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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　グルカゴン様ぺプチド－２（ＧＬＰ－２）、
　ＧＬＰ－２レセプターに結合し、前記レセプターを活性化して、ＧＬＰ－２が結合した
場合に産生されるものと同等である出力メッセージャー又はシグナルを生成する能力を維
持するように、一つ以上のアミノ酸残基が欠失している、一つ以上のアミノ酸残基が付加
されている、若しくは一つ以上のアミノ酸残基が構造的に類似し而も抗ぺプチダーゼ性の
アミノ酸模倣残基で置換されているＧＬＰ－２の類縁体、若しくは、
　ＧＬＰ－２の酸付加塩、ＧＬＰ－２のＣ１－Ｃ３アルキルエステル、若しくはＧＬＰ－
２のＣ１－Ｃ３アルキルアミド
を含んで成る組成物を含む、骨粗しょう症、上皮小体機能亢進症、パジェット病、悪性高
カルシウム血症、骨転移により生じる骨分解性病変、不動化又は性ホルモン欠乏に起因す
る骨損失及び骨軟化症から成る群から選択される疾患を治療するための薬剤。
【請求項２】
　経口投与または皮下、筋肉内、腹腔内又は静脈内注入により投与されることを特徴とす
る、請求項１において記載された薬剤。
【請求項３】
　前記骨粗しょう症が、閉経後骨粗しょう症であることを特徴とする、請求項１又は２に
記載された薬剤。
【請求項４】
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　ヒトに対して投与されるための、請求項１～４に記載された薬剤。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明が属する分野】
本発明は、骨吸収又は不充分な骨形成が一つの要因である疾患、例えば骨粗しょう症を処
置するための方法及び組成物、特に医薬製剤に、グルカゴン様ペプチドー１（ＧＬＰ－１
）、及びＧＬＰ－１の誘発・誘導物質、類縁体及び誘導体，並びにグルカゴン様ペプチド
ー２（ＧＬＰ－２）、及びＧＬＰ－２の誘発・誘導物質、類縁体及び誘導体を使用する方
法に係わる。
【０００２】
【発明の背景】
グルカゴン様ペプチドー１（ＧＬＰ－１）及びグルカゴン様ペプチドー2（ＧＬＰ－２）
は、プログルカゴン分子の断片であて、かかるプログルカゴン分子は、１６０個のアミノ
酸配列を有する。プログルカゴンは、遠位回腸のＬ－細胞、膵臓及び脳において合成され
るプログルカゴン前駆体に由来する。プログルカゴン前駆体のプロセッシングによるＧＬ
Ｐ－１及びＧＬＰ－２の産生は、主としてＬ－細胞で生起する。
【０００３】
プログルカゴン断片７２－１１７のアミノ酸配列は、例えばBell, G. I.et al. (Nature 
304 368-371 (1983))によって報告されている。このプログルカゴン断片７８－１０８は
、通常はＧＬＰ－１（７－３７）と称される。この事実に連想して、かかるプログルカゴ
ン断片７２―１０８は、本明細書本文においてもＧＬＰ－１（１―３７）とも称すること
とする。
【０００４】
ＧＬＰ－１（７－３６）アミド誘導体なるプログルカゴン断片は、ヒトの天然型であり、
通常ＧＬＰ－１と称される－Gutniak, M.,N., N. Engl. J. Med., 326: 1326-22(1992)。
【０００５】
かかるＧＬＰ－１関連ペプチドの断片類及び類縁体を記述するために、単純なシステムが
用いられる。即ち、例えば、Ｇｌｙ８－ＧＬＰ－１（７－３７）は、位置８におけるアミ
ノ酸残基（Ａｌａ）をＧｌｙで置換することによってＧＬＰ－１から形式的に誘導される
ＧＬＰ－１の断片を意味する。
【０００６】
ＧＬＰ－１（７－３７）の変異体及びその類縁体は、既に開示されており、例えば、Ｇｌ
ｎ９－ＧＬＰ－１（７－３７）、Ｄ－Ｇｌｎ９－ＧＬＰ－１（７－３７）、Ａｃｅｔｙｌ
ーＬｙｓ９－ＧＬＰ－１（７－３７）、Ｔｈｒ１６－Ｌｙｓ１８－ＧＬＰ－１（７－３７
）、Ｌｙｓ１８－ＧＬＰ－１（７－３７）など及びこれらの誘導体であって、例えば酸付
加塩、カルボン酸塩、低級アルキルエステルやアミドなどが開示されている（例えばＷＯ
９１／１１４５７を参照のこと）。
【０００７】
グルカゴン様ペプチドー１（ＧＬＰ－１）は、インシュリン分泌を刺激しまたグルカゴン
分泌を阻害・抑制し、かくして血糖値を低下させることが知られているーＡｎｄｒｅａｓ
ｅｎ，Ｊ．Ｊ　ｅｔ　ａｌ．（Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　５５　２２１－２２８（１９９４）
）。一般的に、開示されているＧＬＰ－１の種々の型の化合物は、インシュリン分泌及び
ｃＡＭＰ生成を刺激することが知られている（例えば、Ｍｏｊｓｏｖ，S.　（Ｉｎｔ．Ｊ
．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　４０，３３３－３４３（１９９
２））を参照のこと）。
【０００８】
グルカゴン様ペプチドー２（ＧＬＰ－２）は、プログルカゴン断片１２６－１５８の配列
に相当する、プログルカゴンの３３個のアミノ酸ペプチド断片である。ＧＬＰ－２は、ア
ミノ酸配列がグルカゴン及びグルカゴン様ペプチドー１（ＧＬＰ－１）と高い相同性を示
す。さらには、ＧＬＰ－２の哺乳類種毎に異なる型のものについて保存度は高い。例えば
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ヒトＧＬＰ－２（ｈＧＬＰ－２）及びｄｅｇｕ（南アメリカ産のげっ歯類動物）ＧＬＰ－
２は、ラットＧＬＰ－２（ｒＧＬＰ－２）とはそれぞれ一つ及び三つのアミノ酸において
異なる。
【０００９】
種々の脊椎動物型のＧＬＰ－２が、多くの報告者、例えばBuhl et al.,J.Biol.Chem., 19
88,263(18): 8261, Nishi and Steiner, Mol. Endocrinol., 1990,4:1192-8及びIrwin an
