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(57)【要約】
　本発明は、新規なインスリンアナログ、その用途及び
前記アナログを製造する方法に関するものである。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　天然型インスリンＢ鎖の１６番目のアミノ酸、Ｂ鎖の２５番目のアミノ酸、Ａ鎖の１４
番目のアミノ酸及びＡ鎖の１９番目のアミノ酸からなる群から選択される１つ以上のアミ
ノ酸の変異を含む、インスリンアナログ。
【請求項２】
　前記変異が、天然型インスリンＢ鎖の１６番目のアミノ酸であるチロシンのグルタミン
酸、セリン、トレオニン、またはアスパラギン酸への変異;天然型インスリンＢ鎖の２５
番目のアミノ酸であるフェニルアラニンのアスパラギン酸またはグルタミン酸への変異；
天然型インスリンＡ鎖の１４番目のアミノ酸であるチロシンのヒスチジン、リジン、アラ
ニン、またはアスパラギン酸への変異；または天然型インスリンＡ鎖の１９番目のアミノ
酸であるチロシンのグルタミン酸、セリン、またはトレオニンへの変異である、
請求項１に記載のインスリンアナログ。
【請求項３】
　前記インスリンアナログが、
　下記一般式（１）で表される配列番号：５５のＡ鎖と下記一般式（２）で表される配列
番号：５６のＢ鎖を含むインスリンアナログ（ただし、前記インスリンアナログのうち、
そのＡ鎖が配列番号：５３と一致しながら、同時に、Ｂ鎖が配列番号：５４と一致するも
のは除く。）：
　一般式（１）
【化１】

　前記一般式（１）において、
　Ｘａａ１が、アラニン、グリシン、グルタミン、ヒスチジン、グルタミン酸またはアス
パラギンであり、
　Ｘａａ５が、アラニン、グルタミン酸、グルタミン、ヒスチジン、またはアスパラギン
であり、
　Ｘａａ１２が、アラニン、セリン、グルタミン、グルタミン酸、ヒスチジン、またはア
スパラギンであり、
　Ｘａａ１４が、チロシン、ヒスチジン、リジン、アラニン、またはアスパラギン酸であ
り、
　Ｘａａ１６が、アラニン、ロイシン、チロシン、ヒスチジン、グルタミン酸またはアス
パラギンであり、
　Ｘａａ１９が、チロシン、グルタミン酸、セリン、またはトレオニンであり、
　Ｘａａ２１が、アスパラギン、グリシン、ヒスチジン、またはアラニンである。
　一般式（２）
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【化２】

　前記一般式（２）において、
　Ｘａａ１６が、チロシン、グルタミン酸、セリン、トレオニン、またはアスパラギン酸
であり、
　Ｘａａ２５が、フェニルアラニン、アスパラギン酸、またはグルタミン酸であり、
　Ｘａａ２７が、トレオニンであるか、不存在であり、
　Ｘａａ２８が、プロリン、グルタミン酸、またはアスパラギン酸であるか、不存在であ
る。
【請求項４】
　前記インスリンアナログが
　前記一般式（１）で表される配列番号：５５のＡ鎖と配列番号：５４のＢ鎖を含む、 
請求項３に記載のインスリンアナログ。
【請求項５】
　前記インスリンアナログが、
　前記配列番号：５３のＡ鎖と一般式（２）で表される配列番号：５６のＢ鎖を含む、
請求項３に記載のインスリンアナログ。
【請求項６】
　前記一般式（１）において、
　Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミンであり、Ｘａａ１２はセリンであり
、Ｘａａ１４はチロシン、ヒスチジン、リジン、アラニン、またはアスパラギン酸であり
、Ｘａａ１６はロイシンであり、Ｘａａ１９はチロシン、グルタミン酸、セリン、または
トレオニンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、
　前記一般式（２）において、
　Ｘａａ１６はチロシン、グルタミン酸、セリン、トレオニン、またはアスパラギン酸で
あり、Ｘａａ２５はフェニルアラニン、アスパラギン酸、またはグルタミン酸であり、Ｘ
ａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、
請求項３に記載のインスリンアナログ。
【請求項７】
　前記一般式（１）において、
　Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミンであり、Ｘａａ１２はセリンであり
、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシンであり、Ｘａａ１９はチロシン、
グルタミン酸、またはセリンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、
　前記一般式（２）において、
　Ｘａａ１６はチロシン、グルタミン酸、セリン、またはアスパラギン酸であり、Ｘａａ
２５はフェニルアラニン、アスパラギン酸、またはグルタミン酸であり、Ｘａａ２７はト
レオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、
請求項３に記載のインスリンアナログ。
【請求項８】
　前記インスリンアナログが、
　（１）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はヒスチジンであり、Ｘａａ１６はロイ
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シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであ
り、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（２）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はリジンであり、Ｘａａ１６はロイシン
であり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（
２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（３）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はグルタミン酸であり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一
般式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンで
あり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（４）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はセリンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（
２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（５）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はトレオニンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであ
り、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（６）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はグルタミン酸であり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンで
あり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（７）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はセリンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（８）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はトレオニンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであ
り、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（９）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はアラニンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり
、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１０）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はアスパラギン酸であり、Ｘａａ１６
はロイシンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前
記一般式（２）で、Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり
、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１１）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイ
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シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はアスパラギン酸であり、Ｘａａ２５はフェニルアラニ
ンであり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１２）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイ
シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はアスパラギン酸であり
、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１３）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイ
シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はグルタミン酸であり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、
請求項３に記載のインスリンアナログ。
【請求項９】
　前記インスリンアナログは、配列番号：２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、
４２、４４、４６、４８、５０、及び５２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む
、
請求項１に記載のインスリンアナログ。
【請求項１０】
　前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミンであり
、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシンであ
り、Ｘａａ１９はグルタミン酸であり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（
２）において、Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、Ｘ
ａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、
請求項３に記載のインスリンアナログ。
【請求項１１】
　前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミンであり
、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシンであ
り、Ｘａａ１９はセリンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（２）に
おいて、Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、Ｘａａ２
７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、
請求項３に記載のインスリンアナログ。
【請求項１２】
　前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミンであり
、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシンであ
り、Ｘａａ１９はトレオニンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（２
）において、Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、Ｘａ
ａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、
請求項３に記載のインスリンアナログ。
【請求項１３】
　前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミンであり
、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はアスパラギン酸であり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、
請求項３に記載のインスリンアナログ。
【請求項１４】
　前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミンであり
、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシンであ
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り、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（２）
において、Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はアスパラギン酸であり、Ｘａａ２
７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、
請求項３に記載のインスリンアナログ。
【請求項１５】
　前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミンであり
、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシンであ
り、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（２）
において、Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はグルタミン酸であり、Ｘａａ２７
はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、請求項３に記載のインスリンアナロ
グ。
【請求項１６】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載のインスリンアナログをコードする分離された核
酸。
【請求項１７】
　請求項１６に記載の核酸を含む、組換え発現ベクター。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の組換え発現ベクターを含む、形質転換体。
【請求項１９】
　前記形質転換体が大腸菌である、請求項１８に記載の形質転換体。
【請求項２０】
　下記段階を含む請求項１～１５のいずれか一項に記載のインスリンアナログを製造する
方法：
　ａ）請求項１～１５のいずれか一項に記載のインスリンアナログをコードする核酸を含
む形質転換体を培養して、インスリンアナログを発現させる段階；及び
　ｂ）発現されたインスリンアナログを分離及び精製する段階。
【請求項２１】
　前記分離及び精製が、
　ｂ‐１）前記ａ）段階の培養液から形質転換体を収穫して破砕する段階；
　ｂ‐２）破砕された細胞溶解物から発現されたインスリンアナログを回収してリフォー
ルディング（refolding）する段階；
　ｂ‐３）リフォールディングされたインスリンアナログを陽イオン交換クロマトグラフ
ィーで精製する段階；
　ｂ‐４）精製されたインスリンアナログをトリプシン及びカルボキシペプチダーゼＢで
処理する段階；
　ｂ‐５）処理されたインスリンアナログを陽イオン交換クロマトグラフィー及び陰イオ
ン交換クロマトグラフィーまたは逆相クロマトグラフィーで順次精製する段階を含む、請
求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　有効成分として請求項１～１５のいずれか一項に記載のインスリンアナログを含む、糖
尿病治療用薬学的組成物。
【請求項２３】
　有効成分として請求項１～１５のいずれか一項に記載のインスリンアナログを含む、組
成物。
【請求項２４】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載のインスリンアナログまたはこれを含む組成物を
これを必要とする個体に投与する段階を含む、糖尿病を治療する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は新規なインスリンアナログ、その用途及び前記アナログを製造する方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　生体内のタンパク質は血中のタンパク質分解酵素によって分解されたり、腎臓を介して
排泄もしくは受容体により除去されるなど、いくつかの経路を経て除去されることが知ら
れている。そこで、前記のようなタンパク質除去機序を回避して生理活性タンパク質の半
減期を増加させて治療的効能を高めようとする様々な試みが行われている。
【０００３】
　一方、インスリンは、人体の膵臓から分泌される血糖調節ホルモンであって、血液内の
余剰ブドウ糖を細胞に移して細胞にエネルギー源を供給する一方、血糖を正常なレベルに
維持させてくれる役割をする。しかし、糖尿病患者の場合、これらのインスリンが不足し
たり、インスリン抵抗性及びベータ細胞の機能消失によりインスリンが正常な機能を行っ
ていない。そのため、糖尿病患者は血液内のブドウ糖をエネルギー源として用いることな
く血液中のブドウ糖のレベルが高い高血糖症状を示して、結局、尿に糖を排出するように
なり、これはさまざまな合併症の原因となっている。したがって、インスリンの生成に異
常があったり（Ｔｙｐｅ Ｉ）、インスリン抵抗性による（Ｔｙｐｅ ＩＩ）糖尿病患者は
インスリン治療が必要であり、インスリンを投与することによって血糖を正常レベルに調
節することができる。
【０００４】
　しかし、インスリンの場合、他のタンパク質やペプチドホルモンのように生体内半減期
が極めて短く、継続的な治療効果を示さず、効果を発揮するためには継続的に反復投与を
しなければならないという欠点がある。このような頻繁な投与は、患者に多大な苦痛や不
便さを引き起こすことになるので、患者の順応性、安全性及び利便性の面で改善が求めら
れている。
【０００５】
　よって、インスリンのようなタンパク質薬物の生体内の半減期を増加させて投与回数を
減らすことにより、患者の生活の質と治療的効果を高めるための様々なタンパク質の剤形
化研究と化学的な結合体（例えば、脂肪酸結合体）などに対する研究が進められている。
既存の報告によると、５０％以上のインスリンは腎臓から除去され、残りのインスリンは
筋肉、脂肪、肝臓などの作用部位（target site）で受容体媒介クリアランス（receptor 
mediated clearance、RMC）工程を介して除去される。
【０００６】
　これに関連して、非特許文献１～３などでインスリンのＲＭＣを避けるためにインビト
ロ活性を弱めることにより、血中の濃度を増加させるなどのいくつかの報告があるが、 
非特許文献１及び２の場合、提示されたインスリンアナログは２つ以上のアミノ酸を置換
したり、具体的な結果を提示しておらず、非特許文献３の場合、インスリンアナログは受
容体結合力で変化がないことや、インスリン受容体に直接関与するアミノ酸を置換して活
性が減少したことが報告された。
【０００７】
　本明細書では、インスリン受容体結合に直接的に関与しないアミノ酸を置換して、イン
スリン受容体の結合力だけを減少させるアナログを開発し、インスリン受容体との結合の
減少を示すことを確認して、本発明を完成した。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】J Pharmacol Exp Ther (1998) 286: 959
【非特許文献２】Diabetes Care (1990) 13: 923
【非特許文献３】Diabetes (1990) 39: 1033
【非特許文献４】Scheit, Nucleotide Analogs, John Wiley, New York, 1980; Uhlman
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の一つの目的は、新規なインスリンアナログを提供することにある。
【００１０】
　本発明の他の目的は、前記インスリンアナログをコードする分離された核酸、それを含
む組換え発現ベクター、及び前記発現ベクターを含む形質転換体を提供することにある。
【００１１】
　本発明のもう一つの目的は、前記インスリンアナログを製造する方法を提供することに
ある。
【００１２】
　本発明のもう一つの目的は、前記インスリンアナログを有効成分として含む組成物、例
えば、薬学的組成物を提供することにある。
【００１３】
　本発明のもう一つの目的は、前記インスリンアナログを有効成分として含むインスリン
関連疾患、例えば、糖尿病の治療用薬学的組成物を提供することにある。
【００１４】
　本発明のもう一つの目的は、前記インスリンアナログまたはこれを有効成分として含む
薬学的組成物を、これを必要とする個体に投与する段階を含む、インスリン関連疾患、例
えば、糖尿病を治療する方法を提供することにある。
【００１５】
　本発明のもう一つの目的は、薬剤の製造において、前記インスリンアナログの用途を提
供することにある。
【００１６】
　本発明のもう一つの目的は、インスリン関連疾患、具体的に糖尿病の治療において、前
記インスリンアナログの用途を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　前記課題を解決するための本発明の一つの様態は、新規なインスリンアナログ、具体的
には、天然型インスリンＢ鎖の１６番目のアミノ酸、Ｂ鎖の２５番目のアミノ酸、Ａ鎖の
１４番目のアミノ酸及びＡ鎖の１９番目のアミノ酸からなる群から選択された一つ以上の
アミノ酸の変異を含む、インスリンアナログである。
【００１８】
　一つの具体例として、前記変異は、天然型インスリンＢ鎖の１６番目のアミノ酸である
チロシンのグルタミン酸、セリン、トレオニン、またはアスパラギン酸への変異；天然型
インスリンＢ鎖の２５番目のアミノ酸であるフェニルアラニンのアスパラギン酸またはグ
ルタミン酸への変異；天然型インスリンＡ鎖の１４番目のアミノ酸であるチロシンのヒス
チジン、リジン、アラニン、またはアスパラギン酸への変異；または天然型インスリンＡ
鎖の１９番目のアミノ酸であるチロシンのグルタミン酸、セリン、またはトレオニンへの
変異であることを特徴とする。
【００１９】
　他の具体例として、前記インスリンアナログは、下記一般式（１）で表される配列番号
：５５のＡ鎖と下記一般式（２）で表される配列番号：５６のＢ鎖のすべての組み合わせ
を含むインスリンアナログであって、天然型インスリンを除くもの、すなわちＡ鎖が配列
番号：５３と一致しながら、同時に、Ｂ鎖も配列番号：５４と一致するペプチドを除くも
のである。
【００２０】
　一般式（１）
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【化１】

