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(57)【要約】
　本発明は、基礎時間作用プロファイルを有する新規なインスリンアナログであって、以
下の特徴を特徴とするインスリンアナログに関する：ａ）Ｂ鎖末端が、アミド化塩基性ア
ミノ酸残基、例えばリジン又はアルギニンアミドからなること；ｂ）インスリンＡ鎖のＮ
末端アミノ酸残基が、リジン又はアルギニン基であること；ｃ）アミノ酸位置A8が、ヒス
チジン基によって占められていること；ｄ）アミノ酸位置A21が、グリシン基によって占
められていること；並びにｅ）位置A5、A15、A18、B－1、B0、B1、B2、B3及びB4において
、負に荷電したアミノ酸残基の１つ又はそれ以上の置換及び／又は付加が行われること。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式Ｉのインスリンアナログ
【化１】

（式中、
　A0は、Lys又はArgに対応し；
　A5は、Asp、Gln又はGluに対応し；
　A15は、Asp、Glu又はGlnに対応し；
　A18は、Asp、Glu又はAsnに対応し；
　B－1は、Asp、Glu又はアミノ基に対応し；
　B0は、Asp、Glu又は化学結合に対応し；
　B1は、Asp、Glu又はPheに対応し；
　B2は、Asp、Glu又はValに対応し；
　B3は、Asp、Glu又はAsnに対応し；
　B4は、Asp、Glu又はGlnに対応し；
　B29は、Lys又は化学結合に対応し；
　B30は、Thr又は化学結合に対応し；
　B31は、Arg、Lys又は化学結合に対応し；
　B32は、Arg－アミド、Lys－アミド又はアミノ基に対応し、
　ここで、A5、A15、A18、B－1、B0、B1、B2、B3及びB4を含む群の２つのアミノ酸残基が
、同時に、互いに独立して、Asp又はGluに対応する）。
【請求項２】
　A0がArgに対応する、請求項１に記載のインスリンアナログ。
【請求項３】
　A5がGluに対応する、請求項１または２に記載のインスリンアナログ。
【請求項４】
　A15がGluに対応する、請求項１～３のいずれか１項に記載のインスリンアナログ。
【請求項５】
　A18がAspに対応する、請求項１～４のいずれか１項に記載のインスリンアナログ。
【請求項６】
　B－1がアミノ基に対応する、請求項１～５のいずれか１項に記載のインスリンアナログ
。
【請求項７】
　B0がGluに対応する、請求項１～６のいずれか１項に記載のインスリンアナログ。
【請求項８】
　B1がAspに対応する、請求項１～７のいずれか１項に記載のインスリンアナログ。
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【請求項９】
　B2がValに対応する、請求項１～８のいずれか１項に記載のインスリンアナログ。
【請求項１０】
　B3がAspに対応する、請求項１～９のいずれか１項に記載のインスリンアナログ。
【請求項１１】
　B4がGluに対応する、請求項１～１０のいずれか１項に記載のインスリンアナログ。
【請求項１２】
　B29がLysに対応する、請求項１～１１のいずれか１項に記載のインスリンアナログ。
【請求項１３】
　B30がThrに対応する、請求項１～１２のいずれか１項に記載のインスリンアナログ。
【請求項１４】
　B31がArg又はLysに対応する、請求項１～１３のいずれか１項に記載のインスリンアナ
ログ。
【請求項１５】
　B32がArg－NH2又はLys－NH2に対応する、請求項１～１４のいずれか１項に記載のイン
スリンアナログ。
【請求項１６】
　以下を含む群より選択される、請求項１～１５のいずれか１項に記載のインスリンアナ
ログ：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
 ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
 ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu(A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His(A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 ヒ
トインスリン、
　Arg (A0), His(A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 ヒ
トインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His(A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 ヒ
トインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
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ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18) ,Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg(B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Arg (B31)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Lys (B31)－NH2 
ヒトインスリン。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか１項に記載のインスリンアナログの調製方法。
【請求項１８】
　インスリンアナログの前駆体を組換えによって調製し、前駆体を二本鎖インスリンに酵
素的に処理し、そしてアルギニンアミドとのカップリングを、トリプシン活性を有する酵
素の存在下で行ない、インスリンアナログを単離する、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　糖尿病を処置する医薬を製造するための請求項１～１６のいずれか１項に記載のインス
リンアナログの使用。
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【請求項２０】
　Ｉ型若しくはII型糖尿病を処置する、又はベータ細胞再生を治療的に補助する医薬を調
製するための方法における、請求項１９に記載の使用。
【請求項２１】
　請求項１～１６のいずれか１項に記載のインスリンアナログ及び／又はその生理学的に
許容される塩を含む医薬。
【請求項２２】
　製剤が、溶解したインスリンアナログを含む水性形態である、請求項１～１６のいずれ
か１項に記載のインスリンアナログの製剤。
【請求項２３】
　製剤が散剤の形態である、請求項１～１６のいずれか１項に記載のインスリンアナログ
の製剤。
【請求項２４】
　請求項１～１６のいずれか１項に記載のインスリンアナログが、結晶形及び／又はアモ
ルファス形で存在する、請求項２３に記載の製剤。
【請求項２５】
　製剤が懸濁剤の形態である、請求項１～１６のいずれか１項に記載のインスリンアナロ
グの製剤。
【請求項２６】
　製剤が化学シャペロンをさらに含む、請求項１～１６のいずれか１項に記載のインスリ
ンアナログの製剤。
【請求項２７】
　請求項１～１６のいずれか１項に記載のインスリンアナログの前駆体をコードするＤＮ
Ａ。
【請求項２８】
　請求項１～１６のいずれか１項に記載のインスリンアナログのＡ鎖をコードするＤＮＡ
。
【請求項２９】
　請求項１～１６のいずれか１項に記載のインスリンアナログのＢ鎖をコードするＤＮＡ
。
【請求項３０】
　請求項２７～２９のいずれか１項に記載のＤＮＡを含むベクター。
【請求項３１】
　請求項２７～２９のいずれか１項に記載のＤＮＡ又は請求項３０に記載のベクターを含
む宿主生物。
【請求項３２】
　Ｃペプチドが、そのＮ末端でアミノ酸残基アルギニンを、そしてそのＣ末端に２つのア
ルギニン残基、又は１つのアルギニン残基及び１つのリジン残基を担持し、そして後者の
場合、リジン残基が実際のＣ末端を形成する、プレプロインスリンアナログ。
【請求項３３】
　グルカゴン様ペプチド－1（GLP1）、若しくはそのアナログ若しくは誘導体、又はエキ
センジン－3若しくは－4、若しくはそのアナログ若しくは誘導体をさらに含む、請求項２
２～２６のいずれか１項に記載の製剤。
【請求項３４】
　エキセンジン－4をさらに含む、請求項３３に記載の製剤。
【請求項３５】
　エキセンジン－4のアナログが、
　H－desPro36－エキセンジン－4－Lys6－NH2、
　H－des(Pro36,37)－エキセンジン－4－Lys4－NH2及び
　H－des(Pro36,37)－エキセンジン－4－Lys5－NH2、
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又はその薬理学的に許容される塩を含む群より選択される、請求項３３に記載の製剤。
【請求項３６】
　エキセンジン－4のアナログが、
　desPro36 [Asp28]エキセンジン－4 (1－39)、
　desPro36 [IsoAsp28]エキセンジン－4 (1－39)、
　desPro36 [Met(O)14, Asp28]エキセンジン－4 (1－39)、
　desPro36 [Met(O)14, IsoAsp28]エキセンジン－4 (1－39)、
　desPro36 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－2 (1－39)、
　desPro36 [Trp(O2)

25, IsoAsp28]エキセンジン－2 (1－39)、
　desPro36 [Met(O)14Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4 (1－39)及び
　desPro36 [Met(O)14Trp(O2)

