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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｃｈｅｍ．１：
【化１】

〔式中、
Ｒ１は、Ｈまたはアミノ保護基であり、Ｒ２は、アミノ保護基であるか;または
Ｒ１は、取り外し可能なアルキル基であり、Ｒ２はＨまたは取り外し可能なアルキル基で
あり;
Ｒ３は、Ｈであり；および
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Ｒ４は存在しないか、または酸性塩である。〕
のジペプチド。
【請求項２】
　アミノ保護基が、Boc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、dNBS、ivDde
およびNpsからなる群より選択される、請求項１に記載のジペプチド。
【請求項３】
　取り外し可能なアルキル基が、以下：
ベンジルおよびtert－ブチル
からなる群より選択される、請求項１または２に記載のジペプチド。
【請求項４】
　Ｒ１がＨであるか、またはBoc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、dNB
S、ivDdeおよびNpsからなる群より選択されるアミノ保護基であり、Ｒ２がBoc、Trt、Bpo
c、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、dNBS、ivDdeおよびNpsからなる群より選択され
るアミノ保護基であるか；または
Ｒ１がベンジルおよびtert－ブチルからなる群より選択される取り外し可能なアルキル基
であって、Ｒ２がＨであるか、またはベンジルおよびtert－ブチルからなる群より選択さ
れる取り外し可能なアルキル基であり；
Ｒ３はＨであり；
Ｒ４は存在しないか、またはＴＦＡの塩、ＨＣｌの塩、ＨＢｒの塩および硫酸水素塩の塩
からなる群より選択される酸性塩である、請求項１～３のいずれか一項に記載のジペプチ
ド。
【請求項５】
　Ｒ４が存在しない、請求項１～４のいずれか一項に記載のジペプチド。
【請求項６】
　Ｒ４がＴＦＡの塩、ＨＣｌの塩、ＨＢｒの塩および硫酸水素塩の塩からなる群より選択
される酸性塩である、請求項１～４のいずれか一項に記載のジペプチド。
【請求項７】
　Ｃｈｅｍ．２：

【化２】

〔式中、Ｈｉｓはヒスチジンであり、Ａｉｂは人工アミノ酸２－アミノイソ酪酸、Ｆｍｏ
ｃは保護基９－フルオレニルメチルオキシカルボニルであり、Ｒ４は存在しないかＴＦＡ
、ＨＣｌ、ＨＢｒ、またはＨＯＡｃ等の酸性塩である〕のＦｍｏｃ－Ｈｉｓ－Ａｉｂ－Ｏ
Ｈである、請求項１～３のいずれか一項に記載のジペプチド。
【請求項８】
　Ｆｍｏｃ－Ｈｉｓ－Ａｉｂ－ＯＨのＴＦＡ塩：
Ｆｍｏｃ－Ｈｉｓ－Ａｉｂ－ＯＨ,ＴＦＡ
〔式中、Ｈｉｓはヒスチジンであり、Ａｉｂは人工アミノ酸２－アミノイソ酪酸、Ｆｍｏ
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ｃは保護基９－フルオレニルメチルオキシカルボニルであり、ＴＦＡはトリフルオロ酢酸
である〕である、請求項１～３のいずれか一項に記載のジペプチド。
【請求項９】
　ヘキサフルオロリン酸（ベンゾトリアゾール－1－イルオキシ）トリピロリジノホスホ
ニウム（ＰｙＢＯＰ）等のホスホニウムベースのカップリング剤等の活性化剤によって活
性化される、請求項１～８のいずれか一項に記載のジペプチド。
【請求項１０】
　Ｆｍｏｃ－Ｈｉｓ（Ｔｒｔ）－Ａｉｂ－ＯＨ
〔式中、Ｆｍｏｃは保護基９－フルオレニルメチルオキシカルボニルであり、Ｈｉｓはヒ
スチジンであり、Ｔｒｔは保護基トリフェニルメチルであり、Ａｉｂは人工アミノ酸２－
アミノイソ酪酸である〕を脱トリチル化する工程を含む、請求項１～９のいずれか一項に
記載のジペプチドの製造方法。
【請求項１１】
　請求項１～９のいずれか一項に記載のジペプチドをポリペプチドまたはタンパク質と反
応させる工程を含む、一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むポリペプチドまたはタ
ンパク質を得る方法。
【請求項１２】
　当該ジペプチドのＲ１および／またはＲ２が塩基性条件下での脱保護工程において除去
される、請求項１１に記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【請求項１３】
　水性媒体のｐＨがｐＨ８．７とｐＨ９．４の間である、請求項１１または１２に記載の
、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【請求項１４】
　当該ジペプチドが前記ポリペプチドまたはタンパク質のα－Ｎ末端と反応させられる、
請求項１１～１３のいずれか一項に記載のポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、非タンパク質新生アミノ酸を含むジペプチド、その製造方法、一または複数
の非タンパク新生アミノ酸を含むポリペプチドまたはタンパク質を産生するための当該ジ
ペプチドの使用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多くのポリペプチドおよびタンパク質は、医療行為に使用するために承認されている。
ポリペプチドおよびタンパク質は、組み換えＤＮＡ技術によって適切な宿主細胞において
産生され得るか、またはそれらは十分に確立されたペプチド合成技術によって合成的に製
造することができる。しかしながら、天然のポリペプチドおよびタンパク質は、ポリペプ
チドの高い血漿濃度が長期間にわたって必要とされる多くの臨床適応症にとって許容でき
ない高いクリアランス率を示す傾向がある。
【０００３】
　天然ポリペプチドおよびタンパク質は、その特定の特性を変更または増強するために、
天然の形態から、類似体および誘導体に変更されてもよい。（例えば、GLP－1ペプチドの
DPP－IVによる加水分解のような）加水分解に対して一定の保護を与えるために、例えば
、非タンパク質新生アミノ酸（すなわち、非天然アミノ酸）をポリペプチドまたはタンパ
ク質に添加または置換してもよい。
【０００４】
　例えば、N末端が改変されたGLP－1類似体などの一または複数の非タンパク質新生アミ
ノ酸を含むポリペプチドは、ポリペプチドまたはタンパク質に付加される各アミノ酸につ
いてカップリング工程に続いて脱保護工程が適用される段階的な方法で、化学合成を介し
ての非タンパク質新生アミノ酸を導入することによって調製することができた。
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【０００５】
　段階的合成は、しかしながら、時間がかかり、不便であり、多くの副生成物の形成につ
ながり、中間精製工程が必要とされることがあり、ヒスチジン残基のようないくつかのア
ミノ酸残基の有意の量のラセミ化を生じ得る。
【０００６】
　代替的には非タンパク質新生アミノ酸（non-proteogenic amino acid(s)）を含むペプ
チドフラグメントは残りのポリペプチドまたはタンパク質に結合されてもよく、例えばN
末端アミノ基と側鎖のアミノ基に保護された断片のような、完全に保護された断片がその
方法において用いられる。
【０００７】
　このようなペプチド断片は、しかしながら、その使用を制限する水性媒体に可溶性でな
いかもしれない。さらに、直交性の保護基がフラグメント中に存在する場合にはいくつか
の脱保護工程が必要になり、単離された場合には、合成手順の間に中間体の精製が必要で
あり、中間体の単離の問題が発生する可能性がある。
【０００８】
　WO2009/083549は非タンパク質新生アミノ酸を含有するGLP－1類似体および誘導体の調
製方法に関する。特許出願は、WO2007/147816A1およびWO2010/125079A2は、ペプチド断片
の合成カップリングに関する。Bourgault, S.らはPEPTIDES, vol. 29, no. 6(1), June 2
008, 919－932ページの中で、従来のペプチド化学の使用について記載している。
【０００９】
　一または複数の非タンパク質新生アミノ酸を含むポリペプチドを得るための改良された
方法で使用するためのペプチド断片が依然として必要とされている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】国際公開第WO2009/083549号パンフレット
【特許文献２】国際公開第WO2007/147816A1パンフレット
【特許文献３】国際公開第WO2010/125079A2パンフレット
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Bourgault, S.ら、PEPTIDES、vol. 29、no. 6(1)、June 2008, 919－93
2ページ
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明は、Chem.1：
【００１３】
【化１】

【００１４】
　〔式中、
R1は、Hまたはアミノ保護基であり、R2は、アミノ保護基であり;または
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R1は、取り外し可能なアルキル基であり、R2はHまたは取り外し可能なアルキル基であり;
または、
R1およびR2は一緒に環を形成しており;
R3は、H、または二級アンモニウムカチオン、三級アンモニウムカチオンまたはカルボキ
シレート基と塩を形成している金属カチオンであり；および
R4は存在しないか、または酸性塩である。〕
のジペプチドに関する。
【００１５】
　また、本発明のジペプチドの製造方法も意図される。
【００１６】
　さらに、一または複数の非タンパク質新生アミノ酸を含むポリペプチドまたはタンパク
質を得るための方法が記載され、該方法は本発明のジペプチドをポリペプチドまたはタン
パク質と反応させる工程を含んでいる。
【００１７】
　本発明はまた、例示的な実施形態の開示から明らかであろう更なる問題点を解決するこ
とができる。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本発明は、ジペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質にカップリングするのに適して
いる非タンパク質新生アミノ酸を含むジペプチドに関連している。
【００１９】
　一態様では、本発明のジペプチドは、遊離の保護されていないイミダゾリル部分を有す
る。一態様では、本発明のジペプチドは、カルボン酸塩の形態である。
【００２０】
　本発明の一態様では、ジペプチドは、Chem.1：
【００２１】
【化２】