d Wong, Mol. Endocrinol., 1995,9(3): 267-77らによって報告されている。これらの著
者により報告されている配列は、参考文献として本明細書に合体される。
【００１０】
外因性化合物として投与された場合、ＧＬＰ－２は、試験マウスの小腸上皮細胞の増殖を
著しく増大させ、而も一見して好ましくない副作用は一切認められない(Drucker et al.,
1996, PNAS: USA,93 7911-7916)。さらには、ＧＬＰ－２はまた、小腸の基底外側膜を貫
通するＤ―グルコース輸送最大速度を増大させることが示されている(Cheeseman and Tse
ng,1996, American Journal of Physiology 271 G477-G482)。
【００１１】
骨粗しょう症は、ヒトに最も広く認められる骨疾患であり、重篤で而も頻度の高い、世界
的に発生する疾患である。骨粗しょう症の最も重要な単一のリスクファクターは、エスト
ローゲンの欠乏であり、治療しないまま放置された場合閉経後婦人の三分の一までが罹患
するものと推定される－Sclemmer, A. et al., Eur. J. Endocrinol.140: 332-337(1999)
。骨粗しょう症による骨損失に到る主要な事象は、閉経に関連した骨代謝回転の増大であ
る。内因性エストローゲンの低下に伴ない急激な骨吸収増大が認められるが、その後これ
に関連するものの強度の低下した骨形成が行なわれる。骨吸収と骨形成との間においてこ
のようなネットの不均衡が生起する結果、骨損失に至り、かくして骨折のリスクが増加す
るのである。
【００１２】
骨構造の損失をもたらすその他の疾患及び代謝性障害としては例えば、上皮小体機能亢進
症、ページェット病、悪性過カルシウム血症、骨転移により発症する骨分解性傷害、不動
化又は性ホルモン不足による骨損失、ベーチェット病、骨軟化症、過骨形成症及び骨粗し
ょう症が挙げられる。
【００１３】
驚くべきことに、ＧＬＰ－１ペプチド又はＧＬＰ－２ペプチドを投与した場合、ヒトにお
ける骨質量の損失及び/又は不充分な骨形成に影響を及ぼすことが発見されたのである。
かかる知見に基いて、骨吸収及び/又は不充分な骨形成が要因となる疾患又は障害、例え
ば骨粗しょう症を予防するか又は治療するための医薬及び方法を提供することが可能とな
ったのである。
【００１４】
発明の要旨
【００１５】
本発明は一つの局面において、グルカゴン様ペプチドー１（ＧＬＰ－１）又はその類縁体
若しくは誘導体下及び/又はグルカゴン様ペプチドー２（ＧＬＰ－２）又はその類縁体若
しくは誘導体を含んで成る組成物を骨吸収を阻害・抑制し及び/又は骨形成を促進させる
ために使用する方法に係わる。
【００１６】
本明細書において、“類縁体”なる名称は、元のペプチドの一つ又はそれ以上のアミノ酸
残基が、別のアミノ酸によって置換されている及び/又は元のペプチドの一つ又はそれ以
上のアミノ酸残基が欠失している及び/又は一つ又はそれ以上のアミノ酸残基が元のアミ
ノ酸に付加されている、ペプチドを意味するために使用される。
【００１７】
更に“類縁体”なる用語は、ペプチドのレセプターに結合しまた前記レセプターを活性化
して、ＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２にそれぞれ結合した場合産生されるものと種類において
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同等である出力メッセージャー又はシグナルを生成する前記ペプチドのミメティクスを含
むものである。このような類縁体は、生体内での分解に対してＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２
よりも抵抗度が高くなり、その結果半減期がより長くなるか又は経口的に投与可能である
ように適合させてもよい。かかる類縁体は、ＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２に基き形成された
プソイドペプチドであって、一つ又はそれ以上のアミノ酸が構造的に類似し而も抗ぺプチ
ダーゼ性のアミノ酸模倣残基で置換された前記プソイドペプチドを含むこととする。
【００１８】
本明細書においては、“アミノ酸残基”なる名称は、遺伝暗号によりヌクレオチドのトリ
プレット暗号（“コドン”）を介してコード可能であるアミノ酸の残基を意味する。本明
細書においては、本発明が係わるペプチド類は、“ＧＬＰ－１ペプチド”と総称しまた“
ＧＬＰ－２ペプチド”と総称する。
【００１９】
本明細書において称する“誘導体”としては、例えば酸付加塩、カルボン酸エステル塩、
低級アルキル（例えば、Ｃ1－Ｃ6、更に好ましくはＣ1－Ｃ3）エステルやアミドが挙げら
れる。またＧＬＰ―２ペプチドを化学修飾することによって形成され、而も同等又はそれ
以上の濃度準位で骨吸収低減性能及び/又は骨形成増大性能を保持している物質も含まれ
る。
【００２０】
もう一つの局面においては、本発明は、グルカゴン様ペプチドー１（ＧＬＰ－１）又はそ
の類縁体若しくは誘導体、及び/又はグルカゴン様ペプチドー２（ＧＬＰ－２）又はその
類縁体若しくは誘導体を含んで成る組成物を骨吸収及び/又は不充分な骨形成が要因とな
る疾患を治療するための医薬を構成・製造するために使用する方法に係わる。
【００２１】
好ましくは該疾患は、骨粗しょう症である。
【００２２】
第三の局面においては、本発明は、ＧＬＰ－１，ＧＬＰ－２，ＧＬＰ－１類縁体，ＧＬＰ
－２類縁体、ＧＬＰ－１誘導体、ＧＬＰ－２誘導体、ＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２の受容体
のアゴニスト、ＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２のシグナルトランスダクションカスケードのア
