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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　リポソームに包囲されたヒト成長ホルモンを有効成分として含む、発毛の促進用の皮膚
塗布組成物。
【請求項２】
　前記リポソームは、ナノリポソームであることを特徴とする、請求項１に記載の組成物
。
【請求項３】
　前記ナノリポソームは、５０～２５０ｎｍの粒子サイズを有することを特徴とする、請
求項２に記載の組成物。
【請求項４】
　請求項１から３のいずれか一に記載の組成物を含み、皮膚に塗布する、発毛の促進用の
化粧品。
【請求項５】
　前記化粧品は、ペースト、ゲル、クリーム、ローション、パウダー、オイル、粉末ファ
ンデーション、乳濁液ファンデーション、ワックスファンデーション及びスプレーである
ことを特徴とする、請求項４に記載の化粧品。
【請求項６】
　請求項１から３のいずれか一に記載の組成物を含み、皮膚に塗布することを特徴とする
、発毛促進剤。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒト成長ホルモンを有効成分として含む皮膚状態改善用皮膚局所表面投与組
成物、及びこれを利用する皮膚状態改善方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヒト成長ホルモンのような高分子（分子量約２２ｋＤ）は、一般に皮膚角質層を通過で
きないと知られている。皮膚を通じて効率的に伝達できる分子量は、約５００ｄａｌｔｏ
ｎ以下と一般に認識されており、浸透補助剤（ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｒ
ｓ）の助けがあっても、最大分子量は約２ｋＤを超えないと報告されている。したがって
、ヒト成長ホルモンのような高分子を正常皮膚に塗布し、ヒト成長ホルモンの作用による
美容的、医学的効能を期待するということは、常識から外れることと認識されてきた。
【０００３】
　タンパク質のような高分子を正常的な皮膚に塗布し、真皮層に伝達する方法として、リ
ポソームを利用する方法が模索された。リポソームで包んで伝達する場合、表皮層を通過
するとの報告と、毛嚢を通じて伝達されるとの報告がある。毛嚢を介しての伝達には、リ
ポソーム形態の運搬体や脂肪酸のような脂質を含む複合物が効率的であると報告された。
しかしながら、たとえ効率は低いものの、エタノールのような有機溶媒を含む水溶液やポ
リエチレングリコールのようなポリマー高分子を含む水溶液も、毛嚢を介しての伝達に利
用された。リポソームを利用したタンパク質の皮膚への伝達効率は、まだその事例が少な
く経験的な部分が多いため、一貫した法則は、まだ明かされていない。但し、毛嚢を介し
てのタンパク質の皮膚伝達がだんだん説得力を得ている趨勢であるが、リポソームで包ん
で伝達する場合も、リポソーム自体が入るというよりは、リポソーム内外のｐＨ及び電荷
状態を含むリン脂質の種類と、リン脂質に付着されているかリン脂質が取り囲んでいるタ
ンパク質の種類と、毛孔をなす様々な構成組織の構成成分、これらの三つの要素の複合的
相互作用によって、今は一般的な法則に従うというよりは、経験的に伝達効率が決定され
るように見える。但し、本発明と関連し、特記すべき点は、表皮の生きている細胞層と毛
孔をなす付帯機関及び組織全般にかけてヒト成長ホルモンの受容体が存在するとの報告が
あるということである。
【０００４】
　ヒト成長ホルモンは、脳下垂体前葉から分泌されて、血液に乗って循環しながら人体の
各機関に影響を及ぼすが、特に、成長期における骨格の成長、筋肉の増加、脂肪の分解、
臓器の成長、性的な成熟などに係っている。その他、ヒト成長ホルモンを注射剤として、
成人に生理的な範囲の血中濃度で投与した時、心臓循環系の強化、運動能力の向上、筋肉
の強化、腹部肥満の減少、活力の増進、動脈硬化の改善、老人性鬱症の改善などの効果に
対する主張が提起された。ヒト成長ホルモンの人体に対する効能は、それ自体に起因する
よりは、ヒト成長ホルモンにより発現が促発され、主に肝で生産されて血中に分泌される
インシュリン様成長因子－１（ＩＧＦ－１）の作用による効能として知られている。その
理由は、ヒト成長ホルモンの血中半減期は１５分内外である反面、ＩＧＦ－１の血中半減
期は約２０時間であって、作用時間が遥かに長く持続されるためである。即ち、脳下垂体
から分泌されたヒト成長ホルモンは、血中に存在するヒト成長ホルモン結合タンパク質と
結合し、血液循環により運搬され、人体の各組織に広がっているヒト成長ホルモン受容体
に会うと、ヒト成長ホルモン結合タンパク質と遊離されて、ヒト成長ホルモン受容体と結
合し、その結合による信号伝達の結果としてＩＧＦ－１の合成と分泌が促進されるように
なる。血液に分泌されたＩＧＦ－１は、再びＩＧＦ－１結合タンパク質と結合し、血流に
乗って循環してから、再び人体の各組織に広がっているＩＧＦ－１受容体と結合すること
により、ヒト成長ホルモンの分泌により引き起こされた様々な生理的な効能を発揮するよ
うになる。したがって、皮膚に及ぼす注射剤ヒト成長ホルモンの効果は、もしかかる効果
が事実であれば、それはＩＧＦ－１の作用による効果であって、そうだとしたら、その効
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果は、当然血液と直接接触が可能な真皮細胞の表面に存在するＩＧＦ－１受容体の存在有
無により左右されるはずである。もしＩＧＦ－１ではなく、ヒト成長ホルモンの直接的な
影響を皮膚が受けるとしても、その影響は、当然血液と接触する部位に存在するヒト成長
ホルモン受容体により伝達されるはずである。そのため、血液と接触しない正常的な皮膚
表面に、しかも皮膚表皮を全く通過できない分子サイズのヒト成長ホルモンを、化粧品と
同様に皮膚に塗ることにより、ある効果を期待するということは、常識を外れる行為と言
える。本発明は、血液を通じてヒト成長ホルモンの効能が伝達される方式ではなく、血液
が直接接触しない部分である正常皮膚表面に化粧品の用途として塗るような方式により、
ヒト成長ホルモンがニキビの改善、シワの改善、アトピー性皮膚の改善、紫外線による皮
膚損傷の改善、シミの改善、ソバカスの改善、乾性肌の改善、脂性肌の改善、毛孔の縮小
などのような皮膚に対する美容的、医学的効能を奏することができるということを示した
最初の発明である。
【０００５】
　皮膚組織は、表皮と真皮と皮下とからなっている。皮膚の性質を決定づける部分は表皮
であって、表皮は、外部から直接的且つ頻りに損傷を受けるため、表皮の修復と再生は非
常に重要である。表皮は、上皮細胞の層からなっている。皮膚の上皮細胞を角質細胞とも
いうが、これは、皮膚上皮細胞は分化しながら、表皮を強化する中間フィラメントタンパ
ク質のケラチンを合成するからである。これらは、分化と共に層をなして表皮側に移動し
、形も平たく変わりながら、細胞内部機関がだんだんなくなって死細胞に変わって行く。
表皮の最も奥側に位置した細胞層は、基底膜と接しているが、この細胞層を基底層といい
、この層をなす細胞を基底細胞といって、これらの中に表皮幹細胞が存在する。基底層の
細胞が表皮側に分化していきながら、順に有棘層、顆粒層、淡明層、角質層を形成するが
、顆粒層を境界に、下方は生きている細胞、上方は死んだ細胞層に分かれる。角質層の外
側にある平たい鱗片状の組織を'ｓｑｕａｍｅｓ'ともいうが、ここにはケラチンが稠密に
満たされている。顆粒層の外側に位置した細胞から末端角質層までの細胞は、原形質膜の
