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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　懸濁物中の予め形成されたジケトピペラジンを含む結晶性微粒子を活性薬剤によってコ
ーティングする方法であって、
　ｉ）活性薬剤を、結晶性微粒子の懸濁物と混合させて懸濁物の流体相中の活性薬剤の溶
液を得る工程、ここで、該活性薬剤はペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質であり、
該結晶性微粒子は活性薬剤を含まない；および
　ｉｉ）工程ｉ）で得られた溶液の条件を変える工程、ここで、該溶液の条件は、前記溶
液のｐＨ、前記溶液のイオン強度、または前記溶液の極性であり、該変える工程は該結晶
性微粒子の表面特性を改変する；
　を包含し、
　該溶液から溶媒を除去することなく、該結晶性微粒子の表面上に該活性薬剤を可逆的に
吸着させて該結晶性微粒子に活性薬剤のコーティングを形成し、
　該変える工程による表面特性の改変が該結晶性微粒子の表面への活性薬剤の吸着を促進
する；
　ことを特徴とする方法。
【請求項２】
　前記工程ｉｉ）の後に、前記溶媒を除去または交換する工程をさらに包含する、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
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　前記溶媒を除去または交換する工程は、活性薬剤と微粒子との間の相互作用に対して実
質的な効果を有さない、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　溶液の条件を変える工程は、ｐＨを変化させる工程を包含する、請求項１に記載の方法
。
【請求項５】
　前記微粒子の表面特性の改変は、前記溶液の極性を変える工程を包含する、請求項１に
記載の方法。
【請求項６】
　前記微粒子の表面特性の改変は、一価イオンまたは多価イオンの添加を包含する、請求
項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記微粒子の表面特性の改変は、該微粒子の化学的誘導体化を包含する、請求項１に記
載の方法。
【請求項８】
　前記表面特性は、静電特性を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記表面特性は、疎水特性を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記表面特性は、水素結合特性を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記微粒子が、有孔であり、そして該微粒子が、前記溶液のバルク流体に到達可能な内
部表面を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ジケトピペラジンは、フマリルジケトピペラジンである、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記コーティングする方法は、前記微粒子表面上に活性薬剤の単一層を産生する、請求
項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記単一層は、連続的である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記単一層中の活性薬剤は、好ましい配置を有する、請求項１３または１４に記載の方
法。
【請求項１６】
　前記活性薬剤は、インスリンまたはインスリンアナログである、請求項１に記載の方法
。
【請求項１７】
　懸濁物中の予め形成されたジケトピペラジンを含む結晶性微粒子をインスリンによって
コーティングする方法であって、
　ｉ）インスリンと該結晶性微粒子との間のエネルギー的相互作用を、懸濁物中でインス
リンと該結晶性微粒子とが一緒に混合されている間、溶媒除去とは関係なく調整し、溶液
の条件を変えることにより前記微粒子の表面特性を改変することを包含する工程；および
　ｉｉ）該インスリンを該微粒子の表面上に可逆的に吸着させる工程；
　を包含する、方法。
【請求項１８】
　懸濁物中の予め形成されたジケトピペラジンを含む結晶性微粒子をインスリンによって
コーティングする方法であって、
　ｉ）インスリンを溶媒に溶解する工程、ここで、該インスリンはインスリン、インスリ
ンアナログまたはその組み合わせを含む；
　ｉｉ）予め形成された結晶性ジケトピペラジン微粒子を得る工程、ここで、該結晶性ジ
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ケトピペラジン微粒子は活性薬剤を含まない；
　ｉｉｉ）該予め形成された結晶性ジケトピペラジン微粒子懸濁物の懸濁条件を変える工
程、ここで、該変える工程は該結晶性微粒子の表面特性を改変する；
　ｉｖ）該表面が改変された結晶性ジケトピペラジン微粒子、該インスリン及び溶媒を含
有する懸濁物を形成する工程；
　ｖ）該懸濁物から溶媒を除去することなく、該結晶性微粒子の表面に該インスリンを吸
着させて該結晶性微粒子にインスリンのコーティングを形成する工程、ここで、該変える
工程による表面特性の改変が該結晶性微粒子の表面へのインスリンの吸着を促進する；及
び
　ｖｉ）該吸着の後に、該溶媒を除去または置換する工程；
　を包含する、方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の参照）
　本願は、米国仮特許出願第６０／７１７，５２４号（２００５年９月１４日出願）、お
よび米国仮特許出願第６０／７４４，８８２号（２００６年４月１４日出願）（これらの
内容全体は、その全体が本明細書によって参考として援用される）に基づく、米国特許法
第１１９条（ｅ）の下における利益を主張する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、一般に、薬物処方の領域における発明であり、そして特に、活性薬剤を結晶
性微粒子の表面上にコーティングする方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　治療剤の送達は、主要な懸案事項である。経口投与は、投与の容易さ、患者のコンプラ
イアンス、およびコストの減少に起因して、送達の最も一般的でありかつ好ましい経路の
１つである。しかし、この経路の不利益としては、治療薬の低いかまたは変動する効力、
および治療薬の非効率的な吸収（ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ）が挙げられる。これは、特に、
送達される化合物が胃腸管において直面する条件下で不安定である場合に明白である。種
々のコーティング法および封入法が、当該分野で開発されているが、この問題への取り組
みにおいて有効であるものはわずかしかない。さらに、胃腸管の条件で活性がより低い傾
向にあり、そして有効量で血流中に吸収されるためにより高い投薬量で投与されなければ
ならない治療用化合物が、存在する。
【０００４】
　広範な薬物処方系が、最適な薬物送達の懸案事項に取り組むために開発されており、そ
してそれは、キャリアとして作用するマトリックス中への薬物の組み込みに基づく。薬物
処方において考慮される因子としては、その薬物処方系が、非毒性でありかつ送達される
薬物と非反応性であり、製造に関して経済的であり、容易に利用可能な成分から形成され
、そして最終的な組成ならびに安定性および放出速度を含む物理的特性に関して合致する
必要性が挙げられる。薬物送達系は正常な生理学的プロセスによって身体から容易に除去
される材料から形成されることがまた、好ましい。
【０００５】
　微粒子薬物処方物は、多くの投与経路において使用され得るが、それは、特に、肺送達
について十分に適している。全身効果を有する薬剤の送達に関する肺の利点としては、大
量の表面積および粘膜表面による取り込みの容易さが挙げられる。特許文献１（本明細書
中に参考として援用される）は、ジケトピペラジン微粒子およびポリマーベースの微粒子