25, IsoAsp28]エキセンジン－4 (1－39)、
又はその薬理学的に許容される塩を含む群より選択される、請求項３３に記載の製剤。
【請求項３７】
　ペプチド－Lys6－NH2が、エキセンジン－4のアナログのＣ末端に結合されている、請求
項３６に記載の製剤。
【請求項３８】
　エキセンジン－4のアナログが、
　H－(Lys)6－des Pro36 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－Lys6－NH2、
　des Asp28Pro36, Pro37, Pro38 エキセンジン－4(1－39)－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－NH2、
　H－Asn－(Glu)5 des Pro

36, Pro37, Pro38 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－NH2、
　des Pro36, Pro37, Pro38 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(Lys)6－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(Lys)6－NH2
、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(Lys)6
－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－Lys6－NH2、
　H－des Asp28 Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25]エキセンジン－4(1－39)－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－N
H2、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－3
9)－NH2、
　des Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(Lys)6－NH2
、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(
Lys)6－NH2、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－3
9)－(Lys)6－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36 [Met(O)14, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－Lys6－NH2、
　des Met(O)14 Asp28 Pro 36, Pro37, Pro38 エキセンジン－4(1－39)－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro 37, Pro38 [Met(O)14, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－N
H2、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Asp28] エキセンジン－4(1－3
9)－NH2、
　des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(Lys)6－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－Ly
s6－NH2、
　H－Asn－(Glu)5 des Pro

36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Asp28] エキセンジン－4(1－39
)－(Lys)6－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36 [Met(O)14, Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－Lys6
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－NH2、
　des Asp28 Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Trp(O2)

25]エキセンジン－4(1－39)－NH2
、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4
(1－39)－NH2、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Asp28] エキセンジン－4(1－3
9)－NH2、
　des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(L
ys)6－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4
(1－39)－(Lys)6－NH2、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Trp(O2)

25, Asp28] エキセン
ジン－4(1－39)－(Lys)6－NH2、
又はその薬理学的に許容される塩を含む群より選択される、請求項３３に記載の製剤。
【請求項３９】
　Arg34, Lys26 (Nε(γ－グルタミル(Nα－ヘキサデカノイル))) GLP－1 (7－37)［リラ
グルチド］又はその薬理学的に許容される塩をさらに含む、請求項３３に記載の製剤。
【請求項４０】
　亜鉛を含まないか又は15μg／ml未満の亜鉛を含む、請求項１～１６のいずれか１項に
記載のインスリンアナログの水性製剤。
【請求項４１】
　亜鉛を含まないか又は15μg／ml未満～２mg／mlの亜鉛を含む、請求項１～１６のいず
れか１項に記載のインスリンアナログの水性製剤。
【請求項４２】
　亜鉛含量が200μg／mlである、請求項４１に記載の製剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、基礎時間／作用プロファイルを有する新規なインスリンアナログ、それらの
調製及び使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　糖尿病の発生率は、近年、ほぼ流行性の程度へ増加した。前記障害は、平均寿命の大幅
な短縮を生じさせ得る。糖尿病を有する人は、外部からインスリンを身体に頻繁に供給し
なければならない。インスリンでの治療を最適化することが、賢明である。特定の薬理学
的性質を有する異なるインスリンが、現在、利用可能である。実際には、異なるインスリ
ンは、それらの作用持続時間に従って、短時間作用型インスリン、速効型インスリン、長
時間作用型インスリン及び混合型インスリンに区別される。長時間作用型インスリンにつ
いて同義的に使用される名称は、スローインスリン、デポーインスリン、又は基礎インス
リンである。これらのインスリン製品の多くの中の有効成分は、１つ又はそれ以上のアミ
ノ酸の置換、欠失及び／又は付加によってヒトインスリンから誘導された、いわゆるイン
スリンアナログである。用語「インスリンアナログ」及び「インスリン類」は、本明細書
において同義的に使用される。
【０００３】
　強化されたインスリン療法の方針は、基礎インスリンの早期投与により血糖値の安定的
な制御を目指すことによって、健康リスクを減らそうと試みる。現在の基礎インスリンの
一例は、医薬Lantus（登録商標）（有効成分：インスリングラルギン＝Gly (A21), Arg (
B31), Arg (B32)ヒトインスリン）である。新規の改善された基礎インスリンを開発する
一般的な目標は、低血糖事象の数を最小限にすることである。これに関連して理想的な基
礎インスリンは、各患者において少なくとも24時間確実に作用するものである。インスリ
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ン効果は、理想的には、遅延開始及びできる限り浅い時間／作用プロファイルを有し、そ
の結果、短時間の低血糖のリスクが明確に最小限にされ、食料品の事前摂取なしに、投与
さえ可能となる。インスリン効果ができる限り長く同一のレベルで持続する場合、即ち、
身体に一定量のインスリンが提供される場合、基礎インスリンの十分な供給が存在する。
従って、低血糖事象のリスクは低く、患者及び日に特異的な変動性が最小限にされる。従
って、理想的な基礎インスリンの薬物動態プロファイルは、遅延した作用開始、及び、延
ばされた、即ち、長時間持続しかつ均一である作用を特徴とするべきである。
【０００４】
　しかし、既に達成された治療的利益にもかかわらず、現在まで記載されたスローインス
リンのいずれも、理想的な基礎インスリンの薬物動態特性を示していない。望ましいイン
スリンは、浅く、長時間持続する時間／作用プロファイルを有し、その結果、患者におけ
る日依存性の変動及び低血糖事象のリクスがさらに最小限にされ、作用持続時間がさらに
延ばされ、その結果、インスリンを毎日投与することが、ある状況においては、もはや必
要ではなくなる。これは、糖尿病患者の、特に、自分自身でインスリンを注射することが
もはやできない高齢の糖尿病患者及び介護の必要がある糖尿病患者の簡易化された治療を
可能にし、従って、非常に経済的に有利でもある。このような基礎インスリンは、さらに
、２型糖尿病の初期において有利である。臨床医は、多くの人々に存在する注射恐怖症が
、よい時期にインスリン療法を開始することを人々に思いとどまらせると報告している。
結果として、血糖の制御が不十分となり、糖尿病の後遺症へ至る。注射によって与えられ
るインスリン用量の数を減らす基礎インスリンは、インスリン療法を患者により許容され
るようにする効果を有し得る。
【０００５】
　非特許文献１は、Ｂ鎖末端又はＡ及びＢ鎖のＮ末端でのリジン又はアルギニンの付加に
よって、ヒトインスリンの等電点（pI＝5.6）と比較してアルカリ性の範囲の方向にそれ
らの等電点（pI）がシフトしたインスリンアナログを調製することによって、インスリン
の薬力学を最適化することが可能であり、その結果、生理学的条件下での溶解性が低下し
、遅延した時間／作用プロファイルが生じるということを記載している。非特許文献１の
化合物18（Arg (A0), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) ヒトインスリン（実験による測
定値pI＝7.3；計算値pI＝7.58））は、これに関連して、その考えの文脈において最善の
化合物と記載されている。従って、非特許文献１は、新規のインスリンアナログを設計す
ることにおける主要な目的を、pI＝5.6から中性の範囲へと等電点を増加させるための、
ヒトインスリンのアミノ酸配列への正に荷電したアミノ酸の付加であると考えている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Kohn et al. (Peptides 28 (2007) 935－948)
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　新規のインスリンアナログの設計におけるこのねらいは、酸性アミノ酸でのヒトインス
リン中の中性アミノ酸の置換及び／又は酸性アミノ酸の付加とは反対のものであり、何故
ならば、このような置換及び／又は付加は、正に荷電したアミノ酸を導入する効果を少な
くとも部分的に無効にするためである。しかし、今回、驚くべきことに、記載される望ま
しい基礎の時間／作用プロファイルが、以下の特徴を特徴とするインスリンアナログで得
られることがわかった：
　・Ｂ鎖末端が、アミド化塩基性アミノ酸残基、例えば、リジン又はアルギニンアミドか
らなること、並びに
　・インスリンＡ鎖のＮ末端アミノ酸残基が、リジン又はアルギニン残基であること、並
びに
　・アミノ酸位置A8が、ヒスチジン残基によって占められていること、並びに
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　・アミノ酸位置A21が、グリシン残基によって占められていること、即ち、Ｂ鎖末端で
のアミド化塩基性アミノ酸残基において、末端アミノ酸のカルボキシル基が、そのアミド
化形態で存在すること、並びに
　・位置A5、A15、A18、B－1、B0、B1、B2、B3及びB4において、酸性アミノ酸による中性
アミノ酸の２つの置換、負に荷電したアミノ酸残基の２つの付加、又は１つのこのような
置換及び１つのこのような付加がそれぞれあること。
【０００８】
　記載した最初の３つの特徴は、正電荷の導入又は負電荷の排除によって、対応のインス
リンアナログのpIの増加に寄与する傾向があるが、最後に記載した負に荷電したアミノ酸
残基の置換及び／又は付加は、反対の効果を有し、pIの低下に寄与する。驚くべきことに
、まさに記載のインスリンアナログは、所望の有利な時間／作用プロファイルを有する。
これらの化合物のpI値は、非特許文献１の化合物18（Arg (A0), Gly (A21), Arg (B31), 
Arg (B32)ヒトインスリン）のそれよりも低いが、それにもかかわらず、遅延した作用開
始及びより長い作用持続時間、即ち、非常に浅く、長時間持続する、均一な作用プロファ
イルをさらに示す。従って、低血糖事象のリスクは、明確に最小限にされる。遅延は、非
常に著しく、驚くべきことに、ラットについてのモデル実験においてさえ効果を検出する
ことが可能であり、しかし、対照的に、インスリングラルギンの遅延した作用は、ラット
において明白には観察され得ない。図１は、インスリングラルギンのそれと比較しての本
発明の化合物YKL205の血糖降下作用を示す。同様の結果がイヌにおいて得られる（図２参
照）。従って、明確により少ない頻度で投与される必要がある新規な基礎インスリンを提
供した。記載のこれらの薬物動態的利益に加えて、本発明のアナログは、例えば、受容体
特異性及びインビトロ分裂促進性などの薬理学的な点でインスリングラルギンと比較して
明確によりよい特性を示す。特許請求されるインスリンはまた、物理化学的な点で利益を
示す。
【０００９】
　従って、本発明は、式Ｉのインスリンアナログに関する：
【化１】

