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(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】エキセンジン -4と同等の機能をもち、ヒトの配列に由来しており長期に渡り使用

可能であると見込まれる新規ペプチドの提供。

【解決手段】 P 1 -P 2 -Xで表され、インスリンの分泌を促進し、かつ血糖値の上昇を抑制す

るペプチド（式中、 P 1は、特定な配列からなるアミノ酸配列のペプチドであり、 P 2は、 10

個以下のアミノ酸からなるペプチドであるかまたは結合であり、 Xは、 -Hまたは -NH 2であ

る。）好ましい例は、グルカゴンの2位と 3位のアミノ酸をSQから GEに変えたグルカゴン -4

およびオキシントモジュリンの2位と 3位のアミノ酸をSQから GEに変えたオキシントモジュ

リン -4である。

【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

P 1 -P 2 -Xで 表 さ れ 、 イ ン ス リ ン の 分 泌 を 促 進 し 、 か つ 血 糖 値 の 上 昇 を 抑 制 す る ペ プ チ ド

（ 式 中 、

P 1 は 、 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ り 、

P 2 は 、 10個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド で あ る か ま た は 結 合 で あ り 、

Xは 、 -Hま た は -N H 2 で あ る 。 ）

【 請 求 項 ２ 】

P 2 が 、 結 合 で あ る か ま た は 下 記 の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ペ プ チ ド ：

　 配 列 番 号 4の 30～ 37位 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ -KRNRN NIA） ま た は そ の C末

端 に 1若 し く は 2個 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し た ペ プ チ ド 、

　 配 列 番 号 9の 30～ 38の ア ミ ノ 酸 の 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ -GPSSG APPP） ま た は そ の C末 端

に 1個 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し た ペ プ チ ド 、 も し く は

　 配 列 番 号 9の 30～ 39位 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ -GPSSG APPPS） 。

【 請 求 項 ３ 】

下 記 の い ず れ か で あ る 、 請 求 項 2に 記 載 の ペ プ チ ド ：

　 P 2 が 結 合 で あ り 、 Xが -Hで あ る ペ プ チ ド 、 す な わ ち 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ

プ チ ド ； も し く は

　 配 列 番 号 3ま た は 5の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 。

【 請 求 項 ４ 】

　 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 に 記 載 の ペ プ チ ド を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ５ 】

　 高 血 糖 状 態 ま た は 糖 尿 病 を 処 置 す る た め の 、 請 求 項 4に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ６ 】

　 2型 糖 尿 病 の 処 置 の た め の 、 請 求 項 5に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ７ 】

　 食 後 高 血 糖 状 態 を 処 置 す る た め の 、 請 求 項 5に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ８ 】

　 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 に 記 載 の ペ プ チ ド を 含 む 、 血 糖 値 の 上 昇 を 抑 制 す る た め の 、

医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ９ 】

　 経 口 剤 ま た は 注 射 剤 で あ る 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 1項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 に 記 載 の ペ プ チ ド を 含 む 、 グ ル カ ゴ ン 受 容 体 拮 抗 薬 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 グ ル カ ゴ ン 過 剰 分 泌 に よ る 高 血 糖 状 態 の 処 置 の た め の 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 に 記

載 の ペ プ チ ド を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 糖 尿 病 の 処 置 の た め の 、 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 グ ル

カ ゴ ン ア ナ ロ グ を 有 効 成 分 と す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 食 物 に 含 ま れ る グ ル コ ー ス は 体 内 に 取 り 込 ま れ る と エ ネ ル ギ ー と し て 利 用 さ れ る が 、 イ

ン ス リ ン の 作 用 が 弱 い と グ ル コ ー ス を 十 分 に 利 用 で き ず 、 血 糖 値 （ 血 液 中 の グ ル コ ー ス 濃

度 ） が 高 く な る 。 糖 尿 病 は 、 血 糖 値 が 病 的 に 高 い 状 態 を さ す 病 名 で あ り 、 こ の よ う な 状 態

が 続 く と 様 々 な 合 併 症 を 発 症 す る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 糖 代 謝 は 、 腸 管 ホ ル モ ン の う ち 、 特 に グ ル カ ゴ ン 関 連 ペ プ チ ド に 深 く 関 連 す る 。 158個
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の ア ミ ノ 酸 か ら な る プ レ -プ ロ グ ル カ ゴ ン が 、 種 々 の 組 織 で 処 理 さ れ て 、 い く つ か の 異 な

る グ ル カ ゴ ン 関 連 ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 グ ル カ ゴ ン 、 グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド -1（ GLP-1） 、

グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド -2（ GLP-2） 、 お よ び オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン と な る 。 グ ル カ ゴ ン は

、 プ レ -プ ロ グ ル カ ゴ ン の ア ミ ノ 酸 33～ 61に 相 当 す る 29ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド で あ り

、 GLP-1は 、 プ レ -プ ロ グ ル カ ゴ ン の ア ミ ノ 酸 72～ 108に 相 当 す る 37ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ

チ ド で あ る 。 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン は 、 N末 端 部 に グ ル カ ゴ ン 構 造 を 含 む ア ミ ノ 酸 37個 か

ら な る 。 グ ル カ ゴ ン と オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン と に は 、 血 糖 値 上 昇 作 用 と イ ン ス リ ン 分 泌 促

進 作 用 が 知 ら れ て い る 。 他 方 GLP-1は 、 グ ル カ ゴ ン 等 と は 異 な る 様 々 の 生 物 学 的 活 性 を 有

す る 。 そ の 作 用 と し て は 、 例 え ば 、 イ ン ス リ ン 合 成 お よ び 分 泌 の 刺 激 、 グ ル カ ゴ ン 分 泌 の

抑 制 、 食 物 摂 取 の 抑 制 な ど が 挙 げ ら れ る 。 GLP-1は 生 体 に お い て 、 グ ル コ ー ス 依 存 性 イ ン

ス リ ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド （ GIP） と と も に 、 栄 養 素 摂 取 に よ り 消 化 管 か ら 分 泌 さ れ 、

膵 臓 か ら の イ ン ス リ ン の 分 泌 を 促 進 す る 作 用 、 す な わ ち イ ン ク レ チ ン 作 用 の 大 部 分 を 担 っ

て い る と 言 わ れ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 我 が 国 で 2011年 よ り 糖 尿 病 治 療 に 用 い ら れ る 特 効 薬 エ キ セ ナ チ ド （ 39個 の ア ミ ノ 酸 か ら

な る ペ プ チ ド 、 エ キ セ ン ジ ン -4） は 、 ア メ リ カ 毒 ト カ ゲ の 唾 液 毒 か ら 同 定 さ れ た 。 エ キ セ

ン ジ ン -4は GLP-1受 容 体 作 動 薬 で あ り 、 イ ン ス リ ン を 分 泌 さ せ る 働 き が あ る 。 グ ル カ ゴ ン

と オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン の イ ン ス リ ン 分 泌 促 進 作 用 を 、 GLP-1と エ キ セ ン ジ ン -4が 阻 害 し

た と い う 報 告 が あ る （ 非 特 許 文 献 1お よ び 2） 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン に 関 し て は 、 細 胞 表 面 ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ IV（ DPP-IV） に

よ る 切 断 に 対 し 、 耐 性 を 与 え る 改 変 が さ れ た 類 似 体 が 提 供 さ れ て い る 。 よ り 詳 細 に は 、 オ

キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン の 2位 の Serの 、 Val、 Ile、 Asp、 Glu、 Met、 Trp、 Asn、 D-Ala、 D-Ser

ま た は α -ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 に よ る 置 換 に よ り 得 ら れ る 誘 導 体 は 、 DP-IVに 対 し 野 生 型 オ キ シ

ン ト モ ジ ュ リ ン よ り も さ ら に 抵 抗 性 で あ る と し て 、 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン の 2位 に お け る

置 換 を も つ ペ プ チ ド 類 が 提 案 さ れ て い る （ 特 許 文 献 1） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 表 2009-527558公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 ThanThan, S, T. Saito, S. Yannaing, H. Zhao, K. Nakashima and H.

