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(57)【要約】
　本発明は、少なくとも約１０ｍｇ／ｍＬの濃度の抗体
タンパク質と、エチレンイミンのオリゴマー（該オリゴ
マーにおけるエチレンイミンの繰り返し単位の数（ｎ）
はｎ＝２～１２の範囲である）とを含有する水性組成物
を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも約10mg/mLの濃度の抗体タンパク質及びエチレンイミンのオリゴマーを含有
する水溶液であって、オリゴマーにおけるエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)が2～12
の範囲である、水溶液。
【請求項２】
　エチレンイミンのオリゴマーを水溶液に添加する工程を含む、水溶液における抗体タン
パク質の凝集速度を低下させる方法であって、抗体タンパク質の濃度が少なくとも約10mg
/mLであり、オリゴマーにおけるエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)がn=2～12の範囲
である、方法。
【請求項３】
　n=3～11である、請求項１に記載の水溶液又は請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　n=6～8である請求項３に記載の水溶液又は方法。
【請求項５】
　n=2～6、例えば3～5である請求項４に記載の水溶液又は方法。
【請求項６】
　エチレンイミンのオリゴマーが、ポリエチレングリコール(例えばPEG及びmPEG)、ポリ
プロピレングリコール(PPG)及びポリ-アミノ酸からなる群より選択される一以上のポリマ
ーで誘導体化される、請求項１～５のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項７】
　エチレンイミンのオリゴマーが一以上のコポリマーで誘導体化される、水溶液又は方法
であって、該コポリマーが、ポリエチレングリコール(例えばPEG及びmPEG)、ポリプロピ
レングリコール(PPG)及びポリ-アミノ酸からなる群より選択されるポリマー(及びそれら
の関連するモノマー)からなる、請求項１～６のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項８】
　エチレンイミンのオリゴマーが一以上のPEG又はmPEGで誘導体化される、請求項１～５
のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項９】
　エチレンイミンのオリゴマーが任意の架橋基を介して誘導体化され、該架橋基がカルボ
ニル、アミド、カルバメート、尿素及びアルキレンからなる群より選択される、請求項６
～８のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項１０】
　エチレンイミンのオリゴマーが、ジエチレントリアミン、トリエチレンテトラミン、テ
トラエチレンペンタミン及びペンタエチレンヘキサミンからなる群より選択される、請求
項１に記載の水溶液又は請求項２に記載の方法。
【請求項１１】
　エチレンイミンのオリゴマーが、-C1-C6アルキル、-(C2-C6アルキル)-OH及び-(C1-C6ア
ルキル)-O-(C2-C6アルキル)からなる群より選択される不活性キャッピング基(inert capp
ing group)でキャップされる、請求項１～１０のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項１２】
　エチレンイミンのオリゴマーが、式III：
　　　X-Y1-[CH2CH2NH]n-R
　　　式III
（式中、n=2～12；Xはポリエチレングリコール(例えばPEG-O-及びmPEG-O-)、ポリプロピ
レングリコール(PPG-O-)及びポリ-アミノ酸からなる群より選択される；Y1は任意に-(C0-
C6)アルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-OC(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-NHC(O)NH-及び
-(CH2)mK-からなる群より選択され、ここで、m=3～10であり、KはO又はNHを表す；並びに
RはHであるか又は-C1-C6アルキル、-(C2-C6アルキル)-OH及び-(C2-C6アルキル)-O-(C1-C6
アルキル)からなる群より選択される不活性キャッピング基である）
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である、請求項１又は２に記載の水溶液又は方法。
【請求項１３】
　ポリ-アミノ酸が、ポリグリシン、ポリアラニン、ポリバリン、ポリロイシン、ポリイ
ソロイシン及びポリフェニルアラニンからなる群より選択される、請求項１～７又は９～
１２のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項１４】
　n=2～12、XはPEG-O-又はmPEG-O-である；Y1は非存在である、及びRは-H又は-CH2CH2OH
である、請求項１２に記載の水溶液又は方法。
【請求項１５】
　n=2～12；XはmPEG-O-である；Yは存在し、かつ-(C0-C6)アルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)
アルキル-OC(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-NHC(O)NH-及び-(CH2)mK-からなる群より選択さ
れ、ここで、m=3～10であり、KはO又はNHを表す；並びにRは-Hである、請求項１５に記載
の水溶液又は方法。
【請求項１６】
　n=4～8；XはmPEG-O-である；Yは-(C0-C6)アルキル-C(O)-NH-である、及びRは-Hである
、請求項１５に記載の水溶液又は方法。
【請求項１７】
　KがNHである、請求項１２～１６のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項１８】
　エチレンイミンのオリゴマーの塩基性窒素中心(basic nitrogen centre)の少なくとも9
5%がプロトン化される、請求項１～１７のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項１９】
　エチレンイミンのオリゴマーが約0.2mg/mL～約5mg/mLの濃度で存在する、請求項１～１
８のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項２０】
　抗体タンパク質が治療剤である、請求項１～１９のいずれか１項に記載の水溶液又は方
法。
【請求項２１】
　抗体タンパク質が、抗体、抗体フラグメント、活性部分と複合体化した抗体、一以上の
抗体フラグメントを含む融合タンパク質、又は上述のいずれかの誘導体である、請求項１
～２０のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項２２】
　抗体タンパク質がモノクローナル抗体である、請求項２１に記載の水溶液又は方法。
【請求項２３】
　モノクローナル抗体が、マウス抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請
求項２２に記載の水溶液又は方法。
【請求項２４】
　モノクローナル抗体がトラスツズマブ又はリツキシマブである、請求項２２に記載の水
溶液又は方法。
【請求項２５】
　モノクローナル抗体がインフリキシマブである、請求項２２に記載の水溶液又は方法。
【請求項２６】
　抗体タンパク質が、一以上の免疫グロブリンFcフラグメントに融合した活性タンパク質
ドメインを含む融合タンパク質である、請求項２１に記載の水溶液又は方法。
【請求項２７】
　抗体タンパク質がエタネルセプト、アバタセプト又はベラタセプトである、請求項２６
に記載の水溶液又は方法。
【請求項２８】
　誘導体が、一以上の抗体又は抗体フラグメントと、化学的に不活性なポリマーとを含む
複合体化した誘導体である、請求項２１に記載の水溶液又は方法。
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【請求項２９】
　複合体化した誘導体がセルトリズマブペゴールである、請求項２８に記載の水溶液又は
方法。
【請求項３０】
　抗体タンパク質の濃度が約25mg/mL～約300mg/mLである、請求項１～２９のいずれか１
項に記載の水溶液又は方法。
【請求項３１】
　抗体タンパク質の濃度が50mg/mLよりも高い、請求項１～３０のいずれか１項に記載の
水溶液又は方法。
【請求項３２】
　エチレンイミンのオリゴマーに対する抗体タンパク質の重量比(wt/wt)が約50～約100で
ある、請求項１～３１のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項３３】
　エチレンイミンのオリゴマーに対する抗体タンパク質の重量比(wt/wt)が約100～約200
である、請求項３２に記載の水溶液又は方法。
【請求項３４】
　請求項１～３３のいずれか１項に記載の水溶液を被験体に投与する工程を含む、抗体タ
ンパク質の投与を必要とする被験体に抗体タンパク質を投与する方法。
【請求項３５】
　溶液が、皮下注射若しくは筋肉注射によって、又は静脈注射若しくは輸液によって投与
される、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　投与される溶液の全体積が約2mL以下である、請求項３４又は３５に記載の方法。
【請求項３７】
　抗体タンパク質のpIが溶液のpHよりも高い、請求項１～３６のいずれか１項に記載の水
溶液又は方法。
【請求項３８】
　抗体溶液のpIが溶液のpHよりも少なくとも0.5単位高い、請求項３７に記載の水溶液又
は方法。
【請求項３９】
　抗体タンパク質のpIが少なくとも7である、請求項１～３８のいずれか１項に記載の水
溶液又は方法。
【請求項４０】
　抗体タンパク質のpIが7～10の範囲である、請求項３９に記載の水溶液又は方法。
【請求項４１】
　水溶液が等張である、請求項１～４０のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項４２】
　水溶液が、非荷電性張度調節剤(uncharged tonicity modifier)を含有する、請求項１
～４１のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項４３】
　水溶液が荷電性張度調節剤(charged tonicity modifier)を含有する、請求項１～４１
のいずれか１項に記載の水溶液又は方法。
【請求項４４】
　式V：
　X-Y1-[CH2CH2NH]n-R
　　　式V
（式中、n=2～6；Xはポリエチレングリコール(例えば、PEG-O-及びmPEG-O-)、ポリプロピ
レングリコール(PPG-O-)、及びポリ-アミノ酸からなる群より選択される；Y1は-(C2-C6)
アルキル-C(O)-NH-及び(CH2)mKからなる群より選択され、ここでm=3～10でありKはNHを表
す；並びにRはH又は-C1-C6アルキル、-(C2-C6アルキル)-OH及び-(C2-C6アルキル)-O-(C1-
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C6アルキルからなる群より選択される不活性キャッピング基である）
の化合物。
【請求項４５】
　nが3～5である、請求項４４に記載の化合物。
【請求項４６】
　Xは500Da～5000DaのMWを有し、かつポリエチレングリコール(例えばPEG-O-及びmPEG-O-
)又はポリプロピレングリコール(PPG-O-)である、請求項４４又は４５に記載の化合物。
【請求項４７】
　Y1が-(C2-C6)アルキル-C(O)-NH-である、請求項４４～４６のいずれか１項に記載の化
合物。
【請求項４８】
　Y1が(CH2)mKである；m=3又は4及びKはNHを表す、請求項４４～４６のいずれか１項に記
載の化合物。
【請求項４９】
　RがHである請求項４４～４８のいずれか１項に記載の化合物。
【請求項５０】
　Rが-(C2-C4アルキル)-OHである請求項４４～４８のいずれか１項に記載の化合物。
【請求項５１】
　mPEG 吉草酸アミドペンタエチレンヘキサミン、mPEG 吉草酸アミドテトラエチレンペン
タミン、mPEG 吉草酸アミドトリエチレンテトラミン、mPEG プロピルトリエチレンテトラ
ミンエタノール及びmPEG プロピルペンタエチレンヘキサミンエタノールから選択される
請求項４４に記載の化合物。
【請求項５２】
　エチレンイミンのオリゴマーが請求項４４～５１のいずれか１項に記載の化合物である
、請求項１に記載の水溶液。
【請求項５３】
　請求項１～３３、３７～４３又は５２のいずれか１項に記載の水溶液を含有する、パッ
ケージ化された医薬組成物を必要とする被験体への投与に適した、パッケージ化された医
薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の背景
　様々な化学的プロセス、例えば酸化、脱アミノ化及びアスパラギン酸塩の異性化は、治
療用タンパク質、例えば抗体の重大な品質特性に影響を及ぼすことがあるが、タンパク質
の凝集は、おそらくはタンパク質の安定性に影響を与える最も一般的なプロセスである。
典型的には凝集は悪化し、高濃度、例えば10mg/ml以上で水溶液中に製剤化されたタンパ
ク質の重要な分解経路である。貯蔵の間、凝集によって、製剤中に許容できない程度の高
レベル高分子量種(HMWS)が生じ得るか、又はより大きな不溶性凝集体(粒子状物質)の形成
が生じ得る。このような汚染した製剤は米国食品医薬品局及び他の医薬の規制当局によっ
て定められた仕様の範囲には入らないだろう。
【０００２】
　タンパク質組成物の種々のパラメータを最適化することによって、タンパク質の凝集を
ある程度コントロールすることができる。例えば、凝集速度をコントロールする方法は、
pHの最適化、金属イオンのキレート剤の添加、又は界面活性剤の添加を含み得る。
【０００３】
　その組成物のイオン強度も、水性タンパク質組成物における凝集速度に影響を与え得る
。それゆえに、治療用タンパク質についての従来の製剤開発は、典型的には非荷電性化学
種、例えば糖類、又は荷電性化学種、例えば無機塩若しくは有機塩から選択し得る張度調
節剤(tonicity modifier)のスクリーニングを含む。より低いイオン強度の組成物におい
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て凝集速度がより遅い場合、非荷電性張度調節剤(uncharged tonicity modifier)が一般
的に好ましく、それに対してより高いイオン強度の組成物において凝集速度がより遅い場
合、荷電性張度調節剤(charged tonicity modifier)が好ましい。通常、治療用途のため
の水性タンパク質組成物中で使用される荷電性張度調節剤は塩化ナトリウムを含む。典型
的な非荷電性張度調節剤としては、ショ糖、トレハロース、グリセロール及びマンニトー
ルが挙げられる。
【０００４】
　タンパク質の凝集は、多数の異なるメカニズムを伴った極めて複雑なプロセスである。
しかしながら、二種類の主要な非共有性の相互作用：(1)タンパク質分子の非極性部分間
の疎水性相互作用、及び(2)タンパク質分子の荷電領域間の電荷-電荷相互作用がタンパク
質を凝集させるものと考えられている。より低いイオン強度の組成物よりも、より高いイ
オン強度の組成物における凝集速度がより遅いケースにおいては、凝集の主な原因はタン
パク質分子間の電荷-電荷相互作用によるものであると考えられている。
【０００５】
　しかしながら、タンパク質の凝集を制御し得る溶液及び組成物が治療用途に有用な場合
、該溶液及び組成物は、好ましい毒性プロフィールを発揮することも決定的に重要である
。従って、タンパク質の凝集速度を低下させるために使用され得る任意の添加剤は、それ
ら自体が好ましい毒性プロフィールを有しているはずである。
【０００６】
　このように、好ましい毒性プロフィールを有し、それゆえに治療用途に適した、安定で
高濃度のタンパク質溶液、特に高濃度の抗体溶液を調製するための改善された方法につい
てのニーズがある。
【０００７】
　US 2007/0036866 (Kissel et al.)には、PEI残基及びPEG残基を含有するカチオン性ブ
ロックポリマーが記載されている。
【発明の概要】
【０００８】
発明の概要
　本発明は抗体タンパク質の凝集、とりわけ高濃度の抗体タンパク質の凝集という課題に
取り組む。本発明はさらに、好ましい毒性プロフィールを発揮し、治療用途に適する濃縮
された抗体溶液を提供するという課題に取り組む。本発明の応用によって、好ましい毒性
プロフィールを発揮し、それゆえに治療への応用において有用となり得る組成物が提供さ
れるのと同時に、水性抗体タンパク質組成物における凝集速度を顕著に低下させることが
期待される。本発明はさらに、好ましい毒性プロフィールを発揮する抗体タンパク質の治
療上有用な組成物を提供するのと同時に、抗体タンパク質の自己会合及び水性組成物にお
ける抗体タンパク質の自己会合、とりわけ高濃度の抗体タンパク質の自己会合という課題
に取り組む。
【０００９】
　一つの態様において、本発明は少なくとも約10mg/mLの濃度の抗体タンパク質及びエチ
レンイミンのオリゴマーを含有する水溶液に関するものであり、ここで、該オリゴマーに
おけるエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)は2～12の範囲内である。
【００１０】
　一つの態様において、本発明は少なくとも約10mg/mLの濃度の水溶液における抗体タン
パク質の凝集速度を低減する方法を提供する。本方法は、n=2～12であるエチレンイミン
のオリゴマーを溶液に添加する工程を含む。
【００１１】
　一つの態様において、本発明は少なくとも約10mg/mLの抗体濃度の水性抗体タンパク質
溶液の、貯蔵中の粘度の上昇速度を低減する方法を提供し得る。本方法は、n=2～12のエ
チレンイミンのオリゴマーを溶液に添加する工程を含む。
【００１２】
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　一つの態様において、本発明は、貯蔵中の低分子量種の形成によって検出される場合に
、少なくとも約10mg/mLの濃度の水溶液中での抗体タンパク質の望ましくない断片化の速
度を低減する方法を提供し得る。とりわけ、かかる望ましくない断片化は、一以上の抗体
フラグメントを含む融合タンパク質で生じ得る。本方法は、n=2～12であるエチレンイミ
ンのオリゴマーを溶液に添加する工程を含む。
【００１３】
　本明細書で開示される特定のエチレンイミンのオリゴマーは新規であり、それゆえに、
本発明の一つの局面として特許請求される。従って、本発明は、本発明の溶液、組成物及
び方法において有用であり、以下により詳細に記載される式(V)：
　　　X-Y1-[CH2CH2NH]n-R
　　　式V
の化合物も提供する。
【００１４】
　本明細書に記載される態様の溶液及び組成物は、好ましい毒性プロフィールを実証する
ことが期待され、そしてそれゆえに、治療用途に適している。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１Ａ】図１Ａは、PEG化エチレンイミンのオリゴマー及び非-PEG化エチレンイミンの
オリゴマー及び5k mPEGの、40℃のリツキシマブの製剤の凝集速度に対する効果を示す。
【図１Ｂ】図１Ｂは、PEG化エチレンイミンのオリゴマー及び非-PEG化エチレンイミンの
オリゴマー及び5k mPEGの、40℃のリツキシマブの製剤の凝集速度に対する効果を示す。
【図１Ｃ】図１Ｃは、PEG化エチレンイミンのオリゴマー及び非-PEG化エチレンイミンの
オリゴマー及び5k mPEGの、40℃のリツキシマブの製剤の凝集速度に対する効果を示す。
【図１Ｄ】図１Ｄは、PEG化エチレンイミンのオリゴマー及び非-PEG化エチレンイミンの
オリゴマー及び5k mPEGの、40℃のリツキシマブの製剤の凝集速度に対する効果を示す。
【図１Ｅ】図１Ｅは、PEG化エチレンイミンのオリゴマー及び非-PEG化エチレンイミンの
オリゴマー及び5k mPEGの、40℃のリツキシマブの製剤の凝集速度に対する効果を示す。
【図１Ｆ】図１Ｆは、PEG化エチレンイミンのオリゴマー及び非-PEG化エチレンイミンの
オリゴマー及び5k mPEGの、40℃のリツキシマブの製剤の凝集速度に対する効果を示す。
【図２】図２は、PEIのサイズのHEK 293及びVero細胞への細胞毒性に対する効果を示す。
【図３】図３は、エチレンイミンのオリゴマーのサイズのVero細胞の阻害に対する効果を
示す。各点近傍の数値は、テストされたオリゴマー又はポリマーの分子量(Da)を示す。
【図４】図４は、エチレンイミンのオリゴマーのサイズのMDCK細胞の阻害に対する効果を
示す。各点近傍の数値は、テストされたオリゴマーの分子量(Da)を示す。
【図５】図５は、ペンタエチレンヘキサミン及び2K mPEG吉草酸アミドペンタエチレンヘ
キサミン(化合物(1))のVero細胞の阻害に対する効果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
発明の詳細な説明
　本発明は、n=2～12であるエチレンイミンのオリゴマーが好ましい毒性プロフィールを
発揮することが期待されるのと同時に、それが高濃度の水性抗体溶液(即ち少なくとも約1
0mg/mLの濃度)を安定化させるという発見に関する。特に、本発明のエチレンイミンのオ
リゴマーは、より大きいホモログ(例えば600Daを超える分子量のポリエチレンイミン)よ
りもさらに好ましい毒性プロフィールを発揮することが期待される。
【００１７】
　この期待される好ましい毒性プロフィールのために、本発明は、治療用途の抗体タンパ
ク質の水性組成物に特に適用できる。
【００１８】
　高濃度の抗体タンパク質の水性製剤を安定化させるための現在の方法と比べると、特に
凝集及び可逆的自己会合の速度を低減させることに関して、本発明はいくつかの利点を提
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供する。例えば、試験的な製剤化の計画の際により少ない試行錯誤が要求される製剤開発
のためのより合理的なアプローチが、本発明によって可能となるはずである。次いで、こ
のことによって、貯蔵安定性及び低容量の皮下注射のための適合性という重要な性能要件
を満足させるような最適化された製剤へのルートを、加速させることができ、より低コス
トとすることができる。
【００１９】
　既知の方法と比較すると、本発明により示される安定性の利益及び期待される好ましい
毒性プロフィールによって、治療上重要な抗体タンパク質のより高濃度の水性製剤の使用
が可能となるはずである。
【００２０】
　本明細書で用いられているような、用語「抗体タンパク質」とは、抗体、抗体フラグメ
ント、活性部分と複合体化した抗体、一以上の抗体フラグメントを含む融合タンパク質、
例えば免疫グロブリンFcドメイン、又は上述のいずれかの誘導体のことを言う。誘導体の
例としては、複合体化した誘導体、例えば抗体又は別の部分と複合体化した抗体フラグメ
ントが挙げられる。このような部分としては、化学的に不活性なポリマー、例えばPEGが
挙げられる。好ましい抗体としては、モノクローナル抗体及びポリクローナル抗体、好ま
しくはモノクローナル抗体が挙げられる。モノクローナル抗体は、例えば哺乳類又は鳥類
の抗体、キメラ抗体、例えばヒト/マウスのキメラ又はヒト/霊長類のキメラ、ヒト化抗体
又は完全なヒト抗体であり得る。適切な抗体としては、免疫グロブリン、例えば、IgG1、
IgG2、IgG3又はIgG4等のIgG、IgM、IgA1又はIgA2等のIgA、IgD、IgE又はIgYが挙げられる
。適切な抗体としては、一本鎖抗体も挙げられる。さらには、Fc、Fab、Fab2、ScFvのフ
ラグメント等の抗体フラグメントも挙げられる。さらには、ナノボディ等の単一ドメイン
抗体も包含される。
【００２１】
　抗体タンパク質としては治療用抗体タンパク質が好ましい。このような抗体タンパク質
は、望ましい治療活性又は予防活性を有し、かつ疾患又は医学的障害の治療、阻害又は予
防に適用される。
【００２２】
　用語「PEI」とは、ポリエチレンイミン、随意に誘導体化されていてもよい多数の繰り
返し基(repeating group)を含むエチレンジアミンのポリマーのことを言う。
【００２３】
　用語「OEI」とは、随意に誘導体化されていてもよい2～12の繰り返し単位を含むエチレ
ンイミンのオリゴマーのことを言う。
【００２４】
　本明細書で用いられているような、用語「水溶液」とは、水の溶液のことを言い、好ま
しくは、蒸留水、脱イオン水、注射用水、注射用滅菌水、又は注射用静菌水の溶液である
。本発明の水溶液には、溶解された抗体タンパク質、エチレンイミンのオリゴマー、及び
随意に一以上の添加剤及び／又は賦形剤が含まれる。水溶液には、一以上の成分、例えば
添加剤又は賦形剤も含有され得、これらは部分的に溶解されるか又は溶解されない。この
ような一つ又は複数の成分が存在することで、多相の組成物、例えば懸濁液又はエマルシ
ョンが生じる。好ましくは、本発明の水溶液は、目視又は光散乱によって決定される場合
に均質の溶液である。
【００２５】
　オリゴマーにおけるエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)が2～12の範囲内であるエチ
レンイミンのオリゴマーは、典型的には、式-(CH2CH2NH)n-の部分又はその分岐誘導体か
ら本質的に構成されるか又はこれを含むものであり得、ここで、nは2～12の範囲内である
。直鎖エチレンイミンのオリゴマーは第二級アミノ基のみを含み(オリゴマーの末端の官
能基性は考慮しない)、これに対してポリエチレンの分岐オリゴマーは第一級、第二級及
び第三級アミノ基を含んでもよい。本発明において、直鎖及び分岐のエチレンイミンのオ
リゴマーの混合物を含有する水溶液も企図される。適切には、本発明のエチレンイミンの
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オリゴマーは直鎖である。
【００２６】
　例えば、n=2、n=3、n=4、n=5、n=6、n=7、n=8、n=9、n=10、n=11、又はn=12である。一
つの態様において、n=3～12、4～12、5～12又は6～12である。さらなる態様において、n=
2～11、2～10、2～9、2～8、2～7、2～6、又は2～5、例えば3～5である。さらなる態様に
おいて、n=3～9、4～8又は5～7である。よりさらなる態様において、n=2～11、3～11、4
～10、5～9、又は6～8である。よりさらなる態様において、n=4～7、4～6又は4～5である
。n=2～12であるエチレンイミンのオリゴマーは、誘導体化されていてもよく、されてい
なくてもよい。一つの態様において、エチレンイミンのオリゴマーは誘導体化されておら
ず、ジエチレントリアミン、トリエチレンテトラミン、テトラエチレンペンタミン及びペ
ンタエチレンヘキサミンからなる群より選択されるものが適切である。誘導体化されてい
ないエチレンイミンのオリゴマーは、対応する誘導体化オリゴマーと比べてコストがより
低く、かつ入手がより容易である。
【００２７】
　用語「エチレンイミンのオリゴマー」は、例えば不活性なポリマー又はキャッピング基
によってオリゴマーの一以上の末端が誘導体化された(例えば化学修飾された)誘導体を包
含する。
【００２８】
　本明細書で用いられているような、「C1-C6アルキル」は、1～6の炭素原子を含む直線
又は分岐の脂肪族炭素鎖と定義され、例えば、メチル、エチル、n-プロピル、イソプロピ
ル、n-ブチル、イソブチル、t-ブチル、ペンチル、イソペンチル、及びヘキシル、並びに
対応するアルキレンラジカル、例えばメチレン、エチレン等である。
【００２９】
　エチレンイミンのオリゴマーも、化学的に不活性なポリマーで誘導体化されていてもよ
い。本明細書で用いられているような、用語「ポリマー」には、別途規定されていない限
り、コポリマーも含まれる。化学的に不活性なポリマーは、例えば水への溶解性を高めた
り、安定性を向上させたり、又は毒性を軽減することによって、エチレンイミンのオリゴ
マーそのものに生理化学的利点を付与し得る。代替的に又は追加的に、化学的に不活性な
ポリマーは、例えば抗体タンパク質の凝集の低減におけるエチレンイミンのオリゴマーの
効果を向上させることによって、水溶液中の抗体タンパク質に生理化学的利点を付与し得
る。一つの態様において、エチレンイミンのオリゴマーは、ポリエチレングリコール(PEG
及びmPEG(mPEGとはメトキシでキャップされたポリエチレングリコールポリマーである))
、ポリプロピレングリコール(PPG)、及びポリ-アミノ酸からなる群より選択される一以上
のポリマーで誘導体化される。さらなる態様において、エチレンイミンのオリゴマーはコ
ポリマーで誘導体化され、ここで該コポリマーは、ポリエチレングリコール(PEG及びmPEG
)、ポリプロピレングリコール(PPG)、及びポリ-アミノ酸からなる群より選択されるポリ
マー(及び／又はそれらの関連するモノマー)からなる。適切なポリ-アミノ酸としては、
非荷電の又は側鎖を持たないものが挙げられ、ポリグリシン、ポリアラニン、ポリバリン
、ポリロイシン、ポリイソロイシン及びポリフェニルアラニンが挙げられる。適切には、
エチレンイミンのオリゴマーは、一以上のポリエチレングリコール(PEG)基で誘導体化さ
れる。
【００３０】
　エチレンイミンのオリゴマーが、化学的に不活性なポリマーで誘導体化される場合、典
型的には、該ポリマーの分子量は、約500～約10000Da、例えば約1000～約5000Daの範囲内
である。
【００３１】
　ポリマーのポリエチレングリコール(例えばPEG及びmPEG)、ポリプロピレングリコール(
PPG)は、公式的には(formulaically)PEG-O-、mPEG-O-及びPPG-O-(及び同様にそのコポリ
マー)として、即ち、PEG、mPEG、PPG又は誘導体として機能するときは-O-で終了するコポ
リマー分子として定義される。例えば、代表的な式PEG-O-(CH2CH2NH)4H又はPEG-O-OEIに
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おいて、-O-の部分はエチレンイミンのオリゴマーよりもむしろPEG分子と結合する。この
背景に対して、本明細書で用いられているような、「PEG」及び「PEG-O-」は、後者の場
合においてのみ、構造的に均等なものとみなされるべきであり、PEGの末端基は明確に規
定されてきた。同様の場合、本明細書においてポリ-アミノ酸は、公式的にはそれが結合
するオリゴマー上の基の官能基性に依存してアミノ末端又はカルボキシ末端を包含すると
規定される。例えば、代表的な式[ポリ-アミノ酸]-NH-(CH2CH2NH)4Hにおいて、-NH-の部
分はポリ-アミノ酸に結合する。あるいは、代表的な式H2N-(CH2CH2NH)4-C(O)-[ポリ-アミ
ノ酸]において、-C(O)-の部分はポリ-アミノ酸に結合する。
【００３２】
　存在する場合、化学的に不活性なポリマーの末端はキャップされ得る。即ち、そのポリ
マーの末端は、特定のポリマーに通常関連するものとは異なる官能基性を伴う。例えば、
一つの態様において、化学的に不活性なポリマーはポリエチレングリコールであり、メト
キシ基で末端がキャップされ、即ちMeOCH2CH2-PEG-O-である。すでに述べたように、メト
キシでキャップされたポリエチレングリコールポリマーは、「mPEG」で表示され得る。好
ましい態様において、エチレンイミンのオリゴマーは一以上のPEG又はmPEG基で誘導体化
される。PEG又はmPEGサブユニットは最適なサイズが選択され得る。一つの態様において
、PEG又はmPEGは約500Da～約10000Da、例えば約1000Da、2000Da又は5000Daである。多分
散性が小さいPEG及びmPEGサブユニットが望ましい。好ましくは、多分散性は1.2未満であ
り、より好ましくは1.1未満である。
【００３３】
　任意の架橋基、即ちエチレンイミンのオリゴマーと誘導化基(derivatising group)(例
えば、キャッピング基若しくはキャリア基(carrier group)又は化学的に不活性なポリマ
ー)との間に位置する基を介して、エチレンイミンのオリゴマーを誘導体化できる。この
任意の架橋基は、好ましくは低い反応性を有し、かつ本発明の組成物中の水溶液中での加
水分解に安定である。例えば、適切な架橋基としては、カルボニル、アミド、カルバメー
ト及び尿素が挙げられる。随意に、アルキレン基(例えばC2-C10アルキレン又はC3-C10ア
ルキレン)が当該架橋基と誘導化基との間に位置し得る。好ましい架橋基は、アルキレン
基に随意に結合するアミドである。代替的な態様において、架橋基は単にC3-C10アルキレ
ン基からなり、C3-C6アルキレンが適切であり、C3又はC4のアルキレンがより適切であり
、これはエチレンイミンのオリゴマーの一つの末端のNHに直接結合する。
【００３４】
　エチレンイミンのオリゴマーは上記のように誘導体化され得、ここにおいてオリゴマー
の一以上の末端が誘導体化される。あるいは、エチレンイミンのオリゴマーの一以上の末
端が誘導体化され得、オリゴマーの一以上の代替的な末端が-H又は不活性キャッピング基
でキャップされ得る。
【００３５】
　適切な不活性キャッピング基としては、-C1-C6アルキル、-(C2-C6アルキル)-OH及び-(C

