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(57)【要約】
　提供されるのは、組み換えヒトＰＨ２０(ｒＨｕＰＨ２０)を含むヒアルロナン分解酵素
を用いる連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)である。本方法は、ＣＳＩＩの間、血糖を
より一貫してコントロールするために使用できる。本方法は、糖尿病または他のインスリ
ン関連疾患または状態を有する対象の処置に使用できる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)治療による対象における血糖のコントロール方法
であって、
ａ)　ヒアルロナン分解酵素を含む組成物を対象に投与し；次いで
ｂ)　対象にＣＳＩＩにより速効性インスリンを連続的に注入することを含み、
ここで、ヒアルロナン分解酵素非存在下で実施されるＣＳＩＩと比較して、注入セット寿
命中のインスリン吸収の変化または差異が最小化または減少している、方法。
【請求項２】
　ヒアルロナン分解酵素が対象における注入セット寿命の最初に超高速インスリン応答を
起こすのに十分な量であるか；または
ヒアルロナン分解酵素が組織透過性を高めるためにヒアルロン酸の加水分解を触媒するの
に十分な量である、
請求項１記載の方法。
【請求項３】
　工程ｂ)において、連続的注入を、インスリンポンプ、速効性インスリンを含む貯蔵部
、任意のグルコースモニター、および組成物の皮下注入用注入セットを含む連続的注入デ
バイスで行う、請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
　連続的注入デバイスがインスリンポンプ、速効性インスリンを含む貯蔵部、グルコース
モニター、および組成物の皮下注入用注入セットを含む、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　連続的注入デバイスが開放ループまたは閉鎖ループ系を提供する、請求項３または４記
載の方法。
【請求項６】
　ＣＳＩＩによる速効性インスリンの連続的注入の工程ｂ)を予定されたインバータル続
け；そして
各インターバル工程の最後にａ)およびｂ)を繰り返す、
請求項１～５のいずれか記載の方法。
【請求項７】
　各インターバルの終了時に注入セットを交換する、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　各予定インターバルが１日を超えまたは数日間である、請求項６または７記載の方法。
【請求項９】
　数日間が２日間～４日間である、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　工程ａ)において、ヒアルロナン分解酵素を工程ｂ)における組成物の注入部位またはそ
の近辺に投与する、請求項１～９のいずれか記載の方法。
【請求項１１】
　工程ａ)におけるヒアルロナン分解酵素および工程ｂ)における速効性インスリン組成物
を同じ注射部位から投与する、請求項１～１０のいずれか記載の方法。
【請求項１２】
　工程ａ)におけるヒアルロナン分解酵素および工程ｂ)における速効性インスリン組成物
を異なる注射部位から投与する、請求項１～１０のいずれか記載の方法。
【請求項１３】
　ヒアルロナン分解酵素を速効性インスリン注入１分～１２時間、５分～６時間、３０分
～３時間、１時間～２時間、１５秒～１時間、３０秒～３０分または１分～１５分前に投
与する、請求項１～１２のいずれか記載の方法。
【請求項１４】
　工程ａ)におけるヒアルロナン分解酵素を速効性インスリン注入の２時間より前に投与
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しない、請求項１～１３のいずれか記載の方法。
【請求項１５】
　ヒアルロナン分解酵素がヒアルロニダーゼである、請求項１～１４のいずれか記載の方
法。
【請求項１６】
　ヒアルロナン分解酵素が中性ｐＨで活性であるヒアルロニダーゼである、請求項１～１
５のいずれか記載の方法。
【請求項１７】
　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)アンカーを欠
くかまたは細胞から発現されたとき膜型ではない；または
ヒアルロナン分解酵素がＧＰＩアンカーの全てまたは一部を除去するために１個以上のア
ミノ酸残基のＣ末端短縮化を含む、
請求項１～１６のいずれか記載の方法。
【請求項１８】
　ヒアルロナン分解酵素が、ＰＨ２０またはそのＣ末端切断フラグメントであるヒアルロ
ニダーゼである、請求項１～１７のいずれか記載の方法。
【請求項１９】
　ヒアルロナン分解酵素が配列番号４～９、４７～４８、２３４～２５４、および２６７
～２７３のいずれかに示すアミノ酸配列、または配列番号４～９、４７～４８、２３４～
２５４、および２６７～２７３のいずれかに少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％
、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％以上配列同一性を示すアミノ酸配列を有するＰＨ２０
ポリペプチドである、請求項１～１８のいずれか記載の方法。
【請求項２０】
　ヒアルロナン分解酵素が配列番号４～９のいずれかに示すアミノ酸配列を含むＣ末端切
断型ＰＨ２０である、請求項１～１９のいずれか記載の方法。
【請求項２１】
　工程ａ)におけるヒアルロナン分解酵素を正確にまたは約１単位～２００単位、５単位
～１５０単位、１０単位～１５０単位、５０単位～１５０単位または１単位～５０単位と
機能的等価の量で投与する；または
工程ａ)におけるヒアルロナン分解酵素を正確にまたは約８ng～２μg、２０ng～１.６μg
、８０ng～１.２５μgまたは２００ng～１μgの量で投与する、
請求項１～２０のいずれか記載の方法。
【請求項２２】
　速効性インスリンがレギュラーインスリンである、請求項１～２１のいずれか記載の方
法。
【請求項２３】
　レギュラーインスリンがヒトインスリンまたはブタインスリンである、請求項２２記載
の方法。
【請求項２４】
　レギュラーインスリンが配列番号１０３に示すアミノ酸配列を有するＡ鎖および配列番
号１０４に示すアミノ酸配列を有するＢ鎖を有するインスリンまたは配列番号１２３のア
ミノ酸残基位置８８～１０８として示すアミノ酸配列を有するＡ鎖および配列番号１２３
のアミノ酸残基位置２５～５４として示すアミノ酸配列を有するＢ鎖を有するインスリン
である、請求項２２または２３記載の方法。
【請求項２５】
　速効性インスリンがインスリン類似体である、請求項１～２４のいずれか記載の方法。
【請求項２６】
　速効性インスリンがインスリンリスプロ、インスリンアスパルトまたはインスリングル
リジンから選択されるインスリン類似体である、請求項１～２５のいずれか記載の方法。
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【請求項２７】
　インスリン類似体が配列番号１０３に示すアミノ酸配列を有するＡ鎖および配列番号１
４７～１４９のいずれかに示すアミノ酸配列を有するＢ鎖を有するインスリンである、請
求項２５または２６記載の方法。
【請求項２８】
　インスリン組成物がインスリンを正確にまたは約１０Ｕ／mL～１０００Ｕ／mLの量で含
むか；または
インスリン組成物がインスリンを正確にまたは約０.３５mg／mL～３５mg／mLの量で含む
、
請求項１～２７のいずれか記載の方法。
【請求項２９】
組成物中のインスリンが少なくとも正確にまたは少なくとも約または正確に１００Ｕ／mL
である、請求項１～２８のいずれか記載の方法。
【請求項３０】
　工程ｂ)における組成物が速効性インスリン類似体およびヒアルロナン分解酵素を含む
、請求項１～２９のいずれか記載の方法。
【請求項３１】
　組成物中の速効性インスリン類似体の量が正確にまたは約１０Ｕ／mL～１０００Ｕ／mL
であり；
組成物中のヒアルロナン分解酵素の量が正確にまたは約１Ｕ／mL～１０,０００Ｕ／mLと
機能的等価である、
請求項３０記載の方法。
【請求項３２】
　対象における血糖コントロールのための連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)投与レジ
メン方法であって：
ａ)超速効性インスリン組成物を含む組成物を対象にインスリンの計画された基底速度お
よびボーラス投与量に従い送達するためのＣＳＩＩを実施し；そして
ｂ)少なくとも処置経過中１回、ヒアルロナン分解酵素非存在下で投与されたインスリン
の計画された基底速度およびボーラス投与量と比較して少なくとも１％投与する基礎イン
スリンおよび／またはボーラスインスリンを増加させ、それによりインスリン作用を高め
ることを含む、
方法。
【請求項３３】
　投与する基礎インスリンおよび／またはボーラスインスリンを少なくとも１日１回増加
させる、請求項３２記載の方法。
【請求項３４】
　超速効性インスリン組成物が：
血糖値コントロールのための治療有効量の速効性インスリン類似体；および
組成物を超速効性インスリン組成物とするのに十分な量のヒアルロナン分解酵素
を含む、請求項３２または３３記載の方法。
【請求項３５】
　速効性インスリンの量が正確にまたは約１０Ｕ／mL～１０００Ｕ／mLであり；組成物を
超速効性とするのに十分な量のヒアルロナン分解酵素が１Ｕ／mL～１０,０００Ｕ／mLに
機能的等価であるか；または
速効性インスリンの量が正確にまたは約０.３５mg／mL～３５mg／mLであり；組成物を超
速効性とするのに十分な量のヒアルロナン分解酵素が８ng／mL～８０μg／mLに機能的等
価である、
請求項３４記載の方法。
【請求項３６】
　対象が糖尿病を有している、請求項１～３５のいずれか記載の方法。
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【請求項３７】
　糖尿病が１型糖尿病、２型糖尿病および妊娠性糖尿病から選択される、請求項３６記載
の方法。
【請求項３８】
　糖尿病処置のための連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)の間に起こるインスリン吸収
の変化を最小化するための、ヒアルロナン分解酵素を含む組成物。
【請求項３９】
　糖尿病処置のための、連続的皮下インスリン注入の間に起こるインスリン吸収の変化を
最小化するためのヒアルロナン分解酵素組成物の使用。
【請求項４０】
　糖尿病処置のための連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)治療におけるリーディング・
エッジとして使用するための組成物であって：
インスリン治療のリーディング・エッジ治療が、ＣＳＩＩによるインスリン組成物注入前
に投与する組成物であり；そして
連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)の間に起こるインスリン吸収の変化を最小化する量
で直接投与するために製剤されたヒアルロナン分解酵素を含む、
組成物。
【請求項４１】
　糖尿病処置のための連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)治療におけるリーディング・
エッジとしての組成物の使用であって：
インスリン治療のリーディング・エッジ治療が、ＣＳＩＩによるインスリン組成物注入前
に投与する組成物であり；そして
組成物が連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)の間に起こるインスリン吸収の変化を最小
化する量で直接投与するために製剤されたヒアルロナン分解酵素を含む、使用。
【請求項４２】
　ヒアルロナン分解酵素が組織透過性を高めるためにヒアルロン酸の加水分解を触媒する
のに十分な治療有効量である、請求項３８～４１のいずれか記載の組成物または使用。
【請求項４３】
　ヒアルロナン分解酵素がヒアルロニダーゼである、請求項３８～４２のいずれか記載の
組成物または使用。
【請求項４４】
　ヒアルロナン分解酵素が中性ｐＨで活性であるヒアルロニダーゼである、請求項３８～
４３のいずれか記載の組成物または使用。
【請求項４５】
　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)アンカーを欠
きまたは細胞から発現されたとき膜型ではない；または
ヒアルロナン分解酵素１個以上のアミノ酸残基のＣ末端短縮化を含み、ＧＰＩアンカーの
全てまたは一部を欠く、
請求項３８～４４のいずれか記載の組成物または使用。
【請求項４６】
　ヒアルロナン分解酵素がＰＨ２０またはそのＣ末端切断フラグメントであるヒアルロニ
ダーゼである、請求項３８～４５のいずれか記載の組成物または使用。
【請求項４７】
　ヒアルロナン分解酵素が配列番号４～９、４７～４８、２３４～２５４、および２６７
～２７３のいずれかに示すアミノ酸配列、または配列番号４～９、４７～４８、２３４～
２５４、および２６７～２７３のいずれかに少なくとも７０％、７５％、８０％、８５％
、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％以上配列同一性を示すアミノ酸配列を有するＰＨ２０
ポリペプチドである、請求項３８～４６のいずれか記載の組成物または使用。
【請求項４８】
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　ヒアルロナン分解酵素が配列番号４～９のいずれかに示すアミノ酸配列、または配列番
号４～９のいずれかに示すアミノ酸配列と少なくとも８５％配列同一性を示すアミノ酸配
列を含むＣ末端切断型ＰＨ２０である、請求項３８～４７のいずれか記載の組成物または
使用。
【請求項４９】
　ＰＨ２０が配列番号４～９のいずれかに示すアミノ酸配列を有する、請求項３８～４８
のいずれか記載の組成物または使用。
【請求項５０】
　組成物中のヒアルロナン分解酵素が正確にまたは約１単位～２００単位、５単位～１５
０単位、１０単位～１５０単位、５０単位～１５０単位または１単位～５０単位と機能的
等価の量である；または
組成物中のヒアルロナン分解酵素が正確にまたは約８ng～２μg、２０ng～１.６μg、８
０ng～１.２５μgまたは２００ng～１μgの量である、
請求項３８～４９のいずれか記載の組成物または使用。
【請求項５１】
　組成物中のヒアルロナン分解酵素が正確にまたは約１０単位／mL～２０,０００単位／m
L、３０単位／mL～３０００Ｕ／mL、１００Ｕ／mL～１０００Ｕ／mL、３００Ｕ／mL～２
０００Ｕ／mL、６００Ｕ／mL～２０００Ｕ／mLまたは６００Ｕ／mL～１０００Ｕ／mLの量
である、請求項３８～５０のいずれか記載の組成物または使用。
【請求項５２】
　連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)治療において使用するためのインスリン組成物が
速効性インスリンを含む、請求項３８～５１のいずれか記載の使用または組成物。
【請求項５３】
　速効性インスリンがレギュラーインスリンである、請求項５２記載の使用または組成物
。
【請求項５４】
　レギュラーインスリンがヒトインスリンまたはブタインスリンである、請求項５３記載
の使用または組成物。
【請求項５５】
　レギュラーインスリンが配列番号１０３に示すアミノ酸配列を有するＡ鎖および配列番
号１０４に示すアミノ酸配列を有するＢ鎖を有するインスリンまたは配列番号１２３のア
ミノ酸残基位置８８～１０８として示すアミノ酸配列を有するＡ鎖および配列番号１２３
のアミノ酸残基位置２５～５４として示すアミノ酸配列を有するＢ鎖を有するインスリン
である、請求項５３または５４記載の使用または組成物。
【請求項５６】
　速効性インスリンがインスリン類似体である、請求項５２記載の使用または組成物。
【請求項５７】
　速効性インスリン類似体がインスリンアスパルト、インスリンリスプロまたはインスリ
ングルリジンである、請求項５６記載の使用または組成物。
【請求項５８】
　インスリン類似体が配列番号１０３に示すアミノ酸配列を有するＡ鎖および配列番号１
４７～１４９のいずれかに示すアミノ酸配列を有するＢ鎖を有するインスリンから選択さ
れる、請求項５７記載の使用または組成物。
【請求項５９】
　速効性インスリンが正確にまたは約１００Ｕ／mL～１０００Ｕ／mLまたは５００Ｕ／mL
～１０００Ｕ／mLの量で組成物に製剤されている、請求項５２～５８のいずれか記載の使
用または組成物。
【請求項６０】
　インスリン組成物の注入の１５秒～１時間、３０秒～３０分、１分～１５分、１分～１
２時間、５分～６時間、３０分～３時間、または１時間～２時間前に使用するための、請
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求項３８～５９のいずれか記載の組成物または使用。
【請求項６１】
　インスリン組成物の注入の２時間より前に投与しない使用のための、請求項３８～６０
のいずれか記載の使用または組成物。
【請求項６２】
　超速効性インスリン組成物の連続的皮下インスリン注入により起こる総インスリン作用
の低下を軽減するために使用するためのボーラスインスリンを含む、組成物。
【請求項６３】
　超速効性インスリン組成物の連続的皮下インスリン注入により起こる総インスリン作用
の低下を軽減するための、ボーラスインスリンの使用。
【請求項６４】
　超速効性インスリン組成物が：
血糖値コントロールのための治療有効量の速効性インスリン類似体；および
組成物を超速効性インスリン組成物とするのに十分な量のヒアルロナン分解酵素を含む、
請求項６２または６３の組成物または使用。
【請求項６５】
　速効性インスリンの量が正確にまたは約１０Ｕ／mL～１０００Ｕ／mLであり；
組成物を超速効性とするのに十分な量のヒアルロナン分解酵素が１Ｕ／mL～１０,０００
Ｕ／mLに機能的等価である、
請求項６４記載の使用または組成物。
【請求項６６】
　速効性インスリンの量が正確にまたは約０.３５mg／mL～３５mg／mLであり；
組成物を超速効性とするのに十分な量のヒアルロナン分解酵素が８ng／mL～８０μg／mL
に機能的等価である、
請求項６２～６５のいずれか記載の使用または組成物。
【請求項６７】
　速効性インスリンボーラスが速効性インスリンである、請求項６２～６６のいずれか記
載の使用または組成物。
【請求項６８】
　速効性インスリンボーラスがレギュラーインスリンまたはインスリン類似体である、請
求項６７記載の使用または組成物。
【請求項６９】
　組成物中のボーラスインスリンの量が、同じ食事条件下で投与されたインスリンの計画
されたインスリン投与量と比較して少なくとも１％増加しているおよび／またはヒアルロ
ナン分解酵素非存在下の高血糖性事象の矯正のためである、請求項６２～６８のいずれか
記載の使用または組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　優先権の利益を、各々“ヒアルロナン分解酵素を用いる連続的皮下インスリン注入方法
”なる表題の２０１１年１０月２７日出願の米国仮出願番号６１／６２８,３８９、２０
１１年６月１７日出願の米国仮出願番号６１／５２０,９４０および２０１２年６月８日
出願の米国仮出願番号６１／６５７,６０６に対して主張する。
【０００２】
　本出願は、これと同日出願の、米国仮出願番号６１／６２８,３８９、米国仮出願番号
６１／５２０,９４０、および米国仮出願番号６１／６５７,６０６に基づく優先権を主張
する“ヒアルロナン分解酵素を用いる連続的皮下インスリン注入方法”なる表題の米国出
願番号１３／５０７,２６１に関する。上記各関連出願の対象を、その全体を引用により
本明細書に包含させる。
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【０００３】
　本出願はまた、２０１１年６月１７日出願の“ヒアルロナン分解酵素およびインスリン
の安定な配合剤”なる表題の仮出願番号６１／５２０,９６２にも関する。本出願はまた
同日付出願の、米国仮出願番号６１／５２０,９６２に基づく優先権を主張する“ヒアル
ロナン分解酵素の安定製剤”なる表題の米国出願番号(Attorney Docket No. 33320.03085
.US01/3085)および米国出願番号(Attorney Docket No. 33320.03085.US02/3085B)に関す
る。本出願はまた同日付出願の、米国仮出願番号６１／５２０,９６２に基づく優先権を
主張する“ヒアルロナン分解酵素の安定製剤”なる表題の国際ＰＣＴ出願番号(Attorney 
Docket No. 33320.03085.ＷＯ０１／３０８５ＰＣ)にも関する。
【０００４】
　本出願はまた発明者Gregory Frost、Igor Blinsky、Daniel VaughnおよびBarry Sugarm
anの、２００８年４月２８日出願の米国仮出願番号６１／１２５,８３５に基づく優先権
を主張する、２００９年４月２８日出願の“超速効性インスリン組成物”なる表題の、米
国公開番号ＵＳ２００９０３０４６６５として公開された出願番号１２／３８７,２２５
にも関する。
　上記各出願の対象を、その全体を引用により本明細書に包含させる。
【０００５】
電子的に提出された配列を引用することによる取り込み
　本出願と共に電子版の配列表が提出され、その内容をその全体を引用により本明細書に
包含させる。電子ファイルは２０１２年６月１５日に作製され、８６０キロバイトのサイ
ズであり、ファイル名3097seqPC1.txtである。
【０００６】
発明の分野
　提供されるのは、組み換えヒトＰＨ２０(ｒＨｕＰＨ２０)のようなヒアルロナン分解酵
素を用いる、連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)である。本方法は、ＣＳＩＩの間、血
糖をより一貫してコントロールするのに使用できる。本方法は糖尿病または他のインスリ
ン関連疾患または状態を有する対象の処置に使用できる。
【０００７】
背景
　糖尿病は、膵臓が適切な量のインスリンを産生することができないためまたは細胞が適
切にインスリンを合成かつ放出することができないために、慢性高血糖を生じる。高血糖
はまた重症患者に発症する可能性があり、死亡率および罹病率の上昇に繋がる。インスリ
ンは、例えば、１型糖尿病、２型糖尿病および妊娠性糖尿病を含む糖尿病を有する患者の
治療剤として投与されている。インスリンはまた血糖値をコントロールするために高血糖
の重症患者にも投与されている。典型的に、速効性のインスリン類は、このような対象に
高血糖に応答して、または高血糖の予想に応じて、例えば、食事の摂取後に投与され、そ
れは血糖コントロールをもたらすことができる。しかしながら、現在の速効性形態のイン
スリン類は吸収および作用の遅れがあり、それ故に、急速な内因性インスリン作用に近づ
いていない。それ故に、このような製剤は、インスリン放出のこの第１層の直後に起こる
肝グルコース産生を遮断するのに十分に速く作用しない。薬理学的作用の遅延のために、
速効性のインスリン製剤は、所望の血糖コントロールを達成するために食事の前に投与す
る必要がある。さらに、投与すべき投与量は低血糖、および多くの場合肥満に関与する作
用持続時間の伸長に至る。それ故に、糖尿病対象における血糖値をコントロールするため
の改善されたインスリン治療法が必要とされている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
要約
　提供されるのは、連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)治療により処置される対象にお
ける血糖のコントロールのための方法、組成物および使用である。典型的に処置対象は、
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１型糖尿病、２型糖尿病および妊娠性糖尿病のような、しかしこれらに限定されない糖尿
病を有する。
【０００９】
　ここに提供する方法は、対象に、組織透過性を高めるためにヒアルロン酸の加水分解を
触媒するのに十分な治療有効量のヒアルロナン分解酵素を含む組成物を投与し；そして対
象に速効性インスリンを含む組成物を送達するためのＣＳＩＩ治療を実施することを含む
。ヒアルロナン分解酵素は、一般的にＣＳＩＩ治療と離して投与する。例えば、ヒアルロ
ナン分解酵素をリーディング・エッジ(leading edge)でＣＳＩＩ治療の投与前に投与する
。これらの方法を実施するために、ヒアルロナン分解酵素は、ＣＳＩＩデバイスの注入セ
ット寿命の最初に超高速インスリン応答に影響を与える量で提供される。本方法は注入セ
ット寿命の間に最小化されるまたは減少される、ＣＳＩＩ治療中に観察されるインスリン
吸収および／または作用の変化または差異を補正できる。
【００１０】
　例えば、ここで提供されるのは、ヒアルロナン分解酵素を含む組成物を対象に投与し；
次いで対象にＣＳＩＩにより速効性インスリンを連続的に注入することによる連続的皮下
インスリン注入(ＣＳＩＩ)治療による対象における血糖のコントロール方法であって、こ
こで、ヒアルロナン分解酵素非存在下で実施されるＣＳＩＩと比較して、注入セット寿命
中のインスリン吸収の変化または差異が最小化または減少している。ここに記載する方法
の例において、ヒアルロナン分解酵素は、対象における注入セット寿命の最初に超高速イ
ンスリン応答を起こす量で投与できる。ここでの他の例において、ヒアルロナン分解酵素
を、組織透過性を増加するためのヒアルロン酸の加水分解を触媒するのに十分な量で投与
できる。
【００１１】
　本方法を実施するために、ＣＳＩＩ治療を、インスリンポンプ、速効性インスリンを含
む貯蔵部、任意のグルコースモニター、および組成物の皮下注入用注入セットを含む連続
的注入デバイスで行う。数例において、ＣＳＩＩ治療を、インスリンポンプ、速効性イン
スリンを含む貯蔵部、グルコースモニター、および組成物の皮下注入用注入セットを含む
連続的注入デバイスにより実施する。連続的注入デバイスは開放ループまたは閉鎖ループ
系を提供できる。
【００１２】
　本方法の実施に際し、ＣＳＩＩ治療工程を、予定された期間実施するかまたは継続する
。典型的に、ヒアルロナン分解酵素組成物を速効性インスリン注入前に投与する。ヒアル
ロナン分解酵素組成物は、最初のインターバルの前に、後にまたはその間にまたは最初の
インターバルの開始と同時に投与できる。ヒアルロナン分解酵素組成物は、周期的に再注
入される。典型的にＣＳＩＩ治療を予定されたインバータルで行い；そして各インターバ
ル開始時に、ヒアルロナン分解酵素組成物を投与する。各インターバルの最後に、注入セ
ット(または全ポンプ)を外してよい。典型的予定インターバルは、一般的に１日を超え、
数日間、例えば２日間～４日間であり、または長くてよく、例えば１週間であり得る。
【００１３】
　ヒアルロナン分解酵素を、同じ注射部位または異なる注射部位を介するものを含む、Ｃ
ＳＩＩデバイスのインスリン組成物の注入部位にまたはその近辺に投与してよい。ヒアル
ロナン分解酵素および速効性インスリン組成物は逐次的に、同時にまたは断続的に投与で
きる。ヒアルロナン分解酵素は、一般的にＣＳＩＩ治療開始前に、またはＣＳＩＩデバイ
スまたは注射セット交換時に投与する。それ故に、ヒアルロナン分解酵素を、ＣＳＩＩ治
療のあらゆるインバータルにおいてインスリン前に投与する。ヒアルロナン分解酵素組成
物の送達は、ＣＳＩＩによる注入の開始直前にまたはＣＳＩＩセット開始時または開始前
に投与できる。例えば、インスリン注入は、ヒアルロナン分解酵素投与数秒間または数分
間以内に開始できる。数例において、ヒアルロナン分解酵素を、インスリン注入開始少な
くとも１時間、例えば少なくとも２時間前に投与する。例えば、ヒアルロナン分解酵素は
、一般的にインスリン注入の約または約または正確に１５秒～１時間、３０秒～３０分間
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、ＣＳＩＩ開始１分～１５分、１分～１２時間、５分～６時間、３０分～３時間、または
１時間～２時間前に投与する。数例において、ヒアルロナン分解酵素の送達はＣＳＩＩ治
療の後、例えば１分～１２時間、５分～６時間、３０分～３時間、または１時間～２時間
後であってよい。ＣＳＩＩ治療が典型的に連続的であるため、ヒアルロニダーゼ分解酵素
を、治療内の予定インターバルで投与しまたはＣＳＩＩ治療中にインスリン吸収および／
または作用の変化または差異が観察されたならば必要に応じて投与してよい。典型的に、
ヒアルロナン分解酵素を、速効性インスリンの投与の２時間より前に投与しない。
【００１４】
　これらの方法において、投与するヒアルロナン分解酵素量は、酵素が正確にまたは約１
単位～２００単位、５単位～１５０単位、１０単位～１５０単位、５０単位～１５０単位
または１単位～５０単位と機能的等価である。例えば、投与するヒアルロナン分解酵素量
は、特にＣＨＯ細胞においてアミノ酸３６～４８２をコードする核酸の発現により産生さ
れた酵素、典型的に８ng～２μg、２０ng～１.６μg、８０ng～１.２５μgまたは２００n
g～１μgまたは他のヒアルロニダーゼ分解酵素群の等価量である。
【００１５】
　また提供されるのは、特にインスリンおよびヒアルロナン分解酵素の配合剤(例えば超
速効性インスリン組成物)で処置されている対象における、血糖をコントロールするため
の連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)投与レジメンである。これらのレジメンに従い、
付加的インスリンを速効性インスリン類とヒアルロナン分解酵素、および任意の基礎的イ
ンスリンの配合剤を投与したときに起こる、レベルもしくは作用の低下または血糖上昇に
対抗するために周期的に投与してよい。
【００１６】
　本方法は：ａ)インスリンの計画された基底速度およびボーラス投与量に従う対象に超
速効性インスリン組成物を含む組成物を送達するためのＣＳＩＩの実施；およびｂ)少な
くとも処置経過中１回、ヒアルロナン分解酵素非存在下で投与されたインスリンの計画さ
れた基底速度およびボーラス投与量と比較して少なくとも１％投与する基礎インスリンお
よび／またはボーラスインスリンを増加させ、それによりインスリン作用を高めることに
より実施する。工程ｂ)は少なくとも１日１回実施してよい。ある態様において、基礎イ
ンスリン速度を上げ、他ではインスリンのボーラス投与量を上げ、そして他では基礎イン
スリンおよびボーラス投与量を上げる。これらのレジメンについて、ボーラス投与量は、
一定の手段での食時投与量および／または一定の高血糖性矯正のための矯正ボーラスであ
り得る。基底速度および／またはボーラス投与量は１％～５０％、５％～４０％、１０％
～２０％または５％～１５％上げ得る。
【００１７】
　超速効性インスリン組成物(速効性インスリンおよびヒアルロニダーゼ分解酵素を含む)
を投与するこれらのレジメンおよびあらゆる方法において、このような超速効性インスリ
ン組成物は：血糖値をコントロールするための治療有効量の速効性インスリン；および組
成物を超速効性インスリン組成物とするのに十分な量のヒアルロナン分解酵素を含む。組
成物の例は、速効性インスリンの量が正確にまたは約１０Ｕ／mL～１０００Ｕ／mLであり
；組成物を超速効性とするのに十分な量のヒアルロナン分解酵素が、例えば、速効性イン
スリンの量が正確にまたは約１００Ｕ／mLであるとき、１Ｕ／mL～１０,０００Ｕ／mLに
機能的等価、および組成物を超速効性とするのに十分な量のヒアルロナン分解酵素が正確
にまたは約６００Ｕ／mLに機能的等価であるもの；速効性インスリンの量が正確にまたは
約０.３５mg／mL～３５mg／mLである組成物；および組成物を超速効性とするのに十分な
量のヒアルロナン分解酵素が８ng／mL～８０μg／mLに機能的等価であるものである。
【００１８】
　ここに提供する全方法において、ヒアルロナン分解酵素はヒアルロニダーゼまたはコン
ドロイチナーゼであり得る。ヒアルロナン分解酵素は、中性ｐＨで活性であるヒアルロニ
ダーゼであり得る。ある態様において、ヒアルロナン分解酵素ヒアルロナン分解酵素は、
グリコシルホスファチジルイノシトール(ＧＰＩ)アンカーを欠くか、または細胞から発現
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されたとき膜型ではない、例えばＧＰＩアンカーを欠くヒアルロニダーゼ分解酵素、また
は通常ＧＰＩアンカーを有するが、ＧＰＩアンカーの全てまたは一部を除去するために、
１個以上のアミノ酸残基のＣ末端短縮化を有するものである。ヒアルロニダーゼ分解酵素
群は、ＰＨ２０、例えば非ヒトまたはヒトＰＨ２０であるヒアルロニダーゼであり、例え
ばＰＨ２０は配列番号１の少なくともアミノ酸３６～４６４を含むアミノ酸配列を有する
か、または配列番号１の少なくともアミノ酸３６～４６４を含むアミノ酸配列と少なくと
も８５％配列同一性を有するアミノ酸配列を有し、ヒアルロニダーゼ活性を維持するもの
であり、または配列番号１の少なくともアミノ酸３６～４６４を含むアミノ酸配列と少な
くとも８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９
５％、９６％、９７％、９８％または９９％配列同一性を有するアミノ酸配列を含み、ヒ
アルロニダーゼ活性を維持するＰＨ２０である。このようなＰＨ２０ポリペプチド類の例
は、配列番号１に示すアミノ酸配列の４６５位、４６６位、４６７位、４６８位、４６９
位、４７０位、４７１位、４７２位、４７３位、４７４位、４７５位、４７６位、４７７
位、４７８位、４７９位、４８０位、４８１位、４８２位、４８３位、４８４位、４８５
位、４８６位、４８７位、４８８位、４８９位、４９０位、４９１位、４９２位、４９３
位、４９４位、４９５位、４９６位、４９７位、４９８位、４９９位または５００位の後
にＣ末端短縮化を含むアミノ酸配列、または配列番号１に示すアミノ酸配列の４６５位、
４６６位、４６７位、４６８位、４６９位、４７０位、４７１位、４７２位、４７３位、
４７４位、４７５位、４７６位、４７７位、４７８位、４７９位、４８０位、４８１位、
４８２位、４８３位、４８４位、４８５位、４８６位、４８７位、４８８位、４８９位、
４９０位、４９１位、４９２位、４９３位、４９４位、４９５位、４９６位、４９７位、
４９８位、４９９位または５００位の後にＣ末端短縮化を含むアミノ酸配列に少なくとも
８５％配列同一性を有し、ヒアルロニダーゼ活性を維持するまたは配列番号１に示すアミ
ノ酸配列の４６５位、４６６位、４６７位、４６８位、４６９位、４７０位、４７１位、
４７２位、４７３位、４７４位、４７５位、４７６位、４７７位、４７８位、４７９位、
４８０位、４８１位、４８２位、４８３位、４８４位、４８５位、４８６位、４８７位、
４８８位、４８９位、４９０位、４９１位、４９２位、４９３位、４９４位、４９５位、
４９６位、４９７位、４９８位、４９９位または５００位の後にＣ末端短縮化を含むアミ
ノ酸配列に少なくとも８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３
％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％配列同一性を有し、ヒアルロ
ニダーゼ活性を維持するその変異体である。包含されるのは、配列番号４～９のいずれか
に示すアミノ酸配列を含むＣ末端切断型ＰＨ２０酵素群であるヒアルロナン分解酵素群で
ある。
【００１９】
　ここに提供する全方法において、速効性インスリン類を単独でまたは超速効性インスリ
ン組成物で投与するとき、それらは、単量体または多量体、例えば二量体または六量体で
あり得る。これらは、レギュラー(regular)インスリン、典型的にヒトインスリンを含み
得るが、ブタインスリンでもよい。インスリン類は動物源から単離された天然インスリン
類、組み換え的に産生されたインスリン類および合成インスリン類を含む。インスリン類
の例は、配列番号１０３に示すアミノ酸配列を有するＡ鎖および配列番号１０４に示すア
ミノ酸配列を有するＢ鎖を有するレギュラーインスリンまたは配列番号１２３のアミノ酸
残基位置８８～１０８として示すアミノ酸配列を有するＡ鎖および配列番号１２３のアミ
ノ酸残基位置２５～５４として示すアミノ酸配列を有するＢ鎖を有するインスリンを含む
。
【００２０】
　また使用する速効性インスリン類の中に、同等に速効性または速く作用するように操作
されたインスリン類似体およびあらゆる他のインスリン類がある。インスリン類似体はイ
ンスリンアスパルト、インスリンリスプロまたはインスリングルリジンである。インスリ
ン類似体の例は、インスリン類似体はとりわけ配列番号１０３に示すアミノ酸配列を有す
るＡ鎖および配列番号１４７～１４９のいずれかに示すアミノ酸配列を有するＢ鎖を有す
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るインスリンから選択される。
【００２１】
　ここに提供する方法において、インスリン組成物は、正確にまたは約１０Ｕ／mL～１０
００Ｕ／mL、例えば正確にまたは約１００Ｕ／mLまたは正確にまたは約０.３５mg／mL～
３５mg／mLで含まれ得る。
【００２２】
　インスリン類を含む組成物は、速効性インスリン、特にインスリン類似体、およびヒア
ルロナン分解酵素、例えば上記のいずれかを含む組成物である超速効性インスリン組成物
である。ヒアルロナン分解酵素の量は、組成物を超速効性にする量である。組成物は安定
であるように、特に、インスリンの効力が最初の効力の約９０％またはそれを超えて残る
ように製剤できる。超速効性インスリン組成物の例は、適当な塩類、ｐＨおよび防腐剤お
よび、必要であれば、安定化剤と、少なくとも３日間、正確にまたは約３２℃～４０℃の
温度で安定であるように、例えば組成物中のヒアルロナン分解酵素が最初のヒアルロニダ
ーゼ活性の少なくとも５０％を少なくとも３日間、正確にまたは約３２℃～４０℃の温度
で維持するように；および組成物中のインスリンが少なくとも９０％効力または組成物中
の最初のインスリンレベルの回復を少なくとも３日間、正確にまたは約３２℃～４０℃の
温度で有するように；および／または最初のインスリン純度の少なくとも９０％を少なく
とも３日間、正確にまたは約３２℃～４０℃の温度で維持するようにまたは；および／ま
たは少なくとも３日間、正確にまたは約３２℃～４０℃の温度で２％未満の高分子量(Ｈ
ＭＷｔ)インスリ種であるように製剤できる。
【００２３】
　このような超速効性インスリン組成物の例は、また正確にまたは約６.５～７.５のｐＨ
を有するもの；および正確にまたは約１２０mM～２００mMの濃度のＮａＣｌ；抗微生物有
効量の防腐剤または防腐剤混合物；および１種以上の安定化剤を含む組成物である。安定
化剤はヒアルロニダーゼ阻害剤およびインスリンおよびヒアルロニダーゼ分解酵素の分解
を予防、阻止または減少させる他の化合物を含む。ヒアルロニダーゼ阻害剤の例は、タン
パク質、ヒアルロナン分解酵素の基質、多糖類、脂肪酸、ラノスタノイド類、抗生物質、
抗線虫剤、合成有機化合物および植物由来生理活性成分、特にヒアルロニダーゼ分解酵素
またはインスリンのいずれとも共有結合的複合体を形成しない阻害剤を含むが、これらに
限定されない。植物由来生理活性成分は、アルカノイド、抗酸化剤、ポリフェノール、フ
ラボノイド類、テルペノイド類および抗炎症剤を含むが、これらに限定されない。他のヒ
アルロニダーゼ阻害剤は、グルコサミノグリカン(ＧＡＧ)、血清ヒアルロニダーゼ阻害剤
、アシュワガンダ(Withania somnifera)糖タンパク質(ＷＳＧ)、ヘパリン、ヘパリン硫酸
、デルマタン硫酸、キトサン類、β－(１,４)－ガラクト－オリゴ糖類、硫酸化ベルバス
コース、硫酸化プランテオース、ペクチン、ポリ(スチレン－４－スルホネート)、デキス
トラン硫酸、アルギン酸ナトリウム、ワカメ(Undaria pinnatifida)由来の多糖、マンデ
ル酸縮合重合体、エイコサトリエン酸、ネルボン酸、オレアノール酸、アリストロキン酸
、アジマリン、レセルピン、フラボン、デスメトキシセンタウレイジン、ケルセチン、ア
ピゲニン、ケンフェロール、シリビン、ルテオリン、ルテオリン－７－グルコシド、フロ
レチン、アピイン、ヘスペリジン、スルホン化ヘスペリジン、カリコシン－７－Ｏ－β－
Ｄ－グルコピラノシド、フラボン－７－硫酸ナトリウム、フラボン７－フルオロ－４’－
ヒドロキシフラボン、４’－クロロ－４,６－ジメトキシカルコン、５－ヒドロキシフラ
ボン－７－硫酸ナトリウム、ミリセチン、ルチン、モリン、グリチルリジン、ビタミンＣ
、Ｄ－イソアスコルビン酸、Ｄ－糖酸－４－ラクトン、Ｌ－アスコルビン酸－６－ヘキサ
デカノエート(Vcpal)、６－Ｏ－アシル化ビタミンＣ、カテキン、ノルジヒドログアイヤ
レチン酸、クルクミン、没食子酸Ｎ－プロピル、タンニン酸、エラグ酸、没食子酸、フロ
ロフコフレッコールＡ、ジエコール、８,８’－ビエコール、プロシアニジン、ゴシポー
ル、セレコキシブ、ニメスリド、デキサメサゾン、インドメタシン(indomethcin)、フェ
ノプロフェン、フェニルブタゾン、オキシフェンブタゾン、サリチレート、クロモグリク
酸二ナトリウム、金チオリンゴ酸ナトリウム、transilist、トラキサノクス、イベルメク
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チン、リンコマイシンおよびスペクチノマイシン、スルファメトキサゾールおよびトリメ
トプリム(trimerthoprim)、ネオマイシン硫酸塩、３α－アセチルポリポレン酸Ａ、(２５
Ｓ)－(＋)－１２α－ヒドロキシ－３α－メチルカルボキシアセテート－２４－メチルラ
ノスタ－８,２４(３１)－ジエン－２６－オイック酸、ラノスタノイド、ポリポレン酸Ｃ
、ＰＳ５３(ヒドロキノン－スルホン酸－ホルムアルデヒドポリマー)、ポリ(スチレン－
４－スルホネート)のポリマー、VERSA-TL 502、１－テトラデカンスルホン酸、マンデル
酸縮合重合体(ＳＡＭＭＡ)、１,３－ジアセチルベンゾイミダゾール－２－チオン、Ｎ－
モノアシル化ベンズイミダゾール－２－チオン、Ｎ,Ｎ’－ジアシル化ベンズイミダゾー
ル－２－チオン、アルキル－２－フェニルインドール誘導体、３－プロパノイルベンゾオ
キサゾール－２－チオン、Ｎ－アルキル化インドール誘導体、Ｎ－アシル化インドール誘
導体、ベンゾチアゾール誘導体、Ｎ－置換インドール－２－および３－カルボキサミド誘
導体、Ｎ－置換インドール－２－および３－カルボキサミド誘導体のハロゲン化類似体(
クロロおよびフルオロ)、２－(４－ヒドロキシフェニル)－３－フェニルインドール、イ
ンドールカルボキサミド類、インドールアセトアミド類、３－ベンゾリル－１－メチル－
４－フェニル－４－ピペリジノール、ベンゾイルフェニルベンゾエート誘導体、ｌ－アル
ギニン誘導体、グアニジウムＨＣＬ、Ｌ－ＮＡＭＥ、ＨＣＮ、リナマリン、アミグダリン
、ヘデラゲニン、エスチン、ＣＩＳ－ヒノキレシノールおよび１,３－ジ－ｐ－ヒドロキ
シフェニル－４－ペンテン－１－オンを含む。また包含されるのはヒアルロニダーゼ基質
、例えば、例えば、二糖または四糖を含むヒアルロナン(ＨＡ)オリゴ糖であるヒアルロニ
ダーゼ阻害剤である。ＨＡオリゴ糖は、反応した還元末端を有し、それ故に、複合体を形
成し得ない。適当な阻害剤の濃度は経験的に決定できる。例えば、ＨＡは正確にまたは約
１mg／mL～２０mg／mLであり得る。
【００２４】
　また提供されるのは、連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)の間に起こるインスリン吸
収の変化を最小化するヒアルロナン分解酵素を含む組成物および連続的皮下インスリン注
入の間に起こるインスリン吸収の変化を最小化するためのヒアルロナン分解酵素組成物の
使用である。これらの使用のための成分および組成物は、連続的皮下インスリン注入(Ｃ
ＳＩＩ)治療により処置される対象における血糖をコントロールする方法について上記の
とおりである。
【００２５】
　また提供されるのは、連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)の間に起こるインスリン吸
収の変化を最小化する量で直接投与するために製剤されたヒアルロナン分解酵素を含む糖
尿病処置のために続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)治療においてリーディング・エッジ
として使用するための組成物の使用およびそれに使用するための組成物であり、ここで、
インスリン治療のリーディング・エッジ治療剤は、ＣＳＩＩによるインスリン組成物の投
与前に投与される組成物である。リーディング・エッジ治療のためのここで提供する使用
および組成物において、ヒアルロナン分解酵素は、組織透過性を高めるためにヒアルロン
酸の加水分解を触媒するのに十分な治療有効量である。
【００２６】
　リーディング・エッジ治療のための組成物および使用の具体例において、ヒアルロナン
分解酵素はヒアルロニダーゼまたはコンドロイチナーゼである。例えば、ヒアルロナン分
解酵素は中性ｐＨで活性であるヒアルロニダーゼである。ヒアルロナン分解酵素は、グリ
コシルホスファチジルイノシトール(ＧＰＩ)アンカーを欠くものまたは細胞から発現され
たとき膜型ではないものである。数例において、ヒアルロナン分解酵素は１個以上のアミ
ノ酸残基のＣ末端短縮化を有し、ＧＰＩアンカーの全てまたは一部を欠く。
【００２７】
　ここで提供されるリーディング・エッジ治療のための使用および組成物において、組成
物は、ＰＨ２０ヒアルロニダーゼであるヒアルロナン分解酵素を含み得る。ＰＨ２０は非
ヒトまたはヒトＰＨ２０であり得る。ＰＨ２０は配列番号１の少なくともアミノ酸３６～
４６４を含むアミノ酸配列を有する、または配列番号１の少なくともアミノ酸３６～４６
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４を含むアミノ酸配列と少なくとも８５％配列同一性を有するアミノ酸配列を有し、ヒア
ルロニダーゼ活性を維持するものであり得る。例えば、組成物中のＰＨ２０は、配列番号
１の少なくともアミノ酸３６～４６４を含むアミノ酸配列と少なくとも８６％、８７％、
８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、
９８％または９９％配列同一性を有し得て、ヒアルロニダーゼ活性を維持する。数例にお
いて、ＰＨ２０ポリペプチドは配列番号１に示すアミノ酸配列のアミノ酸４６５位、４６
６位、４６７位、４６８位、４６９位、４７０位、４７１位、４７２位、４７３位、４７
４位、４７５位、４７６位、４７７位、４７８位、４７９位、４８０位、４８１位、４８
２位、４８３位、４８４位、４８５位、４８６位、４８７位、４８８位、４８９位、４９
０位、４９１位、４９２位、４９３位、４９４位、４９５位、４９６位、４９７位、４９
８位、４９９位または５００位の後にＣ末端短縮化を含むアミノ酸配列を有するか、また
は配列番号１に示すアミノ酸配列のアミノ酸４６５位、４６６位、４６７位、４６８位、
４６９位、４７０位、４７１位、４７２位、４７３位、４７４位、４７５位、４７６位、
４７７位、４７８位、４７９位、４８０位、４８１位、４８２位、４８３位、４８４位、
４８５位、４８６位、４８７位、４８８位、４８９位、４９０位、４９１位、４９２位、
４９３位、４９４位、４９５位、４９６位、４９７位、４９８位、４９９位または５００
位の後にＣ末端短縮化を含むアミノ酸配列に対し少なくとも８５％配列同一性を示し、か
つヒアルロニダーゼ活性を維持するその変異体である。例えば、ＰＨ２０は、配列番号１
に示すアミノ酸配列のアミノ酸４６５位、４６６位、４６７位、４６８位、４６９位、４
７０位、４７１位、４７２位、４７３位、４７４位、４７５位、４７６位、４７７位、４
７８位、４７９位、４８０位、４８１位、４８２位、４８３位、４８４位、４８５位、４
８６位、４８７位、４８８位、４８９位、４９０位、４９１位、４９２位、４９３位、４
９４位、４９５位、４９６位、４９７位、４９８位、４９９位または５００位の後にＣ末
端短縮化を含むアミノ酸配列と少なくとも８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９
１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％配列同一
性を有し、ヒアルロニダーゼ活性を維持する。ここに提供するリーディング・エッジ治療
のための組成物におけるヒアルロナン分解酵素の例において、ヒアルロナン分解酵素は、
配列番号４～９のいずれかに示すアミノ酸配列、または配列番号４～９のいずれかに示す
アミノ酸配列と少なくとも８５％配列同一性を示すアミノ酸配列を有するＣ末端切断型Ｐ
Ｈ２０である。例えば、ＰＨ２０は、配列番号４～９のいずれかに示すアミノ酸配列と少
なくとも８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、
９５％、９６％、９７％、９８％または９９％配列同一性を示すアミノ酸配列を有する。
具体例において、ＰＨ２０は配列番号４～９のいずれかに示すアミノ酸配列を有する。
【００２８】
　ここで提供されるリーディング・エッジ治療のための使用および組成物において、組成
物中のヒアルロナン分解酵素は、正確にまたは約１単位～２００単位、５単位～１５０単
位、１０単位～１５０単位、５０単位～１５０単位または１単位～５０単位と機能的等価
である量である。組成物中のヒアルロナン分解酵素は、正確にまたは約８ng～２μg、２
０ng～１.６μg、８０ng～１.２５μgまたは２００ng～１μgの量であり得る。具体例に
おいて、組成物中のヒアルロナン分解酵素は正確にまたは約３０単位／mL～３０００Ｕ／
mL、１００Ｕ／mL～１０００Ｕ／mL、３００Ｕ／mL～２０００Ｕ／mL、６００Ｕ／mL～２
０００Ｕ／mLまたは６００Ｕ／mL～１０００Ｕ／mLの量である。例えば、組成物中のヒア
ルロナン分解酵素は少なくともまたは凡そ少なくともまたは正確に３０Ｕ／mL、３５Ｕ／
mL、４０Ｕ／mL、５０Ｕ／mL、１００Ｕ／mL、２００Ｕ／mL、３００Ｕ／mL、４００Ｕ／
mL、５００Ｕ／mL、６００Ｕ／mL、７００Ｕ／mL、８００Ｕ／mL、９００Ｕ／mL、１００
０Ｕ／ml、２０００Ｕ／mLまたは３０００Ｕ／mLの量である。
【００２９】
　ここで提供されるリーディング・エッジ治療のための使用および組成物において、連続
的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)治療において使用するためのインスリン組成物は速効性
インスリンである。速効性インスリンは単量体、二量体または六量体であり得る。速効性
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インスリンは速効性ヒトインスリンであり得る。数例において、速効性のインスリンはレ
ギュラーインスリンである。例えば、レギュラーインスリンはヒトインスリンまたはブタ
インスリンである。レギュラーインスリンは、配列番号１０３に示すアミノ酸配列を有す
るＡ鎖および配列番号１０４に示すアミノ酸配列を有するＢ鎖を有するインスリンまたは
配列番号１２３のアミノ酸残基位置８８～１０８として示すアミノ酸配列を有するＡ鎖お
よび配列番号１２３のアミノ酸残基位置２５～５４として示すアミノ酸配列を有するＢ鎖
を有するインスリンであり得る。速効性インスリンは組み換えインスリン、合成または一
部合成または単離されたものであり得る。具体例において、速効性インスリンはインスリ
ン類似体である。例えば、インスリン類似体は、配列番号１０３に示すアミノ酸配列を有
するＡ鎖および配列番号１４７～１４９のいずれかに示すアミノ酸配列を有するＢ鎖を有
するインスリンであり得る。ここに提供するリーディング・エッジ治療において使用する
ためのあらゆる組成物において、速効性インスリン類似体はインスリンアスパルト、イン
スリンリスプロまたはインスリングルリジンである。速効性インスリンは、連続的皮下注
入用組成物において、正確にまたは約１００Ｕ／mL～１０００Ｕ／mLまたは５００Ｕ／mL
～１０００Ｕ／mLの量で製剤される。
【００３０】
　また提供されるのは、超速効性インスリン組成物の連続的皮下インスリン注入により起
こる総インスリン作用の低下を軽減するために使用するボーラス投与用のインスリンを含
む組成物および超速効性インスリン組成物の連続的皮下インスリン注入により起こる総イ
ンスリン作用の低下を軽減するためのボーラスインスリンの使用である。これらの使用の
ための成分および組成物は連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)投与レジメンについて上
記したとおりである。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】インスリンアスパルト(Novolog(登録商標))およびアスパルト－ＰＨ２０条件の
両者について第一クランプおよび第二クランプ研究の血清免疫反応性インスリン(ＩＲＩ
をpmol／Ｌ)濃度対時間を記載する。図は、ＰＨ２０存在下で、アスパルト吸収が1/2日間
ＣＳＩＩ(第一クランプ)および２.５日ＣＳＩＩ(第二クランプ)の両者でアスパルト単独
と比較して加速されていることを示す。図はまたいずれの市販アスパルト(Novolog(登録
商標))についても、インスリン吸収が1/2日(第一クランプ)ＣＳＩＩと比較して２.５日(
第二クランプ)で加速されたことを示す。この加速はまたアスパルト－ＰＨ２０条件でも
観察されたが、減少していた。
【図２】ボーラスインスリン投与後に正常血糖を維持するために必要なグルコース注入速
度の決定により測定したインスリンアスパルトのみ(Novolog(登録商標))と比較したアス
パルト－ＰＨ２０の糖力学(glucodynamics)を記載する。
【図３】正常血糖性請求方法によりアッセイした総インスリン作用(注入した累積グルコ
ース(Ｇｔｏｔ))を記載する。図は総インスリン作用が注入セットの寿命が経過するにつ
れ減少するが、インスリンアスパルト－ＰＨ２０製剤で程度が大きいことを示す。
【図４】総インスリン作用に対して標準化した累積時間－作用プロットとしての結果を記
載する。図は注入されたパーセント(％)グルコースが第一クランプから第二クランプに向
かって加速され、ＰＨ２０添加は両時点で速い時間－作用プロファイルをもたらすことを
示す。
【図５】ｒＨｕＰＨ２０(リーディング・エッジ)の前投与有りまたは無しで連続的皮下投
与により注入したインスリンの薬物動態学的プロファイルを記載する。結果は、ｒＨｕＰ
Ｈ２０前投与はインスリン吸収を注入開始時に加速し、注入セットの最後と比較した注入
セット開始時に暴露される初期インスリンに顕著な差異がないことにより証明されるイン
スリン吸収辺土の減少をもたらすことを示す。ｒＨｕＰＨ２０前投与なしで、注入セット
の時間が経つに連れて、インスリン吸収が変化した。
【図６】ボーラスインスリン注入後に正常血糖を維持するのに必要なグルコース注入速度
により証明される、時間の関数としてのインスリン作用の糖力学プロファイルを記載する
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。結果は、ｒＨｕＰＨ２０(リーディング・エッジ)で注入開始時のインスリン作用開始が
加速され(大きな作用および早い作用開始)、作用時間が短いことを示す。ｒＨｕＰＨ２０
前投与無しで、注入セットの時間が経つに連れて、インスリン吸収が変化した。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
詳細な記載
概略
Ａ. 定義
Ｂ. インスリン治療
　１. インスリン、糖尿病および既存の速効性インスリン治療
　２. 連続的皮下注入(ＣＳＩＩ)
Ｃ. ヒアルロナン分解酵素を用いるインスリンの連続的皮下注入(ＣＳＩＩ)方法
　１. 投与レジメン方法
　　ａ. リーディング・エッジ
　　ｂ. 総インスリン作用の軽減方法
　２. インスリンポンプ類および他のインスリン送達デバイス
　　ａ. 開放ループ系
　　ｂ. 閉鎖ループ系
　　ｃ. デバイス例
Ｄ. インスリンポリペプチド類
速効性インスリン類
　ａ. レギュラーインスリン
　ｂ. 速効性類似体
　　ｉ. インスリンリスプロ
　　ii. インスリンアスパルト
　　iii. インスリングルリジン
Ｅ. ヒアルロナン分解酵素群
　１. ヒアルロニダーゼ群
　　ａ. 哺乳動物型ヒアルロニダーゼ群
ＰＨ２０
　　ｂ. 細菌ヒアルロニダーゼ群
　　ｃ. ヒル類、他の寄生虫および甲殻類由来のヒアルロニダーゼ群
　２. 他のヒアルロナン分解酵素群
　３. 切断型ヒアルロナン分解酵素群または他の溶解性形態
　　ａ. Ｃ末端切断型ヒトＰＨ２０
　　ｂ. ｒＨｕＰＨ２０
　４. ヒアルロナン分解酵素群のグリコシル化
　５. 薬物動態学的特性を改善するためのヒアルロナン分解酵素群の修飾
Ｆ. 超速効性インスリン製剤、およびその安定な製剤
　１. 安定な配合剤
　　ａ. ＮａＣｌおよびｐＨ
　　ｂ. ヒアルロニダーゼ阻害剤
　　ｃ. 緩衝剤
　　ｄ. 防腐剤
　　ｆ. 安定化剤
　　　ｉ. 界面活性剤
　　　ii. 他の安定化剤
　２. 他の添加物または薬物
Ｇ. インスリンまたはヒアルロナン分解酵素をコードする核酸およびそのポリペプチド類
の製造方法
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　１. ベクターおよび細胞
　２. リンカー基
　３. 発現
　　ａ. 真核細胞
　　ｂ. 酵母細胞
　　ｃ. 昆虫細胞
　　ｄ. 哺乳動物細胞
　　ｅ. 植物
　４. 精製方法
Ｈ. 治療用途
　１. 糖尿病
　　ａ. １型糖尿病
　　ｂ. ２型糖尿病
　　ｃ. 妊娠性糖尿病
　２. 重症患者のためのインスリン治療
Ｉ. 組み合わせ治療
Ｊ. 製造品およびキット
Ｋ. 実施例
【００３３】
Ａ. 定義
　別に定義しない限り、ここで使用する全ての技術的および科学的用語は、本発明が属す
る分野の当業者により共通して認識されるものと同じ意味を有する。特に断らない限り、
本明細書中で引用される全ての特許、特許出願、公開された出願および刊行物、ＧＥＮＢ
ＡＮＫ配列、ウェブサイトおよび他の公表物は、引用によりその全体を本明細書に包含さ
せる。本明細書中で用語の定義が複数あるときは、ここに記載したものが優先する。ＵＲ
Ｌまたは他のそのような識別子またはアドレスが引用されているとき、このような識別子
は変化することがあり、インターネット上の特定の情報は消去または挿入されるが、同等
な情報は知られており、例えばインターネットおよび／または適当なデータベースの検索
により容易に入手できると解釈すべきである。それらの引用は当該情報が入手可能である
ことおよび公衆に頒布されていることを証明する。
【００３４】
　ここで使用する持続皮下インスリン注入療法(ＣＳＩＩ)は、インスリンがポンプに接続
された注入セットを介して、比較的に小注入器またはポンプから数日間にわたり計画され
た注入により速度で投与される、インスリン投与レジメンを言う。典型的に、ＣＳＩＩ治
療は注入セットおよびポンプリザーバーを変えなければならなくなるまで２～４日間続く
。本処置は、食前および高血糖値に応答した連続的ベースラインインスリン放出(基底速
度)および付加的インスリンボーラス投与量(すなわち補正ボーラス)を組み合わせる。Ｃ
ＳＩＩ治療は、一般的に投与レジメンに従い速効性のインスリン、特にインスリン類似体
を送達するための電池式シリンジドライバー、インスリンポンプまたは他の類似デバイス
を含む。一般的に、連続的ベースラインインスリン放出のスケジューリングは各患者対し
て医師が行う。ボーラス投与量は食事の必要および血糖応答に基づき決定する。それ故に
、ＣＳＩＩ治療は患者特異的である。ある患者および他の患者の要求、例えば患者の体重
、年齢、運動、食習慣および臨床症状のようなパラメータによって、患者毎に特定のイン
スリン投与レジメンを決定するのは熟練した医師および患者の技術レベルの範囲内である
ことは周知である。
【００３５】
　ここで使用する、注入セットは、インスリンをポンプの貯蔵部から皮膚下に直接送達さ
せるインスリンポンプに結合した系を言う。一般的に、インスリン注入セットは１個以上
のチューブ系；セットを皮膚下に挿入するための皮下カニューレ、鋼針または他の挿入デ
バイス；挿入デバイスを投与部位、例えば腹壁にマウントするための接着マウント；およ
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び／またはポンプカートリッジコネクターを含む。注入セットはまた患者が該デバイスを
、例えば、例えばシャワーまたは水泳のような活動を行っている間は便利に外すことが可
能であるための挿入デバイスおよび接着マウントを外すクイック・ディスコネクトも含み
得る。
【００３６】
　ここで使用する、インスリンの基底速度は、食事無しでの身体のインスリン必要量を言
う。一般的に、それは単位(Ｕ／Ｈ)で測定される予め計画されたまたは予定された特性で
ある。インスリンの基底速度はライフスタイルの多様性、例えば運動、食習慣、また病気
、および患者の要求により変えることができ、または変わり得る。
【００３７】
　ここで使用する、インスリンのボーラス速度または投与量は、食事または上昇した血糖
値を矯正するためにインスリン要求の変化による付加的インスリン必要量を言う。一般的
に、ボーラスインスリンは使用者により必要時送達されるおよび／または食事、軽食につ
いておよび／または血糖上昇矯正のためにインスリン投与について計画されている。
【００３８】
　ここで使用する閉鎖ループ系は、連続的血糖コントロールを提供するための集積系であ
る。閉鎖ループ系は、血糖測定のための機構、インスリン組成物を含む１種以上の組成物
送達のための機構、および血糖コントロールを達成するために送達が必要であるインスリ
ンの量を決定するための機構を含む。典型的に、それ故に、閉鎖ループ系はグルコースセ
ンサー、インスリン送達デバイス、例えばインスリンポンプ、およびグルコースセンサー
からの情報を受け取り、インスリン送達デバイスに命令を発するコントローラーを含む。
命令は、コントローラーのソフトウェアにより作成され得る。ソフトウェアは、典型的に
グルコースセンサーにより検出されるまたは使用者により予測される血糖値に基づき、血
糖コントロールを達成するために送達するのが必要なインスリン量を決定するためのアル
ゴリズムを含む。
【００３９】
　開放ループ系は、デバイスが自動的にグルコースレベルを測定し、応答しない以外、閉
鎖ループ系に類似のデバイスを言う。一般的に、開放ループ系において、インスリンポン
プまたは他の類似のデバイスがインスリンの基底速度を送達するために連続的にインスリ
ンを注入するようプログラムされており、ここで、患者は、ポンプのボタンによりまたは
他の手動の手段により、食事時または食事時間付近でインスリンのボーラスを投与するこ
とが可能である。投与するボーラス投与量は、分かったまたは予測されるグルコースレベ
ルに基づき決定され、グルコースレベルは手動でモニターできまたはリアルタイム血糖結
果を表示するグルコースモニターを使用してモニターできる。
【００４０】
　ここで使用する“インスリン”は、グルコース取り込みおよび保存を増加させおよび／
または内因性グルコース産生を減らすように作用するホルモン、前駆体またはその合成も
しくは組み換え類似体を言う。ヒトインスリンは、タンパク質を小胞体(ＥＲ)に配向させ
る２４アミノ酸のシグナルペプチドを含む、プレプロインスリン(配列番号１０１)である
１１０アミノ酸の前駆体ポリペプチドとして翻訳され、小胞体(ＥＲ)でシグナル配列は開
裂され、プロインスリン(配列番号１０２)を生じる。プロインスリンはさらに処理されて
、３１アミノ酸Ｃ鎖または連結鎖ペプチド(配列番号１０１に示すプレプロインスリンポ
リペプチドのアミノ酸残基５７～８７、および配列番号１０２に示すプロインスリンポリ
ペプチドのアミノ酸残基３３～６３に対応)を放出する。形成されたインスリンは、２１
アミノ酸のＡ鎖(配列番号１０１に示すプレプロインスリンポリペプチドのアミノ酸残基
９０～１１０、および配列番号１０２に示すプロインスリンポリペプチドのアミノ酸残基
６６～８６に対応)および３０アミノ酸のＢ鎖(配列番号１０１に示すプレプロインスリン
ポリペプチドのアミノ酸残基２５～５４、および配列番号１０２に示すプロインスリンポ
リペプチドのアミノ酸残基１～３０)を含み、これらはジスルフィド結合で架橋されてい
る。適切に架橋されたヒトインスリンは３個のジスルフィド架橋を有する。一つ目はＡ鎖
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の７位とＢ鎖の７位の間であり、二つ目はＡ鎖の２０位とＢ鎖の１９位の間であり、三つ
目はＡ鎖の６位と１１位の間である。インスリンなる用語は、活性を有するその一本鎖ま
たは二本鎖形態、切断型形態のプレプロインスリン、プロインスリンおよびインスリンポ
リペプチド類を含み、対立形質変異体および種変異体、スプライス変態によりコードされ
る変異体、および他の変異体、例えば配列番号１０１に示す前駆体ポリペプチドと少なく
とも４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、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
するポリペプチド類を含むインスリン類似体またはその成熟形態を含む。インスリン類似
体の例には、配列番号１４７～１４９、１５２に示すもの、および配列番号１５０、１５
６、１５８、１６０、１６２および１６４に示すＡ鎖および／または配列番号１５１、１
５３～１５５、１５７、１５９、１６１、１６３および１６５に示すＢ鎖を含むものが含
まれる。
【００４１】
　インスリンポリペプチド類の例はヒトを含む哺乳動物起源のものである。ヒト起源のイ
ンスリンのアミノ酸配列の例は配列番号１０１～１０４に示す。インスリン類似体の例は
配列番号１４７～１４９、１５２に示すもの、および配列番号１５０、１５６、１５８、
１６０、１６２および１６４に示すＡ鎖および／または配列番号１５１、１５３～１５５
、１５７、１５９、１６１、１６３および１６５に示すＢ鎖を含むものを含む。インスリ
ンポリペプチド類はまた、配列番号１０５～１４６に示す前駆体インスリンポリペプチド
類のいずれも含むが、これらに限定されないあらゆる非ヒト起源のものを含む。インスリ
ンなる用語は、単量体および六量体インスリン類を含む多量体インスリン類、ならびにヒ
ト化インスリン類を含む。
【００４２】
　ここで使用する“速効性のインスリン”は、速効性のインスリン(例えば、食事が原因
のまたは食事により起こることが予測される食事性高血糖状態)の投与時に、または投与
後約４時間以内に、糖尿病対象においける実際の、認知された、または予測される高血糖
状態に応答して糖尿病対象に急性投与するためのあらゆるインスリンまたは速効性のイン
スリン組成物を言い、ここで、速効性のインスリンは急性高血糖状態を予防、制御または
軽減できる。典型的に、速効性のインスリンは対象への皮下投与時にまたは約４時間を超
えずに、ピークインスリンレベルを示すインスリンである。速効性のインスリン類は組み
換えインスリン類および単離されたインスリン類(“レギュラー”インスリン類とも呼ぶ)
、例えば、Humulin(登録商標)Ｒとして販売されているインスリン、ブタインスリン類お
よびウシインスリン類、ならびにアミノ酸改変により速効型であるように設計された速効
型インスリン類似体(ここでは速効性のインスリン類似体とも呼ぶ)を含む。レギュラーイ
ンスリン製剤の例は、ヒトレギュラーインスリン類、例えば商品名Humulin(登録商標)Ｒ
、Novolin(登録商標)ＲおよびVelosulin(登録商標)、インスリンヒト、ＵＳＰおよびイン
スリンヒト注射、ＵＳＰ、ならびにインスリンの酸製剤、例えば、例えば、トロントイン
スリン、旧インスリン、およびクリアーインスリン、およびレギュラーブタインスリン類
、例えばIletin II(登録商標)(ブタインスリン)を含むが、これらに限定されない。レギ
ュラーインスリン類は、典型的に投与後３０分間～１時間で作用を発現し、２～５時間で
インスリンレベルがピークとなる。
【００４３】
　ここで使用する速効型インスリン類似体(速効性のインスリン類似体とも呼ぶ)は、作用
発現が急速なインスリン類である。急速インスリン類は、典型的にレギュラーインスリン
類よりも速効型となるように、例えば、１個以上のアミノ酸置換の導入により操作されて
いるインスリン類似体である。速効型インスリン類似体は、典型的に注射後１０～３０分
間で作用を発現し、注射後３０～９０分間でピークインスリンレベルが観察される。速効
型インスリン類似体は、例えば、インスリンリスプロ(例えばHumalog(登録商標)インスリ
ン)、インスリンアスパルト(例えばNovoLog(登録商標)インスリン)、およびインスリング
ルリジン(例えばApidra(登録商標)インスリン)、VIAject(登録商標)およびVIAtab(登録商
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標)として販売されている速効性のインスリン組成物(例えば、米国特許７,２７９,４５７
参照)を含むが、これらに限定されない。また、注射後３０分未満で作用が発現し、９０
分以内、典型的に３０～９０分以内にピークレベルとなるあらゆる他のインスリン類を含
む。
【００４４】
　ここで使用するヒトインスリンは、対立形質変異体および類似体を含むヒトポリペプチ
ドとして合成または組み換えにより産生されたインスリンを言う。
【００４５】
　ここで使用する速効性のヒトインスリン類またはヒト速効性のインスリン組成物は、即
効性であるあらゆるヒトインスリンまたはヒトインスリンの組成物を含むが、非ヒトイン
スリン類、例えばレギュラーブタインスリンを除く。
【００４６】
　ここで使用する用語“基礎作用(basal-acting)インスリン類”または“基礎(basal)イ
ンスリン類”は、糖尿病のような慢性状態の処置のための全体的処置レジメンの一部とし
て基礎インスリンレベルを維持するために投与するインスリン類を言う。典型的に、基礎
作用インスリンは、定期的(例えば１日１回または２回)投与したとき、インスリンの制御
放出により凡そ定常状態インスリンレベルを維持するように製剤される。基礎作用インス
リン類は、結晶インスリン類(例えばＮＰＨおよびLente(登録商標)、プロタミンインスリ
ン、サーフェンインスリン)、基礎インスリン類似体(インスリングラルジン、HOE 901、N
ovoSol Basal)およびレギュラーインスリンの吸収速度を遅延させるインスリンの他の化
学製剤(例えばアラビアゴム、レシチンまたは油懸濁液)を含む。ここで使用する基礎作用
型インスリン類は、典型的に長時間作用型(典型的に到達するピーク濃度は相対的に低い
が、約２０～３０時間を超える最大作用時間を有する)または中間型(典型的に投与約４～
１２時間後にピークインスリン濃度をもたらす)として理解されているインスリン類を含
み得る。
【００４７】
　ここで使用する、“血糖”は血糖(グルコース)レベルを言う。
　ここで使用する用語“高血糖状態”または“高血糖”は望ましくない血糖上昇を言う。
　ここで使用する用語“低血糖状態”または“低血糖”は望ましくない血糖低下を言う。
【００４８】
　ここで使用する血糖コントロールまたは“血糖値のコントロール”は、所望のレベル、
典型的に７０～１３０mg／dLまたは９０～１１０mg／dLでの血糖濃度の維持を言う。
【００４９】
　ここで使用する、糖化ヘモグロビン(ＨｂＡ１ｃ)検査は、血中の修飾ヘモグロビンの特
定の型のパーセンテージを提供する臨床検査を言う。検査は過去３～４ヶ月間の糖尿病性
血糖コントロールのレベルを確認する。
【００５０】
　ここで使用する、“インスリン吸収”は注射後の血中における遊離および総インスリン
の出現を言う。インスリン吸収を決定または測定する方法は当業者に周知であり、注射部
位からの放射活性の消失または消滅(外的ガンマ計数)および／または血漿免疫反応性イン
スリン(ＩＲＩ)の出現を含むが、これらに限定されない(例えばFernqvist et al. (1988)
 Diabetes, 37:694-701; Bowsher (1999) Clinical Chemistry, 45:104-110参照)。血漿
免疫反応性インスリンの測定方法は、インスリン吸収を追跡するための放射標識インスリ
ントレーサーおよび抗インスリン抗体を使用する慣用の競合的放射免疫アッセイ(ＲＩＡ)
を含む。血清遊離インスリン濃度は、ポリエチレングリコールで沈殿後にＲＩＡで決定で
き、血清総インスリン濃度は同じＲＩＡ方法でポリエチレングリコール沈殿無しに決定で
きる。
【００５１】
　ここで使用する、“インスリン作用”は、インスリン活性の指標である。正常血糖クラ
ンプ中に等血糖を維持するのに必要なグルコース注入速度の測定により決定できる。それ
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は一定時間間隔での注入した総グルコース(ｇ／kg)として記載できる。
【００５２】
　ここで使用する、“総インスリン作用”は、正常血糖クランプ実験の経過中のインスリ
ン作用の指標である。それは、実験経過中の注入した累積グルコースとして記載できる。
【００５３】
　ここで使用する、“超速効性インスリン応答”は、インスリン吸収加速および作用時間
短縮があるように、速い進入／速い消失(ＰＫ)プロファイルを示すインスリン作用応答を
言う。ここに記載するとおり、“超速効性インスリン応答”はインスリン連続的注入の経
過注に時間と共に観察される。また、ここに記載するとおり、“超速効性インスリン応答
”は、ヒアルロナン分解酵素でのリーディング・エッジ治療により産生できる。例えば、
超高速作用インスリン応答を、インスリン注入または注射の直前または直後(例えば±１
２時間以内)にヒアルロナン分解酵素を投与することにより、最初の４０分間～１時間以
内に作製できる。“超速効性インスリン組成物”の投与はまた“超速効性インスリン応答
”を起こす。
【００５４】
　ここで使用する、連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)に関する“リーディング・エッ
ジ治療”は、連続的皮下インスリン注入による注入セットの間のインスリン組成物(例え
ば速効性インスリン組成物または超速効性インスリン組成物)投与前のヒアルロナン分解
酵素投与を言う。リーディング・エッジ設計は、注入部位でのポンプの引き金を引き、そ
れにより注入セット寿命の開始時にインスリン吸収速度を高め、それにより注入セットの
使用と共に起こるインスリン吸収の変動を減少させる。リーディング・エッジ治療への言
及は、一般的に注入セットを用いる１回のインターバルまたはＣＳＩＩ治療の経過にのみ
言及し、それは次の注入セットでの処置の経過注に繰り返すことができきる。各インター
バルで、インスリン注入前に、ヒアルロナン分解酵素でのリーディング・エッジ処置を投
与できる。リーディング・エッジ投与は一般的にインスリン投与の１２時間前、一般的に
投与２時間以内に行う。
【００５５】
　ここで使用する、“超速効性インスリン組成物”は、インスリン組成物が、対象への非
経腸投与後最初の４０分間以内に、同じ投与量の同じ速効性インスリンを、同じ経路で、
ヒアルロナン分解酵素を伴わず投与したときの同じ時間の対象において提供される累積全
身インスリン暴露より大きな累積全身インスリン暴露を提供するように、速効性インスリ
ン、典型的に速効性インスリン類似体、およびヒアルロナン分解酵素(例えばｒＨｕＰＨ
２０製剤を含むが、これに限定されない溶解性ヒアルロニダーゼ)を含むインスリン組成
物を言う。ここに記載する超速効型のインスリン組成物は、所望により基礎作用インスリ
ンを含み得る。
【００５６】
　ここで使用する投与レジメは、インスリン投与量および投与頻度を言う。投与レジメは
処置すべき疾患または状態の関数であり、故に変わり得る。
【００５７】
　ここで使用するヒアルロナン分解酵素は、ヒアルロナンポリマー(ヒアルロン酸または
ＨＡとも言う)の小分子量フラグメントへの開裂を触媒する酵素を言う。ヒアルロナン分
解酵素群の例はヒアルロニダーゼ群、および、ヒアルロナンを脱重合する能力を有する特
定のコンドロイチナーゼ群およびリアーゼ群を言う。ヒアルロナン分解酵素群であるコン
ドロイチナーゼ群の例は、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としても知られる)およびコンドロイチンＣリアーゼを含む
が、これらに限定されない。コンドロイチンＡＢＣリアーゼは２種の酵素群、コンドロイ
チン－硫酸－ＡＢＣエンドリアーゼ(EC 4.2.2.20)およびコンドロイチン－硫酸－ＡＢＣ
エキソリアーゼ(EC 4.2.2.21)を含む。コンドロイチン－硫酸－ＡＢＣエンドリアーゼ群
およびコンドロイチン－硫酸－ＡＢＣエキソリアーゼ群の例は、プロテウス・ブルガリス
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およびフラボバクテリウム・ヘパリナム由来のものを含むが、これらに限定されない(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
す；Sato et al. (1994) Appl. Microbiol. Biotechnol. 41(1):39-46)。細菌由来のコン
ドロイチナーゼＡＣ酵素群の例は、配列番号９９に示すフラボバクテリウム・ヘパリナム
、配列番号１００に示すビクチバリス・バンデンシスおよびアルスロバクタ・オウレセン
ス由来のものを含むが、これらに限定されない(Tkalec et al. (2000) AppliedおよびEnv
ironmental Microbiology 66(1):29-35; Ernst et al. (1995) Critical Reviews in Bio
chemistry and Molecular Biology 30(5):387-444)。細菌由来のコンドロイチナーゼＣ酵
素群の例は、レンサ球菌およびフラボバクテリウム由来のものを含むが、これらに限定さ
れない(Hibi et al. (1989) FEMS-Microbiol-Lett. 48(2):121-4; Michelacci et al. (1
976) J. Biol. Chem. 251:1154-8; Tsuda et al. (1999) Eur. J. Biochem. 262:127-133
)。
【００５８】
　ここで使用するヒアルロニダーゼは、ヒアルロナン分解酵素群を言う。ヒアルロニダー
ゼ群は、細菌ヒアルロニダーゼ群(EC 4.2.2.1またはEC 4.2.99.1)、ヒル類、他の寄生虫
、および甲殻類由来のヒアルロニダーゼ群(EC 3.2.1.36)、および哺乳動物型ヒアルロニ
ダーゼ群(EC 3.2.1.35)を含む。ヒアルロニダーゼ群は、マウス、イヌ、ネコ、ウサギ、
トリ、ウシ、ヒツジ、ブタ、ウマ、サカナ、カエル、細菌を含むが、これらに限定されな
いすべての非ヒト起源、およびヒル類、他の寄生虫、および甲殻類のすべてのものを含む
。非ヒトヒアルロニダーゼ群の例は、ウシ(配列番号１０、１１、６４およびBH55(米国特
許５,７４７,０２７および５,８２７,７２１)、スズメバチ(配列番号１２および１３)、
ミツバチ(配列番号１４)、北米産スズメバチ(配列番号１５)、アシナガバチ(配列番号１
６)、マウス(配列番号１７～１９、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)、ヒツジ(配列番号２６、２７、６３および６
５)、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１８５)、アカゲザル(配列番号１８６)、アルスロバク
ター属(株FB24)(配列番号６７)、ブデロビブリオ・バクテリオヴォルス(配列番号６８)、
プロピオニバクテリウム・アクネス(配列番号６９)、ストレプトコッカス・アガラクチア
(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(株COL)(配列番号７４)；株MRSA252(配列番号７５および７６)
；株MSSA476(配列番号７７)；株NCTC 8325(配列番号７８)；株ウシRF122(配列番号７９お
よび８０)；株USA300(配列番号８１)、肺炎レンサ球菌(配列番号８２)；株ATCC BAA-255/
R6(配列番号８３)；血清型２、株D39/NCTC 7466(配列番号８４)、Ａ群溶血レンサ球菌(血
清型Ｍ１)(配列番号８５)；血清型Ｍ２、株MGAS10270(配列番号８６)；血清型Ｍ４、株MG
AS10750(配列番号８７)；血清型Ｍ６(配列番号８８)；血清型Ｍ１２、株MGAS2096(配列番
号８９および９０)；血清型Ｍ１２、株MGAS9429(配列番号９１)；血清型Ｍ２８(配列番号
９２)；豚レンサ球菌(配列番号９３～９５)；ビブリオ・フィッシェリ(株ATCC 700601/ES
114(配列番号９６))由来のヒアルロニダーゼ群、および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開裂しないストレプトマイセス・ヒアルロノリ
チクスヒアルロニダーゼ酵素を含むが、これらに限定されない(Ohya, T.  and Kaneko, Y
. (1970) Biochim. Biophys. Acta 198:607)。ヒアルロニダーゼ群はまたヒト起源のもの
を含む。ヒトヒアルロニダーゼ群の例は、ＨＹＡＬ１(配列番号３６)、ＨＹＡＬ２(配列
番号３７)、ＨＹＡＬ３(配列番号３８)、ＨＹＡＬ４(配列番号３９)、およびＰＨ２０(配
列番号１)を含む。またとりわけ包含されるヒアルロニダーゼ群は、ヒツジおよびウシＰ
Ｈ２０、溶解性ヒトＰＨ２０および溶解性ｒＨｕＰＨ２０を含む、溶解性ヒアルロニダー
ゼ群である。市販のウシまたはヒツジ溶解性ヒアルロニダーゼ群の例は、Vitrase(登録商
標)(ヒツジヒアルロニダーゼ)およびAmphadase(登録商標)(ウシヒアルロニダーゼ)である
。
【００５９】
　ヒアルロナン分解酵素群について述べるとき、それは前駆体ヒアルロナン分解酵素ポリ
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ペプチド類および成熟ヒアルロナン分解酵素ポリペプチド類(例えば、シグナル配列が除
去されているもの)、活性を有する切断型形を含み、対立形質変異体および種変異体、ス
プライス変異体によりコードされる変異体、および配列番号１および１０～４８、６３～
６５、６７～１００に示す前駆体ポリペプチド類と少なくとも４０％、４５％、５０％、
５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、
９７％、９８％、９９％以上の配列同一性を有するポリペプチド類またはその成熟形態を
含む他の変異体を含む。例えば、ヒアルロナン分解酵素(例えばＰＨ２０)の言及は、配列
番号２に示す成熟ヒトＰＨ２０および活性を有するその切断型形態を含み、対立形質変異
体および種変異体、スプライス変態によりコードされる変異体、および配列番号２に対し
て少なくとも４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、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類を含む他の変異体を含む。例えば、ヒアルロナン分解酵素へ
の言及はまた配列番号５０～５１に示すヒトＰＨ２０前駆体ポリペプチド変異体を含む。
ヒアルロナン分解酵素群はまた化学的または翻訳後修飾を含むものおよび化学的または翻
訳後修飾を含まないものを含む。このような修飾は、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、ヒドロキシル化、リン酸化、および当分野で知ら
れる他のポリペプチド修飾を含むが、これらに限定されない。
【００６０】
　ここで使用するＰＨ２０は、精子で発生し、中性で活性なヒアルロニダーゼ群を言う。
ＰＨ－２０は精子表面および内部アクロソーム膜に結合する場所であるリソソーム由来ア
クロソームで発生する。ＰＨ２０は、ヒト、チンパンジー、カニクイザル、アカゲザル、
マウス、ウシ、ヒツジ、モルモット、ウサギおよびラット起源のものを含むが、これらに
限定されないあらゆる起源のものを含む。ＰＨ２０タンパク質類の例は、ヒト(配列番号
１に示す前駆体ポリペプチド、配列番号２に示す成熟ポリペプチド)、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)、マ
ウス(配列番号３２)、チンパンジー(配列番号１８５)およびアカゲザル(配列番号１８６)
ＰＨ２０ポリペプチド類を含むが、これらに限定されない。ＰＨ２０に関する言及は、前
駆体ＰＨ２０ポリペプチド類および成熟ＰＨ２０ポリペプチド類(例えばシグナル配列が
除去されているもの)、活性を有するその切断型形態を含み、対立形質変異体および種変
異体、スプライス変異体によりコードされる変異体、および配列番号１、１１、２５、２
７、２９～３２、６３～６５、１８５または１８６に示す前駆体ポリペプチド類と少なく
とも４０％、４５％、５０％、５５％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０
％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上の配列同一性を有するポリペプチド類
またはその成熟形態を含む、他の変異体を含む。ＰＨ２０ポリペプチド類はまた化学的ま
たは翻訳後修飾を含むものおよび化学的または翻訳後修飾を含まないものを含む。このよ
うな修飾は、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、
ヒドロキシル化、リン酸化、および当分野で知られる他のポリペプチド修飾を含むが、こ
れらに限定されない。市販のウシまたはヒツジ溶解性ヒアルロニダーゼ群の例は、Vitras
e(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Amphadase(登録商標)ヒア
ルロニダーゼ(ウシヒアルロニダーゼ)である。
【００６１】
　ここで使用する溶解性ヒアルロニダーゼは、細胞から分泌され、膜アンカー型または結
合性ではなく、故に、生理的条件下のその溶解性により特徴付けることができるポリペプ
チドである。溶解性ヒアルロニダーゼ群は、例えば、３７℃に温めたTriton X-114溶液の
水相へのその分配により区別できる(Bordier et al., (1981) J. Biol. Chem., 256:1604
-7)。膜アンカー型、例えば脂質アンカーヒアルロニダーゼ群は、界面活性剤リッチ相に
分配されるが、ホスホリパーゼ－Ｃ処置後は界面活性剤プアまたは水相に分配される。溶
解性ヒアルロニダーゼ群に包含されるのは、ヒアルロニダーゼの膜へのアンカーと結合性
の１カ所以上の領域が除去または修飾されており、溶解性形態がヒアルロニダーゼ活性を
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維持する、膜アンカー型ヒアルロニダーゼ群である。溶解性ヒアルロニダーゼ群は、組み
換え溶解性ヒアルロニダーゼ群および天然源中に含まれるものまたは、例えば、ヒツジま
たはウシからの精巣抽出物のようなそこから単離されたものを含む。このような溶解性ヒ
アルロニダーゼ群の例は、溶解性ヒトＰＨ２０を含む。他の溶解性ヒアルロニダーゼ群は
ヒツジ(配列番号２７、６３、６５)およびウシ(配列番号１１、６４)ＰＨ２０を含む。
【００６２】
　ここで使用する溶解性ヒトＰＨ２０またはｓＨｕＰＨ２０は、発現に際し、ポリペプチ
ド類がそれらが産生された宿主細胞の膜と結合性ではなく、細胞培養培地に分泌され、そ
れ故に、溶解性であるように、Ｃ末端でグリコシルホスファチジルイノシトール(ＧＰＩ)
結合部位の全てまたは一部を欠く成熟ＰＨ２０ポリペプチド類を含む。それ故に、溶解性
ヒトＰＨ２０はＣ末端切断型ヒトＰＨ２０ポリペプチド類を含む。溶解性またはＣ末端切
断型ＰＨ２０ポリペプチド類の例は、配列番号４～９、４７～４８、２３４～２５４、お
よび２６７～２７３のいずれかに示すアミノ酸配列を有する成熟ポリペプチド類、または
配列番号４～９、４７～４８、２３４～２５４、および２６７～２７３のいずれかと少な
くとも７０％、７５％、８０％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９
１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％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。ｓＨｕＰＨ２０ポリペプチド類の例は、配列
番号４～９および４７～４８のいずれかに示すアミノ酸配列を有する成熟ポリペプチド類
を含む。このようなｓＨｕＰＨ２０ポリペプチド類の前駆体ポリペプチド類の例はシグナ
ル配列を含む。前駆体の例は、配列番号３および４０～４６に示すものであり、その各々
がアミノ酸１～３５位に３５アミノ酸シグナル配列を含む。溶解性ＨｕＰＨ２０ポリペプ
チド類はまたここに記載する産生および精製方法の途中でまたは後に分解するものも含む
。
【００６３】
　ここで使用するｒＨｕＰＨ２０と言う組み換えヒトＰＨ２０は、チャイニーズハムスタ
ー卵巣(ＣＨＯ)細胞で組み換え発現されたヒトＰＨ２０の分泌された溶解性形態を言う。
溶解性ｒＨｕＰＨ２０は、シグナル配列、例えば天然シグナル配列をコードする核酸によ
り産生される生成物であり、アミノ酸類３６～４８２をコードする核酸を含み、天然シグ
ナル配列をコードする核酸を含むその例示的な配列を配列番号４９に示す。また包含され
るのは、その対立形質変異体および他の溶解性変異体であるＤＮＡ分子である。溶解性ｒ
ＨｕＰＨ２０をコードする核酸はＣＨＯ細胞で発現され、それは成熟ポリペプチドを分泌
する。培養培地で産生されるため、生成物が種々の量で配列番号４～９のいずれか１種以
上を含み得る種の混合物を含むように、Ｃ末端に不均一性がある。配列番号５０～５１に
示す前駆体ヒトＰＨ２０ポリペプチド類に対応するものを含む、対応する対立形質変異体
および他の変異体も含まれる。他の変異体は、ヒアルロニダーゼ活性を維持し、溶解性で
ある限り、配列番号４～９および４７～４８のいずれかと６０％、７０％、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し得る。
【００６４】
　ここで使用する製剤は、少なくとも１種の活性剤または薬剤および１種以上の添加物を
含む組成物を言う。
【００６５】
　ここで使用する配合剤は、２種以上の活性剤または薬剤および１種以上の添加物を含む
組成物を言う。例えば、速効性のインスリンおよびヒアルロナン分解酵素の配合剤は速効
性のインスリン、ヒアルロナン分解酵素、および１種以上の添加物を含む。
【００６６】
　ここで使用する本組成物は、初期活性および／または純度および／または効力または回
収と比較して、その中の活性成分が少なくとも必要レベルの活性および／または純度およ
び／または効力または回収を維持するならば、規定条件下で安定である。本発明の目的で
、本組成物は、ヒアルロナン分解酵素活性の少なくとも５０％を維持するかおよび／また
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はインスリン効力または回収の少なくとも９０％を保持するときおよび／またはインスリ
ン純度の少なくとも９０％を保持するとき、安定である。
【００６７】
　ここで使用する少なくとも２種の活性成分を含む安定な配合剤は、初期活性および／ま
たは純度および／または効力または回収と比較して、各活性成分が少なくとも必要レベル
の活性および／または純度および／または効力または回収を維持するならば、安定である
。本発明の目的で、配合剤は、ヒアルロナン分解酵素活性の少なくとも５０％を維持する
ならばおよびインスリン効力または回収の少なくとも９０％および／またはインスリン純
度の少なくとも９０％を維持するならば、安定である。
　ここで使用する規定条件は保存および／または使用条件を言う。
【００６８】
　安定性を測定する、保存または使用に関するここで使用する規定条件は、温度条件、保
存条件および／または使用条件の時間を含む。例えば基底温度条件は、２℃～８℃の低温
または冷蔵温度、２０℃～３０℃の環境温度または３２℃～４０℃の高温を含む。他の例
において、規定時間条件は、種々の温度条件下の保存の長さ、例えば数日間(少なくとも
３日間、４日間、５日間、６日間または７日間)、数週間(少なくとも１週間、少なくとも
２週間、少なくとも３週間または少なくとも数週間)または数ヶ月間(少なくとも１ヶ月間
、２ヶ月間、３ヶ月間、４ヶ月間、５ヶ月間、６ヶ月間、１２ヶ月間、１８ヶ月間、２４
ヶ月間以上)の保存を言う。さらなる例において、規定使用条件は、組成物混合物を混乱
させるまたは変える条件、例えば撹拌条件を言う。
【００６９】
　ここで使用する“保存”は、製剤が製造後直ぐに対象に投与されず、使用前に一定期間
特定の条件(例えば特定の温度；時間、液体または凍結乾燥形態)に維持されることを意味
する。例えば、液体製剤は、冷蔵(０～１０℃、例えば２℃～８℃)、室温(例えば最高～
３２℃、例えば１８℃～約または正確に３２℃の温度)、または高温(例えば、３０℃～４
２℃、例えば３２℃～３７℃または３５℃～３７℃)のような種々の温度下に、対象への
投与前に数日間、数週間、数ヶ月または数年間維持できる。
【００７０】
安定性と関連する条件と関連してここで使用する“使用”は、特定の目的で製剤を用いる
行動を言う。特定の適用はタンパク質または薬物の活性または特性に影響され得る。例え
ば、ある適用は、製剤を一定温度に一定時間付すこと、温度変化に付すことおよび／また
は撹拌、振盪、撹拌または活性剤の安定性(例えば活性および／または溶解性)に影響し得
る同等な運動に付すことを必要とし得る。条件の例は、連続的注入方法であり、そこで、
活性剤は、対象に使用者と連結したポンプまたは注入器から数日間連続的に注入される。
このような条件は撹拌および温度変動と関連し得る。
【００７１】
　ここで使用する単回投与製剤は、直接投与用製剤または配合剤を言う。一般的に、単回
投与製剤は、直接投与のための単回投与量治療剤を含む製剤を言う。単回投与製剤は、一
般的に防腐剤を含まない。
【００７２】
　ここで使用する多数回投与製剤は、治療剤の多数回投与量を含み、直接投与して治療剤
の単回投与数回分投与量を提供できる製剤を言う。多数回投与量は数分間、数時間、数週
間、数日間または数ヶ月にわたり投与し得る。多数回投与製剤は用量調節、用量貯蔵およ
び／または用量分割が可能である。多数回投与製剤は長時間にわたり使用されるため、一
般的に微生物増殖を防止するための１種以上の防腐剤を含む。多数回投与製剤は注射また
は注入(例えば連続的注入)用に製剤できる。
【００７３】
　ここで使用する“安定な頻回注射法配合剤”は、初期活性および／または純度および／
または効力または回収と比較して、必要レベルの活性および／または純度および／または
効力または回収が規定時間および温度で維持されるように、正確にまたは約２℃～８℃の
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温度で少なくとも６ヶ月間および／または正確にまたは約２０℃～３０℃の温度で少なく
とも１４日間安定である安定な配合剤を言う。例えば、安定な頻回注射法製剤はヒアルロ
ナン分解酵素活性の少なくとも５０％およびインスリン効力または回収の少なくとも９０
％および／またはインスリン純度の少なくとも９０％を正確にまたは約２℃～８℃の温度
で少なくとも６ヶ月間および／または正確にまたは約２０℃～３０℃の温度で少なくとも
１４日間維持する。
【００７４】
　ここで使用する“安定な連続的インスリン注入製剤”は、初期活性および／または純度
および／または効力または回収と比較して、必要レベルの活性および／または純度および
／または効力または回収が規定時間および温度で維持されるように、少なくとも３日間正
確にまたは約３２℃～４０℃の温度で安定である安定な配合剤を言う。例えば、安定な連
続的インスリン注入製剤は、ヒアルロナン分解酵素活性の少なくとも５０％およびインス
リン効力または回収の少なくとも９０％および／またはインスリン純度の少なくとも９０
％を少なくとも３日間正確にまたは約３２℃～４０℃の温度で維持する。
【００７５】
　ここで使用する安定化剤は、例えば配合剤が保存されまたは使用される塩、ｐＨおよび
温度の条件下、ヒアルロナン分解酵素またはインスリンまたは両者を分解から保護するた
めに製剤に添加される化合物を言う。それ故に、包含されるのは、組成物中のタンパク質
類が分解して他の成分になるのを防止する薬剤である。それ故に、それらはタンパク質安
定化剤である。このような薬剤の例はアミノ酸類、アミノ酸誘導体、アミン類、糖類、ポ
リオール類、塩類および緩衝剤、界面活性剤、阻害剤または基質およびここに記載する他
の薬剤である。
【００７６】
　ここで使用する抗微生物有効性試験は、製品中の防腐剤系の効果を証明する。製品に規
定量の特定の生物を接種する。続いて、２８日間にわたり対照サンプル対試験サンプルで
見られる微生物レベルを比較する試験を行う。抗菌有効性試験を実施するためのパラメー
タはここに記載する分野の当業者には知られている。
【００７７】
　ここで使用する防腐剤の抗微生物または抗菌有効量は、保存または使用により混入し得
るサンプル中の微生物を殺すまたは繁殖を阻害する防腐剤の量を言う。例えば、多数回投
与容器について、抗微生物有効量の防腐剤は、単回量の繰り返し吸引により混入し得る微
生物の増殖を阻害し得る。ＵＳＰおよびＥＰ(ＥＰＡおよびＥＰＢ)は、防腐剤有効性を規
定し、厳密性が異なる抗菌要求がある。例えば、防腐剤の抗菌有効量は、抗菌防腐剤有効
性試験(ＡＰＥＴ)において、接種７日間後に細菌性微生物の少なくとも１.０ｌｏｇ１０

