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(57)【要約】

【課題】アシタバ由来の成分とオリーブ由来の成分とを同時に作用させることにより、相

乗的にそれらの機能性を発揮させる技術を提供する。

【解決手段】有効成分として、（１）キサントアンゲロール及び／又は４－ヒドロキシデ

リシンと、（２）ヒドロキシチロソール及び／又はオレウロペインとを同時に又は別々に

含む、機能性組成物、酸化ストレスの予防又は改善用組成物、血管内皮の保護又は損傷治

癒促進用組成物、活性酸素の消去又は無害化用組成物、又は内皮型一酸化窒素合成酵素の

活性化用組成物である。上記組成物は、食品、医薬品、医薬部外品、化粧品、サプリメン

ト、動物用医薬品又は飼料の形態であることが好ましい。

【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 有 効 成 分 と し て 、 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、

（ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と を 同 時 に 又 は 別 々 に 含 む こ と を

特 徴 と す る 機 能 性 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ 】

　 有 効 成 分 と し て 、 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、

（ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と を 同 時 に 又 は 別 々 に 含 む こ と を

特 徴 と す る 酸 化 ス ト レ ス の 予 防 又 は 改 善 用 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ 】

　 有 効 成 分 と し て 、 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、

（ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と を 同 時 に 又 は 別 々 に 含 む こ と を

特 徴 と す る 血 管 内 皮 の 保 護 又 は 損 傷 治 癒 促 進 用 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ 】

　 有 効 成 分 と し て 、 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、

（ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と を 同 時 に 又 は 別 々 に 含 む こ と を

特 徴 と す る 活 性 酸 素 の 消 去 又 は 無 害 化 用 組 成 物 。

【 請 求 項 ５ 】

　 有 効 成 分 と し て 、 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、

（ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と を 同 時 に 又 は 別 々 に 含 む こ と を

特 徴 と す る 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 の 活 性 化 用 組 成 物 。

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン は ア シ タ バ 由 来 の も

の で あ る か 、 及 び ／ 又 は 、 前 記 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 オ レ ウ ロ ペ イ ン は オ

リ ー ブ 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 機 能 性 組 成 物 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン は ア シ タ バ 由 来 の も

の で あ る か 、 及 び ／ 又 は 、 前 記 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 オ レ ウ ロ ペ イ ン は オ

リ ー ブ 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 酸 化 ス ト レ ス の 予 防 又 は 改 善 用 組 成 物 。

【 請 求 項 ８ 】

　 前 記 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン は ア シ タ バ 由 来 の も

の で あ る か 、 及 び ／ 又 は 、 前 記 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 オ レ ウ ロ ペ イ ン は オ

リ ー ブ 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 血 管 内 皮 の 保 護 又 は 損 傷 治 癒 促 進 用 組 成 物 。

【 請 求 項 ９ 】

　 前 記 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン は ア シ タ バ 由 来 の も

の で あ る か 、 及 び ／ 又 は 、 前 記 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 オ レ ウ ロ ペ イ ン は オ

リ ー ブ 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 活 性 酸 素 の 消 去 又 は 無 害 化 用 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 前 記 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン は ア シ タ バ 由 来 の も

の で あ る か 、 及 び ／ 又 は 、 前 記 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 オ レ ウ ロ ペ イ ン は オ

リ ー ブ 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 の 活 性 化 用 組 成 物 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 食 品 、 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 、 化 粧 品 、 サ プ リ メ ン ト 、 動 物 用 医 薬 品 又 は 飼 料 の 形 態 で あ

る 請 求 項 １ 又 は ６ 記 載 の 機 能 性 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 食 品 、 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 、 化 粧 品 、 サ プ リ メ ン ト 、 動 物 用 医 薬 品 又 は 飼 料 の 形 態 で あ

る 請 求 項 ２ 又 は ７ 記 載 の 酸 化 ス ト レ ス の 予 防 又 は 改 善 用 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 食 品 、 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 、 化 粧 品 、 サ プ リ メ ン ト 、 動 物 用 医 薬 品 又 は 飼 料 の 形 態 で あ

る 請 求 項 ３ 又 は ８ 記 載 の 血 管 内 皮 の 保 護 又 は 損 傷 治 癒 促 進 用 組 成 物 。
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【 請 求 項 １ ４ 】

　 食 品 、 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 、 化 粧 品 、 サ プ リ メ ン ト 、 動 物 用 医 薬 品 又 は 飼 料 の 形 態 で あ

る 請 求 項 ４ 又 は ９ 記 載 の 活 性 酸 素 の 消 去 又 は 無 害 化 用 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 食 品 、 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 、 化 粧 品 、 サ プ リ メ ン ト 、 動 物 用 医 薬 品 又 は 飼 料 の 形 態 で あ

る 請 求 項 ５ 又 は １ ０ 記 載 の 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 の 活 性 化 用 組 成 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 植 物 由 来 成 分 を 有 効 成 分 と し て 含 む 機 能 性 組 成 物 に 関 し 、 よ り 詳 細 に は 、 ア

シ タ バ 及 び オ リ ー ブ に 由 来 す る 有 効 成 分 を 含 む 、 酸 化 ス ト レ ス の 予 防 又 は 改 善 用 組 成 物 、

血 管 内 皮 の 保 護 又 は 損 傷 治 癒 促 進 用 組 成 物 、 活 性 酸 素 の 消 去 又 は 無 害 化 用 組 成 物 、 及 び 内

皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 の 活 性 化 用 組 成 物 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 セ リ 科 植 物 で あ る ア シ タ バ （ 明 日 葉 、 学 名 Angelica keiskei） に は 、 カ ル コ ン 類 に 属 す

る キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル や ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン が 主 要 な 機 能 性 成 分 と し て 含 ま れ て い

る 。 ま た 、 モ ク セ イ 科 植 物 で あ る オ リ ー ブ （ 学 名 Olea europaea） に は 、 そ の 葉 に は オ レ

ウ ロ ペ イ ン が 、 そ の 果 実 に は ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル が 、 主 要 な 機 能 性 成 分 と し て 含 ま れ て

い る 。 オ レ ウ ロ ペ イ ン は 分 子 内 に ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル の 構 造 を 有 し 、 果 実 の 成 熟 と と も

に オ レ ウ ロ ペ イ ン が ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル に 変 化 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 生 体 内

に 摂 取 し た オ レ ウ ロ ペ イ ン は 一 部 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル に 変 換 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る

。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 上 記 植 物 来 成 分 の 機 能 性 に つ い て 、 本 発 明 者 ら の 研 究 に よ れ ば 、 オ レ ウ ロ ペ イ ン や ヒ ド

ロ キ シ チ ロ ソ ー ル に は 、 排 卵 障 害 改 善 の 作 用 効 果 が あ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ 特 許

文 献 １ ） 。 ま た 、 オ レ ウ ロ ペ イ ン や ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル に は 、 骨 形 成 促 進 の 作 用 効 果 が

あ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ 特 許 文 献 ２ ） 。 ま た 、 ア シ タ バ 抽 出 物 に は 、 排 卵 障 害 改

善 の 作 用 効 果 が あ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ 特 許 文 献 ３ ） 。 ま た 、 ア シ タ バ 抽 出 物 や

、 そ の 機 能 性 成 分 で あ る キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル や ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン に は 、 暑 熱 ス ト

レ ス に よ る 精 子 機 能 低 下 を 改 善 す る 作 用 効 果 が あ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ 特 許 文 献

４ ） 。 ま た 、 ア シ タ バ 抽 出 物 に は 、 家 畜 の 乳 房 炎 を 予 防 又 は 改 善 す る 作 用 効 果 が あ る こ と

が 明 ら か に さ れ て い る （ 特 許 文 献 ５ ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ９ － １ ９ １ ０ １ ２ 号 公 報

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ９ － ２ ２ ７ ６ １ ６ 号 公 報

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ １ ２ － １ ０ ２ ０ ５ ５ 号 公 報

【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 ２ ０ １ ６ － ０ ３ ３ １ ３ １ 号 公 報

【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 ２ ０ １ ７ － ０ ７ １ ５ ６ ４ 号 公 報

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 し か し な が ら 、 種 々 の 機 能 性 が 知 ら れ る ア シ タ バ 由 来 の 成 分 と オ リ ー ブ 由 来 の 成 分 に つ

い て 、 こ れ ら を 同 時 に 作 用 さ せ る こ と は 、 従 来 報 告 が な い 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 ア シ タ バ 由 来 の 成 分 と オ リ ー ブ 由 来 の 成 分 と を 同 時 に 作 用 さ せ る こ と

に よ り 、 相 乗 的 に そ の 機 能 性 を 発 揮 さ せ る 技 術 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ ０ ７ 】

　 上 記 目 的 を 達 成 す る た め 、 本 発 明 者 ら が 鋭 意 研 究 し た 結 果 、 ア シ タ バ 由 来 の 成 分 で あ る

キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、 オ リ ー ブ 由 来 の 成 分 で あ る ヒ ド ロ

