
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
脂肪酸アシル化タンパク質沈殿物を形成する方法であって、脂肪酸アシル化インスリン、
脂肪酸アシル化インスリン類縁体、および脂肪酸アシル化プロインスリンからなる群より
選択される脂肪酸アシル化タンパク質を含む溶液の pHを 調節し
、脂肪酸アシル化タンパク質が沈殿 ように

アルコールを添加することを含む方法。
【請求項２】
該脂肪酸アシル化タンパク質が、 B30位のアミノ酸残基が Thr、 Alaであるかまたは欠失し
ている脂肪酸アシル化類縁体である請求項 1の方法。
【請求項３】
脂肪酸がミリスチン酸である請求項 2の方法。
【請求項４】
脂肪酸アシル化タンパク質粉末の製造方法であって、
ａ )請求項 1～ 3のいずれかに記載の方法により製造される脂肪酸アシル化タンパク質沈殿
物を回収し、
ｂ）工程ａ）の回収した沈殿物を乾燥して脂肪酸アシル化タンパク質を含む粉末を生成す
ることを含む方法。
【発明の詳細な説明】
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1.　
本発明は、概して、アシル化タンパク質（特に、沈澱又は結晶化とそれに続く水溶液から
の濾過による回収に抵抗するもの、具体的には、一定のアシル化プロインスリン類、アシ
ル化インスリン類又はアシル化インスリン類縁体）を粉末として回収する方法に関する。
より具体的に述べると、本発明は、一定のアシル化プロインスリン類、インスリン類及び
インスリン類縁体の流動性（ freely-flowing）粉末をそれらの水溶液から調製することに
関する。
2.　
インスリン療法は、長年の間、正常な個体における内因性インスリン分泌パターンを模倣
することを目的としてきた。毎日の生理学的なインスリン需要には変動があり、これを 2
つの相、すなわち（ a）食事に関する血中グルコースの変動を処理するためにインスリン
のパルスを必要とする吸収相と、（ b）絶食期の血中グルコースが最適に維持されるよう
に肝グルコース生産量を調節するための吸収後（ post-absorptive）相に分けることがで
きる。したがって、効果的な治療は、一般に、 2つの外因性インスリン、すなわちボーラ
ス注射によって供給される即効性食事期インスリンと、毎日 1回又は 2回の注射によって投
与される持続性基礎インスリンの併用を必要とする。
最近、ある種のアシル化インスリンの使用が、持続性基礎インスリン療法として有望であ
ることがわかった。これらのアシル化インスリン類は、プロインスリン、正常インスリン
及び一定のインスリン類縁体を含む単量体インスリンの遊離アミノ基を、活性脂肪酸誘導
体で選択的にアシル化することによって製造される。有用な脂肪酸誘導体としては、少な
くとも 6炭素原子鎖長を持つ反応性脂肪酸型化合物、特に 8～ 21個の炭素原子をその鎖中に
持つ脂肪酸誘導体が挙げられる。パルミチン酸誘導体でアシル化されたモノアシル化正常
ヒトインスリンは特に有望な候補物質である。このカテゴリーに属するインスリン類は、
日本国特許出願 1-254,699に記述されている。
当業者にはよく知られているように、固形（好ましくは流動性粉末）のタンパク質を回収
する方法は、多くの応用において（必須ではないとしても）とりわけ好都合である。例え
ば、粉末状タンパク質の製造により、貯蔵及び流通上の選択の幅が最大限になる。このこ
とは、需要を満たすために大量の製品を生産しなければならないインスリン療法用組成物
の場合は特にそうである。偶然にも、正常インスリン（牛肉インスリン、豚肉インスリン
及びヒトインスリンを含む）は、比較的希薄なインスリン水溶液から亜鉛錯体又はナトリ
ウム結晶としてインスリンを沈澱（より正確には結晶化）させることにより、粉末として
回収できることが、かなり以前に発見された。一般に、いわゆる亜鉛インスリンは、亜鉛
イオンを含有する緩衝水溶液から結晶化され、濾過によって容易に単離することができる
。
残念ながら、長鎖脂肪酸誘導体でアシル化されたインスリン類を濾過によって回収しよう
とする試みは同じようには成功していない。実際、脂肪酸アシル化インスリン類を結晶化
しようとする試みは、いずれも不成功に終わっている。これらのインスリン単量体上の長
