有するペプチドを包含することが意図される。例えば、末端カルボン酸の代
わりにアミド基を含むアミノ酸鎖は、標準的アミノ酸を指定するアミノ酸配列に包含され
ることが意図される。
【００３６】
　本明細書に用いられる「リンカー」は、２つの別々の実体を互いに結合させる結合、分
子または分子群である。リンカーは、２つの実体の間の最適な間隔をもたらしてもよく、
あるいは、２つの実体が互いに分離することを可能とするような不安定な結合をさらに供
給してもよい。不安定な結合としては、光により切断可能な基、酸不安定性の成分、塩基
不安定性の成分、および酵素により切断可能な基、などが挙げられる。
【００３７】
　本明細書に用いられる「二量体」は、リンカーを介して互いに共有結合した２つのサブ
ユニットを含む複合体である。二量体の語は、限定的表現なしで用いられる場合は、ホモ
二量体とヘテロ二量体の両方を包含する。ホモ二量体は２つの同一のサブユニットを含み
、他方、ヘテロ二量体は、２つの異なるサブユニットを含むが、これらの２つのサブユニ
ットは実質的には互いに類似している。
【００３８】
　本明細書に用いられる「ｐＨ安定化グルカゴンペプチド」の語は、薬理学的な目的で用
いられる最も広いｐＨの範囲における水溶性緩衝液中で、天然グルカゴンと比べて優れた
安定性と溶解度を示す、グルカゴンアゴニスト類縁体を指す。
【００３９】
　本明細書に用いられる「荷電アミノ酸」の語は、生理学的ｐＨの水溶液中で、負に帯電
した（すなわち脱プロトン化した）または、正に帯電した（すなわちプロトン化した）側
鎖を有するアミノ酸を指す。例えば、負に帯電したアミノ酸としては、アスパラギン酸、
グルタミン酸、システイン酸、ホモシステイン酸およびホモグルタミン酸が挙げられ、他
方、正に帯電したアミノ酸としては、アルギニン、リジンおよびヒスチジンが挙げられる
。荷電アミノ酸は、ヒトのタンパク質中に一般的に見出される２０種のアミノ酸、並びに
非定型または非天然のアミノ酸のうちの、帯電したアミノ酸を含む。
【００４０】
　本明細書に用いられる「酸性アミノ酸」の語は、例えばカルボン酸基やスルホン酸基の
ような第二の酸性成分を含むアミノ酸を指す。
【００４１】
〔実施態様〕
　出願人らは、天然グルカゴンに対して、カルボキシ末端に電荷を導入して修飾すること
により、そのアゴニスト特性を保持しながら溶解度を向上させることができることを見出
していた。溶解度の向上により、グルカゴン溶液を中性ｐＨ付近において調製して保存す
ることが可能となる。グルカゴン溶液を比較的中性のｐＨ（例えば約ｐＨ6.0からｐＨ8.0
）で処方することによってグルカゴンペプチドの長期安定性が向上する。従って、本発明
の一実施態様は、Ｈｉｓ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－
Ａｓｐ－Ｔｙｒ－Ｓｅｒ－Ｌｙｓ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－
Ａｌａ－Ｇｌｎ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ａｓｎ－
Ｔｈｒ（配列番号１）の野生型ペプチドに対して、天然ペプチドの生物学的活性を保持し
ながら、水溶液中での、特にｐＨが約5.5から約8.0の範囲におけるペプチドの溶解度を向
上させるように修飾された、グルカゴンアゴニストに関する。一実施態様において、天然
の非荷電アミノ酸をリジン、アルギニン、ヒスチジン、アスパラギン酸およびグルタミン
酸から成るグループから選ばれる荷電アミノ酸で置換することによって、または、ペプチ
ドのアミノまたはカルボキシ末端に荷電アミノ酸を付加することによって、ペプチドに電
荷を付加する。驚くべきことに、出願人らは、２８位および／または２９位の通常のアミ
ノ酸を荷電アミノ酸で置換すること、および／または、グルカゴンペプチドのカルボキシ
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末端に１つまたは２つの荷電アミノ酸を付加することによって、生理学的なｐＨ（すなわ
ち約6.5から約7.5のｐＨ）の水溶液中におけるグルカゴンペプチドの溶解度および安定性
が、少なくとも5倍から30倍に至るまで向上することを見出していた。
【００４２】
　従って、本発明の一実施態様のグルカゴンペプチドは、グルカゴン活性を保持しており
、約5.5から8の範囲のあるｐＨ、例えばｐＨ7において、25℃で24時間経過後に測定した
場合、天然グルカゴンと比較して、少なくとも2倍、5倍、10倍、15倍、25倍、30倍または
それ以上の溶解度を示す。本明細書に記載のグルカゴンペプチドはいずれも、ｐＨ5.5か
ら8の範囲のｐＨにおいて、向上した安定性をさらに示してもよく、例えば、25℃で24時
間経過後に、元のペプチドのうちの少なくとも75％、80％、90％、95％、96％、97％、98
％または99％が保持されていてもよい。グルカゴンペプチドは、その薬学的特性を変化さ
せる追加の修飾を含んでもよく、そのような変化としては、例えば、効力の向上、循環中
での半減期の延長、保存寿命の増加、沈殿や凝集の低減、および／または、例えば保存後
の切断や化学修飾の発生の低減のような分解の低減、などがある。
【００４３】
　一実施態様において、例えば１個、２個、３個またはそれ以上の荷電アミノ酸を天然グ
ルカゴンのＣ末端部分に導入することによって、溶解度の向上したグルカゴンペプチドを
調製してもよく、一実施態様においては、Ｃ末端の２７位に導入される。そのような荷電
アミノ酸は、例えば２８位または２９位の天然アミノ酸を荷電アミノ酸で置換することに
よって、あるいはまた、例えば２７位、２８位、または２９位の後に荷電アミノ酸を付加
することによって、導入することができる。例示的実施態様においては、荷電アミノ酸の
うちの１個、２個、３個または全ては、負に帯電している。別の実施態様においては、荷
電アミノ酸のうちの１個、２個、３個または全ては、正に帯電している。ある例示的実施
態様において、グルカゴンペプチドは以下の修飾のうちの任意の１つまたは２つを含んで
もよい：Ｎ２８のＥによる置換；Ｎ２８のＤによる置換；Ｔ２９のＤによる置換；Ｔ２９
のＥによる置換；２７位、２８位、または２９位の後へのＥの挿入；２７位、２８位、ま
たは２９位の後へのＤの挿入。例えば、Ｅ２８Ｅ３０、Ｄ２８Ｅ３０。
【００４４】
　グルカゴンペプチドに対して、溶解度および／または安定性、および／またはグルカゴ
ン活性をさらに増加させるような追加の修飾を加えてもよい。あるいはまた、グルカゴン
ペプチドは、溶解度または安定性に実質的に影響せず、グルカゴン活性を実質的に低下さ
せないような別の修飾を含んでもよい。例示的実施態様においては、グルカゴンペプチド
は、天然グルカゴンの配列と比べて、合計で１個、２個まで、３個まで、４個まで、５個
まで、６個まで、７個まで、８個まで、９個まで、または１０個までのアミノ酸修飾を含
んでもよい。
【００４５】
　例示的な修飾として、以下のものが挙げられるが、但しこれらに限らない：
　保存的置換、例えば、２位、５位、７位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、
１６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２１位、２４位、２７位、２８位または２９
位のうちの１つ以上における保存的置換；
　１５位のアスパラギン酸の修飾、例えば、グルタミン酸、ホモグルタミン酸、システイ
ン酸またはホモシステイン酸による置換、これらは分解を低減してもよい；
　本明細書に記載の通りの、水溶性ポリマーであるポリエチレングリコールのような親水
性成分の、例えば１６位、１７位、２０位、２１位、２４位または２９位への付加、これ
らは溶解度および／または半減期を増加させてもよい；
　２７位のアミノ酸の修飾、例えばメチオニン、ロイシンまたはノルロイシンによる置換
；
　本明細書に記載の通りの、１位または２位における修飾；
　本明細書に記載の通りの、Ｃ末端延長；
　本明細書に記載の通りの、ホモ二量体化またはヘテロ二量体化；および