　式中、
　A0は、Lys又はArgに対応し；
　A5は、Asp、Gln又はGluに対応し；
　A15は、Asp、Glu又はGlnに対応し；
　A18は、Asp、Glu又はAsnに対応し；
　B－1は、Asp、Glu又はアミノ基に対応し；
　B0は、Asp、Glu又は化学結合に対応し；
　B1は、Asp、Glu又はPheに対応し；
　B2は、Asp、Glu又はValに対応し；



(10) JP 2011-509088 A 2011.3.24

10

20

30

40

50

　B3は、Asp、Glu又はAsnに対応し；
　B4は、Asp、Glu又はGlnに対応し；
　B29は、Lys又は化学結合に対応し；
　B30は、Thr又は化学結合に対応し；
　B31は、Arg、Lys又は化学結合に対応し；
　B32は、Arg－アミド、Lys－アミド又はアミノ基に対応し、
　ここで、A5、A15、A18、B－1、B0、B1、B2、B3及びB4を含む群の２つのアミノ酸残基が
、同時に、互いに独立して、Asp又はGluに対応する。
【００１０】
　本発明は、特に、互いに独立して、A0がArgに対応するか、又はA5がGluに対応するか、
又はA15がGluに対応するか、又はA18がAspに対応するか、又はB－1がアミノ基に対応する
か、又はB0がGluに対応するか、又はB1がAspに対応するか、又はB2がValに対応するか、
又はB3がAspに対応するか、又はB4がGluに対応するか、又はB29がLysに対応するか、又は
B30がThrに対応するか、又はB31がArg又はLysに対応する、上述のインスリンアナログに
関する。
【００１１】
　本発明は、特に好ましくは、以下を含む群より選択されるインスリンアナログに関する
：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
 ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
 ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu(A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His(A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 ヒ
トインスリン、
　Arg (A0), His(A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 ヒ
トインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His(A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 ヒ
トインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
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　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18) ,Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg(B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Arg (B31)－NH2 
ヒトインスリン、
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Lys (B31)－NH2 
ヒトインスリン。
【００１２】
　記載されるインスリンアナログの名称における用語「ヒトインスリン」の明記は、ヒト
インスリンのＡ鎖及びＢ鎖のアミノ酸配列に言及し、それらからの全ての逸脱（付加、置
換、欠失）は、インスリンアナログの与えられる名称において示される。
【００１３】
　本発明は、さらに、上述のインスリンアナログの調製方法に関し、特にここで、インス
リンアナログの前駆体を組換えによって調製し、前駆体を二本鎖インスリンに酵素的に処
理し、そしてアルギニンアミドとのカップリングを、トリプシン活性を有する酵素の存在
下で行ない、インスリンアナログを単離する。
【００１４】
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　本発明は、さらに、糖尿病、特に、Ｉ型若しくはII型糖尿病を処置する医薬を製造する
ための上述のインスリンアナログの使用に関する。本発明は、同様に、ベータ細胞再生を
補助する医薬を調製するための上述のインスリンアナログの使用に関する。
【００１５】
　本発明は、さらに、上述のインスリンアナログ及び／又はその生理学的に許容される塩
を含む医薬に関する。
【００１６】
　本発明は、さらに、製剤が、溶解したインスリンアナログを含む水性形態である、上述
のインスリンアナログの製剤に関する。
【００１７】
　本発明は、さらに、製剤が散剤の形態である、上述のインスリンアナログの製剤に関す
る。
【００１８】
　本発明は、さらに、上述のインスリンアナログが結晶形及び／又はアモルファス形で存
在する、上述の製剤に関する。
【００１９】
　本発明は、さらに、製剤が懸濁剤の形態である、上述のインスリンアナログの製剤に関
する。
【００２０】
　本発明は、さらに、製剤が化学シャペロンをさらに含む、上述のインスリンアナログの
製剤に関する。
【００２１】
　本発明は、さらに、上述のインスリンアナログの前駆体、又は上述のインスリンアナロ
グのＡ鎖若しくはＢ鎖をコードするDNAに関する。
【００２２】
　本発明は、さらに、上述のDNAを含むベクターに関する。
【００２３】
　本発明は、さらに、上述のDNA又は上述のベクターを含む宿主生物に関する。
【００２４】
　本発明は、さらに、Ｃペプチドが、そのＮ末端でアミノ酸残基アルギニンを、そしてそ
のＣ末端に２つのアルギニン残基、又は１つのアルギニン残基及び１つのリジン残基を担
持し、そして後者の場合、リジン残基が実際のＣ末端を形成する、プレプロインスリンア
ナログに関する。
【００２５】
　本発明は、さらに、グルカゴン様ペプチド－1（GLP1）、若しくはそのアナログ若しく
は誘導体、又はエキセンジン－3若しくは－4、若しくはそのアナログ若しくは誘導体、好
ましくは、エキセンジン－4をさらに含む、上述の製剤に関する。
【００２６】
　本発明は、さらに、エキセンジン－4のアナログが、
　H－desPro36－エキセンジン－4－Lys6－NH2、
　H－des(Pro36,37)－エキセンジン－4－Lys4－NH2及び
　H－des(Pro36,37)－エキセンジン－4－Lys5－NH2、
又はその薬理学的に許容される塩を含む群より選択される、上述の製剤に関する。
【００２７】
　本発明は、さらに、エキセンジン－4のアナログが、
　desPro36 [Asp28]エキセンジン－4 (1－39)、
　desPro36 [IsoAsp28]エキセンジン－4 (1－39)、
　desPro36 [Met(O)14, Asp28]エキセンジン－4 (1－39)、
　desPro36 [Met(O)14, IsoAsp28]エキセンジン－4 (1－39)、
　desPro36 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－2 (1－39)、
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　desPro36 [Trp(O2)
25, IsoAsp28]エキセンジン－2 (1－39)、

　desPro36 [Met(O)14Trp(O2)
25, Asp28]エキセンジン－4 (1－39)及び

　desPro36 [Met(O)14Trp(O2)
25, IsoAsp28]エキセンジン－4 (1－39)、

又はその薬理学的に許容される塩を含む群より選択される、上述の製剤に関する。
【００２８】
　本発明は、さらに、ペプチド－Lys6－NH2が、エキセンジン－4のアナログのＣ末端に結
合されている、前記段落に記載の製剤に関する。
【００２９】
　本発明は、さらに、エキセンジン－4のアナログが、
　H－(Lys)6－des Pro36 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－Lys6－NH2、
　des Asp28Pro36, Pro37, Pro38 エキセンジン－4(1－39)－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－NH2、
　H－Asn－(Glu)5 des Pro