鎖脂肪酸部分の疎水性が、とりわけ、十分な結晶形成に必要とされるタンパク質 -タンパ
ク質相互作用を妨害することによって、結晶化を困難にしているのだと推測されている。
したがって、固形粉末型のこれらアシル化インスリン類を製造するには、別の方法を発見
しなければならない。
アシル化インスリンのようなアシル化タンパク質を粉末型で製造するための技術的に可能
なアプローチの一つは、そのタンパク質の水溶液を凍結乾燥することである。脂肪酸アシ
ル化インスリン類の粉末製剤はこの方法で生産することができるが、商業上必要とされる
インスリンの大量生産に凍結乾燥技術を適合させることは簡単ではない。技師の安全と製
品の取り扱いが、大量凍結乾燥操作にとっては特に問題となる。
もう 1つの考えうる戦略は、等電沈澱の利用である。水溶液中のタンパク質の溶解性が、
その環境の pHをそのタンパク質の等電点近くに調節すると減少することは、古くから知ら
れている。この普遍的現象はタンパク質の精製と回収に古くから活用されてきた。一旦不
溶化すると、多くの場合、それらのタンパク質は、得られた水性懸濁液から簡単な重力濃
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縮又は吸引及び加圧濾過によって回収することができる。
単にアシル化タンパク質水溶液の pHを等電的近くに調節することによって脂肪酸アシル化
インスリン類を回収しようとする我々の試みでは、残念ながら、重力濃縮や吸引及び加圧
濾過などによる簡単な固 -液分離に抵抗するエマルジョン様組成物が生じた。したがって
、このようなアシル化インスリン種を粉末の形態で回収するには、新しいアプローチを発
見しなければならない。
本発明は、アシル化タンパク質（具体的には沈澱と濾過による上述のような単離及び回収
に抵抗する一定の脂肪酸アシル化インスリン類）を沈澱及び濾過によって流動性粉末とし
て回収する簡単な方法を提示する。したがって、本発明は、脂肪酸アシル化インスリン類
を水溶液から流動性粉末として回収する方法を提供する。具体的には、本発明は、比較的
大規模な生産技術に容易に適合させることができる粉末脂肪酸アシル化インスリンの回収
法を提供する。本発明は、この方法によって製造される粉末タンパク質にも関係する。

本明細書で使用するアミノ酸記号はすべて、 37C.F.R§ 1.822(B)(2)に記載されているよう
に、米国特許商標庁によって認められているものである。
本明細書で使用する「インスリン」及び「正常インスリン」という用語は、ヒトインスリ
ン、豚肉インスリン又は牛肉インスリンを意味する。インスリンは 3つの遊離アミノ基（ B
1 -フェニルアラニン、 A1 -グリシン及び B2 9 -リジン）を持つ。 A1位と B1位にある遊離アミ
ノ基はα -アミノ基である。 B2 9位の遊離アミノ基はε -アミノ基である。
本明細書で使用する場合、「プロインスリン」とは、適当に架橋された式：
B-C-A
［ Aはインスリンの A鎖又はその機能的誘導体をあらわす；
Bはインスリンの B鎖又はε -アミノ基を持つその機能的誘導体を表わす；
Cはプロインスリンの結合ペプチドを表わす］
のタンパク質をいう。プロインスリンは、ヒトイスリンの A鎖、ヒトインスリンの B鎖、及
び Cが天然の結合ペプチドであることが好ましい。プロインスリンが天然配列である場合
、プロインスリンは 3つの遊離アミノ基［フェニルアラニン (1)（α -アミノ基）、リジン (
29)（ε -アミノ基）及びリジン (64)（ε -アミノ基）］を持つ。
本明細書で使用する場合、「インスリン類縁体」とは、インスリン活性を示す式：
A-B
［ Aはインスリンの A鎖又はインスリン A鎖の機能的誘導体を表わす；
Bはインスリンの B鎖又はε -アミノ基を持つインスリン B鎖の機能的誘導体を表わす；
A又は Bのうち少なくとも 1つは、天然配列とは異なるアミノ酸を含むものとする］
の適当に架橋されたタンパク質をいう。
好ましいインスリン類縁体には、次に挙げるものが含まれる。
B2 8位のアミノ酸残基が Asp、 Lys、 Leu、 Val、又は Alaである；
B2 9位のアミノ酸残基が Lys又は Proである；
B1 0位のアミノ酸残基が His又は Aspである；