ゴニスト、内因性のＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２の合成を刺激する化合物群、内因性のＧＬ
Ｐ－１又はＧＬＰ－２の遊離・放出を刺激する化合物群、及びこれらの薬学的に許容可能
な塩類、エステル類又はアミド類から成る群から選択される化合物の一種を被験者に投与
することから成る、骨吸収を阻害・抑制する及び/又は骨形成を促進する方法に係わるの
である。
【００２３】
本発明の一つの好ましい実施態様は，当該組成物が、ＧＬＰ－２，ＧＬＰ－２類縁体、及
びこれらの薬学的に許容可能な塩類、エステル類又はアミド類から成る群から選択される
ことを特徴とする、治療・処置方法に係わる。
【００２４】
更に好ましい実施態様においては、本発明は、該組成物が経口により投与されることを特
徴とする方法に係わる。
【００２５】
本発明の別の局面は、骨吸収又は不充分な骨形成が一つの要因である疾患を発症するリス
クのある被験者を予防的に治療する方法であって、該方法が、下記する工程を含んで成る
前記方法：
ａ）かかる疾患を発症するリスクのある被験者を同定すること；及び
ｂ）ＧＬＰ－１，ＧＬＰ－２，ＧＬＰ－１類縁体，ＧＬＰ－２類縁体、ＧＬＰ－１誘導体
、ＧＬＰ－２誘導体、ＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２の受容体のアゴニスト、ＧＬＰ－１又は
ＧＬＰ－２のシグナルトランスダクションカスケードのアゴニスト、内因性のＧＬＰ－１
又はＧＬＰ－２の合成を刺激する化合物群、内因性のＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２の遊離・
放出を刺激する化合物群、及びこれらの薬学的に許容可能な塩類、エステル類又はアミド
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類から成る群から選択される一種の化合物を前記疾患の発症を阻害・抑制するに充分な量
だけ該被験者に投与すること。
【００２６】
一つの好ましい実施態様においては、本発明は、該疾患が骨粗しょう症であることを特徴
とする治療・処置方法にかかわる。
【００２７】
更に好ましい実施態様においては、本発明は、被験者がヒトであることを特徴とする方法
に係わる。
【００２８】
本発明のまた別の局面は、骨吸収を阻害・抑制する及び/又は骨形成を促進するために使
用する組成物であって、ＧＬP－１，ＧＬＰ－２，ＧＬＰ－１類縁体，ＧＬＰ－２類縁体
、ＧＬＰ－１誘導体、ＧＬＰ－２誘導体、ＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２の受容体のアゴニス
ト、ＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２のシグナルトランスダクションカスケードのアゴニスト、
内因性のＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２の合成を刺激する化合物群、内因性のＧＬＰ－１又は
ＧＬＰ－２の遊離・放出を刺激する化合物群、及びこれらの薬学的に許容可能な塩類から
成る群から選択される一種の化合物を含んで成る前記組成物に係わる。
【００２９】
好ましくは、該化合物は、経口的に有効である類縁体又は誘導体である。好ましくは、か
かる化合物が、ＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２の内因性生成又は遊離・放出を刺激するもので
ある場合は、該化合物は、栄養学的に効果的ではなく又は食品の成分とは見なされない。
【００３０】
更なる実施態様においては、本発明は、骨吸収又は不充分な骨形成が一つの要因である疾
患を治療的又は予防的に治療・処置するための医薬組成物であって、ＧＬP－１，ＧＬＰ
－２，ＧＬＰ－１類縁体，ＧＬＰ－２類縁体、ＧＬＰ－１誘導体、ＧＬＰ－２誘導体、Ｇ
ＬＰ－１又はＧＬＰ－２の受容体のアゴニスト、ＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２のシグナルト
ランスダクションカスケードのアゴニスト、内因性のＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２の合成を
刺激する化合物群、内因性のＧＬＰ－１又はＧＬＰ－２の遊離・放出を刺激する化合物群
、及びこれらの薬学的に許容可能な塩類から成る群から選択される一種の化合物を含んで
成る前記組成物に係わる。
【００３１】
【詳細な発明の説明】
本発明は、グルカゴン様ペプチドー１（ＧＬＰ－１）、その類縁体及び誘導体、グルカゴ
ン様ペプチドー２（ＧＬＰ－２）、その類縁体若しくは誘導体を、骨吸収及び/又は不充
分な骨形成が要因となる疾患、ッ問えば骨粗しょう症を治療するために使用する方法を含
んで成るものである。
【００３２】
骨構造の損失をもたらす疾患及び代謝性障害が、かかる治療により利益を受けるであろう
。例えば、上皮小体機能亢進症、ページェット病、悪性過カルシウム血症、骨転移により
発症する骨分解性傷害、不動化又は性ホルモン不足による骨損失、ベーチェット病、骨軟
化症、過骨形成症及び骨化石症は、ＧＬＰ－１ペプチド及び/又はＧＬＰ－２ペプチドを
投与することから利益・便宜を受けることが出来るであろう。
【００３３】
将来の骨折リスクを評価するために、生化学的マーカーを使用することによって骨吸収及
び骨形成の程度を生化学的に検定・定量することが可能であることは、既に公知である。
しかしながら、早朝でのピーク値と午後での最低値となる相当な概日性の日内変動があり
、このような変動は通常は、測定時の絶食により考慮されている。
【００３４】
なおかかる変動は、性、年齢及び骨粗しょう症の病期とは無関係であるが、高いベースラ
イン値が閉経後の婦人において認められる。また肉体活動とは依存関係があり、即ち３日
間のベッドでの安静は、閉経前婦人における概日性変動を変化させることはない。血漿中