内側表面が細くて頑丈な交差連結された（ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｅｄ）タンパク質の層に
より強化されている。表皮の幹細胞から増殖されて角質層に分化されていきながら、表皮
細胞は、ケラチンの交差連結により内部強化を図りながら、同じ層の他の細胞と固く連結
されたデスモソームともケラチンにより連結されて、全体的な層構造を維持する。また、
表皮細胞は、外表皮側に分化されていきながら、脂質を生産して分泌し、タンパク質で角
質化された原形質膜に二重層からなる組織を形成することにより、皮膚表面をラップのよ
うに外部から封鎖する。ヒトの表皮は、２週間サイクルで入れ替わるため、表皮を組成す
る皮膚幹細胞の増殖能力は、実に莫大と言える。
【０００６】
　最近、皮膚の多能な幹細胞が毛嚢の脂腺の真下のバルジ（ｂｕｌｇｅ）部位に位置する
との報告が発表された。このバルジ幹細胞は、表皮幹細胞、毛根幹細胞、脂腺幹細胞を作
る根幹となる幹細胞である。バルジ幹細胞は、バルジにのみ位置し、幹細胞としての性質
を維持しながら特有の組み合わせを発現させる。表皮幹細胞は、増殖をすると同時に自分
も分化しながら表皮を維持して、毛根幹細胞は、髪の毛が抜けると、再び増殖して分化し
、新しい髪の毛を作る。しかしながら、表皮幹細胞、毛根幹細胞や脂腺幹細胞の増殖能力
と幹細胞の性質を維持する能力には、限界があって、例えば、大部分の表皮幹細胞は、３
～６回の増殖をしてからは分化に入る。その反面、バルジ幹細胞は、増殖は他の三種の幹
細胞より遅いが、ヒトが生きる間に無限に増殖しながら、表皮増殖細胞、毛根幹細胞、脂
腺幹細胞を作ると同時に、自分の幹細胞性格を維持することができるように見える。本発
明により、最初に、ヒト成長ホルモンが発現されて作用する位置がバルジ幹細胞の位置し
た部位であるという事実を明かした点は、本発明によりヒト成長ホルモンが様々な皮膚状
態を改善する効果を奏するということからみると、非常に意義深いことである。なお、特
許文献１に、皮膚状態の改善効果を有する皮膚化粧料が開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
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【０００７】
【特許文献１】特開２０００－２６４８３３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明者らは、皮膚状態を改善できる物質を開発するために鋭意研究した結果、ヒト成
長ホルモンを皮膚に局所的に適用すると、皮膚状態を大いに改善できるということを見出
し、本発明を完成した。
【０００９】
　したがって、本発明の目的は、皮膚状態改善用皮膚局所表面投与組成物を提供すること
にある。また、本発明の目的は、皮膚状態改善方法を提供することにある。
【００１０】
　なお、本発明の他の目的及び利点は、発明の詳細な説明、請求の範囲、及び図面により
さらに明確にされる。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　上記課題を解決するための手段として、以下のような発明などを提供する。
【００１２】
　本発明の一様態によると、本発明は、ヒト成長ホルモンを有効成分として含む皮膚状態
改善用皮膚局所表面投与組成物を提供する。
【００１３】
　また、本発明の他の様態によると、本発明は、ヒト成長ホルモンを有効成分として含む
組成物を、皮膚に局所的に塗布する段階を含む皮膚状態改善方法を提供する。
【００１４】
　具体的には、以下の発明を提供する。
【００１５】
　第一発明では、ヒト成長ホルモンを有効成分として含む、皮膚状態改善用皮膚局所表面
投与組成物を提供する。
【００１６】
　第二発明では、第一発明を基本と、さらに、前記ヒト成長ホルモンは、リポソームに包
囲されていることを特徴とする皮膚状態改善用皮膚局所表面投与組成物を提供する。
【００１７】
　第三発明では、第二発明を基本とし、さらに、前記リポソームは、ナノリポソームであ
ることを特徴とする皮膚状態改善用皮膚局所表面投与組成物を提供する。
【００１８】
　第四発明では、第三発明を基本とし、さらに、前記ナノリポソームは、５０～２５０ｎ
ｍの粒子サイズを有することを特徴とする皮膚状態改善用皮膚局所表面投与組成物を提供
する。
【００１９】
　第五発明では、第一発明を基本とし、さらに、前記皮膚状態の改善は、ニキビの治療、
シワの改善、シミの除去、皮膚弾力の改善、発毛の促進、皮膚老化の防止、皮膚保湿の改
善、または皮膚表皮幹細胞の増殖であることを特徴とする皮膚状態改善用皮膚局所表面投
与組成物を提供する。
【００２０】
　第六発明では、第一発明を基本とし、さらに、前記組成物は、化粧料組成物または薬剤
学的組成物であることを特徴とする、皮膚状態改善用皮膚局所表面投与組成物を提供する
。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】実施例Iで製造されたＡ剤形のヒト成長ホルモン（ｈＧＨ）－含有リポソームク
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リーム剤形の電子顕微鏡写真である。
【図２】実施例Iで製造されたＢ剤形のｈＧＨ－含有リポソーム（Ｌｉｐｏ－ｈＧＨ）に
対するゲル透過クロマトグラムである。
【図３】実施例Iで製造されたＢ剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨに包囲されたｈＧＨに対するＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥ結果である。
【図４】実施例Iで製造されたＢ剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨに包囲されたｈＧＨに対する逆
相ＨＰＬＣクロマトグラムである。
【図５】実施例Iで製造されたＢ剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨにおいて、リン脂質に対する逆
相ＨＰＬＣクロマトグラムである。
【図６】実施例Iで製造されたＢ剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨの安定性試験の結果を示すグラ
フである。
【図７】本発明のｈＧＨ－含有リポソームの安定性試験の結果を示すグラフである。
【図８】本発明のｈＧＨ－含有リポソームのシワ改善効能を、ＵＶ－誘導されたシワを有
する無毛マウスを利用して実験した結果である。
【図９】本発明のｈＧＨ－含有リポソームに包囲されたヒト成長ホルモンの活性を調べた
結果を示す。
【図１０ａ】本発明のｈＧＨ－含有ナノリポソームがスプラグドーリ（ＳｐｒａｇｕｅＤ
ａｗｌｅｙ）ラットの毛孔を通じて皮膚に伝達される場合におけるヒト成長ホルモンのロ
ーカリゼーションを示す写真である。
【図１０ｂ】本発明のｈＧＨ－含有ナノリポソームがスプラグドーリ（ＳｐｒａｇｕｅＤ
ａｗｌｅｙ）ラットの皮膚の真皮層と毛嚢に及ぼす影響を示す写真である。
【図１１ａ】本発明のｈＧＨ－含有ナノリポソームがＩＣＲマウス皮膚の表皮及び真皮に
及ぼす影響を示す写真である。
【図１１ｂ】本発明のｈＧＨ－含有ナノリポソームがＩＣＲマウス真皮層において結合組
織のリモデリングを誘導することを示す写真である。
【図１２】本発明のｈＧＨ－含有ナノリポソームがヒト人工皮膚に及ぼす影響を示す写真
である。
【図１３】本発明のｈＧＨ－含有ナノリポソームに対する粒子大きさ分布の分析結果であ
る。
