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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　制御放出組成物の製造方法であって、以下の工程：
　－メタクリレートで化学修飾されている組換えゼラチンおよび医薬を含む混合物を調製
する；
　－この混合物中の組換えゼラチンを架橋させて、内部に医薬が閉じ込められた三次元網
状構造体を提供する；
を含み、ここで、該組換えゼラチンはヒドロキシリジン架橋および／またはヒドロキシプ
ロリン残基を本質的に含まない、前記方法。
【請求項２】
　得られた、内部に医薬が閉じ込められた三次元網状構造体を乾燥させることをさらに含
む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　架橋したゼラチンが、レドックス重合、ラジカル重合または化学架橋により得られる、
請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　レドックス重合またはラジカル重合が、ペルオキソ二硫酸カリウムおよびＮ，Ｎ，Ｎ’
，Ｎ’－テトラメチルエチレンジアミンの混合物により開始される、請求項３に記載の方
法。
【請求項５】
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　組換えゼラチンが、グリコシル化を本質的に有しない、請求項１～４のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項６】
　組換えゼラチンが２．５～１００ｋＤの分子量を有する、請求項１～５のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項７】
　医薬、および、メタクリレートで化学修飾され、ペルオキソ二硫酸カリウムとＮ，Ｎ，
Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルエチレンジアミンとの混合物により開始されるレドックス重合
またはラジカル重合により架橋された少なくとも１の組換えゼラチンを含み、ここで、当
該組換えゼラチンがヒドロキシリジン架橋および／またはヒドロキシプロリン残基を本質
的に含まない、制御放出組成物。
【請求項８】
　組換えゼラチンが、グリコシル化を本質的に有しない、請求項７に記載の制御放出組成
物。
【請求項９】
　組換えゼラチンが２．５～１００ｋＤの分子量を有する、請求項７または８に記載の制
御放出組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、薬理学の分野に関する。より詳細には、本発明は制御放出組成物、その制御
放出組成物を含む医薬組成物、その制御放出組成物を含む医療用品、およびその制御放出
組成物を調製するための方法、ならびにその制御放出組成物を調製するための組換えゼラ
チンの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　非経口投与した療法用タンパク質の薬理活性濃度の長期間にわたる維持は、タンパク質
の構造を変更してそれらの循環時間を延長することにより、また制御放出配合物の使用に
より達成できる。あるタンパク質、たとえば組織プラスミノーゲンアクチベーター、エリ
スロポエチン、およびインターフェロンについては、タンパク質の天然構造の変更が効果
的な方法であった。しかし、多くの場合、徐放性配合物の開発がより実行可能な方法であ
る。現在、徐放性配合物はしばしばタンパク質をポリマーマトリックスに封入することに
より調製され、これから数日、数週または数カ月以内に、拡散またはマトリックスの分解
により放出される。封入されたタンパク質の天然構造および機能の保存が、徐放性配合物
の開発に際しての主要な問題点である。さらに、配合物は良好に耐容されるべきであり、
また非経口投与に関しては空のマトリックスの外科的摘出を避けるためにそれらの全体が
生分解性であることがしばしば好ましい。
【０００３】
　ヒドロゲルは療法用タンパク質の制御放出にとって魅力的な特定のタイプのマトリック
ス系である。それらは親水性ポリマーの物理的または化学的な架橋後に形成される三次元
網状構造体であり、大量の水を含有する。埋込み可能または注射可能なインサイチューゲ
ル化系としてのヒドロゲルを開発することができる。ヒドロゲルの親水性は取り込まれた
タンパク質の天然構造および機能を保存するために好ましいことが示された。ヒドロゲル
の高い含水率および軟質コンシステンシーは、投与に際しての機械的刺激を最小限に抑え
る。さらに、ヒドロゲルはインビボで良好に耐容され、生体適合性であることが示された
。ポリマーのタイプおよび架橋のタイプによっては、それらは生分解性でもある。
【０００４】
　ヒドロゲル製造用のポリマーは、一般に天然由来のものまたは合成によるものとして分
類される。天然由来のポリマー、たとえばデキストランおよびゼラチンがタンパク質送達
のためのヒドロゲルの開発に用いられている；これらのポリマーは生体適合性かつ生分解
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性だからである。しかし、天然由来のポリマーの適応はポリマー主鎖中の官能基の化学的
誘導体化に限定される。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、下記の工程を含む制御放出組成物の製造方法を提供する：
　－組換えゼラチンおよび医薬を含む混合物を調製する；
　－この混合物中の組換えゼラチンを架橋させて、内部に医薬が閉じ込められた三次元網
状構造体を得る。
【０００６】
　本明細書中で用いる用語”閉じ込める（ｅｎｔｒａｐ）”または”閉じ込められた（ｅ
ｎｔｒａｐｐｅｄ）”は、個々に架橋したゼラチン分子により（規定された空間内に）医
薬が捕獲された状態に保持されるという事実を表わす。この用語は、用語”封入された（
ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ）”とは異なる；この場合は、封入材料により囲まれた（ｓｕ
ｒｒｏｕｎｄｅｄ）、内包された（ｅｎｃｌｏｓｅｄ）、または覆われた（ｅｎｖｅｌｏ
ｐｅｄ）位置に医薬が収容されている。
【０００７】
　この用途のための組換えゼラチンの使用は多数の利点をもち、これらは特にこれらのゼ
ラチンの特定の性質に帰因する。本発明はさらに、架橋した組換えゼラチンおよび医薬を
含む制御放出組成物、ならびに本発明の制御放出組成物を使用した医薬組成物および医療
用品に関する。本発明はまた、有効量の本発明の制御放出組成物で対象を処置する方法に
関する。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】ＨＵ４ゼラチンのアミノ酸配列を示す。
【図２】ＣＢＥのアミノ酸配列を示す。
【図３】ヒトＣｏｌ１Ａ１を示す。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　ヒドロゲルは療法用タンパク質の制御放出にとって魅力的な特定のタイプの三次元マト
リックス系である。ヒドロゲルを製造するためのポリマーは、一般に天然由来のものまた
は合成によるものとして分類される。天然由来のポリマー、たとえばデキストランおよび
ゼラチンは生体適合性かつ生分解性であるので、タンパク質送達のためのヒドロゲルの開
発に用いられている。
【００１０】
　制御放出用途のためのヒドロゲルの製造に天然由来のポリマーを使用することには欠点
がある；すなわち、投与した際、医薬成分の放出が線形状態とは掛け離れており、かなり
頻繁に初期段階で放出が著しく高いため、その制御放出製剤は使用できない。ヒドロゲル
の形成に際して医薬の活性が負の影響を受ける可能性があることは、さらに他の欠点であ
る。後者は医薬の分子コンホメーションが失われることにより起きると思われ、免疫原応
答を引き起こす可能性すらある。これらの有害作用は、一般に天然由来のポリマーの不均
一性、すなわちそれらのきわめて広い分子量分布、および動物起源の不純物が潜在的に存
在することが原因である。後者は医薬製剤の安全性に関して次第に重大になっている。
【００１１】
　本発明は先行技術のこれらの欠点を回避することに関する。
　最近では、本来は天然由来であったゼラチンおよびコラーゲンなどのタンパク質ポリマ
ーも、組換えＤＮＡ技術を用いてバイオテクノロジーにより製造されている。好ましい態
様において、組換えゼラチンはピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）
を発現系として用いて製造される。組換えゼラチンのアミノ酸配列を組換えによらないゼ
ラチンのものと等しくなるように選択したとしても、それらの化学構造は組換えによらな
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いゼラチンのものと厳密に同一ではない；ピキア・パストリスと動物細胞における翻訳後
修飾が異なるからである。ピキア・パストリスは酵素プロリル－４－ヒドロキシラーゼを
含まないので、ゼラチンの二次構造および三重らせん形成に重要なプロリン残基のヒドロ
キシル化が起きない。リジン残基のヒドロキシル化およびヒドロキシリジン残基のグリコ
シル化もピキア・パストリスにおいては起きない。組換えゼラチンのたとえばセリン残基
におけるグリコシル化は可能である。
【００１２】
　組換えによらないゼラチンと組換えゼラチンの間で可能性のある多数の相異の結果とし
て、組換えゼラチンは新規クラスのバイオポリマーとみなすべきである。
　制御放出組成物の重要な特色は、ヒドロゲルの製造に用いるポリマーが生分解性であり
、したがって医薬を完全に放出した後に取り出すための侵襲性の外科的方法を必要としな
いものでなければならないことである。さらに、生分解性は組成物中に使用する医薬を放
出するために要求されるであろう。組換えゼラチンが天然ゼラチンの分解を引き起こすの
と同じ機序で破壊されるかどうかは推測では明らかにならない。天然のゼラチンおよびコ
ラーゲンがヒトの体内でプロテアーゼ、より具体的にはマトリックスメタロプロテイナー
ゼ（ＭＭＰ）により分解されることは知られている。マトリックスメタロプロテイナーゼ
（ＭＭＰ）は亜鉛依存性エンドペプチダーゼである。ＭＭＰはメトジンシン（ｍｅｔｚｉ
ｎｃｉｎ）スーパーファミリーとして知られる比較的大きなプロテアーゼファミリーに属
する。共通してそれらはあらゆる種類の細胞外マトリックスタンパク質を分解しうるが、
いくらかの生物活性分子も処理することができる。ＭＭＰの重要なグループはコラゲナー
ゼである。これらのＭＭＰは三重らせん線維性コラーゲンを別個の３／４と１／４のフラ
グメントに分解することができる。これらのコラーゲンは骨および軟骨の主成分であり、
ＭＭＰはこれらを分解しうる唯一の既知の哺乳動物酵素である。伝統的にコラゲナーゼは
ＭＭＰ－１（間質性コラゲナーゼ）、ＭＭＰ－８（好中球コラゲナーゼ）、ＭＭＰ－１３
（コラゲナーゼ３）、およびＭＭＰ－１８（コラゲナーゼ４）である。ＭＭＰの他の重要
なグループはゼラチナーゼにより形成される。これらのＭＭＰの主な基質はＩＶ型コラー
ゲンおよびゼラチンであり、これらの酵素は触媒ドメインに挿入された追加ドメインが存
在することにより識別される。このゼラチン結合領域は亜鉛結合モチーフの直前に位置し
、触媒ドメインの構造を妨害しない別個のフォールディングユニットを形成する。このサ
ブグループの２つのメンバーは、ＭＭＰ－２（７２ｋＤａゼラチナーゼ、ゼラチナーゼ－
Ａ）およびＭＭＰ－９（９２ｋＤａゼラチナーゼ、ゼラチナーゼ－Ｂ）である。
【００１３】
　意外にも、本発明はＭＭＰに対する既知の開裂部位を含まない組換えゼラチンがヒトマ
トリックスメタロプロテイナーゼ１（ＭＭＰ１）により酵素分解しうることを開示する。
明らかに、これまで推定されたものより多数のタイプの（組換え）ゼラチンを適用できる
。この知見に基づいて、本発明者らは組換えゼラチンに関する有用な用途を開発した。
【００１４】
　組換えゼラチンは幾つかの理由でタンパク質送達系の開発のためのポリマーとして特に
魅力的である。バイオテクノロジーによる製造では、動物源ゼラチン中に存在する可能性
のあるプリオンの混入のリスクが除外される。組換えゼラチンは、発現するゼラチン遺伝
子により決定される良好に規定された分子量をもつ。さらに、組換えＤＮＡ技術はアミノ
酸配列の修飾または設計によりゼラチンの化学構造を操作する可能性を開く。これは、架
橋に関与するアミノ酸の数および位置を規定するために、または前記に述べたプロテアー
ゼの基質（開裂部位）であるアミノ酸配列の導入によりゼラチンの生分解性を操作するた
めに有用な可能性がある。
【００１５】
　第１態様において本発明は、下記の工程を含む制御放出組成物の製造方法を提供する：
　－組換えゼラチンおよび医薬を含む混合物、たとえば溶液を調製する；
　－この混合物中の組換えゼラチンを架橋させて三次元網状構造体を得る。
【００１６】
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　得られた三次元（３－Ｄ）網状構造体は架橋したポリマー鎖の統一された網状構造体で
あり、これらは湿潤状態で通常は粘稠ではなく弾性をもつ（したがって貯蔵弾性をもつ）
。
【００１７】
　制御放出組成物（または系）またはヒドロゲル（これらの用語は本明細書中で互換性を
もって用いられる）は一般に、実質的な量の水を含むポリマー鎖の網状構造体を表わす。
用途、すなわち含有される医薬の目的とする放出プロフィール、およびヒドロゲルが受け
る機械的応力、に応じて、幾つかのタイプのヒドロゲルを使用できる。たとえば、４０％
～６０％の水を含有するきわめて剛性かつ非弾性であるヒドロゲル、６０％～８５％の水
を含有する弾性であるけれどもなお剛性であるヒドロゲル、および８５％～９９％の水を
含有する軟質かつきわめて弾性であるヒドロゲル。ヒドロゲルは天然または合成ポリマー
から製造できる。ヒドロゲル形成ポリマーは、実質的な量の水を吸収して弾性または非弾
性のゲルを形成しうるポリマーである。合成ポリマーの例は、ポリエチレンオキシド、ポ
リ（２－アクリルアミド－２－メチル－１－プロパンスルホン酸）、ポリビニルピロリド
ン、ポリアクリルアミド、ポリビニルアルコール、ナトリウムポリアクリレート、アクリ
レートポリマー、および多量の親水基をもつコポリマーである。天然ポリマーおよびそれ
らの誘導体の例は、多糖類、たとえばデキストリン、デキストラン、キチン、キトサン、
カラゲナンおよび寒天、セルロースおよびその誘導体、アルギネート、天然ガム、たとえ
ばキサンタンガム、ローカストビーンガム、ならびにコラーゲンおよびその誘導体、たと
えばゼラチンである。
【００１８】
　組換えゼラチン（組換えコラーゲンまたは組換えコラーゲン様ペプチドとも表記する）
は一般に、組換え法により、たとえばペプチドをコードするヌクレオチドを微生物、昆虫
、植物または動物宿主において発現させることにより製造した１種類以上のゼラチンまた
はゼラチン様ポリペプチドを表わす。そのようなペプチドは、Ｇｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａト
リプレットを含むことを特徴とし、ここでＧｌｙはアミノ酸グリシンであり、Ｘａａおよ
びＹａａは同一でも異なってもよく、いかなる既知のアミノ酸であってもよい。少なくと
も４０％のアミノ酸は好ましくは連続Ｇｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａトリプレットの形で存在す
る。より好ましくは少なくとも６０％、よりさらに好ましくは少なくとも８０％、または
さらに９０％より多いアミノ酸が、Ｇｌｙ－Ｘａａ－Ｙａａトリプレットの形で存在する
。好ましくは、これらのペプチドは約２．５ｋＤ以上の分子量をもつ。約２．５～約１０
０ｋＤまたは約１５～約９０ｋＤの分子量がより好ましい。よりさらに好ましいのは約３
０～約８０ｋＤ、最も好ましくは３１ｋＤ以上の分子量の組換えゼラチンである。組換え
ゼラチンはＥＰ－Ａ－０９２６５４３およびＥＰ－Ａ－１０１４１７６の記載、またはＵ
Ｓ　６，１５０，０８１の記載に従って製造できる。最も好ましいゼラチンはＣＢＥ（図
２）またはそのマルチマー、たとえばトリマーまたはペンタマーであり、これらはＣＢＥ
のより長い長さ（３倍または５倍）のペプチドを提供するのみである。
【００１９】
　組換えゼラチンは、たとえばいずれかのタイプのコラーゲン、たとえばＩ、ＩＩ、ＩＩ
ＩまたはＩＶ型コラーゲンから誘導できる。好ましい態様において、有害な免疫原応答の
可能性を避けるために組換えゼラチンはヒトコラーゲンから誘導される。他の例において
、組換えゼラチンはヒドロゲルが配置される組織との相互作用に関して特定の用途の要望
に適合するように設計できる。たとえば、組換えゼラチンはＲＧＤモチーフ（すなわちア
ルギニン－グリシン－アスパラギン酸配列）が富化されてもよい。タンパク質中のＲＧＤ
モチーフは細胞結合特性に影響を及ぼし、増強することが周知である。特に有益な可能性
がある他の例は、グリコシル化されていない組換えゼラチンである。これらの特定のゼラ
チンにおいては、特許明細書ＷＯ　２００６／０９１０９９に記載されるようにピキア属
発現系について既知のグリコシル化部位がすべて除去されている。
【００２０】
　組換えゼラチンおよび医薬の溶液を調製できる種々の方法がある。たとえば、組換えゼ