 Kuwayama; Glucagon-like peptide-1 inhibits insulinotropic effects of oxyntomodu

lin and glucagon in cattle; Domestic Animal Endocrinology 2012;42(3):155-164

【 非 特 許 文 献 ２ 】 ThanThan S, Zhao H, Yannaing S, Kuwayama H.; GLP-1 and Exendin-4

 Inhibit Insulinotropic Effects of Glucagon and Oxyntomodulin in Cattle [abstrac

t]. Diabetes 2012;61 (suppl 1): A689

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 エ キ セ ン ジ ン -4は 、 ヒ ト の GLP-1と は ア ミ ノ 酸 配 列 が 大 き く 異 な る た め 、 抗 体 生 成 に よ

り 薬 効 が 失 わ れ る 恐 れ が あ る 。 薬 剤 と し て 安 全 で あ り 、 エ キ セ ン ジ ン -4と 同 等 の 機 能 を も

ち 、 し か も ヒ ト の 配 列 に 由 来 し て お り 長 期 に 渡 り 使 用 可 能 で あ る と 見 込 ま れ る 新 規 ペ プ チ

ド が あ れ ば 、 望 ま し い 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 者 は 、 脳 ・ 消 化 管 の ペ プ チ ド ホ ル モ ン に つ い て 鋭 意 研 究 し て き た 。 そ の 中 で 、 エ

キ セ ン ジ ン -4の 作 用 の た め に は C末 端 側 (29-39)配 列 で は な く 、 N末 端 の 2お よ び 3位 が 重 要

で あ ろ う と 推 測 し た 。 そ し て 天 然 の グ ル カ ゴ ン や オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に
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お い て 、 N末 端 に 近 い 2つ の ア ミ ノ 酸 を 置 換 し た 配 列 か ら な る ペ プ チ ド が 血 糖 値 を 下 げ る 機

能 を 有 す る こ と 等 を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。

【 ０ ０ １ ０ 】

[1]　 P 1 -P 2 -Xで 表 さ れ る 、 イ ン ス リ ン の 分 泌 を 促 進 し 、 か つ 血 糖 値 の 上 昇 を 抑 制 す る ペ プ

チ ド

（ 式 中 、

P 1 は 、 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ り 、

P 2 は 、 10個 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド で あ る か ま た は 結 合 で あ り 、

Xは 、 -Hま た は -N H 2 で あ る 。 ）

[2]　 P 2 が 、 結 合 で あ る か ま た は 下 記 の い ず れ か で あ る 、 [1]に 記 載 の ペ プ チ ド ：

　 配 列 番 号 4の 30～ 37位 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ -KRNRN NIA） ま た は そ の C末

端 に 1若 し く は 2個 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し た ペ プ チ ド 、

　 配 列 番 号 9の 30～ 38の ア ミ ノ 酸 の 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ -GPSSG APPP） ま た は そ の C末 端

に 1個 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し た ペ プ チ ド 、 も し く は

　 配 列 番 号 9の 30～ 39位 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ -GPSSG APPPS） 。

[3]　 下 記 の い ず れ か で あ る 、 [2]に 記 載 の ペ プ チ ド ：

　 P 2 が 結 合 で あ り 、 Xが -Hで あ る ペ プ チ ド 、 す な わ ち 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ

プ チ ド ； も し く は

　 配 列 番 号 3ま た は 5の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 。

[4]　 [1]～ [3]の い ず れ か 1項 に 記 載 の ペ プ チ ド を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。

[5]　 高 血 糖 状 態 ま た は 糖 尿 病 を 処 置 す る た め の 、 [4]に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

[6]　 2型 糖 尿 病 の 処 置 の た め の 、 [5]に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

[7]　 食 後 高 血 糖 状 態 を 処 置 す る た め の 、 [5]に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

[8]　 [1]～ [3]の い ず れ か 1項 に 記 載 の ペ プ チ ド を 含 む 、 血 糖 値 の 上 昇 を 抑 制 す る た め の 、

医 薬 組 成 物 。

[9]　 経 口 ま た は 皮 下 投 与 す る た め の 、 [1]～ [8]の い ず れ か 一 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

[10]　 [1]～ [3]の い ず れ か 1項 に 記 載 の ペ プ チ ド を 含 む 、 グ ル カ ゴ ン 受 容 体 拮 抗 薬 。

[11]　 グ ル カ ゴ ン 過 剰 分 泌 に よ る 高 血 糖 状 態 の 処 置 の た め の 、 [1]～ [3]の い ず れ か 1項 に

記 載 の ペ プ チ ド を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 図 １ 】 新 規 ペ プ チ ド glucagon -4お よ び oxyntomodulin-4が 血 糖 値 に 与 え る 影 響 。 天 然 gl

ucagonを 投 与 す る と 、 投 与 後 60分 に わ た っ て 血 糖 値 が 上 昇 す る が 、 glucagonの 2位 と 3位 の

ア ミ ノ 酸 を SQか ら GEに 変 え た glucagon-4の 投 与 で は 、 天 然 glucagonの 生 理 作 用 に 劇 的 な 変

化 が 起 こ り 、 図 1に 示 し た よ う に 投 与 後 30分 間 は 、 逆 に 血 糖 値 の 減 少 が 起 こ る こ と が 発 見

さ れ た 。 ま た 、 天 然 oxyntomodulinは 、 投 与 後 弱 い 血 糖 値 低 下 作 用 を 示 す が 、 天 然 oxyntom

odulinの 2位 と 3位 の ア ミ ノ 酸 を SQか ら GEに 変 え た と こ ろ 、 投 与 後 120分 に わ た っ て 強 い glu

cose濃 度 減 少 化 活 性 を 示 す こ と が 発 見 さ れ た 。

【 図 ２ 】 新 規 ペ プ チ ド glucagon -4お よ び oxyntomodulin-4が insulin分 泌 に 与 え る 影 響 。

天 然 配 列 の glucagonの 投 与 で は 、 投 与 後 10分 で insulin濃 度 が 最 大 を 示 し 、 さ ら に glucose

濃 度 上 昇 に 伴 っ て 、 投 与 後 60分 ま で な だ ら か に 減 少 す る insulin分 泌 刺 激 が 認 め ら れ る が

、 glucagon-4で は 、 insulin濃 度 は 投 与 後 2分 で 最 大 と な り 、 exendin-4の イ ン ク レ チ ン 作

用 と 類 似 の 生 理 活 性 を 示 し た 。 さ ら に oxyntomodulin-4で は 、 イ ン ク レ チ ン 作 用 が さ ら に

強 く 示 さ れ た 。

【 図 ３ 】 糖 尿 病 モ デ ル マ ウ ス へ の oxyntomodulin-4の 投 与 と 血 糖 値 変 化 。 ヒ ト 型 oxyntomod

ulin-4ま た は ウ シ 型 oxyntomodulin-4を 腹 腔 内 に 投 与 し た 1時 間 後 、 血 中 glucose濃 度 は 約 4

0%減 少 し た 。 こ の glucose濃 度 減 少 は 、 対 照 と し て 実 施 し た 天 然 配 列 の ヒ ト oxyntomodulin

腹 腔 内 投 与 (1μ g/g 体 重 )に よ る 11%減 少 ま た は 生 理 的 食 塩 水 投 与 に よ る 15%減 少 の 、 2～ 3

倍 の 効 果 で あ る 。

【 図 ４ 】 膵 島 培 養 に よ る insulin分 泌 実 験 。 実 験 培 地 中 の マ ウ ス insulin濃 度 は 、
1 2 5
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ウ シ insulinと guinea-pig anti-bovine insulin antiserumの 反 応 に 加 え る 標 準 曲 線 insul

inと し て 、 ラ ッ ト insulinを 用 い た ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ る 2抗 体 法 で 測 定 し た 。

【 図 ５ 】 膵 島 培 養 に よ る insulin分 泌 実 験 。 Glucose濃 度 に 依 存 し た insulin分 泌 増 強 作 用

を マ ウ ス 膵 島 で 調 べ る と 、 2.8 m Mか ら 8.3 m Mに glucose濃 度 を 上 昇 さ せ た 場 合 の イ ン ク レ

チ ン 作 用 は 、 10 nM GLP-1の 存 在 下 で は 、 insulin放 出 が 1.6倍 に 、 ま た 10 nMヒ ト 型 oxynto

modulin-4の 存 在 下 で は 、 insulin放 出 が 2.4倍 に 増 加 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 動 物 へ