【図１４】本発明のｈＧＨ－含有ナノリポソームのシワ改善効能を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　以下本発明を実施するための最良の形態について、図面を用いて詳細に説明する。なお
、本発明はこれら実施の形態になんら限定されるものではなく、その要旨を逸脱しない範
囲において種々なる態様で実施しうる。
<発明の構成>
　本発明者らは、ヒト成長ホルモンの新規な用途を探すために、鋭意研究した結果、ヒト
成長ホルモンを皮膚に局所的に適用すると、皮膚状態を大いに改善することができること
を見出した。ヒト成長ホルモンによる現在の処置は、注射投与方式であって、主に小人症
と成人のヒト成長ホルモン欠乏症を治療するためのものである。従来は、ヒト成長ホルモ
ンの大きい分子量と教科書的なヒト成長ホルモンの作用経路に対する先入見のため、正常
皮膚に局所的に適用して有効な効能を期待するということは、考えられないことであった
。本発明は、このような当業界の通常的な常識または知識から大きく外れたものであって
、ヒト成長ホルモンの正常皮膚に対する局所的適用の効能を最初に確認したことにその特
徴がある。本発明は、ヒト成長ホルモンを毛孔と表皮の二つの経路を通じて皮膚に適用さ
せる最初の発明である。
【００２３】
　本発明は、血液を通じてヒト成長ホルモンの効能が伝達される方式ではなく、血液が接
触する部分と反対方向の正常皮膚表面に塗る方式により、ヒト成長ホルモンがニキビの改
善、シワの改善、アトピー性皮膚の改善、紫外線による皮膚損傷の改善、シミの改善、ソ
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バカスの改善、乾性肌の改善、脂性肌の改善、毛孔の縮小などのような皮膚に対する美容
的、医学的効能を奏することができるということを示した最初の発明である。
【００２４】
　本発明で有効成分として利用されるヒト成長ホルモンとしては、ヒト成長ホルモン活性
を示すなら、いかなるポリペプチドでも使用可能であり、例えば、「ｍａｔｕｒｅｈＧＨ
」、「Ｍｅｔ－ｈＧＨ」、「ｈＧＨ ｖａｒｉａｎｔｓ」、「ｍｏｄｉｆｉｅｄ－ｈＧＨ
」、「ｈＧＨ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ」または「ｈＧＨ ａｎａｌｏｇｕｅｓ」のいずれか一
つを利用するこができる。好ましくは、ｍａｔｕｒｅｈＧＨまたはＭｅｔ－ｈＧＨである
。ｍａｔｕｒｅ ｈＧＨは、人体血液内に存在する主（ｍａｊｏｒ）ヒト成長ホルモンの
アミノ酸序列を有するヒト成長ホルモンを意味し、Ｍｅｔ－ｈＧＨは、ｍａｔｕｒｅｈＧ
ＨのＮ－末端にメチオニンが添加されたヒト成長ホルモンを意味し、ｈＧＨｖａｒｉａｎ
ｔｓは、人体内に存在する主ヒト成長ホルモン以外のヒト成長ホルモンのアミノ酸序列を
有するヒト成長ホルモンを意味し、ｍｏｄｉｆｉｅｄ－ｈＧＨは、ヒト成長ホルモンの一
つ以上のアミノ酸残基にｐｅｇｙｌａｔｉｏｎやｇｌｙｃａｔｉｏｎなどのような添加物
の付着により変形されたヒト成長ホルモンを意味し、ｈＧＨｆｒａｇｍｅｎｔｓは、ヒト
成長ホルモンのアミノ酸序列の一部を遺伝工学的方法や生化学的方法により除去したヒト
成長ホルモンを意味し、ｈＧＨａｎａｌｏｇｕｅは、ヒト成長ホルモンのアミノ酸序列を
遺伝工学的方法により、類似した性質を有する他のアミノ酸序列に変形させたヒト成長ホ
ルモンを意味する。本発明において、ヒト成長ホルモンの活性を有するということは、次
の二つの方法の一つにより特定できる。その一つは、ヒト成長ホルモン結合タンパク質ま
たはヒト成長ホルモン受容体と結合して、ヒト成長ホルモンが誘発する信号伝達を起こす
かどうかにより特定でき、他の一つは、ヒト成長ホルモンの作用に起因した生物学的効果
が現れるかどうかにより特定できる。
【００２５】
　本発明において、ヒト成長ホルモンは、水溶液自体または担体を通じて皮膚に適用する
ことができる。本発明の注目すべき特徴の一つは、実施例ＸＩＩ及び図１０ｂに示された
ように、ヒト成長ホルモン水溶液自体を直接皮膚に適用しても、所望の皮膚状態改善効果
をある程度達成できるということである。ヒト成長ホルモン水溶液自体を局所的に皮膚に
適用する場合にも、ヒト成長ホルモンは、毛嚢のバルジ幹細胞が位置した部位に到達して
、皮膚状態改善効果を期待することができる。
【００２６】
　本発明の好ましい具現例によると、本発明の組成物は、リン脂質またはリポソーム組成
を有して、より好ましくは、リポソーム組成を有する。有効成分であるヒト成長ホルモン
は、リポソームに包囲されて皮膚に適用されることが好ましい。本発明のより好ましい具
現例によると、本発明の組成物は、ナノリポソームの組成を有する。本明細書において、
用語‘ナノリポソーム'は、通常的なリポソームの形態を有するものであって、平均粒径
が２０～１０００ｎｍのリポソームを意味する。本発明の好ましい具現例によると、ナノ
リポソームの平均粒径は、５０～５００ｎｍであり、より好ましくは、５０～３５０ｎｍ
であって、最も好ましくは、５０～２５０ｎｍである。
【００２７】
　リポソームは、自ら会合するコロイド粒子の球形リン脂質小胞体と定義されるが、水溶
性ヘッド（親水基）と不溶性テイル（疎水基）を有する両親媒性分子から構成されたリポ
ソームは、これらの相互作用により自発的に結合して整列された構造を示すが、その大き
さと積層性（ｌａｍｅｌｌａｒｉｔｙ）により、ＳＵＶ（ｓｍａｌｌｕｎｉｌａｍｅｌｌ
ａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ）、ＬＵＶ（ｌａｒｇｅ ｕｎｉｌａｍｅｌｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ
）、及びＭＬＶ（ｍｕｌｔｉ ｌａｍｅｌｌａｒｖｅｓｉｃｌｅ）に分類される。このよ
うに、多様な積層性を示すリポソームは、細胞膜に類似した二重膜構造を有する。
【００２８】
　本発明における（ナノ）リポソームは、リン脂質、ポリオール、界面活性剤、脂肪酸、
塩及び/または水を利用して製造することができる。
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【００２９】
　本発明の（ナノ）リポソームの製造に利用される成分であるリン脂質は、両側親和性脂
質として利用されたもので、天然リン脂質（例えば、卵黄レシチンまたは大豆レシチン、
スフィンゴミエリン）及び合成リン脂質（例えば、ジパルミトイルホスファチジルコリン
（ｄｉｐａｌｍｉｔｏｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ）または水添レシチ
ン）を含み、好ましくは、レシチンである。より好ましくは、前記レシチンは、大豆また
は卵黄から抽出した天然由来の不飽和レシチンまたは飽和レシチンである。
【００３０】
　本発明の（ナノ）リポソームに利用できるポリオールは、特に制限されるものではなく
、好ましくは、プロピレングリコール、ジプロピレングリコール、１，３－ブチレングリ
コール、グリセリン、メチルプロパンジオール、イソプレングリコール、ペンチレングリ
コール、エリスリトール、キシリトール及びソルビトールを含む。
【００３１】
　本発明の（ナノ）リポソームの製造に利用できる界面活性剤は、当業界に公知されたい
かなるものでも使用でき、例えば、アニオン性界面活性剤（例えば、アルキルアシルグル
タメート、アルキルホスフェート、乳酸アルキル、ジアルキルホスフェート、及びトリア
ルキルホスフェート）、カチオン性界面活性剤、両性界面活性剤、及び非イオン性界面活
性剤（例えば、アルコキシ化アルキルエーテル（ａｌｋｏｘｙｌａｔｅｄａｌｋｙｌｅｔ