(6) JP 5410299 B2 2014.2.5

10

20

30

40

50

ラチンを適切な溶剤に溶解することによりまず組換えゼラチンの溶液を調製し、続いてこ
の調製した組換えゼラチン溶液に医薬を添加または溶解することができる。水溶液が最も
好ましい。水混和性有機溶剤、たとえばテトラヒドロフラン、アセトンまたはエタノール
との混合物も使用できる。使用できる他の溶剤は、グリコール、テトラフルオロエタン、
ジメチルスルホキシド、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、およびＮ－メチル－ピロリジノ
ン（ＮＭＰ）である。すべての溶剤を単独で、または他の溶剤との混合物として使用でき
る。ある場合には、たとえばゼラチンマトリックスと医薬の間の静電相互作用を操作する
ために、特定のｐＨが必要である。ｐＨはいずれかの酸または塩基を用いて調整できる。
さらに、一般に知られているあらゆる有機または無機の緩衝剤を用いて溶液を緩衝化する
ことができる。組換えゼラチンが既に溶液として存在する場合、この例の最初の部分を省
くか、またはその組換えゼラチンを適切な希釈剤中に希釈することと置き換えることがで
きるのは明らかである。他の例においては、医薬を適切な希釈剤または溶剤に添加または
溶解することによりまず医薬の溶液を調製し、続いて医薬を含むこの溶液に組換えゼラチ
ンを添加または溶解する。さらに他の例においては、組換えゼラチンと医薬を同時に適切
な希釈剤または溶剤に添加および／または溶解する。
【００２１】
　医薬を必ずしも溶解する必要はない。使用する溶剤系における医薬の溶解度が限られて
いる場合、医薬の粒子懸濁液を使用することもできる。これらの粒子懸濁液を予め調製し
ておいてゼラチン溶液に添加するか、またはその逆も可能であり、あるいはゼラチン溶液
中で形成する、すなわち沈殿させることもできる。
【００２２】
　組換えゼラチンを架橋させた後、三次元網状構造体／制御放出組成物が得られる。得ら
れた三次元網状構造体は、使用する医薬を含む／閉じ込めたマトリックスを含む。医薬は
その後この三次元網状構造体から数日、数週または数カ月以内に、マトリックスが分解し
た際に拡散により放出される。
【００２３】
　得られる制御放出組成物のその後の使用に応じて、本発明方法は乾燥工程を含むことが
できる；すなわち、好ましい態様において、本発明は下記の工程を含む制御放出組成物の
製造方法を提供する：
　－組換えゼラチンおよび医薬を含む混合物（たとえば溶液）を調製する；
　－この混合物中の組換えゼラチンを架橋させて、医薬が網状構造体に閉じ込められた三
次元網状構造体を得る；
　－得られた三次元網状構造体を乾燥させる。
【００２４】
　本質的に、医薬が網状構造体（ゲルマトリックス）に閉じ込められた場合、網状構造体
と医薬は固体／ゲル混合物を形成する。
　閉じ込められた医薬は、架橋ゼラチンマトリックス内に閉じ込められているためマトリ
ックスからの拡散排出が好ましくは本質的に阻止され、好ましくは本質的に架橋ゼラチン
が分解した場合にのみ、この三次元網状構造体から放出される（たとえばインビボで）。
【００２５】
　本発明の制御放出組成物から医薬が放出される速度（すなわち放出速度）は、制御放出
組成物を水溶液中に入れた場合に（たとえば実施例の記載に従って）、制御放出組成物中
に閉じ込められた医薬のうち好ましくは５０％未満、より好ましくは４０％未満、よりさ
らに好ましくは３０％、２０％、１０％、５％、４％、３％、２％または１％未満の画分
が２４時間の期間で放出されるものである。そのような遅い放出速度は、拡散により支配
された放出ではなく分解により支配された放出の指標である。
【００２６】
　制御放出組成物は、用途に応じてそれを型に注入し、続いて化学架橋させることにより
、多様な形状のゲルまたは弾性半固体として得ることができる。さらに、制御放出組成物
を乳化し、架橋後に形成された乳濁液滴を多少とも固体状の粒子として単離することによ
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り、制御放出粒子を得ることができる。制御放出粒子を得るための他の方法は、噴霧乾燥
によるものである。粒度は０．１マイクロメートルから１０００マイクロメートルの範囲
であってよいが、用途および目的とする放出プロフィールに応じて、より特定の範囲を選
択できる。注射用配合物を用いる場合、粒度は好ましくは２００マイクロメートルを超え
るべきでない。さらに、制御放出組成物をキャストしてフィルムまたはシートにすること
ができる。適切なキャスチング技術の例には、スピンコーティング、グラビアコーティン
グ、フローコーティング、スプレーコーティング、ブラシまたはローラーによるコーティ
ング、スクリーン印刷、ナイフコーティング、カーテンコーティング、スライドカーテン
コーティング、押出し、スクィーズコーティングなどが含まれる。フィルムまたはシート
の厚さは１マイクロメートルから１センチメートルまでの範囲であってよい。たとえば、
創傷包帯の場合は１ミリメートル～１センチメートルの厚さが好ましく、一方、医療用具
、たとえばステントまたは血管移植片その他のインプラントのコーティングには１ｍｍま
でのコーティング厚さが好ましい。組成物の乾燥は、一般的な方法、たとえば風乾、真空
乾燥、凍結乾燥または噴霧乾燥により行なうことができる。
【００２７】
　架橋したゼラチンを製造する架橋方法は本質的に化学架橋である。本明細書中で用いる
化学架橋という用語は、架橋が架橋剤の添加により、または架橋性の基によるゼラチンの
修飾により達成されるという事実を表わす。本明細書中で用いる架橋という用語はヒドロ
キシル化ゼラチン中のリジン残基間の架橋を表わすのではないことを特に明記しなければ
ならない。それから天然ゼラチンが得られる天然コラーゲン（たとえば骨または皮に由来
する）においては、一定量のプロリンおよびリジン残基がヒドロキシラーゼによりヒドロ
キシル化されている。個々のコラーゲン分子内および分子間に存在する生成したヒドロキ
シル化リジル残基がインビボで生合成により架橋し、これによってコラーゲンが架橋して
線維状構造体になる可能性がある。得られる天然ゼラチンはコラーゲンの線維状構造を失
っているが、生合成架橋の一部は残るであろう。このタイプの架橋は制御できないので望
ましくない。さらに、このタイプの架橋は天然ゼラチンに本来、すなわちそれが生成した
瞬間から、種々の程度で存在する。本発明において、架橋はゼラチンを医薬有効成分と混
合した時点で初めて生じるべきである。したがって、架橋のレベルと同様にその開始も制
御できることが望ましい。したがって、本発明の観点に使用するゼラチンは好ましくは組
換えゼラチンであり、より好ましくはリジン残基のヒドロキシル化および生合成架橋のた
めの生合成酵素を欠如した発現系において産生され、したがって本質的にヒドロキシリジ
ン架橋を含まない（本質的にヒドロキシリジン架橋が無い）。本発明の観点に用いられる
ゼラチンは本質的にヒドロキシプロリン残基も含まない。
【００２８】
　たとえば、架橋プロセス中における使用する医薬の安定性に応じて、まず医薬の不存在
下で架橋ヒドロゲルを調製し、場合によりそれを乾燥させ、次いで医薬を含有させること
も可能である。マトリックスの架橋に際して、療法用タンパク質（ＴＰ）が共架橋して活
性を失ない、最悪の場合には毒性を生じるという可能性がある。したがって、ヒドロゲル
調製後にＴＰを取り込ませるのが有利である。医薬を（乾燥）ヒドロゲルに取り込ませる
ために幾つかの方法を適用できる；たとえば（乾燥）ヒドロゲルを医薬の溶液に浸漬する
か、または医薬の溶液を上に滴下することによる。
【００２９】
　制御放出組成物を対象に投与すると、制御放出組成物は生理的ｐＨである約７．４のｐ
Ｈに曝露される。７．４より高いｐＩをもつ医薬については組換えゼラチンマトリックス
のｐＩが７．４より低い場合にきわめて良好な放出特性が得られ、一方、７．４より低い
ｐＩをもつ医薬については７．４より高いｐＩをもつ組換えゼラチンマトリックスを用い
て同じ良好な結果が得られることが見いだされた。ヒドロゲルの装入について、医薬のｐ
ＩがこのｐＨよりそれぞれ低い場合および高い場合、好ましくは組換えゼラチンマトリッ
クスのｐＩがこのｐＨより高いかまたは低いようにｐＨを選択すべきである。
【００３０】
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　装入量を最適化するほか、医薬／療法用タンパク質の安定性を保護することもできる。
化学修飾を用いてマトリックスポリマーの電荷を変化させることもできるが、これは化学
物質残留物および修飾されたゼラチン自身（たとえばフタル化ゼラチンまたはアミン富化
ゼラチン）の毒性挙動ならびに含有されるタンパク質の安定性に関してリスクを生じるで
あろう。
【００３１】
　本発明方法に用いる組換えゼラチンは、広範な組換えゼラチン、たとえばヒトＩ、ＩＩ
、ＩＩＩまたはＩＶ型コラーゲンを含めた哺乳動物コラーゲンに基づく組換えゼラチンか
ら選択できる。前記のように、組換えゼラチンはいずれか適切な（過剰）発現系、たとえ
ば酵母、細菌、真菌または植物における発現により産生させることができる。ある発現系
の使用が産生される組換えゼラチンに特定の性質、たとえば異なるグリコシル化パターン
（天然バリアントと比較した場合）を付与する可能性があることは当業者に明らかである
。グリコシル化の量およびパターンは本発明による制御放出用品に対する免疫寛容に有害
な影響を及ぼす可能性があり、したがって本発明の好ましい態様は本質的にグリコシル化
を伴わない組換えゼラチンを含む。
【００３２】
　組換えゼラチンを使用することの重要な利点は、明確に規定された制御放出組成物を調
製できることである。動物由来のゼラチンと比較した組換えゼラチンの一定の品質（たと
えば純度および良好に規定された分子量）は、制御放出組成物中の医薬の品質にも寄与す
る。
【００３３】
　組換えゼラチンの別の重要な利点は、アミノ酸配列を操作して、特定の特性を作り出せ
ることである。現在操作できる特性の例は下記のものである：（ｉ）架橋性アミノ酸の量
（たとえば（ヒドロキシ）リジンの量）、（ｉｉ）グリコシル化パターン（たとえば、特
定のトリプレット中にトレオニンおよび／またはセリンアミノ酸が存在しないとグリコシ
ル化が生じない）、（ｉｉｉ）組換えゼラチンのサイズ、（ｉｖ）組換えゼラチンの電荷
密度を補正することができ（たとえば荷電アミノ酸、たとえばアスパラギン（Ａｓｎ）、
アスパラギン酸（Ａｓｐ）、グルタミン（Ｇｌｎ）、グルタミン酸（Ｇｌｕ）またはリジ
ン（Ｌｙｓ）を導入または除外することができる）、したがって医薬（特に療法用タンパ
ク質）の装入および放出に影響を及ぼすことができる、または（ｖ）メタロプロテアーゼ
に対する開裂部位の存在もしくは不存在により生分解性を補正できる。
【００３４】
　具体的な要望に応じて、本発明の方法は、組換えゼラチン中に存在する架橋性アミノ酸
の量に基づいて組換えゼラチンを選択する、または組換えゼラチンを遺伝子修飾して組換
えゼラチン中の（ヒドロキシ）リジン残基の量を増加（または減少）させるなどの工程を
含むことができる。
【００３５】
　好ましい態様において、本発明は下記の工程を含む制御放出組成物の製造方法を提供す
る：
　－組換えゼラチンおよび医薬の溶液を調製する；
　－組換えゼラチンを（化学）架橋させて三次元網状構造体を得る；
その際、組換えゼラチンは哺乳動物様、好ましくはヒトのものである。哺乳動物様ゼラチ
ンは、哺乳動物コラーゲン配列に対して少なくとも６０％、より好ましくは少なくとも８
０％、最も好ましくは少なくとも９０％同一であると定義される。組換えによる哺乳動物
様ゼラチンを製造するための出発点は、たとえばヒトＣｏｌ１Ａ１配列である。しかし、
出発点として他の哺乳動物コラーゲン配列を使用することもできる。
【００３６】
　前記に述べたように、組換えゼラチンの重要な特性のひとつは架橋性アミノ酸の量、た
とえば（ヒドロキシ）－リジン基の量、ならびにアスパラギン酸およびグルタミン酸に由
来するカルボン酸基の量である。好ましい態様において、本発明は下記の工程を含む制御
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放出組成物の製造方法を提供する：
　－組換えゼラチンおよび医薬の溶液を調製する；
　－組換えゼラチンを（化学）架橋させて三次元網状構造体を得る；
その際、組換えゼラチンは架橋前に少なくとも０．０５ｍｍｏｌ／ｇのリジンまたはヒド
ロキシリジン基を含む。
【００３７】
　好ましくは、組換えゼラチンは架橋後に適切な構造を得るために少なくとも０．１０ｍ
