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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）１０－１００のアミノ酸を含む脱水された治療的に活性なポリペプチドと、
　ｂ）プロピレングリコール及びグリセロールからなる群から選択される少なくとも一の
半極性プロトン性有機溶媒
の混合物を含有し、
　該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１ｐＨ単位高いか、
又は少なくとも１ｐＨ単位低い標的ｐＨで脱水されているインスリンペプチドである、非
水性薬学的組成物。
【請求項２】
　インスリンペプチドがインスリングルリジン、ＬｙｓＢ２８ＰｒｏＢ２９ヒトインスリ
ン、ＡｓｐＢ２８ヒトインスリン及びｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリンからなる群から選択
される請求項１に記載の薬学的組成物。
【請求項３】
　脱水されたインスリンペプチドの有機溶媒中での溶解度が少なくとも２０ｍｇ／ｍｌで
ある請求項１又は２に記載の薬学的組成物。
【請求項４】
　標的ｐＨが６．０～９．０の範囲にある請求項１から３のいずれか一項に記載の薬学的
組成物。
【請求項５】
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　有機溶媒が少なくとも２０％ｗ／ｗの量で存在している請求項１から４のいずれか一項
に記載の薬学的組成物。
【請求項６】
　１０％ｗ／ｗ未満の水分を含有する請求項１から５のいずれか一項に記載の薬学的組成
物。
【請求項７】
　組成物が、肺処置、経口処置、鼻処置又は口腔処置に対して適合化されている請求項１
から６のいずれか一項に記載の薬学的組成物。
【請求項８】
　インスリンペプチドが、インスリンアスパルトである請求項１から７のいずれか一項に
記載の薬学的組成物。
【請求項９】
　インスリンペプチドが、インスリンにおいて一又は複数のアミノ酸残基の置換、欠失及
び／又は付加を有するインスリンアナログである請求項１から８のいずれか一項に記載の
薬学的組成物。
【請求項１０】
　高血糖症、２型糖尿病、耐糖能異常、及び１型糖尿病の処置又は予防のための医薬とし
ての使用のための、請求項１から９のいずれか一項に記載の薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、非水性薬学的組成物、及び糖尿病及び高血糖症を処置する方法におけるそれ
らの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ポリペプチドは、ジメチルスルホキシド(ＤＭＳＯ)、ジメチルアセトアミド及びジメチ
ルホルムアミドのようなある種の非プロトン性溶媒を除く、ほとんどの非水性溶媒におい
て、典型的には低い溶解度を有する。しかしながら、これらの非プロトン性溶媒は毒性の
ため、かなりの度合いで薬学的製剤に使用するには不適切である。
【０００３】
　Klibanovら(J. T. Chin, S. L. Wheeler, 及びA. M. Klibanov. Communication to the
 editor: On protein solubility in organic solvents. BIOTECHNOL.BIOENG. 44 (1):14
0-145, 1994)には、プロトン性で非常に親水性の極性溶媒が、１０ｍｇ／ｍｌ以上のリゾ
チーム(ｐＨ６．０の水溶液から凍結乾燥させたもの)を溶解させることが記載されている
。個々の溶媒(1,５ ペンタンジオール)における溶解度は、リボゾームが水溶液からペン
タンジオールに溶解される前に凍結乾燥され、ｐＨ値がリボゾームの等電点以下に動いた
場合、際だって増加した。溶媒の特徴とリボゾームの溶解度との間に、強い相関関係を確
立させることはできなかった。
【０００４】
　国際公開第００／４２９９３号には、高分子のデリバリーのための製剤が開示されてお
り、ここで高分子は、吸入により患者の肺に送達させるためにエアロゾル化可能な低毒性
の有機溶媒に溶解又は分散される。
【０００５】
　多くの極性プロトン性有機溶媒は、ポリペプチドの部分的なアンフォールディングのた
めに、ポリペプチドを不安定にさせ、これが高次構造の柔軟性のために、凝集及び化学的
分解プロセスをしばしば高める傾向にある。エタノール等のある種の極性プロトン性有機
溶媒はポリペプチドに対して変性剤としてすら作用するかもしれない。さらに、極性プロ
トン性有機溶媒は、多くの場合、ポリペプチドの安定性を損なう高度に反応性の不純物、
例えばアルデヒド類及びケトン類を少量含有する。よって、適切な有効期間安定性を有す
るポリペプチドの非水溶液を調製することは困難である。
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【０００６】
　ポリペプチドの非水溶液は、さらに溶液加圧定量吸入器(ｐＭＤＩ)にプロセシング可能
であり、そこではポリペプチドをヒドロフルオロアルカンに溶解せしめるために極性の非
水溶液が共溶媒として作用するため、それらは有利には肺投与に使用されうる。
　また、ポリペプチドの非水溶液は、洗浄剤及び無極性の疎水性溶媒、例えば油を添加す
ることにより、経口投与用のマイクロエマルジョンにプロセシング可能である。マイクロ
エマルジョンは、タンパク質分解からタンパク質を保護し、消化管からのポリペプチドの
全身的吸収を高める。さらに、ポリペプチドの加水分解は、水分活性が低いために、非水
性製剤においては最小化されることが予測される。
【０００７】
　種々の処理及び賦形剤の添加を、それらの溶解度及びそれらの安定性を改善するために
、治療用ペプチドの非水性薬学的組成物にしばしば適用しなければならない。
　ペプチドの液状非経口製剤の保存期間は、少なくとも１年、好ましくはそれ以上でなく
てはならない。製品が輸送され、周囲温度で毎日振揺されうる使用中の期間は、好ましく
は数週間であるべきである。
　よって、安定性が改善された、治療用ペプチドの非水性薬学的組成物が必要とされてい
る。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】水中で再構成されるインスリンアスパルトのｐＨ(標的ｐＨ)の関数としての、周
囲温度におけるプロピレングリコールへのインスリンアスパルトの溶解度の関係を示す。
【図２】周囲温度での、種々の半極性プロトン性溶媒におけるインスリンアスパルト(標
的ｐＨ：７．５)の溶解度を示す。
【図３】３７℃、生理的培養培地(ｐＨ７．４)での２時間のインキュベーション後に、新
たに摘出されたラットの腸嚢を通した１０％(ｖ／ｖ)のプロピレングリコール(ＰＧ)の存
在下又は不在下における浸透ヒトインスリンを示す。
【図４】２つのバッファーコントロールサンプル(Ｓ３及びＳ６)と、２つのプロピレング
リコール含有サンプル(ＳＰＧ５とＳＰＧ６)のそれぞれにおける浸透非分解インスリンア
スパルト(ピーク～５８２８)とその分解産物(ピーク～５２１８)の、ＭＡＬＤＩ分析を示
す。プロピレングリコール(ＰＧ)の存在下では、より多くの非分解インスリンアスパルト
が腸粘膜を通過して浸透していることが分かる。
【図５】プロピレングリコールと共に又はプロピレングリコールなしで、インスリンＡ１
４ＧｌｕＢ２５ＨｉｓｄｅｓＢ３０ヒトインスリン(８ｍＭ)を経口投与した後の血糖(ｍ
ｍｏｌ／ｌ)の減少を示す。経管栄養を使用することにより、１．２ｍｌ／ｋｇの投与量
をＳＰＲＤラットに投与した。
【図６】０．２ｍＭのインスリンアスパルト、ｐＨ７．４(実線)、１００％プロピレング
リコール(ＰＧ)中の０．２ｍＭのインスリンアスパルト(点線)、１００％プロピレングリ
コール(ＰＧ)を希釈した後の２％ＰＧ中の０．２ｍＭのインスリンアスパルト(破線)のＦ
ＵＶ ＣＤを示す。
【図７】０．２ｍＭのインスリンアスパルト、ｐＨ７．４(実線)、１００％プロピレング
リコール(ＰＧ)中の０．２ｍＭのインスリンアスパルト(点線)、１００％プロピレングリ
コール(ＰＧ)を希釈した後の２％プロピレングリコール中の０．２ｍＭのインスリンアス
パルト(破線)のＮＵＶ ＣＤを示す。
【図８】２５及び４０℃で４週間インキュベートした後の、プロピレングリコール又は０
．１Ｍのトリスバッファー、ｐＨ７．５に溶解したインスリンアスパルト(ＩＡ)の純度を
示す。純度は逆相クロマトグラフィーにより測定した。
【図９】２５及び４０℃で４週間インキュベートした後の、プロピレングリコール又は０
．１Ｍのトリスバッファー、ｐＨ７．５に溶解したインスリンアスパルト(ＩＡ)の高分子
量タンパク質(ＨＭＷＰ)の形成を示す。インスリンアスパルトパウダーの標的ｐＨは７．
５であった。ＨＭＷＰの量はサイズ排除クロマトグラフィーにより測定した。
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【図１０】４０℃で４週間インキュベートした後の、プロピレングリコール又は０．１Ｍ
のトリスバッファー、ｐＨ７．５に溶解したインスリンアスパルト(ＩＡ)のチオフラビン
Ｔポジティブの線維形成を示す。インスリンアスパルトパウダーの標的ｐＨは７．５であ
った。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明の一態様では、脱水ポリペプチドと、少なくとも一の半極性プロトン性有機溶媒
を含有し、該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１ｐＨ単位
である標的ｐＨで脱水されている非水性薬学的組成物が提供される。
　本発明の一態様では、脱水ポリペプチドと、少なくとも一の半極性プロトン性有機溶媒
を含有し、該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１ｐＨ単位
である標的ｐＨで脱水されており、標的ｐＨが約６．０～約９．０の範囲にある非水性薬
学的組成物が提供される。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　我々は、ポリペプチド、例えば固体状態(脱水された)のインスリンペプチドが、脱水前
に水溶液における該ポリペプチドのｐＨを最適にすることで、半極性かつプロトン性の非
水性媒体に非常に高度に溶解するようになり、保存安定性のある製薬用製剤の製剤化が可
能になることを見出した。例えば、経口、肺及び鼻に使用されるこのような薬学的組成物
は、高い化学的／物理的安定性を示す。本発明の組成物、例えば半極性プロトン性有機溶
媒としてプロピレングリコールを使用する経口用の薬学的組成物は、さらに有意に改善さ
れた生物学的利用能をもまた示しうる。
【００１１】
　本発明の一態様では、脱水されたポリペプチドと、少なくとも一の半極性プロトン性有
機溶媒を含有し、該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１ｐ
Ｈ単位である標的ｐＨで脱水されている非水性薬学的組成物が提供される。
【００１２】
　本発明の一態様では、脱水されたポリペプチドと、少なくとも一の半極性プロトン性有
機溶媒を含有し、該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１ｐ
Ｈ単位である標的ｐＨで脱水されており、但し、ポリペプチドが、インスリン分泌性ペプ
チド、ＧＬＰ-１(７-３７)又はそのアナログもしくは誘導体、又はエキセンディン又はそ
のアナログもしくは誘導体ではない、非水性薬学的組成物が提供される。
【００１３】
　本発明のさらなる態様では、
　ａ)脱水され、治療的に活性なポリペプチドと、
　ｂ)少なくとも一の半極性プロトン性有機溶媒、
を含有し、該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１ｐＨ単位
である標的ｐＨで脱水されており、該標的ｐＨが約６．０～約９．０の範囲にある非水性
薬学的組成物が提供される。
【００１４】
　本発明のまたさらなる態様では、
　ａ)脱水され、治療的に活性なポリペプチドと、
　ｂ)少なくとも一の半極性プロトン性有機溶媒、
を含有し、該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１ｐＨ単位
である標的ｐＨで脱水されており、該標的ｐＨが約６．０～約９．０の範囲にあり、但し
、ポリペプチドが、インスリン分泌性ペプチド、ＧＬＰ-１(７-３７)又はそのアナログも
しくは誘導体、又はエキセンディン又はそのアナログもしくは誘導体ではない、非水性薬
学的組成物が提供される。
【００１５】
　本発明の他の実施態様では、
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　ａ)１０-１００のアミノ酸を含有する、脱水された治療的に活性なポリペプチドと、
　ｂ)少なくとも一の半極性プロトン性有機溶媒、
の混合物を含有し、該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１
ｐＨ単位である標的ｐＨで脱水されている非水性薬学的組成物が提供される。好ましい実
施態様では、標的ｐＨは約６．０～約９．０の範囲にある。
【００１６】
　本発明のさらなる他の実施態様では、
　ａ)１０-１００のアミノ酸を含有する、脱水された治療的に活性なポリペプチドと、
　ｂ)少なくとも一の半極性プロトン性有機溶媒、
の混合物を含有し、該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１
ｐＨ単位である標的ｐＨで脱水されている非水性薬学的組成物が提供される。好ましい実
施態様では、標的ｐＨは約６．０～約９．０の範囲にあり、但し、ポリペプチドは、イン
スリン分泌性ペプチド、ＧＬＰ-１(７-３７)又はそのアナログもしくは誘導体、又はエキ
センディン又はそのアナログもしくは誘導体ではない。
【００１７】
　ここで使用される「非水性」なる用語は、１０％ｗ／ｗ未満の水分を含有する組成物を
意味する。本発明の組成物は、より好ましい実施態様においては８％ｗ／ｗ未満の水分、
さらに好ましい実施態様においては５％ｗ／ｗ未満の水分、またさらに好ましい実施態様
においては３％ｗ／ｗ未満の水分、特に好ましい実施態様においては２％ｗ／ｗ未満の水
分を含有する。
【００１８】
　ポリペプチドに関連してここで使用される「脱水」なる用語は、水溶液から乾燥された
ポリペプチドを意味する。ここで使用される場合、「標的ｐＨ」なる用語は、脱水された
ポリペプチドが、約４０ｍｇ／ｍｌ又はそれ以上の濃度で、純水に再水和された場合に確
立されるであろう水溶液のｐＨを意味する。標的ｐＨは、乾燥によりポリペプチドが回収
される、ポリペプチド水溶液のｐＨと、典型的には同一である。しかしながら、ポリペプ
チド溶液が揮発性の酸又は塩基を含有しているならば、ポリペプチド溶液のｐＨは標的ｐ
Ｈと同一ではない。ポリペプチドのｐＨ履歴は、半極性プロトン性有機溶媒に溶解可能な
ポリペプチドの量に対する決定因子となるであろうことが見出された。
【００１９】
　本発明において、ポリペプチドは、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１ｐ
Ｈ単位である標的ｐＨで脱水されている。よって、本発明の一態様では、標的ｐＨは、ポ
リペプチドの等電点より１ｐＨ単位以上、上である。本発明の別の態様では、標的ｐＨは
、ポリペプチドの等電点より１ｐＨ単位以上、下である。好ましい態様では、標的ｐＨは
、ポリペプチドのｐＩより、１．５ｐＨ以上、上又は下である。さらに好ましい態様では
、標的ｐＨは、ポリペプチドのｐＩより、２．０ｐＨ以上、上又は下である。さらなる態
様では、標的ｐＨは、ポリペプチドのｐＩより、２．５ｐＨ単位、上又は下である。さら
なる態様では、標的ｐＨは、ポリペプチドのｐＩより上である。
【００２０】
　「揮発性塩基」とは、室温で６５Ｐａ以上の蒸気圧を有する塩基、又は室温で６５Ｐａ
以上の蒸気圧を有する塩基を含む水性共沸混合物等、加熱及び／又は減圧時に、ある程度
蒸発するであろう塩基を意味する。揮発性塩基の例は、水酸化アンモニウム、テトラアル
キルアンモニウム水酸化物、第２級アミン類、第３級アミン類、アリールアミン類、脂肪
族アミン類又は重炭酸アンモニウム又は組合せである。例えば、揮発性塩基は、重炭酸塩
、炭酸塩、アンモニア、ヒドラジン、又は有機塩基、例えば低級脂肪族アミン類、特にト
リメチルアミン、トリエチルアミン、ジエタノールアミン類、トリエタノールアミン、及
びそれらの塩であってよい。さらに、揮発性塩基は、水酸化アンモニウム、エチルアミン
又はメチルアミン又はそれらの組合せであってもよい。
　「揮発性酸」とは、室温で６５Ｐａ以上の蒸気圧を有する酸、又は室温で６５Ｐａ以上
の蒸気圧を有する酸を含む水性共沸混合物等、加熱及び／又は減圧時に、ある程度蒸発す
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るであろう酸を意味する。揮発性酸の例は、炭酸、ギ酸、酢酸、プロピオン酸、及び酪酸
である。
【００２１】
　ここに記載する「非揮発性塩基」とは、室温で６５Ｐａ以下の蒸気圧を有する塩基等、
加熱時に蒸発しない又は一部のみが蒸発する塩基を意味する。非揮発性塩基は、アルカリ
金属塩、アルカリ金属の水酸化物、アルカリ土類金属塩、アルカリ土類金属の水酸化物、
及びアミノ酸、又はその組合せからなる群から選択可能である。非揮発性塩基の例は、水
酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化カルシウム、及び酸化カルシウムである。
　ここに記載する「非揮発性酸」とは、室温で６５Ｐａ以下の蒸気圧を有する酸等、加熱
時に蒸発しない又は一部のみが蒸発する酸を意味する。非揮発性酸の例は、塩酸、リン酸
及び硫酸である。
【００２２】
　ここで使用される「ポリペプチドのｐＩ」なる用語は、ポリペプチドの等電点を意味す
る。
　ここで使用される場合「等電点」なる用語は、ペプチド等の高分子の全体的な正味荷電
が０であるｐＨ値を意味する。ペプチドにはいくつかの荷電群が存在してよく、等電点に
おいては、これら全ての荷電の合計が０になる。等電点を超えたｐＨでは、ペプチドの全
体的な正味荷電は負であるのに対し、等電点以下のｐＨ値では、ペプチドの全体的な正味
荷電は正となるであろう。
【００２３】
　タンパク質のｐＩは、等電点電気泳動等、電気泳動技術により実験的に決定することが
できる：
　ｐＨ勾配は、非対流培地、例えばポリアクリルアミドゲルにおいて確立される。タンパ
ク質がシステムに導入されると、適用される電場の影響下、ゲルを通過して移動する。正
に荷電したタンパク質は陰極に移動するであろう。最終的に、移動したタンパク質は、正
味電荷が０であり、焦点が合ったと言われるｐＨ勾配の所定の点に到達する。これがタン
パク質の等電点(ｐＩ)である。ついで、タンパク質はゲルに固定され、染色される。つい
で、公知のｐＩ値を有するマーカー分子に対して、ゲル上のタンパク質の位置を比較する
ことにより、タンパク質のｐＩを決定することができる。
【００２４】
　与えられたｐＨ値におけるタンパク質の正味荷電は、従来からの方法により、当業者に
より理論的に推定されるであろう。本質的に、タンパク質の正味荷電は、タンパク質中の
荷電アミノ酸：アスパラタート(β-カルボキシル基)、グルタマート(δ-カルボキシル基)
、システイン(チオール基)、チロシン(フェノール基)、ヒスチジン(イミダゾール側鎖)、
リジン(ε-アンモニウム基)及びアルギニン(グアニジニウム基)の分数電荷の合計に等価
である。さらに、タンパク質末端基(α-ＮＨ２及びα-ＣＯＯＨ)の電荷も考慮すべきであ
る。イオン化基の分数電荷は固有のｐＫａ値から算出することができる。
【００２５】
　ポリペプチドの乾燥、すなわち脱水は、任意の従来からの乾燥方法、例えば噴霧-、凍
結-、真空-、オープン(open)-及び接触乾燥により実施することができる。本発明の一態
様では、ポリペプチド溶液は噴霧乾燥されて、約１０％以下の水分含有量となる。水分含
有量は、実験部分に記載されているような乾燥試験における損失(重量)により算出／測定
されて、約８％以下、約６％以下、約５％以下、約４％以下、約３％以下、約２％以下、
又は約１％以下であってよい。
　本発明の一態様では、ポリペプチドは噴霧乾燥される。本発明のさらなる態様では、ポ
リペプチドは凍結乾燥される。
【００２６】
　本発明の一態様では、有機溶媒での選択された標的ｐＨで脱水することによる、ポリペ
プチドの事前処理で得られる溶解度は、少なくとも２０ｍｇ／ｍｌである。さらなる態様
では、有機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶解度は少なくとも３０ｍｇ／ｍｌである
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。またさらなる態様では、有機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶解度は少なくとも４
０ｍｇ／ｍｌである。またさらなる態様では、有機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶
解度は少なくとも５０ｍｇ／ｍｌである。またさらなる態様では、有機溶媒での脱水され
たポリペプチドの溶解度は少なくとも６０ｍｇ／ｍｌである。またさらなる態様では、有
機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶解度は少なくとも７０ｍｇ／ｍｌである。またさ
らなる態様では、有機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶解度は少なくとも８０ｍｇ／
ｍｌである。またさらなる態様では、有機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶解度は少
なくとも１００ｍｇ／ｍｌである。
【００２７】
　ここで使用される「半極性プロトン性有機溶媒」なる用語は、Ｏ-Ｈ又はＮ-Ｈ結合を有
する親水性で水混和性の炭素含有溶媒、又はその混合物を意味する。極性は溶媒の誘電率
又は双極子モーメントに反映される。溶媒の極性は、溶解する化合物の種類、混和してい
る他の溶媒又は液状化合物に応じて決定される。典型的には、極性溶媒は極性化合物を溶
解させ、無極性溶媒は無極性化合物を溶解させ：「同類のものが同類のものを溶解する」
。無機塩(例えば塩化ナトリウム)等、強い極性の化合物は、超極性溶媒にのみ溶解する。
【００２８】
　半極性溶媒は、２０－５０の範囲の誘電率を有する溶媒として定義され、これに対し、
極性及び無極性溶媒は、それぞれ５０以上、２０以下の誘電率により定義される。半極性
かつプロトン性の例は、参照としての水と共に表１に列挙している。
表１．選択された半極性プロトン性有機溶媒及び参照としての水の誘電率(静的誘電率)(H
andbook of Chemistry and Physics, CMC Press, 誘電率は静電場又は緩和が生じない比
較的低周波数で測定)

