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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　イリノテカン又はイリノテカン塩酸塩のリポソームであって、当該リポソームがイリノ
テカン又はイリノテカン塩酸塩、中性リン脂質及びコレステロールを含有し、
コレステロールと中性リン脂質との重量比が1：3～5であり、
当該中性リン脂質が水素添加大豆ホスファチジルコリンであり、
　イリノテカン又はイリノテカン塩酸塩に対する中性リン脂質の重量比が下記のとおりで
あることを特徴とするリポソーム。
　イリノテカン又はイリノテカン塩酸塩　1
　中性リン脂質　2～5
【請求項２】
イリノテカン又はイリノテカン塩酸塩に対する中性リン脂質の重量比が下記のとおりであ
ることを特徴とする請求項１に記載のリポソーム。
　イリノテカン又はイリノテカン塩酸塩　1
　中性リン脂質　2.5～４
【請求項３】
　前記コレステロールと中性リン脂質との比が1：3.5～4.5であることを特徴とする請求
項１～２のいずれか１項に記載のリポソーム。
【請求項４】
　前記コレステロールと中性リン脂質との比が1：4であることを特徴とする請求項１～３
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のいずれか１項に記載のリポソーム。
【請求項５】
　前記リポソームがイオン勾配法により製造されることを特徴とする請求項１～４のいず
れか１項に記載のリポソーム。
【請求項６】
　前記リポソームがリポソームの内部水相と外部水相との間に緩衝液によって形成される
イオン勾配を有することを特徴とする請求項５に記載のリポソーム。
【請求項７】
　緩衝液によって形成されるイオン勾配を有し、前記リポソームの内部水相が外部水相よ
り高いイオン濃度を有することを特徴とする請求項５に記載のリポソーム。
【請求項８】
　前記リポソームがさらに親水性ポリマー脂質誘導体を含有することを特徴とする請求項
１～７のいずれか１項に記載のリポソーム。
【請求項９】
　前記リポソームがさらにDSPE-PEG2000を含有することを特徴とする請求項１～７のいず
れか１項に記載のリポソーム。
【請求項１０】
　イリノテカン又はイリノテカン塩酸塩に対する親水性ポリマー脂質誘導体の重量比が0.
2～0.4であることを特徴とする請求項８に記載のリポソーム。
【請求項１１】
　前記リポソームがさらに荷電リン脂質を含むことを特徴とする請求項１～１０のいずれ
か１項に記載のリポソームであって、前記荷電リン脂質がジラウロイルホスファチジルグ
リセロール、ジパルミトイルホスファチジルグリセロール、ジステアロイルホスファチジ
ルグリセロール、ジミリストイルホスファチジルグリセロール、ジオレオイルホスファチ
ジルセリン、ジオレオイルホスファチジルグリセロール、ジラウロイルホスファチジン酸
、ジミリストイルホスファチジン酸、ジステアロイルホスファチジン酸及びこれらの混合
物からなる群より選ばれ、荷電リン脂質と中性リン脂質の重量比が1：5～1：100であるこ
とを特徴とするリポソーム。
【請求項１２】
　前記リポソームが下記の成分重量比から成り、コレステロールと水素添加大豆ホスファ
チジルコリンとの比が1：4であることを特徴とする請求項１に記載のリポソーム。
　イリノテカン塩酸塩 1
　水素添加大豆ホスファチジルコリン 3.4～3.8
　ポリエチレングリコール2000－ジステアロイル－ホスファチジルエタノールアミン
　0.34～0.38
　コレステロール 0.8～0.95
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれか１項に記載の前記リポソームの製造方法であって、当該製造
方法が下記の工程を含むことを特徴とする方法：
［１］下記Ａ～Ｄのいずれか１種の方法による空リポソームの製造：
　（Ａ）中性リン脂質及びコレステロールを、所望の処方に応じて、無水エタノール又は
無水エタノールとtert－ブチルアルコールとの混合溶媒中に溶解し、この混合物を緩衝液
と混合し、減圧蒸留によりエタノールを除去した後、粗空リポソームを得て、次に、高圧
ホモジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する空リポソームを製造
する；
　（Ｂ）中性リン脂質及びコレステロールを、所望の処方に応じて、クロロホルム又はク
ロロホルム－メタノール混合溶媒中に溶解し、ロータリーエバポレーターにより脂質フィ
ルムを形成させ、水和させるため緩衝液を添加し、粗空リポソームを得て、次に、高圧ホ
モジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する空リポソームを製造す
る；
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　（Ｃ）所望の処方に応じて、中性リン脂質、コレステロール及び緩衝液を混合した後、
高圧ホモジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する空リポソームを
製造する；
　（Ｄ）中性リン脂質及びコレステロールを、所望の処方に応じて、無水エタノール又は
無水エタノールとtert－ブチルアルコールとの混合溶媒中に溶解し、この混合物を緩衝液
と混合した後、高圧ホモジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する
空リポソームを製造する；
［２］空リポソームの内部水相と外部水相との間のイオン勾配の形成：
　空リポソームの外部水相を置換し、空リポソームの内部水相と外部水相との間にイオン
勾配を形成させる；
［３］薬物積載リポソームの製造：
　イリノテカン塩酸塩の水溶液を調製し、当該水溶液を、イオン勾配を有する空リポソー
ムの分散液に添加した後、当該分散液を加温及び撹拌下恒温放置し、薬物積載リポソーム
を得る。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の製造方法であって、当該方法が、薬物積載リポソームを製造する工
程［３］の後に下記の工程を含むことを特徴とする方法：
［４］遊離薬物の除去及び試料の濃縮：
　イリノテカン塩酸塩リポソームに緩衝媒体を添加し、接線流装置を使用して非封入薬物
を除去して、試料を適当な体積に濃縮する。
【請求項１５】
　前記緩衝液が、Na＋、K＋、Fe２＋、Ca２＋、Ba２＋、Mn２＋、Mg２＋、Li＋、
NH４＋及びH＋イオン塩並びにこれらの混合物を含む緩衝液からなる群より選ばれること
を特徴とする、請求項１３又は１４に記載の製造方法。
【請求項１６】
　請求項１～１２のいずれか１項に記載のイリノテカン又はイリノテカン塩酸塩のリポソ
ームを含むリポソーム注射剤。
【請求項１７】
　請求項１６に記載のリポソーム注射剤であって、当該注射剤が安定剤を含み、当該安定
剤がエチレンジアミン四酢酸、エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム及びエチレンジアミ
ン四酢酸２カルシウム並びにこれらの混合物からなる群より選ばれ、添加される安定剤の
比率は0～0.5％（w／v）であるが、最小量は0％ではないことを特徴とする注射剤。
【請求項１８】
　請求項１６に記載のリポソーム注射剤であって、当該注射剤が安定剤を含み、当該安定
剤がエチレンジアミン四酢酸二ナトリウムであり、添加される安定剤の比率は0～0.5％（
w／v）であるが、最小量は0％ではないことを特徴とする注射剤。
【請求項１９】
　前記注射剤が液体注射剤又は注射用凍結乾燥粉末であることを特徴とする請求項１６に
記載のリポソーム注射剤。
【請求項２０】
　請求項１６に記載のリポソーム注射剤であって、当該注射剤が浸透圧調整剤を含有し、
当該浸透圧調整剤がグルコース、スクロース、ソルビトール、マンニトール、塩化ナトリ
ウム、グリセリン、ヒスチジン及びその塩酸塩、グリシン及びその塩酸塩、リジン、セリ
ン、グルタミン酸、アルギニン、バリン並びにこれらの混合物からなる群より選ばれ、添
加される浸透圧調整剤の比率は0～5％（w／v）であるが、最小量は0％ではないことを特
徴とする注射剤。
【請求項２１】
　請求項１６に記載のリポソーム注射剤であって、当該注射剤がさらに抗酸化剤を含有し
、当該抗酸化剤が水溶性抗酸化剤及び油溶性抗酸化剤からなる群より選ばれ、前記油溶性
抗酸化剤はα－トコフェロール、コハク酸α－トコフェロール、酢酸α－トコフェロール
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及びこれらの混合物からなる群より選ばれ、前記水溶性抗酸化剤はアスコルビン酸、亜硫
酸水素ナトリウム、亜硫酸ナトリウム、ピロ亜硫酸ナトリウム、Ｌ－システイン及びこれ
らの混合物からなる群より選ばれ、添加される抗酸化剤の比率は0～0.5％（w／v）である
が、最小量は0％ではないことを特徴とする注射剤。
【請求項２２】
　前記注射剤が注射用凍結乾燥粉末であり、当該粉末が凍結乾燥保護剤を含有し、凍結乾
燥により製造されることを特徴とする請求項１９に記載のリポソーム注射剤。
【請求項２３】
　前記注射剤が下記の成分重量比から成り、コレステロールと水素添加大豆ホスファチジ
ルコリンとの比が1：4であることを特徴とする請求項１６に記載の注射剤。
　イリノテカン塩酸塩 1
　水素添加大豆ホスファチジルコリン 3.4～3.8
　ポリエチレングリコール2000－ジステアロイル－ホスファチジルエタノールアミン 
　0.34～0.38
　コレステロール 0.8～0.95
　エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム 0.05～0.09
【請求項２４】
　請求項１３又は１４に記載の製造方法を含むことを特徴とする請求項１５～２３のいず
れか１項に記載のリポソーム注射剤の製造方法。
【請求項２５】
　請求項２４に記載の製造方法であって、当該製造方法がさらに下記の工程を含むことを
特徴とする方法：
　体積の計量、滅菌及び小包装：リポソームの薬物濃度を調整し、体積を計量し、濾過滅
菌し、バイアル瓶に充填及び密封してリポソーム注射剤を得る；又は、
　リポソーム薬物試料に凍結乾燥保護剤を加え、薬物濃度を調整し、体積を計量し、濾過