【００２１】
　前記一般式（１）において、
　Ｘａａ１が、アラニン、グリシン、グルタミン、ヒスチジン、グルタミン酸またはアス
パラギンであり、
　Ｘａａ５が、アラニン、グルタミン酸、グルタミン、ヒスチジン、またはアスパラギン
であり、
　Ｘａａ１２が、アラニン、セリン、グルタミン、グルタミン酸、ヒスチジン、またはア
スパラギンであり、
　Ｘａａ１４が、チロシン、ヒスチジン、リジン、アラニン、またはアスパラギン酸であ
り、
　Ｘａａ１６が、アラニン、ロイシン、チロシン、ヒスチジン、グルタミン酸またはアス
パラギンであり、
　Ｘａａ１９が、チロシン、グルタミン酸、セリン、またはトレオニンであり、
　Ｘａａ２１が、アスパラギン、グリシン、ヒスチジン、またはアラニンである。
【００２２】
　一般式（２）
【化２】

【００２３】
　前記一般式（２）において、
　Ｘａａ１６が、チロシン、グルタミン酸、セリン、トレオニン、またはアスパラギン酸
であり、
　Ｘａａ２５が、フェニルアラニン、アスパラギン酸、またはグルタミン酸であり、
　Ｘａａ２７が、トレオニンであるか、不存在であり、
　Ｘａａ２８が、プロリン、グルタミン酸、またはアスパラギン酸であるか、不存在であ
る。
【００２４】
　他の具体例として、前記インスリンアナログは、
　前記一般式（１）で表される配列番号：５５のＡ鎖と、配列番号：５４のＢ鎖を含む、
インスリンアナログであることを特徴とする。
【００２５】
　他の具体例として、前記インスリンアナログは、前記配列番号：５３のＡ鎖と一般式（
２）で表される配列番号：５６のＢ鎖を含む、インスリンアナログであることを特徴とす
る。　
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【００２６】
　他の具体例として、
　前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミンであり
、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシン、ヒスチジン、リジン、アラニン、
またはアスパラギン酸であり、Ｘａａ１６はロイシンであり、Ｘａａ１９はチロシン、グ
ルタミン酸、セリン、またはトレオニンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、
　前記一般式（２）において、Ｘａａ１６はチロシン、グルタミン酸、セリン、トレオニ
ン、またはアスパラギン酸であり、Ｘａａ２５はフェニルアラニン、アスパラギン酸、ま
たはグルタミン酸であり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである
、インスリンアナログであることを特徴とする。
【００２７】
　他の具体例として、
　前記一般式（１）において、
　Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミンであり、Ｘａａ１２はセリンであり
、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシンであり、Ｘａａ１９はチロシン、
グルタミン酸、またはセリンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、
　前記一般式（２）において、
　Ｘａａ１６はチロシン、グルタミン酸、セリン、またはアスパラギン酸であり、Ｘａａ
２５はフェニルアラニン、アスパラギン酸、またはグルタミン酸であり、Ｘａａ２７はト
レオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、インスリンアナログであることを特徴と
する。
【００２８】
　他の具体例として、
　前記インスリンアナログは、
　（１）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はヒスチジンであり、Ｘａａ１６はロイ
シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであ
り、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（２）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はリジンであり、Ｘａａ１６はロイシン
であり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（
２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（３）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はグルタミン酸であり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一
般式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンで
あり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（４）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はセリンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（
２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（５）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はトレオニンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであ
り、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（６）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
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であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はグルタミン酸であり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンで
あり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（７）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はセリンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（８）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はトレオニンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであ
り、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（９）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はアラニンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり
、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１０）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はアスパラギン酸であり、Ｘａａ１６
はロイシンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前
記一般式（２）で、Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり
、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１１）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイ
シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はアスパラギン酸であり、Ｘａａ２５はフェニルアラニ
ンであり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１２）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイ
シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はアスパラギン酸であり
、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１３）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイ
シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はグルタミン酸であり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、インスリンアナログであ
ることを特徴とする。
【００２９】
　他の具体例として、前記インスリンアナログは、配列番号：２８、３０、３２、３４、
３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、及び５２からなる群から選択された
アミノ酸配列を含むインスリンアナログであることを特徴とする。
【００３０】
　本発明を具現するための他の様態は、前記インスリンアナログをコードする分離された
核酸である。
【００３１】
　本発明を具現するための他の様態は、前記核酸を含む、組換え発現ベクターである。
【００３２】
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　本発明を具現するための他の様態は、前記組換え発現ベクターを含む、形質転換体であ
る。
【００３３】
　一つの具体例として、前記形質転換体が大腸菌であることを特徴とする。
【００３４】
　本発明を具現するための他の様態は、下記段階を含む前記インスリンアナログを製造す
る方法である：
　ａ）前記インスリンアナログをコードする核酸を含む形質転換体を培養して、インスリ
ンアナログを発現させる段階；及び
　ｂ）発現されたインスリンアナログを分離及び精製する段階。　
【００３５】
　一つの具体例として、
　前記分離及び精製が、
　ｂ‐１）前記ａ）段階の培養液から形質転換体を収穫して破砕する段階；
　ｂ‐２）破砕された細胞溶解物から発現されたインスリンアナログを回収してリフォー
ルディングする段階；
　ｂ‐３）リフォールディングされたインスリンアナログを、陽イオン交換クロマトグラ
フィーで精製する段階；
　ｂ‐４）精製されたインスリンアナログをトリプシン及びカルボキシペプチダーゼＢで
処理する段階；
　ｂ‐５）処理されたインスリンアナログを陽イオン交換クロマトグラフィー及び陰イオ
ン交換クロマトグラフィーまたは逆相クロマトグラフィーで順次精製する段階を含むこと
を特徴とする。
【００３６】
　本発明を具現するための他の様態は、有効成分として前記インスリンアナログを含む組
成物、例えば、薬学的組成物である。　
【００３７】
　本発明を具現するための他の様態は、有効成分として前記インスリンアナログを含むイ
ンスリン関連疾患、例えば、糖尿病の治療用薬学的組成物である。
【００３８】
　本発明を具現するための他の様態は、前記インスリンアナログまたはこれを有効成分と
して含む薬学的組成物を、これを必要とする個体に投与する段階を含む、インスリン関連
疾患、例えば、糖尿病を治療する方法である。
【００３９】
　本発明を具現するための他の一つの様態は、薬剤の製造において、前記インスリンアナ
ログの用途である。
【００４０】
　一つの様態として、前記薬剤はインスリン関連疾患の予防または治療用であることを特
徴とする。
【００４１】
　他の様態としては、糖尿病の予防または治療用であることを特徴とする。
【００４２】
　本発明を具現するための他の一つの様態は、インスリン関連疾患、具体的に糖尿病の治
療において、前記インスリンアナログの用途である。
【発明の効果】
【００４３】
　本発明の非天然型インスリンアナログは、インスリン投与を必要とする患者の利便性を
増大させることができる。 
【図面の簡単な説明】
【００４４】
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【図１】インスリンアナログの純度をタンパク質電気泳動で分析した結果を示した。代表
として、インスリンアナログである９、１０、１１、１２番のアナログに対する結果であ
る。　１番レーン：サイズマーカー、２番レーン：天然型インスリン、３番レーン：イン
スリンアナログ９番、４番レーン：インスリンアナログ１０番、５番レーン：インスリン
アナログ１１番、６番レーン：インスリンアナログ１２番
【図２ａ】インスリンアナログの純度を高圧クロマトグラフィーで分析した結果である。
代表として、インスリンアナログ９、１０、１１、１２番のアナログに対する結果を示し
た。各図面で、上から順番にＲＰ‐ＨＰＬＣ（Ｃ18）、ＲＰ‐ＨＰＬＣ（Ｃ４）及びＳＥ
‐ＨＰＬＣの結果を示す。
【図２ｂ】インスリンアナログの純度を高圧クロマトグラフィーで分析した結果である。
代表として、インスリンアナログ９、１０、１１、１２番のアナログに対する結果を示し
た。各図面で、上から順番にＲＰ‐ＨＰＬＣ（Ｃ18）、ＲＰ‐ＨＰＬＣ（Ｃ４）及びＳＥ
‐ＨＰＬＣの結果を示す。
【図２ｃ】インスリンアナログの純度を高圧クロマトグラフィーで分析した結果である。
代表として、インスリンアナログ９、１０、１１、１２番のアナログに対する結果を示し
た。各図面で、上から順番にＲＰ‐ＨＰＬＣ（Ｃ18）、ＲＰ‐ＨＰＬＣ（Ｃ４）及びＳＥ
‐ＨＰＬＣの結果を示す。
【図２ｄ】インスリンアナログの純度を高圧クロマトグラフィーで分析した結果である。
代表として、インスリンアナログ９、１０、１１、１２番のアナログに対する結果を示し
た。各図面で、上から順番にＲＰ‐ＨＰＬＣ（Ｃ18）、ＲＰ‐ＨＰＬＣ（Ｃ４）及びＳＥ
‐ＨＰＬＣの結果を示す。
【図３】ヒトインスリンとインスリンアナログ１０のグルコース吸収能を確認した実験結
果を示す。
【図４】ヒトインスリンとインスリンアナログ１０の細胞の安定性を確認した実験結果を
示す。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　以下では、本発明をさらに詳細に説明する。