【００２２】
　〔式中、
Ｒ１はHまたは例えばBoc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、dNBS、ivDd
eまたはNps等であるがこれらに限定されないアミノ保護基であり、Ｒ２はBoc、Trt、Bpoc
、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、dNBS、ivDdeまたはNps等であるがこれらに限定
されないアミノ保護基である；あるいは、
　 Ｒ１はベンジルまたはtert－ブチル等であるがこれらに限定されない取り外し可能な
アルキル基であり、Ｒ２はＨまたはベンジルもしくはtert－ブチル等であるがこれらに限
定されない取り外し可能なアルキル基であり；あるいは
　 Ｒ１とＲ２は一緒になってフタルイミドまたは１，３，５－ジオキサジン等であるが
これらに限定されない環を形成し；
Ｒ３は、Ｈ、二級アンモニウムカチオン、三級アンモニウムカチオンまたはアルカリ金属
カチオン若しくはアルカリ土類金属カチオン等の金属カチオンであってカルボキシレート
基と塩を形成し、
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Ｒ４は、存在しないか、またはTFA、HCl、HBrの塩または硫酸水素塩等であるがこれらに
限定されない酸性塩である〕のものである。
【００２３】
　本発明の一態様では、Ｒ１がＨであり、Ｒ２がBoc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Allo
c、oNBS、pNBS、dNBS、ivDdeまたはNps等であるがこれらに限定されないアミノ保護基で
あるか；あるいはＲ１とＲ２は一緒になってフタルイミドまたは１，３，５－ジオキサジ
ン等であるがこれらに限定されない環を形成し；あるいはＲ１はベンジルまたはtert－ブ
チル等であるがこれらに限定されない取り外し可能なアルキル基であり、Ｒ２はＨまたは
ベンジルもしくはtert－ブチル等であるがこれらに限定されない取り外し可能なアルキル
基である。
【００２４】
　一態様において、Ｒ１は、Ｈであり、Ｒ２はFmocなどであるが、これらに限定されない
塩基感受性保護基である。一態様において、Ｒ１はＨであり、Ｒ２はFmocである。
【００２５】
　本明細書において用いられる場合、用語「アミノ保護基」は、反応の間に全く同じアミ
ン上の反応を防止するためにアミン（機能性）の化学修飾によってジペプチドに導入され
るとペプチド化学の当業者に知られている保護基（代替用語：保護基）であると理解され
るべきである。
【００２６】
　本明細書において用いられる場合、用語「取り外し可能なアルキル基」とは、触媒性水
素化分解（catalytical hydrogenolysis）方法論によって除去することができるベンジル
基等であるがこれに限定されない、アルキル基と理解されるべきである。本発明の一態様
において、Ｒ１はベンジルであり、Ｒ２はＨである。
【００２７】
　Ｒ３は、水素、二級アンモニウムカチオン、三級アンモニウムカチオンまたは金属カチ
オンであり、ここで、前記二級アンモニウムカチオン、三級アンモニウムカチオンまたは
金属カチオンは、それが隣接しているカルボキシレート基と塩を形成する。本発明の一態
様において、金属カチオンはアルカリ金属カチオンまたはアルカリ土類金属カチオンであ
る。一態様において、Ｒ３はＨ、リチウムカチオン、ナトリウムカチオン、カリウムカチ
オン、マグネシウムカチオンおよびＮ，Ｎ－ジシクロヘキシルアンモニウムカチオン、Ｎ
，Ｎ－ジtert－ブチルアンモニウムカチオン等であるがこれらに限定されない二級アミン
から誘導されるカチオン、トリエチルアンモニウム等であるがこれらに限定されない三級
アミンから誘導されるカチオンからなる群より選択される。
【００２８】
　一態様において、Ｒ３はＨである。一態様において、Ｒ３は隣接するカルボキシレート
基と一緒になって一価の塩、二価の塩またはアミンから誘導される塩等であるがこれらに
限定されない塩を形成する。
【００２９】
　本発明の一態様によれば、Ｒ３は二級アンモニウムカチオン、三級アンモニウムカチオ
ン、またはアルカリ金属カチオン若しくはアルカリ土類金属カチオン等の金属カチオンで
あって、隣接するカルボキシレート基と塩を形成していてもよい。Ｒ３とカルボキシレー
ト基の間の塩は、例えば、リチウム塩、ナトリウム塩、カリウム塩、カルシウム塩等のア
ルカリ塩であるがこれらに限定されない一価の塩、カルシウム塩、マグネシウム塩、また
はＮ，Ｎ－ジシクロヘキシルアミン、Ｎ，Ｎ－ジtert－ブチルアミン等であるがこれらに
限定されない二級アミンから誘導される塩、またはトリエチルアミン等であるがこれらに
限定されない三級アミンから誘導される塩であってもよい。
【００３０】
　驚くべきことに、Ｒ３がＨであるか、二級アンモニウムカチオン、三級アンモニウムカ
チオンまたは隣接するカルボキシレート基と塩を形成する金属カチオンであり、Ｒ４が存
在しないか酸性塩である本発明のジペプチドは、例えばジペプチドがペプチドまたはポリ
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ペプチドと反応する水性アシル化反応において特に優れていることを本発明者らは発見し
た。
【００３１】
　本発明の一態様において、Ｒ４は存在しない。一態様において、Ｒ４はジペプチドと塩
を形成する酸性成分である。一態様において、Ｒ４は、TFA、HCl、HBrおよび硫酸水素塩
からなる群より選択される。一態様において、Ｒ４は、TFAである。
【００３２】
　一態様において、本発明のジペプチドはChem.2:
【００３３】
【化３】