滅菌し、バイアル瓶に充填及び密封した後、凍結乾燥して、注射用凍結乾燥粉末を得る。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、イリノテカン又はその塩酸塩のリポソーム及びその製造方法、並びに当該リ
ポソームを含有する注射剤及びその製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　イリノテカンはカンプトテシンの半合成誘導体である。カンプトテシンはトポイソメラ
ーゼＩに特異的に結合し、可逆的なＤＮＡ一本鎖切断を誘導した後、ＤＮＡ二本鎖構造を
巻き戻す。イリノテカン及びその活性代謝物であるSN-38は、トポイソメラーゼＩ－ＤＮ
Ａ複合体と結合することにより、一本鎖となった断裂部の再結合を妨げる。イリノテカン
の細胞傷害性は、レプリカーゼとトポイソメラーゼＩ－ＤＮＡ－イリノテカン（又はSN-3
8）の三者複合体との相互作用に起因し、これがＤＮＡ合成においてＤＮＡ二本鎖を切断
するということが示されている。
【０００３】
　イリノテカン塩酸塩は明らかな薬理作用及び臨床効果という利点を有し、悪性腫瘍の治
療に広く使用されている。しかしながら他のカンプトテシン誘導体と同種の問題がある：
すなわち、イリノテカン構造中の飽和ラクトン環はｐＨ依存性であり、生理的条件下で可
逆的にカルボン酸型に変換され、抗腫瘍活性が減弱する。イリノテカン塩酸塩の既存市販
製剤は液体注射剤及び注射剤用凍結乾燥粉末である。臨床での静脈内投与後、遊離したそ
の薬物は活性を失うが、それは、構造中のラクトン環がアルカリ性の生理環境においてカ
ルボン酸型に加水分解される傾向があることにより間接的に薬効が減少するためである。
さらにこれらの製剤には、主に好中球減少及び遅発性の下痢という重篤な副作用がある。
【０００４】
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　近年リポソームは薬物担体として広く研究されている。リポソームの主な特徴には、封
入された薬物の保護、薬物安定性の増大、薬物の生体内分布挙動の変化、及び受動的又は
能動的な標的化による疾患領域への薬物輸送が挙げられる。抗癌剤の優れた担体として、
リポソームは薬効を高め、また薬物毒性を低減することができる。
【０００５】
　国際公開第2005/117878号パンフレット（特許文献１）にはイリノテカンのリポソーム
製剤及びその製造方法が開示されている。この製剤は、イリノテカン又はイリノテカン塩
酸塩、水素添加大豆ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、レシチン
及びカルジオリピンからなる群より選ばれるリン脂質、並びにコレステロールを含有する
。同様に、中国特許出願公開第1994279A号明細書（特許文献２）にもイリノテカンのリポ
ソーム製剤及びその製造方法が開示されており、ここではホスファチジルコリンが、実施
例５におけるリポソームを製造するリン脂質として使用されている。
【０００６】
　上記特許文献に記載された製剤は優れた効果を達成することができる。しかしながら、
これらの製剤がヒトに使用される場合、安定性や粒子径などは依然として不十分である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】国際公開第2005/117878号パンフレット
【特許文献２】中国特許出願公開第1994279A号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、高い薬物積載量、高い封入効率及び優れた安定性を有し、また製剤への調製
に適したイリノテカン又はその塩酸塩のリポソームを提供する。
【０００９】
　現在までにいくつかの文献（例えば、国際公開第2005/117878号パンフレット及び中国
特許出願公開第1994279A号明細書）に、イリノテカンリポソームの組成物及び製造方法が
記載されている。これらのある製剤においては、いくつかの指標で良い結果が得られてい
る。しかしながら、安定性及び粒子径の調節に関してはなんら情報がない。リポソームに
関してさらに研究した後、本発明者らは驚くべきことに、選ばれた種類の不活性成分と製
剤中で使用されるその量がある条件を満たした場合、特にコレステロール量がリポソーム
の粒子径及び安定性に影響を与えることを見いだした。本発明者らは、中性リン脂質とコ
レステロールとの間の比率を調節することにより、小粒で均一な粒子径分布を有し、安定
性が改善されたリポソームを製造することに成功した。本発明のリポソームは、他のリポ
ソームと比較してより高い保存安定性を有し、他の指標も著しく改善された。さらに、国
際公開第2005/117878号パンフレット及び中国特許出願公開第1994279A号明細書に記載さ
れた技術と比較し、本発明のリポソームは塩基性官能基を有する化合物及び陽イオン性脂
質を含有しない。また本発明のリポソームは、優れた抗腫瘍活性と単純な製剤であること
による利点、及び高い薬物積載量と優れた保存安定性を有する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明のリポソームは、イリノテカン又はイリノテカン塩酸塩、中性リン脂質及びコレ
ステロールを含有し、コレステロールと中性リン脂質との重量比は1：3～5、好ましくは1
：3.5～4.5、最も好ましくは1：4である。
【００１１】
　本発明で使用される中性リン脂質は、水素添加大豆ホスファチジルコリン（HSPC）、卵
ホスファチジルコリン（EPC）、大豆ホスファチジルコリン（SPC）などからなる群より選
ばれる。中性リン脂質として水素添加大豆ホスファチジルコリンが利用された場合に効果
が最大となる。リポソームの薬物積載量は、薬物とリン脂質の重量比がさらに下記のよう
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に調整された場合に大きく改善され得る。
   イリノテカン又はイリノテカン塩酸塩     1
   中性リン脂質  2～5、好ましくは2.5～4
【００１２】
　本発明のリポソームは、当技術分野において慣行のリポソーム製造法により、好ましく
はイオン勾配法により製造することができる。イオン勾配法を用いた場合、前記リポソー
ムの内部水相と外部水相との間に緩衝液によって形成されるイオン勾配が存在する。前記
リポソームの内部水相は、外部水相より高いイオン濃度を有することが好ましく、このこ
とにより、保存期間中のリポソームの粒子径安定性が改善され、より優れた薬効か維持さ
れ、リポソームの平均粒子径が小粒で均一に調節され、さらに保存期間中のリポソームの
粒子径変化を最小限に抑えることが可能となる。
【００１３】
　本発明において保存期間中のリポソームの粒子径変化は、製剤中に親水性ポリマー脂質
誘導体を添加することにより最小限に抑えることができる。また生体内でのリポソームの
循環時間は、製剤中にポリエチレングリコール誘導体を添加することにより延長すること
ができる。ポリエチレングリコール誘導体は、ポリエチレングリコール2000－ジステアロ
イルホスファチジルエタノールアミン（DSPE－PEG2000）、ポリエチレングリコール5000
－ジステアロイルホスファチジルエタノールアミン、ポリエチレングリコール2000－ジパ
ルミトイルホスファチジルエタノールアミン及びポリエチレングリコール5000－ジパルミ
トイルホスファチジルエタノールアミンからなる群より選ばれる。薬物の長期有効性を向
上させるため、本発明のリポソームに親水性ポリマー脂質誘導体を添加することが好まし
い。この処方比率に基づき、DSPE－PEG2000が最も明確な効果を有する。イリノテカン又
はイリノテカン塩酸塩に対する脂質誘導体の重量比は、0.2～0.4が好ましい。
【００１４】
　このリポソームはさらに、ジラウロイルホスファチジルグリセロール、ジパルミトイル
ホスファチジルグリセロール、ジステアロイルホスファチジルグリセロール、ジミリスト
イルホスファチジルグリセロール、ジオレオイルホスファチジルセリン、ジオレオイルホ
スファチジルグリセロール、ジラウロイルホスファチジン酸、ジミリストイルホスファチ
ジン酸、ジステアロイルホスファチジン酸及びこれらの混合物からなる群より選ばれる荷
電リン脂質を含有してもよく、荷電リン脂質と中性脂質の重量比は1：5～1：100である。
【００１５】
　好ましくは、本発明のリポソームは下記の成分重量比から成る：
イリノテカン塩酸塩           1
水素添加大豆ホスファチジルコリン              3.4～3.8
ポリエチレングリコール2000－ジステアロイル－
　ホスファチジルエタノールアミン              0.34～0.38
コレステロール    0.8～0.95
また、コレステロールと水素添加大豆ホスファチジルコリンとの重量比は1：4である。
【００１６】
　また本発明は、イリノテカン又はイリノテカン塩酸塩のリポソームの製造方法を提供す
る。本発明のリポソームは、慣用のリポソーム製造方法により製造することができる。当
業者であれば、本発明により提供される製剤に応じて種々のリポソーム製造方法を選択す
ることができる。本発明のリポソーム製剤に対してイオン勾配製造方法が好ましく選択さ
れる。この製造方法には下記の工程が含まれる：
【００１７】
［１］下記Ａ～Ｄのいずれか１種の方法による空リポソームの製造：
　（Ａ）中性リン脂質及びコレステロールを、所望の処方に応じて、無水エタノール又は
無水エタノールとtert－ブチルアルコールとの混合溶媒中に溶解し、この混合物を緩衝液
と混合し、減圧蒸留によりエタノールを除去した後、粗空リポソームを得て、次に、高圧
ホモジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する空リポソームを製造
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する；
　（Ｂ）中性リン脂質及びコレステロールを、所望の処方に応じて、クロロホルム又はク
ロロホルム－メタノール混合溶媒中に溶解し、ロータリーエバポレーターにより脂質フィ
ルムを形成させ、水和させるため緩衝液を添加し、粗空リポソームを得て、次に、高圧ホ
モジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する空リポソームを製造す