の形成に基づく、薬物肺送達系を記載する。
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【特許文献１】米国特許第６，０７１，４９７号明細書
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　（発明の要旨）
　本方法は、結晶性微粒子表面上に活性薬剤のコーティングを形成することを提供する。
一般に、微粒子は、その微粒子の表面特性を改変することによって活性薬剤によってコー
ティングされることにより、その活性薬剤が、溶液中に保持されるものよりも高いその微
粒子表面に対する親和性を有する。
【０００７】
　本発明は、静電的に駆動される会合、疎水的に駆動される会合、または水素結合によっ
て駆動される会合を使用して、結晶性粒子（例えば、フマリルジケトピペラジン（ＦＤＫ
Ｐ）微粒子）を活性薬剤（例えば、タンパク質）によってコーティングするための改善さ
れた方法を提供する。本発明において、液体は、必要に応じて、（活性薬剤でコーティン
グされた微粒子の回収のために）濾過または乾燥によって除去され得るか、または異なる
溶液媒体に交換することによって置換され得る。任意の場合において、液体媒体の除去は
、活性薬剤－微粒子複合体の形成において必須の工程ではない。本発明は、上記結晶性微
粒子の表面特性を変化させる活性薬剤の上記微粒子への吸着を達成することに基づく、微
粒子のコーティングのための方法を開示する。
【０００８】
　本発明の特定の実施形態において、懸濁物中の予め形成された結晶性微粒子を活性薬剤
によってコーティングする方法が、提供され、その方法は、ｉ）上記活性薬剤と上記結晶
性微粒子との間のエネルギー的相互作用を、溶媒除去とは関係なく調整する工程；および
ｉｉ）上記活性薬剤を上記微粒子の表面上に吸着させる工程を包含する。いくつかの実施
形態において、上記懸濁物中の予め形成された結晶性微粒子を活性薬剤によってコーティ
ングする方法は、活性薬剤と微粒子との間の相互作用に対して実質的な効果を伴わずに上
記溶媒を除去または交換する工程をさらに包含し得る。
【０００９】
　本発明の他の特定の実施形態において、上記微粒子を活性薬剤によってコーティングす
る方法は、上記微粒子の表面特性を改変することによって達成される。上記微粒子の表面
特性の改変は、溶液の条件を変えることによって達成される。これらの条件は、非限定的
な様式で、ｐＨを変化させることを含む。本発明の他の実施形態において、上記微粒子の
表面特性は、１）上記溶液の極性を変えること；２）一価イオンまたは多価イオンの添加
；および３）上記微粒子の化学的誘導体化によって改変される。
【００１０】
　なお別の実施形態において、本発明は、上記活性薬剤を上記微粒子の懸濁物の流体相に
溶解し、次いでそのｐＨを変化させる工程をさらに包含する。流体相に上記活性薬剤を溶
解するこのような工程は、固体の溶解を指す。さらに、上記活性薬剤を溶解するこのよう
な工程は、固体を添加することに加えて、上記活性薬剤のより濃縮された溶液の添加を指
す。
【００１１】
　さらになお別の実施形態において、上記微粒子懸濁物のｐＨ条件は、活性薬剤と微粒子
との間の活性薬剤の添加の前または後に、相互作用を支援するために変えられる。
【００１２】
　他の実施形態において、上記活性薬剤は、上記微粒子表面との１つよりも多い型のエネ
ルギー的に好ましい相互作用を有する。本発明の別の特定の実施形態において、上記活性
薬剤は、インスリンまたはそのアナログである。
【００１３】
　本発明の別の特定の実施形態において、上記活性薬剤と微粒子との間の好ましい相互作
用をもたらす表面特性は、静電特性、疎水特性、および水素結合特性からなる群より選択
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される。
【００１４】
　本発明の別の実施形態において、上記微粒子は、有孔であり、そして上記溶液のバルク
流体（ｂｕｌｋ　ｆｌｕｉｄ）に到達可能（ａｃｃｅｓｓｉｂｌｅ）な内部表面を有する
。１つの実施形態において、上記微粒子は、ジケトピペラジン（例えば、フマリルジケト
ピペラジン）を含むが、これに限定されない。
【００１５】
　本発明の実施形態において、上記コーティングする方法は、上記微粒子表面上に活性薬
剤の単一層を産生する。本発明の他の実施形態において、上記単一層は、連続的である。
本発明の他の実施形態において、単一層中の活性薬剤は、好ましい配置（ｏｒｉｅｎｔａ
ｔｉｏｎ）を有し得る。
【００１６】
　なお別の実施形態において、懸濁物中の予め形成された結晶性微粒子をインスリンによ
ってコーティングする方法が、提供され、その方法は、上記活性薬剤と上記結晶性微粒子
との間のエネルギー的相互作用を、溶媒除去とは関係なく調整する工程；および上記イン
スリンを上記微粒子の表面上に吸着させる工程を包含する。
【００１７】
　溶媒とは、本明細書中で使用される場合、上記活性薬剤および微粒子が「浸される（ｂ
ａｔｈｅｄ）」流体媒体をいう。それは、全ての成分が溶けた状態であることを必要とす
ると解釈されるべきではない。実際に、多くの場合において、それは、上記微粒子が懸濁
される液体媒体をいうために使用され得る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　（発明の詳細な説明）
　添付の図面は、本明細書の一部を形成し、そして本明細書中に開示される実施例の特定
の局面をさらに示すために含まれる。本発明は、本明細書中で提供される特定の実施形態
の詳細な説明と組み合せてこれらの図面の１つ以上を参照することによって、より十分に
理解され得る。
【００１９】
　（送達される薬剤）
　上記結晶性微粒子上にコーティングされる物質は、本明細書中で活性薬剤と称される。
活性薬剤のクラスの例としては、治療的、予防的、および／または診断的な有用性を有す
る薬学的組成物、合成化合物、および有機高分子が挙げられる。
【００２０】
　一般に、任意の形態の活性薬剤は、結晶性微粒子の表面上にコーティングされ得る。こ
れらの物質は、有機高分子（核酸が挙げられる）、合成有機化合物、ポリペプチド、ペプ
チド、タンパク質、多糖類および他の糖、ならびに脂質であり得る。ペプチド、タンパク
質、およびポリペプチドは全て、ペプチド結合によって連結されたアミノ酸の鎖である。
ペプチドは、一般に、３０個未満のアミノ酸残基であると見なされるが、３０個より多く
のアミノ酸残基を含んでもよい。タンパク質は、３０個より多くのアミノ酸残基を含み得
るポリマーである。当該分野において公知であり、そして本明細書中で使用されるような
、用語「ポリペプチド」とは、ペプチド、タンパク質、または複数のペプチド結合を有す
る任意の長さであるが、一般に、少なくとも１０アミノ酸を含む、アミノ酸の任意の他の
鎖をいい得る。上記コーティング処方物において使用される活性薬剤は、種々の生物学的
に活性なクラス（例えば、血管作動性薬剤、神経刺激性薬剤、ホルモン、抗凝固剤、免疫
調節剤、細胞傷害性薬剤、抗生物質、抗ウイルス剤、抗原、および抗体）に納まり得る。
より具体的には、活性薬剤としては、以下が挙げられ得るが、これらに限定されない：イ
ンスリンおよびそのアナログ、成長ホルモン、副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ）、グレリン、
顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、グルカゴン様ペプチド１（Ｇ
ＬＰ－１）、テキサスレッド（Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ）、アルキン類、シクロスポリン、ク
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ロピオグレル（ｃｌｏｐｉｏｇｒｅｌ）およびＰＰＡＣＫ（Ｄ－フェニルアラニル－Ｌ－
プロリル－Ｌ－アルギニンクロロメチルケトン）、抗体およびそのフラグメント（ヒト化
抗体またはキメラ抗体；単独かまたは他のポリペプチドに融合されたＦ（ａｂ）、Ｆ（ａ
ｂ）２、または単鎖抗体；癌抗原、サイトカイン、感染因子、炎症メディエーター、ホル