の oxyntomodulin-4の 投 与 に よ る insulin濃 度 の 増 加 は 、 oxyntomodulin-4が 膵 蔵 ラ ン ゲ ル

ハ ン ス 島 に イ ン ク レ チ ン と し て 作 用 し た 結 果 で あ る こ と 、 ま た 、 そ の 作 用 は 同 じ 濃 度 条 件

で あ れ ば 、 GLP-1よ り も oxyntomodulin-4の 方 が 強 い こ と を 示 し て い る 。

【 図 ６ 】 Glucandinが insulin分 泌 に 与 え る 影 響 。 Glucandinは 、 oxyntomodulinと 類 似 の 作

用 を 示 し た 。

【 図 ７ 】 Glucandin-4が insulin分 泌 に 与 え る 影 響 。 Glucandin-4は 、 exendin-4お よ び GLP-

1と 同 じ イ ン ク レ チ ン 作 用 を 示 し た 。

【 図 ８ 】 Glucandin-4が insulin分 泌 に 与 え る 影 響 。 Glucandin-4は 、 exendin-4お よ び GLP-

1と 同 じ イ ン ク レ チ ン 作 用 を 示 し た 。 投 与 量 を 増 す と 、 類 似 の 結 果 が 得 ら れ た 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 に お い て 数 値 範 囲 を 「 n～ m」 を 用 い て 表 す と き は 、 特 に 記 載 し た 場 合 を 除 き 、 そ

の 範 囲 は 両 端 の 値 nお よ び mを 含 む 。 本 発 明 で 「 ア ミ ノ 酸 」 と い う と き は 、 特 に 記 載 し た 場

合 を 除 き 、 L-ア ミ ノ 酸 を 指 す 。 ま た 本 発 明 で は 「 ア ミ ノ 酸 」 を 、 ア ミ ノ 酸 残 基 を 指 す 意 味

で 用 い て い る 場 合 が あ る 。 ま た 本 発 明 で 「 ペ プ チ ド 」 と い う と き は 、 特 に 記 載 し た 場 合 を

除 き 、 複 数 の ア ミ ノ 酸 が ア ミ ド 結 合 （ ペ プ チ ド 結 合 ） し た も の を い い 、 ア ミ ノ 酸 の 個 数 は

限 定 さ れ な い 。 ま た 本 発 明 で は 「 ペ プ チ ド 」 を 、 ペ プ チ ド 基 （ ペ プ チ ド か ら 誘 導 さ れ る 基

） を 指 す 意 味 で 用 い て い る 場 合 が あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 は 、 グ ル カ ゴ ン ア ナ ロ グ を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 有 効 成 分 と し て 用 い る グ ル カ ゴ ン ア ナ ロ グ の 好 ま し い 例 は 、 P 1 -P

2 -Xで 表 さ れ 、 イ ン ス リ ン の 分 泌 を 促 進 し 、 か つ 血 糖 値 の 上 昇 を 抑 制 す る ペ プ チ ド で あ る

。 式 中 、 P 1 は 、 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ り 、 P 2 は 、 10個 以 下 の ア

ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド で あ る か ま た は 結 合 で あ り 、 Xは 、 -Hま た は -N H 2 で あ る 。 Xが 、 -H

で あ る 場 合 と は 、 そ の ペ プ チ ド の C末 端 が 、 一 般 的 な ペ プ チ ド の C末 端 と 同 様 、 -CO O Hで あ

る こ と を 示 す 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 よ り 好 ま し い 例 に お い て は 、 P 2 は 、 結 合 で あ る か ま た は 下 記 の い ず れ か で あ る 。

(1)配 列 番 号 4の 30～ 37位 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ -KRNRN NIA） ま た は そ の C末

端 に 1若 し く は 2個 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し た ペ プ チ ド 。

(2)(1)の ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 1～ 数 個 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加

し た 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 。

(3)配 列 番 号 9の 30～ 38の ア ミ ノ 酸 の 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ -GPSSG APPP） ま た は そ の C末

端 に 1個 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し た ペ プ チ ド 。

(4)(2)の ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 1～ 数 個 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加

し た 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 。

(5)配 列 番 号 9の 30～ 39位 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ -GPSSG APPPS） 。

(6)(5)の ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 1～ 数 個 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加

し た 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 あ る い は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 有 効 成 分 と し て 用 い る グ ル カ ゴ ン ア ナ ロ グ の 別 の 好 ま

し い 例 は 、 下 記 の ペ プ チ ド で あ る 。

(a)配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド ； ま た は
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(b)配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 2位 と 3位 以 外 の 1～ 数 個 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失 、 置 換

ま た は 付 加 し た 配 列 か ら な り 、 イ ン ス リ ン の 分 泌 を 促 進 し 、 か つ 血 糖 値 の 上 昇 を 抑 制 す る

ペ プ チ ド 。

(c)配 列 番 号 3ま た は 5の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド ； ま た は

(d)配 列 番 号 3ま た は 5の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 2位 と 3位 以 外 の 1～ 数 個 の ア ミ ノ 酸 を 欠 失

、 置 換 ま た は 付 加 し た 配 列 か ら な り 、 イ ン ス リ ン の 分 泌 を 促 進 し 、 か つ 血 糖 値 の 上 昇 を 抑

制 す る ペ プ チ ド 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 明 細 書 の 一 部 で あ る 配 列 表 に は 、 配 列 番 号 1と し て グ ル カ ゴ ン -4の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、

配 列 番 号 2と し て グ ル カ ゴ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 3と し て ヒ ト 型 オ キ シ ン ト モ ジ ュ

リ ン -4の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 4と し て ヒ ト オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン ア ミ ノ 酸 配 列 が 、

配 列 番 号 5と し て ウ シ 型 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン -4の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 6と し て ウ シ

オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン ア ミ ノ 酸 配 列 が 示 さ れ て い る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 糖 代 謝 は 、 腸 管 ホ ル モ ン の う ち 特 に グ ル カ ゴ ン 関 連 ペ プ チ ド に 深 く 関 連 し て い る 。 グ ル

カ ゴ ン 関 連 ペ プ チ ド の 配 列 を 、 下 記 に 示 す 。

【 ０ ０ １ ９ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 糖 尿 病 薬 の 有 効 成 分 と し て 用 い ら れ て い る エ キ セ ン ジ ン -4 は 39 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な り

（ 下 図 ） 、 GLP-1 と ア ミ ノ 酸 配 列 で 53 %の 同 一 性 を 有 し て い る 。 N 端 か ら 2番 目 の ア ミ ノ

酸 が グ リ シ ン （ GLP-1 は ア ラ ニ ン ） で あ る た め に dipeptydil-peptidase-4（ DPP-4） 抵 抗

性 で あ り ， 皮 下 注 射 後 の 半 減 期 が 長 い 。

【 ０ ０ ２ １ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る グ ル カ ゴ ン -4、 ヒ ト 型 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン -4、 ウ シ 型 オ キ シ

ン ト モ ジ ュ リ ン -4は 、 天 然 の グ ル カ ゴ ン ま た は オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に お

い て 、 2位 お よ び 3位 の 配 列 （ SQ） を エ キ セ ン ジ ン -4と 同 じ （ GE） に し た ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る ペ プ チ ド は 、 天 然 型 よ り も イ ン ビ ボ で の 安 定 性 が 期 待 で き る ほ

か 、 種 々 の 新 規 な 機 能 を 有 す る 。 天 然 グ ル カ ゴ ン を 投 与 す る と 、 投 与 後 60分 に わ た っ て 血

糖 値 が 上 昇 す る の に 対 し 、 本 発 明 者 の 検 討 に よ る と 、 グ ル カ ゴ ン -4の 投 与 で は 、 天 然 グ ル

カ ゴ ン の 生 理 作 用 に 劇 的 な 変 化 が 起 こ り 、 投 与 後 約 30分 間 は 、 逆 に 血 糖 値 の 減 少 が 起 こ る
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こ と が 発 見 さ れ た 。 ま た 、 天 然 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン は 、 投 与 後 弱 い 血 糖 値 低 下 作 用 を 示

す が 、 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン -4は 、 投 与 後 120分 に わ た っ て 強 い グ ル コ ー ス 濃 度 減 少 化 活

性 を 示 す こ と が 発 見 さ れ た 。 さ ら に 天 然 の グ ル カ ゴ ン の 投 与 で は 、 投 与 後 10分 で イ ン ス リ

ン 濃 度 が 最 大 を 示 し 、 さ ら に グ ル コ ー ス 濃 度 上 昇 に 伴 っ て 、 投 与 後 60分 ま で な だ ら か に 減

少 す る イ ン ス リ ン 分 泌 促 進 が 認 め ら れ る が 、 本 発 明 者 の 検 討 に よ る と 、 グ ル カ ゴ ン -4で は

、 イ ン ス リ ン 濃 度 は 投 与 後 2分 で 最 大 と な り 、 エ キ セ ン ジ ン -4の イ ン ク レ チ ン 作 用 と 類 似

の 生 理 活 性 を 示 し た 。 さ ら に オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン -4で は 、 イ ン ス リ ン 分 泌 促 進 作 用 が さ