(10) JP 5890085 B2 2016.3.22

10

20

30

40

50

　上記の組み合わせ。
【００４６】
　一実施態様によれば、配列番号１の天然グルカゴンペプチドは、２８位および／または
２９位の天然アミノ酸を負に帯電したアミノ酸（例えばアスパラギン酸またはグルタミン
酸）で置換し、要すれば任意に、負に帯電したアミノ酸（例えばアスパラギン酸またはグ
ルタミン酸）をカルボキシ末端に付加することによって修飾される。別の一実施態様にお
いて、配列番号１の天然グルカゴンペプチドは、２９位の天然のアミノ酸を正に帯電した
アミノ酸（例えばリジン、アルギニンまたはヒスチジン）で置換し、要すれば任意に、１
つまたは２つの正に帯電したアミノ酸（例えばリジン、アルギニンまたはヒスチジン）を
カルボキシ末端に付加することによって修飾される。一実施態様によれば、向上した溶解
度および安定性を有するグルカゴン類縁体が提供されるが、ここで、類縁体は配列番号３
４のアミノ酸配列を含み、但し、２８位または２９位のアミノ酸の少なくとも１つは酸性
アミノ酸によって置換され、および／または、追加の酸性アミノ酸がカルボキシ末端に付
加されることを条件とする。一実施態様においては、酸性アミノ酸は、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、
システイン酸およびホモシステイン酸から成るグループから独立して選ばれる。
【００４７】
　一実施態様によれば、向上した溶解度および安定性を有するグルカゴンアゴニストが提
供されるが、ここで、アゴニストは配列番号３３のアミノ酸配列を含み、２７位、２８位
または２９位のアミノ酸の少なくとも１つは非天然アミノ酸残基によって置換される（す
なわち、類縁体の２７位、２８位、または２９位に存在するアミノ酸の少なくとも１つは
、配列番号１の対応する位置に存在するアミノ酸とは異なるアミノ酸である）。一実施態
様によれば、配列番号３３の配列を含むグルカゴンアゴニストが提供されるが、但し、２
８位のアミノ酸がアスパラギンであり且つ２９位のアミノ酸がスレオニンである場合は、
このグルカゴンペプチドはさらに、カルボキシ末端に、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ
およびＧｌｕから成るグループから独立して選ばれる１ないし２個のアミノ酸が付加され
ていることを条件とする。
【００４８】
　天然グルカゴンペプチドの特定の位置は、親ペプチドの活性を少なくとも部分的に保持
しながら修飾できることが報告されている。従って、出願人らは、配列番号１１のペプチ
ドの２位、５位、７位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１６位、１７位、１
８位、１９位、２０位、２１位、２４位、２７位または２９位に位置するアミノ酸の１つ
以上を、天然グルカゴンペプチドに存在するものとは異なるアミノ酸で置換して、それで
もなお親グルカゴンペプチドの向上した効力、生理学的ｐＨでの安定性および生物学的活
性を保持することができると予想する。例えば、一実施態様によれば、天然ペプチドの２
７位に存在するメチオニン残基は、ペプチドの酸化分解を防ぐために、ロイシンまたはノ
ルロイシンに変えられる。
【００４９】
　一実施態様において、配列番号３３のグルカゴン類縁体が提供されるが、ここで、類縁
体の１位、２位、５位、７位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１６位、１７
位、１８位、１９位、２０位、２１位または２４位から選ばれる位置における１ないし６
個のアミノ酸は、配列番号１の対応するアミノ酸とは異なっている。別の一実施態様によ
れば、配列番号３３のグルカゴン類縁体が提供されるが、ここで、類縁体の１位、２位、
５位、７位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１６位、１７位、１８位、１９
位、２０位、２１位または２４位から選ばれる位置における１ないし３個のアミノ酸は、
配列番号１の対応するアミノ酸とは異なっている。別の実施態様において、配列番号７、
配列番号８または配列番号３４のグルカゴン類縁体が提供されるが、ここで、類縁体の１
位、２位、５位、７位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１６位、１７位、１
８位、１９位、２０位、２１位または２４位から選ばれる位置における１ないし２個のア
ミノ酸は、配列番号１の対応するアミノ酸とは異なっており、さらに別の実施態様におい
ては、これら１ないし２個の異なるアミノ酸は、天然配列（配列番号１）に存在するアミ
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ノ酸に対する保存的アミノ酸置換を表す。一実施態様において、配列番号１１または配列
番号１３のグルカゴンペプチドが提供されるが、ここで、グルカゴンペプチドはさらに、
２位、５位、７位、１０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１６位、１７位、１８位
、１９位、２０位、２１位、２４位、２７位または２９位から選ばれる位置における１個
、２個または３個のアミノ酸置換を含む。一実施態様においては、２位、５位、７位、１
０位、１１位、１２位、１３位、１４位、１６位、１７位、１８位、１９位、２０位、２
７位または２９位における置換は保存的アミノ酸置換である。
【００５０】
　一実施態様において、配列番号１の類縁体ペプチドを含むグルカゴンアゴニストが提供
されるが、ここで、類縁体は、２位にセリン以外のアミノ酸を有し、且つ、２８位または
２９位の天然アミノ酸を置換する酸性アミノ酸または配列番号１のペプチドのカルボキシ
末端に付加される酸性アミノ酸を有する点で、配列番号１とは異なっている。一実施態様
においては、酸性アミノ酸はアスパラギン酸またはグルタミン酸である。一実施態様にお
いて、配列番号９、配列番号１２、配列番号１３または配列番号３２のグルカゴン類縁体
が提供されるが、ここで、類縁体は、２位に置換を有する点で親分子とは異なっている。
より具体的には、類縁体ペプチドの２位は、ｄ－セリン、アラニン、グリシン、ｎ－メチ
ルセリンおよびアミノイソ酪酸から成るグループから選ばれるアミノ酸で置換されている
。
【００５１】
　別の一実施態様において、配列番号１の類縁体ペプチドを含むグルカゴンアゴニストが
提供されるが、ここで、類縁体は、１位にヒスチジン以外のアミノ酸を有し、且つ、２８
位または２９位の天然アミノ酸を置換する酸性アミノ酸またはカルボキシ末端に付加され
る酸性アミノ酸を有する点で、配列番号１とは異なっている。一実施態様においては、酸
性アミノ酸はアスパラギン酸またはグルタミン酸である。一実施態様において、配列番号
９、配列番号１２、配列番号１３または配列番号３２のグルカゴン類縁体が提供されるが
、ここで、類縁体は、１位に置換を有する点で親分子とは異なっている。より具体的には
、類縁体ペプチドの１位は、ｄ－ヒスチジン、デスアミノヒスチジン、ヒドロキシル－ヒ
スチジン、アセチル－ヒスチジンおよびホモ－ヒスチジンから成るグループから選ばれる
アミノ酸で置換されている。
【００５２】
　一実施態様によれば、修飾グルカゴンペプチドは、配列番号９、配列番号１２、配列番
号１３および配列番号３２から成るグループから選ばれる配列を含む。さらに別の一実施
態様において、配列番号９、配列番号１２、配列番号１３または配列番号３２の配列を含
み、さらに、Ｃ末端に１ないし２個のアミノ酸が付加されているグルカゴンペプチドが提
供されるが、ここで、追加のアミノ酸は、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、シ
ステイン酸またはホモシステイン酸から成るグループから独立して選ばれる。一実施態様
においては、カルボキシ末端に付加された追加のアミノ酸は、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、
Ａｓｐ、Ｇｌｕから成るグループから選ばれ、あるいは、さらに別の一実施態様において
は、追加のアミノ酸はＡｓｐまたはＧｌｕである。
【００５３】
　別の一実施態様において、グルカゴンペプチドは、配列番号７の配列またはそのグルカ
ゴンアゴニスト類縁体を含む。一実施態様において、ペプチドは、配列番号８、配列番号
１０、配列番号１１、配列番号１２および配列番号１３から成るグループから選ばれる配
列を含んでいる。別の実施態様において、ペプチドは、配列番号８、配列番号１０および
配列番号１１から成るグループから選ばれる配列を含んでいる。一実施態様において、グ
ルカゴンペプチドは、配列番号８、配列番号１０または配列番号１１の配列を含み、さら
に、Ｃ末端に、ＡｓｐおよびＧｌｕから成るグループから選ばれる追加のアミノ酸が付加
されている。一実施態様においてはグルカゴンペプチドは配列番号１１または配列番号１
３の配列を含み、さらに別の一実施態様においてはグルカゴンペプチドは配列番号１１の
配列を含む。
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【００５４】
　一実施態様によれば、以下から成るグループから選ばれる修飾グルカゴンペプチドを含
むグルカゴンアゴニストが提供される：
　ＮＨ２－Ｈｉｓ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ
－Ｔｙｒ－Ｓｅｒ－Ｌｙｓ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ｘａａ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ａｌａ
－Ｇｌｎ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ
－Ｒ（配列番号３４）、
　ＮＨ２－Ｈｉｓ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ
－Ｔｙｒ－Ｓｅｒ－Ｌｙｓ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ａｌａ
－Ｇｌｎ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ａｓｐ－Ｔｈｒ
－Ｒ（配列番号１１）、および
　ＮＨ２－Ｈｉｓ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ
－Ｔｙｒ－Ｓｅｒ－Ｘａａ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ａｌａ
－Ｇｌｎ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ａｓｐ－Ｔｈｒ
－Ｒ（配列番号１３）、
　ここで、１５位のＸａａはＡｓｐ、Ｇｌｕ、システイン酸、ホモグルタミン酸またはホ
モシステイン酸であり、２８位のＸａａはＡｓｎまたは酸性アミノ酸であり、２９位のＸ
ａａはＴｈｒまたは酸性アミノ酸であり、Ｒは酸性アミノ酸、ＣＯＯＨまたはＣＯＮＨ２

であるが、但し、２８位、２９位または３０位のいずれか１つに酸性の酸残基が存在する
ことを条件とする。一実施態様においてはＲはＣＯＯＨであり、別の一実施態様において
はＲはＣＯＮＨ２である。
【００５５】
　本開示はまた、グルカゴン融合ペプチドも包含するが、ここで、グルカゴンペプチドの
安定性と溶解度を向上させるために、グルカゴンペプチドのＣ末端には第２のペプチドが
融合している。より具体的には、融合グルカゴンペプチドは、グルカゴンペプチドＮＨ２

