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(57)【要約】
　本発明は、分子間結合を形成可能なシステイン残基を2つだけ含む新規のβ-AR相同シク
ロペプチド変異体、これらのシクロペプチド変異体を形成し得る直鎖ペプチドならびにこ
れらのシクロペプチド変異体および直鎖ペプチドをコードする核酸分子に関する。さらに
、前記核酸分子を含むベクターおよび組換え宿主細胞、ならびに開示されるシクロペプチ
ドを製造するための方法が提供される。さらに、本発明のペプチド、核酸分子、ベクター
または宿主細胞を含む組成物が提供される。本発明はまた、本発明のペプチドの利点を利
用する治療的および診断的な手段、方法および使用、ならびに抗β1アドレナリン作動性
レセプター抗体のような抗βアドレナリン作動性レセプター抗体を検出するための手段、
方法および使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式I：

（式中
a) xはCys以外のアミノ酸であり；
b) hは1～15の任意の整数であり；
c) iは0～14の任意の整数であり；
d) xa、xbおよびxcの1つはProであり；
e) yはCys以外のアミノ酸であり；
f) 環状ペプチドは少なくとも16個から多くとも25個のアミノ酸からなる）
の環状ペプチド。
【請求項２】
　e)β1-アドレナリン作動性レセプター（β1-AR）のECIIループに対する（自己）抗体に
結合し得る；
f) β1-ARとβ1-ARのECIIループに対する（自己）抗体の相互作用を阻害し得る；
g) β1-ARのECIIループの天然コンホメーション中に提示される（1つまたは複数の）エピ
トープを模倣する；および/または
h) 抗体媒介性のβ1-ARの活性化を減少し得る、
請求項１記載の環状ペプチド。
【請求項３】
　yが個々におよび独立して、極性アミノ酸からなる群より選択される、請求項１または
２記載の環状ペプチド。
【請求項４】
　yがSerまたはSerアナログである、請求項１～３いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項５】
　hが5、8または9である、請求項１～４いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項６】
　iが3、4または6である、請求項１～５いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項７】
　式I’またはI’’：

（式中、xIはAla、Gly、Val、ThrまたはSerであり、xIIIはArgである）
の環状ペプチドである、請求項１～６いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項８】
　式I’’’またはI’’’’：

（式中、xIIはGln、Glu、AspまたはAsnであり、xIVはGlyまたはGlyアナログである）
の環状ペプチドである、請求項１～７いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項９】
　xIがAlaである、請求項７または８記載の環状ペプチド。
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【請求項１０】
　xIIがGlnまたはGluである、請求項７～９いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１１】
　xIIがDGluである、請求項７～１０いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１２】
　xcがProである、請求項１～１１いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１３】
　xbが酸性アミノ酸である、請求項１～１２いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１４】
　yがProでない、および/またはxa、xbもしくはxc以外のxがProでない、請求項１～１３
いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１５】
　式II、IIIまたはIII’：

（式中
a) x1は個々におよび独立して酸性アミノ酸からなる群より選択される；および/または
b) x2は個々におよび独立して塩基性アミノ酸からなる群より選択される）
の環状ペプチドである、請求項１～１４いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１６】
　式IV、VまたはV’：

（式中
a) x1は個々におよび独立して酸性アミノ酸からなる群より選択される；
b) x2は個々におよび独立して塩基性アミノ酸からなる群より選択される；
c) x3は個々におよび独立してLeu、Ile、Val、Met、Trp、TyrおよびPheからなる群より選
択される；
d) x4は個々におよび独立してSer、Thr、AlaおよびGlyからなる群より選択される；およ
び/または
e) x5は個々におよび独立してGlnおよびAsnからなる群より選択される）
の環状ペプチドである、請求項１～１５いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１７】
　アミノ酸鎖
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（式中、Xxx1は請求項１のa)、請求項１５のa)および請求項１６のa)のいずれかで規定さ
れ、Xxx3は請求項１のa)または請求項１６のc)で規定され、および/またはXxx4は請求項
１のa)または請求項１６のd)で規定される）
を含む、請求項１～１６いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１８】
　アミノ酸鎖

を含む、請求項１～１７いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１９】
　a) 配列番号:41、43、1～4および17～20のいずれか1つで示されるアミノ酸配列で形成
され得るかまたは該アミノ酸配列で形成される環状ペプチド；
b) 配列番号:42、44、9～12、25～28、49、50、53および54のいずれか1つで示されるヌク
レオチド配列にコードされるアミノ酸配列で形成され得るかまたは該アミノ酸配列で形成
される環状ペプチド；
c) 遺伝コードの縮重のために配列番号:42、44、9～12、25～28、49、50、53および54の
いずれか1つで示されるヌクレオチド配列とは異なるヌクレオチド配列にコードされるア
ミノ酸配列で形成され得るかまたは該アミノ酸配列で形成される環状ペプチド；ならびに
d) 式VI～IX’：

のいずれかの環状ペプチド
からなる群より選択される環状ペプチドである、請求項１～１８いずれか記載の環状ペプ
チド。
【請求項２０】
　酸性アミノ酸の少なくとも1つが、酸性アミノ酸からなる群より選択される異なるアミ
ノ酸で置き換えられる、請求項１９記載の環状ペプチド。
【請求項２１】
　塩基性アミノ酸の少なくとも1つが、塩基性アミノ酸からなる群より選択される異なる
アミノ酸で置き換えられる、請求項１９または２０記載の環状ペプチド。
【請求項２２】
　脂肪族アミノ酸残基の少なくとも1つが、脂肪族アミノ酸からなる群より選択される異
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なるアミノ酸で置き換えられる、請求項１９～２１いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項２３】
　S-S結合、ペプチド結合、C-CまたはC=Cなどの炭素結合、エステル結合、エーテル結合
、アゾ結合、C-S-C結合、C-N-C結合およびC=N-C結合からなる群より選択される共有結合
である少なくとも1つの結合により環化が起こる、請求項１～２２いずれか記載の環状ペ
プチド。
【請求項２４】
　S-S結合およびペプチド結合である少なくとも2つの結合により環化が起こる、請求項１
～２３いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項２５】
　前記S-S結合がペプチドの2つのCys残基により形成される、請求項２３または２４記載
の環状ペプチド。
【請求項２６】
　前記ペプチド結合が、N末端アミノ酸のNH2基およびC末端アミノ酸のCOOH基で形成され
る、請求項２３～２５いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項２７】
　構成アミノ酸のNH2基およびCOOH基の側鎖によりさらなる結合が形成される、請求項２
３～２６いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項２８】
　請求項１～２７いずれか記載の環状ペプチドのアミノ酸主鎖をコードする核酸分子。
【請求項２９】
　配列番号:9～12、25～28、42および44のいずれか1つで示されるヌクレオチド配列また
は遺伝コードの縮重のためにそれらと異なるヌクレオチド配列を含む、請求項２８記載の
核酸分子。
【請求項３０】
　請求項２８または２９記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項３１】
　請求項２８もしくは２９記載の核酸分子または請求項３０記載のベクターを含む、組換
え宿主細胞。
【請求項３２】
　a) (i)請求項３１記載の組換え宿主細胞を、請求項１～２７いずれか記載のポリペプチ
ドのアミノ酸主鎖が発現されるような条件下で培養して、前記アミノ酸主鎖を回収する工
程；または
　(ii)請求項１～２７いずれか記載のポリペプチドのアミノ酸主鎖を化学的に合成する工
程；および
b) 前記アミノ酸主鎖を環化して、請求項１～２７いずれか記載の環状ペプチドを形成す
る工程
を含む、請求項１～２７いずれか記載の環状ペプチドの製造方法。
【請求項３３】
　前記環化が請求項２３～２７いずれかで規定される、請求項３２記載の方法。
【請求項３４】
　それぞれ、前記N末端アミノ酸がAlaもしくはArgであり、前記C末端アミノ酸がGlnもし
くはGluもしくはGlyであるか、または前記N末端アミノ酸がLysであり、前記C末端アミノ
酸がProである、請求項３３記載の方法。
【請求項３５】
　GluがDGluである、請求項３１記載の方法。
【請求項３６】
　請求項３２～３５いずれか記載の方法により得られ得る環状ペプチド。
【請求項３７】
　請求項１～２７および３６のいずれか一項記載の環状ペプチド、請求項２８もしくは２
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９記載の核酸分子、請求項３０記載のベクターまたは請求項３１記載の組換え宿主細胞、
および任意に担体を含む組成物。
【請求項３８】
　前記組成物が医薬組成物であり、前記担体が薬学的に許容され得る担体である、請求項
３７記載の組成物。
【請求項３９】
　医学的介入の必要な患者に、請求項１～２７および３６のいずれか一項記載の環状ペプ
チドおよび/または請求項３８記載の医薬組成物の薬学的活性量、ならびに任意に薬学的
に許容され得る担体を投与する工程を含む、
a) β-アドレナリン作動性レセプター（β-AR）の活性が増強された疾患の治療、改善ま
たは予防；
b) β-ARに対する抗体を有する患者の治療；または
c) 免疫寛容の誘導
のための方法。
【請求項４０】
　a) β-ARの活性が増強された疾患の治療、改善または予防；
b) β-ARに対する抗体を有する患者の治療；または
c) 免疫寛容の誘導
のための、請求項１～２７および３６いずれか一項記載の環状ペプチド、または請求項３
８記載の医薬組成物、および任意に薬学的に許容され得る担体。
【請求項４１】
　前記環状ペプチドが少なくとも1つのさらなる医薬活性剤と共に投与される、または前
記医薬組成物が少なくとも1つのさらなる医薬活性剤を含む、請求項３８～４０いずれか
記載の医薬組成物、方法または環状ペプチド。
【請求項４２】
　前記少なくとも1つのさらなる医薬活性剤がβレセプター遮断薬である、請求項４１記
載の医薬組成物、方法または環状ペプチド。
【請求項４３】
　前記βレセプター遮断薬が選択的β-AR遮断薬である、請求項４２記載の医薬組成物、
方法または環状ペプチド。
【請求項４４】
　前記選択的β-AR遮断薬がアテノロール、メトプロロール、ネビボロールおよびビソプ
ロロールである、請求項４３記載の医薬組成物、方法または環状ペプチド。
【請求項４５】
　βアドレナリン作動性レセプターの活性が増強された前記疾患が心臓疾患であるか、ま
たは前記患者が心臓疾患に苦しむ、請求項３９～４４いずれか記載の方法、環状ペプチド
または医薬組成物。
【請求項４６】
　前記心臓疾患が、感染性および非感染性心臓疾患、虚血性および非虚血性心臓疾患、炎
症性心臓疾患および心筋炎、心臓拡張、特発性心筋症、（特発性）拡張型心筋症（DCM）
、免疫心筋症、心不全、ならびに心室性および/または上室性期外捕捉収縮などの任意の
心臓不整脈ならびに心房細動および/または心房粗動などの任意の心房性不整脈からなる
群より選択される、請求項４５記載の方法または環状ペプチドまたは医薬組成物。
【請求項４７】
　前記心臓疾患が（特発性）DCMである、請求項４５または４６記載の方法または環状ペ
プチドまたは医薬組成物。
【請求項４８】
　前記疾患がβ-ARに対する抗体により誘導される、請求項３９～４７いずれか記載の方
法、環状ペプチドまたは医薬組成物。
【請求項４９】
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　前記免疫寛容の誘導が、β-ARに対する抗体の産生の抑制により得られる、請求項３９
～４４いずれか記載の方法、環状ペプチドまたは医薬組成物。
【請求項５０】
　前記免疫寛容の誘導が、抗体産生早期B細胞および記憶B細胞の抗原認識部位の遮断を介
したβ-ARに対する抗体の産生の抑制により得られる、請求項４９記載の方法、環状ペプ
チドまたは医薬組成物。
【請求項５１】
　前記環状ペプチドまたは前記医薬組成物が、少なくとも0.05mgの前記環状ペプチド/体
重kgが達成されるように投与される、請求項３９～５０いずれか記載の方法、環状ペプチ
ドまたは医薬組成物。
【請求項５２】
　請求項１～２７および３６のいずれか一項記載の環状ペプチドと検出対象の抗体を接触
させる工程を含む、（試料中の）β-ARに対する抗体の検出方法。
【請求項５３】
　前記β-ARがβ1-ARである、請求項３９～５２いずれか記載の方法、環状ペプチドまた
は医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、分子内結合を形成することができるシステイン残基を2つだけ含む新規なβ-
AR相同シクロペプチド変異体、これらのシクロペプチド変異体を形成し得る線状ペプチド
、ならびにこれらのシクロペプチド変異体および線状ペプチドをコードする核酸分子に関
する。さらに、前記核酸分子を含むベクターおよび組換え宿主細胞ならびに開示したシク
ロペプチド変異体の作製方法を提供する。さらに、本発明のペプチド、核酸分子、ベクタ
ーまたは宿主細胞を含む組成物を提供する。また、本発明は、本発明のペプチドを利用す
る治療および診断の手段、方法および使用、ならびに抗β1-アドレナリン作動性レセプタ
ー抗体などの抗β-アドレナリン作動性レセプター抗体を検出するための手段、方法およ
び使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　病因が不明である進行性の心臓拡張およびポンプ機能不全は、「特発性」拡張型心筋症
(DCM)と称されている(Richardson 1996 Circulation、93、841-842)。DCMは、重症の心臓
機能不全の主な原因の1つであり、発生数は年間患者100名に上り、有病率は100万人あた
り患者300～400名である(AHA報告2007)。筋細胞構造タンパク質(Morita 2005)をコードす
る遺伝子における変異およびいくつかの心臓毒素、例えば、アルコール、アントラサイク
リンならびに、つい最近では治療的に使用されるモノクローナル抗体(例えば、トラスツ
ズマブ)は、DCM症例の約3分の1の原因となる(Chien 2000、FabrizioおよびRegan 1994)。
しかしながら、残りの3分の2の病因はまだ充分に理解されていない。
【０００３】
　現在、DCMのほとんどは、急性心筋炎をもたらし、免疫系が活性化されると(慢性)自己
免疫性心筋炎に進行し、心臓拡張で重症の鬱血性心臓機能不全をもたらす初期(たいてい
ウイルス)感染により生じると考えられている; 後者の進行は、特に、(a)心臓機能に不可
欠な異なる筋細胞の筋細胞膜タンパク質もしくは膜タンパク質に対する自己抗体の発生(F
reedman 2004、Jahns 2006)、または(b)心筋層の慢性炎症およびウイルス残存(Kuehl 200
5)と関連している場合に起こる。これらの最近の所見は、DCMの患者がしばしば、細胞性
免疫および体液性免疫の両方に改変を有するという事実によってさらに強化されている(J
ahns 2006、Limas 1997、Luppi 1998、Mahrholdt 2006)。かかる条件下では、初期の急性
炎症性反応は、一種の低度の炎症に進行し得(MacLellan 2003)、初期の感染性の誘発物質
に対する異常な、または誤り導かれた免疫応答の発現を助長する(Freedman 2004、Kuehl 
2005、MacLellanおよびLusis 2003、Maekawa 2007、Smulski 2006)。
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【０００４】
　体液性応答の状況において、相当な数のDCM患者に、種々の心臓抗原、例えば、ミトコ
ンドリアタンパク質(例えば、アデニンヌクレオチドトランスロケーター、リポアミドお
よびピルビン酸デヒドロゲナーゼ(Pohlner 1997、Schultheiss 1985、Schultheiss 1988
、Schulze 1999))、筋細胞膜タンパク質(例えば、アクチン、ラミニン、ミオシン、トロ
ポニン(Caforio 2002、Goeser 2006、Li 2006、Neumann 1990、Okazaki 2003))、および
膜タンパク質(例えば、細胞表面アドレナリン作動性もしくはムスカリン作動性レセプタ
ー(Christ、2006、Fu 1993、Jahns 1999b、Magnusson 1994)に対する交差反応性抗体およ
び／または自己抗体が発生していることがわかった。しかしながら、これらのうち、ほん
のわずかの選択された抗体が、心筋組織損傷を引き起こし、それ自体が重症の鬱血性心臓
機能不全を誘導し得るようである。また、個体の遺伝的素因(例えば、それぞれのヒト白
血球抗原(HLA)-および主要組織適合複合体(MHC)-表現型(Limas 1996))もまた、自己指向
免疫反応に対する感受性および疾患の表現型の発現に有意に寄与し得る(Limas 2004、Mac
Lellan 2003)。
【０００５】
　膜レセプターなどの筋細胞表面分子とウイルスまたは細菌のタンパク質間の相同性が、
抗原模倣による内因性心臓自己抗体の合成の機構として提案されている(Hoebeke 1996、M
obini 2004)。ゆっくりと発展する炎症性心筋症であるシャーガス心臓疾患は、この機構
の最も顕著な例の１つである(Elies 1996、Smulski 2006)。該疾患は、原虫クルーズトリ
パノソーマによる感染から生じ、クルーズトリパノソーマのリボソームP2β-タンパク質
とβ1-アドレナリン作動性レセプター(β1-AR)の第2細胞外ループのN末端半分間の分子模
倣により、シャーガス患者の約30%に交差反応性抗体の生成がもたらされる(Ferrari 1995
)。DCMの患者のレセプター-自己抗体は同じループのC末端半分を優先的に認識するため(W
allukat 1995)、これらの抗体が、β1-ARとこれまでまだ同定されていないウイルス病原
体間の分子模倣に由来すると推測された(Magnusson 1996)。内因性心臓自己抗体の生成を
もたらす別の-おそらくより関連性のある-機構は、これまで免疫系に隠されていた、初期
の心臓損傷後の、筋細胞膜または細胞質からの「危険な量」の抗原決定基の(急なまたは
慢性)遊離であり得る。かかる損傷は、ほとんどが急性感染性(心筋炎)、毒性または虚血
性の心臓疾患(心筋梗塞)時に起こり、筋細胞アポトーシスまたは壊死をもたらす(Caforio
 2002、Rose 2001)。次いで、免疫系への心筋自己抗原の提示により自己免疫応答が誘導
され得、これにより、最悪の場合、細胞性(例えば、T細胞)、もしくは体液性(例えば、B
細胞)免疫応答、または先天性免疫系および後天性免疫系の両方の共活性化のいずれかを
伴う免疫媒介性筋細胞損傷の永久化がもたらされる(Eriksson 2003、Rose 2001)。
【０００６】
　病態生理学的観点から、心臓特異的自己抗体が有害(例えば、心筋症誘導性)である可能
性を、対応する標的の接近可能性および機能的関連性と関連させることは妥当と思われる
。筋細胞表面レセプターは、自己抗体に容易に接近可能である(Okazaki 2005)。最も有望
な2つの候補は、心臓β1-AR(心臓内の主要なアドレナリンレセプターサブタイプを表す)
およびM2-ムスカリン性アセチルコリンレセプターであり、DCM患者では両方のレセプター
に対して自己抗体が検出された(Fu、1993、Jahns 1999b、Matsui 1995)。抗ムスカリン性
抗体(心臓M2アセチルコリンレセプターに対してアゴニスト様作用を示す)は、主に、洞房
レベルで負の変時性効果と関連しているが(例えば、洞房結節機能不全、心房性細動(Baba
 2004、Wang、1996))、アゴニスト性抗β1-AR抗体は、心室レベルでの重症の不整脈の発
生(Christ 2001、Iwata 2001a)、および(不適応)左心室肥大の発生の両方と関連しており
、最終的に、左心室拡張および進行性心臓機能不全に切り替わる(Iwata 2001b、Jahns 19
99b、Khoynezhad 2007)。両方の自己抗体は、それぞれのレセプターの第2細胞外ループに
対するものようである。自己免疫応答が起こるためには、筋細胞膜タンパク質(例えば、
レセプター)は、宿主のMHCまたはHLAクラスII分子との複合体を形成することができる小
さいオリゴペプチドに分解されなければならない(Hoebeke 1996)。ヒトβ1-ARの場合、潜
在的免疫原性アミノ酸鎖のコンピュータに基づく解析により、B-およびT-細胞エピトープ
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を含み、抗体に接近可能であるレセプター分子の唯一の部分が、実際に予測した第2細胞
外レセプターループ(β1-ECII)であることが示された(Hoebeke 1996)。これにより、異な
る動物モデルでのβ1特異的レセプター抗体の作製のための第2ループペプチドの成功裡の
使用が説明され得る(Iwata 2001b、Jahns、2000、Jahns 1996)。さらに、ここ10年間の間
に、いくつかのグループにより、独立して、種々の免疫学的アッセイ(全細胞ELISA、免疫
沈降、免疫蛍光)において第2ループ抗体がそのままの天然のβ1-ARを優先的に認識するこ
とが示され、これらが「立体配座的」であることを示す(Hoebeke 1996、Jahns 2006)。機
能試験により、同じ抗体が分子内cAMP産生および／またはcAMP依存性プロテインキナーゼ
(PKA)活性などのレセプター機能にも影響することが示され、これらがβ1-AR活性のアロ
ステリック調節因子として作用し得ることを示す(Jahns 2000、Jahns 2006)。β1-ARの構
造もまた、Warneによって解析された(2008 Nature．DOI:10．1038)。
【０００７】
　Witebskyの仮定(Witebsky 1957)に従うと、疾患の自己免疫の病因の間接的な証拠は、
誘発因子(例えば、原因自己抗原)を同定し、実験動物において自己抗原に対する免疫応答
を誘導することが必要であり、次いで、該動物に類似した疾患を発現させなければならな
い。しかしながら、直接的な証拠は、同じ種のある動物から別の動物への相同病原性抗体
または自己反応性T細胞の導入による疾患の再現が必要である(Rose 1993)。
【０００８】
　抗β1-AR抗体の病原性の可能性を解析するため、Jahnsらは、自己免疫疾患の直接的な
証拠に関するWitebsky基準を満たすインビボ実験アプローチを選択した。β1-ECIIに対し
て同系交配ラットを免疫化することによりDCMを誘導し(ヒトとラット間で100%配列相同性
;間接的証拠); 次いで、ラット抗β1-AR「自己抗体」の同系導入によって疾患を健常動物
において再現した(直接的な証拠)(Jahns 2004)。動物は、進行性の左心室(LV)-拡張およ
び機能不全、相対的なLV壁厚の減少、およびヒトDCMにおいても見られる特徴であるβ1-A
Rの選択的下方調節を発現した(Lohse 2003)。
【０００９】
　これらの結果は、抗体のインビボでのアゴニスト様の短期間効果(Jahns 2004)と合わせ
ると、誘導された心筋症表現型と導入された心筋症表現型の両方が、主に、刺激性抗β1-
AR抗体によってもたらされる軽度だが持続性のレセプター活性化に起因し得ることを示す
。この仮説は、遺伝子操作または薬理学的操作後に見られる過剰なおよび／または長期の
β1-AR活性化の心臓毒性効果に関して利用可能なデータの大半によって支持される(Engel
hardt 1999、Woodiwiss 2001)。したがって、抗β1-AR誘導性拡張型免疫心筋症(DiCM)は
、現在では、重症筋無力症またはグレーヴズ病などの他の確立されたレセプター指向自己
免疫疾患とともに、それ自体が病原性疾患のものとみなされ得る(Freedman 2004、Hershk
o 2005、Jahns 2004、Jahns 2006)。
【００１０】
　心臓自己抗体の臨床的重要性は、力価の低いかかる抗体もまた、天然の免疫原性のレパ
ートリーの一部として健常集団において検出され得るため(Rose 2001)、評価することが
困難である。しかしながら、機能的に活性な抗β1-AR抗体に関して、Jahns et alの先の
データは、標的(例えば、β1-AR)をその天然のコンホメーションで提示する細胞系に基づ
いたスクリーニング手順を使用した場合に限り、健常個体では有病率はほぼ無視できる(<
1%)ことを示す(Jahns 1999b)。後者のスクリーニング方法を使用することにより、抗β1-
AR自己抗体の発生もまた、慢性弁膜性または高血圧性心臓疾患を有する患者において起こ
らないようにされ得る(Jahns 1999a)。対照的に、刺激性抗β1-ARの有病率は虚血性心筋
症(ICM)において約10%および拡張型心筋症(DCM)において約30%であり(Jahns 1999b)、こ
れは、健常対照よりも有意に高かったが、DCM集団に関する先の報告の最低範囲内(33%～9
5%有病率)であった(Limas 1992、Magnusson 1994、Wallukat 1995)。機能的に活性な抗β

1-AR自己抗体を検出することを目的としたスクリーニング方法の差は、おそらく、過去(L
imas 1992) に報告された広範囲の有病率の説明となると考えられると思われる。実際、E
LISA規定ヒト抗β-AR自己抗体の少数部分のみが細胞表面に存在する天然β-ARに結合し得
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た。このわずかな部分が、そのままの真核生物細胞の膜内で発現されたヒトβ1-ARを認識
し(免疫蛍光によって測定)、活性化した(細胞性cAMPおよび／またはPKA活性の増大によっ
て測定)(Jahns 2000、Jahns 1999b)。したがって、標的をその天然のコンホメーションで
提示する細胞系は、機能的に関連性のある抗β-AR自己抗体のためのスクリーニングにお
ける不可欠なツールを提示する(Nikolaev 2007)。
【００１１】
　臨床的に、DCMにおける抗β1-AR自己抗体の存在は、よりひどく抑制された心臓機能(Ja
hns 1999b)、より重症の心室不整脈の発生(Chiale 2001)、および心臓による突然死の高
発生数(Iwata 2001a)と関連していることが示された。10年間を超える追跡期間で抗体陽
性DCM患者を抗体陰性DCM患者と比較した最近のデータにより、活性化抗β1-ARの存在下で
心室不整脈の有病率が高いことが確認されただけでなく、抗体陽性により、心臓血管によ
る死亡リスクがほぼ3倍高いと予測されることが明らかになった(Stoerk 2006)。総合する
と、利用可能な臨床的データにより、DCMにおける機能的に活性な抗β1-AR抗体の病態生
理学的関連性が強調される。
【００１２】
　今日、一般的に認められている薬理学的ストラテジーの1つは、少なくともβ遮断薬が
実際にβ1-ARの抗体誘導性活性化を抑制し得る場合、自己抗体媒介性刺激効果を減衰させ
る、または排除さえするためのβ遮断剤の使用であり得る(Freedman 2004、Jahns 2000、
Matsui 2001、Jahns 2006)。実際、新たな治療アプローチとしては、非選択的もしくは選
択的免疫吸着による刺激性抗β1-ARの排除(Hershko 2005、Wallukat 2002)、または抗β1