B1位のアミノ酸残基が Phe又は Aspであるか、このアミノ酸残基が単独で又は B2位の残基と
共に欠失している；
B3 0位のアミノ酸残基が Thr又は Alaであるか、欠失している；
B9位のアミノ酸残基が Ser又は Aspである；
ただし、 B2 8位又は B2 9位のいずれかは Lysであるものとする。
当業者に知られている標準的な生化学用語で述べると、好ましいインスリン類縁体は、 Ly
sB 2 8 ProB 2 9 -ヒトインスリン（ B2 8が Lys； B2 9が Proである）； AspB 2 8ヒトインスリン（ B2 8

が Aspである）； AspB 1 -ヒトインスリン、 ArgB 3 1  B 3 2 -ヒトインスリン、 AspB 1 0 -ヒトイン
スリン、 ArgA 0 -ヒトインスリン、 AspB 1 ,GluB 1 3 -ヒトインスリン、 AlaB 2 6 -ヒトインスリン
、及び GlyA 2 1 -ヒトインスリンである。
「アシル化」とは、タンパク質の遊離アミノ基に共有結合した 1又はそれ以上のアシル基
の導入を意味する。
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「脂肪酸」とは、飽和又は不飽和 C6 -C1 2脂肪酸を意味する。活性脂肪酸エステルとは、
, :494-499(1972)及び Lapidotら , , :142-145(

1967)（これらは参考文献として本明細書の一部を構成する）に記述されているような一
般的技術を用いて活性化されている脂肪酸を意味する。好ましい脂肪酸は飽和脂肪酸であ
り、ミリスチン酸（ C1 4）、ペンタデシル酸（ C1 5）、パルミチン酸（ C1 6）、ヘプタデシ
ル酸（ C1 7）及びステアリン酸（ C1 8）が含まれる。脂肪酸はパルミチン酸であることがよ
り好ましい。活性脂肪酸エステルとしては、ヒドロキシベンゾトリアジド（ HOBT）、 N-ヒ
ドロキシスクシンイミド及びそれらの誘導体などといった試薬の誘導体が挙げられる。好
ましい活性エステルは N-スクシンイミジルパルミテートである。
「架橋」とは、システイン残基間のジスルフィド結合の形成を意味する。適当に架橋され
たプロインスリン、インスリン又はインスリン類縁体は、 3つのジスルフィド橋を含有す
る。第 1のジスルフィド橋は、 A鎖の 6位と 11位にあるシステイン残基間に形成される第 2の
ジスルフィド橋は、 A鎖の 7位にあるシステイン残基を B鎖の 7位にあるシステインに連結す
る。第 3のジスルフィド結合は、 A鎖の 20位にあるシステインを B鎖の 19位にあるシステイ
ンに連結する。
「沈澱」とは、容易に濾過できる粒子を液体中に生成させる操作をいい、安定な懸濁液及
び /又はエマルジョン様二相混合物の形成をもたらす溶液中の溶質の溶解性の単なる変化
とは区別される。濾過できる粒子そのものは「沈澱物」という。
「容易に濾過できる」という表現及びこれに類する表現は、固 -液混合物又はスラリーの
粒子がデッドエンド（行き止まり； dead-end）濾過操作及び同様の技術によって単離され
て、取扱い可能な濾過ケーク（すなわち、そのケークの（スラリーとしてではなく）固体
としての取扱いの妨げとならない残存水分含量を持つ物質）を与えうる状態をいう。「デ
ッドエンド（ dead-end）」濾過は、スラリーを注入し、濾液をフィルター面に対して実質
上垂直に通すものであり、主要な液体流がフィルター媒体の表面に対して平行である「横
流（ crossflow）」又は「接線流（ tangential-flow）」濾過と対比すべきものである。重
要な点は、本発明の方法が、デッドエンド濾過及び同様の技術によって 51/m2 /時間（ LMH
）を超える平均（ average）又は中間（ mean）濾過速度（多くの場合 20LMH以上の平均又は
中間濾過速度；ケークが固体として取扱えるようになった時を濾過の終点とする）で単離
することができるアシル化タンパク質のスラリーを生産するということである。商業的な
生産規模で行なう操作の経済性には、このような濾過速度が不可欠である。
「水性（水溶液）」という用語は、補助溶媒系と水のみを溶媒として使用する場合とを包
含する。
本発明は、アシル化タンパク質（具体的には等電沈澱によるアシル化タンパク質の水溶液