る；
　（Ｃ）所望の処方に応じて、中性リン脂質、コレステロール及び緩衝液を混合した後、
高圧ホモジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する空リポソームを
製造する；
　（Ｄ）中性リン脂質及びコレステロールを、所望の処方に応じて、無水エタノール又は
無水エタノールとtert－ブチルアルコールとの混合溶媒中に溶解し、この混合物を緩衝液
と混合した後、高圧ホモジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する
空リポソームを製造する；
【００１８】
［２］空リポソームの内部水相と外部水相との間のイオン勾配の形成：
　空リポソームの外部水相を置換し、空リポソームの内部水相と外部水相との間のイオン
勾配を形成させる；
【００１９】
［３］薬物積載リポソームの製造：
　イリノテカン塩酸塩の水溶液を調製し、そこへイオン勾配を有する空リポソームの分散
液を添加した後、この分散液を加温及び撹拌下恒温放置し、薬物積載リポソームを得る。
【００２０】
　薬物積載リポソームを製造する前記工程［３］の後、前記方法は下記の工程を含んでも
よい：
【００２１】
［４］遊離薬物の除去及び試料の濃縮：
　イリノテカン塩酸塩リポソームに緩衝媒体を添加し、接線流装置を使用して非封入薬物
を除去して、試料を適当な体積に濃縮する。
【００２２】
　また本発明は、上記リポソームを含有するリポソーム注射剤を提供する。リポソームを
ヒトへの使用に適した注射剤に調製する場合、安定剤の添加が有益である。本発明に使用
される安定剤は、ビタミンＥ、エチレンジアミン四酢酸などの慣用の安定剤であってもよ
い。安定剤は製剤の安定性に有用である。安定剤に関する研究で、上記の製剤に対しては
、エチレンジアミン四酢酸又はその塩が他の安定剤に比較して最良の効果を有することが
示された。これらはリポソームの安定性の向上に有益である。従って、エチレンジアミン
四酢酸、エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム及びエチレンジアミン四酢酸２カルシウム
又はこれらの混合物とすることができる。添加される安定剤の比率は0～0.5％（w／v）で
あるが、最小量は0％ではない。
【００２３】
　本発明の組成物は、好ましくは、水溶性抗酸化剤及び油溶性抗酸化剤からなる群より選
ばれる抗酸化剤を含有し、前記油溶性抗酸化剤はα－トコフェロール、コハク酸α－トコ
フェロール、酢酸α－トコフェロール及びこれらの混合物からなる群より選ばれ、前記水
溶性抗酸化剤はアスコルビン酸、亜硫酸水素ナトリウム、亜硫酸ナトリウム、ピロ亜硫酸
ナトリウム、Ｌ－システイン及びこれらの混合物からなる群より選ばれる。添加される抗
酸化剤の比率は0～0.5％（w／v）であるが、最小量は0％ではない。
【００２４】
　注射剤は、注射用液体又は凍結乾燥粉末の形態とすることができる。この製剤はグルコ
ース、スクロース、ソルビトール、マンニトール、塩化ナトリウム、グリセリン、ヒスチ
ジン及びその塩酸塩、グリシン及びその塩酸塩、リジン、セリン、グルタミン酸、アルギ
ニン、バリン並びにこれらの混合物からなる群より選ばれる浸透圧調整剤を含有してもよ
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い。添加される浸透圧調整剤の比率は0～5％（w／v）であるが、最小量は0％ではない。
【００２５】
　注射用凍結乾燥粉末の形態にある製剤については、注射剤はさらに凍結乾燥保護剤を含
有し、次に注射剤は凍結乾燥後、注射用凍結乾燥粉末に調製される。凍結乾燥保護剤はグ
ルコース、スクロース、トレハロース、マンニトール、デキストラン、ラクトース及びこ
れらの混合物からなる群より選ばれる。
【００２６】
　本発明の好ましいリポソーム注射剤は記の成分重量比から成る：
イリノテカン塩酸塩           1
水素添加大豆ホスファチジルコリン              3.4～3.8
ポリエチレングリコール2000－ジステアロイル－
　ホスファチジルエタノールアミン              0.34～0.38
コレステロール    0.8～0.95
エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム           0.05～0.09
また、コレステロールと水素添加大豆ホスファチジルコリンとの重量比は1：4である。
【００２７】
　上記注射剤の製造方法には下記の工程が含まれる：
【００２８】
［１］下記Ａ～Ｄのいずれか１種の方法による空リポソームの製造：
　（Ａ）中性リン脂質及びコレステロールを、所望の処方に応じて、無水エタノール又は
無水エタノールとtert－ブチルアルコールとの混合溶媒中に溶解し、この混合物を緩衝液
と混合し、減圧蒸留によりエタノールを除去した後、粗空リポソームを得て、次に、高圧
ホモジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する空リポソームを製造
する；
　（Ｂ）中性リン脂質及びコレステロールを、所望の処方に応じて、クロロホルム又はク
ロロホルム－メタノール混合溶媒中に溶解し、ロータリーエバポレーターにより脂質フィ
ルムを形成させ、水和させるため緩衝液を添加し、粗空リポソームを得て、次に、高圧ホ
モジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する空リポソームを製造す
る；
　（Ｃ）所望の処方に応じて、中性リン脂質、コレステロール及び緩衝液を混合した後、
高圧ホモジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する空リポソームを
製造する；
　（Ｄ）中性リン脂質及びコレステロールを、所望の処方に応じて、無水エタノール又は
無水エタノールとtert－ブチルアルコールとの混合溶媒中に溶解し、この混合物を緩衝液
と混合した後、高圧ホモジナイザー及び／又は射出装置を使用して所望の粒子径を有する
空リポソームを製造する；
【００２９】
［２］空リポソームの内部水相と外部水相との間のイオン勾配の形成：
　空リポソームの外部水相を置換し、空リポソームの内部水相と外部水相との間にイオン
勾配を形成させる；
【００３０】
［３］薬物積載リポソームの製造：
　イリノテカン塩酸塩の水溶液を調製し、当該水溶液を、イオン勾配を有する空リポソー
ムの分散液に添加した後、この分散液を加温及び撹拌下恒温放置し、薬物積載リポソーム
を得る。
【００３１】
　前記方法は、薬物積載リポソームを製造する前記工程［３］の後に下記の工程を含んで
もよい：
【００３２】
［４］遊離薬物の除去及び試料の濃縮：
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　イリノテカン塩酸塩リポソームに緩衝媒体を添加し、接線流装置を使用して非封入薬物
を除去して、試料を適当な体積に濃縮する。
【００３３】
　リポソームが製造された後、計量された体積に希釈することにより薬物濃度を調整する
；リポソームは濾過滅菌した後、充填及び密封してリポソーム注射剤を得る。又は、リポ
ソーム薬物試料に凍結乾燥保護剤を加えた後、計量された体積に希釈することにより薬物
濃度を調整し、リポソームを濾過滅菌した後、充填、密封及び凍結乾燥して、注射用リポ
ソーム凍結乾燥粉末を得る。
【発明の効果】
【００３４】
本発明の有益な効果：
　イリノテカン又はイリノテカン塩酸塩のリポソーム製剤は、既存製品及び技術の多くの
欠陥を克服した。薬物安定性は、薬物をリポソームの内部水相に封入することにより向上
させることができる。この薬物は生体内でラクトン環の形態にあるので、血漿中で活性代
謝物であるSN-38の濃度は長時間維持される。一般的に言えば、イリノテカン又はイリノ
テカン塩酸塩のリポソーム製剤は、製剤の有効性を増大させ、また薬物の副作用を低減す
ることができる。
【００３５】
　本発明のイリノテカン又はイリノテカン塩酸塩のリポソーム製剤は、薬物、リン脂質及
びコレステロール間の固有の比率を調節することにより、リポソーム中における低い薬物
積載量の問題を解決した。リポソーム中において液体に対する薬物の比率は0.25（w/w）
以上であり、封入効率は90％以上、好ましくは95％以上である。本発明により製造された
リポソームは、コレステロールとリン脂質の用量を最適化することにより、より小さな粒
子径を有し、また安定性が向上した。安定剤を選別することにより一定割合のエチレンジ
アミン四酢酸塩を製剤に添加することが好ましく、その添加によりリポソームの安定性が
著しく向上し、またリポソームの粒子径分布が10 nm～220 nmの範囲で均一となる。イリ
ノテカン又はイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤に関する影響因子実験の結果により
、40℃、10日間放置した場合であっても試料の粒子径及び封入効率には明確な変化がなく
、また指標はすべて必要条件を満たすことが示される。市販製剤と比較して、イリノテカ
ン又はイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤は癌抑制率が顕著に増加し、また毒性が顕
著に低下した。
【図面の簡単な説明】
【００３６】
【図１】本発明によるイリノテカン又はイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤の粒子径
分布を示す図である。
【図２】本発明によるイリノテカン又はイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤の形態を
示す図である。
【図３】本発明によるイリノテカン又はイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤の生体内
における抗腫瘍効果試験の結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
　下記の実施例は本発明をさらに説明しようとするものであり、本発明の範囲をなんら限
定しようとするものではない。
【実施例１】
【００３８】
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【表１】