2-C6アルキル)-O-(C1-C6アルキル)が挙げられる。好ましいキャッピング基はCH2CH2OHで
ある。
【００３６】
　あるいは、エチレンイミンのオリゴマーは誘導体化されないものもあり得るが、上記の
ように、オリゴマーの一以上の末端が-H又は不活性キャッピング基でキャップされていて
もよい。
【００３７】
　上記のような任意のエチレンイミンのオリゴマーは直鎖又は分岐であり得る。
【００３８】
　一つの態様において、式Iのエチレンイミンのオリゴマーは：
　　　R-K-[CH2CH2NH]n-R
　　　式I
で示され、式中、KはO又はNHを表し、n=2～12、及びそれぞれのRは独立して、H又は-C1-C
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6アルキル、-(C2-C6アルキル)-OH及び-(C2-C6アルキル)-O-(C1-C6アルキル)からなる群よ
り選択される不活性キャッピング基である。
【００３９】
　一つの態様において、KはNHを表す。
【００４０】
　一つの態様において、式IIのエチレンイミンのオリゴマーは：
　　　X-Y1-[CH2CH2NH]n-Y2-X
　　　式II
で示され、式中、n=2～12、それぞれのXは独立してポリエチレングリコール(例えばPEG-O
-及びmPEG-O-)、ポリプロピレングリコール(PPG-O-)及びポリ-アミノ酸からなる群より選
択される；Y1は随意であって、-(C0-C6)アルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-OC(O)-NH
-、-(C2-C6)アルキル-NHC(O)NH-及び-(CH2)mK-からなる群より選択され、ここで、m=3～1
0及びKはO又はNHを表す;Y2は-C(O)-(C0-C6)アルキル-、-C(O)O(C2-C6)アルキル-、C(O)-N
H-(C2-C6)アルキル-及び-(CH2)mからなる群より選択され、ここで、m=2～10。
【００４１】
　一つの態様において、随意のY1は、-(C0-C6)アルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-OC
(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-NHC(O)NH-及び-(CH2)mK-からなる群より選択され、ここで、
m=3～10及びKはNHを示す。
【００４２】
　一つの態様において、随意のY1は、-(C2-C6)アルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-OC
(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-NHC(O)NH及び(CH2)mKからなる群より選択され、ここで、m=3
～10及びKはO又はNHを示す。
【００４３】
　一つの態様において、随意のY1は、-(C2-C6)アルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-OC
(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-NHC(O)NH及び(CH2)mKからなる群より選択され、ここで、m=3
～10及びKはNHを示す。
【００４４】
　一つの態様において、Y2は、-C(O)-(C2-C6)アルキル-、-C(O)O(C2-C6)アルキル-、-C(O
)-NH-(C2-C6)アルキル-及び-(CH2)m-からなる群より選択され、ここで、m=2～10。
【００４５】
　代替的態様において、式IIIのエチレンイミンのオリゴマーは：
　　　X-Y1-[CH2CH2NH]n-R
　　　式III
で示され、式中、n=2～12;Xはポリエチレングリコール(例えばPEG-O-及びmPEG-O-)、ポリ
プロピレングリコール(PPG-O-)、及びポリ-アミノ酸からなる群より選択される；Y1は随
意であって、-(C0-C6)アルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-OC(O)-NH-、-(C2-C6)アル
キル-NHC(O)NH-及び(CH2)mKからなる群より選択され、ここで、m=3～10及びKはO又はNHを
表す;並びにRはHか又は-C1-C6アルキル、-(C2-C6アルキル)-OH及び-(C2-C6アルキル)-O-(
C1-C6アルキル)からなる群より選択される不活性キャッピング基である。
【００４６】
　一つの態様において、Y1は随意であり、-(C0-C6)アルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)アルキ
ル-OC(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-NHC(O)NH-及び(CH2)mKからなる群より選択され、ここ
で、m=3～10及びKはNHを表す。
【００４７】
　一つの態様において、随意のY1は、-(C2-C6)アルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-OC
(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-NHC(O)NH及び(CH2)mKからなる群より選択され、ここで、m=3
～10及びKはO又はNHを表す。
【００４８】
　一つの態様において、随意のY1は、-(C2-C6)アルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-OC
(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-NHC(O)NH及び(CH2)mKからなる群より選択され、ここで、m=3
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～10及びKはNHを示す。
【００４９】
　式(III)の一つの態様において、n=2～12;XはPEG-O-又はmPEG-O-であり、Y1は非存在で
あり、及びRは-H又は-CH2CH2OHである。さらなる態様において、n=2～12;XはmPEG-O-であ
る;Y1は非存在であり、及びRは-Hである。さらなる態様において、n=2～12;XはmPEG-O-で
ある;Y1はなく、及びRは-CH2CH2OHである。さらなる態様において、n=2～8;XはmPEG-O-で
ある;Y1は非存在であり、及びRは-CH2CH2OHである。さらなる態様において、n=2;XはmPEG
-O-である;Y1は非存在であり、及びRは-CH2CH2OHである。さらなる態様において、n=5;X
はmPEG-O-である;Y1は非存在であり、及びRは-CH2CH2OHである。さらなる態様において、
n=8;XはmPEG-O-である;Y1は非存在であり、及びRは-CH2CH2OHである。
【００５０】
　式(III)の一つの態様において、n=2～12;XはmPEG-O-である、Y1は存在し、-(C0-C6)ア
ルキル-C(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-OC(O)-NH-、-(C2-C6)アルキル-NHC(O)NH-及び-(CH2
)mK-からなる群より選択され、ここで、m=3～10及びKはO又はNHを表す;及びRは-H又はCH2
CH2OHである。さらなる態様において、n=4～8;XはmPEG-O-である;Yは-(C0-C6)アルキル-C
(O)-NH-であり、Rは-Hである。さらなる態様において、n=5;XはmPEG-O-である;Yは-(C2)
アルキル-C(O)-NH-であり、Rは-Hである。さらなる態様において、n=5;XはmPEG-O-である
;Yは-(C4)アルキル-C(O)-NH-であり、Rは-Hである。
【００５１】
　代替的な態様において、式IVのエチレンイミンのオリゴマーは：
　　　R-K-[CH2CH2NH]n-Y2-X2
　　　式IV
で示され、式中、n=2～12、KはO又はNHを表す;X2は、ポリエチレングリコール(例えばPEG
-O-及びmPEG-O-)、ポリプロピレングリコール(PPG-O-)及びポリ-アミノ酸からなる群より
選択される；Y2は、-C(O)-(C0-C6)アルキル-、-C(O)O(C2-C6)アルキル-、-C(O)-NH-(C2-C