【００３４】
　〔式中、＊は前記ジペプチドのキラル中心を示し、Ｒ４は存在しないかまたはTFA、HCl
、HBr若しくは硫酸水素塩等であるがこれらに限定されない酸性成分である〕のエナンチ
オマーまたはラセミジペプチドFmoc－His－Aib－OH。一態様において、Ｒ４はTFAである
。
【００３５】
　ここで、化合物試料中における「エナンチオマー」とは、一つの鏡像異性体、すなわち
Ｌ体またはＤ体が試料中で過多であると理解すべきである。ここで用いられる「ラセミ」
とは、Ｌ体とＤ体が化合物試料中で同じ量であると理解すべきである。非限定的な例とし
て、Chem.2のエナンチオマーFmoc－His－Aib－OHのヒスチジン残基はＬ－ヒスチジンであ
ってもＤ－ヒスチジンであってもよい。
【００３６】
　本発明の一態様において、Chem.1またはChem.2のジペプチドは当業者に知られている活
性化剤によって活性化される。一態様において、Chem.1またはChem.2のジペプチドはホス
ホニウム系カップリング試薬によって活性化される。一態様では、ホスホニウム系カップ
リング試薬は、ベンゾトリアゾール－1－イル－オキシ－トリス－（ジメチルアミノ）ホ
スホニウム　ヘキサフルオロホスフェート（ＢＯＰ）、（ベンゾトリアゾール－1－イル
オキシ）トリピロリジノホスホニウム　ヘキサフルオロホスフェート（ＰｙＢＯＰ）、（
７－アザベンゾトリアゾール－1－イルオキシ）トリピロリジノホスホニウム　ヘキサフ
ルオロホスフェート（ＰｙＡＯＰ）、６－クロロ―ベンゾトリアゾール－1－イル－オキ
シ－tris－ピロリジノホスホニウム　ヘキサフルオロホスフェート（ＰｙＣｌｏｃｋ）、
Ｏ－［（１－シアノ－２－エトキシ－２－オキソエチリデン）アミノ］－オキシトリ（ピ
ロリジン－1－イル）ホスホニウム　ヘキサフルオロホスフェート（ＰｙＯｘＰ）、Ｏ－
〔（１－シアノ－２－エトキシ－２－オキソエチリデン）アミノ〕－オキシトリ（ピロリ
ジン－1－イル）ホスホニウム　テトラフルオロボレート（ＰｙＯｘＢ）からなる群より
選択される。一態様では、ホスホニウム系カップリング試薬は、（ベンゾトリアゾール－
1－イルオキシ）トリピロリジノホスホニウム　ヘキサフルオロホスフェート（ＰｙＢＯ
Ｐ）である。
【００３７】
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　ここで、ホスホニウム系カップリング試薬は、インサイチュでカルボキシル酸と反応す
るとポリペプチドまたはタンパク質と反応する活性化されたカルボキシル酸を形成するホ
スホニウム塩を有するカップリング試薬であると理解すべきである。
【００３８】
　本発明のジペプチドは、驚くべきことに安定であり、貯蔵寿命が長い。
【００３９】
　本明細書で用いられる場合、用語「安定化された」または「安定」は、本発明のジペプ
チドについては、増加された化学的安定性、増加された物理的安定性または増加された物
理的および化学的安定性を有するジペプチドをいう。
【００４０】
　一態様において、本発明のジペプチドは、６週間以上の使用および２年以上の貯蔵にお
いて安定である。他の態様では、本発明のジペプチドは４週間以上の使用および２年以上
の貯蔵において安定である。更なる態様では、本発明のジペプチドは、４週間以上の使用
および３年以上の貯蔵において安定である。なおも更なる態様では、本発明のジペプチド
は２週間以上の使用および１年以上の貯蔵において安定である。
【００４１】
　本明細書において用いられる用語「周囲温度」とは周囲の温度を意味する。室内条件下
では、周囲温度は室温と同じであり、２５℃であってもよい。
【００４２】
　本発明のジペプチドは取り扱いがしやすく、脱保護および活性化工程等の化学修飾工程
の量が減らされていることにより、ペプチド化学の中でのその使用は従来の一工程ごとの
固相ペプチド合成に比較して容易である。
【００４３】
　一態様において、本発明のジペプチドは一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むポ
リペプチドまたはタンパク質を得るための方法において用いることができる。
【００４４】
　一態様において、本発明のジペプチドはジペプチドをポリペプチドまたはタンパク質に
共有結合的に結合させるための工程において用いられる。一態様において、ジペプチドは
、ポリペプチドまたはタンパク質のＮ－末端アミンにジペプチドを結合させるための工程
において用いられる。一態様において、ジペプチドはポリペプチドおよび／またはタンパ
ク質の化学基に属さない他の分子中の求核試薬にジペプチドを結合させるための工程にお
いて用いられる。
【００４５】
　一態様において、ジペプチドが結合するポリペプチドまたはタンパク質はタンパク質新
生アミノ酸からなる。すなわち、ジペプチドが結合するポリペプチドまたはタンパク質は
、いかなる非タンパク質新生アミノ酸も含まない。
【００４６】
　本発明の一態様では、Chem.1またはChem.2のジペプチドは当該ジペプチドをポリペプチ
ドまたはタンパク質に結合させてChem.1のジペプチドのカルボキシレート基、すなわちＲ
３を含む官能基若しくはChem.2のカルボキシル酸と、ポリペプチド若しくはタンパク質の
遊離アミンとの間に、アミド結合を形成するために用いられる。一態様において、Chem.1
またはChem.2のジペプチドは水性媒体中でポリペプチドまたはタンパク質と反応させると
Chem.1またはChem.2のジペプチドのカルボキシル酸とポリペプチドまたはタンパク質のＮ
末端アミンとの間にアミド結合が形成される。
【００４７】
　本発明の一態様では、Ｒ１および／またはＲ２はポリペプチドまたはタンパク質との反
応が完了した後に除去される。一態様では、Ｒ１および／またはＲ２は一つの化学的工程
で除去される。一態様では、Ｒ１および／またはＲ２は、反応媒体への塩基の添加を含む
脱保護工程において除去される。一態様では、Ｒ１および／またはＲ２は、反応媒体への
アミンの添加を含む脱保護工程において除去される。一態様では、Ｒ１および／またはＲ
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２は、反応媒体へのピペリジンの添加を含む脱保護工程において除去される。
【００４８】
　本発明の一態様では、Ｒ１および／またはＲ２はポリペプチドまたはタンパク質とのア
シル化反応の完了後にインサイチュで一つの化学的工程において除去される。
【００４９】
　一態様によれば、本発明のジペプチドは一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むポ
リペプチドまたはタンパク質を得るための方法において用いられてもよい。一態様におい
て、反応は溶液中で行われる。一態様において、本発明の活性化されたジペプチドは、水
性媒体中に溶解されたポリペプチドまたはタンパク質と反応させる。一態様において、カ
ップリング反応は、当分野の当業者に知られている固相ペプチド合成において行われる。
本発明者らが発見したところによれば、一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含み、そ
のＮ末端にヒスチジンを含むポリペプチドまたはタンパク質を得るための該方法を用いる
ことにより、ヒスチジン残基が全くラセミ化されていないか、僅かのみラセミ化されてい
るポリペプチドまたはタンパク質生成物が得られる。
【００５０】
　一態様によれば、一つ以上の非タンパク新生アミノ酸を含むポリペプチドまたはタンパ
ク質を得るための方法は、以下のステップを含む：
　１．ホスホニウム系のカップリング試薬でジペプチドを活性化する工程
 ２．活性化されたジペプチドをポリペプチドまたはタンパク質と反応させる工程
 ３．インサイチュで保護基を除去する工程
 これにより最終的なポリペプチドまたはタンパク質が得られる。
【００５１】
　一態様によれば、一つ以上の非タンパク新生アミノ酸を含むポリペプチドまたはタンパ
ク質を得るための方法は、以下のステップを含む：
　１．ホスホニウム系のカップリング試薬でChem.1またはChem.2のジペプチドを活性化す
る工程
 ２．活性化されたジペプチドをポリペプチドまたはタンパク質と反応させる工程
 ３．インサイチュで保護基を除去する工程
これにより最終的なポリペプチドまたはタンパク質が得られる。
【００５２】
　一態様によれば、活性化されたジペプチドは水性媒体中でポリペプチドまたはタンパク
質と反応させられる。本明細書において、用語「水性媒体」は任意の水系媒体、例えば水
、生理食塩水、糖溶液、輸液溶液、緩衝液、および任意の他の容易に入手可能な水ベース
の媒体を含む。また、水性媒体はジメチルホルムアミド（DMF）、N－メチル－2－ピロリ
ドン（NMP）、ジメチルアセトアミド（DMAC）、ジメチルスルホキシド（DMSO）、アセト
ニトリル、ジオキサン；例えば、ジメチルアセタール、ジエチルアセタール、または1,3
－ジオキソランのような水溶性アセタール；例えばメタノール、エタノール、プロパノー
ル、2－プロパノール、ブトキシ－2－エタノールのような水溶性アルコール等であるが、
それらに限定されない一つ以上の水溶性有機溶媒を含んでいてもよい。
【００５３】
　一態様では、活性化されたジペプチドがポリペプチドまたはタンパク質と反応する水性
媒体は、１００～１０％の水および０～９０％のさらなる溶媒を含み、ここでさらなる溶
媒の非限定的な例は、例えばＤＭＦ、ＮＭＰ、ＤＭＡＣ、ＤＭＳＯ、アセトニトリル、ジ
オキサン；例えばジメチルアセタール、ジエチルアセタールまたは１，３－ジオキソラン
等の水溶性アセタール；およびメタノール、エタノール、プロパノール、2－プロパノー
ル、ブトキシ－2－エタノールのような水溶性アルコールからなる群より選択されるもの
であってもよい。一態様では、水性媒体は８０～２０％の水、例えば６０～３０％の水を
含む。一態様では、水性媒体は５０～３０％の水を含む。一態様では、水性媒体は約５０
％の水を含む。一態様では、水性媒体は約４０％の水を含む。一態様では、水性媒体は約
３０％の水を含む。
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【００５４】
　本発明の一態様では、ジペプチドは、ペプチドまたはポリペプチドと反応させる水性媒
体に添加される前に、ＤＭＦ、ＮＭＰ、ＤＭＡＣ、ＤＭＳＯ、アセトニトリルおよびジオ
キサン等であるが、これらに限定されない、非プロトン性の有機溶媒またはそれらの混合
物に溶解される。
【００５５】
　本明細書において、用語「非プロトン性」は、大きな双極子モーメント、すなわち同じ
分子の中での同一分子内の部分的な正および負の部分電荷の分離、を有し、およびそれら
の負の双極子を介して、正に荷電した種を溶媒和する傾向にある、例えばアセトンまたは
ジクロロメタン等のような、溶媒について用いられる。非プロトン性溶媒の例は、ジクロ
ロメタン（ＤＣＭ）、テトラヒドロフラン（ＴＨＦ）、エチルアセテート、アセトン、Ｄ
ＭＦ、ＮＭＰ、ＤＭＡＣ、ＤＭＳＯ、アセトニトリル、ジオキサンおよびプロピレンカー
ボネートを含むがこれらに限定されない。
【００５６】
　一態様では、活性化されたジペプチドは、例えば、ＩＳＢＮ0－7167－7009－1「合成ペ
プチド」グレゴリー　Ａ．グラント編、等の、ペプチド化学の当業者に知られている手順
を用いて固相上でポリペプチドまたはタンパク質と反応させる。
【００５７】
　一態様では、ホスホニウム系カップリング試薬はＰｙＢＯＰである。一態様において、
保護基はＦｍｏｃである。一態様において、最終的なポリペプチドまたはタンパク質は、
溶液で得られる。
【００５８】
　一態様において、保護基は塩基性条件下で除去される。一態様ではほごきは少なくとも
７のｐＨで除去される。一態様では、保護基はピペリジン、ＤＢＵ（１，８－ジアザビシ
クロウンデカ－７－エン）またはtert－ブチルアミンによって除去される。
【００５９】
　本発明の一態様では、アシル化工程における水性反応混合物のpHをpH7および14との間
に調整する。一態様では、反応媒体のpHはpH8とpH13との間である。別の態様では、pHは
、pH8およびpH12の間である。別の態様では、pHは、pH8およびpH10の間である。別の態様
では、pHは、pH8.3およびpH9.7の間である。
【００６０】
　「反応混合物」は、本発明のジペプチドとポリペプチドまたはタンパク質を反応させる
際に用いられる溶媒および試薬の混合物であると理解すべきである。反応混合物は水性で
あってもよく、すなわち反応混合物中に水が存在していてもよい。
【００６１】
　反応混合物のpHは当業者に知られている手段で制御してもよい。例えば、単なるpH試験
紙（pHスティック）またはpHメーターをpHの測定に用い、手作業で酸または塩基を添加し
てpHを調整してもよく、または溶液のpHを制御することができるpHフィードバックメカニ
ズム付きのpHメーターを用いてもよい。
【００６２】
　pHの調整に適した酸には、塩酸、硫酸、硫酸水素塩、リン酸、クエン酸、酢酸が含まれ
るがこれらに限定されない。
【００６３】
　pHの調整に適した塩基には、トリエチルアミンまたはジイソプロピルエチルアミン、N
－メチルモルホリン等であるがこれらに限定されない第三級アミン塩基；水酸化リチウム
、水酸化ナトリウム、水酸化カリウムまたは水酸化セシウム等であるがこれらに限定され
ないアルカリ金属水酸化物；炭酸カリウム、炭酸ナトリウム、炭酸リチウム、炭酸水素カ
リウム、炭酸水素ナトリウムまたは炭酸水素リチウム等であるがこれらに限定されないア
ルカリ炭酸塩、が含まれるがこれらに限定されない。
【００６４】
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　本発明の一つの態様において、反応混合物は緩衝液を含む。本発明の一つの態様におい
て、緩衝液は、リン酸緩衝液、炭酸ナトリウム緩衝液、ビシンN，N－ビス（2－ヒドロキ
シエチル）グリシン緩衝液、HEPPS緩衝液（3－[4－（2－ヒドロキシエチル）－1－ピペラ
ジニル]プロパンスルホン酸緩衝液）、HEPPS緩衝液（4－（2－ヒドロキシエチル）－1－
ピペラジンエタンスルホン酸緩衝液）、MOPS緩衝液（3－（N－モルホリノ）プロパンスル
ホン酸緩衝液）およびTEA緩衝液（トリエチルアミン緩衝液）からなる群より選択される
。本発明の一つの態様において、反応混合液はTEA緩衝液（トリエチルアミン緩衝液）を
含む。
【００６５】
　反応混合物に添加する前に、ジペプチドは、活性化されてもよく、すなわち、ジペプチ
ドのカルボン酸官能基は、前記カルボン酸の活性化エステルに変換されてもよい。本発明
のジペプチドを活性化する際には、活性化工程における反応混合物の温度は－５℃から５
０℃の間であり、例えば０℃から５０℃の間である。一態様において、温度は５℃から４
０℃の間である。他の一態様において、温度は１０℃から３５℃の間である。さらなる態
様では、温度は１５℃から２５℃の間である。なおもさらなる態様では、活性化工程の間
、温度は約２０℃である。
【００６６】
　本発明のジペプチドがポリペプチドまたはタンパク質と反応する、アシル化工程の間の
反応混合物の温度は、－５℃から５０℃の間であり、例えば０℃から５０℃の間である。
一態様において、温度は５℃から４０℃の間である。他の一態様において、温度は１０℃
から３５℃の間である。さらなる態様では、温度は１５℃から２５℃の間である。なおも
さらなる態様では、活性化工程の間、温度は約２０℃である。
【００６７】
　用語「ポリペプチドまたはタンパク質」は、本明細書において、ペプチド結合によって
接続された少なくとも2つの構成アミノ酸からなる化合物を意味する。構成アミノ酸は遺
伝暗号によりコードされるアミノ酸（タンパク質新生アミノ酸）の群から選択することが
でき、これらは遺伝暗号によりコードされない天然のアミノ酸、ならびに合成アミノ酸（
非タンパク質新生アミノ酸）であってもよい。22のタンパク質新生アミノ酸は、アラニン
、アルギニン、アスパラギン、アスパラギン酸、システイン、シスチン、グルタミン、グ
ルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、ヒドロキシプロリン、イソロイシン、ロイシン、リ
ジン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、トリプトファン
、チロシンおよびバリンである。
【００６８】
　このように非タンパク新生アミノ酸は、ポリペプチド結合を介してポリペプチドまたは
タンパク質に組み込まれ得るが、タンパク質新生アミノ酸ではない部分である。例として
は、γ－カルボキシグルタミン酸、オルニチン、ホスホセリン、例えばD－アラニンおよ
びD－グルタミンなどのD－アミノ酸である。合成非タンパク質新生アミノ酸は、化学合成
により製造されたアミノ酸を含む、すなわち、例えば、D－アラニンおよびD－ロイシンの
ような遺伝暗号によりコードされるアミノ酸のD－異性体、Aib（α－アミノイソ酪酸）、
Abu（α－アミノ酪酸）、オルニチン、Dap（2,3－ジアミノプロピオン酸）、Dab（2,4－
ジアミノブタン酸）、Tle（tert－ブチルグリシン）、3－アミノメチル安息香酸、アント
ラニル酸、デス－アミノ－ヒスチジン、β－アラニン等などのアミノ酸のベータアナログ
、D－ヒスチジン、デスアミノ－ヒスチジン、2－アミノ－ヒスチジン、β－ヒドロキシ－
ヒスチジン、ホモヒスチジン、Ｎα－アセチル－ヒスチジン、α－フルオロメチル－ヒス
チジン、α－メチル－ヒスチジン、3－ピリジルアラニン、2－ピリジルアラニンまたは4
－ピリジルアラニン、（1－アミノシクロプロピル）カルボン酸、（1－アミノシクロブチ
ル）カルボン酸、（1－アミノシクロペンチル）カルボン酸、（1－アミノシクロヘキシル
）カルボン酸、（1－アミノシクロヘプチル）カルボン酸または（1－アミノシクロオクチ
ル）カルボン酸である。
【００６９】
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　本明細書においてポリペプチドまたはタンパク質について用いられる「類似体」は、ポ
リペプチドまたはタンパク質の一つ以上のアミノ酸残基が他のアミノ酸残基で置換されて
いるおよび／またはポリペプチドまたはタンパク質から一つ以上のアミノ酸残基が欠失し
ているおよび／またはポリペプチドまたはタンパク質に一つ以上のアミノ酸残基が付加さ
れている、改変されたポリペプチドまたはタンパク質を意味する。そのようなアミノ酸残
基の付加または欠失は、ポリペプチドまたはタンパク質のＮ末端および／またはポリペプ
チドまたはタンパク質のＣ末端で起こり得る。類似体を記載するためにしばしば簡単な系
が用いられる：例えば[Aib8，Arg34]ＧＬＰ－１（７－３７）は、自然発生の８位のアラ
ニンがα－アミノイソ酪酸に置換され、３４位のリジンがアルギニンに置換されているＧ
ＬＰ－１（７－３７）の類似体であることを示す。光学異性体が述べられていない全ての
アミノ酸はＬ異性体を意味すると理解されるべきである。本発明の一態様において、最大
１７のアミノ酸が改変されている。本発明の一態様において、最大１５のアミノ酸が改変
されている。本発明の一態様において、最大１０のアミノ酸が改変されている。本発明の
一態様において、最大８つのアミノ酸が改変されている。本発明の一態様において、最大
７つのアミノ酸が改変されている。本発明の一態様において、最大６つのアミノ酸が改変
されている。本発明の一態様において、最大５つのアミノ酸が改変されている。本発明の
一態様において、最大４つのアミノ酸が改変されている。本発明の一態様において、最大
３つのアミノ酸が改変されている。本発明の一態様において、最大２つのアミノ酸が改変
されている。本発明の一態様において、１つのアミノ酸が改変されている。
【００７０】
　本発明の一態様では、本発明の誘導体のC末端は、酸またはアミドのいずれかとして終
了することができる。一態様では、本発明の誘導体のC末端はアミドである。別の態様に
おいて、本発明の誘導体のC末端は酸である。
【００７１】
　本発明は、例えばグルカゴン様ペプチドおよびインスリンのような、糖尿病を治療する
たまに適した一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むポリペプチドまたはタンパク質
を作るのに特に適している。
【００７２】
　ジペプチドと反応させられるポリペプチドまたはタンパク質の一態様は、グルカゴン様
ペプチドである。
【００７３】
　本明細書で使用する用語「グルカゴン様ペプチド」は、ペプチド、エキセンディンおよ
びその類縁体のグルカゴンファミリーを意味する。ポリペプチドのグルカゴンファミリー
は、プレプログルカゴン遺伝子によってコードされ、高い程度の相同性を有する3つの小
さいポリペプチド、すなわちグルカゴン（1－29）、GLP－1（1－37）およびGLP－2（1－3
3）を包含している。エキセンディンは、トカゲにおいて発現されるポリペプチドであり
、GLP－1と同様に、インスリン分泌促進のものである。エキセンディンの例は、エキセン
ディン－3およびエキセンディン－4である。
【００７４】
　用語GLP－1、GLP－2、エキセンディン－3およびエキセンディン－4は、当業者に知られ
ている。例えば本明細書で用いられる「GLP－1化合物」または「GLP－1ペプチド」はヒト
GLP－1（7－37）、そのインスリン分泌性アナログおよびそのインスリン分泌性誘導体を
意味する。GLP－1アナログの非限定的な例としては、GLP－1（7－36）アミド、Arg34－GL
P－1（7－37）、Aib8Arg34－GLP－1（7－37）、Gly8－GLP－1（7－37）、Val8－GLP－1（
7－36）－アミドおよびVal8Asp22－GLP－1（7－37）である。GLP－1誘導体の非限定的な
例は、デスアミノ－His7、Arg26、Lys34(Nε－(γ－Glu(Nα－hexadecanoyl)))－GLP－1(
7－37)、デスアミノ－His7、Arg26、Lys34(Nε－octanoyl)－GLP－1(7－37)、Arg26,34、
Lys38(Nε－(ω－カルボキシペンタdecanoyl))－GLP－1(7－38)、Arg26,34、Lys36(Nε－
(γ－Glu(Nα－hexadecanoyl)))－GLP－1(7－36)および Arg34、 Lys26(Nε－(γ－Glu(N
α－hexadecanoyl)))－GLP－1(7－37)である。
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【００７５】
　当分野で確立された慣習では、ＧＬＰの命名法は７位に参照されるヒスチジン残基から
始め、続くアミノ酸残基はそれに応じて番号付けられ、グリシン３７で終わる。したがっ
て、一般的に、本明細書におけるいかなるＧＬＰ－１（７－３７）配列のアミノ酸残基番
号または位置番号も、７位のＨｉｓで始まり３７位のＧｌｙで終わる。本発明の誘導体の
ＧＬＰ－１類似体はｉ）変更されたアミノ酸残基に対応する天然のＧＬＰ－１（７－３７
）におけるアミノ酸残基の番号、およびii）実際の変化、を参照することによって記載す
ることができる。
【００７６】
　一態様では、本発明に係るグルカゴン様ペプチドは保護されたジペプチジルアミノペプ
チダーゼＩＶである。他の態様では本発明に係るグルカゴン様ペプチドは保護されたジペ
プチジルアミノペプチダーゼＩＶである。
【００７７】
　本明細書で用いられる用語「保護されたジペプチジルアミノペプチダーゼIV」は、グル
カゴン様ペプチド、例えばジペプチジルアミノペプチダーゼIV（ＤＰＰ－ＩＶ）に対して
天然の化合物、例えばＧＬＰ－１（７－３７）より耐性があるＧＬＰ類似体である。その
ような保護は天然の化合物の突然変異および／または誘導体化によって得ることができる
。ジペプチジルアミノペプチダーゼIVによる分解に対するGLP－1化合物の耐性は次の分解
アッセイによって決定される。
【００７８】
　GLP－1化合物（5 nmol）のアリコートを、ｐＨ７．４の０．１Ｍのトリエチルアミン－
ＨＣｌ緩衝液１００μＬ中で、５ｍＵの酵素活性に相当する１μＬの精製したジペプチジ
ルアミノペプチダーゼＩＶと一緒に１０～１８０分インキュベートする。酵素反応を１０
％トリフルオロ酢酸５μＬの添加により終了させ、ポリペプチドの分解産物を分離し、Ｈ
ＰＬＣ解析で定量する。この解析を行うための一つの方法は以下のとおりである。混合物
をＶｙｄａｃ　Ｃ１８ワイドポア（30nm孔、５μｍ粒子）250×4.6ｍｍカラムに置き、流
速１ｍｌ／分で、アセトニトリルの０．１％トリフルオロ酢酸中の線形段階的勾配（０％
アセトニトリルで３分、０－２４％アセトニトリルで１７分、２４－４８％アセトニトリ
ルで１分）で、Siegel ら, Regul. Pept. 1999;79: 93－102 および Mentlein ら、 Eur.
 J. Biochem. 1993;214: 829－35にしたがって溶出する。ポリペプチドおよびそれらの分
解産物は220nm（ペプチド結合）または280nm（芳香族アミノ酸）での吸収によってモニタ
ーすることができ、標準に対するそれらのピークエリアの積分によって定量することがで
きる。ジペプチジルアミノペプチダーゼIVによるGLP－1化合物の加水分解速度は、加水分
解されるGLP－1化合物が10％未満になるインキュベーション時間で推定される。
【００７９】
　本明細書で用いられる、グルカゴン様ペプチドについての「インスリン分泌性」という
用語は、増加した血漿グルコースレベルに応答してインスリンの分泌を刺激する能力を意
味する。インスリン分泌性のグルカゴン様ペプチドはＧＬＰ－１受容体のアゴニストであ
る。化合物のインスリン分泌特性は、当技術分野で公知のインビトロまたはインビボアッ
セイによって決定することができる。以下のインビトロアッセイは、例えばグルカゴン様
ペプチドのようなインスリン分泌性化合物の性質を決定するために使用することができる
。好ましくは、インスリン分泌性化合物は、下記のアッセイにおいてEC50値が5nM未満を
示し、さらにより好ましくはEC50値が500pM未満を示す。
【００８０】
　クローニングされたヒトGLP－1受容体（BHK 467－12A）を発現するベビーハムスター腎
臓（BHK）細胞を、100IU/mLのペニシリン、100μＬ／ｍＬのストレプトマイシン、10％ウ
シ胎児血清および1mg/mLのジェネテシンG－418（Life Technologies）を添加したDMEM培
地中で培養した。原形質膜は緩衝液（10 mM Tris－HCl、 30 mM NaCl および1 mMジチオ
トレイトール、 pH 7.4、加えて5 mg/mL ロイペプチン(Sigma)、 5 mg/L ペプスタチン (
Sigma)、100 mg/L バシトラシン (Sigma)、 および16 mg/L アプロチニン (Calbiochem－
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Novabiochem、La Jolla、CA)中で均質化することによって調製する。ホモジネートを41％
W /vのスクロース層の上で遠心分離する。二つの層の間のホワイトバンドを緩衝液に希釈
し、遠心分離する。原形質膜は、使用するまで－８０℃で保存する。
【００８１】
　機能的レセプターアッセイは、インスリン分泌性ペプチドまたはインスリン分泌性化合
物による刺激に対する応答としてcAMPを測定することにより行われる。インキュベーショ
ンは、140mLの総容量で、以下の最終濃度で96ウェルマイクロタイタープレートで実施す
る：50のトリス－HCl、1mMのEGTA、1.5 mMの硫酸マグネシウム、1.7 mMのATP、20mMのGTP
、2mMの3－イソブチル－1－メチルキサンチン（IBMX）、0.01％w/vのトゥイーン20、pH7.
4。化合物を溶解させ、緩衝液で希釈する。GTPは新たに各実験のために調製する：2.5μg
の膜を各ウェルに添加し、混合物を室温で振とうしながら暗闇の中で90分間インキュベー
トする。反応を25mLの0.5MHClの添加によって停止させる。形成されたcAMPはシンチレー
ション近接アッセイ（RPA 542、Amersham社、UK）によって測定する。用量反応曲線は、
化合物ごとにプロットされ、EC50値はGraphPad Prismソフトウェアを用いて計算される。
【００８２】
　本明細書で用いられる用語「インスリン分泌性化合物のプロドラッグ」は、本明細書で
患者への投与後にインスリン分泌性化合物に変換される化学的に修飾された化合物を意味
する。このようなプロドラッグは、典型的には、インスリン分泌性化合物のアミノ酸拡張
バージョンまたはエステルである。
【００８３】
　本明細書で使用する用語「エキセンディン－4化合物」は、エキセンディン－4（1－39
）そのインスリン分泌性断片、そのインスリン分泌性類似体およびそのインスリン分泌性
誘導体として定義される。エキセンディン－4のインスリン分泌性断片は、全配列がエキ
センディン－4の中に見つけることができ、少なくとも一つの末端アミノ酸が削除されて
いるインスリン分泌性ポリペプチドである。エキセンディン－4（1－39）のインスリン分
泌性断片の例は、エキセンジン－4（1－38）およびエキセンディン－4（1－31）である。
化合物のインスリン分泌特性は、当技術分野で周知のインビボまたはインビトロアッセイ
によって決定することができる。例えば、化合物を動物に投与して経時的にインスリン濃
度をモニターしてもよい。
【００８４】
　エキセンディン－4（1－39）のインスリン分泌性類似体は、アミノ酸残基の一または複
数が他のアミノ酸残基で交換され、および/または1つ以上のアミノ酸残基が欠失したおよ
び/またはより一または複数のアミノ酸残基が添加された分子であるが、ただし当該類似
体はインスリン分泌性であるか、またはインスリン分泌性化合物のプロドラッグである。
エキセンディン－4（1－39）のインスリン分泌性類似体の例は、２位と３位のアミノ酸残
基がそれぞれセリンおよびアスパラギン酸で置換されているSer2Asp3－エキセンディン－
4(1－39)である（この特定の類似体はエキセンディン－３として当分野で知られている）
。エキセンディン－4（1－39）のインスリン分泌性誘導体およびその類似体は、当業者が
これらのペプチドの誘導体であると考えるものであり、即ち、親ペプチド分子には存在し
ない少なくとも一つの置換基を有し、但し、その誘導体はインスリン分泌性であるか、イ
ンスリン分泌性化合物のプロドラッグのいずれかである。置換基の例は、アミド、炭水化
物、アルキル基、エステル、および親油性置換基である。
【００８５】
　本明細書で用いられる用語「安定なエキセンディン－４」は化学的に改変されたエキセ
ンディン－４（１－３９）すなわち、従来の方法で決定したインビボ血漿排除半減期がヒ
トにおいて少なくとも１０時間である類似体または誘導体である。
【００８６】
　本明細書で使用する用語「ジペプチジルアミノペプチダーゼIV保護されたエキセンディ
ン－4化合物」は、ジペプチジルアミノペプチダーゼIV保護されたＧＬＰ－１化合物の定
義に記載されているアッセイによって決定される、エキセンディン－4よりも血漿ペプチ
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ダーゼジペプチジルアミノペプチダーゼIV（DPP－IV）に対してより耐性であるエキセン
ディン－4化合物を意味する。
【００８７】
　GLP－1類似体は、例えば天然発生のGLP－1（7－37）の34位のLysがArgに置換されてい
るものであってもよい。
【００８８】
　また、インスリン分泌性ペプチドの前駆体または中間体の誘導体も、本発明によってカ
バーされる。
【００８９】
　本発明の一態様において、グルカゴン様ペプチドはインスリン分泌性である。さらなる
態様においてインスリン分泌性グルカゴン様ペプチドは、GLP－1、GLP－2、エキセンディ
ン－4、エキセンディン－3およびそれらの類似体および誘導体からなる群より選択される
。
【００９０】
　タンパク質ベース薬物の立体配座の安定性は、生物学的活性の維持のため、および変性
およびフィブリル化による構造の不可逆的な損失を最小にするために、重要である。特に
大規模なインスリン分泌性ポリペプチドおよびタンパク質は、複雑なフォールディングパ
ターンによるコンホメーション変化に関して不安定である。また、ＧＬＰ－１のようなフ
ィブリル化の歴史が知られているインスリン分泌性ポリペプチドは、三次構造（すなわち
溶融球状状態の形成）の不安定化に特に敏感である。
【００９１】
　一態様において、本発明に係るグルカゴン様ペプチドの構成アミノ酸は、遺伝暗号によ
りコードされるアミノ酸の群から選択することができ、それらは、遺伝コードによってコ
ードされない天然アミノ酸並びに合成アミノ酸であってもよい。遺伝暗号によりコードさ
れない天然アミノ酸は、例えばヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタミン酸、オル
ニチン、ホスホセリン、D－アラニンおよびD－グルタミンである。合成アミノ酸は、化学
合成により製造されたアミノ酸を含み、すなわち例えば、D－アラニンおよびD－ロイシン
のような遺伝暗号によりコードされるアミノ酸のD－異性体、Aib（α－アミノイソ酪酸）
、Abu（α－アミノ酪酸）、Tle（tert－ブチルグリシン）、β－アラニン、3－アミノメ
チル安息香酸、アントラニル酸である。
【００９２】
　本発明の一態様では、本発明のジペプチドと反応させるグルカゴン様ペプチドは、GLP
－1ポリペプチドである。さらなる態様において、GLP－1ポリペプチドは、WO2006/005667
、WO2005/027978、WO2011/080103またはWO2006/097537に記載された側鎖を有するGLP－1
ペプチドである。一態様では、GLP－1ポリペプチドはWO2006/005667、WO2005/027978、WO
2011/080103またはWO2006/097537に記載された側鎖を有するGLP－1(9－37); Arg34－GLP
－1(9－37); Aib22、Arg34－GLP－1(9－37); Arg34、Pro37－GLP－1(9－37) または Aib2
2,27,30,35、Arg34、Pro37－ GLP－1(9－37)アミドである。一態様では、GLP－1ポリペプ
チドはWO2011/080103　84頁24行～95頁2行に記載されたＧＬＰ－１ペプチド、またはWO20
06/097537　19頁25行～22頁4行に記載されたGLP－1類似体である。
【００９３】
　別の態様では、本発明に係るジペプチドと反応させるグルカゴン様ペプチドは、以下か
らなる群：
Arg34－GLP－1(9－37);
Aib22,Arg34－GLP－1(9－37);
Arg34, Pro37－GLP－1(9－37);
Aib,22,27,30,35,Arg34,Pro37－GLP－1(9－37)アミド;
NΣ２６－[2－(2－{2－[10－(4－カルボキシフェノキシ)デカノイルアミノ]エトキシ}エ
トキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[10－(4－カルボキシフェノキシ)デカノイ
ルアミノ]エトキシ}エトキシ)アセチル]－[Arg34,Lys37]GLP－1(9－37)－ペプチド;
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NΣ２６{2－[2－(2－{2－[2－(2－{(S)－4－カルボキシ－4－[10－(4－カルボキシフェノ
キシ)－デカノイルアミノ]－ブチリルアミノ}－エトキシ)－エトキシ]－アセチルアミノ}
エトキシ)エトキシ]アセチル}, NΣ３７－{2－[2－(2－{2－[2－(2－{(S)－4－カルボキ
シ－4－[10－(4－カルボキシフェノキシ)－デカノイルアミノ]－ブチリルアミノ}－エト
キシ)－エトキシ]－アセチルアミノ}－エトキシ)－エトキシ]－アセチル}－[Arg34,Lys37