キ シ チ ロ ソ ー ル と を 併 用 す る と 、 種 々 の 機 能 性 に お い て 相 乗 的 に 効 果 が 高 め ら れ る こ と を

見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 第 １ に 、 有 効 成 分 と し て 、 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又

は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、 （ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と

を 同 時 に 又 は 別 々 に 含 む こ と を 特 徴 と す る 機 能 性 組 成 物 を 提 供 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 第 ２ に 、 有 効 成 分 と し て 、 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４

－ ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、 （ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と を 同

時 に 又 は 別 々 に 含 む こ と を 特 徴 と す る 酸 化 ス ト レ ス の 予 防 又 は 改 善 用 組 成 物 を 提 供 す る も

の で あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 第 ３ に 、 有 効 成 分 と し て 、 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４

－ ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、 （ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と を 同

時 に 又 は 別 々 に 含 む こ と を 特 徴 と す る 血 管 内 皮 の 保 護 又 は 損 傷 治 癒 促 進 用 組 成 物 を 提 供 す

る も の で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 第 ４ に 、 有 効 成 分 と し て 、 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４

－ ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、 （ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と を 同

時 に 又 は 別 々 に 含 む こ と を 特 徴 と す る 活 性 酸 素 の 消 去 又 は 無 害 化 用 組 成 物 を 提 供 す る も の

で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 第 ５ に 、 有 効 成 分 と し て 、 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４

－ ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、 （ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と を 同

時 に 又 は 別 々 に 含 む こ と を 特 徴 と す る 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 の 活 性 化 用 組 成 物 を 提 供

す る も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 に よ る 上 記 組 成 物 に お い て は 、 前 記 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は 前 記 ４ － ヒ

ド ロ キ シ デ リ シ ン は ア シ タ バ 由 来 の も の で あ る か 、 及 び ／ 又 は 、 前 記 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー

ル 及 び ／ 又 は 前 記 オ レ ウ ロ ペ イ ン は オ リ ー ブ 由 来 の も の で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 ま た 、 本 発 明 に よ る 上 記 組 成 物 に お い て は 、 該 組 成 物 は 、 食 品 、 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 、

化 粧 品 、 サ プ リ メ ン ト 、 動 物 用 医 薬 品 又 は 飼 料 の 形 態 で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 ア シ タ バ 由 来 の 成 分 で あ る キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド

ロ キ シ デ リ シ ン と 、 オ リ ー ブ 由 来 の 成 分 で あ る オ レ ウ ロ ペ イ ン 及 び ／ 又 は ヒ ド ロ キ シ チ ロ

ソ ー ル と を 併 用 す る の で 、 種 々 の 機 能 性 に お い て 、 そ れ ら 成 分 に よ る 効 果 が 相 乗 的 に 高 め

ら れ る 。 よ っ て 、 こ れ を 利 用 し て 、 酸 化 ス ト レ ス の 予 防 又 は 改 善 用 組 成 物 、 血 管 内 皮 の 保

護 又 は 損 傷 治 癒 促 進 用 組 成 物 、 活 性 酸 素 の 消 去 又 は 無 害 化 用 組 成 物 、 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合

成 酵 素 の 活 性 化 用 組 成 物 等 、 種 々 機 能 性 組 成 物 を 提 供 す る こ と が で き る 。 ま た 、 機 能 性 の

高 め ら れ た 食 品 、 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 、 化 粧 品 、 サ プ リ メ ン ト 、 動 物 用 医 薬 品 、 飼 料 等 を

提 供 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ６ 】

【 図 １ 】 試 験 例 １ に お い て 、 被 験 物 質 が 血 管 内 皮 細 胞 の 酸 化 ス ト レ ス 抵 抗 性 に 与 え る 影 響

を 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に よ る 細 胞 生 存 率 の 測 定 に よ り 評 価 し た 結 果 を 示 す 図 表 で あ る 。
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【 図 ２ 】 試 験 例 ２ に お い て 、 被 験 物 質 が 血 管 内 皮 細 胞 の 創 傷 治 癒 促 進 作 用 に 与 え る 影 響 を

、 顕 微 鏡 下 の 観 察 に よ り 評 価 し た 結 果 を 示 す 図 表 で あ る 。

【 図 ３ 】 試 験 例 ３ に お い て 、 被 験 物 質 が 血 管 内 皮 細 胞 の グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活

性 に 与 え る 影 響 を 、 血 管 内 皮 細 胞 の 総 タ ン パ ク 抽 出 液 を 用 い た 試 験 管 内 酵 素 活 性 測 定 に よ

り 評 価 し た 結 果 を 示 す 図 表 で あ る 。

【 図 ４ 】 試 験 例 ４ に お い て 、 被 験 物 質 が 血 管 内 皮 細 胞 の 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 の 活 性

化 に 与 え る 影 響 を 、 血 管 内 皮 細 胞 の 総 タ ン パ ク 抽 出 液 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に

よ り 評 価 し た 結 果 を 示 す 図 表 で あ り 、 図 ４ （ ａ ） は 血 管 内 皮 細 胞 の 総 タ ン パ ク 抽 出 液 を Ｓ

Ｄ Ｓ ゲ ル 電 気 泳 動 に 展 開 し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト メ ン ブ レ ン 上 に 検 出 し た ｐ － ｅ Ｎ Ｏ Ｓ （

活 性 型 ｅ Ｎ Ｏ Ｓ ） 又 は α － チ ュ ー ブ リ ン に 相 当 す る バ ン ド の 写 真 で あ り 、 図 ４ （ ｂ ） は そ

の バ ン ド 強 度 か ら 相 対 的 な 発 現 量 を 求 め て プ ロ ッ ト し た グ ラ フ で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 に お い て は 、 第 １ の 有 効 成 分 と し て 、 下 記 化 学 式 （ １ ） で 示 さ れ る キ サ ン ト ア ン

ゲ ロ ー ル （ Xanthoangelol） 及 び ／ 又 は 下 記 化 学 式 （ ２ ） で 示 さ れ る ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ

シ ン （ 4-hydroxyderricin） を 用 い る 。 第 １ の 有 効 成 分 と し て は 、 こ れ ら い ず れ か を 単 独

で 用 い て も よ く 、 両 者 は 併 用 し て も よ い 。

【 ０ ０ １ ８ 】

【 化 １ 】

【 ０ ０ １ ９ 】

【 化 ２ 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 に お い て は 、 第 ２ の 有 効 成 分 と し て 、 下 記 化 学 式 （ ３ ） で 示 さ れ る ヒ ド ロ キ シ チ

ロ ソ ー ル （ Hydroxytyrosol） 及 び ／ 又 は 下 記 化 学 式 （ ４ ） で 示 さ れ る オ レ ウ ロ ペ イ ン （ Ol

europein） を 用 い る 。 第 ２ の 有 効 成 分 と し て は 、 こ れ ら い ず れ か を 単 独 で 用 い て も よ く 、

両 者 は 併 用 し て も よ い 。 な お 、 オ レ ウ ロ ペ イ ン は 分 子 内 に ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル の 構 造 を

有 し 、 生 体 内 で オ レ ウ ロ ペ イ ン は 一 部 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル に 変 換 さ れ る こ と が 知 ら れ て

い る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

【 化 ３ 】

【 ０ ０ ２ ２ 】
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【 化 ４ 】

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 上 記 化 合 物 と し て は 、 化 学 合 成 品 を 用 い て も よ い が 、 入 手 し や す さ や 生 体 に 投 与 し た と

き の 安 全 性 の 観 点 か ら は 、 天 然 物 由 来 の も の を 用 い る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 セ リ 科 植 物 で あ る ア シ タ バ （ 明 日 葉 、 学 名 Angelica keiskei） は 古 く か ら 食 用 さ れ て お

り 、 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン が 豊 富 に 含 ま れ て い る 。 よ

っ て 、 本 発 明 に 用 い る 第 １ の 有 効 成 分 と し て は 、 そ の よ う な 植 物 由 来 の 素 材 を 用 い る こ と

が 好 ま し い 。 た だ し 、 基 原 と し て は ア シ タ バ 以 外 に も こ れ ら の 化 合 物 を 含 む 植 物 等 で あ れ

ば よ く 、 特 に 制 限 は な い 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 ア シ タ バ と し て は 、 使 用 す る 品 種 や 栽 培 地 域 等 に 特 に 制 限 は な い が 、 基 原 と し て 特 定 の

品 種 を 挙 げ れ ば 、 例 え ば 農 林 水 産 省 品 種 登 録 第 １ ４ ６ ４ １ 号 の 「 理 恵 」 が あ る 。 こ れ に よ

れ ば 、 品 質 の 安 定 し た キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン を 含 有 す

る 素 材 を 得 る こ と が で き る 。 使 用 す る ア シ タ バ の 部 位 に つ い て は 、 本 発 明 の 目 的 を 損 な わ

な け れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 全 草 、 あ る い は 葉 、 茎 、 根 茎 、 花 序 、 果 実 、 種 子 等 の 部 位 が 挙

