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(57)【要約】
【解決課題】本発明は、低血糖活性を有し、ＩＩ型真性
糖尿病の治療に使用することができるエキセンディン４
ポリペプチドフラグメントに関する。
【解決手段】本明細書中に記載のポリペプチド配列は、
ＨＧＥＧＴＸ１ＴＳＤＬＳＫＱＸ２ＥＥＥＡＶＸ３ＬＦ
ＩＥＷＬＫＮＧＸ４ＰＸ５（式中、Ｘ１は、Ｐｈｅまた
はＴｙｒを示し、Ｘ２は、Ｍｅｔ、Ｉｌｅ、またはＬｅ
ｕを示し、Ｘ３は、Ｌｙｓを示し、Ｘ４は、Ｇｌｙを示
すか欠失し、Ｘ５は、Ａｒｇを示すか欠失する）である
。さらに、エキセンディン４ポリペプチドフラグメント
の調製方法に関する。
【選択図】１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式（Ｉ）：
ＨＧＥＧＴＸ１ＴＳＤＬＳＫＱＸ２ＥＥＥＡＶＸ３ＬＦＩＥＷＬＫＮＧＸ４ＰＸ５（Ｉ）
（式中、
Ｘ１は、ＰｈｅまたはＴｙｒを示し、
Ｘ２は、Ｍｅｔ、Ｉｌｅ、またはＬｅｕを示し、
Ｘ３は、Ｌｙｓを示し、
Ｘ４は、Ｇｌｙを示すか欠失し、
Ｘ５は、Ａｒｇを示すか欠失する）によって示される配列を含む、ポリペプチドおよびそ
の薬学的に許容可能な塩またはエステル。
【請求項２】
　Ｘ１がＴｙｒである、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項３】
　Ｘ２がＭｅｔである、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項４】
　Ｘ４が欠失している、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項５】
　Ｘ１がＴｙｒであり、Ｘ２がＭｅｔであり、Ｘ３がＬｙｓであり、Ｘ４が欠失しており
、Ｘ５がＡｒｇであるか欠失している、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項６】
　１種または数種の請求項１～請求項５に記載のポリペプチドを含む、薬学的組成物。
【請求項７】
　薬学的に許容可能な希釈剤、賦形剤、またはキャリアをさらに含む、請求項６に記載の
薬学的組成物。
【請求項８】
　前記キャリアが、エタノール、グリセロール、および水から１つまたは複数選択される
、請求項７に記載の薬学的組成物。
【請求項９】
　前記ポリペプチドを使用して真性糖尿病を処置した、請求項１～請求項５に記載のポリ
ペプチドの使用。
【請求項１０】
　前記真性糖尿病はＩＩ型真性糖尿病をいう、請求項９に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、低血糖活性を有し、ＩＩ型真性糖尿病の治療に使用することができる短縮エ
キセンディン４ポリペプチドフラグメントに関する。
【背景技術】
【０００２】
　現代の食生活および生活様式のために、世界中の多くの国々で糖尿病患者が年々増加し
ている。今日では、それぞれ、中国で５０００万人、インドで６０００万人、米国で１８
００万人、および日本で６００万人の患者が存在する。
【０００３】
　糖尿病には以下の２つの型が存在する：インスリン依存性糖尿病（Ｉ型糖尿病）および
非インスリン依存性糖尿病（ＩＩ型糖尿病）。ＩＩ型糖尿病の症例は、この疾患の９０％
超を占める。ＩＩ型糖尿病患者は、種々の症状（食後の不十分なインスリン分泌、インス
リン分泌時間の遅延、高血糖値、その他多くの症状など）を示す。肥満ＩＩ型糖尿病患者
の末梢インスリン受容体のインスリン感受性が減少し、それにより、血糖値が上昇し、そ
れに伴って血中インスリンレベルおよびヘモグロビン（ＨｂＡ１ｃ）レベルが８％を超え
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て上昇する（非糖尿病範囲は４～６％）。結果として、心疾患および腎不全などの糖尿病
合併症が起こる。したがって、ＩＩ型糖尿病の有効な治療の手掛かりは、血糖値を減少さ
せることである。
【０００４】
　現在、糖尿病治療に使用される薬物は、大きく分けて以下の６つのカテゴリーに分類さ
れる：インスリン分泌促進薬（スルホニル尿素およびメグリチニドなど）、インスリン非
分泌促進薬（インスリン、α－グルコシダーゼインヒビター、ビグアニド、およびチアゾ
リンジオンなど）。しかし、非特許文献１による６年間の何千ものＩＩ型糖尿病患者につ
いての追跡研究報告の１つに示すように、上記の６つの薬物クラスはＩＩ型糖尿病患者に
有効ではない。これらの薬物は全て膵臓のβ細胞の絶え間ない悪化を防止することができ
ず、ＨｂＡ１ｃレベルを減少させて、心疾患および腎不全などの糖尿病性合併症を防止す
ることができなかった。したがって、ＩＩ型糖尿病療法のための新規の薬物を開発する必
要がある。
【０００５】
　１９９５年に、エキセンディン４についての特許文献１が付与された。エキセンディン
４は、アメリカ南西部に生息するアメリカドクトカゲ（Ｈｅｌｏｄｅ　Ｓｕｓｐｅｃｔｕ
ｍ）の唾液から単離された。この３９アミノ酸ポリペプチドは、グルカゴン様ペプチド１
（ＧＬＰ－１）とアミノ酸配列レベルが４０％同一である。
【０００６】
　エキセンディン４（ＧＬＰ－１のアナログ）はＧＬＰ－１受容体に結合すると報告され
ている。エキセンディン４は、プロインスリン合成およびインスリン分泌を刺激し、それ
により、血糖値が低下する。エキセンディン４は、血糖が正常レベルに回復するまで作用
し続ける。エキセンディン４は、低血糖による意識障害およびショックを回避するので、
安全且つ有効である。エキセンディン４は、ＨｂＡ１ｃレベルを減少させ、β細胞量を増
加させ、ＩＩ型糖尿病患者中のインスリン受容体の感受性を増強し、グルカゴンなどの分
泌を阻害する。Ｂｙｅｔｔａと呼ばれる市販のエキセンディン４は、２００５年４月にＦ
ＤＡによって市販が承認された（非特許文献２；非特許文献３；非特許文献４；非特許文
献５；非特許文献６；非特許文献７；非特許文献８；非特許文献９；非特許文献１０；非
特許文献１１；非特許文献１２；非特許文献１３を参照のこと）。
【０００７】
　多くの研究者によって、より有効且つ調製に都合がよく、より多くのエキセンディン４
の代替物が得られるより多くの変異型（ｖａｒｉａｎｔ）を得る目的でエキセンディン４
ポリペプチドを修飾する努力がなされている。短縮エキセンディン４ポリペプチドは、特
許文献２として公表されており、これは、Ｃ末端にＡｒｇまたはＴｙｒを有する３０個の
アミノ酸残基から構成される。米国のＬｉｌｌｙ　Ｃｏｍｐａｎｙは、糖尿病を長期にわ
たって安全に治療することができる一連のＧＬＰ－１アナログを開発した（特許文献３を
参照のこと）。しかし、上記のこれらの例は、ＧＬＰ－１受容体の結合能力、島細胞腫瘍
のインスリン分泌量、およびサイクリックＡＭＰ（ｃＡＭＰ）の産生量によってｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏでのみ評価されていると言う点で非常に制限される（非特許文献１４；非特許文
献１５；非特許文献１６；特許文献４を参照のこと）。
【特許文献１】米国特許第５，４２４，２８６号
【特許文献２】ＣＮ　１２２７５６７Ａ
【特許文献３】ＷＯ　０２０４７７１６Ａ
【特許文献４】ＷＯ　０３０１１８９２Ａ
【非特許文献１】ＵＫ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｓｔｕｄｙ（ＵＫ
ＰＤＳ）
【非特許文献２】Ｄｉａｂｅｔｅｓ（１９９７）４６　４３３－４３９
【非特許文献３】ｉｂｉｄ（１９９５）４４　１２４９－１２５８
【非特許文献４】Ｉｂｉｄ（２００２）５１　２７９６－２８０３
【非特許文献５】Ｉｂｉｄ（１９９４）５３　２３９７－２４０３
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【非特許文献６】Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒｅ（２００２）２５　３３０－３３６
【非特許文献７】Ｉｂｉｄ（２０００）２３　６４－６９
【非特許文献８】ｉｂｉｄ（２００４）２　２６２３－２６３５
【非特許文献９】ＪＡＭＡ（２００２）２８７　３７３－３７９