]GLP－1(9－37)－ペプチド;
NΣ２６－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(15－カルボキシペンタデ
カノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチルアミノ]－エトキ
シ}－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ
－4－(15－カルボキシペンタデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキ
シ)－アセチルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル][Arg34,Lys37]GLP－1(9－37)
－ペプチドアミド;
NΣ２６－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(11－カルボキシウンデカ
ノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチルアミノ]－エトキシ}
－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4
－(11－カルボキシウンデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－
アセチルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル]－[Arg34,Lys37]－GLP－1(9－37)－
ペプチドアミド;
NΣ２６－[2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(13－カルボキシトリデカノイルア
ミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－[2－(2－{2
－[(S)－4－カルボキシ－4－(13－カルボキシトリデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]
－エトキシ}－エトキシ)アセチル][Arg34,Lys37]GLP－1(9－37)－ペプチドアミド;
NΣ26 (17－カルボキシヘプタデカノイル)－[Arg34]GLP－1－(9－37)－ペプチド;
NΣ26－(19－カルボキシノナデカノイル)－[Arg34]GLP－1－(9－37)－ペプチド;
NΣ26－[2－(2－[2－(2－[2－(2－[4－(17－カルボキシヘプタデカノイルアミノ)－4(S)
－カルボキシブチリルアミノ]－エトキシ)－エトキシ]－アセチルアミノ)－エトキシ]エ
トキシ)アセチル][Arg34]GLP－1－(9－37)ペプチド;および
NΣ26－[2－(2－[2－(2－[2－(2－[4－(21－カルボキシウンエイコサノイルアミノ)－4(S
)－カルボキシブチリルアミノ]－エトキシ)－エトキシ]－アセチルアミノ)－エトキシ]エ
トキシ)アセチル][Arg34]GLP－1－(9－37)ペプチド
から選択されるaGLP－1ポリペプチドである。
【００９４】
　別の態様では、本発明に係るジペプチドと反応させるグルカゴン様ペプチドは、以下か
らなる群：
Arg34－GLP－1(9－37);
Aib22,Arg34－GLP－1(9－37);
Arg34,　Pro37－GLP－1(9－37);および
Aib,22,27,30,35,Arg34,Pro37－GLP－1(9－37)アミド
から選択されるaGLP－1ポリペプチドである。
【００９５】
　別の態様では、本発明に係るジペプチドと反応させるグルカゴン様ペプチドは、以下：
NΣ２６－[2－(2－{2－[10－(4－カルボキシフェノキシ)デカノイルアミノ]エトキシ}エ
トキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[10－(4－カルボキシフェノキシ)デカノイ
ルアミノ]エトキシ}エトキシ)アセチル]－[Arg34,Lys37]GLP－1(9－37)－ペプチド;
NΣ２６{2－[2－(2－{2－[2－(2－{(S)－4－カルボキシ－4－[10－(4－カルボキシフェノ
キシ)－デカノイルアミノ]－ブチリルアミノ}－エトキシ)－エトキシ]－アセチルアミノ}
エトキシ)エトキシ]アセチル}, NΣ３７－{2－[2－(2－{2－[2－(2－{(S)－4－カルボキ
シ－4－[10－(4－カルボキシフェノキシ)－デカノイルアミノ]－ブチリルアミノ}－エト
キシ)－エトキシ]－アセチルアミノ}－エトキシ)－エトキシ]－アセチル}－[Arg34,Lys37