ら に 強 く 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 者 の さ ら な る 検 討 に よ る と 、 糖 尿 病 モ デ ル マ ウ ス へ ヒ ト 型 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン

-4ま た は ウ シ 型 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン -4を 腹 腔 内 に 投 与 し た 1時 間 後 、 血 中 グ ル コ ー ス 濃

度 は 約 40%減 少 し た 。 ま た Glucose濃 度 に 依 存 し た イ ン ス リ ン 分 泌 増 強 作 用 を マ ウ ス 膵 島 で

調 べ る と 、 GLP-1よ り も オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン -4の 方 が 強 い こ と を 示 し た 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 は 、 グ ル カ ゴ ン -4、 ヒ ト 型 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン -4、 ウ シ 型 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ

ン -4の ほ か 、 目 的 の 効 果 を 有 す る 限 り 、 そ の 配 列 に お い て 、 一 ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠

失 （ 削 除 を 含 む 。 ） 、 置 換 ま た は 付 加 （ 挿 入 を 含 む 。 ） さ れ た 配 列 か ら な る 変 異 体 も 提 供

す る 。 例 え ば 、 グ ル カ ゴ ン -4の C端 側 は 、 10個 以 下 （ 例 え ば 、 4～ 10個 、 よ り 特 定 す る と 8

～ 10個 ） の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド を 付 加 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 ま た オ キ シ

ン ト モ ジ ュ リ ン -4の C末 端 側 の 8個 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 部 分 は 、 1～ 数 個 の ア

ミ ノ 酸 を 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加 し た 配 列 か ら な る ペ プ チ ド と す る こ と が で き る で あ ろ う 。

本 発 明 は 、 下 記 の 配 列 か ら な る ペ プ チ ド の 活 性 に つ い て 種 々 検 討 し た 結 果 、 エ キ セ ン ジ ン

-4の 作 用 は 、 C末 端 側 の 配 列 (29-39位 )に あ る の で は な く 、 N端 側 の （ 2お よ び 3位 ） の 配 列

が 重 要 で あ る と 推 定 し て い る 。 具 体 的 に は 、 グ ル カ ゴ ン -4の C末 端 側 に ア ミ ノ 酸 8～ 10個 か

ら な る ペ プ チ ド が 結 合 し て い る よ う な 構 造 を 有 す る も の は 、 グ ル カ ゴ ン -4と 同 様 の 活 性 が

期 待 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

【 表 ３ 】

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 置 換 等 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 個 数 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド が 所 望 の 機 能 を 有

す る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 1～ 10個 、 ま た は 1～ 4個 程 度 で あ る 。 立 体 的 な 配 置

、 空 間 的 な 動 き や す さ 、 ま た は 性 質 （ 電 荷 お よ び ／ ま た は 極 性 ） の 似 た ア ミ ノ 酸 へ の 置 換
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等 で あ れ ば 、 多 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い て も 、 所 望 の 機 能 を 消 失 し な い で あ ろ う 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 ア ミ ノ 酸 の 置 換 等 は 、 静 電 的 な 変 化 を も た ら さ な い よ う な 置 換 等 、 例 え ば 、 電 荷 お よ び

／ ま た は 極 性 の 似 た ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 置 換 に は 、 例 え ば 、 生

理 的 pH（ 7.0） 付 近 で 側 鎖 （ R基 と 表 現 さ れ る こ と も あ る 。 ） が 非 極 性 の 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す

る ア ミ ノ 酸 （ グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン お よ び プ ロ リ ン 等 ）

ど う し の 置 換 、 極 性 の 非 電 荷 型 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン

、 メ チ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン 等 ） ど う し の 置 換 、 生 理 的 pH付 近 で 側 鎖 が

正 電 荷 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン 等 ） ど う し の 置 換 、 極

性 ア ミ ノ 酸 ど う し の 置 換 、 非 極 性 ア ミ ノ 酸 ど う し の 置 換 が あ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 変 異 体 の 一 の 態 様 に お い て は 、 置 換 等 は 、 本 発 明 の 特 徴 で あ る 、 2位 お よ び 3位 の 配 列 （

GE） は 維 持 す る よ う に 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 一 方 、 変 異 体 の 他 の 態 様 に お い て は 、 2位 お よ び 3位 の 配 列 （ GE） も ま た 、 ペ プ チ ド が 目

的 の 作 用 を 失 わ な い 限 り 、 置 換 等 が 行 わ れ て い て も よ い 。 こ の よ う な 置 換 等 に お い て は 、

立 体 的 な 形 と 空 間 的 な 動 き や す さ が 重 要 で あ る と 推 定 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 発 明 で 、 あ る ペ プ チ ド が 血 糖 値 の 上 昇 抑 制 作 用 を 有 す る か ど う か は 、 本 明 細 書 の 実 施

例 に 記 載 し た い ず れ か の 方 法 に よ り 評 価 し た 際 に 、 ペ プ チ ド 投 与 後 、 数 分 （ 例 え ば 約 30分

） ま で の 間 、 天 然 グ ル カ ゴ ン を 投 与 し た 場 合 ま た は 対 照 よ り も 、 血 液 中 の グ ル コ ー ス 濃 度

が 低 い こ と を い う 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 本 発 明 で 、 あ る ペ プ チ ド が 投 与 後 比 較 的 長 期 間 に わ た る 血 糖 値 の 低 減 化 を 有 す る か ど う

か は 、 本 明 細 書 の 実 施 例 に 記 載 し た い ず れ か の 方 法 に よ り 評 価 し た 際 に 、 ペ プ チ ド 投 与 後

、 数 十 分 に わ た っ て （ 例 え ば 30分 以 上 に わ た っ て 、 好 ま し く は 60分 以 上 に わ た っ て 、 よ り

好 ま し く は 90分 以 上 に わ た っ て ） 、 天 然 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン を 投 与 し た 場 合 ま た は 対 照

よ り も 、 血 液 中 の グ ル コ ー ス 濃 度 が 低 く な る こ と を い う 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 で 、 あ る ペ プ チ ド が 、 イ ン ス リ ン の 分 泌 を 促 進 す る か ど う か は 、 本 明 細 書 の 実 施

例 に 記 載 し た い ず れ か の 方 法 に よ り 評 価 し た 際 に 、 ペ プ チ ド 投 与 後 、 約 10分 ま で の 間 に 、

対 照 よ り も 血 液 中 の イ ン ス リ ン 濃 度 の 上 昇 が 見 ら れ る こ と を い う 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 で 「 ペ プ チ ド 」 と い う と き 、 そ の N末 端 お よ び ／ C末 端 は 、 特 に 記 載 し た 場 合 を 除

き 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 修 飾 が 施 さ れ て い る も の も 含 む 。 N末 端 は 、 例 え ば 、 Hisで あ る ほ か

、 イ ミ ダ ゾ ー ル -乳 酸 （ ImiH） ； デ ス ア ミ ノ -His（ Δ N H 2 -H） ； ア セ チ ル His； ピ ロ グ ル タ

ミ ル His； N-メ チ ル -His（ Me-H） ； N， N-ジ メ チ ル -His（ Me 2 -H） ； ベ ン ゾ イ ル His（ Bz-H）

ま た は ベ ン ジ ル His（ Bzl-H） と す る こ と が で き る 。 ま た C末 端 は 、 例 え ば 、 カ ル ボ ン 酸 （ -

CO O H） で あ る ほ か 、 製 薬 上 許 容 さ れ る そ の 塩 、 カ ル ボ キ サ ミ ド 、 第 二 級 ア ミ ド 、 mPEGま た

は コ レ ス テ ロ ー ル が 化 学 結 合 に よ り 結 合 し た も の と す る こ と が で き る 。 製 薬 上 許 容 さ れ る

そ の 塩 に は 、 ア ル カ リ 金 属 塩 （ 例 え ば ナ ト リ ウ ム 塩 、 カ リ ウ ム 塩 ） 、 ア ル カ リ 土 類 金 属 塩

（ 例 え ば マ グ ネ シ ウ ム 塩 、 カ ル シ ウ ム 塩 ） 、 ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 モ ノ -、 ジ -ま た は ト リ -低

