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(57)【要約】
【課題】簡便に輸送、貯蔵、および使用され得るボツリヌス毒素の使用のための準備が整
った液体処方物を提供すること。
【解決手段】選択された筋肉、筋肉群、腺または器官へのコリン作用性入力を阻害する必
要がある患者を処置するための組成物。薬学的に有効な用量の使用のための準備が整った
安定な液体薬学的ボツリヌス毒素処方物を含み、処方物は、（ａ）リン酸緩衝剤、リン酸
－クエン酸緩衝剤、およびコハク酸緩衝剤からなる群より選択される緩衝成分を含む薬学
的に受容可能な緩衝化生理食塩水；（ｂ）血清アルブミン；および（ｃ）単離されたボツ
リヌス毒素；を含み、組成物は、０℃と１０℃との間の温度±１０％の温度で少なくとも
１年間液体として安定であるか、または１０℃と３０℃との間の温度±１０％の温度で少
なくとも６ヶ月間液体として安定であり、組成物は、さらに再構成する必要なく哺乳動物
に対して薬剤として投与するために適切である。
【選択図】なし



(2) JP 2013-144691 A 2013.7.25

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
本明細書に記載される方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野)
　本発明は、０～１０℃で少なくとも１～２年の期間、液体形態で貯蔵するに安定な、ボ
ツリヌス毒素の治療処方物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　（参考文献）
【０００３】
【数１】

【０００４】
　（発明の背景）
　ボツリヌス毒素は、嫌気性細菌Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍのポリペ
プチド産物である。この毒素は、神経筋接合部での神経伝達物質アセチルコリンのシナプ
ス前の放出をブロックすることによって、哺乳動物において筋肉麻痺を引き起こす。この
毒素は致死性ボツリヌス中毒と長く関連付けられていたが、近年この毒素は、以下を含む
特定の不随意筋運動障害を処置するために治療的に使用されている：病巣（ｆｏｃａｌ）
失調症（例えば、斜視、本態性眼瞼痙攣および片側顔面痙縮）、ならびに分節的失調症（
例えば、斜頚、口下顎失調症、および痙性失調症）ならびに痙攣。この毒素はまた、種々
の美容適応（例えば、顔面の「しかめっ面のしわ」の非外科的減少）ならびに多汗症（過
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度の発汗）の処置において、有用性が見出されている。
【０００５】
　現在、ヒトにおいて治療用使用が承認されている２つのボツリヌス毒素（Ａ型）調製物
－「ＢＯＴＯＸ（登録商標）」（Ｏｃｕｌｉｎｕｍ（登録商標）；Ａｌｌｅｒｇａｎ　Ｉ
ｎｃ．、Ｉｒｖｉｎｅ、ＣＡ）および「ＤＹＳＰＯＲＴ（登録商標）」（Ｓｐｅｘｗｏｏ
ｄ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｌｔｄ．；Ｕ．Ｋ．）が存在する。これらの処方
物はともに、使用直前の再構成のために、凍結乾燥（冷凍乾燥）形態で臨床医に提供され
る。
【０００６】
　患者間での投薬必要量の変動に起因して、いかなる個々の患者に必要な投薬量も、かな
り変わり得る。さらに、特定の適応のために、臨床医は、調製済みバイアルの内容物のほ
んの小さい画分のみを、長引いた期間の間（数時間であり得る）投与しなければならない
。１つの刊行された研究が、液体ボツリヌス毒素処方物を活性の実質的な保持を伴って再
凍結および解凍し得ることを示したが（ＳｃｈａｎｔｚおよびＫａｕｔｔｅｒ、１９７８
）、再構成された毒素の活性を評価するより最近の研究は、「ＢＯＴＯＸ（登録商標）」
を再構成し、そして標準的冷蔵庫（約４℃）で１２時間貯蔵した場合に、その効力の少な
くとも４４％を損失することを示した。さらに、この再構成された処方物を－７０℃で０
℃下（ｓｕｂ－ｚｅｒｏ）冷凍庫で貯蔵した場合に、２週間後にその効力の約７０％を損
失した（ＧａｒｔｌａｎおよびＨｏｆｆｍａｎ、１９９３）。これらの理由のために、こ
のような組成物を再構成の４時間後より後に使用しないことが推奨される。これは、患者
に対して薬物および費用の有意な浪費を生じ得る。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｆｒａｎｋｅｌ，Ａ．Ｓ．およびＫａｍｅｒ，Ｆ．Ｍ．，Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　ｂｒｏｗｌｉｆｔ．「Ａｒｃｈ．Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌ．Ｓｕｒｇ．」（１９９
８）１２４（３）：３２１～３２３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　従って、臨床医によって必要とされる場合、簡便に輸送、貯蔵、および使用され得るボ
ツリヌス毒素の使用のための準備が整った（ｒｅａｄｙ－ｔｏ－ｕｓｅ）液体処方物につ
いての必要性が存在する。本発明は、そのような処方物を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　（発明の要旨）
　本発明は、薬学的処方物中での使用のためのボツリヌス毒素の安定な液体処方物に関す
る。本発明の処方物は、現在利用可能な処方物と異なり、標準的な冷蔵庫温度（約４±２
℃、または約２～８℃、またはより一般的には、約０℃～約１０℃の範囲）で、延長した
期間（１年以上）の貯蔵の間、液体形態で安定であるという利点を有する。関連する局面
において、この処方物は、「室温」（約２５℃、またはより一般的には１０～３０℃の範
囲）での貯蔵の間、少なくとも６ヶ月にわたって、液体形態で安定である。このような処
方物は、領域（特に、筋肉または筋肉群、腺または器官）へのコリン作用性神経入力の減
少または阻害が改善できる（ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｖｅ）状態において、特に有用である
。このような状態の例は、本明細書中に記載される。
【００１０】
　１つの局面において、本発明は、単離されたボツリヌス毒素、および約ｐＨ５と約ｐＨ
６との間の範囲の緩衝化ｐＨを提供し得る緩衝剤を含む、安定な液体薬学的処方物を包含
する。この一般的実施形態によって、この毒素は、緩衝化液体中で混合され、５と６との
間のｐＨ、特に約ｐＨ５．４と約ｐＨ５．８との間、そして好ましくは約ｐＨ５．５～５
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．６のｐＨを有す液体処方物を形成する。生じた処方物は、約０～１０℃の範囲の温度で
少なくとも１年間、そして少なくとも２年程度の長さの間安定であるか、または上記のよ
うに、より高い温度で少なくとも６ヶ月間安定である。一般的に、本発明に従って、任意
の公知のボツリヌス毒素血清型（例えば、血清型Ａ、Ｂ、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、Ｆ、もしく
はＧ）または等価な生物学的活性を有する他の血清型が、本発明の処方物中に組み込まれ
得る。好ましい実施形態において、この処方物中で使用されるボツリヌス毒素は、Ｃｌｏ
ｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍから単離された、ボツリヌス毒素血清型Ａまたは
Ｂである。
【００１１】
　好ましい実施形態において、ボツリヌス毒素Ｂ型は、この処方物中で７００キロダルト
ンの分子量の複合体として、約１００～２０，０００Ｕ／ｍｌの濃度、そして好ましくは
約１０００～５０００Ｕ／ｍｌの間の濃度で存在する。Ａ型を使用する場合、そのＡ型は
、一般的に約２０～２０００Ｕ／ｍｌの濃度、そして好ましくは約１００～１，０００Ｕ
／ｍｌの間の濃度で存在する。異なる血清型の組み合わせをこの処方物中で使用する場合
、その有用な投薬量または濃度の範囲は、本明細書中に例証される投薬量および濃度に比
例して、それらのそれぞれの生物学的活性に従って決定され得る。
【００１２】
　この処方物中で使用され得る緩衝剤は、哺乳動物組織、特にヒトへの注入のために安全
であると考えられる生理学的緩衝剤である。代表的緩衝剤としては、以下が挙げられるが
、これらに限定されない：リン酸ベースの緩衝剤系、リン酸－クエン酸ベースの緩衝剤系
、コハク酸ベースの緩衝剤系、酢酸ベースの緩衝剤系、クエン酸ベースの緩衝剤系、アコ
ニット酸ベースの緩衝剤系、リンゴ酸ベースの緩衝剤系、およびカルボン酸ベースの緩衝
剤系。好ましくは、この処方物はまた、賦形剤タンパク質（例えば、ヒト血清アルブミン
またはゼラチン）を含む。前述の例示的緩衝剤および賦形剤タンパク質の等価物が当業者
により認識および利用されることが、理解される。本発明の毒素処方物は、当該分野で公
知の種々の容器またはバイアルのうちのいずれかに、その効力を保持しつつパッケージさ
れ得る。
【００１３】
　関連する局面において、本発明は、コリン作用性伝達（選択された筋肉または筋肉群へ
の、あるいはコリン作用性神経支配を有する特定の腺領域（例えば、汗腺）または特定の
器官へのコリン作用性伝達）の阻害を必要とする患者を処置する方法を包含する。本発明
はまた、このような適応症を処置するための医薬の調製における、本発明の処方物の使用
を含む。
【００１４】
　ボツリヌス毒素処方物を使用して処置し得る治療適応症および美容適応症の例としては
、以下が挙げられるが、これらに限定されない：眼瞼痙攣、斜視、片側顔面痙縮、中耳炎
、痙性大腸炎、アニスムス（ａｎｉｓｕｍｕｓ）、排尿筋－括約筋筋失調、顎クレンチン
グ（ｃｌｅｎｃｈｉｎｇ）、脊柱湾曲、痙攣（例えば、以下からなる群のうちの１つ以上
に起因する痙攣：脳卒中、脊髄損傷、閉鎖性頭部外傷、脳性麻痺、多発性硬化症、および
パーキンソン病）、ならびに失調症（例えば、痙性斜頚（頚部失調症）、痙性失調症、四
肢失調症、喉頭失調症、口下顎（メージュ）失調症）。この処方物はまた、子供を産む過
程にある患者の会陰（会陰筋）へ、このような筋肉の弛緩を引き起こすために投与され得
る。この処方物の例示的美容適応症は、しわまたは溝のある額を生じる筋肉への投与を含
む。この処方物の他の適応症は、筋筋膜性疼痛、片頭痛関連の頭痛、脈管障害、神経痛、