単位減少が起こる量である。特定の例において、防腐剤の抗菌有効量は、接種７日間後に
細菌性微生物の少なくとも１.０ｌｏｇ１０単位減少が起こる、接種１４日間後に細菌性
微生物の少なくとも３.０ｌｏｇ１０単位減少が起こる、少なくとも接種後２８日間細菌
性微生物のさらなる増殖がない；および少なくとも接種後７日間真菌性微生物の増殖がな
いような量である。さらなる例において、防腐剤の抗菌有効量は、接種後２８日間細菌性
微生物のさらなる増殖がない、接種後１４日間で真菌性微生物が少なくとも１.０ｌｏｇ

１０単位減少する、接種７日間後に細菌性微生物の少なくとも３.０ｌｏｇ１０単位減少
が起こる、少なくとも接種後２８日間細菌性微生物のさらなる増殖がない、接種１４日間
後に細菌性微生物の少なくとも１.０ｌｏｇ１０単位減少が起こる、および少なくとも接
種後２８日間真菌性微生物のさらなる増殖がないような量である。付加的例において、防
腐剤の抗菌有効量は、接種後６時間で細菌性微生物が少なくとも２.０ｌｏｇ１０単位減
少する、接種２４時間後細菌性微生物が少なくとも３.０ｌｏｇ１０単位減少する、接種
後２８日間細菌性微生物の回収がない、接種後７日間で真菌性微生物が少なくとも２.０
ｌｏｇ１０単位減少する、および少なくとも接種２８日間真菌性微生物のさらなる増殖が
ないような量である。
【００７８】
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　ここで使用する“添加物”は、活性剤非存在下で投与したとき、活性剤の生物学的効果
を提供しない、活性剤の製剤中の化合物を言う。添加物の例は、塩類、緩衝剤、安定化剤
、浸透圧修飾剤、金属類、ポリマー類、界面活性剤、防腐剤、アミノ酸類および糖類を含
むが、これらに限定されない。
【００７９】
　ここで使用する“緩衝剤”は、強酸類または強塩基類の添加および温度、圧力、容積ま
たは酸化還元電位の外的影響の付加にかかわらずｐＨを一定に保ことができる、物質、一
般的に溶液を言う。緩衝剤は他の化学物質の濃度変化を防止し、例えばプロトンドナーお
よびアクセプター系は水素イオン濃度(ｐＨ)の著しい変化を防止する。全緩衝剤のｐＨ値
は温度および濃度依存的である。ｐＨ値または範囲を維持するための緩衝剤の選択は、既
知緩衝剤の既知緩衝能に基づき、当業者により経験的に決定できる。緩衝剤の例は、炭酸
水素緩衝剤、カコジル酸緩衝剤、リン酸緩衝液またはＴｒｉｓ緩衝剤を含むが、これらに
限定されない。例えば、Ｔｒｉｓ緩衝剤(トロメタミン)はアミンベースの緩衝剤であり、
８.０６のｐＫａを有し、有効ｐＨ範囲は７.９～９.２である。Ｔｒｉｓ緩衝剤について
、ｐＨは温度が１℃下がるに連れて約０.０３単位上昇し、１０倍希釈当たり０.０３～０
.０５単位減少する。
【００８０】
　ここで使用する活性は、ポリペプチドまたはその一部の、完全長(完全)タンパク質と関
連する１種または複数種の機能的活性を言う。機能的活性は、触媒または酵素活性、抗原
性(抗ポリペプチド抗体に対する結合能または当該結合についてポリペプチドと競合する
能力)、免疫原性、多量体形成能、およびポリペプチドについての受容体またはリガンド
と特異的に結合する能力を含むが、これらに限定されない。
【００８１】
　ここで使用するヒアルロニダーゼ活性は、ヒアルロン酸開裂を酵素的に触媒する能力を
言う。米国薬局方(ＵＳＰ)XXIIのヒアルロニダーゼアッセイは、酵素を３０分間、３７℃
でＨＡを反応させた後の(ＨＡ)基質である高分子量ヒアルロン酸またはヒアルロナンの量
を測定することにより間接的にヒアルロニダーゼ活性を測定する(USP XXII-NF XVII (199
0) 644-645 United States Pharmacopeia Convention, Inc, Rockville, MD)。あらゆる
ヒアルロニダーゼの相対的活性を単位で確認するために、アッセイにおいて標準品溶液を
使用できる。ヒアルロニダーゼ群、例えば溶解性ｒＨｕＰＨ２０のヒアルロニダーゼ活性
を測定するためのインビトロアッセイは当分野で知られ、ここに記載されている。アッセ
イの例は、非開裂ヒアルロン酸が血清アルブミンと結合したときに形成される不溶性沈殿
を検出することによりヒアルロニダーゼによるヒアルロン酸開裂を間接的に測定する微少
濁度アッセイ(例えば実施例８参照)である。試験するヒアルロニダーゼの活性を単位で決
定するために、例えば、標準曲線を作成するために、標準品を使用できる。
【００８２】
　ヒアルロナン分解酵素に関連してここで使用する“機能的等価量”またはその文法的な
変化形は、参照酵素、例えばヒアルロニダーゼの一定量(例えば、ヒアルロニダーゼ活性
の既知単位数)と同じ効果を達成するヒアルロナン分解酵素の量である。例えば、あらゆ
るヒアルロナン分解酵素の活性を、ｒＨｕＰＨ２０の既知量と同じ効果を達成できる機能
的等価ヒアルロナン分解酵素の量を決定するために、ｒＨｕＰＨ２０の活性と比較できる
。例えば、展着または拡散剤として作用するヒアルロナン分解酵素の能力を、マウスの脇
腹皮膚にトリパンブルーと共に注射し(例えば米国特許公開番号２００５０２６０１８６
参照)、例えば、１００単位のヒアルロニダーゼ標準品と同じ量の展着または拡散をする
のに必要なヒアルロナン分解酵素の量を決定できる。必要なヒアルロナン分解酵素量は、
それ故に、１００単位と機能的等価である。他の例において、併用インスリンの吸収レベ
ルおよび速度を増加させるヒアルロナン分解酵素の能力を、ヒト対象において、例えば下
の実施例１に記載のとおり測定でき、例えば、投与された量のｒＨｕＰＨ２０と同程度に
インスリンの吸収レベルおよび速度を増加させるのに必要なヒアルロナン分解酵素の量を
決定できる(例えば、血中最大インスリン濃度(Ｃｍａｘ)、血中最大インスリン濃度に到
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を評価することによる)。
【００８３】
　ここで使用する核酸類はペプチド核酸類(ＰＮＡ)およびそれらの混合物を含み、ＤＮＡ
、ＲＮＡおよびそれらの類似体を含む。核酸類は一本鎖または二本鎖であり得る。所望に
より検出可能標識、例えば蛍光または放射標識で標識されていてよいプローブまたはプラ
イマーを言うとき、一本鎖分子が意図される。このような分子は、典型的にその標的が、
ライブラリー探索またはプライミングのために統計学的に独特であるまたは低コピー数で
ある(典型的に５未満、一般的に３未満)ような長さである。一般的にプローブまたはプラ
イマーは、目的遺伝子と相同的なまたは同一の配列の少なくとも１４、１６または３０連
続ヌクレオチドを含む。プローブおよびプライマーは１０、２０、３０、５０、１００以
上の核酸長であり得る。
【００８４】
　ここで使用するペプチドは、２アミノ酸長以上であり、４０アミノ酸長未満であるポリ
ペプチドを言う。
【００８５】
　ここに提供されるアミノ酸類の種々の配列に現れる、ここで使用するアミノ酸類は周知
の三文字または一文字略語に従い同定する(表１)。種々の核酸フラグメントに現れるヌク
レオチドは、当分野で慣用の標準的一文字命名法で指定する。
【００８６】
　ここで使用する“アミノ酸”は、アミノ基およびカルボン酸基を含む有機化合物である
。ポリペプチドは２個以上のアミノ酸類を含む。本発明の目的で、アミノ酸類は２０種の
天然に存在するアミノ酸類、非天然アミノ酸類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類)を含む。
【００８７】
　ここで使用する“アミノ酸残基”は、ポリペプチドのペプチド結合の化学分解(加水分
解)により形成されたアミノ酸を言う。ここに記載するアミノ酸残基は、“Ｌ”異性体形
態であると推定される。“Ｄ”異性体形態の残基は、そう命名されているが、所望の機能
的特性がポリペプチドにより維持されている限り、あらゆるＬ－アミノ酸残基と置き換え
てよい。ＮＨ２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言う。ＣＯＯＨ
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言う。J. Biol. Che
m., 243: 3557-3559 (1968)に記載され、37 C.F.R. §§ 1.821-1.822に再用された標準
ポリペプチド命名法を遵守して、アミノ酸残基の略語を表１に示す。
【００８８】
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【表１】