【非特許文献１０】Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．（２００２）３４６　３９３－４３６
【非特許文献１１】Ｌａｎｃｅｄ（１９９８）３５２　８３７－８５３
【非特許文献１２】Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ（２００５）１４６
（４）２０６９－２０７０
【非特許文献１３】Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ　Ｍｅｔａｂ（２００４
）８９　３４６９－３４７３
【非特許文献１４】Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ（１９９７）２７２　２１２０１－２１２０
６
【非特許文献１５】Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ（２００３）１１４　１５
３－１５８
【非特許文献１６】Ｔｒｅｎｄ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉ．（２
００３）２４　３７７－３８３
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　既存のテクノロジーの不利点を克服するために、本発明者らは、そのＣ末端にＰｒｏを
有する新規のＣ末端短縮エキセンディン４ポリペプチドフラグメントを追求した。この構
造を有するポリペプチドは、ペプチド鎖の約１／４が短縮されて産生を促進するが、糖尿
病治療のための新規の代替物を提供することに注目すべきである。さらに、短縮エキセン
ディン４は有効にカルボキシペプチダーゼ耐性を示し、その低血糖活性を長期間維持する
ことができる。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　１つの態様では、本開示は、式（Ｉ）：
ＨＧＥＧＴＸ１ＴＳＤＬＳＫＱＸ２ＥＥＥＡＶＸ３ＬＦＩＥＷＬＫＮＧＸ４ＰＸ５（Ｉ）
（式中、
Ｘ１は、ＰｈｅまたはＴｙｒを示し、
Ｘ２は、Ｍｅｔ、Ｉｌｅ、またはＬｅｕを示し、
Ｘ３は、Ｌｙｓを示し、
Ｘ４は、Ｇｌｙを示すか欠失し、
Ｘ５は、Ａｒｇを示すか欠失する）によって示される配列を有する、エキセンディン４ポ
リペプチドフラグメントおよびその薬学的に許容可能な塩またはエステルを提供する。
【００１０】
　式（Ｉ）のエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの６番目のアミノ酸残基（Ｘ１

）は、Ｔｙｒであることが好ましい。薬物動態学研究に関して、分子内のＰｈｅは、１２

５Ｉ標識を容易にするＴｙｒに置換される。
【００１１】
　式（Ｉ）のエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの１４番目のアミノ酸残基（Ｘ

２）は、Ｍｅｔ、Ｉｌｅ、またはＬｅｕに代わり、Ｍｅｔが好ましい。
【００１２】
　式（Ｉ）のエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの３０番目のアミノ酸残基（Ｘ

４）は、欠失していることが好ましい。
【００１３】
　好ましくは、ポリペプチドフラグメントは、以下である：Ｘ１がＴｙｒであり、Ｘ２が
Ｍｅｔであり、Ｘ３がＬｙｓであり、Ｘ４が欠失しており、Ｘ５がＡｒｇであるか欠失し
ている。
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【００１４】
　本発明では、用語「本発明のエキセンディン４ポリペプチドフラグメント」は、その配
列を式（Ｉ）に示す短縮エキセンディン４ポリペプチドをいう。本発明では、このポリペ
プチドを、簡潔に、「Ｅ４（ｆ）」、「ポリペプチドフラグメント」、または「本発明の
ポリペプチド」と呼んだ。
【００１５】
　式（Ｉ）によって示されるポリペプチドフラグメントは、Ｎ末端アミノ基、Ｃ末端カル
ボキシル基、アミノ酸側鎖基のいずれかが未修飾であるか、基本的に本発明のポリペプチ
ドの活性（「薬学的に許容可能なエステル」の形成など）に影響を与えることなく修飾さ
れる。アミノ酸側鎖基の修飾には、リジンのε－アミノ基のアシル化、アルギニン、ヒス
チジン、またはリジンのＮ－アルキルの脱アシル化が含まれるが、これら限定されない。
Ｎ末端アミノ基の修飾には、Ｎ短鎖アルキル、Ｎ短鎖ジアルキル、およびＮ－アシルの脱
アミノ化および修飾が含まれるが、これらに限定されない。Ｃ末端カルボキシル基の修飾
には、アミド、短鎖アルキルアミド、ジアルキルアミド、および短鎖アルキルエステルが
含まれるが、これらに限定されない。好ましくは、末端基は、当業者に公知の保護基（ア
セチル、トリフルオロアセチル、Ｎ－（９－フルオレニル）メトキシカルボニル（Ｆｍｏ
ｃ）、ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニル（Ｂｏｃ）、アリルオキシカルボニル（Ａｌｌｏｃ
）、Ｃ１～６アルキル、Ｃ２～８アルケニル、Ｃ７～９アラルキルなど）によって保護さ
れる。好ましくは、本発明の式（Ｉ）によって示されるポリペプチドフラグメントは、Ｎ
末端アミノ基、Ｃ末端カルボキシル基、およびアミノ酸側鎖基が修飾されていない（すな
わち、Ｎ末端基が依然としてＮ末端のＨｉｓのα－アミド（－ＮＨ２）であり、Ｃ末端基
が依然としてＣ末端のＰｒｏのカルボキシル（－ＣＯＯＨ）である）。ＰｒｏのＣ末端カ
ルボキシル基がアミド化される（すなわち、－ＣＯＮＨ２）ことも好ましい。
【００１６】
　本発明では、ポリペプチド、アミノ酸、および化学基の表示は、当該分野で十分に認識
されている。アミノ酸の略語を表１に示す。本発明では、他で特に示さない限り、一般に
、アミノ酸はＬ－アミノ酸をいう。
【００１７】

【表１】
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【００１８】
　用語「薬学的に許容可能な塩」は、ポリペプチドと組み合わせた酸性または塩基性小化
合物の塩をいう。形成された塩は、一般に、ポリペプチドの溶解性を増強し、基本的に、
ポリペプチドの活性に影響を及ぼさない。例えば、酸には、一般に、本発明のポリペプチ
ドと塩を形成することができる塩酸、リン酸、硫酸、酢酸、コハク酸、マレイン酸、クエ
ン酸などが含まれる。塩基には、一般に、本発明のポリペプチドと塩を形成することがで
きるアルカリ金属、アルカリ土類金属、アンモニウム、炭酸塩などの水酸化物が含まれる
。
【００１９】
　本発明のポリペプチドの低血糖値に及ぼす影響を、当該分野の日常的方法（細胞生物学
、動物実験など）を使用して立証する。本発明の実施形態では、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ実験の
制約を克服するために、好ましくは、糖尿病動物モデル（ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウス、
Ｇｏｔｏ－Ｋｏｋｉｚａｋｉ（ＧＫ）ＩＩ型ラット、糖尿病ＫＫマウス、アロキサン誘導
性糖尿病マウス）を使用して、低血糖値の影響をアッセイする。これらの動物実験は、本
発明で式（Ｉ）によって示されるエキセンディン４ポリペプチドフラグメントがｉｎ　ｖ
ｉｖｏで低血糖活性を維持する連続的効果を有し、糖尿病治療のために使用されることを
示す。
【００２０】
　したがって、別の態様では、本発明は、糖尿病の治療、特に、ＩＩ型糖尿病の治療のた
めに使用することができる式（Ｉ）によって示されるエキセンディン４ポリペプチドフラ
グメントの薬学的組成物を提供する。薬学的組成物は、１種または数種の本発明のエキセ
ンディン４ポリペプチドフラグメント、好ましくはたった１つのエキセンディン４ポリペ
プチドフラグメントを含む。この薬学的組成物は、１種または数種の薬学的に許容可能な
希釈剤、賦形剤、またはキャリアを含む。好ましくは、この薬学的組成物を、錠剤、薄膜
、丸薬、カプセル（徐放性形態および遅延放出形態が含まれる）、粉末、顆粒、チンキ剤
、シロップ、乳濁液、滅菌注射液または懸濁液、エアゾールまたは液体スプレー、ドロッ
プ、注射、自動注射デバイス、および座剤などの薬学的単位投薬形態として供給した。１
つの実施形態では、上記の有効成分の錠剤またはカプセルとしての経口投与を、薬学的に
