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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）それ自体が油、水、インターフェロンα－２ｂおよびメチオニンを含む水中油型
エマルションを含む、第１の相と、
　（ｂ）該第１の相中に懸濁された多重層脂質小胞を含む第２の相であって、該小胞は、
それ自体が油、水、インターフェロンα－２ｂおよびメチオニンを含む水中油型エマルシ
ョンを含む組成物をその中に封入して含んでいる、第２の相と
を含む、膣内送達により子宮頸部異形成を治療するための二相性小胞組成物であって、こ
こで、各相が酸化防止剤としてある量のメチオニンを含む、組成物。
【請求項２】
　クリーム剤形態である、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　組成物１グラム当たり１ＭＩＵと３ＭＩＵの間のヒトインターフェロンα－２ｂのイン
ターフェロンα－２ｂ特異的活性を有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　０．０１重量パーセントと０．５重量パーセントの間のメチオニンを含む、請求項３に
記載の組成物。
【請求項５】
　インターフェロン－α－２Ｂおよびメチオニンの少なくとも３０％パーセントが、前記
水中油型エマルションの一部として前記小胞中に封入される、請求項１に記載の組成物。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、膣内送達により子宮頸部異形成を治療するための二相性脂質小胞組成物およ
び方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　米国において毎年実施される推定５千５百万件のパパニコラウスミアのうち、５％を超
えるものが異常と報告される（２００３年度ＡＬＴＳ調査）。毎年推定８００，０００人
の女性に低度の扁平上皮内病変（ＬＳＩＬ）が見られる（非特許文献１）。
【０００３】
　これらの病変は、治療せずに時が経つと、ＣＩＮ２～３もしくは侵襲性癌のいずれかに
進行するか（特に高リスクＨＰＶサブタイプを呈する女性では）、または時が経つととも
に退行する。ＬＳＩＬと診断された女性のうち２５％は、グレード２または３の子宮頸部
上皮内新生物（ＣＩＮ）に進行し、２２～３２％は持続性ＣＩＮ１を有するが、約５０％
～７０％は２年以内にＬＳＩＬの自発的退行を経験するであろう（非特許文献２）。約７
５％は、５年以内に自発的退行を経験する。
【０００４】
　ベセスダシステムの細胞学的なＬＳＩＬの定義は、ドイツでおよびＥＵ中で使用されて
いるミュンヘン分類システムと異なる。ＬＳＩＬは、ベセスダシステムにおけるコンジロ
ーマまたはＣＩＮ１に対応する。ミュンヘン分類において、これらの所見はＰａｐ　ＩＩ
Ｗ～ＩＩＩＤ群で表される。しかしながら、ＩＩＩＤ群にもＣＩＮ２（軽度異形成）のコ
ルポスコピー診断を有する患者が含まれることは注目すべきである。
【０００５】
　現在のところ、ＬＳＩＬを呈しＨＰＶを有する女性のため利用し得る直接的治療法はな
い。ひとたび低度の異常パパニコラウスミアが検出されると、患者と医師は、それを一度
もしくは複数回繰り返すか、またはコルポスコピーに進むか選択するしかない。コルポス
コピーはしばしば生検を伴って行われる。コルポスコピーおよび生検の所見に基づいて、
治療の選択肢は、円錐切除、寒冷療法またはレーザー治療を含む。そのような選択肢の治
療を受けた女性には、流産および早産の危険性が増大している可能性がある。
【０００６】
　子宮頸部の種々のＨＰＶ感染に対してインターフェロンが有効であると記載している刊
行された多数の治験がある。子宮頸部上皮内新生物を治療するためのインターフェロンの
使用についての研究は、０～１００％の間の治癒率を報告している。これらのバラツキは
、用量、治療期間、適用方式、研究計画、疾患重症度、および有効性の尺度における差を
反映している可能性が最も大きい。
【０００７】
　非盲検試験において、Pennaら、（１９９４年）（非特許文献３）は、ＨＰＶ感染を伴
うＣＩＮを有する女性の子宮頸部中の病変周囲内に３週間毎日３ＭＩＵのＩＦＮβを適用
した後の、タイプ１６／１８ＨＰＶの８０％の病変退行および５１％の正常への逆転を報
告した。同様に、非盲検の予備試験で、Katesmarkら（１９９９年）（非特許文献４）は
、ＩＦＮが移行帯中に注入されたときの、ＣＩＮの７３％の病理学的完全応答率を示した
。
【０００８】
　Schneiderら（１９９５年）（非特許文献５）は、ＣＩＮを有する女性において、ＩＦ
Ｎ－γ　１ｂゲル療法後の、４２％の完全応答、４２％の部分応答を報告した。この研究
において、ＣＩＮＩＩＩに比較してＣＩＮＩＩを有する患者の応答の方が良好であった。
非喫煙者に比較して、喫煙者は有意に低い治癒率を示したことも興味がある。
【０００９】
　Zarconeら（１９９５年）（非特許文献６）は、ＨＰＶ＋の女性におけるＣＩＮＩおよ
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びＩＩの治療において、筋肉内および局所併用α－ＩＦＮ療法で、１２名の患者の小規模
な研究における成功を報告している。３週間毎日筋肉内用量３ＭＩＵ以下のＩＦＮの投与
を、治療の最後の２週間、用量が特定されないＩＦＮクリーム剤の膣内適用と組み合わせ
たところ、７名の患者で完全応答、４名の患者で部分応答、そして１名の患者で無応答と
いう結果であった。
【００１０】
　Syedら（１９９８年）（非特許文献７）は、毎日１６ＭＩＵの用量のインターフェロン
αの親水性ゲルを、膣内に１週間当たり５日連続して４週間にわたる治療期間投与すると
、膣疣贅の治療にプラセボより有意に有効であったことを示した。これらの研究は、イン
ターフェロン療法が、コルポスコピーにより判定され、ランダム生検の細胞学的および病
理学的検査により確認された、ＨＰＶ感染を伴うＣＩＮの治療に有効であることを示すが
、これらの研究のいずれも、治療後のＨＰＶの状態を検査していない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Jones、BA、Davey DD. Quality management in gynaecologic cytology