-ECII抗体および／または抗β1-ECII産生B細胞自体の直接標的化(すなわち、免疫寛容の
誘導)(Anderton 2001)が挙げられる。しかしながら、非選択的免疫吸着は、免疫グロブリ
ン枯渇後に感染リスクが増大するため、安全性の理由でヒトIgGの置換が必要とされ(Feli
x 2000)、置換されたヒトタンパク質の重症のアナフィラキシー反応および死亡などの起
こり得る副作用はすべて当該技術分野で知られている。
【００１３】
　WO 01/21660には、β1-ARの第1および第2ループのエピトープに相同なある種のペプチ
ドが開示されており、これらのペプチドを拡張型心筋症(DCM)の医療介入に適用すること
が提案されている。WO 01/21660に、例えば環化により血清プロテアーゼからペプチドを
保護するためにペプチドが修飾され得ることがわずかに言及されているとしても、対応す
る実施例および態様は示されておらず、DCMの経過またはレセプター-抗体力価の経過に対
して提案されたペプチドの任意のインビトロまたはインビボ効果も示されていない。さら
に、WO 01/21660は、対応して記載したリスクを有する上記の非選択的免疫吸着アプロー
チに依存することを意図している。
【００１４】
　それとは対照的に、新たに開発されたβ1-ECII相同シクロペプチド(例えば、β1-ECII-
CP)は、刺激性抗β1-ECII抗体の活発な誘導後、6週間使用された。β1-ECII-CPは、3つの
システイン残基を含むシクロペプチドであり、したがって分子内結合を形成することがで
き、それにより、個々に2つの分子内結合(N末端とC末端間の環化の他に)が形成される潜
在的選択肢が存在する。β1-ECII-CPは、循環抗β1-ECII抗体の量を有意に減少させ、心
臓拡張および機能不全の発生を有効に予防した(Boivin 2005)。上記のβ1-ECII-CPはまた
WO 2006/103101に開示されている。
【発明の概要】
【００１５】
　現在の技術水準に鑑み、本発明の基礎となる技術的課題は、抗β-AR抗体、特に抗β1-E
CII抗体に関連する疾患の医療介入のための改善された容易に得られ得る手段および方法
を提供することである。
【００１６】
　該技術的課題は、特許請求の範囲を特徴とする態様を提供することによって解決される
。
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【発明を実施するための形態】
【００１７】
　したがって、第1の局面において、本発明は、β-AR相同シクロペプチド変異体(本明細
書において「環状ペプチド」または「シクロペプチド」などとも称する)、特に、β1-AR
相同シクロペプチド変異体、すなわちβ1-ECII相同シクロペプチド変異体に関する。これ
らのシクロペプチド変異体/環状ペプチドの構造は、個々の分子内ジスルフィド結合を1つ
だけ形成できることを特徴とする。
【００１８】
　特に、第1の局面において、本発明は、式I:
　シクロ(x-xh-Cys-x-x

a-xb-xc-x-Cys-y-xi-x)(I)
（式中、
a)　xは、Cys以外のアミノ酸であり;
b)　hは、1～15の任意の整数であり;
c)　iは、0～14の任意の整数であり;
d)　xa、xbおよびxcの1つはProであり;
e)　yは、Cys以外のアミノ酸であり;
f)　環状ペプチドは少なくとも16個で最大25個のアミノ酸からなる）
の環状ペプチドに関する。
【００１９】
　特に好ましい態様は、後述するように、式VII、IX、IX’、VIまたはVIIIで示す特定の
環状ペプチドである。
【００２０】
　本発明は、以下に本明細書および添付の実施例に記載のように、驚くべきことに、単一
の規定された個々の分子内ジスルフィド結合を形成することができるシステインを2つだ
け含む変異体環状ペプチドが、抗β-AR抗体を阻害することもでき、刺激性抗β1-AR抗体
の阻害に有用であることがわかったため、上記に示した技術的課題を解決するものである
。
【００２１】
　さらに驚くべきことに、本発明に関連して、本明細書に記載および提供する環状構造を
有するペプチド変異体(すなわち、環状ペプチド)は、立体配座的抗β-AR抗体の認識また
は除去およびその抗体中和(すなわち、医薬的)潜在性の両方に関して、その線状対応物よ
りも優れていることがわかった。これらの所見は、それぞれELISA競合アッセイおよび機
能的(cAMP)FRETアッセイを例示的に使用することによって得られた。
【００２２】
　また、単一の規定された個々の分子内ジスルフィド結合を形成することができるシステ
インを2つだけ含む本発明の環状ペプチドは、容易に得られ/製造され、生化学的に特徴づ
けされ、精製され得る。これは、同じシクロペプチド異性体の純粋な部分が必要とされる
場合、特にそうである。本発明に関連して、異なる分子内ジスルフィド結合を有するシク
ロペプチド異性体を含むシクロペプチド異性体、すなわち立体異性体の混合物は回避され
る。本明細書において以下に記載するように、この回避のため、すべて同じ分子内ジスル
フィド結合を有する異性体を含む特異的で純粋な医薬品(GMP基準を満たす)が得られ得る
。
【００２３】
　システイン残基の1つがセリン残基で置換される精密な性質によって、β1-ECII由来の
環状ペプチドの抗体中和効力が顕著に決定されることは、本発明に関連して、および添付
の実施例に示すように、さらなる驚くべき所見であった。
【００２４】
　特に、それぞれ本明細書に例示的に好ましく開示した25量体シクロペプチド(式VII/IX)
の18位、本明細書に例示的に好ましく開示した22量体シクロペプチド(式IX’)の17位、ま
たは本明細書に例示的に好ましく開示した18量体シクロペプチド(式VI/VIII)の14位のも
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のなどのCys→Ser置換は、インビトロで優れた抗体中和効果および薬理学的効果を有する
環状ペプチド(Cys-Ser環状ペプチド)をもたらす(図4～11および27)が、それぞれ本明細書
に例示的に開示した25量体、22量体または18量体環状ペプチド(Ser-Cys環状ペプチド)の1
7、16または13位におけるCys→Ser置換は、驚くべきことに、ほぼ阻害効果がなかった。
この阻害効果は、抗体スカベンジャーとしての性質に関しても、例えば図4～10に見られ
るようなインビトロレセプター刺激の中和機能性抗体効果を阻害する能力に関しても検出
され得なかった。
【００２５】
　ECII-β1-ARドメインのほぼ完全な立体模倣は、22個のアミノ酸、例えばヒトβ1-ARの
公開された元の一次配列の21個のアミノ酸、すなわちアミノ酸200(R)～221(T)(Frielle e
t al．1987、PNAS 84、第7920～7924頁による番号付け)と、合成環を222位で閉じて22AA
シクロペプチドを形成するためのさらなるアミノ酸残基(例えばグリシン(G))とを含む第2
ループ相同環化ペプチドによって得られ得ることは、本発明に関連するさらなる所見であ
った。
【００２６】
　理論に拘束されることを望まないが、環状ペプチドの心臓保護および免疫調節活性はそ
のコンホメーションに大きく依存する。さらに、本発明に関連して、(予想)閉環部位(ま
たはそれに相当する位置)への最も小さい天然アミノ酸グリシンの導入により、抗β1-AR
自己抗体の増強された結合がもたらされる、すなわち、見かけ上、ECII-β1-ARドメイン
との22AAシクロペプチドの類似性がさらに増強されることがわかった。特に、とりわけ添
付の実施例は、cyc22AAシクロペプチドが、より大きい(すなわち、cyc25AAペプチド)また
はより小さい(すなわち、cyc18AAペプチド)他のECII模倣シクロペプチドよりもインビボ
で有意に高い抗体遮断効率を有することを示す。前記22AAシクロペプチドに関するコンピ
ュータ支援モデル設計試験により、予測天然第2細胞外ループ後方ヘリックスと比較した
場合、シクロペプチドの塩基(予想抗体結合部位と反対側)において大きさが計算上4.5オ
ングストローム(4.5Å)だけ差を有する予測第2細胞外ループ構造の優れた模倣が確認され
た(添付の図24も参照のこと)。さらに、本明細書および添付の実施例において、特に前記
22AAシクロペプチドが、異常に高い効率で抗β1-AR自己抗体の力価を低下させることが示
された。
【００２７】
　環状22AAペプチド内に存在する3つのシステインの1つの置換により、2つの残留システ
イン間への、強化されたジスルフィド結合(二重環化によって生じる第2の「内部」環とし
て)の導入が可能になるため、得られる環状22AAシクロペプチドもまた、生化学的に明白
に規定される生成物を表す(図25および26もまた参照)。
【００２８】
　また、驚くべきことに、25位(25量体シクロペプチド変異体)または18位(18量体シクロ
ペプチド変異体)におけるGln←→D-Glu置換は、その長さに関係なく; すなわち、図6、7
および9に示すように25個のアミノ酸対18個のアミノ酸で、シクロペプチドの遮断能に有
意に影響しないことがわかった。
【００２９】
　また、以下の実施例にも、本明細書に開示した環状ペプチドが、例えば3つのCys残基を
含むペプチド(例えばWO 2006/103101に開示されたCys/Cys環状ペプチド)と比べて改善さ
れた特徴を示すことを記載している。本発明の環状ペプチドの改善された特徴の例は、抗
β1-AR抗体を遮断する極めて良好な能力、およびGMP基準に従うその高い再現性である。
【００３０】
　本発明に関連して、インビトロ所見は、一般的にインビボ試験において確認された(図1
2～16および28/29)。興味深いことに、線状ペプチドのものと比較した場合のCys18,17ま
たは14→Ser18,17または14変異シクロペプチドの遮断効率の差は、インビボでさらに顕著
であった(図5、7および14～16)。抗β1-アドレナリン作動性抗体誘導性自己免疫心筋症の
確立されたラットモデル(Jahns、2004)を用いて、作製したβ1-ECII相同シクロペプチド
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変異体のインビボ有効性を評価した。インビボデータは、開示した変異シクロペプチド(
例えば、18AA Cys/Serシクロペプチド)の効率が等しく投与用量に依存し得ることを示す(
図14～16)。
【００３１】
　また、インビボ実験により、変異体シクロペプチドの抗体遮断能は、見かけ上、25量体
から18量体シクロペプチドへのアミノ酸の数の低減によって影響されないことが示された
。インビトロおよびインビボ両方のデータは、これらの2つの2システイン含有単一ジスル
フィド結合25AA Cys/Serまたは18AA Cys/Serシクロペプチド変異体の優れた比較可能性を
示す。しかしながら、1.0mg/kg 25AA量体Cys/Serならびに高用量(すなわち、4.0mg/kg Bw
)18AA量体Cys/Ser 変異体の両方により、抗体力価の初期の一過性の増大がもたらされ、
したがってレセプター抗体力価の有意な低下を第3または第4のシクロペプチド適用(第3ま
たは第4治療月)まで延期させたことに注目されたい。この現象は、1.0または2.0mg/kgの
いずれのBw用量の18AA Cys/Serシクロペプチド変異体でも起こらなかった(図16B、C)。
【００３２】
　特に本明細書に開示した18量体または25量体環状ペプチドが投与された動物は、異常の
徴候を示さず、投与されたペプチドの所望の効果、すなわち抗β1-AR抗体の遮断のみが検
出された。したがって、本明細書において提供するペプチドは、適用された投与計画にお
いて望ましくない副作用または毒性を示さない。これは、さらに本明細書において、本発
明の環状ペプチドが腎臓に対して毒性を及ぼさない(腎糸球体膜の機械的閉塞が検出され
ない; 図23)ことを示すことにより示された。また、腎臓機能を示す通常の実験パラメー
タは、12ヶ月のCP適用の間、正常なままであり、非処理対照動物と異ならなかった(図22A
、B)。
【００３３】
　本発明の変異シクロペプチドの抗体遮断能は、ペプチドが18AAより短くなく、25AAより
長くない限り、ペプチドの長さに影響されない。これは、25個から18個へのペプチドのア
ミノ酸の数の低減によって例証的に示された。アミノ酸18～25個の範囲内では、22個のア
ミノ酸を有する環状ペプチドが、本発明によると最も効果的であり、したがって特に好ま
しい態様である。かかる特に好ましい22量体環状ペプチドの一例を式IX’に示す。
【００３４】
　本発明のシクロペプチド変異体の利点の1つは、特定のシステインの1つ(好ましくはβ1

-ARのアミノ酸配列のCys 216に相当するCys)をセリン残基に変異させ、第2S-S特異的環化
手順による可能な特有の分子内S-S架橋の形成を強化することによってその立体配座的拘
束が増大することである。当該技術分野で公知のペプチドとの比較において、この本発明
のペプチドの拘束の増大により、細胞表面上に第2β1-ECIIループの天然コンホメーショ
ンで提示されたエピトープをより良好に模倣する分子がもたらされる。
【００３５】
　DCMおよび刺激性抗β1-AR抗体によって引き起こされる他の疾患の治療のために当該技
術分野で使用されているビソプロロールなどのβ遮断薬は、心拍数および血圧の両方を有
意に低下させる。これとは対照的に、本発明の変異体シクロペプチドのインビボ適用は、
肺機能、心拍数または血圧に対して負の影響を有しない(図20および21)。また、肝臓およ
び腎臓機能を評価するためのいくつかの重要な実験パラメータは、反復シクロペプチド注
射によって影響されなかった(図22a/bおよび23)。したがって、本発明の環状ペプチドは
、とりわけ、別の場合ではβ遮断薬を用いることによって治療され得なかった異なる患者
群、すなわち、例えば既に徐脈に苦しんでいる患者、または禁忌のためβ遮断薬の使用が
可能でない患者(閉塞性肺疾患もしくは低血圧に苦しんでいる患者など)の治療に特に適し
ている。
【００３６】
　記載のように、特に、なお3つのシステインを有するβ1-ECII由来の(環状)ペプチド(例
えば WO 2006/103101に開示されたものなど)を利用した手段および方法と比較した本発明
の手段および方法のさらなる利点は、シクロペプチド異性体の混合物の形成が回避され得
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ることである。
【００３７】
　3つ以上のCys残基を含むペプチドの環化中に形成される異なるシクロペプチド異性体の
混合物の生化学的特徴付けは面倒である。したがって、1種類のみのシクロペプチド異性
体を含む純粋な環状ペプチド部分の作製は、3つ以上のCys残基を含むペプチドを利用した
場合、時間および費用が集約的である。これは、環状ペプチドがGMP基準の下に作製され
る場合、特にそうである。
【００３８】
　これとは対照的に、本発明の環状ペプチドは、容易に特徴付けされ得、同じ異性体の純
粋な部分として作製され得る。これにより高い再現性がもたらされる。本発明のペプチド
の特別な利点は、分離し、面倒な試験で特徴付けしなければならない異性体の混合物が回
避されること、および少なくとも1回のさらなる作製工程(分離および／または生化学的特
徴)が最終的に省略されること(Sewald 2002もまた参照のこと)である。
【００３９】
　本発明は、とりわけ、添付の実施例に記載の実験に基づいている。
【００４０】
　これらの実施例の状況では、β1-ECII25AA-シクロペプチドの17位または18位いずれか
一方のシステインを、個々の単一分子内ジスルフィド結合(S-S)が1つだけ形成され得るよ
うにセリン残基で置換した(Cys17または18→Ser17または18変異)(図1)。このような処置
は、副作用が低減され、本発明の構築物の生物学的有効性が維持または増大する可能性を
もたらす。本発明の環状ペプチドは、異性体の混合物が形成される先行技術のペプチドと
は対照的に、簡単で頑健で高度に再現性のある製造方法によって得られる。これらにより
、効率的に規模が拡大され得る。さらに、これらの方法により異性体混合物の分離が回避
され、GMP基準に適当である。添付の実施例は、対応する製造/作製方法を提供する。
【００４１】
　添付の実施例において、本発明のペプチドの環化は、とりわけ、例えば、環状ペプチド
の(環)閉鎖部位での「Dglu」変異; 図2に示すGln←→DGlu変異の導入によって得られた)
。
【００４２】
　さらに、アミノ酸(AA)の数を、さらなる組の本発明のシクロペプチド変異体において、
25AAから22AAに、さらに18AAに低減させた。この測定により該構築物の免疫原性副作用の
可能性が最小限となる可能性が提供される。18AAシクロペプチド変異体は、14位または13
位(それぞれ、Cys13-Ser14またはSer13-Cys14を含む18AA変異体シクロペプチド)のいずれ
かにシステイン→セリン置換を含み、例えば環状ペプチドの閉環部位に(さらなる)グルタ
ミン置換/D-グルタミン酸と組み合わされているか(Gln←→D-Glu変異)、または組み合わ
されていないかのいずれかであった(図2)。22AAシクロペプチド変異体は、17位にシステ
イン→セリン置換を含んでおり(Cys16-Ser17を含む22AA)、任意に22位(環状ペプチドの可
能な閉環部位; 図24)へのGly残基の導入と組み合わされている。
【００４３】
　総合すると、本明細書に提供したインビトロ実験データならびにインビボデータは、0.
25～5.0mg/kg体重(Bw)、特に1.0～2.0mg/kg Bwの範囲の用量を使用した場合、開示した変
異体シクロペプチドの抗体遮断能が25量体から18量体へのシクロペプチドのアミノ酸の数
の低減に影響されないことを明白に示す。インビトロおよびインビボデータは、1.0mg/kg
 Bwの用量で、2つの2システイン含有単一ジスルフィド結合25AA Cys/Ser(式VII/IX)また
は18AA Cys/Ser(式VI/VIII)シクロペプチド変異体の優れた比較可能性を示す; 図16～21
。しかしながら、19～24AAの「中間」環状ペプチドは、本発明による活性の増大を示す。
特に22AAの環状ペプチドは本発明による活性の増大を示す。かかる「中間」環状ペプチド
の好ましい例は、式IX’に示すアミノ酸残基を含むまたは該アミノ酸残基からなる環状ペ
プチドである。
【００４４】
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　さらに、1つのシステイン残基のセリン残基での置換(すなわち、Cys/SerまたはSer/Cys
-変異)の精密な性質により、開示した環状ペプチドの効力がインビトロで、またはインビ
ボでも顕著に決定された(図6～10および14～16)。
【００４５】
　β-アドレナリン作動性レセプター(β-AR)、特にβ1-アドレナリン作動性レセプター(
β1-AR)は当該技術分野で周知である。例えば、ヒトβ1-AR(アドレナリン作動性β-1レセ
プター(ADRB1)としても知られる)のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列(配列番号40)は
、データバンク登録NM_000684またはNP_000675から得られ得る。β-ARは、本明細書にお
いてECIおよびECIIまたはβ(1)-ECIおよびβ(1)-ECIIと称する2つの細胞外ドメインを形
成することが知られている。上記のように、本発明の環状ペプチドは、β1-ECII、特にヒ
トβ1-ARのアミノ酸鎖DEARRCYNDPKCCDFV(配列番号33)またはRAESDEARRCYNDPKCCDFVTNR(配
列番号34)(それぞれ、アミノ酸204～219位または200～222位)または特に、ヒトβ1-ARの
アミノ酸鎖DEARRCYNDPK(配列番号45)またはESDEARRCYNDPK(配列番号46)と配列類似性を共
有する。
【００４６】
　用語「β-AR」は、本明細書で使用される場合、好ましくはβ1-アドレナリン作動性レ
セプター(β1-AR)、より好ましくは上記のヒトβ1-ARをいう。
【００４７】
　本明細書に提供する環状ペプチドは、
a) β1-アドレナリン作動性レセプター(β1-AR)のECIIループに対する(自己)抗体に結合
することができること;
b) β1-ARとβ1-ARのECIIループに対する(自己)抗体間の相互作用を阻害することができ
ること;
c) β1-ARのECIIループの天然コンホメーションで提示された少なくとも1つのエピトープ
を模倣すること;および
d) β1-ARの抗体媒介活性化を低下させることができること
からなる群より選択される少なくとも1つの特徴を有する。
【００４８】
　β1-ARの構造は、とりわけ、Warne(2008 Nature. DOI:10. 1038)によって解析された。
【００４９】
　上記のように、本発明の環状ペプチドは、一般式シクロ(x-xh-Cys-x-x

a-xb-xc-x-Cys-y
-xi-x)(式I)によって規定される。この式中、「y」は、Cysではない任意のアミノ酸残基
であり得、好ましくは「y」は、Pro以外およびCys以外の任意のアミノ酸残基であり得る
。一般的に、「y」は本明細書に提供した環状ペプチドの別のアミノ酸(例えば、本明細書
に提供した環状ペプチドの別のCys)と分子内結合(例えば、ジスルフィド結合)を形成しな
い限り、任意のアミノ酸であり得る。好ましくは、「y」は、本明細書に提供した環状ペ
プチドの別のアミノ酸(例えば、本明細書に提供した環状ペプチドの別のCys)と分子内結
合(例えば、ジスルフィド結合)を形成しない限り、Cysと類似した(すなわち、類似した化
学構造および／または類似した動きの3次元のペプチド構造を有する)任意のアミノ酸であ
り得る。より好ましくは、「y」は、ThrまたはSerなどのCysではない任意の極性アミノ酸
であり得る。最も好ましくは、本明細書に提供した環状ペプチドにおいて、「y」はSerま
たはSerアナログである。本文中において、「Serアナログ」は、Serのものと類似した構
造的特性を有する残基、特にアミノ酸残基を意味する。「Serアナログ」は、例えば、Ser
のものなどと類似した化学構造、および／またはSerのものなどと類似した動きの3次元の
ペプチド構造を有する(アミノ酸)残基をいう。さらなる例として、「y」はまた、セレノ
システインまたはそのアナログであり得る。
【００５０】
　一般に、「Cysではない任意のアミノ酸(残基)」または「Cys以外のアミノ酸(残基)」な
どの用語の意味は当業者に明白である。特に、本明細書全体において使用するように、か
かる用語は、本明細書に提供した環状ペプチドの別のアミノ酸(例えば、本明細書に提供
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した環状ペプチドの別のCys)と分子内結合(例えば、ジスルフィド結合)を形成しない限り
、任意のアミノ酸をいう。
【００５１】
　記載のように、本発明の環状ペプチドの主な特徴の1つは、分子内結合を形成し得るCys
を2つだけ含むことである。かかる環状ペプチドは、例えば、β1-ECIIに相同なペプチド
の第3のCysを異なるアミノ酸で置換することにより得られ得る。ここで、置換されるCys
は、β1-ECIIの互いに直接隣接して存在する第2または好ましくは、第3のCysに対応する
ものである(ヒトβ1-ARのアミノ酸215位および216位(NP_000675および配列番号40も参照
のこと)。これらの2つのCys残基は、本明細書において「Cys-Cys」、「Cys/Cys」、「Cys

215-Cys216」または「Cys215/Cys216」などと称する。
【００５２】
　本明細書に開示するようにして得られた変異体ペプチドまたは変異は、したがって、ど
のCysが置換され、変異体ペプチドがどれだけ多くのアミノ酸を含むかに応じて「Cys-Ser
」、「Cys/Ser」、「Cys13、16または17-Ser14、17または18」または「Cys13、16または1

7/Ser14、17または18」変異体ペプチドもしくは変異または「Ser-Cys」、「Ser/Cys」、
「Ser13または17-Cys14または18」または「Ser13または17/Cys14または18」変異体ペプチ
ドもしくは変異と称する。
【００５３】
　あるいは、本明細書に開示する変異体ペプチドは、特定の位置の具体的なアミノ酸置換
に言及することによって規定される。したがって、変異体ペプチド/変異は、例えば、異
なるアミノ酸で置換されているのがβ1-ARのCys216に対応するCysであるか、Cys215に対
応するCysであるかに応じて、それぞれ、「Cys14、17または18→Ser14、17または18」変
異体ペプチド/変異または「Cys13または17→Ser13または17」変異体ペプチド/変異と称さ
れる。表示「14、17または18」あるいは「13または17」は、例示した本発明の環状ペプチ
ドにおける位置に関し、ここで、1位は、式I、すなわちシクロ(x-xh-Cys-x-x

a-xb-xc-x-C
ys-y-xi-x)に規定された最初の「x」に対応する。
【００５４】
　したがって、「Cys13-Ser14」または「Cys13/Ser14」変異体ペプチド/変異などの用語
は、「Cys14→Ser14」変異体ペプチド/変異と同じ意味で使用され、この特別な例では本
明細書に開示した18量体ペプチドをいう。「Cys16-Ser17」または「Cys16/Ser17」変異体
ペプチド/変異などの用語は、「Cys17→Ser17」変異体ペプチド/変異と同じ意味で使用さ
れ、この特別な例では本明細書に開示した22量体ペプチドをいう。「Cys17-Ser18」また
は「Cys17/Ser18」変異体ペプチド/変異などの用語は、「Cys18→Ser18」変異体ペプチド
/変異と同じ意味で使用され、この特別な例では本明細書に開示した25量体ペプチドをい
う。
【００５５】
　同様に、「Ser13-Cys14」または「Ser13/Cys14」変異体ペプチド/変異などの用語は、
「Cys13→Ser13」変異体ペプチド/変異と同じ意味で使用され、この特別な例では本明細
書に開示した18量体ペプチドをいい、「Ser17-Cys18」または「Ser17/Cys18」変異体ペプ
チド/変異などの用語は、「Cys17→Ser17」変異体ペプチド/変異と同じ意味で使用され、
この特別な例では本明細書に開示した25量体ペプチドをいう。
【００５６】
　上記に示した例示的な表示は、それぞれ、本明細書に開示した特定の18量体、22量体ま
たは25量体ペプチド内の表示アミノ酸の位置をいう。本発明に関連して、本明細書に開示
した環状ペプチドについて示された表示アミノ酸の位置に関する開始点は、環状ペプチド
の線状化された主鎖のN末端アミノ酸(式Iの最初の「x」など、上記参照)である。本明細
書に開示した線状ペプチドについて示された表示アミノ酸の位置に関する開始点は、その
N末端アミノ酸である。
【００５７】
　本明細書および添付の実施例において提供した所見は、Cys変異のない25AA、22AAおよ
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び18AA シクロペプチドと環状25AA、22AAまたは18AA Cys18、17または14→Ser18、17また

は14(Cys-Ser)変異体との比較可能性を示すが、環状25AAまたは18AA Cys17または13→Ser

17または13(Ser-Cys)変異体との比較可能性を示さない。
【００５８】
　また、上記のように、本発明の環状ペプチドの式において、hは1～15、好ましくは5～9
の任意の整数であり得る、および／またはiは0～14、好ましくは1～14、より好ましくは0
～6、さらにより好ましくは1～6の任意の整数であり得る。したがって、hは、1、2、3、4
、5、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14もしくは15であり得る、および／またはiは、0
、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13もしくは14であり得る。好ましくは、hは
5、8もしくは9である、および／またはiは3、4もしくは6である。より好ましくは、hは8
である、および／またはiは4である。本発明の特に好ましい態様において、xhは特定のア
ミノ酸鎖DEARR(配列番号35)、AESDEARR(配列番号47)もしくはRAESDEARR(配列番号36) を
表す、および／またはxiは特定のアミノ酸鎖DFV(配列番号37)、DFVT(配列番号48)もしく
はDFVTNR(配列番号38)を表す。本発明のより好ましい特定の態様において、xhは特定のア
ミノ酸鎖AESDEARR(配列番号47)を表す、および／またはxiは特定のアミノ酸鎖DFVT(配列
番号48)を表す。
【００５９】
　本発明の環状ペプチド(またはその環状部分)は、少なくとも18個のアミノ酸および最大
25個のアミノ酸からなり得る。したがって、本発明の環状ペプチドは18、19、20、21、22
、23、24または25個のアミノ酸からなり得、ここで、特に18個または25個のアミノ酸が好
ましく、特に22個のアミノ酸が最も好ましい。あまり好ましくない態様において、より小
さいペプチド、すなわち、16個または17個のアミノ酸を含むペプチドも構想される。
【００６０】
　本発明に関連して特に好ましい環状ペプチドは、それぞれのアミノ酸組成に応じた環状
分子の規定の最大および最小サイズを有し、ヒトβ1-アドレナリン作動性レセプターの最
初の一次配列由来の21個のアミノ酸(すなわち、アミノ酸200～221; Frielle 1987、PNAS 
84、7920-7924)と、予想閉環部位の22番目のアミノ酸(222位)としてのさらなるグリシン
によって構成された(21+1=)22AA長のものである。
【００６１】
　理論に拘束されることを望まないが、アミノ酸の数、したがって、抗β1-AR抗体に結合
する環状ペプチドの一次構造(すなわち、アミノ酸主鎖)の長さは、その生物学的効果およ
び／または良好な/効果的な製造に重要である。
【００６２】
　26個以上のアミノ酸のペプチド長(一次構造)は、免疫応答性T細胞を直接 (すなわち、
担体タンパク質の使用なしで)刺激している可能性があり、したがって、T-細胞媒介性B細
胞刺激による抗β1レセプター抗体産生の望ましくない逆説的な増大を誘発し得る。
【００６３】
　16個未満のアミノ酸のペプチド長(一次構造)により、作製過程での望ましくない結晶化
および例えばi.vまたはs.c.注射の目的のための合成生成物の水溶液中への溶解の問題が
もたらされる。
【００６４】
　また、本発明のあまり好ましくない態様において、上記に示した式Iの定義a)～f)を満
たし、16個のアミノ酸のみからなる、またはさらにあまり好ましくないが17個のアミノ酸
のみからなる環状ペプチドを提供する。かかるあまり好ましくない環状ペプチドの非限定
的な例は、シクロ(Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Ser-Asp-Phe-Val-Tyr-Gln
/DGlu)(配列番号39に示したアミノ酸主鎖によって形成され得る)のペプチドである。
【００６５】
　本明細書において、開示した環状ペプチドがProを1つだけ含むことは特に好ましい。し
たがって、厳密にxa、xbおよびxcの1つ以外、本明細書に示した式のyもxもProでないこと
は特に好ましい。式I(または他の式)に示したアミノ酸鎖xa、xbおよびxcにおいて、xcがP
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roであることが好ましい。
【００６６】
　特に本明細書では、AspまたはGluなどの酸性アミノ酸が、本発明の環状ペプチドに含ま
れるProの前にあることが構想される。したがって、式I(または他の式)に示したxbはAsp
またはGluなどの酸性アミノ酸であることが好ましい。特に、xcがProである場合、xbは酸
性アミノ酸であり得、xbがProである場合、xaは酸性アミノ酸であり得、xaがProである場
合、xaと最初のCysの間に存在する式I(または他の式)のxが酸性アミノ酸であり得る。
【００６７】
　より具体的には、本発明の環状ペプチドは、
式I’またはI’’:
　シクロ(xI-xh-Cys-x-x

a-xb-xc-x-Cys-y-xi-x)(I’)
　シクロ(xIII-xh-Cys-x-x

a-xb-xc-x-Cys-y-xi-x)(I’’)
によって規定され得る。
【００６８】
　さらにより具体的には、本発明の環状ペプチドは、式I’’’またはI’’’’:
　シクロ(xI-xh-Cys-x-x