6)アルキル-及び-(CH2)m-からなる群より選択され、ここで、m=2～10;並びにRは-Hか、又
は-C1-C6アルキル、-(C2-C6アルキル)-OH及び-(C2-C6アルキル)-O-(C1-C6アルキル)から
なる群より選択される不活性キャッピング基である。
【００５２】
　式IVの一つの態様において、n=2;KはOを表し、X2はmPEG-O-である;Y2は-C(O)-(C2)アル
キル-である;並びにRは-Hである。同様に、式IVの別の態様において、n=2;KはOを表す;X2
はmPEG-O-である;Y2は-(CH2)3-である;及びRは-Hである。一つの態様において、Y2は、-C
(O)-(C2-C6)アルキル-、-C(O)O(C2-C6)アルキル-、-C(O)-NH-(C2-C6)アルキル-及び-(CH2
)m-からなる群より選択され、ここで、m=2～10。
【００５３】
　それらの誘導体を含むエチレンイミンのオリゴマーを、従来のプロセスによって、例え
ば次の工程を含む工程によって調製することができる：
(i)エチレンイミンの重合あるいは2-メチル-2-オキサゾリン又は2-エチル-2-オキサゾリ
ンの重合と、それに続くアルカリ加水分解による脱アシル化。例えば、本方法はmPEGによ
り誘導体化されたエチレンイミンのオリゴマーの調製に適しており、ここで、mPEG誘導体
のmPEG-X（式中、XはNH2、OH、O-メシル又はO-トシルである）を重合のための開始反応物
として使用する。このような手法は、KisselらによるUS20070036866A1及びアキヤマらに
よるMacromolecules, 2000, 33, 5841-5845により記載されたものに基づき得る。
【００５４】
(ii)担体ポリマーの活性化カルボキシル誘導体との反応による、プレ形成されたエチレン
イミンのオリゴマーのアシル化。例えば、mPEGに基づく担体ポリマーの場合、適切な活性
化カルボキシル誘導体はmPEG-スクシンイミジルプロパン酸及びmPEG-スクシンイミジル吉
草酸であり、それによってアルキル-アミド架橋基が組み込まれる。このような手法は、W
agnerらによるUS20040248842A1及びSchluepによるUS20050031579A1により記載されたもの
に基づき得る。
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【００５５】
(iii)プレ形成された(pre-formed)エチレンイミンのオリゴマーの、担体ポリマーのイソ
シアネート誘導体との反応。これによってアルキル-尿素架橋基が組み込まれる。例えば
、mPEGに基づく担体ポリマーの場合、mPEG-アルコール及びヘキサメチレンジイソシアネ
ートから適切なイソシアネート誘導体が調製される。このような手法は、Petersenらによ
るMacromolecules 2002, 35, 6867-6874に記載されたものに基づき得る。
【００５６】
(iv)プレ形成されたエチレンイミンのオリゴマー及び担体ポリマーのアルデヒド誘導体と
を使用する還元的アミノ化。これにより(CH2)m架橋基が組み込まれる。例えば、mPEGに基
づく担体ポリマーの場合、適切なアルデヒド誘導体はmPEGプロピオンアルデヒド及びmPEG
ブチルアルデヒドである。対応するアルデヒド水和物も使用され得る。このような手法は
、タンパク質のN-末端PEG化において利用された方法、例えばKintslerによるUS5824784及
びBentley及びHarrisによるUS5990237に記載されたような方法に基づき得る。例示的な条
件は実施例のセクションに記載されている。
【００５７】
　遊離塩基の形又は塩の形で、エチレンイミンのオリゴマーを本発明の水溶液又は組成物
に添加し得る。好ましくは、水溶液又は組成物のｐＨは、エチレンイミンのオリゴマーの
塩基性基の少なくとも一部が溶液中でプロトン化されるほどに十分に小さい。典型的には
、本発明に係る水溶液又は組成物のpHは4～8、例えば5.0～7.5又は5.5～7.0の範囲内であ
る。好ましくは、本発明に係る水溶液又は組成物のpHは、5.5～6.0、6.0～6.5又は6.5～7
.0の範囲内であってもよい。
【００５８】
　エチレンイミンのオリゴマーを、適切な酸、例えば薬学的に許容し得る酸の塩として水
溶液又は組成物に添加することもできる。適切な酸としては、塩酸、臭化水素酸、クエン
酸、乳酸、酒石酸、リン酸、メタンスルホン酸、酢酸、ギ酸、マレイン酸、フマル酸、リ
ンゴ酸、コハク酸、マロン酸、硫酸、L-グルタミン酸、酒石酸、L-アスパラギン酸、ピル
ビン酸、粘液酸、安息香酸、グルクロン酸(glucoronic acid)、シュウ酸、及びアスコル
ビン酸が挙げられる。一つの態様において、酸は二以上の酸性基を含むポリ酸である。式
I、II、III及びIVのポリエチレングリコールの誘導体化オリゴマーはプロトン化されてい
ない窒素中心で描かれているが、これらの式のオリゴマー（式中、一部又は本当に全ての
塩基性窒素中心はプロトン化されている）も本発明の範囲内に含まれているとみなされる
ことを意図することに注意すべきである。塩基性窒素中心の一部又は全てがプロトン化さ
れている誘導されないエチレンイミンのオリゴマーを企図する全ての態様も、本発明の範
囲内に含まれるとみなされる。
【００５９】
　一つの態様において、エチレンイミンのオリゴマーの50～100%の塩基性窒素中心がプロ
トン化される。さらなる態様において、エチレンイミンのオリゴマーの80～100%の塩基性
窒素中心がプロトン化される。好ましくは、エチレンイミンのオリゴマーの少なくとも95
%の塩基性窒素中心がプロトン化される。理論に縛られることを望むわけではないが、エ
チレンイミンのオリゴマーの少なくとも95%の塩基性窒素中心がプロトン化される場合、
抗体タンパク質表面上の高い電荷密度が覆われ、それによって抗体タンパク質の凝集が阻
害されると予想される。特に、理論に縛られることを望むわけではないが、抗体タンパク
質表面における負の電荷を帯びたパッチがエチレンイミンのオリゴマーで覆われ、それに
よって電荷主導の抗体タンパク質の凝集が阻害されると予想される。
【００６０】
　一つの態様において、抗体タンパク質を含む水溶液のpHはそのタンパク質の等電点(pI)
よりも下である。一つの態様において、抗体タンパク質のpIは、溶液のpHよりも高く、適
切には少なくとも0.5単位高く、より適切には0.5～5単位高く、さらにより適切には1～3
単位高い。一つの態様において、抗体タンパク質のpIは、少なくとも7、例えば7～10又は
7.5～9の範囲内である。
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【００６１】
　一つの態様において、抗体タンパク質を含む水溶液は等張である。一つの態様において
、抗体タンパク質を含む水溶液は高張である。一つの態様において、抗体タンパク質を含
む水溶液は低張である。
【００６２】
　エチレンイミンのオリゴマーは所望の安定性を提供するのに十分な濃度で組成物中に存
在する。一つの態様において、エチレンイミンのオリゴマーの濃度は約0.01～約10mg/mL
、例えば約0.01～約0.1mg/mL、約0.1～約0.25mg/mL、約0.25～約1mg/mL、約1～約2mg/mL
、約2～約5mg/mL又は約5～約10mg/mLである。一つの態様において、エチレンイミンのオ
リゴマーの濃度は約0.2mg/mL～約2mg/mLである。本明細書で用いられているような、本発
明の組成物におけるエチレンイミンのオリゴマーの質量は遊離の塩の均等物のことを言い
、即ち、存在する場合は対アニオンを含まない。
【００６３】
　特定の態様において、エチレンイミンのオリゴマーに対する抗体タンパク質の比率(wt/
wt)は、少なくとも10、例えば少なくとも20である。特定の態様において、エチレンイミ
ンのオリゴマーに対するタンパク質の重量比は、約20～約300、好ましくは約50～約200で
ある。特定の態様において、エチレンイミンのオリゴマーに対するタンパク質の重量比は
、約100である。特定の態様において、エチレンイミンのオリゴマーに対するタンパク質
の重量比は、300より高い、例えば500まで、800まで、又は1000までであり得る。これら
の重量比は、あらゆる誘導化基(例えばPEG基)を除いたエチレンイミンのオリゴマー成分
それ自体の重量のことを言う。一つの態様において、オリゴマーに対する抗体タンパク質
の比率(wt/wt)は約100～約200である。
【００６４】
　本発明の溶液は好ましくは緩衝剤を含有する。典型的には、緩衝剤はタンパク質を所望
の濃度に溶解させることを可能とし得るpHを提供するように選択される。好ましくは、pH
は、エチレンイミンのオリゴマーにおける少なくとも一部の塩基性基がプロトン化される
程度に十分に低い。緩衝剤は、タンパク質の安定性を向上させるためにも選択され得る。
【００６５】
　本発明者らは、実施例7及び8に記載されるように、エチレンイミンのオリゴマー及びポ
リマーのサイズの細胞毒性に対する効果を研究してきた。その結果を図2、3及び4に図示
する。そしてこの結果は、ポリエチレンイミンのサイズが小さくなるのに従って、その細
胞毒性効果も小さくなることを明確に実証している。細胞毒性が減少することは、約50,0
00Daの量(weight)のポリエチレンイミンが約800Daに低下することについて実証されてい
る(実施例7を参照すること)。細胞毒性が低下するこの傾向は、エチレンイミンのオリゴ
マー（オリゴマー中のエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)は2～12の範囲内である(即
ち800Da未満の量)）は細胞毒性をさらに低下させたことを示唆することが合理的に推定さ
れ得る。実際のところ、細胞毒性の低下は約100Daにまで小さくしてさらに実証される(実
施例8を参照すること)。理論に縛られることを望むわけではないが、本発明者らは、エチ
レンイミンのオリゴマー（オリゴマー中のエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)は2～12
の範囲内である）は高い電荷密度を有する抗体タンパク質表面の領域を覆うのに十分なサ
イズであり、それによって濃縮された溶液における抗体タンパク質の凝集という課題が解
決されると考えている。特に、理論に縛られることを望むわけではないが、エチレンイミ
ンのオリゴマー（n=2～12である）は高い陰性の電荷密度を有する抗体タンパク質のパッ
チを覆うのに十分なサイズであり、それによって濃縮された溶液における電荷主導の抗体
タンパク質の凝集という課題が解決されることが企図される。さらに、発明者らの研究の
結果(図2、3及び4を参照すること)、そして繰り返し、あらゆる理論に縛られることを望
むわけではないが、本発明者らは、エチレンイミンのオリゴマー（オリゴマーにおけるエ
チレンイミンの繰り返し単位の数(n)は2～12の範囲である）も細胞膜の崩壊に関連するあ
らゆる毒性効果の発揮を避けるのに十分に小さなサイズであると考えている。従って、こ
のようなオリゴマーは、好ましい毒性プロフィールを発揮するのと同時に、濃縮された抗
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体タンパク質溶液における凝集を軽減し得る。従って、かかるオリゴマーは治療用途に特
に有用である。
【００６６】
　実施例1～6に記載されているように、本明細書で規定されるエチレンイミンのオリゴマ
ーが組成物、例えば水性抗体タンパク質溶液において、該エチレンイミンのオリゴマーを
含まないがその他は類似又は同一である組成物と比較して、同一の条件及び同一の時間の
長さの下での貯蔵後に、抗体タンパク質の凝集速度を顕著に低下させ得ることが見いださ
れた。
【００６７】
　一つの態様において、抗体タンパク質の濃縮された水溶液中にエチレンイミンのオリゴ
マー（オリゴマーにおけるエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)は2～12の範囲である）
が存在することで、高分子量タンパク質種の増加が(全タンパク質の重量で)、40℃で一か
月の貯蔵後に5%以下、適切には3%以下、より適切には2%以下に制限される。一つの態様に
おいて、抗体タンパク質の濃縮された水溶液中に、エチレンイミンのオリゴマー（オリゴ
マーにおけるエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)は2～12の範囲である）が存在するこ
とで、高分子量タンパク質種の増加が(全タンパク質の重量で)、2～8℃で最大二年間貯蔵
後に5%以下、適切には3%以下、より適切には2%以下に制限される。高分子量種の定量は組
成物中の全タンパク質の重量パーセントとしてである。
【００６８】
　一つの態様において、抗体タンパク質の濃縮された水溶液中のエチレンイミンのオリゴ
マー（オリゴマーにおけるエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)は2～12の範囲である）
の存在は、エチレンイミンのオリゴマーを欠くが他の点は同一である組成物と比べて、高
分子量タンパク質種の増加を、同じ条件と時間の長さの下での貯蔵後に少なくとも10%ま
で、好ましくは少なくとも25%まで、より好ましくは少なくとも50%まで制限する。
【００６９】
　一つの態様において、抗体タンパク質の濃縮された水溶液におけるエチレンイミンのオ
リゴマー（ここでオリゴマーにおけるエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)は2～12の範
囲）の存在によって、目に見える凝集体が無いタンパク質の水性組成物が維持され、一方
、同じ条件及び同じ時間の長さの貯蔵の後、エチレンイミンのオリゴマーを欠くがその他
は同一である組成物では、目に見える凝集体の形成が観察される。濁度又は他のタイプの
光散乱測定によって、目に見える凝集体の定量を実施することができる。
【００７０】
　特定の態様において、抗体は活性分子、例えば毒素、又は放射性金属イオン、例えば99