 using interlaboratory comparison. Arch Pathol Lab Med ２０００年；１２４巻（５
号）：６７２～８１頁
【非特許文献２】ALTS group 2003、Ostor AG Natural history of cervical intraepith
elial neoplasia: a critical review. Int. J. Gynecol Pathol １９９３年；１２巻：
１８６～９２頁
【非特許文献３】Penna C、Fallan MG、Gordigiani Rら、Intralesional beta-interfero
n treatment of cervical intraepithelial neoplasia associated with humanpapilloma
virus infection、Tumori　１９９４年；８０巻：１４６～１５０頁
【非特許文献４】Katesmark M.、Coulter Smith S.、Reynolds K.、Lawton F. A pilot s
tudy of the efficacy and tolderability of intralesional recombinant human beta i
nterferons in cervical intraepithelial neoplasia. Ann Acad Singapore　１９９９年
；２８巻（６号）７７５～７頁
【非特許文献５】Schneider A、Grubert T、Kirchmayr R、Wagner D、Papendick U、Schl
unck G. Efficacy trial of topically administered Interferon gamma-lb gel in comp
arison to laser treatment in cervical intraepithelial neoplasia. Arch Gynecol Ob
stet　１９９５年；２５６巻：７５～８３頁
【非特許文献６】Zarcone R.、Bellini P.、Cardone G.、Cardone A. Treatment of cerv
ix condylomata with alpha-IFN leucocytar. Clin Exp Obst Gyn　１９９５年；２２巻
（４号）：３２６～９頁
【非特許文献７】Syed TA、Ahmadpour A. Human leukocyte derived interferon-α inhy
drophilic gel for the treatment of intravaginal warts in women: a placebo-contro
lled、double-blind study. Intl J STD and AIDS　１９９８年；９巻：７６９～７７２
頁
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　これらの研究における種々の制限に基づいて、疾患過程の初期段階中に異常な細胞像を
逆転させて、ＨＰＶの存在を減少させまたは根絶することができる非侵襲的療法は、多く
の若い女性の健康管理システムならびに身体的および精神的福祉に大きな利益を提供する
であろう。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　一態様において、本発明は、膣内送達により子宮頸部異形成を治療するための二相性脂
質小胞組成物を含む。組成物は、水中油型エマルション、ヒトインターフェロンα－２ｂ
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およびメチオニンをその中に封入している脂質二重層小胞の懸濁液を含み、組成物は、組
成物１グラム当たり約１～１０ＭＩＵ（百万国際単位）のインターフェロン－α－２ｂ特
異的活性および０．０１～０．５重量パーセントのメチオニンを有する。
　本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）
　水中油型エマルション、ヒトインターフェロンα－２ｂおよびＬ－メチオニンをその中
に封入している脂質二重層小胞の懸濁液を含み、組成物１グラム当たり約１と１０ＭＩＵ
（百万国際単位）の間のインターフェロンα－２ｂ特異的活性、および０．０１重量パー
セントと０．５重量パーセントの間のＬ－メチオニンを有する、膣内送達により子宮頸部
異形成を治療するための二相性脂質小胞組成物。
（項目２）
　クリーム剤形態である、項目１に記載の組成物。
（項目３）
　組成物１グラム当たり１ＭＩＵと３ＭＩＵの間のヒトインターフェロンα－２ｂのイン
ターフェロンα－２ｂ特異的活性を有する、項目１に記載の組成物。
（項目４）
　０．０１重量パーセントと０．５重量パーセントの間のＬ－メチオニンを含む、項目３
に記載の組成物。
（項目５）
　組成物中のインターフェロン－α－２ＢおよびＬ－メチオニンの少なくとも３０％パー
セントが、封入された水中油型エマルション中に存在する、項目１に記載の組成物。
（項目６）
　水中油型エマルション、ヒトインターフェロンα－２ｂおよびＬ－メチオニンをその中
に封入している脂質二重層小胞の懸濁液を、１と２０百万国際単位（ＭＩＵ）の間のイン
ターフェロンα－２ｂの用量で、対象の膣内に投与するステップであって、組成物が、組
成物１グラム当たり約１と１０ＭＩＵの間のインターフェロンα－２ｂ特異的活性、およ
び０．０１重量パーセントと０．５重量パーセントの間のＬ－メチオニンを有するステッ
プと、
　少なくとも４週間の間、少なくとも３日／週の前記投与を繰り返すステップと
を含む、対象における子宮頸部異形成を治療する方法。
（項目７）
　投与する前記懸濁液が、組成物１グラム当たり１ＭＩＵと３ＭＩＵの間のヒトインター
フェロンα－２ｂの特異的活性を有する、項目６に記載の方法。
（項目８）
　投与する前記懸濁液がクリーム剤形態であり、投与１回当たり３ｇと７ｇの間の用量で
投与される、項目６に記載の方法。
（項目９）
　投与する前記懸濁液が、０．０１重量パーセントと０．５重量パーセントの間のＬ－メ
チオニンを含む、項目６に記載の方法。
（項目１０）
　投与する前記組成物中のインターフェロンα－２ｂおよびＬ－メチオニンの少なくとも
３０％パーセントが、封入された水中油型エマルション中に存在する、項目６に記載の方
法。
（項目１１）
　少なくとも６週間の期間少なくとも３日／週の前記投与を繰り返す、項目６に記載の方
法。
 