げ ら れ る 。 こ れ ら は 選 択 さ れ る １ 種 又 は ２ 種 以 上 の 部 位 で よ く 、 適 宜 組 み 合 わ せ て 用 い て

も よ い 。 こ れ ら の う ち 目 的 成 分 の 含 有 量 や 収 量 の 観 点 か ら は 、 葉 、 茎 、 根 茎 が 特 に 好 ま し

い 。 使 用 す る 品 種 、 収 穫 時 期 に も よ る が 、 例 え ば ア シ タ バ 葉 に は 、 乾 燥 重 量 に し て 、 通 常

、 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル が ０ .０ ２ 質 量 ％ ～ ０ .２ ０ 質 量 ％ 程 度 含 ま れ て い る 。 ま た 、 ４ －

ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン が ０ .０ １ 質 量 ％ ～ ０ .１ ０ 質 量 ％ 程 度 含 ま れ て い る 。 ア シ タ バ 茎 に は

、 乾 燥 重 量 に し て 、 通 常 、 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル が ０ .０ ５ 質 量 ％ ～ ０ .４ ０ 質 量 ％ 程 度 含

ま れ て い る 。 ま た 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン が ０ .０ ５ 質 量 ％ ～ ０ .３ ５ 質 量 ％ 程 度 含 ま れ

て い る 。 ア シ タ バ 根 に は 、 乾 燥 重 量 に し て 、 通 常 、 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル が ０ .１ ０ 質 量

％ ～ ０ .３ ０ 質 量 ％ 程 度 含 ま れ て い る 。 ま た 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン が ０ .１ ０ 質 量 ％ ～

０ .３ ５ 質 量 ％ 程 度 含 ま れ て い る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 に 用 い る 第 １ の 有 効 成 分 と し て は 、 ア シ タ バ 等 の 基 原 植 物 の 植 物 体 を そ の ま ま 、

例 え ば 葉 、 茎 、 及 び ／ 又 は 根 茎 等 の 部 位 の 乾 燥 末 な ど の 形 態 に し て 用 い て も よ く 、 あ る い

は 圧 搾 し て そ の 搾 汁 液 や 、 こ れ を 濃 縮 、 乾 燥 、 粉 末 化 等 し て な る 加 工 物 な ど の 形 態 に し て

用 い て も よ い 。 た だ し 、 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン の 含 有

量 を 高 め る 観 点 か ら は 、 よ り 好 ま し く は 、 そ の 抽 出 物 を 用 い る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 抽 出 は 、 従 来 公 知 の 手 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 基 原 植 物 と し て ア シ タ バ

の 全 草 あ る い は １ 種 又 は ２ 種 以 上 の 部 位 、 あ る い は そ の 搾 汁 液 や 、 こ れ を 濃 縮 、 乾 燥 、 粉

末 化 等 し て な る 加 工 物 を 、 適 宜 適 当 な 溶 媒 中 に お い て 、 低 温 な い し 加 温 下 で 所 定 時 間 浸 漬
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し た り 加 熱 還 流 し た り す る こ と に よ っ て 行 い 得 る 。 得 ら れ た 一 次 抽 出 物 は 、 必 要 に 応 じ て

ろ 過 や 濃 縮 、 イ オ ン 交 換 樹 脂 や 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 用 い た 精 製 ・ 分 離 、 凍 結 乾

燥 等 を 行 っ て も よ い 。 こ れ ら の 分 画 ・ 精 製 等 の 手 段 に よ れ ば 、 適 宜 に キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー

ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン の 存 在 を 指 標 に し て 、 そ の 含 有 量 を 高 め る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 抽 出 に 使 用 す る 溶 媒 と し て は 、 特 に 制 限 は な く 、 通 常 植 物 抽 出 に 用 い ら れ る 溶 媒 を １ 種

又 は ２ 種 以 上 選 択 し て 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 水 、 ア ル コ ー ル 類 、 グ リ コ ー ル 類 、

ケ ト ン 類 、 エ ス テ ル 類 、 エ ー テ ル 類 、 ハ ロ ゲ ン 化 炭 素 類 等 が 挙 げ ら れ る 。 ア ル コ ー ル 類 と

し て は 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 グ リ コ ー ル 類 と し て は

、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ジ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ブ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ

ー ル 、 グ リ セ リ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 ケ ト ン 類 と し て は 、 ア セ ト ン 、 メ チ ル エ チ ル ケ ト ン 等

が 挙 げ ら れ る 。 エ ス テ ル 類 と し て は 、 酢 酸 エ チ ル 、 酢 酸 プ ロ ピ ル 、 ギ 酸 エ チ ル 等 が 挙 げ ら

れ る 。 ケ ト ン 類 と し て は 、 ア セ ト ン 、 メ チ ル エ チ ル ケ ト ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 エ ス テ ル 類 と

し て は 、 酢 酸 エ チ ル 、 酢 酸 プ ロ ピ ル 、 ギ 酸 エ チ ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 エ ー テ ル 類 と し て は 、

ジ エ チ ル エ ー テ ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 ハ ロ ゲ ン 化 炭 素 類 と し て は 、 ク ロ ロ ホ ル ム 、 ジ ク ロ ロ

メ タ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 得 ら れ た 抽 出 物 は 、 液 状 （ ジ ュ ー ス ） 、 ペ ー ス ト 状 、 ゲ ル 状 、 油 状 、 エ マ ル ジ ョ ン 等 い

ず れ の 形 態 に 調 製 し て 用 い て も よ い 。 あ る い は 乾 固 さ せ て 固 体 状 と し て も よ く 、 凍 結 乾 燥

や ス プ レ ー ド ラ イ 等 に よ り 乾 燥 さ せ て 粉 末 状 と し て も よ い 。 こ の 場 合 、 デ キ ス ト リ ン 等 の

乾 燥 助 剤 や シ ョ 糖 脂 肪 酸 エ ス テ ル 等 の 乳 化 剤 を 添 加 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 に 用 い る 第 １ の 有 効 成 分 と し て は 、 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ

キ シ デ リ シ ン を 、 そ の 合 計 量 の 乾 燥 固 形 分 換 算 で ０ ． ０ １ 質 量 ％ ～ １ ０ ０ 質 量 ％ 含 有 す る

素 材 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 植 物 体 か ら の 一 次 的 な 抽 出 物 や ア シ タ バ 葉 粉 末 そ の

も の 等 で あ る 場 合 な ど に は 、 そ の 上 限 と し て は 、 典 型 的 に ２ ０ 質 量 ％ 以 下 で も よ い が 、 よ

り 典 型 的 に は １ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ５ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て

も よ い 。 そ の 下 限 と し て は 、 典 型 的 に ０ ． ０ １ 質 量 ％ 以 上 で も よ い が 、 よ り 典 型 的 に は ０

． １ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ０ ． ２ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ い 。

ま た 、 例 え ば 、 植 物 体 か ら の 一 次 的 な 抽 出 物 や ア シ タ バ 葉 粉 末 そ の も の か ら 、 更 に 高 度 に

精 製 等 し て な る 素 材 な ど で あ る 場 合 に は 、 そ の 上 限 と し て は 、 典 型 的 に １ ０ ０ 質 量 ％ 以 下

で も よ い が 、 よ り 典 型 的 に は ９ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ８ ０ 質

量 ％ 以 下 で あ っ て も よ い 。 そ の 下 限 と し て は 、 典 型 的 に ５ ０ 質 量 ％ 以 上 で も よ い が 、 よ り

典 型 的 に は ６ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ７ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て

も よ い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 一 方 、 モ ク セ イ 科 植 物 で あ る オ リ ー ブ （ 学 名 Olea europaea） も 古 く か ら 食 用 さ れ て お

り 、 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン が 豊 富 に 含 ま れ て い る 。 特 に 、 そ の

葉 に は オ レ ウ ロ ペ イ ン が 、 そ の 果 実 に は ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル が 、 そ れ ぞ れ 含 ま れ る 。 よ

っ て 、 本 発 明 に 用 い る 第 ２ の 有 効 成 分 と し て は 、 そ の よ う な 植 物 由 来 の 素 材 を 用 い る こ と

が 好 ま し い 。 た だ し 、 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル や オ レ ウ ロ ペ イ ン は 、 オ リ ー ブ 以 外 に も エ ン

ジ ュ 、 ノ ボ タ ノ キ 等 に 含 ま れ て い る の で 、 基 原 と し て は こ れ ら に 由 来 の も の を 用 い て も よ

く 、 特 に 制 限 は な い 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 オ リ ー ブ と し て は 、 使 用 す る 品 種 や 栽 培 地 域 に 特 に 制 限 は な い 。 使 用 す る オ リ ー ブ の 部

位 に つ い て も 、 本 発 明 の 目 的 を 損 な わ な け れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 実 、 葉 、 花 、 茎 、 根 等 の

部 位 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら は 選 択 さ れ る １ 種 又 は ２ 種 以 上 の 部 位 で よ く 、 適 宜 組 み 合 わ せ

て 用 い て も よ い 。 こ れ ら の う ち 目 的 成 分 の 含 有 量 や 収 量 の 観 点 か ら は 、 実 、 葉 が 特 に 好 ま

し い 。 使 用 す る 品 種 、 収 穫 時 期 に も よ る が 、 例 え ば オ リ ー ブ オ イ ル に は 、 通 常 、 ヒ ド ロ キ
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シ チ ロ ソ ー ル が ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ～ １ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 程 度 含 ま れ て い る 。 ま た 、 例 え ば オ リ ー