36, Pro37, Pro38 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－NH2、
　des Pro36, Pro37, Pro38 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(Lys)6－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(Lys)6－NH2
、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(Lys)6
－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－Lys6－NH2、
　H－des Asp28 Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25]エキセンジン－4(1－39)－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－N
H2、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－3
9)－NH2、
　des Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(Lys)6－NH2
、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(
Lys)6－NH2、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－3
9)－(Lys)6－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36 [Met(O)14, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－Lys6－NH2、
　des Met(O)14 Asp28 Pro 36, Pro37, Pro38 エキセンジン－4(1－39)－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro 37, Pro38 [Met(O)14, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－N
H2、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Asp28] エキセンジン－4(1－3
9)－NH2、
　des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(Lys)6－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－Ly
s6－NH2、
　H－Asn－(Glu)5 des Pro

36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Asp28] エキセンジン－4(1－39
)－(Lys)6－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36 [Met(O)14, Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－Lys6
－NH2、
　des Asp28 Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Trp(O2)

25]エキセンジン－4(1－39)－NH2
、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4
(1－39)－NH2、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Asp28] エキセンジン－4(1－3
9)－NH2、
　des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4(1－39)－(L
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ys)6－NH2、
　H－(Lys)6－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Trp(O2)

25, Asp28]エキセンジン－4
(1－39)－(Lys)6－NH2、
　H－Asn－(Glu)5－des Pro36, Pro37, Pro38 [Met(O)14, Trp(O2)