Tc、111Ir、131I又は90Yに結合し得るキレート剤と融合するか又は複合体化する。そのよ
うな態様において、典型的には、抗体は標的化剤、例えば活性分子を特定の細胞表面タン
パク質を提示する細胞に向かわせることとして機能する。
【００７１】
　本明細書で記載されるように製剤化され得る具体的な抗体としては、特に限定されない
が、インフリキシマブ(キメラ抗体、抗TNFα)、アダリムマブ(ヒト抗体、抗TNFα)、バシ
リキシマブ(キメラ抗体、抗IL-2)、アブシキシマブ(キメラ抗体、抗GpIIb/IIIa)、ダクリ
ズマブ(ヒト化抗体、抗IL-2)、ゲムツズマブ(ヒト化抗体、抗CD33)、アレムツズマブ(ヒ
ト化抗体、抗CD52)、エドレコロマブ(マウスIg2a、抗EpCAM)、リツキシマブ(キメラ抗体
、抗CD20)、パリビズマブ(ヒト化抗体、抗呼吸器合胞体ウイルス)、トラスツズマブ(ヒト
化抗体、抗HER2/neu(erbB2)レセプター)、ベバシズマブ(ヒト化抗体、抗VEGF)、セツキシ
マブ(キメラ抗体、抗EGFR)、エクリズマブ(ヒト化抗体、抗補体系タンパク質C5)、エファ
リズマブ(ヒト化抗体、抗CD lIa)、イブリツモマブ(マウス抗体、抗CD20)、ムロモナブ-C
D3(マウス抗体、抗T細胞CD3レセプター)、ナタリズマブ(ヒト化抗体、抗α4インテグリン
)、ニモツズマブ(ヒト化IgGl、抗EGFレセプター)、オマリズマブ(ヒト化抗体、抗IgE)、
パニツムマブ(ヒト抗体、抗EGFR)、ラニビズマブ(ヒト化抗体、抗VEGF)、1-131トシツモ
マブ(ヒト化抗体、抗CD20)、オファツムマブ(ヒト抗体、抗CD-20)、セルトリズマブ(ヒト
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化抗体、抗TNF-α)、ゴリムマブ(ヒト抗体、抗TNFα)及びデノスマブ(ヒト抗体、抗RANK
リガンド)が挙げられる。好ましい抗体としては、トラスツズマブ及びリツキシマブが挙
げられる。さらなる対象の抗体はインフリキシマブである。
【００７２】
　本明細書で記載されるように製剤化され得るその他のキメラ抗体としては、バビツキシ
マブ(抗ホスファチジルセリン)、ブレンツキシマブ(抗CD30)、シルツキシマブ(抗IL-6)、
クレノリキシマブ(抗CD4)、ガリキシマブ(抗CD80)、ゴミリキシマブ(抗CD23)、ケリキシ
マブ(抗CD4)、ルミリキシマブ(抗CD23)、プリリキシマブ(抗CD4)、テネリキシマブ(抗CD4
0)、バパリキシマブ(抗VAPl)、エクロメキシマブ(抗GD3)、及びパギバキシマブ(抗ブドウ
球菌リポタイコ酸)が挙げられる。
【００７３】
　本明細書で記載されるように製剤化され得るその他のヒト化抗体としては、エプラツズ
マブ(抗CD22)、アフツズマブ(抗CD20)、ビバツズマブ メルタンシン(抗CD44)、カンツズ
マブ メルタンシン(抗ムチン)、シタツズマブ ボガトックス(bogatox)(抗TACSTDl)、ダセ
ツズマブ(抗CD40)、エロツズマブ(抗CD319)、エタラシズマブ(抗αvβ3-インテグリン)、
ファルレツズマブ(抗FRα)、イノツズマブ オソガマイシン(抗CD22)、ラベツズマブ(抗が
ん胎児性抗原)、リンツズマブ(抗CD33)、ミラツズマブ(抗CD74)、ニモツズマブ(抗EGFR)
、オポルツズマブ モナトックス(monatox)(抗EpCAM)、ペルツズマブ(抗HER2)、シブロツ
ズマブ(抗FAP)、タカツズマブ テトラキセタン(tetraxetan)(抗アルファ-フェトタンパク
質)、チガツズマブ(抗TRAIL-2)、ツコツズマブ セルモリューキン(celmoleukin)(抗EpCAM
)、ベルツズマブ(抗CD20)、アセリズマブ(抗CD62L)、アポリズマブ(抗HLA-DRB)、ベンラ
リズマブ(抗CD 125)、セデリズマブ(抗CD4)、エプラツズマブ(抗CD22)、エルリズマブ(抗
CD18)、フォントリズマブ(抗インターフェロン-γ)、メポリズマブ(抗IL5)、オクレリズ
マブ(抗CD20)、パスコリズマブ(抗IL4)、ペクセリズマブ(抗補体成分5)、PRO-140(抗CCR5
)、レスリズマブ(抗IL5)、ロンタリズマブ(抗インターフェロン-α)、ロベリズマブ(抗CD
ll、CD18)、シプリズマブ(抗CD2)、タリズマブ(抗IgE)、テプリズマブ(抗CD3)、トシリズ
マブ(抗IL6R)、ベドリズマブ(抗α4β7-インテグリン)、ビシリズマブ(抗CD3)、イバリズ
マブ(抗CD4)、テフィバズマブ(抗クランピング因子A)、タドキズマブ(抗α11bβ3-インテ
グリン)、バピネウズマブ(抗アミロイド-β)、ソラネズマブ(抗アミロイド-β)、タネズ
マブ(抗NGF)、ウロトクサズマブ(抗大腸菌シガ様毒素II Bサブユニット)、フェルビズマ
ブ(抗呼吸器合胞体ウイルス)、モタビズマブ(抗呼吸器合胞体ウイルス糖タンパク質F)及
びレブリキズマブ(抗IL13)が挙げられる。
【００７４】
　本明細書で記載されるように製剤化され得るさらなるヒト抗体としては、アトロリムマ
ブ(抗Rh因子)、フレソリムマブ(抗TGFβ-l、-2、及び-3)、レルデリムマブ(抗TGFβ-2)、
メテリムマブ(抗TGFP-l)、モロリムマブ(抗Rh因子)、イピリムマブ(抗CTLA-4)、トレメリ
ムマブ(抗CTLA-4)、ベルチリムマブ(抗CCL11)、ザノリムマブ(抗CD4)、ベリアキヌマブ(
抗IL12、-23)、カナキヌマブ(抗IL1β)、ウステキヌマブ(抗IL12、-23)、アデカツムマブ
(抗EpCAM)、ベリムマブ(抗B細胞活性化因子)、シクツムマブ(抗IGF-1レセプター)、コナ
ツムマブ(抗TRAIL-R2)、フィギツムマブ(抗IGF-1レセプター)、イラツムマブ(抗CD30)、
レクサツムマブ(抗TRAIL-R2)、ルサツムマブ(抗CD40)、マパツムマブ(抗TRAIL-R4)、ネシ
ツムマブ(抗EGFR)、オララツマブ(抗PDGF-Rα)、プリツムマブ(抗ビメンチン)、ロバツム
マブ(抗IGF-1レセプター)、ボツムマブ(抗腫瘍抗原CTAA16.88)、ザルツムマブ(抗EGFR)、
スタムルマブ(抗ミオスタチン)、エフヌグマブ(抗真菌HSP90)、エクソビビルマブ(抗B型
肝炎表面抗原)、フォラビルマブ(抗狂犬病糖タンパク質)、リビビルマブ(抗B型肝炎表面
抗原)、ラフィビルマブ(抗狂犬病糖タンパク質)、レガビルマブ(抗サイトメガロウイルス
糖タンパク質B)、セビルマブ(抗サイトメガロウイルス)、ツビルマブ(抗B型肝炎ウイルス
)、パノバクマブ(抗緑膿菌血清型IATS 011)、ラキバクマブ(抗炭疽菌毒素)、ラムシルマ
ブ(抗VEGF-R2)、及びガンテネルマブ(抗アミロイド-β)が挙げられる。
【００７５】



