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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト成長ホルモンを含有する水性液体を乾燥させてヒト成長ホルモン含有の粉末を製造
するに際し、ヒト成長ホルモンを安定化させるための方法であって、該水性液体に水素添
加レシチンを含有させることを特徴とするものである方法。
【請求項２】
　水素添加レシチンを濃度が０．０１～２Ｗ／Ｖ％となるように該水性液体に含有させる
ものである、請求項１の方法。
【請求項３】
　該水性液体の乾燥が、噴霧乾燥、凍結乾燥、噴霧凍結乾燥、若しくは流動層コーティン
グであってよいコーティングにより又は流動層造粒に際してなされるものである、請求項
１又は２の方法。
【請求項４】
　ヒト成長ホルモン及び水素添加レシチンを含有する水性液体を乾燥させて粉末とするこ
とを特徴とする、ヒト成長ホルモン含有粉末の製造方法。
【請求項５】
　該水性液体が含有する水素添加レシチンの濃度が０．０１～２Ｗ／Ｖ％である、請求項
４の製造方法。
【請求項６】
　該水性液体の乾燥が、噴霧乾燥、凍結乾燥、噴霧凍結乾燥、若しくは流動層コーティン
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グであってよいコーティングにより又は流動層造粒に際してなされるものである、請求項
４又は５のヒト成長ホルモン含有粉末の製造方法。
【請求項７】
　請求項４ないし６の何れかの製造方法で得られる、ヒト成長ホルモン含有粉末。
【請求項８】
　請求項７のヒト成長ホルモン粉末を含んでなる、吸入用製剤。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、生理活性ペプチド含有粉末に関し、より詳しくは、生理活性ペプチド含有の水
性液体中を乾燥させて粉末化する工程において、生理活性ペプチドの変性を防止して安定
化することにより変性ペプチドの混在を抑えた、粉末ペプチド粉末に関する。本発明は更
に、吸入により経肺投与又は経鼻投与するのに適した生理活性ペプチド含有粉末に関する
。
【０００２】
【従来の技術】
これまで、生理活性ペプチド含有の医薬品は、注射により投与されてきた。その関係上、
それらの製剤の製造には凍結乾燥が専ら用いられてきた。このため、それらの製剤におい
て、主薬である生理活性ペプチドの安定化についての研究は、完成品である製剤の乾燥状
態における生理活性ペプチドの長期保存安定性、及び乾燥したペプチド含有組成物を溶解
した後の液体中での生理活性ペプチドの保存安定性に、これまで集中してきた。例えば、
カルシトニン溶液の安定化については、特開平7-179364号公報、特開平7-188060号公報、
特表平7-188061号公報等に、また、成長ホルモン凍結乾燥品の安定化については、特表平
10-504531号公報、特表平10-511965号公報、特表平10-507183号公報等に開示されている
。
【０００３】
生理活性ペプチドの投与方法が注射に限られてきたのは、経口投与では消化管内で消化さ
れてしまうためであり、実用可能な新たな投与経路が開発できれば、患者にとって非常に
有益である。取り分け、成長ホルモンやインスリン等のように、ほぼ生涯にわたって投与
を続ける必要のある活性ペプチドの場合、従来の注射による投与は患者に不便と苦痛を強
いている。従って、これらの生理活性ペプチドに関して、注射以外の投与経路の開発は患
者に切望されている。
【０００４】
一方、薬物を全身投与するに当たって、注射剤、内服剤、坐剤等の従来の製剤と異なった
新たな投与経路を利用する製剤として、吸入することにより薬効成分の経肺吸収をはかる
製剤（本明細書において「吸入用製剤」という。）や、鼻腔内に投与し鼻粘膜を通して薬
効成分を吸収させる経鼻製剤が研究されている。これらの製剤は、体内に直接注入するも
のでなく、気道粘膜等、外気に接する粘膜表面に適用されるため、微生物学的品質基準は
注射剤に比して緩やかである。このため、その製造には、凍結乾燥装置を用い得ることは
勿論、それ以外に流動層造粒装置、噴霧乾燥装置、噴霧凍結乾燥装置等の製造装置も用い
得る。これら流動層造粒装置、噴霧乾燥装置、噴霧凍結乾燥装置を用いた製剤の製造段階
における生理活性ペプチドの安定化に関しては、メイラード反応に対する阻害剤を添加す
ることで安定性を確保することが報告されている（特表平10-505591号公報）。しかし、
製造段階における生理活性ペプチドの安定化は、もし可能であるなら、医薬品添加物とし
て現在許可されており、安全性が高く、長年の使用実績のある添加物を用いて行う方が、
得られる医薬品につき高い安全性が期待できるという点で、好ましい。また、生理活性ペ
プチドの吸収及び血中への移行を十分な効率で可能にするものでなければならない。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
本発明の一目的は、生理活性ペプチドを含有する水性液体を乾燥させて粉末化する工程に
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おける生理活性ペプチドの安定性を改善する方法、及び該方法により製造される、生理活
性ペプチド含有の粉末を提供することである。
本発明の別の一目的は、吸入により生理活性ペプチドを吸収させるのに特に適した生理活
性ペプチド含有粉末、及び吸入用製剤を提供することである。
【０００６】
【課題を解決するための手段】
本発明者等は、生理活性ペプチド含有粉末を製造するに当たり、生理活性ペプチド含有水
性液体を乾燥させて生理活性ペプチド含有粉末を製造する工程において、所定の化合物を
該水性液体に加えておくことにより、粉末化に際して生理活性ペプチドの安定性が著しく
高められることを見出した。更に本発明等は、そのようにして製造した粉末は、を動物に
経肺投与したとき、生理活性ペプチドが優れた効率で吸収されて血中に移行することを見
出した。本発明は、これらの発見に基づくものである。
【０００７】
すなわち本発明は、生理活性ペプチドを含有する水性液体を乾燥させて該生理活性ペプチ
