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(57)【要約】
　ヒアルロナン分解酵素を含有する、組成物および製剤または共製剤が、提供される。組
成物、製剤または共製剤はまた、良性前立腺肥大症の治療に適しているもの、例えば、５
－αレダクターゼ阻害剤などの他の治療薬も含有し得る。組成物および製剤は、良性前立
腺肥大症の治療のために使用され得る。組成物および製剤は、良性前立腺肥大症の治療の
ための１種または複数の他の薬剤と組み合わせて提供され得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　中性脂質と、
　両親媒性脂質と
　ヒアルロナン分解酵素と
を含む多小胞リポソーム。
【請求項２】
　ヒアルロン酸をさらに含む、請求項１に記載の多小胞リポソーム。
【請求項３】
　ヒアルロン酸が、ヒアルロナン分解酵素のカプセル封入および酵素活性を増大するのに
十分な量である、請求項２に記載の多小胞リポソーム。
【請求項４】
　ヒアルロン酸が、少なくとも４０，０００Ｕ／ｍｇの酵素の総活性を維持する、請求項
２または請求項３に記載の多小胞リポソーム。
【請求項５】
　酵素の総活性が、少なくとも４０，０００Ｕ／ｍｇである、請求項１から４のいずれか
に記載の多小胞リポソーム。
【請求項６】
　酵素の総活性が、少なくとも５０，０００Ｕ／ｍｇ、６０，０００Ｕ／ｍｇ、７０，０
００Ｕ／ｍｇ、８０，０００Ｕ／ｍｇ、９０，０００Ｕ／ｍｇ、１００，０００Ｕ／ｍｇ
、１１０，０００Ｕ／ｍｇ、１２０，０００Ｕ／ｍｇ、１３０，０００Ｕ／ｍｇ、１４０
，０００Ｕ／ｍｇまたは１５０，０００Ｕ／ｍｇである、請求項１から５のいずれかに記
載の多小胞リポソーム。
【請求項７】
　ヒアルロナン分解酵素が、ヒアルロニダーゼ、コンドロイチナーゼまたはリアーゼであ
る、請求項１から６のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項８】
　ヒアルロナン分解酵素が、哺乳類型ヒアルロニダーゼまたは細菌ヒアルロニダーゼの中
から選択されるヒアルロニダーゼである、請求項１から７のいずれかに記載の多小胞リポ
ソーム。
【請求項９】
　ヒアルロニダーゼが、ＰＨ２０ヒアルロニダーゼである、請求項１から８のいずれかに
記載の多小胞リポソーム。
【請求項１０】
　ＰＨ２０ヒアルロニダーゼが、ヒツジ、マウス、サル、ウシ、細菌およびヒトＰＨ２０
の中から選択される、請求項９に記載の多小胞リポソーム。
【請求項１１】
　ＰＨ２０が、可溶性であるか、または哺乳類細胞において発現されると分泌される形態
である、請求項１０に記載の多小胞リポソーム。
【請求項１２】
　哺乳類細胞が、ＣＨＯ細胞である、請求項１１に記載の多小胞リポソーム。
【請求項１３】
　可溶性ＰＨ２０が、Ｃ末端グリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）結合部位
、またはＧＰＩ結合部位の一部を欠くＰＨ２０である、請求項１１または請求項１２のい
ずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項１４】
　可溶性ＰＨ２０が、配列番号２に示されるポリペプチドの末端切断型形態であるアミノ
酸の配列を有し、それによって、可溶性ＰＨ２０が、Ｃ末端ＧＰＩ結合部位のすべてまた
は一部を欠くか、またはその末端切断型形態に対して少なくとも９１％、９２％、９３％
、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一性を示す
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アミノ酸の配列を有する、請求項１１から１３のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項１５】
　可溶性ＰＨ２０が、配列番号４～９および４６～４８のいずれかに示されるアミノ酸の
配列およびそれらの対立遺伝子変異体、種変異体および他の変異体を含有するポリペプチ
ドの中から選択される、請求項１４に記載の多小胞リポソーム。
【請求項１６】
　ヒアルロナン分解酵素が、ｒＨｕＰＨ２０と表される、請求項１から１５のいずれかに
記載の多小胞リポソーム。
【請求項１７】
　ヒアルロナン分解酵素が、グリコシル化されている、請求項１から１６のいずれかに記
載の多小胞リポソーム。
【請求項１８】
　ヒアルロナン分解酵素が、ポリマーとのコンジュゲーションによって修飾されている、
請求項１から１７のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項１９】
　ポリマーが、ＰＥＧまたはデキストランである、請求項１８に記載の多小胞リポソーム
。
【請求項２０】
　ヒアルロナン分解酵素が、標識または検出可能な部分と直接または間接的に連結されて
いる、請求項１から１９のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項２１】
　標識または検出可能な部分が、蛍光タンパク質である、請求項２０に記載の多小胞リポ
ソーム。
【請求項２２】
　ヒアルロナン分解酵素の濃度が、０．１ｍｇ／ｍＬ～１ｍｇ／ｍＬ、０．２ｍｇ／ｍＬ
～０．５ｍｇ／ｍＬの間もしくはおよそその間であるか、または少なくとも０．１ｍｇ／
ｍＬ、０．２ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍｇ／ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０
．６ｍｇ／ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍＬ、０．８ｍｇ／ｍＬもしくは０．９ｍｇ／ｍＬもしく
は約０．１ｍｇ／ｍＬ、０．２ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍｇ／ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍＬ、０．
５ｍｇ／ｍＬ、０．６ｍｇ／ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍＬ、０．８ｍｇ／ｍＬもしくは０．９
ｍｇ／ｍＬまたは０．１ｍｇ／ｍＬ、０．２ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍｇ／ｍＬ、０．４ｍｇ
／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０．６ｍｇ／ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍＬ、０．８ｍｇ／ｍＬも
しくは０．９ｍｇ／ｍＬである、請求項１から２１のいずれかに記載の多小胞リポソーム
。
【請求項２３】
　ヒアルロン酸の濃度が、０．０５ｍｇ／ｍＬ～５０ｍｇ／ｍＬ、０．７５ｍｇ／ｍＬ～
１３．０ｍｇ／ｍＬもしくは１ｍｇ／ｍＬ～１０ｍｇ／ｍＬであるか、もしくはその間で
あるか、または少なくとも０．１ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬもしくは１ｍｇ／ｍＬま
たは約０．１ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬもしくは１ｍｇ／ｍＬまたは０．１ｍｇ／ｍ
Ｌ、０．５ｍｇ／ｍＬもしくは１ｍｇ／ｍＬである、請求項１から２２のいずれかに記載
の多小胞リポソーム。
【請求項２４】
　ヒアルロン酸対ヒアルロナン分解酵素の比が、１：５００、１：４００、１：３００、
１：２００、１：１００、１：９０、１：８０、１：７０、１：６０、１：５０、１：４
０、１：３０、１：２０、１：１０、１：９、１：８、１：７、１：６、１：５、１：４
、１：３、１：２、１：１、２：１、３：１、４：１、５：１、６：１、７：１、８：１
、９：１、１０：１、２０：１、３０：１、４０：１、５０：１、６０：１、７０：１、
８０：１、９０：１、１００：１、２００：１、３００：１、４００：１、５００：１で
ある、請求項１から２３のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項２５】
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　中性脂質が、ジグリセリドまたはトリグリセリドである、請求項１から２４のいずれか
に記載の多小胞リポソーム。
【請求項２６】
　中性脂質が、トリオレインまたはトリカプリリンまたはトリオレインおよびトリカプリ
リンの混合物であるトリグリセリドである、請求項２５に記載の多小胞リポソーム。
【請求項２７】
　トリオレインおよびトリカプリリンが、５０：５０（１：１）のモル比にある、請求項
２６に記載の多小胞リポソーム。
【請求項２８】
　両親媒性脂質が、ホスファチジルグリセロール（ＰＧ）、カルジオリピン（ＣＬ）、ホ
スファチジルセリン（ＰＳ）、ホスファチジン酸（ＰＡ）、ホスファチジルイノシトール
、ホスファチジルコリン（ＰＣ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ）、スフィン
ゴミエリンまたはジアシルトリメチルアンモニウムプロパン（ＤＩＴＡＰ）である、請求
項１から２７のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項２９】
　両親媒性脂質が、ＤＥＰＣまたはＤＯＰＣまたはＤＥＰＣおよびＤＯＰＣの混合物であ
るホスファチジルコリンである、請求項２８に記載の多小胞リポソーム。
【請求項３０】
　ＤＥＰＣおよびＤＯＰＣが、少なくとも５０：５０（１ＤＥＰＣ：１ＤＯＰＣ）、７５
／２５もしくは９０／１０モル比またはおよそ少なくとも５０：５０（１ＤＥＰＣ：１Ｄ
ＯＰＣ）、７５／２５もしくは９０／１０モル比であるモル比にある、請求項２９に記載
の多小胞リポソーム。
【請求項３１】
　ＤＰＰＧをさらに含む、請求項１から３０のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項３２】
　コレステロールをさらに含む、請求項１から３１のいずれかに記載の多小胞リポソーム
。
【請求項３３】
　治療薬を含む、請求項１から３２のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項３４】
　治療薬が、親水性であるか、または疎水性である、請求項３３に記載の多小胞リポソー
ム。
【請求項３５】
　治療薬が、良性前立腺肥大症を治療するための他の薬剤の中から選択される、請求項３
３または請求項３４に記載の多小胞リポソーム。
【請求項３６】
　他の治療薬が、抗アンドロゲン剤、α遮断薬、ボツリヌス毒素および加水分解酵素の中
から選択される、請求項３３から３５のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項３７】
　抗アンドロゲン薬が、ステロイド抗アンドロゲン薬、非ステロイド抗アンドロゲン薬ま
たは５α－レダクターゼ阻害剤である、請求項３６に記載の多小胞リポソーム。
【請求項３８】
　薬剤が、フィナステリドまたはデュタステリドである、請求項３３から３７のいずれか
に記載の多小胞リポソーム。
【請求項３９】
　ａ）ヒアルロナン分解酵素を２ｍｇ／ｍＬ未満の濃度で含む第１の水性成分を形成する
工程と、
　ｂ）少なくとも１種の有機溶媒と、少なくとも１種の両親媒性脂質と、少なくとも１種
の中性脂質とを含む脂質成分を形成する工程と、
　ｃ）第１の水性成分および脂質成分からエマルジョンを形成する工程と、
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　ｄ）エマルジョンを第２の水性成分中に分散して溶媒小球を形成する工程と、
　ｅ）溶媒小球から有機溶媒を除去して、第２の水性成分中に懸濁された多小胞リポソー
ムを形成する工程と
を含むプロセスによって製造されるか、またはプロセスによって得ることができる多小胞
リポソーム。
【請求項４０】
　ヒアルロナン分解酵素が、０．１ｍｇ／ｍＬ～１．９ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ～
１．５ｍｇ／ｍＬの間またはおよそその間の濃度にあるか、あるいは、１ｍｇ／ｍＬまた
は約１ｍｇ／ｍＬである、請求項３９に記載の多小胞リポソーム。
【請求項４１】
　ヒアルロナン分解酵素が、ヒアルロニダーゼ、コンドロイチナーゼまたはリアーゼであ
る、請求項３９または請求項４０に記載の多小胞リポソーム。
【請求項４２】
　ヒアルロナン分解酵素が、哺乳類型ヒアルロニダーゼまたは細菌ヒアルロニダーゼの中
から選択されるヒアルロニダーゼである、請求項３９から４１のいずれかに記載の多小胞
リポソーム。
【請求項４３】
　ヒアルロニダーゼが、ＰＨ２０ヒアルロニダーゼである、請求項３９から４２のいずれ
かに記載の多小胞リポソーム。
【請求項４４】
　ＰＨ２０ヒアルロニダーゼが、ヒツジ、マウス、サル、ウシ、細菌およびヒトＰＨ２０
の中から選択される、請求項４３に記載の多小胞リポソーム。
【請求項４５】
　ＰＨ２０が、可溶性であるか、または哺乳類細胞において発現されると分泌される形態
である、請求項４４に記載の多小胞リポソーム。
【請求項４６】
　哺乳類細胞が、ＣＨＯ細胞である、請求項４５に記載の多小胞リポソーム。
【請求項４７】
　可溶性ＰＨ２０が、Ｃ末端グリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）結合部位
、またはＧＰＩ結合部位の一部を欠くＰＨ２０である、請求項４５または請求項４６のい
ずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項４８】
　可溶性ＰＨ２０が、配列番号２に示されるポリペプチの末端切断型形態であるアミノ酸
の配列を有し、それによって、可溶性ＰＨ２０が、Ｃ末端ＧＰＩ結合部位のすべてまたは
一部を欠くか、またはその末端切断型形態と少なくとも９１％、９２％、９３％、９４％
、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一性を示すアミノ酸
の配列を有する、請求項４５から４７のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項４９】
　可溶性ＰＨ２０が、配列番号４～９および４６～４８のいずれかに示されるアミノ酸の
配列、それらの対立遺伝子変異体、種変異体および他の変異体を含有するポリペプチドの
中から選択される、請求項４８に記載の多小胞リポソーム。
【請求項５０】
　ヒアルロナン分解酵素が、ｒＨｕＰＨ２０と表される、請求項３９から４９のいずれか
に記載の多小胞リポソーム。
【請求項５１】
　ヒアルロナン分解酵素が、グリコシル化されている、請求項３９から５０のいずれかに
記載の多小胞リポソーム。
【請求項５２】
　ヒアルロナン分解酵素が、ポリマーとのコンジュゲーションによって修飾されている、
請求項３９から５１のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
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【請求項５３】
　ポリマーが、ＰＥＧまたはデキストランである、請求項５２に記載の多小胞リポソーム
。
【請求項５４】
　ヒアルロナン分解酵素が、標識または検出可能な部分と直接または間接的に連結されて
いる、請求項３９から５３のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項５５】
　標識または検出可能な部分が、蛍光タンパク質である、請求項５４に記載の多小胞リポ
ソーム。
【請求項５６】
　第１の水性成分が、さらなる治療薬を含む、請求項３９から５５のいずれかに記載の多
小胞リポソーム。
【請求項５７】
　治療薬が親水性である、請求項５６に記載の多小胞リポソーム。
【請求項５８】
　治療薬が、良性前立腺肥大症を治療するための治療に適している、請求項５７に記載の
多小胞リポソーム。
【請求項５９】
　第１の水性成分が、スクロース、塩化カルシウム（ＣａＣｌ２）、グリセロール、デキ
ストラン、ＰＥＧ（例えば、ＰＥＧ－６０００）、ヒアルロン酸（ＨＡ）、プロリン、Ａ
ｒｇ－ＨＣｌ、ソルビトール、トレハロース、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）またはそれ
らの組合せの中から選択される賦形剤をさらに含む、請求項３９から５８のいずれかに記
載の多小胞リポソーム。
【請求項６０】
　第１の水性成分が、１ｍＭ～５０ｍＭのＣａＣｌ２、５ｍＭ～２５ｍＭのＣａＣｌ２、
１０ｍＭ～２０ｍＭのＣａＣｌ２の間もしくはおよそその間または少なくとも１０ｍＭ、
１５ｍＭもしくは２０ｍＭまたは約１０ｍＭ、１５ｍＭもしくは２０ｍＭまたは１０ｍＭ
、１５ｍＭもしくは２０ｍＭのＣａＣｌ２を含み、
　第１の水性成分が、０．０１％～１％もしくは０．０５％～０．５％の間またはおよそ
その間または少なくとも０．１％もしくは約０．１％もしくは０．１％のデキストランを
含み、
　第１の水性成分が、０．０１％～１％もしくは０．０５％～０．５％の間またはおよそ
０．０１％～１％もしくは０．０５％～０．５％または少なくとも０．１％もしくは約０
．１％もしくは０．１％のＰＥＧを含み、
　第１の水性成分が、１ｍＭ～１Ｍ、１０ｍＭ～５００ｍＭの間またはおよそその間のプ
ロリンまたは少なくとも１００ｍＭまたは約１００ｍＭまたは１００ｍＭのプロリンを含
み、
　第１の水性成分が、１ｍＭ～１Ｍ、１０ｍＭ～５００ｍＭの間またはおよそその間また
は少なくとも１００ｍＭもしくは約１００ｍＭもしくは１００ｍＭのアルギニンを含み、
　第１の水性成分が、１％～２０％、５％～１５％の間またはおよそその間のソルビトー
ル、または少なくとも５％、６％、７％、８％、９％、１０％もしくは約５％、６％、７
％、８％、９％、１０％もしくは５％、６％、７％、８％、９％、１０％を含み、および
／または
　第１の水性成分が、１％～２０％、５％～１５％の間またはおよそその間のトレハロー
ス、または少なくとも５％、６％、７％、８％、９％、１０％もしくは約５％、６％、７
％、８％、９％、１０％もしくは５％、６％、７％、８％、９％、１０％を含む、請求項
５９に記載の多小胞リポソーム。
【請求項６１】
　第１の水性成分が、１ｍｇ／ｍＬ～１００ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ～７５ｍｇ／ｍ
Ｌもしくは１５ｍｇ／ｍＬ～５０ｍｇ／ｍＬの間またはおよそその間または少なくとも１
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ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５
ｍｇ／ｍＬのＨＡ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９
ｍｇ／ｍＬのｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨ
Ａ、１３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／
ｍＬのＨＡ、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２
０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬの
ＨＡ、５０ｍｇ／ｍＬのＨＡまたは約１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３ｍｇ
／ｍＬのＨＡ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７ｍｇ
／ｍＬのＨＡ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９ｍｇ／ｍＬのｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１１
ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬのＨ
Ａ、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍｇ／
ｍＬのＨＡ、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３
０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５０ｍｇ／ｍＬのＨＡまたは１ｍｇ／ｍＬ
のＨＡ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５ｍｇ／ｍＬ
のＨＡ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９ｍｇ／ｍＬ
のｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１３ｍ
ｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／ｍＬのＨＡ
、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２０ｍｇ／ｍ
ＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５０
ｍｇ／ｍＬのＨＡのヒアルロン酸（ＨＡ）を含む、請求項３９から６０のいずれかに記載
の多小胞リポソーム。
【請求項６２】
　第１の水性成分が、１：５００、１：４００、１：３００、１：２００、１：１００、
１：９０、１：８０、１：７０、１：６０、１：５０、１：４０、１：３０、１：２０、
１：１０、１：９、１：８、１：７、１：６、１：５、１：４、１：３、１：２、１：１
、２：１、３：１、４：１、５：１、６：１、７：１、８：１、９：１、１０：１、２０
：１、３０：１、４０：１、５０：１、６０：１、７０：１、８０：１、９０：１、１０
０：１、２００：１、３００：１、４００：１、５００：１であるか、または約１：５０
０、１：４００、１：３００、１：２００、１：１００、１：９０、１：８０、１：７０
、１：６０、１：５０、１：４０、１：３０、１：２０、１：１０、１：９、１：８、１
：７、１：６、１：５、１：４、１：３、１：２、１：１、２：１、３：１、４：１、５
：１、６：１、７：１、８：１、９：１、１０：１、２０：１、３０：１、４０：１、５
０：１、６０：１、７０：１、８０：１、９０：１、１００：１、２００：１、３００：
１、４００：１、５００：１であるヒアルロン酸対ヒアルロナン分解酵素の比を含む、請
求項３９から６１のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項６３】
　第１の水性成分が、６．０～７．５、６．０～７．０または６．０～６．５の範囲にあ
るか、またはおよそ６．０～７．５、６．０～７．０または６．０～６．５の範囲にある
ｐＨを有する、請求項３９から６２のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項６４】
　第１の水性成分が、６．５または約６．５または少なくとも６．５のｐＨを有する、請
求項６３に記載の多小胞リポソーム。
【請求項６５】
　中性脂質が、ジグリセリドまたはトリグリセリドである、請求項３９から６４のいずれ
かに記載の多小胞リポソーム。
【請求項６６】
　中性脂質が、トリオレインまたはトリカプリリンまたはトリオレインおよびトリカプリ
リンの混合物であるトリグリセリドである、請求項３９から６５のいずれかに記載の多小
胞リポソーム。
【請求項６７】



(8) JP 2014-510045 A 2014.4.24

10

20

30

40

50

　トリオレインおよびトリカプリリンが、５０：５０（１：１）モル比で提供される、請
求項６６に記載の多小胞リポソーム。
【請求項６８】
　両親媒性脂質が、ホスファチジルグリセロール（ＰＧ）、カルジオリピン（ＣＬ）、ホ
スファチジルセリン（ＰＳ）、ホスファチジン酸（ＰＡ）、ホスファチジルイノシトール
、ホスファチジルコリン（ＰＣ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ）、スフィン
ゴミエリンまたはジアシルトリメチルアンモニウムプロパン（ＤＩＴＡＰ）である、請求
項３９から６７のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項６９】
　両親媒性脂質が、ＤＥＰＣまたはＤＯＰＣまたはＤＥＰＣおよびＤＯＰＣの混合物であ
るホスファチジルコリンである、請求項３９から６８のいずれかに記載の多小胞リポソー
ム。
【請求項７０】
　ＤＥＰＣおよびＤＯＰＣが、５０：５０（１：１）モル比で提供される、請求項６９に
記載の多小胞リポソーム。
【請求項７１】
　脂質成分が、疎水性薬物をさらに含む、請求項３９から７０のいずれかに記載の多小胞
リポソーム。
【請求項７２】
　疎水性薬物が、ドセタキセル、プレドニゾン、プレドニゾロン、イブプロフェン、クロ
トリアマゾール（ｃｌｏｔｒｉａｍａｚｏｌｅ）、リスペリドン、クエン酸タモキシフェ
ン、ジアセパン（ｄｉａｓｅｐａｎ）、ＮＰＨインスリン、ベンゾジアゼピン、クロフィ
ブラート、クロルフェニラミン、ジニトラート、ジゴキシン、ジギトキシン、酒石酸エル
ゴタミン、エストラジオール、フェノフィブラート、グリスコフルビン（ｇｒｉｓｃｏｆ
ｕｌｖｉｎ）、ヒドロクロロチアジド、ヒドロコルチゾン、イソソルビド、メドロゲスト
ン、オキシフェンブタゾン、ポリチアジド、プロゲンステロン、スピロノラクトン、トル
ブタミド、１０，１１－ジヒドロ－５Ｈ－ジベンゾ［ａ，ｄ］シクロ－ヘプテン－５－カ
ルボキサミド、５Ｈ－ジベンゾ［ａ，ｄ］シクロヘプテン－５－カルボキサミドおよび５
α－レダクターゼ阻害剤の中から選択される、請求項７１に記載の多小胞リポソーム。
【請求項７３】
　疎水性薬物が、フィナステリドまたはデュタステリドである５α－レダクターゼ阻害剤
である、請求項７１または請求項７２に記載の多小胞リポソーム。
【請求項７４】
　疎水性薬物が、０．１ｍｇ／ｍＬ～５ｍｇ／ｍＬの間またはおよそその間である濃度で
ある、請求項７１から７３のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項７５】
　脂質成分が、
　２０ｍＭ～１００ｍＭまたは３０ｍＭ～６０ｍＭの間またはおよそその間の量の両親媒
性脂質、または両親媒性脂質の混合物と、
　４ｍＭ～２０ｍＭまたは５ｍＭ～１２ｍＭの間またはおよそその間の量の中性脂質、ま
たは中性脂質の混合物と
を含む、請求項３９から７４のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項７６】
　脂質成分が、ＤＰＰＧをさらに含む、請求項３９から７５のいずれかに記載の多小胞リ
ポソーム。
【請求項７７】
　ＤＰＰＧが、４ｍＭ～２０ｍＭまたは５ｍＭ～１２ｍＭの間の量またはその間の量にあ
る、請求項７６に記載の多小胞リポソーム。
【請求項７８】
　脂質成分が、コレステロールをさらに含む、請求項３９から７７のいずれかに記載の多
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小胞リポソーム。
【請求項７９】
　コレステロールが、１５ｍＭ～１００ｍＭ、２０ｍＭ～８０ｍもしくは３０ｍＭ～６０
ｍＭの間またはおよそその間である量にある、請求項７８に記載の多小胞リポソーム。
【請求項８０】
　脂質成分が、約１９．８ｍＭ　ＤＥＰＣ、３０ｍＭコレステロール、３．７５ｍＭトリ
オレインまたは１９．８ｍＭ　ＤＥＰＣ、３０ｍＭコレステロール、３．７５ｍＭトリオ
レインを含む第１の脂質混合物と、約１９．８ｍＭ　ＤＯＰＣ、３０ｍＭコレステロール
および３．７５ｍＭトリカプリリンまたは１９．８ｍＭ　ＤＯＰＣ、３０ｍＭコレステロ
ールおよび３．７５ｍＭトリカプリリンを含む第２の脂質混合物の５０：５０（１：１）
混合物を含む、請求項３９から７９のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項８１】
　有機溶媒が、クロロホルムである、請求項３９から８０のいずれかに記載の多小胞リポ
ソーム。
【請求項８２】
　第２の水性成分を除去することおよび第３の水性成分中に多小胞リポソームを懸濁する
ことをさらに含む、請求項３９から８１のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項８３】
　第３の水性成分が、ＮａＣｌを含む、請求項８２に記載の多小胞リポソーム。
【請求項８４】
　ＮａＣｌが、１００ｍＭ～１５０ｍＭの間またはおよそその間であるか、または少なく
とも１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１４０ｍＭもしくは１５０ｍＭ
または約１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１４０ｍＭもしくは１５０
ｍＭまたは１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１４０ｍＭもしくは１５
０ｍＭである、請求項８３に記載の多小胞リポソーム。
【請求項８５】
　第３の水性バッファーが、ヒスチジンを含む、請求項８２から８４のいずれかに記載の
多小胞リポソーム。
【請求項８６】
　ヒスチジンが、１ｍＭ～１００ｍＭ、５ｍＭ～１５ｍＭの間またはおよそその間である
か、または少なくとも１ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ、２５ｍＭ、３０
ｍＭ、４０ｍＭもしくは５０ｍＭまたは約１ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍ
Ｍ、２５ｍＭ、３０ｍＭ、４０ｍＭもしくは５０ｍＭである、請求項８５に記載の多小胞
リポソーム。
【請求項８７】
　第３の水性バッファーのｐＨが、６．０～８．０または６．５～７．５であるか、また
はおよそその間であるか、または少なくとも６．０、６．５、７．０もしくは７．４また
は約６．０、６．５、７．０もしくは７．４または６．０、６．５、７．０もしくは７．
４である、請求項８２から８６のいずれかに記載の多小胞リポソーム。
【請求項８８】
　請求項１から８７のいずれかに記載の多小胞リポソームを含む組成物。
【請求項８９】
　医薬上許容される担体をさらに含む、請求項８８に記載の組成物。
【請求項９０】
　ＮａＣｌを含む、請求項８８または８９に記載の組成物。
【請求項９１】
　ＮａＣＬが、１００ｍＭ～１５０ｍＭの間またはおよそその間であるか、または少なく
とも１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１４０ｍＭもしくは１５０ｍＭ
または約１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１４０ｍＭもしくは１５０
ｍＭまたは１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１４０ｍＭもしくは１５
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０ｍＭである、請求項９０に記載の組成物。
【請求項９２】
　ヒスチジンを含む、請求項８８から９１のいずれかに記載の組成物。
【請求項９３】
　ヒスチジンが、１ｍＭ～１００ｍＭ、５ｍＭ～１５ｍＭの間またはおよそその間である
か、または少なくとも１ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ、２５ｍＭ、３０
ｍＭ、４０ｍＭもしくは５０ｍＭまたは約１ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍ
Ｍ、２５ｍＭ、３０ｍＭ、４０ｍＭもしくは５０ｍＭである、請求項９２に記載の組成物
。
【請求項９４】
　組成物のｐＨが、６．０～８．０もしくは６．５～７．５であるか、またはおよそその
間であるか、または少なくとも６．０、６．５、７．０もしくは７．４または約６．０、
６．５、７．０もしくは７．４または６．０、６．５、７．０もしくは７．４である、請
求項８８から９３のいずれかに記載の組成物。
【請求項９５】
　治療薬を含む、請求項８８から９４のいずれかに記載の組成物。
【請求項９６】
　治療薬が、多小胞リポソームから別個に製剤される、請求項９５に記載の組成物。
【請求項９７】
　治療薬が、良性前立腺肥大症を治療するのに適した薬剤である、請求項９５または請求
項９６に記載の組成物。
【請求項９８】
　治療薬が、抗アンドロゲン剤、α遮断薬、ボツリヌス毒素および加水分解酵素の中から
選択される、請求項９５から９７のいずれかに記載の組成物。
【請求項９９】
　抗アンドロゲン薬が、ステロイド抗アンドロゲン薬、非ステロイド抗アンドロゲン薬ま
たは５α－レダクターゼ阻害剤である、請求項９８に記載の組成物。
【請求項１００】
　治療薬が、フィナステリドまたはデュタステリドである５α－レダクターゼ阻害剤であ
る、請求項９７に記載の組成物。
【請求項１０１】
　請求項８８から９４のいずれかに記載の組成物を含む第１の組成物と、
　治療薬を含む第２の組成物と
を含む、組合せ。
【請求項１０２】
　治療薬が、良性前立腺肥大症を治療するのに適している薬剤である、請求項１０１に記
載の組合せ。
【請求項１０３】
　治療薬が、抗アンドロゲン剤、α遮断薬、ボツリヌス毒素および加水分解酵素の中から
選択される、請求項１０１または請求項１０２に記載の組合せ。
【請求項１０４】
　抗アンドロゲン薬が、ステロイド抗アンドロゲン薬、非ステロイド抗アンドロゲン薬ま
たは５α－レダクターゼ阻害剤である、請求項１０３に記載の組合せ。
【請求項１０５】
　治療薬が、フィナステリドまたはデュタステリドである５α－レダクターゼ阻害剤であ
る、請求項１０４に記載の組合せ。
【請求項１０６】
　ヒアルロナン分解酵素と、
　ヒアルロン酸と
を含み、それによって、ヒアルロナン分解酵素が、ヒアルロニダーゼ活性の少なくとも５
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０％を、２８℃～３２℃で少なくとも６カ月、または２℃～８℃で少なくとも１年保持す
る、組成物。
【請求項１０７】
　少なくとも６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％またはそれ以上のヒアル
ロニダーゼ活性が保持される、請求項１０６に記載の組成物。
【請求項１０８】
　医薬組成物である、請求項１０６または請求項１０７に記載の組成物。
【請求項１０９】
　直接投与用に製剤される、請求項１０６から１０８のいずれかに記載の組成物。
【請求項１１０】
　ヒアルロナン分解酵素が、少なくとも１年間または少なくとも２年間安定である、請求
項１０６から１０９のいずれかに記載の組成物。
【請求項１１１】
　ヒアルロナン分解酵素が、ヒアルロニダーゼ、コンドロイチナーゼまたはリアーゼであ
る、請求項１０６から１１０のいずれかに記載の組成物。
【請求項１１２】
　ヒアルロナン分解酵素が、哺乳類型ヒアルロニダーゼまたは細菌ヒアルロニダーゼの中
から選択されるヒアルロニダーゼである、請求項１０６から１１１のいずれかに記載の組
成物。
【請求項１１３】
　ヒアルロニダーゼが、ＰＨ２０ヒアルロニダーゼである、請求項１０６から１１２のい
ずれかに記載の組成物。
【請求項１１４】
　ＰＨ２０ヒアルロニダーゼが、ヒツジ、マウス、サル、ウシ、細菌およびヒトＰＨ２０
の中から選択される請求項１１３に記載の組成物。
【請求項１１５】
　ＰＨ２０が、可溶性であるか、または哺乳類細胞において発現されると分泌される形態
である、請求項１１４に記載の組成物。
【請求項１１６】
　哺乳類細胞が、ＣＨＯ細胞である、請求項１１５に記載の組成物。
【請求項１１７】
　可溶性ＰＨ２０が、末端切断型であるＰＨ２０であり、それによって、ＰＨ２０が、Ｃ
末端グリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）結合部位、またはＧＰＩ結合部位
の一部を欠く、請求項１１５または１１６に記載の組成物。
【請求項１１８】
　ＰＨ２０が、配列番号２に示されるポリペプチドの末端切断型形態であるアミノ酸の配
列を有し、可溶性ＰＨ２０は、Ｃ末端ＧＰＩ結合部位のすべてまたは一部を欠くか、また
はその末端切断型形態と少なくとも９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、
９７％、９８％、９９％もしくはそれ以上の配列同一性を示すアミノ酸の配列を有する、
請求項１１５から１１７のいずれかに記載の組成物。
【請求項１１９】
　ＰＨ２０が、配列番号４～９および４６～４８のいずれかに示されるアミノ酸の配列を
含有するポリペプチドおよび触媒活性を示す、その対立遺伝子変異体、種変異体および他
の変異体の中から選択される、請求項１１８に記載の組成物。
【請求項１２０】
　ｒＨｕＰＨ２０と表されるヒアルロナン分解酵素を含む、請求項１０６から１１９のい
ずれかに記載の組成物。
【請求項１２１】
　ヒアルロナン分解酵素がグリコシル化されている、請求項１０６から１２０のいずれか
に記載の組成物。
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【請求項１２２】
　ヒアルロナン分解酵素が、ポリマーとのコンジュゲーションによって修飾されている、
請求項１０６から１２１のいずれかに記載の組成物。
【請求項１２３】
　ポリマーが、ＰＥＧまたはデキストランである、請求項１２２に記載の組成物。
【請求項１２４】
　組成物中のヒアルロナン分解酵素およびヒアルロン酸が、５０００：１、４０００：１
、３０００：１、２０００：１、１９００：１、１８００：１、１７００：１、１６５０
：１、１６００：１、１５００：１、１４００：１、１３００：１、１２００：１、１１
００：１、１０００：１、９００：１、８００：１、７００：１、６００：１、５００：
１、１００：１、９０：１、８０：１、７０：１、６０：１、５０：１、４０：１、３０
：１、２０：１、１０：１、１：１、１：１０、１：２０、１：３０、１：４０、１：５
０、１：６０、１：７０、１：８０、１：９０、１：１００、１：５００、１：６００、
１：７００、１：８００、１：９００、１：１０００、１：１１００、１：１２００、１
：１３００、１：１４００、１：１５００、１：１６００、１：１７００、１：１８００
、１：１９００、１：２０００、１：３０００、１：４０００、１：５０００または約５
０００：１、４０００：１、３０００：１、２０００：１、１９００：１、１８００：１
、１７００：１、１６５０：１、１６００：１、１５００：１、１４００：１、１３００
：１、１２００：１、１１００：１、１０００：１、９００：１、８００：１、７００：
１、６００：１、５００：１、１００：１、９０：１、８０：１、７０：１、６０：１、
５０：１、４０：１、３０：１、２０：１、１０：１、１：１、１：１０、１：２０、１
：３０、１：４０、１：５０、１：６０、１：７０、１：８０、１：９０、１：１００、
１：５００、１：６００、１：７００、１：８００、１：９００、１：１０００、１：１
１００、１：１２００、１：１３００、１：１４００、１：１５００、１：１６００、１
：１７００、１：１８００、１：１９００、１：２０００、１：３０００、１：４０００
、１：５０００のモル比にある、請求項１０６から１２３のいずれかに記載の組成物。
【請求項１２５】
　ヒアルロナン分解酵素の濃度が、１Ｕ／ｍＬ～１００００Ｕ／ｍＬ、１０Ｕ／ｍＬ～５
０００Ｕ／ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ～１０００Ｕ／ｍＬであるか、またはおよそその間であ
るか、または少なくとも１Ｕ／ｍＬ～１００００Ｕ／ｍＬ、１０Ｕ／ｍＬ～５０００Ｕ／
ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ～１０００Ｕ／ｍＬであるか、または少なくとも１０Ｕ／ｍＬ、５
０Ｕ／ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ、２００Ｕ／ｍＬ、３００Ｕ／ｍＬ、４００Ｕ／ｍＬ、５０
０Ｕ／ｍＬ、６００Ｕ／ｍＬ、７００Ｕ／ｍＬ、８００Ｕ／ｍＬ、９００Ｕ／ｍＬ、１０
００Ｕ／ｍＬもしくはそれ以上または約１０Ｕ／ｍＬ、５０Ｕ／ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ、
２００Ｕ／ｍＬ、３００Ｕ／ｍＬ、４００Ｕ／ｍＬ、５００Ｕ／ｍＬ、６００Ｕ／ｍＬ、
７００Ｕ／ｍＬ、８００Ｕ／ｍＬ、９００Ｕ／ｍＬ、１０００Ｕ／ｍＬもしくはそれ以上
または１０Ｕ／ｍＬ、５０Ｕ／ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ、２００Ｕ／ｍＬ、３００Ｕ／ｍＬ
、４００Ｕ／ｍＬ、５００Ｕ／ｍＬ、６００Ｕ／ｍＬ、７００Ｕ／ｍＬ、８００Ｕ／ｍＬ
、９００Ｕ／ｍＬ、１０００Ｕ／ｍＬもしくはそれ以上である、請求項１０６から１２４
のいずれかに記載の組成物。
【請求項１２６】
　ヒアルロン酸の濃度が、１ｍｇ／ｍＬ～１００ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ～５０ｍｇ
／ｍＬ、１ｍｇ／ｍＬ～２０ｍｇ／ｍＬであるか、またはおよそその間であるか、または
少なくとも１ｍｇ／ｍＬ、２ｍｇ／ｍＬ、３ｍｇ／ｍＬ、４ｍｇ／ｍＬ、５ｍｇ／ｍＬ、
６ｍｇ／ｍＬ、７ｍｇ／ｍＬ、８ｍｇ／ｍＬ、９ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ、１１ｍｇ
／ｍＬ、１２ｍｇ／ｍＬ、１３ｍｇ／ｍＬ、１４ｍｇ／ｍＬ、１５ｍｇ／ｍＬ、１６ｍｇ
／ｍＬ、１７ｍｇ／ｍＬ、１８ｍｇ／ｍＬ、１９ｍｇ／ｍＬ、２０ｍｇ／ｍＬ、３０ｍｇ
／ｍＬ、４０ｍｇ／ｍＬもしくは５０ｍｇ／ｍＬまたは約１ｍｇ／ｍＬ、２ｍｇ／ｍＬ、
３ｍｇ／ｍＬ、４ｍｇ／ｍＬ、５ｍｇ／ｍＬ、６ｍｇ／ｍＬ、７ｍｇ／ｍＬ、８ｍｇ／ｍ
Ｌ、９ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ、１１ｍｇ／ｍＬ、１２ｍｇ／ｍＬ、１３ｍｇ／ｍＬ
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、１４ｍｇ／ｍＬ、１５ｍｇ／ｍＬ、１６ｍｇ／ｍＬ、１７ｍｇ／ｍＬ、１８ｍｇ／ｍＬ
、１９ｍｇ／ｍＬ、２０ｍｇ／ｍＬ、３０ｍｇ／ｍＬ、４０ｍｇ／ｍＬもしくは５０ｍｇ
／ｍＬまたは１ｍｇ／ｍＬ、２ｍｇ／ｍＬ、３ｍｇ／ｍＬ、４ｍｇ／ｍＬ、５ｍｇ／ｍＬ
、６ｍｇ／ｍＬ、７ｍｇ／ｍＬ、８ｍｇ／ｍＬ、９ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ、１１ｍ
ｇ／ｍＬ、１２ｍｇ／ｍＬ、１３ｍｇ／ｍＬ、１４ｍｇ／ｍＬ、１５ｍｇ／ｍＬ、１６ｍ
ｇ／ｍＬ、１７ｍｇ／ｍＬ、１８ｍｇ／ｍＬ、１９ｍｇ／ｍＬ、２０ｍｇ／ｍＬ、３０ｍ
ｇ／ｍＬ、４０ｍｇ／ｍＬもしくは５０ｍｇ／ｍＬである、請求項１０６から１２５のい
ずれかに記載の組成物。
【請求項１２７】
　単回または複数回使用用に製剤される、請求項１０６から１２６のいずれかに記載の組
成物。
【請求項１２８】
　０．５ｍＬ～５０ｍＬ、１ｍＬ～１０ｍＬ、１ｍＬ～５ｍＬの間またはおよそ０．５ｍ
Ｌ～５０ｍＬ、１ｍＬ～１０ｍＬ、１ｍＬ～５ｍＬまたは少なくとも１ｍＬ、２ｍＬ、３
ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ、６ｍＬ、７ｍＬ、８ｍＬ、９ｍＬ、１０ｍＬ、２０ｍＬ、３０ｍ
Ｌ、４０ｍＬもしくは５０ｍＬまたは約１ｍＬ、２ｍＬ、３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ、６ｍ
Ｌ、７ｍＬ、８ｍＬ、９ｍＬ、１０ｍＬ、２０ｍＬ、３０ｍＬ、４０ｍＬもしくは５０ｍ
Ｌまたは１ｍＬ、２ｍＬ、３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ、６ｍＬ、７ｍＬ、８ｍＬ、９ｍＬ、
１０ｍＬ、２０ｍＬ、３０ｍＬ、４０ｍＬもしくは５０ｍＬの、投与あたりの容量で製剤
される、請求項１０６から１２７のいずれかに記載の組成物。
【請求項１２９】
　ＮａＣｌをさらに含む、請求項１０６から１２８のいずれかに記載の組成物。
【請求項１３０】
　ＮａＣｌが、１００ｍＭ～１５０ｍＭの間またはおよそその間であるか、または少なく
とも１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１４０ｍＭもしくは１５０ｍＭ
または約１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１４０ｍＭもしくは１５０
ｍＭまたは１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１４０ｍＭもしくは１５
０ｍＭである、請求項１２９に記載の組成物。
【請求項１３１】
　ヒスチジンをさらに含む、請求項１０６から１３０のいずれかに記載の組成物。
【請求項１３２】
　ヒスチジンが、１ｍＭ～１００ｍＭ、５ｍＭ～１５ｍＭの間またはおよそその間である
か、または少なくとも１ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ、３０ｍＭ、４０
ｍＭもしくは５０ｍＭまたは約１ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ、３０ｍ
Ｍ、４０ｍＭもしくは５０ｍＭである、請求項１３１に記載の組成物。
【請求項１３３】
　組成物のｐＨが、６．０～８．０もしくは６．５～７．５であるか、またはおよそその
間であるか、または少なくとも６．０、６．５、７．０もしくは７．４または約６．０、
６．５、７．０もしくは７．４または６．０、６．５、７．０もしくは７．４である、請
求項１０６から１３２のいずれかに記載の組成物。
【請求項１３４】
　ヒアルロニダーゼ分解酵素を含有する、リポソーム、ミセルまたは他の脂質小胞を含む
、請求項１０６から１３３のいずれかに記載の組成物。
【請求項１３５】
　リポソームが、単層、多重膜または多小胞である、請求項１３４に記載の組成物。
【請求項１３６】
　請求項８８から１００および１０６から１３５のいずれかに記載の組成物を含む容器。
【請求項１３７】
　シリンジである、請求項１３６に記載の容器。
【請求項１３８】
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　注射用の針をさらに含む、請求項１３６または１３７に記載の容器。
【請求項１３９】
　容器中の組成物が、単回使用用である、請求項１３６から１３８のいずれかに記載の容
器。
【請求項１４０】
　治療薬を含む組成物をさらに含む、請求項１３６から１３９のいずれかに記載の容器。
【請求項１４１】
　治療薬が、良性前立腺肥大症を治療するのに適した薬剤である、請求項１４０に記載の
容器。
【請求項１４２】
　治療薬が、抗アンドロゲン剤、α遮断薬、ボツリヌス毒素および加水分解酵素の中から
選択される、請求項１４０または請求項１４１に記載の容器。
【請求項１４３】
　抗アンドロゲン薬が、ステロイド抗アンドロゲン薬、非ステロイド抗アンドロゲン薬ま
たは５α－レダクターゼ阻害剤である、請求項１４２に記載の容器。
【請求項１４４】
　治療薬が、フィナステリドまたはデュタステリドである５α－レダクターゼ阻害剤であ
る、請求項１４３に記載の容器。
【請求項１４５】
　請求項１３６から１４４のいずれかに記載の容器を含み、使用説明書をさらに含む、キ
ット。
【請求項１４６】
　ヒアルロナン関連疾患または状態を治療する方法であって、対象に、請求項８８から１
３５のいずれかに記載の組成物または組合せを投与することを含む、方法。
【請求項１４７】
　ヒアルロナン関連疾患または状態が、良性前立腺肥大症である、請求項１４６に記載の
方法。
【請求項１４８】
　良性前立腺肥大症を治療する方法であって、対象に、ヒアルロナン分解酵素を含有する
、リポソーム、ミセルまたは他の脂質小胞を含む組成物を投与することを含む、方法。
【請求項１４９】
　リポソームまたは脂質小胞が、大直径合成膜小胞である、請求項１４８に記載の方法。
【請求項１５０】
　組成物が、対象に前立腺内に（ｉｎｔｒａｐｒｏｓｔｒａｔｉｃａｌｌｙ）投与される
、請求項１４６から１４９のいずれかに記載の方法。
【請求項１５１】
　組成物が、経直腸的、経尿道的または経会陰的注射によって投与される、請求項１５０
に記載の方法。
【請求項１５２】
　組成物が、前立腺の各葉中に投与される、請求項１５０または請求項１５１に記載の方
法。
【請求項１５３】
　組成物が、前立腺の間質への局所的なヒアルロナン分解酵素の徐放を達成する多小胞リ
ポソームを含む、請求項１４６から１５２のいずれかに記載の方法。
【請求項１５４】
　組成物が、０．５ｍＬ～５０ｍＬ、１ｍＬ～１０ｍＬ、１ｍＬ～２ｍＬで、またはおよ
そその間で、または少なくとも１ｍＬ、２ｍＬ、３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ、６ｍＬ、７ｍ
Ｌ、８ｍＬ、９ｍＬもしくは１０ｍＬまたは約１ｍＬ、２ｍＬ、３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ
、６ｍＬ、７ｍＬ、８ｍＬ、９ｍＬもしくは１０ｍＬまたは１ｍＬ、２ｍＬ、３ｍＬ、４
ｍＬ、５ｍＬ、６ｍＬ、７ｍＬ、８ｍＬ、９ｍＬもしくは１０ｍＬで投与される、請求項
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１４６から１５３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５５】
　投与の頻度が、月に１回、年に４回、年に２回または年に１回である、請求項１４６か
ら１５４のいずれかに記載の方法。
【請求項１５６】
　組成物が、３～６カ月毎に投与される、請求項１５５に記載の方法。
【請求項１５７】
　良性前立腺肥大症を治療するための他の薬剤を投与することをさらに含む、請求項１４
６から１５６のいずれかに記載の方法。
【請求項１５８】
　他の薬剤が、抗アンドロゲン薬、α遮断薬、ボツリヌス毒素および加水分解酵素の中か
ら選択される、請求項１５７に記載の方法。
【請求項１５９】
　抗アンドロゲン薬が、ステロイド抗アンドロゲン薬、非ステロイド抗アンドロゲン薬ま
たは５α－レダクターゼ阻害剤である、請求項１５８に記載の方法。
【請求項１６０】
　薬剤が、フィナステリドまたはデュタステリドである、請求項１５７から１５９のいず
れかに記載の方法。
【請求項１６１】
　ヒアルロナン関連疾患または状態の治療において使用するための、請求項８８から１３
５のいずれかに記載の組成物または組合せ。
【請求項１６２】
　ヒアルロナン関連疾患または状態が、良性前立腺肥大症である、請求項１６１に記載の
組成物。
【請求項１６３】
　前立腺内注射または注入用に製剤される、請求項１６１または請求項１６２に記載の組
成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連適用
　Xiaoming Li、Mysore Ramprasad、Curtis Thompson、H. Michael ShepardおよびLouis 
Bookbinderの２０１１年２月８日に出願された「COMPOSITION AND LIPID FORMULATION OF
 A HYALURONAN-DEGRADING ENZYME AND THE USE THEREOF FOR TREATMENT OF BENIGN PROST
ATIC HYPERPLASIA」と題された、米国仮出願番号第６１／４６２，８７５号の優先権の利
益が主張される。認められる場合には、上記の参照出願の対象は、その全文が参照により
組み込まれる。
【０００２】
電子的に提供された配列表の参照による組み込み
　配列表の電子版が、本明細書とともに提出され、その内容は、その全文が参照により組
み込まれる。電子ファイルは、７９９キロバイトの大きさであり、３０８２ＳＥＱＰＣ１
．ｔｘｔとタイトルが付けられている。
【０００３】
　ヒアルロナン分解酵素を含有する、組成物および製剤または共製剤（ｃｏ－ｆｏｒｍｕ
ｌａｔｉｏｎ）が提供される。組成物、製剤または共製剤（ｃｏ－ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏ
ｎｓ）はまた、良性前立腺肥大症の治療に適しているもの、例えば、５－αレダクターゼ
阻害剤などの他の治療薬も含有し得る。組成物および製剤は、良性前立腺肥大症の治療に
使用され得る。組成物および製剤は、良性前立腺肥大症の治療のための１種または複数の
他の薬剤と組み合わせて提供され得る。
【背景技術】
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【０００４】
　良性前立腺肥大または肥大症（ＢＰＨ）は、加齢に伴う前立腺成長の自然進行の結果と
しての前立腺の拡大に起因する非癌性状態である。前立腺の周囲の前立腺被膜は、前立腺
がさらに拡大するのを防ぎ得る。これによって、前立腺の内部領域が尿道を圧迫する。尿
道の圧迫は、前立腺によって囲まれた尿道の領域を通る尿流に対する抵抗を増大させる。
制限された尿道に尿を通すには、膀胱はより大きな圧力を発揮しなくてはならず、これが
、膀胱壁の肥大、硬直および種々の下部尿路症状（ＬＵＴＳ）の提示もたらす。ＬＵＴＳ
として、排尿しながらの弱いまたは間欠性の尿流、排尿時のいきみ、尿が流れ始める前の
ためらい、排尿後にさえ膀胱が完全に空になっていない感覚、排尿の最後での滴下または
後での漏れ、特に夜間の排尿の頻度の増大および排尿の差し迫った必要性が挙げられる。
ＢＰＨは、男性、特に高齢の男性を侵す最もよくある医学的状態の１種である。ＢＰＨは
、５０歳までに５０％、８０歳までに７５％の男性が発症すると報告されている。人口の
加齢のために、ＢＰＨの有病率は、来たる２０年にわたって実質的に増大すると予測され
る。重篤なＢＰＨは、生活の質の低下、尿路感染、膀胱および腎臓の損傷、失禁などの深
刻な問題、最も深刻には、閉塞性尿路疾患による肉眼的血尿および腎不全を引き起こし得
る。薬物および手術の使用を含めた、ＢＰＨを治療するために利用可能な現在の戦略のう
ち、すべてが、有害事象を有する。したがって、代替治療計画が必要である。
【発明の概要】
【０００５】
　中性脂質、両親媒性脂質およびヒアルロナン分解酵素を含有する多小胞リポソーム（Ｍ
ＶＬ）が、本明細書において提供される。ＭＶＬ中のヒアルロナン分解酵素は、概して、
少なくとも４０，０００Ｕ／ｍｇの活性を有する。ヒアルロナン分解酵素の濃度は、０．
１ｍｇ／ｍＬ～１ｍｇ／ｍＬ、０．２ｍｇ／ｍＬ～０．５ｍｇ／ｍＬの間またはおよそそ
の間であるか、あるいは少なくとも０．１ｍｇ／ｍＬ、０．２ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍｇ／
ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０．６ｍｇ／ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍＬ、０
．８ｍｇ／ｍＬもしくは０．９ｍｇ／ｍＬまたは約０．１ｍｇ／ｍＬ、０．２ｍｇ／ｍＬ
、０．３ｍｇ／ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０．６ｍｇ／ｍＬ、０．７
ｍｇ／ｍＬ、０．８ｍｇ／ｍＬもしくは０．９ｍｇ／ｍＬまたは０．１ｍｇ／ｍＬ、０．
２ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍｇ／ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０．６ｍｇ／
ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍＬ、０．８ｍｇ／ｍＬもしくは０．９ｍｇ／ｍＬである。
【０００６】
　いくつかの例では、ＭＶＬは、ヒアルロン酸（ＨＡ）を含有する。ＨＡは、ヒアルロナ
ン分解酵素のカプセル封入および酵素活性を高めるのに十分な量で存在し得る。ＭＶＬ中
のヒアルロン酸の濃度は、０．０５ｍｇ／ｍＬ～５０ｍｇ／ｍＬ、０．７５ｍｇ／ｍＬ～
１３．０ｍｇ／ｍＬもしくは１ｍｇ／ｍＬ～１０ｍｇ／ｍＬの間またはおよそその間であ
るか、あるいは少なくとも０．１ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬもしくは１ｍｇ／ｍＬま
たは約０．１ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬもしくは１ｍｇ／ｍＬまたは０．１ｍｇ／ｍ
Ｌ、０．５ｍｇ／ｍＬもしくは１ｍｇ／ｍＬである。いくつかの例では、ヒアルロン酸対
ヒアルロナン分解酵素の比は、１：５００、１：４００、１：３００、１：２００、１：
１００、１：９０、１：８０、１：７０、１：６０、１：５０、１：４０、１：３０、１
：２０、１：１０、１：９、１：８、１：７、１：６、１：５、１：４、１：３、１：２
、１：１、２：１、３：１、４：１、５：１、６：１、７：１、８：１、９：１、１０：
１、２０：１、３０：１、４０：１、５０：１、６０：１、７０：１、８０：１、９０：
１、１００：１、２００：１、３００：１、４００：１、５００：１である。
【０００７】
　本明細書における例では、ＭＶＬは、ａ）ヒアルロナン分解酵素を２ｍｇ／ｍＬ未満の
濃度で含有する第１の水性成分を形成する工程と、ｂ）少なくとも１種の有機溶媒と、少
なくとも１種の両親媒性（ａｍｐｈｉｐｈａｔｉｃ）脂質と、少なくとも１種の中性脂質
とを含有する脂質成分を形成する工程と、ｃ）第１の水性成分および脂質成分からエマル
ジョンを形成する工程と、ｄ）エマルジョンを第２の水性成分中に分散して溶媒小球を形
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成する工程と、ｅ）溶媒小球から有機溶媒を除去して、第２の水性成分中に懸濁された多
小胞リポソームを形成する工程とを含むプロセスによって製造され得るか、または得るこ
とができる。このプロセスでは、第１の水性成分中のヒアルロナン分解酵素は、０．１ｍ
ｇ／ｍＬ～１．９ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ～１．５ｍｇ／ｍＬの間またはおよそそ
の間の濃度であるか、あるいは、１ｍｇ／ｍＬまたは約１ｍｇ／ｍＬである。第１の水性
成分はまた、スクロース、塩化カルシウム（ＣａＣｌ２）、グリセロール、デキストラン
、ＰＥＧ（例えば、ＰＥＧ－６０００）、ヒアルロン酸（ＨＡ）、プロリン、Ａｒｇ－Ｈ
Ｃｌ、ソルビトール、トレハロース、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）またはそれらの組合
せである賦形剤も含有し得る。このような例では、ＣａＣｌ２は、１ｍＭ～５０ｍＭのＣ
ａＣｌ２、５ｍＭ～２５ｍＭのＣａＣｌ２、１０ｍＭ～２０ｍＭのＣａＣｌ２の間または
およそその間であるか、あるいは、少なくとも１０ｍＭ、１５ｍＭもしくは２０ｍＭまた
は約１０ｍＭ、１５ｍＭもしくは２０ｍＭまたは１０ｍＭ、１５ｍＭもしくは２０ｍＭで
あり；デキストランは、０．０１％～１％もしくは０．０５％～０．５％の間またはおよ
そその間であるか、あるいは、少なくとも０．１％または約０．１％または０．１％であ
り；ＰＥＧは、０．０１％～１％もしくは０．０５％～０．５％の間またはおよそその間
であるか、あるいは、少なくとも０．１％または約０．１％または０．１％であり；プロ
リンは、１ｍＭ～１Ｍ、１０ｍＭ～５００ｍＭプロリンの間もしくはおよそその間である
か、または少なくとも１００ｍＭもしくは約１００ｍＭもしくは１００ｍＭであり；アル
ギニンは、１ｍＭ～１Ｍ、１０ｍＭ～５００ｍＭの間もしくはおよそその間であるか、ま
たは少なくとも１００ｍＭもしくは約１００ｍＭもしくは１００ｍＭであり；ソルビトー
ルは、１％～２０％、５％～１５％ソルビトールの間もしくはおよそその間であるか、ま
たは少なくとも５％、６％、７％、８％、９％、１０％もしくは約５％、６％、７％、８
％、９％、１０％もしくは５％、６％、７％、８％、９％、１０％であり；および／ある
いは、トレハロースは、１％～２０％、５％～１５％トレハロースの間もしくはおよそそ
の間であるか、または少なくとも５％、６％、７％、８％、９％、１０％もしくは約５％
、６％、７％、８％、９％、１０％もしくは５％、６％、７％、８％、９％、１０％であ
り；および／あるいは、ヒアルロン酸（ＨＡ）は、１ｍｇ／ｍＬ～１００ｍｇ／ｍＬ、１
０ｍｇ／ｍＬ～７５ｍｇ／ｍＬもしくは１５ｍｇ／ｍＬ～５０ｍｇ／ｍＬの間またはおよ
そその間であるか、あるいは、少なくとも１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３
ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７
ｍｇ／ｍＬのＨＡ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９ｍｇ／ｍＬのｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、
１１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬ
のＨＡ、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍ
ｇ／ｍＬのＨＡ、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ
、３０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５０ｍｇ／ｍＬのＨＡまたは約１ｍｇ
／ｍＬのＨＡ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５ｍｇ
／ｍＬのＨＡ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９ｍｇ
／ｍＬのｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、
１３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／ｍＬ
のＨＡ、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２０ｍ
ｇ／ｍＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬのＨＡ
、５０ｍｇ／ｍＬのＨＡまたは１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３ｍｇ／ｍＬ
のＨＡ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７ｍｇ／ｍＬ
のＨＡ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９ｍｇ／ｍＬのｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１１ｍｇ／
ｍＬのＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１
５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍｇ／ｍＬの
ＨＡ、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３０ｍｇ
／ｍＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５０ｍｇ／ｍＬのＨＡである。
【０００８】
　本明細書において提供されるＭＶＬでは、ＭＶＬは、第２の水性成分を除去することお
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よび多小胞リポソームを第３の水性成分中に懸濁することも含むプロセスによって製造さ
れ得る。第３の水性成分は、例えば、１００ｍＭ～１５０ｍＭの間またはおよそその間で
あるか、あるいは、少なくとも１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、１４
０ｍＭもしくは１５０ｍＭまたは約１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ、
１４０ｍＭもしくは１５０ｍＭまたは１００ｍＭ、１１０ｍＭ、１２０ｍＭ、１３０ｍＭ
、１４０ｍＭもしくは１５０ｍＭであるＮａＣｌ；および／あるいは例えば、１ｍＭ～１
００ｍＭ、５ｍＭ～１５ｍＭの間であるか、あるいは、少なくとも１ｍＭ、５ｍＭ、１０
ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ、２５ｍＭ、３０ｍＭ、４０ｍＭもしくは５０ｍＭまたは約１
ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ、２５ｍＭ、３０ｍＭ、４０ｍＭもしくは
５０ｍＭであるヒスチジンを含有し得る。第３の水性バッファーのｐＨは、６．０～８．
０または６．５～７．５の間であるか、またはおよそその間であるか、少なくとも６．０
、６．５、７．０もしくは７．４または約６．０、６．５、７．０もしくは７．４または
６．０、６．５、７．０もしくは７．４である。
【０００９】
　本明細書において提供されたＭＶＬでは、ＭＶＬは、ジグリセリドもしくはトリグリセ
リドである中性脂質を含有し得るか、またはジグリセリドもしくはトリグリセリドである
中性脂質を含有するプロセスによって製造され得るか、もしくは得ることができる。例え
ば、中性脂質は、トリオレインまたはトリカプリリン、またはトリオレインおよびトリカ
プリリンの混合物であるトリグリセリドである。いくつかの例では、トリオレインおよび
トリカプリリンは、５０：５０（１：１）のモル比にある。本明細書において提供された
ＭＶＬの例では、ＭＶＬは、ホスファチジルグリセロール（ＰＧ）、カルジオリピン（Ｃ
Ｌ）、ホスファチジルセリン（ＰＳ）、ホスファチジン酸（ＰＡ）、ホスファチジルイノ
シトール、ホスファチジルコリン（ＰＣ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ）、
スフィンゴミエリンもしくはジアシルトリメチルアンモニウムプロパン（ＤＩＴＡＰ）で
ある両親媒性脂質を含有し得るか、またはホスファチジルグリセロール（ＰＧ）、カルジ
オリピン（ＣＬ）、ホスファチジルセリン（ＰＳ）、ホスファチジン酸（ＰＡ）、ホスフ
ァチジルイノシトール、ホスファチジルコリン（ＰＣ）、ホスファチジルエタノールアミ
ン（ＰＥ）、スフィンゴミエリンもしくはジアシルトリメチルアンモニウムプロパン（Ｄ
ＩＴＡＰ）である両親媒性脂質を含有するプロセスによって製造され得るか、もしくは得
ることができる。例えば、両親媒性脂質は、ＤＥＰＣまたはＤＯＰＣ、またはＤＥＰＣお
よびＤＯＰＣの混合物であるホスファチジルコリンである。ＤＥＰＣおよびＤＯＰＣは、
少なくともまたはおよそ少なくとも５０：５０（１ＤＥＰＣ：１ＤＯＰＣ）、７５／２５
または９０／１０のモル比であるモル比にある。本明細書において提供されたＭＶＬの例
では、ＭＶＬは、ＤＰＰＧ、コレステロールもしくはＤＰＰＧおよびコレステロールをさ
らに含有し得るか、またはＤＰＰＧ、コレステロールもしくはＤＰＰＧおよびコレステロ
ールを含有するプロセスによって製造され得る。
【００１０】
　本明細書において提供されたＭＶＬのいずれかでは、ＭＶＬは、さらなる治療薬を含有
するプロセスによる製造などから、さらなる治療薬を含有する。治療薬は、親水性であっ
ても、疎水性であってもよい。一般に、治療薬は、良性前立腺肥大症を治療するための薬
剤である。例えば、治療薬は、抗アンドロゲン剤、α遮断薬、ボツリヌス毒素または加水
分解酵素である。抗アンドロゲン薬は、ステロイド抗アンドロゲン薬、非ステロイド抗ア
ンドロゲン薬または５α－レダクターゼ阻害剤であり得る。特定の例では、薬剤は、フィ
ナステリドまたはデュタステリドである。
【００１１】
　本明細書において提供されたＭＶＬのいずれかを含有する組成物または組合せもまた、
本明細書において提供される。組成物または組合せは、治療薬をさらに含有し得る。治療
薬は、多小胞リポソームから別個に製剤され得る。治療薬の例示として、良性前立腺肥大
症を治療するのに適した薬剤がある。例えば、治療薬は、抗アンドロゲン剤、α遮断薬、
ボツリヌス毒素および加水分解酵素である。抗アンドロゲン薬は、ステロイド抗アンドロ
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ゲン薬、非ステロイド抗アンドロゲン薬または５α－レダクターゼ阻害剤である。５α－
レダクターゼ阻害剤は、フィナステリドまたはデュタステリドである。また、組成物また
は組合せのいずれかを含有する容器またはキットも、本明細書において提供される。
【００１２】
　ヒアルロナン分解酵素と、ヒアルロン酸とを含有し、それによって、ヒアルロナン分解
酵素が、少なくとも５０％のヒアルロニダーゼ活性を、２８℃～３２℃で少なくとも６カ
月間または２℃～８℃で少なくとも１年間保持する組成物も、本明細書において提供され
る。例えば、少なくとも６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％またはそれ以
上のヒアルロニダーゼ活性が保持される。組成物中のヒアルロナン分解酵素およびヒアル
ロン酸は、５０００：１、４０００：１、３０００：１、２０００：１、１９００：１、
１８００：１、１７００：１、１６５０：１、１６００：１、１５００：１、１４００：
１、１３００：１、１２００：１、１１００：１、１０００：１、９００：１、８００：
１、７００：１、６００：１、５００：１、１００：１、９０：１、８０：１、７０：１
、６０：１、５０：１、４０：１、３０：１、２０：１、１０：１、１：１、１：１０、
１：２０、１：３０、１：４０、１：５０、１：６０、１：７０、１：８０、１：９０、
１：１００、１：５００、１：６００、１：７００、１：８００、１：９００、１：１０
００、１：１１００、１：１２００、１：１３００、１：１４００、１：１５００、１：
１６００、１：１７００、１：１８００、１：１９００、１：２０００、１：３０００、
１：４０００、１：５０００の、または約５０００：１、４０００：１、３０００：１、
２０００：１、１９００：１、１８００：１、１７００：１、１６５０：１、１６００：
１、１５００：１、１４００：１、１３００：１、１２００：１、１１００：１、１００
０：１、９００：１、８００：１、７００：１、６００：１、５００：１、１００：１、
９０：１、８０：１、７０：１、６０：１、５０：１、４０：１、３０：１、２０：１、
１０：１、１：１、１：１０、１：２０、１：３０、１：４０、１：５０、１：６０、１
：７０、１：８０、１：９０、１：１００、１：５００、１：６００、１：７００、１：
８００、１：９００、１：１０００、１：１１００、１：１２００、１：１３００、１：
１４００、１：１５００、１：１６００、１：１７００、１：１８００、１：１９００、
１：２０００、１：３０００、１：４０００、１：５０００のモル比である。組成物中の
ヒアルロナン分解酵素の濃度は、１Ｕ／ｍＬ～１００００Ｕ／ｍＬ、１０Ｕ／ｍＬ～５０
００Ｕ／ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ～１０００Ｕ／ｍＬであるか、もしくは、およそ１Ｕ／ｍ
Ｌ～１００００Ｕ／ｍＬ、１０Ｕ／ｍＬ～５０００Ｕ／ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ～１０００
Ｕ／ｍＬの間、もしくは、少なくとも１Ｕ／ｍＬ～１００００Ｕ／ｍＬ、１０Ｕ／ｍＬ～
５０００Ｕ／ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ～１０００Ｕ／ｍＬであるか、または、少なくとも１
０Ｕ／ｍＬ、５０Ｕ／ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ、２００Ｕ／ｍＬ、３００Ｕ／ｍＬ、４００
Ｕ／ｍＬ、５００Ｕ／ｍＬ、６００Ｕ／ｍＬ、７００Ｕ／ｍＬ、８００Ｕ／ｍＬ、９００
Ｕ／ｍＬ、１０００Ｕ／ｍＬまたはそれ以上もしくは約１０Ｕ／ｍＬ、５０Ｕ／ｍＬ、１
００Ｕ／ｍＬ、２００Ｕ／ｍＬ、３００Ｕ／ｍＬ、４００Ｕ／ｍＬ、５００Ｕ／ｍＬ、６
００Ｕ／ｍＬ、７００Ｕ／ｍＬ、８００Ｕ／ｍＬ、９００Ｕ／ｍＬ、１０００Ｕ／ｍＬま
たはそれ以上もしくは１０Ｕ／ｍＬ、５０Ｕ／ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ、２００Ｕ／ｍＬ、
３００Ｕ／ｍＬ、４００Ｕ／ｍＬ、５００Ｕ／ｍＬ、６００Ｕ／ｍＬ、７００Ｕ／ｍＬ、
８００Ｕ／ｍＬ、９００Ｕ／ｍＬ、１０００Ｕ／ｍＬまたはそれ以上である。ヒアルロン
酸の濃度は、１ｍｇ／ｍＬ～１００ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ～５０ｍｇ／ｍＬ、１ｍ
ｇ／ｍＬ～２０ｍｇ／ｍＬであるか、またはおよそその間であるか、または、少なくとも
９ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ、１１ｍｇ／ｍＬ、１２ｍｇ／ｍＬ、１３ｍｇ／ｍＬ、１
４ｍｇ／ｍＬ、１５ｍｇ／ｍＬ、１６ｍｇ／ｍＬ、１７ｍｇ／ｍＬ、１８ｍｇ／ｍＬ、１
９ｍｇ／ｍＬ、２０ｍｇ／ｍＬ、３０ｍｇ／ｍＬ、４０ｍｇ／ｍＬもしくは５０ｍｇ／ｍ
Ｌまたは約９ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ、１１ｍｇ／ｍＬ、１２ｍｇ／ｍＬ、１３ｍｇ
／ｍＬ、１４ｍｇ／ｍＬ、１５ｍｇ／ｍＬ、１６ｍｇ／ｍＬ、１７ｍｇ／ｍＬ、１８ｍｇ
／ｍＬ、１９ｍｇ／ｍＬ、２０ｍｇ／ｍＬ、３０ｍｇ／ｍＬ、４０ｍｇ／ｍＬもしくは５
０ｍｇ／ｍＬである。組成物は、単回使用または複数回使用用に製剤され得る。組成物は
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、０．５ｍＬ～５０ｍＬ、１ｍＬ～１０ｍＬ、１ｍＬ～５ｍＬの間もしくはおよそ０．５
ｍＬ～５０ｍＬ、１ｍＬ～１０ｍＬ、１ｍＬ～５ｍＬまたは少なくとも１ｍＬ、２ｍＬ、
３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ、６ｍＬ、７ｍＬ、８ｍＬ、９ｍＬ、１０ｍＬ、２０ｍＬ、３０
ｍＬ、４０ｍＬもしくは５０ｍＬまたは約１ｍＬ、２ｍＬ、３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ、６
ｍＬ、７ｍＬ、８ｍＬ、９ｍＬ、１０ｍＬ、２０ｍＬ、３０ｍＬ、４０ｍＬもしくは５０
ｍＬであるか、または１ｍＬ、２ｍＬ、３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ、６ｍＬ、７ｍＬ、８ｍ
Ｌ、９ｍＬ、１０ｍＬ、２０ｍＬ、３０ｍＬ、４０ｍＬもしくは５０ｍＬの投与あたりの
容量で製剤され得る。
【００１３】
　本明細書において提供されたＭＶＬまたは本明細書において提供された組成物の例のい
ずれかでは、ヒアルロナン分解酵素は、ヒアルロニダーゼ、コンドロイチナーゼまたはリ
アーゼである。例えば、ヒアルロニダーゼは、哺乳類型ヒアルロニダーゼまたは細菌ヒア
ルロニダーゼである。いくつかの例では、ヒアルロニダーゼは、ＰＨ２０ヒアルロニダー
ゼである。ＰＨ２０ヒアルロニダーゼは、ヒツジ、マウス、サル、ウシ、細菌およびヒト
ＰＨ２０であり得る。ＰＨ２０は、一般に、可溶性であるか、またはＣＨＯ細胞などの哺
乳類細胞において発現される場合には、分泌される形態である。可溶性ＰＨ２０は、Ｃ末
端グリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）結合部位、またはＧＰＩ結合部位の
一部を欠くものであり得る。例えば、可溶性ＰＨ２０は、配列番号２に示されるポリペプ
チの末端切断型形態であるアミノ酸の配列を有し、それによって、可溶性ＰＨ２０は、Ｃ
末端ＧＰＩ結合部位のすべてまたは一部を欠くか、またはその末端切断型形態と少なくと
も９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそ
れ以上の配列同一性を示すアミノ酸の配列を有する。特定の例では、可溶性ＰＨ２０は、
配列番号４～９および４６～４８のいずれかに示されるアミノ酸の配列、それらの対立遺
伝子変異体、種変異体および他の変異体を有する。本明細書における例では、ヒアルロナ
ン分解酵素は、グリコシル化されている。ヒアルロナン分解酵素はまた、ポリマーとのコ
ンジュゲーションによっても修飾され得る。ポリマーは、ＰＥＧまたはデキストランであ
る。ヒアルロナン分解酵素はまた、標識または検出可能な部分と直接または間接的に連結
され得る。例えば、標識または検出可能な部分は、蛍光タンパク質である。
【００１４】
　本明細書において提供される組成物または組合せのいずれかの投与による、良性前立腺
肥大症などのヒアルロナン分解酵素の治療の方法が、本明細書において提供される。また
、良性前立腺肥大症を治療するための本明細書において提供された組成物または組合せの
いずれかの使用も提供される。
【００１５】
概略
　Ａ．定義
　Ｂ．概要－疾患における蓄積されたヒアルロナン（ＨＡ）およびその加水分解
　Ｃ．ヒアルロナン分解酵素
　　１．ヒアルロニダーゼ
　　　ａ．哺乳類型ヒアルロニダーゼ
　　　　ｉ．ＰＨ２０
　　　　ｉｉ．ヒトＰＨ２０
　　　ｂ．細菌ヒアルロニダーゼ
　　　ｃ．ヒル、他の寄生生物および甲殻類に由来するヒアルロニダーゼ
　　２．他のヒアルロナン分解酵素
　　３．可溶性ヒアルロナン分解酵素
　　　ａ．可溶性ヒトＰＨ２０
　　４．変異体ヒアルロナン分解酵素
　　５．ヒアルロナン分解酵素のグリコシル化
　　６．修飾されたヒアルロナン分解酵素
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　　７．ヒアルロナン分解酵素の核酸およびコードされたポリペプチドを製造する方法
　　　ａ．ベクターおよび細胞
　　　ｂ．発現
　　　　ｉ．真核細胞
　　　　ｉｉ．酵母細胞
　　　　ｉｉｉ．昆虫細胞
　　　　ｉｖ．哺乳類細胞
　　　　ｖ．植物
　　　ｃ．精製技術
　Ｄ．ヒアルロナン分解酵素の組成物および徐放性製剤
　　１．ヒアルロナン分解酵素組成物
　　２．徐放性製剤
　　　ａ．デポーゲル製剤
　　　ｂ．多小胞リポソーム（ＭＶＬ）
　　　　ｉ．カプセル封入、安定性および放出速度を改善するためのパラメータ
　　　　ｉｉ．例示的ＭＶＬ－ヒアルロナン分解酵素製剤
　　　　ｉｉｉ．ＭＶＬ共製剤
　　　　ｉｖ．カプセル封入および効率の評価
　Ｅ．投与量、投与＆治療方法
　Ｆ．良性前立腺肥大の治療のための併用療法
　　１．抗アンドロゲン剤
　　　ａ．ステロイド系抗アンドロゲン剤
　　　ｂ．非ステロイド系抗アンドロゲン剤
　　　ｃ．５α－レダクターゼ阻害剤
　　２．α遮断薬
　　３．ボツリヌス毒素および修飾ＢＴ
　　４．他の薬剤
　　５．製品
　　６．キット
　Ｇ．有効性を評価する方法
　　１．動物モデル
　　２．インビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）手順
　Ｈ．実施例
【００１６】
Ａ．定義
　別段の定義のない限り、本明細書において使用されるすべての技術および科学用語は、
本発明が属する技術分野の当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を有する。
すべての特許、特許出願、公開された出願および刊行物、Ｇｅｎｂａｎｋ配列、データベ
ース、ウェブサイトおよび本明細書における全開示内容を通じて参照される他の公開され
た材料は、別段に記載されない限り、参照によりその全文が組み込まれる。本明細書にお
ける用語について複数の定義がある事象では、この節におけるものが優先する。ＵＲＬま
たは他のこのような識別子またはアドレスが参照される場合には、このような識別子は変
わる場合があり、インターネット上の特定の情報は移り変わる場合があるが、インターネ
ットを検索することによって同等の情報を見出すことができることは理解される。それに
対する参照によって、このような情報の利用の可能性および一般への普及が証明される。
【００１７】
　本明細書において、ほぼ同じとは、当業者が同一であると考える量内を意味する。通常
、医薬組成物については、少なくとも１％、２％、３％、４％、５％、１０％内がほぼ同
じと考えられる。このような量は、対象による特定の組成物における変動に対する耐性に
応じて変わり得る。
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【００１８】
　本明細書において、対象のｍｇ／ｋｇに基づいて投与量を参照する場合には、平均ヒト
対象は、約７０ｋｇの質量を有すると考えられる。
【００１９】
　本明細書において、「静脈内投与」とは、治療的な直接的な静脈へのデリバリーを指す
。
【００２０】
　本明細書において、「ヒアルロニダーゼ」とは、ヒアルロナンを分解する酵素のクラス
を指す。ヒアルロニダーゼとして、それだけには限らないが、細菌ヒアルロニダーゼ（Ｅ
Ｃ４．２．２．１またはＥＣ４．２．９９．１）、ヒル、他の寄生生物および甲殻類由来
のヒアルロニダーゼ（ＥＣ３．２．１．３６）および哺乳類型ヒアルロニダーゼ（ＥＣ３
．２．１．３５）が挙げられる。ヒアルロニダーゼは、それだけには限らないが、ネズミ
、イヌ、ネコ、ウサギ、鳥類、ウシ、ヒツジ、ブタ、ウマ、魚、カエル、細菌を含めた非
ヒト起源のいずれか、ならびに、ヒル、他の寄生生物および甲殻類に由来する任意のもの
を含む。例示的ヒトヒアルロニダーゼとして、ＨＹＡＬ１、ＨＹＡＬ２、ＨＹＡＬ３、Ｈ
ＹＡＬ４およびＰＨ２０（配列番号１）が挙げられる。また、ヒアルロニダーゼの中には
、ヒツジおよびウシＰＨ２０、可溶性ヒトＰＨ２０およびｒＨｕＰＨ２０を含めた可溶性
ヒアルロニダーゼも含まれる。市販のウシまたはヒツジ可溶性ヒアルロニダーゼの例とし
て、Ｖｉｔｒａｓｅ（登録商標）ヒアルロニダーゼ（ヒツジヒアルロニダーゼ）およびＡ
ｍｐｈａｄａｓｅ（登録商標）ヒアルロニダーゼ（ウシヒアルロニダーゼ）がある。
【００２１】
　本明細書において、「ＰＨ２０」とは、精子中に生じ、中性活性であるヒアルロニダー
ゼの種類を指す。ＰＨ－２０は、精子表面上およびリソソーム由来先体中に生じ、ここで
、内先体膜と結合される。ＰＨ２０は、それだけには限らないが、ヒト、チンパンジー、
カニクイザル、アカゲザル、ネズミ、ウシ、ヒツジ、モルモット、ウサギおよびラット起
源を含めた任意の起源のものを含む。例示的ＰＨ２０ポリペプチドとして、ヒト（配列番
号１）、チンパンジー（配列番号１０１）、アカゲザル（配列番号１０２）、カニクイザ
ル（配列番号２９）、ウシ（例えば、配列番号１１および６４）、マウス（配列番号３２
）、ラット（配列番号３１）、ウサギ（配列番号２５）、ヒツジ（配列番号２７、６３お
よび６５）およびモルモット（配列番号３０）に由来するものが挙げられる。ＰＨ２０へ
の言及は、前駆体ＰＨ２０ポリペプチドおよび成熟ＰＨ２０ポリペプチド（シグナル配列
が除去されているものなど）、活性を有するその末端切断型形態を含み、対立遺伝子変異
体および種変異体、スプライシング変異体によってコードされる変異体および配列番号９
３および９５に示される前駆体ポリペプチドまたはその成熟した形態に対して少なくとも
４０％、４５％、５０％、５５％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、
９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一性を有するポリペプ
チドを含めた他の変異体を含む。ＰＨ２０ポリペプチドはまた、化学修飾または翻訳後修
飾を含有するものおよび化学修飾または翻訳後修飾を含有しないものも含む。このような
修飾として、それだけには限らないが、ペグ化、アルブミン化（ａｌｂｕｍｉｎａｔｉｏ
ｎ）、グリコシル化、ファルネシル化、カルボキシル化、水酸化、リン酸化および当技術
分野で公知の他のポリペプチド修飾が挙げられる。末端切断型ＰＨ２０ヒアルロニダーゼ
は、その任意のＣ末端が短くなった形態、特に、末端切断型であり、Ｎ－グリコシル化さ
れると中性活性である形態である。
【００２２】
　本明細書において、「可溶性ＰＨ２０」とは、生理学的条件下で可溶性であるＰＨ２０
の任意の形態を指す。可溶性ＰＨ２０は、例えば、３７℃でのＴｒｉｔｏｎ（登録商標）
Ｘ－１１４溶液の水相へのその分配によって同定され得る（Bordier et al., (1981) J. 
Biol. Chem., 256:1604-7）。ＧＰＩ固定型ＰＨ２０を含めた脂質固定型ＰＨ２０などの
膜固定型ＰＨ２０は、界面活性剤が豊富な相へ分配されるが、ホスホリパーゼ－Ｃで処理
した後は、界面活性剤が乏しい相または水相へ分配される。可溶性ＰＨ２０の中に、膜へ
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のＰＨ２０の固定と関連している１つまたは複数の領域が除去または修飾されている、膜
固定型ＰＨ２０が含まれ、これでは、可溶性形態は、ヒアルロニダーゼ活性を保持する。
可溶性ＰＨ２０はまた、組換え可溶性ＰＨ２０および例えば、ヒツジまたはウシに由来す
る精巣抽出物などの天然供給源中に含有されるものまたはそれから精製されたものも含む
。このような可溶性ＰＨ２０例示的なものとして、可溶性ヒトＰＨ２０がある。
【００２３】
　本明細書において、可溶性ヒトＰＨ２０またはｓＨｕＰＨ２０は、Ｃ末端のグリコシル
ホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）固定配列のすべてまたは一部を欠き、その結果、
発現されると、ポリペプチドが、生理学的条件下で可溶性であるＰＨ２０ポリペプチドを
含む。溶解度は、生理学的条件下での溶解度を実証する任意の適した方法によって評価で
きる。このような方法の例示的なものとして、水相への分配を評価し、上記および実施例
に記載されるＴｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１１４アッセイがある。さらに、可溶性ヒト
ＰＨ２０ポリペプチドは、ＣＨＯ－Ｓ細胞などのＣＨＯ細胞において製造される場合には
、発現され、細胞培養培地中に分泌されるポリペプチドである。しかしながら、可溶性ヒ
トＰＨ２０ポリペプチドは、ＣＨＯ細胞において製造されるものに限定されず、任意の細
胞において、または組換え発現およびポリペプチド合成を含めた任意の方法によって製造
され得る。ＣＨＯ細胞における分泌への言及は、定義的なものである。したがって、ポリ
ペプチドが、ＣＨＯ細胞において発現および分泌され得、可溶性である、すなわち、Ｔｒ
ｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１１４を用いて抽出されると水相に分配される場合には、その
ように製造されようとなかろうと可溶性ＰＨ２０ポリペプチドである。ｓＨｕＰＨ２０ポ
リペプチドの前駆体ポリペプチドは、異種または非異種（すなわち、天然）シグナル配列
などのシグナル配列を含み得る。前駆体の例示的なものとして、アミノ酸位置１～３５の
天然の３５アミノ酸のシグナル配列（例えば、配列番号１のアミノ酸１～３５参照のこと
）などのシグナル配列を含むものがある。
【００２４】
　本明細書において、「拡張可溶性ＰＨ２０」または「ｅｓＰＨ２０」は、ｅｓＰＨ２０
が生理学的条件下で可溶性であるよう、ＧＰＩアンカー結合シグナル配列までの残基と、
ＧＰＩアンカー結合シグナル配列に由来する１個または複数の連続する残基とを含有する
可溶性ＰＨ２０ポリペプチドを含む。生理学的条件下での溶解度は、当業者に公知の任意
の方法によって決定できる。例えば、上記および例において記載されるＴｒｉｔｏｎ（登
録商標）Ｘ－１１４アッセイによって評価できる。さらに、上記で論じたように、可溶性
ＰＨ２０は、ＣＨＯ－Ｓ細胞などのＣＨＯ細胞において製造される場合には、発現され、
細胞培養培地中に分泌されるポリペプチドである。しかしながら、可溶性ヒトＰＨ２０ポ
リペプチドは、ＣＨＯ細胞において製造されるものに限定されず、任意の細胞において、
または組換え発現およびポリペプチド合成を含めた任意の方法によって製造され得る。Ｃ
ＨＯ細胞における分泌への言及は、定義的なものである。したがって、ポリペプチドが、
ＣＨＯ細胞において発現および分泌され得、可溶性である、すなわち、Ｔｒｉｔｏｎ（登
録商標）Ｘ－１１４を用いて抽出されると水相に分配される場合には、そのように製造さ
れようとなかろうと可溶性ＰＨ２０ポリペプチドである。ヒト可溶性ｅｓＰＨ２０ポリペ
プチドは、得られるポリペプチドが可溶性であるよう、残基３６～４９０に加えて、配列
番号１のアミノ酸残基位置４９１から（４９１を含めて）１個または複数の連続するアミ
ノ酸を含む。例示的ヒトｅｓＰＨ２０可溶性ポリペプチドとして、配列番号１のアミノ酸
３６～４９１、３６～４９２、３６～４９３、３６～４９４、３６～４９５、３６～４９
６および３６～４９７に対応するアミノ酸残基を有するものがある。これらの例示的なも
のとして、配列番号１５１～１５４および１８５～１８７のいずれかに示されるアミノ酸
配列を有するものがある。また、中性活性を保持し、可溶性である、配列番号１５１～１
５４および１８５～１８７の対応するポリペプチドと４０％、４５％、５０％、５５％、
６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、
９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一性を有するいずれか
のものなどの、対立遺伝子変異体および他の変異体も含まれる。配列同一性への言及は、
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アミノ酸置換を有する変異体を指す。
【００２５】
　本明細書において、「ｅｓＰＨ２０」への言及は、前駆体ｅｓＰＨ２０ポリペプチドお
よび成熟ｅｓＰＨ２０ポリペプチド（シグナル配列が除去されているものなど）、酵素活
性を有し（全長形態の少なくとも１％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％または
それ以上を保持する）、可溶性であるその末端切断型形態を含み、対立遺伝子変異体およ
び種変異体、スプライシング変異体によってコードされる変異体および配列番号１および
３に示される前駆体ポリペプチドまたはその成熟形態に対して少なくとも４０％、４５％
、５０％、５５％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％
、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一
性を有するポリペプチドを含めた他の変異体を含む。
【００２６】
　本明細書において、「ｅｓＰＨ２０」への言及はまた、化学修飾または翻訳後修飾を含
有するものおよび化学修飾または翻訳後修飾を含有しないものを含む。このような修飾と
して、それだけには限らないが、ペグ化、アルブミン化、グリコシル化、ファルネシル化
、カルボキシル化、水酸化、リン酸化および当技術分野で公知の他のポリペプチド修飾が
挙げられる。
【００２７】
　本明細書において、「可溶性組換えヒトＰＨ２０（ｒＨｕＰＨ２０）」とは、チャイニ
ーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞において組換えによって発現され、分泌されるヒトＰ
Ｈ２０の可溶性形態を指す。可溶性ｒＨｕＰＨ２０は、シグナル配列を含み、配列番号４
９に示される核酸によってコードされる。また、その対立遺伝子変異体および他の可溶性
変異体であるＤＮＡ分子も含まれる。可溶性ｒＨｕＰＨ２０をコードする核酸は、成熟ポ
リペプチドを分泌するＣＨＯ細胞において発現される。培養培地において製造されるので
、Ｃ末端に不均一性があり、その結果、生成物は、配列番号４から配列番号９のうち任意
の１種または複数を種々の存在量で含み得る種の混合物を含む。
【００２８】
　同様に、ｅｓＰＨ２０などのＰＨ２０の他の形態については、組換えによって発現され
たポリペプチドおよびその組成物は、そのＣ末端が不均一性を示す複数の種を含み得る。
例えば、アミノ酸３６～４９７を有するｅｓＰＨ２０をコードする配列番号１５１のポリ
ペプチドの発現によって製造された、組換えによって発現されたｅｓＰＨ２０の組成物は
、３６～４９６、３６～４９５などのより少ないアミノ酸を有する形態を含み得る。
【００２９】
　本明細書において、「Ｎ結合型部分」とは、ポリペプチドの翻訳後修飾によってグリコ
シル化され得るポリペプチドのアスパラギン（Ｎ）アミノ酸残基を指す。ヒトＰＨ２０の
例示的Ｎ結合型部分として、配列番号１に示されるヒトＰＨ２０のアミノ酸Ｎ８２、Ｎ１
６６、Ｎ２３５、Ｎ２５４、Ｎ３６８およびＮ３９３が挙げられる。
【００３０】
　本明細書において、「Ｎ－グリコシル化ポリペプチド」とは、少なくとも３個のＮ結合
型アミノ酸残基、例えば、配列番号１のアミノ酸残基Ｎ２３５、Ｎ３６８およびＮ３９３
に対応するＮ結合型部分のオリゴ糖結合を含有する、ＰＨ２０ポリペプチドまたは末端切
断型形態を指す。Ｎ－グリコシル化ポリペプチドは、Ｎ結合型部分のうち３、４、５個お
よび最大すべてがオリゴ糖と結合されているポリペプチドを含み得る。Ｎ結合型オリゴ糖
は、オリゴマンノース、複合体、ハイブリッドまたは硫酸化オリゴ糖または他のオリゴ糖
および単糖を含み得る。
【００３１】
　本明細書において、「Ｎ－部分グリコシル化ポリペプチド」とは、少なくとも３個のＮ
結合型部分と結合しているＮ－アセチルグルコサミングリカンを最小に含有するポリペプ
チドを指す。部分グリコシル化ポリペプチドは、ＥｎｄｏＨ、ＥｎｄｏＦ１、ＥｎｄｏＦ
２および／またはＥｎｄｏＦ３を用いるポリペプチドの処理によって形成されるものを含
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めた、単糖、オリゴ糖および分岐糖形態を含めた種々のグリカンの形態を含み得る。
【００３２】
　本明細書において、「脱グリコシル化ＰＨ２０ポリペプチド」とは、すべての可能性あ
るグリコシル化部位より少ないものがグリコシル化されているＰＨ２０ポリペプチドを指
す。脱グリコシル化は、例えば、グリコシル化を除去することによって、それを防ぐこと
によって、またはグリコシル化部位を排除するようポリペプチドを修飾することによって
達成できる。特定のＮ－グリコシル化部位は、活性にとって必要ではないが、他のものは
必要である。
【００３３】
　本明細書において、「ペグ化された」とは、通常、ヒアルロナン分解酵素の半減期を増
大するための、ポリエチレングリコール（ペグ化部分ＰＥＧ）などのポリマー分子の、ヒ
アルロニダーゼなどのヒアルロナン分解酵素との共有結合または他の安定な結合を指す。
【００３４】
　本明細書において、「コンジュゲート」とは、１種または複数の他のポリペプチドまた
は化学的部分と直接または間接的に連結しているポリペプチドを指す。このようなコンジ
ュゲートは、融合タンパク質、化学的コンジュゲートによって製造されるものおよび任意
の他の方法によって製造されるものを含む。例えば、コンジュゲートとは、１種または複
数の他のポリペプチドまたは化学的部分と直接または間接的に連結している可溶性ＰＨ２
０ポリペプチドを指し、それによって、コンジュゲートがヒアルロニダーゼ活性を保持す
る限り、少なくとも１種の可溶性ＰＨ２０ポリペプチドが、他のポリペプチドまたは化学
的部分と直接または間接的に連結されている。本明細書において提供されたコンジュゲー
トの例示的なものとして、Ｆｃ部分などの多量体化ドメイン、毒素、標識または薬物と直
接または間接的に連結しているＰＨ２０ポリペプチドが挙げられる。
【００３５】
　本明細書において、「融合」タンパク質とは、ある核酸分子に由来するコード配列と、
他の核酸分子に由来するコード配列とを含有し、融合コンストラクトが、宿主細胞におい
て転写および翻訳されると、２種のタンパク質を含有するタンパク質が製造されるよう、
コード配列が同一リーディングフレーム中にある核酸配列によってコードされるポリペプ
チドをさす。２種の分子は、コンストラクト中で隣接している場合も、１、２、３個また
はそれ以上であるが、通常、１０、９、８、７または６個よりも少ないアミノ酸を含有す
るリンカーポリペプチドによってわかれている場合もある。融合コンストラクトによって
コードされるタンパク質生成物は、融合ポリペプチドと呼ばれる。融合ポリペプチドの例
示的なものとして、Ｆｃ融合物が挙げられる。
【００３６】
　本明細書において、「ポリマー」とは、ポリペプチドと直接またはリンカーを介して間
接的にコンジュゲートしている、すなわち、安定に連結されている任意の高分子量天然ま
たは合成部分を指す。このようなポリマーは、通常、血清半減期を増大し、それだけには
限らないが、シアル部分、ペグ化部分、デキストランならびに糖およびグリコシル化のた
めなどの他の部分を含む。例えば、可溶性ＰＨ２０またはｒＨｕＰＨ２０などのヒアルロ
ニダーゼは、ポリマーにコンジュゲートされ得る。
【００３７】
　本明細書において、「活性」とは、全長（完全）タンパク質と関連しているポリペプチ
ドまたはその部分の機能活性または活性を指す。例えば、ポリペプチドの活性断片は、全
長タンパク質の活性を示し得る。機能活性として、それだけには限らないが、生物活性、
触媒または酵素活性、抗原性（抗ポリペプチド抗体と結合するか、または抗ポリペプチド
抗体との結合についてポリペプチドと競合する能力）、免疫原性、多量体を形成する能力
およびポリペプチドの受容体またはリガンドと特異的に結合する能力が挙げられる。
【００３８】
　本明細書において、「ヒアルロニダーゼ活性」とは、ヒアルロン酸の切断を酵素的に触
媒する能力を指す。ヒアルロニダーゼについての米国薬局方（ＵＳＰ）ＸＸＩＩアッセイ
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によって、３７℃で３０分間酵素をＨＡと反応させた後に残存する、高分子量ヒアルロン
酸またはヒアルロナン、（ＨＡ）基質の量を測定することによって間接的に、ヒアルロニ
ダーゼ活性が決定される（USP XXII-NF XVII(1990)644-645米国薬局方　Ｃｏｎｖｅｎｔ
ｉｏｎ，Ｉｎｃ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）。アッセイでは、参照標準溶液を使用して
、任意のヒアルロニダーゼのユニットでの相対活性を確認できる。可溶性ＰＨ２０および
ｅｓＰＨ２０を含めたＰＨ２０などのヒアルロニダーゼのヒアルロニダーゼ活性を調べる
ためのインビトロアッセイは、当技術分野で公知であり、本明細書に記載されている。例
示的アッセイとして、切断されていないヒアルロン酸が、血清アルブミンと結合すると形
成される不溶性沈殿物を検出することによって、間接的に、ヒアルロニダーゼによるヒア
ルロン酸の切断を測定するマイクロ濁度（ｍｉｃｒｏｔｕｒｂｉｄｉｔｙ）アッセイが挙
げられる。参照標準を使用して、例えば、試験されているヒアルロニダーゼのユニットで
の活性を決定するための標準曲線を作成できる。
【００３９】
　本明細書において、「中性活性」とは、ＰＨ２０ポリペプチドの、中性ｐＨ（例えば、
ｐＨ７．０、または約ｐＨ７．０）でヒアルロン酸の切断を酵素的に触媒する能力を指す
。一般に、中性活性で可溶性のＰＨ２０、例えば、Ｃ末端で末端切断された、またはＮ－
部分グリコシル化ＰＨ２０は、Ｃ末端で末端切断されていないか、Ｎ－部分グリコシル化
されていない、対応する中性活性ＰＨ２０のヒアルロニダーゼ活性と比較して、３０％、
４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、
９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、１００％、１１０％、１２０％、１３０％、
１４０％、１５０％、２００％、３００％、４００％、５００％、１０００％もしくはそ
れ以上または約３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９１％、９
２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、１００％、１１０％
、１２０％、１３０％、１４０％、１５０％、２００％、３００％、４００％、５００％
、１０００％もしくはそれ以上の活性を有する。
【００４０】
　本明細書において、「ＧＰＩアンカー結合シグナル配列」とは、ＥＲの内腔内のポリペ
プチドへの、予め形成されたＧＰＩアンカーの付加を指示するアミノ酸のＣ末端配列であ
る。ＧＰＩアンカー結合シグナル配列は、ＧＰＩによって固定されるＰＨ２０ポリペプチ
ドなどのＧＰＩによって固定されるポリペプチドの前駆体ポリペプチド中に存在する。Ｃ
末端ＧＰＩアンカー結合シグナル配列は、通常、ω－部位またはＧＰＩアンカー結合の部
位のすぐ下流に、８～１２個のアミノ酸の親水性スペーサー領域が先行する、８～２０個
のアミノ酸の大部分は疎水性の領域を含有する。ＧＰＩアンカー結合シグナル配列は、当
技術分野で周知の方法を使用して同定できる。これらとして、それだけには限らないが、
ＥｘＰＡＳｙプロテオミクスツールサイト（例えば、ワールドワイドウェブサイトexpasy
.ch/tools/）などの生物情報科学ウェブサイトで容易に入手可能であるものを含めた、コ
ンピューターによる方法およびアルゴリズムが挙げられる（例えば、Udenfriend et al. 
(1995) Methods Enzymol. 250:571-582、Eisenhaber et al., (1999) J. Biol. Chem. 29
2: 741-758、Fankhauser et al., (2005) Bioinformatics 21:1846-1852、Omaetxebarria
 et al., (2007) Proteomics 7:1951-1960、Pierleoni et al., (2008) BMC Bioinformat
ics 9:392参照のこと）。
【００４１】
　本明細書において、「核酸」は、ＤＮＡ、ＲＮＡおよびペプチド核酸（ＰＮＡ）を含め
たその類似体ならびにそれらの混合物を含む。核酸は一本鎖である場合も、二本鎖である
場合もある。蛍光または放射標識などの検出可能な標識などを用いて所望により標識され
ている、プローブまたはプライマーに言及する場合には、一本鎖分子が考慮される。この
ような分子は、ライブラリーをプロービングまたはプライミングするために、通常、その
標的が統計的に独特であるか、または低コピー数（通常、５未満、一般に、３未満）のも
のであるような長さのものである。一般に、プローブまたはプライマーは、対象の遺伝子
と相補的であるか、または同一である、少なくとも１４、１６または３０の連続するヌク
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００個またはそれ以上の核酸長であり得る。
【００４２】
　本明細書において、ペプチドとは、２アミノ酸長以上であり、４０アミノ酸長以下であ
るポリペプチドを指す。
【００４３】
　本明細書において、本明細書において提供されたアミノ酸の種々の配列中に生じるアミ
ノ酸は、その公知の三文字または一文字略語に従って同定される（表１）。種々の核酸断
片中に生じるヌクレオチドは、当技術分野で日常的に使用される標準的な一文字命名を用
いて命名される。
【００４４】
　本明細書において、「アミノ酸」とは、アミノ基およびカルボン酸基を含有する有機化
合物である。ポリペプチドは、２個以上のアミノ酸を含有する。本明細書における目的上
、アミノ酸は、２０種の天然に生じるアミノ酸、非天然アミノ酸およびアミノ酸類似体（
すなわち、α－炭素が側鎖を有するアミノ酸）を含む。
【００４５】
　本明細書において、「アミノ酸残基」とは、そのペプチド結合でのポリペプチドの化学
消化（加水分解）の際に形成されるアミノ酸を指す。本明細書に記載されるアミノ酸残基
は、「Ｌ」異性体形態にあると推定される。そのように命名される「Ｄ」異性体形態にあ
る残基は、ポリペプチドによって所望の機能特性が保持される限り、任意のＬ－アミノ酸
残基と置換されてもよい。ＮＨ２とは、ポリペプチドのアミノ末端に存在する遊離アミノ
基を指す。ＣＯＯＨとは、ポリペプチドのカルボキシル末端に存在する遊離カルボキシ基
を指す。J. Biol. Chem., 243: 3557-3559 (1968)に記載され、３７　Ｃ．Ｆ．Ｒ．□§
§１．８２１－１．８２２において採用された、標準ポリペプチド命名法を踏まえて、ア
ミノ酸残基の略語が、表１に示されている：
【００４６】
表1-対応表
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【表１】

