
(57)【要約】
アンホテリシン Bを含み、ジメチルスルホキシドを含まない、低毒性で非経口投与用水性
組成物を開示する。組成物は、アンホテリシン B以外にリン脂質及び塩化ナトリウムを必
須成分とする。また組成物はオートクレーブにより滅菌される。更にアンホテリシン Bを
溶解する溶媒を用いない組成物の製造方法が開示されている。組成物は湿潤性真菌感染の
治療に適用される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な
い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
使 用 す る リ ン 脂 質 が 、 卵 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ EPC） 、 ま た は ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ
チ ジ ル コ リ ン （ DMPC） 及 び ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル ナ ト リ ウ ム 塩 （ DM
PG） の 混 合 物 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び
リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
ア ン ホ テ リ シ ン Bの 含 有 量 が 、 組 成 物 の 約 0.1w/v％ ～ 1w/v％ で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記
載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を
含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
ア ン ホ テ リ シ ン Bの 含 有 量 が 、 組 成 物 の 0.5w/v％ で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド
を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
塩 化 ナ ト リ ウ ム の 含 有 量 が 、 組 成 物 の 少 な く と も 0.1w/v％ で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル
ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
塩 化 ナ ト リ ウ ム の 含 有 量 が 、 組 成 物 の 0.1w/v％ ～ 0.9w/v%で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル
ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
リ ン 脂 質 の 含 有 量 が 、 組 成 物 の 0.1w/v％ ～ 1w/v%で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド
を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
リ ン 脂 質 の 含 有 量 が 、 組 成 物 の 0.4w/v％ ～ 0.6w/v%で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ
ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
ア ン ホ テ リ シ ン Bと リ ン 脂 質 の 重 量 比 が 約 1:0.8～ 約 1:1.2で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル
ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
リ ン 脂 質 の ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DMPC） と ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ
ル グ リ セ ロ ー ル （ DMPG） の 重 量 比 が 約 7:1～ 約 7:15で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ
ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
使 用 さ れ る リ ン 脂 質 の ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DMPC） と ジ ミ リ ス ト イ ル ホ
ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル （ DMPG） の 重 量 比 が 7:3で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ
シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
組 成 物 が 完 全 に 塩 素 化 炭 化 水 素 を 含 ま な い 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 ア
ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い
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、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂
質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 を 製 造 す る 方 法
で あ っ て 、
(i) 一 つ 以 上 の リ ン 脂 質 を 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 、 ク ロ ロ
ホ ル ム 、 四 塩 化 炭 素 及 び メ チ レ ン ク ロ リ ド の よ う な 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 溶 媒 群 か ら 選 択
さ れ る 一 つ 以 上 の 有 機 溶 媒 中 に 溶 解 し 、 次 に 溶 媒 を 減 圧 下 蒸 発 さ せ て 、 単 独 ま た は 混 合 さ
れ た リ ン 脂 質 の 乾 燥 フ ィ ル ム を 形 成 す る 工 程 、
(ii) 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 水 相 中 に ア ン ホ テ リ シ ン Bを 懸 濁 す
る か 、 ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ん で い て も よ い 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 水 相 中 に 微 粉 砕 し
た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 懸 濁 す る 工 程 、
(iii) 工 程 (ii)の 終 り に 形 成 さ れ た 懸 濁 さ れ た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 含 む 水 相 を 、 工 程 （ i）
の 終 り に 得 ら れ た リ ン 脂 質 の フ ィ ル ム に 添 加 し 、 両 者 を 混 合 し て 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bと リ
ン 脂 質 を 前 記 水 相 中 に 含 む 懸 濁 液 を 得 る 工 程 、
(iv) 工 程 (iii)の 終 り に お い て 得 ら れ た 前 記 懸 濁 液 の pHを  6.0～ 8.0に 調 整 し 、 次 に こ れ
を 、 2μ の グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー で ろ 過 で き る よ う に な る ま で 均 質 化 す る 工 程 、
(v) 工 程 (iv)の 終 り に お い て 、 最 終 生 成 物 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 量 が 少 な く と も 0.1w/v%
と な る よ う 十 分 な 塩 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 を 添 加 す る 工 程 、
(vi) 工 程 (v)の 終 わ り に お い て 得 ら れ た 均 質 化 さ れ た 懸 濁 液 を 、 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ
ィ ル タ ー を 通 し て ろ 過 し 、 前 記 濾 液 を 窒 素 カ バ ー 下 に バ イ ア ル 中 に 注 入 し 、 バ イ ア ル を 密
封 し 、 密 封 し た バ イ ア ル を オ ー ト ク レ ー ブ を か け て 滅 菌 し 、 非 経 口 投 与 に 適 す る 最 終 生 成
物 を 得 る 工 程 、
を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
リ ン 脂 質 が 卵 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ EPC） ま た は ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン
（ DMPC） 及 び ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル ナ ト リ ウ ム 塩 （ DMPG） の 混 合 物
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を
含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
ア ン ホ テ リ シ ン Bの 含 有 量 が 、 組 成 物 の 約 0.1w/v％ ～ 1w/v％ で あ る 、 請 求 項 １ ３ ま た は １
４ 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ
ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ア ン ホ テ リ シ ン Bの 含 有 量 が 、 組 成 物 の 0.5w/v％ で あ る 、 請 求 項 １ ３ ～ １ ５ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ
シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
リ ン 脂 質 の 含 有 量 が 、 組 成 物 の 0.1w/v％ ～ 1w/v%で あ る 、 請 求 項 １ ３ ～ １ ６ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ
シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
リ ン 脂 質 の 含 有 量 が 、 組 成 物 の 0.4w/v％ ～ 0.6w/v%で あ る 、 請 求 項 １ ３ ～ １ ７ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ
キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ア ン ホ テ リ シ ン Bと リ ン 脂 質 の 重 量 比 が 約 1:0.8～ 約 1:1.2で あ る 、 請 求 項 １ ３ ～ １ ８ の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル
ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
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リ ン 脂 質 ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DMPC） と ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル
グ リ セ ロ ー ル （ DMPG） の 重 量 比 が 約 7:1～ 7:15で あ る 、 請 求 項 １ ３ ～ １ ９ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ
ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