ド含有の粉末を製造するに際し、該生理活性ペプチドを安定化させるための方法であって
、該水性液体に、非イオン性界面活性剤、水溶性の非イオン性有機結合剤、水素添加レシ
チン及びマンニトールよりなる群より選ばれる少なくとも１種の化合物を含有させること
を特徴とするものである方法を提供する。この方法において、非イオン性界面活性剤、水
溶性の非イオン性有機結合剤、水素添加レシチン、又はマンニトールは、水溶液から生理
活性ペプチドを粉末化する際に安定化剤として働く。従って、これらの何れか１種又は２
種以上を用いることにより、水溶液からの粉末化に際して二量体形成等の変性が起こるの
が抑制され、実質的に変性のない生理活性ペプチド粉末を製造することが可能となる。
【０００８】
また本発明は、生理活性ペプチドを含有する水性液体を乾燥させて該生理活性ペプチド含
有の粉末を製造するに際し、該生理活性ペプチドを安定化させるための方法であって、該
水性液体にマンニトールを含有させると共に、非イオン性界面活性剤、水溶性の非イオン
性有機結合剤、及び水素添加レシチンよりなる群より選ばれる少なくとも１種の化合物を
含有させることを特徴とするものである方法をも提供する。この方法は、上記特徴に加え
て、生理活性ペプチドの特に優れた経肺吸収をもたらす粉末を製造することを可能にする
【０００９】
上記の各安定化方法において、非イオン性界面活性剤又は水溶性の非イオン性有機結合剤
を該水性液体中に含有させる場合、高い安定化効果を発揮する濃度範囲は、非イオン性界
面活性剤については０．０１～０．５重量％、水溶性の非イオン性有機結合剤については
０．０１～１重量％である。また、マンニトールが高い安定化効果を発揮するのは、生理
活性ペプチド１重量部に対し１～５０重量部のマンニトールを含有させたときである。
【００１０】
上記において、非イオン性界面活性剤は、ポリソルベート、ポリオキシエチレン硬化ヒマ
シ油及びポロキサマー（ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンブロックコポリマー：
Pluronic）よりなる群より選ばれるものであることが更に好ましい。
【００１１】
また上記において水溶性の非イオン性有機結合剤は、ポリビニルピロリドン、水溶性の非
イオン性セルロース誘導体及びポリビニルアルコールよりなる群より選ばれるものである
ことが、更に好ましい。
【００１２】
また、該水溶性の非イオン性セルロース誘導体は、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒド
ロキシエチルセルロース及びヒドロキシプロピルメチルセルロースよりなる群より選ばれ
るものであることが更に好ましい。
【００１３】
これらの安定化剤は、上記範囲からある程度外れてもかなりの効果を有するが、上記範囲
内では効果は顕著である。非イオン性界面活性剤の更に好ましい濃度範囲は０．０５～０
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．３重量％であり、この範囲では取り分け強い安定化効果が得られる。水溶性の非イオン
性有機結合剤については、上記より更に好ましい濃度範囲は０．０２～０．５重量％であ
り、この範囲では取り分け強い安定化効果が得られる。また、水素添加レシチンについて
は、０．０１重量％でも既に特に顕著な効果が得られ、０．５～１重量％にかけて効果の
ピークがあるが、この範囲を超えて２重量％でも著しい効果が維持されており、ピーク濃
度を超えての濃度上昇に対する効果の低下はごく緩やかである。従って、水素添加レシチ
ンについては実質的な安定化効果のなくなる上限濃度は明らかでないが、添加剤として十
分な効果がある限り無闇に多量に水素添加レシチンを添加する必要はないから、濃度は製
剤の製造時の取り扱い易さなどを考慮して、適宜定めればよい。通常は、水素添加レシチ
ンの好ましい濃度は、０．００５～４重量％程度の範囲であり、更に好ましくは０．０１
～２重量％の範囲である。また、生理活性ペプチドとマンニトールとの重量比は、投与時
の粉末の取扱いに不便でない限り投与する粉末の総重量を少なくする方が良いという観点
から、より好ましくは１：１～１：４０、更に好ましくは１：１～１：３０、尚も更に好
ましくは１：１～１：２０、特に好ましくは１：１～１０である。生理活性ペプチドの安
定化には、これらの安定化剤の何れかを単独で用いてもよく、複数を併用してもよい。併
用した場合、何れかを単独で用いるよりも更に優れた安定化効果が得られ、二量体等の変
性ペプチドの発生をほぼ完全に防止することも可能となる。
【００１４】
本発明は、水性液体を乾燥させるに際して生理活性ペプチドの安定化効果を発揮すること
の判明した所定の化合物を用いるものであり、それら所定の化合物は具体的な種々の乾燥
方式において用いることができる。上記において、水性液体の乾燥方法の例としては、噴
霧乾燥、凍結乾燥、噴霧凍結乾燥が挙げられ、更には、溶液を噴霧して乾燥させる工程を
含んでいる種々の工程例が挙げられる。すなわち、流動層造粒、またコア粒子表面上への
コーティングを行うことのできる、例えば流動層コーティングを含む種々のコーティング
、コア粒子表面上へのコーティング又は担持を伴う流動層造粒に際して造粒と同時に達成
される乾燥が挙げられるが、これらの方法に限定されない。
【００１５】
更に、該粒子の平均粒子経が１～１０μｍ、更に好ましくは２～５μｍであるとき、吸入
された粒子は気流に乗って呼吸器の深部まで到達しやすい。そのような粒子経としたとき
、上記の各方法により安定化して得られる生理活性ペプチド含有粉末は、吸入したとき粒
子が呼吸器深部に到達しやすく、その結果該生理活性ペプチドを優れた効率でかつ比較的
持続的に循環血中へ移行させることができる。すなわち本発明は更に、上記方法であって
、粉末を構成する粒子の平均粒子経が１～１０μｍ、更に好ましくは２～５μｍである方
法をも提供する。
【００１６】
本発明において、安定化の対象となる生理活性ペプチドの例としては、カルシトニン類、
インスリン類、成長ホルモン類、エリスロポエチン、グルカゴン、ソマトスタチン、ソマ
トスタチン誘導体、インターフェロン（α型、β型、又はγ型）、インターロイキン（Ｉ
、II、III、IV、Ｖ、VI、又はVII）スーパオキシドジスムターゼ、ウロキナーゼ、プロテ