【００４７】
　式によって本明細書において表されるすべてのアミノ酸残基配列は、アミノ末端からカ
ルボキシル末端の従来の方向で、左から右の配向を有する。さらに、語句「アミノ酸残基
」は、対応表（表１）中に列挙されるアミノ酸ならびに３７　Ｃ．Ｆ．Ｒ．　§§　１．
８２１－１．８２２において参照され、参照により本明細書に組み込まれるものなどの修
飾されたアミノ酸および普通でないアミノ酸を含むよう定義される。さらに、アミノ酸残
基配列の始めまたは最後のダッシュ記号は、１個または複数のアミノ酸残基のさらなる配
列との、ＮＨ２などのアミノ末端基との、またはＣＯＯＨなどのカルボキシル末端基との
ペプチド結合を示すことに留意されなければならない。
【００４８】
　本明細書において、「天然に存在するα－アミノ酸」とは、ヒトにおいて、そのコグネ
イトｍＲＮＡコドンを用いる荷電ｔＲＮＡ分子の特異的認識によってタンパク質中に組み
込まれる天然に見られる２０種のα－アミノ酸の残基である。したがって、天然に存在し
ないアミノ酸は、例えば、２０種の天然に存在するアミノ酸以外のアミノ酸またはアミノ
酸の類似体を含み、それだけには限らないが、アミノ酸のＤ－イソステレオマー（ｉｓｏ
ｓｔｅｒｅｏｍｅｒｓ）を含む。例示的非天然アミノ酸は、本明細書に記載され、当業者
に公知である。
【００４９】
　本明細書において、ＤＮＡコンストラクトは、天然には見られない方法で組み合わされ
、並置されたＤＮＡのセグメントを含有する、一本鎖または二本鎖の、直鎖または環状Ｄ
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ＮＡ分子である。ＤＮＡコンストラクトは、ヒトの操作の結果として存在し、操作された
分子のクローンおよび他のコピーを含む。
【００５０】
　本明細書において、ＤＮＡセグメントとは、特定の特質を有する大きなＤＮＡ分子の一
部である。例えば、特定のポリペプチドをコードするＤＮＡセグメントは、プラスミドま
たはプラスミド断片などのより長いＤＮＡ分子の一部であり、５’から３’方向に読まれ
る場合に、特定のポリペプチドのアミノ酸の配列をコードする。
【００５１】
　本明細書において、用語ポリヌクレオチドとは、５’から３’末端に読まれるデオキシ
リボヌクレオチドまたはリボヌクレオチド塩基の一本鎖または二本鎖ポリマーを意味する
。ポリヌクレオチドは、ＲＮＡおよびＤＮＡを含み、天然の供給源から単離される場合も
、インビトロ合成される場合も、天然および合成分子の組合せから調製される場合もある
。ポリヌクレオチド分子の長さは、ヌクレオチドを単位として（「ｎｔ」と略される）ま
たは塩基対を単位として（「ｂｐ」と略される）本明細書では与えられている。用語ヌク
レオチドは、文脈が許す場合には、一本鎖および二本鎖分子のために使用される。この用
語が二本鎖分子に適用される場合には、長さ全体を表すよう使用され、用語塩基対と同等
であると理解される。当業者ならば、二本鎖ポリヌクレオチドの２つの鎖が、長さがわず
かに異なっている場合もあることおよびその末端がねじれ型である場合もあり、したがっ
て、二本鎖ポリヌクレオチド分子内のすべてのヌクレオチドが対を形成していない場合も
あるということは認識されよう。このような対を形成していない末端は、一般に、２０ヌ
クレオチドの長さを超えない。
【００５２】
　本明細書において、２種のタンパク質または核酸間の「類似性」とは、タンパク質のア
ミノ酸の配列または核酸のヌクレオチド配列間の関連性を指す。類似性は、残基の配列お
よびそれに含有される残基の同一性および／または相同性の程度に基づき得る。タンパク
質または核酸間の類似性の程度を評価する方法は、当業者に公知である。例えば、配列類
似性を評価する一方法では、２種のアミノ酸またはヌクレオチド配列が、配列間で最大レ
ベルの同一性を生じる方法でアラインされる。「同一性」とは、アミノ酸またはヌクレオ
チド配列が不変である程度を指す。アミノ酸配列のアラインメントおよびある程度はヌク
レオチド配列のアラインメントは、アミノ酸（またはヌクレオチド）の保存的相違および
／または高頻度の置換も考慮できる。保存的相違とは、関与する残基の物理－化学的特性
を保つものである。アラインメントは、グローバル（配列の全長にわたる、すべての残基
を含む比較される配列のアラインメント）である場合も、ローカル（最も類似した領域（
単数または複数）のみを含む配列の一部のアラインメント）である場合もある。
【００５３】
　「同一性」は、それ自体、技術分野で認識された意味を有し、公開された技術を使用し
て算出できる。（例えば、Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed., Oxford
 University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects
, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequenc
e Data, Part I, Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey
, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 
1987;およびSequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stoc
kton Press, New York, 1991参照のこと）。２種のポリヌクレオチドまたはポリペプチド
間の同一性を測定するためのいくつかの方法が存在するが、用語「同一性」は、当業者に
は周知である（Carrillo, H. & Lipton, D., SIAM J Applied Math 48:1073 (1988)）。
【００５４】
　本明細書において、相同である（核酸および／またはアミノ酸配列に関して）とは、お
よそ２５％を超えるまたはそれに匹敵する配列相同性、通常、２５％、４０％、５０％、
６０％、７０％、８０％、８５％、９０％もしくは９５％を超えるまたはそれに匹敵する
配列相同性を意味し、正確なパーセンテージは必要に応じて指定できる。本明細書におけ
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る目的上、用語「相同性」および「同一性」は、文脈によって別段の指示のない限り、同
義的に使用されることが多い。一般に、相同性または同一性パーセンテージの決定には、
最高次のマッチが得られるよう配列をアラインする（例えば:Computational Molecular B
iology, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: 
Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 199
3; Computer Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., and Griffin、H.G.,
 eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, v
on Heinje, G., Academic Press, 1987; およびSequence Analysis Primer, Gribskov, M
. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991; Carrillo et al. (198
8) SIAM J Applied Math 48:1073参照のこと）。配列相同性によって、保存されているア
ミノ酸の数が、標準アラインメントアルゴリズムプログラムによって決定され、それは各
供給者によって確立されたデフォルトギャップペナルティーを用いて使用できる。実質的
に相同な核酸分子は、対象とする核酸の長さすべてに沿って、通常、中程度のストリンジ
ェンシーで、または高ストリンジェンシーでハイブリダイズする。また、核酸分子のハイ
ブリダイズにおいては、コドンの代わりに縮重コドンを含有する核酸分子も考慮される。
【００５５】
　任意の２種の分子が、少なくとも６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、
９６％、９７％、９８％または９９％の「同一である」または「相同である」ヌクレオチ
ド配列またはアミノ酸配列を有するかどうかは、例えば、Pearson et al. (1988) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 85:2444におけるようなデフォルトパラメータを使用する「ＦＡＳ
ＴＡ」プログラムなどの既知コンピュータアルゴリズムを使用して決定できる（他のプロ
グラムとして、ＧＣＧプログラムパッケージ（Devereux、J. et al. Nucleic Acids Rese
arch 12(I):387(1984)）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ（Altschul、S.F. e
t al. J. Mol. Biol. 215:403(1990)）; Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, 
ed., Academic Press, San Diego, 1994およびCarrillo et al. (1988) SIAM J Applied 
Math 48:1073が挙げられる）。例えば、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎデータベースのＢＬＡＳＴ関数を使用
して同一性を決定できる。他の市販の、または公的に入手可能なプログラムとして、ＤＮ
ＡＳｔａｒ「ＭｅｇＡｌｉｇｎ」プログラム（Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）およびＵｎｉｖｅ
ｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏ
ｕｐ（ＵＷＧ）「Ｇａｐ」プログラム（Ｍａｄｉｓｏｎ　ＷＩ）が挙げられる。タンパク
質および／または核酸分子の相同性または同一性パーセントは、例えば、ＧＡＰコンピュ
ータプログラム（例えば、Smith and Waterman（(1981) Adv. Appl. Math. 2:482によっ
て修正されたようなNeedleman et al. (1970) J. Mol. Biol. 48:443）を使用して配列情
報を比較することによって決定できる。手短には、ＧＡＰプログラムは、２種の配列のう
ち短いほうの記号の総数によって除された、類似であるアラインされた記号（すなわち、
ヌクレオチドまたはアミノ酸）の数として類似性を規定する。ＧＡＰプログラムのデフォ
ルトパラメータは：（１）単項比較マトリックス（同一性に対して１および非同一性に対
して０の値を含有する）およびSchwartz and Dayhoff, eds., ATLAS OF PROTEIN SEQUENC
E AND STRUCTURE, National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358 (1979)によ
って記載される、Gribskov et al. (1986) Nucl. Acids Res. 14:6745の加重比較マトリ
ックス；（２）各ギャップに対して３．０のペナルティーおよび各ギャップ中の各記号に
対してさらなる０．１０のペナルティーおよび（３）末端ギャップに対するペナルティー
なしを含み得る。
【００５６】
　したがって、本明細書において、用語「同一性」または「相同性」とは、試験および参
照ポリペプチドまたはポリヌクレオチド間の比較を表す。本明細書において、用語少なく
とも「９０％同一である」とは、参照核酸またはポリペプチドのアミノ酸配列に対して、
９０～９９．９９の同一性パーセントを指す。９０％以上のレベルの同一性は、例示目的
で、１００個のアミノ酸の試験および参照ポリペプチドの長さが比較されると仮定して、
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試験ポリペプチド中のアミノ酸の１０％（すなわち、１００個のうち１０個）以下が参照
ポリペプチドのものとは異なっているという事実を示す。試験および参照ポリヌクレオチ
ド間で同様の比較を行うことができる。このような相違は、ポリペプチドの全長にわたっ
て無作為に分配された点突然変異として表される場合もあり、または最大の許容可能な、
例えば、１０／１００のアミノ酸の相違（およそ９０％の同一性）までの変動する長さの
１つまたは複数の位置に密集している場合もある。相違は、核酸またはアミノ酸置換、挿
入または欠失として定義される。約８５～９０％を上回る相同性または同一性のレベルで
は、結果は、プログラムおよびギャップパラメータセットとは無関係であるはずである。
このような高レベルの同一性は、多くの場合、ソフトウェアに頼らない手作業によるアラ
インメントによって容易に評価できる。
【００５７】
　本明細書において、アラインされた配列とは、ヌクレオチドまたはアミノ酸の配列中の
対応する位置をアラインするための相同性（類似性および／または同一性）の使用を指す
。通常、５０％以上の同一性によって関連している２種以上の配列がアラインされる。ア
ラインされた配列のセットとは、対応する位置でアラインされている２種以上の配列を指
し、ゲノムＤＮＡ配列とアラインされる、ＥＳＴおよび他のｃＤＮＡなどのＲＮＡに由来
するアラインする配列を含み得る。
【００５８】
　本明細書において、「プライマー」とは、適当なバッファー中の適当な条件下（例えば
、４種の異なるヌクレオシド三リン酸およびＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼま
たは逆転写酵素などの重合剤の存在下で）、適した温度で、鋳型による（ｔｅｍｐｌａｔ
ｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ）ＤＮＡ合成の開始点として作用し得る核酸分子を指す。当然のこ
とではあるが、特定の核酸分子は、「プローブ」として、および「プライマー」として役
立ち得る。しかし、プライマーは、拡張のための３’ヒドロキシル基を有する。プライマ
ーは、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、逆転写酵素（ＲＴ）－ＰＣＲ、ＲＮＡ
　ＰＣＲ、ＬＣＲ、マルチプレックスＰＣＲ、パンハンドルＰＣＲ、キャプチャーＰＣＲ
、発現ＰＣＲ、３’および５’ＲＡＣＥ、インサイツＰＣＲ、ライゲーション介在ＰＣＲ
および他の増幅プロトコールをはじめとする種々の方法で使用できる。
【００５９】
　本明細書において、「プライマー対」とは、増幅される（例えば、ＰＣＲによって）配
列の５’末端とハイブリダイズする５’（上流）プライマーおよび増幅される配列の３’
末端の相補体とハイブリダイズする３’（下流）プライマーを含むプライマーのセットを
指す。
【００６０】
　本明細書において、「特異的にハイブリダイズする」とは、核酸分子（例えば、オリゴ
ヌクレオチド）の、標的核酸分子との相補的塩基対形成によるアニーリングを指す。当業
者ならば、個々の分子の長さおよび組成などの特定のハイブリダイゼーションに影響を及
ぼすインビトロおよびインビボ（ｉｎ　ｖｉｖｏ）パラメータに精通している。インビト
ロハイブリダイゼーションに特に関連しているパラメータとして、さらに、アニーリング
および洗浄温度、バッファー組成および塩濃度が挙げられる。高ストリンジェンシーで非
特異的に結合している核酸分子を除去するための例示的洗浄条件として、０．１×ＳＳＰ
Ｅ、０．１％　ＳＤＳ、６５℃があり、中程度のストリンジェンシーでは、０．２×ＳＳ
ＰＥ、０．１％　ＳＤＳ、５０℃がある。同等のストリンジェンシー条件は、当技術分野
で公知である。当業者ならば、これらのパラメータを、核酸分子の、特定の適用にとって
適当な標的核酸分子との特異的ハイブリダイゼーションを達成するよう容易に調整できる
。相補的とは、２種のヌクレオチド配列に言及する場合には、ヌクレオチドの２種の配列
が、通常、対向するヌクレオチド間で２５％、１５％または５％未満のミスマッチを伴っ
てハイブリダイズできることを意味する。必要に応じて、相補性のパーセンテージは、指
定される。通常、２種の分子は、それらが高ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイ
ズするよう選択される。
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【００６１】
　本明細書において、製剤に対して実質的に同一とは、製剤の代わりに実質的に同一の製
剤を使用することができるよう、対象とする特性が十分に不変であるよう十分に類似して
いることを意味する。
【００６２】
　本明細書において、用語「実質的に同一」または「類似している」は、関連技術分野の
当業者によって理解されるように文脈に応じて変わるということも理解される。
【００６３】
　本明細書において、対立遺伝子変異体または対立遺伝子変異とは、同じ染色体遺伝子座
を占める遺伝子の２種以上の代替形態のいずれかに言及する。対立遺伝子変異は、突然変
異によって天然に起こり、集団内に表現型多型をもたらし得る。遺伝子突然変異は、サイ
レント（コードされるポリペプチドには変化がない）である場合も、変更されたアミノ酸
配列を有するポリペプチドをコードする場合もある。用語「対立遺伝子変異体」はまた、
本明細書では、遺伝子の対立遺伝子変異体によってコードされるタンパク質を示すために
使用される。通常、遺伝子の参照形態は、種の集団または単一参照メンバーから得たポリ
ペプチドの野生型形態および／または優勢な形態をコードする。通常、種間および種の中
で変異体を含む対立遺伝子変異体は、通常、同一種に由来する野生型および／または優勢
な形態と少なくとも８０％、９０％またはそれ以上のアミノ酸同一性を有し、同一性の程
度は、遺伝子および比較が種間であるか、種内であるかに応じて変わる。一般に、種内対
立遺伝子変異体は、野生型および／または優勢な形態と少なくとも約８０％、８５％、９
０％または９５％の同一性またはそれ以上、例えば、ポリペプチドの野生型および／また
は優勢な形態と９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の同一性を有する。本明
細書において、対立遺伝子変異体への言及は、一般に、同一種のメンバー間のタンパク質
における変異を指す。
【００６４】
　本明細書において、「対立遺伝子変異体」と本明細書において同義的に使用される「対
立遺伝子」とは、遺伝子またはその一部の代替形態を指す。対立遺伝子は、相同染色体上
の同じ遺伝子座または位置を占める。対象が遺伝子の２つの同一の対立遺伝子を有する場
合には、対象は、その遺伝子または対立遺伝子についてホモ接合性であるといわれる。対
象が、遺伝子の２種の異なる対立遺伝子を有する場合には、対象は、その遺伝子について
ヘテロ接合性であるといわれる。特定の遺伝子の対立遺伝子は、単一ヌクレオチドまたは
いくつかのヌクレオチドで互いに異なる場合があり、ヌクレオチドの置換、欠失および挿
入などの修飾を含み得る。遺伝子の対立遺伝子はまた、突然変異を含有する遺伝子の形態
であり得る。
【００６５】
　本明細書において、種変異体とは、マウスおよびヒトなどの異なる哺乳類種を含めた異
なる種間でのポリペプチドにおける変異体を指す。例えば、ＰＨ２０について、本明細書
において提供される種変異体の例示的なものとして、それだけには限らないが、ヒト、チ
ンパンジー、マカクザルおよびカニクイザル（ｃｙｎｏｍｏｌｏｇｕｓ　ｍｏｎｋｅｙ）
などの霊長類ＰＨ２０がある。一般に、種変異体は、７０％、７５％．８０％、８５％、
９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％またはそれ
以上の配列同一性を有する。種変異体間および種変異体の中での対応する残基は、マッチ
するヌクレオチドまたは残基の数を最大にするよう、例えば、配列間の同一性が、９５％
以上、９６％以上、９７％以上、９８％以上または９９％以上であるよう配列を比較し、
アラインすることによって決定できる。次いで、対象とする位置に、参照核酸分子中で割
り当てられた数が与えられる。アラインメントは、特に、配列同一性が８０％を超える場
合には、手作業で、または眼で見て達成できる。
【００６６】
　本明細書において、ヒトタンパク質とは、すべての対立遺伝子変異体およびそれらの保
存的変異を含めたヒトのゲノム中に存在するＤＮＡなどの核酸分子によってコードされる
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ものである。タンパク質の変異体または修飾は、修飾がヒトタンパク質の野生型または顕
著な配列に基づく場合には、ヒトタンパク質である。
【００６７】
　本明細書において、スプライス変異体とは、２種以上のｍＲＮＡをもたらす、ゲノムＤ
ＮＡの一次転写物の異なるプロセシングによって生じた変異体を指す。
【００６８】
　本明細書において、修飾は、ポリペプチドのアミノ酸の配列または核酸分子中のヌクレ
オチドの配列の修飾に関連しており、それぞれ、アミノ酸およびヌクレオチドの欠失、挿
入および置換（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）（例えば、置換（ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ）
）を含む。修飾の例示的なものとして、アミノ酸置換（ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ）が
ある。アミノ酸が置換されたポリペプチドは、アミノ酸置換を含有しないポリペプチドに
対して６５％、７０％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９
５％、９６％、９７％、９８％またはそれ以上の配列同一性を示し得る。アミノ酸置換は
、保存的である場合も、非保存的である場合もある。一般に、ポリペプチドの任意の修飾
は、ポリペプチドの活性を保持する。組換えＤＮＡ法を使用することなどによってポリペ
プチドを修飾する方法は、当業者には日常的なものである。
【００６９】
　本明細書において、アミノ酸の適した保存的置換は、当業者に公知であり、一般に、得
られる分子の生物活性を変更することなく行うことができる。当業者ならば、一般に、ポ
リペプチドの非必須領域中の単一アミノ酸置換は、生物活性を実質的に変更しないという
ことは認識している（例えば、Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 4th Edi
tion, 1987, The Benjamin/Cummings Pub. co., p.224参照のこと）。このような置換は
、以下の表２に示されるものに従って行うことができる。
【００７０】
表2
【表２】

他の置換も許容され、経験的にまたは公知の保存的置換に従って決定され得る。
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【００７１】
　本明細書において、用語プロモーターとは、ＲＮＡポリメラーゼの結合および転写の開
始を提供するＤＮＡ配列を含有する遺伝子の一部を意味する。プロモーター配列は、一般
に、常にではないが、遺伝子の５’非コード領域中に見られる。
【００７２】
　本明細書において、単離されたまたは精製されたポリペプチドまたはタンパク質または
その生物学的に活性な部分は、タンパク質が導かれる細胞または組織に由来する細胞性物
質または他の混入タンパク質を実質的に含まないか、または化学的に合成される場合には
、化学的前駆体もしくは他の化学物質を実質的に含まない。調製物は、このような純度を
評価するために当業者によって使用される、薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）、ゲル電
気泳動および高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）などの分析の標準法によって決
定されるように、容易に検出可能な不純物を含まないと思われる場合には、実質的に含ま
ない、またはさらなる精製が、物質の酵素活性および生物活性などの物理的および化学的
特性を検出可能に変更しないよう実質的に純粋であると決定できる。実質的に化学的に純
粋な化合物を製造するために化合物を精製する方法は、当業者に公知である。しかし、実
質的に化学的に純粋な化合物は、立体異性体の混合物である場合もある。このような例で
は、さらなる精製は、化合物の比活性を増大し得る。
【００７３】
　したがって、実質的に精製された可溶性ＰＨ２０などの実質的に精製されたポリペプチ
ドへの言及は、細胞性物質を実質的に含まないタンパク質の調製物を指し、タンパク質が
、それが単離されるか、または組換えによって製造される細胞の細胞成分から分離されて
いるタンパク質の調製物を含む。一実施形態では、用語細胞性物質を実質的に含まないと
は、約３０％（乾重で）未満の非酵素タンパク質（本明細書では、混入タンパク質とも呼
ばれる）、一般に、約２０％未満の非酵素タンパク質または１０％の非酵素タンパク質ま
たは約５％未満の非酵素タンパク質を有する酵素タンパク質の調製物を含む。酵素タンパ
ク質が、組換えによって製造される場合には、培養培地も実質的に含まない、すなわち、
培養培地は、酵素タンパク質調製物の容量の約２０％、１０％もしくは５％未満または２
０％、１０％もしくは５％に相当する。
【００７４】
　本明細書において、用語化学的前駆体または他の化学物質を実質的に含まないとは、タ
ンパク質が、タンパク質の合成に関与している化学的前駆体または他の化学物質から分離
されている酵素タンパク質の調製物を含む。この用語は、約３０％（乾重で）、２０％、
１０％、５％未満またはそれ以下の化学的前駆体または非酵素化学物質または成分を有す
る酵素タンパク質の調製物を含む。
【００７５】
　本明細書において、例えば、合成核酸分子または合成遺伝子または合成ペプチドに関連
して合成とは、組換え法によって、および／または化学合成法によって製造される核酸分
子またはポリペプチド分子を指す。
【００７６】
　本明細書において、組換え手段による製造または組換えＤＮＡ法を使用する製造とは、
クローニングされたＤＮＡによってコードされるタンパク質を発現させるための分子生物
学の周知の方法の使用を意味する。
【００７７】
　本明細書において、ベクター（またはプラスミド）とは、異種核酸をその発現または複
製いずれかのために細胞中に導入するために使用される別個のエレメントを指す。通常、
ベクターは、エピソームのままであるが、遺伝子またはその一部のゲノムの染色体への組
み込みを達成するよう設計することもできる。また、酵母人工染色体および哺乳類人工染
色体などの人工染色体であるベクターも考慮される。このような媒体の選択および使用は
、当業者には周知である。
【００７８】
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　本明細書において、発現ベクターは、このようなＤＮＡ断片の発現を達成できるプロモ
ーター領域などの調節配列と作動可能に連結されているＤＮＡを発現できるベクターを含
む。このようなさらなるセグメントは、プロモーターおよびターミネーター配列を含む場
合もあり、所望により、１つまたは複数の複製起点、１種または複数の選択マーカー、エ
ンハンサー、ポリアデニル化シグナルなどを含む場合もある。発現ベクターは、一般に、
プラスミドまたはウイルスＤＮＡから誘導され、または両方のエレメントを含有する場合
もある。したがって、発現ベクターとは、プラスミド、ファージ、組換えウイルスまたは
適当な宿主細胞に導入すると、クローニングされたＤＮＡの発現をもたらす他のベクター
などの組換えＤＮＡまたはＲＮＡコンストラクトを指す。適当な発現ベクターは、当業者
には周知であり、真核細胞および／または原核細胞において複製可能であるものおよびエ
ピソームのままであるものまたは宿主細胞ゲノム中に組み込まれるものを含む。
【００７９】
　本明細書において、ベクターはまた、「ウイルスベクター（ｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒ
）」または「ウイルスベクター（ｖｉｒａｌ　ｖｅｃｔｏｒｓ）」を含む。ウイルスベク
ター（ｖｉｒａｌ　ｖｅｃｔｏｒｓ）とは、外因性遺伝子を細胞中に移すための（媒体ま
たはシャトルとして）、外因性遺伝子と作動可能に連結されている操作されたウイルスで
ある。
【００８０】
　本明細書において、ＤＮＡセグメントに関して「作動可能に（ｏｐｅｒａｂｌｙ）」ま
たは「作動可能に（ｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙ）連結された」とは、セグメントが、それら
が意図される目的に呼応して機能するよう配置されていることを意味する。例えば、転写
は、プロモーターの下流および任意の転写される配列の上流で開始する。プロモーターは
、普通、転写装置が結合して転写を開始し、コーディングセグメントを通って、ターミネ
ーターに進むドメインである。
【００８１】
　本明細書において、用語「評価すること」とは、サンプル中に存在する酵素またはその
ドメインなどのタンパク質の活性の絶対値を得るという意味で、また活性のレベルを示す
指数、割合、パーセンテージ、視覚的価値または他の価値を得るという意味で定量的およ
び定性的決定を含むものとする。評価は、直接的である場合も間接的である場合もある。
例えば、実際に検出される化学種はもちろん、酵素的に切断された生成物自体である必要
はなく、例えば、その誘導体または何らかのさらなる物質であってもよい。例えば、切断
生成物の検出は、蛍光部分などの検出可能な部分であり得る。
【００８２】
　本明細書において、生物活性とは、化合物のインビボ活性または化合物、組成物もしく
は他の混合物のインビボ投与の際に結果として得られる生理反応を指す。したがって、生
物活性は、このような化合物、組成物および混合物の治療効果および医薬活性を包含する
。生物活性は、このような活性を試験または使用するよう設計されたインビトロ系におい
て観察できる。したがって、本明細書における目的上、ヒアルロニダーゼ酵素の生物活性
は、そのヒアルロン酸の分解である。他の例では、ＢＰＨ治療薬の生物活性は、その作用
機序およびそのＢＰＨと関連する１種または複数の症状の低減を含む。
【００８３】
　本明細書において、同等なとは、２種の核酸配列に言及する場合には、問題の２種の配
列が、アミノ酸の同一配列または同等のタンパク質をコードすることを意味する。同等な
が、２種のタンパク質またはペプチドへの言及において使用される場合には、２種のタン
パク質またはペプチドが、タンパク質またはペプチドの活性または機能を実質的に変更し
ないアミノ酸置換のみを有する実質的に同一のアミノ酸配列を有することを意味する。同
等なが、特性を指す場合には、特性は同程度を示す必要はない（例えば、２種のペプチド
は、異なる割合の同種の酵素活性を示し得る）が、活性は、普通、実質的に同一である。
【００８４】
　本明細書において、「モジュレートする」および「モジュレーション」または「変更す
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る」とは、タンパク質などの分子の活性の変化を指す。例示的活性として、それだけには
限らないが、シグナル変換などの生物活性が挙げられる。モジュレーションは、活性の増
大（すなわち、上方制御またはアゴニスト活性）、活性の減少（すなわち、下方制御また
は阻害）または活性の任意の他の変更（周期性、頻度、期間、動態または他のパラメータ
の変化など）を含み得る。モジュレーションは、状況依存的であり、一般に、モジュレー
ションは、指定された状態、例えば、野生型タンパク質、恒常的状態にあるタンパク質ま
たは指定された細胞種または条件で発現されたようなタンパク質と比較される。
【００８５】
　本明細書において、組成物とは、任意の混合物を指す。溶液、懸濁液、液体、粉末、ペ
ースト、水性、非水性またはそれらの任意の組合せであり得る。
【００８６】
　本明細書において、組合せとは、２種以上のアイテム間またはその中の任意の関連を指
す。組合せは、２種の組成物または２種の収集物などの２種以上の別個のアイテムであり
得、２種以上のアイテムの単一の混合物などのそれらの混合物またはそれらの任意の変異
であり得る。組合せの要素は、一般に、機能的に関連または関係している。
【００８７】
　本明細書において、「疾患または障害」とは、それだけには限らないが、感染、後天性
の状態、遺伝的状態を含めた原因または状態に起因し、同定可能な症状を特徴とする生物
における病状を指す。
【００８８】
　本明細書において、疾患または状態を有する対象を「治療すること」とは、対象の症状
が、治療後に、部分的もしくは完全に軽減されるか、または静的なままであることを意味
する。したがって、治療は、予防、治療および／または治癒を包含する。予防とは、可能
性ある疾患の防止および／または症状の悪化もしくは疾患の進行の防止を指す。
【００８９】
　本明細書において、治療とは、状態、障害もしくは疾患または他の徴候の症状が、寛解
されるか、またはそうでなければ、有利に変更される任意の方法を意味する。
【００９０】
　本明細書において、治療薬とは、対象に投与された場合に治療効果を提供できる任意の
薬剤を指す。例えば、良性前立腺肥大症の治療には、治療薬は、前立腺容量、成長または
大きさの低減、一部の場合には、前立腺の縮小を達成する任意の薬剤である。
【００９１】
　本明細書において、疎水性薬剤または薬物とは、容易に水または他の水溶液を吸収しな
いか、またはそれに溶解しない、一般に、水溶液に可溶性ではない薬剤である。薬物また
は薬剤の疎水性を決定するための種々の方法が、当技術分野で公知である（Wasik et al.
 (1981) NBS Techn. Rep., 81:S1-56; Sangster J. A Databank of evaluated octanol-w
ater partition coefficients (LogP), logkow.cisti.nrc.ca/logkow/）。例えば、２種
の非混和性溶媒（水およびオクタノールなどの疎水性溶媒）によって形成される２相系に
溶解された物質の平衡濃度の割合である、オクタノール／水分配係数（ｌｏｇ　Ｐｏ／ｗ