(17) JP 2015-506369 A 2015.3.2

10

20

30

40

50

　免疫グロブリン分子のフラグメントを含む融合タンパク質も、本発明によって製剤化さ
れ得る。適切な融合タンパク質としては、一つ以上の免疫グロブリンフラグメント、例え
ばFcドメインに融合した活性タンパク質ドメインを含むタンパク質が挙げられる。かかる
融合タンパク質には、可溶性レセプター又はレセプター細胞外リガンド結合ドメイン等の
活性タンパク質ドメインを含むモノマー単位を有する二量体タンパク質が挙げられ、これ
は免疫グロブリンFcドメインと融合する。二つのFcドメインはジスルフィド結合を介して
会合し得、二量体タンパク質を形成する。かかる融合タンパク質としては、エタネルセプ
ト、アバタセプト及びベラタセプトが挙げられる。
【００７６】
　抗体(又は一以上の抗体フラグメント)及び化学的に不活性なポリマー、例えばPEGを含
む複合体化した誘導体も、本発明によって製剤化し得る。かかる誘導体としてはセルトリ
ズマブペゴールが挙げられる。
【００７７】
　抗体タンパク質は天然源から単離することができ、又は組換えタンパク質であり得る。
【００７８】
　特定の態様において、抗体タンパク質は実質的に純粋であり、即ち、この組成物は単一
のタンパク質を含み、かつ実質的な量の任意の付加的なタンパク質を含まない。好ましい
態様において、タンパク質は、組成物中の全タンパク質含量の少なくとも99%、好ましく
は少なくとも99.5%、より好ましくは少なくとも約99.9%を含む。好ましい態様において、
タンパク質は医薬組成物として使用するために十分に純粋である。
【００７９】
　水溶液における抗体タンパク質の濃度は少なくとも約10mg/mL、好ましくは約25mg/mL～
約400mg/mLの範囲である。特定の態様において、濃度は少なくとも約25mg/mLである。特
定の態様において、タンパク質の濃度は、少なくとも約30mg/mL、40mg/mL、50mg/mL、60m
g/mL、70mg/mL、80mg/mL、90mg/mL又は100mg/mLである。より好ましくは、タンパク質の
濃度は50mg/mLよりも高く、例えば少なくとも約80mg/mLである。この濃度は最大で約400m
g/mLで有り得、例えば最大で約350mg/mL、300mg/mL、250mg/mL、200mg/mL又は175mg/mLで
あり得る。前述の下限値の一つ及び前述の上限値の一つによって制限されているあらゆる
濃度範囲が、本明細書において企図される。
【００８０】
　本明細書で用いられているような、用語「薬学的に許容される」とは、使用目的及びヒ
ト又は動物、例えば哺乳類の体への投与形態に適した医薬組成物の成分であって、過度の
悪い結果、例えば毒性、刺激及びアレルギー反応を伴わなず、そして妥当なリスク／便益
比を伴うもののことを言う。
【００８１】
　適切には、組成物のpHを安定化させるために、本発明の組成物は緩衝剤を含み、これは
タンパク質の安定性も高めるために選択することができる。一つの態様において、緩衝剤
は、組成物のpHに近いpKaを持つものから選択され、組成物のpHが4.5～5.5の範囲である
場合、例えば、酢酸塩は適した緩衝剤として採用される。組成物のpHが5.6～6.5の範囲で
ある場合、ヒスチジンは適した緩衝剤として採用される。あるいは、別の態様において、
WO2008/084237に開示されたように、本発明の組成物はさらに安定化される。ここでは、
タンパク質及び一以上の添加剤を含む組成物が記載され、この系は実質的に従来の緩衝剤
、即ち、組成物の意図される貯蔵温度の範囲において、組成物のpHの1単位以内のpKaを有
する化合物を含まないことに特徴がある。この態様において、組成物のpHは、その組成物
がpHに関して測定可能な最大の安定性を有する値に設定され、一つ以上の添加剤(取って
代わった緩衝剤)は、タンパク質とプロトンを交換し得、組成物の意図される貯蔵温度の
範囲における組成物のpHよりも、少なくとも1単位多い又は少ないpKa値を有する。タンパ
ク質を適切なpHに維持することによって、測定可能な安定性が最大となる値又はその近傍
において、従来の緩衝剤が無い場合であっても、タンパク質の貯蔵安定性は実質的に向上
し得る。特定の態様において、水性組成物の意図される貯蔵温度の範囲で、水性組成物の
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pHの1～5pH単位、好ましくは1～3pH単位、より好ましくは1.5～2.5pH単位のpKaを有する
添加剤を使用することによって、おそらくは実質的に一般的な貯蔵安定性はさらに向上さ
せることができる。
【００８２】
　本発明の溶液は、一以上の従来の賦形剤、例えば無機塩、好ましくはナトリウム、カリ
ウム、カルシウム又はアンモニウムと、塩化物、硫酸塩、炭酸塩、亜硫酸塩、硝酸塩、乳
酸塩、コハク酸塩、酢酸塩、マレイン酸塩又は乳酸塩との組み合わせである塩；アミノ酸
、好ましくはヒスチジン、グリシン、アルギニン又はメチオニン(例えば酸化防止剤とし
て);糖又は糖アルコール、好ましくはトレハロース、ショ糖、マンニトール、ラフィノー
ス、ソルビトール、ラクチトール(lactitol)、グリセロール又は1,2-プロパンジオール；
界面活性剤、好ましくはポリソルベート20、ポリソルベート60、ポリソルベート80、ポロ
キザマー(poloxamer)188又はポロキザマー407;微量金属のキレート剤、好ましくはETDA;
保存料、好ましくはフェノール、m-クレゾール、ベンジルアルコール、プロピルパラベン
、塩化ベンザルコニウム又は塩化ベンゼトニウムをさらに含有し得る。マグネシウムと、
塩化物、硫酸塩、炭酸塩、亜硫酸塩、硝酸塩、乳酸塩、コハク酸塩、酢酸塩、マレイン酸
塩又は乳酸塩との組み合わせである無機塩も、適切な賦形剤である。
【００８３】
　本発明の溶液は、随意に張度調節剤を含んでもよい。適切な張度調節剤は、本発明の背
景において上記にリストアップされ、荷電性又は非荷電性の化学種であり得る。典型的な
非荷電性張度調節剤としては、糖類、例えばショ糖、トレハロース、グリセロール及びマ
ンニトールが挙げられる。典型的な荷電性張度調節剤としては、荷電性化学種、例えばア
ルギニン又は塩化ナトリウムが挙げられる。
【００８４】
　一つの態様において、抗体タンパク質の水溶液の張度は、荷電性種、例えば無機塩又は
有機塩を用いることで調整される。一つの態様において、抗体タンパク質水溶液の張度は
、非荷電性種、例えば糖又は糖アルコールを用いることで調整される。
【００８５】
　本発明の水性組成物は広範囲のモル浸透圧濃度をカバーしており、低張、等張及び高張
の組成物が含まれる。好ましくは、本発明の溶液は実質的に等張である。好ましい溶液は
、約200～約500mOsm/Lの範囲のモル浸透圧濃度を有する。好ましくは、モル浸透圧濃度は
約250～約350mOsm/Lの範囲である。より好ましくは、モル浸透圧濃度は約300mOsm/Lであ
る。一つの態様において、溶液は筋肉注射又は皮下注射によって被験体に投与されること
を目的とし、溶液のモル浸透圧濃度は、注射時の痛みを最小化するために選択される。
【００８６】
　本明細書で用いられているような、用語「高分子量種」とは、見かけの分子量が親の活
性タンパク質の少なくとも約二倍の分子量を有するタンパク質の実体(content)の任意の
成分を意味する。即ち、高分子量種は親タンパク質の多重凝集体である。多重凝集体は、
大幅にコンフォメーションが変化した親タンパク質分子を含み得、又は多重凝集体は、ネ
イティブ又はネイティブに近いコンフォメーションを持つ親タンパク質単位の集合体であ
り得る。高分子量種の決定は、本技術分野において公知の方法を用いて行うことが可能で
あり、サイズ排除クロマトグラフィー、電気泳動、分析的超遠心/沈降速度、光散乱、動
的光散乱、静的光散乱及びフィールドフローフラクショネーションが挙げられる。
【００８７】
　40℃で少なくとも一、二又は三か月間の貯蔵の後の本発明の組成物が、(全タンパク質
重量の)5%以下の高分子量種を含むことが好ましい。一つの態様において、40℃で少なく
とも一、二又は三か月間の貯蔵の後の高分子量種の量は(全タンパク質重量の)5%以下まで
増加し、好ましくは3%以下である。高分子量種の定量は、組成物における全タンパク質の
重量パーセントとして示される。
【００８８】
　好ましい態様において、本発明の組成物は、同一の条件と期間の貯蔵後のエチレンイミ
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ンのオリゴマーを欠くがその他は同一である組成物と比べて、貯蔵の間の高分子量種の増
加が少なくとも10%低く、好ましくは少なくとも25%低くより好ましくは少なくとも50%低
いことを示すはずである。
【００８９】
　一つの態様において、本発明の組成物は、治療用抗体タンパク質の投与を必要とする被
験体に治療用抗体タンパク質を投与することに適した医薬組成物である。このような組成
物は、治療用タンパク質の被験体への投与方法に使用され得る。
【００９０】
　別の態様において、本発明は、治療用抗体タンパク質をそれを必要とする被験体に投与
する方法を提供する。本方法は、少なくとも約10mg/mLの濃度の抗体タンパク質と、エチ
レンイミンのオリゴマーとを含む水溶液を投与する工程であって、オリゴマーにおけるエ
チレンイミンの繰り返し単位の数(n)が2～12の範囲である工程を含む。好ましくは、組成
物は静脈注射、皮下注射又は筋肉注射によって投与される。より好ましくは、組成物は皮
下注射によって投与される。
【００９１】
　好ましい態様において、タンパク質の濃度は、それぞれの投与の全体積が約2mLを超え
ない程度に十分に高いものである。好ましくは、それぞれの投与の全体積は約1.5mL又は
約1.0mLを超えない。一つの態様において、それぞれの投与の溶液の体積は約0.5～約2mL
であり、好ましくは約0.5～約1.5mLである。
【００９２】
　別の態様において、本発明は、パッケージ化された医薬組成物を必要とする被験体への
投与に適したパッケージ化された医薬組成物を提供する。医薬組成物は、少なくとも約10
mg/mLの濃度の治療用抗体タンパク質及びエチレンイミンのオリゴマーを含む水溶液を含
有し、ここでオリゴマーにおけるエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)の範囲は2～12で
ある。
【００９３】
　好ましくは、溶液の体積は約2mL以下である。一つの態様において、溶液の体積は、シ
リンジを介して摂取される溶液の制限を収容するために、十分に過剰である約0.5～約2mL
の投与体積を提供する。一つの態様において、過剰量は投与体積の約10%～約20%である。
医薬組成物は、好ましくは、溶液を除去するための針の導入に適したバイアルでパッケー
ジ化されたものである。一つの態様において、医薬組成物はゴムのストッパーが付いたガ
ラス製のバイアルにパッケージ化されたものである。パッケージ化された医薬組成物は、
キットとして提供可能であり、さらには使用説明書を含み、随意に、筋肉内投与又は皮下
投与に適したシリンジを含み得る。あるいは、パッケージ化された医薬組成物は、筋肉内
投与又は皮下投与に適する予め充填された使い捨てのシリンジの形態で提供され得る。予
め充填された自動注入装置も、筋肉内投与又は皮下投与に適するだろう。
【００９４】
　本明細書で用いられているような、エチレンイミンのオリゴマーのパーセンテージとは
、エチレンイミンのオリゴマーの遊離塩基に基づく重量である(即ち、あらゆる対イオン
の重量は除かれる)。
【００９５】
　別の側面において、本発明は式Vの化合物は：
　　　X-Y1-[CH2CH2NH]n-R
　　　式V
で示され、式中、n=2～6;Xはポリエチレングリコール(例えばPEG-O-及びmPEG-O-)、ポリ
プロピレングリコール(PPG-O-)、及びポリ-アミノ酸からなる群より選択される；Y1は-(C

