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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）浸透張力調節剤、
　（ｂ）ポリソルベート８０、
　（ｃ）ヒスチジン、および
　（ｄ）濃度＞４５ｍｇ／ｍｌのＴＮＦ阻害剤
を含む医薬製剤であって、
　前記浸透張力調節剤がソルビトールであり、
　前記ＴＮＦ阻害剤はＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１であり、
　医薬製剤のｐＨが４．０～５．５であり、
　浸透張力調節剤を含有する前記医薬製剤の粘度は４００ｃＰ未満である、前記医薬製剤
。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　炎症は機械的損傷、感染又は抗原刺激に起因するもの等の傷害に対する生体防御反応で
ある。炎症反応は、炎症が自己抗原等の不適切な刺激により誘導されるか、又は過度に発
現されるか、又は有害物質の除去後かなりの尾をひいている場合に、病的に発現し得る。
このような炎症反応は所定サイトカインの産生を伴う。
【０００２】
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　炎症の病因はよく分かっていないが、最近では炎症の分子側面に関してかなりの情報が
得られている。この研究により炎症の媒介に主に関与すると考えられる所定サイトカイン
が同定された。サイトカインは細胞、特にサイトカイン合成及び放出の直近領域にある細
胞の挙動を変化させる細胞外蛋白質である。腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）は単球やマクロファ
ージを含む多数の細胞型により産生される類のサイトカインである。
【０００３】
　少なくとも２種のＴＮＦが従来記載されており、具体的にはＴＮＦアルファ（ＴＮＦ－
α）とＴＮＦベータ（ＴＮＦ－βないしリンホトキシン）であり、各々三量体分子として
活性であり、受容体を架橋することにより細胞内シグナル伝達を開始すると考えられてい
る；Ｅｎｇｅｌｍａｎｎら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６５：１４４９７－１４５０
４（１９９０）。
【０００４】
　ＴＮＦ－αとＴＮＦ－βが主要な炎症性サイトカインであることは数件の文献に記載さ
れている。これらの公知ＴＮＦは感染や傷害等の種々の刺激に対する炎症応答に関与する
多数の異なるターゲット細胞に重要な生理的効果がある。これら蛋白質は線維芽細胞と滑
膜細胞の両者に休止状態のコラゲナーゼとプロスタグランジンＥ２を分泌させ、骨細胞の
骨吸収を促進する。これら蛋白質は好中球に対する内皮細胞の表面接着性を増加する。ま
た、内皮細胞に凝血活性を分泌させ、その血栓溶解能を低下させる。更に、酵素リポ蛋白
質リパーゼの発現を阻害することにより脂質蓄積から脂肪細胞の活性を再誘導する。ＴＮ
Ｆは更に、発熱物質として視床下部に作用する「急性期反応物質」として知られる類の蛋
白質を肝細胞に合成させる；Ｓｅｌｂｙら，Ｌａｎｃｅｔ，１（８５８３）：４８３（１
９８８）；Ｓｔａｒｎｅｓ，Ｊｒ．ら，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，８２：１３２１
（１９８８）；Ｏｌｉｆｆら，Ｃｅｌｌ，５０：５５５（１９８７）；及びＷａａｇｅら
，Ｌａｎｃｅｔ，１（８５２９）：３５５（１９８７）。更に、リウマチ性関節炎を含む
炎症の各種予測動物モデルの前臨床結果によると、ＴＮＦの阻害は疾病進行と重篤度に大
きな影響があるらしい；Ｄａｙｅｒら，Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｎｅｔｗ
ｏｒｋ，５（６）：５６３－５７１（１９９４）及びＦｅｌｄｍａｎｎら，Ａｎｎａｌｓ
　Ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ａｃａｄｅｍｙ　Ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，６６：
２７２－２７８（１９９５）。更に、ＴＮＦの阻害剤による最近のリウマチ性関節炎のヒ
ト前臨床試験は有望な結果を示している；Ｒａｎｋｉｎら，Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｊｏｕｒｎ
ａｌ　Ｏｆ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，３（４）：４３３４－４３４２（１９９５）；
Ｅｌｌｉｏｔｔら，Ｌａｎｃｅｔ，３４４：１１０５－１１１０（１９９５）；Ｔａｋら
，Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ａｎｄ　Ｒｈｅｕｍａｔｉｓｍ，３９：１０７７－１０８１（１
９９６）；及びＰａｌｅｏｌｏｇら，Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ａｎｄ　Ｒｈｅｕｍａｔｉｓ
ｍ，３９：１０８２－１０９１（１９９６）。
【０００５】
　ＴＮＦの蛋白質阻害剤は文献に開示されている。ＥＰ３０８３７８は発熱患者の尿に由
来する蛋白質がＴＮＦ阻害活性をもつことを報告している。この蛋白質の効果は受容体の
レベルの競合メカニズムに起因すると予想される。ＥＰ３０８３７８はそのＮ末端により
特性決定するのに十分な純度の蛋白質を開示している。しかし、この文献はＤＮＡ配列又
は組換え生産ＴＮＦ阻害剤について何ら教示していない。
【０００６】
　組換え生産ＴＮＦ阻害剤も文献に教示されている。例えば、ＥＰ３９３４３８とＥＰ４
２２３３９は成熟組換えヒト「３０ｋＤａ　ＴＮＦ阻害剤」（ｐ５５受容体及びｓＴＮＦ
Ｒ－Ｉとしても知られる）及び成熟組換えヒト「４０ｋＤａ阻害剤」（ｐ７５受容体及び
ｓＴＮＦＲ－ＩＩとしても知られる）とその変形（例えばフラグメント、機能的誘導体及
び変異体）のアミノ酸及び核酸配列を教示している。ＥＰ３９３４３８とＥＰ４２２３３
９はこれらの阻害剤のコーディングに関与する遺伝子を単離し、適切なベクター及び細胞
型に遺伝子をクローニングし、阻害剤を産生するように遺伝子を発現させるための方法も
開示している。成熟組換えヒト３０ｋＤａ　ＴＮＦ阻害剤と成熟組換えヒト４０ｋＤａ　
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ＴＮＦ阻害剤はＴＮＦを阻害する能力をもつことが立証されている（ＥＰ３９３４３８、
ＥＰ４２２３３９、ＰＣＴ　ＷＯ９２／１６２２１及びＰＣＴ　ＷＯ９５／３４３２６）
。
【０００７】
　ｓＴＮＦＲ－ＩとｓＴＮＦＲ－ＩＩは神経成長因子受容体（ＮＧＦ）、Ｂ細胞抗原ＣＤ
４０、４－１ＢＢ、ラットＴ細胞抗原ＭＲＣ　ＯＸ４０、Ｆａｓ抗原、並びにＣＤ２７及
びＣＤ３０抗原を含む神経成長因子／ＴＮＦ受容体スーパーファミリーの受容体のメンバ
ーである；Ｓｍｉｔｈら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４８：１０１９－１０２３（１９９０）。
この群の細胞表面受容体間で最も高度に保存されている特徴はシステインリッチ細胞外リ
ガンド結合ドメインであり、約４０アミノ酸の４個の反復モチーフに分割することができ
、十分に保存された位置に４～６個のシステイン残基を含む；Ｓｍｉｔｈら，前出。
【０００８】
　ＥＰ３９３４３８は更に成熟蛋白質のカルボキシル末端から夫々５１又は５３アミノ酸
残基を除去した全長組換え４０ｋＤａ　ＴＮＦ阻害剤蛋白質の短縮形である４０ｋＤａ　
