
JP 6387008 B2 2018.9.5

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドを含むインスリンア
ナローグダイマーであって、
　i）前記第一及び第二のインスリンポリペプチドはともに単鎖インスリンアナローグで
あり、各々はA鎖、B鎖及び連結部分を含み、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドの各々について、前記連結部分の第一の末
端はB鎖のカルボキシ末端と共有結合しており、前記連結部分の第二の末端はA鎖のアミノ
末端と共有結合しており、
　前記第一のインスリンポリペプチドは第一の連結部分、第一のA鎖及び第一のB鎖を含み
、かつ、前記第二のインスリンポリペプチドは第二の連結部分、第二のA鎖及び第二のB鎖
を含み、
　前記第一及び第二のA鎖の配列はそれぞれ、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）及
びGIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）からなる群より独立して選択される配列を含
み、
　前記第一及び第二のB鎖の配列はそれぞれ、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23
）及びGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）からなる群より独立して選択される配
列を含み、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドは、前記第一及び第二の連結部分のアミノ
酸側鎖間のジスルフィド結合を介して互いに連結されており、前記第一及び第二の連結部
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分はそれぞれ、配列GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）を含み、X68は下記構造の側鎖を含む
アミノ酸である

、又は、
　ii）前記第一のインスリンポリペプチドは第一のA鎖及び第一のB鎖を含む二鎖インスリ
ンアナローグであり、前記第一のA鎖及び第一のB鎖は鎖間ジスルフィド結合を介して互い
に連結されており、
　前記第二のインスリンポリペプチドは第二のA鎖、第二のB鎖及び第二の連結部分を含む
単鎖インスリンアナローグであり、前記第二の連結部分の第一の末端は第二のB鎖のカル
ボキシ末端と共有結合しており、前記第二の連結部分の第二の末端は第二のA鎖のアミノ
末端と共有結合しており、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドが、第一のインスリンポリペプチドのB鎖
のN-末端システイン側鎖と第二の連結部分の改変リジンの側鎖との間でジスルフィド結合
を介して互いに連結されており、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖が、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番
号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号
：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）から独立して選択される配列を含み、
　前記第一のインスリンポリペプチドのB鎖がCFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番
号：94）及びCGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFYNKPT（配列番号：97）から独立して選択される
配列を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドのB鎖がFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23
）及びGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）から独立して選択される配列を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドの第二の連結部分が配列GYGSSSRX68APQT（配列番号
：9）を含み、X68が下記の側鎖を含むアミノ酸である、

、前記インスリンアナローグダイマー。
【請求項２】
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドがともに、配列が同一の単鎖インスリンア
ナローグである、請求項１に記載のインスリンアナローグダイマー。
【請求項３】
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドがともに単鎖インスリンアナローグであり
、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖がそれぞれGIVEQCCTSICSLYQLENYCN（
配列番号：1）の配列を含み、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのB鎖がそれぞれGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGF
Y（配列番号：14）の配列を含み、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドは、前記第一及び第二の連結部分のアミノ
酸側鎖間のジスルフィド結合を介して互いに連結されている、請求項１に記載のインスリ
ンアナローグダイマー。
【請求項４】
　前記第一のインスリンポリペプチドが第一のA鎖及び第一のB鎖を含む二鎖インスリンア
ナローグであり、前記第一のA鎖及び第一のB鎖が鎖間ジスルフィド結合を介して互いに連
結されており、
　前記第二のインスリンポリペプチドが第二のA鎖、第二のB鎖及び第二の連結部分を含む
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単鎖インスリンアナローグであり、前記第二の連結部分の第一の末端が第二のB鎖のカル
ボキシ末端と共有結合しており、前記第二の連結部分の第二の末端が第二のA鎖のアミノ
末端と共有結合しており、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドの第一及び第二のA鎖がそれぞれ、GIVDECC
FRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）の配列を含み、
　前記第一のインスリンポリペプチドの第一のB鎖がCGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFYNKPT（配
列番号：97）の配列を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドの第二のB鎖がGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番
号：14）の配列を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドの第二の連結部分が配列GYGSSSRX68APQT（配列番号
：9）を含み、X68が下記の側鎖を含むアミノ酸であり、

　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドが、第一のインスリンポリペプチドのB鎖
のN-末端システイン側鎖と第二の連結部分の８位のアミノ酸の側鎖との間でジスルフィド
結合を介して互いに連結されている、請求項１に記載のインスリンアナローグダイマー。
【請求項５】
　親水性部分が、第一又は第二の連結部分のアミノ酸と、又はA鎖のA9、A14及びA15から
成る群から選択される位置又はB鎖のB1、B2、B10、B22、B28若しくはB29位のアミノ酸で
共有結合により連結されている、請求項１～４のいずれか1項に記載のインスリンアナロ
ーグダイマー。
【請求項６】
　前記親水性部分がポリエチレングリコール鎖である、請求項５に記載のインスリンアナ
ローグダイマー。
【請求項７】
　下記式Xの構造のジペプチド成分をさらに含む、請求項１～４のいずれか1項に記載のイ
ンスリンアナローグダイマーであって、

　前記ジペプチド成分は、該ジペプチド成分と第一又は第二のインスリンポリペプチドの
アミンとの間で形成されるアミド結合を介して前記インスリンアナローグダイマーに連結
されており、
　R1、R2、R4及びR8は、H、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C1-C18アルキル)OH、(
C1-C18アルキル)SH、(C2-C3アルキル)SCH3、(C1-C4アルキル)CONH2、(C1-C4アルキル)COO
H、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2、(C0-C4アルキル)(C3-C6シクロ
アルキル)、(C0-C4アルキル)(C2-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7、(C1-
C4アルキル)(C3-C9ヘテロアリール)、及びC1-C12アルキル(W1)C1-C12アルキルから成る群
から独立して選択され、W1はN、S及びOから成る群から選択されるヘテロ原子であり、又
は
　R1及びR2は、それらが結合する原子と一緒にC3-C12シクロアルキル又はアリールを形成
しているか、若しくは
　R4及びR8はそれらが結合する原子と一緒にC3-C6シクロアルキルを形成しており、
　R3は、C1-C18アルキル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C18アルキル)NH2、(C1-C18アルキル
)SH、(C0-C4アルキル)(C3-C6)シクロアルキル、(C0-C4アルキル)(C2-C5複素環)、(C0-C4
アルキル)(C6-C10アリール)R7、及び(C1-C4アルキル)(C3-C9ヘテロアリール) から成る群
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から選択されるか、又はR4及びR3はそれらが結合する原子と一緒に4、5又は6員複素環式
環を形成しており、
　R5はNHR6又はOHであり、
　R6はH、C1-C8アルキルであるか、又はR6及びR1はそれらが結合する原子と一緒に4、5又
は6員複素環式環を形成しており、且つ
　R7は、H、OH、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4ア
ルキル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH、及びハロから成る群から選択さ
れる、
前記インスリンアナローグダイマー。
【請求項８】
　第一又は第二のインスリンポリペプチドのアミノ酸側鎖が、アルキルアミン、アミド、
エーテル、エステル、チオエーテル、又はチオエステル結合によりアシル基又はアルキル
基に共有結合により付着しており、前記アシル基又はアルキル基は天然に存在するアミノ
酸にとって本来のものではない、請求項１～４のいずれか1項に記載のインスリンアナロ
ーグダイマー。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか1項に記載のインスリンアナローグダイマー及び医薬的に許容
できる担体を含む、医薬組成物。
【請求項１０】
　糖尿病の治療に用いるための、請求項９に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　関連出願の相互引用
　本出願は、米国仮特許出願No.61/705,834（2012年9月26日出願）（前記の内容は参照に
よりその全体が本明細書に組み入れられる）の優先権を主張する。
　電子提出資料の参照による組み入れ
　本明細書と同時に提出され、以下のとおりのコンピューター読み出し可能ヌクレオチド
/アミノ酸配列リストは、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる：2013年9月25
日作成の名称“216463SEQLIST_ST25.txt”の45キロバイトACII（テキスト）ファイル。
【０００２】
　背景技術
　インスリンは二鎖ヘテロダイマーを含むペプチドホルモンであり、効力の低い単鎖プロ
インスリン前駆体から酵素的プロセッシングを介して生合成により誘導される。ヒトイン
スリンは、ジスルフィド結合によって一緒に結合した2つのペプチド鎖（“A鎖”（配列番
号：1）及び“B鎖”（配列番号：2））を含み、合計51アミノ酸を有する。B鎖のC-末端領
域及びA鎖の2つの末端領域は三次元構造において共同して、インスリン受容体との高親和
性結合のための部位を組み立てる。
　インスリンは、実質的に全ての形態の糖尿病でグルコースを低下させる比類のない能力
を示す。不幸なことに、その薬理学的反応はグルコース感受性ではなく、したがって生命
にかかわる低血糖に至る過剰作用を示し得る。相反する薬理学的反応は、低血糖を生じる
ことなく血中グルコースを正常化することが極めて困難であるというインスリン療法の特
徴である。さらにまた、自然のままのインスリンは作用の持続時間が短く、基礎グルコー
ス制御での使用に適切であるように改変を必要とする。インスリン作用の開始を遅らせる
確立されたアプローチには可溶性の低下及びアルブミン結合が含まれる。
　インスリン様成長因子1及び2は単鎖線形（liner）ペプチドホルモンであり、前記は、
それらのA鎖及びB鎖配列において高度に相同性であって、自然のままのインスリンとほぼ
50％の相同性を共有する。IGFのA鎖及びB鎖は“C-ペプチド”によって連結され、ここで2
つのIGFのC-ペプチドはサイズ及びアミノ酸配列が異なり、第一のC-ペプチドは長さが12
アミノ酸、第二のものは8アミノ酸である。ヒトIGF-1は、配列番号：3に示すタンパク質
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配列を有する70aaの塩基性ペプチドであり、プロインスリンと43％の相同性を有する（Ri
nderknecht et al.(1978) J.Biol.Chem.253:2769-2776）。ヒトIGF-2は、配列番号：4に
示すタンパク質配列を有する67アミノ酸の塩基性ペプチドである。IGFは、インスリンB受
容体アイソフォームでA-受容体アイソフォームよりも顕著に低い活性を示す。
【０００３】
　出願人らは以前に、インスリン受容体で高い活性を示すIGF-1系インスリンペプチドア
ナローグ（B鎖の本来のGln-PheジペプチドがTyr-Leuに取替えられている）を同定した（P
CT/US2009/068713を参照されたい（前記文献は参照によりその全体が本明細書に組み入れ
られる））。そのようなアナローグ（本明細書ではIGF YLアナローグペプチドと称される
）はインスリンよりも容易に合成され、インスリン及びIGF-1受容体のためのコアゴニス
トアナローグ及び選択的なインスリン受容体特異的アナローグの開発を可能にする。その
上、これらインスリンアナローグはまた、本開示にしたがって使用される単鎖インスリン
アナローグとして処方できる（PCT/US2001/040699を参照されたい（前記文献は参照によ
りその全体が本明細書に組み入れられる））。
　インスリン及びインスリンアナローグのマルチマーを形成し、自然のままのヒトインス
リンと同様な態様で糖尿病を治療するために用いることができる。本明細書に開示するよ
うに、出願人らは、インスリンアナローグダイマーの活性は、サイズ及びダイマー化リン
カーが2つのインスリンポリペプチドを継ぎ合わせる位置に大きく左右されることを発見
した。本明細書に開示するように、出願人らは、サブタイプBインスリン受容体に対し選
択性を有するダイマーと同様、完全な固有の効力を保有するが部分的最大応答性しか示さ
ないインスリンダイマーを発見した。そのようなダイマーは、投与部位から除去され血漿
中で平衡化された後で、より厳密に制御されたインスリン作用の開始及び持続時間を提供
できる。
【発明の概要】
【０００４】
　本明細書で開示されるものはインスリン受容体アゴニスト活性を有するインスリンアナ
ローグダイマーであり、ここで、該ダイマーのインスリン活性のレベルは、該インスリン
ポリペプチドの配列、ダイマー化の位置、及び2つのインスリンポリペプチドをつなぐダ
イマー化リンカーの長さの関数である。該インスリンダイマーは第一及び第二のインスリ
ンポリペプチド間で形成され、各インスリンポリペプチドはA鎖及びB鎖を含む。本明細書
で開示されるダイマーの第一及び第二のインスリンポリペプチドは、二鎖インスリンアナ
ローグ又は単鎖インスリンアナローグから別個に選択でき、第一及び第二のインスリンポ
リペプチドは共有結合又は二官能性リンカーによって互いに共有結合される。
　第一及び第二のインスリンポリペプチドは、当業者に公知の標準的技術を用い、2つの
官能基間での共有結合の形成によって互いに共有結合され得る。例えば、2つのインスリ
ンポリペプチドは必要な官能基を含むか又は必要な官能基を含むように改変でき、該官能
基は、ジスルフィド結合、アミド結合、チオエーテル結合又はエステル結合を含むダイマ
ー化結合の形成を可能にする。ある種の実施態様では、二官能性リンカーが提供されて第
一及び第二のインスリンポリペプチドを連結し、ここで、該二官能性リンカーは、ヒドロ
キシル基及びカルボキシレート、又はアミン基及びカルボキシレート、又はチオール基及
びカルボキシレート、又はチオール基及びチオール基を含む。ある実施態様では、第一及
び第二のインスリンポリペプチドはジスルフィド結合を介して連結され、また別の実施態
様では第一及び第二のインスリンポリペプチドはチオエーテル結合を介して連結される。
【０００５】
　ある実施態様では、インスリンダイマーは、第一及び第二のインスリンポリペプチドを
含むインスリンスーパーアゴニスト（すなわち、自然のままのインスリンよりもインスリ
ン受容体でより強力な活性を有する）であり、ここで第一及び第二のインスリンポリペプ
チドは各々二鎖インスリンである。より具体的には、第一のインスリンポリペプチドは、
各B鎖のN-末端アルファアミンを介して、又は第一及び第二のインスリンポリペプチドのB
1アミノ酸の側鎖を介して第二のインスリンポリペプチドに連結される。ある実施態様で
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は、第一及び第二のインスリンポリペプチドはジスルフィド結合を介して互いに連結され
、該ジスルフィド結合は、第一及び第二のインスリン単鎖ポリペプチドそれぞれの各B鎖
のN-末端アルファアミンに位置する。ある実施態様では、該第一及び第二のインスリンポ
リペプチドのA鎖及びB鎖は自然のままのヒトインスリンA鎖及びB鎖である。ある実施態様
では、糖尿病を治療する改善された方法が提供され、ここで患者はインスリンスーパーア
ゴニストを投与される。有利には、スーパーアゴニストの使用は、自然のままのインスリ
ンの標準的用量濃度の33％、30％、25％、20％、又は20％未満を含む、削減濃度のインス
リンダイマーの投与を可能にする。加えて、スーパーアゴニストインスリンダイマーを用
いて複合物を形成することができ、ここで非インスリン成分のサイズは（インスリンモノ
マーとともに用いられる場合のものと比較して）半分に削減される。なぜならば、非イン
スリン成分はダイマーを構成する第一及び第二のインスリンポリペプチドの両方に連結さ
れることになるからである。例えば、第一及び第二のインスリンポリペプチドはPEG化す
ることができ、ここで個々のPEG鎖はサイズが5－10又は5－20Kdである。分子量が削減さ
れた、第一及び第二のインスリンポリペプチドに連結される複合物の部分を含むインスリ
ンスーパーアゴニストは削減濃度で投与でき、このことは、商業上及び治療上の展望から
有益な結果を提供すると予想される。
【０００６】
　ある実施態様では、該インスリンダイマーはインスリンの部分的なアゴニスト活性を示
す。出願人らは特定の理論に拘束されることを望まないが、本明細書に開示するインスリ
ンダイマーの部分的アゴニスト活性は、該ダイマーはアゴニスト/アンタゴニスト混合活
性を示すという事実に由来すると考えられる。ある実施態様では、第一及び第二のインス
リンポリペプチドを含むインスリン部分的アゴニストダイマーが提供され、ここで、第一
及び第二のインスリンポリペプチドは各々二鎖インスリンポリペプチドであり、第一のイ
ンスリンポリペプチドは、各B鎖のカルボキシ末端を介して（例えばB26、B27、B28、B29
及びB30から別個に選択されるアミノ酸の位置のアミノ酸側鎖を介することを含む）第二
のインスリンポリペプチドに連結される。ある実施態様では、インスリン部分的アゴニス
トは、自然のままのインスリンと比較して当該インスリン受容体において66％、50％、40
％、33％、又は20％未満の最大活性を有する。ある実施態様では、第一及び第二のインス
リンポリペプチドは、B鎖のC-末端アミノ酸（例えばシステイン）のアミノ酸側鎖間のジ
スルフィド結合を介して、場合によってC-末端アミノ酸（例えばB27－B30）の側鎖に付加
されたリンカーを介して互いに連結される。ある実施態様では、第一及び第二のインスリ
ンポリペプチドは、該第一及び第二のインスリンポリペプチドのそれぞれのB29アミノ酸
のアミノ酸側鎖間で形成されるジスルフィド結合を介して連結される。ある実施態様では
、B29アミノ酸は、下記構造Iの側鎖を有する改変リジンであり：
【０００７】
【化１】

【０００８】
さらに該第一及び第二のインスリンポリペプチドはジスルフィド結合を介して連結される
。ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドのA及びB鎖は自然のままの
ヒトインスリンA鎖及びB鎖である。
【０００９】
　また別の実施態様では、インスリン部分的アゴニスト活性を示すインスリンダイマーが
提供され、ここで第一及び第二のインスリンポリペプチドの少なくとも一方は単鎖インス
リンであり、さらに第一及び第二のインスリンポリペプチドは、該単鎖インスリンポリペ
プチドの連結部分のアミノ酸側鎖及び第二のインスリンポリペプチドのB鎖のN-末端アル
ファアミン又はN-末端アミノ酸の側鎖を介して互いに連結される。場合によって、第一及
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び第二のインスリンポリペプチドはリンカー（例えばシステイン）を介して継ぎ合わされ
、該リンカーは、該単鎖アナローグのアミノ酸の側鎖に付加されるか、第一及び第二のイ
ンスリンポリペプチドのそれぞれのB鎖のN-末端アルファアミン又はN-末端アミノ酸（例
えばB1－B4）の側鎖に付加される。ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペ
プチドは各々下記構造Iの側鎖を有する改変リジンを含み：
【００１０】
【化２】

【００１１】
さらに第一及び第二のインスリンポリペプチドはジスルフィド結合を介して連結される。
ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドがともに、連結部分を介して
A鎖に連結されたB鎖を有する単鎖インスリンポリペプチドであり、さらにインスリンダイ
マーは、該第一及び第二のインスリンポリペプチドのそれぞれの連結部分の各々のアミノ
酸側鎖を連結することによって形成される。ある実施態様にしたがえば、第一及び第二の
インスリンポリペプチドは、ヒトインスリン又はそのアナローグ若しくは誘導体のB鎖及
びA鎖を含む。ある実施態様では、該単鎖インスリンポリペプチドの連結部分の8位のアミ
ノ酸の側鎖が、第二のインスリンポリペプチドのB鎖のN-末端アミノ酸と連結される（す
なわちB1－C8結合）。ある実施態様では、該ダイマーはIGF1又はIGFII又はそのアナロー
グにB1対C8結合を介して連結されたヒトインスリンポリペプチドを含む。
【００１２】
　ある実施態様では、本明細書に開示のインスリンダイマーのインスリンポリペプチドの
一方又は双方が自己切断ジペプチド成分（U-B）を含み、前記は該ダイマーの第一及び第
二のインスリンポリペプチドのアミノ酸のN-末端アルファアミン又は側鎖アミンにアミド
結合又はエステル結合を介して共有結合される（国際出願WO2009/099763及びPCT/US2009/
068713を参照されたい（前記文献は参照によりその全体が本明細書に組み入れられる））
。その後の該ジペプチドの除去は、生理学的条件下及び酵素活性の非存在下で生じるであ
ろう。ある実施態様では、該プロドラッグ成分は構造U-Bのジペプチドを含み、式中、Uは
アミノ酸又はオキシ酸であり、BはN-アルキル化アミノ酸であってBのカルボキシル部分と
インスリンポリペプチドのアミンとの間のアミド結合を介して前記単鎖インスリンアゴニ
ストに連結され、ここでU、B、又はU-Bが連結される該単鎖インスリンアゴニストのアミ
ノ酸は非コードアミノ酸である。
【００１３】
　基本のインスリンポリペプチドの可溶性を改善する改変を含む、該インスリンアゴニス
トの追加の誘導体も本開示に包含される。ある実施態様では、インスリンポリペプチドの
可溶性は、A若しくはB鎖のN-末端への又は第一及び第二のインスリンポリペプチドの一方
又は双方のアミノ酸の側鎖への親水性部分の共有結合（単鎖インスリンポリペプチドの連
結部分のアミノ酸の側鎖への結合を含む）によって強化される。ある実施態様では、親水
性部分は、A鎖のA9、A14及びA15又はB鎖のB1、B2、B10、B22、B28若しくはB29位から成る
群から選択される位置のアミノ酸の側鎖に連結される。ある実施態様では、親水性部分は
ポリエチレングリコール鎖、アシル基又はアルキル基である。ある実施態様では、親水性
部分はアルブミンであり、前記には例えばヒト血清アルブミン（HSA）又は組換えヒトア
ルブミン（rHA）のようなアルブミンが含まれる。ある実施態様では、親水性部分はポリ
エチレングリコール（PEG）鎖であり、前記は約500から約40,000ダルトンの範囲から選択
される分子量を有する。ある実施態様では、該ポリエチレングリコール鎖は約500から約5
000ダルトンの範囲から選択される分子量を有する。別の実施態様では、該ポリエチレン
グリコール鎖は約10,000から約20,000ダルトンの分子量を有する。
　アシル化又はアルキル化は循環中のインスリンポリペプチドの半減期を延長することが
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できる。アシル化又はアルキル化は有利には作用の開始を遅らせ、及び／又はインスリン
受容体における作用の持続時間を延長する。インスリンアナローグは同じアミノ酸の位置
でアシル化又はアルキル化させることができ、ここに親水性部分が連結される。前記には
例えば連結部分の8位又は自己切断ジペプチド成分を含むアミノ酸の側鎖が含まれる。
【００１４】
　本開示に包含されるものはまた、本明細書に開示のインスリンダイマー及び医薬的に許
容できる担体を含む医薬組成物である。ある実施態様にしたがえば、本明細書に開示のイ
ンスリンダイマーのいずれか（好ましくは少なくとも90％、91％、92％、93％、94％、95
％、96％、97％、98％又は99％の純度レベル）及び医薬的に許容できる希釈剤、担体又は
賦形剤を含む医薬組成物が提供される。そのような組成物は、本明細書に開示のインスリ
ンダイマーを、少なくとも0.5mg/mL、1mg/mL、2mg/mL、3mg/mL、4mg/mL、5mg/mL、6mg/mL
、7mg/mL、8mg/mL、9mg/mL、10mg/m、11mg/mL、12mg/mL、13mg/mL、14mg/mL、15mg/mL、1
6mg/mL、17mg/mL、18mg/mL、19mg/mL、20mg/mL、21mg/mL、22mg/mL、23mg/mL、24mg/mL、
25mg/mLで又は前記より高い濃度で含むことができる。ある実施態様では、該医薬組成物
は、滅菌され場合によって多様な包装容器で保存される水溶液を含む。他の実施態様では
、該医薬組成物は凍結乾燥散剤を含む。該医薬組成物はさらに、患者に該組成物を投与す
るための使い捨て装置を含むキットの部分として包装することができる。該容器又はキッ
トには周囲温度又は冷蔵温度での保存を示す付箋を添付することができる。
【００１５】
　ある実施態様にしたがえば、インスリン依存患者で血中グルコースレベルを調節する改
善方法が提供され、より具体的には、低血糖のリスクが軽減された糖尿病の治療方法が提
供される。該方法は、部分的インスリンアゴニストダイマーを糖尿病の制御のために治療
的に有効な量で患者に投与する工程を含む。ある実施態様では、該部分的アゴニストイン
スリンダイマーは、ダイマー化リンカーを介して互いに連結される第一及び第二のインス
リンポリペプチドを含み、ここで該第一及び第二のインスリンポリペプチドは各々別個に
、i）鎖間ジスルフィド結合を介して連結されるA鎖及びB鎖を含む二鎖インスリンアナロ
ーグ、及びii）A鎖、B鎖及び連結部分を含む単鎖インスリンアナローグから成る群から選
択されるインスリンポリペプチドを含み、ここで、前記連結部分の第一の末端はB鎖のカ
ルボキシ末端と共有結合し、前記連結部分の第二の末端はA鎖のアミノ末端と共有結合す
る。ある実施態様では、A鎖はGIVX4X5CCX8X9X10CX12LX14X15LEX18X19CX21-R13（配列番号
：70）の配列を含み、B鎖はX25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号：44）の
配列を含み、さらに
a）第一及び第二のインスリンポリペプチドは、それぞれ第一及び第二のインスリンポリ
ペプチドのB29位のアミノ酸の側鎖を介して互いに連結されるか、
b）前記第一及び第二のインスリンポリペプチドの少なくとも一方が単鎖インスリンポリ
ペプチドであり、さらに第一及び第二のインスリンポリペプチドは、前記第一及び第二の
インスリンポリペプチドの一方のB1位のアミノ酸の側鎖及び前記連結部分のアミノ酸の側
鎖を介して互いに連結されるか、又は
c）第一及び第二のインスリンポリペプチドがともに単鎖インスリンポリペプチドであり
、さらに第一及び第二のインスリンポリペプチドは、それぞれ第一及び第二のインスリン
ポリペプチドの連結部分のアミノ酸の側鎖を介して互いに連結される。有利には、該部分
的アゴニストダイマーは最大用量応答の低下を示し、したがって出願人らは患者への投与
に際して低血糖のリスクが減少するであろうと予想する。
【００１６】
　さらに別の実施態様では、サブタイプBインスリン受容体（IR-B）に対して選択性を示
すインスリンダイマーが提供される。出願人らは、インスリン系ポリペプチドと自然のま
まのインスリンと比較してより高いIR-A/IR-B比（すなわちIR-Bと比較してIR-Aに対しよ
り高い親和性）を示すポリペプチド（例えばIGFI又はIGFII）との間で形成されるダイマ
ーは、IR-Aと比較してIR-Bでのより高レベルの最大受容体応答によって示されるようにIR
-B活性化に優先性を示すことを発見した。ある実施態様では、サブタイプBインスリン受
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容体に対して選択性を示すインスリンダイマーが提供される。ある実施態様では、該ダイ
マーは第一及び第二のインスリンポリペプチドを含み、それらの各々はA鎖、B鎖及び連結
部分を含む単鎖インスリンポリペプチドであり、ここで、前記連結部分の第一の末端はB
鎖のカルボキシ末端と共有結合し、前記連結部分の第二の末端はA鎖のアミノ末端と共有
結合し、ここで該第一のインスリンポリペプチドは、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号
：1）のA鎖配列、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：2）のB鎖配列、並びにPEG8-K-
PEG4及びGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る群から選択される配列を含む第一の連
結部分を含み、さらに第二のポリペプチドは、TPAX75SEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番
号：88）又はGIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号：5）のA鎖配列、AYRPSETLCGGELVDTLQFVC
GDRGFYFSRPA（配列番号：87）又はGPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPT（配列番号：10）のB
鎖配列、並びにPEG8-K-PEG4及びGYGSSSRX68APQTから成る群から選択される配列を含む第
二の連結部分を含み、
式中X68はアルギニン、オルニチン、リジン又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり：
【００１７】

【化３】

【００１８】
X75はリジン又はアルギニンであり、mは1－4から選択される整数であり、R15はH又はNH2
であり、
ここで、第一及び第二のインスリンポリペプチドは、（i）前記第一又は第二のインスリ
ンポリペプチドの一方のN-末端アミン又はN-末端アミノ酸の側鎖及び他方のインスリンポ
リペプチド連結部分の側鎖を介して、又は（ii）第一及び第二のインスリンポリペプチド
のそれぞれの連結部分の各々のアミノ酸の側鎖を介して互いに連結される。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】ヒトインスリン調製のための二工程合成方法の概略図である。該手順の詳細は実
施例1で提供される。
【図２】合成ヒトインスリンのインスリン受容体特異的結合を自然のままの精製インスリ
ンと比較したグラフである。合成インスリンは図1に記載のアプローチによって製造され
た。A7-B7結合は最初に形成されるジスルフィドである。グラフに提示のデータによって
示されるように、2つの分子は類似する結合活性を有する。
【図３】自然のままのインスリン及びIGF1(YB16LB17)アナローグの相対的インスリン受容
体結合を比較するグラフである。グラフに提示のデータによって示されるように、2つの
分子は類似する結合活性を有する。
【図４】ヒトプロインスリン（A鎖、配列番号：1；B鎖、配列番号：2；及びC鎖、配列番
号：92）及びインスリン様成長因子I及びII（IGFI、配列番号：3及びIGFII、配列番号：4
）のアミノ酸配列のアラインメントである。このアラインメントは、これら3つのペプチ
ドは高レベルの配列同一性を共有することを示している（*は対応するアミノ酸が存在し
ない空隙を示し、ダッシュ（-）はインスリンに存在するアミノ酸と同一のアミノ酸を指
す）。
【図５】5A及び5Bは、プロドラッグdK,(N-イソブチルG)-IGF1YL（配列番号：86、ジペプ
チドはA19 4-アミノPheを介して連結される）のin vitro活性を示すグラフである。図5A
は、自然のままのインスリン及びPBS中でインキュベートして時間が経過した（0時間、5
時間及び52時間）A19IGFプロドラッグ誘導体（IGF1YL:ｄK,(N-イソブチルG)）の相対的イ
ンスリン受容体結合を比較したグラフである。図5Bは、自然のままのインスリン及び37℃
の20％血漿/PBS中でインキュベートして時間が経過した（0時間、3.6時間及び24.8時間）
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A19IGFプロドラッグ誘導体（IGF1YL:dK,(N-イソブチルG)）の相対的インスリン受容体結
合を比較したグラフである。グラフに提示のデータによって示されるように、プロドラッ
グ形が活性なIGF1YLペプチドに変換されるにつれて、A19IGFプロドラッグから活性増加が
回復する。
【図６】Aサブタイプインスリンにおける単鎖B0C1A0インスリンアナローグの相対的in vi
tro結合活性及びリン酸化活性を示す棒グラフである。自然のままのIGF-1Cペプチド（010
）の活性をCペプチド連結部分における多様なアミノ酸置換又は欠失に対して比較した。B
0C1A0インスリンアナローグの呼称で、B0及びA0の表示はA鎖及びB鎖の自然のままのイン
スリン配列を指し、一方C1はIGF-1Cペプチドを指す。
【図７】Aサブタイプインスリンにおける単鎖B0C1A0インスリンアナローグの相対的in vi
tro結合活性及びリン酸化活性を示す棒グラフで、ここで連結IGF-1Cペプチドの自然のま
まの配列は、1、2、3、4又は8位で表示のアミノ酸置換によって改変されてある。このデ
ータは図8に提供するデータと連携して、該インスリンアナローグの結合活性とリン酸化
活性との間の一貫性を示している。
【図８】8A－8Cは、連結部分としてPEGポリマーを用いる単鎖インスリンアナローグに関
係する。図8Aは、連結部分としてPEGポリマーを用いるIGF-1YL単鎖インスリンアナローグ
の調製を示す模式図である。図8B及び8Cは、自然のままのインスリンヘテロ二重体と対比
した4、8又は16モノマーPEG連結部分を介して連結した単鎖インスリンアナローグの相対
的in vitro結合活性（図8B）及びリン酸化活性（図8C）を示すグラフである。
【図９】9A－9Dは、3つの異なるアシル化インスリンアナローグと対比して低い血中グル
コース濃度を軽減及び維持するヒトインスリンの能力を比較する、マウスで実施した比較
インスリン耐性試験の結果を示すグラフである。ポリペプチドは2つの異なる濃度（27nmo
l/kg及び90nmol/kg）で試験された。アシル化インスリンにはMIU-41、MIU-36及びMIU-37
が含まれていた。MIU-41 [B1(H5,H10,Y16,L17)26A：A1(H8,rEC16-K14,N18,N21)]は、A14
位に位置するリジン残基に添付されたガンマグルタミン酸リンカーによるC16アシル化を
有する二鎖インスリンアナローグである。MIU-36 [B1(C16-K0,H5,H10,Y16,L17)26A：A1(N
18,N21)]は、B鎖のN-末端に連結されるC16アシル化を有する二鎖インスリンアナローグで
ある。MIU-37 [B1(H5,H10,Y16,L17,C16rE-K22)26A：A1(N18,N21)]は、B22位に位置するリ
ジン残基に添付されたガンマグルタミン酸リンカーによるC16アシル化を有する二鎖イン
スリンアナローグである。
【図１０】10A－10Dは、C57/Blkマウスを用いたデテミア（Detemir）及びMIU-56の比較イ
ンスリン耐性試験から得られた結果を示す。MIU-56は、A鎖及びB鎖を継ぎ合わせる連結部
分内のただ1つのリジン残基の側鎖に連結された20kDaのPGE（PEG8-K-PEG4）を含むインス
リン単鎖アナローグB1(H5,Y16,L17)26A-PEG8-K-PEG4-A1(N18,21)である。図10A及び10Bは
、PEG化単鎖インスリンアナローグMIU-56と対比して、低い血中グルコースレベルを軽減
及び維持するアシル化インスリンアナローグ、デテミアの能力を比較したインスリン耐性
試験の結果を示すグラフである。図10C及び10Dは、それぞれデテミア及びMIU-56を投与さ
れたマウスの血中グルコースAUC24hrsを示す。
【図１１】11A－11E。B29-B29’インスリンダイマー（ポリペプチド#51、B鎖のB29リジン
の側鎖間でジスルフィド結合によって一緒に連結された、2つの自然のままのインスリン
ポリペプチドによって形成されたダイマー）の受容体活性をタイプAインスリン受容体（
図１１Ａ参照）、タイプB受容体（図11B参照）及びIGF-1受容体（図11C参照）でリン酸化
アッセイによって試験し、さらにin vitroでのHMEC増殖アッセイ（図11D参照）によって
分裂促進性を試験した。グラフの実線は以下を表す：表示濃度の自然のままのインスリン
（黒四角）又は#51（黒ダイヤ）で刺激したタイプA又はタイプB受容体のリン酸化（それ
ぞれ図11A－11B）。点線は以下を表す：6nMのインスリン及び表示の濃度のインスリン（
黒四角）又は#51（黒ダイヤ）を一緒にインキュベートすることにより刺激したタイプA又
はタイプB受容体のリン酸化（それぞれ図11A－11B）。B29-B29’インスリンダイマーは、
自然のままのインスリンと対比して相当に軽減された（ほぼ60％）最大用量応答を有する
。図11EはB29-B29’の構造を示す。該ダイマーは、A及びB鎖のN-末端がB29位リジンと同
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様にカルバミル化されてあり、B29位でのジスルフィド結合形成のためにスルフヒドリル
リンカーの添付を可能にするという点で、自然のままのインスリンと対比して改変されて
ある。該2つのインスリンポリペプチドは各々自然のままのヒトインスリンA鎖及びB鎖を
含み、ここには示されていないが該ダイマー形に存在する自然のままのインスリンジスル
フィド（A6-A11、A7-B7、A20-B19）によって互いに連結される。
【図１２】12A及び12Bは、自然のままのインスリン（図12A）と対比したB29-B29’インス
リンダイマー（図12B）の比較インスリン用量滴定のデータを提供する。自然のままのイ
ンスリンは3つの投薬量で（6nmol/kg、18nmol/kg及び72nmol/kg）、B29-B29’インスリン
ダイマーはより高い3つの投薬量で（18nmol/kg、72nmol/kg及び144nmol/kg）投与された
。自然のままのインスリンと同様に、B29-B29’インスリンダイマーは血中グルコースレ
ベルを低下させるが、B29-B29’インスリンダイマーはより緩やかな勾配の初期グルコー
ス低下を示し、自然のままのグルコースで認められるものよりも平坦なプラトーで血中グ
ルコースレベルを維持する。
【図１３】13A－13CはB1-B1’インスリンダイマーのin vitroインスリン活性を示す。図1
3Aは、2つの単鎖インスリンアナローグがB1アミノ酸側鎖を介してジスルフィド結合によ
り連結されるB1-B1’インスリンダイマーの合成を示す。初期ダイマーは、A鎖がB鎖のカ
ルボキシ末端に直接連結されるので不活性である。しかしながら、単鎖体のトリプシンに
よる切断時に、該単鎖インスリンアナローグは二鎖インスリンアナローグに変換され、二
鎖インスリンポリペプチドを含むインスリンダイマーが形成され活性が回復する。図13B
は、タイプAインスリン受容体における自然のままのインスリン、B1-B1’インスリンダイ
マー（トリプシンによる切断後）、及びB29-B29’インスリンダイマーの相対的in vitro
活性を示す。B1-B1’インスリンダイマー（トリプシンによる切断後）は、自然のままの
インスリンよりも強い効力を有する完全なインスリンアゴニストである。図13Cに示すよ
うに、B1-B1’インスリンダイマーはタイプA及びタイプBインスリン受容体の双方で活性
を有し、B22位の自然のままのアルギニンによるヒスチジンの取替えは活性に有意な影響
を与えない。
【図１４】14A－14Cは、C57/Blkマウスを用いたB1-B1’及びB29-B29’インスリンダイマ
ーの比較インスリン耐性試験から得られた結果を示す。ヒトインスリンは12又は60nmol/k
gの用量で投与され（図14A）、B1-B1’インスリンダイマー及びB29-B29’インスリンダイ
マーは12、60又は300nmol/kgの用量で投与された（それぞれ図14B及び14C）。in vivo実
験の結果は、B1-B1’インスリンダイマーは、自然のままのインスリンよりも約5倍強力の
ようであることを示している（12nmol/kgのB1-B1’インスリンダイマーのグルコース低下
プロフィールは自然のままのインスリンの60nmol/kgと同等とみなされる）。また別に、B
29-B29’インスリンダイマーは、自然のままのインスリンの能力のわずかに20％であるよ
うに思われる（60nmol/kgの自然のままのインスリンのグルコース低下プロフィールはB29
-B29’インスリンダイマーの300nmol/kgと同等とみなされる）。
【図１５】15A及び15Bは、IFG1単鎖インスリンアナローグのPEG化モノマー及びPEG化B1-B
1’ダイマーのインスリン耐性試験から得られたデータを示す。ダイマーは、C1ペプチド
（8位でリジンを含むように改変されたCペプチド）を介して連結されるA鎖及びB鎖を各々
が含む2つの単鎖インスリンポリペプチドを含み、2つのインスリンポリペプチドは、当該
ポリペプチドのそれぞれのN-末端アミノ酸を継ぎ合わせるPEG20ダイマー化リンカーを介
して継ぎ合わされる。ポリペプチド#39（GlyB2-PEG20Kモノマー；図15A参照）及びポリペ
プチド#57（GlyB2-PEG20K-GlyB2ダイマー；図15B参照）の正常マウスへの投与後、血中グ
ルコースレベルの24時間プロフィールを測定した。
【図１６】16A－16Cは、2つの単鎖IGF-1インスリンアゴニストアナローグ間で形成された
インスリンアゴニストダイマーのin vitroインスリン活性を示す。ダイマーを構成する前
記第一及び第二のインスリンアゴニストアナローグポリペプチドは各々A鎖、B鎖及びC-ペ
プチドを含み、A鎖のN-末端はB鎖のC-末端にC-ペプチドを介して連結され、2つの単鎖IGF
-1インスリンアゴニストアナローグは、2つのC8アミノ酸の側鎖間のジスルフィド結合を
介して互いに連結される。図16AはC8-C8’IGF-1アナローグダイマーの一般構造を示す。
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図16Bは、サブタイプAインスリン受容体におけるC8-C8’IGF-1アナローグダイマーのin v
itro活性の結果を示す。C8-C8’IGF-1アナローグダイマーは、自然のままのインスリンと
対比して相当に軽減された（ほぼ75％）最大用量応答を有する（図16B、黒三角を参照）
。さらにまた、より高濃度では（例えば1nmol/kgより高い）、C8-C8’IGF-1アナローグダ
イマーはアンタゴニスト特性を有する（図16B、黒丸を参照）。図16Cは、C8-C8’IGF-1ア
ナローグダイマーはIGF-1受容体と対比してインスリン受容体に対する選択性を保持する
ことを示す。
【図１７】17A－17Dは、2つの単鎖IGF-1インスリンアゴニストアナローグを含むインスリ
ンダイマーの活性を示す。ここで、A鎖及びB鎖はミニPEG連結部分（PEG8-K-PEG4）を介し
て連結され、2つのインスリンポリペプチドはそれぞれの連結部分のリジン側鎖を介して
継ぎ合わされる（B1[[H5Y16L17]25-PEG8KPEG4-A1[N18,21]のLysC8-LysC8ダイマー；ポリ
ペプチド#53）。活性は、サブタイプAインスリン受容体（図17A参照）、サブタイプBイン
スリン受容体（図17B参照）及びIGF-1受容体（図17C参照）で、リン酸化アッセイによっ
て、さらにサブタイプAインスリン受容体in vitro結合アッセイ（図17D参照）によって試
験される受容体結合アフィニティーによって試験された。グラフの実線は以下を表す：表
示の濃度の自然のままのインスリン（黒四角）又は#53（黒丸）によって刺激されるサブ
タイプA又はサブタイプB受容体のリン酸化（それぞれ図17A－17B）。点線は以下を表す：
6nMのインスリン及び表示の濃度のインスリン（黒四角）又は#53（黒丸）を一緒にインキ
ュベートすることにより刺激されるサブタイプA又はサブタイプB受容体のリン酸化（それ
ぞれ図17A－17B）。
【図１８】18A及び18Bは、2つの単鎖IGF-1インスリンアゴニストアナローグを含むインス
リンダイマーの活性を示す。ここで、A鎖及びB鎖は、Cペプチドの8位にリジンを含むよう
に改変されたC1ペプチドを介して連結され、2つのインスリンポリペプチドはそれぞれの
連結部分のリジン側鎖を介して継ぎ合わされる（B1[[H5,10Y16L17]25-C1[K8]-A1[H8N18,2
1]のLysC8-LysC8ダイマー；ポリペプチド#54]。活性は、サブタイプAインスリン受容体（
図18A参照）及びサブタイプBインスリン受容体（図18B参照）でin vitroリン酸化アッセ
イによって試験された。表示の濃度の自然のままのインスリン（黒四角）又は#53（黒丸
）によって刺激されるサブタイプA又はサブタイプB受容体のリン酸化（それぞれ図18A－1
8B）が示される。
【図１９】19A－19Dは、2つのIGF-1インスリンアゴニストアナローグを含むインスリンダ
イマーの活性を示す。19Aは、第一の不活性化インスリンポリマーのN-末端アミノ酸の側
鎖と第二の単鎖IGF-1インスリンアゴニストアナローグのC8アミノ酸の側鎖との間で形成
されるジスルフィド結合を介する、第一の不活性なインスリンポリペプチド及び第二のイ
ンスリンポリマー間で形成されるインスリンダイマーの構造を提供する。第一のインスリ
ンポリペプチドは、A鎖がB鎖に直接融合されてあるので不活性である。図19Bに提示のデ
ータによって示される通り、このポリペプチドはインスリンアンタゴニストである。しか
しながら、2つの活性なインスリンポリペプチド間で同じB0-C8結合を用いて形成されるダ
イマーは、部分的アゴニスト及びアンタゴニスト活性を示すことが見出されている。図19
Cは、単鎖IGF-1インスリンアゴニストと二鎖IGF-1インスリンアゴニストとの間で形成さ
れるダイマーの構造を示し、ここで、2つのインスリンポリペプチドは、第一のインスリ
ンポリペプチドのN-末端アミノ酸の側鎖と第二のインスリンポリペプチドのC8アミノ酸の
側鎖との間でジスルフィド結合によって連結される。図19Dに提示のデータによって示さ
れる通り、このポリペプチドは部分的アゴニスト及びアンタゴニスト活性を示す。
【図２０】20A－20Dは、2つの異なるインスリンポリペプチドを含むインスリンヘテロダ
イマーの活性を示す。ポリペプチド#59は、不活性なIGF1アナローグ（B1[C1H5Y16L17K29]
29-A1[N18,21]；A鎖がB鎖のカルボキシ末端に直接結合しているために不活性である）を
含む第一のインスリンポリペプチドと第二の活性な単鎖IGF1アナローグ（B1[H5Y16L17]25
-PEG8KPEG4-A

1[N18,21]）との間で形成されたダイマーであり、ここで、A鎖及びB鎖はミ
ニPEG連結部分（PEG8-K-PEG4）を介して連結され、2つのインスリンポリペプチドは、連
結部分のリジンの側鎖及び不活性インスリンポリペプチドのB1アミノ酸の側鎖を介して継



