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( 5 7 ) 【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 を 、 不 活 性  
ガ ス の 存 在 下 で 容 器 に 充 填 し 、 密 封 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 、
前 記 チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 が 不 活 性 ガ ス の 存 在 下 で 溶 媒 お よ び 賦 形 剤 と チ モ シ ン β 4 を  
混 合 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る も の で あ り 、 前 記 賦 形 剤 は 、 前 記 溶 媒 7 1 2 g に つ き 4 . 8 9 g  
の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 5 7 3 m g の 塩 化 カ リ ウ ム 、 3 6 6 . 7 2 m g の 塩 化 カ ル シ ウ ム 水 和 物 、 2 2 9 m  
g の 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 六 水 和 物 、 2 . 9 8 g の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 水 和 物 、 お よ び 1 . 3 0 g の ク エ ン 酸  
ナ ト リ ウ ム 水 和 物 を 含 ん で な り 、
前 記 チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 の p H が 6 . 8 ～ 7 . 0 で あ り 、
前 記 チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 が 、 2 5 ℃ 、 相 対 湿 度 4 0 % で 1 2 ヶ 月 間 貯 蔵 後 に 9 1 . 9 8 % 以 上  
の 純 度 を 維 持 す る 、
チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
不 活 性 ガ ス が 、 窒 素 ま た は ア ル ゴ ン で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 中 の チ モ シ ン β 4 の 量 が 、 0 . 0 5 %  ( w / v ) ～ 0 . 5 %  ( w / v ) の 範 囲 に  
あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
容 器 が 、 ガ ラ ス 容 器 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 容 器 、 お よ び 低 密 度 ポ リ エ チ レ ン 容 器 か ら な る 群 か  

