
(57)【要約】
本発明は、胃抑制性ポリペプチドの新規なＣ末端欠失した断片および新規なＮ末端修飾し
たアナログ並びにジペプチジルペプチダーゼＩＶ（ＤＰＩＶ）耐性の改善および半減期の
延長を目的としてペプチド結合が還元されたまたはＤＰＩＶ特異的開裂部位に近接したア
ミノ酸の変化した種々のＧＩＰアナログに関する。さらに、本発明は、ＧＩＰの潜在的な
レセプター結合部位間に種々のリンカーを有する新規なアナログに関する。本発明の化合
物および薬理学的に許容しうるその塩は、インスリン非依存性糖尿病や肥満などのＧＩＰ
－レセプターによって媒体される状態の治療に有用である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 天 然 の Ｇ Ｉ Ｐ （ １ － １ ４ ） の 配 列 を 除 く 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr-A-B-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met
（ 式 中 、 Ａ お よ び Ｂ は 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｎ － メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は 他 の タ ン パ
ク 質 非 構 成 性 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） を 有 す る 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に
許 容 し う る そ の 塩 。
【 請 求 項 ２ 】
　 １ 位 の チ ロ シ ン 残 基 の Ｎ 末 端 が 、 ア ル キ ル 化 、 ス ル ホ ニ ル 化 、 グ リ ケ ー シ ョ ン 、 ホ モ セ
リ ン 形 成 、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 形 成 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は グ ル タ ミ
ン 残 基 の 脱 ア ミ ド 化 、 メ チ ル 化 、 ｔ － ブ チ ル 化 、 ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ４ － メ
チ ル ベ ン ジ ル 化 、 チ オ ア ニ シ ル 化 、 チ オ ク レ シ ル 化 、 ベ ン ジ ル オ キ シ メ チ ル 化 、 ４ － ニ ト
ロ フ ェ ニ ル 化 、 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ２ － ニ ト ロ ベ ン ゾ イ ル 化 、 ２ － ニ ト ロ ス ル
フ ェ ニ ル 化 、 ４ － ト ル エ ン ス ル ホ ン 化 、 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル 化 、 ジ フ ェ ニ ル メ チ ル 化
、 ２ － ク ロ ロ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ２ ,４ ,５ － ト リ ク ロ ロ フ ェ ニ ル 化 、 ２ － ブ ロ
モ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ト リ フ ェ
ニ ル メ チ ル 化 、 ２ ,２ ,５ ,７ ,８ － ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン － ６ － ス ル ホ ニ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ
ル 化 、 メ チ オ ニ ン の 酸 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ア ニ シ ル 化 、 ベ ン ジ ル 化 、 ベ ン ゾ イ
ル 化 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 の カ ル ボ キ シ ル 化 、
リ ン 酸 化 、 硫 酸 化 、 シ ス テ イ ン 化 、 ペ ン ト ー ス 、 デ オ キ シ ヘ キ ソ ー ス 、 ヘ キ ソ サ ミ ン 、 ヘ
キ ソ ー ス ま た は Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ン と の グ リ コ シ ル 化 、 フ ァ ル ネ シ ル 化 、 ミ リ ス ト
イ ル 化 、 ビ オ チ ン 化 、 パ ル ミ ト イ ル 化 、 ス テ ア ロ イ ル 化 、 ゲ ラ ニ ル ゲ ラ ニ ル 化 、 グ ル タ チ
オ ン 化 、 ５ ’ － ア デ ノ シ ル 化 、 Ａ Ｄ Ｐ － リ ボ シ ル 化 、 Ｎ － グ リ コ リ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 、 Ｎ －
ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 、 ピ リ ド キ サ ー ル リ ン 酸 、 リ ポ 酸 、 ４ ’ － ホ ス ホ パ ン テ テ イ ン 、 お
よ び Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド で の 修 飾 に よ っ て 修 飾 す る こ と が で き る 、 請 求 項 １ に
記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 ペ プ チ ド が 、 い ず れ か の ア ミ ノ 酸 位 置 に お い て 少 な く と も １ の ε － ア ミ ノ 脂 肪 酸 ア シ
ル 化 リ シ ン の 導 入 に よ っ て 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr-(D-Ala)-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met
を 有 す る 、 請 求 項 １ 、 ２ ま た は ３ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr-Ala-Pro-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met
を 有 す る 、 請 求 項 １ 、 ２ ま た は ３ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 還 元 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 を 含 む 下 記 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr-Ala-Ψ (CH 2 NH 2 )-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met； ま た は
Tyr-Ala-Ψ (CH 2 NH)-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-Asp-Lys-Ile-Hi
s-Gln-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys
を 有 す る 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Tyr-Met
を 有 す る 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Ala-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met；
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Tyr-Ala-Ala-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met；
Tyr-Ala-Glu-Ala-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met；
Tyr-Ala-Glu-Gly-Ala-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met；
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Ala-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met；
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ala-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met；
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ala-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met；
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Ala-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met；
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Ala-Ser-Ile-Ala-Met；
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ala-Ile-Ala-Met；
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ala-Ala-Met； ま た は
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Ala
を 有 す る 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 。
【 請 求 項 ９ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の リ ン カ ー ペ プ チ ド を 含 む 下 記 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr-A-B-Gly-Thr-Phe-C-Gln-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys-Gly-Lys-Ly
s-Asn-Asp-Trp-Lys-His-Asn-Ile-Thr-Gln
（ 式 中 、 Ｃ は 、
（ ａ ） 使 用 さ れ な い 、
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 お よ び タ ン パ ク 質 非 構 成 性 ア ミ ノ 酸 よ り な る 群 か ら 選
ば れ た ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む リ ン カ ー ペ プ チ ド 、
（ ｃ ） Glu-Lys-Glu-Lys、
（ ｄ ） Ala-Ala-Ala-Ala、
（ ｅ ） ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 お よ び タ ン パ ク 質 非 構 成 性 ア ミ ノ 酸 よ り な る 群 か ら 選
ば れ た １ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む リ ン カ ー ペ プ チ ド 、
（ ｆ ） Glu-Lys-Glu-Glu-Lys-Glu-Lys-Glu-Glu-Lys-Glu-Lys、
（ ｇ ） 6-Ahx n （ ６ － ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 ） （ ｎ ＝ １ ～ ３ ） ； ま た は
（ ｈ ） ６ な い し ３ ４ 個 の 炭 素 原 子 を 有 す る オ メ ガ － ア ミ ノ 脂 肪 酸 （ 飽 和 お よ び ／ ま た は 不
飽 和 ） ； お よ び
Ａ お よ び Ｂ は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｎ － メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は 他 の
タ ン パ ク 質 非 構 成 性 ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） を 有 す る 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ
の 塩 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 １ 位 の チ ロ シ ン 残 基 の Ｎ 末 端 が 、 ア ル キ ル 化 、 ス ル ホ ニ ル 化 、 グ リ ケ ー シ ョ ン 、 ホ モ セ
リ ン 形 成 、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 形 成 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は グ ル タ ミ
ン 残 基 の 脱 ア ミ ド 化 、 メ チ ル 化 、 ｔ － ブ チ ル 化 、 ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ４ － メ
チ ル ベ ン ジ ル 化 、 チ オ ア ニ シ ル 化 、 チ オ ク レ シ ル 化 、 ベ ン ジ ル オ キ シ メ チ ル 化 、 ４ － ニ ト
ロ フ ェ ニ ル 化 、 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ２ － ニ ト ロ ベ ン ゾ イ ル 化 、 ２ － ニ ト ロ ス ル
フ ェ ニ ル 化 、 ４ － ト ル エ ン ス ル ホ ン 化 、 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル 化 、 ジ フ ェ ニ ル メ チ ル 化
、 ２ － ク ロ ロ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ２ ,４ ,５ － ト リ ク ロ ロ フ ェ ニ ル 化 、 ２ － ブ ロ
モ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ト リ フ ェ
ニ ル メ チ ル 化 、 ２ ,２ ,５ ,７ ,８ － ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン － ６ － ス ル ホ ニ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ
ル 化 、 メ チ オ ニ ン の 酸 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ア ニ シ ル 化 、 ベ ン ジ ル 化 、 ベ ン ゾ イ
ル 化 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 の カ ル ボ キ シ ル 化 、
リ ン 酸 化 、 硫 酸 化 、 シ ス テ イ ン 化 、 ペ ン ト ー ス 、 デ オ キ シ ヘ キ ソ ー ス 、 ヘ キ ソ サ ミ ン 、 ヘ
キ ソ ー ス ま た は Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ン と の グ リ コ シ ル 化 、 フ ァ ル ネ シ ル 化 、 ミ リ ス ト
イ ル 化 、 ビ オ チ ン 化 、 パ ル ミ ト イ ル 化 、 ス テ ア ロ イ ル 化 、 ゲ ラ ニ ル ゲ ラ ニ ル 化 、 グ ル タ チ
オ ン 化 、 ５ ’ － ア デ ノ シ ル 化 、 Ａ Ｄ Ｐ － リ ボ シ ル 化 、 Ｎ － グ リ コ リ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 、 Ｎ －
ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 、 ピ リ ド キ サ ー ル リ ン 酸 、 リ ポ 酸 、 ４ ’ － ホ ス ホ パ ン テ テ イ ン 、 お
よ び Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド で の 修 飾 に よ っ て 修 飾 す る こ と が で き る 、 請 求 項 ９ に
記 載 の 化 合 物 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 該 ペ プ チ ド が 、 い ず れ か の ア ミ ノ 酸 位 置 に お い て 少 な く と も １ の ε － ア ミ ノ 脂 肪 酸 ア シ
ル 化 リ シ ン の 導 入 に よ っ て 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 ９ ま た は １ ０ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 ペ プ チ ド が 、 Ａ と Ｂ と の 間 で の 還 元 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 ま た は ペ プ チ ド 結 合 の 他 の 修
飾 の 導 入 に よ っ て 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 ９ 、 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の リ ン カ ー ペ プ チ ド を 含 む 下 記 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr-A-B-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-D-Gln-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Tr
p-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys-Gly-Lys-Lys-Asn-Asp-Trp-Lys-His-Asn-Ile-Thr-Gln
（ 式 中 、 Ｄ は 、
（ ａ ） 使 用 さ れ な い 、
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 お よ び タ ン パ ク 質 非 構 成 性 ア ミ ノ 酸 よ り な る 群 か ら 選
ば れ た ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む リ ン カ ー ペ プ チ ド 、
（ ｃ ） Ala-Ala-Ala-Ala、
（ ｄ ） Glu-Lys-Glu-Lys、
（ ｅ ） 6-Ahx n （ ６ － ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 ） （ ｎ ＝ １ ～ ３ ） ； ま た は
（ ｆ ） ６ な い し ３ ４ 個 の 炭 素 原 子 を 有 す る オ メ ガ － ア ミ ノ 脂 肪 酸 （ 飽 和 お よ び ／ ま た は 不
飽 和 ） ； お よ び
Ａ お よ び Ｂ は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｎ － メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は 他 の
タ ン パ ク 質 非 構 成 性 ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） を 有 す る 化 合 物 お よ び 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ
の 塩 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 １ 位 の チ ロ シ ン 残 基 の Ｎ 末 端 が 、 ア ル キ ル 化 、 ア セ チ ル 化 ま た は グ リ ケ ー シ ョ ン に よ っ
て 修 飾 す る こ と が で き る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 ペ プ チ ド が 、 い ず れ か の ア ミ ノ 酸 位 置 に お い て 少 な く と も １ の ε － ア ミ ノ 脂 肪 酸 ア シ
ル 化 リ シ ン の 導 入 に よ っ て 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 ペ プ チ ド が 、 Ａ と Ｂ と の 間 で の 還 元 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 ま た は ペ プ チ ド 結 合 の 他 の 修
飾 の 導 入 に よ っ て 修 飾 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ３ 、 １ ４ ま た は １ ５ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 リ ン 酸 化 セ リ ル 残 基 を 含 む 下 記 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr-[Ser(P)]-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met、
Tyr-[Ser(P)]-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-Asp-Lys-Ile-His-Gln
-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys、 ま た は
Tyr-[Ser(P)]-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-Asp-Lys-Ile-His-Gln
-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys-Gly-Lys-Lys-Asn-Asp-Trp-Lys-His-Asn
-Ile-Thr-Gln
を 有 す る 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-
     ┌ ─ ─ ─ ─ ─ ─ ─ ─ ─ ┐
Asp-Lys-Ile-His-Gln-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys
を 有 す る 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 遊 離 の カ ル ボ ン 酸 の 形 態 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 で あ る 、 請 求 項 １ な い し １
８ の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
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　 ア ミ ド の 形 態 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 で あ る 、 請 求 項 １ な い し １ ８ の い ず れ
か に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ Ｖ ま た は ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ Ｖ 様 の 酵 素 活 性 に よ
る 分 解 に 対 し て 耐 性 で あ る 、 請 求 項 １ な い し ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 １ な い し ２ １ の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 １ な い し ２ １ の い ず れ か に 記 載 の 化
合 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ 産 生 を 増 大 さ せ る 、 請 求 項 １ な い し ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物
。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 カ ス パ ー ゼ － ３ の 活 性 化 を 阻 止 す る 、 請 求 項 １ な い し ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 担 体 ま た は 希 釈 液 お よ び 請 求 項 １ な い し ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の
化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 酸 付 加 塩 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー ア ナ ロ グ の 損 な わ れ た 結 合 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 状 態 の 予 防 ま た は
治 療 用 医 薬 の 製 造 の た め の 、 請 求 項 １ な い し ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 ま た は 化
合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 酸 付 加 塩 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 β 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 予 防 ま た は 治 療 用 医 薬 の 製 造 の た め の 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 膵 β 細 胞 の グ ル コ ー ス 依 存 性 増 殖 の 増 大 用 医 薬 の 製 造 の た め の 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 イ ン ス リ ン 非 依 存 性 糖 尿 病 お よ び 肥 満 の 治 療 用 医 薬 の 製 造 の た め の 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー 結 合 に よ っ て 媒 体 さ れ る 状 態 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療
を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 治 療 学 的 有 効 量 の 請 求 項 １ な い し ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物
ま た は 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 食 物 摂 取 の 結 果 、 哺 乳 動 物 に お い て 上 昇 し た 血 中 グ ル コ ー ス レ ベ ル を 低 下 さ せ る 方 法 で
あ っ て 、 治 療 学 的 有 効 量 の 請 求 項 １ な い し ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 少 な く と も １ の 化 合 物
ま た は 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ペ プ チ ド 配 列 の ２ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 間 で の 側 鎖 ラ ク タ ム 架 橋 の 導 入 に よ っ て 修 飾 さ れ て
い る 、 請 求 項 １ な い し ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物 ま た は 医 薬 組 成 物 ま た は 薬 理 学 的 に
許 容 し う る そ の 塩 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 グ ル コ ー ス 依 存 性 イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド （ Ｇ Ｉ Ｐ ） の 新 規 ア ナ ロ
グ 、 該 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 、 お よ び Ｇ Ｉ Ｐ レ セ プ タ ー に よ っ て 媒 体 さ れ た 状 態 の 治 療
の た め の Ｇ Ｉ Ｐ レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 該 化 合 物 の 使 用 の 領
域 に 関 す る 。
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【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ４ ２ ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド で あ る イ ン ク レ チ ン （ incretin） Ｇ Ｉ Ｐ （ グ ル コ ー ス 依 存 性 イ ン
ス リ ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド ） は 、 経 口 で 栄 養 を 摂 取 し た の に 応 答 し て 小 腸 の Ｋ 細 胞 か ら
血 中 に 放 出 さ れ る 。 Ｇ Ｉ Ｐ は 、 胃 酸 の 分 泌 を 抑 制 し 、 膵 臓 島 細 胞 か ら の イ ン ス リ ン の 放 出
を 促 進 す る ［ １ ， ２ ］ 。 Ｇ Ｉ Ｐ と グ ル カ ゴ ン 様 ペ プ チ ド － １ 7 - 3 6 （ ｔ Ｇ Ｌ Ｐ － １ ） と の 併
合 作 用 が 、 腸 － ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 軸 （ entero-insular axis） の 全 イ ン ク レ チ ン 作 用 を 説
明 す る の に 十 分 で あ る こ と が 示 さ れ て い る ［ ３ ］ 。 Ｇ Ｉ Ｐ お よ び 関 連 ホ ル モ ン で あ る ｔ Ｇ
Ｌ Ｐ － １ は 、 II型 （ イ ン ス リ ン 非 依 存 性 ） 糖 尿 病 の 病 因 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る
。 イ ン ク レ チ ン 、 と り わ け Ｇ Ｌ Ｐ － １ の 生 理 作 用 は 、 イ ン ス リ ン 分 泌 の 促 進 の み な ら ず 、
胃 の 空 隙 化 （ gastric emptying） の 抑 制 ［ ４ ］ お よ び グ ル カ ゴ ン 放 出 の 抑 制 ［ ５ ,６ ,７ ,
８ ］ に よ っ て も 示 さ れ て お り 、 改 善 さ れ た グ ル コ ー ス 耐 性 と い う 結 果 と な る 。 さ ら に 、 Ｇ
Ｉ Ｐ は 脂 肪 細 胞 機 能 の 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ ー で あ り 、 Ｇ Ｉ Ｐ 機 能 の 変 化 は ヒ ト の 肥 満 の 進
行 に 貢 献 し う る ［ ９ ］ 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 血 清 中 で は Ｇ Ｉ Ｐ お よ び ｔ Ｇ Ｌ Ｐ － １ の 両 イ ン ク レ チ ン が ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ
Ｖ （ Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ ） に よ り 分 解 さ れ る 。 そ の 結 果 と し て 短 い 半 減 期 （ イ ン ビ ボ で は ～ ２ 分 ） は
Ｇ Ｉ Ｐ お よ び ｔ Ｇ Ｌ Ｐ － １ の 治 療 目 的 の 使 用 を 制 限 し て い る ［ １ ０ ,１ １ ,１ ２ ］ 。 ｔ Ｇ Ｌ
Ｐ － １ の 場 合 、 Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ 耐 性 の 改 善 さ れ た 生 物 学 的 に 活 性 な ｔ Ｇ Ｌ Ｐ － １ ア ナ ロ グ を 得 る
こ と に 幾 つ か の 研 究 が 向 け ら れ て い る ［ １ ３ ,１ ４ ］ 。 Ｇ Ｉ Ｐ に つ い て は 、 Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ 耐 性
の 改 善 さ れ た ア ナ ロ グ を 得 る べ く 予 備 的 研 究 が な さ れ て い る ［ ２ ０ ］ 。 最 近 、 完 全 長 Ｇ Ｉ
Ｐ （ １ － ３ ０ ） ア ナ ロ グ で あ る Ｔ ｙ ｒ 1 － グ ル シ ト ー ル － Ｇ Ｉ Ｐ ［ １ ５ ］ お よ び （ Ｐ ｒ ｏ 3