【００３９】
製造方法：
　処方量の水素添加大豆ホスファチジルコリン（HSPC）及びコレステロール（CHOL）を適
当量の無水エタノールに溶解し、得られた脂質溶液を硫酸アンモニウム溶液（100 mL）と
混合して、減圧蒸留によりエタノールを除去し、粗空リポソームを得た。リポソームの粒
子径は、高圧ホモジナイザー（1000バール）で5回循環させた後、射出装置でリポソーム
を射出（2枚の0.1 μm射出膜、5回射出）することにより調節し、次にDSPE-PEG2000水溶
液を添加した。この混合物を撹拌しながら20分間恒温放置した。この空リポソームを、途
中で注射用水を連続的に補充しながら接線流限外濾過装置を用いて透析して、最終的に空
リポソームを得た。
【００４０】
　イリノテカン塩酸塩水溶液は注射用水で調製し、イリノテカン塩酸塩とHSPCとの重量比
が1：3.5であることに応じて、上記イオン勾配を有する空リポソームの分散液に添加した
。この混合物を撹拌しながら60℃に加温し、20分間恒温放置して、薬物積載リポソームを
得た。非封入薬物は接線流限外濾過装置を用いて除去した。試料を約50 mLに濃縮した後
、0.45 gの塩化ナトリウムを添加し浸透圧を調整した。計量された体積に希釈することに
より薬物濃度を調整した後、リポソームを0.22 μmフィルターで濾過して滅菌し、窒素保
護下でバイアル瓶に充填し密封した。最終的にイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤を
得た。
【００４１】
　各製剤の粒子径の変化を表２に示した。この結果より、リン脂質とコレステロールとの
比率が4：1である場合、試料の粒子径が最小となることが示された。
【００４２】
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【表２】