25, Asp28] エキセン
ジン－4(1－39)－(Lys)6－NH2、
又はその薬理学的に許容される塩を含む群より選択される、上述の製剤に関する。
【００３０】
　本発明は、さらに、Arg34, Lys26 (Nε(γ－グルタミル(Nα－ヘキサデカノイル))) GL
P－1 (7－37) ［リラグルチド］又はその薬理学的に許容される塩をさらに含む、上述の
製剤に関する。
【００３１】
　本発明のインスリンは、投与後に有利な効果を有する薬学的製剤のアイテムであり得る
ことは、これに関連する当業者に明らかである。水溶液は、これに関連する出発点である
。さらなる成分は、従って、混和性でなければならない。ウイルス動物汚染のリスクは、
製剤が動物源由来のいかなる成分も含むべきではない点で、最小限にされる。防腐剤を添
加することによって微生物汚染を予防することは、さらに有利である。等張剤を添加する
ことによって、投与部位での組織細胞の生理機能に対する製剤の可能性のある負の効果を
補うことが可能である。プロタミンの添加は、安定化効果を有し得、その結果、実質的に
塩を含まないインスリン製剤が、製剤へプロタミンを添加することによって得ることがで
きる。フェノール成分の添加は、使用されるインスリンアナログの構造の安定化をもたら
し得、従って、特に、作用開始に対する遅延効果をさらにもたらし得る。本発明のスロー
インスリンの空間的構造を安定化し、よりよい熱的安定性をもたらす物質を、製剤へ添加
することも可能である。このような化学シャペロンは、例えば、短い合成ペプチドであり
得、これはまた、アミノ酸アナログを含み得、又は、例えば、インスリンのＣペプチド由
来のペプチド配列を含み得る。
【００３２】
　本発明のインスリンは、デポー形態を開発するために、ナノ粒子中へ組み入れられ得る
。本発明のスローインスリンがポリマー担体へ可逆的に結合された状態で存在する、いわ
ゆる徐放製剤も考えられる。
【００３３】
　本発明のインスリンは、速効型インスリン、例えば、Apidra（登録商標）、NovoRapid
（登録商標）、Humalog（登録商標）又は開発中のインスリン誘導体、又は、好適な時間
／作用プロファイルを有する製剤、又は、開発中である吸入可能なインスリン又は経鼻若
しくは経口投与されるインスリンと並行して投与され得る。速効型及び本発明のスローイ
ンスリンの適切に製剤化された混合物もまた、この目的のために使用され得ることが、こ
れに関連する当業者に明らかである。本発明のインスリンアナログは、GLP－1（グルカゴ
ン様ペプチド－1）又はエキセンジン－4若しくはエキセンジン－3と同等の活性によって
記載されるペプチドを含む医薬製剤中においてさらに使用され得る。GLP－1 (7－37)、エ
クセナチド（Byetta（登録商標））、又は調製が特許出願WO 2006/058620、WO 2001/0415
6、WO 2004/005342及びWO 98/08871に記載されているペプチドは、このようなペプチドの
例を示す。これに関連して特に有利な製剤は、これらのペプチドのデポー製剤を含むもの
である。特にII型糖尿病の初期段階において有利な治療のタイプは、本発明の医薬の投与
と並行して与え、インスリンの効果を高めるもの、例えば、メトホルミンである。インク
レチンのレベルを増加させるジペプチジルペプチダーゼ－4阻害剤を用いての併用療法が
、膵臓中におけるインスリン分泌を増加させるスルホニル尿素との併用のように、同様に
可能である。好適な幹細胞からの膵ベータ細胞の再生が分化因子の投与によって開始され
る場合、本発明のスローインスリンが、特に有利に使用され得る。これらの適用の全ては
、糖尿病の療法についての例として記載され、本発明は、同様にそれに関する。従って、
本発明は、さらに、糖尿病、特に、Ｉ型糖尿病又はII型糖尿病の治療についての他の有効
成分と併用しての本発明のインスリンの使用に関する。
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【００３４】
　本発明は、さらに、特に水性製剤又は散剤を示す、本発明のインスリンアナログを含む
医薬に関する。
【００３５】
　医薬は、好ましくは、注射用の液剤又は懸濁剤である医薬製剤であり；それは、溶解、
アモルファス、及び／又は結晶形態、好ましくは溶解形態の、本発明のインスリンアナロ
グの少なくとも１つ、及び／又は、それらの生理学的に許容される塩の少なくとも１つの
、内容物を特徴とする。
【００３６】
　製剤は、好ましくは、約2.5～8.5、特に、4.0～8.5のpHを有し、好ましくは、好適な等
張化剤（tonicity agent）、好適な防腐剤、及び、必要に応じて、好適な緩衝剤、及び好
ましくはさらに特定の亜鉛イオン濃度を、無菌水溶液中に含む。有効成分を除いた製剤成
分の総計は、製剤担体を形成する。好適な等張化剤は、例えば、グリセロール、グルコー
ス、マンニトール、NaCl、カルシウム又はマグネシウム化合物、例えば、CaCl2などであ
る。弱酸性pH値での本発明のインスリン又はそれらの生理学的に許容される塩の溶解性は
、等張化剤及び／又は防腐剤の選択によって影響される。
【００３７】
　好適な防腐剤の例は、フェノール、ｍ－クレゾール、ベンジルアルコール及び／又はｐ
－ヒドロキシ安息香酸エステルである。
【００３８】
　pHを約4.0～8.5に調節するために特に使用され得る、緩衝物質は、例えば、酢酸ナトリ
ウム、クエン酸ナトリウム、リン酸ナトリウムなどである。そうでなければ、生理学的に
許容される希酸（典型的に、HCl）又はアルカリ（典型的に、NaOH）もまた、pHを調節す
るために好適である。
【００３９】
　製剤が亜鉛含量を有する場合、好ましいのは、１～２mg／ml、特に、１μg／ml～200μ
g亜鉛／mlのものである。本発明のインスリンアナログの作用プロファイルは、驚くべき
ことに、亜鉛の添加によって十分に影響され得る。これは、作用の全持続時間、作用開始
の速度、及び効果曲線のプロファイルに関して異なり、従って患者の個々の安定化を可能
にする、製剤を可能にする。別の可能性は、「ツーチャンバインスリンデバイス」の使用
によって生じ、これは、迅速な作用開始及び／又は遅い徐々の作用開始を伴う製剤が、生
命状況に応じて投与されることを可能にする。
【００４０】
　本発明の製剤の有効成分プロファイルを変化させるために、未修飾インスリン、好まし
くは、ウシ、ブタ又はヒトインスリン、特に、ヒトインスリン、又はそれらのインスリン
アナログ及び誘導体を混合することも可能である。GLP－1に直接対応するか若しくはGLP
－1（グルカゴン様ペプチド－1）と同等の活性を特徴とするペプチド又はエキセンジン－
4誘導体を１つ又はそれ以上混合することが、同様に可能である。本発明は、同様に、こ
のような医薬（製剤）に関する。
【００４１】
　好ましい有効成分濃度は、約１～1500、より好ましくは、約５～1000、特に、約40～40
0国際単位／mlに対応するものである。
【００４２】
　本発明のインスリンアナログは、アミドをまだ含まない前駆体として、バイオテクノロ
ジーによって最初は調製される。当業者は、インスリンを調製するための多数の可能性に
精通している。これに関連して使用される宿主細胞系は、発酵による培養についての細菌
、酵母及び高等植物又は植物細胞である。費用検討が許すならば、宿主系として動物細胞
を使用する発現系も考えられる。しかし、そのための前提条件は、動物ウイルスを確実に
含まないことである。従って、例として記載された発現系は、タンパク質の組換え調製の
ために開発された宿主／ベクター系のほんの一部を示すことが、明らかである。例えば、
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酵母、又は植物系、例えば、コケ、藻類、又は高等植物、例えば、タバコ、エンドウ、ベ
ニバナ、大麦、トウモロコシ若しくはアブラナに基づくバイオテクノロジー方法は、本願
に記載されていない。それにもかかわらず、本発明は、標的ペプチドが好適なバイオテク
ノロジー発現系において調製されることを可能にする、宿主／ベクター系及びコーディン
グDNA配列を同様に含む。従って、宿主生物は、特に、以下からの植物界より選択され得
る：分裂菌綱（Schizomycetes）、細菌類又はラン藻類を含む第１門分裂植物門（Schizop
hyta）の生物、第２門藻類門（Phycophyta）第Ｖ綱緑藻綱（Chlorophyceae）の生物、第
２門藻類門第VII綱紅藻綱（Rhodophyceae）の生物、第３門菌類門（Mycophyta）の生物、
第５門コケ植物門（Bryophyta）の生物、及び第７門種子植物門（Spermatophyta）の生物
。
【００４３】
　欧州特許出願公開EP－A 1 222 207は、修飾Ｃペプチドを含むプレプロインスリンをコ
ードするプラスミドpINT358dを記載している。本発明のインスリンの前駆体として役立ち
得るプレプロインスリンを発現することが可能となるように、プロインスリンコード配列
を特異的に修飾することが、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）の助けを借りて、現在、可能
である。対応の融合タンパク質は、細胞内に調製される必要は必ずしもない。このような
タンパク質はまた、細菌発現、ペリプラズム中への及び／又は培養上清中への続いての分
泌によっても調製され得ることが、当業者に明らかである。欧州特許出願公開EP－A 1 36
4 029は、例としてこれを記載している。本発明は、同様に、本発明のアナログをもたら
すプロインスリン前駆体に関する。
【００４４】
　この方法で調製されたプロインスリンは、位置A0にリジン又はアルギニンを含みかつＢ
鎖のＣ末端にリジン又はアルギニンを有するインスリンアナログ前駆体へ原則として変換
され得る。
【００４５】
　本発明のプロインスリンが細菌中での細胞内発現の後に封入体の形態又は可溶形態であ
る場合、これらの前駆体は、プロセッシング及び生化学的修飾が着手され得る前に、正し
い構造へインビトロ折り畳みによって折り畳まれなければならない。これに関連して、記
載の融合タンパク質は、尿素又はグアニジニウム塩酸塩による変性後に直接折り畳みを可
能にし、本発明は、同様に、折り畳み中間体に関する。
【００４６】
　個々の中間体を濃縮するために、生化学的方法、特に、それらの基本原理が公表され、
実際にテキストブックの主題である分離プロセスが使用される。このような原理は、結果
的に合わされ得、従って、それらの順序では以前は公表されていないプロセスとなり得る
ことが、当業者に明らかである。従って、本発明は、同様に、本発明のアナログの精製を
もたらすプロセスに関する。
【００４７】
　本発明は、さらに、本発明のインスリンアナログを製造するための方法に関し、ここで
、インスリンアナログの前駆体が、組換えによって調製され、二本鎖インスリン前駆体へ
酵素的に変換され、これは、Ａ鎖のアミノ酸１に関してＮ末端にアルギニン又はリジンを
有し、Ｂ鎖のＣ末端にリジン又はアルギニン残基を有し、これが、トリプシン活性を有す
る酵素の存在下で、アルギニンアミド又はリジンアミドを用いて、アミドへ、従って、本
発明のスローインスリンへ変換され、生化学的精製プロセスによって高純度で調製される
。
【００４８】
　他のアミノ酸残基による少なくとも１つの天然のアミノ酸残基の置換及び／又は少なく
とも１つのアミノ酸残基の付加及び／又は欠失によって、対応の、その他の点では同一の
天然のタンパク質とは相違するタンパク質は、タンパク質の「アナログ」と呼ばれる。こ
れに関連して、付加された及び／又は置換されたアミノ酸残基が、天然には生じないもの
であることも、可能である。
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　最初のタンパク質の特定のアミノ酸残基の化学修飾によって得られるタンパク質は、タ
ンパク質の「誘導体」と呼ばれる。化学修飾は、例えば１つ又はそれ以上のアミノ酸への
１つ又はそれ以上の特定の化学基の付加からなり得る。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】ラットにおける新規なインスリンアナログの血糖降下作用を示すグラフである。
【図２】イヌにおける新規なインスリンアナログの血糖降下作用を示すグラフである。
【図３】イヌにおけるYKL205の血糖降下作用を示すグラフである。
【図４】イヌにおけるYKL205の血糖降下作用の亜鉛依存性を示すグラフである。
【００５１】
　以下の実施例は、これに関連して限定的な影響を与えることなしに本発明の概念を例証
することを目的とする。
【実施例】
【００５２】
実施例１：Ｃ／Ａ鎖境界でArg Argを担持する修飾Ｃペプチド及びGly (A21)－インスリン
をコードするベクター誘導体pINT3580の調製
　欧州特許出願公開EP－A 1 222 207には、プラスミド類、pINT358d、pINT91d、及びプラ
イマー配列Tirが記載されている。これらの産物のDNAを、プラスミドpINT3580を構築する
ために使用した。プラスミドpINT358dは、特定の性質を有する修飾Ｃペプチドをコードす
る遺伝子配列をさらに特徴とする。３つのプライマー配列を合成した：
【００５３】
【化２】

【００５４】
　このプライマーは、後処理後、pINT358dによってコードされるプロインスリン配列のＡ
鎖の位置21にアスパラギンの代わりにグリシン（下線が引かれた、太字）を導入するのに
用いた。
【００５５】
【化３】

【００５６】
　このプライマーは、プライマーarg_cjunc_revと同様、インスリンＡ／Ｂ鎖境界でリジ
ンの代わりにアルギニンを導入するために役立った。
【００５７】
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【化４】

