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(57)【要約】
【課題】眼疾患を治療する目的でのタンパク質投与のための改善された徐放性送達システ
ムおよび製剤を提供する。
【解決手段】本発明は、単鎖抗体Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖ）と疎水性ポリエステルヘ
キシル置換ポリ乳酸（ｈｅｘＰＬＡ）とを含有する徐放性医薬製剤を提供する。１つの態
様において、本発明の製剤は、それを必要とする被験者への点眼を目的とする。ある種の
態様において、本発明の製剤は、最終的な分子量が少なくとも約１．２５％（ｗ／ｗ）で
存在するｓｃＦｖを含有する。他の態様において、本発明の製剤は、少なくとも約１５０
０ｇ／ｍｏｌの濃度で存在するｈｅｘＰＬＡを含有する。１つの態様において、本発明の
製剤を含有する硝子体内徐放性デポーが提供される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　徐放性医薬製剤または硝子体内徐放性デポーまたは送達システムまたは方法またはプロ
セスまたは安定した単鎖抗体製剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、米国特許法第１１９条の下、２０１２年２月２日出願の米国仮特許出願第６
１／５９４，０９９号の優先権を主張し、この出願の内容全体は参照により本明細書に援
用される。
【０００２】
　本発明は、眼にタンパク質を投与するための徐放性医薬製剤に関する。特に、本発明は
、単鎖抗体と疎水性ポリエステルヘキシル置換ポリ乳酸（ｈｅｘＰＬＡ）とを含有する製
剤に関する。さらに、本発明は、徐放性医薬製剤の製造のプロセスおよびそれらの医療用
途に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ここ数年で、数多くの小分子用硝子体内徐放性製剤が研究され、市場に出荷された。ガ
ンシクロビル（Ｖｉｔｒａｓｅｒｔ（商標））やフルオシノロン（Ｒｅｔｉｓｅｒｔ（商
標））を送達する初期のインプラントは、長期の放出期間を示したが、非生分解性だった
（Ｍｕｓｃｈら，１９９７年，Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄ
ｉｃｉｎｅ　３３７：８３；Ｊａｆｆｅら，２００５年，　Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ
　１１２：１１９）。数多くの副作用、材料問題および外科手術の問題が、眼からインプ
ラントを除去する際に報告された（Ｍａｒｔｉｎら，１９９７年，Ａｒｃｈ　Ｏｐｈｔｈ
ａｌｍｏｌ－Ｃｈｉｃ　１１５：１３８９；Ｂｏｙｅｒら，１９９９年，Ａｍ　Ｊ　Ｏｐ
ｈｔｈａｌｍｏｌ　１２７：３４９）。したがって、関心は生分解性インプラントへと移
った。
【０００４】
　硝子体内投与向けに現在認可されている生分解性インプラント（Ｏｚｕｒｄｅｘ（商標
））は、ポリ（乳酸－コ－グリコール酸）（ＰＬＧＡ）をベースにしており、約６ヶ月間
、デキサメタゾンを放出する（Ｋｕｐｐｅｒｍａｎｎら，２００７年，Ａｒｃｈ　Ｏｐｈ
ｔｈａｌｍｏｌ－Ｃｈｉｃ　２００７年，１２５：３０９）。ＰＬＧＡインプラントの調
製では、圧力、熱、溶剤またはこれらの組合せが活性物質の組み込みおよびインプラント
の形成に使用される（Ｋｉｍｕｒａら，２００１年，Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｉｃａ　
２１５：１４３）。これは、タンパク質の製剤には、多くの小分子と比較して、内因的に
安定性が低いことを原因とする問題があることを暗示している。
【０００５】
　徐放用タンパク質の製剤の問題に対する可能な解決策としては、固体のインプラントの
代わりに、粘性のある賦形剤を使用することが考えられる。これらは、凍結乾燥したタン
パク質と単純に混合して、最終的な製剤を形成することができる。第３世代のポリ（オル
トエステル）（ＰＯＥ）は、持続的な硝子体内放出に向けて最初に研究された粘性のある
高分子液だった（Ｅｉｎｍａｈｌら，２０００年，Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｍａｔｅｒ　Ｒｅ
ｓ　５０：５６６）。しかし、貯蔵安定性の不足（Ｍｅｒｋｌｉら，１９９６，　Ｂｉｏ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ　１７：８９７）、減菌性に関する困難（Ｓｉｎｔｚｅｌら，１９９
８年，Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ｓ　１７５：１６５）ならびに合成およびスケールアップの困難（Ｂｅｈａｒ－Ｃｏｈｅ
ｎら，２００６年，Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　
５８：１１８２）が原因で、まもなくして新世代のＰＯＥが後を継いだ。
【０００６】
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　第４世代のＰＯＥ（ＰＯＥ　ＩＶ）は、合成がより容易で、使用するモノマーの割合を
調整することにより、分解速度の制御が可能だった（Ｇｕｒｎｙら，１９９８年，　Ｂｉ
ｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　１９：７９１）。ＰＯＥ　ＩＶは、臨床フェーズＩＩ試験まで評
価され、ヒトの眼の中で良好な生体適合性を示した（Ｂｅｈａｒ－Ｃｏｈｅｎら，２００
６年，Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　５８：１１８
２）。しかしながら、それらのインビボにおける分解期間は、薬物放出期間より遥かに長
期だったため、関心は眼中における徐放性送達のための新しい液状ポリマーへと移った。
したがって、眼疾患を治療する目的でのタンパク質投与のための改善された徐放性送達シ
ステムおよび製剤のニーズが存在する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｍｕｓｃｈら、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅ
ｄｉｃｉｎｅ（１９９７年）３３７：８３
【非特許文献２】Ｊａｆｆｅら、Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ（２００５年）１１２：１
１９
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、単鎖抗体Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖ）と疎水性ポリエステルヘキシル置換
ポリ乳酸（ｈｅｘＰＬＡ）とを含有する徐放性医薬製剤を提供する。１つの態様において
、本発明の製剤は、それを必要とする被験者への点眼を目的とする。
【０００９】
　ある種の態様において、本発明の製剤は、最終的な分子量が少なくとも約１．２５％（
ｗ／ｗ）で存在するｓｃＦｖを含有する。
【００１０】
　他の態様において、本発明の製剤は、少なくとも約１５００ｇ／ｍｏｌの濃度で存在す
るｈｅｘＰＬＡを含有する。
【００１１】
　１つの態様において、本発明の製剤を含有する硝子体内徐放性デポーが提供される。
【００１２】
　別の態様において、本発明は、ｓｃＦｖとｈｅｘＰＬＡとの徐放性医薬製剤を含有する
送達系およびシリンジを提供する。
【００１３】
　さらに、本発明は、徐放性医薬製剤の調製のためのプロセスを提供し、そのプロセスは
、ｓｃＦｖと疎水性ポリエステルヘキシル置換ポリ乳酸（ｈｅｘＰＬＡ）との凍結粉砕を
含む。ある種の態様において、さらに、本プロセスは、真空下で室温まで本製剤を加温す
ることを含む。
【００１４】
　また、本発明は、ｓｃＦｖとｈｅｘＰＬＡとの徐放性医薬製剤の有効量を患者に投与す
ることを含む、患者における眼疾患の治療の方法も提供する。
【００１５】
