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(57)【要約】
　本発明は、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、シクロデキストリンまたはその誘導体とを
含んでなる複合体に関する。セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンを含んでなる
ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルションも提供される。前記複合体および前記ＴＧＦ－
β１阻害剤ペプチドエマルションを調製するための方法、ならびに、ＴＧＦ－β１が介在
する疾患または状態の治療用薬剤を製造するためのその使用も記載されている。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、シクロデキストリンまたはその誘導体とを含んでなる
複合体であって、
　・前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、配列番号１～２３の１つのアミノ酸配列に対し
て少なくとも７０％の配列同一性を有するペプチド、その塩、ＴＧＦ－β１を阻害する能
力を有するその機能性誘導体、変異体、類似体または断片から選択されるものであり、か
つ
　・前記シクロデキストリンまたはその誘導体が、β－シクロデキストリンおよびγ－シ
クロデキストリンから選択されるものである、複合体。
【請求項２】
　前記β－シクロデキストリンが、モノまたはポリ（Ｃ１－Ｃ６）ヒドロキシアルキル化
β－シクロデキストリンである、請求項１に記載の複合体。
【請求項３】
　前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、前記シクロデキストリンに対して約０．００２：
１～約０．０２４：１の重量比で存在するものである、請求項１または２に記載の複合体
。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の複合体を含んでなる医薬処方物であって、前記Ｔ
ＧＦ－β１阻害剤ペプチドが治療に有効な量で存在し、かつ前記シクロデキストリンが医
薬的に許容可能なシクロデキストリンである、医薬処方物。
【請求項５】
　セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンを更に含んでなる、請求項４に記載の医
薬処方物。
【請求項６】
　セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンを含んでなる、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプ
チドエマルション。
【請求項７】
　前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、配列番号１～２３のアミノ酸配列に対して少なく
とも７０％の配列同一性を有するペプチドから選択されるものである、請求項６に記載の
エマルション。
【請求項８】
　前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、シクロデキストリンまたはその誘導体と複合体を
形成している、請求項７に記載のエマルション。
【請求項９】
　前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、前記シクロデキストリンに対して約０．００２：
１～約０．０２４：１の重量比で存在する、請求項８に記載のエマルション。
【請求項１０】
　請求項６～９のいずれか一項に記載のＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルションを含ん
でなる医薬処方物であって、前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが治療に有効な量で存在し
、請求項８に記載のエマルションの前記シクロデキストリンが医薬的に許容可能なシクロ
デキストリンである、医薬処方物。
【請求項１１】
　０．０１％～１％ｗ／ｗの量のＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、１％～１０％ｗ／ｗの
量のβ－またはγ－シクロデキストリンと、０．５％～６％ｗ／ｗの量のセチルＰＥＧ／
ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンと、０．００５％～０．６％ｗ／ｗの量のパラベン防腐剤
と、３％～２０％ｗ／ｗの量のシリコーンと、１０％～４０％ｗ／ｗの量の鉱油と、１０
０％となるまでの水とを含んでなる、請求項１０に記載の医薬処方物。
【請求項１２】
　前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドを、前記シクロデキストリンまたはその誘導体を含む
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水溶液と混合することを含んでなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の複合体を調製
するための方法。
【請求項１３】
　ａ）（ｉ）請求項１～３のいずれか一項に記載の複合体と、（ｉｉ）セチルＰＥＧ／Ｐ
ＰＧ－１０／１ジメチコーンを含む親油性相とを調製し、
　ｂ）前記複合体を前記親油性相に混和させることを含んでなる、請求項８に記載のＴＧ
Ｆ－β１阻害剤ペプチドエマルションを調製するための方法。
【請求項１４】
　工程ｂ）の前に、前記複合体および前記親油性相が２５℃～７０℃の温度で加熱される
、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　請求項１２～１４のいずれか一項に記載の方法によって得ることができる、生成物。
【請求項１６】
　ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態の治療用薬剤を製造するための、請求項１～３
のいずれか一項に記載の複合体、または請求項６～９のいずれか一項に記載のエマルショ
ン、または請求項４、５、１０もしくは１１のいずれか一項に記載の医薬処方物の使用。
【請求項１７】
　ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態の治療で使用するための、請求項１～３のいず
れか一項に記載の複合体、または請求項６～９のいずれか一項に記載のエマルション、ま
たは請求項４、５、１０もしくは１１のいずれか一項に記載の医薬処方物。
【請求項１８】
　治療を必要とする哺乳動物において、ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態を治療す
るための方法であって、請求項１～３のいずれか一項に記載の複合体、または請求項６～
９のいずれか一項に記載のエマルション、または請求項４、５、１０もしくは１１のいず
れか一項に記載の医薬処方物を有効な量で前記哺乳動物に投与することを含んでなる、方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の技術分野は、薬学、特にGalenic製剤（galenic formulations）である。
【背景技術】
【０００２】
　形質転換成長因子－ベータ（ＴＧＦ－β）は、細胞増殖および分化、胚および骨の発育
、細胞外マトリックス形成、造血、免疫および炎症反応の多機能調節因子であるタンパク
質ファミリー、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－β２およびＴＧＦ－β３を意味する（Robertsお
よびSporn、Handbook of Experimental Pharmacology (1990) 95: 419-58；Massagueら、
Ann Rev Cell Biol (1990) 6: 597-646）。このスーパーファミリーの他のメンバーとし
ては、アクチビン、インヒビン、骨形成タンパク質およびミュラー管抑制物質が挙げられ
る。ＴＧＦ－βは、細胞内シグナル伝達経路を開始させることで、最終的には細胞周期を
調節するか、増殖反応を制御するか、または外部入力細胞シグナル伝達、細胞接着、転移
および細胞間伝達を仲介する細胞外マトリックスタンパク質に関係する遺伝子の発現をも
たらす。
【０００３】
　ＴＧＦ－βスーパーファミリーのメンバーは、心脈管系および女性生殖器系における多
数の異なるプロセスを決定的に調節する。ＴＧＦ－βスーパーファミリーのメンバーは、
骨環境において豊富に発現し、多数の重要な骨プロセスを調節する。ヒトの癌や結合組織
疾患に対するＴＧＦ－βシグナル伝達の寄与については広く研究されている。ＴＧＦ－β
スーパーファミリーのシグナル伝達も、胚形成中、胞胚形成の初期段階から、原腸形成中
、および多段階の器官形成を通じて重要である。ＴＧＦ－βスーパーファミリーのメンバ
ーは、神経障害、耳硬化症、乾癬、胆汁性肝硬変および小児ぜんそくなどの他の疾患と継
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続的に関連している。ＴＧＦ－βスーパーファミリーのメンバーが関与する疾患の範囲は
拡大し続けるであろう（GordonおよびBlobe、Biochimica et Biophysica Acta (2008) 17
82:197-228）。
【０００４】
　いくつかの病理過程におけるＴＧＦ－βスーパーファミリーの遍在的な役割に起因して
、小分子ならびにアンチセンスオリゴヌクレオチドおよび抗体を含む様々なアンタゴニス
ト分子が、ＴＧＦ－β１活性を中和するために案出されている。
【０００５】
　ＷＯ２０００／３１１３５（Proyecto de Biomedicina Cima, S.L.）は、ＩＩＩ型ＴＧ
Ｆ－β１受容体またはエンドグリンへのＴＧＦ－β１の結合のペプチドアンタゴニストに
関する。
【０００６】
　ＷＯ２００７／０４８８５７（Proyecto de Biomedicina Cima, S.L）は、免疫反応調
節剤の調製における、配列番号１に対応する配列を有するペプチドＰ１４４、配列番号２
に対応する配列を有するペプチドｐ１７、それと少なくとも９０％の相同性を有するペプ
チド、または上記の断片から選択される、ＴＧＦ－β１を阻害するペプチドの使用に関す
るものである。
【０００７】
　ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドの臨床開発により、ガレン製剤は、身体に対するこれらア
ンタゴニストの投与にますます必要とされている。
【０００８】
　この点に関して、ＵＳ２００７／０２０７９６５は、ＴＧＦ－βを阻害するペプチドで
皮膚線維症を治療するための方法、およびその投与に適する組成物を提供する。この方法
は、特に、ペプチドＰ１４４の使用を包含する。このペプチドを投与するために、可溶化
剤としてジメチルスルホキシドを有する安定なエマルションも供給される（９６５エマル
ションまたはＥ．９６５）。親油性相は、ジメチコーン３５０と鉱油とを含んでなる。前
記エマルションは、１ｍｌ当たり最大で３００μｇのペプチドを添加することができ、そ
の保管条件はおよそ５℃の温度を必要とする。
【０００９】
　ペプチド性薬物は通常、処方するに困難が伴う。特に、ＴＧＦ－βペプチド阻害剤Ｐ１
４４は、水、ポリエチレングリコール４００（ＰＥＧ４００）、エタノール、グリセロー
ル、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
（登録商標）Ｆ６８）、テトラヒドロフラン、ヘキサン、ジメチルホルムアミド、ジクロ
ロメタン、ポリビニルピロリドン（Ｐｌａｓｄｏｎｅ（登録商標））、プロピレングリコ
ール、Ｇａｎｔｒｅｚ（登録商標）Ｓ９７、デオキシコール酸ナトリウムなどの溶媒に不
溶性である。
【００１０】
　シクロデキストリンは、治療化合物を可溶化するための有望な手段として当該技術分野
において知られている。シクロデキストリンは、６個以上のα－Ｄ－グルコピラノシド単
位から構成される環状オリゴ糖であり、特定容量の中空内部を有する堅い円錐形分子構造
を形成している。それらは、特定の疎水性分子とホスト－ゲスト複合体を形成することが
でき、ゲスト分子の物理的および化学的特性（主に水溶性に関する）を修飾するものであ
る。
【００１１】
　この点について、ＷＯ２００８／０１３９２８（Biogen IDEC MA Inc., The Trustees 
of the University of Pennsylvania）は、（ａ）ＴＧＦ－β阻害剤の投与および（ｂ）
インターフェロンポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチドを含んでなるベクター
を含む併用療法を、治療を必要とする被験者に対して施すことを含んでなる癌治療方法に
関するものである。ＴＧＦ－β阻害剤としては、可溶性ヒトＴＧＦＲＩＩＩポリペプチド
が挙げられる。シクロデキストリンなどの可溶化剤、または当業者によく知られた他の可
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溶化剤は、治療化合物を送達するための医薬賦形剤として利用することができる。しかし
、この特許公報は、ＴＧＦ－β阻害剤とシクロデキストリンとを含んでなる実際の処方物
を提供していない。
【００１２】
　ＷＯ２００３／０４８３２３（Bristol-Myers Squibb Company）は、関節リウマチおよ
び関連する病状の診断、治療および予防におけるポリペプチドに関し、関節リウマチと関
連する前記ポリペプチドは、配列番号４８のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一である
アミノ酸配列を有する。配列番号４８は、ヒト形質転換成長因子－βＩＩＩ型受容体のア
ミノ酸配列（アクセッション番号：Ｑ０３１６７）に相当する。この発明の１以上の化合
物は、マンニトール、ラクトース、スクロースおよび／またはシクロデキストリンなどの
速溶性希釈剤を用いて処方され得る。同様に、ＴＧＦＢＲＩＩＩポリペプチドを可溶化す
るというシクロデキストリンの有効な活性は実証されていない。
【００１３】
　シクロデキストリン複合体の形成は、シクロデキストリンとゲスト分子との幾何学的お
よび構造的親和性、ならびにシクロデキストリンの内部空洞の容量に左右される。よって
、全ての分子が、シクロデキストリンまたは特定種類のシクロデキストリンと複合体を形
成できるわけではない。そのため、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドがシクロデキストリンと
複合体を形成することができる否か、そしていずれの種類のシクロデキストリンがこれら
分子カプセル化を形成するのに適するのかはいまだ実証されていない。
【００１４】
　ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドを可溶化するのに十分ではないため、活性化合物を効率よ
く身体へ送達することができる最終処方物を提供するという最終目的を実現するための処
方が、依然として求められている。この点において、エマルションのような脂質をベース
とする処方は、難溶性薬物を送達するための有望なビヒクル系である。エマルションは、
２つの不完全に混ざり合った液体（油と水）の密接な混合物であり、通常は乳化剤または
界面活性剤を用いて、一方の液体が微細液滴の形態で他方の液体中に分散している。
【００１５】
　特定の用途のための十分に安定なエマルションを調製するのに適する界面活性剤の選択
は、予測可能な、または常套の作業ではない。更に、大量のＴＧＦ－β１阻害剤ペプチド
を調製するという特定の場合、薬物の結晶化および沈殿の低下などの他のパラメーターを
考慮する必要がある。
【００１６】
　ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドの物理化学的特性（特に、溶解性に関する）を改善し、か
つ、前記の９６５エマルション（Ｅ．９６５）処方物を改良するという課題を解決するた
めの徹底的な努力において、本発明の発明者らは、目的のＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと
のシクロデキストリン複合体を取得することに成功し、これらシクロデキストリン複合体