－Ｈｉｓ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ
－Ｓｅｒ－Ｌｙｓ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ｘａａ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－Ａｌａ－Ｇｌｎ
－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｒ（配
列番号３４）を含むグルカゴンアゴニスト類縁体を含んでもよく、ここで、Ｒは、グルカ
ゴンペプチドのカルボキシ末端アミノ酸に結合した、酸性アミノ酸であるか、または、結
合および、配列番号２０（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ）、配列番号２１（ＫＲＮＫＮＮＩＡ）
もしくは配列番号２２（ＫＲＮＲ）のアミノ酸配列である。一実施態様において、グルカ
ゴンペプチドは、配列番号３３、配列番号７、配列番号８から成るグループから選ばれ、
さらに、カルボキシル末端アミノ酸に結合した、配列番号２０（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ）
、配列番号２１（ＫＲＮＲＮＮＩＡ）または配列番号２２（ＫＲＮＲ）のアミノ酸配列を
含む。一実施態様において、グルカゴン融合ペプチドは、配列番号２、配列番号３、配列
番号４、配列番号５、配列番号６またはそれらのグルカゴンアゴニスト類縁体を含み、さ
らに、アミノ酸２９に結合した、配列番号２０（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ）、配列番号２１
（ＫＲＮＲＮＮＩＡ）または配列番号２２（ＫＲＮＲ）のアミノ酸配列を含む。一実施態
様によれば、融合ペプチドはさらに、１６位、１７位、２１位、または２４位のアミノ酸
に結合したＰＥＧ鎖を含むが、ここで、ＰＥＧ鎖は500から40,000ダルトンの範囲から選
ばれる。一実施態様において、配列番号２０（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ）、配列番号２１（
ＫＲＮＲＮＮＩＡ）または配列番号２２（ＫＲＮＲ）のアミノ酸配列が、グルカゴンペプ
チドのアミノ酸２９にペプチド結合を介して結合している。一実施態様においては、グル
カゴン融合ペプチドのグルカゴンペプチド部分は、配列番号１０、配列番号１１および配
列番号１３から成るグループから選ばれる配列を含む。一実施態様においては、グルカゴ
ン融合ペプチドのグルカゴンペプチド部分は、配列番号１１または配列番号１３の配列を
含むが、ここで、それぞれの２１位または２４位にはＰＥＧ鎖が結合している。
【００５６】
　別の実施態様において、融合ペプチドのグルカゴンペプチド配列は、配列番号１１の配
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列を含み、さらに、アミノ酸２９に結合した、配列番号２０（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ）、
配列番号２１（ＫＲＮＲＮＮＩＡ）または配列番号２２（ＫＲＮＲ）のアミノ酸配列を含
む。一実施態様において、グルカゴン融合ペプチドは、配列番号２４、配列番号２５およ
び配列番号２６から成るグループから選ばれる配列を含む。本発明の融合ペプチドは通常
、標準的なカルボン酸基を有するＣ末端アミノ酸を有する。しかしながら、これらの配列
の類縁体であって、Ｃ末端アミノ酸がカルボン酸を置換するアミドを有するものも、実施
態様として包含される。一実施態様によれば、融合グルカゴンペプチドは、配列番号１０
、配列番号１１および配列番号１３から成るグループから選ばれるグルカゴンアゴニスト
類縁体を含み、さらに、アミノ酸２９に結合した、配列番号２３（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ
－ＣＯＮＨ２）のアミノ酸配列を含む。
【００５７】
　本発明のグルカゴンアゴニストは、グルカゴンペプチドの生物学的活性を保持しながら
、ペプチドの水溶液中での溶解度および安定性を向上させるために、さらに修飾すること
ができる。一実施態様によれば、配列番号１１のペプチドまたはそのグルカゴンアゴニス
ト類縁体の１６位、１７位、２０位、２１位、２４位および２９位から選ばれる１つ以上
の位置に親水性基を導入することにより、ｐＨ安定化グルカゴン類縁体の溶解度および安
定性が向上することが予想される。より具体的には、一実施態様において、配列番号１０
、配列番号１１、配列番号１３、または配列番号３２のグルカゴンペプチドは、２１位ま
たは２４位に存在するアミノ酸の側鎖に共有結合した１つ以上の親水性基を含むように修
飾される。
【００５８】
　一実施態様によれば、配列番号１１のグルカゴンペプチドは、１６位、１７位、２０位
、２１位、２４位および／または２９位における１つ以上のアミノ酸置換を含むように修
飾されるが、ここで、天然のアミノ酸は、例えばＰＥＧのような親水性成分との架橋に適
した側鎖を有するアミノ酸で置換される。天然ペプチドは、天然に存在するアミノ酸また
は合成（非天然）アミノ酸で置換することができる。合成または非天然アミノ酸とは、生
体内で天然には存在しないが、それでもなお、本明細書に記載のペプチド構造に取り込む
ことのできるようなアミノ酸を指す。
【００５９】
　一実施態様において、配列番号１０、配列番号１１または配列番号１３のグルカゴンア
ゴニストが提供されるが、ここで、天然のグルカゴンペプチド配列は、天然配列の１６位
、１７位、２１位および２４位のうちの少なくとも１つにおいて、天然または合成アミノ
酸を含むように修飾されており、アミノ酸置換物はさらに親水性成分を含む。一実施態様
においては、置換は２１位または２４位に存在し、さらに別の一実施態様においては、親
水性成分はＰＥＧ鎖である。一実施態様において、配列番号１１のグルカゴンペプチドは
、少なくとも１つのシステイン残基で置換されるが、ここで、システイン残基の側鎖はさ
らに、例えばマレイミド、ビニルスルホン、２－ピリジルチオ、ハロアルキルおよびハロ
アシルといった、チオール反応性試薬で修飾されている。これらのチオール反応性試薬は
、カルボキシ、ケト、ヒドロキシル、およびエーテル基、並びに、ポリエチレングリコー
ル単位のような他の親水性成分を含有してもよい。それとは別の実施態様において、天然
グルカゴンペプチドはリジンで置換され、置換リジン残基の側鎖はさらに、カルボン酸の
活性エステル（スクシンイミド、酸無水物など）またはポリエチレングリコールのような
親水性成分のアルデヒドといった、アミン反応性試薬を用いて修飾される。一実施態様に
おいて、グルカゴンペプチドは、配列番号１４、配列番号１５、配列番号１６、配列番号
１７、配列番号１８および配列番号１９から成るグループから選ばれる。
【００６０】
　一実施態様によれば、ペグ化されたグルカゴンペプチドは、グルカゴンペプチドに共有
結合した２つ以上のポリエチレン鎖を含むが、ここで、グルカゴン鎖の総分子量は、約1,
000～約5,000ダルトンである。一実施態様において、ペグ化されたグルカゴンアゴニスト
は配列番号６のペプチドを含むが、ここで、２１位および２４位のアミノ酸残基にはＰＥ
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Ｇ鎖が共有結合しており、２つのＰＥＧ鎖の合計分子量は約1,000～約5,000ダルトンであ
る。別の実施態様において、ペグ化されたグルカゴンアゴニストは配列番号６のペプチド
を含むが、ここで、２１位および２４位のアミノ酸残基にはＰＥＧ鎖が共有結合しており
、２つのＰＥＧ鎖の合計分子量は約5,000～約20,000ダルトンである。
【００６１】
　ポリエチレングリコール鎖は、直鎖状であってもよく、分枝していてもよい。一実施態
様によれば、ポリエチレングリコール鎖は約500～約40,000ダルトンの範囲から選ばれる
平均分子量を有する。一実施態様において、ポリエチレングリコール鎖は約500～約5,000
ダルトンの範囲から選ばれる分子量を有する。別の一実施態様において、ポリエチレング
リコール鎖は約20,000～約40,000ダルトンの分子量を有する。
【００６２】
　実施例に詳述するように、本発明のグルカゴンアゴニストは、天然のペプチドに比べ、
向上した生物活性を保持または発揮しながら、生理学的ｐＨの溶液中で向上した生物物理
学的安定性および水溶性を有する。そのため、本発明のグルカゴンアゴニストは、天然の
グルカゴンペプチドについてこれまでに記載されたあらゆる用途に適しているはずである
。従って、本明細書に記載の修飾グルカゴンペプチドは、低血糖症を治療するため、血中
グルコースレベルを上昇させるため、放射線医学の用途のために腸の一時的な麻痺を引き
起こすため、インシュリンの補助的治療として体重を低減し維持するため、または、グル
カゴンの低い血中レベルにより引き起こされるその他の代謝性疾患を治療するために用い
ることができる。
【００６３】
　本開示の一態様は、低血糖症の治療に用いるための、本明細書に記載のグルカゴンアゴ
ニストの予め処方された水溶液に関する。本明細書に記載のアゴニスト組成物は向上した
安定性および／または溶解度を有するので、迅速な投与と低血糖症の治療のための、予め
処方されたグルカゴンの水溶液を調製することが可能である。従って、一実施態様におい
て、低血糖症を患う患者に投与するための、本発明のグルカゴンアゴニストを含む溶液が
提供される。一実施態様において、低血糖症を患う患者に投与するための、本明細書に記
載のペグ化されたグルカゴンアゴニストを含む溶液が提供されるが、ここで、ペグ化され
たグルカゴンアゴニストに結合するＰＥＧ鎖の総分子量は約500～約5,000ダルトンの範囲
である。一実施態様において、ペグ化されたグルカゴンアゴニストは、配列番号１４、配
列番号１５、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８および配列番号１９、並びにそ
れらのグルカゴンアゴニスト類縁体から成るグループから選ばれるペプチドを含み、ここ
で、グルカゴンペプチドの１６位、１７位、２１位、または２４位におけるアミノ酸残基
の側鎖にはポリエチレングリコール鎖が共有結合している。一実施態様においては、ペグ
化されたグルカゴンアゴニストは配列番号１６のペプチドを含み、ペプチドの２１位のア
ミノ酸残基にはポリエチレングリコールが共有結合している。一実施態様においては、ペ
グ化されたグルカゴンアゴニストは配列番号１７のペプチドを含み、ペプチドの２４位の
アミノ酸残基にはポリエチレングリコールが共有結合している。
【００６４】
　本発明による低血糖症を治療する方法は、本明細書に記載のグルカゴンアゴニストを、
任意の標準的な投与経路を用いて患者に投与する工程を含み、投与経路としては、静脈内
、腹腔内、皮下または筋肉内のような非経口的な経路、髄腔内、経皮的、直腸内、経口、
鼻腔内、または吸入による経路などが挙げられる。一実施態様において、本組成物は皮下
に、または筋肉内に投与される。一実施態様において、本組成物は非経口的に投与され、
且つ、グルカゴン組成物は注射器の中に入っている。有利なことに、本明細書に記載の水
溶性で安定なグルカゴン類縁体は、薬理学的な目的で用いられる最も広いｐＨの範囲にお
ける水溶性緩衝液中で、天然グルカゴンと比べて優れた安定性と溶解度を示す。本明細書
に記載の安定化グルカゴン類縁体を使用することにより、生理学的ｐＨにおいてグルカゴ
ンアゴニスト溶液を調製して長期間にわたって保存することが可能となる。
【００６５】
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　出願人らは、親ペプチドの生物活性と特異性を保持するペグ化されたグルカゴンペプチ