許容可能なキャリアおよび非毒性不活性（ｉｎｅｒｔｉａ）キャリア（エタノール、グリ
セロール、水のみ、または組み合わせなど）と組み合わせることができる。ＷＯ２００４
０３５７５４Ａ号およびＷＯ２００４０３６１８６Ａ号は、それぞれ、エキセンディン４
ポリペプチドフラグメントの制御放出投薬形態に適用可能な投薬形態を公表しており、好
ましくは、この投薬形態は、本発明の式（Ｉ）によって示される活性ポリペプチドに推奨
される（ＷＯ２００４０３５７５４Ａ号およびＷＯ２００４０３６１８６Ａ号の両開示は
、その全体が本明細書中で参考として援用される）。
【００２１】
　本発明はまた、好ましくは、ＩＩ型糖尿病療法のために使用される、糖尿病療法のため
の薬物調製物に対する上記化合物または薬学的組成物の適用を提供する。本発明の薬学的
組成物を、当業者に周知の薬物投与経路（経口送達、直腸投与、舌下投与、肺薬物送達、
経皮薬物送達、イオン導入法、膣投与、および鼻腔内送達など）によって投与する。好ま
しくは、本発明の薬学的組成物を、非経口注射（皮下投与、筋肉内投与、および静脈内投
与など）によって投与する。本発明の薬物は、インスリンを調整し、最終的に、正常な血
糖値を持続的に維持することができる。投薬量は、投薬形態、予想される効果の持続時間
、および治療目的によって変化し得る。臨床投薬量を、実情（例えば、患者の病状および
体重など）に従って医師が都合良く決定することができる。正常な成人について、投薬量
は、０．１μｇ～１００μｇ／日の範囲、好ましくは１μｇ～２０μｇ／日の範囲、好ま
しくは５μｇ～１０μｇ／日の範囲である。投薬量を、市販のエキセンディン４ポリペプ
チド薬の投薬量の参照によって決定することもできる。
【００２２】
　本発明はまた、ポリペプチドの化学合成法を提供する。ポリペプチドの化学合成法は、
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当業者は熟知している。詳細なスキームを、以下の文献中の方法（“Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａ
ｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，２ｎｄ　Ｅｄ”　ｂｙ　Ｊ．Ｍ．Ｓｔｅｗ
ａｒｄ　ａｎｄ　Ｊ．Ｄ．Ｙｏｕｎｇ，Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎ
ｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｌｉｎｏｉｓ（１９８４）および“Ｈｏｒｍｏｎａｌ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ”　ｂｙ　Ｊ．Ｍｅｉｅｎｈｏｆｅｒ，Ｖｏｌ
ｕｍｅ　ＩＩ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９７３）を参照し
たポリペプチドの固相合成法など）にしたがって行うことができる。ペプチドの液相合成
法については“Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ”　ｂｙ　Ｅ．Ｓｃｈｒｏｄｅｒ　ａｎｄ　Ｋ
．　Ｌｕｂｋｅ，　Ｖｏｌｕｍｅ　Ｉ，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ　（１９５６）に記載がある．全引例の開示は、その全体が本明細書中で参考とし
て援用される。１つの実施形態では、本発明は、好ましくは、ポリペプチドの固相合成法
を使用する。
【００２３】
　別の態様では、本発明は、大腸菌におけるコドン使用頻度の偏りを使用したＥ４（ｆ）
ポリペプチドフラグメントの核酸配列を提供する。例えば、本発明のポリペプチドの核酸
配列が大腸菌中で発現する場合、発現産物を、大腸菌のコドン使用頻度の偏りによって至
適化することが好ましい。
【００２４】
　本発明はまた、上記ポリペプチドを産生するための遺伝子操作方法を提供する。本方法
は、ａ）本発明のポリペプチドを発現する宿主細胞の発酵、およびｂ）発現産物の抽出お
よび精製を含む。本方法は、さらに、発現産物の切断プロセスを含む。中程度の分子量（
２０～６０アミノ酸残基）のポリペプチドの発現レベルは、通常低く、容易に分解される
。したがって、１つのアプローチは、標的ポリペプチド遺伝子をキャリアタンパク質遺伝
子に連結することであり、標的タンパク質が融合タンパク質として発現する。その後、標
的タンパク質を、化学的方法または酵素的方法を使用して、切断、抽出、および、精製に
よって融合タンパク質から得ることができる。本方法の欠点は、タンパク質収率が低く、
手順が複雑であると言う点である。別のアプローチは、ポリペプチドのアミノ酸配列に基
づく。複数の標的遺伝子コピーを縦列に連結し、適当な促進剤により駆動される。縦列に
連結した標的タンパク質を、切断によって調製することができる。このアプローチは、ポ
リペプチド調製の多くの実際の症例（ヒトインスリン（Ｐｒｏｃ，Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ．１９８４　８１　４６２７－４６３１）、カルシトニン（ＪＰ６２－２
２６９９８）、ＧＬＰ－１（ＷＯ９５／１７５１０）など）で成功している。このアプロ
ーチの利点は、発現タンパク質の収率が非常に高いと言う点である。好ましくは、本発明
のポリペプチドを、上記のように複数の遺伝子縦列連結法を使用して発現する。連結ポリ
ペプチドを、当該分野の日常的方法を使用して切断する。例えば、シトラコン酸無水物で
のＬｙｓ残基の保護後、多量体ポリペプチドのＡｒｇ部位をトリプシンで切断し、その後
に酸処理によってシトランコン酸基を除去する（Ｊ．Ｄ．Ｂａｘｔｅｒ．ｅｔ　ａｌ．，
Ｎａｔｕｒｅ　１９８０　２８５　４５６－４６１；ＪＰ６２－２２６９９８を参照のこ
と）。１つの好ましい実施形態では、図１に示すように、上記方法は、ａ）本発明のポリ
ペプチドを発現する細菌細胞の発酵、ｂ）細菌細胞の採取、ｃ）細胞溶解、ｄ）多量体ポ
リペプチドの抽出、ｅ）調製されたポリペプチドの再折り畳み、ｆ）切断、およびｇ）高
速液体クロマトグラフィ（ＨＰＬＣ）を使用した最終ポリペプチドの精製を含む。
【００２５】
　キャリアタンパク質に連結される場合に限り、遺伝子操作技術によって発現した標的ポ
リペプチド（２０～６０アミノ酸残基）を得ることができる。融合タンパク質分子が１つ
の標的ポリペプチド分子のみを含み、これが融合タンパク質の約１０％しか占めないので
、標的タンパク質の収率は非常に低い。さらに、融合タンパク質切断後に多くの他の非標
的タンパク質も得られ、このことが標的ポリペプチドの精製を非常に困難にしている。本
発明では、複数のポリペプチド遺伝子を縦列に連結し、発現した融合タンパク質が標的ポ
リペプチドのみから構成される。切断されたポリペプチドは、単一形態のみで存在し、収
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率は前者の方法の１０倍であり、このことが精製手順を非常に容易にする。本発明では、
Ｘ３部位は、Ｌｙｓとして存在し、融合タンパク質は分子間部位（Ａｒｇ部位）でのみ切
断され、Ｅ４（ｆ）の完全性が確保される。
【００２６】
　Ｅ４（ｆ）中のＣ末端のＰｒｏ残基は、カルボキシペプチダーゼＡおよびＢに対して耐
性を示し、分子の安定性を増強する。
【００２７】
　実際、Ｅ４（ｆ）の中間体として、Ｅ４（ｆ）Ａｒｇ中のＡｒｇ残基は血液中のカルボ
キシペプチダーゼＢによって迅速に除去され、Ｅ４（ｆ）Ａｒｇが加水分解されてＥ４（
ｆ）を形成し、Ｅ４（ｆ）およびＥ４（ｆ）Ａｒｇの両方が有効である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２８】
　以下の実施例は、本発明を説明するために提供するものであって、本発明の範囲を制限
すると決して解釈すべきではない。さらに、全引例の開示全体が本明細書中で参考として
援用される。本発明は、添付の図面と併せて以下の実施形態を考慮してより明確に理解さ
れるであろう。したがって、以下の実施形態を本発明を説明するために提供したものであ
って、本発明の範囲を制限すると決して捕らえるべきではないと理解しなければならない