モン、および細胞表面抗原に対する治療用モノクローナル抗体または診断用モノクローナ
ル抗体が挙げられるが、これらに限定されない）。腫瘍抗原に対する抗体の非限定的な例
としては、抗ＳＳＸ－２４１－４９（滑膜肉腫、Ｘブレイクポイント２）、抗ＮＹ－ＥＳ
Ｏ－１（食道腫瘍関連抗原）、抗ＰＲＡＭＥ（黒色腫の優先的に発現される抗原）、抗Ｐ
ＳＭＡ（前立腺特異的膜抗原）、抗Ｍｅｌａｎ－Ａ（黒色腫腫瘍関連抗原）、抗チロシナ
ーゼ（黒色腫腫瘍関連抗原）、および抗ＭＯＰＣ－２１（骨髄腫プラスマ細胞タンパク質
）が挙げられる。
【００２１】
　（送達系－結晶性微粒子）
　本質的に、用語「微粒子」とは、正確な外部構造または内部構造に関係なく、約０．５
～１０００μｍの直径を有する粒子をいう。微粒子の広範な分類内において、「マイクロ
スフェア」とは、均一な球形状を有する微粒子をいう。結晶性微粒子とは、本明細書中で
使用される場合、結晶の内部構造を有するが、必ずしも結晶の外部形態を有さず、そして
空間格子における原子の規則的な配列を有する微粒子をいう。イオン化可能な結晶表面と
は、電荷を保有するためのさらなる能力を有する結晶性微粒子をいう。
【００２２】
　好ましくは、上記結晶性微粒子を含む化学物質は、上記活性薬剤と可逆的に反応し、送
達され、非毒性であり、そして少なくともげっ歯類およびヒトによって代謝されない。さ
らに、好ましい微粒子の結晶構造は、活性薬剤によるコーティングのプロセスにおいて実
質的に破壊されない。上記結晶性微粒子の組成は、どのような型の化学的相互作用が活性
薬剤の上記微粒子表面への吸着を駆動するために操作され得るかを、決定する。
【００２３】
　多くの物質が、結晶性微粒子を形成するために使用され得る。外表面を有するものとし
て微粒子は、その外表面の特性が、コーティングプロセスにおいて操作され得る。結晶性
微粒子が形成され得る代表的な物質としては、芳香族アミノ酸、規定されたｐＨ範囲にお
いて限定された溶解性を有する塩（例えば、ジケトピペラジンおよびモルホリンサルフェ
ート）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００２４】
　米国特許第５，３５２，４６１号および同第５，５０３，８５２号（その全体が本明細
書中に参考として援用される）は、低いｐＨにおいて安定であり、そして血液または小腸
のｐＨにおいて溶解するジケトピペラジン誘導体（例えば、３，６－ビス［Ｎ－フマリル
－Ｎ－（ｎ－ブチル）アミノ］（フマリルジケトピペラジンまたはＦＤＫＰともいわれる
；（Ｅ）－３，６－ビス［４－（Ｎ－カルボキシ－２－プロペニル）アミドブチル］－２
，５－ジケトピペラジンとも称される））からのジケトピペラジン（ＤＫＰ）微粒子の形
成に基づく薬物送達系を記載する。上記の特許において考察されるように、送達される薬
物は、薬物（負荷量）の存在下でＤＫＰ微粒子を形成することによってジケトピペラジン
粒子と結合されるか、またはジケトピペラジン粒子に関して負荷される。ジケトピペラジ
ン構造エレメントまたはその置換誘導体（ジケトモルホリンおよびジケトジオキサンが挙
げられるが、これらに限定されない）のうちの１つに基づく系は、所望のサイズ分布範囲
およびｐＨ範囲および良好な負荷量許容性を有する微粒子を形成する。広範な安定であり
再現可能な特徴は、置換基の適切な操作によってもたらされ得る。
【００２５】
　本発明において企図され得る他のジケトピペラジンとしては、３，６－ジ（４－アミノ
ブチル）－２，５－ジケトピペラジン；３，６－ジ（スクシニル－４－アミノブチル）－
２，５－ジケトピペラジン（スクシニルジケトピペラジンまたはＳＤＫＰ）；３，６－ジ
（マレイル－４－アミノブチル）－２，５－ジケトピペラジン；３，６－ジ（シトラコニ
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ル（ｃｉｔｒａｃｏｎｙｌ）－４－アミノブチル）－２－５－ジケトピペラジン；３，６
－ジ（グルタリル－４－アミノブチル）－２，５－ジケトピペラジン；３，６－ジ（マロ
ニル－４－アミノブチル）－２，５－ジケトピペラジン；３，６－ジ（オキサリル－４－
アミノブチル）－２，５－ジケトピペラジンおよびそれらからの誘導体が挙げられ得る。
ジケトピペラジン塩はまた、本発明において利用され得、そして、例えば、薬学的に受容
可能な塩（例えば、Ｎａ、Ｋ、Ｌｉ、Ｍｇ、Ｃａ、アンモニウム、またはモノアルキルア
ンモニウム、ジアルキルアンモニウムまたはトリアルキルアンモニウム（トリエチルアミ
ン、ブチルアミン、ジエタノールアミン、トリエタノールアミン、またはピリジンなどか
ら誘導されるようなもの））を含み得る。上記塩は、単一塩（ｍｏｎｏ－ｓａｌｔ）、二
塩（ｄｉ－ｓａｌｔ）、または混合型の塩であり得る。より高次の塩もまた、Ｒ基が１つ
より多い酸基（ａｃｉｄ　ｇｒｏｕｐ）を含むジケトピペラジンに関して企図される。本
発明の他の局面において、上記薬剤の塩基性形態は、薬物がジケトピペラジンの対カチオ
ンであるような上記ジケトピペラジンの薬物塩を形成するために、上記ジケトピペラジン
と混合され得る。
【００２６】
　米国特許第６，４４４，２２６号、および同第６，６５２，８８５号（各々は、その全
体が本明細書中に参考として援用される）は、活性薬剤の溶液が添加される水性懸濁物中
のＤＫＰの微粒子を調製および提供すること、ならびにその後の、活性薬剤のコーティン
グを有する微粒子を産生するためにその懸濁物を凍結乾燥する重要な工程を記載する。こ
の処方についての基礎は、活性薬剤による微粒子のコーティングが凍結乾燥による液体媒
体の除去によって駆動されることである（米国特許第６，４４０，４６３号（これは、そ
の全体が本明細書によって参考として援用される）も参照のこと）。先行技術における教
示とは対照的に、本発明は、溶媒除去の前に活性薬剤と上記微粒子との会合を調整するた
めの手段を提供する。したがって、体積物理的（ｂｕｌｋ　ｐｈｙｓｉｃａｌ）方法（例
えば、濾過または沈降）または蒸発による方法（例えば、凍結乾燥または噴霧乾燥）によ
る液体媒体の除去は、かなりの負荷をもたらし得る。
【００２７】
　（結晶性微粒子の制御されたコーティング）
　制御されたコーティングとは、結晶性微粒子の表面上に活性薬剤を吸着させる指向性の
プロセスをいう。そのコーティングプロセスは、溶液の条件（例えば、ｐＨ、温度、極性
、イオン強度、および共溶媒）を変化させること、一価イオンまたは多価イオンへの複合
体形成、あるいは化学的誘導体化のいずれかによって、流体懸濁物中の結晶性微粒子の表
面特性を変化させる工程を包含する。活性薬剤の添加の前または後のいずれかにおいて上
記微粒子の表面特性を変えることは、活性薬剤とのその微粒子の化学的相互作用に影響を
及ぼし、それによって活性薬剤のその結晶性微粒子への吸着を生じる。上記微粒子と活性
薬剤との間の化学的相互作用は、吸着を駆動し、そしてその微粒子の表面上にその活性薬
剤の単一層をもたらす。一旦活性薬剤の分子が吸着されると、上記微粒子表面の部分は、
特定の表面の点におけるさらなる活性薬剤のさらなる相互作用および吸着に曝されない。
得られた単一層は、連続的（到達可能な表面にわたって、吸着された活性薬剤分子の間に
隙間がない）または非連続的（吸着された活性薬剤分子の間に露出した微粒子表面の隙間
がある）にいずれかであり得る。
【００２８】
　（活性薬剤の微粒子上への吸着）
　上で考察されるように、上記活性薬剤の上記微粒子への吸着は、その活性薬剤のその微
粒子への単一層形成（コーティング）を生じる。しかし、例えば、結晶性微粒子への活性
薬剤（例えば、インスリン）の吸着における役割にて、１つより多い機構が、存在する。
【００２９】
　上記微粒子をコーティングする活性薬剤（例えば、インスリン）の単一層は、上記微粒
子上へのインスリンの負荷プロセス１つの段階であるが、単量体の層および多量体の層の
両方がその系のエネルギー論に基づいて形成され得るので、必ずしもその負荷プロセスの
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最終的な結果ではない。
【００３０】
　許容された溶解性の条件（例えば、低いインスリン濃度および／または低いｐＨ（実質
的にｐＨ５．０未満））下において、インスリンと上記ＦＤＫＰ粒子表面との間の引力は
