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(57)【要約】
薬学的組成物は、ドセタキセルおよびドキソルビシンを
含む複数のリポソームを含有し得る。様々な実施態様に
おいて、リポソームは、(i)ドセタキセルおよびドキソ
ルビシンを含む、医薬有効成分(API)；(ii)不飽和リン
脂質、コレステロール、カチオン性脂質、および好まし
くはPEG化リン脂質を含む、脂質層；ならびに(iii)水性
内部；を含むことができ、ドセタキセルは脂質層内にあ
り、ドキソルビシンは水性内部で結晶化している。該リ
ポソームは、対象者、例えば癌を有するヒト対象者、を
治療するために使用することができる。癌は、例えば、
肺癌、好ましくは非小細胞肺癌(NSCLC)、結腸癌、乳癌
、または肝臓癌であり得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ドセタキセルおよびドキソルビシンを含む、医薬有効成分(API)；
　不飽和リン脂質、コレステロール、および好ましくはPEG化リン脂質を含む、脂質層；
ならびに
　水性内部
を含むリポソームであって、ドセタキセルが該脂質層内にあり、かつドキソルビシンが該
水性内部で結晶化している、リポソーム。
【請求項２】
　前記脂質層が、不飽和リン脂質およびコレステロールから本質的になる、請求項1記載
のリポソーム。
【請求項３】
　前記脂質層が、不飽和リン脂質、コレステロール、およびPEG化リン脂質から本質的に
なる、請求項1記載のリポソーム。
【請求項４】
　前記APIが、ドセタキセルおよびドキソルビシンから本質的になる、請求項1～3のいず
れか一項記載のリポソーム。
【請求項５】
　前記脂質層が、
　約20～75％、好ましくは約30～60％（モル）の不飽和リン脂質；
　約10～60％、好ましくは20～50％（モル）のコレステロール；および
　約0～20％、好ましくは1～10％（モル）のPEG化リン脂質
を含む、請求項1～4のいずれか一項記載のリポソーム。
【請求項６】
　脂質層成分：ドキソルビシンのモル比が、約100：1～約2：1、好ましくは約20：1～約5
：1であり、かつ
　脂質層成分：ドセタキセルのモル比が、約100：1～約2：1、好ましくは約20：1～約5：
1である、
請求項1～5のいずれか一項記載のリポソーム。
【請求項７】
　ドキソルビシン：ドセタキセルのモル比が、約10：1～1：10、好ましくは約5：1～1：5
、より好ましくは約3：1～1：3である、請求項1～6のいずれか一項記載のリポソーム。
【請求項８】
　前記不飽和リン脂質が、多価不飽和リン脂質または一価不飽和リン脂質、好ましくはホ
スファチジルコリン、より好ましくは大豆ホスファチジルコリンもしくは1,2-ジオレオイ
ル-sn-グリセロ-3-ホスファチジルコリン(DOPC)を含む、請求項1～7のいずれか一項記載
のリポソーム。
【請求項９】
　前記コレステロールが、コレステロール誘導体、好ましくはカチオン性コレステロール
誘導体、より好ましくはアミノコレステロール誘導体、さらにより好ましくはジメチルア
ミノエタンカルバモイル-コレステロール(DC-コレステロール)、カチオン性脂質、もしく
はカチオン性ポリマーを含み、かつ/または、組成が、対象者の1つ以上の器官を標的とす
るように適合されている、請求項1～8のいずれか一項記載のリポソーム。
【請求項１０】
　前記PEG化リン脂質が、ホスホエタノールアミン、好ましくは1,2-ジステアロイル-sn-
グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DSPE)を含み、PEG化が、PEG 500～PEG 3000、好ま
しくはPEG 2000である、請求項1～9のいずれか一項記載のリポソーム。
【請求項１１】
　請求項1～10のいずれか一項記載の複数のリポソームを含む、薬学的組成物。
【請求項１２】
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　前記複数のリポソームが静注製剤中に含まれる、請求項11記載の薬学的組成物。
【請求項１３】
　前記リポソームのZ平均粒子径が、約10～200nm、好ましくは約15～150nm、より好まし
くは約20～120nmである、請求項11または12記載の薬学的組成物。
【請求項１４】
　対象者に静脈内投与した際に、前記組成物の少なくとも約10％が肝臓に送達される、請
求項11～13のいずれか一項記載の薬学的組成物。
【請求項１５】
　医薬として使用するための、請求項11～14のいずれか一項記載の薬学的組成物。
【請求項１６】
　癌治療薬として使用するための、請求項11～14のいずれか一項記載の薬学的組成物。
【請求項１７】
　請求項1～10のいずれか一項記載のリポソームまたは請求項11～16のいずれか一項記載
の薬学的組成物を対象者に投与する工程を含む方法。
【請求項１８】
　対象者を治療する方法であって、有効量の請求項1～10のいずれか一項記載のリポソー
ムまたは請求項11～16のいずれか一項記載の薬学的組成物を該対象者に投与する工程を含
み、該対象者が癌を有する、前記方法。
【請求項１９】
　前記癌が、肺癌、好ましくは非小細胞肺癌(NSCLC)；結腸癌；乳癌；胃癌、食道癌、前
立腺癌、白血病、頭頸部癌、膵臓癌、多発性骨髄腫、または肝臓癌である、請求項16記載
の薬学的組成物または請求項16～18記載の方法。
【請求項２０】
　以下の工程を含む、請求項1～10のいずれか一項記載のリポソームまたは請求項11～16
のいずれか一項記載の薬学的組成物を作製する方法：
　エタノール中の、不飽和リン脂質、コレステロール、ドセタキセル、および好ましくは
PEG化リン脂質の脂質溶液を、マニホールドの第1のまたは複数の入口ポートを通して該マ
ニホールドの混合チャンバ内へと導入することと、水性溶液を、該マニホールドの第2の
または複数の入口ポートを通して該マニホールドの該混合チャンバ内へと導入することと
を同時に行い、形成されたリポソームを、該マニホールドの1つのまたは複数の出口チャ
ンバを通して該混合チャンバから出し、それによって複数のリポソームが作製される、工
程；ならびに
　該複数のリポソームをドキソルビシン溶液中でインキュベートする工程。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、全体としてリポソーム医薬製剤に関し、様々な態様において、より具体的に
は、二種の成分（例えば、ドセタキセルとドキソルビシンの組み合わせ）を含む医薬有効
成分を含有するリポソーム医薬製剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　リポソーム技術は、臨床的治療および科学的研究において薬物送達のために利用されて
いる。これまでに、少数のリポソーム医薬製剤が米国食品医薬品局(FDA)によって承認さ
れており、いくつかの新しいリポソーム製剤は臨床試験中である。しかしながら、リポソ
ーム製剤の分野はまだ発展段階にあり、それぞれの医薬有効成分(API)は固有の課題を提
示する。
【０００３】
　リポソーム製剤が応用され得る1つの分野は、癌APIにある。例えば、ドキソルビシンの
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リポソーム製剤は現在、Doxil(登録商標)およびMyocet(登録商標)の商品名で入手可能で
ある。Doxil(登録商標)は、もともとはJohnson & Johnsonの子会社であるJanssen Produc
ts, LPのために米国のBen Venue Laboratories社によって製造された、ドキソルビシンの
PEG化(ポリエチレングリコール被覆)リポソーム封入形態である。Myocet(登録商標)は、
ヨーロッパではCephalon社、米国とカナダではSopherion Therapeutics社のためにEnzon 
Pharmaceuticals社によって製造された、非PEG化リポソームドキソルビシンである。Myoc
et(登録商標)は、シクロホスファミドと併用して転移性乳癌の治療のためにヨーロッパと
カナダで承認されているが、米国での使用についてはFDAがまだ承認していない。
【０００４】
　少数のリポソーム医薬製剤の承認にもかかわらず、この分野は、それぞれ異なるAPIの
固有の課題および予測不能性、ならびに現在利用可能なリポソーム製剤の製造方法(拡張
性、低い再現性、および製品の不均質性に関連する様々な問題を提起する)によって、依
然として制限される。薬物送達において使用するための改善されたリポソーム製剤の必要
性が存在する。
【発明の概要】
【０００５】
　様々な局面および実施態様において、本発明は、第1の薬物(例えば、ドセタキセル)と
第2の薬物(例えば、ドキソルビシン)を含む複数のリポソームを含有する薬学的組成物を
提供する。様々な実施態様では、リポソームは、(i)第1の薬物(例えば、ドセタキセル)と
第2の薬物(例えば、ドキソルビシン)を含む、医薬有効成分(API)；(ii)不飽和リン脂質、
コレステロール、および好ましくはPEG化リン脂質を含む、脂質層；ならびに(iii)水性内
部；を含むことができ、第1の薬物(例えば、ドセタキセル)は脂質層内にあり、第2の薬物
(例えば、ドキソルビシン)は水性内部で結晶化している。該リポソームは、対象者、例え
ば癌を有するヒト対象者を治療するために使用され得る。癌は、例えば、肺癌、好ましく
は非小細胞肺癌(NSCLC)；結腸癌；乳癌；または肝臓癌、好ましくは肝細胞癌(HCC)であり
得る。
【０００６】
　本発明は、例えば、(i)第1の薬物(例えば、ドセタキセル)と第2の薬物(例えば、ドキソ
ルビシン)の一方または両方がリポソーム製剤中に存在しない他の薬学的組成物および/ま
たは(ii)他のリポソーム製剤と比較して、有効性の増加および/または毒性の低下をもた
らすことができる。本発明は、例えば肝臓へのまたは肝臓を回避する、標的化送達を提供
することができる。本発明は、例えば、薬物搭載量の増加を提供し、それにより一定量の
第1の薬物(例えば、ドセタキセル)と第2の薬物(例えば、ドキソルビシン)を送達するのに
必要なリポソームの量を減少させることによって、望ましくない副作用を軽減することが
できる。
【０００７】
　本発明は、(i)ドセタキセルおよびドキソルビシンを含む、医薬有効成分(API)；(ii)不
飽和リン脂質、コレステロール、および好ましくはPEG化リン脂質を含む、脂質層；なら
びに(iii)水性内部；を含むリポソームを提供し、ドセタキセルは脂質層内にあり、ドキ
ソルビシンは水性内部で結晶化している。
【０００８】
　本発明はまた、本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによる複数のリポ
ソームを含有する薬学的組成物を提供する。
【０００９】
　本発明はまた、本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによるリポソーム
、あるいは本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによる薬学的組成物を、
対象者に投与する工程を含む方法を提供する。
【００１０】
　本発明はまた、有効量の、本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによる
リポソーム、あるいは本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによる薬学的
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組成物を、対象者に投与する工程を含む、対象者を治療する方法を提供する。
【００１１】
　本発明はまた、本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによるリポソーム
、あるいは本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによる薬学的組成物を作