a-xb-xc-x-Cys-y-xi-xII)(I’’’)
　シクロ(xIII-xh-Cys-x-x

a-xb-xc-x-Cys-y-xi-xIV)(I’’’’)
によって規定され得る。
【００６９】
　一般に、式I’およびI’’’(および本明細書に示したその他の式)に示すxIおよびxII
は、記載のように、Cysでない任意のアミノ酸であり得る。しかしながら、特にxIとxIIの
間で本発明の環状ペプチドの閉環が起こった場合、特に、xIおよびxIIは「頭-尾(head to
 tail)」環化条件下で互いにペプチド結合などを形成することができるようなアミノ酸で
あることが構想される。「頭-尾」環化は当該技術分野で公知であり(例えば、Katesおよ
びAlbericio: Solid phase synthesis、CRC-Press、2000; Williams、Chemical Approach
es to the Synthesis of Peptides、CRC-Press 1997; Benoiton: Chemistry of Peptide 
Synthesis．CRC-Press、2005)、その例を本実験部分に示す。xIであり得るアミノ酸の可
能な例は、Gly、Val、Thr、Ser、好ましくはAlaである。xIIであり得るアミノ酸の可能な
例はGlu、好ましくはGlnである。あまり好ましくないが、xIIはまたAspまたはAsnであり
得る。最も好ましくは、xIはAlaであり、xIIはGlnまたはGlu(好ましくはDGlu)である。
【００７０】
　したがって、本発明の環状ペプチドにおいて、式I’およびI’’’に示すxIIはGlnまた
はGluであり得、ここで、Gluはまた、DGlu(D-Glu; D-グルタミン酸)であり得る。しかし
ながら、天然のアミノ酸が本明細書において好ましい。したがって、xIIがGlnであること
がより好ましい。
【００７１】
　当業者は、本明細書に示した教示に基づいた本発明および自身の当該技術分野の知識(
例えば、Williams、Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides、CRC-Press 19
97; Benoiton: Chemistry of Peptide Synthesis．CRC-Press、2005)に従い、式I’およ
びI’’’のxIおよび／またはxIIに適切なアミノ酸残基を選択することができる。
【００７２】
　式I’’およびI’’’’(および本明細書に示したその他の式)に示すxIIIおよびxIVは
、記載のように、Cysでない任意のアミノ酸であり得る。しかしながら、特にxIIIとxIVの
間で本発明の環状ペプチドの閉環が起こった場合、特に、xIIIおよびxIVは「頭-尾」環化
条件下で互いにペプチド結合などを形成することができるようなアミノ酸であることが構
想される。xIIIであり得るアミノ酸の可能な例はArgである。xIVであり得るアミノ酸の可
能な最も好ましい一例はGlyまたはGlyアナログである。「Glyアナログ」は、本文中にお
いて、Glyのものと類似した構造的特性を有する残基、特にアミノ酸残基を意味する。特
に、「Glyアナログ」は、例えば、Gly残基と同じ(またはさらに小さい)大きさを有する(
アミノ酸)残基をいう。驚くべきことに、本発明に関連して、特に、「XIV」位のGlyなど
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の小さい(アミノ酸)残基により、対応する本発明の環状ペプチドによるβ1-ARのECIIの模
倣の改善がもたらされることがわかった。当業者は、本明細書に示した教示に基づいた本
発明および自身の当該技術分野の知識(例えば、Williams、Chemical Approaches to the 
Synthesis of Peptides、CRC-Press 1997; Benoiton: Chemistry of Peptide Synthesis
．CRC-Press、2005)に従い、式I’’およびI’’’’のxIIIおよび／またはxIVに適切な
アミノ酸残基を選択することができる。
【００７３】
　本明細書において、本発明の環状ペプチドはTrpおよび／またはHisを含まないことがさ
らに特に好ましい。したがって、特に、本発明に関連して、任意の式I～I’’’’に示さ
れるxもyもTrpまたはHisでないことが構想される。
【００７４】
　さらに、提供される環状ペプチドは、加水分解または例えば血清プロテアーゼなどの切
断性プロテアーゼに感受性の部位を含まないことが好ましい。用語「加水分解」および「
(血清)プロテアーゼ」の意味は当該技術分野で周知である。
【００７５】
　本明細書に提供するペプチドはまた、配列番号33(β1-ECIIのエピトープを含む野生型
アミノ酸鎖を表す)に相同なアミノ酸配列からなる、または該アミノ酸配列を含むペプチ
ドとして記載され得、ここで、(a)配列番号33の13位に対応する(または、あまり好ましく
ないが12位に対応する)アミノ酸はCysではなく、配列番号33の6位および12位に対応する(
または、あまり好ましくないが6位および13位に対応する)アミノ酸はCysであり、(b) 前
記アミノ酸配列は、ペプチド内、すなわち、配列番号33に相同なペプチドの部分内で分子
内結合を形成することができるさらなるCysを含まず、ここで、該ペプチドは、本発明に
よる環状ペプチドとしての機能を果たし得る、例えば、抗β-AR抗体を遮断することがで
きる、または該ペプチドはかかる環状ペプチドを形成することができる。任意に、開示し
た線状および／または環状ペプチドの構造に関して本明細書に示したさらなる規定条件は
、本明細書において必要な変更が加えられる。このように規定されるペプチドは、本明細
書に示す式I’～I’’’’の1位で「xI」/「xIII」および最後の位置で「xII」/「xIV」
など、N末端およびC末端で1つ以上のアミノ酸、好ましくは天然アミノ酸と隣接する配列
番号33に相同な16個のアミノ酸の鎖からなる。
【００７６】
　本発明に関連して、特に(野生型)配列番号33に関連して、「相同な」は、アミノ酸レベ
ルで少なくとも18.75%、少なくとも37.5%、少なくとも50%、少なくとも56.25%、少なくと
も62.5%、少なくとも68.75%、少なくとも75%、少なくとも81.25%、少なくとも87.5%また
は93.75%同一であることを意味し、大きい値ほど好ましい。
【００７７】
　一般に、用語「アミノ酸」または「アミノ酸残基」の意味は当該技術分野で公知であり
、本明細書ではそれに応じて使用される。ここで、「アミノ酸」がペプチド/タンパク質
の成分である場合、用語「アミノ酸」は本明細書において「アミノ酸残基」と同じ意味で
使用されることに注意のこと。
【００７８】
　特に、「アミノ酸」または「アミノ酸残基」は、本明細書で言及する場合、好ましくは
天然アミノ酸、より好ましくは天然L-アミノ酸(上記のDGlu以外)であることが構想される
。しかしながら、あまり好ましくないが、「アミノ酸」または「アミノ酸残基」は、本発
明に関連して、例えば、ノルロイシンまたはβ-アラニン、または特に本明細書に示した
式の「y」場合はセレノシステインもしくはそのアナログなどの非天然(すなわち、合成)
アミノ酸であってもよい。
【００７９】
　また、用語「（1つまたは複数の）酸性アミノ酸」、「（1つまたは複数の）塩基性アミ
ノ酸」、「（1つまたは複数の）脂肪族アミノ酸」および「（1つまたは複数の）極性アミ
ノ酸」の意味は当該技術分野で公知である(例えば、Stryer、Biochemie、Spectrum Akad
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．Verlag、1991、Item I．2.)。これらの用語は、本発明全体を通して相応して使用され
る。そのため、本発明の環状ペプチドに関して本明細書に示した具体的な条件も適用され
る。
【００８０】
　特に、用語「（1つまたは複数の）酸性アミノ酸」は、本明細書で使用される場合、Asp
、Asn、Glu、およびGln、好ましくはAspおよびGluを含む群から選択されるアミノ酸を意
味することを意図し、用語「（1つまたは複数の）塩基性アミノ酸」は、本明細書で使用
される場合、Arg、LysおよびHis、好ましくはArgおよびLysを含む群から選択されるアミ
ノ酸を意味することを意図し、用語「（1つまたは複数の）脂肪族アミノ酸」は、本明細
書で使用される場合、Gly、Ala、Ser、Thr、Val、Leu、Ile、Asp、Asn、Glu、Gln、Arg、
Lys、CysおよびMetを含む群から選択される任意のアミノ酸を意味することを意図し、用
語「（1つまたは複数の）極性アミノ酸」は、本明細書で使用される場合、Cys、Met、Ser
、Tyr、Gln、Asnおよび、あまり好ましくないがTrpを含む群から選択される任意のアミノ
酸を意味することを意図する。
【００８１】
　本発明の第1局面のより一般的な態様において、本明細書に提供する環状ペプチドは、
式II、IIIまたはIII’:
　シクロ(xI-x1-x1-x-x2-x2-Cys-x-x

a-xb-xc-x-Cys-y-xi-xII)(II)
　シクロ(xI-x2-x-x1-x-x1-x1-x-x2-x2-Cys-x-x

a-xb-xc-x-Cys-y-xi-xII)(III)
　シクロ(xIII、2-x-x1-x-x1-x1-x-x2-x2-Cys-x-x

a-xb-xc-x-Cys-y-xi-xIV)(III’)
（式中、
a)　x1は、個々に独立して、酸性アミノ酸からなる群より選択される; および／または
b)　x2は、個々に独立して、塩基性アミノ酸からなる群より選択される）
の環状ペプチドであり得る。
【００８２】
　本発明の第1局面のより具体的な態様において、本明細書に提供する環状ペプチドは、
式IV、VまたはV´:
　シクロ(xI-x1-x1-x4-x2-x2-Cys-x3-x

a
5-x

b-xc-x2-Cys-y-x1-x3-x3-xII)(IV)
　シクロ(xI-x2-x4-x1-x4-x1-x1-x4-x2-x2-Cys-x3-x

a
5-x

b-xc-x2-Cys-y-x1-x3-x3-x4-x5-
x2-xII)(V)
　シクロ(xIII、2-x4-x1-x4-x1-x1-x4-x2-x2-Cys-x3-x