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コルチゾールの概日性変動について可能性のある要因として研究されたことがある。
【００３５】
概日性変動を除去するために、コルチゾール欠乏個人にコルチゾールを代替補充しても、
また健常な閉経後婦人でのコルチゾールクランピング研究の何れの結果からも、骨吸収に
おける概日性変動に影響を及ぼすこと一切実証されなかった。閉経前及び閉経後婦人によ
るＰＴＨクランピング研究を行なった結果、骨代謝の概日性変動もまた、血清ＰＴＨ濃度
には依存しないことが明らかとなっている。最近、閉経前婦人での研究の結果，Ｉ型コラ
ーゲン分解による骨Ｃ－テロペプチド断片の尿内排出値で測定した骨吸収における概日性
変動は、絶食期間中では有意に減少することが判った－Schlemmer,A,et al., Eur. J. En
docrinol. 140: 332-337(1999)。
【００３６】
骨吸収における概日性変動の根底となる生化学的機構については、依然として殆ど理解さ
れていない。
【００３７】
健常な閉経後婦人においてインシュリン値とＯＧＴＴ／経口投与グルコースとの間に一定
の関連性が認められている－Reid,I.R. et al., The American Physiological Society E
655-E659 (1993)。さらには、ロッテルダム研究(Rotterdam Study)に基くベースラインデ
ータから、このような関連性は、高齢の男女の双方においても認められることが判ったの
であるが、ＢＭＩについて補正を行なうと低減することが判っている－Stolk,R.P. et al
., Bone 6:545-549(1996)。このコホートにおいて、以前の非脊椎骨折は、負荷後のイン
シュリン値が低くなったことと関連ずけられている。この研究の予備的フォローアップデ
ータから、ＢＭＩ及び骨質量について補正を行なった後の負荷後ベースラインインシュリ
ン濃度は、非脊椎骨折リスクの低減と関連づけられることが示唆されている－Hendrikse,
 J. et al., ASBMR-IBMS Second Joint Meeting S501。最後に、１９，０００人の、糖尿
病に罹患していないスウェーデン人男女におけるＯＧＴＴ／経口グルコースに基くデータ
から、非糖尿病個人における負荷後Ｓ－グルコース値が高くなることは、股関節骨折リス
クが低減したことと関連ずけられることが示唆される－Johnell, O.et al., ASBMR-IBMS 
Second Joint Meeting S170。即ち、インシュリン応答と骨質量及びその後の骨折リスク
の間には一定の関連性があるように思われる。このような関連性は、部分的ではあるがイ
ンシュリンが骨吸収に及ぼす影響によって説明されることが可能である。このような関係
が存在する可能性は、破骨細胞様細胞上のインシュリン受容体について最近実証されたこ
とからも支持される－Thomas, D. M. et al., J.Bone Miner. Res. 11:1312-1320(1996)
。
【００３８】
骨格は、（特に）カルシウムやリン酸塩などのミネラルを含む栄養素の貯蔵庫である。こ
の貯蔵庫は、通常は保護されているが、栄養素へのアクセスが不充分となった結果栄養素
の細胞外濃度が低下する状況下にあっては、骨格中のこれら栄養素の貯蔵分を動員するこ
とが出来るのである。同様に栄養素へのアクセスが充分である状況下では、身体の代謝装
置が、これら栄養素の貯蔵分を保存するようにセットされるのである。
【００３９】
骨格については、このような貯蔵分の動員は、破骨細胞による骨吸収を刺激することによ
って行なうことが出来るのであって、同様に食事による栄養素利用度が増大すれば、骨吸
収は低下させることが出来る。
【００４０】
骨代謝の調節は、カルシウムの食事による摂取について以前に実証されている。最近にな
って、経口摂取グルコースも骨吸収を低減させることが出来て而も２時間以内に完全に明
瞭な低下を伴なうことが観察されているーイギリス特許出願第０００７４９２．２号。
【００４１】
この応答は、性及び年齢に依存しない。比肩し得る同様の効果がタンパク質についても実
証されている。即ち、食事による摂取によって、部分的にであるがインシュリン刺激試験
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で示されているインシュリン分泌を経由して骨吸収が調節できる可能性がある。
【００４２】
イギリス特許出願第０００７２４９．２号においては、栄養素の経口摂取により、骨吸収
速度が短時間低下することが、記述されている。更には、インシュリン耐性試験（ＩＴＴ
）においてインシュリン投与によっても同様に骨吸収速度の測定値が短時間低下するので
ある。
【００４３】
骨吸収を阻害・抑制することが出来る栄養素は、砂糖、タンパク質、若しくは脂肪酸即ち
中性脂肪又はミネラルである可能性がある。使用する脂肪酸は好ましくは長鎖脂肪酸であ
った。
【００４４】
骨粗しょう症を治療するための市販薬は、好ましくない副作用を有することが示され且つ
記載されている。アレンドロネート(Alendronate―Fosamax)は胃潰瘍を形成することが、
Graham, D.Y.et al., Aliment Pharmacol. Ther. 4:515―9(1999)によって結論づけられ
ている。更には、広く用いられているホルモン補充・代替療法（ＨＲＴ）は、乳癌のリス
クを高めることが述べられている－Persson, I. et al., Int. J. Cancer 72(5):758-25 
61(1997)。
【００４５】
従って、骨吸収及び/又は不十分な骨形成が要因となる疾患、例えば骨粗しょう症を治療
するための医薬であって、上記したような望ましくない副作用を示さない医薬に対する要
望が強い。
【００４６】
本発明に従えば、驚くべきことに小腸内で産生されたプログルカゴンの断片が、骨吸収を