【００４６】
　一方、本願で開示された各説明及び実施様態は、それぞれの他の説明及び実施様態にも
適用されてもよい。つまり、本願で開示された様々な要素のすべての組み合わせが本発明
の範疇に属する。また、下記記述される具体的な叙述によって、本発明の範疇が限定され
ることはない。
【００４７】
　また、当該技術分野の通常の知識を有する者は、通常の実験のみを使用して本出願に記
載された本発明の特定の様態に対する多数の等価物を認知するか、確認することができる
。さらに、これらの同等物は、本発明に含まれるものと意図される。
【００４８】
　本明細書全般を通じて、アミノ酸に対する通常の１文字及び３文字コードが用いられる
。また、本明細書で略語で言及されたアミノ酸は、ＩＵＰＡＣ‐ＩＵＢ命名法に基づいて
記載された。
【００４９】
　本発明を具現するための一つの様態は、新規なインスリンアナログ、具体的には、天然
型インスリンＢ鎖の１６番目のアミノ酸、Ｂ鎖の２５番目のアミノ酸、Ａ鎖の１４番目の
アミノ酸及びＡ鎖の１９番目のアミノ酸からなる群から選択された一つ以上のアミノ酸の
変異を含むインスリンアナログを提供する。
【００５０】
　本発明において、用語、「インスリンアナログ（insulin analog）」とは、天然型イン
スリンとは異なる非天然型インスリンを意味する。前記インスリンアナログは、天然型ヒ
トインスリンとは異なる非天然型ヒトインスリンを含む。
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【００５１】
　これらのインスリンアナログは、天然型インスリンの一部のアミノ酸を付加、欠失また
は置換の形態に変形させたアナログを含む。
【００５２】
　具体的には、本発明のインスリンアナログは、天然型インスリン配列と配列同一性を比
較したとき、少なくとも６０％以上、６５％以上、７０％以上、７５％以上、８０％以上
、８５％以上、９０％以上、 ９１％以上、９２％以上、９３％以上、９４％以上、また
は９５％以上の配列同一性を有するものであってもよい。また、本発明のインスリンアナ
ログは、天然型インスリン配列と前記の配列同一性を有しながら、天然型インスリンに比
べて受容体結合能力が低下されたものであってもよい。また、前記インスリンアナログは
、天然型インスリンのようにグルコース吸収能を有するものであってもよい、または/あ
ってもよく、生体内で血中グルコースを降下させる能力を保有してもよい。
【００５３】
　より具体的には、本発明のインスリンアナログは、天然型インスリンのインスリン受容
体結合力（１００％）と比較して約９９％またはそれ以下、約９５％またはそれ以下、約
９０％またはそれ以下、約８５％またはそれ以下、約８０％またはそれ以下、約７５％ま
たはそれ以下、約７０％またはそれ以下、約６５％またはそれ以下、約６０％またはそれ
以下、約５５％またはそれ以下、約５０％またはそれ以下、約４５％またはそれ以下、約
４０％またはそれ以下、約３５％またはそれ以下、約３０％またはそれ以下、約２５％ま
たはそれ以下、約２０％またはそれ以下、約１５％またはそれ以下、約１０％またはそれ
以下、約９％またはそれ以下、約８％またはそれ以下、約７％またはそれ以下、約６％ま
たはそれ以下、約５％またはそれ以下、約４％またはそれ以下、約３％またはそれ以下、
約２％またはそれ以下、約１％またはそれ以下、または約０．１％またはそれ以下のイン
スリン受容体の結合力を示しうる（ただし、本発明のインスリンアナログは、インスリン
受容体に対する結合力が０％には該当しない）。
【００５４】
　インスリンアナログの受容体結合能力は、組換えヒトインスリン受容体を過発現する細
胞膜でのインスリンアナログとヨウ素１２５が結合されたインスリン間の競争反応を利用
するＳＰＡ（Scintillation Proximity Assay）法を用いて評価しうる。これらの方法は
、また、インスリンアナログの受容体結合能力の評価に用いてもよい。前記方法の具体的
な例として、実施例８で用いられた方法が用いられる。
【００５５】
　本発明において、用語、「約」は、±０．５、±０．４、±０．３、±０．２、±０．
１などをすべて含む範囲であり、約という用語の後に出てくる数値と同等または類似の範
囲の数値をすべて含むが、これに制限されない。
【００５６】
　また、本発明のインスリンアナログは、天然型インスリンのようにグルコース吸収能を
保有することができる。
【００５７】
　具体的には、本発明に係るインスリンアナログは、天然型インスリンのグルコース吸収
能（１００％）に比べ、約１０％以上、約２０％以上、約３０％以上、約４０％以上、約
５０％以上、約５５％以上、約６０％以上、約６５％以上、約７０％以上、約７５％以上
、約８０％以上、約８５％以上、約９０％以上、約９５％以上、約１００％以上、約１１
０％以上、約１２０％以上、約１３０％以上、約１４０％以上、約１５０％以上、約１６
０％以上、約１７０％以上、約１８０％以上、約１９０％以上、または約２００％以上の
グルコース吸収能を有するものであってもよい。
【００５８】
　グルコース吸収能の測定は、当業界に公知された様々なグルコース吸収能の測定方法を
用いて達成することができ、その例として、実施例９に記載されたグルコース吸収能の測
定方法を介して測定することができる。しかし、これに制限されるものではない。
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【００５９】
　具体的には、前記インスリンアナログは短鎖であるか、二重鎖（two polypeptide chai
ns）の形態であってもよく、より好ましくは、二重鎖の形態であるが、特にこれに限定さ
れない。
【００６０】
　前記二重鎖形態であるインスリンアナログは、天然型インスリンのＡ鎖に対応するポリ
ペプチドと天然型インスリンのＢ鎖に対応するポリペプチド、２つのポリペプチドで構成
されるものであってもよい。ここで、前記天然型インスリンのＡ鎖もしくはＢ鎖に対応す
るということは、前記の二重鎖のポリペプチドのいずれか一つの鎖を天然型インスリンの
Ａ鎖またはＢ鎖と配列同一性を比較したとき、少なくとも６０％以上、６５％以上、７０
％以上、７５％以上、８０％以上、８５％以上、９０％以上、９１％以上、９２％以上、
９３％以上、９４％以上、または９５％以上の配列同一性を有する場合を挙げることがで
き、特にこれに制限されず、二重鎖を構成する配列と天然型インスリンのＡ鎖もしくはＢ
鎖の配列との比較を通じて、当業者が容易に把握することができる。
【００６１】
　天然型インスリンは、膵臓から分泌されるホルモンで、一般的に細胞内グルコースの吸
収を促進し、脂肪の分解を抑制して体内の血糖を調節する役割をする。インスリンは血糖
の調節機能がないプロインスリン（proinsulin）前駆体の形態でプロセッシングを経て、
血糖の調節機能を有するインスリンになる。インスリンは、２つのポリペプチド鎖、すな
わち、それぞれ２１個及び３０個のアミノ酸残基を含むＡ鎖及びＢ鎖から構成されており
、これらは２つのジスルフィド橋で相互連結されている。天然型インスリンのＡ鎖及びＢ
鎖は、それぞれに配列番号：５３及び５４で表されるアミノ酸配列を含む。
【００６２】
　Ａ鎖：
　Ｇｌｙ‐Ｉｌｅ‐Ｖａｌ‐Ｇｌｕ‐Ｇｌｎ‐Ｃｙｓ‐Ｃｙｓ‐Ｔｈｒ‐Ｓｅｒ‐Ｉｌｅ
‐Ｃｙｓ‐Ｓｅｒ‐Ｌｅｕ‐Ｔｙｒ‐Ｇｌｎ‐Ｌｅｕ‐Ｇｌｕ‐Ａｓｎ‐Ｔｙｒ‐Ｃｙｓ
‐Ａｓｎ（配列番号：５３）
　Ｂ鎖：
　Ｐｈｅ‐Ｖａｌ‐Ａｓｎ‐Ｇｌｎ‐Ｈｉｓ‐Ｌｅｕ‐Ｃｙｓ‐Ｇｌｙ‐Ｓｅｒ‐Ｈｉｓ
‐Ｌｅｕ‐Ｖａｌ‐Ｇｌｕ‐Ａｌａ‐Ｌｅｕ‐Ｔｙｒ‐Ｌｅｕ‐Ｖａｌ‐Ｃｙｓ‐Ｇｌｙ
‐Ｇｌｕ‐Ａｒｇ‐Ｇｌｙ‐Ｐｈｅ‐Ｐｈｅ‐Ｔｙｒ‐Ｔｈｒ‐Ｐｒｏ‐Ｌｙｓ‐Ｔｈｒ
（配列番号：５４）
【００６３】
　本発明の一実施様態によれば、本願に記述されたインスリンアナログは、天然型インス
リンのように、生体内で血糖の調節機能を保有しながら、受容体結合能力が低下されたも
のであってもよい。より具体的には、前記インスリンアナログは、生体内での血中グルコ
ースを降下させる能力を保有することができる。
【００６４】
　また、本発明の一実施様態において、前記インスリンアナログは低受容体媒介内在化（
recetor-mediated　internalization）または受容体媒介クリアランス（recetor-mediate
d　clearance）を示すことができれば、特にその種類及びサイズに制限されなくてもよい
。これにより、本発明のインスリンアナログは、天然型インスリンに比べて増加された血
中半減期を示すことができる。
【００６５】
　本発明のインスリンアナログは、逆方向インスリン、天然型インスリンの誘導体、天然
型インスリンの断片などを含む。このようなインスリンアナログは、遺伝子組換え法だけ
でなく、固相（solid phase）方法でも製造することができ、これに制限されるものでは
ない。
【００６６】
　本発明において、用語、「天然型インスリンの誘導体」は、天然型インスリンに比べて
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アミノ酸配列に１つ以上の違いがあるペプチド、天然型インスリン配列を改質（modifica
tion）を介して変形させたペプチド、天然型インスリンのように生体内血糖の調節機能を
調節する天然型インスリンの模倣体を含む。このような天然型インスリンの誘導体は、生
体内血糖の調節機能を有するものであってもよい。
【００６７】
　具体的には、天然型インスリンの誘導体は天然型インスリンの一部のアミノ酸が置換（
substitution）、追加（addition）、削除（deletion）及び修飾（modification）のいず
れかの方法またはこれらの方法の組み合わせを介して変形させることができる。
【００６８】
　具体的には、天然型インスリンのＡ鎖、Ｂ鎖と、それぞれ少なくとも８０％以上のアミ
ノ酸配列から相同性を示すものであってもよく/よい、または、インスリンのアミノ酸残
基の一部のグループが、化学的に置換（例えば、アルファ‐メチル化、アルファ‐ヒドロ
キシル化）、削除（例えば、脱アミノ化）または修飾（例えば Ｎ-メチル化）された形態
であってもよいが、これに制限されるものではない。
【００６９】
　誘導体の製造のためのいくつかの方法の組み合わせで、本発明に適用される天然型イン
スリンの誘導体を製造することができる。
【００７０】
　また、天然型インスリンの誘導体の製造のためのこれらの変形は、Ｌ型またはＤ型アミ
ノ酸、及び/または非天然型アミノ酸を用いた変形；及び/または天然型配列を改質あるい
は翻訳後の変形（例えば、メチル化、アシル化、ユビキチン化、分子内共有結合など）す
ることにより、変形するものをすべて含む。
【００７１】
　また、天然型インスリンのアミノ及び/またはカルボキシ末端に１つまたはそれ以上の
アミノ酸が追加されたものをすべて含む。
【００７２】
　前記置換または追加されたアミノ酸は、ヒトタンパク質で通常観察される２０個のアミ
ノ酸だけでなく、非定型または非自然発生アミノ酸を使用してもよい。非定型アミノ酸の
商業源はＳｉｇｍａ‐Ａｌｄｒｉｃｈ、ＣｈｅｍＰｅｐとＧｅｎｚｙｍｅ ｐｈａｒｍａ
ｃｅｕｔｉｃａｌｓが含まれる。これらのアミノ酸が含まれているペプチドと定型的なペ
プチド配列は、商業化されたペプチド合成会社、例えば、米国のＡｍｅｒｉｃａｎ ｐｅ
ｐｔｉｄｅ ｃｏｍｐａｎｙやＢａｃｈｅｍ、または韓国のＡｎｙｇｅｎを通じて合成及
び購入できるが、特にこれに制限されない。
【００７３】
　本発明において、用語、「天然型インスリンもしくは天然型インスリンの誘導体の断片
」は、天然型インスリンもしくは天然型インスリンの誘導体のアミノ末端もしくはカルボ
キシ末端に１つまたはそれ以上のアミノ酸が除去された形態をいう。このようなインスリ
ン断片は、体内で血糖調節機能を保有しうる。
【００７４】
　また、本発明のインスリンアナログは、前記天然型インスリンの誘導体及び断片の製造
に用いられたそれぞれの製造方法が、独立的に用いられたり、組み合わされて用いられて
製造されてもよい。
【００７５】
　具体的には、本発明に係るインスリンアナログは、前記のような天然型インスリンのＡ
鎖及びＢ鎖で特定のアミノ酸残基の変形を含むもので、具体的には、天然型インスリンの
Ａ鎖の特定のアミノ酸残基が変形されて/したり、Ｂ鎖の特定のアミノ酸残基が変形され
たものであってもよい。
【００７６】
　具体的には、前記インスリンアナログは、天然型インスリンＢ鎖の１６番目のアミノ酸
、Ｂ鎖の２５番目のアミノ酸、Ａ鎖の１４番目のアミノ酸、及びＡ鎖の１９番目のアミノ
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酸からなる群から選択された１つまたはそれ以上のアミノ酸が他のアミノ酸に置換された
ものであってもよく、具体的には、グルタミン酸、セリン、トレオニン、アスパラギン酸
、ヒスチジン、リジン、またはアラニンに置換されたものであってもよいが、これに制限
されるものではない。
【００７７】
　具体的には、前記記述されたアミノ酸のうち１以上、２以上、３以上、または４つが本
来のアミノ酸以外のアミノ酸に置換されたものであってもよい。
【００７８】
　具体的には、前記変異は、インスリンＢ鎖の１６番目のアミノ酸であるチロシンのグル
タミン酸、セリン、トレオニン、またはアスパラギン酸への変異；インスリンＢ鎖の２５
番目のアミノ酸であるフェニルアラニンのアスパラギン酸またはグルタミン酸への変異；
インスリンＡ鎖の１４番目のアミノ酸であるチロシンのヒスチジン、リジン、アラニン、
またはアスパラギン酸への変異；またはインスリンＡ鎖の１９番目のアミノ酸であるチロ
シンのグルタミン酸、セリン、またはトレオニンへの変異であってもよい。
【００７９】
　したがって、前記インスリンアナログは、天然型インスリンＢ鎖の１６番目のアミノ酸
であるチロシンのグルタミン酸、セリン、トレオニン、またはアスパラギン酸への変異；
及び/または天然型インスリンＢ鎖の２５番目のアミノ酸であるフェニルアラニンのアス
パラギン酸またはグルタミン酸への変異；及び/または天然型インスリンＡ鎖の１４番目
のアミノ酸であるチロシンのヒスチジン、リジン、アラニン、またはアスパラギン酸への
変異；及び/または天然型インスリンＡ鎖の１９番目のアミノ酸であるチロシンのグルタ
ミン酸、セリン、またはトレオニンへの変異を含んでもよい。しかし、これに制限される
ものではない。
【００８０】
　より具体的には、前記インスリンアナログは、下記一般式（１）で表される配列番号：
５５のＡ鎖と下記一般式（２）で表される配列番号：５６のＢ鎖を含むインスリンアナロ
グであってもよい。このようなインスリンアナログは、Ａ鎖とＢ鎖の配列がジスルフィド
結合で相互連結された形態であるか、プロインスリンの形態であってもよいが、これに制
限されるものではない。
【００８１】
　一般式（１）
【化３】