 
【００１４】
　組成物は、クリーム剤形態であってよく、特定の実施形態において、組成物１グラム当
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たり１～３ＭＩＵヒトインターフェロンα－２ｂの特異的活性のヒトインターフェロンα
－２ｂおよび０．０１～０．５重量パーセントのＬ－メチオニンを含む。
【００１５】
　他の態様において、本発明は、１～２０ＭＩＵの間のインターフェロンα－２ｂの用量
で上記組成物を対象の膣内に投与して、少なくとも４週間の間、少なくとも３日／週の投
与を繰り返すことにより、対象における子宮頸部異形成を治療する方法を含む。
【００１６】
　本発明のこれらのおよび他の目的および特徴は、本発明の下記の詳細な説明を、添付図
面と合わせて読めば、より十分に理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】無水プラスチックプロリポソームゲル法を使用して調製した、本発明の組成物中
の多重層脂質小胞のスキャンした像である。
【図２Ａ】「無水プラスチックプロリポソーム－ゲル」（「溶融」または「融解」）法を
使用して調製した多重層リポソームのスキャンした像である。
【図２Ｂ】２Ａと同じ組成物であるが、溶媒蒸発法により調製した多重層リポソームのス
キャンした像である。
【図３】中心部水性エマルションコアを有する二相性ＭＬＶの模式的断面図である。
【図４】図３のＭＬＶの部分の拡大図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
Ｉ．二相性リポソーム組成物およびその調製方法
　本発明は、インターフェロン、例えば、インターフェロンα－２ｂを、経粘膜送達によ
り、例えば、膣内投与により送達することに、特に子宮頸部異形成の治療に、使用するた
めの脂質二重層またはリポソームまたは脂質小胞組成物に関する。
【００１９】
　本発明の多重層脂質小胞を調製する好ましい方法は、下記の通りである。油と粘稠度増
強剤を混合する。別に、水と界面活性剤を混合する。水溶性抗微生物剤、例えばメチルパ
ラベンまたはプロピルパラベン、リン酸塩などの緩衝剤、およびＥＤＴＡなどのキレート
剤も、水中に溶解することができる。これらを穏やかに、例えば、約７０℃に加熱して、
次に混合して油および粘稠度増強剤とホモゲナイズする。その結果、水を連続相とし、油
および粘稠度増強剤を分散相とするエマルションが生成する。油滴は、直径約１μｍ未満
特に約０．５μｍ未満であることが望ましく、必要であれば、油滴のサイズを減少させる
ために、エマルションを、追加のせん断または超音波処理にかけることができる。
【００２０】
　別に、リン脂質、糖脂質および／またはセラミドおよび薬学的に許容し得る親水性溶媒
、例えば、プロピレングリコールを混合し、それらを加熱して溶融物を形成させることに
より、無水プロリポソームゲルが調製される。溶融物中に、脂質二重層の強度を増大させ
る材料、例えばコレステロール、浸透を促進する材料、例えばモノラウロイルリシン、お
よび脂質二重層に電荷を賦与する材料、例えばステアリン酸を組み込むこともできる。少
量の酸化防止剤、例えばアスコルビルパルミテート、ブチル化ヒドロキシトルエン、また
はブチル化ヒドロキシアニソールを溶融物に組み込むことができる。水性エマルションを
溶融物に加えて、種々の成分を攪拌すると、その結果、中心部コア区画中に、分散相とし
て油および粘稠度増強剤を含む水性エマルションを有する所望の多重層脂質小胞が形成さ
れる。
【００２１】
　水溶性の生物学的活性物質、特に、ヒトインターフェロンα－２ｂは、下で論ずるよう
に、エマルションの水相中の溶液に取り込むことができる。インターフェロンα－２ｂを
水性相中に取り込み、組成物１グラム当たり１～１０ＭＩＵの特異的活性を有する最終組
成物を形成させる。組成物は、０．０１～０．５重量パーセントのＬ－メチオニン、例え