【００５８】
　導入すべきアルギニンについてのコドンは、両方のプライマーにおいて太字になってい
る。プライマー対Tir／arg_cjunc_rev及びarg_cjuncf／pint3580_glya21revの各々並びに
テンプレートとしてのプラスミドプラスミドpINT358dのDNAを用いて、欧州特許出願公開E
P－A 1 222 207に従って、PCRを行った。２つの反応の産物のアリコートを合わせ、第3PC
Rにおいてプライマー対Tir／pint3580_glya21revと共に使用した。この反応の産物を、ゲ
ル電気泳動による反応混合物の分画後精製し、そして一つの同じ反応で製造業者の説明書
に従って制限酵素Sal1／Nco1で消化し、反応混合物をゲル電気泳動よって分画し、そして
プロインスリン配列をコードするDNAフラグメントを単離した。次いで、フラグメントを
、DNAリガーゼ反応によって、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクターDNA中に挿入した
。
【００５９】
　連結反応混合物を、コンピテント大腸菌細菌細胞を形質転換するために使用した。形質
転換混合物を、25mg／ｌアンピシリンを含有する選択プレート上に取り出した。プラスミ
ドDNAをコロニーから単離し、DNA配列分析によってキャラクタライズした。コレクトプラ
スミドをpINT3580と命名した。
【００６０】
実施例２：His (A8), Gly (A21)－プレプロインスリンをコードするプラスミドpINT3581
の構築
　実施例１に記載したように３つのポリメラーゼ連鎖反応によって、構築を行った。第３
反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクターDNA中に挿
入した。プライマーTir及びpint3580_glya21revを使用した。２つのさらなるプライマー
を合成した：

【化５】

【００６１】
　Ａ鎖の位置８でヒスチジンをコードするコドンを、各ケースにおいて太字表示すること
によって強調している。実施例１に記載したと同様に、構築を行った。PCR1及び2につい
てのテンプレートは、プラスミドpINT3580のDNAであった。PCR1をプライマー対Tir／pint
3580_Ha8revを用いて行い、PCR2をプライマー対pint3580_Ha8f／pint3580_glya21revを用
いて行った。プライマー対Tir／pint3580_glya21revを、PCR 3において使用した。この場
合におけるテンプレートは、PCR1及びPCR2の反応産物の混合物であった。コレクトプラス
ミドをpINT3581と命名した。
【００６２】
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実施例３：His (A8), Glu (A5), Gly (A21)－プレプロインスリンをコードするプラスミ
ドpINT3582の構築
　実施例１及び２に記載したと同様に、３つのポリメラーゼ連鎖反応によって、構築を行
った。第３反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクタ
ーDNA中に挿入した。プライマーTir及びpint3580_glya21revを使用した。２つのさらなる
プライマーを合成した。
【化６】

【００６３】
　Ａ鎖の位置５にグルタミン酸をコードするコドンを、各ケースにおいて太字表示するこ
とによって強調している。構築を、実施例１に記載したと同様に行った。テンプレートは
、プラスミドpINT3581のDNAであった。コレクトプラスミドをpINT3582と命名した。
【００６４】
実施例４：His (A8), Asp (A18), Gly(A21)－プレプロインスリンをコードするプラスミ
ドpINT3583の構築
　１つのみのポリメラーゼ連鎖反応によって行ったことにより、構築は実施例１とは相違
した。この反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクタ
ーDNA中に挿入した。プライマーTirを使用した。１つのさらなるプライマーを合成した：

【化７】

【００６５】
　Ａ鎖の位置18にアスパラギン酸をコードするコドンを、太字表示することによって強調
している。テンプレートは、プラスミドpINT3581のDNAであった。コレクトプラスミドをp
INT3583と命名した。
【００６６】
実施例５：His (A8), Glu (A5) Asp (A18), Gly (A21)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3584の構築
　１つのみのポリメラーゼ連鎖反応によって行ったことにより、構築は実施例１とは相違
した。この反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクタ
ーDNA中に挿入した。プライマーTir、pint3580_Da18rev（実施例４）を使用した。テンプ
レートは、プラスミドpINT3582のDNAであった。コレクトプラスミドをpINT3584と命名し
た。前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでの
アミド化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－1についての前駆体である
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：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Asp(A18), Gly(A21), Arg(B31), Arg(B32)－NH2－ヒ
トインスリン
【００６７】
　リジンアミドでの対応するアミド化によって、化合物YKL205－1bが導かれた：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Asp (A18), Gly(A21), Arg (B31), Lys (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【００６８】
実施例６：His (A8), Glu (A15), Gly (A21)－プレプロインスリンをコードするプラスミ
ドpINT3585の構築
　１つのみのポリメラーゼ連鎖反応によって行うことにより、構築は実施例１とは相違し
た。この反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクターD
NA中に挿入した。プライマーTirを使用した。１つのさらなるプライマーを合成した：
【化８】

【００６９】
　Ａ鎖の位置15にグルタミン酸をコードするコドンを、太字表示することによって強調し
ている。テンプレートは、プラスミドpINT3581のDNAであった。コレクトプラスミドをpIN
T3585と命名した。
【００７０】
実施例７：His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21)－プレプロインスリンをコード
するプラスミドpINT3586の構築
　１つのみのポリメラーゼ連鎖反応によって行うことにより、構築は実施例１とは相違し
た。この反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクターD
NA中に挿入した。プライマーTirを使用した。１つのさらなるプライマーを合成した：
【化９】

【００７１】
　Ａ鎖の位置15のグルタミン酸及びＡ鎖の位置18のアスパラギン酸についてのコドンを、
各ケースにおいて太字表示することによって強調している。テンプレートは、プラスミド
pINT3581のDNAであった。コレクトプラスミドをpINT3586と命名した。前記プラスミドに
よってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド化の後に得られ
、下記の構造を示した、化合物YKL205についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００７２】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205bについての前駆体である：
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　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００７３】
実施例８：Glu (A5), His (A8), Glu (A15), Gly (A21)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3587の構築
　１つのみのポリメラーゼ連鎖反応によって行うことにより、構築は実施例１とは相違し
た。この反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクターD
NA中に挿入した。プライマーTir及び実施例６に記載のpint3580_Ea15revを使用した。テ
ンプレートは、プラスミドpINT3582のDNAであった。コレクトプラスミドをpINT3587と命
名した。前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミド
でのアミド化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－2についての前駆体で
ある：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００７４】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－2bについての前駆体である：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００７５】
実施例９：His (A8), Gly (A21), Asp (B3)－プレプロインスリンをコードするプラスミ
ドpINT3588の構築
　実施例１及び２に記載したと同様に、３つのポリメラーゼ連鎖反応によって、構築を行
った。第３反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクタ
ーDNA中に挿入した。プライマーTir及びpint3580_glya21revを使用した。２つのさらなる
プライマーを合成した：
【化１０】

【００７６】
　インスリンＢ鎖の位置３にアスパラギン酸をコードするコドンを、各ケースにおいて太
字表示することによって強調している。実施例１に記載したと同様に、構築を行った。テ
ンプレートは、プラスミドpINT3581のDNAであった。コレクトプラスミドをpINT3588と命
名した。
【００７７】
実施例10：Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Asp (B3)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3589の構築
　実施例９に記載したと同様に反応を行い、しかしPCR1及びPCR2においてテンプレートと
してプラスミドpINT3582のDNAを使用することによって、プラスミドpINT3589が得られた
。前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのア



(22) JP 2011-509088 A 2011.3.24

10

20

30

40

ミド化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－3についての前駆体である：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【００７８】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－3bについての前駆体である：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【００７９】
実施例11：His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3590の構築
　実施例９に記載したと同様に反応を行い、しかしPCR1及びPCR2においてテンプレートと
してプラスミドpINT3585のDNAを使用することによって、プラスミドpINT3590が得られた
。前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのア
ミド化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－4についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００８０】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－4bについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００８１】
実施例12：His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3591の構築
　実施例９に記載したと同様に反応を行い、しかしPCR1及びPCR2においてテンプレートと
してプラスミドpINT3586のDNAを使用することによって、プラスミドpINT3591が得られた
。前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのア
ミド化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－5についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００８２】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－5bについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００８３】
実施例13：His (A8), Gly (A21), Asp (B3)－Glu (B4)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3592の構築
　実施例１及び２に記載したと同様に、３つのポリメラーゼ連鎖反応によって、構築を行
った。第３反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクタ
ーDNA中に挿入した。プライマーTir及びpint3580_glya21revを使用した。２つのさらなる
プライマーを合成した：
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【化１１】

