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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　肺送達に適した吸入可能インスリンを製造する方法であって、以下の工程：
インスリン材料を酸性溶液に溶解してインスリン溶存溶液を形成する工程；
当該インスリン溶存溶液を緩衝溶液を用いて滴定して微小インスリン粒子を含有する懸濁
物を形成する工程；及び
前記滴定工程の後、実質的に球形で、微小インスリン粒子の全体積に対して最大で９９Ｖ
ｏｌ％が粒径５μｍ未満となるように、当該微小インスリン粒子を安定化する工程；
を含み、前記微小インスリン粒子の安定化が、前記懸濁物に安定化剤を添加することを含
み、当該安定化剤が、アルコール、ケトン及びそれらの混合物からなる群から選択される
、方法。
【請求項２】
　前記酸性溶液が、水、有機溶媒、及びそれらの混合物からなる群から選択されるものを
含有し、当該有機溶媒が、メタノール、エタノール及びそれらの混合物からなる群から選
択されるアルコールを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記酸性溶液が、酸性溶液の全体積に対して５０～９０Ｖｏｌ％の量の有機溶媒を含有
する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記緩衝溶液のｐＨが３～１０である、請求項１に記載の方法。
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【請求項５】
　前記安定化剤が水に混和するものである、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記微小インスリン粒子が、ｐＨ３～９で微小化されたものである、請求項１に記載の
方法。
【請求項７】
　前記酸性溶液のｐＨが１．０～３．０である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記酸性溶液のｐＨが約２で、当該酸性溶液の全体積に対して１０Ｖｏｌ％～９０Ｖｏ
ｌ％のメタノール、エタノール及びそれらの混合物からなる群から選択される有機溶媒、
及び水を含有する、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記微小インスリン粒子が、ヒトインスリン、動物インスリン、インスリン類似体、及
びそれらの混合物からなる群から選択されるインスリンを含有し、当該インスリン類似体
が、インスリンアスパルト（ｉｎｓｕｌｉｎ　ａｓｐａｒｔ）、インスリングラルギン（
ｉｎｓｕｌｉｎ　ｇｌａｒｇｉｎｅ）及びそれらの混合物からなる群から選択される、請
求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記溶解工程、滴定工程、安定化工程、及びそれらの組み合わせから選択されるものが
、室温で実施される、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記インスリン材料が、結晶ヒトインスリン、結晶動物インスリン、結晶インスリン類
似体、及びそれらの混合物からなる群から選択される結晶インスリンを含有し、当該イン
スリン類似体が、結晶インスリンアスパルト、結晶インスリングラルギン及びそれらの混
合物からなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、２０１４年７月８日に米国特許商標庁に出願された米国仮出願Ｎｏ．　６２／
０２２，０２６に基づく優先権享受を主張し、その出願の全ての内容は、本願において参
照により援用される。
【０００２】
　本発明の態様は一般にヒトインスリン及び／又はヒトインスリン類似体の肺送達、及び
肺送達のためのヒトインスリン及び／又はヒトインスリン類似体の微小化のためのプロセ
スに関する。本開示の態様の幾つかの側面は、粒子特性の改善した微小ヒトインスリン及
び／又は微小ヒトインスリン類似体を含有する組成物にも関する。
【背景技術】
【０００３】
　肺は、吸収可能な表面積が大きい（最大１００ｍ２）ため、また非常に又は極度に薄く
（例えば約０．１μｍ～０．２μｍ）血液供給が良好な、吸収性粘膜を有するため、治療
剤（主にペプチドやタンパク質）の非侵襲的投与及び全身送達における肺吸収経路の可能
性に、注目が集まっている。肺の表面には、非常に薄い肺胞毛細血管及び気管支毛細血管
障壁が有るため、ヒトインスリン粒子が対象の血流中に急速に取り込まれる。その速度は
、急速に作用するヒトインスリン類似体で達成される速度に類似している。ヒトインスリ
ン類似体は、天然に存在するヒトインスリンと異なるが、ヒトインスリンと同様に人体内
で機能しつつ、血糖コントロールに関してより良好な性能を有する、ヒトインスリンの変
形である。
【０００４】
　インスリン製剤は、静脈内注射又は皮下注射によって投与され得る。吸入インスリンは
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、注射された短期作用インスリンと同様に有効なようである。肺送達技術は、吸入インス
リンがそれらが吸収される肺毛細血管に効果的に到達するように開発された。
【０００５】
　ヒトの肺気道は気管支管を含み、これは肺胞と同様、インスリン透過性である。吸入イ
ンスリンは肺胞から吸収され、循環系に入る。吸入喘息医薬は、肺胞に達する前に堆積す
る。デバイスは、ゆっくりと又は呼吸を介してヒトインスリン粒子を肺胞に送達し、ヒト
インスリンは循環系内に放出され得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　吸入ヒトインスリンは、Ｉ型及び／又はＩＩ型糖尿病の患者における食前インスリン送
達に使用され得る。その使用は、炎症、痣（ｂｒｕｉｓｉｎｇ）、不安感等の反応により
インスリン注射を忌避する人々に対するインスリン療法の容易な導入を促進する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明の一つの態様において、肺送達に適した吸入可能インスリンを製造する方法は、
以下の工程：インスリン材料を酸性溶液に溶解してインスリン溶存溶液を形成する工程；
当該インスリン溶存溶液を緩衝溶液を用いて滴定して微小インスリン粒子を含有する懸濁