、インスリンの自己引力（ｓｅｌｆ－ａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ　ｆｏｒｃｅ）よりもずっ
と大きい。したがって、インスリンの上記微粒子上へのコーティングは、単一層の様式で
生じ、そして飽和は、微粒子表面上への凝集または多層形成を伴わずに観察される（実施
例６を参照のこと）。溶解性が高いインスリン濃度に起因して飽和に達し、そして／また
はｐＨが５．０に接近する（野生型インスリンについての最小の溶解性）ので、インスリ
ンの自己会合は、よりエネルギー的に好ましくなる。したがって、コーティングは、飽和
した単一層の時点を過ぎて進行し得、そしてインスリンのさらなる層が、その粒子に付加
され得る。以下の自己会合の２つの形態が、認識され得る：多量体化および凝集。多量体
化は、特定の分子間相互作用および固定された化学量論によって特徴付けられる。凝集は
、不特定の分子間相互作用および規定されていない化学量論によって特徴付けられる。一
般的にいえば、多量体の活性薬剤は、多量体の状態で吸着され得るか、または単量体もし
くはより低次の多量体へと解離され得、かつその状態で表面に吸着され得る。本発明者ら
の現在の理解に従って、本開示の実施例において使用される一般的な条件下（例えば、酢
酸におけるインスリンの解離）において、インスリンのさらなる層の堆積が、非六量体イ
ンスリンの凝集として進行する。
【００３１】
　（微粒子をコーティングするための方法）
　結晶性微粒子（例えば、予め形成された結晶性微粒子）を活性薬剤によってコーティン
グするための手順は、以下の通りに一般的に記載される：沈殿、または別の方法によって
予め形成された結晶性微粒子は、液体媒体（例えば、水）に懸濁され；そしてその媒体は
、活性薬剤の添加の前または後のいずれかにおいて粒子の表面を変えるために調整される
。この時点において、上記活性薬剤は、上記微粒子表面に吸着され、そして時間間隔（例
えば、１分間未満、１分間、２分間、３分間、４分間、５分間、６分間、７分間、８分間
、９分間、または１０分間；好ましくは、１分間未満～少なくとも５分間）の後、その負
荷プロセスは完了する。上記液体媒体は、濾過、遠心分離、凍結乾燥または噴霧乾燥を含
む任意の手段によって除去されても、媒体の交換によって置換されてもよい。吸着は、以
下の２つの実験的アプローチのいずれかによって確認され得る：１）濾液または上清中に
活性薬剤が著しい量で存在しないことを示す工程、および／あるいは２）固相中の活性薬
剤の存在を示す一方で、活性薬剤が、上記微粒子の非存在下で同一の手順を採る場合に沈
殿しないことを示す工程。
【００３２】
　（微粒子表面特性の操作）
　本明細著中の他の場所で考察されるように、上記微粒子の表面特性は、種々の手段によ
って操作され得る。操作され得る微粒子表面特性としては、静電特性、疎水特性、および
水素結合特性が挙げられるが、これらに限定されない。種々の実施形態において、これら
の操作は、上記活性薬剤の非存在下または存在下において実行されるか、あるいは上記微
粒子および上記活性薬剤を一緒に混合する前または後に実行される。上記操作が、上記活
性薬剤の存在下で、例えば、溶液の条件を変えることによって行われる場合、上記活性薬
剤が上記微粒子の表面に対するその親和性を改変する能力に対する効果が、存在し得る。
したがって、本発明のいくつかの実施形態において、上記微粒子のコーティングは、表面
特性の操作および上記活性薬剤の特性の改変を包含し得る。後者に関する方法は、本願と
同じ年月日に出願された同時係属中である発明の名称「ＭＥＴＨＯＤ　ＯＦ　ＤＲＵＧ　
ＦＯＲＭＵＬＡＴＩＯＮ　ＢＡＳＥＤ　ＯＮ　ＩＮＣＲＥＡＳＩＮＧ　ＴＨＥ　ＡＦＦＩ
ＮＩＴＹ　ＯＦ　ＡＣＴＩＶＥ　ＡＧＥＮＴＳ　ＦＯＲ　ＣＲＹＳＴＡＬＬＩＮＥ　ＭＩ
ＣＲＯＰＡＲＴＩＣＬＥ　ＳＵＲＦＡＣＥＳ」の米国特許出願第＿／＿（代理人整理番号
５１３００－０００３５）（その全体は本明細書中に参考として援用される）に開示され
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る。
【００３３】
　静電相互作用は、電荷が互いにより接近するにつれてより強力になる、反対の電荷間の
引力、または同じような電荷間の反発力である。静電相互作用は、イオン性溶液中の荷電
された物質（ｃｈａｒｇｅｄ　ｂｏｄｙ）の間の相互作用を理解することにおいて、重要
な成分を構成する。例えば、溶媒中に分散したコロイド粒子の安定性は、反発性の静電相
互作用と誘引性のファンデルワールス相互作用との間の競合を考慮することによって説明
され得る。また、上記微粒子表面の化学的官能性（例えば、ＣＯＯＨ、ＮＨなどであるが
、これらに限定されない）は、イオン化された活性薬剤に対する対イオンとして利用され
得ることにより、上記活性薬剤／粒子複合材は塩を含む。静電相互作用はまた、粒子間の
相互作用および付着を考慮する場合に重要な相互作用である。
【００３４】
　周囲の溶液系のｐＨを変えることは、懸濁物中のイオン化可能な結晶性微粒子の静電特
性を変化させ得る。実施例３において示される通り、溶液のｐＨを変化させることは、活
性薬剤が上記微粒子表面に吸着するように微粒子のイオン化を変化させる。具体的には、
実施例４は、ＦＤＫＰ（３，６－ビス［Ｎ－フマリル－Ｎ－（ｎ－ブチル）アミノ］２，
５－ジケトピペラジン）から構成される微粒子がイオン化可能であることを示す。上記微
粒子は、ｐＨ３．５未満で水に不溶性であるが、溶解性は、おそらく上記カルボキシル基
のイオン化に起因してｐＨ３．５とｐＨ５．０との間において迅速に増大する。上記ＦＤ
ＫＰ微粒子は、より高いｐＨにおける完全な溶解の前にｐＨ５において部分的にイオン化
され、このことは、超音波分光学によって間接的に観察され得る。実施例５は、タンパク
質の上記ＦＤＫＰ微粒子表面上への制御されたコーティングを示す。１つの実施形態にお
いて、ジケトピペラジン微粒子は、酸性溶液に懸濁され、活性薬剤は、その懸濁物に添加
され、そしてその溶液のｐＨは、その活性薬剤および微粒子が一緒に混合された後に上げ
られる。そのｐＨの増大は、上記活性薬剤がその微粒子に対して溶媒に対するよりも高い
親和性を有する環境をもたらすために、上記微粒子の表面特性を変える。
【００３５】
　あるいは、上記微粒子懸濁物のｐＨは、上記溶液に活性薬剤を添加する直前に上げられ
得る。上記微粒子の表面電荷特性は、活性薬剤が溶解状態のままであるよりも高い親和性
をその微粒子に対して有するようにｐＨの変化によって変えられ、そして添加の際にその
微粒子表面に吸着される。
【００３６】
　実施例６および７は、ｐＨ条件の操作によるインスリンのＦＤＫＰ粒子上への負荷を示
す。最終的に、タンパク質の吸着による微粒子の飽和および単一層の形成が、実施例６に
記載される。
【００３７】
　（微粒子の表面を操作する他の方法）
　静電特性に加えて、微粒子表面の他の特性が、活性薬剤の吸着を制御するために探索さ
れ得る。イミダゾール、ピリジン、Ｓｃｈｉｆｆ塩基、ケトン、カルボン酸バイオイソス
ター（ｂｉｏｉｓｏｓｔｅｒｅ）、アミド、または複数の構造において存在し得る他の官
能基を有する化合物を含む微粒子は、表面特性を改変するために操作され得た。
【００３８】
　疎水的相互作用は、非極性基の水における不溶解性に起因する、水溶液中での非極性基
の互いとの会合である。疎水的相互作用は、多くの分子プロセス（構造安定化（単一分子
、２分子または３分子からなる複合体、またはより大きい集合体の構造安定化）および動
力学が挙げられるが、これらに限定されない）に影響を及ぼし得、そしてタンパク質－タ
ンパク質結合プロセスおよびタンパク質－リガンド結合プロセスに対して重要に寄与し得
る。これらの相互作用はまた、タンパク質の折り畳みの初期の事象において役割を果たし
、そして複合体集合および自己集合現象（例えば、膜の形成）に関与することが公知であ
る。
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【００３９】
　疎水的相互作用は、ヒスチジンから構成される結晶性微粒子のプロトン化を変化させる
ことによって操作され得る。上記ヒスチジンをプロトン化することは、上記結晶性微粒子