アーゼ、腫瘍壊死因子、コロニー形成刺激因子、カリクレイン、リゾチーム及びフィブロ
ネクチン、並びに、インスリン様増殖因子、上皮増殖因子、繊維芽細胞増殖因子、血小板
由来増殖因子、神経成長因子、肝細胞増殖因子、血管新生因子及び血管新生阻害因子等、
各種の細胞増殖・分化を調節する因子等が挙げられる。生理活性ペプチドは、化学的には
複数のアミノ酸がペプチド結合によって連結したという共通の構造を有しており、従って
、本発明は、上記以外にも広範な種々の生理活性ペプチドに適用可能である。また、それ
らのペプチドが天然物から抽出されたものか遺伝子組換えにより製造されたものかは、ペ
プチドの基本的物性に影響を及ぼさないから、何れの方法により得られたものかは問わな
い。これら種々の生理活性ペプチドのうちヒト成長ホルモン及びインスリンは、これまで
は、患者が長期間、皮下注射により自家投与を続けるほかなかった関係上、本願において
特に好ましい生理活性ペプチドである。
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【００１７】
上記安定化方法に加えて、本発明は生理活性ペプチド含有粉末の製造方法をも提供する。
該製造方法は、生理活性ペプチド並びに、非イオン性界面活性剤、水溶性の非イオン性有
機結合剤、水素添加レシチン、及び／又はマンニトールを含有する水性液体を乾燥させて
粉末とすることを特徴とする。生理活性ペプチドに加えたこれら１種又は２種以上の安定
化剤により、水溶液からの粉末化に際して二量体形成等の変性が起こるのが抑制され、実
質的に変性のない生理活性ペプチド粉末が得られる。
【００１８】
本発明は更に、生理活性ペプチド及びマンニトール並びに、非イオン性界面活性剤、水溶
性の非イオン性有機結合剤及び水素添加レシチンよりなる群より選ばれる少なくとも１種
の化合物を含有する水性液体を乾燥させて粉末とすることを特徴とする、生理活性ペプチ
ド含有粉末の製造方法をも提供する。この製造は、上記特徴に加えて、生理活性ペプチド
の特に優れた経肺吸収をもたらす粉末を与える。
【００１９】
上記の製造方法において、非イオン性界面活性剤は、ポリソルベート、ポリオキシエチレ
ン硬化ヒマシ油及びポロキサマー（ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンブロックコ
ポリマー：Pluronic）よりなる群より選ばれるものであることが更に好ましい。また、水
溶性の非イオン性有機結合剤は、ポリビニルピロリドン、水溶性の非イオン性セルロース
誘導体及びポリビニルアルコールよりなる群より選ばれるものであることが、更に好まし
い。また、また、該水溶性の非イオン性セルロース誘導体は、ヒドロキシプロピルセルロ
ース、ヒドロキシエチルセルロース及びヒドロキシプロピルメチルセルロースよりなる群
より選ばれるものであることが更に好ましい。
【００２０】
上記の製造方法において、列記した安定化剤についての好ましい使用量範囲は、該生理活
性ペプチドを安定化させるための方法において上述したのと同様である。すなわち、非イ
オン性界面活性剤の更に好ましい濃度範囲は０．０５～０．３重量％であり、水溶性の非
イオン性有機結合剤の更に好ましい濃度範囲は０．０２～０．５重量％である。また、水
素添加レシチンについては実質的な安定化効果のなくなる上限濃度は明らかでないが、添
加剤として十分な効果がある限り無闇に多量に水素添加レシチンを添加する必要はないか
ら、濃度は製剤の製造時の取り扱い易さなどを考慮して、適宜定めればよい。通常は、水
素添加レシチンの好ましい濃度は、０．００５～４重量％程度の範囲であり、更に好まし
くは０．０１～２重量％の範囲である。また、生理活性ペプチドとマンニトールとの重量
比は、より好ましくは１：１～１：４０、更に好ましくは１：１～１：３０、尚も更に好
ましくは１：１～１：２０、特に好ましくは１：１～１：１０である。
【００２１】
上記の製造方法において、水性液体の乾燥方法としては、例えば噴霧乾燥、凍結乾燥、噴
霧凍結乾燥等により、また流動層造粒、またコア粒子表面上へのコーティングを行うこと
のできる、例えば流動層コーティングを含む種々のコーティング、コア粒子表面上へのコ
ーティング又は担持を伴う流動層造粒等において行うことができるが、これらの方法に限
定されない。
【００２２】
上記の製造方法において粉末を構成する粒子の平均粒子経は、生理活性ペプチドの経肺投
与の観点から、１～１０μｍであることが好ましく、２～５μｍであることが更に好まし
い。
【００２３】
上記製造方法により粉末とされる生理活性ペプチドの範囲は、上記安定化方法において述
べたのと同様である。
【００２４】
更に、本発明は、重量比１：１～１：５０で生理活性ペプチドとマンニトールとを含んで
なる粒子よりなることを特徴とする、生理活性ペプチド含有粉末をも提供する。該粉末は
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、更に好ましくは、該粉末を構成する粒子が生理活性ペプチド１重量部に対し非イオン性
界面活性剤０．０５～３重量部、水溶性の非イオン性有機結合剤０．０５～６重量部及び
水素添加レシチンのうち、少なくとも何れかを更に含む。これらの粉末は、呼吸器深部の
粘膜を介した生理活性ペプチドの優れた吸収をもたらすことができる。
【００２５】
上記粒子において、投与すべき所定量の生理活性ペプチドに対して吸入される粉末の総重
量を少なくする観点からは、生理活性ペプチドとマンニトールとの重量比は、より好まし
くは１：１～１：４０、更に好ましくは１：１～１：３０、尚も更に好ましくは１：１～
１：２０、特に好ましくは１：１～１：１０である。また、生理活性ペプチド１重量部に
対する非イオン性界面活性剤量は、更に好ましくは、０．２５～１．８重量部であり、こ
の範囲では非イオン性界面活性剤の使用量を抑制しつつ生理活性ペプチドの効率的吸収を
はかることができる。同様に、生理活性ペプチド１重量部に対する水溶性の非イオン性有
機結合剤量は、更に好ましくは０．１～３重量部である。
【００２６】
該生理活性ペプチド含有粉末は、更に好ましくは該粉末を構成する粒子の平均粒子経が１
