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【誤訳訂正書】
【提出日】平成23年11月4日(2011.11.4)
【誤訳訂正１】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【発明の詳細な説明】
【発明の名称】治療薬を含有する新規な温度感受性リポソーム
【背景技術】
【０００１】
　リポソームは各種治療薬の送達に用いられる。例えば、アクチノマイシン（特許文献１
）、アントラサイクリン（特許文献２）およびビンカアルカロイド（特許文献３）等の抗
腫瘍薬はリポソームに封入される。より最近では、活性薬剤を含有する温度感受性リポソ
ームが調製され、被験体内の特定の標的に活性薬剤を送達するために用いられている（特
許文献４および特許文献５、ならびに非特許文献１。使用時、温度感受性リポソームは被
験体に送達され、当該被験体内の標的領域が加熱される。温度感受性リポソームが加熱さ
れた領域に達すると、ゲル－液相転移が起こり、活性薬剤が放出される。この技術を成功
させるためには、被験体内で達成可能な温度範囲のゲル－液相転移温度を有するリポソー
ムが必要である。
【０００２】
　当該分野では、被験体内で達成可能な温度でゲル－液相転移が起こり得る抗腫瘍薬等の
治療薬を封入するように処方したリポソームに対する要望が依然として存在する。本発明
は、この要望およびその他の要望を満たすものである。
【先行技術文献】
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【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】米国特許第３，９９３，７５４号明細書
【特許文献２】米国特許第４，８６３，７３９号明細書
【特許文献３】米国特許第４，９５２，４０８号明細書
【特許文献４】米国特許第６，２００，５９８号明細書
【特許文献５】米国特許第６，７２６，９２５号明細書
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｙａｔｖｉｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９７９）２０４：１８８
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　１つの実施形態では、本発明は温度感受性リポソームを提供する。本発明の温度感受性
リポソームは、典型的には、少なくとも１つのホスファチジルコリン、少なくとも１つの
ホスファチジルグリセロールおよび少なくとも１つのリゾ脂質（ｌｙｓｏｌｉｐｉｄ）を
含む。本発明の温度感受性リポソームは、一般に、約３９．０℃～約４５℃のゲル－液相
転移温度を有する。随意に、本発明の温度感受性リポソームは、１つ以上のさらなる脂質
成分を含んでもよく、例えば、ＰＥＧ化リン脂質を含んでもよい。本発明に係る温度感受
性リポソームはまた、１つ以上の活性薬剤、例えば、治療薬、造影剤、診断薬およびそれ
らの組み合わせを含んでもよい。
【０００６】
　特定の実施形態では、上記ホスファチジルコリンはジパルミトイルホスファチジルコリ
ン（ＤＰＰＣ）であり、上記ホスファチジルグリセロールはジステアロイルホスファチジ
ルグリセロール（ＤＳＰＧ）であり、上記リゾ脂質はモノステアロイルホスファチジルコ
リン（ＭＳＰＣ）であり、上記温度感受性リポソームは、ＰＥＧ化リン脂質、例えば、Ｐ
ＥＧ－２０００修飾ジステアロイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ
２０００）またはＰＥＧ－５０００修飾ジステアロイルホスファチジルエタノールアミン
（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ５０００）を含む。本発明の温度感受性リポソームは、ゲル－液相転
移温度が約３９℃～約４５℃の範囲内であれば、ホスファチジルコリン、ホスファチジル
グリセロール、リゾ脂質およびＰＥＧ化リン脂質を任意の比率で含んでもよい。典型的に
は、本発明のリポソームは、下記の成分を下記の範囲の重量比で含んでもよい：ホスファ
チジルコリン６０～８０：ホスファチジルグリセロール６～１２：リゾ脂質６～１２：Ｐ
ＥＧ化リン脂質４～１５：活性薬剤１～３０。例えば、本発明の温度感受性リポソームは
、ＤＰＰＣ、ＤＳＰＧ、ＭＳＰＣ、ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００および活性薬剤を６０～８
０：６～１２：６～１２：４～１５：１～３０の重量比で含んでもよい。
【０００７】
　本発明の温度感受性リポソームは１つ以上の活性薬剤を含んでもよい。当業者に公知の
任意の活性薬剤を本発明の温度感受性リポソームと組み合わせて用いて被験体内の選択部
位に当該活性薬剤を送達するようにしてもよい。本明細書で用いる被験体は任意の哺乳動
物であり、特には、ヒト、ネコまたはイヌである。１つの実施形態では、本発明の温度感
受性リポソームは１つ以上の抗癌剤を含む。適切な抗癌剤の例としては、アルキル化剤、
代謝拮抗薬、紡錘体毒植物アルカロイド、細胞毒性抗腫瘍抗生物質、アントラサイクリン
系抗生物質、植物アルカロイド、タキソール誘導体、トポイソメラーゼ阻害剤、モノクロ
ーナル抗体もしくはその断片、光増感剤、キナーゼ阻害剤、抗腫瘍酵素および酵素の阻害
剤、アポトーシス誘導物質、生物的反応修飾物質（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｒｅｓｐｏｎ
ｓｅ　ｍｏｄｉｆｉｅｒ）、抗ホルモンレチノイド、ならびに白金含有化合物が挙げられ
るがこれらに限定されない。特定の実施形態では、本発明の温度感受性リポソームは、タ
キサン、例えば、ドセタキセルを含んでもよい。他の特定の実施形態では、本発明の温度
感受性リポソームは、カルボプラチンまたはシスプロアチン（ｃｉｓｐｌｏａｔｉｎ）等
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の白金化合物を含んでもよい。
【０００８】
　本発明はまた、活性薬剤を含む本発明の温度感受性リポソームを含む医薬組成物も提供
する。そのような医薬組成物では、本発明の温度感受性リポソームは、典型的には、少な
くとも１つのホスファチジルコリン、少なくとも１つのホスファチジルグリセロール、少
なくとも１つのリゾ脂質を含み、約３９．０℃～約４５℃のゲル－液相転移温度を有する
。本発明の医薬組成物に用いる温度感受性リポソームは、ＰＥＧ化リン脂質をさらに含ん
でもよい。
【０００９】
　本発明の医薬組成物に用いる適切な温度感受性リポソームの一例では、上記ホスファチ
ジルコリンはジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）であり、上記ホスファチ
ジルグリセロールはジステアロイルホスファチジルグリセロール（ＤＳＰＧ）であり、上
記リゾ脂質はモノステアロイルホスファチジルコリン（ＭＳＰＣ）であり、上記温度感受
性リポソームは、ＰＥＧ化リン脂質、例えば、ＰＥＧ－２０００修飾ジステアロイルホス
ファチジルエタノールアミン（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００）を含む。本発明のそのような
温度感受性リポソームは、ゲル－液相転移温度が約３９℃～約４５℃の範囲であれば、ホ
スファチジルコリン、ホスファチジルグリセロール、リゾ脂質およびＰＥＧ化リン脂質を
任意の比率で含んでもよい。典型的には、本発明の医薬組成物に用いるリポソームは、下
記の成分を下記の範囲の重量比で含んでもよい：ホスファチジルコリン６０～８０：ホス
ファチジルグリセロール６～１２：リゾ脂質６～１２：ＰＥＧ化リン脂質４～１５：活性
薬剤１～３０。例えば、本発明の温度感受性リポソームは、ＤＰＰＣ、ＤＳＰＧ、ＭＳＰ
Ｃ、ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００および活性薬剤を６０～８０：６～１２：６～１２：４～
１５：１～３０の重量比で含んでもよい。
【００１０】
　任意の活性薬剤（例えば、治療薬および／または造影剤）を本発明の医薬組成物に含め
てもよい。１つの実施形態では、活性薬剤は抗癌剤としてもよい。適切な抗癌剤の例とし
ては、アルキル化剤、代謝拮抗薬、抗腫瘍抗生物質、アントラサイクリン系抗生物質、植
物アルカロイド、タキソール誘導体、トポイソメラーゼ阻害剤、モノクローナル抗体、光
増感剤、キナーゼ阻害剤および白金含有化合物が挙げられるがこれらに限定されない。特
定の実施形態では、本発明の温度感受性リポソームは、アントラサイクリン系抗生物質、
例えば、ドセタキセルを含んでもよい。特定の実施形態では、本発明の温度感受性リポソ
ームは、白金含有化合物、例えば、カルボプラチンまたはシスプラチンを含んでもよい。
【００１１】
　本発明はまた、本発明の温度感受性リポソームを用いて被験体の疾患を処置する方法も
提供する。そのような温度感受性リポソームは、典型的には、当該疾患の処置に使用可能
な１つ以上の活性薬剤を含む。本発明に係る処置を必要とする被験体の疾患を処置する方
法は、活性薬剤を含む感温性リポソームを含む治療有効量の医薬組成物を上記被験体に投
与する工程を含んでもよく、この場合、上記リポソームは、少なくとも１つのホスファチ
ジルコリン、少なくとも１つのホスファチジルグリセロール、少なくとも１つのリゾ脂質
を含み、約３９．０℃～約４５℃のゲル－液相転移温度を有する。そして、上記被験体の
病変組織の一部または全てを含む部分は、上記リポソームのゲル－液体転移の発生に十分
な温度まで加熱されることにより、上記活性薬剤を上記病変組織と近接した位置で放出す
る。本発明の方法に用いる温度感受性リポソームはまた、ＰＥＧ化リン脂質、例えば、Ｄ
ＳＰＥ－ＰＥＧ２０００またはＤＳＰＥ－ＰＥＧ５０００を含んでもよい。
【００１２】
　本発明の方法に用いる温度感受性リポソームの一例では、上記ホスファチジルコリンは
ジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）であり、上記ホスファチジルグリセロ
ールはジステアロイルホスファチジルグリセロール（ＤＳＰＧ）であり、上記リゾ脂質は
モノステアロイルホスファチジルコリン（ＭＳＰＣ）である。本発明の方法に用いるその
ような温度感受性リポソームは、ゲル－液相転移温度が約３９℃～約４５℃の範囲であれ