物を形成する工程；及び当該微小インスリン粒子を安定化する工程；を含む。
【０００８】
　前記酸性溶液は、水、有機溶媒、又はそれらの混合物を含有し得る。
【０００９】
　前記酸性溶液は、酸性溶液の全体積に対して１０～９０Ｖｏｌ％の量の有機溶媒を含有
し得る。
【００１０】
　酸性溶液は、酸性溶液の全体積に対して０～９０Ｖｏｌ％の量の有機溶媒を含有し得る
。
【００１１】
　前記有機溶媒はアルコールを含有し得る。
【００１２】
　前記アルコールは、メタノール、エタノール又はそれらの混合物を含有し得る。
【００１３】
　前記緩衝溶液のｐＨが３～１０であり得る。
【００１４】
　前記微小インスリン粒子の安定化は、前記懸濁物に安定化剤を添加することを含み得る
。
【００１５】
　前記安定化剤のｐＨが中性で水に混和するものであり得る。
【００１６】
　前記安定化剤は、アルコール、ケトン又はそれらの混合物を含有し得る。
【００１７】
　前記安定化が、微小インスリン粒子の収量を増大させるものであり得る。
【００１８】
　前記微小インスリン粒子は、ｐＨ３～９で調製され得る。
【００１９】
　前記微小インスリン粒子は、ｐＨ４．５～７．５で調製され得る。
【００２０】
　前記微小インスリン粒子は、体積平均径が約１．２～２μｍの実質的に球形の粒子を含
有し得る。
【００２１】
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　前記微小インスリン粒子は、当該微小インスリン粒子の全体積に対して最大で９９Ｖｏ
ｌ％の、粒径５μｍ未満の粒子を含有し得る。
【００２２】
　前記酸性溶液のｐＨが１．０～３．０であり得る。例えば、前記酸性溶液のｐＨが１．
８～２．２であり得る。
【００２３】
　前記酸性溶液のｐＨが約２で、水及び当該酸性溶液の全体積に対して１０Ｖｏｌ％～９
０Ｖｏｌ％のメタノール、エタノール又はそれらの混合物を含有し得る。
【００２４】
　前記微小インスリン粒子が実質的に球形で、粒径が５μｍ未満であり得る。
【００２５】
　前記微小インスリン粒子が、ヒトインスリン、動物インスリン、インスリン類似体、又
はそれらの混合物を含有し得る。
【００２６】
　前記インスリン類似体は、インスリンアスパルト（ｉｎｓｕｌｉｎ　ａｓｐａｒｔ）、
インスリングラルギン（ｉｎｓｕｌｉｎ　ｇｌａｒｇｉｎｅ）及びそれらの混合物からな
る群から選択され得る。
【００２７】
　前記溶解工程、滴定工程、及び／又は安定化工程は、室温で実施され得る。
【００２８】
　前記インスリン材料は、結晶ヒトインスリン、結晶動物インスリン、結晶インスリン類
似体、又はそれらの混合物を含有し得る。
【００２９】
　前記結晶インスリン類似体は、結晶インスリンアスパルト、結晶インスリングラルギン
又はそれらの混合物を含有し得る。
【００３０】
　本発明の一つの態様において、微小インスリン粒子は、ヒトインスリン、動物インスリ
ン、インスリン類似体、及びそれらの混合物からなる群から選択されるインスリンを含有
する実質的に球形の粒子を含有する。
【００３１】
　前記実質的に球形の粒子の体積平均径は、約１．２～２μｍであり得る。
【００３２】
　前記微小インスリン粒子の全体積に対して最大で９９Ｖｏｌ％の前記実質的に球形の粒
子の粒径が５μｍ未満であり得る。
【００３３】
　前記インスリン類似体は、インスリンアスパルト、インスリングラルギン又はそれらの
混合物を含み得る。
【００３４】
　本発明の以上の記載は網羅的な要約であることを意味せず、本開示の追加の適切な側面
は、以下の詳細な説明を独立して参照することにより、又はそれと本発明の１つ以上の態
様が記載され示されている添付の図面及び表と組み合わせて、当業者にとって自明であり
得る。
【００３５】
　添付する図面は、明細書と共に、本発明の態様を例示し、それらの説明と共に、本発明
の原理を説明するのに役立つ。
【図面の簡単な説明】
【００３６】
【図１】図１は、インスリン及び／又はインスリン類似体を微小化するプロセスの一態様
を例示するフローチャートである。
【００３７】
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【図２】図２は、本発明の態様に従い調製された微小ヒトインスリン粒子の走査型電子顕
微鏡（ＳＥＭ）画像である。
【００３８】
【図３】図３は、図２の態様に従い調製された微小ヒトインスリン粒子の粒径分布を図示
するグラフである。
【００３９】
【図４】図４は、本発明の一態様に従い微小化する前及び後のヒトインスリンの純度プロ
フィールを示すチャートである。
【００４０】
【図５】図５は、本発明の一態様に従い調製した溶解した微小インスリン粒子の高効率液
体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）クロマトグラフである。
【００４１】
【図６】図６は、本開示の一態様に従い調製した充填容器から送達されたヒトインスリン
粒子のＡｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ試験のデータを示すチャー
トである。
【００４２】
【図７】図７は、本開示の一態様に従い調製した充填容器から送達されたヒトインスリン
粒子のＡｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ試験のデータを示すチャー
トである。
【００４３】
【図８】図８は、本発明の一態様に従い調製された微小インスリングラルギン粒子の走査
型電子顕微鏡（ＳＥＭ）画像である。
【００４４】
【図９】図９は、図８の態様に従い調製された溶解した微小インスリングラルギン粒子の
ＨＰＬＣクロマトグラフである。
【００４５】
【図１０】図１０は、本開示の一態様に従い調製した充填容器から送達されたインスリン
グラルギン粒子のＡｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ試験のデータを
示すチャートである。
【００４６】
【図１１】図１１は、本開示の一態様に従い調製した充填容器から送達されたインスリン
グラルギン粒子のＡｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ試験のデータを
示すチャートである。
【００４７】
【図１２】図１２は、本発明の一態様に従い調製された微小インスリンアスパルト粒子の