【００８２】
　前記一般式（１）において、
　Ｘａａ１が、アラニン、グリシン、グルタミン、ヒスチジン、グルタミン酸またはアス
パラギンであり、
　Ｘａａ５が、アラニン、グルタミン酸、グルタミン、ヒスチジン、またはアスパラギン
であり、
　Ｘａａ１２が、アラニン、セリン、グルタミン、グルタミン酸、ヒスチジン、またはア
スパラギンであり、
　Ｘａａ１４が、チロシン、ヒスチジン、リジン、アラニン、またはアスパラギン酸であ
り、
　Ｘａａ１６が、アラニン、ロイシン、チロシン、ヒスチジン、グルタミン酸またはアス
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パラギンであり、
　Ｘａａ１９が、チロシン、グルタミン酸、セリン、またはトレオニンであり、
　Ｘａａ２１が、アスパラギン、グリシン、ヒスチジン、またはアラニンである。
【００８３】
　一般式（２）
【化４】

【００８４】
　前記一般式（２）において、
　Ｘａａ１６が、チロシン、グルタミン酸、セリン、トレオニン、またはアスパラギン酸
であり、
　Ｘａａ２５が、フェニルアラニン、アスパラギン酸、またはグルタミン酸であり、
　Ｘａａ２７が、トレオニンであるか、不存在であり、
　Ｘａａ２８が、プロリン、グルタミン酸、またはアスパラギン酸であるか、不存在であ
る。
【００８５】
　ここで、配列番号：５３のＡ鎖及び配列番号：５４のＢ鎖を含むペプチドは、除外され
てもよい。
【００８６】
　また、前記記述した特徴的なアミノ酸残基、特にＡ鎖の１４番目のアミノ酸、及び/ま
たは１９番のアミノ酸及び/またはＢ鎖の１６番目のアミノ酸及び/または２５番目のアミ
ノ酸に対する特徴的な変異（すなわち、天然型インスリンに存在しないアミノ酸残基）を
含みつつ、前記一般式（１）のＡ鎖及び一般式（２）のＢ鎖を含むインスリンアナログと
７０％以上、具体的には、８０％以上、より具体的には、９０％以上、より具体的には、
９５％以上の相同性を有し、天然型インスリンに比べて受容体結合能力が減少したペプチ
ドも本発明の範疇に含まれる。
【００８７】
　本発明において、用語、「相同性（homology）」は、天然型（wild type）タンパク質
のアミノ酸配列またはそれをコードするポリヌクレオチド配列との類似度を示すためのも
のであり、本発明のアミノ酸配列またはポリヌクレオチド配列と前記のようなパーセント
以上の同一配列を有する配列を含む。このような相同性は２つの配列を肉眼で比較して決
定してもよいが、比較対象となる配列を並べて相同性の程度を分析してくれる生物情報ア
ルゴリズム（bioinformatic algorithm）を用いて決定してもよい。前記２つのアミノ酸
配列間の相同性はパーセントで示すことができる。便利な自動化されたアルゴリズムは、
Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｐａｃｋａｇｅ（Genetics Co
mputer Group、Madison、W、USA）のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡとＴＦＡＳＴ
Ａコンピュータソフトウェアモジュールで利用可能である。前記モジュールの自動化され
た配列アルゴリズムは、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ＆ＷｕｎｓｃｈとＰｅａｒｓｏｎ＆Ｌｉｐｍ
ａｎ及びＳｍｉｔｈ＆Ｗａｔｅｒｍａｎ配列アルゴリズムを含む。他の有用な配列に対す
るアルゴリズムと相同性の決定は、ＦＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ２、ＰＳＩＢＬ
ＡＳＴとＣＬＵＳＴＡＬ Ｗを含むソフトウェアで自動化されている。
【００８８】
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　具体的な一つの様態において、前記インスリンアナログは、前記一般式（１）で表され
る配列番号：５５のＡ鎖と、配列番号：５４のＢ鎖を含むものであってよく、前記配列番
号：５３のＡ鎖と一般式（２）で表される配列番号：５６のＢ鎖を含む、インスリンアナ
ログであってもよいが、特にこれに制限されるものではない。
【００８９】
　より具体的には、前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５は
グルタミンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシン、ヒスチジン、リ
ジン、アラニン、またはアスパラギン酸であり、Ｘａａ１６はロイシンであり、Ｘａａ１
９はチロシン、グルタミン酸、セリン、またはトレオニンであり、Ｘａａ２１はアスパラ
ギンであり、前記一般式（２）において、Ｘａａ１６はチロシン、グルタミン酸、セリン
、トレオニン、またはアスパラギン酸であり、Ｘａａ２５はフェニルアラニン、アスパラ
ギン酸、またはグルタミン酸であり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロ
リンであるインスリンアナログであってもよいが、これに制限されるものではない。
【００９０】
　より具体的には、前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５は
グルタミンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１
６はロイシンであり、Ｘａａ１９はチロシン、グルタミン酸、またはセリンであり、Ｘａ
ａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（２）において、Ｘａａ１６はチロシン、グル
タミン酸、セリン、またはアスパラギン酸であり、Ｘａａ２５はフェニルアラニン、アス
パラギン酸、またはグルタミン酸であり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８は
プロリンであってもよいが、これに制限されるものではない。
【００９１】
　より具体的には、前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５は
グルタミンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンまたはアスパラギ
ン酸であり、Ｘａａ１６はロイシンであり、Ｘａａ１９はチロシン、グルタミン酸、セリ
ン、またはトレオニンであり、 Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（２）に
おいて、Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニン、アスパラギン酸
、またはグルタミン酸であり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンで
あってもよいが、これに制限されるものではない。
【００９２】
　具体的な一実施様態によれば、本発明に係るインスリンアナログは、下記に該当しても
よい：
　（１）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はヒスチジンであり、Ｘａａ１６はロイ
シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであ
り、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（２）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はリジンであり、Ｘａａ１６はロイシン
であり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（
２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（３）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はグルタミン酸であり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一
般式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンで
あり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（４）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はセリンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式（
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２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（５）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はトレオニンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであ
り、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（６）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はグルタミン酸であり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンで
あり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（７）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はセリンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（８）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はトレオニンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであ
り、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（９）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミン
であり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はアラニンであり、Ｘａａ１６はロイシ
ンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般式
（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり
、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１０）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はアスパラギン酸であり、Ｘａａ１６
はロイシンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前
記一般式（２）で、Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はフェニルアラニンであり
、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１１）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイ
シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はアスパラギン酸であり、Ｘａａ２５はフェニルアラニ
ンであり、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１２）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイ
シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はアスパラギン酸であり
、Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、または；