と、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、界面活性剤であるセチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１
ジメチコーン（Ａｂｉｌ（登録商標）ＥＭ９０）とを含んでなるエマルションを作成した
。このエマルションは、以下に述べる目的の１つまたはそれ以上を満たすものである。
【００１７】
　本発明の目的は、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドの水溶性を向上させる処方物を提供する
ことである。
【００１８】
　本発明の目的は、有機溶媒の存在を回避するか、またはその量を低下させる、ＴＧＦ－
β１阻害剤ペプチドの水溶性を向上させる処方物を提供することである。
【００１９】
　本発明の目的は、医薬的に許容可能な賦形剤を使用する、安全なＴＧＦ－β１阻害剤ペ
プチド処方物を提供することである。
【００２０】
　本発明の目的は、好適な貯蔵寿命または化学安定性を有する、十分に安定なＴＧＦ－β
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１阻害剤ペプチドエマルションを提供することである。
【００２１】
　本発明の目的は、結晶を全く含まないか、またはごくわずかしか含まないＴＧＦ－β１
阻害剤ペプチドエマルションを提供することである。
【００２２】
　本発明の目的は、十分に均質なＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルションを提供するこ
とである。
【００２３】
　本発明の目的は、組成物ごとの薬物量が増加されたＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマル
ションを提供することである。
【００２４】
　本発明の目的は、微粒子グレードの（内部粒子を有する）ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチド
エマルションを提供することである。
【００２５】
　本発明の目的は、穏やかな条件下で、例えば、あまり加熱せず調製できるＴＧＦ－β１
阻害剤ペプチドエマルションを提供することである。
【００２６】
　本発明の目的は、工業的な大規模生産に適するＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルショ
ンを提供することである。
【００２７】
　本発明の目的は、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、吸収されることなく、または最低限
しか吸収されることなく、局所作用するのを可能にする処方物を提供することである。
【００２８】
　本発明の目的は、身体への様々な投与方法（例えば、経口、非経口または局所経路）を
許容するＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドの処方物を提供することである。
【００２９】
　本発明の目的は、容易に拡散可能なＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルションを提供す
ることである。
【００３０】
　本発明の目的は、べたつきのない快適な外観のＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルショ
ンを提供することである。
【００３１】
　本発明の１つの態様において、本発明は、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、シクロデキ
ストリンまたはその誘導体とを含んでなる複合体であって、
　・前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、配列番号１～２３の１つのアミノ酸配列に対し
て少なくとも７０％の配列同一性を有するペプチド、その塩、ＴＧＦ－β１を阻害するこ
とができるそれらの機能性誘導体、変異体、類似体および断片から選択されるものであり
、かつ
　・前記シクロデキストリンまたはその誘導体が、β－シクロデキストリンおよびγ－シ
クロデキストリンから選択されるものである、複合体に関する。
【００３２】
　別の態様において、本発明は、前記複合体を含んでなる医薬処方物であって、前記ＴＧ
Ｆ－β１阻害剤ペプチドが治療に有効な量で存在し、かつ、シクロデキストリンが医薬的
に許容可能なシクロデキストリンである医薬処方物に関する。特定の実施態様において、
前記医薬処方物は、セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンを含んでなる。
【００３３】
　別の態様において、本発明は、セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンを含んで
なることを特徴とする、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルションに関する。
【００３４】
　別の態様において、本発明は、前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルションを含んで
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なる医薬処方物であって、前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが治療に有効な量で存在する
医薬処方物に関する。前記エマルションの特定の実施態様において、前記ＴＧＦ－β１阻
害剤ペプチドは、シクロデキストリンまたはその誘導体と複合体を形成し、前記シクロデ
キストリンは医薬的に許容可能なシクロデキストリンである。
【００３５】
　別の態様において、本発明は、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、シクロデキストリンま
たはその誘導体とを含んでなる前記複合体を調製するための方法であって、前記ＴＧＦ－
β１阻害剤ペプチドを、前記シクロデキストリンまたはその誘導体を含む水溶液と混合す
ることを含んでなる方法に関する。この方法によって得られる生成物は、本発明の更なる
態様を構成する。
【００３６】
　別の態様において、本発明は、セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンを含んで
なる前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルションを調製するための方法であって、
　ａ）（ｉ）前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドを、前記シクロデキストリンまたはその誘
導体を含む水溶液と混合することによる複合体と、（ｉｉ）セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０
／１ジメチコーンを含む親油性相とを調製し、そして
　ｂ）前記複合体を前記親油性相に混和させることを含んでなる方法に関する。
【００３７】
　この方法によって得られる生成物は、本発明の更なる態様を構成する。
【００３８】
　別の態様において、本発明は、ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態の治療用薬剤を
製造するための、前記複合体、前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルション、または前
記医薬処方物の使用に関する。別の態様において、本発明は、哺乳動物において、ＴＧＦ
－β１が介在する疾患または状態を治療するための方法であって、前記複合体、または前
記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルション、または前記医薬処方物を有効な量で投与す
ることを含んでなる方法に関する。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】１００μｇ／ｇのシリコーンエマルション（バッチＡ－２）の顕微鏡画像であり
、左側は可視光を利用し、右側はＵＶ光を利用したもの。白黒で見やすくするため後加工
した（カラー形式ＣＭＹＫに変換；チャンネルまたはブラックコンポーネントの選択；グ
レー反転（画像に表されている））。
【図２】ブランクのシリコーンエマルション（バッチＡ－３）の顕微鏡画像であり、左側
は可視光を利用し、右側はＵＶ光を利用したもの。上述のように加工してある。
【図３】シリコーンエマルション（バッチＡ－１０）の顕微鏡画像であり、左側は可視光
を利用し、右側はＵＶ光を利用したもの。上述のように加工してある（Ｐ１４４の濃度：
１，０００μｇ／ｇ）。
【図４】シリコーンエマルション（バッチＡ－１６）の顕微鏡画像であり、左側は可視光
を利用し、右側はＵＶ光を利用したもの。上述のように加工してある（Ｐ１４４の濃度：
１，０００μｇ／ｇ）。
【図５】シリコーンエマルション（バッチＡ－１８）の顕微鏡画像であり、左側は可視光
を利用し、右側はＵＶ光を利用したもの。上述のように加工してある（Ｐ１４４の濃度：
７００μｇ／ｇ）。Ｐ１４４の結晶が矢印で示されている。
【図６】Ｐ１４４の濃度が１，１００μｇ／ｇであるシリコーンエマルション（バッチＡ
－２８）の顕微鏡画像であり、左側は可視光を利用し、右側はＵＶ光を利用したもの。Ｐ
１４４の結晶が矢印で示されている。
【図７】Ｐ１４４の濃度が８００μｇ／ｇであるシリコーンエマルション（バッチＡ－３
０）の顕微鏡画像であり、左側は可視光を利用し、右側はＵＶ光を利用したもの。加工し
てある。
【図８】（ＥＳＤ６００）Ｐ１４４エマルションの写真。
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【図９】Ｐ１４４エマルション（ＥＳＤ６００）の展開能力の測定［実施例６、段落２．
２］。まず、ミリメートル方眼紙上にスライド辺をトレースし（図９）、
【図１０】対角線をトレースする（図１０）。
【図１１】次に、前述のトレース線と一致させるように下側スライドを配置し（図１１）
、
【図１２】Ｐ１４４エマルションＥＳＤ６００の試料を対角線の交差点に置く（図１２）
。
【図１３】次いで、上側スライドを、エマルションのサンプルを含んだ下側スライド上に
載せ（図１３）、
【図１４】覆っているスライドの重みによって形成された円の直径を測定する（図１４）
；
【図１５】次に、既知のおもりを、対角線の交差点上の試料の上に置き（図１５）、
【図１６】トレースした対角線に沿って直径を測定する（図１６）。
【図１７】加えた重量の関数としての、Ｐ１４４エマルション（ＥＳＤ６００）の表面積
増を示す表。
【図１８】希釈法を使用した、Ｐ１４４エマルション（ＥＳＤ６００）の外相の定量。
【図１９】希釈法を使用した、Ｐ１４４エマルション（ＥＳＤ６００）の外相の定量。
【図２０】色素法を使用した、Ｐ１４４エマルション（ＥＳＤ６００）の外相の定量。
【図２１】フランツ型セルのレセプター内のＰ１４４の量。ＥＳ－０：コントロールのシ
リコーンエマルションＥＳＤ６００［０］；ＥＳ－１００：１００μｇのＰ１４４／ｇを
含むシリコーンエマルションＥＳＤ６００（ＥＳＤ６００［１００］）。データは平均±
標準偏差（ＳＤ）を表す（ＥＳ－０の場合はｎ＝４であり、ＥＳ－１００の場合はｎ＝８
である）。
【図２２】ブタ耳皮膚の様々な領域におけるＰ１４４の量の定量比較。各縦列は、皮膚切
片に保持されるＰ１４４の濃度の平均値を示しており、Ｐ１４４のｍｇ／皮膚のｃｍ３＋
ＳＤ（ｎ＝８）として表される。ＣＤ－１００：１００μｇのＰ１４４／ｇを含むエマル
ションＥ．９６５（Ｅ．９６５［１００］）；ＥＳ－１００：１００μｇのＰ１４４／ｇ
を含むシリコーンエマルションＥＳＤ６００［１００］。
【図２３】ブタ耳皮膚の様々な領域におけるＰ１４４の量の定量。各縦列は、皮膚切片に
保持されたＰ１４４の濃度の平均値を示しており、Ｐ１４４のｍｇ／皮膚のｃｍ３＋ＳＤ
（ｎ＝８）として表される。ＣＤ－１００：１００μｇのＰ１４４／ｇを含むエマルショ
ンＥ．９６５（Ｅ．９６５［１００］）；ＥＳ－１００：１００μｇのＰ１４４／ｇを含
むシリコーンエマルションＥＳＤ６００［１００］。
【図２４】様々な実験切片（performed cuts）におけるＰ１４４の理論量を示す表。全て
の薬物が、半固体状調製物から皮膚へと移行したときに１００％が達成される（ブタ皮膚
：１７６ｍｍ２×１ｍｍ（深さ））。ＣＤ－１００：１００μｇのＰ１４４／ｇを含むエ
マルションＥ．９６５（Ｅ．９６５［１００］）；ＥＳ－１００：１００μｇのＰ１４４
／ｇを含むシリコーンエマルションＥＳＤ６００［１００］。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　１つの態様において、本発明は、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、シクロデキストリン
またはその誘導体とを含んでなる複合体であって、
　・前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、配列番号１～２３の１つのアミノ酸配列に対し
て少なくとも７０％の配列同一性を有するペプチド、その塩、ＴＧＦ－β１を阻害するこ
とができるその機能性誘導体、変異体、類似体および断片から選択されるものであり、か
つ
　・前記シクロデキストリンまたはその誘導体が、β－シクロデキストリンおよびγ－シ
クロデキストリンから選択されるものである、複合体（以下、「本発明による複合体」）
に関する。
【００４１】
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　「複合体」という用語は、１つまたはそれ以上のシクロデキストリン分子（「ホスト」
）が空洞を形成し、その中に第二の化合物の１つまたはそれ以上の分子（「ゲスト」）が
置かれた構造体を指す。本明細書において用いられる、第二の化合物は、ＴＧＦ－β１阻
害剤ペプチドを指す。複合体および分子カプセル化という用語は互換的に用いることがで
きる。
【００４２】
　「ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチド」という用語は、活性型のＴＧＦ－β１、具体的にはＴ
ＧＦ－βアイソフォーム１（アクセス番号：ＡＡＬ２７６４６またはＮＰ　０００６５１
）との相互作用によって、ＴＧＦ－β１の生物学的機能を阻害する能力を有する分子を指
す。本明細書における阻害剤は、ＴＧＦ－β１と相互作用するそれらの能力を特徴とする
が、更に、他の哺乳動物アイソフォーム（ＴＧＦ－β２およびβ３）とも相互作用し得る
。この活性は、アクチビン様キナーゼＡＬＫ１、ＡＬＫ２、ＡＬＫ５などのＩ型受容体；
ＩＩ型ＴＧＦ－β受容体（ＴβＲＩＩ）などのＩＩ型受容体；エンドグリンおよびクリプ
ト（crypto）などの共受容体のような、対応するスーパーファミリー受容体とのＴＧＦ－
βの相互作用を阻害する。更に、当該阻害剤は、ＡＬＫ３、ＡＬＫ４、ＡＬＫ６、ＡＬＫ
７などのＩ型受容体；ＡｃｔＲＩＩ、ＡｃｔＲＩＩｂ、ＢＭＰＲＩＩ、ＭＩＳＲＩＩおよ
びＴβＲＩＩなどのＩＩ型受容体；ＲＧＭａ、ＲＧＭｂおよびヘモジュベリンなどの共受
容体；ＢＡＭＢＩなどの偽受容体；コーディン、ホリスタチン、レフティ１、ノギン、ス
クレロスチンなどのシグナル伝達成分；ならびに、ＴＧＦ－βシグナル伝達経路における
他のメンバーまたはＴＧＦ－βシグナル伝達経路および別の経路によって共有されるメン
バーとも相互作用し得る。
【００４３】
　これらの分子はペプチド性であり、このことは、当該分子が、アミド結合、すなわちペ
プチド結合によって連結されたα－アミノ酸を含んでなることを意味する。「ペプチド」
という用語は、短いアミノ酸鎖に限定されるものではなく、５０個を超えるアミノ酸長の
鎖も包含し得る。したがって、本明細書で使用する際、ペプチドという用語には、ポリペ
プチドおよびタンパク質も包含される。
【００４４】
　本発明において、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、以下の表１に示される配列番号１～
２３の１つのアミノ酸配列に対して、少なくとも７０％、有利には少なくとも８０％、ま
たは好ましくは少なくとも９０％の配列同一性を有するペプチドから選択されるのが好ま
しい。
【００４５】
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【表１】