～１０μｍであり、更に好ましくは２～５μｍである。このような平均粒径とすることに
より、該粉末は吸入により呼吸器深部まで到達しやすくなり、優れた生理活性ペプチドの
吸収の効率が高まる。
【００２７】
該生理活性ペプチド含有粉末の製造方法は、限定されない。例えば、噴霧乾燥、噴霧凍結
乾燥又は凍結乾燥によって製造されたものであってよい。
【００２８】
上記生理活性ペプチド含有粉末における生理活性ペプチドの範囲は、前記安定化方法にお
いて述べたのと同様である。
【００２９】
本発明は更に、上記生理活性ペプチド含有の粒子を含んでなることを特徴とする、生理活
性ペプチド含有吸入用製剤をも提供する。該吸入用製剤は、上記生理活性ペプチド含有の
粒子そのままであってもよいが、該粒子が相互に緩く凝集したもの又は該粒子を、より粗
大な不活性の担体粒子（例えば乳糖）表面に緩く付着させたものであってもよい。それら
の緩い凝集体粒子又は緩い複合粗大粒子は、製剤の吸引時に吸入装置から放出されるに際
して空気流により崩壊して生理活性ペプチド含有の各粒子が凝集体又は担体から遊離し単
独粒子となるような緩さのものであればよい。そのような緩い凝集体粒子又は緩い複合粗
大粒子の製造は、粉末を構成する１～数μｍオーダーの粒子を緩く凝集させ又はより粗大
な不活性の担体粒子表面に緩く付着させる当業者に周知の種々の技術を適宜用いて行うこ
とができる。それらの緩い凝集体粒子又は緩い複合粗大粒子は、吸入装置で用いる所定の
カプセル等に吸入用製剤を一回投与量毎に充填する際に、製剤の流動性を高めて、充填を
容易にし充填量の正確さを高めることを目的とするものである。従って、カプセル等に充
填後は、外部からの衝撃等によりカプセル等の中で一部又は全部の粒子が遊離して単独粒
子となって粉末を形成していてもよい。
【００３０】
【発明の実施の形態】
本発明において、「生理活性ペプチドを含有する水性液体」とは、生理活性ペプチド水溶
液そのもののみならず、これに更に、生理活性ペプチドの安定性に悪影響を及ぼさない他
の成分、例えば、リン酸塩等の緩衝剤、薬剤学的に許容し得る塩化ナトリウム等の塩類、
ソルビトール等の増量剤を含有するものも含む。
【００３１】
また、本発明の安定化方法は、水性液体に溶解した状態の生理活性ペプチドを、水性液体
中の水分等が蒸発する過程で生理活性ペプチドを安定化できるものであるから、生理活性
ペプチドに対して化学的に不活性な例えば乳糖等の、より粗大な粒子の表面にコーティン
グさせた形で乾燥させても、生理活性ペプチドの安定化には影響を与えない。そのような
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不活性な微粒子は、安定化剤と混ざり合った生理活性ペプチドを表面上にコーティングさ
れた形で担持するコアとして働くことができる。
【００３２】
また本発明の生理活性ペプチド含有粉末は、生理活性ペプチドとマンニトールとを含んで
なる粒子が非常に高い経肺吸収をもたらすという発見に基づいており、従って、生理活性
ペプチド含有粉末を製造するに当たり、適宜の製法を選択してよい。本発明の生理活性ペ
プチド含有粉末の製造方法は、活性ペプチド含有水溶液から活性ペプチドを粉末化する際
において、活性ペプチドを顕著に安定化する作用をマンニトールが有するという発見にも
基づいており、従って、生理活性物質及びマンニトールを含有する水溶液の乾燥は、通常
用いられる適宜の方法を採用して行ってよい。
【００３３】
また、本発明において特に好ましく用いられる生理活性ペプチドの一例として、ヒト成長
ホルモンがある。本発明において、「ヒト成長ホルモン」の語は、ヒト下垂体より抽出で
きる191個のアミノ酸からなる分子量22,125の22Ｋ ｈＧＨのみならず、32～46番目の15ア
ミノ酸の欠失した20Ｋ ｈＧＨをも包含する。20Ｋ ｈＧＨは22Ｋ ｈＧＨと同等の成長促
進作用を示す。また、本発明において、「ヒト成長ホルモン」の語は、これら天然型ヒト
成長ホルモンのみならず、天然ヒト成長ホルモンと実質的に同等の作用を有する遺伝子組
換えにより得られたタンパク質をも含む。遺伝子組換えによるヒト成長ホルモンとしては
、192個のアミノ酸よりなるＮ末端メチオニン型のものが例示されるほか、一部のアミノ
酸が欠失、置換、付加又は挿入されているが天然型のヒト成長ホルモンと実質的に同等の
活性を有する変異体もこれに包含される。
【００３４】
【実施例】
活性ペプチドのうち、成長ホルモン（ＧＨ）分子は、水溶液中での激しい撹拌時に気液界
面に接触して立体構造変化を起こし単量体の減少及び、２量体、多量体又は不溶性凝集体
を形成しやすいほか、脱アミド体を生成する性質が強い。特に、ＧＨの粉末化の工程にお
いては、噴霧乾燥などの乾燥段階では気液界面が増大するため、これによるＧＨの変性を
できるだけ抑制する必要がある。以下、ＧＨを安定化する化合物を求めて、以下に種々検
討した。以下の比較例及び実施例では、活性ペプチドの代表例としてヒト成長ホルモンを
選んだ。
【００３５】
以下の比較例及び実施例において用いたヒト成長ホルモンは、アミノ酸191個の天然ヒト
成長ホルモン（22Ｋ ｈＧＨ）と同一のアミノ酸配列を有する組換えヒト成長ホルモンで
ある（末端Ｎメチオニンを選択的に酵素切断除去したもの）。またこの組換えヒト成長ホ
ルモンについて、「グロウジェクト注4IU」と表示したときは、医薬製品である（グロウ
ジェクト注4IU：日本ケミカルリサーチ株式会社）を用いたことを示す。グロウジェクト
注4IUの組成は下記の通りである。また、この組換えヒト成長ホルモンについて「原体」
と特記したときは、添加物を含まない純粋の組換えヒト成長ホルモン（BTG社製）を示す
。
【００３６】
ｒ－ｈＧＨ注射剤（グロウジェクト注4IU）：
（処方）
ｒ－ｈＧＨ・・・・・・・・・・・４　ＩＵ（1.7ｍｇ）
リン酸水素ナトリウム・・・・・・2.2　ｍｇ
リン酸二水素ナトリウム・・・・・0.35 ｍｇ
塩化ナトリウム・・・・・・・・・1.0　ｍｇ
Ｄ－マンニトール・・・・・・・ 20.0　ｍｇ
【００３７】
また、生理活性ペプチドを含有する水性液体の乾燥のための代表例として、噴霧乾燥をモ
デルとして用いて行った試験を示す。噴霧乾燥には用いた装置は、Splay Dryer SD-1000 