　（１３）前記一般式（１）において、Ｘａａ１はグリシンであり、Ｘａａ５はグルタミ
ンであり、Ｘａａ１２はセリンであり、Ｘａａ１４はチロシンであり、Ｘａａ１６はロイ
シンであり、Ｘａａ１９はチロシンであり、Ｘａａ２１はアスパラギンであり、前記一般
式（２）において、 Ｘａａ１６はチロシンであり、Ｘａａ２５はグルタミン酸であり、
Ｘａａ２７はトレオニンであり、Ｘａａ２８はプロリンである、インスリンアナログ。
【００９３】
　また、具体的な一実施様態によれば、前記インスリンアナログは、配列番号：２８、３
０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、及び５２からなる
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群から選択されたアミノ酸配列を含むインスリンアナログであってもよいが、これに制限
されるものではない。
【００９４】
　本発明に係るインスリンアナログは、前記記述された特定の配列を含むペプチド、前記
記述された特定配列で（必須で）構成されたペプチドであってもよいが、これに制限され
るものではない。
【００９５】
　一方、本願で「特定の配列番号で構成される」ペプチドまたはインスリンアナログと記
載されている場合でも、その配列番号のアミノ酸配列からなるペプチドまたはインスリン
アナログと同一あるいは対応する活性を有する場合は、その配列番号のアミノ酸配列の前
後の無意味な配列を追加または自然に発生しうる突然変異、あるいはそのサイレント突然
変異（silent mutation）を除くものではなく、このような配列を追加、あるいは突然変
異を有する場合でも、本願の範囲内に属することが自明である。
【００９６】
　一方、前記インスリンアナログは、ペプチドそれ自体、その塩（例えば、前記ペプチド
の薬学的に許容可能な塩）、またはその溶媒和物の形態をすべてを含む。
【００９７】
　また、ペプチドまたはインスリンアナログは、薬学的に許容される任意の形態であって
もよい。
【００９８】
　前記塩の種類は特に制限されない。ただし、個体、例えば哺乳類に安全かつ効果的な形
態であることが望ましいが、特にこれに制限されるものではない。
【００９９】
　前記用語、「薬学的に許容される」は、医薬学的な判断の範囲内で、過度の毒性、刺激
、またはアレルギー反応などを引き起こすことなく、目的の用途に効果的に使用可能な物
質を意味する。
【０１００】
　本発明において、用語、「薬学的に許容される塩」とは、薬学的に許容される無機酸、
有機酸、または塩基から誘導された塩を含む。適切な酸の例としては、塩酸、臭素酸、硫
酸、硝酸、過塩素酸、フマル酸、マレイン酸、リン酸、グリコール酸、乳酸、サリチル酸
、コハク酸、トルエン‐ｐ‐スルホン酸、酒石酸、酢酸、クエン酸、メタンスルホン酸、
ギ酸、安息香酸、マロン酸、ナフタレン‐２‐スルホン酸、ベンゼンスルホン酸などを挙
げることができる。適切な塩基から誘導された塩は、ナトリウム、カリウムなどのアルカ
リ金属、マグネシウムなどのアルカリ土金属、及びアンモニウムなどを含むことができる
。
【０１０１】
　また、本発明で使用される用語、「溶媒和物」は、本発明に係るペプチドまたはその塩
が溶媒分子と複合体を形成したものをいう。
【０１０２】
　本発明を具現するための他の様態は、前記インスリンアナログをコードする分離された
核酸、前記核酸を含む組換え発現ベクター、及び前記組換え発現ベクターを含む、形質転
換体を提供する。
【０１０３】
　前記インスリンアナログについては、先に説明した通りである。
【０１０４】
　本発明において、用語、「核酸」は、一本鎖または二本鎖の形態で存在するデオキシリ
ボヌクレオチド（ＤＮＡ）またはリボヌクレオチド（ＲＮＡ）であり、ゲノムＤＮＡ、ｃ
ＤＮＡ、及びこれから転写されたＲＮＡを含む意味を有し、核酸分子において基本的な構
成単位であるヌクレオチドは、自然のヌクレオチドだけでなく、糖または塩基部位が変形
された類似体（analogue）も含む（非特許文献４及び５）。本発明の核酸は、標準的な分
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子生物学技術を用いて分離または製造することができる。例えば、適切なプライマー配列
を用いて天然型インスリンの遺伝子配列（NM_000207.2、NCBI）からＰＣＲ（ポリメラー
ゼ連鎖反応）を介して増幅することができ、自動化されたＤＮＡ合成器を用いる標準的な
合成技術を用いて製造することができる。
【０１０５】
　本発明の核酸は、具体的には、配列番号：２７、２９、３１、３３、３５、３７、３９
、４１、４３、４５、４７、４９、及び５１に記載されている塩基配列を含む。本発明は
、一実施様態で配列番号：２７、２９、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３、４
５、４７、４９、及び５１に記載されている塩基配列だけでなく、前記配列と７０％以上
の相同性、具体的には、８０％以上の相同性、より具体的には、９０％以上の相同性、よ
り具体的には、９５％以上の相同性、最も具体的には、９８％以上の相同性を示す配列で
あって、実質的に核酸がコードしたペプチドが生体内の血糖調節機能を保有しつつ、天然
型インスリンに比べて受容体結合能力が低下したものをすべて含む。
【０１０６】
　本発明に係る組換えベクターは、典型的にはクローニングのためのベクターまたは発現
のためのベクターとして構築することができ、原核細胞または真核細胞を宿主細胞にして
構築することができる。
【０１０７】
　本発明において、用語、「ベクター」とは適当な宿主細胞で目的タンパク質を発現する
ことができる組換えベクターであって、核酸挿入物が発現されるように動作可能に連結さ
れた必須的な調節要素を含む核酸構造物（construct）を意味する。本発明は、インスリ
ンアナログをコードする核酸を含む組換えベクターを製造することができるが、前記組換
えベクターを宿主細胞に形質転換（transformation）または形質感染（transfection）さ
せることで、本発明のインスリンアナログを収得することができる。
【０１０８】
　本発明でインスリンアナログをコードする核酸は、プロモーターに作動可能に連結され
てもよい。
【０１０９】
　本発明において、用語、「作動可能に連結された（operatively linked）」は、核酸の
発現調節配列（例えば、プロモーター、シグナル配列、リボソーム結合部位、転写終結配
列など）と他の核酸配列との機能的な結合を意味し、これにより前記調節配列は、前記他
の核酸配列の転写及び/または解読を調節することになる。
【０１１０】
　本発明において、用語、「プロモーター」は、ポリメラーゼに対する結合部位を含み、
プロモーターの下位遺伝子のｍＲＮＡへの転写開始活性を有する、通常、コーディング領
域の上位（upstream）に位置する非解読の核酸配列、すなわち、ポリメラーゼが結合して
遺伝子の転写を開始するようにするＤＮＡ領域をいい、ｍＲＮＡ転写開始部位の５’部位
に位置することができる。
【０１１１】
　例えば、本発明のベクターが組換えベクターであり、原核細胞を宿主とする場合に、転
写を進行させることができる強力なプロモーター（例えば、ｔａｃプロモーター、ｌａｃ
プロモーター、ｌａｃＵＶ５プロモーター、ｌｐｐプロモーター、ｐＬλプロモーター、
ｐＲλプロモーター、ｒａｃ５プロモーター、ａｍｐプロモーター、ｒｅｃＡプロモータ
ー、ＳＰ６プロモーター、ｔｒｐプロモーター、及びＴ７プロモーターなど）、解読の開
始のためのリボソーム結合部位及び転写/解読終結配列を含むことが一般的である。
【０１１２】
　また、本発明に用いられるベクターは、当業界でよく使用されているプラスミド（例え
ば、ｐＳＣ１０１、ｐＧＶ１１０６、ｐＡＣＹＣ１７７、ＣｏｌＥ１、ｐＫＴ２３０、ｐ
ＭＥ２９０、ｐＢＲ３２２、ｐＵＣ８／９、ｐＵＣ６、ｐＢＤ９、ｐＨＣ７９、ｐＩＪ６
１、ｐＬＡＦＲ１、ｐＨＶ１４、ｐＧＥＸシリーズ、ｐＥＴシリーズ、ｐＰＩＣＺαシリ
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ーズ、ｐＵＣ１９など）、ファージ（例えば、λｇｔ４・λＢ、λ‐Ｃｈａｒｏｎ、λΔ
ｚ１及びＭ１３など）またはウイルス（例えば、ＳＶ４０など）を操作して製作されても
よい。
【０１１３】
　一方、本発明のベクターが組換えベクターであり、真核細胞を宿主とする場合に、哺乳
動物細胞のゲノムから由来したプロモーター（例えば、メタロチオネインプロモーター）
または哺乳動物ウイルス由来のプロモーター（例えば、アデノウイルス後期プロモーター
、ワクシニアウイルス７．５Ｋプロモーター、ＳＶ４０プロモーター、サイトメガロウイ
ルスプロモーター及びＨＳＶのｔｋプロモーター）が用いられてもよく、転写終結配列と
してポリアデニル化配列（例えば、小成長ホルモンターミネーター及びＳＶ４０由来のポ
リアデニル化配列）を一般的に有する。
【０１１４】
　また、本発明の組換えベクターは、選択マーカーとして当業界で通常的に利用されてい
る抗生剤耐性遺伝子を含み、例えば、アンピシリン、ゲンタマイシン、カルベニシリン、
クロラムフェニコール、ストレプトマイシン、カナマイシン、ジェネティシン、ネオマイ
シン及びテトラサイクリンに対する耐性遺伝子が用いられてもよい。
【０１１５】
　本発明の組換えベクターは、回収される目的タンパク質、すなわち、短鎖インスリンア
ナログ、プロインスリンまたはインスリンアナログの精製を容易にするために、必要に応
じて他の配列をさらに含んでもよい。前記さらに含まれる配列は、タンパク質精製のため
のタグ配列であってもよく、例えば、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（Pharmacia、U
SA）、マルトース結合タンパク質（NEB、USA）、ＦＬＡＧ（IBI、USA）及び６つのヒスチ
ジン（hexahistidine）などがあるが、前記例によって目的タンパク質の精製のために必
要な配列の種類が制限されるものではない。
【０１１６】
　前記のようなタグ配列を含む組換えベクターによって発現された融合タンパク質は、ア
フィニティー・クロマトグラフィーによって精製されてもよい。例えば、グルタチオンＳ
トランスフェラーゼが融合した場合には、この酵素の基質であるグルタチオンを用いるこ
とができ、６つのヒスチジンタグが用いられた場合には、Ｎｉ‐ＮＴＡカラムを用いて、
必要な目的タンパク質を容易に回収することができる。
【０１１７】
　本発明において、用語、「形質転換（transformation）」とは、ＤＮＡを宿主細胞内に
導入してＤＮＡが染色体の因子として、または染色体統合完成によって複製可能になるこ
とで、外部のＤＮＡを細胞内に導入して人為的に遺伝的な変異を起こす現象を意味する。
本発明の形質転換方法は、任意の形質転換方法が使用されてもよく、当業界の通常の方法
によって容易に行うことができる。一般的に、形質転換の方法は、ＣａＣｌ２沈殿法、Ｃ
ａＣｌ２沈殿法にＤＭＳＯ（dimethyl sulfoxide）と呼ばれる還元物質を使用することに
より効率を高めたＨａｎａｈａｎ方法、電気穿孔法（electroporation）、リン酸カルシ
ウム沈殿法、原形質融合法、シリコンカーバイド繊維を用いた攪拌法、アグロバクテリア
媒介形質転換法、ＰＥＧを用いた形質転換法、デキストラン硫酸、リポフェクタミン及び
乾燥/抑制媒介された形質転換法などがある。
【０１１８】
　本発明に係るインスリンアナログをコードする核酸を含む組換えベクターを形質転換さ
せるための方法は前記例に限定されず、当業界で一般的に使用される形質転換または形質
感染方法が制限なく使用されてもよい。
【０１１９】
　目的核酸であるインスリンアナログをコードする核酸を含む組換えベクターを宿主細胞
内に導入することにより、本発明の形質転換体（transformant）を獲得することができる
。
【０１２０】
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　本発明に適した宿主は、本発明の核酸を発現するようにする限り、特に制限されない。
本発明に用いられる宿主の特定の例としては、大腸菌（E. coli）のようなエシェリキア
（Escherichia）属細菌；バチルス・サブチリス（Bacillus subtilis）のようなバチルス
（Bacillus）属細菌；シュードモナス・プチダ（Pseudomonas putida）のようなシュード