　加えて、本発明は、単鎖抗体とヘキシル置換ポリ乳酸（ｈｅｘＰＬＡ）とを含む、安定
した単鎖抗体製剤を提供し、その単鎖抗体は３７℃にて安定である。
【００１６】
　本発明は、例えば、以下の項目も提供する。
（項目１）
　単鎖抗体（ｓｃＦｖ）およびヘキシル置換ポリ乳酸（ｈｅｘＰＬＡ）を含有する、被験
者に対する眼に投与するための徐放性医薬製剤。
（項目２）
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　前記ｓｃＦｖが少なくとも約１．２５％（ｗ／ｗ）の最終濃度で存在する、項目１に記
載の製剤。
（項目３）
　前記ｓｃＦｖが、少なくとも約２．５％（ｗ／ｗ）の最終濃度で存在する、項目１に記
載の製剤。
（項目４）
　前記ｓｃＦｖが、少なくとも約５．０％（ｗ／ｗ）の最終濃度で存在する、項目１に記
載の製剤。
（項目５）
　前記ｈｅｘＰＬＡが、少なくとも約１５００ｇ／ｍｏｌの分子量で存在する、項目１～
４のいずれか１項に記載の製剤。
（項目６）
　前記ｈｅｘＰＬＡが、少なくとも約２５００ｇ／ｍｏｌの分子量で存在する、項目１～
４のいずれか１項に記載の製剤。
（項目７）
　前記ｈｅｘＰＬＡが、少なくとも約３５００ｇ／ｍｏｌの分子量で存在する、項目１～
４のいずれか１項に記載の製剤。
（項目８）
　項目１～７のいずれか１項に記載の製剤を含有する硝子体内徐放性デポー。
（項目９）
　項目１～７のいずれか１項に記載の徐放性医薬製剤およびシリンジを含有する送達シス
テム。
（項目１０）
　項目１～７のいずれか１項に記載の徐放性医薬製剤の有効量を患者に投与することを含
む、前記患者における眼疾患の治療のための方法。
（項目１１）
　前記眼疾患が網膜疾患である、項目１０に記載の方法。
（項目１２）
　徐放性医薬製剤の調製のためのプロセスであって、単鎖抗体およびヘキシル置換ポリ乳
酸（ｈｅｘＰＬＡ）の凍結粉砕を含むプロセス。
（項目１３）
　単鎖抗体およびヘキシル置換ポリ乳酸（ｈｅｘＰＬＡ）を含有し、前記単鎖抗体が３７
℃にて安定である、安定した単鎖抗体製剤。
　本発明の具体的な好ましい実施形態は、特定の好ましい実施形態の下記のより詳細な記
述および特許請求の範囲から明白になるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】凍結粉砕後に製剤化された２５００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡ中に１．２５％の
ＥＳＢＡ９０３を含有する製剤の光学顕微鏡画像を示す。
【図２】図２Ａは、２．５％の定常薬物負荷にて、温度を増加したときのＥＳＢＡ９０３
－ｈｅｘＰＬＡ製剤の粘度の変化および粘度のポリマー分子量に対する依存性を示す。図
２Ｂは、２５００ｇ／ｍｏｌの定常分子量にて、温度を増加したときのＥＳＢＡ９０３－
ｈｅｘＰＬＡ製剤の粘度の変化および粘度の薬物負荷に対する依存性を示す。
【図３】図３Ａは、ＥＳＢＡ９０３基準のＳＥＣ－ＨＰＬＣクロマトグラムを示す。図３
Ｂは、凍結粉砕により調製されたｈｅｘＰＬＡを含有する製剤から抽出後のＥＳＢＡ９０
３のＳＥＣ－ＨＰＬＣクロマトグラムを示す。
【図４】球形液滴デポーを形成する、クエン酸緩衝液中のＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ
製剤を示す。
【図５】図５Ａは、薬物負荷が１．２５％～５．０％で、ｈｅｘＰＬＡの分子量が２５０
０ｇ／ｍｏｌである製剤からのＥＳＢＡ９０３の累積放出を示す。図５Ｂは、薬物負荷が
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１．２５％～５．０％で、ｈｅｘＰＬＡ分子量が２５００ｇ／ｍｏｌである製剤からのＥ
ＳＢＡ９０３モノマーの１日当たりの放出を示す。
【図６】図６Ａは、２．５％の薬物負荷で、１５００ｇ／ｍｏｌ～５０００ｇ／ｍｏｌの
異なるｈｅｘＰＬＡ分子量を有する製剤からのＥＳＢＡ９０３の累積放出を示す。図６Ｂ
は、２．５％の薬物負荷で、１５００ｇ／ｍｏｌ～５０００ｇ／ｍｏｌの異なるｈｅｘＰ
ＬＡ分子量を有する製剤からのＥＳＢＡ９０３モノマーの１日当たりの放出を示す。
【図７】図７Ａは、２５００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡ中に２．５％のＥＳＢＡ９０３を
含有する製剤５０ｍｇおよび２５ｍｇからのＥＳＢＡ９０３の累積放出を示す。図７Ｂは
、２５００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡ中に２．５％のＥＳＢＡ９０３を含有する製剤５０
ｍｇおよび２５ｍｇからのＥＳＢＡ９０３モノマーの１日当たりの放出を示す。
【図８】３７℃にて貯蔵された２－ヒドロキシオクタン酸の存在下でのクエン酸緩衝液中
ＥＳＢＡ９０３モノマーの１０週間にわたる濃度低下を示す。
【図９】ＥＳＢＡ９０３基準と比較した、１４週間後のＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ製
剤からの放出試料のＳＤＳ－ＰＡＧＥを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　Ｉ．徐放性製剤
【００１９】
　本発明は、単鎖抗体とヘキシル置換ポリ乳酸（ｈｅｘＰＬＡ）とを含有する安定した単
鎖抗体製剤を提供し、この単鎖抗体は３７℃にて安定である。また、本発明は、単鎖抗体
とｈｅｘＰＬＡとの徐放性医薬製剤も提供する。本製剤は、高いタンパク質濃度および低
い粘度を有し、安定である。本明細書中に記述するように、驚くことに、単鎖抗体は、ｈ
ｅｘＰＬＡの基質中で安定であり、持続した形で基質から放出することが可能である。
【００２０】
　本発明の意味において「安定した」製剤は、その中に含まれる抗体が、貯蔵時に、その
物理的および化学的安定性ならびに完全性を基本的に維持する製剤である。タンパク質の
安定性を測定するための様々な解析技法が当該技術分野では利用可能である。安定性を、
選択した期間、選択した温度にて測定することができる。化学的安定性は、例えば、トリ
プシン消化後のＲＰ－ＨＰＬＣなど、逆相クロマトグラフィー（ＲＰ）によって測定され
得る。例えば、約４℃にて少なくとも１年間貯蔵した後、トリプシン消化後のＲＰ－ＨＰ
ＬＣでの非修飾単鎖抗体を表すピークは、貯蔵前の単鎖抗体懸濁液と比較した場合、減少
率は２０％以下、好ましくは１０％以下、より好ましくは５％以下、さらに好ましくは１
％以下である。本発明の懸濁液の安定性を測定するために適した方法は他にも存在するこ
とは、当業者であれば容易に理解するであろう。例えば、化学的安定性は、キャピラリー
電気泳動によっても測定され得る。
【００２１】
　安定性を測定するための特定の技法は、本明細書中の実施例で記述される。
【００２２】
　室温における本発明の安定した製剤の粘度は、細い針（例えば２７Ｇ針）を通じて投与
することを可能にするのに十分なだけ低い。好ましくは、粘度は約１００Ｐａ×ｓ以下で
ある。より好ましくは、粘度は約３８Ｐａ×ｓ以下である。本発明の製剤は、室温または
多少温かい（例えば２５℃）温度にて注射するのに適している。本発明の製剤の投与には
、さらなる賦形剤（例えば、溶剤または可塑剤）は必要とされないが、望ましい場合は含
有されてもよい。
【００２３】
　本発明の意味における「徐放性」医薬製剤は、その中に含有される単鎖抗体が長期間に
渡り、分解または排出から保護され、特定の部位または身体区画に局所的に送達されるこ
とにより、全体の全身曝露を低下させる医薬製剤である。好ましくは、この長期間は少な
くとも６週間かつ最大１４週以上（すなわち、６週間、７週間、８週間、９週間、１０週
間、１１週間、１２週間、１３週間、１４週間またはそれ以上）である。水性環境に曝露
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されると、本明細書中に記述されるように、単鎖抗体は、本発明の製剤からゆっくりと放
出される。
【００２４】
　１つの実施形態において、本発明の製剤は、それを必要とする患者に、硝子体内注射な
どの眼内注射により投与される。眼中において、本発明の製剤は、低速放出性硝子体内デ