神経障害、関節炎痛、背中痛、多汗症、鼻漏、喘息、唾液分泌過多、および過剰胃酸分泌
を含む。
【００１５】
　本発明の処方物の特に特定の投与経路は、筋肉内投与、皮下投与またはイオン導入投与
を含む。例えば、本発明に支持されて実行された研究において、ボツリヌス毒素Ｂ型は、
５０００～１００００単位の間の、１日に分割してかまたは１日１回の投薬で、筋肉内投
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与した場合に、頚部失調症を制御する際に有効であることが見出された。
【００１６】
　別の関連する局面に従って、本発明は、特定のボツリヌス血清型に対する免疫または耐
性を発達させた患者を、別の血清型を含む安定な液体処方物を用いて処置する方法を包含
する。例えば、ボツリヌス毒素血清型Ａに対して不応性である患者は、ボツリヌス血清型
Ｂ、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、ＦまたはＧのうちのいずれかを含む安定な液体処方物で処置され
得、あるいはボツリヌス毒素血清型Ｂに対して不応性である患者は、ボツリヌス血清型Ａ
、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、ＦまたはＧのうちのいずれかを含む安定な液体処方物で処置され得
、このことにより回復した効力が提供される。
【００１７】
　本発明のこれらおよび他の、目的および特徴は、以下の本発明の詳細な説明を添付の図
面とともに読んだ場合に、より完全に明らかになる。
・（項目１）　安定な液体薬学的ボツリヌス毒素処方物であって、以下：
　約ｐＨ５と約ｐＨ６との間の範囲の緩衝化ｐＨを提供し得る、薬学的に受容可能な緩衝
剤；および
　単離されたボツリヌス毒素、
を含み、該処方物は、約０℃と約１０℃との間の温度で少なくとも１年間液体として安定
である、処方物。
・（項目２）　項目１に記載の処方物であって、上記温度が約５±３℃である、処方物。
・（項目３）　項目１に記載の処方物であって、上記温度が約４±２℃である、処方物。
・（項目４）　項目１～３のいずれか１項に記載の処方物であって、上記緩衝剤がｐＨ４
．５～６．５の範囲のｐＫを有する、処方物。
・（項目５）　項目１～４のいずれか１項に記載の処方物であって、上記毒素処方物が少
なくとも２年間液体形態で安定である、処方物。
・（項目６）　項目１～５のいずれか１項に記載の処方物であって、上記緩衝化ｐＨ範囲
が約ｐＨ５．６±０．２である、処方物。
・（項目７）　項目１～６のいずれか１項に記載の処方物であって、上記緩衝剤が、リン
酸緩衝剤、リン酸－クエン酸緩衝剤、およびコハク酸緩衝剤からなる群より選択される、
処方物。
・（項目８）　項目１～７のいずれか１項に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素
が、血清型Ａ、Ｂ、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧからなる群より選択されるボツリヌス
毒素血清型である、処方物。
・（項目９）　項目８に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素が、約１００～約２
０，０００Ｕ／ｍｌの範囲の濃度で存在するボツリヌス毒素Ｂ型である、処方物。
・（項目１０）　項目９に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素Ｂ型が約１０００
～約５０００Ｕ／ｍｌの間の濃度で存在する、処方物。
・（項目１１）　項目９または項目１０に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素Ｂ
型が約７００キロダルトン（ｋＤ）の高分子量複合体中に存在する、処方物。
・（項目１２）　項目８に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素がボツリヌス毒素
Ａ型であり、該毒素が約２０～約２０００Ｕ／ｍｌの範囲の濃度で存在する、処方物。
・（項目１３）　項目１２に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素Ａ型が約１００
～約１０００Ｕ／ｍｌの範囲の濃度で存在する、処方物。
・（項目１４）　項目１～１３のいずれか１項に記載の処方物であって、賦形剤タンパク
質をさらに含む、処方物。
・（項目１５）　項目１４に記載の処方物であって、上記賦形剤タンパク質が、血清アル
ブミン、組換えヒト血清アルブミン、およびゼラチンからなる群より選択される、処方物
。
・（項目１６）　安定な液体薬学的ボツリヌス毒素処方物であって、以下：
　約ｐＨ５と約ｐＨ６との間の範囲の緩衝化ｐＨを提供し得る、薬学的に受容可能な緩衝
剤；および
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　単離されたボツリヌス毒素、
を含み、該処方物は、約１０℃と約３０℃との間の温度で少なくとも６ヶ月間液体として
安定である、処方物。
・（項目１７）　項目１６に記載の処方物であって、上記温度が約２５℃である、処方物
。
・（項目１８）　項目１６～１７に記載の処方物であって、上記緩衝剤がｐＨ４．５～６
．５の範囲のｐＫを有する、処方物。
・（項目１９）　項目１６～１８のいずれか１項に記載の処方物であって、上記緩衝剤が
、リン酸緩衝剤、リン酸－クエン酸緩衝剤、およびコハク酸緩衝剤からなる群より選択さ
れる、処方物。
・（項目２０）　項目１６～１９のいずれか１項に記載の処方物であって、上記緩衝化ｐ
Ｈ範囲が約ｐＨ５．６±０．２である、処方物。
・（項目２１）　項目１６～２０のいずれか１項に記載の処方物であって、上記ボツリヌ
ス毒素が、血清型Ａ、Ｂ、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧからなる群より選択されるボツ
リヌス毒素血清型である、処方物。
・（項目２２）　項目２１に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素が、約１００～
約２０，０００Ｕ／ｍｌの濃度で存在するボツリヌス毒素Ｂ型である、処方物。
・（項目２３）　項目２２に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素Ｂ型が約１００
０～約５０００Ｕ／ｍｌの範囲の濃度で存在する、処方物。
・（項目２４）　項目２２または項目２３に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素
Ｂ型が約７００キロダルトン（ｋＤ）の高分子量複合体中に存在する、処方物。
・（項目２５）　項目２１に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素がボツリヌス毒
素Ａ型であり、該毒素が約２０～約２０００Ｕ／ｍｌの範囲の濃度で存在する、処方物。
・（項目２６）　項目２５に記載の処方物であって、上記ボツリヌス毒素がボツリヌス毒
素Ａ型であり、該毒素が約１００～約１０００Ｕ／ｍｌの範囲の濃度で存在する、処方物
。
・（項目２７）　項目１６～２６のいずれか１項に記載の処方物であって、賦形剤タンパ
ク質をさらに含む、処方物。
・（項目２８）　項目２７に記載の処方物であって、上記賦形剤タンパク質が、血清アル
ブミン、ヒト血清アルブミン、およびゼラチンからなる群より選択される、処方物。
・（項目２９）　選択された筋肉、筋肉群、腺または器官へのコリン作用性入力の阻害の
必要がある患者を処置する方法であって、
　該患者の該選択された筋肉、筋肉群、腺または器官に、薬学的に有効な用量の項目１～
２８のいずれかに記載の液体ボツリヌス毒素処方物を投与する工程を包含する、方法。
・（項目３０）　項目２９に記載の方法であって、上記患者が以下からなる群より選択さ
れる障害に罹患している、方法：痙攣、眼瞼痙攣、斜視、片側顔面痙縮、失調症、中耳炎
、痙性大腸炎、アニスムス（ａｎｉｓｕｍｕｓ）、排尿筋－括約筋筋失調、顎クレンチン
グ（ｃｌｅｎｃｈｉｎｇ）、および脊柱湾曲。
・（項目３１）　項目３０に記載の方法であって、上記患者が以下からなる群のうちの１
つ以上に起因する痙攣に罹患している、方法：脳卒中、脊髄損傷、閉鎖性頭部外傷、脳性
麻痺、多発性硬化症、およびパーキンソン病。
・（項目３２）　項目３０に記載の方法であって、上記患者が以下からなる群から選択さ
れる失調症に罹患している、方法：痙性斜頚（頚部失調症）、痙性失調症、四肢失調症、
喉頭失調症、および口下顎（メージュ）失調症。
・（項目３３）　項目２９に記載の方法であって、上記選択された筋肉または筋肉群がし
わ、または溝のある額を生じる、方法。
・（項目３４）　項目２９に記載の方法であって、上記筋肉が会陰筋であり、そして上記
患者が子供を産む過程にある、方法。
・（項目３５）　項目２９に記載の方法であって、上記患者が以下からなる群より選択さ
れる状態に罹患している、方法：筋筋膜性疼痛、片頭痛関連の頭痛、脈管障害、神経痛、
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神経障害、関節炎痛、背中痛、多汗症、鼻漏、喘息、唾液分泌過多、および過剰胃酸分泌
。
・（項目３６）　項目２９～３５のいずれか１項に記載の方法であって、上記患者がボツ
リヌス毒素血清型Ａに対して治療抵抗性であり、かつ上記処方物が、ボツリヌス毒素血清
型Ｂ、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧから群より選択される、方法。
・（項目３７）　項目３６に記載の方法であって、上記処方物中の上記ボツリヌス毒素が
ボツリヌス毒素Ｂ型である、方法。
・（項目３８）　項目２９～３５のいずれか１項に記載の方法であって、上記患者がボツ
リヌス毒素血清型Ｂに対して治療抵抗性であり、かつ上記処方物が、ボツリヌス毒素血清
型Ａ、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧから群より選択される、方法。
・（項目３９）　項目３８に記載の方法であって、上記処方物中の上記ボツリヌス毒素が
ボツリヌス毒素Ａ型である、方法。
・（項目４０）　患者を処置する際の使用のための医薬の製造のための、項目１～２８の
いずれかに記載の安定な液体ボツリヌス毒素処方物の使用であって、該患者は、選択され
た筋肉、筋肉群、腺または器官に対するコリン作用性伝達の阻害の必要がある患者である