ブ 葉 に は 、 通 常 、 オ レ ウ ロ ペ イ ン が 乾 燥 重 量 に し て ５ 質 量 ％ ～ ２ ０ 質 量 ％ 程 度 含 ま れ て い

る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 に 用 い る 第 ２ の 有 効 成 分 と し て は 、 オ リ ー ブ 等 の 基 原 植 物 の 植 物 体 を そ の ま ま 、

例 え ば 実 及 び ／ 又 は 葉 等 の 部 位 の 乾 燥 末 な ど の 形 態 に し て 用 い て も よ く 、 あ る い は 圧 搾 し

て そ の 搾 汁 液 や 、 こ れ を 濃 縮 、 乾 燥 、 粉 末 化 等 し て な る 加 工 物 な ど の 形 態 に し て 用 い て も

よ い 。 た だ し 、 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン の 含 有 量 を 高 め る 観 点 か

ら は 、 よ り 好 ま し く は 、 そ の 抽 出 物 を 用 い る 。 こ こ で 、 通 常 の オ リ ー ブ オ イ ル の 製 造 工 程

に お い て は 、 オ リ ー ブ 実 か ら オ リ ー ブ オ イ ル を 搾 油 す る 際 に 大 量 の 植 物 水 、 処 理 水 及 び 絞

り か す が 発 生 す る が 、 そ の よ う な 副 生 産 物 か ら ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ

ペ イ ン を 抽 出 す る こ と も で き る 。 更 に 、 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン

、 特 に ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル は オ リ ー ブ オ イ ル に も 含 ま れ て い る こ と か ら 、 オ リ ー ブ オ イ

ル か ら 抽 出 し 、 場 合 に よ っ て は オ リ ー ブ オ イ ル そ の も の を 利 用 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 抽 出 は 、 従 来 公 知 の 手 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 基 原 植 物 と し て オ リ ー ブ

の １ 種 又 は ２ 種 以 上 の 部 位 、 あ る い は そ の 搾 汁 液 や 、 こ れ を 濃 縮 、 乾 燥 、 粉 末 化 等 し て な

る 加 工 物 を 、 適 宜 適 当 な 溶 媒 中 に お い て 、 低 温 な い し 加 温 下 で 所 定 時 間 浸 漬 し た り 加 熱 還

流 し た り す る こ と に よ っ て 行 い 得 る 。 得 ら れ た 一 次 抽 出 物 は 、 必 要 に 応 じ て ろ 過 や 濃 縮 、

イ オ ン 交 換 樹 脂 や 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 用 い た 精 製 ・ 分 離 、 凍 結 乾 燥 等 を 行 っ て

も よ い 。 こ れ ら の 分 画 ・ 精 製 等 の 手 段 に よ れ ば 、 適 宜 に ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は

オ レ ウ ロ ペ イ ン の 存 在 を 指 標 に し て 、 そ の 含 有 量 を 高 め る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 抽 出 に 使 用 す る 溶 媒 と し て は 、 特 に 制 限 は な く 、 通 常 植 物 抽 出 に 用 い ら れ る 溶 媒 を １ 種

又 は ２ 種 以 上 選 択 し て 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 水 、 ア ル コ ー ル 類 、 グ リ コ ー ル 類 、

ケ ト ン 類 、 エ ス テ ル 類 、 エ ー テ ル 類 、 ハ ロ ゲ ン 化 炭 素 類 等 が 挙 げ ら れ る 。 ア ル コ ー ル 類 と

し て は 、 エ タ ノ ー ル 、 メ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 グ リ コ ー ル 類 と し て は

、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ジ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ブ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ

ー ル 、 グ リ セ リ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 ケ ト ン 類 と し て は 、 ア セ ト ン 、 メ チ ル エ チ ル ケ ト ン 等

が 挙 げ ら れ る 。 エ ス テ ル 類 と し て は 、 酢 酸 エ チ ル 、 酢 酸 プ ロ ピ ル 、 ギ 酸 エ チ ル 等 が 挙 げ ら

れ る 。 ケ ト ン 類 と し て は 、 ア セ ト ン 、 メ チ ル エ チ ル ケ ト ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 エ ス テ ル 類 と

し て は 、 酢 酸 エ チ ル 、 酢 酸 プ ロ ピ ル 、 ギ 酸 エ チ ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 エ ー テ ル 類 と し て は 、

ジ エ チ ル エ ー テ ル 等 が 挙 げ ら れ る 。 ハ ロ ゲ ン 化 炭 素 類 と し て は 、 ク ロ ロ ホ ル ム 、 ジ ク ロ ロ

メ タ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 得 ら れ た 抽 出 物 は 、 液 状 （ ジ ュ ー ス ） 、 ペ ー ス ト 状 、 ゲ ル 状 、 油 状 、 エ マ ル ジ ョ ン 等 い

ず れ の 形 態 に 調 製 し て 用 い て も よ い 。 あ る い は 乾 固 さ せ て 固 体 状 と し て も よ く 、 凍 結 乾 燥

や ス プ レ ー ド ラ イ 等 に よ り 乾 燥 さ せ て 粉 末 状 と し て も よ い 。 こ の 場 合 、 デ キ ス ト リ ン 等 の

乾 燥 助 剤 や シ ョ 糖 脂 肪 酸 エ ス テ ル 等 の 乳 化 剤 を 添 加 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 に 用 い る 第 ２ の 有 効 成 分 と し て は 、 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ

イ ン を 、 そ の 合 計 量 の 乾 燥 固 形 分 換 算 で １ 質 量 ％ ～ １ ０ ０ 質 量 ％ 含 有 す る 素 材 を 用 い る こ

と が で き る 。 例 え ば 、 植 物 体 か ら の 一 次 的 な 抽 出 物 や オ リ ー ブ オ イ ル そ の も の 等 で あ る 場

合 な ど に は 、 そ の 上 限 と し て は 、 典 型 的 に ４ ０ 質 量 ％ 以 下 で も よ い が 、 よ り 典 型 的 に は ３

０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ２ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ い 。 そ の

下 限 と し て は 、 典 型 的 に ０ ． １ 質 量 ％ 以 上 で も よ い が 、 よ り 典 型 的 に は ５ 質 量 ％ 以 上 で あ

っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ７ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 例 え ば 、 植 物 体 か

ら の 一 次 的 な 抽 出 物 や オ リ ー ブ オ イ ル そ の も の か ら 、 更 に 高 度 に 精 製 等 し て な る 素 材 で あ

る 場 合 な ど に は 、 そ の 上 限 と し て は 、 典 型 的 に １ ０ ０ 質 量 ％ 以 下 で も よ い が 、 よ り 典 型 的

に は ９ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ８ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ い
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。 そ の 下 限 と し て は 、 典 型 的 に ５ ０ 質 量 ％ 以 上 で も よ い が 、 よ り 典 型 的 に は ６ ０ 質 量 ％ 以

上 で あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ７ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 に 係 る 機 能 性 組 成 物 は 、 有 効 成 分 と し て 、 上 記 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び

／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン と 、 上 記 （ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ

ペ イ ン と を 同 時 に 又 は 別 々 に 含 む 。 こ こ で 「 機 能 性 組 成 物 」 と は 、 ヒ ト や 動 物 の 生 体 に 作

用 さ せ る 目 的 の も の で あ る こ と 意 味 し て い る 。 ま た 、 「 同 時 に 又 は 別 々 に 含 む 」 と は 、 上

記 （ １ ） 及 び 上 記 （ ２ ） を 有 効 成 分 と し て 同 一 の 形 態 中 に 含 ん で い て も よ く 、 ま た 、 そ れ

を 有 効 成 分 と し て 別 々 の 形 態 中 に 含 む よ う に し て 、 生 体 に 作 用 さ せ る と き は 同 時 に 又 は 、

時 間 を お か ず に 、 あ る い は 任 意 に 時 間 を お い て 順 次 に 、 生 体 に 作 用 さ せ る よ う に す る 目 的

の 場 合 を も 包 含 す る 意 味 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 例 え ば 、 本 発 明 に お い て 、 上 記 （ １ ） 及 び 上 記 （ ２ ） を 有 効 成 分 と し て 同 一 の 形 態 中 に

含 む 場 合 、 上 記 （ １ ） と し て キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン を

、 そ の 合 計 量 の 乾 燥 固 形 分 換 算 で ０ ． ０ １ 質 量 ％ ～ ９ ９ 質 量 ％ 含 有 す る 形 態 で あ っ て よ い

。 そ の 上 限 と し て は ９ ９ 質 量 ％ で も よ い が 、 典 型 的 に は ９ ５ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、

よ り 典 型 的 に は ９ ３ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ８ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ

っ て も よ く 、 と く に 典 型 的 に は ７ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 も っ と も 典 型 的 に は ６ ０

質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ い 。 そ の 下 限 と し て は ０ ． ０ １ 質 量 ％ で も よ い が 、 典 型 的 に は ０

． １ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 よ り 典 型 的 に は ０ ． ２ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 更 に