ポーを形成し、そこから、単鎖抗体が長期間をかけてゆっくりと放出される。
【００２５】
　本発明の製剤中の単鎖抗体の濃度（すなわち、薬物負荷）は、少なくとも約１．０％（
ｗ／ｗ）、好ましくは１．０％を超え（当業者であれば、望ましい濃度を容易に判定する
ことができ、それは最高で約１５％以上、例えば、１．０％、１．２５％，１．５０％、
１．７５％、２．０％、２．２５％、２．５％、２．７５％、３．０％、３．２５％、３
．５％、３．７５％、４．０％、４．２５％、４．５％、４．７５％、５．０％、７．５
％、１０％、１２．５％、１５％またはそれ以上となり得）、ｈｅｘＰＬＡの分子量は少
なくとも約１５００ｇ／ｍｏｌ（例えば、１５００ｇ／ｍｏｌ、２０００ｇ／ｍｏｌ、２
５００ｇ／ｍｏｌ、３０００ｇ／ｍｏｌ、３５００ｇ／ｍｏｌ、４０００ｇ／ｍｏｌ、４
５００ｇ／ｍｏｌ、５０００ｇ／ｍｏｌまたはそれ以上）である。好ましくは、このポリ
マー重量は、単鎖抗体と混合されたとき、製剤が眼に注射されると同時に眼底に沈殿する
ことにより視線に影響を及ぼすことがないようにするために、本発明の製剤を安定した形
態（例えば、球形）に維持するのに十分であるとする。特定の実施形態において、当業者
に知られている可塑剤を本発明の製剤に含んでもよい。特定の実施形態において、可塑剤
を本発明の製剤に含んでもよい。かかる状況では、当業者は、本発明の製剤に使用するｈ
ｅｘＰＬＡの分子量には明確な制限がない（例えば、ｈｅｘＰＬＡは５０００ｇ／ｍｏｌ
を遥かに超える分子量を有し得る）ことを認識するであろう。
【００２６】
　被験者への投与では、具体的な用途に対する望ましい単鎖抗体の量に応じて、異なる大
きさの製剤の液滴を選択することができる。特定の実施形態において、被験者への投与の
ための製剤質量は、１．０ｍｇ～約１００ｍｇである。好ましい実施形態において、本製
剤の質量は約１０ｍｇ～約１００ｍｇである。
【００２７】
　本明細書中で用いられる場合、「抗体」、「単鎖抗体」または「ｓｃＦｖ」という用語
は、リンカーによって連結された抗体重鎖可変ドメイン（または領域；ＶＨ）と抗体軽鎖
可変ドメイン（または領域；ＶＬ）とを含む分子を指す。このようなｓｃＦｖ分子は、一
般構造として、ＮＨ２－ＶＬ－リンカー－ＶＨ－ＣＯＯＨまたはＮＨ２－ＶＨ－リンカー
－ＶＬ－ＣＯＯＨを有することができる。
【００２８】
　１つの実施形態において、単鎖抗体は（その内容全体が参照により本明細書に援用され
る国際公開第２００９／１５５７２４号により定義されているように）ＥＳＢＡ９０３で
あり、それは以下の配列番号１の配列を含む：
ＥＩＶＭＴＱＳＰＳＴＬＳＡＳＶＧＤＲＶＩＩＴＣＱＡＳＥＩＩＨＳＷＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹＬＡＳＴＬＡＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＡＥＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＤＤＦＡＴＹＹＣＱＮＶＹＬＡＳＴＮＧＡＮＦＧＱＧＴＫＬＴＶＬＧＧＧＧＧＳＧＧＧＧ
ＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＴＡＳＧＦＳＬ
ＴＤＹＹＹＭＴＷＶＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＶＧＦＩＤＰＤＤＤＰＹＹＡＴＷＡＫＧＲＦＴ
ＩＳＲＤＴＳＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＧＧＤＨＮＳＧＷＧＬＤＩ
ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ。
【００２９】
　ＩＩ．デバイス
　本発明の製剤は、例えば、標準的なアンプル、バイアル、充填済みのシリンジまたは複
数の投与系により使用され得る。特定の実施形態において、本発明の製剤は、眼周囲、結
膜、テノン嚢下、前房内、硝子体内、眼球内、網膜下、結膜下、眼球後または毛細管内注
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射などの眼組織内注射により投与される。好ましい実施形態において、本製剤は、硝子体
内投与により患者に投与される。例えば、かかる目的には、本製剤はシリンジを使用して
注射されてもよい。したがって１つの態様において、本発明は、単回使用注射シリンジの
群から選択される液状製剤を含む送達システムも提供する。
【００３０】
　特定の実施形態において、送達システムは容器を含む。適切な容器としては、例えば、
ボトル、バイアル（例えば、デュアルチャンバーバイアル）、シリンジ（デュアルチャン
バーシリンジなど）および試験管が挙げられる。容器はガラスまたはプラスチックなど、
様々な材料から形成され得る。容器は製剤を保管し、その容器に貼られたラベルまたは関
連づけられたラベルにより、使用の指示を明記してもよい。このラベルは、例えば、製剤
が、硝子体内投与に有用であるか、または硝子体内投与向けであることを表してもよい。
製剤を保管している容器は、多用途バイアルであってもよく、製剤の反復投与（例えば２
～６回の投与）に使用できる。
【００３１】
　したがって、疾患の治療に使用するための送達システムの作成のために、本発明に従う
製剤の使用も提供される。
【００３２】
　本発明の別の実施形態において、本発明の製剤を含有し、その使用のための指示を提供
する製品が提供される。したがって、本明細書中で提供される製品は、ａ）単鎖抗体とｈ
ｅｘＰＬＡとの濃縮製剤を保管する容器、およびｂ）取り扱い指示を含む。
【００３３】
　この製品はさらに、他の緩衝液、希釈剤、フィルター、針、シリンジおよび取り扱い指
示の付いた添付文書も含め、商業的および利用者の観点から望ましい他の物質をさらに含
んでもよい。
【００３４】
　ＩＶ．調製のためのプロセス
　また、本発明は、単鎖抗体とｈｅｘＰＬＡとを含有する徐放性製剤を調製するプロセス
も提供する。
【００３５】
　ポリ乳酸（ＰＬＡ）誘導体ヘキシル置換ポリ乳酸（ｈｅｘＰＬＡ；ポリ（２－ヒドロキ
シオクタン酸））は、ＰＬＡ骨格上の全てのメチル基がヘキシル基によって置換され、室
温では、粘性液体である。これは、開環重合によって合成することが可能である（Ｔｒｉ
ｍａｉｌｌｅら，２００４年，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
　Ｐａｒｔ　Ａ－Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４２：４３７９）ならびにグリ
ーンケミストリー重縮合（Ａｓｍｕｓら，２０１１年，Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａ
ｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ　
７９：５８４）。ｈｅｘＰＬＡの調製については、本明細書中の実施例で記述される。Ｈ
ｅｘＰＬＡは、乾熱滅菌の条件下で安定であり、親油性の小分子を有する製剤は、数週間
にわたって活性化合物を放出した。
【００３６】
　製剤化の前に、製剤用の単鎖抗体は、好ましくは、本明細書中に記述された要領で凍結
乾燥される。凍結乾燥は、当業者によく知られた技法を使用して達成することができる。
【００３７】
　特定の実施形態において、本発明の製剤は凍結粉砕により調製される。例えば、凍結乾
燥された単鎖抗体タンパク質およびｈｅｘＰＬＡポリマーは、ＳＰＥＸ６７００フリーザ
ーミル（ＳＰＥＸ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ製、Ｅｄｉｓｏｎ、米国）で、ゆっくりと－８
０℃に凍結され、５分間、液体窒素下で、一緒に粉砕される。この凍結粉砕手順は、固体
化合物の粒径を減少させることと、固体化合物をポリマー基質中に均一に分散させること
を同時に行って、懸濁製剤を形成する。特定の実施形態において、粉砕後、本製剤を、生
成物上での水分凝縮を避けるのに適切な条件下（例えば、真空、不活性ガス、または密閉