(8) JP 4711520 B2 2011.6.29

10

20

30

40

50

(EYELA社)である。
【００３８】
生理活性ペプチドｒ－ｈＧＨの安定性の指標としては、生理活性ペプチドの安定化の最も
よい指標と考えられる生理活性ペプチド単量体の残存率を用いた。残存率の算出は、乾燥
前の水性液体中（噴霧乾燥処理前）の生理活性ペプチド濃度と、粉末化したもの（噴霧乾
燥処理品）をもとの液量へと復元した溶液中の生理活性ペプチドの残存率に基づき、次式
に従って行った。
生理活性ペプチド単量体残存率（％）＝ＡP／ＡI×１００
ここに：
ＡP＝噴霧乾燥処理品のＨＰＬＣにおける単量体ピーク面積
ＡI＝噴霧乾燥処理前のＨＰＬＣにおける単量体ピーク面積
【００３９】
＜比較例１＞
ｒ－ｈＧＨ注射剤（グロウジェクト注4IU）のバイアル15本にそれぞれ精製水1.0ｍｌを加
え、注射剤を完全に溶解させた。得られたｒ－ｈＧＨ溶液（15バイアル分：15.0ｍｌ）を
噴霧乾燥し、乾燥粉末を得た。Splay Dryer SD-1000における噴霧乾燥条件は次の通りと
した。
（噴霧乾燥条件）
入口温度：　80℃
噴霧圧：　150ｋＰａ
乾燥空気量：　0.3ｍ3／分
送液ポンプ流量：　2.6ｍｌ／分
【００４０】
また、単量体の測定のためのＨＰＬＣ条件は次の通りである。
（ＨＰＬＣ条件）
装置：　LC10A（島津製作所）
検出器：　ＵＶ（280ｎｍ）
分析カラム：　TSK G3000SWXL
カラム温度：　室温
移動相：　50ｍＭリン酸二水素ナトリウム、50ｍＭリン酸水素ナトリウム、0.2Ｍ塩化ナ
トリウム
流速：　0.6ｍｌ／分
注入量：　50μｌ
【００４１】
＜比較例２＞
ｒ－ｈＧＨ注射剤（グロウジェクト注4IU）のバイアルを15本ずつ５セット用意し、それ
ぞれ精製水1.0ｍｌを加え、注射剤を完全に溶解させた。得られたｒ－ｈＧＨ溶液（各セ
ット15バイアル分：15.0ｍｌ）を噴霧乾燥し、乾燥粉末を得た。Splay Dryer SD-1000に
おける噴霧乾燥条件は、比較例１と異なり、次の通りとした。なお、単量体の測定のため
のＨＰＬＣ条件は、比較例１と同一とした。
（噴霧乾燥条件）
入口温度：　90℃
噴霧圧：　100ｋＰａ
乾燥空気量：　0.2ｍ3／分
送液ポンプ流量：　2.6ｍｌ／分
【００４２】
＜実施例１＞
非イオン性界面活性剤水溶液として、異なった濃度のTween 20水溶液（濃度：0.01、0.05
、0.1、0.5、1.0及び2.0ｗ／ｗ％）を調製した。各濃度のTween 20水溶液に対してｒ－ｈ
ＧＨ注射剤（グロウジェクト注4IU）のバイアルを15本ずつ用意し、各濃度のTween 20水
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溶液をそれに対応する15本のバイアルに1.0ｍｌずつ加えて、注射剤を完全に溶解させた
。こうして得られた、各Tween 20濃度のｒ－ｈＧＨ溶液（各Tween 20濃度につき15バイア
ル分：15.0ｍｌ）を噴霧乾燥し、乾燥粉末を得た。噴霧乾燥条件及びＨＰＬＣ条件は比較
例１と同一とした。
【００４３】
＜実施例２＞
非イオン性界面活性剤水溶液として、異なった濃度のHCO-60（ポリオキシエチレン硬化ヒ
マシ油60）水溶液（濃度：0.01、0.05、0.1、0.5、1.0及び2.0ｗ／ｗ％）を調製した。各
濃度のHCO-60水溶液に対してｒ－ｈＧＨ注射剤（グロウジェクト注4IU）のバイアルを15
本ずつ用意し、各濃度のHCO-60水溶液をそれに対応する15本のバイアルに1.0ｍｌずつ加
えて、注射剤を完全に溶解させた。こうして得られた、各HCO-60濃度のｒ－ｈＧＨ溶液（
各HCO-60濃度につき15バイアル分：15.0ｍｌ）を噴霧乾燥し、乾燥粉末を得た。噴霧乾燥
条件及びＨＰＬＣ条件は比較例１と同一とした。
【００４４】
＜実施例３＞
非イオン性界面活性剤水溶液として、異なった濃度のPluronic F68（ポリオキシエチレン
(160)ポリオキシプロピレン(30)グリコール）水溶液（濃度：0.01、0.05、0.1、0.5、1.0
及び2.0ｗ／ｗ％）を調製した。各濃度のPluronic F68水溶液に対してｒ－ｈＧＨ注射剤
（グロウジェクト注4IU）のバイアルを15本ずつ用意し、各濃度のPluronic F68水溶液を
それに対応する15本のバイアルに1.0ｍｌずつ加えて、注射剤を完全に溶解させた。こう
して得られた、各Pluronic F68濃度のｒ－ｈＧＨ溶液（各Pluronic F68濃度につき15バイ
アル分：15.0ｍｌ）を噴霧乾燥し、乾燥粉末を得た。噴霧乾燥条件及びＨＰＬＣ条件は比
較例１と同一とした。
【００４５】
＜実施例４＞
水溶性の非イオン性有機結合剤水溶液として、異なった濃度のKollidone 17PF（ポリビニ
ルピロリドン：ＢＡＳＦ）水溶液（濃度：0.01、0.05、0.1、0.5、1.0及び2.0ｗ／ｗ％）
を調製した。各濃度のKollidone 17PF水溶液に対してｒ－ｈＧＨ注射剤（グロウジェクト
注4IU）のバイアルを15本ずつ用意し、各濃度のKollidone 17PF水溶液をそれに対応する1
5本のバイアルに1.0ｍｌずつ加えて、注射剤を完全に溶解させた。こうして得られた、各
Kollidone 17PF濃度のｒ－ｈＧＨ溶液（各Kollidone 17PF濃度につき15バイアル分：15.0
ｍｌ）を噴霧乾燥し、乾燥粉末を得た。噴霧乾燥条件及びＨＰＬＣ条件は比較例１と同一
とした。
【００４６】
＜実施例５＞
水溶性の非イオン性有機結合剤として、異なった濃度のKollidone 12PF（ポリビニルピロ
リドン：ＢＡＳＦ）水溶液（濃度：0.01、0.05、0.1、0.5、1.0及び2.0ｗ／ｗ％）を調製
した。各濃度のKollidone 12PF水溶液に対してｒ－ｈＧＨ注射剤（グロウジェクト注4IU
）のバイアルを15本ずつ用意し、各濃度のKollidone 12PF水溶液をそれに対応する15本の
バイアルに1.0ｍｌずつ加えて、注射剤を完全に溶解させた。こうして得られた、各Kolli
done 12PF濃度のｒ－ｈＧＨ溶液（各Kollidone 12PF濃度につき15バイアル分：15.0ｍｌ
）を噴霧乾燥し、乾燥粉末を得た。噴霧乾燥条件及びＨＰＬＣ条件は比較例１と同一とし
た。
【００４７】
＜実施例６＞
水溶性の非イオン性有機結合剤として、異なった濃度のHPC-SSL（ヒドロキシプロピルセ
ルロース：東洋曹達株式会社）水溶液（濃度：0.01、0.05、0.1、0.5及び1.0ｗ／ｗ％）
を調製した。各濃度のHPC-SSL水溶液に対してｒ－ｈＧＨ注射剤（グロウジェクト注4IU）
のバイアルを15本ずつ用意し、各濃度のHPC-SSL水溶液をそれに対応する15本のバイアル
に1.0ｍｌずつ加えて、注射剤を完全に溶解させた。こうして得られた、各HPC-SSL濃度の
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ｒ－ｈＧＨ溶液（各HPC-SSL濃度につき15バイアル分：15.0ｍｌ）を噴霧乾燥し、乾燥粉
末を得た。噴霧乾燥条件及びＨＰＬＣ条件は比較例１と同一とした。
【００４８】
＜実施例７＞
非イオン性界面活性剤水溶液として、異なった濃度のレシノールS-10E（水素添加レシチ
ン：日光ケミカルズ株式会社）水溶液（濃度：0.01、0.05、0.1、0.5、1.0及び2.0ｗ／ｗ
％）を調製した。各濃度の水素添加レシチン水溶液に対してｒ－ｈＧＨ注射剤（グロウジ
ェクト注4IU）のバイアルを15本ずつ用意し、各濃度の水素添加レシチン水溶液をそれに
対応する15本のバイアルに1.0ｍｌずつ加えて、注射剤を完全に溶解させた。こうして得
られた、各水素添加レシチン濃度のｒ－ｈＧＨ溶液（各水素添加レシチン濃度につき15バ
イアル分：15.0ｍｌ）を噴霧乾燥し、乾燥粉末を得た。噴霧乾燥条件及びＨＰＬＣ条件は
比較例１と同一とした。
【００４９】
＜実施例８＞
HPC-SSL（ヒドロキシプロピルセルロース）と各非イオン性界面活性剤とを次の表に示し
た組み合わせで同時に含有する各水溶液を調製した。
【表１】