走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）画像である。
【００４８】
【図１３】図１３は、図１２の態様に従い調製された溶解した微小インスリンアスパルト
粒子のＨＰＬＣクロマトグラフである。
【００４９】
【図１４】図１４は、本開示の一態様に従い調製した充填容器から送達されたインスリン
グラルギン粒子のＡｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ試験のデータを
示すチャートである。
【００５０】
【図１５】図１５は、本開示の一態様に従い調製した充填容器から送達されたインスリン
グラルギン粒子のＡｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ試験のデータを
示すチャートである。
【００５１】
【図１６】図１６は、ジェットミリング法により調製したヒトインスリン粒子の原子間力
顕微鏡（ＡＦＭ）画像である。
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【００５２】
【図１７】図１７は、実施例２に記載のように調製した微小インスリン粒子の原子間力顕
微鏡（ＡＦＭ）画像である。
【発明を実施するための形態】
【００５３】
　下記詳細な説明は、本発明の幾つかの特定の態様の例示のみを目的として提供され、本
発明の範囲を限定することを意図しない。当業者にとって他の態様は自明であり得、それ
らは本発明の範囲内に含まれることを意図する。また、本発明の文脈で、「インスリン」
は、広い意味で使用され、ヒト又は動物の治療に使用できる任意の型のインスリン又はイ
ンスリン類似体を包含する。例えば、本明細書中、「インスリン」は、天然又は合成ヒト
インスリン、天然又は合成動物インスリン、及びインスリン類似体（例えばインスリンア
スパルト、インスリングラルギン等）を包含する。
【００５４】
　肺送達のための吸入可能インスリン粒子を製造する方法の一つの態様は、：インスリン
材料（例えば結晶インスリン及び／又は結晶インスリン類似体）を酸性環境中に溶解して
（例えば酸性溶液中に溶解してインスリン材料の溶解を促進する）、溶解インスリン溶液
を形成する工程；当該溶解インスリン溶液を緩衝溶液で滴定して微小インスリン粒子を含
有する懸濁物を形成する工程；及び安定化剤（例えば有機溶媒及び／又は共溶媒）を添加
して当該微小インスリン粒子を安定化する工程（例えば精製及び乾燥前の微小インスリン
粒子の収量を増大させるように）；を含む。当該プロセスの態様は室温で実施され、凍結
乾燥、マイクロスフィア、及びジェットミリングプロセス等により導入される熱及び／又
は機械力の導入を回避又は減少する。当該プロセスの幾つかの態様は、溶解インスリン溶
液及び／又は懸濁物を含む酸性環境にポリマー（例えば助剤ポリマー）を添加せずに実施
される。
【００５５】
　本発明の態様は、肺送達に適した吸引可能なインスリンの生産のためのプロセスを提供
する。当該プロセスの態様は、ミリメートル範囲の粒径であり得る結晶インスリン材料を
用いて、特性の改善した、例えばより真球度の高い、又は平滑度が改善した、肺送達用の
活性医薬成分（ＡＰＩ）として、マイクロメートル範囲の粒径の、吸引可能なインスリン
粒子を提供する。本願において、粒径又は粒子の直径（例えば体積平均径）は、他に特定
の無い限り、レーザー回折法によって測定され得る。
【００５６】
　薬物粒子の肺送達は、粒径、粒子の形状、表面の粗さ、溶解度、流動性等の、薬物粒子
の特性に影響を受ける。吸引可能なインスリン及び／又はインスリン類似体は活性薬物成
分で単なる受動的な担体ではないので、本願の開示は、インスリン及びインスリン類似体
を微小化しつつ、生物活性を維持し、又は実質的に維持する。
【００５７】
　粒径（又は空気力学的直径）が５μｍ未満の粒子は、肺によって吸収される吸引薬物と
して用いられる。適切な空気力学的直径又は粒径を有する粒子は良好な流動特性を有し、
血流内への吸収が改善される、又は肺の肺胞－毛細管表面を介して最適化される、気道下
部（気管支及び肺胞領域）内により容易に分散される。一方、大き過ぎる薬物粒子（例え
ば空気力学的直径又は粒径が５μｍを上回る粒子）は、慣性衝突によって喉や気管等の気
道上部で殆ど捕捉されてしまう。斯かる大きすぎる粒子は、肺胞のような薄い透過可能な
毛細管を有しない気道上部に蓄積して、実質的に吸収されない。蓄積した薬物粒子は、マ
クロファージの増大を刺激する肺の防御システムを起動する場合がある。マクロファージ
の刺激又は過剰な刺激は、他の炎症性細胞の集合を引き起こし、やがて二次的な組織損傷
、再生及び線維化を生じ得る。
【００５８】
　薬物粒子のサイズは、肺送達において決定的な役割を有し得る。粒径５μｍ未満の粒子
を製造するために、噴霧乾燥や機械的製粉技術等の多くの単一工程の微小化方法が使用さ
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れ得て、そのようなプロセスの後、一般にミリメートル範囲の直径を有するインスリン粉
末粒子出発材料の直径は、肺送達のためのマイクロメートル範囲の直径になる。
【００５９】
　しかしながら、インスリン粒子を微小化するプロセスは、インスリン微小化プロセスの
過程での熱及び又は助剤ポリマーの導入を含み、それらはインスリンの凝集及び活性喪失
を引き起こし薬物製造を阻害し得る。加えて、助剤ポリマーはプロセシングの過程で製剤
の安定化や溶解度の増大を助けるが、助剤ポリマーは除去が困難な不純物を導入し得る。
【００６０】
　凍結乾燥プロセスは、ミリメートルサイズ範囲（例えばインスリン材料）からマイクロ
メートルサイズ範囲に、インスリン粒子を変形するのに使用され得る。凍結乾燥を使用す
る理由の一つは、１～５μｍ範囲の粒子の製造がこの方法のサイズ減少能力の限界である
からである。安定性や溶解性を改善するために製剤中の不活性物質又は助剤としてポリマ
ーが導入され得る。
【００６１】
　しかしながら、凍結乾燥微小化プロセスは、インスリン等の巨大分子に対して潜在的に
有害であり得る。例えば、凍結乾燥プロセスの過程で水を昇華させるために分子に熱が加
えられるが、これはインスリンの立体構造の変化をもたらし、あるいはインスリンを変性
させてしまい得る。熱や振動がインスリンの繊維形成を促進することが示されている。