(6) JP 5587762 B2 2014.9.10

10

20

30

40

50

ば０．０１～０．２重量パーセントのＬ－メチオニン（この成分は、最終組成物中で所望
の濃度を与えるのに効果的な濃度で水性相中に取り込むこともできる）、およびＥＤＴＡ
などのキレート剤またはＬ－メチオニンなどの酸化防止剤および／またはグリシンなどの
タンパク質安定剤も含むように製剤化することもできる。
Ａ．無水プラスチックプロリポソームゲルの形成
　リポソーム形成成分および他の必要な賦形剤を、プロピレングリコールなどの薬学的に
許容し得る親水性溶媒と溶融する。
【００２２】
　「リポソーム形成成分」という表現は、脂質二重層の主成分として使用される材料また
は物質を表す。典型的リポソーム形成成分は、脂質二重層の形成における主成分として使
用される糖脂質、レクチン、リン脂質、セラミドまたはそれらの混合物を含む。しかしな
がら、必要とされる両親媒性を有する他の天然および合成化合物を、リン脂質、糖脂質ま
たはセラミドとともに取り込むことができて、脂質二重層の本質的特性が損なわれない限
り、これらの高価な材料の一部を置き換える。適当な材料の選択は、当業者の知識のうち
である。例には、ホスファチジルエタノールアミン、リソレクチン、リソホスファチジル
エタノールアミン、ホスファチジルセリン、ホスファチジルイノシトール、スフィンゴミ
エリン、カルジオリピン、ホスファチジン酸およびセレブロシド、エーテル脂質およびフ
ィタノールが挙げられる。
【００２３】
　本発明のリポソーム製剤は、好ましくは、飽和および／または不飽和リン脂質、より好
ましくはホスファチジルコリン、リソホスファチジルコリン、ホスファチジルセリン、ホ
スファチジルエタノールアミン、糖脂質およびセラミドを含む。リン脂質は、好ましくは
、主に経皮送達を可能にするために、モノラウロイルセリン、ジパルミトイルセリンまた
はサリチル酸メチルなどの浸透増強剤と組み合わせる。
【００２４】
　「脂肪性物質」は、脂質二重層の強度を増大させるために使用することができる。有用
な脂肪性物質の例には、コレステロール、コプロスタノール、コレスタノールおよびコレ
スタンおよび長鎖脂肪酸（Ｃ１６からＣ２２）、特にステアリン酸など飽和したものなど
のステロイドが挙げられる。酸は、脂質二重層の強度を増大させることに加えて、負電荷
を賦与する。飽和したまたは不飽和の酸を使用することができる。使用することができる
他の脂肪性物質は、Ｃ１６からＣ２２の脂肪族アミン、脂肪族アセチル化タンパク質、脂
肪族アセチル化ペプチド、脂肪族アセチル化ＰＥＧおよび誘導体を含む。これらの脂肪性
物質は、上記のリポソーム形成成分とともに組み込まれて製品の物理的安定性および外観
を改善する。
【００２５】
　親水性溶媒は、リポソーム形成成分の可塑剤および均一溶融物を調製する助剤として使
用される。親水性溶媒の例には、プロピレングリコール、グリセリン、３００と８０００
の間の分子量を有するポリエチレングリコール、エタノールおよびそれらの混合物が挙げ
られるが、これらに限定はされない。生成する溶融物は、無水プラスチックプロリポソー
ムゲルであると記載することができる。この無水プラスチックプロリポソームゲルは、全
ての脂質相成分を含み、予め大量に調製して貯蔵することができる。それは、粘稠度が均
一な半固体材料である。
Ｂ．多重層脂質小胞の形成
　浸透増強剤、防腐剤などの親水性成分は、エマルションの連続相を形成する水溶液とし
て、別に調製される。これを、４０℃から８０℃の範囲であってよい適当な溶融温度に予
め加熱された脂質相溶融物に加えて、所望の製品サイズを得ることを可能にする任意の所
与の技法により、激しく攪拌する。混合技法の例には、ボルテックスにかけるかまたはプ
ロペラによる混合が挙げられる。この段階で、脂質二重層内に封入される固体の生物学的
活性剤を組み込む（溶解する）ことも可能である。
【００２６】
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　この手順は、種々の量の局所用リポソーム製品の調製に適している。攪拌としてボルテ
ックス混合が使用されるなら、約２０ｇまでの製品を調製することができる。実験室規模
のプロペラミキサーが使用されるなら、約２Ｋｇから１０Ｋｇまでの製品を作製すること
ができる。この製剤化法は、大規模製造に適合させることもできる。したがって、プロペ
ラ混合技法は、容器のサイズとプロペラミキサーの直径とを幾何学的に増大させることに
より、そのままスケールアップすることができる。しかしながら、容器サイズが増大した
とき、好ましい装置は、組合せミキサー、すなわち、プロペラミキサーの付いた高強力ミ
キサーと掻き取り表面攪拌機となる。水性相は、タンクＡから無水プラスチックプロリポ
ソームゲルを含むタンクＢへポンプで送り込むことができ、または水性相をタンクＢに加
えて混合する前に、求められる温度でエマルションと混合することもできる。この手順は
、任意の局所用リポソーム製品を大規模に製造するのに適している。
【００２７】
　リポソーム組成物は、適当な医薬用添加剤を使用することにより、本発明の多重層脂質
小胞を用いて調製することができる。例えば、増粘剤を最終リポソーム製剤に添加するこ