ＴＮＦ阻害剤・５１と４０ｋＤａ　ＴＮＦ阻害剤・５３を教示している。従って、３０ｋ
Ｄａ　ＴＮＦ阻害剤と４０ｋＤａ阻害剤の各々の第４のドメインはＴＮＦ阻害に必要ない
ことが当業者に自明である。実際に、各種グループがこの解釈を実証している。３０ｋＤ
ａ及び４０ｋＤａ　ＴＮＦ阻害剤のドメイン欠失誘導体が作製され、第４のドメインをも
たない誘導体は完全なＴＮＦ結合活性を維持するが、夫々第１、第２又は第３のドメイン
をもたない誘導体はＴＮＦ結合活性を維持しない；Ｃｏｒｃｏｒａｎら，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．，２２３：８３１－８４０（１９９４）；Ｃｈｉｈ－Ｈｓｕｅｈら，Ｔｈ
ｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２７０（６）
：２８７４－２８７８（１９９５）；及びＳｃａｌｌｏｎら，Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，７（８
）：７５９－７７０（１９９５）。
【０００９】
　ＰＣＴ　ＷＯ　ＵＳ９７／１２２４４はｓＴＮＦＲ－Ｉ及びｓＴＮＦＲ－ＩＩの機能的
に活性な短縮形（「短縮形ｓＴＮＦＲ」と言う）について記載している。短縮形ｓＴＮＦ
Ｒは第４のドメイン（ｓＴＮＦＲ－Ｉのアミノ酸残基Ｔｈｒ１２７－Ａｓｎ１６１とｓＴ
ＮＦＲ－ＩＩのアミノ酸残基Ｐｒｏ１４１－Ｔｈｒ１７９）と；第３のドメインの一部（
ｓＴＮＦＲ－Ｉのアミノ酸残基Ａｓｎ１１１－Ｃｙｓ１２６とｓＴＮＦＲ－ＩＩのアミノ
酸残基Ｐｒｏ１２３－Ｌｙｓ１４０）を含まず；場合により、第１のドメインの一部（ｓ
ＴＮＦＲ－Ｉのアミノ酸残基Ａｓｐ１－Ｃｙｓ１９とｓＴＮＦＲ－ＩＩのアミノ酸残基Ｌ
ｅｕ１－Ｃｙｓ３２）も含まないｓＴＮＦＲ－Ｉ及びｓＴＮＦＲ－ＩＩの変形である。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本明細書に記載するようなＰＥＧ－ｒｍｅｔ－Ｈｕ－ｓＴＮＦ－Ｒ１（ＰＥＧｓＴＮＦ
－Ｒ１）はＮ末端を例えば３０ｋＤａポリエチレングリコール分子でペグ化されたｓＴＮ
ＦＲ－Ｉ及びｓＴＮＦＲ－ＩＩの機能的に活性な短縮形の組換え形である。ＰＥＧｓＴＮ
Ｆ－Ｒ１を用いた本発明者らの予備試験によると、ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１を濃縮するにつ
れて溶液の粘度は指数的に増加することが判明した。蛋白質を濃縮するために従来使用さ
れている大規模方法はこのような粘性溶液を処理する場合には不十分であることが知られ
ており、粘度の増加により最終製品のた損傷を伴わずに蛋白質を高濃度まで濃縮するのは
困難であると思われる。必要な治療用量を送達するために高濃度（例えば＞４５ｍｇ／ｍ
ｌ）の蛋白質を得ることが商業環境で必要になる場合があるので、治療用量の送達に必要
な各種送達装置を使用できるように許容可能な低粘度（例えば＜４００ｃＰ）でこのよう
な濃度が得られる製剤を開発することが必要である。例えば、市販自己注射器と事前充填
シリンジを送達装置として使用してＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１濃度が＞４５ｍｇ／ｍｌのＰＥ
ＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤の必要な治療用量を送達するためには、製剤を＜４００ｃＰの粘度
にする必要がある。この粘度を上回ると、装置又は容器が損傷する可能性が高い。本発明
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はより簡便で患者にやさしい送達装置を使用できるように、このような濃度と低粘度をも
つＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　（発明の要旨）
　本発明の目的は少なくとも４５ｍｇ／ｍｌの濃度であり、蛋白質に明白な損傷がなく、
低粘度（＜４００ｃＰ）で改善された安定性をもつ新規改良ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤を
提供することである。
【００１２】
　商業環境に対応するように大規模化が可能な前記製剤の製造方法も提供する。
【００１３】
　（発明の詳細な説明）
　ポリペプチドは本発明では約１０アミノ酸を上回り、所望生物活性をもつ天然、合成、
及び組換え蛋白質又はペプチドとして定義される。本発明で使用できると考えられる蛋白
質としては限定されないが、インターフェロンコンセンサス（図面と共に参照して本明細
書に組込む米国特許第５，３７２，８０８号、５，５４１，２９３号、４，８９７，４７
１号、及び４，６９５，６２３号参照）、顆粒球－コロニー刺激因子（図面と共に参照し
て本明細書に組込む米国特許第４，８１０，６４３号、４，９９９，２９１号、５，５８
１，４７６号、５，５８２，８２３号、及びＰＣＴ公開第９４／１７１８５号参照）、イ
ンターロイキン（図面と共に参照して本明細書に組込む米国特許第５，０７５，２２２号
参照）、エリスロポエチン（図面と共に参照して本明細書に組込む米国特許第４，７０３
，００８号、５，４４１，８６８号、５，６１８，６９８号、５，５４７，９３３号、及
び５，６２１，０８０号参照）、幹細胞因子（図面と共に参照して本明細書に組込むＰＣ
Ｔ公開第９１／０５７９５号、９２／１７５０５号、及び９５／１７２０６号参照）、オ
ステオプロテグリン（図面と共に参照して本明細書に組込むＰＣＴ公開第９７／２３６１
４号参照）、新規赤血球産生刺激因子（ＮＥＳＰ）（図面と共に参照して本明細書に組込
むＰＣＴ公開第９４／０９２５７号参照）、レプチン（ＯＢ蛋白質）（図面と共に参照し
て本明細書に組込むＰＣＴ公開第９６／４０９１２号、９６／０５３０９号、９７／００
１２８号、９７／０１０１０号、及び９７／０６８１６号参照）、巨核球増殖分化因子（
図面と共に参照して本明細書に組込むＰＣＴ公開第９５／２６７４６号参照）、腫瘍壊死
因子阻害剤、例えばｓＴＮＦ－Ｒ１（図面と共に参照して本明細書に組込むＰＣＴ　ＷＯ
　ＵＳ９７／１２２４４参照）、インターロイキン－１受容体アンタゴニスト（ＩＬ－１
ｒａ）、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、グリア細胞由来神経栄養因子（ＧＤＮＦ）、
ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）及びトロンボポエチンが挙げられる。本明細書で使用
する蛋白質なる用語はペプチド、ポリペプチド、コンセンサス分子、類似体、誘導体又は
その組合せを含む。
【００１４】
　一般に、本発明で使用できると考えられるｓＴＮＦＲはＰＣＴ　ＷＯ　ＵＳ９７／１２
２４４とその引用文献に記載されているものである。具体的には、ｓＴＮＦＲは同文献に
記載されている短縮形ｓＴＮＦＲである。短縮形ｓＴＮＦＲは細菌、哺乳動物、又は昆虫
細胞株で組換え技術により有利に生産することができ、蛋白質のグリコシル化形態でも非
グルコシル化形態でもよい。あるいは、短縮形ｓＴＮＦＲは化学的に合成することもでき
る。現時点で好ましい生産方法はＰＣＴ　ＷＯ　ＵＳ９７／１２２４４に記載されている
。
【００１５】
　短縮形ｓＴＮＦＲは各々一般に他の蛋白性材料（即ち非短縮形ｓＴＮＦＲ）を実質的に
含まないように単離精製することができる。短縮形ｓＴＮＦＲは短縮形ｓＴＮＦＲの製造
で使用される生産技術により存在する可能性のある他の蛋白質を約８０％除去しているこ
とが好ましい。短縮形ｓＴＮＦＲは他の蛋白質を約９０％除去しているとより好ましく、
