
(57)【要約】
本発明は、タンパク質及びペプチド等の構造的に脆弱な作用物質の徐放送給のための方法
を提供する。独自の乳剤系（安定高分子水性－水性乳剤）を使用することで、タンパク質
及びペプチドは、有機溶媒、強い界面張力、強い剪断、高温、多量の界面活性剤、及び架
橋剤といった何らかの化学的又は物理的障害の存在しない条件下で、多糖ガラス質粒子に
おいてマイクロカプセル化できる。こうしたガラス質粒子に充填されたタンパク質は、分
解性高分子マイクロスフェアに更に充填される時、有機溶媒に対する強い耐性と、水和状
態での長期に渡る活性と、バースト及び不完全放出が最小限である優れた徐放性プロフィ
ールとを示した。したがって、本発明は、タンパク質の徐放送給において生じる全ての技
術的課題に対処する単純かつ効果的なアプローチを提供する。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 水 性 － 水 性 乳 化 を 介 し て 作 用 物 質 を 粒 子 に お い て カ プ セ ル 化 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ． 作 用 物 質 を 多 糖 分 散 相 に お い て カ プ セ ル 化 す る こ と が 可 能 な 安 定 高 分 子 水 性 － 水 性
乳 剤 を 提 供 す る た め に 、 多 糖 類 を 水 性 － 水 性 乳 化 の 前 記 分 散 相 と し て 選 択 し 、 水 性 高 分 子
を 連 続 相 と し て 選 択 し 、 水 性 － 水 性 乳 化 の た め の 安 定 剤 及 び そ の 濃 度 を 選 択 す る ス テ ッ プ
と 、
　 ｂ ． 少 な く と も 一 つ の 作 用 物 質 を 提 供 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｃ ． 前 記 作 用 物 質 充 填 多 糖 粒 子 の サ イ ズ 及 び 形 状 を 適 切 な サ イ ズ 範 囲 に 制 御 す る ス テ ッ
プ と 、
　 ｄ ． 前 記 乳 剤 を 乾 燥 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 ｅ ． 前 記 乾 燥 分 散 相 に 浸 透 せ ず 、 前 記 充 填 済 み の 脆 弱 な 作 用 物 質 （ 群 ） に 影 響 を 与 え な
い 溶 媒 （ 群 ） に よ り 前 記 試 料 を 洗 浄 す る こ と で 乾 燥 さ せ た 後 、 前 記 連 続 相 を 除 去 す る ス テ
ッ プ と 、 を 備 え る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 安 定 水 性 － 水 性 乳 剤 を 形 成 す る こ と が 可 能 な 、 水 性 分 散 相 と 、 水 性 連 続 相 と 、 水 性 表 面
改 質 剤 と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ た 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 水 性 － 水 性 乳 剤 の 前 記 分 散 相 を 形 成 可 能 で あ り 、 カ プ セ ル 化 さ れ た 作 用 物 質 を 保 護
可 能 で あ る 十 分 な 量 の 多 糖 類 又 は そ の 誘 導 体 を 含 む 、 請 求 項 ２ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 多 糖 類 は 、 デ キ ス ト ラ ン と 、 澱 粉 と 、 セ ル ロ ー ス と 及 び そ の 誘 導 体 と 、 ア ガ ロ ー ス
及 び 同 様 の 構 成 を 有 す る 全 て の タ イ プ の 多 糖 又 は オ リ ゴ 糖 と に よ っ て 構 成 さ れ た グ ル ー プ
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 多 糖 類 の 平 均 分 子 量 は 、 ２ ， ０ ０ ０ 乃 至 ２ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ の 範 囲 で あ る 、 請 求 項
４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 作 用 物 質 は 、 生 物 活 性 の あ る 作 用 物 質 で あ る 、 請 求 項 ３ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 組 成 物 質 は 、 蛋 白 質 と 、 ペ プ チ ド と 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ と 、 リ ポ ソ ー ム と 、 生 ウ イ ル
ス と に よ っ て 構 成 さ れ た グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 蛋 白 質 又 は ペ プ チ ド は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ Ｅ Ｐ Ｏ ） と 、 顆 粒 求 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子
（ Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ ） と 、 顆 粒 求 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） と 、 イ ン タ
フ ェ ロ ン 及 び β ， 成 長 ホ ル モ ン と 、 カ ル シ ト ニ ン と 、 組 織 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子
（ Ｔ Ｐ Ａ ） と 、 第 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 因 子 と 、 第 Ｉ Ｘ 因 子 と 、 ヒ ル ジ ン と 、 ｄ ｏ ｒ ｎ ａ ｂ ｅ と 、 そ の
他 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド に よ っ て 構 成 さ れ た グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
７ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 更 に 、 連 続 す る ス テ ッ プ 中 の 前 記 多 糖 分 散 相 に お け る カ プ セ ル 化 し た 作 用 物 質 の 優 れ た
保 護 の た め の 補 完 的 作 用 物 質 と し て 、 小 分 子 の 糖 を 含 む 、 請 求 項 ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 小 分 子 の 糖 は 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 又 は グ リ
セ リ ン で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 水 性 － 水 性 乳 剤 の 前 記 連 続 相 を 形 成 す る た め に 、 前 記 多 糖 類 と 不 混 和 性 で あ る 水 性
高 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 連 続 相 内 の 前 記 水 性 高 分 子 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 、 ポ リ エ チ レ ン
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オ キ シ ド （ Ｐ Ｅ Ｏ ） 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン （ Ｐ Ｖ Ｐ ） 、 又 は ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル （ Ｐ
Ｖ Ａ ） で あ る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 高 分 子 の 平 均 分 子 量 は 、 ２ ， ０ ０ ０ 乃 至 ２ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ の 範 囲 で あ る 、 請 求 項
１ ２ の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 分 散 相 の 前 記 表 面 改 質 剤 と し て 、 水 性 高 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 高 分 子 表 面 改 質 剤 は 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 塩 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル
セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン 、 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 及 び そ の 他 の デ キ ス ト
ラ ン 又 は 澱 粉 誘 導 体 、 又 は 負 に 荷 電 し た バ ッ ク ボ ー ン 及 び 正 に 荷 電 し た 対 イ オ ン を 保 有 す
る そ の 他 の 高 分 子 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 乳 剤 は 、 凍 結 乾 燥 、 噴 霧 乾 燥 、 又 は 従 来 の 乾 燥 プ ロ セ ス に よ っ て 乾 燥 さ せ 、 前 記 作
用 物 質 カ プ セ ル 化 多 糖 分 散 相 を 固 化 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 吸 入 用 及 び 二 重 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 用 に １ 乃 至 ５ μ ｍ 、 そ の 他 の 用 途 の た め に １ 乃 至 ５
０ μ ｍ の 平 均 直 径 を 有 す る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 に よ っ て 作 成 し た 乾 燥 多 糖 分 散 相 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 生 物 活 性 作 用 物 質 （ 群 ） の 制 御 放 出 の た め に 、 乾 燥 多 糖 分 散 相 を 生 分 解 性 高 分 子 マ イ ク
ロ ス フ ェ ア に お い て カ プ セ ル 化 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 前 記 乾 燥 多 糖 分 散 相 を 固 相 と し て 、 ｓ ｏ ｌ ｉ ｄ － ｉ ｎ － ｏ ｉ ｌ － ｉ ｎ － ｗ ａ ｔ ｅ ｒ
（ Ｓ － Ｏ － Ｗ ） 又 は ｓ ｏ ｌ ｉ ｄ － ｉ ｎ － ｏ ｉ ｌ － ｉ ｎ － ｏ ｉ ｌ （ Ｓ － Ｏ － Ｏ ） 乳 化 プ ロ セ
ス を 利 用 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｂ ） 生 分 解 性 高 分 子 を 選 択 し 、 前 記 高 分 子 を 有 機 溶 媒 に 溶 解 し 、 前 記 乾 燥 多 糖 分 散 相 を
前 記 高 分 子 溶 液 に 懸 濁 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 ｃ ） 小 分 子 の 塩 の 水 溶 液 に お い て 前 記 生 分 解 性 高 分 子 の 前 記 溶 液 を 分 散 さ せ る た め に 高
分 子 界 面 活 性 剤 （ 群 ） を 選 択 す る ス テ ッ プ と 、
　 ｄ ） 前 記 塩 溶 液 の 濃 度 が ０ ． ５ ％ 乃 至 ５ ０ ％ の 範 囲 で あ る ス テ ッ プ と 、
　 ｅ ） 抽 出 又 は 蒸 発 に よ り 前 記 有 機 溶 媒 を 除 去 す る ス テ ッ プ と 、 を 備 え る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 生 分 解 性 高 分 子 は 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 、 ポ リ 疑 似 Ｃ Ｂ Ｚ セ リ ン 、 又 は そ の 他 の ポ リ マ ー で あ
る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 乾 燥 多 糖 分 散 相 は 、 マ ト リ ク ス 内 に 分 布 す る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 作 成 さ
れ た 分 解 性 高 分 子 の 粒 子 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 生 分 解 高 分 子 に 対 す る 乾 燥 多 糖 分 散 相 の 比 は 、 １ ： ２ 乃 至 １ ： ４ ０ の 範 囲 内 で あ る
、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 粒 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 製 薬 用 の 、 或 い は 製 薬 の 用 途 で 許 容 可 能 な 、 請 求 項 ２ 乃 至 １ ５ の い ず れ か の 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 製 剤 プ ロ セ ス 、 保 存 、 及 び 投 与 中 に 、 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 リ ポ ソ ー
ム 、 生 ウ イ ル ス の 構 造 ／ 活 性 を 効 果 的 に 維 持 す る 新 規 な 粒 子 ガ ラ ス 質 系 を 調 製 す る た め の
新 規 な 方 法 を 実 証 す る 。
関 連 出 願
　 本 願 は 、 出 典 を 明 示 す る こ と に よ り そ の 開 示 内 容 全 体 を 本 願 明 細 書 の 一 部 と す る ２ ０ ０
２ 年 ６ 月 ３ 日 提 出 の 米 国 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ８ ４ ， ９ ７ １ 号 及 び ２ ０ ０ ２ 年 １ ０ 月 １ １ 日 提 出
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の 米 国 出 願 第 ６ ０ ／ ４ １ ８ ， １ ０ ０ 号 に 基 く 優 先 権 を 主 張 す る 。 本 願 の 全 体 で は 、 様 々 な
参 考 文 献 を 参 照 す る 。 こ う し た 刊 行 物 の 開 示 は 、 本 発 明 に 関 連 す る 最 新 技 術 を よ り 完 全 に