【００４３】
　製造された試料の安定性は、リン脂質とコレステロールとの種々の比率について25℃で
調べた。結果を表３に示した。リン脂質とコレステロールとの重量比が4：1である場合、
25℃で60日間保管した後において試料の粒子径及び封入効率に明確な変化はなかった。し
かしながらリン脂質とコレステロールとの重量比が他のものである試料については、試料
の大きさが増大し、また封入効率が低下した。したがってリン脂質とコレステロールとの
重量比が4：1である場合、試料の安定性はより良いものとなる。
【００４４】
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【表３】

【００４５】
結論：
　すべての指標を考慮すると、コレステロールとリン脂質との比率が1：3～5、好ましく
は1：4であった場合により優れた結果が得られた。
【実施例２】
【００４６】
処方：
　イリノテカン塩酸塩       0.28 g
　水素添加大豆ホスファチジルコリン（HSPC）        1 g
　ポリエチレングリコール2000－ジステアロイル－
　ホスファチジルエタノールアミン（DSPE－PEG2000）      0.1 g
　コレステロール　　　0.25 g
　硫酸アンモニウム　　　5 g
　エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム       0.02 g
　塩化ナトリウム　　　0.45 g
　注射用水           必要量に至るまで
【００４７】
製造方法：
　処方量の水素添加大豆ホスファチジルコリン及びコレステロール（CHOL）を適当量の無
水エタノールに溶解し、得られた脂質溶液を硫酸アンモニウム溶液（100 mL）と混合して
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は、高圧ホモジナイザー（1000バール）で5回循環させた後、射出装置でリポソームを射
出（射出装置上の2枚の0.1 μm射出膜、5回射出）することにより調節し、次にDSPE-PEG2
000水溶液を添加した。この混合物を撹拌しながら20分間恒温放置した。空リポソームを
、途中で注射用水を連続的に補充しながら接線流限外濾過装置を用いて透析して、最終的
に空リポソームを得た。
【００４８】
　イリノテカン塩酸塩水溶液は注射用水で調製し、イリノテカン塩酸塩とHSPCとの重量比
が1：3.5であることに応じて、上記イオン勾配を有する空リポソームの分散液に添加した
。この混合物を撹拌しながら60℃に加温し、20分間恒温放置して薬物積載リポソームを得
た。非封入薬物は接線流限外濾過装置を用いて除去した。試料を約50 mLに濃縮した後、0
.45 gの塩化ナトリウムを添加し、浸透圧を調整した。一定の体積に希釈することにより
薬物濃度を調整した後、リポソームを0.22 μmフィルターで濾過して滅菌し、窒素保護下
でバイアル瓶に充填し密封した。最終的にイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤を得た
。
【実施例３】
【００４９】
　処方及び空リポソームの製造方法は、リポソームの製造過程においてイリノテカン塩酸
塩（CPT－11）とHSPCとの重量比が1：1.5、1：2、1：3.5、1：4及び1：5であることを除
いて実施例２と同一であった。イリノテカン塩酸塩のリポソーム試料の封入効率及び粒子
径を表４に示した。
【００５０】
【表４】