【００４６】
　ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、これらのペプチドを合成する様々な細胞源から得るこ
とができ、このような細胞源としては、例えば、当該ペプチドの合成または分泌を指示す
ることができる組み換えＤＮＡ分子をトランスフェクトされた細胞が挙げられる。あるい
は、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、固相ペプチド合成を含むが、これに限定されない化
学的な合成方法によって合成され得る。これらのペプチドはまた商業的に入手可能であり
、例えば、Ｐ１４４は、Ｓｉｇｍａ－Ｇｅｎｏｓｙｓ，Ｌｔｄ．（英国、ケンブリッジ）
により供給されている。
【００４７】
　当該技術分野において知られているように、２つの（ポリ）ペプチドまたはタンパク質
間の「配列同一性」は、一方の（ポリ）ペプチドのアミノ酸配列を、他方の（ポリ）ペプ
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チドの配列と比較することによって測定される。本明細書中で検討されるように、ある特
定の（ポリ）ペプチドが、別の（ポリ）ペプチドと少なくとも約７０％、７５％、８０％
、８５％、９０％または９５％同一であるかどうかは、当該技術分野において知られてい
る方法およびコンピュータープログラムまたはソフトウェアを用いて決定することができ
、例えば、ＢＥＳＴＦＩＴプログラム（ウィスコンシン配列分析パッケージ、Ｕｎｉｘ用
バージョン８、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ）またはＧＣＧパッケ
ージ（ＧＡＰバージョン８、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ（米国）
）が挙げられるが、これに限定されない。ＢＥＳＴＦＩＴは、スミスおよびウォーターマ
ンの局所相同性アルゴリズムを使用して（Advances in Applied Mathematics 2:482-489 
(1981)）、２つの配列間の最良の相同性セグメントを見出す。ＧＣＧパッケージは、タン
パク質に対する標準的なペナルティを使用する：ギャップ重量３．００、長さ重量０．１
００、ならびに、GribskovおよびBrugess, Nucl. Acids Res. (1986) 14(16), 6745-6763
に記載されるマトリックス。
【００４８】
　特定の実施態様において、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、配列番号１～２３に示され
る配列を有するペプチド群から選択されるペプチドもしくは塩、ＴＧＦ－β１を阻害する
能力を有するその機能性誘導体、変異体、類似体または断片である。故に、特定の実施態
様では、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番
号４、配列番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０、
配列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番号１４、配列番号１５、配列番号１
６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列番号２０、配列番号２１、配列番
号２２、または配列番号２３に示されるアミノ酸配列を有するペプチドまたはその塩、Ｔ
ＧＦ－β１を阻害する能力を有するその機能性誘導体、変異体、類似体または断片である
。
【００４９】
　別の特定の実施態様において、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、配列番号１～２３のア
ミノ酸配列に対して、少なくとも７０％、有利には少なくとも８０％、好ましくは少なく
とも９０％の配列同一性を有するペプチドもしくは塩、ＴＧＦ－β１を阻害する能力を有
するその機能性誘導体、変異体、類似体または断片から選択される。
【００５０】
　従って、特定の実施態様では、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、配列番号１、配列番号
２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列
番号９、配列番号１０、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番号１４、配
列番号１５、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列番号２０
、配列番号２１、配列番号２２、または配列番号２３に示されるアミノ酸配列に対して、
少なくとも７０％、有利には少なくとも８０％、好ましくは少なくとも９０％の配列同一
性を有するアミノ酸配列を有するペプチドまたはその塩、ＴＧＦ－β１を阻害する能力を
有するその機能性誘導体、変異体、類似体または断片である。
【００５１】
　本明細書中の「塩」という用語は、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドのカルボキシル基の塩
およびそのアミノ基の酸付加塩の両方を指す。カルボキシル基の塩は、当該技術分野にお
いて知られている手段によって形成されてもよく、無機塩、例えば、ナトリウム塩、カル
シウム塩、アンモニウム塩、第二鉄塩または亜鉛塩、および、有機塩基との塩、例えば、
トリエタノールアミン、アルギニン、リシン、ピペリジン、プロカインなどのアミンを伴
って形成されるような塩を包含する。酸付加塩としては、例えば、塩酸または硫酸などの
鉱酸との塩、および、酢酸またはシュウ酸などの有機酸との塩などが挙げられる。もちろ
ん、このような塩はいずれも、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドの生物学的活性を保持してい
なければならない。治療用途の場合、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドの塩は、対イオンが医
薬的に許容可能である塩である。医薬的に許容できない塩も、医薬的に許容可能な最終生
成物の製造において使用することができるので、本発明の範囲に包含される。
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【００５２】
　「機能性誘導体」は、本明細書中で用いられる際、当該技術分野で知られている手段に
よって、残基またはＮもしくはＣ末端基上の側鎖として生じる官能基から調製され得る誘
導体を包含し、それらが医薬的に許容可能なままである限り、すなわち、上述のようなペ
プチドの生物学的活性、つまり対応する受容体と結合して受容体のシグナル伝達を開始さ
せる能力を破壊せず、それを含有する組成物に有毒性を与えない限り、本発明に包含され
る。誘導体は、ペプチドの生物学的活性を保持し、かつ、医薬的に許容可能なままである
ならば、炭水化物残基またはリン酸残基などの化学的部分を有していてもよい。
【００５３】
　例えば、誘導体としては、カルボキシル基の脂肪族エステル、アンモニアまたは第一級
アミンもしくは第二級アミンとの反応によるカルボキシル基のアミド、アシル部分を用い
て形成されるアミノ酸残基のＮ－アシル誘導体または遊離アミノ基（アルカノイルまたは
炭素環式アロイル基など）、またはアシル部分を用いて形成される遊離水酸基のＯ－アシ
ル誘導体（セリルまたはスレオニル残基のそれ）が挙げられる。このような誘導体として
はまた、例えば、ポリエチレングリコール側鎖も挙げられ、これらは抗原部位をマスクし
、かつ、体液中での分子の滞留を延長し得る。
【００５４】
　本発明による「変異体」は、先に定義したペプチド全体またはその断片のいずれかと実
質的に同様である分子を指す。変異体ペプチドは、当該技術分野で周知の方法を使用して
、変異体ペプチドの直接化学合成によって従来通りに調製され得る。もちろん、このよう
な変異体は、対応するＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと同様の受容体結合およびシグナル開
始活性を有する。
【００５５】
　ペプチド一次構造における変異ならびにより高度の構造における変異、例えば、アミノ
酸残基を連結する共有結合またはペプチドの末端残基への基の付加のタイプにおける変異
は、本発明の範囲内である。更に、ペプチド分子は、分子の機能を維持するサイレントな
変化をもたらすアミノ酸配列の保存または非保存的な改変（例えば、欠失、付加および置
換）を含んでいてもよい。このような改変分子は、それらの使用時にいくつかの利点をも
たらす場合には望ましいかもしれない。本明細書で使用する際、保存的置換には、官能的
に同等な分子をもたらす、同様の極性および疎水性／親水性特性を有する別のアミノ酸に
よる、対応するペプチド配列内の１つ以上のアミノ酸の置換が包含される。かかる保存的
置換としては、以下のアミノ酸群：グリシン、アラニン；バリン、イソロイシン、ロイシ
ン；アスパラギン酸、グルタミン酸；アスパラギン、グルタミン；セリン、スレオニン；
リジン、アルギニン；フェニルアラニン、チロシン；およびメチオニン、ノルロイシン内
での置換が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５６】
　上で定義したペプチドのアミノ酸配列変異体は、合成した誘導体をコードするＤＮＡに
おける変異によって調製することができる。このような変異体としては、例えば、アミノ
酸配列内の残基からの欠失、またはその挿入もしくは置換が挙げられる。最終構築物が所
望の活性を所有するのであれば、最終構築物に到達するために、欠失、挿入および置換を
どのように組み合わせてもよい。明らかに、変異体ペプチドをコードするＤＮＡにおいて
なされる変異は、リーディングフレームを改変してはならず、二次ｍＲＮＡ構造体を産生
し得る相補領域を創製しないのが好ましい。
【００５７】
　遺伝子レベルでは、これらの変異体は通常、ペプチド分子をコードするＤＮＡにおける
ヌクレオチドに部位特異的突然変異を導入し、これにより、変異体をコードするＤＮＡを
生成し、その後、組み換え細胞培養物中でＤＮＡを発現させることによって調製される。
変異体は、典型的には、非変異体ペプチドと同質の生物学的活性を呈する。
【００５８】
　上で定義したペプチドの「類似体」は、本発明によれば、分子全体またはその活性断片
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のいずれかと実質的に同様である非天然分子を指す。このような類似体は、対応するＴＧ
Ｆ－β１阻害剤ペプチドと同じ活性を呈する。
【００５９】
　本発明による「断片」は、当該分子のいずれかのサブセット、つまり、所望の生物学的
活性（例えば、ＴＧＦ－β１阻害能力）を保持するより短いペプチドを指す。断片は、分
子のいずれかの末端からアミノ酸を除去し、その結果物を、受容体アンタゴニストとして
のその特性について試験することによって容易に調製し得る。ポリペプチドのＮ末端また
はＣ末端のいずれかから一度に１つのアミノ酸を除去するためのプロテアーゼが、当該技
術分野において知られている。
【００６０】
　ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドの所望の生物学的活性（例えば、ＴＧＦ－β１阻害能力）
は、ＴＧＦ－β１活性を測定するためのいずれかの好適な従来型バイオアッセイによって
、例えば、Meager
Journal of Immunological Methods (1991) 141: 1-14に記載されたアッセイによって、
決定され得る。これらの方法の中で、Ｍｖ－１－Ｌｕ細胞増殖阻害アッセイが特に好適で
ある。Ｍｖ－１－Ｌｕ細胞アッセイについては、ＷＯ２００５／０１９２４４にも記載が
ある。好ましくは、本発明のＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、Ｍｖ－１－Ｌｕ細胞増殖阻
害アッセイにおいて２０％以上の阻害活性を有する。より好ましくは、本発明のＴＧＦ－
β１阻害剤ペプチドは、Ｍｖ－１－Ｌｕ細胞増殖阻害アッセイにおいて少なくとも５０％
の阻害活性を有する。
【００６１】
　本明細書で使用する際、「シクロデキストリン」という用語は、６～１２個のグルコー
ス単位を含有する未置換シクロデキストリン（特に、α－シクロデキストリン、β－シク
ロデキストリン、γ－シクロデキストリン、それらの誘導体およびそれらの混合物）のよ
うないずれの既知のシクロデキストリンも包含する。α－シクロデキストリンは６個のグ
ルコース単位からなり、β－シクロデキストリンは７個のグルコース単位からなり、γ－
シクロデキストリンは８個のグルコース単位からなり、いずれもドーナツ型の環状に配置
されている。
【００６２】
　本明細書で用いられる、「シクロデキストリン誘導体」という用語は、少なくとも１つ
の末端水酸基が修飾されたいずれのシクロデキストリンも包含する。シクロデキストリン
の化学的修飾は、それらの物理化学的特性を改変し、溶解性、安定性を向上させ、かつ、
それらが結合される分子（ゲスト分子）の化学的活性を制御することができる。シクロデ
キストリンの水酸基（ＯＨ）、アルキル基、アリールカルボキシアルキル（aryl carboxi
alquil）、シアノアルキル、ヒドロキシアルキル、スルホ－アルキル、アミノ、アジド、
ヘテロシクリル、アセチル、ベンゾイル、スクシニル、および、リンや硫黄などを含有す
る他の基の反応による導入は既に記述されている[Robyt (1998) “Essentials of carboh
ydrate chemistry”, Ed Charles R. Cantor, Springer Advanced Text in Chemistry]。
【００６３】
　ＴＧＦβ１ペプチド阻害剤と複合体を形成するのに好ましいシクロデキストリンは、β
－シクロデキストリンおよびγ－シクロデキストリンである。より好ましいものは、β－
シクロデキストリンおよびγ－シクロデキストリンの親水性誘導体、例えば、２－ヒドロ
キシプロピル－β－シクロデキストリン、２－ヒドロキシエチル－γ－シクロデキストリ
ン、２－ヒドロキシプロピル－γ－シクロデキストリン、または硫酸化β－シクロデキス
トリンおよび硫酸化β－γ－シクロデキストリンである。β－シクロデキストリン誘導体
の例としては、モノ－またはポリ－（Ｃ１－Ｃ６）アルキル化β－シクロデキストリン、
例えば、ジメチル－β－シクロデキストリンまたはヘプタキス（２，６－ジ－０－メチル
）－β－シクロデキストリン（ＤＩＭＥＢ）、トリメチル－β－シクロデキストリンまた
はヘプタキス（２，３，６－トリ－０－メチル）－β－シクロデキストリン（ＴＲＩＭＥ
Ｂ）、ランダムメチル化β－シクロデキストリン（ＲＭ－β－ＣＤ）；モノ－またはポリ