a
5-x

b-xc-x2-Cys-y-x1-x3-x3-x4-x

IV)(V’)
（式中、
a)　x1は、個々に独立して、酸性アミノ酸からなる群より選択される;
b)　x2は、個々に独立して、塩基性アミノ酸からなる群より選択される;
c)　x3は、個々に独立して、Leu、Ile、Val、Met、Trp、TyrおよびPheからなる群より選
択される;
d)　x4は、個々に独立して、Ser、Thr、AlaおよびGlyからなる群より選択される; および
／または
e)　x5は、個々に独立して、GlnおよびAsnからなる群より選択される）
の環状ペプチドであり得る。
【００８３】
　本発明の第1局面のさらなる態様において、環状ペプチドは、式IIもしくはIVのアミノ
酸2～12位もしくは2～14位によって規定されるアミノ酸鎖、式IIIもしくはVのアミノ酸4
～16位または4～18位によって規定されるアミノ酸鎖、あるいは式III’もしくはV´のア
ミノ酸3～15位または3～17位によって規定されるアミノ酸鎖を含む。本発明の第1局面の
より一般的な態様において、本明細書に提供する環状ペプチドは、式II、IIIまたはIII’
の環状ペプチドであり得る。
【００８４】
　本発明の第1局面のさらに特定の態様において、本明細書に提供する環状ペプチドは、
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アミノ酸鎖
　aci-Glu-Ala-bas-bas-Cys-Tyr-neu-aci-neu-bas;
　aci-neu-aci-Glu-Ala-bas-bas-Cys-Tyr-neu-aci-neu-bas;
　aci-Glu-Ala-bas-bas-Cys-Tyr-neu-aci-neu-bas-Cys-Ser;または
　aci-neu-aci-Glu-Ala-bas-bas-Cys-Tyr-neu-aci-neu-bas-Cys-Ser
を含み得る。式中、「aci」は酸性アミノ酸を表し、「neu」は中性アミノ酸を表し、「ba
s」は塩基性アミノ酸を表す。また、上記の2つのアミノ酸鎖の各アミノ酸残基も、独立し
て、本明細書に提供した式I、II、III、III’、IV、VおよびV’のいずれか1つの対応する
アミノ酸残基として定義され得る。
【００８５】
　本発明の第1局面のさらに特定の態様において、本明細書に提供する環状ペプチドは、
アミノ酸鎖
　Asp-Xxx1-Xxx4-Arg-Arg-Cys-Xxx3-Asn-Asp-Pro-Lys(配列番号45)または
　Glu-Ser-Asp-Xxx1-Xxx4-Arg-Arg-Cys-Xxx3-Asn-Asp-Pro-Lys(配列番号46)
を含み得る。式中、Xxx1は、上記に示した式に記載の「x」または「x1」と規定される、X
xx3は「x」または「x3」と規定される、および／またはXxx4は「x」または「x4」と規定
される。例えば、上記のアミノ酸鎖は、
　Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys(配列番号45)または
　Glu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys(配列番号46)
であり得る。
【００８６】
　本明細書において、特に、本発明の環状ペプチドは、例えば、任意の上記のアミノ酸鎖
(またはこれらのアミノ酸鎖を含む開示した環状ペプチドの一部分)が有するエピトープな
どのβ1-ECIIが有する1つ以上のエピトープを含むことが構想される。これに関連して、
用語「エピトープ」は、特に、(自己)抗β1-AR抗体が結合するアミノ酸鎖をいう。特に、
エピトープは、本発明に関連して、少なくとも3、少なくとも4、少なくとも5、少なくと
も6、少なくとも7、少なくとも8、少なくとも9、少なくとも10、少なくとも11、少なくと
も12、少なくとも13または少なくとも14個のアミノ酸からなる。当業者は、β1-ECIIのど
の具体的なアミノ酸残基(1つまたは複数)が、(自己)抗β1-AR抗体が結合するエピトープ(
1つまたは複数)に寄与しているかを推定する立場にある。したがって、当業者は、これら
のペプチドが(自己)抗β1-AR抗体に結合することを確実にするために、少なくともどの具
体的なアミノ酸残基が本発明の環状ペプチドに含まれなければならないかを推定すること
ができる。この目的のため、当該技術分野で公知のいくつかの手段および方法が使用され
得る(例えば、エピトープマッピングのための手段および方法(PepSpotsTM、Biacore、ア
ミノ酸スキャン(アラニンスキャンなど))。
【００８７】
　本発明による環状ペプチドの非限定的な例は、
a)　配列番号41、43、1～4および17～20のいずれか1つに示されたアミノ酸配列によって
形成され得る、または形成される環状ペプチド;
b)　配列番号42、44、9～12、25～28、49、50、53および54のいずれか1つに示されたヌク
レオチド配列にコードされるアミノ酸配列によって形成され得る、または形成される環状
ペプチド; ならびに
c)　遺伝コードの縮重のため配列番号42、44、9～12、25～28、49、50、53および54のい
ずれか1つに示されたヌクレオチド配列と異なるヌクレオチド配列にコードされたアミノ
酸配列によって形成され得る、または形成される環状ペプチド
からなる群より選択される環状ペプチドである。
【００８８】
　本発明による環状ペプチドのうち、Cys-Ser変異体ペプチドである環状ペプチド、すな
わち、β1-ECIIの第3のCys (β1-ARの216位のCys)に対応するCysをSerで置換した環状ペ
プチドが特に好ましい。上記に示した例は、かかる特に好ましい環状ペプチドをいう。添
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付の実施例に示すように、かかる環状ペプチドは、抗β1-AR抗体の阻害または診断に特に
有用である。
【００８９】
　上記の例示した特に好ましい環状ペプチドの具体的な構造は下記式VI～IX’:
　シクロ(Arg-Ala-Glu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Ser-Asp
-Phe-Val-Thr-Gly)(IX’);
　シクロ(Ala-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Ser-Asp-Phe-Val-Gln
)(VI);
　シクロ(Ala-Arg-Ala-Glu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Ser
-Asp-Phe-Val-Thr-Asn-Arg-Gln)(VII);
　シクロ(Ala-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Ser-Asp-Phe-Val-DGl
u)(VIII); および
　シクロ(Ala-Arg-Ala-Glu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Ser
-Asp-Phe-Val-Thr-Asn-Arg-DGlu)(IX)
のいずれか1つによって示される。
【００９０】
　あまり好ましくない本発明による環状ペプチドの非限定的な例は、
a)　配列番号5～8および21～24のいずれか１つに示されたアミノ酸配列によって形成され
得る、または形成される環状ペプチド;
b)　配列番号13～16および29～32のいずれか1つに示されたヌクレオチド配列にコードさ
れるアミノ酸配列によって形成され得る、または形成される環状ペプチド; ならびに
c)　遺伝コードの縮重のため配列番号29～32のいずれか1つに示されたヌクレオチド配列
と異なるヌクレオチド配列にコードされるアミノ酸配列によって形成され得る、または形
成される環状ペプチド
からなる群より選択される環状ペプチドである。
【００９１】
　上記の例示したあまり好ましくない環状ペプチドの具体的な構造は、下記式X～XIII:
　シクロ(Ala-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Ser-Cys-Asp-Phe-Val-Gln
)(X);
　シクロ(Ala-Arg-Ala-Glu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Ser-Cys
-Asp-Phe-Val-Thr-Asn-Arg-Gln)(XI);
　シクロ(Ala-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Ser-Cys-Asp-Phe-Val-DGl
u)(XII);
　シクロ(Ala-Arg-Ala-Glu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Ser-Cys
-Asp-Phe-Val-Thr-Asn-Arg-DGlu)(XIII)
のいずれか1つによって示される。
【００９２】
　上記のペプチドは、「Cys-Ser」変異体ペプチドとしてのペプチド(「Cys-Ser」環状ペ
プチド)が、とりわけ、インビボで本明細書で規定するあまり好ましくない「Ser-Cys」変
異体ペプチド(「Ser-Cys」環状ペプチド)よりも機能性であるため、本発明のあまり好ま
しくない態様である。
【００９３】
　これに関連して、本発明による環状ペプチドの最も好ましい例は、特に、その薬理学的
機能および／または診断機能が添付の実施例で実証された環状ペプチド(例えば、式VI～I
X’のいずれか1つを特徴とするもの)であることに注意されたい。
【００９４】
　本発明の種々のペプチドに関して、少なくともいくつかの固定されたアミノ酸残基およ
びその空間的配列によって規定されるそれぞれのペプチドの二次構造および三次構造全体
が確保される限り(例えば、上記の式I参照)、一次配列、すなわちアミノ酸配列主鎖にお
いて、ある程度の柔軟性および変動が可能であることは理解されよう。
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【００９５】
　本明細書に提供した教示に基づき、当業者は、一方において、本発明のペプチドの対応
するバリアントを容易に見い出す立場にある。他方において、当業者は、本発明のペプチ
ドの所定のバリアントがなお所望の機能、例えばβ-AR抗体に特異的に結合する能力を有
し、したがって、本明細書に記載および提供した治療適用および診断適用などの対応する
医療介入のための可能性を有するかどうかを試験することができる。かかる試験のための
対応する実験指針、すなわちそれぞれのアッセイは、本明細書、特に添付の実施例に例示
的に提供および記載している。
【００９６】
　したがって、本明細書において、本明細書に開示および記載したペプチドのバリアント
も提供するが、
　第1に、これらのバリアントは、本発明に従ってなお機能的に活性である、すなわち、
抗β-AR抗体、特にβ1-ECIIに対する抗β1-AR抗体の結合パートナーとして機能的に活性
である、より特別には、β1-ARのインヒビターとして機能的に活性である、さらにより好
ましくは、β1-ARと、β1-ECIIに対する抗β1-AR抗体、より好ましくはβ1-ECIIに対する
自己抗β1-AR抗体との相互作用の阻害において活性であるものとする; ならびに
　第2に、これらのバリアントは、異性体混合物の形態で存在しないか、または本発明の
作製方法により環化される場合、異性体混合物を形成しないものとする。これらのバリア
ントは、個々の分子内結合(例えば、ジスルフィド結合)を1つだけ形成する、または形成
し得る特定のCys残基を2つだけ有することが構想される。
【００９７】
　本発明のペプチドのバリアントにおいて、例えば、前記ペプチドの1つ以上のアミノ酸
が他の1つ以上の天然または合成アミノ酸で置換されることが構想される。これに関連し
て、この/これらのアミノ酸置換(1つまたは複数)は、同類アミノ酸置換(1つまたは複数)
であること、すなわち、置換アミノ酸は、置換されるアミノ酸と同じ範疇のアミノ酸に属
することが好ましい。例えば、酸性アミノ酸は別の酸性アミノ酸で置換され得る、塩基性
アミノ酸は、別の塩基性アミノ酸で置換され得る、脂肪族アミノ酸は、別の脂肪族アミノ
酸で置換され得る、および／または極性アミノ酸は、別の極性アミノ酸で置換され得る。
【００９８】
　したがって、本発明の(シクロ)ペプチドの特に好ましく提供されるバリアントは、酸性
アミノ酸の少なくとも1つが酸性アミノ酸からなる群より選択される異なるアミノ酸で置
換された、塩基性アミノ酸の少なくとも1つが塩基性アミノ酸からなる群より選択される
異なるアミノ酸で置換された、極性アミノ酸の少なくとも1つが極性アミノ酸からなる群
より選択される異なるアミノ酸で置換された、および／または脂肪族アミノ酸の少なくと
も1つが脂肪族アミノ酸からなる群より選択される異なるアミノ酸で置換された(ただし、
上記の要件を満たすものとする)バリアントである。
【００９９】
　特に、開示した(環状)ペプチドのバリアントをもたらすアミノ酸置換は、得られるバリ
アントの三次構造内の極性および電荷のパターンが、β1-ARの対応するECIIエピトープ(1
つまたは複数)の三次元構造をなお実質的に模倣するようなものであることが構想される
。
【０１００】
　本発明の(シクロ)ペプチドの「バリアント」に関して、置換により、なお、シクロペプ
チド内にジスルフィド結合などの個々の分子内結合がもたらされる、すなわち、環化中に
異性体混合物の形成が回避される、および／またはβ1-ARのECIIが正しく模倣される限り
、本明細書に規定したCysはまた、他のアミノ酸で置換され得る。かかるアミノ酸、とり
わけ、ジスルフィド結合を形成し得る-SH基を有する非天然アミノ酸などの非天然アミノ
酸であってもよい。しかしながら、本明細書において、上記の式Iに示されたCysは実際に
は天然アミノ酸、好ましくはCys自体であることが好ましい。
【０１０１】
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　また、当業者には、本発明の(環状)ペプチドを形成する1つまたはいくつかのアミノ酸
が修飾されていてもよいことが認識されよう。それに従い、本明細書で使用される任意の
アミノ酸はまた、その修飾形態で表され得る。例えば、本明細書で使用されるアラニン残
基は修飾アラニン残基を含み得る。かかる修飾は、中でもメチル化またはアシル化などで
あり得、ここで、このようにして修飾されたアミノ酸、より特別には、このようにして修
飾された前記アミノ酸を含むペプチドが、本明細書に規定されるようになお機能的に活性
であり、例えば、抗β1-AR抗体のインヒビターとして機能的に活性である、好ましくは、
β1-ARと、抗体、より好ましくはβ1-ARに対する自己抗体との相互作用の阻害において活
性である限り、かかる修飾または修飾アミノ酸は、好ましくは本発明に含まれるものであ
る。かかるペプチド、すなわち、1つまたはいくつかの修飾アミノ酸を含むペプチドがこ
の要件を満たすかどうかを調べるためのそれぞれのアッセイは当業者に公知であり、とり
わけ、本明細書、特にその実施例部分にも記載している。
【０１０２】
　本発明はまた、HCl、H2SO4、H3PO4、リンゴ酸、フマル酸、シトロン(citronic)酸、酒
石酸、酢酸などの生理学的有機酸および無機酸との塩などの開示した(環状)ペプチドの誘
導体を提供する。
【０１０３】
　本明細書において使用される場合、開示されたペプチドの配列はN-末端からC-末端に示
し、ここで、N-末端は、それぞれ示したアミノ酸配列の左側であり、C-末端は右側である
。環状ペプチドに言及する場合、対応する配列は、式Iの左側に対応する側から式Iの右側
に対応する側に示す。
【０１０４】
　本発明による「環状ペプチド」または「シクロペプチド」などは、少なくとも1つ、好
ましくは少なくとも2つ、より好ましくは共有結合性を有する厳密に2つの分子内結合によ
ってそのアミノ酸主鎖/一次アミノ酸配列内に分子環構造を分子内形成するペプチドであ
る。この分子環構造の形成も、本発明に関連して「環化」と称される。
【０１０５】
　特に好ましい一態様において、本発明の環状ペプチドは、共有結合性を有する2つの分
子内結合を有し、ここで、これらの結合の1つは、開示した環状ペプチドのアミノ酸主鎖/
一次アミノ酸配列であるペプチドのN末端とC末端間の分子内結合であり、他方は、このペ
プチドの2つの非末端アミノ酸間の分子内結合である。記載のように、これらの2つの非末
端アミノ酸は2つのCysであり得る。
【０１０６】
　一般的に、本発明による「環化」は、S-S結合、ペプチド結合、C-CまたはC=Cなどの炭
素結合、エステル結合、エーテル結合、アゾ結合、C-S-C結合、C-N-C結合およびC=N-C結
合からなる群より選択される共有結合である少なくとも1つの結合によって起こり得る。
【０１０７】
　特に、本発明を通して記載するペプチド結合は、開示した環状ペプチドのアミノ酸主鎖
/一次アミノ酸配列を形成するペプチドのN末端アミノ酸のNH2基とC末端アミノ酸のCOOH基
によって形成され得る。
【０１０８】
　好ましくは、開示した環状ペプチドのアミノ酸主鎖/一次アミノ酸配列を形成するペプ
チドのN末端とC末端間の分子内結合はペプチド結合であり、このペプチドの2つの非末端
アミノ酸間の分子内結合はS-S結合(すなわち、ジスルフィド結合)である。
【０１０９】
　本発明に関連して、提供した環状ペプチド内の分子内S-S結合は、前記環状ペプチドの
アミノ酸主鎖/一次アミノ酸配列内の2つのCys残基間で形成され得る。
【０１１０】
　本発明の環状ペプチドにおいて、上記の2つの特定の分子内共有結合が形成され得るだ
けでなく、さらなる分子内結合も生じ得る、ただし、環状ペプチドの本明細書に記載した
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機能性が維持されているものとし、環状ペプチドはなお、容易に生化学的に特徴付けされ
得るものとし、これは、例えば、対応するアミノ酸主鎖/一次アミノ酸配列の環化中、異
性体混合物が形成されないことを意味する。
【０１１１】
　例えば、かかるさらなる分子内結合は、構成要素アミノ酸のNH2基およびCOOH基の側鎖
によって形成されるさらなる結合である。
【０１１２】
　「アミノ酸主鎖」または「一次アミノ酸配列」などの用語は、本発明全体を通して使用
されるように、一方において、その対応するアミノ酸配列によって形成され得るか、また
は形成される環状ペプチドの構造成分または一部分をいう。他方において、これらの用語
は、環化によって本発明の環状ペプチドを形成することができる線状ペプチドをいう。
【０１１３】
　本発明の第1局面の特定の一態様において、本明細書に提供する環状ペプチドの作製方
法によって得られ得る環状ペプチドが提供される。本明細書において上記に示した定義は
、この特に提供される本発明の環状ペプチドに関しても適用される。
【０１１４】
　また、本発明の第1局面の一態様において、開示した環状ペプチドが形成され得るか、
または形成されるペプチドが提供される。特に、これらのペプチドは、本明細書に開示し
た環状ペプチドを形成する、または形成することができる線状ペプチド、すなわち、その
アミノ酸主鎖/一次アミノ酸配列である。
【０１１５】
　一般に、かかる線状ペプチドは、そのN末端とC末端との共有結合により本発明により開
示された環状ペプチドがもたらされる任意のペプチドであり得る。例えば、かかる線状ペ
プチドは、本明細書に開示した環状ペプチドの作製方法などの本発明の環状ペプチドの作
製手順におけるある種の中間化合物であり得る。
【０１１６】
　一般に、本明細書に提供する線状ペプチドのN末端とC末端は、本発明に関連して開示し
た環状ペプチドのアミノ酸主鎖内で互いに隣接して存在する任意のアミノ酸対であり得る
。換言すると、本発明の環状ペプチドの環化(閉環)は、一般的に任意の前記アミノ酸対間
で起こり得る。当業者は、本明細書に開示した線状ペプチドのN末端およびC末端として作
用するのに効果的/適当なかかる特定のアミノ酸対、すなわち、本発明に関連して規定し
た閉環/環化に関与しているアミノ酸対として作用するのに効果的/適当なアミノ酸対を容
易に見い出す立場にある。
【０１１７】
　好ましいが非限定的な一例において、本発明の線状ペプチドの環化(閉環)はAlaとGlnま
たはGlu間で起こり得る、すなわち、この線状ペプチドのN末端アミノ酸はAlaであり得、C
末端アミノ酸はGlnまたはGluであり得る。本発明の環状ペプチドを形成し得るかかる線状
ペプチドの例は、配列番号1～4および、あまり好ましくないが配列番号5～8である。
【０１１８】
　別の好ましいが非限定的な例において、本発明の線状ペプチドの環化(閉環)はLysとPro
間で起こり得る、すなわち、この線状ペプチドのN末端アミノ酸はLysであり得、C末端ア
ミノ酸はProであり得る。本発明の環状ペプチドを形成し得るかかる線状ペプチドの例は
、配列番号17～20および、あまり好ましくない配列番号21～24である。
【０１１９】
　より好ましいが非限定的な例において、特に22量体環状ペプチドが提供される場合、本
発明の線状ペプチドの環化(閉環)は、ArgとGly間で起こり得る、すなわち、この線状ペプ
チドのN末端アミノ酸はArgであり得、C末端アミノ酸はGlyであり得る。本発明の環状ペプ
チドを形成し得るかかる線状ペプチドの例は配列番号41である。
【０１２０】
　別のより好ましいが非限定的な例において、特に22量体環状ペプチドが提供される場合
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、本発明の線状ペプチドの環化(閉環)は、LysとPro間で起こり得る、すなわち、この線状
ペプチドのN末端アミノ酸はLysであり得、C末端アミノ酸はProであり得る。本発明の環状
ペプチドを形成し得るかかる線状ペプチドの例は配列番号43である。
【０１２１】
　そのアミノ酸主鎖の他に、本発明の環状ペプチドは、さらに、標識、アンカー(タンパ
ク質性膜アンカーなど)、タグ(HISタグなど)などのさらなる置換基(1つまたは複数)を含
み(例えば、共有結合され)得る。適切な置換基およびその本発明の環状ペプチドへの付加
方法は当業者に公知である。
【０１２２】
　これに関連する標識の例としては、とりわけ、蛍光色素(フルオレセイン、ローダミン
、テキサスレッドなど)、酵素(ホースラディッシュペルオキシダーゼ、β-ガラクトシダ
ーゼ、アルカリホスファターゼなど)、放射性同位体(32P、33P、35S、125Iもしくは123I
、135I、124I、11C、15O)、ビオチン、ジゴキシゲニン、コロイド状金属、化学発光また
は生物発光化合物(ジオキセタン、ルミノールもしくはアクリジニウムなど)が挙げられる
。本発明のペプチドに結合され得る特に構想される標識の1つは、FRETの蛍光色素対に属
する蛍光色素、例えばGFPバリアント(例えば、GFP、eGFP、EYFPまたはECFP)である。
【０１２３】
　種々の技術が生体分子の標識に利用可能であり、当業者に周知であり、本発明の範囲に
含まれるとみなされ、とりわけ、酵素またはビオチニル基の共有結合、リン酸化、ビオチ
ン化、ランダムプライミング、ニックトランスレーション、テイリング(ターミナルトラ
ンスフェラーゼを使用)を含む。かかる技術は、例えば、Tijssen、"Practice and theory
 of enzyme immunoassays"、Burdenおよびvon Knippenburg(編)、第15巻(1985); "Basic 
methods in molecular biology"、Davis LG、Dibmer MD、Battey Elsevier(1990); Mayer
、(編)"Immunochemical methods in cell and molecular biology" Academic Press、Lon
don(1987); または"Methods in Enzymology"シリーズ、Academic Press、Inc．に記載さ
れている。検出方法は、限定されないが、オートラジオグラフィー、蛍光顕微鏡検査、直
接および間接的な酵素反応などを含む。
【０１２４】
　置換基(1つまたは複数)は、本発明の環状ペプチドに(例えば、共有結合により)直接ま
たはリンカーを介して結合され得る。当業者は、これに関連して使用される適切なリンカ
ーを容易に見い出す立場にある。
【０１２５】
　さらなる局面において、本発明は、本発明に関連して開示した環状ペプチドのアミノ酸
主鎖/一次アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子に関する。また、
本発明は、本明細書に提供および記載した線状ペプチドをコードするヌクレオチド配列を
含む核酸分子に関する。
【０１２６】
　例えば、かかる核酸分子は、配列番号42、44、9～12、25～28、49、50、53および54も
しくは、あまり好ましくないが配列番号13～16および29～32のいずれか1つに示されたヌ
クレオチド配列、または遺伝コードの縮重のためにこれらと異なるヌクレオチド配列を含
み得る。
【０１２７】
　用語「（1つまたは複数の）核酸分子」、「（1つまたは複数の）核酸配列」および「（
1つまたは複数の）ヌクレオチド配列」などの意味は当該技術分野で周知であり、本発明
に関連して相応して使用される。
【０１２８】
　例えば、本発明全体を通して使用される場合、これらの用語は、すべての形態の天然ま
たは組換えにより作製された型のヌクレオチド配列および／または核酸配列/分子ならび
に化学的に合成されたヌクレオチド配列および／または核酸配列/分子をいう。これらの
用語はまた、例えば、ロックドDNA、PNA、オリゴヌクレオチドチオホスフェートおよび置
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換リボオリゴヌクレオチドなどの核酸アナログおよび核酸誘導体を包含する。さらに、こ
れらの用語はまた、ヌクレオチドまたはヌクレオチドアナログを含む任意の分子をいう。
【０１２９】
　好ましくは、用語「（1つまたは複数の）核酸分子」、「（1つまたは複数の）核酸配列
」および「（1つまたは複数の）ヌクレオチド配列」などは、デオキシリボ核酸(DNA)もし
くはリボ核酸(RNA)をいう。「（1つまたは複数の）核酸分子」、「（1つまたは複数の）
核酸配列」および「（1つまたは複数の）ヌクレオチド配列」は当業者に公知の合成化学
方法論もしくは組換え技術の使用によって作製され得るか、または天然の供給源から単離
され得るか、またはその組合せである。DNAおよびRNAは任意に非天然のヌクレオチドを含
み得、単鎖または二本鎖であり得る。「（1つまたは複数の）核酸分子」、「（1つまたは
複数の）核酸配列」および「（1つまたは複数の）ヌクレオチド配列」はまた、センスお
よびアンチセンスDNAおよびRNA、すなわちDNAおよび／またはRNA内のヌクレオチドの特定
の配列に相補的なヌクレオチド配列をいう。
【０１３０】
　さらに、用語「（1つまたは複数の）核酸分子」、「（1つまたは複数の）核酸配列」お
よび「（1つまたは複数の）ヌクレオチド配列」などは、DNAもしくはRNAまたはそのハイ
ブリッドまたは当該技術水準において公知のその任意の修飾体をいうことがあり得る(修
飾の例については、例えばUS 5525711、US 4711955、US 5792608またはEP 302175を参照)
。本発明のこれらの分子は、単鎖または二本鎖、線状または環状、天然または合成であり
得、大きさに限定はない。例えば、「（1つまたは複数の）核酸分子」、「（1つまたは複
数の）核酸配列」および／または「（1つまたは複数の）ヌクレオチド配列」は、ゲノムD
NA、cDNA、mRNA、アンチセンスRNA、リボゾームまたはかかるRNAもしくはキメロプラスト
（chimeroplast）(Cole-Strauss Science 1996 273(5280)1386-9)をコードするDNAであり
得る。これらは、プラスミドまたはウイルスDNAもしくはRNAの形態であり得る。「（1つ
または複数の）核酸分子」、「（1つまたは複数の）核酸配列」および「（1つまたは複数
の）ヌクレオチド配列」などはまた、ホスホチオエートまたはペプチド核酸(PNA)などの
任意の当該技術水準の修飾が含まれた（1つまたは複数の）オリゴヌクレオチドをいうこ
とがある。
【０１３１】
　本明細書に提供する核酸分子は、例えば本明細書に開示した対応する方法による本発明
の環状ペプチドの作製に特に有用である。
【０１３２】
　別の局面において、本発明はまた、本明細書に開示し上記に示した核酸分子を含むベク
ターに関する。
【０１３３】
　前記ベクターは、クローニングベクターまたは発現ベクター、例えば、ファージ、プラ
スミド、ウイルスまたはレトロウイルスベクターであり得る。レトロウイルスベクターは
、複製可能または複製欠陥であり得る。後者の場合、ウイルス増殖は、一般的に補足した
宿主/細胞のみで起こる。本明細書に提供した核酸分子は、宿主内での増殖に関する選択
可能なマーカーを含有する特定のベクターに結合され得る。一般的に、プラスミドベクタ
ーがリン酸カルシウム沈殿物もしくは塩化ルビジウム沈殿物などの沈殿物、または荷電脂
質との複合体、またはフラーレンなどの炭素系クラスターに導入される。ベクターがウイ
ルスの場合、これは、宿主細胞に適用される前に、適切なパッケージ細胞株を用いてイン
ビトロでパッケージされ得る。
【０１３４】
　好ましくは、本発明の核酸分子は、（例えば、本明細書に開示されるベクター内の）発
現制御配列に作動的に連結され、原核生物細胞もしくは真核生物細胞またはその単離され
た部分で発現することができる。前記ポリヌクレオチドの発現には、核酸分子の転写、好
ましくは翻訳可能なmRNAへの転写が含まれる。真核生物細胞、好ましくは哺乳動物細胞中
の発現を確実にする調節エレメントは、当業者に周知である。これら調節エレメントには
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、通常、転写の開始を確実にする調節配列および任意に転写の終結および転写物の安定化
を確実にするポリAシグナルが含まれる。さらなる調節エレメントには、転写エンハンサ
ーおよび翻訳エンハンサーが含まれ得る。原核生物宿主細胞での発現を可能にする有力な
調節エレメントには、例えば大腸菌のlacプロモーター、trpプロモーターまたはtacプロ
モーターが含まれ、真核生物宿主細胞での発現を可能にする調節エレメントの例は、酵母
のAOX1プロモーターまたはGAL1プロモーター、あるいは哺乳動物細胞および他の動物細胞
のCMVプロモーター、SV40プロモーター、RSVプロモーター(Rous肉腫ウイルス)、CMVエン
ハンサー、SV40エンハンサーまたはグロビンイントロンである。また、転写の開始に重要
なエレメントの他に、かかる調節エレメントは、ポリヌクレオチドの下流に、転写終結シ
グナル、例えばSV40-ポリA部位またはtk-ポリA部位を含み得る。これに関連して、Okayam
a-Berg cDNA発現ベクターpcDV1(Pharmacia)、pCDM8、pRc/CMV、pcDNA1、pcDNA3(Invitrog
en)、pSPORT1(GIBCO BRL)などの適切な発現ベクターが当該技術分野で公知である。好ま
しくは、前記ベクターは、発現ベクターおよび／または遺伝子移入ベクターである。レト
ロウイルス、アデノウイルス、ワクシニアウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイ
ルス、またはウシパピローマウイルスなどのウイルス由来の発現ベクターが、標的細胞集
団に本発明のポリヌクレオチドまたはベクターを送達するために使用され得る。当業者に
周知の方法は、本発明によってベクターを構築するために使用され得る;例えば、Sambroo
k、Molecular Cloning A Laboratory Manual、Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N
.Y.およびAusubel、Current Protocols in Molecular Biology、Green Publishing Assoc
iates and Wiley Interscience、N.Y.(1994)に記載されている技術を参照。あるいは、本
発明のポリヌクレオチドおよびベクターは、標的細胞への送達のためにリポソームに再構
築され得る。
【０１３５】
　用語「その単離された部分」とは、本発明のベクターからRNAを転写または転写および
翻訳することができる、真核生物または原核生物の細胞または組織の部分のことをいう。
前記部分には、RNAの転写またはRNAの転写および前記RNAのポリペプチドへの翻訳に必要
なタンパク質が含まれる。前記単離された部分は、例えば、網状赤血球などの真核生物細
胞の核および細胞質部分であり得る。細胞または組織の前記単離された部分を含む、RNA
を転写および翻訳するためのキットが市販されており、例えばTNT reticulolysate(Prome
ga)がある。
【０１３６】
　また、本発明の核酸分子と同様に、本明細書に提供および記載されるベクターは、例え
ば本明細書に開示される対応の方法による本発明の環状ペプチドの製造に特に有用である
。
【０１３７】
　さらなる局面において、本発明は、本明細書に開示される核酸分子および／またはベク
ターを含む組み換え宿主細胞に関する。本局面の状況において、本明細書に開示される核
酸分子および／またはベクターは、とりわけ、例えば本明細書に開示される環状ペプチド
のアミノ酸主鎖／一次アミノ酸配列、従って本発明の線状ペプチドを発現および単離する
ために遺伝子操作宿主細胞に使用され得る。
【０１３８】
　前記宿主細胞は、原核生物細胞または真核生物細胞であり得る；上掲を参照。宿主細胞
に存在する核酸分子またはベクターは、宿主細胞のゲノムに統合され得るか、または染色
体の外に維持され得るかのいずれかである。
【０１３９】
宿主細胞は、任意の原核生物細胞または真核生物細胞、例えば、細菌、昆虫、真菌、植物
、動物、哺乳動物、あるいは好ましくはヒトの細胞であり得る。好ましい真菌細胞は、例
えば、サッカロマイセス属のもの、特にS.セレビシエ種のもの、または菌糸真菌の群に属
するもの、例えば、数種類のペニシリン株またはアスペルギルス株である。用語「原核生
物」は、本明細書に開示される環状ペプチドのアミノ酸主鎖／一次アミノ酸配列、従って
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本発明の線状ペプチドの発現のための核酸分子で形質転換またはトランスフェクトされ得
る全ての細菌を含むことを意図する。原核生物宿主は、グラム陰性細菌およびグラム陽性
細菌、例えば、大腸菌、S.チフィリウム(typhimurium)、セラチア マルセセンス(marcesc
ens)およびバチルス サブチリスなどを含み得る。本明細書に開示される環状ペプチドの
アミノ酸主鎖／一次アミノ酸配列、従って本発明の線状ペプチドをコードする核酸分子は
、当業者に一般に公知の任意の技術を用いて宿主を形質転換またはトランスフェクトする
ために使用され得る。融合され、作動的に連結された遺伝子の調製方法、および細菌細胞
または動物細胞中でのこれらの発現方法は、当該技術分野で周知である(Sambrook、上掲)
。そこに記載される遺伝子構築物および方法は、例えば原核生物宿主中の上記アミノ酸主
鎖／一次アミノ酸配列および線状ペプチドの発現のために利用され得る。
【０１４０】
　一般に、挿入されたポリヌクレオチドの効率的な転写を促進するプロモーター配列を含
む発現ベクターが、宿主に関して使用される。発現ベクターは、典型的に、複製開始点、
プロモーター、およびターミネーターならびに形質転換した細胞の表現型選択を提供し得
る特定の遺伝子を含む。形質転換された原核生物宿主は、当該技術分野で公知の技術によ
って発酵槽で増殖され、培養され、最適な細胞増殖を達成し得る。次に、発現したペプチ
ドは、増殖培地、細胞溶解物、または細胞膜部分から単離され得る。細菌または他の方法
により発現されたペプチドの単離および精製は、任意の従来の手段、例えば、分取用クロ
マトグラフィー分離および免疫学的分離、例えばモノクローナル抗体またはポリクロナー
ル抗体の使用を伴うものによるものであり得る(Ausubel、Current Protocols in Molecul
ar Biology、Green Publishing Associates and Wiley Interscience、N.Y.(1994))。
【０１４１】
　また、本明細書に提供および記載される核酸分子およびベクターと同様に、対応の宿主
細胞は、例えば本明細書に開示される対応の方法による本発明の環状ペプチドの製造に特
に有用である。
【０１４２】
　さらに別の局面において、本発明は、
a)(i)本明細書に開示される環状ペプチドのアミノ酸主鎖（もしくは本発明の線状ペプチ
ド）が発現するような条件下で、本発明の組み換え宿主細胞を培養し、前記アミノ酸主鎖
（または本発明の前記線状ペプチド）を回収する工程; または
　(ii)本明細書に開示される環状ペプチドのアミノ酸主鎖（もしくは本発明の線状ペプチ
ド）を化学合成する工程;および
b)前記アミノ酸主鎖（または前記線状ペプチド）を環化し、本明細書に開示される環状ペ
プチドを形成する工程
を含む、本発明の環状ペプチドの製造方法に関する。
【０１４３】
　用語「環化」に関して本明細書の上記に示される定義は、ここで準用する。上記方法の
特定の状況において、用語「環化」の意味には、分子内架橋（ジスルフィド結合）ならび
に製造される環状ペプチドの主鎖のN末端およびC末端を共有結合することによる閉環の形
成の両方が含まれる。
【０１４４】
　環状ペプチド、そのアミノ酸主鎖または本発明の対応の線状ペプチド、ならびに本明細
書に提供される宿主細胞に関して本明細書に示される定義は、ここで準用する。
【０１４５】
　提供される環状ペプチドおよび線状ペプチドに関して既に上記したように、本発明のこ
のさらなる局面の好ましい態様において、本発明の環状ペプチドを製造するために、環化
されるアミノ酸主鎖／線状ペプチドのN末端アミノ酸は、Ala、Argまたは Lysであり、対
応のC末端アミノ酸は、Gln、GlyまたはGlu (DGluも可能)またはProである。しかし、上記
のように、他のN末端アミノ酸およびC末端アミノ酸も構想され、即ち、他の環状(閉環)部
位が開示される方法の状況で使用され得る。
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【０１４６】
　当業者は、ペプチド、特に環状ペプチドをいかに合成するかの一般方法論を開示するWO
2006/103101のような共通一般知識および先行技術に基づいて、本明細書に開示される環
状ペプチドの製造方法を容易に実施することができる。また、本発明の教示を、例えば添
付の実施例部分(実施例1)の教示において、技術手引きを可能にするために提供する。
【０１４７】
　本発明の非限定的な実施例1において、シクロペプチドの変異体は、(例えばFmoc/tert
ブチル戦略(WO 2006/103101; Chen W.C. and White P.D.: Fmoc Solid Phase Peptide Sy
nthesis、Oxford University Press 2003に記載)のような化学合成アプローチを適用する
ことによって)線状ペプチド／アミノ酸主鎖の形態で最初に合成され、C末端カルボキシル
基とN末端アミノ酸のアミノ基との縮合によって主鎖上での共有結合で環化された(「頭-
尾」環化；Kates S. and Albericio F.: Solid phase synthesis、CRC-Press、2000)。
【０１４８】
　次に、ジスルフィド結合は、当該技術分野で公知の化学相互作用によって(例えば、Ben
oiton N.L.: Chemistry of Petide Synthesis. CRC-Press、2005)ジスルフィド結合を形
成可能な線状ペプチドの2つのシステイン残基間(例えば、18量体ペプチドのCys7～Cys13
間、22量体ペプチドのCys10～Cys16間または25量体ペプチドのCys11～Cys17間)で確立さ
れる。
【０１４９】
　一般に、上記に記載される方法の「環化」工程の状況において、製造される環状ペプチ
ドの線状主鎖の閉環が、S-S架橋の形成の前後で行われ得る。即ち、ペプチドのAA鎖の2つ
のCys残基間のS-S架橋は、記載される製造プロセスの「環化」手順において最初の段階で
あってもよいし、閉環は第二段階であってよいし、またはその逆であってもよい。当業者
は、これらの特定のアプローチのいずれが製造必須条件の所定の設定に適切であるかを見
出すことができる。
【０１５０】
　また、上記のように、製造される環状ペプチドの線状ペプチド／アミノ酸主鎖は、組み
換え操作技術によって製造され得る。かかる技術は、当該技術分野で周知である(例えば
、Sambrook、上掲)。また上記のように、前記線状ペプチド／アミノ酸主鎖のこの種類の
製造によって、特定の利点が、本明細書に開示および記載される核酸分子、ベクターおよ
び／または宿主細胞について得られ得る。対応して上記に示される定義は、ここで準用す
る。
【０１５１】
　ペプチド合成のいくつかのアプローチ、環状ペプチドの特定の合成アプローチが、当該
技術分野で公知である(例えば、Williams、Chemical Approaches to the Synthesis of P
eptides、CRC-Press 1997;Benoiton: Chemistry of PeptideSynthesis. CRC-Press、2005
)。当業者は、本明細書に提供される教示に基づいて、開示された環状ペプチドの製造方
法の特定の要件に、先行技術の知識を容易に適用する立場にある。
【０１５２】
　既に上記したように、本発明は、上記の方法によって得られ得るまたは得られる環状ペ
プチドだけでなく、ある種類の中間体生成物(特に、上記の方法の工程a)によって得られ
得るまたは得られる生成物)として上記の方法によって得られ得るまたは得られる対応の
線状ペプチド(対応の環状ペプチドのアミノ酸主鎖/一次配列)にも関する。
【０１５３】
　一般に、本発明の環状ペプチドは、とりわけ医学的介入アプローチで使用され得る。か
かるアプローチには、診断剤としてのもしくは診断剤における使用、疾患の治療のための
医薬の製造のための使用、あるいは組成物、好ましくは医薬組成物、診断組成物、または
、好ましくは抗β-AR抗体の検出、より好ましくは抗β1-AR抗体の検出のための診断キッ
トにおける使用もしくはそれらとしての使用が含まれる。
【０１５４】
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　上記のように、本明細書に定義または記載される抗体は、好ましくは自己抗体である。
【０１５５】
　本発明の化合物、特に環状ペプチドの非限定的な使用および適用を、例えば以下の本明
細書に記載する。
【０１５６】
　また、本発明は、本発明の状況で開示および提供される、環状ペプチドもしくは線状ペ
プチド、核酸分子、ベクター、または組み換え宿主細胞および任意に担体を含む組成物に
関する。
【０１５７】
　この局面の特定の一態様において、前記組成物は、医薬組成物であり、前記担体は、薬
学的に許容され得る担体である。
【０１５８】
　本発明の組成物、特に本発明の医薬組成物は、本明細書に記載および定義されるように
、治療、改善または予防に使用される場合に特に有用である。従って、本発明の医薬組成
物は、β-ARの活性が増強される疾患の治療、改善もしくは予防またはβ-ARに対する抗体
を有する患者の治療に使用され得る。さらに、本発明の医薬組成物は、患者の免疫寛容、
特に内因性β1-ARの免疫性拡張物に関する患者の免疫寛容を誘導するために使用され得る
。
【０１５９】
　本発明の少なくとも1つの環状ペプチドを含むのとは別に、提供される（医薬）組成物
は、2つまたは複数(例えば少なくとも3つまたは少なくとも5つ)のいずれかの本発明の環
状ペプチドを含み得る。
【０１６０】
　同様に、1つだけでなく、2つまたは複数（例えば少なくとも3つまたは少なくとも5つ）
の前記環状ペプチドが、本発明によって医学介入の必要がある患者に投与され得る。それ
によって、前記1つより多くの環状ペプチドの投与が、同時または連続的であってもよい
。
【０１６１】
　さらに、特定の一態様において、本発明は、前記環状ペプチドが少なくとも1つのさら
なる薬学的に活性な薬剤と共に投与されるまたは前記医薬組成物が少なくとも1つのさら
なる薬学的に活性な薬剤を含む、医薬組成物、医学介入のための方法またはその使用ある
いは本明細書に開示される環状ペプチドまたは医薬組成物に関する。
【０１６２】
　前記少なくとも1つのさらなる薬学的に活性な薬剤は、βレセプター遮断薬、好ましく
は選択性β-AR遮断薬、例えば、アテノロール、メトプロロール、ネビボロール、ビソプ
ロロールなどからなる群より選択されるβ1-AR遮断薬などであり得る。理論に拘束されな
いが、β1-ARは、同時にβ遮断薬、例えばビソプロロールまたはメトプロロールによって
上方調節され、環状ペプチドおよび(1つまたは複数の)さらなるβ遮断薬の相乗効果を最
終的にもたらすために、この種の特定の組み合わせが、本明細書に提供される環状ペプチ