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ば、ホスファチジルコリン、ホスファチジルグリセロール、リゾ脂質およびＰＥＧ化リン
脂質を任意の比率で含んでもよい。典型的には、本発明の処置法に用いるリポソームは、
下記の材料を下記の範囲の重量比で含んでもよい：ホスファチジルコリン６０～８０：ホ
スファチジルグリセロール６～１２：リゾ脂質６～１２：ＰＥＧ化リン脂質４～１５：活
性薬剤１～３０。例えば、本発明の温度感受性リポソームは、ＤＰＰＣ、ＤＳＰＧ、ＭＳ
ＰＣ、ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００および活性薬剤を６０～８０：６～１２：６～１２：４
～１５：１～３０の重量比で含んでもよい。
【００１３】
　１つの実施形態では、本発明は、処置を必要とする被験体の癌を処置する方法であって
、抗癌剤を含む感温性リポソームを含む治療有効量の医薬組成物を上記被験体に投与する
工程を含み、上記リポソームは、少なくとも１つのホスファチジルコリン、少なくとも１
つのホスファチジルグリセロール、少なくとも１つのリゾ脂質を含み、約３９．０℃～約
４５℃のゲル－液相転移温度を有する。適切な抗癌剤の例としては、アルキル化剤、代謝
拮抗薬、抗腫瘍抗生物質、アントラサイクリン系抗生物質、植物アルカロイド、タキソー
ル誘導体、トポイソメラーゼ阻害剤、モノクローナル抗体、光増感剤、キナーゼ阻害剤お
よび白金含有化合物が挙げられるがこれらに限定されない。１つの実施形態では、上記抗
癌剤は、アントラサイクリン系抗生物質、例えば、ドセタキセルであってもよい。特定の
実施形態では、本発明の温度感受性リポソームは、白金含有化合物、例えば、カルボプラ
チンまたはシスプラチンを含んでもよい。
　したがって、本発明は、以下の項目を提供する：
（項目１）
　少なくとも１つのホスファチジルコリン、少なくとも１つのホスファチジルグリセロー
ルおよび少なくとも１つのリゾ脂質を含む温度感受性リポソームであって、該リポソーム
は約３９．０℃～約４５℃のゲル－液相転移温度を有する、温度感受性リポソーム。
（項目２）
　ＰＥＧ化リン脂質をさらに含む、項目１に記載の温度感受性リポソーム。
（項目３）
　活性薬剤をさらに含む、項目１に記載の温度感受性リポソーム。
（項目４）
　上記ホスファチジルコリンはジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）であり
、上記ホスファチジルグリセロールはジステアロイルホスファチジルグリセロール（ＤＳ
ＰＧ）であり、上記リゾ脂質はモノステアロイルホスファチジルコリン（ＭＳＰＣ）であ
る、項目１に記載の温度感受性リポソーム。
（項目５）
　ＰＥＧ化リン脂質をさらに含む、項目４に記載の温度感受性リポソーム。
（項目６）
　上記ＰＥＧ化脂質はＰＥＧ－２０００修飾ジステアロイルホスファチジルエタノールア
ミン（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００）である、項目５に記載の温度感受性リポソーム。
（項目７）
　ＤＰＰＣ：ＤＳＰＧ：ＭＳＰＣ：ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００：活性薬剤を重量基準で６
０～８０：６～１２：６～１２：４～１５：１～３０の比率で含む、項目１に記載の温度
感受性リポソーム。
（項目８）
　上記活性薬剤は抗癌剤である、項目７に記載の温度感受性リポソーム。
（項目９）
　上記抗癌剤は、アルキル化剤、代謝拮抗薬、紡錘体毒植物アルカロイド、細胞毒性抗腫
瘍抗生物質、トポイソメラーゼ阻害剤、モノクローナル抗体もしくはその断片、光増感剤
、キナーゼ阻害剤、抗腫瘍酵素および酵素の阻害剤、アポトーシス誘導物質、生物的反応
修飾物質、抗ホルモン、レチノイド、ならびに白金含有化合物からなる群から選択される
、項目８に記載の温度感受性リポソーム。
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（項目１０）
　上記抗癌剤はタキサンである、項目９に記載の温度感受性リポソーム。
（項目１１）
　上記抗癌剤はドセタキセルである、項目９に記載の温度感受性リポソーム。
（項目１２）
　上記抗癌剤は白金含有化合物である、項目９に記載の温度感受性リポソーム。
（項目１３）
　上記抗癌剤はカルボプラチンまたはシスプラチンである、項目９に記載の温度感受性リ
ポソーム。
（項目１４）
　活性薬剤を含む温度感受性リポソームを含む医薬組成物であって、該リポソームは、少
なくとも１つのホスファチジルコリン、少なくとも１つのホスファチジルグリセロール、
少なくとも１つのリゾ脂質を含み、約３９．０℃～約４５℃のゲル－液相転移温度を有す
る、医薬組成物。
（項目１５）
　上記リポソームはＰＥＧ化リン脂質をさらに含む、項目１４に記載の医薬組成物。
（項目１６）
　上記ホスファチジルコリンはジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）であり
、上記ホスファチジルグリセロールはジステアロイルホスファチジルグリセロール（ＤＳ
ＰＧ）であり、上記リゾ脂質はモノステアロイルホスファチジルコリン（ＭＳＰＣ）であ
る、項目１４に記載の医薬組成物。
（項目１７）
　上記リポソームはＰＥＧ化リン脂質をさらに含む、項目１６に記載の医薬組成物。
（項目１８）
　上記ＰＥＧ化脂質はＰＥＧ－２０００修飾ジステアロイルホスファチジルエタノールア
ミン（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００）である、項目１７に記載の医薬組成物。
（項目１９）
　上記リポソームは、ＤＰＰＣ：ＤＳＰＧ：ＭＳＰＣ：ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００：活性
薬剤を重量基準で６０～８０：６～１２：６～１２：４～１５：１～３０の比率で含む、
項目１４に記載の医薬組成物。
（項目２０）
　上記活性薬剤は抗癌剤である、項目１９に記載の医薬組成物。
（項目２１）
　上記抗癌剤は、アルキル化剤、代謝拮抗薬、紡錘体毒植物アルカロイド、細胞毒性抗腫
瘍抗生物質、トポイソメラーゼ阻害剤、モノクローナル抗体もしくはその断片、光増感剤
、キナーゼ阻害剤、抗腫瘍酵素および酵素の阻害剤、アポトーシス誘導物質、生物的反応
修飾物質、抗ホルモン、レチノイド、ならびに白金含有化合物からなる群から選択される
、項目２０に記載の医薬組成物。
（項目２２）
　上記抗癌剤はタキサンである、項目２０に記載の医薬組成物。
（項目２３）
　上記抗癌剤はドセタキセルである、項目２０に記載の医薬組成物。
（項目２４）
　上記抗癌剤は白金含有化合物である、項目２０に記載の医薬組成物。
（項目２５）
　上記抗癌剤はカルボプラチンまたはシスプラチンである、項目２０に記載の医薬組成物
。
（項目２６）
　処置を必要とする被験体の疾患を処置する方法であって、
　活性薬剤を含む感温性リポソームを含む治療有効量の医薬組成物を該被験体に投与する
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工程であって、該リポソームは、少なくとも１つのホスファチジルコリン、少なくとも１
つのホスファチジルグリセロール、少なくとも１つのリゾ脂質を含み、約３９．０℃～約
４５℃のゲル－液相転移温度を有する、工程と、
　該疾患の全てまたは一部を含む該被験体の領域を加熱する工程と、
　を包含する、方法。
（項目２７）
　上記リポソームはＰＥＧ化リン脂質をさらに含む、項目２６に記載の方法。
（項目２８）
　上記ホスファチジルコリンはジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）であり
、上記ホスファチジルグリセロールはジステアロイルホスファチジルグリセロール（ＤＳ
ＰＧ）であり、上記リゾ脂質はモノステアロイルホスファチジルコリン（ＭＳＰＣ）であ
る、項目２６に記載の方法。
（項目２９）
　上記リポソームはＰＥＧ化リン脂質をさらに含む、項目２８に記載の方法。
（項目３０）
　上記ＰＥＧ化脂質はＰＥＧ－２０００修飾ジステアロイルホスファチジルエタノールア
ミン（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００）である、項目２９に記載の方法。
（項目３１）
　上記リポソームは、ＤＰＰＣ：ＤＳＰＧ：ＭＳＰＣ：ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００：活性
薬剤を重量基準で６０～８０：６～１２：６～１２：４～１５：１～３０の比率で含む、
項目２６に記載の方法。
（項目３２）
　上記疾患は癌であり、上記活性薬剤は抗癌剤である、項目３１に記載の方法。
（項目３３）
　上記抗癌剤は、アルキル化剤、代謝拮抗薬、紡錘体毒植物アルカロイド、細胞毒性抗腫
瘍抗生物質、トポイソメラーゼ阻害剤、モノクローナル抗体もしくはその断片、光増感剤
、キナーゼ阻害剤、抗腫瘍酵素および酵素の阻害剤、アポトーシス誘導物質、生物的反応
修飾物質、抗ホルモン、レチノイド、ならびに白金含有化合物からなる群から選択される
、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
　上記抗癌剤はタキサンである、項目３２に記載の方法。
（項目３５）
　上記抗癌剤はドセタキセルである、項目３２に記載の方法。
（項目３６）
　上記抗癌剤は白金含有化合物である、項目３２に記載の方法。
（項目３７）
　上記抗癌剤はカルボプラチンまたはシスプラチンである、項目３２に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】本発明の例示的な温度感受性リポソームのゲル－液相転移を示す示差走査熱量測
定（ＤＳＣ）トレースである。
【図２】凍結乾燥したリポソーム調製物中の凍結防止剤の量の関数としての粒度のグラフ
である。
【図３】凍結乾燥した本発明のリポソームを再水和した際の、凍結の間の様々な温度速度
における当該リポソームの含水量の関数としての粒度のグラフである。
【図４】図４Ａは、再水和した本発明のリポソームの粒度に対する静置効果のテストに用
いたプロトコルの概略図である。図４Ｂは、再水和した本発明のリポソームの１時間にわ
たっての粒度分布を示すグラフである。