） Ｇ Ｉ Ｐ ［ ２ ０ ,２ １ ］ が Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ 耐 性 お よ び 向 上 し た 生 物 活 性 を 示 す こ と が 証 明 さ れ た
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｇ タ ン パ ク 質 結 合 レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー ［ １ ６ ,１ ７ ］ の 一 員 で あ る Ｇ Ｉ Ｐ レ セ プ タ ー
は Ｇ Ｉ Ｐ に 対 し て 高 い 特 異 性 を 有 し 、 グ ル カ ゴ ン フ ァ ミ リ ー の 他 の ペ プ チ ド に は 結 合 し な
い 。 こ の 理 由 か ら Ｇ Ｌ Ｐ － １ ／ Ｇ Ｉ Ｐ キ メ ラ ペ プ チ ド は Ｇ Ｉ Ｐ レ セ プ タ ー に 対 す る 親 和 性
を 殆 ど 示 さ な い ［ １ ８ ］ 。 そ の よ う な 研 究 に 基 づ き 、 Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 分 子 の Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 3 0 配 列 は
レ セ プ タ ー 認 識 の た め に 必 須 で あ る と 結 論 付 け ら れ て い る 。 こ の こ と は 、 Gellingら ［ １
９ ］ に よ っ て 確 認 さ れ た 。 Gellingら は 、 Ｇ Ｉ Ｐ 6 - 3 0 ア ミ ド （ Ｇ Ｉ Ｐ 6 - 3 0 a ） が Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2

の 高 親 和 性 結 合 領 域 を 含 む が 、 他 の Ｎ 末 端 欠 失 形 態 が そ う で あ る よ う に ア ン タ ゴ ニ ス ト 活
性 を 示 す こ と を 示 し た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 種 々 の 標 的 臓 器 の 機 能 に 対 す る Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ の 作 用 お よ び 治 療 剤 と し て の Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ
ロ グ の 潜 在 的 使 用 に 関 連 し て 以 下 の 特 許 出 願 が な さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｄ Ｅ １ ９ ９ ２ １ ５ ３ ７ は 、 イ ン ス リ ン 産 生 β 細 胞 の 増 殖 の 刺 激 お よ び そ の プ ロ グ ラ ム さ
れ た 細 胞 死 の 回 避 に よ り 該 細 胞 の 生 存 を 引 き 延 ば す 方 法 を 開 示 し て い る 。 そ の 特 別 の 目 標
は 、 内 生 の イ ン ス リ ン 含 量 お よ び 上 昇 し た 血 中 グ ル コ ー ス レ ベ ル に 対 す る イ ン ス リ ン 応 答
を 増 大 さ せ る こ と で あ る 。 こ の 発 明 の 重 要 な 要 素 は 、 Ｇ Ｌ Ｐ － １ 、 Ｇ Ｉ Ｐ 、 エ ク セ ン デ ィ
ン － ４ （ Exendin-4） や Ｇ Ｌ Ｐ － １ レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト ま た は Ｇ Ｉ Ｐ レ セ プ タ ー ア ゴ ニ
ス ト な ど の エ フ ェ ク タ ー の 投 与 に 応 答 し た イ ン ス リ ン 産 生 β 細 胞 中 で の プ ロ テ イ ン キ ナ ー
ゼ Ｂ ／ Ａ ｋ ｔ の 活 性 化 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｅ Ｐ ０ ４ ７ ９ ２ １ ０ は 、 式 ： GIP(1-13)-X-GIP(15-30)-Y［ 式 中 、 Ｘ は Ｍ ｅ ｔ 以 外 の ア ミ
ノ 酸 残 基 、 Ｙ は ホ モ セ リ ン （ ホ モ セ リ ン － ラ ク ト ン を 含 み 、 「 Ｈ ｓ ｅ 」 と 称 す る ） 、 ホ モ
セ リ ン ア ミ ド （ Ｈ ｓ ｅ － Ｎ Ｈ 2 ） 、 H-Gly-Lys-Lys-Asn-Asp-Trp-Lys-His-Asn-Ile-Thr-Gln
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-Hseま た は H-Gly-Lys-Lys-Asn-Asp-Trp-Lys-His-Asn-Ile-Thr-Gln-Hse-NH2 か ら 選 ば れ る
］ で 示 さ れ る 新 規 Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ４ ４ ６ ４ は 、 Ｇ Ｉ Ｐ の 配 列 の 位 置 ７ ～ ３ ０ に 対 応 す る ２ ４ ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ
プ チ ド か ら 本 質 的 に な る グ ル コ ー ス 依 存 性 イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド （ Ｇ Ｉ Ｐ ） の
ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン ス リ ン 非 依 存 性 糖 尿 病 の 治 療 方 法 お よ び イ ン ス リ ン 非 依 存 性 糖 尿 病
患 者 に お い て グ ル コ ー ス 耐 性 を 改 善 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ５ ８ ３ ６ ０ は 、 イ ン ス リ ン の 放 出 を 刺 激 す る ペ プ チ ド を 開 示 し て い る 。 こ の
発 明 は 、 と り わ け 、 Ｇ Ｉ Ｐ の Ｎ 末 端 を 修 飾 す る 方 法 お よ び 糖 尿 病 の 治 療 の た め の 該 ペ プ チ
ド ア ナ ロ グ の 使 用 を 提 供 し て い る 。 こ の 発 明 に 開 示 さ れ た 特 別 の ペ プ チ ド ア ナ ロ グ は 、 Ｇ
Ｉ Ｐ （ １ － ４ ２ ） の Ｎ 末 端 か ら の 少 な く と も １ ５ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 他 の 態 様 に お い て
、 Ｔ ｙ ｒ 1 グ ル シ ト ー ル Ｇ Ｉ Ｐ （ １ － ４ ２ ） が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ０ ５ ９ ２ は 、 骨 密 度 ま た は 骨 形 成 を 維 持 ま た は 増 大 さ せ る た め の Ｇ Ｉ Ｐ ア
ナ ロ グ と し て の Ｇ Ｉ Ｐ ま た は Ｇ Ｉ Ｐ も し く は そ の 断 片 の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 開 示 し て
い る 。
【 ０ ０ １ １ 】