ドによる抗体誘導の、選択性β1-AR下方調節からの保護を提供する。
【０１６３】
　本発明の(医薬)組成物に任意に含まれる担体または本発明の(医薬)組成物もしくは環状
ペプチドと共に投与される担体は、特に、薬学的に許容され得る担体、賦形剤、または希
釈剤であり得る。
【０１６４】
　かかる担体は、当該技術分野で周知である。当業者は、特に本発明によって使用される
ことが適切なかかる担体を容易に見出す立場にいる。
【０１６５】
　以下に、いくつかの非限定的な投与スキームおよび対応する適切な薬学的に許容され得
る担体の使用を記載する。
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【０１６６】
　皮下(s.c.)または静脈内(i.v)注射を介した本発明の医薬組成物および／または環状ペ
プチドの投与のために、本発明の化合物は、水溶液、好ましくは生理学的に適合するバッ
ファ、例えばハンクス溶液、リンガー溶液、または生理食塩水バッファ中に調製され得る
。経粘膜投与および経肺投与のために、透過される障壁に適切な浸透剤が製剤に使用され
る。かかる浸透剤は、一般に当該技術分野で公知である。
【０１６７】
　全身、即ち、静脈内/動脈内または皮下投与に適切な用量または医薬組成物への、本発
明の化合物を調製するための薬学的に許容され得る担体の使用は、本発明の範囲内である
。担体の適切な選択および適切な製造実施で、本発明の医薬組成物、特に溶液として調製
される組成物が、静脈内注射などによって非経口投与され得る。化合物は、当該技術分野
で周知の薬学的に許容され得る担体を用いて皮下投与または経口投与に適切な用量に容易
に調製され得る。かかる担体によって、本発明の化合物は、治療される被験体による経口
摂取のための、錠剤、丸薬、カプセル、錠剤、液体、ゲル、シロップ、スラリー、懸濁液
などとして調製することが可能である。
【０１６８】
　体内／細胞内投与されることを目的とした本発明の化合物または化合物を含む医薬は、
当業者に周知の技術を用いて投与され得る。例えば、かかる薬剤は、リポソームにカプセ
ル化され得、次に上記のように投与され得る。リポソームは、水性内部を有する球状脂質
二重層である。リポソームの形成時に水溶液に存在する全ての分子は、水性内部に組み込
まれる。リポソーム内容物は、外部微小環境から保護され、リポソームが細胞膜と融合す
るために細胞表面近くに効率的に送達される。リポソームを含む送達システムは、Janoff
らの米国特許第4、880、635号に開示されている。刊行物および特許は、リポソーム薬物
送達のための技術の有用な説明を提供する。
【０１６９】
　非経口投与および／または皮下投与のための本発明の化合物を含む医薬組成物としては
、水溶性形態中の（１つまたは複数の）活性化合物の水溶液が挙げられる。また、活性化
合物の懸濁液は、適切な油性注射懸濁液として調製され得る。適切な親油性溶媒またはビ
ヒクルとしては、脂肪油、例えばゴマ油もしくはヒマシ油、または合成脂肪酸エステル、
例えばオレイン酸エチルもしくはトリグリセリドあるいはリポソームが挙げられる。水性
注射懸濁液には、懸濁液の粘性を高める化合物、例えばカルボキシメチルセルロースナト
リウム、ソルビトール、デキストランなどが含まれ得る。また、任意に、懸濁液は、高濃
度溶液の調製を可能にし、生物での物質の一定した徐放を可能にするために、化合物の可
溶性を高める適切な安定剤または薬剤を含み得る。
【０１７０】
　本発明によって、開示された医薬組成物または環状ペプチドが薬学的に／治療的に有効
な用量で投与され得、投与された薬学的に／治療的に有効な量の化合物が到達することを
意味することが、当業者には明らかである。好ましくは、薬学的に／治療的に有効な用量
とは、被験体の症状の改善または生存の延長を生じる投与化合物(活性成分)の量のことを
いい、日常の試験を行う当業者が決定することができる。
【０１７１】
　本発明によって投与される化合物の投薬計画は、付き添いの医師および臨床要因によっ
て決定されることに注意する。医学分野で周知のように、いずれかの患者のための投薬は
、患者のサイズ、体表面積、年齢、投与される特定の化合物、性別、投与時間および経路
、一般健康、ならびに同時に投与される他の薬物などの多くの要因に依存する。当業者は
関連する用量を知っており試験することができ、本発明によって医学的に適用される化合
物を投与する。
【０１７２】
　本明細書に示すように、本明細書に提供される環状ペプチドの効果、つまり抗β1-AR抗
体の遮断が用量依存様式で得られ得る。それによって、本明細書に開示されるCys→Ser変
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異シクロペプチドの有効性が閾値濃度に依存する(図14、15、および16B、C)。
【０１７３】
　従って、特に、開示される医薬組成物または環状ペプチドは、これらがある濃度で存在
する、即ち少なくとも0,05mg/kg体重、好ましくは少なくとも0,1mg/kg体重の濃度、より
好ましくは0,1mg/kg体重(100μg/kg)～100mg/kg体重の範囲、より好ましくは1mg/kg体重
～100mg/kg体重の範囲、最も好ましくは1mg/kg体重～10mg/kg体重の範囲の閾値濃度に達
する様式で、投与され得る。特に、開示される医薬組成物または環状ペプチドの有効用量
は、約1mg/kg体重であり得る。また、高濃度の開示される医薬組成物または環状ペプチド
は、一般的に、対応して使用される投与スキームにより到達するように構想される。例え
ば、かかる高濃度は、少なくとも2、3、4または5mg/kg体重であり得る。少なくとも1mg/k
g体重または少なくとも2mg/kg体重の濃度が好ましい。
【０１７４】
　本発明の状況で適用される1つの特に好ましく非限定的な投与スキームは、2週毎または
4週毎のs.c.適用またはi.v.適用である。
【０１７５】
　これに関して、本明細書で使用されるラットモデルで、2ヶ月毎の1～4mg/kg i.v.用量
が本発明の化合物の治療レベルを得るのに十分であり、ヒトのそれぞれの用量は、好まし
くは約0,3～10mg/kg i.v.またはs.c、より好ましくは約1～10mg/kg i.v.またはs.c.、さ
らにより好ましくは約1～5mg/kg i.v.またはs.c.であったことに注意する。
【０１７６】
　本明細書に示すように、開示される環状ペプチドの投与は、特に高用量で適用される場
合に一過性の反対免疫応答を最初に誘発し得る。長期のかかる一過性免疫応答は、投与さ
れる環状ペプチドの抗体不活性化の活性によって相殺される。これによって、投与される
環状ペプチドの減速効果、即ち、抗β1-AR抗体の減速排除、従って(異常な)β1-AR活性の
減速効果がもたらされ得る。
【０１７７】
　また、本発明は、医学介入を必要とする患者に、本明細書に開示される薬学的に活性な
量の環状ペプチドおよび／または医薬組成物ならびに任意に薬学的に許容され得る担体を
投与する工程を含む、
a)β-AR、好ましくはβ1-ARの活性が増強される疾患の治療、改善もしくは予防;
b)β-AR、好ましくはβ1-ARに対する抗体を有する患者もしくは本明細書に開示される疾
患に罹患している患者もしくは該疾患を発症するリスクがある患者の治療; または
c)免疫寛容の誘導
のための方法に関する。
【０１７８】
　また、本発明は、
a)β-AR、好ましくはβ1-ARの活性が増強される疾患の治療、改善もしくは予防;
b)β-AR、好ましくはβ1-ARに対する抗体を有する患者もしくは本明細書に開示される疾
患に罹患している患者もしくは該疾患を発症するリスクがある患者の治療; または
c)免疫寛容の誘導
のための、本明細書に開示される環状ペプチドまたは医薬組成物および任意に薬学的に許
容され得る担体に関する。
【０１７９】
　本発明によって医学的に介入される(治療、改善、予防または診断される)疾患または本
明細書に定義および記載されるように患者が罹患している疾患は、好ましくはβ1-ARが非
生理学的な様式で活性化されるもの、より好ましくは抗体、より好ましくはβ1-ARに対す
る自己抗体によって活性化されるものである。
【０１８０】
　しかし、例示的におよび好ましくは、本発明によって医学的に介入される疾患または本
明細書に定義および記載されるように患者が罹患している疾患は、限定されないが、心臓
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疾患の群を含む。
【０１８１】
　特に、本発明によって医学的に介入される心臓疾患または本明細書に定義および記載さ
れるように患者が罹患している心臓疾患は、限定されないが、感染および非感染心臓疾患
、虚血および非虚血心臓疾患、炎症性心臓疾患および心筋炎、心拡大、特発性心筋症、(
特発性)拡張心筋症(DCM)、免疫心筋症、心不全、および任意の不整脈、例えば心室および
／または上室性期外捕捉収縮（premature capture beats）ならびに任意の心房不整脈、
例えば心房細動および／または心房粗動を含み得る。
【０１８２】
　即ち、本発明の方法または環状ペプチドまたは医薬組成物に関して、本明細書に示され
る記載および定義に表される心臓疾患は、感染および非感染心臓疾患、虚血および非虚血
心臓疾患、炎症性心臓疾患および心筋炎、心拡張、特発性心筋症、(特発性)拡張心筋症(D
CM)、免疫心筋症、心不全、および任意の不整脈、例えば心室および／または上室性期外
捕捉収縮ならびに任意の心房不整脈、例えば心房細動および／または心房粗動を含む群よ
り選択される心臓疾患であり得る。
【０１８３】
　本発明によって医学的に介入される(治療、改善、予防または診断される)最も好ましい
疾患または本明細書に定義および記載されるように患者が罹患している最も好ましい疾患
は、DCM、好ましくは特発性DCMであることに注意する。
【０１８４】
　本発明の目的のための「患者」の特定の亜集団は、本明細書に記載される疾患のいずれ
か、より具体的に本明細書に記載される心臓疾患の群に罹患しており、かつ同時にβ-AR
に対する抗体、より好ましくはβ1-ARに対する抗体を有する患者であり、抗体は好ましく
は自己抗体である。
【０１８５】
　本発明によって医学的に介入される（治療、改善、予防または診断される）疾患あるい
は本明細書に定義および記載されるように患者が罹患している疾患は、β-ARに対する抗
体、好ましくはβ1-ARに対する抗体によって誘導されるものを意図する。好ましくは、こ
れらの抗体は自己抗体である。
【０１８６】
　本明細書に提供される手段および方法は、本明細書に定義される疾患の予防（prophyla
xis）/予防(prevention)に提供される場合に特に有用である。このことは、患者が本明細
書に定義される疾患（の症状）の発症前に本発明の環状ペプチドおよび／または医薬組成
物で治療され得ることを意味する。例えば、この予防治療は、例えば本明細書に提供され
る診断手段および方法を利点とする以前の診断適用に従い得る。それによって、本明細書
に定義される疾患を発症するリスクが診断される場合、例えば抗β-AR(自己)抗体が検出
される場合に、本発明の治療手段および方法を利点とする予防治療を適用することが好ま
しい。
【０１８７】
　これに関して、好ましい「患者」は、本明細書に定義される疾患を発症するリスクを有
する患者である。特に、かかる患者は、抗β(自己)抗体、好ましくは抗β1-AR（自己）抗
体を有するが、本明細書に定義される疾患またはその症状に(まだ)罹患していない患者で
ある。
【０１８８】
　本発明の状況で誘導される免疫寛容は、β-AR分子の免疫原拡張物に対する抗体の産生
の抑制によって具体的に得られることが構想され、これは、理論に拘束されないが、抗体
産生早期(成熟)B細胞および記憶B細胞の抗原認識部位の遮断によるものであり得る。
【０１８９】
　提供される医薬組成物または環状ペプチドが、前記化合物の使用による患者における抗
β-AR抗体の検出などの、本明細書に定義される疾患および患者群または患者のいずれか
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の治療、予防および／または改善に特に有用であることは、本発明の範囲内である。
【０１９０】
　本発明の目的のための、即ち本発明の化合物が投与されるまたは本明細書に定義および
記載される疾患に罹患しているまたは本発明によって診断されることを意図する「患者」
には、ヒトならびに他の動物および生物の両方が含まれる。従って、本発明の化合物およ
び方法は、（1つまたは複数の）診断薬、診断手順および方法ならびに病期分類手順およ
び方法などのヒト治療および獣医学用途の両方に適用可能であるか、またはこれらと関連
するものである。好ましい態様において、患者は哺乳動物であり、最も好ましい態様にお
いて、患者はヒトである。
【０１９１】
　本発明の変異環状ペプチドは、また、本明細書に定義される疾患および患者群／患者の
いずれかの治療、予防および／または改善のための医薬の製造に使用され得る。また、医
薬組成物について本明細書で言及されるものは、本発明のペプチドが使用され得る医薬の
製造に適用される。
【０１９２】
　なおさらなる局面において、本発明は、本発明の環状ペプチドまたは組成物および任意
に少なくとも1つのさらなる生物学的活性化合物を含む診断剤あるいはこれらの診断剤に
関する。
【０１９３】
　好ましくは、本明細書に開示される診断剤は、本発明の変異ペプチドからなるまたはこ
れらを含むものであり、変異ペプチドには標識が含まれる。かかる標識は、放射性標識お
よび蛍光標識を含む群から選択され得る。それぞれの標識は、当業者に公知である。本明
細書の上記に示される標識の定義および記載は、ここで準用する。典型的に、ペプチドは
、診断剤の一部分であり、特異的結合特性、好ましくは抗β1-AR抗体に結合する特性を診
断剤に付与するが、標識は、シグナル伝達特性を診断剤に付与する。
【０１９４】
　本発明の診断剤は、本発明の(1つまたは複数の)標識または非標識変異ペプチドとは別
に、さらに生物学的活性化合物を含み得る。かかるさらなる生物学的活性化合物は、特に
本発明の変異ペプチドが標識されない場合に、診断剤にシグナル伝達特性を付与するため
の手段であり得る。例えば、さらなる生物学的活性化合物は、抗体、好ましくはモノクロ
ーナル抗体、より好ましくは本発明の変異ペプチドもしくは本発明の変異ペプチドおよび
抗β-AR抗体、好ましくは抗β1-AR抗体からなる複合体に特異的に結合する標識抗体であ
り得る。
【０１９５】
　さらなる局面において、本発明は、
a)本発明の環状ペプチドまたは組成物または診断剤を用いて(例えば試料中の)β-ARに対
する抗体を検出する工程; および
b)前記抗体の力価が増大する場合に疾患を診断する工程 
を含む、本明細書に定義および記載される疾患の診断方法に関する。
【０１９６】
　さらなる局面において、本発明は、本発明の変異ペプチド、医薬組成物および医薬を用
いて治療され得る患者の診断方法に関する。また、この特定の方法の状況において、本発
明の化合物を用いて(例えば試料中の)β-ARに対する抗体を検出する工程および／または
前記検出工程の結果が本明細書に定義される疾患を示すかを判断する工程が使用され得る
。上記のように、本明細書に定義される疾患または本明細書に定義される疾患を発症する
リスクは、前記抗β-AR抗体の力価が増大する場合に示される。
【０１９７】
　別の局面において、本発明は、本明細書に定義される疾患を(例えば試料中で)診断する
ための、本明細書に提供および記載される環状ペプチド、組成物または診断剤に関する。
また、本明細書に定義される疾患または本明細書に定義される疾患を発症するリスクは、
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抗β-AR抗体の力価の増大によって示される。
【０１９８】
　本発明の状況において、用語「抗β-AR抗体の力価の増大」は、（例えば本発明によっ
て診断される患者に由来する試料中の）抗β-AR抗体の力価が健常対照患者、即ち本明細
書に定義される疾患に罹患していない患者および／または抗β-AR抗体を欠く患者のもの
よりも高いことを意味する。
【０１９９】
　上記のように、健常患者において、抗β-AR抗体は、通常、ほとんどまたは全く存在せ
ずまたは検出可能ではない。従って、本発明の「抗β-AR抗体の力価の増大」は、好まし
くは抗β-AR抗体の任意の発生、即ち、検出可能な量の抗β-AR抗体の任意の発生のことを
いう。
【０２００】
　本発明の適切な「試料」としては、限定されないが、（1つまたは複数の）生物学的試
料または医学的試料、例えば（１つまたは複数の）細胞または組織を含む(1つまたは複数
の)試料が挙げられる。例えば、かかる（1つまたは複数の）試料は、生検材料の生物学的
材料を含み得る。「生検材料」の意味は当該技術分野で公知である。例えば、生検材料に
は、例えば本明細書に記載される患者／被験体から付き添いの医師が取り出す（1つまた
は複数の）細胞または組織が含まれる。例示的に、限定されないが、本発明の状況で分析
される生物学的試料または医学的試料は、血液、血漿、白血球、尿、精液、唾液、脳脊髄
液、リンパ液またはリンパ性組織もしくは細胞、筋肉細胞、心臓細胞、静脈または動脈の
細胞、神経細胞、脊髄の細胞、脳細胞、肝臓細胞、腎臓細胞、腸管の細胞、精巣の細胞、
尿生殖管の細胞、結腸細胞、皮膚、骨、骨髄、胎盤、羊膜液、髪、髪および／または小胞
、幹細胞(胚性、神経性、および／または他)あるいは一次もしくは不死化細胞株(リンパ
球、マクロファージ、または細胞株)であり、またはこれらに由来するものである。本発
明による好ましい「試料」は、血液または血漿に由来するものである。また、本明細書に
定義される生物学的試料または医学的試料は、生検材料、例えば心臓組織、静脈もしくは
動脈に由来する生検材料であり得、またはこれらに由来し得る。
【０２０１】
　さらなる局面において、本発明は、診断キット、例えば本発明の環状ペプチド、組成物
または診断剤を含む、β-ARに対する抗体の検出のための診断キットに関する。
【０２０２】
　本発明のキットは、本発明によって開示される少なくとも1つの化合物、例えば、本発
明の環状ペプチドもしくは線状ペプチド、本発明の核酸分子、ベクターもしくは宿主細胞
または本発明の組成物もしくは診断剤などを含む。特定の一態様において、キットは、指
示リーフレット、および／またはキットの適用に使用されるバッファ、および／またはキ
ットを使用するもしくは使用することになっている検出反応を行うための少なくとも1つ
の反応容器をさらに含む。さらなる態様において、前記キットの適用に関して使用される
少なくとも1つ、いくつかまたは全ての試薬が、キットを使用することになっている（1つ
または複数の）反応の実施に有用な一部分として存在する。
【０２０３】
　本発明の環状ペプチド、診断剤またはキットは、β1-ARの検出に適用され得る。従って
、本発明の環状ペプチド、診断剤またはキットは、細胞および／または組織表面に結合し
た抗β1-AR抗体の同定／検出に特に有用であり得る。例えば、本発明の環状ペプチド、診
断剤またはキットは、画像目的、例えば単一光子放出計算トモグラフィー(SPECT)、MiBi
、PET、磁気共鳴トモグラフィー(MRT)または医療に使用される他の診断画像技術において
使用され得る。インビボでの131I標識CP分布パターン(図30)によると、本発明の環状ペプ
チド、診断剤は、例えば、臓器特異的トレーサーとして特に有用であり得る。
【０２０４】
　それぞれ診断剤としておよび診断方法において、本発明の化合物を使用するための1つ
の特定のアプローチは、3段階スクリーニング手順である。例えば、本方法は、本発明の
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環状ペプチドを用いてELISAを行う工程、および免疫蛍光を測定する工程ならびに天然ヒ
トβ-ARを発現する細胞中のcAMP応答を測定する工程を含む。前記工程のそれぞれおよび
いずれかは、従って、本発明の環状ペプチドを用いた前記抗体の検出のために行われ得る
ことが理解される。従って、多数の患者、例えば心不全患者は、機能的に活性な抗β1-AR
抗体についてスクリーニングされ得る。かかる（または他の本明細書に開示される）診断
方法に関して、機能的に活性な抗β1-AR抗体の定義は、好ましくはレセプター媒介シグナ
ル伝達に対する影響、即ち細胞性cAMPレベルに対する影響およびcAMP依存性プロテインキ
ナーゼ(PKA)の活性に対する影響に基づくものである。環状AMPは、β-ARファミリーなど
の多くのGタンパク質共役レセプターの普遍的な第二メッセンジャーである。これは、PKA
、cAMPゲートイオンチャンネル、ホスホジエステラーゼ、ならびにEpac1および2として公
知の、cAMPによって直接活性化される交換タンパク質を介して影響を及ぼす。先行技術に
は、本発明の診断方法と共に全て使用され得る、非修飾細胞中のcAMPを測定するためのい
くつかの蛍光方法が説明されている。PKAの調節および触媒サブユニットに融合された緑
蛍光タンパク質(GFP)バリアント間の蛍光共鳴エネルギー転移(FRET)が、神経細胞(Hempel
 CM、Vincent P、Adams SR、Tsien RY、Selverston Al. Nature. 1996;384:113-114)また
は心筋細胞(Zaccolo M、Pozzan T.、Science. 2002;295:1711-1715)において、cAMPの空
間-時間ダイナミクスを研究するために記載されている。
【０２０５】
　最近、Epac-タンパク質のcAMP結合ドメインに直接融合した強化シアン（CFP）またはイ
エロー蛍光タンパク質(YFP)を有することを特徴とする単鎖蛍光インジケーターが当該技
術分野で説明されており、cAMP測定の高い感度および良好な時間解像度を達成することが
可能である。中でも、かかるシステムは、WO2005/052186に記載されている。かかるシス
テムは、本発明の環状ペプチドまたは他の対応の化合物を用いて任意の診断手順と共に使
用され得る。しかし、また、かかるシステムは、限定されないが、機能的に活性な抗β1-
AR抗体の割合を分析するために使用され得る。好ましくは、かかる診断方法は、以前に抗
体で分類されたDCM患者またはこれまでに評価された任意の個体または本明細書に記載さ
れる疾患のいずれかに罹患していることが疑われる個体または罹患するリスクがある任意
の個体のコホートに適用される。診断方法およびスクリーニング方法のさらなる工程にお
いて、β遮断薬が抗β1-AR抗体誘導レセプター活性を阻害する能力を、それぞれ評価し、
かつ決定し得る。
【０２０６】
　本発明のペプチドを利用する、WO2005/052186に記載されるFRETベース法の前記アッセ
イは、単純であり、時間を消費しない限り有利であり、同時に抗β1-ECII抗体陽性と以前
にみなしたDCM患者全てを開示または同定する。本発明の1つまたはいくつかのペプチドを
利用するFRETベースの診断方法のこの態様は、抗体が誘導するcAMPの増大の検出に基づい
ている。
【０２０７】
　まとめると、Epac-FRETによるスクリーニングは、非常に感度の高い単一工程アプロー
チを表すように思われ、ヒトβ1-ARに対する活性化抗体を検出することが可能である。従
って、本発明は、また、Epac-FRETアッセイに使用するための、本発明の1つまたはいくつ
かのペプチドの使用に関する。より好ましくは、かかるEpac-FRETアッセイは、診断に使
用され、さらにより好ましくは本明細書に記載される疾患のいずれかを罹患している患者
またはこれらを罹患していると疑われる患者の診断に使用される。
【０２０８】
　上記の点で、本発明によるFRET技術、特にFRETベース検出システムを使用または適用す
ることが特に好ましい。
【０２０９】
　さらなる局面において、本発明は、本発明の環状ペプチドと検出されるβ-ARに対する
抗体とを接触させる工程を含む、（例えば本明細書に定義される試料中の）β-ARに対す
る抗体の検出方法に関する。
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【０２１０】
　さらなる局面において、本発明は、β-ARに対する抗体を（例えば本明細書に定義され
る試料中で）検出するための、本明細書に開示される環状ペプチド、組成物または診断剤
に関する。
【０２１１】
　抗体または環状ペプチド、組成物または診断剤の上記検出方法は、本発明の状況で記載
および提供される診断用途の状況で使用されることが特に有用である。
【０２１２】
　本出願を通して、以下の略語は以下の意味：Abまたはab:抗体、Absまたはabs：複数の
抗体、AR：アドレナリン作動性レセプター、EC　β-ARの細胞外ドメイン、ECII　β-ARの
細胞外ドメインIIおよびAA　アミノ酸を有する。
【０２１３】
　本発明を、以下の非限定的な図面および実施例を参照してさらに説明する。
【０２１４】
　図は以下のことを示す：
【図面の簡単な説明】
【０２１５】
【図１】図１は、β1-ECII-25アミノ酸(AA)シクロペプチドおよび変異β1-ECII-25AAシク
ロペプチド（元のCys残基(白丸)またはSer変異システイン(黒丸；Cys/SerまたはSer/Cys
それぞれ)を有する黒いリング）のスキーム、およびそれぞれ210nmまたは220nmの波長で
検出した、対応の高速液体クロマトグラフィー溶出プロフィールを示す図である。　3Cys
含有β1-ECII-25AA Cys/Cysシクロペプチドについて、HPLCは、Waters Dual Lambda 吸光
度検出器と共にWaters Separation Modul 2690で実施された; 吸光度は220 nmで読み取っ
た。ペプチド合成および環化の後、試料をH2O/5％アセトニトリル(ACN)に溶解し、Nuclos
il 100-5/C18カラム(Macherey-Nagel Inc., Germany; カラム長250mm、口径4mm)上に流量
1ml/分で負荷した; 次に0.2％TFAの存在下での5％～60％ACNの分離勾配を作動させた。残
りのわずかな量の線状β1-ECII-25AAペプチドが、小さいピークで、典型的に14～16分で
生じたが、β1-ECII-25AA Cys/Cysシクロペプチドを含む画分が、18～22分の範囲で現れ
た。　変異体25AAシクロペプチドのHPLCを、流量1ml/分でのシリカC18カラム(15μm、120
A、長さ250mm、口径4mm)続いて0.1％TFAの存在下での5％～60％ACNの分離勾配で行った。
環状β1-ECII-25AA変異体を含む画分をUV吸収(210nm)によってモニターし、約10.5分(25A
A Cys/Ser変異体、左パネル)または約16.5分(25AA Ser/Cys変異体、右パネル)で現れる鋭
い単一溶出ピークを示した。
【図２】図2は、頭-尾が閉じた後(閉部位Ala-DGluまたはPro-Lysのいずれか)の主要な環
構造の形成に関与するアミノ酸と共に、変異β1-ECII-25AAまたは18AA-シクロペプチド(
元のCys残基(白丸)またはSer変異システイン(黒丸；Cys/SerまたはSer/Cysそれぞれ)を有
する黒リング)のスキームを示す図である。　固相での環状β1-ECII-18AA(またはβ1-ECI
I-25AA)ペプチドの合成について、Fmoc-Glu-ODmabまたは直交様式で選択的に切断され得
る側鎖保護基を有する別のFmocアミノ酸が、線状ペプチドのC末端に組み込まれる。環状
ペプチドの合成樹脂からの切断によって、(D-Glu→Glnの場合に)ペプチドアミドが生じ、
側鎖の保護基の除去は、樹脂をトリフルオロ酢酸/トリイソプロピルシラン/エタンジチオ
ール/水で数時間処理して行う。
【図３】図3は、2つの線状(左パネル、18AA Cys/Serおよび25AA Cys/Cysそれぞれ)および
本発明の4つの変異体シクロペプチドのHPLC溶出プロフィールを示す6つのパネルを示し、
これらの全てはPro-Lys閉部位を有するGln含有シクロペプチドである。変異体25AA-また
は18AA-シクロペプチドのHPLCは、UV吸光度検出器と共にWaters Separation Modulで行っ
た；吸光度は210nmで読み取った。ペプチド合成および環化の後に、試料を、H2O/5％アセ
トニトリル(ACN)に溶解し、流量1ml/分でシリカC18カラム(15μm、120A、カラム長250mm
、口径4mm)に負荷した；次に0.1％TFAの存在下での5％～60％ACNの分離勾配を作動させた
。線状対応物について示すように、環状β1-ECII-18AA変異体(上列、中央パネル(Cys/Ser
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、約14分)、右パネル(Ser/Cys、約16.5分); またはβ1-ECII-25AA変異体(下列、中央パネ
ル(Cys/Ser、約10.6)、右パネル(Ser/Cys、約16.5))を含む画分は、示した時点に現れる
鋭い単一溶出ピークを示した。
【図４】図4は、抗原として3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを用いたELISA競合アッセ
イにおいて、3Cys含有18AAシクロペプチド(黒カラム)と比較してD-Glu閉環を有するβ1-E
CII-18AAシクロペプチド変異体(Cys/Ser変異、白カラム；Ser/Cys変異、右斜め網目模様
カラム)の遮断能力を示す図である。12の異なる免疫化抗体陽性ラットの血清から単離さ
れたIgG画分で得た代表的な結果を示す。y軸は、表示されたシクロペプチドでプレインキ
ュベーション(12時間一晩、4℃、回転インキュベーター)した後の血清の遮断対非遮断ELI
SA反応性％で示される様々な使用ペプチドの遮断効率を表す。
【図５】図5は、抗原として3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを用いたELISA競合アッセ
イにおいて、3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチド(黒四角)と比較してD-Glu閉環を有する
β1-ECII-18AAシクロペプチド変異体(Cys/Ser変異、白ひし形；Ser/Cys変異、黒ひし形)
の遮断能力を示す図である。抗体陽性心筋症ラットの代表的な単一の血清を使用した(図4
、ラット数4)。y軸はELISAで測定された特異的抗β1-ECII IgG抗体の濃度を表し、x軸はI
gG画分をプレインキュベート(12時間、4℃、回転インキュベーター)するために使用され
た、過剰モルの線状または環状ペプチドに対応し、これは1:1の化学量論(1つの環状ペプ
チド(2.1kDa分子量(MM))または線状ペプチド(3.0kDa MM)は1つのIgG抗体(150kDa MM)を遮
断すると仮定された)を仮定する。
【図６】図6は、蛍光共鳴エネルギー転移(FRET)によるアプローチを用いたβ1-レセプタ
ー媒介シグナル伝達(機能性cAMPアッセイ)に関して、D-Glu閉環を有するβ1-ECII-18AAシ
クロペプチド変異体の遮断能力を示す図である。β1-ECII-18AA-シクロペプチド変異体(C
ys/Ser変異、ダークブルー(3)；Ser/Cys変異、ライトブルー(4))を用いた代表的なラット
(血清)(図4、ラット数4)の抗β1-ECII IgG抗体のプレインキュベーション(12時間、4℃、
回転インキュベーター)の効果を、3Cys含有25AA Cys/Cysシクロペプチド(赤(2))の効果ま
たはブロッキングペプチドの非存在下での抗β1-ECII IgG抗体で得られた結果(黒(1))と
比較した。y軸は、登録されたFRET放出シグナルの標準化YFP/CFPの比を表し、x軸は登録
時間の秒(s)に相当する。
【図７】図7は、抗原として3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを使用したELISA競合アッ
セイにおいて、免疫化抗体陽性ラットの78血清から単離されたIgGとプレインキュベーシ
ョン(12時間、4℃、回転インキュベーター)した後の、D-Glu閉環を有するシクロペプチド
変異体の遮断効果を推定する図である。カラムは、3Cys含有18AAシクロペプチド(たて網
目模様カラム)、3Cys含有25AAシクロペプチド(よこ網目模様カラム)、または3Cys含有線
状25AAペプチド(右斜め網目模様カラム)と比較した、変異体β1-ECII-18AAシクロペプチ
ド(Cys/Ser変異　黒カラム；Ser/Cys変異、白カラム)で得られた結果を表す。エラーバー
は、平均の標準誤差(±SEM)を示す。y軸は、血清の遮断対非遮断ELISA反応性％で示す様
々な使用ペプチドの遮断効率を表す。
【図８】図8は、n=82の免疫化抗体陽性ラットの血清で行われたELISA競合アッセイにおい
て、(D-Glu閉環を有する)β1-ECII-18AAシクロペプチド変異体の遮断能力を推定する図で
ある。約95％の血清がβ1-ECII-18AA Cys/Ser変異シクロペプチド単独によって効率的に
遮断されたが(左白カラムの上部に概略して示される)、約5％の血清は18AA Cys/Ser-およ
び18AA Ser/Cys-変異体(後者は、右黒カラムの上部に概略して示される)の両方によって
遮断された。
【図９】図9は、抗原として3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを用いたELISA競合アッセ
イにおいて、69の異なる免疫化抗体陽性ラットから単離された血清でプレインキュベーシ
ョン(12時間、4℃、回転インキュベーション)した後の、Gln閉部位を有する25AA-および1
8AA-両方のシクロペプチド変異体ならびにD-Glu閉部位を有する18AAシクロペプチド変異
体の遮断効果を推定する2つの主要(上部および下部)パネルから構成される図である。上
部パネルは、cyc25AA(Gln)ペプチド(左)とcyc18AA(GlnおよびD-Glu)ペプチド(右)を別々
に、Cys/Ser変異シクロペプチド(タイプ1反応n=64)と優先的に反応するラット血清を示す
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。下部パネルは、cyc25AA(Gln)ペプチド(左)とcyc18AA(GlnおよびD-Glu)ペプチド(右)で
得られた結果を別々に、Cys/SerおよびSer/Cys変異シクロペプチド(タイプ2反応、n=5)の
両方と反応するラット血清を示す。　2つのパネルのうち左側の最初の3つのカラムは、(
非変異の)3Cys含有25AA(Gln)シクロペプチド(黒カラム)および変異体β1-ECII-25AA(Gln)
シクロペプチド(Cys/Ser変異、白カラム；Ser/Cys変異、よこ網目模様カラム)で得られた
結果を表す。　2つのパネルのうち右側の5つのカラムは、異なる2Cys含有変異体18AAシク
ロペプチド(Gln閉部位を有する18AA Cys/Ser変異体、白カラム；D-Glu閉部位を有する18A
A Cys/Ser変異体、左斜め網目模様カラム；Gln閉部位を有する18AA Ser/Cys変異体、右斜
め網目模様カラム；D-Glu閉部位を有する18AA Ser/Cys変異体、たて網目模様カラム)と比
較して、(非変異の)3Cys含有18AA(Gln)シクロペプチド(黒カラム)で得られた結果を表す
。　エラーバーは平均の標準誤差(±SEM)を表す。y軸は、血清の阻害対非阻害ELISA反応
性％で示される様々な使用ペプチドの阻害効率を表す。
【図１０】図10は、n=69の免疫化抗体陽性ラットの血清で行われたELISA競合アッセイに
おいて、β1-ECII-18AA(Gln)シクロペプチド変異体の遮断能力を推定する図である。約93
％(n=64)の血清は、β1-ECII-18AA Cys/Ser変異シクロペプチド単独によって効率的に遮
断されたが(左白カラムの上部に概略して示される)、約7％(n=5)の血清は、18AA Cys/Ser
-および18AA Ser/Cys-変異体の両方によって遮断された(後者は、右黒カラムの上部に概
略して示される)。
【図１１】図11は、ランダムに選択されたn=6の免疫化抗体陽性ラットの血清で行われたE
LISA競合アッセイにおいて、25AA Cys/Cys 線状ペプチド(黒四角)、25AA Cys/Serシクロ
ペプチド変異体(白四角)、18AA Cys/Cysシクロペプチド(黒ひし形)、18AA Cys/Serシクロ
ペプチド変異体(白ひし形)、および18AA Cys/Ser線状ペプチド変異体(たて網目模様ひし
形)などの様々な線状および環状β1-ECII-ペプチドの、非遮断抗体力価％(y軸、縦座標)
で示される用量依存性(x軸、横座標：～倍モル過剰の特定のペプチド)遮断能力を推定す
る図である。全ての血清は、β1-ECII-18AA Cys/Ser変異体シクロペプチドによって最も
効率的に遮断され、続いて非変異18AA Cys/Cysシクロペプチドおよび25AA Cys/Ser変異体
シクロペプチドであった。全てのシクロペプチドは、主に、抗体遮断能力の点で、(変異
の有り無しで)線状対応物よりも優れていた(P<0.005)。
【図１２】図12は、最初の免疫化(および予防プロトコールに対応する、以降の2つのβ1-
ECII/GST抗原ブースト)の3ヶ月後に開始した、様々な線状および環状β1-ECII-ペプチド
を全部で5回(予防)適用したインビボ遮断能力を推定する図である。β1レセプター抗体の
血清力価は、各ペプチドの注射の前および18～20時間後に測定され(横座標、月の時間)、
免疫化未処理ラットの対応する抗体力価の％で示す(y軸、縦座標)。注射されたペプチド
は25AA Cys/Cys線状ペプチド(黒四角)、25AA Cys/Cysシクロペプチド(白四角)、18AA Cys
/Cysシクロペプチド(黒ひし形)、18AA Cys/Serシクロペプチド変異体(白ひし形)、および
18AA Cys/Ser線状ペプチド変異体(たて網目模様ひし形)であった。また、インビボで環状
ペプチドの効率は、主に、線状対応物よりも優れていた。抗体中和の点で最大効率は、非
変異体25AA Cys/Cysまたは18AA Cys/Cysシクロペプチド(未処理免疫化動物と比較して、5
回シクロペプチド注射後に87.7±2％または89.9±3％の減少；両方ともP<0.005)の1.0 mg
/kg体重(Bw)で達成され、続いて18AA Cys/Ser変異体シクロペプチド(5回シクロペプチド
注射後に54.5±2％の減少；P<0.05)であったが、同じ濃度の線状25AA Cys/Cysペプチドま
たは線状18AA Cys/Ser変異体は、有意な遮断効果がなかった(5回注射後に25.8±3％また
は4.5±11％の減少、それぞれP=0.16またはP=0.8)。黒丸は、100％に設定された参照とし
て働く未処理定期的(4週毎)免疫化動物の抗体力価を示す。
【図１３】図13は、25AA-ECII Cys/Cysシクロペプチド(25cyc. Cys/Cys、たて網目模様カ
ラム)、18AA-ECII Cys/Ser シクロペプチド変異体(18cyc. Cys/Ser、右斜め網目模様カラ
ム)、または線状18AA-ECII Cys/Serペプチド変異体(18lin. Cys/Ser、よこ網目模様カラ
ム)で予防処理された免疫化抗β1抗体陽性心筋症動物から単離されたものと比較して、免
疫化抗β1陽性心筋症未処動物(β1未処理、黒カラム)の骨髄(左カラム)または脾臓(右カ
ラム)のいずれかから調製されたB細胞を用いて行われたELISPOTアッセイの結果を示す。
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アッセイのために、ELIspotプレートを、0.05mol/l Trisバッファ、pH 9.4中の特異的抗
原(GST/β1-ECII-FP)で一晩被覆した; 次にプレートを、3回洗浄し、BSAを用いて37℃で3
時間ブロッキングした。次に、プレートを、ウェルあたり1x106～1x103細胞で脾臓または
骨髄のいずれかのB細胞(10％ウシ胎児血清(FCS)を添加したRPMI 1640/X-VIVO-15培地で培
養される)と37℃で一晩インキュベートした。12時間後に、B細胞を廃棄し、B細胞分泌IgG
が結合したプレートを数回洗浄(PBS/0.5％Tween)した後、結合したラットIgGを検出する
アルカリホスファターゼコンジュゲート第二抗ラットIgG(0.3μg/ml)を添加した。次に、
プレートを、もう3時間37℃でインキュベートし、PBS/0.5％Tweenで数回洗浄し、LMP/BIC
P 5:1(1ml/ウェル；「LMP」は低融点アガロースを意味し、「BICP」は5-ブロモ-4-クロロ
-3-インドリルホスフェートp-トルイジン塩、青色色素を意味する)を用いて発色させ、抗
原特異的IgGを分泌する脾臓または骨髄細胞を表す各スポットについて得られた青色スポ
ットを定量した。
【図１４】図14は、免疫化抗体陽性ラットに1.0mg/kg体重(Bw)を第一静脈内(i.v.)注射し
た後に測定された、Gln閉部位を有する25AAおよび18AAシクロペプチド変異体の両方のイ
ンビボ遮断効果を推定する図である。1.0または0.25mg/kg Bwの示されたペプチドをi.v.
注射した18～20時間後に血清を取り出し、抗原として3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチド
を用いたELISAによって反応性をアッセイした。　パネル内の第一列は、2Cys含有25AA Cy
s/Ser(Gln)シクロペプチド変異体で処理されたラット群(n=5)を表し(第一列の上部に概略
して示される、網目模様円)、第二列および第三列は、2つの異なる濃度での変異体18AA C
ys/Ser (Gln)シクロペプチドで処理されたラット群を表し(n=40、1mg/kg Bw; n=9、0.25m
g/kg Bw、第二列の上部に示される環状ペプチドのスキーム、白丸)、第四列は変異体18AA
 Ser/Cys(Gln)シクロペプチドで処理されたn=4の動物を表し(1mg/kg Bw、第四列の上部に
示される環状ペプチドのスキーム、黒ひし形)、第五列は(変異体)の2Cys含有線状18AA Cy
s/Ser(Gln)ペプチドをi.v.注射して得られた結果を表す(第五列の上部に示される線状ペ
プチドのスキーム、黒丸)。　各列のバーおよび(ボックスの)番号は、i.v.ペプチド注射
の前および18～20時間後の血清のELISA免疫反応性％で示される各表示ペプチドの遮断能
力の平均値を表す(y軸)。
【図１５】図15は、免疫化抗体陽性ラットに1mg/kg Bw または0.25mg/kg/Bwを第一静脈内
(i.v.)注射した後に測定された、Gln閉部位を有する25AAおよび18AAシクロペプチド変異
体の両方のインビボ遮断効果を推定する図である。様々なペプチドのi.v注射の18～20時
間後に血清を取り出し、抗原として3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを用いたELISAに
よって反応性をアッセイした。　グラフは様々なペプチドを注射した後の抗体陽性免疫化
ラットの血清における特異的抗β1-レセプター抗体力価の相対的減少(または増加)を示し
、i.v.注射の前および18～20時間後の血清のELISA免疫反応性％で示される表示ペプチド
の遮断能力のそれぞれの平均値を示す(y軸)。パネルの右側の記号は、白四角、18AA Cys/
Ser変異体(Gln)シクロペプチド(1mg/kg Bw)；白ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロ
ペプチド(0.25mg/kg Bw)；黒ひし形、18AA Ser/Cys変異体(Gln)シクロペプチド(1mg/kg B
w)；よこ網目模様四角、18AA Cys/Ser変異体線状(Gln)ペプチド(1mg/kg Bw)；黒四角、25
AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(1mg/kg Bw)を表す。明確性のために、エラーバー
はグラフに示されない。
【図１６Ａ】図16Aは、免疫化抗体陽性ラットに1.0mg/kg体重(Bw)の表示ペプチドを全部
で9回静脈内(i.v.)注射した後に測定された、Gln閉部位を有する25AAおよび18AAシクロペ
プチド変異体の両方のインビボ遮断効果を推定する図である。4週毎の様々なペプチドのi
.v.注射の前および18～20時間後に血清を取り出し(横座標:月の処理時間)、抗原として3C
ys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを用いたELISAによって反応性をアッセイした。　グラ
フは、表示ペプチドを注射した後の抗体陽性免疫化ラットの血清における特異的抗β1-レ
セプター抗体力価の相対的な減少(または増加)を示し、処理開始前の最初のELISA免疫反
応性％で示されるペプチドの遮断能力のそれぞれの平均値を示す(y軸、縦座標)。　記号
は、黒丸、未処理定期的(4週毎)免疫化動物(n=9)；白ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)
シクロペプチド(1.0mg/kg Bw、n=20)；黒四角、25AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド



(42) JP 2010-536356 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

(1.0mg/kg Bw、n=5)を示す。
【図１６Ｂ】図16Bは、個々の動物のシクロペプチドの「応答状態」に関係なく免疫化抗
体陽性ラットに0.25、1.0、2.0、および4.0mg/kg 体重(Bw)を全部で9回静脈内(i.v.)注射
した後に測定された、様々な濃度のGln閉部位を有する18AAシクロペプチド変異体のイン
ビボ遮断効果を推定する図である。4週毎の様々なペプチドのi.v.注射の前および18～20
時間後に血清を取り出し(横座標:月の時間)、抗原として3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプ
チドを用いたELISAによって反応性をアッセイした。　グラフは、表示ペプチドを注射し
た後の免疫化抗体陽性ラットの血清における特異的抗β1-レセプター抗体力価の相対的な
減少(または増加)を示し、処理開始前の最初のELISA免疫反応性％で示されるペプチドの
遮断能力のそれぞれの平均値を示す(y軸、縦座標)。　記号は、黒丸、未処理定期的(4週
毎)免疫化動物(n=9)；白丸、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(0.25mg/kg Bw、n=
4); 白ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(1.0mg/kg Bw、n=20)；たて網目
模様ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(2.0mg/kg Bw、n=5); 黒ひし形、1
8AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(4.0mg/kg Bw、n=9)を示す。
【図１６Ｃ】図16Cは、免疫化抗体陽性ラットに0.25、1.0、2.0、および4.0 mg/kg体重(B
w)を全部で9回静脈内(i.v.)注射した後に測定された、様々な濃度のGln閉部位を有する18
AAシクロペプチド変異体のインビボ遮断効果を推定する図であり、7回シクロペプチドの
注射後に、治療の開始時のそれぞれの力価の80％に等しいまたはそれより低い最大残存レ
セプター抗体レベルを有する動物として定義されるシクロペプチドに感受性がある「応答
物」だけを考慮する(図16cと図16bの曲線を比較、後者は非選択動物の天然の不均一応答
を表す)。上記のように血清を取り出し、抗原として3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチド
を用いたELISAによって反応性をアッセイした。　グラフは、表示ペプチドを注射した後
の免疫化抗体陽性応答物の血清における特異的抗β1-レセプター抗体力価の相対的な減少
を示し、最初のELISA免疫反応性％の遮断能力を示す(y軸、縦座標)。　記号は、(太字で
応答物の数)、黒丸、未処理定期的(4週毎)免疫化動物(n=9)；白丸、18AA Cys/Ser変異体(
Gln)シクロペプチド(0.25mg/kg Bw、n=3/4)；白ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロ
ペプチド(1.0mg/kg Bw、n=16/20)；たて網目模様ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シク
ロペプチド(2.0mg/kg Bw、n=2/5)；黒ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(
4.0mg/kg Bw、n=6/9)を示す。
【図１７Ａ】図17Aは、超音波心臓検査法(超音波心臓検査システム：Visual Sonics、Vev
o 770(バージョン V2.2.3)、15～17.5MHz変換器を備える)によって測定される、GST/β1-
ECII-免疫化未処理(黒丸)対様々な表示シクロペプチド（説明参照）で処理されたGST/β1

-ECII-免疫化動物の内部収縮終期および拡張終期左心室直径(LVES、LVED)の時間経過(0～
20ヶ月)を示す図であり、LVES/LVEDは、左心室収縮終期直径/左心室拡張終期直径である
。　記号は、白丸、未処理0.9％NaCl注射非免疫化対照動物(n=10)；黒丸、未処理定期的(
4週毎)免疫化動物(n=9)；白ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(1.0mg/kg 
Bw、n=20)；黒四角、25AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(1.0mg/kg Bw、n=5)；白四
角、18AA Cys/Ser変異体線状(Gln)ペプチド(1.0mg/kg Bw、n=5)を示す。
【図１７Ｂ】図17Bは、GST/β1-ECII-免疫化未処理(黒丸)対異なる濃度の18AA Cys/Serシ
クロペプチド変異体(説明参照)で処理されたGST/β1-ECII-免疫化動物の内部収縮終期お
よび拡張終期左心室直径(LVES、LVED)の時間経過(0～20ヶ月)を示す同様の図である。　
記号は、白丸、未処理0.9％NaCl注射非免疫化対照動物(n=10)；黒丸、未処理定期的(4週
毎)免疫化動物(n=9)；白四角、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(0.25mg/kg Bw、
n=4)；白ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(1.0mg/kg Bw、n=20)；たて網
目模様ひし形、18AA Cys/Ser 変異体(Gln)シクロペプチド(2.0mg/kg Bw、n=5)；黒ひし形
、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(4.0mg/kg Bw、n=9)を示す。
【図１８】図18は、GST/β1-ECII-免疫化対0.9％NaCl注射ラットにおける特異的抗β1-EC

II抗体の力価経過(0～9ヶ月)を示す図であり、「β1」は免疫化動物(本発明のペプチドの
処理開始前)を意味し、「NaCl対照」は対応のNaCl注射対照動物を意味する。
【図１９Ａ】図19Aは、超音波心臓検査法によって測定された「心係数」(CI)のml/分/g(
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体重)の時間経過(0～20ヶ月)を示す図である(超音波心臓検査システムは図17aの説明を参
照)。　記号は、白丸、未処理0.9％NaCl注射非免疫化対照動物(n=10)；黒丸、未処理定期
的(4週毎)免疫化動物(n=9)；白ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(1.0mg/
kg Bw、n=20)；黒四角、25AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(1.0mg/kg Bw、n=5)；
白四角、18AA Cys/Ser変異体線状(Gln)ペプチド(1.0mg/kg Bw、n=5)を示す。
【図１９Ｂ】図19Bは、超音波心臓検査法によって測定された「心係数」(CI)のml/分/g(
体重)の時間経過(0～20ヶ月)を示す同様の図である(超音波心臓検査システムは図17aの説
明を参照)。　記号は、白丸、未処理0.9％NaCl注射非免疫化対照動物(n=10)；黒丸、未処
理定期的(4週毎)免疫化動物(n=9)；白四角、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(0.
25mg/kg Bw、n=4)；白ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(1.0mg/kg Bw、n
=20)；たて網目模様ひし形、18AA Cys/Ser変異体(Gln)シクロペプチド(2.0mg/kg Bw、n=5
)を示す。
【図２０Ａ】図20は、処理10ヶ月後に治療試験で得られた血液力学パラメーターを含む3
つのパネルの列(a、b、c)を示し、詳細に、第一列では第一列(a)の各パネルにおいて左側
に拍動/分(=bpm)で示される心拍数(HF)、右側にmmHgで示されるLV収縮血圧(LV圧)を示し
；
【図２０Ｂ】第二列(b)の各パネルでは、左側にmmHg/sの収縮(+dP/dt)、右側に-mmHg/sの
弛緩(-dP/dt)を示し；
【図２０Ｃ】第三列(c)は、mmHgの心臓カテーテルによって測定された左心室拡張終期圧(
LVEDP)を示す。　各列内の左および右パネルは、(左パネル、一定して1.0mg/kg Bwの異な
るペプチド)環状18AA Cys/Ser(右斜め網目模様カラム、n=20の動物)、線状Cys/Ser変異体
(よこ網目模様カラム、n=5の動物)、および環状25AA Cys/Ser変異体(たて網目模様カラム
、n=5の動物)で得られたデータを分ける。右パネルのカラムは、様々な濃度のcyc18AA Cy
s/Ser変異体で得られたデータを表す；白抜き黒点線カラムは0.25mg/kg Bw(n=4の動物)に
対応し、右斜め網目模様カラムは1.0mg/kg Bw(n=10の動物)に対応し、左斜め網目模様カ
ラムは2.0mg/kg Bw(n=5の動物)に対応し、黒カラムは4.0mg/kg/Bw(n=9の動物)に対応する
。各パネルの黒カラムおよび白カラムは参照として働き、未処理定期的(4週毎)免疫化動
物(陽性対照、黒、n=9)または0.9％NaCl注射非免疫化対照動物(陰性対照、白、n=10)のい
ずれかに対応する。　説明において、「β1未処理」は、免疫化抗β1抗体陽性心筋症の処
理されていない動物(n=9、黒カラム)を意味し、「対照」は、0.9％NaCl注射対照群(n=10
、白カラム)を意味し、「18cyc Cys/Ser」は、免疫9ヶ月後に表示される線状18lin Cys/S
er(n=5[1.0mg/kg Bw]または環状18cyc Cys/Ser変異体(n=10 [1.0mg/kg Bw]、または環状2
5AA Cys/Serペプチド変異体(n=4[1.0mg/kg Bw)で療法処置された免疫化抗β1-陽性心筋症
動物を意味する。パネルの右側は、異なる用量のβ1-ECII 18AA Cys/Serシクロペプチド
変異体(それぞれn=4[0.25mg/kg Bw]; n=20[1.0mg/kg Bw]、n=5[2.0mg/kg Bw]、およびn=9
[4.0mg/kg Bw])を静脈内注射した効果を示す。群間の差異は、一方向ANOVAによって評価
された；n.s.=有意ではない、*P<0.05、**P<0.005。
【図２１Ａ】図21は、カラムとして処理試験の動物の巨視的解剖パラメータを有する2つ
のパネル(aおよびb)を示す：上部パネル(a.)は、g/kg体重で示される表示器官(左から右
に：心臓、脾臓、右腎臓、左腎臓、肺、および肝臓)の相対的湿式重量を示し、「β1未処
理」は、免疫化抗β1抗体陽性心筋症の処理されていない動物(n=9、黒カラム)を意味し、
「対照」は0.9％NaCl注射対照群(n=10、白カラム)を意味し、「18cyc Cys/Ser」は、免疫
9ヵ月後に表示される線状18lin Cys/Ser(n=5[1.0mg/kg Bw]、よこ網目模様カラム)、また
は環状18cyc Cys/Ser変異体(n=20[1.0mg/kg Bw]、右斜め網目模様カラム)、または環状25
AA Cys/Serペプチド変異体(n=4[1.0mg/kg Bw]、たて網目模様カラム)で療法処置された免
疫化抗β1-陽性心筋症動物を意味する。
【図２１Ｂ】下部パネル(b.)は、免疫9ヶ月後に表示用量のβ1-ECII 18AA Cys/Serシクロ
ペプチド変異体(n=4[0.25mg/kg Bw]、白抜き黒点線カラム；n=20[1.0 mg/kg Bw]右斜め網
目模様カラム、n=5[2.0mg/kg Bw]、左斜め網目模様カラム；n=9[4.0mg/kg Bw]、黒カラム
)で療法処置された免疫化抗β1-陽性心筋症動物のg/kg体重で示される表示器官(左から右
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へ：心臓、脾臓、右腎臓、左腎臓、肺および肝臓)の相対的湿式重量を示し、「β1未処理
」は、免疫化抗β1抗体陽性心筋症の処理されていない動物(n=9、黒カラム)を意味し、「
対照」は、0.9％NaCl注射対照群(n=10、白カラム)を意味する。　腎臓Rは右を意味し、腎
臓Lは左を意味する。群間の差異は一方向ANOVAによって評価された; n.s.=有意ではない
、*P<0.05、**P<0.005。
【図２２Ａ】図22は、処理10ヶ月後に動物の血清で測定された異なる実験パラメータを有
する2つのパネル(aおよびb)を示す。両方のパネルの「β1未処理」および「対照」は、免
疫化抗β1抗体陽性心筋症の処理されてない動物(n=5、黒カラム、陽性対照)、および0.9
％NaCl注射対照(n=6、白カラム、陰性対照)のそれぞれを意味する。　上部パネル(a)は、
免疫9ヵ月後に表示される線状18lin Cys/Ser（n=5[1.0mg/kg Bw]、よこ網目模様カラム）
、または環状18cyc Cys/Ser変異体(n=20[1.0mg/kg Bw]、右斜め網目模様カラム)、または
環状25AA Cys/Serペプチド変異体(n=4[1.0mg/kg Bw]、たて網目模様カラム)で療法処置さ
れた免疫化抗β1-陽性心筋症動物のパラメータを示す。
【図２２Ｂ】下部パネル(b)は、免疫9ヶ月後に表示用量のβ1-ECII 18AA Cys/Serシクロ
ペプチド変異体(n=4[0.25mg/kg Bw]、白抜き黒点線カラム; n=20[1.0 mg/kg Bw]右斜め網
目模様カラム、n=5[2.0mg/kg Bw]、左斜め網目模様カラム; n=9[4.0mg/kg Bw]、黒カラム
)で療法処置された免疫化抗β1-陽性心筋症動物のパラメータを示す; Creaは、クレアチ
ニンを意味し; GOTはグルタミン酸オキサロ酢酸トランスアミナーゼを意味し; GPTはグル
タミン酸ピルビン酸トランスアミナーゼを意味し; LDHは乳酸デヒドロゲナーゼを意味す
る。
【図２３】図23は、非免疫化0.9％NaCl処理対照動物(左パネル)または免疫化抗体陽性心
筋症Lewisラット(550g Bw)のいずれかに1.0mg/kg体重(Bw)の標識シクロペプチドをi.v.注
射した後のテキサスレッド(蛍光色素)標識18AA-ECII Cys/Serシクロペプチド変異体(「CP
-1」)の分布パターンを示す。写真は、腎臓（皮質腎臓領域の2μm切片）におけるテキサ
スレッド標識18AA Cys/Serシクロペプチド変異体の細胞内分布を示す。画像は、腎臓での
毒性は本発明の環状ペプチドによって示されず、糸球体膜の機械的障害は観察されなかっ
たことを示す。
【図２４】図24は、変異システインを含むβ1-ECII相同性シクロペプチド(アミノ酸(AA)
は白丸として表され、対応するAA文字コードが各丸内に示される)のスキームを示す図で
ある。システイン分子およびその置換は、黒丸として示される。ジスルフィド架橋の推定
位置は、太字黒線により表される。　左側:ヒトβ1アドレナリン作動性レセプターのECII
-ループのオリジナル配列を示すスキーム; 中央: 推定閉環部位(位置222)でのグリシン変
異を有する環状22AA ECII-相同性ペプチド。　右パネルは、わずか2つのシステイン(即ち
、位置209および215)を含む環状22AAペプチド変異体の例を示す。位置216でのシステイン
のCys/Ser変異体を示す(環状22AA β1-ECIIペプチドCys216→Ser216)。　示される番号は
、Frielle et al. 1987、PNAS 84、7920～7924ページのオリジナル一次配列中のアミノ酸
の番号を示す。
【図２５Ａ】図25は、2つの環状(22+1)=22 AAペプチドの高速液体クロマトグラフィー(HP
LC)溶出プロフィールを示す2つのパネルを示す; 第一パネルは、3システイン含有構築物c
yc22AA Cys/Cys(25A)に相当し、第二パネルは本発明の2システイン含有変異体cyc22AA Cy
s/Ser(25B)に相当し、これらの全てはGly閉部位を有するシクロペプチドである。HPLCは
、二重波長UV吸光度検出器を備えたHewlett Packard Series 1050 分析HPLCシステム(Agi
lent Technologies Germany GmbH、Boeblingen)で行われた。吸光度は216nmで読み取った
。ペプチド合成および環化の後、試料をH2O/0.1％トリフルオロ酢酸(TFA)に溶解し、流量
2ml/分で分析HPLCカラム(Waters GmbH、Eschborn) XBridge BEH130、C18、3.5μm(カラム
長50mm、口径4.6mm)上に負荷した; 次に0.1％TFA存在下での0％～75％アセトニトリル(AC
N)の分離勾配を5分かけて作動させた。　3つの制限なく利用可能なシステイン分子を有す
る環状β1-ECII-22AA Cys/Cysペプチドを含む画分は、システインラセミ体の存在を示す
典型的な山状溶出パターンを示す(25A、2.6～3.8分の溶出)。対照的に、わずか2つのシス
テインを含有する変異体環状22AA ペプチド(第二強化ジスルフィド架橋により連結される
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)は、2.63で現れる鋭い単一溶出ピークを示した(cyc22AA Cys/Ser、25B)。
【図２５Ｂ】図25は、2つの環状(22+1)=22 AAペプチドの高速液体クロマトグラフィー(HP
LC)溶出プロフィールを示す2つのパネルを示す; 第一パネルは、3システイン含有構築物c
yc22AA Cys/Cys(25A)に相当し、第二パネルは本発明の2システイン含有変異体cyc22AA Cy
s/Ser(25B)に相当し、これらの全てはGly閉部位を有するシクロペプチドである。HPLCは
、二重波長UV吸光度検出器を備えたHewlett Packard Series 1050分析HPLCシステム(Agil
ent Technologies Germany GmbH、Boeblingen)で行われた。吸光度は216nmで読み取った
。ペプチド合成および環化の後、試料をH2O/0.1％トリフルオロ酢酸(TFA)に溶解し、流量
2ml/分で分析HPLCカラム(Waters GmbH、Eschborn) XBridge BEH130、C18、3.5μm(カラム
長50mm、口径4.6mm)上に負荷した; 次に0.1％TFA存在下での0％～75％アセトニトリル(AC
N)の分離勾配を5分かけて作動させた。　3つの制限なく利用可能なシステイン分子を有す
る環状β1-ECII-22AA Cys/Cysペプチドを含む画分は、システインラセミ体の存在を示す
典型的な山状溶出パターンを示す(25A、2.6～3.8分の溶出)。対照的に、わずか2つのシス
テインを含有する変異体環状22AA ペプチド(第二強化ジスルフィド架橋により連結される
)は、2.63で現れる鋭い単一溶出ピークを示した(cyc22AA Cys/Ser、25B)。
【図２６Ａ】図26は、質量分析計(MALDI)による22AA-ECII環状ペプチドの特徴付けを示す
2つの代表的なパネルを示す。第一パネルは、3システイン含有構築物cyc22AA Cys/Cys(26
A)に相当し、第二パネルは、本発明の2システイン含有変異体cyc22AA Cys/Ser(26B)に相
当し、これら全てはGly閉部位を有するシクロペプチドである。パネルは、表示された環
状β1-ECII 22AAペプチドの代表的なMALDI追跡を示す。　各グラフの横座標は、測定シグ
ナル強度(「a.u.」は任意裁量単位を意味する)を示し、縦座標は分子量(m/zで示される)
を示す。26Aは、cyc22AA Cys/Cysペプチド(2518.28m/z)に相当し、26Bは、cyc22AA Cys/S
er変異体(2502.31m/z)に相当する。MALDI分析は、Scout26試料担体を備えたreflex II質
量分光計(Bruker Daltonic GmbH、Bremen)を用いて行われた。各場合において、単純プロ
トン化分子は2200m/zで解析された。
【図２６Ｂ】図26は、質量分析計(MALDI)による22AA-ECII環状ペプチドの特徴付けを示す
2つの代表的なパネルを示す。第一パネルは、3システイン含有構築物cyc22AA Cys/Cys(26
A)に相当し、第二パネルは、本発明の2システイン含有変異体cyc22AA Cys/Ser(26B)に相
当し、これら全てはGly閉部位を有するシクロペプチドである。パネルは、表示された環
状β1-ECII 22AAペプチドの代表的なMALDI追跡を示す。　各グラフの横座標は、測定シグ
ナル強度(「a.u.」は任意裁量単位を意味する)を示し、縦座標は分子量(m/zで示される)
を示す。26Aは、cyc22AA Cys/Cysペプチド(2518.28m/z)に相当し、26Bは、cyc22AA Cys/S
er変異体(2502.31m/z)に相当する。MALDI分析は、Scout26試料担体を備えたreflex II質
量分光計(Bruker Daltonic GmbH、Bremen)を用いて行われた。各場合において、単純プロ
トン化分子は2200m/zで解析された。
【図２７】図27AおよびBは、表示シクロペプチド(12～14時間、4℃)と一晩インキュベー
ションした後に免疫化β1-ECII-抗体陽性ラットのn=6の個体血清(27A)のELISA試験によっ
て測定された、ヒトβ1-アドレナリン作動性レセプターの第二細胞外ループ(ECII)の様々
なシステイン含有シクロペプチドバリアントのインビトロ遮断(＝中和)能力を示す。27A
のカラムは、非遮断抗体陽性ラット血清で得られた抗体(ELISA)シグナル％での表示シク
ロペプチドのレセプター-抗体阻害効率を表す。27Bのカラムは、各シクロペプチドの平均
遮断効率を表し、エラーバーは±SEMを示す。　白カラム: cyc18AA Cys/Ser変異体(遮断
効率60.0±8.3％、両側t-検定により非遮断血清に対する有意性を試験した場合P=0.0014)
; たて網目模様カラム: cyc 18AA Cys/Cys(遮断効率66.1±7.0％、P=0.00025); 黒カラム
: cyc 22AA Cys/Cys(遮断効率82.0±5.0％、P=0.000046); (右)斜め網目模様カラム: cyc
 22AA Cys/Ser変異体(遮断効率74.9±5.0％、P=0.00026); よこ網目模様カラム: cyc25AA
 Cys/Cys(遮断効率73.4±5.0％、P=0.00011)。
【図２８】図28AおよびBは、8ヶ月目以降の定期的に免疫化されたラットへの異なる構築
物の療法注射の際の、ヒトβ1-アドレナリン作動性レセプターの第二細胞外ループ(ECII)
の2システイン含有18AAまたは22AAシクロペプチド変異体のインビボ遮断(＝中和)能力を
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示す(第一=基礎免疫後に4週毎の7回抗原ブースト)。4週毎のその後の4～5回シクロペプチ
ド注射の効果を示す。図28Aは、免疫化β1-ECII-抗体陽性心筋症ラットの処理群のそれぞ
れの平均値±SEMを示す(群あたりの動物数を説明に示す)。　28Aは、表示構築物を適用し
た20～22時間後に測定された、その後の4回シクロペプチド注射の平均効果を示す。開始
治療(8ヶ月)時の抗体力価％での各注射後の残存レセプター抗体力価を示す(カラム)。エ
ラーバーは±SEMを示す。カラムの番号は、(後の)月毎の注射の数を示す。　黒カラム: 
未処理抗体陽性動物(全部で8+4(=12)抗原-ブースト後の参照力価(治療開始の力価と比べ
て) 110.7±5.6％; n=5、陽性対照)。　白カラム: cyc18AA Cys/Ser変異体、n=5の動物(
治療開始の力価％での4回注射後の残存抗体力価: 76.0±23.0％、両側t検定によって未処
理抗体陽性動物の抗体力価に対する有意性を試験する場合P=0.44)。　(右)斜め網目模様
カラム: cyc 22AA Cys/Ser変異体、n=8の動物(治療開始の力価％での4回注射後の残存抗
体力価: 9.0±2.2％、P=3.0x10-7)。　図28Bは、表示構築物の適用前および20～22時間後
に測定された、4回のその後のシクロペプチド注射後の抗体力価の時間経過を示す。値は
、治療開始(8ヶ月)時に測定された抗体力価と比較した、各シクロペプチド注射後のそれ
ぞれの抗体力価の減少％または増加％で示す。黒丸: 未処理抗体陽性動物(n=5、陽性対照
)；白四角：cyc18AA Cys/Ser変異体、4回注射、n=5の動物；黒ひし形：cyc 22AA Cys/Ser
変異体、4回注射、n=8の動物。
【図２９Ａ】図29Aは、2D-およびM-モード超音波心臓検査法(超音波心臓検査システム: V
isual Sonics、Vevo 770(バージョンV2.2.3)、15～17.5 MHz変換器を備えた)によって測
定された、GST/β1-ECII-免疫化未処理(黒丸)対様々な表示シクロペプチド(表題参照)で
処理されたGST/β1-ECII-免疫化動物の内部収縮終期および拡張終期左心室直径(LVES、LV
ED)の時間経過(0～12ヶ月)を示す図であり、LVES/LVEDは、左心室収縮終期直径/左心室拡
張終期直径である。白丸、未処理0.9％NaCl注射非免疫化対照動物(n=5); 黒丸、未処理定
期的(4週毎)免疫化抗体陽性動物(n=6); 白四角、cyc18AA Cys/Ser変異体(1.0mg/kg Bw、n
=5); 黒ひし形、cyc22AA Cys/Ser変異体(Gly)ペプチド(1.0mg/kg Bw、n=8)。
【図２９Ｂ】図29Bは、2D-およびドップラー超音波心臓検査法(超音波心臓検査システム
は上記参照)によって測定された、「心係数」(CI)のml/分/g(体重)の時間経過(0～12ヶ月
)を示す図である。白丸、未処理0.9％NaCl注射非免疫化対照動物(n=5)黒丸、未処理定期
的(4週毎)免疫化抗体陽性動物(n=6)白四角、cyc18AA Cys/Ser変異体(1.0mg/kg Bw、n=5);
 黒ひし形、cyc22AA Cys/Ser変異体(Gly)ペプチド(1.0mg/kg Bw、n=8)
【図３０】図30は、非免疫化0.9％NaCl処理対照動物(左パネル)または免疫化抗体陽性Lew
isラット(350～400g Bw)のいずれかに0.5～1.0MBqのヨウ素131-標識18AA-ECII Cys/Serシ
クロペプチド変異体をi.v.注射した20分後の表示器官における蓄積放射活性のパターンを
示す。値は、器官湿式重量gあたりの最初に注射した放射活性(ID)の活性％で示される。
【０２１６】
　以下の非限定的な実施例は、本発明を例示する。
【実施例】
【０２１７】
実施例1：変異体シクロペプチドの合成
　1つだけの個別のジスルフィド結合を形成し得る、本明細書に開示されるシクロペプチ
ドの3つの特定の例は、18、22または25アミノ酸（AA）から構成され：ECII-18AA Cys/Ser
変異体(Gln-)シクロペプチド、ECII-22AA Cys/Ser変異体(Gly-)シクロペプチドおよびECI
I-25AA Cys/Ser変異体(Gln-)シクロペプチドのそれぞれである。一次配列は、β1-ARの配
列のヒト配列（それぞれアミノ酸位204から219、200から220および200から222）に部分的
に相同である。線状ペプチドの頭-尾の環化、その後環化手順を安定にする第2の（1つの
）ジスルフィド結合によりコンホメーション柔軟性を限定することで、18AA、22または25
AAシクロペプチド変異体は、天然β1-ECIIタンパク質ループの表面上に提示されるような
エピトープのコンホメーションをより厳密に模倣するコンホメーションをとる。さらに、
一般的に環状ペプチドはその線状対応物よりもタンパク質分解に対して安定であるので、
環化はしばしば、ペプチドの作用の持続時間を延長するツールとして使用される。
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【０２１８】
　詳細に、シクロ(K-18-P)環状S-S、Cys/Ser変異体のペプチド配列は：シクロ-Ala-Asp-G
lu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Ser-Asp-Phe-Val-Glnであり、環化はCys7
とCys13の間（ジスルフィド結合）およびAla1とGln18の間（閉環）で生じ得る。
【０２１９】
　詳細に、シクロ(K-22-P)環状S-S、Cys/Ser変異体のペプチド配列は：シクロ-Arg-Ala-G
lu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Ser-Asp-Phe-Val-Thr-Glyで
あり、環化はCys10とCys16の間（ジスルフィド結合）およびArg1とGly22の間（閉環）で
生じ得る。
【０２２０】
　詳細に、シクロ(K-25-P)環状S-S、Cys/Ser変異体のペプチド配列は：シクロ-Ala-Arg-A
la-Glu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Ser-Asp-Phe-Val-Thr-A
sn-Arg-Glnであり、環化はCys11とCys17の間（ジスルフィド結合）およびAla1とGln25の
間（閉環）で生じ得る。
【０２２１】
　本発明のシクロペプチド変異体は、最初線状ペプチドとして合成され、その後C末端カ
ルボキシル基とN末端アミノ酸のアミノ基の縮合により、主鎖上で共有結合して環化され
る。その後、システイン残基7と13の間（18量体シクロペプチド）、システイン残基10と1
6の間（22量体シクロペプチド）およびシステイン残基11と17の間（25量体シクロペプチ
ド）のジスルフィド結合が形成される。
【０２２２】
　Fmoc/tertブチル戦略を使用して、線状ペプチドを段階的固相ペプチド合成により集合
させる。開始樹脂としてクロロトリチルを使用する。第1のアミノ酸（Fmoc-Pro-OH）をDM
F中でDIEAとカップリングさせ、第2のアミノ酸をDMF中でPYBOP/HOBT/DIEAとカップリング
させ、その後アミノ酸をDMF中でジイソプロピルカルボイミド、HOBTとカップリングさせ
る。UV検出により、ペプチドの品質を作業中にモニターする。脱保護/カップリング（2回
過剰）手順を以下に記載する：
【０２２３】