からの単離及び回収に抵抗するアシル化タンパク質）を水性混合物から粉末として回収す
る方法に関する。この方法は、アシル化タンパク質の水溶液を溶液中のそのタンパク質が
不溶性になる pHに調節すること、及び該 pHで濾過可能な粒子状の当該タンパク質の沈澱を
引き起こすに足るアルコールを、そのタンパク質の水性混合物に添加することからなる。
もう 1つの側面として、本発明は、粉末アシル化タンパク質、特に等電沈澱による水溶液
からの単離に抵抗するアシル化タンパク質に関する。具体的に述べると、本発明は、アシ
ル化インスリンタンパク質の水溶液を、該水溶液中のそのタンパク質を不溶性にする pHに
調節し、該 pHで濾過可能な粒子状の当該タンパク質の沈澱を引き起こすに足るアルコール
を、そのタンパク質水溶液に添加することによって製造される、粉末状の脂肪酸アシル化
プロインスリン、脂肪酸アシル化インスリン又は脂肪酸アシル化インスリン類縁体に関す
る。その後、濾過及び乾燥によって、そのタンパク質を無亜鉛粉末アシル化タンパク質と
して回収することができる。本発明の方法を用いて粉末の形態で製造される好ましいアシ
ル化タンパク質としては、 N-パルミトイル LysB 2 9ヒトインスリン及び B28-Nε -パルミトイ
ル -LysB 2 8 ProB 2 9 -ヒトインスリン（ B28がアシル化 Lysであり、 B29が Proである）が挙げら
れる。
本発明の主な焦点であるアシル化タンパク質の製造に使用されるプロインスリン、インス
リン及びインスリン類縁体は、よく知られる種々のペプチド合成法（古典的（溶液）法、
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固相法、半合成法、最近の組換え DNA法を含む）のいずれでも製造できる。例えば、 Chanc
eらの米国特許出願番号 07/388,201、 EPO公開番号 383 472、 Brangeらの EPO 214 826、及び
Belagajeらの米国特許 5,304,473は、種々のプロインスリン及びインスリン類縁体の製造
を開示しており、これらは参考文献として本明細書の一部を構成する。本発明のインスリ
ン類縁体の A鎖及び B鎖は、プロインスリン様前駆体分子を経て組換え DNA技術で製造する
こともできる。 Frankら , Peptides: Synthesis-Structure-Function, 

, D. Rich及び E. Gross編 (1981)（これは参考文献として本明細書の一部を
構成する）を参照のこと。
一般に、プロインスリン、インスリン及びインスリン類縁体は、それらを活性脂肪酸誘導
体（活性脂肪酸エステルなど）と反応させることによってアシル化される。脂肪酸による
正常インスリンのアシル化は、日本国特許出願 1-254,699に開示されている。 Hashimotoら
, , 6:171-176(1989)をも参照のこと。これらの開示は参考文献
として本明細書の一部を構成する。
アシル化は、極性溶媒中、塩基性条件（すなわち 9.0以上、好ましくは約 10.5）で行なう
ことが好ましい。この反応は、 10.75又はそれ以上の水性 pKaを持つ塩基を用いて、完全な
有機極性溶媒中でも行なうことができるが、我々はむしろ混合有機 -水性溶媒を反応媒体
として選択する。好ましい塩基はテトラメチルグアニジン、ジイソプロピルエチルアミン
又は水酸化テトラブチルアンモニウムである。特に好適な溶媒の一つは、アセトニトリル
と水（アセトニトリル含量約 50％）だった。その他の極性溶媒としては、ジメチルスルホ
キシド、ジメチルホルムアミドなどが挙げられる。補助溶媒系には、アセトンと水、イソ
プロピルアルコールと水、及びエタノールと水も含まれる。この反応の実施に適した時間
と温度条件はそれほど厳密でなくてもよい。一般的には、 0～ 40℃の温度と 15分～ 24時間
の反応時間が適当なはずである。このような脂肪酸アシル化インスリン類を製造するため
の特に好ましい方法は、 1994年 11月 17日に出願された同時係属米国出願番号 08/341231（
これは参考文献として本明細書の一部を構成する）に記述されている。
反応が完了したら、アシル化タンパク質を含むその反応混合物を通例、水で希釈し、酸を