2-C6)アルキル-C(O)-NH-及び(CH2)mKからなる群より選択され、ここで、m=3～10でありK
はNHを示す;並びにRはHか、又は-C1-C6アルキル、-(C2-C6アルキル)-OH及び-(C2-C6アル
キル)-O-(C1-C6アルキル)からなる群より選択される不活性キャッピング基である。
【００９６】
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　式(V)の一つの態様において、nは3～5である。
【００９７】
　式(V)の一つの態様において、Xは500Da～5000DaのMWを有し、ポリエチレングリコール(
例えばPEG-O-及びmPEG-O-)又はポリプロピレングリコール(PPG-O-)であり、Xは約2000Da
又は約5000DaのMWを有し、mPEG-Oが適している。
【００９８】
　式(V)の一つの態様において、Y1は-(C2-C6)アルキル-C(O)-NH-であり、-(C2-C4)アルキ
ル-C(O)-NH-が適している。
【００９９】
　式(V)の一つの態様において、Y1は(CH2)mであり、m=3～10、例えばm=3又は4、及びKはN
Hを表す。
【０１００】
　式(V)の一つの態様において、RはHである。(V)の一つの態様において、Rは-(C2-C4アル
キル)-OHである。
【０１０１】
　式(V)の一つの態様において、n=2～6、Xは500Da～5000DaのMWを有し、ポリエチレング
リコール(例えばPEG-O-及びmPEG-O-)又はポリプロピレングリコール(PPG-O-)である;Y1は
、-(C2-C6)アルキル-C(O)-NH-及び(CH2)mからなる群より選択され、ここで、m=3～10であ
り、KはNHを表す;並びにRはHか、又は-C1-C6アルキル、-(C2-C6アルキル)-OH及び-(C2-C6
アルキル)-O-(C1-C6アルキル)からなる群より選択される不活性キャッピング基である。
【０１０２】
　式(V)の一つの態様において、n=2～6、Xはポリエチレングリコール(例えばPEG-O-及び
／又はmPEG-O-)である;Y1は-(C2-C6)アルキル-C(O)-NH-及び(CH2)mからなる群より選択さ
れ、ここで、m=3～4でありKはNHを表す;並びにRはHか、又は-C1-C6アルキル、-(C2-C6ア
ルキル)-OH及び-(C2-C6アルキル)-O-(C1-C6アルキル)からなる群より選択される不活性キ
ャッピング基である。
【０１０３】
　式(V)の一つの態様において、n=2～6、XはmPEG-O-である;Y1は-(C2-C6)アルキル-C(O)-
NH-及び(CH2)mからなる群より選択され、ここで、m=3～4でありKはNHを表す;並びにRはH
又は-(C2-C6アルキル)-OHである。
【０１０４】
　式(V)の一つの態様において、n=2～6、Xはポリエチレングリコール(例えばPEG-O-及びm
PEG-O-)である;Y1は-(C2-C6)アルキル-C(O)-NH-及び(CH2)mKからなる群より選択され、こ
こで、m=3～4でありKはNHを表す;並びにRはH又は-(C2-C6アルキル)-OHである;ここで、Y1
が(CH2)mKの場合、Rは-(C2-C6アルキル)-OHである。
【０１０５】
　式(V)の典型的な化合物としては、mPEG吉草酸アミドペンタエチレンヘキサミン(例えば
その中のmPEGが2K mPEGであるもの)、mPEG吉草酸アミドテトラエチレンペンタミン(例え
ばその中のmPEGが2K mPEGであるもの)、mPEG吉草酸アミドトリエチレンテトラミン(例え
ばその中のmPEGが2K mPEGであるもの)、mPEGプロピルトリエチレンテトラミンエタノール
(例えばその中のmPEGが2K又は5K mPEGであるもの)及びmPEGプロピルペンタエチレンヘキ
サミンエタノール(例えばその中のmPEGが2K又は5K mPEGであるもの)が挙げられる。
【０１０６】
　式(V)の化合物は、当業者にとって公知の方法と一緒に、実施例に記載された方法及び
それに類似する方法を使用して調製され得る。
【０１０７】
　例えば、Y1が-(C2-C6)アルキル-C(O)-NH-である式(V)の化合物は次のようにして調製さ
れ得る。ここで、LGは脱離基、例えばO-スクシンイミドを表す(例えば化合物(I)の合成を
参照すること)。
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【化１】

 
【０１０８】
　Y1が(CH2)mKでありKがNHである式(V)の化合物は、還元的アミノ化を経て次のように調
製され得る。
【化２】

 
【０１０９】
　スキーム1及び2において、ポリエチレングリコール-含有化合物と反応する前に、エチ
レンイミンのオリゴマーは予めRを伴う官能基を有している。官能基を持たないエチレン
イミンのオリゴマー(R=H)とポリエチレングリコール-含有化合物との反応も同様に可能性
があり、次いで、それに続く反応によってキャッピング基Rが次のように付加する。ここ
で、LGは適切な脱離基、例えばO-スクシンイミド、Cl、Br又はIである。
【化３】

 
【０１１０】
　スキーム3はスキーム1の代替案であるが、キャッピング基Rが一度付加するとエチレン
イミンのオリゴマー及びポリエチレングリコール-含有基Xがカップリングするという、こ
の反対の工程の順序付けは、スキーム2に同様に適用される。
【０１１１】
　Rが-(C2-C6アルキル)-OHである場合、カップリングの前にRのヒドロキシル基を保護す
るかについての追加工程が要求され得る。例えば、R基が-SiMe2

tBu基(tertブチルジメチ
ルシリル)で保護されている場合、一旦エチレンイミンのオリゴマーにカップリングする
と、次のような外部の脱保護工程において-SiMe2

tBu基が取り除かれるはずである。
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【化４】

 
【０１１２】
　ケイ素保護基、例えばtertブチルジメチルシリルの除去に適した試薬としては、フッ素
化試薬、例えばテトラブチルアンモニウムフルオリド(TBAF)が挙げられる(例えば化合物(
2)の合成における工程3を参照すること)。
【０１１３】
　上記の式(V)の化合物は、本発明の溶液、組成物及び方法において有用である。
【０１１４】
　本発明のさらなる側面には次のものが含まれる：
Ａ．　次のものを含む水溶液：
(a)少なくとも約10mg/mL、25mg/mL、30mg/mL、40mg/mL、50mg/mL、60mg/mL、70mg/mL、80
mg/mL、90mg/mL又は100mg/mLの濃度の抗体タンパク質、又は約25mg/mL～約400mg/mLの範
囲(例えば、約350mg/mL以下、300mg/mL以下、250mg/mL以下、200mg/mL以下又は175mg/mL
以下)の抗体タンパク質；及び
(a)本明細書に記載されるような式I、式II、式III、式IV、又は式Vのエチレンイミンのオ
リゴマー、ここで、オリゴマーにおけるエチレンイミンの繰り返し単位の数(n)は2～12の
範囲(又は式Vの定義に従う範囲)であり、エチレンイミンの濃度が約0.01～約10mg/mL(例
えば、約0.01～約0.1mg/mL、約0.1～約0.25mg/mL、約0.25～約1mg/mL、約1～約2mg/mL、
約2～約5mg/mL、又は約5～約10mg/mL)である;及び
水溶液のpHが4～8の範囲(例えば5.0～7.5又は5.5～7.0)であり、そして溶液が約200～約5
00mOsm/Lの範囲のモル浸透圧濃度を有する。
【０１１５】
Ｂ．　側面Ａの水溶液、ここで溶液は、タンパク質を所望の濃度に溶解させるのに十分な
pHと、エチレンイミンのオリゴマーにおける塩基性基の一部をプロトン化させるのに十分
に低いpHを与える緩衝剤を含有する。
【０１１６】
Ｃ．　側面Ａ又はＢの水溶液、ここで、エチレンイミンのオリゴマーは、随意に末端がキ
ャップされていてもよい化学的に不活性なポリマーで誘導体化される。
【０１１７】
Ｄ．　側面Ａ、Ｂ又はＣの水溶液、ここで、抗体タンパク質の濃度は、それぞれの投与の
全体積が約2mLを超えないように十分に高い。
【０１１８】
Ｅ．　側面Ａ、Ｂ、Ｃ又はＤの水溶液、ここで、水溶液は一以上の従来の賦形剤をさらに
含有する。
【実施例】
【０１１９】
材料
　エチレンジアミン(Mw 60Da)、ジエチレントリアミン(Mw 103Da)、トリエチレンテトラ
ミン(Mw 146Da)、テトラエチレンペンタミン(Mw 189Da)、ペンタエチレンヘキサミン(Mw 
232Da)及びPEI800(ポリエチレンイミン、分岐エチレンジアミン、LSによる平均Mw約800、
GPCによる平均Mn約600)はSigma-Aldrich社から入手した。5K mPEGアルコール(Mw 5000Da)
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手した。5K mPEGプロピオンアルデヒドはDr Reddy's CPSから入手した。
【０１２０】
略号
CPE　細胞変性効果
DMEM　ダルベッコ最小必須培地
FBS　ウシ胎児血清
HEK　ヒト胎児由来腎臓
MDCK　メイディン・ダービー・イヌ腎臓上皮
MTBE　メチルtert-ブチルエーテル
mPEG　メトキシでキャップされたポリエチレングリコールポリマー
PEG　ポリエチレングリコール
PEI　ポリエチレンイミン
PPG　ポリプロピレングリコール
THF　テトラヒドロフラン
【０１２１】
選択されたエチレンイミンのオリゴマー誘導体の合成
　次の誘導体化されたエチレンイミンのオリゴマーを合成した：
【０１２２】
化合物(1) mPEG-O(CH2)4CONH-(CH2CH2NH)5H(=2K mPEG吉草酸アミドペンタエチレンヘキサ
ミン)(Mw約2331)

【化５】

　2K mPEGスクシンイミジル吉草酸(1.5g、0.75mmol)をアセトニトリル(45ml)に溶解させ
た。ペンタエチレンヘキサミン(0.26g、1.12mmol)もアセトニトリル(5ml)に溶解させ、溶
解させたmPEG試薬に数分間かけて滴下した。次いで、反応混合物を室温で一晩撹拌し、そ
の後、不透明の懸濁液を得た。反応混合物をセライトでろ過した後、メチルtert-ブチル
エーテル(MTBE)(300ml)の添加によってmPEG成分がアセトニトリルから沈殿した。紙でろ
過する前に、氷水浴の容器で懸濁液を冷却し、追加のメチルtert-ブチルエーテル(50ml)
で洗浄した。湿った生成物を室温、減圧下で数時間かけて乾燥させ、白色固体物として表
題のオリゴマーを得た(1.24g;83%)。
1H NMR(CDCl3, 400MHz); 3.41-3.84 (m, PEG及びm, OCH2CH2CH2CH2CONH)、3.38 (s, OCH3
)、2.37-3.36 (m, 種々のCH2)、2.21 (m, CH2CONH)、1.56-1.72(m, OCH2CH2CH2CH2CONH)
。
【０１２３】
化合物 (2) mPEG-O(CH2)3-(NHCH2CH2)3NHCH2CH2OH(=5K mPEGプロピルトリエチレンテトラ
ミンエタノール)(Mw約5247)
工程1:モノ－保護ジアミン
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【化６】

　トリエチレンテトラミン(1.15g、7.9mmol)及び(tert-ブチルジメチルシリルオキシ)ア
セトアルデヒド(0.7g、3.9mmol、0.5当量)をメタノール(50ml)中でひとまとめにして、室
温で1時間撹拌した。この時間が経過後、水素化ホウ素ナトリウム(89mg、2.4mmol、0.3当
量)を添加し、わずかな発泡が生じた。反応混合物を15分間撹拌し、次いで減圧下でメタ
ノール溶媒を除去した。得られた不透明の液体をジクロロメタン(50ml)に溶解し、水(10m
l)及び塩水(10ml)で洗浄した。生じた層は不透明であったが、すぐに分離した。ジクロロ
メタン層を分取し、硫酸ナトリウムで乾燥させ、この乾燥剤を取り除き、減圧下で溶媒を
除去した。これによって、不透明の液体としてモノ-保護されたジアミン1.0g(ジアミンか
ら42%)を得た。
【０１２４】
工程2： 5K mPEG-プロピオンアルデヒドとの反応

【化７】

　5K mPEGプロピオンアルデヒド(5.0g、1mmol)及び工程1のモノ-保護されたジアミン(1.5
2g、5mmol、5当量)をメタノール(60ml)に溶解させ、室温で1時間撹拌した。水素化ホウ素
ナトリウム(0.11g、3mmol、3当量)を反応混合物に添加し、15分間撹拌した。次いで、減
圧下でメタノール溶媒を除去して、湿った白色固形物を得た。これをジクロロメタン(30m
l)に溶解させ、生成物をMTBE(300ml)で結晶化させて、白色固形物としてのシリル保護化
生成物5.3g(100%)を得た。
【０１２５】
　工程3：mPEG プロピルトリエチレンテトラミンエタノールへの脱保護
【化８】