【００２９】
　本文脈中、１,２-プロパンジオールとプロピレングリコールは交換可能に使用される。
本文脈中、プロパントリオールとグリセロールは交換可能に使用される。本文脈中、エタ
ンジオールとエチレングリコールは交換可能に使用される。
　本発明の一態様では、溶媒は、ポリオール類からなる群から選択される。ここで使用さ
れる場合「ポリオール」なる用語は、複数のヒドロキシル基を有する化学化合物を意味す
る。
　本発明のさらなる態様では、溶媒は、ジオール類及びトリオール類からなる群から選択
される。ここで使用される場合「ジオール」なる用語は、２つのヒドロキシル基を有する
化学化合物を意味する。ここで使用される場合「トリオール」なる用語は、３つのヒドロ
キシル基を有する化学化合物を意味する。
【００３０】
　本発明のさらなる態様では、溶媒は、グリセロール(プロパントリオール)、エタンジオ
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ール(エチレングリコール)、１,３-プロパンジオール、メタノール、１,４-ブタンジオー
ル、１,３-ブタンジオール、プロピレングリコール(１,２-プロパンジオール)、エタノー
ル、及びイソプロパノール、又はそれらの混合物からなる群から選択される。本発明のさ
らなる態様では、溶媒はプロピレングリコール及びグリセロールからなる群から選択され
る。本発明の好ましい態様では、溶媒はグリセロールである。この溶媒は高用量であって
も生体融合性があり、インスリンペプチド化合物に対して高い溶媒キャパシティを有する
。本発明の他の好ましい態様では、溶媒はプロピレングリコール及びエチレングリコール
からなる群から選択される。これらの溶媒は低粘度であり、中程度の用量で生体融合性が
あり、インスリンペプチドに対して非常に高い溶媒キャパシティを有する。
【００３１】
　溶媒は、メイラード反応等、溶解したポリペプチドの化学的劣化を最小にするために、
例えばアルデヒド類、ケトン類及び他の還元不純物が低含有量である高純度のものである
べきである。ポリペプチドの劣化を低下させるために、ポリオール等の半極性プロトン性
有機溶媒(類)を含有する製剤に、グリシルグリシン及びエチレンジアミン等のスカベンジ
ャー分子を添加してもよく、さらなる還元不純物の形成率を低下させるために、酸化防止
剤を添加することもできる。
【００３２】
　本発明の一態様では、有機溶媒は、少なくとも２０％ｗ／ｗの量で、薬学的組成物に存
在している。本発明のさらなる態様では、有機溶媒は、少なくとも３０％ｗ／ｗの量で存
在している。本発明のさらなる態様では、有機溶媒は、少なくとも４０％ｗ／ｗの量で存
在している。本発明のさらなる態様では、有機溶媒は、少なくとも５０％ｗ／ｗの量で存
在している。本発明のさらなる態様では、有機溶媒は、少なくとも８０％ｗ／ｗの量で存
在している。
【００３３】
　薬学的組成物の保存安定性を増加させるために、有利には、標的ｐＨを約６．０～約９
．０に調節することが見出されている。本発明の一態様では、標的ｐＨは、約６．０～約
９．０、例えば約６．２～約８．４、約６．４～約８．７、約６．５～約８．５、約７．
０～約８．５、又は約７．２～約８．３である。一態様では、標的ｐＨは、約７．４以上
、約７．６以上、約７．８以上、約８．０以上、約８．２以上、約８．４以上、又は約８
．６以上である。上述したような脱水の後は、ポリペプチドがフィブリル化する傾向が少
なくなるため、保存安定性が増加すると考えられる。
【００３４】
　ここで使用される場合、「保存安定性のある薬学的組成物」なる用語は、治療用タンパ
ク質に関連して、少なくとも規制当局により要求されている期間、安定している薬学的組
成物を意味する。好ましくは、保存安定性のある薬学的組成物は、５℃で少なくとも１年
安定している。保存安定性は、化学的安定性並びに物理的安定性を含む。化学的不安定性
は、加水分解、ラセミ化、酸化又は架橋等、共有結合の分解に関与している。製剤の化学
的安定性は、逆相(ＲＰ-ＨＰＬＣ)及びサイズ排除クロマトグラフィー(ＳＥ-ＨＰＬＣ)に
より評価される。本発明の一態様では、保存期間中のペプチド関連不純物の形成は、全ペ
プチド含有量の１０％未満である。本発明のさらなる態様では、保存期間中のペプチド関
連不純物の形成は５％未満である。ＲＰ-ＨＰＬＣ分析は、典型的には、水-アセトニトリ
ル又は水-エタノール混合物において実施される。一実施態様では、ＲＰ-ＨＰＬＣ工程に
おける溶媒は、塩、例えばＮａ２ＳＯ４、(ＮＨ４)２ＳＯ４、ＮａＣＩ、ＫＣＩ、及びバ
ッファー系、例えばホスファート、及びシトラート、及びマレイン酸を含有しているであ
ろう。溶媒中に必要とされる塩の濃度は、約０．１Ｍ～約１Ｍ、好ましくは０．２Ｍ～０
．５Ｍ、最も好ましくは０．３～０．４Ｍであってよい。適切な時間内にカラムから溶出
させるために、塩濃度を増加するには、有機溶媒の濃度を増加させる必要がある。
【００３５】
　物理的不安定性は、高次構造の損失、凝集、フィブリル化、沈殿、又は表面への吸着を
含む、天然構造に関連した立体構造変化に関与している。例えば、インスリンペプチド及
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びアミリン化合物は、フィブリル化により不安定になる傾向があることが知られている。
製剤の物理的安定性は、種々の期間、異なる温度で製剤を保存した後の、例えば目視検査
、比濁分析、及びチオフラビンＴアッセイ等の従来からの手段により評価されうる。
　立体構造安定性は、例えばHudson及びAndersen, Peptide Science, vol 76 (4), pp. 2
98-308 (2004)に記載されているようなＮＭＲ、及び円偏光二色性により評価することが
できる。
【００３６】
　ここで使用される場合「治療的に活性なポリペプチド」又は「治療用ポリペプチド」な
る用語は、付与された疾患又はその合併症の臨床症状を治癒、軽減又は部分的に停止させ
ることができるポリペプチドを意味する。
　本発明のさらなる態様では、ここで使用される場合「治療的に活性なポリペプチド」又
は「治療用ポリペプチド」なる用語は、治療用途用に開発されている、又は治療用途用に
開発されたポリペプチドを意味する。
【００３７】
　このことを達成するのに十分な量が、「治療的有効量」として定義される。
　それぞれの目的に対する有効な量は、疾患又は損傷の重症度、並びに被験者の体重及び
一般的状態に依存するであろう。適切な用量を決定するには、全て熟練した医師又は獣医
の通常の技量の範囲内である、値のマトリックスを構築し、マトリックスにおける種々の
点を試験することにより、常套的な実験を使用して達成することができることが理解され
るであろう。
【００３８】
　「ポリペプチド」又は「ペプチド」なる用語は、ここでは交換可能に使用され、ペプチ
ド結合により結合した少なくとも５つの構成アミノ酸からなる化合物を意味する。構成ア
ミノ酸は遺伝暗号によりコードされたアミノ酸の群からのものであってよく、それらは、
遺伝暗号によりコードされない天然アミノ酸、並びに合成アミノ酸であってもよい。遺伝
暗号によりコードされない天然アミノ酸は、例えばヒドロキシプロリン、γ-カルボキシ
グルタマート、オルニチン、ホスホセリン、Ｄ-アラニン、及びＤ-グルタミンである。合
成アミノ酸は、化学合成により製造されたアミノ酸、すなわち遺伝暗号によりコードされ
たアミノ酸のＤ-異性体、例えばＤ-アラニン及びＤ-ロイシン、Ａｉｂ(α-アミノイソ酪
酸)、Ａｂｕ(α-アミノ酪酸)、Ｔｌｅ(tert-ブチルグリシン)、β-アラニン、３-アミノ
メチル安息香酸、アントラニル酸を含む。
【００３９】
　ポリペプチド及びペプチドの生産は当該分野でよく知られている。ポリペプチド又はペ
プチドは、例えば古典的なペプチド合成、例えばｔ-Ｂｏｃ又はＦｍｏｃ化学を使用する
固相ペプチド合成、又は他の十分に確立された技術により生成されてもよい。Green及びW
uts, 「Protective Groups in Organic Synthesis」, John Wiley & Sons, 1999を参照。
またポリペプチド又はペプチドは、(ポリ)ペプチドをコードし、(ポリ)ペプチドを発現可
能なＤＮＡ配列を含有する宿主細胞を、ペプチドの発現を可能にする条件下、適切な栄養
培地で培養することを含む方法により生成されてよい。非天然アミノ酸を含有する(ポリ)
ペプチドにおいて、組換え細胞は、例えばｔＲＮＡ変異体の使用によって非天然アミノ酸
が(ポリ)ペプチド内に導入されるように修飾されるべきである。
【００４０】
　ここで使用される「薬学的組成物」なる用語は、製薬用賦形剤、例えば界面活性剤、バ
ッファー、保存料、及び浸透圧調節剤と共に、治療的に活性なポリペプチドを含有する生
成物を意味し、該薬学的組成物は、ヒトに投与されることにより、重度の疾患又は疾病を
処置、予防又は低減させるのに有用である。よって、薬学的組成物は、製薬用製剤として
も、当該分野で公知である。再構成される薬学的組成物のｐＨは、室温で所定の再構成液
中における再構成によって生産される再構成組成物について測定されるｐＨ値であること
が理解されなければならない。
　ここで使用される場合「製薬的に許容可能な」なる用語は、通常の製薬適用に適してい
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る、すなわち患者に重大な有害事象を生じせしめないことを意味する。
【００４１】
　ここで使用される「バッファー」なる用語は、化学反応のために生じるような組成物の
ｐＨが経時的に変化する傾向を低減させる薬学的組成物中の化学的化合物を意味する。バ
ッファーには、化学物質、例えばリン酸ナトリウム、トリス、グリシン、及びクエン酸ナ
トリウムが含まれる。
　ここで使用される「保存料」なる用語は、微生物の活性(増殖及び代謝)を防止又は遅延
化させるために薬学的組成物に添加される化学的化合物を意味する。薬学的に許容可能な
保存料の例は、フェノール、ｍ-クレゾール、及びフェノールとｍ-クレゾールの混合物で
ある。
　ここで使用される「安定剤」なる用語は、ペプチドを安定させるために、すなわちこの
ような組成物の保存期間及び／又は使用中期間を増加させるために、ペプチド含有薬学的
組成物に添加される化学物質を意味する。薬学的製剤に使用される安定剤の例は、Ｌ-グ
リシン、Ｌ-ヒスチジン、アルギニン、グリシルグリシン、エチレンジアミン、シトラー
ト、ＥＤＴＡ、亜鉛、塩化ナトリウム、ポリエチレングリコール、カルボキシメチルセル
ロース、及び界面活性剤及び酸化防止剤、例えばα-トコフェロール及びｌ-アスコルビン
酸である。
【００４２】
　ここで使用される「界面活性剤」なる用語は、表面及び界面、例えば液体-空気、液体-
液体、液体-容器、又は液体-任意の固体に吸着可能な任意の物質、特に洗浄剤を意味する
。界面活性剤は、洗浄剤、エトキシル化ヒマシ油、ポリグリコール化グリセリド、アセチ
ル化モノグリセリド、ソルビタンの脂肪酸エステル、ポリソルバート、例えばポリソルバ
ート２０、ポロキサマー、例えばポロキサマー１８８及びポロキサマー４０７、ポリオキ
シエチレンソルビタン脂肪酸エステル、ポリオキシエチレン誘導体、例えばアルキル化及
びアルコキシル化された誘導体(トゥイーン類(tweens)、例えばトゥイーン-２０又はトゥ
イーン８０)、モノグリセリド類又はそのエトキシル化誘導体、ジグリセリド類又はその
ポリオキシエチレン誘導体、グリセロール、コール酸又はその誘導体、レシチン類、アル
コール類及びリン脂質、グリセロリン脂質(レシチン類、ケファリン類、ホスファチジル
セリン)、グリセロ糖脂質(ガラクトピラノシド)、スフィンゴリン脂質(スフィンゴミエリ
ン)、及びスフィンゴ糖脂質(セラミド類、ガングリオシド類)、ＤＳＳ(ドキュセートナト
リウム、ＣＡＳ登録番号[５７７-１１-７])、ドキュセートカルシウム、ＣＡＳ登録番号[
１２８-４９-４])、ドキュセートカリウム、ＣＡＳ登録番号[７４９１-０９-０])、ＳＤ
Ｓ(ドデシル硫酸ナトリウム又はラウリル硫酸ナトリウム)、ホスファチジン酸ジパルミト
イル、カプリル酸ナトリウム、胆汁酸及びその塩、及びグリシン又はタウリンコンジュゲ
ート、ウルソデオキシコール酸、コール酸ナトリウム、デオキシコール酸ナトリウム、タ
ウロコール酸ナトリウム、グリココール酸ナトリウム、Ｎ-ヘキサデシル-Ｎ,Ｎ-ジメチル
-３-アンモニオ-１-プロパンスルホナート、アニオン性(アルキル-アリール-スルホナー
ト類)の一価の界面活性剤、パルミトイル-リゾホスファチジル-Ｌ-セリン、リゾリン脂質
(例えば、エタノールアミン、コリン、セリン又はスレオニンの１-アシル-ｓｎ-グリセロ
-３-ホスファートエステル)、リゾホスファチジル及びホスファチジルコリンのアルキル
、アルコキシル(アルキルエステル)、アルコキシ(アルキルエーテル)-誘導体、例えばリ
ゾホスファチジルコリンのラウロイル及びミリストイル誘導体、ジパルミトイルホスファ
チジルコリン及び極性頭部基の修飾体、コリン類、エタノールアミン類、ホスファチジン
酸、セリン類、スレオニン類、グリセロール、イノシトール、及び正に帯電したＤＯＤＡ
Ｃ、ＤＯＴＭＡ、ＤＣＰ、ＢＩＳＨＯＰ、リゾホスファチジルセリン、及びリゾホスファ
チジルスレオニン、双性イオン性界面活性剤(例えば、Ｎ-アルキル-Ｎ,Ｎ-ジメチルアン
モニオ-１-プロパンスルホナート、３-コールアミド-１-プロピルジメチルアンモニオ-１
-プロパンスルホナート、ドデシルホスホコリン、ミリストイルリゾホスファチジルコリ
ン、鶏卵リゾレシチン)、カチオン性界面活性剤(第４級アンモニウム塩基)(例えばセチル
-トリメチルアンモニウムブロミド、セチルピリジニウムクロリド)、非イオン性界面活性
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剤(例えば、アルキルグルコシド類、例えばドデシル-β-Ｄ-グルコピラノシド、ドデシル
-β-Ｄ-マルトシド、テトラデシル-β-Ｄ-グルコピラノシド、デシル-β-Ｄ-マルトシド
、ドデシル-β-Ｄ-マルトシド、テトラデシル-β-Ｄ-マルトシド、ヘキサデシル-β-Ｄ-
マルトシド、デシル-β-Ｄ-マルトトリオシド、ドデシル-β-Ｄ-マルトトリオシド、テト
ラデシル-β-Ｄ-マルトトリオシド、ヘキサデシル-β-Ｄ-マルトトリオシド、ｎ-ドデシ
ル-スクロース、ｎ-デシル-スクロース、脂肪アルコールエトキシラート(例えば、ポリオ
キシエチレンアルキルエーテル、特にオクタエチレングリコールモノトリデシルエーテル
、オクタエチレングリコールモノドデシルエーテル、オクタエチレングリコールモノテト
ラデシルエーテル)、ブロックコポリマー、例えばポリエチレンオキシド／ポリプロピレ
ンオキシドのブロックコポリマー(プルロニクス(Pluronics)／テトロニクス(Tetronics)
、トリトン(Triton)Ｘ-１００)、エトキシル化ソルビタンアルカノアート類の界面活性剤
(例えば、トゥイーン-４０、トゥイーン８０、ビリジ(Brij)-３５)、フシジン酸誘導体(
例えばタウロ-ジヒドロフジシン酸ナトリウム等)、長鎖脂肪酸及びそれらのＣ６-Ｃ１２