【図５】温度感受性カルボプラチンリポソームの粒度分布の線グラフである。
【図６】温度感受性カルボプラチンリポソームの粒度分布の棒グラフである。
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【図７】３７℃（白抜きの菱形）および４２℃（黒塗りの菱形）における時間の関数とし
ての薬物放出の線グラフである。
【図８】様々な温度におけるカルボプラチンの放出を５分（青）および１０分（マゼンタ
）の場合について示す棒グラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明の温度感受性リポソームは、典型的には、１つ以上のホスファチジルコリンを含
む。本発明の実施に際して使用可能な適切なホスファチジルコリンの例としては、１，２
－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＬＰＣ）、１，２－ジミリスト
イル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＭＰＣ）、１，２－ジパルミトイル－ｓｎ
－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＰＰＣ）、１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ
－３－ホスホコリン（ＤＳＰＣ）、１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
コリン（ＤＯＰＣ）および１－パルミトイル－２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホ
スホコリン（ＰＯＰＣ）が挙げられるがこれらに限定されない。
【００１６】
　本発明の温度感受性リポソームは、典型的には、１つ以上のホスファチジルグリセロー
ルを含む。適切なホスファチジルグリセロールの例としては、１，２－ジミリストイル－
ｓｎ－グリセロ－３－ホスホグリセロール（ＤＭＰＧ）、１，２－ジパルミトイル－ｓｎ
－グリセロ－３－ホスホグリセロール（ＤＰＰＧ）、１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グ
リセロ－３－ホスホグリセロール（ＤＳＰＧ）および１－パルミトイル－２－オレオイル
－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホグリセロール（ＰＯＰＧ）が挙げられるがこれらに限定さ
れない。
【００１７】
　本発明の温度感受性リポソームは、典型的には、１つ以上のリゾ脂質を含む。本明細書
で用いる「リゾ脂質」とは、グリセロール部分に共有結合したアシル鎖を１つだけ含むホ
スファチジン酸（１，２－ジアシル－ｓｎ　グリセロ－３－リン酸塩）の任意の誘導体を
指す。ホスファチジン酸の誘導体としては、ホスファチジルコリン、ホスファチジルグリ
セロールおよびホスファチジルエタノールアミンが挙げられるがこれらに限定されない。
本発明の実施に際しては、当業者に公知の任意のリゾ脂質を用いてもよい。
【００１８】
　本発明の温度感受性リポソームは、典型的には、１つ以上のＰＥＧ化リン脂質を含む。
適切なＰＥＧ化リン脂質の例としては、１，２－ジアシル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホ
エタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－３５０］（ｍＰＥＧ３
５０ＰＥ）、１，２－ジアシル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［
メトキシ（ポリエチレングリコール）－５５０］（ｍＰＥＧ５５０ＰＥ）、１，２－ジア
シル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレング
リコール）－７５０］（ｍＰＥＧ７５０ＰＥ）、１，２－ジアシル－ｓｎ－グリセロ－３
－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－１０００］（
ｍＰＥＧ１０００ＰＥ）、１，２－ジアシル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールア
ミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコール）－２０００］（ｍＰＥＧ２０００ＰＥ
）、１，２－ジアシル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ
（ポリエチレングリコール）－３０００］（ｍＰＥＧ３０００ＰＥ）、１，２－ジアシル
－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン－Ｎ－［メトキシ（ポリエチレングリコ
ール）－５０００］（ｍＰＥＧ５０００ＰＥ）、ＰＥＧ－２０００修飾ジステアロイルホ
スファチジルエタノールアミン（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００）およびＰＥＧ－５０００修
飾ジステアロイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ５０００）が挙げ
られるがこれらに限定されない。
【００１９】
　活性薬剤
　本発明の温度感受性リポソームは、１つ以上の活性薬剤を含むように処方してもよい。
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本明細書で用いる「活性薬剤」は、被験体内の特定の部位に送達されるべき任意の化合物
を含む。本発明の実施に際しては、任意の活性薬剤を用いてもよい。
【００２０】
　本発明の温度感受性リポソーム中の活性薬剤として抗癌剤を用いてもよい。適切な抗癌
剤の例としては以下が挙げられる。
【００２１】
　アルキル化剤、例えば、ナイトロジェンマスタード類（例えば、クロラムブシル、クロ
ルメチン、シクロホスファミド、イホスファミド、メルファラン、ニトロソウレア類（例
えば、カルムスチン、フォテムスチン、ロムスチン、ストレプトゾシン）、白金含有化合
物（例えば、カルボプラチン、シスプラチン、オキサリプラチン、ＢＢＲ３４６４）、ブ
スルファン、ダカルバジン、メクロレタミン、プロカルバジン、テモゾロマイド、チオテ
パおよびウラムスチン。
【００２２】
　例えば、葉酸（例えば、アミノプテリン、メトトレキサート、ペメトレキセド、ラルチ
トレキセド）、プリン代謝（例えば、クラドリビン、クロファラビン、フルダラビン、メ
ルカプトプリン、ペントスタチン、チオグアニン）、ピリミジン代謝（例えば、カペシタ
ビン、シタラビン、フルオロウラシル、フロクスウリジン、ゲムシタビン）を標的とする
代謝拮抗薬。
【００２３】
　紡錘体毒植物アルカロイド、例えば、タキサン類（例えば、ドセタキセル、パクリタキ
セル）およびビンカ（例えば、ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビンデシン、ビノレル
ビン）。
【００２４】
　細胞毒性／抗腫瘍抗生物質、例えば、アントラサイクリン系抗生物質（例えば、ダウノ
ルビシン、ドキソルビシン、エピルビシン、イダルビシン、ミトキサントロン、バルルビ
シン、カリノマイシン（ｃａｒｉｎｏｍｙｃｉｎ）、Ｎアセチルアドリアマイシン、ルビ
ダゾン（ｒｕｂｉｄａｚｏｎｅ）、５－イミドダウノマイシン、Ｎ３０アセチルダウノマ
イシンおよびエピルビシン）、ブレオマイシン、マイトマイシンおよびアクチノマイシン
。
【００２５】
　トポイソメラーゼ阻害剤、例えば、カンプトテシン類（例えば、カンプトテシン、トポ
テカン、イリノテカン）、ポドフィルム（例えば、エトポシド、テニポシド）。
【００２６】
　モノクローナル抗体またはその断片、例えば、アレムツズマブ、ベバシズマブ、セツキ
シマブ、ゲムツズマブ、パニツムマブ、リツキシマブ、トシツモマブおよびトラスツズマ
ブ。
【００２７】
　光増感剤、例えば、アミノレブリン酸、アミノレブリン酸メチル、ポルフィマーナトリ
ウムおよびベルテポルフィン。
【００２８】
　キナーゼ阻害剤、例えば、ダサチニブ、エルロチニブ、ゲフィチニブ、イマチニブ、ラ
パチニブ、ニロチニブ、ソラフェニブ、スニチニブおよびバンデタニブ。
【００２９】
　酵素類、例えば、アスパラギナーゼ、ペガスパルガーゼおよび酵素阻害剤、例えば、ヒ
ドロキシウレア。
【００３０】
　アポトーシス誘導物質、例えば、三酸化ヒ素、ベルケイド（Ｖｅｌｃａｄｅ）およびジ
ェナセンス（Ｇｅｎａｓｅｎｓｅ）。
【００３１】
　生物的反応修飾物質、例えば、デニロイキンディフティトックス。
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【００３２】
　抗ホルモン、例えば、酢酸ゴセレリン、酢酸ロイプロリド、トリプトレリンパモ酸塩（
ｔｒｉｐｔｏｒｅｌｉｎ　ｐａｍｏａｔｅ）、酢酸メゲストロール、タモキシイフェン（
Ｔａｍｏｘｉｉｆｅｎ）、トレミフェン、フルベストラント、テストラクトン、アナスト
ロゾール、エキセメスタンおよびレトロゾール。
【００３３】
　レチノイド類、例えば、９－ｃｉｓ－レチノイン酸およびオールトランスレチノイン酸
。
【００３４】
　さらなる実施形態では、本発明の温度感受性リポソームは、１つより多くの抗新生物剤
を含むようにすることができるか、または本発明の方法において、各々が異なる活性薬剤
、例えば、異なる抗癌剤を含む１つより多くの温度感受性リポソームを用いることができ
る。
【００３５】
　本発明の実施に際して使用可能なさらなる活性薬剤としては、抗生物質、抗真菌剤、抗
炎症薬、免疫抑制剤、抗感染症薬、抗ウイルス剤、抗寄生虫剤および駆虫化合物が挙げら
れるがこれらに限定されない。
【００３６】
　活性薬剤を含む本発明の温度感受性リポソームは、このリポソームが温度感受性を維持
するとともに、上記活性薬剤を適切な温度、例えば、３９℃～４５℃で放出可能であれば
、上記脂質および活性薬剤を任意の比率で含んでもよい。ホスファチジルコリン：ホスフ
ァチジルグリセロール：リゾ脂質：ＰＥＧ化リン脂質：活性薬剤の重量比の適切な範囲は
、６０～８０：６～１２：６～１２：４～１５：１～３０である。ホスファチジルコリン
：ホスファチジルグリセロール：リゾ脂質：ＰＥＧ化リン脂質：活性薬剤の適切な重量比
の例としては、
【００３７】
【化１】