ｈｅｒ）、アルコキシ化アルキルエステル（ａｌｋｏｘｙｌａｔｅｄａｌｋｙｌｅｓｔｅ
ｒ）、アルキルポリグリコシド、ポリグリセリルエステル、及びシュガーエステル）が使
用できる。
【００３２】
　本発明の（ナノ）リポソームの製造に利用できる脂肪酸は、高級脂肪酸、好ましくは、
Ｃ１２～２２アルキル鎖の飽和または不飽和脂肪酸であって、例えば、ラウリン酸、ミリ
スチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、オレイン酸、及びリノレイン酸を含む。
【００３３】
　本発明の（ナノ）リポソームの製造に利用される塩は、当業界に公知されたいかなるも
のでも使用できるが、例えば、リン酸塩、硫酸塩、硝酸塩、塩酸塩、水酸化塩、ナトリウ
ム塩、カリウム塩、カルシウム塩、アンモニウム塩、アミノ酸塩、及びアミノ酸を含む。
【００３４】
　本発明の（ナノ）リポソームの製造に利用される水は、一般に脱イオン化された蒸留水
である。
【００３５】
　本発明の好ましい具現例によると、本発明の（ナノ）リポソームは、リン脂質、塩と水
のみにより製造されるが、その具体的な例は、下記の実施例に記載されている。
【００３６】
　本発明の好ましい具現例によると、本発明のｈＧＨ－含有ナノリポソームは、次の段階
を含む工程により製造される：（ａ）リポソームを形成できるリン脂質（好ましくは、卵
黄レシチンまたは大豆レシチン）を、ヒト成長ホルモンを含有した塩の緩衝水溶液に溶解
する段階；及び（ｂ）ヒト成長ホルモンとリン脂質を含有した水溶液を高圧均質器に反復
的に通過させるが、通過回数が増加するにつれて、リン脂質の含量と高圧均質器の圧力を
漸次増加させ、ヒト成長ホルモンを含有するナノリポソームを製造する段階。
【００３７】
　ヒト成長ホルモンを含有する水溶液は、ｐＨ６～８、好ましくは、約ｐＨ７の緩衝液（
例えば、リン酸ナトリウム緩衝液）が好ましい。リン酸ナトリウム緩衝液が利用される場
合は、その濃度は、５～１００ｍＭ、より好ましくは、５～６０ｍＭ、さらに好ましくは
１０～３０ｍＭ、最も好ましくは、約２０ｍＭである。
【００３８】
　本発明の方法において、最も特異な側面は、リン脂質とｈＧＨ－含有水溶液の混合物を
高圧均質器に数回通過させるが、通過回数が増加するにつれて、リン脂質の量と均質器の



(8) JP 5913479 B2 2016.4.27

10

20

30

40

50

圧力を漸次増加させることにある。本発明の好ましい具現例によると、均質器の圧力は、
０ｂａｒから１０００ｂａｒまで、好ましくは、０ｂａｒから８００ｂａｒまで漸次増加
させる。圧力は、５０ｂａｒまたは１００ｂａｒ、好ましくは、１００ｂａｒずつ増加さ
せることができる。本発明の好ましい具現例によると、リン脂質の量は、５～４０ｗ/ｖ
（%）、５～３０ｗ/ｖ（％）まで漸次増加させる。
【００３９】
　このような漸次的なリン脂質含量と圧力の増加を含む高圧均質工程を通じて、ｈＧＨ－
含有ナノリポソームが製造されて、好ましくは、液状のｈＧＨ－含有ナノリポソームが製
造される。
【００４０】
　本発明の組成物は、様々な皮膚状態の改善に利用できる。好ましくは、本発明の組成物
は、ニキビの治療、シワの改善、シミの除去、皮膚弾力の改善、発毛の促進、皮膚老化の
防止、皮膚保湿の改善、及び皮膚幹細胞と皮膚表皮幹細胞の増殖に有効であり、より好ま
しくは、ニキビの治療、シワの改善、及び発毛の促進に有効である。
【００４１】
　本発明の組成物は、化粧料組成物または薬剤学的組成物として製造できる。
【００４２】
　本発明の化粧料組成物に含まれる成分は、有効成分としてのｈＧＨ－含有リポソームの
他に、化粧料組成物に通常的に利用される成分を含むが、例えば、安定化剤、溶解化剤、
ビタミン、顔料及び香料のような通常的な補助剤、及び担体を含む。
【００４３】
　本発明の皮膚保護用化粧料組成物は、当業界で通常的に製造されるいかなる剤形にも製
造でき、例えば、溶液、懸濁液、乳濁液、ペースト、ゲル、クリーム、ローション、パウ
ダー、石鹸、界面活性剤含有クレンジング、オイル、粉末ファンデーション、乳濁液ファ
ンデーション、ワックスファンデーション及びスプレーなどに剤形化することができるが
、これに限定されるものではない。より詳しくは、柔軟化粧水、栄養化粧水、栄養クリー
ム、マッサージクリーム、エッセンス、アイクリーム、クレンジングクリーム、クレンジ
ングフォーム、クレンジングウォーター、パック、スプレーまたはパウダーの剤形に製造
することができる。
【００４４】
　本発明の剤形がペースト、クリームまたはゲルである場合は、担体成分として動物性油
、植物性油、ワックス、パラフィン、デンプン、トラガカント、セルロース誘導体、ポリ
エチレングリコール、シリコン、ベントナイト、シリカ、タルク、または酸化亜鉛などが
利用できる。
【００４５】
　本発明の剤形がパウダーまたはスプレーである場合は、担体成分としてラクトース、タ
ルク、シリカ、アルミニウムヒドロキシド、カルシウムシリケート、またはポリアミドパ
ウダーが利用でき、特にスプレーの場合は、クロロフルオロヒドロカーボン、プロパン/
ブタンまたはジメチルエーテルのような推進体をさらに含むことができる。
【００４６】
　本発明の剤形が溶液または乳濁液である場合は、担体成分として、溶媒、溶解化剤また
は乳濁化剤が利用されて、例えば、水、エタノール、イソプロパノール、エチルカーボネ
ート、エチルアセテート、ベンジルアルコール、ベンジルベンゾエート、プロピレングリ
コール、１，３－ブチルグリコールオイル、グリセロール脂肪族エステル、ポリエチレン
グリコール、またはソルビタンの脂肪酸エステルがある。
【００４７】
　本発明の剤形が懸濁液である場合は、担体成分として、水、エタノールまたはプロピレ
ングリコールのような液状の希釈剤、エトキシル化イソステアリルアルコール、ポリオキ
シエチレンソルビトールエステル及びポリオキシエチレンソルビタンエステルのような懸
濁剤、微小結晶性セルロース、アルミニウムメタヒドロキシド、ベントナイト、アガーま
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たはトラガカントなどが利用できる。
【００４８】
　本発明の剤形が界面活性剤含有クレンジングである場合は、担体成分として、脂肪族ア
ルコールサルフェート、脂肪族アルコールエーテルサルフェート、スルホコハク酸モノエ
ステル、イソチオネート、イミダゾリウム誘導体、メチルタウレート、サルコシネート、
脂肪酸アミドエーテルサルフェート、アルキルアミドベタイン、脂肪族アルコール、脂肪
酸グリセリド、脂肪酸ジエタノールアミド、植物性油、ラノリン誘導体、またはエトキシ
ル化グリセロール脂肪酸エステルなどが利用できる。
【００４９】
　本発明の組成物が薬剤学的組成物に製造される場合は、薬剤学的に許容される担体を含
むことができるが、例えば、ラクトース、デキストロース、スクロース、ソルビトール、
マンニトール、デンプン、アカシアゴム、リン酸カルシウム、アルギネート、ゼラチン、
ケイ酸カルシウム、微細結晶性セルロース、ポリビニルピロリドン、セルロース、水、シ
ロップ、メチルセルロース、メチルヒドロキシベンゾエート、プロピルヒドロキシベンゾ
エート、滑石、ステアリン酸マグネシウム、及び/またはミネラルオイルを含むことがで
きる。本発明の薬剤学的組成物は、前記成分の他に、潤滑剤、湿潤剤、甘味剤、香味剤、
乳化剤、懸濁剤、保存剤などをさらに含むことができる。適合する薬剤学的に許容される
担体及び製剤は、「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ'ｓ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ（１９ｔｈ ｅｄ., １９９５）」に詳細に記載されている。