請求項の数　8　（全11頁）　最終頁に続く
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ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 の p H が 、 塩 酸 、 酢 酸 お よ び リ ン 酸 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 酸  
を 用 い る こ と に よ っ て 調 節 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 の p H が 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 水 酸 化 カ リ ウ ム お よ び 炭 酸 水 素 ナ  
ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 塩 基 を 用 い る こ と に よ っ て 調 節 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記  
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 が 、 フ ィ ル タ ー を 用 い る ろ 過 の 工 程 を 通 し て 得 ら れ る 、 請 求 項  
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 を 含 む 密 封 容 器 を 、 不 活 性 ガ ス の 存 在 下 、 パ ウ チ に 供 給 す る ス  
テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
人 間 の 目 は 再 生 不 可 能 な 器 官 で あ る 。 目 は 、 網 膜 、 角 膜 、 結 膜 ま た は ブ ド ウ 膜 に お け る 変  
性 疾 患 、 緑 内 障 ま た は 白 内 障 な ど の 眼 疾 患 に 対 し て 脆 弱 で あ る 。 特 に 、 角 膜 は 外 部 に 露 出  
し た 眼 球 の 外 膜 の 一 部 で あ る 。 角 膜 は 、 眼 球 を 保 護 し 、 目 に 入 る 波 長 を 屈 折 さ せ る こ と に  
よ っ て 光 を 網 膜 に 伝 達 す る 上 で 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 し か し な が ら 、 角 膜 は 、 ま ぶ た 以 外  
の 他 の 保 護 構 造 が な い た め 、 傷 ま た は 衝 撃 な ど の 傷 害 に 対 し て 脆 弱 で あ る 。 さ ら に 、 角 膜  
に 対 す る 深 刻 な 損 傷 の 場 合 、 移 植 以 外 の 実 際 的 な 治 療 オ プ シ ョ ン は な い 。 し か し な が ら 、  
残 念 な こ と に 、 移 植 さ れ た 角 膜 は 、 生 物 学 的 順 応 性 が 乏 し く 、 有 害 事 象 を 示 す こ と が 報 告  
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
近 年 、 視 力 矯 正 あ る い は フ ァ ッ シ ョ ン の た め に コ ン タ ク ト レ ン ズ を 着 用 す る 人 が 増 え て い  
る た め 、 角 膜 表 面 損 傷 お よ び ド ラ イ ア イ 症 候 群 な ど の 眼 疾 患 に 罹 患 し て い る 人 の 数 が 増 加  
し て い る 。 角 膜 は コ ン タ ク ト レ ン ズ で 覆 わ れ る の で 、 角 膜 へ の 酸 素 供 給 が 遮 断 さ れ 、 角 膜  
の 乾 燥 は 、 涙 腺 で 分 泌 さ れ る 涙 を 遮 断 す る こ と に よ っ て 悪 化 す る 。 こ の よ う に 、 コ ン タ ク  
ト レ ン ズ を 着 用 し て い る 人 の ほ と ん ど は 、 角 膜 の 乾 燥 を 和 ら げ る た め に 人 工 涙 液 な ど を 頻  
繁 に 使 用 す る 。 角 膜 の 乾 燥 が 悪 化 し た 場 合 、 損 傷 し た 角 膜 の 治 療 は 、 そ れ に よ っ て 引 き 起  
こ さ れ う る 他 の 眼 疾 患 へ の 進 行 を 防 ぐ た め に 不 可 欠 で あ る 。 角 膜 傷 害 の 治 療 の 例 と し て 、  
液 体 製 剤 、 ゲ ル ま た は 軟 膏 な ど の 眼 科 用 薬 の 角 膜 へ の 直 接 適 用 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
眼 科 用 製 剤 の 種 々 の 形 態 は 、 優 れ た 薬 理 活 性 を 有 し 、 安 定 し た 貯 蔵 に よ っ て 活 性 を 維 持 す  
る こ と が 要 求 さ れ る 。 眼 科 用 製 剤 の 安 定 性 お よ び 薬 理 活 性 は 、 そ の 成 分 お よ び 含 量 、 な ら  
び に 製 造 お よ び 流 通 過 程 中 の 処 理 条 件 に よ っ て 影 響 を 受 け る 。 特 に 、 製 造 お よ び 流 通 過 程  
全 体 で は 、 眼 科 用 製 剤 の 除 湿 お よ び 酸 化 防 止 が 非 常 に 重 要 で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 た  
と え ば 、 滅 菌 後 に 包 装 を 密 封 す る こ と ;  日 光 に 直 接 曝 さ れ な い よ う に ガ ラ ス バ イ ア ル を 着  
色 す る こ と ； お よ び シ リ カ ゲ ル な ど の 除 湿 剤 を 加 え る こ と ； な ど の 、 製 品 品 質 を 維 持 す る  
た め の い く つ か の 方 法 が 利 用 さ れ る 。 し か し な が ら 、 上 記 の よ う な 様 々 な 方 法 を 用 い て さ  
え も 、 季 節 的 な 温 度 差 、 湿 度 変 化 ま た は 酸 化 な ど に よ り 、 品 質 維 持 を 達 成 す る の は 困 難 で  
あ る 。 従 っ て 、 薬 理 活 性 を 一 定 に 維 持 す る た め の 良 好 な 安 定 性 を 有 す る 眼 科 用 製 剤 の 必 要  
性 が 高 ま っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
一 方 、 チ モ シ ン β 4 は 、 1 9 8 1 年 に 胸 腺 で 発 見 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ り 、 4 1 ～ 4 3 ア ミ ノ 酸  
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か ら な り 、 そ の 等 電 点 は 5 . 1 で あ る 。 そ れ は 、 1 9 9 1 年 に R i v a に よ っ て 動 物 細 胞 中 の ア ク チ  
ン を 封 鎖 す る 分 子 と し て 同 定 さ れ 、 そ の 後 、 免 疫 調 節 お よ び 神 経 内 分 泌 系 に 関 与 す る こ と  
が 判 明 し た 。 さ ら に 、 チ モ シ ン β 4 が 、 胸 腺 細 胞 に お い て 末 端 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ト ラ  
ン ス フ ェ ラ ー ゼ と し て 機 能 す る だ け で な く 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び そ の 抗 原 の 移 動 お よ び  
視 床 下 部 外 植 片 に よ る 黄 体 形 成 ホ ル モ ン の 分 泌 を 増 加 さ せ る こ と が 見 出 さ れ た 。 ま た 、 シ  
ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド の 毒 性 を 除 去 し 、 造 血 幹 細 胞 の 細 胞 周 期 を 阻 害 し て 、 内 皮 へ の 接 着 お  
よ び 移 動 を 増 加 さ せ る こ と も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
そ こ で 、 上 記 の よ う な 薬 理 作 用 を 有 す る チ モ シ ン β 4 の 眼 疾 患 治 療 へ の 利 用 の た め の 研 究  
を 行 っ た 。 た と え ば 、 韓 国 特 許 公 開 第 1 0 - 2 0 0 8 - 0 0 3 3 9 3 9 号 は 、 チ モ シ ン β 4 お よ び 殺 菌  
性 防 腐 剤 を 含 む 眼 科 用 溶 液 の 用 途 と し て 、 眼 炎 症 、 眼 感 染 （ 細 菌 、 真 菌 ま た は ウ イ ル ス 性  
） お よ び 緑 内 障 を 治 療 す る た め の 医 薬 組 成 物 を 開 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ の よ う な  
医 薬 組 成 物 は 、 凍 結 乾 燥 法 に よ り 製 造 さ れ た チ モ シ ン β 4 が 温 度 変 化 に 対 し て 不 安 定 で あ  
り 、 そ の 薬 理 学 的 活 性 の 低 下 を も た ら す こ と に な る 、 温 度 変 化 に よ っ て 変 性 さ れ る こ と が  
可 能 で あ る と い う 不 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
韓 国 特 許 公 開 第 1 0 - 2 0 1 5 - 0 0 8 0 0 2 6 号 は 、 以 下 を 含 む 製 造 方 法 を 開 示 す る ： 経 口 投 与 、 静  
脈 注 射 ま た は 食 品 と の 同 時 投 与 の た め に 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ビ オ プ テ リ ン ( B H 4 ) を 含 有 す る 水  
溶 液 に p H 緩 衝 剤 お よ び 抗 酸 化 剤 を 添 加 す る こ と ； そ の 溶 液 に 非 酸 化 性 ガ ス を 噴 霧 す る こ と  
； お よ び 該 水 溶 液 を 容 器 に 密 封 す る こ と 。 し か し な が ら 、 上 記 の B H 4 を 含 む 水 溶 液 は 、 大  
気 中 の 酸 素 に 曝 さ れ な が ら 、 B H 4 、 p H 緩 衝 液 お よ び 酸 化 防 止 剤 な ど を 含 む 混 合 溶 液 に 調 製  
さ れ た 後 に 初 め て 非 酸 化 性 ガ ス の 存 在 下 で 容 器 に 充 填 さ れ る の で 、 容 器 へ の 充 填 プ ロ セ ス  
前 に 、 上 記 混 合 工 程 中 に 酸 化 、 不 純 物 の 添 加 な ど を 遮 断 す る こ と が で き な い と い う 不 利 点  
を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ の よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 チ モ シ ン β 4 の 修 飾 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ っ て 、 チ モ シ ン  
β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 安 定 性 を 向 上 さ せ る こ と に 努 力 し 、 か つ 、 そ の 薬 理 活 性 を 長 期 間  
一 定 の レ ベ ル に 維 持 す る こ と に 努 力 し 、 そ し て 、 眼 科 用 製 剤 の 製 造 お よ び 充 填 お よ び 密 封  
工 程 中 に 、 不 活 性 ガ ス を 用 い て 酸 素 と の 接 触 を 遮 断 す る こ と に よ り 、 チ モ シ ン β 4 お よ び  
そ の 眼 科 用 製 剤 の 安 定 性 を 改 善 す る こ と が で き る こ と を 見 出 し た 。