が挙げられるがこれらに限定されない。
【００３８】
　使用法
　本発明の温度感受性リポソームは、任意の適切な経路、例えば、静脈内投与、動脈内投
与、筋肉内投与、腹腔内投与、皮下、皮内関節内、クモ膜下脳室内、鼻内噴霧、肺吸入、
経口投与（ｏｒａｌ　ｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ）および当業者に公知の他の適切な投
与経路を用いて被験体に投与することができる。本発明の方法を用いて処置可能な組織と
しては、鼻、肺、肝臓、腎臓、骨、軟組織、筋肉、副腎組織および胸部が挙げられるがこ
れらに限定されない。処置可能な組織には、癌組織または病変もしくは損傷組織と、所望
であれば、健常組織の両方が含まれる。３９．５℃よりも高い温度まで加熱可能な任意の
組織または体液を本発明のリポソームを用いて処置してもよい。
【００３９】
　本発明の温度感受性リポソームを用いて被験体に投与する活性薬剤の用量は、当業者で
あれば容易に決定でき、長時間にわたって、例えば、約１分～数時間、例えば、２、３、
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４、６、２４時間またはそれ以上にわたって適切に静脈内投与される。本明細書で用いる
「約」は、数値の修飾に用いる場合、１０％の可変性を示す。
【００４０】
　活性薬剤の用量は、当該分野で公知のように、担体に含む活性薬剤に応じて調節しても
よい。
【００４１】
　被験体の標的組織は、本発明の温度感受性リポソームの投与前および／または投与中お
よび／または投与後に加熱してもよい。１つの実施形態では、上記標的組織がまず加熱さ
れ（例えば、１０～３０分）、本発明のリポソームは、その加熱後できるだけすぐに被験
体内に送達される。他の実施形態では、本発明の温度感受性リポソームが被験体に送達さ
れ、上記標的組織は、その投与後できるだけすぐに加熱される。
【００４２】
　上記標的組織を加熱する任意の適切な手段を用いてもよく、例えば、高周波照射の適用
、超音波（高強度集束超音波であってもよい）の適用、マイクロ波放射の適用、温水槽等
の赤外線、光、ならびに放射性同位体、電場および磁場および／または上記の組み合わせ
により発生されるもの等外部もしくは内部から適用される放射を発生する任意の発生源が
挙げられる。
【００４３】
　本発明またはその任意の実施形態の範囲から逸脱することなく本明細書に記載の方法お
よび用途に対して他の適切な修正および適合を実施可能であることは、当業者には容易に
理解できる。本発明を詳述したが、その内容は、例示のみを目的とし、本発明の限定を目
的としない以下の実施例を参照することにより、さらに明確に理解できる。
【実施例】
【００４４】
　（実施例１）
　温度感受性タキソテールリポソームの調製および特徴づけ
　下記の材料を用いて本発明のリポソームを調製した：ジパルミトイルホスファチジルコ
リン（ＤＰＰＣ）、ジステアロイルホスファチジルグリセロール（ＤＳＰＧ）、モノステ
アロイルホスファチジルコリン（ＭＳＰＣ）、ＰＥＧ化ジステアロイルホスファチジルエ
タノールアミン（ＤＳＰＥ－ｍＰＥＧ２０００）、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、Ｎａ２ＨＰＯ４・
１２Ｈ２Ｏ、ＫＨ２ＰＯ４、ラクトース、ＣＨＣｌ３、メタノール、エタノールおよび蒸
留水。
【００４５】
　以下の器具を用いて本発明のリポソームを調製した：水槽、ロータリーエバポレーター
、ホモジナイザー－押出機、凍結乾燥機、レーザー光散乱粒度分析器（ｌａｓｅｒ　ｌｉ
ｇｈｔ　ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ　ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｓｉｚｅｒ）（Ｓｍｙｐａｔｅｃ　
Ｎａｎｏｐｈｏｘ）および温度計。
【００４６】
　２０ｍｌバッチのドセタキセルを含むリポソームの調製法
　以下の成分を指定量だけ量り分けする。
【００４７】
【表１】