(13) JP 6387008 B2 2018.9.5

10

20

30

40

50

ぎ合わされる。ポリペプチド#60はポリペプチド#59と同一であるが、ただし不活性インス
リンペプチドはトリプシンにより切断されてあり、インスリン活性が回復された二鎖IGF1
インスリンが生成されるという点を除く。活性は、タイプAインスリン受容体（図20A参照
）、タイプBインスリン受容体（図20B参照）及びIGF-1受容体（図20C参照）で、リン酸化
アッセイによって、さらにサブタイプAインスリン受容体in vitro結合アッセイ（図20D参
照）によって試験される受容体結合アフィニティーによって試験された。グラフの実線は
以下を表す：表示の濃度の自然のままのインスリン（黒四角）、#53（黒丸）又は#60（黒
三角）によって刺激されるサブタイプA又はサブタイプB受容体のリン酸化（それぞれ図20
A－20B）。点線は以下を表す：6nMのインスリン及び表示の濃度のインスリン（黒四角）
又は#53（黒丸）を一緒にインキュベートすることにより刺激されるサブタイプA又はサブ
タイプB受容体のリン酸化（それぞれ図20A－20B）。
【図２１】21A－21Eは、IGF2ポリペプチドでダイマー化したインスリンポリペプチドを含
むインスリンヘテロダイマーの活性を示す。ポリペプチド#61（B025-C1-A0をB2-C2[K8]-A
2-D2[R4]に連結）及びポリペプチド#62（B025-C1[K8]-A0をB2-C2-A2-D2に連結）の受容体
活性をサブタイプAインスリン受容体（図21A及び21Cを参照）、サブタイプBインスリン受
容体（図21B及び21D参照）、及びIGF-1受容体（図21E参照）でin vitroリン酸化アッセイ
によって試験した。グラフは、表示の濃度の自然のままのインスリン（黒四角）、#53又
は#60（黒丸）によって刺激されるサブタイプA又はサブタイプB受容体のリン酸化を表す
。
【図２２Ａ】化合物#48（CysB1-CysB1 #2ダイマー；表15－17参照）の調製のための合成
模式図。
【図２２Ｂ】化合物#49（PheB1-PheB1 #28ダイマー；表15－17参照）の調製のための合成
模式図。
【図２２Ｃ】化合物#51（LysB29-LysB29インスリンダイマー；表15－17参照）の調製のた
めの合成模式図。
【図２２Ｄ】化合物#52（LysB29-LysB29 MIU-3*ダイマー；表15－17参照）の調製のため
の合成模式図。
【図２２Ｅ】化合物#53（LysC8-LysC8 #3ダイマー；表15－17参照）の調製のための合成
模式図。
【図２２Ｆ】化合物#55（LysB1-LysB1 #20*ダイマー；表15－17参照）の調製のための合
成模式図。
【図２２Ｇ】化合物#56（LysB1-LysB1 #11ダイマー；表15－17参照）の調製のための合成
模式図。
【図２２Ｈ】化合物#58（LysC8-PEG20K-LysC8 #3ダイマー；表15－17参照）の調製のため
の合成模式図。
【図２３Ａ】化合物B1-チオール-活性化インスリンアナローグ#2の調製のための合成模式
図。
【図２３Ｂ】化合物C8-チオール-改変インスリンアナローグ#3の調製のための合成模式図
。
【図２４Ａ】ダイマー#59（化合物の構造に関する表18参照）の調製のための合成模式図
。
【図２４Ｂ】ダイマー#60（化合物の構造に関する表18参照）の調製のための合成模式図
。
【図２５Ａ】B1-チオール-活性化インスリンアナローグ#27の調製のための合成模式図。
【図２５Ｂ】C8-チオール-改変IGF-2アナローグ#31の調製のための合成模式図。
【図２５Ｃ】ダイマー#61（化合物の構造に関する表18参照）の調製のための合成模式図
。
【図２６Ａ】C8-チオール-活性化インスリンアナローグ#27*の調製のための合成模式図。
【図２６Ｂ】B1-チオール-改変IGF-2の調製のための合成模式図。
【図２６Ｃ】ダイマー#62（化合物の構造に関する表18参照）の調製のための合成模式図
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。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　定義
　本発明の開示及び特許請求の範囲の記載に際して、以下の用語体系が下記に示す定義に
したがって用いられるであろう。
　本明細書で用いられる“約”という用語は、記述されている値又は値の範囲より10パー
セント高いか又は低いことを意味するが、ただし一切の値又は値の範囲をこのより広範囲
の定義にのみ指定しようとするものではない。“約”という用語が先行する値又は値の範
囲の各々がまた、記述されている絶対的値又は値の範囲の統合体を包含することが意図さ
れる。
　本明細書で用いられるように、“プロドラッグ”という用語は、その薬理学的作用を示
す前に化学的改変を受ける任意の化合物と定義される。
　本明細書で用いられるように“アミノ酸”という用語は、アミノ及びカルボキシル官能
基の両方を含む任意の分子を包含し、ここでアミノ及びカルボキシル基は同じ炭素（アル
ファ炭素）に添付される。アルファ炭素は場合によって1つ又は2つのさらに別の有機置換
基を有し得る。本開示の目的のためには、その立体化学構造を指定せずにあるアミノ酸を
指示する場合は、当該アミノ酸のL若しくはD型のどちらか又はラセミ混合物を包含するこ
とが意図される。しかしながら、アミノ酸がその3文字コードで指示されかつ上付き数字
を含む場合には、該アミノ酸のD型は3文字コード及び上付き数字の前に小文字dを含むこ
とによって指定され（例えばdLys-1）、ここで小文字ｄを欠く指示（例えばLys-1）は該
アミノ酸の自然のままのL型を指定することが意図される。この命名体系では、上付き数
字の組み入れは当該インスリンアナローグ配列中の当該アミノ酸の位置を示し、ここで該
インスリンアナローグ内に配置されるアミノ酸は、N-末端から連続的に付与される正の上
付き数字によって指示される。N-末端に又は側鎖を介してインスリンアナローグペプチド
に連結される追加のアミノ酸は、0から始まり該インスリンアナローグ配列からさらに離
れるにつれ増大する負の整数値が付与される。例えば、インスリンアナローグのN-末端に
連結されるジペプチドプロドラッグ内のアミノ酸の位置はaa-1-aa0-インスリンアナロー
グと表示され、ここでaa0はジペプチドのカルボキシ末端アミノ酸を表し、aa-1はジペプ
チドのアミノ末端アミノ酸を示す。
　本明細書で用いられる“ヒドロキシ酸”という用語は、改変されてアルファ炭素のアミ
ノ基がヒドロキシル基に取り替えられてあるアミノ酸を包含する。
　本明細書で用いられる“非コードアミノ酸”という用語は、以下の20のアミノ酸のいず
れかのL-異性体ではない任意のアミノ酸を包含する：Ala、Cys、Asp、Glu、Phe、Gly、Hi
s、Ile、Lys、Leu、Met、Asn、Pro、Gln、Arg、Ser、Thr、Val、Trp、Tyr。
【００２１】
　“ジペプチド”は、アルファアミノ酸又はアルファヒドロキシ酸と別のアミノ酸とのペ
プチド結合による連結によって形成される化合物である。
　本明細書で用いられるように、さらに別の指示を含まない“化学的切断”という用語は
、化学的共有結合の破壊をもたらす非酵素性反応を包含する。
　“生物活性ポリペプチド”は、生物学的作用をin vitro及び／又はin vivoで示すこと
ができるポリペプチドを指す。
　本明細書で用いられるように、一般的にペプチド/ポリペプチドというとき、改変され
たアミノ及びカルボキシ末端を有するペプチド/ポリペプチドを包含することが意図され
る。例えば、標準的なアミノ酸を指定するアミノ酸配列は、N-及びC-末端に標準的なアミ
ノ酸とともに、N-末端に対応するヒドロキシ酸、及び／又は末端カルボン酸の代わりにア
ミド基を含むように改変された対応するC-末端アミノ酸を含むことが意図される。
　本明細書で用いられる“アシル化”アミノ酸は、天然に存在するアミノ酸にとって自然
のものではないアシル基を含むアミノ酸であり、それが生成される手段には無関係である
。アシル化アミノ酸及びアシル化ペプチドを生成する例示的方法は当業界で公知であり、
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ペプチドに組み入れる前にアミノ酸をアシル化するか、又はペプチド合成の後で該ペプチ
ドを化学的にアシル化することを含む。いくつかの実施態様では、アシル基はペプチドに
以下の1つ以上の現象を引き起こす：（i）循環中の半減期の延長、（ii）作用開始の遅延
、（iii）作用持続時間の延長、（iv）プロテアーゼ（例えばDPP-IV）に対する耐性の改
善、及び（v）IGF及び／又はインスリンペプチド受容体での効力の増加。
【００２２】
　本明細書で用いられるように“アルキル化”アミノ酸は、天然に存在するアミノ酸にと
って自然のものではないアルキル基を含むアミノ酸であり、それが生成される手段には無
関係である。アルキル化アミノ酸及びアルキル化ペプチドを生成する例示的方法は当業界
で公知であり、ペプチドに組み入れる前にアミノ酸をアルキル化するか、又はペプチド合
成の後で該ペプチドを化学的にアルキル化することを含む。いずれの特定の理論にも拘束
されないが、ペプチドのアルキル化は、ペプチドのアシル化と類似する（同じではないと
しても）作用（例えば、循環中の半減期の延長、作用開始の遅延、作用持続時間の延長、
プロテアーゼ（例えばDPP-IV）に対する耐性の改善、及びIGF及び／又はインスリン受容
体での効力の増加）を達成するであろう。
　本明細書で用いられるように“医薬的に許容できる担体”という用語は、任意の標準的
な医薬担体、例えば、リン酸緩衝食塩水溶液、水、エマルジョン（例えば油/水又は水/油
エマルジョン）及び多様なタイプの湿潤剤を含む。前記用語はまた、米連邦政府の規制庁
に承認された又は動物（ヒトを含む）で使用される米薬局方に列挙された任意の薬剤を包
含する。
【００２３】
　本明細書で用いられるように“医薬的に許容できる塩”という用語は、親化合物の生物
学的活性を維持し、さらに生物学的又は他の意味で望ましくないものではない化合物の塩
を包含する。本明細書に開示する化合物の多くが、アミノ及び／又はカルボキシル基又は
それらに類似する基の存在により酸及び／又は塩基塩を形成することができる。
　本明細書で用いられるように“親水性部分”という用語は、容易に水に溶解又は容易に
水を吸収でき、かつ有害作用がなく哺乳動物種がin vivoで耐性を示す（すなわち生物適
合性である）任意の化合物を包含する。親水性部分の例には、ポリエチレングリコール（
PEG）、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ乳酸－ポリグリコール酸コポリマー、ポリビ
ニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリメトキサゾリン、ポリエチルオキサゾリン
、ポリヒドロキシエチルメタクリレート、ポリヒドロキシプロピルメタクリルアミド、ポ
リメタクリルアミド、ポリジメチルアクリルアミド、及び誘導セルロース（例えばヒドロ
キシメチルセルロース又はヒドロキシエチルセルロース及びそれらのコポリマー）ととも
に天然のポリマー（例えばアルブミン、ヘパリン及びデキストラン）が含まれる。
【００２４】
　本明細書で用いられるように“治療する”という用語は、指定の異常若しくは症状の予
防、又は指定の異常若しくは症状に付随する諸症候の緩和、及び／又は前記諸症候の予防
又は排除を含む。例えば、本明細書で用いられるように“糖尿病を治療する”という用語
は一般的にはグルコースの血中レベルを正常レベル近くに維持することを指し、与えられ
た状況に応じて血中グルコースレベルを増加又は減少させることを含むことができる。
　本明細書で用いられるように、インスリンアナローグの“有効な”量又は“治療的に有
効な量”は、所望の作用を提供するために有害ではないが十分な量のインスリンアナロー
グを指す。例えば、所望されるある作用は高血糖の予防又は治療であろう。“有効”であ
る量は、個体の年齢及び一般的状態、投与態様などに応じて対象動物ごとに変動するであ
ろう。したがって、厳密な“有効量”を指定することが常に可能であるとは限らない。し
かしながら、任意の個々の事例において適切な“有効”量を日常的な試験を用いて当業者
は決定し得る。
　“非経口的”という用語は、栄養管を通過しないが何らかの他のルート（例えば鼻内、
吸入、皮下、筋肉内、脊髄内又は静脈内）によることを意味する。
【００２５】
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　本出願を通して、文字及び数字による具体的なアミノ酸の位置（例えばA5位）の指示は
いずれも、それぞれ自然のままのヒトインスリンA鎖（配列番号：1）若しくはB鎖（配列
番号：2）におけるA鎖（例えばA5位）若しくはB鎖（例えばB5位）の当該位置のアミノ酸
の位置、又はその任意のアナローグにおける対応するアミノ酸の位置を指す。例えば本明
細書で“B28位”という指示（更なる修飾を一切含まない）は、配列番号：2の第一のアミ
ノ酸が欠失されてあるインスリンアナローグのB鎖の対応するB27位を意味するであろう。
同様に、自然のままのB鎖のN-末端に付加されるアミノ酸にはB0で始まる番号が付与され
、N-末端にアミノ酸が付加されるにつれ増加する負の値の番号が続く（例えばB-1、B-2…
）．また別に、単鎖アナローグの連結部分のアミノ酸の位置の指示は、IGF1の自然のまま
のC鎖（配列番号：17）に対応して為される。例えば、自然のままのC鎖の9位（又は“C9
位”）はアラニン残基である。
【００２６】
　本明細書で用いられるように“自然のままのヒトインスリン”という用語は、配列番号
：1のA鎖及び配列番号：2のB鎖を含む51アミノ酸のヘテロ二重体とともに配列番号：1及
び2を含む単鎖インスリンアナローグを指すことが意図される。本明細書で用いられる“
インスリンポリペプチド”（更なる説明的言葉を含まない）という用語は、配列番号：1
のA鎖及び配列番号：2のB鎖を含む51アミノ酸のヘテロ二重体とともに、その単鎖インス
リンアナローグ（例えば、国際特許出願公開WO96/34882及び米国特許6,630,348号に開示
されたもの（前記文献は参照によりその全体が本明細書に組み入れられる））を包含する
ことが意図され、前記には、自然のままのA鎖及び／又はB鎖の改変アナローグ及びその誘
導体を含むヘテロ二重体並びに単鎖アナローグ（前記はインスリン受容体活性を有する）
が含まれる。そのような改変アナローグは、A19、B16又はB25位アミノ酸から4-アミノフ
ェニルアラニンまでの改変、又はA5、A8、A9、A10、A12、A14、A15、A17、A18、A21、B1
、B2、B3、B4、B5、B9、B10、B13、B14、B17、B20、B21、B22、B23、B26、B27、B28、B29
及びB30から選択される位置の1つ以上のアミノ酸置換、又はB1－4及びB26－30位のいずれ
か若しくは全部の欠失を含む。本明細書で定義されるインスリンポリペプチドはまた、非
ペプチド部分（例えばレトロインベルソフラグメント）の挿入若しくは置換によって、又
は非ペプチド結合（例えばアザペプチド結合（NHによるCOの置換）若しくは偽ペプチド結
合（例えばNHのCH2による置換）若しくはエステル結合（例えばデプシペプチド（1つ以上
のアミド（-CONHR-）結合がエステル（COOR）結合によって取り換えられる））の取り込
みによって、自然に存在するインスリンから誘導されるアナローグであり得る。
【００２７】
　“A19インスリンアナローグ”は、自然のままのA鎖の19位の自然のままのチロシン残基
を4-アミノフェニルアラニン又は4-メトキシフェニルアラニンで置換したインスリンペプ
チドである。
　本明細書で用いられる“IGF1アナローグ”は、A鎖及びB鎖を含み、当該A鎖及びB鎖配列
の各々が自然のままのIGF1 A及びB鎖配列とそれぞれ90％以上の配列同一性を共有するポ
リペプチドを包含する包括的用語である。前記用語はまたIGF YLアナローグを包含する。
　本明細書で用いられる“IGF2アナローグ”は、A鎖及びB鎖を含み、当該A鎖及びB鎖配列
の各々が自然のままのIGF2 A及びB鎖配列とそれぞれ90％以上の配列同一性を共有するポ
リペプチドを包含する包括的用語である。
　“IGF YLアナローグ”は、配列番号：19のIGF A鎖及び配列番号：51のIGF B鎖を含むペ
プチドである。
　本明細書で用いられるように“単鎖インスリンアナローグ”という用語は構造的に関連
する一群のタンパク質を包含し、ここで、インスリン又はIGF A及びB鎖、又は前記のアナ
ローグ若しくは誘導体は、共有結合により互いに連結されて線状ポリペプチド鎖を形成す
る。本明細書で開示するように、単鎖インスリンアナローグは、B鎖のカルボキシ末端とA
鎖のアミノ末端との連結部分を介した共有結合を含む。
【００２８】
　本明細書で用いられる“インスリンA鎖”という用語（更なる説明的言葉を含まない）
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は、配列番号：1の21アミノ酸配列とともにその機能的アナローグ及び誘導体を包含する
ことが意図され、前記アナローグ及び誘導体には、A19インスリンアナローグのA鎖及び当
業者に公知の他のアナローグが含まれ、前記はA4、A5、A8、A9、A10、A12、A14、A15、A1
7、A18、A21から選択される位置に1つ以上のアミノ酸の挿入、欠失又は置換を含む。
　本明細書で用いられる“インスリンB鎖”という用語（更なる説明的言葉を含まない）
は、配列番号：2の30アミノ酸配列とともに自然のままのB鎖の改変された機能的アナロー
グを包含することが意図され、前記アナローグは、B16又はB25位のアミノ酸から4-アミノ
フェニルアラニンまでの改変、又はB1、B2、B3、B4、B5、B9、B10、B13、B14、B17、B20
、B21、B22、B23、B25、B26、B27、B28、B29及びB30から選択される位置に1つ以上のアミ
ノ酸の挿入、欠失若しくは置換、又はB1－4及びB26－30位のいずれか若しくは全ての欠失
を含む。
　本明細書で用いられる“誘導体”という用語は、化合物（例えばアミノ酸）に対する化
学的改変を包含することが意図され、前記改変には、例えばポリペプチドの1つ以上の位
置の側鎖に基（例えばチロシン残基にニトロ基を又はチロシン残基にヨウ素）を導入する
ことによって、又は遊離カルボキシル基のエステル基若しくはアミド基への変換によって
、又はアミノ基のアシル化によるアミドへの変換によって、又はヒドロキシ基をアシル化
してエステルにすることによって、又は一級アミンをアルキル化して二級アミンにするこ
とによって、又はアミノ酸側鎖への親水性部分の結合によってin vitroで化学的に改変す
ることが含まれる。他の誘導体は、ポリペプチド内のアミノ酸残基の側鎖の酸化又は還元
によって入手される。
【００２９】
　本明細書で用いられる“IGF A鎖”という用語（更なる説明的言葉を含まない）は、自
然のままのIGF 1又はIGF 2の21アミノ酸配列（それぞれ配列番号：5及び7）とともに当業
者に公知のその機能的アナローグを包含することが意図され、前記アナローグは、A5、A8
、A9、A10、A12、A14、A15、A17、A18、A21から選択される位置における1つ以上のアミノ
酸の置換による配列番号：5及び7の配列の改変を含む。
　本明細書で用いられる“IGF YL B鎖”という用語（更なる説明的言葉を含まない）は、
配列番号：21を含むアミノ酸配列（例えば配列番号：6の配列を含む）とともにIGF YL B
鎖のアナローグ及びその誘導体を包含することが意図され、前記誘導体は、B16又はB25位
のアミノ酸から4-アミノフェニルアラニンまでの改変、又はB1、B2、B3、B4、B5、B9、B1
0、B13、B14、B17、B20、B21、B22、B23、B26、B27、B28、B29及びB30から選択される位
置における1つ以上のアミノ酸の置換、又はB1－4及びB26－30位のいずれか若しくは全て
の欠失を含む。
【００３０】
　本明細書で用いられる“同一性”という用語は2つ以上の配列間の類似性と関連する。
同一性は、同一残基数を残基総数で割り、結果に100を乗じてパーセンテージを得ること
によって測定される。したがって、正確に同じ配列の2つのコピーは100％の同一性を有し
、一方、互いに比較してアミノ酸の欠失、付加又は置換を有する2つの配列はより低い同
一性の程度を有する。いくつかのコンピュータープログラム（例えばBLST（Basic Local 
Alignment Search Tool, Altschul et al.(1993) J.Mol.Biol.215:403-410）のようなア
ルゴリズムを利用するもの）が配列同一性の決定に利用できることを当業者は認識してい
るであろう。
　本明細書で用いられるように、第二の受容体と比較した第一の受容体に対する分子の“
選択性”という用語は以下の比率を指す：第一の受容体における分子のEC50で割った第二
の受容体における分子のEC50。例えば、第一の受容体で1nMのEC50及び第二の受容体で100
nMのEC50を有する分子は、第二の受容体と比較して第一の受容体に対して100倍の選択性
を有する。
【００３１】
　本明細書で用いられるように、アミノ酸“改変”は、アミノ酸の置換、又は付加による
アミノ酸の誘導、及び／又はアミノ酸からの（への）化学基の移動を指し、ヒトタンパク
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質で一般的に見出される20アミノ酸とともに非定型的又は天然に存在しないアミノ酸のい
ずれかによる置換を含む。非定型的アミノ酸の市場の供給源にはシグマ-アルドリッチ（S
igma-Aldrich, Milwaukee, WI）、ケムペップ社（ChemPep Inc., Miami, FL）及びゲンザ
イムファーマシューティカルズ（Genzyme Pharmaceuticals, Cambridge, MA）が含まれる
。非定型的アミノ酸は、市場の供給業者から購入するか、新規に合成するか、又は天然に
存在するアミノ酸から化学的に改変するか若しくは誘導することができる。
　本明細書で用いられる、アミノ酸の“置換”は、あるアミノ酸残基の異なるアミノ酸残
基による取替えを指す。
　本明細書で用いられる、“保存的アミノ酸置換”という用語は、以下の5つのグループ
の1つの中での変更と定義される：
I. 小さな脂肪族で、非極性又はわずかに極性の残基：Ala、Ser、Thr、Pro、Gly；
II. 極性で負に荷電した残基及びそれらのアミド：Asp、Asn、Glu、Gln、システイン酸及
びホモシステイン酸；
III. 極性で正に荷電した残基；His、Arg、Lys、オルニチン（Orn）；
IV. 大きな脂肪族の非極性残基：Met、Leu、Ile、Val、Cys、ノルロイシン（Nle）、ホモ
システイン；
V. 大きな芳香族残基：Phe、Tyr、Trp、アセチルフェニルアラニン。
【００３２】
　本明細書で用いられる一般的用語“ポリエチレングリコール鎖”又は“PEG鎖”は、エ
チレンオキシド及び水の縮合ポリマーの混合物を包含し、前記ポリマーは一般式H(OCH2CH

2)nOH（式中nは少なくとも2）で表される分枝又は直鎖状である。“ポリエチレングリコ
ール鎖”又は“PEG鎖”は、そのほぼ平均の分子量を示すために数字の接尾辞と一緒に用
いられる。例えばPEG-5,000は、約5,000ダルトンの総分子量平均を有するポリエチレング
リコール鎖を指す。
　本明細書で用いられる“PEG化”などの用語は、ポリエチレングリコール鎖を任意の化
合物に連結することによってその自然の状態から改変されてある化合物を含む。“PEG化
ポリペプチド”は、当該ポリペプチドと共有結合されたPEG鎖を有するポリペプチドであ
る。
　本明細書で用いられる“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
子又は分子の基である。リンカーは2つの実体の最適な間隙を提供するか、さらにまた2つ
の物体が互いに分離状態にあることを可能にする不安定な結合を提供できる。不安定な結
合には、光切断可能基、易酸性部分、易塩基性部分及び酵素切断可能基が含まれる。
　本明細書で用いられる“インスリンダイマー”は、リンカーにより互いに共有結合され
た2つのインスリンポリペプチドを含む複合体である。インスリンダイマーという用語は
、何らの修飾の言葉を含まずに用いられるときインスリンホモダイマー及びインスリンヘ
テロダイマーの両方を包含する。インスリンホモダイマーは2つの同一のインスリンポリ
ペプチドを含み、一方、インスリンヘテロダイマーは異なる2つのインスリンポリペプチ
ドを含む。
【００３３】
　本明細書で用いられるように、“C1－Cnアルキル”（式中nは1から6であり得る）とい
う用語は、1から指定の数の炭素原子を有する分枝又は直鎖アルキル基を表す。典型的なC

1-C6アルキル基には、メチル、エチル、n-プロピル、iso-プロピル、ブチル、iso-ブチル
、sec-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシルなどが含まれるが、ただしこれらに限
定されない。
　“C2－Cnアルケニル”（式中nは2から6であり得る）という用語は、2から指定の数の炭
素原子及び少なくとも1つの二重結合有する、オレフィン系不飽和分枝又は直鎖基を表す
。そのような基の例には、1-プロペニル、2-プロペニル（-CH2-CH=CH2）、1,3-ブタジエ
ニル（-CH=CHCH=CH2）、1-ブテニル（-CH=CHCH2CH3）、ヘキセニル、ペンテニルなどが含
まれるが、ただしこれらに限定されない。
　“C2－Cnアルキニル”（式中nは2から6であり得る）という用語は、2からn個の炭素原
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子及び少なくとも1つの三重結合有する不飽和分枝又は直鎖基を表す。そのような基の例
には、1-プロピニル、2-プロピニル、1-ブチニル、2-ブチニル、1-ペンチニルなどが含ま
れるが、ただしこれらに限定されない。
【００３４】
　本明細書で用いられる“アリール”という用語は、1つ又は2つの芳香環を含む単環又は
二環炭素環式環系を指し、前記にはフェニル、ナフチル、テトラヒドロナフチル、インダ
ニル、インデニルなどが含まれるが、ただしこれらに限定されない。アリール環のサイズ
及び置換基又は連結基の存在は、存在する炭素数を指示することによって示される。例え
ば、“(C1-C3アルキル)(C6-C10アリール)”という用語は、1から3員のアルキル鎖を介し
て親部分に添付される5から10員のアリールを指す。
　本明細書で用いられる“ヘテロアリール”という用語は、1つ又は2つの芳香環を含み、
かつ1つの芳香環内に少なくとも1つの窒素、酸素又は硫黄原子を含む、単環式又は二環式
環系を指す。ヘテロアリール環のサイズ及び置換基又は連結基の存在は、存在する炭素数
を指示することによって示される。例えば、“(C1-Cnアルキル)(C5-C6ヘテロアリール)”
という用語は、1から“n”員のアルキル鎖を介して親部分に添付される5から6員のヘテロ
アリールを指す。
　本明細書で用いられるように、“ハロ”という用語は、フッ素、塩素、臭素及びヨウ素
から成る、当該基の1つ以上のメンバーを指す。
【００３５】
　本明細書で用いられる“患者”（更なる指示を含まない）という用語は、任意の温血脊
椎家畜化動物（例えば家畜類、ウマ、ネコ、イヌ及び他のペットを含むが、ただしこれら
に限定されない）及びヒトを包含することが意図される。
　本明細書で用いられる“単離された”という用語は、その天然の環境から移動されてあ
ることを意味する。いくつかの実施態様では、アナローグは組換え方法を介して作製され
、該アナローグは宿主細胞から単離される。
　本明細書で用いられる“精製される”という用語は、自然のままの又は天然の環境にお
いてある分子又は化合物に通常付随する夾雑物を実質的に含まない形態で該分子又は化合
物を単離することを包含し、本来の組成物の他の成分から分離された結果として純度が高
められてあることを意味する。 “精製されたポリペプチド”という用語は、他の化合物
（核酸分子、脂質及び炭水化物を含むが、ただしこれらに限定されない）から分離されて
あるポリペプチドを指すために本明細書では用いられる。
【００３６】
　“ペプチド模倣体”は、既存のペプチドの一般構造と相違する構造を有するが、該既存
のペプチドの生物学的活性を模倣することによって当該ペプチドと同様な態様で機能する
化学的合成物を指す。ペプチド模倣体は、典型的には天然に存在するアミノ酸及び／又は
非天然のアミノ酸を含むが、ペプチド骨格の改変もまた含むことができる。例えば、ペプ
チド模倣体は、典型的には非ペプチド部分（例えばレトロインベルソフラグメント）の挿
入若しくは置換、又は非ペプチド結合（例えばアザペプチド結合（NHによるCOの置換）若
しくは偽ペプチド結合（例えばNHのCH2による置換）若しくはエステル結合（例えばデプ
シペプチド（1つ以上のアミド（-CONHR-）結合がエステル（COOR）結合によって取り換え
られる））の取り入れを有する自然に存在するアミノ酸を含む。また別にペプチド模倣体
は天然に存在するアミノ酸を全く欠くことができる。
　本明細書で用いられる“荷電アミノ酸”又は“荷電残基”という用語は、生理学的pHの
水溶液中で陰性に荷電する（すなわち脱プロトン化）又は陽性に荷電する（すなわちプロ
トン化）側鎖を含むアミノ酸を指す。例えば、陰性荷電アミノ酸には、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、及びホモグルタミン酸が含まれ、一方
、陽性荷電アミノ酸には、アルギニン、リジン、及びヒスチジンが含まれる。荷電アミノ
酸には、ヒトタンパク質で一般的に見出される20アミノ酸中の荷電アミノ酸とともに、非
定型的又は天然に存在しないアミノ酸が含まれる。
　本明細書で用いられる“酸性アミノ酸”は、第二の酸性部分（アミノ酸のアルファカル
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ボン酸以外、例えば側鎖のカルボン酸又はスルホン酸）を含むアミノ酸を指す。
　本明細書で用いられる“ミニPEGリンカー”（更なる説明的言葉を含まない）という用
語は、エチレングリコール（4－16エチレングリコールユニットを含む）の直鎖ポリマー
であり、前記はポリペプチドを第二のポリマー（典型的には第二のポリペプチド）に連結
する。場合によって、ミニPEGはアミノ酸を含むことができる。
【００３７】
　略称
　インスリンアナローグは以下のように略称される：
　インスリンA及びB鎖は、A鎖については大文字AでB鎖については大文字Bで示され、ここ
で、上付き数字0（例えばA0又はB0）は基本配列がインスリン配列であること（A鎖は配列
番号：1、B鎖は配列番号：2）、上付き数字1（例えばA1又はB1）は基本配列がIGF-1配列
であること（A鎖は配列番号：5、B鎖は配列番号：87）を示す。自然のままのインスリン
配列及びIGF配列から外れる改変は、A又はB鎖の指定に続くカッコ内に示され（例えば[B1

(H5,H10,Y16,L17)：A1(H8,N18,N21)]）、置換を示す一文字アミノ酸略称及びそれぞれA又
はB鎖内の置換位置（自然のままのインスリン番号付けを用いる）が付随する。A鎖とB鎖
の間のコロンは二鎖インスリンを示し、一方、ダッシュは共有結合（したがって単鎖アナ
ローグ）を示す。単鎖アナローグでは、連結部分はA鎖とB鎖の間に含まれ、C1の表示は自
然のままのIGF1 Cペプチド（配列番号：17）を指す。連結部分に関して“C8位”の表示は
、配列番号：17の8番目のアミノ酸に対応する位置に存在するアミノ酸を指す。
　実施態様
　本明細書に開示されるものは、インスリン受容体アゴニスト活性を有するインスリンア
ナローグダイマーである。該ダイマーのインスリン活性のレベルは、ダイマー構造、並び
に特にインスリンアナローグの配列、ダイマーリンカーの長さ、及び2つのインスリンポ
リペプチドをつなぐダイマー化の位置の関数である。本明細書に開示するインスリンダイ
マーは第一及び第二のインスリンポリペプチド間で形成され、各インスリンポリペプチド
はA鎖及びB鎖を含む。第一及び第二のインスリンポリペプチドは、二鎖インスリンアナロ
ーグ（すなわち、前記ではA及びB鎖は内部システイン残基間の鎖間ジスルフィド結合だけ
で連結される）、及び単鎖インスリンアナローグ（すなわち、前記ではA及びB鎖は直線鎖
として共有結合により互いに連結され、鎖間ジスルフィド結合もまた含まれる）から別個
に選択することができ、第一及び第二のインスリンポリペプチドは互いに連結されて共有
結合又は二官能性リンカーによりダイマーを形成する。ある実施態様にしたがえば、第一
及び第二のインスリンポリペプチドは、
A）第一のインスリンポリペプチドのB鎖のN-末端アルファアミン又はN-末端アミノ酸側鎖
を、
i）第二のインスリンポリペプチドのN-末端アルファアミン又はN-末端アミノ酸側鎖に、
若しくは
ii）第二のインスリンポリペプチドが単鎖インスリンアナローグであるときは、前記B鎖
を第二のインスリンポリペプチドのA鎖に継ぎ合わせる連結部分のアミノ酸の側鎖に、
B）第一のインスリンポリペプチドのB鎖のB29アミノ酸の側鎖を
i）第二のインスリンポリペプチドのB鎖のB29アミノ酸の側鎖に、若しくは
ii）前記B鎖を第二のインスリンポリペプチドのA鎖に継ぎ合わせる連結部分のアミノ酸の
側鎖に、又は
C）第一のインスリンポリペプチドが単鎖インスリンアナローグであるときは、前記B鎖を
第一のインスリンポリペプチドのA鎖に継ぎ合わせる第一の連結部分のアミノ酸の側鎖を
、前記B鎖を第二のインスリンポリペプチドのA鎖に継ぎ合わせる第二の連結部分のアミノ
酸の側鎖に継ぎ合わせて、ジスルフィド結合又は二官能性リンカーによって互いに連結さ
れる。ある実施態様では、ダイマー化リンカーが連結部分のアミノ酸の側鎖を介して第一
及び第二のインスリンポリペプチドを継ぎ合わせるときは、連結は該連結部分のC8位のア
ミノ酸を介して生じる。
【００３８】
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　ある実施態様では、単鎖アナローグの連結部分はミニPEGリンカー（約8－16のエチレン
グリコールユニット及び場合によって1つ又は2つのアミノ酸の短い直鎖状ポリマー）を含
む。ある実施態様では、ミニPEGリンカーは構造(PEG)6-8-K-PEG4-6を含み、前記には例え
ばPEG8-K-PEG4が含まれる。ある実施態様では、ミニPEG連結部分を含む単鎖インスリンポ
リペプチド間で形成されるダイマーは、ダイマー化結合又は二官能性リンカー（場合によ
ってミニPEGリンカーのアミノ酸（例えばリジン）の側鎖に添付される）によって一緒に
連結される。例えば、ある実施態様では、ミニPEGリンカーPEG8-K-PEG4のリジンの側鎖は
さらに改変されて下記構造を提供し：
【００３９】
【化４】

【００４０】
側鎖をジスルフィド結合に参加させることができる。別の実施態様では、連結部分はペプ
チドリンカーであり、例えばIGF1 C1又はIGF2 C2ペプチドが含まれる。ある実施態様では
、第一及び第二のインスリンポリペプチドは、12アミノ酸のペプチドリンカーの8番目の
アミノ酸の側鎖に添付された結合又は二官能性リンカーによって一緒に連結される。ある
実施態様では、単鎖インスリンアナローグのC1又はC2ペプチド連結部分は、場合によって
8位の置換により改変されて、下記構造の側鎖を含むアミノ酸を含み、
【００４１】
【化５】

【００４２】
側鎖をジスルフィド結合に参加させることができる。
【００４３】
　本明細書に開示するインスリンダイマーは、インスリン受容体で活性を有することが知
られている自然のままのヒトインスリンの誘導体のいずれかを含むことができる。ある実
施態様では、該ダイマーの第一及び第二のインスリンポリペプチドは、GIVX4X5CCX8X9X10
CX12LX14X15LEX18X19CX21-R13（配列番号：70）のA鎖アミノ酸配列及びX25LCGX29X30LVX3
3X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号：44）のB鎖アミノ酸配列を含み、式中、X4はグルタミ
ン酸又はアスパラギン酸であり、X5はグルタミン酸又はグルタミンであり、X8はスレオニ
ン、ヒスチジン又はフェニルアラニンであり、X9はセリン、アルギニン、オルニチン又は
アラニンであり、X10はセリン又はイソロイシンであり、X12はセリン又はアスパラギン酸
であり、X14はアルギニン、チロシン、オルニチン又はアラニンであり、X15はグルタミン
、アルギニン、アラニン、オルニチン又はロイシンであり、X18はメチオニン、アスパラ
ギン又はスレオニンであり、X19はチロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノ
フェニルアラニンであり、X21はアラニン、グリシン又はアスパラギンであり、X25はヒス
チジン又はスレオニンであり、X29はアラニン、グリシン又はセリンであり、X30はヒスチ
ジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸又はシステイン酸であり、X33
はアスパラギン酸又はグルタミン酸であり、X34はアラニン又はスレオニンであり、X41は
アスパラギン酸又はグルタミン酸であり、X42はアラニン、オルニチン又はアルギニンで
あり、X45はチロシン又はフェニルアラニンであり、さらにR13はCOOH又はCONH2である。
ある実施態様では、2つのA鎖は同一であり、B鎖は同一又は異なっている。別の実施態様
では、2つのB鎖は同一で2つのA鎖は同一又は異なり、別の実施態様では、第一及び第二の
インスリンポリペプチドは配列が同一である。ある実施態様では、A鎖は、GIVEQCCTSICSL
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YQLENYCN（配列番号：1）、GIVEECCFRSCDLALLENYCN（配列番号：12）及びGIVDECCFRSCDLR
RLENYCN（配列番号：11）から別個に選択される配列を含み、B鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLV
CGERGFFYTPKT（配列番号：2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGEHGFFYTPR（配列番号：13）及びGP
EHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）から別個に選択される配列を含む。
【００４４】
　ある実施態様では、ダイマーのインスリンポリペプチドの一方又は双方が単鎖インスリ
ンアナローグであり、ここでB鎖のカルボキシ末端は連結ペプチドを介してA鎖のアミノ末
端に連結される。ある実施態様では、インスリンポリペプチドの連結ペプチドは、8から1
7アミノ酸のペプチドを含み、より具体的にはある実施態様では、該ペプチドはIGF-1Cペ
プチド又はそのアナローグである。ある実施態様では、インスリンポリペプチドの連結ペ
プチドは、GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）、GAGSSSRX68APQT（配列番号：15）、SRVSRX6
8SR（配列番号：98）、X51X52GSSSX57X68APQT（配列番号：17）、X51X52GSSSX57X58APQT
（配列番号：16）、(SSSSX59APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQX60)n（配列番号：18）及びMGSSSS
X59APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQEEEEEX60（配列番号：19）から成る群から選択される配列を
含み、式中、nは1、2又は3から成る群から選択される整数であり、X51は、グリシン、ア
ラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン及びプロリンから成る群から選択され、X52は
アラニン、チロシン、バリン、ロイシン、イソロイシン又はプロリンであり、X57及びX58
は、別個にアルギニン、リジン、又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり、
【００４５】
【化６】

【００４６】
さらにX68はリジン、オルニチン、アルギニン、又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であ
り、
【００４７】

【化７】

【００４８】
式中、mは1、2、3又は4であり、ある実施態様では、mは4である。ある実施態様では、A鎖
は、別個にGIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）、GIVEECCFRSCDLALLENYCN（配列番号
：12）及びGIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）から選択され、B鎖はFVNQHLCGSHLVEA
LYLVCGERGFFYTPKT（配列番号：2）又はGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）を含
み、さらにA鎖及びB鎖を継ぎ合わせる連結ペプチドはGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）の
配列から成り、式中、X68は、下記構造の側鎖を含むアミノ酸である：
【００４９】
【化８】

【００５０】
　ある実施態様では、インスリンダイマーは、インスリンスーパーアゴニストである（す
なわち、自然のままのインスリンよりも強力な活性を有する）。ある実施態様では、第一
のインスリンポリペプチドは、第一及び第二のインスリンポリペプチドのB鎖のN-末端ア
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ルファアミン又はN末端アミノ酸の側鎖を介して第二のインスリンポリペプチドと連結さ
れ（すなわち頭対頭の態様）、該ダイマーは自然のままのインスリンと対比して2倍又は5
倍増加効力を示す。ある実施態様では、スーパーアゴニストインスリンダイマーは、第一
及び第二のインスリンポリペプチドが各々二鎖インスリンアナローグである、第一及び第
二のインスリンポリペプチドを含む。より具体的には、第一のインスリンポリペプチドは
、第一及び第二のインスリンポリペプチドの各B鎖の2つのN末端アルファアミンの間でジ
スルフィド結合又は他の連結部分を介して第二のインスリンポリペプチドと連結される（
すなわち頭対頭の態様）。ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドの
双方のA鎖が自然のままのヒトインスリン配列（GIVEQCCTSICSLYQLENYCN；配列番号：1）
を含み、B鎖の少なくとも一方が配列FVNQHLCGSHLVEALYLVCGEHGFFYTPKT（配列番号：20）
を含む。ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドが各々自然のままの
ヒトインスリンであり、当該2つのインスリンポリペプチドは、各インスリンポリペプチ
ドのN-末端アミノ基を連結するジスルフィド結合を介して互いに連結される。
【００５１】
　ある実施態様では、インスリンダイマーは、第一及び第二のインスリンポリペプチド間
で形成されるダイマーを含むインスリン部分的アゴニストであり、当該2つのインスリン
ポリペプチドはB鎖のC-末端アミノ酸のアミノ酸側鎖を継ぎ合わせる連結部分を介して互
いに連結され、該C-末端アミノ酸は、それぞれ第一及び第二のインスリンポリペプチドの
B26、B27、B28、B29及びB30位から別個に選択される。ある実施態様では、インスリンダ
イマーは、第一及び第二のインスリンポリペプチド間で形成されるダイマーを含むインス
リン部分的アゴニストであり、当該2つのインスリンポリペプチドはB鎖のC-末端アミノ酸
のアミノ酸側鎖を継ぎ合わせる連結部分を介して互いに連結され、該C-末端アミノ酸は、
それぞれ第一及び第二のインスリンポリペプチドのB28、B29及びB30位から別個に選択さ
れる。ある実施態様では、該連結は以下から成る群から選択される：B26-B26’、B26-B27
’、B26-B28’、B26-B29’、B26-B30’、B27-B26’、B27-B27’、B27-B28’、B27-B29’
、B27-B30’、B28-B26’、B28-B27’、B28-B28’、B28-B29’、B28-B30’、B29-B26’、B
29-B27’、B29-B28’、B29-B29’、B29-B30’、B30-B26’、B30-B27’、B30-B28’、B30-
B29’及びB30-B30’。ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドのB26
、B27、B28、B29及びB30位から選択されるアミノ酸は下記構造Iの側鎖を含み：
【００５２】
【化９】

【００５３】
式中、mは1から4から選択される整数であり、2つのC-末端アミノ酸の間でジスルフィド結
合によるダイマーの形成を可能にする。ある実施態様では、インスリン部分的アゴニスト
ダイマーは、第一及び第二のインスリンポリペプチド間で形成されるダイマーを含み、こ
こで2つのインスリンポリペプチドは、第一及び第二のインスリンポリペプチドのそれぞ
れのB29アミノ酸のアミノ酸側鎖を継ぎ合わせる連結部分を介して互いに連結される。あ
る実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドのB29アミノ酸は下記構造Iの側
鎖を含み：
【００５４】

【化１０】

【００５５】
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式中、mは1から4から選択される整数で、場合によってmは4であり、さらに第一及び第二
のインスリンポリペプチドは、B29及びB29’アミノ酸側鎖間でジスルフィド結合を介して
連結される。ある実施態様では、インスリン部分的アゴニストは、自然のままのインスリ
ンと対比してインスリン受容体で66％、50％、40％、33％又は20％未満の活性を有する。
ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLE
NYCN（配列番号：1）及びGIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）から別個に選択され、
B鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号：2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGEHGFFY
TPR（配列番号：13）、GPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）及びGPEHLCGAELVDALY
LVCGDRGFYFNKPT（配列番号：22）から別個に選択される。ある実施態様では、第一及び第
二のインスリンポリペプチドの双方のA鎖が、自然のままのヒトインスリン配列GIVEQCCTS
ICSLYQLENYCN（配列番号：1）を含み、B鎖の少なくとも一方は配列FVNQHLCGSHLVEALYLVCG
EHGFFYTPKT（配列番号：20）を含む。ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリ
ペプチドはヒトの自然のままのインスリンA及びB鎖配列を含む。
【００５６】
　ある実施態様では、インスリンダイマーは第一の濃度でインスリン重要体アゴニスト活
性を有するが、しかしながら二番目に高い濃度でインスリン受容体アンタゴニスト活性を
有する（すなわち部分的アゴニスト/アンタゴニストインスリンアナローグ）。ある実施
態様では、第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドの間で形成
されるダイマーを含む部分的アゴニスト/アンタゴニストインスリンアナローグが提供さ
れ、ここで、第一のインスリン及び第二のインスリンポリペプチドはともに二鎖インスリ
ンアナローグで、各々が鎖間ジスルフィド結合を介して互いに連結されるA鎖及びB鎖を含
む。この実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドは、2つのそれぞれのB鎖
のカルボキシ末端アミノ酸の側鎖を継ぎ合わせるダイマー化リンカーを介して互いに連結
され、第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番
号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号
：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）から成る群から別個に選択され、第一
及び第二のインスリンのB鎖はFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPX68T（配列番号：2）及びGP
ETLCGAELVDALYLVCGDRGFYFNX68PT（配列番号：99）から成る群から別個に選択され、
式中、X68は下記構造の側鎖を含むアミノ酸であり、
【００５７】
【化１１】

【００５８】
該側鎖がジスルフィド結合に参加することを可能にする。ある実施態様では、第一及び第
二のインスリンポリペプチドは自然のままのインスリン配列を含み、B29及びB29’のリジ
ンは改変されてあって下記構造の側鎖を含み、
【００５９】

【化１２】

【００６０】
該ダイマーはB29及びB29’の間のジスルフィド結合によって形成される。
　ある実施態様では、2つのインスリンポリペプチドを含む部分的アゴニスト/アンタゴニ
ストインスリンアナローグが提供され、ここで、インスリンポリペプチドの少なくとも一
方は単鎖インスリンであり、第一及び第二のインスリンポリペプチドは、該単鎖インスリ
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ンポリペプチドの連結ペプチド内に含まれるアミノ酸のアミノ酸側鎖、及び第二のインス
リンポリペプチドのN-末端アルファアミン又はN-末端アミノ酸の側鎖を介して互いに連結
される。ある実施態様にしたがえば、第一及び第二のインスリンポリペプチドは、ヒトイ
ンスリンのB鎖及びA鎖、又はそのアナローグ若しくは誘導体を含む。
【００６１】
　ある実施態様では、ダイマーのインスリンポリペプチドの一方又は双方がインスリン単
鎖アナローグで、該B鎖のカルボキシ末端は、GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）、GYGSSSRK
APQT（配列番号：21）、SRVSRX68SR（配列番号：98）又はX51X52GSSSX57X58APQT（配列番
号：16）から成る群から選択される配列を含むペプチドを介してA鎖のアミン末端に連結
され、式中、X51はグリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン及びプロリン
から成る群から選択され、X52はアラニン、チロシン、バリン、ロイシン、イソロイシン
又はプロリンであり、X57及びX58は別個に、アルギニン、リジン、システイン、ホモシス
テイン、アセチル-フェニルアラニン、オルニチン、又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸
であり：
【００６２】
【化１３】

【００６３】
X68はリジン、アルギニン、又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり：
【００６４】

【化１４】

【００６５】
式中、mは1から4から選択される整数である。さらに別の実施態様では、第一のインスリ
ンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドを含む部分的インスリンアゴニスト/
アンタゴニストが提供され、ここで、前記第一のインスリンポリペプチドは、第一のA鎖
配列、第一のB鎖配列及び第一の連結ペプチドを含む単鎖インスリンアナローグであり、
前記第一の連結ペプチドの第一の末端は第一のB鎖のC-末端に共有結合され、前記第一の
連結ペプチドの第二の末端は第一のA鎖のアミノ末端に共有結合される。第二のインスリ
ンポリペプチドは場合によって、第二のA鎖配列及び第二のB鎖配列を含む単鎖インスリン
アナローグ又は二鎖インスリンアナローグを含むが、ただし前記第二のインスリンポリペ
プチドが単鎖インスリンアナローグであるときは、前記第二のインスリンポリペプチドは
さらに第二の連結部分を含むことを条件とし、ここで前記第二の連結ペプチドの第一の末
端はB鎖のカルボキシ末端と共有結合し、前記第二の連結ペプチドの第二の末端はA鎖のア
ミノ末端と共有結合する。該第一及び第二のインスリンポリペプチドは結合又は二官能性
連結部分を介して互いに連結され、前記結合又は二官能性連結部分は、前記第一の連結ペ
プチドのアミノ酸（場合によって8位のアミノ酸）の側鎖を、a）第二のインスリンポリペ
プチドのB鎖のN-末端アルファアミン又はN-末端アミノ酸の側鎖に、又はb）第二の連結ペ
プチドのアミノ酸の、ある実施態様では第二の連結ペプチドの8位のアミノ酸のアミノ酸
側鎖に共有結合により連結する。
【００６６】
　ある実施態様では、部分的アゴニストダイマーのA鎖は配列GIVX4X5CCX8X9X10CX12LX14X

15LEX18X19CX21-R13（配列番号：70）を含み、該ダイマーのB鎖は配列X25LCGX29X30LVX33
X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号：44）を含み、式中、X4はグルタミン酸又はアスパラギ
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ン酸であり、X5はグルタミン酸又はグルタミンであり、X8はスレオニン、ヒスチジン又は
フェニルアラニンであり、X9はセリン、アルギニン、オルニチン又はアラニンであり、X1
0はセリン又はイソロイシンであり、X12はセリン又はアスパラギン酸であり、X14はアル
ギニン、チロシン、オルニチン又はアラニンであり、X15は、グルタミン、アルギニン、
アラニン、オルニチン又はロイシンであり、X18はメチオニン、アスパラギン又はスレオ
ニンであり、X19はチロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニ
ンであり、X21はアラニン、グリシン又はアスパラギンであり、X25はヒスチジン又はスレ
オニンであり、X29はアラニン、グリシン又はセリンであり、X30はヒスチジン、アスパラ
ギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸又はシステイン酸であり、X33はアスパラギン
酸又はグルタミン酸であり、X34はアラニン又はスレオニンであり、X41はアスパラギン酸
又はグルタミン酸であり、X42はアラニン、オルニチン又はアルギニンであり、X45はチロ
シン又はフェニルアラニンであり、さらにR13はCOOH又はCONH2である。ある実施態様では
、単鎖インスリンアナローグの連結ペプチドは、GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）、SRVSR
X68SR（配列番号：98）、GYGSSSRKAPQT（配列番号：21）及びX51X52GSSSX57X58APQT（配
列番号：16）から成る群から選択され、式中X51は、グリシン、アラニン、バリン、ロイ
シン、イソロイシン及びプロリンから成る群から選択され、X52はアラニン、チロシン、
バリン、ロイシン、イソロイシン又はプロリンであり、X57及びX58は別個にアルギニン、
リジン、システイ、ホモシステイン、アセチル-フェニルアラニン又はオルニチンであり
、さらにX68は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり：
【００６７】
【化１５】