【００８９】
　ここで使用する式で表されるアミノ酸残基配列は、全て、左から右に、アミノ末端から
カルボキシル末端に向かう通常の向きで表されている。また、“アミノ酸残基”という表
現は、対応表(表１)に挙げたアミノ酸ならびに修飾アミノ酸および異常アミノ酸、例えば
３７Ｃ.Ｆ.Ｒ.§§１.８２１～１.８２２で言及され引用により本明細書に組み込まれる
ものを包含すると広く定義される。さらにまた、アミノ酸残基配列の最初または最後にあ
るダッシュ記号は、１つ以上のアミノ酸残基のさらなる配列へのペプチド結合、アミノ末
端基(例えばＮＨ２)またはカルボキシル末端基(例えばＣＯＯＨ)へのペプチド結合を示す
。
【００９０】
　ここで使用する“天然アミノ酸”とは、ポリペプチド中に見いだされる２０種のＬ－ア
ミノ酸を言う。
【００９１】
　ここで使用する“非天然アミノ酸”は、天然アミノ酸に類似する構造を持つが、天然ア
ミノ酸の構造および反応性を模倣するように構造的に修飾されている有機化合物を言う。
したがって非天然アミノ酸は、例えば２０種類の天然アミノ酸以外のアミノ酸またはアミ
ノ酸類似体を包含し、例えばアミノ酸のＤ－立体異性体(isostereomer)を含むが、これら
に限定されない。典型的な非天然アミノ酸は本明細書に記載され、当業者に知られている
。
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【００９２】
　ここで使用するＤＮＡコンストラクトは、ＤＮＡのセグメントが自然界には見いだされ
ない形で組み合わされ隣接して配置されている一本鎖または二本鎖の線状または環状ＤＮ
Ａ分子である。ＤＮＡコンストラクトは、人為的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。
【００９３】
　ここで使用するＤＮＡセグメントは、指定された属性を持つ、より大きなＤＮＡ分子の
一部分である。例えば、指定された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フラグメントのような、より長いＤＮＡ分子の一部であって、５
’から３’に向かう方向に読んだ場合に、指定されたポリペプチドのアミノ酸配列をコー
ドするものである。
【００９４】
　ここで使用する用語ポリヌクレオチドは、５’端から３’端に向かって読み取られるデ
オキシリボヌクレオチド塩基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。ポリヌクレオチドにはＲＮＡおよびＤＮＡが包含され、自然源から単離する
か、インビトロで合成するか、天然分子と合成分子の組合せから製造することができる。
ポリヌクレオチド分子の長さは、本明細書では、ヌクレオチド(“ｎｔ”と略記)または塩
基対(“ｂｐ”と略記)の数で記載される。ヌクレオチドという用語は、文脈に応じて、一
本鎖分子および二本鎖分子に使用される。この用語が二本鎖分子に適用される場合、それ
は全長を表すために使用され、塩基対という用語と等価であると理解される。二本鎖ポリ
ヌクレオチドの２本の鎖の長さがわずかに異なり得ること、およびそれらの末端がずれて
いてもよいこと、したがって二本鎖ポリヌクレオチド分子内の全てのヌクレオチドが対を
形成しているとは限らないことは、当業者には理解される。そのような非対合末端は、一
般に、２０ヌクレオチド長を超えない。
【００９５】
　ここで使用する２つ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
酸配列間または核酸のヌクレオチド配列間の類縁性を言う。類似性は、残基の配列および
そこに含まれる残基の同一性および／または相同性の度合いに基づくことができる。タン
パク質間または核酸間の類似性の度合いを評価するための方法は、当業者には知られてい
る。例えば、配列類似性を評価する一方法では、２つのアミノ酸配列またはヌクレオチド
配列を、それら配列間の同一性が最大レベルになるように整列させる。
【００９６】
　ここで使用する“同一性”とは、アミノ酸配列またはヌクレオチド配列が不変である程
度を言う。アミノ酸配列の整列では(また、ある程度はヌクレオチド配列の整列でも)、ア
ミノ酸(またはヌクレオチド)の保存的相違および／または頻繁な置換も考慮することがで
きる。保存的相違とは、関与する残基の物理化学的性質が維持されるような相違である。
整列はグローバル(配列の全長にわたり、全ての残基を含む、比較配列の整列)またはロー
カル(配列のうち、最も類似する１または複数の領域だけを含む部分の整列)であることが
できる。ここで使用する“同一性”そのものは、当技術分野で認められている意味を持ち
、公表された技法を使って算出することができる(例えばComputational Molecular Biolo
gy, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Info
rmatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; C
omputer Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds
., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von H
einje, G., Academic Press, 1987; and Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and 
Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991)参照)。２つのポリヌクレオチ
ドまたはポリペプチド間の同一性を測定するための方法はいくつか存在するが、“同一性
”という用語は当業者にはよく知られている(Carrillo, H. & Lipton, D., SIAM J Appli
ed Math 48:1073 (1988))。
【００９７】
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　ここで使用する相同(核酸および／またはアミノ酸配列に関して)は、約２５％以上の配
列相同性、典型的には、２５％以上、４０％以上、５０％以上、６０％以上、７０％以上
、８０％以上、８５％以上、９０％以上または９５％以上の配列相同性を意味し、必要で
あれば正確なパーセンテージを指定することができる。ここで使用するは、“相同性”お
よび“同一性”という用語は、別段の表示がない限り、しばしば可換的に使用される。一
般に、相同率または同一率を決定するには、最も高度な一致が得られるように配列が整列
される(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 Sequence Data, Par
t I,  Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Se
quence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; and 
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press,
 New York, 1991; Carrillo et al. (1988) SIAM J Applied Math 48:1073参照)。配列相
同性により、保存されているアミノ酸の数は、標準的なアラインメントアルゴリズムプロ
グラムで決定され、各供給者によって設定されたデフォルトギャップペナルティを用いて
使用することができる。実質的に相同な核酸分子は、典型的には、中ストリンジェンシー
または高ストリンジェンシーで、目的とする対象の核酸の全長にわたってハイブリダイズ
する。ハイブリダイズする核酸分子中のコドンの代わりに縮重したコドンを含有する核酸
分子も意図される。
【００９８】
　任意の２分子が、少なくとも６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６
％、９７％、９８％または９９％“同一”または“相同”なヌクレオチド配列またはアミ
ノ酸配列を持つかどうかは、“ＦＡＳＴＡ”プログラムなどの公知コンピュータアルゴリ
ズムを使用し、例えばPearson et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444に記
載されているデフォルトパラメータを使って決定することができる(他のプログラムには
、ＧＣＧプログラムパッケージ((Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12(I)
:387 (1984))、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ(Altschul, S.F., et al., J M
olec Biol 215:403 (1990)); Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, ed., Acade
mic Press, San Diego, 1994, およびCarrillo et al. (1988) SIAM J Applied Math 48:
1073)。例えば、米国国立バイオテクノロジー情報センターデータベースのＢＬＡＳＴ機
能を使って同一性を決定することができる。他の市販プログラムまたは公に利用可能なプ
ログラムには、DNAStar “MegAlign” program (Madison, WI)およびUniversity of Wisc
onsin Genetics Computer Group (UWG) “Gap” program (Madison WI)などがある。タン
パク質分子および／または核酸分子の相同率または同一率は、例えば、ＧＡＰコンピュー
タプログラム(例えばNeedleman et al. (1970) J. Mol. Biol. 48:443, as revised by S
mith and Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482)を使って配列情報を比較することに
よって決定することができる。簡単に述べると、ＧＡＰプログラムは、類似性を、整列さ
せた記号(すなわちヌクレオチドまたはアミノ酸)のうち、類似しているものの数を、それ
ら２つの配列の短い方の配列中の記号の総数で割ったものと定義する。ＧＡＰプログラム
のデフォルトパラメータとしては、(１)Schwartz and Dayhoff, eds., ATLAS OF PROTEIN
 SEQUENCE AND STRUCTURE, National Biomedical Research Foundation, pp. 353-358 (1
979)に記載されているように、単項比較マトリックス(unary comparison matrix)(一致に
対して１の値を、不一致に対して０の値を含む)およびGribskov et al. (1986) Nucl. Ac
ids Res. 14:6745の加重比較マトリックス(weighed comparison matix)；(２)各ギャップ
に対して３.０のペナルティおよび各ギャップ中の各記号に対して０.１０の追加ペナルテ
ィ；ならびに(３)エンドギャップ(end gap)に対するペナルティなしを挙げることができ
る。
【００９９】
　したがって、ここで使用する“同一性”または“相同性”という用語は、試験ポリペプ
チドまたは試験ポリヌクレオチドと基準ポリペプチドまたは基準ポリヌクレオチドの間の
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比較を表す。本明細書で使用する“～に少なくとも９０％同一”という用語は、そのポリ
ペプチドの基準核酸配列または基準アミノ酸配列に対する９０～１００％の同一率を言う
。９０％以上のレベルの同一性とは、例えば、比較される試験ポリペプチドと基準ポリペ
プチドの長さが１００アミノ酸であるとすると、基準ポリペプチド中のアミノ酸と異なる
試験ポリペプチド中のアミノ酸が１０％(すなわち１００個中１０個)を上回らないことを
示す。同様の比較を、試験ポリヌクレオチドと基準ポリヌクレオチドの間でも行うことが
できる。そのような相違は、ポリペプチドの全長にわたってランダムに分布する点突然変
異として現れる場合も、許容される最大値までの、例えば１００個中１０個のアミノ酸相
違(約９０％の同一性)までの、種々の長さを持つ１つ以上の位置にクラスターを形成する
場合もあり得る。相違は、核酸またはアミノ酸の置換、挿入または欠失と定義される。約
８５～９０％を上回る相同性または同一性のレベルでは、結果が、プログラムにも、設定
されたギャップパラメータにも、依存しないはずであり、そ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くても手動での整列によって、容易に評価すること
ができる。
【０１００】
　ここで使用する、整列された配列とは、相同性(類似性および／または同一性)を使った
、ヌクレオチド配列中またはアミノ酸配列中の対応する位置の整列を言う。典型的には、
５０％以上が同一である関係する２つ以上の配列が整列される。整列された一組の配列と
は、対応する位置で整列させた２つ以上の配列を指し、ＲＮＡに由来する配列、例えばＥ
ＳＴおよび他のｃＤＮＡを、ゲノムＤＮＡ配列と整列させたものを含み得る。
【０１０１】
　ここで使用するある生成物と実質的に同一であるとは、十分に類似しているので、その
物品の代わりに実質的に同一な生成物を使用しても、目的とする対象の性質が十分に不変
であることを意味する。
【０１０２】
　また、ここで使用する“実質的に同一”または“類似する”という用語は、当業者には
理解されるとおり、文脈によってさまざまであると理解される。
【０１０３】
　ここで使用する対立遺伝子変異型または対立遺伝子変異は、同じ染色体座を占める遺伝
子の２つ以上の変異形態のいずれかを言う。対立遺伝子変異は突然変異によって自然に発
生し、集団内の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
ポリペプチドを変化させない)であるか、変化したアミノ酸配列を持つポリペプチドをコ
ードすることができる。“対立遺伝子変異型”という用語は、本明細書では、ある遺伝子
の対立遺伝子変異型によってコードされるタンパク質を表すためにも使用される。典型的
に、基準型の遺伝子は、ある集団から得られるまたはある種の単一の基準メンバーから得
られるポリペプチドの野生型および／または優勢型をコードする。典型的に、対立遺伝子
変異型(２種間および３種以上の間での変異型を含む)は、同じ種から得られる野生型およ
び優勢型と、典型的には少なくとも８０％、９０％またはそれ以上のアミノ酸同一性を持
つ。また、同一性の度合いは、遺伝子に依存し、比較が種間比較であるか種内比較である
かにも依存する。一般に、種内対立遺伝子変異型は、野生型および／または優勢型と少な
くとも約８０％、８５％、９０％または９５％またはそれ以上の同一性(野生型および／
または優勢型のポリペプチドと９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の同一性
を含む)を持つ。本明細書において対立遺伝子変異型は、一般に、同じ種内のメンバー間
でのタンパク質中の変異を言う。
【０１０４】
　ここで使用する“対立遺伝子”は、本明細書では“対立遺伝子変異型”と可換的に使用
され、遺伝子またはその一部の変異型を言う。対立遺伝子は相同染色体上の同じ座または
位置を占める。ある対象がある遺伝子について２つの同一対立遺伝子を持っている場合、
その対象はその遺伝子または対立遺伝子に関してホモ接合であるという。ある対象がある
遺伝子について２つの異なる対立遺伝子を持っている場合、その対象はその遺伝子につい
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てヘテロ接合であるという。ある特定遺伝子の対立遺伝子は互いに１個のヌクレオチドが
異なる場合または数個のヌクレオチドが異なる場合があり、ヌクレオチドの置換、欠失お
よび挿入を含む場合もある。ある遺伝子の対立遺伝子は、突然変異を含有する遺伝子の一
形態であることもできる。
【０１０５】
　ここで使用する種変異型は、マウスとヒトのような異なる哺乳動物種間を含む異なる種
間のポリペプチドにおける変異型を言う。
【０１０６】
　ここで使用する改変は、ポリペプチドのアミノ酸配列または核酸分子中のヌクレオチド
配列の改変に関し、それぞれアミノ酸およびヌクレオチドの欠失、挿入および置換を含む
。ポリペプチドを改変する方法は、組換えＤＮＡ法を用いる方法など、当業者にとっては
日常的である。
【０１０７】
　ここで使用する単離されたまたは精製されたポリペプチドもしくはタンパク質またはそ
の生物学的活性部分は、そのタンパク質が得られる細胞または組織に由来する細胞性物質
または他の夾雑タンパク質を実質的に含まないか、または化学合成された場合は化学的前
駆体または他の化学薬品を実質的に含まない。当業者が純度を評価するために使用する薄
層クロマトグラフィー(ＴＬＣ)、ゲル電気泳動および高速液体クロマトグラフィー(ＨＰ
ＬＣ)などの標準的分析方法で決定した場合に調製物が容易に検出できる不純物を含まな
いと考えられるか、または調製物が十分に純粋であって、さらなる精製を行ってもその物
質の物理的および化学的性質(例えば酵素活性および生物学的活性)が検出できるほどには
変化しないであろう場合に、調製物は不純物を実質的に含まないと決定することができる
。化合物を精製して実質的に化学的に純粋な化合物を製造するための方法は、当業者には
知られている。ただし、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こ
とができる。そのような場合は、さらなる精製により、化合物の比活性が増加するかもし
れない。
【０１０８】
　細胞性物質を実質的に含まないという用語は、タンパク質がその単離源または組換え生
産源となった細胞の細胞性構成要素から分離されているタンパク質の調製物を包含する。
ある態様において、細胞性物質を実質的に含まないという用語は、約３０％未満(乾燥重
量で)の非酵素タンパク質(ここでは夾雑タンパク質ともいう)、一般的には約２０％未満
の非酵素タンパク質または約１０％未満の非酵素タンパク質または約５％未満の非酵素タ
ンパク質を含む酵素タンパク質の調製物を包含する。酵素タンパク質が組換え生産される
場合、それ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
の体積の約または正確に２０％、１０％もしくは５％未満に相当する。
【０１０９】
　本明細書で使用する、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いう用語
は、タンパク質がそのタンパク質の合成に関与した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包含する。この用語は、含まれる化学的前駆体
または非酵素化学物質もしくは構成要素が約３０％(乾燥重量で)、２０％、１０％、５％
またはそれ以下より少ない酵素タンパク質の調製物を包含する。
【０１１０】
　ここで使用する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などに関して
いう合成とは、組換え法および／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
リペプチド分子を言う。
【０１１１】
　ここで使用する組換えＤＮＡ法を使った組み換え手段による生産とは、クローン化され
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に、分子生物学の周知の方法
を使用することを意味する。
【０１１２】
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　ここで使用するベクター(またはプラスミド)は、異種核酸をその発現またはその複製を
目的として細胞中に導入するために使用される不連続な要素を言う。ベクターは一般的に
、エピソームであり続けるが、ゲノムの染色体への遺伝子またはその一部の組込みが達成
されるように設計することもできる。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えられる。そのような運搬体の選択と使用は当業者にはよく知
られている。
【０１１３】
　ここで使用する発現ベクターは、当該ＤＮＡフラグメントの発現を達成する能力を持つ
プロモーター領域などの調節配列に作動的に連結されたＤＮＡを発現させる能力を持つベ
クターを包含する。そのような追加セグメントはプロモーター配列およびターミネーター
配列を含むことができ、場合によっては、１つ以上の複製起点、１つ以上の選択可能マー
カー、エンハンサー、ポリアデニル化シグナルなども含むことができる。発現ベクターは
一般にプラスミドまたはウイルスＤＮＡから誘導されるか、または両方の要素を含有する
ことができる。したがって、発現ベクターとは、適当な宿主細胞に導入された時にクロー
ン化されたＤＮＡの発現をもたらす、プラスミド、ファージ、組換えウイルスまたは他の
ベクターなどの組換えＤＮＡまたはＲＮＡコンストラクトを言う。適当な発現ベクターは
当業者にはよく知られており、真核細胞および／または原核細胞中で複製可能なものや、
エピソームであり続けるもの、または宿主細胞ゲノムに組み込まれるものがある。
【０１１４】
　ここで使用するベクターは、“ウイルスベクター”または“ウイルス様ベクター”も包
含する。ウイルス様ベクターは、(運搬体またはシャトルとして)細胞中に外来遺伝子を導
入するためにそれら外来遺伝子に作動的に連結された工学的改変ウイルスである。
【０１１５】
　ここで使用するＤＮＡセグメントに関して作動可能に連結または作動的に連結とは、複
数のセグメントが、その意図された目的のために、それらが協力して機能するように、例
えば転写がプロモーターの下流かつ任意の転写配列の上流で開始するように、配置される
ことを意味する。プロモーターとは、通常、転写装置がそこに結合して転写を開始するド
メインであり、その転写装置はコードセグメントを通ってターミネーターまで進行する。
【０１１６】
　本明細書で使用する、評価するという用語は、試料中に存在するプロテアーゼまたはそ
のドメインの活性について絶対値を得るという意味での、そしてまた活性のレベルを示す
指数、比、パーセンテージ、視覚化または他の値を得るという意味での、定量的および定
性的決定を包含するものとする。評価は直接的または間接的であることができ、実際に検
出される化学種は、もちろん、加水分解産物そのものである必要はなく、例えばその誘導
体または他の何らかの物質であることができる。例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびクーマ
シーブルーを使ったタンパク質染色などによる、相補タンパク質の切断産物の検出が意図
される。
【０１１７】
　ここで使用する生物学的活性とは、化合物のインビボ活性、または化合物、組成物もし
くは他の混合物をインビボ投与した時に起こる生理学的応答を言う。したがって生物学的
活性は、そのような化合物、組成物および混合物の治療効果および薬理活性を包含する。
生物学的活性は、そのような活性を試験または使用するために設計されたインビトロ系で
観察することができる。したがって、ここで使用するは、プロテアーゼの生物学的活性と
は、ポリペプチドの加水分解がなされるその触媒活性である。
【０１１８】
　２つの核酸配列に関してここで使用する等価とは、問題の２つの配列が同じアミノ酸配
列または等価なタンパク質をコードすることを意味する。２つのタンパク質またはペプチ
ドに関して等価という場合、それは、それら２つのタンパク質またはペプチドが実質的に
同じアミノ酸配列を持ち、アミノ酸置換はそのタンパク質またはペプチドの活性または機
能を実質的に変化させないものだけであることを意味する。等価が性質を指す場合、その
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性質は同程度に存在する必要はないが(例えば２つのペプチドは同じタイプの酵素活性を
異なる比率で示すことができる)、それらの活性は通常、実質的に同じである。
【０１１９】
　ここで使用する組成物は任意の混合物を言う。それは、水性、非水性またはその任意の
組合せである溶液、懸濁液、液体、粉末、ペーストであることができる。
【０１２０】
　ここで使用する組合せは、２つまたはそれ以上の物の間の任意の関連を言う。組合せは
、２つまたはそれ以上の別々の品目、例えば２つの組成物であるか、その混合物、例えば
それら２つまたはそれ以上の品目の単一混合物であるか、それらの任意の変更物であるこ
とができる。組合せの要素は、一般に、機能的に関連または関係する。
【０１２１】
　ここで使用する“疾患または障害”は、感染、後天的状態、遺伝的状態などを含むが、
これらに限定されない原因または状態に起因し、同定可能な症状を特徴とする、ある生物
における病理学的状態を言う。ここで目的とする疾患および障害は糖尿病を含む。
【０１２２】
　ここで使用する、ある疾患または状態を持つ対象を“処置する”とは、処置後に、その
対象の症状が部分的にまたは完全に治癒すること、または静的状態を保つことを意味する
。したがって、処置は、予防、治療および／または治癒を包含する。予防とは、潜在的疾
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言う。処置はまたここで
提供するインスリンおよびヒアルロナン分解酵素の配合剤の医薬的使用も包含する。
【０１２３】
　ここで使用する医薬有効剤は、任意の治療剤または生物活性剤、例えば麻酔薬、血管収
縮薬、分散剤、従来の治療薬(小分子薬および治療用タンパク質を含む)を包含するが、こ
れらに限定されない。
【０１２４】
　ここで使用する処置は、ある状態、障害もしくは疾患または他の適応の症状を寛解する
か他の有益な形で変化させる、任意の方法を意味する。
【０１２５】
　ここで使用する治療効果は、疾患または状態の症状を変化(一般的に、改善または寛解)
させるか、疾患または状態を治癒させる、対象の処置に起因する効果を意味する。治療有
効量とは、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言う
。
【０１２６】
　本明細書で使用する“対象”という用語は、ヒトなどの哺乳動物を含む動物を言う。
　ここで使用する患者は、疾患または障害の症状を示すヒト対象を言う。
【０１２７】
　ここで使用する処置による、例えば医薬組成物または他の治療薬の投与による、特定の
疾患または障害の症状の寛解とは、その組成物または治療薬の投与に起因すると考えるこ
とができる、またはその組成物もしくは治療薬の投与に関連づけることができる、永続的
であるか一時的であるか、持続的であるか一過性であるかを問わない症状の減少を言う。
【０１２８】
　ここで使用する防止または予防は、疾患または状態が発生するリスクを低下させる方法
を言う。
【０１２９】
　ここで使用する“治療有効量”または“治療有効用量”は、少なくとも、治療効果をも
たらすのに十分な、薬剤、化合物、物質、または化合物を含有する組成物の量を言う。し
たがって、これは、疾患または障害を防止し、治癒させ、寛解させ、抑止し、または部分
的に抑止するのに必要な量である。
【０１３０】
　ここで使用する治療有効インスリン投薬量は、血糖管理を達成するのに必要なまたは十
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分なインスリンの量である。この量は、グルコース負荷または食事負荷などにより、実験
的に決定することができる。本明細書に記載する組成物は、治療有効投薬量が投与される
ように、治療有効量または治療有効濃度のインスリンを含有する。
【０１３１】
　ここで使用する単位投与形態は、当技術分野で知られているように、ヒトおよび動物対
象に適し、個別に包装された、物理的に不連続な単位を言う。
　ここで使用する単回投与製剤は、直接投与用製剤を言う。
【０１３２】
　ここで使用する“製品”は、製造され販売される物品である。本願の全体にわたって使
用されるこの用語は、同じ包装物または別々の包装物に含まれている速効型インスリン組
成物およびヒアルロナン分解酵素組成物を包含するものとする。
【０１３３】
　ここで使用する流体は、流動し得る任意の組成物を言う。したがって流体は、半固形、
ペースト、溶液、水性混合物、ゲル、ローション、クリームおよび他のそれに類する組成
物の形態をとる組成物を包含する。
【０１３４】
　ここで使用する“キット”は、本明細書に記載する組成物と、もう一つの品目、例えば
再構成、活性化などを目的とするもの、送達、投与、診断および生物学的活性または性質
の評価を行うためであるが、これらに限定されない機器／器具などとの組合せを言う。キ
ットは、場合によっては、使用に関する指示を含む。
【０１３５】
　ここで使用する動物には、任意の動物、例えば限定するわけではないが、ヒト、ゴリラ
およびサルを含む霊長類；マウスおよびラットなどの齧歯類；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が含まれる。非ヒト動物とし
て想定される動物にヒトは含まれない。本明細書に記載する酵素は、任意の供給源、動物
、植物、原核生物および真菌に由来する。大半の酵素は哺乳動物由来を含む動物由来であ
る。
【０１３６】
　ここで使用する対照は、それが試験パラメータで処置されない点以外は、またはそれが
血漿試料である場合は、目的とする対象の状態を有さない健常ボランティアから得られた
ものであり得る点以外は、試験試料と実質的に同一な試料を言う。対照は内部対照である
こともできる。
【０１３７】
　ここで使用する使用する単数表現は、文脈上そうでないことが明らかでない限り、複数
の指示物を包含する。したがって、例えば“細胞外ドメイン”を含む化合物への言及は、
１つまたは複数の細胞外ドメインを持つ化合物を包含する。
【０１３８】
　ここで使用する範囲および量は、特定の値または範囲の“約”と表現する場合がある。
この“約”には、まさにその量も包含される。したがって“約５塩基”は“約５塩基”を
意味すると共に“５塩基”も意味する。
【０１３９】
　ここで使用する“任意”または“所望により”は、それに続けて述べられる事象または
状況が起こることまたは起こらないこと、およびその説明が、該事象または状況が起こる
場合と起こらない場合を包含することを意味する。例えば、場合により置換されている基
とは、その基が無置換であるか、または置換されていることを意味する。
【０１４０】
　ここで使用する、任意の保護基、アミノ酸および他の化合物の略号は、別段の表示がな
い限り、その一般的使用法、広く認識されている略号、またはＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ生化学
命名委員会((1972) Biochemistry 11:1726参照)に従う。
【０１４１】
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Ｂ. インスリン治療
　頻回注射(ＭＤＩ)および連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)投与の両者のための食事
時のインスリン製品の吸収および作用の加速は、非糖尿病性対象の内因性(すなわち自然
の)食後インスリン放出をより模倣するために望まれる。ヒアルロナン分解酵素群、例え
ばＰＨ２０と配合されたまたは共混合された速効性インスリン(例えばインスリン類似体)
は、皮下注入またはポンプ注入により投与したときインスリン単独と比較して吸収および
作用を加速し、それにより血糖コントロールを改善することが示されている(例えば米国
特許公開番号ＵＳ２００９０３０４６６５参照)。
【０１４２】
　また、インスリンの連続的皮下注入(ＣＳＩＩ)は、ＣＳＩＩ注入セットの通常の使用期
間である３～４日間にわたりインスリン暴露および／または作用を加速することが知られ
ている機構である(例えばSwan et al. (2009) Diabetes Care, 32:240-244; Liu et al. 
Diabetes Res. and Clin. Prac. (1991) 12:19-24; Olsson et al. Diabetic Medicine (
1993) 10:477-80; and Clausen et al. Diabetes Tech Therapeutics (2009) 11:575-580
参照)。先の試験では、しかしながら、インスリン注入セットの時間が経つに連れて速効
型類似体インスリンの暴露および作用の両者で不一致が証明されている(Swan et al. (20
09) Diabetes Care, 32:240-244; Clausen et al. Diabetes Tech Therapeutics (2009) 
11:575-580)。速い進入／速い消失吸収が注入セット寿命の後期で現れるが、インスリン
吸収は注入セット寿命の初期に観察されるインスリン吸収が注入セット寿命の後期で起こ
るより遙かに少ないために、一致しない。これは、インスリン吸収が注入セット寿命後期
にのみ増加または加速されるため、ＣＳＩＩ治療におけるインスリン暴露の変動をもたら
す。例えば、最大インスリン濃度までの時間は４日間の注入セット寿命で５５±３分から
４５±４分(ｐ＝.０１９)に変わる。対応して、注入セット寿命の間にインスリン作用開
始は、２５％まで変わり、インスリン作用時間は４０分まで変わる。
【０１４３】
　インスリン暴露および作用におけるこの作用の程度は糖尿病コントロールのための意味
のある交絡要因である。実際、連続的グルコースモニタリングにより評価した注入セット
使用中のグルコース管理の単一アーム研究は、血糖管理の劇的な低下を示しており、１日
平均グルコースレベルは、５日間の注入セット使用後１２２.７mg／dLから１６３.９mg／
dLに増加した(ｐ＜.０５)(Thethi et al. (2010) J. Diab. and its Complications, 24,
 73-78)。平均１日グルコース上昇と一致して、１８０mg／dLを超える値の割合は１４.５
％から３８.３％に上昇した(ｐ＜.０５)。また、本発明により、ＣＳＩＩによるインスリ
ン単独の送達はまた注入セット寿命の間に総インスリン作用を低下させることが判明した
。この減少の効果は、インスリン暴露プロファイルにおいて患者に変動性である。
【０１４４】
　ここで提供されるのは、注入セットの使用期間中、一定した超速効性インスリン暴露お
よび作用プロファイルを提供するための、注入セット寿命の間に(すなわち注入の時間に
わたり)インスリン加速を最小化するための連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)投与レ
ジメ方法である。本発明により、ヒアルロナン分解酵素(例えばＰＨ２０)と配合したイン
スリンをＣＳＩＩにより注入したとき、ＣＳＩＩ注入加速減少は低下するが、なくならず
、一方総インスリン作用の消失が増大することが判明した(例えば実施例２参照)。インス
リン暴露および／または作用に対するＰＨ２０のより一貫した効果を利用しながら総イン
スリン作用減少を打ち消すために、ここで提供されるのは、インスリン投与が注入セット
寿命を通して全身的に増加し、それにより開放ループおよび閉鎖ループ系の両者を含む注
入ポンプ治療によるグルコース管理を経時的に改善する方法である。
【０１４５】
　またここで提供されるのは、ヒアルロナン分解酵素を、ＣＳＩＩ治療においてインスリ
ンを注入する前にリーディング・エッジ投与レジメにおいて使用する注入セットの開始時
に投与する、インスリン暴露および／または作用を制御する方法である。注入前のヒアル
ロナン分解酵素の前投与の効果は、注入セット寿命の間に起こるインスリン暴露の変動の



(38) JP 2014-518217 A 2014.7.28

10

20

30

40

50

減少である。本明細書のあらゆる場所に記載したとおり、注入開始時に、ヒアルロナンは
バルク流体流動の障壁として作用し、それによりインスリン吸収を制限すると考えられる
。注入セットが時間が経つに連れて、体は自然に注入セット使用の経過とともにバルク流
体流動に対するヒアルロナン障壁を修復する。インスリン注入開始前のヒアルロナン分解
酵素投与により、バルク流体流動に対する初期障壁は減少する。それ故に、ここに提供す
る方法において、ヒアルロナン分解酵素(例えばＰＨ２０)は注入セット寿命にわたるイン
スリン暴露および／または作用の加速を減少でき、非糖尿病性対象の食後インスリン放出
を模倣した超速効性インスリンのより一貫した送達を提供できる。
【０１４６】
　１. インスリン、糖尿病および既存の速効性インスリン治療
　インスリンは膵臓から分泌される天然に存在するポリペプチドホルモンである。インス
リンは、血液からグルコースを効率的に採り、使用するために体の細胞が必要とする。グ
ルコースは、細胞機能を行うための優勢なエネルギー基質である。炭水化物恒常性の一次
モジュレーターであることに加えて、インスリンは脂肪代謝に効果を有する。それは、と
りわけ、脂肪貯蔵物を放出する肝臓および脂肪組織の能力を変えることができる。インス
リンは、脂質合成増加、脂質分解減少、タンパク質合成増加、重要酵素群およびグルコー
ス代謝過程制御(グルコース取り込み刺激、グルコース酸化刺激、グリコーゲン合成増加
およびグリコーゲン分解減少を含む)を含むが、これらに限定されない種々の薬力学的効
果を体中に有する。
【０１４７】
　インスリンは基本的に通常０.５～１.０単位／時間の範囲で分泌されるが、そのレベル
は食後上昇する。食後、膵臓はグルコースの上昇に応答して大量のインスリンを分泌する
。インスリンはグルコースの細胞への取り込みを刺激し、肝臓にグルコース産生を減少さ
せるシグナルを起こる。これにより血糖が正常レベルに戻る。健常成人では、食事に応答
した２相のインスリン放出がある。初期総は食後２～１５分以内に起こるインスリン放出
の急上昇である。後期相放出は約２時間続く。初期相は肝臓グルコース産生の停止を担い
、それ故に血糖値を下げ、末梢組織にグルコース取り込み増加を感作させまたはシグナル
伝達する。筋肉において、大量のグルコースがグリコーゲンとして貯蔵される。グリコー
ゲンは幾分かは乳酸に分解され、それは肝臓を循環し、変換されてグルコースに戻り、グ
リコーゲンとして貯蔵される。食間に、肝臓はこれらのグリコーゲン貯蔵物を分解して、
グルコースを脳および他の組織に提供する。
【０１４８】
　糖尿病は、膵臓が適切な量のインスリンを産生することができないためまたは能力が低
下したためにまたは細胞が必要なインスリンを合成および／または放出することができな
いために、慢性高血糖を生じる。糖尿病において、上記第一相応答の有効性が減少してい
るか、または欠如し、食後グルコースレベル増加に至る。例えば、食後最初の４時間(す
なわち食後直ぐの４時間)の間の曲線下血糖面積(ＡＵＣ)は非糖尿病より糖尿病で２.５～
３.０倍大きい。食後グルコース変動が全体的高血糖およびＨｂＡ１ｃレベル上昇に関与
し、これらの変動が２型糖尿病の初期段階で見られるＨｂＡ１ｃ上昇の主起因である。
【０１４９】
　多くの糖尿病患者は膵臓が不適切な量のインスリンを産生したとき、またはそれが産生
するインスリンを使用できないとき、適切な血糖管理を維持するためにインスリンでの処
置を必要とする。インスリンは、例えば、１型糖尿病、２型糖尿病および妊娠性糖尿病を
含む糖尿病を有する患者を処置するために、正常個体で生じる内因性インスリン応答を模
倣するために、治療剤として投与されている。インスリンはまた血糖値をコントロールす
るために高血糖の重症患者にも投与されている。
【０１５０】
　インスリン補充治療は基礎およびボーラス両者のインスリン補充に関与する。基礎イン
スリン補充、または背景インスリンは空腹時、例えば、一夜または食間の血糖管理に使用
し、通常一定の１日量で投与される。ボーラスインスリン補充は炭水化物、すなわち、食
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物摂取、およびまた高血糖矯正に関与し、またインスリン感度因子としても知られる。食
物被覆範囲のためのボーラス投与量は、インスリン対炭水化物比、または炭水化物被覆範
囲比として規定される。インスリン対炭水化物比は何ｇの炭水化物が１単位のインスリン
を被覆するかまたは処分するかを表す。一般的に、１単位の速効性インスリンは１２～１
５ｇの炭水化物を処分する。この範囲は個々のインスリンに対する感受性によって４～３
０ｇまたはそれ以上の炭水化物で変動し得る。インスリン感受性は１日の間の時間で、人
により変わり得て、身体的活性およびストレスによる。高血糖矯正のためのボーラス投与
量は、１単位の速効性インスリンがどの程度血糖を低下させるかによる。一般的に、高血
糖を矯正するために、１単位のインスリンが血糖を５０mg／dl低下させるのに必要である
。この血糖低下は、個々のインスリン感受性、および他の状況によって１５～１００mg／
dlまたはそれ以上で変動し得る。過体重患者は、大きなインスリン抵抗性および欠損のた
めに高投与量のインスリンを必要とする。投与量調節もまた患者で炭水化物代謝またはイ
ンスリンに対する応答に影響し得る薬剤を摂取したとき必要であり得る。肝疾患または腎
疾患もインスリンの薬物動態学に影響し得る。加えて、運動、病気、ストレス、異常節食
パターン、アルコール、および旅行でも投与量調節が必要となり得る。
【０１５１】
　インスリン投与量の概算に使用するアルゴリズムは多様であり、当業者が知っている(
例えば、Hirsch et al., (2005) Clinical Diabetes 23:78-86; Global Guideline for T
ype 2 Diabetes, Chapter 10: Glucose control: insulin therapy, International Diab
etes Federation, (2005) pp. 39-42; Zisser et al., (2009) J Diabetes Sci Technol 
3(3):487-491参照).出発レジメンは、血糖モニタリングおよびＡ１Ｃ値により測定した高
血糖の程度により主に決定する。体重も適当な出発インスリン投与量計算に使用される。
血糖モニタリングは投与レジメン評価に必須である。典型的に、少なくとも１回の空腹時
および１回の食後血糖値を測定し、記録する。血糖検査の頻度および時間は主にインスリ
ンレジメンによる。頻回注射(ＭＤＩ)治療を使用する者は、各食事前、しばしば食後２時
間、そして毎日就寝時に血糖値を確認する必要がある。指先穿刺を、食前インスリン投与
量に対する影響を調べるために１回の食事の前および後に行うことができ、それに応じて
調節できる。選択する食事は変わるはずであり、それ故に評価期間の最後に、各食事を少
なくとも１回試験する。１回夜および翌朝の試験により、基礎インスリンの影響に対する
情報が提供される。
【０１５２】
　基礎インスリン投与量、または背景インスリン投与量を計算するために、最初に総１日
インスリン投与量を概算または計算しなければならない。総１日インスリン必要量(単位)
は、一般的に患者の体重(ポンド)を４で割ったもの、あるいは、患者の体重(kg)に０.５
５をかけたものとして定義される。例えば、患者の体重が１６０ポンドであるならば、総
１日インスリン必要量は４０単位のインスリン／日(１６０÷４)であろう。インスリン感
受性を有する患者は高い総１日インスリン投与量を必要とする可能性があり、あるいは、
インスリンに感受性の患者は低い総１日インスリン投与量を必要とし得る。基礎インスリ
ン投与量を、次いで、総１日インスリン投与量(ＴＤＩ)に基づき計算する。基礎インスリ
ン投与量は総１日インスリン投与量の約４０～５０％である。それ故に、４０単位を超え
るＴＤＩの患者で、基礎または背景インスリン投与量は２０単位である。
【０１５３】
　炭水化物被覆範囲比、または１単位のインスリンにより被覆される炭水化物のｇを、式
５００÷総１日インスリン投与量で計算する。それ故に、あなたのＴＤＩが４０単位であ
るならば、あなたの炭水化物被覆範囲比は１２ｇ炭水化物／単位インスリン(５００÷４
０に等しい)である。高血糖矯正係数、または１単位のインスリン量が血糖(mg／dlで)を
減らすであろう量を、１８００を総１日インスリン投与量で割って計算する。それ故に、
あなたのＴＤＩが４０単位であるならば、あなたの矯正係数は４５mg／dl(１８００÷４
０に等しい)である。
【０１５４】
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　炭水化物、または食物摂取に対するボーラスインスリン投与量を計算するために、食事
中の総炭水化物ｇを、１単位のインスリンにより消費される炭水化物のｇ、すなわち、上
記炭水化物被覆範囲比で割って計算する。例えば、１単位の速効性類似体を１０～１５ｇ
毎の炭水化物消費のために投与できる。それ故に、９０ｇの炭水化物を含む食事は、６単
位インスリンのボーラス投与量を必要とする(１：１５比)。高血糖矯正のためのボーラス
インスリン投与量計算のために、実際の血糖と目標血糖の差(すなわち、実際血糖－目標
血糖)を取り、矯正係数で割る。一般に、１単位のインスリンは血糖を５０ポイント(mg／
dl)下げ、それ故に高血糖矯正係数は５０である。それ故に、患者の測定した血糖値が２
２０mg／dlであり、食前血糖目標が１２０mg／dlであるならば、高血糖矯正のための必要
投与量は(２２０－１２０mg／dl)÷５０であり、２単位のインスリン投与量となる。典型
的に、ＭＤＩまたはインスリンポンプを使用する患者は、食事中の概算炭水化物含量なら
びに血糖読み取り値に基づき、食事時のインスリン投与量を調節できる。例えば患者が９
０ｇの炭水化物を含むと概算される食事を食べるとして、患者の食前血糖目標は１００mg
／dLであるが、測定した血糖値が２００mg／ｄであったならば、ボーラスインスリン投与
量を計算できる。それ故に、１：１５のインスリン：炭水化物比を使用して、患者は、９
０ｇの炭水化物(９０ｇ炭水化物／１５)を被覆するための６単位のインスリンアスパルト
＋さらに目標グルコースレベルである１００mg／dLに矯正するための２単位のインスリン
アスパルトを摂取する。彼の目標ボーラスインスリン投与量は８単位であろう。
【０１５５】
　インスリン類の種々の源が患者の必要性に応じて使用される。市販のインスリン製剤は
活性時間によって分類できる(例えば、DeFelippis et al. (2002) Insulin Chemistry an
d Pharmacokinetics.  In Ellenberg and Rifkin's Diabetes Mellitus (pp. 481-500) M
cGraw-Hill Professional参照)。例えば、インスリンは速効性製剤、ならびに中間型また
は長時間作用型製剤として提供され、後２者の分類はここでは基礎作用インスリン類と呼
ぶ。速効性形態は開始が速く、典型的にピークインスリンレベルを２～３時間以内に示し
、４時間を超えない。それ故に、速効性形態のインスリンは食事グルコースコントロール
に使用される。他の形態のインスリンは、皮下投与後約４～１２時間でピークインスリン
濃度に達する中間型、および相対的に穏やかなピークに到達し、最大作用時間２０～３０
時間を有する長時間作用型インスリン類を含む。中間型および長時間作用型形態はしばし
ば非結晶および／または結晶性インスリン製剤から成り、主に基礎治療に使用される。
【０１５６】
　速効性インスリン組成物の食事投与の目的は、食事の前、食事中または食事直後の速効
性インスリンの非経腸投与により経時的に安定な血糖値を達成することである。この方法
で、インスリンの血中濃度は一時的に(ａ)肝臓グルコース産生を止めるおよび(ｂ)グルコ
ース取り込みを増加するために上昇し、そうして食事の消化に関連する血糖上昇中の血糖
コントロールを維持する。
【０１５７】
　組み換えヒトインスリン(レギュラーインスリンとも呼ぶ；例えば、Humulin(登録商標)
Ｒインスリン)を、食事前の注射による自己投与のために使用する。不運なことに、組み
換えヒトインスリンは、外因性インスリンレベルに反して血糖量上昇が起きないことを保
証するために、注射の約１時間半以上前に投与しなければならない。組み換えヒトインス
リンの遅い吸収の理由の一つは、インスリンがインビボおよびインビトロのいずれでも亜
鉛イオン存在下で六量体複合体を形成することである。このような六量体亜鉛－含有複合
体は、亜鉛を欠く単量体インスリンよりも安定である。注射により、これらのインスリン
六量体は小さい二量体または単量体に、毛細血管床を介して吸収され、全身循環に入り得
る前に解離しなければならない。六量体の二量体および単量体への解離は濃度依存的であ
り、インスリンが注射部位から拡散されるに連れて低濃度でのみ起こる。それ故に、局所
インスリンデポが注射部位に起こり、インスリン濃度が低下するまで吸収され得ない注射
部位での六量体インスリンの初期高濃度をもたらす(Soeborg et al., (2009) Eur. J. Ph
arm. Sci. 36:78-90)、インスリンが注射部位からゆっくり拡散されるため、インスリン
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濃度は注射部位から離れるに連れて低下し、六量体の解離およびインスリン単量体および
二量体の吸収をもたらす。それ故に、六量体インスリン複合体の分散は体内で自然に起こ
るが、起こるまで時間がかかり得て、インスリンの全身アベイラビリティを遅延させる。
さらに、この濃度依存的吸収のために、インスリン濃度が高い程および投与量が高い程、
吸収は遅い(Soeborg et al., (2009) Eur. J. Pharm. Sci. 36:78-90)。
【０１５８】
　単量体形態のインスリンが急速に吸収されるため、六量体状態のインスリン類がより安
定ではあるが、投与により六量体から単量体への速い解離を示す速効性類似体(速効型と
も呼ぶ)形態のインスリンが開発されている。このようなインスリン類は、例えばアミノ
酸変化により修飾され、解離速度が高められ、それよりより注射により急速な薬力学活性
を有する。セクションＤに記載するとおり、速効性類似体形態のインスリンは、インスリ
ングルリジン、インスリンアスパルト、およびインスリンリスプロを含むが、これらに限
定されない。
【０１５９】
　速効性類似体を含む速効性形態のインスリン類は吸収および作用が遅延し、それ故に食
後の約１０分間に起こる初期相を有する内因性インスリンを模倣しない。それ故に、この
ような製剤は、インスリン放出のこの第１層の直後に起こる肝グルコース産生を遮断する
のに十分に速く作用しない。この理由のために、速効性インスリン類似体製剤でさえ、所
望の血糖コントロールのあらゆる機会を達成するために食事より前に投与しなければなら
ない。レギュラーインスリンで必要な３０～６０分間以内よりも１５分間以内の方が食事
時間を概算し易いが、患者の食事が最良の血糖コントロールを提供するには早すぎるまた
は遅すぎる危険性がある。
【０１６０】
　さらに、速効性インスリン治療を含むあらゆるインスリン治療での処置での主副作用は
低血糖である。低血糖は低い血糖として定義され、空腹からより厄介な症状、例えば振戦
、発汗、錯乱または発作、昏睡および死の終点までの範囲であり得る多様な病的状態と関
連する。低血糖は十分な食事をしなかったこと、欠食、通常より激しい運動またはインス
リン過剰摂取または不適切に長い暴露および作用を有する食事インスリン製剤の使用によ
り起こり得る。例えば、多くの速効性インスリン治療を食事前に投与すべきであるため、
患者が先に食事をするかまたは食事を抜かして、低血糖に至る危険性がある。さらに、速
効性インスリン投与により、血清インスリンレベルおよびインスリン作用(例えば、グル
コース注入速度(ＧＩＲ)として測定)は典型的に食事グルコース負荷が無効となった後高
いままであり、低血糖の恐れがある。インスリン投与量によりピークグルコース負荷をよ
りよくコントロールする試みが、さらにこの危険性を高める。また、食後低血糖がインス
リン治療の共通の結果であるため、しばしば患者が食間に軽食を食べることになるかまた
はそれが必要となる。これは体重増加に関与し、肥満はしばしばインスリン治療と関連す
る。
【０１６１】
　ヒアルロナン分解酵素(例えばＰＨ２０例えばｒＨｕＰＨ２０)と併用したインスリンの
先野試験は、健常個体における食事に対する自然のインスリン応答をより複製するインス
リン薬物動態学的が証明されている(例えば米国特許公開番号ＵＳ２００９０３０４６６
５；Vaughn et al. (2009) Diabetes Technol. Ther., 11:345-52; Muchmore and Vaughn
 (2010) J. Diabetes Sci. Technol., 1:419-428参照)。特に、インスリンとＰＨ２０の
共投与はインスリン作用開始(初期ｔ５０％ｍａｘ)、ピークインスリン濃度時間(ｔｍａ