。本発明によれば、本明細書中に記載の発明に加えて、本発明の種々の修正形態が当業者
に明らかである。さらに、全引例の開示全体が本明細書中で参考として援用される。
【実施例１】
【００２９】
エキセンディン４ポリペプチド変異型の固相合成法
　複数の完全自動化ＳｙＲｏＩＩペプチド合成機を使用した固相ペプチド合成法によって
ポリペプチドを合成する。Ｎ－（９－フルオレニル）メトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）を
使用して、アミノ酸のα－アミドを保護する。アミノ酸側鎖を保護するために、他の保護
基（Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｓｅｒ、およびＴｈｒのためのｔｅｒｔ－ブチル、Ａｓｎ、Ｇｌｎ
、およびＨｉｓのためのトリチル（Ｔｒｔ）、ＬｙｓおよびＴｒｐのためのｔｅｒｔ－ブ
トキシカルボニル（Ｂｏｃ）、Ａｒｇのための２，２，５，７，８－５－ペンタメチル－
クロマン－６－スルホニル（Ｐｍｃ）など）も使用される。活性化試薬としてのＮ，Ｎ’
－ジイソプロピルカルボジイミド／１－ヒドロキシベンゾトリアゾールの使用により、各
抱合反応について４０分間保護アミン酸を１つずつ抱合する。１５％エタンジチオール／
硫化ジメチル／アニソール（１：１：１／ｖ／ｖ／ｖ）の存在下で、ポリペプチドを８５
％トリフルオロ酢酸と室温で１２０分間反応させ、次いで、樹脂から切断し、同時に脱保
護する。無水エーテルによる沈殿後、沈殿物を無水エーテルで数回洗浄してメルカプタン
を完全に除去する。次いで、ポリペプチドを、水／ｔｅｒｔ－ブチルアルコール（１：１
）で沈殿させ、粗ポリペプチドに凍結乾燥させる。粗ポリペプチドを、３０分以内の３７
～４２％アセトニトリル／０．９％トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）勾配での逆相ＨＰＬＣに
よって精製する。溶離液を濃縮し、凍結乾燥させる。最終白色固体生成物の純度は、９７
％超である。
【００３０】
　配列番号１、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１２の配列を有する固
相エキセンディン４ポリペプチド変異型を、それぞれ、実施例１に記載の方法に従って調
製した。
【実施例２】
【００３１】
生物光学によるエキセンディン４ポリペプチド変異型の産生手順
　１）４つの遺伝子フラグメントの化学合成（Ｓｈａｎｇｈａｉ　Ｂｉｏｃｏｌｏｒ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　＆　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｃｈｉｎａ）
（１）配列番号１７；
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（２）配列番号１８；
（３）配列番号１９；
（４）配列番号２０。
【００３２】
２）遺伝子フラグメントのライゲーション：
　５０μｌの水を、４つの合成遺伝子に添加し（Ａ２６０ｎｍ＝２）、それぞれ（１）、
（２）、（３）、および（４）とラベルし、２μｌの（１）および（４）をマイクロチュ
ーブに取り出して混合し、２μｌの（２）および（３）を別のマイクロチューブに取り出
して混合する。１μｌの１０×Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼ緩衝液、１μｌ　ＡＴＰ（
０．１ｍｏｌ／Ｌ）、および１０μＬ　Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼを両方のマイクロ
チューブに添加し、３７℃で３０分間保持し、９５℃の水浴中に５分間保持し、室温に冷
却し、２つのマイクロチューブ由来の成分を混合し、２μｌの１０×リガーゼ緩衝液、１
μｌ　ＡＴＰ（０．１ｍｏｌ／Ｌ）、および２μｌ　Ｔ４リガーゼを添加し、マイクロチ
ューブを１６℃で２時間保持し、リガンドフラグメントをＤＮＡ分画キット（Ｓｈａｎｇ
ｈａｉ　Ｂｉｏｃｏｌｏｒ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　＆　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｍ
ｐａｎｙ，Ｃｈｉｎａ；Ｐｒｏｍｅｇａ　ｃｏｍｐａｎｙ，ＵＳＡ）を使用して精製し、
ＥｃｏＲＩおよびＳａｌＩで消化後、フラグメントを電気泳動によって分析する。
【００３３】
３）クローニング
　１μｇのｐＵＣ１８プラスミド（Ｓｈａｎｇｈａｉ　Ｂｉｏｃｏｌｏｒ　Ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅ　＆　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｃｈｉｎａ）を清潔なチューブ
に添加する。１μｌの１０×制限酵素緩衝液を添加する。１μｌのＥｃｏＲＩおよびＳａ
ｌＩ酵素をそれぞれ添加する。３７℃で３０分間インキュベートする。フェノール：クロ
ロホルムを使用して抽出する。マイクロチューブを遠心分離して、相を分離する。上清を
清潔なチューブに取り出す。クロロホルムで再度抽出する。遠心分離によってクロロホル
ムを除去する。６０％イソプロパノールを使用してＤＮＡを沈殿させる。チューブを遠心
分離してＤＮＡを回収し、次いで、ペレットを乾燥させ、使用するまでＤＮＡを保管する
。工程（２）で調製したＥｃｏＲＩおよびＳａｌＩ消化ＤＮＡフラグメントを上記の同一
酵素で消化したプラスミドと混合する。１μｌの１０×ライゲーション緩衝液、１μｌ　
ＡＴＰ、および２μｌ　Ｔ４リガーゼを添加する。１６℃で１２時間インキュベートする
。大腸菌ＪＭ１０９株コンピテント細胞調製物を、日常的方法の使用によって作製する。
上記のライゲーション反応混合物を形質転換のために使用する。形質転換体の陽性クロー
ンを選別し、プラスミドを抽出する。
【００３４】
４）連結
　工程（３）由来の変異ポリペプチド遺伝子を含むベクターを、ＢｇｌＩＩおよびＳａｌ
Ｉで二重消化し、この変異ポリペプチド含有ＤＮＡフラグメントを抽出する。また、工程
（３）由来のベクターを、ＢａｍＨＩおよびＳａｌＩで二重消化し、２つの変異ポリペプ
チド遺伝子を含むベクターを、２つの消化変異ポリペプチド含有ＤＮＡフラグメントのラ
イゲーションによって得る。この得られたベクターを、ＢｇｌＨＩおよびＳａｌＩでさら
に消化し、２つの遺伝子を含むフラグメントを得る。このフラグメントを、ＢａｍＨＩお
よびＳａｌＩで予め消化した２つの遺伝子を含むベクターにライゲーションし、４つの遺
伝子を含むベクターを作製する。同様に、８個、１６個、または３０個の遺伝子を含むベ
クターを、この方法によって得ることができる。
【００３５】
５）形質転換
　変異ポリペプチドを含むプラスミドをＪＭ１０９大腸菌のコンピテント細胞と混合する
。氷上で３０分間保持する。正確に４２℃の水浴中で２分間細胞に熱ショックを与える。
氷上に移す。形質転換培養物を、１％アガロースおよび５０μｇ／ｍｌアンピシリンを含
むＬＢプレート上にプレートする。プレートを３７℃で一晩インキュベートする。１つの
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形質転換体コロニーを、５０μｇ／ｍｌアンピシリンを含むＬＢ培養培地を含むフラスコ
に取り出す。培養物を激しく震盪しながら３７℃で一晩成長させる。０．３ｍｌの５０％
グリセロールを０．７ｍｌの一晩培養物に添加し、完全に混合し、使用するまで－８５℃
で保存する。
【００３６】
６）発酵方法による変異ポリペプチドの産生手順（図１に示す流れ図）
　最初に、１０００ｍｌのＬＢ培養培地（１０ｇ　Ｂａｃｔｏ－トリプトン、５ｇ　Ｂａ
ｃｔｏ－酵母抽出物、５ｇ　ＮａＣｌ）を調製し、１２０℃で３０分間オートクレーブす
る。室温に冷却し、その後、アンピシリンを添加する（最終濃度１００μｇ／ｍｌ）。保
存チューブ由来の１ｍｌ細胞培養物を、工程（５）で調製したグリセロールとインキュベ
ートする。培養物を、激しく震盪しながら３７℃で一晩成長させる。５，０００ｒｐｍで