【 発 明 の 概 要 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 目 的 は 、 改 善 さ れ た 安 定 性 を 有 す る チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 製 造 方 法 を  
提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
上 記 の 目 的 に し た が っ て 、 本 発 明 は 、 チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 製 造 方 法 で あ っ て  
、 チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 を 、 不 活 性 ガ ス の 存 在 下 で 密 封 容 器 に 充 填 す る 工 程 を 含 む 方  
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
上 記 の 目 的 に し た が っ て 、 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 眼 科 用 製 剤 を 提 供  
す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
発 明 の 有 利 な 効 果
本 発 明 の 製 造 方 法 は 、 不 活 性 ガ ス の 存 在 下 で チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 を 製 造 し て 、  
チ モ シ ン β 4 と 酸 素 と の 接 触 を 遮 断 す る こ と に よ り チ モ シ ン β 4 の 酸 化 を 防 止 し 、 そ の 薬 理  
活 性 を 長 期 間 維 持 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 製 造 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 眼 科 用 製 剤 は 、  
チ モ シ ン β 4 の 薬 理 活 性 を 長 期 間 安 定 し た 状 態 に 維 持 す る こ と が で き る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ３ 】
【 図 １ 】 チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 製 造 方 法 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 チ モ シ ン β 4 ス ル ホ キ シ ド の 質 量 分 析 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態
本 発 明 は 、 チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物  
を 、 不 活 性 ガ ス の 存 在 下 で 容 器 に 充 填 し 、 該 容 器 を 密 封 す る 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 チ モ シ ン β 4 」 は 、 胸 腺 に お い て 最 初 に 単 離 さ れ た も の で あ る 、  
「 チ モ シ ン ベ ー タ - 4 」 ま た は 「 T β 4 」 と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 そ れ は 、 さ ま ざ  
ま な 組 織 で 同 定 さ れ た 4 . 9 k D a の 4 3 ア ミ ノ 酸 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 そ れ は 、 イ ン  
ビ ト ロ で の 内 皮 細 胞 の 移 動 お よ び 分 化 の 間 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 チ モ シ ン β 4 の  
種 々 の ア イ ソ フ ォ ー ム が 同 定 さ れ て お り 、 そ れ ら は 、 公 知 の チ モ シ ン β 4 の ア ミ ノ 酸 配 列  
と 約 7 0 ％ 、 ま た は 約 7 5 ％ 、 ま た は 約 8 0 ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 。 本 発 明 の チ モ シ ン β 4  
は 、 野 生 型 チ モ シ ン β 4 の N 末 端 変 異 体 ま た は T β 4 の C 末 端 変 異 体 で あ っ て も よ い 。 具 体 的  
に は 、 配 列 番 号 ： 1 で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 は 、 窒 素 ま た は ア ル ゴ ン 、 特 に 、 窒 素 ガ ス の 存 在 下 で 、 容 器 に  
充 填 さ れ 、 密 封 さ れ う る 。 充 填 お よ び 密 封 時 に お け る 容 器 内 の 酸 素 の 付 随 的 流 入 を 防 止 す  
る た め に 、 不 活 性 ガ ス を 充 填 し て 一 緒 に 密 封 し て も よ い 。 不 活 性 ガ ス と し て は 、 窒 素 、 ア  
ル ゴ ン の 他 に 、 ヘ リ ウ ム 、 ネ オ ン な ど を 用 い る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 コ ス ト を 考  
慮 す る と 、 比 較 的 安 価 で あ る 窒 素 や ア ル ゴ ン を 用 い る こ と が 多 く 、 特 に 、 窒 素 を 主 に 用 い  
る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
不 活 性 ガ ス は 酸 素 ま た は 水 素 分 子 に 比 べ て 安 定 で あ る た め 、 チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 を  
不 活 性 ガ ス の 存 在 下 で 容 器 に 充 填 し 、 密 封 す る と き 、 大 気 下 で 組 成 物 と 酸 素 と の 接 触 を 遮  
断 す る こ と に よ っ て 、 チ モ シ ン β 4 の 酸 化 を 防 止 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 充 填 お よ び  
密 封 工 程 に お い て 不 活 性 ガ ス が 充 填 さ れ 、 そ れ に よ っ て 容 器 内 に 酸 素 が 存 在 し な い た め 、  
チ モ シ ン β 4 の 酸 化 を 持 続 的 に 防 止 し 、 そ の 薬 理 活 性 を 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
従 来 の 材 料 の 容 器 を 、 医 薬 品 の 充 填 お よ び 密 封 の た め の 容 器 と し て 使 用 す る こ と が で き る  
。 具 体 的 に は 、 ガ ラ ス 容 器 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 容 器 、 低 密 度 ポ リ エ チ レ ン 容 器 を 用 い る こ と  
が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 低 密 度 ポ リ エ チ レ ン 容 器 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 眼 科 用 製 剤 の 製 造 方 法 は 、 以 下 の 特 定 の 手 順 に し た が っ て 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
ま ず 、 不 活 性 ガ ス の 存 在 下 で 溶 媒 と チ モ シ ン β 4 を 混 合 す る こ と に よ っ て 、 チ モ シ ン β 4 を  
含 む 組 成 物 を 製 造 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
よ り 具 体 的 に は 、 精 製 水 、 純 水 ま た は 注 射 用 滅 菌 水 な ど の 不 純 物 が 除 去 さ れ た 溶 媒 を 、 窒  
素 ま た は ア ル ゴ ン な ど の 不 活 性 ガ ス の 存 在 下 、 チ モ シ ン β 4 と 混 合 す る 。 具 体 的 に は 、 1 0  
0 m l / 分 ～ 1 4 0 m l / 分 の 速 度 で 窒 素 を バ ブ リ ン グ す る こ と に よ り 、 溶 媒 に 溶 解 し た 酸 素 を 除  
去 し な が ら 、 チ モ シ ン β 4 を 混 合 す る 。 混 合 組 成 物 中 の チ モ シ ン β 4 の 量 は 、 総 組 成 物 に 基  
づ い て 、 0 . 0 5 ％ ( w / v ) ～ 0 . 5 ％ ( w / v ) の 範 囲 に あ り 得 、 0 . 0 8 m l ～ 2 . 0 m l の 1 日 総 投 与 量 で  
投 与 さ れ う る 。 組 成 物 は 1 日 1 回 ま た は 数 回 、 具 体 的 に は 、 1 日 2 ～ 5 回 投 与 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
混 合 物 に は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 添 加 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 使 用 さ れ る 賦  
形 剤 は 、 医 薬 製 剤 を 製 造 す る 際 に 添 加 さ れ う る 従 来 の 賦 形 剤 で あ っ て も よ く 、 具 体 的 に は  
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、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 水 和 物 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 六 水 和 物 、  
酢 酸 ナ ト リ ウ ム 水 和 物 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 水 和 物 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
ま た 、 酸 ま た は 塩 基 を 用 い て 、 組 成 物 の p H を 6 . 8 ～ 7 . 2 に 調 節 す る 。 酸 は 、 塩 酸 、 酢 酸 、  
リ ン 酸 な ど か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 具 体 的 に は 塩 酸 で あ り う る 。 塩 基 は 、 水 酸 化 ナ ト リ  
ウ ム 、 水 酸 化 カ リ ウ ム 、 お よ び 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム な ど か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 具 体 的  
に は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
次 に 、 p H 調 節 さ れ た 組 成 物 を フ ィ ル タ ー で ろ 過 し た 。 不 純 物 、 細 菌 な ど は 、 フ ィ ル タ ー 、  
特 に 1 . 0 μ m 以 下 、 よ り 具 体 的 に は 0 . 2 μ m 以 下 の 孔 径 を 有 す る 滅 菌 フ ィ ル タ ー で ろ 過 す る  
こ と に よ り 除 去 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
上 記 製 造 方 法 に よ り 製 造 さ れ た チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 を 充 填 し た 眼 科 用 製 剤 を 、 不 活  