製する方法を提供し、該方法は以下の工程を含む：(i)エタノール中の、不飽和リン脂質
、コレステロール、第1の薬物(例えば、ドセタキセル)、および好ましくはPEG化リン脂質
の脂質溶液を、マニホールドの第1のまたはそれ以上の入口ポートを通して、ならびに、
水性溶液を、該マニホールドの第2のまたはそれ以上の入口ポートを通して、混合チャン
バ内へと導入し、形成されたリポソームを、該マニホールドの第3のまたはそれ以上の出
口ポートを通して該混合チャンバから出し、それによって複数のリポソームが作製される
、工程；ならびに(ii)該複数のリポソームを第2の薬物(例えば、ドキソルビシン)の溶液
中でインキュベートする工程。
【００１２】
　様々な実施態様では、前記脂質層は、不飽和リン脂質およびコレステロールから本質的
になる。
【００１３】
　様々な実施態様では、前記脂質層は、不飽和リン脂質、カチオン性脂質、コレステロー
ル、およびPEG化リン脂質から本質的になる。
【００１４】
　様々な実施態様では、前記APIは、ドセタキセルおよびドキソルビシンから本質的にな
る。
【００１５】
　様々な実施態様では、前記脂質層は、約20～75％、好ましくは約30～60％（モル）の不
飽和リン脂質；約10～60％、好ましくは20～50％（モル）のコレステロール；約5～75％
、好ましくは約10～60％（モル）のカチオン性脂質；および約0～20％、好ましくは1～10
％（モル）のPEG化リン脂質を含む。
【００１６】
　様々な実施態様では、脂質層成分：ドキソルビシンのモル比は、約100：1～約2：1、好
ましくは約20：1～約5：1であり、脂質層成分：ドセタキセルのモル比は、約100：1～約2
：1、好ましくは約20：1～約5：1である。
【００１７】
　様々な実施態様では、ドキソルビシン：ドセタキセルのモル比は、約10：1～1：10、好
ましくは約5：1～1：5、より好ましくは約2：1～1：2である。
【００１８】
　様々な実施態様では、不飽和リン脂質は、多価不飽和リン脂質または一価不飽和リン脂
質、好ましくはホスファチジルコリン、より好ましくは大豆ホスファチジルコリンもしく
は1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジルコリン(DOPC)を含む。
【００１９】
　様々な実施態様では、コレステロールは、コレステロール誘導体、好ましくはカチオン
性コレステロール誘導体、より好ましくはアミノコレステロール誘導体、さらにより好ま
しくはジメチルアミノエタンカルバモイル-コレステロール(DC-コレステロール)を含む。
【００２０】
　様々な実施態様では、PEG化リン脂質は、ホスホエタノールアミン、好ましくは1,2-ジ
ステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DSPE)を含み、PEG化はPEG 500～P
EG 3000、好ましくはPEG 2000である。
【００２１】
　様々な実施態様では、前記複数のリポソームは、静注製剤中に含まれる。
【００２２】
　様々な実施態様では、前記リポソームのZ平均粒子径は、約10～200nm、好ましくは約15
～150nm、より好ましくは約20～120nmである。
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【００２３】
　様々な実施態様では、対象者に静脈内投与した際に、前記組成物の少なくとも約10％は
肝臓に送達される。
【００２４】
　様々な実施態様では、前記薬学的組成物は、医薬として使用するためのものである。
【００２５】
　様々な実施態様では、前記薬学的組成物は、癌治療薬として使用するためのものである
。
【００２６】
　様々な実施態様では、前記対象者は癌を有する。様々な実施態様では、前記癌は、肺癌
、好ましくは非小細胞肺癌(NSCLC)；結腸癌；乳癌；または肝臓癌、好ましくは肝細胞癌(
HCC)である。
【００２７】
　本技術のこれらのおよび他の利点は、添付の図面および以下の説明を参照する場合に明
らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】リポソーム製剤CPT319Cの低温透過型電子顕微鏡(TEM)画像を示す。
【図２】CPT319Cのネガティブ染色されたTEM画像を示す。
【図３】ドセタキセル/ドキソルビシンのリポソーム製剤(CPT319A、CPT319B、またはCPT3
19C)または非リポソーム製剤の投与後のNSCLC腫瘍成長曲線および腫瘍重量抑制率(TW抑制
％)を、対照群と比較して示す。
【図４】ドセタキセル/ドキソルビシンのリポソーム製剤(CPT307A、CPT307B、またはCPT3
07C)または非リポソーム製剤の投与後のNSCLCの腫瘍成長曲線および腫瘍重量抑制率(TW抑
制％)を、対照群と比較して示す。
【図５】3つの異なる用量のリポソーム製剤(CPT319C)の投与後の結腸癌の腫瘍成長曲線を
、対照群と比較して示す。
【図６】3つの異なる用量のリポソーム製剤(CPT307C)の投与後の結腸癌の腫瘍成長曲線を
、対照群と比較して示す。
【図７】リポソーム製剤(CPT307CまたはCPT319C)の投与後31日目の乳癌の腫瘍成長曲線を
、対照群と比較して示す。
【図８】リポソーム製剤(CPT319C)の投与後の肝細胞癌の腫瘍成長曲線を、対照群と比較
して示す。
【図９】リポソーム製剤(CPT307A～CまたはCPT319A～C)の投与後のNSCLCの腫瘍成長曲線
を、対照群と比較して示す。
【図１０】リポソーム製剤(CPT307CまたはCPT219C)の投与後の結腸癌の腫瘍成長曲線およ
び腫瘍重量抑制率(TW抑制％)を、対照群と比較して示す。
【図１１】リポソーム製剤(CPT319CまたはCPT307C)の投与後のドキソルビシンの血漿濃度
曲線を、ドセタキセル/ドキソルビシンの非リポソーム製剤と比較して示す。
【００２９】
　本発明は、多くの異なる形態の実施態様を含むが、いくつかの特定の実施態様が図面に
示され、本明細書で詳細に説明される。本開示は、技術原理の例示として考慮されるべき
であり、本発明を例示された実施態様に限定することを意図したものではない、ことが理
解される。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
詳細な説明
　様々な局面および実施態様において、本発明は、第1の薬物(例えば、ドセタキセル)と
第2の薬物(例えば、ドキソルビシン)を含む複数のリポソームを含有する薬学的組成物を
提供する。様々な実施態様では、リポソームは、(i)第1の薬物(例えば、ドセタキセル)お
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よび第2の薬物(例えば、ドキソルビシン)を含む、医薬有効成分(API)；(ii)不飽和リン脂
質、コレステロール、および好ましくはPEG化リン脂質を含む、脂質層；ならびに(iii)水
性内部；を含むことができ、第1の薬物(例えば、ドセタキセル)は脂質層内にあり、第2の
薬物(例えば、ドキソルビシン)は水性内部で結晶化している。該リポソームは、対象者、
例えば癌を有するヒト対象者を治療するために使用され得る。
【００３１】
　以下の実施例に記載され示されるように、本発明は、例えば、(i)第1の薬物(例えば、
ドセタキセル)と第2の薬物(例えば、ドキソルビシン)の一方または両方がリポソーム製剤
中に存在しない他の薬学的組成物および/または(ii)他のリポソーム製剤と比較して、有
効性の増加および/または毒性の低下をもたらすことができる。本発明は、例えば肝臓へ
のまたは肝臓を回避する、標的化送達を提供することができる。本発明は、例えば、薬物
搭載量の増加を提供し、それにより一定量の第1の薬物(例えば、ドセタキセル)と第2の薬
物(例えば、ドキソルビシン)を送達するのに必要なリポソームの量を減少させることによ
って、望ましくない副作用を軽減することができる。
【００３２】
　そのようなリポソームの様々な特徴、ならびに該リポソームを含有する薬学的組成物お
よび該リポソームの使用および作製方法については、以下で順に説明する。
【００３３】
医薬有効成分(API)
　様々な局面および実施態様において、前記APIは第1の薬物（例えば、ドセタキセル）と
第2の薬物（例えば、ドキソルビシン）を含む。ドセタキセルとドキソルビシンは説明に
役立つ例として示されるが、第1の薬物がリポソームの脂質層にあり、第2の薬物がリポソ
ームの水性内部にある（例えば、水性内部で結晶化している）他の実施態様も可能である
。様々な実施態様において、当該APIは、二種（またはそれ以上）の抗癌剤、抗炎症剤、
抗糖尿病剤、抗真菌剤、および/または抗生物質製剤を含むことができる。
【００３４】
　ドセタキセル（総称として、または商品名Taxotere(登録商標)もしくはDocecad(登録商
標)の下で）は、細胞分裂を妨害することによって作用する、臨床的に確立された有糸分
裂阻害化学療法薬である。ドセタキセルは、局所進行性または転移性の乳癌、頭頸部癌、
胃癌、ホルモン抵抗性前立腺癌および非小細胞肺癌の治療のためにFDAの認可を受けてい
る。ドセタキセルは、特定の癌のタイプおよびステージ(病期)に応じて、単剤として、ま
たは示される他の化学療法薬との組み合わせで使用することができる。
【００３５】
　ドセタキセルはタキサン系薬物クラスのメンバーであり、このクラスには化学療法薬パ
クリタキセルも含まれる。したがって、いくつかの実施態様では、ドセタキセルは、リポ
ソームの脂質層内に配置することができる別のタキサンに置き換えることができる。
【００３６】
　タキサン類の至適用量投薬スケジュールは未確定のままであるが、大方の研究では、3
週間または1週間の投薬スケジュールの後に顕著な死亡率の改善が見られる。いくつかの
調査研究は最適な投薬スケジュールとして週1回の投与を提案しているが、公式のドセタ
キセルの添付文書には3週間ごとの投与が推奨されている。注目すべき重大な毒性には、
好中球減少症、発熱性好中球減少症および知覚神経障害が含まれる。このような毒性は、
第II相および第III相臨床試験で十分に実証されており、予測とその後の管理が可能であ
る。
【００３７】
　様々な実施態様において、本発明は、ドセタキセルの有効性を増加させ、かつ/または
ドセタキセルからの望ましくない副作用を減少させることができる。
【００３８】
　ドキソルビシン(商品名Adriamycin(登録商標)；PEG化リポソーム形態の商品名Doxil(登
録商標)；非PEG化リポソーム形態の商品名Myocet(登録商標))は、ヒドロキシダウノルビ
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シンおよびヒドロキシダウノマイシンとしても知られ、癌化学療法において使用され、細
菌種からの化学的半合成によって誘導される薬物である。これは、天然物ダウノマイシン
に密接に関連するアントラサイクリン系の抗生物質(注：この文脈では、それが細菌感染
症の治療に使用されることを意味しない)であり、全てのアントラサイクリン類と同様に
、DNAにインターカレートすることによって作用すると考えられ、最も深刻な有害作用は
生命を脅かす心臓障害である。これは一般的に、血液悪性腫瘍(白血病およびリンパ腫の
ような血液の癌)、多くのタイプの癌腫(固形腫瘍)および軟部組織の肉腫を含めて、広範
囲の癌の治療に使用される。これは、様々な化学療法レジメンの一成分として併用化学療
法において使用されることが多い。いくつかの実施態様では、ドキソルビシンは、前記リ
ポソームの水性内部に配置することができる別の抗癌剤に置き換えることができる。
【００３９】
　ドキソルビシンの一般的な有害作用には、脱毛(該薬物で治療した人の大部分に見られ
る)、骨髄抑制(新しい血球を産生する骨髄の能力が危うくなる)、悪心および嘔吐(該薬物
で治療した人の約30～90％に見られる)、口腔粘膜炎、食道炎、下痢、皮膚反応(手足症候
群を含む)、ならびに該薬物が送達される静脈に沿った局所的な腫脹および発赤が含まれ
る。あまり一般的ではないが、重篤な反応には、過敏性反応(アナフィラキシーを含む)、