(14) JP 2012-516879 A 2012.7.26

10

20

30

40

50

－（Ｃ１－Ｃ６）ヒドロキシアルキル化β－シクロデキストリン、例えば、ヒドロキシエ
チル－β－シクロデキストリン、２－ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン（Ｈ
Ｐ－β－ＣＤ）、ヒドロキシブチル－β－シクロデキストリン；カルボキシ（Ｃ１－Ｃ６

）アルキル化β－シクロデキストリン、例えば、カルボキシメチル－β－シクロデキスト
リン、カルボキシエチル－β－シクロデキストリン；（Ｃ１－Ｃ６）アルキルカルボニル
化β－シクロデキストリン、例えば、アセチル－β－シクロデキストリン；モノ－、テト
ラ－またはヘプタ－置換β－シクロデキストリン；スルホアルキルエーテルシクロデキス
トリン（ＳＡＥ－ＣＤ）、例えば、スルホブチルエーテルシクロデキストリン（ＳＢＥＣ
Ｄ）；マルトシル－β－シクロデキストリン；（２－カルボキシメトキシ）プロピル－β
－シクロデキストリンなどが挙げられるが、これらに限定されない。
【００６４】
　本発明で使用するためのシクロデキストリンおよびそれらの誘導体は、Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈなどから市販されている。それらはまた、当業者に知られている方法に従っ
て合成されてもよい。
【００６５】
　本発明による複合体中に存在するＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドの量は広範囲で種々多様
であり得るが、しかし、本発明の一つの特定の実施態様では、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチ
ドは、シクロデキストリンに対して約０．００２：１～約０．０２４：１の重量比（０．
００２－０．０２４：１）で本発明による複合体中に存在する。別の特定の実施態様にお
いて、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、シクロデキストリンに対して約０．００４：１～
約０．０１８：１の重量比（０．００４－０．０１８：１）で本発明による複合体中に存
在する。別の特定の実施態様において、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、シクロデキスト
リンに対して約０．００４：１～約０．０２４：１の重量比（０．００４－０．０２４：
１）で本発明による複合体中に存在する。別の特定の実施態様において、ＴＧＦ－β１阻
害剤ペプチドは、シクロデキストリンに対して約０．００２：１～約０．０１８：１の重
量比（０．００２－０．０１８：１）で本発明による複合体中に存在する。ＴＧＦ－β１
阻害剤ペプチドとシクロデキストリンとの実施可能な比の範囲は、本明細書に記載される
実施形態のいずれか１つのエマルション処方物中に存在する他の賦形剤に左右される場合
がある。好ましくは、複合体は、配列番号６のＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、ＨＰ－β
－ＣＤとを含んでなる。より好ましくは、本発明による複合体は、配列番号６のＴＧＦ－
β１阻害剤ペプチドと、ＨＰ－β－ＣＤとを、シクロデキストリンに対して約０．００４
：１～約０．０１８：１の重量比（０．００４－０．０１８：１）で含んでなる。更によ
り好ましくは、本発明による複合体は、配列番号６のＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、Ｈ
Ｐ－β－ＣＤとを、約０．０１８：１の重量比で含んでなる。
【００６６】
　別の態様において、本発明は、本発明による複合体を含んでなる医薬処方物であって、
前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが治療に有効な量で存在し、かつ前記シクロデキストリ
ンが医薬的に許容可能なシクロデキストリンである医薬処方物（以下、「本発明による医
薬組成物［１］」）に関する。
【００６７】
　本明細書において、「治療に有効な量」とは、ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態
に罹患している被験者において、かかる疾患または状態に対して予防的に作用する、それ
を安定化させるまたは治療するのに十分な量である。
【００６８】
　ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドの治療に有効な量は、一日当たり０．０１ｍｇ～５０ｇ、
一日当たり０．０２ｍｇ～４０ｇ、一日当たり０．０５ｍｇ～３０ｇ、一日当たり０．１
ｍｇ～２０ｇ、一日当たり０．２ｍｇ～１０ｇ、一日当たり０．５ｍｇ～５ｇ、一日当た
り１ｍｇ～３ｇ、一日当たり２ｍｇ～２ｇ、一日当たり５ｍｇ～１．５ｇ、一日当たり１
０ｍｇ～１ｇ、一日当たり１０ｍｇ～５００ｍｇの範囲であってもよい。
【００６９】
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　本発明において、シクロデキストリンに適用される「医薬的に許容可能な」という用語
は、治療を受ける被験者の健康に何ら持続的な有害作用を与えないことを意味する。シク
ロデキストリンの医薬的許容可能性は、いくつかある要因の中でも特に、当該特定のシク
ロデキストリン化合物、投与される組成物におけるその濃度、および投与経路に左右され
る。例えば、静脈内または非経口組成物における賦形剤としてのβ－シクロデキストリン
の使用は、溶血作用および腎毒性作用によって制限されるが、一般に、経口投与の場合に
は無毒性である。
【００７０】
　一つの特定の実施態様において、本発明による複合体を含んでなる本発明の医薬処方物
［１］は更に、セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンを含んでなる。
【００７１】
　別の態様において、本発明は、セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンを含んで
なることを特徴とする、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドエマルション（以下、「本発明によ
るエマルション」）に関する。
【００７２】
　セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンであるＡＢＩＬ（登録商標）ＥＭ９０は
、ＨＬＢ（親水性－親油性バランス）値が約５であるシリコーンをベースとする非イオン
性乳化剤または界面活性剤である。セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンは、Ｄ
ｅｇｕｓｓａから市販されている。
【００７３】
　そして、本発明によるエマルションは、連続媒体－親油性相－中に分散された、実質的
に均一かつ球状の液滴－親水性相－を含んでなる油中水性（ｗ／ｏ）エマルションである
。親水性相は、β－またはγ－シクロデキストリンと複合体を形成したＴＧＦ－β１阻害
剤ペプチドを含んでなる。親油性相は、いくつかある賦形剤の中でも特に、セチルＰＥＧ
／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンを含んでなる。
【００７４】
　本発明によるエマルションは一般に、その熱力学的安定性と、そしてミクロンの範囲に
ある平均粒径、すなわち、約０．５～２０μｍの直径、好ましくは約０．５μｍ～１０μ
ｍ、より好ましくは１～１０μｍの直径を特徴とする。平均粒径は、いくつかの要因の中
でも特に、水性媒体との混合速度に左右される。
【００７５】
　本発明によるエマルションの親油性相は、利用される界面活性剤系が、ＨＬＢ系をベー
スとして０～８の全ＨＬＢ値を有するのであれば、セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメ
チコーンに加えて他の界面活性剤を含んでいてもよい。しかし、ＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／
１ジメチコーンと、任意のＨＬＢ値を有する１以上の更なる界面活性剤とを含んでなり、
そして、ｗ／ｏエマルションにかき立てることができる界面活性剤組成物もまた、本発明
によるエマルションに適するものである。従って、ＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコー
ンとの最終的な界面活性剤の組み合わせがｗ／ｏエマルションをかき立てることができる
限りは、または界面活性剤系の全ＨＬＢが少なくとも８より小さい限りは、界面活性剤組
成物は、８よりも高いＨＬＢを有する、すなわちより親水性である１以上の界面活性剤を
含んでいてもよい。界面活性剤組成物の最終的なＨＬＢ値を算出するために、Griffinに
よる方法を使用してもよく、この方法は更に、特定の水／油の組み合わせに対して物理的
に安定な処方物を生成するのに必要な界面活性剤の相対量の算出を可能にする。
【００７６】
　本発明の特定の実施態様は、本発明によるＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドのエマルション
に関し、ここでＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドは、配列番号１～２３のアミノ酸配列に対し
て少なくとも７０％、有利には少なくとも８０％、または好ましくは少なくとも９０％の
配列同一性を有するペプチドから選択されるものとされる。本発明によるエマルションの
例としては、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、シクロデキストリンまたはその誘導体と複
合体を形成するものが挙げられる。