塩(例えばオレイン酸及びカプリル酸)、アシルカルニチン類及び誘導体、リジン、アルギ
ニン又はヒスチジンのＮα-アシル化誘導体、リジン又はアルギニンの側鎖アシル化誘導
体、リジン、アルギニン又はヒスチジンと中性又は酸性アミノ酸の任意の組合せを含有す
るジペプチドのＮα-アシル化誘導体、中性アミノ酸と２つの帯電したアミノ酸の任意の
組合せを含有するトリペプチドのＮα-アシル化誘導体から選択されてよく、又は界面活
性剤は、イミダゾリン誘導体又はそれらの混合物の群から選択されてもよい。
【００４３】
　ここで使用される「疾患の処置」なる用語は、疾患、病状又は疾病が発症した患者の管
理及び世話を意味する。処置の目的は、疾患、病状又は疾病に抗することである。処置は
、疾患、病状又は疾病をなくす又はコントロールするための、並びに疾患、病状又は疾病
に関連する兆候又は合併症を軽減するための活性化合物の投与、及び疾患、病状又は疾病
の予防を含む。
　ここで使用される「疾患の予防」なる用語は、疾患の臨床的発症の前に、疾患が発症す
る危険性を個々に管理及び世話することと定義される。予防の目的は、疾患、病状又は疾
病の発症に抗することであり、兆候又は合併症発症を予防又は遅延化するため、関連する
疾患、病状又は疾病の発症を予防又は遅延化するための、活性化合物の投与を含む。
【００４４】
　ペプチドに言及してここで使用される「アナログ」なる用語は、ペプチドの一又は複数
のアミノ酸残基が他のアミノ酸残基で置換されている、及び／又は一又は複数のアミノ酸
残基がペプチドから欠失している、及び／又は一又は複数のアミノ酸残基がペプチドに付
加されている、修飾ペプチドを意味する。アミノ酸残基のこのような付加又は欠失は、ペ
プチドのＮ末端及び／又はペプチドのＣ末端で生じる可能性がある。一実施態様では、ア
ナログは天然のペプチドに対して６未満の修飾(置換、欠失、付加)を有する。他の実施態
様では、アナログは天然のペプチドに対して５未満の修飾(置換、欠失、付加)を有する。
他の実施態様では、アナログは天然のペプチドに対して４未満の修飾(置換、欠失、付加)
を有する。他の実施態様では、アナログは天然のペプチドに対して３未満の修飾(置換、
欠失、付加)を有する。他の実施態様では、アナログは天然のペプチドに対して２未満の
修飾(置換、欠失、付加)を有する。他の実施態様では、アナログは天然のペプチドに対し
て唯一の修飾(置換、欠失、付加)を有する。付加及び／又は交換されたアミノ酸残基は、
コード化可能なアミノ酸残基、又は他の天然に生じる残基、又は純粋に合成されたアミノ
酸残基のいずれであってもよい。
【００４５】
　親ペプチドに関してここで使用される「誘導体」なる用語は、化学的に修飾された親タ
ンパク質又はそのアナログを意味し、ここで少なくとも一の置換も親タンパク質又はその
アナログには存在せず、すなわち親タンパク質は共有的に修飾されている。典型的な修飾
は、アミド類、炭水化物、アルキル基、アシル基、エステル、ペグ化等である。
【００４６】
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　ここで使用される「ＧＬＰ-１化合物」なる用語は、ＧＬＰ-１(７-３７)(配列番号：１
)、のインスリン分泌性アナログ、及びそのインスリン分泌性誘導体を意味する。
　ペプチド又は化合物に言及してここで使用される「インスリン分泌性」なる用語は、血
糖値の上昇に応じて、インスリンの分泌を刺激する能力を意味する。インスリン分泌性ペ
プチド及び化合物は、ＧＬＰ-１レセプターのアゴニストである。化合物のインスリン分
泌性は当該分野で公知のインビトロ又はインビボアッセイにより測定されうる。
【００４７】
　ここで使用される「エキセンディン-４化合物」なる用語は、エキセンディン-４(１-３
９)(配列番号：２)、そのインスリン分泌性フラグメント、そのインスリン分泌性アナロ
グ、及びそのインスリン分泌性誘導体と定義される。
　ここで使用される「インスリンペプチド」とは、ＣｙｓＡ７とＣｙｓＢ７との間、及び
ＣｙｓＡ２０とＣｙｓＢ１９との間にジスルフィド架橋、及びＣｙｓＡ６とＣｙｓＡ１１
との間に内部ジスルフィド架橋を有するヒトインスリン、ブタインスリン又はウシインス
リン、又はそのインスリンアナログ又は誘導体を意味する。
【００４８】
　ここで使用される場合、インスリンアナログとは、天然インシュリンに生じる少なくと
も一のアミノ酸残基が欠失及び／又は置換される、及び／又は少なくとも一のアミノ酸残
基が付加されることにより、自然に生じるインスリン、例えばヒトインスリンの構造から
形式的に誘導可能な分子構造を有するポリペプチドのことである。
　一態様では、本発明のインシュリンアナログは、親インスリンに対して８未満の修飾(
置換、欠失、付加)を有する。一態様では、インシュリンアナログは、親インスリンに対
して７未満の修飾(置換、欠失、付加)を有する。一態様では、インシュリンアナログは、
親インスリンに対して６未満の修飾(置換、欠失、付加)を有する。他の態様では、インシ
ュリンアナログは、親インスリンに対して５未満の修飾(置換、欠失、付加)を有する。他
の態様では、インシュリンアナログは、親インスリンに対して４未満の修飾(置換、欠失
、付加)を有する。他の態様では、インシュリンアナログは、親インスリンに対して３未
満の修飾(置換、欠失、付加)を有する。他の態様では、インシュリンアナログは、親イン
スリンに対して２未満の修飾(置換、欠失、付加)を有する。
【００４９】
　インスリンアナログは、速効性、持続性及び／又はプロテアーゼに対する安定性が得ら
れるようなものであってよい。
　一態様では、インスリンアナログは速効性が得られるような、すなわち、インスリンア
ナログの作用開始が、投与後４時間、又は３時間、２時間、１時間又は０．５時間内であ
るようなものである。他の態様では、インスリンアナログは持続性が得られるような、す
なわちインスリンアナログの作用が、投与後４時間、又は６時間、８時間、１２時間、１
８時間又は２４時間以上継続するようなものである。
【００５０】
　インスリンアナログは、Ｂ鎖の２８位が、天然Ｐｒｏ残基から、Ａｓｐ、Ｌｙｓ、Ｌｅ
ｕ、Ｖａｌ、Ａｌａ又はＩｌｅの一つに修飾され得るものであってよい。他の態様では、
インスリンのＢ２９位のＬｙｓは、Ｐｒｏ又はＧｌｕに修飾されている。一態様では、本
発明のインスリンアナログは、インスリンのＢ２８位にあるアミノ酸残基が、Ｐｒｏ、Ａ
ｓｐ、Ｌｙｓ、Ｌｅｕ、Ｖａｌ、又はＡｌａであり、Ｂ２９位にあるアミノ酸残基がＬｙ
ｓ又はＰｒｏであり、場合によってはＢ３０位のアミノ酸残基が欠失しているものである
。また、Ａ２１位のＡｓｎは、Ａｌａ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｙ、Ｈｉｓ、Ｉｌｅ、Ｌｅ
ｕ、Ｍｅｔ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ又はＶａｌ、特にＧｌｙ、Ａｌａ、Ｓｅｒ
、又はＴｈｒ、好ましくはＧｌｙに修飾されてもよい。 さらに、Ｂ３位のＡｓｎはＬｙ
ｓ、Ｔｈｒ、Ｓｅｒ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ又はＡｓｐに修飾されてよい。インスリンアナログ
のさらなる具体例は、ｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリン；ｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリンア
ナログ；ＰｈｅＢ１が欠失しているインスリンアナログ；Ａ鎖及び／又はＢ鎖がＮ-末端
伸長を有しているインスリンアナログ、及びＡ鎖及び／又はＢ鎖がＣ-末端伸長を有して
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いるインスリンアナログである。例えば、１又は２のＡｒｇが、Ｂ１位に付加されていて
もよい。他の態様では、本発明のインスリンアナログは、ｄｅｓ(Ｂ２８-Ｂ３０)ヒトイ
ンスリン、ｄｅｓ(Ｂ２７)ヒトインスリン、又はｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリンである。
さらなる他の態様では、本発明のインシュリンアナログは、Ｂ３位にあるアミノ酸残基が
Ｌｙｓであり、Ｂ２９位にあるアミノ酸残基がＧｌｕ又はＡｓｐであるインスリンアナロ
グである。
　他の態様では、本発明のインシュリンアナログは、ｄｅｓ(Ｂ２８-Ｂ３０)ヒトインス
リン、ｄｅｓ(Ｂ２７)ヒトインスリン、又はｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリンである。さら
なる他の態様では、本発明のインシュリンアナログは、Ｂ３位にあるアミノ酸残基がＬｙ
ｓであり、Ｂ２９位にあるアミノ酸残基がＧｌｕ又はＡｓｐであるインスリンアナログで
ある。
【００５１】
　本発明のインシュリンアナログは、タンパク質分解的に安定したインスリンアナログ、
すなわちプロテアーゼによる分解に対して保護されているインスリンアナログであってよ
い。タンパク質分解的に安定したインスリンアナログの非限定的例は、例えば国際公開第
2008/034881号(Novo Nordisk)に記載されている。
　一態様では、本発明のインシュリンアナログはタンパク質分解的に安定したインスリン
アナログである。
【００５２】
　ここで使用される場合「タンパク質分解的に安定したインスリンアナログ」とは、ヒト
インスリンに対して一又は複数の変異、すなわち一又は複数の置換、付加、挿入及び／又
は欠失を含み、ヒトインスリンに対して、一又は複数のプロテアーゼによる低速分解を受
けたインスリンアナログを意味する。本発明の一態様では、本発明のインシュリンアナロ
グは：ペプシン(例えば、イソ型のペプシンＡ、ペプシンＢ、ペプシンＣ及び／又はペプ
シンＦ)、キモトリプシン(例えば、イソ型のキモトリプシンＡ、キモトリプシンＢ及び／
又はキモトリプシンＣ)、トリプシン、インスリン分解酵素(ＩＤＥ)、エラスターゼ(例え
ば、イソ型の膵エラスターゼＩ及び／又はＩＩ)、カルボキシペプチダーゼ(例えば、イソ
型のカルボキシペプチダーゼＡ、カルボキシペプチダーゼＡ２、及び／又はカルボキシペ
プチダーゼＢ)、アミノペプチダーゼ、カテプシンＤ、及びラット、ブタ又はヒトから誘
導される腸抽出物に存在する他の酵素からなる群から選択される一又は複数の酵素による
分解に対して安定している。
【００５３】
　本発明の一態様では、タンパク質分解的に安定したインスリンアナログは、Ａ１４位の
アミノ酸がＧｌｕ又はＨｉｓであり、Ｂ２５位のアミノ酸がＨｉｓであり、場合によって
は一又は複数の付加的な変異をさらに有するインスリンアナログ：
・Ａ８位のアミノ酸がＨｉｓであり、及び／又はＡ１２位のアミノ酸がＧｌｕ又はＡｓｐ
であり、及び／又はＡ１３位のアミノ酸がＨｉｓ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ又はＡｓｐであり、及
び／又はＡ１４位のアミノ酸がＡｓｎ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ａｒｇ、Ａｓｐ、Ｇｌｙ又はＨ
ｉｓであり、及び／又はＡ１５位のアミノ酸がＧｌｕ又はＡｓｐであり；さらに
・Ｂ１位のアミノ酸がＧｌｕであり、及び／又はＢ１６位のアミノ酸がＧｌｕ又はＨｉｓ
であり、及び／又はＢ２５位のアミノ酸がＨｉｓであり、及び／又はＢ２６位のアミノ酸
がＨｉｓ、Ｇｌｙ、Ａｓｐ又はＴｈｒであり、及び／又はＢ２７位のアミノ酸がＨｉｓ、
Ｇｌｕ、Ｌｙｓ、Ｇｌｙ又はＡｒｇであり、及び／又はＢ２８位のアミノ酸がＨｉｓ、Ｇ
ｌｙ又はＡｓｐであり；
場合によっては一又は複数の付加的な変異をさらに有するインスリンアナログ；又はＡ１
４位のアミノ酸がＬｙｓ、Ｇｌｕ、Ａｒｇ、Ａｓｐ、Ｐｒｏ及びＨｉｓからなる群から選
択され；インスリンアナログのＢ鎖が親インスリンに対して少なくとも２の変異を有して
おり、２又はそれ以上の変異がＢ２７、Ｂ２８、Ｂ２９及びＢ３０位にあるアミノ酸の欠
失、又はＢ３０位にあるアミノ酸の欠失と、Ｂ２５位はＨｉｓ、Ｂ２６位はＧｌｙ又はＧ
ｌｕ、Ｂ２７位はＧｌｙ又はＬｙｓ、Ｂ２８位はＡｓｐ、Ｈｉｓ、Ｇｌｙ、Ｌｙｓ又はＧ
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ｌｕへのアミノ酸置換から選択されるアミノ酸置換との組合せの形態であるインスリンア
ナログである。
【００５４】
　さらなる態様では、本発明のインシュリンは、ヒトインスリン；ＤｅｓＢ３０ヒトイン
スリン；ＡｓｐＢ２８ヒトインスリン；ＡｓｐＢ２８，ＤｅｓＢ３０ヒトインスリン；Ｌ
ｙｓＢ３，ＧｌｕＢ２９ヒトインスリン；ＬｙｓＢ２８，ＰｒｏＢ２９ヒトインスリン；
ＧｌｕＡ１４，ＨｉｓＢ２５ヒトインスリン；ＨｉｓＡ１４，ＨｉｓＢ２５ヒトインスリ
ン；ＧｌｕＡ１４，ＨｉｓＢ２５，ＤｅｓＢ３０ヒトインスリン；ＨｉｓＡ１４，　Ｈｉ
ｓＢ２５，ＤｅｓＢ３０ヒトインスリン；ＧｌｕＡ１４，ＨｉｓＢ２５，ｄｅｓＢ２７，
ｄｅｓＢ２８，ｄｅｓＢ２９，ｄｅｓＢ３０ヒトインスリン；ＧｌｕＡ１４，ＨｉｓＢ２
５，ＧｌｕＢ２７，ｄｅｓＢ３０ヒトインスリン；ＧｌｕＡ１４，ＨｉｓＢ１６，Ｈｉｓ
Ｂ２５，ｄｅｓＢ３０ヒトインスリン；ＨｉｓＡ１４，ＨｉｓＢ１６，ＨｉｓＢ２５，ｄ
ｅｓＢ３０ヒトインスリン；ＨｉｓＡ８，ＧｌｕＡ１４，ＨｉｓＢ２５，ＧｌｕＢ２７，
ｄｅｓＢ３０ヒトインスリン；ＨｉｓＡ８，ＧｌｕＡ１４，ＧｌｕＢ１，ＧｌｕＢ１６，
ＨｉｓＢ２５，ＧｌｕＢ２７，ｄｅｓＢ３０ヒトインスリン；及びＨｉｓＡ８，ＧｌｕＡ
１４，ＧｌｕＢ１６，ＨｉｓＢ２５，ｄｅｓＢ３０ヒトインスリンからなる群から選択さ
れる。
　「ｄｅｓＢ３０インスリン」、「ｄｅｓＢ３０ヒトインスリン」とは、Ｂ３０アミノ酸
残基を欠くインスリン、又はそのアナログを意味する。
【００５５】
　「親インスリン」とは、天然に生じるインスリン、例えばヒトインスリン又はブタイン
スリンを意味する。また親インスリンはインスリンアナログであってもよい。
　本発明の一態様では、治療的に活性なポリペプチドはインスリンペプチドである。
　本発明の一態様では、インスリンペプチドは、ヒトインスリン、ヒトインスリンのアナ
ログ、ヒトインスリンの誘導体、又はヒトインスリンアナログの誘導体である。
　本発明の一態様では、インスリンペプチドはヒトインスリンである。
【００５６】
　本発明の一実施態様では、インスリンペプチドはインスリン誘導体である。本発明のさ
らなる態様では、インスリン誘導体は、Ｂ２９-Ｎε-ミリストイル-ｄｅｓ(Ｂ３０)ヒト
インスリン、Ｂ２９-Ｎε-パルミトイル-ｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリン、Ｂ２９-Ｎε-
ミリストイルヒトインスリン、Ｂ２９-Ｎε-パルミトイルヒトインスリン、Ｂ２８-Ｎε-
ミリストイル ＬｙｓＢ２８ＰｒｏＢ２９ヒトインスリン、Ｂ２８-Ｎε-パルミトイル Ｌ
ｙｓＢ２８ＰｒｏＢ２９ヒトインスリン、Ｂ３０-Ｎε-ミリストイル-ＴｈｒＢ２９Ｌｙ
ｓＢ３０ヒトインスリン、Ｂ３０-Ｎε-パルミトイル-ＴｈｒＢ２９ＬｙｓＢ３０ヒトイ
ンスリン、Ｂ２９-Ｎε-(Ｎ-パルミトイル-γ-グルタミル)-ｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリ
ン、Ｂ２９-Ｎε-(Ｎ-リトコリル-γ-グルタミル)-ｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリン、Ｂ２
９-Ｎε-(ω-カルボキシヘプタデカノイル)-ｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリン、及びＢ２９
-Ｎε-(ω-カルボキシヘプタデカノイル)ヒトインスリンからなる群から選択される。
　本発明の他の態様では、インスリン誘導体はＢ２９-Ｎε-ミリストイル-ｄｅｓ(Ｂ３０
)ヒトインスリンである。
【００５７】
　本発明のさらなる実施態様では、インスリンペプチドは酸安定性インスリンである。　
酸安定性インスリンは、次のアミノ酸残置換：
　　　Ａ２１Ｇ
　　　Ａ２１Ｇ、Ｂ２８Ｋ、Ｂ２９Ｐ
　　　Ａ２１Ｇ、Ｂ２８Ｄ
　　　Ａ２１Ｇ、Ｂ２８Ｅ
　　　Ａ２１Ｇ、Ｂ３Ｋ、Ｂ２９Ｅ
　　　Ａ２１Ｇ、ｄｅｓＢ２７
　　　Ａ２１Ｇ、Ｂ９Ｅ
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　　　Ａ２１Ｇ、Ｂ９Ｄ
　　　Ａ２１Ｇ、Ｂ１０Ｅ
の一つを有するヒトインスリンのアナログから選択されてよい。
【００５８】
　本発明のさらなる態様では、インスリンペプチドはインスリンアナログである。インス
リンアナログは、Ｂ２８位が、Ａｓｐ、Ｌｙｓ、Ｌｅｕ、Ｖａｌ、又はＡｌａであり、Ｂ
２９位がＬｙｓ又はＰｒｏであるアナログ；及びｄｅｓ(Ｂ２８-Ｂ３０)、ｄｅｓ(Ｂ２７
)又はｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリンからなる群から選択されてよい。
【００５９】
　本発明の他の態様では、インスリンアナログは、Ｂ２８位がＡｓｐ又はＬｙｓであり、
Ｂ２９位がＬｙｓ又はＰｒｏであるヒトインスリンのアナログである。
　本発明の他の態様では、インスリンアナログはｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリンである。
　本発明の他の態様では、インスリンアナログは、Ｂ２８位がＡｓｐであるヒトインスリ
ンのアナログである。
　本発明の他の態様では、インスリンアナログは、Ｂ３位がＬｙｓであり、Ｂ２９位がＧ
ｌｕ又はＡｓｐであるアナログである。
【００６０】
　本発明の他の態様では、インスリンアナログ又は誘導体は、欧州特許第０７９２２９０
号(Novo Nordisk A/S)、欧州特許第０２１４８２６号、及び欧州特許第０７０５２７５号
(Novo Nordisk A/S)、米国特許第５５０４１８８号(Eli Lilly)、欧州特許第０３６８１
８７号(Aventis)、米国特許第５７５０４９７号及び同６０１１００７号、欧州特許第３
７５４３７号及び欧州特許第３８３４７２号に開示されているものから選択され、このよ
うなインスリンには、限定されるものではないが、インスリングルリジン(Ｂ位にあるア
ミノ酸アスパラギンがリジンで置換され、Ｂ２９位にあるリジンがグルタミン酸で置換さ
れていることで、ヒトインスリンとは異なり、Apidra(登録商標)としても公知)、Ｌｙｓ
Ｂ２８ＰｒｏＢ２９ヒトインスリン(Humalog(登録商標))、及びＡｓｐＢ２８ヒトインス
リン(インスリンアスパルト(Novolog(登録商標)))が含まれ得る。
【００６１】
　本発明の一態様では、前記ヒトインスリンアナログはＡｓｐＢ２８-ヒトインスリンで
ある。本発明の他の態様では、前記ヒトインスリンアナログはＬｙｓＢ２８，ＰｒｏＢ２