モナス（Pseudomonas）属細菌；ピキア・パストリス（Pichia pastoris）、サッカロマイ
セス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）、シゾサッカロミセス・ポンベ（Schizo
saccharomyces pombe）のような酵母；スポドプテラ・フルギペルダ（ＳＦ９）のような
昆虫細胞；及びＣＨＯ、ＣＯＳ、ＢＳＣなどの動物細胞がある。具体的には、宿主細胞に
大腸菌を用いてもよいが、これに制限されない。
【０１２１】
　本発明を具現するための他の様態は、前記形質転換体を用いてインスリンアナログを製
造する方法を提供する。
【０１２２】
　具体的には、下記段階を含む前記インスリンアナログを製造する方法を提供する：
　ａ）前記インスリンアナログをコードする核酸を含む形質転換体を培養してインスリン
アナログを発現させる段階；及び
　ｂ）発現されたインスリンアナログを分離及び精製する段階。
【０１２３】
　本発明で形質転換体の培養に用いられる培地は、適切な方法で宿主細胞培養の要件を満
たす必要がある。宿主細胞の生長のために培地中に含まれうる炭素源は、製造された形質
転換体の種類に応じて当業者の判断により適宜選択することができ、培養時期及び量を調
節するために適当な培養条件を採用することができる。
【０１２４】
　用いられる糖源としては、グルコース、サッカロース、ラクトース、フルクトース、マ
ルトース、デンプン、セルロースなどの糖及び炭水化物、大豆油、ひまわり油、ヒマシ油
、ココナッツ油などの油及び脂肪、パルミチン酸、ステアリン酸、リノール酸のような脂
肪酸、グリセロール、エタノールなどのアルコール、酢酸などの有機酸が含まれる。これ
らの物質は、個別的に、または混合物として用いられてもよい。
【０１２５】
　用いられる窒素源としては、ペプトン、酵母抽出物、肉汁、麦芽抽出物、トウモロコシ
浸漬液、大豆、小麦、及び尿素または無機化合物、例えば硫酸アンモニウム、塩化アンモ
ニウム、リン酸アンモニウム、炭酸アンモニウム及び硝酸アンモニウムが含まれる。窒素
源も、個別的に、または混合物として 用いられてもよい。
【０１２６】
　用いられるリン源としては、リン酸二水素カリウムまたはリン酸水素二カリウムまたは
相応するナトリウム含有塩が含まれる。また、培養培地は成長に必要な硫酸マグネシウム
または硫酸鉄のような金属塩を含有してもよい。
【０１２７】
　最後に、前記物質に加えて、アミノ酸及びビタミンのような必須成長物質が用いられて
もよい。また、培養培地に適切な前駆体が用いられてもよい。前記された原料は、培養中
に培養物に適切な方法によって回分式または連続式で添加されてもよい。水酸化ナトリウ
ム、水酸化カリウム、アンモニアのような塩基性化合物またはリン酸または硫酸のような
酸化合物を適切な方法で用いて培養物のｐＨを調節してもよい。また、脂肪酸ポリグリコ
ールエステルのような消泡剤を用いて気泡生成を抑制してもよい。好気状態を維持するた
めに培養物内の酸素または酸素含有ガス（例えば、空気）を注入する。
【０１２８】
　本発明に係る形質転換体の培養は、通常２０℃～４５℃、具体的には、２５℃～４０℃
の温度で行われる。また、培養は、所望のインスリンアナログの生成量が最大に得られる
まで継続されるが、このような目的のために培養は、通常、１０～１６０時間持続しても
よい。
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【０１２９】
　前述したように、宿主細胞に応じて適切な培養条件を造成することによって、本発明に
係る形質転換体はインスリンアナログを生産するようになり、ベクターの構成及び宿主細
胞の特徴に基づいて生産されたインスリンアナログは、宿主細胞の細胞質内、原形質膜空
間（periplasmic space）または細胞外に分泌される。
【０１３０】
　宿主細胞内または外に発現されたタンパク質は、通常の方法で精製することができる。
精製方法の例としては、塩析（例えば、硫酸アンモニウム沈殿、リン酸ナトリウム沈殿な
ど）、溶媒沈殿（例えば、アセトン、エタノールなどを用いたタンパク質画分沈殿など）
、透析、ゲルろ過、イオン交換、逆相カラムクロマトグラフィーのようなクロマトグラフ
ィー及び限外ろ過などの手法を単独または組み合わせて適用することができる。
【０１３１】
　本発明の具体例では、形質転換体から封入体形態で発現されたインスリンアナログを分
離及び精製するために、下記段階をさらに含んでもよい：
　ｂ‐１）前記ａ）段階の培養液から形質転換体を収穫して破砕する段階；
　ｂ‐２）破砕された細胞溶解物から発現されたインスリンアナログを回収してリフォー
ルディングする段階；
　ｂ‐３）リフォールディングされたインスリンアナログを、陽イオン交換クロマトグラ
フィーで精製する段階；
　ｂ‐４）精製されたインスリンアナログをトリプシンとカルボペプチダーゼＢで処理す
る段階；
　ｂ‐５）処理されたインスリンアナログを陽イオン交換クロマトグラフィー及び陰イオ
ン交換クロマトグラフィーまたは逆相クロマトグラフィーで順次精製する段階。
【０１３２】
　本発明を具現するための他の様態は、有効成分として前記インスリンアナログを含む組
成物、例えば、薬学的組成物を提供する。
【０１３３】
　前記薬学的組成物は、インスリン関連疾患、例えば、糖尿病の治療用薬学的組成物であ
ってもよい。
【０１３４】
　前記インスリンアナログについては、先に説明した通りである。
【０１３５】
　本発明において、用語、「インスリン関連疾患」は、インスリンの生理活性がないか、
または低いため発生するか進行する疾患であって、例えば、糖尿病が挙げられるが、特に
これに制限されない。
【０１３６】
　本発明に係るインスリンアナログを含む薬学的組成物は、薬学的に許容可能な担体を含
んでもよい。
【０１３７】
　本発明において、用語、「薬学的に許容可能な」とは、治療効果を示すことができるほ
どの十分な量と副作用を起こさないことを意味し、疾患の種類、患者の年齢、体重、健康
、性別、患者の薬物に対する敏感度、投与経路、投与方法、投与回数、治療期間、配合ま
たは同時使用される薬物など医学分野でよく知られている要素に応じて、当業者によって
容易に決定することができる。
【０１３８】
　薬学的に許容される担体は、経口投与時には結合剤、滑沢剤、崩壊剤、賦形剤、可溶化
剤、分散剤、安定化剤、懸濁化剤、色素、及び香料などを使用することができ、注射剤の
場合には、緩衝剤、保存剤、無痛化剤、可溶化剤、等張化剤及び安定化剤などを混合して
使用することができ、局所投与用の場合には、基剤、賦形剤、潤滑剤、及び保存剤などを
使用することができる。本発明の薬学的組成物の剤形は、上述したような薬学的に許容さ
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れる担体と混合して多様に製造することができる。例えば、経口投与の際には、錠剤、ト
ローチ、カプセル、エリキシル、サスペンション、シロップ及びウエハーなどの形態で製
造することができ、注射剤の場合には、単位投薬アンプルまたは多数回投薬形態で製造す
ることができる。その他にも溶液、懸濁液、錠剤、丸薬、カプセル及び徐放性製剤などで
剤形化することができる。
【０１３９】
　一方、剤形化に適合した担体、賦形剤及び希釈剤の例としては、ラクトース、デキスト
ロース、スクロース、ソルビトール、マンニトール、キシリトール、エリスリトール、マ
ルチトール、澱粉、アカシア、アルギン酸、ゼラチン、リン酸カルシウム、ケイ酸カルシ
ウム、セルロース、メチルセルロース、微晶質セルロース、ポリビニルピロリドン、水、
メチルヒドロキシベンゾエート、プロピルヒドロキシベンゾエート、タルク、ステアリン
酸マグネシウムまたは鉱物油などが使用されることができる。また、充填剤、抗凝集剤、
潤滑剤、湿潤剤、香料、乳化剤、及び防腐剤などをさらに含むことができる。
【０１４０】
　また、本出願のインスリンアナログは、本出願の組成物の総重量に対して０．００１重
量％～１０重量％で含まれてもよいが、特にこれに制限されるものではない。
【０１４１】
　本発明を具現するための他の様態は、前記インスリンアナログまたはこれを有効成分と
して含む薬学的組成物を、これを必要とする個体に投与する段階を含む、インスリン関連
疾患、例えば、糖尿病を治療する方法を提供する。
【０１４２】
　前記インスリンアナログ及び薬学的組成物については、先に説明した通りである。
【０１４３】
　本発明で、「投与」は、任意の適切な方法で患者に所定の物質を導入することを意味し
、前記アナログの投与経路は、薬物が目的の組織に到達することができる限り、いかなる
一般的な経路を通じて投与されてもよい。腹腔内投与、静脈内投与、筋肉内投与、皮下投
与、皮内投与、経口投与、局所投与、鼻内投与、肺内投与、及び直腸内投与などが挙げえ
られるが、これらに制限されない。しかし、経口投与時のペプチドは消化されるので、経
口用組成物は、活性薬剤をコーティングしたり、胃での分解から保護されるように剤形化
することが望ましい。好ましくは注射剤の形態で投与してもよい。また、薬学的組成物は
、有効成分が標的細胞に移動することができる任意の装置によって投与してもよい。
【０１４４】
　また、本発明の薬学的組成物は、治療する疾患、投与経路、患者の年齢、性別、体重、
及び疾患の重症度などのいくつかの関連因子と一緒に、有効成分である薬物の種類に応じ
て決定される。本発明の薬学的組成物は、生体内の持続性が優れているので、本発明の薬
学的組成物の投与回数及び頻度を著しく減少させることができる。
【０１４５】
　本発明の組成物の総有効量は、単一投与量（single dose）で患者に投与されてもよく
、複数の投与量（multiple dose）で長期間投与される分割治療方法（fractionated trea
tment protocol）によって投与されてもよい。本発明の薬学的組成物は、疾患の程度に応
じて有効成分の含量を異にすることができる。具体的には、本発明のインスリンアナログ
の好ましい全体容量は、一日に患者の体重１ｋｇ当たり約０．０００１ｍｇ～５００ｍｇ
であってもよい。
【０１４６】
　しかし、前記インスリンアナログの容量は、薬学的組成物の投与経路及び治療回数だけ
でなく、患者の年齢、体重、健康状態、性別、疾患の重症度、食物や排泄率など、さまざ
まな要因を考慮して、患者の有効投与量が決定されるので、このような点を考慮すると、
当分野の通常の知識を有する者であれば、前記本発明の組成物の特定の用途に応じた適切
な有効投与量を決定することができる。本発明に係る薬学的組成物は、本発明の効果を示
す限り、その剤形、投与経路及び投与方法に特に制限されない。
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【０１４７】
　本発明を具現するための他の一つの様態は、薬剤の製造において、前記インスリンアナ
ログの用途である。
【０１４８】
　一つの様態として、前記薬剤は、インスリン関連疾患の予防または治療用であるが、特
にこれに制限されない。
【０１４９】
　他の様態として、糖尿病の予防または治療用であるが、特にこれに制限されない。
【０１５０】
　本発明を具現するための他の一つの様態は、インスリン関連疾患、具体的には、糖尿病
の治療において、前記インスリンアナログの用途である。
【０１５１】
　前記インスリンアナログ、インスリン関連疾患については、先に説明した通りである。
【０１５２】
　以下、下記実施例により本発明をより詳細に説明する。但し、下記実施例は、本発明を
例示するためのもので、本発明の範囲がこれに限定されるものではない。
【０１５３】
　実施例１：短鎖インスリンアナログ発現ベクターの製作
　保有している天然型インスリン発現ベクターを鋳型とし、Ａ鎖またはＢ鎖のアミノ酸を
一つずつ変形させたインスリンアナログを製作するために順方向及び逆方向オリゴヌクレ
オチドを合成した後（表２）、ＰＣＲを行い、それぞれのアナログ遺伝子を増幅した。
【０１５４】
　下記表１に、それぞれのＡ鎖またはＢ鎖のアミノ酸の変化配列及びアナログ名を示した
。つまり、アナログ１の場合は、Ａ鎖の１４番チロシン（Ｙ）がヒスチジン（Ｈ）に置換
、アナログ６の場合、Ｂ鎖の１６番チロシンがグルタミン酸（Ｅ）に置換された形態であ
る。
【０１５５】
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【０１５６】
　インスリンアナログ増幅のためのプライマーは、表２に示した。
【０１５７】
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【０１５８】