【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ２ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 胃 抑 制 性 ポ リ ペ プ チ ド の 新 規 な Ｃ 末 端 欠 失 し た 断 片 お よ び 新 規 な Ｎ 末 端 修 飾
し た ア ナ ロ グ 並 び に ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ Ｖ （ Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ ） 耐 性 の 改 善 お よ び 半 減 期
の 延 長 を 目 的 と し て ペ プ チ ド 結 合 が 還 元 さ れ た ま た は Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ 特 異 的 開 裂 部 位 に 近 接 し た
ア ミ ノ 酸 の 変 化 し た 種 々 の Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 Ｇ Ｉ Ｐ の 潜 在 的
な レ セ プ タ ー 結 合 部 位 間 に 種 々 の リ ン カ ー を 有 す る 新 規 な ア ナ ロ グ に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 お よ び そ の 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 塩 は 、 イ ン ス リ ン 非 依 存 性 糖 尿 病 を 含
む 、 Ｇ Ｉ Ｐ レ セ プ タ ー 機 能 が 変 化 し た 状 態 を 治 療 す る の に 有 用 で あ る 。 ２ つ の 特 別 の 応 用
が 提 唱 さ れ る ：
１ ． 本 発 明 の 化 合 物 は 、 膵 β 細 胞 の グ ル コ ー ス 依 存 性 増 殖 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。
２ ． 本 発 明 の 化 合 物 は 、 膵 β 細 胞 に 対 し て 抗 ア ポ ト ー シ ス 作 用 を 有 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 グ ル コ ー ス 依 存 性 イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド の 新 規 な Ｃ 末 端 欠 失 し た
断 片 お よ び 新 規 な Ｎ 末 端 修 飾 し た ア ナ ロ グ 並 び に ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ Ｖ （ Ｄ Ｐ Ｉ
Ｖ ） 耐 性 の 改 善 お よ び 半 減 期 の 延 長 を 目 的 と し て ペ プ チ ド 結 合 が 還 元 さ れ た ま た は Ｄ Ｐ Ｉ
Ｖ 特 異 的 開 裂 部 位 に 近 接 し た ア ミ ノ 酸 の 変 化 し た 種 々 の Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ に 関 す る 。 本 発 明
に よ る ア ミ ノ 酸 の 変 化 は 、 Ｌ － ア ミ ノ 酸 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 、 タ ン パ ク 質 構 成 性 （ proteinoge
nic） ア ミ ノ 酸 お よ び タ ン パ ク 質 非 構 成 性 （ non-proteinogenic） ア ミ ノ 酸 の 残 基 を 包 含 す
る 。 タ ン パ ク 質 構 成 性 ア ミ ノ 酸 は 、 天 然 の タ ン パ ク 質 由 来 の α － ア ミ ノ 酸 と し て 定 義 さ れ
る 。 タ ン パ ク 質 非 構 成 性 ア ミ ノ 酸 は 、 通 常 の 天 然 タ ン パ ク 質 の 構 築 ブ ロ ッ ク を 構 成 し な い
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他 の す べ て の ア ミ ノ 酸 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 Ｇ Ｉ Ｐ の 潜 在 的 な レ セ プ タ ー 結 合 部 位 間 に 種 々 の リ ン カ ー を 有 す る
新 規 な ア ナ ロ グ に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 式 （ １ ） ：
Tyr-A-B-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 　 　 　 　 (1)
（ 式 中 、 Ａ お よ び Ｂ は 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｎ － メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は 他 の タ ン パ
ク 質 非 構 成 性 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） に よ り 示 さ れ る 一 般 的 な ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る 新 規 な Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ に 関 す る 。 さ ら に 、 １ 位 の チ ロ シ ン 残 基 の Ｎ 末 端 は 、
ア ル キ ル 化 、 ス ル ホ ニ ル 化 、 グ リ ケ ー シ ョ ン 、 ホ モ セ リ ン 形 成 、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 形 成 、
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は グ ル タ ミ ン 残 基 の 脱 ア ミ ド 化 、 メ チ ル 化 、 ｔ
－ ブ チ ル 化 、 ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ４ － メ チ ル ベ ン ジ ル 化 、 チ オ ア ニ シ ル 化 （
thioanysilation） 、 チ オ ク レ シ ル 化 （ thiocresylation） 、 ベ ン ジ ル オ キ シ メ チ ル 化 、 ４
－ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 化 、 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ２ － ニ ト ロ ベ ン ゾ イ ル 化 、 ２ － ニ ト
ロ ス ル フ ェ ニ ル 化 、 ４ － ト ル エ ン ス ル ホ ン 化 、 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル 化 、 ジ フ ェ ニ ル メ
チ ル 化 、 ２ － ク ロ ロ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ２ ,４ ,５ － ト リ ク ロ ロ フ ェ ニ ル 化 、 ２
－ ブ ロ モ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ト
リ フ ェ ニ ル メ チ ル 化 、 ２ ,２ ,５ ,７ ,８ － ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン － ６ － ス ル ホ ニ ル 化 、 ヒ ド
ロ キ シ ル 化 、 メ チ オ ニ ン の 酸 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ア ニ シ ル 化 、 ベ ン ジ ル 化 、 ベ
ン ゾ イ ル 化 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 の カ ル ボ キ シ
ル 化 、 リ ン 酸 化 、 硫 酸 化 、 シ ス テ イ ン 化 、 ペ ン ト ー ス 、 デ オ キ シ ヘ キ ソ ー ス 、 ヘ キ ソ サ ミ
ン 、 ヘ キ ソ ー ス ま た は Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ン と の グ リ コ シ ル 化 、 フ ァ ル ネ シ ル 化 、 ミ
リ ス ト イ ル 化 、 ビ オ チ ン 化 、 パ ル ミ ト イ ル 化 、 ス テ ア ロ イ ル 化 、 ゲ ラ ニ ル ゲ ラ ニ ル 化 、 グ
ル タ チ オ ン 化 、 ５ ’ － ア デ ノ シ ル 化 、 Ａ Ｄ Ｐ － リ ボ シ ル 化 、 Ｎ － グ リ コ リ ル ノ イ ラ ミ ン 酸
、 Ｎ － ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 、 ピ リ ド キ サ ー ル リ ン 酸 、 リ ポ 酸 、 ４ ’ － ホ ス ホ パ ン テ テ イ
ン 、 お よ び Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド で の 修 飾 に よ っ て 修 飾 す る こ と が で き る 。 式 １
の ペ プ チ ド は 、 い ず れ の ア ミ ノ 酸 位 置 に お い て も 少 な く と も １ の ε － ア ミ ノ 脂 肪 酸 ア シ ル
化 リ シ ン の 導 入 に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 天 然 の Ｇ Ｉ Ｐ （ １ － １ ４ ） の 配 列 は 本 発 明 か ら 除 外 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 式 （ １ ） で 示 さ れ る 最 も 好 ま し い 化 合 物 は 、 Ｄ － Ａ ｌ ａ 2 － Ｇ Ｉ Ｐ （ １ － １ ４ ） 、 Ｐ ｒ
ｏ 3 － Ｇ Ｉ Ｐ （ １ － １ ４ ） お よ び Ｓ ｅ ｒ 2 － Ｇ Ｉ Ｐ （ １ － １ ４ ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 式 （ ２ ） ：
Tyr-Ala-Ψ (CH 2 NH 2 )-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 (2a)
Tyr-Ala-Ψ (CH 2 NH)-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-Asp-Lys-Ile-Hi
s-Gln-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (2b)
に よ り 示 さ れ る 、 還 元 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 を 有 す る Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 式 （ ３ ） ：
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Tyr-Met　 　 　 　 　 (3)
に よ り 示 さ れ る 一 般 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 新 規 な Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ の 結 果 と し て 得 ら れ る 式 ４ ａ ～ ４
ｌ で 示 さ れ る 新 規 な Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ を 提 供 す る 。 詳 細 に は 、 こ れ ら は 式 ：
Ala-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 (4a)
Tyr-Ala-Ala-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 (4b)
Tyr-Ala-Glu-Ala-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 (4c)
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Tyr-Ala-Glu-Gly-Ala-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 (4d)
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Ala-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 (4e)
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ala-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 (4f)
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ala-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 (4g)
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Ala-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 (4h)
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Ala-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 (4i)
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ala-Ile-Ala-Met　 　 　 (4j)
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ala-Ala-Met　 　 　 (4k)
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Ala　 　 　 (4l)
で 示 さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 新 規 な Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ は リ ン カ ー ペ プ チ ド の 合 成 に よ り 得 る こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、
本 発 明 は 、 式 （ ５ ） ：
Tyr-A-B-Gly-Thr-Phe-C-Gln-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys-Gly-Lys-Ly
s-Asn-Asp-Trp-Lys-His-Asn-Ile-Thr-Gln　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (5)
（ 式 中 、 Ｃ は 、
（ ａ ） 使 用 さ れ な い 、
（ ｂ ） ４ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る リ ン カ ー ペ プ チ ド ； Ｄ － ア ミ ノ 酸 お よ び タ ン パ ク 質 非 構 成
性 ア ミ ノ 酸 の 残 基 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ が 可 能 で あ り 、 本 発 明 の 範
囲 に 包 含 さ れ る 、
（ ｃ ） Glu-Lys-Glu-Lys、
（ ｄ ） Ala-Ala-Ala-Ala、
（ ｅ ） １ ２ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る リ ン カ ー ペ プ チ ド ； Ｄ － ア ミ ノ 酸 お よ び タ ン パ ク 質 非 構
成 性 ア ミ ノ 酸 の 残 基 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ が 可 能 で あ り 、 本 発 明 の
範 囲 に 包 含 さ れ る 、
（ ｆ ） Glu-Lys-Glu-Glu-Lys-Glu-Lys-Glu-Glu-Lys-Glu-Lys、
（ ｅ ） 6-Ahx n （ ６ － ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 ） （ ｎ ＝ １ ～ ３ ） ； ま た は
（ ｆ ） ６ な い し ３ ４ 個 の 炭 素 原 子 、 好 ま し く は ６ な い し ２ １ 個 の 炭 素 原 子 を 有 す る オ メ ガ
－ ア ミ ノ 脂 肪 酸 （ 飽 和 お よ び ／ ま た は 不 飽 和 ） ；
Ａ お よ び Ｂ は 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｎ － メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は 他 の タ ン パ ク 質 非 構
成 性 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） に よ り 示 さ れ る リ ン カ ー ペ プ チ ド を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 １ 位 の チ ロ シ ン 残 基 の Ｎ 末 端 は 、 ア ル キ ル 化 、 ス ル ホ ニ ル 化 、 グ リ ケ ー シ ョ ン 、 ホ モ セ
リ ン 形 成 、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 形 成 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は グ ル タ ミ
ン 残 基 の 脱 ア ミ ド 化 、 メ チ ル 化 、 ｔ － ブ チ ル 化 、 ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ４ － メ
チ ル ベ ン ジ ル 化 、 チ オ ア ニ シ ル 化 、 チ オ ク レ シ ル 化 、 ベ ン ジ ル オ キ シ メ チ ル 化 、 ４ － ニ ト
ロ フ ェ ニ ル 化 、 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ２ － ニ ト ロ ベ ン ゾ イ ル 化 、 ２ － ニ ト ロ ス ル
フ ェ ニ ル 化 、 ４ － ト ル エ ン ス ル ホ ン 化 、 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル 化 、 ジ フ ェ ニ ル メ チ ル 化
、 ２ － ク ロ ロ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ２ ,４ ,５ － ト リ ク ロ ロ フ ェ ニ ル 化 、 ２ － ブ ロ
モ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 化 、 ト リ フ ェ
ニ ル メ チ ル 化 、 ２ ,２ ,５ ,７ ,８ － ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン － ６ － ス ル ホ ニ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ
ル 化 、 メ チ オ ニ ン の 酸 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ア ニ シ ル 化 、 ベ ン ジ ル 化 、 ベ ン ゾ イ
ル 化 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 の カ ル ボ キ シ ル 化 、
リ ン 酸 化 、 硫 酸 化 、 シ ス テ イ ン 化 、 ペ ン ト ー ス 、 デ オ キ シ ヘ キ ソ ー ス 、 ヘ キ ソ サ ミ ン 、 ヘ
キ ソ ー ス ま た は Ｎ － ア セ チ ル ヘ キ ソ サ ミ ン と の グ リ コ シ ル 化 、 フ ァ ル ネ シ ル 化 、 ミ リ ス ト
イ ル 化 、 ビ オ チ ン 化 、 パ ル ミ ト イ ル 化 、 ス テ ア ロ イ ル 化 、 ゲ ラ ニ ル ゲ ラ ニ ル 化 、 グ ル タ チ
オ ン 化 、 ５ ’ － ア デ ノ シ ル 化 、 Ａ Ｄ Ｐ － リ ボ シ ル 化 、 Ｎ － グ リ コ リ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 、 Ｎ －
ア セ チ ル ノ イ ラ ミ ン 酸 、 ピ リ ド キ サ ー ル リ ン 酸 、 リ ポ 酸 、 ４ ’ － ホ ス ホ パ ン テ テ イ ン 、 お
よ び Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド で の 修 飾 に よ っ て 修 飾 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ２
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位 と ３ 位 と の 間 で の 還 元 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 ま た は ペ プ チ ド 結 合 の 他 の 修 飾 の 導 入 が 提 供
さ れ る 。 式 ５ の ペ プ チ ド は 、 い ず れ の ア ミ ノ 酸 位 置 に お い て も 少 な く と も １ の ε － ア ミ ノ
脂 肪 酸 ア シ ル 化 リ シ ン の 導 入 に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 式 （ ６ ） ：
Tyr-A-B-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-D-Gln-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Tr
p-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys-Gly-Lys-Lys-Asn-Asp-Trp-Lys-His-Asn-Ile-Thr-Gln　 　 　 　 (6)
（ 式 中 、 Ｄ は 、
（ ｇ ） 使 用 さ れ な い 、
（ ｈ ） ４ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る リ ン カ ー ペ プ チ ド ； Ｄ － ア ミ ノ 酸 お よ び タ ン パ ク 質 非 構 成
性 ア ミ ノ 酸 の 残 基 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ が 可 能 で あ り 、 本 発 明 の 範
囲 に 包 含 さ れ る 、
（ ｉ ） Ala-Ala-Ala-Ala、
（ ｊ ） Glu-Lys-Glu-Lys、
（ ｋ ） 6-Ahx n （ ６ － ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 ） （ ｎ ＝ １ ～ ３ ） ； ま た は
（ ｌ ） ６ な い し ３ ４ 個 の 炭 素 原 子 、 好 ま し く は ６ な い し ２ １ 個 の 炭 素 原 子 を 有 す る オ メ ガ
－ ア ミ ノ 脂 肪 酸 （ 飽 和 お よ び ／ ま た は 不 飽 和 ） ；
Ａ お よ び Ｂ は 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 残 基 、 Ｎ － メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は 他 の タ ン パ ク 質 非 構
成 性 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） に よ り 示 さ れ る リ ン カ ー ペ プ チ ド を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 １ 位 の チ ロ シ ン 残 基 の Ｎ 末 端 は 、 ア ル キ ル 化 、 ア セ チ ル 化 お よ び グ リ ケ ー シ ョ ン に よ り
修 飾 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ２ 位 と ３ 位 と の 間 で の 還 元 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 ま た は ペ
プ チ ド 結 合 の 他 の 修 飾 の 導 入 が 提 供 さ れ る 。 式 ６ の ペ プ チ ド は 、 い ず れ の ア ミ ノ 酸 位 置 に
お い て も 少 な く と も １ の ε － ア ミ ノ 脂 肪 酸 ア シ ル 化 リ シ ン の 導 入 に よ り 修 飾 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 他 の 新 規 な Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ は 、 Ｓ ｅ ｒ 2 の リ ン 酸 化 に よ り 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の
好 ま し い 化 合 物 は 式 ７ ａ ～ ７ ｃ に 示 す 化 合 物 で あ る 。
リ ン 酸 化 セ リ ル 残 基 を 含 む 式 ７ ａ ～ ７ ｃ で 示 さ れ る 新 規 な Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ ：
Tyr-[Ser(P)]-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met　 　 　 　 　 　 (7a)
Tyr-[Ser(P)]-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-Asp-Lys-Ile-His-Gln
-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (7b)
Tyr-[Ser(P)]-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-Asp-Lys-Ile-His-Gln
-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys-Gly-Lys-Lys-Asn-Asp-Trp-Lys-His-Asn
-Ile-Thr-Gln　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (7c)
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 新 規 な Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ は 、 ペ プ チ ド 配 列 の Ａ ｓ ｐ ／ Ｇ ｌ ｕ 残 基 と Ｌ ｙ ｓ 残 基 と
の 間 で の 側 鎖 ラ ク タ ム 架 橋 の 導 入 に よ る 拘 束 さ れ た （ constrained） Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ で あ
る 。 本 発 明 の 一 つ の 好 ま し い 化 合 物 は 、 式 ８ ：
Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Ile-Ser-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Met-
     ┌ ─ ─ ─ ─ ─ ─ ─ ─ ─ ┐
Asp-Lys-Ile-His-Gln-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Leu-Ala-Gln-Lys
に よ り 示 さ れ る ［ シ ク ロ （ Ｌ ｙ ｓ 1 6 ， Ａ ｓ ｐ 2 1 ） ］ Ｇ Ｉ Ｐ （ １ － ３ ０ ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 そ の 範 囲 に 本 発 明 の 化 合 物 の ア ミ ド 形 態 お よ び 遊 離 の カ ル ボ ン 酸 形 態
の 両 者 を 包 含 す る 。 遊 離 の 化 合 物 と そ の ア ミ ド の 形 態 で あ る 化 合 物 と が 密 接 に 関 連 し て い
る こ と に 鑑 み 、 化 合 物 を こ の 文 脈 で 言 及 す る 場 合 は い つ で も 、 ア ミ ド 並 び に 遊 離 の カ ル ボ
ン 酸 の 形 態 を 意 図 し て い る （ 事 情 に 応 じ 、 そ の よ う に す る こ と が 可 能 で あ り 適 切 で あ る こ
と を 前 提 と し て ） 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 酸 付 加 塩 、 と り わ け 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 酸 付 加 塩 に 変 換 す る こ と
が で き る 。 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 塩 は 、 一 般 に 、 ア ミ ノ 酸 の 塩 基 性 側 鎖 が 無 機 ま た は 有 機
の 酸 で プ ロ ト ン 化 さ れ た 形 態 を と る 。 代 表 的 な 有 機 ま た は 無 機 酸 と し て は 、 塩 酸 、 臭 化 水
素 酸 、 過 塩 素 酸 、 硫 酸 、 硝 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 グ リ コ ー ル 酸 、 乳 酸 、 コ ハ
ク 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 フ マ ー ル 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 酒 石 酸 、 ク エ ン 酸 、 安 息 香 酸 、 マ ン デ ル 酸 、
メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ヒ ド ロ キ シ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 パ モ
ー ル 酸 （ pamoic） 、 ２ － ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 、 ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 、 シ ク ロ ヘ キ サ
ン ス ル フ ァ ミ ン 酸 、 サ リ チ ル 酸 、 サ ッ カ リ ン 酸 ま た は ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 が 挙 げ ら れ る 。 本
発 明 の 化 合 物 の す べ て の 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 酸 付 加 塩 の 形 態 が 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 遊 離 の 化 合 物 と そ の 塩 の 形 態 で あ る 化 合 物 と が 密 接 に 関 連 し て い る こ と に 鑑 み 、 化 合 物
を こ の 文 脈 で 言 及 す る 場 合 は い つ で も 、 対 応 の 塩 を も 意 図 し て い る （ 事 情 に 応 じ 、 そ の よ
う に す る こ と が 可 能 で あ り 適 切 で あ る こ と を 前 提 と し て ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 そ の 範 囲 に 本 発 明 の 化 合 物 の プ ロ ド ラ ッ グ を 包 含 す る 。 一 般 に 、 そ の
よ う な 化 合 物 は 、 化 合 物 の 機 能 的 な 誘 導 体 で あ り 、 イ ン ビ ボ で 所 望 の 治 療 学 的 に 活 性 な 化
合 物 に 容 易 に 変 換 さ れ う る も の で あ る 。 そ れ ゆ え 、 こ れ ら 場 合 に お い て 、 本 発 明 の 治 療 方
法 で は 「 投 与 」 な る 語 に は 、 記 載 の 種 々 の 疾 患 を 本 願 の 特 許 請 求 し た １ ま た は そ れ 以 上 の
化 合 物 の プ ロ ド ラ ッ グ 形 態 （ 該 プ ロ ド ラ ッ グ 形 態 は 、 患 者 に 投 与 後 に イ ン ビ ボ で 上 記 で 特
定 し た 化 合 物 に 変 換 さ れ る ） で 治 療 す る こ と も 包 含 さ れ る 。 適 当 な プ ロ ド ラ ッ グ 誘 導 体 の
選 択 お よ び 調 製 の た め の 常 法 は 、 た と え ば 、 “ Design of Prodrugs” 、 H. Bundgaard編 、
Elsevier、 １ ９ ８ ５ お よ び 特 許 出 願 Ｄ Ｅ １ ９ ８ ２ ８ １ １ ３ 号 お よ び Ｄ Ｅ １ ９ ８ ２ ８ １ １ ４
号 （ 参 照 の た め そ の 全 内 容 を 引 用 す る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 化 合 物 が 少 な く と も １ つ の キ ラ ル 中 心 を 有 す る 場 合 は 、 そ れ ら 化 合 物 は エ
ナ ン シ オ マ ー と し て 存 在 し て よ い 。 こ れ ら 化 合 物 が ２ ま た は そ れ 以 上 の キ ラ ル 中 心 を 有 す
る 場 合 に は 、 そ れ ら 化 合 物 は さ ら に ジ ア ス テ レ オ マ ー と し て 存 在 し て よ い 。 そ の よ う な 異
性 体 お よ び そ の 混 合 物 は 、 す べ て 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る こ と が 理 解 さ れ な け れ ば な ら
な い 。 さ ら に 、 こ れ ら 化 合 物 の 結 晶 形 の あ る も の は 多 形 と し て 存 在 し て よ く 、 そ の よ う な
も の も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら 化 合 物 の あ る も の は
水 （ す な わ ち 、 水 和 物 ） ま た は 一 般 の 有 機 溶 媒 と の 溶 媒 和 物 を 形 成 し て よ く 、 そ の よ う な
溶 媒 和 物 も ま た 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ れ ら 化 合 物 （ そ の 塩 を 含 む ） は ま た 、 そ の 水 和 物 の 形 態 で 得 る こ と が で き 、 あ る い は
そ の 結 晶 化 に 使 用 し た 他 の 溶 媒 を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 幾 つ か の 化 合 物 は 、 そ の 態 様 の 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 塩 も 含 め て 、 ジ ペ プ チ ジ
ル ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ Ｖ （ Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ ） ま た は Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ 様 酵 素 の 酵 素 活 性 に よ る 分 解 に 対 し て 改
善 さ れ た 耐 性 を 有 す る 。 Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ は 、 広 範 囲 の 様 々 な 器 官 お よ び 組 織 、 た と え ば 、 腸 の 刷
子 縁 （ Gutschmidt S.ら 、 "In situ"-measurements of protein contents in the brush b
order region along rat jejunal villi and their correlations with four enzyme act
ivities. Histochemistry 1981, 72(3), 467-79） 、 外 分 泌 上 皮 、 肝 細 胞 、 腎 細 管 、 内 皮
、 筋 線 維 芽 細 胞 （ Feller A. C.ら 、 A monoclonal antibody detecting dipeptidyl pepti
dase IV in human tissue. Virchows Arch. A. Pathol. Anat. Histopathol. 1986; 409(
2): 263-73） 、 神 経 細 胞 、 あ る 種 の 表 面 上 皮 、 た と え ば フ ァ ロ ー ピ ウ ス 管 、 子 宮 お よ び 小
胞 腺 （ vesicular gland） の 外 （ lateral） 膜 、 た と え ば 小 胞 腺 上 皮 の 管 腔 細 胞 質 内 、 お よ
び ブ ル ン ナ ー 腺 の 粘 液 細 胞 内 （ Hartel S.ら 、 Dipeptidyl peptidase (DPP) IV in rat or
gans. Comparison of immunohistochemistry and activity histochemistry. Histochemi
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stry 1988: 89(2): 151-61） 、 生 殖 器 官 、 た と え ば 精 巣 上 体 の 尾 お よ び 膨 大 部 、 精 嚢 お よ
び そ の 分 泌 物 （ Agrawal & Vanha-Perttula, Dipeptidyl peptidases in bovine reproduc
tive organs and secretions. Int. J. Androl. 1986, 9(6): 435-52） に 存 在 し て い る 。
ヒ ト 血 清 中 で は ２ つ の 分 子 形 の ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ が 存 在 し て い る （ Krepela E.ら
、 Demonstration of two molecular forms of dipeptidyl peptidase IV in normal huma
n serum. Physiol. Bohemoslov. 1983, 32(6): 486-96） 。 Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ の 血 清 高 分 子 量 形 は
活 性 化 Ｔ 細 胞 の 表 面 に 発 現 さ れ る （ Duke-Cohan J.S.ら 、 Serum high molecular weight d
ipeptidyl peptidase IV (CD26) is similar to a novel antigen DPPT-L released from
 activated T cells. J. Immunol. 1996, 156(5): 1714-21） 。 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お
い て 、 未 だ 発 見 さ れ て い な い も の も 含 め て 、 す べ て の 哺 乳 動 物 の 組 織 お よ び 器 官 か ら の Ｄ
Ｐ Ｉ Ｖ の す べ て の 分 子 形 、 ホ モ ロ グ お よ び エ ピ ト ー プ が 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る こ と が
意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 プ ロ リ ン 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ の 稀 な 一 群 の 中 で 、 Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ は 最 初 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の ア
ミ ノ 末 端 か ら ２ 番 目 の 残 基 と し て の プ ロ リ ン に 特 異 的 な 唯 一 の 膜 結 合 酵 素 で あ る と 考 え ら
れ て い た 。 し か し な が ら 、 最 近 、 Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ と は 構 造 的 に は 非 相 同 （ non-homologous） で あ
る が 対 応 す る 酵 素 活 性 を 示 す 他 の 分 子 が 同 定 さ れ た 。 こ れ ま で に 同 定 さ れ た Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ 様 酵
素 と し て は 、 繊 維 芽 細 胞 活 性 化 タ ン パ ク 質 α 、 ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ Ｖ β 、 ジ ペ プ
チ ジ ル ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 様 タ ン パ ク 質 、 Ｎ － ア セ チ ル 化 α 結 合 酸 性 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 静
止 （ quiescent） 細 胞 プ ロ リ ン ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ Ｉ 、 ア ト ラ
ク チ ン （ attractin） お よ び ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ Ｖ 関 連 タ ン パ ク 質 （ Ｄ Ｐ Ｐ ８ ）
が あ り 、 こ れ ら は Sedo & Malikに よ る 論 説 に 記 載 さ れ て い る （ Sedo & Malik, Dipeptidyl
 peptidase IV-like molecules: homologous proteins or homologous activities? Bioc
himica et Biophysica Acta 2001, 36506: 1-10） 。 本 発 明 の 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て
、 未 だ 発 見 さ れ て い な い も の も 含 め て 、 す べ て の 哺 乳 動 物 の 組 織 お よ び 器 官 か ら の Ｄ Ｐ Ｉ
Ｖ 様 酵 素 活 性 を 含 む タ ン パ ク 質 の す べ て の 分 子 形 、 ホ モ ロ グ お よ び エ ピ ト ー プ が 本 発 明 の
範 囲 に 包 含 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 対 応 す る 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 塩 を 含 む 本 発 明 の 化 合 物 に 共 通 す る 特 性 は 、 Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ ま
た は Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ 様 酵 素 に よ る 分 解 に 対 す る 改 善 さ れ た 耐 性 で あ り 、 こ れ は Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ
Ｆ マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る 選 択 し た Ｇ Ｉ Ｐ ア
ナ ロ グ に つ い て の 結 果 を 表 １ か ら 実 施 例 ３ に 示 す 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ － Ｍ Ｓ に よ り 、 開
裂 部 位 で の ア ミ ノ 酸 の Ｄ － Ａ ｌ ａ 2 、 Ｎ Ｍ ｅ Ｇ ｌ ｕ 3 、 Ｐ ｒ ｏ 3 に よ る 置 換 ま た は 還 元 さ れ
た ペ プ チ ド 結 合 の 導 入 が 、 Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 3 0 ア ナ ロ グ 並 び に 対 応 Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 1 4 ア ナ ロ グ に お い て Ｄ
Ｐ Ｉ Ｖ 分 解 に 対 し て ２ ４ 時 間 ま で の 耐 性 に 導 く こ と が 示 さ れ た 。 Ａ ｌ ａ 2 を Ｖ ａ ｌ 、 Ｇ ｌ
ｙ 、 Ｓ ｅ ｒ 置 換 し た ア ナ ロ グ ま た は Ｇ ｌ ｕ 3 を Ｄ － Ｇ ｌ ｕ 置 換 し た ア ナ ロ グ は 、 Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ
に よ る 低 減 し た 加 水 分 解 速 度 を 示 し た 。 こ れ ら 結 果 に つ い て は 表 １ を も 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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表 １ ： 合 成 Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ の Ｎ 末 端 配 列 、 質 量 お よ び Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ 耐 性