各組み合わせでHPC-SSL及び非イオン性界面活性剤を含有する水溶液の各々に対してｒ－
ｈＧＨ注射剤（グロウジェクト注4IU）のバイアルを15本ずつ５セット用意し、各水溶液
をそれに対応する各セット15本のバイアルに1.0ｍｌずつ加えて、注射剤を完全に溶解さ
せた。こうして得られた、各ｒ－ｈＧＨ溶液（各組み合わせにつき各セット15バイアル分
：15.0ｍｌ）を噴霧乾燥し、乾燥粉末を得た。噴霧乾燥条件は比較例２と同一とし、ＨＰ
ＬＣ条件は比較例１と同一とした。
【００５０】
＜測定結果＞
比較例１及び実施例１～３につき、ＨＰＬＣ測定結果を図１に示す。
図に見られるように、ある濃度範囲の非イオン性界面活性剤の濃度は、水溶液から粉末化
する過程における生理活性ペプチドｒ－ｈＧＨの単量体残存率を、著しく改善した。すな
わち、非イオン性界面活性剤を含有しない比較例１では、粉末化の前後でｒ－ｈＧＨの単
量体は40％台にまで減少しているのとは対照的に、実施例１～３の製剤のうち、水溶液中
0.01～0.5ｗ／ｗ％までの濃度に非イオン性界面活性剤を含有させておいたものでは、ｒ
－ｈＧＨの単量体が遙かに高い残存率を以て維持されている。また、図より、安定化のピ
ークは非イオン性界面活性剤濃度0.1ｗ／ｗ％付近にあることが分かる。また実測点はな
いものの、例えば非イオン性界面活性剤の濃度０．３ｗ／ｗ％付近では、０．５ｗ／ｗ％
の点より更に高い安定化効果のあることは明らかである。
【００５１】
比較例１及び実施例４～６につき、ＨＰＬＣ測定結果を図２に示す。
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図に見られるように、水溶性の非イオン性有機結合剤は、水溶液から粉末化する過程にお
ける生理活性ペプチドｒ－ｈＧＨの単量体残存率を、大きく改善した。実施例４（Kollid
one 17PF）及び５（Kollidone 12PF）については試験した何れの濃度でも改善が見られ、
特に１ｗ／ｗ％までの濃度において安定化効果が強く、また効果のピークは、濃度0.1ｗ
／ｗ％の点に認められた。実施例６（ヒドロキシプロピルセルロース）については、安定
化効果は他のものに比しても更に顕著であり、その効果がピークとなる濃度である0.1ｗ
／ｗ％においては、ｒ－ｈＧＨは約95％の残存率を示した。この実施例においては、ヒド
ロキシプロピルセルロース濃度として１ｗ／ｗ％までしか試験を行っていないが、１ｗ／
ｗ％の濃度において実施例４及び５における同濃度での安定化効果より遙かに高く、ピー
ク点を超えた濃度の上昇に伴う効果の減退傾向も実施例４及び５についてのグラフに比し
て特段に大きくはないことから、２ｗ／ｗ％でも安定化効果が見られるであろうことはほ
ぼ明らかである。
【００５２】
比較例１及び実施例７につき、ＨＰＬＣ測定結果を図３に示す。
図に見られるように、実施例７で用いた水素添加レシチンは、試験した２ｗ／ｗ％までの
何れの濃度でも、ｒ－ｈＧＨに対して著しく強い安定化効果を示した。特に、水素添加レ
シチンの安定化効果は、試験した最低濃度0.01ｗ／ｗ％においてもｒ－ｈＧＨ残存率で70
％を超えており、この濃度を超えて0.2ｗ／ｗ％までの範囲では、更に高い安定化効果を
示している。また効果のピークは、図より0.5～１ｗ／ｗ％付近にあるものと思われるが
、ピークを超えても効果の減退傾向は小さく、試験した範囲より遙かに広い範囲で顕著な
安定化効果を有することは明らかである。
【００５３】
比較例２及び実施例８につき、ＨＰＬＣ測定結果を次の表２に示す。
【表２】

【００５４】
表２に見られるように、水溶液から粉末化する過程においてヒドロキシプロピルセルロー
スと非イオン性界面活性剤の双方を水溶液中に含有させておくことにより、ｒ－ｈＧＨは
実質上に完全に安定化された。このことは、水溶性の非イオン性有機結合剤ヒドロキシプ
ロピルセルロースと非イオン性界面活性剤を併用することにより、これらの何れかを単独
で用た場合よりも更に高い安定化効果が得られることを示している。
【００５５】
上記の比較例１、２及び実施例１～８についての結果が示すように、生理活性ペプチドｒ
－ｈＧＨ含有の水溶液から粉末化する際の生理活性ペプチドの安定性は、ポリソルベート
、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油及びポロキサマー等に代表される非イオン性界面活性
剤、ヒドロキシプロピルセルロース及びポリビニルピロリドンに代表される水溶性の非イ
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オン性有機結合剤、又は水素添加レシチンを、生理活性ペプチド水溶液中に添加しておく
ことにより、顕著に改善される。また、これらの成分を組み合わせて添加することにより
、生理活性ペプチドの安定化は更に改善され、ほぼ完全な安定化が達成できる。
【００５６】
＜実施例９＞
マンニトール単独又はこれと他の添加剤との組み合わせによる安定化効果につき更に検討
した。
（材料）
ＧＨとしては組換えヒト成長ホルモン（ｒ－ｈＧＨ）原体を使用した。安定化剤としては
、Ｄ－マンニトール、ＨＰＣ－ＳＳＬ、及びPluronic F68を用いた。。
【００５７】
（ｒ－ｈＧＨ溶液調製）
次の処方に従い、ｒ－ｈＧＨ及び各添加剤を秤取し、15.0ｍｌの精製水に溶解させて噴霧
溶液とした。対照として、ｒ－ｈＧＨのみを15.0ｍｌの精製水に溶解させて噴霧溶液とし
た（対照処方）。各処方において括弧内の重量％値は、固形成分の総重量に占める各固形
成分の重量比を示す。
（処方Ｍ）
ｒ－ｈＧＨ・・・・・・・・・29.25ｍｇ （6.5重量％）
Ｄ－マンニトール・・・・・ 420.75ｍｇ （93.5重量％）
計　　　　　　　　　　　　 450.00ｍｇ
（処方Ｍ－ＨＰ）
ｒ－ｈＧＨ・・・・・・・・・29.25ｍｇ （6.5重量％）
Ｄ－マンニトール・・・・・ 405.00ｍｇ （90.0重量％）
ＨＰＣ－ＳＳＬ・・・・・・ 15.75 ｍｇ （3.5重量％）
計　　　　　　　　　　　　 450.00ｍｇ
（処方Ｍ－Ｐ）
ｒ－ｈＧＨ・・・・・・・・・29.25ｍｇ （6.5重量％）
Ｄ－マンニトール・・・・・ 405.00ｍｇ （90.0重量％）
Pluronic F68・・・・・・・ 15.75 ｍｇ （3.5重量％）
計　　　　　　　　　　　　 450.00ｍｇ
【００５８】
（噴霧乾燥）
噴霧乾燥装置としてEYELA SD-1000 Spray Dryerを用い、上記の各ｒ－ｈＧＨ溶液を噴霧
乾燥して、乾燥粉末を得た。噴霧乾燥条件は次の通りとした。
入口温度：　90℃
乾燥空気量：　0.2ｍ3／分
噴霧圧：　100ｋＰａ
送液ポンプ流量：　2.6ｍｌ／分
【００５９】
（ＨＰＬＣ／単量体含量測定）
ｒ－ｈＧＨ単量体の測定のためのＨＰＬＣ条件は次の通りとした。
ＨＰＬＣ装置：　LC10A（島津製作所）
サンプル量：　約0.02ｇ／精製水0.5ｍｌ
検出器：　ＵＶ（280ｎｍ）
分析カラム：　TSK G3000SWXL （TOSOH）
カラム温度：　室温
移動相：　0.1Ｍリン酸二水素ナトリウム、0.1Ｍリン酸水素ナトリウム、0.2Ｍ塩化ナト
リウム
流速：　0.6ｍｌ／分
注入量：　50μｌ