放射線リコール(radiation recall)、心臓障害および肝機能障害が含まれる。
【００４０】
　この薬物は、塩酸塩として静脈内投与される。これは、Adriamycin(登録商標)PFS、Adr
iamycin(登録商標)RDF、またはRubex(登録商標)など、いくつかの異なるブランド名で販
売されている。ドキソルビシンは光感受性であり、容器は、多くの場合、光がそれに影響
を及ぼすのを防ぐために、アルミパックおよび/またはブラウンワックスペーパーで覆わ
れる。ドキソルビシンは、Doxil(登録商標)(PEG化形態)、Myocet(登録商標)(非PEG化形態
)、およびCaelyx(登録商標)としてリポソーム封入形態でも入手可能であるが、これらの
形態も静脈内注射によって投与される必要がある。
【００４１】
　様々な実施態様において、本発明は、ドキソルビシンの有効性を増加させ、かつ/また
はドキソルビシンからの望ましくない副作用を低減させることができる。
【００４２】
　いくつかの実施態様では、APIは、ポリヌクレオチド(オリゴヌクレオチドを含む)、タ
ンパク質、または小分子であり得る。
【００４３】
　一実施態様では、APIはポリヌクレオチドである。該ポリヌクレオチドは、ゲノムDNA断
片、cDNA、mRNA、ssRNA、dsRNA、microRNA、siRNA、shRNA、sdRNA、DsiRNA、LNA、および
アンチセンスDNAまたはRNAであり得る。
【００４４】
　あるいは、APIは小分子薬物であり得る。好ましくは、該分子は約1500g/モル～約50g/
モルの分子量を有する。
【００４５】
　APIは、例えば、次の薬剤のうちの二種以上を含むことができる：抗癌剤、抗生物質製
剤、抗ウイルス剤、抗真菌剤、または鎮痛剤。
【００４６】
　例示的な抗癌剤としては、限定するものではないが、以下が挙げられる：アシビシン、
アクラルビシン、アコダゾール、アメタントロン、アミノグルテチミド、アントラマイシ
ン、アスパラギナーゼ、アザシチジン、アゼテパ、ビスアントレン、ブレオマイシン、ブ
スルファン、アクチノマイシン、カルステロン、カラセミド、カルボプラチン、カルフィ
ルゾミブ、カルムスチン、カルビシン、クロラムブシル、シスプラチン、シクロホスファ
ミド、シタラビン、ダカルバジン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デザグアニン、
ジアジクオン、ドセタキセル、ドキソルビシン、エピプロピジン、エルロチニブ、エトポ
シド、エトプリン、フロクスウリジン、フルダラビン、フルオロウラシル、フルオロシタ
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ビン、ヒドロキシウレア、イプロプラチン、酢酸ロイプロリド、ロムスチン、メクロレタ
ミン、酢酸メゲストロール、酢酸メレンゲストロール、メルカプトプリン、メトトレキセ
ート、メトプリン、ミトクロミン(mitocromin)、ミトギリン、マイトマイシン、ミトスペ
ル、ミトキサントロン、ミコフェノール酸、ノコダゾール、ノガラマイシン、オキシスラ
ン(oxisuran)、パクリタキセル、ペリオマイシン、ペンタムスチン、ポルフィロマイシン
、プレドニムスチン、塩酸プロカルバジン、ピューロマイシン、ピラゾフリン、リボプリ
ン、セムスチン、スパルソマイシン、スピロゲルマニウム、スピロムスチン、スピロプラ
チン、ストレプトゾシン、タリソマイシン、テガフール、テニポシド、テロキシロン、チ
アミプリン、チオグアニン、チアゾフリン、リン酸トリシリビン、トリエチレンメラミン
、トリメトレキサート、ウラシルマスタード、ウレデパ、ビンブラスチン、ビンクリスチ
ン、ビンデシン、ビネピジン、ビンロシジン、ビンゾリジン、ジノスタチンおよびゾルビ
シン(zorubicin)。
【００４７】
　例示的な抗生物質製剤としては、限定するものではないが、以下が挙げられる：アミノ
グリコシド；アミカシン；ゲンタマイシン；カナマイシン；ネオマイシン；ネチルマイシ
ン；ストレプトマイシン；トブラマイシン；アンサマイシン系；ゲルダナマイシン；ハー
ビマイシン；カルバセフェム；ロラカルベフ；カルバペネム；エルタペネム；ドリペネム
；イミペネム/シラスタチン；メロペネム；セファロスポリン；セファドロキシル；セフ
ァゾリン；セファロチン；セファレキシン；セファクロル；セファマンドール；セフォキ
シチン；セフプロジル；セフロキシム；セフィキシム；セフジニル；セフジトレン；セフ
ォペラゾン；セフォタキシム；セフポドキシム；セフタジジム；セフチブテン；セフチゾ
キシム；セフトリアキソン；セフェピム；セフトビプロール；グリコペプチド；テイコプ
ラニン；バンコマイシン；マクロライド系；アジスロマイシン；クラリスロマイシン；ジ
リスロマイシン；エリスロマイシン；ロキシスロマイシン；トロレアンドマイシン；テリ
スロマイシン；スペクチノマイシン；モノバクタム；アズトレオナム；ペニシリン系；ア
モキシシリン；アンピシリン；アズロシリン；カルベニシリン；クロキサシリン；ジクロ
キサシリン；フルクロキサシリン；メズロシリン；メチシリン；ナフシリン；オキサシリ
ン；ペニシリン；ピペラシリン；チカルシリン；バシトラシン；コリスチン；ポリミキシ
ンB；キノロン；シプロフロキサシン；エノキサシン；ガチフロキサシン；レボフロキサ
シン；ロメフロキサシン；モキシフロキサシン；ノルフロキサシン；オフロキサシン；ト
ロバフロキサシン；スルホンアミド；マフェナイド；プロントジル(原型(archaic))；ス
ルファセタミド；スルファメチゾール；スファニルイミド(原型)；スルファサラジン；ス
ルフイソキサゾール；トリメトプリム；トリメトプリム-スルファメトキサゾール(コトリ
モキサゾール)(TMP-SMX)；テトラサイクリン；デメクロサイクリン；ドキシサイクリン；
ミノサイクリン；オキシテトラサイクリン；テトラサイクリン；アルスフェナミン；クロ
ラムフェニコール；クリンダマイシン；リンコマイシン；エタンブトール；ホスホマイシ
ン；フシジン酸；フラゾリドン；イソニアジド；リネゾリド；メトロニダゾール；ムピロ
シン；ニトロフラントイン；プラテンシマイシン；ポリミキシン、ピラジナミド；キヌプ
リスチン/ダルホプリスチン；リファンピンまたはリファンピシン；およびチニダゾール
。
【００４８】
　特定の実施態様では、抗癌剤は、ダウノルビシン、ドキソルビシン、パクリタキセル、
ドセタキセル、シスプラチン、カルボプラチン、シタラビン、フロクスウリジン、フルダ
ラビン、フルオロウラシル、イプロプラチン、酢酸ロイプロリド、カルフィルゾミブおよ
びメトトレキサートから選択される。
【００４９】
　例示的な抗ウイルス剤としては、限定するものではないが、以下が挙げられる：チオセ
ミカルバゾン；メチサゾン；ヌクレオシドおよび/またはヌクレオチド；アシクロビル；
イドクスウリジン；ビダラビン；リバビリン；ガンシクロビル；ファムシクロビル；バラ
シクロビル；シドフォビル；ペンシクロビル；バルガンシクロビル；ブリブジン；リバビ
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リン、環状アミン類；リマンタジン；トロマンタジン；ホスホン酸誘導体；ホスカルネッ
ト；ホスホネット(fosfonet)；プロテアーゼ阻害剤；サキナビル；インジナビル；リトナ
ビル；ネルフィナビル；アンプレナビル；ロピナビル；ホスアンプレナビル；アタザナビ
ル；チプラナビル；ヌクレオシドおよびヌクレオチド逆転写酵素阻害剤；ジドブジン；ジ
ダノシン；ザルシタビン；スタブジン；ラミブジン；アバカビル；テノホビルジソプロキ
シル；アデホビルジピボキシル；エムトリシタビン；エンテカビル；非ヌクレオシド逆転
写酵素阻害剤；ネビラピン；デラビルジン；エファビレンツ；ノイラミニダーゼ阻害剤；
ザナミビル；オセルタミビル；モロキシジン；イノシンプラノベックス；プレコナリル；
およびエンフュービルタイド(enfuvirtide)。
【００５０】
　例示的な抗真菌剤としては、限定するものではないが、以下が挙げられる：アリルアミ
ン；テルビナフィン；代謝拮抗物質；フルシトシン；アゾール；フルコナゾール；イトラ
コナゾール；ケトコナゾール；ラブコナゾール；ポサコナゾール；ボリコナゾール；グル
カン合成阻害剤；カスポファンギン；ミカファンギン；アニデュラファンジン；ポリエン
類；アムホテリシンB；アムホテリシンBコロイド分散製剤(ABCD)；およびグリセオフルビ
ン。
【００５１】
　例示的な鎮痛剤としては、限定するものではないが、以下が挙げられる：アヘン誘導体
、コデイン、メペリジン、メタドン、およびモルヒネ。
【００５２】
　様々な実施態様では、前記APIは、第1の薬物(例えば、ドセタキセル)および第2の薬物(
例えば、ドキソルビシン)から本質的になる。
【００５３】
　様々な実施態様では、脂質層成分：第2の薬物(例えば、ドキソルビシン)のモル比は、
約100：1～約5：1、好ましくは約20：1～約10：1であり、脂質層成分：第1の薬物(例えば
、ドセタキセル)のモル比は、約100：1～約5：1、好ましくは約20：1～約10：1である。
【００５４】
　様々な実施態様では、第2の薬物(例えば、ドキソルビシン)：第1の薬物(例えば、ドセ
タキセル)のモル比は、約10：1～1：10、好ましくは約5：1～1：5、より好ましくは約3：
1～1：3である。
【００５５】
脂質層および水性溶液
　本発明は、例えば本発明によるリポソームを作製する際に、脂質溶液および水性溶液を
利用する。したがって、脂質溶液および/または水性溶液の組成は、リポソームの最終組
成に影響を及ぼし得る。
【００５６】
　様々な実施態様では、脂質溶液は有機溶媒を含み得る。有機溶媒は水混和性溶媒であっ
てもよい。好ましくは、水混和性溶媒は、エタノール、メタノール、DMSOおよびイソプロ
パノールからなる群より選択される。最も好ましくは、有機溶媒はエタノールである。
【００５７】
　本明細書で使用する用語「カチオン性脂質」は、約pH3～pH9で正味の正電荷を有する脂
質またはコレステロール誘導体を指す。
【００５８】
　本明細書で使用する用語「アニオン性脂質」は、約pH3～pH9で正味の負電荷を有する脂
質またはコレステロール誘導体を指す。
【００５９】
　本明細書で使用する用語「PEG化脂質」は、ポリエチレングリコールポリマーとコンジ
ュゲートされた脂質を指す。
【００６０】
　本明細書で使用する用語「中性脂質」は、約pH3～pH9で正味の電荷を有しない脂質を指
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す。
【００６１】
　脂質溶液は脂質の混合物を含むことができる。脂質の混合物はコレステロールを含むこ
とが好ましい。
【００６２】
　脂質の混合物はまた、カチオン性脂質を含むことができる。カチオン性脂質は、限定す
るものではないが、以下であり得る：N,N-ジオレイル-N,N-ジメチルアンモニウムクロリ
ド(「DODAC」)；N-(2,3-ジオレイルオキシ)プロピル)-N,N,N-トリメチルアンモニウムク
ロリド(「DOTMA」)；N-(2,3-ジオレイルオキシ)プロピル)-N,N-ジメチルアンモニウムク
ロリド(「DODMA」)；N,N-ジステアリル-N,N-ジメチルアンモニウムブロミド(「DDAB」)；
N-(2,3-ジオレオイルオキシ)プロピル)-N,N,N-トリメチルアンモニウムクロリド(「DOTAP
」)；N-(2,3-ジオレオイルオキシ)プロピル)-N,N-ジメチルアンモニウムクロリド(「DODA
P」)；3-(N-(N',N'-ジメチルアミノエタン)カルバモイル)コレステロール(「DC-Chol」)
；N-(1,2-ジミリスチルオキシプロパ-3-イル)-N,N-ジメチル-N-ヒドロキシエチルアンモ
ニウムブロミド(「DMRIE」)；1,2-ジリノレイルオキシ-N,N-ジメチル-3-アミノプロパン(
DLinDMA)；1,2-ジステアリルオキシ-N,N-ジメチル-3-アミノプロパン(DSDMA)；1.2-ジリ
ノレニルオキシ-N,N-ジメチル-3-アミノプロパン(DLenDMA)；2-{4-[(3b)-コレスタ-5-エ