【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 対 応 す る 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 塩 を 含
め て 、 Ｄ Ｐ Ｉ － レ セ プ タ ー に 結 合 す る 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 対 応 す る 薬 理 学 的 に
許 容 し う る 塩 を 含 む 本 発 明 の 化 合 物 が Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー に 結 合 す る 能 力 は 、 実 施 例 ４ に
記 載 す る 方 法 な ど に 従 っ て 1 2 5 Ｉ 標 識 し た ｓ ｐ Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 を 用 い た 結 合 試 験 を 採 用 し て 測
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 置 換 試 験 は 、 レ セ プ タ ー に 対 す る 本 発 明 の 化 合 物 の 非 特 異 的 な 結 合 を 示 し て い な い 。 こ
れ は 、 過 剰 の （ ≧ １ μ Ｍ ） Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 （ ま た は Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 3 0 ） の 存 在 下 で 残 留 す る 結 合 を 記
載 す る の に 用 い る 術 語 で あ る 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー に 結 合 し Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー か ら 1 2 5 Ｉ － Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 を 置 換 す る 本
発 明 の 化 合 物 の 例 を 図 ８ 、 １ ０ お よ び １ １ お よ び 表 ２ お よ び ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 の 化 合 物 は 機 能 的 に 活 性 で あ る 。 本 発 明 の 化 合 物 の 生 物 学 的 活
性 は 、 対 応 の 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 塩 も 含 め て 、 レ セ プ タ ー 結 合 後 の サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ
の 産 生 を 決 定 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 産 生 ア ッ セ イ は 実 施 例 ４
に 記 載 し て あ る 。 Ｇ ｌ ｕ 3 へ の Ｄ － Ｇ ｌ ｕ の 置 換 お よ び Ａ ｌ ａ 2 へ の Ｄ － Ａ ｌ ａ の 置 換 は ア
デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ を 刺 激 す る 能 力 が わ ず か に 低 減 し た ペ プ チ ド と い う 結 果 と な っ た が 、 一
方 、 Ｖ ａ ｌ 2 お よ び Ｇ ｌ ｙ 2 ア ナ ロ グ は 効 力 に お い て 有 意 の 低 減 を 示 し た 。 興 味 深 い こ と に
、 還 元 し た ペ プ チ ド 結 合 の 導 入 は ｃ Ａ Ｍ Ｐ 産 生 の 劇 的 な 低 減 と い う 結 果 と な っ た 。 こ の こ
と は Ｇ Ｉ Ｐ の Ｎ 末 端 の 完 全 性 の 重 要 さ を 確 認 す る も の で あ る 。 さ ら な る 結 果 を 表 ２ お よ び
３ お よ び 図 １ ～ ７ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ４ 】
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表 ２ ： 様 々 な 長 さ の Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ に 対 す る サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ 産 生 お よ び 競 合 結 合 置 換
試 験

表 ３ ： ラ ッ ト Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 を 用 い た
合 成 Ｇ Ｉ Ｐ 断 片 に 対 す る サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ 産 生 お よ び 競 合 結 合 置 換 試 験 に つ い て の 統 計
の ま と め