【００５０】
　本発明の薬剤学的組成物は、皮膚局所投与目的で開発された。
【００５１】
　本発明の薬剤学的組成物の適合した投与量は、製剤化方法、投与方式、患者の年齢、体
重、性、病的状態、飲食、投与時間、投与経路、排泄速度、及び反応感応性のような要因
により様々である。一方、本発明の薬剤学的組成物の皮膚局所投与量は、好ましくは、１
日当たり、０．００１～１００ｎｇ/ｃｍ２（皮膚表面積）、より好ましくは、０．０１
～１０ｎｇ/ｃｍ２、最も好ましくは、０．１～２ｎｇ/ｃｍ２である。
【００５２】
　本発明の薬剤学的組成物は、本発明の属する技術分野で通常の知識を有する者が容易に
実施できる方法により、薬剤学的に許容される担体及び/または賦形剤を利用して製剤化
することにより、単位容量形態に製造されるか、または多用量容器内に入れて製造できる
。この際、剤形は、ナノリポソームを含む溶液形態が最も好ましい。
【００５３】
　本発明の組成物は、表皮幹細胞に作用し、毛嚢の数を増やして発毛を促進し、表皮層の
角質細胞の増殖を誘発し皮膚老化を抑えて、紫外線により損傷された皮膚と紫外線により
形成されたシワを改善すると共に、真皮層の結合組織をリモデリングし、皮膚弾力を改善
して、シワを改善する作用をし、ニキビを治療して、シミを除去する効能を奏する。つま
り、本発明の組成物は、皮膚状態を著しく改善させることができる。また、本発明の組成
物は、人体に非常に安全であると共に、ナノリポソームに製造される場合は、安定性にも
非常に優れるものである。
<発明の具体的実施例>
　以下、具体的実施例を通じて本発明をさらに詳細に説明するが、これら実施例は、本発
明をより具体的に説明するためのものであって、本発明の範囲がこれら実施例に限定され
ないことは、本発明の属する技術分野で通常の知識を有する者にとっては自明なことであ
ろう。
<<実施例Ｉ：様々な剤形のヒト成長ホルモン－含有リポソーム（Ｌｉｐｏ－ｈＧＨ）の製
造方法>>
<<<Ａ型（クリーム型）：ヒト成長ホルモン－含有クリーム剤形>>>
　Ａ型の製造に利用されたリン脂質は、「ｌｉｐｏｉｄＳ１００（Ｌｉｐｏｉｄ Ｇｍｂ
Ｈ, Ｇｅｒｍａｎｙ）」または「ｌｉｐｏｉｄ Ｓ７５（Ｌｉｐｏｉｄ ＧｍｂＨ, Ｇｅｒ
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ｍａｎｙ）」である。
【００５４】
　機器出口（ｏｕｔｌｅｔ）の温度が３０℃を超えないように、熱交換機を装着した高圧
均質器（ｍａｘ.ｏｕｔｐｕｔ ５Ｌ/ｈｒ、最大圧力１２００ｂａｒ、Ｍｏｄｅｌ ＨＳ－
１００２；ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｄ ｂｙ ＨｗａｓｕｎｇＭａｃｈｉｎｅｒｙ Ｃｏ.,
Ｌｔｄ.,Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ）の熱交換機を氷水中に装置した後、蒸留水で機器内部
を洗浄して作動準備した後、緩衝溶液（２０ｍＭＮａＨ２ＰＯ４ ｐＨ６．５－７．５、
１ｍＭ ＥＤＴＡ）に溶解されている１ｍｇ/ｍｌ濃度のヒト成長ホルモン（ＬＧ Ｌｉｆ
ｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ,Ｌｔｄ）溶液にリン脂質を５ｗ/ｖ％比率で添加し、十分水和させ
て攪拌し、これを常温、低圧０ｂａｒで３回以上均質器に通過させた。均質器処理をした
溶液にリン脂質を６ｗ/ｖ％比率となるように添加して、十分水和させて攪拌して、１０
０ｂａｒで３回以上均質器を通過させた。その後、１００ｂａｒ条件で、均質器を経た溶
液にリン脂質を７ｗ/ｖ％比率となるように添加して十分水和させて攪拌し、２００ｂａ
ｒで３回以上均質器を通過させた。その後、２００ｂａｒ条件で、均質器を経た溶液にリ
ン脂質を８ｗ/ｖ％比率となるように添加して十分水和させて攪拌し、３００ｂａｒで３
回以上均質器を通過させた。前記均質器過程を経た溶液にリン脂質を９ｗ/ｖ％比率とな
るように添加して十分水和させて攪拌し、４００ｂａｒで３回以上均質器を通過させた。
次いで、前記均質器過程を経た溶液にリン脂質を１０ｗ/ｖ％比率となるように添加して
十分水和させて攪拌し、５００ｂａｒで３回以上均質器を通過させた。その後、前記均質
器過程を経た溶液にリン脂質を１１ｗ/ｖ％比率となるように添加して十分水和させて攪
拌し、６００ｂａｒで３回以上均質器を通過させた。その後、前記均質器過程を経た溶液
にリン脂質を１２ｗ/ｖ％比率となるように添加して十分水和させて攪拌し、８００ｂａ
ｒで３回以上均質器を通過させて、最終的にクリーム型のヒト成長ホルモン－含有リポソ
ーム（Ｌｉｐｏ－ｈＧＨ）を製造した。
【００５５】
　本実施例で製造されたヒト成長ホルモン－含有リポソームクリーム剤形の電子顕微鏡写
真は、図１に示されている。本実施例で製造されたクリーム型リポソームをゴールドコー
ティングして、走査電子顕微鏡（ＨＩＴＡＣＨＩＳ ２５００）で観察した結果、屈曲し
て連結されている基物の形態はゲルと推定されて、球形の小さい粒は、ナノサイズ（０．
０２～０．３μｍ）のリポソームと判断される。
<<<Ｂ型（リポソーム型）：ヒト成長ホルモン－含有リポソーム剤形>>>
　Ｂ型の製造に利用されたリン脂質は、大豆レシチン（ＳｈｉｎＤｏｎｇＢａｎｇＣｏｒ
ｐ.,Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ）、Ｍｅｔａｒｉｎ Ｐ（Ｄｅｇｕｓｓａ Ｔｅｘｔｕｒａｎ
ｔ Ｓｙｓｔｅｍｓ ＤｅｕｔｓｃｈｌａｎｄＧｍｂＨ&Ｃｏ.ＫＧ）、ＮｕｔｒｉｐｕｒＳ
（ＤｅｇｕｓｓａＴｅｘｔｕｒａｎｔ Ｓｙｓｔｅｍｓ Ｄｅｕｔｓｃｈｌａｎｄ Ｇｍｂ
Ｈ&Ｃｏ.ＫＧ）、またはＥｍｕｌｔｏｐ（Ｄｅｇｕｓｓａ Ｔｅｘｔｕｒａｎｔ Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ Ｄｅｕｔｓｃｈｌａｎｄ ＧｍｂＨ&Ｃｏ.ＫＧ）である。
【００５６】
　機器出口（ｏｕｔｌｅｔ）の温度が３０℃を超えないように、熱交換機を装着した高圧
均質器（ｍａｘ.ｏｕｔｐｕｔ ５Ｌ/ｈｒ、最大圧力１２００ｂａｒ、Ｍｏｄｅｌ ＨＳ－
１００２；ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｄ ｂｙ Ｈｗａｓｕｎｇ ＭａｃｈｉｎｅｒｙＣｏ．,
Ｌｔｄ., Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ）の熱交換機を氷水中に装置した後、蒸留水で機器内部
を洗浄して作動準備した後、緩衝溶液（２０ｍＭＮａＨ２ＰＯ４ ｐＨ６．５－７．５、
１ｍＭ ＥＤＴＡ）に溶解されている１ｍｇ/ｍｌ濃度のヒト成長ホルモン（ＬＧ Ｌｉｆ
ｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ,Ｌｔｄ）溶液にリン脂質を１０ｗ/ｖ％比率で添加し、十分水和さ
せて攪拌し、これを常温、低圧０ｂａｒで３回以上均質器に通過させた。次いで、前記均
質器過程を経た溶液にリン脂質を１４ｗ/ｖ％比率となるように添加して、十分水和させ
て攪拌して、１００ｂａｒで３回以上均質器を通過させた。その後、前記均質器の過程を
経た溶液にリン脂質を１８ｗ/ｖ％比率となるように添加して十分水和させて攪拌し、２
００ｂａｒで３回以上均質器を通過させた。その後、前記均質器の過程を経た溶液にリン
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脂質を２０ｗ/ｖ％比率となるように添加して十分水和させて攪拌し、３００ｂａｒで３