ン-3-イルオキシ]ブトキシ}-N,N-ジメチル-3-[(9Z,12Z)-オクタデカ-9,12-ジエン-1-イル
オキシ]プロパン-アミン(CLinDMA)。
【００６３】
　いくつかの実施態様において、脂質の混合物はアニオン性脂質を含むことができる。ア
ニオン性脂質は、限定するものではないが、以下であり得る：ジアシルグリセロールホス
ファチジン酸(1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-リン酸(DSPA)；1,2-ジパルミトイル-s
n-グリセロ-3-リン酸(DPPA)；1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-リン酸(DMPA)；1,2-ジ
ラウロイル-sn-グリセロ-3-リン酸(DLPA)；1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-リン酸(DOP
A))、ジアシルグリセロールホスホグリセロール(1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホ
スホ-(1'-rac-グリセロール)(DSPG)；1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホ-(1'-ra
c-グリセロール)(DPPG)；1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホ-(1'-rac-グリセロ
ール)(DMPG)；1,2-ジラウロイル-sn-グリセロ-3-ホスホ-(1'-rac-グリセロール)(DLPG)；
1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホ-(1'-rac-グリセロール)(DOPG))、ホスファチジ
ルグリセロール、カルジオリピン、ジアシルホスファチジルセリン、N-スクシニルホスフ
ァチジルエタノールアミン、N-グルタリルホスファチジルエタノールアミン、リシルホス
ファチジルグリセロール、および中性脂質に結合した他のアニオン性修飾基。脂質の混合
物はまた、中性脂質を含んでもよい。中性脂質は、限定するものではないが、以下であり
得る：ジアシルグリセロールホスホコリン(L-α-ホスファチジルコリン、水素添加(大豆)
(HSPC)；ジアシルグリセロールホスホコリン(L-α-ホスファチジルコリン、(大豆)(Soy P
C)、1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DSPC)；1,2-ジパルミトイル-sn-
グリセロ-3-ホスホコリン(DPPC)；1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DMP
C)；1,2-ジラウロイル-sn-グリセロ-3-ホスホコリン(DLPC)；1,2-ジオレオイル-sn-グリ
セロ-3-ホスホコリン(DOPC))、ジアシルグリセロールホスホエタノールアミン(1,2-ジス
テアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DSPE)；1,2-ジパルミトイル-sn-グ
リセロ-3-ホスホエタノールアミン(DPPE)；1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホエ
タノールアミン(DMPE)；1,2-ジラウロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DLPE
)；1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DOPE))、およびホスファ
チジルセリン。
【００６４】
　脂質の混合物はまた、PEG化脂質を含むことができる。PEG化脂質は、限定するものでは
ないが、以下であり得る：1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン-
N-[メトキシ(ポリエチレングリコール)-2000] (mPEG-2000-DSPE)；1,2-ジオクタデカノイ
ル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン-N-[メトキシ(ポリエチレングリコール)-2000
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] (mPEG-2000-DOPE)；1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン-N-[
メトキシ(ポリエチレングリコール)-2000] (mPEG-2000-DPPE)；1,2-ジミリストイル-sn-
グリセロ-3-ホスホエタノールアミン-N-[メトキシ(ポリエチレングリコール)-2000] (mPE
G-2000-DMPE)；1,2-ジラウロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン-N-[メトキシ(
ポリエチレングリコール)-2000] (mPEG-2000-DLPE)；1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3
-ホスホエタノールアミン-N-[メトキシ(ポリエチレングリコール)-5000] (mPEG-5000-DSP
E)；1,2-ジオクタデカノイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン-N-[メトキシ(ポリ
エチレングリコール)-5000] (mPEG-5000-DOPE)；1,2-ジパルミトイル-sn-グリセロ-3-ホ
スホエタノールアミン-N-[メトキシ(ポリエチレングリコール)-5000] (mPEG-5000-DPPE)
；1,2-ジミリストイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン-N-[メトキシ(ポリエチレ
ングリコール)-5000] (mPEG-5000-DMPE)；1,2-ジラウロイルsn-グリセロ-3-ホスホエタノ
ールアミン-N-[メトキシ(ポリエチレングリコール)-5000] (mPEG-5000-DLPE)。
【００６５】
　脂質の混合物はまた、脂質様分子またはリピドイド(lipidoid)を含むことができる。脂
質の混合物はまた、タンパク質、ペプチドもしくはオリゴヌクレオチドを含む脂質-また
はコレステロール-コンジュゲート化分子を含んでもよい。
【００６６】
　様々な実施態様において、脂質層は、本明細書に開示される脂質成分の1種以上を含む
。
【００６７】
　様々な実施態様において、脂質層は、不飽和リン脂質およびコレステロールから本質的
になる。
【００６８】
　様々な実施態様において、脂質層は、不飽和リン脂質、コレステロール、およびPEG化
リン脂質から本質的になる。
【００６９】
　様々な実施態様では、脂質層は、約20～75％、好ましくは約30～60％（モル）の不飽和
リン脂質；約10～60％、好ましくは20～50％（モル）のコレステロール；および約0～20
％、好ましくは1～10％（モル）のPEG化リン脂質を含む。
【００７０】
　様々な実施態様では、脂質層成分：ドキソルビシンのモル比は、約100：1～約5：1、好
ましくは約20：1～約10：1であり、脂質層成分：ドセタキセルのモル比は、約100：1～約
5：1、好ましくは約20：1～約10：1である。
【００７１】
　様々な実施態様では、ドキソルビシン：ドセタキセルのモル比は、約10：1～1：10、好
ましくは約5：1～1：5、より好ましくは約3：1～1：3である。
【００７２】
　様々な実施態様では、不飽和リン脂質は、多価不飽和リン脂質または一価不飽和リン脂
質、好ましくはホスファチジルコリン、より好ましくは大豆ホスファチジルコリンもしく
は1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジルコリン(DOPC)を含む。
【００７３】
　様々な実施態様では、コレステロールは、コレステロール誘導体、好ましくはカチオン
性コレステロール誘導体、より好ましくはアミノコレステロール誘導体、さらにより好ま
しくはジメチルアミノエタンカルバモイル-コレステロール(DC-コレステロール)を含む。
【００７４】
　様々な実施態様では、PEG化リン脂質は、ホスホエタノールアミン、好ましくは1,2-ジ
ステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン(DSPE)を含み、PEG化はPEG 500～P
EG 5000、好ましくはPEG 2000である。
【００７５】
　様々な実施態様では、脂質層の組成は、第1の薬物の所望の搭載を達成するように調整
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される。第1の薬物の少なくとも一部は脂質層にあるが、当業者であれば、第1の薬物が脂
質層と水性内部との間にある分配係数を有することを理解するであろう。いくつかの実施
態様では、第1の薬物の本質的に全てが脂質層に存在する。
【００７６】
　前記プロセスの水性溶液は、好ましくは、水および緩衝液を含む。緩衝液は、リン酸塩
、ヒスチジン、HEPES、Tris、酢酸塩、炭酸塩、およびクエン酸塩の緩衝液であり得るが
、これらに限定されない。様々な実施態様では、水性溶液の組成は、第2の薬物の所望の
搭載(および/または結晶化)を達成するように調整される。第2の薬物の少なくとも一部は
リポソームの水性内部にあるが、当業者であれば、第2の薬物が脂質層と水性内部との間
にある分配係数を有することを理解するであろう。いくつかの実施態様では、第2の薬物
の本質的に全てが水性内部に存在する。
【００７７】
リポソームの作製方法
　本発明のリポソームを作製するために適合させることができる装置および方法の例は、
例えば、米国特許出願第14/209,187号(US20140348900として公開)に見出すことができ、
これはその全体が参照により本明細書に組み入れられる。本発明によるリポソームを作製
するためのいくつかの異なった作製方法の説明は、以下の実施例に提示される。
【００７８】
　本発明は、本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによるリポソーム、あ
るいは本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによる薬学的組成物を作製す
る方法を提供し、該方法は以下の工程を含む：(i)エタノール中の、不飽和リン脂質、コ
レステロール、第1の薬物(例えば、ドセタキセル)、および好ましくはPEG化リン脂質の脂
質溶液を、第1のポートを通して混合チャンバ内へと導入し、水性溶液を第2のポートを通
して該混合チャンバ内へと導入し、それによって複数のリポソームが作製される、工程；
および(ii)該複数のリポソームを第2の薬物(例えば、ドキソルビシン)の溶液中でインキ
ュベートする工程。
【００７９】
　様々な実施態様において、少なくとも1つの脂質溶液と少なくとも1つの水性溶液の入口
ポート間の角度は、180°または実質的に同様の角度ではない。いくつかの局面では、脂
質溶液の少なくとも1つの流れおよび水性溶液の少なくとも1つの流れは、約180°未満の
角度でぶつかる。したがって、いくつかの局面では、前記方法はTコネクタを含まない。
【００８０】
　いくつかの実施態様では、少なくとも1つの脂質溶液と少なくとも1つの水性溶液の入口
ポート間の角度は、約120°以下、例えば115°以下、100°以下、90°以下、80°以下、7
2°以下、60°以下、45°以下、30°以下、18°以下である。
【００８１】
　いくつかの実施態様では、工程ii)における水性溶液は、少なくとも2個の入口ポート、
例えば、少なくとも3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、2