使 用 さ れ る リ ン 脂 質 の ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DMPC） と ジ ミ リ ス ト イ ル ホ
ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル （ DMPG） の 重 量 比 が 7:3で あ る 、 請 求 項 １ ３ ～ ２ ０ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ
キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
リ ン 脂 質 を 溶 解 す る た め に 用 い ら れ る 溶 媒 が エ タ ノ ー ル で あ る 、  請 求 項 １ ３ ～ ２ １ の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル
ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 水 相 が 水 ま た は リ ン 酸 緩 衝 液 で あ り 、 微 粉 砕 さ れ た ア ン ホ テ リ シ ン
Bが 使 用 さ れ る 場 合 に は 水 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 食 塩 水 ま た は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 で あ る 、 請 求
項 １ ３ ～ ２ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質
を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
工 程 (ii)に お け る ア ン ホ テ リ シ ン Bの 懸 濁 に 用 い ら れ る 水 相 の pHを 6.0～ 8.0に 調 整 す る 、
請 求 項 １ ３ ～ ２ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン
脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
均 質 化 さ れ 濾 過 さ れ た 懸 濁 液 の 滅 菌 を 、 通 常 の オ ー ト ク レ ー ブ に よ り 行 う 、 請 求 項 １ ３ ～
２ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、
ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
滅 菌 温 度 が 110℃ で あ る 、 請 求 項 １ ３ ～ ２ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、
塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口
水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
滅 菌 を オ ー ト ク レ ー ブ に よ る 特 別 処 理 に よ り 行 い 、 加 熱 及 び 冷 却 時 間 を 迅 速 な 加 熱 及 び 迅
速 な 冷 却 サ イ ク ル に よ り 減 少 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ３ ～ ２ ６ の い ず れ か 一 項
に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ
ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
使 用 さ れ る ア ン ホ テ リ シ ン Bが 微 粉 砕 さ れ る 場 合 に は 、 工 程 (ii)に お け る 水 相 が 水 、 食 塩
水 、 リ ン 酸 緩 衝 液 ま た は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ～ ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を
含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
使 用 さ れ る ア ン ホ テ リ シ ン Bが 微 粉 砕 さ れ る 場 合 に は 、 工 程 (ii)～ (iv)の い ず れ か に お い
て 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 最 終 生 成 物 に お け る 濃 度 が 少 な く と も 0.1w/v％ と な る よ う に 添 加 さ れ
る 、 請 求 項 １ ３ ～ ２ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び
リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方
法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 １ ３ ～ ２ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 で 製 造 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ
キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
明 細 書 及 び 実 施 例 I～ XIIに 実 質 的 に 記 載 さ れ た 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び
リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
明 細 書 及 び 実 施 例 I～ XIIに 実 質 的 に 記 載 さ れ た 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び
リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 の 製 造 方
法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
明 細 書 及 び 実 施 例 I～ XIIに 実 質 的 に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 、 ア ン ホ テ リ シ ン B
、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経
口 水 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
明 細 書 及 び 実 施 例 VIIに 実 質 的 に 記 載 さ れ た 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン
脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 及 び 塩 素 化 炭 化 水 素 を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性
組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
明 細 書 及 び 実 施 例 VIIに 実 質 的 に 記 載 さ れ た 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン
脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 及 び 塩 素 化 炭 化 水 素 を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性
組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
明 細 書 及 び 実 施 例 VIIに 実 質 的 に 記 載 さ れ た 製 造 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 、 ア ン ホ テ リ シ ン B
、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 及 び 塩 素 化 炭 化 水 素 を 含 ま
な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
本 発 明 は 低 毒 性 ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 は 特 に 、 低 毒 性 な 、 非 経 口
投 与 に 適 す る リ ン 脂 質 含 有 ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
ア ン ホ テ リ シ ン Bは 、 湿 潤 性 真 菌 感 染 の 処 置 に 有 用 な ポ リ エ ン 抗 菌 抗 生 物 質 で あ る 。 し か
し 、 高 い 腎 毒 性 を 有 す る 。
ア ン ホ テ リ シ ン Bの 毒 性 は 、 様 々 な プ ロ セ ス に よ り 軽 減 さ れ る が 、 こ れ ら の う ち  (a) リ ポ
ソ ー ム 中 へ の 薬 剤 の 取 り 込 み 、 及 び  (b) 薬 剤 を 高 薬 剤 リ ピ ド 複 合 体 （ High drug lipid c
omplex） (HDLC)が 通 常 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
リ ポ ソ ー ム ア ン ホ テ リ シ ン Bの 調 製
米 国 特 許 第 4973465号 （ 1990） 明 細 書 に は 、 HDLC類 の 製 造 が 記 載 さ れ て お り 、 そ の 中 に コ
レ ス テ ロ ー ル の よ う な ス テ ロ ー ル 類 は 単 独 ま た は 天 然 の リ ン 脂 質 で あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル コ
リ ン と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
米 国 特 許 第 5616334号 （ 1997） 明 細 書 に は 、 リ ポ ソ ー ム ア ン ホ テ リ シ ン Bの 調 製 方 法 が 記 載
さ れ て お り 、 初 め に ブ ラ ン ク マ ル チ ア メ ラ ー 小 泡 （ blank multilamellar vesicles） (MLV
s)を 製 造 し 、 次 に MLVを 超 音 波 処 理 さ れ た ア ン ホ テ リ シ ン Bの 水 中 懸 濁 液 と 混 合 す る こ と が
記 載 さ れ て い る 。 こ の プ ロ セ ス は い ず れ の 溶 媒 も 使 用 し な い 。 し か し 、 こ の 方 法 は 特 に 、
ア ン ホ テ リ シ ン B HDLCよ り 高 い 毒 性 を 示 す リ ポ ソ ー ム ア ン ホ テ リ シ ン Bを 生 成 す る 。 こ の
方 法 は 、 サ イ ズ 処 理 の た め 、 重 ね た ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー を 通 じ た ブ ラ ン ク リ ポ ソ
ー ム の 押 し 出 し を 反 復 し て 10回 も 行 う こ と を 含 む 。 ま た 、 薬 剤 を 積 載 し た 後 、 取 り 込 ま れ
な か っ た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 遠 心 に よ り 除 去 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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こ の 米 国 特 許 は ま た 、 “ 低 毒 性 薬 剤 脂 質 シ ス テ ム ” に お け る HDLC作 成 プ ロ セ ス に つ い て 記
載 し て い る 。 こ の 特 許 に お い て 、 ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 複 合 体 の 製 造 が 記 載 さ れ て い る 。
こ の 技 術 は 一 般 的 に 以 下 の よ う な も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
HDLC類 の 製 造 ：  第 一 に 、 薬 剤 ア ン ホ テ リ シ ン Bを ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） ま た は メ
タ ノ ー ル の よ う な 溶 媒 に 溶 解 す る 。 脂 質 、 好 ま し く は ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ
ン （ DMPC） 及 び ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル （ DMPG） （ モ ル 比 ７ ： ３ ） 、
を メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 塩 素 化 炭 化 水 素 類 の よ う な 溶 媒 中 に 溶 解 さ せ る 。 そ の 薬 剤 溶
液 及 び 脂 質 溶 液 を 混 合 す る 。 溶 媒 を 減 圧 下 蒸 発 さ せ て 、 脂 質 － 薬 剤 の 薄 い フ ィ ル ム を 得 る
。 フ ィ ル ム を 水 、 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 ま た は グ リ シ ン 緩 衝 液 の よ う な 水 溶 液 に よ
り 水 和 化 し て 、 HDLCを 形 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
上 記 方 法 の 一 つ の 変 法 で は 、 得 ら れ た 乾 燥 脂 質 － 薬 剤 フ ィ ル ム を 、 メ チ レ ン ク ロ リ ド 等 の
溶 媒 中 に 再 懸 濁 し 、 フ ィ ル ム を 水 和 化 す る 前 に 減 圧 下 、 再 度 蒸 発 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
上 記 方 法 の 他 の 変 法 と し て は 、 乾 燥 脂 質 － 薬 剤 フ ィ ル ム を 脱 水 さ せ て 、 フ レ ー ク を 形 成 し
、 そ の フ レ ー ク を 次 に 水 溶 液 で 水 和 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
他 の 方 法 で は 、 食 塩 水 、 緩 衝 液 ま た は 水 の よ う な 水 溶 液 を 、 薬 剤 及 び 脂 質 を 含 む 溶 液 に 添
加 し 、 次 に 溶 媒 を 蒸 発 さ せ 、 HDLCを 得 る 。 こ の 方 法 で は 、 リ ン 脂 質 の 薄 い フ ィ ル ム を 形 成
す る 必 要 が 無 い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
前 記 米 国 特 許 に 記 載 の HDLCを 形 成 す る 他 の 方 法 で は 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bの よ う な 生 物 活 性
薬 剤 を 含 む 脂 質 粒 子 （ ま た は リ ポ ソ ー ム ） を 、 初 め に 、 生 物 活 性 薬 剤 の ６ ～ ５ ０ モ ル ％ を
含 む マ ル チ ア メ ラ ー 小 泡 （ MLV） を 作 成 す る こ と に よ り 、 形 成 さ れ る 。 次 に 、 MLVを 約 25℃
～ 約 60℃ 、 最 も 好 ま し く は 約 60℃ 、 の 加 熱 サ イ ク ル に 入 れ る 。 そ の よ う な サ イ ク ル は 、 よ
り 高 度 に 整 列 し 、 よ り 毒 性 が 低 い 、 ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 複 合 体 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 複 合 体 を 作 成 す る 他 の 代 わ り の 方 法 も ま た 、 こ の 米 国 特 許 に 記 載 さ
れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 脂 質 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ 0.9％ ） と 混 合 さ れ 、 ホ モ ジ ナ
イ ザ ー を 用 い て 均 質 化 さ れ る 。 ア ン ホ テ リ シ ン Bは 、 DMSO中 に 溶 解 さ れ 、 均 質 化 の 間 に 脂
質 溶 液 に 添 加 さ れ 、 さ ら に 30分 間 、 粒 子 サ イ ズ が 約 10ミ ク ロ ン よ り 小 さ く な る ま で 、 好 ま
し く は 約 10ミ ク ロ ン に な る ま で 、 均 質 化 さ れ る 。 得 ら れ た 脂 質 粒 子 は 、 正 接 流 動 濾 過 （ ta
ngential flow filtration） の 後 、 選 択 さ れ る 。 こ の プ ロ セ ス の 不 利 点 は 、 使 用 さ れ る 溶
媒 の DMSOが 高 い 沸 点 を 有 し 、 そ の た め 生 成 物 か ら 除 去 す る の が 困 難 な 点 で あ る 。 さ ら に 、
微 量 の DMSOが 最 終 生 成 物 に 残 存 す る 。 こ の 溶 媒 は 、 肝 毒 性 が あ る こ と が 報 告 さ れ て い る (T
he journal of Infectious diseases 1991 :'164 Pg 418 to 421)た め 、 静 脈 注 射 用 の 組
成 物 に 微 量 な そ れ ら の 溶 媒 が 存 在 す る こ と は 望 ま し く な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
HDLCは 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bの 毒 性 を 軽 減 す る 有 用 な 製 剤 で あ る が 、 米 国 特 許 第 5616334号 （
1997） 明 細 書 に 記 載 の 技 術 は 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bが 通 常 使 用 さ れ る 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る
有 機 溶 媒 の ほ と ん ど に 対 し 低 溶 解 性 で あ る た め 、 大 量 の 有 機 溶 媒 の 使 用 を 必 要 と す る 。 従
っ て 、 こ の プ ロ セ ス は 大 量 の 有 機 溶 媒 の 蒸 発 を 伴 う も の で あ る 。 ま た は 、 ジ メ チ ル ス ル ホ
キ シ ド 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド の よ う な 非 プ ロ ト ン 性 溶 媒 を ま た 使 用 し て ア ン ホ テ リ シ ン
Bを 溶 解 す る 。 こ れ ら の 非 プ ロ ト ン 性 溶 媒 は 、 高 い 沸 点 を 有 し 、 微 量 の こ れ ら の 溶 媒 が 結
合 し て 最 終 組 成 物 に 残 存 す る 。 こ れ ら の 非 プ ロ ト ン 性 溶 媒 は 、 肝 毒 性 で あ る こ と が 報 告 さ
れ て い る た め 、 こ れ ら の 溶 媒 を 製 造 工 程 に お い て 使 用 す る こ と は 望 ま し く な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
従 っ て 、 使 用 す る 溶 媒 量 を 低 減 さ せ る こ と に よ る 、 ア ン ホ テ リ シ ン B組 成 物 の 大 量 製 造 方
法 の 改 良 が 必 要 と さ れ る 。 こ の よ う な 改 良 は ま た 製 造 コ ス ト を 低 減 さ せ る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の 主 た る 目 的 は 、 製 造 を 簡 単 に し 、 か つ 製 造 コ ス ト を 低 減 す る こ と を 目 的 と し て 、
ア ン ホ テ リ シ ン B及 び リ ン 脂 質 を 含 む 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 を 開 発 す る こ と で あ る 。
本 発 明 の 目 的 は 更 に 、 ア ン ホ テ リ シ ン B及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 微 量 の DMSOお よ び ／ ま た は
塩 素 化 さ れ た 炭 化 水 素 を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 を 開 発 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 要 約
従 っ て 、 本 発 明 は 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 む 、 ジ メ チ ル ス
ル ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 は さ ら に 、 ア ン ホ テ リ シ ン B、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 み 、 ジ メ チ ル ス ル
ホ キ シ ド を 含 ま な い 、 低 毒 性 な 非 経 口 水 性 組 成 物 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、
(i)一 つ 以 上 の リ ン 脂 質 を 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル 、 ク ロ ロ
ホ ル ム 、 四 塩 化 炭 素 及 び メ チ レ ン ク ロ リ ド の よ う な 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 溶 媒 群 か ら 選 択
さ れ る 一 つ 以 上 の 有 機 溶 媒 中 に 溶 解 し 、 次 に 溶 媒 を 減 圧 下 蒸 発 さ せ る こ と に よ り 除 去 し て
、 単 独 ま た は 混 合 さ れ た リ ン 脂 質 の 乾 燥 フ ィ ル ム を 形 成 す る 工 程 、
(ii)塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 水 相 中 に ア ン ホ テ リ シ ン Bを 懸 濁 す
る か 、 ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ん で い て も よ い 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 水 相 中 に 微 粉 砕 し
た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 懸 濁 す る 工 程 、
(iii) 工 程 (ii)の 終 り に 形 成 さ れ た 懸 濁 さ れ た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 含 む 水 相 を 、 工 程 （ i）
の 終 り に 得 ら れ た リ ン 脂 質 の フ ィ ル ム に 添 加 し 、 両 者 を 混 合 し て 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bと リ
ン 脂 質 を 前 記 水 相 中 に 含 む 懸 濁 液 を 得 る 工 程 、
(iv) 工 程 (iii)の 終 り に お い て 得 ら れ た 前 記 懸 濁 液 の pHを  6.0～ 8.0に 調 整 し 、 次 に こ れ
を 、 2μ の グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー で ろ 過 で き る よ う に な る ま で 均 質 化 す る 工 程 、
(v) 工 程 (iv)の 終 り に お い て 、 最 終 生 成 物 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 量 が 少 な く と も 0.1w/v%
と な る よ う 十 分 な 塩 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 を 添 加 す る 工 程 、
(vi) 工 程 (v)の 終 わ り に お い て 得 ら れ た 均 質 化 さ れ た 懸 濁 液 を 、 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ
ィ ル タ ー を 通 し て ろ 過 し 、 前 記 濾 液 を 窒 素 カ バ ー 下 に バ イ ア ル 中 に 注 入 し 、 バ イ ア ル を 密
封 し 、 密 封 し た バ イ ア ル を オ ー ト ク レ ー ブ を か け て 滅 菌 し 、 非 経 口 投 与 に 適 す る 最 終 生 成
物 を 得 る 工 程 、
を 含 む 上 記 方 法 、 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 本 願 明 細 書 に 記 載 さ れ 、 か つ 上 述 し た よ う な 本 発 明 の 方 法 に よ り 作 成 さ れ