とが必要とされることもある。他の薬学的に許容される化合物の添加は、当業者の視野の
うちである。
Ｃ．最終多重層脂質小胞製品の特性
　上記の方法により調製された多重層脂質小胞を模式的に示した図を、図３に示す。参照
番号２により一般的に示される多重層脂質小胞は、一連の周辺性水溶液区画３および５の
輪郭を定める一連の間隔で分かれた脂質二重層４、６および８で作られている。最小の脂
質二重層７は、中心コア区画９の輪郭をその中央に定めている。６つの脂質二重層だけ示
されているが、図は単純化されて模式的であり、実際には６を超える脂質二重層が存在す
ることが理解されるべきである。
【００２８】
　図４は、図３の小胞の拡大図であり、脂質二重層の中心部コア区画およびある一部を詳
細に示す。中心部コア区画９は、連続相としての水１０と分散相としての親油性液滴また
は固体微粒子１１とからなる水性エマルションにより占められている。親油性液滴または
固体微粒子は、界面活性剤分子１２の層により囲まれ、各界面活性剤分子の親水性部分１
３は水性相中に伸びて、疎水性部分は油滴の表面にある。
【００２９】
　コア区画を包囲しているのは、最内脂質二重層１５である。脂質二重層は、脂質分子１
６の２層から構成されている。層中の各脂質分子１６は、隣接の脂質二重層に実質的に平
行に配向しており、二重層を形成する２層は、それらの分子の極性の端１７を水性相に露
出させ、非極性の端１８を互いに隣接させている。最内脂質二重層１５とその次の最内脂
質二重層１９との間に水または水性エマルションのいずれかで充填された周辺性区画２０
がある。示したように、界面活性剤で囲まれた親油性液滴または粒子１１は、周辺性区画
２０中に存在することができる。
【００３０】
　周辺性区画２０を囲むものは次の最内脂質二重層１９であり、それは順送りで、さらな
る周辺性区画およびさらなる脂質二重層により囲まれている。
【００３１】
　生物学的活性成分、例えば、インターフェロンα－２ｂ、およびＬ－メチオニン成分は
、中心部コア区画９中および周辺性区画２０中の水性エマルションの水中に存在すること
が理解されるであろう。粘稠度増強剤または取り込み増強剤など親油性である生物学的活
性成分は、中心区画９中および周辺性区画２０中のエマルションの分散相中に存在するこ
とができる。それらは、２１に示した脂質二重層の内部に存在することもできる。生物学
的活性成分は、親油性液滴２１を構成することができ、または生物学的活性成分は、液滴
２１を形成する親油性溶媒中に溶解することもできる。したがって、本発明は、水溶性ま
たは水不溶性の生物学的活性成分の局所適用を可能にする。
【００３２】
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　組成物は、これらの水性成分の少なくとも約３０重量パーセント、好ましくは約４０～
７０重量パーセントが、組成物の小胞外のバルク相中に運ばれずに、リポソームに封入さ
れた形態で存在する条件下に形成されることが好ましい。これらのレベルの封入は、種々
の既知の戦略、例えば、逆相蒸発法によりリポソームを形成し、かつ／またはリポソーム
形成脂質が高濃度の状態で水性相材料をカプセル化し、それによってバルク水性相の量を
最小化することにより達成することができる。
【００３３】
　図１は、局所用ローション剤として使用するために作製された小胞の４４０×拡大スキ
ャン像である。この製品は、ローション剤または半固体クリーム剤の粘稠度を示した。ス
キャン像を検査すると、均一なサイズ分布を有する多重層構造であることがわかる。これ
らは、１年を超える長期間の物理的安定性を示した。
【００３４】
　本発明の好ましい方法にしたがって製造されたリポソーム集団内で観察された性質にお
ける差を示す目的で、同一成分からであるが、一方の場合は溶媒蒸発法で、および他方の
場合は好ましい無水プラスチックプロリポソームゲル法で調製された、２つのリポソーム
組成物間で、比較テストが実施された。図２Ａは、無水プロリポソームゲル（「溶融」ま
たは「融解」）法を使用して調製されたリポソーム集団のスキャン像であり、および図２
Ｂは、溶媒蒸発法を使用して調製されたリポソーム集団のスキャン像である。わかるよう
に、無水プラスチックプロリポソームゲル法を使用して得られたリポソーム集団は、溶媒
蒸発法を使用して得られたものより実質的に均一なリポソームサイズ分布を有する。また
、無水プラスチックプロリポソームゲル法を使用したときは、極く少量の凝集したまたは
融合したリポソームが形成されるが、溶媒蒸発法を使用して得られたリポソーム集団では
、大きい凝集物を観察することができる。
【００３５】
　本発明のある実施形態において、親油性物質は、リポソーム中にカプセル化できる油ま
たは固体／半固体の親油性粘稠度増強剤である。固体または半固体の親油性粘稠度増強剤
として、脂肪族アルコール、ワックス、脂肪族アルコール脂肪酸エステル、グリセリドエ
ステル、白色ワセリンおよびそれらの混合物が挙げられる。リポソーム中に首尾よくカプ
セル化される油の例は、ペンタエリトリトールテトラカプリレート／カプレート、ペンタ
エリトリトールテトライソステアレート、セテアリルオクタノエートおよび菜種油、ホホ