　上記材料を、ＣＨＣ１３／メタノール（３：１）を用いて５５℃で溶解する。次いで、
有機溶剤をロータリーエバポレーターで取り除く。これは、５５℃で１時間回転蒸発を実
施することにより行うことができる。乾燥後、乾燥させた材料に適切な時間、例えば、５
分間、窒素ブローを行ってもよい。



(11) JP 2011-502134 A5 2011.12.22

【００４８】
　次いで、乾燥させた材料を再水和する。適切な再水和液は、ラクトースまたは他の安定
化材料（例えば、糖類）を添加可能なリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）である。適切な再
水和プロトコルは、２０ｍｌのＰＢＳ－５％ラクトース溶液（ｐＨ７．３±０．２）を加
え、ロータリーエバポレーターにおいて、大気圧で１時間、５０℃で回転させることであ
る。再水和後、上記溶液を減圧しながら脱気して気泡を取り除くことができる。
【００４９】
　水和後、上記リポソームの粒度を所望の範囲、例えば、１００±１５ｎｍに調節しても
よい。適切な押出プロトコルでは、２００ｎｍフィルタを備えたホモジナイザー／押出機
を用いて押し出しを３回行う。１００ｎｍフィルタに交換し、押し出しを３回行う。最後
に、８０ｎｍフィルタに交換し、押し出しを３回行う。上記リポソームの粒度分布は、任
意の適切な技術を用いて、例えば、光子相互相関分光法（ＰＣＣＳ）およびＮａｎｏｐｈ
ｏｘセンサー（Ｓｙｍｐａｔｅｃ　ＧｍｂＨ）を用いて測定することができる。押出後、
上記リポソーム溶液は、０．２２μｍ孔径膜フィルタ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）でろ過する
ことにより滅菌することができる。
【００５０】
　滅菌後、上記リポソームをバイアルに入れ、凍結乾燥する。凍結乾燥プログラムは以下
の通りである：－５０℃で２時間、－４５℃で１時間、－３５℃で１０時間、－１５℃で
５時間、０℃で２時間、１０℃で２時間、２０℃で６時間。
【００５１】
　本発明のリポソームの他の適切な調製法は以下の通りである。
【００５２】
　上記と同じ成分をＣＨＣｌ３／メタノール（３：１）中において５５℃で溶解する。上
記のように有機溶剤をロータリーエバポレーターで取り除く。上記のように２０ｍｌのＰ
ＢＳ－５％ラクトース溶液を用いて５０℃で再水和する。再水和した材料をホモジナイザ
ーに入れ、１５，０００ｐｓｉで５分間処理して粒度を小さくする。均質化した材料を取
り出し、１００ｎｍフィルタを備えた押出機を用いて、押出を６回行って粒度を１００±
１５ｎｍ（１００ｎｍ×６）まで小さくした後、０．２２μｍろ過で滅菌する。滅菌後、
上記リポソームをバイアルに入れ、凍結乾燥する。
【００５３】
　分析法
　上記リポソームの形態分析は電子顕微鏡法により行うことができる。リポソームをリン
タングステン酸でネガティブ染色し、銅メッシュに移した。水分を蒸発させ、試料を電子
顕微鏡で観察した。本発明の方法で調製したリポソームを電子顕微鏡で見ると均質であっ
た。
【００５４】
　上記のように調製したリポソームについて、封入された薬物のパーセンテージ（封入％
）を測定した。封入％＝封入薬物／全薬物×１００％。封入％は以下のように決定した：
上記リポソーム１ｍｌを６０００ｒｐｍで５分間遠心分離機にかけた。上清のドセタキセ
ルをＨＰＬＣで測定した。上記リポソームのドセタキセル含有量は、リポソームからドセ
タキセルを抽出し、抽出したドセタキセルをＨＰＬＣで測定して決定した。抽出のために
、０．１ｍｌのリポソームを水：アセトニトリル（４５：５５）で０．５ｍｌに希釈した
。４ｍｌのｔｅｒｔ－ブチルメチルエーテルを加え、３０秒間混合した。その混合物を３
００ｇで、１５分間遠心分離機にかけた。その有機層３ｍｌを回転蒸発により除去乾燥さ
せた。乾燥させた材料を２００μｌ水：アセトニトリル（４５：５５）中で再懸濁し、５
～１０μｌを分析のためにＨＰＬＣに注入した。
【００５５】
　ＨＰＬＣ分析を以下の条件で行った：Ｖｅｎｕｓｉｌ　Ｃ１８カラム（逆相Ｃ１８カラ
ム）を１ｍｌ／分の水：アセトニトリル（４５：５５）の移動相とともに用いた。カラム
温度は３０℃とした。ＵＶ検出を２３０ｍｎに設定した。この条件下では、薬物検出限界
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は２０～８００ｎｇである。
【００５６】
　上記プロトコルの試料中のドセタキセルを回収する能力を決定した。上記のように調製
した０．１ｍｌのリポソームに、０．１ｍｌのドセタキセル標準溶液を加えた。この試料
を水：アセトニトリル（４５：５５）で０．５ｍｌに希釈した。４ｍｌのｔｅｒｔ－ブチ
ルメチルエーテルを加え、試料を３０秒間混合した。次いで、この試料を、３００ｇで１
５分間遠心分離機にかけた。この有機層３ｍｌを回転蒸発により乾燥させた。２００μｌ
の水：アセトニトリル（４５：５５）を残留物に加えた後、５～１０μｌをＨＰＬＣに注
入する。下記表は各種濃度のドセタキセルにおける回収率を示す。
【００５７】
【表２】