、使用。
・（項目４１）　項目４０に記載の使用であって、上記患者が以下からなる群より選択さ
れる障害に罹患している、使用：痙攣、眼瞼痙攣、斜視、片側顔面痙縮、失調症、中耳炎
、痙性大腸炎、アニスムス（ａｎｉｓｕｍｕｓ）、排尿筋－括約筋筋失調、顎クレンチン
グ（ｃｌｅｎｃｈｉｎｇ）、および脊柱湾曲。
・（項目４２）　項目４１に記載の使用であって、上記患者が以下からなる群のうちの１
つ以上に起因する痙攣に罹患している、使用：脳卒中、脊髄損傷、閉鎖性頭部外傷、脳性
麻痺、多発性硬化症、およびパーキンソン病。
・（項目４３）　項目４１に記載の使用であって、上記患者が以下からなる群から選択さ
れる失調症に罹患している、使用：痙性斜頚（頚部失調症）、痙性失調症、四肢失調症、
喉頭失調症、および口下顎（メージュ）失調症。
・（項目４４）　項目４０に記載の使用であって、上記選択された筋肉または筋肉群がし
わ、または溝のある額を生じる、使用。
・（項目４５）　項目４０に記載の使用であって、上記筋肉が会陰筋であり、そして上記
患者が子供を産む過程にある、使用。
・（項目４６）　項目４０に記載の使用であって、上記患者が以下からなる群より選択さ
れる状態に罹患している、使用：筋筋膜性疼痛、片頭痛関連の頭痛、脈管障害、神経痛、
神経障害、関節炎痛、背中痛、多汗症、鼻漏、喘息、唾液分泌過多、および過剰胃酸分泌
。
・（項目４７）　項目４０～４６に記載のいずれかに記載の使用であって、上記患者がボ
ツリヌス毒素血清型Ａに対して治療抵抗性であり、かつ上記処方物が、ボツリヌス毒素血
清型Ｂ、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧから群より選択される、使用。
・（項目４８）　項目４７に記載の使用であって、上記処方物中の上記ボツリヌス毒素が
ボツリヌス毒素Ｂ型である、使用。
・（項目４９）　項目４０～４６のいずれか１項に記載の方法であって、上記患者がボツ
リヌス毒素血清型Ｂに対して治療抵抗性であり、かつ上記処方物が、ボツリヌス毒素血清
型Ａ、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧから群より選択される、使用。
・（項目５０）　項目４９に記載の使用であって、上記処方物中の上記ボツリヌス毒素が
ボツリヌス毒素Ａ型である、使用。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　（本発明の詳細な説明）
　本発明は、安定な液体薬学的ボツリヌス毒素処方物およびその使用に関する。現在、ボ
ツリヌス毒素調製物は、種々の治療適用および美容適用にために商業的に注目されており
、溶液中の活性な毒素成分の不安定性に起因して、処方物は、厳密な貯蔵要件を有する凍
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結乾燥成分から再構成されなければならない。例えば、「ＢＯＴＯＸ（登録商標）」は、
凍結乾燥粉末として提供され、この粉末は、－５℃以下の冷凍庫中で輸送および貯蔵され
、そして使用直前に正確に測定した量の生理食塩水の添加により再構成されなければなら
ない。再構成後、この処方物を４時間以内に患者に投与すべきこと、およびどの再構成産
物もこの時間の間冷蔵すべきこと（ＰＤＲ、１９９７）が推奨され；この再構成産物の凍
結および解凍することは推奨されない（Ｈｏｆｆｍａｎ、１９９３）。
【００１９】
　本発明は、ボツリヌス毒素を含み、かつ標準的な冷蔵庫温度で少なくとも１年間液体と
して安定であり、そして室温で少なくとも６ヶ月間安定である、安定な液体処方物を提供
する。この処方物は有利である。なぜなら、これは、通常でない貯蔵条件または輸送条件
を必要とせず、そして過剰用量を生じ得る毒素の希釈における誤差の可能性を減少するか
らである。
【００２０】
　（Ｉ．定義）
　本明細書中でされる場合、用語「安定な」とは、規定された期間または不定の期間のわ
たっての、生物学的に活性な物質（特に、ボツリヌス毒素）による生物学的活性または効
力の保持をいう。
【００２１】
　用語「ボツリヌス毒素」とは、生物学的に活性なタンパク質またはタンパク質複合体と
いい、通常は、これらは、細菌Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍに由来する
。この用語は、少なくとも８つの公知の血清学的に異なる毒素（Ａ、Ｂ、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、
Ｅ，ＦおよびＧ）のうちの任意のもの、ならびにコリン作用性神経伝達を阻害する同じ一
般的能力を有する任意のさらなるボツリヌス毒素をいい、これらは活性な分子を形成する
。必要に応じて、この用語はまた、Ｃ．ｂｏｔｕｌｉｎｕｍからもまた由来し、この活性
な分子と複合体化するキャリアタンパク質を含み、このタンパク質は、本明細書中第ＩＩ
Ａ節に記載される。ボツリヌス毒素血清型は、以下に記載のように、薬学的に関連するが
、免疫学的には識別可能である。一般的に、この活性な毒素分子は、約１４５キロダルト
ンと約１７０キロダルトン（ｋＤ）との間の分子サイズを有する。本発明の文脈において
、この毒素タンパク質は、天然の供給源から単離された毒素およびキャリアタンパク質、
ならびに当該分野で公知の方法により組換え産生された対応する毒素およびキャリアタン
パク質を含むことが理解される。さらに、用語「ボツリヌス毒素」は、以下に記載のよう
に、公知のボツリヌス毒素配列に関して、保存的アミノ酸置換（欠失を含む）を含むアミ
ノ酸配列を有する、タンパク質を含む。
【００２２】
　ボツリヌス毒素の「生物学的活性」とは、神経末端からのアセチルコリンの放出をブロ
ックすることによってアセチルコリンレセプターを有するシナプスで、神経伝達をブロッ
クするその能力をいう。この用語は、用語「コリン作用性伝達の阻害」、「コリン作用性
入力の阻害」、「コリン作用性入力の減少」およびそれらの語形変化（ｄｅｃｌｉｎａｔ
ｉｏｎ）と、本明細書中で交換可能に使用される。この毒素の生物学的活性を評価するた
めのインビトロアッセイは、本明細書中に記載されるような、マウスＬＤ50アッセイを含
む。このアッセイでの活性の「単位」は、その投薬量で試験されたマウスのうちの５０％
を殺傷するのに必要な毒素タンパク質の量として規定される。
【００２３】
　一般的なアミノ酸は、本明細書中で１文字表記または３文字表記により言及される：ア
ラニン（Ａ、Ａｌａ）、システイン（Ｃ、Ｃｙｓ）、アスパラギン酸（Ｄ、Ａｓｐ）、グ
ルタミン酸（Ｅ、Ｇｌｕ）、フェニルアラニン（Ｆ、Ｐｈｅ）、グリシン（Ｇ、Ｇｌｙ）
、ヒスチジン（Ｈ、Ｈｉｓ）、イソロイシン（Ｉ、Ｉｌｅ）、リジン（Ｋ、Ｌｙｓ）、ロ
イシン（Ｌ、Ｌｅｕ）、メチオニン（Ｍ、Ｍｅｔ）、アスパルギン（Ｎ、Ａｓｎ）、プロ
リン（Ｐ、Ｐｒｏ）、グルタミン（Ｑ、Ｇｌｎ）、アルギニン（Ｒ、Ａｒｇ）、セリン（
Ｓ、Ｓｅｒ）、スレオニン（Ｔ、Ｔｈｒ）、バリン（Ｖ、Ｖａｌ）、トリプトファン（Ｗ
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、Ｔｒｐ）、チロシン（Ｙ、Ｔｙｒ）。
【００２４】
　用語「液体薬学的処方物」とは、液体薬学的賦形剤（例えば、緩衝化生理食塩水または
生理学的緩衝剤）中で長期間貯蔵され得る、薬物または生物学的物質の薬学的に活性な調
製物をいう。この処方物は、使用前に、類似の液体または異なる液体に希釈される、濃縮
処方物であり得る。
【００２５】
　用語「緩衝剤」とは、水性媒体中に溶解された場合に、水素イオンが添加またはその溶
液から除去されたときに、特定のｐＨ範囲内にその溶液の遊離の水素イオン濃度を維持す
るように作用する、化合物（通常は塩）をいう。塩または溶液は、「緩衝能力」を有する
こと、またはこの機能を提供する場合にこのような範囲にわたってその溶液を緩衝化する
ことをいう。一般的には、緩衝剤は、そのｐＫの±１ｐＨ内である範囲にわたって、十分
な緩衝能力を有する。「生理学的緩衝剤」は、薬学的調製物の一部として投与される場合
に、哺乳動物（特に、ヒト）に対して非毒性である緩衝剤である。本発明の文脈において
、関連する生理学的緩衝剤の例が、本明細書中に提供される。
【００２６】
　「薬学的に受容可能な液体」は、哺乳動物（特に、ヒト）による消費またはこれらへの
注入について安全であると考えられる液体である。
【００２７】
　用語「賦形剤タンパク質」は、本明細書中で使用される場合、薬学的に活性な調製物に
添加されるが、この調製物に対してさらなる有意な生物学的活性を付与しない、タンパク
質をいう。賦形剤タンパク質の例としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない
：血清アルブミン（特に、ヒト血清アルブミン）、およびゼラチン。このようなタンパク
質は、好ましくは、この薬学的処方物が投与されるべき哺乳動物種に対して比較的非免疫
原性である。
【００２８】
　用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」は、本発明の文脈、および特に、本願の特許請
求の範囲において使用される場合、用語「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「含む（ｃｏ
ｎｔａｉｎｉｎｇ）」または「により特徴付けられる（ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ　ｂ
ｙ）の意味を有することが意図される。要素Ａ、Ｂ、およびＣを「含む」組成物または方
法は、Ａ、Ｂ、またはＣに加えて、他の列挙されていない要素（例えば、ＸまたはＹ）を
含み得る。
【００２９】
　用語「約（ａｂｏｕｔ）」は本発明の文脈、そして特にその特許請求の範囲の文脈にお
いて使用される場合、「およそ（ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ）」または「ほぼ（ｎｅａ
ｒｌｙ）」を意味する。数値の文脈において、厳密な数値規定に関係することなく、この
用語は、列挙された値または範囲の±１０％である値を見積もるように解釈され得る。
【００３０】
　本明細書中で使用される他のすべての用語は、当業者に公知であるかまたは標準的医学
辞典または科学辞典に引用されている、通常の定義を獲得するように解釈されるべきであ
る。
【００３１】
　（ＩＩ．ボツリヌス毒素）