級 （ ア ル キ ル ま た は ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル ） ア ン モ ニ ウ ム 塩 （ 例 え ば エ タ ノ ー ル ア ン モ ニ ウ

ム 塩 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 ト リ エ タ ノ ー ル ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 ト ロ メ タ ミ ン 塩 ）

、 塩 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 ヨ ウ 化 水 素 酸 塩 、 硝 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 硫 酸 塩 、 ギ 酸 塩 、 酢 酸 塩

、 ク エ ン 酸 塩 、 シ ュ ウ 酸 塩 、 フ マ ル 酸 塩 、 マ レ イ ン 酸 塩 、 コ ハ ク 酸 塩 、 リ ン ゴ 酸 塩 、 酒 石

酸 塩 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 、 ト リ ク ロ ロ 酢 酸 塩 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 塩 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 塩

、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 p-ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 メ シ チ レ ン ス ル ホ ン 酸 塩 お よ び ナ フ

タ レ ン ス ル ホ ン 酸 塩 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 化 合 物 ま た は そ の 塩 に つ い て い

う と き は 、 無 水 物 ま た は 溶 媒 和 物 で あ っ て よ く 、 溶 媒 和 物 に は 、 水 和 物 、 メ タ ノ ー ル 和 物
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、 エ タ ノ ー ル 和 物 、 プ ロ パ ノ ー ル 和 物 、 お よ び 2-プ ロ パ ノ ー ル 和 物 が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 合 成 の た め の 一 般 的 な 方 法 に よ り 、 製 造 す る こ と が で き

る 。 ま た 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 必 要 に 応 じ ア ル ゴ ン 置 換 し て お け ば 、 中 性 の 水 溶 液 状 態 ま

た は 粉 末 状 態 で -30℃ で 、 活 性 を 失 う こ と な く 長 期 間 保 存 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 の ペ プ チ ド お よ び そ の 改 変 体 は 、 グ ル カ ゴ ン お よ び オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン が 元 来

有 す る イ ン ス リ ン の 分 泌 促 進 作 用 を 有 す る 。 ま た 本 発 明 者 の 検 討 に よ る と 、 本 発 明 の ペ プ

チ ド お よ び そ の 改 変 体 は 、 さ ら に 血 糖 値 の 上 昇 抑 制 作 用 ま た は 長 期 の 血 糖 値 減 少 化 作 用 を

有 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド お よ び そ の 改 変 体 を 有 効 成 分 と す る 医 薬 組 成 物 は

、 高 血 糖 状 態 ま た は 糖 尿 病 の 処 置 の た め に 有 用 で あ る 。 ま た 本 発 明 の ペ プ チ ド お よ び そ の

改 変 体 を 有 効 成 分 と す る 医 薬 組 成 物 は 、 2型 糖 尿 病 、 食 後 高 血 糖 状 態 、 血 糖 値 の 上 昇 を 抑

制 す る こ と が 特 に 好 ま し い 疾 患 ま た は 状 態 （ 例 え ば 、 動 脈 硬 化 等 ） の 処 置 の た め に 、 用 い

う る 。 ま た 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 摂 食 の 低 減 処 置 お よ び 体 重 の 低 減 処 置 の た め に 用 い る

こ と が で き 、 ま た 膵 島 か ら の グ ル コ ー ス 刺 激 イ ン ス リ ン 分 泌 を 仲 介 し 得 、 そ れ に よ り 例 え

ば 肥 満 症 、 糖 尿 病 、 メ タ ボ リ ッ ク シ ン ド ロ ー ム 、 高 血 糖 状 態 、 空 腹 時 グ ル コ ー ス 障 害 、 お

よ び 他 の 前 糖 尿 病 状 態 の よ う な 代 謝 障 害 に か か っ て い る 対 象 （ ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 ） の 処

置 の た め に 、 用 い う る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 単 独 で 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 エ キ セ ン ジ ン -4と 同 様 、 メ ト

ホ ル ミ ン お よ び ／ ま た は ス ル ホ ニ ル 尿 素 薬 で の 治 療 効 果 が 不 十 分 な 2型 糖 尿 病 患 者 の た め

の 併 用 療 法 に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 チ ア ゾ リ ジ ン 薬 で の 治 療 効 果 が 不 十 分 な 2 型 糖

尿 病 患 者 の た め の 併 用 療 法 に お い て も 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 者 の 検 討 に よ る と 、 グ ル カ ゴ ン -4は グ ル カ ゴ ン 受 容 体 の 弱 い ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性

を 有 す る 。 ま た オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン は 天 然 の 弱 い グ ル カ ゴ ン 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 拮

抗 薬 ） で あ る 一 方 で 、 オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン -4は 、 強 力 な グ ル カ ゴ ン 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス

ト に 変 化 す る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 本 発 明 者 の 検 討 に よ る と 、 ヨ ー ド 標 識 オ キ シ ン ト モ

ジ ュ リ ン -4は ウ シ 肝 細 胞 膜 分 画 に 結 合 す る が 、 ヨ ー ド 標 識 エ キ セ ン ジ ン -4は ウ シ 肝 細 胞 膜

分 画 に 結 合 し な か っ た 。 こ の 結 果 は エ キ セ ン ジ ン -4に は 肝 グ ル カ ゴ ン 受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス

ト 活 性 が 無 い こ と を 示 し て い る 。 Glucagon過 剰 分 泌 に よ る 高 血 糖 症 状 の 治 療 に お い て は 、

グ ル カ ゴ ン -4ま た は オ キ シ ン ト モ ジ ュ リ ン -4の 投 与 は 、 エ キ セ ン ジ ン -4の 投 与 よ り 、 有 効

で あ る こ と が 期 待 で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 グ ル カ ゴ ン 受 容 体 拮 抗 薬 と

し て 用 い る こ と が で き 、 ま た グ ル カ ゴ ン 過 剰 分 泌 に よ る 高 血 糖 状 態 の 処 置 の た め に 用 い る

こ と が で き る 。 な お 本 発 明 に お い て 「 受 容 体 拮 抗 薬 」 と い う と き は 、 特 に 記 載 し た 場 合 を

除 き 、 受 容 体 （ 例 え ば グ ル カ ゴ ン 受 容 体 ） と 相 互 作 用 し 、 受 容 体 活 性 化 に よ る 作 用 を 阻 害

す る も の を い う 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 で 「 処 置 」 と い う と き は 、 特 に 記 載 し た 場 合 を 除 き 、 予 防 お よ び 治 療 を 含 む 。 予

防 は 、 発 症 リ ス ク の 低 減 を 含 む 。 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び 医 薬 組 成 物 は 、 治 療 の た め に 用 い

う る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に お い て は 、 有 効 成 分 は 1つ で あ っ て も よ く 、 複 数 の ペ プ チ ド の 組

み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。 有 効 成 分 の 含 有 量 は （ 複 数 の 有 効 成 分 を 用 い る 場 合 は 総 量 と し

て ） 、 0.0001～ 5%、 好 ま し く は 0.001～ 3%、 よ り 好 ま し く は 0.05～ 3%、 特 に 好 ま し く は 0.1

～ 1%程 度 で あ る 。 ま た 、 0.001mg/kg～ 10mg/kg、 好 ま し く は 1μ g/kg～ 200mg/kgの 用 量 範 囲

で あ り う る 。 投 与 は 、 必 要 時 に 、 数 時 間 ご と に 、 ま た は 1～ 数 回 /日 、 1回 /1週 間 ～ 10日 等

の 間 隔 で 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 投 与 経 路 は 、 経 口 、 注 射 （ 皮 下 、 皮 内 、 筋 肉 、 静 脈 等 ） 、 口 腔 、
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ま た は 経 皮 と す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 投 与 経 路 に 応 じ 、 種 々 の 剤 形 と

す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 散 剤 、 細 粒 剤 、 顆 粒 剤 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 丸 剤 、 エ リ キ シ

ル 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 リ モ ナ ー ゼ 剤 、 懸 濁 剤 、 乳 剤 、 注 射 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 舌 下 錠 等 と す る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 種 々 の 添 加 剤 を 含 ん で も よ い 。 添 加 剤 の 例 と

し て は 、 例 え ば 、 賦 形 剤 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 崩 壊 剤 、 安 定 剤 、 懸 濁 化 剤 ・ 乳 化 剤 、 保 存 剤