【００５１】
　イリノテカン塩酸塩とHSPCとの重量比が1：1.5である場合、封入効率は著しく低下し、
また、その比が1：5である場合、薬物積載量は著しく減少した。臨床応用において、この
両方の条件とも臨床応用のための製剤の製造には適切ではない。重量比が1：2～1：4であ
る場合、封入効率及び薬物積載量は、より高くなった。
【実施例４】
【００５２】
　処方及び空リポソームの製造方法並びに薬物積載リポソームは、処方中のHSPCが個々に
高純度卵ホスファチジルコリン（EPC）又は高純度大豆ホスファチジルコリン（SPC）に置
換されていることを除いて実施例２と同一であった。得られたリポソーム試料の安定性は
25℃で調べ、結果を表５に示した。試験結果より、HSPCで製造したリポソーム試料の安定
性が最高であり、25℃で２ヵ月間保存した場合でも主要な指標はほとんど変化しなかった
ことが示された。
【００５３】
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【表５】

【実施例５】
【００５４】
処方：
　イリノテカン塩酸塩       0.28 g
　水素添加大豆ホスファチジルコリン（HSPC）        1 g
　ポリエチレングリコール2000－ジステアロイル－
　ホスファチジルエタノールアミン（DSPE－PEG2000）      0.1 g
　コレステロール　0.25 g
　生理食塩水　　　50 mL
　注射用水           必要量に至るまで
【００５５】
製造方法（１）：
　エタノール注入法：処方量の水素添加大豆ホスファチジルコリン、DSPE－PEG2000及び
コレステロールを適当量の無水エタノールに溶解し、得られた脂質溶液をイリノテカン塩
酸塩の生理食塩水中に注入した。エタノールを減圧蒸留により除去し、粗空リポソームを
得た。リポソームの粒子径は、高圧ホモジナイザー（1000バール）で5回循環させた後、
射出装置でリポソームを射出（射出装置上の2枚の0.1 μm射出膜、5回射出）することに
より調節した。計量された体積に希釈することにより薬物濃度を調整し、リポソームを0.
22 μmフィルターで濾過して滅菌して、窒素保護下でバイアル瓶に充填し密封した。最終
的にイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤を得た。
【００５６】
製造方法（２）：
　フィルム分散法：処方量の水素添加大豆ホスファチジルコリン、DSPE－PEG2000及びコ
レステロールを適当量のクロロホルムに溶解し、得られた脂質溶液をロータリーエバポレ
ーターによりフィルムに調製してクロロホルムを除去した。そこへイリノテカン塩酸塩の
生理食塩水溶液を添加し、混合物を１時間恒温放置した。リポソームの粒子径は、高圧ホ
モジナイザー（1000バール）で5回循環させた後、射出装置でリポソームを射出（射出装
置上の2枚の0.1 μm射出膜、5回射出）することにより調節した。計量された体積に希釈
することにより薬物濃度を調整し、リポソームを0.22 μmフィルターで濾過して滅菌して
、窒素保護下でバイアル瓶に充填し密封した。最終的にイリノテカン塩酸塩のリポソーム
注射剤を得た。
【００５７】
　製造方法（１）、製造方法（２）及び実施例２において製造されたイリノテカン塩酸塩
のリポソームの封入効率及び粒子径を測定した。
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【００５８】
【表６】

【００５９】
　イリノテカン塩酸塩のリポソームを製造する場合、目標産物は、エタノール注入法やフ
ィルム分散法などの受動的薬物積載方法により製造することができるということが示され
た。しかしながらこれらの方法で製造されたリポソームの封入効率は低く、少量の薬物を
リポソーム中に積載することができるのみである。対照的に、能動的薬物積載方法（実施
例２）により製造された試料は、高い封入効率及び薬物積載量を有した。さらに能動的薬
物積載方法により製造された試料は、小粒で均一な粒子径を有した。本発明ではこのよう
に、能動的薬物積載方法をリポソームの製造のために使用した。イリノテカン塩酸塩のリ
ポソームをイオン勾配法により製造すると、極めて良い結果が得られた。
【実施例６】
【００６０】
【表７】

【００６１】
製造方法：
　空リポソーム：脂質エタノール溶液を注入し、この溶液を1000バールで６回ホモジナイ
ズした；200 nmで３回及び100 nmで５回射出した；DSPE－PEG2000を添加し、混合物を60
℃で30分間恒温放置した。次にこの混合物を、ビタミンＥ（VE）をリン脂質有機溶媒に添
加し、またEDTAを硫酸アンモニウム溶液に添加して、接線流装置を用いて毎回50 mLで３
回透析した。
【００６２】
　薬物積載リポソーム：約10 mg／mLのイリノテカン塩酸塩水溶液を調製し、空リポソー
ムに添加した後、この混合物を60℃で15分間恒温放置した。試料は接線流装置を用いて約
50 mLに濃縮し、5 mg／mLの試料を得た。
【００６３】
　表８に安定性の結果を示した。EDTAを単独で添加した場合、試料のすべての指標はほと
んど変化しなかった。EDTAはリポソームの安定性を著しく改善した。しかしながら他の安
定剤は、リポソームの安定性をほとんど改善しなかった。
【００６４】
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【表８】