説 明 す る た め に 、 そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 願 に 組 み 込 む も の と す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 不 浸 透 性 と 短 い 半 減 期 と か ら 、 殆 ど の 蛋 白 質 治 療 法 で は 、 頻 繁 な 注 射 が 必 要 と な る 。 注
射 の 頻 度 を 減 ら す た め に 、 徐 放 性 投 薬 形 態 は 、 １ ９ ７ ０ 年 代 以 降 、 長 年 に 渡 っ て 研 究 の 焦
点 と な っ て き た （ １ ） 。 広 範 な 研 究 努 力 に も か か わ ら ず （ ２ ） 、 現 在 に 至 る ま で 、 徐 放 製
剤 技 術 は 、 一 つ の 蛋 白 質 薬 物 、 即 ち 、 組 み 換 え ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン （ ｒ ｈ Ｇ Ｈ ） の み で し か
成 功 を 収 め て い な い 。 大 き な 障 害 と な っ て い る の は 、 常 に 、 製 剤 プ ロ セ ス 及 び 放 出 部 位 に
お け る 蛋 白 質 の 不 安 定 性 （ ３ 、 ４ ） と 、 初 期 バ ー ス ト 及 び 不 完 全 放 出 と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 過 去 ３ ０ 年 間 に は 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 に お い て 蛋 白 質 安 定 性 を 改 良 す る た め の 様 々 な
戦 略 が 報 告 さ れ て い る （ ３ 、 ５ 、 ６ ） 。 し か し な が ら 、 こ う し た ア プ ロ ー チ の 多 く は 、 一
つ 又 は 一 部 の 問 題 に 対 処 し て い る に 過 ぎ ず 、 他 の 未 解 決 問 題 が 残 さ れ て お り 、 或 い は 、 新
た な 問 題 す ら 生 み 出 さ れ て い る 。 一 部 の 方 法 は 、 特 定 の 蛋 白 質 の み で 実 行 可 能 で あ り 、 一
部 の 報 告 は 、 研 究 者 の 焦 点 が 異 な る こ と か ら 、 互 い に 矛 盾 し て い る 。 例 え ば 、 唯 一 市 販 さ
れ て い る 有 用 な 長 期 活 性 蛋 白 質 で あ る 徐 放 性 ｒ ｈ Ｇ Ｈ で は 、 蛋 白 質 は 、 天 然 ｈ Ｇ Ｈ が 分 泌
顆 粒 に お い て 亜 鉛 と 錯 体 を 形 成 す る こ と に 基 づ い て （ ８ ） 、 亜 鉛 イ オ ン と の 錯 体 を 形 成 す
る こ と で 安 定 化 さ れ た （ ７ ） 。 亜 鉛 が 別 の 蛋 白 質 、 例 え ば エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ Ｅ Ｐ Ｏ ） と
共 に カ プ セ ル 化 さ れ た 時 に は 、 放 出 さ れ た 蛋 白 質 の ４ ０ ％ ま で が 凝 集 し 、 不 要 な 免 疫 原 性
を 発 生 さ せ る 場 合 が あ っ た 。 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 に お い て 使 用 さ れ る 有 機 溶 媒 か ら 蛋 白 質
を 守 る た め に 、 ｓ ｏ ｌ ｉ ｄ － ｉ ｎ － ｏ ｉ ｌ － ｗ ａ ｔ ｅ ｒ （ Ｓ － Ｏ － Ｗ ） 乳 化 プ ロ セ ス に よ
っ て 蛋 白 質 を 分 解 性 高 分 子 マ イ ク ロ ス フ ェ ア へ と マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 す る 前 に 、 糖 、 無 機
塩 類 、 又 は そ の 他 の 考 え ら れ る 賦 形 剤 を 使 用 し て 、 蛋 白 質 を 固 体 粒 子 へ と 予 備 的 に 製 剤 す
る （ ７ 、 ９ 、 １ ０ ） 。 こ う し た 賦 形 剤 は 、 そ の 高 い 溶 解 性 （ １ １ ） と 急 速 な 溶 解 （ １ ２ ）
と に よ っ て 形 成 さ れ る 強 い 浸 透 圧 の た め 、 多 大 な バ ー ス ト 放 出 を 発 生 さ せ る 場 合 が 多 か っ
た 。 高 溶 解 性 の 硫 酸 ア ン モ ニ ア を 使 用 し て 、 Ｅ Ｐ Ｏ を マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 に お い て 安 定 さ
せ た 時 に は 、 バ ー ス ト 放 出 は 、 全 薬 物 の ５ ５ ％ ま で を 占 め た （ ９ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｃ ｌ ｅ ｌ ａ ｎ ｄ 及 び Ｊ ｏ ｎ ｅ ｓ は 、 ｗ ａ ｔ ｅ ｒ － ｉ ｎ － ｏ ｉ ｌ － ｉ ｎ － ｗ ａ ｔ ｅ ｒ （ Ｗ
－ Ｏ － Ｗ ） 及 び Ｓ － Ｏ － Ｗ カ プ セ ル 化 プ ロ セ ス に お け る ｒ ｈ Ｇ Ｈ 及 び イ ン タ フ ェ ロ ン （ Ｉ
Ｆ Ｎ － ） に 対 す る 様 々 な 賦 形 剤 の 影 響 を 研 究 し 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 プ ロ セ ス 中 に 蛋 白 質
の 凝 集 を 防 止 す る の に 、 マ ン ニ ト ー ル 又 は ト レ ハ ロ ー ス が 最 良 で あ る こ と を 発 見 し た （ ６
） 。 Ｓ ａ ｎ ｃ ｈ ｅ ｚ ら は 、 別 の 蛋 白 質 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 対 す る 同 様 の 賦 形 剤 の 保 護 効
果 を 調 査 し 、 Ｃ ｌ ｅ ｌ ａ ｎ ｄ 及 び Ｊ ｏ ｎ ｅ ｓ の 報 告 で は ｒ ｈ Ｇ Ｈ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 回 収 に
対 し て 効 果 が な か っ た デ キ ス ト ラ ン が 水 和 条 件 下 で の 放 出 相 に お い て （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 基 づ
い て ） 最 良 の 保 護 を 示 す こ と を 発 見 し た （ １ ０ ） 。 小 さ な 糖 は 脱 水 ス テ ッ プ （ 乾 燥 ） に お
い て 優 れ た 保 護 を 提 供 す る よ う に 見 え る 一 方 で 、 多 糖 類 は 、 水 和 ス テ ッ プ （ 放 出 ） に お い
て 、 よ り 効 果 的 で あ る （ １ ３ ） 。 Ｓ ａ ｎ ｃ ｈ ｅ ｚ ら が 調 製 し た デ キ ス ト ラ ン 含 有 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ
マ イ ク ロ ス フ ェ ア で は 、 総 充 填 量 の ６ ０ ％ の バ ー ス ト 放 出 が 観 察 さ れ た 。 こ の バ ー ス ト 放
出 は 、 共 に 凍 結 乾 燥 さ せ た 蛋 白 質 賦 形 剤 粒 子 の 粒 子 サ イ ズ が 原 因 で あ り 得 る （ １ ４ 、 １ ５
） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 予 備 形 成 さ れ た 蛋 白 質 粒 子 の サ イ ズ は 、 Ｓ － Ｏ － Ｗ プ ロ セ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た
す 。 Ｍ ｏ ｒ ｉ ｔ ａ ら は 、 固 体 蛋 白 質 粒 子 の 平 均 径 が ５ μ ｍ か ら ２ ０ μ ｍ に 増 加 す る と 、 初
期 放 出 が ほ ぼ 二 倍 と な り 、 カ プ セ ル 化 効 率 が ８ ０ ％ か ら ２ ０ ％ に 低 下 す る こ と を 実 証 し た
（ １ ５ ） 。 Ｃ ｌ ｅ ｌ ａ ｎ ｄ ら は 、 Ｓ － Ｏ － Ｗ プ ロ セ ス 用 に 蛋 白 質 粒 子 を 低 減 す る た め の 様
々 な ア プ ロ ー チ に つ い て 説 明 し て い る （ ６ ） 。 凍 結 乾 燥 さ せ た 蛋 白 質 賦 形 剤 粉 末 を 有 機 溶
媒 中 で 均 質 化 し て も 、 直 径 １ ０ μ ｍ を 超 え る 粒 子 が 生 成 で き る に 過 ぎ ず 、 一 方 、 粉 末 を よ
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り 小 さ な サ イ ズ に ミ ル で 製 粉 す る と 、 発 生 す る 剪 断 及 び 熱 に よ り 、 蛋 白 質 を 変 性 さ せ 得 る
（ ６ ） 。 噴 霧 乾 燥 は 、 望 ま し い サ イ ズ で 蛋 白 質 粒 子 を 生 産 し 得 る が 、 噴 霧 化 時 の 剪 断 及 び
熱 と 、 空 気 液 体 界 面 と に よ り 、 変 性 が 生 じ 得 る （ ６ 、 １ ６ ） 。 更 に 、 噴 霧 乾 燥 及 び 噴 霧 凍
結 乾 燥 で は 、 蛋 白 質 と ジ ク ロ ロ メ タ ン （ マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 に お い て 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ
る 溶 媒 ） と の 接 触 を 促 進 す る 界 面 活 性 剤 を 使 用 す る 必 要 が あ る （ ６ ） 。 Ｍ ａ ａ ら は 、 噴 霧
乾 燥 前 の ｒ ｈ Ｇ Ｈ の 亜 鉛 と の 錯 体 化 に よ り 、 蛋 白 質 の 凝 集 を 効 果 的 に 防 止 で き る こ と を 報
告 し た （ １ ６ ） 。 こ こ で も 、 亜 鉛 錯 体 化 は 、 ｒ ｈ Ｇ Ｈ 以 外 の 蛋 白 質 を 変 性 さ せ る 可 能 性 が
あ る （ ９ ） 。 Ｍ ｏ ｒ ｉ ｔ ａ ら は 、 蛋 白 質 と Ｐ Ｅ Ｇ と の 共 溶 解 に よ る 凍 結 誘 導 型 沈 殿 で 微 細
蛋 白 質 粒 子 を 調 製 し た （ １ ５ 、 １ ７ ） 。 し か し な が ら 、 蛋 白 質 粒 子 は 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル
化 中 に 、 依 然 と し て 、 有 機 溶 媒 に 直 接 的 に 晒 す 必 要 が あ る 。 保 護 さ れ て い な い 蛋 白 質 が Ｐ
Ｌ Ｇ Ａ に 直 接 的 に 接 触 す る と 、 高 分 子 マ ト リ ク ス の 内 部 表 面 で の 蛋 白 質 の 強 い 吸 着 に よ り
、 不 完 全 な 放 出 が 生 じ る （ １ ８ ） 。 親 水 性 － 疎 水 性 界 面 を 回 避 す る た め に 、 多 糖 粒 子 の 調
製 に は 水 性 二 相 系 が 使 用 さ れ る （ １ ９ 、 ２ ０ ） 。 し か し な が ら 、 分 散 相 は 、 蛋 白 質 変 性 の
別 の 原 因 と な る 可 能 性 が あ る 共 有 又 は イ オ ン 架 橋 に よ っ て 安 定 化 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 脆 弱 な 蛋 白 質 の 徐 放 の た め に は 、 こ う し た 全 て の 重 要 な 問 題 に 対 処 で き る ア プ ロ ー チ が
強 く 望 ま れ る 。 上 で 説 明 し た 長 年 に 渡 る 困 難 か ら 、 こ の 課 題 を 既 存 の ア プ ロ ー チ で 達 成 で
き る 可 能 性 は 低 い と 思 わ れ る 。 新 し い 科 学 的 概 念 に 基 づ い た マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 戦 略 が 必
要 と な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 我 々 の 以 前 の 特 許 出 願 の 一 つ で は 、 独 自 の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 系 で あ る 安 定 高 分 子 水 性
－ 水 性 乳 剤 を （ 我 々 の 知 る 限 り に お い て 初 め て ） 報 告 し た （ ２ ４ ） 。 こ の 系 は 、 分 散 相 及
び 連 続 相 の 両 方 が 水 性 で あ る 点 に お い て 、 従 来 の 乳 剤 と は 異 な る 。 こ の 系 は 、 連 続 混 合 の
な い 状 態 で 二 つ の 遮 断 相 を 形 成 す る 、 い わ ゆ る 高 分 子 水 性 二 相 系 と も 異 な る 。 こ の 乳 剤 は
、 何 ら か の （ 共 有 又 は イ オ ン ） 架 橋 処 理 な し で 、 一 週 間 ま で 安 定 し て い る 。 こ う し た 独 自
の 特 徴 の た め 、 蛋 白 質 、 リ ポ ソ ー ム 、 又 は 生 ウ イ ル ス と い っ た 脆 弱 な 治 療 物 を 、 有 機 溶 媒
、 濃 縮 塩 類 、 極 端 な ｐ Ｈ 、 架 橋 剤 、 高 剪 断 応 力 、 高 界 面 張 力 、 及 び 高 圧 と い っ た 化 学 的 又
は 物 理 的 障 害 の な い 条 件 下 で 、 こ の 乳 剤 の 小 滴 に 充 填 で き る 。 凍 結 乾 燥 又 は そ の 他 の 乾 燥
法 に よ り 、 乳 剤 の 分 散 相 は 、 様 々 な 送 給 の 目 的 （ 吸 入 又 は 徐 放 ） で 、 定 め ら れ た 形 状 及 び
均 一 な サ イ ズ の ガ ラ ス 質 粒 子 を 形 成 で き る 。 我 々 の 以 前 の 作 業 で は 、 蛋 白 質 充 填 、 乾 燥 、
保 存 、 及 び 放 出 と い っ た 蛋 白 質 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 に お い て 発 生 す る あ ら ゆ る 安 定 化 の 問
題 （ ３ ） に 、 こ の 独 自 の 系 を 使 用 し て 対 処 で き る 原 理 の 証 明 を 確 立 し た 。 加 え て 、 使 用 し
た 原 料 は 、 全 て 人 間 へ の 注 射 に 関 し て 検 証 済 み の も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 願 で は 、 蛋 白 質 薬 物 の 送 給 に お い て 、 こ の 安 定 水 性 － 水 性 乳 剤 系 の 応 用 を 更 に 実 証 す
る 。 蛋 白 質 は 、 水 性 － 水 性 乳 剤 系 の 分 散 相 へ 充 填 し 、 そ の 後 の 乾 燥 凍 結 に よ り ガ ラ ス 質 粒
子 を 形 成 で き る 。 調 製 プ ロ セ ス の 全 体 で は 、 い か な る 化 学 的 物 理 的 障 害 も 存 在 し な い 。 蛋
白 質 活 性 は 、 こ の 調 製 プ ロ セ ス 中 に 十 分 に 維 持 さ れ る 。 こ の 乳 剤 系 に よ っ て 調 製 さ れ る ガ
ラ ス 質 粒 子 （ 以 降 、 ア ク ア ス フ ェ ア （ Ａ ｑ ｕ ｅ Ｓ ｐ ｈ ｅ ｒ ｅ ） （ 群 ） と 呼 ば れ る ） に 充 填