【００６２】
　更に、凍結乾燥プロセス（ポリサーマルプロセス）の冷却の速度は、微小粒子のサイズ
や形状を調整するが、凍結乾燥は、インスリン及びポリマーにより形成されたインスリン
の微小粒子の過剰な乾燥を引き起こし、それは物理的又は化学的安定性を低下させ得る。
また、インスリンは、乾燥粉末形態で凝集し易い。
【００６３】
　インスリン微小粒子を形成するプロセスにおいてポリマーが使用される場合、インスリ
ンの微小粒子が、インスリンの等電点付近のｐＨで結晶インスリンを溶解することにより
形成されることも見出されている。ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリビニルピロ
リドン（ＰＶＰ）、乳酸グリコール酸コポリマー（ＰＬＧＡ）、あるいは生体接着性メカ
ニズム等の、様々な適切な種類のポリマーが、このプロセスで使用され得る。ポリマーが
緩衝溶液中に添加されるとき、それは、結晶インスリンの溶解度を更に増大するのを助け
る。しかしながら、添加したポリマーは、このプロセスの後効率的に及び完全に除去され
得ない。除去されない残留ポリマーは、薬物の有効性を低下させ、毒性を増大させ、不純
度のレベルを増大させる。
【００６４】
　インスリンを含有するマイクロスフィアの生産に関連する他のプロセスは、インスリン
を酸性環境中に溶解するのを助けるために、ＰＶＰ又はＰＥＧ等の助剤ポリマーを導入す
る。そのようなプロセスによって生産されたマイクロスフィアは、インスリンに有害又は
ダメージを与え得る、比較的高温にさらされる。そのようなプロセスの最後に、ポリマー
を洗い流すための有機溶媒（インスリンの溶解度が低いもの）は、小さなインスリン粒子
の凝集化を引き起こし得る。また、上記有機溶媒は、マイクロスフィア中に含有されるイ
ンスリン分子を変性させ、ヒトや動物に投与されたときに毒性を有し得る。
【００６５】
　本願の態様以外のインスリン微小粒子の製造プロセスは、有機溶媒を利用し、厳しい滅
菌条件を要する。有機溶媒（本願のもの以外）は、薬物の純度に影響し、マイクロスフィ
ア中に残留有機溶媒が残っていると、インビボで有害であり得る。加えて、有機溶媒によ
って引き起こされる多孔質構造は、一貫しない放出用量をもたらし得る。熱、化学、又は
放射プロセスによる滅菌は、マイクロスフィア中にトラップされた薬物又はポリマーの分
解を引き起こし得る。溶液の滅菌は、不純物の存在する量を増大させ得る。
【００６６】
　インスリンの調整放出調製品は、生分解性ポリマー材料を用いてインスリンの均一な微
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結晶をマイクロカプセル化（例えば界面活性剤により）することによって得られるマイク
ロスフィアを含有し得る。そのような組成物は、しかしながら、インスリン含量が低く、
例えば平均インスリン粒子含量は、インスリン粒子の全重量の１０％ｗ／ｗ未満であり得
る。
【００６７】
　本願の態様の側面は、上記困難を克服することに関する。インスリン又はインスリン類
似体を製造する方法の態様は、以下の３つの動作を含む。
【００６８】
　１つ目の動作は、酸性環境中にインスリン材料（例えば結晶インスリン又はインスリン
類似体）を溶解することで、インスリン材料の溶解を促進して、溶解インスリン溶液を形
成する。酸性環境は、酸性溶液を含み得る。例えば、酸性環境は、水、有機溶媒（例えば
メタノール等のアルコール）、又はそれらの混合物を含む酸性溶液を含み得る。
【００６９】
　酸性環境中でのインスリンの挙動は、インスリンを溶解するのに利用され得る。幾つか
の態様において、良好な溶解条件を提供するために、酸性環境のｐＨは、約１．０～３．
０、例えば１．８～２．２とされる。
【００７０】
　２つ目の動作は、懸濁物の状態に達するまで（例えば懸濁物が取得されるまで）、溶解
インスリン溶液を緩衝溶液で滴定することである。溶解インスリン溶液の滴定は、溶解し
たインスリンの溶解性を変化させ、溶解したインスリンと微小インスリン粒子として沈殿
させて、懸濁物を形成させるのに利用され得る。例えば、溶液のｐＨ値は、インスリンの
溶解性に影響するように変化し得る。インスリンは、酸性及び塩基性官能基を両方有して
いる。インスリンを構成するアミノ酸（例えばアミノ基及びカルボニル基）は、正電荷、
負電荷を有し、又は中性であり、一緒になってインスリンにその全体の電荷を提供する。
その等電点（ＩＥＰ）を下回るｐＨにおいて、インスリンは正味の正電荷を担持し、ＩＥ
Ｐ上回るｐＨにおいて、インスリンは正味の負電荷を担持する。従って、溶解インスリン
溶液は、インスリンの溶解性を低下させ、マイクロメートル範囲の粒径を有する小さい又
は微小の粒子として溶解インスリン溶液からインスリンを固体化及び沈殿させるために、
インスリンのＩＥＰの値にｐＨを近付けるように滴定され得る。インスリンが沈殿すると
、溶解インスリン溶液は、透明又は実質的に透明な溶液が白色に乳濁した懸濁物に変化す
る（例えばこの懸濁物は微小インスリン粒子を含有する）。
【００７１】
　３つ目の動作は、安定化剤（例えば有機溶媒、任意で共溶媒）を加えることにより微小
インスリン粒子を安定化し、精製及び乾燥の前の微小インスリン粒子の収量を増大させる
ことである。
【００７２】
　安定化剤（例えば有機溶媒及び／又は共溶媒）は、微小インスリン粒子の収量を増大さ
せるために添加され得る。使用される安定化剤（例えば有機溶媒、任意で共溶媒）は、イ
ンスリンの種類によって異なり、下記で更に記載される。
【００７３】
　本願の態様の側面は、凍結乾燥ポリマーやマイクロスフィア法と比較してより単純かつ
安全な製造及び／又は最終製品を提供する；助剤ポリマー（追加の不純物を導入し得る）
を要しない；微小化プロセスが室温で実施され得る；及び追加の加熱を要しないためイン
スリンの凝集及び／又は分解が少ない；という特徴を有する。
【００７４】
　インスリン及びインスリン類似体を室温で微小化する新規プロセスの態様は、下記の３
つの主要な動作を含む。第１に、ミリメートル範囲の粒径のインスリン材料の溶解；第２
に、微小化（例えばインスリン粒子を含有する溶液が微小インスリン粒子を含有する懸濁
物になるようにインスリン粒子を調製すること）；第３に、微小インスリン粒子の安定化
；及び第４に、液体溶液からのインスリン粒子の分離である。液体溶液からのインスリン