ｍｏｌ／ｇ、より好ましくは少なくとも０．２０ｍｍｏｌ／ｇのリジンまたはヒドロキシ
リジン基を含む。目的とする三次元網状構造に応じて、より高い約０．４０または０．６
０もしくは０．８０ｍｍｏｌ／ｇまでのリジンまたはヒドロキシリジン含量も適用できる
。
【００３８】
　架橋性の基の量が架橋度に影響を及ぼすことは明らかである。架橋性の基がより多量あ
れば、架橋性の基がより少量存在する状況と比較した場合、架橋の量は原則としてより高
い可能性がある。架橋性の基の下限は、なおゲルを形成しうる量である。架橋性の基の量
は、原則としてメッシュサイズも決定する；これは、生理的条件（ｐＨ７．４、３７℃お
よび３００ｍＯｓｍ／Ｌ）における絡まった／架橋したゼラチン網状構造体の平均“細孔
サイズ”の尺度である。最終的に、架橋性の基の量は形成された制御放出組成物の生分解
性を決定する。組換えゼラチンの使用により、架橋性の基の量に影響を及ぼし、したがっ
てゲルのメッシュサイズおよび生分解性を操作することができる。
【００３９】
　化学架橋の場合、使用する組換えゼラチンにたとえば（化学）リンカーを供給し、続い
て連結反応させる。したがって、本発明は下記の工程を含む制御放出組成物の製造方法を
提供する：
　－組換えゼラチンおよび医薬の溶液を調製する；
　－組換えゼラチンを化学架橋させて三次元網状構造体を得る；
その際、組換えゼラチンは架橋性の基で化学修飾されている。
【００４０】
　前記の架橋性の基は、エポキシ化合物、オキセタン誘導体、ラクトン誘導体、オキサゾ
リン誘導体、環状シロキサン類、またはエテン性不飽和化合物、たとえばアクリレート類
、メタクリレート類、ポリエン－ポリチオール類、ビニルエーテル類、ビニルアミド類、
ビニルアミン類、アリルエーテル類、アリルエステル類、アリルアミン類、マレイン酸誘
導体、イタコン酸誘導体、ポリブタジエン類およびスチレン類の群から選択できるが、こ
れらに限定されない。好ましくは、（メタ）アクリレート類、たとえばアルキル－（メタ
）アクリレート類、ポリエステル－（メタ）アクリレート類、ウレタン－（メタ）アクリ
レート類、ポリエーテル－（メタ）アクリレート類、エポキシ－（メタ）アクリレート類
、ポリブタジエン－（メタ）アクリレート類、シリコーン－（メタ）アクリレート類、メ
ラミン－（メタ）アクリレート類、ホスファゼン－（メタ）アクリレート類、（メタ）ア
クリルアミド類、およびその組合わせは、それらの反応性が高いので架橋性の基として使
用される。よりさらに好ましくは、架橋性の基はメタクリレートであり、したがって本発
明の好ましい観点においてはメタクリル化した組換えゼラチンを使用する。そのようなメ
タクリル化した組換えゼラチンは、制御放出組成物の調製にきわめて有用である。一般に
連結基（たとえばメタクリレート）を組換えゼラチンに結合させ、レドックス重合により
架橋を得る（たとえば化学的開始剤、たとえば組合わせペルオキソ二硫酸カリウム（ＫＰ
Ｓ）／Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルエチレンジアミン（ＴＥＭＥＤ））で処理する
ことによるか、または開始剤の存在下でのラジカル重合、たとえば熱反応、もしくはＵＶ
線などの電磁線による）。
【００４１】
　選択したゼラチンのタイプ（架橋性の基の数）および架橋方法に応じて一定の架橋密度
を得ることができ、これは達成できる平均メッシュサイズに強く関係する。架橋性の基を
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別個の工程でゼラチンに結合させる場合、およびそのヒドロゲルについて緻密な網状構造
を得たい場合、ゼラチン中の少なくとも５０％、より好ましくは少なくとも７５％の架橋
性の基が活性化されることが好ましい。最も好ましくは、置換度は１００％に近い。
【００４２】
　本発明によれば光開始剤を使用でき、これを組換えゼラチンの溶液に混合することがで
きる。光開始剤は通常は混合物をＵＶ線または可視光線により硬化させる際に必要である
。適切な光開始剤は当技術分野で既知のもの、たとえばラジカルタイプ、カチオンタイプ
またはアニオンタイプの光開始剤である。
【００４３】
　ラジカルＩ型光開始剤の例は下記のものである：α－ヒドロキシアルキルケトン類、た
とえば２－ヒドロキシ－１－［４－（２－ヒドロキシエトキシ）フェニル］－２－メチル
－１－プロパノン（Ｉｒｇａｃｕｒｅ（商標）２９５９：Ｃｉｂａ）、１－ヒドロキシ－
シクロヘキシル－フェニルケトン（Ｉｒｇａｃｕｒｅ（商標）１８４：Ｃｉｂａ）、２－
ヒドロキシ－２－メチル－１－フェニル－１－プロパノン（Ｓａｒｃｕｒｅ（商標）ＳＲ
１１７３：Ｓａｒｔｏｍｅｒ）、オリゴ［２－ヒドロキシ－２－メチル－１－｛４－（１
－メチルビニル）フェニル｝プロパノン］（Ｓａｒｃｕｒｅ（商標）ＳＲ１１３０：Ｓａ
ｒｔｏｍｅｒ）、２－ヒドロキシ－２－メチル－１－（４－ｔｅｒｔ－ブチル－）フェニ
ルプロパン－１－オン、２－ヒドロキシ－［４’－（２－ヒドロキシプロポキシ）フェニ
ル］－２－メチルプロパン－１－オン、１－（４－イソプロピルフェニル）－２－ヒドロ
キシ－２－メチル－プロパノン（Ｄａｒｃｕｒｅ（商標）１１１６：Ｃｉｂａ）；α－ア
ミノアルキルフェノン類、たとえば２－ベンジル－２－（ジメチルアミノ）－４’－モル
ホリノブチロフェノン（Ｉｒｇａｃｕｒｅ（商標）３６９：Ｃｉｂａ）、２－メチル－４
’－（メチルチオ）－２－モルホリノプロピオフェノン（Ｉｒｇａｃｕｒｅ（商標）９０
７：Ｃｉｂａ）；α，α－ジアルコキシアセトフェノン類、たとえばα，α－ジメトキシ
－α－フェニルアセトフェノン（Ｉｒｇａｃｕｒｅ（商標）６５１：Ｃｉｂａ）、２，２
－ジエチオキシ－１，２－ジフェニルエタノン（Ｕｖａｔｏｎｅ（商標）８３０２：Ｕｐ
ｊｏｈｎ）、α，α－ジエトキシアセトフェノン（ＤＥＡＰ：Ｒａｈｎ）、α，α－ジ－
（ｎ－ブトキシ）アセトフェノン（Ｕｖａｔｏｎｅ（商標）８３０１：Ｕｐｊｏｈｎ）；
フェニルグリオキソレート類、たとえばメチルベンゾイルホルメート（Ｄａｒｏｃｕｒｅ
（商標）ＭＢＦ：Ｃｉｂａ）；ベンゾイン誘導体、たとえばベンゾイン（Ｅｓａｃｕｒｅ
（商標）ＢＯ：Ｌａｍｂｅｒｔｉ）、ベンゾインアルキルエーテル類（エチル、イソプロ
ピル、ｎ－ブチル、イソ－ブチルなど）、ベンジルベンゾインベンジルエーテル類、アニ
ソイン（Ａｎｉｓｏｉｎ）；モノ－およびビス－アシルホスフィンオキシド類、たとえば
２，４，６－トリメチルベンゾイル－ジフェニルホスフィンオキシド（Ｌｕｃｉｒｉｎ（
商標）ＴＰＯ：ＢＡＳＦ）、エチル－２，４，６－トリメチルベンゾイルフェニルホスフ
ィネート（Ｌｕｃｉｒｉｎ（商標）ＴＰＯ－Ｌ：ＢＡＳＦ）、ビス（２，４，６－トリメ
チルベンゾイル）－フェニルホスフィンオキシド（Ｉｒｇａｃｕｒｅ（商標）８１９：Ｃ
ｉｂａ）、ビス（２，６－ジメトキシベンゾイル）－２，４，４－トリメチル－ペンチル
ホスフィンオキシド（Ｉｒｇａｃｕｒｅ　１８００または１８７０）。他の市販の光開始
剤は下記のものである：１－［４－（フェニルチオ）－２－（Ｏ－ベンゾイルオキシム）
］－１，２－オクタンジオン（Ｉｒｇａｃｕｒｅ　ＯＸＥ０１）、１－［９－エチル－６
－（２－メチルベンゾイル）－９Ｈ－カルバゾール－３－イル］－１－（Ｏ－アセチルオ
キシム）エタノン（Ｉｒｇａｃｕｒｅ　ＯＸＥ０２）、２－ヒドロキシ－１－｛４－［４
－（２－ヒドロキシ－２－メチル－プロピオニル）－ベンジル］－フェニル｝－２－メチ
ル－プロパン－１－オン（Ｉｒｇａｃｕｒｅ１２７）、オキシ－フェニル－酢酸２－［２
　オキソ－２－フェニル－アセトキシ－エトキシ］－エチルエステル（Ｉｒｇａｃｕｒｅ
７５４）、オキシ－フェニル－アセティック－２－［２－ヒドロキシ－エトキシ］－エチ
ルエステル（Ｉｒｇａｃｕｒｅ７５４）、２－（ジメチルアミノ）－２－（４－メチルベ
ンジル）－１－［４－（４－モルホリニル）フェニル］－１－ブタノン（Ｉｒｇａｃｕｒ
ｅ　３７９）、１－［４－［４－ベンゾイルフェニル）チオ］フェニル］－２－メチル－
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２－［（４－メチルフェニル）スルホニル）］－１－プロパノン（Ｅｓａｃｕｒｅ　１０
０１Ｍ，Ｌａｍｂｅｒｔｉから）、２，２’－ビス（２－クロロフェニル）－４，４’，
５，５’－テトラフェニル－１，２’－ビスイミダゾール（Ｏｍｎｉｒａｄ　ＢＣＩＭ，
ＩＧＭから）。
【００４４】
　ＩＩ型光開始剤の例は下記のものである：ベンゾフェノン誘導体、たとえばベンゾフェ
ノン（Ａｄｄｉｔｏｌ（商標）ＢＰ：ＵＣＢ）、４－ヒドロキシベンゾフェノン、３－ヒ
ドロキシベンゾフェノン、４，４’－ジヒドロキシベンゾフェノン、２，４，６－トリメ
チルベンゾフェノン、２－メチルベンゾフェノン、３－メチルベンゾフェノン、４－メチ
ルベンゾフェノン、２，５－ジメチルベンゾフェノン、３，４－ジメチルベンゾフェノン
、４－（ジメチルアミノ）ベンゾフェノン、［４－（４－メチルフェニルチオ）フェニル
］フェニル－メタノン、３，３’－ジメチル－４－メトキシベンゾフェノン、メチル－２
－ベンゾイルベンゾエート、４－フェニルベンゾフェノン、４，４－ビス（ジメチルアミ
ノ）ベンゾフェノン、４，４－ビス（ジエチルアミノ）ベンゾフェノン、４，４－ビス（
エチルメチルアミノ）ベンゾフェノン、４－ベンゾイル－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルベンゼ
ンメタナミニウムクロリド、２－ヒドロキシ－３－（４－ベンゾイルフェノキシ）－Ｎ，
Ｎ，Ｎ－トリメチル－１－プロパナミウムクロリド、４－（１３－アクリロイル－１，４
，７，１０，１３－ペンタオキサトリデシル）ベンゾフェノン（Ｕｖｅｃｒｙｌ（商標）
Ｐ３６：ＵＣＢ）、４－ベンゾイル－Ｎ，Ｎ－ジメチ－Ｎ－［２－（１－オキソ－２－プ
ロペニル）オイ］エチルベンゼンメタナミニウムクロリド、４－ベンゾイル－４’－メチ
ルジフェニルスルフィド、アントラキノン、エチルアントラキノン、アントラキノン－２
－スルホン酸ナトリウム塩、ジベンゾスベレノン；アセトフェノン誘導体、たとえばアセ
トフェノン、４’－フェノキシアセトフェノン、４’－ヒドロキシアセトフェノン、３’
－ヒドロキシアセトフェノン、３’－エトキシアセトフェノン；チオキサンテノン誘導体
、たとえばチオキサンテノン、２－クロロチオキサンテノン、４－クロロチオキサンテノ
ン、２－イソプロピルチオキサンテノン、４－イソプロピルチオキサンテノン、２，４－
ジメチルチオキサンテノン、２，４－ジエチルチオキサンテノン、２－ヒドロキシ－３－
（３，４－ジメチル－９－オキソ－９Ｈ－チオキサントン－２－イルオキシ）－Ｎ，Ｎ，
Ｎ－トリメチル－１－プロパナミウムクロリド（Ｋａｙａｃｕｒｅ（商標）ＱＴＸ：日本
化薬）；ジオン類、たとえばベンジル、カンファーキノン、４，４’－ジメチルベンジル
、フェナントレンキノン、フェニルプロパンジオン；ジメチルアニリン類、たとえば４，
４’，４”－メチリジン－トリス（Ｎ，Ｎ－ジメチルアニリン）（Ｏｍｎｉｒａｄ（商標
）ＬＣＶ，ＩＧＭから）；イミダゾール誘導体、たとえば２，２’－ビス（２－クロロフ
ェニル）－４，４’，５，５’－テトラフェニル－１，２’－ビスイミダゾール；チタノ
セン類、たとえばビス（エタ－５－２，４－シクロペンタジエン－１－イル）－ビス－［
２，６－ジフルオロ－３－１Ｈ－ピロール－１－イル］フェニル］チタン（Ｉｒｇａｃｕ
ｒｅ（商標）７８４：Ｃｉｂａ）；ヨードニウム塩、たとえばヨードニウム、（４－メチ
ルフェニル）－［４－（２－メチルプロピル－フェニル）－ヘキサフルオロホスフェート
（１－）。所望により光開始剤の組合わせも使用できる。
【００４５】
　アクリレート類、ジアクリレート類、トリアクリレート類または多官能性アクリレート
類、Ｉ型光開始剤が好ましい。特にアルファ－ヒドロキシアルキルフェノン類、たとえば
２－ヒドロキシ－２－メチル－１－フェニルプロパン－１－オン、２－ヒドロキシ－２－
メチル－１－（４－ｔｅｒｔ－ブチル－）フェニルプロパン－１－オン、２－ヒドロキシ
－［４’－（２－ヒドロキシプロポキシ）フェニル］－２－メチルプロパン－１－オン、
２－ヒドロキシ－１－［４－（２－ヒドロキシエトキシ）フェニル］－２－メチルプロパ
ン－１－オン、１－ヒドロキシシクロヘキシルフェニルケトンおよびオリゴ［２－ヒドロ
キシ－２－メチル－１－｛４－（１－メチルビニル）フェニル｝プロパノン］、アルファ
－アミノアルキルフェノン類、アルファ－スルホニルアルキルフェノン類およびアシルホ
スフィンオキシド類、たとえば２，４，６－トリメチルベンゾイル－ジフェニルホスフィ