添加してアルカリ性を中和する。この酸は水溶液としてアシル化タンパク質に供給され、
溶液の pHをそのタンパク質の等電点未満に下げる機能を果たす。通常、この時点で、タン
パク質はさらなる処理に適した緩衝水溶液状態にある。具体的には、標準的なクロマトグ
ラフィー法（逆相クロマトグラフィー又は疎水クロマトグラフィーなど）、横流（ crossf
low）濾過による濃縮、限外濾過による溶媒交換などが、この処理に含まれる。アシル化
プロインスリン、アシル化インスリン及びアシル化インスリン類縁体、特に N-パルミトイ
ル LysB 2 9ヒトインスリンと B28-Nε -パルミトイル LysB 2 8 ProB 2 9ヒトインスリンについては
、通常、必要なだけ酸を用いて、 pHを約 3.0未満（好ましくは約 1.5～ 2.5）に調節すべき
である。好適な酸としては、 HCl、酢酸、グリシン、特にクエン酸が挙げられる。 50mM濃
度のクエン酸の使用が好適であることがわかった。必要であれば、望ましい範囲内に pHを
維持するために、水酸化ナトリウムような塩基で pHを再調節してもよい。
この時点で、単離された（好ましくは精製された）アシル化タンパク質（具体的には脂肪
酸アシル化プロインスリン、脂肪酸アシル化インスリン又は脂肪酸アシル化インスリン類
縁体）の水溶液を、本発明に従って処理することにより、可溶性タンパク質を粉末として
回収することができる。本発明に従い、可溶性タンパク質を不溶性にするに足る量の塩基
（好ましくは水酸化ナトリウムなどの水溶性塩基）を添加することにより、タンパク質水
溶液の pHを調節する。これは、溶液の pHをそのアシル化タンパク質の等電点（等電点 pHと
もいう）近くに調節することによって達成される。脂肪酸アシル化プロインスリン、脂肪
酸アシル化インスリン及び脂肪酸アシル化インスリン類縁体（特に N-パルミトイル LysB 2 9

ヒトインスリン）の場合は、約 4.0～ 6.0の範囲（好ましくは約 4.5～ 5.5の範囲内）に pHを
調節することが好ましいことがわかった。この pHでは、アシル化タンパク質上の正味の電
荷が最小となり、そのタンパク質の溶解性が最低となっているはずである。 pHの調節中は
、完全に混合されるように溶液を攪拌すべきである。
本発明の方法に特に馴染むアシル化タンパク質の水溶液は、 pHをその等電点 pH付近に調節
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した時にエマルジョン様組成物を形成する。この状態は、大規模処理に適したデッドエン
ド濾過などの固 /液分離技術によるタンパク質の単離を妨げる。本発明の重要な特徴は、
容易に濾過できるアシル化タンパク質沈澱物の形成を助長するために、水性タンパク質混
合物にアルコール（特にエタノール）を添加することに関係する。
溶液 pHの調節とアルコール添加の順番は重要でない。アルコールは、タンパク質を不溶化
して最終的に沈澱を形成させるのに必要な pH調節に先立ってタンパク質溶液に加えること
もできるし、タンパク質溶液の pH調節後に添加することもできる。
出願人は、容易に濾過できる沈澱物を得るためにアシル化タンパク質に加えなければなら
ないアルコール量が狭い範囲内にあることを発見した。具体的に述べると、出願人は、脂
肪酸アシル化インスリン（具体的には N-パルミトイル LysB 2 9ヒトインスリン）について、
狭い範囲のアルコール（具体的にはエタノール）量を添加して、水性タンパク質懸濁液又
はスラリー中の最終アルコール濃度を約 20%以上約 35%以下（好ましくは約 25%～ 30%）にし
た場合にのみ、望ましい結果（つまり容易に濾過できる沈澱物の生成）が得られることを
発見した。エタノールは明らかに選り抜きのアルコールであるが、メタノールやイソプロ
パノールなどといった他のアルコールも一定の状況では好適な代用物となるはずである。
水性タンパク質にアルコールを加え過ぎると、十分な沈澱物生成レベルを得る妨げとなり
、アルコール量が不十分だと、アシル化タンパク質の pH調節時に生成するエマルジョン様
組成物が容易に濾過できるスラリー又は懸濁液に十分に変化しない。実際、望ましいレベ
ルより高いアルコールレベルでは、タンパク質が再溶解して、収量減少の一因となるだろ