よ り 典 型 的 に は ５ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 と く に 典 型 的 に は １ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て

も よ く 、 も っ と も 典 型 的 に は ２ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 上 記 （ ２ ） と し て ヒ

ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン を 、 そ の 合 計 量 の 乾 燥 固 形 分 換 算 で １ 質 量

％ ～ ９ ９ ． ９ ９ 質 量 ％ 含 有 す る 形 態 で あ っ て よ い 。 そ の 上 限 と し て は ９ ９ ． ９ ９ 質 量 ％ で

も よ い が 、 典 型 的 に は ９ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 よ り 典 型 的 に は ８ ０ 質 量 ％ 以 下 で

あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ７ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 と く に 典 型 的 に は ６

０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 も っ と も 典 型 的 に は ５ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ い 。 そ の

下 限 と し て は １ 質 量 ％ で も よ い が 、 典 型 的 に は ５ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 よ り 典 型 的

に は ７ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 と く に 典 型 的 に は ２ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 も

っ と も 典 型 的 に は ３ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 上 記 （ １ ） と 上 記 （ ２ ） と の 配

合 比 と し て 、 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン の 合 計 量 の 乾 燥 固

形 分 換 算 量 と ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン の 合 計 量 の 乾 燥 固 形 分 換 算

量 と は 、 １ ０ ０ ： １ ～ １ ： １ ０ ０ の 割 合 で 含 有 す る こ と が で き 、 よ り 典 型 的 に は ２ ０ ： １

～ １ ： ２ ０ の 割 合 で 含 有 す る こ と が で き 、 更 に よ り 典 型 的 に は ５ ： １ ～ １ ： ５ の 割 合 で 含

有 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 例 え ば 、 本 発 明 に お い て 、 上 記 （ １ ） と 上 記 （ ２ ） を 有 効 成 分 と し て 別 々 の 形 態 中 に 含

む 場 合 、 そ の 第 １ の 形 態 中 に は 、 上 記 （ １ ） と し て キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ －

ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン を 、 そ の 合 計 量 の 乾 燥 固 形 分 換 算 で ０ ． ０ １ 質 量 ％ ～ １ ０ ０ 質 量 ％ 含

有 す る 形 態 で あ っ て よ い 。 そ の 上 限 と し て は １ ０ ０ 質 量 ％ で も よ い が 、 典 型 的 に は ９ ０ 質

量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 よ り 典 型 的 に は ８ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型

的 に は ７ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 と く に 典 型 的 に は ６ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く

、 も っ と も 典 型 的 に は ５ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ い 。 そ の 下 限 と し て は ０ ． ０ １ 質 量 ％

で も よ い が 、 典 型 的 に は ０ ． １ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 よ り 典 型 的 に は ０ ． ２ 質 量 ％

以 上 で あ っ て も よ く 、 更 に よ り 典 型 的 に は ５ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 と く に 典 型 的 に

は １ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 も っ と も 典 型 的 に は ２ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ い 。

ま た 、 そ の 第 ２ の 形 態 中 に は 、 上 記 （ ２ ） と し て ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ

ロ ペ イ ン を 、 そ の 合 計 量 の 乾 燥 固 形 分 換 算 で １ 質 量 ％ ～ １ ０ ０ 質 量 ％ 含 有 す る 形 態 で あ っ

て よ い 。 そ の 上 限 と し て は １ ０ ０ 質 量 ％ で も よ い が 、 典 型 的 に は ９ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て

も よ く 、 よ り 典 型 的 に は ８ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ い 。 更 に よ り 典 型 的 に は ７ ０ 質 量 ％
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以 下 で あ っ て も よ く 、 と く に 典 型 的 に は ６ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ く 、 も っ と も 典 型 的

に は ５ ０ 質 量 ％ 以 下 で あ っ て も よ い 。 そ の 下 限 と し て は １ 質 量 ％ で も よ い が 、 典 型 的 に は

５ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 よ り 典 型 的 に は ７ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 と く に 典 型

的 に は ２ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ く 、 も っ と も 典 型 的 に は ３ ０ 質 量 ％ 以 上 で あ っ て も よ

い 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 に 係 る 機 能 性 組 成 物 は 、 上 記 （ １ ） キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ

キ シ デ リ シ ン と 、 上 記 （ ２ ） ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン と を 、 ヒ ト

や 動 物 の 生 体 に 作 用 さ せ る よ う に し て 用 い る 。 そ の 場 合 、 上 記 （ １ ） 及 び 上 記 （ ２ ） を 有

効 成 分 と し て 同 一 の 形 態 中 に 含 む よ う に し て 、 そ れ を ヒ ト や 動 物 に 投 与 す る よ う に し て も

よ く 、 あ る い は 、 ま た 、 上 記 （ １ ） と 上 記 （ ２ ） と を 有 効 成 分 と し て 別 々 の 形 態 中 に 含 む

よ う に し て 、 そ れ を 同 時 に 又 は 、 時 間 を お か ず に 、 あ る い は 任 意 に 時 間 を お い て 順 次 に 、

ヒ ト や 動 物 に 投 与 す る よ う に し て も よ い 。 日 常 の 服 用 の し 易 さ の 観 点 か ら は 、 上 記 （ １ ）

及 び 上 記 （ ２ ） を 有 効 成 分 と し て 同 一 の 形 態 中 に 含 む よ う に し て 、 そ れ を ヒ ト や 動 物 に 投

与 す る よ う に す る こ と が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 投 与 形 態 に 特 に 制 限 は な く 、 経 口 、 静 脈 、 経 腸 、 経 鼻 、 腹 腔 、 経 皮 、 経 肺 、 口 腔 、 皮 膚

外 用 等 、 い ず れ の 投 与 形 態 で あ っ て も よ い 。 こ の 場 合 、 そ の 各 種 の 投 与 形 態 に 適 す る よ う

に 、 適 宜 適 当 な 製 剤 的 基 材 等 と も に 、 周 知 の 製 剤 手 段 に よ り 、 上 記 有 効 成 分 を 含 有 せ し め

る よ う 調 製 さ れ た 剤 形 的 形 態 を な し て も よ い 。 例 え ば 、 粉 末 、 顆 粒 、 ソ フ ト カ プ セ ル 、 錠

剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 液 剤 、 ハ ー ド カ プ セ ル 剤 、 ゼ リ ー 状 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 口 腔 内 崩 壊 剤 、

注 射 剤 、 吸 引 剤 、 坐 剤 、 塗 布 剤 等 の 剤 形 的 形 態 中 に 、 上 記 有 効 成 分 を 含 有 せ し め て 用 い る

こ と に 、 特 に 制 限 は な い 。 ま た 、 上 記 （ １ ） と 上 記 （ ２ ） と を 同 一 の 投 与 形 態 で 投 与 す る

よ う に し て も よ く 、 別 々 の 投 与 形 態 で 投 与 す る よ う に し て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 に 係 る 機 能 性 組 成 物 は 、 日 常 の 服 用 の し 易 さ の 観 点 か ら は 、 経 口 的 に 摂 取 す る よ

う に 用 い ら れ る こ と が 好 ま し い 。 そ の た め 必 要 に 応 じ て 、 経 口 摂 取 用 と し て 許 容 さ れ る 基

材 や 担 体 を 用 い て 、 粉 末 、 顆 粒 、 ソ フ ト カ プ セ ル 、 錠 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 液 剤 、 ハ ー ド カ

プ セ ル 剤 、 ゼ リ ー 状 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 口 腔 内 崩 壊 剤 等 の 経 口 摂 取 用 組 成 物 の 形 態 と す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 投 与 量 に つ い て は 、 所 望 す る 機 能 性 の 種 類 や 、 摂 取 す る 者 の 年 齢 、 性 別 、 健 康 状 態 等 の

条 件 に 応 じ て 適 宜 設 定 す れ ば よ く 、 一 概 で は な い が 、 経 口 の 場 合 に は 、 例 え ば 、 成 人 大 人

１ 日 当 た り 、 上 記 （ １ ） と し て キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ シ デ リ シ ン

を 、 そ の 合 計 量 換 算 で １ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ０ ｍ ｇ の 範 囲 で 投 与 す る こ と が で き 、 よ り 典 型 的 に

は １ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ の 範 囲 で 投 与 す る こ と が で き 、 更 に よ り 典 型 的 に は １ ｍ ｇ ～ １ ０ ｍ

ｇ の 範 囲 で 投 与 す る こ と が で き る 。 ま た 、 成 人 大 人 １ 日 当 た り 、 上 記 （ ２ ） と し て ヒ ド ロ

キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ ン を 、 そ の 合 計 量 換 算 で １ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ０ ｍ ｇ の

範 囲 で 投 与 す る こ と が で き 、 よ り 典 型 的 に は １ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ の 範 囲 で 投 与 す る こ と が

で き 、 更 に よ り 典 型 的 に は １ ｍ ｇ ～ １ ０ ｍ ｇ の 範 囲 で 投 与 す る こ と が で き る 。 ま た 、 上 記

（ １ ） と 上 記 （ ２ ） と の 投 与 割 合 と し て 、 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル 及 び ／ 又 は ４ － ヒ ド ロ キ