の遠心分離によって細胞培養物を回収する。－３５℃での凍結後、細胞培養物を解凍し、
６Ｍ塩酸グアニジンを添加する。サンプルを均質化し、連結ポリペプチドを抽出し、１８
，０００ｒｐｍでの遠心分離によって上清を回収する。上清を新規のチューブに取り出し
、透析緩衝液（１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）、０．１％メルカプトエタノール）
を添加し、ポリペプチドを再度折り畳む。連結したポリペプチドを、遠心分離によって単
離する。次いで、連結ポリペプチドを、Ｊ．Ｄ．　Ｂａｘｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（Ｎａｔ
ｕｒｅ　１９８０，２８５，４５６－４６１）に記載の方法にしたがって切断する。連結
したポリペプチドを水に溶解し、Ｎａ２ＣＯ３を添加してｐＨ８．５にする。シトラコン
酸無水物を添加して、ｐＨ８．５で封入体を完全に溶解する。チューブを室温で２時間ボ
ルテックスおよびインキュベートする。トリプシンおよびカルボキシペプチダーゼＢを添
加する。３７℃で２時間のインキュベーション後、連結したポリペプチドを得る。３Ｎ塩
酸を添加して、ｐＨ値を３に調整し、４時間ボルテックスし、シトラコン酸保護基を脱保
護して、本発明の配列番号２の配列を有する最終精製エキセンディン４ポリペプチドを得
る。反応の完了を、ＨＰＬＣによってモニタリングすることができる。
【００３７】
　配列番号１、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１２の配列を有するエ
キセンディン４ポリペプチドフラグメントを、それぞれ、実施例２と同一の方法によって
調製した。
【００３８】
　ポリペプチド変異型および対応する遺伝子フラグメントの配列番号を以下に示す。
配列番号１の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号１３；（２）配列番号１４；（３）配列番号１５；（４）配列番号１６。
配列番号３の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号２１；（２）配列番号２２；（３）配列番号２３；（４）配列番号２４。
配列番号４の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号２５；（２）配列番号２６；（３）配列番号２７；（４）配列番号２８。
配列番号５の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号２９；（２）配列番号３０；（３）配列番号３１；（４）配列番号３２。
配列番号６の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号３３；（２）配列番号３４；（３）配列番号３５；（４）配列番号３６。
配列番号７の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号３７；（２）配列番号３８；（３）配列番号３９；（４）配列番号４０。
配列番号８の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号４１；（２）配列番号４２；（３）配列番号４３；（４）配列番号４４。
配列番号９の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号４５；（２）配列番号４６；（３）配列番号４７；（４）配列番号４８。
配列番号１０の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号４９；（２）配列番号５０；（３）配列番号５１；（４）配列番号５２。
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配列番号１１の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号５３；（２）配列番号５４；（３）配列番号５５；（４）配列番号５６。
配列番号１２の配列を有するポリペプチドの対応する遺伝子フラグメント：
（１）配列番号５７；（２）配列番号５８；（３）配列番号５９；（４）配列番号６０。
【実施例３】
【００３９】
エキセンディン４ポリペプチドフラグメントの維持された低血糖活性のアッセイ
　体重５０ｇのＫＫ　ＩＩ型糖尿病マウス（Ｓｈａｎｇｈａｉ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ，Ｃｈｉｎａから購入）を、２時間の絶食に供し、４つの群に分ける。２群に２μｇエ
キセンディン４を注射し、他の２群に本発明に示した２μｇエキセンディン４ポリペプチ
ドフラグメントを注射する。２４μｌの血液サンプルを、それぞれ、試験物質投与から０
、０．５、１、２、３、４、５、および６時間後に絶食動物から得る。維持された低血糖
活性を、血糖アッセイキット（Ｓｈａｎｇｈａｉ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｃｈｉｎａから購入）の使用によって分析する。配列
番号１、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１２の配列を有
するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの対応する結果を、図７、図２、図１２
、図１７、図２２、図２７、図３２、図３７、図４２、図４７、図５２、および図５７に
それぞれ示す。
【実施例４】
【００４０】
ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおけるエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの低血
糖活性アッセイ
　体重５０ｇのｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウス（Ｓｈａｎｇｈａｉ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ，Ｃｈｉｎａから購入）を、２時間の絶食に供し、試験動物に、２μｇの用量のエキ
センディン４ポリペプチドフラグメントを皮下注射した。２０μｌの血液サンプルを、そ
れぞれ、試験物質投与から０、０．５、および２時間後に絶食動物から得た。維持された
低血糖活性を、血糖アッセイキット（Ｓｈａｎｇｈａｉ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｃｈｉｎａから購入）の使用によって分析する
。配列番号１、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１２の配
列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの対応する結果を、図８、図３、
図１３、図１８、図２３、図２８、図３３、図３８、図４３、図４８、図５３、および図
５８にそれぞれ示す。
【実施例５】
【００４１】
Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおけるエキセンディン４ポリペプチド
フラグメントの食後低血糖活性
　５月齢（体重４７０ｇ）のＧｏｔｏ－Ｋｏｋｉｚａｋｉ糖尿病ラット（Ｓｈａｎｇｈａ
ｉ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄｅ
ｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃｈｉｎａから購入）を、外科的手順のために得た。２
時間の絶食に供した後、試験動物に１ｍｌの用量の２０％グルコースを腹腔内注射によっ
て投与し、５μｇの用量のエキセンディン４ポリペプチドフラグメントを皮下注射によっ
て投与した。コントロール群に、グルコースのみを投与した。２４μｌの血液サンプルを
、それぞれ、試験物質投与から０、０．５、１、および２時間後に絶食動物から得た。維
持された低血糖活性を、血糖アッセイキット（Ｓｈａｎｇｈａｉ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　
ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｃｈｉｎａから購入）の使用によって
決定する。結果を図４に示す。曲線１は、コントロール群を示す。曲線２は投与群を示す
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。
【００４２】
　配列番号１、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１２の配
列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの対応する結果を、図９、図４、
図１４、図１９、図２４、図２９、図３４、図３９、図４４、図４９、図５４、および図
５９にそれぞれ示す。
【実施例６】
【００４３】
アロキサン誘導性マウスにおけるエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの低血糖活
性
　８週齢（体重２０ｇ）のマウスを、外科的手順のために得た。マウスの実験的糖尿病を
、（１６ｍｇ／ｍｌ）０．１ｍｌアロキサンの微静脈注射によって誘導した。動物を５つ
の群に分ける。４８時間後、２μｇのエキセンディン４ポリペプチドフラグメントを注射
した。２４μｌの血液サンプルを、それぞれ、試験物質投与から０、０．５、１、および
２時間後に絶食動物から得た。低血糖活性を、血糖アッセイキット（Ｓｈａｎｇｈａｉ　
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｃｈｉｎａから
購入）の使用によって決定する。５つの糖尿病マウス群全てで有意な低血糖活性が認めら
れた。
【００４４】
　配列番号１、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１２の配
列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの対応する結果を、図１０、図５
、図１５、図２０、図２５、図３０、図３５、図４０、図４５、図５０、図５５、および
図６０にそれぞれ示す。
【実施例７】
【００４５】
エキセンディン４ポリペプチドフラグメントによるインスリン分泌刺激
　６月齢（体重４７０ｇ）のＧｏｔｏ　Ｋｏｋｉｚａｋｉ　ＩＩラットを、外科的手順の
ために得た。試験動物に、５μｇの用量のエキセンディン４ポリペプチドを皮下注射によ
って投与し、コントロール動物群に生理食塩水のみを投与した。２０μｌの血液サンプル
を、それぞれ、試験物質投与から０、３、５、１０、１５、３０、および４５分間後に絶
食動物から得た。エキセンディン４ポリペプチドフラグメントによって刺激されたインス
リン分泌を、ＥＬＩＳＡキット（Ｄｉａｎｏｓｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｌａｂ　Ｉｎｃ．，
ＵＳＡ）の使用によって決定する。結果を、図６に示す。配列番号２の配列を有するエキ
センディン４ポリペプチドの皮下注射によって投与された試験群動物は、第１段階インス
リン分泌を回復した。
【００４６】
　配列番号１、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１２の配
列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの対応する結果を、図１１、図６
、図１６、図２１、図２６、図３１、図３６、図４１、図４６、図５１、図５６、および
図６１にそれぞれ示す。
【実施例８】
【００４７】
　配列番号６１、配列番号６２、配列番号６３、配列番号６４、配列番号６５、配列番号
６６、配列番号６７、配列番号６８、配列番号６９、配列番号７０、配列番号７１、およ
び配列番号７２の配列を有する固相エキセンディン４ポリペプチド変異型を、それぞれ、
実施例１に記載の方法にしたがって調製した。
【００４８】
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　実施例３、４、５、６、７に記載の方法にしたがって、ｄｂ／ｄｂ　ＩＩ糖尿病マウス
における持続された低血糖活性のアッセイ、低血糖活性アッセイ、Ｇｏｔｏ－Ｋｏｋｉｚ
ａｋｉ　ＩＩ型糖尿病ラットにおける食後低血糖活性アッセイ、アロキサン誘導性マウス
における低血糖活性アッセイ、およびインスリン分泌刺激アッセイを、エキセンディン４
ポリペプチドフラグメント（配列番号６１、配列番号６２、配列番号６３、配列番号６４
、配列番号６５、配列番号６６、配列番号６７、配列番号６８、配列番号６９、配列番号
７０、配列番号７１、および配列番号７２）を使用して行った。上記全ポリペプチドフラ
グメントにおいて有意な低血糖アッセイが認められた。
【００４９】
　ＫＫ　ＩＩ型糖尿病マウス、ｄｂ／ｄｂ　ＩＩ糖尿病マウス、およびアロキサン誘導性
糖尿病マウスの血糖は、エキセンディン４ポリペプチドフラグメント（配列番号６１、配
列番号６２、配列番号６３、配列番号６４、配列番号６５、配列番号６６、配列番号６７
、配列番号６８、配列番号６９、配列番号７０、配列番号７１、および配列番号７２）の
使用によって、６時間以内に３５％～５０％、４時間以内に５０％～６０％、２時間以内
に３０％～４０％持続して減少した。Ｇｏｔｏ－Ｋｏｋｉｚａｋｉ　ＩＩ型糖尿病ラット
の絶食血糖は、エキセンディン４ポリペプチドフラグメント（配列番号６１、配列番号６
２、配列番号６３、配列番号６４、配列番号６５、配列番号６６、配列番号６７、配列番
号６８、配列番号６９、配列番号７０、配列番号７１、および配列番号７２）の使用によ
って、２時間以内に１０％～２０％継続的に減少した。エキセンディン４ポリペプチドフ
ラグメント（配列番号６１、配列番号６２、配列番号６３、配列番号６４、配列番号６５
、配列番号６６、配列番号６７、配列番号６８、配列番号６９、配列番号７０、配列番号
７１、および配列番号７２）の注射によって投与した試験群のインスリン分泌は回復した
。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】遺伝子操作法を使用したエキセンディン４ポリペプチドフラグメント調製物の流
れ図。
【図２】配列番号２の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持続さ
れた低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図３】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号２の配列を有するエキセンディン
４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図４】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号２の配列を有
するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コントロ
ール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図５】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号２の配列を有するエキセンディン４ポ
リペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図６】配列番号２の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによって
刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロール群
を示す。
【図７】配列番号１の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持続さ
れた低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図８】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号１の配列を有するエキセンディン