の求核性を減少させ、そして正の電荷を与える。
【００４０】
　水素結合相互作用は、特に、分子間における強力な双極子－双極子の力；極性結合（例
えば、Ｈ－Ｆ、Ｈ－ＯまたはＨ－Ｎ）中の水素原子は、電子の共有されていない対を有す
る（代表的に、別の分子上のＦ原子、Ｏ原子、またはＮ原子）、隣接する電気的陰性の分
子またはイオンによる引力を受け得る。水素結合は、水の固有の特性を担い、そして生物
学的分子の組織化（特に、タンパク質およびＤＮＡの構造に影響すること）において非常
に重要である。
【００４１】
　本発明において、上記微粒子表面の水素結合特性は、化学的誘導体化によって制御され
得る。水素結合のドナー／アクセプターは、上記微粒子表面を変えるために化学的に添加
され得る。例えば、Ｎ－Ｈ結合中の水素は、Ｃ＝Ｏ結合中の酸素への水素結合を受け得る
。Ｎ－ＨがＮ－ＣＨ３によって置換される場合、この特定の水素結合相互作用は、除去さ
れる。同様に、Ｃ＝Ｃ基によるＣ＝Ｏ基の置換もまた、この特定の結合相互作用を除去す
る。
【００４２】
　イオン化可能な芳香族基を含む表面を有する微粒子は、イオン化された場合に極性であ
るが、それらのイオン化されていない状態において疎水性である。プロトン化された表面
によって開始すること、および粒子表面のイオン化を減少させるように溶液の条件を操作
することは、疎水性または芳香族の活性薬剤に、上記微粒子表面をコーティングさせる。
【００４３】
　ケトン表面基を有する微粒子は、溶液の極性を変化させることによって操作され得た。
溶媒の極性を減少させることによって（水溶液に低い極性の有機溶媒を添加することによ
って）、エノール形態は、上記粒子表面に優勢な化学種として作製される。このエノール
形態が、水素結合のドナーであるのに対して、ケト形態は、水素結合のアクセプターであ
る。窒素含有薬物の上記微粒子表面上への吸着は、この様式で促される。
【００４４】
　ｐＨ誘導性または温度誘導性の異性化を受ける表面基を有する微粒子がまた、薬物分子
を吸着するために、溶液の条件を操作することによって誘導され得る。これらの表面の場
合において、異性化に起因する直鎖状の表面基におけるねじれの導入は、微粒子表面にお
けるその基の移動性（流動性）を増大させる。これは、その表面に活性薬剤との接触を、
整った表面と可能でであるよりも多く形成させる。上記活性薬剤とのさらなる相互作用が
、それぞれ好ましい場合、正味の相互作用エネルギーは、好ましくなり、そして薬物は、
上記微粒子表面に吸着する。
【００４５】
　（流体媒体除去の技術）
　上記結晶性表面の活性薬剤による制御されたコーティングの後における溶媒の除去は、
沈殿、濾過、または乾燥を含むが、これらに限定されない方法によって達成され得る。乾
燥技術としては、凍結乾燥および噴霧乾燥が挙げられるが、これらに限定されない。これ
らの技術は、当業者に公知である。本発明の１つの実施形態において、溶媒は、噴霧乾燥
によって除去される。ジケトピペラジン微粒子を噴霧乾燥する方法は、例えば、米国仮特
許出願第６０／７７６，６０５号（２００６年２月２２日出願）（これがジケトピペラジ
ン微粒子の噴霧乾燥に関して含む全てのものについて、本明細書中に参考として援用され
る）に開示される。
【００４６】
　（表面特性改変の分析）
　本発明は、流体懸濁物中の結晶性微粒子の表面特性の変化を分析するために、超音波分
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光学の技術を使用し、その変化は、活性薬剤の上記結晶性微粒子への吸着を促進または増
強する。本明細書中の他の場所で開示されるように、このような変化は、活性薬剤の添加
の前または後のいずれかにおいて上記微粒子の表面特性を変えるために、溶液の条件（例
えば、ｐＨ、温度、極性、イオン強度、および共溶媒）を変化させること、一価イオンま
たは多価イオンへの複合体形成、あるいは化学的誘導体化を包含する。
【００４７】
　超音波分光学は、当業者に公知である分析ツールである。要約すると、超音波分光学は
、音波を使用する。特に、それは、サンプル／材料における分子間力を精査する高周波数
の音波を使用する。超音波における振動の圧縮（および減圧）は、分子間の引力または反
発力によって応答するサンプル中の分子配置の振動を引き起こす。
【００４８】
　サンプルを通して進行すると、超音波は、そのエネルギーを失い（振幅の減少）、そし
てその超音波は、その速度を変える。この振幅の減少および速度の変化は、サンプルの特
徴として分析される。したがって、超音波の伝搬は、超音波速度および超音波減衰によっ
て決定される。
【００４９】
　超音波速度は、媒体の弾性および密度によって決定される。固体は、最も強い分子間相
互作用を有し（液体および気体がその次に強い分子間相互作用を有する）、したがって液
体および気体と比較してより剛性である。超音波減衰は、超音波がサンプルを通して進行
する場合に超音波が失うエネルギーの尺度である。それは、サンプルの超音波透過を特徴
付け、そしてその波の振幅の減少として見られ得る。
【００５０】
　均一系における超音波減衰の多周波測定は、高速化学反応（例えば、プロトン交換、構
造転移（例えば、異性化）、自己会合（例えば、二量体化）、凝集、リガンドの高分子へ
の結合などであるが、これらに限定されない）の分析を可能にする。
【００５１】
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を示すために含まれる。以下の実施例にお
いて開示される技術が、本発明の実施において十分に機能するように本発明者によって見
出された技術を再び示し、したがってその実施の好ましい様式を構成するために考慮され
得ることは、当業者によって認識されるべきである。しかし、当業者は、本開示に鑑みて
、多くの変更が、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、開示される特定の実施
形態において行われ得、そして依然として同様かまたは類似する結果を得ることを認識す
る。
【実施例】
【００５２】
　（実施例１）
　（活性薬剤によって微粒子を負荷するための一般的手順）
　下の表１は、ｐＨに制御された吸着を利用したイオン化可能な結晶性微粒子（ＦＤＫＰ
微粒子）の静電的に駆動されるコーティングの例である。これらの実験において、ＦＤＫ
Ｐ微粒子懸濁物を、ｐＨ２．０およびｐＨ４．５にて調製した。次いで、タンパク質（成
長ホルモン）を、各々に添加して、５ｍｇ／ｍＬ　ＦＤＫＰ粒子および２００μｇ／ｍＬ
タンパク質の最終濃度を得た。混合した後、バルク液体（ｂｕｌｋ　ｌｉｑｕｉｄ）を、
濾過によって懸濁物から除去した。次いで、そのフィルター上に捕捉された物質を、溶解
および回収した。全ての分画中のタンパク質濃度を、ＨＰＬＣによって定量した。
【００５３】
　低いｐＨ（２．０）において、上記タンパク質は、上記粒子に吸着されず、そして全て
のタンパク質を、最初の濾液中に見出した。ｐＨを４．５まで増大させることによって、
上記粒子の表面特性を、上記タンパク質に対する高い親和性を有するように変化させた。
これらの条件下において、上記タンパク質は、上記微粒子に結合し、そしてそのタンパク
質は、濾液中に見られなかった。上記微粒子と会合したタンパク質の量を決定するために
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、そのタンパク質を、その微粒子を溶解したときに回収した。粒子を含まないコントロー
ルは、上記タンパク質がそれ自体で、使用した条件下でフィルター上に残らなかった（す
なわち、上記タンパク質は、フィルター孔よりも大きい粒子へと自己会合または凝集しな
かった）ことを示す。
【００５４】
　（表１．ＦＤＫＰ微粒子による吸着実験におけるタンパク質濃度）
【００５５】
【表１】

　（実施例２）
　（ｐＨを操作することによるＦＤＫＰ微粒子のイオン化の制御）
　ＦＤＫＰは、各末端にカルボン酸官能基を有する棒形状の分子であり、ＦＤＫＰは、そ
のカルボン酸が、プロトン化され、そして電荷を保有しない場合、ｐＨ３．５未満で水に
本質的に不溶性である。ＦＤＫＰの溶解性は、上記カルボキシル基のイオン化に対応して
、ｐＨ３．５より上で迅速に増大する。ＦＤＫＰ結晶（２つの大きな平面および狭い辺を