　本発明に従って調製したリポソームの相転移温度を決定した。Ｑ１００（ＴＡ　Ｉｎｓ
ｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ　Ｃａｓｔｌｅ　ＤＥ）を用い、空の密封アルミパン
を参照用として示差走査熱量（ＤＳＣ）測定を行った。脂質濃度を２０ｍｇ／ｍｌとし、
１０μｌのリポソーム懸濁液を注意深く密封アルミパン内に入れ密封した。走査速度を２
℃／分に設定した。図１は、本発明のリポソームで得られたＤＳＣトレースを示す。ＤＳ
Ｃスペクトルは、タキソテール温度感受性リポソーム相転移温度が約４２℃であることを
示す。
【００５８】
　上記方法により調製したリポソームの安定性を、保存中に定期的に粒度を測定して評価
した。下記表の結果は、上記のように調製したリポソームは少なくとも３ヶ月間安定であ
ることを示す。
【００５９】

【表３】

　薬物含有量についても監視した。その結果、凍結乾燥後、リポソームは２～８℃で、少
なくとも３ヶ月間安定であることが分かった。
【００６０】
　リポソームの薬物含有量
【００６１】

【表４】

　薬物封入率についても同様に監視した。その結果、凍結乾燥後、リポソームによって封
入された薬物の量は２～８℃で、少なくとも３ヶ月間安定であることが分かった。
【００６２】
　薬物封入
【００６３】
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【表５】

　異なる凍結防止剤に対して、凍結乾燥時の粒度に対するそれらの影響についてテストし
た。ラクトース、トレハロース、スクロースおよびマンニトールをテストした。その結果
、ラクトースおよびスクロースは、マンニトールおよびトレハロースよりも効果的である
ことが分かった。図２は、凍結乾燥した溶液中に存在する凍結防止剤の重量％の関数とし
ての粒度のグラフを示す。
【００６４】
　凍結乾燥のためにリポソームを凍結させる速度およびリポソームの含水量は粒度に影響
を与える。図３は、３つの異なる凍結速度におけるリポソームの含水量の関数としての粒
度のグラフを示す。粒度に影響を与える。
【００６５】
　再水和媒体もまたリポソーム粒度に影響を及ぼす。水、５％ブドウ糖液（Ｄ５Ｗ）およ
び０．９％ＮａＣｌをテストした。０．９％ＮａＣｌおよび５％ブドウ糖液はリポソーム
粒度を維持した。下記表は、３回の独立した測定における２つの異なるリポソーム形成の
結果を示す。リポソームの平均直径はナノメートル（ｎｍ）で示す。処方Ｆ４－１は、以
下の成分：ＤＰＰＣ：ＤＳＰＧ：ＤＳＰＥ－ＰＥＧ：ＭＳＰＣ：ドセタキセルを以下の重
量％：７１．５６：８．１５：８．２４：８．０２：４．００で有し、Ｆ４－２は同じ成
分を７１．７８：８．０６：８．１０：８．０７：３．９８重量％で有した。
【００６６】

【表６】

　再水和後のリポソームの安定性を調べた。凍結乾燥したリポソームを０．９％ＮａＣｌ
で再水和し、図４Ａに概略的に示すようにテストした。粒度分布を動的光散乱装置で１時
間かけて繰り返し走査して監視した。その結果、再水和したリポソームの粒子分布は１時
間安定であることが分かった（図４Ｂ）。
【００６７】
　凍結乾燥したリポソームを各種の温度で９ヶ月間保存した。リポソームの封入％を０、
１、３、６および９ヶ月目にテストし、平均粒度を調べた。下記表内の結果は、リポソー
ムが最大９ヶ月間、４℃で安定であったことを示す。
【００６８】
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【表７】

　（実施例２）
　本発明のリポソームを用いて得られたｉｎ　ｖｉｖｏ薬物分布と遊離ドセタキセルを用
いて得られたｉｎ　ｖｉｖｏ薬物分布を比較した。
【００６９】
　６匹の雌ＢＡＬＢ／ｃマウス（２０±２ｇ）を無作為に３つの群に分けた。それらのマ
ウスを麻酔にかけ、穴を開けた発泡スチロール板に載せた。マウスの一方の脚を穴に通し
、板の反対側に引っ張り出した。その板を水槽内に浮かべ、４３．５±０．５℃で１５分
間脚を加熱した。次いで、マウスに対して１用量１０ｍｇ／ｋｇのリポソームまたは同用
量のタキソテール（対照：製造者の仕様書に従って調製）を尾静脈注射した。次いで、各
マウスの上記一方の脚を注射後３０分間加熱した後、殺処分した。加熱した脚および非加
熱の脚の筋肉を切除した。上記の抽出法を用いて固定重量の筋肉組織から薬物を抽出した
。抽出した薬物をＨＰＬＣにより分析した。その結果を下記表に示す。
【００７０】

【表８】

　このデータは、感温性リポソームによって、加熱した脚に対して非加熱の脚の２倍以上
のドセタキセルが送達されたことを示す。
【００７１】
　（実施例３）
　本発明のリポソームを用いて得られたｉｎ　ｖｉｖｏ薬物分布と非温度感受性ドセタキ
セル含有リポソームを用いて得られたｉｎ　ｖｉｖｏ薬物分布を比較した。
【００７２】
　温度感受性リポソームおよび非温度感受性リポソームは、下記表に示す処方に従って作
製した。
【００７３】
【表９】

　６匹の雌ＢＡＬＢ／ｃマウス（２０±２ｇ）を無作為に３つの群に分けた。それらのマ
ウスを麻酔にかけ、穴を開けた発泡スチロール板に載せた。マウスの一方の脚を穴に通し
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、板の反対側に引っ張り出した。その板を水槽内に浮かべ、４３．５±０．５℃で１５分
間脚を加熱した。次いで、マウスに対して１用量１０ｍｇ／ｋｇのリポソームまたは同用
量のタキソテール（対照：製造者の仕様書に従って調製）を尾静脈注射した。次いで、各
マウスの上記一方の脚を注射後３０分間加熱した後、殺処分した。加熱した脚および非加
熱の脚の筋肉を切除した。上記の抽出法を用いて固定重量の筋肉組織から薬物を抽出した
。抽出した薬物をＨＰＬＣにより分析した。その結果を下記表に示す。
【００７４】
【表１０】