他の蛋白質を約９５％除去していると特に好ましく、他の蛋白質を約＞９８％除去してい
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ると最も好ましい。現時点で好ましい単離精製方法はＰＣＴ　ＷＯ　ＵＳ９７／１２２４
４に記載されている。しかし、当然のことながら、投与前に所望蛋白質を他の活性成分、
化学組成物及び／又は適切な医薬製剤材料と配合してもよい。
【００１６】
　本発明の１側面では、短縮形ｓＴＮＦＲを水溶性ポリマーに結合することにより短縮形
ｓＴＮＦＲを誘導体化する。例えば、分子の見かけの分子量を増加することにより薬物動
態性能を改善するように短縮形ｓＴＮＦＲを１個以上のポリエチレングリコール分子と結
合させる。
【００１７】
　水溶性ポリマーは各々蛋白質と結合すると蛋白質が生理環境等の水性環境で沈殿しなく
なるので望ましい。ポリマーは治療用製剤又は組成物の製造に医薬的に許容可能であるこ
とが好ましい。当業者はポリマー／蛋白質コンジュゲートを治療に使用するか否かと、治
療に使用する場合には所望用量、循環時間及び蛋白分解耐性等の点を考慮して所望ポリマ
ーを選択することができよう。
【００１８】
　適切な臨床的に許容可能な水溶性ポリマーとしては限定されないが、ポリエチレングリ
コール（ＰＥＧ）、ポリエチレングリコールプロピオンアルデヒド、エチレングリコール
／プロピレングリコールコポリマー、モノメトキシポリエチレングリコール、カルボキシ
メチセルセルロース、ポリアセタール、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）、ポリビニルピ
ロリドン、ポリ－１，３－ジオキソラン、ポリ－１，３，６－トリオキソラン、エチレン
／無水マレイン酸コポリマー、ポリ（β－アミノ酸）（ホモポリマー又はランダムコポリ
マー）、ポリ（ｎ－ビニルピロリドン）ポリエチレングリコール、プロピレングリコール
ホモポリマー（ＰＰＧ）及び他のポリアルキレンオキシド、ポリプロピレンオキシド／エ
チレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチレン化ポリオール（ＰＯＧ）（例えばグリセ
ロース）及び他のポリオキシエチレン化ポリオール、ポリオキシエチレン化ソルビトール
、又はポリオキシエチレン化グルコース、大腸酸又は他の炭水化物ポリマー、フィコール
又はデキストラン並びにその混合物が挙げられる。
【００１９】
　本発明で使用するポリエチレングリコールはモノ－（Ｃ１－Ｃ１０）アルコキシ又はア
リールオキシポリエチレングリコールのように他の蛋白質を誘導体化するために使用され
ている形態の任意のものを意味する。ポリエチレングリコールプロピオンアルデヒドは水
中で安定なため、製造に有利であると思われる。
【００２０】
　水溶性ポリマーは各々任意分子量とすることができ、分枝していてもいなくてもよい。
水溶性ポリマーは各々一般に約２ｋＤａ～約１００ｋＤａの平均分子量をもつ（「約」な
る用語は水溶性ポリマーの製剤において多少の分子が指定分子量よりも多少大きくても小
さくてもよいことを意味する）。各水溶性ポリマーの平均分子量は約５ｋＤａ～約５０ｋ
Ｄが好ましく、約１２ｋＤａ～約４０ｋＤａがより好ましく、約２０ｋＤａ～約３５ｋＤ
ａが最も好ましい。
【００２１】
　一般に、分子量が大きいか又は分枝度が高いほどポリマー：蛋白質比は大きくなる。所
望治療プロフィルに応じて他のサイズ（例えば持続放出時間；生物活性に効果がある場合
にはその効果；取り扱い易さ；抗原性の程度又は不在及び治療用蛋白質に及ぼす水溶性ポ
リマーの他の公知効果）も使用できる。
【００２２】
　水溶性ポリマーは各々蛋白質の機能的又は抗原ドメインに及ぼす効果を考慮して蛋白質
に結合させなければならない。一般に、化学誘導体化は蛋白質を活性化ポリマー分子と反
応させるために使用される適切な任意条件下で実施することができる。水溶性ポリマーを
１種以上の蛋白質と結合させるために使用することができる活性化基としてはスルホン、
マレイミド、スルフヒドリル、チオール、トリフラート、トレシラート、アジリジン、オ
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キシラン及び５－ピリジルが挙げられる。
【００２３】
　水溶性ポリマーは各々一般にアミノ酸のα－もしくはε－アミノ基又は反応性チオール
基で蛋白質と結合するが、適切な反応条件下で水溶性基と結合できるように十分に反応性
の蛋白質の任意反応性基と水溶性基を結合できると考えられる。従って、水溶性ポリマー
は遊離アミノ又はカルボキシル基等の反応性基を介して蛋白質と共有結合することができ
る。遊離アミノ基をもつアミノ酸残基としてはリジン残基とＮ末端アミノ酸残基が挙げら
れる。遊離カルボキシル基をもつアミノ酸残基としてはアスパラギン酸残基、グルタミン
酸残基及びＣ末端アミノ酸残基が挙げられる。反応性チオール基をもつアミノ酸残基とし
てはシステイン残基が挙げられる。
【００２４】
　水溶性ポリマーと結合した蛋白質の製造方法は、各々一般に、（ａ）蛋白質が１種以上
の水溶性ポリマーと結合するような条件下で蛋白質を水溶性ポリマーと反応させる段階と
、および（ｂ）反応生成物を得る段階とを含む。各結合の反応条件は当分野で公知である
か又は今後開発される任意のものから選択することができるが、修飾する蛋白質を不活化
するような温度、溶媒及びｐＨレベル等の反応条件に暴露しないか又は暴露を制限するよ
うに選択する必要がある。一般に、反応に最適な反応条件は公知パラメーターと所望結果
に基づいてケースバイケースで決定される。例えば、水溶性ポリマー：蛋白質コンジュゲ
ートの比が大きいほど結合生成物の百分率は高くなる。（過剰な未反応蛋白質又はポリマ
ーが存在しない反応効率の観点で）最適比は所望誘導体化度（例えばモノ、ジ、トリ等）
、選択するポリマーの分子量、ポリマーが分枝しているか否か、及び使用する反応条件等
の因子により決定することができる。蛋白質に対する水溶性ポリマー（例えばＰＥＧ）の
比は一般に１：１～１００：１である。特に透析、塩析、限外濾過、イオン交換クロマト
グラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー及び電気泳動等の標準精製技術により各混合物
から１種以上の精製コンジュゲートを製造することができる。
【００２５】
　ポリエチレングリコール分子を蛋白質に結合させるために種々のアプローチが使用され
ている（ペグ化）。例えば、Ｒｏｙｅｒ（米国特許第４，００２，５３１号）はポリエチ
レングリコール分子を酵素に結合させるために還元アルキル化を使用したと記載している
。Ｄａｖｉｓら（米国特許第４，１７９，３３７号）は例えば酵素とインスリンを含むＰ
ＥＧ：蛋白質コンジュゲートを開示している。Ｓｈａｗ（米国特許第４，９０４，５８４
号）は反応性アミン基を介してポリエチレングリコール分子を結合させるために蛋白質の
リジン残基数の調節を開示している。Ｈａｋｉｍｉら（米国特許第５，８３４，５９４号
）は例えば蛋白質ＩＬ－２、インターフェロンα、及びＩＬ－１ｒａを含む実質的に非免
疫原性の水溶性ＰＥＧ：ｐｒｏｔｅｉｎコンジュゲートを開示している。Ｈａｋｉｍｉら
の方法は蛋白質の種々の遊離アミノ基をＰＥＧに結合させるためにユニークなリンカーを
使用している。Ｋｉｎｓｔｌｅｒら（米国特許第５，８２４，７８４号及び５，９８５，
２６５号）はＧ－ＣＳＦとコンセンサスインターフェロンを含む選択的にＮ末端を化学修
飾した蛋白質とその類似体の取得方法を教示している。重要な点として、これらの修飾蛋
白質は蛋白質安定性に関する利点と、処理上の利点がある。
【００２６】