性 ガ ス の 存 在 下 で パ ウ チ に 密 封 し た 。 充 填 お よ び 密 封 プ ロ セ ス は 、 酸 素 の 付 随 す る 流 入 を  
防 止 す る た め に 、 窒 素 ガ ス の 存 在 下 で 行 な わ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 具 体 的 な 製 造 方 法 は 図 1 に 記 載 さ れ て お り 、 各 工 程 は チ モ  
シ ン β 4 と 酸 素 と の 接 触 を 防 ぐ た め に 不 活 性 ガ ス の 存 在 下 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 は 、 上 記 製 造 方 法 に よ り 製 造 さ れ た チ モ シ ン β 4 を 含 有 す る 眼 科 用 製 剤 を 提 供 す る  
。 チ モ シ ン β 4 を 含 有 す る 眼 科 用 製 剤 を 製 造 す る 全 て の 工 程 は 、 眼 科 用 製 剤 中 の 酸 化 物 の  
生 成 や 不 純 物 の 混 入 を 防 止 し 、 生 理 的 特 性 を 長 期 間 一 定 に 保 つ た め に 不 活 性 ガ ス の 存 在 下  
で 行 わ れ る の で 、 本 発 明 の 眼 科 用 製 剤 は 、 チ モ シ ン β 4 の 薬 理 学 的 活 性 を よ り 安 定 な 状 態  
で 長 期 間 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
発 明 の 形 態
  本 発 明 は 、 下 記 項 に 記 載 さ れ る 態 様 を 包 含 す る ：
［ 項 １ ］
  チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 を 、 不 活  
性 ガ ス の 存 在 下 で 容 器 に 充 填 し 、 密 封 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
［ 項 ２ ］
  不 活 性 ガ ス が 、 窒 素 ま た は ア ル ゴ ン で あ る 、 上 記 項 １ に 記 載 の 方 法 。
［ 項 ３ ］
  チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 中 の チ モ シ ン β 4 の 量 が 、 0 . 0 5 %  ( w / v ) ～ 0 . 5 %  ( w / v ) の  
範 囲 に あ る 、 上 記 項 １ に 記 載 の 方 法 。
［ 項 ４ ］
  容 器 が 、 ガ ラ ス 容 器 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 容 器 、 お よ び 低 密 度 ポ リ エ チ レ ン 容 器 か ら な る 群  
か ら 選 択 さ れ る 、 上 記 項 １ に 記 載 の 方 法 。
［ 項 ５ ］
  チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 が 、 不 活 性 ガ ス の 存 在 下 で 溶 媒 と チ モ シ ン β 4 を 混 合 す る こ と  
に よ っ て 製 造 さ れ る 、 上 記 項 １ に 記 載 の 方 法 。
［ 項 ６ ］
  チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 の p H が 、 6 . 8 ～ 7 . 2 の 範 囲 に あ る 、 上 記 項 １ に 記 載 の 方 法 。
［ 項 ７ ］
  組 成 物 の p H が 、 塩 酸 、 酢 酸 お よ び リ ン 酸 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 酸 を 用 い る こ と に よ  
っ て 調 節 さ れ る 、 上 記 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
［ 項 ８ ］
  組 成 物 の p H が 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 水 酸 化 カ リ ウ ム お よ び 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム か ら な る  
群 か ら 選 択 さ れ る 塩 基 を 用 い る こ と に よ っ て 調 節 さ れ る 、 上 記 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
［ 項 ９ ］
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  チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 が 、 フ ィ ル タ ー を 用 い る ろ 過 の 工 程 を 通 し て 得 ら れ る 、 上 記 項  
１ に 記 載 の 方 法 。
［ 項 １ ０ ］
  組 成 物 を 含 む 密 封 容 器 を 、 不 活 性 ガ ス の 存 在 下 、 パ ウ チ に 供 給 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含  
む 、 上 記 項 １ に 記 載 の 方 法 。
［ 項 １ １ ］
  上 記 項 １ ～ １ ０ に 記 載 の 方 法 の い ず れ か 1 つ に よ っ て 製 造 さ れ た 眼 科 用 製 剤 。
以 下 、 本 発 明 を よ り 明 確 に 理 解 す る た め に 、 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に  
説 明 す る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 実 施 例 は 、 異 な る 変 形 ま た は 変 更 を 含 む こ と が で き 、  
本 発 明 の 範 囲 は 以 下 の 実 施 例 の 範 囲 内 に 限 定 さ れ る と 解 釈 さ れ な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
実 施 例 １ ： チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 製 造
工 程 1 ： チ モ シ ン β 4 を 含 む 眼 科 用 製 剤 の 製 造
加 圧 可 能 な ス テ ン レ ス 製 攪 拌 槽 に 注 射 用 滅 菌 水 6 3 0 g を 入 れ 、 5 ℃ に 冷 却 し な が ら 、 約 1 2 0  
m l / 分 の 速 度 で 、 溶 液 中 に 沈 め た ス パ ー ジ ャ ー を 通 し て 窒 素 ガ ス を バ ブ リ ン グ し て 、 溶 液  
中 に 溶 解 し た 酸 素 を 除 去 し た 。 冷 却 し た 溶 液 に 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 4 . 8 9 g 、 塩 化 カ リ ウ ム 5 7  
3 m g 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 水 和 物 3 6 6 . 7 2 m g 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 6 水 和 物 2 2 9 m g 、 酢 酸 ナ ト リ  
ウ ム 水 和 物 2 . 9 8 g 、 お よ び ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 水 和 物 1 . 3 0 g を 加 え 、 温 度 を 3 ～ 7 ℃ に 保 ち  
な が ら 攪 拌 溶 解 し た 。 得 ら れ た 溶 液 に 、 チ モ シ ン β 4 ア セ テ ー ト ( B a c h e m  I n c . 、 米 国 、 配  
列 番 号 ： 1 ) 7 6 4 m g ( 純 度 お よ び ペ プ チ ド 補 正 量 ) を 加 え 、 3 ℃ ～ 7 ℃ で 攪 拌 し て 完 全 に 溶 解  
さ せ た 。 各 成 分 と チ モ シ ン β 4 を 溶 解 さ せ な が ら 、 チ モ シ ン β 4 が 酸 素 と 接 触 す る の を 妨 げ  
る た め に 窒 素 を 連 続 的 に 供 給 し た 。 得 ら れ た 溶 液 に 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 塩 酸 を 加 え て  
p H を 7 . 0 に 調 節 し 、 次 い で 、 注 射 用 滅 菌 水 8 2 g を 加 え 、 チ モ シ ン β 4 の 濃 度 を 1 m g / m l に  
調 節 し た 。 得 ら れ た 混 合 物 を 、 0 . 2 μ m の ポ リ エ ー テ ル ス ル ホ ン ( P E S ) 滅 菌 フ ィ ル タ ー ( 製  
品 番 号 ： M C Y 4 4 4 0 E K V P H 4 、 P a l l  C o r p o r a t i o n ) を 用 い て 窒 素 加 圧 下 で 滅 菌 ろ 過 し て 、  
ろ 過 溶 液 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
工 程 2 ： 眼 科 用 組 成 物 の 充 填 お よ び 密 封 工 程
工 程 1 で 得 ら れ た ろ 過 さ れ た 滅 菌 溶 液 を 0 . 2 7 m l / バ イ ア ル に て 低 密 度 ポ リ エ チ レ ン バ イ ア  
ル に 入 れ 、 窒 素 ガ ス を バ イ ア ル に 充 填 し な が ら 密 封 し た 。 次 い で 、 バ イ ア ル を 、 窒 素 バ ッ  
ク フ ラ ッ シ ュ 下 で ア ル ミ パ ウ チ 中 に 密 封 し て 、 眼 科 用 製 剤 を 製 造 し た 。 製 造 し た 眼 科 用 用  
品 を 、 2 ℃ ～ 8 ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
比 較 例 １ ： チ モ シ ン β 4 不 活 性 ガ ス を 排 除 し て の 眼 科 用 製 剤 の 製 造 - ( 1 )
実 施 例 1 の 工 程 1 お よ び 2 を 不 活 性 ガ ス を 使 用 せ ず に 大 気 下 ( O 2 の 存 在 下 ) で 行 っ た こ と 以 外  
は 、 実 施 例 1 と 同 様 に し て 眼 科 用 製 剤 を 製 造 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
比 較 例 ２ ： チ モ シ ン β 4 不 活 性 ガ ス を 排 除 し て の 眼 科 用 製 剤 の 製 造 - ( 2 )
実 施 例 1 の 工 程 1 を 不 活 性 ガ ス を 使 用 せ ず に 大 気 下 ( O 2 の 存 在 下 ) で 行 っ た こ と 以 外 は 、 実 施  
例 1 と 同 様 に し て 眼 科 用 製 剤 を 製 造 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
試 験 例 １ ： チ モ シ ン β 4 を 含 む 組 成 物 の 安 定 性 確 認
( 1 ) 純 度 分 析
第 1 表 お よ び 第 2 表 の 条 件 下 で 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ( H P L C ) A g i l e n t  1 2 0 0 装 置 を  
使 用 し て 、 上 記 実 施 例 お よ び 比 較 例 で 製 造 し た 眼 科 用 製 剤 の 純 度 の 変 化 を 、 製 造 直 後 か ら  
1 2 ヶ 月 後 ま で 分 析 し 、 H P L C に よ る 結 果 を 第 3 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
[ 第 1 表 ]
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ３ ５ 】
[ 第 2 表 ]
【 表 ２ 】