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されたシリンダー）で、室温までゆっくりと加温する。他の実施形態において、単鎖抗体
とｈｅｘＰＬＡとの混合は、凍結乾燥された単鎖タンパク質が安定する温度で、好ましく
は室温より低い温度で、好ましくは冷却される条件で、好ましくはｈｅｘＰＬＡポリマー
のガラス転移点より低い温度で、好ましくは凍結粉砕下で実施される。
【００３８】
　さらに、治療用途のための単鎖抗体とｈｅｘＰＬＡとを含有する徐放性製剤を調製する
プロセスも提供され、ここで単鎖抗体は凍結乾燥され、その凍結乾燥された抗体とｈｅｘ
ＰＬＡとは、懸濁液を形成するために一緒に凍結され、粉砕される。
【００３９】
　特定の実施形態において、凍結ステップは、－８０℃の温度までゆっくりと実施され、
粉砕ステップは、約５分間、液体窒素下で実施される。
【００４０】
　別の実施形態において、本プロセスは、さらに、得られた懸濁液を室温またはわずかに
上の温度（例えば２５℃）まで加温することを含む。
【００４１】
　Ｖ．医療用途
　また、本発明は、医療で使用するための本発明の製剤も提供する。特に、眼疾患などの
疾患の治療用薬剤を製造するための製剤の使用が提供される。
【００４２】
　特定の実施形態において、眼疾患は、眼血管新生に関連する疾患などの網膜疾患である
。特定の実施形態において、眼疾患は黄斑変性、糖尿病網膜症、網膜虚血に関連する後遺
症、後眼部新血管形成、網膜浮腫、地図状萎縮、糖尿病黄斑浮腫などである。
【００４３】
　抗体の適切な投与量は、例えば、治療の対象とする症状、症状の重症度および過程、タ
ンパク質が予防または治療の目的で投与されているかどうか、前回の治療、患者の病歴お
よびタンパク質に対する反応、使用された抗体の種類、ならびに主治医の裁量に依存する
。抗体は、１回、または一連の治療に渡り、患者に適切に投与され、診断以後、任意の時
期に患者に投与されてよい。抗体は単独の治療として投与されても、問題の症状の治療に
有用である他の薬物または治療と併用して投与されてもよい。
【００４４】
　治療の対象とする疾病または疾患に応じて、治療に有効な量の抗体が患者に投与されて
よい。
【００４５】
　本明細書中に引用されるいかなる特許、特許出願および参考文献の内容も、その全体が
参照により本明細書中に援用される。
【００４６】
　文脈により別途要求されている場合を除き、本明細書中で使われる単数の用語はその複
数形も含有し、複数の用語はその単数形も含有するものとする。
【００４７】
　実施例
　本開示は、さらに以下の実施例により解説されるが、それらはさらなる限定であると見
なされるべきではない。全ての図面ならびに本出願中に引用される全ての文献、特許およ
び公開特許出願は、その全体が参照により、本明細書中に明示的に援用される。
【００４８】
　材料
【００４９】
　ヒト化抗体フラグメントＥＳＢＡ９０３を、ＥＳＢＡＴｅｃｈ社Ａｌｃｏｎ　Ｂｉｏｍ
ｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｕｎｉｔ（Ｓｃｈｌｉｅｒｅｎ、スイス国）により、
社内で製造および凍結乾燥した。３ｍＬのＥＳＢＡ９０３（クエン酸ナトリウム２０ｍＭ
中１０ｍｇ／ｍＬ、ｐＨ６．２５）を１０ｍＬの円筒形バイアルに添加し、凍結乾燥に適
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ｙｂｏｌｄ　Ｔｒｉｖａｃ　Ｂ高性能真空ポンプ（Ｄ４Ｂ／Ｄ６Ｂ、Ｏｅｒｌｉｋｏｎ　
Ｃｏｒｐｏｒａｔｅ製、スイス国）を装備した、ＶｉｒＴｉｓ　Ａｄｖａｎｔａｇｅ　Ｐ
ｌｕｓ凍結乾燥機（Ｗｉｚａｒｄ　２．０プロセスコントローラー、ＳＰ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ社製、Ｗａｒｍｉｎｓｔｅｒ、米国）を使用して実施した。このプロセスを実際
の棚温度を使って制御し、プロセスデータを記録した（Ｍｅｎｔｏｒ／Ｗｉｚａｒｄ　Ｓ
ｙｎｏｐｔｉｃ　６．０、ＳＰ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社製、Ｗａｒｍｉｎｓｔｅｒ、米
国）。この成果物の温度を、凍結乾燥バイアル中に入れておいた熱電対を使用して記録し
た。バイアルを－５５℃まで凍結し、凍結乾燥チャンバーの吸引（０．１５ミリバール）
の後、数時間で棚温度を－１０℃に上昇させた。２次乾燥を完全な真空下で２５℃にて実
施した。湿気が再度導入されることを防ぎ、潜在的な酸化分解工程を最小限に抑えるため
に、封栓の前に、凍結乾燥機には窒素ガスを充填した。復元後、タンパク質は完全にモノ
マーであることが明らかになった。
【００５０】
　ヘキシル置換ポリ乳酸（ｈｅｘＰＬＡ）を、公開された方法（Ａｓｍｕｓら，２０１１
年，Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ　ａｎｄ　
Ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ　７９：５８４）に従って、２－ヒドロキシオクタン
酸の重縮合により合成した。ＥＮＲＥＦ　２０　簡単に言うと、０．５ｍｏｌ％の硫酸（
Ａｃｒｏｓ　Ｏｒｇａｎｉｃｓ、Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ、米国）を重縮合触媒として使用
し、モノマーを１２０℃まで加熱することにより、２５００ｇ／ｍｏｌと５０００ｇ／ｍ
ｏｌのポリマーとを合成した。適切な分子量が得られるまで、反応は０．００１バールの
油ポンプ真空下で実施された。ＮａＨＣＯ３溶液０．１Ｍへのアセトンからの沈殿により
ポリマーを精製した後、アセトンに溶解し、Ｃｅｌｉｔｅ（商標）５４５粗目を通じて濾
過し、溶剤を真空下で除去した。１５００ｇ／ｍｏｌと３５００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬ
Ａポリマーを、触媒を使用せずに、改善方法で調製した。モノマーを単純に１５０℃に加
熱し、溶解生成物を、０．００１バールの真空下で攪拌した。これらのｈｅｘＰＬＡポリ
マーに対しては、触媒または溶剤などの追加物質が存在していないため、追加的な合成ス
テップまたは精製は実施しなかった。標準的なヨーロッパ薬局方の乾熱滅菌方法を使用し
て、３０分間、１８０℃に加熱することにより、４つのポリマー全てを滅菌した。Ｗａｔ
ｅｒｓ　５１５　ＨＰＬＣポンプ、Ｗａｔｅｒｓ　４１０注射器、Ｓｔｙｒａｇｅｌ　Ｈ
Ｒ　１～４カラムおよびＷａｔｅｒｓ　７１７　ＧＰＣ検出器（Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐ
ｏｒａｔｉｏｎ製、Ｍｉｌｆｏｒｄ、米国）を使用したゲル浸透クロマトグラフィー（Ｇ
ＰＣ）によって、分子量を測定した。連続相はＴＨＦだった。校正には、ポリスチレン標
準（ＰＳＳ製、Ｍａｉｎｚ、ドイツ国）を使用した。全ての化学物質および溶剤は受け取
った状態のまま使用した。
【００５１】
　実施例１：製剤の調製および特性評価
　凍結乾燥したＥＳＢＡ９０３タンパク質とｈｅｘＰＬＡポリマーとを、ＳＰＥＸ６７０
０フリーザーミル（ＳＰＥＸ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ製、Ｅｄｉｓｏｎ、米国）中で、５
分間、液体窒素下で一緒にゆっくりと－８０℃に凍結し、粉砕した。この凍結粉砕手順で
は、固体化合物の粒径を減少させることと、固体化合物をポリマー基質中に均一に分散さ
せることを同時に行い、懸濁製剤を形成する。粉砕後、生成物上での水分凝縮を避けるた
めに、真空下で、製剤を室温までゆっくりと加温した。
【００５２】
　ポリマー中のタンパク質の平均分子量を１５００ｇ／ｍｏｌ～５０００ｇ／ｍｏｌとし
、薬物負荷を１．２５％～５．０％（ｗ／ｗ）の範囲で変化させて、合計７種類の製剤を
調製した（表１）。組み込んだ凍結乾燥物の粒径およびｈｅｘＰＬＡ内での均一な分散を
、Ｏｐｔｉｐｈｏｔ－２顕微鏡（ニコン社製、東京、日本国）を使って、光学顕微鏡法で
確認した。



(10) JP 2019-81797 A 2019.5.30

10