ドを調製できることを見出していた。しかし、ＰＥＧ鎖の長さを伸ばすか、ペプチドに複
数のＰＥＧ鎖を結合して、結合したＰＥＧの総分子量を5,000ダルトンより大きくすると
、修飾グルカゴンの作用の時間が遅れ始める。一実施態様によれば、配列番号１１もしく
は配列番号１３のグルカゴンペプチド、またはそのグルカゴンアゴニスト類縁体が提供さ
れるが、ここで、ペプチドは１つ以上のポリエチレングリコール鎖を含み、結合したＰＥ
Ｇの総分子量は5,000ダルトンより大きく、一実施態様においては10,000ダルトンより大
きいが40,000ダルトン未満である。そのような修飾グルカゴンペプチドは、生物活性を失
うことなく、活性の時間が遅くなっている。従って、組成物を予防的に投与して、投与し
たグルカゴンペプチドの効果を延長することができる。
【００６６】
　10,000ダルトンより大きい分子量を有するＰＥＧ鎖を共有結合させて修飾したグルカゴ
ンペプチドは、インシュリンと共に投与して、インシュリンの作用を緩衝し、糖尿病患者
における血中グルコースレベルを安定に維持する助けとすることができる。本開示の修飾
グルカゴンペプチドは、インシュリンと共に、単一の組成物として、あるいは別々の溶液
として、同時に投与することができ、あるいは、インシュリンと修飾グルカゴンペプチド
とは互いに異なる時期に投与することもできる。一実施態様においては、インシュリンを
含む組成物と修飾グルカゴンペプチドを含む組成物は互いに12時間以内の間隔で投与され
る。投与したインシュリンに対する修飾グルカゴンペプチドの正確な比率は、患者のグル
カゴンレベルを決定することに部分的に依存し、日常的な実験手法を通じて決定すること
ができる。
【００６７】
　一実施態様によれば、インシュリンと、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番
号５およびそれらのグルカゴンアゴニスト類縁体から成るグループから選ばれる修飾グル
カゴンペプチドとを含む組成物が提供されるが、ここで、修飾グルカゴンペプチドはさら
に１６位、１７位、２１位、または２４位のアミノ酸側鎖に共有結合したポリエチレング
リコール鎖を含む。一実施態様において、組成物はインシュリンとグルカゴン類縁体とを
含む水溶液である。グルカゴンペプチドが配列番号１１または配列番号１３の配列を含む
ような実施態様においては、ペプチドはさらに、１６位、１７位、２１位または２４位の
アミノ酸側鎖に共有結合したポリエチレングリコール鎖を含んでもよい。一実施態様にお
いて、修飾グルカゴンペプチドのＰＥＧ鎖の分子量は10,000ダルトンより大きい。一実施
態様において、ペグ化されたグルカゴンペプチドは、配列番号１１および配列番号１３か
ら成るグループから選ばれるペプチドを含み、ここで、グルカゴンペプチドの２１位また
は２４位におけるアミノ酸残基の側鎖にはポリエチレングリコール鎖が共有結合している
。一実施態様においては、ポリエチレングリコール鎖は約10,000～約40,000の分子量を有
する。
【００６８】
　一実施態様によれば、本明細書に記載の修飾グルカゴンペプチドは、腸管の一時的な麻
痺を引き起こすために用いられる。本方法は、放射線医学の目的のために有用であって、
ペグ化されたグルカゴンペプチドか、Ｃ末端延長を含むグルカゴンペプチドか、またはそ
れらのペプチドの二量体を含む医薬組成物の有効量を投与する工程を含む。一実施態様に
おいて、グルカゴンペプチドは、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配
列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０、配列番号１１、配列番
号１２および配列番号１３から成るグループから選ばれる配列を含む。一実施態様におい
て、グルカゴンペプチドはさらに、２１位または２４位のアミノ酸残基に共有結合した、
約1,000～40,000ダルトンのＰＥＧ鎖を含む。一実施態様において、グルカゴンペプチド
は、配列番号１４、配列番号１５、配列番号１６および配列番号１７から成るグループか
ら選ばれる。一実施態様においては、ＰＥＧ鎖は約500～約5,000ダルトンの分子量を有す
る。
【００６９】
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　さらに別の一実施態様において、腸管の一時的な麻痺を引き起こすために用いられる組
成物は、第１の修飾グルカゴンペプチドと第２の修飾グルカゴンペプチドを含み、ここで
、第１の修飾ペプチドは、配列番号１０、配列番号１１および配列番号１３から成るグル
ープから選ばれる配列を含み、要すれば任意に約500～約5,000ダルトンのＰＥＧ鎖と結合
し、第２のペプチドは、約10,000～約40,000ダルトンの共有結合したＰＥＧ鎖を含む。本
実施態様において、各ペプチドのＰＥＧ鎖は、それぞれのペプチドの２１位または２４位
におけるアミノ酸残基と共有結合しており、互いに独立している。
【００７０】
　小腸に見出される天然の消化ホルモンであるオキシントモジュリンは、ヒトまたはラッ
トに投与すると体重減少を誘導することが報告されている（Diabetes 2005; 54: 2390-23
95を参照）。オキシントモジュリンは、グルカゴンの２９アミノ酸配列（すなわち配列番
号１）と、それに続く配列番号２３の８アミノ酸のカルボキシ末端延長（ＫＲＮＲＮＮＩ
Ａ）とを含む、３７アミノ酸のペプチドである。従って、出願人らは、オキシントモジュ
リンのグルカゴンペプチド部分を本明細書に記載の修飾グルカゴンペプチドで置換するこ
とにより、化合物の溶解度および安定性を向上させ、薬物動態学を向上させながら、オキ
シントモジュリンの生物活性（すなわち食欲の抑制と体重減少／体重維持の誘導）を保持
できると確信する。加えて出願人らは、本発明のグルカゴンペプチドを含み、オキシント
モジュリンの末端の４アミノ酸を除去した欠失オキシントモジュリン分子も、食欲の抑制
と体重減少／体重維持の誘導に有効であると確信する。
【００７１】
　従って、本発明は、配列番号２１（ＫＲＮＲＮＮＩＡ）または配列番号２２のカルボキ
シ末端延長を有する本発明の修飾グルカゴンペプチドも包含する。一実施態様によれば、
アミノ酸２９に結合した配列番号２１（ＫＲＮＲＮＮＩＡ）または配列番号２２のアミノ
酸配列をさらに含む、配列番号３３のグルカゴンアゴニスト類縁体が、体重減少を誘導す
るまたは体重増加を防止するために個体に投与される。一実施態様によれば、アミノ酸２
９に結合した配列番号２１（ＫＲＮＲＮＮＩＡ）または配列番号２２のアミノ酸配列をさ
らに含む、配列番号１１または配列番号１３のグルカゴンアゴニスト類縁体が、体重減少
を誘導するまたは体重増加を防止するために個体に投与される。別の実施態様において、
個体において体重増加を低減するまたは体重減少を誘導する方法は、配列番号２、配列番
号３、配列番号４、配列番号５から成るグループから選ばれるグルカゴンペプチドを含む
グルカゴンアゴニストを含む組成物の有効量を投与する工程を含み、ここで、グルカゴン
ペプチドのアミノ酸２９はペプチド結合を介して第２のペプチドと結合し、第２のペプチ
ドは配列番号２４（ＫＲＮＲＮＮＩＡ）または配列番号２５の配列を含み、２１位および
／または２４位のアミノ酸残基には約1,000～40,000ダルトンのＰＥＧ鎖が共有結合して
いる。一実施態様において、グルカゴンアゴニストのグルカゴンペプチド部分は、配列番
号１４、配列番号１５、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８および配列番号１９
から成るグループから選ばれ、ここで、１６位、１７位、２１位または２４位のアミノ酸
残基には約1,000～40,000ダルトンのＰＥＧ鎖が共有結合している。
【００７２】
　Ｅｘｅｎｄｉｎ－４は３９アミノ酸から成るペプチドである。これはＧＬＰ－１という
受容体の強力な刺激剤である。このペプチドも食欲を抑制して体重減少を誘導することが
報告されていた。出願人らは、Ｅｘｅｎｄｉｎ－４の末端配列が、グルカゴンのカルボキ
シ末端に付加されると、グルカゴンの生物活性を損なうことなく、グルカゴンの溶解度お
よび安定性を向上させることを見出していた。一実施態様において、Ｅｘｅｎｄｉｎ－４
の末端の１０アミノ酸（すなわち配列番号２０の配列（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ））が、本
開示のグルカゴンペプチドのカルボキシ末端に結合している。この融合蛋白質は、食欲の
抑制と体重減少／体重維持の誘導という薬理学的活性を有することが予想される。一実施
態様において、配列番号２０の末端アミノ酸の延長は、カルボキシ基の代わりにアミド基
を有しており（すなわち配列番号２３）、この配列は本開示のグルカゴンペプチドのカル
ボキシ末端に結合している。
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【００７３】
　一実施態様において、個体の体重増加を低減する、または体重減少を誘導する方法は、
配列番号３３のグルカゴンペプチドを含むグルカゴンアゴニストを含む組成物の有効量を
投与する工程を含み、ここで、グルカゴンペプチドのアミノ酸２９はペプチド結合を介し
て第２のペプチドと結合し、第２のペプチドは配列番号２０（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ）ま
たは配列番号２３の配列を含む。一実施態様において、グルカゴンペプチドは、配列番号
２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列
番号９、配列番号１０、配列番号１１、配列番号１２および配列番号１３から成るグルー
プから選ばれ、ここで、グルカゴンペプチドのアミノ酸２９は、ペプチド結合を介して第
２のペプチドと結合し、第２のペプチドは配列番号２０（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ）または
配列番号２３の配列を含む。一実施態様においては、グルカゴンアゴニストのグルカゴン
ペプチドは、配列番号１１および配列番号１３から成るグループから選ばれる。一実施態
様において、融合ペプチドのグルカゴンペプチド部分は、配列番号１４、配列番号１５、
配列番号１６および配列番号１７から成るグループから選ばれ、ここで、ＰＥＧ鎖の分子
量は500～40,000ダルトンの範囲から選ばれる。より具体的には、一実施態様において、
融合ペプチドのグルカゴンペプチドは、配列番号１６および配列番号１７から成るグルー
プから選ばれ、ここで、ＰＥＧ鎖の分子量は1,000～5,000の範囲から選ばれる。
【００７４】
　別の一実施態様において、食欲を抑制する、体重増加を防止する、および／または体重
減少を誘導するために、第１のペグ化されたグルカゴンペプチドと第２のペグ化されたグ
ルカゴンペプチドとを含む医薬組成物の投与によって、組成物が患者に投与されるが、こ
こで、第１および第２のペプチドは、配列番号２０（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ）または配列
番号２３を含むＣ末端ペプチド延長を含む融合ペプチドである。第１のペグ化されたグル
カゴンペプチドは約500～約10,000ダルトンの共有結合したＰＥＧを含み、第２のペグ化
されたグルカゴンペプチドは約10,000～約40,000ダルトンの共有結合したＰＥＧ鎖を含む
。
【００７５】
　本開示はまた、本明細書に記載の修飾グルカゴンペプチドの多量体も包含する。２つ以
上の修飾グルカゴンペプチドを、標準的な架橋剤と当業者に周知の手順を用いて互いに結
合できる。例えば、２つの修飾グルカゴンペプチドの間で、特にシステイン、リジン、オ
ルニチン、ホモシステインまたはアセチルフェニルアラニン残基で置換されたグルカゴン
ペプチド（例えば配列番号４や配列番号５）の場合、二官能性チオールクロスリンカーや