う。他の脂肪酸アシル化タンパク質の沈澱と濾過を容易にするために必要なエタノールな
どのアルコール量の決定は、型通りの実験を用いて行なうことができる。
したがって本発明は、アシル化タンパク質（特に、他の方法では等電沈澱と濾過によるそ
のタンパク質水溶液からの単離及び回収に抵抗するもの）を流動性粉末として回収するに
は、次に挙げる条件の組み合わせを作らなければならないという認識に基づく：（ a）そ
のタンパク質の等電点 pH又はそれに近い pH、及び（ b）容易に濾過できる粒子の生成を促
進することによりそのタンパク質の沈澱及び濾過を助長するに足るアルコール濃度。上述
のように、 N-パルミトイル LysB 2 9ヒトインスリンの場合は、スラリーの約 20～ 35容量 %（
好ましくは 25～ 30容量 %）のエタノール濃度が、容易に濾過できる粒子の形態にあるタン
パク質の沈澱を助長するのに特に適していることがわかった。
必要なアルコール（例えばエタノール）濃度を持ち、そのアシル化タンパク質の等電点 pH
を示す水性タンパク質混合物を調製する方法は、決定的な問題ではない。例えば、そのよ
うな混合物は、必要以上のアルコール濃度を持つ pH調節済みのタンパク質水溶液を水で希
釈することによって得ることができる。すなわち、 N-パルミトイル LysB 2 9ヒトインスリン
の場合は、 35容量 %を超えるエタノール濃度（すなわち 40～ 45%エタノール）を、望ましい
範囲のアルコール濃度に希釈することによって、これを得ることができる。沈澱物の生成
を促進するため、アルコール濃度と pHの両方を望ましい範囲内にする時に、組成物を穏や
かに攪拌（混合）することが好ましい。
本発明に従って処理する前の溶液中のアシル化タンパク質濃度も決定的な問題ではない。
アシル化インスリン類の場合は、アシル化プロインスリン類及びアシル化インスリン類縁
体の場合をも含めて、一般に、少なくとも約 1mg/ml（好ましくは少なくとも約 5mg/ml）の
濃度を使用すべきである。 35～ 50mg/ml又はそれ以上の高濃度タンパク質を使用すれば、
より良好な濾過速度で処理できる沈澱タンパク質が得られるはずである。上述のように、
pH調節とアルコール添加の組み合わせ処理によって生産されるタンパク質スラリーは、少
なくとも約 5LMHの平均又は中間濾過速度を示すはずであり、好ましくは少なくとも約 15LM
Hの中間濾過速度を示す。驚くべきことに、 N-パルミトイル LysB 2 9ヒトインスリン溶液を
本発明に従って処理すると、約 20LMH以上の中間濾過速度が観測された。
厳密に重要なわけではないが、最良の結果を得るには、濾過中の温度を 20℃～ 30℃の範囲
に維持する。しかし、 0℃又はそれ以下の温度は望ましい高濾過速度での処理を妨害する
ので、濾過中はこれらの温度を避けるべきである。濾過は本質的に周囲温度で行なうこと
が好ましいが、事前の pH調節とエタノール添加段階は、そのスラリーの凍結点以上の任意
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の温度で行なうことができる。
この時点で、水性タンパク質組成物は、濾過によって沈澱タンパク質を単離する準備がで
きている。場合によっては、濾過装置に対する液圧負荷を最小限にするために、濾過前に
、その水性タンパク質組成物又はスラリーの重力濃縮又は沈降を行なうことが有利だろう
。かなり大規模な処理（例えば約 0.5kg以上の生産バッチ）には水性タンパク質組成物の
遠心分離濾過が有利だろうが、本発明の一般的な実施では、吸引又は加圧濾過を含む任意
の液 /固分離手段を使用して、沈澱タンパク質を回収することができる。小規模（例えば
約 0.3～ 0.5kg未満のバッチサイズ）の場合は、多孔性フリット濾過面を持つ濾過装置を用
いた加圧濾過の使用が有利である。公称ポアサイズ約 5.0μ mの多孔性フリットによる濾過
が極めて有効であることがわかった。スラリーを濾過するために使用する装置は厳密に重
要なわけではなく、医薬組成物の製造に適合する既知の様々な濾過システムはいずれも使
用することができる。
濾過後、濾過ケークを回収し、一般的には減圧留去によって、それを乾燥する。本発明の
一般的な実施では、単離したタンパク質にとって有害でない限り、固体の濃厚ペーストを