）を決定できる。これは、高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を使用して実施で
きる。
【００９２】
　本明細書において、親水性薬剤または薬物とは、容易に水または他の水溶液を吸収でき
るか、またはそれに溶解できる薬剤である。上記の分配係数測定値はまた、薬物または薬
剤がどの程度親水性であるかを測定するために使用できる。
【００９３】
　本明細書において、治療効果とは、疾患もしくは状態の症状を変更、通常、改善もしく
は寛解させるか、または疾患もしくは状態を治癒する、対象の治療に起因する効果を意味
する。治療上有効な量とは、対象への投与後に治療効果をもたらす、組成物、分子または
化合物の量を指す。治療上有効な量とは、少なくとも、１週間、より好ましくは、１カ月
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、最も好ましくは、６～８カ月またはそれ以上の間、対象においてＢＰＨの１種または複
数の症状を低減するのに十分である投与量である。改善または治療の成功の指標として、
閉塞性前立腺組織の大きさの低減および尿路閉塞の症状の軽減が挙げられる。
【００９４】
　本明細書において、用語「対象」とは、ヒトなどの哺乳類を含めた動物を指す。
【００９５】
　本明細書において、患者とは、疾患または障害の症状を示しているヒト対象を指す。
【００９６】
　本明細書において、医薬組成物または他の治療薬の投与などによる、治療による特定の
疾患または障害の症状の寛解とは、組成物または治療薬の投与に起因し得るか、または関
連し得る、恒久的であろうと一時的であろうと、持続性であろうと一過性であろうと、症
状の任意の緩和を指す。
【００９７】
　本明細書において、防止または予防とは、疾患または状態の発生のリスクが低減される
方法を指す。
【００９８】
　本明細書において、「治療上有効な量」または「治療上有効な用量」とは、薬剤、化合
物、物質または治療効果をもたらすのに少なくとも十分である化合物を含有する組成物の
量を指す。したがって、疾患または障害の症状を防止、治癒、寛解、停止または部分的に
停止するのに必要な量である。
【００９９】
　本明細書において、単位投与形とは、ヒトおよび動物対象に適しており、当技術分野で
公知であるように個別にパッケージングされている物理的に別個の単位を指す。
【０１００】
　本明細書において、単回投与量製剤とは、直接投与用の製剤を指す。
【０１０１】
　本明細書において、「製造品」とは、製造され、販売されている製品である。本出願を
通じて使用されるように、この用語は、同一または別個のパッケージング品中に含有され
る、ヒアルロニダーゼ、例えば、可溶性ＰＨ２０と、１種または複数の抗アンドロゲン薬
、α遮断薬およびボツリヌス毒素とを包含するものとする。
【０１０２】
　本明細書において、流体とは、流動し得る任意の組成物を指す。したがって、流体は、
半固体、ペースト、溶液、水性混合物、ゲル、ローション、クリームの形態である組成物
および他のこのような組成物を包含する。
【０１０３】
　本明細書において、「キット」とは、本明細書において提供された組成物と、それだけ
には限らないが、再構成、活性化を含めた目的のための他の物品、および生物活性または
特性のデリバリー、投与、診断および評価のための機器／デバイスとの組合せを指す。キ
ットは、所望により、使用説明書を含む。
【０１０４】
　本明細書において、細胞抽出物または溶解物とは、溶解した細胞または破壊された細胞
から製造される調製物または画分を指す。
【０１０５】
　本明細書において、動物は、それだけには限らないが、ヒト、ゴリラおよびサルを含め
た霊長類、マウスおよびラットなどのげっ歯類、ニワトリなどの家禽、ヤギ、ウシ、シカ
、ヒツジなどの反芻動物、ブタおよび他の動物などの任意の動物を含む。非ヒト動物は、
考慮される動物としてヒトを含まない。本明細書において提供されるヒアルロニダーゼは
、任意の供給源、動物、植物、原核生物および真菌に由来するものである。ほとんどのヒ
アルロニダーゼは、哺乳類起源を含めた、動物起源のものである。一般に、ヒアルロニダ
ーゼは、ヒト起源のものである。
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【０１０６】
　本明細書において、対照とは、試験パラメータで処理されないという点を除いて、試験
サンプルと実質的に同一であるサンプルを指す。または、血漿サンプルである場合には、
対象とする状態を患っていない正常なボランティアから得たものである場合もある。対照
はまた、内部対照である場合もある。
【０１０７】
　本明細書において、ヒアルロナン関連疾患、障害または状態とは、ヒアルロナンレベル
が原因、結果として、そうでなければ、疾患または状態において観察されるように上昇し
ている任意の疾患または状態を指す。ヒアルロナン関連疾患または状態は、組織または細
胞におけるヒアルロナン発現の上昇、間質性流体圧の増大、血管容量の減少および／また
は組織中の水分含量の増大と関連している。例示的ヒアルロナン関連疾患および状態とし
て、癌、椎間板圧および浮腫を含めた、間質性流体圧の上昇、血管容量の減少および／ま
たは組織中の水分含量の増大と関連している疾患および状態が挙げられる。一例では、ヒ
アルロナン関連状態、疾患または障害の治療として、間質性流体圧（ＩＦＰ）の増大、血
管容量の減少および組織中の水分含量の増大のうち１種または複数に対する、寛解、低減
または他の有益な効果が挙げられる。
【０１０８】
　本明細書において、疾患または状態を有する対象を「治療すること」とは、対象の症状
が、治療後に、部分的もしくは完全に軽減されるか、または静的なままであることを意味
する。したがって、治療は、予防、治療および／または治癒を包含する。予防とは、可能
性ある疾患の防止および／または症状の悪化もしくは疾患の進行の防止を指す。治療はま
た、修飾されたインターフェロンおよび本明細書において提供された組成物の任意の薬剤
使用も包含する。
【０１０９】
　本明細書において、「良性前立腺肥大症」または「肥大」（ＢＰＨ）とは、前立腺が肥
大しているか、または肥厚化を示し、悪性疾患または状態ではない、前立腺の疾患または
状態を指す。
【０１１０】
　本明細書において、良性前立腺肥大症の治療に適している薬剤への言及は、対象に投与
された場合に、前立腺容量または成長の低減を達成し、一部の場合には、前立腺の縮小を
達成する任意の薬剤を指す。このような薬剤として、それだけには限らないが、抗アンド
ロゲン剤、α遮断薬、ボツリヌス毒素が挙げられる。このような薬剤は、当業者には周知
である。例示的薬剤は、本明細書に記載される。
【０１１１】
　本明細書において、「抗アンドロゲン薬」とは、アンドロゲンのアンドロゲン受容体と
の結合を干渉することまたはアンドロゲンの産生を干渉することのいずれかによって、そ
の効果を発揮する薬剤の広いクラスを指す。アンドロゲン受容体を介して作用する抗アン
ドロゲン剤は、その化学構造に基づいてステロイド系または非ステロイド系抗アンドロゲ
ン剤として分類される。ステロイド系抗アンドロゲン剤は、ステロイドの構造を有し、す
なわち、それらは、３つのシクロヘキサンと１つのシクロペンタン環からなる四環系炭化
水素である。非ステロイド系抗アンドロゲン剤は、ステロイドの化学構造を有さない。ア
ンドロゲンの産生を干渉する抗アンドロゲン薬の一例として、５α－レダクターゼ阻害剤
がある。
【０１１２】
　本明細書において、「α遮断薬」とは、α１－アドレナリン受容体の刺激を干渉するか
、または妨げ、前立腺および膀胱頸部に見られる平滑筋組織を弛緩させるよう作用し、尿
が膀胱からより容易に流れ出ることを可能にする薬剤を指す。
【０１１３】
　本明細書において、「５α－レダクターゼ阻害剤」とは、酵素５α－レダクターゼを阻
害し、その結果、テストステロンが５α－ジヒドロテストステロンに変換されない薬剤を
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指す。
【０１１４】
　本明細書において、「ボツリヌス毒素」とは、ボツリヌス菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
　ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ）によって産生される神経毒；非クロストリジウム種によって組換
えによって製造されたボツリヌス毒素（または軽鎖もしくは重鎖）；ボツリヌス毒素血清
型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧ；ボツリヌス毒素複合体（３００、６００および９０
０ｋＤａ複合体）；修飾されたボツリヌス毒素、ペグ化ボツリヌス毒素、キメラボツリヌ
ス毒素、組換えボツリヌス毒素、ハイブリッドボツリヌス毒素および化学修飾ボツリヌス
毒素を指す。修飾ボツリヌス毒素は、天然ボツリヌス毒素と比較して、そのアミノ酸の少
なくとも１個が欠失、修飾または置換されているボツリヌス毒素である。修飾ボツリヌス
毒素は、組換えによって製造された神経毒、または組換えによって製造された神経毒の誘
導体もしくは断片であり得る。修飾ボツリヌス毒素は、天然ボツリヌス毒素の少なくとも
１つの生物活性を保持する。
【０１１５】
　本明細書において、「前立腺内に」とは、注射または注入によって前立腺中へ直接的に
を指し、それだけには限らないが、経尿道的、経会陰的および経直腸的投与を含む。
【０１１６】
　本明細書において、「持続放出または徐放性」または「制御放出製剤」とは、１日から
約１年の間、一度にとは対照的に一定期間にわたって、周囲の細胞および組織と接触する
よう、前立腺中への局所注射後に、治療薬（単数または複数）が医薬組成物から放出され
るのを可能にする１種または複数の治療薬の医薬組成物の製剤を指す。したがって治療薬
は、直ちにではなく、一定期間かけて（数時間、数日、数週間、数カ月）前立腺細胞に、
ならびに周囲の細胞および組織にデリバリーされる。徐放性製剤として、それだけには限
らないが、単層膜小胞（ＬＵＶ）および多重膜小胞（ＭＶＬ）を含めた脂質小胞、薬物－
樹脂複合体（樹脂酸塩）およびデポー製剤が挙げられる。
【０１１７】
　本明細書において、「加水分解酵素」とは、それだけには限らないが、コラゲナーゼ、
ヒアルロニダーゼ、トリプシン、キモトリプシン、プロナーゼ、エラスターゼ、ＤＮアー
ゼＩ、ディスパーゼ、プラスミン、ブロメリン、クロストリパイン、サーモリシン、ノイ
ラミニダーゼ、ホスホリパーゼ、コレステロールエステラーゼ、スブチリシン、パパイン
、キモパパイン、プラスミノゲンアクチベーター、ストレプトキナーゼ、ウロキナーゼ、
フィブリノリジン、セラチオペプチダーゼ、パンクレアチン、アミラーゼ、リゾチーム、
カテプシン－ＧおよびＰＭＮ白血球セリンプロテアーゼを含めた、前立腺組織を消化また
は溶解するために使用できる加水分解酵素を指す。
【０１１８】
　本明細書において、「総活性」とは、リポソーム内にカプセル封入されている活性薬剤
、例えば、ヒアルロナン分解酵素の酵素活性を指す。
【０１１９】
　本明細書において、「多小胞リポソーム」または「脂質膜小胞」または「リポソーム」
とは、複数の非同心性水性房を封入する脂質膜を含有する人工の、顕微鏡的脂質小胞を指
す。本明細書において、多小胞リポソームとは、水中油中水型（ｗ／ｏ／ｗ）エマルジョ
ンである。
【０１２０】
　本明細書において、「揮発性有機溶媒」とは、容易に蒸発される有機溶媒を指す。例示
的揮発性有機溶媒として、それだけには限らないが、エーテル、ハロゲン化エーテル、炭
化水素、エステル、ハロゲン化炭化水素またはフレオン、例えば、ジエチルエーテル、イ
ソプロピルおよび他のエーテル、クロロホルム、テトラヒドロフラン、酢酸エチル、フォ
ーレンおよびそれらの組合せが挙げられる。
【０１２１】
　本明細書において、「中性脂質」とは、それ自体で膜形成能を有さず、親水性「頭部」
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基を欠くオイルまたは脂肪を指す。中性脂質の例として、ジオレフィン、ジパルミトレイ
ン（ｄｉｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｎ）などのジグリセリド；プロピレングリコールでのカプ
リル酸／カプリン酸の混合ジエステルなどのプロピレングリコールエステル；トリオレイ
ン、トリパルミトレイン、トリリノレイン、トリカプリリンおよびトリラウリンなどのト
リグリセリド；ダイズ油などの植物油；ラードまたは牛脂；スクアレン；トコフェロール
；およびそれらの組合せが挙げられる。中性脂質は、徐放性中性脂質および速放性中性脂
質の両方を含む。徐放性中性脂質として、例えば、トリオレイン、トリパルミトレイン、
トリミリストレイン、トリラウリンおよびトリカプリンが挙げられる。速放性中性脂質と
して、例えば、トリカプリリンおよびトリカプロインおよびそれらの混合物が挙げられる
。
【０１２２】
　本明細書において、「両親媒性脂質」とは、親水性「頭部」基と、疎水性「尾部」基と
を有し、膜形成能を有する分子を指す。両親媒性脂質は、双性イオン性、酸性または陽イ
オン性脂質を含めた、ｐＨ７．４で正味の負電荷、ゼロの正味電荷および正味の正電荷を
有するものを含む。このような例示的両親媒性脂質として、それだけには限らないが、ホ
スファチジルグリセロール（ＰＧ）、カルジオリピン（ＣＬ）、ホスファチジルセリン（
ＰＳ）、ホスファチジン酸（ＰＡ）、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルコリ
ン（ＰＣ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ）、スフィンゴミエリン、ジアシル
トリメチルアンモニウムプロパン（ＤＩＴＡＰ）およびそれらの組合せが挙げられる。
【０１２３】
　本明細書において、「長鎖両親媒性脂質」とは、それだけには限らないが、ＤＯＰＣま
たはＤＣ１８：１ＰＣ＝１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；Ｄ
ＬＰＣまたはＤＣ１２：０ＰＣ＝１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコ
リン；ＤＭＰＣまたはＤＣ１４：０ＰＣ＝１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３
－ホスホコリン；ＤＰＰＣまたはＤＣ１６：０ＰＣ＝１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グ
リセロ－３－ホスホコリン；ＤＳＰＣまたはＤＣ１８：０ＰＣ＝１，２－ジステアロイル
－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＡＰＣまたはＤＣ２０：０ＰＣ＝１，２ジアラ
キドイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＢＰＣまたはＤＣ２２：０ＰＣ＝１，
２－ジベヘノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＣ１６：１ＰＣ＝１，２－ジ
パルミトレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＣ２０：１ＰＣ＝１，２－ジ
エイコセノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＣ２２：１ＰＣ＝１，２－ジエ
ルコイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＰＰＧ＝１，２－ジパルミトイル－ｓ
ｎ－グリセロ－３－ホスホグリセロール；ＤＯＰＧ＝１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリ
セロ－３－ホスホグリセロールを含めた、炭素鎖中に増大した数の炭素を有する両親媒性
脂質を指す。通常、長鎖両親媒性脂質の使用は、リポソーム製剤のカプセル封入効率を高
める。
【０１２４】
　本明細書において、「ヒアルロン酸」または「ＨＡ」とは、結合組織、上皮組織および
神経組織中に広く分布している非硫酸化グリコサミノグリカンを指す。それ自体がＤ－グ
ルクロン酸およびＤ－Ｎ－アセチルグルコサミンからなる最大２５，０００の二糖単位の
ポリマーである。ＨＡの分子量は、約５ｋＤａから２０，０００ｋＤａの範囲である。本
明細書において、ヒアルロン酸オリゴマーは、ヒアルロン酸の断片である。
【０１２５】
　本明細書において、ヒアルロナン分解酵素またはヒアルロナン分解酵素を含有する組成
物に関して「安定な」または「安定性」とは、ヒアルロナン分解酵素が、規定の条件、例
えば、２℃～８℃の低温または冷蔵温度、２０℃～３０℃の周囲温度または３２℃～４０
℃の高温という温度条件下で、６カ月超の期間、ヒアルロナン分解酵素活性の少なくとも
５０％のその活性の少なくとも必要なレベルを保持することを意味する。例えば、ヒアル
ロナン分解酵素は、２℃～８℃、２０℃～３０℃または３２℃～４０℃の温度で、６カ月
超の期間、その活性の少なくとも６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％また
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はそれ以上を保持する。
【０１２６】
　本明細書において、「活性薬剤」または「生物学的に活性な薬剤」とは、多小胞リポソ
ームの房中に、またはリポソームの製造の際に使用される水溶液中に存在する薬剤を説明
するために使用される場合には、それだけには限らないが、ヒアルロナン分解酵素、薬物
およびプロドラッグ、小分子およびタンパク質を含めた、所望の生物活性を有する薬剤を
含む。
【０１２７】
　本明細書において、「浸透圧」とは、任意の添加された賦形剤を含めた、水溶液中に存
在する溶質のモル濃度の合計を指す。
【０１２８】
　本明細書において、「賦形剤」とは、ヒアルロナン分解酵素の安定性を維持もしくは増
強するか、またはヒアルロナン分解酵素のカプセル封入効率をモジュレート（増大）する
、任意の分子、薬剤または化合物を指す。賦形剤は、当業者には公知であるか、または経
験的に決定され得る。例示的賦形剤は、本明細書に記載されている。
【０１２９】
　本明細書において、「浸透圧賦形剤」とは、生物学的に活性な薬剤ではない、水溶液中
の生物学的に適合する溶質分子を指す。浸透圧賦形剤は、活性薬剤がカプセル封入のため
に溶解される水性成分の浸透圧を変更するために使用できる。電解質および非電解質の両
方とも、浸透圧賦形剤として機能する。任意の特定の分子が、浸透圧賦形剤として機能す
るかどうかを決定する場合には、または溶液中の浸透圧賦形剤、例えば、多小胞リポソー
ム中にカプセル封入されるものの濃度を決定する場合には、溶液内の条件、例えば、ｐＨ
下で、分子が、部分的にイオン化されているか、完全にイオン化されているかどうかを考
慮しなくてはならない。浸透圧賦形剤として、活性薬剤の活性を促進し得るものが挙げら
れる。多小胞リポソームを形成するために、または多小胞リポソームからのカプセル封入
された薬剤の薬物負荷をモジュレートするために使用できる浸透圧賦形剤として、それだ
けには限らないが、グルコース、スクロース、トレハロース、コハク酸塩、グリシルグリ
シン、グルコン酸、シクロデキストリン、アルギニン、ガラクトース、マンノース、マル
トース、マンニトール、グリシン、リシン、クエン酸、ソルビトール、デキストランおよ
びそれらの組合せが挙げられる。
【０１３０】
　本明細書において、「安定剤」とは、多小胞リポソームに添加された場合に、活性薬剤
を安定化する賦形剤を指す。
【０１３１】
　本明細書において、「デポーゲル」または「デポー製剤」とは、活性薬剤の徐放を可能
にするゲル製剤を指す。一般に、ゲルは、ヒドロゲル、相当な量の水を含有するゲルであ
り、生体適合性であり、ゲルは、生分解性である。ゲル形成材料として、それだけには限
らないが、アルギン酸およびその修飾形態などの多糖が挙げられ、他のポリマーヒドロゲ
ル前駆体として、プルロニクス（Ｐｌｕｒｏｎｉｃｓ）（登録商標）またはテトロニクス
（Ｔｅｔｒｏｎｉｃｓ）（登録商標）などのポリエチレンオキシド－ポリプロピレングリ
コールブロックポリマーが挙げられる。
【０１３２】
　本明細書において、「カプセル封入効率」または「カプセル封入パーセント」とは、プ
ロセスの第１の水溶液中で使用されるカプセル封入される化合物の総量に対する、リポソ
ームの最終懸濁液中でカプセル封入される化合物の量の割合に１００を乗じたものを指す
。
【０１３３】
　本明細書において、「薬物負荷能」とは、生成物リポソーム懸濁液中に負荷される、活
性薬剤、すなわち、ヒアルロナン分解酵素の量を指す。薬物負荷能は、リポソーム製剤の
単位容量中の利用可能な活性薬剤の量の尺度であり、リポソーム自体中にカプセル封入さ
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れた容量パーセントに対する、リポソーム懸濁液の単位容量あたりのカプセル封入された
薬物の割合である。低い遊離薬物パーセントについては、懸濁液のリポクリット（ｌｉｐ
ｏｃｒｉｔ）によって除された懸濁液中の活性薬剤の濃度にほぼ等しい。
【０１３４】
　本明細書において、「リポクリット」とは、総懸濁液容量に対する、リポソームによっ
て占められた容量の割合に１００を乗じたものを指す。
【０１３５】
　本明細書において、「遊離薬物パーセント」とは、最終懸濁液中の薬物の総量に対する
、最終リポソーム懸濁液中のリポソームの外側の薬物の量の割合に１００を乗じたものを
指す。
【０１３６】
　本明細書において、「ＢＰＨを治療するのに有用な他の薬剤」とは、抗アンドロゲン剤
、α遮断薬およびボツリヌス毒素以外の薬剤を指す。
【０１３７】
　本明細書において、単数形「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」および「その（ｔｈ
ｅ）」は、文脈上別段の明確な指示のない限り、複数形の指示対象を含む。したがって、
例えば、「細胞外ドメイン」を含有する化合物への言及は、１種または複数の細胞外ドメ
インを有する化合物を含む。
【０１３８】
　本明細書において、範囲および量は、「約（およそ）」特定の値または範囲として表現
され得る。約はまた、正確な量も含む。したがって、「約５塩基」とは、「約５塩基」お
よび「５塩基」も意味する。
【０１３９】
　本明細書において、「任意選択の」または「所望により」とは、続いて記載される事象
または状況が起こるか起こらないことおよび記載が前記事象または状況が起こる場合およ
び起こらない場合を含むことを意味する。例えば、所望により置換されていてもよい基と
は、基が非置換であるか、置換されていることを意味する。
【０１４０】
　本明細書において、任意の保護基、アミノ酸および他の化合物の略語は、別段の指示の
ない限り、その一般的な使用、認識されている略語または生化学命名法に関するＩＵＰＡ
Ｃ－ＩＵＢ委員会（ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ　ｏｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ）（(1972) Biochem. 11:1726参照のこと）を踏ま
える。
【０１４１】
Ｂ．概要－疾患において蓄積されたヒアルロナン（ＨＡ）およびその加水分解
　ヒアルロナン分解酵素の徐放性製剤、例えば、脂質製剤に含有された組成物が、本明細
書において提供される。ヒアルロナン分解酵素は、ヒアルロナンレベルの上昇または蓄積
が原因であるか、またはそうでなければ疾患もしくは状態と関連しているヒアルロナン（
ＨＡ）関連疾患または状態を治療する方法において使用され得る。しかし、局所組織部位
でＨＡを分解するためのヒアルロナン分解酵素の使用に伴う問題は、ヒアルロナン分解酵
素が、ひとたび投与されると、迅速に消失するということであると見出された。対照的に
、ＨＡを製造する細胞は、３～１０日毎に再生される。したがって、ヒアルロナン分解酵
素の徐放または制御放出を使用して、局所部位で、例えば、前立腺の間質細胞などでＨＡ
を分解するための酵素の連続的なまたは持続性の供給源を提供でき、ＨＡの長期の限局的
な加水分解を提供できることが、本明細書において見出された。したがって、本明細書に
記載されるように、ヒアルロナン分解酵素の徐放性製剤を提供して、酵素の局在性を促進
でき、標的部位、例えば、前立腺で高濃度の酵素を提供でき、および／または標的部位で
酵素の長期放出を提供できる。
【０１４２】
　特に、間質におけるヒアルロナン（ＨＡ）蓄積は、ＢＰＨの特徴である。したがって、
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徐放性製剤を含有する組成物およびそれらの組合せは、特に、前立腺が肥大した男性にお
ける、良性前立腺肥大症（ＢＰＨ）の治療にとって有用である。ヒアルロナン分解酵素、
例えば、ヒアルロニダーゼは、肥大化した前立腺に提供されると、肥大化した腺の間質に
蓄積し、腺の間質中に存在する細胞のアポトーシスを引き起こすヒアルロン酸を分解する
ことが本明細書において見出された。間質におけるＨＡの枯渇は、テストステロンによっ
て刺激される間質細胞の選択的アポトーシスをもたらすが、正常な間質細胞は影響を受け
ない。間質細胞のアポトーシスは、間質拡大を停止し、前立腺縮小をもたらし、ＢＰＨ進
行を低減または停止する。したがって、肥大化した前立腺をヒアルロニダーゼに曝露する
ことによって、肥大化した腺の大きさの低減およびさらなる増殖の阻害がもたらされる。
特に、ヒアルロナン分解酵素の効果は、テストステロンによって刺激される間質細胞に選
択的であり、臓器不全などの望ましくない結果をもたらし得る上皮細胞のアポトーシスを
引き起こさない。したがって、ヒアルロナン分解酵素の使用は安全であり、組織と関連す
る副作用を伴わない。
【０１４３】
　ＢＰＨの治療のために、ヒアルロニダーゼなどのヒアルロナン分解酵素を含有する徐放
性製剤を、前立腺中に直接的に注入してもよい。ヒアルロナン分解酵素組成物は、ひとた
び前立腺中に導入されると長期間に渡って放出されるようデポーとして製剤できる。この
ような投与方法は、これらの薬剤に対する、前立腺以外の組織および臓器の曝露時間を最
小にすることによって副作用を低減し、治療薬が、高い局所濃度を達成することならびに
前立腺および周囲の細胞および組織が治療薬に曝露される時間を延長することを可能にす
るので有益である。
【０１４４】
　ヒアルロナン分解酵素の使用は、ＢＰＨを治療するためのこれまでには認識されていな
かった方法に相当する。肥大化した前立腺に対するヒアルロナン分解酵素のこの効果は、
展着剤としてのその使用とは異なっている。例えば、ヒアルロナン分解酵素の公知の使用
は、治療薬のその標的への接近を容易にすることによって治療薬の効果を増強するための
展着剤としての使用を含む。
【０１４５】
　ヒアルロナン分解酵素を用いるＢＰＨの治療は、ＢＰＨの既存の治療によっては示され
ない有効な特性を示す。例えば、α遮断薬または５－α－レダクターゼ阻害剤を使用する
既存の治療には、制限がある。フィナステリドなどのα遮断薬は症状を軽減するが、それ
らは前立腺の大きさを低減せず、進行に影響も与えない。さらに、５－α－レダクターゼ
阻害剤は、前立腺を縮小させるが、それらは作用するのに６カ月超かかる場合もあり、患
者は、抵抗性になる場合もあり、性的副作用が一般的である。さらに、前立腺（ＴＵＲＰ
）の経尿道的切除または他のインターベンショナル手術などの手術を含むＢＰＨを治療す
るための他の方法は、例えば、逆行性射精、感染および尿道狭小化を含み得る、望まない
副作用を伴う。対照的に、ヒアルロナン分解酵素、例えば、ＰＨ２０などのヒアルロニダ
ーゼを用いるＢＰＨの治療は、前立腺容量の迅速な低減をもたらし、性的副作用がなく、
手術に伴われる副作用もない。
【０１４６】
　いくつかの例では、ヒアルロナン分解酵素を含有する組成物または製剤は、良性前立腺
肥大症の治療に有用な１種または複数の他の薬剤と、併用療法において組み合わせること
ができる。このような他の薬剤として、それだけには限らないが、抗アンドロゲン剤、α
遮断薬、ボツリヌス毒素およびＢＰＨの治療にとって有用な任意の他の種類の薬剤が挙げ
られる。他の薬剤は、ヒアルロナン分解酵素と、別個に投与してもよく、または徐放性製
剤中で同時投与してもよい。ＢＰＨの治療薬としてのヒアルロニダーゼおよび他の補完性
ＢＰＨ治療薬の組合せは、長期間の、肥大化した腺の大きさを低減する増強された能力を
もたらし得、したがって、治療薬が単独で使用される場合に観察されるものよりもより大
きな治療効果を達成する可能性がある。
【０１４７】
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　以下の節は、ヒアルロナン分解酵素、例えば、ＢＰＨを治療するためのこのようなもの
の徐放性製剤、併用療法および使用方法の限定されない説明を提供する。
【０１４８】
Ｃ．ヒアルロナン分解酵素
　徐放性または制御放出製剤を含めた、ヒアルロナン分解酵素を含有する組成物および製
剤が本明細書において提供される。徐放性製剤を含有する組成物は、疾患と関連するＨＡ
蓄積を回避するために局所注射において使用できる。例えば、このような組成物および製
剤は、間質と結合しているＨＡを分解することによって、良性前立腺肥大症の治療のため
の方法において使用できる。ヒアルロニダーゼなどのヒアルロナン分解酵素は、肥大化し
た前立腺組織の大きさを減少させ、また、さらなる増殖を防ぐためのＢＰＨ治療薬として
利用できる。
【０１４９】
　ヒアルロナンはまた、ヒアルロン酸またはヒアルロネート（ｈｙａｌｕｒｏｎａｔｅ）
とも呼ばれ、結合組織、上皮組織および神経組織中に広く分布している非硫酸化グリコサ
ミノグリカンである。ヒアルロナンは、細胞外マトリックスの必須成分であり、間質バリ
アの主要成分である。ヒアルロナン分解酵素は、ヒアルロナンの加水分解を触媒すること
によって、ヒアルロナンの粘度を低下させ、それによって、非経口的に投与された流体の
組織透過性を高め、吸収速度を高める。そのようなものとして、ヒアルロニダーゼなどの
ヒアルロンナン分解酵素は、例えば、他の薬剤、薬物およびタンパク質とともに、その分
散およびデリバリーを促進するために、展着剤または分散剤として使用されてきた。ヒア
ルロナン分解酵素はまた、皮下点滴療法（皮下流体投与）のための、他の注入される薬物
の吸収および分散を高めるためのアジュバントとして、また放射不透過性薬剤の再吸収を
改善するために、皮下尿路造影における補助剤としても使用される。ヒアルロナン分解酵
素、例えば、ヒアルロニダーゼは、眼科手順、例えば、眼科手術の前の局所麻酔における
眼球周囲およびテノン嚢下ブロックの適用において使用できる。ヒアルロニダーゼはまた
、例えば、眼瞼形成術およびフェースリフトなどの美容整形において無動を促進すること
によって、他の治療的および化粧的使用においても使用できる。
【０１５０】
　ヒアルロナン分解酵素は、交互のβ－１→４およびβ－１→３グリコシド結合によって
一緒に連結されている、反復二糖類単位、Ｄ－グルクロン酸（ＧｌｃＡ）およびＮ－アセ
チル－Ｄ－グルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）からなるヒアルロナンポリマーを切断すること
によってヒアルロナンを分解するよう作用する。ヒアルロナン鎖は、約２５，０００の二
糖反復またはそれ以上の長さに達することもあり、ヒアルロナンのポリマーは、インビボ
で約５，０００～２０，０００，０００Ｄａの大きさの範囲であり得る。したがって、本
明細書において製剤中のヒアルロナン分解酵素は、ヒアルロナン二糖鎖またはポリマーの
切断を触媒する能力を有する任意の酵素を含む。いくつかの例では、ヒアルロナン分解酵
素は、ヒアルロナン鎖またはポリマー中のβ－１→４グリコシド結合を切断する。他の例
では、ヒアルロナン分解酵素は、ヒアルロナン鎖またはポリマー中のβ－１→３グリコシ
ド結合の切断を触媒する。
【０１５１】
　本明細書における製剤、方法および組合せにおいて使用するためのヒアルロナン分解酵
素として、例えば、ヒアルロニダーゼおよびコンドロイチナーゼ（ｃｈｒｏｎｄｒｏｉｔ
ｉｎａｓｅｓ）およびＧＰＩアンカーのすべてまたは一部を欠き、細胞から分泌されるそ
れらの可溶性形態が挙げられる。種々のヒアルロナン分解酵素の説明は、以下に提供され
る。ＨＡを分解または切断する任意のヒアルロナン分解酵素、特に、肥大化した前立腺の
間質中に蓄積するヒアルロン酸を分解する任意のものを、本明細書における製剤および方
法において使用できることは理解される。特に、ヒアルロン（ｈｙａｌｕｒｏｎ）分解酵
素は、ヒトＰＨ２０などのＰＨ２０、特に、Ｃ末端切断型ＰＨ２０である。本明細書に提
供された方法および使用は、可溶性ヒアルロニダーゼの使用を説明する場合には、それに
応じて、任意のヒアルロナン分解酵素、一般に、可溶性ヒアルロナン分解酵素を使用でき
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る。本明細書において提供される方法および使用において、任意のヒアルロニダーゼを使
用できることは理解される（例えば、米国公開番号ＵＳ２００４０２６８４２５およびＵ
Ｓ２０１００１４３４５７を参照のこと）。
【０１５２】
　特に、ヒアルロナン分解酵素は、発現されると細胞から分泌される可溶性酵素である。
例えば、本明細書において提供される例示的ヒアルロナン分解酵素は、ＧＰＩアンカーの
すべてまたは一部を除去するためにＣ末端切断を含有する。特定の例では、ヒアルロナン
分解酵素は、ＰＨ２０酵素である。また、ヒアルロナン分解酵素は、例えば、その半減期
をさらに延長するためにさらに修飾され得る。
【０１５３】
　通常、本明細書における組成物、製剤、組合せおよび方法において使用するために、可
溶性ヒトＰＨ２０などの可溶性ヒトヒアルロナン（ｈｙｌａｕｒｏｎａｎ）分解酵素が使
用される。他の動物に由来するＰＨ２０などのヒアルロナン分解酵素も使用され得るが、
このような調製物は、それらが動物タンパク質であるので免疫原性である可能性がある。
例えば、患者の相当な割合が、摂取された食物に続いて事前感作を示し、これらは動物タ
ンパク質であるので、すべての患者が二次感作のリスクを有する。したがって、非ヒト調
製物は、慢性使用には適していないものであり得る。非ヒト調製物が望ましい場合には、
このようなポリペプチドが減少した免疫原性を有するよう調製され得ることが本明細書に
おいて考慮される。このような修飾は、当業者のレベルの範囲内にあり、例えば、分子上
の１つまたは複数の抗原性エピトープの除去および／または置換を挙げることができる。
【０１５４】
　本明細書における方法において使用されるヒアルロニダーゼ（例えば、ＰＨ２０）を含
めたヒアルロナン分解酵素は、組換えによって製造できるか、または天然供給源から、例
えば、精巣抽出物などから、精製もしくは部分精製できる。組換えヒアルロナン分解酵素
を含めた組換えタンパク質の製造方法は、本明細書において他の場所で提供され、当技術
分野で周知である。
【０１５５】
　活性にとってヒアルロニダーゼのグリコシル化が必要である場合には、一般に、ヒアル
ロナン分解酵素は、ポリペプチドが活性を保持することを確実にするよう正しいＮ－グリ
コシル化を促進するタンパク質発現系を使用して製造される。例えば、グリコシル化は、
ヒトＰＨ２０などのヒアルロニダーゼの触媒活性および安定性にとって重要である。この
ような細胞として、例えば、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞（例えば、ＤＧ
４４ＣＨＯ細胞）が挙げられる。
【０１５６】
　１．ヒアルロニダーゼ
　ヒアルロニダーゼは、ヒアルロナン分解酵素の大きなファミリーのメンバーである。ヒ
アルロニダーゼの３つの一般的なクラス：哺乳類型ヒアルロニダーゼ、細菌ヒアルロニダ
ーゼならびにヒル、他の寄生生物および甲殻類に由来するヒアルロニダーゼがある。この
ような酵素は、提供される組成物、製剤、組合せおよび方法において使用できる。
【０１５７】
　　ａ．哺乳類型ヒアルロニダーゼ
　哺乳類型ヒアルロニダーゼ（ＥＣ３．２．１．３５）は、ヒアルロナンのβ－１→４グ
リコシド結合を、四糖および六糖などの種々のオリゴ糖の長さに加水分解するエンド－β
－Ｎ－アセチル－ヘキソサミニダーゼである。これらの酵素は、加水分解およびトランス
グリコシダーゼ活性の両方を有し、ヒアルロナンおよびコンドロイチン硫酸（ＣＳ）、一
般に、Ｃ４－ＳおよびＣ６－Ｓを分解できる。この種のヒアルロニダーゼとして、それだ
けには限らないが、ウシ（ウシ（ｂｏｖｉｎｅ））由来のヒアルロニダーゼ（配列番号：
１０、１１および６４ならびにＢＨ５５（米国特許第５，７４７，０２７号および同５，
８２７，７２１号））、ヒツジ（ヒツジ（ｏｖｉｓ　ａｒｉｅｓ））（配列番号２６、２
７、６３および６５）、イエロージャケットスズメバチ（配列番号１２および１３）、ミ
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ツバチ（配列番号１４）、ホワイトフェーススズメバチ（ｗｈｉｔｅ－ｆａｃｅ　ｈｏｒ
ｎｅｔ）（配列番号１５）、アシナガバチ（配列番号１６）、マウス（配列番号１７～１
９、３２）、ブタ（配列番号２０～２１）、ラット（配列番号２２～２４、３１）、ウサ
ギ（配列番号２５）、オランウータン（配列番号２８）、カニクイザル（配列番号２９）
、モルモット（配列番号３０）、チンパンジー（配列番号１０１）、アカゲザル（配列番
号１０２）およびヒトヒアルロニダーゼが挙げられる。本明細書において提供される組成
物、組合せおよび方法におけるヒアルロニダーゼの例示的なものとして、可溶性ヒアルロ
ニダーゼがある。
【０１５８】
　哺乳類ヒアルロニダーゼは、主に、精巣抽出物において見られる中性活性であるもの、
肝臓などの臓器において主に見られる酸性活性であるものにさらに分けられる。例示的中
性活性ヒアルロニダーゼとしてＰＨ２０があり、それだけには限らないが、ヒツジ（配列
番号２７）、ウシ（配列番号１１）およびヒト（配列番号１）などの種々の種に由来する
ＰＨ２０が挙げられる。ヒトＰＨ２０（ＳＰＡＭ１または精子表面タンパク質ＰＨ２０と
しても知られる）は、一般に、グリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）アンカ
ーによって細胞膜と結合している。天然には、精子－卵子接着に関与しており、ヒアルロ
ン酸を消化することによって卵丘細胞の層の精子による浸透を補助する。
【０１５９】
　ヒトゲノムでは、ヒトＰＨ２０（ＳＰＡＭ１とも呼ばれる）に加え、５種のヒアルロニ
ダーゼ様遺伝子、ＨＹＡＬ１、ＨＹＡＬ２、ＨＹＡＬ３、ＨＹＡＬ４およびＨＹＡＬＰ１
が同定されている。ＨＹＡＬＰ１は、偽遺伝子であり、ＨＹＡＬ３（配列番号３８）は、
任意の既知基質に向けた酵素活性を有するとはわかっていない。ＨＹＡＬ４（配列番号３
９に示される前駆体ポリペプチド）は、コンドロイチナーゼであり、ヒアルロナンに対し
ては活性をほとんど示さない。ＨＹＡＬ１（配列番号３６に示される前駆体ポリペプチド
）は、プロトタイプの酸性活性酵素であり、ＰＨ２０（配列番号１に示される前駆体ポリ
ペプチド）は、プロトタイプの中性活性酵素である。ＨＹＡＬ１およびＨＹＡＬ２（配列
番号３７に示される前駆体ポリペプチド）などの酸性活性ヒアルロニダーゼは、一般に、
中性ｐＨ（すなわち、ｐＨ７）で触媒活性を欠く。例えば、ＨＹＡＬ１は、ｐＨ４．５を
超えると触媒活性をインビトロでほとんど有さない（Frost et al. (1997) Anal. Bioche
m. 251:263-269）。ＨＹＡＬ２は、インビトロで極めて低い特異的活性を有する酸性活性
酵素である。ヒアルロニダーゼ様酵素はまた、ヒトＨＹＡＬ２およびヒトＰＨ２０などの
、一般に、グリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）アンカーによって細胞膜と
結合しているもの（Danilkovitch-Miagkova et al. (2003) Proc Natl Acad Sci USA 100
(8):4580-5）およびヒトＨＹＡＬ１などの一般に可溶性であるもの（Frost et al. (1997
) Biochem Biophys Res Commun. 236(1):10-5）を特徴とし得る。
【０１６０】
　　　ｉ．ＰＨ２０
　ＰＨ２０は、他の哺乳類ヒアルロニダーゼと同様、ヒアルロン酸のβ１→４グリコシド
結合を四糖および六糖などの種々のオリゴ糖の長さに加水分解するエンド－β－Ｎ－アセ
チル－ヘキソサミニダーゼである。それらは、加水分解およびトランスグリコシダーゼ活
性の両方を有し、ヒアルロン酸およびＣ４－ＳおよびＣ６－Ｓなどのコンドロイチン硫酸
を分解できる。ＰＨ２０は、天然には、精子－卵子接着に関与しており、ヒアルロン酸を
消化することによって卵丘細胞の層の精子による浸透を補助する。ＰＨ２０は、精子表面
およびリソソーム由来先体中に位置しており、ここでは、内先体膜と結合している。細胞
膜ＰＨ２０は、中性ｐＨでのみヒアルロニダーゼ活性を有するが、内先体膜ＰＨ２０は、
中性および酸性ｐＨの両方で活性を有する。ＰＨ２０は、ヒアルロニダーゼであることに
加え、ＨＡ誘導性細胞シグナル伝達の受容体、および卵母細胞の周囲の透明帯の受容体で
もあると思われる。
【０１６１】
　例示的ＰＨ２０タンパク質として、それだけには限らないが、ヒト（配列番号１に示さ
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れる前駆体ポリペプチド、配列番号２に示される成熟ポリペプチド）、チンパンジー（配
列番号１０１）、アカゲザル（配列番号１０２）ウシ（配列番号１１および６４）、ウサ
ギ（配列番号２５）、ヒツジＰＨ２０（配列番号２７、６３および６５）、カニクイザル
（配列番号２９）、モルモット（配列番号３０）、ラット（配列番号３１）およびマウス
（配列番号３２）ＰＨ２０ポリペプチドが挙げられる。
【０１６２】
　ウシＰＨ２０は、５５３アミノ酸の前駆体ポリペプチド（配列番号１１）である。ウシ
ＰＨ２０のヒトＰＨ２０とのアラインメントは、弱い相同性しか示さず、ウシポリペプチ
ド中にＧＰＩアンカーがないために、アミノ酸４７０からそれぞれのカルボキシ末端に存
在する複数のギャップを有する（例えば、Frost GI (2007) Expert Opin. Drug. Deliv. 
4: 427-440参照のこと）。実際、ヒトの他に、多数の他のＰＨ２０種において、明確なＧ
ＰＩアンカーは予測されていない。したがって、ヒツジおよびウシから製造されるＰＨ２
０ポリペプチドは、可溶性形態として天然に存在する。ウシＰＨ２０は、細胞膜と極めて
緩く結合して存在するが、ホスホリパーゼ感受性アンカーによって固定されていない（La
lancette et al. (2001) Biol Reprod. 65(2):628-36）。
【０１６３】
　ウシヒアルロニダーゼの構造によって、臨床使用のための抽出物として可溶性ウシ精巣
ヒアルロニダーゼ酵素を使用することが可能となった（Ｗｙｄａｓｅ（登録商標）、Ｈｙ
ａｌａｓｅ（登録商標））。他の動物由来ＰＨ２０ヒアルロニダーゼ調製物として、Ｖｉ
ｔｒａｓｅ（登録商標）（ＩＳＴＡ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）、精製ヒツジ精
巣ヒアルロニダーゼ、Ａｍｐｈａｄａｓｅ（登録商標）（Ａｍｐｈａｓｔａｒ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）、ウシ精巣ヒアルロニダーゼおよびＨｙｄａｓｅ（Ａｋｏｒｎ
）、ウシ精巣ヒアルロニダーゼが挙げられる。
【０１６４】
　　　ｉｉ．ヒトＰＨ２０
　ヒトＰＨ２０ｍＲＮＡ転写物は、正常に翻訳されて、Ｎ末端に３５個のアミノ酸のシグ
ナル配列（アミノ酸残基位置１～３５）およびＣ末端に１９個のアミノ酸のグリコシルホ
スファチジルイノシトール（ＧＰＩ）アンカー結合シグナル配列（アミノ酸残基位置４９
１～５０９）を含有する５０９個のアミノ酸の前駆体ポリペプチド（配列番号１）が生じ
る。したがって、成熟ＰＨ２０は、配列番号２に示される４７４個のアミノ酸のポリペプ
チドである。ＥＲへの前駆体ポリペプチドの輸送およびシグナルペプチドの除去後、Ｃ末
端ＧＰＩ結合シグナルペプチドが切断されて、配列番号１に示される前駆体ポリペプチド
の位置４９０に対応するアミノ酸位置で、ＧＰＩアンカーの、新規に形成されたＣ末端ア
ミノ酸との共有結合が促進される。したがって、配列番号２に示されるアミノ酸配列を有
する、４７４個のアミノ酸のＧＰＩによって固定された成熟ポリペプチドが生じる。
【０１６５】
　ヒトＰＨ２０は、中性および酸性ｐＨの両方でヒアルロニダーゼ活性を示す。一態様で
は、ヒトＰＨ２０は、一般に、ＧＰＩアンカーによって細胞膜に固定されているプロトタ
イプの中性で活性のヒアルロニダーゼである。他の態様では、ＰＨ２０は、内先体膜上で
発現され、ここでは、中性および酸性ｐＨの両方でヒアルロニダーゼ活性を有する。ＰＨ
２０は、ポリペプチドの別個の領域で２つの触媒部位：ペプチド１およびペプチド３領域
を含有すると思われる（Cherr et al., (2001) Matrix Biology 20:515-525）。証拠は、
ＰＨ２０のペプチド１領域は、配列番号２に示される成熟ポリペプチドのアミノ酸位置１
０７～１３７および配列番号１に示される前駆体ポリペプチドの位置１４２～１７２に対
応し、中性ｐＨでの酵素活性に必要であるということを示唆する。この領域内の位置１１
１および１１３のアミノ酸（配列番号２に示される成熟ＰＨ２０ポリペプチドに対応する
）は、アミノ酸置換による突然変異誘発が、野生型ＰＨ２０と比較して、それぞれ、３％
のヒアルロニダーゼ活性または検出不能なヒアルロニダーゼ活性を有するＰＨ２０ポリペ
プチドをもたらすので、活性にとって重要であると思われる（Arming et al., (1997) Eu
r. J. Biochem. 247:810-814）。
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【０１６６】
　ペプチド３領域は、配列番号２に示される成熟ポリペプチドのアミノ酸位置２４２～２
６２および配列番号１に示される前駆体ポリペプチドの位置２７７～２９７に対応し、酸
性ｐＨでの酵素活性にとって重要であると思われる。この領域内では、成熟ＰＨ２０ポリ
ペプチドの位置２４９および２５２のアミノ酸は、いずれか一方の突然変異誘発が、活性
を本質的に欠くポリペプチドをもたらすので、活性にとって必須であると思われる（Armi
ng et al., (1997) Eur. J. Biochem. 247:810-814）。
【０１６７】
　ＰＨ２０はまた、触媒部位に加え、ヒアルロナン結合部位も含有する。実験的証拠は、
この部位は、配列番号１に示される前駆体ポリペプチドのアミノ酸位置２０５～２３５お
よび配列番号２に示される成熟ポリペプチドの位置１７０～２００に対応するペプチド２
領域中に位置することを示唆する。この領域は、ヒアルロニダーゼ間で高度に保存されて
おり、ヘパリン結合モチーフに類似している。位置１７６（配列番号２に示された成熟Ｐ
Ｈ２０ポリペプチドに対応する）のアルギニン残基の、グリシンへの突然変異は、野生型
ポリペプチドの約１％のヒアルロニダーゼ活性しか有さないポリペプチドをもたらす（Ar
ming et al., (1997) Eur. J. Biochem. 247:810-814）。
【０１６８】
　ヒトＰＨ２０には、配列番号１に例示されるポリペプチドのＮ８２、Ｎ１６６、Ｎ２３
５、Ｎ２５４、Ｎ３６８、Ｎ３９３、Ｎ４９０に、７つの可能性あるＮ結合型グリコシル
化部位がある。配列番号１のアミノ酸３６～４６４は、最小にしか活性でないヒトＰＨ２
０ヒアルロニダーゼドメインを含有すると思われるので、Ｎ結合型グリコシル化部位Ｎ－
４９０は、適切なヒアルロニダーゼ活性にとって必要ではない。ヒトＰＨ２０には、６つ
のジスルフィド結合がある。配列番号１に例示されるポリペプチドのシステイン残基Ｃ６
０とＣ３５１の間およびＣ２２４とＣ２３８の間（それぞれ、配列番号２に示される成熟
ポリペプチドの残基Ｃ２５とＣ３１６およびＣ１８９とＣ２０３に対応する）の２つのジ
スルフィド結合。さらなる４つのジスルフィド結合は、配列番号１に例示されるポリペプ
チドのシステイン残基Ｃ３７６とＣ３８７の間、Ｃ３８１とＣ４３５の間、Ｃ４３７とＣ
４４３の間およびＣ４５８とＣ４６４の間（それぞれ、配列番号２に示される、成熟ポリ
ペプチドの残基Ｃ３４１とＣ３５２、Ｃ３４６とＣ４００の間、Ｃ４０２とＣ４０８の間
ならびにＣ４２３とＣ４２９の間に対応する）に形成される。
【０１６９】
　ＰＨ２０のほとんどの動物調製物とは異なり、ヒトＰＨ２０は、細胞膜に発現されたタ
ンパク質を固定するＧＰＩアンカーを含有する。通常、ヒトＰＨ２０の治療調製物は、Ｃ
末端アミノ酸残基を欠く可溶性ポリペプチドとして提供される。可溶性ＰＨ２０ヒアルロ
ニダーゼを含めた例示的可溶性ヒアルロニダーゼは、以下に記載されている。ヒトＰＨ２
０の調製物として、Ｈｙｌｅｎｅｘ（登録商標）およびＥｎｈａｎｚｅ（商標）Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙが挙げられる。
【０１７０】
　　ｂ．細菌ヒアルロニダーゼ
　細菌ヒアルロニダーゼ（ＥＣ４．２．２．１またはＥＣ４．２．９９．１）は、ヒアル
ロナンを種々の程度に、コンドロイチン硫酸およびデルマタン硫酸を分解する。細菌から
単離されたヒアルロナンリアーゼは、ヒアルロニダーゼ（他の供給源に由来する、例えば
、ヒアルロノグルコサミニダーゼ、ＥＣ３．２．１．３５）とは、その作用様式によって
異なる。それらは、ヒアルロナン中のＮ－アセチル－β－Ｄ－グルコサミンとＤ－グルク
ロン酸残基間のβ１→４－グリコシド結合の加水分解というよりも、排除反応を触媒する
エンド－β－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼであり、３－（４－デオキシ－β－Ｄ－グ
ルカ－４－エヌロノシル）－Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサミン四糖および六糖、ならびに
二糖最終生成物が生じる。反応は、その非還元末端に不飽和ヘキスロン酸残基を有するオ
リゴ糖の形成をもたらす。
【０１７１】
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　細菌由来の例示的ヒアルロニダーゼとして、それだけには限らないが、アルスロバクタ
ー属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、デロビブリオ属（Ｂｄｅｌｌｏｖｉｂｒｉｏ）、ク
ロストリジウム属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）、ミクロコッカス属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃ
ｕｓ）、ストレプトコッカス属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ぺプトコッカス属（Ｐ
ｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、プロピオニバクテリウム属（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ）、バクテロイデス属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）およびストレプトマイセス属（Ｓ
ｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）の株を含めた、微生物中のヒアルロナン分解酵素が挙げられる
。このような酵素の特定の例として、それだけには限らないが、ヒアルロン酸に特異的で
あり、コンドロイチンまたはコンドロイチン硫酸を切断しない、アルスロバクター属の種
（ＦＢ２４株）（配列番号６７）、デロビブリオ・バクテリオボラス（Ｂｄｅｌｌｏｖｉ
ｂｒｉｏ　ｂａｃｔｅｒｉｏｖｏｒｕｓ）（配列番号６８）、プロピオニバクテリウム・
アクネス（Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ａｃｎｅｓ）（配列番号６９）、スト
レプトコッカス・アガラクチア（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ）
（（配列番号７０）；１８ＲＳ２１（配列番号７１）；血清型Ｉａ（配列番号７２）；血
清型ＩＩＩ（配列番号７３））、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕ
ｒｅｕｓ）（ＣＯＬ株（配列番号７４）；ＭＲＳＡ２５２株（配列番号７５および７６）
；ＭＳＳＡ４７６株（配列番号７７）；ＮＣＴＣ８３２５株（配列番号７８）；ウシＲＦ
１２２株（配列番号７９および８０）；ＵＳＡ３００株（配列番号８１））、肺炎球菌（
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）（（配列番号８２）；ＡＴＣＣ　
ＢＡＡ－２５５／Ｒ６株（配列番号８３）；血清型２、Ｄ３９／ＮＣＴＣ７４６６株（配
列番号８４））、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）（
（血清型Ｍ１）（配列番号８５）；血清型Ｍ２、ＭＧＡＳ１０２７０株（配列番号８６）
；血清型Ｍ４、ＭＧＡＳ１０７５０株（配列番号８７）；血清型Ｍ６（配列番号８８）；
血清型Ｍ１２、ＭＧＡＳ２０９６株（配列番号８９および９０）；血清型Ｍ１２、ＭＧＡ
Ｓ９４２９株（配列番号９１）；血清型Ｍ２８（配列番号９２））；ブタ連鎖球菌（Ｓｔ
ｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｕｉｓ）（配列番号９３～９５）；ビブリオ・フィシェリ（
Ｖｉｂｒｉｏ　ｆｉｓｃｈｅｒｉ）（ＡＴＣＣ　７００６０１／ＥＳ１１４株（配列番号
９６））およびストレプトマイセス・ヒアルロノリチクス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　
ｈｙａｌｕｒｏｎｏｌｙｔｉｃｕｓ）ヒアルロニダーゼ酵素が挙げられる（Ohya, T. and
 Kaneko, Y. (1970) Biochim. Biophys. Acta 198:607）。
【０１７２】
　　ｃ．ヒル、他の寄生生物および甲殻類に由来するヒアルロニダーゼ
　ヒル、他の寄生生物および甲殻類に由来するヒアルロニダーゼ（ＥＣ３．２．１．３６
）は、四糖および六糖最終生成物を生成するエンド－β－グルクロニダーゼである。これ
らの酵素は、ヒアルロネート中のβ－Ｄ－グルクロン酸とＮ－アセチル－Ｄ－グルコサミ
ン残基間の１→３結合の加水分解を触媒する。ヒル由来の例示的ヒアルロニダーゼとして
、それだけには限らないが、ヒルド科（Ｈｉｒｕｄｉｎｉｄａｅ）（例えば、ヒルド・メ
ディシナリス（Ｈｉｒｕｄｏ　ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ））、イシビル科（Ｅｒｐｏｂｄ
ｅｌｌｉｄａｅ）（例えば、ネフェロプシス・オブスクラ（Ｎｅｐｈｅｌｏｐｓｉｓ　ｏ
ｂｓｃｕｒａ）およびエルポブデラ・プンクタタ（Ｅｒｐｏｂｄｅｌｌａ　ｐｕｎｃｔａ
ｔａ））、グロシフォニ科（Ｇｌｏｓｓｉｐｈｏｎｉｉｄａｅ）（例えば、デセロデラ・
ピクタ（Ｄｅｓｓｅｒｏｂｄｅｌｌａ　ｐｉｃｔａ）、ヌマビル（Ｈｅｌｏｂｄｅｌｌａ
　ｓｔａｇｎａｌｉｓ）、ヒラタビル（Ｇｌｏｓｓｉｐｈｏｎｉａ　ｃｏｍｐｌａｎａｔ
ａ）、カメビル（Ｐｌａｃｏｂｄｅｌｌａ　ｏｒｎａｔａ）およびテロミゾン種（Ｔｈｅ
ｒｏｍｙｚｏｎ　ｓｐ．））およびヘモビ科（Ｈａｅｍｏｐｉｄａｅ）（ヘモピス・マル
モラタ（Ｈａｅｍｏｐｉｓ　ｍａｒｍｏｒａｔａ））（Hovingh et al. (1999) Comp Bio
chem Physiol B Biochem Mol Biol. 124(3):319-26）由来のヒアルロニダーゼが挙げられ
る。ヒルヒアルロニダーゼと同一の作用機序を有する細菌由来の例示的ヒアルロニダーゼ
として、シアノバクテリア、シネココッカス種に由来するもの（ＲＣＣ３０７株、配列番
号９７）がある。
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【０１７３】
　２．他のヒアルロナン分解酵素
　ヒアルロニダーゼファミリーに加えて、提供される組成物、製剤、組合せおよび方法に
おいて、他のヒアルロナン分解酵素を使用してもよい。例えば、ヒアルロナンを切断する
能力を有する、特定のコンドロイチナーゼおよびリアーゼを含めた酵素を使用できる。ヒ
アルロナンを分解できる例示的コンドロイチナーゼとして、それだけには限らないが、コ
ンドロイチンＡＢＣリアーゼ（コンドロイチナーゼＡＢＣとしても知られる）、コンドロ
イチンＡＣリアーゼ（コンドロイチン硫酸リアーゼまたはコンドロイチン硫酸エリミナー
ゼ（ｅｌｉｍｉｎａｓｅ）としても知られる）およびコンドロイチンＣリアーゼが挙げら
れる。提供される組成物、製剤、組合せおよび方法において使用するための、このような
酵素を製造および精製する方法は、当技術分野で公知である（例えば、米国特許第６，０
５４，５６９号；Yamagata, et al. (1968) J. Biol. Chem. 243(7):1523-1535;Yang et 
al. (1985) J. Biol. Chem. 160(30):1849-1857）。
【０１７４】
　コンドロイチンＡＢＣリアーゼは、２種の酵素、コンドロイチン硫酸－ＡＢＣエンドリ
アーゼ（ＥＣ４．２．２．２０）およびコンドロイチン硫酸－ＡＢＣエキソリアーゼ（Ｅ
Ｃ４．２．２．２１）を含有し（Hamai et al. (1997) J Biol Chem. 272(14):9123-30）
、これらは、コンドロイチン硫酸種およびデルマタン硫酸種の種々のグリコサミノグリカ
ンを分解する。コンドロイチン硫酸、コンドロイチン硫酸プロテオグリカンおよびデルマ
タン硫酸は、コンドロイチン硫酸－ＡＢＣエンドリアーゼの好ましい基質であるが、この
酵素は、ヒアルロナンに対しても少ない割合で作用し得る。コンドロイチン硫酸－ＡＢＣ
エンドリアーゼは、コンドロイチン硫酸種およびデルマタン硫酸種の種々のグリコサミノ
グリカンを分解し、最終的にΔ４－不飽和四糖および二糖に分解される、種々の大きさの
Δ４－不飽和オリゴ糖の混合物を生成する。コンドロイチン硫酸－ＡＢＣエキソリアーゼ
は、同一基質特異性を有するが、重合体コンドロイチン硫酸およびコンドロイチン硫酸－
ＡＢＣエンドリアーゼによって生じたそのオリゴ糖断片の両方の非還元末端から二糖残基
を除去する（Hamai, A. et al. (1997) J. Biol. Chem. 272:9123-9130）。例示的コンド
ロイチン硫酸－ＡＢＣエンドリアーゼおよびコンドロイチン硫酸－ＡＢＣエキソリアーゼ
として、それだけには限らないが、プロテウス・ブルガリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇ
ａｒｉｓ）およびフラボバクテリウム・ヘパリナム（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｈ
ｅｐａｒｉｎｕｍ）に由来するものが挙げられる（プロテウス・ブルガリスコンドロイチ
ン硫酸－ＡＢＣエンドリアーゼは、配列番号９８に示されている（Sato et al. (1994) A
ppl. Microbiol. Biotechnol. 41(1):39-46）。
【０１７５】
　コンドロイチンＡＣリアーゼ（ＥＣ４．２．２．５）は、コンドロイチン硫酸Ａおよび
Ｃに対して活性であるが、コンドロイチンおよびヒアルロン酸は、デルマタン硫酸（コン
ドロイチン硫酸Ｂ）に対しては活性ではない。細菌由来の例示的コンドロイチナーゼＡＣ
酵素として、それだけには限らないが、それぞれ、配列番号９９および１００に示される
フラボバクテリウム・ヘパリナムおよびビクチバリス・バデンシス（Ｖｉｃｔｉｖａｌｌ
ｉｓ　ｖａｄｅｎｓｉｓ）に由来するものならびにアルスロバクター・オウレセンス（Ａ
ｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｕｒｅｓｃｅｎｓ）に由来するもの（Tkalec et al. (2000)
 Applied and Environmental Microbiology 66(1):29-35; Ernst et al. (1995) Critica
l Reviews in Biochemistry and Molecular Biology 30(5):387-444）が挙げられる。
【０１７６】
　コンドロイチナーゼＣは、コンドロイチン硫酸Ｃを切断し、四糖および不飽和６硫酸化
二糖（デルタＤｉ－６Ｓ）が生成する。また、ヒアルロン酸も切断し、不飽和非硫酸化二
糖（デルタＤｉ－ＯＳ）が生成する。細菌由来の例示的コンドロイチナーゼＣ酵素として
、それだけには限らないが、連鎖球菌およびフラボバクテリウム由来のものが挙げられる
（Hibi et al. (1989) FEMS-Microbiol-Lett. 48(2):121-4; Michelacci et al. (1976) 
J. Biol. Chem. 251:1154-8; Tsuda et al. (1999) Eur. J. Biochem. 262:127-133）。
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【０１７７】
　３．可溶性ヒアルロナン分解酵素
　特定の例では、ヒアルロナン分解酵素は、発現時に細胞から分泌され得る可溶性酵素と
して提供される。したがって、可溶性酵素は、発現されると、細胞培地中に分泌される酵
素を含み、そこで単離または精製され得る。上記のように、ヒアルロナン分解酵素は、膜
結合形態または細胞から分泌される可溶性形態で存在する。したがって、ヒアルロナン分
解酵素が、グリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）アンカーを含む、および／
またはそうではなく膜に固定されているか、または不溶性である場合には、このようなヒ
アルロナン分解酵素は、酵素を分泌させ、可溶性にするためにＧＰＩアンカーのすべてま
たは一部を末端切断または欠失させることによって可溶性形態で本明細書において提供さ
れる。当業者ならば、当技術分野で周知の方法を使用して、ポリペプチドがＧＰＩによっ
て固定されているかどうかを決定できる。このような方法として、それだけには限らない
が、ＧＰＩアンカー結合シグナル配列およびω部位の存在および位置を予測するために既
知アルゴリズムを使用することおよびホスファチジルイノシトール特異的ホスホリパーゼ
Ｃ（ＰＩ－ＰＬＣ）またはＤ（ＰＩ－ＰＬＤ）を用いる消化の前後に溶解度分析を実施す
ることが挙げられる。一例では、普通、ＧＰＩアンカーによって膜に固定されているヒト
ヒアルロニダーゼＰＨ２０を、Ｃ末端のＧＰＩアンカーのすべてまたは一部を末端切断す
ることおよび除去することによって可溶性にすることができる。
【０１７８】
　可溶性ヒアルロナン分解酵素はまた、中性活性および酸性活性ヒアルロニダーゼも含む
。それだけには限らないが、投与後の酵素の活性の所望のレベルおよび／または投与部位
などの因子に応じて、中性活性および酸性活性ヒアルロニダーゼを選択できる。特定の例
では、本明細書における組成物、組合せおよび方法において使用するためのヒアルロナン
分解酵素は、可溶性の中性活性ヒアルロニダーゼである。中性ｐＨを含む、種々のｐＨ条
件でヒアルロニダーゼの活性を評価するためのアッセイは、当業者に周知である。
【０１７９】
　したがって、ヒアルロナン分解酵素は、末端切断型変異体、例えば、ＧＰＩアンカーの
すべてまたは一部を除去するためのポリペプチドのＣ末端内の末端切断型変異体を含む。
このような酵素として、それだけには限らないが、非ヒト可溶性ヒアルロニダーゼ、細菌
可溶性ヒアルロニダーゼおよびヒトヒアルロニダーゼ、Ｈｙａｌ１、ウシＰＨ２０および
ヒツジＰＨ２０、それらの対立遺伝子変異体およびそれらの他の変異体を含めた可溶性ヒ
アルロニダーゼが挙げられる。可溶性ヒアルロニダーゼの例示的なものとして、任意の種
に由来するＰＨ２０、例えば、配列番号１、２、１１、２５、２７～３２、６３～６５お
よび１０１～１０２のいずれかに示される任意のもの、配列番号１、２、１１、２５、２
７～３２、６３～６５および１０１～１０２のいずれかに対して少なくとも８５％、９０
％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％またはそれ以上の配列同一性を示すそれら
の変異体またはそれから発現されるとヒアルロニダーゼが細胞から培地中に分泌される限
りＣ末端ＧＰＩアンカーのすべてまたは一部を欠き、ヒアルロニダーゼ活性を保持するそ
れらの末端切断型形態がある。本明細書において提供される可溶性ヒアルロナン分解酵素
は、得られる末端切断型ポリペプチドがヒアルロニダーゼ活性示す限り、野生型ポリペプ
チドと比較して、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、
３０、４０、５０、６０個もしくはそれ以上または１、２、３、４、５、６、７、８、９
、１０、１５、２０、３０、４０、５０、６０個もしくはそれ以上のアミノ酸だけＣ末端
内で末端切断され得る。例えば、活性に必要なヒトＰＨ２０の最小のヒアルロニダーゼド
メインは、アミノ酸３６～４６４である（例えば、米国特許第７，７６７，４２９号参照
のこと）。したがって、ヒトＰＨ２０ヒアルロニダーゼでは、少なくとも４５個のアミノ
酸がＣ末端から除去され得る。ヒアルロニダーゼ活性は、出発ポリペプチドの活性の０．
５％～１００％の間または約０．５％～１００％、例えば、ＧＰＩアンカーを含有するヒ
アルロナン分解酵素の活性の少なくとも５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％
、６０％、７０％、８０％、９０％またはそれ以上であり得る。
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【０１８０】
　可溶性ヒアルロナン分解酵素が、ＧＰＩアンカー結合シグナル配列の一部を保持する例
では、ポリペプチドが、発現時に細胞培地から単離され得る、例えば、細胞膜と緩く結合
され得るか、またはそれからの発現時に細胞から培地中に分泌され得るという条件で、Ｇ
ＰＩアンカー結合シグナル配列中の少なくとも１、２、３、４、５、６、７個もしくはそ
れ以上または１、２、３、４、５、６、７個もしくはそれ以上のアミノ酸残基が保持され
得る。ＧＰＩアンカーの１個または複数のアミノ酸を含有するポリペプチドは、拡張可溶
性ヒアルロナン分解酵素と呼ばれる（例えば、例示的な拡張可溶性ヒアルロナン分解酵素
についての公開米国出願番号第２０１０－０１４３４５７号を参照のこと）。
【０１８１】
　　ａ．可溶性ヒトＰＨ２０
　可溶性ヒアルロニダーゼの例示的なものとして、可溶性ヒトＰＨ２０がある。組換えヒ
トＰＨ２０の可溶性形態が製造されており、本明細書において記載される組成物、製剤、
組合せおよび方法において使用され得る。ＰＨ２０のこのような可溶性形態の製造は、米
国公開特許出願番号ＵＳ２００４０２６８４２５；ＵＳ２００５０２６０１８６およびＵ
Ｓ２００６０１０４９６８ならびに国際ＰＣＴ出願番号ＷＯ２００９１１１０６６に記載
されている。
【０１８２】
　本明細書において提供される例示的Ｃ末端切断型ヒトＰＨ２０ポリペプチドは、配列番
号１に示されるアミノ酸の配列のＣ末端アミノ酸残基４６５、４６６、４６７、４６８、
４６９、４７０、４７１、４７２、４７３、４７４、４７５、４７６、４７７、４７８、
４７９、４８０、４８１、４８２、４８３、４８４、４８５、４８６、４８７、４８８、
４８９、４９０、４９１、４９２、４９３、４９４、４９５、４９６、４９７、４９８、
４９９または５００を有する任意のもの、またはその対立遺伝子または種変異体または他
の変異体中の対応する位置を含む。哺乳類細胞において発現される場合には、３５個のア
ミノ酸のＮ末端シグナル配列は、プロセシングの際に切断され、タンパク質の成熟形態が
分泌される。したがって、例示的な成熟Ｃ末端切断型可溶性ＰＨ２０ポリペプチドは、配
列番号１に示されるアミノ酸の配列のアミノ酸３６～４６５、４６６、４６７、４６８、
４６９、４７０、４７１、４７２、４７３、４７４、４７５、４７６、４７７、４７８、
４７９、４８０、４８１、４８２、４８３、４８４、４８５、４８６、４８７、４８８、
４８９、４９０、４９１、４９２、４９３、４９４、４９５、４９６、４９７、４９８、
４９９もしくは５００またはその対立遺伝子または種変異体または他の変異体中の対応す
る位置を含有し得る。例えば、本明細書において提供された組成物および製剤において使
用するための例示的末端切断型Ｃ末端ＰＨ２０ポリペプチドは、配列番号１に示されるア
ミノ酸の配列のアミノ酸３６～４６５、４６６、４６７、４６８、４６９、４７０、４７
１、４７２、４７３、４７４、４７５、４７６、４７７、４７８、４７９、４８０、４８
１、４８２、４８３、４８４、４８５、４８６、４８７、４８８、４８９、４９０、４９
１、４９２、４９３、４９４、４９５、４９６、４９７、４９８、４９９または５００に
対して少なくとも８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％またはそれ
以上の配列同一性を示す任意のものである。細胞におけるポリペプチドの変更されたプロ
セシングのために、ポリペプチドのＮ末端のアミノ酸残基において変異性が存在し得るこ
とは理解される。さらに、異種シグナル配列を使用して、細胞におけるコードする核酸の
発現を変更または改善できる。
【０１８３】
　表３は、Ｃ末端切断型可溶性ＰＨ２０ポリペプチドを含めた、例示的Ｃ末端切断型ＰＨ
２０ポリペプチドの限定されない例を提供する。以下の表３では、Ｃ末端切断型ＰＨ２０
タンパク質の前駆体および成熟ポリペプチドの例示的アミノ酸配列が示されている、前駆
体および成熟ポリペプチドの長さ（アミノ酸での）および配列識別子（配列番号）が提供
されている。野生型ＰＨ２０ポリペプチドもまた比較のために表３に含まれている。この
ような例示的Ｃ末端切断型ＰＨ２０ポリペプチドは、配列番号４～９、４７、４８、１５
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１～１７０、１８５～１８９、２４２、２７５または２７６のいずれかに示される任意の
ものまたは配列番号４～９、４７、４８、１５１～１７０、１８５～１８９、２４２、２
７５または２７６のいずれかに対して少なくとも８５％、９０％、９１％、９２％、９３
％、９４％、９５％またはそれ以上の配列同一性を示すポリペプチドを含む。
【０１８４】
　特に、このようなポリペプチドの例示的なものとして、配列番号１のアミノ酸１～４８
２（配列番号３に示される）をコードする核酸分子から生成するものがある。このような
例示的核酸分子は、配列番号４９に示されている。翻訳後プロセシングによって、３５個
のアミノ酸のシグナル配列が除去され、４４７個のアミノ酸可溶性組換えヒトＰＨ２０（
配列番号４）が残る。培養培地中で製造されるので、Ｃ末端には不均一性があり、その結
果、ｒＨｕＰＨ２０と名づけられる生成物は、配列番号４～９のうちいずれか１種または
複数を種々の存在量で含み得る種の混合物を含む。一般に、ｒＨｕＰＨ２０は、活性を保
持するために正しいＮ－グリコシル化を促進する細胞、例えば、ＣＨＯ細胞（例えば、Ｄ
Ｇ４４ＣＨＯ細胞）中で製造される。
【０１８５】
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【表３】