シ デ リ シ ン の 合 計 量 の 乾 燥 固 形 分 換 算 量 と ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル 及 び ／ 又 は オ レ ウ ロ ペ イ

ン の 合 計 量 の 乾 燥 固 形 分 換 算 量 と を 、 １ ０ ０ ： １ ～ １ ： １ ０ ０ の 割 合 で 投 与 す る こ と が で

き 、 よ り 典 型 的 に は ２ ０ ： １ ～ １ ： ２ ０ の 割 合 で 投 与 す る こ と が で き 、 更 に よ り 典 型 的 に

は ５ ： １ ～ １ ： ５ の 割 合 で 投 与 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 後 述 の 実 施 例 の 結 果 に よ れ ば 、 本 発 明 に 係 る 機 能 性 組 成 物 は 、 特 に は 、 酸 化 ス ト レ ス の

予 防 又 は 改 善 用 組 成 物 、 血 管 内 皮 の 保 護 又 は 損 傷 治 癒 促 進 用 組 成 物 、 活 性 酸 素 の 消 去 又 は

無 害 化 用 組 成 物 、 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 の 活 性 化 用 組 成 物 等 と し て 用 い ら れ る こ と が

よ り 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】

　 こ こ で 、 「 酸 化 ス ト レ ス の 予 防 又 は 改 善 」 と は 、 生 体 で は 、 日 常 的 に 喫 煙 、 過 度 な 運 動

、 精 神 的 ス ト レ ス 、 睡 眠 不 足 、 老 化 等 の 様 々 な ス ト レ ス が 体 内 で 酸 化 ス ト レ ス に 変 換 さ れ

、 往 々 に し て こ れ が 健 康 を 害 す る 原 因 と な る の で 、 そ れ を 予 防 又 は そ の 程 度 を 軽 減 す る こ

と を 含 む 意 味 で あ る 。 家 畜 に お い て は 、 夏 季 の 暑 熱 ス ト レ ス が 体 内 で 酸 化 ス ト レ ス に 変 換

さ れ 雌 雄 の 生 殖 障 害 を 起 こ す 原 因 と な っ て お り 、 そ の 予 防 又 は そ の 程 度 を 軽 減 す る こ と も

含 ま れ る 。 こ れ は 、 人 に お け る ス ト レ ス 依 存 的 な 生 殖 障 害 に 関 し て も 同 様 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 ま た 、 「 血 管 内 皮 の 保 護 又 は 損 傷 治 癒 促 進 」 と は 、 生 体 で は 、 高 血 圧 、 高 血 糖 、 高 コ レ

ス テ ロ ー ル 血 漿 等 の 様 々 な 血 管 へ の 負 荷 が か か り 、 往 々 に し て こ れ が ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬

化 症 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、 脳 卒 中 等 の 種 々 の 疾 患 の 原 因 と な っ た り 、 健 康 を 害 す る 原 因 と

な る の で 、 そ れ を 予 防 又 は そ の 程 度 を 軽 減 す る こ と を 含 む 意 味 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 ま た 、 「 活 性 酸 素 の 消 去 又 は 無 害 化 」 と は 、 生 体 で は 、 日 常 的 に ス ー パ ー オ キ シ ド 、 ヒ

ド ロ キ シ ラ ジ カ ル 、 過 酸 化 水 素 、 一 重 項 酸 素 等 の 様 々 な 活 性 酸 素 種 が 生 じ 、 往 々 に し て こ

れ が 健 康 を 害 す る 原 因 と な る の で 、 そ れ を 予 防 又 は そ の 程 度 を 軽 減 す る こ と を 含 む 意 味 で

あ る 。 具 体 的 に は 、 化 合 物 の 持 つ ス カ ベ ン ジ ン グ 効 果 に よ る 活 性 酸 素 種 の 消 去 又 は 無 毒 化

、 あ る い は 抗 酸 化 酵 素 の 発 現 増 加 を 介 し て の 効 率 的 な 活 性 酸 素 種 の 消 去 又 は 無 毒 化 、 活 性

酸 素 種 生 成 の 抑 制 等 を 指 す 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 ま た 、 「 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 の 活 性 化 」 と は 、 生 体 で は 、 特 に は 、 血 管 内 皮 等 の

組 織 で は 、 日 常 的 に 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 （ ｅ Ｎ Ｏ Ｓ ： endothelial nitric oxide s

ynthase） に よ り 一 酸 化 窒 素 が 産 生 さ れ 、 血 管 を 酸 化 ス ト レ ス 、 過 度 な 収 縮 、 炎 症 性 サ イ

ト カ イ ン 等 に よ る 障 害 か ら 保 護 し て 恒 常 性 を 保 っ て い る が 、 こ れ が 不 活 性 で あ る か そ の 産

生 量 が 低 い と 、 往 々 に し て 健 康 を 害 す る 原 因 と な る の で 、 そ れ を 予 防 又 は そ の 程 度 を 軽 減

す る こ と を 含 む 意 味 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 本 発 明 に 係 る 機 能 性 組 成 物 は 、 特 に は 、 健 常 な ヒ ト 又 は 動 物 に 適 用 さ れ る こ と が 好 ま し

い 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 上 記 組 成 物 の 使 用 形 態 と し て は 、 そ の 作 用 効 果 を 損 な わ な い 限 り 、 特 に 制 限 は な い 。 例

え ば 、 食 品 、 医 薬 品 、 医 薬 部 外 品 、 化 粧 品 、 サ プ リ メ ン ト 、 動 物 用 医 薬 品 、 飼 料 な ど の 各

種 の 形 態 で 、 あ る い は そ れ ら 製 品 と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ 得 る 。 こ こ で 、 食 品 に は 栄 養 補

助 食 品 、 機 能 性 表 示 食 品 、 特 定 保 健 用 食 品 や 、 又 は 、 そ れ ら 食 品 用 の 食 品 添 加 物 な ど も 含

む 意 味 で あ り 、 ま た 、 飼 料 に は 飼 料 添 加 物 な ど も 含 ま れ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 以 下 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明 の 範 囲 を 限

定 す る も の で は な い 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 （ 材 料 ）

　 キ サ ン ト ア ン ゲ ロ ー ル （ Xanthoangelol） （ 以 下 、 「 Ｘ Ａ 」 と 略 記 す る 。 ） と ４ － ヒ ド

ロ キ シ デ リ シ ン （ 4-Hydroxyderricin） （ 以 下 、 「 ４ Ｈ Ｄ 」 と 略 記 す る 。 ） は 、 株 式 会 社

日 本 生 物 .科 学 研 究 所 製 か ら 入 手 し た 「 あ し た 葉 ポ リ フ ェ ノ ー ル CHALSAP」 か ら か ら 80％ Me

thanol（ メ タ ノ ー ル ） を 用 い て 抽 出 し た 後 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ High Performance Liquid Chroma

tography） を ２ 回 繰 り 返 し 、 純 度 ９ ５ ％ 以 上 に 精 製 し た も の を 用 い た 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 こ こ で 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 条 件 は 以 下 の 通 り で あ る 。

＜ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る 精 製 条 件 ＞

カ ラ ム ： Intersil OSD-4（ 10.0× 250 mm）

10

20

30

40

50



(12) JP  2019-156741  A   2019.9.19

移 動 相 ： 80% Methanol

流 速 ： 4.0 ml/min

溶 媒 ： Methanol

検 出 ： 280 nm

イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 量 ： 0.75 ml

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 ヒ ド ロ キ シ チ ロ ソ ー ル （ Hydroxytyrosol） 以 下 、 「 Ｈ Ｔ 」 と 略 記 す る 。 ） は 、 Cayman社

か ら 入 手 し た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 血 管 内 皮 細 胞 （ Vascular endothelial cells） は 、 土 浦 食 肉 協 同 組 合 か ら 購 入 し た ブ タ

胸 部 大 動 脈 か ら 採 取 し 、 単 離 、 培 養 し た 。 具 体 的 に は 、 土 浦 食 肉 協 同 組 合 か ら 購 入 し た ブ

タ 胸 部 大 動 脈 を Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で 洗 浄 し た 後 、 抗 生 物 質 を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） に ３ ０ 分 間 以 上

浸 し て 滅 菌 し た 。 滅 菌 後 の 血 管 を ハ サ ミ で 切 り 開 き 、 血 管 内 膜 表 面 の 細 胞 を メ ス で 採 取 し

、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 に 懸 濁 し た 。 そ の 後 、 １ ， ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 す る こ と で 細 胞 を 回

収 し 、 ６ ｃ ｍ デ ィ ッ シ ュ に 細 胞 を 播 種 し て 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 環 境 下 で 培 養 し た 。 培 養

に は 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ （ Fetal Bovine Serum） 、 １ ％ Ｐ ／ Ｓ （ ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ

シ ン 溶 液 ） 、 及 び １ ． ０ ｇ ／ Ｌ 濃 度 の グ ル コ ー ス を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 を 用 い た 。 実 験 に は

、 継 代 数 ７ 代 か ら １ ０ 代 ま で の 細 胞 を 用 い た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 還 元 型 グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｈ ： glutathione） は 、 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社 か ら 入 手 し た