]GLP－1(9－37)－ペプチド;
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NΣ２６－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(15－カルボキシペンタデ
カノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチルアミノ]－エトキ
シ}－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ
－4－(15－カルボキシペンタデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキ
シ)－アセチルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル][Arg34,Lys37]GLP－1(9－37)
－ペプチドアミド;
NΣ２６－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(11－カルボキシウンデカ
ノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチルアミノ]－エトキシ}
－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4
－(11－カルボキシウンデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－
アセチルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル]－[Arg34,Lys37]－GLP－1(9－37)－
ペプチドアミド;および
NΣ２６－[2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(13－カルボキシトリデカノイルア
ミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－[2－(2－{2
－[(S)－4－カルボキシ－4－(13－カルボキシトリデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]
－エトキシ}－エトキシ)－アセチル]－[Arg34,Lys37]GLP－1(9－37)－ペプチドアミド
からなる群から選択されるGLP－1ポリペプチドである。
【００９６】
　別の態様では、本発明に係るジペプチドと反応させるグルカゴン様ペプチドは、以下
NΣ26－(17－カルボキシヘプタデカノイル)－[Arg34]GLP－1－(9－37)－ペプチド;
NΣ26－(19－カルボキシノナデカノイル)－[Arg34]GLP－1－(9－37)－ペプチド;
NΣ26－[2－(2－[2－(2－[2－(2－[4－(17－カルボキシヘプタデカノイルアミノ)－4(S)
－カルボキシブチリルアミノ]－エトキシ)－エトキシ]－アセチルアミノ)エトキシ]エト
キシ)アセチル][Arg34]GLP－1－(9－37)ペプチド;および
NΣ26－[2－(2－[2－(2－[2－(2－[4－(21－カルボキシウンエイコサノイルアミノ)－4(S
)－カルボキシブチリルアミノ]－エトキシ)－エトキシ]－アセチルアミノ)－エトキシ]エ
トキシ)アセチル][Arg34]GLP－1－(9－37)ペプチド
からなる群から選択されるGLP－1ポリペプチドである。
【００９７】
　一態様では、一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むグルカゴン様ペプチドは本発
明の方法によって得られる。他の態様では、本発明の方法によって得られる一つ以上の非
タンパク質新生アミノ酸を含むグルカゴン様ペプチドは一つ以上の非タンパク質新生アミ
ノ酸を含むＧＬＰ－１ペプチドである。一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むＧＬ
Ｐ－１ペプチドは、一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含み、ＧＬＰ－１ペプチドは
WO2006/005667、WO2005/027978、WO2011/080103またはWO2006/097537に記載された側鎖を
有するＧＬＰ－１ペプチドである。一態様では、一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を
含むＧＬＰ－１ペプチドは、WO2006/005667、WO2005/027978、WO2011/080103またはWO200
6/097537に記載された側鎖を有するAib8,Arg34－GLP－1(7－37); Aib8,22,Arg34－GLP－1
(7－37); Aib8,Arg34, Pro37－GLP－1(7－37)またはAib8,22,27,30,35,Arg34,Pro37－ GL
P－1 (7－37)アミドである。一態様では、一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むGL
P－1ペプチドはWO2011/080103　84頁24行～95頁2行に記載されたＧＬＰ－１ペプチド、ま
たはWO2006/097537　19頁25行～22頁4行に記載されたGLP－1類似体である。
【００９８】
　一態様では、一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むGLP－1ペプチドは以下：
Aib8,Arg34－GLP－1(7－37);
Aib8,22,Arg34－GLP－1(7－37);
Arg34－GLP－1(7－37);
Aib8,Arg34, Pro37－GLP－1(7－37);
Aib8,22,27,30,35,Arg34,Pro37－GLP－1(7－37)アミド;
NΣ２６－[2－(2－{2－[10－(4－カルボキシフェノキシ)デカノイルアミノ]エトキシ}エ
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トキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[10－(4－カルボキシフェノキシ)デカノイ
ルアミノ]エトキシ}エトキシ)アセチル]－[Aib8,Arg34,Lys37]GLP－1(7－37)－ペプチド;
NΣ２６－{2－[2－(2－{2－[2－(2－{(S)－4－カルボキシ－4－[10－(4－カルボキシフェ
ノキシ)－デカノイルアミノ]－ブチリルアミノ}－エトキシ)－エトキシ]－アセチルアミ
ノ}エトキシ)エトキシ]アセチル}, NΣ３７－{2－[2－(2－{2－[2－(2－{(S)－4－カルボ
キシ－4－[10－(4－カルボキシフェノキシ)－デカノイルアミノ]－ブチリルアミノ}－エ
トキシ)－エトキシ]－アセチルアミノ}－エトキシ)－エトキシ]－アセチル}－[Aib8,Arg3
4,Lys37]GLP－1(7－37)－ペプチド;
NΣ２６－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(15－カルボキシペンタデ
カノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチルアミノ]－エトキ
シ}－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ
－4－(15－カルボキシペンタデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキ
シ)－アセチルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル][Aib8,Arg34,Lys37]GLP－1(7
－37)－ペプチドアミド;
NΣ２６－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(11－カルボキシウンデカ
ノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチルアミノ]－エトキシ}
－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4
－(11－カルボキシウンデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－
アセチルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル]－[Aib8,Arg34,Lys37]－GLP－1(7－
37)－ペプチドアミド;
NΣ２６－[2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(13－カルボキシトリデカノイルア
ミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－[2－(2－{2
－[(S)－4－カルボキシ－4－(13－カルボキシトリデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]
－エトキシ}－エトキシ)－アセチル]－[Aib8,Arg34,Lys37]GLP－1(7－37)－ペプチドアミ
ド;
NΣ26 (17－カルボキシヘプタデカノイル)－[Aib8,Arg34]GLP－1－(7－37)－ペプチド;
NΣ26－(19－カルボキシノナデカノイル)－[Aib8,Arg34]GLP－1－(7－37)－ペプチド;
NΣ26－[2－(2－[2－(2－[2－(2－[4－(17－カルボキシヘプタデカノイルアミノ)－4(S)
－カルボキシブチリルアミノ]－エトキシ)－エトキシ]アセチルアミノ)エトキシ]エトキ
シ)アセチル][Aib8,Arg34]GLP－1－(7－37)ペプチド;および
NΣ26－[2－(2－[2－(2－[2－(2－[4－(21－カルボキシウンエイコサノイルアミノ)－4(S
)－カルボキシブチリルアミノ]－エトキシ)－エトキシ]－アセチルアミノ)－エトキシ]－
エトキシ)－アセチル]－[Aib8,Arg34]GLP－1－(7－37)ペプチド
からなる群より選択される。
【００９９】
　一態様では、一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むGLP－1ペプチドは以下：
Aib8,Arg34－GLP－1(7－37);
Aib8,22,Arg34－GLP－1(7－37);
Arg34－GLP－1(7－37);
Aib8,Arg34, Pro37－GLP－1(7－37);および
Aib8,22,27,30,35,Arg34,Pro37－GLP－1(7－37)アミド
からなる群より選択される。
【０１００】
　一態様では、一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むGLP－1ペプチドは以下：
NΣ２６－[2－(2－{2－[10－(4－カルボキシフェノキシ)デカノイルアミノ]エトキシ}エ
トキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[10－(4－カルボキシフェノキシ)デカノイ
ルアミノ]エトキシ}エトキシ)アセチル]－[Aib8,Arg34,Lys37]GLP－1(7－37)－ペプチド;
NΣ２６－{2－[2－(2－{2－[2－(2－{(S)－4－カルボキシ－4－[10－(4－カルボキシフェ
ノキシ)－デカノイルアミノ]－ブチリルアミノ}－エトキシ)－エトキシ]－アセチルアミ
ノ}エトキシ)エトキシ]アセチル}, NΣ３７－{2－[2－(2－{2－[2－(2－{(S)－4－カルボ
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キシ－4－[10－(4－カルボキシフェノキシ)－デカノイルアミノ]－ブチリルアミノ}－エ
トキシ)－エトキシ]－アセチルアミノ}－エトキシ)－エトキシ]－アセチル}－[Aib8,Arg3
4,Lys37]GLP－1(7－37)－ペプチド;
NΣ２６－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(15－カルボキシペンタデ
カノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチルアミノ]－エトキ
シ}－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ
－4－(15－カルボキシペンタデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキ
シ)－アセチルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル][Aib8,Arg34,Lys37]GLP－1(7
－37)－ペプチドアミド;
NΣ２６－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(11－カルボキシウンデカ
ノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチルアミノ]－エトキシ}
－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4
－(11－カルボキシウンデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－
アセチルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル]－[Aib8,Arg34,Lys37]－GLP－1(7－
37)－ペプチドアミド;
NΣ２６－[2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－(13－カルボキシトリデカノイルア
ミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル], NΣ３７－[2－[2－(2－{2
－[(S)－4－カルボキシ－4－(13－カルボキシトリデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]
－エトキシ}－エトキシ)－アセチル]－[Aib8,Arg34,Lys37]GLP－1(7－37)－ペプチドアミ
ド;
NΣ26－(17－カルボキシヘプタデカノイル)－[Aib8,Arg34]GLP－1－(7－37)－ペプチド;
NΣ26－(19－カルボキシノナデカノイル)－[Aib8,Arg34]GLP－1－(7－37)－ペプチド;
NΣ26－[2－(2－[2－(2－[2－(2－[4－(17－カルボキシヘプタデカノイルアミノ)－4(S)
－カルボキシブチリルアミノ]－エトキシ)－エトキシ]アセチルアミノ)エトキシ]エトキ
シ)アセチル][Aib8,Arg34]GLP－1－(7－37)ペプチド;および
NΣ26－[2－(2－[2－(2－[2－(2－[4－(21－カルボキシウンエイコサノイルアミノ)－4(S
)－カルボキシブチリルアミノ]－エトキシ)－エトキシ]－アセチルアミノ)－エトキシ]－
エトキシ)－アセチル]－[Aib8,Arg34]GLP－1－(7－37)ペプチド
からなる群より選択される。
【０１０１】
　ペプチドおよびタンパク質の製造は当分野でよく知られている。ペプチドまたはタンパ
ク質は例えば伝統的なペプチド合成、例えばt－BocまたはFmoc化学を用いた固相ペプチド
合成法や十分に確立された他の技術等の伝統的なペプチド合成法によって製造してもよく
、例えばGreene and Wuts, “Protective Groups in Organic Synthesis”, John Wiley 
& Sons, 1999、 “Organic Synthesis on solid Phase”, Florencio Zaragoza Dorwald,
 Wiley－VCH Verlag GmbH, D－69469 Weinheim, 2000、 “Novabiochem Catalog”, Merc
k Biosciences 2006/2007 および “Fmoc Solid Phase Peptide Synthesis”, Edited by
 W.C. Chan and P.D. White, Oxford University Press, 2000, ISBN 0－19－963724－5
を参照してもよい。ペプチドまたはタンパク質は、ペプチドまたはタンパク質をコードす
るＤＮＡ配列を含み、前記ペプチドまたはタンパク質の発現を可能にする条件下の好適な
栄養培地において前記ペプチドまたはタンパク質を発現することができるホスト細胞を培
養することを含む方法によって製造することもできる。非天然アミノ酸残基を含むペプチ
ドまたはタンパク質のためには、組み換え細胞を、例えばtRNA変異体を用いることによっ
て、前記非天然アミノ酸が前記ペプチドまたはタンパク質に取り込まれるように改変すべ
きである。
【０１０２】
　本明細書において用いられる「約」または「およそ」とは、プラスまたはマイナス10％
や、ｐＨ値についてのプラスまたはマイナス0.2または温度についてプラスマイナス5℃の
ように、記載された数値の合理的な近傍を意味する。
【発明を実施するための形態】
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【０１０３】
　以下は、本発明に係る実施形態の非限定的なリストである。
【０１０４】
　１．Ｃｈｅｍ．１：
【０１０５】
【化４】