【０１８６】
　４．変異体ヒアルロナン分解酵素
　本明細書において提供されたヒアルロナン分解酵素はまた、ヒアルロナン分解酵素の対
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立遺伝子または種変異体または他の変異体も含む。例えば、ヒアルロナン分解酵素は、ア
ミノ酸置換、付加および／または欠失などの一次配列中に１種または複数の変異を含有し
得る。ヒアルロナン分解酵素の変異体は、一般に、変異を含有しないヒアルロナン分解酵
素と比較して、少なくとも６０％、７０％、８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、
９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％もしくはそれ以上のまたは約６０％、
７０％、８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、
９８％、９９％もしくはそれ以上の配列同一性を示す。本明細書における目的上、酵素が
、ヒアルロニダーゼ活性、例えば、変異を含有しないヒアルロナン分解酵素の活性の少な
くとも５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０
％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％もしく
はそれ以上または約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、
４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、
９５％もしくはそれ以上（当技術分野で周知のインビトロおよび／またはインビボアッセ
イによって測定される）を保持する限り、ヒアルロナン分解酵素中には任意の変異が含ま
れ得る。
【０１８７】
　例えば、配列番号１、２、１１、２５、２７～３２、６３～６５および１０１～１０２
またはその末端切断型形態のいずれかの対立遺伝子変異体または他の変異体も、ヒアルロ
ナン（ｈａｌｕｒｏｎａｎ）分解酵素の中に含まれる。対立遺伝子変異体および他の変異
体は、配列番号１、２、１１、２５、２７～３２、６３～６５および１０１～１０２のい
ずれかまたはその末端切断型形態のいずれかに対して６０％、７０％、８０％、９０％、
９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％またはそれ以上の配
列同一性を有するポリペプチドを含む。アミノ酸変異体は、保存的および非保存的突然変
異を含む。ヒアルロニダーゼの活性にとって重要であるか、またはそうでなければ必要で
ある残基、例えば上記の任意のものまたは当業者に公知であるものは一般に不変であり、
変更され得ないということは理解される。これらは、例えば、活性部位残基を含む。した
がって、例えば、ヒトＰＨ２０ポリペプチドまたはその可溶性形態のアミノ酸残基１１１
、１１３および１７６（配列番号２に示される成熟ＰＨ２０ポリペプチド中の残基に対応
する）は、一般に、不変であり、変更されない。適切なフォールディングに必要な、グリ
コシル化およびジスルフィド結合の形成を付与する他の残基も不変であり得る。
【０１８８】
　５．ヒアルロナン分解酵素のグリコシル化
　ヒアルロニダーゼを含めたいくつかのヒアルロナン分解酵素の、Ｎ結合型およびＯ結合
型グリコシル化を含めたグリコシル化は、その触媒活性および安定性にとって重要であり
得る。糖タンパク質を修飾するグリカンの種類を変更することは、タンパク質の抗原性、
構造的フォールディング、溶解度および安定性に対して著しい効果を有し得るが、ほとん
どの酵素は、最適な酵素活性にグリコシル化を必要としないと思われる。いくつかのヒア
ルロニダーゼについては、Ｎ結合型グリコシル化の除去が、ヒアルロニダーゼ活性のほぼ
完全な不活性化をもたらし得る。したがって、このようなヒアルロニダーゼについては、
活性酵素を生成するのに、Ｎ結合型グリカンの存在が重大である。
【０１８９】
　Ｎ結合型オリゴ糖は、いくつかの主要な種類（オリゴマンノース、複合体、ハイブリッ
ド、硫酸化）に分類され、そのすべてが、Ａｓｎ－Ｘａａ－Ｔｈｒ／Ｓｅｒ配列（式中、
ＸａａはＰｒｏではない）内に含まれるＡｓｎ残基のアミド窒素を介して結合している（
Ｍａｎ）３－ＧｌｃＮＡｃ－ＧｌｃＮＡｃ－コアを有する。Ａｓｎ－Ｘａａ－Ｃｙｓ部位
でのグリコシル化は、血液凝固タンパク質Ｃについて報告されている。いくつかの例では
、ヒアルロニダーゼなどのヒアルロナン分解酵素は、Ｎグリコシド結合およびＯグリコシ
ド結合の両方を含有し得る。例えば、ＰＨ２０は、Ｏ結合型オリゴ糖ならびにＮ結合型オ
リゴ糖を有する。配列番号１に例示されるヒトＰＨ２０のＮ８２、Ｎ１６６、Ｎ２３５、
Ｎ２５４、Ｎ３６８、Ｎ３９３、Ｎ４９０に、７箇所の可能性あるＮ結合型グリコシル化
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部位がある。アミノ酸残基Ｎ８２、Ｎ１６６およびＮ２５４は、複合型グリカンによって
占められるのに対し、アミノ酸残基Ｎ３６８およびＮ３９３は、高マンノース型グリカン
によって占められる。アミノ酸残基Ｎ２３５は、およそ８０％の高マンノース型グリカン
によって占められ、２０％の複合型グリカンによって占められる。上記のように、Ｎ４９
０のＮ結合型グリコシル化は、ヒアルロニダーゼ活性にとって必要ではない。
【０１９０】
　いくつかの例では、提供される組成物、製剤、組合せおよび／または方法において使用
されるヒアルロナン分解酵素は、グリコシル化部位のうち１つまたはすべてでグリコシル
化されている。例えば、ヒトＰＨ２０またはその可溶性形態については、配列番号１のア
ミノ酸Ｎ８２、Ｎ１６６、Ｎ２３５、Ｎ２５４、Ｎ３６８およびＮ３９３に対応するＮ－
グリコシル化部位のうち２、３、４、５または６つがグリコシル化されている。いくつか
の例では、ヒアルロナン分解酵素は、１つまたは複数の天然グリコシル化部位でグリコシ
ル化されている。他の例では、ヒアルロナン分解酵素は、１つまたは複数のさらなる部位
でのポリペプチドのグリコシル化を付与するよう、１つまたは複数の非天然グリコシル化
部位で修飾されている。このような例では、さらなる糖部分の結合によって、半減期の改
善および／または活性の改善など、分子の薬物動態特性を増強できる。
【０１９１】
　他の例では、本明細書において提供される組成物、製剤、組合せおよび／または方法に
おいて使用されるヒアルロナン分解酵素は、部分的に脱グリコシル化されている（または
Ｎ－部分グリコシル化されたポリペプチド）。グリコシダーゼまたはグリコシド加水分解
酵素は、グリコシド結合の加水分解を触媒して、２つの小さい糖を生成する酵素である。
脊椎動物におけるＮ－グリカンの主要な種類として、高マンノースグリカン、ハイブリッ
ドグリカンおよび複合グリカンが挙げられる。高マンノースおよびハイブリッド型グリカ
ンを切断するＥｎｄｏＦ１；二分岐複合型グリカンを切断するＥｎｄｏＦ２；二分岐およ
びより分岐した複合グリカンを切断するＥｎｄｏＦ３および高マンノースおよびハイブリ
ッド型グリカンを切断するＥｎｄｏＨを含め、部分タンパク質脱グリコシル化のみをもた
らすいくつのかのグリコシダーゼがある。可溶性ＰＨ２０などの可溶性ヒアルロニダーゼ
などのヒアルロナン分解酵素の、これらのグリコシダーゼのうち１種またはすべてでの処
理は、部分脱グリコシル化のみをもたらし得、したがって、ヒアルロニダーゼ活性は保持
される。
【０１９２】
　部分脱グリコシル化可溶性ヒアルロニダーゼなどの部分脱グリコシル化されたヒアルロ
ナン分解酵素は、１種または複数のグリコシダーゼ、一般に、すべてのＮ－グリカンを除
去しないが、タンパク質を部分的にのみ脱グリコシル化するグリコシダーゼでの消化によ
って製造できる。例えば、ＰＨ２０（例えば、ｒＨｕＰＨ２０と名づけられた組換えＰＨ
２０）の、上記のグリコシダーゼのうち１種またはすべて（例えば、ＥｎｄｏＦ１、Ｅｎ
ｄｏＦ２および／またはＥｎｄｏＦ３）での処理は、部分脱グリコシル化をもたらす。こ
れらの部分脱グリコシル化ＰＨ２０ポリペプチドは、完全グリコシル化ポリペプチドに匹
敵するヒアルロニダーゼ酵素活性を示し得る。対照的に、ＰＨ２０の、ＰＮＧａｓｅＦ、
すべてのＮ－グリカンを切断するグリコシダーゼでの処理は、すべてのＮ－グリカンの完
全な除去をもたらし、それによって、ＰＨ２０を酵素的に不活性にする。したがって、す
べてのＮ結合型グリコシル化部位（例えば、配列番号１に例示された、ヒトＰＨ２０のア
ミノ酸Ｎ８２、Ｎ１６６、Ｎ２３５、Ｎ２５４、Ｎ３６８およびＮ３９３のものなど）が
、グリコシル化され得るが、１種または複数のグリコシダーゼでの処理は、１種または複
数のグリコシダーゼで消化されていないヒアルロニダーゼと比較して、グリコシル化の程
度を低減させ得る。
【０１９３】
　部分脱グリコシル化可溶性ＰＨ２０ポリペプチドを含めた部分脱グリコシル化ヒアルロ
ナン分解酵素は、完全グリコシル化ポリペプチドのグリコシル化のレベルの１０％、２０
％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％または８０％を有し得る。一例では、配列
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番号１のアミノ酸Ｎ８２、Ｎ１６６、Ｎ２３５、Ｎ２５４、Ｎ３６８およびＮ３９３に対
応するＮ－グリコシル化部位のうち１、２、３、４、５または６つが、部分脱グリコシル
化されており、その結果、それらはもはや、高マンノースまたは複合型グリカンを含有せ
ず、むしろ、少なくとも１つのＮ－アセチルグルコサミン部分を含有する。いくつかの例
では、配列番号９３のアミノ酸Ｎ８２、Ｎ１６６およびＮ２５４に対応するＮ－グリコシ
ル化部位のうち１、２または３つが、脱グリコシル化されており、すなわち、それらは、
糖部分を含有しない。他の例では、配列番号１のアミノ酸Ｎ８２、Ｎ１６６、Ｎ２３５、
Ｎ２５４、Ｎ３６８およびＮ３９３に対応するＮ－グリコシル化部位のうち３、４、５ま
たは６つがグリコシル化されている。グリコシル化されたアミノ酸残基は、Ｎ－アセチル
グルコサミン部分を最小にしか含有しない。通常、部分脱グリコシル化可溶性ＰＨ２０ポ
リペプチドを含めた部分脱グリコシル化ヒアルロナン分解酵素は、完全グリコシル化ポリ
ペプチドによって示されるヒアルロニダーゼ活性の１０％、２０％、３０％、４０％、５
０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、１１０％、１２０％、１３０％、１
４０％、１５０％、２００％、３００％、４００％、５００％、１０００％またはそれ以
上であるヒアルロニダーゼ活性を示す。
【０１９４】
　６．修飾されたヒアルロナン分解酵素
　一例では、提供された組成物および組合せは、ヒアルロナン分解酵素の半減期を増大す
るよう、例えば、対象における長期治療／持続治療効果を促進するよう修飾されている、
ヒアルロナン分解酵素、特に、可溶性ヒアルロニダーゼを含有する。例示的修飾として、
それだけには限らないが、直接またはリンカーを介して間接的に、例えば、共有結合によ
って、または他の安定な連結によって、デキストラン、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）、アルブミンもしくはシアリル部分などのポリマー、または天然ポリマーもしくは糖ポ
リマーなどの他のこのようなポリマーを結合することが挙げられる。他の修飾として、ヒ
ト血清アルブミン（ＨＡＳ）または免疫グロブリンＦｃとの連結などによる融合タンパク
質の作製が挙げられる。
【０１９５】
　例えば、ヒアルロナン分解酵素は、１種または複数のポリマー分子（ポリマー）とのコ
ンジュゲーションによって修飾され得る。ポリエチレングリコール（ペグ化部分（ＰＥＧ
））などのポリマー分子の共有結合または他の安定な結合（コンジュゲーション）は、得
られるヒアルロナン分解酵素－ポリマー組成物に有益な特性を与える。このような特性と
して、生体適合性の改善、血液、細胞における、および／または、対象内の他の組織にお
けるタンパク質（および酵素活性）半減期の延長、プロテアーゼおよび加水分解からのタ
ンパク質の有効な遮蔽ならびに、体内分布の改善、薬物動態および／または薬動力学の増
強および水溶解度の増大が挙げられる。
【０１９６】
　ヒアルロニダーゼなどのヒアルロナン分解酵素にコンジュゲートされ得る例示的ポリマ
ーとして、天然および合成ホモポリマー、例えば、ポリオール（すなわち、ポリ－ＯＨ）
、ポリアミン（すなわち、ポリ－ＮＨ２）およびポリカルボン酸（すなわち、ポリ－ＣＯ
ＯＨ）ならびにさらなるヘテロポリマー、すなわち、１つまたは複数の種々のカップリン
グ基、例えば、ヒドロキシル基およびアミン基を含有するポリマーが挙げられる。適した
ポリマー分子の例として、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、メトキシポリエチレング
リコール（ｍＰＥＧ）およびポリプロピレングリコールを含めたポリアルキレングリコー
ル（ＰＡＧ）などのポリアルキレンオキシド（ＰＡＯ）、ＰＥＧ－グリシジルエーテル（
Ｅｐｏｘ－ＰＥＧ）、ＰＥＧ－オキシカルボニルイミダゾール（ＣＤＩ－ＰＥＧ）分岐ポ
リエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）、ポリカルボキシレ
ート、ポリビニルピロリドン、ポリ－Ｄ，Ｌ－アミノ酸、ポリエチレン－コ－マレイン酸
無水物、ポリスチレン－コ－マレイン酸無水物、カルボキシメチル－デキストランを含め
たデキストラン、ヘパリン、相同アルブミン、メチルセルロース、カルボキシメチルセル
ロース、エチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロースカルボキシエチルセルロースお
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よびヒドロキシプロピルセルロースを含めたセルロース、キトサンの加水分解物、ヒドロ
キシエチル－デンプンおよびヒドロキシプロピル－デンプンなどのデンプン、グリコーゲ
ン、アガロースおよびそれらの誘導体、グアーガム、プルラン、イヌリン、キサンタンガ
ム、カラゲニン、ペクチン、アルギン酸加水分解物およびバイオポリマーの中から選択さ
れるポリマー分子が挙げられる。
【０１９７】
　通常、これらのポリマーは、ポリエチレンオキシド、例えば、ＰＥＧ、通常、ｍＰＥＧ
などのポリアルキレンオキシド（ＰＡＯ）であり、これらはデキストランおよびプルラン
などの多糖と比較して、架橋できる反応性基が少ない。通常、ポリマーは、比較的簡単な
化学を使用して、ヒアルロニダーゼなどのヒアルロナン分解酵素に（例えば、タンパク質
の表面上の結合基に）共有結合によってコンジュゲートされ得る（ｍ）ポリエチレングリ
コール（ｍＰＥＧ）などの非毒性ポリマー分子である。
【０１９８】
　ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）は、ＰＥＧは、生体適合性の、非毒性の、非免疫原
性の、水溶性ポリマーであるので、主に、生体材料、バイオテクノロジーおよび医薬にお
いて広く使用されている（Zhao and Harris, ACS Symposium Series 680: 458-72, 1997
）。薬物デリバリーの領域では、ＰＥＧ誘導体は、免疫原性、タンパク質分解および腎臓
クリアランスを低下させるための、また溶解度を増強するためのタンパク質への共有結合
（すなわち、「ペグ化」）において広く使用されている（Zalipsky, Adv. Drug Del. Rev
. 16:157-82, 1995）。同様に、ＰＥＧは、溶解度を増強し、毒性を低減し、体内分布を
変更するために、低分子量の、比較的疎水性の薬物に結合されている。通常、ペグ化され
た薬物は、溶液として注入される。
【０１９９】
　ヒアルロニダーゼを含めたヒアルロナン分解酵素への結合に適したポリマー分子として
、それだけには限らないが、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）およびメトキシ－ポリエ
チレングリコール（ｍＰＥＧ）、ＰＥＧ－グリシジルエーテル（Ｅｐｏｘ－ＰＥＧ）、Ｐ
ＥＧ－オキシカルボニルイミダゾール（ＣＤＩ－ＰＥＧ）、分岐ＰＥＧおよびポリエチレ
ンオキシド（ＰＥＯ）などのＰＥＧ誘導体が挙げられる（例えば、Roberts et al., Adva
nced Drug Delivery Review 2002、54: 459-476; Harris and Zalipsky, S (eds.) 「Pol
y(ethylene glycol), Chemistry and Biological Applications」 ACS Symposium Series
 680, 1997; Mehvar et al., J. Pharm. Pharmaceut. Sci., 3(1):125-136, 2000; Harri
s, Nature Reviews 2:215 et seq. (2003);およびTsubery, J Biol. Chem 279(37):38118
-24, 2004参照のこと）。
【０２００】
　ペグ化のための多数の試薬が、当技術分野では記載されている。このような試薬として
、それだけには限らないが、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジル（ＮＨＳ）活性化ＰＥＧ、
スクシンイミジルｍＰＥＧ、ｍＰＥＧ２－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド、ｍＰＥＧスク
シンイミジルα－メチルブタノエート、ｍＰＥＧスクシンイミジルプロピオネート、ｍＰ
ＥＧスクシンイミジルブタノエート、ｍＰＥＧカルボキシメチル３－ヒドロキシブタン酸
スクシンイミジルエステル、ホモ二官能性ＰＥＧ－スクシンイミジルプロピオネート、ホ
モ二官能性ＰＥＧプロピオンアルデヒド、ホモ二官能性ＰＥＧブチルアルデヒド、ＰＥＧ
マレイミド、ＰＥＧヒドラジド、ｐ－ニトロフェニル－カルボネートＰＥＧ、ｍＰＥＧ－
ベンゾトリアゾールカルボネート、プロピオンアルデヒドＰＥＧ、ｍＰＥＧブトリアルデ
ヒド（ｂｕｔｒｙａｌｄｅｈｙｄｅ）、分岐ｍＰＥＧ２ブチルアルデヒド、ｍＰＥＧアセ
チル、ｍＰＥＧピペリドン、ｍＰＥＧメチルケトン、ｍＰＥＧ「リンカーレス」マレイミ
ド、ｍＰＥＧビニルスルホン、ｍＰＥＧチオール、ｍＰＥＧオルトピリジルチオエステル
、ｍＰＥＧオルトピリジルジスルフィド、Ｆｍｏｃ－ＰＥＧ－ＮＨＳ、Ｂｏｃ－ＰＥＧ－
ＮＨＳ、ビニルスルホンＰＥＧ－ＮＨＳ、アクリレートＰＥＧ－ＮＨＳ、フルオレセイン
ＰＥＧ－ＮＨＳおよびビオチンＰＥＧ－ＮＨＳが挙げられる（例えば、Monfardini et al
., Bioconjugate Chem. 6:62-69, 1995; Veronese et al., J. Bioactive Compatible Po
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lymers 12:197-207,1997；Ｕ．Ｓ．５，６７２，６６２；Ｕ．Ｓ．５，９３２，４６２；
Ｕ．Ｓ．６，４９５，６５９；Ｕ．Ｓ．６，７３７，５０５；Ｕ．Ｓ．４，００２，５３
１；Ｕ．Ｓ．４，１７９，３３７；Ｕ．Ｓ．５，１２２，６１４；Ｕ．Ｓ．５，３２４，
８４４；Ｕ．Ｓ．５，４４６，０９０；Ｕ．Ｓ．５，６１２，４６０；Ｕ．Ｓ．５，６４
３，５７５；Ｕ．Ｓ．５，７６６，５８１；Ｕ．Ｓ．５，７９５，５６９；Ｕ．Ｓ．５，
８０８，０９６；Ｕ．Ｓ．５，９００，４６１；Ｕ．Ｓ．５，９１９，４５５；Ｕ．Ｓ．
５，９８５，２６３；Ｕ．Ｓ．５，９９０，２３７；Ｕ．Ｓ．６，１１３，９０６；Ｕ．
Ｓ．６，２１４，９６６；Ｕ．Ｓ．６，２５８，３５１；Ｕ．Ｓ．６，３４０，７４２；
Ｕ．Ｓ．６，４１３，５０７；Ｕ．Ｓ．６，４２０，３３９；Ｕ．Ｓ．６，４３７，０２
５；Ｕ．Ｓ．６，４４８，３６９；Ｕ．Ｓ．６，４６１，８０２；Ｕ．Ｓ．６，８２８，
４０１；Ｕ．Ｓ．６，８５８，７３６；Ｕ．Ｓ．２００１／００２１７６３；Ｕ．Ｓ．２
００１／００４４５２６；Ｕ．Ｓ．２００１／００４６４８１；Ｕ．Ｓ．２００２／００
５２４３０；Ｕ．Ｓ．２００２／００７２５７３；Ｕ．Ｓ．２００２／０１５６０４７；
Ｕ．Ｓ．２００３／０１１４６４７；Ｕ．Ｓ．２００３／０１４３５９６；Ｕ．Ｓ．２０
０３／０１５８３３３；Ｕ．Ｓ．２００３／０２２０４４７；Ｕ．Ｓ．２００４／００１
３６３７；ＵＳ２００４／０２３５７３４；Ｕ．Ｓ．２００５／０１１４０３７；Ｕ．Ｓ
．２００５／０１７１３２８；Ｕ．Ｓ．２００５／０２０９４１６；ＥＰ１０６４９５１
；ＥＰ０８２２１９９；ＷＯ０１０７６６４０；ＷＯ０００２０１７；ＷＯ０２４９６７
３；ＷＯ９４２８０２４；ＷＯ０１８７９２５；およびＷＯ０５００３６０参照のこと）
。
【０２０１】
　ポリマー分子は、通常、約３ｋＤａ～約６０ｋＤａの範囲の分子量であり得る。いくつ
かの実施形態では、ｒＨｕＰＨ２０などのタンパク質とコンジュゲートしているポリマー
分子は、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０また
は６０ｋＤａを超える分子量を有する。一例では、ポリエチレングリコールは、約３ｋＤ
～約５０ｋＤ、好ましくは、約５ｋＤ～約３０ｋＤの範囲の分子量を有する。ＰＥＧの薬
物との共有結合（「ペグ化」として知られる）は、既知化学合成技術によって達成され得
る。例えば、タンパク質のペグ化は、適した反応条件下で、ＮＨＳ活性化ＰＥＧを、タン
パク質と反応させることによって達成され得る。
【０２０２】
　ＰＥＧまたはＰＥＧ誘導体を共有結合によって結合すること（コンジュゲートすること
）によってポリペプチドを修飾する（すなわち「ペグ化」）種々の方法が、当技術分野で
公知である（例えば、Ｕ．Ｓ．２００６／０１０４９６８；Ｕ．Ｓ．５，６７２，６６２
；Ｕ．Ｓ．６，７３７，５０５；およびＵ．Ｓ．２００４／０２３５７３４参照のこと）
。ペグ化のための技術として、それだけには限らないが、特殊化されたリンカーおよびカ
ップリング化学（例えば、Roberts et al., Adv. Drug Deliv. Rev. 54:459-476, 2002参
照のこと）、単一コンジュゲーション部位との複数のＰＥＧ部分の結合（分岐ＰＥＧの使
用などによる；例えば，Guiotto et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 12:177-180, 2002
参照のこと）、部位指定ペグ化および／またはモノペグ化（例えば、Chapman et al., Na
ture Biotech. 17:780-783, 1999参照のこと）および部位特異的酵素的ペグ化（例えば、
Sato, Adv. Drug Deliv. Rev., 54:487-504, 2002参照のこと）が挙げられる。当技術分
野で記載されている方法および技術によって、単一のタンパク質分子と結合している１、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０または１０を超えるＰＥＧまたはＰＥＧ誘導体を
有するタンパク質を製造できる（例えば、Ｕ．Ｓ．２００６／０１０４９６８参照のこと
）。
【０２０３】
　修飾ヒアルロナン分解酵素、特に、可溶性ヒト組換えヒアルロニダーゼ（例えば、ｒＨ
ｕＰＨ２０）を、種々のＰＥＧ試薬を使用して調製できる。例示的ＰＥＧ試薬として、例
えば、ｍＰＥＧ－ＳＢＡ（３０ｋＤ）、ｍＰＥＧ－ＳＭＢ（３０ｋＤ）およびｍＰＥＧ２
－ＮＨＳをベースとする分岐版（４０ｋＤ）、ｍＰＥＧ２－ＮＨＳ（６０ｋＤ）を使用す
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ることが挙げられる。ＰＨ２０、例えば、ｒＨｕＰＨ２０などのヒアルロナン分解酵素の
ペグ化版は、以下の試薬のいずれか：ｍＰＥＧ２－ＮＨＳ－４０Ｋ分岐、ｍＰＥＧ－ＮＨ
Ｓ－１０Ｋ分岐、ｍＰＥＧ－ＮＨＳ－２０Ｋ分岐、ｍＰＥＧ－ＮＨＳ－４０Ｋ分岐、ｍＰ
ＥＧ２－ＮＨＳ－６０Ｋ分岐；ｍＰＥＧ－ＳＢＡ－５Ｋ；ｍＰＥＧ－ＳＢＡ－２０Ｋ；ｍ
ＰＥＧ－ＳＢＡ－３０Ｋ；ｍＰＥＧ－ＳＭＢ－２０Ｋ；ｍＰＥＧ－ＳＭＢ－３０Ｋ；ｍＰ
ＥＧ－ブチルアルデヒド（ｂｕｔｙｒｌｄｅｈｙｄｅ）－；ｍＰＥＧ－ＳＰＡ－２０Ｋ；
ｍＰＥＧ－ＳＰＡ－３０Ｋ；およびＰＥＧ－ＮＨＳ－５Ｋ－ビオチンを使用して、ＮＨＳ
化学ならびにカルボネートおよびアルデヒドを使用して製造できる。Ｄｏｗｐｈａｒｍａ
のｐ－ニトロフェニル－カルボネートＰＥＧ（３０ｋＤａ）を用いて、またプロピオンア
ルデヒドＰＥＧ（３０ｋＤａ）を用いてペグ化されたヒアルロニダーゼを含め、ペグ化ヒ
アルロナン分解酵素はまた、Ｄｏｗ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎの一部
門であるＤｏｗｐｈａｒｍａから入手できるＰＥＧ試薬を使用して調製できる。
【０２０４】
　ペグ化のための多数の反応が記載されているが、最も一般的に適用可能であるものは、
方向性を付与し、穏やかな反応条件を利用し、毒性触媒または副生成物（ｂｉｐｒｏｄｕ
ｃｔ）を除去するための大規模な下流処理を必要としない。例えば、モノメトキシＰＥＧ
（ｍＰＥＧ）は、１個の反応性末端ヒドロキシルしか有さず、したがって、その使用によ
って、得られるＰＥＧ－タンパク質生成物混合物の不均一性の一部が制限される。通常、
末端メトキシ基の反対側のポリマーの末端のヒドロキシル基の活性化が、誘導体化ＰＥＧ
を求核攻撃に対してより感受性にすることを目的とした有効なタンパク質ペグ化を達成す
るために必要である。攻撃性求核試薬は、通常、リシル残基のε－アミノ基であるが、局
所条件が好都合である場合には、他のアミンも反応し得る（例えば、Ｎ末端α－アミンま
たはヒスチジンの環アミン）。単一のリシンまたはシステインを含有するタンパク質では
、より指向性のある結合が起こり得る。後者の残基は、チオール特異的修飾のためにＰＥ
Ｇ－マレイミドによって標的とされ得る。あるいは、ＰＥＧヒドラジドを、過ヨウ素酸酸
化されたヒアルロナン分解酵素と反応させ、ＮａＣＮＢＨ３の存在下で還元することがで
きる。より詳しくは、ペグ化ＣＭＰ糖を、適当なグリコシル－トランスフェラーゼの存在
下でヒアルロナン分解酵素と反応させることができる。１つの技術として、いくつかのポ
リマー分子が、問題のポリペプチドとカップリングされる「ペグ化」技術がある。この技
術を使用する場合には、免疫系が、抗体の形成に関与するポリペプチドの表面上のエピト
ープを認識することが困難になり、それによって、免疫応答が低減する。特定の生理学的
効果を与えるようヒト身体の循環系に直接導入されるポリペプチド（すなわち、医薬品）
については、通常の可能性ある免疫応答は、ＩｇＧおよび／またはＩｇＭ応答であるが、
呼吸器系によって吸入されるポリペプチド（すなわち、工業用ポリペプチド）は、ＩｇＥ
応答（すなわち、アレルギー反応）を潜在的に引き起こし得る。免疫応答の低減を説明す
る理論の１つは、ポリマー分子（単数または複数）が、抗体形成につながる免疫応答に関
与するポリペプチドの表面上にあるエピトープ（単数または複数）を遮蔽するということ
である。他の理論または少なくとも部分的な要因は、コンジュゲートが重いほど、より低
減された免疫応答が得られるということである。
【０２０５】
　直鎖または分岐ＰＥＧのいずれかを含有するスクシンイミジルＰＥＧを、ヒアルロナン
分解酵素にコンジュゲートできる。例えば、ｍＰＥＧ－スクシンイミジルプロピオネート
（ｍＰＥＧ－ＳＰＡ）、ｍＰＥＧ－スクシンイミジルブタノエート（ｍＰＥＧ－ＳＢＡ）
および（「分岐」ＰＥＧを結合するため）ｍＰＥＧ２－Ｎ－ヒドロキシルスクシンイミド
を含めたスクシンイミジルモノＰＥＧ（ｍＰＥＧ）試薬を用いて、ＰＨ２０、例えば、ｒ
ＨｕＰＨ２０などのヒアルロナン分解酵素がコンジュゲートされ得る。これらのペグ化ス
クシンイミジルエステルは、ＰＥＧ基と活性化されたクロスリンカーの間の種々の長さの
炭素骨格と、単一または分岐ＰＥＧ基のいずれかとを含有する。これらの相違は、例えば
、異なる反応速度論を提供するため、およびコンジュゲーションプロセスの際に酵素への
ＰＥＧ結合に利用可能な可能性ある部位の制限を提供するために使用できる。
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【０２０６】
　一例では、ペグ化は、ｍＰＥＧ－ＳＢＡ、例えば、ｍＰＥＧ－ＳＢＡ－３０Ｋ（約３０
ＫＤａの分子量を有する）またはＰＥＧブタン酸誘導体の他のスクシンイミジルエステル
の、可溶性ヒアルロニダーゼへのコンジュゲーションを含む。ｍＰＥＧ－ＳＢＡ－３０Ｋ
などのＰＥＧブタン酸誘導体のスクシンイミジルエステルは、タンパク質のアミノ基と容
易にカップリングする。例えば、以下のスキーム１に示されるように、ｍＰＥＧ－ＳＢＡ
－３０ＫおよびｒＨｕＰＨ２０（およそ６０ＫＤａの大きさである）の共有結合コンジュ
ゲーションによって、ｒＨｕＰＨ２０およびｍＰＥＧ間の安定なアミド結合が提供される
。
【０２０７】
【化１】

【０２０８】
　通常、ｍＰＥＧ－ＳＢＡ－３０Ｋまたは他のＰＥＧが、ヒアルロナン分解酵素、いくつ
かの例では、ヒアルロニダーゼに、適したバッファー、例えば、ｐＨ６．８の１３０ｍＭ
　ＮａＣｌ／１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ中、１０：１のＰＥＧ：ポリペプチドモル比で付加さ
れ、その後、滅菌、例えば、滅菌濾過し、例えば、低温室中、４℃で一晩撹拌しながらコ
ンジュゲーションを続ける。一例では、コンジュゲートされたＰＥＧ－ヒアルロナン分解
酵素を濃縮し、バッファー交換する。
【０２０９】
　ｍＰＥＧ－ＳＢＡ－３０ＫなどのＰＥＧブタン酸誘導体のスクシンイミジルエステルを
カップリングする他の方法は、当技術分野では公知である（例えば、Ｕ．Ｓ．５，６７２
，６６２；Ｕ．Ｓ．６，７３７，５０５；およびＵ．Ｓ．２００４／０２３５７３４参照
のこと）。例えば、ヒアルロナン分解酵素（例えば、ヒアルロニダーゼ）などのポリペプ
チドを、４℃で１時間のホウ酸バッファー（０．１Ｍ、ｐＨ８．０）中での反応によって
ＮＨＳ活性化ＰＥＧ誘導体へカップリングできる。得られたペグ化タンパク質は、限外濾
過によって精製できる。あるいは、ウシアルカリ性ホスファターゼのペグ化は、０．２Ｍ
リン酸ナトリウムおよび０．５Ｍ　ＮａＣｌ（ｐＨ７．５）を含有するバッファー中、４
℃で３０分間、ホスファターゼを、ｍＰＥＧ－ＳＢＡと混合することによって達成できる
。未反応のＰＥＧは、限外濾過によって除去できる。他の方法は、脱イオン水中でポリペ
プチドをｍＰＥＧ－ＳＢＡと反応させ、それにトリエチルアミンが付加されてｐＨを７．
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２～９に高める。得られた混合物を、室温で数時間撹拌してペグ化を完了する。
【０２１０】
　ＰＥＧを使用して、酵素あたり３から６個の間または約３から６個のＰＥＧ分子を有す
る、ＰＨ２０、例えば、ｒＨｕＰＨ２０などのヒアルロナン分解酵素を作製できる。この
ようなペグ化ｒＨｕＰＨ２０組成物は、容易に精製して、およそ２５，０００または３０
，０００ユニット／ｍｇタンパク質ヒアルロニダーゼ活性の比活性を有し、非ペグ化酵素
（５％未満の非ペグ化）を実質的に含まない組成物を得ることができる。
【０２１１】
　７．ヒアルロナン分解酵素の核酸およびコードされるポリペプチドを製造する方法
　本明細書に示される可溶性ヒアルロニダーゼなどのヒアルロナン分解酵素のポリペプチ
ドは、タンパク質精製および組換えタンパク質発現のための当技術分野で周知の方法によ
って得ることができる。所望の遺伝子をコードする核酸の同定のための当業者に公知の任
意の方法を使用できる。当技術分野で利用可能な任意の方法を使用して、細胞または組織
供給源などから、ヒアルロニダーゼをコードする、全長（すなわち、全コーディング領域
を包含する）ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡクローンを得ることができる。修飾された、ま
たは変異体の可溶性ヒアルロニダーゼは、位置指定突然変異誘発などによって、野生型ポ
リペプチドから操作することができる。
【０２１２】
　ポリペプチドは、核酸分子をクローニングおよび単離するための当技術分野で公知の任
意の利用可能な方法を使用してクローニングまたは単離できる。このような方法として、
核酸のＰＣＲ増幅ならびに核酸ハイブリダイゼーションスクリーニング、抗体ベースのス
クリーニングおよび活性ベースのスクリーニングを含めたライブラリーのスクリーニング
が挙げられる。
【０２１３】
　例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法を含めた核酸を増幅する方法を使用して、
所望のポリペプチドをコードする核酸分子を単離できる。核酸を含有する物質を、所望の
ポリペプチドをコードする核酸分子が単離され得る出発物質として使用してもよい。増幅
方法では、例えば、健常および／または病気の対象から得たサンプル、ＤＮＡおよびｍＲ
ＮＡ調製物、細胞抽出物、組織抽出物、流体サンプル（例えば、血液、血清、唾液）を使
用できる。核酸ライブラリーはまた、出発物質の供給源としても使用できる。プライマー
は、所望のポリペプチドを増幅するよう設計できる。例えば、プライマーは、所望のポリ
ペプチドが生成する発現される配列に基づいて設計できる。プライマーは、ポリペプチド
アミノ酸配列の逆翻訳に基づいて設計できる。増幅によって生じた核酸分子を配列決定し
、所望のポリペプチドをコードすると確認することができる。
【０２１４】
　合成遺伝子をベクター、例えば、タンパク質発現ベクターまたはコアタンパク質コーデ
ィングＤＮＡ配列の増幅のために設計されたベクターにクローニングすることを目的とし
て、ポリペプチドをコードする核酸分子に、制限エンドヌクレアーゼ部位を含有するリン
カー配列を含めたさらなるヌクレオチド配列を結合してもよい。さらに、機能的ＤＮＡエ
レメントを規定するさらなるヌクレオチド配列を、ポリペプチドをコードする核酸分子と
作動可能に連結してもよい。このような配列の例として、それだけには限らないが、細胞
内タンパク質発現を促進するよう設計されたプロモーター配列、およびタンパク質分泌を
促進するよう設計された分泌配列、例えば、異種シグナル配列が挙げられる。このような
配列は、当業者には公知である。タンパク質結合領域を規定する塩基の配列などのさらな
るヌクレオチド残基配列も、酵素をコードする核酸分子に連結してもよい。このような領
域として、それだけには限らないが、酵素の特定の標的細胞への取り込みを促進する、あ
るいは、そうでなければ、合成遺伝子の生成物の薬物動態を変更するタンパク質を促進ま
たはコードする残基の配列が挙げられる。例えば、酵素をＰＥＧ部分に連結してもよい。
【０２１５】
　例えば、ポリペプチドの検出またはアフィニティー精製において役立つよう、さらに、
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タグまたは他の部分を加えてもよい。例えば、エピトープタグまたは他の検出可能なマー
カーを規定する塩基の配列などのさらなるヌクレオチド残基配列を、酵素をコードする核
酸分子に連結できる。このような配列の例示的なものとして、Ｈｉｓタグ（例えば、６ｘ
Ｈｉｓ、ＨＨＨＨＨＨ；配列番号５４）またはＦｌａｇタグ（ＤＹＫＤＤＤＤＫ；配列番
号５５）をコードする核酸配列が挙げられる。
【０２１６】
　次いで、同定および単離された核酸を、適当なクローニングベクターに挿入できる。当
技術分野で公知の多数のベクター－宿主系を使用できる。可能性のあるベクターとして、
それだけには限らないが、プラスミドまたは修飾されたウイルスが挙げられるが、ベクタ
ー系は、使用される宿主細胞と適合しなければならない。このようなベクターとして、そ
れだけには限らないが、λ誘導体などのバクテリオファージまたはｐＣＭＶ４、ｐＢＲ３
２２もしくはｐＵＣプラスミド誘導体などのプラスミドまたはＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔベク
ター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）が挙げられる。他の発現ベクタ
ーとして、ＨＺ２４発現ベクターが挙げられる。クローニングベクターへの挿入は、例え
ば、ＤＮＡ断片を、相補的な付着末端を有するクローニングベクター中にライゲーション
することによって達成できる。挿入は、ＴＯＰＯクローニングベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）を使用して達成できる。ＤＮＡを断片化するために使
用された相補的制限部位が、クローニングベクター中に存在しない場合には、ＤＮＡ分子
の末端を酵素的に修飾できる。あるいは、ＤＮＡ末端にヌクレオチド配列（リンカー）を
ライゲーションすることによって所望の任意の部位を製造してもよく；これらのライゲー
ションされるリンカーは、制限エンドヌクレアーゼ認識配列をコードする特定の化学合成
されたオリゴヌクレオチドを含有し得る。代替法では、切断されたベクターおよびタンパ
ク質遺伝子を、ホモポリマーテーリングによって修飾できる。組換え分子は、例えば、形
質転換、トランスフェクション、注射（ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）、エレクトロポレーション
およびソノポレーションによって宿主細胞に導入でき、その結果、遺伝子配列の多数のコ
ピーが作製される。
【０２１７】
　特定の実施形態では、単離されたタンパク質遺伝子、ｃＤＮＡまたは合成ＤＮＡ配列を
組み込む、宿主細胞の組換えＤＮＡ分子を用いる形質転換によって、遺伝子のマルチプル
コピーの作製が可能となる。したがって、形質転換体を増殖させること、形質転換体から
組換えＤＮＡ分子を単離することおよび必要に応じて、単離された組換えＤＮＡから挿入
された遺伝子を回収することとによって遺伝子を多量に得ることができる。
【０２１８】
　　ａ．ベクターおよび細胞
　本明細書に記載されるいずれかなどの１種または複数の所望のタンパク質の組換え発現
のために、タンパク質をコードするヌクレオチド配列のすべてまたは一部を含有する核酸
を、適当な発現ベクター、すなわち、挿入されたタンパク質コード配列の転写および翻訳
にとって必要なエレメントを含有するベクターに挿入できる。必要な転写および翻訳シグ
ナルはまた、酵素遺伝子の天然プロモーターおよび／またはそのそれぞれの両端に位置す
る領域によっても供給され得る。
【０２１９】
　また、酵素をコードする核酸を含有するベクターも提供される。ベクターを含有する細
胞も提供される。細胞は、真核細胞および原核細胞を含み、ベクターは、それにおいて使
用するための任意の適したものである。
【０２２０】
　ベクターを含有する、内皮細胞を含めた原核細胞および真核細胞が提供される。このよ
うな細胞として、細菌細胞、酵母細胞、真菌細胞、古細菌、植物細胞、昆虫細胞および動
物細胞が挙げられる。細胞は、コードされるタンパク質が細胞によって発現される条件下
で上記の細胞を増殖させることおよび発現されたタンパク質を回収することによってその
タンパク質を産生するよう使用される。本明細書における目的上、例えば、酵素は、培地