【００６８】
式中、mは1から4から選択される整数である。ある実施態様では、単鎖インスリンアナロ
ーグの連結ペプチドはGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）、SRVSRX68SR（配列番号：98）及
びPEG8-X68-PEG4から成る群から選択され、さらにある実施態様では、単鎖インスリンア
ナローグの連結ペプチドはGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）又はPEG8-X68-PEG4である。あ
る実施態様では、単鎖インスリンアナローグの連結ペプチドはGYGSSSRX68APQT（配列番号
：9）である。
【００６９】
　ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドは配列が同一である。ある
実施態様では、部分的アゴニストダイマーは同一の2つのA鎖を含み、ここでB鎖は同一又
は異なり、別の実施態様では、2つのB鎖は同一でA鎖は同一又は異なっている。ある実施
態様では、A鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）及びGIVDECCFRSCDLRRLENYCN（
配列番号：11）から別個に選択される配列を含み、B鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYT
PKT（配列番号：2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGEHGFFYTPR（配列番号：13）及びGPEHLCGAELV
DALYLVCGDRGFY（配列番号：14）から別個に選択される配列を含む。ある実施態様では、A
鎖は各々配列GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）を含み、B鎖は各々配列GPEHLCGAEL
VDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）を含む。別の実施態様では、第一及び第二のインスリン
ポリペプチドはともに単鎖アナローグであり、第一及び第二のインスリンポリペプチドは
、該第一及び第二のインスリンポリペプチドの各々の連結ペプチドのアミノ酸のアミノ酸
側鎖を介して互いに連結される。
【００７０】
　ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖は、GIVDECCX8X9SCDL
RRLEX18YCX21-R13（配列番号：81）から別個に選択される配列を含み、前記第一及び第二
のインスリンポリペプチドのB鎖はX25LCGAELVDALYLVCGDX42GFY（配列番号：82）から別個
に選択される配列を含み、式中、X8はヒスチジン又はフェニルアラニンであり、X9はアル
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ギニン、オルニチン又はアラニンであり、X18はメチオニン又はアスパラギンであり、X21
はアラニン又はアスパラギンであり、X25はヒスチジン又はスレオニンであり、X42はアラ
ニン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、さらにR13はCOOHである。あ
る実施態様では、A鎖は各々GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）であり、B鎖は配列F
VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号：2）又はGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番
号：14）を含み、さらにA鎖及びB鎖を継ぎ合わせる連結ペプチドは、配列GYGSSSRKAPQT（
配列番号：21）又はGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る。ある実施態様では、部分
的インスリンアゴニスト/アンタゴニストは、A及びB鎖が配列GYGSSSRX68APQT（配列番号
：9）を介して連結される第一の単鎖インスリンポリペプチドを含み、式中X68は下記構造
Iの側鎖を有するアミノ酸であり、
【００７１】
【化１６】

【００７２】
（式中mは1－4から選択される整数）、さらに該ダイマーは、該第一のインスリンポリペ
プチドの連結ペプチドの8位のアミノ酸の側鎖と該第二のインスリンポリペプチドのN-末
端アミノ基との間でジスルフィド結合によって形成される。ある実施態様では、mは4であ
る。ある実施態様では、部分的インスリンアゴニストは、B1-C8ダイマー化リンカー又はC
8-C8ダイマー化リンカーを介して連結される第一及び第二の単鎖インスリンポリペプチド
を含み、ここで、該第一及び第二のインスリンポリペプチドの双方のA及びB鎖は、配列GY
GSSSRX68APQT（配列番号：9）を有する連結部分を介して連結される単鎖インスリンアナ
ローグであり、式中、X68はリジン又は下記構造Iの側鎖を有するアミノ酸であり：
【００７３】
【化１７】

【００７４】
（式中mは1－4から選択される整数）、さらに該ダイマーは、該B鎖のN-末端アミノ酸の側
鎖と該連結部分の8位のアミノ酸の側鎖との間（B1-C8結合）、又は該第一及び第二のイン
スリンポリペプチドのそれぞれの連結ペプチドの8位のアミノ酸の2つの側鎖間（C8-C8結
合）のジスルフィド結合によって形成される。ある実施態様では、部分的インスリンアゴ
ニストは、B1-C8ダイマー化リンカーを介して連結される第一及び第二の単鎖インスリン
ポリペプチドを含み、ここでは第一及び第二の両インスリンポリペプチドのA鎖及びB鎖は
、例えばPEG8-K-PEG4を含むミニPEGリンカーを介して連結される。ある実施態様では、イ
ンスリンダイマーは、2つのインスリンポリペプチドが連結部分を介して互いに連結され
る、第一及び第二のインスリンポリペプチド間で形成されるダイマーを含むインスリン部
分的アゴニストであり、前記連結部分は、第一及び第二のインスリンポリペプチドの一方
のB鎖のN-末端アミノ酸（例えばB0、B1及びB2を含む）のアミノ酸側鎖を、他方のインス
リンポリペプチドの連結部分のアミノ酸側鎖（例えばIGF1 CペプチドのC6、C7、C8及びC9
に対応する位置を含む）に継ぎ合わせる。ある実施態様では、該連結は、B0-C6、B0-C7、
B0-C8、B0-C9、B1-C6、B1-C7、B1-C8、B1-C9、B2-C6、B2-C7、B2-C8、B2-C9から成る群か
ら選択される。
【００７５】
　ある実施態様にしたがえば、部分的アゴニスト及び部分的アンタゴニスト活性を示すイ
ンスリンアナローグダイマーが提供される。ある実施態様では、該ダイマーはi）第一の
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インスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドを含み、前記第一のインスリ
ン及び第二のインスリンポリペプチドはともに単鎖インスリンアナローグであって、A鎖
、B鎖及び連結部分を含み、前記連結部分の第一の末端はB鎖のカルボキシ末端と共有結合
し、前記連結部分の第二の末端はA鎖のアミノ末端と共有結合する。該第一及び第二のイ
ンスリンポリペプチドは、PEG又はジスルフィド保有ダイマー化リンカーを介して互いに
連結され、前記は、第一及び第二のインスリンポリペプチドのそれぞれの連結部分のリジ
ンの側鎖を共有結合により連結する。ある実施態様では、ダイマー化リンカーは、
【００７６】
【化１８】

【００７７】
から成る群から選択され、側鎖脂肪族アミン（例えばリジン）に連結される。
【００７８】
　この実施態様では、第一及び第二のインスリンのA鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列
番号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番
号：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）から別個に選択される配列を含み、
第一及び第二のインスリンのB鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23）、GPET
LCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：77）、GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY（配列番号：89）、
GPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）、AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY（配列番号
：90）及びAYRPSETLCGGELVDTLYLVCGDRGFY（配列番号：92）から別個に選択される配列を
含み、前記第一及び第二のインスリンポリペプチドの連結部分は、GYGSSSRX68APQT（配列
番号：9）、X51X52GSSSX57X58APQT（配列番号：16）及びPEG8-X68-PEG4から別個に選択さ
れる配列を含み、式中、X51はグリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン及
びプロリンから成る群から選択され、X52はアラニン、チロシン、バリン、ロイシン、イ
ソロイシン又はプロリンであり、X57及びX58の一方はアルギニンで、他方は下記構造Iの
側鎖を含むアミノ酸であり：
【００７９】
【化１９】

【００８０】
さらにX68は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸である：
【００８１】
【化２０】

【００８２】
　ある実施態様にしたがえば、部分的アゴニスト及び部分的アンタゴニスト活性を示すイ
ンスリンアゴニストダイマーが提供される。ある実施態様では、ダイマーは第一のインス
リンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドを含み、前記第一のインスリンポリ
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ペプチドは第一のA鎖及び第一のB鎖を含む二鎖インスリンアナローグであり、前記第一の
A鎖及び第一のB鎖は鎖間ジスルフィド結合を介して互いに連結され、前記第二のインスリ
ンポリペプチドは、第二のA鎖、第二のB鎖及び連結部分を含む単鎖インスリンアナローグ
であり、ここで、前記連結部分の第一の末端は第二のB鎖のカルボキシ末端に共有結合さ
れ、前記連結部分の第二の末端は第二のA鎖のアミノ末端に共有結合され、第一及び第二
のインスリンポリペプチドはジスルフィド保有ダイマー化リンカーを介して互いに連結さ
れ、ここで、ダイマー化リンカーの第一の末端は、前記第一のインスリンポリペプチドの
B鎖のN-末端アミノ酸の側鎖又はN-末端アミンと共有結合により連結され、ダイマー化リ
ンカーの第二の末端は、第二のインスリンポリペプチドの連結部分のリジンの側鎖と共有
結合により連結され、前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖は、GIVEQCCTSIC
SLYQLENYCN（配列番号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、GIVDECCFRSCDLR
RLEMYCA（配列番号：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）から別個に選択され
る配列を含み、前記第一のインスリンポリペプチドのB鎖は、CFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGF
FYTPKT（配列番号：94）、CGPETLCGAELVDALYLVCGDRGFYFNKPT（配列番号：95）、CGPETLCG
AELVDALQFVCGDRGFYFNKPT（配列番号：96）、CGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFYNKPT（配列番号
：9796）、CAYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY（配列番号：91）及びCAYRPSETLCGGELVDTLYLVC
GDRGFY（配列番号：93）から別個に選択される配列を含み、前記第二のインスリンポリペ
プチドのB鎖はFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23）、GPETLCGAELVDALYLVCGDRGFY
（配列番号：77）、GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY（配列番号：89）、GPEHLCGAELVDALYLVCGD
RGFY（配列番号：14）、AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY（配列番号：90）及びAYRPSETLCGG
ELVDTLYLVCGDRGFY（配列番号：92）から別個に選択される配列を含み、前記第二のインス
リンポリペプチドの連結部分は、GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）、X51X52GSSSX57X58APQ
T（配列番号：16）及びPEG8-X68-PEG4から別個に選択される配列を含み、式中、X51はグ
リシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン及びプロリンから成る群から選択さ
れ、X52はアラニン、チロシン、バリン、ロイシン、イソロイシン又はプロリンであり、X

57及びX58の一方はアルギニンで、他方は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり：
【００８３】
【化２１】

【００８４】
X68は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸である：
【００８５】
【化２２】

【００８６】
　ある実施態様にしたがえば、部分的アゴニスト及び部分的アンタゴニスト活性を示すイ
ンスリンアナローグダイマーが提供される。ある実施態様では、ダイマーは第一のインス
リンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドを含み、前記第一のインスリン及び
第二のインスリンポリペプチドはともに単鎖インスリンアナローグでA鎖、B鎖及び連結部
分を含み、前記連結部分の第一の末端はB鎖のカルボキシ末端と共有結合により連結され
、前記連結部分の第二の末端はA鎖のアミノ末端と共有結合により連結され、さらに第一
及び第二のインスリンポリペプチドはPEG又はジスルフィド保有ダイマー化リンカーを介
して互いに連結され、ここでダイマー化リンカーの第一の末端は、第一又は第二のインス
リンポリペプチドの一方の連結部分のリジンの側鎖と共有結合により連結され、該ダイマ
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末端アミンと共有結合により連結される。ある実施態様では、ダイマー化リンカーは、
【００８７】
【化２３】

【００８８】
から成る群から選択され、該インスリンB鎖の側鎖脂肪族アミン（例えばリジン）又はN-
末端アミンに連結される。この実施態様では、第一のインスリンポリペプチドのA鎖は配
列TPAKSEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：103）を含み、第一のインスリンポリペプチ
ドのB鎖は、配列AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY（配列番号：90）又はAYRPSETLCGGELVDTLY
LVCGDRGFY（配列番号：92）を含み、第二のインスリンポリペプチドのA鎖は、配列GIVEQC
CTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）を含み、第二のインスリンポリペプチドのB鎖は、FVNQH
LCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23）及びGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）
から別個に選択される配列を含む。第一及び第二のインスリンポリペプチドの連結部分は
、GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）、SRVSRX68SR（配列番号：98）及びPEG8-X68-PEG4から
別個に選択される配列を含み、式中、X68はアルギニン又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ
酸である：
【００８９】

【化２４】

【００９０】
　ある実施態様にしたがえば、部分的アゴニスト及び部分的アンタゴニスト活性を示すイ
ンスリンアナローグダイマーが提供される。ある実施態様では、ダイマーは第一のインス
リンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドを含み、前記第一のインスリン及び
第二のインスリンポリペプチドはともに単鎖インスリンアナローグでA鎖、B鎖及び連結部
分を含み、前記連結部分の第一の末端はB鎖のカルボキシ末端と共有結合により連結され
、前記連結部分の第二の末端はA鎖のアミノ末端と共有結合により連結され、さらに第一
及び第二のインスリンポリペプチドはPEG又はジスルフィド保有ダイマー化リンカーを介
して互いに連結され、前記リンカーは、それぞれ第一及び第二のインスリンポリペプチド
の連結部分のリジンの側鎖に共有結合により連結され、前記第一及び第二のインスリンの
A鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）及びGIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：
11）から別個に選択される配列を含み、前記第一及び第二のインスリンのB鎖は、FVNQHLC
GSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23）及びGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）か
ら別個に選択される配列を含み、前記ダイマー化リンカーはGYGSSSRX68APQT（配列番号：
9）及びPEG8-X68-PEG4から別個に選択される配列を含み、式中、X68は下記構造Iの側鎖を
含むアミノ酸である：
【００９１】
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【化２５】

【００９２】
　ある実施態様にしたがえば、部分的アゴニスト及び部分的アンタゴニスト活性を示すイ
ンスリンアナローグダイマーが提供される。ある実施態様では、ダイマーは第一のインス
リンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドを含み、前記第一のインスリンポリ
ペプチドは第一のA鎖及び第一のB鎖を含む二鎖インスリンアナローグで、前記第一のA鎖
及び第一のB鎖は鎖間ジスルフィド結合を介して互いに連結され、前記第二のインスリン
ポリペプチドは第二のA鎖、第二のB鎖及び連結部分を含む単鎖インスリンアナローグで、
前記連結部分の第一の末端は第二のB鎖のカルボキシ末端に共有結合され、前記連結部分
の第二の末端は第二のA鎖のアミノ末端に共有結合され、第一及び第二のインスリンポリ
ペプチドは、第一のインスリンポリペプチドのB鎖のN-末端システイン側鎖と第二のイン
スリンポリペプチドの連結部分の改変リジンの側鎖との間でジスルフィド結合を介して互
いに連結され、前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLE
NYCN（配列番号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYC
A（配列番号：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）から別個に選択される配列
を含み、前記第一のインスリンポリペプチドのB鎖はCFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（
配列番号：94）及びCGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFYNKPT（配列番号：97）から別個に選択さ
れる配列を含み、前記第二のインスリンポリペプチドのB鎖はFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF
（配列番号：23）及びGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）から別個に選択される
配列を含み、前記第二のインスリンポリペプチドの連結部分は配列GYGSSSRX68APQT（配列
番号：9）を含み、式中X68は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸である：
【００９３】

【化２６】

【００９４】
　受容体サブタイプ選択性
　さらに別の実施態様では、サブタイプBインスリン受容体（IR-B）に対して選択性を示
すインスリンダイマーが提供される。出願人らは、インスリン系ポリペプチドとより高い
IR-A/IR-B比を示す（すなわちIR-Bと対比してIR-Aにより高い親和性を示す）ペプチドと
の間で形成されるヘテロダイマーは、IR-Aと比べてIR-Bでのより高レベルの最大受容体応
答によって示されるようにIR-B活性化に優先性を示すことを発見した。ある実施態様では
、サブタイプAインスリン受容体と比べてIR-B活性化に優先性を示すインスリンヘテロダ
イマーが提供される。
　ある実施態様では、第一のインスリンポリペプチドは、GIVX4X5CCX8X9X10CX12LX14X15L
EX18X19CX21-R13（配列番号：70）のA鎖アミノ酸配列及びX25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX4
1X42GFX45（配列番号：44）のB鎖アミノ酸配列を含み、さらに第二のポリペプチドは、GI
VEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）、TPAX75SEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：88
）又はGIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号：5）のA鎖酸配列、AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRG
FYFSRPA（配列番号：87）又はGPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPT（配列番号：10）のB鎖配
列並びにPEG8-X68-PEG4及びGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る群から選択される配
列を含む連結部分を含み、式中、X4はグルタミン酸又はアスパラギン酸であり、X5はグル
タミン酸又はグルタミンであり、X8はスレオニン、ヒスチジン又はフェニルアラニンであ
り、X9はセリン、アルギニン、オルニチン又はアラニンあり、X10はセリン又はイソロイ
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シンであり、X12はセリン又はアスパラギン酸であり、X14はアルギニン、チロシン、オル
ニチン又はアラニンであり、X15はグルタミン、アルギニン、アラニン、オルニチン又は
ロイシンであり、X18はメチオニン、アスパラギン又はスレオニンであり、X19はチロシン
、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、X21はアラニン、
グリシン又はアスパラギンであり、X25はヒスチジン又はスレオニンであり、X29アラニン
、グリシン又はセリンであり、X30はヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモ
システイン酸又はシステイン酸であり、X33はアスパラギン酸又はグルタミン酸であり、X

34はアラニン又はスレオニンであり、X41はアスパラギン酸又はグルタミン酸であり、X42
はアラニン、オルニチン又はアルギニンであり、X45はチロシン又はフェニルアラニンで
あり、R13はCOOH又はCONH2であり、X68はアルギニン、リジン又は下記構造Iの側鎖を含む
アミノ酸であり：
【００９５】
【化２７】

【００９６】
X75はリジン又はアルギニンである。ある実施態様では、ヘテロダイマーのインスリンポ
リペプチドは二鎖インスリンポリペプチドである。また別の実施態様では、ヘテロダイマ
ーの第一及び第二のポリペプチドはともに単鎖インスリンポリペプチドであり、GYGSSSRX

68APQT（配列番号：9）、X51X52GSSSX57X58APQT（配列番号：16）(SSSSX59APPPSLPSPSRLP
GPSDTPILPQX60)n（配列番号：18）、MGSSSSX59APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQEEEEEX60（配列
番号：19）及びW2-Z2-Y2から成る群から別個に選択される連結部分を有し、式中W2はPEG6
、PEG7又はPEG8であり、Y2はPEG4、PEG5又はPEG6であり、さらにZ2はリジン、システイン
又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり：
【００９７】
【化２８】

【００９８】
式中、nは1、2又は3から成る群から選択される整数で、X51はグリシン、アラニン、バリ
ン、ロイシン、イソロイシン及びプロリンから成る群から選択され、X52はアラニン、チ
ロシン、バリン、ロイシン、イソロイシン又はプロリンであり、X57及びX58は別個に、ア
ルギニン、リジン、システイン、ホモシステイン、アセチル-フェニルアラニン又はオル
ニチンであり、X59及びX60は別個にアルギニン又はリジンであり、さらにX68は、アルギ
ニン、リジン、システイン又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり：
【００９９】
【化２９】

【０１００】
式中、mは1から4から選択される整数である。
【０１０１】
　ある実施態様では、ダイマーは第一及び第二のインスリン様ポリペプチドを含み、その
少なくとも1つは単鎖インスリン様ポリペプチドであり、ここで、第一のインスリンポリ
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ペプチドは、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）のA鎖配列、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGE
RGFF（配列番号：23）のB鎖配列及び場合によって第一の連結部分を含み、前記連結部分
はPEG8-X68-PEG4及びGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る群から選択される配列を含
み、式中、X68はアルギニン、リジン、又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり：
【０１０２】
【化３０】

【０１０３】
さらに第二の配列は、TPAX75SEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：88） 又はGIVDECCFRS
CDLRRLEMYCA（配列番号：5）のA鎖配列、AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPA（配列番号
：87）又はGPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPT（配列番号：10）のB鎖配列及び場合によって
第一の連結部分を含み、前記連結部分は、PEG8-X68-PEG4及びGYGSSSRX68APQT（配列番号
：9）から成る群から選択される配列を含み、式中、X68はアルギニン、リジン、又は下記
構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり：
【０１０４】
【化３１】

【０１０５】
さらにX75はリジン又はアルギニンであり、さらにここで、第一及び第二のインスリンポ
リペプチドは、前記第一及び第二のインスリンポリペプチドの一方のN-末端アミン又はN-
末端アミノ酸のアミノ酸側鎖、及び他方のインスリンポリペプチドの連結部分のリジン（
場合によって該連結部分の8位のリジン）側鎖を介して互いに連結される。ある実施態様
では、第一及び第二のインスリンポリペプチドはともに単鎖インスリンポリペプチドであ
る。ある実施態様では、第一又は第二のポリペプチドの一方は、鎖間ジスルフィド結合を
介して連結されるA鎖及びB鎖を含む二鎖ヘテロ二重体で、他方のインスリンポリペプチド
は、A鎖、B鎖及び連結部分を含む単鎖インスリンポリペプチドであり、前記連結部分はPE
G8-X68-PEG4又はGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）であり、式中、X68はリジン又は下記構
造Iの側鎖を含むアミノ酸であり：
【０１０６】
【化３２】

【０１０７】
mは4であり、さらに前記第一及び第二のインスリンポリペプチドは、該二鎖インスリンポ
リペプチドのB1位のアミノ酸の側鎖及び単鎖インスリンポリペプチドのGYGSSSRX68APQT（
配列番号：9）の8位のアミノ酸の側鎖又はPEG8-X68-PEG4のリジンの側鎖を介して互いに
連結される。
【０１０８】
　ある実施態様では、ヘテロダイマーの第一及び第二のポリペプチドは各々単鎖インスリ
ンポリペプチドであり、ここで、第一のインスリンポリペプチドは、GIVEQCCTSICSLYQLEN
YCN（配列番号：1）のA鎖、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23）のB鎖、並びにP
EG8-X6-PEG4及びGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る群から選択される配列を含む第
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一の連結部分を含み、さらに第二のIGFポリペプチドは、 TPAX75SEGIVEECCFRSCDLALLETYC
A（配列番号：88）又はGIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号：5）のA鎖、AYRPSETLCGGELVDT
LQFVCGDRGFYFSRPA（配列番号：87）又はGPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPT（配列番号：10
）のB鎖、並びにPEG8-K-PEG4及びGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る群から選択さ
れる配列を含む第二の連結部分を含み、式中、X68は、リジン、アルギニン、又は下記構
造Iの側鎖を含むアミノ酸であり：
【０１０９】
【化３３】

【０１１０】
X75はリジン又はアルギニンであり、さらにここで、第一及び第二の連結部分は、それぞ
れB鎖のカルボキシ末端とA鎖を継ぎ合わせ、第一及び第二のインスリンポリペプチドは、
前記第一又は第二のポリペプチドの一方のN-末端アミン又はB1位のアミノ酸の側鎖、及び
他方のポリペプチドの連結部分のリジン側鎖を介して互いに連結される。
【０１１１】
　ある実施態様では、ヘテロダイマーの第一及び第二のポリペプチドは各々単鎖インスリ
ンポリペプチドであり、ここで、第一のインスリンポリペプチドは、GIVEQCCTSICSLYQLEN
YCN（配列番号：1）のA鎖配列、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23）のB鎖配列
、並びにPEG8-K-PEG4及びGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る群から選択される配列
を含む第一の連結部分を含み、さらに第二のIGFポリペプチドは、TPAX75SEGIVEECCFRSCDL
ALLETYCA（配列番号：88）のA鎖配列、AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPA（配列番号：8
7）のB鎖配列、並びにPEG8-X68-PEG4及びGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る群から
選択される配列を含む第二の連結部分を含み、式中、X68は、アルギニン又は下記構造Iの
側鎖を含むアミノ酸であり：
【０１１２】

【化３４】

【０１１３】
X75はリジン又はアルギニンであり、さらにここで、第一及び第二の連結部分は、それぞ
れB鎖のカルボキシ末端とA鎖を継ぎ合わせ、第一及び第二のインスリンポリペプチドは、
前記第一又は第二のポリペプチドの一方のN-末端アミン又はB1位のアミノ酸の側鎖、及び
他方のポリペプチドの連結部分のリジン側鎖を介して互いに連結される。
【０１１４】
　ある実施態様にしたがえば、部分的アゴニスト及び部分的アンタゴニスト活性並びにサ
ブタイプB受容体に対する選択性を示すインスリンアナローグダイマーが提供される。あ
る実施態様では、該ダイマーは第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリ
ペプチドを含み、ここで、前記第一のインスリン及び第二のインスリンポリペプチドはと
もにA鎖、B鎖及び連結部分を含む単鎖インスリンアナローグであり、前記第一及び第二の
インスリンポリペプチドの各々について、それらの対応する連結部分の第一の末端はB鎖
のカルボキシ末端と共有結合により連結され、それらの対応する連結部分の第二の末端は
A鎖のアミノ末端と共有結合により連結され、さらに第一及び第二のインスリンポリペプ
チドは、ジスルフィド保有ダイマー化リンカーを介して互いに連結され、該ダイマー化リ
ンカーの第一の末端は、第一又は第二のインスリンポリペプチドの一方の連結部分のリジ
ンの側鎖と共有結合により連結され、該ダイマー化リンカーの第二の末端は、他方の第一



(35) JP 6387008 B2 2018.9.5

10

20

30

40

50

又は第二のインスリンポリペプチドのB鎖のN-末端アミンと共有結合により連結される。
ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチドはジスルフィド保有ダイマー
化リンカーを介して互いに連結され、ここで、該ダイマー化リンカーの第一の末端は、第
一のインスリンポリペプチドの連結部分のリジンの側鎖と共有結合により連結され、該ダ
イマー化リンカーの第二の末端は、第二のインスリンポリペプチドのB鎖のN-末端アミン
と共有結合により連結される。ある実施態様では、第一及び第二のインスリンポリペプチ
ドはジスルフィド保有ダイマー化リンカーを介して互いに連結され、該ダイマー化リンカ
ーの第一の末端は、第二のインスリンポリペプチドの1つの連結部分のリジンの側鎖と共
有結合により連結され、該ダイマー化リンカーの第二の末端は、第一のインスリンポリペ
プチドのB鎖のN-末端アミンと共有結合により連結される。この実施態様では、第一のイ
ンスリンポリペプチドのA鎖は配列TPAKSEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：103）を含
み、第一のインスリンポリペプチドのB鎖は配列AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY（配列番号
：90）を含み、前記第一のインスリンポリペプチドのための連結部分は配列SRVSRX68SR（
配列番号：98）を含む。該第二のインスリンポリペプチドのA鎖は配列GIVEQCCTSICSLYQLE
NYCN（配列番号：1）を含み、該第二のインスリンポリペプチドのB鎖は配列FVNQHLCGSHLV
EALYLVCGERGFF（配列番号：23）を含み、前記第二のインスリンポリペプチドのための連
結部分は配列GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）を含み、式中、X68は、アルギニン又は下記
構造Iの側鎖を含むアミノ酸である：
【０１１５】
【化３５】

【０１１６】
　単鎖インスリンアナローグのペプチドリンカー
　ある実施態様にしたがえば、本明細書に開示する単鎖インスリンアナローグの連結部分
は、IGF1 C鎖配列（GYGSSSRRAPQT；配列番号：24）又はその誘導体である。ある実施態様
では、該誘導体は、リジン、システイン、オルニチン、ホモシステイン又はアセチル-フ
ェニルアラニン残基による一アミノ酸置換だけ配列番号：24と相違するペプチドであり、
さらに別の実施態様では、リジン、システイン、オルニチン、ホモシステイン又はアセチ
ル-フェニルアラニンアミノ酸はPEG化されるか又は脂肪アシル化される。さらに別のある
実施態様では、連結部分は一リジン置換だけ配列番号：24と相違するペプチドである。あ
る具体的な実施態様では、置換は配列番号：24の8位で実施される。
　出願人らは、IGF1 C鎖配列及びそのアナローグの連結部分としての使用は、野生型に近
いインスリン活性を有する単鎖インスリンアナローグを生じることを見出した。さらにま
た、IGF1 C鎖配列の2位が改変されているか、又はカルボキシ末端の4アミノ酸がIGF1 C鎖
配列から欠失しているIGF1 C鎖配列アナローグの連結部分としての使用は、インスリンに
対して選択性を有する（すなわちIGF-1受容体と比較してインスリン受容体でより強い結
合及び／又は活性を有する）単鎖インスリンポリペプチドを生成する。ある実施態様では
、該単鎖インスリンポリペプチドは、IGF-1受容体と対比してインスリン受容体で5ｘ、10
ｘ、20ｘ、30ｘ、40ｘ又は50ｘ高い親和性又は活性を有する。
【０１１７】
　ある実施態様にしたがえば、連結部分は、IGF1 C鎖配列（GYGSSSRRAPQT；配列番号：24
）の誘導体であり、1から3アミノ酸置換又は1から2アミノ酸置換だけGYGSSSRR（配列番号
：25）又はGAGSSSRRAPQT（配列番号：26）と相違する自然のままではない配列を含む。あ
る実施態様では、アミノ酸置換の少なくとも1つはリジン又はシステイン置換であり、さ
らにある実施態様では、アミノ酸置換は保存的アミノ酸置換である。ある実施態様では、
連結部分は8から17アミノ酸のペプチド（又はペプチド模倣体）であり、前記は、GYGSSSR
R（配列番号：25）又はGAGSSSRRAPQT（配列番号：26）と1アミノ酸置換だけ相違する（例
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えばリジン又はシステインによる置換を含む）、自然のままではないアミノ酸配列を含む
。ある実施態様では、連結部分は配列GYGSSSRR（配列番号：25）又はGAGSSSRRAPQT（配列
番号：26）を含む。ある実施態様では、連結部分は、配列GAGSSSRX68APQT（配列番号：15
）、GYGSSSX57X68APQT（配列番号：37）、又は一アミノ酸置換だけ配列番号：15と相違す
るアミノ酸を含み、式中、X57はアルギニンで、X68は下記構造Iの側鎖を有するアミノ酸
であり：
【０１１８】
【化３６】

【０１１９】
式中、mは1から4から選択される整数である。
【０１２０】
　さらに別の実施態様では、前記連結部分の8位のアミノ酸の側鎖にポリエチレングリコ
ール鎖が連結される。別の実施態様では、連結部分は配列GX52GSSSRX58APQT（配列番号：
38）を含み、式中、X52は任意の非芳香族アミノ酸（例えばアラニン、バリン、ロイシン
、イソロイシン又はプロリンを含む）であり、X58はその側鎖に共有結合により連結され
るポリエチレン鎖を有するアミノ酸を表す。ある実施態様では、X58はPEG化リジンである
。ある実施態様では、連結部分は、配列GYGSSSRX58（配列番号：100）又はGAGSSSRX58APQ
T（配列番号：15）を含み、式中、X58はその側鎖に共有結合により連結されるポリエチレ
ン鎖を有するアミノ酸を表す。
　ある実施態様では、連結部分は8から17アミノ酸配列であり、前記は、配列X51X52GSSSR
R（配列番号：27）、配列番号：27のペプチド模倣体、又は配列番号：27の3－8位の1つに
おける1、2又は3アミノ酸置換だけ配列番号：27と相違するアミノ酸配列から成り、式中
、X51は、グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン及びメチオ
ニンから成る群から選択され、X52は任意のアミノ酸である。ある実施態様では、連結部
分は長さが8アミノ酸のペプチドであり、配列GYGSSSRR（配列番号：25）、又は一アミノ
酸置換だけ配列番号：18と相違するアミノ酸配列、又は前記の誘導体を含む。
　別の実施態様では、連結部分は8から17アミノ酸配列であり、前記は、配列GX52GSSSRR
（配列番号：31）（式中X52は任意のアミノ酸）、配列番号：31のペプチド模倣体、又は
そのアナローグを含み、前記アナローグは、配列番号：31の1、3、4、5、6、7又は8位の
いずれかにおける一アミノ酸置換だけ配列番号：31と相違するが、ただし、連結ペプチド
が8アミノ酸より長いときX52はチロシン以外であることを条件とする。ある実施態様にし
たがえば、連結部分は8－17アミノ酸配列を含み、前記配列は、GYGSSSRR（配列番号：25
）、GAGSSSRR（配列番号：27）、GAGSSSRRA（配列番号：28）、GAGSSSRRAP（配列番号：2
9）、GAGSSSRRAPQ（配列番号：30）、GAGSSSRRAPQT（配列番号：26）、PYGSSSRR（配列番
号：31）、PAGSSSRR（配列番号：32）、PAGSSSRRA（配列番号：33）、PAGSSSRRAP（配列
番号：34）、PAGSSSRRAPQ（配列番号：35）、PAGSSSRRAPQT（配列番号：36）から成る群
から選択される。
【０１２１】
　非ペプチド連結部分
　ある実施態様では、本明細書に開示する単鎖インスリンポリペプチドの連結部分は相対
的に短い二官能性非ペプチドポリマーリンカーであり、長さがほぼ8－16アミノ酸の配列
である。ある実施態様にしたがえば、非ペプチド連結部分は、4から20、8から18、8から1
6、8から14、10から14、10から12又は11から13のモノマーである。ある実施態様では、自
然のままのB鎖の最後の5カルボキシアミノ酸が欠失してB25アミノ酸が共有結合によって
連結部分に直接連結される、単鎖インスリンアゴニストが提供される。連結部分の第二の
末端はA鎖のA1アミノ酸と共有結合し、したがって連結部分を介してB及びA鎖を連結する
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。ある実施態様では、連結部分は、16を超えないが少なくとも10のモノマーユニットを含
む直鎖ポリエチレングリコールの連結部分であり、別の実施態様では、ポリエチレングリ
コール連結部分は16を超えないが少なくとも12のモノマーユニットを含み、さらに別の実
施態様では、ポリエチレングリコール連結部分は14を超えないが少なくとも10のモノマー
ユニットを含む。
　ある実施態様にしたがえば、ポリエチレングリコール連結部分は下記構造を含み：
【０１２２】
【化３７】

【０１２３】
　式中、mは、6から18、8から16、10から14又は11から13の範囲の整数である。ある実施
態様では、mは10、11、12、13又は14から選択される整数である。ある実施態様では、mは
12である。
　ある実施態様では、単鎖インスリンアゴニストが提供されここでは、自然のままのB鎖
の最後の5カルボキシアミノ酸が欠失し、B25アミノ酸がA鎖のA1アミノ酸に連結部分を介
して連結され、該連結部分は、16を超えないが少なくとも8モノマーユニットのポリエチ
レングリコール及び1から4アミノ酸のアミノ酸配列を含む。ある実施態様にしたがえば、
連結部分は、1－4アミノ酸の配列及び前記1－4アミノ酸の配列に共有結合した長さが14未
満少なくとも8モノマーユニットの直鎖ポリエチレングリコールを含むが、ただし該アミ
ノ酸配列はYTPK（配列番号：37）又はFNKP（配列番号：38）ではないことを条件とする。
別の実施態様では、単鎖インスリンアナローグが提供され、ここでは、自然のままのB鎖
の最後の5カルボキシアミノ酸が欠失し、B25アミノ酸がA鎖のA1アミノ酸に連結部分を介
して連結され、該連結部分は、長さが少なくとも8（ただし16未満）モノマーユニットの
ポリエチレングリコール及び2－5アミノ酸のアミノ酸配列を含む。該2－5アミノ酸の配列
は、B鎖とポリエチレングリコール鎖との間、又はA鎖とポリエチレングリコール鎖との間
に位置し得る。しかしながら、2－5アミノ酸配列がB鎖とポリエチレングリコール鎖との
間に位置するときは、該アミノ酸配列はYTPKT（配列番号：39）でもFNKPT（配列番号：40
）でもない。
【０１２４】
　ある実施態様では、連結部分は、1、2、3又は4アミノ酸によって分離された2つのポリ
エチレン鎖を含む。この実施態様では、連結部分は一般構造W2-Z2-Y2を含み、
式中、W2及びY2は、別個に下記一般構造のポリエチレングリコールであり：
【０１２５】
【化３８】

【０１２６】
Z2は1－3アミノ酸の配列であり、mは3－7の範囲の整数である。ある実施態様では、W2はP
EG6、PEG7又はPEG8であり、Y2はPEG4、PEG5又はPEG6であり、Z2は一アミノ酸である。あ
る実施態様では、Z2はLys又はCysである。ある実施態様では、Z2は、PEG化Lys又はCysア
ミノ酸である。ある実施態様では、連結部分は、合計8－12又は10－14又は12エチレング
リコールモノマーユニットである2つのポリエチレン鎖を含み、前記は一アミノ酸によっ
て分離されている。ある実施態様では、該一アミノ酸はリジン又はシステインである。あ
る実施態様では、W2はPEG8であり、Y2はPEG4であり、Z2はリジンである。
【０１２７】
　インスリンA及びB鎖
　本発明のインスリンポリペプチドは、ヒトインスリンの自然のままのB及びA鎖（それぞ



(38) JP 6387008 B2 2018.9.5

10

20

30

40

50

れ配列番号：1及び2）、又はその公知のアナローグ若しくは誘導体のいずれかを含み、そ
れらは、ヘテロ二重体として互いに連結されたときインスリンアゴニスト活性を示す。そ
のようなアナローグは、当該インスリンアナローグのインスリン活性を破壊しない1つ以
上のアミノ酸欠失、1つ以上のアミノ酸置換、1つ以上のアミノ酸の挿入を有することによ
って、ヒトインスリンのA鎖及びB鎖と相違するA鎖及びB鎖を有するタンパク質を含む。
　インスリンアナローグの一タイプ、“モノマーインスリンアナローグ”は当業界では周
知である。これらはヒトインスリンの急速作用性アナローグであり、例えば以下のような
インスリンアナローグが含まれる：
（a）B28位のアミノアシル残基はAsp、Lys、Leu、Val又はAlaにより置換され、さらにB29
位のアミノアシル基はLys又はProである；
（b）B27、B28、B29及びB30位のいずれかのアミノアシル残基は欠失するか、又は自然の
ままのものではないアミノ酸により置換される。
ある実施態様では、B28位のAsp置換又はB28位のLys置換及びB29位のプロリン置換を含む
インスリンアナローグが提供される。また別のモノマーインスリンアナローグが以下に開
示されている：Chance, et al., U.S.Pat.No.5,514,646；Chance, et al., 米国特許出願
Ser.No.08/255,297；Brems, et al., Protein Engineering, 5:527-533, 1992；Brange, 
et al.,欧州特許公開公報No.214,826（1987年3月18日公開)；及び Brange, et al., Curr
ent Opinion in Structural Biology, 1:934-940, 1991。前記文献は、モノマーインスリ
ンアナローグを説明するために、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。
【０１２８】
　インスリンアナローグはまたアミド化アミノ酸を酸性形に取り替えることができる。例
えば、AsnをAsp又はGluに取り替えることができる。同様にGlnはAsp又はGluに取り替える
ことができる。特にAsn(A18)、Asn(A21)若しくはAsp(B3)、又はそれら残基の任意の組み
合わせをAsp又はGluによって取り換えることができる。Gln(A15)若しくはGln(B4)、又は
その両方もまたAsp又はGluのどちらかに取り替えることができる。
　本明細書で開示するように、B鎖のカルボキシ末端が連結部分を介してA鎖のアミノ末端
に連結される、ヒトインスリンのB鎖及びA鎖又はそのアナローグ若しくは誘導体を含むイ
ンスリン単鎖アナローグが提供される。ある実施態様では、該A鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLE
NYCN（配列番号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号：5）又はGIVEECCFRSCDLALLETY
CA（配列番号：7）から成る群から選択されるアミノ酸配列であり、B鎖は、FVNQHLCGSHLV
EALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号：2）、GPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）及びG
PETLCGX26ELVDX27LYLVCGDX42GFYFNKPT-R14（配列番号：41）（式中X26及びX27は各々アラ
ニンでありX42はアルギニンである）、又は前記のカルボキシ短縮配列（B26、B27、B28、
B29及びB30に対応する1から5つのアミノ酸が欠失されている）、及び前記の配列のアナロ
ーグ（各配列は、A5、A8、A9、A10、 A14、A15、A17、A18、A21、B1、B2、B3、B4、B5、B
9、B10、B13、B14、B20、B22、B23、B26、B27、B28、B29及びB30から選択される自然のま
まのインスリンの位置（図4の示すペプチドアラインメント参照）と対応する位置におけ
る1から5つのアミノ酸置換を含むように改変されている）から選択される配列を含む。あ
る実施態様では、該アミノ酸置換は保存的アミノ酸置換である。インスリンの所望の活性
に有害な影響を与えないそれらの位置における適切なアミノ酸置換は当業者に公知であり
、例えば以下の文献に示されている：Mayer, et al., Insulin Structure and Function,
 Biopolymers.2007;88(5):687-713（前記文献は参照によりその全体が本明細書に組み入
れられる）。
【０１２９】
　ある実施態様にしたがえば、インスリンアナローグペプチドは、インスリンA鎖及びB鎖
又はそのアナローグを含むことができ、ここで、該A鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列
番号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号：5）又はGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番
号：7）の少なくとも1つに関して、自然のままのペプチドの全長にわたって少なくとも70
％の配列同一性（例えば70％、75％、80％、85％、90％、95％）を共有するアミノ酸配列
を含み、さらにB鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号：2）、GPETLCGX26EL
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VDX27LYLVCGDX42GFYFNKPT-R14（配列番号：41）（式中X26及びX27は各々アラニンでありX