【００８４】
　インスリンＢ鎖の位置３においてアスパラギン酸及び位置４においてグルタミン酸をコ
ードするコドンを、各ケースにおいて太字表示することによって強調している。実施例１
に記載したと同様に、構築を行った。テンプレートは、プラスミドpINT3581のDNAであっ
た。コレクトプラスミドをpINT3592と命名した。前記プラスミドによってコードされたプ
レプロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド化の後に得られ、下記の構造を示した
、化合物YKL205－6についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【００８５】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－6bについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【００８６】
実施例14：His (A8), Gly (A21), Glu (B4)－プレプロインスリンをコードするプラスミ
ドpINT3593の構築
　実施例１及び２に記載したと同様に、３つのポリメラーゼ連鎖反応によって、構築を行
った。第３反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクタ
ーDNA中に挿入した。プライマーTir及びpint3580_glya21revを使用した。２つのさらなる
プライマーを合成した：

【化１２】

【００８７】
　インスリンＢ鎖の位置４にグルタミン酸をコードするコドンを、太字表示することによ
って強調している。実施例１に記載したと同様に、構築を行った。テンプレートは、プラ
スミドpINT3581のDNAであった。コレクトプラスミドをpINT3593と命名した。
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実施例15：Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Glu (B4)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3594の構築
　実施例９に記載したと同様に反応を行い、しかしPCR1及びPCR2においてテンプレートと
してプラスミドpINT3582のDNAを使用することによって、プラスミドpINT3594が得られた
。
【００８９】
　前記プロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド化の後に得られ、下記の構造を示
した、化合物YKL205－7についての前駆体である：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【００９０】
　前記プロインスリンは、リジンアミドでのアミド化の後に得られ、下記の構造を示した
、化合物YKL205－7bについての前駆体である：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【００９１】
実施例16：His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3595の構築
　実施例９に記載したと同様に反応を行い、しかしPCR1及びPCR2においてテンプレートと
してプラスミドpINT3585のDNAを使用することによって、プラスミドpINT3595が得られた
。前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのア
ミド化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－8についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００９２】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－8bについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００９３】
実施例17：His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3596の構築
　実施例９に記載したと同様に反応を行い、しかしPCR1及びPCR2においてテンプレートと
してプラスミドpINT3586のDNAを使用することによって、プラスミドpINT3596が得られた
。前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのア
ミド化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－9についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００９４】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－9bについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【００９５】
実施例18：His (A8), Gly (A21), Glu (B0)－プレプロインスリンをコードするプラスミ
ドpINT3597の構築
　２つのポリメラーゼ連鎖反応によって、構築を行った。プライマーpint3580_glya21rev
を使用した。２つのさらなるプライマーを合成した：
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【化１３】

【００９６】
　この場合において、２つのプライマーの部分的な重複が存在する。Pint3581_Eb0f2は、
NcoI認識配列を含有する。これを下線で示す。Ｂ鎖の開始での位置０にグルタミン酸をコ
ードするコドンを、各ケースにおいて太字表示することによって強調している。PCR1につ
いてのテンプレートは、プラスミドpINT3581のDNAであった。
【００９７】
　プライマー対pint3581_Eb－1f2／pint3580_glya21revを用いて、PCR1を行った。PCR2に
ついてのテンプレートは、PCR1由来の産物であった。プライマー対pint3581_Eb－1f2／pi
nt3580_glya21revを用いて、PCR2を行った。PCR2由来の産物は、完全なプレプロインスリ
ン配列をカバーした。第２反応の産物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンド
pINT91dベクターDNA中に挿入した。コレクトプラスミドをpINT3597と命名した。位置B0の
グルタミン酸についてのコドンを、アスパラギン酸のコドンによって置き換え、前記実施
例に従うと、位置B0にグルタミン酸の代わりにアスパラギン酸を有するプラスミドを生じ
させた。
【００９８】
実施例19：Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Glu (B0)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3598の構築
　実施例18に記載したと同様に反応を行い、しかしPCR1においてテンプレートとしてプラ
スミドpINT3582のDNAを使用することによって、プラスミドpINT3598が得られた。前記プ
ラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド化の
後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－10についての前駆体である：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【００９９】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－10bについての前駆体である：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【０１００】
実施例20：His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B0)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3599の構築
　実施例18に記載したと同様に反応を行い、しかしPCR1においてテンプレートとしてプラ
スミドpINT3585のDNAを使用することによって、プラスミドpINT3599が得られた。前記プ
ラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド化の
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後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－11についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【０１０１】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－11bについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【０１０２】
実施例21：His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B0)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3600の構築
　実施例18に記載したと同様に反応を行い、しかしPCR1においてテンプレートとしてプラ
スミドpINT3586のDNAを使用することによって、プラスミドpINT3600が得られた。前記プ
ラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド化の
後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－12についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【０１０３】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－12bについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【０１０４】
実施例22：His (A8), Gly (A21), Asp (B1)－プレプロインスリンをコードするプラスミ
ドpINT3601の構築
　２つのポリメラーゼ連鎖反応によって、構築を行った。プライマーpint3580_glya21rev
を使用した。２つのさらなるプライマーを合成した：
【化１４】

【０１０５】
　この場合において、２つのプライマーの部分的な重複が存在する。Pint3581_Db－1f2は
、NcoI認識配列を含有する。これを下線で示す。Ｂ鎖の位置１にアスパラギン酸をコード
するコドンを、各ケースにおいて太字表示することによって強調している。PCR1について
のテンプレートは、プラスミドpINT3581のDNAであった。プライマーpint3581_Db1f1／pin
t3580_glya21revを用いて、PCR1を行った。PCR2についてのテンプレートは、PCR1由来の
産物であった。プライマー対pint3581_Db1f2／pint3580_glya21revを用いて、PCR2を行っ
た。PCR2由来の産物は、完全なプレプロインスリン配列をカバーした。第２反応の産物を
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、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクターDNA中に挿入した。コレ
クトプラスミドをpINT3601と命名した。
【０１０６】
実施例23：Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Asp (B1)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3602の構築
　PCR1においてテンプレートとしてプラスミドpINT3582のDNAを使用することによって、
実施例22に記載したと同様に反応を行い、プラスミドpINT3602が得られた。前記プラスミ
ドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド化の後に得
られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－13についての前駆体である：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【０１０７】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－13bについての前駆体である：
　Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【０１０８】
実施例24：His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3603の構築
　PCR1においてテンプレートとしてプラスミドpINT3585のDNAを使用することによって、
実施例22に記載したと同様に反応を行い、プラスミドpINT3603が得られた。前記プラスミ
ドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド化の後に得
られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－14についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【０１０９】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－14bについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【０１１０】
実施例25：His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3604の構築
　実施例22に記載したと同様に反応を行い、しかしPCR1においてテンプレートとしてプラ
スミドpINT3586のDNAを使用することによって、プラスミドpINT3604が得られた。前記プ
ラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド化の
後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－15についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【０１１１】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－15bについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2
－ヒトインスリン
【０１１２】
実施例26：His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Asp (B1)－プレプロインスリンをコードす
るプラスミドpINT3605の構築
　２つのポリメラーゼ連鎖反応によって、構築を行った。プライマーpint3580_glya21rev
及び実施例18に記載のプライマーpint3581_Eb01f2を使用した。プライマーpint3597_Db1f
を合成した：
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【化１５】

【０１１３】
　位置０にグルタミン酸をコードし、Ｂ鎖の開始に各ケースにおいてアスパラギン酸をコ
ードするコドンを、各ケースにおいて太字表示することによって強調している。PCR1につ
いてのテンプレートは、プラスミドpINT3597のDNAであった。プライマー対pint3597_Db1f
／pint3580_glya21revを用いて、PCR1を行った。PCR2についてのテンプレートは、PCR1由
来の産物であった。プライマー対pint3581_Eb1f2／pint3580_glya21revを用いて、PCR2を
行った。PCR2由来の産物は、完全なプレプロインスリン配列をカバーした。第２反応の産
物を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクターDNA中に挿入した。
コレクトプラスミドをpINT3605と命名した。前記プラスミドによってコードされたプレプ
ロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド化の後に得られ、下記の構造を示した、化
合物YKL205－16についての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【０１１４】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－16aについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)－NH2－
ヒトインスリン
【０１１５】
実施例27：His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), desThr (B30)－プレプロイン
スリンをコードするプラスミドpINT3606の構築
　実施例１及び２に記載したと同様に、３つのポリメラーゼ連鎖反応によって、構築を行
った。プライマーTir及びpint3580_glya21revを使用した。２つのさらなるプライマーを
合成した：