　本発明の好適方法はＫｉｎｓｔｌｅｒら（米国特許第５，８２４，７８４号及び５，９
８５，２６５号）に記載されているような選択的Ｎ末端化学修飾である。Ｋｉｎｓｔｌｅ
ｒらにより教示されているように、蛋白質のリジン残基のε－アミノ基とＮ末端残基のα
－アミノ基のｐＫａ差を利用することができるｐＨで反応を実施することにより水溶性ポ
リマーを蛋白質のＮ末端に選択的に結合させることができる。このような選択的誘導体化
により、水溶性ポリマーと蛋白質の結合は制御され、ポリマーとの結合は主に蛋白質のＮ
末端で行われ、リジン側鎖アミノ基等の他の反応性基の有意修飾は生じない。還元アルキ
ル化を使用する場合、水溶性ポリマーは上記型とすることができ、蛋白質と結合させるた
めに単一反応性アルデヒドをもつべきである。単一反応性アルデヒドを含むポリエチレン
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グリコールプロピオンアルデヒドを使用することができる。
【００２７】
　このような選択的誘導体化により、（アルデヒド等の反応性基を含む）水溶性ポリマー
と蛋白質の結合は制御され、ポリマーとの結合は主に蛋白質のＮ末端で行われ、リジン側
鎖アミノ基等の他の反応性基の有意修飾は生じない。製剤は一般にモノポリマー／蛋白質
コンジュゲートが９０％を上回り、より一般にはモノポリマー／蛋白質コンジュゲートが
９５％を上回り、観測可能な分子の残余は未反応である（即ちポリマー部分をもたない蛋
白質）。
【００２８】
　本発明の特定態様は配列番号１に示すアミノ酸配列をもつ短縮形ｓＴＮＦＲに還元アル
キル化により結合した平均分子量約２０ｋＤａもしくは約３３ｋＤａ（例えば３０ｋＤａ
～３５ｋＤａ）の非分枝モノメトキシポリエチレングリコールアルデヒド分子又は平均分
子量約３３ｋＤａ（例えば３０ｋＤａ～３５ｋＤａ）の第３ブチルポリエチレングリコー
ルアルデヒドである。
【００２９】
　ペグ化は具体的には反応性カルボニル、ニトリル又はスルホン基をもつ試薬と少なくと
も１個の反応性ヒドロキシ基をもつ水溶性ポリマー（例えばポリエチレングリコール）を
反応させてヒドロキシル基を反応性マイケルアクセプタに変換することにより実施するこ
ともでき、各種蛋白質を修飾するのに有用な「活性化リンカー」を形成し、生物学的に活
性な改良コンジュゲートを提供する。「反応性カルボニル、ニトリル又はスルホン」とは
２炭素基を結合したカルボニル、ニトリル又はスルホン基であって、カルボニル、ニトリ
ル又はスルホン基に由来する第２の炭素上にチオール特異的結合の反応性部位をもつもの
を意味する（ＷＯ９２／１６２２１）。活性化リンカーは単官能性、二官能性又は多官能
性のいずれでもよい。本方法で使用することができる反応性スルホン基をもつ有用な試薬
としては限定されないが、クロロスルホン、ビニルスルホン及びジビニルスルホンが挙げ
られる。
【００３０】
　その開示内容を参照して本明細書に組込むＰＣＴ国際出願第ＵＳ９６／１９４５９号は
反応性ヒドロキシル基をもつ化合物を獲得し、テトラヒドロフラン（ＴＨＦ）を変換用溶
媒として使用してヒドロキシル基を反応性マイケルアクセプタに変換して活性化リンカー
を形成することによりスルホン活性化リンカーを作製する方法を教示している。サイズと
末端基官能価に基づいてリンカーを分離するために疎水性相互作用クロマトグラフィーを
使用する活性化リンカーの精製方法も記載されている。
【００３１】
　本発明の医薬組成物は一般に担体と混合した治療有効量の短縮形ｓＴＮＦＲの化学修飾
誘導体を含む。担体の主溶媒は水性でも非水性でもよい。更に、他の医薬的に許容可能な
添加剤を担体に加えてもよい。添加剤は本発明では所望効果（例えば安定化、等張性）を
提供するために医薬組成物に添加される非治療物質として定義される。望ましい添加剤の
一般属性は水溶性、非毒性、非反応性であり、体内から迅速に排出され、免疫原性をもた
ないことである。更に、添加剤は加工、保存及び患者への投与中に薬剤の効力と安全性を
維持するように蛋白質の天然コンホメーションを安定化できなければならない。
【００３２】
　本発明の製剤は更に溶液のｐＨを所望範囲内に維持するために緩衝剤を添加することが
考えられ、例えばアルカリ塩（リン酸ナトリウム又はリン酸カリウム又はその水素もしく
は２水素塩）、クエン酸ナトリウム／クエン酸、酢酸ナトリウム／酢酸、及び当分野で公
知の医薬的に許容可能な他の任意ｐＨ緩衝剤が挙げられる。これらの緩衝剤の混合物も使
用することができる。組成物で有用な緩衝剤の量は使用する特定緩衝液と溶液のｐＨに主
に依存する。例えば、酢酸塩はｐＨ５のほうがｐＨ６よりも有効な緩衝液であるので、ｐ
Ｈ６よりもｐＨ５の溶液では酢酸塩の使用量を少なくすることができる。好適製剤の好適
ｐＨは４．０～５．０の範囲であり、所望ｐＨを得るために塩酸、クエン酸、水酸化ナト
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リウム、又はその塩等のｐＨ調節剤も添加することができる。
【００３３】
　本発明の製剤は更に注射のために溶液を患者の血液と等張にするように１種以上の浸透
張力調節剤を添加することができる。典型的な浸透張力調節剤は当分野で周知であり、限
定されないが、各種塩、アミノ酸又は多糖類が挙げられる。適切なアミノ酸の非限定的な
例としてはグリシンが挙げられる。適切な多糖類の非限定的な例としては蔗糖、マンニト
ール及びソルビトールが挙げられる。当然のことながら、２種以上の浸透張力調節剤を同
時に使用してもよく、例えば，製剤の浸透張力を調節するためにソルビトールとグリシン
を併用することができる。
【００３４】
　更に他の酸化防止剤を本発明の製剤に添加してもよいと考えられる。本製剤の製造に使
用できると考えられる酸化防止剤としてはグリシンやリジン等のアミノ酸、ＥＤＴＡやＤ
ＴＰＡ等のキレート剤、及びソルビトールやマンニトール等のフリーラジカルスカベンジ
ャーが挙げられる。
【００３５】
　腸管外遅延放出製剤、吸入ミスト、経口活性製剤、又は座剤等の他の有効な剤形も考え
られる。従って、製剤は更にバルクエロージョンポリマー（例えばポリ（乳酸－コ－グリ
コール酸）（ＰＬＧＡ）コポリマー、ＰＬＧＡポリマーブレンド、ＰＥＧと乳酸とグリコ
ール酸のブロックコポリマー、ポリ（シアノアクリレート））；表面エロージョンポリマ
ー（例えばポリ（酸無水物）及びポリ（オルトエステル））；ヒドロゲルエステル（例え
ばプルロニックポリオール、ポリ（ビニルアルコール）ポリ（ビニルピロリドン）、無水
マレイン酸－アルキルビニルエーテルコポリマー、セルロース、ヒアルロン酸誘導体、ア
ルギン酸塩、コラーゲン、ゼラチン、アルブミン、並びに澱粉及びデキストラン）及びそ
の組成物系等のポリマー化合物の粒状製剤；又はリポソームもしくはミクロスフェアでも
よい。このような製剤は本発明の蛋白質及び誘導体の物理的状態、安定性、インビボ放出
速度、及びインビボ排出速度を変えることができる。所望蛋白質の最適医薬製剤は投与経
路と所望用量に応じて当業者により決定される。典型的な医薬製剤はその開示内容を参照
して本明細書に組込むＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄ．（１９９０），Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．
，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ　１８０４２，１４３５－１７１２頁に開示されている。
【００３６】
　濾過は膜を使用してそのサイズ及び電荷差に基づいて液体又は懸濁液中の成分を分離す
る圧力分離法である。蛋白質を清澄化、濃縮及び精製するために一般に膜平行流濾過（Ｔ