0個またはそれ以上の入口ポートから導入される。いくつかの実施態様では、工程ii)にお
ける水性溶液は、少なくとも3個以上で11個以下の入口ポート、例えば、少なくとも3個以
上7個以下、少なくとも3個以上5個以下、少なくとも4個以上11個以下、少なくとも5個以
上11個以下、少なくとも6個以上11個以下の入口ポートから導入される。
【００８２】
　いくつかの実施態様では、少なくとも2個(例えば、3、4、5、6、7個など)の水性溶液入
口ポートおよび少なくとも1個(例えば、2、3、4、5個など)の脂質溶液入口ポートは、同
一平面内にある。
【００８３】
　いくつかの実施態様において、少なくとも1個(例えば、2個)の出口ポートは、入口ポー
トの平面に対して実質的に垂直である。他の実施態様では、少なくとも1個(例えば、2、3
、4、5個など)の出口ポートは、入口ポートの平面に対して実質的に垂直ではない。
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【００８４】
　いくつかの実施態様では、少なくとも2個(例えば、3、4、5、6、7個など)の水性溶液入
口ポートおよび少なくとも1個(例えば、2、3、4、5個など)の脂質溶液入口ポートは、同
一平面にはない。
【００８５】
脂質溶液の調製
　脂質溶液は、一緒に混合される個々の脂質のストック溶液から調製することができる。
脂質は、有機溶媒に溶解して脂質溶液とすることが好ましい。脂質溶液を作製するために
使用される有機溶媒は、水と混和性であり得る。好ましくは、該溶媒はエタノール、メタ
ノール、DMSO、プロパノール、DMF、THF、アセトン、ジオキサン、エチレングリコール、
ポリエチレングリコール、およびイソプロパノールとすることができる。より好ましくは
、該溶媒はポリエチレングリコール、イソプロパノール、およびエタノールである。好ま
しくは、該溶媒は10％未満の水を含む。ある場合には、脂質溶液は脂質の混合物から調製
され、その際には該混合物を有機溶媒に溶解させる。該溶液中の総脂質の濃度は、約1mg/
mL～約200mg/mL、例えば、約1mg/mL～約100mg/mLの範囲であり得る。より好ましくは、該
溶液中の総脂質の濃度は、約5mg/mL～約100mg/mLまたは約10mg/mL～約100mg/mLの範囲で
あり得る。いくつかの実施態様では、有機溶媒は約70％以上(例えば、75％以上、80％以
上、85％以上、90％以上、95％以上、100％)の濃度のエタノールである。
【００８６】
　脂質の混合物は、APIの最適な送達のために必要に応じて最適化され、慣用の実験法を
用いて当業者により容易に最適化される。
【００８７】
　特定の実施態様において、水不溶性のAPIは脂質溶液に溶解することができる。脂質溶
液中のAPIの濃度は、その薬剤の有効性に依存し、当業者によって容易に決定され得る。
脂質/API比は、そのAPIについてのリポソームの封入能によって決まる。
【００８８】
水性溶液の調製
　水溶性のAPI成分は、第1の水性溶液(S1)に溶解することができる。該溶液のpHおよび塩
分濃度は、リポソームを形成するためにAPI成分と脂質との相互作用の要件に合わせるよ
うに最適化され得る。こうした条件は、当業者が容易に決定することができる。サンプル
は以下の実施例において提供される。当業者には容易に明らかであるように、(S2)と呼ば
れる、APIを欠く水性溶液は、該薬剤を有する溶液と類似していてもよい。あるいは、S1
とS2は異なっていてもよい。
【００８９】
リポソームの調製、前記溶液の混合
　脂質溶液および水性溶液は、好ましくは、それぞれ約1mL/分～約6000mL/分の流量で、
異なるポートからマニホールドに入る。好ましくは、流量は約5mL/分～約1000mL/分であ
り得る。より好ましくは、流量は約20mL/分～約600mL/分であり得る。いくつかの実施態
様では、流量は、所望のリポソームサイズ、形態、PDI、および製造規模とするために、
入口ポートのサイズに基づいて調整される。
【００９０】
　いくつかの実施態様では、脂質溶液および/または水性溶液は、約1mL/分～約2,500mL/
分の流量で、0.1～5.0mmのポートサイズによって導入される。
【００９１】
　いくつかの実施態様では、脂質溶液および/または水性溶液の流速は、約0.02m/秒～約4
0m/秒、例えば、0.1m/秒～30m/秒、0.2m/秒～20m/秒である。流速は、所望のリポソーム
サイズ、形態、PDI、および製造規模とするために、入口ポートのサイズに基づいて調整
される。
【００９２】
リポソーム内へのAPIの搭載
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　混合チャンバにおいて、脂質は瞬間的にリポソーム粒子に集合すると考えられる。薬物
APIが脂質溶液または水性溶液によって担持される場合、それは、APIと脂質の間の親油性
もしくは静電的相互作用、またはその両方によってリポソームに封入され得る。
【００９３】
　本発明はまた、APIを含有しないリポソーム(いわゆる「空の」リポソーム)の作製方法
を提供する。このような実施態様では、APIは、マニホールド内で混合される脂質溶液と
水性溶液の両方に存在しない。APIを、拡散プロセスまたは別のプロセスによってリポソ
ームに搭載し得る。例えば、ドキソルビシンは、pH勾配を用いてリポソームに搭載するこ
とができる。米国特許出願第10/019,200号、PCT公開番号WO 2001/005373、米国特許第5,7
85,987号、第5,380,531号、第5,316,771号、および第5,192,549号を参照されたい；これ
らの全ては参照により本明細書に組み入れられる。
【００９４】
　好ましくは、APIを拡散によってリポソームに取り込ませるために、APIはリポソーム溶
液と混合される。一局面では、APIを水性溶液に溶解し、その溶液を空のリポソームと混
合する。別の局面では、APIが空のリポソームの溶液に易溶性であり、そのため、APIを空
のリポソームの溶液と直接混合することができる。
【００９５】
　APIの溶液とAPIの空のリポソーム溶液の容量比は、好ましくは、約1：50～約1：1の範
囲である。該溶液の容量は少ない方が好ましいが、それは、最終リポソーム溶液の大幅な
希釈が回避されるからである。
【００９６】
　薬物封入効率は70％を超えることが好ましい。該効率は80％を超えることがより好まし
い。該効率は90％を超えることが最も好ましい。
【００９７】
リポソーム濃度の調整
　タンジェントフローろ過(tangent flow filtration)を用いて、リポソーム溶液を濃縮
することが可能である。
【００９８】
緩衝液の交換
　リポソーム溶液中の残留有機溶媒は、緩衝液の交換によって除去することができる。好
ましくは、緩衝液の交換はタンジェントフローろ過により行われる。別の実施態様では、
緩衝液の交換は透析によって行うことができる。
【００９９】
滅菌ろ過
　リポソーム溶液は、例えば、該溶液を0.22ミクロンの滅菌フィルターに通すことによっ
て、滅菌することができる。
【０１００】
リポソーム
　様々な実施態様において、前記リポソームのZ平均粒子径は、約10～200nm、好ましくは
約15～150nm、より好ましくは約20～120nmである。
【０１０１】
　好ましくは、APIの70％超がリポソームに封入される。より好ましくは、APIの80％超が
リポソームに封入され、最も好ましくは、APIの90％超がリポソームに封入される。
【０１０２】
　任意で、リポソームは単一ラメラ(unilamellar)であり得る。あるいは、リポソームは
多重ラメラ(multilamellar)であるか、または逆ヘキサゴナルもしくはキュービック形態
、または脂質ディスク、または中空リポソームであり得る。
【０１０３】
　いくつかの実施態様では、前記リポソームの平均粒子径は、約10nm～約2,000nm、好ま
しくは300nm未満であり、より好ましくは、平均粒子径は約10～300nmまたは約20～約300n
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mであり得る。最も好ましくは、平均粒子径は約20～120nmである。いくつかの実施態様で
は、該リポソームは、約0.005～約0.8、例えば、0.005～約0.5、0.01～約0.5、0.01～約0
.4、0.01～約0.2の多分散指数を有する。
【０１０４】
薬学的組成物
　様々な実施態様において、薬学的組成物は、医薬として使用するためのものである。様
々な実施態様では、薬学的組成物は、癌治療薬として使用するためのものである。様々な
実施態様では、薬学的組成物は、1種以上の抗生物質、抗ウイルス剤、抗糖尿病剤、抗高
血圧剤、抗真菌剤、または鎮痛剤を含むことができる。
【０１０５】
　様々な実施態様において、複数のリポソームは、例えば、皮下、静脈内、筋肉内、くも
膜下腔内または腹腔内注射による、注射製剤中に含まれる。注射製剤は、好ましくは、ハ
ンクス液、リンガー液、または生理食塩水緩衝液のような生理学的に適合性の緩衝液中の
、水性溶液であり得る。注射製剤は、懸濁化剤、安定化剤および/または分散剤のような
処方剤を含有することができる。あるいは、リポソームは、使用前に適切なビヒクル、例
えば発熱性物質フリーの滅菌水、を用いて調製するための乾燥形態または粉末形態であり
得る。
【０１０６】
治療および投与
　本発明は、本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによるリポソーム、あ
るいは本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによる薬学的組成物を、対象
者に投与する工程を含む方法を提供する。
【０１０７】
　本発明はまた、有効量の、本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによる
リポソーム、あるいは本明細書に開示される局面または実施態様のいずれかによる薬学的
組成物を、対象者に投与する工程を含む、対象者を治療する方法を提供する。
【０１０８】
　したがって、本発明は、ヒト対象者の癌細胞および/または組織を含めて、癌細胞およ
び/または組織を治療するための方法を提供する。癌は、臓器不全をもたらす細胞および
組織の異常な増殖・成長によって形成される悪性腫瘍が原因であり得る。
【０１０９】
　固形腫瘍は、血液、骨髄またはリンパ細胞以外の体組織細胞の異常な増殖によって形成
される新生物(細胞の新たな増殖)または病変(解剖学的構造の損傷または生理学的機能の
障害)であり得る。固形腫瘍は、肝臓、結腸、乳房、または肺などの異なる組織型から発
生し、その細胞起源の臓器で最初に増殖する、異常な細胞塊からなる。しかし、このよう
な癌は、進行した疾患段階では転移性の腫瘍増殖を介して他の臓器に広がる可能性がある
。
【０１１０】
　治療される対象者は、癌と診断された者であり得る。対象者は、局所的に進行した、切
除不能な、または転移性の癌があり、かつ/または事前の第1選択療法(first-line therap
y)に失敗していてよい。様々な実施態様では、癌は肝臓癌(例えば、肝細胞癌、HCC)であ
る。様々な実施態様では、肝臓癌(例えば、HCC)は、中間期、進行期、または末期の段階
であり得る。肝臓癌(例えば、HCC)は、転移性でも非転移性でもよい。肝臓癌は、非肝臓
癌の肝臓への転移から生じる肝腫瘍を含むことができる。肝臓癌(例えば、HCC)は、切除
可能または切除不能であり得る。肝臓癌(例えば、HCC)は、単一の腫瘍、複数の腫瘍、ま
たは(門静脈または肝静脈への)浸潤性増殖パターンを有する境界のはっきりしない腫瘍を
含むことができる。肝臓癌(例えば、HCC)は、線維層板型(fibrolamellar)、偽腺性(アデ
ノイド）、多形性(巨細胞)、または明細胞性のパターンを含むことができる。肝臓癌(例
えば、HCC)は高分化型を含むことができ、腫瘍細胞は肝細胞に似ており、小柱(trabecula
)、索状物(cord)および巣状物(nest)を形成し、かつ/または細胞質に胆汁色素を含む。肝