ｘ)、およびインスリン作用消失(後期ｔ５０％ｍａｘ)を加速する。ＰＨ２０共投与はま
たピークインスリン濃度を高め、初期インスリン暴露を高め、後期食後インスリン暴露を
減少させる。健常ボランティアで、このインスリン暴露の加速は、正常血糖クランプの間
のグルコース注入速度で測定したグルコース代謝を加速させる。１型および２型糖尿病に
おいて、インスリン暴露加速は、標準液体試験食に対する応答として起こるピーク血糖、
食後２時間グルコース、およびグルコース変動総面積＞１５０mg／ｄで測定して、食後高
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血糖を加速する。
【０１６２】
　２. 連続的皮下注入(ＣＳＩＩ)
　連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)は最近３０年にわたり糖尿病の処置のために臨床
的に使用されており、遠心性制御要素のためのＣＳＩＩを使用する閉鎖ループ“人工膵臓
”系が開発中である。ＣＳＩＩは、皮下注射で達成できなかったインスリン治療の管理を
可能にする。例えば、インスリンポンプは、短期間の複数回ボーラス投与量と関連する低
血糖を予防するための付随するソフトウェアで残存インスリン作用を把握できる。
【０１６３】
　ＣＳＩＩポンプ治療は注入部位が時間が経つに連れて増加するグルコース変動と関連し
、これは管理上問題となり得る(Swan et al. (2009) Diabetes Care, 32:240-244)。例え
ば、注入部位の長期使用(例えば４日間まで)は標準ボーラス投与量の速いピーク作用およ
び短い作用時間をもたらし、これは種々の速効性インスリン類似体で類似である。この効
果は糖尿病患者における日々の可変性および血漿グルコース障害に関与し得る。
　この効果は数試験で観察されている。
【０１６４】
　例えば、Liu et al. (Diabetes Res. and Clin. Prac. (1991) 12:19-24)の論文は、総
インスリン暴露を変化させないインスリン暴露の加速が、インスリン注入セット使用１日
目と４日目の間で起こることを証明した。とりわけ、１日目の試験は注入セット交換直後
(１０分間以内)に行った。インスリン暴露タイミングの変更は、１日目と比較した４日目
のボーラス投与量(１単位／１０kg体重)の送達後の血糖値の速く、かつ大きな低下と関連
した。インスリン吸収速度が注入セットが時間が経つに連れて増加し、吸収の変化がイン
スリンボーラス投与および続く食事後の血糖減少により評価して、より急速なインスリン
作用と関連するとの結論であった。
【０１６５】
　類似の研究がOlsson et al. (Diabetic Medicine (1993) 10:477-80)により報告されて
おり、注入セット使用１日目、３日目および５日目に行った試験を比較したとき、インス
リン暴露の何らかの意味のある差異を示すことには失敗した。Liu et al. による試験の
とおり、総インスリン暴露は研究日間を通して同等であった。とりわけ、この研究におい
て、１日目のインスリンボーラスは注入セット交換約１２時間後に投与された。著者らは
、極めて一定であることが分かっていたインスリンの毎朝のボーラスの後に与えた標準食
後の血糖値に従いインスリン作用を評価した。血糖に統計学的有意差はなかったが、血糖
がそれぞれ１日目、３日目および５日目でより速く上昇する傾向にあり、空腹時血糖は１
日目または３日目より５日目で高い傾向にあることが示された。
【０１６６】
　Swan et al. (Diabetes Care (2009) 32:240-244)による、より最近の研究により、１
日目のインスリン作用(注入セット交換１２時間後)を４日目(注入セット交換８４時間後)
と比較した。インスリン作用を、インスリンボーラス投与後の正常血糖を維持するのに必
要なグルコース注入速度の経時的測定により評価した、インスリン血中濃度はこの研究で
は測定されなかった。著者らは注入セットが時間が経過するに連れて起きるインスリン作
用の顕著な加速を発見した。著者らは、実験中注入された総グルコースで測定して、総イ
ンスリン作用は１日目と４日目で異ならないが、本データは、４日目を１日目と比較した
とき、軽度な、しかし有意ではないインスリン作用減少の傾向を示したと結論付けた。先
の２つの試験と対照的に、注入部位は臀部であり、腹部ではなく、対象は青年であった。
【０１６７】
　Clausen et al. (Diabetes Tech Therapeutics (2009) 11:575-580)により報告された
研究は、により送達された１日目から４日目(日０～３)の男性健常者における皮下血流お
よびインスリン薬物動態学を評価した。インスリンボーラスを注入セット挿入９０分後に
与えた。ボーラスを対象に送達した後、対象は、次の計画されたボーラスまで食塩水を連
続的注入された。結果は、Liu et al.のものを確認し、注入セットの寿命をとおして総暴
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露の変化が無くインスリン暴露の進行性の加速があった。インスリン作用評価は実施され
なかった。
【０１６８】
　これらの知見は、一般的にインスリン暴露および作用が注入セットの寿命をとおして全
身性に加速するとの考えを支持する。一般的に、皮下組織に注入または注射された後、イ
ンスリンはデポを形成し、これは最終的に間質性間隙を通って血管床に拡散し、そこで六
量体解離単量体または二量体が血管床に吸収される。注入後期のボーラス投与量の早い作
用開始および短い持続時間は種々の因子、例えば血管微小環境変化による注入部位周囲の
血流増加(例えば注入部位での炎症反応による)、セット内の沈殿またはインスリンによる
注入セットの一部閉塞によるインスリン消失によるものであり得る(Swan et al. (2009) 
Diabetes Care, 32:240-244)。また、初期の膜を通過するインスリンの輸送はインスリン
デポの形成、拡散能または血流により制限され得る。例えば、加速は注入開始時のバルク
流体流動に対するヒアルロナン障壁によるものであり得る。このバルク流体流動に対する
障壁は、注入時期の後期には存在しない可能性があり、または他の因子により代償されて
いる。ここに提供する方法において、経時的なインスリン暴露および／または作用変化は
、ヒアルロナン分解酵素を注入セット使用開始時に投与し、インスリン単独またはインス
リン－ＰＨ２０組み合わせまたは配合剤によるＣＳＩＩが続くリーディング・エッジ処置
により最小化できる。注入セット使用の後期に、体は自然に注入セット使用の経過ととも
にバルク流体流動に対するヒアルロナン障壁を修復し、加速が減少する。
【０１６９】
　開放ループ系および閉鎖ループ系のいずれもＰＨ２０含有インスリン製剤の開発により
利益を受け、これは注射と作用の間のタイムラグが短い。インスリンとの組み合わせにお
けるＰＨ２０の存在は、注入セットの時間にわたりインスリン暴露の加速を減少する。Ｐ
Ｈ２０および／またはインスリンを使用した投与レジメは、さらにインスリン暴露加速の
可変性を減少し、それにより注入の時間にわたり起こるインスリン暴露可変性を制御する
。ここで提供されるのは、注入セット使用期間をとおして一貫した超速効性インスリン暴
露および作用プロファイルを送達するための注入セット寿命にわたる(すなわち注入の時
間にわたる)インスリン加速の効果を最小化するＣＳＩＩ投与レジメ方法である。インス
リン暴露および／または作用を制御する方法は、ＣＳＩＩ方法で使用でき、糖尿病および
／またはより一貫した対象の血糖値管理に使用できる。
【０１７０】
　Ｃ. ヒアルロナン分解酵素を用いるインスリンの連続的皮下注入(ＣＳＩＩ)方法
　ここで提供されるのは、対象における血糖値を管理するための連続的皮下注入(ＣＳＩ
Ｉ)投与レジメン方法である。本方法は糖尿病または他のインスリン関連疾患または状態
を有する患者の処置に使用できる。ここに提供する方法はヒアルロナン分解酵素を含む投
与レジメンは、注入セット使用期間をとおして一貫して超高速インスリン暴露および作用
プロファイルを提供するとの知見に基づく。それ故に、特にリーディング・エッジ投与で
、ヒアルロナン分解酵素を使用する本発明の方法は、対象におけるインスリン注入の経時
的なインスリン吸収変化を最小化するために使用できる。
【０１７１】
　本発明の方法のいずれにおいても、例えば、ポンプ故障、カテーテル閉塞または使用者
の誤りによるポンプ遮断により、連続的皮下注入が中断または中止されたら、インスリン
作用は遅く作用するインスリンより早く停止し得る。これは、高血糖、最終的に糖尿病性
ケトアシドーシスの時期を早めさせる。それ故に、ここに提供する方法のいずれにおいて
、任意の工程として、必要に応じて、長時間作用型(別名基礎)インスリンを適当なインタ
ーバルで投与する。典型的に、長時間作用型インスリンは、少なくとも約１２時間の作用
時間を有するものである。当分野で知られている長時間作用型インスリン類の例は、レベ
ミル、デテミル、ＮＰＨインスリンまたはデグルデクを含むが、これらに限定されない。
長時間作用型インスリンは、患者総１日インスリン投与量の約５％～５０％、例えば患者
総１日インスリン投与量の約１／３または３３％で投与できる。基礎インスリンを適当な
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インターバルで、例えば特定のインスリンの作用時間および患者の嗜好性により、注入セ
ットあたり少なくとも１回投与してよい。例えば、基礎インスリンを、少なくとも週に１
回または２回または少なくとも１日１回または２回投与してよい。
【０１７２】
　１. 投与レジメン方法
　　ａ. リーディング・エッジ
　一例において、ここに提供する方法は速効性インスリンのＣＳＩＩ開始前に対象にヒア
ルロナン分解酵素、例えばヒアルロニダーゼ、例えばＰＨ２０を投与することを含む。間
質性間隙のヒアルロナンはバルク流体流動に対する障壁として作用し、それにより注入開
始時のインスリン暴露の作用の遅い速度を提供する。このバルク流体流動に対する障壁は
注入時期の後期には存在しない可能性があり、または他の因子により代償されている。そ
れ故に、ここに示すとおり、注入セットの経過中、注入セット寿命後期のインスリン作用
が超速効性インスリン応答を示すように、注入の最初の時期と比較して注入セット寿命後
期にインスリン作用が加速される。注入セットの寿命をとおして、これはインスリン作用
および吸収変動および不一致をもたらす。ここに提供する方法において、経時的なインス
リン暴露および／または作用差異は、ヒアルロナン分解酵素を注入セット使用開始時また
は開始時近くに投与し、インスリン単独またはインスリン－ＰＨ２０超速効性組成物での
ＣＳＩＩが続くことにより最小化できる。例えば、ヒアルロナン分解酵素をリーディング
・エッジ処置により投与する。注入セット使用後期に、体は自然に注入セット使用の経過
とともにバルク流体流動に対するヒアルロナン障壁を修復し、インスリン加速の差異が減
少する。これは、ＣＳＩＩ治療中に患者で起こるインスリン暴露および作用の可変性を減
少または最小化できる。
【０１７３】
　本方法において、ヒアルロナン分解酵素を含む組成物を、対象に組織透過性を高めるた
めにヒアルロン酸の加水分解を触媒するのに十分な治療有効量で投与する。ヒアルロナン
分解酵素の量は、注入寿命開始時に超高速インスリン応答を起こす量である。ヒアルロナ
ン分解酵素投与後、速効性インスリンをＣＳＩＩを使用して対象に送達する。連続的皮下
インスリン注入方法の実施により、注入セット寿命を通してインスリン吸収の際が最小化
または減少する。それ故に、またここで提供されるのは、連続的皮下インスリン注入(Ｃ
ＳＩＩ)の間に起こるインスリン吸収における差異の最小化に使用するためのヒアルロナ
ン分解酵素を含む使用、方法または組成物である。
【０１７４】
　ＣＳＩＩ治療により送達される、基底速度およびボーラス投与量を含むインスリンの特
定の量および投与レジメンは、患者の特定の性質および要求による患者特異的プロトコル
に従う。ＣＳＩＩ治療は当業者に周知である(Boland et al. (1999) Diabetes Care, 22:
1779-1784)。知られたおよび既存のプロトコルおよび推奨に従いＣＳＩＩを使用して患者
を処置することは熟練した医師の技術の範囲内である。使用する特定のプロトコルおよび
連続的注入デバイスによって、ＣＳＩＩ治療は、一般的にポンプ、例えば開放ループまた
は閉鎖ループポンプを介する、インスリンの注入することにより実施ができる。典型的に
、ＣＳＩＩは、使用する注入セット寿命または連続的注入デバイスの性能に合った予定さ
れたインバータルで行う。チューブ系および挿入デバイス、例えばカニューレを含む注入
セットを含むインスリンポンプについて、インターバルは一般的にわずか数日間、例えば
２～４日間毎である。例えば、注入セットを２～４日間毎に交換する。一例において、注
入セットを週に二回交換する。
【０１７５】
　このような方法において、あらゆるヒアルロナン分解酵素、例えば下記セクションＥの
あらゆるものを使用できる。ここでの例において、組織透過性を高めるためにヒアルロン
酸の加水分解を触媒するために投与するヒアルロナン分解酵素の量を経験的に決定できる
。ヒアルロナン分解酵素の活性は当技術分野で周知の方法を使って評価することができる
。例えば、ヒアルロニダーゼに関するUSP XXIIアッセイでは、酵素をＨＡと３７℃で３０
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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(ＨＡ)基質の量を測
定することにより、活性が間接的に決定される(USP XXII-NF XVII (1990) 644-645 Unite
d States Pharmacopeia Convention, Inc, Rockville, MD)。アッセイでは、ヒアルロニ
ダーゼ参照標準(ＵＳＰ)または国民医薬品集(National Formulary)(ＮＦ)標準ヒアルロニ
ダーゼ溶液を使って、任意のヒアルロニダーゼの活性を単位数として確認することができ
る。一例において、活性をビオチニル化ヒアルロン酸を使用した微小濁度アッセイまたは
マイクロタイターアッセイで測定する(例えばFrost and Stern (1997) Anal. Biochem. 2
51:263-269、米国特許公開番号２００５０２６０１８６参照)。他のアッセイもまた知ら
れている(例えばDelpech et al., (1995) Anal. Biochem. 229:35-41; Takahashi et al.
, (2003) Anal. Biochem. 322:257-263参照)。透過性を増加させるための展着または拡散
剤として作用するヒアルロナン分解酵素の能力も評価することができる。例えばトリパン
ブルー色素を、ヒアルロナン分解酵素と共に、またはヒアルロナン分解酵素なしで、ヌー
ドマウスの左右の外側皮膚に皮下注射することができる。次に、色素面積を、例えばマイ
クロキャリパーを使って測定することで、展着剤として作用するヒアルロナン分解酵素の
能力を決定する(米国特許第２００６０１０４９６８号)。同等の実験を他の対象で行うこ
とができる。
【０１７６】
　典型的に、ヒアルロナン分解酵素を、正確にまたは約０.５単位～５００単位、１単位
～２００単位、５単位～１５０単位、１０単位～１５０単位、５０単位～１５０単位また
は１単位～５０単位と機能的等価である量で投与する。例えば、ヒアルロナン分解酵素を
、少なくとも１単位、５単位、１０単位、５０単位、１００単位、１５０単位、２００単
位、３００単位、４００単位、５００単位以上の量で投与する。他の例において、ヒアル
ロナン分解酵素を正確にまたは約１ng～１０μg、８ng～２μg、２０ng～１.６μg、８０
ng～１.２５μgまたは２００ng～１μgの量で投与する。例えば、ヒアルロナン分解酵素
ｉを少なくとも１ng、８ng、８０ng、１.０μg、１.２５μg、１.６μg、２μg、３μg、
４μg、５μg、６μg、７μg、８μg、９μg、１０μg以上の量で投与する。投与するヒ
アルロナン分解酵素の容積は一般的に０.１mL～５０mL、例えば０.５mL～５mL、一般的に
正確にまたは約０.５mL～２.０mL、例えば少なくともまたは約または正確に０.２０mL、
０.５０mL、１.０mL、１.５mL、２.０mL、３.０mL、４.０mL、５.０mL、６.０mL、７.０m
L、８.０mL、９.０mL、１０.０mL以上、例えば少なくともまたは凡そ少なくともまたは正
確に１.０mLである。
【０１７７】
　本発明の方法において、ヒアルロナン分解酵素を典型的にＣＳＩＩ開始直前に投与する
。一般的に、しかしながら、注入セット寿命のインターバル中に１回しか投与しない。そ
れ故に、本発明の方法において、ヒアルロナン分解酵素をＣＳＩＩの開始時に１回投与す
る。典型的に、各インターバルの収量後、注入セットを変え、ヒアルロナン分解酵素を対
象に投与する過程を繰り返す。例えば、ヒアルロナン分解酵素は、注入セットインターバ
ルの経過中、ＣＳＩＩにより送達される速効性インスリン組成物と逐次的に、同時にまた
は断続的に投与できる。
【０１７８】
　具体例において、各注入セットインターバルにおいて、ヒアルロナン分解酵素を先導す
る投与レジメンにおいて注入開始前に投与する。次いで、ヒアルロナン分解酵素投与後、
速効性インスリンをＣＳＩＩを使用して対象に送達する。ヒアルロナン分解酵素は、ＣＳ
ＩＩによる速効性インスリンの注入開始正確にまたは約３０秒間～３０分間前、注入開始
３０秒間～３０分間前、注入開始１分間～１５分間前、注入開始１分間～１２時間前、例
えば注入開始５分間～６時間前、注入開始３０分間～３０時間前、または注入開始１時間
前に投与する。典型的に、ヒアルロナン分解酵素を、ＣＳＩＩによる速効性インスリンの
注入の２時間より前には投与しない。換言すると、ヒアルロナン分解酵素を速効性インス
リンの注入開始の前２時間以内に投与する。以内に投与する。例えば、ヒアルロナン分解
酵素を、速効性インスリン類似体注入の少なくとも１０秒間、少なくとも３０秒間、少な
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くとも１分間、少なくとも２分間、少なくとも３分間、少なくとも５分間、少なくとも１
０分間、少なくとも２０分間、少なくとも３０分間、少なくとも４０分間、少なくとも５
０分間、少なくとも１時間または少なくとも２時間前に投与する。
【０１７９】
　他の例において、各注入セットインターバルにおいて、ヒアルロナン分解酵素をＣＳＩ
Ｉの開始と同時にまたはほぼ同時に投与する。例えば、ヒアルロナン分解酵素を注入開始
の正確にまたは約０～１分間前にまたは注入の後正確にまたは約０～１分間に投与できる
。
【０１８０】
　ある例において、ヒアルロナン分解酵素、例えばヒアルロニダーゼ、例えばＰＨ２０を
速効性インスリンのＣＳＩＩ開始直後に対象に投与できることは理解される。このような
例において、ヒアルロナン分解酵素の投与のタイミングは、注入セット寿命の初期にイン
スリン吸収増加に十分に有効であり、それによりヒアルロナン分解の投与なしでＣＳＩＩ
治療を受けている患者で起こる可変性を減少させる。それ故に、ヒアルロナン分解酵素の
投与はインスリン注入に先立たないが、ヒアルロナン分解酵素は、注入セット寿命初期の
インスリン吸収を増加させることが可能なヒアルロナンを除去できるために、なおリーデ
ィング・エッジ効果を有する。
【０１８１】
　それ故に、さらなる例において、各注入セットインターバルにおいて、ヒアルロナン分
解酵素を注入開始後に投与してよい。それ故に、ヒアルロナン分解酵素投与に先立ち、速
効性インスリンをＣＳＩＩを使用して対象に送達する。ヒアルロナン分解酵素を注入開始
後正確にまたは約１分間～１２時間、例えば注入開始後正確にまたは約５分間～６時間、
注入開始後正確にまたは約３０分間～３時間、または注入開始後正確にまたは約１時間～
２時間に投与できる。典型的に、このような例において、ヒアルロナン分解酵素を、ＣＳ
ＩＩによる速効性インスリンの注入開始後２時間を超えて投与しない。
【０１８２】
　ヒアルロナン分解酵素は、例えば、皮下、筋肉内、腹腔内、静脈内、および皮内投与を
含む非経腸投与のような任意の適当な経路用により投与され得る。ヒアルロナン分解酵素
はまた静脈内投与できる。典型的に、ヒアルロナン分解酵素は皮下投与する。ヒアルロナ
ン分解酵素は速効性インスリン注入部位または注入部位近辺に投与できる。数例において
、ヒアルロナン分解酵素を、速効性インスリンのＣＳＩＩと同じ注射部位を通して投与す
る。他の例において、ヒアルロナン分解酵素を速効性インスリンのＣＳＩＩと異なる注射
部位で投与する。
【０１８３】
　あらゆる速効性インスリン、例えば下記セクションＤのあらゆるものを、ＣＳＩＩによ
る送達のための本発明の方法に使用できる。典型的に、貯蔵部は、正確にまたは約１０Ｕ
／mL～１０００Ｕ／mL、５０Ｕ／mL～５００Ｕ／mL、１００Ｕ／mL～２５０Ｕ／mL、例え
ば少なくともまたは凡そ少なくともまたは正確に２５Ｕ／mL、５０Ｕ／mL、１００Ｕ／mL
、２００Ｕ／mL、３００Ｕ／mL、４００Ｕ／mL、５００Ｕ／mL以上、例えば少なくとも正
確にまたは少なくとも約１００Ｕ／mLである量の速効性インスリンを含む速効性インスリ
ン組成物を含む。ある例において、組成物中のインスリンの量は正確にまたは約０.３５m
g／mL～３５mg／mL、０.７mg／mL～２０mg／mL、１mg／mL～１５mg／mL、５mg／mL～１０
mg／mL、例えば少なくとも正確にまたは少なくとも約０.５mg／mL、１mg／mL、１.５mg／
mL、２.０mg／mL、３.０mg／mL、４.０mg／mL、５.０mg／mL、１０.０mg／mL、１５mg／m
L、２０mg／mL、３０mg／mL以上である。一般的に、速効性インスリンは速効性インスリ
ン類似体(速効型類似体とも呼ぶ)である。ある例において、ＣＳＩＩにより送達される速
効性インスリンは、速効性インスリンまたは速効性インスリン類似体および組成物を超速
効性とするのに十分なヒアルロナン分解酵素を含む超速効性インスリン組成物である(米
国公開番号ＵＳ２００９０３０４６６５として公開)。超速効性インスリン組成物は下の
セクションＦに記載する。さらなる例において、超速効性インスリン組成物は、さらに下
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におよび仮出願番号６１／５２０,９６２に記載のとおり、少なくとも３日間、３２℃～
４０℃で安定な、安定な組成物である。
【０１８４】
　あらゆる連続的注入デバイスを、ＣＳＩＩによる速効性インスリンを送達するための本
発明の方法で使用できる。一般的に、連続的インスリン注入デバイスはインスリンポンプ
、速効性インスリンを含む貯蔵部または超速効性インスリン組成物およびデバイスの皮下
注入のための注入セットを含む。デバイスは開放ループまたは閉鎖ループデバイスであり
得る。連続的インスリン注入のためのインスリンポンプ類および他のインスリン送達デバ
イスの例は下のセクションＣ.２に記載する。
【０１８５】
　方法の例において、連続的注入デバイスの新規ポンプ貯蔵部を、有効濃度の速効性イン
スリン、例えば速効性インスリン類似体組成物で満たす。組成物中のインスリンの量は一
般的に約または少なくともまたは正確に１００Ｕ／mLである。次いで、患者に新規注入セ
ットで、典型的に腹部に挿入する。挿入針またはカニューレを接着パッドで固定する。次
いで注入セットを充填したポンプ貯蔵部に接続する。次いで注入セットをインスリンで開
始させる。患者へのポンプを介するインスリン注入開始前に、少なくともまたは約または
正確に１００Ｕ／mL、１５０Ｕ／mL、２００Ｕ／mL、３００Ｕ／mL、４００Ｕ／mL、５０
０Ｕ／mLまたは６００Ｕ／mLである量の酵素を含む１.０mLのヒアルロナン分解酵素、例
えばヒアルロニダーゼ、例えばＰＨ２０(例えばｒＨｕＰＨ２０)組成物を患者の注入部位
にまたは注射部位近辺に注射する。例えば、ヒアルロナン分解酵素を、典型的注射針を含
むシリンジまたは他の類似デバイスまたはチューブを介して注入する。他のデバイスは、
カニューレまたは注入部位を介した挿入に適合性のアダプターであり得る。一般的に、酵
素を同じ注射部位におよび注入に使用するのど同様同じカニューレで注入する。ヒアルロ
ナン分解酵素をゆっくり、一般的に２０秒間～３０秒間以上、患者に投与する。ヒアルロ
ナン分解酵素注入直後、ヒアルロナン分解酵素注入セットをカニューレまたは他の類似挿
入デバイスから外し、インスリン含有ポンプ／注入セットと変える。次いで、ポンプをカ
ニューレサイズによって(例えばカニューレのサイズによって０.２Ｕ～１.０Ｕ；例えば
、６mmカニューレには０.４Ｕおよび９mmカニューレには０.６Ｕ)固定された初期注入量
を送達するようにプログラムし、次いで予定された患者特異的にプログラムされたインス
リンの基底注入速度を連続的に送達する。それ故に、本発明の方法の例において、ヒアル
ロナン分解酵素を一般的にインスリン注入正確にまたは約もしくは約５秒間～２０分間、
例えば１分間～１５分間以内に投与する。
【０１８６】
　　ｂ. 総インスリン作用の軽減方法
　本発明により、超速効性インスリン組成物を、ＣＳＩＩ投与レジメンで投与したとき、
注入セットの寿命を通して総インスリン作用減少のあることが判明した。この注入セット
の経時的な総インスリン作用の減少は、速効性製剤よりヒアルロナン分解酵素を含む超速
効性インスリン製剤で大きい。経時的に増加する全身的インスリン投与は、インスリン作
用消失を打ち消し、開放ループおよび閉鎖ループコントロール両者におけるグルコースコ
ントロールを改善する。それ故に、超速効性インスリン組成物におけるインスリンの基礎
またはボーラス投与量を、経時的に見られる観察される総インスリン効果の減少を打ち消
すために注入セットの寿命を通して増加させる、方法が提供される。
【０１８７】
　ここで提供されるのは、注入セットの経過をとおしてより一貫した超速インスリンプロ
ファイルを提供する、血糖コントロールのための連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)投
与レジメン方法である。このような例において、ＣＳＩＩを、インスリンの計画された基
底速度およびボーラス投与量に従い患者に超速効性インスリン組成物を送達するために使
用する。セクションＦは超速効性インスリン組成物を記載する。ある例において、安定な
配合剤を本方法に用いる。閉鎖ループまたは開放ループ系を提供するデバイスを含む、連
続的注入のためのあらゆるインスリン送達デバイスを本方法において用いることができる
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。このようなデバイスの例を下のセクションＣ.２に記載する。
【０１８８】
　本方法において、投与レジメンの経過中、投与する超速効性インスリン、基礎および／
またはボーラス量は、ヒアルロナン分解酵素を含まない速効性インスリン組成物を使用す
る患者に対する通常の計画された投与レジメンと比較して、少なくとも１％増加する。具
体例において、インスリンの基底速度および／またはボーラス投与量は、ヒアルロナン分
解酵素を含まない速効性インスリン組成物を使用する患者に対する通常の計画された投与
レジメンと比較して、１％～５０％、５％～４０％、１０％～２０％または５％～１５％
増加する。本方法の実施に際し、総インスリン作用を、注入セットの間にインスリン送達
の組織的増加を含まない投与レジメンと比較して増加さえる。例えば、正常血糖クランプ
実験における累積グルコース注入(Ｕ／kg)で測定して、総インスリン作用は少なくともま
たは約または正確に１.１倍、１.２倍、１.３倍、１.４倍、１.５倍、１.６倍、１.７倍
、１.８倍、１.９倍、２.０倍、３.０倍、４.０倍、５.０倍以上増加し得る。
【０１８９】
　数例において、基礎インスリンおよび／またはボーラスインスリンを、注入セット寿命
の間に少なくとも１日１回増加させる。増加できるボーラスインスリンは、一定の手段で
の食時投与量および／または一定の高血糖性矯正のための矯正ボーラスおよび広い範囲の
多量のインスリンのボーラスであり得る。
【０１９０】
　さらなる例において、超速効性インスリンでＣＳＩＩを開始する前に、ヒアルロナン分
解酵素をＣ.１.ａに上記のとおりＣＳＩＩの注入開始直前または直後に患者に投与する。
ヒアルロナン分解酵素群は当業者に周知であり、下のセクションＥに記載する。あらゆる
このようなヒアルロナン分解酵素群を、ここの方法における超速効性インスリン組成物の
ＣＳＩＩ開始直前または直後に本方法の実施に際し用いることができる。
【０１９１】
　２. インスリンポンプ類および他のインスリン送達デバイス
　本発明の方法に使用するインスリン送達デバイスは連続的皮下インスリン注入を可能に
するインスリンポンプまたは他の類似デバイスを含む。開放ループおよび閉鎖ループ系を
含むインスリン送達デバイスは、典型的に少なくとも１個のインスリン配合剤を含む使い
捨てリザーバー、ポンプ(あらゆるコントロール、ソフトウェア、処理モジュールおよび
／またはバッテリーを含む)および皮下注射用カニューレまたは針およびインスリンリザ
ーバーにカニューレまたは針を連結するチューブを含む使い捨て注入セットを含む。閉鎖
ループ送達デバイスは、さらにグルコースモニターまたはセンサーを含む。本発明の方法
において使用するために、インスリン送達デバイスは、速効性インスリンまたはインスリ
ンおよびヒアルロナン分解酵素の超速効性インスリン配合剤を含む貯蔵部を含み得る。
【０１９２】
　インスリンまたは超速効型配合剤は連続的におよび／またはボーラス注射で投与し得る
。使用者は、安定した点滴または“既定”量のインスリン製剤を、１日をとおして連続的
に提供するようにポンプを設定できる。ポンプはまた放出付加的(“ボーラス”)投与量の
インスリン製剤を食事時におよび使用者入力に基づき血糖が高すぎるときに放出する。頻
繁な血糖モニタリングが、インスリン投与量決定におよびインスリンが適切に送達される
ことを確実にするために必要である。これは、手動モニタリング、別のまたは包含された
グルコースモニターにより達成できる。さらに、インスリン送達デバイス使用者は、ボー
ラスを形作ることによりインスリンのプロファイルに影響を与える能力を有する。例えば
、標準的ボーラスを投与でき、これは、全ての投与量をすぐにポンプ輸送する別々の注射
に類似する注入である。拡張ボーラスは、高初期投与量を避け、組成物作用を持続する長
時間にわたるゆっくりした注入である。標準的ボーラスおよび拡張ボーラスの両者を含む
組み合わせボーラスもインスリンポンプまたは他の連続的送達系を使用して送達できる。
【０１９３】
　インスリン送達デバイスは当分野で知られており、米国特許番号６,５５４,７９８、６
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,６４１,５３３、６,７４４,３５０、６,８５２,１０４、６,８７２,２００、６,９３６,
０２９、６,９７９,３２６、６,９９９,８５４、７,０２５,７４３および７,１０９,８７
８を含むが、これらに限定されないあらゆる場所に記載されている。インスリン送達デバ
イスはまたグルコースモニターまたはセンサー、例えば、閉鎖ループ系に接続でき、およ
び／または血糖値、食事の炭水化物量、または他の入力に基づく推奨インスリンを計算す
るための手段を含み得る。さらにインスリン送達デバイスはインプラント可能であるまた
は対象に外的であり得る。外的インスリン注入ポンプの使用者は、個体の注意深い選択、
注意深いモニタリング、および十分な教育および長期フォローアップが必要である。この
ケアは、一般的にインスリンポンプ処置の特定の専門知識および経験を有する医療従事者
の集学的チームにより提供される。
【０１９４】
　　ａ. 開放ループ系
　開放ループ系を、ここに提供する配合剤で使用できる。開放ループ系は、典型的にイン
スリン製剤を含む少なくとも１個の使い捨てリザーバー、ポンプ(あらゆるコントロール
、ソフトウェア、処理モジュールおよび／またはバッテリーを含む)および皮下注射用カ
ニューレまたは針およびインスリンリザーバーにカニューレまたは針を連結するチューブ
を含む使い捨て注入セットを含む。開放ループ系は小(既定)投与量を数分毎におよび患者
が手動で設定する大(ボーラス)投与量を注入する。しかし、開放ループ系は、グルコース
モニターまたはセンサーを含まず、それ故に、患者の血清グルコースレベル変換に応答で
きない。血糖値を測定するための種々の方法およびデバイスは当業者に知られている。多
くの糖尿病患者で個人的に血糖値をモニタリングするために使用される寛容の技術は定期
的採血、試験紙への血液の塗布、および熱量測定、電気化学、または光度計検出を使用す
る血糖値の決定を含む。多様なデバイスが、血流または間質性流体中の検体、例えばグル
コースの連続的または自動モニタリングのために開発されている。これらのデバイスのい
くつかは、患者の血管または皮下組織に直接インプラントされる電気化学センサーを使用
する。グルコースレベルをモニタリングするための方法およびデバイスの例は、引用によ
り本明細書に包含させる米国特許番号５,００１,０５４、５,００９,２３０,５,７１３,
３５３、６,５６０,４７１、６,５７４,４９０、６,８９２,０８５、６,９５８,８０９、
７,２９９,０８１、７,７７４,１４５、７,８２６,８７９、７,８５７,７６０および７,
８８５,６９９に記載のものを含むが、これらに限定されない。
【０１９５】
　インスリン送達系、例えばインスリンポンプは当分野で知られており、開放ループ系で
使用できる。開放ループインスリン送達デバイスの例(例えば上記のもの)は、引用により
本明細書に包含させる米国特許番号４,５６２,７５１、４,６７８,４０８、４,６８５,９
０３、４,３７３,５２７、４,５７３,９９４、６,５５４,７９８、６,６４１,５３３、６
,７４４,３５０、６,８５２,１０４、６,８７２,２００、６,９３６,０２９、６,９７９,
３２６、６,９９９,８５４、７,１０９,８７８、７,９３８,７９７および７,９５９,５９
８に記載のものを含むが、これらに限定されない。これらおよび当業者により容易に同定
される類似の系は、ここに提供する配合剤の送達に使用できる。インスリン送達デバイス
典型的に一般的に使い捨てであり、インスリン製剤、例えば本明細書に記載する速効性イ
ンスリンおよびヒアルロナン分解酵素の配合剤を含む１個以上のリザーバーを含む。数例
において、配合剤は注入チューブおよびカニューレまたは針を介して送達される。他の例
において、注入デバイスは直接皮膚に接続され、配合剤は注入デバイスからカニューレま
たは針を介して、直接チューブを使用せずに注入される。さらなる例において、注入デバ
イスは体内であり、注入チューブは、所望により配合剤の送達に使用できる。
【０１９６】
　　ｂ. 閉鎖ループ系
　閉鎖ループ系は、ある場合人工膵臓と呼ばれるが、ここに提供する配合剤の使用のため
に特に興味深い。閉鎖ループ系は、統合された連続的グルコースモニター、インスリンポ
ンプまたは他の送達系および血糖値のリアルタイム測定に基づく血糖コントロールのため
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の必要インスリン注入を常に計算する数学アルゴリズムを含むコントローラーを備えた系
である。このような系は、最適化されたとき、健常非糖尿病対象で観察される自然なイン
スリン応答および血糖コントロールに類似する、一定で非常に密接な血糖コントロールを
促進できる。しかしながら、有効であるためには、閉鎖ループ系は信頼でき、かつ正確な
連続的グルコースモニター、およびきわめて速い作用のインスリン送達を必要とする。例
えば、速効性のインスリン類の皮下送達と関連したインスリン吸収および作用の遅延は、
大きな食後血糖変動を起こし得る(Hovorka et al. (2006) Diabetic Med. 23:1-12)。対
外モニタリング系のインスリン吸収、インスリン作用、間質性グルコース動力学、および
輸送時間の遅延、例えば微小透析技術によるものは、インスリン送達からその検出可能な
グルコース低下効果のピークまで全体で１００分間以上のタイムラグを生じ得る(Hovorka
 et al. (2006) Diabetic Med. 23:1-12)。それ故に、投与されたら、インスリンはその
測定可能な効果を約２時間上げ続ける。これは閉鎖ループ系を使用した、食後グルコース
濃度の有効低下を複雑化し得る。第一に、グルコース上昇が検出されている。しかしなが
ら、これは典型的に約１０～４０分間後のみに起こる。系は食事が消化されていることお
よび適当なインスリン投与量が投与されていることを決定しなければならない。系が‘誤
った’インスリン投与量の後に相殺する能力は、長期遅延および投与されたインスリンを
‘撤回’できないことにより危うくなる。このような問題は、少なくとも一部、吸収速度
およびレベルの増加を示し、薬力学的改善を伴い得る速効性のインスリンおよびヒアルロ
ナン分解酵素の配合剤、例えばここに提供されるものの使用により解消され得る(例えば
米国公開番号ＵＳ２００９０３０４６６５および国際ＰＣＴ公開番号ＷＯ２００９１３４
３８０参照)。速効性のインスリンおよびヒアルロナン分解酵素の配合剤は速効性のイン
スリン類単独と比較して減少したｔｍａｘ(すなわち速い最高濃度達成)を有し、血糖値の
コントロールを、速効性のインスリン類単独より速く開始する。この吸光度の増加および
作用開始はインスリン作用およびグルコースモニタリングおよび入力のラグを減らし、血
糖値をより密接にコントロールでき、血糖変動を減らすより有効な閉鎖ループ系をもたら
し得る。
【０１９７】
　閉鎖ループ系は当分野で知られ、引用により本明細書に包含させる米国特許番号５,２
７９,５４３、５,５６９,１８６、６,５５８,３５１、６,５５８,３４５、６,５８９,２
２９、６,６６９,６６３、６,７４０,０７２、７,２６７,６６５、７,３５４,４２０およ
び７,８５０,６７４を含むが、これに限定されないあらゆる場所に記載されている。これ
らおよび当業者により容易に同定される類似の系は、ここに提供する配合剤の送達に使用
できる。閉鎖ループ系は、血糖値を測定するセンサー系、コントローラーおよび送達系を
含む。この集積系は、体内の血糖濃度変化に応答したときに完全に機能しているヒトβ細
胞でなされるのと類似の濃度プロファイルで対象にインスリンを送達するように注入デバ
イスをコントロールするように、膵臓ベータ細胞(β細胞)を模倣する。それ故に、系は体
内の血糖値に対する自然なインスリン応答を模倣し、インスリンを有効に使用させるだけ
でなく、インスリンが代謝効果および分裂促進的効果を有するために、他の身体機能を構
成する。さらに、閉鎖ループ系を使用して達成される血糖コントロールは、食事の量およ
び時間、または他の因子について何ら情報を必要としない。系は、単にリアルタイム血糖
測定値のみに従い得る。グルコースセンサーは、体内の血糖値を表すセンサーシグナルを
発生させ、センサーシグナルをコントローラーに送る。コントローラーはセンサーシグナ
ルを受信し、インスリン送達系と連絡する命令を発生させる。インスリン送達系は命令を
受信し、命令に応答してインスリンを体内に注入する。
【０１９８】
　下に、ここに提供する速効性インスリンおよびヒアルロナン分解酵素の配合剤の送達に
使用できる閉鎖ループ系の例示的な成分の明細である。当業者は、配合剤で使用するため
の適当な閉鎖ループ系を容易に同定できることは理解される。このような系は、米国特許
番号５,２７９,５４３、５,５６９,１８６、６,５５８,３５１、６,５５８,３４５、６,
５８９,２２９、６,６６９,６６３、６,７４０,０７２、７,２６７,６６５および７,３５
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４,４２０のものを含み、これらに限定されない文献に記載されている。系の個々の成分
はまた文献に個々におよび血糖コントロールを達成するために使用する閉鎖ループ系の状
況で記載されている。ここに提供される例は、単なる例であり、他の閉鎖ループ系または
個々の成分をここに提供する配合剤の送達に使用できることは理解される。
【０１９９】
　閉鎖ループ系は、連続的に機能するグルコースセンサーまたはモニターを含む。このよ
うなデバイスは、皮下に挿入し、小レシーバーに無線周波数遠隔測定法によりワイアレス
にグルコースデータを送達する小トランスミッターと結合した針型センサー類を含み得る
。数例において、センサーを、センサーが皮下組織に配置されたら除去され、廃棄される
挿入針を使用して対象の皮膚に挿入される。挿入針は、皮膚への挿入中センサーを維持す
るための鋭い先およびオープンスロットを有する(例えば米国特許番号５,５８６,５５３
および５,９５４,６４３参照)。閉鎖ループ系において使用されるセンサーは、所望によ
り皮下組織の間質性流体(ＩＳＦ)に暴露される３個の電極を含む。３個の電極は回路を形
成するために使用される作用電極、基準電極および対電極を含む。適当な電圧を作用電極
および基準電極を介して適用したとき、ＩＳＦはこれらの電極間にインピーダンスを提供
する。アナログ電流シグナルが作用電極から体をとおり、対電極に流れる。作用電極の電
圧は、一般的に既定に維持され、基準電極の電圧は、例えば、３００～７００ｍＶのよう
な設定電圧Ｖ設定に維持できる。電極間の電圧差異により刺激されるほとんどの顕著な反
応は、最初にグルコン酸および過酸化水素(Ｈ２Ｏ２)を産生するためにグルコースオキシ
ダーゼ酵素(ＧＯＸ)と反応するため、グルコースの減少である。次いで、Ｈ２Ｏ２が作用
電極表面で水(Ｈ２Ｏ)および(Ｏ－)に還元される。Ｏ－はセンサー電気成分から正荷電を
取り、故に電子を反発させ、電気電流を起こす。これは、センサー電極に接触するＩＳＦ
中のグルコース濃度に比例するアナログ電流シグナルを生じる(例えば米国特許７,３５４
,４２０参照)。
【０２００】
　ある例において、１個以上のセンサーを血糖の測定に使用する。例えば、冗長なセンサ
ー類を使用でき、対象は、テレメーターの特徴的送信電子回路によりセンサーが拒否され
たとき気づき得る。インディケーターも、そのセンサーがまた機能しているおよび／また
はまた機能しているセンサー数を対象に知らせ得る。他の例において、センサーシグナル
を平均化または他の手段により組み合わせ得る。さらに、種々のタイプのセンサー類を使
用できる。例えば、内部グルコースセンサーおよび外部グルコースセンサーを同時に血糖
を測定するために使用できる。
【０２０１】
　閉鎖ループ系で使用できるグルコースセンサー類は周知であり、容易に同定でき、所望
により、さらに当業者により修飾できる。内部グルコースセンサー類の例は、米国特許番
号５,４９７,７７２、５,６６０,１６３、５,７９１,３４４、５,５６９,１８６、６,８
９５,２６５および７,９４９,３８２に記載のものを含むが、これらに限定されない。蛍
光を使用するグルコースセンサーの例は、米国特許６,０１１,９８４に記載されているも
のである。グルコースセンサー系はまた、光線、伝導性、ジェットサンプリング、微小透
析、マイクロポーレーション、超音波サンプリング、逆イオントフォレシス、または他の
方法(例えば米国特許番号５,４３３,１９７および５,９４５,６７６、および国際特許公
開ＷＯ１９９９２９２３０)を含む他の検知技術も使用する。数例において、作用電極の
みが皮下組織に位置し、ＩＳＦと接触し、および対電極および基準電極は体外に位置し、
皮膚と接触する。対電極および基準電極はモニターハウジング表面に位置でき、皮膚にテ
レメーターの特徴的モニターの一部として固定され得る。さらなる例において、対電極お
よび基準電極は他のデバイスを使用して皮膚に固定され、例えばワイヤを電極にまき、電
極を皮膚にテーピングし、電極を皮膚に接触する監視の下側に置く。なおさらに、１個を
超える作用電極を冗長性のために皮下組織下に置き得る。間質性流体もまた対象から回収
し、体内にインプラントされた外部センサー上を流し得る。
【０２０２】
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　コントローラーはグルコースセンサーからの入力を受信する。コントローラーは、膵臓
ベータ細胞(β細胞)を模倣するように設計され、血糖コントロールに必要な量のインスリ
ンを注入するようにインスリン送達デバイスに命令する。コントローラーは、グルコース
センサーで検出されたグルコースレベルに基づき必要量のインスリンを計算するアルゴリ
ズムを備えたソフトウェアを利用する。アルゴリズムの例は、どの程度インスリンが送達
されたかに関わらず体内のグルコース変動が最少となるように設計されたアルゴリズムは
過度の体重増加、高血圧、およびアテローム性動脈硬化症を生じ得るため、β細胞を密接
に模倣するものを含む。典型的に、系はインビボインスリン分泌パターンを模倣し、正常
健常個体で経験されるインビボβ細胞と一致してこのパターンを調節することを意図する
。閉鎖ループ系で有用なコントロールアルゴリズは、比例積分制御(ＰＩＤ)コントローラ
ーで使用されているものを意味する。比例制御コントローラーおよびモデル予測制御(Ｍ
ＰＣ)アルゴリズムもある系で使用できる(Hovorka et al. (2006) Diabetic Med. 23:1-1
2)。アルゴリズムの例はHovorka et al. (Diabetic Med. (2006) 23:1-12), Shimoda et 
al., (Front Med Biol Eng (1997) 8:197-211), Shichiri et al. (Artif. Organs (1998
) 22:32-42), Steil et al. (Diabetes Technol Ther (2003) 5: 953-964), Kalatz et a
l., (Acta Diabetol. (1999) 36:215))および米国特許番号５,２７９,５４３、５,５６９
,１８６、６,５５８,３５１、６,５５８,３４５、６,５８９,２２９、６,７４０,０４２
、６,６６９,６６３、６,７４０,０７２、７,２６７,６６５および７,３５４,４２０およ
び米国特許公開番号２００７０２４３５６７により記載されているものを含むが、これら
に限定されない。
【０２０３】
　一例において、ＰＩＤコントローラーは閉鎖ループ系で使用される。ＰＩＤコントロー
ラーはインスリン注入を、グルコース変動を、標的グルコース(比例的要素)からの逸脱、
環境および標的グルコース間の曲線化面積(積分要素)、および環境グルコース(誘導要素)
変化の３点の評価により連続的に調節する。一般的に、グルコース変化に対するインビボ
β細胞応答は、“第一”および“第二”相インスリン応答により特徴づけられる。β細胞
の二相インスリン応答は、比例的要素に積分および誘導(ＰＩＤ)コントローラーを使用し
て模倣できる(例えば米国特許７,３５４,４２０参照)。
【０２０４】
　コントローラーは所望のインスリン送達のための命令を生じる。インスリン送達系、例
えばインスリンポンプは当分野で知られており、閉鎖ループ系で使用できる。インスリン
送達デバイスの例(例えば上記のもの)は、米国特許番号４,５６２,７５１、４,６７８,４
０８、４,６８５,９０３、４,３７３,５２７、４,５７３,９９４、６,５５４,７９８、６
,６４１,５３３、６,７４４,３５０、６,８５２,１０４、６,８７２,２００、６,９３６,
０２９、６,９７９,３２６、６,９９９,８５４、７,０２５,７４３および７,１０９,８７
８に記載のものを含むが、これらに限定されない。インスリン送達デバイス典型的に一般
的に使い捨てであり、インスリン製剤、例えば本明細書に記載する速効性インスリンおよ
びヒアルロナン分解酵素の配合剤を含む１個以上のリザーバーを含む。数例において、配
合剤は注入チューブおよびカニューレまたは針を介して送達される。他の例において、注
入デバイスは直接皮膚に接続され、配合剤は注入デバイスからカニューレまたは針を介し
て、直接チューブを使用せずに注入される。さらなる例において、注入デバイスは体内で
あり、注入チューブは、所望により配合剤の送達に使用できる。閉鎖ループ系はまたフィ
ルター、キャリブレータおよびトランスミッターを含むが、これらに限定されない付加的
要素を含み得る。
【０２０５】
　　ｃ. デバイス例
　外的インスリンポンプ技術は単純な電池式ポンプならびにポンプデバイスの別の部分ま
たは他のタイプのデバイスにワイアレスで接続できるポンプを含む。
【０２０６】
　一つのこのようなポンプであるInsulet OmniPod(登録商標)は、ワイアレス無線周波数
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接続した２個のデバイスを含む。このデバイスの第一の部分は、“Ｐｏｄ”と呼ばれ、イ
ンスリン貯蔵部、マイクロコンピュータ制御インスリンポンプ、およびカニューレ挿入デ
バイスを含む使い捨て自己接着ユニットである。デバイスの“Ｐｏｄ”部分にインスリン
を個々に満たし、次いで自動化カニューレインサーターで皮膚に接着する。“Ｐｏｄ”を
７２時間暖気し、次いで除く。デバイス野第二の部分は、“ＰＤＭ”、または“個人的糖
尿病マネージャー”と呼ばれ、基底速度およびボーラスインスリン投与を制御するために
“Ｐｏｄ”とワイアレスに接続している形態制御ユニットである。このＰＤＭはまた血糖
モニター(連続的間質性モニターではない)を含み、これはＰｏｄの制御系に統合され、こ
のデータを投与計算に使うことを可能とする。ＰＤＭはFreeStyle(商標)血糖メーターを
含み、これは孤立型血糖モニターと同様に働き、血液サンプル獲得に伝統的指先穿刺方法
を必要とする。“Ｐｏｄ”が活性化し、プログラム化されたら、ＰＤＭを、血糖値の再チ
ェック、ボーラス投与または基底注入速度調節に使用するまで個人が持つ必要がない。
【０２０７】
　他のタイプのワイアレスインスリンポンプデバイスは、外的インスリンポンプと連続的
グルコースセンサー／トランスミッターの連結を含む。一つのこのようなデバイスはMedt
ronic MiniMed Paradigm REAL-Time Systemであり、これはMiniMedパラダイムモデルイン
スリンポンプ(models 522, 722および新しいもの)とMiniMed連続的グルコースセンサーお
よびMiniLink(商標)リアルタイムトランスミッターを含む。この系で、連続的グルコース
センサー－トランスミッターは間質性グルコース濃度データ(２４時間に２８８読み取り)
をポンプ単位にワイアレスに伝達し、これは“リアルタイム”で表示される。しかしなが
ら、ワイアレス供給により伝達されるデータは途切れなく投与計算に使用できない。この
ような計算は血糖測定を必要とする。グルコースセンサー／トランスミッターデバイスは
また外的に着けた連続的グルコースレシーバー／モニター(例えば、Guardian(登録商標)
リアルタイム連続的グルコースモニタリング系)とワイアレスに統合してもよい。
【０２０８】
Ｄ. インスリンポリペプチド類
　ここで提供するＣＳＩＩ方法は速効性インスリン製剤または速効性インスリンおよびＰ
Ｈ２０組み合わせまたは配合剤(すなわちセクションＦに記載する超速効性インスリン組
成物)を使用する。速効性インスリンは、レギュラーインスリンまたはインスリンの自己
会合を減らし、六量体のより急速な解離をもたらすために修飾(例えばアミノ酸置換によ
る)されたインスリン類似体(例えばここで同義に使用する速効性の類似体または速効型類
似体と呼ぶ)を含む。
【０２０９】
　インスリンは、５８０８ダルトン分子量の５１アミノ酸残基から成るポリペプチドであ
る。これは膵臓中のランゲルハンスβ細胞島で産生される。典型的なヒトインスリンは、
ＥＲに向かう２４アミノ酸シグナルペプチドを含有する１１０アミノ酸前駆体ポリペプチ
ド、プレプロインスリン(配列番号１０１)として翻訳され、シグナル配列が切断されてプ
ロインスリン(配列番号１０２)をもたらす。プロインスリン分子は、次に、プロホルモン
変換酵素(ＰＣ１およびＰＣ２)と呼ばれるタンパク質分解酵素の作用およびエキソプロテ
アーゼカルボキシペプチダーゼＥの作用によって、成熟インスリンに変換される。これに
より、４つの塩基性アミノ酸残基と、残っている３１アミノ酸のＣ－ペプチド、すなわち
連結鎖(配列番号１０１に記載するプレプロインスリンポリペプチドのアミノ酸残基５７
～８７に相当)とが除去される。結果として生じるインスリンは、２１アミノ酸のＡ鎖(配
列番号１０２に記載するプロインスリンポリペプチドのアミノ酸残基６６～８６に相当)
と、３０アミノ酸のＢ鎖(配列番号１０２に記載するプロインスリンポリペプチドのアミ
ノ酸残基１～３０に相当)とを含有し、それらがジスルフィド結合で架橋されている。一
般的に、成熟インスリンは３つのジスルフィド橋を含有し、１つはＡ鎖の位置７とＢ鎖の
位置７の間、２つ目はＡ鎖の位置２０とＢ鎖の位置１９の間、そして３つ目はＡ鎖の位置
６と１１の間にある。成熟インスリンのＡ鎖の配列を配列番号１０３に記載し、Ｂ鎖の配
列を配列番号１０４に記載する。
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【０２１０】
　インスリンへの言及は、単鎖型または二鎖型のプレプロインスリン、プロインスリンお
よびインスリンポリペプチド、活性を持つその切断型を包含し、対立遺伝子変異型および
種変異型、スプライス変異型によってコードされる変異型、ならびに他の変異型、例えば
インスリン類似体または他の誘導体型、例えば配列番号１０１に記載する前駆体ポリペプ
チドまたはその成熟型に対して少なくとも４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６
５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％またはそれ以上の配列同一性を持つポリペプチドを、そのインスリンがヒトインスリ
ン受容体に結合して、グルコース取り込みおよびグルコース貯蔵の増加および／または内
因性グルコース産生の減少をもたらすシグナリングカスケードを開始させる限りにおいて
、包含する。例えば、インスリンには、インスリンの種変異型が包含される。これらには
、ウシ由来のインスリン(配列番号１３３に記載)およびブタ由来のインスリン(配列番号
１２３)が含まれるが、これらに限定されない。ウシインスリンは、Ａ鎖のアミノ酸８お
よび１０、ならびにＢ鎖のアミノ酸３０が、ヒトインスリンとは異なる。ブタインスリン
はＢ鎖のアミノ酸３０だけがヒトインスリンとは異なり、そこでは、ウシ配列と同じよう
に、スレオニンの代わりにアラニン置換が起こっている。インスリンの他の典型的種変異
型を配列番号１０５～１４６のいずれかに記載する。
【０２１１】
　インスリンの変異型には、配列番号１０３および１０４(Ａ鎖およびＢ鎖)に記載するヒ
トインスリンと比較して１つ以上のアミノ酸修飾を含有するインスリン類似体も含まれる
。これらの変異体は速効性のまたは長時間作用型インスリン類似体(全てここでは速効性
のインスリン類似体と呼ぶが、本発明の目的で、速効型および長時間作用型インスリン類
似体形態を含む)。典型的なインスリン類似体(Ａ鎖および／またはＢ鎖)を、速効型類似
体と、それより持効性の類似体を含めて、配列番号１４７～１６５、１８２～１８４に記
載する。例えばインスリン類似体には、グルリジン(ＬｙｓＢ３、ＧｌｕＢ２９；配列番
号１０３(Ａ鎖)および配列番号１４９(Ｂ鎖)に記載)、ＨＭＲ－１　１５３(ＬｙｓＢ３、
ＩｌｅＢ２８；配列番号１０３(Ａ鎖)および配列番号１８２(Ｂ鎖)に記載)、ＨＭＲ－１
４２３(ＧｌｙＡ２１、ＨｉｓＢ３１、ＨｉｓＢ３２；配列番号１８３(Ａ鎖)および配列
番号１８４(Ｂ鎖)に記載)、インスリンアスパルト(ＡｓｐＢ２８；配列番号１０３(Ａ鎖)
および配列番号１４７(Ｂ鎖)に記載)、およびインスリンリスプロ(ＬｙｓＢ２８、Ｐｒｏ
Ｂ２９；配列番号１０３(Ａ鎖)および配列番号１４８(Ｂ鎖)に記載)が含まれるが、これ
らに限定されない。上記のどの例でも、類似体の命名法は、鎖のＮ末端から数えたインス
リンＡ鎖またはＢ鎖上の特定位置におけるアミノ酸置換の説明に基づいており、残りの配
列は天然ヒトインスリンの配列である。
【０２１２】
　それ故に、ここに提供される輸液方法におけるレギュラーインスリンは、配列番号１０
３および１０４に示すアミノ酸配列を含む成熟インスリンである。レギュラーヒトインス
リンの例は組み換えヒトインスリン指定されたHumulin(登録商標)Ｒである。レギュラー
インスリン類はまたＡ鎖およびＢ鎖を有する成熟インスリンの種変異体、例えば、配列番
号１０５～１４６のいずれかの成熟形態を含む。本発明の配合剤に包含される他のインス
リン類似体の例は、配列番号１０３(Ａ鎖)および配列番号１４９(Ｂ鎖)に示すアミノ酸配
列；配列番号１０３(Ａ鎖)および配列番号１４７(Ｂ鎖)に示すアミノ酸配列；または配列
番号１０３(Ａ鎖)および配列番号１４８(Ｂ鎖)に示すアミノ酸配列を有するインスリンで
ある。
【０２１３】
　上記インスリンポリペプチドはいずれも、任意の種(例えばヒト)の膵臓によって産生さ
れるものを包含すると共に、合成的にまたは組換え技法を使って生産されるインスリンも
包含する。例えば、本明細書のどこか他の項で述べるように、インスリンは、インスリン
のＡ鎖およびＢ鎖の合成遺伝子を発現させることによって、またはプロインスリン全体を
発現させ、それを適当な酵素法および化学法にさらして成熟インスリンを生成させること
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によって、またはリンカーペプチドで連結されたＡ鎖およびＢ鎖を発現させることによっ
て、生合成的に生産することができる(例えばDeFelippis et al. (2002) Insulin Chemis
try and Pharmacokinetics. In Ellenberg and Rifkin's Diabetes Mellitus (pp. 481-5
00) McGraw-Hill Professiona参照)。
【０２１４】
　インスリンには、単量体型およびオリゴマー型、例えば六量体型も包含される。インス
リンは、血漿中を循環する時は単量体として存在することができ、単量体型である時には
その受容体にも結合する。しかしインスリンは二量体に自己会合する傾向を持ち、Ｚｎ２

＋などの金属イオンの存在下では、六量体などの高次構造へと容易に会合することができ
る。Ｚｎ２＋に対して２つの対称的高アフィニティ結合部位が存在するが、他の弱い亜鉛
結合部位も報告されてはいる(例えばeFelippis et al. (2002) Insulin Chemistry and P
harmacokinetics. In Ellenberg and Rifkin's Diabetes Mellitus (pp. 481-500) McGra
w-Hill Professional参照)。自己会合は、化学的分解および物理的変性を防止するために
、この分子の安定化にとって重要である。したがって、膵β細胞の貯蔵小胞では、インス
リンは六量体として存在する。しかし細胞外間隙に放出されると、インスリン六量体はよ
り中性条件へのｐＨ変化を体験することになり、亜鉛イオン含有六量体が希釈されて、そ
れが六量体を不安定にすると考えられている。細胞外間隙におけるインスリン六量体の不
安定化に寄与する他の理由も存在し得る。こうしてインスリンは血液中では主として単量
体として見いだされる。安定化効果を利用するために、大半の市販インスリン製剤は、六
量体への自己会合を促進するのに十分な量の亜鉛イオンを含有している。しかし六量体構
造は、皮下投与された時のこれらの製剤の吸収速度を遅くする。
【０２１５】
　インスリンは血糖管理用の治療薬として糖尿病患者などで使用される。グルコースを管
理するために投与されるインスリンが、基礎治療用であるか、食事時治療用であるか、そ
の組合せ用であるかに応じて、種々のタイプの既存インスリン製剤がある。インスリン製
剤は、もっぱら速効型製剤として提供するか、もっぱら基礎作用型製剤(すなわち中間型
および／または持効型)として提供するか、それらの混合物として提供することができる(
例えば表２参照)。一般的に、混合物は速効型インスリンと中間型または持効型インスリ
ンとを含有する。例えば速効型インスリンは、ＮＰＨインスリン(後述する典型的中間型
インスリン)と、１０：９０、２０：８０、３０：７０、４０：６０および５０：５０な
どといった種々の混合比で組み合わせることができる。そのような混合済み調製物は、食
事関連インスリン要求量と基礎インスリン要求量をどちらも単一の製剤で都合よく提供す
ることにより、毎日のインスリン注射の数を減らすことができる。
【０２１６】
　特定の方法で製剤されたインスリン製剤はインスリンポリペプチドまたはその変異体(
すなわち類似体)を含む。ある例において、それは、インスリンに異なる特性、例えば異
なる作用時間を付与する製剤中の成分および物質である。例えば、ほとんどのインスリン
製剤は、製剤中に金属イオン、例えば亜鉛を含み、それはインスリンを分子自己会合を促
進することにより安定化させる。六量体形態への自己会合は、投与によるインスリン吸収
を変える。さらに、いくつかの持効型基礎インスリン製剤は(リン酸緩衝液ではなく)酢酸
緩衝液から亜鉛の添加によってインスリンを沈殿させることで製造される。亜鉛含有量が
高いインスリンの大きな結晶は、収集して酢酸ナトリウム－塩化ナトリウム(ｐＨ７.２～
７.５)の溶液中に再懸濁した場合、皮下注射後にゆっくりと吸収され、持続時間の長い作
用を発揮する。この結晶調製物は長時間型(extended)インスリン亜鉛懸濁剤(ウルトラレ
ンテインスリン)と呼ばれている。他の亜鉛含有インスリン調製物には、例えばセミレン
テインスリン(即時型(prompt)インスリン亜鉛懸濁剤)およびレンテインスリン(インスリ
ン亜鉛懸濁剤)などがあり、これらは主として、使用される亜鉛含量が異なっている。亜
鉛含有インスリン調製物には、プロタミンで修飾されたもの、例えばＮＰＨインスリンな
ども包含される。
【０２１７】
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　もう一つの例では、微結晶懸濁液を生成させるために、プロタミンなどの沈殿剤をイン
スリンポリペプチドに加えることができる。一般的に、結晶性インスリンは、結晶型では
存在しないインスリンと比較して、長時間にわたる作用持続時間を持つ。プロタミン亜鉛
インスリンは、水性懸濁液として皮下注射した場合、沈着部位でゆっくりとしか溶解せず
、インスリンは遅延した速度で吸収される。プロタミン亜鉛懸濁液インスリンは、大半が
、ＮＰＨインスリンとも呼ばれるイソフェンインスリン懸濁液で置き換えられている。こ
れは、結晶性の修飾プロタミン亜鉛インスリン懸濁液である。インスリン、プロタミンお
よび亜鉛の濃度は、調製物の作用発現および作用持続時間が、レギュラーインスリンとプ
ロタミン亜鉛インスリン懸濁液との中間になるように配分される。
【０２１８】
　さらにまた、調製物のｐＨの相違もインスリンのタイプおよび性質に影響を及ぼす。大
半のインスリンは中性ｐＨで製剤化される。例外はｐＨ４.０の市販製剤として提供され
るインスリングラルギンである。Ｂ鎖のＣ末端に２つのアルギニンが付加されたことによ
り、グラルギンインスリンの等電点がシフトして、それを酸性ｐＨでより安定なものにし
ている。酸感受性アスパラギンに起因する脱アミド化および二量体化を防止するために、
さらにもう一つのアミノ酸変異が、Ａ鎖中に存在する(Ｎ２１Ｇ)。グラルギンインスリン
のＡ鎖の配列を配列番号１５０に記載し、Ｂ鎖を配列番号１５１に記載する。投与後は生
理的ｐＨへの曝露が起こるので、微小沈殿物(microprecipitate)が形成され、それがグラ
ルギンを結晶性持効型インスリンと類似するものにする。
【０２１９】
　以下の表２に、種々のタイプのインスリンと、それらの作用発現およびそれらの応用を
要約する。
【表２】
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【０２２０】
　最もよく使用されるインスリンは速効型インスリンであり、これにはレギュラーインス
リン(すなわち、天然型(native)または野生型インスリン、その対立遺伝子変異型および
種変異型を含む)および速効型インスリン類似体が包含される。ここで使用するインスリ
ンという場合、それは別段の注記が特にない限り、速効型インスリンである。
【０２２１】
速効性のインスリン類
　ここに提供するＣＳＩＩ注入方法で使用できる速効性インスリン類は、野生型または天
然インスリンであるレギュラーインスリン、および速効性インスリン類似体を含む。基礎
作用インスリン類と比較した速い吸収速度のために、速効性のインスリン類は、食後コン
トロール目的で主に使用される。速効性のインスリン類の例を下記表３に示す。速効性の
インスリン類は当分野で既知のあらゆるものを含み、例えば、米国特許７,２７９,４５７
および米国公開番号２００７０２３５３６５、２００８００３９３６８、２００８００３
９３６５、２００７００８６９５２、２００７０２４４４６７、および２００７０１９１
７５７に開示されたあらゆるインスリン製剤およびデバイスを含むが、これらに限定され
ない。あらゆる速効性インスリンを、本発明のＣＳＩＩ方法において使用するために単独
でまたはＰＨ２０との組み合わせまたは配合剤として製剤できる。このような製剤はまた
さらにヒアルロナン分解酵素に加えて、速効性のインスリと中程度または長時間作用型イ
ンスリンの混合物を含み得る。
【表３】