(12) JP 5410299 B2 2014.2.5

10

20

30

40

50

ンオキシド、エチル－２，４，６－トリメチルベンゾイル－フェニルホスフィネートおよ
びビス（２，４，６－トリメチルベンゾイル）－フェニルホスフィンオキシドが好ましい
。
【００４６】
　赤外線による架橋は熱硬化としても知られている。したがって架橋は、エチレン性不飽
和基をフリーラジカル開始剤および場合により触媒と組み合わせ、この混合物を加熱する
ことにより実施できる。フリーラジカル開始剤の例は下記のものである：有機過酸化物、
たとえば過酸化エチルおよび過酸化ベンジル；ヒドロペルオキシド類、たとえばメチルヒ
ドロペルオキシド、アシロイン類、たとえばベンゾイン；特定のアゾ化合物、たとえばα
，α’－アゾビスイソブチロニトリルおよびγ，γ’－アゾビス（γ－シアノ吉草酸）；
ペルスルフェート類；ペルオキソスルフェート類；ペルアセテート類、たとえば過酢酸メ
チルおよび過酢酸ｔｅｒｔ－ブチル；ペルオキサレート類、たとえば過シュウ酸ジメチル
および過シュウ酸ジ（ｔｅｒｔ－ブチル）；ジスルフィド類、たとえばジメチルチウラム
ジスルフィド；ならびにケトンペルオキシド類、たとえばメチルエチルケトンペルオキシ
ド。約２３℃から約１５０℃までの範囲の温度が一般に用いられる。約３７℃から約１１
０℃までの範囲の温度がより多く用いられる。
【００４７】
　メタクリル化された組換えゼラチンを医薬としての療法用タンパク質と組み合わせて使
用するのは特に好ましい；メタクリル化ゼラチンの架橋は療法用タンパク質の存在下で、
療法用タンパク質を共架橋せずに、かつ療法用タンパク質の活性を失うことなく実施でき
るからである。
【００４８】
　架橋の結果、医薬を含む制御放出組成物が得られる。得られる生成物のメッシュサイズ
または細孔サイズは、使用する組換えゼラチンおよび架橋密度に依存する。メッシュサイ
ズは、ヒドロゲルポリマー網状構造中の２つの隣接架橋間の平均距離と定義される。療法
用タンパク質を医薬として用いる場合、メッシュサイズは療法用タンパク質の流体力学的
半径より大きい場合と小さい場合の両方の可能性がある。流体力学的半径ＲＨは、すべて
の環境作用を考慮したゼラチンマトリックス中のタンパク質の見掛け半径である。したが
って、流体力学的半径は拡散定数Ｄから関係式Ｄ＝ｋＴ／６πηＲＨにより求められ、こ
こでｋはボルツマン定数であり、Ｔは温度（ケルビン）であり、πは３．１４であり、η
は溶液の粘度（ｍＰａ）である。本発明において、流体力学的半径は好ましくは生理的条
件で測定される。得られる生成物の分解速度は架橋の量に依存する：架橋が多いほど分解
は遅い。好ましい態様において、分解速度は１年以内である。医薬の放出プロフィールは
通常は数週間または最大で数カ月間に延長するので、組換えゼラチンからなるマトリック
スは同様な時間ウインドウで分解することが好ましい。得られる生成物の最終電荷密度は
、使用する組換えゼラチンのアミノ酸配列および架橋度の両方に依存する。得られる生成
物は種々の外観をもつ可能性がある：たとえば緻密／均質またはマクロ多孔質。使用する
医薬の放出プロフィールは、数時間（拡散による制御）から数週間または数カ月間（分解
速度による制御）までの可能性がある。両方の機序の組合わせが起きる可能性もある。
【００４９】
　前記のように、架橋は組換えゼラチンの前修飾に際して導入した（メタ）アクリレート
残基の架橋により得ることができる。しかし、使用する組換えゼラチンへの別個の結合を
必要としない化学架橋剤を用いることも可能である。他の態様において、本発明は下記の
工程を含む制御放出組成物の製造方法を提供する：
　－組換えゼラチンおよび医薬の溶液を調製する；
　－組換えゼラチンを架橋させて三次元網状構造体を得る；その際、架橋は下記のものか
ら選択される化学架橋剤の使用により得られる：水に可溶性のカルボジイミド、不溶性の
カルボジイミド、ジ－アルデヒド　ジ－イソシアネート、アルデヒド化合物、たとえばホ
ルムアルデヒドおよびグルタルアルデヒド、ケトン化合物、たとえばジアセチルおよびク
ロロペンタンジオン、ビス（２－クロロエチル尿素）、２－ヒドロキシ－４，６－ジクロ
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ロ－１，３，５－トリアジン、反応性ハロゲン含有化合物：ＵＳ－Ａ－３２８８　７７５
に開示、ピリジン環がスルフェートまたはアルキルスルフェート基をもつカルバモイルピ
リジニウム化合物：ＵＳ－Ａ－４　０６３　９５２およびＵＳ－Ａ－５　５２９　８９２
に開示、ジビニルスルホン類など。Ｓ－トリアジン誘導体、たとえば２－ヒドロキシ－４
，６－ジクロロ－ｓ－トリアジンは周知の架橋化合物である。
【００５０】
　基本的に、架橋は異なるゼラチン分子上の２つの反応性基の間で起きる。特に好ましい
のは医療目的に許容しうる架橋剤、特に水溶性カルボジイミド１－（３－ジメチルアミノ
プロピル）－３－エチルカルボジイミド塩酸塩の使用である。
【００５１】
　あらゆる種類の医薬を前記の制御放出組成物に取り込ませることができる。用語“医薬
”は、治療、診断または予防効果を、好ましくはインビボでもたらす化学分子または生体
分子を表わす。医薬という用語は、そのプロドラッグ形態をも示すものとする。医薬の“
プロドラッグ形態”は、その医薬の構造関連化合物または誘導体であって、ホストに投与
した際に目的とする医薬に変換されるものを意味する。プロドラッグ形態は、それが変換
される医薬が示す目的薬理活性をほとんどまたは全くもたない場合がある。
【００５２】
　本明細書に記載する組成物中に使用することを意図する医薬成分には、下記のカテゴリ
ーおよび例の薬物、ならびにこれらの薬物の別形態、たとえば別の塩形、遊離酸形、遊離
塩基形および水和物が含まれる。
【００５３】
　本発明の制御放出組成物中に使用するのに適切な可能性のある医薬の代表例には、下記
のものが含まれる（療法クラスにより分類）：
　下痢止め薬、たとえばジフェノキシレート（diphenoxylate）、ロペラミド（loperamid
e）およびヒオスチアミン（hyoscyamine）；
　抗高血圧薬、たとえばヒドララジン（hydralazine）、ミノキシジル（minoxidil）、カ
プトプリル（captopril）、エナラプリル（enalapril）、クロニジン（clonidine）、プ
ラゾシン（prazosin）、デブリソキン（debrisoquine）、ジアゾキシド（diazoxide）、
グアネチジン（guanethidine）、メチルドーパ（methyldopa）、レセルピン（reserpine
）、トリメタファン（trimethaphan）；
　カルシウムチャンネル遮断薬、たとえばジルチアゼム（diltiazem）、フェロジピン（f
elodipine）、アムロジピン（amlodipine）、ニトレンジピン（nitrendipine）、ニフェ
ジピン（nifedipine）およびベラパミル（verapamil）；
　抗不整脈薬、たとえばアミオダロン（amiodarone）、フレカイニド（flecainide）、ジ
ソピラミド（disopyramide）、プロカインアミド（procainamide）、メキシレテン（mexi
letene）およびキニジン（quinidine）；
　抗狭心症薬、たとえば三硝酸グリセリル（glyceryl trinitrate）、四硝酸エリトリチ
ル（erythrityl tetranitrate）、四硝酸ペンタエリトリトール（pentaerythritol tetra
nitrate）、六硝酸マンニトール（mannitol hexanitrate）、ペルヘキシレン（perhexile
ne）、二硝酸イソソルビド（isosorbide dinitrate）およびニコランジル（nicorandil）
；
　ベータ－アドレナリン遮断薬、たとえばアルプレノロール（alprenolol）、アテノロー
ル（atenolol）、ブプラノロール（bupranolol）、カルテオロール（carteolol）、ラベ
タロール（labetalol）、メトプロロール（metoprolol）、ナドロール（nadolol）、ナド
キソロール（nadoxolol）、オキシプレノロール（oxprenolol）、ピンドロール（pindolo
l）、プロプラノロール（propranolol）、ソタロール（sotalol）、チモロール（timolol
）およびマレイン酸チモロール；
　強心配糖体、たとえばジゴキシン（digoxin）および他の強心配糖体ならびにテオフィ
リン誘導体；
　アドレナリン作動薬、たとえばアドレナリン、エフェドリン（ephedrine）、フェノテ
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ロール（fenoterol）、イソプレナリン（isoprenaline）、オルシプレナリン（orciprena
line）、リメテロール（rimeterol）、サルブタモール（salbutamol）、サルメテロール
（salmeterol）、テルブタリン（terbutaline）、ドブタミン（dobutamine）、フェニレ
フェリン（phenylephrine）、フェニルプロパノールアミン、プソイドエフェドリンおよ
びドーパミン；
　血管拡張薬、たとえばシクランデレート（cyclandelate）、イソクスプリン（isoxsupr
ine）、パパベリン（papaverine）、ジピリダドール（dipyrimadole）、二硝酸イソソル
ビド（isosorbide dinitrate）、フェントラミン（phentolamine）、ニコチニルアルコー
ル、コ－デルゴクリン（co-dergocrine）、ニコチン酸、三硝酸グリセリル、四硝酸ペン
タエリトリトールおよびキサンチノール（xanthinol）；
　抗片頭痛製剤、たとえばエルゴタミン、ジヒドロエルゴタミン、メチセルギド（methys
ergide）、ピゾチフェン（pizotifen）およびスマトリプタン（sumatriptan）；
　抗凝固薬および血栓溶解薬、たとえばワルファリン（warfarin）、ジクマロール（dico
umarol）、低分子量ヘパリン類、たとえばエノキサパリン（enoxaparin）、ストレプトキ
ナーゼおよびその活性誘導体；
　止血薬、たとえばアプロチニン（aprotinin）、トラネキサム酸（tranexamic acid）お
よびプロタミン（protamine）；
　鎮痛薬および下熱薬：下記を含む：オピオイド系鎮痛薬、たとえばブプレノルフィン（
buprenorphine）、デキストロモラミド（dextromoramide）、デキストロプロポキシフェ
ン（dextropropoxyphene）、フェンタニル（fentanyl）、アルフェンタニル（alfentanil
）、スフェンタニル（sufentanil）、ヒドロモルホン（hydromorphone）、メサドン（met
hadone）、モルヒネ、オキシコドン（oxycodone）、パパベレタム（papaveretum）、ペン
タゾシン（pentazocine）、ペチジン（pethidine）、フェノペリジン（phenoperidine）
、コデイン　ジヒドロコデイン、アセチルサリチル酸（アスピリン）、パラセタモール（
paracetamol）、およびフェナゾン（phenazone）；
　神経毒、たとえばカプサイシン（capsaicin）；
　催眠薬および鎮静薬、たとえばバルビツレート類アミロバルビトン（amylobarbitone）
、ブトバルビトン（butobarbitone）およびペントバルビトン（pentobarbitone）、なら
びに他の催眠薬および鎮静薬、たとえば抱水クロラール、クロルメチアゾール（chlormet
hiazole）、ヒドロキシジン（hydroxyzine）およびメプロバメート（meprobamate）；
　抗不安薬、たとえばベンゾジアゼピン類アルプラゾラム（alprazolam）、ブロマゼパム
（bromazepam）、クロルジアゼポキシド（chlordiazepoxide）、クロバザム（clobazam）
、クロラゼペート（chlorazepate）、ジアゼパム（diazepam）、フルニトラゼパム（flun
itrazepam）、フルラゼパム（flurazepam）、ロラゼパム（lorazepam）、ニトラゼパム（
nitrazepam）、オキサゼパム（oxazepam）、テマゼパム（temazepam）およびトリアゾラ
ム（triazolam）；
　神経弛緩薬および抗精神病薬、たとえばフェノチアジン類、クロルプロマジン（chlorp
romazine）、フルフェナジン（fluphenazine）、ペリシアジン（pericyazine）、ペルフ
ェナジン（perphenazine）、プロマジン（promazine）、チオプロパゼート（thiopropaza
te）、チオリダジン（thioridazine）、トリフルオペラジン（trifluoperazine）;および
ブチロフェノン（butyrophenone）、ドロペリドール（droperidol）およびハロペリドー
ル（haloperidol）;ならびに他の抗精神病薬、たとえばピモジド（pimozide）、チオチキ
セン（thiothixene）およびリチウム；
　抗うつ薬、たとえば三環系抗うつ薬アミトリプチリン（amitryptyline）、クロミプラ
ミン（clomipramine）、デシプラミン（desipramine）、ドチエピン（dothiepin）、ドキ
セピン（doxepin）、イミプラミン（imipramine）、ノルトリプチリン（nortriptyline）
、オピプラモール（opipramol）、プロトリプチリン（protriptyline）およびトリミプラ
ミン（trimipramine）、ならびに四環系抗うつ薬、たとえばミアセリン（mianserin）、
ならびにモノアミンオキシダーゼ阻害薬、たとえばイソカルボキサジド（isocarboxazid
）、フェネリジン（phenelizine）、トラニルシプロミン（tranylcypromine）およびモク
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ロベミド（moclobemide）、ならびに選択的セロトニン再取込み阻害薬、たとえばフルオ
キセチン（fluoxetine）、パロキセチン（paroxetine）、シタロプラム（citalopram）、
フルボキサミン（fluvoxamine）およびセルトラリン（sertraline）；
　中枢神経興奮薬、たとえばカフェインおよび３－（２－アミノブチル）インドール；
　抗アルツハイマー病薬、たとえばタクリン（tacrine）；
　抗パーキンソン病薬、たとえばアマンタジン（amantadine）、ベンセラジド（benseraz
ide）、カルビドーパ（carbidopa）、レボドーパ（levodopa）、ベンゾトロピン（benztr
opine）、ビペリデン（biperiden）、ベンゾキソール（benzhexol）、プロシクリジン（p
rocyclidine）、およびドーパミン－２アゴニスト、たとえばＳ（－）－２－（Ｎ－プロ
ピル－Ｎ－２－チエニルエチルアミノ）－５－ヒドロキシテトラリン（Ｎ－０９２３））
；
　抗痙攣薬、たとえばフェニトイン（phenytoin）、バルプロ酸（valproic acid）、プリ
ミドン（primidone）、フェノバルビトン（phenobarbitone）、メチルフェノバルビトン
（methylphenobarbitone）およびカルバマゼピン（carbamazepine）、エトスキシミド（e
thosuximide）、メトスキシミド（methsuximide）、フェンスキシミド（phensuximide）
、スルチアム（sulthiame）およびクロナゼパム（clonazepam）；
　鎮吐薬および制吐薬、たとえばフェノチアジン類プロクロペラジン（prochloperazine
）、チエニルペラジン（thiethylperazine）、ならびに５ＨＴ－３受容体アンタゴニスト
、たとえばオンダンセトロン（ondansetron）およびグラニセトロン（granisetron）、な
らびにジメンヒドリネート（dimenhydrinate）、ジフェンヒドラミン（diphenhydramine
）、メトクロプラミド（metoclopramide）、ドンペリドン（domperidone）、ヒヨスチン
（hyoscine）、臭化水素酸ヒヨスチン、塩酸ヒヨスチン、クレボプリド（clebopride）お
よびブロムプリド（brompride）；