【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 イ ン ビ ト ロ で の 機 能 的 活 性 に 基 づ き 、 本 発 明 の 化 合 物 が 哺 乳 動 物 に お い て イ ン ビ ボ で グ
ル コ ー ス 耐 性 を 改 善 し グ ル コ ー ス Ａ Ｕ Ｃ を 低 減 さ せ る 能 力 、 そ れ ゆ え イ ン ス リ ン 非 依 存 性
糖 尿 病 （ Ｎ Ｉ Ｄ Ｄ Ｍ ） の 治 療 に 有 用 で あ る こ と を 試 験 し た 。 本 発 明 の 化 合 物 が 哺 乳 動 物 に
お い て イ ン ビ ボ で グ ル コ ー ス 耐 性 を 改 善 し グ ル コ ー ス Ａ Ｕ Ｃ を 低 減 さ せ る 能 力 は 、 対 応 の
薬 理 学 的 に 許 容 し う る 塩 も 含 め て 、 ウ イ ス タ ー ラ ッ ト モ デ ル を 用 い て 測 定 す る こ と が で き
る 。 そ の 方 法 は 実 施 例 ５ に 記 載 し て あ る 。 結 果 を 図 １ ２ 、 １ ３ お よ び １ ４ に 示 す 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 レ セ プ タ ー 結 合 能 お よ び ｃ Ａ Ｍ Ｐ 放 出 に 対 す る 刺 激 作 用 に 基 づ き 、
膵 β 細 胞 の グ ル コ ー ス に 依 存 し た 増 殖 を 増 大 し う る こ と が わ か っ た 。 驚 く べ き こ と に 、 ま
た 特 に 好 ま し い 態 様 と し て 、 本 発 明 の 化 合 物 は グ ル コ ー ス の 存 在 と は 独 立 に β 細 胞 の 生 存
に 対 し て 濃 度 依 存 性 の 作 用 を 示 す 。 対 応 の 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 塩 も 含 め て 本 発 明 の 化 合
物 が グ ル コ ー ス 依 存 性 の β 細 胞 増 殖 並 び に グ ル コ ー ス 非 依 存 性 の β 細 胞 生 存 を 増 大 さ せ る
能 力 は 、 実 施 例 ６ に 記 載 す る よ う な Ｉ Ｎ Ｓ － １ 細 胞 を 用 い た ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 最 も 驚 く べ き 知 見 の 一 つ は 、 本 発 明 の 化 合 物 が 膵 β 細 胞 に 対 し て 抗 ア ポ ト ー シ ス 作 用 を
有 す る こ と で あ る 。 対 応 の 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 塩 も 含 め て 本 発 明 の 化 合 物 の 抗 ア ポ ト ー
シ ス 作 用 は 、 実 施 例 ７ に 記 載 す る よ う な カ ス パ ー ゼ － ３ 活 性 化 ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 す る
こ と が で き る 。 そ の 結 果 を 図 １ ８ Ａ に 示 す 。 カ ス パ ー ゼ － ３ の 活 性 化 は 、 細 胞 の ア ポ ト ー
シ ス 誘 発 の マ ー カ ー で あ る 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 レ セ プ タ ー 結 合 能 お よ び ｃ Ａ Ｍ Ｐ 放 出 に
対 す る 刺 激 作 用 に 基 づ き 、 グ ル コ ー ス 引 き 上 げ （ withdrawal） に 応 答 し た カ ス パ ー ゼ － ３
の 活 性 化 を 選 択 的 に 阻 止 で き る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 他 の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ と し て 、 Ｉ Ｎ Ｓ － １ 細 胞 の ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン （ Ｓ Ｔ Ｚ ） 誘 発
β 細 胞 死 に お い て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 対 応 の 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 塩 も 含 め て Ｓ Ｔ Ｚ の 前
ア ポ ト ー シ ス （ カ ス パ ー ゼ － ３ 活 性 化 ） 作 用 に 対 し て 完 全 に 防 御 で き る こ と が わ か っ た 。
そ の 方 法 は 実 施 例 ７ に 記 載 し て あ る 。 そ の 結 果 を 図 １ ８ Ｂ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 担 体 ま た は 希 釈 液 お よ び 治 療
学 的 有 効 量 の 式 １ ～ ８ に 示 す 本 発 明 の 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 を 含 む 、
た と え ば Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー 結 合 に 有 用 な 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー を 結 合 ま た は 阻 止 す る 方 法 で
あ っ て 、 そ の よ う な 処 置 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 治 療 学 的 有 効 量 の 式 １ ～ ８ に 示 す 本 発 明
の 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー 結 合 に よ っ て 媒 体 さ れ る 状 態 の
治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に 治 療 学 的 有 効 量 の 式 １ ～ ８ に
示 す 本 発 明 の 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 た と え ば Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー シ グ ナ ル 伝 達 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 状 態 の
予 防 ま た は 治 療 用 医 薬 の 製 造 の た め の 、 本 発 明 に よ る 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る
そ の 塩 の 使 用 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 た と え ば 糖 尿 病 お よ び 肥 満 の 予 防 ま た は 治 療 用 医 薬
の 製 造 の た め の 、 本 発 明 に よ る 化 合 物 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 し う る そ の 塩 の 使 用 に も 関 す
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 改 変 Ｆ ｍ ｏ ｃ － プ ロ ト コ ー ル を 用 い 、 Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ を 自 動 合 成 機 SYMPHONY（ RAININ）
で 合 成 し た 。 ５ 倍 過 剰 量 の Ｆ ｍ ｏ ｃ － ア ミ ノ 酸 お よ び カ ッ プ リ ン グ 試 薬 と の ペ プ チ ド の Ｃ
末 端 か ら １ ５ 番 目 の ア ミ ノ 酸 か ら の 二 重 カ ッ プ リ ン グ を 用 い る こ と に よ り 、 サ イ ク ル を 改
変 し た 。 ペ プ チ ド の カ ッ プ リ ン グ を 、 ０ .２ ３ ミ リ モ ル の 置 換 NovaSyn Ｔ Ｇ Ｒ － 樹 脂 ま た
は ２ ５ μ モ ル ス ケ ー ル で の 対 応 の プ レ ロ ー デ ィ ン グ （ preloaded） Ｗ ａ ｎ ｇ － 樹 脂 を 用 い
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本 発 明 の 実 施 例
実 施 例 １ ： ペ プ チ ド の 固 相 合 成



た Ｔ Ｂ Ｔ Ｕ ／ Ｎ Ｍ Ｍ 活 性 化 に よ り 行 っ た 。 樹 脂 か ら の 開 裂 は 、 ９ ４ .５ ％ Ｔ Ｆ Ａ 、 ２ .５ ％
水 、 ２ .５ ％ Ｅ Ｄ Ｔ お よ び １ ％ Ｔ Ｉ Ｓ か ら な る 開 裂 カ ク テ ル に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 分 析 的 お よ び 分 取 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ を 、 Merck-Hitachiの LiChrograph Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ シ ス テ ム 上 で の
異 な る 勾 配 を 用 い て 行 っ た 。 勾 配 は 、 ２ つ の 溶 媒 ： （ Ａ ） Ｈ 2 Ｏ 中 の ０ .１ ％ Ｔ Ｆ Ａ お よ び
（ Ｂ ） ア セ ト ニ ト リ ル 中 の ０ .１ ％ Ｔ Ｆ Ａ か ら 構 成 さ れ た 。 分 析 的 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ は 以 下 の 条 件
で 行 っ た ： 溶 媒 を 、 Ｕ Ｖ 検 出 （ λ ＝ ２ ２ ０ ｎ ｍ ） を 用 い 、 125-4 Nucleosil RP18-カ ラ ム
に ５ ％ － ５ ０ ％ Ｂ を １ ５ 分 間 、 つ い で ９ ５ ％ Ｂ ま で ２ ０ 分 ま で の 勾 配 で 流 し た （ １ ｍ ｌ ／
分 ） 。 ペ プ チ ド の 精 製 は 、 ペ プ チ ド 鎖 の 長 さ に 応 じ た 種 々 の 条 件 下 、 250-20 Nucleosil 1
00 RP8-カ ラ ム か ま た は 250-10 LiChrospher 300 RP18-カ ラ ム （ 流 速 ６ ｍ ｌ ／ 分 、 ２ ２ ０
ｎ ｍ ） の い ず れ か で の 分 取 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ペ プ チ ド ア ナ ロ グ の 同 定 に は 、 Hewlett-Packardの HP G2025 MALDI-TOFシ ス テ ム を 用 い
た レ ー ザ ー 脱 着 （ desorption） マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

　 ２ 当 量 の Ｆ ｍ ｏ ｃ － Ｔ ｙ ｒ （ ｔ Ｂ ｕ ） Ψ （ Ｃ Ｈ 2 Ｎ Ｈ ） － Ｇ ｌ ｕ （ ｔ Ｂ ｕ ） － Ｇ ｌ ｙ －
Ｏ Ｈ を Ｔ Ｂ Ｔ Ｕ ／ Ｄ Ｉ Ｐ Ｅ Ａ 活 性 化 お よ び 二 重 カ ッ プ リ ン グ を ４ 時 間 行 う こ と に よ り カ ッ
プ リ ン グ し て 、 Ｔ ｙ ｒ － Ａ ｌ ａ Ψ （ Ｃ Ｈ 2 Ｎ Ｈ ） － Ｇ Ｉ Ｐ 3 - 3 0 a お よ び Ｔ ｙ ｒ － Ａ ｌ ａ Ψ （
Ｃ Ｈ 2 Ｎ Ｈ ） － Ｇ Ｉ Ｐ 3 - 1 4 a を 合 成 し た 。 対 応 の Ｇ Ｉ Ｐ 5 - 3 0 を お よ び Ｇ Ｉ Ｐ 5 - 1 4 断 片 を 上 記
と 同 様 に し て 合 成 し た 。 完 全 に 保 護 し た テ ト ラ ペ プ チ ド Ｔ ｙ ｒ － Ａ ｌ ａ Ψ （ Ｃ Ｈ 2 Ｎ Ｈ ）
－ Ｇ ｌ ｕ （ ｔ Ｂ ｕ ） － Ｇ ｌ ｙ － Ｏ Ｈ の 合 成 を 、 半 合 成 ペ プ チ ド 合 成 機 Labortec（ BACHEM）
を 用 い 、 実 施 例 １ の 記 載 と 同 様 に し て 酸 感 受 性 Sasrin樹 脂 上 で ０ .７ ミ リ モ ル の ス ケ ー ル
で 行 っ た 。 保 護 テ ト ラ ペ プ チ ド を １ ％ Ｔ Ｆ Ａ に よ り 樹 脂 か ら 開 裂 し た 。 還 元 さ れ た ペ プ チ
ド 結 合 は 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ － ア ラ ニ ナ ー ル を 用 い た sasrin樹 脂 上 で の Ｎ 末 端 脱 保 護 ペ プ チ ド の 還
元 的 ア ル キ ル 化 に よ り 導 入 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 精 製 腎 Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ に よ る ペ プ チ ド ア ナ ロ グ の 加 水 分 解 を 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に し て 調 べ
た ［ １ ２ ］ 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ペ プ チ ド を ０ .０ ４ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ .６ ） お よ び
Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ 中 で ２ ４ 時 間 ま で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 か ら 取
り 出 し 、 Pauly, R. P., Rosche, F., Wermann, M., Mclntosch, C. H. S., Pederson, R.
 A.お よ び Demuth, H. U. Investigation of glucose-dependent insulinotropic polypep
tide-(1-42) and glucagon-like peptide-1-(7-36) degradation in vitro by dipeptidy
l peptidase IV using matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight 
mass spectrometry - A novel kinetic approach. J Biol Chem 271(38), 23222-23229. 
1996の 記 載 に 従 っ て Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー 用 に 調 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

　 ラ ッ ト 膵 臓 島 （ 野 生 型 ） Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー を 安 定 に 発 現 す る チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー
卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ ） 細 胞 （ ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ － Ｒ １ 細 胞 ） を 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に し て 調 製
し た ［ １ ９ ， ２ １ ］ 。 細 胞 を 、 １ ０ ％ 新 生 仔 ウ シ 血 清 、 ５ ０ 単 位 ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン Ｇ 、 お
よ び ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ 中 で 培 養 し た （ 培 地
お よ び 抗 生 物 質 は Gibco BRL, Life Technologiesか ら ） 。 細 胞 を ７ ５ ｃ ｍ 2 フ ラ ス コ 中 で
増 殖 さ せ 、 ８ ０ ～ ９ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト に な っ た と き に 剥 が し 、 ２ ４ ウ エ ル プ レ ー ト に ５
０ ,０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ エ ル の 密 度 で 播 種 し た 。 実 験 は ４ ８ 時 間 後 に 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） に よ り 精 製 し た 1 2 5 Ｉ － 標 識 ｓ ｐ Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2

を 用 い た 結 合 試 験 を 本 質 的 に 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に し て 行 っ た ［ ２ １ ］ 。 ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ －
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実 施 例 ２ ： 還 元 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 を 有 す る Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ の 合 成

実 施 例 ３ ： Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ る Ｄ Ｐ Ｉ Ｖ 耐 性 の 決 定

実 施 例 ４ ： イ ン ビ ト ロ 試 験

結 合 試 験



Ｒ １ 細 胞 （ １ － ５ × １ ０ 5 ／ ウ エ ル ） を 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ （ GIBCO） 、 １ ５ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ
Ｅ Ｓ 、 ０ .１ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 １ ％ Trasylol（ ア プ ロ チ ニ ン ； Bayer） か
ら な る 結 合 緩 衝 液 （ Ｂ Ｂ ； ｐ Ｈ ７ .４ ） 中 、 ４ ℃ で ２ 回 洗 浄 し た 。 こ れ ら 細 胞 を 非 標 識 Ｇ
Ｉ Ｐ 1 - 4 2 ま た は ア ナ ロ グ の 存 在 下 ま た は 不 在 下 、 1 2 5 Ｉ － ｓ ｐ Ｇ Ｉ Ｐ （ ５ ０ ,０ ０ ０ ｃ ｐ ｍ
） と と も に ４ ℃ で １ ２ ～ １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 氷
冷 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し 、 ０ .１ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ （ １ ｍ ｌ ） で 可 溶 化 し 、 つ い で 細 胞 に 結 合 し た
放 射 能 を カ ウ ン ト す る た め に 培 養 チ ュ ー ブ に 移 し た 。 非 特 異 的 結 合 は １ μ Ｍ の Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2

ま た は Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 3 0 の 存 在 下 で 測 定 し た 結 合 と し て 定 義 さ れ 、 特 異 的 結 合 は 競 合 体 の 不 在 下
で の 結 合 の ％ （ ％ Ｂ ／ Ｂ 0 ） と し て 表 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】

　 野 生 型 Ｇ Ｉ Ｐ － Ｒ １ 細 胞 を ４ ８ 時 間 培 養 し 、 Ｂ Ｂ 中 で ３ ７ ℃ に て 洗 浄 し 、 つ い で ０ .５
ｍ Ｍ  Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ （ Research Biochemicals Intl.、 ナ テ ィ ッ ク 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ ） の 存 在
下 で の 被 験 剤 と の ３ ０ 分 間 の 刺 激 の 前 に １ 時 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ［ １ ９ ， ２ １ ］ 。
抑 制 実 験 を 用 い 、 １ ｎ Ｍ  ｓ ｈ Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 で の ３ ０ 分 間 の 刺 激 の 前 に 細 胞 を Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ
グ と と も に １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 抽 出 し 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ
ベ ル を ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Biomedical Technologies、 ス ト ー ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ
ツ ） に よ り 測 定 し た ［ １ ９ ， ２ １ ］ 。 デ ー タ は フ ェ ム ト モ ル ／ １ ０ ０ ０ 細 胞 ま た は Ｇ Ｉ Ｐ