有するプレートとして形成する）のモデリングは、棒様のＦＤＫＰ分子がそのプレートの
辺に対して垂直に整列することにより、その分子のカルボン酸末端がそのプレートの大き
い面上に配列されることを示す。理論的基礎において、ＦＤＫＰ結晶の表面は、約ｐＨ５
．０で部分的にイオン化されるべきであり、その溶解性は、微粒子の１０ｍｇ／ｍＬ懸濁
物が溶解するｐＨの直下において約１ｍｇ／ｍＬである。
【００５６】
　ＦＤＫＰ結晶表面のイオン化は、超音波分光学によって間接的に観察されている。図１
において、ＦＤＫＰ微粒子および緩衝液の超音波滴定曲線を、示す。この実験において、
２００ｍＭ　ＨＣｌを含む溶液を、少量のアリコートで、２０ｍＭ酢酸アンモニウム緩衝
液中のＦＤＫＰ微粒子の撹拌した１０ｍｇ／ｍＬ懸濁物に添加した。最初のｐＨは、４．
８であった。ＨＣｌの各添加の後、その系を、平衡状態にし、そして超音波データを、収
集した。
【００５７】
　漸増性の酸濃度（ｐＨを減少させる）によって観察された超音波速度の減少は、上記系
中のカルボン酸基のプロトン化を反映する。その基は、プロトン化され、そして非荷電に
なったので、それらの周りの水の構造は、弛緩し、そして超音波は、よりゆっくりと伝達
された（超音波速度は減少する）。ＦＤＫＰ微粒子カルボキシレート表面および酢酸緩衝
液中のカルボキシレート基は、化学的に非常に類似しており、その曲線もまた、類似する
。しかし、その違いは、ＦＤＫＰ微粒子によって引き起こされた。最初に、ＦＤＫＰ微粒
子による速度変化の大きさは、より大きかった。この違いは、ＦＤＫＰ微粒子表面上のイ
オン化されたカルボキシレート基のプロトン化から生じる。完全なプロトン化の時点の近
くにおいて生じる減衰曲線のピークは、ＦＤＫＰ懸濁物において僅かにより高い酸濃度に
シフトされた。最終的に、両方のＦＤＫＰパラメータは、ｐＨが３．５から２．３まで減
少したように、変化し続けた。これらの変化は、上記粒子の表面特性におけるさらなる改
変を反映し、その改変は、表面カルボキシル基の秩序化または他の微細構造的な改変を含
み得る。
【００５８】
　（実施例３）
　（表面特性のｐＨ操作によるＦＤＫＰ微粒子上へのタンパク質の負荷）
　ｐＨ操作によるイオン化可能な微粒子表面上へのタンパク質の吸着は、２つの方法で達
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成され得る。上記タンパク質が、添加され得、次いでｐＨが、タンパク質の随伴性の吸着
による表面のイオン化をもたらすために調整され得る。このプロセスは、可逆的である。
あるいは、上記粒子懸濁物のｐＨは、上記タンパク質が添加される前に上記表面のイオン
化をもたらすために調整され得る。
【００５９】
　図２に示した超音波滴定データは、約２．９よりも大きいｐＨにおけるタンパク質（イ
ンスリン）とＦＤＫＰ微粒子との会合を示し、そして約２．９よりも低いｐＨにおける相
互作用の減少を示す。
【００６０】
　ＦＤＫＰ微粒子の懸濁物を、２０ｍＭ酢酸アンモニウム緩衝液（ｐＨ４．８）において
調製し、そしてインスリンストック溶液と合わせて、１０ｍｇ／ｍＬのＦＤＫＰ微粒子の
最終濃度および１ｍｇ／ｍＬのインスリン濃度を有する８００μＬの懸濁物を得た。この
懸濁物を、超音波分光計に導入した。穏やかに撹拌しながら、氷酢酸を、５μＬアリコー
トでゆっくりと加えて、ｐＨを低下させた。滴定の各工程において、超音波データを、回
収した。
【００６１】
　超音波速度の変化は、サンプル中の粒子および／または高分子の表面積（水和水）の量
に関連（比例）する。図２は、約２．９より大きいｐＨ（１０％　ｖ／ｖの酢酸を添加し
た）での、微粒子単独（ＦＤＫＰ粒子）についての速度曲線および同時に含まれた微粒子
とインスリンとの（ＦＤＫＰ粒子＋インスリン）についての速度曲線を示す。これは、上
記系の表面積の量がＦＤＫＰ微粒子単独の表面積と本質的に同じであることを示した。そ
のインスリンは、ごく僅かな寄与を有した。なぜならばそのインスリンは、上記微粒子と
比較して非常に小さいからである。ｐＨ２．９未満において、ＦＤＫＰ粒子の曲線および
ＦＤＫＰ粒子＋インスリンの曲線は、相違した。ＦＤＫＰ粒子＋インスリンの超音波速度
の曲線は、ここで、より高く、これは、ＦＤＫＰ粒子単独のサンプルにおいてよりも水に
曝される表面積が大きいことを示した。このさらなる表面積は、上記懸濁物中の遊離イン
スリン由来であった。ｐＨは、約２．７から約２．９まで上昇したので、インスリンの表
面積は、インスリンのＦＤＫＰ微粒子表面への吸着によって失われ、そしてＦＤＫＰ微粒
子＋インスリンの曲線のより高い強度は、上記系から消失した遊離インスリンとして消失
した。
【００６２】
　上に示したように、タンパク質によって粒子をコーティングする第２のｐＨ駆動性の方
法は、流体媒体中に粒子を懸濁させ、そして粒子表面をイオン化するために溶液の条件を
調整する。次いで、上記タンパク質は、上記懸濁物に添加され得、そしてタンパク質分子
は、直ぐに吸着する。図３は、ＦＤＫＰ微粒子のｐＨ調節性懸濁物への添加の際に吸着さ
れたタンパク質（インスリン）の量を示す。
【００６３】
　ＦＤＫＰ微粒子懸濁物を、５ｍｇ／ｍＬにおいて調製し、そして過剰のタンパク質（２
ｍｇ／ｍＬ）を、添加した（本明細書中に言及されるような過剰のタンパク質は、ＦＤＫ
Ｐ微粒子の到達可能な表面を覆う単一層を形成するのに必要とされる考えられる量である
）。インキュベーション後、吸着されていないタンパク質を、濾過によって除去した。フ
ィルター上に残った固体（残留物）を、溶解させ、そして上記フィルター上に残ったＦＤ
ＫＰ微粒子およびタンパク質を、ＨＰＬＣによって定量した。上記タンパク質／粒子の質
量比を、この定量から決定した。これらの粒子の既知の表面積および上記タンパク質の分
子寸法に基づいて、吸着されたタンパク質の連続的な単一層は、約０．０７の質量比で生
じると推定された。その推定に基づいて、連続的な単一層がｐＨ５．０において形成され
たこと、および非連続的な単一層がｐＨ３．５～ｐＨ４．５において形成されたことが、
この例から見られ得る。
【００６４】
　さらに、異なる多くの乾燥した活性薬剤でコーティングされたＦＤＫＰ微粒子を、酸溶
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液（最終的にｐＨ約２．０である）または水（最終的にｐＨ約４．５である）のいずれか
に懸濁した。その異なる活性薬剤は、表２に示したように、インスリン、成長ホルモンお
よびインスリンアスパルト（ｉｎｓｕｌｉｎ　ａｓｐａｒｔ）（即効型のインスリン）を
含んだ。溶媒を、これらの懸濁物から濾過し、そして残った粒子を、溶解し、そして回収
した。これらのサンプルの全てにおける活性薬剤の量を、ＨＰＬＣによって定量した。そ
の結果を、表２に示す。
【００６５】
　上記ＦＤＫＰ微粒子の各々について、活性薬剤は、酸性溶液においてその粒子から放出
された。従って、微結晶の表面をプロトン化することによって、上記活性薬剤は、その結
晶表面から脱着する。上記粒子を、水に再懸濁した場合（粒子表面のイオン化状態を変化
させない）、タンパク質は、吸着されたままであった。
【００６６】
　（表２．ＦＤＫＰ微粒子上にコーティングされた活性薬剤）
【００６７】

【表２】

表中の値は、ＨＰＬＣ定量からの積分したピーク面積である（２１５ｎｍにおけるｍＡＵ
＊秒）。
【００６８】
　（実施例４）
　（インスリンのＦＤＫＰ微粒子上へのｐＨ駆動性吸着の特徴付け）
　インスリンを、ＦＤＫＰ微粒子の水性懸濁物と、インスリンの水溶液とを混合すること
によって、ｐＨ制御プロセスにおいてＦＤＫＰ微粒子上に吸着（負荷）させた。ＦＤＫＰ
微粒子へのインスリンの結合に対するｐＨの効果を特徴付けるために、種々のｐＨ値にお
けるＦＤＫＰ粒子の５ｍｇ／ｍＬ懸濁物を、調製した。次いで、過剰の溶解したインスリ
ンを、添加し、約５分間にわたって放置して吸着させ、その後、結合していないインスリ
ンを、濾過によって除去した。吸着したインスリンを有する固体粒子を、そのフィルター
から回収し（残留物）、溶解し、そして収集した。インスリンおよび溶解したＦＤＫＰ微
粒子の量を、ＨＰＬＣによって定量した。吸着したインスリンの量を、合計した質量の残