(9) JP 6530480 B2 2019.6.12

10

20

30

40

50

粒子の分離の後、洗浄、乾燥及び精製が行われ、吸引可能なインスリン又はインスリン類
似体ＡＰＩの製造プロセスが完了する。
【００７５】
　第１の動作において、インスリン材料は、水と極性で低分子量で水混和性の有機溶媒を
含有する酸性環境（例えば酸性溶液）中に溶解され得る。メタノール及び／又はエタノー
ルは、インスリンの当初の溶解度を調整するために、溶液の全体積に対して最大９０Ｖｏ
ｌ％（ｖｏｌ％）の量で、溶液中に含まれ得る。例えば、メタノール及び／又はエタノー
ルは、好ましくはおよそ９０ｖｏｌ％（酸性溶液の全体積に対して）の量で酸性溶液中に
含まれ得るが、０％超で最大９０ｖｏｌ％の任意の量が想定され、使用され得る。
【００７６】
　酸性溶液は、撹拌プレートの頂部に置かれ得る。溶液が完全に又はほぼ完全におよそ４
０～２００回転／分（ｒｐｍ）の定常、連続、又は実質的に連続の撹拌が全体で利用され
る。余りに高い振盪の速度及び／又は撹拌スピードを利用することは、乱流や不均一な混
合を引き起こす恐れが有り、一方、余りに低い振盪の速度及び／又は撹拌スピードを利用
することは、望ましくない粒径（例えば５μｍ以上の粒径）を有するインスリン粒子をも
たらし得る。インスリンが固相から液相に解離したとき（例えばインスリンが溶解して溶
解インスリン溶液を形成したとき）、溶液は透明又は実質的に透明になる。
【００７７】
　第２の動作において、撹拌速度は、３０～１００ｒｐｍ、例えば５０～７５ｒｐｍ、又
は５０～６０ｒｐｍに下げられ得る。溶解インスリン溶液は、緩衝溶液で滴定され、又は
ゆっくり滴定されて、溶解インスリン溶液が透明又は実質的に透明な溶液から微小インス
リン粒子を含有する乳白色の懸濁物に変化することにより、次第にインスリンの沈殿が見
えてくる。
【００７８】
　インスリン及び／又はインスリン類似体は、ｐＨ３～９、例えばｐＨ４．５～７．５で
微小化され得る。緩衝溶液は、ｐＨ３～１０となるように調製され得る。その結果、溶解
インスリン溶液の滴定によって形成される懸濁物のｐＨは、３～９となり得る。
【００７９】
　第３の動作において、中性のｐＨを有し水混和性の安定化剤が利用される。安定化剤の
例として、アルコール及び／又はケトンが有る。例えば、アルコールは、メタノール、エ
タノール、イソプロピルアルコール又はそれらの混合物を含み得るが、アルコールはそれ
らに限定されない。安定化剤は、微小インスリン粒子を安定化させる。
【００８０】
　微小インスリン粒子の分離後、精製及び／又は乾燥プロセスが実施され得る。本分野で
利用できる任意の適切な精製及び／又は乾燥プロセスが利用され得、それらは当業者に自
明であり得る。
【００８１】
　図１は、インスリン及び／又はインスリン類似体を室温で微小化する方法の一態様を例
示するプロセスフローチャートである。図１において、インスリンを微小化するプロセス
１００の態様は、インスリン材料の溶解１０２、インスリンの沈殿及び懸濁物の安定化１
０４、及びインスリンの分離１０６を含む。
【００８２】
　本開示の態様は、例示を目的とする実施例を参照して記載される。しかしながら、本願
は、ここに記載される実施例によって限定されない。
【実施例】
【００８３】
実施例１　９０Ｖｏｌ％メタノール溶液中の吸引可能なインスリン粒子の調製
　７０ｍｇの生合成ヒトインスリン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ製組換えインスリン）
材料の粉末を、４０ｍｌバイアル中で、ｐＨ１．９で酸性溶液の全体積に対して９０Ｖｏ
ｌ％（残りの１０％は水及びＨＣｌ）のメタノールを含有する酸性溶液７．７ｍｌ中に溶
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実質的に透明になって溶解インスリン溶液を形成するまで定常的に撹拌した。そして、そ
して撹拌をより低速にし（例えば回転速度約７５ｒｐｍ）、ｐＨ５．６４の１．７５ｍｌ
の０．１Ｍ酢酸ナトリウム（ＮａＡｃ）緩衝溶液を滴下して、溶解インスリン溶液をゆっ
くり滴定した。透明な溶解インスリン溶液は、微小インスリン粒子を含有する乳濁した黄
色の懸濁物に変化した。滴定が終了又は実質的に終了した後、約１０ｍＬのエタノールが
懸濁物に添加された。更に３０分間撹拌を継続した。微小インスリン粒子を、固体として
懸濁物の上澄から分離し、この固体をエタノールで２回洗浄して、メタノールと塩を除去
した。この固体を室温で真空乾燥した。
【００８４】
　図２は、実施例１に記載の方法で製造した吸引可能なヒトインスリンＡＰＩを示す走査
型電子顕微鏡（ＳＥＭ）画像である。本願において、全てのＳＥＭ画像は、ＪＥＯＬ　Ｃ
ａｒｒｙＳｃｏｐｅ　ＪＣＭ－５７００　ＳＥＭ装置を用いて取得された。図３は、実施
例１に記載のようにして調製された吸引可能なインスリンＡＰＩ（微小インスリン）の粒
径分布を図示するグラフである。図２及び３から、実施例１に記載のようにして調製され
た吸引可能なインスリンＡＰＩ（微小インスリン）の粒径は、肺送達に適しており、例え
ば粒径５μｍ未満であると結論付けられた。例えば、図３に見られるように、実施例１の
微小インスリンの平均粒径Ｄ５０は２μｍ未満であった。Ｄ５０は、試料の全体積に対し
て、試料の５０ｖｏｌ％がそれより小さい粒径を有し、試料の５０ｖｏｌ％がそれより大
きい粒径を有する、最大の粒径である。
【００８５】
実施例２　９０Ｖｏｌ％メタノール溶液中での吸引可能なインスリン粒子の調製
　１ｇの生合成ヒトインスリンＡＰＩ粉末（即ちＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ製組換えイ
ンスリン）を、遠心スターラーとスターラーバーを有する４００ｍｌ容器中で、ｐＨ約１
．９で酸性溶液の全体積に対して９０Ｖｏｌ％（残りの１０％は水及びＨＣｌ）のメタノ
ールを含有する酸性溶液１１０ｍｌ中に溶解した。得られた溶液を、溶液が完全に又は実
質的に透明になって溶解インスリン溶液を形成するまで撹拌した。そして、そして撹拌を
より低速にし（例えば回転速度約５０ｒｐｍ）、ｐＨ５．６４の２５ｍｌの０．１ＭＮａ
Ａｃ緩衝溶液を滴下して、溶解インスリン溶液を滴定した。透明な溶解インスリン溶液は
、微小インスリン粒子を含有する乳濁した黄色の懸濁物に変化した。滴定が終了又は実質