ＦＦ）装置操作が一般に使用されている。ＴＦＦでは、膜の表面に沿って平行に流体をポ
ンプ輸送する。圧力を加えて流体の一部を膜の反対側の濾液側に移動させる。保持成分は
膜の表面に蓄積せず、平行流により押し流される。ＴＦＦは更に分離される成分のサイズ
により分類することができる。一般にミクロン値として与えられる膜細孔径等級はこの等
級よりも大きい粒子が膜に保持されることを意味する。公称分画分子量（ＮＭＷＬ）はＮ
ＭＷＬよりも分子量の大きい大半の溶解した高分子とＮＭＷＬよりも分子量の小さい一部
の高分子が膜に保持される指標である。成分形状とその変形能及び溶液中の他の成分との
その相互作用はいずれもその保持に影響を与える。
【００３７】
　限外濾過（ＵＦ）は最も広く使用されているＴＦＦ形態の１つであり、緩衝液交換、脱
塩、及び濃縮の目的で緩衝液成分から蛋白質を分離するために使用される。保持すべき蛋
白質に応じて１ｋＤ～１０００ｋＤの範囲の膜ＮＭＷＬが使用される。限外濾過法の典型
的段階シーケンスは、膜と系を洗浄する段階と、完全性と透過性を試験する段階と、プロ
セス緩衝液を平衡化する段階と、該当成分を含有するサンプルを濃縮する段階と、前記成
分を系から取出す段階と、膜と系を洗浄する段階と、完全性と透過性を試験する段階と、
保存する段階を含む。
【００３８】
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　ＵＦ法のデザインにおける最重要因子としては製品収率、製品品質、プロセス時間、及
びプロセス経済性が挙げられる。ＵＦ法における収率低下は一般に篩分、溶解度限界、膜
吸着、及び回収不能な容量損によると考えられる。膜間差圧、クロスフロー流速、及び膜
面積等の数種の主要プロセスパラメーターを最適化する必要があるが、蛋白質濃度もＴＦ
Ｆ段階の開発における制限因子の１つである。分極の結果としてＴＦＦ装置内に高濃度領
域が存在する可能性があるので、高蛋白質濃度が溶解度限界を越えて膜表面の汚染作用を
増す恐れがある。所定ペグ化蛋白質の濃度に伴うかなり高い粘度（例えば＞５００ｃＰ）
はクロスフロー流速の維持と熱導入の最小化の点でプロセス問題を生じる。本発明は改良
製剤と温度効果を利用することにより４５ｍｇ／ｍｌを上回る濃度までＰＥＧｓＴＮＦ－
Ｒ１を濃縮するための改良限外濾過法を提供する。
【００３９】
　凍結乾燥法は文献に非常に詳細に記載されている。凍結乾燥は凍結とその後の減圧昇華
により製品の水分を低下させる方法である。凍結乾燥法は主に３段階から構成される。第
１段階では製品を凍結し、乾燥に適した凍結マトリックスを作製する。この段階は後続す
る２段階における乾燥特徴に影響を与える。第２段階は一次乾燥である。一次乾燥は製品
温度を望ましい低レベルに維持しながら製品の環境の圧力を（一般に約５０～５００μｍ
　Ｈｇまで）下げて氷を昇華により除去する。方法の第３段階は二次乾燥と呼ばれ、残留
水分が目標レベル未満に達するまで結合水を除去する。
【００４０】
　凍結乾燥は（ａ）蛋白質をその安定剤で非晶質相に維持し、（ｂ）蛋白質を製剤のガラ
ス転移温度（Ｔｇ’）未満でガラス相に固定化し、（ｃ）残留水分を望ましい低レベルま
で下げることにより製品安定性を改善する。蛋白質をその安定剤で非晶質相に維持するこ
とにより、蛋白質を保護することができる。乾燥した蛋白質をそのガラス転移温度未満に
維持することにより、全実用時間規模で蛋白質固定を最小限にし、従って分解を防止する
ことができる。残留水分量を減らすことにより、水に触媒される全分解を最小限にするこ
とができる。
【００４１】
　凍結乾燥機はフィルドバイアルを凍結乾燥のためにセットするシェルフを備えるチャン
バーと、製品の昇華水蒸気を氷として捕獲するための冷却器と、温度制御を容易にする冷
却システムと、チャンバー圧を大気圧以下の値まで低下させることが可能な真空ポンプか
ら構成される。チャンバー圧はチャンバーの前に不活性乾燥ブレンドガス（例えば窒素）
を制御下に導入することによりその設定点に維持される。殆どの場合には、チャンバーは
メインバルブにより冷却器から分離される。製品をステンレス鋼シェルフにセットし、シ
ェルフ内を循環する熱伝達流体（シリコーン油）によりシェルフの温度を制御する。熱伝
達流体の温度は冷却システムにより制御される。
【００４２】
　凍結段階はシェルフを所望凍結温度まで冷却し、温度を一定に維持して平衡化させるこ
とにより開始される。冷却したシェルフにより製品を所望温度まで凍結させる。凍結後、
チャンバー圧（キャパシタンスマノメーターにより測定）を凍結温度で氷の飽和蒸気圧未
満まで下げる。こうして一次乾燥を開始する。周囲圧はこの温度で飽和蒸気圧よりも低い
ので、凍結製品の一部は即座に昇華する（氷の蒸気圧とチャンバー圧の差が昇華推進力を
提供する）。昇華により圧力が平衡化する。しかし、チャンバー圧は（この温度で）氷の
飽和蒸気圧未満に常に維持されるので、昇華は持続する。昇華蒸気は冷却器に氷としてト
ラップされる。一般に、冷却器コイル又はプレートは乾燥工程中に約－５０℃～－７０℃
に維持される。全バルク水が昇華により除去されると、一次乾燥は完了する。この時点で
製品にはまだ多少の結合水が残留しているが、二次乾燥中に高温脱着により除去すること
ができる。従って、一般にはこの段階でシェルフ温度を上げ、所望残留水分に達するまで
維持する。この時点で二次乾燥は完了し、チャンバー内でバイアルを圧栓する。バイアル
を取出す前にチャンバーを曝気する。以上の記載は一般論であり、多少の装置デザイン変
更が可能である。
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【００４３】
　凍結乾燥法の目的は許容可能な外観、生物学的効力、再構成し易さ、及び長期保存安定
性を備える凍結乾燥蛋白質を達成することである。細心に設計された凍結乾燥サイクルは
強力で時間とエネルギーの消費が少なく、製品品質を維持するものである。製剤関連因子
とサイクル関連因子の両者によりこの目的を達成することができる。
【００４４】
　凍結乾燥製品では、製剤と凍結乾燥法が複雑な相互関係をもつ。上述のように、製品安
定性を維持するためには、製品温度を乾燥及び保存中にそのガラス転移温度（Ｔｇ’）未
満にする必要がある。従って、Ｔｇ’の高い製剤のほうがＴｇ’の低い製剤よりも高温で
乾燥することができ、その後の凍結乾燥時間が短くなる。製剤のＴｇ’は製剤中の全非晶
質成分のＴｇ’値のほぼ質量平均に相当するので、製剤の高Ｔｇ’成分の重量分率を上げ
るか及び／又は低Ｔｇ’成分の重量分率を下げることにより製剤のＴｇ’を上げることが
できる。当然のことながら、そのＴｇ’値に関係なく、選択した添加剤が蛋白質を予想さ
れる分解から保護することが必要である。
【００４５】
　本明細書に記載する方法に凍結乾燥添加剤を添加することが必要な場合がある。１種以
上の添加剤を添加することができる。本発明で使用できると考えられる凍結乾燥添加剤と
しては蔗糖、乳糖、マンニトール、デキストラン、蔗糖、ヘパリン、グリシン、ブドウ糖
、グルタミン酸、ゼラチン、ソルビトール、ヒスチジン、デキストロース、トレハロース
、メトセル、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシエチルスターチ、ポリ（エチレン
グリコール）、ポリ（ビニルピロリドン）及びポリビニルアルコール、又はその種々の組
合せと、当業者に一般に使用されている他の緩衝液、蛋白質安定剤、凍結防止剤、及び低
温保存剤が挙げられる。本発明はＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１を＞４５ｍｇ／ｍｌまで濃縮する
ための改良凍結乾燥及び再構成方法を提供する。