さ れ た 蛋 白 質 は 、 有 機 溶 媒 に 対 す る 強 い 耐 性 と 、 ３ ７ ℃ で の 水 和 状 態 に お け る 長 期 的 な 活
性 と を 示 し 、 更 に 、 分 解 性 高 分 子 マ イ ク ロ ス フ ェ ア に 更 に 充 填 さ れ た 時 、 最 小 限 の バ ー ス
ト 及 び 不 完 全 放 出 を 有 す る 直 線 的 放 出 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 蛋 白 質 治 療 物 の 徐 放 の た め の 高 分 子 マ イ ク ロ ス フ ェ ア を 調 製 す る 方 法
を 提 供 す る こ と で あ る 。 方 法 と は 、 我 々 の 以 前 の 特 許 出 願 （ ２ ４ ） に お い て 説 明 し た 、 安
定 高 分 子 水 性 － 水 性 乳 剤 と い う 材 料 系 と 、 ア ク ア ス フ ェ ア （ Ａ ｑ ｕ ｅ Ｓ ｐ ｈ ｅ ｒ ｅ 、 乳 剤
系 の 固 化 に よ っ て 調 製 さ れ た 多 糖 ガ ラ ス 質 粒 子 ） と の 応 用 で あ る 。 方 法 は 、 １ ） 安 定 水 性
－ 水 性 乳 剤 系 の 小 滴 に 蛋 白 質 を 充 填 す る こ と と 、 ２ ） 吸 入 蛋 白 質 送 給 用 の １ 乃 至 ５ ミ ク ロ
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ン の 範 囲 の 直 径 を 有 す る ア ク ア ス フ ェ ア の 調 製 と 、 ３ ） Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 及 び そ の 他 の 分 解 性 高 分
子 マ イ ク ロ ス フ ェ ア 及 び 注 射 可 能 移 植 物 で の ア ク ア ス フ ェ ア の カ プ セ ル 化 と 、 ４ ） 吸 入 、
鼻 内 噴 霧 、 及 び そ の 他 の 治 療 的 使 用 の た め の 、 蛋 白 質 以 外 の 構 造 的 に 脆 弱 な 物 質 （ リ ポ ソ
ー ム 及 び 生 ウ イ ル ス 等 ） を 充 填 し た ア ク ア ス フ ェ ア の 調 製 と 、 を 備 え る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 徐 放 性 又 は 非 侵 襲 性 蛋 白 質 製 剤 の 開 発 を 遅 ら せ た 大 き な 難 点 は 、 蛋 白 質 が 製 剤 プ ロ セ ス
中 に 変 性 す る こ と で あ る 。 蛋 白 質 の 変 性 を 防 止 す る た め に 、 製 剤 プ ロ セ ス に は 、 上 で 説 明
し た 化 学 的 物 理 的 障 害 が 存 在 し て は な ら な い （ 或 い は 蛋 白 質 が 保 護 さ れ な く て は な ら な い
） 。 し か し な が ら 、 こ の 目 的 の 達 成 に お い て は 、 粒 子 サ イ ズ 及 び 形 状 、 放 出 プ ロ フ ィ ー ル
、 充 填 効 率 、 放 出 部 位 で の 長 期 的 活 性 、 及 び そ の 他 と い っ た 、 最 終 生 産 物 の 特 性 及 び 機 能
を 低 下 さ せ る べ き で は な い 。 更 に 、 製 造 プ ロ セ ス を 、 容 易 で 、 再 現 可 能 で 、 環 境 に 優 し い
も の に で き る こ と が 好 ま し い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 で は 、 こ う し た 上 の 全 て の 目 的 の た め の 単 純 な 解 決 策 を 実 証 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 第 一 に 、 蛋 白 質 の よ う な 壊 れ や す い 生 物 剤 は 、 何 ら か の 化 学 的 又 は 物 理 的 障 害 の な い 条
件 下 で 安 定 高 分 子 水 性 － 水 性 乳 剤 系 （ ２ ４ ） の 分 散 相 に 充 填 で き る 。 小 滴 の 均 一 な サ イ ズ
分 布 は 、 従 来 の 乳 化 プ ロ セ ス に よ り 、 （ 水 性 － 水 性 の 性 質 の た め ） 適 切 な 剪 断 応 力 及 び 低
界 面 張 力 の 下 で 達 成 で き る 。 そ の 後 、 こ の 系 を 凍 結 乾 燥 し 、 乾 燥 粉 末 に す る こ と が 可 能 で
あ り 、 高 分 子 小 滴 は 、 均 一 な サ イ ズ （ 直 径 １ 乃 至 ５ μ ｍ ） の ガ ラ ス 質 粒 子 へ と 転 換 さ れ る
。 ガ ラ ス 質 粒 子 が 形 成 さ れ る と 、 充 填 物 の 構 造 は 、 維 持 及 び 保 護 さ れ る 。 そ の 親 水 性 及 び
高 い ガ ラ ス 転 移 温 度 の た め 、 こ の 系 は 、 有 機 溶 媒 に 対 す る 強 い 耐 性 を 提 供 す る と 共 に 、 （
蛋 白 質 活 性 保 持 に 関 し て ） 周 囲 温 度 及 び 湿 度 に 対 す る 耐 性 を 提 供 す る 。 生 物 剤 充 填 ア ク ア
ス フ ェ ア は 、 し た が っ て 、 （ そ の サ イ ズ 範 囲 に 基 づ い て ） 吸 入 薬 物 送 給 に 使 用 可 能 で あ り
、 或 い は 、 徐 放 の た め の 生 分 解 性 の 疎 水 性 高 分 子 に よ る 更 な る 製 剤 プ ロ セ ス を 施 す こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 徐 放 性 マ イ ク ロ ス フ ェ ア の 調 製 の た め に 、 ア ク ア ス フ ェ ア は 、 従 来 の ｓ ｏ ｌ ｉ ｄ － ｉ ｎ
－ ｏ ｉ ｌ － ｉ ｎ － ｗ ａ ｔ ｅ ｒ （ Ｓ － Ｏ － Ｗ ） 又 は ｓ ｏ ｌ ｉ ｄ － ｉ ｎ － ｏ ｉ ｌ － ｉ ｎ － ｏ ｉ
ｌ （ Ｓ － Ｏ － Ｏ ） 乳 化 法 に よ っ て 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ （ 又 は そ の 他 の 分 解 性 高 分 子 ） マ イ ク ロ ス フ
ェ ア に 充 填 で き る 。 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら の 回 収 実 験 は 、 ア ク ア ス フ ェ ア が マ イ
ク ロ ス フ ェ ア の 内 部 で 原 形 を 保 つ こ と を 示 し た （ 実 施 例 ４ ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ア ク ア ス フ ェ ア に 充 填 さ れ た 蛋 白 質 の 生 物 活 性 は 、 細 胞 増 殖 の 測 定 に お い て 、 有 機 溶 媒
と の 接 触 後 、 及 び マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 プ ロ セ ス 後 に も 維 持 さ れ て お り （ 実 施 例 ５ 、 ６ 、 及
び ７ ） 、 多 糖 類 の ガ ラ ス 質 マ ト リ ク ス 内 で 蛋 白 質 の 構 造 が 十 分 に 保 護 さ れ た こ と を 示 し た
。 加 え て 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア 内 で の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 後 の 蛋 白 質 の 活 性 保 持 （
実 施 例 ７ ） は 、 高 い カ プ セ ル 化 効 率 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 徐 放 性 蛋 白 質 投 与 形 態 の 開 発 に お い て 最 も 困 難 な 課 題 は 、 生 理 的 温 度 の 水 和 状 態 に お い
て 蛋 白 質 の 活 性 を 確 保 す る こ と で あ る （ ２ １ ） 。 水 和 及 び 温 度 上 昇 は 、 蛋 白 質 の 可 動 性 を
高 め 、 蛋 白 質 の 加 水 分 解 、 凝 集 、 及 び 構 造 変 化 の た め の エ ネ ル ギ 障 壁 を 低 下 さ せ る 。 本 技
術 に よ り 、 ア ク ア ス フ ェ ア に 充 填 さ れ た 蛋 白 質 は 、 ３ ７ ℃ の 水 和 状 態 に お い て 長 期 的 な 活
性 を 示 し た （ 実 施 例 ８ ） 。 ８ ． ５ 時 間 の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 半 減 期 及 び 一 日 の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ
ｒ ｏ 半 減 期 を 有 す る 組 み 換 え ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ ） は 、 ア ク ア ス フ ェ ア に
充 填 さ れ た 時 、 水 和 条 件 下 で 一 週 間 の 半 減 期 を 示 し た （ 実 施 例 ８ ） 。 ア ク ア ス フ ェ ア マ ト
リ ク ス は 、 蛋 白 質 を 取 り 囲 む 粘 性 相 を 形 成 し た た め 、 蛋 白 質 の 可 動 性 と 、 蛋 白 質 が 互 い に
接 触 す る 機 会 及 び 他 の 種 （ 分 解 性 高 分 子 及 び 酵 素 ） に 接 触 す る 機 会 と を 限 定 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 投 与 の 初 期 期 間 に お け る 多 大 な 量 の 充 填 物 の 急 速 な 放 出 と し て 定 義 さ れ る バ ー ス ト 効 果
は 、 蛋 白 質 薬 物 の 徐 放 投 与 形 態 を 開 発 す る 上 で 、 別 の 共 通 す る 問 題 で あ る 。 バ ー ス ト 効 果
は 、 注 射 可 能 移 植 物 と マ イ ク ロ ス フ ェ ア 製 剤 と の 両 方 で 見 ら れ る が 、 原 因 は 異 な る 場 合 が
あ る 。 バ ー ス ト 効 果 に は 、 充 填 さ れ た 蛋 白 質 の 一 部 が 高 分 子 マ ト リ ク ス と 強 く 相 互 作 用 し
、 必 要 な 期 間 に 放 出 で き な い 不 完 全 放 出 が 付 随 す る 。 分 解 性 高 分 子 へ の 充 填 前 に ア ク ア ス
フ ェ ア に お い て カ プ セ ル 化 さ れ た 蛋 白 質 は 、 バ ー ス ト 効 果 を 効 果 的 に 防 止 可 能 で あ り 、 同
時 に 、 不 完 全 放 出 の 部 分 を 低 減 で き る （ 実 施 例 ９ ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 更 に 、 ア ク ア ス フ ェ ア は 、 高 分 子 の 分 解 に よ っ て 発 生 す る 局 所 酸 性 を 低 減 す る の に 役 立
つ 。 局 所 酸 性 は 、 放 出 期 間 中 の 蛋 白 質 の 変 性 の 別 の 原 因 と 考 え ら れ る 。 ア ク ア ス フ ェ ア は
、 水 和 さ れ て い る 際 に 、 分 解 性 高 分 子 マ ト リ ク ス に お い て 相 互 接 続 チ ャ ネ ル を 形 成 し 、 相
互 接 続 チ ャ ネ ル は 、 そ の 粘 着 性 で 巨 大 分 子 蛋 白 質 の 拡 散 を 制 限 す る が 、 小 分 子 緩 衝 剤 に は
浸 透 可 能 と な る 。 こ の 性 質 に よ り 、 徐 放 プ ロ セ ス に お い て 、 局 所 酸 性 を 緩 衝 で き る 。 加 え
て 、 表 面 改 質 剤 （ ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 自 体 が 、 大 き な 緩 衝 効 果 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 徐 放 性 蛋 白 質 マ イ ク ロ ス フ ェ ア の 開 発 に お け る 、 長 年 に 渡 る あ ら ゆ る 技 術 的
困 難 （ ３ 乃 至 ５ ） に 単 純 か つ 効 果 的 な 解 決 策 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 高 分 子 水 性 － 水 性 乳 剤 系 ［ ２ ４ ］ を 使 用 し て 、 蛋 白 質 及 び そ の 他 の 生 物 剤 を
徐 放 性 投 薬 形 態 で 送 給 す る 方 法 を 提 供 す る 。 生 物 剤 を 多 糖 溶 液 に 加 え 、 そ の 後 、 乳 化 及 び
凍 結 乾 燥 す る 際 に 、 そ の 構 造 は 、 親 水 性 ガ ラ ス 質 マ ト リ ク ス に お い て 「 固 定 」 さ れ る 。 こ
う し た ガ ラ ス 質 粒 子 （ ア ク ア ス フ ェ ア ） は 、 報 告 済 み の 他 の い か な る 方 法 で も 全 て を 達 成
す る こ と は で き な い 一 連 の 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 予 備 的 に 保 護 さ れ た 蛋 白 質 の 小 さ く 均 一 な 粒 子 サ イ ズ は 、 バ ー ス ト 放 出 の 制 御 と 、 Ｓ －
Ｏ － Ｗ 又 は Ｓ － Ｏ － Ｏ マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 プ ロ セ ス に お け る カ プ セ ル 化 効 率 の 向 上 と に お
い て 重 要 な 役 割 を 果 た す （ ６ 、 １ ３ ） 。 本 発 明 は 、 有 機 溶 媒 と 、 強 い 界 面 張 力 と 、 強 い 剪
断 と 、 高 温 と 、 多 量 の 界 面 活 性 剤 と 、 （ 共 有 又 は イ オ ン ） 架 橋 剤 と の 存 在 し な い 条 件 下 で
、 定 め ら れ た 形 状 及 び 均 一 な サ イ ズ （ １ 乃 至 ３ μ ｍ 、 実 施 例 １ 及 び ２ ） の 蛋 白 質 充 填 多 糖
ガ ラ ス 質 粒 子 を 調 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ う し た 要 素 は 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 プ ロ セ ス
の 一 つ 又 は い く つ か の ス テ ッ プ に お い て 、 蛋 白 質 を 変 性 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る （ ３ 、
６ 、 ２ １ ） 。 し か し な が ら 、 上 で 説 明 し た よ う に 、 上 記 の 障 害 に よ る 劣 化 な し で 、 蛋 白 質
粒 子 を 調 製 す る た め に 使 用 可 能 な （ 乳 化 、 噴 霧 乾 燥 、 噴 霧 凍 結 乾 燥 、 凍 結 乾 燥 、 製 粉 、 ｉ