(64) JP 2014-510045 A 2014.4.24

10

20

30

40

50

中に分泌され得る。
【０２２１】
　天然または異種シグナル配列と結合している、ヒアルロナン分解酵素ポリペプチドをコ
ードするヌクレオチド、いくつかの例では、可溶性ヒアルロニダーゼポリペプチドの配列
、ならびにそのマルチプルコピーを含有するベクターが提供される。ベクターは、細胞に
おける酵素タンパク質の発現のために、または酵素タンパク質が分泌タンパク質として発
現されるよう選択され得る。
【０２２２】
　タンパク質コード配列を発現するために種々の宿主－ベクター系を使用できる。これら
として、それだけには限らないが、ウイルス（例えば、ワクシニアウイルス、アデノウイ
ルスおよび他のウイルス）に感染した哺乳類細胞系；ウイルス（例えば、バキュロウイル
ス）に感染した昆虫細胞系；酵母ベクターを含有する酵母などの微生物；またはバクテリ
オファージで形質転換された細菌、ＤＮＡ、プラスミドＤＮＡまたはコスミドＤＮＡが挙
げられる。ベクターの発現エレメントは、その強度および特異性が異なる。使用される宿
主－ベクター系に応じて、いくつかの適した転写および翻訳エレメントのうち任意の１種
を使用できる。
【０２２３】
　適当な転写／翻訳制御シグナルおよびタンパク質コード配列を含有するキメラ遺伝子を
含有する発現ベクターを構築するために、ＤＮＡ断片をベクターに挿入するための当業者
に公知の任意の方法を使用できる。これらの方法として、インビトロ組換えＤＮＡおよび
合成技術およびインビボ組換え（遺伝子組換え）を挙げることができる。タンパク質また
はそのドメイン、誘導体、断片もしくは相同体をコードする核酸配列の発現は、組換えＤ
ＮＡ分子（単数または複数）で形質転換された宿主において遺伝子またはその断片が発現
されるよう第２の核酸配列によって調節され得る。例えば、タンパク質の発現は、当技術
分野で公知の任意のプロモーター／エンハンサーによって制御され得る。特定の実施形態
では、プロモーターは、所望のタンパク質の遺伝子にとって天然ではない。使用できるプ
ロモーターとして、それだけには限らないが、ＳＶ４０初期プロモーター（Bernoist and
 Chambon, Nature 290:304-310 (1981)）、ラウス肉腫ウイルスの３’長い末端反復配列
に含まれるプロモーター（Yamamoto et al. Cell 22:787-797 (1980)）、ヘルペスチミジ
ンキナーゼプロモーター（Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1441-1445 (
1981)）、メタロチオネイン遺伝子の調節配列（Brinster et al., Nature 296:39-42 (19
82)）；β－ラクタマーゼプロモーターなどの原核生物の発現ベクター（Jay et al., (19
81) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:5543）またはｔａｃプロモーター（DeBoer et al.,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:21-25 (1983)）;Scientific American 242:79-94 (198
0)中の「Useful Proteins from Recombinant Bacteria」も参照のこと）；ノパリンシン
セターゼプロモーターを含有する植物発現ベクター（Herrera-Estrella et al., Nature 
303:209-213 (1984)）またはカリフラワーモザイクウイルス３５Ｓ　ＲＮＡプロモーター
（Gardner et al., Nucleic Acids Res. 9:2871 (1981)）および光合成酵素リブロース二
リン酸カルボキシラーゼのプロモーター（Herrera-Estrella et al., Nature 310:115-12
0 (1984)）；Ｇａｌ４プロモーターなどの酵母および他の真菌に由来するプロモーターエ
レメント、アルコールデヒドロゲナーゼプロモーター、ホスホグリセロールキナーゼプロ
モーター、アルカリホスファターゼプロモーターならびに組織特異性を示し、トランスジ
ェニック動物において使用されてきた以下の動物転写制御領域：膵臓腺房細胞において活
性であるエラスターゼＩ遺伝子制御領域（Swift et al., Cell 38:639-646 (1984);Ornit
z et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409 (1986);MacDonald, Hep
atology 7:425-515 (1987)）；膵臓β細胞において活性であるインスリン遺伝子制御領域
（Hanahan et al., Nature 315:115-122 (1985)）、リンパ球細胞において活性である免
疫グロブリン遺伝子制御領域（Grosschedl et al., Cell, 38:647-658 (1984); Adams et
 al., Nature 318:533-538 (1985);Alexander et al., Mol. Cell Biol. 7:1436-1444 (1
987)）、精巣、乳房、リンパ系および肥満細胞において活性であるマウス乳房腫瘍ウイル
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ス制御領域（Leder et al., Cell 45:485-495 (1986)）、肝臓において活性であるアルブ
ミン遺伝子制御領域（Pinkert et al., Genes and Devel. 1:268-276 (1987)）、肝臓に
おいて活性であるα－フェトプロテイン遺伝子制御領域（Krumlauf et al., Mol. Cell. 
Biol. 5:1639-1648 (1985); Hammer et al., Science 235:53-58 1987））、肝臓におい
て活性であるα－１アンチトリプシン遺伝子制御領域（Kelsey et al., Genes and Devel
. 1:161-171 (1987)）、骨髄系細胞において活性であるβグロビン遺伝子制御領域（Magr
am et al., Nature 315: 338-340 (1985); Kollias et al., Cell 46:89-94 (1986)）、
脳の乏突起神経膠細胞において活性であるミエリン塩基性タンパク遺伝子制御領域（Read
head et al., Cell 48:703-712 (1987)）、骨格筋において活性であるミオシン軽鎖－２
遺伝子制御領域（Shani, Nature 314:283-286 (1985)）および視床下部の性腺刺激ホルモ
ン分泌細胞において活性であるゴナドトロフィン放出ホルモン遺伝子制御領域（Mason et
 al., Science 234:1372-1378 (1986)）が挙げられる。
【０２２４】
　特定の実施形態では、所望のタンパク質またはそのドメイン、断片、誘導体または相同
体をコードする核酸、１つまたは複数の複製起点、および所望により、１種または複数の
選択マーカー（例えば、抗生物質耐性遺伝子）と作動可能に連結しているプロモーターを
含有するベクターが使用される。大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞の形質転換のための例示的
プラスミドベクターとして、例えば、ｐＱＥ発現ベクター（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅｎｃ
ｉａ、ＣＡから入手可能；その系を記載しているＱｉａｇｅｎによって公開された文献も
参照のこと）が挙げられる。ｐＱＥベクターは、ファージＴ５プロモーター（大腸菌ＲＮ
Ａポリメラーゼによって認識される）および厳重に調節された、大腸菌における組換えタ
ンパク質の高レベル発現を提供するための二重ｌａｃオペレーター抑制モジュール、効率
的な翻訳のための合成リボソーム結合部位（ＲＢＳ　ＩＩ）、６ＸＨｉｓタグコード配列
、ｔ０およびＴ１転写ターミネーター、ＣｏｌＥ１複製起点およびアンピシリン耐性を付
与するためのβ－ラクタマーゼ遺伝子を有する。ｐＱＥベクターは、６ｘＨｉｓタグを組
換えタンパク質のＮ－またはＣ末端のいずれかに配置することができる。このようなプラ
スミドとして、３種のリーディングフレームすべての多重クローニング部位を提供し、Ｎ
末端に６ｘＨｉｓタグのついたタンパク質の発現を提供する、ｐＱＥ３２、ｐＱＥ３０お
よびｐＱＥ３１が挙げられる。大腸菌細胞の形質転換のための他の例示的プラスミドベク
ターとして、例えば、ｐＥＴ発現ベクター（米国特許第４，９５２，４９６号参照のこと
；Ｎｏｖａｇｅｎ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩから入手可能；この系を記載するＮｏｖａｇｅ
ｎによって公開された文献も参照のこと）が挙げられる。このようなプラスミドとして、
Ｔ７ｌａｃプロモーター、Ｔ７ターミネーター、誘導可能な大腸菌ｌａｃオペレーターお
よびｌａｃレプレッサー遺伝子を含有するｐＥＴ　１１ａ；Ｔ７プロモーター、Ｔ７ター
ミネーターおよび大腸菌ｏｍｐＴ分泌シグナルを含有するｐＥＴ　１２ａ－ｃ；ならびに
Ｈｉｓカラムを用いる精製において使用するためのＨｉｓ－Ｔａｇ（商標）リーダー配列
およびカラムを通した精製後の切断を可能にするトロンビン切断部位、Ｔ７－ｌａｃプロ
モーター領域およびＴ７ターミネーターを含有するｐＥＴ　１５ｂおよびｐＥＴ１９ｂ（
Ｎｏｖａｇｅｎ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）が挙げられる。
【０２２５】
　哺乳類細胞発現のためのベクターの例示的なものとして、ＨＺ２４発現ベクターがある
。ＨＺ２４発現ベクターは、ｐＣＩベクター骨格（Ｐｒｏｍｅｇａ）から導いた。それは
、β－ラクタマーゼ耐性遺伝子（ＡｍｐＲ）、Ｆ１複製起点、サイトメガロウイルス最初
期エンハンサー／プロモーター領域（ＣＭＶ）およびＳＶ４０後期ポリアデニル化シグナ
ル（ＳＶ４０）をコードするＤＮＡを含有する。発現ベクターはまた、ＥＣＭＶウイルス
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）由来の配列内リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）およびマウスジヒド
ロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）遺伝子も有する。
【０２２６】
　　ｂ．発現
　可溶性ヒアルロニダーゼポリペプチドを含めたヒアルロナン分解酵素ポリペプチドは、
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インビボおよびインビトロ法を含めた当業者に公知の任意の方法によって製造できる。所
望のタンパク質は、例えば、投与および治療に必要とされるなど、必要である量および形
態のタンパク質を産生するのに適した任意の生物において発現させることができる。発現
宿主として、大腸菌、酵母、植物、昆虫細胞、ヒト細胞株およびトランスジェニック動物
を含めた哺乳類細胞などの原核生物および真核生物が挙げられる。発現宿主は、そのタン
パク質製造レベルならびに発現されるタンパク質に存在する翻訳後修飾の種類において異
なり得る。発現宿主の選択は、これらならびに調節性および安全性の検討事項、製造コス
トおよび精製に必要なものおよび方法などの他の因子に基づいて行うことができる。
【０２２７】
　多数の発現ベクターが利用可能であり、当業者に公知であり、タンパク質の発現のため
に使用できる。発現ベクターの選択は、宿主発現系の選択によって影響を受ける。一般に
、発現ベクターは、転写プロモーター、および所望により、エンハンサー、翻訳シグナル
ならびに転写および翻訳終結シグナルを含み得る。安定な形質転換に使用される発現ベク
ターは、通常、形質転換細胞の選択および維持を可能にする選択マーカーを有する。いく
つかの場合には、複製起点をベクターのコピー数を増幅するために使用できる。
【０２２８】
　可溶性ヒアルロニダーゼポリペプチドなどのヒアルロナン分解酵素ポリペプチドを、タ
ンパク質融合物として利用または発現させることができる。例えば、酵素にさらなる機能
性を付加するために酵素融合物を作製できる。酵素融合タンパク質の例として、それだけ
には限らないが、局在のためなどのシグナル配列、タグ、例えば、ｈｉｓ６タグもしくは
ｍｙｃタグ、または精製のためのタグ、例えば、ＧＳＴ融合物、およびタンパク質分泌お
よび／または膜結合に向かわせる配列の融合物が挙げられる。
【０２２９】
　　　ｉ．原核細胞
　原核生物、特に、大腸菌は、多量のタンパク質を産生する系を提供する。大腸菌の形質
転換は、当業者に周知の簡単で迅速な技術である。大腸菌の発現ベクターは、誘導プロモ
ーターを含有し得、このようなプロモーターは、高レベルのタンパク質発現を誘導するの
に、また宿主細胞にとって幾分か毒性を示すタンパク質を発現するのに有用である。誘導
プロモーターの例として、ｌａｃプロモーター、ｔｒｐプロモーター、ハイブリッドｔａ
ｃプロモーター、Ｔ７およびＳＰ６　ＲＮＡプロモーターおよび温度調節λＰＬプロモー
ターが挙げられる。
【０２３０】
　本明細書において提供されるいずれかのものなどのタンパク質は、大腸菌の細胞質環境
中に発現させることができる。細胞質は、還元性環境であり、一部の分子にとっては、こ
れが、不溶性封入体の形成をもたらし得る。ジチオトレイトールおよびβ－メルカプトエ
タノールなどの還元剤およびグアニジン－ＨＣｌおよび尿素などの変性剤を使用して、こ
のようなタンパク質を再可溶化できる。代替アプローチは、酸化環境およびシャペロニン
様およびジスルフィドイソメラーゼを提供し、可溶性タンパク質の産生をもたらし得る細
菌の細胞膜周辺腔におけるタンパク質の発現である。通常、リーダー配列が、発現される
タンパク質に融合され、これがタンパク質を周辺質に向ける。次いで、リーダーは、周辺
質の内側のシグナルペプチダーゼによって除去される。細胞膜周辺にターゲッティングす
るリーダー配列の例として、ペクチン酸リアーゼ遺伝子由来のｐｅｌＢリーダーおよびア
ルカリホスファターゼ遺伝子由来のリーダーが挙げられる。いくつかの場合には、細胞膜
周辺の発現によって、発現されたタンパク質の培養培地中への漏出が可能となる。タンパ
ク質の分泌によって、培養上清からの迅速で、簡単な精製が可能となる。分泌されないタ
ンパク質は、浸透圧溶解によって周辺質から得ることができる。いくつかの場合には、細
胞質発現と同様に、タンパク質が不溶性となる場合があり、変性剤および還元剤を使用し
て可溶化および再フォールディングを促進できる。誘導および増殖の温度も、発現レベル
および溶解度に影響を及ぼす場合があり、一般に、２５℃から３７℃の間の温度が使用さ
れる。通常、細菌は、無グリコシル化された（aglycosylated）タンパク質を産生する。
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したがって、タンパク質が機能のためにグリコシル化を必要とする場合、宿主細胞から精
製した後にグリコシル化をインビトロで加えることができる。
【０２３１】
　　　ｉｉ．酵母細胞
　サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓａｅ）、
分裂酵母（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）、ヤロウィア・リポ
リティカ（Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）、クルイベロミセス・ラクチス（
Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓ）およびピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ
　ｐａｓｔｏｒｉｓ）などの酵母は、本明細書に記載されるいずれかのものなどのタンパ
ク質の製造に使用できる周知の酵母発現宿主である。酵母は、エピソーム複製ベクターを
用いてまたは相同組換えによる安定な染色体組込みによって形質転換できる。通常、誘導
プロモーターを使用して、遺伝子発現を調節する。このようなプロモーターの例として、
ＧＡＬ１、ＧＡＬ７およびＧＡＬ５ならびにＣＵＰ１、ＡＯＸ１などのメタロチオネイン
プロモーターまたは他のピチア（Ｐｉｃｈｉａ）または他の酵母プロモーターが挙げられ
る。発現ベクターは、形質転換ＤＮＡの選択および維持のために、ＬＥＵ２、ＴＲＰ１、
ＨＩＳ３およびＵＲＡ３などの選択マーカーを含むことが多い。酵母において発現される
タンパク質は、可溶性であることが多い。Ｂｉｐなどのシャペロニンおよびタンパク質ジ
スルフィドイソメラーゼの同時発現によって、発現レベルおよび溶解度を改善できる。さ
らに、酵母において発現されるタンパク質は、サッカロミセス・セレビシエ由来の酵母接
合型α因子分泌シグナルなどの分泌シグナルペプチド融合物およびＡｇａ２ｐ接合接着受
容体またはアークスラ・アデニニボランス（Ａｒｘｕｌａ　ａｄｅｎｉｎｉｖｏｒａｎｓ
）グルコアミラーゼなどの酵母細胞表面タンパク質との融合物を使用して分泌に向けるこ
とができる。Ｋｅｘ－２プロテアーゼなどのプロテアーゼ切断部位を操作して、それらが
分泌経路から出る時に発現されたポリペプチドから融合している配列を除去できる。酵母
はまた、Ａｓｎ－Ｘ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒモチーフでグリコシル化できる。
【０２３２】
　　　ｉｉｉ．昆虫細胞
　特に、バキュロウイルス発現を使用する昆虫細胞は、ヒアルロニダーゼポリペプチドな
どのポリペプチドを発現するのに有用である。昆虫細胞は、高レベルのタンパク質を発現
し、高等真核生物によって使用される翻訳後修飾のほとんどが可能である。バキュロウイ
ルスは、安全性を改善し、真核細胞の発現の調節上の懸念を低減する限定的宿主域を有す
る。通常の発現ベクターは、バキュロウイルスのポリヘドリンプロモーターなどの高レベ
ル発現のためのプロモーターを使用する。よく使用されるバキュロウイルス系として、オ
ートグラファ・カリフォルニカ（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）核多
角体病ウイルス（ＡｃＮＰＶ）およびカイコ（Ｂｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ）核多角体病ウイ
ルス（ＢｍＮＰＶ）などのバキュロウイルス、ならびにスポドプテラ・フルギペルダ（Ｓ
ｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）、シューダレチア・ウニプンクタ（Ｐｓｅ
ｕｄａｌｅｔｉａ　ｕｎｉｐｕｎｃｔａ）（Ａ７Ｓ）およびダナウス・プレクシップス（
Ｄａｎａｕｓ　ｐｌｅｘｉｐｐｕｓ）（ＤｐＮ１）由来のＳｆ９などの昆虫細胞株が挙げ
られる。高レベル発現のためには、発現される分子のヌクレオチド配列を、ウイルスのポ
リヘドリン開始コドンのすぐ下流に融合する。哺乳類分泌シグナルは、昆虫細胞において
正確にプロセシングされ、これを使用して発現されるタンパク質を培養培地中に分泌でき
る。さらに、細胞株シューダレチア・ウニプンクタ（Ａ７Ｓ）およびダナウス・プレクシ
ップス（ＤｐＮ１）は、哺乳類細胞系と同様のグリコシル化パターンを有するタンパク質
を産生する。
【０２３３】
　昆虫細胞における代替発現系は、安定に形質転換された細胞の使用である。Ｓｃｈｎｅ
ｉｄｅｒ２（Ｓ２）およびＫｃ細胞（キイロショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　
ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ））およびＣ７細胞（ヒトスジシマカ（Ａｅｄｅｓ　ａｌｂｏ
ｐｉｃｔｕｓ））などの細胞株を、発現のために使用できる。ドロソフィラ（Ｄｒｏｓｏ
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ｐｈｉｌａ）メタロチオネインプロモーターを使用して、カドミウムまたは銅を用いる重
金属誘導の存在下で高レベルの発現を誘導できる。発現ベクターは、通常、ネオマイシン
およびハイグロマイシンなどの選択マーカーの使用によって維持される。
【０２３４】
　　　ｉｖ．哺乳類細胞
　哺乳類発現系を使用して、可溶性ヒアルロニダーゼポリペプチドなどのヒアルロナン分
解酵素ポリペプチドをはじめとするタンパク質を発現できる。発現コンストラクトを、ア
デノウイルスなどのウイルス感染によって、またはリポソーム、リン酸カルシウム、ＤＥ
ＡＥ－デキストランなどの直接ＤＮＡ導入によって、およびエレクトロポレーションおよ
びマイクロインジェクションなどの物理的手段によって哺乳類細胞に導入することができ
る。哺乳類細胞のための発現ベクターは、通常、ｍＲＮＡキャップ部位、ＴＡＴＡボック
ス、翻訳開始配列（Ｋｏｚａｋコンセンサス配列）およびポリアデニル化エレメントを含
む。また、ＩＲＥＳエレメントを加えて、選択マーカーなどの他の遺伝子を用いてバイシ
ストロニック発現を可能にすることができる。このようなベクターは、高レベル発現のた
めの転写プロモーター－エンハンサー、例えば、ＳＶ４０プロモーター－エンハンサー、
ヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーターおよびラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）
の長い末端反復配列を含むことが多い。これらのプロモーター－エンハンサーは、多数の
細胞種において活性である。組織および細胞種プロモーターおよびエンハンサー領域もま
た、発現のために使用できる。例示的プロモーター／エンハンサー領域として、それだけ
には限らないが、エラスターゼＩ、インスリン、免疫グロブリン、マウス乳房腫瘍ウイル
ス、アルブミン、αフェトプロテイン、α１アンチトリプシン、βグロビン、ミエリン塩
基性タンパク質、ミオシン軽鎖２および性腺刺激放出ホルモン遺伝子制御などの遺伝子に
由来するものが挙げられる。選択マーカーを使用して、発現コンストラクトを含む細胞を
選択および維持することができる。選択マーカー遺伝子の例として、それだけには限らな
いが、ハイグロマイシンＢホスホトランスフェラーゼ、アデノシンデアミナーゼ、キサン
チン－グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ、アミノグリコシドホスホトランスフ
ェラーゼ、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）およびチミジンキナーゼが挙げられる
。例えば、発現は、ＤＨＦＲ遺伝子を発現する細胞のみを選択するようメトトレキサート
の存在下で実施できる。ＴＣＲ－ζおよびＦｃεＲＩ－γなどの細胞表面シグナル伝達分
子との融合物は、活性な状態のタンパク質の発現を細胞表面に向けることができる。
【０２３５】
　マウス、ラット、ヒト、サル、ニワトリおよびハムスター細胞を含めた多数の細胞株が
哺乳類発現に利用可能である。例示的細胞株として、それだけには限らないが、ＣＨＯ、
Ｂａｌｂ／３Ｔ３、ＨｅＬａ、ＭＴ２、マウスＮＳ０（非分泌性）および他の骨髄腫細胞
株、ハイブリドーマおよびヘテロハイブリドーマ細胞株、リンパ球、線維芽細胞、Ｓｐ２
／０、ＣＯＳ、ＮＩＨ３Ｔ３、ＨＥＫ２９３、２９３Ｓ、２Ｂ８およびＨＫＢ細胞が挙げ
られる。細胞培養培地からの分泌されたタンパク質の精製を容易にする血清不含培地に適
応している細胞株も利用可能である。例として、ＣＨＯ－Ｓ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ、カタログ番号１１６１９－０１２）および血清不含ＥＢＮＡ
－１細胞株（Pham et al., (2003) Biotechnol. Bioeng. 84:332-42.）が挙げられる。最
大発現のために最適化された特定の培地で増殖するよう適応している細胞株も利用可能で
ある。例えば、ＤＧ４４　ＣＨＯ細胞は、化学的に定義された動物産物を含まない培地で
懸濁培養において増殖するよう適応している。
【０２３６】
　　　ｖ．植物
　トランスジェニック植物細胞および植物を使用して、本明細書に記載されるいずれかの
ものなどのタンパク質を発現できる。発現コンストラクトは、通常、微粒子銃およびプロ
トプラストへのＰＥＧ媒介性導入などの直接ＤＮＡ導入を使用して、またアグロバクテリ
ウム媒介性形質転換を用いて植物に導入される。発現ベクターは、プロモーターおよびエ
ンハンサー配列、転写終結エレメントおよび翻訳制御エレメントを含み得る。発現ベクタ
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ーおよび形質転換技術は、通常、シロイヌナズナおよびタバコなどの双子葉植物宿主と、
トウモロコシおよびイネなどの単子葉植物宿主の間に分けられる。発現のために使用され
る植物プロモーターの例として、カリフラワーモザイクウイルスプロモーター、ノパリン
シンセターゼプロモーター、リボースビスホスフェートカルボキシラーゼプロモーターお
よびユビキチンおよびＵＢＱ３プロモーターが挙げられる。形質転換細胞の選択および維
持を容易にするために、ハイグロマイシン、ホスホマンノースイソメラーゼおよびネオマ
イシンホスホトランスフェラーゼなどの選択マーカーが使用されることが多い。形質転換
された植物細胞は、細胞、凝集塊（カルス組織）として培養物で維持でき、植物全体に再
生できる。トランスジェニック植物細胞はまた、ヒアルロニダーゼポリペプチドを産生す
るよう操作された藻類を含み得る。植物は、哺乳類細胞とは異なるグリコシル化パターン
を有するので、これは、これらの宿主において産生されるタンパク質の選択に影響を及ぼ
し得る。
【０２３７】
　　ｃ．精製技術
　宿主細胞からヒアルロナン分解酵素ポリペプチド（例えば、可溶性ヒアルロニダーゼポ
リペプチド）または他のタンパク質を含めたポリペプチドを精製する方法は、選択された
宿主細胞および発現系に応じて変わる。分泌される分子については、タンパク質は、通常
、細胞を回収した後に培養培地から精製される。細胞内発現については、細胞を溶解し、
抽出物からタンパク質を精製することができる。トランスジェニック植物および動物など
のトランスジェニック生物が発現のために使用される場合には、組織または臓器を出発物
質として使用し、溶解した細胞抽出物を製造できる。さらに、トランスジェニック動物製
造は、回収できるミルクまたは卵中でのポリペプチドの製造を含み得、必要に応じて、タ
ンパク質を抽出し、当技術分野における標準方法を使用してさらに精製できる。
【０２３８】
　可溶性ヒアルロニダーゼポリペプチドなどのタンパク質は、それだけには限らないが、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、サイズ分画およびサイズ排除クロマトグラフィー、硫酸アンモニウム
沈殿および陰イオン交換クロマトグラフィーなどのイオン交換クロマトグラフィーを含め
た当技術分野で公知の標準タンパク質精製技術を使用して精製できる。また、アフィニテ
ィー精製技術を利用して、調製物の効率および純度を改善できる。例えば、アフィニティ
ー精製において、抗体、受容体およびヒアルロニダーゼ酵素と結合する他の分子を使用で
きる。発現コンストラクトはまた、ｍｙｃエピトープ、ＧＳＴ融合物またはＨｉｓ６など
の親和性タグをタンパク質に付加するよう操作し、それぞれ、ｍｙｃ抗体、グルタチオン
樹脂およびＮｉ樹脂を用いてアフィニティー精製できる。純度は、ゲル電気泳動および染
色および分光光度的技術を含めた当技術分野で公知の任意の方法によって評価できる。本
明細書において提供されるような、精製されたｒＨｕＰＨ２０組成物は、通常、少なくと
も７０，０００～１００，０００ユニット／ｍｇ、例えば、約１２０，０００ユニット／
ｍｇの比活性を有する。比活性は、ポリマーなどを用いた修飾に応じて変わり得る。
【０２３９】
Ｄ．ヒアルロナン分解酵素の組成物および徐放性製剤
　ヒアルロナン分解酵素組成物を含有する組成物および徐放性または制御放出製剤が、本
明細書において提供される。また、ヒアルロナン分解酵素と、５－αレダクターゼ阻害剤
などの他のＢＰＨ治療薬とを含有する組成物および徐放性または制御放出製剤も本明細書
において提供される。組成物および徐放性製剤中のヒアルロナン分解酵素は、安定であり
、そのように製剤されていないヒアルロニダーゼの活性を保持する。徐放性製剤は、徐放
性を可能にし、全身循環への接近を防ぎ、組成物の前立腺特異的局在性を増大する任意の
ものを含む。徐放性製剤の限定されない例として、例えば、ヒアルロナン分解酵素を含有
するデポー製剤および脂質膜小胞が挙げられる。
【０２４０】
　１．ヒアルロナン分解酵素組成物
　医薬上許容される組成物は、動物において、およびヒトにおいて使用するための一般に
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認識される薬局方に一致して用意された監督官庁または他の機関の承認を考慮して調製さ
れる。化合物は、溶液、懸濁液、散剤または徐放性製剤などの、経口、皮下、静脈内およ
び前立腺内投与のいずれかのための任意の適した医薬品に製剤され得る。通常、化合物は
、当技術分野で周知の技術および手順を使用して医薬組成物に製剤される（例えば、Anse
l Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, Fourth Edition, 1985, 126参照のこ
と。製剤は、投与様式に適合しなくてはならない。
【０２４１】
　一般に、注射または注入を特徴とする、前立腺への酵素の直接導入が、本明細書におい
て考慮されている。注射剤は、液体溶液もしくは懸濁液、注射の前の液体中の溶液もしく
は懸濁液に適した固体形態としてか、またはエマルジョンのいずれかとして、従来の形態
で調製できる。前立腺内投与のための調製物として、注射準備のできた滅菌溶液、皮下錠
を含めた、使用の直前に溶媒と組み合わされる準備のできた凍結乾燥粉末などの滅菌乾燥
可溶性製剤、注射の準備のできた滅菌懸濁液、使用の直前に媒体と組み合わされる準備の
できた滅菌乾燥不溶性製剤、滅菌エマルジョン、滅菌ゲルおよび身体中でゲルを形成する
滅菌溶液が挙げられる。溶液は、水性または非水性のいずれかであり得る。したがって、
組成物は、凍結乾燥形態または液体形態で製剤され得る。組成物が、凍結乾燥形態で提供
される場合には、それらは、適当なバッファー、例えば、滅菌生理食塩水溶液によって使
用の直前に再構成され得る。
【０２４２】
　一例では、医薬品は、液体形態、例えば、溶液、シロップまたは懸濁液であり得る。医
薬品は、液体形態で提供される場合には、使用前に治療上有効な濃度に希釈される予定の
濃縮調製物として提供され得る。このような液体調製物は、懸濁剤（例えば、ソルビトー
ルシロップ、セルロース誘導体または硬化食用油脂）；乳化剤（例えば、レシチンまたは
アラビアガム）；非水性媒体（例えば、アーモンドオイル、油性エステルまたは精留植物
油）；および保存料（例えば、メチルまたはプロピル－ｐ－ヒドロキシベンゾエートまた
はソルビン酸）などの医薬上許容される添加物を用いて従来の手段によって調製できる。
【０２４３】
　他の例では、医薬品は、使用前に水または他の適した媒体で再構成するため凍結乾燥形
態で用意され得る。例えば、凍結乾燥粉末は、溶液、エマルジョンおよび他の混合物とし
て投与のために再構成され得る。それらはまた、固体またはゲルとして再構成され、製剤
され得る。滅菌、凍結乾燥粉末は、バッファー溶液に活性化合物を溶解することによって
調製される。バッファー溶液は、粉末または粉末から調製された再構成された溶液の、安
定性を改善する賦形剤または他の薬理学的成分を含有し得る。溶液のその後の滅菌濾過と
、それに続く、当業者に公知の標準条件下での凍結乾燥とが、所望の製剤を提供する。手
短には、凍結乾燥粉末は、デキストロース、ソルビトール（ｓｏｒｂｉｔａｌ）、フルク
トース、コーンシロップ、キシリトール、グリセリン、グルコース、スクロースなどのま
たは他の適した薬剤などの賦形剤を、クエン酸、リン酸ナトリウムもしくはカリウムまた
は当業者に公知の他のこのようなバッファーなどの適したバッファーに溶解することによ
って調製される。次いで、選択された化合物が、得られた混合物に付加され、溶解するま
で撹拌される。得られた混合物は、滅菌濾過されるか、または微粒子を除去し、無菌性を
保証するよう処理され、凍結乾燥のためにバイアルに分配される。各バイアルは、単回投
与量または複数回投与量の化合物を含有する。凍結乾燥粉末は、約４℃～室温などの適当
な条件下で保存され得る。この凍結乾燥粉末のバッファー溶液を用いる再構成によって、
投与において使用するための製剤が提供される。
【０２４４】
　医薬組成物は、それとともにヒアルロニダーゼが投与される、希釈液、アジュバント、
賦形剤または媒体などの担体を含み得る。適した製薬担体の例は、E. W. Martinによる「
Remington’s Pharmaceutical Sciences」に記載されている。このような組成物は、一般
に、治療上有効な量の化合物または薬剤を精製された形態または部分精製された形態で、
患者への適切な投与のための形態を提供するのに適した量の担体と一緒に含有する。この
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ような製薬担体は、ピーナッツオイル、ダイズオイル、鉱油およびゴマ油などの、石油、
動物、植物または合成起源のものを含めた、水およびオイルなどの滅菌液体であり得る。
水は、代表的な担体である。生理食塩水溶液およびデキストロース水溶液およびグリセロ
ール溶液も、特に、注射用溶液のための液体担体として使用できる。組成物は、有効成分
とともに、ラクトース、スクロース、リン酸二カルシウムまたはカルボキシメチルセルロ
ースなどの希釈液；ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸カルシウムおよびタルクな
どの滑沢剤；ならびにデンプン、アカシアゴムなどの天然ゴム、ゼラチン、グルコース、
糖蜜、ポリビニルピロリドン（ｐｏｌｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅ）、セルロース
およびその誘導体、ポビドン、クロスポビドンおよび当業者に公知の他のこのような結合
剤などの結合剤を含有し得る。適した製薬賦形剤として、デンプン、グルコース、ラクト
ース、スクロース、ゼラチン、麦芽、米、小麦粉、チョーク、シリカゲル、ステアリン酸
ナトリウム、モノステアリン酸グリセロール、タルク、塩化ナトリウム、乾燥スキムミル
ク、グリセロール、プロピレン、グリコール、水およびエタノールが挙げられる。例えば
、適した賦形剤は、例えば、水、生理食塩水、デキストロース、グリセロールまたはエタ
ノールである。組成物はまた、必要に応じて、湿潤剤または乳化剤、ｐＨ緩衝剤、安定化
剤、可溶性増強剤および例えば、酢酸ナトリウム、モノラウリン酸ソルビタン、オレイン
酸トリエタノールアミンおよびシクロデキストリンなどの他のこのような薬剤などの他の
微量の非毒性補助物質も含有し得る。
【０２４５】
　非経口調製物において使用される医薬上許容される担体として、水性媒体、非水性媒体
、抗菌剤、等張剤、バッファー、抗酸化物質、局所麻酔、懸濁剤および分散剤、乳化剤、
金属イオン封鎖剤またはキレート化剤および他の医薬上許容される物質が挙げられる。水
性媒体の例として、Ｓｏｄｉｕｍ　Ｃｈｌｏｒｉｄｅ　Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ、Ｒｉｎｇｅ
ｒｓ　Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ、Ｉｓｏｔｏｎｉｃ　Ｄｅｘｔｒｏｓｅ　Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
、Ｓｔｅｒｉｌｅ　Ｗａｔｅｒ　Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ、ＤｅｘｔｒｏｓｅおよびＬａｃｔ
ａｔｅｄ　Ｒｉｎｇｅｒｓ　Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎが挙げられる。非水性非経口媒体として
、植物起源の硬化油、綿実油、コーンオイル、ゴマ油およびピーナッツオイルが挙げられ
る。静菌濃度または静真菌濃度の抗菌剤を、複数回用量容器にパッケージングされた非経
口製剤に加えることができ、これとして、フェノールまたはクレゾール、水銀剤、ベンジ
ルアルコール、クロロブタノール、メチルおよびプロピルｐ－ヒドロキシ安息香酸エステ
ル、チメロサール、塩化ベンザルコニウムおよび塩化ベンゼトニウムが挙げられる。等張
剤として、塩化ナトリウムおよびデキストロースが挙げられる。バッファーとして、リン
酸およびクエン酸が挙げられる。抗酸化物質として、重硫酸ナトリウムが挙げられる。局
所麻酔として、塩酸プロカインが挙げられる。懸濁剤および分散剤として、カルボキシメ
チルセルロースナトリウム、ヒドロキシプロピルメチルセルロースおよびポリビニルピロ
リドンが挙げられる。乳化剤として、ポリソルベート８０（ＴＷＥＥＮｓ　８０）が挙げ
られる。金属イオンの金属イオン封鎖剤またはキレート化剤として、ＥＤＴＡが挙げられ
る。製薬担体としてまた、水混和性媒体のためのエチルアルコール、ポリエチレングリコ
ールおよびプロピレングリコールおよびｐＨ調整のための水酸化ナトリウム、塩酸、クエ
ン酸または乳酸も挙げられる。
【０２４６】
　ヒアルロナン分解酵素の組成物は、一般に、広範な温度範囲にわたって、数日、数週間
または数年安定である。例えば、ヒアルロナン分解酵素組成物は、４℃から３７℃の間の
温度で、特に、少なくとも５℃、２５℃、３０℃もしくは３７℃でまたは５℃、２５℃、
３０℃もしくは３７℃の温度で安定である。ヒアルロナン分解酵素は、少なくとも１カ月
、６カ月、１年２年またはそれ以上の間安定である。一般に、組成物は、２℃～８℃で少
なくとも２年間安定である。
【０２４７】
　ヒアルロナン分解酵素組成物中に含まれ得る安定化剤の種類の中に、アミノ酸、アミノ
酸誘導体、アミン、ポリオールおよび他の薬剤が含まれる。例示的安定化剤として、それ
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だけには限らないが、ポロキサマー１８８（例えば、プルロニック（登録商標）Ｆ６８）
、ポリソルベート８０（ＰＳ８０）、ポリソルベート２０（ＰＳ２０）、Ｌ－アルギニン
、グルタミン、リシン、メチオニン、プロリン、Ｌｙｓ－Ｌｙｓ、Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、トリ
メチルアミンオキシド、ベタイン、グリセロール、ソルビトール、マンニトール、イノシ
トール、スクロース、トレハロース、塩化マグネシウム、亜鉛、血清アルブミン（ヒト血
清アルブミンなど）、フェニル酪酸、タウロコール酸、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）
、デキストランおよびポリエチレングリコール（ＰＥＧ）が含まれる。
【０２４８】
　いくつかの例では、ヒアルロナン分解酵素を安定化するために、ヒアルロン酸（ＨＡ）
オリゴマーが、本明細書において提供される製剤中に含まれる。ヒアルロン酸（ＨＡ、ヒ
アルロナンおよびヒアルロナートとしても知られる）は、ｒＨｕＰＨ２０を含めた可溶性
ヒアルロニダーゼなどのヒアルロナン分解酵素の天然基質である。ＨＡは、結合組織、上
皮組織および神経組織中に広く分布している非硫酸化グリコサミノグリカンである。それ
自体が、Ｄ－グルクロン酸およびＤ－Ｎ－アセチルグルコサミンからなる最大２５，００
０の二糖単位のポリマーである。ＨＡの分子量は、約５ｋＤａ～２０，０００ｋＤａの範
囲である。ヒアルロナン分解酵素、例えば、ｒＨｕＰＨ２０などの可溶性ヒアルロニダー
ゼは、ヒアルロナンの加水分解を触媒することによって、ヒアルロナンの粘度を低下させ
、それによって、組織透過性を高め、非経口的に投与される流体の吸収速度を高める。
【０２４９】
　本明細書において示されるように、ヒアルロン酸（ＨＡ）は、ヒアルロナン分解酵素、
例えば、ｒＨｕＰＨ２０などの可溶性ヒアルロニダーゼの有効な安定剤である。特に、ヒ
アルロナンは、他の不安定化剤および例えば、低塩、高ｐＨおよび高温などの条件の存在
下で有効な安定剤である。したがって、ＨＡおよびヒアルロナン分解酵素を含有する組成
物が、本明細書において提供される。任意の大きさのＨＡを、安定剤として組成物中で使
用できる。いくつかの例では、ＨＡの分子量は、５ｋＤａもしくは約５ｋＤａから５，０
００ｋＤａもしくは約５，０００ｋＤａ；５ｋＤａもしくは約５ｋＤａから１，０００ｋ
Ｄａもしくは約１，０００ｋＤａ；５ｋＤａもしくは約５ｋＤａから５００ｋＤａもしく
は約５００ｋＤａ；または５ｋＤａもしくは約５ｋＤａから２００ｋＤａもしくは約２０
０ｋＤａである。例えば、ＨＡおよび可溶性ヒアルロニダーゼ（例えば、ｒＨｕＰＨ２０
）などのヒアルロナン分解酵素の本明細書において提供された組成物の中に、少なくとも
５ｋＤａ、６ｋＤａ、７ｋＤａ、８ｋＤａ、９ｋＤａ、１０ｋＤａ、１５ｋＤａ、２０ｋ
Ｄａ、３０ｋＤａ、４０ｋＤａ、５０ｋＤａ、６０ｋＤａ、７０ｋＤａ、８０ｋＤａ、９
０ｋＤａ、１００ｋＤａ、１２０ｋＤａ、１４０ｋＤａ、１６０ｋＤａ、１８０ｋＤａ、
２００ｋＤａ、２２０ｋＤａ、２４０ｋＤａ、２６０ｋＤａ、２８０ｋＤａ、３００ｋＤ
ａ、３５００ｋＤａ、４００ｋＤａ、４５０ｋＤａもしくは５００ｋＤａまたはおよそ少
なくとも５ｋＤａ、６ｋＤａ、７ｋＤａ、８ｋＤａ、９ｋＤａ、１０ｋＤａ、１５ｋＤａ
、２０ｋＤａ、３０ｋＤａ、４０ｋＤａ、５０ｋＤａ、６０ｋＤａ、７０ｋＤａ、８０ｋ
Ｄａ、９０ｋＤａ、１００ｋＤａ、１２０ｋＤａ、１４０ｋＤａ、１６０ｋＤａ、１８０
ｋＤａ、２００ｋＤａ、２２０ｋＤａ、２４０ｋＤａ、２６０ｋＤａ、２８０ｋＤａ、３
００ｋＤａ、３５００ｋＤａ、４００ｋＤａ、４５０ｋＤａもしくは５００ｋＤａの分子
量を有するＨＡを含有するものが含まれる。
【０２５０】
　１ｍｇ／ｍＬから１００ｍｇ／ｍＬまたは１ｍｇ／ｍＬから１００ｍｇ／ｍＬの間、例
えば、１ｍｇ／ｍＬから２０ｍｇ／ｍＬ、特に、少なくとも１ｍｇ／ｍＬ、２ｍｇ／ｍＬ
、３ｍｇ／ｍＬ、４ｍｇ／ｍＬ、５ｍｇ／ｍＬ、６ｍｇ／ｍＬ、７ｍｇ／ｍＬ、８ｍｇ／
ｍＬ、９ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ、１１ｍｇ／ｍＬ、１２ｍｇ／ｍＬ、１３ｍｇ／ｍ
Ｌ、１４ｍｇ／ｍＬ、１５ｍｇ／ｍＬ、１６ｍｇ／ｍＬ、１７ｍｇ／ｍＬ、１８ｍｇ／ｍ
Ｌ、１９ｍｇ／ｍＬもしくは２０ｍｇ／ｍＬまたはおよそ少なくとも１ｍｇ／ｍＬ、２ｍ
ｇ／ｍＬ、３ｍｇ／ｍＬ、４ｍｇ／ｍＬ、５ｍｇ／ｍＬ、６ｍｇ／ｍＬ、７ｍｇ／ｍＬ、
８ｍｇ／ｍＬ、９ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ、１１ｍｇ／ｍＬ、１２ｍｇ／ｍＬ、１３
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ｍｇ／ｍＬ、１４ｍｇ／ｍＬ、１５ｍｇ／ｍＬ、１６ｍｇ／ｍＬ、１７ｍｇ／ｍＬ、１８
ｍｇ／ｍＬ、１９ｍｇ／ｍＬもしくは２０ｍｇ／ｍＬまたはそれ以上のＨＡのＨＡオリゴ
マーが、ヒアルロナン分解酵素の組成物中に含まれる。ヒアルロナン分解酵素、例えば、
ｒＨｕＰＨ２０などの可溶性ヒアルロニダーゼの例示的な安定製剤は、８ｍｇ／ｍＬもし
くは約８ｍｇ／ｍＬから１５ｍｇ／ｍＬもしくは約１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、例えば、１０
ｍｇ／ｍＬもしくは約１０ｍｇ／ｍＬまたは１５ｍｇ／ｍＬもしくは約１５ｍｇ／ｍＬな
どを含む。いくつかの例では、ＨＡ対ヒアルロナン分解酵素のモル比は、５０００：１、
４０００：１、３０００：１、２０００：１、１９００：１、１８００：１、１７００：
１、１６５０：１、１６００：１、１５００：１、１４００：１、１３００：１、１２０
０：１、１１００：１、１０００：１、９００：１、８００：１、７００：１、６００：
１、５００：１、１００：１、９０：１、８０：１、７０：１、６０：１、５０：１、４
０：１、３０：１、２０：１、１０：１、１：１、１：１０、１：２０、１：３０、１：
４０、１：５０、１：６０、１：７０、１：８０、１：９０、１：１００、１：５００、
１：６００、１：７００、１：８００、１：９００、１：１０００、１：１１００、１：
１２００、１：１３００、１：１４００、１：１５００、１：１６００、１：１７００、
１：１８００、１：１９００、１：２０００、１：３０００、１：４０００、１：５００
０以下または約５０００：１、４０００：１、３０００：１、２０００：１、１９００：
１、１８００：１、１７００：１、１６５０：１、１６００：１、１５００：１、１４０
０：１、１３００：１、１２００：１、１１００：１、１０００：１、９００：１、８０
０：１、７００：１、６００：１、５００：１、１００：１、９０：１、８０：１、７０
：１、６０：１、５０：１、４０：１、３０：１、２０：１、１０：１、１：１、１：１
０、１：２０、１：３０、１：４０、１：５０、１：６０、１：７０、１：８０、１：９
０、１：１００、１：５００、１：６００、１：７００、１：８００、１：９００、１：
１０００、１：１１００、１：１２００、１：１３００、１：１４００、１：１５００、
１：１６００、１：１７００、１：１８００、１：１９００、１：２０００、１：３００
０、１：４０００、１：５０００以下である。
【０２５１】
　いくつかの例では、本明細書において提供されるようなヒアルロナン分解酵素の標準的
な安定化された製剤は、ＥＤＴＡ、ＮａＣｌ、ＣａＣｌ２、ヒスチジン、ラクトース、ア
ルブミン、プルロニック（登録商標）Ｆ６８、ＴＷＥＥＮ（登録商標）および／または他
の界面活性剤または他の同様の薬剤のうち１種または複数とともに製剤される。例えば、
本明細書において提供された組成物は、ｐＨバッファー（例えば、ヒスチジン、リン酸ま
たは他のバッファーなど）または酸性バッファー（酢酸、クエン酸、ピルビン酸、Ｇｌｙ
－ＨＣｌ、コハク酸、乳酸、マレイン酸または他のバッファーなど）、張力モディファイ
ヤー（例えば、アミノ酸、ポリアルコール、ＮａＣｌ、トレハロース、他の塩および／ま
たは糖など）、安定剤、エチレンジアミン四酢酸、エチレンジアミンテトラアセテートま
たはカルシウムＥＤＴＡなどのキレート化剤、メチオニン、アスコルビン酸／アスコルビ
ン酸塩、クエン酸／クエン酸塩もしくはアルブミンなどの酸素スカベンジャーおよび／ま
たは芳香環（例えば、フェノールまたはクレゾール）を含有する防腐剤などの防腐剤のう
ち１種または複数を含有し得る。
【０２５２】
　例えば、本明細書において提供される共製剤中に含まれ得るバッファーとして、それだ
けには限らないが、Ｔｒｉｓ（Ｔｒｏｍｅｔｈａｍｉｎｅ）、ヒスチジン、リン酸水素ナ
トリウムなどのリン酸バッファーおよびクエン酸バッファーが挙げられる。このような緩
衝剤は、１ｍＭ～１００ｍＭもしくは約１ｍＭ～１００ｍＭの間、例えば、少なくとも１
ｍＭ、２ｍＭ、３ｍＭ、４ｍＭ、５ｍＭ、６ｍＭ、７ｍＭ、８ｍＭ、９ｍＭ、１０ｍＭ、
１１ｍＭ、１２ｍＭ、１３ｍＭ、１４ｍＭ、１５ｍＭ、１６ｍＭ、１７ｍＭ、１８ｍＭ、
１９ｍＭ、２０ｍＭ、２５ｍＭ、３０ｍＭ、３５ｍＭ、４０ｍＭ、４５ｍＭ、５０ｍＭ、
５５ｍＭ、６０ｍＭ、６５ｍＭ、７０ｍＭ、７５ｍＭもしくはそれ以上またはおよそ少な
くとも１ｍＭ、２ｍＭ、３ｍＭ、４ｍＭ、５ｍＭ、６ｍＭ、７ｍＭ、８ｍＭ、９ｍＭ、１
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０ｍＭ、１１ｍＭ、１２ｍＭ、１３ｍＭ、１４ｍＭ、１５ｍＭ、１６ｍＭ、１７ｍＭ、１
８ｍＭ、１９ｍＭ、２０ｍＭ、２５ｍＭ、３０ｍＭ、３５ｍＭ、４０ｍＭ、４５ｍＭ、５
０ｍＭ、５５ｍＭ、６０ｍＭ、６５ｍＭ、７０ｍＭ、７５ｍＭもしくはそれ以上または約
１ｍＭ、２ｍＭ、３ｍＭ、４ｍＭ、５ｍＭ、６ｍＭ、７ｍＭ、８ｍＭ、９ｍＭ、１０ｍＭ
、１１ｍＭ、１２ｍＭ、１３ｍＭ、１４ｍＭ、１５ｍＭ、１６ｍＭ、１７ｍＭ、１８ｍＭ
、１９ｍＭ、２０ｍＭ、２５ｍＭ、３０ｍＭ、３５ｍＭ、４０ｍＭ、４５ｍＭ、５０ｍＭ
、５５ｍＭ、６０ｍＭ、６５ｍＭ、７０ｍＭ、７５ｍＭもしくはそれ以上または１ｍＭ、
２ｍＭ、３ｍＭ、４ｍＭ、５ｍＭ、６ｍＭ、７ｍＭ、８ｍＭ、９ｍＭ、１０ｍＭ、１１ｍ
Ｍ、１２ｍＭ、１３ｍＭ、１４ｍＭ、１５ｍＭ、１６ｍＭ、１７ｍＭ、１８ｍＭ、１９ｍ
Ｍ、２０ｍＭ、２５ｍＭ、３０ｍＭ、３５ｍＭ、４０ｍＭ、４５ｍＭ、５０ｍＭ、５５ｍ
Ｍ、６０ｍＭ、６５ｍＭ、７０ｍＭ、７５ｍＭもしくはそれ以上の濃度で存在し得る。
【０２５３】
　ヒアルロナン分解酵素を含有する組成物にとって有用である例示的安定化剤として、ポ
リソルベートなどの界面活性剤およびヒト血清アルブミンなどのタンパク質が挙げられる
。本明細書において組成物において有用である血清アルブミンの例示的濃度として、０．
１ｍｇ／ｍＬから１ｍｇ／ｍＬもしくは０．１ｍｇ／ｍＬから１ｍｇ／ｍＬの間、例えば
、少なくとも０．１ｍｇ／ｍＬ、０．２ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍｇ／ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍ
Ｌ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０．６ｍｇ／ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍＬ、０．８ｍｇ／ｍＬ、０．
９ｍｇ／ｍＬもしくは１ｍｇ／ｍＬまたは０．１ｍｇ／ｍＬ、０．２ｍｇ／ｍＬ、０．３
ｍｇ／ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０．６ｍｇ／ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍ
Ｌ、０．８ｍｇ／ｍＬ、０．９ｍｇ／ｍＬもしくは１ｍｇ／ｍＬが挙げられるが、それよ
り多くまたは少ないものでもあり得る。ポリソルベートはまた、例えば、０．００１％～
０．１％もしくは約０．００１％～０．１％、例えば、少なくとも０．００１％、０．０
０２％、０．００３％、０．００４％、０．００５％、０．００６％、００．００７％、
０．００８％、０．００９％、０．０１％、０．０２％、０．０３％、０．０４％、０．
０５％、０．０６％、０．０７％、０．０８％、０．０９％もしくは０．１％または０．
００１％、０．００２％、０．００３％、０．００４％、０．００５％、０．００６％、
００．００７％、０．００８％、０．００９％、０．０１％、０．０２％、０．０３％、
０．０４％、０．０５％、０．０６％、０．０７％、０．０８％、０．０９％もしくは０
．１％の濃度で組成物中に存在し得る。カルシウムＥＤＴＡ（ＣａＥＤＴＡ）などの金属
キレート化剤も、例えば、およそ０．０２ｍＭから２０ｍＭの間、例えば、少なくとも０
．０２ｍＭ、０．０４ｍＭ、０．０６ｍＭ、０．０８ｍＭ、０．１ｍＭ、０．２ｍＭ、０
．３ｍＭ、０．４ｍＭ、０．５ｍＭ、０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ
、１ｍＭ、５ｍＭ、１０ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ以上または０．０２ｍＭ、０．０４ｍ
Ｍ、０．０６ｍＭ、０．０８ｍＭ、０．１ｍＭ、０．２ｍＭ、０．３ｍＭ、０．４ｍＭ、
０．５ｍＭ、０．６ｍＭ、０．７ｍＭ、０．８ｍＭ、０．９ｍＭ、１ｍＭ、５ｍＭ、１０
ｍＭ、１５ｍＭ、２０ｍＭ以上の濃度で存在し得る。組成物のｐＨおよび浸透圧は、組成
物の所望の活性および安定性のために条件を最適化するよう当業者によって調整され得る
。いくつかの例では、本明細書において提供された組成物は、１００ｍＯｓｍ／ｋｇ～５
００ｍＯｓｍ／ｋｇもしくは約１００ｍＯｓｍ／ｋｇ～５００ｍＯｓｍ／ｋｇの間、例え
ば、少なくとも１００ｍＯｓｍ／ｋｇ、１２０ｍＯｓｍ／ｋｇ、１４０ｍＯｓｍ／ｋｇ、
１６０ｍＯｓｍ／ｋｇ、１８０ｍＯｓｍ／ｋｇ、２００ｍＯｓｍ／ｋｇ、２２０ｍＯｓｍ
／ｋｇ、２４０ｍＯｓｍ／ｋｇ、２６０ｍＯｓｍ／ｋｇ、２８０ｍＯｓｍ／ｋｇ、３００
ｍＯｓｍ／ｋｇ、３２０ｍＯｓｍ／ｋｇ、３４０ｍＯｓｍ／ｋｇ、３６０ｍＯｓｍ／ｋｇ
、３８０ｍＯｓｍ／ｋｇ、４００ｍＯｓｍ／ｋｇ、４２０ｍＯｓｍ／ｋｇ、４４０ｍＯｓ
ｍ／ｋｇ、４６０ｍＯｓｍ／ｋｇ、５００ｍＯｓｍ／ｋｇ以上または約１００ｍＯｓｍ／
ｋｇ、１２０ｍＯｓｍ／ｋｇ、１４０ｍＯｓｍ／ｋｇ、１６０ｍＯｓｍ／ｋｇ、１８０ｍ
Ｏｓｍ／ｋｇ、２００ｍＯｓｍ／ｋｇ、２２０ｍＯｓｍ／ｋｇ、２４０ｍＯｓｍ／ｋｇ、
２６０ｍＯｓｍ／ｋｇ、２８０ｍＯｓｍ／ｋｇ、３００ｍＯｓｍ／ｋｇ、３２０ｍＯｓｍ
／ｋｇ、３４０ｍＯｓｍ／ｋｇ、３６０ｍＯｓｍ／ｋｇ、３８０ｍＯｓｍ／ｋｇ、４００
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ｍＯｓｍ／ｋｇ、４２０ｍＯｓｍ／ｋｇ、４４０ｍＯｓｍ／ｋｇ、４６０ｍＯｓｍ／ｋｇ
、５００ｍＯｓｍ／ｋｇ以上の浸透圧および６、６．２、６．４、６．６、６．８、７、
７．２、７．４、７．６、７．８もしくは８または約６、６．２、６．４、６．６、６．
８、７、７．２、７．４、７．６、７．８もしくは８のｐＨを有する。
【０２５４】
　一般に、ＮａＣｌは、例えば、１００ｍＭ～１５０ｍＭ以上または約１００ｍＭ～１５
０ｍＭ以上である量で、本明細書において製剤中に提供される。例えば、例示的製剤は、
１０ｍＭもしくは約１０ｍＭのヒスチジンおよび／または１３０ｍＭもしくは約１３０ｍ
ＭのＮａＣｌを含有し得る。他の製剤は、さらに、または代わりに、例えば、１３ｍｇ／
ｍｌまたは約１３ｍｇ／ｍｌのラクトースを含有し得る。さらに、それだけには限らない
が、チオメルサールを含めた抗菌剤または抗真菌剤が、製剤中に存在し得る。製剤は、ア
ルブミン、プルロニック（登録商標）Ｆ６８、ＴＷＥＥＮ（登録商標）および／または他
の界面活性剤をさらに含有し得る。製剤は、６．０～７．４もしくは約６．０～７．４の
間、例えば、少なくとも６．０、６．１、６．２、６．３、６．４、６．５、６．６、６
．７、６．８、６．９、７．０、７．１、７．２、７．３もしくは７．４または６．０、
６．１、６．２、６．３、６．４、６．５、６．６、６．７、６．８、６．９、７．０、
７．１、７．２、７．３もしくは７．４である、一般に、ｐＨ６．５であるか、約ｐＨ６
．５であるｐＨで提供される。本明細書において使用するための、ヒアルロナン分解酵素
、例えば、ｒＨｕＰＨ２０などの可溶性ヒアルロニダーゼの濃縮製剤は、一般に、適当な
塩濃度を維持するよう投与の前に生理食塩水溶液または他の塩緩衝溶液に希釈される。
【０２５５】
　可溶性ヒアルロニダーゼ、例えば、ｒＨｕＰＨ２０と呼ばれる組換えＰＨ２０の医薬組
成物は、当技術分野で公知である（例えば、公開米国特許出願第２００４０２６８４２５
号、同２００５０２６０１８６号および同２００６０１０４９６８号参照のこと）。
【０２５６】
　２．徐放性製剤
　ヒアルロナン分解酵素組成物は、徐放性または制御放出製剤で提供される。いくつかの
例では、徐放性または制御放出製剤はまた、第２の治療薬、例えば、ＢＰＨ治療薬も含有
する。製剤は、局所注射用に製剤され得る。例えば、製剤は、前立腺への経直腸的、経尿
道的または経会陰的注入などによる前立腺内注入用に製剤される。
【０２５７】
　例示的徐放性製剤として、それだけには限らないが、単層膜小胞（ＬＵＶ）および多重
膜小胞（ＭＶＬ）を含めた脂質小胞、薬物－樹脂複合体（樹脂酸塩）およびデポー製剤が
挙げられる。このような徐放性または制御放出製剤は、当業者に公知である。例えば、ヒ
アルロナン分解酵素は、コロイド分散系で、またはポリマー安定化結晶でカプセル封入さ
れ得る。有用なコロイド分散系として、ナノカプセル、マイクロスフェア、ビーズおよび
水中油型エマルジョン、ミセル、混合ミセルおよびリポソームを含めた脂質ベースの系が
挙げられる。脂質－ポリマーコンジュゲートおよびリポソームのいくつかの例が、その全
文が参照によって本明細書に組み込まれる米国特許第５，６３１，０１８号に開示されて
いる。多重膜および単層リポソームの作製プロセスの例は、当技術分野で公知である（例
えば、米国特許第４，５２２，８０３号、同４，３１０，５０６号、同４，２３５，８７
１号、同４，２２４，１７９号、同４，０７８，０５２号、同４，３９４，３７２号、同
４，３０８，１６６号、同４，４８５，０５４号および同４，５０８，７０３号参照のこ
と）。徐放性（ｓｌｏｗ　ｒｅｌｅａｓｅ）デリバリー媒体の他の例として、生分解性ヒ
ドロゲルマトリックス（米国特許第５，０４１，２９２号）、樹枝状結晶高分子コンジュ
ゲート（米国特許第５，７１４，１６６号）および多小胞リポソーム（Ｄｅｐｏｆｏａｍ
（登録商標）、Ｄｅｐｏｔｅｃｈ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．）（米国特許第５
，７２３，１４７号および第５，７６６，６２７号）がある。例えば、前立腺への局所注
射のための組成物のカプセル封入に適したある種のマイクロスフェアとして、Fletcher, 
D. Anesth. Analg. 84:90-94 (1997)に記載されるポリ（Ｄ，Ｌ－ラクチド）マイクロス
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フェアがある。
【０２５８】
　特に、本明細書において提供される徐放性製剤は、酵素（または他の薬剤（単数または
複数））が、所定の速度で放出されるように、または一定レベルの薬物が、指定の期間維
持されるように設計できる。特に、製剤によって、ヒアルロナン分解酵素（または他の薬
剤（単数または複数））の前立腺組織などの局所組織への制御放出が可能となる。放出の
速度は、組織（例えば、間質）におけるＨＡ分解に対する酵素の得られる効果が、数時間
、数日、数週間または数カ月にわたって延長されるよう十分に遅いものである。例えば、
ひとたび前立腺に導入されたヒアルロニダーゼおよび他の治療薬の放出は、およそ２４時
間、３６時間または４８時間からおよそ９０日であり得る。例えば、前立腺内注入などに
よる局所組織注入によって、少なくとも週に１回、月に１回、２カ月に１回、３カ月に１
回、４カ月に１回、５カ月に１回、６カ月に１回、７カ月に１回、８カ月に１回、９カ月
に１回、１０カ月に１回、１１カ月に１回または１年に１回の製剤の投与量を可能にする
徐放性製剤が提供される。ヒアルロナン分解酵素の徐放性製剤の最適放出速度および期間
は、特定の薬剤の薬理学的特性、状態の重篤度、対象の年齢および健康状態ならびに他の
因子に基づいて、当業者によって決定できる。
【０２５９】
　酵素の放出速度または薬物のレベルが、前立腺組織などの局所組織に対する効果をもた
らすのに十分であるかどうかを経験的に決定することは、当業者のレベルの範囲内である
。例えば、前立腺の大きさ（例えば、縮小）を調べることができる。他の例では、局所組
織（例えば、間質）におけるＨＡの分解は、組織サンプル、例えば、前立腺サンプルから
、例えば、生検サンプルから組織学または他の方法によって経時的にモニタリングできる
。さらなる例では、血液または血清中に放出されたヒアルロナン分解酵素の活性は、測定
できる。血漿中のヒアルロニダーゼを測定するための当業者に公知の任意のアッセイを実
施してよい。例えば、血漿中のタンパク質に関して、マイクロ濁度アッセイまたは酵素ア
ッセイを実施できる。血漿は、普通、ヒアルロニダーゼ酵素を含有するということは理解
される。このような血漿ヒアルロニダーゼ酵素は、通常、酸性ｐＨで活性を有する（米国
特許第７，１０５，３３０号）。従って、本明細書において記載される徐放性製剤を用い
る治療の前に、ヒアルロニダーゼの血漿レベルを決定し、ベースラインとして使用するべ
きである。治療後の血漿ヒアルロニダーゼレベルのその後の測定を、治療前のレベルと比
較することができる。あるいは、アッセイは、普通は、酸性ｐＨで活性を示す血漿中の内
因性リソソームヒアルロニダーゼ活性を抑制するｐＨ条件下で実施してもよい。したがっ
て、ヒアルロナン分解酵素が中性ｐＨで活性である場合は（例えば、ヒトＰＨ２０）、中
性で活性な酵素のレベルのみが測定される。
【０２６０】
　さらに、本明細書において提供される徐放性製剤は、ヒアルロナン分解酵素が比較的安
定で活性であるように設計され得る。例えば、徐放性製剤は、製剤の総ヒアルロナン分解
酵素活性が、２５，０００Ｕ／ｍｇ～２００，０００Ｕ／ｍｇもしくは２５，０００Ｕ／
ｍｇ～２００，０００Ｕ／ｍｇの間、例えば、４０，０００Ｕ／ｍｇ～１５０，０００Ｕ
／ｍｇ、例えば、７５，０００Ｕ／ｍｇ～１２０，０００Ｕ／ｍｇ、特に、少なくとも４
０，０００Ｕ／ｍｇ、５０，０００Ｕ／ｍｇ、６０，０００Ｕ／ｍｇ、７０，０００Ｕ／
ｍｇ、８０，０００Ｕ／ｍｇ、９０，０００Ｕ／ｍｇ、１００，０００Ｕ／ｍｇ、１１０
，０００Ｕ／ｍｇ、１２０，０００Ｕ／ｍｇ、１３０，０００Ｕ／ｍｇ、１４０，０００
Ｕ／ｍｇ、１５０，０００Ｕ／ｍｇもしくはそれ以上または４０，０００Ｕ／ｍｇ、５０
，０００Ｕ／ｍｇ、６０，０００Ｕ／ｍｇ、７０，０００Ｕ／ｍｇ、８０，０００Ｕ／ｍ
ｇ、９０，０００Ｕ／ｍｇ、１００，０００Ｕ／ｍｇ、１１０，０００Ｕ／ｍｇ、１２０
，０００Ｕ／ｍｇ、１３０，０００Ｕ／ｍｇ、１４０，０００Ｕ／ｍｇ、１５０，０００
Ｕ／ｍｇもしくはそれ以上であるように提供される。特に、徐放性製剤は、安定性が、２
℃～３７℃もしくは２℃～３７℃の間、例えば、４℃～２５℃、特に、２℃～８℃もしく
は２℃～８℃の間または２０℃～３０℃もしくは２０℃～３０℃の間、例えば、２５℃も
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しくは約２５℃の温度で達成されるように設計される。特定の例では、徐放性製剤は、少
なくとも１週間、１カ月、２カ月、３カ月、４カ月、５カ月、６カ月、７カ月、８カ月、
９カ月、１０カ月、１１カ月、１年、２年またはそれ以上の間、保存条件下で安定である
。
【０２６１】
　本明細書における例では、ヒアルロナン分解酵素と、所望の疾患または状態を治療する
ための他の治療薬とを含有する徐放性製剤が提供される。例えば、疾患または状態が、Ｂ
ＰＨである場合には、ヒアルロナン分解酵素に加えて、ＢＰＨの治療に適した他の薬剤も
含有する徐放性製剤が調製され得る。組み合わされた徐放性製剤は、疾患または状態を治
療するための少なくとも２種の薬剤の長期間持続する長期活性を提供する。ＢＰＨを治療
するための併用療法は、本明細書における節Ｆにおいてさらに記載される。したがって、
節Ｆに示される治療薬のいずれかを、本明細書における徐放性製剤においてヒアルロナン
分解酵素と共製剤してもよい。
【０２６２】
　徐放性製剤および例示的製剤の限定されない例を以下に提供する。
【０２６３】
　　ａ．デポーゲル製剤
　ヒアルロナン分解酵素組成物は、徐放性を可能にし、全身循環への接近を防ぎ、組成物
の前立腺特異的局在性を増大するデポーゲル製剤として投与できる。当業者ならば、単一
薬物および組合せを、所定の放出速度および期間を有する、注射用液体、身体中に置くこ
とができるゲルまたはペーストとして製剤するために利用できる材料および方法について
精通している。
【０２６４】
　組成物はゲルで提供され得るか、または通常、注射によるものである投与後にゲルを形
成できる。ゲルは、身体への導入後にゲルを形成する材料を含有する液体組成物としてデ
リバリーされてもよい。ゲル形成材料およびヒアルロナン分解酵素を含有する溶液は、任
意の適した方法を使用して、例えば、ゲル形成材料を含有する溶液に酵素を添加すること
によって、溶液中でゲル形成材料と酵素を組み合わせることによって調製できる。溶液は
、身体への導入後に、例えば、生理学的流体との接触時にゲルを形成する。
【０２６５】
　ゲルからの薬剤の放出は、任意の機序によって、例えば、ゲルの分解の結果としてのゲ
ルからの薬剤の拡散によって、または両方によって起こり得る。ゲル形成材料はまた、酵
素または他の治療薬の放出を調節できる固体などのいくつかの他の材料も含有し得る。
【０２６６】
　種々の異なるゲル形成材料を使用できる。一般に、ゲルは、ヒドロゲル、相当量の水を
含有するゲルであり、生体適合性であり、ゲルは生分解性である。ゲル形成材料として、
それだけには限らないが、アルギン酸およびその修飾形態などの多糖が挙げられ、他のポ
リマーヒドロゲル前駆体として、水素結合によって、および／または温度変化によって架
橋される、プルロニクス（Ｐｌｕｒｏｎｉｃｓ）（登録商標）またはテトロニクス（Ｔｅ
ｔｒｏｎｉｃｓ）（登録商標）（ＢＡＳＦ、Ｆｌｏｒｈａｍ　Ｐａｒｋ、Ｎｅｗ　Ｊｅｒ
ｓｅｙ）などのポリエチレンオキシド－ポリプロピレングリコールブロックポリマー、ポ
リマー混合物、例えば、混合時に水素結合によってゲルになるポリエチレンオキシドとポ
リアクリル酸の混合物および他の可溶性ゲル形成材料（米国特許第６，１２９，７６１号
）が挙げられる。他の適したヒドロゲルは、Peppas, N.A.,et al. (2000) Eur J Pharm B
iopharm. 50(1):27-46; Megeed、Z., et al., (2002) Pharm Res. 19(7):954-9および米
国特許第６１２９７６１号に記載されている。注射用ゲルを形成するための適した添加物
は、医療等級のゲル化剤である。１種のこのようなゲル化剤として、Ｇｅｌｆｏａｍ（登
録商標）滅菌粉末（Ｐｆｉｚｅｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）がある。Ｇｅｌｆｏａｍ（登録商
標）は、４０～６０ミクロンの大きさの範囲の粒子を含有するゼラチン粉末である。
【０２６７】