【０１０６】
　〔式中、
Ｒ１はＨまたはアミノ保護基であり、Ｒ２はアミノ保護基であるか；または
　Ｒ１は取り外し可能なアルキル基であり、Ｒ２はＨまたは取り外し可能なアルキル基で
あるか；または、
　Ｒ１およびＲ２は一緒に管を形成しており；
Ｒ３はＨであるか、またはカルボキシレート基と塩を形成する、二級アンモニウムカチオ
ン、三級アンモニウムカチオン若しくは金属カチオンであり、
Ｒ４は存在しないか、または酸性塩である〕
のジペプチド。
【０１０７】
　２．アミノ保護基が、Boc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、dNBS、i
vDdeおよびNpsからなる群より選択される、実施形態１のジペプチド。
【０１０８】
　３．取り外し可能なアルキル基が、以下：
ベンジルおよびtert－ブチル
からなる群より選択される、実施形態１または２のジペプチド。
【０１０９】
　４．Ｒ１およびＲ２が一緒になって環を形成している場合、一緒になって形成される環
が、以下：
ファタルイミドおよび１，３，５－ジオキサジン
からなる群より選択される、実施形態１～３のいずれかのジペプチド。
【０１１０】
　５．Ｒ１がＨであるか、またはBoc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS
、dNBS、ivDdeおよびNpsからなる群より選択されるアミノ保護基であり、Ｒ２がBoc、Trt
、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、dNBS、ivDdeおよびNpsからなる群より選
択されるアミノ保護基であるか；または
Ｒ１がベンジルおよびtert－ブチルからなる群より選択される取り外し可能なアルキル基
であって、Ｒ２がＨであるか、またはベンジルおよびtert－ブチルからなる群より選択さ
れる取り外し可能なアルキル基であるか；または
Ｒ１およびＲ２は一緒になって、ファタルイミドおよび１，３，５－ジオキサジンからな
る群より選択される環を形成しており；
Ｒ３はＨであるか、またはカルボキシレート基と塩を形成する、二級アンモニウムカチオ
ン、三級アンモニウムカチオン、アルカリ金属カチオン若しくはアルカリ土類金属カチオ
ンであり；
Ｒ４は存在しないか、またはＴＦＡの塩、ＨＣｌの塩、ＨＢｒの塩および硫酸水素塩の塩
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からなる群より選択される酸性塩である、実施形態１～４のいずれか一つのジペプチド。
【０１１１】
　６．Ｒ１がＨであるか、またはBoc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS
、dNBS、ivDdeおよびNpsからなる群より選択されるアミノ保護基であり、
Ｒ２がBoc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、dNBS、ivDdeおよびNpsか
らなる群より選択されるアミノ保護基である、実施形態１～５のいずれか一つのジペプチ
ド。
【０１１２】
　７．Ｒ１がＨであり、Ｒ２がBoc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、d
NBS、ivDdeおよびNpsからなる群より選択されるアミノ保護基である、実施形態１～５の
いずれか一つのジペプチド。
【０１１３】
　８．Ｒ１がＨであり、Ｒ２がFmocである、実施形態１～５のいずれか一つのジペプチド
。
【０１１４】
　９．Ｒ１がBoc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、dNBS、ivDdeおよび
Npsからなる群より選択されるアミノ保護基であり、
Ｒ２がBoc、Trt、Bpoc、Fmoc、Nsc、Cbz、Alloc、oNBS、pNBS、dNBS、ivDdeおよびNpsか
らなる群より選択されるアミノ保護基である、実施形態１～５のいずれか一つのジペプチ
ド。
【０１１５】
　１０．Ｒ１がベンジルおよびtert－ブチルからなる群より選択される取り外し可能なア
ルキル基であり、
Ｒ２がＨであるか、またはベンジルおよびtert－ブチルからなる群より選択される取り外
し可能なアルキル基である、実施形態１～５のいずれか一つのジペプチド。
【０１１６】
　１１．Ｒ１がベンジルおよびtert－ブチルからなる群より選択される取り外し可能なア
ルキル基であり、
Ｒ２がＨである、実施形態１～５のいずれか一つのジペプチド。
【０１１７】
　１２．Ｒ１がベンジルおよびtert－ブチルからなる群より選択される取り外し可能なア
ルキル基であり、
Ｒ２がベンジルおよびtert－ブチルからなる群より選択される取り外し可能なアルキル基
である、実施形態１～５のいずれか一つのジペプチド。
【０１１８】
　１３．Ｒ３がＨである、実施形態１～１２のいずれか一つのジペプチド。
【０１１９】
　１４．Ｒ３がカルボキシレート基と塩を形成する二級アンモニウムカチオンである、実
施形態１～１２のいずれか一つのジペプチド。
【０１２０】
　１５．Ｒ３がカルボキシレート基と塩を形成する三級アンモニウムカチオンである、実
施形態１～１２のいずれか一つのジペプチド。
【０１２１】
　１６．Ｒ３がカルボキシレート基と塩を形成するアルカリ金属カチオンである、実施形
態１～１２のいずれか一つのジペプチド。
【０１２２】
　１７．Ｒ３がカルボキシレート基と塩を形成するアルカリ土類金属カチオンである、実
施形態１～１２のいずれか一つのジペプチド。
【０１２３】
　１８．Ｒ４が存在しない、実施形態１～１７のいずれか一つのジペプチド。
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【０１２４】
　１９．Ｒ４がＴＦＡの塩、ＨＣｌの塩、ＨＢｒの塩および硫酸水素塩の塩からなる群よ
り選択される酸性塩である、実施形態１～１７のいずれか一つのジペプチド。
【０１２５】
　２０．Ｒ１がＨであり、
Ｒ２がFmocであり、
Ｒ３がＨであり、および
Ｒ４が存在しないか、またはＴＦＡ、ＨＣｌ、ＨＢｒ若しくはＨＯＡｃ等の酸性塩である
、実施形態１～１９のいずれか一つのジペプチド。
【０１２６】
　２１．Ｃｈｅｍ．２
【０１２７】
【化５】