バ油、ピーナツ油、米ヌカ油、綿実油、ヒマワリ油、コーン油、クルミ油、アボカド油、
ペルーバルサム、チョウジ油およびオイゲノールである。油を主成分とする植物抽出物も
、リポソーム中に首尾よく組み込める。固体／半固体親油性粘稠度増強剤成分は、ワック
ス、脂肪族アルコール、脂肪酸エステル、グリセリルステアレート、石油またはそれらの
組合せから選択することができる。好ましい粘稠度増強剤の具体的な例には、蜜蝋、グリ
セリルトリベヘネート、グリセリルステアレート、ステアリルヘプタノエート、ステアリ
ルパルミテート、セチルアルコール、ステアリルアルコール、ミリスチルミリステート、
ベヘニルエルケートおよびセチルパルミテートが挙げられる。
【００３６】
　本発明による小胞および粘稠度増強剤を含む組成物の粘度は、粘稠度増強剤を含まない
がその他については同一である対応する小胞の粘度より大きい。粘稠度増強剤の量を変更
することにより、比較的流動性の液体から「ローション」、「クリーム状」ないし「濃厚
クリーム」までの実質的に任意の求められる粘度を得ることが可能である。組成物の特定
の粘度を得るための粘稠度増強剤量は、日常的実験により決定することができる。
【００３７】
　油滴または固体／半固体親油性粘稠度増強剤成分を被覆するために使用される界面活性
剤は、親油性コアを多重層脂質小胞中に首尾よくカプセル化するために重要である。約３
０種類の異なる界面活性剤をスクリーニングして、第一級カチオン性乳化剤が最も満足な
結果を与えることを見出した。最も好ましい界面活性剤は塩化ベンザルコニウムである。
天然から誘導された乳化剤などのノニオン性または両性界面活性剤も使用することができ
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る。すなわち：ＰＥＧ－６０アーモンドグリセリド、アボカド油ジエタノールアミン、エ
トキシル化ホホバ油（ＰＥＧ－４０ホホバ酸およびＰＥＧ－４０ホホバアルコール）；ポ
リオキシエチレン誘導体：ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノオレエート、ポリ
オキシエチレン（２０）ソルビタンモノステアレート；ラノリン誘導体：ポリコール（ｐ
ｏｌｙｃｈｏｌ）２０（Ｌａｎｅｔｈ２０）、ポリコール４０（ｌａｎｅｔｈ４０）；中
性リン酸エステル：ＰＰＧ－セチルエーテルホスフェート、ＤＥＡオレス－３－ホスフェ
ートである。アシルグルタメート：ＴＥＡ－ココイルグルタメート、ナトリウムラウロイ
ルグルタメート、ナトリウム水素化獣脂グルタメートおよびナトリウムココイルグルタメ
ートなどのアニオン性界面活性剤を使用することも可能である。界面活性剤は、高い臨界
ミセル濃度（ＣＭＣ）を有することが望ましい。
【００３８】
　水中親油性物質型エマルションを調製するとき、親水性成分および界面活性剤は全て水
に取り込まれる。エマルションの水相が調製されたら、油および／または固体／半固体親
油性成分を水に加えて、ホモジナイザー中５から３０分の範囲の時間で比較的小さい液滴
サイズを得る。好ましい液滴サイズの範囲は、０．１μｍから１μｍ、最も好ましくは約
０．５μｍ未満である。次に、脂質相溶融物を加熱して、水中親油性物質型エマルション
を加え、製品サイズに応じてボルテックスにかけるかまたはプロペラ混合のいずれかによ
り激しく混合する。
【００３９】
　上記の製剤化手順は、大規模製造で容易に採用することができる。プロペラ混合手法は
、容器のサイズおよびプロペラミキサーの直径を幾何学的に大きくすることによりそのま
まスケールアップすることができる。しかしながら、容器サイズが増大したとき、好まし
い装置は、組合せミキサー、すなわち、プロペラミキサーの付いた高強力ミキサーと掻き
取り表面攪拌機となる。大規模な操業において、水中親油性物質型エマルションを、第１
タンクから、無水プラスチックプロリポソームゲルを含む第２タンクへ要求される温度で
送り込み、混合することができる。
【００４０】
　本発明の多重層脂質小胞を用いて、可溶化された親油性生物学的活性化合物または油状
植物抽出物を含む油滴は、リポソームカプセル化を通じて送達することができる。さらに
、多区画カプセル化が可能なことにより、長期間に及ぶ薬剤放出が得られる。また、親油
性固体／半固体の粘稠度増強剤の中心部親油性コア区画中へのカプセル化は、最終リポソ
ーム組成物の粘度を増大させる。この場合、最終リポソーム製剤中への増粘剤の添加を避
けることができる。
【００４１】
　全体として、中心部エマルションコア成分を有する多重層脂質小胞の調製は、物理的に
安定で均一なリポソーム組成物を提供する。その組成物は、局所投与に適した粘度を有し
、容易に大規模に製造することができる。
Ｄ．膣内使用のための典型的ＩＦＮ－α－２ｂクリーム剤の製剤化
　表１は、本発明にしたがって形成された１つの典型的脂質二重層組成物中の成分を示し
、表中、各成分の量はｍｇ／ｇ最終組成物の単位で表し、また、範囲と典型的量（括弧内
）の両方を示す。得られる組成物は以下の検討で「製剤Ｑ２５Ｃ」と表され、以下に詳述
するようにして形成される。
【００４２】
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【表１】