1 - 4 2 刺 激 に よ る ｃ Ａ Ｍ Ｐ 産 生 の 最 大 ％ と し て 表 し て あ る （ 抑 制 実 験 ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 雄 ウ イ ス タ ー ラ ッ ト （ ２ ５ ０ ～ ３ ５ ０ ｇ ） を 自 由 に 飲 水 さ せ な が ら 一 夜 （ １ ６ ～ １ ８ 時
間 ） 飢 餓 さ せ た 。 血 中 グ ル コ ー ス の 決 定 の た め （ 手 動 の グ ル コ メ ー タ ー を 使 用 ） 、 全 血 試
料 を 覚 醒 し た 非 拘 束 ラ ッ ト の 尾 静 脈 か ら 採 取 し た ； 血 漿 イ ン ス リ ン 濃 度 の 測 定 の た め 、 血
漿 を 遠 心 分 離 （ ２ ０ 分 間 、 １ ２ ,０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ４ ℃ ） に よ り 分 離 し た 。 基 礎 試 料 を 、 経
口 グ ル コ ー ス 耐 性 試 験 （ １ ｇ グ ル コ ー ス ／ Ｋ ｇ 体 重 ） お よ び ペ プ チ ド ア ナ ロ グ （ ８ ナ ノ モ
ル ／ Ｋ ｇ 体 重 ） ま た は 食 塩 水 対 照 （ ５ ０ ０ μ ｌ 注 射 容 量 ） の 肩 胛 骨 内 皮 下 注 射 の 直 前 に 得
た 。 血 液 試 料 を イ ン ス リ ン 決 定 の た め に ｔ ＝ ２ 、 １ ０ 、 ２ ０ 、 ３ ０ お よ び ６ ０ に て 採 取 し
、 血 中 グ ル コ ー ス を １ ０ 分 間 隔 で 測 定 し た 。 台 形 計 算 法 を 用 い 、 ベ ー ス ラ イ ン を 差 し 引 い
て グ ル コ ー ス 応 答 面 積 （ integrated glucose response） を 計 算 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 Ｉ Ｎ Ｓ － １ 細 胞 （ ク ロ ー ン ８ ３ ２ ／ １ ３ ） を 、 ２ ｍ Ｍ グ ル タ ミ ン 、 ５ ０ μ Ｍ  β － メ ル
カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び １ ０ ％
ウ シ 胎 仔 血 清 （ Cansera、 レ ク ス デ ー ル 、 オ ン タ リ オ 、 カ ナ ダ ） を 添 加 し た １ １ ｍ Ｍ グ ル
コ ー ス Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ （ Sigma Laboratories、 ナ テ ィ ッ ク 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 、 米 国 ） 中 で 培 養
し た 。 実 験 に 先 立 っ て 細 胞 を ６ － ウ エ ル （ ２ × １ ０ 6 細 胞 ／ ウ エ ル ； Becton Dickinson、
リ ン カ ー ン パ ー ク 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 、 米 国 ） 、 ２ ４ － ウ エ ル （ ５ × １ ０ 5 細 胞 ／ ウ エ ル
） 、 ま た は ９ ６ － ウ エ ル （ ５ × １ ０ 4 細 胞 ／ ウ エ ル ） プ レ ー ト に 回 収 し た 。 細 胞 継 代 ４ ５
－ ６ ０ を 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 合 成 ブ タ Ｇ Ｉ Ｐ （ ５ μ ｇ ） を ク ロ ラ ミ ン － Ｔ 法 に よ り ヨ ー ド 化 し 、 1 2 5 Ｉ － Ｇ Ｉ Ｐ を 比
活 性 ２ ５ ０ ～ ３ ０ ０ μ Ｃ ｉ ／ μ ｇ ま で 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り さ ら に 精 製
し た 。 競 合 結 合 分 析 を 実 施 例 ４ の 記 載 と 同 様 に し て 行 っ た 。 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 試 験 に つ い て は 、 細
胞 を ２ 回 洗 浄 し 、 つ い で ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ３ － イ ソ ブ チ ル － １ －
メ チ ル キ サ ン チ ン （ ０ .５ ｍ Ｍ  Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ ； RBI/Sigma、 ナ テ ィ ッ ク 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 、
米 国 ） の 存 在 下 で Ｇ Ｉ Ｐ で ３ ０ 分 間 刺 激 し た 。 刺 激 後 、 反 応 を 停 止 さ せ 、 細 胞 を ７ ０ ％ 氷
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ｃ Ａ Ｍ Ｐ 産 生

実 施 例 ５ ： ウ イ ス タ ー ラ ッ ト へ の 合 成 Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ の 皮 下 投 与 後 の グ ル コ ー ス 耐 性 の 改
善

実 施 例 ６ ： Ｇ Ｉ Ｐ は 細 胞 増 殖 を 刺 激 し β （ Ｉ Ｎ Ｓ － １ ） 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る
細 胞 培 養 お よ び 試 薬

Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー 特 徴 付 け 試 験 ； 競 合 結 合 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 お よ び イ ン ス リ ン 放 出



冷 エ タ ノ ー ル 中 で 溶 解 し 、 細 胞 破 砕 物 を 遠 心 分 離 に よ り 除 去 し 、 そ の 後 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ を ラ ジ
オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ； Biomedical Technologies Inc.、 ス ト ー ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ
ッ ツ ） に よ り 定 量 し た 。 イ ン ス リ ン 放 出 実 験 は す べ て Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ の 不 在 下 で ６ ０ 分 間 行 い 、
培 地 中 に 分 泌 さ れ た イ ン ス リ ン を Ｒ Ｉ Ａ に よ り 定 量 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｉ Ｎ Ｓ － １ ク ロ ー ン ８ ３ ２ ／ １ ３ 細 胞 株 で の Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー は 以 前 に 特 徴 付 け ら れ
て い る の で 、 結 合 、 ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ 刺 激 お よ び Ｇ Ｉ Ｐ に 対 す る イ ン ス リ ン 分 泌 応 答 を
最 初 に 調 べ た 。 細 胞 は １ ５ ７ １ ± ２ ８ ９ 結 合 部 位 ／ 細 胞 （ ｎ ＝ ３ ） の 密 度 で レ セ プ タ ー を
発 現 し 、 結 合 の Ｉ Ｃ 5 0 は ２ １ .１ ± ２ .４ ９ ｎ Ｍ （ ｎ ＝ ３ ） お よ び Ｋ D ＝ １ ０ ６ .２ ± ４ .３
フ ェ ム ト モ ル （ ｎ ＝ ３ ） で あ っ た ； ｃ Ａ Ｍ Ｐ 産 生 は Ｇ Ｉ Ｐ に よ っ て 刺 激 さ れ 、 Ｅ Ｃ 5 0 は ４
.７ ０ ± １ .８ １ ｎ Ｍ （ ｎ ＝ ４ ） で あ っ た ； ５ .５ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス に よ り 刺 激 さ れ た イ ン ス
リ ン 分 泌 は 、 １ ０ ｎ Ｍ  Ｇ Ｉ Ｐ に よ り 増 大 し た （ ５ .５ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス に 対 し て １ .６ ３ ±
０ .１ ８ ３ ％ の 全 イ ン ス リ ン 分 泌 ｖ ｓ ２ .４ ４ ± ０ .２ ９ ％ の 全 イ ン ス リ ン 分 泌 （ ｐ ＜ ０ .０
５ 、 ｎ ＝ ３ ） ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 細 胞 を 実 験 に 先 立 っ て ９ ６ － ウ エ ル プ レ ー ト に 播 種 し た （ ５ × １ ０ 4 細 胞 ／ ウ エ ル ） 。
血 清 の 不 在 下 で ２ ４ 時 間 、 代 謝 の 静 止 状 態 を 確 立 し た 後 、 細 胞 を ア ゴ ニ ス ト （ グ ル コ ー ス
、 グ ル コ ー ス ＋ Ｇ Ｉ Ｐ ／ Ｇ Ｌ Ｐ － １ ／ Ｇ Ｈ ） と と も に 低 グ ル コ ー ス 培 地 （ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ
を 添 加 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ） 中 で さ ら に ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 そ の 後 、 細 胞 を Ｋ Ｒ Ｂ Ｈ （ １ １ ５ ｍ
Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ４ .７ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 １ .２ ｍ Ｍ  Ｋ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 、 １ .２
８ ｍ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 、 １ .２ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｓ Ｏ 4 を 含 む １ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ お よ び ０ .１ ％ ウ シ
血 清 、 ｐ Ｈ ７ .４ ） で 洗 浄 し 、 ア ッ セ イ す る と き ま で － ７ ０ ℃ で 凍 結 し た 。 Ｃ Ｙ Ｑ Ｕ Ａ Ｎ
Ｔ T M ア ッ セ イ シ ス テ ム （ Molecular Probes、 ユ ー ジ ー ン 、 オ レ ゴ ン 、 米 国 ） を 用 い 、 製 造
業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 細 胞 を 定 量 し た 。 最 終 的 な 細 胞 数 は 、 細 胞 増 殖 を 評 価 す る た
め に プ レ ー テ ィ ン グ し た 最 初 の 細 胞 数 よ り も 常 に 多 か っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 細 胞 の 生 存 を 、 長 期 化 し た グ ル コ ー ス 枯 渇 の 存 在 下 で 評 価 し た 。 グ ル コ ー ス 枯 渇 （ ０ .
１ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ） の ２ ４ 時 間 後 、 Ｇ Ｉ Ｐ ま た は フ ォ ル ス コ リ ン を さ ら に ２ ４ 時
間 加 え 、 細 胞 数 を 定 量 し た 。 最 終 的 な 細 胞 数 は 、 細 胞 の 生 存 を 評 価 す る た め に プ レ ー テ ィ
ン グ し た 最 初 の 細 胞 数 よ り も 常 に 少 な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

　 Ｉ Ｎ Ｓ － １ 細 胞 株 は 、 β 細 胞 増 殖 の た め の 細 胞 モ デ ル と し て 以 前 に 充 分 に 調 べ ら れ て い
る （ Hugl SR, White MF, Rhodes CJ 1998: Insulin-like growth factor 1 (IGF-1)-stim
ulated pancreatic beta-cell growth is glucose-dependent. J. Biol. Chem. 273: 177
71-17779; Dickson LM, Linghor MK, McCuaig J, Hugl SR, Snow L, Kahn BB, Myers Jr.
 MG, Rhodes CJ (2001), Differential activation of protein kinase B and p70S6K by
 glucose and insulin-like growth factor 1 in pancreatic beta cells (INS-1). J. B
iol. Chem. 276: 21110-21120） 。 Ｇ Ｉ Ｐ は Ｇ Ｈ で 得 ら れ る の に 匹 敵 す る レ ベ ル ま で １ １
ｍ Ｍ グ ル コ ー ス 媒 体 β 細 胞 増 殖 を 増 大 さ せ る こ と が わ か っ た （ ５ .５ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス の 存
在 下 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ  Ｇ Ｉ Ｐ で は 増 殖 の １ ５ ８ ± １ ６ ％ 、 １ ０ ｎ Ｍ  Ｇ Ｈ で は 増 殖 の １ ５ ８ ±
９ ％ （ ｎ ＝ ３ ～ ５ ） ； 図 １ ５ Ａ ） 。 別 の 実 験 で は （ 図 １ ６ Ｂ ） 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ  Ｇ Ｉ Ｐ は ５ .
５ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス の 存 在 下 で 測 定 さ れ る 細 胞 増 殖 の １ ３ １ ± ７ ％ ま で 細 胞 増 殖 を 刺 激 し 、
こ れ は １ ０ ０ ｎ Ｍ  Ｇ Ｌ Ｐ － １ に 対 す る 増 殖 応 答 （ １ ２ ９ ± ４ ％ ； ｎ ＝ ４ ） と 同 様 で あ っ
た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 こ れ ら 増 殖 促 進 効 果 の グ ル コ ー ス 依 存 性 を 決 定 す る 際 に 、 Ｇ Ｉ Ｐ は 細 胞 生 存 に 対 す る ０
ｍ Ｍ グ ル コ ー ス 培 地 の 不 利 な 効 果 を 逆 転 さ せ 得 る こ と が 観 察 さ れ た 。 ０ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス 培
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細 胞 の 定 量

Ｇ Ｉ Ｐ は グ ル コ ー ス 依 存 性 の β 細 胞 増 殖 を 増 大 さ せ る

Ｇ Ｉ Ｐ は ０ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス の 不 利 な 効 果 を 逆 転 さ せ る



地 の 存 在 下 で の 細 胞 の ４ ８ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 約 ５ ０ ％ の 細 胞 死 と い う 結 果 と
な っ た （ 図 １ ６ Ａ ） 。 驚 く べ き こ と に 、 培 地 に １ ０ ０ ｎ Ｍ  Ｇ Ｉ Ｐ を 添 加 し た と き に は プ
レ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 の ９ １ ± １ ０ ％ が ２ ４ 時 間 後 に 生 存 し て い た 。 こ れ ら Ｇ Ｉ Ｐ の 細 胞
生 存 効 果 は 濃 度 依 存 的 で あ り 、 Ｅ Ｃ 5 0 値 は １ .２ ４ ± ０ .４ ８ ｎ Ｍ  Ｇ Ｉ Ｐ で あ っ た （ ｎ ＝
４ ； 図 １ ６ Ｂ ） 。