ｎ 　 ｓ ｉ ｔ ｕ 架 橋 を 行 わ な い ） 方 法 は 、 こ れ ま で に 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 加 え て 、 多 糖 溶 液 は 粘 性 が 高 く 噴 霧 で き な い た め 、 噴 霧 乾 燥 及 び 噴 霧 凍 結 乾 燥 は 、 低 分
子 量 の 糖 又 は 塩 類 を 蛋 白 質 安 定 剤 と し た 粒 子 の 調 製 に し か 使 用 で き な い 。 本 発 明 の 安 定 乳
化 方 法 で は 、 粘 性 水 溶 液 を 容 易 に 分 散 さ せ る こ と が で き る 。 下 で 説 明 す る よ う に 、 多 糖 安
定 剤 は 、 蛋 白 質 の 安 定 化 及 び 動 態 に つ い て 多 数 の 利 点 を 保 持 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 多 糖 粒 子 に 充 填 す る と 、 脆 弱 な 蛋 白 質 は 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 プ ロ セ ス 中 に 、 有 機 溶 媒
と の 接 触 か ら 保 護 さ れ る 。 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と 、 組 み 換 え ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ ｒ
ｈ Ｅ Ｐ Ｏ ） と 、 組 み 換 え ヒ ト 顆 粒 求 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ
） を 、 ア ク ア ス フ ェ ア に 充 填 し 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン （ Ｄ Ｃ Ｍ ） に よ る 洗 浄 、 及 び ／ 又 は Ｄ Ｃ
Ｍ を 溶 媒 と し た Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア で の カ プ セ ル 化 を 施 し た 。 こ う し た 蛋 白 質 の 生
物 活 性 は 、 調 製 処 理 後 の 活 性 測 定 に よ り 決 定 さ れ る も の と し て 、 十 分 に 保 持 で き る （ 実 施
例 ５ 、 ６ 、 及 び ７ ） 。 有 機 溶 媒 と の 接 触 は 、 分 解 性 高 分 子 を 使 用 し た マ イ ク ロ カ プ セ ル 化
プ ロ セ ス に お け る 主 要 な 化 学 的 障 害 と し て 考 え ら れ る （ ３ ） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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　 有 機 溶 媒 に 対 す る 耐 性 に 加 え 、 ア ク ア ス フ ェ ア は 、 生 理 的 温 度 の 水 和 状 態 に お け る 凝 集
及 び 構 造 変 化 か ら 蛋 白 質 を 保 護 で き る 。 こ う し た 条 件 下 で 脆 弱 な 蛋 白 質 を 保 護 す る こ と は
、 徐 放 性 放 出 に お い て 最 も 困 難 な 技 術 的 ハ ー ド ル と み な さ れ て い る （ ２ １ ） 。 我 々 は 、 ｒ
ｈ Ｅ Ｐ Ｏ 、 ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を そ れ ぞ れ 充 填 し た 水 和 ア ク ア
ス フ ェ ア を ３ ７ ℃ で 培 養 し 、 蛋 白 質 活 性 が 十 分 に 維 持 さ れ る こ と を 発 見 し た （ 実 施 例 ８ ）
。 ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ で は 、 水 和 ア ク ア ス フ ェ ア に お け る 半 減 期 が 、 Ｂ Ｐ Ｓ 緩 衝 液 に お け る も の の
七 倍 の 長 さ に な っ た （ 図 ８ 及 び 実 施 例 ８ ） 。 ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ で は 、 九 日 間 の 培 養 後 、 生
物 活 性 に お け る 大 幅 な 低 下 が 存 在 し な か っ た （ 図 ９ 及 び 実 施 例 ８ ） 。 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ で は 、 ア ク ア ス フ ェ ア と ト レ ハ ロ ー ス （ 同 じ 培 養 条 件 下 で 強 く 推 奨 さ れ る 蛋 白 質 安 定 剤
（ ６ ） マ ト リ ク ス ） と の 間 で の 比 較 を 行 っ た 。 ア ク ア ス フ ェ ア で 保 護 さ れ た 蛋 白 質 は 、 一
週 間 の 培 養 後 、 ト レ ハ ロ ー ス で 保 護 さ れ た も の の 五 倍 の 活 性 を 示 し た （ 図 １ ０ 及 び 実 施 例
８ ） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ア ク ア ス フ ェ ア は 、 分 解 性 高 分 子 マ イ ク ロ ス フ ェ ア に お い て カ プ セ ル 化 さ れ る 時 、 長 期
の 線 形 動 態 を 有 し 、 バ ー ス ト の 存 在 し な い 、 理 想 的 な 放 出 プ ロ フ ィ ー ル を 提 供 す る 。 ポ リ
乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 （ Ｐ Ｌ Ｇ Ａ ） マ イ ク ロ ス フ ェ ア は 、 充 填 さ れ た 巨 大 分 子 を 三 相 で 放 出
す る こ と が 知 ら れ て お り （ ２ ２ ） 、 こ れ ら は 即 ち 、 マ イ ク ロ ス フ ェ ア の 表 面 領 域 （ ２ ５ ）
又 は 水 が 充 満 し た 内 部 の 微 細 孔 （ １ ４ ） に 位 置 す る 分 子 の 急 速 な 拡 散 に よ る 初 期 バ ー ス ト
と 、 初 期 バ ー ス ト 後 の ラ グ 相 と 、 高 分 子 の 大 量 の 分 解 に よ る 加 速 放 出 と で あ る 。 投 与 後 の
一 日 目 に 充 填 物 の ５ ０ ％ を 超 え た 放 出 が 起 こ り 得 る バ ー ス ト 効 果 は 、 多 く の 治 療 剤 に と っ
て 危 険 と な り 得 る 。 小 さ く 均 一 な サ イ ズ の た め 、 本 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た 粒 子 は 、 分 解
性 高 分 子 の マ ト リ ク ス に お い て 均 一 に 分 布 し て お り （ 実 施 例 ３ ） 、 表 面 で の 高 い 蛋 白 質 分
布 は 存 在 し な い 。 加 え て 、 容 易 に 溶 解 し （ 高 い 浸 透 圧 を 引 き 起 こ し （ １ １ ） ） 、 高 分 子 マ
ト リ ク ス の 外 部 へ 急 速 に 拡 散 す る 小 分 子 量 の 蛋 白 質 安 定 剤 と は 異 な り 、 ア ク ア ス フ ェ ア は
、 水 和 時 に 拡 散 チ ャ ネ ル を 満 た す 粘 性 相 を 形 成 す る 。 多 糖 自 体 の 分 子 が 高 分 子 マ ト リ ク ス
か ら 徐 々 に 拡 散 す る た め （ ２ ３ ） 、 蛋 白 質 の バ ー ス ト は 、 粘 性 安 定 剤 に よ っ て 抑 制 可 能 で
あ る （ 実 施 例 ９ ） 。 更 に 、 拡 散 プ ロ セ ス は 、 分 解 プ ロ セ ス と 重 複 す る よ う に 延 長 し 、 単 相
の 放 出 動 態 を 提 供 し 得 る （ 実 施 例 ９ ） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 充 填 蛋 白 質 と 分 解 性 高 分 子 と の 間 の 相 互 作 用 は 、 不 完 全 な 放 出 と 不 溶 性 の 蛋 白 質 凝 集 と
を 発 生 さ せ る 、 も う 一 つ の 問 題 で あ る （ １ ８ ） 。 本 発 明 に お い て 、 蛋 白 質 分 子 は 、 放 出 期
間 全 体 で 水 和 マ イ ク ロ ス フ ェ ア の 側 に お い て 粘 性 多 糖 類 に 囲 ま れ て お り （ ２ ３ ） 、 蛋 白 質
－ 高 分 子 接 触 の 期 間 は 低 減 さ れ る 。 図 １ １ で は 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ ミ ク ロ ス フ ェ ア 内 で 直 接 的 に カ
プ セ ル 化 さ れ た ミ オ グ ロ ビ ン と 、 ア ク ア ス フ ェ ア を 介 し て カ プ セ ル 化 さ れ た も の と の 間 で
、 放 出 プ ロ フ ィ ー ル を 比 較 し て い る （ 実 施 例 ９ ） 。 直 接 的 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 で は 、 ４ ５
日 間 に ２ ０ ％ 未 満 の 充 填 蛋 白 質 が 放 出 さ れ た 。 一 方 、 ア ク ア ス フ ェ ア を 介 し た カ プ セ ル 化
で は 、 同 じ 期 間 で 、 充 填 物 の ７ ０ ％ が 放 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｐ Ｇ Ｌ Ａ マ ト リ ク ス に お け る 局 所 酸 性 は 、 蛋 白 質 変 性 の も う 一 つ の 原 因 と な る （ ３ ） 。
高 分 子 が 分 解 す る 時 、 分 解 産 物 （ 乳 酸 、 グ リ コ ー ル 酸 、 及 び そ の オ リ ゴ マ ） は 、 高 分 子 マ
ト リ ク ス の 内 部 に 捕 ら え ら れ 、 局 所 ｐ Ｈ の 低 下 を 発 生 さ せ 得 る 。 我 々 の 系 に お い て 、 ア ク
ア ス フ ェ ア は 、 水 和 時 に 、 相 互 接 続 粘 性 相 を 形 成 す る 。 こ う し た 粘 性 チ ャ ネ ル は 、 巨 大 分
子 へ の 浸 透 性 は 低 い も の の 、 小 分 子 緩 衝 剤 に は 浸 透 可 能 で あ る た め 、 酸 性 分 解 断 片 を 緩 衝
し 得 る 。 加 え て 、 水 性 － 水 性 乳 剤 の 表 面 改 質 剤 と し て 使 用 さ れ る ア ル ギ ン 酸 塩 （ 実 施 例 １
） は 、 緩 衝 効 果 を 有 す る 。 滴 定 試 験 に お い て 、 ０ ． １ Ｎ の Ｈ Ｃ ｌ １ ０ ０ μ ｌ を １ ５ ０ ｍ Ｍ
（ モ ノ マ に 基 づ く ） の ア ル ギ ン 酸 溶 液 ０ ． ９ ｍ ｌ に 追 加 し た 時 、 ｐ Ｈ は 、 約 ５ で 安 定 し た
。 同 量 の 水 で は 、 同 じ 酸 １ ０ μ ｌ で 、 ｐ Ｈ は １ ま で 低 下 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 徐 放 性 蛋 白 質 送 給 に お け る 技 術 的 課 題 の 全 て に 対 処 可 能 な 、 単 純 か つ 包 括 的
解 決 策 を 初 め て 提 供 す る 。 こ の 方 法 に よ り 、 脆 弱 な 蛋 白 質 は 、 製 剤 及 び 投 与 の 両 方 の ス テ
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ッ プ に お い て 保 護 可 能 で あ り 、 最 小 の バ ー ス ト 及 び 不 完 全 放 出 に よ り 、 ほ ぼ 絶 え 間 な く 放
出 で き る 。 こ の 系 は 、 脆 弱 な 治 療 物 の 送 給 の た め の 広 範 な 用 途 を 有 す る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 下 の 実 施 例 を 参 照 す る こ と で 更 に 良 く 理 解 さ れ る が 、 具 体 的 な 例 が 単 な る 例 示
的 な も の で あ り 、 後 の 請 求 項 に よ っ て 定 義 さ れ る 本 明 細 書 記 載 の 本 発 明 の 制 限 を 意 図 し な
い こ と を 、 当 業 者 は 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 実 施 例
　 実 施 例 １ ． 高 分 子 水 性 － 水 性 乳 剤 の 安 定 性
　 高 分 子 水 性 － 水 性 乳 剤 の 安 定 性 は 、 分 散 相 の 融 合 （ サ イ ズ 変 化 ） を 顕 微 鏡 下 で 観 察 し 、
着 色 し た 分 散 相 の 遮 断 相 の 形 成 を 、 時 間 の 関 数 と し て 直 接 的 に 目 で 観 察 す る こ と に よ り 調
査 し た 。 分 散 相 は 、 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 に よ っ て 形 成 し た 。 ５ 、 ２ ０ 、 及 び ４ ０ ｗ ／ ｗ ％ と
い う 三 種 類 の 濃 度 の デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 実 験 に 使 用 し て お り 、 結 果 に は 大 き な 差 異 が な く
、 即 ち 、 い ず れ の 濃 度 に お い て も 、 安 定 水 性 － 水 性 乳 剤 が 形 成 さ れ た 。 デ キ ス ト ラ ン の 平
均 分 子 量 に つ い て は 、 ＜ Ｍ ＞ ｗ ＝ １ ０ ， ０ ０ ０ 、 ６ ７ ， ０ ０ ０ 、 及 び ５ ０ ０ ， ０ ０ ０ が 試
験 さ れ 、 結 果 に は 大 き な 差 異 が な か っ た 。 連 続 相 は 、 濃 度 ５ 、 ２ ０ 、 及 び ４ ０ ｗ ／ ｗ ％ の
Ｐ Ｅ Ｇ を 異 な る 試 験 に お い て 含 有 し 、 そ の 全 て に つ い て 、 安 定 し た 乳 剤 が 形 成 さ れ た 。 使
用 し た Ｐ Ｅ Ｇ の 平 均 分 子 量 は 、 ８ ０ ０ ０ 及 び ２ ２ ， ０ ０ ０ で あ る 。 乳 剤 安 定 剤 と し て は 、
ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン 、 及 び カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー
ス を 試 験 し た 。 こ れ ら 全 て の 安 定 剤 は 、 水 性 － 水 性 乳 剤 の 安 定 化 に 有 効 性 を 示 し た 。 ア ル
ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ＜ Ｍ ＞ ｗ は 、 低 、 中 、 又 は 高 粘 性 に よ っ て 表 現 し た ） は 、 ソ ー ス が 豊
富 で あ る た め 、 殆 ど の 実 験 に 使 用 し た 。 乳 剤 安 定 剤 の 濃 度 は 、 そ れ ぞ れ ０ ． ２ 、 １ 、 及 び
５ ｗ ／ ｗ ％ を 実 験 に 使 用 し た 。 乳 剤 安 定 剤 は 、 そ れ ぞ れ 分 散 相 及 び 連 続 相 と 共 溶 解 し た 。
乳 剤 安 定 剤 に お け る 大 き な 差 異 は 観 察 さ れ な か っ た 。 直 接 観 察 の た め 、 着 色 分 子 、 青 色 デ