(78) JP 2014-510045 A 2014.4.24

10

20

30

40

50

　本明細書において提供されるヒアルロナン分解製剤において使用するためのデポーゲル
製剤はまた、ゲル組成物が、注入用のニードルを通って押し出され得るよう、２０～８０
％、例えば、２５～７０重量％、例えば、３０～６０重量％の１種または複数のリン脂質
と、０．１～７０重量％の水とを含有するリン脂質ゲル組成物を含み得る。リン脂質デポ
ーは、水性または実質的に無水であり得る１相ゲルである。したがって、いくつかの例で
は、水の代わりに、１相リン脂質ゲル組成物は、５～６０％、例えば、１０～５０％、例
えば、２０～４０重量％の非水性成分を用いて調製できる。非水性成分は、糖、オイルま
たは溶媒であり得る。例えば、オイルは、ゴマ油、中鎖オイル、オレイン酸エチルまたは
合成トリグリセリドであり得る。このような１相リン脂質デポーゲル組成物は、国際公開
ＰＣＴ出願番号ＷＯ２０１１／０７５６２３に詳細に記載されている。このようなデポー
ゲル製剤は、フィナステリドおよび他のＢＰＨ治療薬などの水不溶性または疎水性薬剤を
溶解するのに特に有用である。１相ゲル組成物を使用して、ヒアルロナン分解酵素と、フ
ィナステリドなどの疎水性薬物である他の治療薬とを含有するデポー製剤を調製できる。
【０２６８】
　　ｂ．多小胞リポソーム（ＭＶＬ）
　ヒアルロナン分解酵素、特に、ＰＨ２０または可溶性または組換えＰＨ２０などのヒア
ルロニダーゼが中にカプセル封入されている多小胞リポソーム（ＭＶＬ）製剤などの合成
膜小胞が、本明細書において提供される。本明細書に記載されたいくつかの例では、他の
治療薬のカプセル封入をさらに含有するＭＶＬ共製剤が提供される。多小胞リポソーム製
剤は、デリバリーされるべき薬物または薬剤をカプセル封入する多数の非同心円状水性チ
ャンバーからなる顕微鏡的、球形粒子を含有する。個々のチャンバーは、生体適合性およ
び生分解性の両方であるデリバリー媒体をもたらす合成複製物または天然に存在する脂質
からなる脂質二重層膜によって分離されている。本明細書における例では、親水性である
ヒアルロナン分解酵素または他の治療薬を、水相にカプセル封入できる。本明細書におけ
る他の例では、ＭＶＬ共製剤は、同一製剤中への親水性薬物および疎水性薬物の同時カプ
セル封入によって提供される。例えば、このようなＭＶＬ共製剤では、ヒアルロナン分解
酵素は、水相中にカプセル封入され、疎水性薬物、例えば、フィナステリドまたはデュタ
ステリドは、脂質層中に入り込んでいる。
【０２６９】
　他の薬剤もまた、アジュバント、展着剤または治療薬として対象に使用されることが望
ましい場合には、ヒアルロナン分解酵素をデリバリーするための方法において、膜小胞を
使用できる。特に、膜小胞は、治療薬として使用するための医薬組成物において提供され
る。例えば、ヒアルロナン分解酵素、特に、ヒアルロナン分解酵素を含有する膜小胞が、
良性前立腺肥大症（ＢＰＨ）を治療するための方法、使用およびプロセスにおいて使用さ
れ得る。膜小胞の例示的なものとして、ヒアルロナン分解酵素の制御放出または徐放を達
成するものがある。
【０２７０】
　本明細書において提供される多小胞リポソーム（ＭＶＬ）は、当業者に公知のプロセス
に基づいて製造される（例えば、米国特許第５，７２３，１４７号；同５，７６６，６２
７号；同６，１０６，８５８号；同６，３０６，４３２号；同５，９６２，０１６号；同
６，２４１，９９９号；公開米国特許出願番号ＵＳ２００７／０２３５８８９およびＵＳ
２０１０／０３０５５０；ならびに公開国際出願番号ＷＯ０２／０９６３６８参照のこと
）。このようなリポソームの作製では、節Ｃにおいて上記の、または当業者に公知のヒア
ルロナン分解酵素組成物のいずれかを、多小胞リポソーム内にカプセル封入できる。手短
には、脂質成分については、揮発性有機溶媒に両親媒性脂質および中性脂質を溶解するこ
と、脂質成分に、カプセル封入されるべき酵素および／または他の薬剤と、ＭＶＬに有用
および有益な特性を提供する１種または複数のヘルパー分子、すなわち、浸透圧賦形剤を
含有する非混和性の第１の水性成分を添加することによって、カプセル封入されるヒアル
ロナン分解酵素を含有する「油中水」エマルジョンをまず製造する。混合物を、混合、振
盪、超音波処理によってのように、例えば、機械的に混合することによって、超音波エネ
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ルギー、ノズル噴霧またはそれらの組合せによって乳化する。カプセル封入されるべきヒ
アルロナン分解酵素は、第１の水性成分または脂質成分中または両方に含有され得る。次
いで、全油中水エマルジョンを、第２の水性成分と混合し、次いで、上記のように機械的
に撹拌して、第２の水性成分中に懸濁された溶媒小球を形成する。溶媒小球は、それに溶
解しているカプセル封入されるべき物質を有する複数の水性液滴を含有する。例えば、小
球からの蒸発によって揮発性有機溶媒を除去する。溶媒が完全に蒸発した時点で、多小胞
リポソームが形成される。ＭＶＬは、生理食塩水または保存温度で粒子安定性を可能にす
る適したバッファーなどの第３の水溶液中で、再懸濁、洗浄および保存される。溶媒を蒸
発させることにおいて使用するのに満足のいく代表的なガスとして、窒素、ヘリウム、ア
ルゴン、酸素、水素および二酸化炭素が挙げられる。あるいは、有機溶媒は、スパージン
グ、ロータリーエバポレーションまたは溶媒選択膜によって除去され得る。
【０２７１】
　一般に、カプセル封入の成功は、親水性分子に対してのみ達成され得る。以下にさらに
記載するように、本明細書において、疎水性分子は、脂質および疎水性薬物を有機溶媒中
に溶解すること、その後、親水性薬物（例えば、ヒアルロナン分解酵素）を含有する第１
の水性成分と混合することによって脂質二重層中に組み込まれ得るということがわかる。
したがって、同一製剤中での疎水性および親水性薬物の同時カプセル封入によって、本明
細書における方法を使用してまた、ＭＶＬ共製剤も作製できる。
【０２７２】
　エーテル、ハロゲン化エーテル、炭化水素、エステル、ハロゲン化炭化水素またはフレ
オンなどの多数の異なる種類の揮発性疎水性溶媒を、脂質相溶媒として使用できる。例え
ば、ジエチルエーテル、イソプロピルおよび他のエーテル、クロロホルム、塩化メチレン
、テトラヒドロフラン、酢酸エチル、フォーレンおよびそれらの組合せを、多小胞リポソ
ームの製造において使用できる。
【０２７３】
　脂質成分が、１種の中性脂質と、１種の両親媒性脂質を含有する限り、種々の種類の脂
質を使用して、多小胞リポソームを製造できる。中性脂質の例として、ジオレフィン、ジ
パルミトレイン（ｄｉｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｎ）などのジグリセリド；プロピレングリコ
ールでのカプリル酸／カプリン酸の混合ジエステルなどのプロピレングリコールエステル
；トリオレイン、トリパルミトレイン、トリリノレイン、トリカプリリンおよびトリラウ
リンなどのトリグリセリド；ダイズ油などの植物油；ラードまたは牛脂；スクアレン；ト
コフェロール；およびそれらの組合せが挙げられる。特定の例では、徐放性中性脂質とし
て、例えば、トリオレイン、トリパルミトレイン、トリミリストレイン、トリラウリンお
よびトリカプリンが挙げられる。速放性中性脂質として、例えば、トリカプリリンおよび
トリカプロインおよびそれらの混合物が挙げられる。両親媒性脂質の例として、ｐＨ７．
４で正味の負電荷、ゼロの正味電荷および正味の正電荷を有するものが挙げられる。これ
らは、双性イオン、酸性または陽イオン性脂質を含む。このような例示的両親媒性脂質と
して、それだけには限らないが、ホスファチジルグリセロール（ＰＧ）、カルジオリピン
（ＣＬ）、ホスファチジルセリン（ＰＳ）、ホスファチジン酸（ＰＡ）、ホスファチジル
イノシトール、ホスファチジルコリン（ＰＣ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ
）、スフィンゴミエリン、ジアシルトリメチルアンモニウムプロパン（ＤＩＴＡＰ）およ
びそれらの組合せが挙げられる。さらに、コレステロールまたは植物ステロールを使用し
て、多小胞リポソームを製造できる。選択される脂質成分はまた、ＭＶＬが保存および／
または使用されるべき温度より低い融点を有するものであり得る（例えば、米国特許第５
，９６２，０１６号参照のこと）。
【０２７４】
　本明細書において提供される合成膜小胞の例では、ヒアルロナン分解酵素、特に、ＰＨ
２０または組換えＰＨ２０などのヒアルロニダーゼは、酵素の安定性を保つか、または増
強する、および／または酵素のカプセル封入の速度を増大する１種または複数の賦形剤の
存在下でカプセル封入される。特定の例では、賦形剤は、ヒアルロン酸（ヒアルロナン；
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ＨＡとも呼ばれる）である。例えば、徐放または制御放出のための、中にヒアルロナン分
解酵素、特に、ＰＨ２０または組換えＰＨ２０などのヒアルロニダーゼと、酵素の安定性
を保つか、または増強する、および／または酵素のカプセル封入の速度を増大する１種ま
たは複数の賦形剤とがカプセル封入されている多小胞リポソーム（ＭＶＬ）が本明細書に
おいて提供される。
【０２７５】
　提供される方法において使用できるミキサーの例示的なものとして、ホモジナイザー（
シアーとも呼ばれる）、例えば、第１の水相と溶媒、例えば、クロロホルムを乳化するた
めに、または第１のエマルジョンを第２の水相とともに乳化するために使用できるハイシ
アーラボホモジナイザーがある。提供された方法において使用できるホモジナイザーの例
示的なものとして、ハイシアーホモジナイザー、例えば、Ｏｍｎｉ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉ
ｏｎａｌ、Ｋｅｎｎｅｓａｗ、ＧＡによって販売されているオムニミキサー、例えば、１
，８００ワットのモーター、１，０００～２０，０００ｒｐｍの速度制御、０．２５ｍＬ
から３０Ｌのサンプル処理容量および混合のための可変羽根集合体を有するオムニマクロ
ホモジナイザーまたはオムニマクロＥＳホモジナイザーがある。
【０２７６】
　得られるＭＶＬの粒径は、変わり得る。膜小胞の大きさを決定することおよび所望の適
用に基づいて小胞を選択することは当業者のレベルの範囲内である。例えば、粒径分析は
、例えば、レーザー回折粒径分析器を使用して実施できる。いくつかの例では、本明細書
において提供される膜小胞は、約０．５μｍ～１００μｍもしくは０．５μｍ～１００μ
ｍの間、例えば、少なくとも０．５μｍ、１μｍ、５μｍ、１０μｍ、１５μｍ、２０μ
Ｍ、５０μｍもしくは１００μｍまたは約０．５μｍ、１μｍ、５μｍ、１０μｍ、１５
μｍ、２０μＭ、５０μｍもしくは１００μｍまたは０．５μｍ、１μｍ、５μｍ、１０
μｍ、１５μｍ、２０μＭ、５０μｍもしくは１００μｍである平均直径を有する。
【０２７７】
　得られるＭＶＬ製剤または共製剤は、注射用または埋め込み可能な徐放性デポー製剤を
得るために、懸濁媒介物または他の生物学的に許容される担体の添加によってさらに希釈
または懸濁され得る。一般的な適した担体として、水性または非水性溶液、懸濁液および
エマルジョンがある。非水性溶液の例として、プロピレングリコール、ポリエチレングリ
コール、オリーブオイルなどの植物油およびオレイン酸エチルなどの注射用有機エステル
がある。水性担体として、水、アルコール性水溶液、生理食塩水（ａｌｉｎｅ）および緩
衝媒介物を含めたエマルジョンまたは懸濁液が挙げられる。非経口媒体として、塩化ナト
リウム溶液、リンガーデキストロース、デキストロースおよび乳酸加リンガー溶液が挙げ
られる。静脈内媒体として、流体および栄養補給物、電解質補給物（リンガーデキストロ
ースをベースとするものなど）が挙げられる。抗菌剤、抗酸化物質、キレート化剤および
不活性ガスなどの保存料および他の添加物も存在し得る（Remingtons Pharmaceutical Sc
iences, 16th Ed., A. Oslo, ed., Mack, Easton, Pa. 1980参照のこと）。
【０２７８】
　ヒアルロナン分解酵素とともにカプセル封入されたＭＶＬ製剤の安定な組成物が、本明
細書において提供される。また、ヒアルロナン分解酵素および疎水性薬物、特に、フィナ
ステリド、ディアスツリド（ｄｉａｓｔｕｒｉｄｅ）などの薬物または他の適した薬物と
ともにカプセル封入されたＭＶＬ共製剤の安定な組成物も提供される。製剤または共製剤
は、２℃～３２℃で、少なくとも１カ月、少なくとも２カ月、少なくとも３カ月、少なく
とも４カ月、少なくとも５カ月、少なくとも６カ月、少なくとも７カ月、少なくとも８カ
月、少なくとも９カ月、少なくとも１０カ月、少なくとも１１カ月、少なくとも１年、少
なくとも２年またはそれ以上の間安定である。例えば、製剤または共製剤は、２℃～８℃
で、少なくとも１年または少なくとも２年間安定である。他の例では、共製剤の製剤は、
２８℃～３２℃で少なくとも６カ月または少なくとも１年間安定である。
【０２７９】
　　　ｉ．カプセル封入、安定性および放出速度を改善するためのパラメータ
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　上記のＭＶＬ製剤の製造において、本明細書において、ヒアルロナン分解酵素のカプセ
ル封入効率、安定性および放出速度は、特定のパラメータおよび条件に基づいて修飾され
得る（例えば、増大または改善される）ということがわかる。例えば、ヒアルロナン分解
酵素のカプセル封入の効率を高めるための方法を使用できる。それを用いて薬剤（例えば
、ヒアルロナン分解酵素）がカプセル封入される効率は、リポソーム製剤の調製において
使用される両親媒性脂質のうち少なくとも１種の炭素鎖中の炭素の数を変更することによ
ってモジュレートできる。例えば、カプセル封入効率は、リポソーム製剤の調製において
使用される両親媒性脂質のうち少なくとも１種の炭素鎖中の炭素の数を増大することによ
って増大され得る（例えば、米国特許第６，２４１，９９９号参照のこと）。本明細書に
おける多小胞リポソームの作製において使用され得る長鎖両親媒性脂質の限定されない一
覧は、例えば：ＤＯＰＣまたはＤＣ１８：１ＰＣ＝１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセ
ロ－３－ホスホコリン；ＤＬＰＣまたはＤＣ１２：０ＰＣ＝１，２－ジラウロイル－ｓｎ
－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＭＰＣまたはＤＣ１４：０ＰＣ＝１，２－ジミリスト
イル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＰＰＣまたはＤＣ１６：０ＰＣ＝１，２－
ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＳＰＣまたはＤＣ１８：０ＰＣ
＝１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＡＰＣまたはＤＣ２
０：０ＰＣ＝１，２ジアラキドイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＢＰＣまた
はＤＣ２２：０ＰＣ＝１，２－ジベヘノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＣ
１４：１ＰＣ＝１，２－ジミリストレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＣ
１６：１ＰＣ＝１，２－ジパルミトレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＣ
２０：１ＰＣ＝１，２－ジエイコセノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＣ２
２：１ＰＣ＝１，２－ジエルコイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン；ＤＰＰＧ＝１
，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホグリセロール；ＤＯＰＧ＝１，２－
ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホグリセロールを含む。
【０２８０】
　リポソーム製剤からの活性薬剤（例えば、ヒアルロナン分解酵素）の放出速度は、両親
媒性脂質、許容される膜形成脂質の選択によって、リン脂質／コレステロール比の操作に
よって、徐放性および速放性中性脂質成分のモル比をモジュレートすることによって、お
よび／または当業者に公知の他の因子によって修飾できる（例えば、米国特許第５，９６
２，０１６号参照のこと）。例えば、リポソーム中の中性脂質成分は、０％から１００％
の徐放性および速放性成分であり得る。例えば、中性脂質成分は、約０．０：１．０～１
．０：０．０、例えば、１：１～１：１００もしくは１：４～１：１８または約１：１～
１：１００もしくは１：４～１：１８のモル比範囲の徐放性中性脂質および速放性中性脂
質の混合物であり得る。
【０２８１】
　活性薬剤（例えば、酵素）の放出速度は、決定またはモニタリングできる。例えば、放
出速度は、変更される温度（例えば、少なくとも４℃もしくは約４℃または少なくとも３
７℃もしくは約３７℃）でインキュベートされた、生理食塩水、適したバッファー中で、
または血漿もしくは血漿様媒介物中で、変更される時間の間（例えば、少なくとも１０分
、３０分、１時間、２時間、３時間、４時間、５時間、６時間、７時間、８時間、９時間
、１０時間、２４時間、２日、３日、４日、５日、６日、７日、８日、９日、１０日、３
０日またはそれ以上）、インビトロで脂質懸濁液で実施できる。指定された時間および／
または温度の間インキュベートした後、インキュベートされた試験管を遠心分離し、上清
溶液を回収し、分析することができる。酵素の放出速度は、例えば、タンパク質の検出も
しくは定量化および／またはヒアルロニダーゼ活性決定によって決定できる。特に、標識
または他の検出可能部分との酵素のコンジュゲーションは、放出された酵素の検出に役立
ち得る。検出可能部分の例示的なものとして、蛍光タグ（例えば、ＧＦＰまたはＡｌｅｘ
ａ４８８）がある。同様のアッセイは、インビボでも実施できる。例えば、標識されたか
、または他の検出可能なヒアルロナン分解酵素（例えば、Ａｌｅｘａ４８８　ＰＨ２０）
が、本明細書におけるＭＶＬ懸濁液にカプセル封入され、その放出が、前立腺の局所部位
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において直接的にモニタリングされ得る。
【０２８２】
　特定の放出速度は、対象とする特定の適用に応じて、脂質成分、ヒアルロナン分解酵素
の濃度を変更すること、賦形剤および／または本明細書に記載されるか、もしくは当技術
分野で公知の他のパラメータを添加することによって、経験的にモジュレートできる。し
たがって、酵素の放出速度は、制御され得る。本明細書における目的上、リポソーム製剤
からのヒアルロナン分解酵素の放出速度は、酵素が、前立腺の間質におけるＨＡ合成に対
抗できるようなものである。したがって、放出速度は、経時的に持続される。ヒアルロニ
ダーゼおよび他のヒアルロナン分解酵素の半減期は、比較的短い。したがって、酵素が迅
速に消失するので、長期の活性およびＨＡの加水分解には徐放性が必要とされる。間質で
は、ＨＡは、３～１０日毎に再生されるので、ＨＡの作用と戦うために、局所間質におい
て活性酵素を維持することが必要である。
【０２８３】
　本明細書において上記のように、節Ｃにおいて上記で記載されるか、または当業者に公
知のヒアルロナン分解酵素組成物のいずれも、多小胞リポソーム内にカプセル封入できる
。カプセル封入された酵素の濃度は、約数ピコモルから約数百ミリモルで変わり得る。薬
剤の濃度は、治療されるべき疾患、患者の年齢および状態ならびに薬剤の個々の特性のよ
うな特徴に応じて変わる。一般に、製造の際の第１の水性成分中の溶液中の酵素の濃度は
、任意の所与の製剤中に付加され得る酵素の量と直接的に比例する。しかし、本明細書に
おいて、タンパク質濃度は、ヒアルロナン分解酵素、特に、ＰＨ２０ヒアルロニダーゼの
カプセル封入に影響を及ぼすことがわかる。例えば、本明細書に例示されるように、２ｍ
ｇ／ｍＬのヒアルロナン分解酵素の出発量を用いるカプセル封入プロセスは、酵素の活性
および比活性の低下をもたらす。したがって、本明細書における製剤は、２ｍｇ／ｍＬ未
満のヒアルロナン分解酵素を含有するヒアルロナン分解酵素カプセル封入のための第１の
水相を形成しながら調製される。例えば、第１の水性成分は、一般に、２ｍｇ／ｍＬの未
満ヒアルロナン分解酵素、例えば、０．１～１．９ｍｇ／ｍＬ酵素の間またはおよそその
間、例えば、０．２５～１．９ｍｇ／ｍＬの酵素、０．５ｍｇ／ｍＬ～１．５ｍｇ／ｍＬ
、例えば、０．７５ｍｇ／ｍＬ～１．２５ｍｇ／ｍＬ、特に、少なくとも１ｍｇ／ｍＬま
たは約１ｍｇ／ｍＬのヒアルロナン分解酵素であるが２ｍｇ／ｍＬ未満の酵素を含有する
。得られたＭＶＬ製剤は、バッファーまたは生理食塩水中、５０％リポソーム懸濁液中、
０．１ｍｇ／ｍＬ～１ｍｇ／ｍＬの間またはおよそその間のヒアルロナン分解酵素、例え
ば、０．２ｍｇ／ｍＬ～０．５ｍｇ／ｍＬ、例えば、少なくとも０．１ｍｇ／ｍＬ、０．
２ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍｇ／ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０．６ｍｇ／
ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍＬ、０．８ｍｇ／ｍＬ、０．９ｍｇ／ｍＬまたは約０．１ｍｇ／ｍ
Ｌ、０．２ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍｇ／ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０．
６ｍｇ／ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍＬ、０．８ｍｇ／ｍＬ、０．９ｍｇ／ｍＬの酵素、特に、
少なくとも０．３ｍｇ／ｍＬの酵素濃度を含有する。
【０２８４】
　ｐＨは、水溶液中の活性薬剤の溶解度に影響を及ぼし得るとわかっている。例えば、水
溶液におけるＩＧＦ－Ｉの溶解度は、約５のｐＨで急落する（例えば、米国特許第６，３
０６，４３２号参照のこと）。したがって、通常、当技術分野で、第１の水溶液中の溶液
において十分な薬剤を得、維持するために、製造の際に、バッファーまたは酸も、十分な
高濃度を確実にするようそれに添加される。しかし、本明細書において、得られるカプセ
ル封入されたヒアルロナン分解酵素の溶解度、活性および安定性を維持しながら高ｐＨ範
囲を使用できることがわかる。例えば、第１の水溶液のｐＨは、６．０～７．５、６．０
～７．０もしくは６．０～６．５の間または約６．０～７．５、６．０～７．０もしくは
６．０～６．５、特に、少なくとも６．０もしくは約６．０、例えば、少なくとも６．５
もしくは約６．５である。
【０２８５】
　カプセル封入の効率を高めるために、賦形剤もまた、第１の水相に添加され得る。いく
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つかの例では、添加された賦形剤は、活性薬剤（例えば、ヒアルロナン分解酵素）の放出
速度をモジュレートする。他の例では、賦形剤は、カプセル封入されたヒアルロナン分解
酵素の安定性を増強または保つために添加され得る。通常、カプセル封入されたヒアルロ
ナン分解酵素の安定性を増強するか、または保ちながら、カプセル封入の効率および／ま
たは酵素の放出速度を高めるよう両方作用する賦形剤が添加される。種々の賦形剤のいず
れかを使用する安定性、カプセル封入効率および放出速度は、実験的に決定できる。カプ
セル封入効率、安定性および放出速度を評価する方法は、当業者には公知である。
【０２８６】
　例えば、種々の種類の浸透圧賦形剤を添加できる。電解質および非電解質の両方とも、
浸透圧賦形剤として機能する。任意の特定の分子が浸透圧賦形剤であるかどうかの決定に
おいて、または溶液中の浸透圧賦形剤、例えば、多小胞リポソーム内にカプセル封入され
たものの濃度の決定において、溶液内の条件下（例えば、ｐＨ）で、分子が全体的にか、
または部分的にイオン化されているかどうかを考慮しなければならない。このようなイオ
ンが、脂質膜を透過するかどうかも決定しなければならない（Mahendra K. Jain, van No
strand Reinhold Co., The Bimolecular Lipid Bilayer Membrane, 1972、470 pp.）。当
業者には当然ながら、浸透圧賦形剤は、リポソームの使用によって治療を受けている対象
にとって毒性を示すか、そうでなければ有害であるものを避けるよう選択されなければな
らない。一般に、それ自体は対象に対して生物学的効果または治療効果を有さない浸透圧
賦形剤が選択される。
【０２８７】
　一般に、浸透圧賦形剤は、カプセル封入のために活性薬剤が溶解される水性成分の浸透
圧を変更するために使用され得る。浸透圧および薬物負荷の間に逆相関が存在し、水性成
分の浸透圧が低下するにつれて、活性薬剤の負荷は、一般に、増大する（米国特許第６，
１０６，８５８号）。浸透圧は、任意の添加される賦形剤を含めた水溶液中に存在する溶
質のモル濃度の合計である。したがって、使用されるヒアルロナン分解酵素の任意の選択
された濃度については、製造の際の薬物負荷は、第１の水性成分の全浸透圧への溶液中の
賦形剤によって行われる寄与を変更することによってモジュレートされ得る。
【０２８８】
　浸透圧賦形剤は、活性薬剤、すなわち、ヒアルロナン分解酵素の活性を促進できるもの
を含む。例えば、薬剤の有効期間を増大するため、またはバイオアベイラビリティを高め
るために、カルシウムイオンを対イオンとして同時カプセル封入してもよい。さらに、種
々の安定化剤を使用してもよい。多小胞リポソームを形成し、多小胞リポソームからのカ
プセル封入された薬剤の薬物負荷をモジュレートするために使用できる浸透圧賦形剤とし
て、それだけには限らないが、グルコース、スクロース、トレハロース、スクシネート、
グリシルグリシン、グルコン酸、シクロデキストリン、アルギニン、ガラクトース、マン
ノース、マルトース、マンニトール、グリシン、ヒスチジン、リシン、クエン酸、リン酸
、ソルビトール、デキストランおよびそれらの組合せが挙げられる。
【０２８９】
　第１の乳化に先立って、第１の水性成分および脂質成分のいずれかまたは両方に、塩酸
塩が添加され得る。十分な塩酸塩の添加は、高カプセル封入効率の達成における、またカ
プセル封入された酵素の制御された放出速度のための因子であり得る（例えば、米国特許
第５，７２３，１４７号参照のこと）。使用できる塩酸塩として、それだけには限らない
が、塩酸、リシン塩酸塩、ヒスチジン塩酸塩、アルギニン塩酸塩、トリエタノールアミン
塩酸塩、ピリジン塩酸塩およびそれらの組合せが挙げられる。また、塩酸、フッ化水素酸
、臭化水素酸およびヨウ化水素酸などの他のハロゲン化水素酸を使用してもよい。例えば
、カプセル封入された酵素の放出速度のモジュレーションは、酵素の所望の放出速度、す
なわち、治療上有効な放出速度に達するよう、多小胞リポソームの形成の際に油中水エマ
ルジョンを形成するために使用される脂質成分中または第１の水性中のいずれかに存在す
る塩酸塩の濃度を調整することによって達成できる。使用される塩酸塩の濃度に応じて、
多小胞リポソームからの酵素の放出速度は、塩酸塩が、リポソームの製造において使用さ
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れていない場合に達成されるものを超えて増大または低減され得るということは、留意さ
れなければならない。任意の特定の多小胞リポソーム製剤とともに使用される塩酸塩の量
は、リポソームの化学特性（すなわち、製剤中に使用される脂質の組合せ）、リポソーム
中にカプセル封入される水溶液、リポソームが配置される環境に応じて、ならびにカプセ
ル封入される特定の酵素に応じて変わる。
【０２９０】
　他の例では、第１の乳化に先立って、第１の水性成分および脂質成分のいずれかまたは
両方に非ハロゲン化水素酸が添加され得る。非ハロゲン化水素酸の添加は、ＭＶＬからの
酵素の放出速度の制御における因子であり得る（例えば、米国特許第５，７６６，６２７
号参照のこと）。酸として、それだけには限らないが、過塩素酸、硝酸、グルクロン酸、
クエン酸、ギ酸、酢酸、トリフルオロ酢酸、トリクロロ酢酸、硫酸、リン酸およびそれら
の組合せが挙げられる。使用される酸の量は、所望の、制御された放出速度、特に、前立
腺間質において治療上有効なレベルのカプセル封入された酵素をもたらす放出速度を提供
するのに有効なものである。例えば、それが添加され得る脂質成分または第１の水性成分
中の非ハロゲン化水素酸の濃度は、０．１ｍＭ～０．５Ｍもしくはその間、例えば、１０
ｍＭ～２００ｍＭ、例えば、少なくとも０．１ｍＭ、１０ｍＭ、１００ｍＭもしくは２０
０ｍＭであり得る。
【０２９１】
　使用できる他の賦形剤として、酵素の安定性を保つか、または増強し、および／または
酵素のカプセル封入の割合を高める任意のものが挙げられる。ヒアルロン酸（ヒアルロナ
ン；ＨＡ）は、第１の水相中に含まれる場合には、ヒアルロナン分解酵素のカプセル封入
を高めることが本明細書においてわかる。ＨＡはまた、ヒアルロナン分解酵素の安定性を
保つ、および／または増強する。したがって、ヒアルロナン分解酵素およびＨＡを含有す
るＭＶＬ製剤が本明細書において提供される。このようなＭＶＬ製剤は、製造の際に、ヒ
アルロナン分解酵素ヒアルロン酸を１ｍｇ／ｍＬのＨＡ～１００ｍｇ／ｍＬのＨＡもしく
は約１ｍｇ／ｍＬのＨＡ～１００ｍｇ／ｍＬのＨＡの間、例えば、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ
～７５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、例えば、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ～５０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、特に
、少なくとも１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４ｍｇ／
ｍＬのＨＡ、５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、８ｍｇ／
ｍＬのＨＡ、９ｍｇ／ｍＬのｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１２
ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１５ｍｇ／ｍＬのＨ
Ａ、１６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１９ｍｇ／
ｍＬのＨＡ、２０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４
０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５０ｍｇ／ｍＬのＨＡもしくはそれ以上または約１ｍｇ／ｍＬのＨ
Ａ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５ｍｇ／ｍＬのＨ
Ａ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９ｍｇ／ｍＬのｈ
Ａ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１３ｍｇ／
ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１
７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２０ｍｇ／ｍＬの
ＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５０ｍｇ
／ｍＬのＨＡもしくはそれ以上または１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３ｍｇ
／ｍＬのＨＡ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７ｍｇ
／ｍＬのＨＡ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９ｍｇ／ｍＬのｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１１
ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬのＨ
Ａ、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍｇ／
ｍＬのＨＡ、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３
０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５０ｍｇ／ｍＬのＨＡもしくはそれ以上の
範囲で含有する第１の水性成分を使用することによって得られる。いくつかの例では、Ｍ
ＶＬ製剤は、製造の際に、１：５００、１：４００、１：３００、１：２００、１：１０
０、１：９０、１：８０、１：７０、１：６０、１：５０、１：４０、１：３０、１：２
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０、１：１０、１：９、１：８、１：７、１：６、１：５、１：４、１：３、１：２、１
：１、２：１、３：１、４：１、５：１、６：１、７：１、８：１、９：１、１０：１、
２０：１、３０：１、４０：１、５０：１、６０：１、７０：１、８０：１、９０：１、
１００：１、２００：１、３００：１、４００：１、５００：１もしくはそれ以上である
か、または約１：５００、１：４００、１：３００、１：２００、１：１００、１：９０
、１：８０、１：７０、１：６０、１：５０、１：４０、１：３０、１：２０、１：１０
、１：９、１：８、１：７、１：６、１：５、１：４、１：３、１：２、１：１、２：１
、３：１、４：１、５：１、６：１、７：１、８：１、９：１、１０：１、２０：１、３
０：１、４０：１、５０：１、６０：１、７０：１、８０：１、９０：１、１００：１、
２００：１、３００：１、４００：１、５００：１である、ＨＡ対ヒアルロナン分解酵素
のモル比を含有する第１の水性成分を使用することによって得られる。カプセル封入効率
に応じて、得られるＭＶＬ製剤は、製造プロセスに使用されるＨＡのうち少なくとも５％
、１０％、１５％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、８５％
またはそれ以上であるカプセル封入されたＨＡを含有する。例えば、得られるＭＶＬ製剤
は、０．０５ｍｇ／ｍＬ～９０ｍｇ／ｍＬまたはその間、例えば、０．７５ｍｇ／ｍＬ～
１３．０ｍｇ／ｍＬ、例えば、１ｍｇ／ｍＬ～１０ｍｇ／ｍＬ、一般に、少なくとも０．
１ｍｇ／ｍＬのＨＡである量のＨＡを含有する。いくつかの例では、ＨＡ対ヒアルロナン
分解酵素のモル比は、１：５００、１：４００、１：３００、１：２００、１：１００、
１：９０、１：８０、１：７０、１：６０、１：５０、１：４０、１：３０、１：２０、
１：１０、１：９、１：８、１：７、１：６、１：５、１：４、１：３、１：２、１：１
、２：１、３：１、４：１、５：１、６：１、７：１、８：１、９：１、１０：１、２０
：１、３０：１、４０：１、５０：１、６０：１、７０：１、８０：１、９０：１、１０
０：１、２００：１、３００：１、４００：１、５００：１もしくはそれ以上であるか、
または約１：５００、１：４００、１：３００、１：２００、１：１００、１：９０、１
：８０、１：７０、１：６０、１：５０、１：４０、１：３０、１：２０、１：１０、１
：９、１：８、１：７、１：６、１：５、１：４、１：３、１：２、１：１、２：１、３
：１、４：１、５：１、６：１、７：１、８：１、９：１、１０：１、２０：１、３０：
１、４０：１、５０：１、６０：１、７０：１、８０：１、９０：１、１００：１、２０
０：１、３００：１、４００：１、５００：１もしくはそれ以上である。
【０２９２】
　　　ｉｉ．例示的ＭＶＬ－ヒアルロナン分解酵素製剤
　多小胞リポソーム（ＭＶＬ）中にカプセル封入されている、ヒアルロナン分解酵素、例
えば、ＰＨ２０または組換えＰＨ２０などのヒアルロニダーゼを含有する製剤が、本明細
書において提供される。ＭＶＬ製剤は、製造の際に、溶解ヒアルロナン分解酵素２ｍｇ／
ｍＬ未満のヒアルロナン分解酵素、例えば、０．１～１．９ｍｇ／ｍＬの酵素の間もしく
は０．２５～１．９ｍｇ／ｍＬの酵素の間またはおよそその間、例えば、０．５ｍｇ／ｍ
Ｌ～１．５ｍｇ／ｍＬ、例えば、０．７５ｍｇ／ｍＬ～１．２５ｍｇ／ｍＬ、特に、少な
くとも１ｍｇ／ｍＬまたは約１ｍｇ／ｍＬのヒアルロナン分解酵素であるが、２ｍｇ／ｍ
Ｌ未満の酵素の濃度を含有する第１の水性成分を使用することによって得られる。得られ
るＭＶＬ製剤は、懸濁液濃度において、０．１ｍｇ／ｍＬ～１ｍｇ／ｍＬの間またはおよ
そその間のヒアルロナン分解酵素、例えば０．２ｍｇ／ｍＬ～０．５ｍｇ／ｍＬ、例えば
、少なくとも０．０５ｍｇ／ｍＬ、０．１ｍｇ／ｍＬ、０．２ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍｇ／
ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０．６ｍｇ／ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍＬ、０
．８ｍｇ／ｍＬ、０．９ｍｇ／ｍＬまたは約０．０５ｍｇ／ｍＬ、０．１ｍｇ／ｍＬ、０
．２ｍｇ／ｍＬ、０．３ｍｇ／ｍＬ、０．４ｍｇ／ｍＬ、０．５ｍｇ／ｍＬ、０．６ｍｇ
／ｍＬ、０．７ｍｇ／ｍＬ、０．８ｍｇ／ｍＬ、０．９ｍｇ／ｍＬの酵素、特に、少なく
とも、０．３ｍｇ／ｍＬの酵素を含有する。
【０２９３】
　いくつかの例では、製剤の製造において使用される第１の水性成分は、中性ｐＨまたは
その付近である。バッファーまたは水溶液のｐＨを調整することは、当業者のレベルの範