(30) JP 2019-531075 A 2019.10.31

10

20

30

40

50

【表３】

【０１５９】
　インスリンアナログ増幅のためのＰＣＲ条件は、９５℃で３０秒、５５℃で３０秒、６
８℃で６分であり、このプロセスを１８回繰り返した。このような条件で得られたインス
リンアナログ断片は、細胞内の封入体形態で発現させるためにｐＥＴ２２ｂベクターに挿
入されており、このように得られた発現ベクターをｐＥＴ２２ｂインスリンアナログ１～
１３と命名した。前記発現ベクターは、Ｔ７プロモーターの調節下にインスリンアナログ
１～１３のアミノ酸配列をコードする核酸を含む。前記発現ベクターを含む宿主内でのイ
ンスリンアナログのタンパク質を封入体形態で発現させた。
【０１６０】
　表３に、それぞれのインスリンアナログ１～１３のＤＮＡ配列及びタンパク質配列を示
した。
【０１６１】
　それぞれの配列変更確認はＤＮＡ配列分析を通じて確認し、その結果、それぞれのイン
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【０１６２】
【表４】

【０１６３】



(32) JP 2019-531075 A 2019.10.31

10

20

30

40

【表５】

【０１６４】
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【表６】

【０１６５】
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【表７】

【０１６６】
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【表８】

【０１６７】
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【表９】

【０１６８】
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【表１０】

【０１６９】
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【０１７０】
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【表１２】