阻害・抑制することにおいて一定の役割を果たし、また骨形成を促進する（骨同化作用）
上でも一定の役割を演じることが判明したのである。
【００４７】
内分泌系膵臓のα―細胞及び小腸の小腸内分泌系Ｌ―細胞の内部で発現したプログルカゴ
ンは、これら二つの組織内における単一遺伝子の転写及び同一ｍＲＮＡの翻訳により生成
するものである。プログルカゴン遺伝子の発現における生物学的多様性は、高度に組織特
異的な、複式翻訳後処理のレベルで生起し、その結果膵臓内において生物活性の高いペプ
チドグルカゴンが生成しまた小腸内において相互的インシュリン刺激性のＧＬＰ－１を生
成することになる。
【００４８】
小腸及び膵臓内におけるグルカゴン及びＧＬＰ配列は、小腸内におけるアンプロセスド（
未処理）のプログルカゴン断片：エンテログルカゴン（グリセチン）及び膵臓内における
主要プログルカゴン断片として保持される－Habener, J. F., Diabetes Mellitus 68-78(
1996)。
【００４９】
クリセチン（ｇｌｉｃｅｔｉｎ）又はプログルカゴン断片１－６９は、膵臓内で切断され
て、ＧＲＰＰ(glicetin-related pancreatic polypeptide)及びグルカゴンになるが、一
方主要プログルカゴン断片７２－１５８は切断（処理）されてＧＬＰ－１（プログルカゴ
ン断片７８－１０７）及びＧＬＰ－２（プログルカゴン断片１２６－１５８）になる。
【００５０】
小腸及び膵臓内における同一プログルカゴンの複式プロセッシングによって、生理学的機
能が対抗するペプチド類が産生されることは、注目に価することである。小腸のＧＬＰ－
１は、アナボリックホルモンであって、特にインシュリン分泌の刺激と摂食時におけるグ
ルコース摂取を容易にするホルモンであるが、他方膵臓由来のグルカゴンは、最も重要な
分解性(catabolic)ホルモンであて、絶食時にグリコーゲンを分解し（従って肝臓による
グルコース産生を増大する）また骨格筋や脂肪組織を分解する作用を有する。
【００５１】



(8) JP 5161412 B2 2013.3.13

10

20

30

40

50

小腸内におけるプログルカゴンのタンパク分解的切断は、複雑なプロセスの一部である。
少なくとも四種のＧＬＰ－１断片が、このプロセッシングから生じる：即ち、３７個と３
６個のアミノ酸からなるペプチド，ＧＬＰ－１（１－３７）とＧＬＰ－１（１－３６）；
及び二種のアミノ末端切断イソペプチド、ＧＬＰ－１（７－３７）とＧＬＰ－１（７－３
６）アミドである。これら二種の切断ＧＬＰ－１だけが、インシュリン刺激活性を有する
のである。以前は、これらのアミノ末端伸張型のＧＬＰ－１のいずれについても生物学的
活性は一切見出されていなかった。ＧＬＰ－１の二種のイソペプチド、即ちＧＬＰ－１（
７－３７）とＧＬＰ－１（７－３６）アミドとも、ヒトを含む、これまでに検討された系
の全てにおいてインシュリン刺激能を有するのである－Habener,J.F., Diabetes Mellitu
s 68-78(1996)。ヒトの場合、主要な産生物は、ＧＬＰ１（７－３６）アミドであり、他
の型のものは殆ど産生されることはない。
【００５２】
ＧＬＰ－１は、ＧＩＰとは異なって、強力なＧルコース依存性のインシュリン刺激性ペプ
チドであることが判明している。ＧＩＰ(Gastric Inhibitory Polypeptide－胃抑制ポリ
ペプチドであるが、現在はGlucose-dependent Insulinotropic Polypeptide－グルコース
依存性インシュリン刺激性ポリペプチドーに変更されている）は、グルコース依存態様で
直接的にインシュリン分泌を刺激するインクレチンの一種である。
【００５３】
ＧＩＰのアミノ酸配列は、１９８１年にJoernvall et al., FEBS Lett. 123:205(1981)に
よって決定されている。しかしながら、これら二種類のホルモンＧＩＰ及びＧＬＰ－１の
組合せは、インクレチン効果のうちの関連該当するホルモン成分の全てではないが、かか
る成分の大半を構成するように思われる－Nauck, M. A.et al., J. Clin. Endocrinol. M
etab. 1993;76(4):912-917．
【００５４】
プログルカゴンの小腸内プロセッシングによってもまた、プログルカゴン１２６－１５８
に相当するＧＬＰ－２が産生される。単一の型のものしかヒトでは知られていない－Hart
mann B.et al., Peptides 2000; 21(1): 73-80。
【００５５】
ＧＬＰ－２は、胃腸運動及び分泌に及ぼすＧＬＰ－１の効果・作用の幾つかを共有してい
るように見える－Wojdemann, M.et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 1999;84(7): 251
3-2517及びWo demann, M.et al., Scand. J. Gastroenterol. 1998; 33(8):828-832―の
であるが、膵臓のランゲルハンス島には直接的な作用は示さない。逆に、ＧＬＰ－２は、
小腸粘膜に対して刺激作用を有し、生理学的には外科手術や栄養素変化に対する腸管の適
応応答に関与する成長因子として機能する可能性がある－Drucker, D.J.et al., Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 1996; 93(15): 7911-7916及びThulesen, J. et al., Gut.in press
。このものは、小腸内においてアポトーシスを抑制・阻害・抑制しまた上皮増殖を引き起
こす－Tsai, C.H. et al., Am. J. Physiol. 1997; 273(1Pt1): E77-E84―ので、小腸症
候群の患者を治療するために臨床的に使用出来る可能性がある－Jeppesen, P. B. et al.