９-ヒトインスリンである。本発明の他の態様では、前記ヒトインスリンアナログはＬｙ
ｓＢ３，ＧｌｕＢ２９-ヒトインスリン(インスリンガルリジン)である。本発明の他の態
様では、前記ヒトインスリンアナログはｄｅｓ(Ｂ３０)ヒトインスリンである。
【００６２】
　また、前駆体又は中間体の誘導体は、本発明でカバーされる。このような誘導体の例は
、ヒトインスリンのＢ-及びＡ-鎖を含有する単鎖インスリン、又は結合ペプチドにより結
合しているそのアナログ又は誘導体である。
【００６３】
　本発明のインシュリン誘導体は、天然に生じるインスリン、又は、例えばインスリン骨
格の一又は複数の位置に側鎖が導入されることにより、もしくはインスリンのアミノ酸残
基の基を酸化又は還元することにより、もしくは遊離のカルボキシル基をエステル基又は
アミド基に転換することにより化学的に修飾されたインスリンアナログである。他の誘導
体は、例えば、ｄｅｓＢ３０ヒトインスリン、又はヒトインスリンのＢ２９位にある遊離
のアミノ基又はヒドロキシル基をアシル化することにより得られる。アシル化ポリペプチ
ドの非限定的例は、例えば参照としてここに導入される、国際公開第95/07931号に見出さ
れる。
【００６４】
　本発明の一態様では、治療的に活性なポリペプチドは、１００ｋＤａ未満、５０ｋＤａ
未満、又は１０ｋＤａ未満の分子量を有する。
　本発明の一態様では、治療的に活性なポリペプチドは、１００ｋＤａ未満、５０ｋＤａ
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未満、又は１０ｋＤａ未満の分子量を有し、但し、ポリペプチドはインスリン分泌性ペプ
チド、ＧＬＰ-１(７-３７)又はそのアナログ又は誘導体、又はエキセンディン又はそのア
ナログ又は誘導体ではない。
【００６５】
　本発明の他に態様では、治療的に活性なポリペプチドは、１００未満のアミノ酸、又は
９０未満のアミノ酸、又は６０未満のアミノ酸を含有する。本発明の他の態様では、治療
的に活性なポリペプチドは、少なくとも１０のアミノ酸、少なくとも１５のアミノ酸、又
は少なくとも２０のアミノ酸を含有する。本発明のさらなる態様では、治療的に活性なポ
リペプチドは、１０-１００のアミノ酸、さらなる態様では１５-９０のアミノ酸、さらな
る態様では２０-８０のアミノ酸、さらなる態様では２０-７０のアミノ酸、さらなる態様
では２５-７０のアミノ酸、さらなる態様では２５-６５のアミノ酸、さらなる態様では２
５-６０のアミノ酸、又は２５-５５のアミノ酸を含有する。さらなる態様では、治療的に
活性なポリペプチドは、３０-７０のアミノ酸、３０-６５のアミノ酸、３０-６０のアミ
ノ酸、又は３０-５５のアミノ酸を含有する。
【００６６】
　本発明のさらなる態様では、治療的に活性なポリペプチドは、１００未満のアミノ酸、
又は９０未満のアミノ酸、又は６０未満のアミノ酸を含有する。本発明の他の態様では、
治療的に活性なポリペプチドは、少なくとも１０のアミノ酸、少なくとも１５のアミノ酸
、又は少なくとも２０のアミノ酸を含有する。本発明のさらなる態様では、治療的に活性
なポリペプチドは、１０-１００のアミノ酸、さらなる態様では１５-９０のアミノ酸、さ
らなる態様では２０-８０のアミノ酸、さらなる態様では２０-７０のアミノ酸、さらなる
態様では２５-７０のアミノ酸、さらなる態様では２５-６５のアミノ酸、さらなる態様で
は２５-６０のアミノ酸、又は２５-５５のアミノ酸を含有する。さらなる態様では、治療
的に活性なポリペプチドは、３０-７０のアミノ酸、３０-６５のアミノ酸、３０-６０の
アミノ酸、又は３０-５５のアミノ酸を含有し、但し、ポリペプチドはインスリン分泌性
ペプチド、ＧＬＰ-１(７-３７)又はそのアナログ又は誘導体、又はエキセンディン又はそ
のアナログ又は誘導体ではない。
【００６７】
　本発明の一態様では、治療的に活性なポリペプチドは、水溶性のポリペプチドである。
他の態様では、治療的に活性なポリペプチドは、２５℃の溶液当たり少なくとも１００μ
ｇのポリペプチド濃度で水に溶解する。さらなる他の態様では、治療的に活性なポリペプ
チドは、水溶液中のポリペプチドの等電点から、少なくとも２ｐＨ単位のｐＨ値で水に溶
解する。よって、本発明の一態様では、ポリペプチドは、ポリペプチドの等電点より２ｐ
Ｈ単位以上、上のｐＨ値で水に溶解する。本発明の他の態様では、ポリペプチドは、ポリ
ペプチドの等電点より２ｐＨ単位以上、下のｐＨ値で水に溶解する。さらなる態様では、
ポリペプチドは、ポリペプチドのｐＩより２．５ｐＨ単位以上、上又は下のｐＨ値で水に
溶解する。さらなる態様では、ポリペプチドは、ポリペプチドのｐＩより３．０ｐＨ単位
以上、上又は下のｐＨ値で水に溶解する。さらなる態様では、ポリペプチドは、ポリペプ
チドのｐＩより３．５ｐＨ単位、上又は下のｐＨ値で水に溶解する。
【００６８】
　本発明の一態様では、治療的に活性なポリペプチドは、上述した態様のいずれかに従い
、水に溶解するポリペプチドであり、但し、ポリペプチドはインスリン分泌性ペプチド、
ＧＬＰ-１(７-３７)又はそのアナログ又は誘導体、又はエキセンディン又はそのアナログ
又は誘導体ではない。
【００６９】
　「水に溶解する」とは、高濃度のポリペプチド、例えば溶液１ｍｌ当たり１００μｇの
ポリペプチドが、２５℃の水溶液又はバッファーに溶解することを意味する。水溶液中に
含有されるポリペプチドが溶解しているかどうかを測定する方法は、当該技術で公知であ
る。
　一実施態様では、溶液を３００００ｇで２０分、遠心分離にかけ、上清中のポリペプチ
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ド濃度をＲＰ-ＨＰＬＣにより測定してもよい。この濃度が、組成物を作製するのに通常
使用されるポリペプチド濃度に対する実験誤差の範囲内で等しいならば、ポリペプチドは
本発明の組成物に十分に溶解している。
　他の実施態様では、本発明の組成物におけるポリペプチドの溶解度は、組成物が収容さ
れ天然イル容器を目視することによい、簡単に測定することができる。溶液が目で見て透
明であり、何の粒状物質も懸濁、又は容器の側面／底に沈殿していないならば、ポリペプ
チドは溶解している。
【００７０】
　例えばシクロスポリン類は水に溶解しないことが、当業者に知られている。本発明の一
態様では、治療的に活性なポリペプチドは、単鎖インスリン(例えば、国際公開第２００
５／０５４２９１号に記載されているもの)、インスリン模倣物(例えば、国際公開第２０
０６／０１８４５０号に記載されているもの)、ＭＣ４レセプターに結合するポリペプチ
ド、ヒト成長ホルモン又はそのアナログ、第ＶＩＩ因子又はそのアナログ、副甲状腺ホル
モン又はそのアナログ、ヒト卵胞刺激ホルモン又はそのアナログ、成長ホルモン、例えば
血小板由来増殖因子(ＰＤＧＦ)、オベスタチン(Obestatin)、トランスフォーミング増殖
因子α(ＴＧＦ-α)、トランスフォーミング増殖因子β(ＴＧＦ-β)、上皮成長因子(ＥＧ
Ｆ)、血管内皮増殖因子(ＶＥＧＦ)、ソマトメジン、例えばインスリン成長因子Ｉ(ＩＧＦ
－Ｉ)、インスリン成長因子ＩＩ(ＩＦＧ－ＩＩ)、エリスロポエチン(ＥＰＯ)、トロンボ
ポエチン(ＴＰＯ)又はアンジオポエチン、インターフェロン、プロ-ウロキナーゼ、ウロ
キナーゼ、組織プラスミノーゲンアクチベーター(ｔ-ＰＡ)、プラスミノーゲンアクチベ
ーターインヒビター１、プラスミノーゲンアクチベーターインヒビター２、フォン・ヴィ
ルブランド因子、サイトカイン、例えばインターロイキン、例えばインターロイキン(Ｉ
Ｌ)１、ＩＬ-１Ｒａ、ＩＬ-２、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-９、ＩＬ-１１、ＩＬ
-１２、ＩＬ-１３、ＩＬ-１５、ＩＬ-１６、ＩＬ-１７、ＩＬ-１８、ＩＬ-２０又はＩＬ
－２１、コロニー刺激因子(ＣＦＳ)、例えばＧＭ-ＣＳＦ、幹細胞因子、腫瘍壊死因子、
例えばＴＮＦ-α、リンホトキシン-α、リンホトキシン-β、ＣＤ４０Ｌ、又はＣＤ３０
Ｌ、プロテアーゼインヒビター、例えばアプロチニン、酵素、例えばスーパーオキシドジ
スターゼ、アスパラギナーゼ、アルギナーゼ、アルギニンデアミナーゼ、アデノシンデア
ミナーゼ、リボヌクレアーゼ、カタラーゼ、ウリカーゼ、ビリルビンオキシダーゼ、トリ
プシン、パパイン、アルカリホスファターゼ、β-グルコロニダーゼ(glucoronidase)、プ
リンヌクレオシドホスホリラーゼ又はバトロキソビン、オピオイド、例えばエンドルフィ
ン類、エンケファリン類又は非天然オピオイド類、ホルモン又はニューロペプチド、例え
ばカルシトニン、グルカゴン、ガストリン類、副腎皮質刺激ホルモン(ＡＣＴＨ)、コレシ
ストキニン類、黄体形成ホルモン、生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン、絨毛性ゴナドトロ
ピン、コルチコトロピン放出因子、バソプレシン、オキシトシン、抗利尿ホルモン、甲状
腺刺激ホルモン、甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン、レラキシン、プロラクチン、ペプチ
ドＹＹ、ニューロペプチドＹ、膵臓ポリペプチド、レプチン、ＣＡＲＴ(コカイン及びア
ンフェタミン調節転写物)、ＣＡＲＴ関連ペプチド、ペリリピン、ＡＣＴＨ又はα-ＭＳＨ
等、メラノコルチンレセプターに作用するペプチドホルモン、メラニン凝集ホルモン、ナ
トリウム利尿ペプチド、アドレノメデュリン、エンドセリン、セクレチン、アミリン、血
管作用性小腸ペプチド(ＶＩＰ)、脳下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド(Ｐ
ＡＣＡＰ)、ボンベシン、ボンベシン様ペプチド、チモシン、ヘパリン結合タンパク質、
可溶性ＣＤ４、視床下部放出ホルモン、メラノトニン類(melanotonins)、及びそのアナロ
グからなる群から選択される。
【００７１】
　立体構造が安定しているタンパク質をベースにした薬剤は、変性及びフィブリル化によ
る構造の不可逆的損失を最小にするため、また生物活性を維持するために重要である。特
に大きなポリペプチド及びタンパク質は、複雑な折り畳みパターンの故に、立体構造の変
化に関して不安定である。また、既知のフィブリル化の経緯を持つポリペプチド、例えば
インスリン及びアミリンは、三次構造の不安定化（つまり、溶融球状状態の形成）に対し