(86) JP 2014-510045 A 2014.4.24

10

20

30

40

50

囲内である。一般に、ＭＶＬ製剤は、製造の際に、６．０～７．５、６．０～７．０もし
くは６．０～６．５の間またはおよそその範囲、特に、少なくとも６．０または約６．０
、例えば、少なくとも６．５または約６．５であるｐＨを有する第１の水溶液を使用する
ことによって得られる。
【０２９４】
　他の例では、第１の水性成分は、浸透圧賦形剤などの１種または複数の賦形剤を含有し
得る。特に、賦形剤は、ヒアルロナン分解酵素の安定性を高め、ヒアルロナン分解酵素の
カプセル封入の割合を高めるものまたはヒアルロナン分解酵素の安定性を高め、カプセル
封入の割合も高めるものである。賦形剤の限定されない例として、スクロース、塩化カル
シウム（ＣａＣｌ２）、グリセロール、デキストラン、ＰＥＧ（例えば、ＰＥＧ－６００
０）、ヒアルロン酸（ＨＡ）、プロリン、Ａｒｇ－ＨＣｌ、ソルビトール、トレハロース
またはヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）または上記のいずれかの組合せが挙げられる。例え
ば、例示的ＭＶＬ製剤は、製造の際に、１ｍＭ～５０ｍＭのＣａＣｌ２、例えば、５ｍＭ
～２５ｍＭのＣａＣｌ２、例えば、１０ｍＭ～２０ｍＭのＣａＣｌ２、特に、少なくとも
１０ｍＭ、１５ｍＭもしくは２０ｍＭのＣａＣｌ２または約１０ｍＭ、１５ｍＭもしくは
２０ｍＭのＣａＣｌ２または１０ｍＭ、１５ｍＭもしくは２０ｍＭのＣａＣｌ２を含有す
る第１の水性成分を使用することによって得られる。他の例では、例示的ＭＶＬ製剤は、
ボルテックスミキサーを使用し、製造の際に、有機溶媒相に対するヒアルロナン分解酵素
の初期曝露を最小にするために、１０μｌ～５００μｌのグリセロール、例えば、１００
μｌ～２００μｌ、例えば、少なくとも１５０μｌまたは約１５０μｌまたは１５０μｌ
のグリセロールを含有する中間相上に層状にされた第１の水性成分を使用することによっ
て得られる。さらなる例では、例示的ＭＶＬ製剤は、製造の際に、０．０１％～１％の間
またはおよそその間のデキストラン（例えば、デキストラン４０，０００）、例えば、０
．０５％～０．５％のデキストラン、例えば、少なくとも０．１％または約０．１％また
は０．１％のデキストランを含有する第１の水性成分を使用することによって得られる。
他の例では、例示的ＭＶＬ製剤は、製造の際に、０．０１％～１％の間またはおよそその
間のＰＥＧ（例えば、ＰＥＧ－６０００）、例えば、０．０５％～０．５％のＰＥＧ、例
えば、少なくとも０．１％または約０．１％または０．１％のＰＥＧを含有する第１の水
性成分を使用することによって得られる。他の例では、例示的ＭＶＬ製剤は、製造の際に
、１ｍＭ～１Ｍの間またはおよそその間のプロリン、例えば、１０ｍＭ～５００ｍＭのプ
ロリン、例えば、少なくとも１００ｍＭまたは約１００ｍＭまたは１００ｍＭのプロリン
を含有する第１の水性成分を使用することによって得られる。さらなる例では、例示的Ｍ
ＶＬ製剤は、製造の際に、１ｍＭ～１Ｍの間またはおよそその間のＡｒｇ－ＨＣｌ（例え
ば、ｐＨ６．４４）、例えば、１０ｍＭ～５００ｍＭのＡｒｇ－ＨＣｌ、例えば、少なく
とも１００ｍＭまたは約１００ｍＭまたは１００ｍＭのＡｒｇ－ＨＣｌを含有する第１の
水性成分を使用することによって得られる。さらなる例では、例示的ＭＶＬ製剤は、製造
の際に、１％～２０％の間またはおよそその間のソルビトール、例えば、５％～１５％の
ソルビトール、例えば、少なくとも５％、６％、７％、８％、９％、１０％もしくはそれ
以上または約５％、６％、７％、８％、９％、１０％もしくはそれ以上または５％、６％
、７％、８％、９％、１０％もしくはそれ以上のソルビトールを含有する第１の水性成分
を使用することによって得られる。いくつかの例では、例示的ＭＶＬ製剤は、製造の際に
、１％～２０％の間またはおよそその間のトレハロース、例えば、５％～１５％のトレハ
ロース、例えば、少なくとも５％、６％、７％、８％、９％、１０％もしくはそれ以上ま
たは約５％、６％、７％、８％、９％、１０％もしくはそれ以上または５％、６％、７％
、８％、９％、１０％もしくはそれ以上のトレハロースを含有する第１の水性成分を使用
することによって得られる。上記の任意のものの組合せを使用できることは理解される。
【０２９５】
　特定の例では、ＭＶＬ製剤は、製造の際に、１ｍｇ／ｍＬのＨＡ～１００ｍｇ／ｍＬの
ＨＡまたはおよそ１ｍｇ／ｍＬのＨＡ～１００ｍｇ／ｍＬのＨＡの間、例えば、１０ｍｇ
／ｍＬのＨＡ～７５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、例えば、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ～５０ｍｇ／ｍＬ
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のＨＡ、特に、少なくとも１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３ｍｇ／ｍＬのＨ
Ａ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７ｍｇ／ｍＬのＨ
Ａ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９ｍｇ／ｍＬのｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１１ｍｇ／ｍＬ
のＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１５ｍ
ｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍｇ／ｍＬのＨＡ
、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３０ｍｇ／ｍ
ＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５０ｍｇ／ｍＬのＨＡもしくはそれ以上または約１ｍ
ｇ／ｍＬのＨＡ、２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５ｍ
ｇ／ｍＬのＨＡ、６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９ｍ
ｇ／ｍＬのｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨＡ
、１３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／ｍ
ＬのＨＡ、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２０
ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、３０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬのＨ
Ａ、５０ｍｇ／ｍＬのＨＡもしくはそれ以上または１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２ｍｇ／ｍＬの
ＨＡ、３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、６ｍｇ／ｍＬの
ＨＡ、７ｍｇ／ｍＬのＨＡ、８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、９ｍｇ／ｍＬのｈＡ、１０ｍｇ／ｍＬ
のＨＡ、１１ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１２ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１３ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１４ｍ
ｇ／ｍＬのＨＡ、１５ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１６ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１７ｍｇ／ｍＬのＨＡ
、１８ｍｇ／ｍＬのＨＡ、１９ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、２５ｍｇ／ｍ
ＬのＨＡ、３０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、４０ｍｇ／ｍＬのＨＡ、５０ｍｇ／ｍＬのＨＡもしく
はそれ以上の範囲のヒアルロン酸（ＨＡ）を含有する第１の水性成分を使用することによ
って得られる。カプセル封入効率に応じて、得られるＭＶＬ製剤は、製造プロセスに使用
されるＨＡのうち少なくとも１％、５％、１０％、１５％、２０％、３０％、４０％、５
０％、６０％、７０％、８０％、８５％またはそれ以上であるカプセル封入されたＨＡを
含有する。例えば、得られるＭＶＬ製剤は、ＨＡを０．０５ｍｇ／ｍＬ～９０ｍｇ／ｍＬ
または０．０５ｍｇ／ｍＬ～９０ｍｇ／ｍＬの間、例えば、０．７５ｍｇ／ｍＬ～１３．
０ｍｇ／ｍＬ、例えば、１ｍｇ／ｍＬ～１０ｍｇ／ｍＬ、一般に、少なくとも０．１ｍｇ
／ｍＬのＨＡである量で含有する。
【０２９６】
　中性脂質の混合物、両親媒性脂質の混合物を含有する、ヒアルロナン分解酵素をカプセ
ル封入する、本明細書において提供されるＭＶＬ製剤が調製される。脂質製剤のための例
示的中性脂質および両親媒性脂質は、上記に提供されている。一般に、製剤はまた、コレ
ステロールも含有する。いくつかの例では、製剤は、ＤＰＰＧをさらに含有する。例えば
、中性脂質成分は、２５／７５（徐放性／速放性）、５０／５０、７５／２５または９０
／１０、特に、５０／５０のモル比範囲で、徐放性中性脂質（例えば、トリオレインまた
は他の徐放性中性脂質）および速放性中性脂質（例えば、トリカプリリンまたは他の速放
性中性脂質）の混合物を含有する。両親媒性（ａｍｐｈｉｐａｔｉｃ）脂質成分はまた、
一般に、ＤＥＰＣおよびＤＯＰＣを、５０／５０、７５／２５または９０／１０、特に、
５０／５０のモル比（ＤＥＰＣ／ＤＯＰＣ）で含有する混合物である。例えば、ＭＶＬ製
剤は、製造の際に、１９．８ｍＭ　ＤＥＰＣ、３０ｍＭコレステロール、３．７５ｍＭト
リオレインを含有する混合物と、１９．８ｍＭ　ＤＯＰＣ、３０ｍＭコレステロールおよ
び３．７５ｍＭトリカプリリンを含有する混合物の５０：５０混合物として、揮発性有機
溶媒中の両親媒性脂質および中性脂質を使用することによって得られる。例示的ＭＶＬ製
剤は、表１９に示されている。
【０２９７】
　　　ｉｉｉ．ＭＶＬ共製剤
　ヒアルロナン分解酵素と同時カプセル封入された他の治療薬をさらに含有するＭＶＬ共
製剤が本明細書において提供される。他の治療薬は、当業者に公知の任意の薬物または薬
剤であり得る。他の薬剤は、親水性または疎水性であり得る。一般に、このようなリポソ
ーム製剤の作製では、節Ｄ．２、特に、小節ｉおよびｉｉにおいて上記に記載された手順
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およびパラメータが使用され得る。例えば、ＭＶＬ製剤は、一般に、製造の際に、中性お
よび両親媒性脂質の混合物を使用することによって調製される。本明細書において記載さ
れるように、中性および両親媒性脂質は、各々、混合物として提供され得る。一般に、製
剤はまた、コレステロールも含有する。いくつかの例では、製剤は、ＤＰＰＧをさらに含
有する。
【０２９８】
　いくつかの例では、ＭＶＬ共製剤は、ヒアルロナン分解酵素および他の薬剤を含有する
第１の水性成分を、有機溶媒中の脂質成分と混合することによって調製される。他の例で
は、他の薬剤は、疎水性薬物であり、ＭＶＬ共製剤は、ヒアルロナン分解酵素を含有する
第１の水性成分と、疎水性薬物も含有する有機溶媒中の脂質成分を混合することによって
調製される。有機溶媒中に脂質成分とともに疎水性薬物を含むことが、疎水性薬物の、Ｍ
ＶＬの脂質相へのカプセル封入またはインターカレーションをもたらすことが本明細書に
おいてわかる。したがって、ヒアルロナン分解酵素と組み合わせて作製する場合には、Ｍ
ＶＬ製剤は、同一製剤中に同時カプセル封入された親水性および疎水性薬物を含有し、そ
れによって、ヒアルロナン分解酵素は、水相中にあり、疎水性薬物は、脂質相中にある。
当業者に公知の任意の疎水性薬物は、ヒアルロナン分解酵素とともにＭＶＬ製剤中に同時
カプセル封入され得る。このような疎水性薬物として、それだけには限らないが、ドセタ
キセル、プレドニゾン、プレドニゾロン、イブプロフェン、クロトリアマゾール（ｃｌｏ
ｔｒｉａｍａｚｏｌｅ）、リスペリドン、クエン酸タモキシフェン、ジアセパン（ｄｉａ
ｓｅｐａｎ）、ＮＰＨインスリン、ベンゾジアゼピン、クロフィブラート、クロルフェニ
ラミン、ジニトラート、ジゴキシン、ジギトキシン、酒石酸エルゴタミン、エストラジオ
ール、フェノフィブラート、グリスコフルビン（ｇｒｉｓｃｏｆｕｌｖｉｎ）、ヒドロク
ロロチアジド、ヒドロコルチゾン、イソソルビド、メドロゲストン、オキシフェンブタゾ
ン、ポリチアジド、プロゲンステロン（ｐｒｏｇｅｎｓｔｅｒｏｎｅ）、スピロノラクト
ン、トルブタミド、１０，１１－ジヒドロ－５Ｈ－ジベンゾ［ａ，ｄ］シクロ－ヘプテン
－５－カルボキサミド、５Ｈ－ジベンゾ［ａ，ｄ］シクロヘプテン－５－カルボキサミド
、フィナステリドまたはデュタステリドなどの５α－レダクターゼ阻害剤および当業者に
公知の他のものが挙げられる。
【０２９９】
　疎水性薬物を含有するＭＶＬ共製剤の作製に関して、脂質共製剤粒子の形態は、薬物濃
度および脂質濃度によって影響を受け得るということが、本明細書においてわかる。活性
カプセル封入薬物の活性を保持しながら、治療的適用にとって十分な形態の粒子を得るた
めに、薬物および脂質の最適濃度を決定することは、当業者のレベルの範囲内である。実
施例は、形態および活性を評価およびモニタリングするための手順を例示する。
【０３００】
　一例では、疎水性薬物の濃度が、５ｍｇ／ｍＬもしくは５ｍｇ／ｍＬ未満または約５ｍ
ｇ／ｍＬもしくは５ｍｇ／ｍＬ未満、一般に、０．１ｍｇ／ｍＬ～５ｍｇ／ｍＬの間また
はおよそその間であるＭＶＬ共製剤が、作製される。さらに、共製剤の製造の際に、高い
総脂質濃度を使用するＭＶＬ共製剤が作製され得る。例えば、本明細書において提供され
る共製剤の作製では、脂質の濃度は、２０ｍＭを超える、例えば、２０ｍＭ～１００ｍＭ
、例えば、３０ｍＭ～６０ｍＭである、両親媒性脂質（例えば、ＤＥＰＣまたはＤＯＰＣ
またはそれらの混合物）の量；３ｍＭまたは３ｍＭを超える、例えば、４ｍＭ～２０ｍＭ
、例えば、５ｍＭ～１２ｍＭである量の中性脂質（例えば、トリオレインまたはトリカプ
リリンまたはそれらの混合物）の量；３ｍＭを超える、例えば、４ｍＭ～２０ｍＭ、例え
ば、５ｍＭ～１２ｍＭであるＤＰＰＧの量；および／または１５ｍＭを超える、例えば、
１５ｍＭ～１００ｍＭ、例えば、２０ｍＭ～８０ｍＭまたは３０ｍＭ～６０ｍＭ、例えば
、少なくとも３０ｍＭであるコレステロールの量を含み得る。
【０３０１】
　本明細書における特定の例では、他の薬剤は、本明細書において記載されるようなＢＰ
Ｈを治療するのに適した薬剤である。このような薬剤は、以下の節Ｆに示される任意のも
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のを含む。例えば、薬剤は、ステロイド系抗アンドロゲン薬、非ステロイド系抗アンドロ
ゲン薬または５α－レダクターゼ阻害剤などの抗アンドロゲン薬；α１－アドレナリン受
容体アンタゴニストなどのα遮断薬；またはボツリヌス毒素もしくは修飾ボツリヌス毒素
であり得る。特定の例では、他の薬剤は、疎水性５α－レダクターゼ阻害剤フィナステリ
ドまたはデュタステリドである。例えば、本明細書において提供されるＭＶＬ製剤は、ヒ
アルロナン分解酵素が、水相中にあり、フィナステリドまたはデュタステリドが、脂質相
中にあるものを含む。例示的ＭＶＬ共製剤は、本明細書において実施例８および表２０に
示されている。このようなＭＶＬ共製剤は、本明細書において記載されるようなＢＰＨの
治療において使用され得る。
【０３０２】
　　　ｉｖ．カプセル封入および効率の評価
　リポソームサンプル中に存在するタンパク質の相対量を評価するためのアッセイは、当
業者に公知である。例えば、このようなアッセイとして、それだけには限らないが、高分
子量タンパク質（ＨＭＷＰ）、例えば、凝集物を特性決定するサイズ排除クロマトグラフ
－ＨＰＬＣ（ＳＥＣ－ＨＰＬＣ）およびＲＰ－ＨＰＬＣによる含量分析が挙げられる。こ
れらの例では、親水性タンパク質薬物を抽出する方法は、特定の界面活性剤を必要とする
ことが本明細書においてわかる。例えば、ＲＰ－ＨＰＬＣによる含量分析のための１％ド
デシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）の使用。他の例では、ＨＭＷＰ凝集体を特性決定するた
めの、ＳＥＣ－ＨＰＬＣ分析のための１％オクチルグルコシドの使用。
【０３０３】
　例えば、カプセル封入効率は、例えば、本明細書において記載されるようなＲＰ－ＨＰ
ＬＣを使用して、得られたＭＶＬ製剤のヒアルロナン分解酵素または他の薬物の含量（懸
濁液濃度および／または遊離濃度パーセント）を決定することによって評価できる。カプ
セル封入の効率を決定できる。カプセル封入パーセントは、プロセスの第１の水溶液中に
使用されるカプセル封入されるべき化合物の総量に対する、リポソーム製造プロセスの最
終懸濁液中のカプセル封入された化合物の量の割合に１００をかけたものとして決定でき
る。カプセル封入パーセントは、一般に、少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、
５０％、６０％、７０％、８０％、８５％もしくはそれ以上または１０％、２０％、３０
％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、８５％もしくはそれ以上または約１０％
、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、８５％もしくはそれ以上
である。
【０３０４】
　他の例では、薬物負荷能、すなわち、生成物リポソーム懸濁液中に負荷される活性薬剤
（例えば、ヒアルロナン分解酵素または他の薬物）の量を決定できる。薬物負荷能は、リ
ポソーム製剤の単位容量中で利用可能な活性薬剤の量の尺度であり、リポソーム自体の中
のカプセル封入される容量のパーセントに対するリポソーム懸濁液の単位容量あたりのカ
プセル封入された薬物の割合である。それは、低いパーセントの遊離薬物については、懸
濁液のリポクリットで除した、懸濁液中の活性薬剤の濃度にほぼ等しい。リポクリットと
は、総懸濁液容量に対するリポソームによって占められた容量の割合に１００をかけたも
のである。
【０３０５】
　他の例では、カプセル封入されたヒアルロナン分解酵素または他の薬物の安定性は、製
剤中の活性薬剤（例えば、ＰＨ２０などのヒアルロナン分解酵素または他の薬物）の凝集
、溶解度および／または活性を評価することによって決定できる。例えば、ヒアルロナン
分解酵素の活性（総活性および／または遊離酵素活性パーセント）は、基質の切断または
分解を評価するアッセイによって、本明細書に例示されるように決定できる。このような
アッセイは、当業者に公知である。例えば、ヒアルロニダーゼについてのＵＳＰ　ＸＸＩ
Ｉアッセイは、酵素をヒアルロン酸（ＨＡ）と３７℃で３０分間反応させた後に残存する
未分解ヒアルロン酸またはヒアルロナン基質の量を測定することによって、活性を間接的
に決定する（USP XXII-NF XVII (1990) 644-645 United States Pharmacopeia Conventio
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n, Inc, Rockville, MD）。任意のヒアルロニダーゼの活性をユニットで確かめるために
、アッセイにおいてヒアルロニダーゼ参照標準（ＵＳＰ）または国民医薬品集（ＮＦ）標
準ヒアルロニダーゼ溶液を使用してもよい。一例では、活性を、マイクロ濁度アッセイを
使用して測定する。これは、ヒアルロン酸が血清アルブミンと結合する場合の不溶性沈殿
物の形成に基づいている。活性は、ヒアルロニダーゼをヒアルロン酸ナトリウム（ヒアル
ロン酸）とともに一定期間（例えば、１０分）インキュベートすること、次いで、酸性化
血清アルブミンの添加によって未消化ヒアルロン酸ナトリウムを沈殿させることによって
測定する。さらなる発展期間の後、得られたサンプルの濁度を６４０ｎｍで測定する。ヒ
アルロン酸ナトリウム基質に対するヒアルロニダーゼ活性に起因する濁度の低下が、ヒア
ルロニダーゼ酵素活性の尺度である。他の例では、ヒアルロニダーゼ活性を、ヒアルロニ
ダーゼととものインキュベーション後に、残存するビオチン化ヒアルロン酸が測定される
マイクロタイターアッセイを使用して測定する（例えば、Frost and Stern (1997) Anal.
 Biochem. 251:263-269、米国特許公報第２００５０２６０１８６参照のこと）。ヒアル
ロン酸のグルクロン酸残基上の遊離カルボキシル基をビオチン化し、ビオチン化ヒアルロ
ン酸基質は、マイクロタイタープレートに共有結合している。ヒアルロニダーゼとともに
インキュベートした後、残存するビオチン化ヒアルロン酸基質を、アビジン－ペルオキシ
ダーゼ反応を使用して検出し、既知活性のヒアルロニダーゼ標準との反応後に得られたも
のと比較する。ヒアルロニダーゼ活性を測定するための他のアッセイはまた、当技術分野
で公知であり、本明細書における方法において使用できる（例えば、Delpech et al., (1
995) Anal. Biochem. 229:35-41; Takahashi et al., (2003) Anal. Biochem. 322:257-2
63参照のこと）。
【０３０６】
Ｅ．投与量、投与および治療方法
　上記のヒアルロナン分解酵素のいずれか、特に、ＭＶＬ製剤などのヒアルロナン分解酵
素の徐放性製剤を、ヒアルロナン関連疾患または状態の治療のために投与できる。例えば
、上記のヒアルロナン分解酵素のいずれか、特に、ＭＶＬ製剤などのヒアルロナン分解酵
素の徐放性製剤は、良性前立腺肥大症（ＢＰＨ）の治療のために投与できる。
【０３０７】
　組成物および製剤は、任意の所望の経路、例えば、腫瘍内、関節内（関節中への）、眼
内、筋肉内の、くも膜下腔内、腹腔内、皮下、静脈内の、リンパ内、経口および粘膜下お
よび頬側（例えば、舌下）によって投与できる。本明細書において提供された組成物は、
通常、前立腺内経路（経尿道的、経会陰的および経直腸的）による投与のために製剤され
る。このような経路に適した製剤は、当業者に公知である。投与は、局所（ｌｏｃａｌ）
、局所（ｔｏｐｉｃａｌ）または全身であり得る。治療を必要とする領域への局所投与は
、例えば、それだけには限らないが、手術の間の局所注入によって、注射またはカテーテ
ルによる点滴注入によって、坐剤によって、または移植錠によって達成され得る。組成物
はまた、他の生物学的に活性な薬剤とともに、逐次、間欠性に、または同一組成物中のい
ずれかで投与され得る。投与はまた、制御放出製剤およびポンプなどによるデバイス制御
放出を含めた制御放出系を含み得る。
【０３０８】
　任意の所与の場合における最も適した経路は、疾患の進行、疾患の重篤度、治療に使用
される特定の組成物（単数または複数）などの種々の因子に応じて変わる。本明細書にお
ける目的上、ヒアルロニダーゼおよび他の薬剤が、それらが高い治療濃度を達成し、前立
腺中に局在されるよう投与されることが望ましい。したがって、前立腺内注射などによる
前立腺への直接投与が考慮される。例えば、局所投与は、シリンジまたはニードルなどの
注射装置を含有する他の製造品などからの注射によって達成され得る。他の例では、局所
投与は、注入によって達成され得、これは、ポンプまたは他の同様のデバイスの使用によ
って促進され得る。他の投与様式も考慮される。医薬組成物は、各投与経路にとって適当
な投与形に製剤され得る。
【０３０９】
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　前立腺への直接的な薬剤の投与は、当業者に公知の手順である。肥大化した前立腺中の
好ましい注射部位として、左右の外側葉および中葉が挙げられる。１つの葉が注射されよ
うと、複数の葉が注射されようと、注射（単数または複数）の容量および各葉内の位置は
、ＢＰＨの診断のもとになったデータを使用してか、または薬剤の投与を補助するために
使用される超音波機器によって集められた情報を使用してのいずれかで、主治医によって
決定され得る。
【０３１０】
　前立腺内注射は、指での直腸管理および／または超音波誘導下で前立腺中に挿入された
長い、細針によって達成される。注射は、普通、局所麻酔下で行われる。注射溶液は、リ
ドカインで希釈され得る。注射の際、針は、組成物（単数または複数）の最良の可能性あ
る分布を得るために頻繁に再配置され得る。前立腺中に注射される液体またはゲルの通常
の容量は、前立腺容量のおよそ２０～３０％である。開示された組成物の前立腺への導入
のために、いくつかの注射経路が利用可能である。
【０３１１】
　１つの投与経路は、経尿道的前立腺内（病巣内）注射によってである。経尿道的技術で
は、直前にカテーテル法を行う。注射される組成物の容量は、通常、１～２０ｃｃ／葉で
変わる。注射された組成物の効果を最適化するために、可膨張性のバルーンを用いて前立
腺尿道を広げることが望ましいことがある。膀胱鏡検査によって挿入されたバルーンは、
尿道に流れ込む多孔性の管系によって注射された酵素溶液の即時放出を阻害する。この注
射経路の利点は、この方法によって、病理学のための結節性領域の直接的な膀胱鏡検査可
視化および代謝不活性化のリスクを伴わずに所望の位置に高濃度の組成物を配置すること
が可能になることである。前立腺の直接注射の際に患者によって経験される疼痛および不
快感は、通常、最小のものであり、筋肉内注射に相当する。
【０３１２】
　あるいは、前立腺注射の経会陰的または経直腸的経路が使用され得る。注射の経会陰的
経路は、超音波および／または指診によって誘導される会陰から前立腺への２２ｇ×２０
ｃｍの吸引生検針の配置を含む。やはり、１～２０ｃｃの開示された組成物が、通常、前
立腺の各片側葉中に注射される。注射は、一般に、局所麻酔下で行われる。注射の際、針
は、組成物の最良の可能性ある分布を得るために頻繁に再配置される。針の位置は、一定
の指での直腸管理下に維持しながら超音波によって誘導され得る。注射の経会陰的経路は
、注射後細菌感染による合併症の可能性の低減という点で、経尿道的または経直腸的経路
のいずれかよりも良好な代替案であり得る。
【０３１３】
　経直腸的経路によって、指での直腸触診を実施しながらの直腸壁を通る針の導入および
前立腺の注射が可能となる。経直腸的経路による注射は、わずかに曲がった２２ｇ×２０
ｃｍの可動性吸引生検針を用いて実施され得る。Ｆｒａｎｚｅｎ針ガイド（Ｐｒｅｃｉｓ
ｉｏｎ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ、Ｓａｎ　Ｆｅｒｎａｎｄｏ、ＣＡ）の使用は、例えば、針が
、超音波および／または触覚ガイダンス技術下で被検病変に安全に向けられるのを可能に
する。滅菌前立腺針ガイドを、手袋をした人差し指上に配置する。指サックを針ガイドの
上に配置する。人差し指および針ガイドを、直腸中に挿入し、前立腺の被検病変を触診す
る。針を、ガイドを通して挿入し、組織中に進める。およそ１～２０ｃｃの溶液が、前立
腺の片側葉中に注射され得る。十分な物質を注射するために、針を３～５回前後に動かす
ことができる。針穿刺の際の疼痛を低減するために、麻酔ゼリーを注射前に適用してもよ
い。他のデバイスは、当業者に周知であり、本明細書における方法において適用および使
用してもよい。例えば、ＧｅｌＴｘ（商標）－超音波イメージング（例えば、経直腸バイ
プレーンプローブを使用して）と組み合わせた前立腺内ゲル注射治療は、注射針配置のた
めの優れたイメージングガイダンスを提供し得る（例えば、ＰｒｏＳｕｒｇ、Ｓａｎ　Ｊ
ｏｓｅ、ＣＡ参照のこと）。
【０３１４】
　医薬上活性な薬剤（単数または複数）の濃度は、注射が、所望の薬理学的効果をもたら
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すのに有効な量を提供するよう調整される。正確な用量は、当技術分野で公知であるよう
に、患者または動物の年齢、体重および状態に応じて変わる。単位用量非経口調製物は、
アンプル、バイアルまたは針を有するシリンジにパッケージングされる。医薬上活性な薬
剤（単数または複数）を含有する液体溶液または再構成される粉末調製物の容量は、疾患
の重篤度およびパッケージングのために選択される特定の製造品の関数である。非経口投
与のためのすべての調製物は、当技術分野で公知であり、実施されるように、無菌でなく
てはならない。
【０３１５】
　投与法は、選択された薬剤の、タンパク質分解ならびに抗原性および免疫原性反応によ
る免疫学的介入などの分解プロセスに対する曝露を低減するために使用され得る。このよ
うな方法の例として、治療部位での局所投与が挙げられる。治療薬のペグ化は、タンパク
質分解に対する抵抗性を高め、血漿半減期を増大し、抗原性および免疫原性を低減すると
報告されている。ペグ化方法論の例は、当技術分野で公知である（例えば、Lu and Felix
、Int. J. Peptide Protein Res., 43: 127-138, 1994; Lu and Felix, Peptide Res., 6
: 140-6、1993; Felix et al., Int. J. Peptide Res., 46: 253-64, 1995; Benhar et a
l., J. Biol. Chem., 269: 13398-404, 1994; Brumeanu et al., J Immunol., 154: 3088
-95, 1995を参照のこと；Caliceti et al. (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55(10):1261-
77およびMolineux (2003) Pharmacotherapy 23 (8 Pt 2):3S-8Sも参照のこと）。ペグ化
はまた、インビボでの核酸分子のデリバリーにおいても使用され得る。例えば、アデノウ
イルスのペグ化は、安定性および遺伝子導入を増大させ得る（例えば、Cheng et al. (20
03) Pharm. Res. 20(9): 1444-51参照のこと）。
【０３１６】
　医薬上治療上活性な薬剤およびその誘導体は、通常、単位投与形で、または複数回投与
形で製剤され、投与される。各単位用量は、必要な製薬担体、媒体または希釈液と関連し
て所望の治療効果をもたらすのに十分な所定の量の治療上活性な薬剤を含有する。単位用
量形の例は、アンプルおよびシリンジおよび個々にパッケージングされた錠剤またはカプ
セル剤が挙げられる。単位用量形は、画分またはその複数回のもので投与され得る。複数
回用量形は、分離された単位用量形で投与されるべき、単一容器中にパッケージングされ
た複数の個々の単位投与形である。複数回用量形の例として、バイアル、錠剤またはカプ
セル剤の瓶またはパイントもしくはガロン瓶が挙げられる。したがって、複数回用量形は
、パッケージングにおいて分離されていない複数の単位用量である。一般に、０．００５
％～１００％の範囲の有効成分を含有し、非毒性担体でバランスがとられた投与形または
組成物が調製され得る。
【０３１７】
　一定レベルの投与量が維持されるような徐放性（ｓｌｏｗ－ｒｅｌｅａｓｅ）または徐
放性（ｓｕｓｔａｉｎｅｄ－ｒｅｌｅａｓｅ）系の埋め込みも（例えば、米国特許第３，
７１０，７９５号参照のこと）本明細書において考慮される。例えば、ＭＶＬ製剤または
他の徐放性製剤のいずれかが投与され得る。このような組成物中に含有される活性薬剤の
パーセンテージは、その特定の性質、ならびに薬剤の活性および対象が必要としているこ
とに高度に依存している。制御放出および徐放性製剤もまた、複数回および単回用量形で
提供され得る。
【０３１８】
　例えば、本明細書において提供されるＭＶＬ製剤などの脂質製剤は、シリンジで提供さ
れる。いくつかの例では、シリンジは、膜小胞を含有する単一チャンバーを有する。他の
例では、シリンジは、それによって、一方のチャンバー中に膜小胞があり、ＢＰＨを治療
するための他の薬剤が他のチャンバー中にある、２つのチャンバーを有する。シリンジは
、単回使用または複数回使用注射用であり得る。他の例では、製剤は、滅菌容器、例えば
、単回使用または複数回使用容器中で提供される。複数回使用容器として提供される場合
には、一般に、防腐剤が含まれる。さらに、シリンジまたは容器および使用説明書を含有
するキットが提供される。
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【０３１９】
　特定の例では、ＢＰＨの症状を寛解させるか、または低減するのに治療上有効である量
または投与計画で投与される治療薬。治療上有効な量は、少なくとも１週間、一般に、少
なくとも１カ月、例えば、少なくとも２カ月、３カ月、４カ月、５カ月、６カ月、７カ月
、８カ月またはそれ以上の間、対象においてＢＰＨの１種または複数の症状を低減するの
に十分な投与量である。改善または治療の成功の指標として、閉塞性前立腺組織の大きさ
の減少および尿路閉塞の症状の軽減が挙げられる。治療の効果の客観的評価は、尿流動態
フロー分析、経尿道的検査、経直腸的超音波検査を含めた標準法によって、または国際前
立腺症状スコア（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｐｒｏｓｔａｔｅ　Ｓｙｍｐｔｏｍ　Ｓ
ｃｏｒｅ）（ＩＰＳＳ）または米国泌尿器科学会症状指数スコア（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｕ
ｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　Ｓｙｍｐｔｏｍ　Ｉｎｄｅｘ　Ｓｃｏｒ
ｅ）（ＡＵＡスコア）などの閉塞性症状スコアリング質問表によって測定され得る。
【０３２０】
　ＢＰＨ治療薬は、治療上有効な用量で提供される。治療上有効な濃度は、本明細書にお
いて提供されるアッセイなどの既知インビトロおよびインビボ系において化合物を試験す
ることによって実験的に決定され得る。組成物中の選択された治療薬の濃度は、吸収、不
活性化および排泄速度、物理化学的特徴、投与量スケジュールおよび投与される量ならび
に当業者に公知の他の因子に応じて変わる。例えば、正確な投与量および治療期間は、治
療されている組織の関数であり、既知試験プロトコールを使用してか、またはインビボも
しくはインビトロ試験データからの外挿によって実験的に決定され得るということは理解
される。濃度および投与量値はまた、治療される個体の年齢によって変わり得るというこ
とは留意されるべきである。任意の特定の対象に対して、特定の投与計画は、個体の必要
性および製剤を投与しているか、もしくは製剤の投与を監督している人物の専門的判断に
従って経時的に調整されなくてはならないということ、および本明細書に示される濃度範
囲は、単に例示的なものであって、その範囲を制限しようとするものではないということ
はさらに理解されるべきである。ＢＰＨの治療のために投与されるべき選択されるＢＰＨ
治療薬（単数または複数）の量は、標準臨床技術によって決定され得る。さらに、インビ
トロアッセイおよび動物モデルは、最適投与量範囲を同定するのに役立つよう使用され得
る。
【０３２１】
　したがって、実験的に決定され得る正確な投与量は、特定の治療用調製物、投与計画お
よび投与スケジュール、投与経路および疾患の重篤度に応じて変わり得る。したがって、
正確な投与量および量は、当業者に公知であるか、または文献またはインビトロもしくは
インビボ（例えば、動物モデル）実験に基づいて実験的に決定され得る。例えば、前立腺
内投与のための投与量または量は、経口または静脈内投与に使用される投与量および量ま
たはその投与量から外挿され得る投与量もしくは量であり得る。当業者ならば、特定のＢ
ＰＨ治療薬の投与のための投与計画について精通している。
【０３２２】
　可溶性ヒアルロニダーゼは、本明細書において提供された組合せ、製剤および組成物に
おいて提供される。選択された可溶性ヒアルロニダーゼは、治療上有用な効果を発揮する
のに十分な量で含まれる。治療上有効な濃度は、本明細書において提供されたか、もしく
は当技術分野で公知のアッセイを使用することによってなど、既知インビトロおよびイン
ビボ系において試験することによって実験的に決定され得る（例えば、Taliani et al. (
1996) Anal. Biochem., 240: 60-67; Filocamo et al. (1997) J Virology, 71: 1417-14
27; Sudo et al. (1996) Antiviral Res. 32: 9-18; Buffard et al. (1995) Virology, 
209:52-59; Bianchi et al. (1996) Anal. Biochem., 237: 239-244; Hamatake et al. (
1996) Intervirology 39:249-258; Steinkuhler et al. (1998) Biochem., 37: 8899-890
5; D’Souza et al. (1995) J Gen. Virol., 76:1729-1736; Takeshita et al. (1997) A
nal. Biochem.、247:242-246参照のこと；また、例えば、Shimizu et al. (1994) J. Vir
ol. 68:8406-8408; Mizutani et al. (1996) J. Virol. 70:7219-7223; Mizutani et al.
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 (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun., 227:822-826; Lu et al. (1996) Proc. Natl
. Acad. Sci (USA)、93:1412-1417; Hahm et al., (1996) Virology, 226:318-326; Ito 
et al. (1996) J. Gen. Virol., 77:1043-1054; Mizutani et al. (1995) Biochem. Biop
hys. Res. Commun., 212:906-911; Cho et al. (1997) J. Virol. Meth. 65:201-207も参
照のこと、次いで、ヒトのための投与量については、それから外挿される。
【０３２３】
　患者の状態が改善すると、必要に応じて、化合物または組成物の維持量が投与され得、
投与量、投与形または投与の頻度またはそれらの組合せは修飾され得る。いくつかの場合
には、対象は、疾患症状の何らかの再発の際には長期的に、または予定された投与量に基
づいて間欠性の治療を必要とし得る。
【０３２４】
　特定の例では、本明細書において提供された、共製剤または他の脂質製剤を含めたＭＶ
Ｌ製剤は、０．１ｍＬ～５０ｍＬの、またはおよそその間の、例えば、０．５ｍＬ～１０
ｍＬ、例えば、１ｍＬ～２ｍＬの感染または注入のための投与量容積で投与される。一般
に、ヒアルロナン分解酵素とともにカプセル封入された、少なくとも１ｍＬのＭＶＬ製剤
または他の脂質製剤がデリバリーされる。製剤は、１つの部位または複数の異なる前立腺
部位に注射され得る。例えば、前立腺の各葉中に１回の注射が行われる。ＢＰＨの治療の
目的上、ＭＶＬ製剤は、経直腸的超音波下で経直腸的、経尿道的または経会陰的注射によ
って前立腺中にデリバリーされる。ＭＶＬ製剤は、少なくとも１カ月に１回、２カ月に１
回、３カ月に１回、４カ月に１回、５カ月に１回、６カ月に１回、７カ月に１回、８カ月
に１回、９カ月に１回、１０カ月に１回、１１カ月に１回または１年に１回、投与計画で
投与される。例えば、ＭＶＬ製剤は、３～６カ月毎に投与される。
【０３２５】
Ｆ．良性前立腺肥大の治療のための併用療法
　上記のヒアルロナン分解酵素のいずれか、特に、上記のＭＶＬ製剤などのヒアルロナン
分解酵素の徐放性製剤は、ＢＰＨの治療に適した１種または複数の他の薬剤と一緒に投与
できる。他の薬剤は、ヒアルロナン分解酵素（例えば、カプセル封入されたヒアルロナン
分解酵素を含有するＭＶＬ製剤）に対して、逐次（例えば、前に、または後に、または間
欠性に）または同時に投与できる。ヒアルロナン分解酵素および補完的治療作用様式を有
する他の治療薬は、同時または逐次投与された場合にＢＰＨの治療を増強する。例えば、
ヒアルロナン分解酵素、例えば、ＰＨ２０などのヒアルロニダーゼ、特に、本明細書にお
いて提供されるような膜小胞中にカプセル封入された任意のものを、抗アンドロゲン剤、
α遮断薬、ボツリヌス毒素およびＢＰＨを治療するのに有用な他の薬剤のうち１種または
複数と組み合わせることができる。抗アンドロゲン剤として、例えば、ステロイド抗アン
ドロゲン剤、非ステロイド抗アンドロゲン剤および／または５α－レダクターゼ阻害剤が
挙げられる。任意の組合せが考慮される。さらに、上記のように、ＢＰＨを治療するのに
適した薬剤などの、それにカプセル封入された他の治療薬をさらに含有するＭＶＬ共製剤
などの徐放性製剤を作製できる。したがって、このような例では、ヒアルロナン分解酵素
および他の薬剤は、ＭＶＬ共製剤のデリバリーの際に同時に投与される。ＢＰＨの治療に
適した他の薬剤が、本明細書において提供されるようなＭＶＬ共製剤と組み合わせてさら
に投与され得る。
【０３２６】
　本明細書において以下に記載されるような、ＢＰＨの治療のための他の薬剤は、当技術
分野で公知である。このような薬剤は、単独で使用されても、本明細書において提供され
るヒアルロナン分解酵素製剤との種々の組合せで使用されてもよい。例えば、ＢＰＨ薬の
組合せは公知である。ＢＰＨを治療するために、５α－レダクターゼ阻害剤と、α遮断薬
、フィナステリドおよびテラゾシン（米国特許第５，７５３６４１号）、ノコギリヤシ（
ｓａｗ　ｐａｌｍｅｔｔｏ）抽出物およびテラゾイン（ｔｅｒａｚｏｉｎ）（米国特許第
６，２００，５７３号）およびデュタステリドおよびタムスロシン（ＧＳＫウェブサイト
）との経口投与される組合せが使用されてきた。フィナステリドなどの５α－レダクター
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ゼ阻害剤およびフルタミドまたはビカルタミドなどの非ステロイド系抗アンドロゲン薬の
組合せは、前立腺癌のために利用されてきた（米国特許第５，９９４，３６２号）。また
、ボツリヌス毒素は、併用療法を用いる追加療法として使用されてきた。ボツリヌス毒素
Ａ（２００～６００Ｕ）の単回前立腺内注射を施された５α－レダクターゼ阻害剤および
α遮断薬の併用療法を受けている患者は、治療の６カ月内に、併用療法のみを受けている
患者と比較して、前立腺容量の低減および尿路症状スコアの改善を示した。治療後１２カ
月では、併用療法を受けている患者と併用療法およびＢｏｔｏｘ追加療法を受けているも
のとの間に、相違は観察されなかった（Kuo et al, Scand J Urol Nephrol. 43(3):206 (
2009)。
【０３２７】
　１種または複数のＢＰＨ治療薬ととものヒアルロナン分解酵素の医薬組成物および組成
物の組合せが、本明細書において提供される。ヒアルロナン分解酵素および他の薬剤は、
別個に投与されても、一緒に投与されてもよい。別個に製剤される場合には、別個の組成
物が逐次、間欠性に、または他の成分の後に投与されてもよい。ＢＰＨ治療薬およびヒア
ルロナン分解酵素は、一緒に、逐次または間欠性に投与するための別個の組成物としてパ
ッケージングされ得る。組合せは、キットとしてパッケージングされ得る。
【０３２８】
　ヒアルロナン分解酵素および他の薬剤の投与経路は、同一であっても異なっていてもよ
い。例えば、１種の薬剤は、経口的にまたは静脈内に投与され、他の薬剤は、前立腺内投
与によってデリバリーされる。例えば、ヒアルロナン分解酵素が抗アンドロゲン薬または
α遮断薬とともに投与される場合には、抗アンドロゲン薬またはα遮断薬は、経口的に与
えられ得るのに対し、酵素は、通常、静脈内または前立腺中に直接的に投与される。ＢＰ
Ｈを治療する目的上、治療用組合せを投与する特に有用な様式は、薬剤を共製剤として前
立腺に直接的にデリバリーすることによってである。抗アンドロゲン剤、α遮断薬、ボツ
リヌス毒素および他のＢＰＨ治療薬のうち１種または複数と組み合わせたヒアルロナン分
解酵素は、例えば、前立腺内注射、経尿道的、経会陰的または経直腸的によって、前立腺
に直接的にデリバリーされ得る。本明細書において論じられるように、薬剤が、ひとたび
前立腺に導入されると、長期間かけてゆっくりと放出され、その結果、長期の治療効果お
よび治療効果を達成するのに必要な治療数の低減をもたらすように、ヒアルロナン分解酵
素と１種または複数の他の薬剤のこのような組合せを製剤することはさらに有利である。
【０３２９】
　他の治療薬（例えば、抗アンドロゲン剤、α遮断薬およびボツリヌス毒素）の用量は、
状態、すなわち、前立腺の大きさおよび症状の重篤度、投与経路、患者および投与されて
いる治療薬の特定の組合せに応じて変わり得る。
【０３３０】
　他の薬剤と組み合わせたヒアルロニダーゼの濃度および投与量、所望の治療効果を得る
ために必要な最小数に治療数を低減するための特定の製剤および投与様式を利用すること
は特に有利である。他の治療薬と組み合わせた本明細書において提供されるヒアルロナン
分解酵素の製剤の前立腺内注射は、治療が、毎月、年４回、年２回、年１回のみ、または
最適には単回のみ投与されることを可能にしなくてはならない。
【０３３１】
　また、薬剤および薬剤の組合せの正確な投与量および治療期間は、既知試験プロトコー
ルを使用して、またはインビボもしくはインビトロ試験データからの外挿によって、実験
的に決定され得るということは理解される。濃度および投与量の値はまた、軽減されるべ
き状態の重篤度によって変わり得るということは留意されなければならない。任意の特定
の対象に対して、特定の投与計画は、個体の必要性および組成物を投与しているか、もし
くは組成物の投与を監督している人物の専門的判断に従って経時的に調整されなければな
らないということ、および本明細書に示される濃度範囲は、単に例示的なものであって、
それらを含有する組成物および組合せの範囲または使用を制限しようとするものではない
ということはさらに理解されるべきである。組成物は、毎日、毎週、毎月、毎年または一
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度、投与され得る。一般に、投与計画は、毒性を制限するよう選択される。主治医は、毒
性または骨髄、肝臓もしくは腎臓もしくは他の組織の機能障害のために、どのように、い
つ治療を終了、中断するか、またはより少ない投与量に治療を調整するかは、承知してい
るということは留意されなければならない。逆に、主治医はまた、臨床反応が十分ではな
い場合には、どのように、いつ、治療をより高いレベルに調整するか（毒性副作用を妨げ
ながら）も承知している。治療薬の投与は、米国食品医薬品局によって確立されたか、ま
たは医師用卓上参考書中に公開された最大投与量レベルを超えてはならない。
【０３３２】
　必要に応じて、特定の投与量および期間および治療プロトコールは、実験的に決定され
るか、または外挿され得る。例えば、経口的にまたは静脈内に投与されるＢＰＨ治療薬の
例示的用量は、前立腺中への直接注射のための適当な投与量を決定するための出発点とし
て使用され得る。任意のＢＰＨ治療薬について、治療上有効である個々の投与量は、当技
術分野で周知の種々の技術を使用して最初に推定され得る。例えば、用量は、細胞培養に
おいて決定されるようなＩＣ５０を含む循環濃度範囲を達成するよう、動物モデルにおい
て処方され得る。ヒト対象にとって適当な投与量範囲は、例えば、細胞培養アッセイおよ
び他の動物研究から得られたデータを使用して決定され得る。
【０３３３】
　投与量レベルおよび投与計画は、既知投与量および投与計画に基づいて決定され得るか
、または種々の因子に基づいて実験的に決定され得る。このような因子として、個体の体
重、全身の健康状態、年齢、使用される特定の薬剤の活性、性別、食事、投与時間、投与
頻度、排泄速度、治療薬の特定の組合せ、疾患の重篤度および経過、患者のその疾患に対
する傾向、症状の所望の低減、治療医師の判断および投与される医薬品の有効性に影響を
及ぼすと周知の他の因子が挙げられる。
【０３３４】
　ＢＰＨの治療のための例示的な他の薬剤は、以下に提供されている。ＢＰＨの治療のた
めの薬剤は、当業者に公知である。以下に提供されるＢＰＨの治療のための治療薬の考察
は、単に例示のためのものであるということは理解される。本明細書における組成物およ
び組み合わせ中のＢＰＨの治療のための任意の薬剤を使用することは当業者のレベルの範
囲内である。
【０３３５】
　１．抗アンドロゲン剤
　男性における良性前立腺肥大症の発達におけるアンドロゲンの役割は、十分に実証され
ている（Wilsom, N. Engl. J. Med. 317, 628 (1987)）。前立腺では、テストステロンは
、酵素５αレダクターゼによって、強力なアンドロゲン性ホルモン５α－ジヒドロテスト
ステロン（ＤＨＴ）に変換される。前立腺の拡大は、ＤＨＴに応じて異なる。ＤＨＴは、
細胞質内のサイトゾルアンドロゲン受容体に結合され、ＤＨＴ－受容体複合体は、細胞核
中に輸送され、ここで、成長に関与している遺伝子の転写を達成する。
【０３３６】
　抗アンドロゲン剤は、アンドロゲンのアンドロゲン受容体との結合を干渉し、ひいては
、アンドロゲン性ホルモンが核に入り、前立腺に対してアンドロゲン性効果を発揮するの
を防ぐことによってか、またはアンドロゲンの産生を干渉することによってその効果を発
揮する薬剤の広いクラスである。アンドロゲン受容体を介して作用する抗アンドロゲン剤
は、その化学構造に基づいてステロイド系または非ステロイド系抗アンドロゲン剤として
分類される。ステロイド系抗アンドロゲン剤は、ステロイドの構造、すなわち、３つのシ
クロヘキサンおよび１つのシクロペンタン環からなる四環系炭化水素を有する。非ステロ
イド系抗アンドロゲン剤は、ステロイドの化学構造を有さない。
【０３３７】
　アンドロゲン受容体との結合によってアンドロゲン性ホルモンの作用を競合阻害する抗
アンドロゲン剤は、ＢＰＨの治療のために承認されている薬物の１つのクラスである。こ
れらの抗アンドロゲン薬は、ステロイド系薬物および非ステロイド系薬物を含む。
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【０３３８】
　　ａ．ステロイド系抗アンドロゲン剤
　ステロイド系抗アンドロゲン薬として、それだけには限らないが、酢酸シプロテロン（
ＣＰＡ）（米国以外では、Ａｎｄｒｏｃｕｒ（登録商標）（Ｓｃｈｅｒｉｎｇ、Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）として入手可能）またはＣｙｐｒｏｓｔａｔ（登録商標）（Ｂａｙｅｒ、ｐｌｃ
、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ）などのプロゲスチン化合物、酢酸メゲストロール（Ｍ
ｅｇａｃｅ（登録商標）、Ｓｔｒａｔｉｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、Ｗｏｏ
ｄｃｌｉｆｆ　Ｌａｋｅ、Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ）、酢酸メドロキシプロゲステロン（Ｐ
ｒｏｖｅｒａ（登録商標）、Ｐｆｉｚｅｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）、酢酸クロルマジノン（
ＣＭＡ）（日本において入手可能）、ザノテロン（ＷＩＮ　４９５９６と名づけられる、
ＬＧＭ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．、Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ、Ｆｌｏｒ
ｉｄａ）および酢酸オサテロン（ＴＺＰ－４２３８）（Takezawa et al. Prostate 1992;
 21(4):315-329; Takezawa et al. Prostate 1993; 27:321-328）が挙げられる。アリル
エステノール（Ａｌｌｙｌｅｓｔｅｒｎｏｌ）は、ＢＰＨの治療において有効であると示
されている、プロゲステロン活性を有する合成ステロイドである（Noguchi et al., Inte
rnational Journal of Urology 5(5):466-470 (2007)参照のこと）。
【０３３９】
　ＢＰＨの治療において使用するための、本明細書において組み合わされるべき用量を実
験的に決定することは、当業者のレベルの範囲内である。８ｍｇ／ｋｇまたは２５ｍｇ／
ｋｇいずれかの徐放性酢酸クロルマジノン（ＣＭＡ－ＳＲ）の単回用量を、ラットに前立
腺内に注射した（Goya et al. (2006) Journal Compilation BJU International, 99:202
-206）。
【０３４０】
　　ｂ．非ステロイド系抗アンドロゲン剤
　非ステロイド系抗アンドロゲン薬として、それだけには限らないが、ビカルタミド（Ｃ
ａｓｏｄｅｘ（登録商標）、ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ　Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ、Ｄｅｌ）
、ニルタミド（Ｎｉｌａｎｄｒｏｎ（登録商標）、Ｓａｎｏｆｉ　Ａｖｅｎｔｉｓ、Ｂｒ
ｉｄｇｅｗａｔｅｒ、Ｎ．Ｊ）；Ａｎａｎｄｒｏｎ（登録商標）（Ｓａｎｏｆｉ　Ａｖｅ
ｎｔｉｓ　Ａｕｓｔｒａｌｉａ　Ｐｔｙ　Ｌｔｄ、Ｍａｃｑｕａｒｉｅ　Ｐａｒｋ　ＮＳ
Ｗ　２１１３）、フルタミド（Ｅｕｌｅｘｉｎ（登録商標）、Ｓｃｈｅｒｉｎｇ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｋｅｎｉｌｗｏｒｔｈ、Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ）；およびＲＵ５８
６４２（Battman, et al., J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 64, 103 (1998)）が挙げら
れる。非ステロイド系抗アンドロゲンＲＵ５８８４１（Ｋｏｕｔｉｎｇ　Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌ　Ｃｏ．Ｌｔｄ．，Ｓｈａｎｇｈａｉ）は、脱毛のための局所治療として探求されてき
たが、前立腺疾患のためのホルモン治療においても有効であり得る。
【０３４１】
　ビカルタミドの化学名は、（±）Ｎ［４－シアノ－３－（トリフルオロメチル）フェニ
ル］－３－［（４－フルオロフェニル）スルホニル］－２－ヒドロキシ－２－メチルプロ
パンイミド（参照により本明細書に組み込まれる、Tuckerの米国特許第４，６３６，５０
５号において記載された）である。ビカルタミドのＲ－エナンチオマーは、活性のほとん
どを有する。医師用卓上参考書において公開されたＣａｓｏｄｅｘ（登録商標）の投与量
ガイドラインでは、前立腺癌腫のための併用療法（すなわち、ＬＨＲＨ類似体と組み合わ
せたＣａｓｏｄｅｘ（登録商標））における通常の投与量は、１個の５０ｍｇ錠剤の１日
１回の経口投与であると報告されている。１日あたりの最大２００ｍｇ投与量が、長期の
臨床試験において耐容性良好であると報告されている。
【０３４２】
　Ｎｉｌａｎｄｒｏｎ（登録商標）は、３００ｍｇ／日、３０日間と、その後の、１５０
ｍｇ／日の推奨投与量で前立腺癌の治療のために承認されている（Nilandron Prescribin
g Information, products.sanofi-aventis.us/nilandron/nilandron.html参照のこと）。
【０３４３】
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　他の適した非ステロイド系抗アンドロゲン剤として、Goldの米国特許第３，８７５，２
２９号、Perronnet, et al.の米国特許第４，０９７，５７８号、Glen, et al.の米国特
許第４，２３９，７７６号、Crossley, et al.の米国特許第４，３８６，０８０号、Gorm
ley, et al.の米国特許第５，９９４，３６２号またはElbrecht, et al.の米国特許第５
，８７２，１５０号に記載された（それら各々の全開示内容は、参照により本明細書に組
み込まれる）非ステロイド系抗アンドロゲン剤が挙げられる。
【０３４４】
　ＢＰＨの治療において使用するために組み合わされるべき用量を実験的に決定すること
は当業者のレベルの範囲内にある。例えば、前立腺の転移性癌の治療のための、黄体（ｌ
ｕｔｅｎｉｚｉｎｇ）ホルモン放出ホルモン類似体と組み合わせた、ニルタミド（Ｎｉｌ
ａｎｄｒｏｎ（登録商標））１５０Ｃａｓｏｄｅｘ　５０ｍｇ毎日。
【０３４５】
　　ｃ．５α－レダクターゼ阻害剤
　ＢＰＨの治療のための承認を受けている他のクラスの抗アンドロゲン薬として、酵素５
α－レダクターゼの阻害剤がある。酵素５α－レダクターゼは、Ｉ型およびＩＩ型の２つ
の形態で存在する。ＩＩ型は、主に前立腺において発現される。５α－レダクターゼの阻
害剤を用いる治療によって、ＤＨＴの産生を低減でき、前立腺組織の成長を遅くすること
ができる。５α－レダクターゼ阻害剤の例示的なものとして、それだけには限らないが、
フィナステリド、デュタステリド、ＦＲ１４６６８７またはＰＮＵ１５７７０６が挙げら
れる。フィナステリドおよびデュタステリドを含めたこれらの５α－レダクターゼ阻害剤
は、前立腺の成長の進行を防ぐことおよび前立腺の実際の縮小によるものであると考えら
れている。
【０３４６】
　フィナステリドは、合成４－アザステロイド化合物であり、５α－レダクターゼのＩＩ
型形態を阻害することによって作用する。フィナステリドは、商標Ｐｒｏｓｃａｒ（登録
商標）（Ｍｅｒｃｋ＆Ｃｏ．，Ｉｎｃ．、Ｗｈｉｔｅｈｏｕｓｅ　Ｓｔａｔｉｏｎ、Ｎ．
Ｊ．）の下で利用可能である。フィナステリドは、化学名（５α，１７β）－Ｎ－（１，
１－ジメチルエチル（ｄｉｍｅｔｈｅｔｈｙｌｅｔｈｙ））－３－オキソ－４－アザアン
ドロスト－１－エン－１７－カルボキサミドである。フィナステリドは、酵素と安定な複
合体を形成することによって５α－レダクターゼを阻害する。フィナステリドは、細胞質
においてアンドロゲン受容体に対して親和性を有さないと報告されている。Rasmusson et
 al.の米国特許第４，２２０，７３５号、同４，３７７，５８４号、同４，７６０，０７
１号および同４，８５９，６８１号には、フィナステリドの合成が記載されており、ＢＰ
Ｈの治療にとって有用な他の適した４－アザステロイド化合物が記載されている。フィナ
ステリドの投与量は、組成物中に含まれるヒアルロナン分解酵素および他の治療薬の投与
様式、治療効果、疾患の重篤度を考慮することによって決定され得、一般に、ＢＰＨの治
療のために認められたガイドラインに従う。例として、フィナステリドの推奨１日投与量
は、経口投与される５ｍｇである。
【０３４７】
　デュタステリド（Ｄｕａｇｅｎ（登録商標）、Ａｖｏｄａｒｔ（登録商標）、Ｇｌａｘ
ｏＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ、Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｒｉａｎｇｌｅ　Ｐａｒｋ、ＮＣ）、（
５α，１７β）－Ｎ－［２，５－ビス（トリフルオロメチル）フェニル］－２－オキソ－
４－アザアンドロスト－１－エン－１７－カルボキサミドは、Ｉ型およびＩＩ型５α－レ
ダクターゼの両方を阻害すると報告されている承認された合成４－アザステロイド薬であ
る。デュタステリドの推奨された経口用量は、１日あたり０．５ｍｇである。
【０３４８】
　ＦＲ１５６６８７はまた、インビボおよびインビトロで前立腺の成長を低減すると実証
されている阻害剤である（例えば、Nakayama et al. (1997) Prostate, 31:241-9参照の
こと）。他のいわゆる「二重阻害剤」は、ＰＮＵ１５７７０６、［Ｎ－（１，１，１，３
，３，３－ヘキサフルオロフェニル－プロピル）－３－オキソ－４－アザ－５α－アンド
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ロスト－１－エン－１７β－カルボキサミド］と名づけられている（diSalle, et al., J
 Steroid Biochem. Mol. Biol. 64、179 (1998)）。
【０３４９】
　ハーブ系サプリメントノコギリヤシは、前立腺の健康のために摂取されており、５α－
レダクターゼ阻害剤を含有する。
【０３５０】
　ＢＰＨの治療において使用するために、本明細書において組み合わされるべき用量を実
験的に決定することは、当業者のレベルの範囲内である。フィナステリドは、数年の治療
期間の間、５ｍｇ／日で経口的に投与される（Lam et al. Urology, 2003 Feb;61(2):354
-8）。デュタステリド（Ａｖｏｄａｒｔ（登録商標））は、数年の治療期間の間０．５ｍ
ｇ／日で経口的に投与される。
【０３５１】
　２．α遮断薬
　α１－アドレナリン受容体アンタゴニスト（α遮断薬（ｂｌｏｃｋｅｒｓ）またはα遮
断薬（ｂｌｏｃｋｉｎｇ　ｇｅｎｔｓ））は、ＢＰＨの治療において使用されてきた。承
認薬として、テラゾシン（Ｈｙｔｒｉｎ（登録商標）、Ｄｅｆｌｏｘ（登録商標）、Ａｂ
ｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）、
ドキサゾシン（Ｃａｒｄｕｒａ（登録商標）、Ｐｆｉｚｅｒ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）、タム
ロシン（ｔａｍｕｌｏｓｉｎ）（Ｆｌｏｍａｘ（登録商標）、Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｉ
ｎｇｅｌｈｅｉｍ、Ｒｉｄｇｅｆｉｅｌｄ、ＣＴ）、アルフゾシン（Ｕｒｏｘａｔｒａｌ
（登録商標）Ｓａｎｏｆｉ－Ａｖｅｎｔｉｓ、Ｂｒｉｄｇｅｗａｔｅｒ、Ｎｅｗ　Ｊｅｒ
ｓｅｙ）、ナフトピジル（Ｆｌｉｖａｓ（登録商標）、Ａｓａｈｉ　Ｋａｓｅｉ　Ｐｈａ
ｒｍａ　Ｃｏｒｐ．、Ｔｏｋｙｏ、Ｊａｐａｎ）およびシロドシン（Ｒａｐａｆｌｏ（登
録商標）、Ｗａｔｓｏｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ、Ｃｏｒｏｎａ、Ｃ
Ａ））が挙げられる。これらの薬物は、前立腺および膀胱頸部の平滑筋を弛緩させるよう
作用し、尿道抵抗を低減し、尿流の改善をもたらす。アルファ１－アドレナリン受容体ア
ンタゴニストは、ＢＰＨの症状だけを治療し、前立腺の大きさを低減しない。
【０３５２】
　ＢＰＨの治療において使用するための本明細書において組み合わされるべき用量を実験
的に決定することは、当業者のレベルの範囲内である。例えば、テラゾシンの最小／最大
１日経口用量は、１．０ｍｇ／２０．０ｍｇであり；シロドシンは、８ｍｇ／日で経口投
与される；アルフゾシン（ＳＲ、徐放性）は、５ｍｇで１日２回投与され（Debruyne et 
al. Eur Urol 1998;34:169-175）；タムスロシン（Ｆｌｏｍａｘ（登録商標））は、１日
あたり０．４ｍｇまたは１日あたり０．８ｍｇの有効経口用量を有する。Ｈｙｔｒｉｎ経
口投薬は、１ｍｇ／日～２ｍｇ／日～５ｍｇ／日で徐々に増大される。
【０３５３】
　通常、５α－レダクターゼ阻害剤およびα遮断薬のような、２種以上のＢＨＰ治療薬が
、患者に同時に投与される場合には、各薬剤は、単独で投与される場合に与えられる用量
で提供される。デュタステリド、５α－レダクターゼ阻害剤０．５ｍｇ／日およびタムス
ロシン、α遮断薬０．４ｍｇ／日。
【０３５４】
　３．ボツリヌス毒素および修飾ボツリヌス毒素
　ボツリヌス毒素は、拡大した前立腺の大きさを低減するためにＢＰＨの治療において使
用されている。徐放のために０．９％塩化ナトリウム中、２０％ポロキサマー４０７（Ｂ
ＡＳＦ、Ｆｌｏｒｈａｍ　Ｐａｒｋ、Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ）で製剤された１００ユニッ
トのボツリヌス毒素Ａ型は、前立腺の両側葉の各々の中に経会陰的に注射された場合に、
有益な効果を約６カ月間もたらした（米国出願番号第２００９０２１４６８５号）。
【０３５５】
　ボツリヌス毒素は、ボツリヌス菌によって産生される神経毒；非クロストリジウム種に
よって組換えによって製造されたボツリヌス毒素（または軽鎖もしくは重鎖）；ボツリヌ
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ス毒素血清型Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、ＦおよびＧ；ボツリヌス毒素複合体（３００、６００
および９００ｋＤａ複合体）；修飾されたボツリヌス毒素、ペグ化ボツリヌス毒素、キメ
ラボツリヌス毒素、組換えボツリヌス毒素、ハイブリッドボツリヌス毒素および化学修飾
ボツリヌス毒素を含む。修飾ボツリヌス毒素は、天然ボツリヌス毒素と比較して、そのア
ミノ酸の少なくとも１個が欠失、修飾または置換されているボツリヌス毒素である。修飾
ボツリヌス毒素は、組換えによって製造された神経毒、または組換えによって製造された
神経毒の誘導体もしくは断片であり得る。修飾ボツリヌス毒素は、天然ボツリヌス毒素の
少なくとも１つの生物活性を保持する。
【０３５６】
　市販のボツリヌス毒素含有医薬組成物として、Ｂｏｔｏｘ（登録商標）、ヒト血清アル
ブミンおよび塩化ナトリウム中のボツリヌス毒素Ａ型神経毒複合体（Ａｌｌｅｒｇｅｎ，
Ｉｎｃ．、Ｉｒｖｉｎｅ、ＣＡ）；Ｄｙｓｐｏｒｔ（登録商標）、ヒト血清アルブミンお
よびラクトースを有するボツリヌス菌Ａ型毒素血球凝集素複合体（Ｉｐｓｅｎ　Ｌｉｍｉ
ｔｅｄ、Ｂｅｒｋｓｈｉｒｅ、Ｕ．Ｋ．）およびＭｙｏｂｌｏｃ（登録商標）、ボツリヌ
ス毒素Ｂ型、ヒト血清アルブミンナトリウムコハク酸塩および塩化ナトリウム（Ｓｏｌｓ
ｔｉｃｅ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉ
ｓｃｏ、ＣＡ）が挙げられる。
【０３５７】
　本明細書における組成物にとって有用なボツリヌス毒素として、ボツリヌス毒素Ａ型、
ボツリヌス毒素Ｂ型、ボツリヌス毒素Ｃ型、ボツリヌス毒素Ｄ型、ボツリヌス毒素Ｅ型、
ボツリヌス毒素Ｆ型およびボツリヌス毒素Ｇ型が挙げられる。使用するのに好ましいボツ
リヌス毒素として、ボツリヌス毒素Ａ型およびボツリヌス毒素Ｂ型が挙げられる。有用で
あるボツリヌス毒素の他の形態として、キメラまたはハイブリッドボツリヌス毒素、例え
ば、参照によりその全文が本明細書に組み込まれる米国特許第５，９３９，０７０号参照
のこと；組換えによって製造されたボツリヌス毒素、例えば、参照によりその全文が本明
細書に組み込まれる米国特許第５，９１９，６６５号参照のこと；および再標的化ボツリ
ヌス毒素、例えば、参照によりその全文が本明細書に組み込まれる米国特許第５，９８９
，５４５号および／または同６，４６１，６１７号参照のことが挙げられる。再標的化ボ
ツリヌス毒素とは、選択された標的組織に対して親和性を有する非天然ターゲッティング
部分と結合しているボツリヌス毒素を指す。本明細書における組合せと適合するボツリヌ
ス毒素の製剤として、徐放または制御放出のための、デポー製剤、例えば、ポリマー移植
片、マイクロスフェア、ウエハおよびゲルが挙げられる。例えば、そのすべてが参照によ
りその全文が本明細書に組み込まれる、米国特許第６，５８５，９９３号；同６，５０６
，３９９号；同６，３０６，４２３号；同６，３１２，７０８号；同６，３８３，５０９
号を参照のこと。
【０３５８】
　通常、患者に投与されるボツリヌス毒素の量は、約１～約２０００ユニットのボツリヌ
ス毒素Ａ型または約５０～約２５，０００ユニットのボツリヌス毒素Ｂ型である。
【０３５９】
　ボツリヌス毒素の調製および使用は、米国特許第７，５７９，０１０号、同７，５５６
，８１７号、同７，４９１，７９９号、同７，４９１，４０３号、同７，４６５，４５７
号、同７，４５５，８４５号、同７，４５２，６９７号、同７，４４９，１９２号、同７
，４４５，９１４号、同７，２６２，２９１号、同７，２３３，５７７号、同７，１８９
，５４１号、同７，１４８，０４１号、同７，０４１，７９２号、同５，９５５，３６８
号、同５，８３７，２６５号および同５，６９６，０７７号に記載されており、それらは
、参照によりその全文が本明細書に組み込まれる。
【０３６０】
　ＢＰＨの治療において使用するために本明細書において組み合わされるべき用量を実験
的に決定することは、当業者のレベルの範囲内である。例えば、公開された米国特許出願
第７，１５３，５１４号には、良性前立腺肥大症の単回治療、５０ユニットのヒアルロニ
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ダーゼの３回の前立腺内注射と、それに続く５０ユニットのボツリヌス毒素Ａ型注射の３
回の注射による単回治療が記載されている。他の例では、ＢＰＨの治療は、単回または分
割用量として１００ＩＵ／７０ｋｇ～１２００ＩＵ／７０ｋｇのボツリヌス毒素Ａ型を前
立腺へ注射することによる（例えば、米国特許第７，１５３，５１４号参照のこと）。Ch
uang et al. Journal Compilation BJU International 98:28-32 (2006)も参照のこと。
【０３６１】
　４．他の薬剤
　ＢＰＨの治療にとって有用である他の薬剤が、抗アンドロゲン剤、α遮断薬およびボツ
リヌス毒素の代わりに、またはそれらとともに、ヒアルロナン分解酵素（例えば、ヒアル
ロニダーゼ）製剤、特に、徐放性製剤とともに投与され得る。以下は、ＢＰＨの治療にと
って有用な他の薬剤のいくつかの例であり、制限であるよう意図されない。
【０３６２】
　ＰＲＸ３０２は、ＢＰＨを治療するために前立腺内に注射され得る、ＰＳＡ活性化細菌
プロ毒素である（Protox Therapeuticssee www.protox.com　ＷＯ２００６／１３３５５
３）。
【０３６３】
　ＢＰＨを治療するのに有用なコンジュゲートとして、ビンカアルカロイド細胞傷害性薬
剤と化学的に連結している、ＰＳＡによって選択的に切断されるアミノ酸配列を有するオ
リゴペプチドが挙げられる（ＵＳＰ２００４００８１６５９）。
【０３６４】
　ＮＸ－１２０７（２．５ｍｇ）は、前立腺内注射、単回治療（Ｎｙｍｏｘ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）によって投与される。
【０３６５】
　Ｃｅｒｎｉｌｔｏｎ（登録商標）－花粉抽出物は、尿流を改善し、ＢＰＨを有する患者
に与えられると前立腺容量を減少させることが分かっている（Dutkiewicz, Internationa
l Urology and Nephrology 28(1):49-53 (1996)参照のこと）。
【０３６６】
　エロカルシトールは、非高カルシウム血症ビタミンＤアゴニストであり、１５０ｍｃｇ
／日の用量で経口投与された場合に前立腺成長を停止すると実証されている（ＢｉｏＸｅ
ｌｌウェブサイト、www.bioxell.com参照のこと）。
【０３６７】
　ＢＰＨの治療では、エタノールアブレーションが使用され得る（例えば、Ditrolio et 
al. (2002) Journal of Urology, 167:2100-2104; Grise et al. (2004) Eur. Urol.、46
:496-501参照のこと）。したがって、本明細書における例では、ＢＰＨを治療するための
エタノールアブレーションに合わせて、ヒアルロナン分解酵素（例えば、ヒアルロニダー
ゼ）製剤、特に、徐放性製剤が使用され得る。
【０３６８】
　５．製品
　選択された治療薬の医薬化合物は、パッケージング材料、ＢＰＨの治療にとって有効で
ある医薬組成物および選択された薬剤（単数または複数）が疾患または障害を治療するた
めに使用されるべきものであることを示す標識を含有する製品として、ヒアルロナン分解
酵素製剤と組み合わせてパッケージングされ得る。ヒアルロナン分解酵素製剤と、抗アン
ドロゲン剤、α遮断薬、ボツリヌス毒素および他のＢＰＨ治療薬のうち１種または複数の
組み合わせが、製造品にパッケージングされ得る。
【０３６９】
　本明細書において提供される製品は、パッケージング材料を含有する。医薬製剤のパッ
ケージングにおいて使用するためのパッケージング材料は、当業者に周知である。例えば
、その各々がその全文で本明細書に組み込まれる、米国特許第５，３２３，９０７号、同
５，０５２，５５８号および同５，０３３，２５２号参照のこと。製薬パッケージング材
料の例として、それだけには限らないが、ブリスターパック、瓶、試験管、吸入器、ポン
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プ、バッグ、バイアル、容器、シリンジ、瓶および選択された製剤および意図される投与
および治療様式にとって適した任意のパッケージング材料が挙げられる。製品として、局
所注射目的で投与を容易にするための、針または他の注射デバイスを挙げることができる
。本明細書において提供された化合物および組成物の多様な製剤が、ＢＰＨの種々の治療
がそうであるように考慮される。
【０３７０】
　パッケージの選択は、ヒアルロナン分解酵素および他の薬剤、およびこのような組成物
が一緒にパッケージングされるか、または別個にパッケージングされるかに応じて異なる
。一般に、パッケージングは、それに含有される組成物と非反応性である。一例では、ヒ
アルロナン分解酵素は、抗アンドロゲン剤、α遮断薬、ボツリヌス毒素および他のＢＰＨ
治療薬のうち１種または複数との混合物としてパッケージングされ得る。例えば、ヒアル
ロナン分解酵素およびフィナステリドまたはデュタステリドなどの５α－レダクターゼ阻
害剤の徐放性製剤が考慮される。他の例では、一部の成分が、混合物としてパッケージン
グされ得る。他の例では、すべての成分が別個にパッケージングされる。したがって、例
えば、成分は、投与の直前に混合されると、一緒に直接的に投与され得る、別個の組成物
としてパッケージングされ得る。あるいは、成分は、別個に投与するための別個の組成物
としてパッケージングされ得る。
【０３７１】
　成分は、容器中にパッケージングされ得る。容器は、ヒアルロナン分解酵素製剤を含有
し、ユーザーによる、例えば、区画中の開口部を通る、１種または複数の他の薬剤の添加
に適している、単一区画を有し得る。ヒアルロニダーゼの含有のための明確な空間を有す
るのに適しており、最終成分の添加を可能にする簡単な操作に適している、任意の容器ま
たは他の製造品が考慮される。他の成分は、使用の前に添加される。
【０３７２】
　他の例では、成分は、同一容器中に別個にパッケージングされる。一般に、このような
容器の例として、続く領域が、容易に除去可能な膜によって分離され、除去すると、成分
が混合するのを可能にするように、ヒアルロニダーゼを含有する囲まれた明確な空間と、
他の成分（単数または複数）を含有する別個の囲まれた明確な空間とを有するものが挙げ
られる。ヒアルロニダーゼが、投与の前に他の成分から分離される限り、任意の容器また
は他の製造品が考慮される。適した実施形態については、例えば、米国特許第３，５３９
，７９４号および同５，１７１，０８１号に記載された容器を参照のこと。
【０３７３】
　例えば、単一チャンバー装置として、装置が、単一チャンバーまたは容器と、必要に応
じて、放出手段を含有するものが挙げられる。単一チャンバーハウジングまたは容器は、
容器中にヒアルロニダーゼが含まれる任意のアイテムを含む。ヒアルロナン分解酵素は、
液相中で、または粉末もしくは他のペーストもしくは他の好都合な組成物として容器中に
収容される。他の成分、例えば、抗アンドロゲン薬、α遮断薬またはボツリヌス毒素は、
使用の直前に導入されるか、または別個に投与される。
【０３７４】
　他の例では、本明細書において使用するために考慮される装置として、デュアルチャン
バーまたはマルチチャンバー容器がある。一般に、この装置は、少なくとも２つのチャン
バーまたは区画を有し、それによって、ヒアルロナン分解酵素を、混合が望まれるまで、
抗アンドロゲン薬および／またはα遮断薬またはボツリヌス毒素から分離して維持する。
装置は、装置から分配する前に成分の混合を可能にする混合チャンバーを含み得る。ある
いは、混合は、１つのチャンバーから、ヒアルロニダーゼを含有する第２のチャンバー中
に１種の成分を放出することによって起こり得る。例えば、ヒアルロナン分解酵素は、凍
結乾燥形態で提供され得、再構成は、第１のチャンバーから、凍結乾燥ヒアルロニダーゼ
を含有する第２のチャンバーへ、液体溶液中のような抗アンドロゲン薬またはα遮断薬の
放出によって達成され得る。
【０３７５】
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　いくつかの例では、デュアルチャンバーまたはマルチチャンバー装置は、その操作にお
いて機械的ポンプ機構を使用する。このような例では、分配装置は、別個のチャンバー中
に成分を維持する。ポンプ機構は各チャンバーから混合チャンバー中へ、または１つのチ
ャンバーから第２のチャンバー中へ内容物を引き出すように作動した。ポンプ機構は、手
作業で、例えば、プランジャーによって作動されてもよい。このようなデュアルチャンバ
ー装置の例示的なものとして、デュアルチャンバーシリンジが挙げられる（例えば、米国
特許第６，９７２，００５号、同６，６９２，４６８号、同５，９７１，９５３号、同４
，５２９，４０３号、同４，２０２，３１４号、同４，２１４，５８４号、同４，９８３
，１６４号、同５，７８８，６７０号、同５，３９５，３２６号；および国際特許出願番
号ＷＯ２００７００６０３０およびＷＯ２００１０４７５８４参照のこと）。
【０３７６】
　本明細書において使用するために考慮されるデュアルチャンバーまたはマルチチャンバ
ー流体分配装置の他の例は、圧縮性瓶またはチューブまたは他の同様のデバイスの形態を
とる。デバイスは、その中に、成分を分離して維持する少なくとも２つの区画を有する。
デバイスのキャップは、混合チャンバーとして働くことができ、混合チャンバーは、２つ
のチャンバーとキャップの間に配置され得るか、または混合は、チャンバーの一方内で達
成され得る。成分は、別個の区画から混合チャンバーへ、圧迫によって推し進められる。
次いで、それらは混合チャンバーから分散される。例えば、混合された内容物は、分配末
端にプランジャー／シリンジ装置を取り付けることおよびそれを通して内容物を引き出す
ことによってデバイスから出され得る。このようなデバイスは、当技術分野で公知である
（例えば、国際特許出願番号ＷＯ１９９４０１５８４８参照のこと）。
【０３７７】
　６．キット
　ヒアルロナン分解酵素と、抗アンドロゲン薬、α遮断薬、ボツリヌス毒素または他のＢ
ＰＨ治療薬のうち１種または複数の、選択された組成物および組合せはまた、その製品を
含めて、キットとして提供され得る。キットは、本明細書において記載される医薬組成物
および製造品として提供される投与のためのアイテムを含み得る。例えば、ヒアルロナン
分解酵素および抗アンドロゲン剤、α遮断薬、ボツリヌス毒素および他のＢＰＨ治療薬の
うち１種または複数は、シリンジなどの投与のためのデバイスを用いて供給され得る。組
成物は、投与のためのアイテム中に含有され得るか、または後に添加されるために別個に
提供され得る。例えば、１～２ｍｌの製剤されたヒアルロナン分解酵素およびフィナステ
リドなどの抗アンドロゲン薬を有するプレフィルド単回使用シリンジが考慮される。一般
に、キットは、ヒアルロナン分解酵素製剤または組成物ならびに抗アンドロゲン薬組成物
および／またはα遮断薬および／またはボツリヌス毒素組成物を有するアイテムを含有す
る。キットは、所望により、投与量、投与計画を含めた適用のための使用説明書および投
与様式についての使用説明書を含み得る。キットはまた、本明細書において記載された医
薬組成物および診断のためのアイテムを含み得る。例えば、このようなキットは、対象に
おけるＰＳＡの濃度、量を測定するためのアイテムを含み得る。
【０３７８】
Ｇ．有効性を評価する方法
　ＢＰＨの治療の主要な目的は、尿流出閉塞および随伴症状を軽減することである。閉塞
性前立腺組織の大きさの低減および尿路閉塞の症状のその後の軽減は、治療の成功を示す
。本明細書において提供される組成物および方法によって果たされる役割にとって重要な
ものは、治療の評価に関わる方法論である。治療の効果の客観的評価は、閉塞性症状スコ
アリングチャートとともに、尿流動態フロー分析、経尿道的検査または経直腸的超音波検
査を含めた標準法によって測定され得る。
【０３７９】
　ＢＰＨの閉塞性症状の軽減における本方法、組成物および組合せの役割を評価するため
に、前立腺の大きさを定量化し、ピーク尿流出を測定する正確な手段が不可欠である。Ｂ
ＰＨの治療に対する反応の評価は、客観的判定基準に基づくものでなくてはならない。現
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在の前立腺イメージング技術および尿流動態分析の方法は、ＢＰＨの治療的処置の評価に
おいて有効であると証明されている。ＢＰＨの臨床経過の変動性を考慮して、一般に、特
に、個々の患者内で、治療の前後で、長期のベースライン評価が必要である。最初の患者
評価は、病歴；健康診断；症状スコアリング；膀胱鏡検査；全血球計算および生化学的プ
ロフィール；残尿の測定；および尿の流速を含むべきである。前立腺の大きさは、三次元
経直腸的超音波検査を用いて決定され得る。治療経過をたどること、フォローアップ評価
が実施されなくてはならない。前立腺肥大に対して治療された患者の治療後フォローアッ
プは、身体検査；膀胱鏡検査；実験室での研究；およびイメージング手順を含み得る。治
療から恩恵を受けたと考えられる患者は、ピーク尿流速および症状スコアなどに関して臨
床的改善を有するものである。
【０３８０】
　身体検査で前立腺の大きさを推定するための慣習は、正常から４＋の範囲の評価尺度を
含む。正常な腺は、およそトチノキ（ｈｏｒｓｅ　ｃｈｅｓｔｎｕｔ）の大きさ、重量お
よそ１０ｇｍであり、直腸検査で最小にしか知覚できない所見として現れる。１＋拡大前
立腺は、およそプラムの大きさであり、重量約２５ｇｍであり、直腸内腔の１／４未満の
部分を占める。３＋拡大前立腺は、オレンジの大きさに達し、およそ７５ｇｍの重量に達
し、直腸直径のおよそ３／４を満たす。４＋の腺は、小さいグレープフルーツの大きさ、
１００ｇｍを超える重量に達することもあり、直腸内腔の大半を満たし、適当な検査が困
難である。
【０３８１】
　超音波イメージング計測手段および技術における最近の進歩は、前立腺が絡んだ疾患の
診断、ステージ分類および治療において有用であると証明されている。経直腸的（ＴＲＵ
Ｓ）または経尿道的超音波走査機器を使用する三次元イメージング技術は、治療に対する
前立腺の局所反応の評価において正確な、役立つものであるとわかっている。プローブが
、前立腺を調べるために肛門中に挿入される。プローブは、音波を内臓に反射させて、超
音波画像を製造するために使用される。超音波検査の排尿研究によって、現在使用されて
いる従来の研究よりも臨床的に有用な情報が得られる。さらに、経直腸的超音波検査の使
用は、超音波誘導の下で、疑わしい領域へ直接針を設置することを可能にすることによっ
て前立腺注射の正確性を改善する。前立腺の経直腸的超音波検査によって、指で触診され
得ない前立腺前側部分が可視化されることが可能となる。前立腺内解剖所見、カプセル剤
の完全性および精嚢もイメージングされ得る。
【０３８２】
　前立腺容量の決定における経直腸的超音波検査の使用は、信頼性のある方法であると証
明されており、実際の前立腺重量の５％内に正確であるとわかっている。前立腺の比重は
、１．０に近く、立方センチメートルでの前立腺容量は、グラムでのその重量に等しいと
考えられる。前立腺重量は、簡単な式：重量＝０．５（Ｄ１×Ｄ２×Ｄ３）を使用して算
出され得、Ｄ１、Ｄ２およびＤ３は、前立腺の３次元の直径を表す。この技術の日常的な
再現性は、約９５％であると考えられている。使用され得る他のイメージング手順として
、尿路腎盂造影図、コンピューター断層撮影法および磁気共鳴画像法技術が挙げられる。
【０３８３】
　静脈内腎盂造影図は、前立腺の大きさの評価において制限された値のものである。コン
ピューター断層撮影法は、前立腺周囲の領域を示し、リンパ節の大きさを示し得る。しか
し、前立腺内の詳細には乏しく、塊はめったに可視化されない。拡大した節の検出は、高
感度であるが、正常な大きさの節は、顕微鏡的癌腫を含有し得る。経直腸的超音波のよう
な磁気共鳴画像法は、前立腺内の解剖所見を示す。この技術は、骨盤内腺腫大、前立腺周
囲浸潤および精嚢関与の実証において、経直腸的超音波またはコンピューター断層撮影法
と同程度に正確で感度が高い。
【０３８４】
　１．動物モデル
　ＢＰＨ治療を評価するために開発されたインビボ哺乳類モデル系は、有効投与量に関す
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るデータならびに可能性ある毒性または免疫学的副作用に関する情報を提供するはずであ
る。実験動物のうち、イヌは、ヒトＢＰＨを研究するための最も適当なモデルと考えられ
てきた。イヌ前立腺の大きな大きさならびに老犬におけるＢＰＨの自然発生は、ヒト系と
の類似性を提供する。形態学的および生化学的相違にもかかわらず、イヌ前立腺は、治療
の効果を評価するための適した実験モデルを提供する。
【０３８５】
　イヌ動物モデルにおける、記載された組成物および投与方法の安全性および有効性を評
価するために、インビボ研究が設計され得る。組成物のインビボ前立腺内注射によって引
き起こされる前立腺組織に対する効果は、前立腺のインビボおよびインビトロ超音波スキ
ャンによって、また剖検組織の巨視的および顕微鏡的検査によって評価され得る。注射さ
れた組成物の効果の病理組織学的評価は、前立腺、尿道、膀胱、精巣、腎臓、肝臓、心臓
および肺の検査を含んでいた。さらに、狭窄、瘻孔、付着および肉芽腫の証拠が、注射部
位に隣接する組織において調べられ得る。試験されるべき組成物の一連のインビボ前立腺
内注射後に、動物は、インビボイヌ研究の承認されたＧＬＰプロトコールに従って、ナト
リウムペントバルビタールの過剰投与によって安楽死させられ得る。前立腺は、正中線切
開によって露出され、取り出され、過剰の細片が切りとられ、秤量され得る。前立腺は、
取り出されると、正常な生理食塩水を含んだ容器に入れられ、超音波でスキャンされる。
前立腺の超音波イメージは、フィルムに記録される。できる限り正確に同一領域において
超音波知見および組織学的知見が比較され得るように、超音波スキャンが実施される。ス
キャン後、前立腺全体が、０．５ｃｍの切片に連続切片にされ、写真をとられ、顕微鏡的
病理組織学的検査用に調製され得る。超音波画像との比較のために、正しい解剖学的位置
づけを保つよう注意が払われなければならない。前立腺がインビトロでスキャンされる場
合には、トランスデューサーと標的組織の間に介在する組織はなく、それによって最適な
超音波イメージが提供された。インビボ前立腺スキャンの超音波パターンは、血液の循環
および介在する組織のためにインビトロで得られるパターンと同一ではない。しかし、比
較は行うことができ、インビボおよびインビトロ超音波スキャンの間には良好な相関が見
られた。
【０３８６】
　動物実験から得られたデータの、ヒト条件への外挿における制限のために、任意の生物
学的治療薬の最終評価は、ヒトで実施されなくてはならない。現在使用される外科的方法
によるＢＰＨに続発する尿路閉塞の軽減の結果は、良好である。非外科的方法は、受け入
れられるには、同等に有効な結果を提供しなくてはならず、有害な副作用がないものでな
くてはならない。適切に構築された臨床試験が、不可欠であるが、疾患の経過および治療
に対するその反応の、長期間にわたるモニタリングにおける制限のために高齢者集団にお
いて実施することが困難である。治療を評価する臨床研究は、治療後少なくとも３年間継
続するプラセボ対照二重盲検測定を含まなくてはならない。治療の効果は、間質成分およ
び上皮成分の割合によって、または治療の用量および期間に応じて変わり得る。治療の非
外科的方法を用いる治療の候補をより客観的に選択するために、また開示された組成物の
効果をより正確にモニタリングするために、薬物療法の候補として認定するためのＢＰＨ
を有する男性の必要な判定基準は、１５ｍＬ／秒未満のピーク尿流速を有する中程度から
重篤な症状を含まなければならない。排除されるべき患者は、事前の前立腺切除術、急性
尿貯留、感染、神経因性膀胱、尿道狭窄、前立腺の癌腫または他の命を脅かす病気を有す
るものである。
【０３８７】
　ヒト対象が関係する臨床研究は、ＢＰＨの治療のための最適な治療様式を確立するため
に、以下のパラメータのうち１つまたは複数を含み得る。ＢＰＨのために定量的閉塞性症
状を示す前向き患者集団がスクリーニングされ、治療のための適した候補が選択される。
選択された患者は、治療薬の医薬上許容される溶液０．１ｃｃの皮内注射によってアレル
ギー反応について皮膚試験される。薬剤の種々の組合せおよび濃度を用いる病巣内前立腺
注射が実施される。治療薬の適した、有効な量は、治療薬の濃度、組合せ、製剤、注射の
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容量、閉塞性症状の軽減に必要な注射の位置および回数の点で変わる研究から決定され得
る。実験的治療は、前立腺組織の所望の低減が達成された時点または治療間で症状のさら
なる改善が観察されない時点で終了されなくてはならない。
【０３８８】
　２．インビトロ手順
　インビトロ研究は、市販の、外科的に切り出された、モルモット、イヌおよびヒトから
得られた前立腺組織チップ、モルモットおよびイヌ前立腺の全臓器試料における前立腺組
織の注射を含んでいた。
【０３８９】
　ＢＰＨを示す個体から得たヒト前立腺組織の試料（剖検、死体臓器移植ドナーまたは前
立腺切除術を受けている患者から得られ得る）も、治療薬を注射され得る。治療されたサ
ンプルは、標準明視野、落射蛍光および位相差顕微鏡によって評価され得る。
【０３９０】
　種々の治療薬の前立腺内注射によって引き起こされた前立腺組織における顕微鏡的組織
学的変化を比較および評価するために、ヘマトキシリンおよびエオシンで染色された凍結
組織切片の調製のための手順を開発した。組織学的検査のために、前立腺を、およそ０．
５ｃｍの横断切片に連続分割する。これらの横断切片が、前立腺の中央部を横切り、前立
腺尿道の部分を含むことが重要である。すべての切片が、尿道粘膜および前立腺被膜（ｐ
ｒｏｓｔａｔｉｃ　ｃａｐｓｕｌｅ）の外側周縁部を含まなくてはならない。組織横断切
片を－２０℃で凍結し、予冷したクリオスタットチャック上にマウントし、８ｌｍの薄い
凍結切片を、クリオスタット中、－４０℃で調製する。薄い切片を、顕微鏡スライド上に
解凍マウントし、９５％エタノール中で直ちに固定し、ヘマトキシリンおよびエオシンで
染色し、Ｐｅｒｍｏｕｎｔ（Ｆｉｓｈｅｒ、Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ、ＰＡ）を用いてカバ
ーガラスを乗せた。あるいは、組織横断切片を４～１０％のホルマリン度（ｆｏｒｍａｌ
ｉｔｙ）ｐＨ７．２で直ちに固定し、パラフィン中に包埋し、連続薄切片にし、マウント
し、ヘマトキシリンおよびエオシンで染色してもよい。薄組織切片を１００ｌｍ毎に得、
各前立腺について合計少なくとも２０の薄切片を顕微鏡検査する。前立腺組織をメスで横
断切片にし、クリオスタットにおける薄切片作製のために凍結する。組織横断切片は、－
２０℃で凍結しても、ドライアイス／アセトン溶液中に浸漬することによって－８０℃で
スナップ凍結してもよい。薄切片作製が遅れる場合には、組織を－２０℃で、密閉容器中
で数日間保存してもよい。薄切片作製に先立って、凍結組織横断切片をクリオスタット中
に少なくとも１時間置くことによって、それらを切断温度（－３０～－４０℃）にする。
顕微鏡スライドを７０％～９５％エタノール中に浸漬することによって洗浄する。クリオ
スタットで、Ｈ＆Ｅ染色に適した薄凍結切片（６～８ｌｍの厚さ）を調製する。切断温度
、ナイフの刃の角度および鋭さおよび周囲湿度はすべて、薄切片の品質に影響を及ぼす。
温度が低すぎる場合には、組織は砕け、細かく砕ける傾向がある。温度が高すぎる場合に
は、切片は曲がり上がり、ナイフの刃に粘着する傾向がある。低湿度は、ナイフの刃の上
で切片が曲がるのを防ぐようであり、その結果、組織形態学のゆがみが少なくなる。組織
切片がナイフの刃から剥がれるときに、小さいラクダの毛の画筆を用いてそれらが顕微鏡
スライド上にあるように助けてもよい。室温で清潔なスライドを保存することも、組織切
片をナイフの刃から摘み取り、切片をスライドに融解するのに役立つ。調製されたスライ
ドを、２２℃の９５％エタノール中で直ちに固定し、凍結切片のＨ＆Ｅ染色のプロトコー
ルに付す。
【０３９１】
　凍結切片のヘマトキシリンおよびエオシン（Ｈ＆Ｅ）染色手順は、Ｈａｒｒｉｓヘマト
キシリン（Ｊａｍｅｓ　Ｐｈｉｌｌｉｐｓ　Ｃｏ．、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）、
ＬｅｒｎｅｒエオシンＹ（Ｂａｘｔｅｒ、ＭｃＧａｗ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）、１％リチウム
カルボネート（Ｓｉｇｍａ）およびＡｍｅｒｉｃｌｅａｒ（Ｂａｘｔｅｒ）の溶液を使用
して以下のように実施してもよい。凍結組織切片（８ｌｍ）を、９５％エタノール中で１
～３０分間固定する。スライドを、以下の工程に処理する：
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　　脱イオンＨ２０中で３０秒間すすぐ；
　　ヘマトキシリン中で１分間染色し；暖かい水道Ｈ２０中で１５秒間洗浄し；
　　希釈Ｌｉ２ＣＯ３中、２～４回の浸漬（５０ｍｌの脱イオンＨ２０中の５０　１１　
１％　Ｌｉ２ＣＯ３）で浸漬し；
　　脱イオンＨ２０で１５秒間洗浄し；
　　エオシンＹ中、１０回の浸漬で浸漬し；７０％エタノール中、５回の浸漬で浸漬し；
　　９５％エタノール中、５回の浸漬で浸漬し；１００％エタノール中、１０回の浸漬で
浸漬し；
　　１００％エタノール中、１０回の浸漬で再度浸漬し；
　　Ａｍｅｒｉｃｌｅａｒ中、１０回の浸漬で浸漬し；
　　Ａｍｅｒｉｃｌｅａｒ中、１０回の浸漬で再度浸漬し；
　　Ｐｅｒｍｏｕｎｔを用いて直ちにカバーガラスを乗せる。
【実施例】
【０３９２】
Ｈ．実施例
　以下の実施例は、単に例示目的で含まれるのであって、本発明の範囲を制限しようとす
るものではない。
【実施例１】
【０３９３】
ヒトＢＰＨ組織におけるヒアルロン酸発現
　この実施例では、ヒト正常および良性前立腺肥大症（ＢＰＨ）前立腺組織サンプルの両
方におけるヒアルロン酸（ＨＡ）の発現を、ＨＡ－結合タンパク質（ＨＡＢＰ）および３
，３’－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）ペルオキシダーゼ基質を用いる組織学的染色によ
って分析した。
【０３９４】
　予め切断された組織学パラフィン（ＦＦＰＥ）組織切片は、ＵＳ　ＢｉｏＭａｘ　Ｉｎ
ｃ（カタログ番号ＰＲ８０４、ＰＲ８０６およびＰＲ８０８、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ
）から入手した。手短には、ＢＰＨおよび正常前立腺組織をＰＢＳ中、１０％中性緩衝ホ
ルマリンで、２４時間固定し、勾配エタノールを用いて脱水し、キシレンで透徹し、パラ
フィン中に包埋した。組織切片を脱脂し、再水和し、次いで、３％ウシ血清アルブミン（
ＢＳＡ）とともに３７℃で３０分間インキュベートした。カルシウムおよびマグネシウム
不含リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ－ＣＭＦ）ですすいだ後、各スライドに、ＨＡＢＰ－
バッファー（１．５Ｍ　ＮａＣｌ、０．３Ｍ　グアニジン－ＨＣｌ、０．０８％　ＢＳＡ
および０．０２％　アジ化ナトリウム、ｐＨ７．０を含有する、０．２５Ｍ　リン酸ナト
リウムバッファー、ｐＨ７．０）で１：１００希釈したビオチン化ＨＡ－結合タンパク質
（ｂＨＡＢＰ、カタログ番号４００７６３－１Ａ、Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ｏｆ　Ｃａｐ
ｅ　Ｃｏｄ、ＭＡ）０．３ｍＬを加えた。次いで、スライドを４℃で一晩インキュベート
した。次いで、スライドをＰＢＳ－ＣＭＦですすぎ、室温のメタノール中、０．６％　Ｈ