【００４６】
　本発明の組成物の治療用途は使用する生物活性剤により異なる。当業者は所望生物活性
剤をその所期治療用途に合わせて本発明に容易に適応させることができよう。このような
活性剤の治療用途は図面と共に参照して本明細書に組込む以下の公報に詳細に記載されて
いる。治療用途としては限定されないが、コンセンサスインターフェロン（図面と共に参
照して本明細書に組込む米国特許第５，３７２，８０８号、５，５４１，２９３号参照）
、インターロイキン（図面と共に参照して本明細書に組込む米国特許第５，０７５，２２
２号参照）、エリスロポエチン（図面と共に参照して本明細書に組込む米国特許第４，７
０３，００８号、５，４４１，８６８号、５，６１８，６９８号、５，５４７，９３３号
、５，６２１，０８０号、５，７５６，３４９号、及び５，９５５，４２２号参照）、顆
粒球－コロニー刺激因子（図面と共に参照して本明細書に組込む米国特許第４，９９９，
２９１号、５，５８１，４７６号、５，５８２，８２３号、４，８１０，６４３号、及び
ＰＣＴ公開第９４／１７１８５号参照）、巨核球増殖分化因子（ＰＣＴ公開第９５／２６
７４６号参照）、幹細胞刺激因子（図面と共に参照して本明細書に組込むＰＣＴ公開第９
１／０５７９５号、９２／１７５０５号及び９５／１７２０６号参照）、ＯＢ蛋白質（図
面と共に参照して本明細書に組込むＰＣＴ公開第９６／４０９１２号、９６／０５３０９
号、９７／００１２８号、９７／０１０１０号及び９７／０６８１６号参照）、及び新規
赤血球産生刺激因子（図面と共に参照して本明細書に組込むＰＣＴ公開第９４／０９２５
７号参照）等の蛋白質での使用が挙げられる。更に、本発明は生物活性剤により治療しよ
うとする状態の治療又は改善に用いる１種以上の医薬の製造にも使用することができる。
【００４７】
　特にＰＥＧｓＴＮＦＲ１に関して、本発明はＴＮＦにより媒介される所定疾患及び病態
（その多くは炎症性疾患として特徴付けることができる）の治療方法を提供する。疾患又
は病態は自然又は実験疾患が疾患の病巣に隣接する体液もしくは組織内の高レベルＴＮＦ
又は体内の徴候と関連付けられる場合に「ＴＮＦ媒介疾患」であるとみなす。ＴＮＦ媒介
疾患は、１）疾患に関連する病的所見をＴＮＦの投与により動物で実験的に模倣すること
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ができ、（２）疾患の実験動物モデルで誘導される病状がＴＮＦの作用を阻害する物質で
治療することにより抑制又は排除することができるという２条件により認めることもでき
る。多くのＴＮＦ媒介疾患はこれらの３条件の２つを満足し、その他は全３条件を満足す
る。ＴＮＦ媒介疾患の非限定的な例と関連後遺症及び症状としては、成人呼吸窮迫症候群
；悪液質／拒食症；癌（例えば白血病）；慢性疲労症候群；鬱血性心不全；移植片対宿主
拒否反応；痛覚過敏；炎症性腸疾患；神経炎症性疾患；脳虚血（各々神経変性の原因とな
り得る外傷、癲癇、出血又は発作の結果としての脳損傷）を含む虚血性／再潅流傷害；糖
尿病（例えば若年性１型糖尿病）；多発性硬化症；眼病；疼痛；膵炎；肺線維症；リウマ
チ性疾患（例えばリウマチ性関節炎、骨関節炎、若年性（リウマチ性）関節炎、血清反応
陰性多発性関節炎、強直性脊髄炎、ライター症候群及び反応性関節炎、乾癬性関節炎、腸
疾患性関節炎、多発性筋炎、皮膚筋炎、強皮症、全身性硬化症、血管炎、脳血管炎、シェ
ーグレン症候群、リウマチ熱、多発性軟骨炎及びリウマチ性多発性筋痛及び巨細胞性動脈
炎）；敗血性ショック；放射線療法の副作用；全身性紅斑性狼瘡；一過性顎関節疾患；甲
状腺炎及び組織移植が挙げられる。具体的に、ＴＮＦ媒介疾患（例えばＴＮＦ－α及び／
又はＴＮＦ－βにより媒介される疾患）は治療有効量の短縮形ｓＴＮＦＲ又はその誘導体
を患者に投与することにより治療することができる。
【００４８】
　ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤はリウマチ性疾患（例えばライム病、若年性（リウマチ性）
関節炎、骨関節炎、乾癬性関節炎、リウマチ性関節炎及びブドウ球菌に誘発される（「敗
血性」）関節炎）を含む上記のようなＴＮＦ媒介疾患の治療に治療有効量を患者に投与す
ることができる。「患者」なる用語は動物（例えばネコ、イヌ及びウマ）とヒトを含むも
のとする。
【００４９】
　ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤は局所、腸管内又は腸管外投与により投与することができ、
限定されないが、静脈内、筋肉内、動脈内、鞘内、関節包内、眼窩内、心臓内、皮内、腹
腔内、経気管、皮下、皮内、関節内、被膜下、クモ膜下、脊髄内、心室内及び胸骨内注射
及び輸液が挙げられる。短縮形ｓＴＮＦＲ製剤は経口投与することもできるし、粘膜を介
して、即ち鼻腔内、舌下、口腔又は直腸から全身送達用に投与することもできる。
【００５０】
　ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤は関節内、皮下、筋肉内又は静脈内注射により投与すること
が好ましい。更に、ＰＥＧｓＴＮＦＲ１製剤は投与時間にわたって血液中に所望レベルの
ＰＥＧｓＴＮＦＲ１製剤を持続的に提供するように持続輸液（例えば持続又は間欠移植又
は外部輸液流量調節装置）により投与することができる。これは例えば浸透圧ミニポンプ
等のミニポンプを介して持続輸液により実施することが好ましい。これらの方法では、確
実に薬剤量を所望レベルに維持することができ、血液サンプルを採取して血流中の薬剤量
をモニターすることができる。各種ポンプがＭｉｎｉＭｅｄ　Ｉｎｃ，Ｓｙｌｍａｒ，Ｃ
Ａ（例えばＭＴ５０７）及びＡｌｚａ　Ｃｏｒｐ．，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ（例えば
Ａｌｚｅｔ浸透圧ポンプ、モデル２ＭＬＩ）等の製造業者から市販されている。
【００５１】
　ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１は自己注射器型装置を使用して投与することができる。これらの
装置は一般に事前充填シリンジ又は事前充填カートリッジを装置と併用する。装置を注射
部位に固定し、注射針を皮膚に挿入し、装置とシリンジの構造に応じて約５～３０秒間薬
剤を注射する。市販の装置とシリンジを使用する場合には、妥当な時間、即ち＜３０秒、
より好ましくは＜１５秒以内に注射するように粘度を＜４００ｃＰにする必要がある。市
場販売業者としてはＳｃａｎｄｉｎａｖｉａｎ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｌｔｄ．Ｆａｒ　Ｅａｓ
ｔｅｒｎ　Ｗｏｒｌｄ　Ｃｅｎｔｅｒ，１１ｔｈ　Ｆｌｏｏｒ－８，＃７７，Ｈｓｉｎ　
Ｔａｉ　Ｗｕ　Ｒｏｏｄ，Ｓｅｃ．１，Ｈｓｉｈ　Ｃｈｉｈ，Ｔａｉｐｅｉ，台湾，Ｒ．
Ｏ．Ｃ．とＯｗｅｎ　Ｍｕｍｆｏｒｄ　Ｌｔｄ．Ｂｒｏｏｋ　Ｈｉｌｌ，Ｗｏｏｄｓｔｏ
ｃｋ，Ｏｘｆｏｒｄ　ＯＸ２０１ＴＵ，英国が挙げられる。
【００５２】
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　他の持続又は準持続投与方式を実施することも考えられる。例えば、化学誘導体化の結
果として、所定投与レジメンに基づく予測可能な量の蛋白質を血流中に持続的に存在させ
る効果のある持続放出形態が得られる。
【００５３】
　関節の炎症状態（例えば骨関節炎、乾癬性関節炎及びリウマチ性関節炎）を含むＴＮＦ
媒介疾患の治療におけるＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤の使用方法はその教示内容を参照して