(16) JP 2012-516879 A 2012.7.26

10

20

30

40

50

【００７７】
　特定の実施態様は、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、シクロデキストリンに対して約０
．００２：１～約０．０２４：１の重量比（０．００２－０．０２４：１）で、または約
０．００４：１～約０．０２４：１の重量比（０．００４－０．０２４：１）で、または
約０．００２：１～約０．０１８：１の重量比（０．００２－０．０１８：１）で、また
は約０．００４：１～約０．０１８：１の重量比（０．００４－０．０１８：１）で存在
する、本発明によるエマルションに関する。ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドとシクロデキス
トリンとの実施可能な比の範囲は、本発明によるエマルション処方物中に存在する他の賦
形剤に左右される場合がある。
【００７８】
　そして、別の態様にあって、本発明は、本発明によるエマルションを含んでなる医薬処
方物であって、ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが治療に有効な量で存在し、かつシクロデキ
ストリンが医薬的に許容可能なシクロデキストリンである医薬処方物（以下、「本発明に
よる医薬組成物［２］」）に関する。
【００７９】
　別の態様において、本発明は、シクロデキストリンまたはその誘導体を含んでなる水溶
液とＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドとを混合することを含んでなる、本発明による複合体を
調製するための方法に関する。この方法によって得られる生成物（本発明による複合体）
は、本発明の更なる態様を構成する。
【００８０】
　別の態様において、本発明は、本発明によるエマルションを調製する方法であって、
　ａ）（ｉ）シクロデキストリンまたはその誘導体を含む水溶液とＴＧＦ－β１阻害剤ペ
プチドとを混合することによって複合体と、（ｉｉ）セチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジ
メチコーンを含んでなる親油性相とを調製し、そして
　ｂ）前記複合体を前記親油性相に混和させることを含んでなる方法（以下、「本発明に
よるエマルションを調製するための方法」）に関する。
【００８１】
　１つの特定の実施態様では、前記エマルションを調製するための方法において、工程ｂ
）の前に、複合体および親油性相の各々を１５℃～７０℃の温度で、好ましくは２０℃～
５０℃の温度で、より好ましくは２５℃～３５℃の温度で加熱する。
【００８２】
　本発明によるエマルションを調製するための前記方法によって得られる生成物（本発明
によるエマルション）は、本発明の更なる態様を構成する。
【００８３】
　本発明の様々なエマルションは、一般的には、好適な容量のステンレススチール製容器
内で各エマルション相（水性相および油性相）の成分を別々に計量することによって調製
される。次いで、各相を、好適には自動調温制御付きの槽で、１５℃～７０℃の温度にて
、好ましくは２０℃～５０℃の温度にて、より好ましくは２５℃～３５℃の温度にて加熱
する。水性相を含む容器には、蒸発による損失を防ぐためにカバーをかけてもよい。油性
相を、均質な溶融物が得られるまで加熱する。好ましくは、いずれの相も、２５℃～７０
℃の温度で透明かつ均質な外観を呈する。その後、油性相を撹拌し、水性相を少しずつ油
性相の上に注ぐ。エマルションを３０～４０分撹拌し続ける。プロセスの最後では、エマ
ルションは室温である。最終段階は、エマルションの熟成である。この段階の時間は様々
であり、一般には４８～７２時間、すなわちその安定性を保障するのに十分な時間である
。
【００８４】
　医薬分野で通常利用される様々な賦形剤を、本発明によるエマルションに添加すること
ができる。これらの医薬的に許容可能な賦形剤は、防腐剤、皮膚軟化剤、消泡剤、酸化防
止剤、緩衝剤、顔料、着色剤、甘味剤、風味剤、コーティング剤、造粒剤、崩壊剤、流動
促進剤、潤滑剤、従来のマトリックス材料、錯化剤、吸収剤、充填剤であってもよい。そ
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れらは、組成物の特性に悪影響を及ぼすことなく、通常の目的のために、典型的な量で使
用してもよい。本発明によって提供される生成物の剤形も他の治療に有益な物質を含有し
ていてもよい。
【００８５】
　表２は、本発明と共に使用される更なる好ましい処方物をまとめたものであり、処方物
に使用される化合物、それらの機能、好ましい範囲、およびこれら化合物の実例に関する
実際の量についての一般的記載を包含している。
【００８６】
【表２】

【００８７】
　そして、一つの特定の実施態様において、本発明は、０．０１％～１％ｗ／ｗの量のＴ
ＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、１％～１０％ｗ／ｗの量のβ－またはγ－シクロデキスト
リンと、０．５％～６％ｗ／ｗの量のセチルＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１ジメチコーンと、
０．００５％～０．６％ｗ／ｗの量の防腐剤（例えば、メチルパラベン、プロピルパラベ
ンなどのパラベン）と、３％～２０％ｗ／ｗの量のシリコーンと、１０％～４０％ｗ／ｗ
の量の鉱油と、１００％となるまでの水とを含んでなる医薬処方物に関する。
【００８８】
　本発明によるエマルションは、局所的、または、口腔内もしくは鼻腔スプレーとして、
点眼などのいずれかの投与経路によって、被験者に投与することができる。
【００８９】
　ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドと、シクロデキストリンまたはその誘導体とを含んでなる
複合体であって、
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　・前記ＴＧＦ－β１阻害剤ペプチドが、配列番号１～２３の１つのアミノ酸配列に対し
て少なくとも７０％の配列同一性を有するペプチド、その塩、ＴＧＦ－β１を阻害するこ
とができるその機能性誘導体、変異体、類似体および断片から選択され、かつ
　・前記シクロデキストリンまたはその誘導体が、β－シクロデキストリンおよびγ－シ
クロデキストリンから選択され、
この本発明による複合体は、例えば、経口的、経直腸的、非経口的（静脈内、筋肉内また
は皮下的など）、嚢内、膣内、腹腔内、膀胱内、局所的に、または口鼻もしくは肺経路に
よって、例えば、口腔内もしくは鼻腔スプレーとして、点眼などのいずれかの適切な投与
経路によって被験者に投与することができる。
【００９０】
　本発明において使用することができる好適な単位剤形としては、例えば、硬質ゼラチン
カプセル、軟質ゼラチンカプセル、錠剤、カプレット、腸溶性錠剤、腸溶性硬質ゼラチン
カプセル、腸溶性軟質ゼラチンカプセル、ドラジェ、経口液体、シロップ、スプレー、座
薬などが挙げられる。
【００９１】
　別の態様において、本発明は、ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態の治療用薬剤を
製造するための、本発明による複合体、または本発明によるエマルション、または本発明
による医薬処方物［１］または本発明による医薬処方物［２］の使用に関する。別の態様
では、本発明は、ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態の治療で使用するための、本発
明による複合体、または本発明によるエマルション、または本発明の医薬処方物［１］ま
たは本発明の医薬処方物［２］に関する。更に、本発明は、治療を必要とする哺乳動物に
おいて、ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態を治療する方法であって、有効量の本発
明による複合体、または本発明によるエマルション、または本発明の医薬処方物［１］ま
たは本発明の医薬処方物［２］を、治療が必要な前記哺乳動物に投与することを含んでな
る方法を提供する。
【００９２】
　「ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態」という用語には、心血管疾患、例えば、遺
伝性出血性毛細管拡張症（ランデュ－オスラー－ウェバー症候群）；大動脈の疾患、例え
ば、ロイス・ディーツ症候群、家族性胸部大動脈瘤症候群、および動脈蛇行症候群、原発
性肺高血圧症および家族性肺高血圧症、子癇前症、アテローム性動脈硬化、再狭窄、高血
圧症、肥大型心筋症／鬱血性心不全；結合組織疾患、例えば、マルファン症候群およびマ
ルファン様疾患、線維症；骨格および筋肉疾患、例えば、カムラチ・エンゲルマン病、進
行性骨化性線維異形成、ハンター－トンプソンおよびグレーベ型軟骨発育不全、骨粗しょ
う症、硬結性骨化症およびヴァンブッヘム病、短指症および指趾関節癒合症、ならびにデ
ュシェンヌ型筋ジストロフィー；生殖疾患、例えば、早期卵巣不全およびミュラー管開存
症；遺伝性癌症候群、例えば、若年性ポリポーシス症候群、遺伝性非ポリポーシス結腸直
腸癌およびバナヤン－ライリー－ルバルカバおよびカウデン症候群；散発性癌、例えば、
乳癌、結腸直腸癌、膵臓癌、肺癌および前立腺癌；発達障害、例えば、口蓋披裂および内
臓逆位および内臓不定位が包含される。
【００９３】
　一つの特定の実施態様において、前記ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態としては
、線維増殖性疾患が挙げられる。線維増殖性疾患としては、とりわけ、未制御ＴＧＦ－β
活性および糸球体腎炎（ＧＮ）（例えば、糸球体間質増殖性ＧＮ、免疫性ＧＮおよび半月
体性ＧＮ）を含む過剰線維症と関連する腎疾患が挙げられる。その他の腎疾患としては、
糖尿病性腎症、腎間質線維症、シクロスポリンを受けた移植患者の腎線維症、およびヒト
免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）関連腎症が包含される。膠原血管病としては、例えば、進行
性全身性硬化症、多発性筋炎、強皮症、皮膚筋炎、好酸球性筋膜炎、斑状強皮症、または
レイノー症候群の発症と関連したものがある。過剰なＴＧＦ－β活性から生じる肺線維症
としては、例えば、自己免疫疾患（例えば全身性紅斑性狼蒼および強皮症）、化学薬品接
触またはアレルギーとしばしば関連する、成人呼吸窮迫症候群、特発性肺線維症および間
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質性肺線維症が挙げられる。線維増殖特性と関連する他の自己免疫性疾患は、リウマチ様
関節炎である。
【００９４】
　特定の実施態様において、前記ＴＧＦ－β１が介在する疾患または状態は、肝線維症、
肺線維症、角膜線維症、および腹膜損傷の線維症（腹膜透析損傷により誘発される線維症
）から選択される。
【００９５】
　ＴＧＦ－βスーパーファミリーメンバーは、他の疾患と継続的に関連している。例えば
、ＴＧＦ－β１発現の改変は、自閉症、統合失調症、パーキンソン病、多発性硬化症およ
びアルツハイマー病を含むいくつかの神経障害において観察されているが、アクチビン発
現は、ハンチントンおよびパーキンソン病において改変される。ＴＧＦβ１多型も、耳硬
化症、耳嚢の再形成増加に起因する進行性難聴、ならびに、乾癬、胆汁性肝硬変および小
児気管支喘息と関連がある。
【００９６】
　ＴＧＦ－β１が介在する更なる疾患または状態としては、ケロイド、肥厚性瘢痕（手術
または負傷によるものなど）、熱または冷たさによって引き起こされる化学熱傷または熱
傷、骨髄移植と関連する皮膚線維症、斑状強皮症、強皮症および同様の疾患（尖端角化類
弾力線維症など）；パシニ－ピエリニ皮膚萎縮；クレスト症候群；人工皮膚炎；びまん性
強皮症；好酸球性筋膜炎；移植片対宿主病；ケロイド皮膚硬化症；硬化性苔癬; 線状強皮
症；限局型全身性強皮症；下顎末端骨形成不全；骨髄腫に関連する皮膚変化；腎性線維化
性皮膚症；重複症候群；パリー－ロンベルク症候群；晩発性皮膚ポルフィリン症；プロジ
ェリア；多発性神経障害症候群、臓器巨大症、内分泌病、単クローン性タンパク質の皮膚
変化およびＰＯＥＭＳの皮膚変化（skin changes or POEMS）；偽強皮症；ブシュケ強皮
症；硬化性粘液水腫（scleromyxoedema）；白斑；ウェルナー症候群、アクネ、蜂巣炎、
デュピュイトラン症候群、ペーロニ病、皺、および一般には、線維症またはＴＧＦ－βの
産生および／もしくは活性化の増大を伴う段階を経るいずれかの皮膚病変もしくは病状、
ならびに、合併症として皮膚線維症を伴ういずれかの疾患が挙げられる。
【００９７】
　本発明による複合体、本発明によるエマルションまたは本発明の医薬処方物［１］もし
くは［２］を投与するのにふさわしい哺乳動物としては、イヌ、ネコ、ウマ、ブタ、ネズ
ミ、ラット、霊長類および特にヒトが挙げられる。
【００９８】
　以下の非限定例は、本発明の原理を例証するのに役立つ。
【実施例】
【００９９】
実施例１
処方物の組成についての検討
　Ｐ１４４を吸収および全身分布させないエマルション９６５（Ｅ．９６５）の場合と同
じ様に、特定の密封特性を備え、大量の工業処理を容易にするべく適切な流動特性を有す
る処方物を取得することを目的とした。
【０１００】
　シリコーンエマルションを得るために、最良の可能性あるエマルションを得る目的でい
くつかの界面活性剤を探索した。様々な供給業者のものを系統的に探索した後、Ａｂｉｌ
（登録商標）Ｃａｒｅ　８５（ビス－ＰＥＧ／ＰＰＧ－１６／１６　ＰＥＧ／ＰＰＧ１６
／１６）およびＡｂｉｌ（登録商標）ＥＭ９０（セチル／ＰＥＧ／ＰＰＧ－１０／１／ジ
メチコーン）を選択した。
【０１０１】
　良好な官能特性を有する安定な流動エマルションが得られるまで、いくつかの処方物ア
ッセイを行った。表３は、様々なアッセイ処方物をまとめたものである。
【０１０２】
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【表３】