２Ｏ２に移した。ＰＢＳ－ＣＭＦですすいだ後、切片にストレプトアビジン－ＨＲＰ（１
ｍｇ／ｍＬ、カタログ番号ＳＡ５００４、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉ
ｎｃ．、Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ）を加え、ジアミノベンジジンテトラヒドロクロリ
ド（ＤＡＢ、カタログ番号Ｄ３９３９、Ｓｉｇｍａ）を用いて発色させ、Ｍａｙｅｒのヘ
マトキシリン（カタログ番号Ｓ３３０９、Ｄａｋｏ、Ｃａｒｐｅｎｔｅｒｉａ、ＣＡ）中
で対比染色した。
【０３９５】
　合計６７種のＢＰＨおよび１９種の正常前立腺組織サンプルを分析した。サンプルセッ
トでは、ＢＰＨおよび正常前立腺組織サンプルドナーの平均年齢は、それぞれ、６９．７
±７．９歳および３６．７±５．４歳であった。ＢＰＨ組織のＨＡ染色の結果は、以下の
表４に示されている。ＨＡ発現を、以下の判定基準に従ってスコア化した：
　　高ＨＡ－組織切片の細胞／間質領域における染色（＞７０～８０％）
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　　中ＨＡ－組織切片の細胞／間質領域の＞４０％～７０％における染色
　　低ＨＡ－組織切片の細胞／間質領域の＜４０％における染色
　　陰性ＨＡ－観察される染色なし
【０３９６】
　間質領域における、ＨＡ染色は、正常前立腺サンプルにおける３１．６％（６／１９）
と比較して、ＢＰＨサンプルの８５％（５７／６７）において中から高であった。基底細
胞では、ＢＰＨサンプルの４０％は、ＨＡリッチであると、正常前立腺サンプルにおける
０％と比較して高ＨＡ染色によって証明された。上皮細胞ＨＡ染色は、ＢＰＨサンプルの
半分超（３８／６７）において陰性であった。
【０３９７】
【表４】

【実施例２】
【０３９８】
エナント酸テストステロン誘導性前立腺肥大症のラットモデル
　この実施例では、エナント酸テストステロン（ＴＥ）の、ラット前立腺において前立腺
肥大症を誘導する能力を調べた。手短には、２５（２５）匹の８週齢の雄のスプラーグド
ーリーラット（Ｈａｒｌａｎ、ＵＳＡ）に、０、７、１４および２１日目に、１週間に１
回の、ラットあたり２５ｍｇのＴＥ（ロット番号８０Ｇ０１０Ａ、Ａｂｒａｘｉｓ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅ、Ｐｈｏｅｎｉｘ、ＡＺ）を用いる筋肉内注射によって投薬した。２５
匹のラットのうち５（５）匹を、ＴＥ治療前に屠殺し、残りの２０匹のラットのうち５匹
を週毎に屠殺した。前立腺の腹葉を分析のために回収した。ＴＥを用いる治療は、前立腺
成長をもたらし、週に１回１カ月間の治療後に大きさがおよそ３倍増大した。さらに、ラ
ット前立腺重量の増大は、持続したＴＥ曝露と直線的に相関していた。ラット血液におけ
るＴＥの半減期は、およそ１０．５日であった（Anderson RA, J Clin Endocrinol Metab
., (1996) 81(3):896-901）。
【実施例３】
【０３９９】
正常ラット前立腺およびＴＥ誘導性ラット前立腺肥大症に対するＰＥＧＰＨ２０の効果
　この実施例では、ペグ化－ＰＨ２０（ＰＥＧＰＨ２０）を、正常ラット前立腺組織に対
する、またＴＥ誘導性過形成性前立腺組織（上記の実施例２に記載されたラットＢＰＨモ
デル）に対するその効果について調べた。
【０４００】
Ａ．正常ラット前立腺に対するＰＥＧＰＨ２０の効果
　この実施例では、正常前立腺組織に対するＰＥＧＰＨ２０の効果を調べた。５匹の８週
齢の雄のスプラーグドーリーラット（Ｈａｒｌａｎ、ＵＳＡ）に、月曜日、水曜日および
金曜日ごとに２週間、０．８２ｍｇ／ｋｇのＰＥＧＰＨ２０（正常生理食塩水で希釈した
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）を用いて静脈内に投薬した。５（５）匹の非処理ラットは、対照群として役立った。Ｐ
ＥＧＰＨ２０治療後１２日目に、ラットを屠殺し、前立腺の腹葉を、分析のために回収し
た。前立腺重量は、電子はかりを使用して測定した。ＰＥＧＰＨ２０の投与は、媒体単独
での治療と比較して、正常ラット前立腺の前立腺重量の大幅な変化を引き起こさなかった
（Ｐ＝０．１８）。
【０４０１】
Ｂ．前立腺間質ＨＡに対するＰＥＧＰＨ２０の効果
　この実施例では、正常およびＴＥ誘導性前立腺肥大症ラットの前立腺間質および間質Ｈ
Ａに対するＰＥＧＰＨ２０の効果を、ヘマトキシリンおよびエオシン染色ならびにＩＨＣ
染色を含めた前立腺組織学的検査によって分析した。間質増殖は、間質の大きさを視覚的
に比較することによって決定した。８週齢の雄のスプラーグドーリーラットを４群にステ
ージ分類し、これらを以下の表５に示されるように治療した。エナント酸テストステロン
を筋肉内注射によって投与し、ＰＥＧＰＨ２０（正常生理食塩水で希釈した）および対照
を静脈内に投与した。治療後、動物を屠殺し、前立腺の腹葉を分析のために回収した。
【０４０２】
【表５】

【０４０３】
　前立腺組織を、ＰＢＳ中、１０％中性緩衝ホルマリン中で２４時間固定し、勾配エタノ
ールで脱水し、キシレンで透徹し、パラフィン中に包埋した。パラフィンブロックを５μ
ｍ切片に切断した。組織切片を脱脂し、再水和し、標準ヘマトキシリンおよびエオシン（
Ｈ＆Ｅ）染色によって処理した。ＨＡの組織化学的位置確認は、ビオチン化－ＨＡＢＰプ
ローブ（ｂＨＡＢＰ、カタログ番号４００７６３－１Ａ、Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ｏｆ　
Ｃａｐｅ　Ｃｏｄ、ＭＡ）を使用して実施した。切片は、キシレン中で２×５分脱パラフ
ィンし、１００％エタノール中で、２×３分間、９５％エタノール中で１分間水和させ、
次いで、蒸留水ですすぎ、トリプシン溶液中、３７℃で２０分間インキュベートし、ＰＢ
Ｓ中で２×２分間すすいだ。ＰＢＳ中の２％ヤギ血清および１％ＢＳＡ中で３０分間イン
キュベートした後、切片をアビジンおよびビオチンブロック溶液（カタログ番号ＭＢ－１
２２０、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、
ＣＡ）とともにインキュベートし、ＰＢＳで洗浄し；切片をＰＢＳ中の１％ＢＳＡ中、４
μｇ／ｍＬのｂＨＡＢＰとともに３７℃で１時間インキュベートした。０．０５％　ＰＢ
Ｓ－Ｔｗｅｅｎ２０中で３×３分間すすいだ後、切片を、ＦＩＴＣ－ストレプトアビジン
（ＰＢＳで１：５００希釈した、カタログ番号ＣＢ４７４１９５４、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ）中、ＲＴで３０分間イ
ンキュベートし、ＤＡＰＩマウント培地（カタログ番号Ｈ－１２００、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ）中でマウントし、透
明マニキュアで密閉した。スライドを、適当なフィルターを備えたＡｘｉｏｓｋｏｐ蛍光
顕微鏡下で研究者によって盲検化されて観察した。カメラスキャナーおよびＳＰＯＴアド
バンスドイメージプログラム（ＳＰＯＴ　ａｄｖａｎｃｅｄ　ｉｍａｇｅ　ｐｒｏｇｒａ
ｍ）（ＤＩＡＧＮＯＳＴＩＣ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ，Ｉｎｃ．）を用いて各切片の顕微
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【０４０４】
　結果は、以下の表６に示されている。ＰＥＧＰＨ２０を用いる正常前立腺組織の治療に
よって、間質中のヒアルロン酸を分解した。ＴＥを用いる正常前立腺組織の治療は、間質
増殖の増大ならびに間質におけるＨＡレベルの上昇をもたらした。前立腺肥大症を誘導す
るためのＴＥを用いる治療と、それに続くＰＥＧＰＨ２０を用いた治療は、間質における
ヒアルロン酸レベルの低下および間質増殖の低減をもたらし、その結果、間質が大きさに
おいて対照のものに匹敵していた。
【０４０５】
【表６】

【０４０６】
Ｃ．ＴＥ誘導性ラット前立腺肥大症モデルにおける前立腺重量に対するＰＥＧＰＨ２０の
効果
　この実施例では、ＰＥＧＰＨ２０をＴＥ誘導性前立腺過形成（ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉｃ
）ラットに投与し、前立腺重量に対するその効果を評価した。８週齢の雄のスプラーグド
ーリーラットを２群にステージ分類し、これらを以下の表７に示されるように治療した。
エナント酸テストステロンを筋肉内注射によって投与し、ＰＥＧＰＨ２０（正常生理食塩
水で希釈した）を静脈内に投与した。治療後、動物を屠殺し、前立腺の腹葉を分析のため
に回収した。前立腺重量を、電子はかりを使用して測定した。
【０４０７】
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【表７】

【０４０８】
　前立腺重量は、ＴＥ曝露後、それぞれ、７日目および１８日目に１８．９％および８５
．７％増大した。７日目に開始した、ＴＥを投与されたラットの、ＰＥＧＰＨ２０を用い
る治療は、前立腺重量の増大を２６．５％阻害した（Ｐ＜０．００１）。さらに、ＴＥに
よって引き起こされた前立腺重量の増大は、ＰＥＧＰＨ２０投薬のおよそ５日後に停止し
、投薬の継続で、前立腺の大きさの増大は観察されなかった。
【０４０９】
Ｄ．ＰＥＧＰＨ２０投薬の期間の評価
　この実施例では、ＰＥＧＰＨ２０を用いる治療の期間の効果を、ＴＥおよびＰＥＧＰＨ
２０を種々の期間投与することによって評価した。ＴＥを２、３または４週間のいずれか
の間投与し、ＰＥＧＰＨ２０を１週間または２週間のいずれかの間投与した。
【０４１０】
　８週齢の雄のラットを８群にステージ分類し、これらを以下の表８に示されるように治
療した。エナント酸テストステロンを筋肉内注射によって投与し、ＰＥＧＰＨ２０（正常
生理食塩水で希釈した）を静脈内に投与した。治療後、動物を屠殺し、前立腺の腹葉を分
析のために回収した。前立腺重量を、電子はかりを使用して測定した。
【０４１１】
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【表８】

【０４１２】
　結果は、以下の表９に示されている。結果は、ＰＥＧＰＨ２０治療が、投薬および時間
の両方に依存していることを示す。
【０４１３】
【表９】

【０４１４】
Ｅ．最初の投与の時間の評価
　この実施例では、ラットＢＰＨのＰＥＧＰＨ２０を用いる治療の時間依存性を、種々の
時点でＰＥＧＰＨ２０を投与することによって評価した。手短には、８週齢の雄のスプラ
ーグドーリーラットを８群にステージ分類し、これらを以下の表１０に示されるように治
療した。エナント酸テストステロンを筋肉内注射によって投与し、ＰＥＧＰＨ２０（正常
生理食塩水で希釈した）を静脈内に投与した。治療後、動物を屠殺し、前立腺の腹葉を分
析のために回収した。前立腺重量を、電子はかりを使用して測定した。
【０４１５】
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【表１０】

【０４１６】
　結果は、以下の表１１に示される。ＴＥを用いるＢＰＨの４週の誘導（群２）は、最大
の前立腺重量をもたらした。すべての群において、ＰＥＧＰＨ２０を用いる治療は、ＴＥ
単独を用いる治療と比較して、平均前立腺重量を低減した。７日目に開始した、ＰＥＧＰ
Ｈ２０のＴＥとの同時投与は、平均前立腺重量の最大の減少をもたらした。したがって、
ＰＥＧＰＨ２０の長期投与を用いて、より良好な有効性が観察される。
【０４１７】
　前立腺水分重量は、試験管中の前立腺を秤量することと、それに続いて、液体窒素中で
スナップ凍結することによって測定した。試験管を凍結乾燥機中に７日間入れ、それが、
完全に乾燥した後、試験管中の前立腺を再度秤量した。前立腺の水含量は、湿重および乾
重から算出した。すべての郡について、各群の前立腺水含量は、同一であるとわかった（
約８０％）。したがって、前立腺重量の変化が、組織水の減少に起因することはあり得な
い。
【０４１８】
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【表１１】

【実施例４】
【０４１９】
ＴＥ誘導性ラット前立腺肥大症に対するＰＥＧＰＨ２０およびフィナステリドの効果
　この実施例では、ＰＥＧＰＨ２０を用いるＴＥ誘導性ラット前立腺肥大症の治療の効果
を、フィナステリド、ＢＰＨを治療するために使用される５α－レダクターゼ阻害剤であ
る抗アンドロゲン薬を用いる治療と比較した。さらに、ＰＥＧＰＨ２０およびフィナステ
リドを用いる併用療法を評価した。
【０４２０】
Ａ．ＰＥＧＰＨ２０対フィナステリドを用いる治療の比較
　この実施例では、ラットＴＥ前立腺肥厚化モデルを使用して、ＰＥＧＰＨ２０を用いる
治療の効果を、フィナステリドを用いる治療と比較した。８週齢の雄のラットを、３群に
ステージ分類し、これらを以下の表１２に示されるように治療した。エナント酸テストス
テロンを筋肉内注射によって投与し、ＰＥＧＰＨ２０（正常生理食塩水で希釈した）を静
脈内に投与し、フィナステリドを腹膜内に投与した。２１日目に、動物を屠殺し、前立腺
の腹葉を分析のために回収した。前立腺重量を、電子はかりを使用して測定した。
【０４２１】
【表１２】

【０４２２】
　結果は、ＰＥＧＰＨ２０の投与は、前立腺成長のおよそ３０％の阻害をもたらすのに対
し、フィナステリドを用いる治療は、前立腺成長のおよそ３７％の阻害をもたらすことを
示す。ＴＥ単独で治療された群１と比較した、両治療群の前立腺重量の減少は、統計的に
有意である（両方についてＰ＜０．０１）。各群の前立腺水含量は、湿重および乾重から
算出し、すべての群について同一であることがわかった（約８０％）。したがって、前立
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腺重量の変化が、組織水の減少に起因することはあり得ない。
【０４２３】
Ｂ．ＰＥＧＰＨ２０およびフィナステリドの同時投与
　この実施例では、ＰＥＧＰＨ２０およびフィナステリドを用いる併用療法の効果を評価
した。ＰＥＧＰＨ２０は、０．８２ｍｇ／ｋｇ（低用量）または２ｍｇ／ｋｇ（高用量）
のいずれかの用量で投与した。手短には、８週齢の雄のスプラーグドーリーラットを６群
にステージ分類し、これらを以下の表１３に示されるように治療した。エナント酸テスト
ステロンを筋肉内注射によって投与し、ＰＥＧＰＨ２０（正常生理食塩水で希釈した）を
静脈内に投与し、フィナステリドは腹膜内に投与した。２１日目に、動物を屠殺し、前立
腺の腹葉を分析のために回収した。前立腺重量を、電子はかりを使用して測定した。
【０４２４】
【表１３】

【０４２５】
　結果は、以下の表１４に示されている。阻害パーセント（％）は、式：（（対照－治療
されたもの）／対照）×１００に従って決定した。低用量のＰＥＧＰＨ２０、フィナステ
リド単独を用いる治療または低用量のＰＥＧＰＨ２０＋フィナステリドを用いる併用療法
は、前立腺成長のおよそ２５％の阻害をもたらした。高用量のＰＥＧＰＨ２０（２ｍｇ／
ｋｇ）＋フィナステリドの併用療法は、前立腺成長の最大阻害をもたらした（４１％、Ｐ
＜０．００１）。各群の前立腺水含量を湿重および乾重から算出し、すべての群について
同一であるとわかった（約８０％）。したがって、前立腺重量の変化が組織水の減少に起
因することはあり得ない。
【０４２６】
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【表１４】

【実施例５】
【０４２７】
ＴＥ誘導性ラット前立腺肥大症におけるＨＡ除去後の間質細胞のアポトーシス
　この実施例では、ＰＥＧＰＨ２０の、間質細胞のアポトーシスを引き起こす能力を分析
した。ＴＵＮＥＬアッセイによる細胞アポトーシスのインサイツ検出は、インサイツ末端
デオキシヌクレオチジル－トランスフェラーゼ（ＴｄＴ）媒介性ビオチン化ＵＴＰニック
末端標識（ＴＵＮＥＬ）の反応に基づいていた。これは、ＦｒａｇＥＬ　ＤＮＡ（カタロ
グ番号ＱＩＡ３９－１ＥＡ、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ、Ｇｉｂｂｓｔｏｗｎ、ＮＪ）を、製
造業者の指示に従って使用することによって本質的に実施した。手短には、脱パラフィン
した組織切片を、プロテイナーゼＫ（０．０２ｍｇ／ｍＬ、カタログ番号２５５３０、Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）を用いて処理した。次いで、スライドを
Ｔｒｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）で洗浄し、メタノールで希釈した３％Ｈ２Ｏ２中で５
分間内因性ペルオキシダーゼをブロックした。ＴＢＳで洗浄した後、切片を１×ＴｄＴ平
衡バッファーを用いて室温で、３０分間処理し、続いて、ＴｄＴ標識反応ミックス（５７
ｍＬ　平衡バッファーおよび３ｍＬのＴｄＴ酵素）とともに、３７℃で１．５時間インキ
ュベートした。スライドをＴＢＳですすぎ、Ｆｌｕｏｒｅｉｎ－ＦｒａｇＥＬマウント培
地を使用してマウントし、次いで、マニキュアで密閉した。光学顕微鏡下、×２００で、
各切片上のＴＵＮＥＬ陽性細胞の数を計数した。
【０４２８】
　免疫組織化学的染色によって、間質細胞においてのみアポトーシスが誘導されたことが
示された。以下の表１５は、治療計画、ＴＥ７日およびＴＥ１８日と比較した、切片あた
りのアポトーシス細胞の平均数およびＰ値を示す。非テストステロン処理前立腺では、Ｐ
ＥＧＰＨ２０は、間質アポトーシスを誘導しなかった。ＴＥ誘導性前立腺肥大症を有する
ラットのＰＥＧＰＨ２０治療は、前立腺間質細胞において相当なアポトーシスを引き起こ
した。
【０４２９】
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【実施例６】
【０４３０】
ＴＥ誘導性ラット前立腺肥大症に対するＤｅｐｏ－ＰＨ２０の効果
　この実施例では、Ｄｅｐｏ－ＰＨ２０が、ＴＥ誘導性ラット前立腺肥大症を治療するそ
の能力について、ＰＥＧＰＨ２０を用いる治療と比較して調べた。Ｄｅｐｏ－ＰＨ２０は
、流体担体中にＰＨ２０およびリン脂質ゲルを含有する。
【０４３１】
　８週齢の雄のスプラーグドーリーラットを５群にステージ分類し、これらを以下の表１
６に示されるように治療した。エナント酸テストステロンを筋肉内注射によって投与し、
ＰＥＧＰＨ２０を静脈内に、または前立腺内注射によって投与し、ＤｅｐｏＧｅｌ媒体ま
たはＤｅｐｏＰＨ２０を前立腺内注射によって投与した。２１日目に、動物を屠殺し、前
立腺の腹葉を分析のために回収した。前立腺重量は電子はかりを使用して測定した。
【０４３２】
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【表１６】

【０４３３】
　結果は、以下の表１７に示されている。静脈内または前立腺内注射のいずれかによるＰ
ＥＧＰＨ２０を用いる治療は、大幅に小さい前立腺をもたらすことが、前立腺重量の減少
によって証明された。前立腺重量の大きな相違は、ＤｅｐｏＧｅｌ（対照）およびＤｅｐ
ｏ－ＰＨ２０を用いて治療された群間で観察されず、さらに、Ｄｅｐｏ－ＰＨ２０を用い
る治療は、ＴＥ単独を用いる治療と比較して、前立腺重量の大幅な低減を引き起こさなか
った。投与されたＤｅｐｏ－ＰＨ２０ゲル製剤は厚く、この製剤を用いて治療されたラッ
トの前立腺において眼に見える白色の凝集塊が観察された。これらの白色凝集塊はまた、
Ｄｅｐｏ－ゲル単独で治療されたラットの前立腺においても観察された。ラット前立腺の
全体の大きさおよび重量は、本質的に小さいので、これらの凝集塊の存在は、Ｄｅｐｏ－
ＰＨ２０を用いる治療について観察された効果の欠如に寄与している可能性がある。
【０４３４】
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【表１７】

【実施例７】
【０４３５】
多小胞リポソーム（ＭＶＬ）ＰＨ２０製剤
　以下の一般手順を使用して、種々の持続放出多小胞リポソームＰＨ２０（ＭＶＬ－ＰＨ
２０）製剤を調製した。脂質溶液は、トリグリセリド（ＴＧ）トリオレイン（Ｃ１８：１

）、トリカプリリン（Ｃ８：０）およびコレステロールを含めた種々の中性脂質ならびに
ホスファチジルコリン（ＰＣ）、ジオレオイルホスファチジルコリン（ＤＯＰＣ、Ｃ１８

：１）、ジエルコイルホスファチジルコリン（ＤＥＰＣ、Ｃ２２：１）およびジパルミト
イルホスホリルグリセロール（ＤＰＰＧ、Ｃ１６：１）を含めた、正よび負電荷の両方を
有する脂質の混合物を含有していた。総ＰＣ濃度は、最大１９．８ｍＭであり、コレステ
ロール濃度は、３０ｍＭであり、ＴＧ濃度は、最大３．９ｍＭであり、ＤＰＰＧ濃度は、
４．２ｍＭであった。
【０４３６】
　Ａ．ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤の作製
　さまざまなモルパーセントのＤＥＰＣおよびＤＯＰＣ（０～１００％）およびさまざま
なモルパーセントのトリオレインおよびトリカプリリン（０～１００％）、ＤＰＰＧ、コ
レステロールおよび０．１、０．２５、０．５、１または２ｍｇ／ｍＬのＰＨ２０を含有
するＭＶＬ製剤を調製した。手短には、第１の工程において、クロロホルム（油相）中の
脂質および第１の水溶液（水相）中のＰＨ２０を組み合わせ、乳化して、油中水エマルジ
ョンを形成し、それによって、ＰＨ２０をリン脂質単層によってカプセル封入した。第２
の工程において、第２の水溶液を加え、乳化し、それによって、水中油中水型エマルジョ
ンを形成した。続いて、第２の水溶液の第２のアリコートを加えた後、クロロホルム溶媒
を蒸発させ、多小胞リポソームを含有する得られた生成物を、第３の水溶液で複数回洗浄
し、およそ５０％のリポクリット（パッケージングされる粒子容量）に再懸濁し、２～８
℃で保存した。
【０４３７】
　具体的には、製剤をミニボルテックスを使用して調製した、またはオムニミキサー（Ｏ
ｍｎｉ　Ｍａｃｒｏ　ＥＳ、Ｏｍｎｉ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、Ｋｅｎｎｅｓａｗ
、ＧＡ）を使用して大規模で調製した。後者のオムニミキサー法では、クロロホルム（６
ｍＬ）中の脂質溶液を、６ｍＬの第１の水溶液（さまざまな濃度のＰＨ２０を含有する、
１０ｍＭ　Ｈｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ６．５および５％スクロース）と、オムニミキサーを用
いて７，０００ｒｐｍで８分間乳化し、油中水型エマルジョンを得た。２０ｍＬの４０ｍ
Ｍリシンを含有する３．２％グルコースの第２の水溶液、ｐＨ１０．０との４５００ｒｐ
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ｍで１～３分間のその後の乳化の結果、水中油中水型の第２のエマルジョンが得られた。
第２のエマルジョンを２つのエルレンマイヤーフラスコ中に等しく移し、第２の水溶液の
他の５０ｍＬのアリコートを両フラスコに加えた。３５℃でエマルジョンの表面上に窒素
をフラッシュすることによってクロロホルムを除去した。溶液を加え、反転によって遠心
管を混合し、冷蔵卓上遠心機中、４℃で３５００ｒｐｍで１０分間遠心分離することによ
って、ＰＨ２０を含有するＭＶＬ粒子を、５０ｍＬの第３の水溶液（１２０ｍＭ　ＮａＣ
ｌを含有する２５ｍＭ　Ｈｉｓ－ＨＣｌバッファー、ｐＨ６．０）を用いて３回洗浄した
。最後に、ＭＶＬ粒子を第３の水溶液に再懸濁して、およそ５０％のリポクリット製剤を
形成し、２～８℃で冷蔵保存した。ミニボルテックス手順は、表１８に示されたパラメー
タを使用して同様であった。
【０４３８】
　以下の表１８は、第１、第２および第３の水溶液を要約する。表１８はまた、容積、試
薬濃度およびＭＶＬプロセスの各工程の他のパラメータも要約する。
【０４３９】

【表１８－１】
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【表１８－２】

【０４４０】
　Ｂ．ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤の要約
　上記のような同一の一般的手順を使用して、さまざまなモル比の脂質、ＰＨ２０および
他の添加物を含有するいくつかのＭＶＬ－ＰＨ２０製剤を調製した。カプセル封入された
ＰＨ２０の安定性を増強し、保つために、第１の水溶液中に種々のさらなる添加物を含め
た。例えば、製剤Ｆ６８およびＦ６９は、塩化カルシウムを含有していた。製剤Ｆ８２は
、６００μＬのクロロホルム相と６００μＬの第１の水溶液相を分離する中間相として１
５０μＬのグリセロールを含有していた。製剤Ｆ８３は、０．１％デキストラン４０，０
００および０．１％ＰＥＧ－６０００を含有していた。製剤Ｆ８５～Ｆ８７は、ヒアルロ
ン酸（ＨＡ）オリゴマーを含有していた。いくつかの製剤は、その混合／乳化手順が変わ
った。例えば、製剤Ｆ６６については、第１の乳化工程を８分間の代わりに４分間実施し
、その結果、より小さいリポソームペレットが得られた。製剤Ｆ６７は、ミニボルテック
スの代わりにローターホイールを用いて混合して、混合の際により少ないせん断しか生じ
なかった。
【０４４１】
　以下の表１９は、製剤数、製剤ＰＣ（ホスファチジルコリン）およびＴＧ（トリグリセ
リド）モル％比、ｍｇ／ｍＬでのＰＨ２０の出発濃度、エマルジョンを製造するために使
用されるミキサーおよび第１の水溶液中に含まれる任意の添加物を含めて、種々のＭＶＬ
－ＰＨ２０製剤を示す。
【０４４２】



(122) JP 2014-510045 A 2014.4.24

10

20

30

40

【表１９－１】
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【表１９－２】
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【表１９－３】

1より短い第1のエマルジョン混合時間(4分)
2脂質溶液中の、植物由来コレステロールの代わりに使用された動物由来コレステロール
3より短い第1のエマルジョン混合時間(4分)およびより短い第2のエマルジョン混合時間(3
0秒)
【実施例８】
【０４４３】
多小胞リポソーム（ＭＶＬ）共製剤
　以下の一般的手順を使用して、フィナステリド、デュタステリドまたはＰＨ２０組合せ
製剤を含有する種々の多小胞リポソームを調製した。脂質溶液は、トリグリセリド（ＴＧ
）トリオレイン（Ｃ１８：１）、トリカプリリン（Ｃ８：０）およびコレステロールを含
めた種々の中性脂質ならびにホスファチジルコリン（ＰＣ）、ジオレオイルホスファチジ
ルコリン（ＤＯＰＣ、Ｃ１８：１）、ジエルコイルホスファチジルコリン（ＤＥＰＣ、Ｃ

２２：１）およびジパルミトイルホスホリルグリセロール（ＤＰＰＧ、Ｃ１６：１）を含
めた、正および負電荷の両方を有する脂質の混合物を含有していた。総ＰＣ濃度は、最大
１９．８ｍＭであり、コレステロール濃度は、３０ｍＭであり、ＴＧ濃度は、最大３．９
ｍＭであり、ＤＰＰＧ濃度は、４．２ｍＭであった。一部の製剤では、すべての脂質成分
の総濃度が増大し、一部の他のものでは、コレステロール含量は低下した。フィナステリ
ドまたはデュタステリド溶液は脂質溶液で調製した。
【０４４４】
　Ａ．ＭＶＬ－フィナステリド、デュタステリドまたはＰＨ２０組合せ製剤の作製
　第１の水溶液中にＰＨ２０を含有しないか、または０．１ｍｇ／ｍＬのＰＨ２０を含有
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製した。手短には、第１の工程において、クロロホルム（油相）中のフィナステリドまた
はデュタステリドおよび脂質と、第１の水溶液（水相）中のＰＨ２０を組み合わせ、乳化
して、油中水型エマルジョンを形成し、それによってＰＨ２０を、リン脂質単層によって
カプセル封入し、フィナステリドまたはデュタステリドを、脂質層中に組み込んだ。第２
の工程において、第２の水溶液を加え、乳化し、それによって、水中油中水型エマルジョ
ンを形成した。続いて、第２の水溶液の第２のアリコートを加えた後、クロロホルム溶媒
を蒸発させ、多小胞リポソームを含有する得られた生成物を、第３の水溶液で複数回洗浄
し、およそ５０％のリポクリット（パッケージングされる粒子容量）に再懸濁し、２～８
℃で保存した。
【０４４５】
　具体的には、製剤をミニボルテックスを使用して調製した。ミニボルテックス手順は、
第１の水溶液相の容量が、６００μＬの代わりに５００μＬであった点を除いて、表１８
に示されたパラメータを使用する実施例７のもとで記載されたものと同様であった。
【０４４６】
　Ｂ．ＭＶＬ－フィナステリド、デュタステリドまたはＰＨ２０共製剤の要約
　上記のような同一の一般的手順を使用して、いくつかのＭＶＬ－フィナステリド、デュ
タステリドまたはＰＨ２０を含有する組合せ製剤を調製した。さまざまな濃度のフィナス
テリドまたはデュタステリドを有する製剤を調製した。さまざまな脂質濃度も調べた。例
えば、製剤Ｆ３およびＦ４は、低濃度のコレステロール；３０ｍＭの代わりに１５ｍＭを
含有していた。製剤Ｆ５、Ｆ６およびＦ７は、すべて高濃度の脂質を含有していた。以下
の表２０は、製剤番号、脂質組成およびｍｇ／ｍＬでのフィナステリド、デュタステリド
またはＰＨ２０の出発濃度を含めた、種々のＭＶＬ－フィナステリド、デュタステリドお
よびＰＨ２０組合せ製剤を示す。
【０４４７】
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【表２０－１】
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【表２０－２】
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【表２０－３】

【実施例９】
【０４４８】
製剤の分析方法および特性決定
　この実施例では、種々の分析試験方法およびＭＶＬ－ＰＨ２０製剤および共製剤の特性
決定のための手順が記載されている。試験方法によって、ＰＨ２０含量、ＰＨ２０活性の
決定ならびに粒径、リポクリット、顕微鏡的観察およびＰＨ２０のインビトロ放出などの
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ＭＶＬ粒子の特性決定が可能となる。
【０４４９】
Ａ．逆相（ＲＰ）ＨＰＬＣによるＰＨ２０、フィナステリドおよびデュタステリド含量
　この実施例では、逆相ＨＰＬＣによって、懸濁液濃度および遊離ＰＨ２０濃度パーセン
トを含めたＰＨ２０含量を決定した。ＨＰＬＣカラムおよび方法パラメータは、以下の表
２１に示されている。分離は、以下の表２２に示されるようなＨＰＬＣ勾配を使用して実
施した。
【０４５０】
【表２１】

【０４５１】
【表２２】

【０４５２】
　１．ＰＨ２０総（懸濁液）濃度
　ＰＨ２０懸濁液濃度は、ＭＶＬ懸濁液中のＰＨ２０の濃度である。リポクリットが、５
０％に調整される場合には、ＰＨ２０の製剤濃度は、薬物負荷の半量である。ＰＨ２０懸
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ｖｅｔ　Ｂｌｏｏｄ－Ｍｉｘｅｒ上に、室温で１０分間置くことによって前後に穏やかに
揺り動かすことによって再懸濁した。Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ微量遠心管中で、４５０μＬの
第１の水性バッファー（５％スクロースを有する１０ｍＭ　Ｈｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ６．５
）中、１％　ＳＤＳに、５０μＬのＭＶＬ懸濁液を加えた。管を十分にボルテックス処理
し、続いて、室温で１０～１５分間静置させた。抽出材料を１４，０００ｒｐｍで２分間
遠心分離し、上記のようなＲＰ－ＨＰＬＣ分析のために上清を採取した。ＰＨ２０濃度を
、上記の表２０に従って決定されたような、また総濃度として報告された標準曲線に対し
て算出した。主なピークの純度パーセント、酸化ピークのパーセント、クリップおよび他
の分解物も、クロマトグラムから非タンパク質ピークを差し引いた後に報告した。
【０４５３】
　２．遊離ＰＨ２０濃度パーセント
　遊離ＰＨ２０パーセントは、上清中にあるカプセル封入されていないＰＨ２０の量であ
り、製剤中のＰＨ２０の総量のパーセンテージとして表される。遊離ＰＨ２０濃度パーセ
ントを決定するために、ＭＶＬ製剤を室温にし、懸濁液が均一になるまで、Ｈｅｍａｖｅ
ｔ　Ｂｌｏｏｄ－Ｍｉｘｅｒ上に、室温で１０分間置くことによって前後に穏やかに揺り
動かすことによって再懸濁した。Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ微量遠心管に０．５ｍＬのＭＶＬ懸
濁液を加え、３，０００ｒｐｍで１０分間遠心分離した。リポソームペレットを乱さない
ことを確かめながら、１００μＬの上清をＨＰＬＣバイアルインサートに移した。インサ
ート中に、１００μＬの第１の水性バッファー中の２％　ＳＤＳを加え、ピペッティング
によって内容物を完全に混合し、続いて、室温で１０～１５分インキュベートさせた。サ
ンプルをオートサンプラーに置き、次いで、低温でのＳＤＳ沈殿を避けるために、室温で
、ＲＰ－ＨＰＬＣによって分析した。ＰＨ２０濃度を、標準曲線に対して算出し、以下の
方程式を使用して遊離ＰＨ２０％を算出するために使用した：
【０４５４】
【数１】

【０４５５】
Ｂ．サイズ排除クロマトグラフィー－ＨＰＬＣ（ＳＥＣ－ＨＰＬＣ）
　この実施例では、ＳＥＣ－ＨＰＬＣを使用して、サンプル中に存在するＰＨ２０の高分
子量タンパク質（ＨＭＷＰ）、すなわち、共有結合している凝集体の相対量を決定した。
手短には、ＭＶＬ製剤を室温にし、懸濁液が均一になるまで、Ｈｅｍａｖｅｔ　Ｂｌｏｏ
ｄ－Ｍｉｘｅｒ上に、室温で１０分間置くことによって前後に穏やかに揺り動かすことに
よって再懸濁した。Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ微量遠心管中で、４５０μＬの第１の水性バッフ
ァー（５％スクロースを有する１０ｍＭ　Ｈｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ６．５）中、１％オクチ
ルグルコシドに、５０μＬのＭＶＬ懸濁液を加え、管を短時間ボルテックス処理した。サ
ンプルを３０℃のインキュベーター中、６００ｒｐｍで３０分間振盪した。抽出材料を、
１４，０００ｒｐｍで２分間遠心分離し、以下の表２３に示されるカラムおよび方法パラ
メータに従う、ＳＥＣ－ＨＰＬＣ分析のために上清を採取した。モノマーピーク濃度を標
準曲線から算出し、濃度を報告した。スペクトル分析からタンパク質凝集体が検出可能で
あった場合には、脂質ミセルピークを排除した後に、凝集パーセント（％）を報告した。
【０４５６】
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【表２３】

【０４５７】
Ｃ．粒子特性決定
　１．粒径分析
　粒径分布または分布の平均直径は、レーザー回折粒径分析機によって測定されるような
、ＭＶＬ粒子直径の容量加重した大きさ分布である。懸濁液中のＭＶＬ粒子の平均直径は
、Ｈｏｒｉｂａ　ＬＡ－９１０レーザー散乱式粒径分布分析機を使用して測定される。手
短には、ＭＶＬ製剤を、Ｈｅｍａｖｅｔ　Ｂｌｏｏｄ－Ｍｉｘｅｒ上で、室温で１０分間
再懸濁する。１２ｍＬ容量の石英セルに１０（１０）ｍＬの正常生理食塩水を加え、それ
に続いて、およそ１０μＬのＭＶＬ懸濁液を添加する。キュベットの内容物を十分に混合
し、粒径を測定する。
【０４５８】
　２．リポクリット（パッケージングされる粒子容量、ＰＰＶ）
　リポクリットとは、ＭＶＬ懸濁液のパッケージングされる粒子容量のパーセントである
。リポクリットは、マイクロヘマトクリット毛細管チューブに７０μＬのＭＶＬ懸濁液を
加えること、Ｃｒｉｔ－Ｏ－Ｓｅａｌまたは同様の密閉パテを使用して一方の末端を止め
ることおよび管を６００ｇで１０分間遠心分離することによって決定した。回転後、上清
およびペレットの長さを測定した。リポクリットは、組み合わされた上清／ペレット長に
対するペレットの長さの商×１００を得て、ＰＰＶ％またはリポクリット％を得ることに
よって算出した。標的リポクリットは、５０％である。
【０４５９】
　３．ＭＶＬ粒子の顕微鏡的観察
　ＭＶＬ粒子を、位相差顕微鏡を使用して観察した。手短には、ＭＶＬ懸濁液を完全に再
懸濁し、５０μＬのアリコートを、５０～２００μＬ正常生理食塩水を含有するＥｐｐｅ
ｎｄｏｒｆ管中に加えた。管を穏やかに反転することによってサンプルを混合し、１０μ
Ｌを顕微鏡スライドに移した。カバーガラスをＭＶＬサンプル上に穏やかに置き、サンプ
ルを、１０Ｘ、２０Ｘおよび４０Ｘの倍率を使用して顕微鏡下で調べた。顕微鏡に接続し
たデジタルカメラを用いてイメージを記録した。
【０４６０】
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　ＭＶＬ製剤は、光学顕微鏡または蛍光顕微鏡によって特性決定された。
【０４６１】
Ｄ．ＰＨ２０酵素活性
　１．ビオチン化ＨＡ酵素活性測定法
　ＰＨ２０活性は、ヒアルロニダーゼとともにインキュベートした後に、残存するビオチ
ン化ヒアルロン酸が測定されるマイクロタイターアッセイを使用して、酵素活性が測定さ
れる、迅速ビオチン化ＨＡ酵素アッセイを使用して評価した（例えば、Frost and Stern 
(1997) Anal. Biochem. 251:263-269、米国特許公報第２００５０２６０１８６号参照の
こと）。このようなアッセイでは、ヒアルロン酸のグルクロン酸残基上の遊離カルボキシ
ル基がビオチン化され、ビオチン化ヒアルロン酸基質は、共有結合によってマイクロタイ
タープレートと結合していた。ヒアルロニダーゼとともにインキュベートした後、アビジ
ン－ペルオキシダーゼ反応を使用して、残存するビオチン化ヒアルロン酸基質を検出し、
既知活性のヒアルロニダーゼ標準との反応後に得られたものと比較した。
【０４６２】
　２．総（懸濁液）ＰＨ２０活性
　総ＰＨ２０活性は、リポソームの内側および外側にあるＰＨ２０の活性の尺度である。
手短には、ＭＶＬ製剤を室温にし、懸濁液が均一になるまで、Ｈｅｍａｖｅｔ　Ｂｌｏｏ
ｄ－Ｍｉｘｅｒ上に、室温で１０分間置くことによって前後に穏やかに揺り動かすことに
よって再懸濁した。Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ微量遠心管中で、４５０μＬの第１の水性バッフ
ァー（５％スクロースを有する１０ｍＭ　Ｈｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ６．５）中、１０％オク
チルグルコシドに、５０μＬのＭＶＬ懸濁液を加え、管を短時間ボルテックス処理した。
サンプルを３０℃のインキュベーター中、６００ｒｐｍで３０～９０分間か、または４℃
で一晩振盪した。抽出材料を、１４，０００ｒｐｍで２分間遠心分離した。サンプルを採
取し、１％オクチルグルコシドを含有するアッセイバッファーで希釈し、マイクロタイタ
ープレートにロードした。ＰＨ２０酵素活性は、迅速ビオチン化ＨＡ加水分解アッセイを
使用して決定した（実施例Ｄ．１参照のこと）。活性は、Ｕ／ｍＬで報告した。以下の方
程式に従って、比活性を算出した：
【０４６３】

【数２】

【０４６４】
　３．遊離ＰＨ２０活性パーセント
　遊離ＰＨ２０活性パーセントは、ＭＶＬ－ＰＨ２０調製の際の漏出／残存ＰＨ２０のた
めにリポソームの外側にあるＰＨ２０活性の尺度である。ＭＶＬ製剤を室温にし、懸濁液
が均一になるまで、Ｈｅｍａｖｅｔ　Ｂｌｏｏｄ－Ｍｉｘｅｒ上に、室温で１０分間置く
ことによって前後に穏やかに揺り動かすことによって再懸濁した。Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ微
量遠心管に、０．５ｍＬのＭＶＬ懸濁液を加え、３，０００ｒｐｍで１０分間遠心分離し
た。リポソームペレットを乱さないことを確かめながら、１００μＬの上清をＨＰＬＣバ
イアルインサートに移した。インサート中に、１００μＬの第１の水性バッファー中の２
％　ＳＤＳを加え、ピペッティングによって内容物を完全に混合し、続いて、室温で１０
～１５分静置させた。ＰＨ２０活性を、上記の実施例Ｄ．１に記載されるように決定した
。
【０４６５】
Ｅ．種々のＭＶＬ－ＰＨ２０調製物の特性決定の要約
　１．ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤
　上記の試験方法を使用して、いくつかのＭＶＬ－ＰＨ２０製剤を作製し、分析した。調
製された製剤の一部の結果が、以下の表２４～２７に要約されている。使用前に、作製さ
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ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤も、上記のように評価した。これらの製剤は、総溶解物において、
良好なカプセル封入、３１，０００～５５，０００Ｕ／ｍｇのＰＨ２０の比活性を示した
。総溶解物ＰＨ２０活性を、抽出時間の増大（６０～９０分）を用いて、オクチルグルコ
シドを用いて、７１，０００～９０，０００Ｕ／ｍｇの範囲にさらに増強した。リポソー
ムから漏出した遊離ＰＨ２０は、＞１００，０００Ｕ／ｍｇの比活性を示した。
【０４６６】
　以下の表２６は、ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤の上清画分中のＰＨ２０含量および活性を示す
。抽出時間を増大し、オクチルグルコシドを用いた後のＭＶＬ－ＰＨ２０製剤の総溶解物
（懸濁液）ＰＨ２０含量および活性が、表２７に示されている。さらに、ＰＨ２０の完全
性は、製造プロセスの間、保たれ、＞９０％の純度のＲＰ－ＨＰＬＣ分析から得られた主
なＰＨ２０ピークを有していた。
【０４６７】
【表２４】

【０４６８】
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NA:該当なし
ND:未決定
【０４６９】
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【０４７０】
【表２７】

【０４７１】
　２．ＭＶＬ－ＰＨ２０共製剤
　ＰＨ２０も含有する、いくつかのＭＶＬ－フィナステリド、デュタステリドまたは組合
せ製剤を作製し、上記の試験方法を使用して分析した。結果は、高濃度のフィナステリド
またはデュタステリド（５～２５ｍｇ／ｍＬ）では、特徴的なＭＶＬ粒子に加えて微小管
構造が観察されたことを示す。微小管構造の相対分布は、フィナステリドまたはデュタス
テリドの濃度が高まるにつれて高かった。丸い滑らかな構造の点で全体的に良好な形態を
有する粒子が、３０ｍＭコレステロールを使用して５ｍｇ／ｍＬの薬物濃度で形成された
のに対し、１５ｍＭコレステロールを使用する製剤は、この薬物濃度で不十分な粒子形成
をもたらした。低濃度のフィナステリドまたはデュタステリド（０．５～５ｍｇ／ｍＬ）
では、または高い総脂質濃度を使用すると、ＭＶＬ構造のかなり良好な粒子形態特徴およ
び薬物組み込み効率の増大が観察された。表２８には、一部の製剤の特徴が記載されてい
る。表２８に示された、ＰＨ２０を含有する製剤から抽出された総（懸濁液）ＰＨ２０活
性は、＜１５０Ｕ／ｍＬであった。
【０４７２】
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【表２８】

【実施例１０】
【０４７３】
ＭＶＬ－ＰＨ２０特性に対する第１の水相中のＰＨ２０濃度の効果
　０．２５、０．５、１および２ｍｇ／ｍＬの出発ＰＨ２０量を含有する製剤Ｆ７１～Ｆ
７５を、実施例７に記載されるとおりに作製し、実施例９に記載されるような方法を使用
してＰＨ２０酵素活性、ＰＨ２０含量および総容量収率について比較し、これらの特性に
対する出発ＰＨ２０濃度の効果を決定した。結果は、出発ＰＨ２０量が増大するにつれ、
Ｕ／ｍＬでの活性およびＵ／ｍｇでの比活性は、両方とも増大し、１ｍｇ／ｍＬの出発Ｐ
Ｈ２０を含有する製剤において、活性および比活性において、それぞれ、５倍および３倍
増大したことを示す。２ｍｇ／ｍＬの出発ＰＨ２０を含有する製剤では、活性および比活
性はわずかに低下した。すべての製剤について、全タンパク質濃度は増大したが、ｍＬで
の総容量収率は、すべての製剤についてほぼ同じであった。
【実施例１１】
【０４７４】
バッファーまたはラット血漿におけるインビトロタンパク質放出
　ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤を、バッファーまたはラット血漿において、そのＰＨ２０放出に
ついて経時的に評価した。手短には、０．０１％アジ化ナトリウムを含有するラット血漿
か、または第３の水性バッファーのいずれか２ｍＬに、ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤の５００μ
Ｌのアリコートを加え、十分に混合した。混合物を、３７℃のシェーカー上で１２サイク
ルローテーションに付した。分析のために、０、１、３、５および７日目に２．５ｍＬの
アリコートを採取した。２００μＬの各アリコートを光学顕微鏡によって分析した。２ｍ
Ｌの各アリコートを、２ｍＬの生理食塩水に加え、１５ｍＬの試験管に移し、３５００ｒ
ｐｍで１０分間遠心分離した。上清を採取し、上記の実施例９、節Ｄに記載されるように
、１％オクチルグルコシドの存在下でそのＰＨ２０活性を決定した。ペレットを生理食塩
水で洗浄し、遠心分離し、１０００μＬの１％　ＳＤＳを加えた。ＨＰＬＣによってＰＨ
２０含量が決定された。
【０４７５】
　結果は、リポソームペレット中のＰＨ２０のパーセンテージの低下が経時的に観察され
、５日目にプラトーに達したことを示す。例えば、バッファー中で、インビトロタンパク
質放出は、１日目で０日目タンパク質含量のおよそ９０％、３日目で０日目タンパク質含
量のおよそ７５％および５日目で０日目タンパク質含量のおよそ６０％であった。リポソ
ームペレット中のＰＨ２０のパーセンテージは、７日目でこれ以上は低下せず、定常のま
まであった。ラット血漿では、インビトロタンパク質放出は、１日目で０日目タンパク質
含量のおよそ９０％、３日目で０日目タンパク質含量のおよそ８０％、５日目で０日目タ
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ンパク質含量のおよそ６５％であり、それもまた７日目で定常を維持した。
【０４７６】
　結果はまた、培地中に放出されたＰＨ２０活性は、第３の水性バッファー中よりもラッ
ト血漿において高いということを示した。各々について、１日目に培地中に観察された活
性の初期増大があり、０日目ラット血漿に対してほぼ２００％の活性および０日目バッフ
ァーに対しておよそ１５０％の活性を有していた。活性は、１日目にプラトーに達し、７
日目までわずかに低下した。
【実施例１２】
【０４７７】
ＴＥ誘導性過形成性前立腺組織に対するＭＶＬ－ＰＨ２０製剤の効果
　この実施例では、種々のＭＶＬ－ＰＨ２０製剤を、上記の実施例２に記載されるラット
ＢＰＨモデルを使用してＴＥ誘導性過形成性前立腺組織に対するその効果について評価し
た。
【０４７８】
Ａ．組織学的分析
　１．使用されたＭＶＬ－ＰＨ２０製剤の特性決定
　この実施例では、実験が実施されるのに先立って、実施例８において上記で記載される
ように製剤を特性決定した。ＰＨ２０を含有する製剤の各々は、０．２５ｍｇ／ｍＬ　Ｐ
Ｈ２０の初期出発量を含有していた。結果は、以下の表２９に示されている。ＭＶＬ－Ｐ
Ｈ２０Ｆ４０および媒体対照製剤も、光学顕微鏡によって分析した。結果は、リポソーム
にカプセル封入されたＰＨ２０を示した。ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ　４８８－ＰＨ２０製剤
を、光学顕微鏡および蛍光顕微鏡によって分析した。結果はＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ　４８
８標識されたＰＨ２０が、リポソーム中にカプセル封入されたことを示した。
【０４７９】
【表２９】

LLOQ:定量化の下限
【０４８０】
　２．治療された前立腺の組織学的分析の要約
　ラットに、ＭＶＬ－ＰＨ２０を前立腺内注射によって投与した点を除いて実施例３．Ｂ
と同様に、ＭＶＬ－ＰＨ２０を伴って、およびＭＶＬ－ＰＨ２０を伴わずに、ＴＥを投薬
した。ＨＡ位置確認のための、前立腺組織収集、固定および組織学を、実施例３．Ｂに記
載のとおりに実施した。
【０４８１】
　結果は、１日目の前立腺内注射によるＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０の投与後にほとんどのＨ
Ａが分解したことおよび３日目に、ＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０投与に近接した領域では、Ｈ
Ａは、部分的に分解したことを示す。５、７および１０日目には、ＨＡは、分解していな
かった。Ａｌｅｘａ４８８－ＰＨ２０Ｆ４２を投薬されたラットは、注射部位に残ってい
る、大きなパーセンテージの蛍光ＰＨ２０を含有することが観察され、このことは、放出
の初期期間とそれに続く極めてわずかな放出を示唆する。これは、この製剤の膜を安定化
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【０４８２】
Ｂ．ＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０を用いる治療
　別個の研究では、ＭＶＬ－Ｈ２０Ｆ４０を、ＴＥ誘導性過形成性前立腺組織に対するそ
の効果について試験した。
【０４８３】
　１．ＭＶＬ製剤の特性決定
　試験した各ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤は、０．２５ｍｇ／ｍＬ　ＰＨ２０の初期出発量を含
有しており、実施例９に記載されるように特性決定し、結果は以下の表３０に示されてい
る。
【０４８４】
【表３０】

LLOQ:定量化の下限
【０４８５】
　２．治療された前立腺組織の分析
　この研究では、各ラットに、１日目および７日目に２５ｍｇのＴＥを静脈内に投与した
。７日目に５０μＬの４７００Ｕ／ｍＬ（０．１８ｍｇ／ｍＬ）ＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０

および５０μＬのＭＶＬ－媒体を前立腺内に投与した。前立腺［ＨＡ］を分析するために
９日目に、アポトーシスを分析するために８、１０および１４日目に、前立腺重量を分析
するために１４日目にラットを屠殺した。
【０４８６】
　結果は、ＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０投与の１および３日後、ＭＶＬに隣接するＨＡが除去
されたことを示す。治療の７日後、ＨＡは存在していた。したがって、治療後３日までは
前立腺ＨＡの減少が観察された。８、１０および１４日目に間質細胞のアポトーシスを分
析した。投与後１日目では、媒体治療およびＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０治療された前立腺間
でアポトーシスレベルの相違は観察されなかった。投与後３日目に、ＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ

４０治療された前立腺においてアポトーシスの増大が観察された。投与後７日目には、Ｍ
ＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０治療された前立腺ではＰＨ２０誘導性アポトーシスは観察されなか
った。前立腺重量に対するＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０を用いる治療の効果は、以下の表３１
に示されている。比較目的で、正常ラット前立腺重量はおよそ０．６ｇである。ＭＶＬ－
ＰＨ２０Ｆ４０を用いる治療は、ＭＶＬ－媒体対照を用いる治療と比較して、前立腺の大
きさの大幅な低減をもたらした。
【０４８７】
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【表３１】

【０４８８】
Ｃ．ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤を用いる治療
　ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤を、ＴＥ誘導性過形成性前立腺組織に対するその効果について試
験した。
【０４８９】
　１．ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤の特性決定
　試験した各ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤は、第１の水溶液中の０．２５ｍｇ／ｍＬ　ＰＨ２０
の初期出発量を含有しており、実施例９に記載のとおりに特性決定し、結果が以下の表３
２に示されている。
【０４９０】
【表３２】

【０４９１】
　２．治療された前立腺組織の分析
　この研究では、各ラットに、１日目および７日目に２５ｍｇのＴＥを静脈内に投与した
。前立腺の右葉に、５０μＬのＭＶＬ－ＰＨ２０ＦＸを前立腺内に投与し、同一ラット前
立腺の左葉に５０μＬのＭＶＬ－媒体ＦＸを前立腺内に投与した。記号ＦＸは、Ｆ５３、
Ｆ５４、Ｆ５５またはＦ５６などの評価された特定の製剤を指す。ラットを、１４日目に
屠殺し、前立腺重量および組織学的検査について分析した。
【０４９２】
　データが、以下の表３３に示されており、これは、製剤、活性および媒体を用いる治療
と比較した前立腺重量のおよその低減％を示す。すべての製剤を用いる治療が、前立腺の
大きさの低減を引き起こした。製剤Ｆ５４を用いる治療は、前立腺の大きさの４５％の低
減につながった。
【０４９３】
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【表３３】

【０４９４】
Ｄ．ＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０およびＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ５４およびフィナステリドを用い
る治療
　１．ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤の特性決定
　各ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤は、第１の水溶液中の０．２５ｍｇ／ｍＬ　ＰＨ２０の初期出
発量を含有しており、実施例９に記載のとおりに特性決定し、結果が以下の表３４に示さ
れている。ＰＣおよびＴＧ組成物の脂肪酸鎖長に基づいて、ＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０は、
遅いＰＨ２０放出速度を有すると予測され、ＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ５４は、中程度のＰＨ２
０放出速度を有すると予測される。
【０４９５】

【表３４】

【０４９６】
　２．治療された前立腺組織の分析
　この研究では、各ラットに、１日目および７日目に２５ｍｇのＴＥを静脈内に投与した
。７日目に各ラットに、５０μＬのＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ４０またはＭＶＬ－ＰＨ２０Ｆ５

４を前立腺内に投与した。７日目に開始して毎日、各ラットに、２．５ｍｇ／ｋｇのフィ
ナステリドを腹膜内注射によって投与した。研究デザインは、以下の表３５に示されてい
る。
【０４９７】
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【表３５】

I-Pr:前立腺内に
【０４９８】
　結果は、以下の表３６に示されている。フィナステリドを用いる治療は、媒体対照と比
較して、前立腺の大きさの１８．７％の低減につながった。ＭＶＬ－ＰＨ２０製剤のいず
れかを用いる治療は、前立腺の大きさの１０～１２％の低減をもたらした。ＭＶＬ－ＰＨ
２０製剤およびフィナステリドを用いる同時治療は、前立腺の大きさの１９～２０％の低
減をもたらした。この研究に使用したＭＶＬ－ＰＨ２０のＰＨ２０酵素活性は、低く、そ
れぞれ、１３２０および３０５７Ｕ／ｍＬであった。
【０４９９】
【表３６】

【０５００】
　当業者には修飾は明らかであるので、本発明は、添付の特許請求の範囲によってのみ制
限されるものとする。

【配列表】
2014510045000001.app
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