キ ス ト ラ ン （ ＜ Ｍ ＞ ｗ ＝ ５ ０ ， ０ ０ ０ 及 び １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ ） 又 は ミ オ グ ロ ビ ン を 、 イ
ン ジ ケ ー タ と し て 分 散 相 に 追 加 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を Ｐ Ｅ Ｇ 溶 液 に 追 加 し 、 そ の 後 、 機 械 式 ホ モ ジ ナ イ ザ に よ り 均 質 化 す
る こ と で 、 様 々 な 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 の 乳 剤 を 調 製 し た 。 デ キ ス ト ラ ン の Ｐ Ｅ Ｇ に 対 す る
比 は 、 １ ： ５ 乃 至 １ ： ２ ０ と し た 。 乳 剤 の 調 製 後 、 一 滴 の 試 料 を 顕 微 鏡 に セ ッ ト し 、 顕 微
鏡 写 真 を 撮 影 し た 。 そ の 後 、 継 続 的 な 観 察 の た め 、 試 料 を 瓶 に 残 し て お い た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 １ は 、 混 合 を 停 止 し 、 乳 剤 を 室 温 で 一 週 間 保 管 し た 後 の 高 分 子 水 性 － 水 性 乳 剤 の 写 真
を 示 し て い る 。 ミ オ グ ロ ビ ン が 、 分 散 相 に 充 填 す る モ デ ル 蛋 白 質 と し て 使 用 さ れ て お り 、
錆 色 を 示 し て い る 。 六 つ の 試 料 の う ち 、 試 料 ４ は 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な し で 調 製 し た
。 試 料 ６ は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を （ １ ０ ０ ｍ Ｍ に 達 す る ま で ） 追 加 し た こ と を 除 き 、 試 料 １
と 同 じ と し た 。 こ れ ら 二 試 料 で は 、 撹 拌 を 停 止 し た 直 後 に 、 分 散 相 の 融 合 が 発 生 し 、 数 時
間 の う ち に 二 つ の 遮 断 相 の 形 成 に つ な が っ た 。 図 １ の 他 の 四 試 料 で は 、 小 滴 の 直 径 は 、 一
週 間 に 渡 っ て ３ 乃 至 ７ μ ｍ の 範 囲 を 維 持 し た （ 図 ２ Ａ ） 。 こ の 結 果 は 、 荷 電 ポ リ マ 分 子 が
小 滴 の 表 面 に 吸 着 さ れ 、 拡 散 二 重 層 を 形 成 す る と い う 我 々 の 仮 説 を 支 持 し た 。 ナ ト リ ウ ム
イ オ ン の 濃 度 を 高 め る と 、 ア ル ギ ン 酸 塩 の 対 イ オ ン で は 、 表 面 電 荷 が 奪 わ れ 、 ゼ ー タ 電 位
の 大 き さ が 低 下 し 、 し た が っ て 、 小 滴 の 合 体 が 生 じ る 。 デ キ ス ト ラ ン ／ Ｐ Ｅ Ｇ 比 を １ ： １
５ に 減 ら す こ と で 、 二 週 間 に 渡 っ て 安 定 状 態 の 乳 剤 が 発 生 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の 実 験 に お い て 、 連 続 相 と 分 散 相 と の 間 で の ミ オ グ ロ ビ ン の 分 配 係 数 は 、 ４ １ ０ ｎ ｍ
で の 吸 光 度 に よ っ て 決 定 さ れ る も の と し て 、 １ ： ５ ０ と な り 、 ミ オ グ ロ ビ ン の 大 部 分 が デ
キ ス ト ラ ン 相 に あ る こ と を 示 し た 。 ミ オ グ ロ ビ ン に 加 え て 、 組 み 換 え ヒ ト 顆 粒 求 マ ク ロ フ
ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 及 び ア ン フ ォ テ リ シ ン Ｂ （ Ａ ｍ Ｂ ） を 運 ぶ
リ ポ ソ ー ム も 、 こ の 系 に 充 填 し 、 図 ２ Ｂ の も の と 同 様 の ガ ラ ス 質 粒 子 を 形 成 し た 。 ｒ ｈ Ｇ
Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の 約 ９ ３ ％ 及 び Ａ ｍ Ｂ ／ リ ポ ソ ー ム の ９ ５ ％ が 、 分 散 相 に 分 配 さ れ た こ と が 、
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そ れ ぞ れ 、 活 性 測 定 （ 下 の 説 明 を 参 照 ） 及 び ４ ０ ８ ｎ ｍ で の Ｕ Ｖ 吸 光 度 に よ っ て 検 出 さ れ
た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 ２ Ａ は 、 上 で 説 明 し た 塩 化 ナ ト リ ウ ム な し の 溶 液 に よ っ て 調 製 さ れ た 高 分 子 水 性 － 水
性 乳 剤 の 顕 微 鏡 画 像 を 図 示 し て い る 。 直 径 ３ 乃 至 ８ ミ ク ロ ン の 均 一 な サ イ ズ 分 布 の 乳 剤 小
滴 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 実 施 例 ２ ． ア ク ア ス フ ェ ア の 調 製
　 ア ク ア ス フ ェ ア は 、 単 純 に 上 の 安 定 乳 剤 を 凍 結 乾 燥 す る こ と で 調 製 し た 。 凍 結 乾 燥 後 、
デ キ ス ト ラ ン 小 滴 は 、 固 体 粒 子 に 転 換 さ れ た 。 し か し な が ら 、 殆 ど の デ キ ス ト ラ ン 粒 子 は
、 連 続 相 の Ｐ Ｅ Ｇ に よ っ て 形 成 さ れ た 固 体 マ ト リ ク ス 内 に 分 散 し た 。 Ｐ Ｅ Ｇ は 、 凍 結 乾 燥
粉 末 を 塩 化 メ チ レ ン 又 は ア セ ト ニ ト リ ル に よ っ て 洗 浄 す る こ と で 除 去 で き る 。 こ う し た 溶
媒 は 、 乾 燥 デ キ ス ト ラ ン 相 を 溶 解 又 は 膨 張 さ せ な い 。 図 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ は 、 異 な る 調 製 段 階
で の 分 散 相 の 顕 微 鏡 画 像 を 図 示 し て お り 、 そ れ ぞ れ 、 乳 化 後 、 凍 結 乾 燥 し （ Ｐ Ｅ Ｇ 除 去 の
た め ） ジ ク ロ ロ メ タ ン に よ り 洗 浄 し た 後 、 及 び Ｐ Ｌ Ｇ Ａ コ ー テ ィ ン グ か ら の 回 収 後 で あ る
。 凍 結 乾 燥 後 、 分 散 相 の 直 径 は 、 依 然 と し て 均 一 だ っ た が 、 ３ 乃 至 ７ μ ｍ か ら １ 乃 至 ３ μ
ｍ へ 低 下 し 、 水 分 の 喪 失 に よ る 妥 当 な サ イ ズ と な っ た 。 こ れ ら の 画 像 は 、 凍 結 乾 燥 中 に 小
滴 の 融 合 が 発 生 し て い な い こ と を 示 し た 。 こ の 乾 燥 粒 子 の サ イ ズ 範 囲 （ １ 乃 至 ３ μ ｍ ） は
、 治 療 物 の 吸 入 送 給 に 理 想 的 で あ り 、 二 重 カ プ セ ル 化 （ Ｓ － Ｏ － Ｗ ） （ ５ 、 １ ３ ） に よ る
分 解 性 高 分 子 コ ー テ ィ ン グ ミ ク ロ ス フ ェ ア の 調 製 に も 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 実 施 例 ３ ． ア ク ア ス フ ェ ア の Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア へ の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化
　 ア ク ア ス フ ェ ア は 、 「 ｓ ｏ ｌ ｉ ｄ － ｉ ｎ － ｏ ｉ ｌ － ｉ ｎ － ｗ ａ ｔ ｅ ｒ 」 乳 化 プ ロ セ ス に
よ り 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 及 び そ の 他 の 生 分 解 性 高 分 子 の マ ト リ ク ス に お い て 更 に マ イ ク ロ カ プ セ ル
化 で き る 。 本 研 究 で は 、 乳 酸 ： グ リ コ ー ル 酸 の 比 が ５ ０ ： ５ ０ 及 び ７ ５ ： ２ ５ の Ｐ Ｌ Ｇ Ａ
を 使 用 し た 。 実 施 例 ２ の よ う に 調 製 し た ア ク ア ス フ ェ ア を 、 最 初 に 、 ア ク ア ス フ ェ ア ／ Ｐ
Ｌ Ｇ Ａ の 比 を １ ： ２ 乃 至 １ ： ２ ０ で Ｐ Ｌ Ｇ Ａ ／ ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液 （ １ ０ 乃 至 ２ ０ ％ ） 中
で 懸 濁 し 、 次 に 、 ０ ． １ 乃 至 １ ０ ％ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び ０ ． １ 乃 至 ４ ％ の ポ リ ビ ニ ル ア
ル コ ー ル （ Ｐ Ｖ Ａ ） 又 は Ｐ Ｅ Ｇ 又 は ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン を 含 む 水 溶 液 に 撹 拌 し な が ら 追
加 し た 。 二 つ の 溶 液 の 体 積 比 は 、 １ ： ２ 乃 至 １ ： １ ０ と し た 。 乳 剤 形 成 後 、 こ の 系 に 大 量
の 冷 水 （ 乳 剤 の １ ０ 倍 ） を 撹 拌 し な が ら 流 し 込 ん で 、 有 機 溶 媒 を 抽 出 し た 。 図 ３ Ａ 及 び ３
Ｂ は 、 そ れ ぞ れ 溶 媒 抽 出 前 の Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 小 滴 及 び 溶 媒 抽 出 後 の Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 粒 子 の 顕 微 鏡 画 像 を
図 示 し て い る 。 溶 媒 抽 出 前 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 小 滴 は 、 透 明 で あ り 、 内 部 に は ア ク ア ス フ ェ ア が 均
等 に 分 布 し て い た 。 溶 媒 の 除 去 に よ り 固 め た 後 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 粒 子 は 、 透 明 性 を 失 っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 実 施 例 ４ ． Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 粒 子 か ら の ア ク ア ス フ ェ ア の 回 収
　 ア ク ア ス フ ェ ア は 、 実 施 例 ３ の よ う に 調 製 し た Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら 回 収 で き
る 。 ア ク ア ス フ ェ ア 充 填 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 粒 子 を 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン 又 は ア セ ト ニ ト リ ル に 再 溶 解 し
、 そ の 後 、 遠 心 分 離 し た 。 こ の 手 順 を 、 四 乃 至 六 回 、 繰 り 返 し た 。 図 ４ は 、 上 記 の 手 順 に
よ り Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら 回 収 し た ア ク ア ス フ ェ ア を 図 示 し て い る 。 ア ク ア ス フ
ェ ア の 粒 子 サ イ ズ 及 び 形 状 は 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア に カ プ セ ル 化 す る 前 と 同 じ も の
を 保 っ て い る 。 こ の 結 果 は 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 プ ロ セ ス 中 の ア ク ア ス フ ェ ア の 水 和 が 顕
著 で は な い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア に よ る ア ク ア ス フ ェ ア の カ プ セ ル 化 効 率 を 調 べ る た め に 重 量
測 定 を 実 行 し た 。 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ に 対 す る デ キ ス ト ラ ン の 重 量 比 は 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 の 前 （
１ ： １ ９ ） と 後 （ １ ． ０ ６ ： １ ９ ） で 、 比 較 的 一 定 の も の が 得 ら れ 、 高 い カ プ セ ル 化 効 率
を 示 唆 し た 。 こ の 結 論 は 、 我 々 の カ プ セ ル 化 前 後 で の 蛋 白 質 活 性 測 定 の 結 果 と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 実 施 例 ５ ． ア ク ア ス フ ェ ア に よ る 有 機 溶 媒 に 対 す る β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 保 護
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　 有 機 溶 媒 か ら の 脆 弱 な 蛋 白 質 の 保 護 に お け る ア ク ア ス フ ェ ア の 有 効 性 を 調 べ る た め 、 四
量 体 構 造 で 分 子 量 ４ ３ ４ Ｋ Ｄ の 酵 素 で あ る β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 、 ア ク ア ス フ ェ ア に 充
填 し た 。 蛋 白 質 を 、 １ ０ 乃 至 １ ０ ０ 単 位 ／ ｍ ｌ の 比 で デ キ ス ト ラ ン 溶 液 （ Ｍ Ｗ ＝ １ ０ 乃 至
５ ０ ０ Ｋ Ｄ 、 濃 度 ５ 乃 至 ２ ５ ％ ） に 溶 解 し 、 実 施 例 １ の よ う に Ｐ Ｅ Ｇ 溶 液 で 乳 化 し た 。 凍
結 乾 燥 後 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン （ Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア の 調 製 に お い て 使 用 さ れ る 一 般 的
な 溶 液 ） に よ り 実 施 例 ４ の よ う に 数 回 洗 浄 す る こ と で 、 Ｐ Ｅ Ｇ 相 を 除 去 し た 。 そ の 後 、 得