【 ０ ０ ３ ６ 】
( 2 ) 不 純 度 分 析
上 記 実 施 例 お よ び 比 較 例 で 製 造 し た 眼 科 用 製 剤 中 の 不 純 物 の 量 を 以 下 の よ う に し て 測 定 し  
、 そ の 結 果 を 第 3 表 に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
具 体 的 に は 、 チ モ シ ン β 4 ス ル ホ キ シ ド を 、 （ 文 献 ( E u r .  J .  B i o c h e m .  2 2 3 、 3 4 5 - 3 5 0  (  
1 9 9 4 ) 、 N a t u r e  M e d i c i n e  5 ( 1 2 ) 、 1 4 2 4  ( 1 9 9 9 ) ) の 方 法 に 従 っ て 合 成 し た 。 チ モ シ ン  
β 4 ス ル ホ キ シ ド は 、 酸 化 に よ り チ モ シ ン β 4 か ら 修 飾 さ れ た 物 質 で あ り 、 チ モ シ ン β 4 と  
比 較 し て 、 そ の 薬 理 学 的 活 性 の 変 化 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
合 成 さ れ た チ モ シ ン β 4 ス ル ホ キ シ ド の 分 子 量 を 、 M A L D I - T O F  M S 装 置 を 用 い る 質 量 分 析  
( L C / M S ) に よ っ て 同 定 し た 。 分 析 さ れ た 分 子 量 は 、 4 , 9 7 8 . 5 で あ り 、 こ れ は 4 , 9 8 0 ± 2 の  
値 と 一 致 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
実 施 例 1 お よ び 比 較 例 1 お よ び 2 で 製 造 し た 眼 科 用 製 剤 、 な ら び に 合 成 チ モ シ ン β 4 ス ル ホ  
キ シ ド を 、 H P L C お よ び L C / M S に よ り 同 一 条 件 下 で 分 析 し た 。 結 果 は 、 保 持 時 間 お よ び 質  
量 分 析 値 が 同 一 で あ る こ と を 示 し 、 検 出 さ れ た 単 一 の 最 大 不 純 物 が チ モ シ ン β 4 ス ル ホ キ  
シ ド で あ る こ と を 確 認 し た ( 図 2 参 照 ) 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
[ 第 3 表 ]
【 表 ３ 】