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て特に感受性である。
【００７２】
　それぞれの目的に有効な量は、疾患又は損傷の重症度、並びに被験者の体重及び一般的
状態に依存するであろう。
　本発明の一態様では、製薬用製剤は０．１％ｗ／ｗ～５０％ｗ／ｗの濃度で、治療的に
活性なポリペプチドを含有する。
　それぞれの目的に有効な量は、疾患又は損傷の重症度、並びに被験者の体重及び一般的
状態に依存するであろう。
　ここで使用される場合「約」なる用語は、記載された数値にほぼ近接している、例えば
プラス又はマイナス１０％であることを意味している。
【００７３】
　本発明は：
　ａ）場合によっては賦形剤を含有する治療的に活性なポリペプチドの水溶液を提供し、
　ｂ）ｐＨ値を、ポリペプチドのｐＩより、１単位、好ましくは２単位、より好ましくは
２．５ｐＨ単位以上、上又は下の標的ｐＨ値に調節し、
　ｃ）従来からの乾燥技術、例えば凍結-及び噴霧乾燥により、ポリペプチドから水分を
除去(脱水)し、
　ｄ）例えば攪拌、回転又は他の混合方法により、半極性かつプロトン性の非水性媒体に
、ポリペプチドを混合及び溶解させ、
　ｅ）場合によっては、ポリペプチドの非水性溶液を濾過又は遠心分離し、溶解していな
い無機塩を除去し、
　ｆ）場合によっては、例えば固体状乾燥剤の添加又は真空乾燥により、残留していた水
分を除去し、
　ｇ）場合によっては、溶液用には、加圧された定量吸入器に、賦形剤、例えばヒドロフ
ルオロアルカン噴霧剤及び共溶媒を添加、又は経口投与形態用には、洗浄剤、ポリマー、
脂質及び共溶媒を添加する；
ことによる、製薬用溶液を調製する方法をさらに提供する。
【００７４】
　本発明は：
　ａ）場合によっては賦形剤を含有する治療的に活性なポリペプチドの水溶液を提供し、
　ｂ）ｐＨ値を、ポリペプチドのｐＩより、１単位、好ましくは２単位、より好ましくは
２．５ｐＨ単位以上、上又は下の標的ｐＨ値に調節し、
　ｃ）従来からの乾燥技術、例えば凍結-及び噴霧乾燥により、ポリペプチドから水分を
除去(脱水)し、
　ｄ）例えば攪拌、回転又は他の混合方法により、半極性かつプロトン性の非水性媒体に
、ポリペプチドを混合及び溶解させ、
　ｅ）場合によっては、ポリペプチドの非水性溶液を濾過又は遠心分離し、溶解していな
い無機塩を除去し、
　ｆ）場合によっては、例えば固体状乾燥剤の添加又は真空乾燥により、残留していた水
分を除去し、
　ｇ）場合によっては、溶液用には、加圧された定量吸入器に、賦形剤、例えばヒドロフ
ルオロアルカン噴霧剤及び共溶媒を添加、又は経口投与形態用には、洗浄剤、ポリマー、
脂質及び共溶媒を添加する；
ことによる、製薬用溶液を調製する方法で、但し、ポリペプチドが、インスリン分泌性ペ
プチド、ＧＬＰ-１(７-３７)又はそのアナログもしくは誘導体、又はエキセンディン又は
そのアナログもしくは誘導体ではない方法をさらに提供する。
【００７５】
　本発明は：
　ａ）場合によっては安定剤、例えば亜鉛及びグリシルグリシンを含有する、治療的に活
性なポリペプチドの水溶液を提供し、
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　ｂ）例えば、非揮発性塩基又は酸、特に塩酸又は水酸化ナトリウムを溶液に添加するこ
とにより、ポリペプチドのｐＩより、１単位、好ましくは２単位、より好ましくは２．５
ｐＨ単位以上、上又は下のｐＨ値に調節し、
　ｃ）従来からの乾燥技術、例えば凍結-及び噴霧乾燥により、ポリペプチドから水分を
除去(脱水)し、
　ｄ）例えば攪拌、回転又は他の混合方法により、半極性かつプロトン性の非水性媒体に
、ポリペプチドを混合及び溶解させ、
　ｅ）場合によっては、ポリペプチドの非水性溶液を濾過又は遠心分離し、溶解していな
い無機塩を除去し、
　ｆ）場合によっては、例えば固体状乾燥剤の添加又は真空乾燥により、残留していた水
分を除去し、
　ｇ）場合によっては、溶液用には、加圧された定量吸入器に、賦形剤、例えばヒドロフ
ルオロアルカン噴霧剤及び共溶媒を添加、又は経口投与形態用には、洗浄剤、ポリマー、
脂質及び共溶媒を添加する；
ことによる、薬学的組成物を調製する方法をさらに提供する。
【００７６】
　本発明は：
　ａ）場合によっては安定剤、例えば亜鉛及びグリシルグリシンを含有する、治療的に活
性なポリペプチドの水溶液を提供し、
　ｂ）例えば、非揮発性塩基又は酸、特に塩酸又は水酸化ナトリウムを溶液に添加するこ
とにより、ポリペプチドのｐＩより、１単位、好ましくは２単位、より好ましくは２．５
ｐＨ単位以上、上又は下のｐＨ値に調節し、
　ｃ）従来からの乾燥技術、例えば凍結-及び噴霧乾燥により、ポリペプチドから水分を
除去(脱水)し、
　ｄ）例えば攪拌、回転又は他の混合方法により、半極性かつプロトン性の非水性媒体に
、ポリペプチドを混合及び溶解させ、
　ｅ）場合によっては、ポリペプチドの非水性溶液を濾過又は遠心分離し、溶解していな
い無機塩を除去し、
　ｆ）場合によっては、例えば固体状乾燥剤の添加又は真空乾燥により、残留していた水
分を除去し、
　ｇ）場合によっては、溶液用には、加圧された定量吸入器に、賦形剤、例えばヒドロフ
ルオロアルカン噴霧剤及び共溶媒を添加、又は経口投与形態用には、洗浄剤、ポリマー、
脂質及び共溶媒を添加する；
ことによる、薬学的組成物を調製する方法で、但し、ポリペプチドが、インスリン分泌性
ペプチド、ＧＬＰ-１(７-３７)又はそのアナログもしくは誘導体、又はエキセンディン又
はそのアナログもしくは誘導体ではない方法をさらに提供する。
【００７７】
　本発明の一態様では、ポリペプチドは水溶液に添加される。水溶液は純水であってもよ
く、又は賦形剤もしくはアルカリ性溶液を含有していてもよい。本発明の一態様では、ポ
リペプチド溶液のｐＨは、非揮発性塩基を含有するアルカリ性溶液を用いて調節される。
非揮発性塩基は、アルカリ金属塩、アルカリ金属の水酸化物、アルカリ土類金属塩、アル
カリ土類金属の水酸化物、及びアミノ酸、又はそれらの組合せからなる群から選択するこ
とができる。例えば、ｐＨは、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化カルシウム、
酸化カルシウム、又はそれらの任意の組合せを用いて調節することができる。本発明の他
の態様では、ポリペプチド溶液のｐＨは、塩酸、リン酸及び硫酸から選択される非揮発性
酸を用いて調節される。
【００７８】
　本発明の一態様では、ポリペプチドの非水性溶液はグリシルグリシンを含有する。グリ
シルグリシンは、グリセルアルデヒド等、溶媒中の還元不純物のスカベンジャーとして作
用する可能性がある。一態様では、グリシルグリシンは、例えば溶液中、約４ｍＭ～２０
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０ｍＭのグリシルグリシン濃度で、インスリンを含有するプロピレングリコール溶液に添
加される。
【００７９】
　本発明の一態様では、ポリペプチドの非水性溶液は、トゥイーン８０とオレイン酸を含
有する。トゥイーン８０とオレイン酸がポリペプチドの非水性媒体に添加される場合、ポ
リペプチド溶液は、水性液体での希釈時にマイクロエマルジョンを形成し、その後経口投
与される。マイクロエマルジョンは吸収促進剤として作用する可能性があり、さらなる再
現可能な吸収動態を生じせしめる。溶液中のトゥイーン８０の濃度は例えば約３０～７０
％ｗ／ｗであり、オレイン酸の濃度は例えば１０～３０％ｗ／ｗであろう。
【００８０】
　一態様では、本発明は、このような処置を必要とする患者において、１型糖尿病、２型
糖尿病、及び高血糖症に起因する他の状態を処置するための、薬学的組成物に関連してい
る。
　一態様では、本発明は、製薬的に許容可能な担体及び／又は製薬的に許容可能な添加剤
を有する、本発明の薬学的組成物で、このような処置を必要とする患者において、１型糖
尿病、２型糖尿病、及び高血糖症に起因する他の状態を処置するために提供可能な組成物
に関する。
【００８１】
　本発明の一態様では、治療的有効量の本発明の薬学的組成物を患者に投与することを含
む、このような処置を必要とする患者において、１型糖尿病、２型糖尿病、及び高血糖症
に起因する他の状態を処置する方法を提供する。
　本発明の一態様では、場合によっては製薬的に許容可能な担体及び／又は製薬的に許容
可能な添加剤と共に、治療的有効量の本発明の薬学的組成物を患者に投与することを含む
、このような処置を必要とする患者において、１型糖尿病、２型糖尿病、及び高血糖症に
起因する他の状態を処置する方法を提供する。
【００８２】
　本発明の一態様では、１型糖尿病、２型糖尿病、及び高血糖症に起因する他の状態の処
置に使用される、本発明の薬学的組成物を製造する方法を提供する。
　本発明の一態様では、１型糖尿病、２型糖尿病、及び高血糖症に起因する他の状態の処
置に使用される、薬学的組成物を製造する方法を提供する。
【００８３】
薬学的組成物
　本発明の組成物は、例えば皮下、経口、経鼻又は肺に投与することができる。
　皮下投与用として、本発明の組成物は、公知の治療的に活性なポリペプチド製剤と同じ
ように処方される。さらに、皮下投与用として、本発明の組成物は、公知の治療的に活性
なポリペプチドと同じように投与され、一般的に、医者はこの手順に通じている。
【００８４】
　治療的に活性なペプチドがインスリンである本発明の一態様では、本発明の組成物は、
循環インスリンペプチドレベルを増加させ、及び／又は循環グルコースレベルを低下させ
るための用量効果的方式で、吸入により投与されてよい。このような投与は、糖尿病又は
高血糖症等の疾患を処置するのに効果的である。例えばインスリンの効果的な投与を達成
するには、約０．５μｇ／ｋｇ～約５０μｇ／ｋｇ以上のインスリンを含有する本発明の
組成物を、吸入量で投与することが必要である。治療的有効量は、インスリンレベル、血
糖値、患者の身体コンディション、患者の肺の状態等を含む要因を考慮し、博識な実施者
により決定することができる。
【００８５】
　本発明の組成物は、インスリン等、治療的に活性なポリペプチドの素早い吸収を達成す
るために、吸入により送達されてもよい。吸入による投与は、インスリンの皮下投与に匹
敵する薬物動態をもたらすことができる。治療用ペプチドがインスリンである本発明の組
成物を吸入することで、循環インスリンレベルの素早い上昇、続いて血糖値の素早い低下