　非ステロイド系抗炎症薬：使用可能な場合にはそれらのラセミ混合物または個々の鏡像
異性体を含む；好ましくは皮膚透過促進剤と組み合わせて配合される；たとえばイブプロ
フェン（ibuprofen）、フルルビプロフェン（flurbiprofen）、ケトプロフェン（ketopro
fen）、アクロフェナク（aclofenac）、ジクロフェナク（diclofenac）、アロキシプリン
（aloxiprin）、アプロキセン（aproxen）、アスピリン、ジフルニサール（diflunisal）
、フェノプロフェン（fenoprofen）、インドメタシン（indomethacin）、メフェナム酸（
mefenamic acid）、ナプロキセン（naproxen）、フェニルブタゾン（phenylbutazone）、
ピロキシカム（piroxicam）、サリチルアミド、サリチル酸、スリンダク（sulindac）、
デスオキシスリンダク（desoxysulindac）、テノキシカム（tenoxicam）、トラマドール
（tramadol）、ケトロラク（ketoralac）、フルフェニサール（flufenisal）、サルサレ
ート（salsalate）、サリチル酸トリエタノールアミン、アミノピリン（aminopyrine）、
アンチピリン（antipyrine）、オキシフェンブタゾン（oxyphenbutazone）、アパゾン（a
pazone）、シンタゾン（cintazone）、フルフェナム酸（flufenamic acid）、クロニキセ
リル（clonixeril）、クロニキシン（clonixin）、メクロフェナム酸（meclofenamic aci
d）、フルニキシン（flunixin）、コイチシン（coichicine）、デメコルシン（demecolci
ne）、アロプリノール（allopurinol）、オキシプリノール（oxypurinol）、塩酸ベンジ
ダミン（benzydamine hydrochloride）、ジメファダン（dimefadane）、インドキソール
（indoxole）、イントラゾール（intrazole）、塩酸ミンバン（mimbane hydrochloride）
、塩酸パラニレン（paranylene hydrochloride）、テトリダミン（tetrydamine）、塩酸
ベンゾインドピリン（benzindopyrine hydrochloride）、フルプロフェン（fluprofen）
、イブフェナク（ibufenac）、ナプロキソール（naproxol）、フェンブフェン（fenbufen
）、シンコフェン（cinchophen）、ジフルミドンナトリウム（diflumidone sodium）、フ
ェナモール（fenamole）、フルチアジン（flutiazin）、メタザミド（metazamide）、塩
酸レチミド（letimide hydrochloride）、塩酸ネキセリジン（nexeridine hydrochloride
）、オクタザミド（octazamide）、モリナゾール（molinazole）、ネオシンコフェン（ne
ocinchophen）、ニマゾール（nimazole）、クエン酸プロキサゾール（proxazole citrate
）、テシカム（tesicam）、テシミド（tesimide）、トルメチン（tolmetin）、およびト
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リフルミデート（triflumidate）；
　抗リウマチ薬、たとえばペニシラミン（penicillamine）、金チオグルコース（aurothi
oglucose）、金チオリンゴ酸ナトリウム（sodium aurothiomalate）、メトトレキセート
（methotrexate）およびオーラノフィン（auranofin）；
　筋弛緩薬、たとえばバクロフェン（baclofen）、ジアゼパム（diazepam）、塩酸シクロ
ベンザプリン（cyclobenzaprine hydrochloride）、ダントロレン（dantrolene）、メト
カルバモール（methocarbamol）、オルフェナドリン（orphenadrine）およびキニーネ（q
uinine）；
　痛風および高尿酸血症に用いられる薬剤、たとえばアロプリノール（allopurinol）、
コルヒチン（colchicine）、プロベネシド（probenecid）およびスルフィンピラゾン（su
lphinpyrazone）；
　エストロゲン薬、たとえばエストラジオール（oestradiol）、エストリオール（oestri
ol）、エストロン（oestrone）、エチニルエストラジオール（ethinyloestradiol）、メ
ストラノール（mestranol）、スチルベストロール（stilboestrol）、ジエノストロール
（dienoestrol）、エピエストリオール（epioestriol）、エストロピペート（estropipat
e）およびゼラノール（zeranol）；
　プロゲステロン薬および他の黄体ホルモン薬、たとえばアリルエストレノール（allylo
estrenol）、ジドルゲステロン（dydrgesterone）、リノエストレノール（lynoestrenol
）、ノルゲストレル（norgestrel）、ノルエチンドレル（norethyndrel）、ノルエチステ
ロン（norethisterone）、酢酸ノルエチステロン、ゲストデン（gestodene）、レボノル
ゲストレル（levonorgestrel）、メドロキシプロゲンテロン（medroxyprogesterone）お
よびメゲストロール（megestrol）；
　抗アンドロゲン薬、たとえば酢酸シプロテロン（cyproterone acetate）およびダナゾ
ール（danazol）；
　抗エストロゲン薬、たとえばタモキシフェン（tamoxifen）およびエピチオスタノール
（epitiostanol）およびアロマターゼ阻害薬、エキセメスタン（exemestane）ならびに４
－ヒドロキシ－アンドロステンジオンおよびその誘導体；
　アンドロゲン薬およびタンパク質同化薬、たとえばテストステロン、メチルテストステ
ロン、酢酸クロステボール（clostebol acetate）、ドロスタノロン（drostanolone）、
フラザボール（furazabol）、ナンドロロン（nandrolone）　オキサンドロロン（oxandro
lone）、スタノゾロール（stanozolol）、酢酸トレンボロン（trenbolone acetate）、ジ
ヒドロ－テストステロン、１７－［アルファ］－メチル－１９－ノルテストステロンおよ
びフルオキシメステロン（fluoxymesterone）；
　５－アルファレダクターゼ阻害薬、たとえばフィナステリド（finasteride）、ツロス
テリド（turosteride）、ＬＹ－１９１７０４およびＭＫ－３０６；
　コルチコステロイド類、たとえばベタメタゾン（betamethasone）、吉草酸ベタメタゾ
ン、コルチゾン（cortisone）、デキサメタゾン（dexamethasone）、２１－リン酸デキサ
メタゾン、フルドロコルチゾン（fludrocortisone）、フルメタゾン（flumethasone）、
フルオシノニド（fluocinonide）、フルオシノニドデソニド（fluocinonide desonide）
、フルオシノロン（fluocinolone）、フルオシノロンアセトニド（fluocinolone acetoni
de）、フルオコルトロン（fluocortolone）、ハルシノニド（halcinonide）、ハロプレド
ン（halopredone）、ヒドロコルチゾン（hydrocortisone）、１７－吉草酸ヒドロコルチ
ゾン、１７－酪酸ヒドロコルチゾン、２１－酢酸ヒドロコルチゾン、メチルプレドニゾロ
ン（methylprednisolone）、プレドニゾロン（prednisolone）、２１－リン酸プレドニゾ
ロン、プレドニゾン（prednisone）、トリアムシノロン（triamcinolone）、トリアムシ
ノロンアセトニド（triamcinolone acetonide）；
　ステロイド系抗炎症薬の他の例、たとえばコルトドキソン（cortodoxone）、フルドロ
ルアセトニド（fludroracetonide）、フルドロコルチゾン（fludrocortisone）、二酢酸
ジフルオルゾン（difluorsone diacetate）、フルランドレノロンアセトニド（flurandre
nolone acetonide）、メドリゾン（medrysone）、アムシナフェル（amcinafel）、アムシ
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ナフィド（amcinafide）、ベタメタゾンおよびそれの他のエステル、クロロプレドニゾン
（chloroprednisone）、クロルコルテロン（clorcortelone）、デスシノロン（descinolo
ne）、デソニド（desonide）、ジクロリゾン（dichlorisone）、ジフルプレドネート（di
fluprednate）、フルクロロニド（flucloronide）、フルメタゾン（flumethasone）、フ
ルニソリド（flunisolide）、フルコルトロン（flucortolone）、フルオロメタロン（flu
oromethalone）、フルペロロン（fluperolone）、フルプレドニゾロン（fluprednisolone
）、メプレニドゾン（meprednisone）、メチルメプレニドニゾロン（methylmeprednisolo
ne）、パラメタゾン（paramethasone）、酢酸コルチゾン、シクロペンチルプロピオン酸
ヒドロコルチゾン、コルトドキソン（cortodoxone）、フルセトニド（flucetonide）、酢
酸フルドロコルチゾン（fludrocortisone acetate）、フルランドレノロンアセトニド（f
lurandrenolone acetonide）、メドリゾン（medrysone）、アインシナファル（aincinafa
l）、アムシナフィド（amcinafide）、ベタメタゾン（betamethasone）、安息香酸ベタメ
タゾン、酢酸クロロプレドニゾン（chloroprednisone acetate）、酢酸クロコルトロン（
clocortolone acetate）、デスシノロンアセトニド（descinolone acetonide）、デスオ
キシメタゾン（desoximetasone）、酢酸ジクロリゾン（dichlorisone acetate）、ジフル
プレドネート（difluprednate）、フルクロニド（flucloronide）、ピバル酸フルメタゾ
ン（flumethasone pivalate）、酢酸フルニソリド（flunisolide acetate）、酢酸フルペ
ロロン（fluperolone acetate）、吉草酸フルプレドニゾロン（fluprednisolone valerat
e）、酢酸パラメタゾン（paramethasone acetate）、プレドニゾラメート（prednisolama
te）、プレドニバル（prednival）、トリアムシノロンヘキサアセトニド（triamcinolone
 hexacetonide）、コルチバソール（cortivazol）、ホルモコルタル（formocortal）およ
びニバゾール（nivazol）；
　下垂体ホルモンおよびそれらの活性誘導体または類似体、たとえばコルチコトロフィン
（corticotrophin）、チロトロピン（thyrotropin）、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）、黄
体形成ホルモン（ＬＨ）および性腺刺激ホルモン放出ホルモン（ＧｎＲＨ）；
　血糖降下薬、たとえばインスリン、クロルプロパミド（chlorpropamide）、グリベンク
ラミド（glibenclamide）、グリクラジド（gliclazide）、グリピジド（glipizide）、ト
ラザミド（tolazamide）、トルブタミド（tolbutamide）およびメトホルミン（metformin
）；
　甲状腺ホルモン薬、たとえばカルシトニン（calcitonin）、チロキシン（thyroxine）
およびリオチロニン（liothyronine）、ならびに抗甲状腺薬、たとえばカルビマゾール（
carbimazole）およびプロピルチオウラシル（propylthiouracil）；
　他の各種ホルモン薬、たとえばオクトレオチド（octreotide）；
　下垂体阻害薬、たとえばブロモクリプチン（bromocriptine）；
　排卵誘発薬、たとえばクロミフェン（clomiphene）；
　利尿薬、たとえばチアジド類、関連利尿薬およびループ利尿薬、ベンドロフルアジド（
bendrofluazide）、クロロチアジド（chlorothiazide）、クロルタリドン（chlorthalido
ne）、ドーパミン、シクロペンチアジド（cyclopenthiazide）、ヒドロクロロチアジド（
hydrochlorothiazide）、インダパミド（indapamide）、メフルシド（mefruside）、メチ
コルチアジド（methycholthiazide）、メトラゾン（metolazone）、キネタゾン（quineth
azone）、ブメタニド（bumetanide）、エタクリン酸（ethacrynic acid）およびフルセミ
ド（frusemide）ならびにカリウム保持性利尿薬、スピロノラクトン（spironolactone）
、アミロリド（amiloride）およびトリアムテレン（triamterene）；
　抗利尿薬、たとえばデスモプレシン（desmopressin）、リプレシン（lypressin）およ
びバソプレッシン（vasopressin）；それらの活性誘導体または類似体を含む；
　産科薬：子宮に作用する薬剤を含む：たとえばエルゴメトリン（ergometrine）、オキ
シトシン（oxytocin）およびゲメプロスト（gemeprost）；
　プロスタグランジン薬、たとえばアルプロスタジル（alprostadil（ＰＧＥ１））、プ
ロスタサイクリン（prostacyclin（ＰＧＩ２））、ジノプロスト（dinoprost（プロスタ
グランジンＦ２－アルファ））およびミソプロストール（misoprostol）；
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　抗微生物薬：セファロスポリン類を含む：たとえばセファレキシン（cephalexin）、セ
フォキシチン（cefoxytin）およびセファロチン（cephalothin）；
　ペニシリン類、たとえばアモキシシリン（amoxycillin）、クラブラン酸（clavulanic 
acid）含有アモキシシリン、アンピシリン（ampicillin）、ベカンピシリン（bacampicil
lin）、ベンザチンペニシリン（benzathine penicillin）、ベンジルペニシリン（benzyl
penicillin）、カルベニシリン（carbenicillin）、クロキサシリン（cloxacillin）、メ
チシリン（methicillin）、フェネチシリン（phenethicillin）、フェノキシメチルペニ
シリン（phenoxymethylpenicillin）、フルクロキサシリン（flucloxacillin）、メジオ
シリン（meziocillin）、ピペラシリン（piperacillin）、チカルシリン（ticarcillin）
およびアズロシリン（azlocillin）；
　テトラサイクリン類、たとえばミノマイシン（minocycline）、クロルテトラサイクリ
ン（chlortetracycline）、テトラサイクリン（tetracycline）、デメクロサイクリン（d
emeclocycline）、ドキシサイクリン（doxycycline）、メタサイクリン（methacycline）
およびオルシテトラサイクリン（oxytetracycline）、ならびに他のテトラサイクリン系
抗生物質；
　アミノグリコシド類、たとえばアミカシン（amikacin）、ゲンタマイシン（gentamicin
）、カナマイシン（kanamycin）、ネオマイシン（neomycin）、メチルマイシン（netilmi
cin）およびトブラマイシン（tobramycin）；
　抗真菌薬、たとえばアモロルフィン（amorolfine）、イソコナゾール（isoconazole）
、クロトリマゾール（clotrimazole）、エコナゾール（econazole）、ミコナゾール（mic