　 ど の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が Ｇ Ｉ Ｐ に よ り 誘 発 さ れ た 細 胞 生 存 に 関 与 し て い る か を 確
立 す る た め 、 薬 理 学 的 イ ン ヒ ビ タ ー を 候 補 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に 対 す る 選 択 性 の 示 さ れ る
濃 度 に て 用 い て 研 究 を 行 っ た （ 図 １ ７ ） 。 フ ォ ル ス コ リ ン に よ る ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ の
刺 激 は 細 胞 の 生 存 に 対 す る Ｇ Ｉ Ｐ の 効 果 を 擬 態 し た が 、 Ｈ ８ ９ の 効 果 の 欠 如 （ 図 １ ８ Ａ お
よ び Ｂ ） は Ｐ Ｋ Ａ に 依 存 し な い 作 用 態 様 を 示 し て い る 。 Ｍ ｅ ｋ １ ／ ２ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る
Ｐ Ｄ ９ ８ ０ ５ ９ （ ５ ０ お よ び １ ０ ０ μ Ｍ ） お よ び Ｕ ０ １ ２ ６ （ １ ０ μ Ｍ ） は 、 い ず れ も 細
胞 生 存 に 対 す る Ｇ Ｉ Ｐ の 効 果 を 阻 害 し な か っ た （ ｎ ＝ ３ ） 。 細 胞 生 存 を 促 進 す る Ｇ Ｉ Ｐ の
能 力 は 、 Ｐ Ｉ ３ キ ナ ー ゼ － Ｐ Ｋ Ｂ 経 路 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ウ ォ ル ト マ ン ニ ン の 作 用 に 関 す
る 研 究 に よ っ て さ ら に 支 持 さ れ た （ 図 １ ７ Ｃ ） 。 ウ ォ ル ト マ ン ニ ン 単 独 で 細 胞 の 損 失 を 促
進 し た の で 、 Ｇ Ｉ Ｐ が Ｐ Ｉ ３ キ ナ ー ゼ － Ｐ Ｋ Ｂ 経 路 を 活 性 化 す る か 否 か を 決 定 す る こ と は
で き な か っ た 。 し か し な が ら 、 Ｇ Ｉ Ｐ 処 理 に よ っ て 細 胞 は ウ ォ ル ト マ ン ニ ン 誘 発 細 胞 損 失
に 対 し て 部 分 的 に 防 護 さ れ た （ ｎ ＝ ３ 、 ｐ ＜ ０ .０ ５ ） 。 試 験 し た 化 合 物 で Ｇ Ｉ Ｐ 媒 体 細
胞 生 存 に 影 響 を 及 ぼ し た 唯 一 の も の は イ ン ヒ ビ タ ー の Ｓ Ｂ ２ ０ ２ １ ９ ０ で あ り （ 図 １ ７ Ｄ
） 、 Ｇ Ｉ Ｐ が ｐ ３ ８ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ と し て 作 用 し 得 る こ と を 示 し て い た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 ６ － ウ エ ル プ レ ー ト に 播 種 し た Ｉ Ｎ Ｓ － １ 細 胞 （ ク ロ ー ン ８ ３ ２ ／ １ ３ ） を １ ２ ～ ２ ４
時 間 、 血 清 飢 餓 さ せ 、 グ ル コ ー ス 枯 渇 （ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ） か ま た は ２ ｍ Ｍ
ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン （ Ｓ Ｔ Ｚ ） 処 理 に 供 し た 。 Ｇ Ｉ Ｐ お よ び Ｇ Ｌ Ｐ － １ を Ｓ Ｔ Ｚ 処 理 の １
０ 分 前 お よ び Ｓ Ｔ Ｚ 処 理 の 間 の ３ ０ 分 間 加 え た 。 処 理 後 、 カ ス パ ー ゼ － ３ 活 性 を 製 造 業 者
の プ ロ ト コ ー ル （ Molecular Probes、 ユ ー ジ ー ン 、 オ レ ゴ ン 、 米 国 ） に 従 っ て ２ 、 ６ 、 ま
た は ２ ４ 時 間 後 に 決 定 し た 。 カ ス パ ー ゼ － ３ 活 性 ／ ウ エ ル を Ｂ Ｃ Ａ タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ （
Pierce、 ロ ッ ク ス フ ォ ー ド 、 イ リ ノ イ 、 米 国 ） を 用 い て 全 タ ン パ ク 質 含 量 に 対 し て 補 正 し
た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 カ ス パ ー ゼ － ３ 活 性 は 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 誘 発 の マ ー カ ー で あ る 。 Ｇ Ｉ Ｐ の 細 胞 生 存 作
用 が 該 ポ リ ペ プ チ ド の 抗 ア ポ ト ー シ ス 作 用 に よ る も の か ど う か を 確 立 す る た め 、 グ ル コ ー
ス 枯 渇 に よ っ て 誘 発 さ れ た カ ス パ ー ゼ － ３ の 活 性 化 を 調 べ た 。 図 １ ８ Ａ は 、 ０ ｍ Ｍ グ ル コ
ー ス が ６ 時 間 ま で に （ ２ 時 間 ま で に は 促 進 し な か っ た ； デ ー タ は 示 し て い な い ） ア ポ ト ー
シ ス を 促 進 し た こ と 、 お よ び こ の 効 果 が Ｇ Ｉ Ｐ ま た は フ ォ ル ス コ リ ン の 添 加 に よ っ て 完 全
に 逆 転 さ れ た こ と を 説 明 し て い る 。 グ ル コ ー ス の 引 き 上 げ に 応 答 し た カ ス パ ー ゼ － ３ の 活
性 化 を Ｇ Ｉ Ｐ が 選 択 的 に 阻 止 す る と の 結 論 は 、 カ ス パ ー ゼ － ３ の 特 異 的 な ア ル デ ヒ ド イ ン
ヒ ビ タ ー で あ る Ａ ｃ － Ｄ Ｅ Ｖ Ｄ － Ｃ Ｈ Ｏ が 低 グ ル コ ー ス 活 性 化 を 完 全 に 阻 止 し た こ と に よ
っ て 確 認 さ れ た （ 図 １ ９ Ａ ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 Ｇ Ｉ Ｐ が ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン （ Ｓ Ｔ Ｚ ） に よ っ て 誘 発 さ れ た β 細 胞 死 に 対 し て 防 御 す る
能 力 を 調 べ た 。 Ｓ Ｔ Ｚ に 暴 露 す る １ ０ 分 前 お よ び 暴 露 の 間 の ３ ０ 分 間 に Ｇ Ｉ Ｐ を 加 え る と
、 Ｇ Ｉ Ｐ は Ｓ Ｔ Ｚ の 前 ア ポ ト ー シ ス （ カ ス パ ー ゼ － ３ 活 性 化 ） 作 用 に 対 し て 完 全 に 防 御 す
る こ と が で き た （ 図 １ ８ Ｂ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
【 図 １ 】 ラ ッ ト 膵 臓 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 Ｇ Ｉ Ｐ － レ セ プ タ ー で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
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Ｇ Ｉ Ｐ は ウ ォ ル ト マ ン ニ ン 誘 発 細 胞 死 に 対 し て 保 護 作 用 を 有 す る