42はアルギニンである）、又は前記のカルボキシ短縮配列（B27、B28、B29及びB30に対応
する1から4つのアミノ酸が欠失されている）の少なくとも1つに関して、自然のままのペ
プチドの全長にわたって少なくとも60％の配列同一性（例えば60％、65％、70％、75％、
80％、85％、90％、95％）を共有するアミノ酸配列を含む。
　追加のアミノ酸配列が、本発明のインスリンポリペプチドのB鎖のアミノ末端又はA鎖の
カルボキシ末端に付加され得る。例えば、一連の陰性荷電アミノ酸をB鎖のアミノ末端に
付加でき、前記には、長さが例えば1から12、1から10、1から8又は1から6アミノ酸が含ま
れ、1つ以上の陰性荷電アミノ酸（例えばグルタミン酸及びアスパラギン酸を含む）を含
む。ある実施態様では、B鎖アミノ末端伸長部は1から6の荷電アミノ酸を含む。ある実施
態様では、B鎖は、配列GEEEEEWFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPR（配列番号：42）又はGEE
EEEKGPEHLCGAHLVDALYLVCGDX42GFY（配列番号：43）（式中、X42はアラニン、リジン、オ
ルニチン及びアルギニンから成る群から選択される）を含む。ある実施態様にしたがえば
、開示のインスリンポリペプチドは、A鎖のC-末端カルボキシレートの代わりにC-末端ア
ミド又はエステルを含む。
【０１３０】
　高効力インスリンポリペプチドもまた、国際特許出願PCT/2009/068713（その開示内容
は参照により本明細書に組み入れられる）に記載のように、改変IGFI及びIGFIIを土台に
して調製することができる。より具体的には、自然のままのインスリンのB16及びB17に対
応する位置に自然のままのIGFアミノ酸に代わるチロシンロイシンジペプチドによる置換
を含むIGFI及びIGFIIのアナローグは、インスリン受容体で10倍の効力増加を示す。した
がって、本明細書に開示するインスリンポリペプチドは、IGFI（配列番号：5）又はIGFII
（配列番号：7）のA鎖及びIGFI YL（配列番号：6）若しくはIGFII YL（配列番号：8）のB
鎖又は自然のままのインスリンのB鎖（配列番号：2）を含むことができる。さらにまた、
本明細書に開示するインスリンポリペプチドは、自然のままのインスリンA鎖又はそのア
ナローグ、及びIGFI YL（配列番号：6）又はIGFII YL（配列番号：8）のB鎖を前記B鎖の
アナローグと同様に含むことができる。ある実施態様では、インスリンポリペプチドは、
IGFI（配列番号：5）A鎖又はそのアナローグ若しくは誘導体、及びIGFI YL（配列番号：6
）、IGFII YL（配列番号：8）又は自然のままのインスリン（配列番号：2）又は前記のア
ナローグ若しくは誘導体のB鎖を含む。
　単鎖IGF又はインスリンA鎖及びB鎖へのさらに別の改変には、例えばA19、B16又はB25位
の1つ以上におけるアミノ酸の4-アミノフェニルアラニンへの改変、又はA5、A8、A9、A10
、 A14、A15、A17、A18、A21、B1、B2、B3、B4、B5、B9、B10、B13、B14、B20、B21、B22
、B23、B26、B27、B28、B29及びB30（自然のままのインスリンのA及びB鎖と対比して）か
ら選択される位置の1つ以上のアミノ酸の置換、又はB1－4及びB26－30位のいずれか又は
全部の欠失が含まれる。ある実施態様では、A5、A8、A9、A10、 A14、A15、A17、A18、A2
1、B1、B2、B3、B4、B5、B9、B10、B13、B14、B20、B21、B22、B23、B26、B27、B28、B29
及びB30から選択される位置における置換は、自然のままのインスリン配列と対比して保
存的アミノ酸置換である。
【０１３１】
　ある実施態様にしたがえば、B鎖は配列R22-X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（
配列番号：44）を含み、A鎖は配列GIVX4X5CCX8X9X10CX12LX14X15LX17X18X19CX21-R13（配
列番号：45）を含み、式中、
X4はグルタミン酸又はアスパラギン酸であり、
X5はグルタミン又はグルタミン酸であり、
X8はヒスチジン、スレオニン又はフェニルアラニンであり、
X9はセリン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンあり、
X10はイソロイシン又はセリンであり、
X12はセリン又はアスパラギン酸であり、
X14はチロシン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
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X15はグルタミン、グルタミン酸、アルギニン、アラニン、リジン、オルニチン又はロイ
シンであり、
X17はグルタミン酸、アスパラギン酸、アスパラギン、リジン、オルニチン又はグルタミ
ンであり、
X18はメチオニン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸、グルタミン酸又はスレ
オニンであり、
X19はチロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン、セリン、バリン、スレオニン、イソロイシン、ロイシン、
グルタミン、グルタミン酸、アスパラギン、アスパラギン酸、ヒスチジン、トリプトファ
ン、チロシン及びメチオニンから成る群から選択され、
X25はヒスチジン又はスレオニンであり、
X29アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30はヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸又はシステイン酸
から成る群から選択され、
X33はアスパラギン酸、グルタミン及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34はアラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X41はグルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され、
X42はアラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45はチロシン又はフェニルアラニンであり、
R22は、AYRPSE（配列番号：46）、FVNQ（配列番号：47）、PGPE（配列番号：48）、トリ
ペプチドのグリシン-プロリン-グルタミン酸、トリペプチドのバリン-アスパラギン-グル
タミン、ジペプチドのプロリン-グルタミン酸、ジペプチドのアスパラギン-グルタミン、
グルタミン、グルタミン酸、及びN-末端アルファアミンから成る群から選択され、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。ある実施態様では、X8、X25及びX30は各々ヒスチジンである
。さらに別の実施態様では、インスリンポリペプチドは、配列番号：68のA鎖ペプチド配
列のアナローグ及び／又は配列番号：69のB鎖ペプチド配列のアナローグを含み、該A鎖及
びB鎖のアナローグは各々1－3のさらに別のアミノ酸置換を含む。
【０１３２】
　ある実施態様にしたがえば、インスリンペプチドのA鎖が配列GIVEQCCX8SICSLYQLX17NX1
9CX23（配列番号：49）を含み、B鎖が配列X25LCGX29X30LVEALYLVCGERGFF（配列番号：65
）を含むインスリンアナローグが提供され、式中、
X8はスレオニン及びヒスチジンから成る群から選択され、
X17はグルタミン酸又はグルタミンであり、
X19はチロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X23はアスパラギン又はグリシンであり、
X25はヒスチジン又はスレオニンから成る群から選択され、
X29アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30はヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン酸
から成る群から選択される。
さらに別の実施態様では、B鎖は配列X22VNQX25LCGX29X30LVEALYLVCGERGFFYT-Z1-B1（配列
番号：66）を含み、式中、
X22はフェニルアラニン及びデスアミノ-フェニルアラニンから成る群から選択され、
X25はヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
X29アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30はヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸又はシステイン酸
から成る群から選択され、
Z1は、アスパルテート-リジン、リジン-プロリン、及びプロリン-リジンから成る群から
選択されるジペプチドであり、さらに
B1は、スレオニン、アラニン又はスレオニン-アルギニン-アルギニントリペプチドから成
る群から選択される。
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【０１３３】
　いくつかの実施態様にしたがえば、インスリンポリペプチドは、配列R23-R24-X25LCGX2
9X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号：44）又はR23-R22-HLCGSX30LVEALYLVCGERGFF
（配列番号：67）を有するB鎖、及び配列GIVX4ECCX8X9SCDLX14X15LX17X18X19CX21-R13（
配列番号：68）を有するA鎖を含み、式中、
X4はグルタミン酸又はアスパラギン酸であり、
X8はヒスチジン、スレオニン又はフェニルアラニンであり、
X9はアルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンあり、
X14はアルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり、
X15はグルタミン、グルタミン酸、アルギニン、アラニン、リジン、オルニチン又はロイ
シンであり、
X17はグルタミン又はグルタミン酸であり、
X18はメチオニン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸、グルタミン酸又はスレ
オニンであり、
X19はチロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン、セリン、バリン、スレオニン、イソロイシン、ロイシン、
グルタミン、グルタミン酸、アスパラギン、アスパラギン酸、ヒスチジン、トリプトファ
ン、チロシン及びメチオニンから成る群から選択され、
X22はフェニルアラニン及びデスアミノ-フェニルアラニンから成る群から選択され、
X25はヒスチジン又はスレオニンであり、
X29アラニン及びグリシンから成る群から選択され、
X30はヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン酸
から成る群から選択され、
X33はアスパラギン酸、グルタミン及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34はアラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X41はグルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され、
X42はアラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45はチロシン又はフェニルアラニンであり、
R22は、X22VNQ（配列番号：101）、トリペプチドのバリン-アスパラギン-グルタミン、ジ
ペプチドのアスパラギン-グルタミン、グルタミン及び結合から成る群から選択され、
R23は、N-末端アルファアミン又はX60(X61X62)dX63K（配列番号：102）であり、式中、X6
0は、グリシン、グルタミン酸及びアスパラギン酸から成る群から選択され、X61及びX62
は別個に、グルタミン酸及びアスパラギン酸から成る群から選択され、X63はアルギニン
、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、dは1－3から選択される整
数であり、R24は、AYRPSE（配列番号：46）、PGPE（配列番号：48）、トリペプチドのグ
リシン-プロリン-グルタミン酸、ジペプチドのプロリン-グルタミン酸、グルタミン、グ
ルタミン酸及び結合から成る群から選択され、さらにR13はCOOH又はCONH2である。
【０１３４】
　いくつかの実施態様にしたがえば、A鎖は、配列GIVEQCCX8SICSLYQLX17NX19CX23（配列
番号：49）又はGIVDECCX8X9SCDLX14X15LX17X18X19CX21-R13（配列番号：50）を含み、B鎖
は、配列X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGDX42GFX45（配列番号：51）を含み、式中、
X8はヒスチジン又はフェニルアラニンであり、
X9及びX14は別個に、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンから選択され、
X15はアルギニン、リジン、オルニチン又はロイシンであり、
X17はグルタミン酸又はグルタミンであり、
X18はメチオニン、アスパラギン又はスレオニンであり、
X19はチロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
X23はアスパラギン又はグリシンであり、
X25はヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
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X29アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30はヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸又はシステイン酸
から成る群から選択され、
X33はアスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34はアラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X42はアラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45はチロシンであり、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。ある実施態様では、n及びkの少なくとも一方は1である。
【０１３５】
　さらに別の実施態様では、A鎖は配列GIVDECCHX9SCDLX14X15LX17X18 X19CX21-R13（配列
番号：50）を含み、B鎖は配列X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGDX42GFX45（配列番号：51）を
含み、式中、
X9及びX14は別個に、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンから選択され、
X15はアルギニン、リジン、オルニチン又はロイシンであり、
X17はグルタミン酸、アスパラギン酸、アスパラギン、リジン、オルニチン又はグルタミ
ンであり、
X18はメチオニン、アスパラギン又はスレオニンであり、
X19はチロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
X23はアスパラギン又はグリシンであり、
X25はヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
X29アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され、
X30はヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸又はシステイン酸
から成る群から選択され、
X33はアスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X34はアラニン及びスレオニンから成る群から選択され、
X42はアラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45はチロシン又はフェニルアラニンであり、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
さらに別の実施態様では、A鎖は配列GIVDECCHX9SCDLX14X15LX17MX19CX21-R13（配列番号
：52）を含み、B鎖は配列X25LCGAX30LVDALYLVCGDX42GFX45（配列番号：53）を含み、式中
、
X9、X14及びX15は別個にオルニチン、リジン又はアルギニンであり、
X17はグルタミン酸又はグルタミンであり、
X19はチロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
X25はヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され、
X30はヒスチジン、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され、
X42はアラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、
X45はチロシン又はフェニルアラニンであり、さらに
R13はCOOH又はCONH2である。
ある実施態様では、B鎖は、HLCGAELVDALYLVCGDX42GFY（配列番号：54）、GPEHLCGAELVDAL
YLVCGDX42GFY（配列番号：55）、GPEHLCGAELVDALYLVCGDX42GFYFNPKT（配列番号：57）及
びGPEHLCGAELVDALYLVCGDX42GFYFNKPT（配列番号：57）から成る群から選択され、式中、X

42はオルニチン、リジン及びアルギニンから成る群から選択される。
さらに別の実施態様では、A鎖は配列GIVDECCHX9SCDLX14X15LQMYCN-R13（配列番号：18）
を含み、式中X9、X14及びX15は別個にオルニチン、リジン又はアルギニンである。
【０１３６】
　ある実施態様では、一般式IB-LM-IAを含むインスリン単鎖アナローグが提供され、式中
、IBは、HLCGAELVDALYLVCGDX42GFY（配列番号：54）、GPEHLCGAELVDALYLVCGDX42GFY（配
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列番号：55）、GPEHLCGAELVDALYLVCGDX42GFYFNPKT（配列番号：56）及びGPEHLCGAELVDALY
LVCGDX42GFYFNKPT（配列番号：57）から成る群から選択され、LMは、GAGSSSX57RAPQT（配
列番号：18）、GYGSSSX57R（配列番号：58）から成る群から選択される連結部分であり、
IAはアミノ酸配列GIVDECCHX9SCDLX14X15LQMYCN-R13（配列番号：18）であり、式中、X9、
X14、X15、X42及びX57は別個にオルニチン、リジン又はアルギニンである。さらに別のあ
る実施態様では、連結部分はGYGSSSOR（配列番号：59）である。
　ある実施態様では、B鎖は、HLCGAELVDALYLVCGDOGFY（配列番号：60）、GPEHLCGAELVDAL
YLVCGDOGFY（配列番号：61）、GPEHLCGAELVDALYLVCGDOGFYFNPKT（配列番号：62）及びGPE
HLCGAELVDALYLVCGDOGFYFNKPT（配列番号：63）から成る群から選択され、A鎖はGIVDECCHO
SCDLOOLQMX19CN-R13（配列番号：64）であり、式中、X19はチロシン、4-メトキシ-フェニ
ルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンである。
【０１３７】
　インスリンポリペプチドのPEG化
　驚くべきことに、出願人らは、親水性部分を本明細書に開示するインスリン単鎖アナロ
ーグに共有結合により連結することによって、活性のより遅い開始、持続時間の延長を有
しさらに基本的活性プロフィールを示すアナローグが提供されることを見出した。ある実
施態様では、本明細書に開示するインスリンポリペプチドはさらに改変されて共有結合に
より連結された親水性部分を含み、前記親水性部分は、A鎖のA9、A14及びA15から成る群
から選択される位置のアミノ酸の側鎖、又はB鎖のN-末端アルファアミン（例えばインス
リン系B鎖のためのB1位又はIGF-1系B鎖のためのB2位）、又はB鎖のB1、B2、B10、B22、B2
8若しくはB29位のアミノ酸の側鎖、又は単鎖アナローグのA鎖及びB鎖を連結する連結部分
の任意の位置に連結される。例示的実施態様では、この親水性部分は、これらの位置のい
ずれかのLys、Cys、Orn、ホモシステイン又はアセチル-フェニルアラニン残基に共有結合
により連結される。ある実施態様では、親水性部分は連結部分のアミノ酸の側鎖に共有結
合により連結される。
【０１３８】
　例示的な親水性部分には、ポリエチレングリコール（PEG）、例えば分子量が約1,000ダ
ルトンから約40,000ダルトン、又は約20,000ダルトンから約40,000ダルトンのものが含ま
れる。追加される適切な親水性部分には、ポリプロピレングリコール、ポリオキシエチル
化ポリオール（例えばPOG）、ポリオキシエチル化ソルビトール、ポリオキシエチル化グ
ルコース、ポリオキシエチル化グリセロール（POG）、ポリオキシアルキレン、ポリエチ
レングリコールプロピオンアルデヒド、エチレングリコール/プロピレングリコールコポ
リマー、モノメトキシ-ポリエチレングリコール、モノ-(C1-C10)アルコキシ-又はアリー
ルオキシ-ポリエチレングリコール、カルボキシメチルセルロース、ポリアセタール、ポ
リビニルアルコール（PVA）、ポリビニルピロリドン、ポリ-1,3-ジオキソラン、ポリ-1,3
,6-トリオキサン、エチレン/無水マレイン酸コポリマー、ポリ(ベータ-アミノ酸)（ホモ
ポリマー又はランダムコポリマー）、ポリ(n-ビニルピロリドン)ポリエチレングリコール
、プロプロピレングリコールホモポリマー（PEG）及び他のポリアルキレンオキシド、ポ
リプロピレンオキシド/エチレンオキシドコポリマー、コロン酸又は他の多糖類ポリマー
、フィコール（Ficoll）又はデキストラン並びに前記の混合物が含まれる。
【０１３９】
　親水性部分、例えばいくつかの実施態様にしたがえばポリエチレングリコールは、約50
0から約40,000ダルトンの範囲から選択される分子量を有する。ある実施態様では、親水
性部分、例えばPEGは、約500から約5,000ダルトン、又は約1,000から約5,000ダルトンの
範囲から選択される分子量を有する。別の実施態様では、親水性部分、例えばPEGは、約1
0,000から約20,000ダルトンの分子量を有する。さらに他の例示的な実施態様では、親水
性部分、例えばPEGは、約20,000から約40,000ダルトンの分子量を有する。ある実施態様
では、親水性部分、例えばPEGは約20,000ダルトンの分子量を有する。ある実施態様では
、1つ以上のアミノ酸がPEG化され、共有結合により連結されるPEG鎖の合計分子量が約20,
000ダルトンであるインスリンポリペプチドが提供される。
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　ある実施態様では、親水性部分としてデキストランが用いられる。デキストランは、も
っぱらα1-6結合によって連結されたグルコースサブユニットの多糖類ポリマーである。
デキストランは、多くの分子量範囲（例えば約1kDから約100kD、又は約5、10、15若しく
は20kDから約20、30、40、50、60、70、80若しくは90kD）で入手できる。
　直鎖又は分枝ポリマーが意図される。複合物の生成調製物は本質的に単分散又は多分散
が可能で、ペプチド当たり約0.5、0.7、1、1,2、1.5又は2ポリマーを有し得る。
【０１４０】
　ある実施態様では、親水性部分はポリエチレングリコール（PEG）鎖であり、前記は場
合によって、A鎖のA9、A14及びA15から成る群から選択される位置、B鎖のB1、B2、B10、B
22、B28若しくはB29位のアミノ酸の側鎖、B鎖のN-末端アルファアミン、又はA鎖及びB鎖
を連結する連結部分の任意の位置（例えば単鎖アナローグのC8位を含む）に連結される。
ある実施態様では、インスリン単鎖アナローグは8から12アミノ酸のペプチド連結部分を
含み、該連結部分のアミノ酸の1つがその側鎖に共有結合したポリエチレン鎖を有する。
ある実施態様では、インスリン単鎖アナローグは8から12アミノ酸のペプチド連結部分を
含み、該連結部分のアミノ酸はPEG化され、A鎖のA9、A14及びA15から成る群から選択され
る位置、B鎖のB1、B2、B10、B22、B28又はB29位の1つ以上のアミノ酸もまたPEG化される
。ある実施態様では、共有結合により連結されるPEG鎖の全分子量は約20,000ダルトンで
ある。
【０１４１】
　親水性部分（例えばポリエチレングリコール）は、タンパク質を活性化ポリマー分子と
反応させるために用いられる任意の適切な条件下でインスリンポリペプチドに添付するこ
とができる。当業界で公知の任意の手段を用いることができ、前記手段には、アシル化、
還元アルキル化、ミカエル添加、チオールアルキル化又は他の化学選択的共役/結合方法
（PEG部分の反応基（例えばアルデヒド、アミノ、エステル、チオール、α-ハロアセチル
、マレイミド又はヒドラジノ基）から標的化合物の反応基（例えばアルデヒド、アミノ、
エステル、チオール、α-ハロアセチル、マレイミド又はヒドラジノ基）を介する）が含
まれる。水溶性ポリマーを1つ以上のタンパク質に連結するために用いることができる活
性基にはスルホン、マレイミド、スルフヒドリル、チオール、トリフレート、トレシレー
ト、アジジリン、オキシラン及び5-ピリジルが含まれるが、ただしこれらに限定されない
。還元アルキル化によってペプチドに添付される場合は、選択されるポリマーは、ポリマ
ー化度を制御できるように単反応性アルデヒドを有するべきである。例えば以下を参照さ
れたい：Kinstler et al., Adv.Drug.Delivery Rev.54: 477-485, 2002；Roberts et al.
, Adv.Drug Delivery Rev.54: 459-476, 2002；及びZalipsky et al., Adv.Drug Deliver
y Rev.16: 157-182, 1995。
　本発明の具体的な特徴では、チオールを有するインスリンポリペプチドのアミノ酸残基
が親水性部分（例えばPEG）により改変される。いくつかの実施態様では、チオールはミ
カエル添加反応でマレイミド活性化PEGにより改変されて、下記に示すチオエーテル結合
を含むPEG化ペプチドを生じる：
【０１４２】
【化３９】

【０１４３】
　いくつかの実施態様では、チオールはハロアセチル-活性化PEGにより求核置換反応で改
変されて、下記に示すチオエーテル結合を含むPEG化ペプチドを生じる：



(45) JP 6387008 B2 2018.9.5

10

20

30

40

50

【０１４４】
【化４０】

【０１４５】
　インスリンポリペプチドのアシル化
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドは改変されてアシル基を含む。アシ
ル基は、インスリンポリペプチドのアミノ酸に直接的に、又はインスリンポリペプチドの
アミノ酸にスペーサーを介して間接的に共有結合により連結でき、該スペーサーはインス
リンポリペプチドのアミノ酸とアシル基との間に存在する。インスリンポリペプチドは、
親水性部分が連結される同じアミノ酸の位置で、又は異なるアミノ酸の位置でアシル化で
きる。例えば、アシル化は、A又はB鎖の任意のアミノ酸を含む任意の位置とともに連結部
分内の位置でも生じ得るが、ただし非アシル化インスリンポリペプチドによって示される
活性がアシル化時に維持されることを条件とする。非限定例には、A鎖のA14及びA15位、
インスリン系B鎖のB1位、又はIGF-1系B鎖のB2位、B鎖のB10、B22、B28若しくはB29位、又
は単鎖インスリンアナローグの連結部分の任意の位置におけるアシル化が含まれる。
【０１４６】
　本発明のある具体的な特徴では、インスリンポリペプチド（又はその誘導体若しくは複
合物）は改変され、当該ポリペプチドのアミノ酸の側鎖のアミン、ヒドロキシル又はチオ
ールの直接アシル化によってアシル基を含む。いくつかの実施態様では、インスリンポリ
ペプチドは、アミノ酸の側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオールを介して直接アシル化さ
れる。いくつかの実施態様では、アシル化は、B28又はB29位（自然のままのインスリンA
及びB鎖配列のアミノ酸番号付けにしたがう）で生じる。これに関しては、A又はB鎖配列
の1つ以上のアミノ酸置換によって改変されてあるインスリンポリペプチドを提供するこ
とができ、前記には、例えばA14、A15、B1、B2、B10、B22、B28若しくはB29位（自然のま
まのインスリンA及びB鎖配列のアミノ酸番号付けにしたがう）、又は側鎖アミン、ヒドロ
キシル若しくはチオールを含むアミノ酸を有する連結部分の任意の位置の置換が含まれる
。本発明のいくつかの具体的な実施態様では、インスリンポリペプチドの直接アシル化は
、B28又はB29位（自然のままのインスリンA及びB鎖配列のアミノ酸番号付けにしたがう）
のアミノ酸の側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオールを介して生じる。
【０１４７】
　ある実施態様では、インスリンポリペプチドは下記式Iのアミノ酸を含み：
【０１４８】
【化４１】

【０１４９】
式中、n＝1から4である。
 [式I]
　いくつかの例示的な実施態様では、式Iのアミノ酸は、nが4（Lys）又はnが3（Orn）の
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アミノ酸である。
　別の実施態様では、インスリンポリペプチドは下記式IIのアミノ酸を含み：
【０１５０】
【化４２】

【０１５１】
式中、n＝1から4である。
 [式II]
　いくつかの例示的な実施態様では、式IIのアミノ酸は、nが1（Ser）のアミノ酸である
。
　さらに別の実施態様では、インスリンポリペプチドは下記式IIIのアミノ酸の側鎖チオ
ールを含み：
【０１５２】
【化４３】

【０１５３】
式中、n＝1から4である。
 [式III]
　いくつかの例示的な実施態様では、式IIIのアミノ酸は、nが1（Cys）のアミノ酸である
。
【０１５４】
　さらにまた別の実施態様では、インスリンポリペプチドは二置換アミノ酸を含み、前記
アミノ酸は、式I、式II又は式IIIと同じ構造を含むが、ただし、式I、式II又は式IIIのア
ミノ酸のアルファ炭素と結合する水素は第二の側鎖に取り替えられている。
　ある実施態様にしたがえば、アシル化インスリンポリペプチドは当該ペプチドとアシル
基との間にスペーサーを含む。いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドはスペ
ーサーと共有結合し、スペーサーはアシル基と共有結合する。いくつかの例示的実施態様
では、インスリンポリペプチドは改変され、スペーサーのアミン、ヒドロキシル又はチオ
ールのアシル化によってアシル基を含み、前記スペーサーは、B28又はB29位（自然のまま
のインスリンA及びB鎖配列のアミノ酸番号付けにしたがう）又はスペーサー部分の任意の
位置のアミノ酸の側鎖に添付される。スペーサーが添付されるインスリンポリペプチドの
アミノ酸は、スペーサーとの結合を許容する部分を含む任意のアミノ酸であり得る。例え
ば、側鎖-NH2、-OH又は-COOHを含むアミノ酸（例えばLys、Orn、Ser、Asp又はGlu）が適
切である。
【０１５５】
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドとアシル基との間のスペーサーは、
側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオールを含むアミノ酸（又は側鎖アミン、ヒドロキシル
又はチオールを含むアミノ酸を含むジペプチド又はトリペプチド）である。いくつかの実
施態様では、スペーサーは親水性二官能性スペーサーを含む。具体的な実施態様では、ス
ペーサーはアミノポリ(アルキルオキシ)カルボキシレートを含む。これに関して、スペー
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サーは、例えばNH2(CH2CH2O)n(CH2)mCOOHを含むことができる。式中、mは1から6の任意の
整数で、nは2から12の任意の整数であり、スペーサーは例えば8-アミノ-3,6-ジオキサオ
クタン酸で、前記は、ペプチドインターナショナルズ社（Peptides International, Inc.
, Louisville, KY）から市場で入手できる。ある実施態様では、親水性二官能性スペーサ
ーは、2つ以上の反応基（例えばアミン、ヒドロキシル、チオール及びカルボキシル基又
は前記の任意の組み合わせ）を含む。ある種の実施態様では、親水性二官能性スペーサー
はヒドロキシル基及びカルボキシレートを含む。他の実施態様では、親水性二官能性スペ
ーサーはアミン基及びカルボキシレートを含む。他の実施態様では、親水性二官能性スペ
ーサーはチオール基及びカルボキシレートを含む。
【０１５６】
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドとアシル基との間のスペーサーは疎
水性二官能性スペーサーである。疎水性二官能性スペーサーは当業界では公知である。例
えば以下を参照されたい：Bioconjugate Techniques, G.T.Hermanson (Academic Press, 
San Diego, CA, 1996)（前記文献は参照によりその全体が本明細書に組み入れられる）。
ある種の実施態様では、疎水性二官能性スペーサーは、2つ以上の反応基（例えばアミン
、ヒドロキシル、チオール及びカルボキシル基又は前記の任意の組み合わせ）を含む。あ
る種の実施態様では、疎水性二官能性スペーサーはヒドロキシル基及びカルボキシレート
を含む。他の実施態様では、疎水性二官能性スペーサーはアミン基及びカルボキシレート
を含む。他の実施態様では、疎水性二官能性スペーサーはチオール基及びカルボキシレー
トを含む。カルボキシレート及びヒドロキシル基又はチオール基を含む適切な疎水性二官
能性スペーサーは当業界で公知であり、例えば8-ヒドロキシオクタン酸及び8-メルカプト
オクタン酸が含まれる。
【０１５７】
　ある種の実施態様にしたがえば、二官能性スペーサーは合成又は天然に存在するアミノ
酸であり、前記アミノ酸は、長さが3から10原子のアミノ酸骨格を含む（例えば6-アミノ
ヘキサン酸、5-アミノ吉草酸、7-アミノヘプタン酸及び8-アミノオクタン酸）。また別に
は、スペーサーは、長さが3から10原子（例えば6から10原子）のペプチド骨格を有するジ
ペプチド又はトリペプチドであり得る。インスリンポリペプチドに添付されるジペプチド
又はトリペプチドの各アミノ酸は、以下から成る群から別個に選択できる：天然に存在す
るアミノ酸及び／又は天然に存在しないアミノ酸で、例えば以下を含む：天然に存在する
アミノ酸（Ala、Cys、Asp、Glu、Phe、Gly、His、Ile、Lys、Leu、Met、Asn、Pro、Arg、
Ser、Thr、Val、Trp、Tyr）のD若しくはL異性体、又は以下から成る群から選択される天
然に存在しないアミノ酸のD若しくはL異性体：β-アラニン（β-Ala）、N-α-メチル-ア
ラニン（Me-Ala）、アミノ酪酸（Abu）、α-アミノ酪酸（γ-Abu）、アミノヘキサン酸（
ε-Ahx）、アミノイソ酪酸（Aib）、アミノメチルピロールカルボン酸、アミノピペリジ
ンカルボン酸、アミノセリン（Ams）、アミノテトラヒドロピラン-4-カルボン酸、アルギ
ニンN-メトキシ-N-メチルアミド、β-アスパラギン酸（β-Asp）、アゼチジンカルボン酸
、3-(2-ベンゾチアゾリル)アラニン、α-tert-ブチルグリシン、2-アミノ-5-ウレイド-n-
吉草酸（シトルリン、Cit）、β-シクロヘキシルアラニン（Cha）、アセトアミドメチル-
システイン、ジアミノブタン酸（Dab）、ジアミノプロピオン酸（Dpr）、ジヒドロキシフ
ェニルアラニン（DOPA）、ジメチルチアゾリジン（DMTA）、γ-グルタミン酸（γ-Glu）
、ホモセリン（Hse）、ヒドロキシプロリン（Hyp）、イソロイシンN-メトキシ-N-メチル
アミド、メチル-イソロイシン（MeIle）、イソニペコチン酸（Isn）、メチル-ロイシン（
MeLeu）、メチル-リジン、ジメチル-リジン、トリメチル-リジン、メタノプロリン、メチ
オニン-スルホキシド（Met(O)）、メチオニン-スルホン（Met(O2)）、ノルロイシン（Nle
）、メチル-ノルロイシン（Me-Nle）、ノルバリン（Nva）、オルニチン（Orn）、パラ-ア
ミノ安息香酸（PABA）、ペニシラミン（Pen）、メチルフェニルアラニン（MePhe）、4-ク
ロロフェニルアラニン（Phe(4-Cl)）、4-フルオロフェニルアラニン（Phe(4-F)）、4-ニ
トロフェニルアラニン（Phe(4-NO2)）、4-シアノフェニルアラニン（Phe(4-CN)）、フェ
ニルグリシン（Phg）、ピペリジニルアラニン、ピペリジニルグリシン、3,4-ジヒドロプ
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ロリン、ピロリジニルアラニン、サルコシン（Sar）、セレノシステイン（Sec）、U-ベン
ジル-ホスホセリン、4-アミノ-3-ヒドロキシ-6-メチルヘプタン酸（Sta）、4-アミノ-5-
シクロヘキシルl-3-ヒドロキシペンタン酸（ACHPA）、 4-アミノ-3-ヒドロキシ-5-フェニ
ルペンタン酸（AHPPA）、1,2,3,4-テトラヒドロ-イソキノリン-3-カルボン酸（Tic）、テ
トラヒドロピラングリシン、チエニルアラニン（Thi）、 U-ベンジル-ホスホチロシン、O
-ホスホチロシン、メトキシチロシン、エトキシチロシン、O-(ビス-ジメチルアミノ-ホス
ホノ)-チロシン、チロシンスルフェートテトラブチルアミン、メチル-バリン（MeVal）、
1-アミノ-1-シクロヘキサンカルボン酸（Acx）、アミノ吉草酸、ベータ-シクロプロピル-
アラニン（Cpa）、プロパルギルグリシン（Prg）、アリルグリシン（Alg）、 2-アミノ-2
-シクロヘキシル-プロパン酸（2-Cha）、タルトブチルグリシン（Tbg）、ビニルグリシン
（Vg）、1-アミノ-1-シクロプロパンカルボン酸（Acp）、1-アミノ-1-シクロペンタンカ
ルボン酸（Acpe）、アルキル化3-メルカプトプロピオン酸、1-アミノ-1-シクロブタンカ
ルボン酸（Acb）。いくつかの実施態様では、ジペプチドスペーサーは、Ala-Ala、β-Ala
- β-Ala、Leu-Leu、Pro-Pro、γアミノ酪酸-γ-アミノ酪酸、及びγ-Glu-γ-Gluから成
る群から選択される。
【０１５８】
　インスリンポリペプチドは改変され、長鎖アルカンのアシル化によってアシル基を含む
ことができる。具体的な特徴では、長鎖アルカンはアミン、ヒドロキシル又はチオール基
（例えばオクタデシルアミン、テトラデカノール及びヘキサデカンチオール）を含み、前
記はインスリンポリペプチドのカルボキシル基又はその活性化型と反応する。インスリン
ポリペプチドのカルボキシル基又はその活性化型は、インスリンポリペプチドのアミノ酸
（例えばグルタミン酸、アスパラギン酸）の側鎖の部分であるか、又はペプチド骨格の部
分であり得る。
　ある種の実施態様では、インスリンポリペプチドに添付されるスペーサーによる長鎖ア
ルカンのアシル化によってアシル基を含むように、インスリンポリペプチドは改変される
。具体的な特徴では、長鎖アルカンは、スペーサーのカルボキシル基又はその活性化型と
反応するアミン、ヒドロキシル又はチオール基を含む。カルボキシル基又はその活性化型
を含む適切なスペーサーは本明細書に記載され、前記には、例えば二官能性スペーサー、
例えばアミノ酸、ジペプチド、トリペプチド、親水性二官能性スペーサー及び疎水性二官
能性スペーサーが含まれる。本明細書で用いられるように、“カルボキシル基の活性化型
”という用語は、一般式R(C=O)Xを有するカルボキシル基を指す（式中、Xは脱離基であり
、Rはインスリンポリペプチド又はスペーサーである）。例えば、カルボキシル基の活性
化型には、アシルクロリド、無水物及びエステルが含まれるが、ただしこれらに限定され
ない。いくつかの実施態様では、活性化カルボキシル基はN-ヒドロキシスクシンイミド（
NHS）脱離基を有するエステルである。
【０１５９】
　本発明のこれらの特徴（長鎖アルカンがインスリンポリペプチドのペプチド又はスペー
サーによってアシル化される）に関して、長鎖アルカンは任意のサイズで、任意の長さの
炭素鎖を含み得る。長鎖アルカンは直鎖でも分枝鎖でもよい。ある種の特徴では、長鎖ア
ルカンはC4からC30アルカンである。例えば長鎖アルカンは、C4アルカン、C6アルカン、C

8アルカン、C10アルカン、C12アルカン、C14アルカン、C16アルカン、C18アルカン、C20
アルカン、C22アルカン、C24アルカン、C26アルカン、C28アルカン又はC30アルカンのい
ずれかであり得る。いくつかの実施態様では、長鎖アルカンはC8からC20アルカン、例え
ばC14アルカン、C16アルカン又はC18アルカンを含む。
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドのアミン、ヒドロキシル又はチオー
ル基はコレステロール酸でアシル化される。具体的な実施態様では、ペプチドは、アルキ
ル化デスアミノCysスペーサー（すなわちアルキル化3-メルカプトプロピオン酸スペーサ
ー）を介してコレステロール酸に連結される。アミン、ヒドロキシル及びチオールを介す
るペプチドアシル化の適切な方法は当業界で公知である。例えば以下を参照されたい：Mi
ller, Biochem Biophys Res Commun 218: 377-382, 1996；Shimohigashi and Stammer, I
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nt J Pept Protein Res 19: 54-62, 1982；及びPreviero et al., Biochim Biophys Acta
 263: 7-13, 1972（ヒドロキシル介するアシル化の方法）；並びにSan and Silvius, J P
ept Res 66: 169-180, 2005（チオールを介するアシル化の方法）；Bioconjugate Chem.
“Chemical Modifications of Proteins: History and Applications”pp.2-12, 1990；H
ashimoto et al., Pharmacuetical Res.“Synthesis of Palmitoyl Derivatives of Insu
lin and their Biological Activity”Vol.6, No:2 pp.171-176, 1989。
【０１６０】
　インスリンポリペプチドのアシル化ペプチドのアシル基は任意のサイズ、例えば任意の
長さの炭素鎖が可能であり、直鎖でも分枝鎖でもよい。本発明のいくつかの具体的な実施
態様では、アシル基はC4からC30脂肪酸である。例えばアシル基はC4脂肪酸、C6脂肪酸、C