【０２２２】
　ａ. レギュラーインスリン
　レギュラーインスリン類は天然または野生型インスリンポリペプチドを含む。これらは
ヒトインスリン、ならびにウシ、ブタおよび他の種由来のインスリン類を含む。レギュラ
ーヒトインスリン類はHumulin(登録商標)Ｒ、Novolin(登録商標)ＲおよびVelosulin(登録
商標)として市販されている。ブタインスリンはIletin II(登録商標)として市販された。
一般的に、レギュラーインスリンは、単独で皮下投与したとき、作用開始まで３０分間か
かる。最高血漿レベルは１～３時間で見られ、作用期間は投与量が増えると伸びる。皮下
投与後の血漿半減期は約１.５時間である。
【０２２３】
　ｂ. 速効性類似体(速効型インスリンとも呼ぶ)
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　即効型インスリン類とも呼ぶ速効型インスリン類似体は、一般的に、１つ以上のアミノ
酸変異を含有する改変型インスリンである。類似体は、レギュラーインスリンと比較して
吸収速度を増加させ、作用発現を速める目的で、インスリン分子の自己会合が減少するよ
うに設計される。一般にそのような類似体は亜鉛の存在下で製剤化されるので、安定な亜
鉛六量体として存在する。しかし、その改変ゆえに、これらは皮下投与後にレギュラーイ
ンスリンよりも迅速に六量体状態から解離する。
【０２２４】
　　ｉ. インスリンリスプロ
　ヒトインスリンリスプロは、Ｂ鎖の位置２８および２９にアミノ酸変異を含有して、配
列番号１０４に記載する野生型インスリンＢ鎖のこの位置にあるＰｒｏ－ＬｙｓがＬｙｓ
－Ｐｒｏに逆位している、インスリンポリペプチド製剤である。インスリンリスプロの配
列を配列番号１０３(Ａ鎖)および配列番号１４８(Ｂ鎖)に記載する。これはHumalog(登録
商標)(インスリンリスプロ、ｒＤＮＡ起源)という名称で販売されている。これら２つの
アミノ酸の逆位の結果は、自己会合傾向が減少していて、そのことが、より迅速な作用の
発現を可能にする、ポリペプチドである。具体的に述べると、Ｂ鎖における配列逆位は、
２つの疎水相互作用の排除と、二量体を安定化する２つのβプリーツシートの弱化をもた
らす(例えばDeFelippis et al. (2002) Insulin Chemistry and Pharmacokinetics. In E
llenberg and Rifkin's Diabetes Mellitus (pp. 481-500) McGraw-Hill Professional参
照)。このポリペプチドは、製剤中に用意される賦形剤、例えば抗微生物剤(例：ｍ－クレ
ゾール)および安定化のための亜鉛の結果として、自己会合し、六量体を形成する。それ
でもなお、そのアミノ酸改変ゆえに、インスリンリスプロはレギュラーインスリンより迅
速に作用する。
【０２２５】
　　ii. インスリンアスパルト
　ヒトインスリンアスパルトは、配列番号１０４に記載するヒトインスリンのＢ鎖の位置
２８にプロリンからアスパラギン酸へのアミノ酸置換を含有するインスリンポリペプチド
製剤である。インスリンアスパルトの配列を配列番号１０３(Ａ鎖)および配列番号１４７
(Ｂ鎖)に記載する。これはNovoLog(登録商標)(インスリンアスパルト[ｒＤＮＡ起源]注射
)という名称で販売されている。インスリンアスパルトにおける改変は、負に帯電した側
鎖カルボキシル基を付与して、電荷斥力を生じさせ、単量体－単量体相互作用を不安定に
する。さらに、プロリンの除去により、単量体間の重要な疎水相互作用が排除される(例
えばDeFelippis et al. (2002) Insulin Chemistry and Pharmacokinetics. In Ellenber
g and Rifkin's Diabetes Mellitus (pp. 481-500) McGraw-Hill Professional参照)。こ
の類似体は大部分が単量体として存在し、リスプロなどの他の速効型類似体と比較して凝
集しにくい。一般に、インスリンアスパルトとインスリンリスプロは、各々の薬物動態的
性質および薬力学的性質が似ている。
【０２２６】
　　iii. インスリングルリジン
　ヒトインスリングルリジンは、配列番号１０４に記載するヒトインスリンのＢ鎖の配列
と比較して、Ｂ鎖の位置Ｂ３にアスパラギンからリジンへのアミノ酸置換を含有し、アミ
ノ酸Ｂ２９にリジンからグルタミン酸へのアミノ酸置換を含有する、インスリンポリペプ
チド製剤である。インスリングルリジンの配列を配列番号１０３(Ａ鎖)および配列番号１
４９(Ｂ鎖)に記載する。それはApidra(登録商標)の名で市販されている(インスリングル
リジン[ｒＤＮＡ起源]注射)。修飾により、ヒトインスリンと比較してポリペプチド分子
が自己会合する傾向が低い。他のインスリン類似体と異なり、ポリペプチドは、六量体促
進亜鉛非存在下で商業的に製剤される(Becker et al. (2008) Clinical Pharmacokinetic
s, 47:7-20)。それ故に、インスリングルリジンは、インスリンリスプロおよびインスリ
ンアスパルトより作用発現が速い。
【０２２７】
Ｅ. ヒアルロナン分解酵素群
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　ヒアルロナン分解酵素群、例えばヒアルロニダーゼ、例えばＰＨ２０(例えばｒＨｕＰ
Ｈ２０)を本発明のＣＳＩＩ方法で使用できる。ヒアルロナン分解酵素は、例えば、リー
ディング・エッジ態様で使用するために、別に製剤できる。他の例において、ヒアルロナ
ン分解酵素は、ＣＳＩＩのための速効性インスリンとの配合剤として一緒に製剤できる。
【０２２８】
　ヒアルロナン分解酵素群は、交互のβ－１→４およびβ－１→３グリコシド結合を介し
て互いに結合している二糖類単位であるＤ－グルクロン酸(ＧｌｃＡ)およびＮ－アセチル
－Ｄ－グルコサミン(ＧｌｃＮＡｃ)の反復からなるヒアルロナンポリマー類を開裂するこ
とにより、ヒアルロナンを分解するように働く。ヒアルロナン鎖は約２５,０００二糖反
復以上の長さに達し、ヒアルロナンのポリマー類のサイズはインビボで約５,０００～２
０,０００,０００Daの範囲であり得る。ヒアルロン酸またはヒアルロナートとも呼ばれる
ヒアルロナンは、結合組織、上皮組織、および神経組織に広く分布す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、細胞外基質の必須成分であり、間質性障壁の主構
成要素である。ヒアルロナンの加水分解を触媒することにより、ヒアルロナン分解酵素群
はヒアルロナンの粘度を下げ、それにより組織透過性を高め、非経腸的に投与された流体
の吸収速度を上げる。そのようなものとして、ヒアルロナン分解酵素群、例えばヒアルロ
ニダーゼ群は、例えば、分散および送達を亢進するために他の薬物、薬剤およびタンパク
質類と組み合わせて展着または分散剤として使用されている。
【０２２９】
　従って、ヒアルロナン分解酵素群は、ヒアルロナン二糖鎖またはポリマーの開裂を触媒
する能力を有するあらゆる酵素を含む。ある例において、分解酵素はヒアルロナン鎖また
はポリマーにおけるβ－１→４グリコシド結合の開裂をする。他の例において、分解酵素
はヒアルロナン鎖またはポリマーにおけるβ－１→３グリコシド結合の開裂を分解を触媒
する。ここに提供される配合剤中のヒアルロナン分解酵素群の例は、細胞発現系から発現
されたとき培地に分泌されるヒアルロニダーゼ群であり、グリコシルホスファチジルイノ
シトール(ＧＰＩ)アンカーを含まない天然のヒアルロニダーゼ群またはＧＰＩアンカーの
１個以上のアミノ酸を欠く切断型ヒアルロニダーゼ群、または発現されたとき細胞膜と他
の点で結合性ではないヒアルロニダーゼ群を含む。このようなヒアルロニダーゼ群は組み
換えまたは合成により製造できる。ヒアルロナン分解酵素群の他の例は、ヒアルロナンを
開裂する能力を有する特定のコンドロイチナーゼ群およびリアーゼ群を含むが、これらに
限定されない。
【０２３０】
　本発明の配合剤中に提供されるヒアルロナン分解酵素群はまた、ここに記載するヒアル
ロナン分解酵素の対立形質または種変異体または他の変異体を含む。例えば、ヒアルロナ
ン分解酵素群は、その一次配列に１種以上の変異、例えばアミノ酸置換、付加および／ま
たは欠失を含み得る。ヒアルロナン分解酵素の変異体は、一般的に変異を含まないヒアル
ロナン分解酵素と比較して、少なくともまたは約６０％、７０％、８０％、９０％、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。酵素がヒアルロニダーゼ活性を変異を含まないヒアルロナン分解酵
素の活性と比較して、例えば少なくともまたは約５％、１０％、１５％、２０％、２５％
、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％
、８０％、８５％、９０％、９５％またはそれ以上の活性を維持する限り、あらゆる変異
が本発明の目的でヒアルロナン分解酵素に導入され得る(当分野で知られたおよびここに
記載するインビトロおよび／またはインビボアッセイで測定)。
【０２３１】
　ヒアルロニダーゼ群を含む種々の形態のヒアルロナン分解酵素群が製造され、ヒトを含
む対象における治療的使用が承認されている例えば、動物由来ヒアルロニダーゼ製剤はVi
trase(登録商標)(ISTA Pharmaceuticals)、精製ヒツジ精巣ヒアルロニダーゼ、およびAmp
hadase(登録商標)(Amphastar Pharmaceuticals)、ウシ精巣ヒアルロニダーゼを含む。Hyl
enex(登録商標)(Baxter)は、切断型ヒトＰＨ２０ポリペプチド(ｒＨｕＰＨ２０と命名)を
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コードする核酸を含む遺伝子操作されたチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞により
産生されたヒト組み換えヒアルロニダーゼである。あらゆるヒアルロナン分解酵素、例え
ばあらゆるヒアルロニダーゼをここで提供される安定な配合剤に包含できることは理解さ
れるべきである(例えば、本明細書に引用によりその全体を包含させる米国特許７,７６７
,４２９、および米国公開番号２００４０２６８４２５および２０１００１４３４５７参
照)。
【０２３２】
　典型的に、ここでの使用のために、ヒトヒアルロナン分解酵素、例えばヒトＰＨ２０お
よび特にここに記載したＣ末端切断型ヒトＰＨ２０が使用される。他の動物由来のヒアル
ロナン分解酵素群、例えばＰＨ２０を使用できるが、このような製剤は、動物タンパク質
であるために免疫原性である可能性がある。例えば、患者の相当な割合で、食物摂取に二
次的な事前感作が示され、そして、これらが動物タンパク質類であるために、全患者にそ
の後の感作のリスクがある。それ故に、非ヒト製剤は慢性使用には適していない可能性が
ある。非ヒト製剤が望ましいならば、免疫原性を低下させるように製造できる。このよう
な修飾は当業者の技術の範囲であり、例えば、分子上の１子以上の抗原性エピトープの除
去および／または置換を含み得る。
【０２３３】
　ここに提供する配合剤に使用されるヒアルロニダーゼ群(例えば、ＰＨ２０)を含むヒア
ルロナン分解酵素群は、組み換えにより製造できまたは、例えば、精巣抽出物のような天
然源から精製または部分精製できる。組み換えヒアルロナン分解酵素群を含む組み換えタ
ンパク質類の製造方法は、本明細書のあらゆる場所に提供され、そして当分野で周知であ
る。
【０２３４】
　１. ヒアルロニダーゼ群
　ヒアルロニダーゼ群はヒアルロナン分解酵素群の大ファミリーのメンバーである。ヒア
ルロニダーゼ群には哺乳動物型ヒアルロニダーゼ群、細菌ヒアルロニダーゼ群およびヒル
類、他の寄生虫および甲殻類由来のヒアルロニダーゼ群の３種がある。このような酵素群
をここに提供する配合剤に使用できる。
【０２３５】
　　ａ. 哺乳動物型ヒアルロニダーゼ群
　哺乳動物型ヒアルロニダーゼ群(EC 3.2.1.35)は、ヒアルロナンのβ－１→４グリコシ
ド結合を四糖類および六糖類のような種々のオリゴ糖長に加水分解するｅｎｄｏ－β－Ｎ
－アセチル－ヘキソサミニダーゼ類である。これらの酵素群は加水分解性およびトランス
グリコシダーゼ活性の両者を有し、ヒアルロナンおよびコンドロイチン硫酸(ＣＳ)、一般
的にＣ４－ＳおよびＣ６－Ｓを分解できる。このタイプのヒアルロニダーゼ群は、ウシ(
ウシ属)(配列番号１０、１１および６４およびＢＨ５５(米国特許５,７４７,０２７およ
び５,８２７,７２１))、ヒツジ(Ovis aries)(配列番号２６、２７、６３および６５)、ス
ズメバチ(配列番号１２および１３)、ミツバチ(配列番号１４)、北米産スズメバチ(配列
番号１５)、アシナガバチ(配列番号１６)、マウス(配列番号１７～１９、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１８５)、アカゲザル(配列番号１８６)およびヒトヒアルロニダー
ゼ群からのヒアルロニダーゼ群を含むが、これらに限定されない。
【０２３６】
　哺乳動物ヒアルロニダーゼ群は、さらに、主に精巣抽出物で見られる中性活性のもの、
および主に肝臓のような臓器で見られる酸活性のものにさらに細分できる。中性活性ヒア
ルロニダーゼ群の例は、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)のような種由来のＰＨ２０を含むが、これらに限定されないＰＨ２０を含む。ヒト
ＰＨ２０(ＳＰＡＭ１または精子表面タンパク質ＰＨ２０としても既知)は、一般的にグリ
コシルホスファチジルイノシトール(ＧＰＩ)アンカーを介して原形質膜に結合している。
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これは精子－卵付着に天然で関与し、ヒアルロン酸を消化することにより卵丘細胞の層へ
の精子浸透を助ける。本発明の配合剤で使用されるヒアルロニダーゼ群の例は中性活性ヒ
アルロニダーゼ群である。
【０２３７】
　ヒトＰＨ２０(ＳＰＡＭ１とも呼ぶ)以外に、５種のヒアルロニダーゼ様遺伝子、ＨＹＡ
Ｌ１、ＨＹＡＬ２、ＨＹＡＬ３、ＨＹＡＬ４およびＨＹＡＬＰ１がヒトゲノムで同定され
ている。ＨＹＡＬＰ１は偽遺伝子であり、ＨＹＡＬ３(配列番号３８に示す前駆体ポリペ
プチド)はあらゆる既知の基質に対して酵素活性を示さない。ＨＹＡＬ４(配列番号３９に
示す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わずかに
活性を示す。ＨＹＡＬ１(配列番号３６に示す前駆体ポリペプチド)はプロトタイプ酸活性
酵素であり、ＰＨ２０(配列番号１に示す前駆体ポリペプチド)はプロトタイプ中性活性酵
素である。酸活性ヒアルロニダーゼ群、例えばＨＹＡＬ１およびＨＹＡＬ２(配列番号３
７に示す前駆体ポリペプチド)は、一般的に中性ｐＨ(すなわちｐＨ７)で触媒活性を欠く
。例えば、ＨＹＡＬ１は、インビトロでｐＨ４.５を超えるとほとんど触媒活性を有しな
い(Frost et al. (1997) Anal. Biochem. 251:263-269)。ＨＹＡＬ２は、インビトロで極
めて低比活性の酸活性酵素である。ヒアルロニダーゼ様酵素群はまた一般的にヒトＨＹＡ
Ｌ２およびヒトＰＨ２０のようなグリコシルホスファチジルイノシトール(ＧＰＩ)アンカ
ーを介して原形質膜に結合するもの(Danilkovitch-Miagkova, et al. (2003) Proc Natl 
Acad Sci USA 100(8):4580-5)、およびヒトＨＹＡＬ１のように一般的に溶解性であるも
の(Frost et al. (1997) Biochem Biophys Res Commun. 236(1):10-5)により特徴付けも
できる。
【０２３８】
ＰＨ２０
　ＰＨ２０は、他の哺乳動物ヒアルロニダーゼ群と同様、ヒアルロン酸のβ１→４グリコ
シド結合を四糖類および六糖類のような種々のオリゴ糖長に加水分解するｅｎｄｏ－β－
Ｎ－アセチル－ヘキソサミニダーゼである。これらは加水分解性およびトランスグリコシ
ダーゼ活性の両者を有し、ヒアルロン酸およびコンドロイチン硫酸、例えばＣ４－Ｓおよ
びＣ６－Ｓを分解できる。これは精子－卵付着に天然で関与し、ヒアルロン酸を消化する
ことにより卵丘細胞の層への精子浸透を助ける。ＰＨ－２０は精子表面および内部アクロ
ソーム膜に結合する場所であるリソソーム由来アクロソームに位置する。原形質膜ＰＨ２
０は、中性ｐＨでのみヒアルロニダーゼ活性を有するのに対し、内アクロソーム膜ＰＨ２
０は、中性および酸ｐＨのいずれでも活性を有する。ヒアルロニダーゼである以外に、Ｐ
Ｈ２０はまたＨＡ誘発細胞シグナリングの受容体、および卵母細胞を囲む透明帯の受容体
であるように見える。
【０２３９】
　ＰＨ２０タンパク質類の例は、ヒト(配列番号１に示す前駆体ポリペプチド、配列番号
２に示す成熟ポリペプチド)、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)、マウス(配列番号３２)、チンパンジー(配
列番号１８５)およびアカゲザル(配列番号１８６)ＰＨ２０ポリペプチド類を含むが、こ
れらに限定されない。
【０２４０】
　ウシＰＨ２０は５５３アミノ酸前駆体ポリペプチド(配列番号１１)である。ウシＰＨ２
０とヒトＰＨ２０のアラインメントはわずかな相同性しか示さず、ウシポリペプチドにお
けるＧＰＩアンカーの不存在により、アミノ酸４７０から各カルボキシ末端まで複数ギャ
ップが存在する(例えば、Frost GI (2007) Expert Opin. Drug. Deliv. 4: 427-440参照)
。実際、明らかなＧＰＩアンカーはヒト以外の多くの他のＰＨ２０種で予測されない。そ
れ故に、ヒツジおよびウシから産生されたＰＨ２０ポリペプチド類は、本来溶解性形態と
して存在する。ウシＰＨ２０は原形質膜への極めて緩い結合で存在するが、ホスホリパー
ゼ感受性アンカーを介して固定されていない(Lalancette et al. (2001) Biol Reprod. 6
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5(2):628-36)。ウシヒアルロニダーゼのこの独特な特徴は臨床使用のための抽出物として
の溶解性ウシ精巣ヒアルロニダーゼ酵素の使用を可能にする(Wydase(登録商標)、Hyalase
(登録商標))。
【０２４１】
　ヒトＰＨ２０ｍＲＮＡ転写物は通常翻訳されて、Ｎ末端に３５アミノ酸シグナル配列(
アミノ酸残基１～３５位)およびＣ末端に１９アミノ酸グリコシルホスファチジルイノシ
トール(ＧＰＩ)アンカー付着シグナル配列(アミノ酸残基４９１～５０９位)を含む５０９
アミノ酸前駆体ポリペプチド(配列番号１)を生じる。成熟ＰＨ２０は、それ故に、配列番
号２に示す４７４アミノ酸ポリペプチドである。ＥＲの前駆体ポリペプチドへの輸送およ
びシグナルペプチドの除去に続き、Ｃ末端ＧＰＩ付着シグナルペプチドは開裂され、ＧＰ
Ｉアンカーの配列番号１に示す前駆体ポリペプチドの４９０位に対応するアミノ酸位置に
新たに形成されたＣ末端アミノ酸との共有結合が促進される。それ故に、配列番号２に示
すアミノ酸配列を有する４７４アミノ酸ＧＰＩアンカー型成熟ポリペプチドが産生される
。
【０２４２】
　ヒトＰＨ２０は、ＧＰＩアンカーを介して原形質膜に存在するとき中性活性ヒアルロニ
ダーゼであるが、内アクロソーム膜上に発現されたとき中性および酸性ｐＨのいずれでも
活性を示す。ＰＨ２０は、ポリペプチドのペプチド１およびペプチド３領域の２カ所の領
域に二つの触媒部位を有するように見える(Cherr et al., (2001)Matrix Biology 20:515
-525)。配列番号２に示す成熟ポリペプチドのアミノ酸１０７～１３７位に対応するＰＨ
２０のペプチド１領域および配列番号１に示す前駆体ポリペプチドの１４２～１７２位が
、中性ｐＨでの酵素活性に必要であることを示す証拠がある。この領域内の１１１位およ
び１１３位のアミノ酸(配列番号２に示す成熟ＰＨ２０ポリペプチドに対応)が、アミノ酸
置換による変異原性が、それぞれ野生型ＰＨ２０と比較してＰＨ２０ポリペプチド類の３
％ヒアルロニダーゼ活性および検出不能なヒアルロニダーゼ活性を生じるために、活性に
必須であるように見える(Arming et al., (1997) Eur. J. Biochem. 247:810-814)。
【０２４３】
　配列番号２に示す成熟ポリペプチドのアミノ酸２４２～１３７位に対応するペプチド３
領域および配列番号１に示す前駆体ポリペプチドの２７７～２９７位が、中性ｐＨでの酵
素活性に重要であるように見える。この領域内で、成熟ＰＨ２０ポリペプチドの２４９位
および２５２位のアミノ酸は活性に必須であり、このいずれかの変異原性は、本質的に活
性を欠くポリペプチドとなる(Arming et al., (1997) Eur. J. Biochem. 247:810-814)。
【０２４４】
　触媒部位に加えて、ＰＨ２０またはヒアルロナン結合部位を含む。実験的証拠は、この
部位が配列番号１に示す前駆体ポリペプチドのアミノ酸２０５～２３５位および配列番号
２に示す成熟ポリペプチドの１７０～２００位に対応するペプチド２領域に位置すること
を示す。この領域はヒアルロニダーゼ群で高度に保存され、ヘパリン結合モチーフと類似
する。アルギニン残基１７６位(配列番号２に示す成熟ＰＨ２０ポリペプチドに対応)のグ
リシンへの変異は、野生型ポリペプチドのヒアルロニダーゼ活性の約１％しか活性がない
ポリペプチドとなる(Arming et al., (1997) Eur. J. Biochem. 247:810-814)。
【０２４５】
　ヒトＰＨ２０において、配列番号１に例示する該ポリペプチドのＮ８２、Ｎ１６６、Ｎ
２３５、Ｎ２５４、Ｎ３６８、Ｎ３９３、Ｎ４９０に７カ所の潜在的Ｎ架橋グリコシル化
部位がある。配列番号１のアミノ酸３６～４６４が活性が最小のヒトＰＨ２０ヒアルロニ
ダーゼドメインを含むように見えるため、Ｎ架橋グリコシル化部位Ｎ－４９０は適切なヒ
アルロニダーゼ活性に必須ではない。ヒトＰＨ２０において６個のジスルフィド結合があ
る。配列番号１に例示するポリペプチドのシステイン残基Ｃ６０とＣ３５１およびＣ２２
４とＣ２３８の間の２個のジスルフィド結合(それぞれ配列番号２に示す成熟ポリペプチ
ドの残基Ｃ２５とＣ３１６、およびＣ１８９とＣ２０３に対応)がある。さらに４カ所の
ジスルフィド結合が配列番号１に例示するポリペプチドのシステイン残基Ｃ３７６とＣ３
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８７；Ｃ３８１とＣ４３５；Ｃ４３７とＣ４４３；Ｃ４５８とＣ４６４(それぞれ配列番
号２に示す成熟ポリペプチドの残基Ｃ３４１とＣ３５２；Ｃ３４６とＣ４００；Ｃ４０２
とＣ４０８；およびＣ４２３とＣ４２９に対応)に形成される。
【０２４６】
　　ｂ. 細菌ヒアルロニダーゼ群
　細菌ヒアルロニダーゼ群(EC 4.2.2.1またはEC 4.2.99.1)はヒアルロナン、および種々
の程度で、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群は、作用機序がヒアルロニダーゼ群と異なる(他の源由来、例えば
、ヒアルロノグルコサミニダーゼ群、EC 3.2.1.35)。ヒアルロナンのＮ－アセチル－ベー
タ－Ｄ－グルコサミンとＤ－グルクロン酸残基の間のβ１→４－グリコシド結合の加水分
解ではなく、脱離反応を触媒するｅｎｄｏ－β－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼ類であ
り、３－(４－デオキシ－β－Ｄ－グルコ－４－エヌロノシル)－Ｎ－アセチル－Ｄ－グル
コサミンテトラ－および六糖類、および二糖最終産物を生じる。反応は、非還元末端に不
飽和ヘキスロン酸残基を伴うオリゴ糖類の形成を生じる。
【０２４７】
　ここに提供する配合剤のための細菌由来ヒアルロニダーゼ群の例は、アルスロバクター
属、デロビブリオ属、クロストリジウム属、ミクロコッカス属、レンサ球菌属、ペプトコ
ッカス属、プロピオニバクテリウム属、バクテロイデス属、およびストレプトマイセス属
の株を含む微生物におけるヒアルロナン分解酵素群を含むが、これらに限定されない。こ
のような酵素群の具体例は、アルスロバクター属(株ＦＢ２４)(配列番号６７)、ブデロビ
ブリオ・バクテリオヴォルス(配列番号６８)、プロピオニバクテリウム・アクネス(配列
番号６９)、ストレプトコッカス・アガラクチア((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(株ＣＯＬ)(
配列番号７４)；株MRSA252(配列番号７５および７６)；株MSSA476(配列番号７７)；株NCT
C 8325(配列番号７８)；株ウシRF12２(配列番号７９および８０)；株USA300(配列番号８
１)、肺炎レンサ球菌((配列番号８２)；株ATCC BAA-255/R6(配列番号８３)；血清型２、
株D39/NCTC 7466(配列番号８４)、Ａ群溶血レンサ球菌(血清型Ｍ１)(配列番号８５)；血
清型Ｍ２、株MGAS10270(配列番号８６)；血清型Ｍ４、株MGAS10750(配列番号８７)；血清
型Ｍ６(配列番号８８)；血清型Ｍ１２、株ＭＧＡＳ２０９６(配列番号８９および９０)；
血清型Ｍ１２、株MGAS9429(配列番号９１)；血清型Ｍ２８(配列番号９２)；豚レンサ球菌
(配列番号９３～９５)；ビブリオ・フィッシェリ(株ATCC 700601/ES114(配列番号９６))
、および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開裂
しないストレプトマイセス・ヒアルロノリチクスヒアルロニダーゼ酵素を含むが、これら
に限定されない(Ohya, T.  and Kaneko, Y. (1970) Biochim. Biophys. Acta 198:607)。
【０２４８】
　　ｃ. ヒル類、他の寄生虫および甲殻類由来のヒアルロニダーゼ群
　ヒル類、他の寄生虫、および甲殻類由来のヒアルロニダーゼ群(EC 3.2.1.36)は、四糖
類および六糖類最終産物を生じるｅｎｄｏ－β－グルクロニダーゼ群である。これらの酵
素群は、ヒアルロナートのβ－Ｄ－グルクロネートとＮ－アセチル－Ｄ－グルコサミン残
基の間の１→３－架橋の加水分解を触媒する。ヒル類由来のヒアルロニダーゼ群の例は、
Hirudinidae(例えば、ドイツ蛭)、イシビル科(例えば、Nephelopsis obscuraおよびErpob
della punctata)、Glossiphoniidae(例えば, Desserobdella picta, Helobdella stagnal
is, Glossiphonia complanata, Placobdella ornateおよびテロミゾン属)およびヘモピ科
(Haemopis marmorata)を含むが、これらに限定されない(Hovingh et al. (1999) Comp Bi
ochem Physiol B BiochemMol Biol. 124(3):319-26)ヒアルロニダーゼである。ヒルヒア
ルロニダーゼと同じ作用機序を有する細菌由来のヒアルロニダーゼの例は、シアノバクテ
リア、シネココックス属(株RCC307、配列番号９７)由来のものである。
【０２４９】
　２. 他のヒアルロナン分解酵素群
　ヒアルロニダーゼファミリーに加えて、他のヒアルロナン分解酵素群が、ここに提供す



(64) JP 2014-518217 A 2014.7.28

10

20

30

40

50

るＣＳＩＩ方法において使用できる。例えば、ヒアルロナンを開裂する能力を有する特定
のコンドロイチナーゼ群およびリアーゼ群を含む酵素群を用いることができる。ヒアルロ
ナンを分解できるコンドロイチナーゼ群の例は、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としても知られる)およびコンドロイ
チンＣリアーゼを含むが、これらに限定されない。このような酵素群のここに提供する組
成物、組み合わせおよび方法において使用するための産生および精製方法は知られている
(例えば、米国特許６,０５４,５６９；Yamagata, et al. (1968) J. Biol. Chem. 243(7)
:1523-1535;Yang et al. (1985) J. Biol. Chem. 160(30):1849-1857)。
【０２５０】
　コンドロイチンＡＢＣリアーゼは、２種の酵素群、コンドロイチン－硫酸－ＡＢＣエン
ドリアーゼ(EC 4.2.2.20)およびコンドロイチン－硫酸－ＡＢＣエキソリアーゼ(EC 4.2.2
.21)(Hamai et al. (1997) J Biol Chem. 272(14):9123-30)を含み、コンドロイチン－硫
酸－およびデルマタン－硫酸タイプの種々のグリコサミノグリカン類を分解する。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、本酵素はまたヒアルロナ
ン上で低速で作用する。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－およびデルマタン－硫酸型の種々のグリコサミノグリカン類を分解し、種々のサ
イズのΔ４－不飽和オリゴ糖類の混合物を生じ、それは最終的にΔ４－不飽和四糖類およ
び二糖類に分解される。コンドロイチン－硫酸－ＡＢＣエキソリアーゼは、類似の基質特
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
リアーゼにより産生されるそのオリゴ糖フラグメントの両方の非還元末端から二糖残基を
事除去する(Hamai, A. et al. (1997) J. Biol. Chem. 272:9123-9130)。コンドロイチン
－硫酸－ＡＢＣエンドリアーゼ群およびコンドロイチン－硫酸－ＡＢＣエキソリアーゼ群
の例は、プロテウス・ブルガリスおよびフラボバクテリウム・ヘパリナム由来のものを含
むが、これらに限定されない(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に示す；Sato et al. (1994) Appl. Microbiol. Biotechnol
. 41(1):39-46)。
【０２５１】
　コンドロイチンＡＣリアーゼ(EC 4.2.2.5)は、コンドロイチン硫酸ＡおよびＣ、コンド
ロイチンおよびヒアルロン酸に活性であるが、デルマタン硫酸(コンドロイチン硫酸Ｂ)に
活性ではない。細菌由来のコンドロイチナーゼＡＣ酵素群の例は、それぞれ配列番号９９
および１００に示すフラボバクテリウム・ヘパリナムおよびビクチバリス・バンデンシス
およびアルスロバクタ・オウレセンス由来のものを含むが、これらに限定されない(Tkale
c et al. (2000) Applied and Environmental Microbiology 66(1):29-35; Ernst et al.
 (1995) Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology 30(5):387-444)。
【０２５２】
　コンドロイチナーゼＣはコンドロイチン硫酸Ｃを分解し、四糖と不飽和６－硫酸化二糖
(デルタジ－６Ｓ)を産生する。それはまたヒアルロン酸を開裂し、不飽和非硫酸化二糖(
デルタジ－ＯＳ)を産生する。細菌由来のコンドロイチナーゼＣ酵素群の例は、レンサ球
菌およびフラボバクテリウム由来のものを含むが、これらに限定されない(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)。
【０２５３】
　３. 切断型ヒアルロナン分解酵素群または他の溶解性形態
ヒアルロナン分解酵素群は、膜結合または膜型形態として存在でき、または細胞から発現
されたとき培地に分泌され、それ故、溶解性形態として存在できる。本発明の目的で、ヒ
アルロナン分解酵素群は、細胞から発現され、分泌されたとき、細胞膜と結合性ではなく
、それ故に溶解性形態で存在するあらゆるヒアルロナン分解酵素群を含む。溶解性ヒアル
ロナン分解酵素群は、非ヒトヒアルロニダーゼ群(例えば動物または細菌ヒアルロニダー
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ゼ群)、例えばウシＰＨ２０またはヒツジＰＨ２０、およびヒトヒアルロニダーゼ群、例
えばＨｙａｌ１、または非ヒトまたはヒト膜型ヒアルロニダーゼ群の切断型形態、特にヒ
トＰＨ２０の切断型形態、その対立形質変異体およびその他の変異体を含む、ヒアルロニ
ダーゼ群を含むが、これらに限定されない。本発明の配合剤におけるヒアルロナン分解酵
素群の例は、グリコシルホスファチジルイノシトール(ＧＰＩ)アンカーの１個以上のアミ
ノ酸残基を欠き、ヒアルロニダーゼ活性を維持するヒアルロナン分解酵素の切断型形態で
ある。一例において、通常ＧＰＩアンカーを介する膜アンカー型であるヒトヒアルロニダ
ーゼＰＨ２０を、Ｃ末端のＧＰＩアンカーの全てまたは一部の短縮化および除去により溶
解性できる。
【０２５４】
　それ故に、数例において、通常ＧＰＩアンカー型(例えば、ヒトＰＨ２０)であるヒアル
ロナン分解酵素を、Ｃ末端短縮化により溶解性にできる。このような短縮化は、ＧＰＩア
ンカー付着シグナル配列の全ての除去であってよく、またはＧＰＩアンカー付着シグナル
配列のいくつかのみの除去であってよい。得られるポリペプチドは、しかしながら、溶解
性である。溶解性ヒアルロナン分解酵素がＧＰＩアンカー付着シグナル配列の一部を残す
とき、ポリペプチドが溶解性であり(すなわち細胞で発現されたとき分泌され)、かつ活性
である限り、ＧＰＩアンカー付着シグナル配列の１個、２個、３個、４個、５個、６個、
７個、８個、９個、１０個以上アミノ酸残基を維持する。当業者は、当分野で知られた方
法を使用してポリペプチドがＧＰＩアンカー型であるか否かを決定できる。このような方
法は、ＧＰＩアンカー付着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の
既知あるゴリ済みの使用、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)での消化前後の溶解性分析実施を含むが、これら
に限定されない。
【０２５５】
　溶解性ヒアルロニダーゼの例は、ヒアルロニダーゼが溶解性であり、ヒアルロニダーゼ
活性を維持する限り、あらゆる種由来のＰＨ２０、例えば配列番号１、２、１１、２５、
２７、３０～３２、６３～６５および１８５～１８６に示すいずれか、またはＣ末端ＧＰ
Ｉアンカーの全てまたは一部を欠くその切断型形態である。Ｃ末端切断型であり、ＧＰＩ
アンカー付着シグナル配列の全てまたは一部を欠く溶解性ヒアルロニダーゼ群の例は、例
えば、ヒトおよびチンパンジーＰＨ２０ポリペプチド類のような霊長類起源ＰＨ２０ポリ
ペプチド類を含むが、これらに限定されない。例えば、溶解性ＰＨ２０ポリペプチド類は
、配列番号１、２または１８５に示す成熟または前駆体ポリペプチド、またはその活性フ
ラグメントを含む、その対立形質または他の変異体のいずれかのＣ末端短縮化により製造
でき、ここで、得られるポリペプチドは溶解性であり、ＧＰＩアンカー付着シグナル配列
由来のアミノ酸残基の全てまたは一部を欠く。また溶解性ヒアルロニダーゼ群に包含され
るのは、配列番号１、２、１１、２５、２７、３０～３２、６３～６５および１８５～１
８６のいずれかの対立形質変異体または他の変異体、またはその切断型形態である。対立
形質変異体および他の変異体は当業者に知られており、配列番号１、２、１１、２５、２
７、３０～３２、６３～６５および１８５～１８６、またはその切断型形態のいずれかと
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類を含む。アミノ酸変
異体は保存的および非保存的変異を含む。アミノ酸変異体は保存的および非保存的変異を
含む。重要であるか、他の点でヒアルロニダーゼの活性に必要である残基、例えば上記の
または当業者に知られたいずれかは、一般的に不変であり、変化できないことは理解され
よう。これらは、例えば、活性部位残基を含む。それ故に、例えば、ヒトＰＨ２０ポリペ
プチド、またはその溶解性形態のアミノ酸残基１１１、１１３および１７６(配列番号２
に示す成熟ＰＨ２０ポリペプチドの残基に対応)は一般的に不変であり、変えられない。
グリコシル化および適切な折りたたみに必要なジスルフィド結合形成に関与する他の残基
も不変であり得る。
【０２５６】
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　　ａ. Ｃ末端切断型ヒトＰＨ２０
　溶解性ヒアルロニダーゼの例はＣ末端切断型ヒトＰＨ２０である。組み換えヒトＰＨ２
０のＣ末端切断型形態は製造され、ここに記載する配合剤に使用できる。このような溶解
性形態のＰＨ２０製造は米国特許７,７６７,４２９および米国特許出願番号ＵＳ２００４
０２６８４２５、ＵＳ２００５０２６０１８６、ＵＳ２００６０１０４９６８およびＵＳ
２０１００１４３４５７に記載されている。
【０２５７】
　例えば、Ｃ末端切断型ＰＨ２０ポリペプチド類は、少なくともアミノ酸類３６～４６４
(ヒアルロニダーゼ活性に必須の最小部分)または配列番号１の少なくともアミノ酸類３６
～４６４と少なくとも８５％、例えば少なくとも８６％、８７％、８８％、８９％、９０
％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％配列同一性を有
するアミノ酸配列を有し、ヒアルロニダーゼ活性を維持するアミノ酸配列を含むポリペプ
チド類である。これらのポリペプチド類に包含されるのは、ＧＰＩアンカー付着シグナル
配列の全てを完全に欠くヒトＰＨ２０ポリペプチド類である。またこれらのポリペプチド
類に包含されるのは、ＧＰＩアンカー付着シグナル配列の連続アミノ酸残基のいくつかを
欠くヒトＰＨ２０ポリペプチド類である(伸長溶解性ＰＨ２０(ｅｓＰＨ２０)と呼ぶ；例
えばＵＳ２０１００１４３４５７参照)。Ｃ末端切断型ＰＨ２０ポリペプチド類は、完全
長野生型ポリペプチド、例えば配列番号１または２に示す配列を有する完全長野生型ポリ
ペプチド、または対立形質または種変異体またはその他の変異体と比較して１個、２個、
３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、１１個、１２個、１３個、１４個
、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個、２５個、３０個、３５個、４０個
、４５個、５０個、５５個、６０個以上アミノ酸によりＣ末端切断型である。それ故に、
ＥＲにおけるタンパク質のＣ末端と共有結合し、原形質膜の細胞外小葉に固定されている
ＧＰＩアンカーを有する代わりに、これらのポリペプチド類は細胞から発現されたときに
分泌され、溶解性である。
【０２５８】
　ここに提供されるＣ末端切断型ヒトＰＨ２０ポリペプチド類の例は、配列番号１の少な
くともアミノ酸類３６～４６４を含み、配列番号１に示すアミノ酸配列のアミノ酸４６５
位、４６６位、４６７位、４６８位、４６９位、４７０位、４７１位、４７２位、４７３
位、４７４位、４７５位、４７６位、４７７位、４７８位、４７９位、４８０位、４８１
位、４８２位、４８３位、４８４位、４８５位、４８６位、４８７位、４８８位、４８９
位、４９０位、４９１位、４９２位、４９３位、４９４位、４９５位、４９６位、４９７
位、４９８位、４９９位または５００位の後でＣ末端切断型であるか、またはそれに対し
て少なくとも８５％配列同一性、例えば少なくとも８６％、８７％、８８％、８９％、９
０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％配列同一性を
示し、ヒアルロニダーゼ活性を維持するその変異体である。表４は、例示的なＣ末端切断
型ＰＨ２０ポリペプチド類の非限定的例を示す。Ｃ末端切断型ＰＨ２０タンパク質類の前
駆体および成熟ポリペプチド類の例示的なアミノ酸配列が示される下記表３において、前
駆体および成熟ポリペプチド類の長さ(アミノ酸長)、および配列識別子(配列番号)を提供
する。野生型ＰＨ２０ポリペプチドもまた比較のために表４に包含させる。
【０２５９】
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【表４】