る 、 少 な く と も 0.1w/v％ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 を 含 む 、 低 毒 性 な 非 経 口 ア ン ホ テ
リ シ ン B水 性 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
発 明 の 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 の 組 成 物 中 の ア ン ホ テ リ シ ン Bの 含 有 量 は 、 組 成 物 の 0.1w/v%～ 1.0w/v%の 範 囲 で 変
化 し 、 好 ま し く は ア ン ホ テ リ シ ン Bの 含 有 量 は 組 成 物 の 0.5w/v%で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
リ ン 脂 質 の 全 含 有 量 は 、 組 成 物 の 0.1w/v%～ 1.0w/v%の 範 囲 で 変 化 し 、 好 ま し い 含 有 量 は 約
0.4w/v%～ 約 0.6w/v%で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
リ ン 脂 質 に 対 す る ア ン ホ テ リ シ ン Bの 重 量 比 は 、 約 1： 0.5～ 約 1： 1.5で あ る 。 好 ま し い 重
量 比 は 、 約 1： 0.8～ 約 1： 1.2で あ る 。
本 方 法 に お い て 、 リ ン 脂 質 は 、 卵 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ EPC） 、 ま た は ジ ミ リ ス ト イ ル
ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DMPC） 及 び ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル ナ ト リ ウ
ム 塩 （ DMPG） の 混 合 物 か ら 選 択 さ れ る 。 二 種 の リ ン 脂 質 DMPC及 び DMPGの 混 合 物 を 使 用 す る
場 合 に は 、 リ ン 脂 質 の 重 量 比 、 DMPC： DMPGは 、 7： 1～ 7： 15の 間 で あ り 、 好 ま し く は 7： 3
で あ る 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
リ ン 脂 質 を 溶 解 す る の 使 用 さ れ る 溶 媒 は 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ
ー ル の よ う な ア ル コ ー ル 溶 媒 か ら 選 択 さ れ 、 ク ロ ロ ホ ル ム 、 メ チ レ ン ク ロ リ ド 、 四 塩 化 炭
素 の よ う な 塩 素 化 炭 化 水 素 の 添 加 を 伴 う か 若 し く は 伴 わ な い 。 ア ル コ ー ル 溶 媒 単 独 ま た は
塩 素 化 溶 媒 単 独 を 、 リ ン 脂 質 の 溶 解 に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た は ア ル コ ー ル 溶 媒 及 び
塩 素 化 炭 化 水 素 を 組 み 合 わ せ て リ ン 脂 質 を 溶 解 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 塩 素 化 炭 化
水 素 を 選 択 し な い 場 合 に は 、 組 成 物 は 塩 素 化 炭 化 水 素 を 含 ま な い 。 リ ン 脂 質 を 溶 解 す る の
に 用 い る 好 ま し い 溶 媒 は エ タ ノ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 に お い て 用 い る 微 粉 砕 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bは 、 ど ん な 場 合 に も 、 10ミ ク ロ ン よ り
小 さ い 粒 子 サ イ ズ に 空 気 ジ ェ ッ ト ミ ル を 用 い て 微 粉 砕 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
ア ン ホ テ リ シ ン Bを 分 散 さ せ る の に 用 い る 水 相 の pHは 、 緩 衝 液 を 組 成 物 中 に 用 い な い 場 合
に は 、 希 釈 し た 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て 6.0～ 8.0に 調 整 さ れ る 。
ア ン ホ テ リ シ ン Bを 懸 濁 す る の に 使 用 さ れ る 水 相 は 、 水 ま た は リ ン 酸 緩 衝 液 の よ う な 非 経
口 的 に 許 容 さ れ る ビ ヒ ク ル で あ る 。 微 粉 砕 さ れ た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 使 用 す る 場 合 に は 、
ア ン ホ テ リ シ ン Bを 懸 濁 す る の に 使 用 さ れ る 水 相 は 、 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 水 ま た
は リ ン 酸 緩 衝 液 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
塩 化 ナ ト リ ウ ム を 、 均 質 化 後 濾 過 前 に 水 溶 液 と し て 添 加 す る 。 し か し 、 微 粉 砕 し た ア ン ホ
テ リ シ ン Bを 使 用 す る 場 合 に は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム は “ 発 明 の 要 約 ” に お い て 特 定 し た 製 造
工 程 （ ii） ～ （ iv） の い ず れ の 工 程 で も 添 加 す る こ と が で き る 。
塩 化 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 は 、 組 成 物 の 約 0.1w/v%～ 0.9w/v%で あ り 、 好 ま し く は 約 0.4w/v%～ 0
.9w/v%で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
均 質 化 は 高 速 ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 5000psi以 上 で 、 生 成 物 が 2ミ ク ロ ン ガ ラ ス フ ァ イ バ
ー フ ィ ル タ ー を 通 じ て 濾 過 可 能 と な る ま で 行 う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 で あ 、 ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 は 、 均 質 化 の 前 に 超 音 波 処 理 浴 中 で
超 音 波 処 理 し 、 pHを 約 6.0～ 8.0に 調 整 し た 後 、 均 一 な 懸 濁 液 を 得 る 。 緩 衝 溶 液 を 組 成 物 に
お い て 用 い な い 場 合 に は い つ で も 、 希 釈 し た 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て pHを 調 整 す る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
均 質 化 し た ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 、 ２ μ の グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー を 通 じ て
濾 過 し 、 次 に フ ィ ル タ ー を か け た 窒 素 ま た は フ ィ ル タ ー を か け た 圧 縮 空 気 の い ず れ か を 用
い て 、 圧 力 下 、 通 常 の 濾 過 工 程 を 行 う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
濾 過 後 、 均 質 化 し た 懸 濁 液 を 、 窒 素 カ バ ー 下 に バ イ ア ル へ 充 填 し 、 通 常 の （ conventional
） オ ー ト ク レ ー ブ で 110℃ ～ 121℃ 、 好 ま し く は 121℃ で 20分 間 、 110℃ で 40分 間 滅 菌 し た 。
滅 菌 は ま た 、 オ ー ト ク レ ー ブ の 特 別 な 方 法 で 行 う こ と が で き 、 そ の 方 法 で は 加 熱 及 び 冷 却
サ イ ク ル 時 間 は 迅 速 な 加 熱 及 び 冷 却 シ ス テ ム に よ り 短 縮 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
米 国 特 許 第 4973465号 (1990)及 び 米 国 特 許 第 5616334号 (1997)に 記 載 さ れ る よ う に 、 HDLCを
製 造 す る 初 期 の 方 法 で は 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bを か な り 大 量 の 有 機 溶 媒 中 に 溶 解 す る 。 米 国
特 許 第 5616334号 (1997)の 一 つ の 実 施 例 で は 、 100mgの ア ン ホ テ リ シ ン Bに 等 価 の 1バ イ ア ル
20mLの ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 複 合 体 を 製 造 す る た め に 、 1リ ッ ト ル の メ タ ノ ー ル が 使 用 さ れ
る 。 溶 媒 容 積 を 減 少 さ せ る 他 の 実 施 例 で は 、 5 mlの DMSOが 100mgの ア ン ホ テ リ シ ン Bの た め
に 使 用 さ れ た が 、 DMSOは 腎 毒 性 が あ る こ と が 報 告 さ れ て い る た め 、 腹 腔 内 投 与 に は 望 ま し
い 溶 媒 で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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本 発 明 の 方 法 に お い て 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bは 全 く い ず れ の 溶 媒 に も 溶 解 さ れ な い 。 一 方 、
従 来 の 方 法 で は 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bを 溶 解 す る た め に DMSOを 使 用 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の 方 法 に お い て 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 水 相 中 に 懸 濁 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 脂 質
フ ィ ル ム に 添 加 し 、 均 質 化 し た 場 合 、 凝 集 物 を 形 成 し 、 通 常 の 濾 過 手 順 で は 均 質 化 さ れ た
生 成 物 は 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー を 濾 過 で き な い こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
さ ら に 広 範 な 実 験 を し た 後 、 発 明 者 ら は 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bを 懸 濁 す る た め に 使 用 し た 水
相 に 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 せ ず に 調 製 す る と 、 懸 濁 液 の 凝 集 が 起 こ ら ず 均 質 化 が 円 滑 に 進
行 し 、 均 質 化 し た バ ル ク を 濾 過 し 得 る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
し か し 、 本 発 明 の 経 過 に お い て 、 発 明 者 は 塩 化 ナ ト リ ウ ム が 毒 性 を 軽 減 す る の に 組 成 物 に
必 須 で あ る こ と を 見 出 し た 。 異 な る 濃 度 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組
成 物 を 、 80mg/kgの 投 与 量 に お い て 、 ８ 匹 の 群 の マ ウ ス に 注 入 し た 。 下 記 実 施 例 に 記 載 の