【０１２８】
　〔式中、Ｈｉｓはヒスチジンであり、Ａｉｂは人工アミノ酸２－アミノイソ酪酸、Ｆｍ
ｏｃは保護基９－フルオレニルメチルオキシカルボニルであり、Ｒ４は存在しないかＴＦ
Ａ、ＨＣｌ、ＨＢｒ、またはＨＯＡｃ等の酸性塩である〕のＦｍｏｃ－Ｈｉｓ－Ａｉｂ－
ＯＨである、実施形態１～３のいずれか一つのジペプチド。
【０１２９】
　２２．Ｆｍｏｃ－Ｈｉｓ－Ａｉｂ－ＯＨのＴＦＡ塩：
Ｆｍｏｃ－Ｈｉｓ－Ａｉｂ－ＯＨ,ＴＦＡ
〔式中、Ｈｉｓはヒスチジンであり、Ａｉｂは人工アミノ酸２－アミノイソ酪酸、Ｆｍｏ
ｃは保護基９－フルオレニルメチルオキシカルボニルであり、ＴＦＡはトリフルオロ酢酸
である〕である、実施形態１～３のいずれか一つのジペプチド。
【０１３０】
　２３．ヘキサフルオロリン酸（ベンゾトリアゾール－1－イルオキシ）トリピロリジノ
ホスホニウム（ＰｙＢＯＰ）等のホスホニウムベースのカップリング剤等の活性化剤によ
って活性化される、実施形態１～２２のいずれか一つのジペプチド。
【０１３１】
　２４．実施形態１～２３のいずれか一つのジペプチドの製造方法。
【０１３２】
　２５．実施形態１～２３のいずれか一つのジペプチドをポリペプチドまたはタンパク質
と反応させる工程を含む、一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むポリペプチドまた
はタンパク質を得る方法。
【０１３３】
　２６．当該ジペプチドが水性媒体中でポリペプチドまたはタンパク質と反応される、実
施形態２５の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１３４】
　２７．水性媒体中でジペプチドとポリペプチドまたはタンパク質を混合する工程を含む
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、実施形態２５の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１３５】
　２８．ポリペプチドまたはタンパク質との反応が完了した後、当該ジペプチドのＲ１お
よび／またはＲ２が除去される、実施形態２５～２７のいずれか一つに記載の、ポリペプ
チドまたはタンパク質を得る方法。
【０１３６】
　２９．当該ペプチドのＲ１および／またはＲ２が塩基性条件下での脱保護工程において
除去される、実施形態２５～２８のいずれか一つに記載の、ポリペプチドまたはタンパク
質を得る方法。
【０１３７】
　３０．当該ペプチドのＲ１および／またはＲ２が、反応媒体にピペリジンが添加される
脱保護工程において除去される、実施形態２５～２９のいずれか一つに記載の、ポリペプ
チドまたはタンパク質を得る方法。
【０１３８】
　３１．当該ペプチドのＲ１および／またはＲ２が、ポリペプチドまたはタンパク質との
アシル化反応の完了後にインサイチュで一つの化学的工程で除去される、実施形態２５～
３０のいずれか一つに記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１３９】
　３２．ポリペプチドまたはタンパク質が、Ｎ末端がＦｍｏｃで保護されており、Ｎ末端
がＦｍｏｃで保護されたポリペプチドまたはタンパク質がインサイチュで脱保護される、
実施形態２５～３１のいずれか一つに記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法
。
【０１４０】
　３３．当該方法が以下の工程：
　　　　　１．ホスホニウム系のカップリング剤でＣｈｅｍ．１またはＣｈｅｍ．２のジ
ペプチドを活性化する工程、
　　　　　２．当該活性化されたジペプチドをポリペプチドまたはタンパク質と反応させ
る工程、
　　　　　３．インサイチュで保護基を除去する工程、
を含み、それにより、最終的なポリペプチドまたはタンパク質が得られる、実施形態２５
～３２のいずれか一つに記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１４１】
　３４．工程２において、当該活性化されたジペプチドを水性媒体中でポリペプチドまた
はタンパク質と反応させる、実施形態３３に記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得
る方法。
【０１４２】
　３５．当該水性媒体が、ＤＭＦ、ＮＭＰ、ＤＭＡＣ、ＤＭＳＯ、アセトニトリル、ジオ
キサン、ブトキシ－2－エタノール、水溶性アセタールおよび水溶性アルコールからなる
群より選択される一つ以上の水溶性有機溶媒を含む、実施形態２６～３４のいずれか一つ
に記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１４３】
　３６．当該一つ以上の水溶性有機溶媒がＮＭＰである、実施形態３５に記載の、ポリペ
プチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１４４】
　３７．その中で当該活性化されたジペプチドがポリペプチドまたはタンパク質と反応さ
せられる前記水性媒体が、１０～１００％の水を含む、実施形態２６～３６のいずれか一
つに記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１４５】
　３８．その中で当該活性化されたジペプチドがポリペプチドまたはタンパク質と反応さ
せられる前記水性媒体が、約４０％の水を含む、実施形態２６～３６のいずれか一つに記
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載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１４６】
　３９．前記水性媒体のｐＨがｐＨ７とｐＨ１４の間である、実施形態２６～３８のいず
れか一つに記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１４７】
　４０．前記水性媒体のｐＨがｐＨ８．７とｐＨ９．４の間である、実施形態２６～３８
のいずれか一つに記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１４８】
　４１．前記水性媒体のｐＨがｐＨ約９．１である、実施形態２６～３８のいずれか一つ
に記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１４９】
　４２．前記水性媒体のｐＨがｐＨ約９．３である、実施形態２６～３８のいずれか一つ
に記載の、ポリペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１５０】
　４３．前記水性媒体が緩衝液を含む、実施形態２６～３８のいずれか一つに記載の、ポ
リペプチドまたはタンパク質を得る方法。
【０１５１】
　４４．一つ以上の非タンパク質新生アミノ酸を含むポリペプチドまたはタンパク質が、
溶液中で得られる、実施態様２５～３８のいずれか一つに記載のポリペプチドまたはタン
パク質を得るための方法。
【０１５２】
　４５．当該ジペプチドと反応させられるポリペプチドまたはタンパク質が、固相上に固
定されている、実施態様１～２３のいずれか一つに記載のポリペプチドまたはタンパク質
を得るための方法。
【０１５３】
　４６．当該ジペプチドが前記ポリペプチドまたはタンパク質のα－Ｎ末端と反応させら
れる、実施態様１～２３のいずれか一つに記載のポリペプチドまたはタンパク質を得るた
めの方法。
【０１５４】
　４７．当該ジペプチドと反応させられるポリペプチドまたはタンパク質がＧＬＰ－１ペ
プチドである、実施態様１～２３のいずれか一つに記載のポリペプチドまたはタンパク質
を得るための方法。
【実施例】
【０１５５】
　略語リスト
ADO: ８－アミノ－３，６－ジオキサオクタン酸
Aib: ２－アミノイソ酪酸
Alloc: アリルオキシカルボニル
Boc: tert－ブトキシカルボニル
Bpoc: ２－（ｐ－ビフェニルイル）－２－プロピルオキシカルボニル
Cbz: ベンジルオキシカルボニル
DCM: ジクロロメタン
DIC: N,N'－ジイソプロピルカルボジイミド 
DIPEA: N,N－ジイソプロピルエチルアミン
DME: ジメチルエーテル
dNBS: 2,4－ジニトロベンゼンスルホニル
EtOH: エタノール
Fmoc: ９－フルオレニルメチルオキシカルボニル
HBr: 臭化水素酸
HCl: 塩酸
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His: ヒスチジン
HOAc: 酢酸
HOBt: ヒドロキシベンゾトリアゾール
ivDde: 1－(4,4－ジメチル－2,6－ジオキソシクロ－ヘキシリデン)－3－メチルブチル
Lys: リジン
MeCN: アセトニトリル
Mtt: ４－メチルトリチル
NMP: Ｎ－メチル－２－ピロリドン
Nps: ｏ－またはｐ－ニトロフェニルスルフェニル
Nsc: ２－（４－ニトロフェニル）スルホニルエトキシカルボニル
oNBS: ｏ－ニトロベンゼンスルホニル
OtBu: tert－ブトキシ
pNBS: ｐ－ニトロベンゼンスルホニル
PyBOP: （ベンゾトリアゾール－１－イルオキシ）トリピロリジノホスホニウム　ヘキサ
フルオロホスファート
TBME: tert－ブチル　メチル　エーテル
TBTU: ｏ－（ベンゾトリアゾール－１－イル）－N,N,N',N'－テトラメチルウロニウム　
テトラフルオロボラート
TEA: トリメチルアミン
TFA: トリフルオロ酢酸
TIPS: トリイソプロピルシラン
Trt: トリフェニルメチル
【０１５６】
　実施例１：２－[（Ｓ）－2－（９Ｈ－フルオレン－９－イルメトキシカルボニルアミノ
）－3－（１Ｈ－イミダゾ－ル－4－イル）－プロパノイルアミノ]－2－メチル－プロピオ
ン酸　トリフルオロアセテート　（別名：Fmoc－His－Aib－OH, TFA）
【０１５７】
【化６】

【０１５８】
　Fmoc－His(Trt)－Aib－OH（１moleq.、開始材料）をＤＣＭ（１．５mL/g）に懸濁し、T
IPS（１．７ moleq.）を添加した。冷却した（０～１０℃）ＴＦＡ（３mL/g）を添加し、
混合物を周囲温度で反応が完了する(高速液体クロマトグラフィ（ＨＰＬＣ）換算)まで攪
拌した。ＤＭＥ（1mL/g　開始材料）およびＴＢＭＥ（１１mL/g　開始材料）を加熱に先
立って添加した。温度をゆっくりと室温（rt）に戻すと白色個体の沈澱を生じた。混合物
をさらに３時間攪拌し、フィルターにかけた。沈殿をＴＢＭＥ（３mL/g 開始材料）で二
度洗浄し、真空下で一晩乾燥させ、９０％の収率で脱トリチル化されたジペプチドをＴＦ
Ａ塩として得た。
　冷凍（＜－１５℃±５℃）、冷蔵（５℃±３℃）および室温（２０℃±３℃）における
安定性の研究では、２４か月を超える安定性を示した。
【０１５９】
　ＮＭＲデータ：
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【０１６０】
【化７】

【０１６１】
【表１】

【０１６２】
　実施例２：NΣ26 [(S)－(22,40－ジカルボキシ－10,19,24－トリオキソ－3,6,12,15－
テトラオキサ－9,18,23－トリアザテトラコンタン－１－オイル)] [Aib8, Arg34]GLP－1
－(7－37) ペプチド (別名: Nε26 [2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－カルボキシ－4－
(17－カルボキシ－ヘプタデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)
－アセチルアミノ]－エトキシ}－エトキシ)－アセチル][Aib8, Arg34]GLP－1－(7－37) 
ペプチド)
【０１６３】
　工程１
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　ジペプチドFmoc－His－Aib－OH,TFA（混合物１）のインサイチュ活性化

　Fmoc－His－Aib－OH,TFA（4 moleq.）およびHOBt*H2O（4 moleq.）の混合物にＮＭＰ（
ジペプチド　4.7 ml/g）を周囲温度で添加した。アイスバスを用いて溶液の温度を周囲温
度に維持したまま、攪拌された溶液にＴＥＡをｐＨが８になるまで添加した。ＮＭＰ（2.
4 mL/g ジペプチド）中のＰｙＢＯＰ（3.9 moleq.）の溶液を、周囲温度でジペプチドを
含む溶液に添加した。反応混合物のｐＨをＴＥＡを用いて８に調整した。混合物ＩＩに添
加する前に、混合物を周囲温度で２０分間攪拌した。
【０１６４】
　ペプチドの調製（NΣ26 [(S)－(22,40－ジカルボキシ－10,19,24－トリオキソ－3,6,12
,15－テトラオキサ－9,18,23－トリアザテトラコンタン－１－オイル)] [Arg34]GLP－1－
(9－37) ペプチド (別名:アシル化のための Nε26 [2－(2－{2－[2－(2－{2－[(S)－4－
カルボキシ－4－(17－カルボキシ－ヘプタデカノイルアミノ)－ブチリルアミノ]－エトキ
シ}－エトキシ)－アセチルアミノ]－ エトキシ}－エトキシ)－アセチル][Arg34]GLP－1－
(9－37) ペプチド (混合物　ＩＩ):
　NΣ26 [(S)－(22,40－ジカルボキシ－10,19,24－トリオキソ－3,6,12,15－テトラオキ
サ－9,18,23－トリアザテトラコンタン－1－オイル)] [Arg34]GLP－1－(9－37)を、ＮＭ
Ｐ中の４０％（ｗ／ｗ）Ｈ２Ｏ中に懸濁した（３７g ペプチド／Ｌ　溶媒混合物）。冷却
した懸濁液にＴＥＡをｐＨ９．３になるまで添加した。
【０１６５】
　工程２
　Nε26 [(S)－(22,40－ジカルボキシ－10,19,24－トリオキソ－3,6,12,15－テトラオキ
サ－9,18,23－トリアザテトラコンタン－1－オイル)] [Arg34]GLP－1－(9－37) ペプチド
の、ペプチドのアシル化　（混合物ＩＩＩ）
　周囲温度で混合物ＩＩに混合物Ｉを滴下して添加した。添加の後、ＴＥＡでｐＨをｐＨ
９．３（ｐＨメーター）に再調整した。混合物は最適の転換（ＨＰＬＣで測定）になるま
で攪拌した。
【０１６６】
　工程３
　保護基（Fmoc）の除去
　混合物ＩＩＩにピペリジン（20 moleq./ジペプチド）を添加し、混合物を室温で４０分
間攪拌した。