　温かい水浴内で穏やかに加熱(約40°C)することによって、工程2のシリル保護化前駆体
(4.8g、0.96mmol)をテトラヒドロフラン(THF)(50ml)に溶解させた。次いで、テトラブチ
ルアンモニウムフルオリド(1.5ml、THF中の1M溶液、1.5当量)を添加し、反応混合物を室
温で一晩撹拌した。MTBE(125ml)を反応混合物に添加し、ろ過によって沈殿を集めた。ろ
別された湿ったケーキをジクロロメタン(10ml)に溶解し、プロパン-2-オール(250ml)の添
加によって沈殿させた。次いで、ジクロロメタン及びプロパン-2-オールからの沈殿を繰
り返し、白色の固形物を単離し、30℃で3時間かけて乾燥させて、高密度の白色固形物と
しての表題の生成物2.2g(45%)を得た。1H NMR (CDCl3, 400 MHz); 3.43-3.84 (m, PEG, C
H2OH及びPEGOCH2)、3.38 (s, OCH3)、2.45-2.85 (m,多重CH2N)、1.72-1.82 (2H, m, PEGC
H2CH2CH2NH)。
【０１２６】
化合物 (3) mPEG-O(CH2)3-(NHCH2CH2)5NHCH2CH2OH(=5K mPEGプロピルペンタエチレンヘキ
サミンエタノール)(Mw約5333Da)
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工程1：モノ-保護化ジアミン
【化９】

　ペンタエチレンヘキサミン(5.3g、23.0mmol)及び(tert-ブチルジメチルシリルオキシ)
アセトアルデヒド(2.0g、11.5mmol、0.5当量)をメタノール(100ml)中でひとまとめにし、
室温で1時間撹拌した。その後、水素化ホウ素ナトリウム(260mg、6.9mmol、0.3当量)を添
加し、わずかな発泡が生じた。反応混合物を15分間撹拌し、次いで減圧下でメタノール溶
媒を除去した。得られた不透明の液体をジクロロメタン(75ml)に溶解し、水(10ml)及び塩
水(10ml)で二回洗浄した。生じた層は不透明であったがすぐに分離した。一旦ジクロロメ
タン層を分離して硫酸ナトリウムで乾燥させ、この乾燥材を取り除き、減圧下で溶媒を除
去した。これによって、不透明の淡い黄色の液体としてモノ-保護されたジアミン3.0g(ジ
アミンから33%)が得られた。
【０１２７】
工程2：5K mPEG-プロピオンアルデヒドとの反応

【化１０】

 
【０１２８】
　5K mPEGプロピオンアルデヒド(5.0g、1mmol)及び工程1のモノ-保護されたジアミン(1.9
5g、5mmol、5当量)をメタノール(60ml)に溶解させ、室温で1時間撹拌した。水素化ホウ素
ナトリウム(0.13g、3mmol、3当量)を添加し、反応混合物を15分間撹拌した。次いで、減
圧下でメタノール溶媒を除去して、湿った白色固形物を得た。これをジクロロメタン(30m
l)に溶解させ、生成物をMTBE(300ml)で結晶化させて、白色固形物としてのシリル保護さ
れた生成物5.2g(100%)を得た。
【０１２９】
工程3：mPEG プロピルペンタエチレンヘキサミンエタノールへの脱保護
【化１１】

　温かい水浴内で穏やかに加熱(約40°C)することによって、工程2のシリル保護前駆体(4
.8g、0.96mmol)をTHF(50ml)に溶解させた。次いで、テトラブチルアンモニウムフルオリ
ド(1.5ml、THF中の1M溶液、1.5当量)を添加し、反応混合物を室温で一晩撹拌した。MTBE(
125ml)を反応混合物に添加し、ろ過によって沈殿を集めた。湿ったフィルター上のケーキ
をジクロロメタン(10ml)に溶解させ、プロパン-2-オール(250ml)の添加によって沈殿させ
た。次いで、ジクロロメタン及びプロパン-2-オールからの沈殿を繰り返し、白色固形物
を単離し、30℃で3時間かけて乾燥させて、高密度の白色固形物としての表題の生成物3.1
g(65%)を得た。1H NMR (CDCl3, 400 MHz); 3.44-3.85 (m, PEG, CH2OH及びPEGOCH2)、3.3
8 (s, OCH3)、2.45-2.83 (m,多重CH2N)、1.73-1.82 (2H, m, PEGCH2CH2CH2NH)。
【０１３０】
　参照物質として以下の化合物を合成した：
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【０１３１】
化合物(4)　mPEG-O(CH2)4CONH-(PEI800)(=2K mPEG吉草酸PEI800)(Mw約2900Da)
【化１２】

 
【０１３２】
　PEI800(0.48g、0.6mmol)をジクロロメタン(90ml)に溶解して、不透明な溶液を形成した
。次いで、少量の2K mPEGスクシンイミジル吉草酸(1.5g、0.75mmol)を固形物として数分
間かけて添加して、透明な溶液を作製した。次いで、反応混合物を、周囲温度で一晩撹拌
し、その後、不透明な懸濁物が得られた。セライトに通したろ過により、外来の固形物を
除去し、その後、減圧下で約2/3のジクロロメタンを除去した。次いで、得られた濃縮物
を、メチルtert-ブチルエーテルMTBE(300ml)と混合し、氷/水浴中で冷やし、生成物の沈
澱を得た。紙に通したろ過によりこれを回収して、MTBE(50ml)で洗浄し、減圧下、周囲温
度で数時間乾燥させた。表題の生成物を、白色固体(1.50g、89%)として得た。1H NMR (CD
Cl3, 400 MHz); 3.41-3.84 (m, PEGおよびm, OCH2CH2CH2CH2CONH), 3.38 (s, OCH3), 2.4
3-3.36 (m, 種々のCH2), 2.21 (m, CH2CONH), 1.53-1.74 (m, OCH2CH2CH2CH2CONH)。
【０１３３】
化合物(5)　mPEG-O-(CH2)3-NHCH2CH2NHCH2CH2OH(=5K mPEGプロピル-N-(ヒドロキシエチル
)エチレンジアミン)(Mw約5161Da)
【化１３】

 
【０１３４】
　水浴中、約40℃まで温めて、5K mPEGプロピオンアルデヒド(2g、0.4mmol)をメタノール
(20ml)に溶解した。溶解時に、mPEG溶液を周囲温度に戻して、N-(2-ヒドロキシエチル)エ
チレンジアミン(0.125g、1.2mmol、3等量)を添加した。アミド、アルデヒド混合物を15分
間撹拌して、その後臭化水素ナトリウム(45mg、1.2mmol、3等量)を添加して、わずかな発
泡が得られた。反応混合物を周囲温度で1時間撹拌し、次いで、MTBE(150ml)によりPEG成
分が沈殿し、ろ過により回収した。湿ったろ過ケーキ(filter cake)をMTBE(50ml)で洗浄
し、次いで、減圧下で乾燥させて、白色固体の表題の化合物(1.86g、93%)を得た。1H NMR
 (CDCl3, 400 MHz); 3.43-3.84 (m, PEG, CH2OHおよびPEGOCH2), 3.38 (s, OCH3), 2.52-
2.80 (m, 多数のCH2N), 1.72-1.82 (m, PEGCH2CH2CH2NH)。
【０１３５】
　製剤化調製物および安定性試験
　タンパク質治療薬、リツキシマブおよびセルトリズマブペゴールの製剤を、エチレンイ
ミンの種々のオリゴマーの非存在下または存在下のいずれかで調製した。以下の生成物：
MabThera(登録商標)(リツキシマブ)およびCimzia(登録商標)(セルトリズマブペゴール)を
開始物質として使用した。2つの生成物の組成は以下の通りである：
【０１３６】
MabThera(登録商標)：
　リツキシマブ(10mg/ml)
　クエン酸ナトリウム二水和物(7.35mg/ml)
　ポリソルベート80(0.7mg/ml)
　塩化ナトリウム(9.0mg/ml)
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　pHは約6.5
　供給源：EMA Scientific discussion on MabThera(登録商標)
(http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_Scientific_Discussion
/human/000165/WC500025817.pdf)
【０１３７】
Cimzia(登録商標)：
　セルトリズマブペゴール(200mg/ml)
　酢酸ナトリウム(1.36mg/ml)
　塩化ナトリウム(7.31mg/ml)
　pHは約4.7
　供給源：RxList(http://www.rxlist.com/script/main/hp.asp)
【０１３８】
　試験のための製剤を調製するために、元の賦形剤を除去し、それらを選択された賦形剤
で置き換えることが必要であった。試験のための製剤を調製するために以下の手順を使用
した：製造容器から元の組成物を除去し、3.5kDaカットオフ透析カセット(Thermo Pierce
)中2～8℃で、3回交換して、それぞれにおいて最低4時間透析し、一晩インキュベートし
た。次いで、タンパク質を、Amicon遠心分離濃縮器を使用して、MWCO 50kDa(リツキシマ
ブ)または30kDa(セルトリズマブペゴール)で、133.3mg/ml(リツキシマブ、実施例1～4)、
187mg/ml(リツキシマブ、実施例5)または150mg/ml(セルトリズマブペゴール、実施例6)に
濃縮した。
【０１３９】
　新しい賦形剤を含み、必要なpHに調整されたバックグラウンド溶液を、透析したタンパ
ク質に添加して、最終組成物中、賦形剤およびタンパク質の要求される濃度を達成した。
製剤化した試料を40℃または5℃で貯蔵庫に入れ、一定期間後に安定性を試験した。エチ
レンイミンのオリゴマーを含む組成物中でタンパク質の安定性を試験して、オリゴマーの
非存在下で同じバックグラウンドを有する「対照製剤」と比較した。さらなる比較のため
に、元の生成物(すなわち、リツキシマブの場合MabThera(登録商標)、およびセルトリズ
マブペゴールの場合Cimzia(登録商標))と同じ賦形剤の組成を有するが、それぞれの実施
例で特定されるような特定の濃度のタンパク質を有する「元の製剤」を調製した(例えば
、実施例1において、元の製剤は100mg/mlのリツキシマブを有する)。
【０１４０】
凝集の評価方法
　水性タンパク質組成物中の凝集は、以下の手法により評価し得る：
(a)視覚評価
　バイアルを、適切に選択された対照化バックグラウンドを有する適切な位置、任意の潜
在力または検出された視覚的偏りを強調する十分かつ適切な照明下に置く。対照(または
新たに調製した物質)を、直接比較のために並べて置く。溶液は、視覚的な欠陥がない場
合は、透明である、物質の不透明性がわずかに変化する場合は濁っている、および不溶性
の画分がある場合またはバイアルの底に粒子が見られる場合は、沈殿が形成されていると
分類する。
【０１４１】
(b)サイズ排除クロマトグラフィー(SEC)
　高分子量種の量を、ガードカラムを有する300x7.8mm S3000(または同等)サイズ排除カ
ラムを使用して測定する。移動相はリン酸カリウムpH6.5であり、流速0.4ml/分、注入体
積1μlであり、210および280nmで検出する。結果は、%高分子量種(HMWS)、すなわちクロ
マトグラム上の全てのタンパク質関連ピークの合計に対する凝集したタンパク質に対応す
るピーク面積の合計で表す。例えば繰り返しのサイズ排除カラムの使用のために、%HMWS
の絶対値に関して、小さな時点～時点の変動性が観察され得る。しかしながら、所定の時
点中で、同じ条件のカラムを使用して試料を試験するので、該時点中に得られる値は、試
験した組成物中におけるタンパク質の相対的な安定性の非常に良好な徴候を表す。
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【０１４２】
実施例1：リツキシマブ-テトラエチレンペンタミンおよびペンタエチレンヘキサミンの存
在下での凝集調節の表示
　リツキシマブは、以下のバックグラウンド溶液:EDTA(0.2mM)、メチオニン(1mM)、ヒス
チジン(10mM)中に100mg/mlで調製した。pHを6.5に調整した。エチレンイミン(i)テトラエ
チレンペンタミン五塩酸塩(n=4)および(ii)ペンタエチレンヘキサミン(n=5)のオリゴマー
の、40℃および5℃でのトレハロースの存在下での凝集の増加に対する効果を表1および表
2にそれぞれ示す。全てのバックグラウンド溶液において、エチレンイミン(i)および(ii)
のオリゴマーの存在は、HMWSの形成速度をかなり低減することが見出された。また、40℃
で、エチレンイミンのオリゴマーを含まない対照製剤において、8週間後に沈殿が観察さ
れた。
【０１４３】
【表１－１】

【表１－２】

 
【０１４４】
【表２】

 
【０１４５】
実施例2：リツキシマブ-種々のオリゴマー添加物およびポリマー添加物の存在下での凝集
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調節のさらなる調査
　リツキシマブは、以下のバックグラウンド溶液:EDTA(0.2mM)、メチオニン(1mM)、ヒス
チジン(10mM)中に100mg/mlで調製する。pHを6.5に調整する。以下のモノマー、オリゴマ
ーおよびポリマーの添加物を試験し得る：
(a) 2K mPEG吉草酸アミドペンタエチレンヘキサミン[化合物(1)]
(b) 2K mPEG吉草酸塩PEI800[化合物(4)]；対照
(c) エチレンジアミン；対照
(d) ジエチレントリアミン
(e) トリエチレンテトラミン
(f) テトラエチレンペンタミン
(g) ペンタエチレンヘキサミン
【０１４６】
【表３】

 
【０１４７】
実施例3：リツキシマブ-アルギニンを含む代替的なバックグラウンド溶液中のテトラエチ
レンペンタミンおよびペンタエチレンヘキサミンの存在下の凝集調節の表示。
　リツキシマブは、以下のバックグラウンド溶液:EDTA(0.2mM)、メチオニン(1mM)、ヒス
チジン(10mM)中、張性変更剤としてアルギニン(80mM)の存在下で、100 mg/mlで調製した
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「元の製剤」もリツキシマブを100mg/mlで有する)も含めた。エチレンイミン(i)テトラエ
チレンペンタミン五塩酸塩(n=4)および(ii)ペンタエチレンヘキサミン(n=5)のオリゴマー
の、40℃での凝集の増加に対する効果を表4に示す。全てのバックグラウンド溶液におい
て、エチレンイミン(i)および(ii)のオリゴマーの存在は、エチレンイミンのオリゴマー
を含まないバックグラウンド溶液と比較して、HMWSの形成速度をかなり低減することが見
出された。また、エチレンイミンのオリゴマーの存在下、40℃でのHMWSの形成速度は、元
の製剤中よりも低いことが見出され、これは、8週間後に沈澱の徴候も示した。
【０１４８】
【表４】