【実施例７】
【００６５】
処方（１）：
　イリノテカン塩酸塩       0.5 g
　水素添加大豆ホスファチジルコリン           1.5 g
　コレステロール　0.4 g
　硫酸マンガン　　10 g
　マンニトール　　2.5 g
　注射用水           必要量に至るまで
【００６６】
製造方法：
　処方量の水素添加大豆ホスファチジルコリン及びコレステロールを適当量の無水エタノ
ールに溶解し、得られた脂質溶液を硫酸マンガン溶液（100 mL）と混合した。減圧蒸留に
より無水エタノールを除去した後、粗空リポソームを得た。リポソームの粒子径は、射出
装置でリポソームを射出（射出装置上の2枚の0.1 μm射出膜、5回射出）することにより
調節した。空リポソームは、途中で注射用水を連続的に補充しながら接線流限外濾過装置
を用いて透析して、空リポソームを得た。イリノテカン塩酸塩水溶液は注射用水で調製し
、イオン勾配を有する空リポソームの分散液に添加した。この混合物を撹拌しながら50℃
に加温し、20分間恒温放置して、薬物積載リポソームを得た。非封入薬物は接線流限外濾
過装置を用いて除去し、次に、2.5 gのマンニトールを添加し浸透圧を調整した。一定の
体積に希釈することにより薬物濃度を調整した後、リポソームを0.22 μmフィルターで濾
過して滅菌し、窒素保護下でバイアル瓶に充填し密封した。最終的にイリノテカン塩酸塩
のリポソーム注射剤を得た。このリポソームの粒子径（89.3 nm）はナノ粒子サイズ分析
器により測定し、また封入効率は97.5％であった。
【００６７】
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処方（２）：
　イリノテカン塩酸塩       1 g
　水素添加卵ホスファチジルコリン（HEPC）           3.45 g
　コレステロール　0.8 g
　硫酸マンガン    　10 g
　ヒスチジン       　2.5 g
　注射用水           必要量に至るまで
【００６８】
製造方法：
　処方量の水素添加卵ホスファチジルコリン及びコレステロールを適当量の無水エタノー
ルに溶解し、得られた脂質溶液を硫酸マンガン溶液（100 mL）と混合した。リポソームの
粒子径は、射出装置でリポソームを射出（射出装置上の2枚の0.1 μm射出膜、5回射出）
することにより調節した。空リポソームは、途中で注射用水を連続的に補充しながら接線
流限外濾過装置を用いて透析して、空リポソームを得た。イリノテカン塩酸塩水溶液は注
射用水で調製し、イオン勾配を有する空リポソームの分散液に添加した。この混合物を撹
拌しながら50℃に加温し、20分間恒温放置して、薬物積載リポソームを得た。非封入薬物
は接線流限外濾過装置を用いて除去し、試料は約50 mLに濃縮した。次に、2.5 gのヒスチ
ジンを添加し浸透圧を調整した。計量された体積に希釈することにより薬物濃度を調整し
た後、リポソームを0.22 μmフィルターで濾過して滅菌し、窒素保護下でバイアル瓶に充
填し密封した。最終的にイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤を得た。このリポソーム
の粒子径（87.6 nm）はナノ粒子サイズ分析器により測定し、また封入効率は98.1％であ
った。
【００６９】
処方（３）：
　イリノテカン塩酸塩       0.3 g
　水素添加大豆ホスファチジルコリン（HSPC）        1 g
　ポリエチレングリコール2000－ジステアロイル－
　ホスファチジルエタノールアミン（DSPE－PEG2000）      0.05 g
　コレステロール　　0.25 g
　硫酸アンモニウム　　5 g
　塩化ナトリウム　　0.45 g
　注射用水           必要量に至るまで
【００７０】
製造方法：
　処方量の大豆ホスファチジルコリン及びコレステロールを適当量の無水エタノールに溶
解し、得られた脂質溶液を硫酸アンモニウム溶液（100 mL）と混合した。無水エタノール
を減圧蒸留により除去し、粗空リポソームを得た。高圧ホモジナイザー（1000バール）で
5回循環させた後、DSPE－PEG2000水溶液を添加した。この混合物を撹拌しながら20分間恒
温放置した。空リポソームは、途中で注射用水を連続的に補充しながら接線流限外濾過装
置を用いて透析して、空リポソームを得た。イリノテカン塩酸塩水溶液は注射用水で調製
し、イオン勾配を有する空リポソームの分散液に添加した。この混合物を撹拌しながら60
℃に加温し、20分間恒温放置して、薬物積載リポソームを得た。非封入薬物は接線流限外
濾過装置を用いて除去し、試料は約50 mLに濃縮した。次に、0.45 gの塩化ナトリウムを
添加し浸透圧を調整した。計量された体積に希釈することにより薬物濃度を調整した後、
リポソームを0.22 μmフィルターで濾過して滅菌し、窒素保護下でバイアル瓶に充填し密
封した。最終的にイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤を得た。このリポソームの粒子
径（87.3 nm）はナノ粒子サイズ分析器により測定し、また封入効率は99.2％であった。
【実施例８】
【００７１】
処方：