, Gastroenterology, in press。またこのものは、身体の幾つかの領域、特に小腸粘膜内
で発現されるＧタンパク質結合レセプターを経由して機能を発揮するのである－Munroe, 
D. G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999; 96(4): 1596-1573。
【００５６】
本発明に従ったＧＬＰ－１ペプチドとして有用であり得る化合物は、ＧＬＰ－１（７－３
７）及びその機能的な誘導体を含むペプチド断片並びにインシュリン刺激剤としてのその
使用方法とに係わる国際特許出願ＷＯ８７／０６９４１において記載されている。
【００５７】
更には、ＧＬＰ－１類縁体は、ＧＬＰ－１（７－３６）及びその機能的な誘導体を含み而
もＧＬＰ－１（１－３６）又はＧＬＰ－１（１－３７）のインシュリン刺激活性を凌駕す
るインシュリン刺激活性を有するペプチド断片及びインシュリン刺激剤としてのその使用
方法とに係わる国際特許出願ＷＯ９０／１１２９６において記載されている。
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【００５８】
国際特許出願ＷＯ９１／１１４５７において、活性のあるＧＬＰ－１ペプチド７－３４、
７－３５、７－３６及び７－３７の類縁体が開示されており、これらもまた、本発明に従
ったＧＬＰ－１ペプチドとして有用であり得る。
天然のＧＬＰ－１分子の誘導体は、天然の配列を断片化することによって得られるか又は
かかる配列をコードする遺伝材料（ＤＮＡ又はＲＮＡ）の配列に関する知識に基いて合成
される誘導体である。“誘導体”なる用語はまた、天然又は非天然のＧＬＰ－１又はＧＬ
Ｐ－２分子を化学的に修飾するものをも包含する。これらの誘導体を調製する方法は、当
業界の通常の知識を有する有機又はペプチド化学者にはよく知られている（例えばＷＯ９
１／１１４５７を参照）。
【００５９】
本明細書において使用される“ＧＬＰ－１受容体アゴニスト”及び“ＧＬＰ－２受容体ア
ゴニスト”なる用語は、ＧＬＰ－１受容体及びＧＬＰ－２受容体にそれぞれ結合した場合
、ＧＬＰ－１受容体及びＧＬＰ－２受容体をそれぞれ活性化させる分子の如何なるものを
も意味し、例えばＧＬＰ－１、ＧＬＰ－２又はＧＬＰ－１やＧＬＰ－２のペプチド類縁体
を包含する。即ち、Ｇタンパク質結合受容体アゴニストを同定するためにこの分野で通常
使用される方法は、ＧＬＰ－１受容体及びＧＬＰ－２受容体にそれぞれ有用に適用するこ
とが可能である。ＧＬＰ－２受容体アゴニスト活性について化合物を評価する一つの有用
な方法論は、アメリカ合衆国特許第６０７７９４９号に開示されている。
【００６０】
ＧＬＰ－１及びＧＬＰ－２の作用機作は、未だ完全には解明されていない。恐らくは、こ
れらの一つ又は二つとも、当該ＧＬＰペプチドの上流若しくは下流又はその両側において
活性を有する構成成分が存在するシグナル伝達カスケードを介して作動するのかも知れな
い。本発明に従えば、かかるカスケードにおける如何なるポイントにおいても介入して、
その結果カスケードの機構によって骨吸収速度を低下させる及び/又は骨形成速度を加速
させることが許容され得る。このことは、内因性ＧＬＰペプチドの合成又は遊離／放出を
刺激するか又は該ＧＬＰペプチドの下流でかかるカスケードにおいて活性を有する他の化
合物、例えばＧＬＰペプチドが受容体に結合したことに応答して産生される化合物、を投
与するか若しくはかかる化合物の内因性合成又は遊離・放出の引き金を引くことを含んで
いてもよい。
【００６１】
骨形成及び骨成長は、骨の直径と形状が種々に変化することから成る複雑なプロセスであ
る。このプロセスは、二種類の細胞が連続的に活性化されることによって生起する：即ち
、破骨細胞と骨芽細胞である。骨芽細胞は、軟骨細胞、筋肉細胞や脂肪細胞と同様に、線
維芽細胞頃に形成単位から誘導される中胚葉由来の細胞である。骨芽細胞は、破骨細胞の
発生に影響を及ぼし得る多数の因子（例えば、インターロイキンー６や１１；ＭＣＳ－Ｆ
及びＧＭ－ＣＳＦ）を分泌する能力を有する。破骨細胞は、顆粒球―マクロファージ形成
ユニットから発生し、その発生は、インターロイキン１、３、６及び１１を含む多数の因
子によって調節される。最近になって、インターロイキン６に対して多大な関心が、集め
られているが、その理由は、骨芽細胞からの産生が、ＰＴＨ及びビタミンＤによって刺激
されるからでありまた原発性上皮小体機能亢進症、多発性骨髄腫、リューマチ性関節炎、
ページェット病や性機能低下骨粗しょう症などの幾つかの疾患に関与している可能性があ
るためである。骨芽細胞からのインターロイキンー６産生は、ＩＬ－６プロモータに作用
する性ホルモン（アンドロゲンやエストロゲン）によって調節される。健常な破骨細胞機
能におけるＩＬ－６の役割は（ＩＬ－１１とは異なって）、不明瞭であるが、幾つかの病
原状態においては、ＩＬ－６は、上方制御され、その場合に効果を及ぼす可能性がある。
性機能不全マウス由来の骨細胞においては、ｇｐ８０、ｇｐ１３０及びＩＬ－６ｍＲＮＡ