 
【０１４９】
実施例4：リツキシマブ-エチレンイミンの種々のオリゴマーによる凝集調節の表示
　リツキシマブは、以下のバックグラウンド溶液:EDTA(0.2mM)、メチオニン(1mM)、ヒス
チジン(10mM)およびトレハロース(200mM)中に100mg/mlで調製した。pHを6.5に調整した。
40℃での存在下の凝集の増加に対する以下の添加剤の効果を表5に示す。
(a) 2K mPEG吉草酸アミドペンタエチレンヘキサミン[化合物(1)]
(b) エチレンジアミン(参照)
(c) ジエチレントリアミン
(d) トリエチレンテトラミン
(e) ペンタエチレンヘキサミン
(f) 2K mPEG吉草酸塩PEI800[化合物(4)]
【０１５０】
　結果は、SECにより測定した%高分子種(HMWS)で表す。以下の観察を行った。全てのバッ
クグラウンド溶液において、エチレンイミンのオリゴマー(c)、(d)および(e)の存在は、
エチレンイミンのオリゴマーを含まないバックグラウンド製剤と比較して、用量依存的な
様式で、HMWSの形成速度をかなり低減することが見出され、エチレンイミンのペグ化オリ
ゴマー(a)の使用によっても、安定化効果が達成され、および(c)、(d)および(e)と同様の
モル基準の効果が現れ、エチレンイミンのオリゴマー(a)、(c)、(d)および(e)の存在下の
凝集速度は、市販の液体リツキシマブ製品の製剤(「元の製剤」)と比較した場合、全ての
場合において低く、エチレンジアミン(b)を含む別の比較(comparator)製剤は、HMWSの形
成の低減において効果が低く、2K mPEG吉草酸塩PEI800(f)を含む別の比較製剤は、用量依
存的な様式でHMWSの形成速度を低減したが、添加剤(f)は、添加剤(a)、(c)、(d)および(e
)に対して、都合の良い毒性プロフィールをほとんど持たないことが予測され得る。
【０１５１】
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【表５－１】

【表５－２】

 
【０１５２】
実施例5：リツキシマブ-ペグ化および非ペグ化エチレンイミンオリゴマーの両方によるよ
り高濃度での凝集調節の表示
　リツキシマブは、以下のバックグラウンド溶液:EDTA(0.2mM)、メチオニン(1mM)、ヒス
チジン(10mM)およびトレハロース(200mM)中に140mg/mlで調製した。pHを6.5に調整した。
凝集速度に対する以下の添加剤の効果を調査した。
(a) 5K mPEG プロピルトリエチレンテトラミンエタノール[化合物(2)]
(b) 5K mPEG プロピルペンタエチレンヘキサミンエタノール[化合物(3)]
(c) 5k mPEGアルコール
(d) ジエチレントリアミン
(e) トリエチレンテトラミン
(f) ペンタエチレンヘキサミン
【０１５３】
　添加剤(c)は、選択されたエチレンイミンのオリゴマーのペグ化の効果をよりよく理解
させるために追加した。
【０１５４】
　40℃でのリツキシマブの凝集速度に対するエチレンイミンのオリゴマーの効果を表6に
示す。結果は、SECにより測定された%高分子種(HMWS)で表す。図1A～1Fにも同じ結果を示
す。5K mPEGプロピルトリエチレンテトラミンエタノール(a)および5K mPEGプロピルペン
タエチレンヘキサミンエタノール(b)の存在下で凝集速度の低下が観察された(図1Aおよび
1B)。効果は用量依存的であり、5k mPEGペンタエチレンヘキサミン(b)の場合において、
効果は5mg/mlのみで観察された。対照的に、5k mPEGアルコール(c)単独では、凝集速度に
対して下限に近い効果のみを有した(図1C)。エチレンイミンの非ペグ化オリゴマー(d)、(
e)および(f)は、リツキシマブの凝集速度において、かなりの用量依存的な減少を示した(
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図1D～1F)。
【０１５５】
【表６】

 
【０１５６】
実施例6：セルトリズマブペゴール-エチレンイミンのペグ化および非ペグ化オリゴマーの
存在下での凝集調節の表示
　セルトリズマブペゴールは、張性変更剤としてNaCl(150mM)または1,2-プロパンジオー
ル(200mM)のいずれかの存在下で、ヒスチジンバッファ(10mM、pH6.0)中、100mg/mlで調製
した。エチレンイミンのオリゴマー(b)～(e)の40℃での凝集速度に対する効果を、表7(15
0mM NaCl張性変更剤)および表8(200mM 1,2-プロパンジオール張性変更剤)に示す。
以下の添加剤を試験した。
(a) 5k mPEGアルコール
(b) ペンタエチレンヘキサミン
(c) 2K mPEG吉草酸アミドペンタエチレンヘキサミン[化合物(1)]
(d) トリエチレンテトラミン
(e) 5K mPEGプロピルトリエチレンテトラミンエタノール[化合物(2)]
【０１５７】
　結果は、SECにより測定した%高分子種(HMWS)で表す。ペグ化および非ペグ化の両方のエ
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チレンイミンのオリゴマー(b)～(e)、特にオリゴマー(b)、(c)および(d)は、HMWSの形成
速度を低減することが見出された。1,2-プロパンジオールを含む組成物中(e)以外では(表
8)、この効果は用量に伴って増加した。セルトリズマブペゴールの市販の液体製品の製剤
(「元の製剤」)と比較して、エチレンイミンのオリゴマーの存在下で、HMWSの形成速度が
かなり低いことも示された。さらに、mPEGアルコール(a)を含む別の比較製剤は、HMWSの
形成速度の低減において効果的でないことが示された。
【０１５８】
【表７】

 
【０１５９】

【表８】

 
【０１６０】
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細胞傷害性を評価する方法
実施例7： HEK293およびVero細胞上の細胞傷害性効果に対するPEIのサイズの効果の決定
　バーミンガム大学から得た細胞株ヒト胚性腎臓(HEK)293およびECACC(The European Col
lection of Cell Cultures)から得たVeroを継代培養して、ダルベッコ最小必須培地(Dulb
ecco's Minimum Essential Medium)(DMEM)+2%ウシ胎児血清(FBS)+4mM L-グルタミン中、1
x104細胞/cm2の濃度の96ウェルプレートを作製するように使用した。細胞を37℃で24時間
インキュベートして、コンフルエントにした。24時間後、約800Da～約50,000Daの間の分
子量の種々のPEIを、5mg/mLのストック濃度に調製して、それらのpHを7に調整した(分子
量600、1800、10,000および50～100,000)。次いで、ストックをDMEM+2%FBS+4mM L-グルタ
ミンに希釈して、以下の濃度、2.5mg/mL、1.25mg/mL、600ug/mL、300ug/mL、150ug/mL、7
5ug/mL、25ug/mL、10ug/mLおよび5ug/mLにした。希釈工程後、ストック濃度を含む全ての
濃度の100μLを8ウェル/プレートに添加し、8回の実験物(replicate)/濃度を得た。プレ
ートを37℃で72時間インキュベートした後、図2に示されるように細胞病理学効果(CPE)に
ついてスクリーニングした。上述のように、図2は、PEIの大きさが減少するにつれて、そ
の細胞傷害性効果が生じることを明確に示す。
【０１６１】
　本発明のエチレンイミンのオリゴマーの細胞傷害性効果は、実質的に同じ方法で試験し
得る。
【０１６２】
実施例8：VeroおよびMDCK細胞を使用した、細胞傷害性効果に対するエチレンイミンオリ
ゴマーのサイズの効果
　Vero細胞およびMadin-Darbyイヌ腎臓上皮(Canine Kidney Epithelial) (MDCK)細胞はEC
ACC (The European Collection of Cell Cultures, Health Protection Agency, Porton 
Down, Salisbury, SP4 OJG)から得た。細胞を継代培養して、ダルベッコ最小必須培地(DM
EM)+2%ウシ胎児血清(FBS)+4mM L-グルタミン中1x104細胞/cm2の濃度で96ウェルプレート
を作製するように使用した。細胞を37℃で24時間インキュベートして、コンフルエントに
した。24時間後、種々のエチレンイミンオリゴマーおよびポリマー(すなわちPEI)を5mg/m
Lのストック濃度に調製して、それらのpHを7に調整した。以下の分子量：102、145、188
、231、800、1800、10,000および50～100,000Daのオリゴマーおよびポリマーを試験した
。次いで、ストック溶液を、DMEM+2% FBS+4mM L-グルタミン中、以下の濃度：2.5mg/mL、
1.25mg/mL、600μg/mL、300μg/mL、150μg/mL、75μg/mL、25μg/mL、10μg/mLおよび5
μg/mLまで希釈した。希釈工程後、それぞれの濃度のそれぞれの試料の100μLをプレート
上の8ウェルに添加して、1濃度当たり8回の実験物を得た。プレートを37℃で72時間イン
キュベートして、その後、細胞阻害および細胞病理学効果(CPE)についてスクリーニング
した。図3は、エチレンイミンのオリゴマーまたはポリマーのサイズは、Vero細胞におい
て細胞傷害性効果に直接関連し、細胞傷害性効果に必要なエチレンイミンのオリゴマーま
たはポリマーの濃度で決定した場合、サイズが小さくなるほど細胞傷害性効果が小さくな
ることを示す。オリゴマーのいずれも、試験した最高濃度で細胞傷害性効果を示さなかっ
たので、試験した最少の3つのオリゴマーの間に違いは得られなかった。細胞傷害性効果
に対するエチレンイミンのオリゴマーまたはポリマーのサイズの同様の効果は、MDCK細胞
を使用して観察されたが(図4)、この場合の効果はゆるやかでなく、189Da未満のオリゴマ
ーの細胞傷害性は急激な減少を有した。
【０１６３】
実施例9：Vero細胞を使用した細胞傷害性効果に対するペンタエチレンヘキサミンのペグ
化の効果
　Vero細胞を得て、実施例7と同様に培養した。細胞を37℃で24時間インキュベートして
、コンフルエントにした。24時間後、ペンタエチレンヘキサミン(232Da)を5mg/mLのスト
ック濃度に調製して、pHを7に調整した。次いで、ストックを、DMEM+2%FBS+4mM L-グルタ
ミン中、以下の濃度：2.5mg/mL、1.25mg/mL、600μg/mL、300μg/mL、150μg/mL、75μg/
mL、25μg/mL、10μg/mLおよび5μg/mLまで希釈した。同じバッファ条件およびpHを使用
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))を以下の濃度：50mg/ml、25mg/ml、12.5mg/ml、6mg/ml、3mg/ml、1.5mg/ml、750μg/ml
、250μg/ml、125μg/mlおよび60μg/mlに調製した。希釈工程後、ストック濃度を含む全
ての濃度の100μLを8ウェル/プレートに添加して、8回の実験物/濃度を得た。プレートを
37℃で72時間インキュベートした後、Vero細胞阻害についてスクリーニングした。ペンタ
エチレンヘキサミン(232Da)の細胞傷害性効果を、2K mPEG吉草酸アミドペンタエチレンヘ
キサミン(化合物(1))の効果と比較した。細胞傷害性効果を引き起こすために必要とされ
る2K mPEG吉草酸アミドペンタエチレンヘキサミン(化合物(1))の濃度は、非ペグ化ペンタ
エチレンヘキサミンの濃度よりも約10倍高いことが示された(図5)。この観察は、2K mPEG
吉草酸アミドペンタエチレンヘキサミンのペンタエチレンヘキサミン部分が約10重量%で
あるという事実により可能な限り説明できた。
【０１６４】
　文脈においてそうでないことが求められなければ、明細書および以下の特許請求の範囲
を通じて、単語「含む(comprise)」、ならびに「含む(comprises)」および「含む(compri
sing)」などの変形は、述べられた整数、工程、整数の群または工程の群を包含すること
を意味するが、任意の他の整数、工程、整数の群または工程の群を排除することは意味し
ないことが理解されよう。
【０１６５】
　本発明は、その好ましい態様に関して具体的に示され、記載されるが、添付の特許請求
の範囲に包含される発明の範囲を逸脱することなく、形態および詳細における種々の変化
が本発明中になされ得ることが当業者には理解されよう。本明細書に記載される態様は、
相互に排他的ではないこと、および種々の態様からの特徴が、本発明に従って全体または
一部において組み合され得ることも理解されるべきである。
【０１６６】
　本発明の局面または態様が、マーカッシュ群または他の代替物の群で記載される場合、
本発明は、全体として列挙される群全体だけでなく、個別に群のそれぞれの構成要素およ
び主要な群の全ての可能な下位集団、ならびに群の構成要素の1つ以上を有さない主要な
群も包含する。本発明はまた、特許請求される発明の群の構成要素のいずれかの1つ以上
の明示的な排除をも予想するものである。
【０１６７】
　本明細書において「Aおよび/またはB」などの句において使用される場合、用語「およ
び/または」は、AおよびBの両方、AまたはB、A(単独)、ならびにB(単独)を含むことを意
図する。同様に、「A、Bおよび/またはC」などの句において使用される場合、用語「およ
び/または」は、以下の態様：A、BおよびC；A、BまたはC；AまたはC；AまたはB；Bまたは
C；AおよびC；AおよびB；BおよびC；A(単独)；B(単独)；ならびにC(単独)のそれぞれを包
含することを意図する。
【０１６８】
　米国特許出願第61/592,323号の開示は、その全体において、参照により本明細書中に援
用される。さらに、引用される全ての公報、特許、特許出願、インターネットサイトおよ
び受託番号/データベース配列(ポリヌクレオチド配列およびポリペプチド配列を含む)は
、それぞれ個々の公報、特許、特許出願、インターネットサイトまたは受託番号/データ
ベース配列が、具体的にかつ個別に、参照により援用されるように示される場合と同程度
までの全ての目的で、それらの全体において参照により本明細書中に援用される。
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