(17) JP 2018-507227 A 2018.3.15

10

20

30

40

50

臓癌(例えば、HCC)は低分化型を含むことができ、悪性上皮細胞は非接着性(discohesive)
、多形性、退形成性(anaplastic)、かつ/または巨大である。いくつかの実施態様では、
肝臓癌(例えば、HCC)は、B型肝炎、C型肝炎、肝硬変、または2型糖尿病に関連する。
【０１１１】
　様々な実施態様において、前記癌は肺癌、好ましくは非小細胞肺癌(NSCLC)；結腸癌；
乳癌；または肝臓癌、好ましくは肝細胞癌(HCC)である。
【０１１２】
　様々な実施態様において、ドセタキセルは、10、20、30、40、50、75、80、100、125、
150、または160mg/mLの濃度であり得る。用量は約10mg/m2～150mg/m2 (例えば、10、20、
25、30、40、50、60、70、75、80、90、100、110、120、125、130、140、または150mg/m2

)であり得る。例えば、用量は75mg/m2であり得る。用量は、3週間ごとに1、2、3、4、5ま
たは6サイクル投与することができる。当業者には理解されるように、ドセタキセルのた
めの投薬ガイドラインは、当技術分野において知られており、癌のタイプ、癌のステージ
、投薬レジメン、ドキソルビシンの用量、および/または本発明の医薬製剤の有効性を含
むがこれらに限定されない、諸要因に基づいて適合させることができる。
【０１１３】
　様々な実施態様において、ドキソルビシンは、0.1、0.5、1、1.5、2、3、4、または5mg
/mLの濃度であり得る。用量は約1mg/m2～100mg/m2 (例えば、1、2、3、4、5、6、7、8、9
、10、20、25、30、40、50、60、70、75、80、90、または100mg/m2)であり得る。例えば
、用量は30mg/m2であり得る。用量は、3週間ごとに1、2、3、4、5または6サイクル投与す
ることができる。当業者には理解されるように、ドセタキセルのための投薬ガイドライン
は、当技術分野において知られており、癌のタイプ、癌のステージ、投薬レジメン、ドキ
ソルビシンの用量、および/または本発明の医薬製剤の有効性を含むがこれらに限定され
ない、諸要因に基づいて適合させることができる。
【０１１４】
　以下の実施例は例示的であり、限定的ではない。本開示を検討する際に、この技術の多
くの変形が当業者には明らかになるであろう。したがって、この技術の範囲は、実施例を
参照して決定されるべきではなく、添付した特許請求の範囲を参照することで、その均等
物の全範囲と併せて、決定されるべきである。
【実施例】
【０１１５】
実施例1：リポソーム製剤CPT307Cの調製
　CPT307は、不飽和脂質1,2-ジオレオイル-sn-グリセロ-3-ホスファチジルコリン(DOPC)
、コレステロール、および1,2-ジステアロイル-sn-グリセロ-3-ホスホエタノールアミン-
N-[メトキシ(ポリエチレングリコール)-2000] (mPEG2000-DSPE)を含む。この不飽和脂質
は、飽和脂質と比較して、ドセタキセルを封入する能力が大きいことが見出された。最初
に2100mgのDOPC、280mgのコレステロール、700mgのmPEG2000-DSPE、および175mgのドセタ
キセル(DOCE)を70mLの無水エタノール中に溶解することによってリポソーム製剤CPT307B
を調製した。CPT307B脂質溶液の組成(モル％)を表1に示す。さらに、250mM硫酸アンモニ
ウムの3つの水溶液(pH6.5)を使用した。上記4つの溶液の各々20mLを20mLシリンジに投入
した。各シリンジを、チューブによって5ポートマニホールドの入口ポートに接続した。
チューブを通して、シリンジ内の溶液を、シリンジポンプによってマニホールドの混合チ
ャンバに送った。リポソーム溶液を出口ポートから出して、ガラスバイアル内に回収した
。タンジェントフローろ過によりリポソームを濃縮した。緩衝液をヒスチジン/スクロー
ス緩衝液(10mMヒスチジン、9.2％スクロース、pH6.5)にタンジェントフローろ過により交
換した。その後、この製剤を、0.22μmフィルターを通してろ過することによって滅菌し
た。Z平均粒子径は32.9nmであった。
【０１１６】
　CPT307Cは、CPT307Bにドキソルビシン(DXR)を搭載することによって調製した。36mg/mL
のDOCEを含有する14mLのCPT307Bを、ヒスチジン/スクロース緩衝液に予め溶解しておいた
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24mgのDXRと混合し、42℃で3時間インキュベートした。次に、DOCEおよびDXRの二薬を搭
載したリポソーム(二薬搭載リポソーム)を、0.22μmフィルターに通してろ過することに
よって滅菌した。CPT307C脂質溶液の組成(モル％)を表1に示した。DXRの99.6％が封入さ
れた。DOCE：DXRのモル比は1：1であった。
【０１１７】
　（表1）実施例1の脂質組成

*この値は総脂質に対する各成分のモル％を表す。
【０１１８】
実施例2：リポソーム製剤CPT308Cの調製
　実施例1のCPT307Cとは異なり、CPT308Cは、DOCEを封入する能力が高い多価不飽和脂質L
-α-ホスファチジルコリン(Soy PC)を含有する。30mgのSoy PC、10mgのコレステロール、
10mgのmPEG2000-DSPE、および6mgのDOCEを無水エタノールに溶解することによって2mLの
脂質/DOCE溶液を調製した。リポソーム製剤CPT308Cの脂質溶液の組成(モル％)を表2に示
す。さらに、250mM硫酸アンモニウムの3つの水溶液(pH6.5)を使用した。上記4つの溶液の
各々2mLを20mLシリンジに投入した。各シリンジを、チューブによって5ポートマニホール
ドの入口ポートに接続した。チューブを通して、シリンジ内の溶液を、シリンジポンプに
よってマニホールドの混合チャンバに送った。リポソーム溶液を出口ポートから出して、
ガラスバイアル内に回収した。緩衝液をヒスチジン/スクロース緩衝液(10mMヒスチジン、
9.2％スクロース、pH6.5)に透析により交換した。その後、この製剤を、0.22μmフィルタ
ーを通してろ過することによって滅菌した。
【０１１９】
　次いで、DOCE搭載リポソームを、ヒスチジン/スクロース緩衝液に予め溶解しておいたD
XRと、ドキソルビシン/脂質比(w/w) 1：10で混合し、42℃で2時間インキュベートしたと
ころ、DXRの97％が封入された。次に、DOCEおよびDXRの二薬を搭載したリポソームを、0.
22μmフィルターを通してろ過することによって滅菌した。二薬搭載リポソームのZ平均粒
子径は、CPT308Cについて38.2nmであった。
【０１２０】
　（表2）実施例2の脂質組成

*この値は総脂質に対する各成分のモル％を表す。
【０１２１】
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実施例3：リポソーム製剤CPT309Cの調製
　CPT309Cは、実施例2のCPT308Cよりも高いモル比で多価不飽和脂質Soy PCを含有し、し
たがって、DOCEを封入する能力がより高いことを示した。30mgのL-α-ホスファチジルコ
リン(Soy PC)、4mgのコレステロール、10mgのmPEG2000-DSPE、および6mgのDOCEを無水エ
タノールに溶解することによって2mLの脂質/DOCE溶液を調製した。リポソーム製剤CPT309
Cの脂質溶液の組成(モル％)を表3に示す。さらに、250mM硫酸アンモニウムの3つの水溶液
(pH6.5)を使用した。上記4つの溶液の各々2mLを20mLシリンジに投入した。各シリンジを
、チューブによって5ポートマニホールドの入口ポートに接続した。チューブを通して、
シリンジ内の溶液を、シリンジポンプによってマニホールドの混合チャンバに送った。リ
ポソーム溶液を出口ポートから出して、ガラスバイアル内に回収した。緩衝液をヒスチジ
ン/スクロース緩衝液(10mMヒスチジン、9.2％スクロース、pH6.5)に透析により交換した
。その後、この製剤を、0.22μmフィルターを通してろ過することによって滅菌した。
【０１２２】
　次いで、DOCE搭載リポソームを、ヒスチジン/スクロース緩衝液に予め溶解しておいたD
XRと、ドキソルビシン/脂質比(w/w) 1：10で混合し、42℃で2時間インキュベートしたと
ころ、DXRの98.8％が封入された。次に、DOCEおよびDXRの二薬を搭載したリポソームを、
0.22μmフィルターを通してろ過することによって滅菌した。二薬搭載リポソームのZ平均
粒子径は、CPT309Cについて38.6nmであった。
【０１２３】
　（表3）実施例3の脂質組成

*この値は総脂質に対する各成分のモル％を表す。
【０１２４】
実施例4：リポソーム製剤CPT311Cの調製
　CPT311Cは、コレステロールのカチオン性誘導体(DC-コレステロール)を含有するので、
カチオン性のリポソームである。カチオン性脂質は、リポソーム内の治療薬の肝臓への標
的化送達および抗腫瘍効果を高めることが見出された。15mg/mLのDOPC、9.3mg/mLの3β-[
N-(N',N'-ジメチルアミノエタン)-カルバモイル]コレステロール塩酸塩(DC-コレステロー
ル)、5mg/mLのmPEG2000-DSPE、および2.0mg/mLのDOCEの濃度となるように無水エタノール
中に2mLの脂質/DOCE溶液(リポソーム製剤CPT311B)を調製した。CPT311B脂質溶液の組成(
モル％)を表4に示す。さらに、250mM硫酸アンモニウムの3つの水溶液(pH6.5)を使用した
。上記4つの溶液の各々2mLを20mLシリンジに投入した。各シリンジを、チューブによって
5ポートマニホールドの入口ポートに接続した。チューブを通して、シリンジ内の溶液を
、シリンジポンプによってマニホールドの混合チャンバに送った。リポソーム溶液を出口
ポートから出して、ガラスバイアル内に回収した。緩衝液をヒスチジン/スクロース緩衝
液(10mMヒスチジン、9.2％スクロース、pH6.5)に透析により交換した。その後、この製剤
を、0.22μmフィルターを通してろ過することによって滅菌した。Z平均粒子径は34.5nmで
あった。
【０１２５】
　CPT311Bにドキソルビシン(DXR)を搭載することによってリポソーム製剤CPT311Cを調製
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5mgのDXRと混合し、42℃で2時間インキュベートしたところ、DXRの94.5％が封入された。
次に、DOCEおよびDXRの二薬を搭載したリポソームを、0.22μmフィルターを通してろ過す
ることにより滅菌した。CPT311Cの組成(モル％)を表4に示す。二薬搭載リポソームのZ平
均粒子径は、CPT311Cについて34.9nmであった。
【０１２６】
　（表4）実施例4の脂質組成

*この値は総脂質に対する各成分のモル％を表す。
【０１２７】
　リポソームのカチオン性表面電荷は肝臓へのリポソームの送達を促進することが見出さ
れた。リポソーム中のカチオン性脂質、例えばDC-コレステロール、のモル比を変えるこ
とで、リポソームの肝臓送達および血液からのクリアランス速度が制御される。以下の実
施例(実施例5～実施例7)は、DOCE、コレステロール、DC-コレステロール、およびmPEG200
0-DSPEを含み、DOPCおよびmPEG2000-DSPEのモル比は変化しないままであるか、またはわ
ずかに変化させる一方で、DC-コレステロールのモル比を増加させ(3.9％から15.4％に増
加)、かつコレステロールのモル比を低下させた(34.4％から17.8％に低下)。
【０１２８】
実施例5：リポソーム製剤CPT315Cの調製
　37.5mgのDOPC、11.3mgのコレステロール、1.4mgの3β-[N-(N',N'-ジメチルアミノエタ
ン)-カルバモイル]コレステロール塩酸塩(DC-コレステロール)、12.5mgのmPEG2000-DSPE
、および4mgのDOCEを2.5mLの無水エタノール中に溶解することによって2.5mLの脂質/DOCE
溶液を調製した。さらに、250mM硫酸アンモニウムの3つの水溶液(pH6.5)を使用した。上
記4つの溶液の各々2.5mLを20mLシリンジに投入した。各シリンジを、チューブによって5
ポートマニホールドの入口ポートに接続した。チューブを通して、シリンジ内の溶液を、
シリンジポンプによってマニホールドの混合チャンバに送った。リポソーム溶液を出口ポ
ートから出して、ガラスバイアル内に回収した。緩衝液をヒスチジン/スクロース緩衝液(
10mMヒスチジン、9.2％スクロース、pH6.5)に透析により交換した。
【０１２９】
　次いで、DOCE搭載リポソームを、ヒスチジン/スクロース緩衝液に予め溶解しておいたD
XRと、ドキソルビシン/脂質比(w/w) 1：16で混合し、42℃で2時間インキュベートしたと
ころ、DXRの96.9％が封入された。次に、DOCEおよびDXRの二薬を搭載したリポソームを、
0.22μmフィルターを通してろ過することによって滅菌した。二薬搭載CPT315CのZ平均粒
子径は35.1nmであった。
【０１３０】
　（表5）実施例5の脂質組成
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*この値は総脂質に対する各成分のモル％を表す。
【０１３１】
実施例6：リポソーム製剤CPT317Cの調製
　600mgのDOPC、140mgのコレステロール、84mgのDC-コレステロール、200mgのmPEG2000-D
SPE、および50mgのDOCEを無水エタノール中に溶解することによって20mLの脂質/DOCE溶液
を調製した。さらに、250mM硫酸アンモニウムの3つの水溶液(pH6.5)を使用した。上記4つ
の溶液の各々20mLを20mLシリンジに投入した。各シリンジを、チューブによって5ポート
マニホールドの入口ポートに接続した。チューブを通して、シリンジ内の溶液を、シリン
ジポンプによってマニホールドの混合チャンバに送った。リポソーム溶液を出口ポートか
ら出して、ガラスボトル内に回収し、その後タンジェントフローろ過により濃縮した。緩
衝液をヒスチジン/スクロース緩衝液(10mMヒスチジン、9.2％スクロース、pH6.5)にタン
ジェントフローろ過により交換した。次に、この製剤を、0.22μmフィルターを通してろ
過することによって滅菌した。DOCEを搭載したリポソーム製剤CPT317Bを得た。CPT317Bの
Z平均粒子径は37.5nmであった。
【０１３２】
　リポソーム製剤CPT317Cは、ドキソルビシン(DXR)をCPT317Bに搭載することによって調
製した。5mLのCPT317Bを5.2mgのDXRと混合して、42℃で3時間インキュベートした。次に
、DOCEおよびDXRの二薬を搭載したリポソームを、0.22μmフィルターを通してろ過するこ
とによって滅菌した。CPT317C脂質溶液の組成(モル％)を表6に示す。DXRの99.8％が封入
された。
【０１３３】
　（表6）実施例6の脂質組成