、 殺 菌 剤 ま た は 抗 菌 剤 、 香 料 ま た は 清 涼 化 剤 、 糖 類 な ど の 各 種 添 加 剤 を 挙 げ る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 他 の 有 効 成 分 を 含 む か 、 ま た は 他 の 有 効 成 分 を 含 む 医 薬 組 成 物

と 併 用 し て も よ く 、 そ の よ う な 有 効 成 分 に は 、 シ ン バ ス タ チ ン 、 メ バ ス タ チ ン 、 エ ゼ チ ミ

ブ 、 ア ト ロ バ ス タ チ ン 、 シ タ グ リ プ チ ン 、 メ ト ホ ル ミ ン 、 シ ブ ト ラ ミ ン 、 オ ル リ ス タ ッ ト

、 Qnexa、 ト ピ ラ マ ー ト 、 ナ ル ト レ キ ソ ン 、 ブ プ リ オ ピ オ ン 、 フ ェ ン テ ル ミ ン 、 ロ サ ル タ

ン 、 ヒ ド ロ ク ロ ロ チ ア ジ ド 、 CB1ア ン タ ゴ ニ ス ト ／ イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト 、 ACC－ 1／ 2阻 害

剤 、 M CH1Rア ン タ ゴ ニ ス ト 、 DP－ IV阻 害 剤 、 他 の ペ プ チ ド 類 似 体 お よ び GLP-1の 模 倣 薬 が あ

る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ に 限 定 さ れ る も の で

は な い 。

〔 実 施 例 1: 新 規 ペ プ チ ド に よ る 血 糖 値 減 少 作 用 〕

【 ０ ０ ４ ５ 】

[実 験 方 法 ]

　 G l u c a g o n - 4お よ び o x y n t o m o d u l i n - 4の 合 成

　 下 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド を 合 成 し た 。

Glucagon-4

　 H GEGTFTSD Y SK YLDSRRA Q DFV Q W L M NT（ 配 列 番 号 1）

天 然 glucagon

　 HSQ GTFTSD Y SK YLDSRRA Q DFV Q W L M NT（ 配 列 番 号 2）

ヒ ト ／ マ ウ ス 型 oxyntomodulin(O X M)-4の ア ミ ノ 酸 配 列

　 H GEGTFTSD Y SK YLDSRRA Q DFV Q W L M NTK RNRN NIA（ 配 列 番 号 3）

天 然 ヒ ト ／ マ ウ ス oxyntomodulinア ミ ノ 酸 配 列

　 HSQ GTFTSD Y SK YLDSRRA Q DFV Q W L M NTK RNRN NIA（ 配 列 番 号 4）

ウ シ 型 oxyntomodulin(O X M)-4の ア ミ ノ 酸 配 列

　 H GEGTFTSD Y SK YLDSRRA Q DFV Q W L M NTK RN K N NIA（ 配 列 番 号 5）

天 然 ウ シ oxyntomodulinア ミ ノ 酸 配 列

　 HSQ GTFTSD Y SK YLDSRRA Q DFV Q W L M NTK RN K N NIA（ 配 列 番 号 6）

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 Wang Resin (1% D V D), 38～ 75μ m (200～ 400mesh, 0.61m mol水 酸 基 /g) は 和 光 純 薬 (大 阪

)を 購 入 。 2.2当 量 の Fmocア ミ ノ 酸 を dichloromethane中 で 酸 無 水 物 と し 、 0.1当 量 の dimeth

ylaminopyridine触 媒 下 、 dimethylformamide中 で 最 初 の Fmocア ミ ノ 酸 (Tま た は A) を 樹 脂

に 導 入 し た 。 未 反 応 水 酸 基 は pyridine中 で ベ ン ゾ イ ル 化 cappingし た 。 C末 端 か ら 2位 以 降

は 、 通 常 の Fmocア ミ ノ 酸 利 用 の 固 相 ペ プ チ ド 合 成 を 実 施 し た 。 合 成 ペ プ チ ド の 樹 脂 か ら の

取 り 出 し は 、 94% trifuluoroacetic acid (TFA)/2.5% water/2.5% 2-ethandithiol/1%　 t

riisopropylsilaneの 混 合 溶 液 中 、 室 温 で 4時 間 分 解 し た 後 、 diethyl etherを 加 え て ペ プ

チ ド を 沈 殿 さ せ た 。 沈 殿 し た 粗 ペ プ チ ド は 、 C18逆 相 カ ラ ム (TSKgel O DS-120A, 7.8m m x 3

0cm, TOSO H)に 負 荷 し 、 0.1% TFA存 在 下 で 0～ 60% CH3CNの 直 線 濃 度 勾 配 に よ り 溶 出 精 製 し

、 遠 心 真 空 凍 結 乾 燥 に よ り 粉 末 と し 、 ア ル ゴ ン 下 で -30℃ 保 存 し た 。 天 然 glucagon、 天 然

ウ シ お よ び ヒ ト oxyntomodulinも 同 様 の 方 法 で 合 成 ・ 精 製 し 、 対 照 区 の 実 験 で 利 用 し た 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】

　 動 物 実 験 開 始 2時 間 前 、 ウ シ の 実 験 で は glucagonお よ び glucagon-4は 20m M NaO Hに 溶 解 し

、 oxyntomodulinお よ び oxyntomodulin-4は 10m M HClに 溶 解 し (10mg/mL)、 投 与 量 を 0.1% BS

Aを 含 む 生 理 的 食 塩 水 5mlで 希 釈 し た 。 一 方 、 マ ウ ス の 実 験 で は 、 oxyntomodulin-4 ま た は

oxyntomodulinを 生 理 的 食 塩 水 に 溶 か し た (1 mg/mL)。 ま た 、 膵 島 の 実 験 で は 、 ペ プ チ ド を

純 水 に 溶 か し た (1 mg/mL)。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 新 規 ペ プ チ ド に よ る 血 糖 値 減 少 (ウ シ )

　 帯 広 畜 産 大 学 肥 育 牛 舎 に 2週 齢 ホ ル ス タ イ ン 雄 子 牛 を 十 勝 中 央 家 畜 市 場 か ら 8頭 導 入 し 、

2ヶ 月 齢 で 去 勢 し た 後 、 自 然 明 暗 条 件 で 群 飼 し て 飼 育 ・ 馴 化 さ せ た (5ヶ 月 齢 、 平 均 体 重 14

0kg± 4.6kg)。 実 験 前 1月 間 お よ び 実 験 中 は 、 配 合 飼 料 (粗 タ ン パ ク 質 16％ ,粗 脂 肪 2%, 粗

繊 維 9%, 粗 灰 分 9%, 可 消 化 養 分 総 量 73%、 日 清 丸 紅 印 配 合 飼 料 「 ヘ ル シ ー 育 成 /T」 ) を 1日

2回 (1kg/頭 ) 9:00お よ び 16:00に 給 餌 し 、 チ モ シ ー 乾 草 、 鉱 塩 (NaCl> 97%, Na 38.2%, M

g 0.2%, Zn 500mg/kg, Mn 500 mg/kg, Cu 150 mg/kg, Fe 300 mg/kg, Co 100 mg/kg, I 1

00 mg/kg, Se-yeast 0.3mg/kg, K NZ Japan Salt Licks)お よ び 水 は 自 由 採 取 と し た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 実 験 の 1日 前 に 、 ポ リ エ チ レ ン カ テ ー テ ル を 頸 静 脈 に 装 着 、 ヘ パ リ ン 入 り 生 理 食 塩 水 (10

 IU heprin/mL)で 血 液 凝 固 を 防 止 し 、 カ テ ー テ ル は ペ プ チ ド の 投 与 と 血 液 試 料 採 取 に 利 用

し た 。 実 験 中 は 、 牛 の 寝 起 き を 妨 げ な い 程 度 の 緩 い 鎖 で つ な ぎ 、 乾 草 と 水 は 自 由 採 取 と し

た 。 配 合 給 餌 の 影 響 を 受 け な い 12:00を 0分 と し て 11:45か ら 開 始 し 、 -15、 0、 2、 5、 10、 1

5、 20、 30、 45、 60、 75、 90、 105、 120分 に 採 血 し た 。 glucagon-4、 ま た は ウ シ oxyntomod

ulin-4 を 体 重 kg当 た り 4.5μ g、 対 照 区 に は vehicle (0.1% BSAを 含 む 生 理 食 塩 水 )を 投 与

し 、 血 漿 中 の insulinと glucose濃 度 の 変 化 を 調 べ た 。 供 試 全 頭 (N=8)に 条 件 の 異 な る 3種 の

試 料 を 平 等 条 件 で ラ ン ダ ム に 3回 の 投 与 す る ラ テ ン 方 格 法 で 実 験 し た 。 投 与 実 験 は 2日 間 隔

で お こ な い 3回 目 の 投 与 実 験 終 了 後 に カ テ ー テ ル を 除 去 し た 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