、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 を 調 製 し 、 そ れ ぞ れ 注 入 し た 。
各 注 入 の 前 に 、 80mg/kg体 重 に 等 し い 容 量 を 、 5%デ キ ス ト ロ ー ス 注 入 に よ り 0.5mlに 希 釈 し
、 等 張 に し た 。 72時 間 後 に 観 察 さ れ た 死 亡 率 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
表 １
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
表 １ か ら 、 0.1％ 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 最 小 濃 度 が 毒 性 を 低 減 す る の に 必 須 で あ る こ と が 明 ら
か で あ る 。 リ ン 脂 質 フ ィ ル ム の 水 和 化 の 間 に 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い 水 相 を 用 い て 均
質 化 を 平 滑 に 行 い 、 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー を 通 じ た 濾 過 を 容 易 に 行 っ た 。 塩 化
ナ ト リ ウ ム を 均 質 化 プ ロ セ ス の 後 に 溶 液 と し て 添 加 し た 。 本 発 明 の 組 成 物 中 の 塩 化 ナ ト リ
ウ ム の 添 加 は 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bの 毒 性 を 軽 減 す る の に 必 須 で あ る 。 0.1w/v%塩 化 ナ ト リ ウ
ム の 添 加 に よ っ て も 、 LD 5 0 は 80mg/kgで あ り 、 こ の LD 5 0 は デ ス オ キ シ コ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
（ sodium desoxycholate） を 含 む 従 来 の ア ン ホ テ リ シ ン B製 剤 （ こ れ は 4mg/kgで あ る こ と
報 告 さ れ て い る ） よ り 非 常 に 高 い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
更 な る 多 数 の 実 験 の 後 、 微 粉 砕 し て ア ン ホ テ リ シ ン Bの 平 均 粒 子 サ イ ズ を 10ミ ク ロ ン よ り
小 さ く す る こ と に よ り 、 均 質 化 の 間 の 凝 集 と い う 問 題 を 解 決 す る の に 役 立 つ こ と を 見 出 し
た 。 微 粉 砕 前 後 の ア ン ホ テ リ シ ン Bの 粒 子 サ イ ズ 分 析 を 、 シ ン パ テ ィ ッ ク ベ ロ ス 粒 子 サ イ
ズ 分 析 機 （ Sympatic BELOS Particle Size Analyser） に よ り 行 な っ た 。 ア ン ホ テ リ シ ン B
の 微 粉 砕 は ま た 、 非 微 粉 砕 化 ア ン ホ テ リ シ ン B及 び リ ン 脂 質 を 含 む 均 質 化 し た 水 性 懸 濁 液
中 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 存 在 に 伴 う 濾 過 の 問 題 を 解 決 す る の に 役 立 っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
微 粉 砕 化 ア ン ホ テ リ シ ン Bを 用 い て 調 製 し た 均 質 化 さ れ た バ ル ク の 濾 過 は 容 易 で あ り 、 通
常 使 用 さ れ る フ ィ ル タ ー 、 す な わ ち 、 米 国 特 許 第 5616334号 （ 1997） の よ う な 従 来 技 術 プ
ロ セ ス に お け る 、 を 使 用 す る こ と が で き 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー の よ う な 膜 フ ィ ル
タ ー 中 を 直 線 ま た は 曲 が り く ね っ た （ tortorous） 経 路 を 通 し て HDLCの 濾 過 を 行 な う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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以 上 の よ う に 、 本 発 明 の 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 非 微 粉 砕 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 用 い
て 、 水 相 に 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 す る こ と を 回 避 す る こ と に よ り 、 凝 集 の 問 題 を 解 決 す る
こ と が で き た 。 し か し 、 発 明 者 ら は 、 ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 の 毒 性 を 軽 減 さ せ る の
に 、 少 な く と も 0.1w/v％ の 最 小 濃 度 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 添 加 が 必 要 で あ る こ と を 見 出 し た
。 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま せ る が 、 均 質 化 工 程 ま で 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 添 加 を 延 期 す る こ と に
よ り 、 凝 集 及 び 濾 過 の 問 題 を 発 明 者 ら は 解 決 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 第 一 の 実 施 態 様 で は 、 少 な く と も 0.1w/v％ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 低 毒
性 の 滅 菌 ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 の 製 造 方 法 に お い て 、 非 微 粉 砕 し た ア ン ホ テ リ シ ン B
を 分 散 す る た め に 使 用 す る 水 相 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い 水 ま た は リ ン 酸 緩 衝 液 で あ
る 。 塩 化 ナ ト リ ウ ム は 、 非 微 粉 砕 化 ア ン ホ テ リ シ ン B及 び リ ン 脂 質 を 含 む 水 性 懸 濁 液 の 均
質 化 の す ぐ 後 に 添 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 の 第 二 の 態 様 に お い て 、 リ ン 脂 質 及 び ア ン ホ テ リ シ ン Bを 含 む 水 相 を 含 む 懸 濁 液 の
凝 集 及 び 濾 過 の 問 題 は 、 微 粉 砕 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 用 い る こ と に よ り 解 決 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
二 つ の 実 施 態 様 を 組 み 合 わ せ て 、 使 用 さ れ る ア ン ホ テ リ シ ン Bを 微 粉 砕 し 、 塩 化 ナ ト リ ウ
ム を 含 ま な い 水 相 中 に 懸 濁 し 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 、 均 質 化 工 程 の 前 、 中 ま た は 後 に 水 相 に
添 加 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
実 施 例
本 発 明 を 実 施 例 に よ り 説 明 す る 。 実 施 例 は 説 明 の た め の み の も の で あ っ て 、 本 発 明 の 観 点
を 制 限 す る も の で は な い 。
表 ２ に 記 載 さ れ る よ う に ４ グ ル ー プ の 実 施 例 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
表 ２
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* リ ン 脂 質 を 溶 解 す る た め の 溶 媒 は エ タ ノ ー ル の み
【 ０ ０ ４ ４ 】
実 施 例 に お い て 使 用 さ れ た 全 て の 原 料 物 質 は 、 非 経 口 グ レ ー ド (parenteral grade)で あ っ
た 。 使 用 し た 設 備 は 通 常 の も の で あ っ た 。 全 て の プ ロ セ ス は 、 滅 菌 製 品 を 製 造 す る の に 必
要 と さ れ る コ ン ト ロ ー ル さ れ た 環 境 下 の 領 域 で 行 な わ れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
こ れ ら の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る ア ン ホ テ リ シ ン Bは 、 ア ル フ ァ ー マ （ Alpharma） か ら
得 ら れ た 非 経 口 グ レ ー ド の も の で あ り 、 USP仕 様 に 従 う も の で あ る 。 微 粉 砕 し た ア ン ホ テ
リ シ ン Bは 、 本 実 施 例 に お い て 使 用 し た も の は 全 て 、 空 気 ジ ェ ッ ト ミ ル を 用 い て 10ミ ク ロ
ン よ り  小 さ い 粒 子 サ イ ズ に 微 粉 化 す る こ と に よ り 調 製 さ れ た 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
実 施 例 に お い て 使 用 さ れ た リ ン 脂 質 DMPC及 び DMPGは 、 非 経 口 グ レ ー ド の も の で あ り 、 ア バ
ン テ ィ ポ ラ ー リ ピ ッ ド （ Avanti Polar Lipids） か ら 調 達 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
実 施 例 で 使 用 し た リ ン 脂 質 で あ る 卵 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン は 、 非 経 口 グ レ ー ド で あ り 、 リ
ポ イ ド （ Lipoids） か ら 調 達 し た 。
実 施 例 で 使 用 し た 有 機 溶 媒 は 、 AR (分 析 試 薬 )品 質 で あ っ た 。
実 施 例 で 使 用 し た リ ン 酸 緩 衝 液 は 、 イ ン ド 薬 局 方 （ Indian Pharmacopoeia） に 従 い 調 製 さ
れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
実 施 例 に お い て 使 用 さ れ た リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH7.4は 、 1.19gの オ ル ト リ ン 酸 水 素 二 ナ ト リ
ウ ム 、 0.095gの オ ル ト ホ ス フ ェ ー ト 二 水 素 カ リ ウ ム 及 び 4gの 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 400mlの 水
に 溶 解 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 水 を 添 加 し て 500mlの 体 積 に し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
グ ル ー プ A: 実 施 例 I及 び II
こ れ ら の 実 施 例 で 使 用 し た 成 分 を 表 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
表 ３
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* 最 終 生 成 物 に 残 存 し な い
* * 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て 調 整 し た
【 ０ ０ ５ １ 】
手 順 ： .