(21) JP 5628026 B2 2014.11.19

10

20

30

40

50

に至る。同様の粒子径及び同様の肺沈着レベルで比較される場合、典型的には、種々の吸
入装置により、同様の薬物動態が提供される。
【００８６】
　本発明において、組成物は、吸入による治療剤、例えばインスリンペプチドの投与にお
いて、当該技術で公知の任意の様々な吸入装置により送達され得る。これらの装置には、
定量吸入器、ネブライザー、乾燥パウダー発生器、スプレー等が含まれる。一態様では、
この発明の組成物は、加圧された定量吸入器又はスプレーにより送達される。本発明の組
成物を投与するための吸入装置には、いくつかの所望される特徴がある。例えば、吸入装
置による送達には、有利には信頼性、再現性及び正確性がある。良好な呼吸性のためには
、吸入装置は、小粒子、例えば約１０μｍ未満、例えば約１-５μｍ未満の粒子を送達す
べきである。この発明の実施に適した商業的に入手可能な吸入装置のいくつかの特定の例
は、TurbohalerＴＭ(Astra)、Rotahaler(登録商標)(Glaxo)、Diskus(登録商標)(Glaxo)、
SpirosＴＭ吸入器(Dura)、Nektarより販売されている装置、3M Drug Delivery Systems a
nd Bespak、AERxＴＭ(Aradigm)、Ultravent(登録商標)ネブライザー(Mallinckrodt)、Aco
rn II(登録商標)ネブライザー(Marquest Medical Products)、Ventolin(登録商標)定量吸
入器(Glaxo)、Spinhaler(登録商標)パウダー吸入器(Fisons)等である。
【００８７】
　加圧された定量吸入器(ｐＭＤＩｓ)は、吸入による気道への製薬用生成物の投与につい
ては、よく知られている装置である。ｐＭＤＩｓは、典型的には生成物、例えば液化噴霧
剤に溶解した薬剤(液状製剤)、又は液化噴霧剤に懸濁したマイクロ化粒子(懸濁製剤)が充
填された圧力抵抗性のエアゾールキャニスターを具備しており、該キャニスターには絞り
弁が固定されている。液状製剤により、噴霧ビヒクル、又は適切な共溶媒、例えばエタノ
ールとの混合物に、活性成分又は賦形剤が完全に溶解して均質であるという利点が提供さ
れる。また液状製剤により、懸濁製剤に関連した物理的安定性の問題が未然に防止され、
より一貫した均一な投与形態が保証される。
【００８８】
　ヒドロフルオロアルカン類、特に１,１,１,２-テトラフルオロエタン(ＨＦＡ１３４ａ)
及び１,１,１,２,３,３,３-ヘプタフルオロプロパン(ＨＦＡ２２７)及びそれらの混合物
は、非-ＣＦＣ噴霧剤の最も好ましい候補であると認識されている。絞り弁を作動させる
ことにより、少量のスプレー生成物が放出され、それによって、液状の噴霧剤の圧力で、
溶解した又はマイクロ化した薬剤粒子が、容器の外、患者に運ばれる。弁アクチュエータ
ーは、患者の中咽頭にエアゾールスプレーを向けるのに使用される。キャニスターは、不
活性有機コーティングで被覆された内部表面を有する、アルミニウム又はステンレススチ
ールからなり、国際公開第03/078538号に記載されているような、ブチルゴムガスケット
を有する、６３マイクロリットルと計測されたチャンバーを有する絞り弁を具備する。
【００８９】
　当業者が認識しているように、本発明の製剤、送達される製剤の量、及び単一用量の投
与の持続時間は、使用される吸入装置の種類に依存している。ネブライザー等、いくつか
のエアゾール送達システムにとって、投与頻度及びシステムが稼働している時間の長さは
、主として、エアゾール中の治療用ポリペプチドの濃度に依存するであろう。
　例えば、投与時間が短いと、ネブライザー溶液においては、より高い濃度の治療用ポリ
ペプチドを使用することができる。定量吸入器等の装置は、高濃度のエアゾールを生成す
ることができ、所望の量のポリペプチドの送達を、より短い時間で作動させることができ
る。パウダー吸入器等の装置は、付与された充填量の薬剤が装置から排出されるまで、活
性剤を送達させる。この種の吸入器において、付与されたパウダー量における、この発明
の組成物の量は、一回の投与で送達される用量を決定する。
【００９０】
　吸入装置で送達される製剤におけるポリペプチド、例えばインスリンの粒子径は、肺、
気道下部及び肺胞内においてなされる、例えばインスリンの能力に関して重要である。こ
の発明の組成物中のポリペプチドは、送達されるポリペプチドの少なくとも約１０％、例
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えば約１０％～２０％、又はそれ以上が肺に沈着するように処方される。口呼吸するヒト
にとって、肺沈着の最大効率は、約２μｍ～約３μｍの粒子径で得られることが知られて
いる。粒子径が約５μｍ以上になると、肺沈着はかなり低減する。粒子径が約１μｍ以下
であると、肺沈着の低下が引き起こされ、治療に有効な十分な量の粒子を送達することが
困難になる。よって、吸入器により送達されるポリペプチドの粒子は、約１０μｍ未満、
例えば約１μｍ～５μｍの範囲の粒子径を有する。ポリペプチドの処方は、選択された吸
入装置において所望される粒子径が生じるように選択される。
【００９１】
　ポリペプチド溶液は、場合によっては、呼吸器官及び肺投与に適した製薬用の担体又は
賦形剤と組合せてもよい。このような担体は、患者に送達される液体中の治療用ポリペプ
チド、例えばインスリンの濃度を低下させることが所望されている場合は、単に増量剤と
して供給されてもよいが、組成物の安定性を高めるように供給されてもよい。
　適切な物質には、炭水化物、例えば(ａ)単糖類、特にフルクトース、ガラクトース、グ
ルコース、Ｄ-マンノース、ソルボース等；二糖類、例えばラクトース、トレハロース、
セロビオース等；シクロデキストリン類、例えば２-ヒドロキシプロピル-シクロデキスト
リン；及び多糖類、例えばラフィノース、マルトデキストリン類、デキストラン類等；(
ｂ)アミノ酸、例えばグリシン、アルギニン、アスパラギン酸、グルタミン酸、システイ
ン、リジン、ヒスチジン、アルギニン等；(ｃ)有機酸と塩基から調製される有機塩、例え
ばクエン酸ナトリウム、アスコルビン酸ナトリウム、グルコン酸マグネシウム、グルコン
酸ナトリウム、塩酸トロメタミン等；(ｄ)ペプチド及びタンパク質、例えばアスパルテー
ム、ヒト血清アルブミン、ゼラチン等；(ｅ)アルジトール類、例えばマンニトール、キシ
リトール等が含まれる。担体の好ましい群には、ラクトース、トレハロース、ラフィノー
ス、マルトデキストリン、グリシン、クエン酸ナトリウム、塩酸トロメタミン、ヒト血清
アルブミン、及びマンニトールが含まれる。
【００９２】
　このような担体物質は、脱水、例えば噴霧乾燥前に、すなわち噴霧乾燥用に調製される
ポリペプチド溶液に担体物質を添加することにより、治療用ポリペプチド、例えばインス
リンと組合せられてもよい。そのように、担体物質はタンパク質粒子の一部として、同時
に形成されるであろう。
　典型的には、担体がポリペプチドと共に噴霧乾燥により形成される場合、ポリペプチド
は５％～９５％、好ましくは２０％～８０％の範囲の重量パーセントで、個々の粒子に存
在しているであろう。粒子の残りは、主として担体物質(典型的には、重量で５％～９５
％、通常は２０％～８０％)であるが、上述した他の成分を含み得る、バッファー(類)を
含有していてもよい。
【００９３】
　非水性インスリン製剤は、他の活性成分と組合せられてもよい。例えば、糖尿病の処置
性を改善するために、インスリンに、少量のアミリン又は活性アミリンアナログを組合せ
ることが望ましい場合もある。アミリンは、正常な(糖尿病ではない)個人において、膵臓
０-細胞からインスリンと共に分泌されるホルモンである。アミリンはインビボにおいて
インスリン活性を調節すると考えられており、インスリンとアミリンの同時投与により、
血糖の制御を改善することが提案されている。本発明の組成物において、インスリンとア
ミリンとを組合せることにより、このような同時投与を達成するための、特に簡便な生成
物が提供されるであろう。アミリンは、０．１重量％～１０重量％(一服中のインスリン
の全重量に基づく)、好ましくは０．５重量％～２．５重量％でインスリンと組合せてよ
い。アミリンは商業的供給者、例えばAmylin Corporation, San Diego, Californiaから
入手され、本発明の組成物に容易に処方することができる。例えば、アミリンは、インス
リン、場合によっては担体、パウダー状生成物を生成するために乾燥された溶液スプレー
と共に、水溶液又は他の適切な溶液に溶解されていてもよい。
【００９４】
　噴霧乾燥されたポリペプチドを含むスプレーは、ポリペプチドの懸濁液又は溶液を、加
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圧下にて、強いてノズルを通過させることにより製造することができる。ノズルサイズ及
び構造、適用圧力、及び液体供給速度は、所望する出量及び粒子径が達成されるように選
択することができる。例えば、キャピラリー又はノズルフィード部に接続した電場により
、電気スプレーを製造することができる。
　有利には、スプレーにより送達される例えばインスリンの粒子は、約１０μｍ未満、例
えば約１μｍ～約５μｍの範囲の粒子径を有する。
【００９５】
　ポリオール等の半極性プロトン性有機溶媒に溶解し、脱水された、例えば噴霧乾燥され
たポリペプチドを含有する本発明の薬学的組成物は、このような処置を必要とする患者に
、非経口的に投与されてもよい。非経口投与は、シリンジ、場合によってはペン様シリン
ジにより、皮下、筋肉内又は静脈内注射で実施されてよい。また非経口投与は、注入ポン
プにより実施することもできる。
【００９６】
　本発明の調製物は、ポンプ、例えばインスリンポンプに関連して使用されてよい。イン
スリンポンプはプレフィックスされ、使い捨てのものであってよく、又はインスリン調製
物は、取り外し可能な容器から供給されてもよい。インスリンポンプは皮膚に搭載、移植
又は持ち運び去れてもよく、ポンプの保存区画から患者へのインスリン調製物の経路は、
多少曲がっていてもよい。インスリンポンプの非限定的例は、米国特許第5,957,895号、
米国特許第5,858,001号、米国特許第468,221号、米国特許第4,468,221号、米国特許第5,9
57,895号、米国特許第5,858,001号、米国特許第6,074号、米国特許第5,858,001号、米国
特許第5,527,288号、及び米国特許第6,074,369号に開示されている。
【００９７】
　脱水、例えば噴霧乾燥されたポリペプチドの、本発明の注射用組成物は、所望する最終
生成物が付与されるのに適切なように、半極性プロトン性有機溶媒、例えばポリオールに
成分を溶解及び混合することを含む、製薬工業の従来からの技術を使用して調製すること
ができる。
【００９８】
　近年、注射は、体循環のために、生物学的に活性なタンパク質を投与する典型的な方法
である。受容者は、注射により不快感や痛みを被るおそれがある。この理由等のため、投
与方法として、注射を使用するには、患者のコンプライアンスに関して問題がある場合が
ある。注射の代替法の一つは、生物学的に活性なポリペプチドの経口投与である。インス
リンのケースにおいて、経口送達は、簡便性及びコンプライアンスの問題を越える利点を
有する。胃腸管に吸収されるインスリンは、門脈に放出され、直接肝臓に運ばれるために
、膵臓から分泌されるインスリンの生理機能を模倣している。門脈循環への吸収により、
インスリン分泌を調節する末梢-門脈のインスリン勾配が維持される。肝臓へのその第１
経路で、約６０％のインスリンが保持され、代謝され、よって末梢性高インスリン血症の
発生率、糖尿病関連性の全身合併症の要因が低下する。インスリン処置及び他の経口用抗
糖尿病剤の心配される珍しくはない合併症は、低血糖症である。
【００９９】
　しかしながら、ポリペプチドの経口生物学的利用能は、胃腸管での広範囲にわたるタン
パク質分解、及び上皮透過性の低さのため、極めて低い。例えば、酵素的分解の研究では
、天然インシュリンが、トリプシン及びα-キモトリプシンの存在下で、かなり分解され
ることが示されている。よって、タンパク質工学、例えばペグ化又はホットスポットの変
異による、タンパク質分解に対するポリペプチドの安定化は、経口生物学的利用能を改善
するために、一般的に使用される方法である。タンパク質分解を低減させる他の方法は、
ナノ粒子、マイクロ粒子、、マイクロエマルジョン、マイクロエマルジョンプレ濃縮物（
プレコンセントレイト）、リポソーム等に、ポリペプチドを導入することである。薬剤は
胃及び胃腸管の不適な環境から保護されるばかりでなく、これらの粒子は、経腸経路から
、バイエル板を介して、体循環に取り込まれ得る。
【０１００】
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　一実施態様では、非水性薬学的組成物は、マイクロエマルジョンプレ濃縮物である。こ
れは、例えば水中油型(ｏ／ｗ)マイクロエマルジョン中、水性媒体、例えば水又は胃腸液
での希釈時に自発的自己乳化した組成物である。マイクロエマルジョンは、低ｎｍ範囲、
例えば２０-４００ｎｍでの乳化相の平均ドメインサイズを有する、熱力学的に安定した
系であると理解される。
【０１０１】
　一般的に、マイクロエマルジョンプレ濃縮物は、一又は複数の親水性成分、一又は複数
の脂質親和性成分、一又は複数の非イオン性界面活性剤及び／又は共界面活性剤、及び活
性成分、例えば治療用ペプチド又はタンパク質で、プレ濃縮混合物に完全に溶解するもの
を含有する。さらに、マイクロエマルジョンプレ濃縮物は、適切であるならば、従来から
のアジュバント及び添加剤を含有してよい。これらの自己(マイクロ)-乳化プレ濃縮物は
、胃腸管でマイクロエマルジョンを形成するとの見込みで、摂取することができる。マイ
クロエマルジョンプレ濃縮物は、腸溶コーティングされたソフトゼラチンカプセルにカプ
セル化されて投与されてよい。多くのマイクロエマルジョンが、経口投与後に、いくつか
の治療用化合物の生物学的利用能を高めると報告されている。
【０１０２】
　マイクロエマルジョンプレ濃縮物の組成例は以下の通りである：
　ａ）少なくとも一の半極性プロトン性有機溶媒、例えばポリオール(例えば、プロピレ
ングリコール及び／又はグリセロール)
　ｂ）一又は複数の親水性成分、例えばグリセロール及び／又はプロピレングリコール
　ｂ）一又は複数の脂質親和性成分、例えば油(例えば、モノ-ジグリセリド類及び／又は
トリグリセリド類)
　ｃ）一又は複数の非イオン性界面活性剤、例えばポロキサマー及び／又はポリソルバー
ト類
　ｄ）一又は複数の共界面活性剤、例えばエタノール
　ｅ）脱水された治療的に活性なポリペプチド(例えばインスリン)
　ｆ）一又は複数の添加剤、例えば酸化防止剤及び／又は安定剤
【０１０３】
　半極性プロトン性有機溶媒、例えばポリオールに溶解し、脱水された、例えば噴霧乾燥
された治療的に活性なポリペプチドを含有する本発明の薬学的組成物は、このような処置
を必要とする患者に、エアゾールスプレーの形態で、口腔又は舌下に投与されてもよい。
Generex Biotechnology Corporationにより開発されたOral-IynＴＭ製剤は、加圧された
定量吸入器(ｐＭＤＩ)を介して投与される、口腔用エアゾール製剤の一例である。ヒドロ
フルオロアルカン類(ＨＦＡ)、例えばＨＦＡ１３４ａ及び２２７は、典型的には噴霧剤と
して使用される。一実施態様では、本発明の治療的に活性なポリペプチドは、典型的には
、ｐＩより１単位以上、上又は下のｐＨ値で、水に高度に溶解する。水はＨＦＡ噴霧剤と
極めて乏しい混和性しかないため、タンパク質用に、プロピレングリコール及びエタノー
ル等の溶媒を使用するのが有利である。前記溶媒はＨＦＡ噴霧剤との混和性を有する。溶
液型の定量吸入器は、一般的に、粒子のクリーム化又は沈殿のために、用量均一性がかな
り変動する傾向のある懸濁型のｐＭＤＩよりも好ましい。
　溶液型のｐＭＤＩは、治療的に活性なポリペプチドに加えて、安定剤及び他の添加剤、
例えば透過促進剤と共に処方されてよい。
【０１０４】
　また加圧システムの代わりに、治療的に活性なポリペプチドは、例えばニトログリセリ
ンの舌下投与用のCoro Nitro Pump Spray(登録商標)のようにポンプ移送可能な(pumpable
)ものとして口腔又は舌下に投与されてもよい。