(18) JP 5645954 B2 2014.12.24

10

20

30

40

50

　イリノテカン塩酸塩       0.5 g
　水素添加大豆ホスファチジルコリン（HSPC）        1 g
　心筋リン脂質（CL）      0.5 g
　ポリエチレングリコール5000－ジステアロイル－
　ホスファチジルエタノールアミン（DSPE－PEG5000）      0.5 g
　α－トコフェロール　　0.05 g
　コレステロール　　　　0.35 g
　クエン酸　　　　　　　5.76 g
　塩化ナトリウム　　　約3.6 g
　注射用水           必要量に至るまで
【００７２】
製造方法：
　処方量の水素添加大豆ホスファチジルコリン、心筋リン脂質、DSPE－PEG5000、コレス
テロール及びα－トコフェロールを適当量の無水エタノールに溶解し、得られた脂質溶液
をクエン酸溶液（100 mL）と混合した。無水エタノールを減圧蒸留により除去し、粗空リ
ポソームを得た。高圧ホモジナイザー（1000バール）で5回循環させた後、空リポソーム
は、途中で塩化ナトリウム溶液（0.9％、400 mL）を連続的に補充しながら接線流限外濾
過装置を用いて透析して、空リポソームを得た。イリノテカン塩酸塩水溶液は注射用水で
調製し、イオン勾配を有する空リポソームの分散液に添加した。この混合物を撹拌しなが
ら60℃に加温し、20分間恒温放置して、薬物積載リポソームを得た。非封入薬物は接線流
限外濾過装置を用いて除去し、試料は約50 mLに濃縮した。一定の体積に希釈することに
より薬物濃度を調整した後、リポソームを0.22 μmフィルターで濾過して滅菌し、窒素保
護下でバイアル瓶に充填し密封した。最終的にイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤を
得た。このリポソームの粒子径（85.8 nm）はナノ粒子サイズ分析器により測定し、また
封入効率は98.6％であった。
【実施例９】
【００７３】
処方：
　イリノテカン塩酸塩       0.8 g
　ジパルミトイルホスファチジルコリン（DPPC）    2 g
　ジパルミトイルホスファチジルグリセロール（DPPG）        0.2 g
　コレステロール　　　　　0.5 g
　アスコルビン酸　　　　　0.05 g
　エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム　　0.05 g
　硫酸アンモニウム           5 g
　塩化ナトリウム              約3.6 g
　注射用水           必要量に至るまで
【００７４】
製造方法：
　処方量のDPPC、DPPG及びコレステロールを適当量の無水エタノールに溶解し、得られた
脂質溶液を硫酸アンモニウム溶液（100 mL、エチレンジアミン四酢酸二ナトリウムを含む
）と混合した。エタノールを減圧蒸留により除去し、粗空リポソームを得た。高圧ホモジ
ナイザー（1000バール）で5回循環させた後、空リポソームは、途中で塩化ナトリウム溶
液（0.9％、400 mL）を連続的に補充しながら接線流限外濾過装置を用いて透析して、空
リポソームを得た。イリノテカン塩酸塩水溶液は注射用水で調製し、イオン勾配を有する
空リポソームの分散液に添加した。この混合物を撹拌しながら60℃に加温し、20分間恒温
放置して、薬物積載リポソームを得た。非封入薬物は接線流限外濾過装置を用いて除去し
、試料は約50 mLに濃縮した。一定の体積に希釈することにより薬物濃度を調整した後、
リポソームを0.22 μmフィルターで濾過して滅菌し、窒素保護下でバイアル瓶に充填し密
封した。最終的にイリノテカン塩酸塩のリポソーム注射剤を得た。このリポソームの粒子
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径（89.4 nm）はナノ粒子サイズ分析器により測定し、また封入効率は97.2％であった。
【実施例１０】
【００７５】
処方：
　イリノテカン塩酸塩       0.5 g
　水素添加大豆ホスファチジルコリン（HSPC）        1 g
　ポリエチレングリコール5000－ジステアロイル－
　ホスファチジルエタノールアミン（DSPE－PEG5000）      0.1 g
　α－トコフェロール       0.05 g
　コレステロール　　　　0.3 g
　硫酸アンモニウム　　　　5 g
　塩化ナトリウム              約3.6 g
　スクロース       2 g
　マンニトール    1 g
　注射用水           必要量に至るまで
【００７６】
製造方法：
　処方量の水素添加大豆ホスファチジルコリン、コレステロール及びα－トコフェロール
を適当量の無水エタノールに溶解し、得られた脂質溶液を硫酸アンモニウム溶液（100 mL
）と混合した。エタノールを減圧蒸留により除去し、粗空リポソームを得た。高圧ホモジ
ナイザー（1000バール）で5回循環させた後、射出装置でリポソームを射出した（射出装
置上の5枚の100 nm射出膜、5回射出）。次にDSPE－PEG5000水溶液を添加し、この混合物
を撹拌しながら20分間恒温放置した。空リポソームは、途中で塩化ナトリウム溶液（0.9
％、400 mL）を連続的に補充しながら接線流限外濾過装置を用いて透析して、空リポソー
ムを得た。イリノテカン塩酸塩水溶液は注射用水で調製し、イオン勾配を有する空リポソ
ームの分散液に添加した。この混合物を撹拌しながら60℃に加温し、20分間恒温放置して
、薬物積載リポソームを得た。非封入薬物は接線流限外濾過装置を用いて除去し、試料は
約50 mLに濃縮した。次に、この混合物にスクロース及びマンニトールを添加し、均一に
混合した。一定の体積に希釈することにより薬物濃度を調整した後、リポソームを0.22 
μmフィルターで濾過して滅菌し、ペニシリン瓶に充填して凍結乾燥した。最終的に、イ
リノテカン塩酸塩の注射用リポソーム凍結乾燥粉末を得た。このリポソームの粒子径（90
.8 nm）は、注射用凍結乾燥粉末を水和させた後測定した。封入効率は97.5％であった。
【試験例１】
【００７７】
　本発明により得られた製造物の物理化学的特性を調べる例として、実施例２の製造物を
使用した。
【００７８】
［粒子径分布］
　適当量の試料を水で希釈した後、動的光散乱（DLS）法により測定した。検出波長：λ 
= 633 nm、検出確度：173°、検出温度：25℃。粒子径は強度で表わした。粒子径分布を
図１に示した。平均粒子径は85.9 nmであった。
【００７９】
［形態］
　適当量の希釈した試料を取り、また銅線メッシュを清浄な濾紙上に置き、その試料をそ
の銅線メッシュ上に滴下し、リンタングステン酸で乾燥させ、乾燥後、透過型電子顕微鏡
（TEM、JEM2010、日本電子株式会社）で観察した。形態を図２に示した。イリノテカン塩
酸塩リポソームの外観は典型的な二層構造であり、粒子径の大部分は200 nm未満であった
。これは動的光散乱法により測定された結果と一致する。
【００８０】
［封入効率］
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　薬物含有量の測定方法：カラム：アジレントZORBAX Eclipse XDB-C18（4.6×150 mm、5
 μm）；移動相：アセトニトリル－0.05 M KH2PO4緩衝液（pH値を4に調整、1％のトリエ
チルアミンを含む）= 20：80；カラム温度：40℃；注入量：20 μL；流速：1.0 mL／分。
【００８１】
　封入効率の検出方法：1 mLの試料溶液をピペットで10 mLの容量フラスコに取り、標線
まで水で希釈した。次にフラスコを均一に振盪し、8010限外濾過装置（ミリポア社）によ
り限外濾過した。最初の濾液を捨て、それに続く濾液を試料溶液として確保した。試料及
び対照の20 μL溶液をピペットで液体クロマトグラフィーに移し、クロマトグラムを測定
した。製剤の遊離薬物含有量は外部標準法により算出し、Wとして記録した。この製造物
中の薬物の総量は、含有量測定方法により算出し、W0として記録した。封入効率は下記式
により算出した：
　封入効率 = （W0－W）／W0×100％
　測定結果：製造物の封入効率は99.4％であった。
【００８２】
　［影響因子試験］製造物を異なる条件下に置くことにより、影響因子を調べた。結果を
表９に示した。
【００８３】
【表９】

【００８４】
　結果より試料は光感受性であることが示された。明るい光の下では、試料の外観は黄色
に変化し、含有量は低下し、また類縁物質は著しく増加した。試料の封入効率及び粒子径
は40℃ではほとんど変化しなかったが、類縁物質は少量増加した。低温又は凍結融解条件
下では大型の粒子が試料中に生成した。高温でのリン脂質の不安定性及び影響因子試験の
試験結果を考慮すれば、生成物は低温及び暗状態下で保存すべきである。
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【００８５】
［抗腫瘍治療効果］
薬物名：イリノテカン塩酸塩リポソーム（CPT－11リポソーム）（実施例２に従って製造
）は、シャンハイ　ヘンルイ　ファーマスーティカル　カンパニー　リミテッド（Shangh
ai Hengrui Pharmaceutical Co., LTD.）から提供された。イリノテカン塩酸塩（CPT－11
）注射剤はジエンス　ヘンルイ　メデイシン　カンパニー　リミテッド（Jiangsu Hengru
i Medicine Co., LTD.）から提供された。
製造方法：薬物は生理食塩水で希釈し、所要の濃度とした。
実験動物：6～7週齢の雌性BALB/cA－ヌードマウスは、シャンハイ　スラック　ラボラト
リー　アニマル　カンパニー　リミテッド（Shanghai Slac Laboratory Animal Co., LTD
.）から購入した。証明書番号：SCXK（シャンハイ）2007－0005。環境：SPFレベル。
【００８６】
　実験手順：ヌードマウスの皮下にLs-174tヒト結腸癌細胞を接種した。腫瘍が150～300 
mm3に生育した後、マウスを無作為に群分けした（d0）。投与量及び投与方法は表１０に
示した。腫瘍体積及び重量は週に2～3回測定し、記録した。腫瘍体積（V）は下記式によ
り算出した：
　V = 1／2×a×b2　　ここでa及びbはそれぞれ腫瘍の長さ及び幅である。
【００８７】
【表１０】

【００８８】
　結果：CPT－11リポソーム及びCPT－11の両方ともヌードマウスのLs-174tヒト結腸癌の
増殖を顕著に抑制した。CPT－11リポソームはLs-174tの増殖を用量依存的に抑制した。CP
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T－11リポソームを高用量（3 mg／kg）で投与した場合、4／14で腫瘍が部分的に消失した
。CPT－11リポソームを低用量（1 mg／kg）で投与した場合、CPT－11リポソームの治療効
果はCPT－11（10 mg／kg）と同等であった。CPT－11リポソームの治療効果は、CPT－11注
射剤より少なくとも10倍促進された可能性がある。詳細な結果は図３に示した。
　
 

【図１】 【図２】
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