４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図９】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号１の配列を有
するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コントロ
ール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図１０】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号１の配列を有するエキセンディン４
ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図１１】配列番号１の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによっ
て刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロール
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群を示す。
【図１２】配列番号３の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持続
された低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図１３】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号３の配列を有するエキセンディ
ン４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図１４】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号３の配列を
有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コント
ロール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図１５】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号３の配列を有するエキセンディン４
ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図１６】配列番号３の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによっ
て刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロール
群を示す。
【図１７】配列番号４の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持続
された低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図１８】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号４の配列を有するエキセンディ
ン４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図１９】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号４の配列を
有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コント
ロール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図２０】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号４の配列を有するエキセンディン４
ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図２１】配列番号４の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによっ
て刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロール
群を示す。
【図２２】配列番号５の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持続
された低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図２３】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号５の配列を有するエキセンディ
ン４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図２４】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号５の配列を
有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コント
ロール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図２５】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号５の配列を有するエキセンディン４
ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図２６】配列番号５の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによっ
て刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロール
群を示す。
【図２７】配列番号６の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持続
された低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図２８】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号６の配列を有するエキセンディ
ン４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図２９】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号６の配列を
有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コント
ロール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図３０】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号６の配列を有するエキセンディン４
ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図３１】配列番号６の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによっ
て刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロール
群を示す。
【図３２】配列番号７の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持続
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された低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図３３】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号７の配列を有するエキセンディ
ン４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図３４】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号７の配列を