留物の分画として算出した。インスリン吸着のｐＨ依存性を、図４Ａに示す；ｐＨの関数
としての増大したインスリン吸着。同様の結果を、それぞれ、図４Ｂ、Ｃ、およびＤに示
したように、ＳＳＸ－２４１－４９モノクローナル抗体、ＰＴＨ、およびグレリンについ
て得た。
【００６９】
　さらに、ＦＤＫＰ粒子を、異なるｐＨのインスリン溶液（１０ｍｇ／ｍＬ）に懸濁した
。インスリンに対するＦＤＫＰ粒子の質量比は、１０：１であった。上清中の結合してい
ないインスリンの濃度を、その上清を遠心分離によって上記粒子から分離した後にＨＰＬ
Ｃによって決定した。インスリンの結合を、最初のインスリン濃度からの差として決定し
た。図５に報告したデータは、ｐＨの上昇が溶液中のインスリンの減少およびＦＤＫＰ粒
子上のインスリン含量の増大をもたらしたことを示す。
【００７０】
　したがって、ＦＤＫＰ粒子へのインスリンの結合は、約ｐＨ３．０から約ｐＨ５までの
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してこれらの条件下において、約７５％のインスリンが、溶液から上記粒子上に吸着され
た。インスリンの結合は、ｐＨが≧４．０に上昇する場合＞９５％まで増大する。次いで
、完全な結合は、約４．２以上（好ましくは、約４．４）のｐＨにおいて達成される。５
．０よりも高いｐＨにおいて、上記ＦＤＫＰ微粒子は、溶解し始め、そしてもはや結晶性
微粒子の構造を維持しない。
【００７１】
　（実施例５）
　（インスリンによるＦＤＫＰ微粒子の負荷の説明）
　生産スケール形式（ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｓｃａｌｅ　ｆｏｒｍａｔ）（２～５ｋｇ
）において、ＦＤＫＰの微粒子を、酢酸による酸沈殿によって形成し、そして洗浄する。
ｐＨ３．６のインスリン溶液を、ＦＤＫＰ粒子懸濁物に添加する。上記インスリンストッ
ク溶液を、１０重量％のインスリンおよび２．５重量％の酢酸（約３．６のｐＨ）である
。水酸化アンモニウムを、使用して、混合物のｐＨを４．５に調整した。表３は、約１１
．４重量％のインスリンを含む粒子を調製するために使用した、処方物のキログラムあた
りの種々の成分の量を使用する。ポリソルベート８０は、粒子の処方の間に組み込まれ得
、そして最終的な粒子の取り扱いの特徴を改善し得る。時間は、ＦＤＫＰ粒子上へのイン
スリンの吸着を可能にし、そして徹底的な混合を確保を可能にする。次いで、その混合物
を、液体窒素に滴下して、その懸濁物を新鮮に凍結させる。その流体媒体を、凍結乾燥に
よって除去して、ＦＤＫＰ粒子／インスリンのバルク薬物生成物を生成する。あるいは、
その混合物を、噴霧乾燥する。表４は、上記流体媒体の除去後におけるバルク生成物中の
種々の成分の量を示す。
【００７２】
　（表３．ＦＤＫＰ粒子／インスリンバッチ処方物の組成）
【００７３】
【表３】

　（表４．ＦＤＫＰ粒子／インスリンの組成）
【００７４】
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【表４】

上記の表３および４において、ＮＦは、国民医薬品集（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｆｏｒｍｕｌ
ａｒｙ）を示す。
＊ポリソルベート８０含量は、ＨＰＬＣ／ＭＳアッセイによって推定される。
＊＊ＦＤＫＰ／インスリン処方物は、凍結乾燥後に約１．２％の残留水を含む。微量の酢
酸および水酸化アンモニウムもまた、存在し得る。
【００７５】
　（実施例６）
　（タンパク質による微粒子表面の飽和（連続的な単一層の形成））
　単一層による微粒子の表面コーティングは、飽和可能なプロセスであるべきである。す
なわち、活性薬剤分子のその到達可能な表面積および直径は、微粒子表面の能力を決定す
る。図６は、この飽和を示す。
【００７６】
　ＦＤＫＰ微粒子の懸濁物を、調製し、そしてｐＨを、ｐＨ３．０とｐＨ３．５（表面が
部分的にイオン化するｐＨ）との間に調整した。この手順において、より高いｐＨは、使
用される可能性がなかった。なぜならば、それは、活性薬剤であるインスリンの自己会合
を引き起こしたからである。濃縮したインスリン溶液のごく一部を、撹拌した懸濁物に添
加した。各添加の後、サンプルを、放置して安定化させ、そして超音波データを、収集し
た。
【００７７】
　図６は、超音波速度の減少が、タンパク質濃度が上昇したこととして観察されることを
示す。この型の超音波速度の変化は、水溶液におけるリガンドの結合に関して代表的であ
り、そして上記活性タンパク質の上記ＦＤＫＰ微粒子表面への吸着を示す。速度の減少は
、上記ＦＤＫＰ微粒子表面およびタンパク質表面からの水和水の放出によって生じる。上
記水和水が上記活性薬剤の吸着によって置換される場合、その構造は、弛緩し、そしてサ
ンプルを通した超音波速度の正味の減少をもたらす。ＦＤＫＰ微粒子の表面上の全ての結
合部位が飽和した場合（すなわち、タンパク質の単一層が形成された場合）、上記曲線レ
ベルは、下がる（ｏｆｆ）。単一層の形成をまた、図７Ａ～７Ｄのデータによって示し、
これらは、種々の活性薬剤（ＧＬＰ－１［図７Ａ］；ＰＴＨ［図７Ｂ］；抗ＳＳＸ－２４

１－４９　モノクローナル抗体［図７Ｃ］；および抗ＭＯＰＣ－２１　モノクローナル抗
体［図７Ｄ］）の微粒子上への吸着が上記活性薬剤の濃度は一定濃度のＦＤＫＰ微粒子（
５ｍｇ／ｍＬ）において上昇した場合に飽和に達したことを示した。これらの研究を、上
記活性薬剤の微粒子への最適な吸着が観察されるｐＨ５．０において行った。ＧＬＰ－１
は、使用した濃度において自己会合しない（米国仮特許出願第６０／７４４，８８２号に
開示される通り）。
【００７８】
　（実施例７）
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　（静電相互作用の機構についての形跡）
　相互作用の静電的機構についての形跡は、静電相互作用を弱めることによって吸着を妨
げる能力である。これは、イオン化された粒子／活性薬剤系に塩を添加することによって
示される。図８Ａ～８Ｄは、活性薬剤－ＦＤＫＰ微粒子系における増大するイオン強度が
上記活性薬剤の上記微粒子への吸着を減少させることを示す。
【００７９】
　一連のサンプルを、上記活性薬剤のＦＤＫＰ微粒子表面上への吸着が強力であるｐＨ５
．０において調製した。各サンプルは、図８Ａ～８Ｄの各バーの下に示したように（単位
は、ｍＭである）、異なる量の塩（塩化ナトリウム）を含んだ。上記活性薬剤を、上記懸
濁物中に混合して、５ｍｇ／ｍＬのＦＤＫＰ微粒子および０．７５ｍｇ／ｍＬのインスリ
ンの最終濃度（過剰；図８Ａ）を得た。短時間のインキュベーション後、結合していない
活性薬剤を、濾過によって除去し、そして吸着した活性薬剤を有する粒子を、再度溶解し
た。回収した活性薬剤および粒子の量を、ＨＰＬＣによって定量し、そして質量比（％負
荷）として示した。図８Ａ～８Ｄは、活性薬剤－ＦＤＫＰ微粒子系の増大するイオン強度
が、５ｍｇ／ｍＬのＦＤＫＰ微粒子の存在下において、抗ＳＳＸ－２４１－４９モノクロ
ーナル抗体（０．２ｍｇ／ｍＬ；図８Ｂ）、グレリン（０．１ｍｇ／ｍＬ；図８Ｃ）およ
びＰＴＨ（０．２５ｍｇ／ｍＬ；図８Ｄ）を含む活性薬剤の吸着の程度を減少させたこと
を示す。
【００８０】
　図８は、負荷懸濁物中の測定した吸着と塩濃度との間の逆相関を示す。これは、上記塩
が粒子表面との相互作用について上記活性薬剤と競合した形跡として解釈され得る。塩濃
度を上昇させた場合、塩は、表面結合部位について強力かつ有効に競合し、そして本質的
に、上記粒子表面から上記活性薬剤を移動させた。上記活性薬剤の微粒子への結合の減少
はＤｅｂｙｅ遮蔽に寄与し得ることもまた、推測される。
【００８１】
　特に示されない限り、明細書および特許請求の範囲において使用される成分の量、特性
（例えば、分子量）、反応条件などを表す全ての数字は、全ての場合において、用語「約
」によって修飾されると理解されるべきである。したがって、逆のことが示されない限り
、添付の明細書および特許請求の範囲において示される数値パラメータは、本発明によっ
て得られることが追求される所望の特性に依存して変動し得る近似である。少なくとも、