onazole）、ナイスタチン（nystatin）、テルビナフィン（terbinafine）、ビフォナゾー
ル（bifonazole）、アンホテリシン（amphotericin）、グリセオフルビン（griseofulvin
）、ケトコナゾール（ketoconazole）、フルコナゾール（fluconazole）およびフルシト
シン（flucytosine）、サリチル酸、フェザチオン（fezatione）、チクラトン（ticlaton
e）、トルナフテート（tolnaftate）、トリアセチン（triacetin）、亜鉛、ピリチオン（
pyrithione）およびピリチオンナトリウム；
　キノロン類、たとえばナリジクス酸（nalidixic acid）、シノキサシン（cinoxacin）
、シプロフロキサシン（ciprofloxacin）、エノキサシン（enoxacin）およびノルフロキ
サシン（norfloxacin）；
　スルホンアミド類、たとえばフタリスルフチアゾール（phthalysulphthiazole）、スル
ファドキシン（sulfadoxine）、スルファジアジン（sulphadiazine）、スルファメチゾー
ル（sulphamethizole）およびスルファメトキサゾール（sulphamethoxazole）；
　スルホン類、たとえばダプソン（dapsone）；
　他の各種抗生物質、たとえばクロラムフェニコール（chloramphenicol）、クリンダマ
イシン（clindamycin）、エリスロマイシン（erythromycin）、エリスロマイシンエチル
カーボネート、エストール酸エリスロマイシン（erythromycin estolate）、グルセプト
酸エリスロマイシン（erythromycin glucepate）、エチルコハク酸エリスロマイシン（er
ythromycin ethylsuccinate）、ラクトビオン酸エリスロマイシン（erythromycin lactob
ionate）、ロキシスロマイシン（roxithromycin）、リノマイシン（lincomycin）、ナタ
マイシン（natamycin）、ニトロフラントイン（nitrofurantoin）、スペクチノマイシン
（spectinomycin）、バンコマイシン（vancomycin）、アズトレオネイン（aztreonain）
、コリスチンＩＶ（colistin IV）、メトロニダゾール（metronidazole）、チニダゾール
（tinidazole）、フシジン酸（fusidic acid）、トリメトプリム（trimethoprim）、およ
び２－チオピリジンＮ－オキシド；ハロゲン化合物、特にヨウ素およびヨウ素化合物、た
とえばヨウ素－ＰＶＰ複合体およびジヨードヒドロキシキン（diiodohydroxyquin）、ヘ
キサクロロフェン（hexachlorophene）;クロルヘキシジン（chlorhexidine）;クロロアミ
ン化合物；ならびに過酸化ベンゾイル；
　抗結核薬、たとえばエタンブトール（ethambutol）、イソニアジド（isoniazid）、ピ
ラジンアミド（pyrazinamide）、リファンピシン（rifampicin）およびクロファジミン（
clofazimine）；
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　抗マラリア薬、たとえばプリマキン（primaquine）、ピリメタミン（pyrimethamine）
、クロロキン（chloroquine）、ヒドロキシクロロキン（hydroxychloroquine）、キニー
ネ（quinine）、メフロキン（mefloquine）およびハロファントリン（halofantrine）；
　抗ウイルス薬、たとえばアシクロビル（acyclovir）およびアシクロビルプロドラッグ
、ファムシクロビル（famcyclovir）、ジドブジン（zidovudine）、ジダノシン（didanos
ine）、スタブジン（stavudine）、ラミブジン（lamivudine）、ザルシタビン（zalcitab
ine）、サキナビル（saquinavir）、インジナビル（indinavir）、リトナビル（ritonavi
r）、ｎ－ドコサノール（n-docosanol）、トロマンタジン（tromantadine）およびイドク
スウリジン（idoxuridine）；
　駆虫薬、たとえばメベンダゾール（mebendazole）、チアベンダゾール（thiabendazole
）、ニクロサミド（niclosamide）、プラジカンテル（praziquantel）、エンボン酸ピラ
ンテル（pyrantel embonate）およびジエチルカルバマジン（diethylcarbamazine）；
　細胞毒、たとえばプリカイナイシン（plicainycin）、シクロホスファミド（cyclophos
phamide）、ダカルバジン（dacarbazine）、フルオロウラシル（fluorouracil）およびそ
のプロドラッグ(たとえばInternational Journal of Pharmaceutics 111, 223-233 (1994
)に記載)、メトトレキセート（methotrexate）、プロカルバジン（procarbazine）、６－
メルカプトプリンならびにムコフェノール酸（mucophenolic acid）；
　食欲抑制薬および体重減少薬：デクスフェンフルラミン（dexfenfluramine）、フェン
フルラミン（fenfluramine）、ジエチルプロピオン（diethylpropion）、マジンドール（
mazindol）およびフェンタルミン（phentermine）を含む；
　高カルシウム血症に用いる薬剤、たとえばカルシトリオール（calcitriol）、ジヒドロ
タキステロール（dihydrotachysterol）、およびそれらの活性誘導体または類似体；
　鎮咳薬、たとえばエチルモルヒネ（ethylmorphine）、デキストロメトルファン（dextr
omethorphan）およびホルコジン（pholcodine）；
　去痰薬、たとえばカルボルシステイン（carbolcysteine）、ブロムヘキシン（bromhexi
ne）、エメチン（emetine）、クアニフェシン（quanifesin）、イペカックアナ（ipecacu
anha）およびサポニン類；
　うっ血除去薬、たとえばフェニレフリン（phenylephrine）、フェニルプロパノールア
ミン（phenylpropanolamine）およびプソイドエフェドリン（pseudoephedrine）；
　気管支攣縮弛緩薬、たとえばエフェドリン（ephedrine）、フェノテロール（fenoterol
）、オルシプレナリン（orciprenaline）、リミテロール（rimiterol）、スルブタモール
（salbutamol）、クロモグリク酸ナトリウム（sodium cromoglycate）、クロモグリク酸
およびそのプロドラッグ(たとえばInternational Journal of Pharmaceutics 7, 63-75 (
1980)に記載)、テルブタリン（terbutaline）、イプラトロピウム臭化物（ipratropium b
romide）、サルメテロール（salmeterol）ならびにテオフィリン（theophylline）および
テオフィリン誘導体；
　抗ヒスタミン薬、たとえばメクロジン（meclozine）、サイクリジン（cyclizine）、ク
ロルサイクリジン（chlorcyclizine）、ヒドロキシジン（hydroxyzine）、ブロムフェニ
ラミン（brompheniramine）、クロルフェニラミン（chlorpheniramine）、クレマスチン
（clemastine）、シプロヘプタジン（cyproheptadine）、デクスクロルフェニラミン（de
xchlorpheniramine）、ジフェンヒドラミン（diphenhydramine）、ジフェニルアミン（di
phenylamine）、ドキシラミン（doxylamine）、メブヒドロリン（mebhydrolin）、フェニ
ラミン（pheniramine）、トリポリジン（tripolidine）、アザタジン（azatadine）、ジ
フェニルピラリン（diphenylpyraline）、メトジラジン（methdilazine）、テルフェナジ
ン（terfenadine）、アステミゾール（astemizole）、ロラチジン（loratidine）および
セトリジン（cetirizine）；
　局所麻酔薬、たとえばブピバカイン（bupivacaine）、アメトカイン（amethocaine）、
リグノカイン（lignocaine）、リドカイン（lidocaine）、シンコカイン（cinchocaine）
、ジブカイン（dibucaine）、メピバカイン（mepivacaine）、プリロカイン（prilocaine
）、エチドカイン（etidocaine）、ベラトリジン（veratridine（特異的ｃ－線維遮断薬
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））およびプロカイン（procaine）；
　皮膚バリヤー修復改善のための角質層脂質、たとえばセラミド類、コレステロールおよ
び遊離脂肪酸[Man, et al. J. Invest. Dermatol., 106(5), 1096, (1996)]；
　神経筋遮断薬、たとえばスキサメトニウム（suxamethonium）、アルクロニウム（alcur
onium）、パンクロニウム（pancuronium）、アトラクリウム（atracurium）、ガラミン（
gallamine）、ツボクラリン（tubocurarine）およびベクロニウム（vecuronium）；
　禁煙薬、たとえばニコチン、ブプロピオン（bupropion）およびイボゲイン（ibogaine
）；
　局所適用に適切な殺昆虫薬および他の殺虫薬；
　外皮用薬、たとえばビタミンＡ、Ｃ、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ６、Ｂ１２ａおよびＥ、ビタミン
Ｅ酢酸エステルおよびビタミンＥソルビン酸エステル；
　脱感作用アレルゲン、たとえばハウス、ダストまたはダニのアレルゲン；
　栄養剤、たとえばビタミン、必須アミノ酸および脂肪；
　角質溶解薬、たとえばアルファ－ヒドロキシ酸類、グリコール酸およびサリチル酸。
【００５４】
　本発明の制御放出組成物は、高分子薬理活性物質、たとえばタンパク質、酵素、ペプチ
ド、多糖類、核酸、細胞、組織などの封入／取込みのために特に有利である。これらの高
分子薬剤のうちあるものは有機溶剤、体液中に存在するある成分、または室温よりかなり
高い温度に曝露された際に変性しやすいため、制御放出組成物中への高分子医薬の固定化
は困難な可能性がある。しかし、本発明の方法およびこの方法で調製した制御放出組成物
は生体適合性溶剤、たとえば水、ＤＭＳＯまたはエタノールを使用し、さらに加熱を必要
としないので、これらのタイプの物質が変性するリスクは低くなる。さらに、これらの高
分子医薬のサイズのため、これらの薬剤は制御放出組成物を埋め込んだ際に形成されるヒ
ドロゲル内に捕捉され、これにより他の場合にはそれらを変性させる体液の成分から保護
される。したがって、本発明の制御放出デバイスはこれらの高分子薬剤がそれらの療法効
果を発揮するのを可能にし、一方ではなお高分子薬剤を変性または他の構造分解から保護
する。
【００５５】
　本発明の薬物送達デバイスにおいて医薬／薬理活性物質として使用できる細胞の例には
、初代培養物、およびトランスフォームした細胞を含めた樹立細胞系が含まれる。これら
の例には膵島細胞、ヒト包皮線維芽細胞、チャイニーズハムスター卵巣細胞、膵島細胞腫
ベータ細胞、リンパ芽球性白血病細胞、マウス３Ｔ３線維芽細胞、ドーパミン分泌性の腹
側中脳細胞（ｖｅｎｔｒａｌ　ｍｅｓｅｎｃｅｐｈａｌｏｎ　ｃｅｌｌ）、神経芽様細胞
、副腎髄質細胞、Ｔ細胞、これらの細胞の組合わせなどが含まれるが、これらに限定され
ない。この部分リストから分かるように、皮膚、神経、血液、臓器、筋肉、腺、生殖系お
よび免疫系の細胞を含めたあらゆるタイプの細胞、ならびにあらゆる種に由来する細胞を
この方法によって効果的に封入できる。
【００５６】
　より好ましい態様において、前記の医薬は療法用タンパク質である。本発明の薬物送達
デバイスに取り込ませることができるタンパク質の例には、下記のものが含まれるが、こ
れらに限定されない：ヘモグロビン、バソプレッシン、オキシトシン、副腎皮質刺激ホル
モン、上皮増殖因子、プロラクチン、ルリベリンまたは黄体形成ホルモン放出因子、ヒト
成長因子、塩基性線維芽細胞増殖因子、肝細胞増殖因子、血管形成増殖因子、血管内皮増
殖因子、骨形態形成増殖因子、神経増殖因子など；インターロイキン、酵素、たとえばア
デノシンデアミナーゼ、スーパーオキシドジスムターゼ、キサンチンオキシダーゼなど；
酵素系；血液凝固因子；凝血阻害物質または凝血溶解物質、たとえばストレプトキナーゼ
および組織プラスミノーゲンアクチベーター；免疫化のための抗原；ホルモン；多糖類、
たとえばヘパリン；オリゴヌクレオチド；細菌、およびウイルスを含めた他の微生物性微
生物；モノクローナル抗体；ビタミン；補因子；遺伝子療法のためのレトロウイルス；こ
れらの組合わせなど。
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【００５７】
　組換えゼラチンをベースとする制御放出組成物を医薬としての療法用タンパク質と組み
合わせて使用することは、本発明のきわめて有用な態様である。原則としてあらゆる組換
えゼラチンを、使用する療法用タンパク質に適合するように遺伝子修飾することができる
；たとえば特定の電荷を組換えゼラチンに導入することにより、使用する療法用タンパク
質の制御放出組成物に対する結合を強化する。あらゆる療法用タンパク質について、適切
な環境を作り出すことができる。
【００５８】
　本明細書に記載する方法、すなわち組換えゼラチンおよび医薬を含む溶液を調製し、そ
して組換えゼラチンを（化学）架橋させて三次元網状構造体を得る工程を含む制御放出組
成物の調製方法は、少なくとも１種類／タイプの組換えゼラチンを用いて実施できるが、
少なくとも２種類／タイプの組換えゼラチン（好ましくは異なる特性をもつもの）を用い
て実施することもできる。さらに、組換えゼラチンと少なくとも１種類の水溶性ポリマー
（好ましくは生分解性、潜在的に架橋性であり、組換えゼラチンではない）の組合わせも
可能である。前記の本発明の範囲を限定することなく、これらの生分解性ポリマーは天然
もしくは合成であってもよく、または組換え法により作成されてもよい。例はデキストラ
ン、ヒアルロン酸、ポリ－乳酸、ポリ－グリコール酸、またはそれらのコポリマー、キチ
ン、キトサン、アルギネート、ポリエステルなどである。さらに他の適切なポリマーはＵ
Ｓ　２００４／０２３５１６１、２頁に開示されている。架橋剤の量も少なくとも１、ま
たは少なくとも２から２を超えるまで（たとえば３または４）変更できる。
【００５９】
　さらに、調製過程での佐剤、たとえば緩衝剤、塩類、界面活性剤、保湿剤および共溶媒
の添加も採用できる。
　使用する医薬の量および種類も変更できる；たとえば少なくとも２種類の療法用タンパ
ク質の使用または療法用タンパク質と抗生物質の併用。
【００６０】
　本発明の他の態様は、少なくとも化学架橋した組換えゼラチンおよび医薬を含む制御放
出組成物である。そのような制御放出組成物は、たとえば本明細書に記載する方法により
得ることができる。
【００６１】
　好ましい態様において、本発明は少なくとも化学架橋した組換えゼラチンおよび医薬を
含む制御放出組成物を提供し、その際、組換えゼラチンはヒトまたはヒト様のものである
。ヒトまたはヒト様の組換えゼラチンを用いることにより、動物疾患（たとえば、ウシ由
来のプリオン病）のリスクがなく、免疫原応答のリスクもない（天然コラーゲンと対照的
に）。
【００６２】
　ヒト様ゼラチンは、ヒトコラーゲン中のゼラチンのアミノ酸配列と少なくとも６０％、
より好ましくは少なくとも８０％、最も好ましくは少なくとも９０％同一であるものと定
義される。組換えによるヒトまたはヒト様ゼラチンを調製するための出発点は、たとえば
ヒトＣｏｌ１Ａ１配列である。しかし、他のヒトコラーゲン配列を最初に用いることも可
能である。組換えヒトゼラチンは、本明細書において、ヒトのアミノ酸配列、ヒトゼラチ
ンと等しいグリコシル化レベル、およびヒトゼラチンと等しいヒドロキシル化レベルをも