の全てが、健常細胞と比較して増加している。即ち、ＩＬ－６は、閉経後骨粗しょう症に
関連した骨損失の促進に重要な役割を果たしている可能性がある。
【００６２】
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その結果帰結されることは、ＧＬＰ－１及びＧＬＰ－２が、子供における骨格成長と共に
成人における骨格再構築の双方の調節において重要な役割を果たす、ということである。
ＧＬＰは、骨由来細胞内に存在する受容体に作用し、これらの細胞がＧＬＰで刺激された
ため、細胞内カルシウムイオン及び細胞性ｃＡＭＰ含量が増加することになり、その結果
Ｉ型コラーゲン合成が増大しまたＰＴＨ－刺激による骨吸収が抑制・阻害されるのである
。
【００６３】
本発明は、ＧＬＰ様活性を有する主要プログルカゴン断片の切断によって得られるその他
の断片の使用方法をも包含する。
【００６４】
“被験者”なる用語は、ヒト又は家畜やペットを含む哺乳動物を包含する。
【００６５】
投与は、通常の知識を有する医者によって有効である経路であれば如何なる経路を経由し
てもよい。非経口投与は、滅菌注射器、選択的にはペン型注射器又は点滴ポンプなどその
他の機械的装置を用いて製剤を体内に皮下、筋肉内、腹腔内又は静脈内注入することによ
って行なうことが出来る。更なる選択は、鼻腔内又は肺内噴霧剤の形状での投与のための
粉剤又は液剤であればよい組成物である。なお更なる選択として、かかる投与は、例えば
パッチから経皮的に行なってもよい。経口、口腔内、直腸内や膣内投与に適した組成物が
、経口的に有効である、本発明において使用する化合物に対しては好ましい。
【００６６】
本発明を下記する実施例によってさらに詳細に説明するが、かかる実施例は、保護範囲を
制限するものと解釈されるべきではない。前記記載及び下記する実施例において開示され
た特徴は、それぞれ単独でもまた如何なる組合せにおいても、本発明を種々の形態で実施
するために重要である。
【００６７】
【実施例】
これらの実施例においては、グルコースを含む血液学及び血清化学数値は、オートアナラ
イザー（Ｖｉｔｒｏｓ）を用いて測定した。血清ＦＳＨはＩＲＭＡ（Ｃｏａｔ－Ａ－Ｃｏ
ｕｎｔ　(R)，　ＤＰＣ，Ｌｏｓ　Ａｎｇｅｌｅｓ，　ＣＡ）によって測定した。Ｉかた
コラーゲン分解の血清Ｃ―テロペプチド断片（Ｓ－ＣＴＸ）は、ＥＬＩＳＡである血清Ｃ
ｒｏｓｓＬａｐｓTM検定測定法(Osteometer BioTech A/S - Denmark)によって測定した。
血清オステオカルシンは、分子のＮ末端中間部を決定する、ＥＬＩＳＡ検定測定法によっ
て求めた。血清インシュリン及びＣ－テロペプチドは何れも、ＲＩＡ（インシュリン及び
Ｃ-ペプチドに対する二重抗体Ｃ－ペプチド用のＣｏａｔ－Ａ－Ｃｏｕｎｔ(R)、何れもＤ
ＰＣ、Ｌｏｓ　Ａｎｇｅｌｅｓ、ＣＡ）によって分析した。
【００６８】
実施例１
経口投与果糖（フルクト―ス）がＧＬＰ－１、ＧＩＰ及び骨吸収速度に及ぼす影響
それぞれ３０－４５才と３０－６０才である、１２人の健常な女性及び男性を、無作為化
対照比較交差試験に参入させて、経口投与果糖がＧＬＰ－１、ＧＩＰ及び骨代謝回転に及
ぼす影響を比較した。これらの個人は、例えばガン、リューマチ性関節炎など骨代謝回転
に影響を及ぼすと疑われる疾患又は消化管からの吸収若しくは腎臓からの分泌／再吸収を
妨害する疾患に罹患しておらず、また本試験の実施に影響を及ぼす重篤な疾患の病歴を有
さないものであった。血液学及び血清化学を含む一般的検査スクリーニングを行なったと
ころ、特異的な臓器機能不全の徴候は全くなかった。これらの個人は、骨活性の投薬の影
響を受けたものはなかった。即ち、カルシウム、ビタミンＤ、エストロゲン又はプロゲス
チンによる、如何なる投与形態での以前の治療から三ヶ月以上経過しており、またこれら
の個人は、ビスホスホネート又はフッ化物によって治療を受けたことはなかった。
【００６９】
試料採取
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実験に先立つ晩午後１０時から絶食させた後、採血を午前７時３０分と８時３０分との間
に行なった。その後直ちに経口果糖投与を開始した。第一回目の採血の後正確に１、２、
３、６及び9時間後に、採血を行なった。2週間のウォッシュアウト期間を各実験間に設け
た。
【００７０】
介入
経口投与果糖は、半分のレモンジュースを添加した３００ｍｌの水に７５ｇの果糖を溶解
したものであった。
経口投与果糖は、2時間後にＳ―ＣＴＸを３６％低下させたが、一方ＧＬＰ－１の生成は
、2時間後にＴ0におけるベースライン１００％と比較して２２０％にまで倍加した。ＧＬ
Ｐ－１の断片は、小腸内で切断されて活性化される主要プログルカゴン断片の一つの断片
である。従って、他の部分又は断片の生成もＧＬＰ－１と類似したレベルにまで倍加する
ことになり、Ｓ－ＣＴＸの低下と関連性に関与する可能性がある。ＧＩＰの数値は、ベー
スラインに殆ど維持された。