[結 果 ]

　 広 く 知 ら れ て い る 生 理 現 象 で あ る が 、 天 然 glucagonを 投 与 す る と 、 投 与 後 60分 に わ た っ

て 血 糖 値 が 上 昇 す る （ ThanThan, S, Y. Asada, T. Saito, K. Ochiiwa, H. Zhao, S. Yan

naing and H. Kuwayama Oxyntomodulin attenuates exendin-4-induced hypoglycemia in

 cattle. Domestic Animal Endocrinology 2013; 44(2):70-80） 。 と こ ろ が glucagonの 2

位 と 3位 の ア ミ ノ 酸 を SQか ら GEに 変 え た glucagon-4の 投 与 で は 、 天 然 glucagonの 生 理 作 用

に 劇 的 な 変 化 が 起 こ り 、 図 1に 示 し た よ う に 投 与 後 30分 間 は 、 逆 に 血 糖 値 の 減 少 が 起 こ る

こ と が 発 見 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 一 方 、 天 然 oxyntomodulinは 、 投 与 後 弱 い 血 糖 値 低 下 作 用 を 示 す が 、 天 然 oxyntomodulin

の 2位 と 3位 の ア ミ ノ 酸 を SQか ら GEに 変 え た と こ ろ 、 図 1に 示 し た よ う に 投 与 後 120分 に わ た

っ て 強 い glucose濃 度 減 少 化 活 性 を 示 す こ と が 発 見 さ れ た 。 こ の 減 少 は 、 exendin-4と 類 似

し た 長 期 の glucose濃 度 減 少 作 用 で あ り 、 oxyntomodulin-4が exendin-4と 同 様 に 糖 尿 病 お

よ び 高 血 糖 の 治 療 に 使 え る 可 能 性 を 強 く 示 唆 し て い る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 glucagon受 容 体 に 対 す る 天 然 の 強 力 な ア ゴ ニ ス ト で あ る glucagonは 、 2位 お よ び 3位 の ア

ミ ノ 酸 を SQか ら GEに 改 変 さ せ る と glucagon受 容 体 の 弱 い ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 に 変 化 し 、 ま

た 天 然 の 弱 い glucagon受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る oxyntomodulinに お い て 、 2位 と 3位 の

ア ミ ノ 酸 を SQか ら GEに 改 変 す る こ と で 、 強 力 な glucagon受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト に 変 化 す る

こ と が 示 さ れ た 。 生 化 学 実 験 に よ れ ば (未 発 表 デ ー タ )、 ヨ ー ド 標 識 oxyntomodulin-4は ウ

シ 肝 細 胞 膜 分 画 に 結 合 す る が 、 ヨ ー ド 標 識 exendin-4は ウ シ 肝 細 胞 膜 分 画 に 結 合 し な か っ

た 。 こ の 結 果 は exendin-4に は 肝 glucagon受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 が 無 い こ と を 示 し て

い る 。 Glucagon過 剰 分 泌 に よ る 高 血 糖 症 状 の 治 療 に お い て 、 glucagon-4ま た は oxyntomodu

lin-4の 投 与 は 、 exendin-4の 投 与 よ り 、 有 効 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。

10

20

30

40

50



(12) JP  2014-227368  A   2014.12.8

【 ０ ０ ５ ３ 】

〔 実 施 例 2: 新 規 ペ プ チ ド に よ る insulin分 泌 〕

[実 験 方 法 ]

　 血 液 は 、 実 施 例 1の 試 料 を 用 い た 。
1 2 5

I-insulinは bovine insulin (28.5 USP unit/mg,

 code I-5500, Sigma) を chloramine Tで ヨ ー ド 標 識 し 、 逆 相 HPLCで 精 製 し た 。 血 漿 insul

in濃 度 は 、 guinea-pig anti-bovine insulin antiserum (code I-6136, Sigma)を 用 い る

ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ る 2抗 体 法 で 測 定 し た (測 定 感 度 0.05ng/ml、 測 定 精 度 4.0%） 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

[結 果 ]

　 天 然 配 列 の glucagonの 投 与 で は 、 投 与 後 10分 で insulin濃 度 が 最 大 を 示 し 、 さ ら に gluco

se濃 度 上 昇 に 伴 っ て 、 投 与 後 60分 ま で な だ ら か に 減 少 す る insulin分 泌 刺 激 が 認 め ら れ る

（ ThanThan S, Zhao H, Yannaing S, Kuwayama H. GLP-1 and Exendin-4 Inhibit Insuli

notropic Effects of Glucagon and Oxyntomodulin in Cattle [abstract]. Diabetes 20

12;61 (suppl 1): A689） 。 と こ ろ が 、 天 然 glucagonに お い て 2位 と 3位 の ア ミ ノ 酸 を SQか

ら GEに 改 変 し た glucagon-4で は 、 図 2の よ う に 、 insulin濃 度 は 投 与 後 2分 で 最 大 と な り 、 e

xendin-4の イ ン ク レ チ ン 作 用 と 類 似 の 生 理 活 性 を 示 し た 。 さ ら に 、 天 然 oxyntomodulinに

お い て 、 2位 と 3位 の ア ミ ノ 酸 を SQか ら GEに 改 変 し た oxyntomodulin-4で は 、 イ ン ク レ チ ン

作 用 が さ ら に 強 く 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 こ れ ら の 結 果 は 、 glucagon-4お よ び oxyntomodulin-4が イ ン ク レ チ ン 作 用 を 有 す る 物 質

と し て 、 糖 尿 病 お よ び 高 血 糖 症 状 の 治 療 に 利 用 で き る こ と を 強 く 示 唆 し て い る 。 ま た 、 天

然 glucagonと 天 然 oxyntomodulinが 元 々 持 っ て い る GLP-1受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 活 性 で あ る イ ン

ク レ チ ン 作 用 は 、 そ れ ぞ れ の 配 列 に お い て 2位 と 3位 の ア ミ ノ 酸 を SQか ら GEに 改 変 し て も 、

大 き な 変 化 は な い と 解 釈 で き る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

〔 実 施 例 3: 糖 尿 病 モ デ ル マ ウ ス へ の 投 与 と 血 糖 値 変 化 〕

[実 験 方 法 ]

　 db/dbマ ウ ス (BKS.Cg - ＋ Lepr
d b
/ Lepr

d b
/Jc1、 14週 齢 、 日 本 ク レ ア )、 雄 6頭 (平 均 体 重

52.33g± 0.11g)を 4時 間 絶 食 さ せ た 。 尾 静 脈 よ り 血 液 5μ Lを 採 取 し 、 ヘ パ リ ン (0.05 IU)を

含 む 生 理 的 食 塩 水 0.5μ Lと 混 合 し 、 冷 蔵 保 存 し た (こ の 時 を time＝ 0と す る )。 こ の 採 血 直

後 に 生 理 的 食 塩 水 に 溶 か し た ヒ ト oxyntomodulin-4 (h.O X M-4)、 ヒ ト oxyntomodulin (h.O X

M)、 ま た は ウ シ oxyntomodulin-4 (b.O X M-4)を 腹 腔 内 に 投 与 し た (0.1mL/100g体 重 )。 さ ら

に 60分 後 、 尾 静 脈 よ り 血 液 5μ Lを 採 取 し 0.5μ Lの ヘ パ リ ン (0.05 IU)と 混 合 し た 。 Glucose

濃 度 は 、 冷 却 遠 心 し て 得 ら れ た 血 漿 2μ Lを グ ル コ ー ス CII-テ ス ト ワ コ ー (和 光 純 薬 、 大 阪 )

の 緩 衝 液 20μ Lで 希 釈 発 色 後 (37℃ で 20分 ) 、 Nanodrop (Thermo Scientific)で 測 定 し た

。

【 ０ ０ ５ ７ 】

[結 果 ]