的に終了した後、約１３５ｍＬのエタノールが懸濁物に添加され、更に３０分間撹拌を継
続した。
【００８６】
　微小インスリン粒子を、固体として懸濁物の上澄から分離し、この固体をエタノールで
２回洗浄して、メタノールと塩を除去した。この固体を室温で真空乾燥した。産物の重量
を用いて回収率を計算した。粒径は、レーザー回折粒径分析器（即ちＪＥＯＬ　Ｃａｒｒ
ｙＳｃｏｐｅ　ＪＣＭ－５７００　ＳＥＭ装置）を用いて解析した。
【００８７】
　上記手順は、微小インスリンのバッチごとに４回反復した。
【００８８】
　表１は、実施例２に記載の４つのバッチ産物における回収率の再現性を示す。表２に見
られるように、実施例２の回収率は８６％を超える。
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【表１】

【００８９】
　表２は、実施例２のバッチにおいて生産された微小ヒトインスリン粒子の粒径分布の再
現性を示す。表２から、実施例２に関して記載されるように調製された微小インスリンの
粒径は、例えば５μｍ未満で肺送達に適していると結論された。例えば、表２に見られる
ように、実施例２の微小インスリンにおいて、平均粒径Ｄ５０は１．５４μｍで、平均粒
径Ｄ１０は０．７５μｍで、平均粒径Ｄ９０は３．０４μｍで、これは、肺送達に適して
いる。Ｄ５０は、試料の全体積に対して、試料の５０ｖｏｌ％がそれより小さい粒径を有
し、試料の５０ｖｏｌ％がそれより大きい粒径を有する、最大の粒径である。Ｄ１０は、
試料の全体積に対して、試料の１０ｖｏｌ％がそれより小さい粒径を有する、最大の粒径
である。Ｄ９０は、試料の全体積に対して、試料の９０ｖｏｌ％がそれより小さい粒径を
有する、最大の粒径である。

【表２】

【００９０】
　加工前後のインスリンの化学的安定性を、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｐｅｉａ　（ＵＳＰ）のＣｈａｐｔｅｒ＜６２１＞に記載の高性能液体クロマトグラ
フィー（ＨＰＬＣ）及びヒトインスリンモノグラフのための不純物試験に使用されるＵＳ
Ｐ法によって試験した。図４は、実施例２に記載の微小化プロセス前後のインスリンの不
純物プロフィールを示す。図４に示すように、インスリンダイマー、高分子量タンパク質
、Ａ－２１デサミドインスリン又は微小化プロセスの過程でのインスリン中の関連する化
合物等の、不純物の量に、顕著な変化は無かった。
【００９１】
　図５は、実施例２に記載のように調製された溶解インスリン粒子の高性能液体クロマト
グラフィー（ＨＰＬＣ）クロマトグラフを示す。図５のＨＰＬＣクロマトグラフは、微小
インスリンの保持時間が元のインスリン材料のものと比べて統計的に有意な変化を示さな
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いことを示す。この微小インスリン粒子の解析からの証拠は、インスリンの化学的完全性
が、微小化プロセスの過程で維持され、又は実質的に維持されることを示唆する。
【００９２】
　微小インスリン粒子の粒径分布は、Ｓｙｍｐａｔｅｃ　Ｇｍｂｈ製レーザー回折ＣＵＶ
ＥＴＴＥ　ＣＵＶ－５０ＭＬ／ＵＳを使用して評価された。微小インスリン粒子は、エタ
ノール媒体（エタノール溶液）中で試験された。取得されたデータは、粒子の全体積に対
して９９ｖｏｌ％超の粒子の粒径が５μｍ未満で、表２に示すように、４つの全てのバッ
チの体積平均径の平均が１．７９μｍであることを示す。従って、微小インスリン粒子は
、微小インスリン粒子の全体積に対して９９ｖｏｌ％超（例えば９９～１００ｖｏｌ％）
の５μｍの粒径を有する粒子を含有し得る。幾つかの態様において、微小インスリン粒子
は、微小インスリン粒子の全体積に対して最大で９９ｖｏｌ％の５μｍの粒径を有する粒
子を含有し得る。
【００９３】
　図６は、それぞれ１，１，１，２－テトラフルオロエタン（ＨＦＡ　１３４Ａ）、１，
１，１，２，３，３，３，－へプタフルオロプロパン（ＨＦＡ　２２７）、又はＨＦＡ　
１３４Ａ及びＨＦＡ　２２７の混合物を含有する推進剤を利用した３つの定量吸入器によ
って供給されたヒトインスリン（実施例２に記載のようにして生産されたＡＰＩ）のＡｎ
ｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ試験を示すチャートである。定量吸入
器は、実施例１１に記載のようにして調製された。図６に示すデータから、３つの異なる
推進剤（ＨＦＡ　１３４Ａ、ＨＦＡ　２２７、並びにＨＦＡ　１３４Ａ及びＨＦＡ　２２
７の混合物）が、実施例２に記載のようにして生産された微小ヒトインスリンに利用され
たとき、同等の結果を提供したと結論付けられた。
【００９４】
　図７は、３つの異なる推進剤（それぞれＨＦＡ　１３４ａ、ＨＦＡ　２２７、並びにＨ
ＦＡ　１３４Ａ及びＨＦＡ　２２７の混合物）を利用したによって供給されたヒトインス
リン（実施例２に記載のようにして生産されたＡＰＩ）の３つの異なるステージ分類での
Ａｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ解析結果を示すチャートである。
定量吸入器は、実施例１１に記載のようにして調製された。図７に示すデータから、３つ
の異なる推進剤が、実施例２に記載のようにして生産された微小ヒトインスリンに利用さ
れたとき、同等の結果を提供したと結論付けられた。
【００９５】
実施例３　１００Ｖｏｌ％水溶液中の吸引可能なインスリン粒子の調製方法
　吸引可能なヒトインスリン粒子は、ｐＨ２．０の約１００ｖｏｌ％精製水溶液（精製水
とｐＨが２になるのに十分な量の酸を含有する溶液）を９０ｖｏｌ％メタノール含有酸性
溶液に代えて使用した以外、実施例１に記載のものと同様に調製された。得られたヒトイ
ンスリン粒子の粒径分布は、実施例２に記載のようにして解析された。粒径分布解析の結
果は、吸引可能なヒトインスリン粒子の粒径が平均２．０１μｍであることを示した。上
記のように、実施例１に記載のように調製された吸引可能なヒトインスリン粒子の粒径Ｄ
５０は２μｍ未満で、実施例２に記載のようにして調製された４バッチの吸引可能なヒト
インスリン粒子（これらも９０ｖｏｌ％メタノールを含有する酸性溶液を使用して調製さ
れた）の体積平均径の平均は１．７９μｍであった。従って、溶媒の組成（例えばメタノ
ール対水）は、生産される微小ヒトインスリンのサイズを変化させ得ることが示される。