　温度感受性リポソーム群では、加熱組織中の薬物濃度は非加熱組織よりも約２倍高い。
ドセタキセル注射（実施例２）および非温度感受性リポソーム群では、加熱組織および非
加熱組織の薬物濃度は同じであった。これらの結果により、上記実験条件下で温度感受性
リポソームが薬物を組織内に放出したことが分かった。
【００７５】
　（実施例４）
　ルイス肺腫瘍を持つマウスにおいて、本発明のリポソームを用いたドセタキセル送達の
ｉｎ　ｖｉｖｏ有効性と遊離ドセタキセルのｉｎ　ｖｉｖｏ有効性を比較した。
【００７６】
　７～９週齢で体重が２０±２ｇの１２匹の雌昆明マウスを用いた。ルイス肺癌細胞（０
．１ｍｌのＰＢＳ中に３×１０６個の細胞）を各マウスの右下肢に皮下移植した。処置開
始前に腫瘍を直径４～６ｍｍに成長させた。
【００７７】
　上記１２匹のマウスを腫瘍容積により階層化し、３つの処置群：生理食塩水、遊離ドセ
タキセルおよび本発明の温度感受性リポソームに無作為に分けた。
【００７８】

【表１１】

　本発明のドセタキセル含有温度感受性リポソームを上記の通り調製し、使用するまで２
～８℃で保存した。処置動物に７５ｍｇ／ｍ２のドセタキセルを本発明の温度感受性リポ
ソームに含めるかまたは製造者の仕様書に従って調製した非リポソームタキソテールとし
て注射した。
【００７９】
　腫瘍移植後８日目に処置を開始し、１２日目および１６日目に処置を繰り返した。ペン
トバルビタール（８０ｍｇ／ｋｇ）のＩＰ注射により全ての処置群のマウスを麻酔にかけ
、容量０．２ｍｌで尾静脈注射により処置を施した。この麻酔投与により、１時間の処置
期間の間、適切な固定を提供した。
【００８０】
　生理食塩水群を除く全ての処置群に１用量７５ｍｇ／ｍ２のドセタキセルが同等に与え
られた。注射直後、分離した脚の腫瘍を水槽内に３０分間入れることができるように特別
に設計した保持器にマウスを配置した。水槽温度は４３℃に設定した。この水槽温度は腫
瘍温度を４２℃にするように予め較正されている。１８日目に全てのマウスを殺処分した
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。腫瘍を外科的に切除し、腫瘍重量を記録した。腫瘍増殖抑制を以下のように計算した。
【００８１】
　腫瘍抑制率＝（Ｖｓ－Ｖｘ）／Ｖｓ
　ここで、Ｖｓは生理食塩水群の腫瘍容積であり、Ｖｘは処置群の腫瘍容積である。
【００８２】
　結果を下記表に示す。
【００８３】
【表１２】

　温度感受性リポソーム製剤中のドセタキセルの送達および腫瘍の局部加熱の結果、ドセ
タキセルを単独で送達した場合よりも腫瘍が抑制された。温度感受性リポソームで処置し
た２匹のマウスでは、腫瘍はほぼ消失した。
【００８４】
　（実施例５）
　カルボプラチンを含む温度感受性リポソームの調製
　当業者に公知の任意の技術を用いてリポソームを調製してもよい。１つの適切な技術は
以下の通りである。
【００８５】
　下記表に示す脂質を用いてリポソームを作製した。
【００８６】
【表１３】

　脂質を３ｍｌのクロロホルム中に溶解する。クロロホルムを６０℃で減圧しながら回転
蒸発させて薄膜を形成する。４０分間継続して加熱し、有機溶媒を取り除く。２５ｍｌの
水を加え、乾燥させた脂質膜を６０℃で１０分間かけて水和させる。室温で減圧して１０
分間かけて気泡を取り除く。さらに１０分間６０℃で加熱する。脂質懸濁液を２００ｎｍ
の膜を介して１０回押し出す。１００ｎｍの膜を介して４回押し出す。このようにして調
製したリポソームを４℃で保存するようにしてもよい。
【００８７】
　次いで、当業者に公知の任意の適切な技術を用いて、リポソームに活性薬剤、例えば、
カルボプラチンを充填する。１つの適切な技術は以下の通りである。
【００８８】
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　８００ｍｇのカルボプラチンおよび１０００ｍｇのラクトースを２０ｍｌの空のリポソ
ームに対して１０６ｍｇリポソーム／ｍｌで加える。その混合物を水槽内で６０℃で加熱
し、３００ｒ／分で３０分間撹拌する。充填したリポソームを４℃で保存するようにして
もよい。
【００８９】
　当該分野で公知の任意の技術、例えば、サイズ排除クロマトグラフィまたは透析を用い
て、充填したリポソームから余分な薬物を取り除いてもよい。１つの適切な技術以下の通
りである。
【００９０】
　充填したリポソーム溶液を透析袋（分子カットオフ：８０００～１４０００）に入れて
もよい。このリポソーム溶液を、２００ｍｌの５％ラクトース溶液を用いて４℃で２時間
透析してもよい。透析溶液を新鮮な２００ｍｌの５％ラクトース溶液と取り換え、さらに
２時間、４℃で透析を行う。充填したリポソームを透析袋から取り出して、４℃で保存し
てもよい。充填したリポソームは、光に曝さないように保護する必要がある。
【００９１】
　（実施例６）
　カルボプラチン含有リポソームの物理的特徴づけ
　薬物充填リポソームを遊離薬物から分離した後、そのリポソームは、下記表に見られる
ように、０．０４の薬物／脂質比を有し、９５ｎｍの平均粒度を有する（図５および図６
）。脂質濃度は１０６ｍｇ／ｍｌである。
【００９２】

【表１４】

　カルボプラチンリポソームは医療用途においては希釈する必要があるため、本発明のカ
ルボプラチン含有リポソームの安定性は、５％グルコース溶液および水を希釈剤として用
いてテストした。これらの希釈剤におけるリポソーム安定性は、リポソーム１０μｌを希
釈剤９９０μｌにより室温で６時間かけて希釈してテストした。希釈後の薬物漏れを希釈
前後の薬物封入を比較して分析した。下記表は、得られた結果を示す。このデータは、カ
ルボプラチンリポソームが水または５％グルコースと適合性であることを示した。
【００９３】
【表１５】

　（実施例７）
　カルボプラチン含有リポソームの薬物放出プロファイルの特徴づけ
　カルボプラチン薬物放出プロファイルを３７℃および４２℃で分析した。詳細な方法は
以下の通りである。
【００９４】
　水槽をそれぞれ３８℃および４３℃に平衡化した（テスト試料温度は水槽よりも１度低
い）。リポソームの１．０ｍｌアリコートを９．０ｍｌの５％グルコース溶液に希釈した
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。その希釈液５ｍｌを３８℃の水槽内で加熱した。希釈液の残りの５ｍｌを４３℃の水槽
内で加熱した。加熱開始後の各時点で、各温度の２００μｌ試料を採取した。試料は、４
２℃の試料については０、０．２５、０．５、１、２、４、８、１６、３２、６４および
１２８分に採取し、３７℃の試料については０、２、８、３２および１２８分に採取した
。これらの試料を採取直後に氷水で冷却した。
【００９５】
　これらの試料を全薬物および遊離薬物濃度について分析した。放出された薬物を下記式
により計算した。
【００９６】
　薬物放出＝Ｃ遊離／Ｃ全×１００％
　下記表および図７は得られた結果を示す。
【００９７】
【表１６】