(13) JP 4711520 B2 2011.6.29

10

20

30

40

50

【００６０】
（ＨＰＬＣ／脱アミド体含量測定）
ｒ－ｈＧＨの脱アミド体の測定のためのＨＰＬＣ条件は次の通りとした。
ＨＰＬＣ装置：　LC10A（島津製作所）
サンプル量：　約0.02ｇ／精製水0.5ｍｌ
検出器：　ＵＶ（280ｎｍ）
分析カラム：　Protein C4カラム（VYDAC, Cat.No. 214ATP54）
カラム温度：　45℃
移動相：　50ｍＭトリス塩酸（ｐＨ7.5）／ｎ－プロパノール（71:29）緩衝液
流速：　0.5ｍｌ／分
注入量：　50μｌ
【００６１】
（ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動）
１）　サンプルの調製：
サンプルとして約0.04ｍｇ／ｍｌの溶液を調製し、その10μｌに水10μｌ及びサンプル緩
衝液20μｌを加えた。標準サンプルとしては、ｒ－ｈＧＨ原体約1.6ｍｇ／ｍｌを調製し
、その10μｌに水10μｌ及びサンプル緩衝液20μｌを加えた。
２）　泳動緩衝液の調製：
（Ａ）　10ラＳＤＳ－ＰＡＧＥ用泳動緩衝液は、トリス30.3ｇ、グリシン144ｇ、ＳＤＳ1
0ｇに水を加えて1000ｍｌとすることにより調製した（保存用）
（Ｂ）　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用泳動緩衝液は、10ラＳＤＳ－ＰＡＧＥ用泳動緩衝液100ｍｌ
に水900ｍｌを加えることにより調製した。
（Ｃ）　0.25Ｍトリス塩酸（ｐＨ6.8）緩衝液は、トリス30.25ｇに水を加えて800ｍｌと
し室温にて６Ｎ塩酸でｐＨ6.8に合わせた後、水で1000ｍｌにメスアップすることにより
調製した（冷凍保存）。
（Ｄ）　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用サンプル緩衝液は、0.25Ｍトリス塩酸（ｐＨ6.8）緩衝液25
ｍｌ、ＳＤＳ２ｇ、ショ糖５ｇ、ブロムチモールブルー（ＢＰＢ）２ｍｇに水を加えて50
ｍｌとすることにより調製した。
３）　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
上記サンプル及び緩衝液を用いて、20ｍＡ／ゲルで常法により電気泳動を行った。
【００６２】
（結果）
噴霧乾燥により得られたｒ－ｈＧＨ粉末中のｒ－ｈＧＨ単体含量及び脱アミド体含量の測
定結果を次の表に示す。
【表３】

【００６３】
表１より明らかな通り、処方Ｍ、Ｍ－ＨＰ、Ｍ－Ｐの何れも、対照処方に対して遙かに高
いｒ－ｈＧＨ単量体残存率を示した。すなわち対照処方のｒ－ｈＧＨ残存率が68.5％であ
ったのに対し、処方Ｍのそれは80.5％であった。また、処方Ｍ－ＨＰ及びＭ－Ｐは、尚も
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高いｒ－ｈＧＨ残存率を示した。脱アミド体については、対照に比して処方Ｍ、Ｍ－ＨＰ
及びＭ－Ｐの何れも、低い値であり、用いた原体に元々含有される脱アミド体の割合（3.
1％）と実質的な差はなかった。これに対し対照では、脱アミド体の２倍以上の増加が見
られた。ＳＤＳ－ＰＡＧＥによる検討でも、対照処方より処方Ｍの方が、そして処方Ｍよ
り処方Ｍ－ＨＰ及びＭ－Ｐの方が、それぞれ純度の高いことを示す泳動像を示した。
【００６４】
＜実施例１０＞　in vivo試験用マンニトール配合ｒ－ｈＧＨ経肺投与用粉末
下記の処方に従い、ｒ－ｈＧＨ、ＨＰＣ－ＳＳＬ及びＤ－マンニトールを秤取し、90ｍｌ
の精製水に溶解させて噴霧溶液とした。処方において括弧内の重量％値は、固形分の総重
量に占める各固形成分の重量比を示す。噴霧溶液中のｒ－ｈＧＨ、及びＨＰＣ－ＳＳＬＤ
－マンニトールの濃度は、それぞれ、0.27重量％、0.14重量％、及び2.92重量％である。
噴霧乾燥及び分析は実施例９と同じ条件で行った。
（処方）
ｒ－ｈＧＨ・・・・・・・・0.240ｇ（ 8.0重量％）
ＨＰＣ－ＳＳＬ・・・・・・0.129ｇ（ 4.3重量％）
Ｄ－マンニトール・・・・・2.631ｇ（87.7重量％）
計　　　　　　　　　　　　3.000ｇ
【００６５】
噴霧乾燥して得られたｒ－ｈＧＨ乾燥粉末を光学顕微鏡観察し、600個の粒子をランダム
に選び粒子経を測定した。その結果、粒子経は2.84±0.83μｍ（平均±ＳＤ、ｎ＝600）
。この粉末のＧＨの主ピーク面積（％）と脱アミド体ピーク面積（％）は次の通りであっ
た。
【００６６】
【表４】