　上記のように、ボツリヌス毒素は、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍの種
々の株により産生されるポリペプチド産物である。これらの株は、少なくとも８つの公知
の血清学的に異なる毒素（Ａ、Ｂ、Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧ）を産生する。Ｃ．ｂ
ａｒａｔｉおよびＣ．ｂｕｔｙｒｉｃｕｍは各々、それぞれ血清型ＥおよびＦと類似した
１つの血清型を産生する（Ｓｉｍｐｓｏｎ、１９９３）。一般的に、この毒素分子は、約
１４５キロダルトンと約１７０キロダルトン（ｋＤ）との間の分子サイズを有する。いく
つかの場合において、この活性な毒素分子は、先祖（ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ）ポリペプチ
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ドから形成された、２つのジスルフィド結合した鎖からなる。例えば、ボツリヌス毒素Ｂ
型は、１５０ｋＤの単一の前駆体ポリペプチドから産生され、このポリペプチドは切れ目
が入って、２つのジスルフィド結合したフラグメント（１００ｋＤの重鎖（Ｈ鎖）および
５０ｋＤの軽鎖（Ｌ鎖））を最大の活性のために生成する。この天然に存在する毒素は、
Ｃ．ｂｏｔｕｌｉｎｕｍによりまた産生される非毒性キャリアタンパク質に非共有結合す
る。これらのキャリアタンパク質は毒素鎖に結合して、９００ｋＤ（Ａ型）、そして好ま
しくは約７００ｋＤ（Ｂ型）程度の大きさを有する複合体を形成する。このキャリアタン
パク質は、この毒素を同時精製し、そして必要に応じて、本明細書中に記載の処方物の一
部を形成する。
【００３２】
　種々のボツリヌス毒素血清型が、細胞中で異なる結合特異性を示す。例えば、Ａ型毒素
およびＥ型毒素は、同じシナプトソーム結合部位に結合するが、Ｂ型毒素は別の部位に結
合し、そしてＡ／Ｅ型結合部位での結合について競合しないようである（Ｍｅｌｌｉｎｇ
、１９８８）。特定の理論または作用機構に拘束されるのを望まないが、この毒素のＨ鎖
は神経細胞結合活性および細胞透過活性を提供し、一方Ｌ鎖はそのシナプスでのアセチル
コリン放出を阻害するように作用すると、考えられる。さらに、ボツリヌス毒素Ａ型およ
びＢ型は、アセチルコリン放出の阻害をもたらすためにわずかに異なる機構を使用すると
考えられる：Ａ型はシナプス結合タンパク質－２５（ＳＮＡＰＳ－２５）を切断し、そし
てＢ型は小胞結合膜タンパク質（ＶＡＭＰ、またはシナプトブレビン（ｓｙｎａｐｔｏｂ
ｒｅｖｉｎ））を切断し、これらのタンパク質の両方が、シナプスからのシナプス小胞放
出の成分である。
【００３３】
　すべてのＣ．ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ毒素血清型は、哺乳動物において共通の生理学的結果
を生じる。これらはすべて、コリン作用性シナプス活性を阻害またはブロックし、これに
より部分的筋肉麻痺または全体的筋肉麻痺、あるいは器官機能または腺機能のブロックま
たは阻害を、投与部位に依存して生じる。従って、本発明の処方物は、上記の生物学的活
性により特徴付けられるＣ．ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ由来の任意のボツリヌス毒素血清型を用
いて使用され得る。ほとんどの現在公知の血清型のアミノ酸配列もまた、公知であるか、
あるいは当該分野で公知の方法により決定され得る。本発明の文脈において、ボツリヌス
毒素処方物はさらに、このような公知の配列に対して保存的アミノ酸置換を有する組換え
操作されたボツリヌス毒素を含むと解釈されるべきであることが、理解される。一般的に
、このような置換は、天然に存在するアミノ酸の標準的置換クラスからなされる。例えば
、標準的置換クラスは、現存の相同性タンパク質において共通の側鎖特性および最高の置
換頻度に基づく６つのクラスであり得、このクラスは、例えば、Ｄａｙｈｏｆｆ頻度交換
マトリクスのような、当該分野で公知の標準的頻度交換マトリクスにより決定される。例
えば、このＤａｙｈｏｆｆマトリクスの下では、これらのクラスは以下である：クラスＩ
：Ｃｙｓ；クラスＩＩ：Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｐｒｏ、Ｈｙｐ、Ａｌａ、およびＧｌｙ（小さ
い脂肪族側鎖およびＯＨ基側鎖を示す）；クラスＩＩＩ：Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、およ
びＧｌｎ（水素結合を形成し得る、中性側鎖および負に荷電した側鎖を示す）；クラスＩ
Ｖ：Ｈｉｓ、Ａｒｇ、およびＬｙｓ（塩基性極性側鎖を示す）；クラスＶ：Ｉｌｅ、Ｖａ
ｌ、およびＬｅｕ（分枝型脂肪族側鎖を示す）、およびＭｅｔ；ならびにクラスＶＩ：Ｐ
ｈｅ、Ｔｙｒ、およびＴｒｐ（芳香族側鎖を示す）。さらに、各グループは、関連するア
ミノ酸アナログ（例えば、クラスＩＶにおいては、オルニチン、ホモアルギニン、Ｎ-メ
チルリジン、ジメチルリジン、またはトリメチルリジン、そしてグループＶＩにおいては
ハロゲン化チロシン）を含み得る。さらに、これらのクラスは、Ｌ立体異性体およびＤ立
体異性体の両方を含み得るが、Ｌアミノ酸が置換のためには好ましい。例として、Ａｓｐ
による別のクラスＩＩＩ残基（例えば、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、またはＧｌｕ）の置換は、保存
的置換である。
【００３４】
　ボツリヌス毒素活性は当該分野で公知であるような電気生理学的アッセイを使用して測
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定され、一方、活性は一般的に、小動物（例えば、マウス）にこの毒素を注入し、そして
試験した動物のうちの平均して５０％を殺傷するのに必要な毒素の用量を決定することに
よって、測定される。この用量は、「致死用量５０」または「ＬＤ50」と呼ばれ、そして
生物学的活性単位として規定される。治療適用のための用量は、慣習により、このような
単位に標準化される。以下の第ＩＩＩＢ節にさらに詳細に考察されるように、これらの種
々の血清型は、ＬＤ50単位により測定される場合に、異なるヒト治療効力を有し得る。治
療投薬量は、この情報から、当該分野で公知の方法に従って、力価測定され得る。
【００３５】
　（ボツリヌス毒素の調製）
　この節は、本発明に従う処方物において使用されるボツリヌス毒素を調製する方法を記
載する。
【００３６】
　（Ａ．　Ｃ．ｂｏｔｕｌｉｎｕｍからのボツリヌス毒素の精製）
　この節は、ボツリヌス毒素Ｂ型により例示される、培養したＣ．ｂｏｔｕｌｉｎｕｍか
ら精製したボツリヌス毒素を調製する一般的方法を提供する。本明細書中で詳細に引用さ
れる方法に加えて、ボツリヌス毒素Ａ型およびＢ型、ならびに他の公知の血清型を調製す
るための代替的方法が、当該分野で公知である。
【００３７】
　上記のように、本発明の処方物中の活性成分は、ボツリヌス毒素として公知のＣ．ｂｏ
ｔｕｌｉｎｕｍ抽出物のタンパク質様成分であり、その活性成分は、約１４５～１７０ｋ
Ｄの間の分子量を有し、そして通常は、大いにもっと高い分子量を有するネイティブのタ
ンパク質複合体中に存在する。この節は、種々のボツリヌス毒素の精製のための例示的方
法を提供し、ボツリヌス毒素血清型ＡおよびＢに焦点を当てる。一般的科学文献は、この
毒素を精製する代替的方法についての指針を提供し、そして当業者は、そのような方法を
同定し得、そしてそれらを、本発明に従って調製される処方物における使用について所望
される特定の毒素に適用し得ることが、理解される。
【００３８】
　一般的に、ボツリヌス毒素Ｂ型は、Ｃ．ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ培養物の高力価発酵物から
、当該分野で周知の方法に従って、複合体として単離される。ストック培養物が、疾病管
理センター（Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｃｏｎｔｒｏｌ（ＣＤＣ））およ
びその他の場所からの許可証を有する機関により、生物の分配に関する国内規則に従って
米国において入手され得る。ボツリヌス毒素Ｂ型の精製のためには、Ｃ．ｂｏｔｕｌｉｎ
ｕｍ　ＯｋｒａまたはＢｅａｎ　Ｂが、適切な開始材料である。凍結したストック培養物
を、培養培地（例えば、チオグリコール酸培地またはトリプチカーゼペプトン培地）を含
む試験管に接種し、そして培養物を増殖させ、そして以下に記載されそして米国特許第５
，６９６，０７７号（本明細書中に参考として援用される）に詳説され、そして以下に記
載される方法に従って処理する。
【００３９】
　簡単には、培養物を、当該分野で公知の方法に従って増殖させて、所望の収量の毒素を
産生するに十分な量の細菌開始材料を生成する。一般的に、約２０リットルの細菌培養物
が、０．５グラムの毒素を生成するために必要である。この培養物を室温に移し、そして
この培養物のｐＨを、硫酸または別の適切な酸を用いてｐＨ３．５に調整する。生じた沈
殿物を沈ませ、そして明澄になった上清をデカントする。次いで、塩化カルシウムをこの
沈殿物にかき混ぜながら添加し、そしてその容量を脱イオン水で増加させて、ＣａＣｌ2

の最終濃度が約１５０ｍＭになるようにする。そのｐＨを、中性付近（ｐＨ６．５）まで
上昇させ、そしてこの毒素溶液を遠心分離により清澄化する。この毒素を、ｐＨを３．７
に調整することによって再沈殿させる。生じた沈殿物を沈ませ、そしてこの毒素沈殿物を
遠心分離により収集し、次いで緩衝剤に（ｐＨ５．５）再溶解させ、そして同じ緩衝剤に
対して一晩徹底的に透析する。この透析された毒素を遠心分離し、そして生じた上清を、
アニオン交換カラム（ＤＥＡＥ）を通じてクロマトグラフィーにかける。非結合画分を収
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集し、そしてタンパク質含量を試験する。毒素複合体を、硫酸アンモニウムを約６０％飽
和まで添加することにより、この画分から再沈殿させる。このペレットをリン酸緩衝剤に
溶解させ、そして同じ緩衝剤（ｐＨ７．９）に対して透析する。この精製された毒素沈殿
物を、本発明の処方物を調製するために使用し得る。
【００４０】
　ボツリヌス毒素Ａ型を調製するための方法もまた、当該分野で周知である。例えば、Ｈ
ａｍｂｌｅｔｏｎら（１９８１）およびＭｅｌｌｉｎｇら（１９８８）（これらの両方は