*この値は総脂質に対する各成分のモル％を表す。
【０１３４】
実施例7：リポソーム製剤CPT319Cの調製
　1848mgのDOPC、303mgのコレステロール、423mgのDC-コレステロール、605mgのmPEG2000
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-DSPE、および154mgのDOCEを61.5mLの無水エタノール中に溶解することによって脂質/DOC
E溶液を調製した。さらに、250mM硫酸アンモニウムの3つの水溶液(pH6.5)を使用した。上
記4つの溶液の各々20mLを20mLシリンジに投入した。各シリンジを、チューブによって5ポ
ートマニホールドの入口ポートに接続した。チューブを通して、シリンジ内の溶液を、シ
リンジポンプによってマニホールドの混合チャンバに送った。リポソーム溶液を出口ポー
トから出して、ガラスボトル内に回収し、その後タンジェントフローろ過により濃縮した
。緩衝液をヒスチジン/スクロース緩衝液(10mMヒスチジン、9.2％スクロース、pH6.5)に
タンジェントフローろ過により交換した。次に、この製剤を、0.22μmフィルターを通し
てろ過することによって滅菌し、DOCEを搭載したリポソーム製剤CPT319Bを得た。
【０１３５】
　リポソーム製剤CPT319Cは、ドキソルビシン(DXR)をCPT319Bに搭載することによって調
製した。ガラスボトル内で、31.4mgのDXRを30mLのCPT319Bに溶解した。この混合物を42℃
で4時間インキュベートすると、ドキソルビシンの99.8％が封入された。次に、DOCEおよ
びDXRの二薬を搭載したリポソームを、0.22μmフィルターを通してろ過することによって
滅菌した。CPT317C脂質溶液の最終組成(モル％)を表7に示す。CPT319CについてのZ平均粒
子径は40.7nmであり、DOCE：DXRのモル比は1：1であった。CPT319CのCryo-TEM画像を図1
に示す。これらの画像から、リポソーム内部で形成されたDXR結晶を見ることができる。C
PT319Cのネガティブ染色されたTEM画像を図2に示すが、これは粒子サイズおよび均質性を
示している。
【０１３６】
　（表7）実施例7の脂質組成

*この値は総脂質に対する各成分のモル％を表す。
【０１３７】
実施例8：リポソーム製剤CPT323Cの調製
　CPT323CはPEG化脂質の非存在下で調製されたので、PEG化脂質は該製剤にとって任意で
ある。300mgのDOPC、50mgのコレステロール、70mgのDC-コレステロール、および25mgのDO
CEを10mLの無水エタノール中に溶解することによって脂質/DOCE溶液を調製した。さらに
、250mM硫酸アンモニウムの3つの水溶液(pH6.5)を使用した。上記4つの溶液の各々10mLを
20mLシリンジに投入した。各シリンジを、チューブによって5ポートマニホールドの入口
ポートに接続した。チューブを通して、シリンジ内の溶液を、シリンジポンプによってマ
ニホールドの混合チャンバに送った。リポソーム溶液を出口ポートから出して、ガラスボ
トル内に回収し、その後タンジェントフローろ過により濃縮した。緩衝液をヒスチジン/
スクロース緩衝液(10mMヒスチジン、9.2％スクロース、pH6.5)にタンジェントフローろ過
により交換した。次に、この製剤を、0.22μmフィルターを通してろ過することによって
滅菌した。
【０１３８】
　次いで、3mLのDOCE搭載リポソームを、7mg/mLでヒスチジン/スクロース緩衝液中に予め
溶解しておいた3mgのDXRと混合し、42℃で6時間インキュベートしたところ、DXRの96.3％
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が封入された。その後、DOCEおよびDXRの二薬を搭載したリポソームを、0.22μmフィルタ
ーを通してろ過することにより滅菌して、CPT323Cを得た。リポソーム製剤CPT323Cの脂質
溶液の組成(モル％)を表8に示す。二薬搭載リポソームのZ平均粒子径は、CPT323Cについ
て49.0nmであった。
【０１３９】
　（表8）実施例8の脂質組成

*この値は総脂質に対する各成分のモル％を表す。
【０１４０】
実施例9：リポソーム製剤CPT324Cの調製
　他の例示的な製剤とは異なり、CPT324Cは、多価不飽和脂質Soy PCと、DC-コレステロー
ル以外のカチオン性脂質DOTAPとを含有する。60mgのSoy PC、40mgのコレステロール、60m
gの1,2-ジオレオイル-3-トリメチルアンモニウム-プロパン(塩化物塩)(DOTAP)、40mgのmP
EG2000-DSPE、および25mgのDOCEを10mLの無水エタノール中に溶解することによって脂質/
DOCE溶液を調製した。さらに、250mM硫酸アンモニウムの3つの水溶液(pH6.5)を使用した
。上記4つの溶液の各々10mLを20mLシリンジに投入した。各シリンジを、チューブによっ
て5ポートマニホールドの入口ポートに接続した。チューブを通して、シリンジ内の溶液
を、シリンジポンプによってマニホールドの混合チャンバに送った。リポソーム溶液を出
口ポートから出して、ガラスボトル内に回収し、その後タンジェントフローろ過により濃
縮した。緩衝液をヒスチジン/スクロース緩衝液(10mMヒスチジン、9.2％スクロース、pH6
.5)にタンジェントフローろ過により交換した。次に、この製剤を、0.22μmフィルターを
通してろ過することによって滅菌した。
【０１４１】
　次いで、3mLのDOCE搭載リポソーム、7mg/mLでヒスチジン/スクロース緩衝液中に予め溶
解しておいた0.95mgのDXRと混合し、42℃で6時間インキュベートした。その後、DOCEおよ
びDXRの二薬を搭載したリポソームを、0.22μmフィルターを通してろ過することにより滅
菌して、リポソーム製剤CPT324Cを得た。CPT324C脂質溶液の組成(モル％)を表9に示す。
二薬搭載リポソームのZ平均粒子径は、CPT324Cについて56nmであった。
【０１４２】
　（表9）実施例9の脂質組成
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*この値は総脂質に対する各成分のモル％を表す。
【０１４３】
実施例10：リポソーム製剤CPT313Cの調製
　CPT313Cは、DC-コレステロールの存在下およびコレステロールの非存在下で調製した。
33mgのSoy PC、20.5mgのDC-コレステロール、11mgのmPEG2000-DSPE、および4.4mgのDOCE
を2.2mLの無水エタノール中に溶解することによって脂質/DOCE溶液を調製した。さらに、
250mM硫酸アンモニウムの3つの水溶液(pH6.5)を使用した。上記4つの溶液の各々2.2mLを2
0mLシリンジに投入した。各シリンジを、チューブによって5ポートマニホールドの入口ポ
ートに接続した。チューブを通して、シリンジ内の溶液を、シリンジポンプによってマニ
ホールドの混合チャンバに送った。リポソーム溶液を出口ポートから出して、ガラスバイ
アル内に回収した。緩衝液をヒスチジン/スクロース緩衝液(10mMヒスチジン、9.2％スク
ロース、pH6.5)に透析により交換した。次に、この製剤を、0.22μmフィルターを通して
ろ過することによって滅菌した。
【０１４４】
　次いで、2mLのDOCE搭載リポソームを、10mg/mLでヒスチジン/スクロース緩衝液中に予
め溶解しておいた0.5mgのDXRと混合し、42℃で2時間インキュベートしたところ、DXRの90
.6％が封入された。その後、封入されたリポソームを、0.22μmフィルターを通してろ過
することにより滅菌して、リポソーム製剤CPT313Cを得た。CPT313C脂質溶液の組成(モル
％)を表10に示す。二薬搭載リポソームのZ平均粒子径は、CPT313Cについて38.7nmであっ
た。
【０１４５】
　（表10）実施例10の脂質組成