【 ０ ０ ４ １ 】
第 3 表 の 結 果 に 基 づ い て 、 不 活 性 ガ ス 充 填 下 で 製 造 さ れ た 実 施 例 の 眼 科 用 製 剤 は 、 比 較 例 1  
お よ び 2 の も の と 比 較 し て 高 純 度 を 維 持 し 、 不 活 性 ガ ス は 、 製 造 プ ロ セ ス 全 体 ま た は プ ロ  
セ ス の 一 部 に お い て 排 除 さ れ た 。 以 上 の こ と か ら 、 窒 素 充 填 下 で 製 造 さ れ た 実 施 例 の 眼 科  
用 製 剤 は 、 高 純 度 を 維 持 し 、 不 純 物 の 発 生 を 抑 制 し 、 そ れ に よ っ て 元 の も の と 同 様 の 品 質  
を 維 持 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
( 3 ) 保 存 安 定 性 試 験
保 存 期 間 中 の 安 定 性 を 調 べ る た め に 、 上 記 実 施 例 1 お よ び 比 較 例 1 お よ び 2 で 製 造 さ れ た 眼  
科 用 製 剤 を 、 5 ± 3 ℃ ( 冷 蔵 条 件 ) お よ び 2 5 ℃ 、 相 対 湿 度 ( R H ) 4 0 ％ の 条 件 下 で 1 2 ヶ 月 間 保 存  
し た 。 そ し て 、 試 験 例 ( 1 ) お よ び ( 2 ) と 同 様 の 方 法 を 用 い て 、 眼 科 用 製 剤 の 純 度 お よ び 不 純  
物 ( チ モ シ ン β 4 ス ル ホ キ シ ド ) に お け る 変 化 を 分 析 し た 。 測 定 結 果 を 第 4 表 お よ び 第 5 表 に  
示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
[ 第 4 表 ]
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【 表 ４ 】