回以上均質器を通過させた。次いで、前記均質器の過程を経た溶液にリン脂質を２２ｗ/
ｖ％比率となるように添加して十分水和させて攪拌し、４００ｂａｒで３回以上均質器を
通過させた。その後、前記均質器の過程を経た溶液にリン脂質を２４ｗ/ｖ％比率となる
ように添加して十分水和させて攪拌し、５００ｂａｒで３回以上均質器を通過させた。そ
の後、前記均質器の過程を経た溶液にリン脂質を２６ｗ/ｖ％比率となるように添加して
十分水和させて攪拌し、６００ｂａｒで３回以上均質器を通過させた。次いで、前記均質
器の過程を経た溶液にリン脂質を２８ｗ/ｖ％比率となるように添加して十分水和させて
攪拌し、７００ｂａｒで３回以上均質器を通過させた。その後、前記均質器の過程を経た
溶液を８００ｂａｒで３回以上均質器を通過させた後、均質器から溶液を排出して、１５
、０００×ｇで３０分間高速遠心分離し、上清液を分離した。この際、リポソーム内に入
らなかったヒト成長ホルモンをゲル透過クロマトグラフィ（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ,
ＵＳＡ）で除去し、液相のリポソームを得た（参照：図２）。
【００５７】
　Ｂ剤形において、溶液を、蒸留水及び緩衝溶液ｐＨ６．０～７．５（２０ｍＭＮａＨ２

ＰＯ４、１ｍＭＥＤＴＡ,ｐＨ６．０－７．５）を使用して製造した結果、リポソームの
物性及び安定性に変わりはなく、また、結果物を１５～３０℃で大豆レシチン１０ｗ/ｖ
％以上で長期保管（1ヶ月以上）したら、脂質層と水溶液との相分離が発生（上層は水溶
液、下層は脂質層）したが、１０ｗ/ｖ％未満の大豆レシチンでは相分離が起こらず、安
定性に優れていた。
<<実施例ＩＩ：ＦＰＬＣ分離及びＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析>>
　前記実施例Ｉの剤形Ｂのヒト成長ホルモン－含有リポソームの分析のために、常温でＦ
ＰＬＣ（Ａｃｔａｅｘｐｌｏｒｅｒ,Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）にｓｕｐ
ｅｒｄｅｘ ２００ＨＲ/３０カラムを装置して、カラムボリュームの二倍の緩衝溶液（２
０ｍＭＮａＨ２ＰＯ４、１ｍＭ ＥＤＴＡ及び１５０ｍＭ ＮａＣｌ）で平衡化させた後、
ヒト成長ホルモン－含有リポソームを分離及びその分画を分取し、これをＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅで分析した。図３から確認できるように、約２２ｋＤａ付近で、ヒト成長ホルモンのバ
ンドが見られる。
<<実施例ＩＩＩ：リポソーム内のヒト成長ホルモンの定量>>
　ＨＰＬＣ（Ｓｈｉｍａｚｕ）にＣ１８Ｄｅｌｔａ ｐａｃｋカラム（Ｗａｔｅｒｓ、Ｕ
ＳＡ）を装着して、溶媒Ａは、０．１％ＴＦＡアセトニトリル、溶媒Ｂは、０．１％ＴＦ
ＡＨ２Ｏを使用し、濃度勾配（Ｂ ６０－１０％:０－２５ｍｉｎ,Ｂ ６０％：２５．０１
－３０ｍｉｎ）方式により、流速１ｍｌ/ｍｉｎで逆相－ＨＰＬＣを行った。蛍光検出器
（ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ:２９５ｎｍ、ｒａｎｇｅ:２７０－３００ｎｍ;ｅｍｉｓｓｉｏ
ｎ:３５０ｎｍ、ｒａｎｇｅ:３００－４００ｎｍ）を利用して、オーブン温度５５℃、ラ
ンタイム３０分の機器条件で標準試料（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄヒ
ト成長ホルモンＮＩＢＳＣ ｃｏｄｅ ９８/５７４）を定量した後、試料前処理過程（ヒ
ト成長ホルモンを含有したリポソーム溶液を、超音波を利用して破砕した後、５０ｍＭＴ
ｒｉｓ－Ｃｌ ｐＨ８．０ 、１ｍＭＥＤＴＡ、８Ｍウレア、２％Ｔｗｅｅｎ２０溶液を試
料と同じ容量で添加後、ピペッティングする）を経て、蛍光検出器を利用してＨＰＬＣで
定量した（図４参照）。
【００５８】
　定量の結果、実施例Ｉの剤形ＢのＬｉｐｏ－ｈＧＨは、約３．６９μｇ/ｍｌのヒト成
長ホルモンを含有していることが分かった。
<<実施例ＩＶ：リン脂質含量の分析>>
　ＨＰＬＣ（Ｓｈｉｍａｚｕ）にＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＳ５ ＮＨ２カラム（Ｗａｔｅｒ
ｓ）を装着して、溶媒として６０％アセトニトリル、３０％メタノール及び５％Ｈ２Ｏを
使用して、等溶媒濃度勾配（Ｉｓｏｃｒａｔｉｃｇｒａｄｉｅｎｔ）方式により、流速１
ｍｌ/ｍｉｎでＨＰＬＣを行った。紫外線検出器（２１５ｎｍ）を利用して、オーブン温
度３５℃、ランタイム２０分の機器条件でリン脂質を、メタノール：クロロホルム（９０
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％：１０％）の溶液に完全に溶解して定量した。同じ方式で本発明のヒト成長ホルモン－
含有リポソーム溶液を、メタノール：クロロホルム（９０％：１０％）の溶液に完全に溶
解させた後、ＨＰＬＣで定量した（図５参照）。
【００５９】
　定量の結果、実施例Ｉの剤形ＢのＬｉｐｏ－ｈＧＨは、約３．２６ｍｇ/ｍｌのリン脂
質を含有していることが分かった。
<<実施例Ｖ：安定性試験>>
　前記実施例Ｉで製造されたＢ剤形のヒト成長ホルモン－含有リポソームの安定性試験を
次のように行った：０．１％メチルパラベンを含有した本発明のＬｉｐｏ－ｈＧＨを褐色
瓶に入れて、それぞれ４℃及び１５～３０℃に放置し、１週間隔でｈＧＨ含量をＨＰＬＣ
で定量して、安定性を調べた。図６から確認できるように、本発明のＬＩｐｏ－ｈＧＨは
、貯蔵１０ヶ月後、４℃では初期ｈＧＨ含量の８７．５％存在して、室温では、７５％存
在することを確認した。したがって、本発明のＬｉｐｏ－ｈＧＨは、安定性に優れている
ことが分かる。
<<実施例ＶＩ：安定性試験>>
　本発明のヒト成長ホルモン含有リポソーム（実施例ＩのＢ剤形）の安全性を検査するた
めに、ヒト角質細胞株であるＨａＣａＴ（ＤＫＦＺ,Ｇｅｒｍａｎｙ）とヒト胚芽繊維芽
細胞であるＨＥＦ（ｇｉｆｔｆｒｏｍ Ｐｒｏｆ.Ｌｅｅ,Ｊａｅｙｏｎｇ,Ｄｅｐａｒｔｍ
ｅｎｔ ｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ,Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ,Ｈａｌｌ
ｙｍ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）に対する細胞毒性を調べた。
【００６０】
　ＨａＣａＴとＨＥＦを、それぞれ１×１０５細胞/ｍｌ及び５×１０４細胞/ｍｌの濃度
で１０％ＦＢＳ/ＤＭＥＭ（ＦＤ培地）に懸濁して、これを２４ウェルプレートに１ｍｌ
添加した後、３７℃、５％ＣＯ２インキュベータで一日間培養した。培養１日後、上層培
地を注意深く除去し、適切な量の１０％ＦＤ培地と濃度別に用意した試料をプレートのウ
ェルに添加して、３７℃、５％ＣＯ２インキュベータで一日間反応した。試料として利用
されたものは、緩衝液（２０ｍＭＮａ－ＰＩ,ｐＨ７．０、 １ｍＭ ＥＤＴＡおよび０．
１％メチルパラベン含有）、リポソーム、ヒト成長ホルモン、及び実施例ＩのＢ剤形のＮ
ａｎｏｌｉｐｏ－ｈＧＨである。反応後、細胞の生存力を、３－（４，５－ジメチルチア
ゾール－２－イル）－２，５－ジフェニルテトラゾリウムブロマイド（ＭＴＴ:Ｓｉｇｍ
ａ,ＵＳＡ）を利用して測定した（Ｓｈｅａｒｍａｎｅｔ ａｌ.,Ｐｒｏｃ.Ｎａｔｌ.Ａｃ
ａｄ.Ｓｃｉ.９１（４）:１４７０－４（１９９４）,Ｓｈｅａｒｍａｎ ｅｔ ａｌ.,Ｊ.
Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ.６５（１）:２１８－２７（１９９５）及びＫａｎｅｋｏｅｔ ａｌ.
,Ｊ.Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ.６５（６）:２５８５－９３（１９９５））。ＭＴＴ反応結果物
に対し、ＥＬＩＡＳリーダー（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ,ＵＳＡ）を利用して
、５７０ｎｍにおける吸光度を測定した。各試料による生存度は、試料が添加されていな
いウェルの吸光度を１００％として、相対的な値で示した（図７）。
【００６１】
　図７から確認できるように、本発明のｈＧＨ含有ナノリポソームは、ＨａＣａＴとＨＥ
Ｆの細胞生存度に影響を及ぼさないことが分かり、つまり生体に非常に安全な剤形である
ことが分かる。
<<実施例ＶＩＩ：ナノリポソーム剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨのＮｂ２細胞増殖の分析>>
　Ｎｂ２ｎｏｂｌｅｒａｔ ｌｙｍｐｈｏｍａ ｃｅｌｌｌｉｎｅ（ＮＩＢＳＣ ＥＣＡＣ
Ｃ ＃９７０４１１０１）１×１０５細胞/ｍｌ ５０μｌが入っている９６ウェルプレー
トのウェルに、Ｓ－ｈＧＨ（標準ヒト成長ホルモン、Ｓｔａｎｄａｒｄｈｕｍａｎ ｇｒ
ｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ、ＮＩＢＳＣｃｏｄｅ ９８/５７４）、Ｓ－ｈＧＨに１０００
倍希釈された試料前処理溶液（ヒト成長ホルモンを含有していないリポソーム溶液を超音
波（ｓｏｎｉｃａｔｏｒ）を利用して破砕後、５０ｍＭＴｒｉｓ－Ｃｌ ｐＨ８．０、１
ｍＭ ＥＤＴＡ、８Ｍｕｒｅａ,２％Ｔｗｅｅｎ２０溶液を試料と同じ容量で添加後、ピペ
ッティング）が添加された試料、または、試料前処理過程（ヒト成長ホルモンを含有した
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リポソーム溶液を超音波（ｓｏｎｉｃａｔｏｒ）を利用して破砕後、５０ｍＭＴｒｉｓ－
Ｃｌ ｐＨ８．０、１ｍＭ ＥＤＴＡ、８Ｍｕｒｅａ,２％Ｔｗｅｅｎ２０溶液を試料と同
じ容量で添加後、ピペッティング）を経た実施例ＩのＢ剤形Ｎａｎｏｌｉｐｏ－ｈＧＨ（
Ｎ－ｈＧＨ）を１０００倍希釈した溶液が添加された試料を添加した。５日間、３７℃、
５％ＣＯ２で培養した後、増殖された細胞の量を、ＭＴＴを利用して測定した。ｈＧＨが
添加されていない対照群の平均吸光度を１００％とした時、試料が添加された群の相対的
な値を計算した。
【００６２】
　図９から分かるように、本発明のＮａｎｏｌｉｐｏ－ｈＧＨに包囲されたヒト成長ホル
モンは、本来の活性を維持していることが分かる。
<<実施例ＶＩＩＩ：粒子大きさ分布の分析>>
　前記実施例においてゲル透過クロマトグラフィで分離した剤形ＢのＬｉｐｏ－ｈＧＨを
、ＰａｒｔｉｃｌｅＳｉｚｅ Ａｎａｌｙｚｅｒ （Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００/Ｍ
ａｌｖｅｒｎ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ Ｌｔｄ.）を利用して、屈折率１．５２で粒子大
きさ分布を分析した（図１３参照）。図１３から分かるように、本発明のＬｉｐｏ－ｈＧ
Ｈの粒子大きさは、０．１９３μｍ大きさで最大分布を示し、剤形ＢのＬｉｐｏ－ｈＧＨ
は、ナノ大きさで存在することが分かる。
<<実施例ＩＸ：シワ改善効能の分析>>
　４週齢の無毛マウス（韓国化学研究院から購入）と実施例ＩのＢ剤形Ｎａｎｏｌｉｐｏ
－ｈＧＨ（Ｎ－ｈＧＨ）を利用して実験した。動物飼育室の温度は、２２±２℃、湿度は
、５５～６０％に維持して、明暗循環が１２時間サイクルで調節されるようにして、放射
線照射で滅菌した固形飼料（中央実験動物、Ｓｅｏｕｌ、Ｋｏｒｅａ）と滅菌した給水を
自由に摂取するようにした。２週間ほどの適応期間を経た。このようなヌードマウスの背
中部位にシワを誘導するために、ＵＶＢ－２０ｍＪを１週３回照射する方式で８週間照射
した。その後、化粧用ブラシを利用して、ＵＶＢが照射された背中に試料及び対照群溶液
を８週間塗布した。その後、シワ改善効果をＤｏｎａｌｄ方法（Ｈｙｕｎ－ＳｅｏｋＫｉ
ｍ ｅｔ.ａｌ,Ｍｅｃｈ.Ａｇｅｉｎｇ Ｄｅｖ.（２００５.８.１６ ｉｎ ｐｒｅｓｓ））
により評価した。
【００６３】
　実験結果は、図８及び図１４に示されている。図８において、対照群（ｎ＝３）は、何
の処理もしなかった群であり、ＵＶＢ－対照群（ｎ＝３）は、ＵＶＢ－２０ｍＪを処理し
てシワのみを誘導した群であり、リポソーム（ｎ＝３）は、ＵＶＢ－２０ｍＪを処理して
シワを誘導し、リポソームを処理した群であって、Ｎａｎｏｌｉｐｏ－ｈＧＨ（ｎ＝３）
は、ＵＶＢ－２０ｍＪを処理してシワを誘導し、本発明のＮａｎｏｌｉｐｏ－ｈＧＨを処
理した群である。図８及び図１４から分かるように、本発明のＮａｎｏｌｉｐｏ－ｈＧＨ
は、ＵＶにより誘導されたシワを効果的に除去して、その効果は、局所投与後、約２週間
後から明らかに現れていることが分かる。
<<実施例Ｘ：ニキビ治療効能の分析>>
　本発明のヒト成長ホルモン－含有リポソームのニキビ治療効能を次のように調べた：
　１５～４０歳の女性のうち、顔の肌にニキビを有する６０名を、２０名ずつランダムに
三つのグループに分けて、前記実施例ＩのｈＧＨ含有リポソーム剤形Ｂ型（剤形１）、リ
ポソームのみの比較溶液（剤形２）、比較緩衝溶液（剤形３）を、それぞれ３週間、朝/
夜の一日２回ずつ、洗顔後最も先に使用するようにした。その他には、普段使用していた
化粧品に対する制限はなかった。その後、使用者の意見により、ニキビに対する改善程度
を下記の評価基準にしたがって判定した。試験結果は、表１に示した。
【００６４】
　評価基準：＋＋＋（非常に良好な改善効果がある）、＋＋（相当な改善効果がある）、
＋（若干の改善効果がある）、±（改善効果はないが、悪化してもいない）、－（悪化し
ている）
【００６５】
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【表１】

 
【００６６】
　表１から分かるように、本発明の剤形は、ニキビに対する改善程度が非常に優れている
ことが分かり、ニキビ改善効果は、アプリケーション後約２週間後から明らかに現れ始め
た。しかも、本発明の組成物は、皮膚に対する刺激、例えば、紅斑または痒みをほとんど
誘発しなかった。
<<実施例ＸＩ：シミ除去効能の分析>>
　本発明のヒト成長ホルモン－含有リポソームのシミ除去効能を次のように調べた：
　４０～６０歳の女性のうち、顔の肌にシミを有する６０名を、２０名ずつランダムに三
つのグループに分けて、前記実施例ＩのｈＧＨ含有リポソーム剤形Ｂ型（剤形１）、リポ
ソームのみの比較溶液（剤形２）、比較緩衝溶液（剤形３）を、それぞれ８週間、朝/夜
の一日２回ずつ、洗顔後最も先に使用するようにした。その他には、普段使用していた化
粧品に対する制限はなかった。その後、使用者の意見により、シミに対する改善程度を下
記の評価基準にしたがって判定した。試験結果は、表２に示した。
【００６７】
　評価基準：＋＋＋（非常に良好な改善効果がある）、＋＋（相当な改善効果がある）、