ら れ た 蛋 白 質 充 填 ア ク ア ス フ ェ ア を 、 緩 衝 液 に 再 溶 解 し 、 ｏ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル － β － Ｄ －
ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ Ｏ Ｎ Ｐ Ｇ ） の 加 水 分 解 に よ り 測 定 し た 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 酵 素 の
触 媒 活 性 は 、 （ 乳 化 、 凍 結 乾 燥 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン に よ る 洗 浄 を 含 む ） 実 施 例 １ か ら 実 施 例
２ の 手 順 後 に 、 １ ０ ％ 未 満 し か 減 少 し な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 三 回 の 実 施 で 再 現 で き た 。
こ の １ ０ ％ の 活 性 低 下 は 、 乳 化 プ ロ セ ス 及 び 洗 浄 プ ロ セ ス に よ る デ キ ス ト ラ ン 相 及 び Ｐ Ｅ
Ｇ 相 の 間 で の 分 配 に よ る 蛋 白 質 の 損 失 と 、 凍 結 乾 燥 及 び 洗 浄 プ ロ セ ス に お い て 変 性 し た 蛋
白 質 、 及 び 洗 浄 プ ロ セ ス 中 に 失 わ れ た 蛋 白 質 と を 含 む 。 こ の 結 果 は 、 ア ク ア ス フ ェ ア 内 部
の 脆 弱 な 蛋 白 質 を 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル プ ロ セ ス 中 に 有 機 溶 媒 か ら 十 分 に 保 護 で き る こ と を
示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 実 施 例 ６ ． 水 性 － 水 性 乳 剤 の 分 散 相 及 び 連 続 相 に お け る ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ 及 び ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ
Ｆ の 分 配
　 乳 剤 系 の 分 散 相 に 充 填 さ れ た 蛋 白 質 の 効 率 を 判 定 す る た め に 分 配 実 験 を 行 っ た 。 組 み 換
え ヒ ト エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ ） 又 は 組 み 換 え ヒ ト 顆 粒 求 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー
刺 激 因 子 （ ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） を 含 有 す る 水 性 － 水 性 乳 剤 を 遠 心 分 離 し 、 そ の 後 、 Ｔ Ｆ １
細 胞 株 を 使 用 し て 細 胞 増 殖 測 定 を 行 っ た 。 蛋 白 質 活 性 は 、 顕 微 鏡 下 で ウ ェ ル 当 た り の 細 胞
数 を 計 数 し て 測 定 し た 。 分 配 実 験 に よ り 、 ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ の ９ ４ ％ 及 び ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の ９
３ ％ が デ キ ス ト ラ ン 相 に お い て 発 見 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 実 施 例 ７ ． ア ク ア ス フ ェ ア に よ る 有 機 溶 媒 に 対 す る ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ 及 び ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の
保 護
　 ア ク ア ス フ ェ ア に よ る 蛋 白 質 保 護 を 、 二 種 類 の 蛋 白 質 ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ 及 び ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ
に よ り 更 に 調 べ た 。 蛋 白 質 を ア ク ア ス フ ェ ア に 充 填 し 、 実 施 例 ５ と 同 一 の 手 順 に 従 っ て 処
理 し た 。 蛋 白 質 の 生 物 活 性 は 、 分 配 に 関 す る も の （ 実 施 例 ６ ） と 同 じ 細 胞 増 殖 方 法 に よ り
測 定 し た 。 乳 化 前 の 蛋 白 質 と （ ジ ク ロ ロ メ タ ン に よ る 洗 浄 後 ） ア ク ア ス フ ェ ア か ら 回 収 し
た 蛋 白 質 と を 、 そ れ ぞ れ 同 じ 細 胞 懸 濁 液 に 追 加 し た 。 ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ の 結 果 は 、 図 ６ に 図 示 し
て い る 。 凍 結 乾 燥 後 、 ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ で の 活 性 保 持 は 、 ウ ェ ル 当 た り の 細 胞 数 の ２ ７ ８ ０ ０ か
ら ２ ３ ７ ０ ０ へ の 低 下 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 ８ ５ ％ だ っ た 。 凍 結 乾 燥 粉 末 の 洗 浄 （ し
た が っ て 、 Ｐ Ｅ Ｇ 相 が 除 去 さ れ る ） に よ り 、 細 胞 数 は 、 更 に ２ ２ ６ ０ ０ ま で 低 下 し 、 活 性
保 持 が ９ ５ ％ で あ る こ と を 示 し た 。 有 機 溶 媒 に よ る 洗 浄 後 、 蛋 白 質 の ９ ４ ％ の み が デ キ ス
ト ラ ン 層 に 留 ま る こ と か ら （ 実 施 例 ６ ） 、 有 機 溶 媒 と の 接 触 後 の 活 性 保 持 は 、 １ ０ ０ ％ と
な っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 ７ は 、 画 策 性 ス テ ッ プ 後 の ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の 活 性 測 定 の 結 果 を 図 示 し て い る 。 蛋 白
質 充 填 乳 剤 の 乾 燥 粉 末 へ の 凍 結 乾 燥 に よ り 、 ウ ェ ル 当 た り の 平 均 細 胞 数 は 、 １ ３ ０ ９ ０ ０
か ら １ ２ ２ ６ ０ ０ へ 僅 か に 減 少 し 、 約 ９ ４ ％ の 活 性 保 持 を 示 し た 。 残 存 Ｐ Ｅ Ｇ を 除 去 す る
た め の ジ ク ロ ロ メ タ ン に よ る 凍 結 乾 燥 粉 末 の 洗 浄 後 、 細 胞 数 は 、 ウ ェ ル 当 た り １ １ １ １ ０
０ に 減 少 し 、 更 に ９ ％ が 低 減 さ れ た 。 し か し な が ら 、 こ の ９ ％ の 低 減 の 多 く は 、 Ｐ Ｅ Ｇ と
一 緒 に 洗 い 落 と さ れ た 連 続 相 に お け る ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の 分 配 に よ っ て 生 じ た も の だ っ た
（ 全 ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の 約 ７ ％ 、 実 施 例 ６ ） 。 蛋 白 質 充 填 デ キ ス ト ラ ン 粒 子 の Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ
イ ク ロ ス フ ェ ア へ の カ プ セ ル 化 で は 、 ウ ェ ル 当 た り １ １ ８ ９ ０ ０ の 平 均 細 胞 数 が 示 す よ う
に 、 更 な る 活 性 の 減 少 は 生 じ な か っ た 。 高 い 活 性 保 持 は 、 更 に 、 重 量 測 定 （ 実 施 例 ４ ） 二
よ っ て 示 唆 さ れ た 高 い カ プ セ ル 化 効 率 を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 実 施 例 ８ ． 生 理 的 温 度 の 水 和 状 態 に お け る ア ク ア ス フ ェ ア に よ る ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ 、 ｒ ｈ Ｇ Ｍ
－ Ｃ Ｓ Ｆ 、 及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 活 性 保 持
　 蛋 白 質 薬 物 の 徐 放 性 投 薬 形 態 を 開 発 す る 上 で 最 も 困 難 な 課 題 は 、 生 理 的 温 度 の 水 和 状 態
に お い て 蛋 白 質 の 活 性 を 確 保 す る こ と で あ る と 広 く 考 え ら れ て き た （ １ ８ ） 。 徐 放 中 、 分
解 性 高 分 子 マ イ ク ロ ス フ ェ ア は 、 水 を 吸 収 し て 膨 張 し 、 カ プ セ ル 化 し た 蛋 白 質 分 子 は 、 体
温 で の 水 和 条 件 に 晒 さ れ る 。 水 和 及 び 温 度 上 昇 は 、 蛋 白 質 分 子 の 可 動 性 を 高 め 、 蛋 白 質 の
化 学 的 又 は 物 理 的 変 化 の 機 会 を 増 加 さ せ る （ １ ９ ） 。 生 理 的 条 件 下 で の 蛋 白 質 の 安 定 性 を
調 べ る た め に 、 ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ 又 は ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 充 填 し た デ キ ス ト ラ ン 粒 子 に 水 を 追 加
し （ 粘 性 ３ ０ ｗ ／ ｗ ％ デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 形 成 し ） 、 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 Ｔ Ｆ １ 細 胞 増 殖
に お け る 蛋 白 質 活 性 を 、 培 養 時 間 の 関 数 と し て 、 図 ８ 及 び ９ に 図 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ で は 、 ア ク ア ス フ ェ ア に よ っ て 保 護 さ れ た も の の 活 性 は 、 一 週 間 で 約 ５ ０ ％
ま で 徐 々 に 低 下 し た （ 図 ８ ） 。 し か し な が ら 、 保 護 さ れ て い な い ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ で は 、 同 量 の
活 性 低 下 に 、 僅 か 一 日 し か 要 し な か っ た 。 ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ の 半 減 期 は 、 体 内 の 酵 素 触 媒 作 用 に
よ り 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で ８ ． ５ 時 間 で あ る 。 明 ら か に 、 ア ク ア ス フ ェ ア の 水 和 に よ っ て 形
成 さ れ た 粘 性 多 糖 相 は 、 生 理 的 条 件 に お い て 、 大 幅 な 期 間 に 渡 っ て 蛋 白 質 活 性 を 延 長 で き
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 同 様 の 結 果 は 、 ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ で も 得 ら れ た （ 図 ９ ） 。 保 護 さ れ た ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ
で は 、 活 性 保 持 は 、 培 養 十 日 後 で ８ ５ ％ と な っ た 。 保 護 さ れ て い な い ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ で
は 、 同 じ 培 養 期 間 で ５ ６ ％ だ っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 水 和 状 態 に お け る β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で の 多 糖 安 定 剤 の 保 護 効 果 を 、 ト レ ハ ロ ー ス の
も の と 比 較 し た 。 活 性 測 定 は 、 実 施 例 ５ と 同 じ よ う に 実 施 し た 。 ３ ７ ℃ で の 培 養 七 日 後 、
多 糖 類 に よ っ て 安 定 化 し た 蛋 白 質 の 活 性 は 、 ８ ９ ％ に 下 降 し た が 、 ト レ ハ ロ ー ス に よ っ て
安 定 化 し た も の は 、 １ ７ ％ ま で 下 降 し た 。 培 養 時 間 を 二 週 間 に 延 長 す る と 、 水 和 ア ク ア ス
フ ェ ア で は 活 性 が 更 に ４ ８ ％ ま で 低 下 し た が 、 ト レ ハ ロ ー ス 溶 液 で の 培 養 で は ０ ％ と な っ
た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 実 施 例 ９ ． Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら の 最 小 限 の バ ー ス ト 及 び 不 完 全 放 出 を 有 す る
蛋 白 質 放 出 プ ロ フ ィ ー ル
　 バ ー ス ト 効 果 及 び 不 完 全 放 出 は 、 蛋 白 質 薬 物 の 徐 放 投 薬 形 態 の 開 発 に お け る 別 の 共 通 問
題 で あ る 。 バ ー ス ト 効 果 に よ り 、 充 填 さ れ た 蛋 白 質 の ３ ０ 乃 至 ７ ０ ％ が 、 投 与 直 後 に 放 出
さ れ 得 る 。 不 完 全 放 出 は 、 充 填 物 の ２ ０ 乃 至 ４ ０ ％ が 不 溶 残 分 と し て 残 る こ と を 指 す 。 こ
う し た 望 ま し く な い 放 出 は 、 ア ク ア ス フ ェ ア 内 に 蛋 白 質 を 予 備 充 填 す る こ と で 防 止 で き る
。 蛋 白 質 を 、 最 初 に 水 性 － 水 性 乳 化 プ ロ セ ス に よ り 、 ア ク ア ス フ ェ ア （ ０ ． １ 乃 至 ２ ０ ％
） に 充 填 し た 。 次 に 、 Ｓ － Ｏ － Ｗ 手 法 を 使 用 し て 、 蛋 白 質 充 填 ア ク ア ス フ ェ ア を 、 Ｐ Ｌ Ｇ
Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア （ １ 乃 至 ２ ０ ％ ） に お い て カ プ セ ル 化 し た 。 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 内 の ミ オ グ ロ ビ