【００７１】
実施例２
経口投与長鎖脂肪酸、ＬＣＦＡがＧＬＰ－１、ＧＩＰ及び骨吸収速度に及ぼす影響
それぞれ３０－４５才と３０－６０才である、１２人の健常な女性及び男性を、実施例１
における同一の臨床試験参入・排除基準に従って無作為化対照比較交差試験に参入させて
、経口投与長鎖脂肪酸がＧＬＰ－１、ＧＩＰ及び骨代謝回転に及ぼす影響を比較した。
【００７２】
試料採取
実験に先立つ晩午後１０時から絶食させた後、採血を午前７時３０分と８時３０分との間
に行なった。その後直ちに経口長鎖脂肪酸投与を開始した。第一回目の採血の後正確に30
分、１、２、３、６及び９時間後に、採血を行なった。２週間のウォッシュアウト期間を
各実験間に設けた。
【００７３】
介入
経口投与タンパク質は、６００ｍｌの水に溶解した４０ｇのタンパク質粉末（Ｃａｓｉｌ
ａｎ）から成るものであった。
経口投与タンパク質は、２時間後にＳ―ＣＴＸを４５％低下させた（図１Ｃ）が、他方Ｇ
ＬＰ－２及びＧＩＰの生成は何れも増加した。ＧＩＰの数値は、８ｐＭから５７ｐＭにま
で増加し、またＧＬＰ－２の生成は、１時間後に３６ｐＭから５７ｐＭにまで増加したが
、2時間後に５１ｐＭのレベルにまで低下した。これらの結果は、実施例２において得ら
れた結論と同様の結論の理由を構成する。
【００７４】
実施例４
通常の混合食がＧＬＰ－１、ＧＬＰ－２及び骨吸収速度に及ぼす影響
７人の腸の短い患者（＜１４０ｍｍ残留小腸）を加入させ、４人の女性及び３人の男性を
検討対象として、通常の混合食がＧＬＰ－１、ＧＬＰ－２及び骨代謝回転に及ぼす影響を
比較した。
ＧＬＰ－１及びＧＬＰ－２の測定法及び試験対象者の叙述は、Jeppesen, P. B. et al., 
Gut 2000; 47(3):370-376において詳細に記載した通りである。
【００７５】
試料採取
入院に先立って一晩絶食させた後、試験食の前１５分及び食事―１５分で終了したー開始
後１０、２０、３０、４５、６０、１２０及び１８０分に末梢静脈血を採取した。
【００７６】
介入
通常混合食は、ライ麦パン、トースト、バター、チーズ、ジャム、ヨーグルト、バナナ及
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たタンパク質：炭水化物：脂肪のエネルギー比率は、１０％：５２％：３７％であること
が食品分析表から推定された。
通常の混合食は、２時間後にＳ―ＣＴＸを４０％低下させた（図２）が、他方ＧＬＰ－１
及びＧＬＰ－２の生成は何れも増加させた。ＧＬＰ－１の数値は、３時間後に７０ｐＭか
ら９８ｐＭにまで増加し、またＧＬＰ－２の生成は、３時間後に１０ｐＭから２２ｐＭに
まで増加した。これらの結果は、ＧＬＰ－１及び/又はＧＬＰ－２は、Ｓ－ＣＴＸの減少
への関連性に関与していることを示す。
【００７７】
実施例５
ＧＬＰ－２注射がＧＬＰ－２intact及び骨吸収速度に及ぼす影響
年齢が２４乃至５３歳である、６人の健常な女性及び3人の健常な男性を試験に加入させ
、ＧＬＰ－２注射がＧＬＰ－２intact及び骨代謝回転に及ぼす影響を比較した。
ＧＬＰ－２intact及び全ＧＬＰ－２測定法の叙述及び試験対象者の記述は、Hartmann, B.
 et　al., J. Endocrinol. Metab. 2000;85(8): 2884-2888において詳細に記載した通り
である。
【００７８】
試料採取
採血は、注射の前、その過程及び終了後に定期的に行なった。
【００７９】
介入
このＧＬＰ－２注射を行なうことによって、２時間後にＳ―ＣＴＸは３３％低下したが、
他方ＧＬＰ－２の数値は当然ながら注射の後1時間後にピークにまで増加し、ＧＬＰ－２
とＳ－ＣＴＸの低下との間の関連性を示唆した。
【図面の簡単な説明】
図１はグラフＡ、Ｂ及びＣにおいて実施例１乃至３で得られた結果を示す。
【図１Ａ】経口投与フラクト―スに応答した、２乃至３時間の期間に渉るＧＬＰ－１、Ｇ
ＩＰ及びＳ－ＣＴＸの数値を示す。ＧＩＰ(Glucose-dependent Insulinotropic Polypept
ide)は、グルコース依存態様で直接的にインシュリン分泌を刺激するインクレチン(Incre
tin)の一種である。Ｓ－ＣＴＸは、Ｉ型コラーゲン分解による血清中Ｃ―テロペプチド断
片である。
【図１Ｂ】経口投与した長鎖脂肪酸、即ちＬＣＦＡに応答した、２乃至３時間の期間に渉
るＧＬＰ－１、ＧＩＰ及びＳ－ＣＴＸの数値を示す。
【図１Ｃ】経口投与したタンパク質に応答した、2乃至３時間の期間に渉るＧＬＰ－２、
ＧＩＰ及びＳ－ＣＴＸの数値を示す。
【図２】実施例４で得られた結果を示す。この図は、小腸が短いが結腸は保存されている
患者において通常の食事に応答した、３時間の期間に渉るＳ－ＣＴＸ、ＧＬＰ－１及びＧ
ＬＰ－２の数値を示す。
【図３】実施例５で得られた結果を示す。この図は、ＧＬＰ－２注射に応答した、７時間
の期間に渉る未変化のＳ－ＣＴＸ及びＧＬＰ－２の数値を示す。
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