、参考として本明細書中に援用される）は、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕ
ｍ　Ａ型ＮＣＴＣ２９１６からのボツリヌス毒素Ａ型の産生および精製を記載する。この
細菌の培養物を、当該分野で公知の標準的条件にしたがって、確証のある種ストックから
増殖させ、そして嫌気性条件下で操作される３０リットル発酵槽中に接種する。毒素収量
を、継続してモニターし（例えば、ＬＤ50の決定による）、そして最大収量を達成した場
合（およそ２×１０6マウスＬＤ50／ｍｌ）に、この培養物を酸性にし（３Ｎ　Ｈ2ＳＯ4

でｐＨ３．５に調整する）、そしてこの毒素を遠心分離により収集する。この沈殿させた
粗毒素を再溶解させ、そして０．２Ｍリン酸緩衝剤を用いて抽出し、続いてリボヌクレア
ーゼ処理（１００μｇ／ｍｌ、３４℃）し、そしてＮＨ4ＳＯ4（６０％飽和、２５℃）を
使用して沈殿させる。次いで、この沈殿物を再懸濁し、そしてｐＨ５．５のＤＥＡＥ－Ｓ
ｅｐｈａｃｅｌイオン交換クロマトグラフィーに供す（バッチの事前吸着後に）。画分を
活性についてモニターし、そして活性画分を再びＮＨ4ＳＯ4（６０％飽和、２５℃）を使
用して沈殿させる。この沈殿物を貯蔵し得、そして下記のように、本発明の処方物を作製
するために再溶解させ得る。
【００４１】
　本発明の処方物は、好ましくは、毒素結合複合体を含み、上記の、ボツリヌス毒素Ａ型
およびＢ型に関して記載される方法に従って調製されるようなものか、または当該分野で
公知の方法に従って調製された、ボツリヌス毒素Ｃ1、Ｃ2、Ｄ、Ｅ、Ｆ、またはＧ型の等
価形態を利用する。この毒素の力価を、泡およびボルテックス混合のような激しい撹拌を
避けて、賦形剤タンパク質（例えば、ヒト血清アルブミン）への再構成された毒素結合複
合体の連続希釈により決定する。慣習に従って、力価をマウス致死アッセイ（例えば、実
施例２に記載されるマウスＬＤ50アッセイ）で決定する。作業ストックを希釈し、アリコ
ートをとり、そして貯蔵のために凍結乾燥する。このストック溶液を、タンパク質濃度、
ＬＤ50、純度および薬学的適合性を決定するためのアッセイで、当該分野で周知であり、
そして本明細書中実施例２に例証される方法に従って試験する。
【００４２】
　（ＩＶ．安定ボツリヌス毒素処方物）
　ボツリヌス毒素が、延長された期間の間、例えば、少なくとも１～２年、「冷蔵庫」温
度（すなわち約５±３℃、またはより特定すれば約４±２℃、またはより一般的には０－
１０℃）または少なくとも６ヶ月「室温」（すなわち約２５℃、またはより一般的には１
０－３０℃）でその能力を保持する安定な液体処方物中で作製および貯蔵され得ることが
本発明の発見である。このような処方物は、ヒトまたは他の哺乳動物種に、医薬品として
、医師によるさらなる再構成なくして簡単に調剤され得る。この処方物は、適切な緩衝化
条件により維持されるとき、約ｐＨ５～６、好ましくは約ｐＨ５．５～５．６の間のｐＨ
により特徴付けられる。この処方物はまた、１つ以上の賦形剤タンパク質を含む。
【００４３】
　実施例１は、５０００Ｕ／ｍｌの濃度でボツリヌス毒素（Ｂ型）の処方物の調製の詳細
を提供する。このような処方物条件が、簡単な投薬パッケージ中の安定な処方物を提供す
るため、ボツリヌス毒素Ａ型のような他の血清型ボツリヌス毒素に、このような血清型に
必要な濃度で適用され得ることが理解される。
【００４４】
　簡単に述べれば、Ａ型またはＢ型に関して上記に記載の精製された毒素調製物のように
、ボツリヌス毒素の濃縮された調製物は、好ましくはｐＨ５．６であるｐＨ５～ｐＨ６の
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間のｐＨを有するコハク酸緩衝剤のような希釈剤と混合される。ボツリヌス毒素Ｂ型の場
合、マウスＬＤ50アッセイ中で評価されるとき、約５０００Ｕ／ｍｌの濃度が望ましい；
しかし、１００－２０，０００Ｕ／ｍｌの範囲ならどこでもまたはより高い範囲でさえ、
送達される用量に依存して、必要とされるかまたは所望され得る。ボツリヌス毒素Ａ型の
場合、２０－２，０００、そして好ましくは約１００－１，０００Ｕ／ｍｌの範囲の濃度
が簡便であり得る。薬学的製造目的のために、この処方物は、サンプリングされ、そして
可能な微生物汚染物（生体負荷）の存在について試験され、そして患者への分配のために
ガラスバイアルまたはポリプロピレン中に滅菌濾過される。最終産物は、液体として、少
なくとも１年、そして好ましくは２年より長く、０～１０℃で、マウスＬＤ50試験におい
て効力の２０％未満の損失により証明されるように（実施例２）、有意な生物学的効力の
損失なくして貯蔵され得る。
【００４５】
　上記で言及した希釈剤は、複合体の安定性に有害に影響しない任意の薬学的に受容可能
な液体であり得、そしてこれは、約ｐＨ５～ｐＨ６の間の安定ｐＨ範囲を支持する。特に
適切な緩衝剤の例はコハク酸緩衝剤およびリン酸緩衝剤を含む；しかし、当業者は、本発
明の処方物が、緩衝剤が、ｐＨ安定性の受容可能な程度、または示された範囲の「緩衝能
力」を提供する限り、特定の緩衝剤に限定されないことを認識する。一般に、緩衝剤は、
そのｐＫの約１ｐＨ単位内の十分な緩衝能力を有する（Ｌａｃｈｍａｎら、１９８６）。
本発明の文脈では、これは、約４．５－６．５の範囲のｐＫを有する緩衝剤を含む。緩衝
安定性は、刊行されたｐＫ作表を基に推定され得るか、または当該分野で周知の方法によ
り経験的に決定され得る。上記のコハク酸緩衝剤およびリン酸緩衝剤に加えて、他の薬学
的に有用な緩衝剤は、酢酸緩衝剤、クエン酸緩衝剤、アコニット酸緩衝剤、リンゴ酸緩衝
剤、および炭酸緩衝剤を含む（Ｌａｃｈｍａｎ）。この溶液のｐＨは、任意の薬学的に受
容可能な酸、例えば、塩化水素酸または硫酸、または塩基、例えば、水酸化ナトリウムを
用いて、上記範囲内の所望の終点に調節され得る。
【００４６】
　この処方物に添加される賦形剤タンパク質は、任意の数の薬学的に受容可能なタンパク
質またはペプチドであり得る。好ましくは、この賦形剤タンパク質は、免疫応答を誘発す
ることなく哺乳動物被験体に投与されるために、その能力について選択される。例えば、
ヒト血清アルブミンは、ヒトに投与される薬学的処方物における使用のために良く適して
いる；逆に、ウシ血清アルブミンが、ウシにおける使用に選択され得る。例えば、ゼラチ
ンのような他の既知の薬学的タンパク質賦形剤がこの目的に用いられ得る。この賦形剤は
、保持容器またはバイアルへの毒素タンパク質複合体の吸着を防ぐために十分な濃度で処
方剤中に含まれる。賦形剤の濃度は、賦形剤の性質およびこの処方物中の毒素複合体の濃
度に従って変動する。例示として、本発明を支持するために実施された研究では、０．５
ｍｇ／ｍＬ濃度のヒト血清アルブミンが、５０００Ｕ／ｍＬボツリヌス毒素Ｂ型を含む処
方物の目的に十分であり、ほとんどのヒトで有意な免疫学的反応またはアレルギー反応を
誘発しないことが決定された；ほぼ約０．０５ｍｇ／１０００Ｕ～１ｍｇ／１０００Ｕの
濃度のボツリヌスＢが十分な保護を提供するはずである。
【００４７】
　ボツリヌス毒素Ａ型を安定化するための適切な賦形剤濃度もまた記載された。例えば、
「ＢＯＴＯＸ（登録商標）」は、毒素活性（ＰＤＲ）の１００単位あたり０．５ｍｇのア
ルブミンの添加により安定化される。
【００４８】
　（Ｖ．有用性）
　（Ａ．ボツリヌス毒素処方物の治療使用および美容使用）
　本発明の薬学的組成物は、コリン作用性神経伝達（特に、制限されないが、平滑筋また
は骨格筋の制御に関連するコリン作用性伝達）の阻害または遮断が所望される多くの適応
症に用いられ得る。この節は、本発明の処方物が治療的に用いられ得る障害の例を提供す
る；しかし、本明細書で提供される例は、本発明を制限するために解釈されるべきではな
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い。これらの適応症のいくつかのための代表的な用量および経路は、以下のＢの部に記載
されている。
【００４９】
　ボツリヌス毒素、特にボツリヌス毒素Ａ型は、痙性筋肉障害の効果的処置であることが
示された。単回処置養生法（これは複数の筋肉内注射を含み得る）は、数ヶ月程度の間、
制御不能な筋肉痙攣からの軽減を提供し得る。例えば、「ＢＯＴＯＸ（登録商標）」（ボ
ツリヌス毒素Ａ型）は、米国食品薬品局（ＦＤＡ）により、眼瞼痙攣の処置のための眼窩
中への局所注射用に認可されている。他の適応症は、咽頭失調症、メージュ症候群（口下
顎失調症；口顔運動異常症）、痙性斜頸（Ｈａｒｄｍａｎら、１９９６）、四肢失調症、
アニスムス（ａｎｉｓｕｍｕｓ）、および排尿筋－括約筋筋失調、眼瞼痙攣、斜視、片側
顔面痙縮および鼻漏、中耳炎、唾液分泌過多、喘息、痙性大腸炎、過剰胃酸分泌（例えば
、米国特許第５，７６６，００５号を参照のこと）、片頭痛関連の頭痛、脈管障害、神経
痛または神経障害（米国特許第５，７１４，４６８号；ＷＯ９５３０４１）、関節炎痛（
ＷＯ９５１７９０４）、横紋筋または平滑筋を含む胃腸管の障害（米国特許第５，６７４
，２０５号）、出産の間の会陰の弛緩（米国特許第５，５６２，８９９号）、または顎ク
レンチング（ｃｌｅｎｃｈｉｎｇ）の軽減（米国特許第５，２９８，０１９号）のような
他の病巣失調症を含む。ボツリヌス毒素Ａ型はまた、顔面上に「眉間のしわ線」を引き起
こす筋肉緊張の美容軽減を達成するため、そして「睫毛挙上」を達成する（Ｆｒａｎｋｅ
ｌ、１９９８）ために局所注射され、そして病巣多汗症を処置するため（過剰発汗：ＷＯ
９５２８１７１；米国特許第５,７６６,６０５号）ならびに若年性脊椎湾曲（米国特許第
５,０５３,００５号）、成人および若年性脳性麻痺（米国特許第５，２９８，０１９号；
ＷＯ９３０５８００）、ならびに脳性麻痺により引き起こされる痙攣および不随意性収縮
、多発性硬化症またはパーキンソン病（米国特許第５，１８３，４６２号）を処置するた
めに皮内に注射されたときに有用であることが見出された。
【００５０】
　本発明の支持のために実施された実験において、ボツリヌス毒素Ｂ型を含む安定な液体
処方物を試験し、そして斜頚としてもまた知られる頚部失調症（個体が、頭、首および脊
椎における不随意の痙攣および筋肉収縮を経験し、頭が曲がるか、または傾く動きを生じ
る症状）に効き目があることが見出された。この症状はまた、しばしば、震えおよび筋骨
格痛をともなう。一般に、この障害の病因は未知である；しかし、関連する筋肉組織の機
能亢進を生じる中枢神経系の機能不全の結果であると考えられている。抗コリン作用性薬