ン の 充 填 容 量 は 、 ０ ． ２ ５ 乃 至 ５ ％ と し た 。 Ｐ Ｖ Ａ 、 Ｐ Ｅ Ｇ 、 及 び Ｐ Ｖ Ｐ を 、 水 相 （ ０ ．
１ 乃 至 ５ ％ ） に お い て 、 界 面 活 性 剤 と し て 溶 解 さ せ た 。 図 １ １ は 、 ア ク ア ス フ ェ ア に よ る
保 護 が 存 在 す る 状 態 と 存 在 し な い 状 態 と で の 、 （ 末 端 器 を ブ ロ ッ ク し た ） Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク
ロ ス フ ェ ア で カ プ セ ル 化 し た ミ オ グ ロ ビ ン の 放 出 プ ロ フ ィ ー ル を 図 示 し て い る 。 純 粋 な 蛋
白 質 粒 子 と し て 、 ミ オ グ ロ ビ ン が エ ス テ ル 末 端 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ で 調 製 さ れ た マ イ ク ロ ス フ ェ ア に
カ プ セ ル 化 さ れ た 時 、 ４ ５ 日 間 で 充 填 蛋 白 質 の １ ７ ％ の み が 放 出 さ れ た 。 ア ク ア ス フ ェ ア
に 予 備 充 填 し た 後 で カ プ セ ル 化 さ れ た ミ オ グ ロ ビ ン で は 、 充 填 蛋 白 質 の ７ ５ ％ ま で が 、 開
始 時 の バ ー ス ト 放 出 な し で 、 ４ ５ 日 間 に 渡 っ て 直 線 的 に 放 出 さ れ た 。 こ う し た バ ー ス ト の
な い 線 形 放 出 は 、 ミ オ グ ロ ビ ン － デ キ ス ト ラ ン 粒 子 を 、 相 対 的 に 親 水 性 の 酸 末 端 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ
の マ イ ク ロ ス フ ェ ア に お い て カ プ セ ル 化 し た 時 に も 達 成 さ れ る （ 図 １ ２ ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 １ ２ は 、 乳 酸 ： グ リ コ ー ル 酸 の 比 が そ れ ぞ れ ５ ０ ： ５ ０ 、 ６ ５ ： ３ ５ 、 及 び ７ ５ ： ２
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５ で あ る 酸 末 端 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ （ 分 子 量 ＝ １ ２ Ｋ ） で 調 製 さ れ た マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら の ミ オ グ
ロ ビ ン 放 出 プ ロ フ ィ ー ル を 図 示 し て い る 。 こ れ ら 全 て の 試 料 に お い て 、 ミ オ グ ロ ビ ン は 、
Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア で の カ プ セ ル 化 の 前 に 、 予 備 製 剤 し て ア ク ア ス フ ェ ア と し た 。
充 填 物 の 約 ７ 乃 至 １ ２ ％ が 一 日 目 に 放 出 さ れ 、 そ の 後 、 線 形 動 態 で 放 出 さ れ た 。 Ｌ ／ Ｇ が
５ ０ ／ ５ ０ 及 び ６ ５ ／ ３ ５ で 、 Ｍ Ｗ が １ ２ Ｋ で あ る Ｐ Ｌ Ｇ Ａ で 調 製 さ れ た マ イ ク ロ ス フ ェ
ア で は 、 蛋 白 質 放 出 が 、 ５ ０ 日 間 で ９ ０ ％ を 上 回 り 、 ほ ぼ 完 全 と な っ た 。 Ｌ ／ Ｇ 比 を ６ ５
／ ３ ５ か ら ７ ５ ／ ２ ５ に 増 加 さ せ る こ と で 、 放 出 の 割 合 は 僅 か に 低 下 し 、 同 じ 期 間 に 充 填
物 の ８ ０ ％ が 放 出 さ れ た 。 分 子 量 （ Ｍ Ｗ ） を １ ２ Ｋ か ら ２ ０ Ｋ に 増 加 さ せ る こ と で 、 放 出
の 割 合 は 、 更 に 下 降 し た 。 Ｌ ／ Ｇ 比 が ６ ５ ／ ３ ５ の Ｐ Ｌ Ｇ Ａ で は 、 カ プ セ ル 化 し た ミ オ グ
ロ ビ ン の ６ ５ ％ が 、 ５ ０ 日 の 間 に 放 出 さ れ た 。 い ず れ の ケ ー ス に お い て も 、 放 出 プ ロ フ ィ
ー ル は 、 ほ ぼ 線 形 と な っ た 。 こ の 方 法 に よ る ミ オ グ ロ ビ ン の Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア へ
の カ プ セ ル 化 効 率 は 、 調 製 プ ロ セ ス 後 の 上 澄 み に お け る 蛋 白 質 含 有 量 の 分 析 に 基 づ い て 、
約 ９ ０ ％ と な っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 実 施 例 １ ０ ． Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら 放 出 さ れ た Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ の 生 物 活 性
　 蛋 白 質 ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 、 実 施 例 １ 、 ２ 、 及 び ３ に お い て 説 明 し た 方 法 に 従 っ て 、 ア
ク ア ス フ ェ ア を 介 し て Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア に 充 填 し た 。 デ キ ス ト ラ ン に 対 す る 蛋 白
質 の 比 は 、 １ ： ５ ０ ０ と し 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ に 対 す る ア ク ア ス フ ェ ア の 比 は 、 １ ： ５ と し た 。 ｒ
ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 充 填 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア を 、 緩 衝 溶 液 に 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で 培 養 し た
。 上 澄 み を 毎 日 収 集 し 、 新 鮮 な 緩 衝 液 に 置 き 換 え た 。 収 集 し た 上 澄 み を 、 ２ ０ 倍 に 希 釈 し
、 実 施 例 ７ の よ う に 測 定 し た 。 測 定 さ れ た 活 性 は 、 図 １ ３ に お い て 、 試 料 抽 出 の 日 付 に 対
し て プ ロ ッ ト し て い る 。 活 性 は 、 培 養 後 ２ ４ 日 目 ま で 、 ほ ぼ 一 定 と な り 、 そ の 後 、 ３ ２ 日
目 に 陰 性 対 照 の レ ベ ル ま で 低 下 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 高 分 子 の 分 解 に よ り Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア 内 部 で 生 成 さ れ る 局 所 酸 性 は 、 放 出 期 間
中 の 蛋 白 質 変 性 の 主 な 原 因 の 一 つ と し て 広 く 認 識 さ れ て い る （ ２ ６ ） 。 ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ
の 活 性 に 対 す る 酸 性 の 影 響 を 調 べ る た め に 、 こ の 蛋 白 質 を 、 活 性 測 定 の 一 日 前 に 、 デ キ ス
ト ラ ン 溶 液 中 に お い て 、 ｐ Ｈ １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 及 び ６ で 、 そ れ ぞ れ 培 養 し た 。 ｐ Ｈ ６
で 培 養 し た 試 料 と 比 較 し て 、 活 性 は 、 ｐ Ｈ ４ で ７ ５ ％ に 減 少 し 、 ｐ Ｈ ｇ ａ ２ を 下 回 る 時 、
４ ５ ％ に 減 少 し た 。 こ の ｐ Ｈ 依 存 性 の 活 性 低 下 は 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら 放 出 さ
れ た 蛋 白 質 で は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 １ ３ ） 。 こ の 結 果 は 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア の
マ ト リ ク ス に お い て 、 局 所 酸 性 が 蓄 積 さ れ な か っ た こ と を 示 唆 し て い る 。 お そ ら く 、 ア ク
ア ス フ ェ ア は 、 巨 大 分 子 の 作 用 物 質 に 対 す る 透 過 性 は 低 い が 、 小 分 子 の 緩 衝 剤 に 対 し て 透
過 性 が 非 常 に 高 い 粘 性 チ ャ ネ ル を 水 和 時 に 形 成 す る た め 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ の 分 解 に よ っ て 生 成 さ
れ た 酸 性 基 が 蛋 白 質 放 出 期 間 中 に 緩 衝 さ れ る よ う に な る 。

　 参 考 文 献
　 １ ． R. Langer, Folkman, J., Nature 263, 793-800 (1976).
　 ２ ． CAS, 「 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ａ ｂ ｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ の 検 索 の 結 果 、 分 解 性 高 分 子 に 基 づ
く 蛋 白 質 の 徐 放 を 主 題 と す る ９ ６ ２ 件 の 研 究 論 文 及 び 特 許 が 存 在 し た 」 (2002).
　 ３ ． M. V. Weert, Hennink, W. E., Jiskoot, W., Pharm. Res. 17, 11591167 (2000).
　 ４ ． R. T. Bartus, Tracy, M. A., Emerich, D. F., Zale, S. E., Science 281, 1161
-1162 (1998).
　 ５ ． P. A. Burke, 薬 剤 制 御 放 出 技 術 ハ ン ド ブ ッ ク , Marcel Dekker, 661-692 (2000).
　 ６ ． J. L. Cleland, Jones J. S., Pharm. Res. 13, 1465-1475 (1996).
　 ７ ． O. L. Jonson, Pharmaceutical Research 14, 730-735 (1997).
　 ８ ． B. C. Cunningham, Mulkerrin, M. G., Wells, J. A., Science 253, 545-548 (19
91).
　 ９ ． S. E. Zale, Burke, P. A., Berstein, H., Brickner, A., 米 国 特 許 第 ５ ， ７ １ ６
， ６ ４ ４ 号 内 （ 米 国 、 １ ９ ９ ８ ） .

10

20

30

40

50

(13) JP 2006-504636 A 2006.2.9



　 １ ０ ． A. sanchez, Villamayor, B., Guo, Y., Mclver, J., Alonso, M. j., Intern. 
J. Pharm. 185, 255-266 (1999).
　 １ １ ． S. P. Schwendeman, Tobio, M., Jaworowicz, M., Alonso, M. J., Langer, R.,
 J. Microencapsulation 15, 299-318 (1998).
　 １ ２ ． M. Morlock, Koll, H., Winter, G., Kissel, T., European Journal of pharma
ceutics and biopharmaceutics 43, 29-36 (1997).
　 １ ３ ． S. Yoshioka, Aso, Y., Kojima, S., Pharmaceutical Research 14, 736-741 (1
997).
　 １ ４ ． M. v. d. Weert2. Hof, R. V., Weerd, J. v. d., Heeren, M. A., Posthuma, G
., Hennink, W. E., Crommelin D. J. A., J. Controlled Release 68, 31-40 (2000).
　 １ ５ ． T. Morita, Horikiri. Y., Suzuki, T., Yoshino, H., International Journal 
of Pharmaceutics 219, 127-137 (2001).
　 １ ６ ． Y. -F. Maa, Nguyen, P-A., Hsu, S. W., J. Pharm. Sci., 87, 152-159 (1997)
.
　 １ ７ ． T. Morita, Horikiri. Y., Yamahara, H., Suzuki, T., Yoshino, H., Pharm. R
es. 17, 1367-1373 (2000).
　 １ ８ ． T. G. Park, Lee, H. Y., Nam Y. S., J. Controlled Release 55, 181-191 (19
98).
　 １ ９ ． O. Franssen, W. E. Hennink, Intern. J. Pharm., 168, 1-7 (1998).
　 ２ ０ ． F. Lamberti, Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ４ ０ ０ ７ １ 内 （ １ ９ ９ ６ ） .
　 ２ １ ． S. P. Schwendeman, Cardamone, M., Brandon, M. R., Klibanov, A., Langer, 
R., 蛋 白 質 の 安 定 性 と 生 分 解 性 高 分 子 マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら の 送 給 、 S. C. H. Bernstein
編 、 蛋 白 質 及 び ワ ク チ ン の 送 給 の た め の 微 粒 子 系  (Mercel Dekker, New York, 1996), vo
l. 77.
　 ２ ２ ． W. R. Liu, Langer, R., Klibanov, A. M., Biotech Bioeng. 37, 177-184 (199
1).
　 ２ ３ ． B. Bittner, Morlock, M., Koll, H., Winter, G., Kissel, T., Eur. J. Pharm
. Bipharm. 45, 295-305 (1998).
　 ２ ４ ． T. Jin, L. Chen, H. Zhu, 米 国 特 許 出 願 第 ０ ９ ／ ８ ８ ６ ， ５ ５ ５ 号 （ ２ ０ ０ １
） .