【０１０３】
　表３に示される処方物を用いて得られた結果は以下の通りであった。
　・処方Ｆ．１：相混合物の撹拌が終了した時点で、相は分離した。エマルションの形成
はなかった。
　・処方Ｆ．２：エマルションが得られ、そのまま数時間維持したが、しばらくの間放置
した後に分離した。
　・処方Ｆ．３：前の場合と同じことが起こったが、処方２よりも少し長い時間放置した
後に分離した。
　・処方Ｆ．４：処方物２と比べて大きな差異は見受けられなかった。
　・処方Ｆ．５：最終的に、エマルションは得られなかった。
　・処方Ｆ．６：良好な流動性および許容可能な官能特性を有する安定なエマルションが
得られた。その一部を室温で保存し、別の一部を４℃で保存した。
　・処方Ｆ．７：最終処方物は、目的として定義したパラメーターに設定された。
【０１０４】
　従って、ペプチド（Ｐ１４４）の輸送または取り込み能力アッセイのための開始点とし
て処方物Ｆ．７を選択した。
【０１０５】
実施例２
Ｐ１４４を加えた（１００μｇ／ｇ）シリコーンエマルションを製造するための方法
　処方Ｆ．７に従ってシリコーンエマルションを製造するための方法は以下の通りであっ
た。
　１．水を計量した。
　２．プロピルパラベンおよびメチルパラベンを計量し、水に溶解し、わずかな加熱（３
５℃未満）して防腐剤の溶解を促進した。
　３．パラベンが溶解したら、溶液を冷まし、次いで、ＣＤ（ヒドロキシプロピル－β－
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シクロデキストリン）を撹拌下、徐々に加えて完全に溶解させた。
　４．次いで、Ｐ１４４を撹拌下ゆっくりと添加した。Ｐ１４４の溶解に必要な時間はき
わめて長かった（一晩）。
　５．異なる容器においてパラフィンおよびジメチコーン３５０を計量し、そこにＡｂｉ
ｌ（登録商標）ＥＭ９０を添加した。３つの成分をマグネチックスターラーにて混合した
。
　６．Ｐ１４４を含む水性相を油性相に添加して溶解させてエマルションを得た。エマル
ションの熟成プロセスが終了したら、およそ６ｇの３つのアリコートを、エマルションの
安定性を調べるための試験に供した。
　前記試験は以下からなるものであった。
　－　２，０００ｒｐｍで５分間遠心分離する。
　－　４，０００ｒｐｍで１０分間遠心分離する。
　－　８，０００ｒｐｍで１０分間遠心分離する。
　－　１３，０００ｒｐｍで１０分間遠心分離する。
　－　９０℃で加熱する。
【０１０６】
　最初の２つの場合、エマルションの態様に変化は見られなかった。３つ目の場合には、
最少量の水がエマルションの表面上から放出されるのが観察された。しかしながら、エマ
ルションを１３，０００ｒｐｍで遠心分離または加熱した後には、いかなる変化も認めら
れなかった。
【０１０７】
　Ｐ１４４を処方物に配合するための代替的な方法を調べた：物理的な混合。この方法は
、Ｐ１４４とシクロデキストリンとを乳鉢を用いて乾式混合することからなるものであっ
た。次いで、この混合物を処方物の水に加えることにより懸濁液が得られたが、完全には
溶解できなかった。この理由のため、このＰ１４４の配合方法は放棄された。
【０１０８】
　エマルションの両相をわずかに加温する（３５℃未満）という修正を加えてはいるが、
シクロデキストリン溶液を調製し、そこにペプチドを添加する製造方法を選択した。
【０１０９】
実施例３
シリコーンエマルション中のＰ１４４の溶液の検証
　Ｐ１４４が処方物中で溶解したかどうか、または逆にエマルション中で分散結晶の形態
であるかどうかを判別する迅速かつ簡便な方法を探索した。Ｐ１４４の特性から、我々は
、この方法を、様々なアッセイ対象の処方物からの代表試料を、可視光およびＵＶ光を用
いて顕微鏡で観察することと決定した。
【０１１０】
　実験的なアッセイ条件は以下の通りであった：顕微鏡はＮｉｋｏｎ　ＥＣＬＩＰＳＥ　
Ｅ８００、カメラはＮｉｋｏｎ　ＤＩＧＩＴＡＬ　ＣＡＭＥＲＡ　ＤＸＭ　１２００、画
像分析プログラムはＡＣＴ－１。様々な試料を、可視光およびＵＶ放射下（ＥＸ　３３０
－３８０、ＤＭ　４００、ＢＡ　４２０）４倍で観察した。図１～７は、上述の処方物を
用いて製造したバッチの一部の画像を示す。図１および２は、１００μｇ／ｇのＰ１４４
を含むシリコーンエマルション、および、Ｐ１４４を含まないブランクとしてのシリコー
ンエマルションそれぞれの写真を示す。
【０１１１】
実施例４
エマルションＥ．９６５と、新たなシリコーンエマルションとの、Ｐ１４４の輸送能力の
比較
　エマルションＥ．９６５と、最初に選択した処方Ｆ．７に従った新たなシリコーンエマ
ルションとの、Ｐ１４４の輸送能力の比較を行った。同様に、Ｐ１４４の取り込み能力を
同時に増加させる意図でシクロデキストリンの量を増やした新たな処方物Ｆ．８およびＦ
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．９を加えた。これらの新たな処方物は表４に記載されているとおりである。
【０１１２】
【表４】

【０１１３】
　最初に、ペプチドの量を２倍にし、２００μｇ／ｇに達するエマルション（処方Ｆ．７
）を調製した。この質量の増加は、水含有量を低減することによって相殺したが、これは
処方物全体では有意な変化ではない。このエマルションを得るための方法は、上述の例と
同一とした。
【０１１４】
　この処方物（バッチＡ－４）の可視光およびＵＶ光を用いた顕微鏡による評価では、Ｐ
１４４の結晶は見つからなかった。このことは、Ｐ１４４が適切に可溶化したことを示し
ている。
【０１１５】
　次に、同じ処方物Ｆ．７および方法をアッセイしたが、濃度は３００μｇ／ｇであった
。この濃度は、エマルションＥ．９６５で達成された最高濃度と同様である。可視光およ
びＵＶ光を用いたこの処方物（バッチＡ－５）の顕微鏡による観察において、結晶は検出
されなかった。
【０１１６】
　従って、エマルションＥ．９６５と同様のＰ１４４取り込み能力を有し、かつより良好
なGalenic特性を有し、その製造方法に必要とされる温度が低い、処方物が達成されたと
結論付けることができる。
【０１１７】
　この段階で、ペプチド結晶が検出されることなく処方物中のＰ１４４の濃度が増加した
ことは、エマルションＥ．９６５と比べて取り込み能力が向上したと見なされ、提案され
た目的が達成されたと推測される。
【０１１８】
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　上述の場合と同じ処方物Ｆ．７を使用して、Ｐ１４４の濃度を徐々に高めた新たなシリ
コーンエマルションを調製した：処方物１ｇにつき、４００μｇ、６００μｇ、８００μ
ｇおよび１，０００μｇ。新たな４つの処方物を可視光またはＵＶ光を用いて分析すると
、当該処方物中においてＰ１４４の結晶は観察されなかった（図３）。
【０１１９】
　しかしながら、さらに、Ｐ１４４濃度がそれぞれ１，０００μｇ／ｇ、１，２００μｇ
／ｇおよび８００μｇ／ｇであるエマルションの新たなバッチ（Ａ－１２、Ａ－１４およ
びＡ－１５）を再度詳しく調べた。このとき、ＵＶ光を用いて分析すると、Ｐ１４４結晶
がはっきりと観察された。
【０１２０】
　同様のバッチ間でこのような結果の差異が生じた理由は、バッチＡ－９（８００μｇ／
ｇ）およびＡ－１０（１，０００μｇ／ｇ）の調製が、これら２つのバッチのいずれか一
つに必要な濃度とは異なる濃度で予め調製されたＰ１４４溶液の希釈物を用いて行われた
ことが理由である可能性がある。
【０１２１】
　考えられる原因は、その濃度がすでに本処方物におけるＰ１４４の溶解性の限度と非常
に近く、それ故、その時々によって、少量の結晶が出現したり、Ｐ１４４結晶が全く観察
されなかったりすることである。
【０１２２】
　この可能性を検証するために、最初の処方物Ｆ．７に対してわずかな修正を施した新た
な処方Ｆ．８を調べた。ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリン（ＣＤ）の含有量
を２．５％ｗ／ｗから４．２％ｗ／ｗまで高くし、パラベンの含有量を２倍にして、新た
な処方物が表４に示すとおり設定された。
【０１２３】
　この新たな代替的な処方物を用いて、Ｐ１４４の量が１０００μｇ／ｇであるバッチ（
Ａ－１６）を調製した。顕微鏡で様々な領域を観察すると、Ｐ１４４の結晶は見られなか
った（図４）。このことは、第２の仮説が正しかったことを示唆している。ヒドロキシプ
ロピル－β－シクロデキストリン（ＣＤ）の量を増やすことによって、ペプチドの完全な
溶解が達成された。
【０１２４】
　シクロデキストリンの存在がパラベンの効率を低下させることがよく知られていること
から、処方物におけるこの変更は、文献によれば、処方物中の防腐剤を増やす必要が生じ
た。この理由から、メチルおよびプロピルパラベンの濃度を２倍にした。
【０１２５】
　後に、Ｐ１４４結晶の発生原因が分かったので、最初にアッセイした処方物Ｆ．７を維
持し、取り込み可能なペプチドの量を調節することにした。このように、溶解性の限度に
近いペプチド濃度（７５０μｇ／ｇおよび７００μｇ／ｇ）を有するエマルションの新た
なバッチを調製した（Ａ－１７およびＡ１－１８）。いずれの場合も、結晶が検出された
（図５）
【０１２６】
　これらの結果を鑑みて、この処方物Ｆ．７についてのＰ１４４の最大濃度を６００μｇ
／ｇと設定することにした。これをＥＳＤ６００と表す。
【０１２７】
　表５は、様々な処方物についてのＰ１４４添加試験において、様々なアッセイバッチに
関して得られた結果をまとめたものである。
【０１２８】
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【表５】