物、ドパミン作用性剤、筋肉弛緩薬、抗痙攣剤および鎮痙剤を含む、現在の治療養生法は
持続軽減を提供しない。ボツリヌス毒素Ｂ型は、局所麻痺または不全麻痺を引き起こすこ
とにより、この症状を処置することにおいて有効であり、これは、注入後約１週間の代表
的な発生時間、そして約１～４月続く応答の持続時間を有する。
【００５１】
　他の血清型のボツリヌス毒素の処方物は、Ａ型について先に記載した任意の症状の初期
処置に有用である。さらに、上記のように、ボツリヌス毒素Ｂ～Ｇ型もまた、ボツリヌス
毒素Ａ型に対する免疫応答の存在に起因して、ボツリヌス毒素Ａ型を用いた処置に抵抗性
になった患者の処置に有用である。逆に、血清型Ａは、血清型Ｂまたは他の任意の毒素血
清型に抵抗性となった患者で用いられ得る。１つ以上のボツリヌス毒素血清型の処方物が
、本発明に従って作製および使用され得る。
【００５２】
　一般に、それらの類似の生物学的効果を考慮すれば、種々のボツリヌス毒素型が、種々
の障害、特に筋肉痙攣に関連した障害の処置で交換可能であり得ると認識される。それに
もかかわらず、Ａ型およびＢ型に関して以下に記載されるように、有効用量（ＬＤ50単位
または生物学的単位という用語で表現される）は、種々の血清型の間で有意に変動し得る
。等価な用量の推定値が、任意の試験された毒素に関して記載の既知の用量に基づいて作
製され得る。
【００５３】
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　（Ｂ．用量および投与の様式）
　ボツリヌス毒素は、動物にとって強力かつしばしば致死的な毒素として知られている。
それにもかかわらず、以下に記載のように、投与の様式および用量を調節することで十分
に注意されるとき、この薬物はヒトで安全に用いられ得る。
【００５４】
　ボツリヌス毒素の種々の形態についての用量は、用いる毒素の血清型に従って変動する
。例えば、本発明を支持するために実施された実験では、ボツリヌス毒素Ａ型（「ＢＯＴ
ＯＸ（登録商標）」）は、マウスＬＤ50単位を比較して、選択された骨格筋の電気生理学
的測定によって評価したとき、サルにおける麻痺を誘導する際に、ボツリヌス毒素Ｂ型よ
り約４－６倍より強力である。この観察は、ラット四肢の麻痺を生じるために必要な２つ
の毒素の量における大きな差異を示したラットにおける実験結果（Ｓｅｌｌｉｎ；Ｊａｃ
ｋｓｏｎ）と一致する。これらの観察を考慮して、適切な等価な用量が熟練実施者により
経験的に推定または決定され得る。
【００５５】
　推奨された用量における変動もまた、患者の病歴に従って変動し得る。例えば、ボツリ
ヌス毒素Ａ型の反復用量を受けた患者は、さらなる処置に「抵抗性」になり、経時的に等
価な効果を生成するためにより大きな用量を必要すると報告されている。任意の特定の作
用の機構に関係づけることなく、この現象は、患者における血清型特異的免疫応答の発生
に関連すると考えられている。反復ボツリヌス毒素Ａ型治療を受けている患者中の抗体の
発生率に関する報告は、約３％～５７％の範囲にある。従って、臨床医が治療養生法の間
に血清型をスイッチすることを選択した場合は、新たな血清型の初期用量は、患者の用量
病歴を基礎とするよりも未処置患者を基礎に計算すべきであることが推奨される。
【００５６】
　適切な投与方法としては、患者に重篤な副作用を引き起こすことなく目的の組織への活
性毒素成分の送達を生じる任意の方法が挙げられる。このような方法としては、筋肉内（
ｉ．ｍ．）注射、局所投与、皮下適用、神経周囲適用、イオン電気導入投与などが挙げら
れるが、これらに限定されない。ボツリヌス毒素の投与のための具体的な手順（これは、
活性成分の全身分布を限定する手技を包含する）は、当該分野で周知である。筋電図記録
は、特に、同定が困難である筋肉（例えば、眼の眼窩、喉頭、および翼状領域におけるも
の）ならびに肥満被験体における筋肉に関わる処置のために、特定の筋肉群を同定し、そ
してより正確に位置付けするために使用され得る。
【００５７】
　失調症の処置は、通常、罹患筋肉の神経支配帯近傍に毒素を投与することによって達成
される（通常、皮下注射針を用いる筋肉内注射による）。代表的には、生じる局在麻痺が
、３ヶ月または４ヶ月までの間、患者に苦痛の軽減を提供し得る。患者は、明白な麻痺を
生じさせることなくいかなる機能不全も矯正するために十分な神経筋遮断を達成するため
に、より低い用量で試験され得、そして至適用量まで個々に濃度を上げ得る。投薬量の変
化は、患者が毒素に耐性になる場合、示され得る。本発明の利益は、それが溶液中の毒素
物質の不安定性（これは、適切な投薬量に関してさらなる曖昧さに至り得る）に関連した
共通の投薬量の問題を克服することである。
【００５８】
　ボツリヌス毒素Ａ型の推奨投薬量は、多数の徴候について決定されており、そして当該
分野で公知である。例えば、斜視の処置については、１．２５～２．５Ｕの投薬量のボツ
リヌス毒素Ａ型が、垂直筋への投与について、および２０ジオプトリ未満の水平斜視につ
いて推奨される；２．５～５Ｕが、２０プリズムジオプトリより大きな水平斜視について
推奨される（Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ’ｓ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ、第５１版）。
【００５９】
　ボツリヌス毒素Ａ型はまた、２７から３０ゲージ針を用いて、上眼瞼の中央および側部
の瞼板前眼輪に、および下眼瞼の側部の瞼板前眼輪に注射される、１．２５～２．５Ｕの
投薬量で、眼瞼痙攣の処置のために使用される。処置は、約３ヶ月続くことを期待される
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：繰り返し処置で、この投薬量は、患者の応答に依存して、２倍まで増大され得る。２０
Ｕ以下の蓄積用量のボツリヌス毒素Ａ型が３０日間にわたって与えられるべきであると推
奨される（Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ’ｓ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ、第５１版）。
【００６０】
　実施例３は、本発明による処方物を用いる頚部失調症（斜頚）の処置におけるボツリヌ
ス毒素Ｂ型の使用についての用量範囲研究の実施例を提供する。これらの研究（これはま
た、以下に概説する）において、本発明によるボツリヌス毒素Ｂ型液体処方物は、２～８
℃の間の温度での制御を伴う臨床冷蔵庫中で処方物を貯蔵するようにとの指示と共に、投
与する臨床家に提供された。一般に、処方物は、調製され、そして６～１２ヶ月の間、推
奨された温度で貯蔵されたロットから供給された。臨床家は、およそ６ヶ月の処方物の供
給を受容した。
【００６１】
　簡潔には、患者に、障害中の筋肉関与の臨床評価に従って決定された、２～４の表層の
首および肩部の筋肉群への筋肉内（ｉ．ｍ．）注射によって、可変用量の毒素を与えた。
１つの研究では、個体に、１００～１２００Ｕの範囲で用量を分割して与え、蓄積用量は
、３９８日間までの範囲の期間にわたって２７０～２２８０Ｕの間であった。全ての患者
が研究の間に改善を受け、そして研究の間に処方物の効力の減少は、研究期間にわたって
観察されなかった。
【００６２】
　本発明を支持して実施されるさらなる研究は、ボツリヌス毒素Ａ型に耐性になった患者
がボツリヌス毒素Ｂ型で処置され得ることを明らかにした。ここで、本研究に参加した患
者は、ボツリヌス毒素Ａ型に対する応答性の減少を示し、そして処置後に、Ｔｏｒｏｎｔ
ｏ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｓｐａｓｍｏｄｉｃ　Ｔｏｒｔｉｃｏｌｌｉｓ　Ｒａｔｉｎｇ　Ｓ
ｃａｌｅ（ＴＷＳＴＲＳ；Ｃｏｎｓｋｙ、１９９４）により評価されるように、それらが
ベースラインスコアに比較して総スコアで少なくとも２５％の減少（減少＝改善）を示し
た場合、首尾よく処置されたとみなされた。１５０～１４３０Ｕ間の個々の用量のボツリ
ヌス毒素Ｂ型処方物が投与され、蓄積用量は、実施例３で詳述するように、１１７日まで
にわたって３００～１２０００ユニットの範囲であった。結局、患者は、本研究において
、特により高い用量で、改善を受け、そしてボツリヌスＢ型に対する抗体のブロックが発
生した証拠はなく、しかも処方物の効力の低下の証拠もなかった。さらなる研究では、０
、４００、１２００、および２４００Ｕの個々の用量のボツリヌス毒素Ｂ型処方物を２０
３日程度の長さの期間の間に定期的に投与し、上述のように、斜頚を処置するのに成功し
た。
【００６３】
　以下の実施例は、本発明を例示するが、限定することを決して意図しない。
【実施例】
【００６４】
　（実施例）
　（材料）
　他に示されない限り、本明細書中に記載される全ての試薬は、適切なように、化学産業
、生化学産業、生物工学産業または製薬産業における使用のための試薬を販売する、任意
の評判のよい商業的製造元から得られ得る。
【００６５】
　（実施例１：安定なボツリヌス毒素処方物の調製）
　（Ａ．コハク酸緩衝剤の調製）
　コハク酸緩衝剤を、０．５ｍｇ／ｍＬのヒト血清アルブミン（Ｍｉｃｈｉｇａｎ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）を補充した、２．７ｍｇ/
ｍＬのコハク酸二ナトリウムおよび５．８ｍｇ／ｍＬの塩化ナトリウムを含む３Ｌのロッ
トで調製した。濃塩酸を使用して、この緩衝剤のｐＨをｐＨ５．６に調整した。この緩衝
剤を、０．２μｍフィルターを通してオートクレーブした密封された容器中へと濾過した
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（ｂｉｏｂｕｒｄｅｎ）について試験した。
【００６６】
　（Ｂ．ボツリヌス毒素処方物の調製）
　濃縮したボツリヌス毒素Ｂ型のアリコートを、コハク酸緩衝剤（ｐＨ＝５．６）を使用
しておよそ１０００倍に希釈し、５０００±１０００Ｕ／ｍｌの効力を得た。この希釈し
た毒素を、２Ｌの密封したガラス容器に貯蔵し、そして「バルク溶液」と呼ぶ。次いで、
この材料を充填のために輸送するまで、これを５±３℃で貯蔵した。
【００６７】
　充填する前に、このバルク溶液をサンプリングし、そして当該分野において公知の標準
的方法に従って、微生物の混入（生物負荷）の存在について試験した。次いで、これを、
医療グレードのチューブを通してペリスタポンプにより移し、そして充填場所内に位置し