【０２２４】
　合成には以下のアミノ酸を使用した（18量体環状Cys/Serペプチド変異体について例示
的に示す)：
【０２２５】
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【０２２６】
　反応性N末端アミノ基およびC末端カルボキシル基で完全に保護されたペプチドを、ヘキ
サフルオロイソプロパノール/ジクロロメタンを用いた処理により樹脂から切断する。
【０２２７】
　その後、以下のプロトコルに従い溶液中で環化を行う：
高DMF希釈（10mmolの線状ペプチド/1LのDMF）中でPyBOP/NaHCO3を用いて、保護ペプチド
の「頭-尾」環化を行う。環化は3日後に完了する。DMF蒸発後、ペプチドを5％NaHCO3、H2
Oおよび純H2Oで洗浄する。反応混合物を冷却し、システイン基を除いてペプチドを脱保護
する。その後、部分的に保護されたペプチドを、メチルt-ブチルエーテルを用いて沈殿に
より単離する。
【０２２８】
　粗製ペプチドを液体クロマトグラフィーにより予備精製する：

【０２２９】
　ジメチルスルホキシド（3％）の存在下でH2O（2mg/mL）中でジスルフィド環化を行う。
環化反応は3日後に完了する。上述の条件を使用して、HPLCによりペプチドを精製する。9
5％より高い純度を有する画分をプールする。ペプチドをイオン交換樹脂（Dowex 1X2）で
交換し、最終溶液を凍結乾燥する。アミノ酸分析（Edman配列決定）によりペプチド含有
量を測定する。
【０２３０】
　図1、3、25および26のHPLC溶出プロフィールは、3Cys含有18AA Cys13-Cys14、22AA Cys

16-Cys17および25AA Cys17-Cys18シクロペプチドにより得られた比較的大きな（山のよう
な）溶出プロフィールと比較して、全て同じ単一のジスルフィド結合を含む変異体シクロ
ペプチドにより得られた、形状および良好に規定された溶出ピークを明確に示す。以下の
インビトロおよびインビボ試験は全て、これらのシクロペプチド変異体を用いて行った。
【０２３１】
実施例2：インビトロELISA競合アッセイ
　3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを抗原として使用して、免疫化抗体陽性ラット由来
の異なる数の血清のプレインキュベーション（12時間、4℃、一晩回転インキュベーショ
ン）後、β1-ECII-18AAシクロペプチド変異体（例えば閉環部位にさらなるD-Glu→Gln交
換を有するCys13-Ser14またはSer13-Cys14変異体）の遮断能力をELISA競合アッセイで3Cy
s含有25AAまたは18AA Cys/Cysシクロペプチドと比較した。図4、5および7～10は、本発明
の異なるシクロペプチドを使用して、n=12からn=82までの免疫化抗体陽性ラットの血清で
行った測定の結果を示す。
【０２３２】
　12の異なる免疫化抗体陽性ラットの血清から単離したIgG画分で得られた結果により、
驚くべきことに、Ser/Cysシクロペプチド変異体ではなくCys/Serだけが、β1-ECII-抗原
に対する抗体結合を有意に遮断可能であったことが明らかになった。18AS Cys/Ser変異体
シクロペプチドの遮断効果は、3Cys含有β1-ECII-18AA Cys/Cysシクロペプチドの遮断能
力と同等であったかまたは（分析した血清の半分より多くのn=8/12で）さらに効果的であ
った(図4)。この所見は、β1-ECII-18AA Cys/Serシクロペプチド変異体の明らかな用量依
存的遮断効果を示す用量滴定試験により確認され、2～8倍モル過剰（IgG分子について150
kDaの分子量を考慮して、環状（2.1kDa分子質量（MM））または線状ペプチド（3.0kDa MM
）の両方について、1:1ストイキオメトリーと推定される）で、そのSer/Cys変異対応物ま
たは3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドのいずれよりもレセプター抗体の遮断において、
一貫して大きく優れていた（図5）。
【０２３３】
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　図7では、n=78の免疫化抗体陽性ラットから単離したIgGとのプレインキュベート後の、
線状3Cys含有25AA Cys/Cys-ペプチドを抗原として使用したELISA競合アッセイにおける異
なるシクロペプチド変異体の遮断効果を要約する。完全無能化環状25AAまたは18AA Ser/C
ys変異体（それぞれ、6±2％または1±2％；P＜5x10-30またはP＜3.7x10-33）と比較して
、18AA Cys/Ser変異体の遮断能力が最も高く（69±2％）、続いて25AA Cys/Cys（67±2％
）、18AA Cys/Cysシクロペプチド（60±4％）、および3Cys含有線状25AAペプチド（55±4
％）であった。試験したラットの血清のわずか5％未満（n=4）は環状ECII-18AA Ser/Cys
変異体によっても部分的に遮断されたが、大部分（＞95％；n=78）は、ECII-18AA Cys/Se
r変異体により有効に遮断された(図8)。
【０２３４】
　Gln-Ala閉環部位またはD-Glu-Ala閉環部位のいずれかを有するシクロペプチド変異体の
インビトロ遮断効果は、69の異なる免疫化抗体陽性ラットから単離した血清とのプレイン
キュベート後、ELISA競合アッセイ（3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを抗原として使
用した）により分析した。結果を図9に示す。
【０２３５】
　再度、試験したラット血清の反応の2つのパターンが見られた（1型/2型）。血清の大部
分の画分（93％、図9、上パネル、1型および図10）は、25AAまたは18AA Cys/Ser変異体シ
クロペプチドにより非常に有効に遮断され（それぞれ、69±2％または68±3％（Gln-閉環
）/69±2％（D-Glu-閉環））、対応する3-Cys含有25AAまたは18AA Cys/Cysシクロペプチ
ド（それぞれ、65±2％または59±2％）よりもかなり優れたが、閉環部位のアミノ酸に関
係なく、25AAまたは18AA Ser/Cys変異体はほとんど阻害効率を有さなかった（6±2％、25
AA Ser/Cys、P＜5x10-30；1±2％、18AA Ser/Cys Gln閉環（P＜3.7x10-33）または1±2％
、D-Glu閉環（P＜6x10-55）。
【０２３６】
　阻害能力に関して低い程度ではあるが、血清の少数の画分（7％、図9、下パネル、2型
および図10）は、Cys/SerまたはSer/Cys変異ペプチドで同様に遮断され、また、25AAおよ
び18AAシクロペプチドの両方について、変異体はそれらの3Cys含有25AAまたは18AA Cys/C
ys対応物よりも効果が低かった。25AAまたは18AA Cys/Ser変異体シクロペプチドの遮断能
力は、それぞれ48±6％または50±8％（Gln-閉環）/47±5％（D-Glu-閉環）であり、対応
する3Cys含有25AAまたは18AA Cys/Cysシクロペプチドの能力（それぞれ、72±5％または6
7±6％）よりも一貫して劣った；しかしながら、これらの動物において、25AAまたは18AA
 Ser/Cys変異体は、Cys/Ser変異体とほとんど同等の遮断能力を示した（それぞれ、37±7
％25AA Ser/Cys、P=0.22n.s.：47±3％ 18AA Ser/Cys Gln閉環またはで33±5％、D-Glu閉
環、P=0.7n.s.、またはP=0.08n.s.）。
【０２３７】
　続いて、種々の線状および環状β1-ECIIペプチドの用量依存的遮断能力を、同様のELIS
A競合アッセイを使用してインビトロで分析した（図11）：
線状25AA Cys/Cysペプチド、環状25AA Cys/Serペプチド変異体、環状18AA Cys/Cysペプチ
ド、環状18AA Cys/Serペプチド変異体および線状18AA Cys/Serペプチド変異体を含む実験
により、ランダムに選択した免疫化抗体陽性ラットのn=6由来の全ての血清は、用量依存
的様式で、β1-ECII-18AA Cys/Ser変異体シクロペプチドにより最も遮断され、続いて非
変異体18AA Cys/Cysシクロペプチド、および25AA Cys/Serシクロペプチド変異体により遮
断されることが明らかとなった。抗体中和能力について、全てのシクロペプチドは、それ
らの線状対応物（変異有または無し）よりも大きく優れており（P＜0.005；図11）、抗β
1-ECII抗体非含有循環中で、18AA Cys/Serシクロペプチド変異体の8倍過剰で53％、20倍
過剰で66％および80倍過剰で約85％の用量依存的減少を生じた。環状18AA Cys/Cys-また
は環状25AA Cys/Ser-ペプチドについての対応する結果は：46/30％[8倍過剰]、56/49％[2
0倍過剰]、および80倍過剰で71/83％であった。線状ペプチドは、明らかに効果が低く、
線状25AA Cys/Cysおよび線状18AA Cys/Serペプチドの両方について、わずか24％[8倍過剰
]、35％[20倍過剰]、および80倍過剰で約50％のレセプター抗体力価における用量依存的
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減少を生じた。
【０２３８】
　さらに、ヒトβ1アドレナリン作動性レセプターの第2細胞外ループ（ECII）の種々のシ
クロペプチドバリアントのインビトロ遮断（=中和）能力を、4℃で12～14時間のインキュ
ベーション後、免疫化β1-ECII抗体陽性ラットの血清で試験した。22AAシクロペプチドcy
c22AA Cys/Cys（遮断されない血清に対する遮断効率82.0±5.0％、P=0.000046）および22
AAシクロペプチド変異体cyc22AA Cys/Serのインビトロ遮断効率（遮断効率74.9±5.0％、
P=0.00026）は、前述の3Cys含有シクロペプチド、すなわちcyc25AA Cys/Cys（遮断効率73
.4±5.0％、P=0.00011）またはcyc18AA Cys/Cysの遮断能力（遮断されない血清に対する
遮断効率66.1±7.0％、P=0.00025；図27A/B参照）よりもかなり高かった。
【０２３９】
実施例3：インビトロ機能的FRETアッセイ
　β1-レセプター媒介性シグナル伝達（機能的cAMPアッセイ）におけるβ1-ECII25AAまた
は18AAシクロペプチド変異体（閉環部位にD-Glu/Glnを有するかまたは有さない）の遮断
能力を、蛍光共鳴エネルギー転移（FRET）によるアプローチを使用してアッセイした（図
6）。
【０２４０】
　代表的なラットの抗β1-ECII IgG抗体とβ1-ECII-18AAシクロペプチド変異体（それぞ
れ、Cys/SerまたはSer/Cys変異）とのプレインキュベーション（12時間、4℃、回転イン
キュベーター）の効果を、3Cys含有25AA Cys/Cysシクロペプチドの阻害効果と、または遮
断ペプチドとインキュベートしなかった抗β1-ECIIIgG抗体の阻害効果と比較した。一過
的にEpac1でトランスフェクトされた、β1-ARを安定に発現するヒト胚性腎細胞（HEK 293
-β1細胞）の抗体誘導性細胞cAMP産生の遮断（％）に関して、記録されたFRET発光シグナ
ルの標準化されたYFP/CFP比を使用して本発明のシクロペプチド変異体の効果を定量した
。図6のx軸は、秒（s）で表される記録時間に対応する。
【０２４１】
　β1-アドレナリン作動性膜貫通シグナル伝達の抗体誘導性刺激におけるβ1-ECII-18AA
シクロペプチド変異体の阻害効果を、蛍光共鳴エネルギー転移（FRET）によるアプローチ
を使用して分析した。再度、測定可能な機能的抗体を阻害する効果（細胞内cAMP増加を遮
断する）に関しても、環状β1-ECII-18AA Cys/Ser変異体は、そのSer/Cys対応物より大き
く優れており、3Cys含有25AA Cys/Cysシクロペプチドよりもわずかに効果的であった（図
6）。
【０２４２】
　総合すると、本発明で行った試験の結果により、変異シクロペプチドの抗体遮断能力は
、25量体ペプチドから18量体ペプチドにアミノ酸の数を減らすことによっては影響を受け
ないことが示される。結果はまた、環状25AAまたは18AA Ser/Cys変異体とではなく、環状
25AAまたは18AA Cys/Ser変異体と25AA Cys/Cysおよび18AA Cys/Cysシクロペプチドの優れ
た同等性を示す。驚くべきことに、1つのシステイン残基をセリン残基で交換することの
正確な性質は、変異ペプチドの中和能力を顕著に決定し：18位（25-AAシクロペプチド）
または14位（18-AAシクロペプチド）でのCys→Serの交換はそれぞれ、インビトロにおい
て優れた抗体中和および薬学的効果を有する環状ペプチドを生じるが（図6～10)、Cys17
→Ser17またはCys13→Ser13変異体（それぞれ、25-AAまたは18-AAペプチド）は、抗体ス
カベンジャーとしてのペプチドの特性に関して、または機能的な抗体効果を阻害するペプ
チドの能力（インビトロにおけるレセプター刺激の中和；図6～10および実施例3）に関し
てのいずれにおいても阻害効果をほとんど有さなかった。25位（25AAシクロペプチド変異
体）または18位（18AAシクロペプチド変異体）でのD-Glu/Gln交換は、その長さに関係な
く（すなわち25対18アミノ酸；図7～10）、シクロペプチドの遮断能力に大きな影響を及
ぼさなかった。
【０２４３】
実施例4：動物モデル、レセプター抗体の「インビボ」遮断
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　この実施例および本明細書に記載される任意の他の実施例に使用した動物モデルは、そ
うではないと示されなければ、ヒト類似ラットモデルである。それぞれ、評価および試験
の前に、種々の本発明の化合物、より具体的には式VI、VII、VIIIおよびIXの化合物、な
らびに対照として線状ECII-18AA Cys/Ser変異(Gln18-)ペプチド（以下のアミノ酸配列：A
la-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Ser-Asp-Phe-Val-Glnを有する）
および線状非変異3Cys含有ECII-25AA Cys/Cys (Gln25)ペプチド（以下のアミノ酸配列：A
la-Arg-Ala-Glu-Ser-Asp-Glu-Ala-Arg-Arg-Cys-Tyr-Asn-Asp-Pro-Lys-Cys-Cys-Asp-Phe-V
al-Thr-Asn-Arg-Glnを有する、を使用して、このヒト類似ラットモデルを下記のように処
理した。
【０２４４】
　25AAおよび18AA両方のCys/Ser変異体シクロペプチド（Gln閉環部位を有する）、18AA S
er/Cys変異体シクロペプチド、ならびに変異線状18AA Cys/Serペプチドのインビボ遮断効
果を、1.0mg/kg体重（Bw）のそれぞれの構築物を新しく免疫した抗体陽性ラットへの静脈
内（i.v.）注射後に分析し、第1のシクロペプチド適用を最初の免疫の3ヵ月後とした（お
よびその後2回のブーストを2ヶ月目および3ヶ月目として）（すなわち、「予防」試験の
種類のシクロペプチドの使用）。全体的に、種々の構築物の5回の予防適用は4週間ごとに
、毎月の連続した抗原ブーストの2週間後に行った。i.v.注射の18～20時間後に血清を採
取し、3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを抗原として使用して、ELISAにより反応性を
アッセイした（図12）。
【０２４５】
　この第1の（予防）インビボシクロペプチド適用により、抗体中和に関して最も高い効
率は1.0mg/kg体重（Bw）の非変異25AA Cys/Cysまたは18AA Cys/Cysシクロペプチドで達成
され（未処理免疫化動物と比較して、5回のシクロペプチド注射後、87.7±2％または89.9
±3％減少；両方P＜0.005）、続いて18AA Cys/Ser変異体シクロペプチド（5回のシクロペ
プチド注射後54.5±2％減少；P＜0.05）となったが、線状25AA Cys/Cysペプチドまたは線
状18AA Cys/Ser変異体は同じ濃度で有意な遮断効果を有さなかった（5回の注射後、25.8
±3％または4.5±11％の抗体力価減少、P=0.16またはP=0.8；図12）ことが示された。
【０２４６】
　この所見は、選択されたシクロペプチド処理ラット対未処理免疫化ラット（n=3）の骨
髄および脾臓細胞調製物のELIspot解析により確認した。図13には、25AA Cys/Cysシクロ
ペプチドまたは18AA Cys/Serシクロペプチド変異体で処理したラット（それぞれ、n=3ま
たは4）のみでの、脾臓およびより低い程度で骨髄の両方における、特異的抗β1-ECII抗
体分泌細胞（ASC）の数の有意な減少が示されるが、線状18AA Cys/Serペプチド変異体（n
=3）は（脾臓および骨髄のいずれにおいても）ASCに影響を及ぼさなかった。
【０２４７】
　さらに、治療的に使用された25AAおよび18AA Cys/Serシクロペプチド変異体、18AA Ser
/Cys変異体（Gln-）シクロペプチド、ならびに変異線状18AA Cys/Serペプチドのインビボ
遮断効果を、長期に渡り免疫され、抗β1-ECII抗体陽性だが、心筋症表現型を示すラット
に注射したそれぞれの構築物の第1静脈内（i.v.）用量（すなわち、1.0mg/kg体重（Bw）
）後に評価した（β1-ECII/GST抗原での1x毎月免疫の9ヵ月後；図14～16および17）。種
々の構築物の第1のi.v.注射の18～20時間後に血清を採取し、3Cys含有線状25AA Cys/Cys
ペプチドを抗原として使用して、ELISAにより反応性をアッセイした。心筋症抗体陽性ラ
ットにおける種々のシクロペプチドの「治療的」適用により、同じ濃度の25AA Cys/Serシ
クロペプチド変異体または明らかに効果の低い18AA Ser/Cysシクロペプチド変異体のいず
れかと比較して、18AA Cys/Serシクロペプチド変異体（1mg/kg/Bw）のより高いインビボ
遮断能力が明らかとなった（図14および15）。再度、18AA Cys/Ser シクロペプチド変異
体のインビボ効率は、線状18AA Cys/Serペプチド変異体の効率よりも大きく優れていた。
しかし、環状18AA Cys/Ser変異体の適用量を0.25mg/kg体重（Bw）に減らした場合、レセ
プター抗体における関連のある減少は達成されず、シクロペプチド変異体の用量と効果の
関係が示唆された。
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【０２４８】
　長期に渡り免疫され、抗体誘導性免疫心筋症を有するラットへの変異体単一S-Sシクロ
ペプチドの4週間毎の反復治療注射により、単一S-Sシクロペプチド変異体について、ある
種の「臨界最小用量」と効果の関係が確認された：1.0または2.0mg/kg体重のいずれかの
用量の18AA Cys/Serシクロペプチドと比較して、0.25mg/kg Bwの用量の18AA Cys/Serシク
ロペプチドは、レセプター抗体をある程度除去し得るにも関わらず、(1) 循環レセプター
抗体の達成された減少（7回のシクロペプチド注射後、治療開始時の力価の80％以下の最
大残存抗体レベルを有する動物であると規定されるシクロペプチド感受性「応答体」だけ
を考慮したとしても（図16bおよびc）、および(2) 達成された心臓予防効果（図17b、19b
、20および21b）の両方に関して明らかに効果は低かった。後者の用量は、循環レセプタ
ー抗体の中和（図16bおよびc）、ならびに抗体誘導性心筋症の特徴の逆転（図17b、19b、
20および21b）の両方に関してほとんど同等に効果的であった。しかし、適用量をさらに4
.0mg/kg体重に増加することでは、抗体除去能力（図16bおよびc）、または心臓予防効果
（図17b、19b、20および21b）のいずれにおいてもより高い効果はもたらされなかった。
【０２４９】
　ペプチドの注射の際に、重大な局所または全身性の副作用は観察されなかった。また、
種々の変異体シクロペプチドの注射後、動物の心拍数および血圧は影響を受けなかった（
図20a）。また、シクロペプチド変異体の適用に関して常套的な実験室パラメーターの明
らかな変化は生じなかった（図22aおよびb）。
【０２５０】
　抗β1-レセプター抗体を作製するために、動物を、細菌グルタチオン-Sトランスフェラ
ーゼおよびヒトβ1-アドレナリン作動性レセプターの第2細胞外ループの配列を含む融合
タンパク質（GST/β1-ECII）で免疫した。本発明の変異シクロペプチドで動物を処理する
前に、4週間毎の定期的な免疫の6～8ヵ月後に進行性拡張型心筋症を観察する（図17）。
全ての免疫した動物は、高い力価の刺激性抗β1-ECII抗体を生じた。特異的抗β1-ECII力
価は4週間毎の動物の連続ブーストの6～8ヶ月の間に最大に達したが、NaCl注射対照動物
は特異的なレセプター抗体を生じなかった（図18）。
【０２５１】
　このように免疫された動物を、本発明の変異体シクロペプチドの適用に使用した。25AA
および18AA Cys/Ser変異体シクロペプチド（Gln閉環部位を有する）の両方のインビボ遮
断効果を、1.0mg/kg体重（Bw）（18AA Cys/Serシクロペプチドについては0.25mg/kg/Bwも
）の免疫化抗体陽性ラットへの最初の静脈内（i.v.）注射後に測定した。異なるペプチド
のi.v.注射の18～20時間後に血清を採取して、3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを抗原
として使用してELISAにより反応性をアッセイした。
【０２５２】
　記載されるように、25AAおよび18AAの両方のCys/Ser変異シクロペプチド（Gln閉環部位
を有する）、18AA Ser/Cys変異体（Gln-）シクロペプチド、および変異線状18AA Cys/Ser
ペプチドのインビボ遮断効果を、1mg/kg体重（Bw）のそれぞれの構築物の免疫化抗体陽性
ラットへの第1の静脈内（i.v.）注射後に分析した。i.v.注射の18～20時間後に血清を採
取して、3Cys含有線状25AA Cys/Cysペプチドを抗原として使用して、ELISAにより反応性
をアッセイした。
【０２５３】
　インビボデータにより、同じ濃度の25AA Cys/Ser変異体または明らかに効果の低い18AA
 Ser/Cys変異シクロペプチドと比較して、18AA Cys/Ser変異シクロペプチド（1mg/kg/Bw
）のより高い遮断能力が確認された（図14および15）。18AA Cys/Serシクロペプチドのイ
ンビボ効率も、18AA Cys/Serペプチドより大きく優れていた。
【０２５４】
　ペプチドの注射の際に、重大な局所または全身性の副作用は観察されなかった。また、
種々の変異体シクロペプチドの注射後、動物の心拍数および血圧の両方は影響を受けなか
った。
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【０２５５】
　しかし、インビボデータによって、18AA Cys/Ser変異（Gln-）シクロペプチドの効率は
また、適用量に依存すると思われることも示され、0.25mg/kg/Bwの注射は、1mg/kg/Bwの
濃度で提供した同一の構築物よりも、抗体中和に関して効果が低かった（図14および15）
。
【０２５６】
　実施例2および3に記載されるインビトロの所見は一般的にインビボで確認された（例え
ば、図14～16）。興味深いことに、線状ペプチドと比較したCys/Ser変異シクロペプチド
の遮断効率の差は、インビボにおいてはさらに顕著であった（図5、7および14～16）。
【０２５７】
　しかし、インビボデータによって、18AA Cys/Ser変異シクロペプチドの効率は同等に適
用量に依存し得ることも示される（図14～16）。得られた結果は、単一S-Sシクロペプチ
ド変異体について（最小の）用量と効果の関係と同等であり：0.25mg/kgの用量の18AACys
/Serシクロペプチド変異体は、1.0または2.0mg/kg体重（Bw）のいずれかの用量と比較し
て、循環レセプター抗体において達成された減少および達成された心臓予防効果の両方に
関してかなり効果が低かった（図14～16）。これらの用量は、循環レセプター抗体の中和
および抗体誘導性の心筋症の特徴の逆転の両方に関してほとんど同等の効果であった（図
16～20）。しかし、適用量を4.0mg/kg Bwにさらに増加することでは、インビボにおける
抗体清掃（図16）能力または心臓予防効果（図17～21）のいずれに関してもより高い効果
をもたらさなかった。
【０２５８】
　高用量（=4.0mg/kg Bw）のcyc18AA Cys/Ser変異体は効率を増加しなかったが、代わり
に、抗体力価の一過的な増加をもたらし、3または4回目のシクロペプチド注射後だけ、レ
セプター抗体力価を有意に減少させた。最も注意すべきこととして、異なる注射濃度のcy
c18AA Cys/Ser変異体シクロペプチドの抗体中和能力の効果はまた、1.0または2.0mg/kg B
w 18AA Cys/Serシクロペプチド変異体で最良の心臓予防が達成された試験の経過における
抗体誘導性心筋症の特徴の逆転に関しても確認された（図17B、19B、20、21B）。
【０２５９】
　記載されるように、1.0mg/kg Bwの25AA量体Cys/Serおよび高用量（=4.0mg/kg Bw）の18
AA量体Cys/Ser変異体の両方により、最初の免疫反応と一致する、一過的な抗体力価の増
加がもたらされ、3または4回目のシクロペプチド注射（治療の3または4ヶ月目；図16aお
よびb参照）後だけで、レセプター抗体力価が有意に減少された。この現象は、1.0または
2.0mg/kg用量の18AA Cys/Serシクロペプチド変異体では起こらず、-37±13％（1.0mg/kg 
25AA Cys/Ser-CP；P=0.36、対免疫未処理動物）または-39±14％（4.0mg/kg 18AA Cys/Se
r-CP、P=0.24、対免疫未処理動物）の治療開始時のそれぞれの抗体力価のみと比較して、
治療の9ヵ月後により高い抗体力価の絶対的な減少がもたらされた（それぞれ、1.0mg/kg
：-59±14％または2.0mg/kg：-59±12％、P＜0.0005、対免疫未処理動物）。したがって
、1.0または2.0mg/kg Bwの用量のcyc18AA Cys/Serペプチドは、循環レセプター抗体の中
和（図16bおよびc）に関して、ならびに試験の経過において、抗体誘導性心筋症の特徴の
逆転（図17b、19b、20および21b）に関しても、ほとんど同等の効果であった。
【０２６０】
　また、インビボ実験により、変異体シクロペプチドの抗体遮断能力は、25量体から18量
体シクロペプチドへのアミノ酸の数の減少により影響を受けないと思われることが示され
、インビトロおよびインビボデータの両方は、2つの2システイン含有単一ジスルフィド結
合25AA Cys/Serまたは18AA Cys/Serシクロペプチド変異体の優れた同等性を示す（図17a
）。しかし、1.0mg/kg 25AA量体Cys/Serおよび高用量（すなわち4.0mg/kg Bw）18AA量体C
ys/Ser変異体の両方は、抗体力価の最初の一過的な増加をもたらし（図16aおよびb）、し
たがってレセプター抗体力価の有意な減少を3または4回目のシクロペプチド適用（治療の
3または4ヶ月目）に延期したことに注意されたい。この現象は、1.0または2.0mg/kg Bwの
いずれの用量の18AA Cys/Serシクロペプチド変異体でも起こらなかった。
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【０２６１】
　ヒトβ1アドレナリン作動性レセプターの第2細胞外ループ（ECII）のcyc22AA Cys/Ser
変異体のインビボ遮断（=中和）能力はまた、8ヶ月にわたり定期的に免疫された（基本的
な免疫およびその後7回の4週毎の抗原ブースト、図28A/B参照）ラットへの「治療」注射
でも試験され、記載されたcyc18AA Cys/Ser変異体の効果と比較された。
【０２６２】
　4週間毎に4～5回の定期的なシクロペプチド注射の後、未処理抗体陽性動物の力価は、
治療の開始時の値（n=5、陽性対照；8ヶ月目の抗体力価と比較して全体で8+4（=12）回の
抗原適用後の参照力価）の110.7±5.6％まで増加した。対照的に、cyc22AA Cys/Ser変異
体（n=8動物）の4回の注射により、抗体力価は治療の開始時の抗体力価の9.0±2.2％まで
減少した（P=3.0x10-7、未処理抗体陽性動物の抗体力価に対する有意さについて両側t検
定で試験した場合）。したがって、cyc22AA-変異体のインビボ効率は、記載される18アミ
ノ酸長を有するCys/Serシクロペプチド変異体（cyc18AA Cys/Ser；n=5動物）と比較して
さらに増強され、4回の注射後、抗体力価は治療の開始時の力価の76.0±23.0％まで減少
した（P=0.44、対未処理抗体陽性動物、n.s.；図28A参照）。
【０２６３】
　また、治療の4ヵ月後の心エコー追跡データも、Visual Sonics心エコーシステム（Vevo
 770、バージョンV2.2.3）17.5 MHz変換器を備える）を使用して二次元およびドップラー
心エコーにより測定した左心室拡張終期（LVED）および収縮末期（LVES）の直径の両方の
減少（図29A）、ならびに「心係数」（CI、ml/分/g体重で表される；図29B参照）の増加
により評価した場合、インビボにおける心臓予防効果に関してcyc18AA Cys/Ser変異体と
比較して、cyc22AA変異体の優勢を示す。
【０２６４】
　総合すると、ECII-相同環状ペプチドの心臓予防および免疫調節活性は該ペプチドのコ
ンホメーションに大きく依存するように思われるので、分子内局在ジスルフィド架橋は、
構築物の三次元構造を安定化および維持するために必要不可欠である。環状の21+1（=22
）AAペプチドにおいて、残存するシステイン（すなわち、216がSerに変異した場合209位
および215位）は、規定の分子間距離を維持し、さらに構造規定分子内ジスルフィド架橋
の形成を可能にするために、（予想される）閉環部位に最小の天然アミノ酸グリシンを導
入して強化される。
【０２６５】
　本発明は、以下のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列に言及する：
配列番号:1：
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（18AA；Cys14→Ser14）；Ala1とGln1
8の間で環化が起こり得る