　 結 果 を 図 3に 示 し た 。 ヒ ト oxyntomodulin-4ま た は ウ シ oxyntomodulin-4を 腹 腔 内 に 投 与 (

1μ g/g 体 重 )し て 1時 間 後 、 glucose濃 度 は 約 40%減 少 し た 。 こ の glucose濃 度 減 少 は 、 対 照

と し て 実 施 し た 天 然 配 列 の ヒ ト oxyntomodulin腹 腔 内 投 与 (1μ g/g 体 重 )に よ る 11%減 少 ま

た は 生 理 的 食 塩 水 投 与 に よ る 15%減 少 の 、 2～ 3倍 の 効 果 で あ る 。 こ れ ら の 高 血 糖 モ デ ル マ

ウ ス へ の 投 与 実 験 は 、 天 然 oxyntomodulinに お い て 2位 と 3位 の ア ミ ノ 酸 を SQか ら GEに 変 え

た oxyntomodulin-4が 、 糖 尿 病 お よ び 高 血 糖 動 物 の 治 療 に 有 効 で あ る こ と を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

〔 実 施 例 4: 膵 島 培 養 (ICRマ ウ ス 、 ♂ 、 8～ 9週 齢 )の 実 験 〕

[実 験 方 法 ]

　 マ ウ ス 膵 島 は 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 培 養 キ ッ ト (PNI13、 Lot No. M B2P-1、 株 式 会 社 プ ラ イ

マ リ ー セ ル 、 札 幌 )を 利 用 し 、 Damdindorjら (Damdindorj B, Dezaki K, Kurashina T, Son

e H, Rita R, Kakei M, Yada T. Exogenous and endogenous ghrelin counteracts GLP-1
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 action to stimulate cA MP signaling and insulin secretion in islet β -cells. FEB

S Lett. 2012 ;586(16):2555-62.)の 記 述 に 従 っ て 0.5m M 3-isobutyl-1-methylxanthine (

IB M X)を 含 む LH KRB培 地 (129m M NaCl、 5m M NaHCO 3 、 4.7m M KCl、 1.2m M K H 2 PO 4 、 2m M CaCl 2

・ 2H 2 O、 1.2m M MgSO 4 、 10 m M HEPES、 NaO Hで pH 7.4と し 、 2mg/mL BSAを 加 え て 、 生 じ た 沈

殿 物 は 0.45μ filterで 濾 過 滅 菌 )を 用 い て イ ン ク レ チ ン 作 用 を 調 べ た 。 膵 島 (約 100個 )は 到

着 直 後 、 キ ッ ト 付 属 の 11 m M glucoseを 含 む RPMI1640血 清 培 地 10mLで 37℃ ・ 5% CO 2 で 1時 間

培 養 し た 。 こ れ を 実 体 顕 微 鏡 下 で 膵 島 5個 ず つ に 分 け 、 最 終 容 量 500μ Lの RPMI1640血 清 培

地 を 加 え た 。 遠 心 上 清 450μ Lを 除 去 し た 膵 島 懸 濁 液 に 2.8m M glucoseを 含 む LH KRB培 地 450

μ Lを 加 え 、 37℃ ・ 5% CO 2 で 1時 間 培 養 し た 。 も う 一 度 遠 心 上 清 450μ Lを 除 去 し 、 同 じ LH KRB

培 地 450μ Lを 加 え 37℃ ・ 5% CO 2 で 1時 間 培 養 を 繰 り 返 し た 。 遠 心 上 清 450μ Lを 除 去 し 、 イ ン

ク レ チ ン 効 果 を 測 定 す る 最 終 条 件 の 成 分 を 含 む LH KRB培 地 450μ Lを 加 え 37℃ ・ 5% CO 2 で 1時

間 培 養 し 、 遠 心 上 清 中 に 放 出 さ れ た insulinを ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ で 測 定 し た 。 イ ン ク

レ チ ン 効 果 を 測 定 す る 最 終 条 件 は 、 1)2.8 m M glucose、 2)8.3 m M glucose、 3)8.3 m M glu

cose＋ 10 nM GLP-1、 4)8.3 m M glucose＋ 10 nM ヒ ト oxyntomojyurin-4と し た 。 培 地 中 の

マ ウ ス insulin濃 度 は 、
1 2 5

I標 識 ウ シ insulinと guinea-pig anti-bovine insulin antiser

um (code I-6136, Sigma)の 反 応 に 加 え る 標 準 曲 線 insulinと し て 、 ラ ッ ト insulinを 用 い

た ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ る 2抗 体 法 で 測 定 し た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

[結 果 ]

　 結 果 を 図 4お よ び 5に 示 し た 。 Glucose濃 度 に 依 存 し た insulin分 泌 増 強 作 用 を マ ウ ス 膵 島

で 調 べ る と 、 図 5に 示 す よ う に 2.8 m M か ら 8.3 m Mに glucose濃 度 を 上 昇 さ せ た 場 合 の イ ン

ク レ チ ン 作 用 は 、 10 nM GLP-1の 存 在 下 で は 、 insulin放 出 が 1.6倍 に 、 ま た 10 nMヒ ト 型 ox

yntomodulin-4の 存 在 下 で は 、 insulin放 出 が 2.4倍 に 増 加 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 動

物 へ の oxyntomodulin-4の 投 与 に よ る insulin濃 度 の 増 加 は 、 oxyntomodulin-4が 膵 蔵 ラ ン

ゲ ル ハ ン ス 島 に イ ン ク レ チ ン と し て 作 用 し た 結 果 で あ る こ と 、 ま た 、 そ の 作 用 は 同 じ 濃 度

条 件 で あ れ ば 、 GLP-1よ り も oxyntomodulin-4の 方 が 強 い こ と を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

〔 参 考 例 〕

　 実 施 例 の 方 法 に 準 じ て 、 下 記 の ペ プ チ ド を 牛 (N=8)に 投 与 し て 血 糖 値 と イ ン ス リ ン 変 化

を 調 べ た 。 な お 下 記 の ペ プ チ ド の 合 成 に は 、 Rink-A mide-M BH A Resin（ ペ プ チ ド 研 究 所 (大

阪 )） を 用 い た (200-400mesh, 1% D V D, 200～ 400 mesh, 0.37 m mol N H 2 /g) 。

【 ０ ０ ６ １ 】

Glucandin　 [glucagon-exendin(30-39)]

　 HSQ GTFTSD Y SK YLDSRRA Q DFV Q W L M NTG PSSG APPPS-N H 2 （ 配 列 番 号 17）

Glucandin-4　 [glucagon-4-exendin(30-39)]

　 H GEGTFTSD Y SK YLDSRRA Q DFV Q W L M NTG PSSG APPPS-N H 2 （ 配 列 番 号 18）

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 Glucandinは 、 oxyntomodulinと 類 似 の 作 用 を 示 し た （ 図 6） 。 ま た Glucandin-4は 、 exen

din-4お よ び GLP-1と 同 じ 作 用 を 示 し た が （ 図 7） 、 期 待 に 反 し 、 ウ シ 肝 細 胞 膜 分 画 へ の 結

合 は 弱 い も の で あ っ た 。 Glucandinの 結 果 か ら 、 exendin-4の 作 用 は C末 端 側 (29-39)配 列 で

は な く 、 N末 端 の 2お よ び 3位 が 重 要 で あ ろ う と 推 測 し た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 Glucandinは 、 glucagonや oxyntomojyulinと 似 て お り 、 ペ プ チ ド 投 与 に よ り 血 糖 値 が 上

昇 し (デ ー タ は 示 さ ず )、 血 糖 上 昇 に よ り イ ン ス リ ン が 分 泌 し た 。 Glucandin-4は 、 exendin

-4お よ び GLP-1と 同 じ イ ン ク レ チ ン 作 用 を 示 し た 。 投 与 量 を 増 す と 、 類 似 の 結 果 が 得 ら れ

た （ 図 8） 。

【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】

【 ０ ０ ６ ４ 】

配 列 番 号 1： glucagon-4の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 2： glucagonの ア ミ ノ 酸 配 列
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配 列 番 号 3： ヒ ト 型 oxyntomodulin-4の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 4： ヒ ト oxyntomodulinの ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 5： ウ シ 型 oxyntomodulin-4の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 6： ウ シ oxyntomodulinの ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 7： GLP-1の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 8： ウ シ GLP-2 の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 9： exendin-3の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 10： exendin-4の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 11： exendin(1-26) の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 12： exendin(4-39) の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 13： exendin(5-39) の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 14： exendin(9-39) の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 15： exendin(30-39) の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 16： glucagon antagonist の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 17： glucagon-exendin(30-39) の ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 18： glucagon-4-exendin(30-39) の ア ミ ノ 酸 配 列

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 配 列 表 】
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