Ｑ２５Ｃの製造プロセスの説明
　ステップ１．水中油型マイクロエマルションの調製：オリーブ油、グリセロールモノス
テアレート４０－５５Ｉ型、セチルアルコールおよびブチル化ヒドロキシトルエンを一緒
にして７５℃±５℃で溶融する。エマルションの精製水を含む水性成分、水素化ＰＥＧ－
４０ヒマシ油、塩化ベンザルコニウム５０％溶液、メチルパラベン、プロピルパラベン、
Ｌ－メチオニン、エデト酸二ナトリウム・二水和物、およびリン酸塩を一緒にしてステン
レス鋼容器中で、成分が溶解するまで攪拌しながら７５℃±５℃で加熱する。次に、油性
成分（７５℃±５℃）を、水性成分（７５℃±５℃）に混合しながらゆっくり加え、粗い
エマルションを形成させる。次に、粗いエマルションを、Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｚｅｒ
による処理により、均質なエマルションが形成されるまでホモジナイズする。このマイク
ロエマルションを８℃～１２℃に冷却する。
【００４３】
　ステップ２：脂質相の調製：脂質相は、Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｏｎ　９０Ｈ、コレステ
ロールおよびブチル化ヒドロキシトルエンをプロピレングリコールとともにＭＭＵ１０ミ
キサー中で、低速で混合しながら、約８０～９０℃に加熱して溶融することにより調製す
る。脂質相成分の混合および加熱を、透明な溶融物が形成されるまで継続し、次に溶融物
を約６０℃に冷却する。
【００４４】
　ステップ３：水性相の調製：必要量のＩＦＮα－２ｂストック溶液を加えてＬ－メチオ
ニン、グリシンおよび精製水の混合物と穏やかに混合する。
【００４５】
　ステップ４：製品製剤化：インターフェロンα－２ｂを含む水性相（ステップ３から）
を、ステンレス鋼ジャケット付混合タンク中でシステムＡ（ステップ１から）に加える。
この混合物を８℃～１２℃の間に維持し、その間、混合物を緩やかに攪拌し、窒素ガスを
流す。システムＡと水性相の冷却された混合物を、ＭＭＵ１０ミキサー中で高速攪拌され
ている脂質相に急速に加える。混合を１０～１５分間続け、その間、混合物の温度は約５
７～６０℃に維持する。このようにして形成されたバルク製品を、ＭＭＵ１０ミキサー中
でゆっくりと混合して１９℃～２５℃に冷却する。製品をＭＭＵ１０ミキサーから１０Ｌ
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ステンレス鋼貯蔵容器中に移して窒素ガスを流す。Ｕｎｉｐａｃ　１００充填機を使用し
て、バルク製品を１ｇポリプロピレンチューブ中に充填する。チューブに窒素を流して、
次に求められる量の製品をチューブ中に充填し、チューブを熱で封じる。インターフェロ
ンα－２ｂクリーム剤充填チューブは、５℃±３℃で貯蔵する。
ＩＩ．ＬＳＩＬに対する有効性についての前臨床および臨床試験
Ａ．試験の根拠
　現在のところ、ＬＳＩＬを呈するＨＰＶ感染女性のために利用し得る直接的療法がない
。インターフェロンは、種々のＨＰＶ誘発病変、特に性器疣贅などの皮膚病変に対して有
効であることが知られている。初期段階の子宮頸部ＨＰＶ感染を治療できる療法は、多く
の若い女性の身体的および精神的福祉に大きい利益を提供するであろう。
Ｂ．Ｑ２５Ｃについての前臨床試験のまとめ
　本発明を支持して実施された毒性試験は、「非臨床実験室試験のためのＧＬＰ（Ｇｏｏ
ｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ）」および「ＧＬＰのためのＯＥＣＤ基準
」の基準に準拠して実施した。以下の３つのタイプの毒性試験を実施した：
　局所用インターフェロンα－２ｂクリーム剤のモルモットにおける皮膚感作（Ｂｕｅｈ
ｌｅｒ方法）。
【００４６】
　局所用Ｂｉｐｈａｓｉｘインターフェロンα－２ｂクリーム剤のウサギにおける反復投
与皮膚刺激試験。
【００４７】
　ウサギにおけるインターフェロンα－２ｂクリーム剤の膣内刺激試験。
【００４８】
　３つの上記の毒性試験を別にして、本発明のＩＦＮ－α－２ｂ組成物の毒性プロファイ
ルについて、以下のことを考慮に入れるべきである：有効薬剤物質、インターフェロンα
－２ｂは、Ｈｅｌｉｘの薬物の供給業者、Ｓｃｈｅｒｉｎｇ　Ｐｌｏｕｇｈにより世界的
に広く市販されている安全な薬剤療法剤（Ｉｎｔｒｏｎ　Ａ（登録商標））と広く考えら
れている。
【００４９】
　Ｓｃｈｅｒｉｎｇ　Ｐｌｏｕｇｈは、多くの種で、インターフェロンα－２ｂについて
大規模な毒性のプロファイリングを既に完了している。
【００５０】
　本特許所有者は、患者に対する毎日のおよび全体のインターフェロンα－２ｂ投与が、
報告されている安全性の限界を超えないようにして、本明細書に記載した治験を実施した
。
【００５１】
　組成物を構成する成分は、全て品質が認められている成分である。
【００５２】
　前臨床プロファイリングは、組成物および調製方法を上で説明した「製剤Ｑ２５Ｃ」と
命名したインターフェロンα－２ｂクリーム剤の２つの製剤を含んでいた。
Ｂ１．皮膚感作試験
　製剤Ｑ２５Ｃを、ニュージーランド白ウサギの背側の剃毛した皮膚の部位に、クリーム
剤１グラム当たり２ＭＩＵインターフェロンα－２ｂの濃度（１×提案された臨床濃度）
で１日２回適用する、１０日間の探索的試験を実施した。テスト部位は、前回の適用から
残留するいかなるクリーム剤も除去するために、上記の濡れガーゼ技法を使用して、適用
と適用の間に清浄化した。試験対照は、陰性対照（食塩水）および媒体対照（インターフ
ェロンα－２ｂを入れず、追加の精製水で置き換えた、製剤Ｑ２５Ｃと同一の組成）を含
む。
【００５３】
　皮膚部位の外観を、紅斑および浮腫の徴候について毎日評価し、標準Ｄｒａｉｚｅスコ
アシステムを使用してスコアを付けた。それに加えて、全身毒性のいかなる徴候について
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【００５４】
　この探索的試験の過程を通して、紅斑の所見は全般的に良好であり（赤さについてのＤ
ｒａｉｚｅスコアは、一般的に２）、非常に僅かなまたは僅かな浮腫（スコア１～２）が
観察されただけである。最も目立つのは、完全な表面に存在する皮膚亀裂は、１頭の動物
でだけ明らかであったことである。全身毒性の徴候は認められなかった。
Ｃ．膣内刺激試験
　製剤Ｑ２５Ａを膣内に、クリーム剤１グラム当たり２ＭＩＵおよび２０ＭＩＵインター
フェロンα－２ｂ（１×および１０×提案された臨床濃度）の濃度で、１週間に５日間連
続して毎日６週間投与した。試験対照は、陰性対照（食塩水）およびインターフェロンを
入れない媒体対照（α－２ｂを追加の精製水で置き換えた）を含む。
【００５５】
　膣口および会陰の外観を、紅斑、浮腫および膣分泌物の徴候について毎日評価した。そ
れに加えて、全身毒性のいかなる徴候についても動物を毎日観察し、試験の終わりに屠殺
して肉眼的病理所見のいかなる徴候も判定した。
【００５６】
　ウサギは、試験中に、全身毒性、または膣口および会陰の生体観察に基づく膣刺激の証
拠を示さなかった。剖検で、組織／器官（膣を含む）に肉眼的病理所見は認められなかっ
た。組織病理学的等級付けに基づいて、クリーム剤は刺激性微少と分類された。
【００５７】
　微少から軽度の、膣上皮の過形成、化生および上皮または固有層の大きい空胞化が、媒
体対照クリーム剤を投与した数頭の動物および１頭の食塩水対照の動物で観察された。過
形成および化生は、６週間の試験期間を通じて反復される毎日の媒体クリーム剤投与に対
する微少から軽度の上皮の適応応答を表している可能性がある。どの動物にも、膣上皮の
壊死、糜爛または潰瘍形成は存在しなかった。
これまでの毒性試験の結論
　上記の研究は、製剤Ｑ２５Ｃに具体化された本発明の組成物は、非感作性であり、最悪
でも、最初の過渡的期間、軽度から中等度に刺激性で、その後は、３０日の試験期間にわ
たって、あるとしても、軽度に刺激性であるだけであるという結論を支持する。
Ｄ．臨床試験
　Ｑ２５Ｃ製剤に具体化された本発明の組成物を、ＨＰＶ感染ＬＳＩＬ状態（ヒトパピロ
ーマウイルス感染低度扁平上皮の上皮内病変状態）の治療における臨床有効性および副作
用についてテストした。ここで「上皮内」は、子宮頸部の表面層にだけ存在する異常細胞
を意味する。試験の目的は、疾患の進行または退行の自然経過を説明するために、対照集
団として実施した第２の試験と比較して、局所用インターフェロンα－２ｂクリーム剤Ｑ
２５Ｃの適用の有効性および安全性を判定することであった。方法および臨床試験、試験
の被検者数、および臨床評価項目を表２に、および評価基準を表３に示す。
【００５８】
【表２－１】