　 ２ ５ ． H. Takahata, Lavelle, E. C., Coombes, A. G. A., Davis, S. S., J. Control
led Release 50, 237-246 (1998).
　 ２ ６ ． G. Zhu, S. R. Mallery, S. P. Schwendemen, Nature Biotech., 18, 52-57 (20
00).
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
【 図 １ 】 分 散 相 に ミ オ グ ロ ビ ン を 充 填 し た 安 定 高 分 子 水 性 － 水 性 乳 剤 を 示 す 図 。 写 真 は 、
試 料 調 製 の 一 週 間 後 に 撮 影 し た 。 　 （ １ ） 分 散 相 ： １ ｍ ｌ 、 ミ オ グ ロ ビ ン ５ ｗ ／ ｗ ％ 及 び
デ キ ス ト ラ ン ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 含 有 。 連 続 相 ： ５ ｍ ｌ 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム １ ｗ ／ ｗ ％ 及 び
Ｐ Ｅ Ｇ ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 含 有 。 　 （ ２ ） 分 散 相 ： １ ｍ ｌ 、 ミ オ グ ロ ビ ン ５ ｗ ／ ｗ ％ 及 び デ キ ス
ト ラ ン ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 含 有 。 連 続 相 ： １ ０ ｍ ｌ 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム １ ｗ ／ ｗ ％ 及 び Ｐ Ｅ
Ｇ ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 含 有 。 　 （ ３ ） 分 散 相 ： ０ ． ５ ｍ ｌ 、 ミ オ グ ロ ビ ン ５ ｗ ／ ｗ ％ 及 び デ キ ス
ト ラ ン ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 含 有 。 連 続 相 ： １ ０ ｍ ｌ 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム １ ｗ ／ ｗ ％ 及 び Ｐ Ｅ
Ｇ ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 含 有 。 　 （ ４ ） 分 散 相 ： １ ｍ ｌ 、 ミ オ グ ロ ビ ン ５ ｗ ／ ｗ ％ 及 び デ キ ス ト ラ
ン ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 含 有 。 連 続 相 ： ５ ｍ ｌ 、 Ｐ Ｅ Ｇ ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 含 有 。 　 （ ５ ） 分 散 相 ： １ ｍ
ｌ 、 ミ オ グ ロ ビ ン ５ ｗ ／ ｗ ％ 及 び デ キ ス ト ラ ン ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 含 有 。 連 続 相 ： ５ ｍ ｌ 、 ア ル
ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム １ ｗ ／ ｗ ％ 、 Ｐ Ｅ Ｇ ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 、 及 び Ｎ ａ Ｃ ｌ １ ０ ｍ Ｍ 含 有 。 　 （ ６
） 分 散 相 ： １ ｍ ｌ 、 ミ オ グ ロ ビ ン ５ ｗ ／ ｗ ％ 及 び デ キ ス ト ラ ン ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 含 有 。 連 続 相
： ５ ｍ ｌ 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム １ ｗ ／ ｗ ％ 、 Ｐ Ｅ Ｇ ２ ０ ｗ ／ ｗ ％ 、 及 び Ｎ ａ Ｃ ｌ １ ０ ０
ｍ Ｍ 含 有 。 　 試 料 （ ４ ） 及 び （ ６ ） に お け る 茶 色 の 分 散 相 （ ミ オ グ ロ ビ ン ／ デ キ ス ト ラ ン
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） は 、 調 製 直 後 に 融 合 を 開 始 し 、 一 晩 で 底 部 に 遮 断 相 を 形 成 し た 。 試 料 （ １ ） 、 （ ２ ） 、
（ ３ ） 、 及 び （ ５ ） の も の は 、 顕 微 鏡 を 使 用 し た 観 察 に お い て 、 一 週 間 に 渡 っ て 変 化 し な
か っ た 。
【 図 ２ 】 安 定 水 性 － 水 性 乳 剤 及 び 多 糖 粒 子 の 顕 微 鏡 画 像 を 示 す 図 。 　 （ ２ Ａ ） ： 図 １ － １
に 図 示 し た 安 定 水 性 － 水 性 乳 剤 の 顕 微 鏡 画 像 。 （ ２ Ｂ ） ： （ ２ Ａ ） を 凍 結 乾 燥 し 、 （ 乾 燥
Ｐ Ｅ Ｇ 相 を 除 去 す る た め に ） ジ ク ロ ロ メ タ ン に よ り 洗 浄 し た 後 の 顕 微 鏡 画 像 。
【 図 ３ 】 Ｓ － Ｏ － Ｗ 二 重 乳 化 に よ る ポ リ 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 （ Ｐ Ｌ Ｇ Ａ ） マ イ ク ロ ス フ ェ
ア の 調 製 を 示 す 図 。 　 ３ Ａ ） ア ク ア ス フ ェ ア が 有 機 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ 相 に お い て 均 等 に 懸 濁 さ れ た
Ｓ － Ｏ － Ｗ 二 重 乳 化 の 顕 微 鏡 画 像 。 　 ３ Ｂ ） ア ク ア ス フ ェ ア が カ プ セ ル 化 さ れ た 固 化 Ｐ Ｌ
Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア 。
【 図 ４ 】 （ 図 ３ Ｂ に 図 示 し た よ う な ） Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら 回 収 し た ア ク ア ス フ
ェ ア の 顕 微 鏡 画 像 を 示 す 図 。 回 収 し た ア ク ア ス フ ェ ア の サ イ ズ 及 び 形 状 は 、 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ
ク ロ ス フ ェ ア に お い て カ プ セ ル 化 さ れ る 前 の も の と 同 一 で あ る （ 図 ２ Ｂ ） 。
【 図 ５ 】 ア ク ア ス フ ェ ア 技 術 を 使 用 し た マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 の 各 ス テ ッ プ に お い て 測 定 し
た 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 触 媒 活 性 の 比 較 を 示 す 図 。 　 未 使 用 の 水 性 － 水 性 乳 剤 に 充 填
し た β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と 比 較 し て 、 そ の 活 性 は 、 後 続 の ス テ ッ プ に お い て 、 ほ ん の 僅
か し か 減 少 し て い な い 。
【 図 ６ 】 各 調 製 ス テ ッ プ 後 に Ｔ Ｆ １ 細 胞 の 増 殖 に よ っ て 測 定 し た 、 ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ の 生 物 活 性
を 示 す 図 。 　 乳 化 、 凍 結 乾 燥 、 及 び ジ ク ロ ロ メ タ ン に よ る 洗 浄 後 に 、 そ れ ぞ れ 同 量 の ｒ ｈ
Ｅ Ｐ Ｏ を 再 構 成 し 、 Ｔ Ｆ １ 細 胞 と 共 に 培 養 し た 。 増 殖 し た 細 胞 は 、 顕 微 鏡 下 で 計 数 し た 。
ウ ェ ル 当 た り の 細 胞 数 は 、 三 つ の ウ ェ ル か ら 平 均 化 し た 。
【 図 ７ 】 各 調 製 ス テ ッ プ 後 に Ｔ Ｆ １ 細 胞 の 増 殖 に よ り 測 定 し た 組 み 換 え ヒ ト 顆 粒 求 マ ク ロ
フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） の 生 物 活 性 を 示 す 図 。 　 乳 化 、 凍 結 乾 燥
、 ジ ク ロ ロ メ タ ン に よ る 洗 浄 、 及 び 蛋 白 質 が カ プ セ ル 化 さ れ た Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア
か ら の 回 収 後 に 、 同 量 の ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 再 構 成 し 、 Ｔ Ｆ １ 細 胞 と 共 に 培 養 し た 。 増 殖
し た 細 胞 は 、 顕 微 鏡 下 で 計 数 し た 。 ウ ェ ル 当 た り の 細 胞 数 は 、 三 つ の ウ ェ ル か ら 平 均 化 し
た 。
【 図 ８ 】 ３ ７ ℃ の 水 和 形 態 で の 培 養 後 の Ｔ Ｆ １ 細 胞 の 増 殖 に よ っ て 測 定 し た 、 ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ
の 生 物 活 性 を 示 す 図 。 生 理 的 温 度 の 水 和 状 態 で の 培 養 後 の 活 性 ： ア ク ア ス フ ェ ア に 充 填 し
た 蛋 白 質 に 、 そ の 質 量 の 二 倍 の 水 を 加 え 、 細 胞 培 養 前 に 様 々 な 日 数 に 渡 っ て ３ ７ ℃ で 培 養
し た 。 活 性 は 、 各 ウ ェ ル に お い て 成 長 し た 細 胞 の 平 均 数 で 示 し た 。 対 照 と し て 、 同 量 の ｒ
ｈ Ｅ Ｐ Ｏ を Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 に お い て 培 養 し 、 同 一 の 条 件 下 で 測 定 し た 。
【 図 ９ 】 ３ ７ ℃ の 水 和 形 態 で の 培 養 後 の Ｔ Ｆ １ 細 胞 の 増 殖 に よ っ て 測 定 し た 、 ｒ ｈ Ｇ Ｍ －
Ｃ Ｓ Ｆ の 生 物 活 性 を 示 す 図 。 生 理 的 温 度 の 水 和 状 態 で の 培 養 後 の 活 性 ： ア ク ア ス フ ェ ア に
充 填 し た 蛋 白 質 に 、 そ の 質 量 の 二 倍 の 水 を 加 え 、 細 胞 培 養 前 に 様 々 な 日 数 に 渡 っ て ３ ７ ℃
で 培 養 し た 。 活 性 は 、 各 ウ ェ ル に お い て 成 長 し た 細 胞 の 平 均 数 で 示 し た 。 対 照 と し て 、 同
量 の ｒ ｈ Ｅ Ｐ Ｏ を Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 に お い て 培 養 し 、 同 一 の 条 件 下 で 測 定 し た 。
【 図 １ ０ 】 ３ ７ ℃ の 水 和 形 態 に お け る 培 養 時 間 の 関 数 と し て の 、 ア ク ア ス フ ェ ア 充 填 β －
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 触 媒 活 性 を 示 す 図 。 活 性 は 、 ト レ ハ ロ ー ス 溶 液 に お い て 培 養 し た も の
と 比 較 し た 。 糖 （ 又 は 多 糖 ） の 濃 度 は 、 水 和 ア ク ア ス フ ェ ア と ト レ ハ ロ ー ス と の 両 方 で ３
０ ｗ ／ ｗ ％ と し た 。
【 図 １ １ 】 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら の ミ オ グ ロ ビ ン の 放 出 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 図 。
放 出 の 研 究 は 、 マ イ ク ロ ス フ ェ ア ５ ０ ｍ ｇ を ３ ７ ℃ の ０ ． １ Ｍ 　 Ｂ Ｐ Ｓ 緩 衝 液 ２ ｍ Ｌ に 懸
濁 さ せ て 実 施 し た 。 放 出 さ れ た ミ オ グ ロ ビ ン の 量 は 、 Ｂ Ｃ Ａ 法 を 使 用 し て 測 定 し た 。 ◆ ：
ラ ク チ ド ／ グ リ コ リ ド 比 ５ ０ ／ ５ ０ 及 び 分 子 量 ６ Ｋ で あ る エ ス テ ル 末 端 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ で 調 製 さ
れ た マ イ ク ロ ス フ ェ ア 内 に 直 接 的 に カ プ セ ル 化 さ れ た 純 粋 な ミ オ グ ロ ビ ン 粒 子 。 ◇ ： 上 と
同 じ Ｐ Ｌ Ｇ Ａ で 調 製 し た マ イ ク ロ ス フ ェ ア 内 に カ プ セ ル 化 し た ミ オ グ ロ ビ ン － デ キ ス ト ラ
ン 粒 子 。
【 図 １ ２ 】 ア ク ア ス フ ェ ア と し て Ｐ Ｌ Ｇ Ａ マ イ ク ロ ス フ ェ ア に お い て マ イ ク ロ カ プ セ ル 化
さ れ た ミ オ グ ロ ビ ン の 放 出 プ ロ フ ィ ー ル 。 　 ○ ： ラ ク チ ド ／ グ リ コ リ ド 比 （ Ｌ ／ Ｇ ） ５ ０
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／ ５ ０ 及 び 分 子 量 （ Ｍ Ｗ ） １ ２ Ｋ で あ る Ｐ Ｌ Ｇ Ａ の マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら の も の 。 □ ： Ｌ
／ Ｇ ６ ５ ／ ３ ５ 及 び Ｍ Ｗ １ ２ Ｋ で あ る Ｐ Ｌ Ｇ Ａ の マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら の も の 。 △ ： Ｌ ／
Ｇ ７ ５ ／ ２ ５ 及 び Ｍ Ｗ １ ２ Ｋ で あ る Ｐ Ｌ Ｇ Ａ の マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら の も の 。 ■ ： Ｌ ／ Ｇ
６ ５ ／ ３ ５ 及 び Ｍ Ｗ ２ ０ Ｋ で あ る Ｐ Ｌ Ｇ Ａ の マ イ ク ロ ス フ ェ ア か ら の も の 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

(17) JP 2006-504636 A 2006.2.9



【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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