実 施 例 Iに お い て 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bを 、 窒 素 を 通 気 し 、 攪 拌 し た 150mlの 水 に 添 加 し た 。 p
Hを 、 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 に よ り 、 約 6.95に 調 整 し た 。
実 施 例 IIに お い て 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bを 、 窒 素 を 通 気 し た 、 攪 拌 下 の 150mlリ ン 酸 緩 衝 液 pH
7.2に 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
リ ン 脂 質 DMPC及 び DMPGを ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 中 の ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し た 。 リ ン 脂 質 が 完
全 に 溶 解 し た 後 エ タ ノ ー ル を 添 加 し 、 窒 素 を 流 し な が ら フ ラ ス コ を 適 度 な 速 度 で 回 し て 混
合 さ せ た 。 こ の ア ル コ ー ル 性 溶 液 を 、 減 圧 下 濃 縮 し て 、 完 全 に 乾 燥 さ せ た 。 溶 媒 を 完 全 に
除 去 し た 後 窒 素 を 30分 間 流 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
乾 燥 脂 質 フ ィ ル ム を 、 ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 内 で 、 フ ラ ス コ を 連 続 し て 回 転 さ せ 、 連 続 し て
窒 素 を 流 し な が ら 、 上 述 し た よ う に 調 製 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bの 水 性 懸 濁 液 に よ り 水 和 化
し た 。 実 施 例 に お い て 得 ら れ た ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 の pHを 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム
溶 液 に よ り 約 6.80に 調 整 し た 。 フ ラ ス コ 内 容 物 を 超 音 波 処 理 浴 内 で 1時 間 超 音 波 処 理 を し
た 。 容 積 は 、 実 施 例 Iで は 水 で 、 実 施 例 IIで は リ ン 酸 緩 衝 液 pH7.2で 、 180mlと し た 。
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【 ０ ０ ５ ４ 】
ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 次 に 、 APV高 圧 ホ モ ジ ナ イ ザ ー に よ り 、 均 質 化 生 成 物 が 2μ
グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー に よ り 濾 過 で き る ま で 、 均 質 化 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
実 施 例 Iに お い て 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 水 に 溶 解 し 、 20mlの 水 で 希 釈 し た 。 実 施 例 IIで は 、 塩
化 ナ ト リ ウ ム を リ ン 酸 緩 衝 液 pH7に 溶 解 し 、 20mlの リ ン 酸 緩 衝 液 pH7.2に よ り 希 釈 し た 。 こ
の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 、 均 質 化 し た ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 低 い 速 度 で 攪 拌 し 、
窒 素 を 流 し な が ら 、 こ れ に 添 加 し た 。 こ の 生 成 物 を ホ モ ジ ナ イ ザ ー に 戻 し 、 圧 力 を か け ず
に 5分 間 再 循 環 し た 。 次 に こ れ を 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 窒 素 雰
囲 気 下 、 ガ ラ ス 容 器 に 充 填 し 、 重 さ を 計 り （ scaled） 、 110℃ で 40分 間 オ ー ト ク レ ー ブ を
か け た 。 実 施 例 IIで は 、 オ ー ト ク レ ー ブ を 、 110℃ で 40分 間 、 迅 速 な 加 熱 及 び 迅 速 な 冷 却
サ イ ク ル で 行 な っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
グ ル ー プ B：
1) 実 施 例 III～ VI
こ れ ら の 実 施 例 に お い て 使 用 し た 成 分 を 表 4に 示 し 、 手 順 を 下 に 示 し た 。 添 加 す る 塩 化 ナ
ト リ ウ ム の 量 を 1.8gか ら 0.2gに 変 更 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
表 ４
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* 最 終 生 成 物 中 に 残 存 し な い
* * 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て 調 整 し た
【 ０ ０ ５ ８ 】
手 順
リ ン 脂 質 DMPC及 び DMPGを ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 中 の ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し た 。 リ ン 脂 質 が 完
全 に 溶 解 し た 後 エ タ ノ ー ル を 添 加 し 、 窒 素 を 流 し な が ら フ ラ ス コ を 適 度 な 速 度 で 回 し て 混
合 さ せ た 。 こ の ア ル コ ー ル 性 溶 液 を 、 減 圧 下 濃 縮 し て 、 完 全 に 乾 燥 さ せ た 。 溶 媒 を 完 全 に
除 去 し た 後 窒 素 を 30分 間 流 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
塩 化 ナ ト リ ウ ム を 175mlの 水 に 溶 解 し た 。 窒 素 を こ の 溶 液 に 15分 間 通 気 し た 。 微 粉 砕 し た
ア ン ホ テ リ シ ン Bを 次 に そ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 に 、 攪 拌 し 、 窒 素 を 通 気 し な が ら 、 添 加
し た 。 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 す る こ と に よ り 、 pHを 各 実 施 例 に つ い て 表 4に 記 載 の
値 に 調 整 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
乾 燥 脂 質 フ ィ ル ム を 、 ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 内 で 、 フ ラ ス コ を 連 続 し て 回 転 さ せ 、 連 続 し て
窒 素 を 流 し な が ら 、 上 述 し た よ う に 調 製 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bの 水 性 懸 濁 液 に よ り 水 和 化
し た 。 得 ら れ た ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 複 合 体 の pHを 表 4に 示 す よ う に 調 整 し た 。 フ ラ ス コ 内
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容 物 を 超 音 波 処 理 浴 内 で 1時 間 超 音 波 処 理 を し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
容 積 を 、 水 で 200mlに 調 整 し た 。
ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 次 に 、 高 圧 ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 、 生 成 物 が 2μ グ ラ ス フ
ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー に よ り 濾 過 で き る ま で 均 質 化 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
均 質 化 し た ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 、 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー を 用 い て 濾 過
し 、 窒 素 雰 囲 気 下 、 ガ ラ ス 容 器 に 充 填 し 、 重 さ を 計 り （ scaled） 、 オ ー ト ク レ ー ブ を 110
℃ で 40分 間 、 迅 速 な 加 熱 及 び 迅 速 な 冷 却 サ イ ク ル で 行 な っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
実 施 例 III、 IV及 び Vの 生 成 物 を 用 い た 、 80mg/kg体 重 の 投 与 量 に お け る マ ウ ス に お け る 毒
性 試 験 は 、 い ず れ の 死 亡 率 も 示 さ な か っ た が 、 実 施 例 VIは 50％ 死 亡 率 を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
グ ル ー プ B（ 続 き ）
2) 実 施 例 VII～ IX
こ れ ら の 実 施 例 で 使 用 さ れ た 成 分 を 表 5に 下 記 手 順 と 共 に 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
表 ５
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* 最 終 生 成 物 中 に 残 存 し な い
* * 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て 調 整 し た
* * *  PBSに よ る 寄 与 ～ 2gm
【 ０ ０ ６ ６ 】
手 順
実 施 例 VIIに お い て 、 リ ン 脂 質 DMPC及 び DMPGを ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 中 の エ タ ノ ー ル に 、 フ
ラ ス コ を 適 度 な 速 度 で 回 し 、 窒 素 を 流 し な が ら 溶 解 し た 。
実 施 例 VIIIに お い て 、 リ ン 脂 質 で あ る 卵 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン を ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 中 の
ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し 、 実 施 例 IXに お い て リ ン 脂 質 DMPC及 び DMPGを ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 中
の ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し た 。 リ ン 脂 質 が ク ロ ロ ホ ル ム に 完 全 に 溶 解 し た 後 、 エ タ ノ ー ル を
添 加 し 、 窒 素 を 流 し な が ら フ ラ ス コ を 適 度 な 速 度 で 回 し て 混 合 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