8脂肪酸、C10脂肪酸、C12脂肪酸、C14脂肪酸、C16脂肪酸、C18脂肪酸、C20脂肪酸、C22脂
肪酸、C24脂肪酸、C26脂肪酸、C28脂肪酸又はC30脂肪酸のいずれかであり得る。いくつか
の実施態様では、アシル基はC8からC20脂肪酸、例えばC14脂肪酸又はC16脂肪酸である。
　また別の実施態様では、アシル基は胆汁酸である。該胆汁酸は任意の適切な胆汁酸でよ
い。前記にはコール酸、ケノデオキシコール酸、デオキシコール酸、リトコール酸、タウ
ロコール酸、グリココール酸及びコレステロール酸が含まれるが、ただしこれらに限定さ
れない。
　本明細書に記載するアシル化インスリンポリペプチドはさらに改変され親水性部分を含
むことができる。いくつかの具体的な実施態様では、親水性部分は、ポリエチレングリコ
ール（PEG）鎖を含むことができる。親水性部分の取り込みは、任意の適切な手段（例え
ば本明細書に記載する方法のいずれか）によって達成できる。いくつかの実施態様では、
アシル化単鎖アナローグはCys、Lys、Orn、ホモ-Cys又はAc-Pheから成る群から選択され
るアミノ酸を含み、前記アミノ酸の側鎖が親水性部分（例えばPEG）と共有結合される。
ある実施態様では、アシル基は、A14、A15、B1位（インスリン系B鎖のため）、B2位（IGF
-1系B鎖のため）、B10、B22、B28又はB29（自然のままのインスリンのA及びB鎖の番号付
けにしたがう）に、場合によってCys、Lys、Orn、ホモ-Cys又はAc-Pheを含むスペーサー
を介して添付される。
　また別には、アシル化インスリンポリペプチドは、アシル化されかつ親水性部分を含む
ように改変されたスペーサーを含む。適切なスペーサーの非限定的な例には、Cys、Lys、
Orn、ホモ-Cys及びAc-Pheから成る群から選択される1つ以上のアミノ酸を含むスペーサー
が含まれる。
【０１６１】
　インスリンポリペプチドのアルキル化
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドは改変されてアルキル基を含む。ア
ルキル基は、インスリンポリペプチドのアミノ酸に直接的に、又はインスリンポリペプチ
ドのアミノ酸にスペーサーを介して間接的に共有結合により連結でき、該スペーサーはイ
ンスリンポリペプチドのアミノ酸とアルキル基との間に存在する。アルキル基は、エーテ
ル、チオエーテル又はアミノ結合を介してインスリンポリペプチドに添付できる。例えば
、インスリンポリペプチドは、親水性部分が連結される同じアミノ酸の位置で、又は異な
るアミノ酸の位置でアルキル化できる。アルキル化はインスリンポリペプチド内の任意の
位置で実施でき、前記には例えばB鎖のC-末端領域又は連結部分内の位置が含まれるが、
ただしインスリン活性が維持されることを条件とする。本発明の具体的な特徴では、イン
スリンポリペプチドは、当該ポリペプチドのアミノ酸の側鎖のアミン、ヒドロキシル又は
チオールの直接アルキル化によりアルキル基を含むように改変される。いくつかの実施態
様では、インスリンポリペプチドは、アミノ酸の側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオール
を介して直接的にアルキル化される。本発明のいくつかの具体的な実施態様では、インス
リンポリペプチドの直接アルキル化は、A14、A15、B1位（インスリン系B鎖のため）、B2
位（IGF-1系B鎖のため）、B10、B22、B28又はB29位（自然のままのインスリンのA及びB鎖
の番号付けにしたがう）のアミノ酸の側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオールを介して生
じる。
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【０１６２】
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドのアミノ酸は、式I、式II及び式III
から選択されるアミノ酸を含み、アルキル基は、それぞれ式I、式II及び式IIIに含まれる
アミノ、ヒドロキシル又はチオール基を介して連結される。いくつかの例示的実施態様で
は、式Iのアミノ酸は、nが4（Lys）又はnが3（Orn）のアミノ酸である。いくつかの例示
的な実施態様では、式IIのアミノ酸は、nが1（Ser）のアミノ酸である。いくつかの例示
的な実施態様では、式IIのアミノ酸は、nが1（Cys）のアミノ酸である。さらにまた他の
実施態様では、側鎖アミン、ヒドロキシル又はチオールを含むインスリンポリペプチドの
ペプチドのアミノ酸は式I、式II又は式IIIと同じ構造を含む二置換アミノ酸であるが、た
だし式I、式II又は式IIIのアミノ酸のアルファ炭素と結合する水素は第二の側鎖に取り替
えられている。
【０１６３】
　本発明のいくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドは当該ペプチドとアルキル
基との間にスペーサーを含む。いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドはスペ
ーサーと共有結合し、スペーサーはアルキル基と共有結合する。
　いくつかの例示的実施態様では、インスリンポリペプチドは改変され、スペーサーのア
ミン、ヒドロキシル又はチオールのアルキル化によってアルキル基を含み、前記スペーサ
ーは、A14、A15、B1位（インスリン系B鎖のため）、B2位（IGF-1系B鎖のため）、B10、B2
2、B28又はB29位（自然のままのインスリンのA及びB鎖の番号付けにしたがう）のアミノ
酸の側鎖に添付される。スペーサーが添付されるインスリンポリペプチドのアミノ酸は、
スペーサーとの結合を許容する部分を含む任意のアミノ酸（例えば一α-置換アミノ酸又
はα,α-二置換アミノ酸）であり得る。側鎖-NH2、-OH又は-COOHを含むインスリンポリペ
プチドのアミノ酸（例えばLys、Orn、Ser、Asp又はGlu）が適切である。いくつかの実施
態様では、インスリンポリペプチドのペプチドとアルキル基との間のスペーサーは、側鎖
アミン、ヒドロキシル若しくはチオールを含むアミノ酸、又は側鎖アミン、ヒドロキシル
若しくはチオールを含むアミノ酸を含むジペプチド又はトリペプチドである。
【０１６４】
　アルファアミンがアルキル化される事例では、スペーサーアミノ酸は任意のアミノ酸で
あり得る。例えばスペーサーアミノ酸は、疎水性アミノ酸、例えばGly、Ala、Val、Leu、
Ile、Trp、Met、Phe、Tyrであり得る。また別には、スペーサーアミノ酸は酸性残基（例
えばAsp及びGlu）であり得る。例示的な実施態様では、スペーサーアミノ酸は、疎水性ア
ミノ酸、例えばGly、Ala、Val、Leu、Ile、Trp、Met、Phe、Tyr、6-アミノヘキサン酸、5
-アミノ吉草酸、7-アミノヘプタン酸、8-アミノオクタン酸であり得る。また別には、ス
ペーサーアミノ酸は酸性残基、例えばAsp、Gluであり得るが、ただしアルキル化は酸性残
基のアルファアミンで生じることを条件とする。スペーサーアミノ酸の側鎖アミンがアル
キル化される事例では、スペーサーアミノ酸は、側鎖アミンを含むアミノ酸（例えば式I
のアミノ酸）（例えばLys又はOrn）である。この事例では、スペーサーのアルファアミン
及び側鎖アミンの双方がアルキル化され、したがってペプチドは二アルキル化され得る。
本発明の実施態様はそのような二アルキル化分子を含む。
　アルキル化がスペーサーのアミノ酸のヒドロキシル基を介して生じるとき、スペーサー
のアミノ酸又はスペーサーの複数のアミノ酸の1つは式IIのアミノ酸であり得る。具体的
な例示的実施態様では、アミノ酸はSerである。アルキル化がスペーサーのアミノ酸のチ
オール基を介して生じるとき、スペーサーのアミノ酸又はスペーサーの複数のアミノ酸の
1つは式IIIのアミノ酸であり得る。具体的な例示的実施態様では、アミノ酸はCysである
。
【０１６５】
　いくつかの実施態様では、スペーサーは親水性二官能性スペーサーを含む。具体的な実
施態様では、スペーサーはアミノポリ(アルキルオキシ)カルボキシレートを含む。これに
関して、スペーサーは、例えばNH2(CH2CH2O)n(CH2)mCOOHを含むことができる。式中、mは
1から6の任意の整数で、nは2から12の任意の整数であり、スペーサーは例えば8-アミノ-3
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,6-ジオキサオクタン酸で、前記は、ペプチドインターナショナルズ社（Louisville, KY
）から市場で入手できる。いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドのペプチド
とアルキル基との間のスペーサーは親水性二官能性スペーサーである。ある種の実施態様
では、親水性二官能性スペーサーは、2つ以上の反応基（例えばアミン、ヒドロキシル、
チオール及びカルボキシル基又は前記の任意の組み合わせ）を含む。ある種の実施態様で
は、親水性二官能性スペーサーはヒドロキシル基及びカルボキシレートを含む。他の実施
態様では、親水性二官能性スペーサーはアミン基及びカルボキシレートを含む。他の実施
態様では、親水性二官能性スペーサーはチオール基及びカルボキシレートを含む。
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドとアシル基との間のスペーサーは疎
水性二官能性スペーサーである。ある種の実施態様では、疎水性二官能性スペーサーは、
2つ以上の反応基（例えばアミン、ヒドロキシル、チオール及びカルボキシル基又は前記
の任意の組み合わせ）を含む。ある種の実施態様では、疎水性二官能性スペーサーはヒド
ロキシル基及びカルボキシレートを含む。他の実施態様では、疎水性二官能性スペーサー
はアミン基及びカルボキシレートを含む。他の実施態様では、疎水性二官能性スペーサー
はチオール基及びカルボキシレートを含む。カルボキシレート及びヒドロキシル基又はチ
オール基を含む適切な疎水性二官能性スペーサーは当業界で公知であり、例えば8-ヒドロ
キシオクタン酸及び8-メルカプトオクタン酸が含まれる。
【０１６６】
　スペーサー（例えばアミノ酸、ジペプチド、トリペプチド、親水性二官能性スペーサー
又は疎水性二官能性スペーサー）は、長さが3から10原子である（例えば6から10原子、例
えば6、7、8、9又は10原子）。より具体的な実施態様では、スペーサーは長さが約3から1
0原子（例えば6から10原子）であり、アルキルはC12からC18アルキル基、例えばC14アル
キル基、C16アルキル基であり、したがってスペーサーとアルキル基の全長は14から28原
子、例えば約14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27又は28原子であ
る。いくつかの実施態様では、スペーサーとアルキル基の長さは17から28（例えば19から
26、19から21）原子である。
　ある実施態様にしたがえば、二官能性スペーサーは合成又は天然に存在するアミノ酸で
あり、長さが3から10原子のアミノ酸骨格を含む（例えば6-アミノヘキサン酸、5-アミノ
吉草酸、7-アミノヘプタン酸及び8-アミノオクタン酸）。また別には、スペーサーは、長
さが3から10原子（例えば6から10原子）のペプチド骨格を有するジペプチド又はトリペプ
チドであり得る。インスリンポリペプチドに添付されるジペプチド又はトリペプチドは、
天然に存在するアミノ酸及び／又は天然に存在しないアミノ酸を含むことができ、前記に
は例えば本明細書に教示するアミノ酸のいずれかが含まれる。いくつかの実施態様では、
スペーサーは全体的に陰性荷電を含み、例えば1つ以上の陰性荷電アミノ酸を含む。いく
つかの実施態様では、ジペプチドスペーサーは、Ala-Ala、β-Ala- β-Ala、Leu-Leu、Pr
o-Pro、γアミノ酪酸-γ-アミノ酪酸、及びγ-Glu-γ-Gluから成る群から選択される。あ
る実施態様では、ジペプチドスペーサーはγ-Glu-γ-Gluである。
【０１６７】
　アミン、ヒドロキシル及びチオールを介するペプチドアルキル化の適切な方法は当業界
で公知である。例えばウィリアムソンエーテル合成を用いて、インスリンペプチドとアル
キル基の間でエーテル結合を形成できる。アルキルハライドによるペプチドの求核置換反
応もまたエーテル、チオエーテル又はアミノ結合のいずれかをもたらし得る。インスリン
ポリペプチドのアルキル化ペプチドのアルキル基は任意のサイズ、例えば任意の長さの炭
素鎖が可能で、直鎖でも分枝鎖でもよい。本発明のいくつかの実施態様では、アルキル基
はC4からC30アルキルである。例えばアルキル基は、C4アルキル、C6アルキル、C8アルキ
ル、C10アルキル、C12アルキル、C16アルキル、C18アルキル、C20アルキル、C22アルキル
、C24アルキル、C26アルキル、C28アルキ又はC30アルキルのいずれかであり得る。いくつ
かの実施態様では、アルキル基はC8からC20アルキル、例えばC14アルキル又はC16アルキ
ルである。
　いくつかの具体的な実施態様では、アルキル基は、胆汁酸のステロイド部分、例えばコ
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ール酸、ケノデオキシコール酸、デオキシコール酸、リトコール酸、タウロコール酸、グ
リココール酸及びコレステロール酸を含む。
【０１６８】
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドは、求核性長鎖アルカンをインスリ
ンポリペプチドと反応させることによってアルキル基を含むように改変され、ここでイン
スリンポリペプチドは求核置換に適切な脱離基を含む。具体的な特徴では、長鎖アルカン
の求核基は、アミン、ヒドロキシル又はチオール基（例えばオクタデシルアミン、テトラ
デカノール及びヘキサデカンチオール）を含む。インスリンポリペプチドの脱離基はアミ
ノ酸の側鎖の部分であるか、又はペプチド骨格の部分であり得る。適切な脱離基には、例
えばN-ヒドロキシスクシンイミド、ハロゲン及びスルホネートエステルが含まれる。
　ある種の実施態様では、インスリンポリペプチドは、求核性長鎖アルカンをインスリン
ポリペプチドに添付されたスペーサーと反応させることによってアルキル基を含むように
改変され、ここでスペーサーは脱離基を含む。具体的な特徴では、長鎖アルカンはアミン
、ヒドロキシル又はチオール基を含む。ある種の実施態様では、脱離基を含むスペーサー
は本明細書で考察される任意のスペーサー、例えばアミノ酸、ジペプチド、トリペプチド
、親水性二官能性スペーサー及び疎水性二官能性スペーサーであってさらに適切な脱離基
を含む。
　長鎖アルカンがインスリンポリペプチド又はスペーサーによってアルキル化されるとき
、該長鎖アルカンは任意のサイズであり、任意の長さの炭素鎖を含むことができる。長鎖
アルカンは直鎖又は分枝鎖であり得る。ある種の特徴では、長鎖アルカンはC4からC30ア
ルカンである。例えば長鎖アルカンは、C4アルカン、C6アルカン、C8アルカン、C10アル
カン、C12アルカン、C14アルカン、C16アルカン、C18アルカン、C20アルカン、C22アルカ
ン、C24アルカン、C26アルカン、C28アルカン又はC30アルカンのいずれかであり得る。い
くつかの実施態様では、長鎖アルカンはC8からC20アルカン、例えばC14アルカン、C16ア
ルカン又はC18アルカンを含む。
【０１６９】
　いくつかの実施態様では、アルキル化はまたインスリンポリペプチドとコレステロール
部分との間で生じ得る。例えば、コレステロールのヒドロキシル基は長鎖アルカンの脱離
基を追い出してコレステロール-インスリンペプチド生成物を形成する。本明細書に記載
のアルキル化インスリンポリペプチドはさらに改変されて親水性部分を含むことができる
。いくつかの具体的な実施態様では、親水性部分はポリエチレングリコール（PEG）鎖を
含むことができる。親水性部分の取り込みは、任意の適切な手段（例えば本明細書に記載
する方法のいずれか）によって達成できる。いくつかの実施態様では、インスリンポリペ
プチドはCys、Lys、Orn、ホモ-Cys又はAc-Pheから選択されるアミノ酸を含むことができ
、前記アミノ酸の側鎖が親水性部分（例えばPEG）と共有結合される。ある実施態様では
、アルキル基は、A14、A15、B1位（インスリン系B鎖のため）、B2位（IGF-1系B鎖のため
）、B10、B22、B28又はB29（自然のままのインスリンのA又はB鎖の番号付けにしたがう）
に、場合によってCys、Lys、Orn、ホモ-Cys又はAc-Pheを含むスペーサーを介して添付さ
れ、さらに場合によって別のアミノ酸の側鎖に連結される親水性部分を含む。また別には
、アルキル化インスリンポリペプチドは、アルキル化されかつ親水性部分を含むように改
変されたスペーサーを含むことができる。適切なスペーサーの非限定的な例には、Cys、L
ys、Orn、ホモ-Cys及びAc-Pheから成る群から選択される1つ以上のアミノ酸を含むスペー
サーが含まれる。
【０１７０】
　複合物
　いくつかの実施態様では、本明細書に記載するインスリンポリペプチドはグリコシル化
され、アミド化され、カルボキシル化され、リン酸化され、エステル化され、N-アセチル
化され、環化され（例えばジスルフィド架橋による）、又は塩（例えば酸付加塩、塩基付
加塩）に変換され、及び／又は場合によって複合物化される。本開示はまた、インスリン
ポリペプチドが異種部分と連結されている複合物を包含する。インスリンポリペプチドと
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異種部分との複合物化は、共有結合、非共有結合（例えば静電気的相互作用、水素結合、
ファンデルワールス相互作用、塩架橋、疎水性相互作用など）、又は両結合タイプにより
生じ得る。多様な非共有結合的結合系を用いることができ、前記には以下が含まれる：ビ
オチン-アビジン、リガンド/受容体、酵素/基質、核酸/核酸結合タンパク質、脂質/脂質
結合タンパク質、細胞接着分子パートナー、又は互いに親和性を有する任意の結合パート
ナー若しくはそのフラグメント。いくつかの特徴では、共有結合はペプチド結合である。
インスリンポリペプチドと異種部分との複合物化は間接的又は直接的複合物化が可能であ
り、前者はリンカー又はスペーサーを伴うことができる。適切なリンカー及びスペーサー
は当業界では公知であり、記載されている任意のリンカー又はスペーサーが含まれる（た
だしこれらに限定されない）。
【０１７１】
　本明細書に用いられるように、“異種部分”という用語は“複合物の部分”という用語
と同義語であり、前記部分が添付されるインスリンポリペプチドとは異なる任意の部分（
化学的若しくは生化学的分子、天然に存在するか又は非コードの分子）を指す。インスリ
ンポリペプチドと連結させ得る例示的な複合物の部分には以下が含まれる（ただしこれら
に限定されない）：異種ペプチド若しくはポリペプチド（例えば血漿タンパク質を含む）
、標的照準薬剤、免疫グロブリン若しくはその部分（例えば可変領域、CDR又はFc領域）
、診断用標識（例えば放射性同位元素、蛍光発光団若しくは酵素標識）、ポリマー（水溶
性ポリマーを含む）、又は他の治療用若しくは診断用薬剤。いくつかの実施態様では、イ
ンスリンポリペプチド及び血漿タンパク質を含む複合物が提供され、ここで血漿タンパク
質は、アルブミン、トランスフェリン、フィブリノゲン及びグロブリンから成る群から選
択される。いくつかの実施態様では、複合物の血漿タンパク質部分はアルブミン又はトラ
ンスフェリンである。ある実施態様では、異種部分はアルブミンであり、前記には、例え
ばヒト血清アルブミン（HSA）及び組換えヒトアルブミン（rHA）のようなアルブミンが含
まれる。いくつかの実施態様では、複合物は、インスリンポリペプチド及び以下の1つ以
上を含む：ポリペプチド、核酸分子、抗体若しくはそのフラグメント、ポリマー、インス
リンポリペプチド量子ドット、小分子、毒素、診断薬、炭水化物、アミノ酸。
【０１７２】
　ポリマー異種部分
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドと複合物化される異種部分はポリマ
ーである。いくつかの実施態様では、ポリマーは以下から成る群から選択される：ポリア
ミド、ポリカルボネート、ポリアルキレン及びその誘導体（ポリアルキレングリコール、
ポリアルキレンオキシド、ポリアルキレンテレフタレートを含む）、アクリル及びメタク
リルエステルのポリマー（ポリ(メチルメタクリレート)、ポリ(エチルメタクリレート)、
ポリ(ブチルメタクリレート)、ポリ(イソブチルメタクリレート)、ポリ(ヘキシルメタク
リレート)、ポリ(イソデシルメタクリレート)、ポリ(ラウリルメタクリレート)、ポリ(フ
ェニルメタクリレート)、ポリ(メチルアクリレート)、ポリ(イソプロピルアクリレート)
、ポリ(イソブチルアクリレート)及びポリ(オクタデシルアクリレート)を含む）、ポリビ
ニルポリマー（ポリビニルアルコール、ポリビニルエーテル、ポリビニルエステル、ポリ
ビニルハライド、ポリ(ビニルアセテート)及びポリビニルピロリドンを含む）、ポリグリ
コリド、ポリシロキサン、ポリウレタン及びそのコポリマー、セルロース（アルキルセル
ロース、ヒドロキシアルキルセルロース、セルロースエーテル、セルロースエステル、ニ
トロセルロース、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース
、ヒドロキシ-プロピルメチルセルロース、ヒドロキシブチルメチルセルロース、セルロ
ースアセテート、セルロースプロピオネート、セルロースアセテートブチレート、セルロ
ースアセテートフタレート、カルボキシエチルセルロース、セルローストリアセテート、
セルローススルフェートナトリウム塩を含む）ポリプロピレン、ポリエチレン（ポリ(エ
チレングリコール)、ポリ(エチレンオキシド)、及びポリ(エチレンテレフタレート)を含
む）並びにポリスチレン。
【０１７３】
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　いくつかの特徴では、ポリマーは、以下を含む生物分解性ポリマーである：合成の生物
分解性ポリマー(例えば乳酸及びグリコール酸のポリマー、ポリ酸無水物、ポリ(オルト)
エステル、ポリウレタン、ポリ(酪酸)、ポリ(吉草酸)及びポリ(ラクチド-コカプロラクト
ン))、及び天然の生物分解性ポリマー、例えばアルギネート並びにデキストラン及びセル
ロースを含む他の多糖類、コラーゲン、前記の化学的誘導体(置換、化学基（例えばアル
キル、アルキレン）の付加、ヒドロキシル化、酸化及び当業者によって日常的に実施され
る他の改変)、アルブミン及び他の親水性タンパク質（例えばゼイン及び他のプロラミン
並びに疎水性タンパク質）、或いは前記の任意のコポリマー及び混合物。一般的に、これ
らの物質は、酵素的加水分解又はin vivoでの水への曝露によって表面又は全体の腐食に
より分解される。
　いくつかの特徴では、ポリマーは、生物接着性ポリマー、例えば生物腐食性ヒドロゲル
（下記文献に記載されている：H.S.Sawhney, C.P.Pathak and J.A.Hubbell in Macromole
cules, 1993, 26, 581-587（前記文献の教示は本明細書に含まれる））、ポリヒアルロン
酸、カゼイン、ゼラチン、グルチン、ポリ酸無水物、ポリアクリル酸、アルギネート、キ
トサン、ポリ(メチルメタクリレート)、ポリ(エチルメタクリレート)、ポリ(ブチルメタ
クリレート)、ポリ(イソブチルメタクリレート)、ポリ(ヘキシルメタクリレート)、ポリ(
イソデシルメタクリレート)、ポリ(ラウリルメタクリレート)、ポリ(フェニルメタクリレ
ート)、ポリ(メチルアクリレート)、ポリ(イソプロピルアクリレート)、ポリ(イソブチル
アクリレート)及びポリ(オクタデシルアクリレート)である。
【０１７４】
　いくつかの実施態様では、ポリマーは水溶性ポリマー又は親水性ポリマーである。親水
性ポリマーは、本明細書で“親水性異種部分”の項目の下にさらに説明される。適切な水
溶性ポリマーは当業界で公知であり、例えば以下が含まれる：ポリビニルピロリドン、ヒ
ドロキシプロピルセルロース（HPC；Klucel）、ヒドロキシプロピルメチルセルロース（H
PMC；Methocel）、ニトロセルロース、ヒドロキシプロピルエチルセルロース、ヒドロキ
シプロピルブチルセルロース、ヒドロキシプロピルペンチルセルロース、メチルセルロー
ス、エチルセルロース（Ethocel）、ヒドロキシエチルセルロース、多様なアルキルセル
ロース及びヒドロキシアルキルセルロース、多様なセルロースエーテル、セルロースアセ
テート、カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム、カルボ
キシメチルセルロースカルシウム、ビニルアセテート/クロトン酸コポリマー、ポリ-ヒド
ロキシアルキルメタクリレート、ヒドロキシメチルメタクリレート、メタクリル酸コポリ
マー、ポリメタクリル酸、ポリメチルメタクリレート、無水マレイン酸/メチルビニルエ
ーテルコポリマー、ポリビニルアルコール、ポリアクリル酸ナトリウム及びカルシウム、
ポリアクリル酸、酸性カルボキシポリマー、カルボキシポリメチレン、カルボキシビニル
ポリマー、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンコポリマー、ポリメチルビニルエー
テルコ-マレイン酸無水物、カルボキシメチルアミド、メタクリル酸カリウムジビニルベ
ンゼンコポリマー、ポリオキシエチレングリコール、ポリエチレングリコール並びにその
誘導体、塩及び組合せ。
【０１７５】
　ある実施態様では、ポリマーはポリアルキレングリコールであり、例えばポリエチレン
グリコール（PEG）が含まれる。いくつかの実施態様では、異種部分は炭水化物である。
いくつかの実施態様では、炭水化物は、単糖類（例えばグルコース、ガラクトース、フラ
クトース）、二糖類（例えばシュクロース、ラクトース、マルトース）、オリゴ糖（例え
ばラフィノース、スタキオース）、多糖類（デンプン、アミラーゼ、アミロペクチン、セ
ルロース、キチン、カロース、ラミナリン、キシラン、マンナン、フコイダン、ガラクト
マンナン）である。
　いくつかの実施態様では、異種部分は脂質である。脂質は、いくつかの実施態様では、
脂肪酸、エイコサノイド、プロスタグランジン、ロイコトリエン、トロンボキサン、N-ア
シルエタノールアミン、グリセロリピド（例えば、一、二、三置換グリセロール）、グリ
セロホスホリピド（例えば、ホスファチジルコリン、ホスファチジルイノシトール、ホス
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ファチジルエタノールアミン、ホスファチジルセリン）、スフィンゴリピド（例えばスフ
ィンゴシン、セラミド）、ステロールリピド（例えば、ステロイド、コレステロール）、
プレノールリピド、サッカロリピド、又はポリケチド、油、ロウ、コレステロール、ステ
ロール、脂溶性ビタミン、モノグリセリド、ジグリセリド、トリグリセリド、リン脂質で
ある。
【０１７６】
　制御放出処方物
　また別には、インスリンポリペプチドはデポー型に改変でき、したがって本開示の複合
物が投与された体内に前記複合物が放出される態様を時間及び体内の位置について制御す
ることができる（例えば米国特許4,450,150号を参照されたい）。本開示の複合物のデポ
ー型は、例えば本開示の複合物及び多孔性又は無孔性物質（例えばポリマー）を含む移植
可能な組成物であり、ここで、本開示の複合物は、該物質によって被包化されるか若しく
は当該物質全体に拡散されるか、及び／又は該無孔物質の分解によって拡散される。該デ
ポーは体内の所望の位置に移植され、本開示の複合物は該移植物から予め定められた速度
で放出される。
　また別には、大きなデポーポリマーを、本明細書に記載のインスリンポリペプチドに共
有結合させた自己切断ジペプチド成分に連結することができる。この実施態様では、該デ
ポーポリマーは、その後で当該インスリンポリペプチドが非酵素反応を介して予め定めた
速度で該単鎖アナローグから切断されるまで該インスリンポリペプチドをその投与部位に
効果的に隔離する。自己切断ジペプチドを用いるインスリンアナローグのデポー処方物は
PCT/US2009/068713に記載されている（前記文献の開示は参照により本明細書に含まれる
）。ある実施態様では、ジペプチドプロドラッグ成分を含むインスリンアナローグが提供
され、ここで、該ジペプチドプロドラッグ成分は大きなポリマー（例えばPEG又はデキス
トラン）に連結されるか、又はC18-C25炭化水素でアシル化される。ある実施態様では、
大きなデポーポリマー（例えばPEGを含む）を含む自己切断ジペプチド成分は、インスリ
ン単鎖アナローグの連結部分のアミノ酸（例えば連結部分のC8位のアミノ酸を含む）の側
鎖に連結される。
【０１７７】
　単鎖アナローグを含み、所望のin vivo放出プロフィールを有するように処方された医
薬組成物を調製することができる。いくつかの特徴では、医薬組成物は即時放出、制御放
出、持続放出、長期放出、遅延放出又は二相性放出処方物である。制御放出のためのペプ
チド又は複合物を処方する方法は当業界では公知である。例えば以下を参照されたい：J 
Pharm 374: 46-52, 2009；及び国際特許出願公開WO 2008/130158；WO2004/033036；WO200
0/032218;及び1999/040942。本組成物はさらに、例えばミセル若しくはリポソーム又は他
のいくつかの被包化形を含むことができ、また長期放出形で投与して延長貯蔵及び／又は
延長デリバリー作用を提供することができる。本開示の医薬処方物は、例えば以下を含む
任意のレジメンにしたがって投与できる：毎日（1日1回、1日2回、1日3回、1日4回、1日5
回、1日6回）、2日毎、3日毎、4日毎、5日毎、6日毎、毎週、2週間毎、3週間毎、毎月又
は2カ月毎。
【０１７８】
　インスリンポリペプチドのプロドラッグ誘導体
　本開示はまた、本明細書に開示するインスリンポリペプチドのプロドラッグアナローグ
を包含する。有利には、プロドラッグ処方物は、基礎ペプチドの治療インデックスを改善
し、作用の開始を遅らせ、当該インスリンポリペプチドの半減期を高める。本開示のプロ
ドラッグの化学反応は活性部位アミンとの化学的複合物化を生じてアミドを形成し、前記
アミドは、ジケトピペラジン形成及びプロドラッグ成分の放出に際して親アミンに復帰す
ることができる（国際特許出願PCT/US2009/068713を参照されたい（前記文献の開示は参
照により本明細書に含まれる））。この新規な生物学的に好ましいプロドラッグ化学反応
は、生理学的条件（例えば水性環境のpH約7、37℃）下で偶発的分解をもたらし、酵素分
解に依存しない。プロドラッグアナローグの持続時間はジペプチドプロドラッグ配列の選
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択によって決定され、したがってプロドラッグ処方の融通性を高める。
　ある実施態様では、非酵素性活性化の半減期（t1/2）が生理学的条件下で1から100時間
であるプロドラッグが提供される。本明細書に開示の生理学的条件は、水性環境で約35か
ら40℃の温度及び約7.0から約7.4のpHを含み、より典型的にはpH7.2から7.4及び36から38
℃の温度を含むことが意図される。ある実施態様では、ジペプチド（生理学的条件下でジ
ケトピペラジン形成を経ることができる）は、アミド又はエステル結合を介してインスリ
ンポリペプチドと共有結合により連結される（国際出願WO2009/099763及びPCT/US2009/06
8713を参照されたい（前記文献の開示は参照により本明細書に含まれる））。
　有利には、切断（したがってプロドラッグの活性化）の速度は、ジペプチド前駆部分の
構造及び立体化学とともに求核強度に左右される。本明細書に開示するプロドラッグは、
最終的にはインスリン/IGF受容体によって認識され得る構造に化学的に変換され、この化
学的変換速度は、in vivoの生物学的作用の開始時間及び持続時間を決定するであろう。
本出願に開示するプロドラッグの化学反応は、付け加えられる化学的添加剤又は酵素に左
右されない分子内化学反応を必要とするであろう。変換速度は、ジペプチド置換基の化学
的性質及び生理学的条件下での前記の切断によって制御される。生理学的なpH及び温度は
高度に規定された範囲内で厳密に調節されるので、プロドラッグから薬剤への変換速度は
高い患者内及び患者間再現性を示すであろう。
【０１７９】
　本明細書に開示するように、インスリンポリペプチドが、少なくとも1時間、より典型
的には20時間を超えるが100時間未満の延長半減期を有し、さらに固有の化学的不安定性
によって駆動される非酵素性反応により生理学的条件で活性形に変換される、プロドラッ
グが提供される。ある実施態様では、プロドラッグの非酵素性活性化のt1/2時間は、1－1
00時間、より典型的には12から72時間であり、ある実施態様では、リン酸緩衝溶液（例え
ばPBS）にて37℃及びpH7.2でプロドラッグをインキュベートすることによって測定したと
き、t1/2は24－48時間である。ある実施態様では、プロドラッグの半減期は約1、8、12、
20、24、48又は72時間である。ある実施態様では、プロドラッグの半減期は約100時間以
上で、約168、336、504、672又は720時間までの半減期を含み、固有の化学的不安定性に
よって駆動される非酵素性反応により生理学的条件で活性形に変換される。多様なプロド
ラッグの半減期は、式t1/2＝0.693/ｋ（式中、ｋは当該プロドラッグの分解に関する一次
速度定数である）を用いて計算される。ある実施態様では、プロドラッグの活性化は、ア
ミド結合連結ジペプチドの切断、並びにジケトピペラジン又はジケトモルフォリン及び活
性インスリンポリペプチドの形成後に生じる。
【０１８０】
　別の実施態様では、ジペプチドプロドラッグ成分はアミド結合を介してインスリンポリ
ペプチドに共有結合され、該ジペプチドはさらにジペプチドに連結されたデポーポリマー
を含む。ある実施態様では、2つ以上のデポーポリマーが一ジペプチド成分に連結される
。ある実施態様では、デポーポリマーは、ジペプチドプロドラッグ成分を含むアミノ酸の
1つの側鎖に連結される。デポーポリマーは、生物適合性であるように、さらにジペプチ
ドの共有結合による添付によって改変されたインスリンポリペプチドが注射部位に隔離さ
れ続け、及び／又は患者への投与時にその対応する受容体と相互作用できないように十分
なサイズを有するように選択される。その後のジペプチドの切断によって、インスリンポ
リペプチドは放出されその目的とする標的と相互作用する。ジペプチド成分保持デポーは
、そのインスリンポリペプチドの都合のよい任意のアミン基によるアミド結合を介して当
該インスリンポリペプチドに連結され得る。前記アミンには、インスリンポリペプチドの
N-末端アミン又は内部の天然若しくは合成アミノ酸のアミン保持側鎖が含まれる。ある実
施態様では、ジペプチド成分保持デポーは、当該単鎖アナローグのN-末端アルファアミン
又はA19位に存在する4-アミノフェニルアラニンのアミノ基に連結される。
【０１８１】
　ある実施態様にしたがえば、デポーポリマーは当業者に公知の生物適合ポリマーから選
択される。該デポーポリマーは、典型的には約20,000から120,000ダルトンの範囲から選
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択されるサイズを有する。ある実施態様では、デポーポリマーは、約40,000から100,000
又は約40,000から80,000ダルトンの範囲から選択されるサイズを有する。ある実施態様で
は、デポーポリマーは、約40,000、50,000、60,000、70,000又は80,000ダルトンのサイズ
を有する。適切なデポーポリマーには以下が含まれる（ただしこれらに限定されない）：
デキストラン、ポリラクチド、ポリグリコリド、カプロラクトン系ポリマー、ポリ(カプ
ロラクトン)、ポリ酸無水物、ポリアミン、ポリエステルアミド、ポリオルトエステル、
ポリジオキサノン、ポリアセタール、ポリケタール、ポリカーボネート、ポリホスホエス
テル、ポリエステル、ポリブチレンテレフタレート、ポリオルトカーボネート、ポリホス
ファゼン、スクシネート、ポリ(マレイン酸)、ポリ(アミノ酸)、ポリビニルピロリドン、
ポリエチレングリコール、ポリヒドロキシセルロース、多糖類、キチン、キトサン、ヒア
ルロン酸、並びに前記のコポリマー、ターポリマー及び混合物、並びに生物分解性ポリマ
ー及びそれらのコポリマー（カプロラクトン系ポリマー、ポリカプロラクトン、及びポリ
ブチレンテレフタレート含有コポリマーを含む）。ある実施態様では、デポーポリマーは
、ポリエチレングリコール、デキストラン、ポリ酪酸、ポリグリコール酸、並びに乳酸及
びグリコール酸のコポリマーから成る群から選択され、ある具体的な実施態様では、デポ
ーポリマーはポリエチレングリコールである。ある実施態様では、デポーポリマーはポリ
エチレングリコールであり、ジペプチド成分に連結されるデポーポリマーの合計分子量は
約40,000から80,000ダルトンである。
【０１８２】
　生理学的条件下で分子内分解を促進して活性なインスリンポリペプチドを放出する、天
然又は合成アミノ酸を含む具体的なジペプチドが確認された。該ジペプチドは、当該イン
スリンポリペプチドに存在するアミノ基に、又は当該インスリンポリペプチドにペプチド
配列の改変によって導入されたアミノ基に（アミド結合を介して）連結できる。ある実施
態様では、ジペプチド構造は、哺乳動物血清に存在するペプチダーゼ（例えばジペプチジ
ルペプチダーゼIV（PP-IV）を含む）による切断に抵抗するように選択される。したがっ
て、ある実施態様では、プロテアーゼの非存在下で切断反応を実施する場合と比較して、
血清プロテアーゼの存在下で生理的条件を用いて該反応を実施するとき、生物活性ペプチ
ドからのジペプチドプロドラッグ成分の切断速度は実質的には強化されない（例えば2倍
より大きい）。したがって、（生理学的条件下でPBS中での）インスリンポリペプチドか
らのジペプチドプロドラッグ成分の切断半減期は、DPP-IVプロテアーゼを含む溶液でのイ
ンスリンポリペプチドからのジペプチドプロドラッグ成分の切断半減期の2倍、3倍、4倍
又は5倍を超えない。ある実施態様では、DPP-IVプロテアーゼを含む溶液は血清、より具
体的には哺乳動物血清（ヒト血清を含む）である。
【０１８３】
　ある実施態様にしたがえば、ジペプチドプロドラッグ成分は構造U-Bを含み、ここでUは
アミノ酸又はヒドロキシル酸であり、BはN-アルキル化アミノ酸である。ある実施態様で
は、U-Bの構造が選択され、ここで当該インスリンポリペプチドからのU-Bの化学的切断は
、生理学的条件下のPBS中で約1から約720時間の間に少なくとも約90％が完了する。ある
実施態様では、インスリンポリペプチドからのU-Bの化学的切断の半減期（t1/2）は、生
理学的条件下のPBSで少なくとも約1時間から約1週間である。ある実施態様では、U、B又
はU-Bが連結されるインスリンポリペプチドのアミノ酸は非コードアミノ酸である。いく
つかの実施態様では、U及び／又はBはD立体異性体構造のアミノ酸である。いくつかの例
示的な実施態様では、UはD立体異性体構造のアミノ酸であり、BはL立体異性体構造のアミ
ノ酸である。いくつかの例示的な実施態様では、UはL立体異性体構造のアミノ酸であり、
BはD立体異性体構造のアミノ酸である。いくつかの例示的な実施態様では、UはD立体異性
体構造のアミノ酸であり、BはD立体異性体構造のアミノ酸である。ある実施態様では、B
はN-アルキル化アミノ酸であるが、プロリンではない。ある実施態様では、アミノ酸BのN
-アルキル基はC1-C18アルキルであり、ある実施態様では、N-アルキル化基はC1-C6アルキ
ルである。ある実施態様では、Uは、アルファ炭素で二置換を有するアミノ酸である。
【０１８４】
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　ある実施態様では、1つ以上のジペプチド成分は、B鎖のN-末端アミノ基又はインスリン
ポリペプチドに存在するアミノ酸の側鎖アミノ基から選択される1つ以上のアミノ基によ
り形成されるアミド結合を介してインスリンポリペプチドに連結される。ある実施態様で
は、インスリンポリペプチドは2つのジペプチド成分を含み、ここで該ジペプチド成分は
場合によってPEG化され、アルキル化され、アシル化され又はデポーポリマーに連結され
る。ある実施態様にしたがえば、該ジペプチド伸長部は、活性部位に又は活性部位近くに
存在するリジン残基の側鎖アミンを介してインスリンポリペプチドと共有結合により連結
される。ある実施態様では、ジペプチド伸長部は合成アミノ酸又は改変アミノ酸を介して
添付され、ここで該合成アミノ酸又は改変アミノ酸は、ジペプチド伸長部の共有結合によ
る添付に適切な官能基を提示する（例えばアミノ-フェニルアラニンの芳香族アミン）。
ある実施態様にしたがえば、1つ以上のジペプチド成分は、B鎖のN-末端アミノ基、又は自
然のままのインスリンのA19、B16又はB25位に対応する位置に存在する4-アミノ-フェニル
アラニン残基の芳香族アミンの側鎖アミノ基から選択されるアミノ基で当該インスリンポ
リペプチドに連結される。
【０１８５】
　出願人らは、A鎖の19位の本来のチロシンに代えて4-アミノフェニルアラニンアミノ酸
部分の選択的挿入は、当該インスリンペプチドの効力の低下を生じることなく受け入れら
れ得ることを見出した。本明細書に開示のジペプチドプロドラッグ成分によるこの活性部
位アミノ基のその後の化学的アミド化はインスリン受容体結合活性を劇的に低下させ、し
たがって適切なインスリンプロドラッグを提供する（図5参照、前記はインスリン(p-NH2-
F)A19に匹敵し得る活性を有することが示されたIGF1Y16L17(p-NH2-F)

A19アナローグつい
てのデータを提供する（図3参照））。出願人らは、類似の改変をIGFB16B17アナローグペ
プチドに実施して、プロドラッグの化学反応のための適切な添付部位を提供できることを
見出した。したがって、ある実施態様では、ジペプチドプロドラッグ成分は、インスリン
(p-NH2-F)

A19又はIGFB16B17インスリンポリペプチドのA19 4-アミノフェニルアラニンの
芳香環にアミド結合を介して連結され、ここで当該ジペプチドのC-末端アミノ酸はN-アル
キル化アミノ酸を含み、当該ジペプチドのN-末端アミノ酸は任意のアミノ酸である。また
別の実施態様では、プロドラッグはN-末端アルファアミンにアミド結合を介して連結され
るジペプチド成分を含み、ここでジペプチド成分の側鎖の1つはアシル化される。
【０１８６】
　ある実施態様にしたがえば、インスリンポリペプチドプロドラッグ誘導体が提供され、
前記誘導体は、B鎖のN-末端アルファアミン、又は自然のままのインスリンのA19、B16又
はB25と対応する位置に存在するか若しくは連結部分に存在する4-アミノ-フェニルアラニ
ン残基の芳香族アミンの側鎖アミノ基に、アミド結合を介して連結されるジペプチドプロ
ドラッグ成分を有するB鎖を含み、該ジペプチド成分の側鎖の1つはC18からC25炭化水素基
でアシル化される。インスリンポリペプチドプロドラッグ誘導体は、自然のままのインス
リンA鎖若しくは自然のままのIGF-1 A鎖、又は本明細書に開示の前記の任意のアナローグ
を含むことができる。
【０１８７】
　ある実施態様にしたがえば、ジペプチドプロドラッグ成分は下記式Xの一般構造を含み
：
【０１８８】
【化４４】

【０１８９】
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式中、R1、R2、R4及びR8は別個に、H、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C1-C18アル
キル)OH、(C1-C18アルキル)SH、(C2-C3アルキル)SCH3、(C1-C4アルキル)CONH2、(C1-C4 
アルキル)COOH、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2、(C0-C4アルキル)(
C3-C6シクロアルキル)、(C0-C4アルキル)(C2-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリー
ル)R7、(C1-C4アルキル)(C3-C9ヘテロアリール)、及びC1-C12アルキル(W)C1-C12アルキル
(式中Wは、N、S及びOから成る群から選択されるヘテロ原子である)から成る群から選択さ
れるか、又はR1及びR2はそれらが添付される原子と一緒になってC3-C12シクロアルキル又
はアリールを形成するか；又はR4及びR8はそれらが添付される原子と一緒になってC3-C6
シクロアルキルを形成し；
R3は、C1-C18アルキル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C18アルキル)NH2、(C1-C18アルキル)S
H、(C0-C4アルキル)(C3-C6)シクロアルキル、(C0-C4アルキル)(C2-C5複素環)、(C0-C4 ア
ルキル)(C6-C10アリール)R7、及び(C1-C4アルキル)(C3-C9ヘテロアリール)から成る群か
ら選択されるか、又はR4及びR3は、それらが結合する原子と一緒になって4、5又は6員複
素環式環を形成し；
R5はNHR6又はOHであり；
R6はH、C1-C8アルキルであるか、又はR6及びR2は、それらが添付される原子と一緒になっ
て4、5又は6員複素環式環を形成し；さらに
R7はH及びOHから成る群から選択される。ある実施態様では、プロドラッグ成分がインス
リンポリペプチドのN-末端アルファアミンに連結され、さらにR4及びR3が、それらが添付
される原子と一緒になって4、5又は6員複素環式環を形成するとき、R1及びR2の少なくと
も1つはH以外である。
【０１９０】
　ある実施態様では、構造：IB-LM-IAを含むインスリンポリペプチドが提供され、式中、
IBは、配列J-R23R22-X25LCGX29X30LVEALYLVCG ERGFF（配列番号：65）を含み、LMは本明
細書に開示する連結部分であり、IAは、配列GIVEQCCX8SICSLYQLX17NX19CX23（配列番号：
49）を含み、式中、
X8は、スレオニン及びヒスチジンから成る群から選択され；
X17は、グルタミン酸又はグルタミンであり；
X19は、下記一般構造のアミノ酸であり（式中、XはOH又はNHR10（R10は、H又は一般構造U
-B（Uはアミノ酸又はヒドロキシル酸で、BはN-アルキル化アミノ酸である）を含むジペプ
チド成分である）から成る群から選択される）；
【０１９１】
【化４５】

【０１９２】
X23はアスパラギン又はグリシンであり；
X25は、ヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され；
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され；
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され；
R22は、FVNQ（配列番号：47）、トリペプチドのバリン-アスパラギン-グルタミン、ジペ



(60) JP 6387008 B2 2018.9.5

10

20

30

40

50

プチドのアスパラギン-グルタミン、グルタミン、グルタミン酸及びN-末端アルファアミ
ンから成る群から選択され；さらに
R23は、結合又は1から6つの荷電アミノ酸を含むアミノ配列である。
【０１９３】
　さらに別の実施態様では、B鎖は配列X22VNQX25LCGX29X30LVEALYLVCGERGFFYT-Z1-B1（配
列番号：66）を含み、式中、
X22は、フェニルアラニン及びデスアミノ-フェニルアラニンから成る群から選択され；
X25は、ヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され；
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され；
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され；
Z1は、アスパルテート-リジン、リジン-プロリン及びプロリン-リジンから成る群から選
択されるジペプチドであり；さらに
B1は、スレオニン、アラニン又はスレオニン-アルギニン-アルギニントリペプチドから成
る群から選択される。
　ある実施態様にしたがえば、構造：IB-LM-IAを含むインスリンポリペプチドが提供され
、式中、IBは配列X25LCGX29X30LVEALYLVCG ERGFF（配列番号：65）を含み、LMはIBをIAに
共有結合により連結する本明細書に開示の連結部分であり、IAは配列GIVEQCCX8SICSLYQLE
NX19CX21（配列番号：55）を含み、ここで、配列番号：65のC-末端フェニルアラニン残基
は、介在アミノ酸を全く存在させることなく連結部分LMに直接共有結合される。
【０１９４】
　ある実施態様では、構造：IB-LM-IAを含むインスリンポリペプチドが提供され、式中、
IBは配列J-R23-R22-X25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGDX42GFX45（配列番号：51）を含み、LM
は本明細書に開示の連結部分であり、IAは配列GIVX4ECCX8X9SCDLX14X15LX17X18X19CX21-R

13（配列番号：68）を含み、式中、
Jは、H又はU-Bの一般構造（Uはアミノ酸又はヒドロキシル酸であり、Bはアミド結合によ
り連結されるN-アルキル化アミノ酸である）を含むジペプチド成分であり；
X4は、アスパラギン酸又はグルタミン酸であり；
X8は、ヒスチジン又はフェニルアラニンであり；
X9及びX14は、別個にアルギニン、オルニチン、リジン又はアラニンから選択され；
X15は、アルギニン、リジン、オルニチン又はロイシンであり；
X17は、グルタミン酸又はグルタミンであり；
X18は、メチオニン、アスパラギン又はスレオニンであり；
X19はチロシンであり；
X21は、アラニン、グリシン又はアスパラギンであり；
R22は、共有結合、AYRPSE（配列番号：46）、グリシン-プロリン-グルタミン酸トリペプ
チド、プロリン-グルタミン酸ジペプチド及びグルタミン酸から成る群から選択され；
R23は、結合又は1から6つの荷電アミノ酸を含むアミノ酸配列であり；
X25は、ヒスチジン及びスレオニンから成る群から選択され；
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され；
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され；
X33は、アスパラギン酸及びグルタミン酸から成る群から選択され；
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され；
X42は、アラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され；
X45はチロシンであり；さらに
R13は、COOH又はCONH2である。
【０１９５】
　ジペプチドプロドラッグ成分
　ジペプチドプロドラッグ成分の置換基及びインスリンポリペプチドへのその添付部位を
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選択して、本明細書に開示するインスリンポリペプチドのプロドラッグアナローグについ
て所望の半減期を提供できる。例えば、下記構造を含むジペプチドプロドラッグ成分がイ
ンスリンポリペプチドB鎖のN-末端アミノ酸のアルファアミノ基に連結されるとき、
【０１９６】
【化４６】

【０１９７】
生理学的条件下のPBS中で約1時間のt1/2を有する化合物が以下の場合に提供される：
R1及びR2は別個にC1-C18アルキル又はアリールであるか、又はR1及びR2は-(CH2)p(式中p
は2－9である) により連結され；
R3はC1-C18アルキルであり；
R4及びR8は各々水素であり；さらに
R5はアミンである。
　他の実施態様では、N-末端で連結され、さらに約1時間のt1/2を有するプロドラッグは
、下記構造を有するジペプチドプロドラッグ成分を含む：
【０１９８】
【化４７】

【０１９９】
式中、R1及びR2は、別個にC1-C18アルキル又は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7であ
るか、又はR1及びR2は-(CH2)p(式中pは2－9である) により連結され；
R3はC1-C18アルキルであり；
R4及びR8は各々水素であり；
R5はNH2であり；
R7は、水素、C1-C18アルキル、C2-C18 アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4アル
キル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH及びハロから成る群から選択され；
さらに
R8はHである。
　また別にある実施態様では、インスリンポリペプチドプロドラッグ誘導体が提供され、
ここで該ジペプチドプロドラッグは、インスリンポリペプチドB鎖のN-末端アミノ酸のア
ルファアミノ基に連結され、さらに該プロドラッグは生理学的条件下のPBS中で約6から約
24時間のt1/2を有する。ある実施態様では、生理学的条件下のPBS中で約6から約24時間の
t1/2を有するインスリンポリペプチドプロドラッグ誘導体が提供され、ここで該プロドラ
ッグ成分は式Xの構造を有し、さらに
R1及びR2は、別個に水素、C1-C18アルキル及びアリールから成る群から選択されるか、又
はR1及びR2は-(CH2)p-（式中pは2－9である) により連結され；
R3はC1-C18アルキルであるか、又はR3及びR4はそれらが添付される原子と一緒になって4
－12複素環式環を形成し；
R4及びR8は、別個に水素、C1-C8アルキル及びアリールから選択され；さらに
R5はアミンであるが、ただし、R1及びR2がともに水素ではないということはなく、R4又は
R8の1つは水素であることを条件とする。
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　さらに別の実施態様では、インスリンポリペプチドプロドラッグ誘導体が提供され、こ
こで、ジペプチドプロドラッグは、インスリンポリペプチドB鎖のN-末端アミノ酸のアル
ファアミノ基に連結され、さらにプロドラッグは生理学的条件下のPBS中で約72から約168
時間のt1/2を有する。ある実施態様では、生理学的条件下のPBS中で約72から約168時間の
t1/2を有するインスリンポリペプチドプロドラッグ誘導体が提供され、ここでプロドラッ
グ成分は式Xの構造を有し、さらに
R1は、水素、C1-C8アルキル及びアリールから成る群から選択され；
R2はHであり；
R3はC1-C18アルキルであり；
R4及びR8は各々水素であり；さらに 
R5は、アミン又はN-置換アミン又はヒドロキシルであるが、ただし、R1がアルキル又はア
リールである場合、R1及びR5はそれらが添付される原子と一緒になって4－11複素環式環
を形成することを条件とする。
【０２０１】
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドB鎖ペプチドのN-末端アルファアミ
ノ酸に連結されるジペプチドプロドラッグ成分を有し、さらに例えば約12から約72時間、
又はいくつかの実施態様では約12から約48時間のt1/2を有するプロドラッグは、下記構造
のジペプチドプロドラッグ成分を含み：
【０２０２】
【化４８】

【０２０３】
式中、
R1及びR2は、別個に水素、C1-C18アルキル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C4アルキル)NH2及
び(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7から成る群から選択されるか、又はR1及びR2は(CH

2)p(式中pは2－9である) により連結され；
R3はC1-C18アルキルであるか、又はR3及びR4はそれらが添付される原子と一緒になって4
－12複素環式環を形成し；
R4及びR8は、別個に水素、C1-C8アルキル及び(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7から成
る群から選択され；
R5はNH2であり；さらに
R7は、H、C1-C18アルキル、C2-C18 アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4アルキル
)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH及びハロから成る群から選択されるが；
ただし、R1及びR2がともに水素ではないということはなく、R4又はR8の1つは水素である
ことを条件とする。
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドB鎖ペプチドのN-末端アミノ酸に連
結されるジペプチドプロドラッグ成分を有し、さらに例えば約12から約72時間、又はいく
つかの実施態様では約12から約48時間のt1/2を有するプロドラッグは、下記構造のジペプ
チドプロドラッグ成分を含み：
【０２０４】
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【化４９】

【０２０５】
式中、R1及びR2は、別個に水素、C1-C8アルキル及び(C1-C4アルキル)NH2から成る群から
選択されるか、又はR1及びR2は(CH2)p(式中pは2－9である) により連結され；
R3はC1-C8アルキルであるか、又はR3及びR4はそれらが添付される原子と一緒になって4－
6複素環式環を形成し；
R4は、水素及びC1-C8アルキルから成る群から選択され；さらに
R5はNH2であるが；
ただし、R1及びR2がともに水素ではないということはないことを条件とする。
　他の実施態様では、インスリンポリペプチドB鎖ペプチドのN-末端アミノ酸に連結され
るジペプチドプロドラッグ成分を有し、さらに例えば約12から約72時間、又はいくつかの
実施態様では約12から約48時間のt1/2を有するプロドラッグは、下記構造のジペプチドプ
ロドラッグ成分を含み：
【０２０６】

【化５０】

【０２０７】
式中、R1及びR2は、別個に水素、C1-C8アルキル及び(C1-C4アルキル)NH2から成る群から
選択され；
R3はC1-C6アルキルであり；
R4は水素であり；さらに
R5はNH2であるが；
ただし、R1及びR2がともに水素ではないということはないことを条件とする。
　いくつかの実施態様では、インスリンポリペプチドB鎖ペプチドのN-末端アミノ酸に連
結されるジペプチドプロドラッグ成分を有し、さらに例えば約12から約72時間、又はいく
つかの実施態様では約12から約48時間のt1/2を有するプロドラッグは、下記構造のジペプ
チドプロドラッグ成分を含み：
【０２０８】

【化５１】

【０２０９】
式中、R1及びR2は、別個に水素、C1-C8アルキル、(C1-C4アルキル)NH2から成る群から選
択されるか、又はR1及びR2は(CH2)p(式中pは2－9である) により連結され；
R3はC1-C8アルキルであり；
R4は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7であり；
R5はNH2であり；さらに
R7は、水素、C1-C8アルキル及び(C0-C4アルキル)OHから成る群から選択されるが；
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【０２１０】
　さらにまた、インスリンポリペプチドのN-末端アルファアミノ酸に連結されるジペプチ
ドプロドラッグ成分を有し、さらに例えば約72から約168時間のt1/2を有するプロドラッ
グが提供され、ここでジペプチドプロドラッグ成分は下記構造を有し：
【０２１１】
【化５２】

【０２１２】
式中、R1は、水素、C1-C8アルキル及び(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7から成る群か
ら選択され；
R3はC1-C18アルキルであり；
R4及びR8は各々水素であり；
R5はNHR6又はOHであり；
R6はH、C1-C8アルキルであるか、又はR6及びR1はそれらが添付される原子と一緒になって
4、5又は6員の複素環式環を形成し；さらに
R7は、水素、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4アルキ
ル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH及びハロから成る群から選択されるが
、ただしR1がアルキル又は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7である場合、R1及びR5は
、それらが添付される原子と一緒になって4－11複素環式環を形成することを条件とする
。
【０２１３】
　いくつかの実施態様では、ジペプチドプロドラッグ成分は、インスリンポリペプチドの
内部アミノ酸の側鎖アミンに連結される。この実施態様では、例えば約1時間のt1/2を有
するプロドラッグは下記構造を有する：
【０２１４】

【化５３】

【０２１５】
式中、R1及びR2は、別個にC1-C8アルキル又は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7である
か、又はR1及びR2は-(CH2)p-(式中pは2－9である) により連結され；
R3はC1-C18アルキルであり；
R4及びR8は各々水素であり；
R5はNH2であり；さらに
R7は、水素、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4アルキ
ル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH及びハロから成る群から選択される。
　さらにまた、例えば約6から約24時間のt1/2を有し、さらに内部アミノ酸側鎖に連結さ
れるジペプチドプロドラッグ成分を有するプロドラッグが提供され、ここで、該プロドラ
ッグは下記構造を有するジペプチドプロドラッグ成分を含む：
【０２１６】
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【化５４】

【０２１７】
式中、R1及びR2は、別個に水素、C1-C8アルキル及び(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7
から成る群から選択されるか、又はR1及びR2は-(CH2)p-(式中pは2－9である) により連結
され；
R3はC1-C18アルキルであるか、又はR3及びR4は、それらが添付される原子と一緒になって
4－12複素環式環を形成し；
R4及びR8は、別個に水素、C1-C18アルキル又は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7であ
り；
R5はNHR6であり；
R6はH又はC1-C8アルキルであるか、又はR6及びR2は、それらが添付される原子と一緒にな
って4、5又は6員複素環式環を形成し；さらに
R7は、水素、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4アルキ
ル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH及びハロから成る群から選択されるが
；
ただしR1及びR2がともに水素ではないということはなく、R4又はR8の少なくとも1つは水
素であるということを条件とする。
【０２１８】
　さらにまた、例えば約72から約168時間のt1/2を有し、さらにインスリンポリペプチド
の内部アミノ酸側鎖に連結されるジペプチドプロドラッグ成分を有するプロドラッグが提
供され、ここで、該ジペプチドプロドラッグ成分は下記構造を有する：
【０２１９】

【化５５】

【０２２０】
式中、R1は、水素、C1-C18アルキル及び(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7から成る群
から選択され；
R3はC1-C18アルキルであり；
R4及びR8は各々水素であり；
R5はNHR6又はOHであり；
R6はH又はC1-C8アルキルであるか、又はR6及びR1は、それらが添付される原子と一緒にな
って4、5又は6員複素環式環を形成し；さらに
R7は、水素、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4 アル
キル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH及びハロから成る群から選択される
が；
ただしR1及びR2がともにそれぞれ別個にアルキル又は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R

7である場合、R1又はR2のどちらかが(CH2)p(式中pは2－9である) によりR5に連結される
ことを条件とする。
【０２２１】
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　ある実施態様では、ジペプチドプロドラッグ成分は、インスリンポリペプチドの芳香族
アミノ酸のアリール基に存在するアミンを介して該インスリンポリペプチドに連結され、
ここでプロドラッグは、例えば約1時間のt1/2を有し、さらに下記のジペプチド構造を有
する：
【０２２２】
【化５６】

【０２２３】
式中、R1及びR2は、別個にC1-C18アルキル又は(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7であ
り；
R3はC1-C18アルキルであるか、又はR3及びR4は、それらが添付される原子と一緒になって
4－12複素環式環を形成し；
R4及びR8は、別個に水素、C1-C18アルキル及び(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7から
成る群から選択され；
R5はNH2又はOHであり；さらに
R7は、水素、C1-C18アルキル、C2-C18 アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4アル
キル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH及びハロから成る群から選択される
。
　別の実施態様では、式IVの構造（m1は0から3の整数である）を含み、生理学的条件下の
PBSで約6から約24時間のt1/2を有するインスリンポリペプチドプロドラッグ誘導体が提供
される。ある実施態様では、生理学的条件下のPBSで約6から約24時間のt1/2を有するイン
スリンポリペプチドプロドラッグは式IVの構造を含み、ここで、
R1は水素、C1-C18アルキル及びアリールから成る群から選択されるか、又はR1及びR2は-(
CH2)p-(式中pは2－9である) により連結され；
R3はC1-C18アルキルであるか、又はR3及びR4は、それらが添付される原子と一緒になって
4－6複素環式環を形成し；
R4及びR8は、別個に水素、C1-C18アルキル及びアリールから成る群から選択され；さらに
R5はアミン又はN-置換アミンである。ある実施態様では、m1は1である。
【０２２４】
　ある実施態様では、芳香族アミノ酸を介して連結されるジペプチドプロドラッグ成分を
有し、さらに例えば約6から約24時間のt1/2を有するプロドラッグが提供され、ここで該
ジペプチドは下記の構造を含む：
【０２２５】

【化５７】

【０２２６】
式中、R1は、水素、C1-C18アルキル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C4アルキル)NH2及び(C0-
C4アルキル)(C6-C10アリール)R7から成る群から選択され；
R3はC1-C18アルキルであるか、又はR3及びR4はそれらが添付される原子と一緒になって4
－6複素環式環を形成し；
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R4及びR8は、別個に水素、C1-C18アルキル及び(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7から
成る群から選択され；
R5はNHR6であり；
R6はH、C1-C8アルキルであるか、又はR6及びR1は、それらが添付される原子と一緒になっ
て4、5又は6員複素環式環を形成し；さらに
R7は、水素、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4アルキ
ル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH及びハロから成る群から選択される。
　別の実施態様では、式IVの構造（m1は0から3の整数である）を含み、生理学的条件下の
PBSで約72から約168時間のt1/2を有するインスリンポリペプチドプロドラッグ誘導体が提
供される。ある実施態様では、生理学的条件下のPBSで約72から約168時間のt1/2を有する
インスリンポリペプチドプロドラッグは式IVの構造を含み、ここで、
R1及びR2は、別個に水素、C1-C8アルキル及びアリールから成る群から選択され；
R3はC1-C18アルキルであるか、又はR3及びR4は、それらが添付される原子と一緒になって
4－6複素環式環を形成し；
R4及びR8は各々水素であり；さらに
R5は、アミン、N-置換アミン及びヒドロキシルから選択される。ある実施態様では、m1は
1である。
【０２２７】
　ある実施態様では、芳香族アミノ酸を介して連結されるジペプチドプロドラッグ成分を
有し、さらに例えば約72から約168時間のt1/2を有するプロドラッグが提供され、ここで
該ジペプチドは以下の構造を含み：
【０２２８】
【化５８】

【０２２９】
式中、R1及びR2は、別個に水素、C1-C8アルキル、(C1-C4アルキル)COOH、及び(C0-C4アル
キル)(C6-C10アリール)R7から成る群から選択されるか、又はR1及びR5は、それらが添付
される原子と一緒になって4－11複素環式環を形成し；
R3は、C1-C18アルキルであるか、又はR3及びR4はそれらが添付される原子と一緒になって
4－6複素環式環を形成し；
R4は水素であるか、又はR3とともに4－6複素環式環を形成し；
R8は水素であり；
R5はNHR6又はOHであり；
R6はH又はC1-C8アルキルであるか、又はR6及びR1は、それらが添付される原子と一緒にな
って4、5又は6員複素環式環を形成し；さらに
R7は、水素、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4アルキ
ル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH及びハロから成る群から選択される。
【０２３０】
　ある実施態様にしたがえば、式Xのジペプチドは、インスリン又はIGF-1受容体と相互作
用するインスリンポリペプチドの能力に干渉する大きなポリマーを含むようにさらに改変
され。その後のジペプチドの切断によって、当該ジペプチド複合体からインスリンポリペ
プチドが放出され、放出されたインスリンポリペプチドは完全な活性を有する。ある実施
態様にしたがえば、式Xのジペプチドは、大きなポリマーを含むようにさらに改変され、
前記ポリマーは、インスリン又はIGF-1受容体と相互作用する当該結合されたインスリン
ポリペプチドの能力に干渉する。ある実施態様にしたがえば、インスリンポリペプチドは
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、下記式Xの一般構造のジペプチドを含み：
【０２３１】
【化５９】