20

30

40

50

【表１】

【００５３】
　凍結乾燥されたＥＳＢＡ９０３は、粘性の親油性ポリマーであるヘキシル置換ポリ乳酸
（ｈｅｘＰＬＡ）と懸濁液を形成した。したがって、固形の凍結乾燥生成物の粒子は、細
い針を通過する良好な注射性、物理的な懸濁安定性および基質からの制御された放出を可
能にするために十分なだけ小さく、かつ均一に分散している必要があるため、点眼用の注
射液としてのＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ製剤の安定性にとって、組み込んだタンパク
質凍結乾燥生成物の粒径は重要な要因であった。タンパク質の場合、活性化合物の剪断応
力および加温は、タンパク質の構造を変化させ、それによってその活性をも変化させるこ
とができるため、製剤プロセスは重要である。したがって、これらの影響を限定する調製
方法が必要である。ＥＳＢＡ９０３の凍結乾燥生成物をポリマー基質と一緒に凍結粉砕す
ることは、固形粒子の粉砕とポリマーへの分散を同時に行うことを可能にするため、選択
すべき方法となった。液体窒素は、タンパク質変性のリスクを減少させ、粉砕プロセス中
に温点が形成されることを防止した。
【００５４】
　図１に、凍結粉砕方法により得られた製剤の光学顕微鏡画像を表示する（図１）。この
プロセスの間に、粒径は、最高直径２００μｍから、１０μｍ未満へと効果的に減少され
、粒子の大半は２μｍ未満となった。粒径が小さいことにより、２７Ｇの皮下注射針など
、内径が約２１０μｍの細い針を通じて、懸濁製剤を注射することが可能となった。この
迅速かつ単純な単一ステップの微粒子化および製剤プロセスは、ｈｅｘＰＬＡを使用して
、ＥＳＢＡ９０３の懸濁製剤を調製するのに適していた。
【００５５】
　実施例２：製剤のレオロジーおよび注射性
　レオロジーおよび注射性の特性に対する薬物負荷およびポリマー分子量の影響を研究す
るために、７種のＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ製剤（表１）を調製した。タンパク質製
剤のレオロジー的挙動は、注射性および懸濁安定性にとって重要である。粘度に影響を及
ぼす２つの固有要因、ｈｅｘＰＬＡ分子量および組み込まれた薬物の割合を、製剤温度と
は独立して、別個に試験した。
【００５６】
　ＲｈｅｏＳｔｒｅｓｓ　１　Ｈａａｋｅ応力レオメーター（Ｖｒｅｄｅｎ、ドイツ国）
を使用し、隙間間隔を０．１０ｍｍ、角度を２°、プレート直径を３５ｍｍとしてコーン
プレートを設定し、製剤のレオロジー的挙動を研究した。剪断速度０．１秒－１、１５℃
～３７℃に変動する１０分の加熱サイクルで、測定を実施した。
【００５７】
　図２Ａおよび図２Ｂは、全ての製剤の粘度は、温度による影響を顕著に受け、温度が高
くなるほど、粘度は低くなったことを示している。この挙動は、温度が高いほど、ポリマ
ー鎖の柔軟性が高くなり、その結果、巨大分子間の相互作用が減少することが原因だった
。ストークスの法則によって表されている通り、小さい粒径の効果に加えて、高粘度媒質
では、活性化合物の沈降を減少させることができるため、低温度における高粘度は、懸濁
の貯蔵安定性を増加させ得る。さらに、室温または体温への加温により、眼科治療で通常
適用される、細い２７Ｇの針を通じてさえも、治療量を注射可能な製剤が得られた。
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【００５８】
　しかしながら、注射の容易さは、図２Ａに示す通り、製剤の粘度に影響を及ぼす重要な
要因の１つであるポリマー分子量に大きく依存した。１５００ｇ／ｍｏｌから２５００ｇ
／ｍｏｌに増加すると、粘度は５倍の増加率を示した。分子量が２５００ｇ／ｍｏｌを超
えると、差はそれほど顕著ではなくなった。３５００ｇ／ｍｏｌのポリマーは、多分散性
（ＰＤ）が多少高くなるため、多少低い粘度を示した。２５００ｇ／ｍｏｌのポリマーの
ＰＤは１．５５、３５００ｇ／ｍｏｌのポリマーのＰＤは１．６２を示し、これは後者の
ポリマーに対して使用された単純化した無触媒合成法に因る。精製せずに直接使用したた
め、小さなポリマー鎖がより多く基質に残った。ｈｅｘＰＬＡに存在したこれらの小さな
ポリマー鎖またはオリゴマーは、絡み合うには小さ過ぎるので、粘度を低下させるため、
内部可塑剤として動作する。
【００５９】
　予期されていた通り、薬物負荷が高くなるほど、組み込んだ粒子は、液状ｈｅｘＰＬＡ
ポリマーの自由流を妨げるため、結果として、製剤の粘度は増加した。図２Ｂに表示され
ているように、５．０％のＥＳＢＡ９０３凍結乾燥生成物を２５００ｇ／ｍｏｌのポリマ
ーに添加すると、純粋なポリマーと比較して、３７℃にて、粘度が３５％増加した。した
がって、タンパク質－ｈｅｘＰＬＡの製剤は、典型的な懸濁と同様の挙動を示し、注射の
容易さは、薬物負荷により影響を受けた。しかしながら、注射性に関しては、薬物負荷５
．０％が可能だった。
【００６０】
　１５～３７℃の研究した範囲で、温度と粘度との相関性は、全ての製剤に対して、単純
な指数方程式により表すことができ、相関係数が０．９９を超えるとき、次の形式になる
：ｙ＝ｍ×ｅ（ｎ×ｘ）。
【００６１】
　指数因子（ｎ）は、ポリマーの種類によって決定され、したがって、分子量によっても
決定され、増倍係数（ｍ）は、薬物負荷の割合に依存する。したがって、ＥＳＢＡ９０３
－ｈｅｘＰＬＡ製剤の粘度は、純粋なポリマーがそのレオロジーに対して既に特性を決定
されていた場合、特定の薬物負荷および定義された温度に対して計算することが可能であ
る。
【００６２】
　針の長さを眼内注射で一般に用いられている１２ｍｍに、内径を２７Ｇの針に対応する
ように０．２１０ｍｍに設定し、非経口製剤の注射性を調査した。薬物負荷によっては、
５０μＬの量の製剤は、３～６ヶ月の治療期間に対して十分であるべきである。眼科医に
よる迅速で実践的な注射を可能にするために、投与プロセスの継続時間は、１５秒未満と
すべきである。ＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡの５０μＬの投与に適切な０．５ｍＬのシ
リンジのプランジャーの内径は、通常、約４．０ｍｍである。最終的に、良好な注射性の
ための最大限の適用可能力を、５０Ｎに固定した。これらのパラメータを使用すると、ハ
ーゲン・ポアズイユの法則により、３８Ｐａ×ｓ未満の粘度は容易な注射を可能にする。
したがって、図２に表示されているように、ポリマー分子量が３５００ｇ／ｍｏｌ未満の
研究した製剤は全て、室温にて、または多少加温して２５℃にした後、注射可能であり、
溶剤または可塑剤などのさらなる賦形剤を、投与のために必要としなかった。
【００６３】
　実施例３：ＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡの適合性
　タンパク質の立体構造に対する製剤プロセスの影響をサイズ排除クロマトグラフィー（
ＳＥＣ）により解析し、それを用いて、ＥＳＢＡ９０３モノマーをダイマーおよびその他
のオリゴマーから分離し、定量化することができた。したがって、凍結粉砕調製プロセス
の直後に、２５００ｇ／ｍｏｌと５０００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡ中にタンパク質を５
．０％含有する２つの製剤からタンパク質を抽出し、その抽出物を元の凍結乾燥生成物の
純粋な単鎖抗体フラグメントと比較した。
【００６４】
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　ヒト化ＶＥＧＦ－抗体フラグメントＥＳＢＡ９０３を定量化し、タンパク質のモノマー
比を、サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）を使用して評価した。解析はＴＳＫ－Ｇ
ｅｌ　Ｓｕｐｅｒ　ＳＷ２０００、４．６ｍｍ×３０ｃｍのカラム（東ソーバイオサイエ
ンス製、山口県、日本国）を装備したＤｉｏｎｅｘ　Ｕｌｔｉｍａｔｅ　３０００　ＨＰ
ＬＣ系（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ製、カリフォルニア、米国）で実施した。ＰＢＳランニング