そして特許請求の範囲の範囲に対する均等論（ｄｏｃｔｒｉｎｅ　ｏｆ　ｅｑｕｉｖａｌ
ｅｎｔｓ）の適用を制限する試みとしてではなく、各数値パラメータは、少なくとも、報
告された有効数字の数に鑑みて、そして通常の丸め技術を適用することによって解釈され
るべきである。広範にわたる本発明を示す数値範囲および数値パラメータが近似であるに
もかかわらず、特定の例において示される数値は、可能な限り正確に報告される。しかし
、あらゆる数値は、本質的に、それらの各試験の測定値において見出される標準偏差から
必然的に生じる特定の誤差を含む。
【００８２】
　用語「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」ならびに記載する本発明の文脈（特に、添付の
特許請求の範囲の文脈）において使用される同様の指示対象は、本明細書中で特に示され
ないか、または文脈によって明確に否定されない限り、単数形および複数形の両方を網羅
すると解釈されるべきである。本明細書中の数値の範囲の記述は、単に、その範囲内に納
まるそれぞれ別個の値を個別に参照する略記法として機能することが意図される。本明細
書中で特に示されない限り、それぞれ個々の値は、あたかもそれが本明細書に個別に引用
されるかのように本明細書中に組み込まれる。本明細書中に記載される全ての方法は、本
明細書中で特に示されないか、そうでなければ文脈によって明確に否定されない限り、任
意の適切な順序で行われ得る。本明細書中に提供される任意かつ全ての例、または例示的
な言語（例えば、「などの（ｓｕｃｈ　ａｓ）」）の使用は、単に、本発明を十分に明ら
かにすることが意図され、そして別に特許請求された本発明の範囲を限定しない。本明細
書中の言語は、本発明の実施に必須である任意の特許請求されていない要素を示すと解釈
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されるべきではない。
【００８３】
　特許請求の範囲における用語「または」の使用は、明確に示されない限り、代替物のみ
か、または代替物が相互排他的であることに言及する「および／または」を意味するため
に使用されるが、本開示は、代替物のみおよび「および／または」に言及する定義を支持
する。
【００８４】
　代替的な要素または本明細書中に開示される本発明の実施形態の分類は、限定として解
釈されるべきではない。各群のメンバーは、個別かまたは本明細書中に見出される群の他
のメンバーもしくは他の要素との任意の組み合わせにおいて、言及および特許請求され得
る。群の１つ以上のメンバーは、利便性および／もしくは特許性のために群に含まれ得る
か、または群から削除され得ることが、予期される。任意のこのような包含または削除が
生じる場合、本明細書は、ここで、改変され、そうして添付の特許請求の範囲において使
用される全てのＭａｒｋｕｓｈ群の文書による説明を満たすような群を含むと見なされる
。
【００８５】
　本発明の好ましい実施形態は、本明細書中に記載され、それは、本発明を実施するため
に本発明者らとって公知である最良の形態を含む。当然に、それらの好ましい実施形態に
対するバリエーションは、上述の説明を読む際に当業者にとって明らかとなる。本発明者
は、当業者に、適切な場合にこのようなバリエーションを使用することを期待し、そして
本発明者は、本発明について、本明細書中に具体的に記載されるものとは異なる方法で実
施されることを意図する。したがって、本発明は、適切な原理によって許容されるような
、ここに添付された特許請求の範囲において列挙される対象事項の全ての改変および等価
物を含む。さらに、上記の要素のあらゆる組み合わせが、本明細書中で特に示されないか
、またはそうでなければ文脈によって明確に否定されない限り、その全ての可能なバリエ
ーションにおいて本発明によって包含される。
【００８６】
　さらに、多くの参照は、本明細書全体を通して特許および出版刊行物に対してなされて
いる。上記の引用された参考文献および出版刊行物の各々は、その全体が本明細書中に参
考として個別に援用される。
【００８７】
　さらに、本明細書中で開示される本発明の実施形態は本発明の原理の例示であることが
、理解されるべきである。使用され得る他の改変は、本発明の範囲内である。したがって
、限定ではないが例として、本発明の代替的な構成は、本明細書中の教示に従って利用さ
れ得る。したがって、本発明は、明確に示されかつ記載されるものに限定されない。
【図面の簡単な説明】
【００８８】
【図１】図１は、本発明の教示に従って、フマリルジケトピペラジン（ＦＤＫＰ）懸濁物
の別個の成分（ＦＤＫＰ粒子および緩衝液）についての超音波ＨＣｌ滴定プロフィールを
示す。超音波速度滴定プロフィールの変化の大きさ（図１；パネルＡ）は、サンプル成分
のイオン化可能なカルボキシレート基のプロトン化によって引き起こされる水和の変化を
反映する。過剰な超音波減衰ピーク（図１；パネルＢ）は、飽和の時点でのプロトン交換
反応における高速緩和から生じる。周波数（Ｆ）は、１５ＭＨｚであり、温度は、２５℃
である。
【図２】図２は、本発明の教示に従って、ＦＤＫＰ粒子＋インスリンおよびＦＤＫＰ粒子
単独についての超音波氷酢酸滴定プロフィールを示す。超音波速度プロフィールは、イン
スリンの寄与を減算することによって算出された；周波数は、８ＭＨｚであり、温度は、
２５℃である。過剰な超音波減衰はまた、添加された氷酢酸の濃度の関数として示される
。氷酢酸誘導性の酸性化の２つの段階は、ＨＣｌ滴定によって観察されるものと同様であ
る。左のパネル（パネルＡ）における挿入パネルは、約２．９よりも大きいｐＨにおける
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活性薬剤とＦＤＫＰ微粒子との会合を示す。左のパネル（パネルＢ）における挿入パネル
は、約２．９を下回るｐＨにおける活性薬剤と微粒子との間の相互作用の減少を示す。
【図３】図３は、本発明の教示に従って、イオン化可能な微粒子上へのタンパク質の吸着
を示す。タンパク質は、ｐＨ調整の後に微粒子懸濁物に添加され、結合していないタンパ
ク質は、濾過で取り除かれ、そしてその微粒子は、結合したタンパク質を放出させるため
に溶解された。
【図４】図４は、本発明の教示に従って、活性薬剤のＦＤＫＰ微粒子上への吸着について
のｐＨ依存性を示す。図４Ａは、インスリンの吸着を示し；図４Ｂは、抗ＳＳＸ－２４１

－４９モノクローナル抗体の吸着を示し、図４Ｃは、副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ）の吸着
を示し、そして図４Ｄは、グレリンの吸着を示す。
【図５】図５は、本発明の教示に従って、ＦＤＫＰ微粒子上へのインスリンの吸着とイン
スリン濃度の制限とのｐＨ依存性を示す。
【図６】図６は、本発明の教示に従って、タンパク質（１０ｍｇ／ｍＬ）を伴うＦＤＫＰ
微粒子の階段滴定の際のＦＤＫＰ微粒子懸濁物（１１ｍｇ／ｍＬ）における超音波速度の
変化を示す。遊離タンパク質の寄与およびＦＤＫＰ微粒子希釈の効果は、減算された。温
度は、２５℃である。
【図７】図７は、本発明の教示に従って、活性薬剤のＦＤＫＰ微粒子上への吸着について
の飽和曲線を示す。負荷曲線は、活性薬剤／ＦＤＫＰ微粒子について、ｐＨ５．０での活
性薬剤濃度の関数として示される。図７Ａは、グルカゴン様ペプチド１（ＧＬＰ－１）の
吸着を示し；図７Ｂは、ＰＴＨの吸着を示し；図７Ｃは、抗ＳＳＸ２４１－４９モノクロ
ーナル抗体の吸着を示し、そして図７Ｄは、抗ＭＯＰＣ－２１モノクローナル抗体の吸着
を示す。
【図８】図８は、本発明の教示に従って、塩の濃度を上昇させることによって影響される
ようなｐＨ５．０での活性薬剤の微粒子上への吸着を示す。その活性薬剤は、ｐＨ調整の
後に微粒子懸濁物に添加され、結合していない薬剤は、濾過で取り除かれ、そしてその微
粒子は、結合した薬剤を放出させるために溶解された。図８Ａは、インスリンの吸着を示
し、図８Ｂは、抗ＳＳＸ－２４１－４９モノクローナル抗体の吸着を示し、図８Ｃは、Ｐ
ＴＨの吸着を示し、そして図８Ｄは、グレリンの吸着を示す。
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