本明細書に組込むヨーロッパ特許出願第５６７５６６号に記載されている。限定されない
が、例えば１特定態様では、ＰＥＧｓＴＮＦＲ１製剤をリウマチ性関節炎と骨関節炎の治
療に関節内投与することができる。限定されないが、例えば別の特定態様では、ＰＥＧｓ
ＴＮＦＲ１製剤をリウマチ性関節炎、炎症性腸疾患、悪液質／拒食症又は多発性硬化症の
治療に皮下又は筋肉内投与することができる。限定されないが、例えば更に別の特定態様
では、ＰＥＧｓＴＮＦＲ１製剤を外傷、癲癇、出血又は発作の結果としての脳損傷の治療
に静脈内投与することができ；あるいは外傷の結果としての脳損傷の治療に心室内投与す
ることができる。関節炎の好適治療方法としては、（１）必要に応じて関節炎の突発を予
防又は治癒するために周期的なＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤の単回関節内注射と、（２）Ｐ
ＥＧｓＴＮＦＲ１製剤の周期的皮下注射とが挙げられる。敗血性ショックの治療は敗血症
又は敗血症の可能性があると診断後にできるだけ早く開始すべきである。例えば、外科手
術又は事故又は敗血性ショックを発症する危険のある他の任意イベントの直後に治療を開
始することができる。成人呼吸窮迫症候群の好適治療方法としては、（１）ＰＥＧｓＴＮ
Ｆ－Ｒ１製剤の単回又は複数回の気管内投与と、（２）ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤のボー
ラス又は持続静脈内輸液とが挙げられる。投与方法に関係なく、ＴＮＦ媒介疾患の治療に
は疾患の症状を軽減又は緩和するために有効なＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１の用量又は全体用量
レジメンが必要である。適当な用量を決定するのに考慮すべき他の因子としては治療又は
予防すべき疾患又は状態、疾患の重篤度、投与経路、並びに患者の年齢、性別及び病状が
挙げられる。適当な治療用量を決定するために必要な計算を更に正確に行うには、特に本
明細書に開示する用量情報とアッセイを参考に当業者により常法通りに実施される。用量
は適当な用量－応答データと公知用量決定アッセイを併用することにより決定することも
できる。特定用量は患者の概算体重又は体表面積に従って計算される。
【００５４】
　投与頻度は使用する製剤におけるＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１の薬物動態パラメーターによっ
て異なる。ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１は単回投与してもよいし、重度長期疾患の場合には低頻
度で毎日投与してもよいし、初期ボーラス投与後に持続投与又は持続送達してもよい。腸
管外投与する場合には、腸管外単位用量を例えば各々１０ｍｇまで、一般には１５ｍｇま
で、より一般には２０ｍｇまでとすることができる。関節腔に投与する場合には、例えば
等張リン酸緩衝食塩水に溶かした用量約５ｍｇ／ｍｌ～１０ｍｇ／ｍｌの短縮形ｓＴＮＦ
Ｒを充填した例えば３～１０ｍｌシリンジから医薬組成物を単回注射として投与すること
が好ましい。製剤は例えば７～１０日おきに１回の頻度で関節腔に投与することができる
。このように、必要に応じて用量を変えながら例えば４～５回連続的に投与する。
【００５５】
　場合により、治療する症状に適した他の医薬製剤と共に他の治療の助剤としてＰＥＧｓ
ＴＮＦ－Ｒ１製剤を投与してもよい。ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤と１種以上の慣用又は新
規抗炎症薬のいずれかを別々又は組合せて投与することができる。
【００５６】
　リウマチ性疾患（例えばライム病、若年性（リウマチ性）関節炎、骨関節炎、乾癬性関
節炎、リウマチ性関節炎及びブドウ球菌に誘発される（「敗血性」）関節炎）等の急性及
び慢性炎症を含む上記に定義したようなＴＮＦ媒介疾患の現行治療としては、非ステロイ
ド抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）として分類される一次選択の疼痛及び炎症抑制薬が挙げられる
。二次治療薬としてはコルチコステロイド、遅効性抗リウマチ薬（ＳＡＡＲＤ）又は疾患
緩和（ＤＭ）薬が挙げられる。考えられる他のＴＮＦ媒介疾患はＰＣＴ　ＷＯ　ＵＳ９７
／１２２４４に記載されている疾患である。
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【００５７】
　本発明で使用できると考えられる好適ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤は限定されないが、酢
酸塩、ヒスチジン又はリン酸塩等の１種以上の緩衝剤；限定されないが、蔗糖、ソルビト
ール、マンニトール、又はグリシン等の浸透張力調節剤；限定されないが、メチオニン、
ＥＤＴＡ、又はアスコルビン酸塩等の酸化防止剤；限定されないが、ベンジルアルコール
又はフェノール等の抗微生物剤；限定されないが、ポリソルベート２０又はポリソルベー
ト８０等の界面活性剤を含有する。
【００５８】
　ソルビトールが浸透張力調節剤である場合には、０～５．４８％、より好ましくは１％
～５．４８％、より好ましくは１．５％～５．４８％、より好ましくは２％～５．４８％
、更に好ましくは２．５６％～５．４８％とすることが考えられる。グリシンか浸透張力
調節剤である場合には、０～２．１９％、より好ましくは１％～２．１９％、より好まし
くは１．２５％～２．１９％、更に好ましくは１．５％～２．１９％とすることが考えら
れる。１特定態様では、製剤はｐＨ４～５の酢酸緩衝液と２．５６％ソルビトールを含有
する。上記百分率は重量／容量に基づくものとする。
【００５９】
　以下、実施例により本発明を更に例証するが、これらの実施例により本発明の範囲を制
限するものではない。ＰＥＧｓＴＮＦＲ１製剤の溶液粘度を低下させるための付加方法と
しては、特定アミノ酸の部位特異的突然変異誘発と、ｓＴＮＦＲ１アミノ酸配列のコーデ
ィング領域内に含まれるアミノ酸配列の除去が挙げられる。
【実施例１】
【００６０】
　本実施例は４５ｃＰ及び３３６ｃＰのＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１を１ｍｌシリンジに充填し
、市販自己注射器を用いて注射する実験について記載する。これらの試験の結果を下表（
表１）に示す。３３６ｃＰ溶液を送達するように標準自己注射器を改造した。
【００６１】
【表１】

【００６２】
　データから明らかなように、自己注射器は２６Ｇシリンジで低粘度溶液を１５秒未満以
内に送達できるが、高粘度材料で同等の注射を実施するには有意に大きい針が必要であっ
た。注射の痛みを少なくするには小さい針（２６又は２７Ｇ）のほうが大きい針（２３Ｇ
）よりも好ましい。これは十分高濃度で十分低粘度のＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１製剤を開発す
ることの重要性を示している。
【実施例２】
【００６３】
　本実施例はＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１の各種濃縮サンプルを調製した後に濃縮サンプルで粘
度を測定する実験について記載する。
【００６４】
　本実験のサンプルは１０ｍＭ酢酸ナトリウム中で指定ｐＨにて室温透析濾過により調製
した。透析濾過に使用した膜はカセット形態であり、膜型は公称分子量カットオフ値５ｋ
Ｄ及び１０ｋＤの再生セルロースとした。出発材料は供給口から流入し、緩衝液交換生成