【０２３２】
ここで、式Xのジペプチドのアミノ酸側鎖の1つはPEG化又はアシル化される。
　ある実施態様では、構造IB-LM-IAを含むインスリンポリペプチドが提供され、ここでIB
は配列J-R23-R22-X25LCGX29X30LVX33X34LX36LVCGX41X42GFX45（配列番号：69）を含み、L
Mは本明細書に開示する連結部分を含み、
さらにIAは配列GIVX4X5CCX8X9X10CX12LX14X15LEX18X19CX21-R13（配列番号：70）を含み
、式中、
JはH又は式Xのジペプチド成分であり；
X4は、グルタミン酸又はアスパラギン酸であり；
X5は、グルタミン又はグルタミン酸であり；
X8は、ヒスチジン、スレオニン又はフェニルアラニンであり；
X9は、セリン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり；
X10は、イソロイシン又はセリンであり；
X12は、セリン又はアスパラギン酸であり；
X14は、チロシン、アルギニン、リジン、オルニチン又はアラニンであり；
X15は、グルタミン、グルタミン酸、アルギニン、アラニン、リジン、オルニチン又はロ
イシンであり；
X18は、メチオニン、アスパラギン、グルタミン、アスパラギン酸、グルタミン酸又はス
レオニンであり；
X19は、下記一般構造のアミノ酸であり（式中、XはOH又はNHR10（R10は、H又は式Xの一般
構造を含むジペプチド成分である）から成る群から選択される）；
【０２３３】
【化６０】

【０２３４】
X21は、アラニン、グリシン、セリン、バリン、スレオニン、イソロイシン、ロイシン、
グルタミン、グルタミン酸、アスパラギン、アスパラギン酸、ヒスチジン、トリプトファ
ン、チロシン及びメチオニンから成る群から選択され；
X25は、ヒスチジン又はスレオニンであり；
X29は、アラニン、グリシン及びセリンから成る群から選択され；
X30は、ヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸及びシステイン
酸から成る群から選択され；
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X33は、アスパラギン酸、グルタミン及びグルタミン酸から成る群から選択され；
X34は、アラニン及びスレオニンから成る群から選択され；
X41は、グルタミン酸、アスパラギン酸又はアスパラギンから成る群から選択され；
X42は、アラニン、リジン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され；
X45は、下記一般構造のアミノ酸であり（式中、X13はH、OH及びNHR12（R12は、H又は式X
の一般構造を含むジペプチド成分である）から成る群から選択される）；
【０２３５】
【化６１】

【０２３６】
R22は、AYRPSE（配列番号：46）、FVNQ（配列番号：47）、PGPE（配列番号：48）、トリ
ペプチドのグリシン-プロリン-グルタミン酸、トリペプチドのバリン-アスパラギン-グル
タミン、ジペプチドのプロリン-グルタミン酸、ジペプチドのアスパラギン-グルタミン、
グルタミン、グルタミン酸及びN-末端アルファアミンから成る群から選択され；
R23は、結合又はG(X60)d(X61)gK（配列番号：71）（式中、X60、X61は別個にグルタミン
酸又はアスパラギン酸で、d及びgは別個に1－6の範囲の整数である）であり；さらに
R13はCOOH又はCONHであり；
さらに式Xのジペプチドはアシル化又はPEG化される。ある実施態様では、Jは、式Xのアシ
ル化又はPEG化ジペプチドを含む。
【０２３７】
　本明細書に開示するインスリンポリペプチド及びそのプロドラッグ誘導体をさらに改変
して、生理学的pHの水溶液中でのペプチドの溶解性を改善し、一方、ペプチドの腎浄化を
妨げることによって当該ペプチドの有効持続時間を強化することができる。ペプチドは、
血漿タンパク質と比較したとき、それらの相対的に小さい分子サイズのために容易に浄化
される。40kDaより大きいペプチド分子量の増加は腎閾値を超え、血漿中での持続時間を
顕著に延長する。したがって、ある実施態様では、ペプチドプロドラッグはさらに改変さ
れ、共有結合により連結される親水性部分を含む。
　ある実施態様では、親水性部分は、血漿タンパク質、ポリエチレングリコール鎖又は免
疫グロブリンのFc部分である。したがって、ある実施態様では、本開示のインスリンアナ
ローグはさらに改変され、アミノ酸の側鎖に共有結合により連結される1つ以上の親水性
基を含む。
　ある実施態様にしたがえば、本明細書に開示するインスリンプロドラッグは、B鎖のN-
末端アミノ酸又はB鎖のカルボキシ末端（例えば配列番号：2の29位を含む）に位置するア
ミノ酸リジン（又は他の適切なアミノ酸）の側鎖のどちらかに、親水性部分を連結するこ
とによってさらに改変される。ある実施態様では、連結部分のアミノ酸の1つがペプチド
リンカーの側鎖に親水性部分を連結することによって改変される、単鎖インスリンプロド
ラッグ誘導体が提供される。ある実施態様では、改変されるアミノ酸はシステイン、リジ
ン又はアセチルフェニルアラニンである。
【０２３８】
　ある実施態様にしたがえば、式Xのジペプチド成分が、さらにポリエチレングリコール
、アルキル又はアシル基を含む、インスリンポリペプチドのプロドラッグ誘導体が提供さ
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れる。ある実施態様では、1つ以上のポリエチレングリコール鎖が式Xのジペプチドに連結
され、ポリエチレングリコール鎖の合計分子量は、約20,000から約80,000ダルトン、又は
40,000から80,000ダルトン又は40,000から60,000ダルトンの範囲である。ある実施態様で
は、約40,000ダルトンの分子量を有する少なくとも1つのポリエチレングリコール鎖が、
式Xのジペプチドに連結される。別の実施態様では、式Xのジペプチドは、血清アルブミン
と結合させるために、したがって投与時にIGFB16B17アナローグペプチドを不活性化させ
るために十分なサイズのアシル基でアシル化される。該アシル基は直鎖状でも分枝状でも
よく、ある実施態様では、C16からC30脂肪酸である。例えば、アシル基は、C16脂肪酸、C

18脂肪酸、C20脂肪酸、C22脂肪酸、C24脂肪酸、C26脂肪酸、C28脂肪酸、又はC30脂肪酸の
いずれかであり得る。いくつかの実施態様では、アシル基はC16からC20脂肪酸、例えばC1
8脂肪酸又はC20脂肪酸である。
　別の実施態様では、本明細書に開示するインスリンポリペプチド及びそのプロドラッグ
アナローグは、インスリンポリペプチドのA鎖のカルボキシ若しくはアミノ末端に、又はB
鎖のアミノ末端に改変アミノ酸を付加することによってさらに改変され、ここで該付加ア
ミノ酸は改変され、該アミノ酸に連結された親水性部分を含む。ある実施態様では、C-末
端に付加されるアミノ酸は改変システイン、リジン又はアセチルフェニルアラニンである
。ある実施態様では、親水性部分は、血漿タンパク質、ポリエチレングリコール鎖及び免
疫グロブリンのFc部分から成る群から選択される。
【０２３９】
　ある実施態様にしたがえば、医薬組成物が提供され、前記組成物は、好ましくは少なく
とも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％又は99％の純度レベルの本
明細書に開示の新規なインスリンダイマーのいずれか、及び医薬的に許容できる希釈剤、
担体又は賦形剤を含む。そのような組成物は、本明細書に開示のインスリンダイマーを、
少なくとも0.5mg/mL、1mg/mL、2mg/mL、3mg/mL、4mg/mL、5mg/mL、6mg/mL、7mg/mL、8mg/
mL、9mg/mL、10mg/mL、11mg/mL、12mg/mL、13mg/mL、14mg/mL、15mg/mL、16mg/mL、17mg/
mL、18mg/mL、19mg/mL、20mg/mL、21mg/mL、22mg/mL、23mg/mL、24mg/mL、25mg/mL又はそ
れ以上の濃度で含むことができる。ある実施態様では、医薬組成物は水溶液を含み、前記
は滅菌され、場合によって多様な包装容器に入れて保存される。他の実施態様では、医薬
組成物は凍結乾燥粉末を含む。医薬組成物はさらに、患者に該組成物を投与するための使
い捨て装置を含むキットの部分として包装できる。該容器又はキットには、周囲室温又は
冷蔵温度での保存のための付箋を貼付してもよい。
【０２４０】
　開示のインスリンダイマー及びそれらの対応するプロドラッグ誘導体は、インスリンペ
プチドについて以前に記載されたいずれの使用にも適切であると考えられる。したがって
、本明細書に記載するインスリンダイマー及びそれらの対応するプロドラッグ誘導体を用
いて高血糖症を治療するか、又は高い血中グルコースレベルから生じる他の代謝性疾患を
治療することができる。したがって、本発明は、高い血中グルコースレベルを示す患者の
治療で使用される、本明細書に開示のインスリンダイマー又はそのプロドラッグ誘導体及
び医薬的に許容できる担体を含む医薬組成物を包含する。ある実施態様にしたがえば、本
明細書に開示するインスリンダイマーを用いて治療される患者は家畜化動物であり、別の
実施態様では、治療される患者は人間である。
　本開示にしたがって高血糖症を治療する1つの方法は、本開示のインスリンダイマー又
はそのデポー若しくはプロドラッグ誘導体を標準的な投与ルート（非経口的（例えば静脈
内、腹腔内、皮下又は筋肉内、髄腔内、皮内、直腸内）、経口的、鼻内又は吸入によるル
ートを含む）を用いて患者に投与する工程を含む。ある実施態様では、組成物は皮下又は
筋肉内に投与される。ある実施態様では、組成物は非経口的に投与され、インスリンポリ
ペプチド又はそのプロドラッグ誘導体は注射筒内に前もって充填される。
【０２４１】
　本明細書に開示するインスリンポリペプチド又はそのデポー若しくはプロドラッグ誘導
体は、単独で又は他の抗糖尿病薬剤と一緒に投与できる。当業界で公知の又は研究中の抗
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糖尿病薬剤には以下が含まれる：自然のままのインスリン、自然のままのグルカゴン又は
その機能的アナローグ、スルホニルウレア、例えばトルブタミド（Orinase）、アセトヘ
キサミド（Dymelor）、トラザミド（Tolinase）、クロルプロパミド（Diabinese）、グリ
ピジド（Glucotrol）、グリブリド（Diabeta, Micronase, Glynase）、グリメピリド（Am
aryl）又はグィクラジド（Diamicron）；メグリチニド、例えばレパグリニド（Prandin）
又はナテグリニド（Starlix）；ビグアニド、例えばメトフォルミン（Glucophage）又は
フェンフォルミン；チアゾリジンジオン、例えばロシグリタゾン（Avandia）、ピオグリ
タゾン（Actos）又はトログリタゾン（Rezulin）又は他のPPARγ阻害剤；炭水化物消化を
阻害するアルファグルコシダーゼ阻害剤、例えばミグリトール（Glyset）、アカルボース
（Precose/Glucobay）；エクセナチド（Byetta）又はプラムリンチド；ジペプチジルペプ
チダーゼ-4（DPP-4）阻害剤、例えばビルダグリプチン又はシタグリプチン；SGLT（ナト
リウム依存グルコーストランスポーター1）阻害剤；又はFBPase（フラクトース1,6-ビス
ホスファターゼ）阻害剤。
【０２４２】
　本明細書に開示するインスリンダイマー、又はそのデポー若しくはプロドラッグ誘導体
を含む医薬組成物を処方し、標準的な医薬的に許容できる担体及び当業者に公知の投与ル
ートを用いて患者に投与できる。したがって、本開示はまた、本明細書に開示する1つ以
上のインスリンダイマー（又はそのプロドラッグ誘導体）又は医薬的に許容できるその塩
を、医薬的に許容できる担体と一緒に含む医薬組成物を包含する。ある実施態様では、医
薬組成物は、リン酸緩衝系中に約4.0から約7.0のpHで1mg/mLの濃度のインスリンダイマー
を含む。医薬組成物は唯一の医薬的に活性な成分としてインスリンダイマーを含むことが
できるが、またインスリンダイマーは1つ以上の補足的活性物質と組み合わせることもで
きる。
　本明細書に記載する全ての治療方法、医薬組成物、キット及び他の類似の実施態様は、
インスリンダイマー又はそのプロドラッグ誘導体は、医薬的に許容できる前記の全ての塩
を含むことを意図する。
　ある実施態様では、キットは、患者にインスリンダイマー組成物を投与するための装置
とともに提供される。キットはさらに多様な容器を、例えばバイアル、チューブ、ビンな
どを含むことができる。好ましくは、キットはまた使用のための指示を含むであろう。あ
る実施態様にしたがえば、キットの装置は、組成物がエーロゾル装置に前もって充填され
たエーロゾル調剤装置である。別の実施態様では、キットは注射筒及び注射針を含み、さ
らにある実施態様では、インスリンダイマー組成物は注射筒に前もって充填される。
　本発明の化合物は、標準的な合成方法、組換えDNA技術、又はペプチド及び融合タンパ
ク質を調製する他の任意の方法によって調製される。ある種の非天然アミノ酸は標準的な
組換えDNA技術で発現させることはできないが、それらの調製技術は当業界で公知である
。非ペプチド部分を包含する本発明の化合物は、標準的なペプチド化学反応に加えて、利
用可能なときは標準的な有機化学反応によって合成できる。
【０２４３】
　本明細書に開示する全ての実施態様のために、第一及び第二のインスリンポリペプチド
は以下のペアのいずれかから別個に選択することができる：A鎖1及びB鎖1、A鎖1及びB鎖2
、A鎖1及びB鎖3、A鎖1及びB鎖4、A鎖1及びB鎖5、A鎖1及びB鎖6、A鎖1及びB鎖7、A鎖1及び
B鎖8、A鎖1及びB鎖9、A鎖1及びB鎖10、A鎖1及びB鎖11、A鎖1及びB鎖12、A鎖1及びB鎖13、
A鎖1及びB鎖14、A鎖1及びB鎖15、A鎖1及びB鎖16、A鎖2及びB鎖1、A鎖2及びB鎖2、A鎖2及
びB鎖3、A鎖2及びB鎖4、A鎖2及びB鎖5、A鎖2及びB鎖6、A鎖2及びB鎖7、A鎖2及びB鎖8、A
鎖2及びB鎖9、A鎖2及びB鎖10、A鎖2及びB鎖11、A鎖2及びB鎖12、A鎖2及びB鎖13、A鎖2及
びB鎖14、A鎖2及びB鎖15、A鎖2及びB鎖16、A鎖3及びB鎖1、A鎖3及びB鎖2、A鎖3及びB鎖3
、A鎖3及びB鎖4、A鎖3及びB鎖5、A鎖3及びB鎖6、A鎖3及びB鎖7、A鎖3及びB鎖8、A鎖3及び
B鎖9、A鎖3及びB鎖10、A鎖3及びB鎖11、A鎖3及びB鎖12、A鎖3及びB鎖13、A鎖3及びB鎖14
、A鎖3及びB鎖15、A鎖3及びB鎖16、A鎖4及びB鎖1、A鎖4及びB鎖2、A鎖4及びB鎖3、A鎖4及
びB鎖4、A鎖4及びB鎖5、A鎖4及びB鎖6、A鎖4及びB鎖7、A鎖4及びB鎖8、A鎖4及びB鎖9、A
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鎖4及びB鎖10、A鎖4及びB鎖11、A鎖4及びB鎖12、A鎖4及びB鎖13、A鎖4及びB鎖14、A鎖4及
びB鎖15、A鎖4及びB鎖16、A鎖5及びB鎖1、A鎖5及びB鎖2、A鎖5及びB鎖3、A鎖5及びB鎖4、
A鎖5及びB鎖5、A鎖5及びB鎖6、A鎖5及びB鎖7、A鎖5及びB鎖8、A鎖5及びB鎖9、A鎖5及びB
鎖10、A鎖5及びB鎖11、A鎖5及びB鎖12、A鎖5及びB鎖13、A鎖5及びB鎖14、A鎖5及びB鎖15
、A鎖5及びB鎖16、A鎖6及びB鎖1、A鎖6及びB鎖2、A鎖6及びB鎖3、A鎖6及びB鎖4、A鎖6及
びB鎖5、A鎖6及びB鎖6、A鎖6及びB鎖7、A鎖6及びB鎖8、A鎖6及びB鎖9、A鎖6及びB鎖10、A
鎖6及びB鎖11、A鎖6及びB鎖12、A鎖6及びB鎖13、A鎖6及びB鎖14、A鎖6及びB鎖15、A鎖6及
びB鎖16。さらにまた、上記のインスリンポリペプチドの全ての単鎖アナローグがまた本
明細書に開示する本ダイマー構築物に包含され、ここで連結部分は、SRVSRX68SR（配列番
号：98）又はGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）である。
A鎖：
A鎖1 　GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）、
A鎖2　 GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、
A鎖3　 GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号：5）、
A鎖4　 TPAX75SEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：88）、
A鎖5　 TPAKSEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：103）、
A鎖6　 GIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）、
B鎖：
B鎖1　 FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号：2）、
B鎖2　 FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：77）、
B鎖3　 GPETLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：77）、
B鎖4　 CGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFYFNPK（配列番号：79）、
B鎖5　 GPETLCGAELVDALYLVCGDRGFYFNKPT（配列番号：79）、
B鎖6　 AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPA（配列番号：87）、
B鎖7　 GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPT（配列番号：10）、
B鎖8　 TPAKSEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：103）、
B鎖9　 AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY（配列番号：90）、
B鎖10　AYRPSETLCGGELVDTLYLVCGDRGFYFSRPA（配列番号：80）、
B鎖11　CFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号：94）、
B鎖12　CGPETLCGAELVDALYLVCGDRGFYFNKPT（配列番号：95）、
B鎖13　CGPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPT（配列番号：96）、
B鎖14　CGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFYNKPT（配列番号：97）、
B鎖15　CAYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY（配列番号：91）、及び
B鎖16　CAYRPSETLCGGELVDTLYLVCGDRGFY（配列番号：93）。
【実施例１】
【０２４４】
　インスリンA及びB鎖の合成
　Boc化学反応を用いて、インスリンA及びB鎖を4-メチルベンゾヒドリルアミン（MBHA）
樹脂又は4-ヒドロキシメチル-フェニルアセトアミドメチル（PAM）樹脂上で合成した。HF
/p-クレゾール（95：5）を0℃で1時間用いて、樹脂からペプチドを切断した。HF除去及び
エーテル沈殿に続いて、ペプチドを50％酢酸水溶液に溶解し凍結乾燥させた。また別には
、ペププチドはFmoc化学反応を用いて合成した。前記ペプチドは、トリフルオロ酢酸（TF
A）/トリイソプロピルシラン（TIS）/H2O（95：2.5：2.5）を室温で2時間用いて樹脂から
切断した。ペプチドを過剰量のジエチルエーテルの添加により沈殿させ、ペレットを酸性
緩衝水に溶解した。ペプチドの品質はRP-HPLCによってモニターし、質量分析（ESI又はMA
LDI）によって確認した。
　インスリンA鎖は、アミノ酸7位のただ1つの遊離システインを用いて合成し、他の全て
のシステインはアセトアミドメチルA-(SH)7(Acm)6,11,20として保護した。インスリンB鎖
は、7位のただ1つの遊離システインを用いて合成し、他のシステインはアセトアミドメチ
ルB-(SH)7(Acm)19として保護した。粗ペプチドは通常のRP-HPLCによって精製した。



(73) JP 6387008 B2 2018.9.5

10

20

30

40

50

　合成したA及びB鎖は、図1に概略した一般的な方法にしたがって、それらの自然のまま
のジスルフィド結合により互いに連結させた。それぞれのB鎖を、DMF又はDMSOへの溶解に
よりCys7-Npysに活性化させ、2,2’-ジチオビス(5-ニトロピリジン)（Npys）と1：1のモ
ル比及び室温で反応させた。前記活性化をRP-HPLCでモニターし、生成物はESI-MSで確認
した。
　第一のB7-A7ジスルフィド結合は、それぞれA-(SH)7(Acm)6,11,20及びB-(Npys)7(Acm)19

を1：1のモル比で総ペプチド濃度10mg/mLに溶解することによって形成された。鎖の結合
反応が完了したとき、混合物を50％酢酸水濃度に稀釈した。最後の2つのジスルフィド結
合はヨウ素の添加により同時に形成された。40倍モル過剰のヨウ素を前記溶液に添加し、
この混合物を室温でさらに1時間攪拌した。アスコルビン酸水溶液を添加して反応を終了
させた。混合物をRP-HPLCで精製し、最終化合物をMALDI-MSによって確認した。図2及び表
1のデータが示すように、この方法にしたがって調製した合成インスリンは、インスリン
受容体結合について精製インスリンと良好な類似を示す。
　改変アミノ酸（例えばA19位の4-アミノフェニルアラニン）を含むインスリンペプチド
もまた、非コードアミノ酸のタンパク質への取り込みを可能にする系を用いてin vivoで
合成できる。前記系には、例えば米国特許第7,045,337号及び7,083,970号に教示された系
が含まれる。
【０２４５】
表1：自然のままのインスリンと比較した合成インスリンの活性

【実施例２】
【０２４６】
　還元アルキル化によるアミン基（N-末端及びリジン）のPEG化
　a．合成
　インスリン（又はインスリンアナローグ）、mPEG20k-アルデヒド及びNaBH3CN（モル比1
：2：30）を酢酸緩衝液（pH4.1－4.4）に溶解した。反応溶液は、0.1NのNaCl、0.2N酢酸
及び0.1NのNa2CO3を含んでいた。インスリンペプチド濃度は約0.5mg/mLであった。反応は
室温で6時間にわたって生じた。反応の程度はRP-HPLCでモニターし、反応収量は約50％で
あった。
　b．精製
　反応混合物を0.1％のTFAで2－5倍に稀釈し、調製用RP-HPLCカラムに適用した。HPLC条
件：C4カラム、流速は10mL/分、A緩衝液は水に10％ACN及び0.1％TFA、B緩衝液はACNに0.1
％TFA、直線状グラジエントB％は0－40％（0－80分）。PEG-インスリン又はアナローグは
約35％緩衝液Bで溶出した。所望の化合物はMALDI-TOEとその後のスルフトリシス又はトリ
プシン分解による化学的改変によって立証した。
　N-ヒドロキシスクシンイミドアシル化によるアミン基（N-末端及びリジン）のPEG化
　a．合成
　インスリン（又はインスリンアナローグ）をmPEG20k-NHSとともに0.1Nのビシン緩衝液
（pH8.0）に1：1のモル比で溶解した。インスリンペプチド濃度は約0.5mg/mLであった。
反応の進行はHPLCでモニターした。反応収量は室温で2時間後に約90％であった。
　b．精製
　反応混合物を2－5倍に稀釈し、RP-HPLCにロードした。HPLC条件：C4カラム、流速は10m
L/分、A緩衝液は水に10％ACN及び0.1％TFA、B緩衝液はACNに0.1％TFA、直線状グラジエン
トB％は0－40％（0－80分）。PEG-インスリン又はアナローグは約35％Bで収集された。所
望の化合物はMALDI-TOEとその後のスルフトリシス又はトリプシン分解による化学的改変
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によって立証した。
　フェニルアラニンの芳香環のアセチル基の還元的アミノ化PEG化
　a．合成
　インスリン（又はインスリンアナローグ）、mPEG20k-ヒドラジド及びNaBH3CN（モル比1
：2：20）を酢酸緩衝液（pH4.1－4.4）に溶解した。反応溶液は、0.1NのNaCl、0.2N酢酸
及び0.1NのNa2CO3を含んでいた。室温、24時間のインスリン又はインスリンアナローグの
濃度は約0.5mg/mLであった。反応の進行はHPLCでモニターした。反応の変換は約50％であ
った（HPLCによって計算）。
　b．精製
　反応混合物を2－5倍に稀釈し、RP-HPLCにロードした。HPLC条件：C4カラム、流速は10m
L/分、A緩衝液は水に10％ACN及び0.1％TFA、B緩衝液はACNに0.1％TFA、直線状グラジエン
トB％は0－40％（0－80分）。PEG-インスリン又はPEG-インスリンアナローグは約35％Bで
収集された。所望の化合物はMALDI-TOEとその後のスルフトリシス又はトリプシン分解に
よる化学的改変によって立証した。
【実施例３】
【０２４７】
　インスリン受容体結合アッセイ：
　各ペプチドのインスリン又はIGF-1受容体に対する親和性を、シンチレーションプロク
シミティ技術を利用する競合結合アッセイで測定した。ペプチドの連続3倍希釈をトリス-
Cl緩衝液（0.05Mトリス-HCl（pH7.5）、0.15M NaCl、0.1％w/vウシ血清アルブミン）で作
成し、96ウェルプレート（Corning Inc., Acton, MA）にて0.05nMの(3-[125I]-ヨードチ
ロシル)A TyrA14インスリン又は(3-[125I]-iodotyrosyl)IGF-1（Amersham Biosciences, 
Piscataway, NJ）と混合した。ヒトインスリン又はIGF-1受容体を過剰発現する細胞から
調製した形質膜フラグメントの1－6マイクログラムのアリコットが各ウェルに存在し、ポ
リエチレンイミン処置コムギ胚芽アグルチニンA型シンチレーションプロクシミティアッ
セイビーズ（Amersham Biosciences, Piscataway, NJ）を0.25mg/ウェルで添加した。800
rpmで5分振盪させた後で、プレートを室温で12時間インキュベートし、放射能をMicroBet
a 1450液体シンチレーションカウンター（Perkin-Elmer, Wellesley, MA）で測定した。
非特異的結合（NSB）の放射能を、テストサンプルの最高濃度の4倍濃度過剰の“コールド
”の自然のままのリガンドを有するウェルで測定した。全結合放射能は競合物を含まない
ウェルで検出した。特異的結合パーセントを以下のように計算した：特異的結合パーセン
ト＝（結合NSB／全結合NSB）ｘ100。IC50値はオリジンソフトウェア（Origin software, 
OriginLab, Northampton, MA ）を用いて決定した。
【実施例４】
【０２４８】
　インスリン受容体リン酸化アッセイ：
　インスリン又はインスリンアナローグの受容体のリン酸化を測定するために、受容体を
トランスフェクトしたHEK293細胞を96ウェルの組織培養プレート（Costar #3596, Cambri
dge, MA）にプレートし、ダルベッコー改変イーグル培養液（DMEM（Dulbecco’s modifie
d Eagle medium ））で5％CO2及び90％湿度下にて16－20時間37℃で培養した。前記培養
液は100IU/mLペニシリン、100μg/mLストレプトマイシン、10mM HEPES及び0.25％のウシ
増殖血清（HyClone SH30541, Logan, UT）が補充されてあった。インスリン又はインスリ
ンアナローグの連続希釈を、0.5％ウシ血清アルブミン（Roche Applied Science #100350
, Indianapolis, IN）補充DMEMで調製し、接着細胞を含むウェルに添加した。5％CO2を含
む湿潤雰囲気にて37℃で15分インキュベートした後、細胞を5％パラホルムアルデヒドで2
0分間室温にて固定し、リン酸緩衝食塩水（pH7.4）で2回洗浄し、さらにPBS中の2％ウシ
血清アルブミンで1時間ブロックした。続いて前記プレートを3回洗浄し、製造業者の推奨
にしたがって2％ウシ血清アルブミン含有PBSで再構成したセイヨウワサビペルオキシダー
ゼ結合抗ホスホチロシン抗体（Upstate biotechnology #16-105, Temecula, CA）を充填
した。室温で3時間インキュベートした後、前記プレートを4回洗浄し、0.1mLのTMBシング
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ルソリューション基質（single solution substrate, Invitrogen, #00-2023, Carlbad, 
CA）を各ウェルに添加した。発色は5分後に1NのHCl（0.05mL）を添加して停止させた。45
0nmでの吸収をタイターテックマルチスキャンMCC340（Titertek Multiscan, ThermoFishe
r, Pittsburgh, PA）で測定した。吸収対ペプチド濃度用量応答曲線を作図し、EC50値を
オリジンソフトウェア（OriginLab, Northampton, MA）を用いて決定した。
【実施例５】
【０２４９】
　モデルジペプチドの切断速度（PBS）の決定
　ジペプチドN-末端伸長部の切断速度を試験することができるモデルペプチドとして、特
定のヘキサペプチド（HSRGTF-NH2；配列番号：72）を用いた。ジペプチド伸長モデルペプ
チドを調製し、該モデルペプチド結合樹脂にBoc保護サルコシン及びリジンを連続的に付
加してペプチドA（Lys-Sar-HSRGTF-NH2；配列番号：74）を作製した。ペプチドAをHFによ
って切断し、調製用HPLCによって精製した。
　HPLCを用いる調製的精製：
　精製は、シリカ系1ｘ25cmのVydac C18（粒子サイズ5μ、孔サイズ300Å）カラムでHPLC
分析を用いて実施した。以下の装置を用いた：ウォーターアソシエーツ（Waters Associa
tes）モデル600ポンプ、インジェクターモデル717、及びUV検出装置モデル486。全サンプ
ルについて230nmの波長を用いた。溶媒Aは蒸留水中に10％CH3CN/0.1％TFAを含み、溶媒B
はCH3CN中に0.1％TFAを含んでいた。直線状グラジエントを用いた（2時間で0－100％B）
。流速は10mL/分で、分画サイズは4mLであった。約150mgの粗ペプチド、30mgの精製ペプ
チドが得られた。
　ペプチドAをPBS緩衝液に1mg/mLの濃度で溶解した。この溶液を37℃でインキュベートし
た。サンプルを5h、8h、24h、31h及び47hで分析のために収集した。ジペプチド切断は等
体積の0.1％TFAを用いてpHを低下させることによって停止させた。切断速度をLC-MSによ
って定性的にモニターし、HPLCによって定量的に調べた。ピークシンプルクロマトグラフ
ィーソフトウェアを用いて、保持時間及び相対的ピーク面積をプロドラッグ及び親モデル
ペプチドについて定量した。
　質量分析を用いる分析：
　標準的なESIイオン源付きSciex API-IIIエレクトロスプレー四極質量分析計を用いて、
質量スペクトルを入手した。用いたイオン化条件は下記のとおりである：陽イオンモード
のESI；イオンスプレー電圧は3.9kV；オリフィス電位は60V。使用した霧状化及びカーテ
ンガスは流速0.9L/分の窒素であった。質量スペクトルは、0.5Th/ステップ及び2msec持続
時間で600から1800トンプソンまで記録した。サンプル（約1mg/mL）を1％の酢酸を含む50
％アセトニトリル水に溶解し、外部注射筒ポンプによって5μL/分の速度で導入した。製
造業者（Millipore Corporation, Billerica, MA）によって提供された指示にしたがい、
0.6μLのC4樹脂を含むZipTip固相抽出チップを用いて、PBSに溶解したペプチドを分析前
に脱塩した。
　HPLCを用いる分析：
　214nmでのUV検出装置及び150mmｘ4.6mmのC8 Vydacカラムが搭載されている、ベックマ
ンシステムゴールドクロマトグラフィー（Beckman System Gold Chromatography）系を用
いて、HPLC分析を実施した。流速は1mL/分であった。溶媒Aは蒸留水中に0.1％TFAを含み
、溶媒Bは90％のCH3CN中に0.1％TFAを含んでいた。直線状グラジエントを用いた（10分で
0から30％B）。ピークシンプルクロマトグラフィーソフトウェアを用いて、データを収集
し分析した。
　それぞれのプチドについて、切断速度を決定した。プロペプチド及びモデル親ペプチド
の濃度をそれらの対応するピーク面積によって決定した。プロドラッグの一次解離速度定
数は、多様な時間間隔におけるプロドラッグの濃度の対数を作図することによって決定さ
れた。このプロットの勾配は速度定数‘k’を提供する。種々のプロドラッグの切断半減
期は、式t1/2＝0.693/kを用いて計算した。このモデルペプチドHSRGTF-NH2（配列番号：7
2）のLys-Sar伸長部の半減期は14.0hであると決定された。
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【実施例６】
【０２５０】
　全てのD異性体モデルペプチドを用いる血漿中のジペプチド切断半減期速度
　追加のモデルヘキサペプチド（dHdTdRGdTdF-NH2、配列番号：75）を用いて、血漿中で
のジペプチド切断速度を決定した。各アミノ酸のD異性体（ただしプロドラッグ伸長部は
除く）を用いて、該モデルペプチドの酵素的切断を防止した。このモデルD異性体ヘキサ
ペプチドはL-異性体と類似の態様で合成された。ペプチドAについて以前に報告したよう
にN-末端にサルコシン及びリジンを連続的に付加して、ペプチドB（dLys-dSar-dHdTdRGdT
dF-NH2、配列番号：75）を調製した。
　それぞれのプロペプチドについて切断速度を決定した。プロペプチド及びモデル親ペプ
チドの濃度をそれらの対応するピーク面積によって決定した。プロドラッグの一次解離速
度定数は、多様な時間間隔におけるプロドラッグの濃度の対数を作図することによって決
定された。このプロットの勾配は速度定数‘k’を提供する。このモデルペプチドdHdTdRG
dTdF-NH2（配列番号：74）のLys-Sar伸長部の半減期は18.6hであると決定された。
【実施例７】
【０２５１】
　モデルヘキサペプチド（HSRGTF-NH2；配列番号：72）に連結される付加ジペプチドの切
断速度を、実施例5に記載した方法を用いて決定した。これらの実験で得られた結果を表2
及び3に提示する。
【０２５２】
表2：N-末端パラ-アミノ-Pheの側鎖に連結されたジペプチドU-BのPBS中でのモデルヘキサ
ペプチド（HSRGTF-NH2；配列番号：57）からの切断：
【０２５３】
【化６２】

【０２５４】
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表3：1位のヒスチジン（又はヒスチジンアナローグ）（X）に連結されたジペプチドU-Bの
PBS中でのモデルヘキサペプチド（XSRGTF-NH2；配列番号：76）からの切断
　　　　　　　NH2-U-B-XSRGTF-NH2（配列番号：76）
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【実施例８】
【０２５６】
　プロドラッグ構築に適切な構造を有するインスリンアナローグの同定
　A鎖の19位はインスリン活性のために重要な部位であることは知られている。したがっ
て、プロドラッグ成分の添付を可能にするこの部位の改変が所望される。A19指定インス
リンアナローグを合成し、インスリン受容体におけるそれらの活性について特徴を調べた
。高い活性を有する2つの構造アナローグをA19で同定したが、第二の活性部位である芳香
族残基（B24）と比肩し得る構造変化では、同じように完全な活性をもつインスリンアナ
ローグを同定できなかった。
　表4及び5は、インスリン受容体における完全な活性のためのA19位における高度な構造
的保存を示す（受容体結合は実施例3に記載したアッセイを用いて決定した）。表4は、A1
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9に改変を有する2つのインスリンだけが自然のままのインスリンに類似する受容体結合活
性を有することを示す。4-アミノインスリンアナローグについては、3つの別々の実験の
データが提供される。“活性（検定）”と表示した欄は、同時に実施した2つの別々の実
験で自然のままのインスリンと対比して当該インスリンアナローグのパーセント結合を比
較する。“活性（0.60nM）”と表示した欄は、このアッセイを用いてインスリン結合につ
いて得られた文献上の（historical）平均値と対比した当該インスリンアナローグの相対
的パーセント結合である。どちらのアッセイでも、2つのA19インスリンアナローグ（4-ア
ミノフェニルアラニン及び4-メトキシフェニルアラニン）は、自然のままのインスリンと
ほぼ等価の受容体結合を示す。表5は、自然のままのインスリンと等価の結合活性を示す2
つのA19インスリンアナローグ（4-アミノ及び4-メトキシ）はまた、該インスリン受容体
で等価の活性を示すことを表している（受容体活性は実施例4に記載したアッセイを用い
て決定した）。
【０２５７】
表4：A19インスリンアナローグのインスリンレセプター結合活性

【０２５８】
表5：A19インスリンアナローグのインスリン受容体リン酸化活性

【実施例９】
【０２５９】
　インスリン様成長因子（IGF）アナローグIGF1(YB16LB17)
　出願人らは、インスリン受容体で自然のままのインスリンと類似の活性を示すIGFアナ
ローグを見出した。より具体的には、IGFアナローグ、IGF1(YB16LB17)は、自然のままのI
GF A鎖（配列番号：5）及び改変B鎖（配列番号：6）を含み、自然のままのIGF B鎖（配列
番号：3）の15及び16位の本来のグルタミン及びフェニルアラニンが、それぞれチロシン
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及びロイシン残基で入れ替えられている。図3及び下記の表6に示すように、IGF1(YB16LB1
7)及び自然のままのインスリンの結合活性は、各々がインスリン受容体の極めて強力なア
ゴニストであることを示している。
【０２６０】
表6

【実施例１０】
【０２６１】
　IGFプロドラッグアナローグ
　A19インスリンアナローグの活性を基にして（実施例8参照）、IGF1 A:B(YB16LB17)アナ
ローグに対して類似の改変を実施し、インスリン受容体に結合し前記を刺激するその能力
を調べた。表7に示すように、IGFアナローグ、IGF1(YB16LB17)A(p-NH2-F)

19は、インスリ
ン受容体に特異的に結合する（当該アナローグのジペプチド伸長アナローグは該インスリ
ン受容体に特異的に結合できない）。当該ジペプチド伸長部分は、ジペプチドの偶発的切
断を可能にする適切な構造を欠き（当該ジペプチドの第二の位置にN-アルキル化アミノ酸
を欠く）、したがってインスリン受容体結合の回復がないことに留意されたい。
　改変アミノ酸（例えばA19位の4-アミノフェニルアラニン）を含むIGF1 A:B(YB16LB17)
もまた、非コードアミノ酸のタンパク質への取り込みを可能にする系（例えば米国特許第
7,045,337号及び7,083,970号に教示された系が含まれる）を用いてin vivoで合成するこ
とができる
【０２６２】
表7

　IGFYB16B17アナローグペプチドのさらに別のプロドラッグアナローグを調製した（前記
アナローグペプチドでは、ジペプチドプロドラッグ成分（アラニン-プロリン）は、A鎖 (
IGF1(Y B16LB17)(AlaPro)A-1,0)のアミノ末端にアミド結合を介して連結された）。表8に
示すように、IGF1(Y B16LB17)(AlaPro)A-1,0はインスリン受容体に対する親和性が低下し
た。表3のデータを基準にすれば、該ジペプチドプロドラッグ成分は、当該ジペプチドプ
ロドラッグ成分の偶発的な切断を可能にする適切な構造を欠き、したがってこのインスリ
ン受容体結合の検出は、該プロドラッグ成分の切断の結果ではないことに留意されたい。
【０２６３】
表8

【実施例１１】
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【０２６４】
　追加的IGFインスリンアナローグ
　IGF1(YB16LB17)ペプチド配列の更なる改変によって、インスリン及びIGF1受容体でそれ
らの効力が変化するさらに別のIGFインスリンアナローグが明らかになった。これらのア
ナローグの各々について表9に結合データ（実施例3のアッセイを用いる）を提示する。こ
れらのアナローグでは、改変の位置は、自然のままのインスリンペプチドの対応する位置
を基準に示される（DPI＝des B26－30）。例えば、本明細書で、更なる説明が一切なく“
B28位”と言えば、配列番号：2の最初のアミノ酸が欠失したインスリンアナローグのB鎖
の対応する27位を意味する。したがって、 “B(Y16)”という一般的呼称は、自然のまま
のIGF-1配列（配列番号：3）のB鎖の15位のチロシン残基の置換を指す。インスリン及びI
GFアナローグの相対的受容体結合に関するデータは表9に提供され、IGFアナローグ刺激リ
ン酸化に関するデータ（実施例4のアッセイを用いる）は表10に提供される。
【０２６５】
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【０２６７】
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【０２６８】
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【実施例１２】
【０２６９】
　インスリンポリペプチドの生合成及び精製
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　IGF-I C鎖を介して連結される自然のままのB及びA鎖を含むインスリン-IGF-I（B0-C1-A
0）ミニ遺伝子を、酵母ピキア・パストリス（Pichia pastoris）での構成的発現及び組換
えタンパク質の精製のためにGAPプロモーター（グリセルアルデヒド-3-ホスフェートデヒ
ドロゲナーゼ（GAPDH））下に発現ベクターpGAPZα（Invitrogenより購入）でクローニン
グした。組換えタンパク質の培地中への分泌のために、サッカロミセス・セレビシアエ（
Saccharomyces cerevisiae）のアルファ-接合因子リーダーシグナルをコードするN-末端
ペプチドに前記ミニ遺伝子を融合させた。該ミニ遺伝子と先導α-接合因子配列との間のK
ex2切断部位を用いて、自然のままのアミノ末端を有するミニ遺伝子の分泌のためのリー
ダー配列を切断した。一部位アラニン変異を、B0C1A0ミニ遺伝子のCペプチドの1位(G1A)
、2位(Y2A)、3位(G3A)、4位(S4A)、5位(S5A)、6位(S6A)、7位(R7A)、8位(R8A)、10位(P10
A)、11位(Q11A)及び12位(T12A) に導入した。
　B0C1A0、11のアラニン変異体及び他の選別誘導体を含むミニ遺伝子で、エレクトロポレ
ーションによって酵母ピキア・パストリスを形質転換した。陽性の形質転換体を最少メタ
ノールプレートで選別し、各ピキア単離株のゲノム調製を実施し、該構築物の酵母ゲノム
への組み込みをPCRにより確認した。アガロースDNAゲル上で833塩基対PCR生成物を可視化
した。対応する酵母株を発酵させてインスリンアナローグを製造した。酵母細胞は500mL
のベックマン（Beckman）遠心管にて5Kで20分遠心分離してペレットにし、培地はその後
のタンパク質精製のために維持した。
　増殖培地上清を0.2μmのミリポア（Millipore）フィルターでろ過した。該上清にアセ
トニトリル（ACN）を最終体積20％で添加した。20％のACN水溶液で前平衡化したアンバー
ライト（Amberlite）XAD7HP樹脂（Sigma）で前記上清を精製した。続いて前記樹脂を30mL
の20％ACN水溶液で2回洗浄し、さらに0.1％のTFAを含む30％ACN水溶液で夾雑物を除去し
た。部分精製インスリンアナローグを0.1％TFA含有54％ACN水溶液で前記カラムから溶出
し凍結乾燥した。凍結乾燥サンプルを0.025MのNH3HCO3（pH8）に再懸濁し、ルナ（Luna）
C18カラム（粒子サイズ10μm、ポアサイズ300Å）で精製した。ACN水溶液の20－60％直線
状グラジエントを用いてタンパク質をカラムから溶出した。MALDI-MS陽性分画をプールし
、その後の凍結乾燥のために使い捨てシンチレーションバイアルに移した。続いて凍結乾
燥サンプルを0.1％TFA含有20％ACN水溶液に再懸濁し、ルナ（Luna）C18カラム（粒子サイ
ズ10μm、ポアサイズ300Å）で精製した。ACN水溶液の18－54％直線状グラジエントを用
いてタンパク質をカラムから溶出した。タンパク質の溶出は280nmの吸収でモニターした
。MALDI-TOF MS陽性分画をC8分析用カラムで分析して純度を確認した。
　B0-C1-A0アナローグは、インスリン受容体アイソフォーム及びIGF-1受容体の双方で等
しく有効な効力を示した。2位のチロシンのアラニンへの変異又はC9-12の欠失による8ア
ミノ酸へのC-ペプチド短縮は、IGF-1受容体活性の有意な低下によってインスリン作用の
特異性の選択的強化を提供した。表11A及び11Bに提供するデータを参照されたい。
【０２７０】
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【０２７２】
　図6及び7は、結合親和性（IC50）及びチロシンリン酸化による生化学的シグナリング（
EC50）の比として単鎖インスリン変異体のin vitro分析を提示する。2つの別個の測定は
強い一致を示し、したがって構造-機能に対するこのin vitroアプローチの有効性を立証
する。アナローグの全てが単一の位のナノモル活性を維持し、ある種の特定のアナローグ
は効力がわずかに強化されることを立証する（低い単一の位のナノモル濃度）。もっとも
インスリン選択性が強いアナローグは、C-ペプチドの最後の4残基が失われたもの、C-ペ
プチドの2位にアラニン変異を有するもの、又は前記の組み合わせであった。
【実施例１３】
【０２７３】
　ミニPEGで連結される単鎖インスリンアナローグの合成及び特徴付け
　二工程ネイティブチェーンリゲーション法を用いて、一連の単鎖インスリンアナローグ
を固相合成によって調製した。初期ペプチドは線状構築物であった。前記構築物では、N
末端はCysB19で始まりAsnA21まで続き、最後のB鎖アミノ酸のC-末端からA鎖の最初のアミ
ノ酸（典型的にはグリシン）のN-末端までの接続として機能するエチレングリコールの短
い線状ポリマーを有する。B鎖（典型的には最終的インスリンアナローグの最初のN-末端
アミノ酸で開始し、B鎖のアミノ酸18（典型的にはバリン）で終わる）のN-末端終部を、
単個線状ペプチドにフラグメント結合させた（fragment-coupled）。チオール補助ネイテ
ィブチェーンリゲーションによりいったん結合が完了したら、前記ペプチドをクロマトグ
ラフィーにより精製し、正確なジスルフィド異性体に変換し、さらにもう一度高速クロマ
トグラフィーによって精製した。全てのインスリンアナローグをHPLC及びMS分析によって
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純度を分析した。
　図8Aは、リンカーとしてPEG8を用いる一事例を示す合成設計の模式図を提供する。同じ
アプローチを用いて、長さがもっと短い及びもっと長いアナローグとともに、アミドのよ
うな直鎖状態様で共有結合により連結される1つ以上のミニPEGを使用することによって得
られる多様な長さをもつアナローグも合成した。
　図8B及び8Cは、特定の位置で指定の長さのミニPEGによって連結される単鎖インスリン
アナローグの試験から得られたin vitro実験結果を提供する。図8b及び8Cは、4、8又は16
エチレングリコールユニットのミニPEGの使用は効力の貧弱なインスリンアナローグ（結
合又は生化学シグナリングによって測定したとき自然のままのホルモンと比較して5％未
満の活性を有する）を生じることを示す。
　表11Cに提示するデータは、同じサイズのミニPEGリンカーを用いて短縮B鎖のC-末端をA
鎖のN-末端に結合させたとき、劇的に効力が増加することを示す。デス-V（アミノ酸B26-
30を亡失）インスリンアナローグはいったんミニPEGと結合すると、自然のままのホルモ
ンに負けない、完全長B鎖アナローグと対比して10倍を超える効力を示した。
【０２７４】
表11C：ミニPEG連結単鎖インスリンアナローグのインスリン及びIGF-1受容体におけるリ
ン酸化活性