【０２６０】
　　ｂ. ｒＨｕＰＨ２０
　配列番号１のＣ末端切断型形態の例は、配列番号１に示す配列のアミノ酸４８２の後で
切断型であるそのポリペプチドである。このようなポリペプチドは、アミノ酸類１～４８
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２をコードする核酸分子により産生できる(配列番号３に示す)。このような核酸分子の例
を配列番号４９に示す。翻訳後処理は３５アミノ酸シグナル配列を除き、４４７アミノ酸
溶解性組み換えヒトＰＨ２０(配列番号４)をもたらす。培養培地で産生されるため、ｒＨ
ｕＰＨ２０と命名された生成物が種々の量で配列番号４～９のいずれか１種以上を含み得
る種の混合物を含むように、Ｃ末端に不均一性がある。典型的に、ｒＨｕＰＨ２０は、活
性を維持するための正確なＮ－グリコシル化を促進する細胞、例えばＣＨＯ細胞(例えば
ＤＧ４４　ＣＨＯ細胞)で産生される。
【０２６１】
　４. ヒアルロナン分解酵素群のグリコシル化
　ヒアルロニダーゼ群を含むいくつかのヒアルロナン分解酵素群の、Ｎ－およびＯ架橋グ
リコシル化を含むグリコシル化は、その触媒活性および安定性に重要である。糖タンパク
質を修飾するグリカンのタイプの変更はタンパク質の抗原性、構造的折りたたみ、溶解性
、および安定性に大きな影響を与え得るが、ほとんどの酵素群は、最適酵素活性のために
グリコシル化は不要であると考えられている。あるヒアルロニダーゼ群について、Ｎ架橋
グリコシル化の除去は、ヒアルロニダーゼ活性をほぼ完全に不活化する。それ故に、この
ようなヒアルロニダーゼ群にとって、Ｎ架橋グリカン類の存在は活性酵素産生に重要であ
る。
【０２６２】
　Ｎ架橋オリゴ糖類は大きく数種(オリゴマンノース、複合体、ハイブリッド、硫酸化)に
分けられ、その全てが、－Ａｓｎ－Ｘａａ－Ｔｈｒ／Ｓｅｒ－配列(ここで、ＸａａはＰ
ｒｏではない)に入るＡｓｎ残基のアミド窒素を介して結合した(Ｍａｎ)３－ＧｌｃＮＡ
ｃ－ＧｌｃＮＡｃ－コアを有する。－Ａｓｎ－Ｘａａ－Ｃｙｓ－部位でのグリコシル化は
、凝固タンパク質Ｃについて報告されている。ある例において、ヒアルロナン分解酵素、
例えばヒアルロニダーゼはＮ－グリコシド架橋およびＯ－グリコシド架橋の両者を含み得
る。例えば、ＰＨ２０はＯ架橋オリゴ糖類ならびにＮ架橋オリゴ糖類を含む。配列番号１
に例示するヒトＰＨ２０のＮ８２、Ｎ１６６、Ｎ２３５、Ｎ２５４、Ｎ３６８、Ｎ３９３
、Ｎ４９０に７カ所の潜在的Ｎ架橋グリコシル化部位がある。アミノ酸残基Ｎ８２、Ｎ１
６６およびＮ２５４は、複合体型グリカンで占拠され、アミノ酸残基Ｎ３６８およびＮ３
９３は高マンノース型グリカンで占拠されている。アミノ酸残基Ｎ２３５は約８０％高マ
ンノース型グリカンおよび２０％複合体型グリカンで占拠されている。上記のとおり、Ｎ
４９０でのＮ架橋グリコシル化はヒアルロニダーゼ活性に必須ではない。
【０２６３】
　数例において、ここで使用するためのヒアルロナン分解酵素群は、グリコシル化部位の
１カ所または全てでグリコシル化されている。例えば、ヒトＰＨ２０、またはその溶解性
形態について、配列番号１のアミノ酸類Ｎ８２、Ｎ１６６、Ｎ２３５、Ｎ２５４、Ｎ３６
８、およびＮ３９３に対応する２箇所、３箇所、４箇所、５箇所、または６箇所のＮ－グ
リコシル化部位がグリコシル化される。数例において、ヒアルロナン分解酵素群は、１箇
所以上の天然グリコシル化部位でグリコシル化される。一般的にＰＨ２０の溶解性形態は
、グリコシル化がヒアルロニダーゼ群の触媒活性および安定性に重要であるために、ポリ
ペプチドが活性を維持することを確実にするために、正確な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産生される。このような細胞は、例えばチャイニーズハムス
ター卵巣(ＣＨＯ)細胞(例えばＤＧ４４　ＣＨＯ細胞)を含む。
【０２６４】
　他の例において、ヒアルロナン分解酵素群は、１箇所以上の付加的部位でポリペプチド
のグリコシル化を付与するために１箇所以上の非天然グリコシル化部位で修飾される。こ
のような例において、付加的糖分子の付着は、分子の薬物動態学的特性を亢進でき、例え
ば半減期を改善しおよび／または活性を改善する。
【０２６５】
　ここに提供され方法において使用する他の例において、ヒアルロナン分解酵素群、例え
ばＰＨ２０またはヒトＰＨ２０は、一部脱グリコシル化されている(またはＮ－部分的グ
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リコシル化ポリペプチド類)(例えばＵＳ２０１００１４３４５７参照)。グリコシダーゼ
群、またはグリコシドヒドロラーゼ群は、２個の小さな糖類を産生するためにグリコシド
結合の加水分解を触媒する酵素群である。Ｎ－グリカン類の主なタイプは高マンノースグ
リカン、ハイブリッドグリカンおよび複合体グリカンを含む。部分的タンパク質脱グリコ
シル化しか生じない数種のグリコシダーゼ群は以下のものを含む。高マンノースおよびハ
イブリッド型グリカンを開裂するＥｎｄｏＦ１；二分岐複合体型グリカンを開裂するＥｎ
ｄｏＦ２；二分岐およびさらに分岐した複合体グリカンを開裂する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開裂するＥｎｄｏＨ。例えば、ＰＨ２０(
例えばｒＨｕＰＨ２０と命名された組み換えＰＨ２０)の上記グリコシダーゼ群の一つま
たは全て(例えばＥｎｄｏＦ１、ＥｎｄｏＦ２、ＥｎｄｏＦ３および／またはＥｎｄｏＨ)
での処理は、部分的脱グリコシル化をもたらす。これらの部分的脱グリコシル化ＰＨ２０
ポリペプチド類は、完全グリコシル化ポリペプチド類と同等なヒアルロニダーゼ酵素活性
を示し得る。対照的に、ＰＨ２０を、全てのＮ－グリカンを開裂するグリコシダーゼであ
るＰＮＧａｓｅＦまたはＧｌｃＮＡｃホスホトランスフェラーゼ(ＧＰＴ)阻害剤ツニカマ
イシンで処理すると、全Ｎ－グリカンの完全脱グリコシル化をもたらし、それ故に、ＰＨ
２０を酵素的に不活性とする。それ故に、全てのＮ架橋グリコシル化部位(例えば、配列
番号１に例示するヒトＰＨ２０のアミノ酸類Ｎ８２、Ｎ１６６、Ｎ２３５、Ｎ２５４、Ｎ
３６８、およびＮ３９３)をグリコシル化できるが、１種以上のグリコシダーゼ群での処
理は、１種以上のグリコシダーゼ群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下させ得る。
【０２６６】
　それ故に、部分的脱グリコシル化ヒアルロナン分解酵素群、例えば部分的脱グリコシル
化溶解性ヒアルロニダーゼ群を、１種以上のグリコシダーゼ群、一般的に全てのＮ－グリ
カンを除去せず、タンパク質を部分的脱グリコシル化するグリコシダーゼで消化させるこ
とにより製造できる。部分的脱グリコシル化溶解性ＰＨ２０ポリペプチド類を含む部分的
脱グリコシル化ヒアルロナン分解酵素群は、完全グリコシル化ポリペプチドのグリコシル
化レベルの１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％または８０％を有
し得る。一例において、配列番号１のアミノ酸類Ｎ８２、Ｎ１６６、Ｎ２３５、Ｎ２５４
、Ｎ３６８、およびＮ３９３に対応する１箇所、２箇所、３箇所、４箇所、５箇所または
６箇所のＮ－グリコシル化部位は、高マンノースまたは複合体型グリカンをもはや含まな
いが、少なくとも１個のＮ－アセチルグルコサミン部分を含むように、部分的脱グリコシ
ル化される。数例において、配列番号１のアミノ酸類Ｎ８２、Ｎ１６６およびＮ２５４に
対応するＮ－グリコシル化部位の１箇所、２箇所または３箇所が脱グリコシル化され、す
なわち、それは糖部分を含まない。他の例において、配列番号１のアミノ酸類Ｎ８２、Ｎ
１６６、Ｎ２３５、Ｎ２５４、Ｎ３６８、およびＮ３９３に対応する３箇所、４箇所、５
箇所、または６箇所のＮ－グリコシル化部位がグリコシル化される。グリコシル化アミノ
酸残基はＮ－アセチルグルコサミン部分を最小限含む。典型的に、部分的脱グリコシル化
溶解性ＰＨ２０ポリペプチド類を含む部分的脱グリコシル化ヒアルロナン分解酵素群は、
完全グリコシル化ポリペプチドのヒアルロニダーゼ活性の１０％、２０％、３０％、４０
％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、１１０％、１２０％、１３０
％、１４０％、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。
【０２６７】
　５. 薬物動態学的特性を改善するためのヒアルロナン分解酵素群の修飾
　ヒアルロナン分解酵素群を、その薬物動態学的特性を修飾するために、例えばインビボ
半減期を延長するためにおよび／または活性を高めるために修飾できる。ここに提供する
方法において使用するためのヒアルロナン分解酵素群の修飾は、ポリマー、例えばデキス
トラン、ポリエチレングリコール(ペグ化(ＰＥＧ))またはシアリル部分、または他のこの
ようなポリマー類、例えば自然なまたは糖ポリマー類を、直接的なまたは、例えば共有結
合したまたは他の安定な架橋を介するようなリンカーを介して間接的に結合することを含
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み得る。
【０２６８】
　治療剤のペグ化はタンパク質分解に対する抵抗性を高め、血漿半減期を延長し、抗原性
および免疫原性を減少させることが知られている。重合体分子、例えばポリエチレングリ
コール部分(ＰＥＧ)のヒアルロナン分解酵素への共有結合性のまたは他の安定な付着(con
jugation)は、故に、得られた酵素－ポリマー組成物に有利な特性を付与し得る。このよ
うな特性は生体適合性改善、対象、細胞および／または他の組織内の血中タンパク質(お
よび酵素活性)半減期延長、プロテアーゼ群および加水分解からのタンパク質の有効な遮
蔽、体内分布改善、薬物動態学および／または薬力学改善、および水溶解性を含む。
【０２６９】
　ヒアルロナン分解酵素と組み合わせることができるポリマー類の例は、天然および合成
ホモポリマー類、例えばポリオール類(すなわちポリ－ＯＨ)、ポリアミン類(すなわちポ
リ－ＮＨ２)およびポリカルボキシル酸類(すなわちポリ－ＣＯＯＨ)、およびさらなるヘ
テロポリマー類、すなわち１種以上の種々のカップリング基、例えばヒドロキシル基およ
びアミン基を含むポリマー類を含む。適当な重合体分子の例は、ポリアルキレンオキシド
類(ＰＡＯ)、例えばポリプロピレングリコール類(ＰＥＧ)、メトキシポリエチレングリコ
ール類(ｍＰＥＧ)およびポリプロピレングリコール類を含むポリアルキレングリコール類
(ＰＡＧ)、ＰＥＧ－グリシジルエーテル類(Ｅｐｏｘ－ＰＥＧ)、ＰＥＧ－オキシカルボニ
ルイミダゾール(ＣＤＩ－ＰＥＧ)分枝ポリエチレングリコール類(ＰＥＧｓ)、ポリビニル
アルコール(ＰＶＡ)、ポリカルボキシレート類、ポリビニルピロリドン、ポリ－Ｄ,Ｌ－
アミノ酸類、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－デキストラン類を含むデキストラン類、ヘパリン、相同的アルブ
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よびヒドロキシプロピルセルロースを含
むセルロース類、キトサンの加水分解物、デンプン類、例えばヒドロキシエチル－デンプ
ン類およびヒドロキシプロピル－デンプン類、グリコーゲン、アガロース類およびその誘
導体、グアーガム、プルラン、イヌリン、キサンタンガム、カラゲナン、ペクチン、アル
ギン酸加水分解物およびバイオポリマー類から選択される重合体分子である。
【０２７０】
　典型的に、ポリマー類は、多糖類、例えばデキストラン、プルランなどと比較して、架
橋できる活性基が少ない、ポリアルキレンオキシド類(ＰＡＯ)、例えばポリエチレンオキ
シド類、例えばＰＥＧ、典型的にｍＰＥＧである。典型的に、ポリマー類は、非毒性重合
体分子、例えば相対的に単純な化学反応を使用してヒアルロナン分解酵素(例えば、タン
パク質表面上の付着基)と共有結合できる(ｍ)ポリエチレングリコール(ｍＰＥＧ)である
。
【０２７１】
　ヒアルロナン分解酵素への結合のための適当な重合体分子は、ポリエチレングリコール
(ＰＥＧ)およびＰＥＧ誘導体、例えばメトキシ－ポリエチレングリコール類(ｍＰＥＧ)、
ＰＥＧ－グリシジルエーテル類(Ｅｐｏｘ－ＰＥＧ)、ＰＥＧ－オキシカルボニルイミダゾ
ール(Ｃジ－ＰＥＧ)、分枝ＰＥＧｓ、およびポリエチレンオキシド(ＰＥＯ)を含むが、こ
れらに限定されない(例えばRoberts et al., Advanced Drug Delivery Review 2002, 54:
 459-476; Harris and Zalipsky, S (eds.) “Poly(ethylene glycol), Chemistry and B
iological Applications” ACS Symposium Series 680, 1997; Mehvar et al., J. Pharm
. Pharmaceut. Sci., 3(1):125-136, 2000; Harris, Nature Reviews 2(3):214-221 (200
3); and Tsubery, J Biol. Chem 279(37):38118-24, 2004参照)。重合体分子は、典型的
に約３ｋDa～約６０ｋDaの範囲の分子量を有する。幾つかの態様において、タンパク質、
例えばｒＨｕＰＨ２０とコンジュゲートする重合体分子は、５ｋDa、１０ｋDa、１５ｋDa
、２０ｋDa、２５ｋDa、３０ｋDa、３５ｋDa、４０ｋDa、４５ｋDa、５０ｋDa、５５ｋDa
、６０ｋDaまたは６０ｋDaを超える分子量を有する。
【０２７２】
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　ＰＥＧまたはＰＥＧ誘導体(すなわち“ペグ化”)を共有結合により結合(コンジュゲー
ト)させることによりポリペプチド類を修飾する種々の方法が当分野で知られている(例え
ば、米国公開番号２００６０１０４９６８および米国２００４０２３５７３４；米国特許
番号５,６７２,６６２および米国６,７３７,５０５参照)。ペグ化の方法は、特定化リン
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)、単一コンジュゲーション部位への複数ＰＥＧ分子の付着(例えば、分枝
ＰＥＧの使用を介する；例えば、Guiotto et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 12:177-18
0, 2002参照)、部位特異的ペグ化および／またはモノ－ペグ化(例えば、Chapman et al.,
 Nature Biotech. 17:780-783, 1999参照)、および部位特異的酵素ペグ化(例えば、Sato,
 Adv. Drug Deliv. Rev., 54:487-504, 2002参照)を含むが、これらに限定されない(また
例えば、Lu and Felix (1994) Int. J. Peptide Protein Res. 43:127-138; Lu and Feli
x (1993) Peptide Res. 6:142-6, 1993; Felix et al. (1995) Int. J. Peptide Res. 46
:253-64; Benhar et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:13398-404; Brumeanu et al. (199
5) J Immunol. 154:3088-95; see also, Caliceti et al. (2003) Adv. Drug Deliv. Rev
. 55(10):1261-77 and Molineux (2003) Pharmacotherapy 23 (8 Pt 2):3S-8S参照)。文
献に記載された方法および技術により、一タンパク質分子に結合した１個、２個、３個、
４個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個または１０個を超えるＰＥＧまたはＰＥＧ
誘導体を有するタンパク質類が産生される(例えば、米国特許公開番号２００６０１０４
９６８参照)。
【０２７３】
　ペグ化のための多くの反応材が文献に記載されている。このような反応材は、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スクシンイミジルアルファ－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、ｍＰＥＧスクシンイミジルブタノエー
ト、ｍＰＥＧカルボキシメチル３－ヒドロキシブタノイック酸スクシンイミジルエステル
、ホモ二官能的ＰＥＧ－スクシンイミジルプロピオネート、ホモ二官能的ＰＥＧプロピオ
ンアルデヒド、ホモ二官能的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－カーボネートＰＥＧ、ｍＰＥＧ－ベンゾトリアゾールカーボ
ネート、プロピオンアルデヒドＰＥＧ、ｍＰＥＧブチルアルデヒド、分枝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、ｍＰＥ
Ｇ“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ＰＥ
Ｇ－ＮＨＳ、フルオレッセインＰＥＧ－ＮＨＳ、およびビオチンＰＥＧ－ＮＨＳを含むが
、これらに限定されない(例えば、Monfardini et al., Bioconjugate Chem. 6:62-69, 19
95; Veronese et al., J. Bioactive Compatible Polymers 12:197-207；米国５,６７２,
６６２；米国５,９３２,４６２；米国６,４９５,６５９；米国６,７３７,５０５；米国４
,００２,５３１；米国４,１７９,３３７；米国５,１２２,６１４；米国５,３２４、８４
４；米国５,４４６,０９０；米国５,６１２,４６０；米国５,６４３,５７５；米国５,７
６６,５８１；米国５,７９５、５６９；米国５,８０８,０９６；米国５,９００,４６１；
米国５,９１９,４５５；米国５,９８５,２６３；米国５,９９０、２３７；米国６,１１３
,９０６；米国６,２１４,９６６；米国６,２５８,３５１；米国６,３４０,７４２；米国
６,４１３,５０７；米国６,４２０,３３９；米国６,４３７,０２５；米国６,４４８,３６
９；米国６,４６１,８０２；米国６,８２８,４０１；米国６,８５８,７３６；米国２００
１／００２１７６３；米国２００１／００４４５２６；米国２００１／００４６４８１；
米国２００２／００５２４３０；米国２００２／００７２５７３；米国２００２／０１５
６０４７；米国２００３／０１１４６４７；米国２００３／０１４３５９６；米国２００
３／０１５８３３３；米国２００３／０２２０４４７；米国２００４／００１３６３７；
ＵＳ　２００４／０２３５７３４；米国２００５／０１１４０３７；米国２００５／０１
７１３２８；米国２００５／０２０９４１６；ＥＰ０１０６４９５１；ＥＰ０８２２１９
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９；ＷＯ０１０７６６４０；ＷＯ０００２０１７；ＷＯ０２４９６７３；ＷＯ０５００３
６０；ＷＯ９４２８０２４；およびＷＯ０１８７９２５参照)。
【０２７４】
Ｆ. 超速効性インスリン製剤、およびその安定な製剤
　超速効性インスリン組成物は、速効性インスリン、例えば速効性インスリン類似体(ま
たは速効型類似体)、およびヒアルロナン分解酵素を含む配合剤である。このような組成
物を本発明のＣＳＩＩ方法に使用できる。超速効性インスリン組成物は、慣用の速効性イ
ンスリン類、例えばインスリン類似体と比較して、非糖尿病性対象で遊離される内因性(
すなわち自然の)食後インスリンをより模倣する超高速インスリン応答を産生する。この
ような超速効性インスリン組成物は当分野で知られている(例えば米国公開番号ＵＳ２０
０９０３０４６６５参照)。
【０２７５】
　超速効性インスリン組成物は、血糖値をコントロールするための治療有効量の速効性イ
ンスリンおよび組成物を超速効性インスリン組成物とするのに十分な量のヒアルロナン分
解酵素を含む。セクションＤに記載したあらゆる速効性インスリンおよびセクションＥに
記載したあらゆるヒアルロナン分解酵素を、得られる組成物が投与したとき超高速インス
リン応答を発揮する限り、超速効性インスリン組成物を作製するために配合剤で組み合わ
せることができる。
【０２７６】
　一般的に、超速効性インスリン組成物中の速効性インスリンの量は正確にまたは約１０
Ｕ／mL～１０００Ｕ／mLであり、ヒアルロナン分解酵素の量は１Ｕ／mL～１０,０００Ｕ
／mLに機能的等価である。例えば、速効性インスリンの量は正確にまたは約または少なく
とも１００Ｕ／mLであり、ヒアルロナン分解酵素の量は正確にまたは約または少なくとも
６００Ｕ／mLと機能的等価である。速効性インスリンがレギュラーインスリン、インスリ
ンリスプロ、インスリンアスパルトまたはインスリングルリジンまたは他の同様は大きさ
の速効性インスリンであるいくつかの例において、超速効性組成物中のインスリンの量は
正確にまたは約０.３５mg／mL～３５mg／mLである。
【０２７７】
　具体例において、ヒアルロナン分解酵素は、米国仮出願番号６１／５２０,９６２であ
り、“ヒアルロナン分解酵素およびインスリンの安定な配合剤”と題するものに記載の安
定な配合剤である。具体例において、連続的皮下注入の目的のために、超速効性インスリ
ン組成物は少なくとも３日間、正確にまたは約３２℃～４０℃の温度で安定である。
【０２７８】
　１. 安定な配合剤
　ここに提供する配合剤は治療有効量の速効性インスリン、例えば速効型インスリン類似
体(例えばインスリンリスプロ、インスリンアスパルトまたはインスリングルリジン)を含
む。例えば、配合剤は超即効性インスリンを約１０単位／mL～１０００Ｕ／mL、１００Ｕ
／mL～１０００Ｕ／mL、または５００Ｕ／mL～１０００Ｕ／mL、例えば少なくともまたは
凡そ少なくとも１０Ｕ／mL、２０Ｕ／mL、３０Ｕ／mL、４０Ｕ／mL、５０Ｕ／mL、６０Ｕ
／mL、７０Ｕ／mL、８０Ｕ／mL、９０Ｕ／mL、１００Ｕ／mL、１５０Ｕ／mL、２００Ｕ／
mL、２５０Ｕ／mL、３００Ｕ／mL、３５０Ｕ／mL、４００Ｕ／mL、４５０Ｕ／ml、５００
Ｕ／mLまたは１０００Ｕ／mLの量で含む。例えば、ここに提供する配合剤は、速効性のイ
ンスリン、例えば速効型インスリン類似体(例えばインスリンリスプロ、インスリンアス
パルトまたはインスリングルリジン)を少なくとも正確にまたは約１００Ｕ／mLの量で含
む。
【０２７９】
　安定な配合剤中のヒアルロナン分解酵素、例えばヒアルロニダーゼ、例えばＰＨ２０(
例えばｒＨｕＰＨ２０)の量は、組成物を超速効性とする量である。例えば、ヒアルロナ
ン分解酵素は、少なくとも正確にまたは少なくとも約３０単位／mLと機能的等価の量であ
る。例えば、安定な配合剤は、ヒアルロナン分解酵素、例えばヒアルロニダーゼ、例えば
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ＰＨ２０(例えばｒＨｕＰＨ２０)を正確にまたは約３０単位／mL～３０００Ｕ／mL、３０
０Ｕ／mL～２０００Ｕ／mLまたは６００Ｕ／mL～２０００Ｕ／mLまたは６００Ｕ／mL～１
０００Ｕ／mL、例えば少なくとも正確にまたは少なくとも約３０Ｕ／mL、３５Ｕ／mL、４
０Ｕ／mL、５０Ｕ／mL、１００Ｕ／mL、２００Ｕ／mL、３００Ｕ／mL、４００Ｕ／mL、５
００Ｕ／mL、６００Ｕ／mL、７００Ｕ／mL、８００Ｕ／mL、９００Ｕ／mL、１０００Ｕ／
ml、２０００Ｕ／mLまたは３０００Ｕ／mLの量で含む。例えば、ここに提供する配合剤は
少なくとも１００Ｕ／mL～１０００Ｕ／mL、例えば少なくともまたは凡そ少なくともまた
は約または６００Ｕ／mLの量のＰＨ２０(例えばｒＨｕＰＨ２０)を含む。
【０２８０】
　安定な配合剤の容積は、それを入れる容器に適当なあらゆる容積であり得る。数例にお
いて、配合剤はバイアル、シリンジ、ペン、ポンプ用保存室または閉鎖ループ系、または
あらゆる他の適切な容器に入れられる。例えば、ここに提供される配合剤は、正確にまた
は約０.１mL～５００mL、例えば０.１mL～１００mL、１mL～１００mL、０.１mL～５０mL
、例えば少なくともまたは凡そ少なくともまたは約または０.１mL、１mL、２mL、３mL、
４mL、５mL、１０mL、１５mL、２０mL、３０mL、４０mL、５０mLまたはそれ以上である。
【０２８１】
　安定な配合剤において、製剤中のインスリン類似体を含むインスリンの安定性は、少な
くともまたは約３２℃～４０℃の保存温度下のインスリンの回収、純度および／または活
性の関数である。ここに提供する製剤はインスリン回収、純度および／または活性を、製
剤が使用ここに記載するとおり治療使用に適当であるように維持する。例えば、ここに提
供する製剤において、ここに記載するとおりの時間および保存または使用条件下のインス
リン純度(例えばＲＰ－ＨＰＬＣまたは他の類似法で測定して)は、保存または使用前の製
剤におけるインスリン純度、効能または回収の少なくとも９０％、例えば、少なくとも９
０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％また
はそれ以上である。一般的に、インスリン純度(例えばＲＰ－ＨＰＬＣによる)について、
目標とする許容される明細は少なくともまたは約９０％純度または約または９０％を超え
る純度である。他の例において、インスリン純度は、例えば、非変性または変性サイズ排
除クロマトグラフィー(ＳＥＣ)を使用して、インスリン凝集の関数として評価できる。こ
のような例において、ここに提供される配合剤において、ピーク面積で２％以下、例えば
、１.９％以下、１.８％、１.７％、１.６％、１.５％、１.４％,１.３％、１.２％、１.
１％、１.０％以下の高分子量(ＨＭＷｔ)インスリ種を含む。
【０２８２】
　安定な配合剤において、製剤中のヒアルロニダーゼ例えばＰＨ２０(例えばｒＨｕＰＨ
２０)を含むヒアルロナン分解酵素の安定性は、少なくともまたは約３２℃～４０℃の保
存温度下の酵素の回収および／または活性の関数である。ここに提供する製剤は、ここに
記載する治療的使用に適当であるようにヒアルロニダーゼ回収および／または活性を保持
する。ここに提供する安定な配合剤において、ヒアルロナン分解酵素、例えばヒアルロニ
ダーゼ、例えばＰＨ２０の活性は、典型的に少なくとも３日間、正確にまたは約３２℃～
４０℃の温度で最初のヒアルロニダーゼ活性の５０％より大きく、例えば少なくとも５５
％、６０％、６５％、７０％、８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、９９％以上である。一般的に、ヒアルロニダーゼ活性につ
いて、安定性の許容される目標仕様は酵素活性の少なくとも６２％である。それ故に、例
えば、６００Ｕ／mLのヒアルロナン分解酵素、例えばｒＨｕＰＨ２０で製剤した溶液にお
いて、少なくともまたは凡そ少なくとも３６０単位／mL、３６５Ｕ／mL、３７０Ｕ／mL、
３７５Ｕ／mL、３８０Ｕ／mL、３９０Ｕ／mL、４２０Ｕ／mL、４８０Ｕ／mL、５４０Ｕ／
mL、５４６Ｕ／mL、５５２Ｕ／mL、５５８Ｕ／mL、５６４Ｕ／mL、５７０Ｕ／mL、５７６
Ｕ／mL、５８２Ｕ／mL、５８８Ｕ／mL、５９４Ｕ／mL以上の活性が一定時間かつ保存また
は使用条件下維持される。他の例において、安定性を、例えば、ＲＰ－ＨＰＬＣを使用し
て、酵素の回収の関数として評価できる。このような例において、ここで提供される安定
な配合剤におけるヒアルロニダーゼ酵素回収は正確にまたは約６０％～１４０％である。
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例えば、ここに提供する製剤において、ヒアルロニダーゼ酵素回収は正確にまたは約３～
７μg／mLである。
【０２８３】
　典型的に、化合物は、当分野で周知の技術および方法を使用して医薬組成物に製剤され
る(例えば、Ansel Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, Fourth Edition, 19
85, 126)。薬学的に許容される組成物は、一般的に動物およびヒトでの使用のための認め
られた薬局方に従い、準備される規制当局または他の当局の承認の観点で製造される。製
剤は投与方法に適合させるべきである。
【０２８４】
　安定な配合剤は、溶液、シロップまたは懸濁液としての液体形態の医薬製剤として提供
できる。液体形態で、医薬製剤は使用前に治療的有効濃度に希釈すべき濃縮製剤として提
供できる。一般的に、製剤は、使用時に希釈を必要としない投与形態、すなわち直接投与
用製剤として提供される。このような液体製剤は、薬学的に許容される添加物、例えば懸
濁化剤(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可食脂肪)；乳化剤
(例えば、レシチンまたはアカシア)；非水性媒体(例えば、アーモンド油、油性エステル
類、または分画植物油)；および防腐剤(例えば、ｐ－ヒドロキシ安息香酸メチルまたはｐ
－ヒドロキシ安息香酸プロピルまたはソルビン酸)と共に緩衝手段により製造できる。他
の例において、医薬製剤は、使用前に水または他の適当な媒体で再構成するための凍結乾
燥形態で提供できる。
【０２８５】
　下に提供するのは、ここでの安定な配合剤に含まれるインスリンおよびヒアルロナン分
解酵素以外のさらなる成分の明細である。ここに提供される配合剤に包含される両タンパ
ク質の安定性を、両タンパク質の安定性を維持しながら最大にするために少なくとも３日
間配合剤を連続的皮下注入に利用可能とする必要量の特定のバランスを必要とする。成分
または条件、例えば添加物、安定化剤またはｐＨの各々の条件を下に提供する。
【０２８６】
　典型的に、安定な配合剤組成物は正確にまたは約６.５～７.５のｐＨを有し、また正確
にまたは約１２０mM～２００mMの濃度のＮａＣｌ、抗微生物有効量の防腐剤または防腐剤
混合物、１種以上の安定化剤を含む。
【０２８７】
　　ａ. ＮａＣｌおよびｐＨ
　特に、本発明により、インスリンは２℃～８℃で高塩濃度および低ｐＨで結晶化するが
、高塩濃度および低ｐＨで３２℃～４０℃の高温で結晶化しないことが判明した。従って
、３２℃～４０℃の高温でヒアルロナン分解酵素群(例えばＰＨ２０)の安定性を維持する
ために必要なものの逆の高塩濃度および低ｐＨ要求が、高温で少なくとも数時間、少なく
とも３日間とより適合性である。また、同じ高塩および低ｐＨ製剤が、低温でインスリン
安定性に影響する外観の溶解性の差異にかかわらず、インスリン類似体で類似の安定性が
得られる。
【０２８８】
例えば、３２℃～４０℃の高温で少なくとも３日間安定なここに提供する配合剤は、１２
０mM～２００mMのＮａＣｌ、例えば１５０mMのＮａＣｌ～２００mMのＮａＣｌまたは１６
０mMのＮａＣｌ～１８０mMのＮａＣｌ、例えば正確にまたは約１２０mM、１３０mM、１４
０mM、１５０mM、１５５mM、１６０mM、１６５mM、１７０mM、１７５mM、１８０mM、１８
５mM、１９０mM、１９５mMまたは２００mMのＮａＣｌを含む。また、３２℃～４０℃の高
温で少なくとも３日間安定なここに提供する配合剤は６.５～７.５または６.５～７.２の
ｐＨ、例えば正確にまたは約６.５±０.２、６.６±０.２、６.７±０.２、６.８±０.２
、６.９±０.２、７.０±０.２、７.１±０.２、７.２±０.２、７.３±０.２、７.４±
０.２または７.５±０.２のｐＨである。特に冷蔵温度で、インスリン溶解性は、これら
の低ｐＨおよび高塩条件で減少する。それ故、このような製剤は、典型的に使用前に冷蔵
または環境温度で保存しない。
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【０２８９】
　　ｂ. ヒアルロニダーゼ阻害剤
　他の例において、安定な配合剤は、安定化剤として配合剤におけるヒアルロナン分解酵
素を安定化するためのヒアルロニダーゼ阻害剤を含む。具体例において、ヒアルロニダー
ゼ阻害剤は、インスリンまたはヒアルロナン分解酵素と、結合性および非共有結合性方法
で反応し、インスリンまたはヒアルロナン分解酵素と共有結合複合体を形成しないもので
ある。ヒアルロニダーゼ阻害剤は、少なくともその平衡濃度で存在する。当業者は、種々
のクラスのヒアルロニダーゼ阻害剤をよく知っている(例えばGirish et al. (2009) Curr
ent Medicinal Chemistry, 16:2261-2288、およびその中の引用文献参照)。当業者は、反
応または本発明の安定な組成物におけるヒアルロニダーゼ阻害剤の平衡濃度を知っている
か、または当分野の標準方法により決定できる。ヒアルロニダーゼ阻害剤の選択は、組成
物で使用される特定のヒアルロナン分解酵素による。例えば、ヒアルロナンは、ヒアルロ
ナン分解酵素がＰＨ２０であるとき、本発明の安定な組成物で使用されるヒアルロニダー
ゼ阻害剤の例である。
【０２９０】
　本発明で安定化剤として使用されるヒアルロニダーゼ阻害剤の例は、タンパク質、グリ
コサミノグリカン(ＧＡＧ)、多糖類、脂肪酸、ラノスタノイド類、抗生物質、抗線虫剤、
合成有機化合物または植物由来生理活性成分を含むが、これらに限定されない。例えば、
ヒアルロニダーゼ植物由来生理活性成分はアルカロイド、抗酸化剤、ポリフェノール、フ
ラボノイド類、テルペノイド類および抗炎症剤であり得る。ヒアルロニダーゼ阻害剤の例
は、例えば、血清ヒアルロニダーゼ阻害剤、アシュワガンダ(Withania somnifera)糖タン
パク質(ＷＳＧ)、ヘパリン、ヘパリン硫酸、デルマタン硫酸、キトサン類、β－(１,４)
－ガラクト－オリゴ糖類、硫酸化ベルバスコース、硫酸化プランテオース、ペクチン、ポ
リ(スチレン－４－スルホネート)、デキストラン硫酸、アルギン酸ナトリウム、ワカメ(U
ndaria pinnatifida)由来の多糖、マンデル酸縮合重合体、エイコサトリエン酸、ネルボ
ン酸、オレアノール酸、アリストロキン酸、アジマリン、レセルピン、フラボン、デスメ
トキシセンタウレイジン、ケルセチン、アピゲニン、ケンフェロール、シリビン、ルテオ
リン、ルテオリン－７－グルコシド、フロレチン、アピイン、ヘスペリジン、スルホン化
ヘスペリジン、カリコシン－７－Ｏ－β－Ｄ－グルコピラノシド、フラボン－７－硫酸ナ
トリウム、フラボン７－フルオロ－４’－ヒドロキシフラボン、４’－クロロ－４,６－
ジメトキシカルコン、５－ヒドロキシフラボン－７－硫酸ナトリウム、ミリセチン、ルチ
ン、モリン、グリチルリジン、ビタミンＣ、Ｄ－イソアスコルビン酸、Ｄ－糖酸１,４－
ラクトン、Ｌ－アスコルビン酸－６－ヘキサデカノエート(Ｖｃｐａｌ)、６－Ｏ－アシル
化ビタミンＣ、カテキン、ノルジヒドログアイヤレチン酸、クルクミン、没食子酸Ｎ－プ
ロピル、タンニン酸、エラグ酸、没食子酸、フロロフコフレッコールＡ、ジエコール、８
,８’－ビエコール、プロシアニジン、ゴシポール、セレコキシブ、ニメスリド、デキサ
メサゾン、インドメタシン(indomethcin)、フェノプロフェン、フェニルブタゾン、オキ
シフェンブタゾン、サリチレート、クロモグリク酸二ナトリウム、金チオリンゴ酸ナトリ
ウム、transilist、トラキサノクス、イベルメクチン、リンコマイシン(linocomycin)お
よびスペクチノマイシン、スルファメトキサゾールおよびトリメトプリム(trimerthoprim
)、ネオマイシン硫酸塩、３α－アセチルポリポレン酸Ａ、(２５Ｓ)－(＋)－１２α－ヒ
ドロキシ－３α－メチルカルボキシアセテート－２４－メチルラノスタ－８,２４(３１)
－ジエン－２６－オイック酸、ラノスタノイド、ポリポレン酸ｃ、ＰＳ５３(ヒドロキノ
ン－スルホン酸－ホルムアルデヒドポリマー)、ポリ(スチレン－４－スルホネート)のポ
リマー、VERSA-TL 502、１－テトラデカンスルホン酸、マンデル酸縮合重合体(ＳＡＭＭ
Ａ)、１,３－ジアセチルベンゾイミダゾール－２－チオン、Ｎ－モノアシル化ベンズイミ
ダゾール－２チオン、Ｎ,Ｎ’－ジアシル化ベンズイミダゾール－２－チオン、アルキル
－２－フェニルインドール誘導体、３－プロパノイルベンゾオキサゾール－２－チオン、
Ｎ－アルキル化インドール誘導体、Ｎ－アシル化インドール誘導体、ベンゾチアゾール誘
導体、Ｎ－置換インドール－２－および３－カルボキサミド誘導体、Ｎ－置換インドール
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－２－および３－カルボキサミド誘導体のハロゲン化類似体(クロロおよびフルオロ)、２
－(４－ヒドロキシフェニル)－３－フェニルインドール、インドールカルボキサミド類、
インドールアセトアミド類、３－ベンゾリル－１－メチル－４－フェニル－４－ピペリジ
ノール、ベンゾイルフェニルベンゾエート誘導体、ｌ－アルギニン誘導体、グアニジウム
ＨＣＬ、Ｌ－ＮＡＭＥ、ＨＣＮ、リナマリン、アミグダリン、ヘデラゲニン、エスチン、
ＣＩＳ－ヒノキレシノールおよび１,３－ジ－ｐ－ヒドロキシフェニル－４－ペンテン－
１－オンを含む。
【０２９１】
　例えば、ヒアルロナン(ＨＡ)は、３２℃～４０℃の高温のストレス条件で少なくとも３
日間安定なここに提供される配合剤に包含される。ＨＡオリゴマー類が、ヒアルロナン分
解酵素とヒアルロナンの酵素反応の基質／生成物であるため、ヒアルロナンオリゴマー類
は酵素活性部位と結合でき、安定化効果を生じる。ここでの例において、安定な配合剤は
、５ｋDa～５,０００ｋDa、５ｋDa～または～約１,０００ｋDa、５ｋDa～または～約２０
０ｋDa、または５ｋDa～または～約５０ｋDaの分子量を有するヒアルロナン(ヒアルロン
酸；ＨＡ)を含む。特に、ＨＡの分子量は１０ｋDa未満である。ＨＡは、二糖類から成る
オリゴ糖、例えば２量体～３０量体または４量体～１６量体であり得る。インスリンおよ
びヒアルロナン分解酵素、例えばヒアルロニダーゼ、例えば、ＰＨ２０(例えばｒＨｕＰ
Ｈ２０)の配合剤はＨＡを正確にまたは約１mg／mL～２０mg／mLの濃度で、例えば少なく
ともまたは約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または２０mg／mL以上
のＨＡを含む。安定な配合剤の例は、正確にまたは約８mg／mL～または～約１２mg／mLの
ＨＡ、例えば、例えば１０mg／mLまたは約１０mg／mLを含む。数例において、ＨＡ対ヒア
ルロナン分解酵素のモル比は正確にまたは約１００,０００：１、９５,０００：１、９０
,０００：１、８５,０００：１、８０,０００：１、７５,０００：１、７０,０００：１
、６５,０００：１、６０,０００：１、５５,０００：１、５０,０００：１、４５,００
０：１、４０,０００：１、３５,０００：１、３０,０００：１、２５,０００：１、２０
,０００：１、１５,０００：１、１０,０００：１、５,０００：１、１,０００：１、９
００：１、８００：１、７００：１、６００：１、５００：１、４００：１、３００：１
、２００：１、または１００：１以下である。
【０２９２】
　それにもかかわらず、本発明により、一定時間、３２℃～４０℃の高温の負荷条件下、
例えば１週間または２週間以上、３７℃で、配合剤中のヒアルロニダーゼ阻害剤、例えば
ＨＡの存在はインスリン分解を起こし得て、それにより、共有結合性ＨＡ－インスリン類
似体付加物を生じ得る。例えば、ここに提供する配合剤における高濃度のＨＡの存在は、
逆相高速液体クロマトグラフィー(ＲＰ－ＨＰＬＣ)で、１週間、３７℃後インスリンアス
パルト(登録商標)および２週間、３０℃後でインスリングルリジン(登録商標)を分解させ
ることが示されている。液体クロマトグラフィー－マススペクトロメトリー(ＬＣ－ＭＳ)
分析は、分解産物のいくつかが、インスリとＨＡの還元末端の反応により形成された共有
結合性ＨＡ－インスリン類似体糖化付加物であることを示す。例えば、１つのピークはイ
ンスリンアスパルト(登録商標)およびＨＡ７量体の生成物と同定され、他のピークはイン
スリンアスパルト(登録商標)およびＨＡ２量体の生成物であった。
【０２９３】
　ヒアルロニダーゼ阻害剤、例えばＨＡの存在はまた配合剤の沈殿および変色に効果を有
し得る。それ故に、ＨＡはヒアルロナン分解酵素を３２℃～４０℃の高温の負荷条件で安
定性を改善させるが、配合剤のインスリン分解、沈殿および変色にも影響を有し得る。こ
れらの条件を所望の安全性および薬理的パラメータおよびガイドライン内でモニターする
ことは当業者のレベルの範囲内である。一般的に、ヒアルロニダーゼ阻害剤、例えばＨＡ
を含むここで提供される安定な配合剤は、高温で、例えば３２℃～４０℃の温度の負荷条
件下で、これらのパラメータに対する効果のために、少なくとも３時間、しかし７日間を
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超えず安定である。
【０２９４】
　ここに提供するいくつかの例において、インスリンまたはヒアルロナン分解酵素群と共
有結合複合体を形成できないヒアルロニダーゼ阻害剤を使用する。それ故に、会合性結合
により作用する非共有結合性阻害剤が本発明の製剤において意図される。例えば、安定な
配合剤は、もはやインスリンと糖化付加物を形成しないように、反応した還元末端を有す
るＨＡを含む配合剤である。例えば、数例において、ここに提供する配合剤において使用
するＨＡは還元的アミノ化により修飾されている。還元的アミノ化は、アルデヒドおよび
アミンの間のシッフ塩基の形成を含み、これは次いで還元されたより安定なアミンを形成
する。糖、すなわち、ＨＡの還元末端は、環状ヘミアセタール形態と開鎖アルデヒド形態
の平衡混合物である。当業者に知られた適当な条件下、アミン基は糖アルデヒドと縮合し
てイミニウムイオンを形成し、これは還元剤、例えばナトリウムシアノボロハイドライド
でアミンに還元できる(例えば、Gildersleeve et al., (2008) Bioconjug Chem 19(7):14
85-1490参照)。得られたＨＡはインスリンと反応せず、インスリン糖化付加物を形成でき
ない。
【０２９５】
　　ｃ. 緩衝剤
　あらゆる緩衝剤を、配合剤の安定性に不利に影響せず、必要ｐＨ範囲要求を支持する限
り、ここに提供する配合剤において使用できる。特に適当な緩衝剤の例は、Ｔｒｉｓ、ス
クシネート、アセテート、リン酸緩衝液、シトレート、アコニテート、マレートおよびカ
ーボネートを含む。しかしながら、当業者は、ここに提供される製剤は、緩衝剤が許容さ
れる程度のｐＨ安定性、または示す範囲の“緩衝能”を提供する限り、特定の緩衝剤に限
定されないことを認識する。一般的に、緩衝剤は、そのｐＫの約１ｐＨ単位以内で適切な
緩衝能を有する(Lachman et al. 1986)。緩衝剤適合性は、公開されているｐＫ集計によ
り推定でき、または当分野で周知の方法により経験的に決定できる。溶液のｐＨは、例え
ば、あらゆる許容される酸または塩基を使用して、上記範囲内の所望のエンドポイントに
調節できる。
【０２９６】
　ここに提供する配合剤において包含できる緩衝剤は、Ｔｒｉｓ(トロメタミン)、ヒスチ
ジン、リン酸緩衝液、例えばリン酸水素ナトリウム、およびシトレート緩衝剤を含むが、
これらに限定されない。一般的に、緩衝剤は、本配合剤のｐＨ範囲を正確にまたは約７.
０～７.６に維持する量で含まれる。このような緩衝剤は、配合剤中に正確にまたは約１m
M～１００mM、例えば１０mM～５０mMまたは２０mM～４０mM、例えば正確にまたは約３０m
Mで存在できる。例えば、このような緩衝剤は配合剤中に正確にまたは約１mM、２mM、３m
M、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、またはそれ以上の濃度で存
在できる。
【０２９７】
　本発明の配合剤中の緩衝剤の例は、金属結合性緩衝剤、例えばリン酸緩衝液と比較して
、インスリン沈殿を減少させるＴｒｉｓのような非金属結合性緩衝剤である。ここに提供
する配合剤における緩衝剤としてのＴｒｉｓの包含は、付加的利益を有する。例えば、Ｔ
ｒｉｓで緩衝化した溶液ｐＨは、溶液を維持する温度に影響される。それ故に、インスリ
ンおよびヒアルロナン分解酵素配合剤を室温でｐＨ７.３で調製したとき、冷蔵により、
ｐＨは約ｐＨ７.６まで上がる。このようなｐＨは、インスリンがそうでなければ不溶性
である可能性のある温度でインスリン溶解性を促進する。逆に、高温で、製剤のｐＨは約
ｐＨ７.１まで下がり得て、それはヒアルロナン分解酵素がそうでなければ不安定となる
可能性のある温度で酵素の安定性を促進する。それ故に、インスリンおよびヒアルロナン
分解酵素、例えばヒアルロニダーゼ、例えばＰＨ２０(例えばｒＨｕＰＨ２０)の溶解性お
よび安定性は、他の緩衝剤と比較して、配合剤が緩衝剤としてのＴｒｉｓを含むとき最大
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溶液への添加は不要である。これは、高濃度のＮａＣｌが～インスリン溶解性に有害であ
るため、配合剤の全体的安定性にも有利である。
【０２９８】
　典型的に、Ｔｒｉｓが、ここに提供する配合剤において正確にまたは約１０mM～５０mM
、例えば、例えば、１０mM、１５mM、２０mM、２５mM、３０mM、３５mM、４０mM、４５mM
または５０mMの濃度で包含される。具体例において、配合剤は正確にまたは約２０mM～３
０mMのＴｒｉｓ、例えば２１mM、２２mM、２３mM、２４mM、２５mM、２６mM、２７mM、２
８mM、２９mMまたは３０mMのＴｒｉｓを含む。具体例において、ここに提供する配合剤は
Ｔｒｉｓを正確にまたは約３０mMの濃度で含む。
【０２９９】
　　ｄ. 防腐剤
　防腐剤はインスリン溶解性およびヒアルロナン分解酵素群、例えばＰＨ２０(例えばｒ
ＨｕＰＨ２０)安定性および活性に有害な影響を有し得るが、同時に六量体インスリン分
子を安定化し、多数回投与製剤において抗菌剤として必要である。それ故に、配合剤に存
在する１種以上の防腐剤は、保存条件(例えば一定時間および種々の温度で)活性を失うよ
うに、実質的にヒアルロナン分解酵素、例えばヒアルロニダーゼ、例えばＰＨ２０(例え
ばｒＨｕＰＨ２０)を脱安定化させてはならない。さらに、これらの防腐剤は、インスリ
ン六量体を安定化し、必要な抗菌効果を発揮するのに十分な濃度で存在しなければならな
いが、インスリン溶解性を減少させるほど濃くではならない。重要なことに、防腐剤は例
えば、米国薬局方(ＵＳＰ)および欧州薬局方(ＥＰ)の抗菌要求を提供するために十分な濃
度で存在しなければならない。典型的に、ＥＰ(ＥＰＡまたはＥＰＢ)抗菌要求を満たす製
剤は、ＵＳＰ抗菌要求のみを満たすために製剤されたものより多くの防腐剤を含む。
【０３００】
　それ故に、安定な配合剤は、抗菌防腐剤有効性試験(ＡＰＥＴ)で評価して、組成物サン
プル中の微生物を殺すかまたは繁殖を阻止することにより抗菌活性を示す量で防腐剤(複
数も可)を含む。最少要求を満たすためのＵＳＰおよびＥＰＡまたはＥＰＢ下の満たすべ
き抗菌防腐剤有効性試験および標準は当業者に周知である。一般に、抗菌防腐剤有効性試
験は組成物、例えば、ここに提供する配合剤を、適当な微生物、すなわち、細菌、酵母お
よび真菌の処方接種菌液で攻撃し、接種調整物を処方温度で貯蔵し、サンプルを一定時間
間隔で取り、サンプル中の生物を計数することを含む(Sutton and Porter, (2002) PDA J
ournal of Pharmaceutical Science and Technology 56(11);300-311; The United State
s Pharmacopeial Convention, Inc., (effective January 1, 2002), The United States
 Pharmacopeia 25th Revision, Rockville, MD, Chapter <51> Antimicrobial Effective
ness Testing; and European Pharmacopoeia, Chapter 5.1.3, Efficacy of Antimicrobi
al Preservation参照)。攻撃に使用する微生物は、一般的に３種の細菌株、すなわち大腸
菌(ATCC No. 8739)、緑膿菌(ATCC No. 9027)および黄色ブドウ球菌(ATCC No. 653８)、酵
母(カンジダ・アルビカンスATCC No. 10231)および真菌(クロコウジカビATCC No. 16404)
を含み、その全て接種組成物が１０５または１０６コロニー形成単位(ｃｆｕ)の微生物／
mLの組成物を含むように添加する。組成物の防腐剤特性は、試験条件下、下記表５に明記
するとおり、処方された時間および温度後に接種組成物中の微生物数が顕著に減少するか
または増加がないならば、適切であると考えられる。評価基準は初期サンプルまたは前の
時点と比較して、生存微生物数のｌｏｇ減少の点で示される。
【０３０１】