【００９６】
実施例４　低メタノール濃度溶液中での吸引可能なヒトインスリン粒子の調製方法
　吸引可能なヒトインスリン粒子は、ｐＨ約２．０の５０ｖｏｌ％メタノール（他の５０
ｖｏｌ％として水とＨＣｌを含有する）、又は１０ｖｏｌ％メタノール（他の９０ｖｏｌ
％として水とＨＣｌを含有する）を、ヒトインスリン材料を溶解するのに使用される９０
ｖｏｌ％メタノール含有酸性溶液に代えて使用した以外、実施例１に記載のものと同様に
調製された。
【００９７】
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　表４は、実施例１、３及び４に記載のように微小化されたヒトインスリン粒子の粒径分
布データを示す。
【表３】

【００９８】
　従って、ヒトインスリン（生材料）を溶解するのに用いられる出発溶媒（例えばメタノ
ール溶液対水）や溶媒濃度（例えば酸性溶液の全体積に対するメタノール濃度１０ｖｏｌ
％、５０ｖｏｌ％又は９０ｖｏｌ％）が微小ヒトインスリン粒子の粒径に影響し得ること
が結論付けられた。
【００９９】
実施例５　１０Ｖｏｌ％エタノール溶液中の吸引可能なヒトインスリン粒子の調製方法
　吸引可能なヒトインスリン粒子は、１０ｖｏｌ％エタノール（他の９０ｖｏｌ％として
水とＨＣｌを含有する）を、インスリンを溶解するために使用される９０ｖｏｌ％メタノ
ール含有酸性溶液に代えて使用した以外、実施例１に記載のものと同様に調製された。得
られた吸引可能なヒトインスリン粒子の粒径分布は、実施例２に記載のようにして解析さ
れた。粒径分布解析の結果は、吸引可能なヒトインスリン粒子の体積平均径が１．３６μ
ｍであることを示した。
【０１００】
実施例６　ｐＨの異なる９０Ｖｏｌ％メタノール溶液を利用したヒトインスリンを吸引可
能な粒子に微小化する方法
　吸引可能なヒトインスリン粒子は、ｐＨ５．６４の緩衝溶液に代えてｐＨ３～９のＮａ
ＯＨを含有する一揃いの緩衝溶液を使用した以外、実施例１に記載のものと同様に調製さ
れた。得られた吸引可能なヒトインスリン粒子の粒径分布は、実施例２に記載のようにし
て解析された。ＮａＯＨは、溶液のｐＨを調製するのにも使用された。粒径分布解析の結
果及び滴定後の対応する緩衝溶液のｐＨを表５に示す。表５に示すデータから、ｐＨ３～
９の緩衝溶液の利用は、微小化プロセスの態様に適していると結論付けられた。
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【表４】

【０１０１】
実施例７　イソプロピルアルコール共溶媒を利用した吸引可能なヒトインスリン粒子の調
製方法
　吸引可能なヒトインスリン粒子は、滴定が完了又は実質的に完了した後に懸濁物に添加
されるエタノールに代えてイソプロピルアルコールを使用した以外、実施例１に記載のも
のと同様に調製された。得られた吸引可能なヒトインスリン粒子の粒径分布は、実施例２
に記載のようにして解析された。粒径分布解析の結果は、吸引可能なヒトインスリン粒子
の体積平均径が１．２７μｍであったことを示した。
【０１０２】
実施例８　アセトン共溶媒を利用した吸引可能なヒトインスリン粒子の調製方法
　吸引可能なヒトインスリン粒子は、滴定が完了又は実質的に完了した後に懸濁物に添加
されるエタノールに代えてアセトンを使用した以外、実施例１に記載のものと同様に調製
された。得られた吸引可能なヒトインスリン粒子の粒径分布は、実施例２に記載のように
して解析された。粒径分布解析の結果は、吸引可能なヒトインスリン粒子の体積平均径が
１．３２μｍであったことを示した。
【０１０３】
実施例９　インスリングラルギン類似体を吸引可能な粒子に微小化する方法
　インスリングラルギンは、長期作用性のヒトインスリン類似体である。ここで用いられ
るインスリングラルギンは、市販のインスリングラルギン（ＬＡＮＴＵＳ（登録商標））
を限外濾過して取得された。このインスリングラルギンは、洗浄及び凍結乾燥してから使
用された。７０ｍｇの洗浄及び凍結乾燥したインスリングラルギンを、ｐＨ約２．２で酸
性溶液の全体積に対して９０ｖｏｌ％のメタノール（他の１０Ｖｏｌ％として水及びＨＣ
ｌを含有する）を含有する酸性溶液７．７ｍｌ中に溶解した。インスリングラルギンが完
全に又は実質的に完全に溶解した後、ｐＨ６．９のリン酸緩衝溶液１．７５ｍｌを滴下し
て溶解インスリングラルギン溶液を滴定した。この溶液に１０ｍｌのエタノールが添加さ
れた。以上の溶解、滴定及びエタノール添加は、定常（実質的に連続）撹拌下で実施され
た。透明な溶解インスリングラルギン溶液は、微小インスリングラルギン粒子を含有する
乳濁物となる。この微小インスリングラルギン粒子は、分離、洗浄及び乾燥された。この
微小インスリングラルギン粒子の粒径分布は、実施例２に記載のレーザー回折試験を使用
して解析された。粒子分布解析は、微小インスリングラルギン粒子の体積平均径が２．２
７μｍであることを示した。図８は、微小インスリングラルギン粒子の走査型電子顕微鏡
（ＳＥＭ）画像である。図９は、溶解した微小インスリングラルギン粒子のＨＰＬＣクロ
マトグラフである。図９に示すＨＰＬＣの結果の保持時間は、微小化プロセスの過程でイ
ンスリングラルギンの化学的特性が変化しなかった（又は実質的に変化しなかった）こと
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を示す。図１０及び１１は、推進剤としてＨＦＡ　１３４Ａを使用する定量吸入器から送
達されたインスリングラルギン粒子のＡｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔ
ｏｒ試験の結果を示すチャートである。定量吸入器は、実施例１１に記載のようにして調
製された。図１０及び１１に示す試験結果は、一定又は実質的に一定のパターンを示した
。
【０１０４】
実施例１０　インスリンアスパルト類似体を吸引可能な粒子に微小化する方法
　インスリンアスパルトは、即効性のインスリン類似体である。ここで用いられるインス
リンアスパルトは、ＮｏｖｏＬｏｇ（登録商標）（Ｎｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ，　Ｂａｇ
ｓｖａｅｒｄ，　Ｄｅｎｍａｒｋ）を限外濾過して取得された。限外濾過されたインスリ
ンアスパルトは、洗浄及び凍結乾燥してから使用された。７０ｍｇの洗浄及び凍結乾燥し