こ れ ら の 実 施 例 に お い て 、 以 上 の よ う に 得 ら れ た リ ン 脂 質 溶 液 を 、 減 圧 下 蒸 発 さ せ て 完 全
に 乾 燥 さ せ た 。 溶 媒 を 完 全 に 除 去 し た 後 、 窒 素 を 30分 間 流 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
実 施 例 VII及 び VIIIに お い て 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 175mlの 水 に 溶 解 し た 。 窒 素 を こ の 溶 液 に
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15分 間 通 気 し た 。 微 粉 砕 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 、 次 に こ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 に 、 攪 拌
下 及 び 窒 素 通 気 下 に 懸 濁 し 、 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て pHを 7.15に 調 整 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
実 施 例 IXに お い て 、 微 粉 砕 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 、 175mlの リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH7.4（ PBS
） に 攪 拌 下 懸 濁 し た 。 窒 素 を 15分 間 通 気 し た 。 PBSは 、 約 2gの 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 与 え る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
乾 燥 脂 質 フ ィ ル ム を 、 フ ラ ス コ を 連 続 し て 回 転 さ せ 及 び 連 続 し て 窒 素 を 流 し 入 れ な が ら 、
ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 中 で 上 述 し た よ う に 製 造 し た 微 粉 砕 化 ア ン ホ テ リ シ ン Bの 水 性 懸 濁 液
に よ り 水 和 化 し た 。 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て 、 得 ら れ た ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質
懸 濁 液 の pHを 、 実 施 例 VIIで は 7.05に 、 そ し て 実 施 例 VIIIで は 6.95に 調 整 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 VII及 び VIIIに お い て 、 容 積 を 水 に よ り 200mlに 調 整 し た 。
実 施 例 IXで は 、 容 積 を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH7.4に よ り 200mlに 調 整 し た 。
ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 次 に 、 APV高 圧 ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 、 生 成 物 が 2μ グ ラ
ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー に よ り 濾 過 で き る ま で 均 質 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
均 質 化 し た ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 、 窒 素 雰 囲 気 下 、 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ
ー を 通 じ て 濾 過 し 、 ガ ラ ス 容 器 に 充 填 し 、 密 閉 し て 、 実 施 例 IXに つ い て は 110℃ で 20分 間
、 実 施 例 VII及 び VIIIに つ い て は 110℃ で 40分 間 、 オ ー ト ク レ ー ブ を 行 な っ た 。
実 施 例 VIIで 得 ら れ た 、 滅 菌 し た ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 に つ い て マ ウ ス の 毒 性 試 験 及
び 安 定 性 試 験 を 行 な っ た 。 毒 性 試 験 の 結 果 を 表 6に 示 し 、 安 定 性 試 験 の 結 果 を 表 7に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
粒 子 サ イ ズ 分 析
実 施 例 VIIに お い て 得 ら れ た ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 の 粒 子 サ イ ズ を 、 モ デ ル 770 Accu
 Sizer of Particle Sizing Systems, Inc., USAで 評 価 し た 。 95%の 粒 子 が 1.63μ よ り 小
さ い サ イ ズ を 示 し 、 90%の 粒 子 が 1.28μ よ り 小 さ い サ イ ズ を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
マ ウ ス に お け る 毒 性 試 験
実 施 例 VIIに お い て 得 ら れ た ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 の 毒 性 試 験 は 、 デ ス オ キ シ コ リ ン
酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 従 来 の ア ン ホ テ リ シ ン B生 成 物 に つ い て マ ウ ス で 行 な わ れ た 。 以 下 が
結 果 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
表 ６
マ ウ ス に お け る 急 性 毒 性
　
　
　
　
　
研 究 室 で 製 造 し た ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 の 単 回 投 与 に よ る LD 5 0 は ＞ 80mg/kg体 重 で あ
っ た 。 こ れ は 、 デ ス オ キ シ コ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 従 来 の ア ン ホ テ リ シ ン B生 成 物 の 単
回 投 与 に よ る LD 5 0 の 20倍 以 上 高 い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
表 ７
推 奨 保 管 温 度 2～ 8℃ に お け る 、 実 施 例 VIIの ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 の 安 定 性 デ ー タ
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【 ０ ０ ７ ７ 】
微 量 で さ え も DMSOま た は 塩 素 化 炭 化 水 素 を 含 ま な い 非 経 口 ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 は
、 こ れ ら の 溶 媒 を 全 く 使 用 し な い 本 発 明 の 改 良 さ れ た 方 法 に よ り 製 造 し た と き 、 市 場 向 き
の 注 入 可 能 な 懸 濁 液 製 品 の 一 般 的 要 求 を 満 た す こ と を 、 本 実 施 例 は 明 瞭 に 示 し て い る 。 実
施 例 VIIの 方 法 で 製 造 さ れ た 新 規 な 水 性 組 成 物 は 、 DMSO及 び 塩 素 化 炭 化 水 素 の よ う な 危 険
な 溶 媒 を 完 全 に 含 ま な い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
グ ル ー プ C： 実 施 例 X～ XII
こ れ ら の 実 施 例 に お い て 使 用 さ れ る 成 分 を 表 8に 示 し 、 手 順 を 以 下 に 示 す 。
表 ８
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* 最 終 生 成 物 中 に 残 存 し な い
* * 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て 調 整 し た
【 ０ ０ ７ ９ 】
手 順
リ ン 脂 質 DMPC及 び DMPGを ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 中 の ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し た 。 リ ン 脂 質 が 完
全 に 溶 解 し た 後 エ タ ノ ー ル を 添 加 し 、 窒 素 を 流 し な が ら フ ラ ス コ を 適 度 な 速 度 で 回 し て 混
合 さ せ た 。 こ の ア ル コ ー ル 性 溶 液 を 、 減 圧 下 濃 縮 し て 、 完 全 に 乾 燥 さ せ た 。 溶 媒 を 完 全 に
除 去 し た 後 窒 素 を 30分 間 流 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
微 粉 砕 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 、 攪 拌 下 及 び 窒 素 通 気 下 に 、 実 施 例 X及 び XIで は 150mlの 水
に 、 実 施 例 XIIで は 、 150mlの リ ン 酸 緩 衝 液 pH7.2に 懸 濁 し た 。 実 施 例 X及 び XIに つ い て は 、
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pHを 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 す る こ と に よ り 、 表 8に 示 さ れ る 値 に 調 整 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
乾 燥 脂 質 フ ィ ル ム を 、 ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 内 で 、 フ ラ ス コ を 連 続 し て 回 転 さ せ 、 連 続 し て
窒 素 を 流 し な が ら 、 上 述 し た よ う に 調 製 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bの 水 性 懸 濁 液 に よ り 水 和 化
し た 。 得 ら れ た ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 複 合 体 の pHを 、 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て
、 表 8に 示 す よ う に 調 整 し た 。 実 施 例 X及 び XIで は 、 容 積 を 水 に よ り 180mlに 調 整 し た が 、
実 施 例 XIIで は 、 容 積 を リ ン 酸 緩 衝 液 pH7.2に よ り 180ｍ lに 調 整 し た 。 フ ラ ス コ 内 容 物 を 超
音 波 処 理 浴 内 で 1時 間 超 音 波 処 理 を し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
実 施 例 X及 び XIIに お い て 、 ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 次 に 、 APV高 圧 ホ モ ジ ナ イ ザ ー を