(79) JP 2014-518217 A 2014.7.28

10

20

30

40

50

【表５】

【０３０２】
　具体的に、組成物、例えば、本配合剤を少なくとも５個の容器に分配し、細菌または真
菌(大腸菌(ATCC No. 8739)、緑膿菌(ATCC No. 9027)、黄色ブドウ球菌(ATCC No. 6538)、
カンジダ・アルビカンス(ATCC No. 10231)およびクロコウジカビ(ATCC No. 16404))１種
につき１容器である。次いで各容器に試験生物の１種を接種して、１０５または１０６微
生物／mLの組成物の接種菌液を得て、接種菌液は組成物容積の１％を超えない。接種組成
物を２０～２５℃の温度で２８日間維持し、サンプルを６時間、２４時間、７日間、１４
日間および２８日間に、上記表５に示す基準に従い、取る。各サンプルの生存微生物数(
ｃｆｕ)をプレート数または膜濾過により決定する。最後に、各サンプルのｃｆｕを、接
種菌液または先のサンプルと比較し、ｌｏｇ減少を決定する。
【０３０３】
　ＵＳＰ標準下、微生物を接種したサンプルにおける防腐剤の抗菌活性の割合またはレベ
ルは、組成物に微生物接種菌液接種後、接種後７日間で細菌性微生物が少なくとも１.０
ｌｏｇ１０単位減少；接種後１４日間で細菌性微生物が少なくとも３.０ｌｏｇ１０単位
減少；少なくとも接種後２８日間細菌性微生物のさらなる増殖がない、すなわち、多くて
０.５ｌｏｇ１０単位増加であることを必要とする。ＵＳＰ標準に従う真菌性微生物につ
いて、微生物を接種したサンプルにおける防腐剤の抗菌活性の割合またはレベルは、組成
物に微生物接種菌液接種後、少なくとも接種後７日間、１４日間および２８日間真菌性微
生物の増殖がないことを必要とする。ＥＰＢ、または最少ＥＰ標準下、微生物を接種した
サンプルにおける防腐剤の抗菌活性の割合またはレベルは、組成物に微生物接種菌液接種
後、接種後２４時間で細菌性微生物が少なくとも１.０ｌｏｇ１０単位減少；接種後７日
間で細菌性微生物が少なくとも３.０ｌｏｇ１０単位減少；および接種後２８日間細菌性
微生物のさらなる増殖がない、すなわち、多くて０.５ｌｏｇ１０単位増加であることを
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必要とする。ＥＰＡ標準は、接種後２８日間細菌性微生物の回収がないように、接種後７
日間で真菌性微生物が少なくとも２.０ｌｏｇ１０単位減少と、接種２４時間後細菌性微
生物が少なくとも３.０ｌｏｇ１０単位減少、および接種後２８日間細菌性微生物の回収
がないことを必要とする。最少ＥＰＢ標準に従う真菌性微生物について、微生物を接種し
たサンプルにおける防腐剤の抗菌活性の割合またはレベルは、接種後１４日間で真菌性微
生物が少なくとも１.０ｌｏｇ１０単位減少および少なくとも接種後２８日間真菌性微生
物のさらなる増殖がないことを必要とする、および増加ＥＰＡ標準は、組成物に微生物接
種菌液接種後接種後７日間で真菌性微生物が少なくとも２.０ｌｏｇ１０単位減少および
少なくとも接種２８日間真菌性微生物のさらなる増殖がないことを必要とする。
【０３０４】
　ここに提供する配合剤に包含できる防腐剤の非限定的例は、フェノール、メタ－クレゾ
ール(ｍ－クレゾール)、メチルパラベン、ベンジルアルコール、チメロサール、塩化ベン
ザルコニウム、４－クロロ－１－ブタノール、クロルヘキシジン二塩酸塩、グルコン酸ク
ロルヘキシジン、Ｌ－フェニルアラニン、ＥＤＴＡ、ブロノポール(２－ブロモ－２－ニ
トロプロパン－１,３－ジオール)、酢酸フェニル水銀、グリセロール(グリセリン)、イミ
ド尿素、クロルヘキシジン、デヒドロ酢酸ナトリウム、オルト－クレゾール(ｏ－クレゾ
ール)、パラ－クレゾール(ｐ－クレゾール)、クロロクレゾール、セトリミド、塩化ベン
ゼトニウム、エチルパラベン、プロピルパラベンまたはブチルパラベンおよびこれらのあ
らゆる組み合わせを含むが、これらに限定されない。例えば、ここに提供する配合剤は１
種の防腐剤を含み得る。他の例において、配合剤は少なくとも２種の防腐剤または少なく
とも３種の防腐剤を含み得る。例えば、ここに提供する配合剤はＬ－フェニルアラニンお
よびｍ－クレゾール、Ｌ－フェニルアラニンおよびメチルパラベン、Ｌ－フェニルアラニ
ンおよびフェノール、ｍ－クレゾールおよびメチルパラベン、フェノールおよびメチルパ
ラベン、ｍ－クレゾールおよびフェノールまたは他の類似の組み合わせのような２種の防
腐剤を含み得る。一例において、配合剤中の防腐剤は少なくとも１種のフェノール防腐剤
を含む。例えば、本配合剤はフェノール、ｍ－クレゾールまたはフェノールおよびｍ－ク
レゾールを含む。
【０３０５】
　ここに提供する配合剤において、製剤中の重量濃度(ｗ／ｖ)のパーセンテージ(％)とし
ての１種以上の防腐剤の総量は、例えば、正確にまたは約０.１％～０.４％、例えば０.
１％～０.３％、０.１５％～０.３２５％、０.１５％～０.２５％、０.１％～０.２％、
０.２％～０.３％、または０.３％～０.４％であり得る。一般的に、配合剤は０.４％(ｗ
／ｖ)未満の防腐剤を含む。例えば、ここに提供する配合剤は少なくともまたは凡そ少な
くとも０.１％、０.１２％、０.１２５％、０.１３％、０.１４％、０.１５％、０.１６
％、０.１７％、０.１７５％、０.１８％、０.１９％、０.２％、０.２５％、０.３％、
０.３２５％、０.３５％であるが、０.４％未満の総防腐剤を含む。
【０３０６】
　数例において、ここで提供される安定な配合剤は正確にまたは約０.１％～０.２５％フ
ェノール、および正確にまたは約０.０５％～０.２％ｍ－クレゾール、例えば正確にまた
は約０.１０％～０.２％フェノールおよび正確にまたは約０.６％～０.１８％ｍ－クレゾ
ールまたは正確にまたは約０.１％～０.１５％フェノールおよび正確にまたは約０.８％
～０.１５％ｍ－クレゾールを含む。例えば、ここで提供される安定な配合剤は、正確に
または約０.１％フェノールおよび０.０７５％ｍ－クレゾール；０.１％フェノールおよ
び０.１５％ｍ－クレゾール；０.１２５％フェノールおよび０.０７５％ｍ－クレゾール
；０.１３％フェノールおよび０.０７５％ｍ－クレゾール；０.１３％フェノールおよび
０.０８％ｍ－クレゾール；０.１５％フェノールおよび０.１７５％ｍ－クレゾール；ま
たは０.１７％フェノールおよび０.１３％ｍ－クレゾールを含む。
【０３０７】
　　ｅ. 安定化剤
　ここに提供される製剤に含むことができる安定化剤のタイプに包含されるのは、とりわ
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けアミノ酸類、アミノ酸誘導体、アミン類、糖類、ポリオール類、塩類および緩衝剤、界
面活性剤、および他の薬剤である。ここに提供する配合剤は少なくとも１種の安定化剤を
含む。例えば、ここに提供する配合剤は少なくとも１種、２種、３種、４種、５種、６種
以上の安定化剤を含む。それ故に、アミノ酸類、アミノ酸誘導体、アミン類、糖類、ポリ
オール類、塩類および緩衝剤、界面活性剤、および他の薬剤の任意の１種以上を本発明の
配合剤に包含できる。一般的に、本発明の配合剤は、少なくとも界面活性剤および適当な
緩衝剤を含む。所望により、ここに提供する配合剤は他の付加的安定化剤を含み得る。
【０３０８】
　アミノ酸安定化剤、アミノ酸誘導体またはアミン類の例は、Ｌ－アルギニン、グルタミ
ン、グリシン、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(ＴＭＡＯ)またはベタインを含むが、これらに限定されない。糖類
およびポリオール類の例は、グリセロール、ソルビトール、マンニトール、イノシトール
、スクロースまたはトレハロースを含むが、これらに限定されない。塩類および緩衝剤の
例は、塩化マグネシウム、硫酸ナトリウム、Ｔｒｉｓ、例えばＴｒｉｓ(１００mM)、また
は安息香酸ナトリウムを含むが、これらに限定されない。界面活性剤の例は、ポロクサマ
ー１８８(例えばＰＬＵＲＯＮＩＣ(登録商標)Ｆ６８)、ポリソルベート８０(ＰＳ８０)、
ポリソルベート２０(ＰＳ２０)を含むが、これらに限定されない。他の防腐剤は、ヒアル
ロン酸(ＨＡ)、ヒト血清アルブミン(ＨＳＡ)、フェニル酪酸、タウロコール酸、ポリビニ
ルピロリドン(ＰＶＰ)または亜鉛を含むが、これらに限定されない。
【０３０９】
　　　ｉ. 界面活性剤
　数例において、安定な配合剤は１種以上の界面活性剤を含む。このような界面活性剤は
ヒアルロナン分解酵素、例えばヒアルロニダーゼ、例えばＰＨ２０(例えばｒＨｕＰＨ２
０)の凝集を阻害し、吸着損失を最小化する。界面活性剤は、一般的に非イオン性界面活
性剤である。本発明の配合剤に包含できる界面活性剤は、多価アルコール類、例えばグリ
セロール、またはソルビトールの部分的および脂肪酸エステル類およびエーテル類、ポロ
クサマー類およびポリソルベート類を含む。例えば、本発明の配合剤中の界面活性剤の例
は、ポロクサマー１８８(PLURONICS(登録商標)、例えばPLURONIC(登録商標)Ｆ６８)、TET
RONICS(登録商標)、ポリソルベート２０、ポリソルベート８０、PEG400、PEG3000、Tween
(登録商標)(例えばTween(登録商標)２０またはTween(登録商標)８０)、Triton(登録商標)
X-100、SPAN(登録商標)、MYRJ(登録商標)、BRIJ(登録商標)、CREMOPHOR(登録商標)、ポリ
プロピレングリコール類またはポリエチレングリコール類のあらゆる１種類以上を含む。
数例において、本発明の配合剤はポロクサマー１８８、ポリソルベート２０、ポリソルベ
ート８０、一般的にポロクサマー１８８(PLURONIC F68)を含む。ここに提供する配合剤は
、一般的に少なくとも１種の界面活性剤、例えば１種、２種または３種の界面活性剤を含
む。
【０３１０】
　安定な配合剤において、製剤中の重量濃度(ｗ／ｖ)のパーセンテージ(％)としての１種
以上の界面活性剤の総量は、例えば、正確にまたは約０.０００５％～１.０％、例えば正
確にまたは約０.０００５％～０.００５％、０.００１％～０.０１％、０.０１％～０.５
％、例えば０.０１％～０.１％または０.０１％～０.０２％であり得る。一般的に、配合
剤は少なくとも０.０１％の界面活性剤を含み、１.０％未満、例えば０.５％未満または
０.１％未満の界面活性剤を含む。例えば、ここに提供する配合剤は、正確にまたは約０.
００１％、０.００５％、０.０１％、０.０１５％、０.０２％、０.０２５％、０.０３％
、０.０３５％、０.０４％、０.０４５％、０.０５％、０.０５５％、０.０６％、０.０
６５％、０.０７％、０.０８％、または０.０９％界面活性剤を含む。具体例において、
ここに提供する配合剤は正確にまたは約０.０１％～または～約０.０５％界面活性剤を含
み得る。
【０３１１】
　酵素の酸化は、界面活性剤レベルを増加させるに連れ増加できる。また、界面活性剤ポ
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ロクサマー１８８は、ポリソルベート類より少ない酸を生じる。それ故に、本発明の配合
剤は、一般的にポロクサマー１８８を含む。それ故に、界面活性剤がヒアルロナン分解酵
素を安定化させるが、ここに提供する配合剤における界面活性剤の包含は、高濃度でヒア
ルロナン分解酵素の酸化をもたらし得る。それ故に、一般的に、例えば、重量濃度(ｗ／
ｖ)のパーセンテージ(％)で１.０％未満および一般的に正確にまたは約０.０１％または
０.０５％、例えば０.０１％のような低濃度の界面活性剤が本発明の配合剤で使用される
。また、下記のとおり、所望により、酸化防止剤を製剤に包含し、酸化を減少または阻止
できる。
【０３１２】
　ここに提供する配合剤の例は、ポロクサマー１８８を含む。ポロクサマー１８８は高臨
界ミセル濃度(cmｃ)を有する。それ故に、ポロクサマー１８８の使用は、防腐剤の有効性
を低下させ得る、製剤中のミセル形成を減少できる。それ故に、ここに提供される配合剤
の中で、正確にまたは約０.０１％または０.０５％ポロクサマー１８８を含む。
【０３１３】
　　　ii. 他の安定化剤
安定な配合剤は、所望により、上記のとおり防腐剤と、塩および安定化剤と適当なｐＨで
組み合わせたとき、安定な配合剤を生じる他の成分を含み得る。他の成分は、例えば、１
種以上の浸透圧修飾剤、１種以上の抗酸化剤、亜鉛または他の安定化剤を含む。
【０３１４】
　例えば、浸透圧修飾剤は、製剤において所望のモル浸透圧濃度の溶液を提供するために
包含され得る。安定な配合剤は正確にまたは約２４５mOsm／kg～３０５mOsm／kgのモル浸
透圧濃度を有する。例えば、モル浸透圧濃度は正確にまたは約２４５mOsm／kg、２５０mO
sm／kg、２５５mOsm／kg、２６０mOsm／kg、２６５mOsm／kg、２７０mOsm／kg、２７５mO
sm／kg、２８０mOsm／kg、２８５mOsm／kg、２９０mOsm／kg、２９５mOsm／kg、３００mO
sm／kgまたは３０５mOsm／kgである。数例において、インスリンおよびヒアルロナン分解
酵素、例えばヒアルロニダーゼ、例えばＰＨ２０(例えばｒＨｕＰＨ２０)の配合剤は正確
にまたは約２７５mOsm／kgのモル浸透圧濃度を有する。
【０３１５】
　浸透圧修飾剤は、グリセリン、ＮａＣｌ、アミノ酸類、ポリアルコール類、トレハロー
ス、および他の塩類および／または糖類を含むが、これらに限定されない。他の例におい
て、グリセリン(グリセロール)は配合剤に包含される。例えば、ここに提供する配合剤は
、典型的に６０mM未満　グリセリン、例えば５５mM未満、５０mM未満、４５mM未満、４０
mM未満、３５mM未満、３０mM未満、２５mM未満、２０mM未満、１５mM未満、１０mM以下を
含む。グリセリン量は、典型的に存在するＮａＣｌ量による。配合剤に存在するＮａＣｌ
が多いほど、所望のモル浸透圧濃度の達成に必要なグリセリンは少ない。それ故に、例え
ば、高ＮａＣｌ濃度を含む配合剤において、例えば高い見かけの溶解性を有するインスリ
ン類(例えばインスリングルリジン)で製剤されたものにおいて、製剤に包含するのに必要
なグリセリンはわずかであるか、必要ない。対照的に、わずかに低ＮａＣｌ濃度を含む配
合剤において、例えば低い外観の溶解性を有するインスリン類(例えばインスリンアスパ
ルト)で製剤されたものにおいて、グリセリンは包含され得る。例えば、インスリンアス
パルトを含む配合剤は、グリセリンを５０mM未満、例えば２０mM～５０mM、例えば正確に
または約５０mMの濃度で含む。さらに低いＮａＣｌ濃度を含む配合剤において、例えばさ
らに低い外観の溶解性を有するインスリン類(例えばインスリンリスプロまたはレギュラ
ーインスリン)で製剤されたものにおいて、グリセリンは正確にまたは約、例えば４０mM
～６０mMの濃度で包含され得る。
【０３１６】
　配合剤はまた酸化、特にヒアルロナン分解酵素の酸化を減少または阻止するために抗酸
化剤も含み得る。抗酸化剤の例は、システイン、トリプトファンおよびメチオニンを含む
が、これらに限定されない。具体例において、抗酸化剤はメチオニンである。インスリン
およびヒアルロナン分解酵素、例えばヒアルロニダーゼ、例えばＰＨ２０(例えばｒＨｕ
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ＰＨ２０)を含むここに提供する配合剤は、抗酸化剤を正確にまたは約５mM～または～約
５０mM、例えば５mM～４０mM、５mM～２０mMまたは１０mM～２０mMの濃度で含み得る。例
えば、メチオニンは、本発明の配合剤に正確にまたは約５mM～または～約５０mM、例えば
５mM～４０mM、５mM～２０mMまたは１０mM～２０mMの濃度で存在できる。例えば、抗酸化
剤、例えばメチオニン、は、正確にまたは約５mM、１０mM、１１mM、１２mM、１３mM、１
４mM、１５mM、１６mM、１７mM、１８mM、１９mM、２０mM、２１mM、２２mM、２３mM、２
４mM、２５mM、２６mM、２７mM、２８mM、２９mM、３０mM、３５mM、４０mM、４５mMまた
は５０mMの濃度で存在できる。数例において、配合剤は１０mM～２０mMのメチオニン、例
えば正確にまたは約１０mMまたは２０mMのメチオニンを含む。
【０３１７】
　ある例において、亜鉛は、配合剤にインスリン六量体の安定化剤として包含される。例
えば、レギュラーインスリン、インスリンリスプロまたはインスリンアスパルトを含む製
剤は典型的に亜鉛を含み、一方インスリングルリジンを含む製剤は亜鉛を含まない。亜鉛
は、例えば、酸化亜鉛、酢酸亜鉛または塩化亜鉛として提供され得る。亜鉛は、ここに提
供する組成物において、正確にまたは約０.００１～０.１mg／インスリン１００単位(mg
／１００Ｕ)、０.００１～０.０５mg／１００Ｕまたは０.０１～０５mg／１００Ｕで存在
し得る。例えば、ここに提供する配合剤は、亜鉛を正確にまたは約０.００２mg／インス
リン１００単位(mg／１００Ｕ)、０.００５mg／１００Ｕ、０.０１mg／１００Ｕ、０.０
１２mg／１００Ｕ、０.０１４mg／１００Ｕ、０.０１６mg／１００Ｕ、０.０１７mg／１
００Ｕ、０.０１８mg／１００Ｕ、０.０２mg／１００Ｕ、０.０２２mg／１００Ｕ、０.０
２４mg／１００Ｕ、０.０２６mg／１００Ｕ、０.０２８mg／１００Ｕ、０.０３mg／１０
０Ｕ、０.０４mg／１００Ｕ、０.０５mg／１００Ｕ、０.０６mg／１００Ｕ、０.０７mg／
１００Ｕ、０.０８mg／１００Ｕまたは０.１mg／１００Ｕ含み得る。
【０３１８】
　安定な配合剤はまた、製剤安定性に寄与するアミノ酸安定化剤も含み得る。安定化剤は
非極性および塩基性アミノ酸であり得る。非極性および塩基性アミノ酸類の例は、アラニ
ン、ヒスチジン、アルギニン、リシン、オルニチン、イソロイシン、バリン、メチオニン
、グリシンおよびプロリンを含むが、これらに限定されない。例えば、アミノ酸安定化剤
はグリシンまたはプロリン、典型的にグリシンである。安定化剤は１種のアミノ酸であっ
てよく、または２種以上のこのようなアミノ酸類の組み合わせであり得る。アミノ酸安定
化剤は天然アミノ酸類、アミノ酸類似体、修飾アミノ酸類またはアミノ酸等価体であり得
る。一般的に、アミノ酸はＬ－アミノ酸である。例えば、プロリンを安定化剤として使用
するとき、一般的にＬ－プロリンである。アミノ酸等価体、例えば、プロリン類似体を使
用することも可能である。配合剤に包含されるアミノ酸安定化剤、例えばグリシンの濃度
は、０.１Ｍ～１Ｍアミノ酸、典型的に０.１Ｍ～０.７５Ｍ、一般的に０.２Ｍ～０.５Ｍ
、例えば、少なくとも正確にまたは約０.１Ｍ、０.１５Ｍ、０.２Ｍ、０.２５Ｍ、０.３
Ｍ、０.３５Ｍ、０.４Ｍ、０.４５Ｍ、０.５Ｍ、０.６Ｍ、０.７Ｍ、０.７５Ｍまたはそ
れ以上の範囲である。アミノ酸、例えばグリシンは薬学的に許容される塩、例えば塩酸塩
、臭化水素酸塩、硫酸塩、酢酸塩などの形で使用できる。アミノ酸、例えばグリシンの純
度は少なくとも９８％、少なくとも９９％、または少なくとも９９.５％またはそれ以上
でなければならない。
【０３１９】
　２. 他の添加物または薬物
　所望により、安定な配合剤は配合剤が投与される、担体、例えば希釈剤、アジュバント
、添加物、または媒体を含み得る。適当な医薬担体の例は、“Remington's Pharmaceutic
al Sciences” by E. W. Martinに記載されている。このような組成物は、治療有効量の
、一般的に精製形態または部分的精製形態の化合物を、患者への適切な投与のための形態
を提供するための適当な量の担体と共に含む。このような医薬担体は滅菌液体、例えば水
および石油、動物、植物または合成起源のものを含む油、例えばピーナツ油、ダイズ油、
鉱油、およびゴマ油を含む。水は、医薬組成物を静脈内投与するときの典型的担体である
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。食塩水溶液および水性デキストロースおよびグリセロール溶液も、特に注射液のための
液体担体として使用できる。
【０３２０】
　例えば、非経腸製剤に使用される薬学的に許容される担体は、水性媒体、非水性媒体、
抗微生物剤、等張化剤、緩衝剤、抗酸化剤、局所麻酔剤、懸濁および分散剤、乳化剤、隔
離またはキレート剤および他の薬学的に許容される物質を含む。水性媒体の例は、塩化ナ
トリウム注射、リンゲル注射、等張デキストロース注射、滅菌水注射、デキストロースお
よび乳酸リンゲル注射を含む。非水性非経腸媒体は、植物起源の固定油、綿実油、コーン
油、ゴマ油およびピーナツ油を含む。静菌性または静真菌性濃度の抗菌剤を、多数回投与
容器に包装された非経腸製剤に添加でき、それはフェノール類またはクレゾール類、水銀
、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
酸エステル類、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を含む。
等張化剤は塩化ナトリウムおよびデキストロースを含む。緩衝剤はリン酸およびシトレー
トを含む。抗酸化剤は硫酸水素ナトリウムを含む。局所麻酔剤は塩酸プロカインを含む。
懸濁および分散剤はナトリウムカルボキシメチルセルロース、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を含む。乳化剤はポリソルベート８０(TWEEN 80)
を含む。金属イオンの隔離またはキレート剤はＥＤＴＡを含む。医薬担体はまた水混和性
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調節のための水酸化ナトリウム、塩酸、クエン酸または乳酸を含む。
【０３２１】
　組成物はまた活性成分意外に、希釈剤、例えばラクトース、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；滑沢剤、例えば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；および結合剤、例えばデンプン、天然ゴム、例
えばアカシアガム、ゼラチン、グルコース、モラセス、ポリビニルピロリドン、セルロー
ス類およびその誘導体、ポビドン、クロスポビドン類および当業者に知られた他のこのよ
うな結合剤を含み得る。
【０３２２】
　例えば、あらゆる数の薬学的に許容されるタンパク質類またはペプチドであり得る、添
加物タンパク質を配合剤に添加できる。一般的に、添加物タンパク質は、免疫応答を誘発
せずに哺乳動物対象に投与できる能力により選択する。例えば、ヒト血清アルブミンは、
医薬製剤における使用によく適する。他の既知医薬タンパク質添加物は、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、コメ、小麦、チョーク、シリカゲル
、ステアリン酸ナトリウム、一ステアリン酸グリセロール、タルク、塩化ナトリウム、乾
燥脱脂乳、グリセロール、プロピレン、グリコール、水、およびエタノールを含むが、こ
れらに限定されない。添加物は、製剤に、保持容器またはバイアルへのタンパク質の吸着
を妨げる十分な濃度で包含される。添加物濃度は添加物の性質および配合剤中のタンパク
質濃度により異なる。
【０３２３】
　組成物は、望むならば、また少量の湿潤剤または乳化剤、またはｐＨ緩衝剤、例えば、
アセテート、ナトリウムシトレート、シクロデキストリン誘導体、モノラウリン酸ソルビ
タン、トリエタノールアミン酢酸ナトリウム、トリエタノールアミンオレエート、および
他のこのような薬剤を含み得る。
【０３２４】
Ｇ. インスリンまたはヒアルロナン分解酵素をコードする核酸およびそのポリペプチド類
の製造方法
　本明細書に記載するインスリンおよびヒアルロナン分解酵素のポリペプチドは、当技術
分野で周知のタンパク質精製方法および組換えタンパク質発現方法によって得ることがで
きる。ポリペプチドは化学的に合成することもできる。例えばインスリンのＡ鎖およびＢ
鎖を化学合成してから、それらを、例えば還元－再酸化反応などにより、ジスルフィド結
合で架橋することができる。ポリペプチドを組換え手段によって製造する場合は、所望の
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遺伝子をコードする核酸を同定するための当業者に知られる任意の方法を使用することが
できる。当技術分野で利用できる任意の方法を使って、例えば細胞または組織供給源から
、ヒアルロニダーゼをコードする完全長(すなわち全コード領域を包含する)ｃＤＮＡまた
はゲノムＤＮＡクローンを得ることができる。改変型または変異型インスリンまたはヒア
ルロナン分解酵素は、野生型ポリペプチドから、部位特異的突然変異誘発法などによって
工学的に作製することができる。
【０３２５】
　ポリペプチドは、核酸分子をクローン化または単離するための当技術分野で知られる任
意の利用可能な方法を使って、クローン化または単離することができる。そのような方法
には、核酸のＰＣＲ増幅およびライブラリーのスクリーニング、例えば核酸ハイブリダイ
ゼーションスクリーニング、抗体に基づくスクリーニング、および活性に基づくスクリー
ニングが含まれる。
【０３２６】
　例えばポリメラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)法を含む核酸増幅法を使って、所望のポリペプチ
ドをコードする核酸分子を単離することができる。核酸含有材料を出発物質として使用し
て、そこから所望のポリペプチドコード核酸分子を単離することができる。増幅方法では
、例えばＤＮＡおよびｍＲＮＡ調製物、細胞抽出物、組織抽出物、体液試料(例えば血液
、精子、唾液)、および健常被験者および／または罹患被験者から得た試料を使用するこ
とができる。核酸ライブラリーも出発物質の供給源として使用することができる。所望の
ポリペプチドが増幅されるようにプライマーを設計することができる。例えば、所望のポ
リペプチドがそこから生成される発現された配列に基づいて、プライマーを設計すること
ができる。プライマーは、逆翻訳(back-translation)に基づいて設計することができる。
増幅によって生成した核酸分子を配列決定し、所望のポリペプチドがコードされているこ
とを確認することができる。
【０３２７】
　追加ヌクレオチド配列、例えば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ドＤＮＡ配列を増幅するために設計されたベクター)中にクロ
ーニングするための制限エンドヌクレアーゼ部位を含有するリンカー配列などを、ポリペ
プチドコード核酸分子につなぐことができる。さらにまた、機能的ＤＮＡ要素を指定する
追加ヌクレオチド配列をポリペプチドコード核酸分子に作動的に連結することもできる。
そのような配列の例には、細胞内タンパク質発現が容易になるように設計されたプロモー
ター配列、およびタンパク質分泌が容易になるように設計された分泌配列、例えば異種シ
グナル配列などがあるが、これらに限定されない。そのような配列は当業者には知られて
いる。タンパク質結合領域を指定する塩基配列などの追加ヌクレオチド残基配列も酵素コ
ード核酸分子に連結することができる。そのような領域には、特異的標的細胞への酵素の
取り込みを容易にするか、合成遺伝子の産物の薬物動態を他の形で変化させる残基の配列
、または特異的標的細胞への酵素の取り込みを容易にするか、合成遺伝子の産物の薬物動
態を他の形で変化させるタンパク質をコードする残基の配列などがあるが、これらに限定
されない。例えば酵素をＰＥＧ部分に連結することができる。
【０３２８】
　さらに、例えばポリペプチドの検出またはアフィニティ精製を助けるためなどの目的で
、タグまたは他の部分を付加することもできる。例えば、エピトープタグまたは他の検出
可能マーカーを指定する塩基配列などの追加ヌクレオチド残基配列も、酵素コード核酸分
子に連結することができる。そのような配列の典型例には、Ｈｉｓタグ(例えば６×Ｈｉ
ｓ、ＨＨＨＨＨＨ；配列番号５４)またはＦｌａｇタグ(ＤＹＫＤＤＤＤＫ；配列番号５５
)などがある。
【０３２９】
　次に、同定され単離された核酸を適当なクローニングベクターに挿入することができる
。当技術分野で知られる多数のベクター－宿主系を使用することができる。考えられるベ
クターには、プラスミドまたは改変ウイルスなどがあり、これらに限定されないが、ベク
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ター系は使用する宿主細胞と適合しなければならない。そのようなベクターには、ラムダ
誘導体などのバクテリオファージ、またはｐＣＭＶ４、ｐＢＲ３２２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)
などがあるが、これらに限定されない。他の発現ベクターには、本明細書に例示するＨＺ
２４発現ベクターがある。クローニングベクターへの挿入は、例えば、相補的付着末端を
持つクローニングベクター中に、ＤＮＡフラグメントをライゲートすることによって達成
することができる。挿入はＴＯＰＯクローニングベクター(Invitrogen, Carlsbad, CA)を
使って達成することができる。ＤＮＡをフラグメント化するために使用される相補的制限
部位がクローニングベクター中に存在しない場合は、ＤＮＡ分子の末端を酵素的に修飾す
ることができる。あるいは、ヌクレオチド配列(リンカー)をＤＮＡ末端にライゲートする
ことによって所望する任意の部位を作り出すこともでき、これらのライゲートされたリン
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異的な化学合成オリゴヌクレオ
チドを含有することができる。これに代わる方法として、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(homopolymer tailing)によって修飾すること
もできる。組換え分子は、例えば形質転換、トランスフェクション、感染、エレクトロポ
レーションおよびソノポレーションなどによって、その遺伝子配列のコピーが数多く生成
するように、宿主細胞中に導入することができる。
【０３３０】
　インスリンは種々の技法を使って製造することができる(例えばLadisch et al. (1992)
 Biotechnol. Prog. 8:469-478参照)。いくつかの例では、プレプロインスリンポリペプ
チドまたはプロインスリンポリペプチドをコードする核酸を、発現ベクター中に挿入する
。発現させた後、プレプロインスリンポリペプチドまたはプロインスリンポリペプチドは
、シグナル配列および／またはＣペプチドを切断する酵素的方法または化学的方法(これ
は、Ａ鎖およびＢ鎖をもたらし、それらが例えば還元－再酸化反応などによってジスルフ
ィド結合で架橋される)によって、インスリンに変換される(例えばCousens et al., (198
7) Gene 61:265-275, Chance et al., (1993) Diabetes Care 4:147-154参照)。もう一つ
の例では、インスリンのＡ鎖およびＢ鎖をコードする核酸を、１つまたは２つの発現ベク
ターに挿入して、１つの発現ベクターから単一ポリペプチドとして共発現させるか、１つ
または２つの発現ベクターから２つのポリペプチドとして発現させる。したがって、Ｃ鎖
の非存在下で、Ａ鎖ポリペプチドとＢ鎖ポリペプチドを、別々に発現させてからそれらを
組み合わせてインスリンを生成させるか、共発現させることができる。Ａ鎖およびＢ鎖を
単一ポリペプチドとして共発現させる例では、サブユニットをコードする核酸が、後述す
るリンカーまたはスペーサーのようなリンカーまたはスペーサーを、Ｂ鎖とＡ鎖の間にコ
ードすることもできる。発現ベクター中に挿入される核酸は、例えばインスリンＢ鎖、リ
ンカー(例えばアラニン－アラニン－リジンリンカーなど)およびＡ鎖をコードする核酸を
含有して、例えば“インスリンＢ鎖－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｌｙｓ－インスリンＡ鎖”の発現
をもたらすことができる。
【０３３１】
　特別な態様では、宿主細胞を、単離されたタンパク質遺伝子、ｃＤＮＡ、または合成Ｄ
ＮＡ配列を組み込んだ組換えＤＮＡ分子で形質転換することにより、その遺伝子のコピー
を多数生成させることができる。こうして、形質転換体を成長させ、形質転換体から組換
えＤＮＡ分子を単離し、必要であれば、単離した組換えＤＮＡから挿入された遺伝子を回
収することにより、遺伝子を大量に得ることができる。
【０３３２】
　１. ベクターおよび細胞
　本明細書に記載する任意のタンパク質など、所望のタンパク質の１つ以上を組換え発現
させるために、タンパク質をコードするヌクレオチド配列の全部または一部を含有する核
酸を、適当な発現ベクター中に、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
翻訳に必要な要素を含有するベクター中に、挿入することができる。必要な転写および翻
訳シグナルは、酵素遺伝子の天然プロモーターおよび／またはそれらの隣接領域によって
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供給され得る。
【０３３３】
　酵素をコードする核酸を含有するベクターも提供する。ベクターを含有する細胞も提供
する。細胞には真核細胞および原核細胞が含まれ、ベクターはそこでの使用に適した任意
のベクターである。
【０３３４】
　ベクターを含有する原核細胞および真核細胞(内皮細胞を含む)を提供する。そのような
細胞には、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
などがある。細胞は、コードされているタンパク質が細胞によって発現されるような条件
下で上述の細胞を成長させ、発現されたタンパク質を回収することにより、そのタンパク
質を生産するために使用される。本発明では、例えば酵素を、培地中に分泌させることが
できる。
【０３３５】
　天然のまたは異種のシグナル配列に結合された溶解性ヒアルロニダーゼポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列ならびにその複数コピーを含有するベクターを提供する。ベ
クターは酵素タンパク質が細胞中で発現されるように選択するか、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に選択することができる。
【０３３６】
　種々の宿主－ベクター系を使って、タンパク質コード配列を発現させることができる。
これらには、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)
に感染した哺乳動物細胞系；ウイルス(例えばバキュロウイルス)に感染した昆虫細胞；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、ＤＮＡ、プラスミ
ドＤＮＡ、またはコスミドＤＮＡで形質転換された細菌などがあるが、これらに限定され
ない。ベクターの発現要素はその強さおよび特異性がさまざまである。使用する宿主－ベ
クター系に依存して、数ある適切な転写および翻訳要素のどれでも１つを使用することが
できる。
【０３３７】
　ベクター中にＤＮＡフラグメントを挿入するための当業者に知られる任意の方法を使用
して、適当な転写／翻訳制御シグナルとタンパク質コード配列とを含むキメラ遺伝子を含
有する発現ベクターを構築することができる。これらの方法には、インビトロ組換えＤＮ
Ａおよび合成技法、ならびにインビボ組換え体(遺伝子組換え)を含めることができる。タ
ンパク質またはそのドメイン、誘導体、フラグメントもしくはホモログをコードする核酸
配列の発現は、遺伝子またはそのフラグメントが組換えＤＮＡ分子で形質転換された宿主
中で発現されるように、第２の核酸配列によって調節することができる。例えば、タンパ
ク質の発現は、当技術分野で知られる任意のプロモーター／エンハンサーで制御すること
ができる。具体的一態様では、プロモーターが、所望するタンパク質の遺伝子にとって天
然のプロモーターではない。使用することができるプロモーターには、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’末端反復配列(long terminal repeat)に含まれるプロモーター(Yamamoto et al. Cel
l 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(Brin
ster et al., Nature 296:39-42 (1982))；原核発現ベクター、例えばβ－ラクタマーゼ
プロモーター(Jay et al., (1981) 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))；“Usefu
l Proteins from Recombinant Bacteria”: in Scientific American 242:79-94 (1980)
も参照；ノパリンシンテターゼプロモーター(Herrara-Estrella et al., Nature 303:209
-213 (1984))または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(G
ardner et al., Nucleic Acids Res. 9:2871 (1981))、およびおよび光合成酵素リブロー
スビスリン酸カルボキシラーゼのプロモーター(Herrera-Estrella et al., Nature 310:1
15-120 (1984))を含有する植物発現ベクター；酵母および他の真菌由来のプロモーター要
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素、例えばＧａｌ４プロモーター、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、および組織特
異性を示し、トランスジェニック動物で使用されてきた、以下の動物転写制御領域：膵腺
房細胞中で活性なエラスターゼＩ遺伝子制御領域(Swift et al., Cell 38:639-646 (1984
); Ornitz et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409 (1986); MacDo
nald, Hepatology 7:425-515 (1987))；膵β細胞中で活性なインスリン遺伝子制御領域(H
anahan et al., Nature 315:115-122 (1985))、リンパ球様細胞中で活性な免疫グロブリ
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 (1987))、精巣
、乳房、リンパ球様細胞およびマスト細胞中で活性であるマウス乳房腫瘍ウイルス制御領
域(Leder et al., Cell 45:485-495 (1986))、肝臓中で活性なアルブミン遺伝子制御領域
(Pinkert et al., GenesおよびDevel. 1:268-276 (1987))、肝臓中で活性な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); Ham
mer et al., Science 235:53-58 1987))、肝臓中で活性なα－１アンチトリプシン遺伝子
制御領域(Kelsey et al., GenesおよびDevel. 1:161-171 (1987))、骨髄性細胞中で活性
なβグロビン遺伝子制御領域(Magram et al., Nature 315:338-340 (1985); Kollias et 
al., Cell 46:89-94 (1986))、脳の希突起膠細胞中で活性なミエリン塩基性タンパク質遺
伝子制御領域(Readhead et al., Cell 48:703-712 (1987))、骨格筋中で活性なミオシン
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
激細胞中で活性な性腺刺激ホルモン放出ホルモン放出ホルモン遺伝子制御領域(Mason et 
al., Science 234:1372-1378 (1986))を含むが、これらに限定されない。
【０３３８】
　具体的態様において、所望のタンパク質またはそのドメイン、フラグメント、誘導体も
しくはホモログをコードする核酸に作動的に連結されたプロモーター、１つ以上の複製起
点、および場合によっては、１つ以上の選択可能マーカー(例えば抗生物質耐性遺伝子)を
含有するベクターを使用する。大腸菌(E. coli)細胞を形質転換するための典型的プラス
ミドベクターには、例えばｐＱＥ発現ベクター(Qiagen, Valencia, CA)から入手可能；Qi
agenが発行したこの系に関する文献も参照されたい)がある。ｐＱＥベクターは、ファー
ジＴ５プロモーター(大腸菌ＲＮＡポリメラーゼによって認識される)と、大腸菌における
組換えタンパク質の緻密に調節された高レベル発現をもたらすための二重ｌａｃオペレー
ター抑制モジュール(double lac operator repression module)、効率のよい翻訳のため
の合成リボソーム結合部位(RBS II)、６×Ｈｉｓ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
タマーゼ遺伝子を持つ。ｐＱＥベクターは６×Ｈｉｓタグを組換えタンパク質のＮ末端ま
たはＣ末端に置くことを可能にする。そのようなプラスミドには、３つの読み枠全てにマ
ルチクローニング部位を与え、Ｎ末端が６×Ｈｉｓタグで標識されたタンパク質の発現を
もたらす、ｐＱＥ３２、ｐＱＥ３０、およびｐＱＥ３１がある。大腸菌細胞を形質転換す
るための他の典型的プラスミドベクターには、例えばｐＥＴ発現ベクター(米国特許第４,
９５２,４９６号；NOVAGEN(Madison, WI)から入手可能；NOVAGENが発行したこの系に関す
る文献も参照されたい)などがある。そのようなプラスミドには、pET11a(これは、Ｔ７　
ｌａｃプロモーター、Ｔ７ターミネーター、誘導性大腸菌ｌａｃオペレーター、およびｌ
ａｃリプレッサー遺伝子を含有する)；pET12a-c(これは、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)；ならびにpET15bおよびpET19
b(NOVAGEN, MADISON, WI)(これらは、Ｈｉｓカラムによる精製に使用するためのＨｉｓ－
Ｔａｇ(商標)リーダー配列、およびカラムでの精製後に行われる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)な
どがある。
【０３３９】
　哺乳動物細胞発現用ベクターの例は、ＨＺ２４発現ベクターである。ＨＺ２４発現ベク
ターはｐＣＩベクターバックボーン(Promega)から誘導された。これは、β－ラクタマー
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ゼ耐性遺伝子(ＡｍｐＲ)をコードするＤＮＡ、Ｆ１複製起点、サイトメガロウイルス前初
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)を含有する。この発現ベクターは、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
子も持つ。
【０３４０】
　２. リンカー基
　いくつかの例では、例えばＢ鎖のＣ末端が短いリンカーでＡ鎖のＮ末端に接合されるよ
うになっている、リンカーを持つＡ鎖ポリペプチドとＢ鎖ポリペプチドを作製することに
よって、インスリンが製造される。Ａ鎖とＢ鎖は、リンカーを含有する単一ポリペプチド
から発現させるか、別々に発現させてからリンカーで接合することができる。リンカー部
分は、所望する性質に応じて選択される。リンカー部分は、Ａ鎖とＢ鎖がインスリンの天
然のコンフォメーションを模倣することができるように、十分に長くフレキシブルでなけ
ればならない。
【０３４１】
　リンカーは、インスリンＡ鎖およびＢ鎖に適した部分であれば、なんでもよい。そのよ
うな部分には、ペプチド性結合(peptidic linkage)；アミノ酸およびペプチド結合、一般
的に、１～約６０個のアミノ酸を含有するもの；化学的リンカー、例えばヘテロ二官能性
切断可能架橋剤、光切断可能リンカー、および酸切断可能リンカーなどがあるが、これら
に限定されない。
【０３４２】
　リンカー部分はペプチドであることができる。ペプチドリンカーは、一般的に、約２～
約６０個のアミノ酸残基、例えば約５～約４０個、または約１０～約３０個のアミノ酸残
基を持つ。好都合なことに、ペプチド性リンカー(peptidic linker)は核酸にコードして
、大腸菌などの宿主細胞における発現時に融合タンパク質に組み込むことができる。ある
例では、発現時に“インスリンＢ鎖－ＡＡＫ－インスリンＡ鎖”ポリペプチドが生成する
ように、インスリンＢ鎖をコードする核酸とＡ鎖をコードする核酸との間にある核酸中に
、アラニン－アラニン－リジン(ＡＡＫ)(配列番号１７８)リンカーをコードする。ペプチ
ドリンカーは、フレキシブルなスペーサーアミノ酸配列、例えば単鎖抗体研究で知られて
いるものなどであることができる。そのような既知リンカーの例には、ＲＰＰＰＰＣ(配
列番号１６６)またはＳＳＰＰＰＰＣ(配列番号１６７)、ＧＧＧＧＳ(配列番号１６８)、(
ＧＧＧＧＳ)ｎ(配列番号１６９)、ＧＫＳＳＧＳＧＳＥＳＫＳ(配列番号１７０)、ＧＳＴ
ＳＧＳＧＫＳＳＥＧＫＧ(配列番号１７１)、ＧＳＴＳＧＳＧＫＳＳＥＧＳＧＳＴＫＧ(配
列番号１７２)、ＧＳＴＳＧＳＧＫＳＳＥＧＫＧ(配列番号１７３)、ＧＳＴＳＧＳＧＫＰ
ＧＳＧＥＧＳＴＫＧ(配列番号１７４)、ＥＧＫＳＳＧＳＧＳＥＳＫＥＦ(配列番号１７５)
、ＳＲＳＳＧ(配列番号１７６)およびＳＧＳＳＣ(配列番号１７７)があるが、これらに限
定されない。
【０３４３】
　あるいは、ペプチドリンカー部分はＶＭ(配列番号１７９)またはＡＭ(配列番号１８０)
であるか、式：ＡＭ(Ｇ２－４Ｓ)ｘＡＭ[式中、Ｘは１～１１の整数である](配列番号１
８１)で記述される構造を持つこともできる。例えばHuston et al.(1988) Proc. Natl. A
cad. Sci. U.S.A. 85:5879-5883; Whitlow, M., et al. (1993) Protein Engineering 6:
989-995; Newton et al. (1996) Biochemistry 35:545-553; A. J. Cumber et al. (1992
) Bioconj. Chem. 3:397-401; Ladurner et al. (1997) J. Mol. Biol. 273:330-337；お
よび米国特許第４,８９４,４４３号などには、さらなる連結部分が記載されている。
【０３４４】
　いくつかの例では、ペプチドリンカーが核酸によってコードされ、大腸菌や出芽酵母(S
. cerevisiae)などの宿主細胞中で発現させた時に、Ｂ鎖とＡ鎖の間に組み込まれる。別
の例では、ペプチドリンカーが化学的方法によって合成される。これは、Ａ鎖およびＢ鎖
の一つ以上の合成とは別個のプロトコルで行うことができ、構成要素は、その後に、例え
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ばヘテロ二官能性リンカーなどを使って接合される。あるいは、ペプチドリンカーを一方
のインスリン鎖のＮ末端またはＣ末端に合成し、次にそれを他方の鎖に、そのペプチドリ
ンカーを介して、例えばヘテロ二官能性リンカーなどを使って連結することもできる。
【０３４５】
　ここでは、インスリンＡ鎖およびＢ鎖を連結するために、当業者に知られる任意のリン
カーを使用することができる。鎖を化学的に連結するのに適したリンカーおよび結合様式
には、ジスルフィド結合、チオエーテル結合、ヒンダード(hindered)ジスルフィド結合、
およびアミン基やチオール基などの遊離反応性基間の共有結合などがあるが、これらに限
定されない。これらの結合は、ヘテロ二官能性試薬を使って一方または両方のポリペプチ
ド上に反応性チオール基を生成させた後、一方のポリペプチド上のチオール基を、他方の
鎖上の反応性チオール基または反応性マレイミド基もしくはチオール基を結合させること
ができるアミン基と反応させることによって作られる。他のリンカーには、酸性が強い細
胞内区画では切断されるであろう酸切断可能リンカー、例えばビスマレイミドエトキシプ
ロパン(bismaleimideothoxy propane)、酸不安定性トランスフェリンコンジュゲートおよ
びアジピン酸ジヒドラジド(adipic acid diihydrazide)；ＵＶまたは視覚光に曝露すると
切断される架橋剤、ならびにヒトＩｇＧ１の定常領域に由来する種々のドメイン(例えば
ＣＨ１、ＣＨ２、およびＣＨ３)などのリンカー(Batra et al. (1993) Molecular Immuno
l. 30:379-386参照)などがある。いくつかの態様では、各リンカーの望ましい性質を利用
するために、数個のリンカーを含めることができる。化学的リンカーおよびペプチドリン
カーは、リンカーをインスリンＡ鎖およびＢ鎖に共有結合でカップリングすることによっ
て挿入することができる。そのような共有結合的カップリングは、下記のヘテロ二官能性
剤を使って達成することができる。Ｂ鎖とＡ鎖の間にリンカーをコードしているＤＮＡを
発現させることによって、ペプチドリンカーを連結することもできる。
【０３４６】
　インスリンのＡ鎖とＢ鎖を接合するために使用することができる他のリンカーには、次
に挙げるものがある：酵素基質、例えばカテプシンＢ基質、カテプシンＤ基質、トリプシ
ン基質、トロンビン基質、スブチリシン基質、第Ｘａ因子基質、およびエンテロキナーゼ
基質；溶解性、可撓性(flexibility)および／または細胞内切断可能性を増加させるリン
カーには、(ｇｌｙｍｓｅｒ)ｎおよび(ｓｅｒmｇｌｙ)ｎ[式中、ｍは１～６、好ましくは
１～４、より好ましくは２～４であり、ｎは１～３０、好ましくは１～１０、より好まし
くは１～４である]などのリンカーがある(例えば典型的リンカーが記載されているＰＣＴ
国際出願ＷＯ９６／０６６４１を参照されたい)。いくつかの態様では、各リンカーの望
ましい性質を利用するために、数個のリンカーを含めることができる。
【０３４７】
　３. 発現
　インスリンおよびヒアルロナン分解酵素ポリペプチドは、インビボ法およびインビトロ
法を含む、当業者に知られる任意の方法によって製造することができる。所望のタンパク
質は、要求される量および形態(例えば投与および処置に必要とされる量および形態)でそ
のタンパク質を生産するのに適した任意の生物中で発現させることができる。発現宿主に
は、原核生物および真核生物、例えば大腸菌、酵母、植物、昆虫細胞、哺乳動物細胞(ヒ
ト細胞株およびトランスジェニック動物を含む)が含まれる。発現宿主は、そのタンパク
質産生レベルが異なり得ると共に、発現されたタンパク質上に存在する翻訳後修飾のタイ
プも異なり得る。発現宿主の選択は、これらの因子および他の因子、例えば調節および安
全性の問題、生産コスト、ならびに精製の必要性および精製の方法などに基づいて行うこ
とができる。
【０３４８】
　多くの発現ベクターが利用可能であり、当業者に知られており、それらをタンパク質の
発現に使用することができる。発現ベクターの選択は、宿主発現系の選択によって左右さ
れるだろう。一般に発現ベクターは、転写プロモーターを含み、場合によってはエンハン
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。安定形質転換に
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使用される発現ベクターは、一般的に、形質転換細胞の選択と維持を可能にする選択可能
マーカーを持つ。複製起点を使用してベクターのコピー数を増幅することができる場合も
ある。
【０３４９】
　溶解性ヒアルロニダーゼポリペプチドは、タンパク質融合物として利用し、または発現
させることもできる。例えば、酵素に付加的機能を加えるために、酵素融合物を作製する
ことができる。酵素融合タンパク質の例には、シグナル配列、タグ、例えば位置確認(loc
alization)用のタグ、例えばｈｉｓ６タグもしくはｍｙｃタグ、または精製用タグ、例え
ばＧＳＴ融合物、ならびにタンパク質分泌および／または膜会合を指示するための配列の
融合物などがあるが、これらに限定されない。
【０３５０】
　　ａ. 真核細胞
　原核生物、特に大腸菌は、大量のタンパク質を生産するための系になる。大腸菌の形質
転換は当業者に周知の簡便で迅速な技法である。大腸菌用の発現ベクターは誘導性プロモ
ーターを含有することができ、そのようなプロモーターは、高レベルのタンパク質発現を
誘導するのに有用であり、宿主細胞に対して何らかの毒性を示すタンパク質を発現させる
のにも有用であるものを含む。誘導性プロモーターの例には、ｌａｃプロモーター、ｔｒ
ｐプロモーター、ハイブリッドｔａｃプロモーター、Ｔ７およびＳＰ６　ＲＮＡプロモー
ター、ならびに温度感受性λＰＬプロモーターなどがある。
【０３５１】
　タンパク質(例えば本明細書に記載する任意のタンパク質)は、大腸菌の細胞質環境中で
発現させることができる。細胞質は還元的環境であり、一部の分子にとって、これは不溶
性封入体の形成をもたらし得る。タンパク質を再可溶化するにはジチオスレイトールや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や尿素などの変性剤を使
用することができる。代替的アプローチは、周辺腔におけるタンパク質の発現である。代
替的アプローチは、酸化的環境ならびにシャペロニン様イソメラーゼおよびジスルフィド
イソメラーゼを含み、溶解性タンパク質の産生をもたらすことができる周辺腔におけるタ
ンパク質の発現である。一般的に、タンパク質をペリプラズムに向かわせるリーダー配列
が、発現されるべきタンパク質に融合される。その場合、リーダーは、ペリプラズム内で
、シグナルペプチダーゼによって除去される。ペリプラズムを標的とする(periplasmic-t
argeting)リーダー配列には、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などがある。ペリプラズム発現により、
発現されたタンパク質の培養培地への漏出が可能になる場合もある。タンパク質の分泌は
培養上清からの迅速かつ簡便な精製を可能にする。分泌されないタンパク質は浸透圧溶解
によってペリプラズムから得ることができる。細胞質発現と同様に、時には、タンパク質
が不溶性になることもあり、可溶化および再フォールディングが容易になるように、変性
剤および還元剤を使用することができる。誘導温度および成長温度も、発現レベルおよび
溶解性に影響を及ぼすことがあり、一般的に、２５℃～３７℃の温度が使用される。一般
的に、細菌は非グリコシル化タンパク質を産生する。タンパク質が機能するためにグリコ
シル化を要求する場合は、宿主細胞から精製した後に、インビトロでグリコシル化を追加
することができる。
【０３５２】
　　ｂ. 酵母細胞
　サッカロミセス・セレビシェ(Saccharomyces cerevisae)、シゾサッカロミセス・ポン
ベ(Schizosaccharomyces pombe)、ヤロウイア・リポリチカ(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 past
oris)などの酵母は、タンパク質(例えば本明細書に記載する任意のタンパク質)の生産に
使用することが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で形
質転換させるか、相同組換えによる安定染色体組込みで形質転換させることができる。一
般的に、遺伝子発現を調節するために、誘導性プロモーターが使用される。そのようなプ
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ロモーターの例には、ＧＡＬ１、ＧＡＬ７およびＧＡＬ５、ならびにメタロチオネインプ
ロモーター、例えばＣＵＰ１、ＡＯＸ１、または他のピキア(Pichia)プロモーターもしく
は他の酵母プロモーターがある。発現ベクターは、多くの場合、形質転換されたＤＮＡを
選択し維持するために、ＬＥＵ２、ＴＲＰ１、ＨＩＳ３およびＵＲＡ３などの選択可能マ
ーカーを含む。酵母中で発現されたタンパク質は溶解性であることが多い。Ｂｉｐなどの
シャペロニン類およびタンパク質ジスルフィドイソメラーゼとの共発現により、発現レベ
ルおよび溶解性が改善され得る。また、酵母中で発現されるタンパク質は、例えばサッカ
ロミセス・セレビシェに由来する酵母接合型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接合付着受容体(mating adhesion receptor)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って、分泌するように指示することもできる。発現されたポリペ
プチドが分泌経路を出た時に、融合された配列を発現されたポリペプチドから除去するた
めに、プロテアーゼ切断部位、例えばＫｅｘ－２プロテアーゼの切断部位を、工学的に作
ることができる。酵母はＡｓｎ－Ｘ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒモチーフでグリコシル化を行う能力
も持つ。
【０３５３】
　　ｃ. 昆虫細胞
　昆虫細胞、特にバキュロウイルス発現を用いるものは、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させるのに有用である。昆虫細胞は高レベルのタンパク質を発
現し、高等真核生物が使用する翻訳後修飾の大半を行う能力を持つ。バキュロウイルスは
宿主域が制限されており、それが安全性を向上させ、真核細胞発現に関する規制上の懸念
を減少させる。典型的な発現ベクターは、高レベル発現用のプロモーター、例えばバキュ
ロウイルスのポリヘドリン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
は、例えばオートグラファ・カリフォルニカ(Autographa californica)核多核体病ウイル
ス(ＡｃＮＰＶ)およびカイコ(Bombyx mori)核多核体病ウイルス(ＢｍＮＰＶ)などのバキ
ュロウイルスと、例えばツマジロクサヨトウ(Spodoptera frugiperda)に由来するＳｆ９
、シューダレチア・ユニパンクタ(Pseudaletia unipuncta)(Ａ７Ｓ)およびオオカバマダ
ラ(Danaus plexippus)(ＤｐＮ１)などの昆虫細胞株を含む。高レベル発現には、発現され
るべき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では正確にプロセシングされ、発現されたタンパク
質を培養培地中に分泌させるには、これらのシグナルを使用することができる。加えて、
細胞株シューダレチア・ユニパンクタ(Ａ７Ｓ)およびオオカバマダラ(ＤｐＮ１)は、哺乳
動物細胞系と類似するグリコシル化パターンを持つタンパク質を産生する。
【０３５４】
　昆虫細胞におけるもう一つの発現系は安定形質転換細胞の使用である。発現には、シュ
ナイダー(Schneider)２(Ｓ２)細胞および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 albopictus))などの細胞株を使用
することができる。カドミウムまたは銅による重金属誘導の存在下で高レベル発現を誘導
するために、ショウジョウバエ(Drosophila)メタロチオネインプロモーターを使用するこ
とができる。発現ベクターは、典型的には、ネオマイシンやハイグロマイシンなどの選択
可能マーカーの使用によって維持される。
【０３５５】
　　ｄ. 哺乳動物細胞
　溶解性ヒアルロニダーゼポリペプチドなどのタンパク質を発現させるために、哺乳類発
現系を使用することができる。発現コンストラクトは、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、ＤＥＡＥ－デキストランなどの直接
的ＤＮＡ導入によって、また、エレクトロポレーションやマイクロインジェクションなど
の物理的手段によって、哺乳動物細胞に導入することができる。哺乳動物細胞用の発現ベ
クターは、一般的に、ｍＲＮＡキャップ部位、ＴＡＴＡボックス、翻訳開始配列(コザッ
ク(Kozak)コンセンサス配列)およびポリアデニル化要素を含む。選択可能マーカーなどの
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もう一つの遺伝子との２シストロン性発現が可能になるように、ＩＲＥＳ要素も加えるこ
とができる。そのようなベクターは、多くの場合、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)の末端反復配列などを含む
。これらのプロモーター－エンハンサーは多くの細胞タイプにおいて活性である。発現に
は、組織型および細胞型のプロモーターおよびエンハンサー領域も使用することができる
。典型的なプロモーター／エンハンサー領域には、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、および性腺刺激ホル
モン放出ホルモン遺伝子制御領域(gonadotropic releasing hormone gene control)など
の遺伝子に由来するものがあるが、これらに限定されない。発現コンストラクトを持つ細
胞を選択し、維持するために、選択可能マーカーを使用することができる。選択可能マー
カー遺伝子の例には、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
などがあるが、これらに限定されない。例えば、ＤＨＦＲ遺伝子を発現させる細胞だけを
選択するために、メトトレキサートの存在下で発現を行うことができる。ＴＣＲ－ζやＦ
ｃεＲＩ－γなどの細胞表面シグナリング分子との融合により、細胞表面上で活性な状態
にあるタンパク質の発現を指示することができる。
【０３５６】
　哺乳類発現には、マウス細胞、ラット細胞、ヒト細胞、サル細胞、ニワトリ細胞および
ハムスター細胞など、多くの細胞株を利用することができる。典型的細胞株には、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細胞など
があるが、これらに限定されない。細胞培養培地からの分泌タンパク質の精製を容易にす
る無血清培地に適応した細胞株も利用できる。例として、ＣＨＯ－Ｓ細胞(Invitrogen, C
arlsbad, CA, cat # 11619-012)および無血清ＥＢＮＡ－１細胞株(Pham et al., (2003) 
Biotechnol. Bioeng. 84:332-42)が挙げられる。発現量が最大になるように最適化された
特別な培地での成長に適応した細胞株も利用できる。例えばＤＧ４４　ＣＨＯ細胞は、動
物性産物を含まない合成培地における懸濁培養での成長に適応している。
【０３５７】
　　ｅ. 植物
　タンパク質(例えば本明細書に記載する任意のタンパク質)を発現させるために、トラン
スジェニック植物細胞およびトランスジェニック植物を使用することができる。発現コン
ストラクトは、一般的に、微粒子銃(microprojectile bombardment)やプロトプラストへ
のＰＥＧによる導入などといった直接的ＤＮＡ導入を使って、またアグロバクテリウムに
よる形質転換を使って、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、転写終結要素および翻訳制御要素を含むことができる。発現ベクターおよび
形質転換技法は、通常は、アラビドプシス(Arabidopsis)やタバコなどの双子葉植物宿主
用と、トウモロコシやイネなどの単子葉植物宿主用とに分けられる。発現に使用される植
物プロモーターの例には、カリフラワーモザイクウイルスプロモーター、ノパリンシンタ
ーゼプロモーター、リボース二リン酸カルボキシラーゼプロモーター、ならびにユビキチ
ンプロモーターおよびＵＢＱ３プロモーターなどがある。形質転換細胞の選択と維持が容
易になるように、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可能マーカーが、多くの場合、使用される。形質転
換植物細胞は、細胞、凝集体(カルス組織)として培養維持するか、全植物体に再生させる
ことができる。トランスジェニック植物細胞には、ヒアルロニダーゼポリペプチドを産生
するように工学的に操作された藻類も含めることができる。植物は哺乳動物細胞とは異な
るグリコシル化パターンを持つので、これは、これらの宿主中で生産されたタンパク質の
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選択に影響を及ぼし得る。
【０３５８】
　４. 精製方法
インスリンポリペプチドおよびヒアルロナン分解酵素ポリペプチドまたは他のタンパク質
などといったポリペプチドを宿主細胞から精製するための方法は、選択した宿主細胞と発
現系に依存するだろう。分泌される分子の場合、タンパク質は一般に、細胞を除去した後
に、培養培地から精製される。細胞内発現の場合は、細胞を溶解し、タンパク質を抽出物
から精製することができる。トランスジェニック植物やトランスジェニック動物などのト
ランスジェニック生物を発現に使用する場合は、組織または臓器を、溶解細胞抽出物を作
るための出発物質として使用することができる。また、トランスジェニック動物生産には
、乳または卵におけるポリペプチドの生産を含めることができ、それらは、収集し、必要
であれば、当技術分野における標準的方法を使って、タンパク質を抽出し、さらに精製す
ることができる。
【０３５９】
　インスリンポリペプチドまたはヒアルロナン分解酵素ポリペプチドなどのタンパク質は
、当技術分野において知られる標準的なタンパク質精製技法、例えば限定するわけではな
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、およびアニ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
ーなどを使って精製することができる。効率および調製物の純度を改善するためにアフィ
ニティ精製技法を利用することもできる。アフィニティ精製では、例えばヒアルロニダー
ゼ酵素を結合する抗体、受容体および他の分子を使用することができる。発現コンストラ
クトを工学的に操作して、ｍｙｃエピトープ、ＧＳＴ融合物またはＨｉｓ６などのアフィ
ニティタグをタンパク質に付加し、それぞれｍｙｃ抗体、グルタチオン樹脂およびＮｉ樹
脂を使ってアフィニティ精製することもできる。純度は、当技術分野で知られる任意の方
法、例えばゲル電気泳動、オルソゴナル(ortoganal)なＨＰＬＣ法、染色および分光測光
技法などによって評価することができる。
【０３６０】
Ｈ. 治療用途
　ここで提供するヒアルロナン分解酵素リーディング・エッジＣＳＩＩ方法を含むＣＳＩ
Ｉ方法は、速効性インスリンを用いるあらゆる状態の処置に使用できる。このセクション
は、速効性のインスリンの治療用途の例を示す。下記治療用途は例であり、ここに記載す
る方法の適用を限定しない。治療用途は、１型糖尿病、２型糖尿病、妊娠性糖尿病、およ
び重症患者における血糖コントロールを含むが、これらに限定されない。このような疾患
または状態の同定は処置医の技術の範囲内である。
【０３６１】
　上記のとおり、特定の投与量および処置プロトコルは典型的に各対象に個別的である。
必要であれば、特定の投与量および期間および処置プロトコルを経験的に決定または外挿
できる。例えば、ヒアルロナン分解酵素を伴わない速効性のインスリンの例示的投与量を
出発点として使用して、ここに提供する方法における適当な投与量を決定できる。投与レ
ベルは多様な因子、例えば個体の体重、一般的健康、年齢、用いる特定化合物の活性、性
別、食習慣、代謝活性、血糖濃度、投与時間、排泄速度、薬剤組み合わせ、疾患の重症度
および経過、および患者の疾患に対する素質および処置医の判断により決定できる。特に
例えば血糖センサーで測定した、血糖値を測定し、使用して、血糖コントロールを達成す
るために投与すべきインスリンおよびヒアルロナン分解酵素の量を決定できる。アルゴリ
ズムは当分野で知られており、ここに提供する速効性インスリンおよびヒアルロナン分解
酵素の配合剤の吸収速度および吸収レベルに基づき、およびまた血糖値に基づき決定する
ために使用できる。食後血糖コントロールのためのインスリン投与量は、例えば、食事の
炭水化物量の決定により計算または調節できる(例えば、Bergenstal et al., (2008) Dia
betes Care 31:1305-1310, Lowe et al., (2008) Diabetes Res. Clin. Pract. 80:439-4
43, Chiesa et al.,(2005) Acta Biomed. 76:44-48参照)。
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【０３６２】
　１. 糖尿病
　真性糖尿病(または糖尿病)はグルコース代謝障害を特徴とする。血中グルコースは腸で
吸収された糖質に由来し、肝臓で産生される。血中グルコースレベルの増加はインスリン
放出を刺激する。食後グルコースインフラックス(influx)は食間に観察されるグルコース
の肝産生量より２０～３０倍高くなり得る。１０分前後続く初期相インスリン放出は肝グ
ルコース産生を抑制し、その後に、２時間以上持続して食事時間糖質インフラックスをカ
バーする長い(後期)放出相が起こる。食間は、低い連続的インスリンレベル(基礎インス
リン)が進行中の代謝要件をカバーして、特に、肝糖産生を調節すると共に、脂肪組織、
筋組織および他の標的部位によるグルコース利用を調節する。糖尿病を持つ患者は高い血
中グルコースレベル(高血糖)を示す。糖尿病は、１型糖尿病と２型糖尿病の２つに大別す
ることができる。１型糖尿病またはインスリン依存性真性糖尿病(ＩＤＤＭ)は、インスリ
ンの欠乏につながる膵臓におけるランゲルハンス島のインスリン産生β細胞の消失を特徴
とする。β細胞欠乏の主要原因はＴ細胞による自己免疫である。２型糖尿病またはインス
リン非依存性真性糖尿病(ＮＩＤＤＭ)はβ細胞機能異常を持つ患者で起こる。これらの患
者は、インスリン抵抗性または低下したインスリン感受性と、インスリン分泌量の減少と
を併せ持つ。２型糖尿病は最終的には１型糖尿病に進展し得る。糖尿病には妊娠糖尿病も
含まれる。糖尿病を持つ患者には、基礎インスリンレベルを維持するためにも、食事後な
どに起こる血糖エクスカーションを防止するためにも、インスリンを投与することができ
る。
【０３６３】
　　ａ. １型糖尿病
　１型糖尿病は、膵臓の内分泌単位であるランゲルハンス島の浸潤およびβ細胞の破壊を
特徴とし、それがインスリン産生量の不足と高血糖につながる、Ｔ細胞依存的自己免疫疾
患である。１型糖尿病は、最も一般的には小児および若年成人で診断されるが、どの年齢
でも診断され得る。１型糖尿病を持つ患者は、低いインスリンレベルおよび高い血中グル
コースレベルに加えて、多尿症、多飲症(polydispia)、多食症、かすみ目および疲労を示
し得る。１２６mg／dL(７.０mmol／ｌ)以上の空腹時血漿中グルコースレベル、例えばグ
ルコース耐性検査などにおける７５ｇ経口グルコース負荷の２時間後に２００mg／dL(１
１.１mmol／ｌ)以上の血漿中グルコースレベル、および／または２００mg／dL(１１.１mm
ol／ｌ)以上の随時血漿中グルコースレベルを示すことによって、患者を診断することが
できる。
【０３６４】
　１型糖尿病を持つ患者に対する主要な処置は、一般的に、血中グルコースモニタリング
と合わせて行われる補充療法としてのインスリンの投与である。十分なインスリンの補充
がないと、糖尿病性ケトアシドーシスが発生する可能性があり、それは昏睡または死をも
たらし得る。患者には、１日中適切な血中グルコースレベルを維持するためにも、食後グ
ルコースレベルを管理するためにも、例えばシリンジもしくはインスリンペン、またはイ
ンスリンポンプを使って、速効型インスリンの皮下注射を投与することができる。いくつ
かの例では、インスリンポンプ(クローズドループ系におけるものを含む)を使ってインス
リンを腹腔内投与することができる。このように、１型糖尿病を持つ患者には、血中グル
コースレベルおよび血中インスリンレベルをより迅速に管理するために、本明細書に記載
する速効性インスリンおよびヒアルロナン分解酵素の配合剤を、シリンジ、インスリンペ
ン、もしくはインスリンポンプ、またインスリンを送達するのに役立つ他の任意の手段に
よって、皮下投与または腹腔内投与することができる。
【０３６５】
　　ｂ. ２型糖尿病
　２型糖尿病はインスリン抵抗性に関連し、いくつかの集団では、インスリン減少症(ins
ulinopenia)(β細胞機能の消失)にも関連する。２型糖尿病では、インスリンの第１相放
出がなく、第２相放出が遅延し、しかも不十分である。食事中および食事後に健常な被験
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者で起こるインスリン放出の鋭いスパイクが、２型糖尿病を持つ患者では遅延し、長引き
、量的に不十分になり、その結果、高血糖になる。２型糖尿病を持つ患者には、血中グル
コースレベルを管理するために、インスリンを投与することができる(Mayfield et al. (
2004) Am Fam Physican 70:489-500)。これは、他の処置および処置レジメ、例えば食事
制限、運動および他の抗糖尿病治療(例えばスルホニル尿素類、ビグアニド類、メグリチ
ニド類、チアゾリジンジオン類およびα－グルコシダーゼ阻害剤)などと組み合わせて行
うことができる。このように、２型糖尿病を持つ患者には、血中グルコースレベルおよび
血中インスリンレベルをより迅速に管理するために、本明細書に記載する速効性インスリ
ンおよびヒアルロナン分解酵素の配合剤を、シリンジ、インスリンペン、もしくはインス
リンポンプ、またインスリンを送達するのに役立つ他の任意の手段によって、皮下投与ま
たは腹腔内投与することができる。
【０３６６】
　　ｃ. 妊娠性糖尿病
　今までに糖尿病を患ったことは一度もないが、妊娠中に高い血中グルコースレベルを持
つ妊婦は、妊娠糖尿病と診断される。このタイプの糖尿病は、試験対象の集団に依存して
、全妊婦の約１～１４％を冒す(Carr et al., (1998) Clinical Diabetes 16)。基礎とな
る原因はまだわかっていないが、おそらく妊娠中に産生されるホルモンがインスリンに対
する妊婦の感受性を低下させるものと思われる。インスリン感受性細胞による正常なイン
スリン結合が証明されているので、インスリン抵抗性の機序はおそらく受容体後の欠陥(p
ostreceptor defect)である。膵臓は、結果として起こるインスリン抵抗性の増加に応答
するために、１.５～２.５倍多いインスリンを放出する。正常な膵臓機能を持つ患者はこ
れらの需要を満たすことができる。境界的な膵臓機能を持つ患者は、インスリン分泌を増
加させることが困難であり、その結果、不十分なレベルのインスリンを産生する。こうし
て、増加した末梢インスリン抵抗性の存在下で、遅延したまたは不十分なインスリン分泌
が起こる場合に、妊娠糖尿病が生じる。
【０３６７】
　妊娠糖尿病を持つ患者には、血中グルコースレベルを管理するために、インスリンを投
与することができる。したがって妊娠糖尿病を持つ患者には、血中グルコースレベルおよ
び血中インスリンレベルをより迅速に管理するために、シリンジ、インスリンペン、イン
スリンポンプもしくは人工膵臓、または他の任意の手段により、本明細書に記載する速効
性インスリンおよびヒアルロナン分解酵素の配合剤を皮下投与することができる。
【０３６８】
　２. 重症患者のためのインスリン治療
　高血糖およびインスリン抵抗性は内科的および／または外科的に重篤な患者においてし
ばしば起こり、糖尿病患者でも被糖尿病患者でも、また外傷性傷害、脳卒中、無酸素性脳
損傷、急性心筋梗塞、心臓手術後、および重症の他の原因を持つ患者でも、罹病率および
死亡率の増加と関連づけられている(McCowen et al. (2001) Crit Clin. Care 17:107-12
4)。高血糖を持つ重篤患者は、血中グルコースレベルを管理するためにインスリンで処置
されてきた。そのような処置はこの群における罹病率および死亡率を低下させることがで
きる(Van den Berghe et al. (2006) N.Eng.J Med. 354:449-461)。インスリンは一般的
に、例えば開業医によるシリンジを使った注射によって、またはインスリンポンプを使っ
た注入によって、患者に静脈内投与される。いくつかの例では、アルゴリズムおよびソフ
トウェアを使って用量が算出される。したがって、高血糖を持つ重篤患者には、血中グル
コースレベルを管理するために、本明細書に記載する速効性インスリンおよびヒアルロナ
ン分解酵素の配合剤を投与し、それによって高血糖を軽減し、罹病率および死亡率を減少
させることができる。
【０３６９】
Ｊ. 組み合わせ治療
　ここに記載する方法は、さらに、他の生物製剤および小分子化合物を含むが、これらに
限定されない他の治療剤を、予め、断続的にまたは連続して、投与する工程を含み得る。
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速効型インスリンが適応となるか、速効型インスリンが使用されてきた疾患または状態で
あって、他の薬剤および処置を利用することができるものには、上に例示したものを全て
含めてどれでも、それらは本方補得において使用できる。処置される疾患または状態に応
じて、典型的な他の治療剤には、抗糖尿病薬、例えば限定するわけではないが、スルホニ
ル尿素、ビグアニド、メグリチニド、チアゾリジンジオン、α－グルコシダーゼ阻害剤、
ペプチド類似体、例えばグルカゴン様ペプチド(ＧＬＰ)類似体、および胃抑制ペプチド(
ＧＩＰ)類似体、ならびにＤＰＰ－４阻害剤との組合せなどがあるが、これらに限定され
ない。他の例において、本方法はさらに速効性インスリン、および基礎作用インスリン類
を含む１種以上他のインスリン類と組み合わせて、前に、断続的に、または連続的に投与
することを含む。
【０３７０】
Ｋ. 実施例
　以下に掲載する実施例は例示を目的とし、本発明の範囲を限定しようとするものではな
い。
【実施例】
【０３７１】
実施例１
インスリンおよびインスリン－ＰＨ２０製剤
　Ａ. インスリンアスパルト
　これらの試験で使用したインスリンアスパルトは市販品インスリンアスパルト: Novo N
ordisk, NovoRapid(登録商標)(インスリンアスパルト。米国ではNovoLog(登録商標)と命
名; Lot XS60195)。本製品は１００Ｕ／mLインスリンアスパルト、０.１０９６mg／mL亜
鉛、１.２５mg／mL(７mM)リン酸水素二ナトリウム二水和物、０.５８mg／mL(１０mM)Ｎａ
Ｃｌ、１６mg／mL(１７０mM)グリセリン、１.５mg／mL(０.１５％)フェノールおよび１.
７２mg／mL(０.１７２％)ｍ－クレゾールを含んだ。
【０３７２】
　Ｂ. インスリンアスパルト－ＰＨ２０製剤
　医薬品アスパルト－ＰＨ２０は、活性成分組み換えインスリンアスパルトと組み換えヒ
トヒアルロニダーゼ(ｒＨｕＰＨ２０、実施例５～７参照)の中性ｐＨ、緩衝等張水溶液中
の滅菌、複数投与用防腐製剤である。水溶液は１mLあたりインスリンアスパルト(組み換
えインスリンアスパルト)３.５０mg；ｒＨｕＰＨ２０(組み換えヒトヒアルロニダーゼ)５
.０μg；トロメタミン(Ｔｒｉｓ塩基)３.６３mg；塩化ナトリウム２.９２mg；メチオニン
１４.９mg；ポロキサマー１８８(Pluronic F68)０.１０mg；メタクレゾール０.７８mg；
フェノール１.３４mg；およびｐＨを７.４に調節するための水酸化ナトリウムおよび／ま
たは塩酸を含む。いくつかの製剤において、水溶液は１mLあたりインスリンアスパルト(
組み換えインスリンアスパルト)３.５０mg；ｒＨｕＰＨ２０(組み換えヒトヒアルロニダ
ーゼ)５.０μg；トロメタミン(Ｔｒｉｓ塩基)３.６３mg；塩化ナトリウム２.９２mg；メ
チオニン１４.９mg；ポロキサマー１８８(Pluronic F68)０.１０mg；メタクレゾール０.
７５mg；フェノール１.２５mg；およびｐＨを７.４に調節するための水酸化ナトリウムお
よび／または塩酸を含む。
【０３７３】
実施例２
連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)によるインスリンアスパルトおよびＰＨ２０製剤の
薬物動態学(ＰＫ)および糖力学
　実施例１に記載したインスリンアスパルト製剤(アスパルト－ＰＨ２０)とヒトヒアルロ
ニダーゼ(ｒＨｕＰＨ２０)を、入院患者における連続的皮下注入により送達したときの３
日間の糖尿病処置について市販インスリンアスパルト製剤(NovoLog(登録商標))と比較し
た。既に連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)を使用している１６名の型糖尿病対象は、
２回の来院で無作為の順序でＣＳＩＩによる各治験薬を投与された。対象は、３日間の治
験で入院患者に限定した。
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　Ａ. 治験プロトコル
　第一日(日１)の午後、Medtronic Paradigmポンプ系を使用して、対象に新規注入部位を
設置し、貯蔵部をアスパルト－ＰＨ２０またはNovolog(登録商標)で満たした。治験設計
は、約７２時間にわたる観察期間の注入セット性能の比較を可能にした。
【０３７５】
　新規インスリン注入カテーテルセット挿入１２～１４時間後、正常血糖性グルコースク
ランプ実験を行った(第一クランプ；注入設置1/2日間後)。正常血糖性グルコースクラン
プをBiostatorで行い、連続的グルコース測定および一定血糖値を維持するための２０％
グルコース水溶液の静脈内注入可変速度の調節をした(Heinemann L, Anderson JH, Jr. M
easurement of insulin absorption and insulin action.  Diabetes Technol Ther 2004
;6:698-718)；基礎静脈内インスリン注入は本治験では用いなかった。血糖を治験中内因
性インスリン放出を抑制するために空腹時レベルの９０％にクランプした。０.１５Ｕ／k
gボーラスをインスリンポンプで投与し、通常の個々の基底速度をクランプの間続け、そ
れ故に、ＰＫ結果はベースラインが減算されている。
【０３７６】
　正常血糖性グルコースクランプ治験中、対象を６時間追跡し、その間採血し、遊離イン
スリンレベルおよび正常血糖を維持するのに必要なグルコース注入速度を決定した。有効
な慣用の競合的放射免疫アッセイ(ＲＩＡ)方法を使用してヒト血清サンプル中のインスリ
ンアスパルト濃度を決定した。ＲＩＡに使用したトレーサーおよび一次抗体は[１２５Ｉ]
－インスリントレーサー(Millipore, Catalog # 9011)およびモルモット抗インスリン(Mi
llipore, Catalog # 1013-K)抗血清(ヒトインスリン、ラットインスリン、イヌインスリ
ン、およびインスリンリスプロと１００％交差反応するであった。試験サンプル中のＩＲ
Ｉ濃度を１０～５,０００ｐＭ範囲のインスリンアスパルトの標準曲線からの内挿により
概算した。
【０３７７】
　４日目の注入セット設置約６０時間後、および第一クランプ約４８時間後、正常血糖性
グルコースクランプ実験を繰り返した(第二クランプ；注入設置２.５日後)。対象を上記
のとおり６時間追跡し、その間採血し、遊離インスリンレベルおよび正常血糖を維持する
のに必要なグルコース注入速度を決定した。
【０３７８】
　Ｂ. 結果
　　１. インスリンの薬物動態学
　第一および第二クランプ研究の結果を血清免疫反応性インスリン(ＩＲＩをpmol／Ｌ)濃
度対時間で表６に示す。表７は血清免疫反応性インスリン結果(平均±ＳＤ)を示す。結果
をまた図１に示す。
【０３７９】
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【表６】

【０３８０】
【表７】

【０３８１】
　ＲＨｕＰＨ２０存在下、アスパルト吸収は1/2日間ＣＳＩＩ(第一クランプ)および２.５
日ＣＳＩＩ(第二クランプ)のいずれの後もアスパルト単独と比較して加速される(図１参
照)。例えば、1/2日間ＣＳＩＩ結果は、インスリンアスパルト－ＰＨ２０製剤の最初の１
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時間のインスリン暴露が総ＡＵＣの３５％であり、アスパルト単独では総ＡＵＣの２１％
であるのに対し、２時間での暴露はそれぞれ２９％および４８％であることを示し、総Ａ
ＵＣの２.５日ＣＳＩＩ結果は、インスリンアスパルト－ＰＨ２０製剤の最初の１時間の
インスリン暴露が総ＡＵＣの５１％であり、アスパルト単独では総ＡＵＣの３３％である
のに対し、２時間での暴露はそれぞれ総ＡＵＣの１７％および３４％であることを示した
。これは、ｒＨｕＰＨ２０がインスリン暴露を加速するとの先の試験と一致する。
【０３８２】
　市販アスパルト(Novolog(登録商標))について、インスリン吸収は、1/2日間ＣＳＩＩに
比較して２.５日後加速され、インスリン暴露で最初の１時間が総ＡＵＣの２１％から３
３％に増加し、２時間後の暴露が４８％から３４％に減少した。インスリンアスパルト－
ＰＨ２０製剤について、インスリン暴露はまた1/2日と比較して２.５日ＣＳＩＩで加速さ
れ、最初の１時間のインスリン暴露が３５％から５１％に増加し、２時間後の暴露が総暴
露の２９％から１７％に減少した。最初の１時間の絶対的インスリン暴露もまたインスリ
ンアスパルトについて日1/2の１１.４nM＊分から日２.５の２１.４nM＊分に増加した。こ
れは、幾何平均比の６７％増加に対応する。日２.５の最初の１時間の暴露増加に加えて
、暴露の患者間可変性も、変動係数(ＣＶ)が３３％から６３％に増加して増えた。インス
リンアスパルト－ｒＨｕＰＨ２０製剤について、最初の１時間のインスリン暴露はあまり
増加せず、日1/2の２２.４nM＊分から日２.５の３０.０nM＊分であった。これは、幾何平
均比の３９％増加に対応する。インスリンアスパルト－ｒＨｕＰＨ２０製剤はまた患者間
可変性の増加も示さず、ＣＶは実際３５％から２８％にわずかに減少した。
【０３８３】
　総インスリン暴露(０～６時間)は、1/2日と２.５日の注入セット装着を比較したとき、
インスリンアスパルト単独またはｒＨｕＰＨ２０との配合剤のいずれも一般的に同じであ
った(統計学的有意差なし)。
【０３８４】
　　２. 糖力学
　糖力学を、ボーラスインスリン投与後の正常血糖を維持するのに必要なグルコースの注
入速度の測定により決定した。各処置群の糖力学結果を表８に要約する。ＧＩＲ注入速度
も図２に表す。結果は上記薬物動態学における加速と一致する。
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【表８】

GIRmax：グルコース注入のピーク速度；Ｇ(０－１、０－２、０－３、０－４)：示した時
間間隔での注入した総グルコース(ｇ／kg)
【０３８５】
　注入セット寿命の間に見られる速い作用開始と短い作用時間に加えて(第二クランプと
比較した第一クランプ)、結果はまた正常血糖クランプ方法でアッセイした総インスリン
作用(Ｇｔｏｔ；実験の間注入した累積グルコース)が、注入セットの全期間にわたって低
下することを示した。例えば、市販アスパルト単独(Novolog(登録商標))およびインスリ
ンアスパルト－ｒＨｕＰＨ２０製剤のいずれも、第一クランプの時期は２.０ｇ／kgの同
じ総インスリン作用を示した。しかしながら、２日後、第二クランプで、総インスリン作
用は、インスリンアスパルト－ｒＨｕＰＨ２０製剤の程度が大きかったが両治験で減少し
ていた(図３参照)。両処置(市販インスリンアスパルト単独またはインスリンアスパルト
－ｒＨｕＰＨ２０製剤)は第一クランプから第二クランプで加速されており、ｒＨｕＰＨ
２０のインスリンアスパルトへの添加は、両時点で市販インスリンアスパルト単独と比較
して速い時間－作用プロファイルをもたらした(図４参照)。
【０３８６】
　　３. 食事に対する血糖応答
　食事に対する血糖応答を表９に示す。
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【表９】

【０３８７】
　アスパルト－ｒＨｕＰＨ２０で、食事変動は一貫して良好にコントロールされており、
食後高血糖は添加なしより良かった。
【０３８８】
　　４. 有害事象
　有害事象を注入処置の間評価した。表１０は観察された有害事象を示す。結果は、中程
度または重篤な有害事象はｒＨｕＰＨ２０暴露と関連しなかったことを示す。
【表１０】