リン酸化による受容体シグナリングで測定したとき、種々のサイズのPEG連結部分がどの
ようにインスリン及びIGF-1受容体におけるin vitro活性に影響を与えるかを測定するた
めに、PEG鎖リンカーを用いて比較分析を単鎖アナローグで実施した。データは、PEG12デ
スV構築物（B鎖の5カルボキシ末端アミノ酸が欠失している）はもっとも強力な化合物を
提供することを示した。
　PEG12及び単個アミノ酸（グリシン又はリジン）を連結部分として含み、自然のままの
インスリンA鎖にデスV B鎖を連結する、単鎖アナローグを構築した。単鎖PEG/アミノ酸連
結アナローグのインスリン及びIGF-1受容体におけるin vitro活性の比較分析は、受容体
結合及びリン酸化による受容体シグナリングによって測定したとき、PEG/アミノ酸連結ア
ナローグは強力なインスリン受容体アゴニストであることを示した。同様に、連結部分へ
の2つのリジン残基の付加（単鎖PEG/(リジン)2連結アナローグ）は、受容体結合及びリン
酸化による受容体シグナリングによって測定したとき、強力な単鎖PEG/アミノ酸連結イン
スリン受容体アゴニストを生じた。
【実施例１４】
【０２７５】
　アシル化インスリンアナローグ
　比較インスリン耐性試験をマウスで実施し、血中グルコース濃度を低下させ低血中グル
コース濃度を維持するヒトインスリンの能力を3つの異なるアシル化インスリンアナロー
グと比較した。化合物を2つの異なる濃度で試験した（27nmol/kg及び90nmol/kg）。アシ
ル化インスリンにはMIU-41（A14位に位置するリジン残基に添付されるガンマグルタミン
酸リンカーを介してC16アシル化を有する二鎖インスリンアナローグ）、MIU-36（B鎖のN-
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末端に連結されるC16アシル化を有する二鎖インスリンアナローグ）、及びMIU-37（B22位
に位置するリジン残基に添付されるガンマグルタミン酸リンカーを介してC16アシル化を
有する二鎖インスリンアナローグ）が含まれていた。3つのアシル化インスリンアナロー
グはいずれも、自然のままのインスリンと比較して、より基礎的なグルコースレベルを提
供し低下グルコースレベルを8時間後でさえも維持した（図9A－9Dを参照されたい）。
【実施例１５】
【０２７６】
　PEG化インスリンアナローグ
　多様なPEG化インスリンアナローグを調製しin vitroで試験した。表12は自然のままの
インスリンと比較した各アナローグのパーセント活性を示す。
表12：PEG化IGF-1及びインスリンアナローグ

　比較インスリン耐性試験をマウスで実施し、アシル化インスリンアナローグ、デテミア
（Detemir）の能力をPEG化単鎖インスリンアナローグMIU-56（B1(H5,Y16,L17)25-PEG8-K-
PEG4-A1(N18,21)）と対比して比較した。この単鎖アナローグは、A鎖及びB鎖を継ぎ合わ
せる連結部分（PEG8-K-PEG4）中のただ1つのリジン残基の側鎖に連結される20kDaのPEGを
含む。このPEG化アナローグは24時間の作用持続の維持を示し、作用の開始は、24時間を
通して作用を持続させるために必要とされる投薬時における動物の鎮静薬を回避するため
に十分にゆるやかである。
　20ｋDaのPEG鎖を介して頭対頭で連結される2つのインスリン単鎖アナローグ（B1(H5,Y1
6,L17)25-C1-A1(N18,21)）を含むダイマー（MIU58）を調製した。このダイマーは、親化
合物よりも効力は低いが、なお活性を有することが判明した。
　要約すれば、インスリンアナローグのPEG化は、インスリン系又はIGF系ペプチド骨格の
いずれを用いても、in vivoで低血糖をもたらさずにより延長された作用持続及び基礎プ
ロフィールを提供する。
【実施例１６】
【０２７７】
　インスリンプロドラッグアナローグの比較インスリン耐性
　正常マウスにインスリンヘテロダイマーアナローグ[B1(Y16,L17,Y25)29a：A1(aF19-NH2
)]又はそのプロドラッグを投与した。プロドラッグ誘導体[B1(Y16,L17,Y25)29a：A1(aF19
-dLys(Ac),NLeu)]はA19位に4-アミノ-フェニルアラニン置換を有し、このA19位でジペプ
チドdLys(Ac),NLeuが、当該A19残基の4-アミノの位置に共有結合により連結される。この
ジペプチドは、生理学的条件下で約5時間の半減期で自己切断されるであろう。プロドラ
ッグ誘導体[B1(Y16,L17,Y25)29a：A1(aF19-dLys(Ac),NLeu)]をex vivoで24時間インキュ
ベートした後、生じた化合物をマウスに投与し、血中グルコースを低下させるその能力を
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【実施例１７】
【０２７８】
　PEG化される低効力アラニンアナローグ
　本明細書に開示する多様なインスリンアナローグの作用持続時間は、インスリン受容体
におけるそれらの活性を低下させることによって増加させることができる。したがって、
ある実施態様では、本明細書に開示のインスリンアナローグは、改変してインスリン受容
体におけるそれらの効力を減少させることができる。前記には、1から8、1から5、1から3
、1から2又は1アミノ酸置換による改変が含まれる。ある実施態様では、アミノ酸置換は
、B5、B10、B24、A1又はA8から成る群から選択される位置のアラニン置換である。これら
の位置の1つ以上におけるアラニン置換は実質的に効力を低下させ、したがってインスリ
ン受容体における作用持続時間を延長する。ある実施態様では、本明細書に開示のインス
リンアナローグは、B5、B24、A1又はA8位における一アラニンアミノ酸置換によってさら
に改変される。これらの化合物を、表13に示すようにPEG化によってさらに改変すること
ができる（GE5W＝GEEEEEW、可溶性を高めるためにインスリンアナローグのN-末端に付加
されるペプチド）。
【０２７９】
表13：

　表14に示すように、単鎖及び二鎖インスリンアナローグを調製し、インスリン及びIGF-
1受容体における活性についてin vitroで試験し、さらにそれらのPEG化誘導体と比較した
。非PEG化型はPEG化誘導体と比較して高い活性を有する。さらにまた、2つの10kDa PEG鎖
を用いる二PEG化二鎖インスリンアナローグは、ただ1つの20kDa PEG鎖を含む同じアナロ
ーグと比較してほぼ同様な活性を有する化合物を生じる（B1,A14-10K  B1(H5,10Y16L17R2
9)29：A1(H8K14N18,21)及びB1(H5,10Y16L17K29)29：A1(H8N18,21)と対比したB1(H5,10Y16
L17K29)29：A1(H8,N18,21)の相対的活性を参照されたい）。単鎖アナローグB1(H5,10Y16L
17K29)29-A1(H8,N18,21)については、20kDaの付加は、インスリンタイプA受容体でほぼ10
0倍の活性を有する化合物B1(H5,10Y16L17K29)29-A1(H8N18,21)を生じる。したがって、二
鎖又は単鎖アナローグを調製し、PEG鎖のサイズ、数及び添付部位を選択することによっ
て、インスリンアナローグのin vivo効力を、及びおそらくはin vivo作用持続時間を改変
できる。
【０２８０】
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【実施例１８】
【０２８１】
　インスリンダイマーの調製
　ダイマー誘導体を合成するために用いられるモノマーペプチドの配列は表16に列挙され
る。
【０２８２】
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表15：インスリンダイマーの配列

【０２８３】
表16：出発インスリンモノマーの配列

【０２８４】
　#48:CysB1-CysB1 #2* ダイマーの全化学合成：
　ダイマー#48は、インスリンアナローグ#2*の2つの分子をそれらのN末端システインでジ
スルフィド結合により架橋して調製した。アナローグ#2*は、2つのペプチドセグメントの
ネイティブケミカルリゲーションにより調製した。非天然アミノ酸、チアゾリジン-4-カ
ルボン酸（Thz）（前記はシステインの保護型である）をB鎖のN末端に導入した。インス
リンアナローグを形成された3つのジスルフィド結合により正確な構造に折り畳んだ後、p
H4.0の水溶液中でメトキシルアミンによりで処理してThzをシステインに変換した。Thzの
導入はB鎖のN末端に追加のシステインを提供し、本来のインスリン配列中の他の6つのシ
ステインのジスルフィドペアリングを破壊しない。B鎖N末端における架橋ジスルフィドの
形成を促進するために、DTNP（2,2’-ジチオビス(5-ニトロピリジン)）をCysB1ペプチド
の半分に添加してN-末端システインを活性化させた。続いて前記活性化ペプチドを他方の
半分のCysB1ペプチドと反応させて、ジスルフィド連結ホモダイマーを形成した。合成完
了後に、このダイマーアナローグをトリプシン処理して、両ペプチドサブユニットを二鎖
構造に変換した（図22A：#48（CysB1-CysB1#2ダイマー）の合成模式図を参照されたい）
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。
【０２８５】
　#49：PheB1-PheB1#28ダイマー及び#50：PheB1-(GE5W)2-Phe

B1#30ダイマーの半合成：
　アナローグ#49及び#50を2つのインスリンアナローグ（#28又は#30）のダイマー化によ
って調製した。ペプチド#28はインスリンB鎖（デスB30）及びA鎖とともに、酵素切断を可
能にするためにただ1つのKB29R変異を含んでいた。ペプチド#28は別のアルギニンをB22位
に含んでいた（前記のプロテアーゼ消化のアクセス性はより低い）。反応時間、反応温度
及び酵素/ペプチド比を制御することによって、ArgB29のC末端で選択的に切断して二鎖イ
ンスリンを生成することができた。二鎖構造への変換は、質量分析で測定したとき18Daの
分子量付加によって確認できた。ペプチド#30は、RB22H変異及びN末端における前配列GEE
EEEWの存在を除いて#28と構造的に類似していた。ArgB22はHisB22によって取り換えられ
てより厳密で有効なトリプシン切断を可能にした。
　#49及び#50はともに、類似する方法で2つのインスリンペプチドをN末端のアミノ基で架
橋することにより合成された。ダイマー#49の合成は図22Bに示されている。s-トリチル-
メルカプトプロピオン酸をDIC及びDIEAの存在下でヒドロキシルスクシンイミドにより活
性化し、アミン反応性スクシンイミジルエステル（NHSエステル）を生成した。前記NHSエ
ステルをN末端アミノ基と反応させ、各ペプチドのN末端のs-トリチル-メルカプトプロピ
オン酸とともにアミド結合を形成させた。続いて無水TFAで処理してトリチル保護基を除
去した。この方法によって、さらに別のチオール基を各生合成インスリンペプチドのN末
端に導入した。N-末端チオール改変ペプチドの半分をDTNP（2,2’-ジチオビス(5-ニトロ
ピリジン)）で活性化し、続いて他方の半分と混合してN末端架橋インスリンダイマーを生
成した（#49及び#50）。合成完了後に、ダイマーをトリプシンで処理して両ペプチドサブ
ユニットを二鎖構造に変換した。
【０２８６】
　#51：LysB29-LysB29インスリンダイマーの合成：
　ダイマー#51は、2つの自然のままのヒトインスリンペプチドをそれらのLysB29残基でダ
イマー化して合成した。B鎖及びA鎖のN末端のアミノ基をpH7.0でカルバミル化によって選
択的に保護した。続いて、リジンB29の側鎖のε-アミンを活性化s-トリチル-メルカプト
プロピオン酸と反応させてLysB29チオール-改変インスリンを生成した。前記トリチル保
護基をTFA処理により除去し、続いてDTNP（2,2’-ジチオビス(5-ニトロピリジン)）を触
媒に用い2つのチオール基間でジスルフィド結合を形成した（図22C参照）。
【０２８７】
　#52：LysB29-LysB29MIU-3*ダイマー及び#54：LysC8-LysC8#11*ダイマーの合成：
　ダイマー#52及び#54はともに生合成単鎖インスリンアナローグ（前記は意図的に配列中
にただ1つのリジンを含んでいる）のダイマーである。ダイマー#52は、LysB29残基で対称
的に架橋されたMIU-3*の2つの分子を含んでいた。MIU-3は以前に単鎖インスリンアナロー
グと確認され、3つの受容体（タイプA及びタイプBインスリン受容体並びにIGF-1受容体を
含む）でアゴニスト作用を示した。MIU-3*はMIU-3と同じペプチド配列を共有するが、た
だしN末端に前配列GEEEEEWを有していた。ダイマー#54は単鎖インスリンアナローグ#11*

を用いて構築された。アナローグ#11*はアナローグ#11のC8位にただ1つのリジン取替えを
含んでいた。#52及び#54はともに、#51の合成と類似する方法を用いリジン残基の架橋に
よって構築された。N-末端α-アミンをカルバミル化によって選択的にブロックし、続い
て#51の合成で記載したように（スキーム4）、チオール改変をリジン側鎖のε-アミンに
導入した。
【０２８８】
　#53：LysC8-LysC8#3ダイマーの合成：
　ダイマー#53はインスリンアナローグ#3（Cドメインとして非ペプチドリンカーを含んで
いる）から調製した。ペプチド#3は、デスV B鎖、PEGリンカー及びA鎖を含んでいた。リ
ジン残基を8ユニットPEG及び4ユニットPEGの間に挿入し、ダイマー化部位として供した。
ペプチド#3は、2つのペプチドセグメント間におけるネイティブケミカルリゲーションに
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より調製された。簡単に記せば、セグメント1はB鎖の最初の17アミノ酸及びそのC末端に
活性化チオエステルを含んでいた。セグメント1のN末端をアシル化し、一方、ペプチドア
ッセンブリー完了後にもなお樹脂上で維持した。セグメント1を、B鎖のC末端であるセグ
メント2、PEGリンカー及びA鎖に連結し、完全長の単鎖インスリンペプチドを生成した。
この完全長生成物を折畳み緩衝液で脱塩し、ペプチドの折り畳み及びジスルフィド形成を
可能にした。正確に折り畳まれたペプチドを逆相クロマトグラフィーで精製し、続いてチ
オール改変に用いた。ペプチド#3は、Cドメインの中央のリジン側鎖上にただ1つのアミノ
基を含み、前記は位置特異的チオール導入を可能にした。DTNPの触媒作用下で2つのチオ
ール基間にジスルフィド結合を形成することによって、チオール改変インスリンペプチド
（#3）をダイマー化した（図22E）。
【０２８９】
　#55：LysB1-PEG9-Lys

B1#20*ダイマーの合成：
　ダイマー#55は、それらのリジンB1側鎖アミンで短い9ユニットPEGスペーサーにより架
橋された2つの単鎖インスリンペプチド#20*を含んでいた。ペプチド#20*は、B1位のTrpか
らLysへの変異を除き#20と同じ配列を共有していた。ペプチド#20*はインスリンペプチド
のN末端に前配列GEEEEEを含み、前記前配列の除去のためのLysC切断部位としてB1位にリ
ジンを有していた。N末端アミンをカルバミル化によって選択的にブロックし、LysB1のε
-アミンをアミン反応性試薬による架橋反応のために残した。続いてLysB1のε-アミンを
、両末端上にスクシンイミジルエステルを有するホモ-二官能性9-ユニットPEGと反応させ
て、PEG9-連結インスリンダイマーを生成した（図22F参照）。PEGペプチドダイマーは、
逆相クロマトグラフィーによってモノPEG化ペプチド及び未反応試薬から分離された。
【０２９０】
　#56：GlyB2-PEG10K-GlyB2#11ダイマー及び#57：GlyB2-PEG20K-GlyB2#11ダイマーの合成
：
　ダイマー#56及び#57は、2つの単鎖インスリンペプチドのN末端アミノ基を異なる長さの
二官能性PEGリンカーにより架橋して調製された。PEGリンカーは両端をスクシンイミジル
エステル（NHSエステル）で官能化され、前記エステルはN末端アミンと反応して、PEGリ
ンカーの両端と2つのインスリン分子を結合させた（図22G参照）。PEGペプチドダイマー
は、逆相クロマトグラフィーによってモノPEG化ペプチド及び未反応試薬から分離された
。
【０２９１】
　#58：LysC8-PEG20K-LysC8#3ダイマーの合成：
　ダイマー#58は、2つの単鎖インスリンアナローグ#3のリジンε-アミンを両端にNHSエス
テルを有する二官能性20K PEGリンカーで架橋して調製された。ε-アミンとNHSエステル
との間の反応により、2つのペプチドはPEGリンカーンの両端に結合された（図21H参照）
。PEGペプチドダイマーは、逆相クロマトグラフィーによってモノPEG化ペプチド及び未反
応試薬から分離された。
【実施例１９】
【０２９２】
　in vitro生物学的活性
　B1-B1インスリンダイマー
　#48：CysB1-CysB1#2*ダイマー（完全アゴニスト）：
　インスリンアナローグB1[H5Y16L17O22R29]29:A1[O9,14,15N18,21]は、ArgB29以外の全
てのアルギニンをオルニチンに取り替えたIGF-1から誘導した。オルニチンの側鎖はリジ
ンの側鎖より1メチレン基だけ短い。オルニチンペプチドはトリプシンにより認識されな
い。なぜならば、短縮側鎖は該酵素の活性部位に嵌合しないからである。したがって、ト
リプシン切断はB鎖C末端のArgB29に向かい、切断後に二鎖インスリンを生じた。このアナ
ローグは、以前の結合アッセイの結果によればタイプAインスリン受容体で55％の活性を
示した。アナローグ#2*は、B鎖N末端に追加の本来のものではないアミノ酸Thzを含んでい
た（前記はメトキシルアミンによる処理でシステインに変換できる）。折り畳みプロセス
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の完了後に、遊離Cysの存在下に折り畳み緩衝液中でThzB1をCysB1に変換した。CysB1と溶
液中に存在する添加した遊離アミノ酸システインとの間でジスルフィド結合を形成するこ
とによって、アナローグ2*をモノマー状態で維持した。タイプAインスリン受容体では、C
ys-CysB1ペプチドは、リン酸化アッセイで23.1％の活性及び結合アッセイで55.4％の活性
を示した。このことは、ただ1つのシステインをB鎖N末端に添加することはin vitro結合
又はシグナリングに影響しないことを示した。
　アナローグ#48（アナローグ#2*のダイマー型）は、リン酸活性では101.7％の受容体活
性及び結合アッセイでは146.7％の活性を示した。ダイマー化は受容体活性で3－4倍の増
加をもたらし、前記は関数的であるかもしれない。
【実施例２０】
【０２９３】
　全化学合成によるジスルフィド連結ダイマーの調製
　B1-B1ジスルフィド連結ダイマー（#48）の合成：
　ペプチドセグメント、B1[Thz1H5Y16L17](1-18)-α-チオエステル-RRRR-NH2、B1(19-29)
[O22]-A1[O9,14,15N18,21]-NH2、及びN-アセチル-B1[H5Y16L17](1-18)-α-チオエステル-
RRRR-NH2を段階的固相ペプチド合成によって合成した。ネイティブケミカルリゲーション
により2つのペプチドセグメントを一緒に連結して、完全長のインスリンペプチドを生成
した。N末端のThzアミノ酸を2mMのメトキシルアミンでpH4.0にて処理してシステインに変
換した。反応物を室温で3時間攪拌し、変換の完了はMALDI-TOFで確認した。続いてペプチ
ド溶液をpH8.0に調節し、10％DMSOを添加してジスルフィド結合を誘発した。ダイマーの
生成は分析用HPLCでモニターした。ダイマー化生成物は逆相カラムで未反応モノマーから
分離し、その実体はMALDIで確認した。
【０２９４】
　C8-C8ジスルフィド連結ダイマー（#53）の合成：
　s-トリチル-メルカプトプロピオン酸（Trt-SCH2CH2COOH）（National Biochemical Cor
p., Ohio)、N-ヒドロキシスクシンイミド（NHS）（Sigma）及びジイソプロピルカルボジ
イミド（DIC）の各々1mmolを2mLのDMF中で室温にて30分攪拌しながら混合し、Trt-SCH2CH

2CO-NHSエステルを調製した。5％TFAを含む無水DMFにインスリンペプチドを10mMの濃度で
溶解した。活性化Trt-SCH2CH2CO-NHSエステルの2当量を前記溶液に添加した。2％エタノ
ールアミンで終了させる前に、反応物を室温で2時間攪拌した。続いて4％チオアニソール
（Sigma）及び8％トリイソプロピルシラン（TIPS）（Sigma）を含む無水TFAで、前記反応
物を5倍に稀釈してトリチル保護基を除去した。脱保護反応物を室温で30分攪拌し、続い
てエーテルで20倍に稀釈しペプチドを沈殿物として抽出した。前記希釈反応物を遠心分離
し、沈殿ペプチドを1％酢酸/20％アセトニトリル水溶液に溶解して凍結乾燥させた。凍結
乾燥生成物をDMSOに再溶解した。前記ペプチド溶液の半分と1等量の2,2’-ジチオビス(5-
ニトロピリジン)（DTNP）（Sigma）を混合してチオール基を活性化した。前記活性化反応
は分析用HPLCでモニターでき、反応の過程もまた黄色の出現で提示された。続いて活性化
ペプチドと他方の半分の未反応ペプチドを混合しジスルフィド結合ダイマーを生成した。
ダイマー化生成物を逆相HPLCで未反応モノマーから分離し、所望の分画をプールし凍結乾
燥させた。前記の実体はMALDI又はLC-MSで確認した。
【０２９５】
　半合成によるジスルフィド連結ダイマーの調製
　インスリンアナローグを生物学的合成によって大腸菌（E. coli）細胞から調製した。N
末端アミンをカルバミル化するために、50mMシアン酸カリウム（Sigma）を含むPBS緩衝液
（pH7.0）にインスリンペプチドを0.5mg/mLの濃度で溶解した。反応物を室温で一晩攪拌
し、カルバミル化反応の完了をMALDIで確認した。前記カルバミル化ペプチドを逆相カラ
ムで脱塩し、ペプチド含有分画をプールし凍結乾燥させた。N末端のα-アミン又はリジン
側鎖のε-アミンでHS-CH2CH

2COをペプチドに結合させて、ダイマー#53の合成で述べたよ
うに2つの分子間でジスルフィド結合を形成することによってインスリンダイマーを生成
した。
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【０２９６】
　半合成によるPEG連結ダイマーの調製
　化学合成又は生合成によって調製したインスリンペプチドを5％DIEA含有無水DMFに10mg
/mLの濃度で溶解した。二官能性NHS-PEGn-NHS（n=9、10K、20K）（Creative PEGWorks）
の0.5当量をペプチド溶液に添加した。反応物を室温で1時間攪拌した。反応過程は分析用
HPLCでモニターした。完了後、反応物を少なくとも20倍の反応物体積に0.1％TFA/10％ア
セトニトリル水溶液で稀釈した。稀釈反応物を続いて逆相カラムにロードし、ダイマー化
誘導体を精製し凍結乾燥させた。
【０２９７】
　in vitro生物学的活性のアッセイ
　競合結合アッセイ：
　インスリンアナローグの受容体結合親和性を、シンチレーションプロキシミティ技術を
用いて競合結合アッセイで試験した。組換えヒトインスリン（Eli Lilly & Co., Indiana
polis, IN）を標準物質として（“コールド”の自然のままのインスリン）この試験に加
えた。96ウェルプレート（Corning Inc., Acton, MA）で、インスリンアナローグ及びイ
ンスリン標準物についてシンチレーションプロキシミティ緩衝液で連続5倍稀釈を実施し
た。前記緩衝液は以下を含む：50mMトリス-HCl、150mM NaCl、0.1％w/vウシ血清アルブミ
ン（Sigma Aldrich, St Louis, MO）（pH7.5）。稀釈ペプチドを0.05nMの組換えヒト[125

I]-インスリン（3-[125I]ヨードチロシルTyrA14インスリン）（Perkin Elmer, Waltham, 
MA）と混合した。ヒトインスリン受容体を過剰発現する細胞の1－6mgの形質膜フラグメン
トのアリコットを、プロテアーゼ阻害剤及び0.25mgのポリエチレンイミン処理（PVT）コ
ムギ胚芽アグルチニン（WGA）シンチレーションプロキシミティビーズ（Aersham Bioscie
nces, Piscataway, NJ）とともに各ウェルに添加した。プレートを800rpmで5分間震盪し
、続いて12時間室温でインキュベートした。放射能をマイクロベータ（MicroBeta1）450
液体シンチレーション計測装置（Perkin Elmer, Waltham, MA）で測定した。非特異的結
合（NSB）の放射能は、最高濃度の試験サンプルの4倍濃度の“コールド”の自然のままの
インスリンを含むウェルで測定した。全結合放射能（TB）は、競合物として“コールド”
の自然のままのインスリンを含まないウェルで検出した。特異的結合パーセンテージは[(
結合-NSB)/TB]ｘ100％として計算した。試験サンプル濃度に対する％特異的結合のプロッ
トはIC50値を提供する（前記はオリジンソフト（Origin software（Origin Lab, Northam
pton, MA））によって決定された）。アナローグの親和性は自然のままのヒトインスリン
の親和性と比較した値として示された：[IC50(インスリン)/IC50(アナローグ)ｘ100％。
【０２９８】
　受容体キナーゼ活性アッセイ：
　タイプAインスリン受容体、タイプBインスリン受容体又はIGF-1受容体を過剰発現する
トランスフェクトHEK293細胞を、抗生物質、10mM HEPES及び125μg/mLゼオシン（Zeocine
）を含む10％ウシ増殖血清補充ダルベッコー（Dulbecco）改変イーグル培地（DMEM, Hyco
ne, Logan, UT）で維持した。ポリリジン被覆96ウェルプレート（Corning）で、細胞を80
μLの血清枯渇培地に4.0ｘ104細胞/ウェルの密度でプレートした。細胞を16時間、無血清
DMEM（0.25％ウシ増殖血清、抗生物質及び10mM HEPESを含む）で培養した。0.5％BSA含有
DMEMでインスリンアナローグ及びインスリン標準物質について連続5倍稀釈を実施した。
トランスフェクト細胞を含む各ウェルに20μLのアナローグ溶液を添加し、37℃で15分間
インキュベートした。インキュベーション後に細胞をホルマリンで20分間固定し、続いて
0.1％トリトンX-100含有PBS緩衝液で2回洗浄した。続いて封鎖溶液（PBS、0.1％トリトン
X-100及び2％BSAを含む）を添加して、非特異的な抗体結合部位を封鎖した。3回洗浄後、
50μLの抗体（4G10抗ホスホチロシン-HPR結合物（Millipore））を10,000倍稀釈してプレ
ートに添加した。細胞を抗体とともに3時間室温でインキュベートし、続いて0.1％トリト
ンX-100含有PBSで4回洗浄した。100μLの蛍光発生基質3,3’,5,5’-テトラメチルベンジ
ジン（TMB）（Invitrogen, Carlsbad, CA）を添加し、蛍光発生のために5－10分間インキ
ュベートした。蛍光発生反応は1NのHClを添加して停止させた。蛍光シグナルは、タイタ
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して記録した。EC50値は、オリジンソフト（Origin Lab, Northampton, MA）を用いて、
試験サンプル濃度に対してOD450nmをプロットすることによって計算した。
　全てのアッセイでヒトインスリン標準物質又はヒトIGF標準物質と比較した活性が各実
験内で決定され、続いて実験数に対して平均が決定される。したがって、あるアナローグ
のEC50又はIC50は受容体結合活性を示すであろう。
【０２９９】
　アンタゴニスト作用アッセイ：
　0.5％BSA含有DMEMでインスリンアナローグ及びインスリン標準物質について連続5倍稀
釈を実施した。10μLのアナローグ溶液を10μLのインスリン溶液（12nM）と混合して、6n
Mのインスリン及び所望の濃度のインスリンアナローグを含む混合物を調製した。20μLの
混合溶液を、トランスフェクト細胞を含む各ウェルに添加し、37℃で15分間インキュベー
トした。この後に続く手順は上記に記載した受容体キナーゼ活性アッセイと同じであった
。
【０３００】
　げっ歯類におけるインスリン耐性試験：
　急性インスリン耐性試験を試験期間中ずっと絶食させたC57BL/6マウス又はdb/dbマウス
で実施した。試験化合物は皮下に投与した。血中グルコースレベルを注射直前、並びに8
時間試験では1、2、3、6及び8時間で、又は24時間試験では1、2、3、6、8、12及び24時間
で測定した。
【０３０１】
　B1-B1 PEG連結インスリンダイマー（完全アゴニスト）：
　一連のPEG連結B1-B1ダイマーを調製し、受容体活性におけるリンカーの長さの影響を同
定した。PEGリンカーの分子サイズは500Daから20KDaまで変化させた。全てのPEG連結B1-B
1ダイマーはインスリン受容体で完全なアゴニストであった。それらの受容体活性は表17
に要約されている。ダイマー#55は2つのインスリンアナローグ間にリンカーとして9ユニ
ットの短いPEGを含み、#55の活性はそのモノマーペプチド骨格#20*と類似していた。ダイ
マー#56及び#57は相対的に大きなPEGリンカーを含んでいた。これは、おそらく立体的妨
害のために受容体活性を高度に低下させた。PEGリンカーの分子サイズの増加は、明らか
に受容体活性に対してより強い負の影響を誘発した。しかしながら、タイプA及びタイプB
受容体の双方で、PEG20K架橋ダイマー（#57）は、20K PEG化モノマー（#39）よりもほぼ4
倍強力であり、ダイマー構造はインスリン受容体に対して相乗的結合を誘発し受容体活性
の増加をもたらすように思われることを示している。
【０３０２】
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【実施例２１】
【０３０３】
　B29-B29インスリンダイマー
　#51：LysB29-LysB29インスリンダイマー（部分的アゴニスト）：
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　ダイマー#51は、自然のままのインスリン配列で組み立てられたB29-B29架橋ダイマーで
ある。ダイマー#51は、以前に報告したB29-B29’PEG連結ダイマーと構造的に類似するが
、#51がジスルフィド結合によって架橋されているという点が異なる。同一ではないが、#
51のリンカーの長さは、LysB29のε-アミンが8原子リンカーによって離されているので29
-B29’ダイマーとほぼ同じである。さらにまた、#51は、B鎖及びA鎖のN末端にカルバミル
化を含み、それは受容体効力を～30％減少させるがインスリン受容体における完全なアゴ
ニスト作用は維持した。
　以前に報告したB29-B29’ダイマーと同じように、#51はまたインスリン受容体で部分的
アゴニスト作用を示した。ダイマー#51はS字状用量応答曲線を誘発することができ、イン
スリン受容体でダイマー#51によって誘発される最大応答は、自然のままのインスリンに
よって誘発される最大応答のちょうど半分であった（図11A及び図11B）。インスリン受容
体における他の弱い完全なアゴニストとは異なり、最大応答はリガンドの濃度を単純に上
昇させることでは達成できなかった。部分的アゴニストのEC50は図11に列挙されなかった
。なぜならば、当該値は、最大応答のレベルの相違のために完全アゴニストの値と対比さ
せることができなかったからである。
　部分的アゴニスト#51はまた、インスリン受容体でインスリン作用に対してアンタゴニ
スト作用を示した。アンタゴニスト作用を試験するために、インスリン受容体を過剰発現
する操作HEK293細胞を表示の濃度の#51及び6nMのインスリンの組み合わせで処理した。受
容体キナーゼ活性アッセイの以前の結果を基にして、6nMのインスリンが95％の最大応答
を誘発できた。コントロール実験では、インスリンと入れ替えて当該手順をダイマー#51
で繰り返した。この拮抗アッセイは、#51はインスリン作用と拮抗し、自然のままのイン
スリンによって誘発される最大応答の半分に受容体応答を減少させ得ることを示した。
　ダイマー#51はまた、自然のままのインスリンと比較したときIGF-1受容体で効力の低下
を示した（図11C）。応答曲線は低い効力のために不完全であったので、IGF-1受容体で#5
1は部分的アゴニストであったのか又は弱い完全アゴニストであったのかは明瞭ではない
。ダイマー#51はまた、HMEC分裂アッセイでHMEC細胞増殖の刺激に弱い効力を示した（図1
1D）。
【０３０４】
　C8-C8インスリンダイマー
　#53：LysC8-LysC8#3ダイマー（部分的アゴニスト）：
　ダイマー#53はアナローグ#3の2つの分子をダイマー化して調製された。ペプチド#3はIG
F-1誘導単鎖アナローグであり、8-ユニットミニPEG、リジン及び4-ユニットミニPEGで連
結されたIGF-1 B鎖及びA鎖を含む。インスリン受容体活性を回復させさらにIGF-1受容体
活性を減少させるために、精選変異をB鎖及びA鎖に導入した。ペプチド#3はインスリン受
容体で完全な効力を示した。追加のチオール基をメルカプトプロピオン酸との反応により
LysC8側鎖に導入した。それぞれのC8位の2つのチオール基の間にジスルフィド基を形成し
、2つのペプチドを架橋してダイマー#53を生成した。
　ダイマー#53はまたタイプA及びタイプB両インスリン受容体で部分的なアゴニストであ
った。#53によって誘発される最大応答はまた、両受容体でインスリンによって誘発され
る最大応答のちょうど半分であった。濃度の増加につれて、受容体応答は減少した。高濃
度で、#53は当該受容体を完全に不活化することができた。拮抗アッセイは#53が競合的に
インスリンの作用を阻害することを示し、高濃度ではインスリン受容体は完全にサイレン
トであった。IGF-1受容体では、#53はまた部分的アゴニスト作用を示した。#53は受容体
応答刺激で不完全性を示したが、前記はインスリン受容体との結合では完全に強力であっ
た。結合アッセイでは、#53は、濃度が増加するにつれインスリン受容体から放射能標識
インスリンを完全に追い出すことができた。#53の結合親和性は自然のままのインスリン
より～1.5倍も高かった（図17）。結合親和性と生物学的応答誘発能力との間の矛盾は、
インスリン作用に対するアンタゴニスト作用が理由であるはずである。この現象は、B29-
B29’ダイマーの研究で報告され、B29-B29’ダイマー及びC8-C8’ダイマーの本データで
もまた観察され、当該矛盾は部分的アゴニストダイマーの固有の構造的な特徴であること
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が示唆される。この部分的アゴニスト作用は、in vivoにおける新規な治療特性と不可分
であり得る。なぜならば、インスリン作用と拮抗する能力は過剰投与の傾向を制限し得る
からである。
【０３０５】
　#58：LysC8-PEG-LysC8#3ダイマー（完全アゴニスト）：
　アナローグ#3のC8位に結合される20kPEGを有するアナローグ#38は完全アゴニストであ
る。したがって、C8位の改変により誘発される構造的変化で部分的アゴニスト作用は引き
起こされなかった。ダイマー内の2つのインスリン分子間の距離の影響を調べるために、2
0K PEGリンカーを導入して、アナローグ#3の2つの分子をそれらのC8位で架橋した（前記
はダイマー#58を生じた）。#58では、2つのインスリン分子は大きなPEGスペーサーで離さ
れ、より独立的に作用すると期待された。ダイマー#58はインスリン受容体で完全なアゴ
ニスト作用を示し、おそらくは立体的PEGリンカーのために効力が低下した。PEGリンカー
によるインスリン分子の分離はインスリン受容体における部分的アゴニスト作用を停止し
、2つの活性部位間の距離は部分的アゴニスト作用にとって決定的であることを示唆した
。PEG連結ダイマー#58はPEG化モノマー#38と類似する効力を示した。B1-B1 PEG連結ダイ
マーについて観察された効力の増加はC8-C8 PEG連結ダイマーでは出現せず、C8-C8’結合
は、インスリン受容体との相乗的結合のためにB1-B1’結合ほど適切ではない可能性を示
唆した。
【０３０６】
　#54：LysC8-LysC8#11*ダイマー（完全アゴニスト）：
　ダイマー#54もまたIGF-1誘導単鎖アナローグ（#11*）から作製された。ミニPEGリンカ
ーの代わりに、#11*のCドメインはIGF-1 Cペプチドに由来する12アミノ酸を含んでいた。
IGF-1 CペプチドのArgC8をLysC8と取り替え、前記をダイマー化部位として用いた。ダイ
マー#54もまたインスリン受容体でほぼ完全なアゴニストであった（図18A及び18B）。#54
によって誘発される最大受容体応答のレベルは、他の2つの部分的アゴニスト（#51及び#5
3）によって誘発されるものよりはるかに高かった。ダイマー#53及びダイマー#54は受容
体における作用態様で大きな相違を示したが、ただしそれらはともにC8-C8'結合を有して
いた。前記相違はペプチド骨格の構造から発した。#3と#11*との間のもっとも顕著な相違
はCドメインの内容であった。ペプチド#3はCドメインとして非ペプチジルPEGを利用し、
一方、#11は12アミノ酸配列を含んでいた。両Cドメインの長さはほぼ同じであったが、PE
Gリンカーはアミノ酸配列よりも可撓性がより大きいと考えられ、構造的剛直性による拘
束はおそらくより少なかった。構造的可撓性の重要性はまたB29-B29ダイマーの研究でも
観察された。二鎖インスリンのダイマー（#51）は部分的アゴニストであり、一方、12ア
ミノ酸CペプチドによるB鎖及びA鎖の結合（#52）は部分的アゴニスト作用を喪失させた。
ペプチド#11*はまたB10及びA8位に追加された2つのHis変異を含み、前記は受容体選択性
を高めるために設計された。これら2つの変異は、部分的アゴニスト作用の決定に必要と
される蓋然性はより少ないと考えられる。
【０３０７】
　動物実験：in vivo活性
　B1-B1’ダイマー#50（完全アゴニスト）及びB29-B29’ダイマー#51（部分的アゴニスト
）：
　完全アゴニスト#50及び部分的アゴニスト#51を実験期間中ずっと絶食させた正常マウス
で試験した。試験化合物は皮下注射により投与し、血中グルコースレベルを注射後24時間
にわたって測定した。
　インスリンを正常マウスに陽性コントロールとして投与した。インスリンは注射後2時
間以内に血中グルコースレベルの迅速な減少を誘発した。血中グルコースレベルは注射後
2時間で上昇し始め、4時間後に基準線に復帰した（図14A）。完全アゴニスト#50はin viv
oで効力の有意な強化を示した。#50の12nmol/kgの投薬は、自然のままのインスリンの60n
mol/kg投薬と同様な血糖効果を示した。60nmol/kg用量で#50を投与された8匹のマウスの
グループで2匹のマウスのみが生存し、300nmol/kg投与では当該グループのマウスはいず
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リンよりも～2倍強力であったが、in vivoではインスリンよりも約5倍強力であった。in 
vivoアッセイにおけるこの顕著な増加はアビジチーの結果の可能性がある（in vitro細胞
系アッセイではそれを捕捉できなかった）。
　部分的アゴニスト#51はin vivoで効力の低下を示した。#51の60nmol/kgの投薬によって
誘発される血糖効果はインスリンの20nmol/kg投薬によって誘発される血糖効果と同様で
あった。#51の300nmol/kg投薬によって誘発される血中グルコースプロフィールはインス
リンの60nmol/kg投薬によって誘発されるものと同様であった。最高の投薬の300nmol/kg
でも、#51は低血糖を誘発しなかった（図14C）。この効力の低下は、in vitroで観察され
たように、おそらく受容体における部分的活性化によって引き起こされる。
【０３０８】
　PEG連結ダイマー及びPEG化モノマー：
　PEG化モノマー及びPEG連結ダイマーはともに血中グルコースの減少を誘発でき、前記作
用は非PEG化ペプチドと比較して長く続いた。PEG化モノマーの血糖効果は24時間にわたっ
て延長されたが、PEG連結ダイマーの投与後に血中グルコースレベルは6時間後に上昇を開
始した。このことは、PEG連結ダイマーは、PEG化モノマーよりも循環からより迅速に除去
される可能性があることを示した。
　PEG連結ダイマーはインスリン受容体で完全なアゴニストであった。GlyB2-PEG20K-GlyB
2ダイマー#57は、GlyB2-PEG20Kモノマー#39よりもin vitroで約5倍強力であった。しかし
ながら、ダイマー#57のin vivo血糖効果はモノマー#39の血糖効果よりも延長が短く、ダ
イマー#57の両投薬のAUCはモノマー#39のAUCよりも低かった。当該ダイマーによってもた
らされる受容体における効力の増加は受容体媒介除去を加速する可能性があり、前記は薬
理動態プロフィールの短縮をもたらすであろう（図15A及び15B参照）。
【実施例２２】
【０３０９】
　インスリンヘテロダイマーの調製
　本実験では、我々は、B29及びA1をつなぐペプチド結合を介して1つの活性な単鎖インス
リン及び1つの不活性なモノマーミニプロインスリンを含む共有結合連結インスリンヘテ
ロダイマーを調製した。不活性なモノマーユニットは酵素により活性な状態に変換でき、
前記は各モノマーユニットの個々の機能の解明を可能にした。さらにまた、我々は、IR-A
優先IGF-2結合を介してIR-A活性に選択的に拮抗するように、2つのインスリン-IGF-2ヘテ
ロダイマーを設計した。インスリン-インスリンヘテロダイマー及びインスリン-IGF-2ヘ
テロダイマーに関するこの構造情報は表18に要約され、これらのヘテロダイマーの構築に
用いられたモノマーペプチドは表19に列挙されている。
【０３１０】
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表19：インスリン及びIGF-2モノマーの配列
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【０３１２】
　インスリンヘテロダイマーは2つの異なるインスリンモノマーを架橋することによって
合成された。位置特異的架橋は、チオール活性化インスリンペプチドとチオール改変イン
スリン誘導体との間でジスルフィド結合を形成することによって達成された。
　ダイマー#59は2つの異なるインスリンアナローグ#2(sc)及び#3を含んでいた。前記ダイ
マーは、#2(sc)のB1位と#3のC8位との間で架橋された。#2及び#3はともに、インスリン受
容体活性を回復しさらにIGF-1受容体活性を低下させる精選変異を有するIGF-1系配列から
誘導された。ペプチド#2(sc)は、直鎖α-アミド結合によってつながれたLysB29及びGlyA1

を有するB鎖及びA鎖を含んでいた。単鎖#2(sc)は、LysC酵素による処理で二鎖アナローグ
#2(tc)に変換できた。ペプチド#2(tc)は、インスリン受容体との結合及び受容体活性化刺
激において完全な効力を示した。アナローグ#2は、非天然アミノ酸ThzをB鎖のN-末端に含
み、前記は水溶液中においてpH4.0でメトキシルアミンによる処理でシステインに変換で
きた。N-末端システインを他のペプチドの活性化チオール基と反応させてジスルフィドを
形成した（前記は2つのインスリンモノマーを架橋してダイマーを形成する）。
　#2の全合成は図23Aに示されている。2つのペプチドセグメントを段階的固相ペプチド合
成によって個々に調製した。第一のセグメントはB鎖のN-末端18アミノ酸とともにネイテ
ィブケミカルリゲーションのために意図されるチオエステル活性化を含んでいた。4つの
アルギニンを前記チオエステルのC末端に付加し、このセグメントの可溶性を強化した。
第二のセグメントは残りのB鎖及び完全長のA鎖を含んでいた。この2つのペプチドセグメ
ントを逆相クロマトグラフィーで精製してから、一緒に連結して完全長の単鎖インスリン
を生成した。第二のセグメントのN-末端システインを第一のセグメントのC-末端チオエス
テルとチオール-チオエステル交換により反応させて、チオエステル連結中間体を生成し
た。再編成は5員環内で生じ、2つのペプチドセグメント間で本来のペプチド結合を形成し
た。連結反応の完了は分析用HPLC及び質量分析によって確認された。完了したら、脱塩及
び緩衝液交換のために前記連結反応物をサイズ排除クロマトグラフィーにロードした。ペ
プチドを小分子試薬から分離し、折畳み緩衝液（20mMグリシン、0.5M GnHCl（pH0.5））
と交換した。所望のペプチド生成物を含む分画をプールし、ペプチド濃度を0.5mg/mLに調
整した。前記折畳み反応物にシステインを8mMの濃度で添加してジスルフィドシャッフリ
ング及びペプチド再折畳みプロセスを促進した。窒素をペプチド溶液に送り込み空気媒介
酸化を減少させた（前記によって過誤折り畳み異性体の生成が減少する）。折畳み反応は
攪拌せずに室温でまた別には4℃で維持した。ペプチドの折り畳みプロセスを完了させる
ために、一般的には室温で24時間、4℃で48時間を要した。正確な構造に折り畳まれた後
は疎水性が減少するので、折り畳みの進行は分析用HPLCで観察できた。ペプチドの折り畳
みはまた質量分析によっても確認でき、3つのジスルフィド結合の形成により6ダルトンの
分子量の減少が提示された。正確に折り畳まれたペプチドは、逆相クロマトグラフィーに
よって過誤折り畳み異性体及び他の試薬から分離された。続いて精製インスリンアナロー
グ#2をメトキシルアミン（pH4.0）で処理し、N末端Thzをシステインに変換した。チオー
ル活性化試薬2,2’-ジチオビス(5-ニトロピリジン)（DTNP）もまた当該ペプチド溶液に添
加して、N-末端システインのチオール基をin situで活性化した。チオール活性化インス
リンアナローグ#2を逆相クロマトグラフィーで精製し、ヘテロダイマーの構築に用いた。
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【０３１３】
　チオール改変インスリンアナローグ#3の調製は図23Bに示されている。アナローグ#3は
単鎖インスリンアナローグで、B鎖とA鎖との間のCドメインとして非ペプチジルリンカー
を有していた。以前の実験では、12ユニットPEGによるTyrB25からGlyA1の連結は、インス
リン受容体で完全な効力を有する単鎖インスリンアナローグの生成を確認した（PCT/US20
11/040699（前記文献の開示は本明細書に組み入れられる））。我々は、PEGリンカーの中
央にリジンを付け加えて、改変のための部位として供した。この変化は受容体の活性に影
響を与えなかった。ペプチド#3をB鎖のN-末端でアシル化してα-アミンを封鎖した（前記
はリジン側鎖ε-アミンにおける位置特異的改変を可能にした）。ペプチド#3もまた、固
相ペプチド合成及びネイティブケミカルリゲーションを組み合わせて多様な態様で合成し
た。第一のセグメントはB鎖のN-末端17アミノ酸及びC末端のチオエステルテールを含んで
いた。このペプチドセグメントは、C末端チオエステルが塩基に対し不安定であるのでt-B
oc化学反応によって合成した。ペプチドを樹脂から切断する前にN-末端アミンをアセチル
化した。第二のセグメントはB鎖の残りの7アミノ酸、8ユニットミニPEG、リジンとその後
に続く4ユニットミニPEG及び完全長A鎖を含んでいた。第二のペプチドセグメントはt-Boc
化学反応及びFmoc化学反応の双方で調製でき、この実験ではFmoc手法によって合成した。
完全長アナローグ#3を上記に記載した方法と同じ方法で結合し折り畳んだ。リジンの側鎖
アミンにチオール基を導入するために、我々は、s-トリチル-メルカプトプロピオン酸をD
IC及びDIEAの存在下でヒドロキシルスクシンイミドと反応させることによって、アミン反
応性スクシンイミジルエステル（NHSエステル）を調製した。NHSエステルをN末端アミノ
基と反応させてアミド結合を生成した（前記はs-トリチル-メルカプトプロピオン酸とペ
プチドのN末端を結合させる）。続いてトリチル保護基を無水TFAによる処理で除去した。
したがって、追加されるチオール基は、予め形成された3つのジスルフィド結合を妨害す
ることなく生合成インスリンペプチドのN-末端に導入された。
　チオール活性化インスリンアナローグ#2及びチオール改変アナローグ#3を1：1の比でDM
SOに溶解した。2つのチオール基との間のジスルフィド結合の形成は2つのインスリン分子
間でB1-C8結合を生じて#59（CysB1-LysC8#2(sc)-#3インスリンヘテロダイマー）を生成し
た（図24A）。ダイマー#59はLysCプロテアーゼによって#60に変換できた。LysCは選択的
にLysB29のC末端で切断され、二鎖構造を生成した（図24B）。
　アナローグ#61は、1つの単鎖インスリンモノマー及び1つのIGF-2モノマーを含むヘテロ
ダイマーであった。インスリンアナローグ#27のN-末端アミンはジスルフィド結合を介し
てIGF-2アナローグ#31のLysC8側鎖アミンと架橋された。ペプチド#27は、インスリンデス
V B鎖、12アミノ酸IGF-1 C鎖及びインスリンA鎖を含む単鎖インスリンアナローグであっ
た。ペプチド#31はArgC8Lys及びLysD4Argの2つの変異を有するIGF-2アナローグで、前記
はC8位への位置特異的結合を可能にした。#27及び#31をともに大腸菌細胞での生合成で調
製した。精製インスリンアナローグ#27を、s-トリチル-メルカプトプロピオン酸の活性化
NHSエステルと反応させてN-末端アミンを改変した。トリチル保護基はTFAで切断して遊離
チオール基を生じ、このチオール基を続いてDTNP（2,2’-ジチオビス(5-ニトロピリジン)
）を用いて活性化した（図25A）。チオール活性化インスリン#27は、IGF-2アナローグ#31
と架橋させる前に精製した。意図的に、#31は配列のC8位にただ1つのリジンアミノ酸を含
んでいた。アナローグ#31のN-末端アミンは、シアン酸カリウムとの反応によるpH7.0での
カルバミル化によって選択的に封鎖され、この活性化NHSエステルとのカップリングのた
めのただ1つの反応部位としてLysC8が残された。続いて、上記に記載した同じ手法を用い
てメルカプトプロピオニル基でLysC8を改変した（図25B）。続いてDMSO中でチオール改変
#31を#27と1：1の比で混合して、ダイマー#61（#27-#31ヘテロダイマー）を生成した（図
25C）。ジスルフィド形成反応で遊離された5-ニトロピリジン-2-チオールはDMSO中で黄色
を示した（前記は反応の進行を示した）。
【０３１４】
　ダイマー#62は#61と比較して逆向き結合を含んでいた。IGF-2のN-末端は単鎖アナロー
グ#27*のLysC8と架橋された。ペプチド#27*は、架橋反応のために設計されたC8位のリジ