*この値は総脂質に対する各成分のモル％を表す。
【０１４６】
実施例11：二薬搭載リポソームCPT319Cは非小細胞肺癌(NSCLC)に対する効力を増強させる
　6～8週齢の雌Balb/cヌードマウスに、腫瘍発生のため、0.1mLのリン酸緩衝生理食塩水(
PBS)緩衝液中のNSCLC細胞株A549腫瘍細胞(1×107細胞/マウス)を右脇腹に皮下接種した。
腫瘍細胞の接種後16日目に(腫瘍サイズはおよそ117mm3であった）、5mg/kgドキソルビシ
ンでのCPT319A、7.5mg/kgドセタキセルでのCPT319B、5mg/kgドキソルビシン/7.5mg/kgド
セタキセルでのCPT319C、または5mg/kgドキソルビシン/7.5mg/kgドセタキセルの非リポソ
ーム複合製剤を用いて、尾静脈への静脈内(IV)注射により治療を開始した。3回の追加治
療を20日目、27日目、および34日目に行った。この試験を45日目に終了させた。PBS対照
群と比較して、これらの製剤の45日目の腫瘍成長曲線および腫瘍重量抑制率(TW抑制％)を
図3に示す。
【０１４７】
　まとめると、図3は、二薬搭載リポソームCPT319Cが、NSCLC異種移植マウスモデルにお
いて該製剤の抗腫瘍活性を増強させることを示す。リポソーム製剤の全てが非リポソーム
DOCE/DXR複合製剤よりも効果的であった。さらに、二薬搭載リポソームであるCPT319Cは
、この実施例において最も効果の高い製剤であった。PBS対照群と比較して、CPT319Cは腫
瘍重量の76％を減少させ、DOCEリポソームCPT319Bの51％、DXRリポソームCPT319Aの27％
、および非リポソームDOCE/DXR複合製剤の17％よりも著しく効果的であった。
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【０１４８】
実施例12：二薬搭載リポソームCPT307Cは非小細胞肺癌(NSCLC)に対する効力を増強させる
　6～8週齢の雌Balb/cヌードマウスに、腫瘍発生のため、0.1mLのPBS緩衝液中のNSCLC細
胞株A549腫瘍細胞(1×107細胞/マウス)を右脇腹に皮下接種した。腫瘍細胞の接種後16日
目に(腫瘍サイズはおよそ117mm3であった）、5mg/kgドキソルビシンでのCPT307A、7.5mg/
kgドセタキセルでのCPT307B、5mg/kgドキソルビシン/7.5mg/kgドセタキセルでのCPT307C
、または5mg/kgドキソルビシン/7.5mg/kgドセタキセルの非リポソーム複合製剤を用いて
、尾静脈への静脈内(IV)注射により治療を開始した。3回の追加治療を20日目、27日目、
および34日目に行った。この試験を45日目に終了させた。PBS対照群と比較して、これら
の製剤の45日目の腫瘍成長曲線および腫瘍重量抑制率(TW抑制％)を図4に示す。
【０１４９】
　まとめると、図4は、二薬搭載リポソームCPT307Cが、非小細胞肺癌(NSCLC)に対する効
力を増強させることを示す。リポソーム製剤の全てが非リポソームDOCE/DXR複合製剤より
も効果的であった。さらに、二薬搭載リポソームであるCPT307Cは、この実施例において
最も効果が高かった。PBS対照群と比較して、二薬搭載リポソームCPT307Cは腫瘍重量の57
％を減少させ、DOCEリポソームCPT307Bの44％、DXRリポソームCPT307Aの11％、および非
リポソームDOCE/DXR複合製剤の17％よりも著しく効果的であった。
【０１５０】
実施例13：異種移植マウスモデルにおけるヒト結腸癌に対する二薬搭載リポソームCPT319
Cの抗腫瘍活性
　6～8週齢の雌Balb/cヌードマウスに、腫瘍発生のため、0.1mLのPBS緩衝液中のヒト結腸
癌細胞株HCT-116腫瘍細胞(5×106細胞/マウス)を右脇腹に皮下接種した。腫瘍細胞の接種
後9日目に(腫瘍サイズはおよそ141mm3であった）、CPT319Cの製剤を3つの異なる用量：5m
g/kgドキソルビシン/7.5mg/kgドセタキセル、2.5mg/kgドキソルビシン/3.75mg/kgドセタ
キセル、または1.25mg/kgドキソルビシン/1.875mg/kgドセタキセルで用いて、尾静脈への
静脈内(IV)注射により治療を開始した。2回の追加治療を16日目と23日目に行った。この
試験を37日目に終了させた。図5に示した腫瘍成長曲線は、HCT-116ヒト結腸癌異種移植モ
デルにおける該リポソーム製剤の用量応答を示す。PBS対照群と比較して、二薬搭載リポ
ソームCPT319Cは、37日目のHCT-116腫瘍サイズを、5mg/kgドキソルビシン/7.5mg/kgドセ
タキセル群では77％、2.5mg/kgドキソルビシン/3.75mg/kgドセタキセル治療群では49％、
1.25mg/kgドキソルビシン/1.875mg/kgドセタキセル治療群では29％縮小させた。
【０１５１】
実施例14：異種移植マウスモデルにおけるヒト結腸癌に対する二薬搭載リポソームCPT307
Cの抗腫瘍活性
　6～8週齢の雌Balb/cヌードマウスに、腫瘍発生のため、0.1mLのPBS緩衝液中のヒト結腸
癌細胞株HCT-116腫瘍細胞(5×106細胞/マウス)を右脇腹に皮下接種した。腫瘍細胞の接種
後9日目に(腫瘍サイズはおよそ141mm3であった）、CPT307Cの製剤を3つの異なる用量：5m
g/kgドキソルビシン/7.5mg/kgドセタキセル、2.5mg/kgドキソルビシン/3.75mg/kgドセタ
キセル、または1.25mg/kgドキソルビシン/1.875mg/kgドセタキセルで用いて、尾静脈への
静脈内(IV)注射により治療を開始した。2回の追加治療を16日目と23日目に行った。この
試験を37日目に終了させた。図6に示した腫瘍成長曲線は、HCT-116ヒト結腸癌異種移植モ
デルにおける該リポソーム製剤の用量応答を示す。PBS対照群と比較して、二薬搭載リポ
ソームCPT307Cは、37日目のHCT-116腫瘍サイズを、5mg/kgドキソルビシン/7.5mg/kgドセ
タキセル群では67％、2.5mg/kgドキソルビシン/3.75mg/kgドセタキセル治療群では61％、
1.25mg/kgドキソルビシン/1.875mg/kgドセタキセル治療群では45％縮小させた。
【０１５２】
実施例15：異種移植マウスモデルにおけるヒト乳癌に対する二薬搭載リポソームCPT319C
およびCPT307Cの抗腫瘍活性
　6～8週齢の雌Balb/cヌードマウスに、腫瘍発生のため、0.1mLのPBS緩衝液中のヒト乳癌
細胞株MDA-MB-231腫瘍細胞(7×106細胞/マウス)を右脇腹に皮下接種した。腫瘍細胞の接



(26) JP 2018-507227 A 2018.3.15

10

20

30

40

50

種後7日目に(腫瘍サイズはおよそ174mm3であった）、5mg/kgドキソルビシン/7.5mg/kgド
セタキセルでのCPT319CまたはCPT307Cの製剤を用いて、尾静脈への静脈内(IV)注射により
治療を開始した。2回の追加治療を14日目と21日目に行った。この試験を31日目に終了さ
せた。腫瘍成長曲線を図7に示す。
【０１５３】
　まとめると、図7は、ヒト乳癌異種移植モデルにおけるCPT319CおよびCPT307Cの抗腫瘍
活性を示す。PBS対照群と比較して、腫瘍サイズは、CPT319CおよびCPT307Cで治療した群
において、それぞれ38％および32％縮小した。
【０１５４】
実施例16：異種移植マウスモデルにおけるヒト原発性肝細胞癌に対する二薬搭載リポソー
ムCPT319Cの抗腫瘍活性
　6～8週齢の雌Balb/cヌードマウスを3群に分けた。各マウスに、腫瘍発生のため、ヒト
原発性肝細胞癌腫瘍細胞(P3 WP HCC)の断片を右脇腹に皮下接種した。腫瘍接種後32日目
に(腫瘍サイズはおよそ143mm3であった）、5mg/kgドキソルビシン/7.5mg/kgドセタキセル
でのCPT319Cの製剤を用いて、尾静脈への静脈内(IV)注射により治療を開始した。2回の追
加治療を39日目と46日目に行った。この試験を63日目に終了させた。腫瘍成長曲線を図8
に示す。
【０１５５】
　まとめると、図8は、ヒト原発性HCC異種移植モデルにおけるCPT319Cの抗腫瘍活性を示
す。腫瘍成長はCPT319Cによってほぼ完全に抑制された。具体的には、CPT319Cは、この試
験を63日目に終了させたときに、ビヒクル対照群と比較して腫瘍の成長を88％抑制した。
【０１５６】
実施例17：カチオン性脂質DC-コレステロールはNSCLCに対するリポソームの抗腫瘍活性を
高める
　6～8週齢の雌Balb/cヌードマウスに、腫瘍発生のため、0.1mLのPBS緩衝液中のNSCLC細
胞株A549腫瘍細胞(1×107細胞/マウス)を右脇腹に皮下接種した。腫瘍細胞の接種後16日
目に(腫瘍サイズはおよそ117mm3であった）、5mg/kgドキソルビシンでのCPT307AまたはCP
T319Aの製剤、7.5mg/kgドセタキセルでのCPT307BまたはCPT319Bの製剤、5mg/kgドキソル
ビシン/7.5mg/kgドセタキセルでのCPT307CまたはCPT319Cの製剤、あるいは5mg/kgドキソ
ルビシン/7.5mg/kgドセタキセルの非リポソーム複合製剤を用いて、尾静脈への静脈内(IV
)注射により治療を開始した。3回の追加治療を20日目、27日目、および34日目に行った。
この試験を45日目に終了させた。CPT307(DC-コレステロール不含)製剤およびCPT319(DC-
コレステロール含有)製剤の脂質組成を表11に示す。腫瘍成長曲線を図9に示す。
【０１５７】
　まとめると、図9は、カチオン性脂質DC-コレステロールがNSCLCに対するリポソームの
抗腫瘍活性を高めることができることを示す。腫瘍抑制順位(低から高へ)は次のとおりで
あった：
PBS＜CPT307A＜CPT319A＜CPT307B＜CPT319B＜CPT307C＜CPT319C。それぞれの場合に、CPT
319(DC-コレステロール含有)は、CPT307(DC-コレステロール不含)よりも例外なしに効果
があり、カチオン性脂質DC-コレステロールの配合はリポソーム製剤の抗腫瘍効力を高め
ることが示された。
【０１５８】
　（表11）実施例17の脂質組成

【０１５９】
実施例18：カチオン性脂質DC-コレステロールは結腸癌に対するリポソームの抗腫瘍活性
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を高める
　6～8週齢の雌Balb/cヌードマウスに、腫瘍発生のため、0.1mLのPBS緩衝液中のヒト結腸
癌細胞株HCT-116腫瘍細胞(5×106細胞/マウス)を右脇腹に皮下接種した。腫瘍細胞の接種
後9日目に(腫瘍サイズはおよそ141mm3であった）、5mg/kg DXR/7.5mg/kg DOCEでのCPT319
C(DC-コレステロール含有)またはCPT307C(DC-コレステロール不含)の製剤を用いて、尾静
脈への静脈内(IV)注射により治療を開始した。2回の追加治療を16日目および23日目に行
った。この試験を37日目に終了させた。ビヒクル対照群と比較して、これらの製剤の37日
目における腫瘍成長曲線および腫瘍重量抑制率(TW抑制％)を図10に示す。
【０１６０】
　まとめると、図10は、カチオン性脂質DC-コレステロールが結腸癌に対するリポソーム
の抗腫瘍活性を高めることができることを示す。CPT319C(DC-コレステロール含有)は、CP
T307C(DC-コレステロール不含)よりも効果があり、カチオン性脂質DC-コレステロールの
配合はリポソーム製剤の抗腫瘍効力を高めることが示された。
【０１６１】
実施例19：リポソームは薬物動態(PK)を改善し、カチオン性脂質DC-コレステロールはDXR
の半減期(t1/2)を増加させる
　体重20～25gの雄CD-1マウスを3群に分けた。各マウスに、5mg/kg DXR/7.5mg/kg DOCEで
のCPT319CまたはCPT307Cの1回量を、尾静脈への静脈内(IV)注射によって投与した。DXR/D
OCEの非リポソーム複合製剤を対照として使用した。注射の0.167、1、3、8、24および48
時間後に血液サンプルを採取した。DXR血漿濃度を液体クロマトグラフィー/タンデム質量
分析法によって測定した。DXRの血漿濃度曲線を図11に示す。
【０１６２】
　まとめると、図11は、リポソームが薬物動態を改善でき、かつカチオン性脂質DC-コレ
ステロールがDXRの半減期(t1/2)を増加させることを示す。BLOQ＝定量下限未満(Below Li
mit of Quantitation)。t1/2および血漿濃度時間曲線下面積(AUC)を以下の表に示す。非
リポソームDXRは血液から速やかに除去されて、非常に低いAUC(688時間×ng/mL)をもたら
したが、CPT319CおよびCPT307Cはそれぞれ、AUCを143倍および204倍増加させた。さらに
、CPT307Cのt1/2が1時間であるのに対して、CPT319Cは5.9時間のt1/2を示し、CPT319C中
のカチオン性脂質DC-コレステロールは、血液中の循環時間を増加させることによって該
製剤のPKを改善することが示された。
【０１６３】
　（表12）CD-1マウスにおけるDXRのt1/2およびAUC
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