つゼラチンと定義される。ヒト様ゼラチンは、タンパク質のアミノ酸配列中の１以上の変
異、内因性ヒトレベルと比較して変化したレベルのグリコシル化（組換えゼラチンの免疫
原性を低下させるために、好ましくは低下している）、および／または内因性ヒトレベル
と比較して変化したレベルのリジンおよび／またはプロリン残基のヒドロキシル化をもつ
組換えゼラチンを表わす。哺乳動物様は、対応する用語であって、哺乳動物由来のゼラチ
ンに関するものである。
【００６３】
　化学架橋した組換えゼラチンは、たとえば組換えゼラチンを架橋性の基で化学修飾する
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ことにより得られる；すなわち本発明は、少なくとも化学架橋した組換えゼラチンおよび
医薬を含む制御放出組成物を提供し、その際、組換えゼラチンは架橋性の基で化学修飾さ
れている。好ましくは架橋性の基はアクリレートの群から選択され、よりさらに好ましく
は架橋性の基はメタクリレートである。さらに他の態様において、化学架橋した組換えゼ
ラチンは水に溶解性のカルボジイミド、不溶性のカルボジイミド、ホルムアルデヒド、ジ
－アルデヒドおよびジ－イソシアネートから選択される化学架橋剤を用いて得られる。
【００６４】
　本明細書に記載する制御放出組成物は、続いて医薬組成物の調製に使用できる。したが
って、さらに他の態様において本発明は制御放出組成物を含む医薬組成物を提供し、その
際、制御放出組成物は少なくとも化学架橋した組換えゼラチンおよび医薬を含む。そのよ
うな医薬組成物は、さらに佐剤または希釈剤を含むことができる。適切な医薬組成物の例
は、注射用配合物、皮下送達デポ剤、包帯、またはインプラント（ゲルまたは成形ゲル）
である。注射用配合物の例は、ＥＰ　１　８０１　１２２に記載されるように１～５００
μｍの（マトリックス）粒子を含む配合物である。
【００６５】
　本明細書に記載する制御放出組成物は、医療用品の製造にも使用でき、したがって本発
明は制御放出組成物を含む医療用品をも提供し、その際、制御放出組成物は少なくとも化
学架橋した組換えゼラチンおよび医薬を含む。適切な用品の例は、インプラント、たとえ
ばステントまたは人工血管移植片、骨インプラント、または不溶性薬物粒子、創傷包帯、
皮膚移植片である。
【００６６】
　本発明による医薬組成物は、いずれかの経路により、すなわち注射（たとえば皮下、静
脈内または筋肉内）、または外科的埋込み、経口、吸入、または外部創傷包帯もしくは経
皮により投与できる。
【００６７】
　本発明に開示するように、組換えゼラチンは制御放出に適切な網状構造体の製造にきわ
めて有用である。さらに他の態様において、本発明は制御放出組成物の調製のための組換
えゼラチンの使用を提供する。
【００６８】
　本発明はさらに、その必要がある対象を処置する方法であって、対象に有効量の制御放
出組成物、すなわち少なくとも化学架橋した組換えゼラチンおよび医薬を含む制御放出組
成物を付与することを含む方法を提供する。制御放出系の使用がより効果的となりうる処
置は、たとえば痛みの処置、癌療法、心血管疾患、心筋修復、血管形成、骨の修復および
再生、創傷の処置、神経刺激／療法、糖尿病などである。制御放出組成物は、注射（皮下
、静脈内または筋肉内）もしくは経口により、または吸入により投与できる。しかし、使
用する制御放出組成物を外科処置により埋込むこともできる。さらに他の適切な投与経路
は外部創傷包帯、またはさらには経皮によるものである。
【００６９】
　本発明はさらに、痛みの処置、癌療法、心血管疾患、心筋修復、血管形成、骨の修復お
よび再生、創傷の処置、神経刺激／療法または糖尿病に用いる医薬の調製のための、本明
細書に記載する制御放出組成物の使用を提供する。
【００７０】
　本発明を以下の限定ではない例においてさらに詳細に説明する。
【実施例】
【００７１】
　本発明においては、組換えゼラチンをタンパク質の制御放出のためのヒドロゲルの製造
に用いた。１態様においては、メタクリレート残基を組換えゼラチンに結合させて化学架
橋を可能にした。メタクリル化ゼラチンを１Ｈ－ＮＭＲにより分析して置換度（ＤＳ）を
判定し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析して純度を判定した。さらに、ゼラチン溶液をマト
リックスメタロプロテイナーゼ１および９の存在下でインキュベートすることにより、酵
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素分解性を試験した。ペルオキソ二硫酸カリウム（ＫＰＳ）およびＮ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－
テトラメチルエチレンジアミン（ＴＥＭＥＤ）を開始剤として用いるラジカル重合により
ヒドロゲルを形成した。ＥＰ　１　８０１　１２２の記載の方法により得られたゼラチン
マイクロスフェアもコラゲナーゼによる生分解を行なった。
【００７２】
　組換えゼラチンヒドロゲルからのモデル‘療法用’タンパク質リゾチームの放出を調べ
た。放出されたタンパク質の化学的安定性をＨＰＬＣにより判定し、タンパク質の機能を
酵素活性の測定により評価した。
【００７３】
　材料および方法
　組換えＨＵ４ゼラチン（ＭＷ　７２．６ｋＤａ）およびＣＢＥ（１７．２ｋＤａ）を用
いた。これらの組換えゼラチンの製造は他に記載されている（ＥＰ－Ａ－１３９８３２４
、ＥＰ－Ａ－０９２６５４３およびＥＰ－Ａ－１０１４１７６）。図１はＨＵ４ゼラチン
のアミノ酸配列を示す。反復ブロックのアミノ酸配列は、ヒトＩ型コラーゲンのａ１鎖の
部分に相当する。図２は組換えゼラチンＣＢＥのアミノ酸配列を示す。この配列はヒトＩ
型コラーゲンを基礎とし、増加した数のＲＧＤモチーフを含む。さらにまた酸処理、加水
分解したブタのゼラチン（平均ＭＷ　２６ｋＤａ，多分散度Ｄ　１．６，ＤＧＦ　Ｓｔｏ
ｅｓｓ、および加水分解、アルカリ処理したウシゼラチン（平均ＭＷ　２３ｋＤａ，多分
散度Ｄ　１．６，Ｎｉｔｔａ）を用いた。分子量および多分散度は、ＧＰＣによりＴＳＫ
ｇｅｌ　ｓｕｐｅｒＳＷ３０００および２０００カラムを、溶離剤としての１０ｍＭ　Ｎ
ａ２ＳＯ４、１％　ＳＤＳ、ｐＨ５．３と共に用いて測定された。
【００７４】
　無水メタクリル酸（ＭＡ－Ａｎｈ）はＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（ミズーリ州セント
ルイス）から購入された。ペルオキソ二硫酸カリウム（ＫＰＳ）はＭｅｒｃｋ（ドイツ、
ダルムシュタット）から入手した。２０ｍｇ／ｍｌのＫＰＳを含むストック溶液をｐＨ７
．４の等張リン酸緩衝液で調製し、エッペンドルフ試験管に分注し、－２０℃に保存した
。Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルエチレンジアミン（ＴＥＭＥＤ）はＦｌｕｋａ（ス
イス、ブーフス）から入手した。２０％（ｖ／ｖ）のＴＥＭＥＤを含むストック溶液をｐ
Ｈ７．４の等張リン酸緩衝液中に調製し、エッペンドルフ試験管に分注し、－２０℃に保
存した。鶏卵リゾチームはＦｌｕｋａ（スイス、ブーフス）から入手した。１０ｍｇ／ｍ
ｌのリゾチームを含む原液をｐＨ７．４の等張リン酸緩衝液中に調製し、０．２ｍｍのＨ
ＰＬＣフィルター（Ａｌｌｔｅｃｈ、イリノイ州ディーアフィールド）により濾過し、低
結合性エッペンドルフ試験管（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ、ドイツ、ハンブルグ）に分注し、－
２０℃に保存した。原液のタンパク質濃度を２８０ｎｍでのＵＶ吸収により測定した（ｅ
２８０リゾチーム＝３７０００Ｍ－１．ｃｍ－１）。生理的リン酸緩衝液は、０．７６ｍ
ｇ／ｍｌのＮａＨ２ＰＯ４×Ｈ２Ｏ、０．７９ｍｇ／ｍｌのＮａ２ＨＰＯ４、および０．
０６ｍｇ／ｍｌのＮａＣｌを溶解し、ＮａＯＨ溶液でｐＨを７．４に調整し、この緩衝液
を０．２ｍｍのフィルター（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　ｕｎｄ　Ｓｃｈｕｅｌｌ、ドイツ、
ダッセル）で濾過することにより調製された。４－アミノフェノール水銀アセテート（Ａ
ＰＭＡ）およびヒト線維芽細胞マトリックスメタロプロテイナーゼ１および９（ＭＭＰ１
およびＭＭＰ９）はＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（ミズーリ州セントルイス）から入手さ
れた。
【００７５】
　Ａ）（組換え）ゼラチンのメタクリル化
　組換えゼラチンＨＵ４およびＣＢＥ、酸処理したブタゼラチン（ＰＢから入手）および
アルカリ処理したウシゼラチン（Ｎｉｔｔａから入手）を下記に従ってメタクリレート残
基で誘導体化した。２．５ｇのゼラチンを２００ｍｌのリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）に溶
解した。溶液を窒素雰囲気下で５０℃に加熱し、無水メタクリル酸（ＭＡ－Ａｎｈ）を添
加した。種々の置換度を達成するために、ＭＡ－Ａｎｈ：ゼラチン比を変化させた。メタ
クリル化反応中に溶液のｐＨを定期的に制御し、必要であれば１Ｍ　ＮａＯＨ溶液の添加
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により７～７．４に維持した。５０℃で１時間激しく撹拌した後、溶液を水に対して十分
に透析した（透析チューブ：１４ｋＤａ　ＭＷＣＯ　Ｍｅｄｉｃｅｌｌ　Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌ、英国ロンドン）。凍結乾燥により乾燥生成物が得られ、これを密閉ガラス
容器内に４℃で保存した。
【００７６】
　Ｂ）置換度（ＤＳ）の測定
　置換度（ＤＳ）、すなわち組換えゼラチンの第一級アミノ基の総数に対するメタクリル
化アミノ酸の画分を１Ｈ－ＮＭＲにより測定した。３００ＭＨｚで作動するＧｅｍｉｎｉ
分光計（Ｖａｒｉａｎ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｉｎｃ．　ＮＭＲ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎ
ｔｓ、カリフォルニア州パロアルト）により測定を行なった。４０ｍｇ／ｍｌのゼラチン
を重水に溶解することにより試料を調製した。６２．５°のパルスおよび２秒間の緩和遅
れ（ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ　ｄｅｌａｙ）を用いて４０のスキャンを累積した。フェニル
アラニンの信号を積算し、それの面積をゼラチン分子の既知のフェニルアラニンプロトン
数で割ることにより、１個のプロトンの面積が得られた。２つのメタクリレート信号の総
面積を１個のプロトンの面積で割ることにより、それらのメタクリレート信号を構成する
プロトンの数が得られた。この値を２で割ったものがゼラチン鎖当たりのメタクリレート
残基の平均数に相当し、ＤＳの計算が可能になった。
【００７７】
　Ｃ）ヒドロゲルの調製
　初期ゼラチン濃度２０％（ｗ／ｗ）のヒドロゲルを調製した。０．０５％のＮａＮ３を
含有するリン酸緩衝液（ｐＨ７．４）にメタクリル化ゼラチンを溶解し、溶液を遠心分離
した（５分間、１００００ＲＰＭ）。遠心分離した時点で５９６ｍｇのゼラチン溶液をエ
ッペンドルフ試験管に充填し、７５マイクロリットルのリン酸緩衝液、ｐＨ７．４（また
は放出実験用のリゾチーム・ストック溶液）を添加し、穏やかに混合した。ＫＰＳ　２０
ｍｇ／ｍｌストック溶液（５６．５マイクロリットル）およびＴＥＭＥＤ　２０％ストッ
ク溶液（２２．５マイクロリットル）を添加し、混合してゼラチンメタクリレート残基の
架橋を誘発した。この溶液を１ｍｌの注射器（Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、ニュ
ージャージー州フランクリン・レイク）に充填した。１．５時間後、注射器を開いてヒド
ロゲルを取り出し、これを長さ６ｍｍおよび半径２．３ｍｍの円筒に切断した。
【００７８】
　Ｄ）リゾチーム放出実験および活性測定
　タンパク質を装填したヒドロゲル円筒を、３ｍｌのリン酸緩衝液（ｐＨ７．４、０．０
５％のＮａＮ３を含有）を収容したガラスバイアルに入れた。バイアルを３７℃の振とう
水浴内に保存した。種々の時点で１ｍｌのリン酸緩衝液をサンプリングし、低結合性エッ
ペンドルフ試験管に充填し、分析するまで－２０℃に保存した。取り出した容量の代わり
に新鮮なリン酸緩衝液を入れた。試料をＨＰＬＣによりＡｌｌｔｉｍａ　Ｃ１８　ＲＰ－
ＨＰＬＣカラム（Ａｌｌｔｅｃｈ、イリノイ州ディーアフィールド）で分析した。注入容
量は４０マイクロリットルであった。７０％の溶離剤Ａ（１０％のアセトニトリル、９０
％の水、０．１％のトリフルオロ酢酸）および３０％の溶離剤Ｂ（９０％のアセトニトリ
ル、１０％の水、０．１％のトリフルオロ酢酸）の出発混合物を５５％の溶離剤Ａおよび
４５％の溶離剤Ｂまで変化させる直線勾配を１５分間で実施した。１分で出発溶離剤組成
に戻した。２８０ｎｍでのＵＶ吸収により検出を行ない、タンパク質ストック溶液から調
製した標準品を用いてＨＰＬＣ信号の曲線下面積（ＡＵＣ）によりタンパク質濃度を判定
した。
【００７９】
　リゾチームを用いた放出実験からの試料を酵素活性アッセイによっても分析した。５０
マイクロリットルの試料を、リン酸緩衝液（ｐＨ６．２）中の０．２ｍｇ／ｍｌミクロコ
ッカス－ルテウス（Ｍ．ｌｕｔｅｕｓ）懸濁液１．３ｍｌを収容したキュベットに添加し
た。リゾチームによるミクロコッカス－ルテウスの溶解により懸濁液の光学濃度（ＯＤ）
が直線的に低下し、これを４５０ｎｍで分光光度計（Ｌａｍｂｄａ　２、Ｐｅｒｋｉｎ　
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液から調製した標準品を用いて、酵素活性リゾチームの濃度を経時的なＯＤ低下の傾きか
ら判定した。
【００８０】
　Ｅ）ゼラチンおよびヒドロゲルの酵素生分解
　ＭＭＰ１／ＭＭＰ９
　組換えゼラチンがマトリックスメタロプロテイナーゼ１および９（ＭＭＰ１およびＭＭ
Ｐ９）に対する基質として作用する能力を、酵素の存在下でゼラチン溶液をインキュベー
トすることにより試験した。インキュベーション前にＭＭＰ類（２．５ｍｇ／ｍｌ）を、
３７℃で、０．０５Ｍ　ＴＲＩＳ緩衝液、ｐＨ７．４［０．１５ＭのＮａＣｌ、１ｍＭの
４－アミノフェノール水銀アセテート（ＡＰＭＡ）、０．０１ＭのＣａＣｌ２および０．
００１ｍＭのＺｎＣｌ２を含有］中において５時間、活性化した。同じＴＲＩＳ緩衝液を
用いて、４ｍｇ／ｍｌのゼラチンを含有する溶液を調製した。活性化したＭＭＰ１または
ＭＭＰ９をゼラチン溶液に添加して、酵素濃度を２ｍｇ／ｍｌに、ゼラチン濃度を０．８
ｍｇ／ｍｌにした。溶液を３７℃で６日間インキュベートし、種々の時点で試料を取り出
した。５日後、新鮮なＭＭＰ溶液を添加して、最終日のインキュベーションにつき総酵素
濃度２．２ｍｇ／ｍｌおよびゼラチン濃度０．４４ｍｇ／ｍｌを得た。すべての試料を希
釈してゼラチン濃度を０．４４ｍｇ／ｍｌにし、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００カラム（ＧＥ
　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｅｕｒｏｐｅ　ＧｍＢＨ、オランダ、ルーゼンダール）を用い
るサイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）により分析するまで－２０℃に保持した。ｐ
Ｈ７．４の等張リン酸緩衝液を希釈剤として用いた。２０マイクロリットルの試料を注入
し、流速は０．４ｍｌ／分であった。２１０ｎｍにおけるＵＶ吸収により検出を行なった
。
【００８１】
　ＣＨＣ
　クロストリジウム－ヒストリチカム（ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｈｉｓｔｏｌｙｔｉｃ
ｕｍ）コラゲナーゼ（ＣＨＣ）による組換えゼラチンヒドロゲル粒子の分解。ＥＤＣによ
り架橋した約１００μｍの組換えゼラチンヒドロゲル球体の懸濁液（ＥＰ　１　８０１　
１２２に記載された方法により得た）をＣＨＣにより処理した。２４時間後、残留する組
換えゼラチン粒子の存在を目視観察した。
【００８２】
　結果
　前記に従って実施した放出実験の結果を表Ｉにまとめる。
【００８３】
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【表１】