緩衝液（Ｎａ２ＨＰＯ４２５ｍＭ、ＮａＣｌ０．１Ｍ、ｐＨ６．５）の流速を０．３５ｍ
Ｌ／分に設定して、イソクラティック法を使用した。カラム温度を３０℃に維持し、タン
パク質を２１４ｎｍにて、ＵＶ吸光により検知した。ＥＳＢＡ９０３の校正標準液をクエ
ン酸緩衝液（クエン酸ナトリウム２０ｍＭ、ＮａＣｌ１２５ｍＭ、ｐＨ６．２５）中で調
製し、試料溶液をそういうものとして解析した。適用した方法によって、ＥＳＢＡ９０３
モノマーをより低次のオリゴマーおよび水溶性凝集体から分離することができた。
【００６５】
　それぞれ２５００ｇ／ｍｏｌと５０００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡに５．０％のＥＳＢ
Ａ９０３を含有する２つの製剤１０ｍｇを各々３個のエッペンドルフ型カップに分散させ
た。０．７ｍＬのクエン酸緩衝液（クエン酸ナトリウム２０ｍＭ、ＮａＣｌ１２５ｍＭ、
ｐＨ６．２５）を添加し、タンパク質を１．５時間の間、抽出した。抽出プロセス中の取
り扱いによるタンパク質の立体構造への影響を除去するために、以下の３つの異なる抽出
方法を使用した：ｉ）穏やかな攪拌、ｉｉ）３７℃でのインキュベーションおよび６０ｒ
ｐｍでの振盪（インビトロの放出条件）、ｉｉｉ）集中的なボルテックス混合（ｖｏｒｔ
ｅｘｉｎｇ）。その後に、ＳＥＣ－ＨＰＬＣを使用して、モノマー対マルチマーの比率に
関して、上澄み試料を解析した。
【００６６】
　図３に表示するように、ＳＥＣ－ＨＰＬＣでは、ＥＳＢＡ９０３基準（図３Ａ）とｈｅ
ｘＰＬＡ製剤から抽出したタンパク質（図３Ｂ）との間で、ＳＥＣクロマトグラムに有意
な違いは明らかにならなかった。抽出方法に関係なく、タンパク質分子は、主にモノマー
として存在し、ダイマーと他のオリゴマーは３％未満で存在した。オリゴマーは親油性ポ
リマー中に、または抽出中に組み込まれたが、調製プロセス中には形成されなかったため
、ｈｅｘＰＬＡは、ＥＳＢＡ９０３オリゴマーの形成を誘導しなかった。これは、タンパ
ク質が、固形凍結乾燥生成物として基質に組み込まれ、そこで、ＥＳＢＡ９０３は安定し
、液状賦形剤との相互作用は、凍結乾燥生成物表面に限定されたことによると推定される
。また、凍結粉砕プロセスも、タンパク質がこのプロセス後も活性モノマーの形態を維持
したため、ポリマー基質中でのＥＳＢＡ９０３の微粒子化および分散に適性があることを
示した。液体窒素中での粉砕は、活性物質の加熱およびタンパク質の熱を原因とする分解
を効果的に防止した。最終的に、ＥＳＢＡ９０３をｈｅｘＰＬＡ基質からクエン酸緩衝液
に放出したが、見たところ、立体構造上の改変は起こらなかった。これらの結果は、ｈｅ
ｘＰＬＡには、単鎖抗体フラグメントとの適合性があるため、ｈｅｘＰＬＡはＥＳＢＡ９
０３の徐放性製剤用の賦形剤として適性があることを証明した。また、凍結粉砕は、タン
パク質の立体構造を変化させることなく、凍結乾燥タンパク質の調製物を効果的に微粒子
化し、同時に、均一な懸濁製剤を調製する実現可能な方法である。
【００６７】
　実施例４：ｈｅｘＰＬＡ中のＥＳＢＡ９０３の貯蔵安定性
　ｈｅｘＰＬＡ基質中のＥＳＢＡ９０３の貯蔵安定性を、２５００ｇ／ｍｏｌおよび５０
００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡ中に５．０％のＥＳＢＡ９０３を含有する懸濁製剤を使用
して評価した。５０ｍｇをエッペンドルフ型カップに充填し、光防護下で、それぞれ４℃
と３７℃で貯蔵した。４週間後と１０週間後に、上述したように、クエン酸緩衝液とボル
テックス混合することにより、タンパク質を１０ｍｇの試料製剤から抽出した。全体のピ
ーク領域と相対したＥＳＢＡ９０３モノマーピーク領域の比率に関して、上澄みをＳＥＣ
－ＨＰＬＣにより解析した。
【００６８】
　長期間における安定性は、タンパク質製剤にとっての懸案事項である。タンパク質製剤
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は、一般に、凍結乾燥生成物としてさえも変性を防ぐために、冷蔵条件下で貯蔵される。
したがって、ＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ製剤の安定性の試験を実施した。２５００ｇ
／ｍｏｌおよび５０００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡ中に５．０％のＥＳＢＡ９０３を含有
する試料を４℃にて貯蔵した。４週間後と１０週間後に、ポリマーからタンパク質を抽出
し、ＳＥＣ－ＨＰＬＣにより解析した。
【００６９】
　表２に、抽出したタンパク質全体のピークエリアと比較したＥＳＢＡ９０３モノマーの
相対ピークエリアの要約を示す。どちらの製剤も、ｈｅｘＰＬＡの分子量とは関係なく、
等しい貯蔵条件下では類似した結果を示した。分子量は、存在するポリマー鎖の数を決定
し、したがってポリマー末端基の数も決定するため、タンパク質へのヒドロキシ部分およ
びカルボキシ部分の相当な影響は、除外はできないとしても、最小だった。４℃において
、タンパク質モノマーの比率は、試験期間全体で９７％超を維持し、ＥＳＢＡ９０３がｈ
ｅｘＰＬＡと適合性があるだけでなく、ポリマーの内部でも安定であることを証明した。
したがって、すぐに投与できるＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ製剤を、ＩＣＨによる定義
に従って、標準的な冷蔵庫条件下で貯蔵することができた。モノマーの値は、負の傾向を
示すことなく、９７％超を維持したため、１０週間を超える貯蔵時間も、取り扱いを便利
にするために必要であれば、それに応じて実現可能であると思われる。
【表２】

【００７０】
　実施例５：ＥＳＢＡ９０３に対するｈｅｘＰＬＡの防護効果
　体温でのＥＳＢＡ９０３の安定性を研究するために、製剤を３７℃で貯蔵し、４週間後
と１０週間後に、ＳＥＣ－ＨＰＬＣにより解析した（表２）。
【００７１】
　それぞれ２５００ｇ／ｍｏｌと５０００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡを有するどちらの製
剤も、モノマーがわずかに減少する傾向を示し、ＥＳＢＡ９０３のダイマーおよびマルチ
マーが基質上に形成された。しかしながら、モノマーの比率は、１０週間後も９０％より
上を維持し、ＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ懸濁液が３７℃では相当安定であり、見たと
ころ、タンパク質の立体構造において顕著な変化は起こらなかったことを示唆している。
最も興味深いことに、活性モノマーの含有量が９０％を超えた状態では、タンパク質は、
緩衝液中よりも、この温度では、ｈｅｘＰＬＡポリマー基質中での方が、凍結乾燥状態で
より安定していた。緩衝液中からは、１０週間後には、活性タンパク質はわずか７１％し
か回収されなかった。凍結乾燥タンパク質は、疎水性基質により防護され、その放出まで
、水性環境との接触が防止されていた。
【００７２】
　実施例６：インビトロ放出用緩衝液中ＥＳＢＡ９０３製剤の安定性
　０．１２ｍｇ／ｍＬのＥＳＢＡ９０３を含有するクエン酸緩衝液中試料を１０週間、３
７℃にて貯蔵した。同一の貯蔵条件下での別のアプローチでは、２．２ｍｇ／ｍＬの２－
ヒドロキシオクタン酸を、最終的な分解生成物として添加しタンパク質の安定性に対する
分解ポリマーの影響を研究した。全ての実験は繰り返し実施した。ＥＳＢＡ９０３モノマ
ーの量を２週間後と１０週間後に、ＳＥ－ＨＰＬＣにより測定した。
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【００７３】
　異なる緩衝系のプレスクリーニングにより、ｐＨ６．５のクエン酸緩衝液がこの抗体フ
ラグメントにとって最適の選択肢であることが明らかになった。この作業では、この緩衝
液中の安定性をＳＥＣ－ＨＰＬＣにより評価し、ｈｅｘＰＬＡの最終的な分解生成物とし
て、２－ヒドロキシオクタン酸の存在下と非存在下でのＥＳＢＡ９０３のモノマー濃度を