(106) JP 6387008 B2 2018.9.5

10

20

30

40

50

ン変異を除いて#27と同じ配列を共有した。ペプチド#27*はN末端で選択的にカルバミル化
され、続いてLysC8は上記に記載したようにメルカプト-プロピオニルで改変された（図26
A）。他方のモノマーユニットは自然のままのIGF-2ペプチドから調製された。自然のまま
のIGF-2はDドメインにリジン残基を含んでいた。このリジンンのε-アミンをpH10.5でア
セトイミド化して選択的に封鎖した。アセトイミド化反応はN末端α-アミンでは生じない
が、それはこれら2つのアミン基のpKaが相違するためであった。続いてN末端α-アミンを
メルカプトプロピオニル基で改変した（図26B）。チオール改変#27*又はチオール改変IGF
-2のどちらかをDTNPで活性化し、続いて他方のペプチドの遊離チオール基と反応させるこ
とができた。この実験では、我々は、チオール改変#27*の活性化を選択した。なぜならば
、#27*はIGF-2よりも疎水性であり、活性化Cys(Npys)-27*はさらに疎水性が高かったから
である。このことは、逆相HPLCでの維持時間で測定される2つのモノマーの溶出ピークの
明瞭な分離を可能にした。C8-チオール活性化#27*をDMSO中でB1-チオール改変IGF-2と1：
1の比で混合し、ダイマー#62を生成した（図26C）。ダイマー形成は2つのモノマーピーク
の間に出現する新規な溶出ピークによって示された。
【０３１５】
　ヘテロダイマーのin vitro受容体活性
　#59の一方のモノマーを直鎖α-アミド結合でB29からA1に繋ぐことによって不活化した
。以前の実験によって、インスリンのLysB29とA鎖のN末端との間のペプチド結合は当該分
子を完全に不活化するが、B29-A1インスリンの結晶構造は自然のままのインスリンと本質
的には同じであることが示された。一方のモノマーを不活化することによって、他方の活
性なモノマーの機能を#59で解明しようとした。ダイマー#59は、タイプAインスリン受容
体でほとんどアゴニスト作用を示さなかった。#59によって誘発される最大受容体応答は
、基準線レベルから顕著には相違しなかった。インスリン受容体を過剰発現するHEK293細
胞を6nMのインスリン及び指定濃度の#59で処理した。6nMのインスリン濃度は、インスリ
ン受容体で最大応答の95％の誘発に有効であることが立証された。受容体応答は、6nMの
インスリンの存在下で#59の濃度を増加させることによって低下し、ダイマー#59は、イン
スリン受容体のアンタゴニストとして作用して受容体応答を阻害できることが示された（
図20A）。ポリエチレングリコール（PEG）のアナローグ#3のLysC8への結合はこの最大応
答のレベルを変化させなかった（なぜならば、アナローグ#38は効力が低下した（EC50が
より高い）完全なアゴニストであるからである）。インスリン配列の精選残基に結合させ
た部分（例えばPEG又は脂肪酸）が最大受容体活性化に影響を及ぼすことはこれまで報告
されたことはない。不活性なインスリン分子を活性なインスリンペプチドに結合させるこ
との生物学的な結果は、不活性なポリマー（例えばPEG）をインスリンに結合させること
による結果とは甚だしく相違した。アナローグ#2(sc)はインスリン受容体でPEGとほぼ同
じ程度に不活性であったが、ダイマー構造で存在するとき前記は顕著な阻害効果を提示し
た。
　不活性なモノマーユニット#2(sc)を、LysCプロテアーゼで処理して活性な二鎖構造#2(t
c)に変換した（ダイマー#60が生成された）。B1-C8結合によって架橋された、#60の両ユ
ニットは活性なものであった。酵素処理は部分的アゴニスト作用を回復させ、最大受容体
応答は50％まで増加した。ダイマー#60もまたインスリン作用に対してアンタゴニスト効
果を示した。6nMインスリンと一緒にインキュベートしたとき、#60の濃度の増加は受容体
応答を100％近くから0％（基準線レベル）に低下させることができた（図20B）。#60は、
#59よりも高い最大応答をインスリン受容体で誘発したが、インスリンの作用と拮抗する
能力は#59とほぼ同じであった。拮抗試験で測定したとき、#60の50％最大阻害濃度（IC50
）は1.89±0.29nMであったが、#59のIC50は2.08±0.54nMであった。タイプBインスリン受
容体では、#59によって誘発される最大応答は、自然のままのインスリンによって誘発さ
れるもののわずか10％であった。酵素処理によって生成されたダイマー#60はなお部分的
アゴニストであったが、#60によって誘発される最大応答は50％に増加した（図20C）。ダ
イマー#59はIGF-1受容体で部分的アゴニスト作用を示した。#59によって誘発される最大
応答レベルは、自然のままのIGF-1によって誘発される最大応答の50％であった。ダイマ
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ー#60は完全なアゴニストでありIGF-1受容体で顕著に効力が増加した（図20D）。#60のダ
イマー構造はIGF-1受容体との相乗的結合を可能にしたのかもしれない（前記は2つの弱い
一価IGF-1受容体アゴニストを強力な二価ダイマーに変換した）。
　#60の受容体応答曲線は本質的には#53のものと同じであった（#53はC8-C8結合を有する
インスリンアナローグ#3のホモダイマーである）。このことは、1つのインスリンアナロ
ーグの別の単鎖インスリンのC8位への架橋は、B1-C8結合であろうと又はC8-C8結合であろ
うと部分的アゴニスト作用のための1つの要件であることを示唆した。C8位に結合される
モノマーインスリンユニットの受容体活性は、ダイマー化誘導体によって誘発されるイン
スリン受容体における最大応答のレベルに影響を及ぼした。このユニットが不活性である
とき、受容体活性はほぼ完全に阻害された。このユニットの受容体活性の回復はまた最大
受容体応答のレベルを増加させた。
【実施例２３】
【０３１６】
　受容体アイソフォーム選択性が強化されたインスリンダイマー
　1つの不活性なモノマーユニットを含むヘテロダイマーについて観察された阻害効果は
、受容体アイソフォーム選択性が強化されたヘテロダイマーを設計するという概念を提供
した。インスリン受容体は2つのアイソフォームとして存在する（タイプAインスリン受容
体（IR-A）及びタイプBインスリン受容体（IR-B））。IR-Bはもっぱらインスリン応答組
織で発現され、代謝作用と不可分であると一般的に考えられている。IR-Bに対する優先性
はインスリン薬剤設計で重要な意味を有する。なぜならば前記優先性は薬理学的利益の改
善を提供し得るからである。インスリンは両アイソフォームに等しく結合しこれを活性化
する。構造的に類似するペプチドIGF-2は、インスリンの親和性に近い親和性でIR-Aと結
合できるが、IR-Bに対しては10倍低い結合親和性を有する。2つのインスリン分子のダイ
マー構造としての連結はインスリン受容体でアンタゴニスト作用を生じるので、IR-A優先
IGF-2ペプチドとインスリンとの結合はまた、IR-BよりもIR-Aでより強いアンタゴニスト
作用を提供するかもしれない。受容体活性化を刺激する固有の効力（前記はEC50で測定さ
れる）を改変する代わりに、受容体選択性を有するヘテロダイマーを設計して最大受容体
応答のレベルを調整した。
　化学合成によるインスリンヘテロダイマーの調製
　インスリンアナローグ#2(sc) B1[Thz1H5Y16L17K29]29-A1[N18,21]を、固相ペプチド合
成及びネイティブケミカルリゲーションによって合成した。ネイティブケミカルリゲーシ
ョンの完了後、連結ペプチド#2(sc)をサイズ排除クロマトグラフィーにより折畳み緩衝液
（0.5M GnHCl、20mMグリシン（pH10.5））に置き換えた。ペプチド濃度を0.5mg/mLに調整
し、8mMシステインをペプチド溶液に添加した。折り畳み反応物を攪拌せずに24時間室温
に静置した。折り畳み反応の完了は分析用逆相HPLC及び質量分析によってモニターできた
。折り畳み完了後、pHを4.0に調整し、2mMのメトキシルアミンをペプチド溶液に添加した
。チオール活性化試薬2,2’-ジチオビス(5-ニトロピリジン)（DTNP）もまたインスリンペ
プチド1当量につき2当量で添加した。一般的にThzからCysへの変換は完了に4時間を要し
、CysB1はin situでDTNPにより活性化された。CysB1(Npys)-ペプチド#2(sc)は逆相HPLCで
精製した。
　単鎖インスリンアナローグ#3を活性化NHSエステルと反応させてチオール改変ペプチド
を生成した。Trt-SCH2CH2CO-NHSエステルを調製するために、s-トリチル-メルカプトプロ
ピオン酸（Trt-SCH2CH2COOH）（National Biochemical Corp., Ohio）、N-ヒドロキシス
クシンイミド（NHS）（Sigma）及びジイソプロピルカルボジイミド（DIC）のそれぞれ1mm
olを2mLのDMFに室温で30分間攪拌しながら混合した。インスリンペプチドを5％TFA含有無
水DMFに10mMの濃度で溶解した。活性化Trt-SCH2CH2CO-NHSエステルの2当量を前記溶液に
添加した。反応物を室温で2時間攪拌してから2％のエタノールアミンで終了させた。4％
のチオアニソール（Sigma）及び8％のトリイソプロピルシラン（TIPS）（Sigma）を含む
無水TFAの5倍体積を続いて添加し、トリチル保護基を除去した。脱保護反応物を室温で30
分間攪拌し、続いてエーテルで20倍に稀釈してペプチドを沈殿物として抽出した。前記希
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釈反応物を遠心分離し、沈殿ペプチドを1％酢酸/20％アセトニトリル水溶液に溶解して凍
結乾燥した。Cys活性化#2(sc)及びチオール改変＃3をDMSOに1：1の比で溶解して、#2のCy
sB1と#3のLysC8(SCH2CH2COOH)との間でジスルフィド結合を形成させた（前記によってB1-
C8連結ヘテロダイマー#59が生成された）。Npysはジスルフィド形成後に遊離されるので
、ダイマー形成は黄色の発色によって示された。反応の過程は分析用HPLCによってモニタ
ーし、ダイマーの形成は質量分析によって確認した。ダイマー#59を逆相HPLCによって精
製して凍結乾燥した。
　ダイマー#61は、ダイマー#59のモノマー#2ユニットをLysCプロテアーゼによって二鎖構
造に切断することによって生成した。ダイマー#59をPBSに0.5mg/mLの濃度で溶解した。1m
gペプチドにつき0.5ユニットのLysCをペプチド溶液に添加した。切断反応物を37℃の水浴
中で12時間インキュベートした。切断は、質量分析で分子量の18ダルトン増加により確認
した。
【０３１７】
　半合成によるインスリンヘテロダイマーの調製
　インスリン及びIGF-2アナローグを大腸菌細胞から生物学的合成によって調製した。イ
ンスリンアナローグ#27*及びIGF-2アナローグ#31をN末端アミンでカルバミル化した。ペ
プチドを0.5mg/mLの濃度で、50mMシアン酸カリウム（Sigma）含有PBS緩衝液（pH7.0）に
溶解した。前記反応物を一晩室温で攪拌し、カルバミル化反応の完了をMALDIで確認した
。カルバミル化ペプチドを逆相カラムで脱塩し、ペプチドを含む分画をプールし凍結乾燥
した。IGF-2のLysD4のε-アミンを封鎖するためにIGF-2ペプチドを50mMのNaHCO3水溶液（
pH10.5）に溶解した。メチルアセトイミデート（Sigma）を50倍モル過剰でペプチド溶液
に添加した。アセトイミド化反応物を室温で30分間攪拌した。1NのHClでpHを3.0に低下さ
せて反応を終了した。
　アナローグ#27*若しくはIGF-2ペプチドのN末端α-アミン又はカルバミル化#27*若しく
は#31のリジン側鎖ε-アミンにHS-CH2CH2COを結合させた。インスリンアナローグ#27又は
#27*に導入したチオール基をDTNPで活性化した。改変ペプチドを逆相HPLCで精製し、凍結
乾燥した。#27及び#31を1：1の比でDMSOに溶解し、ダイマー#61を生成した。#27*及びIGF
-2を1：1の比でDMSOに溶解し、ダイマー#62を生成した。
【０３１８】
　結果
　B1-C8結合を有する2つのインスリン-IGF-2ヘテロダイマーを設計して、2つのインスリ
ン受容体アイソフォームにおけるそれらの活性を精査した。ダイマー#61は1つの単鎖イン
スリン#27及び1つのIGF-2アナローグ#31を含んでいた。#27のN末端はジスルフィド結合に
よって#31のLysC8に架橋された。ペプチド#31は、LysD4Arg及びArgC8Lysの2つの変異を有
するIGF-2配列から誘導された。この設計はLysC8位との架橋反応をもたらした。これら2
つの位置は受容体活性のために必須ではなく、これら2つの位置の変異は、IR-A及びIR-B
の双方でわずかに2倍効力を低下させた。ダイマー#62はまた1つの単鎖インスリンアナロ
ーグ#27*を含み、そのLysC8は自然のままのIGF-2のN-末端アミンにジスルフィド結合を介
して架橋されていた。インスリン及びIGF-2モノマーの向きは、2つのモノマーユニットの
向きの影響を調べるために#62で逆になっていた。
　ダイマー#61は両受容体で部分的アゴニストであったが、最大応答はIR-Bで高かった。I
R-Aでは、#61によって誘発される最大応答は、自然のままのインスリンによって誘発され
る最大応答の～50％であったが、IR-Bでは最大応答は～80％であった（図22A及び22B）。
逆向きのインスリン及びIGF-1ユニットを含むダイマー#62もまたIR-Bでより高い最大応答
を示した。ダイマー#62は、最大応答がIR-Bでインスリンのそれとほぼ同じであったのでI
R-Bではほぼ完全なアゴニストであった。対照的に、#62はIR-Aではなお部分的アゴニスト
であった。前記はインスリンがタイプA受容体で誘発する最大応答の約80％を誘発した。
　＃61及び＃62はともに、より高い最大応答で示されるようにタイプBインスリン受容体
に対して優先性を示した。ダイマー#61は、受容体活性化において#62よりも強い阻害性作
用を示した。なぜならば、両受容体アイソフォームで#61によって誘発される最大応答は
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、#62によって誘発されるものよりも低いからである。インスリン及びIGF-2モノマーユニ
ットの向きは受容体選択性を変化させなかったが、受容体活性化の阻害にはなお影響を示
した。#61及び#62の応答曲線はベル形であった（前記ベル形はインスリンホモダイマー#5
3及びインスリンヘテロダイマー#60についても観察された）。最大レベルに達した後、受
容体応答は#61又は#62の濃度を増加させることによって低下した。しかしながら、#61又
は#62では受容体応答は～50％までしか低下しなかったが、一方、#53及び#60は高濃度で
受容体活性化を完全に阻害することができた。#61及び#62はIGF-1受容体でともに部分的
アゴニストであり、さらに#61は、最大受容体活性化で#62よりも強い阻害性作用を示した
（図22E）。
　本発明の好ましい態様は、下記の通りである。
〔１〕インスリンアナローグダイマーであって、以下のi）、ii)、iii)又はiv）の第一の
インスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチド、
i）第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドであって、
　前記第一のインスリン及び第二のインスリンポリペプチドはともに単鎖インスリンアナ
ローグであり、各々はA鎖、B鎖及び連結部分の第一並びに第二のセットを含み、A鎖、B鎖
及び連結部分の各セットについて前記連結部分の第一の末端はB鎖のカルボキシ末端と共
有結合しており、前記連結部分の第二の末端はA鎖のアミノ末端と共有結合しており、さ
らに第一及び第二のインスリンポリペプチドはPEGを介して互いに連結されているか、又
は第一及び第二のインスリンポリペプチドそれぞれの連結部分のリジンの側鎖に共有結合
するジスルフィド保有ダイマー化リンカーを介して互いに連結されており、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番
号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号
：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）から独立して選択される配列を含み、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのB鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配
列番号：23）、GPETLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：77）、GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY
（配列番号：89）、GPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）、AYRPSETLCGGELVDTLQFV
CGDRGFY（配列番号：90）及びAYRPSETLCGGELVDTLYLVCGDRGFY（配列番号：92）から独立し
て選択される配列を含み、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドの連結部分は、GYGSSSRX68APQT（配列番号
：9）、X51X52GSSSX57X58APQT（配列番号：16）及びPEG8-X68-PEG4から独立して選択され
る配列を含み、
　X51はグリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン及びプロリンから成る群
から選択され、
　X52はアラニン、チロシン、バリン、ロイシン、イソロイシン又はプロリンであり、
　X57及びX58の一方はアルギニンであり、他方は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり
、

　且つ、
　X68は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸である、

ii）第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドであって、
　前記第一のインスリンポリペプチドは第一のA鎖及び第一のB鎖を含む二鎖インスリンア
ナローグであり、前記第一のA鎖及び第一のB鎖は鎖間ジスルフィド結合を介して互いに連
結されており、
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　前記第二のインスリンポリペプチドは第二のA鎖、第二のB鎖及び連結部分を含む単鎖イ
ンスリンアナローグであり、前記連結部分の第一の末端は第二のB鎖のカルボキシ末端と
共有結合しており、前記連結部分の第二の末端は第二のA鎖のアミノ末端と共有結合して
おり、
　第一及び第二のインスリンポリペプチドはジスルフィド保有ダイマー化リンカーを介し
て互いに連結されており、該ダイマー化リンカーの第一の末端は前記第一のインスリンポ
リペプチドのB鎖のN-末端アミノ酸の側鎖と共有結合しており、該ダイマー化リンカーの
第二の末端は第二のインスリンポリペプチドの連結部分のリジンの側鎖と共有結合してお
り、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番
号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号
：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）から独立して選択される配列を含み、
　前記第一のインスリンポリペプチドのB鎖は、CFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列
番号：94）、CGPETLCGAELVDALYLVCGDRGFYFNKPT（配列番号：95）、CGPETLCGAELVDALQFVCG
DRGFYFNKPT（配列番号：96）、CGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFYNKPT（配列番号：97）、CAYRP
SETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY（配列番号：91）及びCAYRPSETLCGGELVDTLYLVCGDRGFY（配列番
号：93）から独立して選択される配列を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドのB鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：
23）、GPETLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：77）、GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFY（配列番
号：89）、GPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）、AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY
（配列番号：90）及びAYRPSETLCGGELVDTLYLVCGDRGFY（配列番号：92）から独立して選択
される配列を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドの連結部分は、GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）、X

51X52GSSSX57X58APQT（配列番号：16）及びPEG8-X68-PEG4から独立して選択される配列を
含み、
　X51はグリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン及びプロリンから成る群
から選択され、
　X52はアラニン、チロシン、バリン、ロイシン、イソロイシン又はプロリンであり、
　X57及びX58の一方はアルギニンであり、他方は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり
、

　X68は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸である、

iii）第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドあって、
　前記第一のインスリン及び第二のインスリンポリペプチドはともに、それぞれA鎖及びB
鎖の第一並びに第二のセットを含む二鎖インスリンアナローグであり、各セットのA鎖及
びB鎖は鎖間ジスルフィド結合を介して互いに連結されており、さらに該第一及び第二の
インスリンポリペプチドは、2つのB鎖それぞれのカルボキシ末端アミノ酸の側鎖を継ぎ合
わせるダイマー化リンカーを介して互いに連結されており、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖は、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番
号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号
：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）から成る群から独立して選択される配
列を含み、
　前記第一及び第二のインスリンのB鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPX68T（配列番
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号：2）及びGPETLCGAELVDALYLVCGDRGFYFNX68PT（配列番号：99）から成る群から独立して
選択される配列を含み、
　X68は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸である、

iv）第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドであって、
　前記第一のインスリン及び第二のインスリンポリペプチドはともに、各々がA鎖、B鎖及
び連結部分の第一並びに第二のセットを含む単鎖インスリンアナローグであり、A鎖、B鎖
及び連結部分の各セットについて前記連結部分の第一の末端はB鎖のカルボキシ末端と共
有結合しており、前記連結部分の第二の末端はA鎖のアミノ末端と共有結合しており、さ
らに第一及び第二のインスリンポリペプチドはPEG又はジスルフィド保有ダイマー化リン
カーを介して互いに連結されており、ここで該ダイマー化リンカーの第一の末端は第一又
は第二のインスリンポリペプチドの一方の連結部分のリジンの側鎖と共有結合しており、
該ダイマー化リンカーの第二の末端は他方の第一又は第二のインスリンポリペプチドのB
鎖のN-末端アミンと共有結合しており、
　前記第一のインスリンポリペプチドのA鎖は、配列TPAKSEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列
番号：103）を含み、
　前記第一のインスリンポリペプチドのB鎖は、配列AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY（配列
番号：90）又はAYRPSETLCGGELVDTLYLVCGDRGFY（配列番号：92）を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドのA鎖は、配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：
1）を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドのB鎖は、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：
23）及びGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）から独立して選択される配列を含み
、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドの連結部分はGYGSSSRX68APQT（配列番号：
9）、SRVSRX68SR（配列番号：87）及びPEG8-X68-PEG4から独立して選択される配列を含み
、
　X68はアルギニン又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸である、

を含む、インスリンアナローグダイマー。
〔２〕前記ダイマーが第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチド
を含み、
　前記第一のインスリン及び第二のインスリンポリペプチドがともに単鎖インスリンアナ
ローグであり、
　前記第一及び第二のインスリンのA鎖がGIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）及びGIV
DECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）から独立して選択される配列を含み、
　前記第一及び第二のインスリンのB鎖がFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23）及
びGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）から独立して選択される配列を含み、
　前記ダイマー化リンカーがGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）及びPEG8-X68-PEG4から独立
して選択される配列を含み、
　X68が下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸である、
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前記〔1〕に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔３〕前記ダイマーが第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチド
を含み、
　前記第一のインスリンポリペプチドが第一のA鎖及び第一のB鎖を含む二鎖インスリンア
ナローグであり、前記第一のA鎖及び第一のB鎖が鎖間ジスルフィド結合を介して互いに連
結されており、
　前記第二のインスリンポリペプチドが第二のA鎖、第二のB鎖及び連結部分を含む単鎖イ
ンスリンアナローグであり、前記連結部分の第一の末端が第二のB鎖のカルボキシ末端と
共有結合しており、前記連結部分の第二の末端が第二のA鎖のアミノ末端と共有結合して
おり、
　第一及び第二のインスリンポリペプチドが、第一のインスリンポリペプチドのB鎖のN-
末端システイン側鎖と第二のインスリンポリペプチドの連結部分の改変リジンの側鎖との
間でジスルフィド結合を介して互いに連結されており、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖が、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番
号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号
：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）から独立して選択される配列を含み、
　前記第一のインスリンポリペプチドのB鎖がCFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番
号：94）及びCGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFYNKPT（配列番号：97）から独立して選択される
配列を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドのB鎖がFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23
）及びGPEHLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：14）から独立して選択される配列を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドの連結部分が配列GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）
を含み、X68が下記の側鎖を含むアミノ酸である、

前記〔1〕に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔４〕前記ダイマーが第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチド
を含み、
　前記第一のインスリン及び第二のインスリンポリペプチドがともに単鎖インスリンアナ
ローグであり、
　前記第一のインスリンポリペプチドのA鎖が配列TPAKSEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番
号：103）を含み、
　前記第一のインスリンポリペプチドのB鎖が配列AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFY（配列番
号：90）を含み、前記第一のインスリンポリペプチドのための連結部分が配列SRVSRX68SR
（配列番号：98）を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドのA鎖が配列GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1
）を含み、
　前記第二のインスリンポリペプチドのB鎖が配列FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号
：23）を含み、前記第二のインスリンポリペプチドのための連結部分が配列GYGSSSRX68AP
QT（配列番号：9）を含み、
　X68がアルギニン又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸である、

前記〔1〕に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔５〕糖尿病治療に付随する低血糖のリスクを軽減する方法であって、前記方法が、前記
〔1〕～〔4〕のいずれか1項に記載のインスリンアナローグダイマーを含む医薬組成物の
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有効量を投与する工程を含む、前記方法。
〔６〕部分的アゴニストインスリンダイマーを含む医薬組成物の有効量を投与する工程を
含む、糖尿病治療に付随する低血糖のリスクを軽減する方法であって、
　前記部分的アゴニストインスリンダイマーが、ダイマー化リンカーを介して互いに連結
されている第一及び第二のインスリンポリペプチドを含み、前記第一及び第二のインスリ
ンポリペプチドは各々独立して、下記i)及びii)から成る群から選択されるインスリンポ
リペプチドを含み、
i）鎖間ジスルフィド結合を介して連結されているA鎖及びB鎖を含む二鎖ヘテロ二重体、i
i）A鎖、B鎖及び連結部分を含む単鎖インスリンポリペプチドであって、前記連結部分の
第一の末端がB鎖のカルボキシ末端と共有結合しており、前記連結部分の第二の末端がA鎖
のアミノ末端と共有結合している前記ポリペプチド、
　前記A鎖はGIVX4X5CCX8X9X10CX12LX14X15LEX18X19CX21-R13（配列番号：70）の配列を含
み、
　前記B鎖はX25LCGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号：44）の配列を含み、
　X4はグルタミン酸又はアスパラギン酸であり、
　X5はグルタミン酸又はグルタミンであり、
　X8はスレオニン、ヒスチジン又はフェニルアラニンであり、
　X9はセリン、アルギニン、オルニチン又はアラニンあり、
　X10はセリン又はイソロイシンであり、
　X12はセリン又はアスパラギン酸であり、
　X14はアルギニン、チロシン、オルニチン又はアラニンであり、
　X15はグルタミン、アルギニン、アラニン、オルニチン又はロイシンであり、
　X18はメチオニン、アスパラギン又はスレオニンであり、
　X19はチロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
　X21はアラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
　X25はヒスチジン又はスレオニンであり、
　X29アラニン、グリシン又はセリンであり、
　X30はヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸又はシステイン
酸であり、
　X33はアスパラギン酸又はグルタミン酸であり、
　X34はアラニン又はスレオニンであり、
　X41はアスパラギン酸又はグルタミン酸であり、
　X42はアラニン、オルニチン又はアルギニンであり、
　X45はチロシン又はフェニルアラニンであり、及び、
　R13はCOOH又はCONH2であり、且つ、
　a）第一及び第二のインスリンポリペプチドは、第一及び第二のインスリンポリペプチ
ドそれぞれのB29位アミノ酸の側鎖を介して互いに連結されているか、
　b）前記第一及び第二のインスリンポリペプチドの少なくとも一方は単鎖インスリンポ
リペプチドであり、該第一及び第二のインスリンポリペプチドは、前記第一及び第二のイ
ンスリンポリペプチドの一方のB1位アミノ酸の側鎖と前記連結部分のアミノ酸の側鎖とを
介して互いに連結されているか、又は
　c）第一及び第二のインスリンポリペプチドがともに単鎖インスリンポリペプチドであ
り、該第一及び第二のインスリンポリペプチドは、第一及び第二のインスリンポリペプチ
ドそれぞれの連結部分のアミノ酸の側鎖を介して互いに連結されている、前記方法。
〔７〕該単鎖インスリンアナローグの連結部分が、GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）、SRV
SRX68SR（配列番号：98）、X51X52GSSSX57X58APQT（配列番号：16）、(SSSSX59APPPSLPSP
SRLPGPSDTPILPQX60)n（配列番号：18）、MGSSSSX59APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQEEEEEX60（
配列番号：19）及びW2-Z2-Y2から成る群から選択され、
　W2はPEG6、PEG7又はPEG8であり、
　Y2はPEG4、PEG5又はPEG6であり、且つ
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　Z2はリジン、システイン、又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり、

　nは1、2又は3から成る群から選択される整数であり、
　X51はグリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン及びプロリンから成る群
から選択され、
　X52はアラニン、チロシン、バリン、ロイシン、イソロイシン又はプロリンであり、
　X57及びX58は独立して、アルギニン、リジン、システイン、ホモシステイン、アセチル
フェニルアラニン又はオルニチンであり、
　X59及びX60は独立してアルギニン又はリジンであり、且つ
　X68は、アルギニン、システイン、又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり、

　mは1－4～選択される整数である、
前記〔6〕に記載の方法。
〔８〕該第一及び第二のインスリンポリペプチドの連結部分が独立して、SRVSRX68SR（配
列番号：98）、GYGSSSRKAPQT（配列番号：21）、GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）及びPEG
8-X68-PEG4から成る群から選択され、
　X68が下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり、

　mが4である、
前記〔6〕又は〔7〕に記載の方法。
〔９〕該第一のインスリンポリペプチドが第一の連結部分を含む単鎖インスリンポリペプ
チドであり、第一及び第二のインスリンポリペプチドが、第二のインスリンポリペプチド
のN-末端アミン又はB1位アミノ酸の側鎖と前記第一の連結部分のアミノ酸の側鎖とを介し
て互いに連結されている、前記〔6〕～〔8〕のいずれか1項に記載の方法。
〔１０〕該第二のインスリンポリペプチドが、鎖間ジスルフィド結合を介して連結されて
いるA鎖及びB鎖を含む二鎖ヘテロ二重体であり、該第一のインスリンポリペプチドが、A
鎖、B鎖及び連結部分を含む単鎖インスリンポリペプチドであり、該連結部分がPEG8-X68-
PEG4又はGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）であり、X68が下記構造IIの側鎖を含むアミノ酸
であり、

　且つ、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドが、第二のインスリンポリペプチドのN-末
端アミン又はB1位アミノ酸の側鎖と第一のインスリンポリペプチドの連結部分に存在する
構造IIの側鎖を含むアミノ酸とを介して互いに連結されている、前記〔6〕～〔8〕のいず
れか1項に記載の方法。
〔１１〕該第一及び第二のインスリンポリペプチドが、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番
号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLENYCN（配列番号：11）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号
：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）から成る群から独立して選択されるA鎖
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、並びにFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（配列番号：2）、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF
（配列番号：23）、GPETLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：77）、CGPEHLCGAELVDALYLVCG
DRGFYFNPK（配列番号：78）、GPETLCGAELVDALYLVCGDRGFYFNKPT（配列番号：79）及びAYRP
SETLCGGELVDTLYLVCGDRGFYFSRPA（配列番号：80）から成る群から独立して選択されるB鎖
を含む、前記〔6〕～〔10〕のいずれか1項に記載の方法。
〔１２〕該第一及び第二のインスリンポリペプチドが各々単鎖インスリンポリペプチドで
あり、
　該第一のインスリンポリペプチドが、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）のA鎖配
列、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23）のB鎖配列、並びにPEG8-X68-PEG4及びG
YGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る群から選択される配列を含む第一の連結部分を含
み、
　該第二のインスリンポリペプチドが、GIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：7）、TPAX75
SEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：88）又はGIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号：5）
のA鎖配列、AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPA（配列番号：87）又はGPETLCGAELVDALQFV
CGDRGFYFNKPT（配列番号：10）のB鎖配列、並びにPEG8-X68-PEG4及びGYGSSSRX68APQT（配
列番号：9）から成る群から選択される配列を含む第二の連結部分を含み、
　X68はアルギニン又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり、

　X75はリジン又はアルギニンであり、さらに、
　該第一及び第二のインスリンポリペプチドは、前記第一又は第二のインスリンポリペプ
チドの一方のN末端アミン又はB1位アミノ酸の側鎖と他方のインスリンポリペプチドの連
結部分のリジン側鎖とを介して互いに連結されている、前記〔6〕に記載の方法。
〔１３〕第一のインスリンポリペプチド及び第二のインスリンポリペプチドを含むインス
リンアナローグダイマーであって、
　前記第一のインスリンポリペプチドは単鎖インスリンポリペプチドであり、GIVX4X5CCX

8X9X10CX12LX14X15LEX18X19CX21-R13（配列番号：70）の第一のA鎖配列、X25LCGX29X30LV
X33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号：44）の第一のB鎖配列及び第一の連結部分を含み、
前記第一の連結ペプチドの第一の末端は第一のB鎖のカルボキシ末端と共有結合しており
、前記第一の連結部分の第二の末端は第一のA鎖のアミノ末端と共有結合しており、
　前記第二のインスリンポリペプチドは単鎖インスリン又は二鎖インスリンであって、GI
VX4X5CCX8X9X10CX12LX14X15LEX18X19CX21-R13（配列番号：70）の第二のA鎖配列及びX25L
CGX29X30LVX33X34LYLVCGX41X42GFX45（配列番号：44）の第二のB鎖配列を含むが、ただし
前記第二のインスリンポリペプチドが単鎖インスリンであるときは、前記第二のインスリ
ンポリペプチドはさらに第二の連結部分を含むことを条件とし、ここで前記第二の連結部
分の第一の末端は該B鎖のカルボキシ末端と共有結合しており、前記第二の連結部分の第
二の末端は該A鎖のアミノ末端と共有結合しており、
　前記第一及び第二のインスリンポリペプチドは、前記第一の連結部分の8位アミノ酸の
側鎖を、a）第二のインスリンポリペプチドのアミノ末端、又はb）第二の連結部分の8位
アミノ酸の側鎖と共有結合により連結する結合又は二官能性連結部分を介して互いに連結
されており、
　X4はグルタミン酸又はアスパラギン酸であり、
　X5はグルタミン酸又はグルタミンであり、
　X8はスレオニン、ヒスチジン又はフェニルアラニンであり、
　X9はセリン、アルギニン、オルニチン又はアラニンあり、
　X10はセリン又はイソロイシンであり、
　X12はセリン又はアスパラギン酸であり、
　X14はアルギニン、チロシン、オルニチン又はアラニンであり、
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　X15はグルタミン、アルギニン、アラニン、オルニチン又はロイシンであり、
　X18はメチオニン、アスパラギン又はスレオニンであり、
　X19はチロシン、4-メトキシ-フェニルアラニン又は4-アミノフェニルアラニンであり、
　X21はアラニン、グリシン又はアスパラギンであり、
　X25はヒスチジン又はスレオニンであり、
　X29アラニン、グリシン又はセリンであり、
　X30はヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、ホモシステイン酸又はシステイン
酸であり、
　X33はアスパラギン酸又はグルタミン酸であり、
　X34はアラニン又はスレオニンであり、
　X41はアスパラギン酸又はグルタミン酸であり、
　X42はアラニン、オルニチン又はアルギニンであり、
　X45はチロシン又はフェニルアラニンであり、且つ
　R13はCOOH又はCONH2であり、さらに、
　前記ダイマーが、自然のままのインスリンと比較して60％以下の最大用量応答を示す、
前記インスリンアナローグダイマー。
〔１４〕前記第一及び場合によって第二の連結部分が独立して、GYGSSSRX68APQT（配列番
号：9）、SRVSRX68SR（配列番号：98）、X51X52GSSSX57X58APQT（配列番号：16）、(SSSS
X59APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQX60)n（配列番号：18）、MGSSSSX59APPPSLPSPSRLPGPSDTPILP
QEEEEEX60（配列番号：19）及びW2-Z2-Y2から成る群から選択され、
　W2はPEG6、PEG7又はPEG8であり、
　Y2はPEG4、PEG5又はPEG6であり、且つ
　Z2はリジン、システイン、又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり

　nは1、2又は3から成る群から選択される整数であり、
　X51はグリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン及びプロリンから成る群
から選択され、
　X52はアラニン、チロシン、バリン、ロイシン、イソロイシン又はプロリンであり、
　X57及びX58は独立して、アルギニン、リジン、システイン、ホモシステイン、アセチル
フェニルアラニン又はオルニチンであり、
　X59及びX60は独立してアルギニン又はリジンであり、且つ
　X68はシステイン又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり、

　mは1～4から選択される整数である、
前記〔13〕に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔１５〕前記第一及び場合によって第二の連結部分が独立して、配列GYGSSSRKAPQT（配列
番号：21）、GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）、SRVSRX68SR（配列番号：98）又はPEG8-X6
8-PEG4から成り、mが4である、前記〔13〕に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔１６〕該第二のインスリンポリペプチドが二鎖インスリンであり、前記第一及び第二の
インスリンポリペプチドが、第一の連結ペプチドの8位アミノ酸のアミノ酸側鎖を、第二
のインスリンポリペプチドのB鎖のN-末端アルファアミンに共有結合により連結する結合
又は二官能性連結部分を介して互いに共有結合されている、前記〔13〕～〔15〕のいずれ
か1項に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔１７〕該第二のインスリンポリペプチドが単鎖インスリンであり、前記第一及び第二の
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インスリンポリペプチドが、前記第一の連結ペプチドの8位アミノ酸のアミノ酸側鎖を、
前記第二の連結ペプチドの8位アミノ酸の側鎖に共有結合により連結する結合又は二官能
性連結部分を介して互いに共有結合されている、前記〔15〕に記載のインスリンアナロー
グダイマー。
〔１８〕該第一の連結部分がPEG8-X68-PEG4又は配列GYGSSSRX68APQT（配列番号：9）から
成り、
　X68は下記構造Iの側鎖を有するアミノ酸であり、

　mは1～4から選択される整数であり、且つ、第一及び第二のインスリンポリペプチドが
、下記構造Iの側鎖を有する第一の連結部分のアミノ酸の側鎖と、

第二のインスリンポリペプチドのN-末端に付加されるシステインの側鎖との間でジスルフ
ィド結合を介して互いに共有結合されている、前記〔15〕に記載のインスリンアナローグ
ダイマー。
〔１９〕該第一及び第二のインスリンポリペプチドが同じ配列を有する、前記〔13〕～〔
18〕のいずれか1項に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔２０〕該第一のインスリンポリペプチドが自然のままのヒトインスリンA及びB鎖を含み
、該第二のインスリンポリペプチドがIGF-2 A及びB鎖を含む、前記〔13〕～〔18〕のいず
れか1項に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔２１〕該第一及び第二のインスリンポリペプチドが各々単鎖インスリンポリペプチドで
あり、
　該第一のインスリンポリペプチドが、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）のA鎖配
列、FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF（配列番号：23）のB鎖配列、並びにPEG8-X68-PEG4及びG
YGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る群から選択される配列を含む第一の連結部分を含
み、且つ
　該第二のポリペプチドが、TPAX75SEGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号：88）のA鎖配列
、AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPA（配列番号：87）のB鎖配列、並びにPEG8-X68-PEG4
及びGYGSSSRX68APQT（配列番号：9）から成る群から選択される配列を含む第二の連結部
分を含み、
　X68はアルギニン又は下記構造Iの側鎖を含むアミノ酸であり、

　X75はリジン又はアルギニンであり、さらに、
　第一及び第二のインスリンポリペプチドは、前記第一又は第二のインスリンポリペプチ
ドの一方のB鎖のN末端アミン又はB1位アミノ酸の側鎖と他方のインスリンポリペプチドの
連結部分のリジン側鎖とを介して互いに連結されている、
前記〔20〕に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔２２〕該第一及び第二のインスリンポリペプチドが、GIVDECCX8X9SCDLRRLEX18YCX21-R1
3（配列番号：81）のA鎖配列及びX25LCGAELVDALYLVCGDX42GFY（配列番号：82）のB鎖配列
を含み、
　X8はヒスチジン又はフェニルアラニンであり、
　X9はアルギニン、オルニチン又はアラニンであり、
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　X18はメチオニン、アスパラギンであり、
　X21はアラニン又はアスパラギンであり、
　X25はヒスチジン又はスレオニンであり、
　X42はアラニン、オルニチン及びアルギニンから成る群から選択され、且つ
　R13はCOOHである、
前記〔13〕～〔20〕のいずれか1項に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔２３〕該第一及び第二のインスリンポリペプチドが、GIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番
号：1）、GIVDECCFRSCDLRRLEMYCA（配列番号：5）及びGIVEECCFRSCDLALLETYCA（配列番号
：7）から成る群から独立して選択されるA鎖、並びにFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT（
配列番号：2）、GPETLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：77）、GPETLCGAELVDALYLVCGDRGF
YFNKPT（配列番号：）及びAYRPSETLCGGELVDTLYLVCGDRGFYFSRPA（配列番号：80）から成る
群から独立して選択されるB鎖を含む、前記〔22〕に記載のインスリンアナローグダイマ
ー。
〔２４〕X8がフェニルアラニンであり、X9がアルギニンあり、X18及びX21がともにアスパ
ラギンであり、X25がヒスチジンであり、且つ、X42がアルギニンである、前記〔22〕に記
載のインスリンアナローグダイマー。
〔２５〕前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのA鎖がGIVDECCX8RSCDLRRLENYCN（
配列番号：83）及びGIVEQCCTSICSLYQLENYCN（配列番号：1）から独立して選択される配列
を含み、前記第一及び第二のインスリンポリペプチドのB鎖がGPETLCGAELVDALYLVCGDRGFY
（配列番号：77）、HLCGAELVDALYLVCGDRGFY（配列番号：84）及びHLCGSHLVEALYLVCGERGFF
（配列番号：85）から独立して選択される配列を含み、X8がヒスチジン又はフェニルアラ
ニンである、前記〔13〕～〔20〕のいずれか1項に記載のインスリンアナローグダイマー
。
〔２６〕親水性部分が、該連結部分のアミノ酸と、又はA鎖のA9、A14及びA15から成る群
から選択される位置又はB鎖のB1、B2、B10、B22、B28若しくはB29位のアミノ酸で共有結
合により連結されている、前記〔1〕～〔4〕及び〔13〕～〔25〕のいずれか1項に記載の
インスリンアナローグダイマー。
〔２７〕該親水性部分がポリエチレングリコール鎖である、前記〔26〕に記載のインスリ
ンアナローグダイマー。
〔２８〕下記式Xの構造のジペプチド成分をさらに含む、前記〔1〕～〔4〕及び〔13〕～
〔27〕のいずれか1項に記載のインスリンアナローグダイマーであって、

　前記ジペプチド成分は、該ジペプチド成分と第一又は第二のインスリンポリペプチドの
アミンとの間で形成されるアミド結合を介して前記インスリンアナローグダイマーに連結
されており、
　R1、R2、R4及びR8は、H、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C1-C18アルキル)OH、(
C1-C18アルキル)SH、(C2-C3アルキル)SCH3、(C1-C4アルキル)CONH2、(C1-C4アルキル)COO
H、(C1-C4アルキル)NH2、(C1-C4アルキル)NHC(NH2

+)NH2、(C0-C4アルキル)(C3-C6シクロ
アルキル)、(C0-C4アルキル)(C2-C5複素環)、(C0-C4アルキル)(C6-C10アリール)R7、(C1-
C4アルキル)(C3-C9ヘテロアリール)、及びC1-C12アルキル(W1)C1-C12アルキルから成る群
から独立して選択され、W1はN、S及びOから成る群から選択されるヘテロ原子であり、又
は
　R1及びR2は、それらが結合する原子と一緒にC3-C12シクロアルキル又はアリールを形成
しているか、若しくは
　R4及びR8はそれらが結合する原子と一緒にC3-C6シクロアルキルを形成しており、
　R3は、C1-C18アルキル、(C1-C18アルキル)OH、(C1-C18アルキル)NH2、(C1-C18アルキル
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アルキル)(C6-C10アリール)R7、及び(C1-C4アルキル)(C3-C9ヘテロアリール) から成る群
から選択されるか、又はR4及びR3はそれらが結合する原子と一緒に4、5又は6員複素環式
環を形成しており、
　R5はNHR6又はOHであり、
　R6はH、C1-C8アルキルであるか、又はR6及びR1はそれらが結合する原子と一緒に4、5又
は6員複素環式環を形成しており、且つ
　R7は、H、OH、C1-C18アルキル、C2-C18アルケニル、(C0-C4アルキル)CONH2、(C0-C4ア
ルキル)COOH、(C0-C4アルキル)NH2、(C0-C4アルキル)OH、及びハロから成る群から選択さ
れる、
前記インスリンアナローグダイマー。
〔２９〕R1及びR2が独立してC1-C18アルキル又はアリールであり、
　R3はC1-C18アルキルであるか、又はR3及びR4はそれらが結合する原子と一緒に4～12複
素環式環を形成しており、
　R4及びR8は水素、C1-C18アルキル及びアリールから成る群から独立して選択され、且つ
　R5はアミン又はヒドロキシルである、
前記〔28〕に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔３０〕R1及びR2が水素、C1-C8アルキル及びアリールから成る群から独立して選択され
、
　R3はC1-C18アルキルであるか、又はR3及びR4はそれらが結合する原子と一緒に4～6複素
環式環を形成しており、
　R4及びR8は各々水素であり、且つ
　R5は、アミン、N-置換アミン及びヒドロキシルから成る群から選択される、
前記〔28〕に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔３１〕該ジペプチド成分のアミノ酸に連結されたデポーポリマーをさらに含む、前記〔
28〕に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔３２〕第一又は第二のインスリンポリペプチドのアミノ酸側鎖が、アルキルアミン、ア
ミド、エーテル、エステル、チオエーテル、又はチオエステル結合によりアシル基又はア
ルキル基に共有結合により付着しており、前記アシル基又はアルキル基は天然に存在する
アミノ酸にとって本来のものではない、前記〔1〕～〔4〕及び〔8〕～〔26〕のいずれか1
項に記載のインスリンアナローグダイマー。
〔３３〕ジペプチド成分を構成するアミノ酸の一つのアミノ酸側鎖が、アルキルアミン、
アミド、エーテル、エステル、チオエーエル、又はチオエステル結合によりアシル基又は
アルキル基に共有結合により付着しており、前記アシル基又はアルキル基は天然に存在す
るアミノ酸にとって本来のものではない、前記〔28〕～〔30〕のいずれか1項に記載のイ
ンスリンアナローグダイマー。
〔３４〕前記ダイマーが、B鎖のN-末端アルファアミン、A14、A15、B1、B2、B10、B22、B
28、B29位アミノ酸の側鎖、アミノ酸の側鎖、又は連結部分のアミノ酸の側鎖から選択さ
れる1つ以上の位置でアシル化されている、前記〔32〕に記載のインスリンアナローグダ
イマー。
〔３５〕前記〔1〕～〔4〕又は〔13〕～〔34〕のいずれか1項に記載のインスリンアナロ
ーグダイマー及び医薬的に許容できる担体を含む、医薬組成物。
〔３６〕糖尿病を治療する方法であって、前記方法が前記〔35〕に記載の医薬組成物の有
効量を投与する工程を含む、前記方法。
〔３７〕高血糖治療用医薬の製造における、前記〔1〕～〔4〕又は〔13〕～〔34〕のいず
れか1項に記載の化合物の使用。
〔３８〕糖尿病を治療するための、前記〔1〕～〔4〕又は〔13〕～〔34〕のいずれか1項
に記載の化合物の使用。
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