【００８４】
　表Ｉの結果は、組換えゼラチンの使用によって放出リゾチームの活性がより高くなった
ことを明らかに示す。したがって本発明は、制御放出組成物中の医薬（たとえば療法用タ
ンパク質）の活性を増強する方法であって、組換えゼラチンを用いて制御放出組成物を調
製することを含む方法をも提供する。前記の組換えゼラチンおよびそれから調製したヒド
ロゲルの純粋かつ均一な性質により三次元網状構造が保存され、したがってモデルタンパ
ク質リゾチームの酵素活性がきわめて良好に保存されることは明らかである。さらに、メ
タクリレート残基の架橋は放出されたリゾチームに有害な影響をもたないと結論できる。
【００８５】
　表Ｉ中に証明されている本発明の他の観点は、組換えゼラチンの場合は放出されたリゾ
チームの量がより多いことである。組換えゼラチンヒドロゲルは均質であるためヒドロゲ
ル中に捕捉されるタンパク質がほとんど無く、これに対し幅広い分子量分布をもつ天然ゼ
ラチンの場合はヒドロゲル中に高密度領域が存在し、この中にこれらのタンパク質が捕捉
されると推測される。
【００８６】
　種々の置換度（ＤＳ）をもつＨＵ４のＭＭＰ－１およびＭＭＰ－９によるインビトロ生
分解性試験の結果を表ＩＩに示す。表ＩＩＩには（組換え）ゼラチン粒子のＣＨＣによる
インビトロ分解試験を示す。
【００８７】
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【表２】

【００８８】
【表３】

【００８９】
　　＋は目視できる粒子が無いことを意味し、これは分解されたことの指標となる。
　表ＩＩおよびＩＩＩ中の結果により、組換えゼラチンおよび天然ゼラチンは良好に生分
解されることが明らかに説明される；これは、制御放出組成物に使用するための前提条件
である。組換えゼラチンについては、その配列は既知の開裂部位を含まないので、これは
意外な結果であった。
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