実 施 例 ７ ： Ｇ Ｉ Ｐ は 抗 ア ポ ト ー シ ス 作 用 を 有 す る
カ ス パ ー ゼ － ３ 活 性

Ｓ Ｔ Ｚ 誘 発 細 胞 死



し た Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 （ ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ Ｒ 細 胞 ） に お け る Ｎ 末 端 修 飾 し た Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ に よ
る サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ の 産 生 。 図 示 し た 濃 度 の ペ プ チ ド の 存 在 下 ま た は 不 在 下 、 １ ５ ｍ Ｍ
 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ＋ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ お よ び ０ .５ ｍ Ｍ  Ｉ Ｂ
Ｍ Ｘ 中 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 刺 激 を 行 っ た 。 細 胞 内 容 物 を 氷 冷 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 抽 出 し
、 真 空 乾 燥 さ せ 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ を ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。 デ ー タ は
、 少 な く と も ３ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ を 表 す 。 デ ー タ は 、 Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 3 0 N H 2 に よ
り 刺 激 し た 最 大 ｃ Ａ Ｍ Ｐ に 対 し て 正 規 化 し て あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 図 ２ 】 天 然 ホ ル モ ン と 比 較 し た 、 修 飾 Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 1 4 O H ペ プ チ ド に よ る ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ Ｒ 細 胞 中
で の サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ の 産 生 。 図 示 し た 濃 度 の ペ プ チ ド の 存 在 下 ま た は 不 在 下 、 １ ５ ｍ
Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ＋ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ お よ び ０ .５ ｍ Ｍ  Ｉ
Ｂ Ｍ Ｘ 中 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 刺 激 を 行 っ た 。 細 胞 内 容 物 を 氷 冷 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 抽 出
し 、 真 空 乾 燥 さ せ 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ を ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。 デ ー タ
は 、 少 な く と も ３ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ を 表 す 。 デ ー タ は 、 細 胞 数 に 対 し て 正
規 化 し て あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
【 図 ３ 】 ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ Ｒ 細 胞 中 で の 修 飾 Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 1 4 O H ペ プ チ ド （ ２ ０ マ イ ク ロ モ ル ） に よ る
サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ の 産 生 。 デ ー タ は 図 ２ か ら の も の で あ り 、 細 胞 中 の 基 礎 サ イ ク リ ッ ク
Ａ Ｍ Ｐ 含 量 の 因 数 と し て 表 し て あ る 。 * ＝ Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 に よ る １ ｎ Ｍ 刺 激 し た ｃ Ａ Ｍ Ｐ に 対
し て ｐ ＜ ０ .０ ５ ； ＃ ＝ 基 礎 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ に 対 し て ｐ ＜ ０ .０ ５ （ ｎ ≧ ３ ） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 図 ４ 】 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ に よ り 修 飾 し た Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 1 4 O H ペ プ チ ド （ ４ ０ マ イ ク ロ モ ル
） に よ る サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ の 産 生 。 ア ラ ニ ン が 天 然 の 一 次 配 列 に 存 在 す る ２ 位 お よ び １
３ 位 で は 、 こ れ ら 位 置 で の ア ミ ノ 酸 は 関 連 ホ ル モ ン で あ る グ ル カ ゴ ン の 一 次 配 列 に お い て
認 め ら れ る も の で 置 換 し た 。 図 示 し た 濃 度 の ペ プ チ ド の 存 在 下 ま た は 不 在 下 、 １ ５ ｍ Ｍ  
Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ＋ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ お よ び ０ .５ ｍ Ｍ  Ｉ Ｂ Ｍ
Ｘ 中 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 刺 激 を 行 っ た 。 細 胞 内 容 物 を 氷 冷 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 抽 出 し 、
真 空 乾 燥 さ せ 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ を ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。 デ ー タ は 、
細 胞 中 の 基 礎 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ 含 量 の 因 数 と し て 表 し て あ る 。 * ＝ Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 に よ る １
ｎ Ｍ 刺 激 し た ｃ Ａ Ｍ Ｐ に 対 し て ｐ ＜ ０ .０ ５ ； ＃ ＝ 基 礎 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ に 対 し て ｐ ＜
０ .０ ５ （ ｎ ≧ ３ ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 図 ５ 】 天 然 ホ ル モ ン と 比 較 し た 、 コ ア 配 列 欠 失 ま た は ア ル フ ァ ら せ ん 挿 入 を 有 す る 修 飾
Ｇ Ｉ Ｐ ペ プ チ ド に よ る ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ Ｒ 細 胞 中 で の サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ の 産 生 。 図 示 し た 濃 度
の ペ プ チ ド の 存 在 下 ま た は 不 在 下 、 １ ５ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ
１ ２ ＋ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ お よ び ０ .５ ｍ Ｍ  Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ 中 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 刺 激 を 行 っ た 。
細 胞 内 容 物 を 氷 冷 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 抽 出 し 、 真 空 乾 燥 さ せ 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ を ラ ジ
オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。 デ ー タ は 、 少 な く と も ３ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 ± Ｓ
Ｅ Ｍ を 表 す 。 デ ー タ は 、 細 胞 数 に 対 し て 正 規 化 し て あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
【 図 ６ 】 天 然 ホ ル モ ン と 比 較 し た 、 コ ア 配 列 欠 失 ま た は ア ル フ ァ ら せ ん 挿 入 を 有 す る 修 飾
Ｇ Ｉ Ｐ ペ プ チ ド に よ る ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ Ｒ 細 胞 中 で の サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ の 産 生 。 図 示 し た 濃 度
の ペ プ チ ド の 存 在 下 ま た は 不 在 下 、 １ ５ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ
１ ２ ＋ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ お よ び ０ .５ ｍ Ｍ  Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ 中 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 刺 激 を 行 っ た 。
細 胞 内 容 物 を 氷 冷 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 抽 出 し 、 真 空 乾 燥 さ せ 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ を ラ ジ
オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。 デ ー タ は 、 少 な く と も ３ 回 の 独 立 し た 実 験 の 平 均 ± Ｓ
Ｅ Ｍ を 表 す 。 デ ー タ は 、 細 胞 数 に 対 し て 正 規 化 し て あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
【 図 ７ 】 天 然 ホ ル モ ン と 比 較 し た 、 Ｎ 末 端 修 飾 し た ま た は ア ミ ノ 酸 １ ６ と ２ １ と の 間 で 環
状 化 し た 修 飾 Ｇ Ｉ Ｐ ペ プ チ ド に よ る ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ Ｒ 細 胞 中 で の サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ の 産 生 。
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図 示 し た 濃 度 の ペ プ チ ド の 存 在 下 ま た は 不 在 下 、 １ ５ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 （ ｐ Ｈ ７ .４ ）
Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ＋ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ お よ び ０ .５ ｍ Ｍ  Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ 中 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 刺
激 を 行 っ た 。 細 胞 内 容 物 を 氷 冷 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 抽 出 し 、 真 空 乾 燥 さ せ 、 サ イ ク リ ッ ク
Ａ Ｍ Ｐ を ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。 デ ー タ は 、 少 な く と も ３ 回 の 独 立 し た 実
験 の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ を 表 す 。 デ ー タ は 、 Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 O H に よ り 産 生 さ れ た 最 大 ｃ Ａ Ｍ Ｐ に 対 し
て 正 規 化 し て あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
【 図 ８ 】 図 示 し た 濃 度 の 1 2 5 Ｉ － Ｇ Ｉ Ｐ お よ び 修 飾 Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 1 4 ペ プ チ ド を 対 比 し て 用 い た
、 完 全 ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ Ｒ 細 胞 に お け る 競 合 結 合 抑 制 試 験 。 平 衡 結 合 は 、 １ ５ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ
緩 衝 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ＋ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ ＋ １ ％ ト ラ シ ロ ー ル （ ア プ ロ チ ニ ン
） 中 、 ４ ℃ で １ ２ ～ １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 達 成 さ れ た 。 未 結 合 の 標 識 を 洗 浄 工
程 の 際 に 除 去 し 、 細 胞 を ０ .２ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ に 可 溶 化 し 、 細 胞 に 付 随 し た 放 射 能 を カ ウ ン ト
す る た め に ホ ウ 珪 酸 チ ュ ー ブ に 移 し た 。 非 特 異 的 結 合 を 、 １ マ イ ク ロ モ ル の Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 の
存 在 下 で 検 出 し た 細 胞 付 随 放 射 能 と し て 定 義 し た 。 デ ー タ は 、 ３ 回 以 上 の 実 験 の 平 均 ± Ｓ
Ｅ Ｍ を 表 し て お り 、 競 合 物 （ Ｂ 0 ） の 不 在 下 で 測 定 し た 1 2 5 Ｉ － Ｇ Ｉ Ｐ の 特 異 的 結 合 に 対 し
て 正 規 化 し て あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
【 図 ９ 】 ５ ０ マ イ ク ロ モ ル の ペ プ チ ド ア ナ ロ グ （ ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 、 チ ロ シ ン 、 Ｄ － ア ラ
ニ ン 、 Ｄ － プ ロ リ ン 、 還 元 さ れ た Ｐ ２ － Ｐ ３ ペ プ チ ド 結 合 、 ま た は Ｂ Ｔ Ｄ 置 換 ／ 修 飾 を 有
す る Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 1 4 ペ プ チ ド ） に よ る ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ Ｒ 細 胞 か ら の 1 2 5 Ｉ － Ｇ Ｉ Ｐ の パ ー セ ン ト 置
換 。 平 衡 結 合 は 、 １ ５ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ＋ ０ .１ ％ Ｂ
Ｓ Ａ ＋ １ ％ ト ラ シ ロ ー ル （ ア プ ロ チ ニ ン ） 中 、 ４ ℃ で １ ２ ～ １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 に 達 成 さ れ た 。 未 結 合 の 標 識 を 洗 浄 工 程 の 際 に 除 去 し 、 細 胞 を ０ .２ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ に 可 溶
化 し 、 細 胞 に 付 随 し た 放 射 能 を カ ウ ン ト す る た め に ホ ウ 珪 酸 チ ュ ー ブ に 移 し た 。 非 特 異 的
結 合 を 、 １ マ イ ク ロ モ ル の Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 の 存 在 下 で 検 出 し た 細 胞 付 随 放 射 能 と し て 定 義 し た
。 デ ー タ は 、 ３ 回 以 上 の 実 験 の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ を 表 し て あ る 。 * ＝ Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 1 4 に よ る ％ 置 換
に 対 し て ｐ ＜ ０ .０ ５ ； ＃ ＝ ０ 置 換 に 対 し て ｐ ＜ ０ .０ ５ （ す な わ ち 、 Ａ ３ お よ び Ａ ５ の み
が 測 定 可 能 な 1 2 5 Ｉ － Ｇ Ｉ Ｐ 結 合 を 置 換 す る こ と が で き な か っ た ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 図 １ ０ 】 天 然 ホ ル モ ン と 比 較 し た 、 図 示 し た 濃 度 の 1 2 5 Ｉ － Ｇ Ｉ Ｐ お よ び コ ア 配 列 欠 失
ま た は ア ル フ ァ ら せ ん 挿 入 を 有 す る Ｇ Ｉ Ｐ ペ プ チ ド を 対 比 し て 用 い た 完 全 ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ Ｒ 細
胞 に お け る 競 合 結 合 抑 制 試 験 。 平 衡 結 合 は 、 １ ５ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） Ｄ Ｍ
Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ＋ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ ＋ １ ％ ト ラ シ ロ ー ル （ ア プ ロ チ ニ ン ） 中 、 ４ ℃ で １ ２ ～ １
６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 達 成 さ れ た 。 未 結 合 の 標 識 を 洗 浄 工 程 の 際 に 除 去 し 、 細 胞
を ０ .２ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ に 可 溶 化 し 、 細 胞 に 付 随 し た 放 射 能 を カ ウ ン ト す る た め に ホ ウ 珪 酸 チ
ュ ー ブ に 移 し た 。 非 特 異 的 結 合 を 、 １ マ イ ク ロ モ ル の Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 の 存 在 下 で 検 出 し た 細 胞
付 随 放 射 能 と し て 定 義 し た 。 デ ー タ は 、 ３ 回 以 上 の 実 験 の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ を 表 し て お り 、 競
合 物 （ Ｂ 0 ） の 不 在 下 で 測 定 し た 1 2 5 Ｉ － Ｇ Ｉ Ｐ の 特 異 的 結 合 に 対 し て 正 規 化 し て あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 図 １ １ 】 天 然 ホ ル モ ン と 比 較 し た 、 図 示 し た 濃 度 の 1 2 5 Ｉ － Ｇ Ｉ Ｐ お よ び コ ア 配 列 欠 失
ま た は ア ル フ ァ ら せ ん 挿 入 を 有 す る Ｇ Ｉ Ｐ ペ プ チ ド を 対 比 し て 用 い た 完 全 ｗ ｔ Ｇ Ｉ Ｐ Ｒ 細
胞 に お け る 競 合 結 合 抑 制 試 験 。 平 衡 結 合 は 、 １ ５ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） Ｄ Ｍ
Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ＋ ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ ＋ １ ％ ト ラ シ ロ ー ル （ ア プ ロ チ ニ ン ） 中 、 ４ ℃ で １ ２ ～ １
６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 達 成 さ れ た 。 未 結 合 の 標 識 を 洗 浄 工 程 の 際 に 除 去 し 、 細 胞
を ０ .２ Ｍ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ に 可 溶 化 し 、 細 胞 に 付 随 し た 放 射 能 を カ ウ ン ト す る た め に ホ ウ 珪 酸 チ
ュ ー ブ に 移 し た 。 非 特 異 的 結 合 を 、 １ マ イ ク ロ モ ル の Ｇ Ｉ Ｐ 1 - 4 2 の 存 在 下 で 検 出 し た 細 胞
付 随 放 射 能 と し て 定 義 し た 。 デ ー タ は 、 ３ 回 以 上 の 実 験 の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ を 表 し て お り 、 競
合 物 （ Ｂ 0 ） の 不 在 下 で 測 定 し た 1 2 5 Ｉ － Ｇ Ｉ Ｐ の 特 異 的 結 合 に 対 し て 正 規 化 し て あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 図 １ ２ 】 合 成 Ｇ Ｉ Ｐ ア ナ ロ グ を 用 い た 麻 酔 （ ６ ５ ｍ ｇ ／ Ｋ ｇ の ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト
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リ ウ ム Ｉ Ｐ ） 雄 ウ イ ス タ ー ラ ッ ト で の 腹 腔 内 グ ル コ ー ス 耐 性 試 験 。 食 塩 水 ま た は ペ プ チ ド
（ Ａ ： １ ピ コ モ ル ／ 分 ／ １ ０ ０ ｇ 体 重 ま た は Ｂ ： １ ０ ０ ピ コ モ ル ／ 分 ／ １ ０ ０ ｇ 体 重 ） の
静 脈 内 （ 頸 静 脈 内 ） 注 入 を 、 １ ｇ グ ル コ ー ス ／ Ｋ ｇ 体 重 の 腹 腔 内 注 射 の ５ 分 前 に 開 始 し た
。 注 入 の 前 （ 基 礎 試 料 ） お よ び １ ０ 分 間 隔 で １ 時 間 、 尾 静 脈 か ら 血 液 試 料 を 採 取 し た 。 血
液 グ ル コ ー ス の 測 定 を 手 動 の グ ル コ メ ー タ ー （ glucometer） を 用 い て 行 っ た 。 * ＝ 食 塩 水
対 象 に 対 し て ｐ ＜ ０ .０ ５ 。 デ ー タ は 、 ≧ ４ 匹 の 動 物 の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 図 １ ３ 】 皮 下 ペ プ チ ド 注 射 （ ８ ナ ノ モ ル ／ Ｋ ｇ 体 重 を ５ ０ ０ μ Ｌ 容 量 に て ； ま た は １ の
例 で は ８ ０ ナ ノ モ ル ／ Ｋ ｇ 体 重 ） し た ま た は 注 射 し て い な い 覚 醒 非 拘 束 雄 ウ イ ス タ ー ラ ッ
ト で の 経 口 グ ル コ ー ス 耐 性 試 験 （ １ ｇ ／ Ｋ ｇ 体 重 ） 。 基 礎 試 料 は 、 経 口 グ ル コ ー ス お よ び
ペ プ チ ド 注 射 の 前 に 尾 静 脈 か ら 得 た 。 つ い で 、 試 料 を 指 定 の 時 点 で 得 、 手 動 の グ ル コ メ ー
タ ー を 用 い て 全 血 液 グ ル コ ー ス を 測 定 し た 。 デ ー タ は 、 ≧ ４ 匹 の 動 物 の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ を 表
す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
【 図 １ ４ 】 経 口 グ ル コ ー ス 耐 性 試 験 お よ び 皮 下 ペ プ チ ド 注 射 を 同 時 に 行 っ た 覚 醒 非 拘 束 雄
ウ イ ス タ ー ラ ッ ト か ら の 総 和 （ integrated） グ ル コ ー ス 応 答 （ す な わ ち 、 図 １ ３ か ら の 総
和 （ integrated） デ ー タ ） 。 曲 線 下 面 積 の 計 算 は 、 台 形 法 を 用 い 、 ベ ー ス ラ イ ン を 差 し 引
い て 行 っ た 。 デ ー タ は 、 ≧ ４ 匹 の 動 物 の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 図 １ ５ 】 Ｇ Ｉ Ｐ は 、 Ｉ Ｎ Ｓ － １ （ ８ ３ ２ ／ １ ３ ） 細 胞 に お い て Ｇ Ｈ （ Ａ ） お よ び Ｇ Ｌ Ｐ
－ １ （ Ｂ ） と 同 レ ベ ル に １ １ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス 誘 導 細 胞 の 増 殖 を 増 大 さ せ る 。 実 験 の 前 お よ
び 実 験 中 に 細 胞 を 血 清 飢 餓 さ せ た 。 最 終 的 な 細 胞 数 は 常 に 最 初 の プ レ ー テ ィ ン グ 密 度 よ り
も 大 き く 、 有 糸 分 裂 生 起 を 示 し て お り 、 最 終 的 な 細 胞 数 は Ｃ Ｙ Ｑ Ｕ Ａ Ｎ Ｔ T M に よ り 蛍 光 測
定 で 定 量 し た 。 値 は 、 ３ つ ず つ の ５ （ Ａ ） ま た は ４ （ Ｂ ） の 個 々 の 実 験 の 平 均 で あ り 、 *

は ｐ ＜ ０ .０ ５ を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 図 １ ６ 】 Ｇ Ｉ Ｐ は 、 グ ル コ ー ス 枯 渇 の 際 に Ｉ Ｎ Ｓ － １ （ ８ ３ ２ ／ １ ３ ） 細 胞 の 生 存 を 濃
度 に 依 存 し た 仕 方 で 促 進 さ せ る 。 細 胞 を ４ ８ 時 間 、 血 清 お よ び グ ル コ ー ス 飢 餓 さ せ 、 培 養
の 最 後 の ２ ４ 時 間 の 期 間 に Ｇ Ｉ Ｐ を 加 え た 。 最 終 的 な 細 胞 数 は 常 に 最 初 の プ レ ー テ ィ ン グ
密 度 よ り も 小 さ く 、 細 胞 死 の 生 じ た こ と を 示 し て お り 、 最 終 的 な 細 胞 数 は Ｃ Ｙ Ｑ Ｕ Ａ Ｎ Ｔ
T M に よ り 蛍 光 測 定 で 定 量 し た 。 値 は 、 ３ つ ず つ の ３ （ Ａ ） ま た は ４ （ Ｂ ） の 個 々 の 実 験 の
平 均 で あ り 、 * は ｐ ＜ ０ .０ ５ を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 図 １ ７ 】 グ ル コ ー ス 枯 渇 の 際 の Ｉ Ｎ Ｓ － １ （ ８ ３ ２ ／ １ ３ ） 細 胞 の 生 存 の Ｇ Ｉ Ｐ 促 進 に
は ｐ ３ ８  Ｍ Ａ Ｐ Ｋ が 関 与 す る 。 １ ０ ０ ｎ Ｍ  Ｇ Ｉ Ｐ の 不 在 下 ま た は 存 在 下 、 プ ロ テ イ ン キ
ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 最 後 の ２ ４ 時 間 培 養 の １ ５ 分 前 に 培 地 に 加 え た 。 Ｐ Ｋ Ａ イ ン ヒ ビ タ
ー で あ る Ｈ ８ ９ は 、 Ｇ Ｉ Ｐ （ Ａ ） ま た は フ ォ ル ス コ リ ン （ Forskolin） （ Ｂ ） に よ っ て 媒
体 さ れ た 細 胞 の 生 存 を 逆 転 さ せ る こ と は で き な か っ た 。 ウ ォ ル ト マ ン ニ ン は 細 胞 の 生 存 に
対 し て 有 害 な 作 用 を 有 し （ Ｃ ） 、 こ れ は Ｇ Ｉ Ｐ に よ っ て 部 分 的 に 逆 転 さ れ た 。 パ ネ ル Ｄ は
、 Ｓ Ｂ ２ ０ ２ １ ９ ０ と の 特 異 的 な 抑 制 に よ り ｐ ３ ８  Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 関 与 を 示 す 。 最 終 的 な 細
胞 数 は Ｃ Ｙ Ｑ Ｕ Ａ Ｎ Ｔ T M に よ り 蛍 光 測 定 で 定 量 し て あ り 、 デ ー タ は ３ つ ず つ で 行 っ た ３ ～
８ の 実 験 の 平 均 を 表 し て お り 、 * お よ び # は 各 対 照 に 対 し て ｐ ＜ ０ .０ ５ を 表 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
【 図 １ ８ 】 Ｇ Ｉ Ｐ は ０ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス を 排 除 し （ ablates） （ Ａ ） 、 Ｓ Ｔ Ｚ （ Ｂ ） は Ｉ Ｎ
Ｓ － １ （ ８ ３ ２ ／ １ ３ ） 細 胞 に お い て カ ス パ ー ゼ － ３ 活 性 を 誘 起 し た 。 実 験 の 前 お よ び 実
験 中 に 細 胞 を 血 清 飢 餓 さ せ 、 グ ル コ ー ス （ ３ ｍ Ｍ ） ま た は Ｓ Ｔ Ｚ の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で
１ ０ ０ ｎ Ｍ  Ｇ Ｉ Ｐ 、 １ ０  Ｍ フ ォ ル ス コ リ ン 、 ま た は １ ０ ０ ｎ Ｍ  Ｇ Ｌ Ｐ － １ を ６ 時 間 か
け て 加 え て カ ス パ ー ゼ － ３ 活 性 に 対 す る 効 果 を 評 価 し た 。 カ ス パ ー ゼ － ３ 活 性 の 定 量 は 、
ア ミ ノ メ チ ル ク マ リ ン （ Ａ Ｍ Ｃ ） か ら 誘 導 し た 物 質 で あ る Ｚ － Ｄ Ｅ Ｖ Ｄ － Ａ Ｍ Ｃ を 用 い 、
全 タ ン パ ク 質 濃 度 に つ い て 補 正 し て 行 い 、 * お よ び # は 各 対 照 に 対 し て ｐ ＜ ０ .０ ５ を 表 し
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て い る （ Ａ 、 ｎ ＝ ３ ； Ｂ 、 ｎ ＝ ５ ） 。 相 対 活 性 は 特 異 的 な も の で あ る こ と が カ ス パ ー ゼ －
３ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る Ａ ｃ － Ｄ Ｅ Ｖ Ｄ － Ｃ Ｈ Ｏ を 用 い る こ と に よ り 確 認 さ れ た （ Ａ 、 挿 入
図 ） 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】
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