　これらのデータは、本発明のリポソームが加熱後に薬物を迅速に放出することを示す。
【００９８】
　本発明のリポソームの薬物放出プロファイルをさらに特徴づけするために、カルボプラ
チン含有リポソームの薬物放出についても３７℃～４３℃までの各種温度で５分および１
０分間加熱してテストした。下記表および図８は、放出された薬物のパーセンテージを示
す。３７℃では、薬物の放出はほとんどないが、４０℃で開始すると、迅速に薬物が放出
される。
【００９９】
【表１７】

　（実施例８）
　カルボプラチン含有リポソームの安定性の特徴づけ
　異なる温度での保存時の薬物漏れを評価した。
【０１００】
　リポソームを－２０℃、４℃および２５℃で５日または１０日間保存した。薬物の封入
％を分析した。下記表に示す結果は、本発明のリポソームが４℃で１０日間安定すること
を示す。
【０１０１】
【表１８】

　本発明のリポソームがろ過により滅菌可能かどうかを決定するために、それらのろ過に
対する安定性を分析した。リポソームの２ｍｌアリコートを０．２２μｍフィルタでろ過
した。ろ過前後の封入された薬物のパーセンテージを分析した。下記表のデータは、リポ
ソームが少容量でろ過可能であることを示す。
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【０１０２】
【表１９】

　リポソームの長期安定性をリポソームを４℃で保存して評価した。薬物漏れを０、１お
よび２ヶ月で評価した。下記表に示すように、本発明のリポソームは４℃で少なくとも６
ヶ月間安定である。
【０１０３】

【表２０】

　本明細書において言及した全ての文献、特許および特許出願は、本発明に関連する当業
者の水準を示すものであり、本明細書においては、各個別の文献、特許または特許出願が
参考として援用されるものとして具体的かつ個別に示された場合と同じ範囲を参考として
援用する。
【誤訳訂正２】
【訂正対象書類名】特許請求の範囲
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つのホスファチジルコリン、少なくとも１つのホスファチジルグリセロー
ル、少なくとも１つのリゾ脂質および活性薬剤を含む温度感受性リポソームであって、該
リポソームは約３９．０℃～約４５℃のゲル－液相転移温度を有する、温度感受性リポソ
ーム。
【請求項２】
　前記ホスファチジルコリンはジパルミトイルホスファチジルコリン（ＤＰＰＣ）であり
、前記ホスファチジルグリセロールはジステアロイルホスファチジルグリセロール（ＤＳ
ＰＧ）であり、前記リゾ脂質はモノステアロイルホスファチジルコリン（ＭＳＰＣ）であ
る、請求項１に記載の温度感受性リポソーム。
【請求項３】
　ＰＥＧ化リン脂質をさらに含む、請求項１または２に記載の温度感受性リポソーム。
【請求項４】
　前記ＰＥＧ化脂質はＰＥＧ－２０００修飾ジステアロイルホスファチジルエタノールア
ミン（ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００）である、請求項３に記載の温度感受性リポソーム。
【請求項５】
　ＤＰＰＣ：ＤＳＰＧ：ＭＳＰＣ：ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００：活性薬剤を重量基準で６
０～８０：６～１２：６～１２：４～１５：１～３０の比率で含む、請求項４に記載の温
度感受性リポソーム。
【請求項６】
　前記活性薬剤は抗癌剤である、請求項１～５のいずれか一項に記載の温度感受性リポソ
ーム。
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【請求項７】
　前記抗癌剤は、アルキル化剤、代謝拮抗薬、紡錘体毒植物アルカロイド、細胞毒性抗腫
瘍抗生物質、トポイソメラーゼ阻害剤、モノクローナル抗体もしくはその断片、光増感剤
、キナーゼ阻害剤、抗腫瘍酵素および酵素の阻害剤、アポトーシス誘導物質、生物的反応
修飾物質、抗ホルモン、レチノイド、ヌクレオシド類似体ならびに白金含有化合物からな
る群から選択される、請求項６に記載の温度感受性リポソーム。
【請求項８】
　前記抗癌剤は、ドセタキセルまたはパクリタキセルのようなタキサンである、請求項７
に記載の温度感受性リポソーム。
【請求項９】
　前記抗癌剤は、カルボプラチンまたはシスプラチンのような白金含有化合物である、請
求項７に記載の温度感受性リポソーム。
【請求項１０】
　前記抗癌剤は、ゲムシタビンのようなヌクレオシド類似体である、請求項７に記載の温
度感受性リポソーム。
【請求項１１】
　請求項１～１０のいずれか一項に記載の温度感受性リポソームを含む医薬組成物。
【請求項１２】
　前記活性薬剤はドセタキセルであり、前記組成物が、２℃～８℃で１ヶ月～９ヶ月保存
された場合に、前記リポソームの粒度および該リポソーム内に保持されたドセタキセルの
量の両方は、実質的に安定なままである、請求項１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記活性薬剤はカルボプラチンであり、前記組成物が、４℃で１ヶ月～６ヶ月保存され
た場合に、前記リポソーム内に保持されたカルボプラチンの量は、実質的に安定なままで
ある、請求項１１に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記活性薬剤はカルボプラチンであり、前記リポソームが、４２℃で１分～１２８分加
熱された場合に、該リポソームから該カルボプラチンの少なくとも８３．２％が放出され
る、請求項１１に記載の組成物。
【請求項１５】
　処置を必要とする被験体の疾患を処置するための医薬組成物であって、
　治療有効量の請求項１～１０のいずれか一項に記載の温度感受性リポソームを含み、該
疾患を処置するための該医薬組成物は、該疾患の全てまたは一部を含む該被験体の領域へ
の熱の適用と組み合わせて投与されることを特徴とする、
医薬組成物。
【請求項１６】
　前記疾患は癌であり、前記活性薬剤は抗癌剤である、請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
　抗癌剤含有温度感受性リポソームの製剤を形成するための方法であって、該方法は：
　ＤＰＰＣ、ＤＳＰＧ、ＭＳＰＣ、ＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００および抗癌剤を有機溶媒に
溶解させて、脂質溶液を形成させる工程；
　該脂質溶液から該有機溶媒を除去して、乾燥させた材料を形成する工程；
　該乾燥させた材料をＰＢＳおよびラクトースの水溶液で水和する工程；
　リポソームを含む分散物を形成して、分散物中の該リポソームの粒度を調整する工程；
ならびに
　該リポソームの分散物を滅菌する工程、
を包含する、方法。
【請求項１８】
　抗癌剤含有温度感受性リポソームの製剤を形成するための方法であって、該方法は：　
有機溶媒にＤＰＰＣ、ＤＳＰＧ、ＭＳＰＣおよびＤＳＰＥ－ＰＥＧ２０００を溶解させる
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工程；
　該有機溶媒を除去して、乾燥させた材料を形成する工程；
　該乾燥させた材料を水溶液で水和して、水和した脂質材料を形成する工程；
　該水和した脂質材料を押し出して、リポソームを含む分散物を形成する工程；
　加熱および混合しながら、抗癌剤を該分散物に添加し、抗癌剤を充填したリポソームの
分散物を形成する工程；ならびに
　該抗癌剤を充填したリポソームに取り込まれなかった過剰な抗癌剤を除去する工程、
を包含する、方法。
【請求項１９】
　請求項１７または１８に記載の方法によって形成された製品。
【誤訳訂正３】
【訂正対象書類名】図面
【訂正対象項目名】全図
【訂正方法】変更
【訂正の内容】

【図１】 【図２】

【図３】
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【図４Ａ】 【図４Ｂ】

【図５】 【図６】

【図７】
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【図８】
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