配列番号:2:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（25AA；Cys18→Ser18）；Ala1とGln2
5の間で環化が起こり得る

配列番号:3:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（18AA；Cys14→Ser14；Gln18→DGlu1
8）；Ala1とDGlu18の間で環化が起こり得る

配列番号:4:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（25AA；Cys18→Ser18；Gln25→DGlu2
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5）；Ala1とDGlu25の間で環化が起こり得る

配列番号:5:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（18AA；Cys13→Ser13）；Ala1とGln1
8の間で環化が起こり得る

配列番号:6:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（25AA；Cys17→Ser17）；Ala1とGln2
5の間で環化が起こり得る

配列番号:7:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（18AA；Cys13→Ser13；Gln18→DGlu1
8）；Ala1とDGlu18の間で環化が起こり得る

配列番号:8:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（25AA；Cys17→Ser17；Gln25→DGlu2
5）；Ala1とDGlu25の間で環化が起こり得る

配列番号:9:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（18AA
；Cys14→Ser14）

配列番号:10:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（25AA
；Cys18→Ser18）

配列番号:11:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（18AA
；Cys14→Ser14；Gln18→DGlu18）

配列番号:12:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（25AA
；Cys18→Ser18；Gln25→DGlu25）

配列番号:13:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（18AA
；Cys13→Ser13）
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配列番号:14:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（25AA
；Cys17→Ser17）

配列番号:15:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（18AA
；Cys13→Ser13；Gln18→DGlu18）

配列番号:16:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（25AA
；Cys17→Ser17；Gln25→DGlu25）

配列番号:17:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（18AA；Cys3→Ser3）；Lys1とPro18
の間で環化が起こり得る

配列番号:18:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（25AA；Cys3→Ser3）；Lys1とPro25
の間で環化が起こり得る

配列番号:19:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（18AA；Cys3→Ser3；Gln7→DGlu7）
；Lys1とPro18の間で環化が起こり得る

配列番号:20:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（25AA；Cys3→Ser3；Gln10→DGlu10
）；Lys1とPro25の間で環化が起こり得る

配列番号:21:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（18AA；Cys2→Ser2）；Lys1とPro18
の間で環化が起こり得る

配列番号:22:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（25AA；Cys2→Ser2）；Lys1とPro25
の間で環化が起こり得る

配列番号:23:
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ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（18AA；Cys2→Ser2；Gln7→DGlu7）
；Lys1とPro18の間で環化が起こり得る

配列番号:24:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（25AA；Cys2→Ser2；Gln10→DGlu10
）；Lys1とPro25の間で環化が起こり得る

配列番号:25:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（18AA
；Cys3→Ser3）

配列番号:26:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（25AA
；Cys3→Ser3）

配列番号:27:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（18AA
；Cys3→Ser3；Gln7→DGlu7）

配列番号:28:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（25AA
；Cys3→Ser3；Gln10→DGlu10）

配列番号:29:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（18AA
；Cys2→Ser2）

配列番号:30:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（25AA
；Cys2→Ser2）

配列番号:31:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（18AA
；Cys2→Ser2；Gln7→DGlu7）

配列番号:32:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（25AA
；Cys2→Ser2；Gln10→DGlu10）
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配列番号:33:
ヒトβ1-ARの部分を有するECIIエピトープのアミノ酸配列（16AA；AA位204～219）

配列番号:34:
ヒトβ1-ARの部分を有するECIIエピトープのアミノ酸配列（23AA；AA位200～222）

配列番号:35:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープのアミノ酸配列

配列番号:36:
ヒトβ1-ARの（部分を有する）ECIIエピトープのアミノ酸配列

配列番号:37:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープのアミノ酸配列

配列番号:38:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープのアミノ酸配列

配列番号:39:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（16AA；Cys11→Ser11；N末端AA：Gln

16またはDGlu16）；Ala1とGln16/DGlu16の間で環化が起こり得る

配列番号:40:
ヒトβ1-ARのアミノ酸配列

配列番号:41:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（22AA；Cys17→Ser17）；Arg1とGly2
2の間で環化が起こり得る

配列番号:42:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（22AA
；Cys17→Ser17）
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配列番号:43:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列（22AA；Cys3→Ser3）；Lys1とPro22
の間で環化が起こり得る

配列番号:44:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（22AA
；Cys3→Ser3）

配列番号:45:
ヒトβ1-ARの（部分を有する）ECIIエピトープのアミノ酸配列

配列番号:46:
ヒトβ1-ARの（部分を有する）ECIIエピトープのアミノ酸配列

配列番号:47:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープのアミノ酸配列

配列番号:48:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープのアミノ酸配列

配列番号:49:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（19AA
；Cys15→Ser15（18AA；Cys14→Ser14））

配列番号:50:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（19AA
；Cys15→Ser15（18AA；Cys14→Ser14）；Gln18→DGlu18）

配列番号:51:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（19AA
；Cys14→Ser14（18AA；Cys13→Ser13））

配列番号:52:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（19AA
；Cys14→Ser14（18AA；Cys13→Ser13）；Gln18→DGlu18）

配列番号:53:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（19AA
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；Cys3→Ser3（18AA；Cys3→Ser3））

配列番号:54:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（19AA
；Cys3→Ser3（18AA；Cys3→Ser3）；Gln7→DGlu7）

配列番号:55:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（19AA
；Cys2→Ser2；（18AA；Cys2→Ser2））

配列番号:56:
ヒトβ1-ARのECIIエピトープに相同なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列（19AA
；Cys2→Ser2；（18AA；Cys2→Ser2）；Gln7→DGlu7）

【０２６６】
　ヌクレオチド配列において、「SER」は、Ser（セリン）をコードする任意のヌクレオチ
ドトリプレット、すなわち、tcnまたはagyを表し；「GLY」は、Gly（グリシン）をコード
する任意のヌクレオチドトリプレット、すなわちggnを表す。
【０２６７】
　nは任意のヌクレオチド、特にa、c、gまたはtを表し、yはtまたはcを表し、rはaまたは
gを表す。
【０２６８】
　本明細書で使用する場合、種々のペプチドの配列はN末端からC末端で示し、それにより
、それぞれの示されるアミノ酸配列のN末端が左側となり、C末端が右側となる。
【０２６９】
　以下のさらなる略語が本明細書で使用される：
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引用されるさらなる参考文献
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【配列表】
2010536356000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成21年9月16日(2009.9.16)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式I：
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（式中
a) xはCys以外のアミノ酸であり；
b) hは1～15の任意の整数であり；
c) iは0～14の任意の整数であり；
d) xa、xbおよびxcの1つはProであり；
e) yはCys以外のアミノ酸である）
の少なくとも16個から多くとも25個のアミノ酸からなる環状ペプチドであって、
i) 抗体媒介性のβ1-ARの活性化を減少し得る、
ii)β1-アドレナリン作動性レセプター（β1-AR）のECIIループに対する（自己）抗体に
結合し得る；
iii) β1-ARとβ1-ARのECIIループに対する（自己）抗体の相互作用を阻害し得る；およ
び/または
iv) β1-ARのECIIループの天然コンホメーション中に提示される（1つまたは複数の）エ
ピトープを模倣する；
、環状ペプチド。
【請求項２】
　yが個々におよび独立して、極性アミノ酸からなる群より選択される、請求項１記載の
環状ペプチド。
【請求項３】
　yがSerまたはSerアナログである、請求項１または２記載の環状ペプチド。
【請求項４】
　hが5、8または9である、請求項１～３いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項５】
　iが3、4または6である、請求項１～４いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項６】
　式I’またはI’’：

（式中、xIはAla、Gly、Val、ThrまたはSerであり、xIIIはArgである）
の環状ペプチドである、請求項１～５いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項７】
　式I’’’またはI’’’’：

（式中、xIIはGln、Glu、AspまたはAsnであり、xIVはGlyまたはGlyアナログである）
の環状ペプチドである、請求項１～６いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項８】
　xIがAlaである、請求項６または７記載の環状ペプチド。
【請求項９】
　xIIがGlnまたはGluである、請求項６～８いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１０】
　xIIがDGluである、請求項６～９いずれか記載の環状ペプチド。
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【請求項１１】
　xcがProである、請求項１～１０いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１２】
　xbが酸性アミノ酸である、請求項１～１１いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１３】
　yがProでない、および/またはxa、xbもしくはxc以外のxがProでない、請求項１～１２
いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１４】
　式II、IIIまたはIII’：

（式中
a) x1は個々におよび独立して酸性アミノ酸からなる群より選択される；および/または
b) x2は個々におよび独立して塩基性アミノ酸からなる群より選択される）
の環状ペプチドである、請求項１～１３いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１５】
　式IV、VまたはV’：

（式中
a) x1は個々におよび独立して酸性アミノ酸からなる群より選択される；
b) x2は個々におよび独立して塩基性アミノ酸からなる群より選択される；
c) x3は個々におよび独立してLeu、Ile、Val、Met、Trp、TyrおよびPheからなる群より選
択される；
d) x4は個々におよび独立してSer、Thr、AlaおよびGlyからなる群より選択される；およ
び/または
e) x5は個々におよび独立してGlnおよびAsnからなる群より選択される）
の環状ペプチドである、請求項１～１４いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１６】
　アミノ酸鎖

（式中、Xxx1は請求項１のa)、請求項１４のa)および請求項１５のa)のいずれかで規定さ
れ、Xxx3は請求項１のa)または請求項１５のc)で規定され、および/またはXxx4は請求項
１のa)または請求項１５のd)で規定される）
を含む、請求項１～１５いずれか記載の環状ペプチド。
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【請求項１７】
　アミノ酸鎖

を含む、請求項１～１６いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項１８】
　a) 配列番号:41、43、1～4および17～20のいずれか1つで示されるアミノ酸配列で形成
され得るかまたは該アミノ酸配列で形成される環状ペプチド；
b) 配列番号:42、44、9～12、25～28、49、50、53および54のいずれか1つで示されるヌク
レオチド配列にコードされるアミノ酸配列で形成され得るかまたは該アミノ酸配列で形成
される環状ペプチド；
c) 遺伝コードの縮重のために配列番号:42、44、9～12、25～28、49、50、53および54の
いずれか1つで示されるヌクレオチド配列とは異なるヌクレオチド配列にコードされるア
ミノ酸配列で形成され得るかまたは該アミノ酸配列で形成される環状ペプチド；ならびに
d) 式VI～IX’：

のいずれかの環状ペプチド
からなる群より選択される環状ペプチドである、請求項１～１７いずれか記載の環状ペプ
チド。
【請求項１９】
　酸性アミノ酸の少なくとも1つが、酸性アミノ酸からなる群より選択される異なるアミ
ノ酸で置き換えられる、請求項１８記載の環状ペプチド。
【請求項２０】
　塩基性アミノ酸の少なくとも1つが、塩基性アミノ酸からなる群より選択される異なる
アミノ酸で置き換えられる、請求項１８または１９記載の環状ペプチド。
【請求項２１】
　脂肪族アミノ酸残基の少なくとも1つが、脂肪族アミノ酸からなる群より選択される異
なるアミノ酸で置き換えられる、請求項１８～２０いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項２２】
　S-S結合、ペプチド結合、C-CまたはC=Cなどの炭素結合、エステル結合、エーテル結合
、アゾ結合、C-S-C結合、C-N-C結合およびC=N-C結合からなる群より選択される共有結合
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である少なくとも1つの結合により環化が起こる、請求項１～２１いずれか記載の環状ペ
プチド。
【請求項２３】
　S-S結合およびペプチド結合である少なくとも2つの結合により環化が起こる、請求項１
～２２いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項２４】
　前記S-S結合がペプチドの2つのCys残基により形成される、請求項２２または２３記載
の環状ペプチド。
【請求項２５】
　前記ペプチド結合が、N末端アミノ酸のNH2基およびC末端アミノ酸のCOOH基で形成され
る、請求項２２～２４いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項２６】
　構成アミノ酸のNH2基およびCOOH基の側鎖によりさらなる結合が形成される、請求項２
２～２５いずれか記載の環状ペプチド。
【請求項２７】
　請求項１～２６いずれか記載の環状ペプチドのアミノ酸主鎖をコードする核酸分子。
【請求項２８】
　配列番号:9～12、25～28、42および44のいずれか1つで示されるヌクレオチド配列また
は遺伝コードの縮重のためにそれらと異なるヌクレオチド配列を含む、請求項２７記載の
核酸分子。
【請求項２９】
　請求項２７または２８記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項３０】
　請求項２７もしくは２８記載の核酸分子または請求項３０記載のベクターを含む、組換
え宿主細胞。
【請求項３１】
　a) (i)請求項３０記載の組換え宿主細胞を、請求項１～２６いずれか記載のポリペプチ
ドのアミノ酸主鎖が発現されるような条件下で培養して、前記アミノ酸主鎖を回収する工
程；または
　(ii)請求項１～２６いずれか記載のポリペプチドのアミノ酸主鎖を化学的に合成する工
程；および
b) 前記アミノ酸主鎖を環化して、請求項１～２６いずれか記載の環状ペプチドを形成す
る工程
を含む、請求項１～２６いずれか記載の環状ペプチドの製造方法。
【請求項３２】
　前記環化が請求項２２～２６いずれかで規定される、請求項３１記載の方法。
【請求項３３】
　それぞれ、前記N末端アミノ酸がAlaもしくはArgであり、前記C末端アミノ酸がGlnもし
くはGluもしくはGlyであるか、または前記N末端アミノ酸がLysであり、前記C末端アミノ
酸がProである、請求項３２記載の方法。
【請求項３４】
　GluがDGluである、請求項３３記載の方法。
【請求項３５】
　請求項３１～３４いずれか記載の方法により得られ得る環状ペプチド。
【請求項３６】
　請求項１～２６および３５のいずれか一項記載の環状ペプチド、請求項２７もしくは２
８記載の核酸分子、請求項２９記載のベクターまたは請求項３０記載の組換え宿主細胞、
および任意に担体を含む組成物。
【請求項３７】
　前記組成物が医薬組成物であり、前記担体が薬学的に許容され得る担体である、請求項
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３６記載の組成物。
【請求項３８】
　医学的介入の必要な患者に、請求項１～２６および３５のいずれか一項記載の環状ペプ
チドおよび/または請求項３７記載の医薬組成物の薬学的活性量、ならびに任意に薬学的
に許容され得る担体を投与する工程を含む、
a) β-アドレナリン作動性レセプター（β-AR）の活性が増強された疾患の治療、改善ま
たは予防；
b) β-ARに対する抗体を有する患者の治療；または
c) 免疫寛容の誘導
のための方法。
【請求項３９】
　a) β-ARの活性が増強された疾患の治療、改善または予防；
b) β-ARに対する抗体を有する患者の治療；または
c) 免疫寛容の誘導
のための、請求項１～２６および３５いずれか一項記載の環状ペプチド、または請求項３
７記載の医薬組成物、および任意に薬学的に許容され得る担体。
【請求項４０】
　前記環状ペプチドが少なくとも1つのさらなる医薬活性剤と共に投与される、または前
記医薬組成物が少なくとも1つのさらなる医薬活性剤を含む、請求項３７～３９いずれか
記載の医薬組成物、方法または環状ペプチド。
【請求項４１】
　前記少なくとも1つのさらなる医薬活性剤がβレセプター遮断薬である、請求項４０記
載の医薬組成物、方法または環状ペプチド。
【請求項４２】
　前記βレセプター遮断薬が選択的β-AR遮断薬である、請求項４１記載の医薬組成物、
方法または環状ペプチド。
【請求項４３】
　前記選択的β-AR遮断薬がアテノロール、メトプロロール、ネビボロールおよびビソプ
ロロールである、請求項４２記載の医薬組成物、方法または環状ペプチド。
【請求項４４】
　βアドレナリン作動性レセプターの活性が増強された前記疾患が心臓疾患であるか、ま
たは前記患者が心臓疾患に苦しむ、請求項３８～４３いずれか記載の方法、環状ペプチド
または医薬組成物。
【請求項４５】
　前記心臓疾患が、感染性および非感染性心臓疾患、虚血性および非虚血性心臓疾患、炎
症性心臓疾患および心筋炎、心臓拡張、特発性心筋症、（特発性）拡張型心筋症（DCM）
、免疫心筋症、心不全、ならびに心室性および/または上室性期外捕捉収縮などの任意の
心臓不整脈ならびに心房細動および/または心房粗動などの任意の心房性不整脈からなる
群より選択される、請求項４４記載の方法または環状ペプチドまたは医薬組成物。
【請求項４６】
　前記心臓疾患が（特発性）DCMである、請求項４４または４５記載の方法または環状ペ
プチドまたは医薬組成物。
【請求項４７】
　前記疾患がβ-ARに対する抗体により誘導される、請求項３８～４６いずれか記載の方
法、環状ペプチドまたは医薬組成物。
【請求項４８】
　前記免疫寛容の誘導が、β-ARに対する抗体の産生の抑制により得られる、請求項３８
～４３いずれか記載の方法、環状ペプチドまたは医薬組成物。
【請求項４９】
　前記免疫寛容の誘導が、抗体産生早期B細胞および記憶B細胞の抗原認識部位の遮断を介
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したβ-ARに対する抗体の産生の抑制により得られる、請求項４８記載の方法、環状ペプ
チドまたは医薬組成物。
【請求項５０】
　前記環状ペプチドまたは前記医薬組成物が、少なくとも0.05mgの前記環状ペプチド/体
重kgが達成されるように投与される、請求項３８～４９いずれか記載の方法、環状ペプチ
ドまたは医薬組成物。
【請求項５１】
　請求項１～２６および３５のいずれか一項記載の環状ペプチドと検出対象の抗体を接触
させる工程を含む、（試料中の）β-ARに対する抗体の検出方法。
【請求項５２】
　前記β-ARがβ1-ARである、請求項３８～５１いずれか記載の方法、環状ペプチドまた
は医薬組成物。
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明的肽，核酸分子，载体或宿主细胞的组合物。本发明还涉及利用本发
明的肽的治疗和诊断方法，方法和用途，以及用于检测抗-α-肾上腺素能
受体抗体如抗-β-肾上腺素能受体抗体的方法，方法和用途。
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