二官能性アミンクロスリンカーを用いることにより、二量体を形成することができる。二
量体はホモ二量体であってもよく、あるいはまたヘテロ二量体であってもよい。一実施態
様において、二量体はグルカゴン融合ペプチドのホモ二量体を含み、ここで、グルカゴン
ペプチド部分は、配列番号１１のアゴニスト類縁体と、グルカゴンペプチドのアミノ酸２
９に結合した、配列番号２０（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ）、配列番号２１（ＫＥＮＲＮＮＩ
Ａ）または配列番号２２（ＫＲＮＲ）のアミノ酸配列とを含む。別の実施態様において、
二量体は配列番号１１のグルカゴンアゴニスト類縁体のホモ二量体を含み、ここで、グル
カゴンペプチドはさらに、２１位または２４位に共有結合したポリエチレングリコール鎖
を含む。
【００７６】
　一実施態様によれば、第２のグルカゴンペプチドにリンカーを介して結合した第１のグ
ルカゴンペプチドを含む二量体が提供されるが、ここで、第１のグルカゴンペプチドは、
配列番号１、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０および配列番号１１か
ら成るグループから選ばれるペプチドを含み、第２のグルカゴンペプチドは配列番号３３
を含む。さらに、第２のグルカゴンペプチドに関しては、２８位のアミノ酸がアスパラギ
ンであり且つ２９位のアミノ酸がスレオニンである場合は、第２のグルカゴンペプチドは
さらに、カルボキシ末端に１ないし２個のアミノ酸（Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｐ、
Ｇｌｕから成るグループから独立して選ばれる）が付加されている。前記グルカゴンポリ
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ペプチドの薬学的に受容可能な塩を含む二量体も提供される。
【００７７】
　別の一実施態様によれば、第２のグルカゴンペプチドにリンカーを介して結合した第１
のグルカゴンペプチドを含む二量体が提供されるが、ここで、第１のグルカゴンペプチド
は、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号８、配列番号９、配列
番号１０、配列番号１１、配列番号１２および配列番号１３から成るグループから選ばれ
、第２のグルカゴンペプチドは、配列番号１１および配列番号１３から成るグループから
独立して選ばれる。グルカゴンポリペプチドの薬学的に受容可能な塩を含む二量体も提供
される。一実施態様において、第１のグルカゴンペプチドは配列番号７から成るグループ
から選ばれ、第２のグルカゴンペプチドは、配列番号１１、配列番号１２および配列番号
１３から成るグループから独立して選ばれる。一実施態様においては、二量体は、各々が
配列番号１１のアミノ酸配列を含む２つのペプチドの間で形成される。
【００７８】
　一実施態様によれば、本明細書に記載のグルカゴンアゴニスト類縁体またはその薬学的
に受容可能な塩と、薬学的に受容可能な担体とを含む医薬組成物が提供される。一実施態
様において、医薬組成物は、1mg/ml濃度のグルカゴンアゴニスト類縁体と、ｐＨが7.0～8
.5の10～50mMトリエタノールアミンとを含む。一実施態様においては、医薬組成物は、1m
g/ml濃度のグルカゴンアゴニスト類縁体と、ｐＨが8.5の20mMトリエタノールアミンとを
含む。
【００７９】
　一実施態様によれば、本発明の修飾グルカゴンペプチドは、キットの一部として提供で
きる。一実施態様において、グルカゴンアゴニストを必要とする患者にグルカゴンアゴニ
ストを投与するためのキットが提供されるが、ここで、キットは、本発明のグルカゴンペ
プチドのいずれかの水溶液を含む。キットに含める例示的なグルカゴンペプチドとしては
、以下のものから成るグループから選ばれるグルカゴンペプチドが挙げられる：１）配列
番号７、配列番号１０、配列番号１１、配列番号１３または配列番号３３の配列を含むグ
ルカゴンペプチド；２）配列番号１１、配列番号１３または配列番号３３のグルカゴンア
ゴニスト類縁体と、グルカゴンペプチドのアミノ酸２９に結合した、配列番号２０（ＧＰ
ＳＳＧＡＰＰＰＳ）、配列番号２１（ＫＲＮＲＮＮＩＡ）または配列番号２２（ＫＲＮＲ
）のアミノ酸配列とを含むグルカゴン融合ペプチド；および、３）配列番号１１、配列番
号１３または配列番号３３のペグ化されたグルカゴンペプチドであって、グルカゴンペプ
チドのアミノ酸２９に結合した、配列番号２０（ＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ）、配列番号２１
（ＫＲＮＲＮＮＩＡ）または配列番号２２（ＫＲＮＲ）のアミノ酸配列をさらに含み、こ
こで、１６位、１７位、２１位、または２４位に共有結合したＰＥＧ鎖は約500～約40,00
0ダルトンの分子量を有するグルカゴンペプチド。一実施態様において、キットは、グル
カゴン組成物を患者に投与するための装置、例えば、注射針、ペン型注入器、ジェット式
注射器またはその他の無針注射器と共に提供される。それとは別に、あるいはそれに加え
て、キットは１つ以上の様々な容器を含んでもよく、容器としては、例えば、バイアル、
チューブ、ボトル、単室または複室の充填済み注射器、カートリッジ、注入ポンプ（体外
型または埋め込み型）、ジェット式注射器、充填済みペン型注入器などが挙げられ、これ
らは要すれば任意にグルカゴンペプチドを含んでもよい。好ましくは、キットは使用説明
書も含む。一実施態様によれば、キットの装置はエアゾール・ディスペンサーであって、
組成物はそのエアゾール装置の中に入っている。別の実施態様において、キットは注射器
と針を含み、一実施態様においては、グルカゴン組成物は注射器の中に入っている。
【００８０】
　本発明の化合物は、標準的な合成方法、組み換えＤＮＡ技術、または、その他のペプチ
ドと融合蛋白質を調製するための任意の方法によって調製してもよい。特定の非天然アミ
ノ酸は、標準的な組み換えＤＮＡ技術では発現させることができないが、それらを調製す
るための方法は当該技術分野において知られている。非ペプチド部分を包含する本発明の
化合物は、適用可能な場合は、標準的なペプチド化学反応に加えて、標準的な有機化学反
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応によって合成してもよい。
【００８１】
〔実施例〕
全般的な合成プロトコール：
　グルカゴン類縁体の合成は、アプライドバイオシステムズ（Applied Biosystems）社の
改変４３０Ａペプチド合成機上で、0.2mmoleのBoc Thr(OBzl)Pam樹脂を出発材料とするＨ
ＢＴＵ活性化「ＦａｓｔＢｏｃ」単一カップリングを用いて行った。Ｂｏｃアミノ酸とＨ
ＢＴＵはMidwest Biotech社（フィッシャーズ（Fishers）、インディアナ州）から入手し
た。用いた側鎖の保護基は次の通りである：
Ａｒｇ（Ｔｏｓ）、Ａｓｎ（Ｘａｎ）、Ａｓｐ（ＯｃＨｅｘ）、Ｃｙｓ（ｐＭｅＢｚｌ）
、Ｈｉｓ（Ｂｏｍ）、Ｌｙｓ（２Ｃｌ－Ｚ）、Ｓｅｒ（ＯＢｚｌ）、Ｔｈｒ（ＯＢｚｌ）
、Ｔｙｒ（２Ｂｒ－Ｚ）、およびＴｒｐ（ＣＨＯ）。Ｎ末端Ｈｉｓ上の側鎖の保護基はＢ
ｏｃであった。
【００８２】
　完成したペプチジル樹脂の各々は、ピペリジンの20％ジメチルホルムアミド中溶液で処
理してトリプトファンからホルミル基を除去した。ｐ－クレゾールおよび硫化ジメチルの
存在下で液体フッ化水素分解を実施した。分解はＨＦ装置（Penninsula Labs社）を用い
て氷浴中で1時間行った。ＨＦを留去した後、残留物をジエチルエーテル中に懸濁し、固
形物を濾過した。各ペプチドは30～70mlの酢酸水溶液中へ抽出し、希釈した分割量をＨＰ
ＬＣで分析した［Beckman System Gold、0.46×5cm Zorbax C8、1ml／分、45℃、214nm、
Ａ緩衝液＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ／90％アセトニトリル、l0分間にわたる10％か
ら80％Ｂの勾配］。
【００８３】
　ＦＰＬＣによる精製を、2.2×25cmのKromasil C18カラム上で、214nmでＵＶをモニター
しながら5分毎の分画を採取して行った。均一分画をまとめて凍結乾燥し、95％を超える
産物純度を得た。ＭＡＬＤＩ－質量分析を用いて正確な分子量と純度を確認した。
【００８４】
全般的なペグ化プロトコール：（Ｃｙｓ－マレイミド）
　通常、グルカゴンＣｙｓ類縁体はリン酸緩衝液（5-10mg/ml）に溶解し、0.01Mのエチレ
ンジアミン四酢酸を添加（全量の10～15％）する。過剰量（2倍）のマレイミドメトキシ
ＰＥＧ試薬（Nektar社）を添加し、ＨＰＬＣで反応の進行をモニターしながら室温で反応
物を撹拌する。8～24時間後に、反応混合物を酸性化して、0.1％ＴＦＡ／アセトニトリル
勾配を用いた精製を行うため分取用逆相カラムに加える。適当な分画をまとめて凍結乾燥
し、所望のペグ化された類縁体を得た。
【００８５】
〔実施例１〕
グルカゴンＣｙｓ１７（１－２９）および類似のモノＣｙｓ類縁体の合成
　60ml反応容器に入れた0.2mmoleのBoc Thr(OBzl)Pam樹脂（SynChem Inc社）と以下の配
列とをアプライドバイオシステムズ社の改変４３０Ａペプチド合成機に入れて、Ｆａｓｔ
ＢｏｃＨＢＴＵ－活性化単一カップリングを用いて合成を行った。
　ＨＳＱＧＴＦＴＳＤＹＳＫＹＬＤＳＣＲＡＱＤＦＶＱＷＬＭＮＴ（配列番号２７）
使用した側鎖保護基は以下の通りである：Ａｒｇ（Ｔｏｓ）、Ａｓｐ（ＯｃＨｅｘ）、Ａ
ｓｎ（Ｘａｎ）、Ｃｙｓ（ｐＭｅＢｚｌ）、Ｇｌｕ（ＯｃＨｅｘ）、Ｈｉｓ（Ｂｏｃ）、
Ｌｙｓ（２Ｃｌ－Ｚ）、Ｓｅｒ（Ｂｚｌ）、Ｔｈｒ（Ｂｚｌ）、Ｔｒｐ（ＣＨＯ）、およ
びＴｙｒ（Ｂｒ－Ｚ）。完成したペプチジル樹脂を20％ピペリジン／ジメチルホルムアミ
ドで処理してＴｒｐフォルミル保護を除去し、次にＨＦ反応容器に移して真空中で乾燥さ
せた。1.0mlのｐ－クレゾールと0.5mlの硫化ジメチルを添加して磁気撹拌バーを入れた。
容器をＨＦ装置（Pennisula Labs社）に装着し、ドライアイス／メタノール浴中で冷却し
、排気し、約10mlの液体フッ化水素を填塞した。反応物は氷浴中で1時間撹拌し、続いて
ＨＦを真空中で除去した。残留物をエチルエーテル中で懸濁し、固形物を濾過し、エーテ
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ルで洗浄して、ペプチドを50mlの酢酸水溶液中へ抽出した。分解抽出物の少量の試料を用
いて分析ＨＰＬＣを実施した［0.46×5cm Zorbax C8、1ml／分、45℃、214nm、Ａ緩衝液
は0.1％ＴＦＡ、Ｂ緩衝液は0.1％ＴＦＡ／90％ＡＣＮ、勾配＝10分間にわたる10％Ｂ～80
％Ｂ］。残りの抽出物を2.2×25cm Kromasil C18分取用逆相カラムに加え、ファルマシア
（Pharmacia）ＦＰＬＣシステムを使用してアセトニトリル勾配を流した。214nmでＵＶを
モニター（2.0A）しながら5分毎の分画を採取した。Ａ＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ
／50％アセトニトリル。勾配＝450分間にわたる30％Ｂ～100％Ｂ。
【００８６】
　最高純度の産物を含む分画（４８－５２）をまとめて凍結し、凍結乾燥により30.1mgを
得た。産物のＨＰＬＣ分析により90％を超える純度が示され、ＭＡＬＤＩ質量分析により
所望の質量である3429.7が示された。グルカゴンＣｙｓ２１、グルカゴンＣｙｓ２４、お
よびグルカゴンＣｙｓ２９も同様にして調製した。
【００８７】
〔実施例２〕
グルカゴン－Ｃｅｘおよびその他のＣ末端延長類縁体の合成
　285mg（0.2mmole）のメトキシベンズヒドリルアミン樹脂（Midwest Biotech社）を60ml