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物は保持液口から排出される。濾液を濾液口から除去した。プロセス中に膜間差圧、クロ
スフロー流速、及び濾液流速をモニターし、制御した。蛋白質の濃縮後、１４０ｍＭ塩化
ナトリウム（ＮａＣｌ）、５．４８％ソルビトール、又は２．１９％グリシンを添加し、
粘度を測定した。
【００６５】
　粘度はブルックフィールド粘度計（Ｂｒｏｏｋｆｉｅｌｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，
米国）を使用して測定した。循環水浴を使用してシステムを１６℃の定温に保った。シス
テムの平衡化後に粘度測定値を記録した。この分析の結果を表２に示す。
【００６６】
【表２】

【００６７】
　本実施例から明らかなように、ｐＨ、蛋白質濃度及び付加添加剤はいずれも最終粘度に
影響を与え、ソルビトール及び／又はグリシンを製剤添加剤として使用して５５ｍｇ／ｍ
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ｌまでの濃度と粘度＜４００ｃＰをもつ製剤を得ることができる。
【実施例３】
【００６８】
　本実施例は各種ｐＨ、蛋白質濃度、及び凍結乾燥法を使用してＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１の
サンプルを凍結乾燥した実験について記載する。その後、凍結乾燥サンプルを濃度＞５０
ｍｇ／ｍｌまで再構成し、粘度を測定した。
【００６９】
　凍結乾燥用の２５ｍｇ／ｍｌのＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１は次のように調製した。ＰＥＧｓ
ＴＮＦ－Ｒ１を水に緩衝液交換し、アミコン撹拌式セル装置を使用して濃縮し、１０倍濃
縮緩衝液で１０ｍＭヒスチジン，ｐＨ４．０又は５．５、１％（ｗ／ｖ）蔗糖、２％（ｗ
／ｖ）グリシン及び０．０１％ポリソルベート２０中２５ｍｇ／ｍｌまで希釈した。
【００７０】
　凍結乾燥用の６０ｍｇ／ｍｌのＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１は次のように調製した。ＰＥＧｓ
ＴＮＦ－Ｒ１を水に緩衝液交換し、アミコン撹拌式セル装置を使用して濃縮し、１０倍濃
縮緩衝液で１０ｍＭヒスチジン，ｐＨ４．０又は５．５、１．０％（ｗ／ｖ）蔗糖、２％
（ｗ／ｖ）グリシン及び０．０１％ポリソルベート２０中２５ｍｇ／ｍｌまで希釈した。
【００７１】
　次に、下記材料と方法の欄に記載するような低温法又は高温法を使用してサンプルを凍
結乾燥した。凍結乾燥後に５ｍＭヒスチジン，ｐＨ４．０又は５．５、０．５％（ｗ／ｖ
）蔗糖、１％（ｗ／ｖ）グリシン及び０．００５％ポリソルベート２０の添加剤濃度で所
望蛋白質濃度までサンプルを水で再構成した。ハーケ落球式微量粘度計（Ｈａａｋｅ　Ｉ
ｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，ドイツ）を使用して粘度を測定した。循環水浴を使用してシステ
ムを２６℃の定温に保った。システムの平衡化後に粘度測定値を記録した。この分析の結
果を表３に示す。
【００７２】
【表３】

【００７３】
　本実施例からも明らかなように、ｐＨ、蛋白質濃度及び付加添加剤はいずれも最終粘度
に影響を与え、各種限外濾過／凍結乾燥法を使用して少なくとも５７ｍｇ／ｍｌの濃度と
粘度＜４００ｃＰをもつ製剤を得ることができる。
【実施例４】
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【００７４】
　本実施例は各種添加剤を添加した各種濃度のＰＥＧｓＴＮＦＲ１の安定性を試験した実
験について記載する。
【００７５】
　安定性試験用の濃度１５ｍｇ／ｍｌのＰＥＧｓＴＮＦＲ１サンプルは上記平行流システ
ムを使用して蛋白質を脱イオン水に緩衝液交換することにより調製した。次に添加剤（例
えばヒスチジン、酢酸塩）をストック溶液からその最終濃度及びｐＨまで添加した。次に
サンプルを滅菌濾過し、１ｍｌアリコートを３ｃｃガラスバイアルに充填し、指定温度で
保温した。
【００７６】
　安定性試験用の濃度＞４５ｍｇ／ｍｌのＰＥＧｓＴＮＦＲ１サンプルは１０ｍＭ酢酸塩
に緩衝液交換した。濃縮後のｐＨは４．９であった。添加剤をストック溶液から指定濃度
まで添加した。次にサンプルを滅菌濾過し、１ｍｌアリコートを３ｃｃガラスバイアルに
充填し、指定温度で保温した。
【００７７】
　高性能サイズ排除クロマトグラフィーによりＰＥＧｓＴＮＦＲ１の安定性を測定した。
１０ｍＭ酢酸ナトリウム，ｐＨ５．０，０．５Ｍ塩化ナトリウム，１０％エタノール（ｖ
／ｖ）を含有する緩衝液でＴｏｓｏＨａａｓ　ＴＳＫＧＳＷ３０００ｘＬ（７．８×３０
０ｍｍ）サイズ排除カラムを平衡化した。流速０．５ｍｌ／分を使用して蛋白質を溶離し
た。この分析の結果を表４に示す。
【００７８】

【表４】

【００７９】
　データから明らかなように、ｐＨ、温度、蛋白質濃度及び添加剤の選択はいずれも安定
性に影響を与える因子であり、濃度＞４５ｍｇ／ｍｌの安定な製剤を製造することができ
る。
【００８０】
　材料と方法
　全薬品はＡＣＳグレード以上とした。
【００８１】
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　本発明で使用したｓＴＮＦＲは参照して本明細書に組込む上記ＰＣＴ　ＷＯ　ＵＳ９７
／１２２４４に従って製造した。
【００８２】
　本発明で使用したＰＥＧｓＴＮＦＲ１製剤はＫｉｎｓｔｌｅｒら（米国特許第５，８２
４，７８４号及び５，９８５，２６５号）により記載されているような選択的Ｎ末端化学
修飾を使用して製造した。
【００８３】
　ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１の低温凍結乾燥は次のように実施した。４℃に平衡化したシェル
フにバイアルをセットした。シェルフ温度を３６℃／時の冷却速度で－５０℃まで下げた
。－５０℃に２時間維持した後、シェルフ温度を３５℃／時の加熱速度で－１５℃まで上
げ、２時間３０分維持した。次にサンプルを－２３℃／時の冷却速度で－５０℃に戻した
。チャンバーを８０ｍＴｏｒｒまで排気することにより一次乾燥を開始し、－５０℃に更
に３０分間維持した。シェルフ温度を１２．５℃／時の加熱速度で－２５℃まで上げた後
、－２５℃に１７時間維持した。５．５℃／時の速度で加熱してシェルフ温度を３０℃ま
で上げることにより二次乾燥を開始した。３０℃で１２時間後に二次乾燥を完了した。
【００８４】
　ＰＥＧｓＴＮＦ－Ｒ１の高温凍結乾燥は次のように実施した。４℃に平衡化したシェル
フにバイアルをセットした。シェルフ温度を１５℃／時の冷却速度で－４０℃まで下げた
。－４０℃に２時間維持した後、シェルフ温度を１０℃／時の加熱速度で－１５℃まで上
げ、２時間維持した。チャンバーを８０ｍＴｏｒｒまで排気することにより一次乾燥を開
始した。シェルフ温度を－１５℃に１時間維持した後、１０℃／時の加熱速度で１０℃ま
で上げた。一次乾燥を３０時間１０℃で継続した。シェルフ温度を１０℃／時の加熱速度
で３０℃まで上げることにより二次乾燥を継続した。３０℃で１４時間後に二次乾燥を完
了した。
【００８５】
　以上、本発明の好適実施方法を含むことが確認又は提示された特定態様について本発明
を記載した。当業者に自明の通り、本明細書の開示に鑑み、本発明の所期範囲から逸脱す
ることなく特定例示態様に多数の変形及び変更を加えることができる。
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