乾燥するための任意の方法を使用できる。濾過ケークを回収する方法と濾過ケークを乾燥
する他の方法は、当業者には明らかなはずで、決定的な問題ではない。
本発明のアシル化インスリン粉末は、インスリン療法に使用される医薬組成物を製造する
ため（すなわち、それを必要とする患者（つまり高血糖症の患者）に投与するため）のバ
ルク薬物（ BDS）として有用である。そのような医薬組成物は、上記粉末の有効量を 1又は
それ以上の医薬的に許容できる賦形剤又は担体と共に含有する。これらの用途には、約 10
0単位 /mL程度の有効量のアシル化インスリン粉末を含むように、医薬組成物を製剤化する
ことができる。これらの組成物は一般的には（必ずしもそうではないが）非経口性であり
、当技術分野でよく知られる従来の非経口製品用賦形剤又は担体を用いて、種々の技術の
いずれでも製造することができる。例えば、 （第 1
7版 , Mack Publishing Company, 米国ペンシルバニア州イーストン , 1985）を参照のこと
（この刊行物は参考文献として本明細書の一部を構成する）。例えば、非経口投与剤は、
望ましい量のタンパク質粉末を注射に適した非毒性液体担体（水性媒体など）に懸濁又は
溶解し、その懸濁液又は溶液を滅菌することによって調製できる。別法として、測定した
量の粉末をバイアルに入れ、そのバイアルと内容物を滅菌し、密閉してもよい。投与前に
混合するために、バイアル又は賦形剤を添付してもよい。
非経口投与用の医薬組成物には、水及び水混和性有機溶媒（グリセリンなど）、ごま油、
ピーナツオイル、プロピレングリコール水溶液、 N,N-ジメチルホルムアミドなどの希釈剤
、賦形剤及び担体を使用する。そのような医薬組成物の例としては、医薬的に許容できる
緩衝剤で緩衝化することができ、発熱原を含まない、粉末の滅菌等張塩水溶液が挙げられ
る。また、非経口用医薬製剤は、メタクレゾールなどの保存剤、水酸化ナトリウムや塩酸
などの最終製品の pHを調節するための試薬、及び亜鉛塩などの安定化剤を含んでもよい。
以下、本発明を例示し、説明するために実施例を記載する。 N-パルミトイル LysB 2 9ヒトイ
ンスリンの粉末としての回収を参照して本発明を例示するが、本発明の範囲はこの実施例
に限定されないと考えるべきである。特に明記しない限り、割合と百分率はすべて重量に
基づき、温度はすべて摂氏温度で表わす。

脂肪酸アシル化生合成ヒトインスリン（ N-パルミトイル LysB 2 9ヒトインスリン）の水溶液
（ 8.81）（タンパク質濃度 50mg/ml、 pH2.6）を 2～ 8℃で 530mlの 10%水酸化ナトリウムで処
理することにより、 pHを 5.7に上げる。この pH調節済み溶液を攪拌して十分に混合した後
、 pH調節済み溶液 1リットルにつき 0.46リットル（総体積 131にする量）の無水エタノール
を穏やかに攪拌しながら加えることにより、アシル化インスリンの沈澱を助長した。その
アシル化タンパク質スラリーを、公称ポアサイズ 5.0μのステンレス鋼フリットを持つ加
圧フィルターで脱水した。観測された中間濾過速度は約 25LMHだった。濾液を捨てた。次
に、濾過ケークを 30容量 %エタノールを含む水溶液で洗浄し、洗浄した濾過ケークをフィ
ルターから回収して、減圧下で乾燥することにより、無亜鉛粉末を得た。この粉末は、優
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れた貯蔵安定性を持つため、医薬用バルク薬物として好適であることがわかった。実質上
すべてのタンパク質が濾過ケーク中に回収され、濾液にはほどんと失われなかった。
上述の明細書では、本発明の原理、好ましい態様及び実施法を、主として脂肪酸アシル化
プロインスリン、インスリン及びインスリン類縁体（具体的には N-パルミトイル LysB 2 9）
に関して詳細に説明した。しかし、これらの記述は限定ではなく、例示であると見なすべ
きであるから、本願が保護を求める発明は開示した特定の形態に限られないと解釈すべき
である。当業者は、以下の請求の範囲に規定する本発明の思想から逸脱することなく、修
正や変更を施すことができる。
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