有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コント
ロール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図３５】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号７の配列を有するエキセンディン４
ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図３６】配列番号７の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによっ
て刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロール
群を示す。
【図３７】配列番号８の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持続
された低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図３８】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号８の配列を有するエキセンディ
ン４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図３９】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号８の配列を
有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コント
ロール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図４０】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号８の配列を有するエキセンディン４
ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図４１】配列番号８の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによっ
て刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロール
群を示す。
【図４２】配列番号９の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持続
された低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図４３】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号９の配列を有するエキセンディ
ン４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図４４】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号９の配列を
有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コント
ロール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図４５】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号９の配列を有するエキセンディン４
ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図４６】配列番号９の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによっ
て刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロール
群を示す。
【図４７】配列番号１０の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持
続された低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図４８】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号１０の配列を有するエキセンデ
ィン４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図４９】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号１０の配列
を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コン
トロール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図５０】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号１０の配列を有するエキセンディン
４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図５１】配列番号１０の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによ
って刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロー
ル群を示す。
【図５２】配列番号１１の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持
続された低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図５３】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号１１の配列を有するエキセンデ
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【図５４】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号１１の配列
を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コン
トロール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図５５】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号１１の配列を有するエキセンディン
４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図５６】配列番号１１の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによ
って刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロー
ル群を示す。
【図５７】配列番号１２の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの持
続された低血糖活性のエキセンディン４との比較。
【図５８】ｄｂ／ｄｂＩＩ糖尿病マウスにおける配列番号１２の配列を有するエキセンデ
ィン４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図５９】Ｇｏｔｏ－ＫｏｋｉｚａｋｉＩＩ型糖尿病ラットにおける配列番号１２の配列
を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントの食後低血糖活性。曲線１は、コン
トロール群を示す。曲線２は投与群を示す。
【図６０】アロキサン誘導性マウスにおける配列番号１２の配列を有するエキセンディン
４ポリペプチドフラグメントの低血糖活性。
【図６１】配列番号１２の配列を有するエキセンディン４ポリペプチドフラグメントによ
って刺激されたインスリン分泌。曲線１は、投与群を示す。曲線２はブランクコントロー
ル群を示す。
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