たインスリンアスパルトを、ｐＨ約２．２の酸性水溶液７．７ｍｌ中に溶解して、インス
リンアスパルトを含有する溶解インスリン溶液を形成した。インスリンアスパルトが完全
に又は実質的に完全に溶解した後、ｐＨ５．６４の酢酸緩衝溶液４．２ｍｌを滴下して溶
解インスリンアスパルト溶液を滴定した。この溶液に７８ｍｌのエタノールを添加して、
懸濁液を取得した。以上の溶解、滴定及びエタノール添加は、定常（実質的に連続）撹拌
下で実施された。透明な溶解インスリンアスパルト溶液は、微小インスリンアスパルト粒
子を含有する乳濁物となった。この微小インスリンアスパルト粒子は、分離、洗浄及び乾
燥された。この微小インスリンアスパルト粒子の粒径分布は、実施例２に記載のレーザー
回折試験を使用して解析された。粒子分布解析は、微小インスリンアスパルト粒子の体積
平均径が２．７２μｍであることを示した。図１２は、微小インスリンアスパルト粒子の
走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）画像である。図１３は、溶解した微小インスリンアスパルト
粒子のＨＰＬＣクロマトグラフである。図１３に示すＨＰＬＣの結果の保持時間は、微小
化プロセスの過程でインスリンアスパルトの化学的特性が変化しなかった（又は実質的に
変化しなかった）ことを示す。
【０１０５】
　図１４及び１５は、推進剤としてＨＦＡ　１３４Ａを使用する定量吸入器から送達され
たインスリンアスパルト粒子のＡｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ試
験の結果を示すチャートである。定量吸入器は、実施例１１に記載のようにして調製され
た。図１４及び１５に示す試験結果は、一定又は実質的に一定のパターンを示した。
【０１０６】
実施例１１　インビトロＡｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ試験のた
めの定量吸入器の調製
　定量吸入器（ＭＤＩ）は、以下のプロセスに従い調製された。適当な量の微小ヒトイン
スリンＡＰＩ（例えば微小ヒトインスリン粒子又は微小ヒトインスリン類似体粒子）及び
エタノールを吸入器キャニスター内に充填した。キャニスターの内容物を、を用いて超音
波エネルギーを適用することによって５分間混合して、均一又は実質的に均一な懸濁物と
した。ＨＦＡ　１３４Ａ、ＨＦＡ　２２７又はそれらの混合物等の異なる推進剤を添加し
て、キャニスターを、適切なバルブを締めることにより密封した。
【０１０７】
　微小ヒトインスリン（例えば微小ヒトインスリン粒子又は微小ヒトインスリン類似体粒
子）は、有効成分として定量吸入器（ＭＤＩ）に充填された。吸入器内のヒトインスリン
又はインスリン類似体の濃度は、３ｍｇ／ｇであった。図７、図１１及び図１５に示すＡ
ｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒデータは、レーザー回折粒径分析器
を用いて観察された粒径分布結果と良く対応している。ここで示すＡｎｄｅｒｓｅｎ　Ｃ
ａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒデータにおいて、放出された用量は、Ａｎｄｅｒｓｅｎ
　Ｃａｓｃａｄｅ　Ｉｍｐａｃｔｏｒ上に堆積したヒトインスリン又はインスリン類似体
のパーセンテージを示す。
【０１０８】
　本願プロセスの態様によって微小化されたヒトインスリン粒子の形状及び表面の粗さ（
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又は滑らかさ）は、かなり適切又は好ましいものである（例えば肺送達において適切又は
好ましい）。ジェットミリングによる微小化は、粒子をミリメートルサイズ範囲からより
小さいマイクロメートルサイズ範囲に挽き潰す通常の方法である。ジェットミリングプロ
セスは、高速ガス流による粒子同士の頻繁な衝突とミリングチャンバーの壁との衝突を含
む。ジェットミリングにより生産される微小粒子は、ガス流の循環動作及び遠心力によっ
てチャンバーから抽出される。これらの機械力は、比較実施例１に記載するように、肺送
達にとって好ましくない又は不適切であり得る、微小化粒子の表面及び形状へのダメージ
を生じ得る。
【０１０９】
比較実施例１　ジェットミリングによるヒトインスリン粒子の調製
　ヒトインスリン粒子は、Ｎ２圧力７５ＰＳＩ及び供給速度約１ｇ／分のグラインドを用
いるジェットミリングによって調製された。図１６は、ジェットミリング法によって微小
化されたヒトインスリン粒子の原子間力顕微鏡（ＡＦＭ）画像である。図１６の画像に見
られるように、ジェットミリングによって調製されるヒトインスリン粒子は、粗く不規則
（又は不均一）な外観を有している。
【０１１０】
　図１７は、実施例２に記載のようにして微小化された吸引可能なヒトインスリン粒子の
ＡＦＭ画像である。ここで開示するプロセスの態様は、室温で実施され、機械力及び／又
は熱を含まない（又は実質的に機械力及び／又は熱を含まない）ため、微小ヒトインスリ
ン粒子は、ヒト肺送達により適した又はより好ましい形状及び表面を有する。
【０１１１】
　本発明は幾つかの態様に関連して記載されているが、本発明は、開示されている態様に
限定されず、一方、請求項に記載の発明及びその均等物の精神及び範囲内に含まれる、様
々な改変及び均等な変更を包含することを意図すると理解されたい。本文及び請求項全体
において、「約」及び「実質的に」という用語は、程度の用語ではなく近似の用語として
使用され、当業者が理解するように、測定値、有効数字及び相互置換性に関連する内在的
な変化を反映する。また、本明細書及び請求項全体において、「約」が付されていない数
値も、他の言及の無い限り、その用語によって修飾されているものと理解されたい。
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０】

【図１１】 【図１２】
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【図１３】 【図１４】

【図１５】 【図１６】
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【図１７】
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