反応容器中に入れ、アプライドバイオシステムズ社の改変４３０Ａペプチド合成機に以下
の配列を入れて、ＦａｓｔＢｏｃＨＢＴＵ－活性化単一カップリングを用いて合成を行っ
た。
　ＨＳＱＧＴＦＴＳＤＹＳＫＹＬＤＳＲＲＡＱＤＦＶＱＷＬＭＮＴＧＰＳＳＧＡＰＰＰＳ
（配列番号２８）
　使用した側鎖保護基は以下の通りである：Ａｒｇ（Ｔｏｓ）、Ａｓｐ（ＯｃＨｅｘ）、
Ａｓｎ（Ｘａｎ）、Ｃｙｓ（ｐＭｅＢｚｌ）、Ｇｌｕ（ＯｃＨｅｘ）、Ｈｉｓ（Ｂｏｃ）
、Ｌｙｓ（２Ｃｌ－Ｚ）、Ｓｅｒ（Ｂｚｌ）、Ｔｈｒ（Ｂｚｌ）、Ｔｒｐ（ＣＨＯ）、お
よびＴｙｒ（Ｂｒ－Ｚ）。完成したペプチジル樹脂を20％ピペリジン／ジメチルホルムア
ミドで処理してＴｒｐフォルミル保護を除去し、次にＨＦ反応容器に移して真空中で乾燥
させた。1.0mlのｐ－クレゾールと0.5mlの硫化ジメチルを添加して磁気撹拌バーを入れた
。容器をＨＦ装置（Pennisula Labs社）に装着し、ドライアイス／メタノール浴中で冷却
し、排気し、約10mlの液体フッ化水素を填塞した。反応物は氷浴中で1時間撹拌し、続い
てＨＦを真空中で除去した。残留物をエチルエーテル中で懸濁し、固形物を濾過し、エー
テルで洗浄して、ペプチドを50mlの酢酸水溶液中へ抽出した。分解抽出物の分割量につい
て分析ＨＰＬＣを実施した［0.46×5cm Zorbax C8、1ml／分、45℃、214nm、Ａ緩衝液は0
.1％ＴＦＡ、Ｂ緩衝液は0.1％ＴＦＡ／90％ＡＣＮ、勾配＝10分間にわたる10％Ｂ～80％
Ｂ］。抽出物を2.2×25cm Kromasil C18分取用逆相カラムに加え、ファルマシアＦＰＬＣ
システムを使用してアセトニトリル勾配により溶出した。214nmでＵＶをモニター（2.0A
）しながら5分毎の分画を採取した。Ａ＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ／50％アセトニ
トリル。勾配＝450分間にわたる30％Ｂ～100％Ｂ。分画５８－６５をまとめて凍結し、凍
結乾燥により198.1mgを得た。
【００８８】
　産物のＨＰＬＣ分析により95％を超える純度が示された。ＭＡＬＤＩ質量分析により、
Ｃ末端アミドとしての産物の所望の理論質量である4316.7の存在が示された。同様にして
、適切に負荷させたＰＡＭ－樹脂から出発して、オキシントモジュリンおよびオキシント
モジュリン－ＫＲＮＲもＣ末端カルボン酸として調製した。
【００８９】
〔実施例３〕
グルカゴンＣｙｓ１７Ｍａｌ－ＰＥＧ－５Ｋ
　15.1mgのグルカゴンＣｙｓ１７（１－２９）と、27.3mgの平均分子量5000のメトキシポ
リ（エチレングリコール）マレイミド（ｍＰＥＧ－Ｍａｌ－５０００、Nektar Therapeut
ics社）を3.5mlのリン酸緩衝液（ＰＢＳ）に溶解し、0.5mlの0.01Mエチレンジアミン四酢
酸を添加した。反応物を室温で撹拌し、ＨＰＬＣ分析で反応の進行をモニターした［0.46
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×5cm Zorbax C8、lml／分、45℃、214nm（0.5A）、Ａ＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ
／90％ＡＣＮ、勾配＝10分間にわたる10％Ｂ～80％Ｂ］。
　5時間後に反応混合物を2.2×25cm Kromasil C18分取用逆相カラムに加えた。ファルマ
シアＦＰＬＣ上で、214nmでＵＶ波長をモニターしながらアセトニトリル勾配を流して5分
毎の分画を採取した。Ａ＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ／50％アセトニトリル、勾配は
450分間にわたる30％Ｂ～100％Ｂ。産物に対応する分画をまとめて凍結し、凍結乾燥によ
り25.9mgを得た。
【００９０】
　この産物のＨＰＬＣによる分析［0.46×5cm Zorbax C8、1ml／分、45℃、214nm（0.5A
）、Ａ＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ／90％ＡＣＮ、勾配＝l0分間にわたる10％Ｂ～80
％Ｂ］により、約90％の純度が示された。ＭＡＬＤＩ（マトリックス支援レーザー脱離イ
オン化、matrix assisted laser desorption ionization）質量分析により、8700～9500
の幅広い質量の範囲（ＰＥＧ誘導体で一般的である）が示された。これは、元のグルカゴ
ンペプチドの質量（3429）に約5,000原子質量単位が追加されたことを示す。
【００９１】
〔実施例４〕
グルカゴンＣｙｓ２１Ｍａｌ－ＰＥＧ－５Ｋ
　21.6mgのグルカゴンＣｙｓ２１（１－２９）と24mgのｍＰＥＧ－ＭＡＬ－５０００（Ne
ktar Therapeutics社）を3.5mlのリン酸緩衝液（ＰＢＳ）に溶解し、0.5mlの0.01Mエチレ
ンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）を添加した。反応物を室温で撹拌した。2時間後に12.7mg
のｍＰＥＧ－ＭＡＬ－５０００をさらに添加した。8時間後に反応混合物を2.2×25cm Vyd
ac C18分取用逆相カラムに加え、ファルマシアＦＰＬＣ上で4ml／分にてアセトニトリル
勾配を流し、5分毎の分画を採取した。Ａ＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ／50％ＡＣＮ
。勾配＝450分間にわたる20％～80％Ｂ。
【００９２】
　産物の出現に対応する分画をまとめて凍結し、凍結乾燥により34mgを得た。産物の分析
ＨＰＬＣによる分析［0.46×5cm Zorbax C8、1ml／分、45℃、214nm（0.5A）、Ａ＝0.1％
ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ／90％ＡＣＮ、勾配＝10分間にわたる10％Ｂ～80％Ｂ］により
、元のグルカゴンペプチドとは異なる均質な産物が示された。ＭＡＬＤＩ（マトリックス
支援レーザー脱離イオン化）質量分析により、8700～9700の幅広い質量の範囲（ＰＥＧ類
縁体で一般的である）が示された。これは、元のグルカゴンペプチドの質量（3470）に約
5,000原子質量単位が追加されたことを示す。
【００９３】
〔実施例５〕
グルカゴンＣｙｓ２４Ｍａｌ－ＰＥＧ－５Ｋ
　20.1mgのグルカゴンＣ２４（１－２９）と39.5mgのｍＰＥＧ－Ｍａｌ－５０００（Nekt
ar Therapeutics社）を3.5mlのＰＢＳに撹拌しながら溶解し、0.5mlの0.01M ＥＤＴＡを
添加した。反応物を室温で7時間撹拌し、続いて40mgのｍＰＥＧ－Ｍａｌ－５０００をさ
らに添加した。約15時間後に反応混合物を2.2×25cm Vydac C18分取用逆相カラムに加え
、ファルマシアＦＰＬＣ上でアセトニトリル勾配を流した。214nmでUVをモニター（2.0A
）しながら5分毎の分画を採取した。Ａ緩衝液＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ緩衝液＝0.1％ＴＦＡ／5
0％ＡＣＮ、勾配＝450分間にわたる30％Ｂ～100％Ｂ。産物に対応する分画をまとめて凍
結し、凍結乾燥により45.8mgを得た。ＭＡＬＤＩ質量分析により典型的なＰＥＧの幅広の
シグナルが示されたが、その極大はグルカゴンＣ２４（3457.8）よりも約5,000原子質量
単位だけ大きい9175.2にある。
【００９４】
〔実施例６〕
グルカゴンＣｙｓ２４Ｍａｌ－ＰＥＧ－２０Ｋ
　25.7mgのグルカゴンＣｙｓ２４（１－２９）と40.7mgのｍＰＥＧ－Ｍａｌ－２０Ｋ（Ne
ktar Therapeutics社）を3.5mlのＰＢＳに室温で撹拌しながら溶解し、0.5mlの0.01M Ｅ
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ＤＴＡを添加した。6時間後に出発材料と産物の比率が約60:40であったことをＨＰＬＣに
より明らかにした。25.1mgのｍＰＥＧ－Ｍａｌ－２０Ｋをさらに添加し、反応物をさらに
16時間撹拌した。産物比率は顕著には向上していなかったので、反応混合物を2.2×25cm 
Kromasil C18分取用逆相カラムに加え、ファルマシアＦＰＬＣ上で、450分間にわたる30
％Ｂ～100％Ｂの勾配を用いて精製した。Ａ緩衝液＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ緩衝液＝0.1％ＴＦ
Ａ／50％ＡＣＮ、流速＝4ml／分とし、214nmでUVをモニター（2.0A）しながら5分毎の分
画を採取した。均質な産物を含む分画をまとめて凍結し、凍結乾燥により25.7mgを得た。
分析ＨＰＬＣで求めた純度は約90％であった。ＭＡＬＤＩ質量分析により、23,000～27,0
00の範囲の幅広いピークが示されたが、この値は元のグルカゴンＣ２４（3457.8）よりも
約20,000原子質量単位だけ大きい。
【００９５】
〔実施例７〕
グルカゴンＣｙｓ２９Ｍａｌ－ＰＥＧ－５Ｋ
　20.0mgのグルカゴンＣｙｓ２９（１－２９）と24.7mgのｍＰＥＧ－Ｍａｌ－５０００（
Nektar Therapeutics社）を3.5mlのＰＢＳに室温で撹拌しながら溶解し、0.5mlの0.01M 
ＥＤＴＡを添加した。4時間後に15.6mgのｍＰＥＧ－Ｍａｌ－５０００をさらに添加して
反応を完了に向かわせた。8時間後に反応混合物を2.2×25cm Vydac C18分取用逆相カラム
に加え、ファルマシアＦＰＬＣシステム上でアセトニトリル勾配を流した。214nmでUVを
モニター（2.0A）しながら5分毎の分画を採取した。Ａ＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ
／50％ＡＣＮ。分画７５－９７をまとめて凍結し、凍結乾燥により、ＨＰＬＣで回収され
た出発材料（分画５８－６３）とは異なる産物40.0mgを得た。分析ＨＰＬＣによる産物の
分析［0.46×5cm Zorbax C8、1ml／分、45℃、214nm（0.5A）、Ａ＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.
1％ＴＦＡ／90％ＡＣＮ、勾配＝l0分間にわたる10％Ｂ～80％Ｂ］により、95％を超える
純度が示された。ＭＡＬＤＩ質量分析により、8,000～10,000の範囲の質量（9025.3に極
大）を有するＰＥＧ成分の存在が示されたが、この値は出発材料（3484.8）よりも5,540
原子質量単位だけ大きい。
【００９６】
〔実施例８〕
グルカゴンＣｙｓ２４（２－ブチロラクトン）
　24.7mgのグルカゴンＣｙｓ２４（１－２９）に、4mlの0.05M重炭酸アンモニウム／50％
アセトニトリルと5.5μｌの２－ブロモ－４－ヒドロキシ酪酸－γ－ラクトンの溶液（900
μｌアセトニトリル中に100μｌ）を添加した。室温で3時間撹拌後、反応混合物に105μ
ｌのラクトン溶液をさらに添加し、さらに１５時間撹拌した。反応混合物を10％酢酸水溶
液で10mlにまで希釈し、2.2×25cm Kromasil C18分取用逆相カラムに加えた。ファルマシ
アＦＰＬＣ上でアセトニトリル勾配（450分間にわたる20％Ｂ～80％Ｂ）を流して、214nm
でＵＶをモニター（2.0A）しながら5分毎の分画を採取した。流速＝4ml／分、Ａ＝0.1％
ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ／50％ＡＣＮ。分画７４－７７をまとめて凍結し、凍結乾燥に
より7.5mgを得た。ＨＰＬＣ分析により95％の純度が示され、ＭＡＬＤＩ質量分析により
出発材料より84質量単位だけ大きい質量3540.7が示された。この結果は単一のブチロラク
トン成分の付加と一致する。
【化１】