た滅菌バルクリザーバ中へと滅菌濾過（０．２μｍ）した。得られた滅菌濾過するバルク
溶液を、０．５ｍＬ（２５００Ｕ）、１ｍＬ（５０００Ｕ）または２ｍＬ（１００００Ｕ
）のアリコートで、３．５ｃｃガラスバイアル中に充填した。
【００６８】
　最終容器生成物の組成を表１に示す。
【００６９】
【表１】

【００７０】
　（実施例２：ボツリヌス毒素処方物の安定性試験）
　（Ａ．安定性の結果）
　ボツリヌス毒素Ｂ型を製造し、上記のように２５００単位／ｍｌの濃度に希釈し、そし
て３０ヶ月まで（および３０ヶ月を含む）５℃で５ｍＬガラスバイアル中に１ｍＬのアリ
コートとして貯蔵した。最初の貯蔵の０、１、３、６、９、１２、１８、２４および３０
ヶ月の後に、アリコートを無作為に選択し、そしてマウスのＬＤ50アッセイにおける効力
について試験した。これらの溶液をまた、外観についても観察し、そして標準的方法に従
ってｐＨについても試験した。
【００７１】
　表２は、種々の時点で取り出されたアリコートの試験の結果を示す。これらの結果は、
本発明に従って調製された処方物が、５℃で貯蔵される場合に少なくとも３０ヶ月にわた
って、時点０で報告された効力の範囲内である効力によって明らかであるように、安定で
あることを示す。
【００７２】
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【表２】

【００７３】
　表３は、上記のように調製されかつアリコートされたが、２５℃で貯蔵されたボツリヌ
ス毒素Ｂ型処方物のアリコートに対する試験の結果を示す。これらの結果は、この処方物
が、６ヶ月の貯蔵後にその最初の効力の少なくとも約９０％、および好ましくは少なくと
も９５％、そして２５℃での９ヶ月の貯蔵後に少なくとも７５％を保持する平均効力によ
って明らかであるように、２５℃で少なくとも６ヶ月間安定であることを示す。
【００７４】
【表３】

【００７５】
　（Ｂ．安定性試験）
　（１．ボツリヌス毒素処方物のｐＨの決定）
　ボツリヌス毒素Ｂ型処方物のｐＨを、自動温度補正プローブを備えるＦｉｓｈｅｒ　Ｓ
ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ａｃｃｕｍｅｔ　ｐＨメーター、Ｍｏｄｅｌ　５０を使用して測定
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した。この電極は、ＫＣｌ参照電極を備えるＯｒｉｏｎ　Ｒｏｓｓ　Ｃｏｍｂｉｎａｔｉ
ｏｎ　Ｅｌｅｃｔｒｏｄｅであった。ｐＨ決定を、製造業者の指示に従って標準的な２点
標準化（ｐＨ４．０、ｐＨ７．０）に従って行った。３つの測定を各サンプルに対して行
った。このｐＨ値を２桁の有効数字で記録し、そして平均をとった。
【００７６】
　（２．マウスＬＤ50効力試験）
　１８～２２ｇの体重のいずれかの性の健康な使用されていないＣＦＷマウスまたはＣＤ
－１マウスを使用して、ＬＤ50を決定した。各々の充填した生成物について、マウスを５
用量のボツリヌス毒素Ｂ型処方物で試験した。各アッセイを５連で行った。
【００７７】
　２つのストック溶液を、この試験サンプルから調製した。ストック溶液Ａを、ゼラチン
リン酸緩衝剤（ｐＨ６．２）を用いて、この試験サンプルを７５０Ｕ／ｍＬの推定効力ま
で希釈することによって得た。ストック溶液Ｂを、溶液Ａを１０倍希釈して７５Ｕ／ｍＬ
にすることによって得た。以下の試験希釈物を、ストック溶液Ｂから調製した（１：７．
５、１：１０、１：１３．５、１：１８および１：２４．３）。
【００７８】
　マウスに化合物の０．２ｍＬの適切な希釈物を腹腔内注射して与えた。マウスを注射後
４週間維持し、そして毎日観察した。全ての死を記録した。この観察を４日後に終了した
。
【００７９】
　異なる希釈レベルでの累積死（ＣＤ）を、最大の希釈からの死の数を上方へ加えること
によって算定した。累積生存体（ＣＳ）を、最小の希釈からの生存体の数を下方へ加える
ことによって算定した。％ＣＤを、各々の希釈でＣＤ／（ＣＤ＋ＣＳ）×１００％として
算定した。ＬＤ50を表す希釈を、５０％の累積死をひとまとめにする％ＣＤ値を生じる希
釈を使用して、ＲｅｅｄおよびＭｕｅｎｃｈの比例距離（Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ　Ｄ
ｉｓｔａｎｃｅ）（ＰＤ）法によって決定した。
【００８０】
【数２】

【００８１】
　得られたＰＤ値を、５０％ＣＤをひとまとめにする希釈レベルの間のｌｏｇの差異によ
り乗算した。この値を５０よりも大きい死亡数（ＣＤ）を有する希釈のｌｏｇに加えて、
ＬＤ50を表す希釈を得た。この希釈の真数を算定して、注射容量（０．２ｍＬ）あたりの
毒素のＬＤ50単位の数を得た。次いで、この数を５で乗算し、毒素ストック溶液Ｂの１ｍ
ＬあたりのＬＤ50単位を得た。
【００８２】
　ストック溶液Ｂの１ｍＬあたりのＬＤ50単位を、その希釈係数（すなわち、７５Ｕ／ｍ
Ｌの推定
効力を生じるために必要とされる希釈）で乗算し、このサンプルの効力を得た。１ｍＬあ
たりのＬＤ50単位の算術平均および標準偏差を５の有効な試験について算定した。
【００８３】
　（３．処方物の外観）
　外観を、穏やかに攪拌した後に明るい光の下で、黒い背景および白い背景に対する視覚
検査を通じて評価した。色、清澄さ、および目に見える特定の物の存在を、全て評価した
。
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【００８４】
　（実施例３：頸部失調症（ＣＤ）の処置）
　（Ａ．薬物の希釈、算定、投与、および投薬レジメ）
　（１．薬物の取扱い）
　薬物のバイアルを、２．０ｍＬ（１００００Ｕ）、１．０ｍＬ（５０００Ｕ）または０
．５ｍＬ（２５００Ｕ）の希釈していない研究用薬物を送達するために充填した。激しい
攪拌または泡立ちを、全ての取扱い工程において回避した。なぜなら、ボツリヌス毒素は
、これらの条件のいずれかによって変性され得るからである。この処方物を、１ｍＬのツ
ベルクリンシリンジを使用して、バイアルから取り出し、正確な容量が取り出されること
を確認した。
【００８５】
　（２．薬物の算定）
　ボツリヌス毒素Ｂ型を、適切なバイアルの内容物を投与して、以下の表に示される投薬
量を提供することによって、頸部失調症（ＣＤ）患者に投与した。用量の増大に対するマ
ウスの単位（Ｕ）を、以下の通りに算定し、このときＩＵは、実施例２に記載されるよう
なマウスにおいて決定された、ＬＤ50を表す用量中に存在する毒素量である。
【００８６】
　各々の用量セッションについて、ボツリヌス毒素Ｂ型を、以下に詳述されるように、標
準的な手順に従って投与した。化合物の注射を、ＣＤを患う患者におけるボツリヌス毒素
の治療的使用において以前に訓練した神経科医によって与えた。患者に、安静時の頭部お
よび頸部の姿勢の観察を容易にするために、可能な限りリラックスすることを要求した。
ＣＤを生じる際に関与する頸部筋肉の決定を行い、そして関与した筋肉の触診によって確
認した。調査者の自由裁量で、ＥＭＧ評価を実行して、主に影響を受けた筋肉をさらに位
置決めした。このプロトコルにおける処置について考慮される筋肉は、肩甲挙筋、中斜角
筋および前斜角筋、頭半棘筋（ｓｅｍｉｓｐｉｎａｌｉｓ　ｃａｐｉｔｉｓｍ）、頭板状
筋（ｓｐｌｅｎｉｕｓ　ｃａｐｉｔｕｓ）、胸鎖乳突筋、ならびに僧帽筋である。注射を
、これらの筋肉の各々に１～５の部位において行った。１部位あたりの総注射容量は、局
所組織ゆがみを回避するために１．０ｍＬ以下であったが、標準的な１．０ｍＬシリンジ
を用いる正確な容量測定を容易にするために少なくとも０．１ｍＬであった。患者は、最
初に５０００Ｕ、続いて診療所への追跡来診の際に約１５０００単位までの用量の総用量
を受けた。
【００８７】
　（Ｂ．頸部失調症（ＣＤ）の臨床研究）
　（研究１）
　平均年齢４３．９歳および特発性ＣＤの個々の臨床診断を有する８人の患者（３人の男
性、５人の女性）が、ボツリヌス毒素Ｂ型処方物が２～４の頸部表面および／または肩筋
肉群中に注射される研究に参加した。症状で深刻な有害な効果または持続的な臨床的改善
が全くない場合に、患者に４週間毎の頻度で処置を受けさせた。患者は、１～５回の投薬
セッションに参加した。個々の投薬セッションは、１００Ｕ～１２００Ｕの範囲であり、
ここで全体的な累積的用量は、本明細書中に記載されるように、２７０Ｕ～２２８０Ｕの
ボツリヌス毒素Ｂ型処方物の範囲であった。有効性を、Ｔｓｕｉ斜頸スケール（Ｔｓｕｉ
，Ｊ．Ｋ．Ｃ．（１９８６）、Ｌａｎｃｅｔ　２：２４５～２４７）の使用によって評価
した。患者は、１２７～３９８日間の研究（研究における平均時間２４４．８日）に参加
した。総投薬量が比較された場合に、斜頸スコアは、ベースラインと同様であり、そして
全ての患者は、用量に関連する傾向のいくらかの徴候とともに、スコアにおいて緩やかな
低下（低下＝改善）を経験した。全体的に、患者は、斜頸状態における改善を経験した。
この研究においてブロック抗体の発生の徴候は全く存在しなかった。
【００８８】
　（２．研究２）
　この研究に登録された患者は、特発性ＣＤ（斜頸）の臨床的診断を有し、そしてボツリ
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ヌス毒素Ａ型に対する耐性を発生した。患者は、２～４つの頸部表面および肩筋肉に、本
発明に従うボツリヌス毒素Ｂ型処方物の筋肉内注射を受けた。
【００８９】
　１２人の患者（中央値年齢５２．３歳）が、この研究に参加し、そして終了した。患者
は、３７～１２７日にわたるこの研究（平均時間６５日）に参加した。患者を、１～３用
量の研究用薬物で処置した。累積的用量は、９４０～２１００Ｕの範囲であり、そして個
々の用量は、ボツリヌス毒素Ｂ型１５０～１４３０Ｕの範囲であった。投薬セッションの
間の時間の平均の長さは、より低い用量（全体で１００～８９９Ｕ）を受けている患者に
ついては２２．３日、およびより高い用量範囲（９００～１５００Ｕ）における患者につ
いては４８．４日であった。
【００９０】
　臨床的有益性を、Ｔｏｒｏｎｔｏ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｓｐａｓｍｏｄｉｃ　Ｔｏｒｔｉ
ｃｏｌｌｉｓ　Ｒａｔｉｎｇ　Ｓｃａｌｅ（ＴＷＳＴＲＳ）－Ｓｅｖｅｒｉｔｙ　Ｓｃａ
ｌｅ（Ｃｏｎｓｋｙ，Ｅ．Ｓ．、Ｌａｎｇ，Ａ．Ｅ．（１９９４）：Ｔｈｅｒａｐｙ　ｗ