定量化した。放出条件下での純粋な緩衝液中では、ＥＳＢＡ９０３のモノマー濃度は、凝
集により、１０週間後には、その初期値の８４％まで低下した。ポリマー分解生成物を添
加した緩衝液中では、モノマー含有量は、１０週間後、７１％と多少低下し、これはｐＨ
値の低下に関係するものと見なされる。徐放特性の意図した実現可能性試験では、７０％
を超えるモノマーの安定性は、数週間に渡る放出試験には十分であると評価した。しかし
ながら、モノマー抗体フラグメントの量が時間に依存して減少することは、インビトロ放
出実験では、特に後の時点で、放出されるＥＳＢＡ９０３濃度の過小評価に繋がった。
【００７４】
　ＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ製剤を緩衝液に入れた後、製剤は、ポリマーの疎水性の
高さと親水性環境においてその表面を最小化しようとする傾向によって、球状の単一の液
滴を形成した（図４）。ポリマー分子量が１５００ｇ／ｍｏｌ～３５００ｇ／ｍｏｌの全
ての製剤は、研究した３ヶ月の全体を通して球状を維持した。５０００ｇ／ｍｏｌのｈｅ
ｘＰＬＡ中の最も粘度の高い製剤のみが、最初の７２時間にかなり迅速に分解し、小さな
製剤液滴を形成した。これは、凍結乾燥タンパク質の調製物によって生じた製剤への溶媒
牽引により、水の連続的な流入がチャネルを形成し、分岐するまで製剤液滴を引っ張った
ことによるものと推定される。対照的に、分子量が低いｈｅｘＰＬＡを含有する粘度が比
較的低い製剤はより柔軟で、それが初期の溶媒牽引を補償し、それにより形状を維持した
。
【００７５】
　実施例７：ＥＳＢＡ９０３のインビトロ放出
　放出系の適性をまず確認するために、水性の放出環境において製剤およびタンパク質の
挙動を試験した。後で、眼科の徐放性投与のための良好な製剤の候補を明らかにするため
に、薬物負荷、ポリマー分子量および投与した製剤の量の放出特性への影響を網羅するイ
ンビトロ試験を実施した。
【００７６】
　５０＋０．５ｍｇの製剤を、２０ｍＬの密封可能なガラス製のバイアルに量り取った。
２５００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡ中に５．０％の薬物を含有する製剤を、２５＋０．５
ｍｇの製剤を使用して、追加的に研究した。放出媒質として２０ｍＬのクエン酸緩衝液（
クエン酸ナトリウム５０ｍＭ、ＮａＣｌ７２ｍＭ、ＮａＮ３８ｍＭ、ｐＨ値６．２５）を
添加した。試料を３７℃にてインキュベートし、６０ｒｐｍで振盪した。１ｍＬの放出液
を１日後と３日後、１週間後、２週間後、３週間後および４週間後に各バイアルから抽出
し、その後は第１４週間まで、２週間に１回、抽出した。毎回、同一容量の新鮮なクエン
酸緩衝液を再充填し、緩衝液の容量を一定に保った。放出試料中のＥＳＢＡ９０３の濃度
を、ＳＥＣ－ＨＰＬＣにより測定した。
【００７７】
　放出挙動への製剤薬物負荷の影響を研究するために、２５００ｇ／ｍｏｌの同一のｈｅ
ｘＰＬＡポリマーを使用し、ＥＳＢＡ９０３負荷を１．２５％、２．５％、および５．０
％として、３種類の製剤を調製した。図５は、ＳＥＣ－ＨＰＬＣにより解析したＥＳＢＡ
９０３モノマーの累積的インビトロ放出および６週間に渡るこれらの製剤の毎日の放出を
示している。３種類の製剤は全て類似した放出プロファイルを示し、単鎖抗体フラグメン
トの放出されたモノマーの量だけが異なった。最初の２～３週間、ＥＳＢＡ９０３モノマ
ーは、ポリマー基質からより迅速に放出され、以降は６週目まで一定のより低い速度で放
出された。
【００７８】
　より詳しく放出曲線を見ると、最初の３週間の迅速な放出は、デポーの表面に近いタン
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パク質分子の放出により説明することができる。最も興味深いのは、多くの徐放性製剤、
例えば、ポリ乳酸（Ｍａｉｎｃｅｎｔら，２００９年，　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎ
ａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ
　７３：３３７）で知られているような、顕著なバースト放出がＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘ
ＰＬＡ製剤では、観察されなかったことだ。液状のｈｅｘＰＬＡポリマーが組み込んだ凍
結乾燥タンパク質の調製物の全体を覆い、それが即時に溶解することから守ったと推定さ
れる。３週間以後、放出速度は減少したが、これは活性化合物に溶液が接近しにくくなっ
たためと推定される。
【００７９】
　３種類の薬物負荷製剤間での相対的な放出速度の違いは、最初の２～３週間でのみ検知
可能だった。薬物負荷が高くなると、タンパク質モノマー放出は、１．２５％～５．０％
の範囲で増加した。初期は分解する必要があるポリマーが少なく、凍結乾燥した薬物の調
製物の溶解により、水の追加的な浸入が容易になるため、５．０％のＥＳＢＡ９０３を有
する製剤は、初期の段階で最も迅速に放出された。
【００８０】
　これらの古典的なインビトロ試験では、徐放は、ＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ製剤で
は、６週間、検知可能だった。この長い期間は、現在市場に出荷されている即時放出型製
剤と比較して、大幅な改善である。
【００８１】
　図６に、薬物負荷は２．５％と同一だが、ｈｅｘＰＬＡの分子量が１５００ｇ／ｍｏｌ
、２５００ｇ／ｍｏｌ、３５００ｇ／ｍｏｌ、および５０００ｇ／ｍｏｌと異なる、４種
類の製剤について、６週間の抗体モノマーの放出データの要約を示す。５０００ｇ／ｍｏ
ｌのｈｅｘＰＬＡを含有する製剤の放出プロファイルでは、著しい放出があり、より分子
量が小さな製剤とは、顕著に異なっていた。ポリマーを分解し、薬物を放出するには、そ
の前により多くのエステル結合を加水分解する必要があるため、分子量がより大きな製剤
では、より遅い放出になると予期されてもおかしくない。しかしながら、前述したように
、緩衝液中の５０００ｇ／ｍｏｌの製剤の球状デポーの分解は、製剤の表面の大幅な増加
に繋がり、その結果、より迅速な放出がもたらされる。
【００８２】
　３５００ｇ／ｍｏｌと２５００ｇ／ｍｏｌの懸濁液は、予期されていた通りにタンパク
質を解放し、分子量がより大きな製剤では、より遅い放出を示した。さらに、顕著な放出
の期間は、３５００ｇ／ｍｏｌの製剤では、より長期になり、４週間に達した。６週間の
後半の段階では、どちらの製剤も、類似の放出速度を示した。
【００８３】
　１５００ｇ／ｍｏｌのポリマーを含有するＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ製剤は、初日
に２５００ｇ／ｍｏｌおよび３５００ｇ／ｍｏｌポリマーと比較して、より迅速な放出を
示したが、その後、毎日の放出速度の落ち込みはより急速だった。初期に濃度がより高か
ったのは、粘度がより低いことと、接近可能な水溶性ｈｅｘＰＬＡオリゴマーがより迅速
に溶解することに起因し、これは水のより容易な浸入と活性化合物の放出に通じた可能性
がある。続いて、タンパク質の遊離ポリマーの層がデポーの表面上に形成されたことで、
放出速度が急速に低下したと推定される。それでも、この製剤も、少なくとも６週間の放
出期間を示した。
【００８４】
　図７では、２５００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡポリマー中に２．５％のＥＳＢＡ９０３
を含有する２つの試料の放出プロファイルを表示しており、２つは製剤液滴の質量に違い
があった。どちらの試料も、６週間全体に渡り、類似した放出プロファイルを示し、放出
特性は、製剤の量には影響を受けないことを明らかにした。
【００８５】
　６週間を超えるＥＳＢＡ９０３放出の研究
【００８６】
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　タンパク質のインビトロ徐放性試験についての一般的な問題は、水溶性の緩衝液では、
それらの安定性に限界があり、潜在的に放出された活性物質の分解、オリゴマー化および