【００６７】
＜ＧＨ粉末のラット経肺投与による血中動態の検討＞
ＧＨの粉末をラットに経肺投与し、その後の血中ＧＨ動態を調べた。また、経肺投与した
のと同量のＧＨ粉末を水溶液にしてラットに皮下注射し、血中ＧＨ動態を、経肺投与で得
られた結果と比較した。
【００６８】
（使用動物）
経肺投与及び経皮投与のそれぞれにつき、９週齢の雄性Wistarラット６匹を使用した。
【００６９】
（被検ＧＨ粉末）
上記実施例１０で得られたｒ－ｈＧＨ粉末を使用した。
【００７０】
（ｒ－ｈＧＨの投与）
経肺投与群のラットを１昼夜絶食させた後、ウレタン麻酔し、ラット体重当たり２ｍｇ／
ｋｇのｒ－ｈＧＨ粉末をラット用の経肺投与器具（PennCentury）に入れ、装置のデリバ
リーチューブを気管内に挿入し、装置に連結したシリンジより３ｍｌの空気を素早く押し
出すことによりｒ－ｈＧＨ粉末を肺内に放出した。経皮投与群のラットも同様に１昼夜絶
食させた後、ｒ－ｈＧＨ粉末を精製水に懸濁させ、ラット体重当たりｒ－ｈＧＨ２ｍｇ／
ｋｇ相当量を皮下注射した。
【００７１】
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（血中サンプルの採取及び処理）
採血は、ｒ－ｈＧＨ投与直前及び投与後0、15、30、60、120、240、480、1440分の時点に
行った。採血は、ラットを固定して頸静脈より行い、各回の採血量は300μｌとした。各
回の採血後、同量（300μｌ）の生理食塩水を頸静脈内投与した。採取した血液は、室温
にて１時間及び４℃にて一晩放置した後遠心分離（15000ｒｐｍ、10分間、４℃）し、血
清を分取した。
【００７２】
（ＧＨ－ＥＬＩＳＡによる血中ｒ－ｈＧＨ濃度の測定）
常法により作製した抗ｈＧＨウサギポリクローナル抗体を、0.05Ｍトリス緩衝液で希釈し
て、吸光度ＯＤ280＝0.02となるように調整した。これを96穴プレートに100μｌずつ注入
し、37℃にて２時間インキュベートした。0.01Ｍリン酸緩衝液（洗浄緩衝液）でプレート
を５回洗浄した。ブロック液（ブロックエース：大日本製薬）をプレートに満たし、４℃
にて一晩放置した。上記の血清及び標準曲線用ｒ－ｈＧＨを10倍ブロックエース水溶液で
適当に希釈し、洗浄したプレートに100μｌずつ注入し、37℃にて２時間プレインキュベ
ートした。
【００７３】
抗ｈＧＨウサギポリクローナル抗体を用いて常法により西洋わさびペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰ）接合抗ｈＧＨウサギポリクローナル抗体を作製し、これを10倍ブロックエース水溶
液で50000倍に希釈し、洗浄したプレートに100μｌずつ注入し、37℃にて２時間プレイン
キュベートした。洗浄後、ＴＭＢ試薬（BIORAD）のを100μｌずつプレートに注入し、室
温にて10分間反応させた後、１Ｎ硫酸により反応を停止させた。450ｎｍにおける吸光度
を測定した。標準溶液の吸光度より検量線を作成し、これを用いて各サンプルの吸光度か
ら、それぞれのサンプル中のｒ－ｈＧＨ濃度を求めた。
【００７４】
（結果）
ｒ－ｈＧＨ粉末の経肺投与又はｒ－ｈＧＨ懸濁液の皮下注射後のｒ－ｈＧＨの血中濃度測
定結果を次の表５及び図４に示す。
【００７５】
【表５】

【００７６】
上記の表５及び図４より、上記実施例において製造したｒ－ｈＧＨ粉末の経肺投与後のｒ
－ｈＧＨ血中濃度は、投与後１５分でピーク値584.4ｎｇ／ｍｌに達し、その後低下した
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が、投与後1440分においても34.7ｎｇ／ｍｌの値を有していた。投与後480分までのＡＵ
Ｃ（血液動態曲線下の面積）は、経肺投与では128862ｎｇ／ｍｌ・分、同粉末の同量を含
む懸濁液の皮下注射皮下注射では255826ｎｇ／ｍｌ・分であった。この製剤を皮下注射し
たときのｒ－ｈＧＨの血中への移行の効率が予想外に高いため、経肺投与直後を除きｒ－
ｈＧＨの血中濃度は皮下注射したときそれには及ばなかったものの、上記の結果は、この
製剤の経肺投与でのｒ－ｈＧＨの吸収が非常に良好であることを示している。実際、この
製剤の経肺投与後の血中濃度は、次に掲げた比較例３での同量のｒ－ｈＧＨ含有懸濁液を
皮下注射又は経肺投与した後のｒ－ｈＧＨの血中濃度の何れよりも遙かに高かった。
【００７７】
＜比較例３＞
下記の処方に従い、ｒ－ｈＧＨ及び乳糖を秤取し、120ｍｌの精製水に溶解させて噴霧溶
液とした。噴霧溶液中のｒ－ｈＧＨ濃度及び乳糖濃度は、それぞれ、0.20ｗ／ｗ％及び2.
30ｗ／ｗ％である。
（処方）
ｒ－ｈＧＨ・・・・・・・・0.240ｇ（ 8.0重量％）
乳糖（１水和物）・・・・・2.760ｇ（92.0重量％）
計　　　　　　　　　　　　3.000ｇ
【００７８】
上記の噴霧溶液をそれぞれ次の条件で噴霧乾燥した。
入口温度：　120℃
乾燥空気量：　0.2ｍ3／分
噴霧圧：　100ｋＰａ
送液ポンプ流量：　2.6ｍｌ／分
【００７９】
上記噴霧乾燥して得られたｒ－ｈＧＨ粉末につき、ＨＰＬＣによる単量体及び脱アミド体
の測定並びにＳＤＳ－ＰＡＧＥを、既に記載したのと同一の方法で確認した。単量体ピー
ク面積及び脱アミド体ピーク面積は次表の通りであり、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより、純度の
高いことを示す泳動像が得られた。
【００８０】
【表６】

【００８１】
この噴霧乾燥品について「ＧＨ粉末のラット経肺投与による血中動態の検討」の部に記載
したのと同一の手順で、同一のｒ－ｈＧＨ投与量を、各群６匹の９週齢の雄性Wistarラッ
トに経肺投与又は皮下注射してｒ－ｈＧＨの血中動態を調べた。その結果を次表に示す。
【００８２】
【表７】
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【００８３】
天然のヒト成長ホルモンの22Ｋ ｈＧＨは、191個のアミノ酸よりなり、分子内に２個のＳ
－Ｓ結合を有する。これに対して、ヒトインスリンは51個のアミノ酸よりなり、やはり分
子内に２個のＳ－Ｓ結合を有する。ヒトインスリンが、ヒト成長ホルモンより遙かに小型
の分子である点で粘膜からの吸収に有利であること、及び２個のＳ－Ｓ結合を分子内に有
するという構造的類似性をヒト成長ホルモンと共有することから、ヒト成長ホルモン含有
の乳糖配合粉末を用いて上記の通り実証された経肺吸収は、ヒトインスリンを用いても起
こることが十分に予測できる。また同様に、更にヒトインスリンのほぼ半分のサイズであ
るカルシトニン（32アミノ酸）、ソマトスタチン（28アミノ酸）についても、本発明の粉
末とすることにより、経肺吸収させることのできる蓋然性が高い。
【００８４】
【発明の効果】
本発明は、生理活性ペプチドを含有する水性液体を乾燥して粉末化するに際して、生理活
性ペプチドの安定性を著しく高め、粉末化工程での生理活性ペプチドの損失を最小限に止
めることを可能にする。また、医薬品成分としての安全性の確立されている添加剤を用い
てこれを行うことができるため、本発明は、添加剤面から製品の安全性に余分な懸念を引
き起こすことなしに、生理活性ペプチドを安定に維持したままで粉末の製造を可能にする
。またこれにより、本発明は、二量体等の変性ペプチドの含有を極力減らした生理活性ペ
プチド粉末の提供を可能にし、経鼻、経肺製剤等、粘膜に粉末の形で直接適用することに
より循環血中に薬物を投与するタイプの製剤の製造を容易にする。また更に、本発明は、
経肺投与により優れた効率で成長ホルモンやインスリンの血中移行させることのできる吸
入用製剤の提供を可能にする。
【図面の簡単な説明】
【図１】　非イオン性界面活性剤の効果を示すグラフ。
【図２】　水溶性の非イオン性有機結合剤の効果を示すグラフ。
【図３】　水素添加レシチンの効果を示すグラフ。
【図４】　ヒト成長ホルモン粉末の経肺投与及び同量の皮下注射後のラット血中の成長ホ
ルモン濃度の推移を示すグラフ。
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