【０１２９】
Ｐ１４４の新たなシリコーンエマルション（処方物ＥＳＤ６００）に関する結論
　本プロジェクトの開始時に定めた目的は達成されたと考えられる。両処方物について最
初に開示した要件は、
　－Ｐ１４４が著しく吸収されることなく、Ｐ１４４の局所作用を可能にすること；
　－良好な拡散性を示すこと；
　－べたつきのない快適な外観を示すこと。
【０１３０】
　新たな処方物ＥＳＤ６００を用いると、以下の目的が達成されると予想された。
　－有機溶媒の除去／低減を可能にするいずれかの系を使用して、活性成分の可溶化を促
進すること；
　－より均質かつ安定なエマルションを得ること；および
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くすること。
【０１３１】
　溶媒としてのジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）を取り除き、その代わりに、エマルシ
ョンＥ．９６５で達成されたペプチドの最高濃度の２倍の濃度を可能にするヒドロキシプ
ロピル－β－シクロデキストリンの溶液を使用することで第１の目的が達成された。
【０１３２】
　第２の目的も達成された。第３の目的も、エマルションを形成するための相の加熱温度
を低くすることで最終的に達成された。エマルションＥ．９６５を調製するための作業温
度は５０～５６℃に達したが、エマルションＥＳＤ６００を調製するための作業温度は常
に３５℃未満に維持されていた。
【０１３３】
実施例５
シリコーンエマルションＰ１４４（処方物ＥＳＤ６００）の修正
　更に高濃度のペプチドを輸送することができる処方物を達成するという新たな目的を設
定した。
【０１３４】
　処方物Ｆ．７（ＥＳＤ６００）に対して最低限の修正を施して、Ｐ１４４取り込み能力
をできる限り増大させた。このために、ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンの
濃度を５％ｗ／ｗまで上げ、パラベンの濃度も２倍にし、パラフィンのパーセンテージを
比例的に低下させた。このような当該処方物（処方Ｆ．９（ＥＳＤ９００））は表４に示
される通りであった。このエマルションは、かなり大量の活性成分を輸送するビヒクルで
あった。この新たな処方に従って、Ｐ１４４の取り込み濃度を高くした様々なエマルショ
ンバッチを調製した：０μｇ／ｇ（ブランク処方物）、７００μｇ／ｇ、８００μｇ／ｇ
、１，１００μｇ／ｇ、１，２００μｇ／ｇおよび１，４００μｇ／ｇ。
【０１３５】
　バッチＡ－２１に対応するブランク処方物（Ｐ１４４を含まないＥＳＤ９００）は、可
視光およびＵＶ光のいずれを用いても何らのシグナルもないコントロールとした。
【０１３６】
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【表６】

【０１３７】
　対応する試料を顕微鏡で観察することによって、１０００μｇ／ｇ以上のＰ１４４濃度
を有する処方物においてＰ１４４結晶が形成されることが証明された（図５および６）。
【０１３８】
　その後、９００μｇ／ｇのペプチド濃度を有するバッチＡ－３１を調製した。この場合
、Ｐ１４４の結晶は認められなかった。
【０１３９】
　従って、５％ｗ／ｗのヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンを含有する新たな
処方物Ｆ．９により、Ｐ１４４最大濃度は９００μｇ／ｇになると結論付けることができ
た。この処方物をＥＳＤ９００と表した。
【０１４０】
結論
　Ｐ１４４のシリコーンエマルション（ＥＳＤ６００またはＥＳＤ９００）は、Ｐ１４４
が吸収されることなく局所作用するのを可能にし、良好な拡散性およびべたつきのない快
適な外観を示し、より均質かつ安定なエマルションであり、有機溶媒を必要とすることな
く、ヒドロキシプロピル－β－シクロデキストリンの水溶液（ＥＳＤ６００では２．５％
ｗ／ｗまたはＥＳＤ９００では５．０ｗ／ｗ）を用いて活性成分の可溶化を促進する。
【０１４１】
　Ｐ１４４輸送能力は、エマルションＥ．９６５の取り込み能力を２倍（ＥＳＤ６００）
または３倍（ＥＳＤ９００）にすることによって増大されている。
【０１４２】
　当該新たなシリコーンエマルションを用いると、活性物質の安定性を喪失する危険性な
く、当該エマルションを得るための相の加温が低減される。
【０１４３】
実施例６
処方物ＥＳＤ６００のGalenic特性
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　１．巨視的特性
　外観：シリコーンエマルションＥＳＤ６００の外観は均一かつ乳白色で、流体コンシス
テンシーおよび優れた均質性を有していた。
　臭い：なし。
　感触：シリコーンエマルションＥＳＤ６００は、乾燥効果を有することなく密封特性を
呈し、塗布後、わずかに緩吸収性の油性残渣を残した。手触りは滑らかで、鮮やかな外観
であった。
【０１４４】
　２．微視的特性
　２．１．液滴サイズ：
　手順：ＥＳＤ６００のアリコートをスライド上に載せた。Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＣＨ４０顕
微鏡（×１００×１．２５＝×１２５）のもと、可視化を行った。
　結果：２～３μｍ範囲のきわめて均質な液滴サイズ、およそ１０％の液滴が１０μｍの
サイズであると測定された。図８を参照のこと。
【０１４５】
　２．２．コンシステンシーの測定
　－拡散能力の測定（図９～１６）
　手順：
　ミリメートル方眼紙上にスライド辺のしるしをつけし、対応する対角線をトレースして
それらの交差点を参照中央点として求めた後、スライドが前述のトレース線と確実に一致
するように注意しながらスライドを配置し、約２５ｍｌのエマルションを中央点に置いた
。次いで、重さが分かっている第２のスライドを、先のスライド上にそっと載せ、１分後
に、トレースした対角線の交差点に対して形成された円の２つの直径を測定し、平均値を
算出し、２で割った。それにより、円の平均半径を算出した。次いで、３種類の異なる重
量を用いて、常に１分の間隔で同じ手順を繰り返した。そのようにして求めた半径を使用
して、式Ｓ＝π＊ｒ２に基づき、対応する表面積を算出した。拡散能力は室温で測定した
。図９～１６を参照。
【０１４６】
　結果：表７は、処方物の拡散能力を測定するのに使用した重量を、Ｐ１４４シリコーン
エマルションＥＳＤ６００試料の対応する直径増分、平均半径および表面積と共に報告す
るものである。
【０１４７】
【表７】

【０１４８】
　図１７を参照のこと。
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　算出した表面積増分は１，８８４．９５５ｍｍ２であった。
　Ｐ１４４シリコーンエマルションＥＳＤ９００は、表面積増分がおよそ２倍であったた
め、エマルションＥ．９６５よりも良好な拡散能力を呈した。
【０１４９】
　３．エマルションのタイプの決定
　エマルションのタイプの決定は２つの方法によって行った。
【０１５０】
　３．１　希釈法：水（３ｍｌ）を含有する管に、少量のＰ１４４シリコーンエマルショ
ンＥＳＤ６００を撹拌しないで加える。外側の相が水性の場合、水は濁る。外側の相が油
性の場合、水は変化しないままで、濁らない。
　記載したような試験を行った後、水は濁らず、油性の液滴さえ見られた。故に、シリコ
ーンエマルションが油性の外側相（ｗ／ｏ）を呈することが確認できた。図１８および１
９は、この方法で得られた結果を示している。
【０１５１】
　３．２　色素法：水溶性色素、具体的にはメチレンブルー溶液（０．４％ｗ／ｖ）を使
用した。エマルションがｏ／ｗタイプの場合、色素は分散する。しかしながら、エマルシ
ョンがｗ／ｏタイプの場合、色素ははじかれ、分散しない。
　少量の試験エマルションをスライド上に置いた。次いで、一滴のメチレンブルーを混合
せずに加えた。記載したような試験を行った後、エマルションが色素をはじくのが見られ
た。故に、このエマルションはｗ／ｏタイプであると結論付けた。図２０を参照。
【０１５２】
　４．ｐＨの測定
　１０ｍｌの水で５００ｍｇのエマルションを希釈し、次いでろ過することにより、ｐＨ
値の測定を行った。ＧＬＰ２１　Ｃｒｉｓｏｎ　ｐＨメーターを使用して、３回測定を行
った。結果は次の通りであった。
　・試料番号１：５．７８
　・試料番号２：５．７９
　・試料番号３：５．７０
　・平均ｐＨ＝５．７６±０．０４９
【０１５３】
実施例７
エマルションＥＳＤ６００に配合されたＰ１４４の経皮吸収についての試験
計画および目的
　この試験の目的は、「ＥＳＤ６００」と示される処方物中に１００μｇ／ｇの濃度で配
合されたペプチドＰ１４４（ＥＳＤ６００［１００］）の、ブタ耳皮膚の試料における吸
収および経皮浸透を評価することであった。参照生成物としては、ペプチドを含有しない
処方物「ＥＳＤ６００コントロール」（ＥＳＤ６００［０］）を使用した。
【０１５４】
　材料および方法
　ブタ耳皮膚を食用のハイブリッドブタから取得した。以下の「方法１　工程１：ダーマ
トームによる切り出し」に開示されるように耳を処理した。
【０１５５】
　アッセイ生成物は、１００μｇのＰ１４４／ｇを含むエマルションＥＳＤ６００（ＥＳ
Ｄ６００［１００］、バッチ番号：Ｘ－６）であった。この半固体調製は上記の方法に従
って行った。その組成を表８に示す。
【０１５６】
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【表８】

【０１５７】
　参照製品は、Ｐ１４４を含まないコントロールのシリコーンエマルションＥＳＤ６００

［０］（ＥＳＤ６００［０］、バッチ番号：Ｘ－５）であった。この半固体調製物は、活
性成分を添加せずに、上記の方法に従って行った。その組成は表９に示されるとおりであ
った。
【０１５８】