【００９７】
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〔実施例９〕
グルカゴンＣｙｓ２４（Ｓ－カルボキシメチル）
　18.1mgのグルカゴンＣｙｓ２４（１－２９）を9.4mlの0.1Mリン酸ナトリウム緩衝液（
ｐＨ＝9.2）に溶解し、0.6mlのブロモ酢酸溶液（アセトニトリル中で1.3mg/ml）を添加し
た。反応物を室温で撹拌し、反応の進行を分析ＨＰＬＣで追跡した。l時間後に0.1mlのブ
ロモ酢酸溶液をさらに添加した。反応物をさらに60分間撹拌し、次に酢酸水溶液で酸性化
して、精製のために2.2×25cm Kromasil C18分取用逆相カラムに加えた。ファルマシアＦ
ＰＬＣ上でアセトニトリル勾配を流して（流速＝4ml／分）、214nmでUVをモニター（2.0A
）しながら5分毎の分画を採取した。Ａ＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ／50％ＡＣＮ。
分画２６－２９をまとめて凍結し、凍結乾燥により数mgの産物を得た。分析ＨＰＬＣによ
り90％の純度が示され、ＭＡＬＤＩ質量分析により所望の産物の質量3515が確認された。
【化２】

【００９８】
〔実施例１０〕
グルカゴンＣｙｓ２４マレイミド、ＰＥＧ－３．４Ｋ－二量体
　16mgのグルカゴンＣｙｓ２４と1.02mgのＭａｌ－ＰＥＧ－Ｍａｌ－３４００（平均分子
量3400のポリ（エチレングリコール）－ビス－マレイミド（Nektar Therpeutics社））を
3.5mlのリン酸緩衝液に溶解し、0.5mlの0.01M ＥＤＴＡを添加し、反応物を室温で撹拌し
た。16時間後に16mgのグルカゴンＣｙｓをさらに添加して、撹拌を継続した。約40時間後
に反応混合物をファルマシアPepRPC 16/10カラムに加え、ファルマシアＦＰＬＣ上でアセ
トニトリル勾配を流して、214nmでUVをモニター（2.0A）しながら5分毎の分画を採取した
。流速＝2ml／分、Ａ＝0.1％ＴＦＡ、Ｂ＝0.1％ＴＦＡ／50％ＡＣＮ。分画６９－７４を
まとめて凍結し、凍結乾燥により10.4mgを得た。分析ＨＰＬＣにより90％の純度が示され
、ＭＡＬＤＩ質量分析により9500～11,000の範囲の成分が示されたが、この値は所望の二
量体と一致する。