【 ０ ０ ４ ４ 】
[ 第 5 表 ]
【 表 ５ 】
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【 ０ ０ ４ ５ 】
第 4 表 お よ び 第 5 表 の 結 果 に 基 づ い て 、 不 活 性 ガ ス 充 填 下 で 製 造 さ れ た 実 施 例 1 の 眼 科 用 製  
剤 は 、 製 造 直 後 に 、 高 純 度 、 お よ び 低 量 の 不 純 物 チ モ シ ン β 4 ス ル ホ キ シ ド を 維 持 す る こ  
と が 判 明 し た 。 さ ら に 、 時 間 に 依 存 し た 純 度 お よ び 不 純 度 の 有 意 な 変 化 は 観 察 さ れ ず 、 し  
た が っ て 、 眼 科 用 製 剤 は 、 5 ± 3 ℃ お よ び 2 5 ℃ 、 R H 4 0 ％ の 保 存 条 件 下 で 、 1 2 ヶ 月 後 で さ  
え も 高 純 度 、 低 不 純 度 を 維 持 し た 。 特 に 、 5 ± 3 ℃ の 条 件 下 で は 、 実 施 例 １ の 眼 科 用 製 剤 は  
、 1 2 月 後 で さ え も 、 9 9 ％ 以 上 の 高 い 純 度 お よ び 1 ％ 未 満 の 低 い 不 純 度 を 示 し た 。 対 照 的 に  
、 比 較 例 の 眼 科 用 製 剤 は 、 5 ± 3 ℃ お よ び 2 5 ℃ 、 R H 4 0 ％ の 条 件 で の 製 造 直 後 に 、 実 施 例 に  
比 べ て 、 低 純 度 お よ び 高 い 不 純 物 の 量 を 示 し た 。 比 較 例 の 眼 科 用 製 剤 は 、 時 間 の 経 過 と と  
も に 純 度 の 低 下 と 不 純 度 の 上 昇 を 示 す こ と が 判 明 し た 。 し た が っ て 、 不 活 性 ガ ス 下 で 製 造  
さ れ た 実 施 例 １ の 眼 科 用 製 剤 は 、 高 純 度 を 長 時 間 維 持 し 、 不 純 物 の 発 生 を 抑 制 し 、 優 れ た  
保 存 安 定 性 を 示 し た 。
【 図 面 】
【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 配 列 表 】
0 0 0 6 9 9 6 7 1 3 0 0 0 0 0 1 . a p p