Orbitrap m/z 1028,7(4+) 1371,4(3+)
【０１６７】
　実施例３：Nε26,Nε37－bis[(S)－(22－カルボキシ－33－(4－カルボキシフェノキシ)
－10,19,24－トリオキソ－3,6,12,15－テトラオキサ－9,18,23－トリアザトリトリアコン
タン－１－オイル)][Aib8,Arg34,Lys37]GLP－1－(7－37) ペプチド (別名: NΣ26－[2－[
2－[2－[[2－[2－[2－[[(4S)－4－カルボキシ－4－[10－(4－カルボキシフェノキシ)デカ
ノイルアミノ]ブタノイル]アミノ]エトキシ] エトキシ]アセチル]アミノ] エトキシ] エ
トキシ]アセチル]－, NΣ37－[2－[2－[2－[[2－[2－[2－[[(4S)－4－カルボキシ－4－[1
0－(4－カルボキシフェノキシ)デカノイルアミノ]ブタノイル]アミノ]エトキシ] エトキ
シ]アセチル]アミノ]エトキシ]エトキシ]アセチル]－[Aib8, Arg34, Lys37]－GLP－1－(7
－37)－ペプチド)
【０１６８】
　工程１
　側鎖のアシル化
　イソプロシピテートした（isoprecipitated）ペレット（１５ｇ、ペプチド含量約１３
％ｗ／ｗ、純度～９３％）としての[Arg34, Lys37]－GLP－1－(9－37)－ペプチドを水（
５０ｍＬ）中に懸濁し、ＮａＯＨ（aq）（１Ｍ；１１５０μＬ）を添加してペプチドを溶
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解した。結果物の溶液（５７ｍＬ）を１５０ｍＬの滴定装置付きの反応チャンバーに移し
た。溶液のｐＨを測ると１０．６だった。ｐＨは希釈ＮａＯＨ（０．５Ｍ、０．６７ｍＬ
）で滴定装置で１１．３に調整し、体積を水で６０ｍＬにして最終ペプチド濃度を約３３
ｍｇ／ｍＬ
にした。[Arg34, Lys37]－GLP－1－(9－37)－ペプチドの標準曲線に対して溶液をアッセ
イして、補正ペプチド含量１．７１ｇを得た。１．７１ｇのペプチドを用いて溶液の補正
濃度２８．５ｍｇ／ｍＬを得た。８３％活性エステルとして側鎖が活性化された2,5－ジ
オキソピロリジン－1－イルオキシ (S)－(22－カルボキシ－33－(4－カルボキシフェノキ
シ)－10,19,24－トリオキソ－3,6,12,15－テトラオキサ－9,18,23－トリアザトリトリア
コンタナート(別名: (4－[9－((S)－1－カルボキシ－3－{2－[2－({2－[2－(2－ヒドロキ
シ－5－オキソ－ピロリジン－1－イルオキシカルボニルメトキシ)－エトキシ]－エチルカ
ルバモイル}－メトキシ)－ エトキシ]－エチルカルバモイル}－プロピルカルバモイル)－
ノニルオキシ]－安息香酸)１．７３ｇ ３．３eq)をＮＭＰ（４．８ｍＬ）に溶解して５．
２ｍＬの溶液（０．６３eq/mL）を得た。シリンジポンプから一定の速度でＮａＯＨ溶液
（aq）（０．５Ｍ）を滴定装置で制御して添加することによってｐＨを１１．３に一定に
保ちながら、側鎖のＮＭＰ溶液を添加した。１時間１０分かけて３．９０ｍＬ（2.4eq）
の側鎖を添加した（～２eq/h）。超高速液体クロマトグラフィー（ＵＰＬＣ）解析により
、アシル化はほぼ完了したことを示し、側鎖の添加は合計２．８eq（４．４３ｍＬ）まで
継続した。添加の間、０．５ＮのＮａＯＨ（aq）の合計（１６．７１ｍＬ；８．４ｍｍｏ
ｌ）を滴定装置で添加した。
【０１６９】
　工程２：イソプロシピテーション
　反応混合物を水で５０ｍＬの４つの遠心分離バイアル（それぞれ２２ｍＬ）に移し、そ
れぞれのｐＨを濃酢酸を添加して４．８に調整して白色沈殿を得た。ＥｔＯＨ（約１０％
ｖ／ｖを合計２．２ｍＬ）を添加した。沈殿を遠心分離して次の工程で更なる精製なしに
用いた。
【０１７０】
　工程３：ジペプチドのライゲーション
　イソプレシピテートをＮＭＰ（４８ｍＬ；ペプチド５０ｍｇ／ｍＬ）に懸濁し、ＤＩＰ
ＥＡ（６５６μＬ）を添加した。得られた溶液のｐＨを測定すると、９００μＬの水で希
釈された１００μＬの試料のｐＨ＝９．６であった。スラリーの水分含量はカール・フィ
ッシャー滴定で１．４％と測定された。水（９．２ｍＬ）を添加して水分含量を約２０％
にした。
【０１７１】
　Fmoc－His－Aib－OH.TFA（１０５８ｍｇ、３．５eq）をＨОＢｔ（２４８ｍｇ、３．５
 eq）、ＰｙＢＯＰ（９０７ｍｇ、３．３２５ eq）およびＮＭＰ中のトリエチルアミン（
５４５μＬ）で活性化した。湿式ｐＨスティックで測定したｐＨは４～５だった。混合物
をペプチド溶液に添加し、トリエチルアミンでｐＨをｐＨ９．３に調整した（反応混合物
（１００μＬ）を水（９００μＬ）に添加した試料を測定することによって）。１時間後
、ＵＰＬＣにより、ほぼ完全に所望の産物に変換されたことが示された。
【０１７２】
　工程４：Fmocの脱保護
　ライゲーション工程からの反応混合物にピペリジン（３．３５ｍＬ、（５％ｖ／ｖ））
を添加し、混合物を２５分間攪拌し、その後、ＵＰＬＣ解析により、完全に産物に変換さ
れたことが示された。水を添加して１：１のＮＭＰ－水溶液を得て、酢酸でｐＨを８．５
に調整し、産物を標準のクロマトグラフィーで精製した。
【０１７３】
　分析：
　RP－UPLC: BEH C18, 150*1mm@45oC および 0,1ml/min; 勾配 30 から 60% MeCN中の0.0
4％TFA (溶離液B) ３０分、その後 90% Bまで, 合計ランタイム38分。 UV@215nm, 5Hz
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Synapt 高精度質量分析計（High Definition Mass Spectrometry (HDMS)）: positive ES
－MS mode from m/z 200－2500 (1Hz). V(cap): 3kV; V(cone): 28V; 脱溶媒ガス　250oC
@750l/h; コーン　ガス 50l/h@110oC
Rt = 15.18 分
Exact mass: 4885,4477 Da; Found: M/4: 1222.35; M/3: 1629.45
【０１７４】
　実施例４：Nε26[(S)－(22－カルボキシ－33－(4－カルボキシフェノキシ)－10,19,24
－トリオキソ－3,6,12,15－テトラオキサ－9,18,23－トリアザトリトリアコンタン－1－
オイル)][Aib8,Arg34,Lys37]GLP－1－(7－37) ペプチド (別名:NΣ26－[2－[2－[2－[[2
－[2－[2－[[(4S)－4－カルボキシ－4－[10－(4－カルボキシフェノキシ)デカノイルアミ
ノ]ブタノイル]アミノ]エトキシ]エトキシ]アセチル]アミノ]エトキシ]エトキシ]アセチ
ル]－[Aib8, Arg34, Lys37]－GLP－1－(7－37)－ペプチド)の調製:

　固相ペプチド合成を用いたペプチドの合成：
　Fmoc－Lys(Boc)－Wang－LL (eq. 0.24 mmol/g)樹脂１．０４ｇに段階的に、４moleq.の
標準Fmoc/OtBuプロトコルで保護されたアミノ酸またはSer－SerシュードプロリンまたはF
moc－L－Lys(Mtt)－OHを添加した。カートリッジ中の活性化アミノ酸（４moleq.）を４mo
leqのＤＩＣおよび４moleq.のＮＭＰ中のＨＯＢｔと７分間反応させた。結果物のペプチ
ドを樹脂と一緒に反応べセルに移し、３０分間反応させた。ＤＩＰＥＡ（４moleq.）を添
加し、反応を３０分間継続した。樹脂をＮＭＰの流れで洗浄し、続いて２０％ピペリジン
（１０ｍＬ、２０分）で脱保護した。樹脂を再度ＮＭＰの流れで洗浄した。
【０１７５】
　ＭＴＴ脱保護
　前記樹脂をＤＣＭ中で洗浄した。1,1,1,3,3,3－ヘキサフルオロ－2－プロパノール（１
０ｍＬで１０分間）を添加し、樹脂を排出した。該脱保護手順の全体を４回繰り返した。
樹脂をＤＣＭで、次にＮＭＰで洗浄した。
　(S)－22－(tert－ブトキシカルボニル)－33－(4－(tert－ブトキシカルボニル)フェノ
キシ)－10,19,24－トリオキソ－3,6,12,15－テトラオキサ－9,18,23－トリアザトリトリ
アコンタン－1－オイック酸の混合物に、ＨＯＢｔ(４moleq.)およびＮＭＰ(10 ml)中のＤ
ＩＰＥＡ(４moleq.)を添加し、ＴＢＴＵ（３．８moleq.）を固体で添加し、前記樹脂に添
加する前に混合物を１５分間振とうした。２時間後、前記樹脂を排出し、ＮＭＰおよびＤ
ＣＭの流れで洗浄した。
【０１７６】
　ペプチジル樹脂をＮＭＰ（１０ｍＬ）中で１０分間、周囲温度で膨張させた。べセルを
排出した。ＮＭＰ（２０ｍＬ）中の２０体積％のピペリジンを樹脂に添加した。混合物を
周囲温度で２０分間膨張させた。前記ジペプチドFmoc－L－His－Aib－OH.TFA（５８０ｍ
ｇ）およびＨＯＢｔ．Ｈ２Ｏ（１５３ｍｇ）を２０ｍＬバイアルの中に置いた。ＮＭＰ（
４ｍＬ）を添加した。混合物にＴＥＡ（６５０μＬ）を、ｐＨ８（ｐＨスティック）にな
るまで添加した。反応混合物にＮＭＰ（４ｍＬ）中のＰｙＢＯＰ（５００ｍｇ）溶液を添
加した。反応混合物に再度ＴＥＡ（２００μＬ）を、ｐＨ８（ｐＨスティック）になるま
で添加した。混合物を周囲温度で３５分間攪拌した。べセルを排出した。ＮＭＰ（２０ｍ
Ｌ）中の２０体積％のピペリジンを再度樹脂に添加した（二重脱保護）。混合物を周囲温
度で２０分間膨張させ、樹脂を排出した。前記樹脂をＮＭＰ（５０ｍＬ）、ＤＣＭ（５０
ｍＬ）、および３回のＮＭＰ（５０ｍＬ）の流れで洗浄した。最後に、樹脂をＤＣＭの流
れで洗浄し、排出した。ペプチドを、ＴＦＡ，Ｈ２ＯおよびＴＩＰＳ（９５％、２．５％
、２．５％）の混合物で３時間で樹脂から切り離した。結果物の切り離されたペプチドは
ジエチルエーテル中で沈殿させ、フィルターで分離した。
TOF MS ES+: m/z, 実測値 m/4 (1045.54), 計算値 m/4 (1045.5)
【０１７７】
　本発明の特定の特徴について図示し説明したが、多くの修正、置換、変更、および均等
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物が当業者に思い浮かぶであろう。従って、添付の特許請求の範囲は、本発明の真の精神
の範囲内に入るようなすべての修正および変更を包含するものと理解されたい。
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