。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 グ ル タ チ オ ン リ ダ ク タ ー ゼ （ Ｇ Ｒ ： Glutathione reductase） は 、 Sigma-Aldrich社 か ら

入 手 し た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 tert-ブ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド （ t-BuOOH） は 、 Sigma-Aldrich社 か ら 入 手 し た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 用 の 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 （ ｅ Ｎ Ｏ Ｓ ） の 活 性 型 で あ る リ

ン 酸 化 ｅ Ｎ Ｏ Ｓ （ ｐ － ｅ Ｎ Ｏ Ｓ ） に 対 す る 特 異 抗 体 は 、 Sigma-Aldrich社 か ら 入 手 し た 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 用 の α － チ ュ ー ブ リ ン に 対 す る 特 異 抗 体 は 、 Calbiochem社 か ら

入 手 し た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 ＜ 試 験 例 １ ＞

　 被 験 物 質 が 血 管 内 皮 細 胞 の 酸 化 ス ト レ ス 抵 抗 性 に 与 え る 影 響 を 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に

よ る 細 胞 生 存 率 の 測 定 に よ り 評 価 し た 。 具 体 的 に は 、 血 管 内 皮 細 胞 を ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト

に ５ × １ ０
4
cells/wellで 播 種 し 、 ７ 時 間 接 着 さ せ た 後 、 １ ％ Ｆ Ｂ Ｓ （ Fetal Bovine Seru

m） を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 で １ ７ 時 間 同 調 培 養 を 行 な い 、 そ の 後 、 各 被 検 物 質 を 添 加 し て ２

４ 時 間 培 養 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で ２ 回 洗 浄 し て 各 被 検 物 質 を 除 去 し た 後 、 １ ％ Ｆ Ｂ Ｓ （ Fe

tal Bovine Serum） 及 び Ｈ 2 ０ 2 を 最 終 濃 度 が ８ ０ ０ μ Ｍ で 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 を 添 加 し 、 ２

４ 時 間 培 養 後 、 ト リ プ シ ン Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 溶 液 を 用 い て 細 胞 を デ ィ ッ シ ュ か ら 剥 が し て 回 収 し 、

０ ． ５ ％ ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 液 と 混 合 し て 、 自 動 セ ル カ ウ ン タ ー 「 Countess（ 登 録 商 標 ）

11FL Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific)を 用 い て 細 胞 生 存 率 を 測 定 し

た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 血 管 内 皮 細 胞 に 添 加 す る 被 検 物 質 と し て は 、 Ｈ Ｔ に つ い て は 最 終 濃 度 が ２ μ Ｍ と な る よ

う 、 Ｘ Ａ 及 び ４ Ｈ Ｄ に つ い て は 最 終 濃 度 が ０ ． ３ μ Ｍ と な る よ う 、 そ れ ぞ れ 培 地 に 添 加 し

た 。 ま た 、 対 照 と し て 、 Ｈ 2 ０ 2 を 添 加 し な い 参 照 コ ン ト ロ ー ル や 、 Ｈ 2 ０ 2 を 添 加 す る が 被

験 物 質 を 添 加 し な い 比 較 コ ン ト ロ ー ル を 実 施 し た 。 試 験 は 、 各 々 の 被 験 物 質 や コ ン ト ロ ー

ル に つ い て ４ 例 ず つ 行 い 、 参 照 コ ン ト ロ ー ル の 細 胞 生 存 率 を １ ０ ０ ％ と し た と き の 相 対 生
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存 率 を 求 め た 。 結 果 は 、 平 均 値 ± Ｓ Ｅ （ 標 準 誤 差 ： Standard Error） で 示 し た 。 各 集 団 の

比 較 は 、 Tukey-Kramer検 定 又 は t検 定 を 行 い 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ の と き に 有 意 で あ る と 判 断 し

た 。 そ の 結 果 を 図 １ に 示 す 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 図 １ （ ａ ） に 示 さ れ る よ う に 、 最 終 濃 度 ８ ０ ０ μ Ｍ の Ｈ 2 ０ 2 で 処 理 し た 比 較 コ ン ト ロ ー

ル の 血 管 内 皮 細 胞 の 細 胞 生 存 率 は お よ そ ５ ７ ％ と 低 下 し 、 Ｈ 2 ０ 2 で 処 理 し な い 参 照 コ ン ト

ロ ー ル の 血 管 内 皮 細 胞 に 比 べ 、 酸 化 ス ト レ ス に よ る 細 胞 障 害 が 認 め ら れ た 。 一 方 、 血 管 内

皮 細 胞 を 、 予 め 最 終 濃 度 ２ μ Ｍ の Ｈ Ｔ 、 又 は 最 終 濃 度 ０ ． ３ μ Ｍ の Ｘ Ａ で 単 独 処 理 し て か

ら Ｈ 2 ０ 2 で 処 理 し た と き の 細 胞 生 存 率 は 、 そ れ ぞ れ お よ そ ６ ３ ％ 、 ５ ９ ％ で あ り 、 比 較 コ

ン ト ロ ー ル の 結 果 と あ ま り 差 異 が な か っ た （ 図 １ （ ａ ） 中 、 「 ｂ 」 は 比 較 コ ン ト ロ ー ル と

の 有 意 差 が 認 め ら れ な い こ と を 示 す 。 ） 。 こ れ に 対 し 、 血 管 内 皮 細 胞 を 、 予 め 最 終 濃 度 ２

μ Ｍ の Ｈ Ｔ 及 び 最 終 濃 度 ０ ． ３ μ Ｍ の Ｘ Ａ で 併 用 処 理 し て か ら Ｈ 2 ０ 2 で 処 理 し た と き の 細

胞 生 存 率 は お よ そ ９ ０ ％ で あ り 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル か ら の 顕 著 な 回 復 が み ら れ た （ 図 １ （

ａ ） 中 、 「 ａ 」 は 比 較 コ ン ト ロ ー ル と の 有 意 差 が ｐ ＜ ０ ． ０ ５ で 認 め ら れ た こ と を 示 す 。

） 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 図 １ （ ｂ ） に は 、 Ｈ Ｔ 又 は Ｘ Ａ の そ れ ぞ れ の 単 独 処 理 に よ る 細 胞 生 存 率 の 増 加 分 の 和 と

、 Ｈ Ｔ 及 び Ｘ Ａ の 併 用 処 理 に よ る 細 胞 生 存 率 の 増 加 分 と を 比 較 し た 結 果 を 示 す 。 こ の 図 １

（ ｂ ） か ら も 、 Ｈ Ｔ と Ｘ Ａ と が 相 乗 的 に 作 用 し て 、 血 管 内 皮 細 胞 の 酸 化 ス ト レ ス 抵 抗 性 を

顕 著 に 高 め た こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 ま た 、 図 １ （ ｃ ） に 示 さ れ る よ う に 、 血 管 内 皮 細 胞 を 、 最 終 濃 度 ８ ０ ０ μ Ｍ の Ｈ 2 ０ 2 で

処 理 し た 比 較 コ ン ト ロ ー ル の 血 管 内 皮 細 胞 の 細 胞 生 存 率 は お よ そ ４ ９ ％ と 低 下 し 、 予 め 最

終 濃 度 ２ μ Ｍ の Ｈ Ｔ で 単 独 処 理 し て か ら Ｈ 2 ０ 2 で 処 理 し た と き の 細 胞 生 存 率 は お よ そ ６ ０

％ で あ っ た の に 対 し て （ 図 １ （ ａ ） に 示 し た 通 り ） 、 予 め 最 終 濃 度 ０ ． ３ μ Ｍ の ４ Ｈ Ｄ で

単 独 処 理 し て か ら Ｈ 2 ０ 2 で 処 理 し た と き の 細 胞 生 存 率 は お よ そ ６ ５ ％ で あ っ た 。 し た が っ

て 、 同 様 に 比 較 コ ン ト ロ ー ル の 結 果 と あ ま り 差 異 が な か っ た （ 図 １ （ ｃ ） 中 、 「 ｂ 」 は 比

較 コ ン ト ロ ー ル と の 有 意 差 が 認 め ら れ な い こ と を 示 す 。 ） 。 こ れ に 対 し 、 血 管 内 皮 細 胞 を

、 予 め 最 終 濃 度 ２ μ Ｍ の Ｈ Ｔ 及 び 最 終 濃 度 ０ ． ３ μ Ｍ の ４ Ｈ Ｄ で 併 用 処 理 し て か ら Ｈ 2 ０ 2

で 処 理 し た と き の 細 胞 生 存 率 は お よ そ ８ ８ ％ で あ り 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル か ら の 顕 著 な 回 復

が み ら れ た （ 図 １ （ ｃ ） 中 、 「 ａ 」 は 比 較 コ ン ト ロ ー ル と の 有 意 差 が ｐ ＜ ０ ． ０ ５ で 認 め

ら れ た こ と を 示 す 。 ） 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 図 １ （ ｄ ） に は 、 Ｈ Ｔ 又 は ４ Ｈ Ｄ の そ れ ぞ れ の 単 独 処 理 に よ る 細 胞 生 存 率 の 増 加 分 の 和