【表９】

【０１５９】
　キットには：
　－てんびん　Ｍｅｔｔｌｅｒ　ＡＴ２６１デルタレンジ；
　－ｐＨメーター　Ｃｒｉｓｏｎ、ｐＨメーターＧＬＰ２１；
　－フランツ型Ｖａｒｉｏｍａｇ　Ｔｅｌｅｓｙｓｔｅｍ拡散セル
（フランツ型セル装置は、レセプターチャンバー（容量７ｍＬ）およびドナーチャンバー
（直径１５ｍｍ）を備えたホウケイ酸ガラスおよびテフロン（登録商標）製の６つのセル
からなる）；
　－ダーマトーム（Ａｅｓｃｕｌａｐ－Ｗａｇｎｅｒ　Ｄｅｒｍａｔｏｍｅ　Ｃ．　ＧＡ
　６３０；Ｂ．　Ｂｒａｕｎ　Ｓｕｒｇｉｃａｌ　Ｓ．Ａ．，（スペイン、バルセロナ）
）；
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　－－８０℃のアーチ（Ｆｏｒｍａ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，９３８）；
　－－２０℃のフリーザー
が使用された。
【０１６０】
　全ての化学試薬、塩および生成物は分析品質を有していた。リン酸緩衝液（ＰＢＳ）（
Ｓｉｇｍａ、参照番号：Ｐ４４１７－　１００　ＴＡＢ）、ヒドロキシプロピル－β－シ
クロデキストリン（ＯＨ－ＣＤ）（Ｓｉｇｍａ、参照番号：３３２６０７）、Ｔｉｓｓｕ
ｅ　Ｔｅｋ（登録商標）ＯＣＴ化合物（Ｓａｋｕｒａ、参照番号：４５８３）。Ｗａｓｓ
ｅｒｌａｂのシステム（自動モデル番号：ＡＵ０５０５０３）で得られたＩＩ型水を使用
して溶液を調製した。
【０１６１】
　セルから試料を収集するためのバイアル（Ｗａｔｔｅｒｓ参照番号：７１７６）
【０１６２】
　試料を保存するためのクリオチューブ（criotubes）。
【０１６３】
　「Franz型拡散セル」装置は６つのセルからなり、これらのセルは２列に分かれている
。各セルは２つのチャンバーを有する。アッセイすべき生成物またはそのコントロールを
第１チャンバーに入れ、実験系（ブタまたはヒトの皮膚）を通過する薬物の量を捕獲する
溶液を第２チャンバーに入れる。この実験系は、ドナーチャンバーとレセプターチャンバ
ーとの界面に置かれる。「Franz型セル」装置においてアッセイされるべき生成物の分配
は以下のように行った：ＥＳＤ６００［１００］（セル５および６）、ＥＳＤ６００［０

］コントロール（セル２）。ブタ耳皮膚を用いた実験を４回繰り返した。
【０１６４】
方法
　１．工程１：ダーマトームによる切り出し
　取得したのと同じ日に、ブタの耳を洗浄し、処理し、ダーマトームを用いて切断して、
厚さが１ｍｍで最少表面積が４ｃｍ２の膜を得た。これらの膜を－２０℃のフリーザー内
に別々に保管した。
【０１６５】
　２．工程２：経皮拡散アッセイ
　２．１．経皮拡散アッセイ
　２４時間（ｈ）の拡散試験を行った。この試験では、１００μｇ／ｇのペプチドを含む
シリコーンエマルションＥＳＤ６００［１００］をアッセイした。拡散膜として、１．０
ｍｍの切り出したブタ皮膚耳を使用した。アッセイを開始する前に、ＰＢＳ（リン酸緩衝
液、ｐＨ７．４±０．２）に３０分間浸漬させることによって皮膚を水和させた。一方、
各セルのレセプターに、ｐＨ７．４±０．２に設定した、５％ｗ／ｗのＯＨ－ＣＤを含有
するリン酸緩衝液７ｍｌを充填した。切り出し、水和させた皮膚の一部をレセプターチャ
ンバー上に置いた。この皮膚の上に、レセプターチャンバーを固定し（１５ｍｍ直径）、
ここで、約０．９ｇの半固体状調製物（１ｍｌ容量）、アッセイすべき生成物（ＥＳＤ６
００［１００］）またはその参照生成物（コントロールのシリコーンエマルションＥＳＤ
６００；ＥＳＤ６００［０］）を置いた。３２．５±０．５℃の温度にて、４００ｒ．ｐ
．ｍ．で撹拌下、レセプターを維持した。一定の時間間隔（０ｈ、１ｈ、２ｈ、６ｈ、１
２ｈおよび２４ｈ）で、レセプターチャンバーから１ｍｌの試料を手で収集し、次いで、
この容量をもとの溶液（original solution）１ｍｌと置き換えて、レセプターの容量を
一定に維持した。収集した試料を、後続のクロマトグラフィー分析のために、－８０℃の
フリーザー内で－８０℃のクリオチューブに保管した。
【０１６６】
　３．様々な皮膚層におけるＰ１４４の存在に関する試験
　アッセイが終了した時点で、膜の切断を行った。このために、予めセルから皮膚を取り
出し、残っているアッセイ生成物またはコントロールをＩＩ型水で洗浄して取り出した。
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得た。このブロックは連続切断を可能にするものである。各試料に対して、ブタ耳皮膚の
場合には深さ（depth）５０μｍの６つの連続切片を、クリオスタット（criostate）を用
いて作製した。これらの切片を個々にクリオチューブ内に集め、コードで識別し、最終的
には、後続のクロマトグラフィー分析まで－８０℃で保管した。表１０～１３は、皮膚試
料の特性をまとめたものである。これらの表は、クリオスタットにおいて切断を行った後
に分析した皮膚表面のパーセンテージ（そのＰ１４４を定量するのに必要とされる）を示
している。
【０１６７】
【表１０】

【０１６８】
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【０１６９】
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【０１７０】
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【表１３】

【０１７１】
処理、評価および結果の解釈
　質量検出を用いた高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ）によって皮膚
試料中および容器内のペプチドＰ１４４の定量を行った。
【０１７２】
レセプターからの試料：
　レセプターからの試料に関するＨＰＬＣ－Ｍａｓｓ技術の定量下限（ＬＯＱ）は１０ｎ
ｇ／ｍｌであり、これを用いることによって、以下の陳述のうちの１つの状態になった。
　・レセプターチャンバーの収集溶液中にペプチドＰ１４４の量が検出されない（陰性試
料、または、いずれにしても分析技術の定量下限よりも低い）場合：「半固体状調製物Ｅ
ＳＤ６００に配合されたＰ１４４は皮膚バリアを通り抜けることができない。」
　・レセプターチャンバーの収集溶液中にペプチドＰ１４４の量が検出される（分析技術
の定量下限よりも高い）場合：「半固体状調製物ＥＳＤ６００に配合されたＰ１４４は皮
膚バリアを通り抜けることができる。」
【０１７３】
　ペプチドＰ１４４の量がレセプターチャンバー内で検出されたのであれば、累積量対時
間の表示Ｘ－Ｙが行われたはずである。同様に、有意な量の薬物が存在した場合、定常状
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【０１７４】
皮膚の水平切片からの試料：
　皮膚の様々な層（深さ）におけるＰ１４４の存在に関する試験では、ＨＰＬＣ－ＭＳに
より定量されたＰ１４４の量を、深さに対して表した。全てのデータは、平均偏差および
標準偏差として表されたものであり、これは、反復数（ｎ）を示している。有意差および
統計比較の存在は、ＡＮＯＶＡによって分析された。これら異なる処理間の比較について
は、チューキー法およびダネット法が適用された。その他の場合、ｐ＜０．０５が有意で
あると考えられた。プログラムＳＰＳＳバージョン１１を用いて統計分析を行った。
【０１７５】
ブタ耳皮膚に関する皮膚吸収および浸透試験に関する結果および検討
　図２１は、経皮吸収試験でレセプターが達成し得る、１００μｇのＰ１４４／ｇを含む
ＥＳＤ６００（ＥＳＤ６００［１００］）中に配合されたＰ１４４の量を示している。図
示されるように、レセプター内で検出されたＰ１４４の量は、分析した全ての場合におい
て、常に２ｎｇよりも少なかった（ＨＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ技術の定量下限；表１４を参照
のこと）。いずれにせよ、最小限のペプチド画分の通過だけでも許容するシグナルを見る
ことはできなかった。このため、この試験の条件下では、ブタ耳皮膚を通って全身循環に
向かうＰ１４４の経皮流動はないと言える。
【０１７６】
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【表１６】

【０１７７】
　表１０～１３は、ブタ皮膚の様々な被分析層におけるＰ１４４の定量に関する結果を示
している。図２２は、ＥＳＤ６００［１００］を２４時間局所適用した後のブタ耳皮膚中
のＰ１４４の分布を示しており、かつ、それを、同量のペプチドを含有するエマルション
９６５（Ｅ．９６５）（Ｅ．９６５［１００］）を用いて得られた結果と比較している。
この分布は、５０ｍｍの皮膚の一部分の水平切片を用いて見積もった。コントロールとし
て、Ｐ１４４を含まないＥＳＤ６００［０］で処理した皮膚切片を使用した。いずれの場
合にも、作製した６つの切片における薬物含有量における有意差（ｐ＜０．０５）は見ら
れなかった。コントロールエマルションＥＳＤ６００［０］の場合、Ｐ１４４は全く見出
されなかった（ＬＯＱ：１００ｎｇ）。
【０１７８】
　構造的な観点から見て、ブタの皮膚はヒトの皮膚と最も似ているとされている（Touito
uら、J. Controlled Release, 1998, 56, 7-21; SimonおよびMaibach. Skin Pharmacol. 
Appl. Skin Physiol. 2000, 13, 229-234）。更に、皮膚を通じての多数の薬物の透過試
験についてその適合性が報告がされている（NeubertおよびWohlrab. Acta Pharm. Techno
l., 1990, 36, 197-206）。Ｊｅｎｎｉｎｇら（Jenningら、Eur. J. Pharm. Biopharm., 
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2000, 49, 211-218）は、ブタの皮膚においては、およそ１００ｍｍの角質層、次いで１
００～２００ｍｍの生表皮層を識別できることを光学顕微鏡を使用して証明した。真皮は
２００～５００ｍｍの間に位置しており、残りの真皮部分および少量の皮下脂肪組織を考
慮している（Jenningら、Eur. J. Pharm. Biopharm., 2000, 49, 211-218）。
【０１７９】
　ブタ耳皮膚におけるＰ１４４の分布からの結果（図２３）は、その様々な領域に対する
Ｐ１４４の親和性を明確に示している。しかしながら、ＥＳＤ６００の場合、Ｅ．９６５
で得られた結果とは反対に、この親和性は、皮膚の角質層（ＳＣ）の場合がより高い。実
際、Ｐ１４４の濃度勾配は、角質層から真皮の最終層まで観察することができる。
【０１８０】
　皮膚浸透に関するデータを用いて、皮膚の様々な層に存在する投薬画分の理論量を算出
した。図２４は、ＥＳＤ６００に関するこれらの結果を示しており、Ｅ．９６５に関して
得られた結果と比較している。ここから分かるように、シリコーンエマルションＥＳＤ６
００は、エマルションＥ．９６５と比べて、皮膚の様々な層へのＰ１４４の浸透を強化す
る効果が著しく低い。
【０１８１】
実施例８
Ｐ１４４の溶解性試験
最適化されたペプチド生成物の調製
　１．ヒトアルブミン－ペプチド凍結乾燥試料：２バイアル、各々が５００μｇのペプチ
ドおよび４００ｍｇのヒトアルブミンの凍結乾燥製剤を含有する。
　２．ヒトアルブミン－ペプチド凍結乾燥試料：２バイアル、各々が５００μｇのペプチ
ドおよび２００ｍｇのヒトアルブミンの凍結乾燥製剤を含有する。
　３．ヒドロキシ（Hycroxy）－プロピル－β－シクロデキストリン－ペプチド凍結乾燥
試料：２バイアル、各々が５００μｇのペプチドおよび１００ｍｇのヒドロキシ－プロピ
ル－β－シクロデキストリンの凍結乾燥製剤を含有する。
　４．尿素－ペプチド凍結乾燥試料：２バイアル、各々が５００μｇのペプチドおよび２
００ｍｇの尿素の凍結乾燥製剤を含有する。
【０１８２】
　凍結乾燥前の本来の容量は２ｍｌであった。我々は各バイアルに２ｍｌの蒸留水を分注
することを推奨する。
【０１８３】
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【表１７】
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