【化１６】

【０１１６】
　PCR1及びPCR2についてのテンプレートは、プラスミドpINT3586のDNAであった。PCR1を
プライマー対desB30f／pint3580_glya21revを用いて行い、PCR2をプライマー対Tir／desB
30revテンプレートを用いて行った。PCR3について使用したテンプレートは、PCR1及びPCR
2の産物の等モル混合物であった。プライマー対Tir／pint3580_glya21rev用いて反応を行
った。PCR3由来の産物は、完全なプレプロインスリン配列をカバーした。第３反応の産物
を、Nco1／Sal1切断後に、Nco1／Sal1－オープンドpINT91dベクターDNA中に挿入した。前
記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、アルギニンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－17についての前駆体である：
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　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B30), Arg (B31)－NH2
－ヒトインスリン
【０１１７】
　前記プラスミドによってコードされたプレプロインスリンは、リジンアミドでのアミド
化の後に得られ、下記の構造を示した、化合物YKL205－17bについての前駆体である：
　Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B30), Lys (B31)－NH2
－ヒトインスリン
【０１１８】
実施例28：プロインスリン誘導体の発現
　欧州特許出願公開EP－A 1 222 207の実施例１に従って、発現を行った。
【０１１９】
実施例29：プロインスリン誘導体の折り畳み
　原則としてEP－A 0 668 282に記載の方法によって、折り畳みを行った。
【０１２０】
実施例30：Ｃ末端Ｂ鎖末端がリジン又はアルギニンを特徴とする２本鎖Arg (A0)－インス
リン前駆体を得るための、折り畳まれたプレプロインスリンの酵素処理
　折り畳まれたプレプロインスリン前駆体の酵素処理を、例えばWO91/03550の実施例４に
記載される通りに行った。この場合において、WO 2007/031187 A1に記載のトリプシン変
異体を使用することが、特に有利であるとわかった。
【０１２１】
実施例31：Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)－NH2－ヒトインスリ
ンの調製
　追加の酸性アミノ酸のポジショニングに関係なく、標準反応を下記の通りに行った：Ar
g (A0), Gly (A21), Arg (B31)－インスリンアナログ100mgを、アルギニンアミド溶液（4
46ｇ／Ｌ）0.95mlに溶解し、Ｍ酢酸Na緩衝液（pH 5.8）0.13mL、及びDMF ２mlを添加した
。反応混合物を12℃に冷却し、トリプシン0.094ml（0.075 mg, Roche Diagnostics）を添
加することによって開始した。８時間後にTFAをpH 2.5まで添加することによって反応を
停止させ、HPLCによって分析した。＞60％ Arg (A0), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)
－NH2－ヒトインスリンが形成された。US 5,656,722と同様に、トリプシン阻害剤溶液を
添加し、続いて、アミド化アナログを精製した。
【０１２２】
　対応のリジンアミド化合物の調製を同様にして行った。しかし、溶液中に366ｇ／Ｌの
リジンアミドを含有するリジンアミドストック水溶液が、出発材料を形成した。
【０１２３】
実施例32：アミド化インスリン誘導体の製剤
　本発明のインスリン誘導体をそれらの生物薬理学的及び物理化学的特性について試験す
るために、化合物の溶液を下記の通りに調製した：本発明のインスリン誘導体を、80μg
／mL亜鉛（塩化亜鉛として）を含む１mM塩酸に240±５μMの標的濃度で溶解した。
【０１２４】
　以下の組成物を溶解媒体として使用した：
ａ）１mM塩酸
ｂ）１mM塩酸、５μg／ml亜鉛（塩化亜鉛又は塩酸として添加）
ｃ）１mM塩酸、10μg／ml亜鉛（塩化亜鉛又は塩酸として添加）
ｄ）１mM塩酸、15μg／ml亜鉛（塩化亜鉛又は塩酸として添加）
ｅ）１mM塩酸、30μg／ml亜鉛（塩化亜鉛又は塩酸として添加）
ｆ）１mM塩酸、80μg／ml亜鉛（塩化亜鉛又は塩酸として添加）
ｇ）１mM塩酸、120μg／ml亜鉛（塩化亜鉛又は塩酸として添加）
【０１２５】
　この目的のために、最初に、分子量及び所望の濃度に基づいて必要とされるよりも約30
％高い量の凍結乾燥材料を、量り分けた。次いで、存在する濃度を分析的HPLCによって測
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必要な体積まで補った。必要に応じて、pHを3.5±0.1へ再調節した。240±５μMの標的濃
度を確認するためのHPLCによる最終分析後、完成した溶液を、0.2μmフィルターアタッチ
メントを備えた注射器によって無菌バイアル中へ移し、これを、隔壁及びクリンプキャッ
プで閉じた。本発明のインスリン誘導体の短期単回テストのため、例えば等張剤、防腐剤
又は緩衝物質の添加に関して、製剤の最適化は行わなかった。
【０１２６】
実施例33：ラットにおける新規なインスリンアナログの血中グルコース低下作用の評価
　選択した新規なインスリンアナログの血中グルコース低下作用を、健常雄性正常血糖Wi
starラットにおいて試験した。雄性ラットに、９nmol／kgの用量のインスリンアナログを
皮下注射で投与した。インスリンアナログの注射の直前、及び注射後８時間までの一定の
間隔で、動物から血液サンプルを採取し、その血中グルコース含量を測定した。使用した
本発明のインスリンアナログが、明確に遅延した作用開始、及びより長く、一様な作用持
続時間をもたらすことが、実験によって明らかに示された（図１参照）。
【０１２７】
実施例34：イヌにおける新規なインスリンアナログの血中グルコース低下作用の評価
　選択した新規なインスリンアナログの血中グルコース低下作用を、健常雄性正常血糖ビ
ーグル犬において試験した。雄性動物に、６nmol／kgの用量のインスリンアナログを皮下
注射で投与した。インスリンアナログの注射の直前、及び注射後48時間までの一定の間隔
で、動物から血液サンプルを採取し、その血中グルコース含量を測定した。使用した本発
明のインスリンアナログが、明確に遅延した作用開始、及びより長く、一様な作用持続時
間をもたらすことが、実験によって明らかに示された（図２参照）。
【０１２８】
実施例35：２倍増加した用量でのイヌにおける血中グルコース低下作用の評価
　選択した新規なインスリンアナログの血中グルコース低下作用を、健常雄性正常血糖ビ
ーグル犬において試験した。雄性動物に、６nmol／kg及び12nmol／kgの用量のインスリン
アナログを皮下注射で投与した。インスリンアナログの注射の直前、及び注射後48時間ま
での一定の間隔で、動物から血液サンプルを採取し、その血中グルコース含量を測定した
。使用した本発明のインスリンアナログが用量依存的効果を有すること、しかし、用量が
２倍増加されたにもかかわらず、作用プロファイルは、浅いプロファイルを有し、即ち顕
著な低点（最下点）が観察されなかったことが、実験によって明らかに示された（図３参
照）。このことから、本発明のインスリンは、公知のスローインスリンと比較して明確に
より少ない低血糖事象しかもたらさないことが推論できる。
【０１２９】
実施例36：製剤中の種々の亜鉛濃度でのイヌにおける血中グルコース低下作用の評価
　実験を実施例35に記載される通りに行った。図４は結果を示す。これによれば、ゼロ又
は低い亜鉛含量で迅速な作用開始が観察され、効果が24時間維持され、一方で、より高い
亜鉛含量で徐々の作用開始が観察され、インスリン効果が24時間よりも明確により長く維
持されるような様式で、本発明のインスリンアナログの時間－効果曲線は、同一のインス
リン濃度を有する製剤中において亜鉛イオン含量によって影響され得る。
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