沈殿に通じることである。図８は、ＥＳＢＡ９０３について、１０週間のクエン酸緩衝液
のモノマー濃度の低下を示している。時間の経過とともに、溶液中で、放出されたタンパ
ク質がより多く分解されていき、基質からの新しい放出を中和するため、実際のタンパク
質放出の過小評価に繋がる。したがって、６～１４週間の研究した放出期間について、時
間とともにＥＳＢＡ９０３濃度が低下していくため、ここでは、最初の６週間とは分けて
論じる。
【００８７】
　表３に、第６週～第１４週の７種類の放出試料の放出媒質におけるＥＳＢＡ９０３モノ
マー濃度の要約を示す。放出後の緩衝液中でのタンパク質モノマーの公知の限られた安定
性にも関わらず、全ての試料は、ほぼ一定の濃度を示した。この一定のモノマー濃度は、
緩衝液中のタンパク質モノマーの凝集が、ポリマー基質からのそのさらなる放出と平衡に
到達したことにより説明できる。したがって、これらの製剤の全体の放出期間は、恐らく
、それぞれ６週間および８週間よりも遥かに長いだろう。
【表３】

【００８８】
　２５００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡ中に５．０％のＥＳＢＡ９０３を含有する２５ｍｇ
の製剤を含む試料は、１４週間の期間全体に渡り、連続的にタンパク質を放出し、安定的
に増加するＥＳＢＡ９０３モノマー濃度を示した。２５ｍｇの製剤からのより顕著な放出
は、恐らくは表面対容量の比率がより高いことに起因し、ポリマーの分解が容易になり、
タンパク質放出の優位が生じた。しかしながら、少量のＥＳＢＡ９０３－ｈｅｘＰＬＡ製
剤は、投与の容易さおよびそれらの放出プロファイルに関して、有利であるかもしれない
。
【００８９】
　実施例８：インビトロ放出後のタンパク質の完全性および活性
　徐放プロファイルの次に、放出された単鎖抗体フラグメントの安定性および活性を測定
し、放出されたタンパク質の品質を評価した。したがって、放出実験からの試料を、ドデ
シル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）を使用して解
析し、放出されたタンパク質モノマーの完全性を制御し、表面プラズモン共鳴解析を使用
してその活性を研究した。第１４週での最終時点のインビトロ放出試料を、新たに調製し
たＥＳＢＡ９０３基準と比較した。製造社により提供された緩衝液および試薬を使用して
、タンパク質種をＮｕＰＡＧＥ　Ｎｏｖｅｘ　１２％のＢｉｓ－Ｔｒｉｓゲル（Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ製、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、
米国）上で分離した。次に、タンパク質の帯域をクーマシーブルーで染色した。
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【００９０】
　図９に、得られたＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを表示した。基準と放出試料のどちらも、抗体
フラグメントの計算した分子量で、２５ｋＤａで１つの帯域のみを示した。これは、ＳＥ
Ｃにより以前に得たデータを肯定し、放出された抗体フラグメントの化学構造が、ｈｅｘ
ＰＬＡ基質への組込み中も維持され、緩衝液に放出されたことを示唆した。
【００９１】
　放出されたＥＳＢＡ９０３モノマーのヒトＶＥＧＦへのアフィニティを、新鮮なＥＳＢ
Ａ９０３基準と比較して、表面プラズモン共鳴解析を使用して測定した。結合速度論の評
価のために、ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｔ１００を使用して、表面プラズモン共鳴測定を実施した
。カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ（ＣＭ４、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈ
Ｃａｒｅ製、Ｕｐｐｓａｌａ、スウェーデン国）を、供給元の指示に従って、Ｎ－エチル
－Ｎ’－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩およびＮ－ヒドロキシコ
ハク酸イミドにより活性化した。組換えヒトＶＥＧＦ１６５（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ　ＥＣ
　Ｌｔｄ．、ロンドン、英国）を、標準のアミンカップリング手順を使用して、ＣＭ４セ
ンサーチップ上に固定し、約５００共鳴ユニットの反応を達成した。ＨＢＳ－ＥＰ緩衝液
（ＨＥＰＥＳ１０ｍＭ、ＮａＣｌ１５０ｍＭ、ＥＤＴＡ３ｍＭ、および０．０５％の界面
活性剤Ｐ２０、ｐＨ７．４）中のＥＳＢＡ９０３標準試料および製剤試料の２倍の段階希
釈（２．５～２０ｎＭ）を５分間、流速３０μＬ／分で、フローセルに注射した。ＣＭ４
チップ上のＶＥＧＦからの抗ＶＥＧＦ　ｓｃＦｖの解離を１０分間、進行させた。各注射
サイクルの後、ＮａＯＨ１００ｍＭを２回注射することで、表面を再生させた。
【００９２】
　見かけの解離（ｋｄ）および会合（ｋａ）速度定数ならびに見かけの解離平衡定数（Ｋ

Ｄ）を、１対１のラングミュア結合モデルを使用するＢＩＡｃｏｒｅ　Ｔ１００　ｅｖａ
ｌｕａｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅバージョン２．０．１（Ｂｉａｃｏｒｅ　Ｉｎｃ．製
、Ｕｐｐｓａｌａ、スウェーデン国）によって計算した。
【００９３】
　２５００ｇ／ｍｏｌのｈｅｘＰＬＡ中に２．５％および５．０％のＥＳＢＡ９０３を含
有する製剤、ならびに３５００ｇ／ｍｏｌのポリマー中に２．５％のＥＳＢＡ９０３を含
有する製剤も含めて、３つの製剤を解析した。表４では、３日後、４週後、最終の１４週
後の研究した３つの時点について、得られたアフィニティデータを要約している。
【表４】

３日後、４週後および１４週後における３つの製剤の試料を、ＥＳＢＡ９０３基準と比較
した（ｋａ＝会合速度定数；ｋｄ＝解離速度定数；ＫＤ＝解離平衡定数）
【００９４】
　製剤と時点に関係なく、全ての試料は、会合速度定数および解離速度定数に関して類似
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の結果を示し、したがって、解離平衡定数についても類似の結果を示した。放出試料は、
ｓｃＦｖ基準に匹敵する定数を示した。
【００９５】
　低い解離定数と一緒に、１０５Ｍ－１ｓ－１を超える高い会合定数は、抗体フラグメン
トモノマーのヒトＶＥＧＦに対する高いアフィニティを反映しており、成長因子分子を除
去するその潜在能を強調している。基準に比較した試料の多少低い会合定数は、タンパク
質モノマーの定量化における不正確さが恐らくは原因だろう。この推定は、試料と基準と
が、濃度とは無関係に、類似した解離速度定数を示したという事実によって裏付けられる
。測定した解離速度定数では、最高１４週間までの全ての時点において、放出試料に対し
、低い解離平衡定数を得た。したがって、ｈｅｘＰＬＡ基質から放出された抗体フラグメ
ントモノマーは、３ヶ月を超える徐放期間全体に渡り、それらの生物学的に活性な形態で
あった。薬物負荷とポリマー分子量のどちらも、解離平衡定数には顕著な影響を及ぼさな
かったので、したがって、それらはタンパク質構造に影響を及ぼさない。もしそうでなか
ったならば、活性が減少する結果になっていただろう。これは、ｈｅｘＰＬＡが抗体フラ
グメントの薬学的に活性なモノマーを維持し、放出したため、ｈｅｘＰＬＡがＥＳＢＡ９
０３に対する非経口徐放性賦形剤としてインビトロで適性であることをさらに証明した。
【００９６】
　上記の開示は、本発明の特定の具体的な実施形態を強調するものであり、それらに相当
する変更または代替方法は、付属の特許請求の範囲に規定される、本発明の趣旨および範
囲内であることが理解されるべきである。

【図１】 【図２】
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