【０３８９】
　　５. 要約
　結果は、ｒＨｕＰＨ２０が、インスリンと共投与したとき、1/2日間ＣＳＩＩと比較し
た２.５日後のインスリン吸収の加速を、無くしはしないが、減少させることを示す。こ
れは、注入セット寿命の関数としてのインスリン暴露および作用の毎日の可変性の減少と
相関する。ｒＨｕＰＨ２０が存在すると、データは時間－暴露および総インスリン作用－
標準化時間－作用プロファイルの一貫性の増加を示す。
【０３９０】
実施例３
ＰＨ２０前処置有りおよび無しの連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)によるインスリン
アスパルト投与
　市販インスリンアスパルト製剤(NovoLog(登録商標))を、入院患者で連続的皮下注入に
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より３日間の糖尿病処置で投与した。最初に、４名の既に連続的皮下インスリン注入(Ｃ
ＳＩＩ)を使用している１型糖尿病の対象に、NovoLog(登録商標)を、１５０単位(Ｕ)のｒ
ＨｕＰＨ２０(実施例５～７に記載のとおり製造)での前処置有りまたは無しで、２回の来
院時無作為の順序でＣＳＩＩで投与した。治験を、治験プロトコルを完了した対象が１５
名になるまで続け、さらに治験プロトコルを完了した対象が１７名になるまで続けた。対
象は、３日間の治験で入院患者に限定した。
【０３９１】
　Ａ. 治験プロトコル
　１日目の午前、対象に新規注入部位カニューレを設置し(Medtronic Quick-set)、偽注
射または１mLのｒＨｕＰＨ２０(１mg／mLのヒト血清アルブミンを用いリン酸緩衝化食塩
水で製剤された１５０Ｕ／mL組み換えヒトヒアルロニダーゼ)の注射を、注入セットおよ
びカニューレを通して行った。ＲＨｕＰＨ２０投与直後(例えば数分以内)、貯蔵部にNovo
Log(登録商標)を満たし、患者にインスリンをＣＳＩＩ(Medtronic Paradigmポンプ系)に
より約３日間の観察期間投与した。
【０３９２】
　　新規インスリン注入カテーテルセット挿入約２時間後、正常血糖性グルコースクラン
プ実験を行った(第一クランプ)。正常血糖性グルコースクランプをBiostatorで行い、連
続的グルコース測定および一定血糖値を維持するための２０％グルコース水溶液の静脈内
注入可変速度の調節をした(Heinemann L, Anderson JH, Jr. Measurement of insulin ab
sorption and insulin action.  Diabetes Technol Ther 2004;6:698-718)；基礎静脈内
インスリン注入は本治験では用いなかった。血糖を治験中内因性インスリン放出を抑制す
るために空腹時レベルの９０％にクランプした。０.１５Ｕ／kgボーラスをインスリンポ
ンプで投与し、通常の個々の基底速度をクランプの間続け、それ故に、ＰＫ結果はベース
ラインが減算されている。
【０３９３】
　正常血糖性グルコースクランプ治験中、対象を６時間追跡し、その間採血し、遊離イン
スリンレベルおよび正常血糖を維持するのに必要なグルコース注入速度を決定した。有効
な慣用の競合的放射免疫アッセイ(ＲＩＡ)方法を使用してヒト血清サンプル中のインスリ
ンアスパルト濃度を決定した。ＲＩＡに使用したトレーサーおよび一次抗体は[１２５Ｉ]
－インスリントレーサー(Millipore, Catalog # 9011)およびモルモット抗インスリン(Mi
llipore, Catalog # 1013-K)抗血清(ヒトインスリン、ラットインスリン、イヌインスリ
ン、およびインスリンリスプロと１００％交差反応するであった。試験サンプル中のＩＲ
Ｉ濃度を１０～５,０００ｐＭ範囲のインスリンアスパルトの標準曲線からの内挿により
概算した。
【０３９４】
　注入セット設置約２６時間後、および第一クランプ約２４時間後、正常血糖性グルコー
スクランプ実験を繰り返した(第二クランプ)。注入セット設置約７４時間後、および第二
クランプ約４８時間後、正常血糖性グルコースクランプ実験を再び繰り返した(第三クラ
ンプ)。各治験において、対象を上記のとおり６時間追跡し、その間採血し、遊離インス
リンレベルおよび正常血糖を維持するのに必要なグルコース注入速度を決定した。
【０３９５】
　患者はまた標準化固形夕食(４５～５０％ＣＨＯ、１８～２２％タンパク質、３０～３
４％脂肪)を各連続４日間受領した(ｒＨｕＰＨ２０無しで新規注入セット約２時間後、お
よびｒＨｕＰＨ２０有りまたは無しで注入セット使用約1/2日、１.５日、および２.５日
後)。各食事直前、患者にインスリンポンプを介してNovoLog(登録商標)の患者および食事
特異的ボーラス注入をして、食事に対する血糖応答を決定した。
【０３９６】
　Ｂ. 結果
　　１. インスリンの薬物動態
　各クランプ実験からの結果を表１１に示し、結果は１５名の完了者(表１１ａ)および完
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全１７名完了者(表１１ｂ)の要約である。結果をまた図５に示す。
【０３９７】
【表１１】

ｂ幾何平均として記載
【０３９８】
【表１２】

【０３９９】
　ｒＨｕＰＨ２０での前処置で、インスリンは注入部位寿命をとおして急速に吸収された
。ｒＨｕＰＨ２０なしの第一クランプと比較して、ｒＨｕＰＨ２０有りの全クランプは、
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徴的超速プロファイルを有した。
【０４００】
　ｒＨｕＰＨ２０前処置後のクランプの各々は類似の超速プロファイルを有したが、ｒＨ
ｕＰＨ２０無しのクランプは注入セットが古くなるに連れてインスリン吸収の系統的変動
を示した。
【０４０１】
２. 糖力学
　時間の関数としてのインスリン作用プロファイル、または糖力学を、ボーラスインスリ
ン注入後に正常血糖を維持するのに必要なグルコース注入速度の測定により結果した。各
クランプ実験の結果を表１２に示し、結果は１５名の完了者(表１２ａ))および完全１７
名完了者(表１２ｂ)の要約である。結果をまた図６に示す。
【０４０２】
【表１３】

【０４０３】
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【表１４】

【０４０４】
　ｒＨｕＰＨ２０での前処置で、急速なインスリン吸収は注入部位寿命をとおして超速イ
ンスリン作用プロファイルに酷似した。ｒＨｕＰＨ２０なしの第一クランプと比較して、
ｒＨｕＰＨ２０有りの全クランプは、最初の１－２時間の大きな作用、および早い作用開
始(初期ｔ５０％)、短い作用時間、および４時間を超えて低い作用の特徴的超速プロファ
イルを有した。
【０４０５】
　ｒＨｕＰＨ２０前処置後のクランプの各々は類似の超速プロファイルを有したが、ｒＨ
ｕＰＨ２０無しのクランプは注入セットが古くなるに連れてインスリン吸収の系統的変動
を示した。
【０４０６】
　　３. 食事に対する血糖応答
　　食事に対する血糖応答を表１３に示し、結果は１５名の完了者(表１３ａ)および完全
１７名完了者(表１３ｂ)の要約である。
【０４０７】
【表１５】
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【０４０８】
【表１６】

【０４０９】
　ｒＨｕＰＨ２０前処置有りで、食事変動は一貫して良好にコントロールされており、食
後高血糖は添加なしより良かった。
【０４１０】
　　４. 有害事象
　有害事象を注入処置の間評価した。表１４は観察された有害事象を示し、結果は１５名
の完了者(表１４ａ)および完全１７名完了者(表１４ｂ)の要約である。結果は、ＣＳＩＩ
注入部位に関連する有害事象のうち、２名の対象はｒＨｕＰＨ２０暴露と関連する事象を
有し(注入部位疼痛および注入部位出血)、１名の対象はインスリンアスパルト単独と関連
する事象を有した(注入部位疼痛)。
【０４１１】

【表１７】

１ＣＳＩＩ注入部位疼痛(ｎ＝２)；ＣＳＩＩ注入部位出血(ｎ＝１)；末梢浮腫(ｎ＝２)；
他の事象は全て正常血糖クランプ過程で使用したＩＶ注入部位に関連した
２一次的頭痛；めまい(ｎ＝１)、振戦(ｎ＝１)
３ＩＶ注入部位感染(ｎ＝１)、真菌感染(ｎ＝１)、麦粒腫(ｎ＝１)、ＩＶ注入部位蜂巣炎
(ｎ＝１)
４悪心(ｎ＝２)、消化不良(ｎ＝１)
５頚部痛(ｎ＝１)、四肢の疼痛(ｎ＝１)
６乾燥皮膚(ｎ＝１)、多汗症(ｎ＝１)
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７貧血(ｎ＝１)
８低カリウム血症(ｎ＝１)
【０４１２】
【表１８】

１ＣＳＩＩ注入部位疼痛(ｎ＝２)；ＣＳＩＩ注入部位出血(ｎ＝１)；末梢浮腫(ｎ＝２)；
他の事象は全て正常血糖クランプ過程で使用したＩＶ注入部位に関連した
２頭痛(ｎ＝８)、めまい(ｎ＝１)、振戦(ｎ＝１)
３ＩＶ注入部位感染(ｎ＝２)、真菌感染(ｎ＝１)、麦粒腫(ｎ＝１)、ＩＶ注入部位蜂巣炎
(ｎ＝１)、膣感染(ｎ＝１)
４悪心(ｎ＝２)、消化不良(ｎ＝１)
５頚部痛(ｎ＝１)、四肢の疼痛(ｎ＝２)
６乾燥皮膚(ｎ＝１)、出血斑(ｎ＝１)、多汗症(ｎ＝１)
７貧血(ｎ＝２)
８熱傷、１度(ｎ＝１)
９低カリウム血症(ｎ＝１)
【０４１３】
　　５. 結果の要約
　先の報告と一致して、インスリン吸収および作用は３日間の注入セット使用で顕著に変
化した。例えば、ｒＨｕＰＨ２０無しで処置した患者について、３日間の注入の最初から
最後まで、１５名の完了者の結果は初期インスリン暴露の１５％から２７％への変化への
変化(ｐ＝.０００４)、作用開始の６０分から３０分への変化(ｐ＜.０００１)、および作
用時間の１８０分間から１５６分間への変化(ｐ＝.０００５)を示した。１７名の完了者
の結果は、３日間の注入の最初から最後まで、初期インスリン暴露の１６％から２７％へ
の変化(ｐ＜.０００１)、作用開始の５９分から２７分への変化(ｐ＜.０００１)、および
作用時間の１８０分間から１５６分間への変化(ｐ＝.０００１)への変化を示した。
【０４１４】
　ｒＨｕＰＨ２０での前処置は、３日間の連続的注入の間の初期インスリン暴露、作用開
始または作用時間の有意差がないため、この可変性を無くした。ｒＨｕＰＨ２０前処置は
またインスリン吸収を加速した。例えば、１５名の完了者の結果の要約は、ｒＨｕＰＨ２
０が５６％多い初期インスリン暴露(Ｐ＜.０００１)、９分間速い作用開始(ｐ＝.０３７)
、および２７分間短い作用時間(ｐ＜.０００１)を示し、１７名の完了者では、５５％多
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い初期インスリン暴露(Ｐ＜.０００１)、９分間速い作用開始(ｐ＝.０１８)、および２７
分間短い作用時間(ｐ＜.０００１)をもたらいた。これは一貫し、超速プロファイルは一
貫した食後変動に変換された。例えば、１５名の完了者の結果の要約は２時間食後グルコ
ース(ＰＰＧ)が１１７mg／dLおよび無しで１３３mg／dL(ｐ＝.０７３)であり、１７名の
完了者でｒＨｕＰＨ２０ありで１１２mg／dLおよび無しで１２６mg／dL(ｐ＝.０９８)で
あることを示した。また、１５名の完了者での２１mg／dLの２時間血糖可動域減少は有意
であった(ｐ＝.０１７)。同様に、完全な１７名の完了者の１９mg／dLの２時間血糖可動
域減少も有意であった(ｐ＝.０２０)。ｒＨｕＰＨ２０有りおよび無しのインスリンアス
パルト注入は同様に良好に耐容性であった。
【０４１５】
　それ故に、結果は、１５０ＵのｒＨｕＰＨ２０の前投与は、３.５日間の連続的注入で
一貫した超速プロファイルをもたらし、これは混合夕食の一貫した食後管理を提供し、患
者による一貫したＰＰＧ管理の目標レベル達成を可能とすることを示した。
【０４１６】
実施例４
ＰＨ２０前処置前処置有りおよび無しの連続的皮下インスリン注入(ＣＳＩＩ)によるイン
スリンアスパルト投与
　１型糖尿病患者は、ＣＳＩＩ治療における各注入セットの単回ヒアルロニダーゼ注射の
投与と、偽注射の交換を含む無作為、二重盲検、２期クロスオーバー設計臨床試験に参加
した。本治験は、３日間の連続的注入の開始時および終了時の正常血糖クランプエンドポ
イントおよび一連の朝食固形食負荷に対する血糖応答を比較した。治験を完了した最初の
３名の対象についての結果を下に示す。加えて、日常的外来糖尿病ケアにおけるグルコー
ス管理を比較するために、３名の対象の連続的グルコースモニタリングも評価した。
【０４１７】
　Ａ. 治験プロトコル
　患者を、約１６日処置期間の２期間について、偽注射またはｒＨｕＰＨ２０ヒアルロニ
ダーゼ注射(実施例５～７に記載のとおり製造)を受けるよう無作為化した。各期間におい
て、対象は最初に臨床研究ユニット(ＣＲＵ)に行き、実施例３に記載の新規注入セットを
受けた。簡単に言うと、対象に新規注入部位カニューレを設置し、偽注射または１mLのｒ
ＨｕＰＨ２０(Hylenex(登録商標)；８.５mg塩化ナトリウム、１.４mgリン酸水素ナトリウ
ム、１.０mgアルブミンヒト、０.９mg二ナトリウムエデト酸、０.３mg塩化カルシウムで
製剤した１５０ＵＳＰ単位の組み換えヒトヒアルロニダーゼ、ｐＨ７.４)の注射を受けた
。ＲＨｕＰＨ２０投与直後(例えば数分以内)、患者にインスリンをＣＳＩＩにより３日間
注入した。注入カテーテルセット挿入４時間日、正常血糖クランプ実験を実施例３に記載
のとおり行った。対象は同日にＣＲＵから帰した。
【０４１８】
　対象は３日間後に、３日間の連続的注入後の第二の正常血糖クランプのために戻ってき
た。クランプ実験後、注入セットを交換し、患者を帰した。翌１２日間、対象は糖尿病を
通常どおり、各４注入セットサイクルをカバーするセンサー拡張ＣＳＩＩによる非遮蔽連
続的グルコースモニタリングで処置した。対象はＣＲＵに約３日毎に戻り、新規注入セッ
トを受け、患者特異的標準化朝食およびインスリンボーラスを受けた。１mLの１５０単位
のｒＨｕＰＨ２０(Hylenex)の単回投与を、各注入セット交換時に投与した。二重盲検治
験設計を維持するために、訓練された専門家はｒＨｕＰＨ２０または偽注射においては本
治験に断らなければ参加せず、患者から離した。第一相完了後、患者はＣＲＵに２１日以
内に戻り、別の処置で本過程を繰り返した。治験中、患者は、ヒアルロニダーゼ投与方法
に不適合でない限り、通常のインスリンポンプ、注入セットおよび速効型インスリン類似
体を使用し、不適合の場合(例えばOmnipodポンプ、Sure-T注入セット)は治験中適合性の
代替物と代えた。
【０４１９】
Ｂ. 結果
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　１. 糖力学
　時間の関数としてのインスリン作用プロファイル、または糖力学を、ボーラスインスリ
ン注入後に正常血糖を維持するのに必要なグルコース注入速度を測定することにより決定
した。各クランプ実験の結果を表１５に記載する。
【表１９】

【０４２０】
　ｒＨｕＰＨ２０での前処置で、注入部位寿命を通して超速インスリン作用プロファイル
であった。ｒＨｕＰＨ２０なしの第一クランプと比較して、ｒＨｕＰＨ２０有りの全クラ
ンプは、最初の１－２時間の大きな作用、および早い作用開始(初期ｔ５０％)、短い作用
時間、および４時間を超えて低い作用の特徴的超速プロファイルを有した。
【０４２１】
　ｒＨｕＰＨ２０前処置後のクランプの各々は類似の超速プロファイルを有したが、ｒＨ
ｕＰＨ２０無しのクランプは注入セットが古くなるに連れてインスリン吸収の系統的変動
を示した。
【０４２２】
　　２. 食事に対する血糖応答
　食事に対する血糖応答を表１６に記載する。
【表２０】

【０４２３】
　ｒＨｕＰＨ２０前処置有りで、食事変動は一貫して良好にコントロールされており、食
後高血糖はｒＨｕＰＨ２０前処置なしより良かった。
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【０４２４】
　　３. 日常的糖尿病管理エンドポイント
　治験を完了した最初の３名の対象は、各４注入セットサイクルをカバーする約２週間の
処置を通して、外来血糖管理のｒＨｕＰＨ２０前投与を使用した最初の臨床経験を表す。
全３名の患者は、主に、高血糖を低下させることにより、平均ＣＧＭグルコースおよびグ
ルコース可変性の両者が低下し、厳しいグルコース管理が可能であった。低血糖事象(症
状および≦７０mg／dLの値のＳＭＢＧ記録から決定)は穏やかで有り、同等な頻度であり
、類似体単独で６事象であり、ｒＨｕＰＨ２０前処置後７事象であった。これらの結果を
表１７に要約する。
【０４２５】
【表２１】

【０４２６】
　　４. 有害事象
　有害事象を注入処置の間評価した。１８有害事象が１１名中６名の評価対象で観察され
た。全で軽度であり、後遺症無く解消した。最も一般的な事象は頭痛(ｎ＝４)であった。
可能性のある局所反応は掻痒症(pruritus)(偽)の２例、腹部挫傷(ｒＨｕＰＨ２０)、注入
部位疼痛(ｒＨｕＰＨ２０)および注入中の刺傷感(ｒＨｕＰＨ２０)を含んだ。
【０４２７】
　　５. 結果の要約
　先の報告および上記実施例３と一致して、インスリン作用はｒＨｕＰＨ２０前処置無し
で使用した３日間の注入セット使用で顕著に変化した。例えば、３日間の注入の最初から
最後まで、作用開始は６６分から４１分(ｐ＝.０１)に変化し、作用時間は１６０分間か
ら１３２分間(ｐ＝.００２)に変化した。
【０４２８】
　ｒＨｕＰＨ２０での前処置は、３日間の連続的注入の間に作用開始または作用時間にお
ける有意差がないことから、この可変性を無くした。ｒＨｕＰＨ２０前処置はまたインス
リン作用を加速し、２１分間速い作用開始(ｐ＝.００５)、および３０分間短い作用時間(
ｐ＜.０００１)をもたらした。これは一貫し、超速プロファイルは一貫した食後変動に変
換された。例えば、２時間食後グルコース(ＰＰＧ)はｒＨｕＰＨ２０有りで１３１mg／dL
および無しで１６２mg／dL(ｐ＝.００１)であった。
【０４２９】
　それ故に、結果は、１５０ＵのｒＨｕＰＨ２０の前投与が３日間の連続的注入で一貫し
た超速プロファイルをもたらし、これは混合朝食の一貫した食後管理を提供することを示
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す。日常的糖尿病ケアパラメータの改善も最初の３名の対象で観察された。
【０４３０】
実施例５
溶解性ｒＨｕＰＨ２０発現細胞株の産生
　ＨＺ２４プラスミド(配列番号５２に示す)を使用して、チャイニーズハムスター卵巣(
ＣＨＯ細胞)をトランスフェクトした(例えば米国特許番号７,７６,４２９および７,７８
１,６０７および米国公開番号２００６－０１０４９６８参照)。溶解性ｒＨｕＰＨ２０を
発現させるためのＨＺ２４プラスミドベクターは、ｐＣＩベクターバックボーン(Promega
)、ヒトＰＨ２０ヒアルロニダーゼのアミノ酸１～４８２をコードするＤＮＡ(配列番号４
９)、ＥＣＭＶウイルス由来の配列内リボソーム進入部位(ＩＲＥＳ)(Clontech)、および
マウスジヒドロ葉酸レダクターゼ(ＤＨＦＲ)遺伝子を含有する。ｐＣＩベクターバックボ
ーンは、ベータ－ラクタマーゼ耐性遺伝子(ＡｍｐＲ)をコードするＤＮＡ、ｆ１複製起点
、サイトメガロウイルス前初期エンハンサー／プロモーター領域(ＣＭＶ)、キメライント
ロン、およびＳＶ４０後期ポリアデニル化シグナル(ＳＶ４０)も含んでいる。溶解性ｒＨ
ｕＰＨ２０コンストラクトをコードするＤＮＡは、ヒトＰＨ２０のネイティブ３５アミノ
酸シグナル配列のアミノ酸位置１のメチオニンをコードするＤＮＡの前にＮｈｅＩ部位と
コザックコンセンサス配列とを含有し、配列番号１に記載のヒトＰＨ２０ヒアルロニダー
ゼのアミノ酸位置４８２に対応するチロシンをコードするＤＮＡの後に停止コドンを含有
し、その後ろに、ＢａｍＨＩ制限部位が続いている。したがって、コンストラクトｐＣＩ
－ＰＨ２０－ＩＲＥＳ－ＤＨＦＲ－ＳＶ４０ｐａ(ＨＺ２４)は、ＣＭＶプロモーターによ
って駆動される単一のｍＲＮＡ種であって、配列内リボソーム進入部位(ＩＲＥＳ)によっ
て分離された、ヒトＰＨ２０のアミノ酸１～４８２(配列番号３に記載)とマウスジヒドロ
葉酸レダクターゼのアミノ酸１～１８６(配列番号５３に記載)とをコードするものをもた
らす。
【０４３１】
　トランスフェクションの準備として、４mMのグルタミンおよび１８ml／Ｌ　Plurionic 
F68/L(Gibco)を補足したＤＨＦＲ(－)細胞用のＧＩＢＣＯ変法ＣＤ－ＣＨＯ培地で成長さ
せた非トランスフェクトＤＧ４４　ＣＨＯ細胞を、０.５×１０６細胞／mlの密度でシェ
ーカーフラスコに接種した。細胞を湿潤インキュベータ中、５％ＣＯ２下、３７℃におい
て、１２０ｒｐｍで振とうしながら成長させた。トランスフェクションに先立ち、対数増
殖期の非トランスフェクトＤＧ４４　ＣＨＯ細胞を、生存度について調べた。
【０４３２】
　非トランスフェクトＤＧ４４　ＣＨＯ細胞培養の生細胞６千万個をペレット化し、２×
トランスフェクションバッファー(２×ＨｅＢＳ：４０mMのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７.０、２７
４mMのＮａＣｌ、１０mMのＫＣｌ、１.４mMのＮａ２ＨＰＯ４、１２mMのデキストロース)
０.７mLに、２×１０７細胞の密度で再懸濁した。再懸濁した細胞の各アリコートに、０.
０９mL(２５０μg)の線状ＨＺ２４プラスミド(ClaI(New England Biolabs)で終夜消化す
ることによって線状化したもの)を加え、その細胞／ＤＮＡ溶液を、室温で、間隙０.４cm
のＢＴＸ(Gentronics)エレクトロポレーションキュベットに移した。陰性対照エレクトロ
ポレーションは、プラスミドＤＮＡを細胞と混合せずに行った。細胞／プラスミド混合物
を、３３０Ｖおよび９６０μFまたは３５０Ｖおよび９６０μFのコンデンサ放電でエレク
トポレートした。
【０４３３】
　細胞をエレクトロポレーション後のキュベットから取り出して、４mMのグルタミンおよ
び１８ml／Ｌ　Plurionic F68/L(Gibco)を補足した５mLのＤＨＦＲ(－)細胞用変法ＣＤ－
ＣＨＯ培地に移し、湿潤インキュベータ中、５％ＣＯ２下、３７℃において、選択圧を加
えずに、６穴組織培養プレートのウェルで２日間成長させた。
【０４３４】
　エレクトロポレーションの２日後に、０.５mLの組織培養培地を各ウェルから取り出し
、実施例８に記載の微小濁度アッセイを使って、ヒアルロニダーゼ活性の存在について試
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験した。
【表２２】

)。
【０４３５】
　トランスフェクション２(３５０Ｖ)で得た細胞を組織培養ウェルから集め、計数し、１
mLあたり１×１０４～２×１０４個の生細胞になるように希釈した。５枚の９６穴丸底組
織培養プレートの各ウェルに、細胞懸濁液を０.１mLずつ移した。４mM　ＧｌｕｔａＭＡ
Ｘ(商標)－１補助剤(ＧＩＢＣＯ(商標)、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏ
ｎ)を含有しヒポキサンチンおよびチミジン補助剤を含有しないＣＤ－ＣＨＯ培地(ＧＩＢ
ＣＯ)１００マイクロリットルを、細胞を含むウェルに加えた(最終体積０.２mL)。
【０４３６】
　メトトレキサートなしで成長させた５枚のプレートから１０個のクローンを同定した。

【表２３】

【０４３７】
　６個のＨＺ２４クローンを拡大培養し、単一細胞懸濁液としてシェーカーフラスコに移
した。クローン３Ｄ３、３Ｅ５、２Ｇ８、２Ｄ９、１Ｅ１１、および４Ｄ１０を、左上の
ウェルの５０００細胞から開始して、細胞をプレートの縦方向に１：２希釈し、プレート
の横方向に１：３希釈する二次元無限希釈法を使って、９６穴丸底組織培養プレートにプ
レーティングした。培養の初期に必要な成長因子を供給するために１ウェルあたり５００
個の非トランスフェクトＤＧ４４　ＣＨＯ細胞のバックグラウンドで、希釈クローンを成
長させた。５０nMメトトレキサートを含有する５枚とメトトレキサートを含有しない５枚
で、１サブクローンあたり１０枚のプレートを作製した。
【０４３８】
　クローン３Ｄ３は、２４個の目に見えるサブクローンを産生した(メトトレキサート処
理なしから１３個、および５０nMメトトレキサート処理から１１個)。それら２４個のサ
ブクローンのうち８個から得られる上清に、有意なヒアルロニダーゼ活性(＞５０単位／m
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L)が測定され、それら８個のサブクローンをＴ－２５組織培養フラスコに拡大培養した。
メトトレキサート処理プロトコルから単離されたクローンは、５０nMメトトレキサートの
存在下で拡大培養した。クローン３Ｄ３５Ｍをさらに５００nMメトトレキサート中で拡大
培養したところ、シェーカーフラスコ中で１,０００単位／mL以上を産生するクローンが
生じた(クローン３Ｄ３５Ｍ；または第１世代(Ｇｅｎ１)３Ｄ３５Ｍ)。次に、３Ｄ３５Ｍ
細胞のマスター細胞バンク(master cell bank)(ＭＣＢ)を調製した。
【０４３９】
実施例６
溶解性ヒトＰＨ２０(ｒＨｕＰＨ２０)を含有する第２世代(Ｇｅｎ２)細胞の作出
　実施例５に記載の第１世代３Ｄ３５Ｍ細胞株を、さらに高いメトトレキサートレベルに
適応させて、第２世代(Ｇｅｎ２)クローンを作出した。樹立メトトレキサート含有培養物
から、４mM　GlutaMAX-1(商標)および１.０μMメトトレキサートを含有するＣＤ　ＣＨＯ
培地に、３Ｄ３５Ｍ細胞を接種した。３７℃、７％ＣＯ２湿潤インキュベータ中で、４６
日間にわたって、細胞を成長させ、それらを９回継代することにより、細胞を、より高い
メトトレキサートレベルに適応させた。２.０μMメトトレキサートを含む培地が入ってい
る９６穴組織培養プレートでの限界希釈法により、増幅された細胞集団をクローンアウト
(clone out)した。約４週間後に、クローンを同定し、クローン３Ｅ１０Ｂを拡大培養の
ために選択した。４mM　GlutaMAX-1(商標)および２.０μMメトトレキサートを含有するＣ
Ｄ　ＣＨＯ培地中で、継代２０代にわたって、３Ｅ１０Ｂ細胞を成長させた。３Ｅ１０Ｂ
細胞株のマスター細胞バンク(ＭＣＢ)を作製し、凍結し、以後の研究に使用した。
【０４４０】
　４mM　GlutaMAX-1(商標)および４.０μMメトトレキサートを含有するＣＤ　ＣＨＯ培地
中で３Ｅ１０Ｂ細胞を培養することによって、この細胞株の増幅を続けた。１２回目の継
代後に、細胞を研究用細胞バンク(research cell bank)(ＲＣＢ)としてバイアル中で凍結
した。ＲＣＢのバイアルを１本融解し、８.０μMメトトレキサートを含有する培地で培養
した。５日後に、培地中のメトトレキサート濃度を１６.０μMに増加させ、次いで１８日
後に２０.０μMに増加させた。２０.０μMメトトレキサートを含有する培地における８回
目の継代培養から得た細胞を、４mM　GlutaMAX-1(商標)および２０.０μMメトトレキサー
トを含有するＣＤ　ＣＨＯ培地が入っている９６穴組織培養プレートでの限界希釈法によ
ってクローンアウトした。５～６週間後にクローンを同定し、クローン２Ｂ２を２０.０
μMメトトレキサートを含有する培地での拡大培養のために選択した。１１回目の継代後
に、２Ｂ２細胞を研究用細胞バンク(ＲＣＢ)としてバイアル中で凍結した。
【０４４１】
得られた２Ｂ２細胞は、溶解性組換えヒトＰＨ２０(ｒＨｕＰＨ２０)を発現させるジヒド
ロ葉酸レダクターゼ欠損性(ｄｈｆｒ－)ＤＧ４４　ＣＨＯ細胞である。溶解性ＰＨ２０は
２Ｂ２細胞中に、約２０６コピー／細胞のコピー数で存在する。ＳｐｅＩ、ＸｂａＩおよ
びＢａｍＨＩ／ＨｉｎｄＩＩＩで消化したゲノム２Ｂ２細胞ＤＮＡを、ｒＨｕＰＨ２０特
異的プローブを使ってサザンブロット解析したところ、以下の制限消化プロファイルが明
らかになった：ＳｐｅＩで消化したＤＮＡでは１本の主要ハイブリダイズバンド約７.７k
bと４本の副ハイブリダイズバンド(約１３.９、約６.６、約５.７および約４.６kb)；Ｘ
ｂａＩで消化したＤＮＡでは、１本の主要ハイブリダイズバンド約５.０kbと２本の副ハ
イブリダイズバンド(約１３.９および約６.５kb)；ＢａｍＨＩ／ＨｉｎｄＩＩＩで消化し
た２Ｂ２　ＤＮＡを使うと、約１.４kbの単一ハイブリダイズバンドが観察された。ｍＲ
ＮＡ転写物の配列解析により、得られたｃＤＮＡ(配列番号５６)は、位置１１３１におけ
る１塩基対の相違(これは予想されるシトシン(Ｃ)の代わりにチミジン(Ｔ)であることが
わかった)を除いて、基準配列(配列番号４９)と同一であることが示された。これはサイ
レント突然変異であり、アミノ酸配列には影響しない。
【０４４２】
実施例７
Ａ. ３００Ｌバイオリアクター細胞培養におけるＧｅｎ２溶解性ｒＨｕＰＨ２０の産生



(115) JP 2014-518217 A 2014.7.28

10

20

30

40

50

　ＨＺ２４－２Ｂ２のバイアルを融解し、シェーカーフラスコから３６Ｌスピナーフラス
コを通して２０μMのメトトレキサートおよびGlutaMAX-1(商標)(Invitrogen)添加ＣＤ－
ＣＨＯ培地(Invitrogen, Carlsbad, CA)に拡大した。簡単に述べると、細胞のバイアルを
３７℃の水浴で融解し、培地を加え、細胞を遠心分離した。細胞を、２０mLの新鮮培地が
入っている１２５mL浸透フラスコに再懸濁し、３７℃、７％ＣＯ２のインキュベータに入
れた。細胞を１２５mL振とうフラスコ中で４０mLまで拡大培養した。細胞密度が１.５×
１０６細胞／mLを上回る密度に達したら、培養物を１２５mLスピナーフラスコに１００mL
の培養体積で拡大した。フラスコを３７℃、７％ＣＯ２でインキュベートした。細胞密度
が１.５×１０６細胞／mLを上回る密度に達したら、培養物を２５０mLスピナーフラスコ
に２００mLの培養体積で拡大し、フラスコを３７℃、７％ＣＯ２でインキュベートした。
細胞密度が１.５×１０６細胞／mLを上回る密度に達したら、培養物を１Ｌスピナーフラ
スコに８００mLの培養体積で拡大し、３７℃、７％ＣＯ２でインキュベートした。細胞密
度が１.５×１０６細胞／mLを上回る密度に達したら、培養物を６Ｌスピナーフラスコに
５０００mLの培養体積で拡大し、３７℃、７％ＣＯ２でインキュベートした。細胞密度が
１.５×１０６細胞／mLを上回る密度に達したら、培養物を３６Ｌスピナーフラスコに３
２mLの培養体積で拡大し、３７℃、７％ＣＯ２でインキュベートした。
【０４４３】
　４００Ｌリアクターを滅菌し、２３０mLのＣＤ　ＣＨＯ培地を加えた。使用前に、リア
クターを汚染についてチェックした。約３０Ｌの細胞を３６Ｌスピナーフラスコから４０
０Ｌバイオリアクター(Ｂｒａｕｎ)に、１mlあたり４.０×１０５個の生細胞という接種
密度および２６０Ｌの総体積で移した。パラメータは温度設定値：３７℃；インペラー速
度４０～５５ＲＰＭ；容器圧：３ｐｓｉ；空気散布量０.５～１.５Ｌ／分；空気オーバー
レイ：３Ｌ／分とした。細胞数、ｐＨ確認、培地分析、タンパク質の生産および貯留を調
べるために、リアクターから毎日試料を採取した。また、運転中に栄養フィードを加えた
。１２０時間(５日目)の時点で、１０.４Ｌの第１フィード培地(４×ＣＤ－ＣＨＯ＋３３
ｇ／Ｌグルコース＋１６０mL／Ｌ　GlutaMAX-1(商標)＋８３mL／Ｌイーストレート(Ｙｅ
ａｓｔｏ後期)＋３３mg／Ｌ　ｒＨｕインスリン)を加えた。１６８時間(７日目)の時点で
、１０.８Ｌの第２フィード(２×ＣＤ－ＣＨＯ＋３３ｇ／Ｌグルコース＋８０mL／Ｌ　Gl
utaMAX-1(商標)＋１６７mL／Ｌイーストレート＋０.９２ｇ／Ｌ酪酸ナトリウム)を加え、
培養温度を３６.５℃に変えた。２１６時間(９日目)の時点で、１０.８Ｌの第３フィード
(１×ＣＤ－ＣＨＯ＋５０ｇ／Ｌグルコース＋５０mL／Ｌ　GlutaMAX-1(商標)＋２５０mL
／Ｌイーストレート＋１.８０ｇ／Ｌ酪酸ナトリウム)を加え、培養温度を３６℃に変えた
。２６４時間(１１日目)の時点で、１０.８Ｌの第４フィード(１×ＣＤ－ＣＨＯ＋３３ｇ
／Ｌグルコース＋３３mL／Ｌ　GlutaMAX-1(商標)＋２５０mL／Ｌイーストレート＋０.９
２ｇ／Ｌ酪酸ナトリウム)を加え、培養温度を３５.５℃に変えた。フィード培地の添加は
生産の最終段階における溶解性ｒＨｕＰＨ２０の生産を劇的に強化することが観察された
。１４日時点もしくは１５日時点で、または細胞の生存度が４０％未満に低下した時に、
リアクターを収集した。このプロセスにより、１２００万細胞／mLの最大細胞密度で１７
,０００単位／mlの最終生産能力が得られた。インビトロおよびインビボでのマイコプラ
ズマ、生物汚染度、エンドトキシン、透過電子顕微鏡法(ＴＥＭ)ならびに酵素活性につい
て、収集時に、培養物を試料採取した。
【０４４４】
　それぞれが４～８μmに分級された珪藻土の層と１.４～１.１μmに分級された珪藻土の
層とを含有し、その後にセルロースメンブレンが設けられている、並列した４つのMillis
tak濾過系モジュール(Millipore)に、培養物を蠕動ポンプで通し、次に、０.４～０.１１
μmに分級された珪藻土の層と、＜０.１μmに分級された珪藻土の層とを含有し、その後
にセルロースメンブレンが設けられている、第２の単一Millistak濾過系(Millipore)に通
し、次に０.２２μm最終フィルターを通して、３５０Ｌの容量を持つ滅菌使い捨てフレキ
シブルバッグ中に入れた。その収集細胞培養液に１０mMのＥＤＴＡおよび１０mMのＴｒｉ
ｓをｐＨが７.５になるように補足した。培養物を、４つのSartoslice TFF ３０ｋDa分子
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量分画(ＭＷＣＯ)ポリエーテルスルホン(ＰＥＳ)フィルタ(Sartorius)を使用するタンジ
ェンシャルフロー濾過(ＴＦＦ)装置で１０倍濃縮した後、１０mMのＴｒｉｓ、２０mMのＮ
ａ２ＳＯ４、ｐＨ７.５で１０回のバッファー交換を行い、０.２２μm最終フィルターを
通して、５０Ｌ滅菌保存バッグに濾過した。
【０４４５】
　濃縮しダイアフィルトレーションに付した収集物を、ウイルスに関して不活化した。ウ
イルス不活化に先だって、１０％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、３％リン酸トリ(ｎ－ブチ
ル)(ＴＮＢＰ)の溶液を調製した。濃縮しダイアフィルトレーションに付した収集物を、
Ｑカラムで精製する直前に、３６Ｌガラス反応容器中で、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
、０.３％ＴＮＢＰに１時間曝露した。
【０４４６】
Ｂ. Ｇｅｎ２溶解性ｒＨｕＰＨ２０の精製
　Ｑセファロース(Pharmacia)イオン交換カラム(樹脂９Ｌ、Ｈ＝２９cm、Ｄ＝２０cm)を
調製した。ｐＨおよび伝導度の決定ならびにエンドトキシン(ＬＡＬ)アッセイのために洗
浄液試料を集めた。カラムを５カラム体積の１０mMのＴｒｉｓ、２０mMのＮａ２ＳＯ４、
ｐＨ７.５で平衡化した。濃縮しダイアフィルトレーションに付した収集物を、ウイルス
不活化後に、１００cm／時間の流速でＱカラムに負荷した。カラムを、５カラム体積の１
０mMのＴｒｉｓ、２０mMのＮａ２ＳＯ４、ｐＨ７.５および１０mMのＨＥＰＥＳ、５０mM
のＮａＣｌ、ｐＨ７.０で洗浄した。タンパク質を１０mMのＨＥＰＥＳ、４００mMのＮａ
Ｃｌ、ｐＨ７.０で溶出させ、０.２２μm最終フィルターを通して滅菌バッグに濾過した
。溶出液試料を生物汚染度、タンパク質濃度および酵素活性について調べた。この交換の
最初と最後にＡ２８０吸光度を読み取った。
【０４４７】
　次にフェニル－セファロース(Pharmacia)疎水相互作用クロマトグラフィーを行った。
フェニル－セファロース(ＰＳ)カラム(樹脂１９～２１Ｌ、Ｈ＝２９cm、Ｄ＝３０cm)を調
製した。洗浄液を集め、ｐＨ、伝導度およびエンドトキシン(ＬＡＬアッセイ)用の試料を
採取した。カラムを５カラム体積の５mMのリン酸カリウム、０.５Ｍ硫酸アンモニウム、
０.１mMのＣａＣｌ２、ｐＨ７.０で平衡化した。Ｑセファロースカラムから得たタンパク
質溶出液に２Ｍ硫酸アンモニウム、１Ｍのリン酸カリウムおよび１ＭのＣａＣｌ２保存液
を補足して、最終濃度をそれぞれ５mM、０.５Ｍおよび０.１mMにした。タンパク質を１０
０cm／時間の流速でＰＳカラムに負荷し、素通り画分を集めた。１００cm／時間の５mMの
リン酸カリウム、０.５Ｍ硫酸アンモニウムおよび０.１mMのＣａＣｌ２　ｐＨ７.０でカ
ラムを洗浄し、その洗浄液を、集めた素通り画分に加えた。カラム洗浄液と合わせた素通
り画分を０.２２μm最終フィルターを通して滅菌バッグに入れた。生物汚染度、タンパク
質濃度および酵素活性を調べるために素通り画分の試料を採取した。
【０４４８】
　アミノフェニルボロネートカラム(ProMedics)を調製した。洗浄液を集め、ｐＨ、伝導
度およびエンドトキシン(ＬＡＬアッセイ)用の試料を採取した。カラムを５カラム体積の
５mMのリン酸カリウム、０.５Ｍ硫酸アンモニウムで平衡化した。精製タンパク質を含有
するＰＳ素通り画分を１００cm／時間の流速でアミノフェニルボロネートカラムに負荷し
た。カラムを５mMのリン酸カリウム、０.５Ｍ硫酸アンモニウム、ｐＨ７.０で洗浄した。
カラムを２０mMビシン、０.５Ｍ硫酸アンモニウム、ｐＨ９.０で洗浄した。カラムを２０
mMビシン、１００mM塩化ナトリウム、ｐＨ９.０で洗浄した。タンパク質を５０mMのＨＥ
ＰＥＳ、１００mMのＮａＣｌ、ｐＨ６.９で溶出させ、滅菌フィルターを通して滅菌バッ
グに入れた。溶出した試料を生物汚染度、タンパク質濃度および酵素活性について調べた
。
【０４４９】
　ヒドロキシアパタイト(ＨＡＰ)カラム(ＢｉｏＲａｄ)を調製した。洗浄液を集めて、ｐ
Ｈ、伝導度およびエンドトキシン(ＬＡＬアッセイ)について調べた。カラムを５mMのリン
酸カリウム、１００mMのＮａＣｌ、０.１mMのＣａＣｌ２、ｐＨ７.０で平衡化した。アミ



(117) JP 2014-518217 A 2014.7.28

10

20

30

40

50

ノフェニルボロネートで精製したタンパク質を、最終濃度が５mMのリン酸カリウムおよび
０.１mMのＣａＣｌ２になるように補足し、１００cm／時間の流速でＨＡＰカラムに負荷
した。カラムを５mMのリン酸カリウム、ｐＨ７、１００mMのＮａＣｌ、０.１mMのＣａＣ
ｌ２で洗浄した。次にカラムを１０mMのリン酸カリウム、ｐＨ７、１００mMのＮａＣｌ、
０.１mMのＣａＣｌ２で洗浄した。タンパク質を７０mMのリン酸カリウム、ｐＨ７.０で溶
出させ、０.２２μm滅菌フィルターを通して滅菌バッグに入れた。溶出した試料を生物汚
染度、タンパク質濃度および酵素活性について調べた。
【０４５０】
　次に、ＨＡＰで精製したタンパク質をウイルス除去フィルターに通した。滅菌したViro
sartフィルタ(Sartorius)を、まず、２Ｌの７０mMのリン酸カリウム、ｐＨ７.０で洗浄す
ることによって調製した。使用前に、ｐＨおよび伝導度を調べるために、濾過されたバッ
ファーを試料採取した。ＨＡＰで精製したタンパク質を蠕動ポンプで２０nMウイルス除去
フィルターに通した。７０mMのリン酸カリウム、ｐＨ７.０中の濾過されたタンパク質を
０.２２μm最終フィルターを通して滅菌バッグに入れた。ウイルス濾過された試料をタン
パク質濃度、酵素活性、オリゴ糖、単糖およびシアル酸プロファイリングについて調べた
。試料をプロセス関連不純物についても試験した。試料をプロセス関連不純物についても
試験した。
【０４５１】
　次に、１０ｋＤ分子量分画(ＭＷＣＯ)Sartocon Sliceタンジェンシャルフロー濾過(Ｔ
ＦＦ)系(Sartorius)を使って、濾液中のタンパク質を１０mg／mLに濃縮した。フィルター
を、まず、１０mMのヒスチジン、１３０mMのＮａＣｌ、ｐＨ６.０で洗浄することによっ
て調製し、ｐＨおよび伝導度を調べるために透過液を試料採取した。濃縮後に、濃縮タン
パク質を試料採取して、タンパク質濃度および酵素活性について調べた。濃縮タンパク質
に対して、最終バッファー：１０mMのヒスチジン、１３０mMのＮａＣｌ、ｐＨ６.０への
６回のバッファー交換を行った。バッファー交換後に、０.２２μmフィルターを通して、
濃縮タンパク質を２０Ｌ滅菌保存バッグに入れた。タンパク質を試料採取し、タンパク質
濃度、酵素活性、遊離スルフヒドリル基、オリゴ糖プロファイリングおよびモル浸透圧濃
度について調べた。
【０４５２】
　次に、滅菌濾過したバルクタンパク質を、３０mL滅菌テフロンバイアル(Nalgene)中に
、２０mLずつ、無菌的に分注した。次に、バイアルを急速冷凍し、－２０±５℃で保存し
た。
【０４５３】
実施例８
ｒＨｕＰＨ２０のヒアルロニダーゼ活性の決定
　ｒＨｕＰＨ２０(配列番号１のアミノ酸類３６～４８２をコードする核酸のＣＨＯ細胞
における発現および分泌により得た)のヒアルロニダーゼ活性を、比濁法アッセイを使用
して決定した。最初の２回のアッセイ(ＡおよびＢ)で、ｒＨｕＰＨ２０のヒアルロニダー
ゼ活性を溶解性ｒＨｕＰＨ２０をヒアルロン酸ナトリウム(ヒアルロン酸)とインキュベー
トし、次いで未消化ヒアルロン酸ナトリウムを酸性化血清アルブミンの添加により沈殿さ
せて測定した。３回目のアッセイ(Ｃ)で、ｒＨｕＰＨ２０ヒアルロニダーゼ活性を、ヒア
ルロン酸(ＨＡ)が塩化セチルピリジニウム(ＣＰＣ)と結合したときの不溶性沈殿の形成に
基づき測定した。６００Ｕ／mLのｒＨｕＰＨ２０(５μg／mL)を含む全アッセイにおいて
、合格基準は３７５Ｕ／mLを超える酵素活性であった。
【０４５４】
　Ａ. 微少濁度アッセイ
　本アッセイにおいて、ｒＨｕＰＨ２０のヒアルロニダーゼ活性を、溶解性ｒＨｕＰＨ２
０とヒアルロン酸ナトリウム(ヒアルロン酸)を一定時間(１０分間)インキュベートし、次
いで未消化ヒアルロン酸ナトリウムを酸性化血清アルブミン添加により沈殿させることに
より測定した。得られたサンプルの濁度を、６４０nmで３０分間展開時間後に測定した。
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ヒアルロン酸ナトリウム基質上の酵素活性由来の濁度の減少は溶解性ｒＨｕＰＨ２０ヒア
ルロニダーゼ活性の指標であった。本方法を、溶解性ｒＨｕＰＨ２０アッセイ作業標準品
の希釈により作成した検量線を使用して行い、サンプル活性測定をこの検量線に対して行
った。サンプル希釈を酵素希釈剤溶液で調製した。酵素希釈剤溶液を、３３.０±０.０５
mgの加水分解ゼラチンを２５.０mLの５０mMのＰＩＰＥＳ反応緩衝剤(１４０mMのＮａＣｌ
、５０mMのＰＩＰＥＳ、ｐＨ５.５)および２５.０mLの注射用滅菌水(ＳＷＦＩ；Braun, p
roduct number R5000-1)に溶解し、０.２mLの２５％ヒト血清アルブミン(ＵＳ　生物学的
ｓ)溶液で混合物を希釈し、３０秒間ボルテックス処理することにより調製した。これを
使用前２時間以内に行い、必要となるまで氷上で保存した。サンプルを概算１～２Ｕ／mL
まで希釈した。一般的に、工程あたりの最大希釈は１：１００を超えず、最初の希釈用の
初期サンプルサイズは少なくとも２０μLであった。アッセイを実施するのに必要な最少
サンプル容積は、工程内サンプル、ＦＰＬＣフラクション：８０μL；組織培養上清：１m
L；濃縮物質８０μL；精製または最終工程物質：８０μLであった。希釈を低タンパク質
結合９６ウェルプレートで３連で行い、各希釈物の３０μLをOptilux黒色／透明底プレー
ト(BD BioSciences)に移した。
【０４５５】
　濃度２.５Ｕ／mLの既知溶解性ｒＨｕＰＨ２０を、標準曲線作成のために酵素希釈剤溶
液で作製し、Optiluxプレートに３連で添加した。希釈は０Ｕ／mL、０.２５Ｕ／mL、０.
５Ｕ／mL、１.０Ｕ／mL、１.５Ｕ／mL、２.０Ｕ／mL、および２.５Ｕ／mLを含んだ。６０
μLの酵素希釈剤溶液を含む“無試薬”ウェルを、プレートにネガティブコントロールと
して包含させた。次いで、プレートを覆い、ヒートブロックで５分間、３７℃で加温した
。覆いを取り、プレートを１０秒間振盪させた。振盪後、振盪後、プレートをヒートブロ
ックに戻し、MULTIDROP 384 Liquid Handlingデバイスを温かい０.２５mg／mLのヒアルロ
ン酸ナトリウム溶液(１００mgのヒアルロン酸ナトリウム(LifeCore Biomedical)を２０.
０mLのＳＷＦＩに溶解することにより作製した。これを２～８℃で２～４時間または完全
に溶解するまで穏やかな回転および／または振盪により混合した)で開始させた。反応プ
レートをMULTIDROP 384に移し、３０μLのヒアルロン酸ナトリウムを各ウェルに分配させ
るためにスタートキーを押して、反応を開始させた。次いでプレートをMULTIDROP 384か
ら除き、１０秒間振盪させ、プレートカバーを置き換えたヒートブロックに移した。プレ
ートを３７℃で１０分間インキュベートした。
【０４５６】
　MULTIDROP 384を、血清作業溶液で機械をプライミングし、容積設定を２４０μLに変え
ることにより反応を停止させる準備をした。(２５mLの血清ストック溶液[１容積のウマ血
清(Sigma)を９容積の５００mM酢酸緩衝液で希釈し、塩酸でｐＨを３.１に調節した]の７
５mLの５００mM酢酸緩衝液)。プレートをヒートブロックから除き、MULTIDROP 384に置き
、２４０μLの血清作業溶液をウェルに分配した。プレートを除き、プレートリーダー上
で１０秒間振盪させた。さらに１５分間後、サンプルの濁度を６４０nmで測定し、各サン
プルのヒアルロニダーゼ活性(Ｕ／mL)を標準曲線に適合させることにより決定した。
【０４５７】
　比活性(単位／mg)を、ヒアルロニダーゼ活性(Ｕ／ml)をタンパク質濃度(mg／mL)で割る
ことにより計算した。
【０４５８】
　Ｂ. ｒＨｕＰＨ２０酵素活性の濁度アッセイ
　サンプルを酵素希釈剤[５０mLのリン酸緩衝液(２５mMのリン酸、ｐＨ６.３、１４０mM
のＮａＣｌ)および５０mLの脱イオン(ＤＩ)水に溶解した６６mgのゼラチン加水分解物(Si
gma #G0262)]で希釈して、予測酵素濃度０.３～１.５Ｕ／mLを達成した。
【０４５９】
　標準１、２、３、４、５、または６とラベルした２本の試験管の各々、および分析すべ
き各サンプルの２本の試験管(適宜ラベル)を３７℃のブロックヒーターに入れた。次の表
に示す酵素希釈剤の容積を標準試験管に２連で添加した。０.５０mLのＨＡ基質溶液[１.
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０mLの５mg／mLヒアルロン酸(ICN # 362421)のＤＩ水溶液、９mLのＤＩ水、１０mLのリン
酸緩衝液]を全標準およびサンプル試験管に分配した。酵素希釈剤中の１.５Ｕ／mLのＵＳ
Ｐヒアルロニダーゼ標準(USP # 31200)容積を、下記表１２に示すとおり２連標準試験管
に添加した。標準試験管が全て完成したとき、０.５０mLの各サンプルを２連サンプル試
験管の各々に添加した。３０分間、３７℃でインキュベーション後、４.０mLの血清作業
溶液５０mLの血清ストック溶液[１容積のウマ血清(ドナー群、細胞培養試験、ハイブリド
ーマ培養試験、ＵＳＡ起源)、９容積の５００mM酢酸緩衝液、ｐＨ３.１に調製、室温で１
８～２４時間静置、４℃で貯蔵]および１５０mLの５００mM酢酸緩衝液を標準試験管に添
加し、次いでそれをブロックヒーターから除き、混合し、室温に置いた。サンプル試験管
を、全標準およびサンプル試験管が処理されるまでこの方法で処理した。
【０４６０】
　“ブランク”溶液を、０.５mLの酵素希釈剤、０.２５mLのＤＩ水、０.２５mLのリン酸
緩衝液および４.０mLの血清作業溶液を混合することにより調製した。溶液を混合し、一
定量を使い捨てキュベットに移した。このサンプルを６４０nmで分光光度計を０とするた
めに使用した。
【０４６１】
　室温で３０分間インキュベーション後、各標準試験管からの一定量を次いで使い捨てキ
ュベットに移し、６４０nmの吸光度を測定した。この工程を２連サンプル試験管で繰り返
した。
【０４６２】
　直線状検量線を、ヒアルロニダーゼ濃度(Ｕ／mL)対実測吸光度をプロットすることによ
り構築した。線形回帰分析をデータフィット(０.０Ｕ／mLのキャリブレーション標準を除
く)に使用し、傾斜、切片および相関係数(ｒ２)を決定した。標準曲線回帰方程式および
実測サンプル吸光度を使用して、サンプル濃度を決定した。
【表２４】

【０４６３】
Ｃ. ｒＨｕＰＨ２０酵素活性の濁度アッセイ
　ヒアルロニダーゼ活性および酵素濃度を決定するための比濁法は、ヒアルロン酸(ＨＡ)
が塩化セチルピリジニウム(ＣＰＣ)と結合したときの不溶性沈殿の形成に基づいた。活性
を、ヒアルロニダーゼとヒアルロナンを一定時間(３０分間)インキュベートし、次いで未
消化ヒアルロナンをＣＰＣ添加により沈殿させることにより測定した。得られたサンプル
の濁度を６４０nmで測定し、ＨＡ基質上の酵素活性由来の濁度減少は、ヒアルロニダーゼ
力価の指標であった。本方法を、ｒＨｕＰＨ２０アッセイ作業標準品の希釈により作成し
た検量線を使用して行い、サンプル活性測定をこの検量線に対して行った。本方法は、～
２Ｕ／mL濃度まで希釈後の溶液中のｒＨｕＰＨ２０活性の分析のために意図された。定量
的範囲は０.３～３Ｕ／mLであったが、日常的試験のための最適性能は１～３Ｕ／mLの範
囲で得られた。
【０４６４】
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　酵素希釈剤を、１００mg±１０mgのゼラチン加水分解物(Sigma #G0262)を７５mLの反応
緩衝液(１４０mMのＮａＣｌ、５０mMのＰＩＰＥＳ(１,４－ピペラジンビス(２－エタノス
ルホン酸))、ｐＨ５.３)遊離酸(Mallinckrodt #V249)および７４.４mLの灌注用滅菌水(Ｓ
ＷＦＩ)に溶解し、０.６mLの２５％ヒト血清アルブミン(ＨＳＡ)を添加することにより新
たに調製した。分光光度計ブランクを１.０mLの酵素希釈剤を試験管に添加し、３７℃に
予熱したヒーティングブロックに入れることにより調製した。希釈標準品を、ｒＨｕＰＨ
２０アッセイ作業標準品の１：２５希釈を、３連で、１２０μLのアッセイ作業標準品を
２９.８８０mLの酵素希釈剤に添加することにより調製した。各サンプルの適当な希釈を
３連で行い、～２Ｕ／mL溶液を得た。
【０４６５】
　酵素希釈剤の一定容積を、標準試験管に表１３に従い３連で分配した。５００μLの１.
０mg／mLのヒアルロン酸ナトリウム(Lifecore, #81、平均分子量２０～５０ｋDa)のＳＷ
ＦＩ溶液を、ブランク以外の全試験管に分配し、試験管を、３７℃のヒーティングブロッ
クに５分間入れた。表１３に示す希釈標準品の量を適当な標準試験管に添加し、混合し、
ヒーティングブロックに戻した。５００μLの各サンプルを３連で適当な試験管に入れた
。最初の標準試験管開始３０分間後、４.０mLの停止溶液(ＳＷＦＩに溶解し、０.２２ミ
クロンフィルターを通した５.０mg／mLの塩化セチルピリジニウム(Sigma, Cat # C-5460)
)を全試験管(ブランクを含む)に添加し、それを次いで混合し、室温に置いた。
【０４６６】
　分光光度計を６４０nm固定波長で“空にした”。３０分、室温でインキュベーション後
、約１mLの標準またはサンプルを使い捨てキュベットに移し、吸光度を６４０nmで読んだ
。標準品およびサンプル生データ値をGraphPad Prism(登録商標)コンピュータソフトウェ
ア(Hearne Scientific Software)を用いて、完全減衰で０に拘束された指数関数的減衰関
数を使用して分析した。最良適合標準曲線を決定し、対応するサンプル濃度の計算に使用
した。
【表２５】

【０４６７】
　修飾は当業者には明白であるため、本発明は添付の特許請求の範囲によってのみ限定さ
れるものとする。
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