10

JP 6996713 B2 2022.2.4(11)

フロントページの続き
(51)国際特許分類
　   Ｃ０７Ｋ 14/47 (2006.01)

ＦＩ
　Ｃ０７Ｋ 14/47 　　　　 ＺＮＡ

早期審理対象出願
大韓民国１５５００キョンギド、アンサンシ、サンノクク、ジュンボロ２２、１０８－１０２

(72)発明者　 カン・シヌク
大韓民国１３５３２キョンギド、ソンナムシ、プンダング、パンギョヨクロ１００、６０２－９０ 
２

(72)発明者　 ソン・ジヘ
大韓民国０７２９５ソウル、ヨンドゥンポグ、ムルレロ２０ギル１４、１－１０１７

(72)発明者　 オム・テフム
大韓民国０５４０９ソウル、カンドング、ヤンジェデロ１３４０、４０２－７０３

合議体
審判長　 岡崎  美穂
審判官　 原田  隆興

　 冨永  みどり
(56)参考文献 国際公開第２００８／１０８９２７号

特表２００８－５４３８７７号公報
Ｖｉｔａｍｉｎｓ  ａｎｄ  Ｈｏｒｍｏｎｅｓ，２００３年１月１日，Ｖｏｌ．６６，ｐ． 
２５７－２９６

(58)調査した分野　(Int.Cl.，ＤＢ名)
A61K35/00-35/768
ＭＥＤＬＩＮＥ／ＣＡｐｌｕｓ／ＢＩＯＳＩＳ／ＥＭＢＡＳＥ／ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