ｉｔｈ　Ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ　Ｔｏｘｉｎ．Ｊａｎｋｏｖｉｃ，ＪおよびＨａｌｌｅｔ　
Ｍ．編、Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）におけるスコアにお
いて、ベースラインと比較した場合、少なくとも２５％の低下として規定した（低下＝改
善）。平均スコアは、全ての患者においてベースラインで同様であった。より高用量の群
における５６％の患者は、より低用量の群における７％の患者と比較した場合に、ＴＷＳ
ＴＲＳ－重篤性（ｓｅｖｅｒｉｔｙ）スコアにおける低下を示した。ＴＷＳＴＲＳ－痛み
（ｐａｉｎ）スコアにおける適度な改善もまた、両方の群において、特にこの研究の初期
の段階において観察した。これらの患者において、ボツリヌス毒素Ｂ型に対するブロック
抗体の発生の証拠は、全く存在しなかった。
【００９１】
　（３．研究３）
　頸部失調症の診断を確認した２８人の患者（平均年齢５０．９歳）は、増大する用量（
連続したセッションあたり１．５倍まで）を経時的に、２～４つの頸部表面および肩筋肉
中に、ボツリヌス毒素Ｂ型処方物の注射を受けた。臨床的有益性を、上記のようなＴＳＷ
ＴＲＳ－重篤性試験を使用して評価し、このとき、スコアにおける２５％の減少を改善と
みなした。
【００９２】
　患者が、２８～１７７日にわたるこの研究（平均時間７１．９日の研究）に参加した。
患者を１～３用量の処方物で処置した。累積用量は、１４３０Ｕ～１２０００Ｕの範囲で
あり、ここで個々の用量は、３００Ｕ～１２０００Ｕの範囲であった。臨床的評価の目的
のために、４つの用量群を規定した：１００～８００Ｕ（Ａ群）、９００～２３９９Ｕ（
Ｂ群）、２４００～５９９９Ｕ（Ｃ群）、および６０００～１２０００Ｕ（Ｄ群）。投薬
セッションの間の時間の長さは、以下のような範囲であった：Ａ群、１３～１０１日（平
均３５．７日）；Ｂ群、１４～１１３日（平均４８．８日）；Ｃ群、２９～１７７日（平
均６２．２日）；Ｄ群、２８～１７７日（平均５５．１日）。
【００９３】
　平均ベースラインスコアは、全ての処置群における全ての患者において同様であり、そ
して４群全ては、この研究の間にスコアにおいて平均的な減少（改善）を経験した。全体
的に、ベースラインからの平均改善％および重篤性スコアについての平均応答比は、この
研究の間にＣ群およびＤ群において最大であった。平均最大改善、平均最大改善％および
平均最大応答比の測定は、２つのより低用量の群についてよりも２つのより高用量の群に
ついての方が大きかった（最大改善については２．１および３．６対８．１および６．８
；平均最大改善については、１０％および１６．１％対４３．９％および３５．５％；平
均最大応答比については、０．０５および０．０９対０．３２および０．２３）。処置に
応答している患者の百分率は、２つのより低用量の群（Ａ、０％、およびＢ、２７％）に
ついてよりも２つのより高用量の群（Ｃ、８０％、およびＤ、７８％）についての方がよ
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り大きかった。応答の平均持続時間は、２つのより低用量の群（Ａ、０日；Ｂ、３１日）
についてよりも２つのより高用量の群（Ｃ、４７．６日；Ｄ、３８．１日）についての方
が長かった。これらのデータは、本発明に従うボツリヌス毒素Ｂ型処方物に対する用量依
存性応答を示す。
【００９４】
　（４．研究４）
　３用量のボツリヌス毒素Ｂ型処方物を、無作為化した、二重盲験の、単回用量の、４ア
ーム（ａｒｍ）の、並行群の多中心（ｍｕｌｔｉ－ｃｅｎｔｅｒ）研究に参加する８５人
のＣＤ患者を含めた研究において、プラセボ処置に対して試験した。患者は、１８～８０
歳の年齢にわたった。用量は、４００、１２００または２４００Ｕのボツリヌス毒素Ｂ型
であり、２～４つの頸部表面および／または肩筋肉群中に注射した。患者を、ベースライ
ンで、および処置の２および４週間あとに、ＴＷＳＴＲＳスコアリングスケールを使用し
て評価した。４週間後にＴＷＳＴＲＳ重篤性スコアにおいて３以点上の改善（≧２０％）
を示さなかった患者を、非応答者としてこの研究から除いた。応答者は、それらの応答レ
ベルが５０％を超える程度落ち込んだ場合に、４週間毎に評価のために再来した。
【００９５】
　全てのＴＷＳＴＲＳスコアは、ボツリヌス毒素Ｂ型処方物の漸増用量で改善を示した。
４週間目に、ＴＷＳＴＲＳ－痛みおよびＴＷＳＴＲＳ－全体（ｔｏｔａｌ）評価の両方に
よって、プラセボ処置した患者と比較した場合に、２４００Ｕ用量群における患者におい
て統計学的に有意な改善が存在し、そして改善を示す患者の百分率は、２４００Ｕ群にお
いて最大であった。平均患者の全体的評価は、他の処置群のいずれかと比較した場合、２
週、４週および８週で、２４００Ｕ群におけるよりもかなり高かった；４週のデータに対
する分散分析において、処置群間の統計学的に有意な差（ｐ＝０．０２８６）が存在した
。プラセボおよび２４００Ｕ用量群（ｐ＝０．００５０）との間、および用量応答分析（
ｐ＝０．００２８）においてもまた有意な差が存在した。４週のデータの分散分析におい
て、処置群間で統計学的に有意な差（ｐ＝０．００７３）が存在し、そしてプラセボと２
４００Ｕ容量群との間（ｐ＝０．００１５）、および容量応答分析（ｐ＝０．００８）に
おいてもまた有意な差が存在した。
【００９６】
　患者は、２４００Ｕ用量群についてのより高い平均日数（６１日）で、２５～２０３日
のこの研究に参加した。
【００９７】
　（５．研究５）
　この研究はまた、ＣＤの確認された診断を有する患者において、２～４つの頸部表面お
よび／または肩筋肉群中に注射された、プラセボ（Ａ群）または３つの用量（２５００Ｕ
、Ｂ群；５０００Ｕ、Ｃ群；１００００Ｕ、Ｄ群）のボツリヌス毒素Ｂ型処方物のうちの
１つの単回処置の効果を試験する、無作為化した、二重盲験の、プラセボをコントロール
とした、単回用量の、４アームの、並行群での、多中心外来患者研究であった。患者を、
処置の２および４週間後の訪問時に評価する。ベースラインと比較して、４週で２０％よ
りも大きい改善（ＴＷＳＴＲＳ－全体スコア）を有する患者を、「応答者」とみなし、そ
して最大４ヶ月にわたって４週の間隔で、またはそれらの応答スコアレベルが５０％より
も大きく落ち込むまで、再評価のために再来するように頼んだ。
【００９８】
　１２２人の患者（１９～１８歳の年齢の範囲）が、研究に参加した。患者がこの研究を
続けた時間は、患者らが研究用薬物に応答した時間を反映した。処置群は、患者数がこの
研究に残っている、最低日数および最大日数について同様であった。この研究における平
均時間は、用量が増大するにつれて、４５日（プラセボ群Ａに対する）から６１日（Ｂ）
、６７日（Ｃ）、および７５日（Ｄ）までに増大した。
【００９９】
　全てのＴＷＳＴＲＳスコアについて、全ての処置群は、４週までにベースラインからの
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改善を示した。ＴＷＳＴＲＳスコアの全ては、処方物の用量が増大するにつれて改善する
傾向があった。４週のＴＷＳＴＲＳ－全体スコアに対する共分散分析において、処置群間
における全体的な差異は、統計学的に有意であった（ｐ＝０．０００１）。さらに、用量
応答の分析は、有意であり（ｐ＝０．０００１）、そして活性群とのプラセボの比較３つ
全てが有意であった（プラセボ対２５００Ｕについてｐ＝０．００１６；プラセボ対５０
００Ｕについてｐ＝０．００５；プラセボ対１０，０００Ｕについてはｐ＝０．０００１
）。４週での処置に応答した患者の百分率は、ＴＷＳＴＲＳ－全体、ＴＷＳＴＲＳ－能力
障害（ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ）、およびＴＷＳＴＲＳ－痛みスコアについて、どの他の群
においてよりもＤ群（１００００Ｕ）においてより高かった。４つのＴＷＳＴＲＳスコア
の各々について、有意な用量応答が存在した（全体、ｐ＜０．００１；重篤性、ｐ＝０．
０３５；能力障害、ｐ＝０．００２；痛み、ｐ＝０．００１）。痛みの評価は、Ｂ群、Ｃ
群、およびＤ群においてそれぞれ、４週で全ての処置群について、６７．５、７０．２お
よび７５．１まで改善した。処置群の間の全体的な差は、統計学的に有意であり（ｐ＝０
．００４９）、用量応答の分析は、統計学的に有意であり（ｐ＝０．００１７）、そして
全ての３つの活性処置群とのプラセボの比較が、有意であった（プラセボと比較したＢ群
、Ｃ群およびＤ群について、それぞれ、ｐ＝０．０１４９、０．００８４および０．００
０７）。
【０１００】
　（実施例４：ヒト被検体におけるボツリヌス毒素Ｂ型処方物に対する生理応答）
　１８人の健常な被検体を、当該分野において公知の標準的な電気生理学的方法を使用し
て、ボツリヌス毒素Ｂ型に対する伸筋ジギタリスブレブス（ｅｘｔｅｎｓｏｒ　ｄｉｇｉ
ｔａｌｉｓ　ｂｒｅｖｉｓ）（ＥＤＢ）Ｍ波振幅応答について試験した。被検体は、１８
～２２歳の年齢の範囲であった。電気生理学的研究を、１．２５Ｕ～４８０Ｕ（筋肉内）
の用量範囲のボツリヌス毒素Ｂ型処方物の注射の２、４、６、９、１１、１３および１４
日後に行った。このデータの分析の結果は、漸増用量を用いた、ＥＤＢ　Ｍ波振幅および
領域において用量依存性の低下を示した。４８０Ｕでの最大効果は、Ｍ波振幅においてベ
ースラインからの７５％の減少を生じた。
【０１０１】
　別の研究において、１０人の被検体を無作為化して、５つの異なる投薬スキーム（１．
２５Ｕ　Ａ／２０Ｕ　Ｂ；２．５Ｕ　Ａ／８０Ｕ　Ｂ；５Ｕ　Ａ／１６０Ｕ　Ｂ；７．５
Ｕ　Ａ／３２０Ｕ　Ｂ；１０Ｕ　Ａ／４８０Ｕ　Ｂ（１投薬スケジュールあたり２人の被
検体）のうちの１つを使用して、１つのＥＤＢにおいて１用量のボツリヌス毒素Ｂ型「Ｂ
」処方物を、そして他のＥＤＢにおいて１用量の「ＢＯＴＯＸ（登録商標）」（ボツリヌ
ス毒素Ａ型、「Ａ」）で注射した。１人のコントロール被検体に、各ＥＤＢ筋肉において
生理食塩水の注射を行った。Ｍ波振幅および領域における低下率は、両方の筋肉で同様で
あり、ここで最大効果が注射のおよそ６日後で生じた。両方の血清型が、Ｍ波振幅におい
て用量依存性減少を示した。運動後の促進は、両方の型の毒素について９日で最大であっ
た。
【０１０２】
　本発明は、特定の方法および実施形態に関して記載されているが、種々の改変および変
化が本発明から逸脱することなくなされ得ることが理解される。
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