＋（若干の改善効果がある）、±（改善効果はないが、悪化してもいない）、－（悪化し
ている）
【００６８】
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【表２】

 
【００６９】
　表２から分かるように、本発明の剤形は、シミに対する改善程度が非常に優れているこ
とが分かり、シミ改善効果は、アプリケーション後約３～５週間後から明らかに現れ始め
た。しかも、本発明の組成物は、皮膚に対する刺激、例えば、紅斑または痒みをほとんど
誘発しなかった。
<<実施例ＸＩＩ：ナノリポソーム剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨのローカリゼーション及び皮膚
に及ぼす影響の分析>>
　スプラグドーリ（ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ）ラットの腹部部分を六つの区域（それ
ぞれ半径1cmの円）に分けて、次の試料を処理した。０．１％メチルパラベン緩衝液、０
．１％リポソーム、０．００１Ｕ ｈＧＨ、０．０００１Ｕ ｈＧＨ、０．００１ＵＬｉｐ
ｏ－ｈＧＨ、及び０．０００１Ｕ Ｌｉｐｏ－ｈＧＨ。
【００７０】
　２４時間毎に５０μｌずつ２回処理して、計７回処理した。そして、最後の試料処理後
、２４時間が経ったら、ラットから組織を採取した。採取した組織を４０μｍ厚に断片化
して、１次抗体としてポリクロナルラビット抗－ヒト成長ホルモン抗体（ＤＡＫＯ,Ｕ.Ｓ
.Ａ.）を処理した後、２次抗体としてビオチンが結合されているａｎｔｉ－ｒａｂｂｉｔ
ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＶＥＣＴＯＲ.ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ ＡＢＣ ｋｉｔ（ＲＡＢＢＩＴ
ＩｇＧ）,Ｕ.Ｓ.Ａ.）を室温で３０分間処理した。その後、ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ ＡＢ
Ｃ ｒｅａｇｅｎｔ（ＶＥＣＴＯＲ,Ｕ.Ｓ.Ａ.）で室温で３０分間処理し、ＤＡＢ基質（
Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ,Ｓｉｇｍａ,ＵＳＡ）で発色反応させた。７８％エタ
ノール、８５％エタノール、９５％エタノール、及び１００％エタノールで順に脱水した
後、キシレンで５分間処理した。組織をスライドガラスに固定した後、Ｌｉｐｏ－ｈＧＨ
に含有されたヒト成長ホルモンの位置を観察した。
【００７１】
　図１０ａから分かるように、本発明のＬｉｐｏ－ｈＧＨに包囲されたヒト成長ホルモン
またはラットが元々有しているラット成長ホルモンが、毛嚢のバルジ幹細胞と見なされる
位置で確認されることが分かる。
【００７２】
　また、図１０ｂから分かるように、本発明のＬｉｐｏ－ｈＧＨ（０．０００１ＵのｈＧ
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が分かる。さらに、図１０ｂにおいて、ｈＧＨ水溶液のみを皮膚に塗布した場合も、毛嚢
のバルジ幹細胞位置にｈＧＨが到達していることが分かるが、このような発見は、当業界
の技術水準と常識からみて、非常に驚異的なことである。この結果は、リポソームで包囲
されたｈＧＨだけではなく、ｈＧＨ水溶液自体を皮膚に塗布する場合も、皮膚状態の改善
を達成することができるという可能性を示す。
<<実施例ＸＩＩＩ：ナノリポソーム剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨがマウス皮膚に及ぼす影響の
分析>>
　実施例Ｉで製造した本発明のナノリポソーム剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨがＩＣＲマウスの
皮膚に及ぼす影響をＨ&Ｅ（Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ & Ｅｏｓｉｎ）染色により分析した
。まず、ＩＣＲマウスの背中の毛を除去した後、脊椎を中心に分けて、対照群と本発明の
Ｌｉｐｏ－ｈＧＨを４時間毎に２週間処理した：グループ１（３匹）、非処理；グループ
２（３匹）、リポソーム/０．１Ｕ本発明のＬｉｐｏ－ｈＧＨ処理；グループ３（３匹）
、リポソーム/０．０１Ｕ本発明のＬｉｐｏ－ｈＧＨ処理；グループ４（３匹）、リポソ
ーム/０．００１Ｕ本発明のＬｉｐｏ－ｈＧＨ処理。２週間処理後、マウスから組織を採
取した。採取した組織をパラフィンブロックに作って、４μｍ厚に断片化し、スライドガ
ラス上に載置した。次いで、前記断片から脱パラフィンした後、ヘマトキシリン溶液で室
温で１０分間処理した後、エオシン溶液で室温で１分間処理した。７８％エタノール、８
５％エタノール、９５％エタノール、及び１００％エタノールで順に脱水した後、キシレ
ンで５分間処理した。組織を固定化した後、顕微鏡下で染色された組織を観察した。
【００７３】
　図１１ａから分かるように、本発明のナノリポソーム剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨを処理し
た皮膚の表皮層で細胞の増殖が大いに増加することが分かり、真皮層では、結合組織のリ
モデリングが発生し、より緻密な結合組織が形成されることが分かる。図１１ｂは、４０
０倍拡大像であって、真皮層で結合組織のリモデリングが発生したことを、より明確に確
認することができる。
<<実施例ＸＩＶ：ナノリポソーム剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨが人工皮膚に及ぼす影響の分析
>>
　Ｎｅｏｄｅｒｍ－ＥＤＴＭ（ＴｅｇｏＳｃｉｅｎｃｅ,Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ）を利用
して、本発明のナノリポソーム剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨが人工皮膚に及ぼす影響を分析し
た。Ｎｅｏｄｅｒｍ－ＥＤＴＭは、インビトロ（Ｉｎｖｉｔｒｏ）試験のための人間皮膚
モデルであって、表皮と真皮マトリックスから構成されている。実験群は、グループ１は
、非処理、グループ２は、緩衝液のみを処理、グループ３と４は、リポソーム処理、グル
ープ５及び６は、それぞれ０．００１ｕｎｉｔ及び０．０１ｕｎｉｔの本発明のＬｉｐｏ
－ｈＧＨ処理群である。パラフィン包埋及びＨ&Ｅ染色は、前記実施例と同様に行った。
最終的に顕微鏡下で染色された組織を観察した。
【００７４】
　図１２から分かるように、本発明のナノリポソーム剤形のＬｉｐｏ－ｈＧＨを処理した
Ｎｅｏｄｅｒｍ－ＥＤＴＭの角質細胞層において、細胞の増殖が活発になされた。
【００７５】
　以上、本発明の望ましい具現例を詳細に記述したが、当業界の通常の知識を有する者に
とっては、このような具体的な記述はただ望ましい具現例に過ぎなく、これに本発明の範
囲が限定されないことは明らかである。従って、本発明の実質的な範囲は、添付の請求項
とその等価物により定義されると言える。
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