【化３】

【００９９】
〔実施例１１〕
グルカゴン溶解度試験：
　グルカゴン（または類縁体）の溶液（1mg/mlまたは3mg/ml）を0.01N ＨＣｌ中で調製す
る。100μｌのストック溶液を0.01ＮのＨＣｌで1mlに希釈し、ＵＶ吸光度（276nm）を求
める。残りのストック溶液のｐＨを200～250μｌの0.1M Ｎａ２ＨＰＯ４（ｐＨ9.2）を用
いてｐＨ7に調節する。溶液を4℃で一晩静置してから遠心する。次に100μｌの上清を0.0
1N ＨＣｌで1mlに希釈し、ＵＶ吸光度を求める（二度行う）。
【０１００】
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　最初の吸光度の読み取り値を容量の増加に応じて補正し、以下の計算式を用いてパーセ
ント溶解度を求める:
　　　最終の吸光度／最初の吸光度×１００＝パーセント溶解
　結果は表１に示されており、ここで、グルカゴン－Ｃｅｘは野生型グルカゴン（配列番
号１）に配列番号２０のカルボキシ末端付加を加えたものを表し、グルカゴン－ＣｅｘＲ
１２は、配列番号１の１２位のＬｙｓがＡｒｇで置換され、配列番号２０のペプチドがカ
ルボキシ末端に付加されたものを表す。
【表１】

【０１０１】
　グルカゴンアゴニスト類縁体であるＤ２８、Ｅ２９、Ｅ３０、Ｅ１５Ｄ２８、Ｄ２８Ｅ
３０、Ｄ２８Ｅ２９の溶解度を、表１に示した化合物に用いたのと同じ試験法で調べた。
データ（図３と４に示す）は、Ｄ２８、Ｅ２９、Ｅ３０、Ｅ１５Ｄ２８、Ｄ２８Ｅ３０、
Ｄ２８Ｅ２９類縁体の、ｐＨの値が5.5および7.0の場合における、天然グルカゴンと比べ
て向上した溶解度を示している。図３に示されたデータは25℃で60時間経過後に測定され
た溶解度を表し、他方、図４に示されたデータは25℃で24時間、次いで4℃で24時間経過
後に測定された溶解度を表す。図５はグルカゴン類縁体Ｄ２８、Ｄ２８Ｅ３０およびＥ１
５Ｄ２８の最大溶解度に関するデータを表す。
【０１０２】
〔実施例１２〕
グルカゴン受容体結合試験
　グルカゴン受容体に対するペプチドの親和性を、シンチレーション近接アッセイ技術を
利用した競合結合試験で測定した。シンチレーション近接アッセイ緩衝液（0.05 M Ｔｒ
ｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ7.5、0.15 M ＮａＣｌ、0.1％w/vウシ血清アルブミン）で調製したペ
プチドの連続３倍希釈液を、白色／透明底板９６穴プレート（コーニング（Corning）社
、アクトン（Acton）、マサチューセッツ州）中で、0.05 nM（3-[125I]－ヨードチロシル
）Ｔｙｒ１０グルカゴン（アマシャムバイオサイエンス（Amersham Biosciences）社、ピ
スカタウェイ（Piscataway）、ニュージャージー州）と、１ウェル当たり１～６マイクロ
グラムのヒトグルカゴン受容体を過剰発現する細胞から調製した原形質膜断片と、１ウェ
ル当たり1mgのポリエチレンイミン処理したコムギ胚芽凝集素タイプＡシンチレーション
近接アッセイ樹脂（アマシャムバイオサイエンス社、ピスカタウェイ、ニュージャージー
州）と混合した。プレートをロータリーシェーカー上で800rpmで5分間振盪した後、室温
で12時間インキュベートしてから、MicroBeta1450液体シンチレーションカウンター（パ
ーキン－エルマー（Perkin-Elmer）社、ウェルズリー（Wellesley）、マサチューセッツ
州）で読み取った。試験試料のうちの最高濃度よりも4倍高い濃度の「コールド」の天然
リガンドのウェル中で非特異的結合（ＮＳＢ）放射能を測定し、競合剤を含まないウェル
中で総結合放射能を検出した。パーセント特異的結合の値を以下のように計算した：％特
異的結合＝（（結合－ＮＳＢ）／（総結合－ＮＳＢ））×１００。ＩＣ５０値は、オリジ
ン（Origin）ソフトウェア（OriginLab社、ノーサンプトン（Northampton）、マサチュー
セッツ州）を用いて求めた。
【０１０３】
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〔実施例１３〕
機能的試験－ｃＡＭＰ合成
　グルカゴン類縁体のｃＡＭＰ誘導の能力を、ホタルルシフェラーゼ系レポーター試験で
測定した。グルカゴン受容体またはＧＬＰ－１受容体と、ｃＡＭＰ応答配列に結合したル
シフェラーゼ遺伝子とでコトランスフェクトしたＨＥＫ２９３細胞を、0.25％のウシ成長
血清（Bovine Growth Serum）（HyClone社、ローガン（Logan）、ユタ州）を添加したＤ
ＭＥＭ（インビトロゲン（Invitrogen）社、カールズバッド（Carlsbad）、カリフォルニ
ア州）中で16時間培養して血清を枯渇させ、次に、ポリ－Ｄ－リジンで被覆された９６穴
「バイオコート（Biocoat）」プレート（BD Biosciences社、サンノゼ（San Jose）、カ
リフォルニア州）中で、グルカゴン、ＧＬＰ－１または新規グルカゴン類縁体のいずれか
の連続希釈液を加えて37℃、5％ＣＯ２にて5時間インキュベートした。インキュベーショ
ンの終わりに100マイクロリットルのLucLiteルミネセンス基質試薬（パーキン－エルマー
社、ウェルズリー、マサチューセッツ州）を各ウェルに添加した。プレートを軽く振盪し
、暗中で10分間インキュベートし、光の出力をMicroBeta-1450液体シンチレーションカウ
ンター（パーキン－エルマー社、ウェルズリー、マサチューセッツ州）で測定した。有効
50％濃度をオリジンソフトウェア（OriginLab社、ノーサンプトン、マサチューセッツ州
）で計算した。結果を表２および３に示す。
【表２】
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【表３】

【０１０４】
　追加のグルカゴン類縁体についてのデータを図６～９と表４に示す。

【表４】

【０１０５】
〔実施例１４〕
グルカゴンＣｙｓ－マレイミドＰＥＧ類縁体の安定性試験
　各グルカゴン類縁体を水またはＰＢＳに溶解し、最初のＨＰＬＣ分析を行った。試料の
ｐＨを調節（4、5、6、7）した後、37℃で所定の期間にわたってインキュベートし、ＨＰ
ＬＣで再度分析して、ペプチドの完全性を求めた。対象とする特定のペプチドの濃度を求
めて、未分解パーセントの値を最初の分析と比較して計算した。グルカゴンＣｙｓ２１－
マレイミドＰＥＧ５Ｋについてのデータを図１および２に示す。
【０１０６】
〔実施例１５〕
ビーグル犬におけるグルカゴン類縁体投与後の血清グルコース濃度の変化
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　イヌ／8～16月齢で健康な8～12kgのビーグル犬を使用して、グルカゴン作用の薬物動態
学および薬物動力学を求めた。各々の動物を一晩絶食させて、各投与後の以下の時点で採
血した：0時間（投与前）、投与後の5分、10分、20分、30分、45分、60分、90分、120分
、240分。６頭の動物を各投与群として用いて、各時点で約1～2mlの全血を採取した。全
血1mlあたり少なくとも500 KIUとするのに十分な量のトラジロール（Trasylol、アプロチ
ニン）を含むＫ２ＥＤＴＡチューブに、約1.0mlの全血を加えた。試料を冷却遠心機で約1
,500～3,000×ｇにて10～15分間遠心した後に、約500μＬの血漿を採取した。試料をプラ
スチックバイアルに移して-70℃以下で凍結保存した。残りの1.0mLの全血については、血
液試料を空のチューブに入れ、外気温で15～20分間静置し、続いて冷却遠心機で1,500～3
,000×ｇにて10～15分間遠心することにより血清にした。試料をプラスチックバイアルに
移して-70℃以下で凍結保存した。グルカゴンと類縁体は、0.01N ＨＣｌ中で0.1667mg/ml
の濃度になるよう溶解し、0.03ml/kgの用量で動物に投与した。
【０１０７】
　グルカゴン、グルカゴンのカルボキシ末端に配列番号３１の配列が結合したグルカゴン
を含むグルカゴン類縁体（グルカゴン－ＣＥＸ）、または、アミノ酸２８にアスパラギン
酸置換を有する配列番号１１のグルカゴン類縁体（グルカゴン－Ａｓｐ２８）のいずれか
の0.005mg/kg用量を、動物に筋肉内投与した。結果のデータを図１０に示す。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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