　肺沈着を回避するために、経口スプレー用エアゾールは、好ましくは１０μｍ以上の大
きさの液滴直径を有するべきである。
　粘膜付着性の薬剤送達系は、非湿潤性タンパク質／ペプチド送達において、かなりの興
味をもたれている。それらにより、粘膜組織における送達系の滞留時間が増加する。いく
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つかの生体付着性送達系が、例えば経口投与後のタンパク質及びペプチドの生物学的利用
能を向上させることが報告されている。
【０１０５】
　好ましい実施態様では、非水性でフリーの生体付着性組成物は、活性タンパク質又はペ
プチド、少なくとも一の生体付着性ポリマー、一又は複数の半極性プロトン性有機溶媒、
例えばポリオール(類)を含有する。さらに組成物は、適切であるならば、従来からのアジ
ュバント及び添加剤を含有してもよい。生体付着性ポリマーは、例えばポリ(エチレンオ
キシド)-ポリ(プロピレンオキシド)-ポリ(エチレンオキシド)ブロックコポリマー(例えば
ポロキサマー類)、ポリビニルピロリドン(例えばポビドン又はＰＶＰ)、ポリアクリル酸
、ポリカルボフィル(例えばカルボポール(Carbopol)又はカーボマー(Carbomer))、キトサ
ン、全種類のチオラート化ポリマー(例えばチオマー類(Thiomers))、セルロース、アルギ
ナート類、ヒドロキシエチルセルロース、又は他の生体付着性ポリマーであってよい。
【０１０６】
　組成物は、液体、半固体又は固体状の投与形態とすることができる。
　これらの新規の組成物は、これらの製剤に必要とされる水性媒体が回避でき、その保存
安定性の増加、並びに生物学的利用能の増大(ポリオールにより誘発)が達成されるといっ
た、例えば従来の生体付着性ヒドロゲルと比較して利点を有する。
　生体付着性組成物の一例は以下の通りである。
　ａ）脱水された治療的に活性なポリペプチド(例えばインスリン)
　ｂ）少なくとも一の半極性プロトン性有機溶媒、例えばポリオール(例えばプロピレン
グリコール及び／又はグリセロール)
　ｃ）生体付着性ポリマー(例えばポビドン及び／又はポロキサマー)
　ｄ）添加剤
【０１０７】
　一実施態様では、非水性の組成物は、脱水された治療的に活性なポリペプチド、少なく
とも一の半極性プロトン性有機溶媒、例えばポリオール、及び一又は複数の従来からの透
過促進剤の組合せを含有する。透過促進剤の例は、限定されるものではないが、脂肪酸、
パルミトイルカルニチンクロリド、エチレングリコール-ビス(ベータ-アミノエチルエー
テル)-Ｎ,Ｎ,Ｎ',Ｎ'-四酢酸(ＥＧＴＡ)、ＥＤＴＡ、胆汁酸塩、イオン性-並びに非イオ
ン性界面活性剤、例えばリン脂質及びアルキルグリコシド類、ポリマー、キトサン、クエ
ン酸、及びサリチル酸ナトリウムである。さらに組成物は、適切であるならば、従来から
のアジュバント及び添加剤を含有していてよい。
【０１０８】
　本発明の組成物は、例えば錠剤、カプセル、坐薬、液体、スプレー又はエアゾールから
選択される形態で、口腔及び経口投与することができる。
　好ましい実施態様では、半極性プロトン性有機溶媒、例えばポリオールをベースにした
固体状の投与形態は、少なくとも一のポリオール、及び一又は複数の室温で固体状の賦形
剤、例えばポロキサマー、ＰＥＧ又はＰＥＧステアラートを含有する。
【０１０９】
　他の実施態様では、組成物は、脱水された治療的に活性なポリペプチド、少なくとも一
の半極性プロトン性有機溶媒、例えば少なくとも一のポリオール、及び少なくとも一の室
温で固体状の非イオン性賦形剤、例えばポリキサマー類又はポリオキシエチレングリコー
ル、又は固体状賦形剤の混合物を含有する。固体状ポロキサマー類の例は、プルロニック
(Pluronic)Ｆ-１２７、プルロニックＦ-６８である。固体状ＰＥＧの例はＰＥＧ３３５０
、ＰＥＧ４０００、 ＰＥＧ８０００である。さらに、固体状組成物は、適切であるなら
ば、従来からのアジュバント及び添加剤、例えば十分な錠剤化を確実にするためのバイン
ダー、流動促進剤及び滑剤；及び錠剤が消化管で確実に破壊されるための錠剤分解剤を含
有していてもよい。
【０１１０】
　錠剤及びカプセルは、腸用コーティングで被覆されていてもよく、特定の領域について
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適切なｐＨ-溶解ポリマーを選択することにより、定められたｐＨの水性環境との接触時
に破裂又は透過して、投与形態の内容物が、胃腸管(例えば、小腸及び大腸)の所望の部位
で選択的に放出可能となる。適切な腸溶ポリマーの例には、限定されるものではないが、
セルロースアセタートフタラート、ヒドロキシプロピルメチルセルロースフタラート、ポ
リビニルアセタートフタラート、ヒドロキシプロピルメチルセルロースフタラート、メタ
クリル酸コポリマー、セラック、メチルセルロースフタラート、セルロースアセタートト
リメリタート(mellitate)、ヒドロキシプロピルメチルセルロースアセタートスクシナー
ト、セルロースアセタートフタラート、セルロースアセタートスクシナート、セルロース
アセタートマラート、セルロースベンゾアートフタラート、セルロースプロピオナートフ
タラート、カルボキシメチルエチルセルロース、エチルヒドロキシエチルセルロースフタ
ラート、セラック、スチレン-アクリル酸のコポリマー、アクリル酸メチル-アクリル酸の
コポリマー、アクリル酸メチル-メタクリル酸のコポリマー、アクリル酸ブチル-スチレン
-アクリル酸のコポリマー、メタクリル酸-メタクリル酸メチルのコポリマー、メタクリル
酸-アクリル酸エチルのコポリマー、アクリル酸メチル-メタクリル酸-アクリル酸オクチ
ルのコポリマー、アクリル酸ビニル-無水マレイン酸のコポリマー、スチレン-無水マレイ
ン酸のコポリマー、スチレン-マレイン酸モノエステルのコポリマー、ビニルメチルエー
テル-無水マレイン酸のコポリマー、エチレン-無水マレイン酸のコポリマー、ビニルブチ
ルエーテル-無水マレイン酸のコポリマー、アクリロニトリル-アクリル酸メチル-無水マ
レイン酸のコポリマー、アクリル酸ブチル-スチレン-無水マレイン酸のコポリマー、ポリ
ビニルアルコールフタラート、ポリビニルアセタールフタラート、ポリビニルブチラート
フタラート、及びポリビニルアセトアセタールフタラート、又はそれらの組合せが含まれ
る。
　好ましい実施態様では、投与形態は液体を含有するソフトゼラチンカプセルである。
【０１１１】
　また本発明は、以下の実施態様に関する。
１．ａ）好ましくは１０-１００のアミノ酸を含有する、脱水された治療的に活性なポリ
ペプチドと、
ｂ）少なくとも一の半極性プロトン性有機溶媒
の混合物を含有し、
　該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１ｐＨ単位である標
的ｐＨで脱水され、該標的ｐＨが、好ましくは約６．０～約９．０の範囲にある非水性薬
学的組成物。
２．ａ）好ましくは１０-１００のアミノ酸を含有する、脱水された治療的に活性なポリ
ペプチドと、
ｂ）少なくとも一の半極性プロトン性有機溶媒、
の混合物を含有し、
　該ポリペプチドが、水溶液中のポリペプチドのｐＩから少なくとも１ｐＨ単位である標
的ｐＨで脱水され、該標的ｐＨが、好ましくは約６．０～約９．０の範囲にあり、
　但し、該ポリペプチドが、インスリン分泌性ペプチド、ＧＬＰ-１(７-３７)又はそのア
ナログもしくは誘導体、又はエキセンディン又はそのアナログもしくは誘導体ではない、
非水性薬学的組成物。
【０１１２】
３．有機溶媒がポリオール類からなる群から選択される、実施態様１又は２の薬学的組成
物。
４．有機溶媒がジオール類及びトリオール類からなる群から選択される、実施態様３の薬
学的組成物。
５．有機溶媒がプロピレングリコール及びグリセロールからなる群から選択される、実施
態様４の薬学的組成物。
６．有機溶媒がプロピレングリコールである、実施態様５の薬学的組成物。
７．有機溶媒がグリセロールである、実施態様５の薬学的組成物。
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【０１１３】
８．ポリペプチドが噴霧乾燥される、実施態様１ないし７のいずれか一つの薬学的組成物
。
９．ポリペプチドが凍結乾燥させる、実施態様１ないし７のいずれか一つの薬学的組成物
。
【０１１４】
１０．ポリペプチドが、ポリペプチドのｐＩから少なくとも１．５ｐＨ単位であるｐＨで
脱水される、実施態様１ないし９のいずれか一つの薬学的組成物。
１１．ポリペプチドが、ポリペプチドのｐＩから少なくとも２ｐＨ単位であるｐＨで脱水
される、実施態様１ないし１０のいずれか一つの薬学的組成物。
１２．ポリペプチドが、ポリペプチドのｐＩから少なくとも２．５ｐＨ単位以上であるｐ
Ｈで脱水される、実施態様１ないし１１のいずれか一つの薬学的組成物。
【０１１５】
１３．有機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶解度が少なくとも２０ｍｇ／ｍｌである
、実施態様１ないし１２のいずれか一つの薬学的組成物。
１４．有機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶解度が少なくとも３０ｍｇ／ｍｌである
、実施態様１ないし１２のいずれか一つの薬学的組成物。
１５．有機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶解度が少なくとも４０ｍｇ／ｍｌである
、実施態様１ないし１２のいずれか一つの薬学的組成物。
１６．有機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶解度が少なくとも５０ｍｇ／ｍｌである
、実施態様１ないし１２のいずれか一つの薬学的組成物。
１７．有機溶媒での脱水されたポリペプチドの溶解度が少なくとも６０ｍｇ／ｍｌである
、実施態様１ないし１２のいずれか一つの薬学的組成物。
【０１１６】
１８．標的ｐＨが約６．５～約８．５の範囲にある、実施態様１ないし１７のいずれか一
つの薬学的組成物。
１９．標的ｐＨが約７．２～約８．３の範囲にある、実施態様１ないし１７のいずれか一
つの薬学的組成物。
２０．標的ｐＨが約７．０～約８．５の範囲にある、実施態様１ないし１７のいずれか一
つの薬学的組成物。
【０１１７】
２１．有機溶媒が少なくとも２０％ｗ／ｗの量で存在している、実施態様１ないし２０の
いずれか一つの薬学的組成物。
２２．有機溶媒が少なくとも３０％ｗ／ｗの量で存在している、実施態様１ないし２０の
いずれか一つの薬学的組成物。
２３．有機溶媒が少なくとも４０％ｗ／ｗの量で存在している、実施態様１ないし２０の
いずれか一つの薬学的組成物。
２４．有機溶媒が少なくとも５０％ｗ／ｗの量で存在している、実施態様１ないし２０の
いずれか一つの薬学的組成物。
２５．有機溶媒が少なくとも８０％ｗ／ｗの量で存在している、実施態様１ないし２０の
いずれか一つの薬学的組成物。
【０１１８】
２６．１０％ｗ／ｗ未満の水分を含有する、実施態様１ないし２５のいずれか一つの薬学
的組成物。
２７．５％ｗ／ｗ未満の水分を含有する、実施態様１ないし２５のいずれか一つの薬学的
組成物。
２８．２％ｗ／ｗ未満の水分を含有する、実施態様１ないし２５のいずれか一つの薬学的
組成物。
【０１１９】
２９．組成物が、糖尿病又は高血糖症の、肺、非経口、鼻又は経口処置用である、実施態
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様１ないし２８のいずれか一つの薬学的組成物。
３０．組成物が、糖尿病又は高血糖症の、肺処置用である、実施態様１ないし２８のいず
れか一つの薬学的組成物。
３１．組成物が、糖尿病又は高血糖症の経口処置用である、実施態様１ないし２８のいず
れか一つの薬学的組成物。
【０１２０】
３２．ポリペプチドが水溶性である、実施態様１ないし３１のいずれか一つの薬学的組成
物。
３３．ポリペプチドが、インスリンペプチド、アミリン、アミリンアナログ、アミリン誘
導体、α-ＭＳＨ、α-ＭＳＨアナログ、α-ＭＳＨ誘導体、及び／又はその組合せからな
る群から選択される、実施態様１ないし３２のいずれか一つの薬学的組成物。
３４．インスリンペプチドがインスリンアナログである、実施態様１ないし３３のいずれ
か一つの薬学的組成物。
３５．インスリンペプチドが、ＡｓｐＢ２８ヒトインスリン；ＬｙｓＢ２８ＰｒｏＢ２９
ヒトインスリン；ＬｙｓＢ３ＧｌｕＢ２９ヒトインスリン、及びＡ１４ＧｌｕＢ２５Ｈｉ
ｓｄｅｓＢ３０ヒトインスリンからなる群から選択されるインスリンアナログである、実
施態様１ないし３４のいずれか一つの薬学的組成物。
【０１２１】
３６．組成物が、肺処置、経口処置、鼻処置又は口腔処置に適している、実施態様１ない
し３５のいずれか一つの薬学的組成物。
３７．組成物が肺使用に適している、実施態様１ないし３５のいずれか一つの薬学的組成
物。
３８．組成物が鼻処置に適している、実施態様１ないし３５のいずれか一つの薬学的組成
物。
３９．組成物が経口使用に適している、実施態様１ないし３５のいずれか一つの薬学的組
成物。
４０．組成物が口腔使用に適している、実施態様１ないし３５のいずれか一つの薬学的組
成物。
【０１２２】
４１．実施態様１ないし４０のいずれか一つの薬学的組成物を治療的有効量、患者に投与
することを含む、このような処置を必要とする患者における糖尿病を処置する方法。
４２．実施態様１ないし４０のいずれか一つの薬学的組成物を治療的有効量、患者に投与
することを含む、このような処置を必要とする患者における、高血糖症、２型糖尿病、耐
糖能異常、及び１型糖尿病を処置又は予防する方法。
４３．実施態様１ないし４０のいずれか一つの薬学的組成物を治療的有効量、患者に投与
することを含む、このような処置を必要とする患者における２型糖尿病の病気進行を遅延
化又は予防する方法。
【０１２３】
４４．高血糖症、２型糖尿病、耐糖能異常、及び１型糖尿病を処置又は予防する医薬とし
て使用される、実施態様１ないし４０のいずれか一つの薬学的組成物。
４５．２型糖尿病の病気進行を遅延化又は予防する医薬として使用される、実施態様１な
いし４０のいずれか一つの薬学的組成物。
【０１２４】
　ここに引用された刊行物、特許出願及び特許を含む全ての文献は、各文献が、出典明示
により個々にかつ特に援用され、その全内容がここに記載されているかの如く、その全体
が出典明示によりここに援用される(法律により許容される最大範囲)。
　全ての表題及び副題は、ここでは便宜的に使用され、決して本発明を限定するものと解
してはならない。
　ここに提供される任意かつ全ての例、又は例示的言語（例えば「等」）の使用は、単に
本発明をより明らかにすることを意図しており、特に請求項に記載がない限り、本発明の
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範囲に限定をもたらすものではない。明細書中の如何なる語句も請求項に記載していない
要素が本発明の実施に必須であることを示しているものと解してはならない。
　ここでの特許文献の引用及び援用は単に便宜上なされているもので、そのような特許文
献の有効性、特許性、及び／又は権利行使性についての見解を反映させるものではない。
　この発明は、適用される法律に容認される場合、ここに付加される請求項に列挙された
主題事項の全ての修正点及び等価物を含む。
【実施例】
【０１２５】
一般的手順
チオフラビンＴ(ＴｈＴ)フィブリル化アッセイ：原理及び実施例
　ペプチドの物理的安定性が低いと、サンプルにおいて、秩序だったより糸状の高分子構
造として観察される、アミロイドのフィブリル形成に至る可能性があり、最終的にはゲル
形成に帰する。このことは、伝統的には、サンプルの目視検査により測定される。しかし
ながら、その種類の測定は非常に主観的で、観察者に依存するものである。よって、小分
子指示プローブの適用がより有利である。チオフラビンＴ(ＴｈＴ)はこのようなプローブ
であり、フィブリルに結合した場合は、明確な蛍光的特徴を有する[Naikiら (1989) Anal
. Biochem. 177,244-249; LeVine (1999) Methods. Enzymol. 309,274-284]。
【０１２６】
動的(加速)ＴｈＴアッセイ
　フィブリル形成の時間経過は、以下の式を用いたＳ字形曲線により記述することができ
る[Nielsenら (2001) Biochemistry 40,6036-6046],cn.f 図６:

　ここで、Ｆは時間ｔにおけるＴｈＴ 蛍光である。定数ｔ０は最大蛍光の５０％に達す
るのに必要な時間である。フィブリル形成を記述する２つの重要なパラメータは、ｔ０-
２τにより算出されるラグタイムと、見かけ速度定数ｋａｐｐ＝１／τである。

　ペプチドの部分的に折り畳まれた中間体の形成は、フィブリル化の一般的な開始メカニ
ズムとして示唆される。その中間体のほどんとが核とならずに鋳型を形成し、それにさら
なる中間体が集まり、フィブリル化が進行する。ラグタイムは、核の臨界質量が累加する
間隔に対応し、見かけ速度定数はフィブリル自体が形成される速度である。
【０１２７】
サンプル調製
　サンプルを各アッセイの前に新たに調製した。チオフラビンＴを、Ｈ２Ｏ中の保存溶液
から、最終濃度１μＭまで、サンプルに添加した。２００μｌのサンプルアリコートを９
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６ウェルマイクロタイタープレート(Packard OptiPlateＴＭ-96、白色ポリスチレン)に配
した。通常、各サンプルの８つの複製(一つのテスト条件に相当)を、ウェルの一つのカラ
ムに配した。プレートをスコッチ・パッド(Scotch Pad)(Qiagen)で密封した。
【０１２８】
インキュベート及び蛍光測定
　付与された温度でのインキュベート、振揺、及びＴｈＴ蛍光発光の測定を、フルオロス
キャン・アセントＦＬ蛍光プレートリーダー(Thermo Labsystems)において実施した。温
度を３７℃に調節した。軌道振揺を、全ての提供されたデータにおいて、１ｍｍの振幅を
有する９６０ｒｐｍに調節した。４４４ｎｍのフィルターを通した励起を使用して、蛍光
測定を実施し、発光測定を４８５ｎｍのフィルターを通して実施した。
　各操作を、１０分間、アッセイ温度でプレートをインキュベートすることにより開始し
た。典型的には４５時間、２０分毎にプレートを測定した。各測定の間、プレートを振揺
し、記載したようにして加熱した。
【０１２９】
静的ＴｈＴアッセイ
サンプル調製及び蛍光測定
　非水性のプロピレングリコールにインスリンアスパルトを含有せしめたサンプルを、５
及び４０℃で１ヶ月保存した。脱塩水を使用し、測定前に１ｍｇ／ｍｌの予期濃度(フィ
ブリル化した天然タンパク質を含有)に、サンプルを希釈した。パーキン・エルマー・モ
デル(Perkin-Elmer model)ＬＳ ５０ Ｂ発光分光計を使用し、０．３ｃｍの励起光路を有
する半ミクロ的石英キュベット(Hellma Germany)において、蛍光測定を実施した。４５０
ｎｍで励起し、５ｎｍのスリット幅を有する、４７０～５６０ｎｍの発光スペクトルを、
１９６μｌの希釈したサンプルに４μｌのＴｈＴ １ｍＭ保存溶液を添加した直後に記録
した。反応混合物におけるＴｈＴの濃度は２０μＭｏｌ／ｌであった。結果は、Ｉ ４８
２ｎｍ／[タンパク質濃度(ｍｇ／ｍｌ)ｘキュベット路程(ｃｍ)]として報告され、すなわ
ち、結果を、１ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度、及び１ｃｍのキュベット路長に対して標準
化した。
【０１３０】
実施例１
Ａ）ヒトインスリンの溶解及び標的ｐＨの７．０への調節
　９．５ｇのヒトインスリンを、２００ｇの氷冷水に分散させた。懸濁液を氷浴に配し、
最初のｐＨはｐＨ５．１２と測定された。５．８ｇの氷冷された０．２Ｎ水酸化ナトリウ
ムを用い、ｐＨを７．０４に調節した。溶液をさらに２時間、氷浴で維持し、ついで、全
重量が２４０ｇになるように、脱塩水を添加した。
　５０ｇのｐＨ７．０４の溶液を、さらにプロセシングした。氷冷された１ＮのＮＨ４Ｏ
Ｈを用い、ｐＨを７．０４から７．５０に調節し、ついで、一晩、冷蔵庫に配した。次の
日、ｐＨは７．３２と測定され、氷冷された１ＮのＮＨ４ＯＨを用い、ｐＨを８．０６に
調節した。ついで、水を６０．０ｇまで添加した。ヒトインスリンの最終濃度は約３０ｍ
ｇ／ｍｌであった。
【０１３１】
Ｂ）インスリン水溶液の乾燥
　乾燥した固体状のマイクロ粒子を、０．７ｍｍの並流二流体ノズル(co-current two-fl
uid nozzle)を具備するブッチＢ-２９０ミニスプレードライヤー(Buchi B-290 mini spra
y dryer)(Buchi,Labortechnik AG Flawil,Switzerland)において調製した。ヒトインスリ
ン溶液を、２ｍｌ／分の液体供給速度、及び６００-８００リットル／時間の噴霧空気流
にて、乾燥チャンバー内での温気流により噴霧化した。乾燥空気は１５０℃の入口温度と
３５ｍ３／時間の乾燥空気流速度を有する。出口温度は約７０℃であった。
　固体状のマイクロ粒子を、乾燥チャンバーに連結されたサイクロンにより捕捉し、つい
で収集し、乾燥状態で保存した。
【０１３２】
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Ｃ）固体状インスリンパウダーの標的ｐＨの検証
　噴霧乾燥されたヒトインスリンを、４０ｍｇ／ｍＬ、８０ｍｇ／ｍＬ及び１６０ｍｇ／
ｍＬの濃度で、脱塩水に再溶解させ、異なる濃度が測定されるｐＨ値に影響を与えるかど
うかについて研究した。
　　　２５．３ｍｇを６３３μＬの水に添加：ｐＨは６．９５と測定された
　　　４３．５ｍｇを５４５μＬの水に添加：ｐＨは６．９５と測定された
　　　８１．７ｍｇを５１０μＬの水に添加：ｐＨは７．０１と測定された
【０１３３】
実施例２
１,２プロパンジオール(プロピレングリコール)における、ｐＨ５．４～ｐＨ７．４の範
囲の標的ｐＨを有するインスリンアスパルトの可溶化
　種々の標的ｐＨ値を有する種々のインスリンアスパルト溶液を、噴霧乾燥する前に調製
した。
【０１３４】
溶液Ａ、標的ｐＨ５．３５：
　氷浴において、１６ｇのインスリンアスパルトを１５０ｍｌの水に懸濁させた。次に、
２．６ｍｌの氷冷された濃アンモニア水(２５％ｗ／ｗ)を、ｐＨが７．５３になるまで滴
下し、透明溶液を得た。最後に、インスリンアスパルトの最終濃度が４０ｍｇ／ｍｌにな
るまで、水を添加した。
溶液Ｂ、標的ｐＨ６．０４：
　氷浴において、１６ｇのインスリンアスパルトを１５０ｍｌの水に懸濁させた。最初、
２．２ｍｌの氷冷された１Ｎ ＮａＯＨ、ついで７５０μｌの氷冷された濃アンモニア水(
２５％ｗ／ｗ)を、ｐＨが７．５２になるまで滴下し、透明溶液を得た。最後に、インス
リンアスパルトの最終濃度が４０ｍｇ／ｍｌになるまで、水を添加した。
【０１３５】
溶液Ｃ、標的ｐＨ６．２７：
　氷浴において、１６ｇのインスリンアスパルトを１５０ｍｌの水に懸濁させた。最初、
４．４ｍｌの氷冷された１Ｎ ＮａＯＨ、ついで７５０μｌの氷冷された濃アンモニア水(
２５％ｗ／ｗ)を、ｐＨが７．４８になるまで滴下し、透明溶液を得た。最後に、インス
リンアスパルトの最終濃度が４０ｍｇ／ｍｌになるまで、水を添加した。
溶液Ｄ、標的ｐＨ６．６６：
　氷浴において、１６ｇのインスリンアスパルトを１５０ｍｌの水に懸濁させた。最初、
６．６ｍｌの氷冷された１Ｎ ＮａＯＨ、ついで３７０μｌの氷冷された濃アンモニア水(
２５％ｗ／ｗ)を、ｐＨが７．４７になるまで滴下し、透明溶液を得た。最後に、インス
リンアスパルトの最終濃度が４０ｍｇ／ｍｌになるまで、水を添加した。
溶液Ｅ、標的ｐＨ７．４７：
　氷浴において、１６ｇのインスリンアスパルトを１５０ｍｌの水に懸濁させた。最初、
９．６ｍｌの氷冷された１Ｎ ＮａＯＨを、ｐＨが７．４９になるまで滴下し、透明溶液
を得た。
【０１３６】
　乾燥パウダーを、０．７ｍｍの並流二流体ノズルを具備する、ブッチＢ-２９０ミニス
プレードライヤー(Buchi,Labortechnik AG Flawil,Switzerland)において調製した。供給
された液体(溶液Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ及びｅ)を、２ｍｌ／分の液体供給速度、及び６００-８
００リットル／時間の噴霧空気流にて、乾燥チャンバー内での温気流により噴霧化した。
乾燥空気は１５０℃の入口温度と３５ｍ３／時間の乾燥空気流速度を有する。出口温度は
４１～６１℃で変化した。
　乾燥パウダーを、乾燥チャンバーに連結されたサイクロンにより捕捉し、ついで収集し
、乾燥状態で保存した。
【０１３７】
　乾燥粒子中の含水量を、パーキンエルマー・ピリス(Pyris)ＴＧＡ１熱重量分析器を使
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用し、最小で３時間、１１０℃での乾燥における損失度により測定した。水分損失による
重量変化を記録し、重量によるパーセントで表した。
　噴霧乾燥されたパウダーを約４０ｍｇ／ｍｌの濃度になるまで脱塩水に溶解させ、電位
差計(Radiometer,Denmark)でｐＨを測定することにより、噴霧乾燥されたインスリンの標
的ｐＨを測定した。
噴霧乾燥されたパウダーの濃度
溶液　含水量(％ｗ／ｗ)　標的ｐＨ
Ａ　　５．６　　　　　　５．３５
Ｂ　　６．３　　　　　　６．０４
Ｃ　　６．７　　　　　　６．２７
Ｄ　　５．９　　　　　　６．６６
Ｅ　　６．６　　　　　　７．４３
【０１３８】
　ねじ式キャップバイアルに固体状のパウダー(典型的には２００ｍｇのパウダー)、続い
て２ｇの１,２プロパンジオール(プロピレングリコール)を添加することにより、種々の
インスリンアスパルトパウダーの溶解度を測定した。パウダー及び１,２プロパンジオー
ル(プロピレングリコール)を、周囲温度で少なくとも４８時間、スウェラブ(Swelab)８２
０ミキサー、１５ｒｐｍ(Boule Medical AB)で振揺した。１,２プロパンジオール(プロピ
レングリコール)が浄化されているならば、さらなるパウダーをバイアルに添加したつい
で、４０００ｒｐｍで０．５時間遠心分離することにより、溶解したインスリンアスパル
トから、溶解していないインスリンアスパルトを分離した。上清中のインスリンアスパル
トの濃度をＨＰＬＣにより測定した。ＨＰＬＣ分析からの結果を図１に示す。
【０１３９】
実施例３
種々の半極性プロトン性有機溶媒における、ｐＨ７．５の範囲の標的ｐＨを有するインス
リンアスパルトの可溶化
　種々の半極性プロトン性有機溶媒(エタンジオール(エチレングリコール)；１,４ブタン
ジオール；１,３ブタンジオール；１,３プロパンジオール、プロパントリオール(グリセ
ロール)；１,２プロパンジオール(プロピレングリコール))における、標的ｐＨ７．５を
有するインスリンアスパルトパウダーの溶解度を、実施例２に記載したようにして測定し
た。
　溶解度研究からの結果を図２に示す。
【０１４０】
実施例４
ラットの腸嚢モデルにおける、インスリンアスパルト１０％プロピレングリコール製剤の
インビトロ評価
　新たに摘出されたラットの小腸を、氷冷された生理食塩水ですすいだ。ついで、各長さ
が４ｃｍの腸嚢を調製した。簡単には、４ｃｍの腸セグメントの一端を糸で結紮し、つい
で、テスト溶液(１ｍＭ)を含有する０．２５ｍｌのインスリンを腸に充填し、ついで、他
端を同様の方法で結紮した。その後、充填された腸嚢を、０．５ｍｌの培養培地、ｐＨ７
．４、３７℃で２時間インキュベートした。２時間後、インキュベート培地を、浸透イン
スリンについて、ＨＰＬＣ及びＭＡＬＤＩにより分析した。ＨＰＬＣ分析からの結果を図
３に示す。１０％ＰＧのの存在下、インスリンは腸粘膜を通って、高含有量になるまで浸
透することが観察可能である。
　ＭＡＬＤＩ-ＭＳ(マトリックス支援レーザー脱離イオン化質量分析)を使用し、分解産
物を分析した。酸性化したサンプル溶液及び参照サンプルのアリコート(１μｌ)を、ＰＡ
Ｃ３８４ ＭＡＬＤＩプレートに配し、３０秒後に濾紙にブロットし、０．１％のＴＦＡ
に１５ｍＭのリン酸アンモニウムが入ったもの５μｌで、２回洗浄した。オートフレック
ス・トフトフ(Autoflex TofTof)(Bruker Daltonics,USA)を使用し、サンプルを分析した
。結果を図４に示す。ＰＧにより、胃腸管におけるインスリンの分解が低減すると思われ
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る。
【０１４１】
実施例５
経口投与後の、ラットにおけるインスリンアスパルトプロピレングリコール製剤のインビ
ボ評価
　スプラーグドーリーラットを使用した。実験前、ラットは絶食させたが、飲用水には自
由にアクセスできるようにした。ラットを４つの群に分けた。２つの群のラットに、水又
は１,２プロパンジオール(プロピレングリコール)のいずれかに溶解させた、１．２ｍｌ
／ｋｇのＡ１４ＧｌｕＢ２５ＨｉｓｄｅｓＢ３０ヒトインスリン(８ｍＭ)を経管栄養した
。他の２つの群には、ぞれぞれコントロールとして、１．２ｍｌ／ｋｇの純水又は1,２プ
ロパンジオール(プロピレングリコール)を受容させた。２４０分の期間、２０分の間隔で
、尾の静脈から血滴を収集し、グルコースレベルを分析した。結果を△血糖(ｍｍｏｌ／
ｌ)として表した。結果を図５に示す。
【０１４２】
実施例６
プロピレングリコール(ＰＧ)におけるインスリンアスパルトの円偏光二色性分光法
　遠紫外線及び近紫外線円偏光二色性測定を、立体構造の安定性をモニターするために使
用した。ジャスコ(Jasco)Ｊ-７１５円偏光二色性分光計(Jasco,Tokyo,Japan)において、
遠紫外線及び近紫外線円偏光二色性スペクトルを得た。バンド幅２．０ｎｍ、応答時間２
秒、データピッチ０．５ｎｍ、及びスキャン速度２０ｎｍ／分を使用し、０．５又は０．
０２ｃｍのセルにおいて、インスリンサンプルをスキャンした。バッファーのスペクトル
を記録し、各サンプルのスペクトルから差し引いた。
　遠紫外線スペクトルは、ペプチドアミド発色団を探査し、タンパク質の二次構造を推定
するのに使用可能であり、よって２０９ｎｍ及び２２２ｎｍでの負バンドは、α-ヘリッ
クス構造を示す。１００％水におけるアスパルトのスペクトルと比較して、化合物として
１００％ＰＧにおけるアスパルトのスペクトルには、強度にわずかな変化が観察され(図
６)、１００％ＰＧでは、インスリン内にα-ヘリックス構造が増えることを示唆している
。しかしながら、この差異は、ＰＧ中で種々のアスパルト調製物を比較した場合には有意
ではないように思われる。水中でのアスパルトのスペクトル、及び１００％ＰＧのサンプ
ルから２％ＰＧまで希釈されたアスパルトのサンプルは非常に類似しており、α-ヘリッ
クス含有量における可能な程度の小さな変化は可逆的である。
【０１４３】
　２５０-３５０ｎｍの領域におけるＣＤスペクトルは、ジスルフィド架橋の局所的環境
に加えて、チロシン側鎖残基の局所的環境を反映している。１００％ＰＧにおけるインス
リンアスパルトの遠紫外線スペクトル(図７)は、２５０ｎｍ及び２７０ｎｍで増加した振
幅を有する、ＧｕＨＣｌ等の変性溶媒におけるインスリンで観察されたものと、非常に類
似している。しかしながら、１００％ＰＧにおけるインスリンが、水で２％ＰＧに希釈さ
れた場合、スペクトルは、純水中のインスリンで観察された形状を維持している。このこ
とは、側鎖環境におけるＰＧの影響にかかわらず、これらの構造効果は可逆的であること
を示している。
　ＦＵＶ ＣＤ及びＮＵＤ ＣＤデータの双方を考慮すると、データには、ペプチド骨格の
二次構造が、１００％ＰＧにおいては多少とも不変であることが示されている。同じサン
プルの側鎖環境における顕著な変化は、インスリンがいわゆる溶融球形構造をとり、骨格
折り畳みは無傷であるが、側鎖環境は崩壊していることを示唆する。しかしながら、ＰＧ
におけるアスパルトが水で希釈されているならば、構造変化は可逆的である。
【０１４４】
実施例７
プロピレングリコール溶液対水溶液においてインスリンアスパルトの保存安定性
　インスリンアスパルト(ＩＡ)の標的ｐＨ７．５を有する脱水パウダーを、ストレートの
プロピレングリコール、又は０．１Ｍの水性トリスバッファー、ｐＨ７．５のいずれかに
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溶解させた。水溶液中のインスリン濃度は約３５ｍｇ／ｍｌであった。溶液を、周囲温度
及び４０℃で、４０週間までインキュベートした。溶解した共有結合性のジ-及びポリマ
ー生成物の含有量を、サイズ排除クロマトグラフィー(ＳＥＣ)により分析した。１５容量
の氷酢酸、１５容量のアセトニトリル、及び７０容量のＬ-アルギニン溶液０．６５ｇ／
ｌを含有する溶出液を用い、流速１ｍｌ／分、ウォーターズ(Waters)インスリンＨＭＷＰ
カラム７．８ｘ３００ｍｍ(Waters Corporation,Milford,MA,USA)を使用し、室温にて、
サンプルをＳＥＣにかけた。検出は２７６ｎｍで実施した。脱アミド化生成物及び他のイ
ンスリン関連物質の含有量を、逆相高速液体クロマトグラフィー(ＲＰ-ＨＰＬＣ)により
分析した。サンプル中のフィブリルの量を、静的ＴｈＴ分析により測定した。

【図１】

【図２】

【図３】
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