用 い て 、 生 成 物 が 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー に よ り 濾 過 で き る ま で 均 質 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 施 例 Xに お い て 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 水 に 溶 解 し 、 20mlま で 水 で 希 釈 し た 。 実 施 例 XIIで は
塩 化 ナ ト リ ウ ム を pH7.2の リ ン 酸 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 20mlま で 同 溶 液 で 希 釈 し た 。 こ の 塩 化
ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 、 均 質 化 し た 脂 質 懸 濁 液 へ 、 低 速 で 攪 拌 し 、 窒 素 を 流 し な が ら 、 添 加 し
た 。 こ の 生 成 物 を ホ モ ジ ナ イ ザ ー に 戻 し 、 圧 力 を か け ず に 5分 間 再 循 環 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
実 施 例 XIに お い て 、 超 音 波 処 理 後 、 ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 、 APV高 圧 ホ モ ジ ナ イ ザ
ー を 用 い て 圧 力 下 に ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 3回 通 し て 超 音 波 処 理 し た 。 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 水 に
溶 解 し 、 20mlま で 水 で 希 釈 し た 。 こ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 、 低 速 混 合 下 に 、 3回 通 し て
最 後 に 得 ら れ た ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 へ 添 加 し た 。 こ の 生 成 物 を ホ モ ジ ナ イ ザ ー に
戻 し 、 圧 力 を か け ず に 5分 間 再 循 環 し た 。 こ れ を 再 び 生 成 物 が 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル
タ ー を 通 し て 濾 過 可 能 に な る ま で 、 圧 力 下 均 質 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
生 成 物 を 次 に 、 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し た 。 濾 過 生 成 物 を 窒 素 雰
囲 気 下 、 ガ ラ ス 容 器 中 に 充 填 し 、 密 閉 し て 、 110℃ で 40分 間 、 迅 速 加 熱 及 び 迅 速 冷 却 サ イ
ク ル に よ り オ ー ト ク レ ー ブ を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
グ ル ー プ D： 実 施 例 XIII及 び XIV
こ れ ら の 実 施 例 で 使 用 し た 成 分 を 表 9に 示 し 、 手 順 を 下 記 に 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
表 ９
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
* 最 終 生 成 物 中 に 残 存 し な い
* * 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 用 い て 調 整 し た
【 ０ ０ ８ ８ 】
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手 順
リ ン 脂 質 DMPC及 び DMPGを ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 中 の ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し た 。 リ ン 脂 質 が 完
全 に 溶 解 し た 後 エ タ ノ ー ル を 添 加 し 、 窒 素 を 流 し な が ら フ ラ ス コ を 適 度 な 速 度 で 回 し て 混
合 さ せ た 。 こ の ア ル コ ー ル 性 溶 液 を 、 減 圧 下 濃 縮 し て 、 完 全 に 乾 燥 さ せ た 。 溶 媒 を 完 全 に
除 去 し た 後 窒 素 を 30分 間 流 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
実 施 例 XIIIに お い て 、 微 粉 砕 し た ア ン ホ テ リ シ ン Bを 次 に そ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 に 、 攪
拌 し 、 窒 素 を 通 気 し な が ら 添 加 し た 。 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 す る こ と に よ り 、 pHを
各 実 施 例 に つ い て 表 4に 記 載 の 値 に 調 整 し た 。 実 施 例 XIVに お い て 、 非 微 粉 砕 し た ア ン ホ テ
リ シ ン Bを 水 に 、 、 攪 拌 し 、 窒 素 を 通 気 し な が ら 添 加 し た 。 pHを 、 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム
溶 液 に よ り 表 9に 示 さ れ る よ う に 調 整 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
乾 燥 脂 質 フ ィ ル ム を ロ ー タ リ ー フ ラ ス コ 中 で 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い て 、 連 続
し て 窒 素 を 流 し な が ら 、 上 述 し た よ う に 製 造 し た ア ン ホ テ リ シ ン B懸 濁 液 に よ り 水 和 化 し
た 。 pHを 、 0.1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 に よ り 表 9に 示 さ れ る よ う に 調 整 し た 。 実 施 例 XIVに
お い て 、 フ ラ ス コ 内 容 物 を 1時 間 超 音 波 処 理 し た 。 容 積 を 水 で 200mlに し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 次 に APV高 圧 ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 、 生 成 物 が 2μ グ ラ ス
フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー に よ り 濾 過 で き る ま で 均 質 化 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
均 質 化 し た ア ン ホ テ リ シ ン B脂 質 懸 濁 液 を 、 2μ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー を 用 い て 濾 過
し 、 窒 素 雰 囲 気 下 、 ガ ラ ス 容 器 に 充 填 し 、 重 さ を 計 り （ scaled） 、 オ ー ト ク レ ー ブ を 121
℃ で 20分 間 、 迅 速 な 加 熱 及 び 迅 速 な 冷 却 サ イ ク ル で 行 な っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
マ ウ ス に お け る 毒 性 試 験
実 施 例 XIII及 び XIVに お い て 得 ら れ た ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 非 含 有
） の 毒 性 を 、 実 施 例 IIIに 従 っ て 塩 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 と 共 に 、
マ ウ ス に お い て 試 験 し た 。 以 下 が 観 察 さ れ た こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
表 １ ０
マ ウ ス に お け る 急 性 毒 性
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
実 施 例 XIII及 び XIVに 従 っ て 製 造 さ れ た 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い ア ン ホ テ リ シ ン B水 性
組 成 物 の 単 独 注 入 後 の LD 5 0 は 、 マ ウ ス に お い て 40 mg/kg体 重 で あ り 、 一 方 、 実 施 例 IIIに
従 っ て 製 造 さ れ た ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 は ＞ 80 mg/kgで あ っ た 。 こ れ は 、 塩 化 ナ ト
リ ウ ム が 、 低 毒 性 な ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 を 形 成 す る 上 で 必 要 で あ る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
発 明 の 利 点
本 発 明 の 利 点 を 以 下 に 記 載 す る 。
i) 本 発 明 に お い て 、 ア ン ホ テ リ シ ン B水 性 組 成 物 は 、 腎 毒 性 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い
る DMSOを 用 い ず に 製 造 さ れ た 。
ii) 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 有 機 溶 媒 中 へ の ア ン ホ テ リ シ ン Bの 低 溶 解 性 （ 0.1 mg/ml／ メ タ
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ノ ー ル ） の た め 、 大 量 の 有 機 溶 媒 が 必 要 で あ り 、 そ の た め 、 プ ロ セ ス が よ り 長 く 、 時 間 の
か か る も の と な り 、 商 業 的 に 不 適 切 と な る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 ア ン ホ テ リ シ ン Bを い ず れ
の 有 機 溶 媒 に 溶 解 す る こ と も 必 要 と し な い 。
iii) 従 来 技 術 の 方 法 で は 、 濾 過 に 関 し て 、 接 線 方 向 の 流 れ の 濾 過 ま た は 押 し 出 し の よ う
な 特 別 な 技 術 を 必 要 と す る 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 通 常 の 濾 過 を 使 用 す る 。
iv) 本 発 明 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 生 成 物 は 、 オ ー ト ク レ ー ブ に よ る 滅 菌 に 安 定 で あ り 、
従 っ て 腹 腔 内 使 用 に 適 す る も の と な っ て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 シ ン プ ル で あ り 、 費 用 効 果 も 良 く 、 及 び 従 来 技 術 の 方 法 に 対 し 改 良 さ れ
て い る 。 本 発 明 の 方 法 の 最 も 重 要 な 特 性 は 、 得 ら れ た 生 成 物 の 非 常 に 高 い 純 度 で あ り 、 工
程 に お い て 危 険 な 溶 媒 は 全 く 使 用 さ れ て い な い の で 、 微 量 で も そ の よ う な 溶 媒 が 残 存 す る
と い う リ ス ク が 無 い こ と で あ る 。
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