【００５９】
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【表２－２】

【００６０】
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【表３－１】

【００６１】



(15) JP 5587762 B2 2014.9.10

10

20

30

40

【表３－２】

【００６２】



(16) JP 5587762 B2 2014.9.10

10

20

30

40

50

【表３－３】

　有効性パラメーター：有効性パラメーターの推計学的分析は、純粋に探索的なものであ
り、各検定に対してα＝０．０５を使用して、多くの検定に対してα調整をせずに実施し
た。両群間の応答率における差はχ２検定で判定した。
【００６３】
　主な試験結果は、２つの試験集団間で比較したＰａｐ応答率に基づいた。患者のパパニ
コラウスミアが、ＬＳＩＬ細胞診断の共通ヨーロッパすなわち「ミュンヘン分類」システ
ムによるパパニコラウスミアのＩＩＷからＩＩＩＤ群までのいずれかからＩＩ群またはそ
れより良好に改善したならば、パパニコラウスミアの正常化が起こったとみなした。
【００６４】
　安全性パラメーター：全ての分析は記述的な性質のものである。検査値は、従属標本に
対して、漸近的Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ－Ｕ検定（群間差）および漸近的Ｗｉｌｃｏｘ
ｏｎ検定（群内差）により分析した。全てのＡＥは、ＭｅｄＤＲＡにしたがってコードを
つけ完全にリスト化して、試験群により分離した。ＡＥ関連および患者関連分析を実施し
た。
●第１評価項目（ＩＴＴ）：治療群における２０名の患者のうち８名（４０．００％）が
、比較した対照群においては２１名の患者のうち３名（１４．２９％）が応答した。しか
しながら、治療群の２名の患者のパパニコラウスミアの結果は、以前の受診時の予備的Ｐ
ＡＰ応答の後で悪化した。したがって、１２週間の観察期間後のＰＡＰ応答だけ考慮する
なら（対照群における定義によるように）、治療群の２０名の患者のうち６名（３０．０
０％）が応答した者である。
【００６５】
　プロトコル準拠集団（ＰＰ）におけるＰＡＰ応答：治療群において、１５名の患者のう
ち７名（４６．６７％）が、比較した対照群においては１９名の患者のうち３名（１５．
７９％）が応答した。１２週間の観察期間後のＰＡＰ応答だけ考慮するなら、
●有害事象：３６例のＡＥを記録に残した。治療群における３４例のＡＥ：これらの７例
は治療開始前に発症した。２例のＳＡＥは、対照群の１名の患者で観察された。ＡＥ分析
は、治療群の、治療開始後に始まった２７例のＡＥ（「治療出現ＡＥ」）に基づく。これ
らの２７例のＡＥは、治療群の２０名の患者の１４名（７０．００％）に起こった。国際
医薬用語集－主要用語にしたがえば、３例のＡＥは分類「不正子宮出血」からおよび４例
は分類「頭痛」からくる；他の全てのＡＥクラスは、１回または２回だけ起こった。３名
の患者における５例のＳＡＥは、試験の薬物療法中に全て治療に関していかなる因果関係
もなしに起こった（治療群：１名の患者における治療開始前の妊娠、１名の患者における
脳振盪および頚椎圧迫を伴った水泳中の事故；対照群：１名の患者における流産を伴った
妊娠）。死亡はなく、他の有意のＡＥもなかった。
●臨床検査：尿：尿ｐＨ値に関して時間経過による有意の変化は観察されなかった。１つ
のセンターで、若干の尿パラメーターを定量的に測定した：平均赤血球数の明確な増加が
あったが、前後の変化は小さくて、このおよび他のパラメーターについて有意でなかった
。定性的に測定した若干の患者において、白血球数、硝酸塩、タンパク質、ウロビリノー
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時のヘマトクリット、ＭＣＶ、ＭＣＨＣ、血小板および好塩基球に関して、有意の群間差
が見出されたが、しかしながら、平均の前後の変化に関しては見出されなかった。治療群
患者においては、白血球（しかし有意ではない）、リンパ球［Ｇｐｔ／ｌ］（有意）、単
球［Ｇｐｔ／ｌ］（有意の）および好塩基球［Ｇｐｔ／ｌ］（有意）において、増加の傾
向があるように思われる。試験開始時および終了時のクレアチニン、ＡＳＡＴおよびアル
カリホスファターゼ（ＡＰ）に関して、有意の群間差が見出されたが、しかしながら、平
均の前後の変化に関してはなかった。ビリルビンに関して両群において有意の平均の低下
があり、また、ＡＬＡＴに関しては、対照群において有意の平均の低下があった。ＣＲＦ
に関する全ての検査値について、研究者のアセスメント（正常か正常範囲外か：臨床に関
連しているかまたは臨床に関連していないか）が必要とされた。臨床への関連性は稀な例
で記録されただけである。
【００６６】
　身体検査および生命徴候：治療群の１例でだけ、Ｖ０６の受診で病理学的所見が観察さ
れた（アンギナ）。各試験群内で、治験期間中、生命徴候は、正常な変動および測定誤差
の限界内で殆ど一定のままであった。治療群において、Ｖ０１の受診時の拡張期の血圧お
よび心拍数に関して、高い値で群間に有意の差（Ｕ検定）があったが、前後の差に関して
有意の差はなかった。
【００６７】
　総じて、治療群は、無治療比較群より高い応答率を有している。α＝０．０５を使用す
る統計的有意性は、直接比較するならば第１評価項目のためには合わない。しかしながら
、小さい試料サイズ、および試験が僅かに異なるコルポスコピー検査スケジュールで別々
にかつ独立に実施されたという事実のために、この種の比較が困難になる。
【００６８】
　追加の有効性結果：ＰＡＰＩＩＩｄを呈する患者の亜群分析は、治療群間の有意の差を
明らかにした。試験ＩＦＮ００２のＩＴＴ集団からの１４名のＰＡＰＩＩＩｄ患者のうち
６名は応答し、比較したＰＰ集団からの１４名のＰＡＰＩＩＩｄ患者に応答した者はいな
かった。
【００６９】
　ＰＡＰ応答率パラメーターを超えて、コルポスコピー診断は、個人の最終観察時に対照
群に比較して治療群で統計的に有意に良好であった。ＩＦＮ００２の試験において、１２
名の患者（６０％）は、「正常」または「非定型」に向かって改善した。比較によると、
非介入試験においては、個人の最終観察時に、２名の患者（９．５２％）が改善しただけ
であった。
【００７０】
　本発明を、特定の実施形態に関して説明したが、本発明から逸脱することなく、種々の
変更および改変が為され得ることは、当業者には明らかであろう。
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