【０１７１】
　実施例２：組換えインスリンアナログの融合ペプチドの発現
　Ｔ７プロモーター調節下の組換えインスリンアナログの発現を行った。それぞれの組換
えインスリンアナログの発現ベクターとしてE.coli ＢＬ２１‐ＤＥ３（ E. coli B F-dc
m ompT hsdS(rB-mB-) gal λDE3)；Novagen）を形質転換した。形質転換の方法は、Ｎｏ
ｖａｇｅｎ社で推薦する方法に従った。各組換え発現ベクターが形質転換された個々の単
一コロニーをとり、アンピシリン（５０μｇ／ ｍｌ）が含まれた２Ｘルリアブロス（Lur
ia Broth、LＢ）培地に接種し、３７℃で１５時間培養した。組換え菌株の培養液と３０
％グリセロールを含む２Ｘ ＬＢ培地を１：１（ｖ／ｖ）の割合で混合して、各１ｍｌず
つクライオチューブに分注して－１４０℃に保管した。これを組換え融合タンパク質の生
産のための細胞ストック（cell stock）として使用した。
【０１７２】
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　遺伝子組換えインスリンアナログの発現のためには、各細胞ストック1バイアルを溶か
し、５００ ｍｌの２Ｘルリアブロスに接種し、３７℃で１４～１６時間振とう培養した
。 ＯＤ６００の値が５．０以上を示すと培養を終了し、これを種培養液として使用した
。５０Ｌ発酵器（MSJ‐U2、B.E.MARUBISHI、日本）を用いて、種培養液を１７Ｌの発酵培
地に接種し、初期バス（bath）発酵を開始した。培養条件は、温度３７℃、空気量２０Ｌ
／分（１ ｖｖｍ）、攪拌速度５００ｒｐｍ及び３０％アンモニア水を使用してｐＨ ６．
７０に維持した。発酵の進行は、培養液内の栄養素が制限されたとき、追加の培地（feed
ing solution）を添加して流加培養を行った。菌株の成長は、ＯＤ値によってモニタリン
グし、ＯＤ値が１００以上で最終濃度５００μＭのＩＰＴＧで導入した。培養は導入後、
約２３～２５時間までさらに進行し、培養終了後に遠心分離器を用いて組換え菌株を収得
して使用時まで－８０℃で保管した。
【０１７３】
　実施例３：組換えインスリンアナログの回収及びリフォールディング（refolding）
　前記実施例２で発現させた組換えインスリンアナログを可溶性の形態に変えるために細
胞を破砕してリフォールディングした。細胞ペレット１００ｇ（wet weight）を１Ｌの溶
解緩衝液（５０ ｍＭ Ｔｒｉｓ‐ＨＣｌ（ｐＨ９．０）、１ ｍＭ ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０
）、０．２ Ｍ ＮａＣｌと０．５％トリトンＸ‐１００）に再浮遊した。微細溶液化プロ
セッサＭｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｚｅｒ（Microfluidic Corp. Model M‐110EH‐30）を使
用して、１５，０００ｐｓｉの圧力で実行して細胞を破砕した。破砕された細胞溶解物を
７，０００ｒｐｍで４～８℃で２０分間遠心分離して上澄液を捨て、３Ｌの洗浄緩衝液（
０．５％トリトンＸ‐１００と５０ｍＭ Ｔｒｉｓ‐ＨＣｌ（ｐＨ８．０）、０．２Ｍ Ｎ
ａＣｌ、１ｍＭ ＥＤＴＡ）に再浮遊した。７，０００ ｒｐｍで４～８℃で２０分間遠心
分離してペレットを蒸留水に再浮遊した後、同様の方法で遠心分離した。ペレットをとり
、緩衝液（１Ｍ Ｌ‐グリシン、３．７８ ｇ Ｌ‐システイン‐ＨＣｌ、ｐＨ １０．６）
に再浮遊して、常温で１時間攪拌した。再浮遊された遺伝子組換えインスリンアナログの
回収のために８Ｍウレアを追加した後、３～５時間攪拌した。可溶化された組換えプロイ
ンスリンアナログのリフォールディング（refolding）のために７，０００ ｒｐｍで４～
８℃で３０分間遠心分離した後、上澄液を取った後、還元剤（１５ｍＭ Ｌ‐システイン
‐ＨＣｌ）を１時間処理し、ここに一定の倍数の蒸留水を蠕動ポンプ（peristaltic pump
）を用いて入れながら４～８℃で１２時間以上攪拌した。
【０１７４】
　実施例４：陽イオン交換クロマトグラフィー精製
　４５%エタノールを含む２０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ２．０）緩衝液で平衡化さ
れたＳＰ ＦＦ（GE healthcare社）カラムに再接合が終わった試料を結合させた後、塩化
カリウム０．５ Ｍと４５%エタノールを含む２０ ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ２．０
）緩衝液を用いて濃度が０％から１００％になるように１０カラム容量の直線濃度勾配で
インスリンアナログタンパク質を溶出した。
【０１７５】
　実施例５：トリプシン（Trypsin）とカルボキシペプチダーゼＢ（Carboxypeptidase B
）の処理
　溶出された試料を限外ろ過膜で塩を除去し、緩衝溶液（１０ｍＭ Ｔｒｉｓ‐ＨＣｌ、
ｐＨ８．０）に交替した。得られた試料タンパク量の約３０，０００モル比に該当するト
リプシンと約３，０００モル比に該当するカルボキシペプチダーゼＢを添加した後、４～
８℃で１６時間以上攪拌した。
【０１７６】
　実施例６：陽イオン交換クロマトグラフィー精製
　反応が終わった試料を４５％エタノールを含む２０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ２．
０）緩衝液で平衡化されたＳＰ ＨＰ（GE healthcare社）カラムに再度結合させた後、塩
化カリウム０．５ Ｍ と４５％エタノールを含む２０ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ２．
０）緩衝液を用いて濃度が０％から１００％になるように１０カラム容量の直線濃度勾配
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でインスリンアナログタンパク質を溶出した。
【０１７７】
　実施例７：逆相クロマトグラフィー精製
　前記実施例６で得られた試料から純粋なインスリンアナログを純粋分離するためにリン
酸ナトリウムとイソプロパノールを含む緩衝液で平衡化された逆相クロマトグラフィーＳ
ｏｕｒｃｅ３０ＲＰＣ（GE healthcare、米国）に結合させた後、リン酸ナトリウムとイ
ソプロパノールを含む緩衝液を用いて直線濃度勾配でインスリンアナログタンパク質を溶
出した。
【０１７８】
　このように精製されたインスリンアナログは、タンパク質電気泳動（ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ
、図１）及び高圧クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を用いて分析し、この中で代表として
インスリンアナログ９番、１０番、１１番、１２番の純度分析の結果を示した（図２）。
【０１７９】
　実施例８：インスリンアナログのインスリン受容体の結合力の比較
　インスリンアナログのインスリン受容体結合力を測定するために、ＳＰＡ（Scintillat
ion Proximity assay）方法を用いて分析した。９６ウェルピコプレート（pico‐plate）
にインスリン受容体が発現されたＣＨＯ細胞株の細胞膜とＰＶＴ ＳＰＡビーズを一緒に
入れた。インスリン受容体に対する結合力を確認するために、１０個以上の濃度に希釈し
たヒトインスリン及びそれぞれのインスリンアナログ、そして競争相手として、放射性同
位元素である１２５ヨウ素が付着したインスリンを一緒に入れた後、常温で４時間の競争
反応させた。４時間後、ベータカウンターを用いてインスリン受容体の結合力を測定した
。各物質の結合力は、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ソフトウェアを使用してＩＣ５０

に算出し、ヒトインスリンのインスリン受容体結合力に対する相対的なインスリンアナロ
グのインスリン受容体結合力に数値化した。
【０１８０】
　その結果、ヒトインスリンに比べてインスリンアナログ（１番）は９０％、インスリン
アナログ（２番）は９５％、インスリンアナログ（３番）は１．０％、インスリンアナロ
グ（４番）は＜０．１％、インスリンアナログ（６番）は２０％、インスリンアナログ（
７番）は８．５％、インスリンアナログ（９番）は７９％、インスリンアナログ（１０番
）は７９％、インスリンアナログ（１１番）は２４％、インスリンアナログ（１２番）は
＜０．１％、インスリンアナログ（１３番）は＜０．１％の受容体結合力が確認された（
表４）。このように、本発明のインスリンアナログは、天然型インスリンに比べてインス
リン受容体結合力が減少したことを観察した。
【０１８１】
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【表１３】

【０１８２】
　実施例９：インスリンアナログ１０のインビトロ効力の比較
　インスリンアナログ１０のインビトロ効力を測定するために、脂肪細胞に分化させたマ
ウス由来の３Ｔ３‐Ｌ１細胞株を用いたグルコース吸収能（Glucose uptake、または脂質
合成）試験を実施した。３Ｔ３‐Ｌ１細胞を１０％ＮＢＣＳ（新生仔牛血清）を含むＤＭ
ＥＭ（Dulbeco's Modified Eagle's Medium、Gibco、Cat.No、12430）培地を用いて、週
２～３回継代培養し維持した。３Ｔ３‐Ｌ１細胞を分化用培地（１０％ＦＢＳを含むＤＭ
ＥＭ）を用いて懸濁した後、４８ウェルのプレートにウェル当り５×１０４個になるよう
に接種して４８時間培養した。脂肪細胞への分化のために、分化用培地に１μｇ／ｍＬヒ
トインスリン（Sigma, Cat. No. I9278）、０．５μＭＩＢＭＸ（3-isobutyl-1-methylxa
nthine, Sigma, Cat. No.I5879）、及び１μＭデキサメタゾン（Sigma, Cat. No. D4902
）を混合し、既存培地を除去した後、ウェル当り２５０μｌずつ入れた。４８時間後、分
化用培地に１μg／ｍＬのヒトインスリンのみを添加した培地に再度交換した。以後、４
８時間ごとに１μg／ｍＬのヒトインスリンを添加した分化用培地に交換しながら、１２
日間脂肪細胞への分化が誘導されることを確認した。グルコース吸収能の試験のために、
分化が終わった細胞を無血清ＤＭＥＭ培地で１回水洗した後、２５０μｌずつ無血清ＤＭ
ＥＭを入れて４時間血清の枯渇を誘導した。ヒトインスリンとインスリンアナログ１０を
１０μＭから０．００１ｎＭまで無血清ＤＭＥＭ培地で１０倍に順次希釈して用意した。
用意された試料を細胞にそれぞれ２５０μｌずつ添加した後、２４時間、３７℃、５％Ｃ
Ｏ２培養器で培養した。培養が終わった培地のグルコース残量を測定するために、２００
μｌの培地を取って、Ｄ‐ＰＢＳでそれぞれ５倍に希釈してＧＯＰＯＤ（GOPOD Assay Ki
t, Megazyme, Cat. No. K-GLUC）分析を行った。グルコース標準溶液の吸光度を基準に培
地の残りのグルコース濃度を換算してグルコース吸収能に対するＥＣ５０をそれぞれ算出
した。
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【０１８３】
　総３回の試験を繰り返し、その結果、ヒトインスリンとインスリンアナログ１０の Ｅ
Ｃ５０はそれぞれ１４．４±１．０ｎＭと７．８±０．７ｎＭに算出された。つまり、ヒ
トインスリンに比べてインスリンアナログ１０は１８５．５±２５．７％のグルコース吸
収能を有することが確認された（図３）。
【０１８４】
　実施例10：インスリンアナログ１０の細胞安定性の比較
　インスリンアナログ１０の細胞安定性を確認するためにヒト由来のＨｅｐＧ２細胞株を
用いて試験を実施した。まず、ＨｅｐＧ２細胞を、１０％ＦＢＳを含むＤＭＥＭ培地を用
いて、週２～３回継代培養し維持した。２４ウェルのプレートにポリ‐Ｌ‐リジン（Trev
igen, Cat.No. 3438-100-01）をウェル当り３００μｌずつ入れて３７℃で２時間コーテ
ィングした。冷たいＤ‐ＰＢＳで２回水洗した後、ＨｅｐＧ２細胞を培養用培地（１０％
ＦＢＳを含むＤＭＥＭ）を用いて懸濁した後、２４ウェルのプレートのウェル当り１×１
０５個となれるように接種して２４時間培養した。試験用培地（２％ＦＢＳ を含むＤＭ
ＥＭ）を用いて細胞を水洗した後、ヒトインスリンとインスリンアナログ１０を５００ｎ
Ｍずつ含む試験用培地を各ウェル当り５００μｌずつ入れた。以降、０、２、６、９、２
４、４８時間、３７℃、５％ＣＯ２培養器で培養した後、培養が終わったら培地を回収し
て冷凍保管した。培地内インスリン残量を測定するためにＰＢＳ‐Ｔで１００倍に希釈し
て、ヒトインスリンＥＬＩＳＡキット（Alpco, Cat.No. 80-INSHU-E10.1）を用いて分析
を行った。
【０１８５】
　総３回の試験を繰り返し、その結果、０時間に比べて４８時間培養後、培地内インスリ
ンの残量がヒトインスリンとインスリンアナログ１０それぞれ２０．９±１１．４％と７
２．７±５．７％と算出された。つまり、ヒトインスリンと比べてインスリンアナログ１
０は、より優れた細胞の安定性を示すことが確認された（図４）。
【０１８６】
　以上の説明から、本発明が属する技術分野の当業者は、本発明がその技術的思想や必須
の特徴を変更せず、他の具体的な形態で実施されることを理解できるだろう。これに関連
し、以上で記述した実施例は、すべての面で例示的なものであり、限定的なものではない
ものとして理解しなければならない。本発明の範囲は、前記の詳細な説明ではなく、後述
する特許請求の範囲の意味及び範囲、そしてその等価概念から導き出されるすべての変更
または変形された形態が本発明の範囲に含まれるものと解釈されるべきである。
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