と 、 Ｈ Ｔ 及 び ４ Ｈ Ｄ の 併 用 処 理 に よ る 細 胞 生 存 率 の 増 加 分 と を 比 較 し た 結 果 を 示 す 。 こ の

図 １ （ ｄ ） か ら も 、 Ｈ Ｔ と ４ Ｈ Ｄ と が 相 乗 的 に 作 用 し て 、 血 管 内 皮 細 胞 の 酸 化 ス ト レ ス 抵

抗 性 を 顕 著 に 高 め た こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 ＜ 試 験 例 ２ ＞

　 被 験 物 質 が 血 管 内 皮 細 胞 の 創 傷 治 癒 促 進 作 用 に 与 え る 影 響 を 、 顕 微 鏡 下 の 観 察 に よ り 評

価 し た 。 具 体 的 に は 、 血 管 内 皮 細 胞 を ３ ． ５ ｃ ｍ デ ィ ッ シ ュ に ３ × １ ０
5
cells/dishで 播

種 し 、 ７ 時 間 接 着 さ せ た 後 、 １ ％ Ｆ Ｂ Ｓ （ Fetal Bovine Serum） を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 で １

７ 時 間 同 調 培 養 を 行 い 、 各 被 検 物 質 を 添 加 し た 。 各 被 検 物 質 の 添 加 後 、 ２ ０ ０ μ Lチ ッ プ

の 先 端 を 用 い て デ ィ ッ シ ュ 面 に ほ ぼ コ ン フ ル エ ン ト に 接 着 し た 細 胞 に 擬 似 的 な 傷 を 作 り 、

顕 微 鏡 下 で 観 察 、 撮 影 し た 。 ２ ４ 時 間 後 に 再 び 撮 影 を 行 い 、 最 初 に 作 成 し た 傷 の 範 囲 内 に

存 在 す る 細 胞 数 を カ ウ ン ト す る こ と で 傷 の 修 復 の 程 度 を 評 価 し た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 血 管 内 皮 細 胞 に 添 加 す る 被 検 物 質 と し て は 、 Ｈ Ｔ に つ い て は 最 終 濃 度 が ２ ０ μ Ｍ と な る

よ う 、 Ｘ Ａ 及 び ４ Ｈ Ｄ に つ い て は 最 終 濃 度 が ０ ． ３ μ Ｍ と な る よ う 、 そ れ ぞ れ 培 地 に 添 加

し た 。 ま た 、 対 照 と し て 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 比 較 コ ン ト ロ ー ル を 設 け た 。 試 験 は 、 各
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々 の 被 験 物 質 や コ ン ト ロ ー ル に つ い て ３ 例 ず つ 行 っ た 。 各 試 験 は 、 被 験 物 質 や コ ン ト ロ ー

ル の 各 々 に つ い て 撮 影 を １ デ ィ ッ シ ュ に つ き ３ 視 野 分 行 い 、 そ の 視 野 ご と 、 比 較 コ ン ト ロ

ー ル の 場 合 に 観 察 さ れ た 傷 の 範 囲 内 に 存 在 す る 細 胞 数 を １ ０ ０ ％ と し た と き の 相 対 的 な 創

傷 治 癒 率 を 求 め た 。 結 果 は 、 平 均 値 ± Ｓ Ｅ （ 標 準 誤 差 ： Standard Error） で 示 し た 。 各 集

団 の 比 較 は 、 Dunnett検 定 を 行 い 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ の と き に 有 意 で あ る と 判 断 し た 。 そ の 結

果 を 図 ２ に 示 す 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 図 ２ （ ａ ） に 示 さ れ る よ う に 、 血 管 内 皮 細 胞 を 、 最 終 濃 度 ２ ０ μ Ｍ の Ｈ Ｔ 又 は 最 終 濃 度

０ ． ３ μ Ｍ の Ｘ Ａ で 単 独 処 理 し た と き の 創 傷 治 癒 率 は 、 そ れ ぞ れ お よ そ １ １ ０ ％ 、 １ １ ８

％ で あ り 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル の 結 果 と あ ま り 差 異 が な か っ た （ 図 ２ （ ａ ） 中 、 「 ａ 」 は 比

較 コ ン ト ロ ー ル と の 有 意 差 が 認 め ら れ な い こ と を 示 す 。 ） 。 こ れ に 対 し 、 血 管 内 皮 細 胞 を

、 最 終 濃 度 ２ μ Ｍ の Ｈ Ｔ 及 び 最 終 濃 度 ０ ． ３ μ Ｍ の Ｘ Ａ で 併 用 処 理 し た と き の 創 傷 治 癒 率

は お よ そ １ ６ ７ ％ で あ り 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て 創 傷 治 癒 が 顕 著 で あ っ た （ 図 ２ （ ａ

） 中 、 「 ｂ 」 は 比 較 コ ン ト ロ ー ル と の 有 意 差 が ｐ ＜ ０ ． ０ ５ で 認 め ら れ た こ と を 示 す 。 ）

。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 図 ２ （ ｂ ） に は 、 Ｈ Ｔ 又 は Ｘ Ａ の そ れ ぞ れ の 単 独 処 理 に よ る 創 傷 治 癒 率 の 増 加 分 の 和 と

、 Ｈ Ｔ 及 び Ｘ Ａ の 併 用 処 理 に よ る 創 傷 治 癒 率 の 増 加 分 と を 比 較 し た 結 果 を 示 す 。 こ の 図 ２

（ ｂ ） か ら も 、 Ｈ Ｔ と Ｘ Ａ と が 相 乗 的 に 作 用 し て 、 血 管 内 皮 細 胞 の 創 傷 治 癒 促 進 作 用 を 顕

著 に 高 め た こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 ま た 、 図 ２ （ ｃ ） に 示 さ れ る よ う に 、 血 管 内 皮 細 胞 を 、 最 終 濃 度 ２ ０ μ Ｍ の Ｈ Ｔ で 単 独

処 理 し た と き の 創 傷 治 癒 率 は お よ そ １ ０ ３ ％ で あ っ た の に 対 し て （ 図 ２ （ ａ ） に 示 し た 通

り ） 、 予 め 最 終 濃 度 ０ ． ３ μ Ｍ の ４ Ｈ Ｄ で 単 独 処 理 し た と き の 創 傷 治 癒 率 は お よ そ １ ４ ５

％ で あ り 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て 創 傷 治 癒 促 進 作 用 が 高 め ら れ た （ 図 ２ （ ｃ ） 中 、 「

ａ 」 で 示 す よ う に 比 較 コ ン ト ロ ー ル と の 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 ） 。 一 方 、 血 管 内 皮

細 胞 を 、 最 終 濃 度 ２ ０ μ Ｍ の Ｈ Ｔ 及 び 最 終 濃 度 ０ ． ３ μ Ｍ の ４ Ｈ Ｄ で 併 用 処 理 し た と き の

創 傷 治 癒 率 は お よ そ ２ ４ ２ ％ で あ り 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て 創 傷 治 癒 促 進 作 用 が 更 に

よ り 一 層 顕 著 で あ っ た （ 図 ２ （ ｃ ） 中 、 「 ｂ 」 は 比 較 コ ン ト ロ ー ル と の 有 意 差 が ｐ ＜ ０ ．

０ ５ で 認 め ら れ た こ と を 示 す 。 ） 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 図 ２ （ ｄ ） に は 、 Ｈ Ｔ 又 は ４ Ｈ Ｄ の そ れ ぞ れ の 単 独 処 理 に よ る 創 傷 治 癒 率 の 増 加 分 の 和

と 、 Ｈ Ｔ 及 び ４ Ｈ Ｄ の 併 用 処 理 に よ る 創 傷 治 癒 率 の 増 加 分 と を 比 較 し た 結 果 を 示 す 。 こ の

図 ２ （ ｄ ） か ら も 、 Ｈ Ｔ と ４ Ｈ Ｄ と が 相 乗 的 に 作 用 し て 、 血 管 内 皮 細 胞 の 創 傷 治 癒 促 進 作

用 を 顕 著 に 高 め た こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 ＜ 試 験 例 ３ ＞

　 被 験 物 質 が 血 管 内 皮 細 胞 の グ ル タ チ オ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ glutathione peroxidase）

（ 以 下 、 「 Ｇ Ｐ ｘ 」 と 略 記 す る 。 ） の 活 性 に 与 え る 影 響 を 、 血 管 内 皮 細 胞 の 総 タ ン パ ク 抽

出 液 を 用 い た 試 験 管 内 酵 素 活 性 測 定 に よ り 評 価 し た 。 具 体 的 に は 、 血 管 内 皮 細 胞 を ３ ． ５

ｃ ｍ デ ィ ッ シ ュ に ３ × １ ０
5
cells/dishで 播 種 し 、 ７ 時 間 接 着 さ せ た 後 、 １ ％ Ｆ Ｂ Ｓ （ Fet

al Bovine Serum） を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 で １ ７ 時 間 同 調 培 養 を 行 い 、 そ の 後 、 各 被 検 物 質

を 添 加 し て ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） で ２ 回 洗 浄 し て 各 被 検 物 質 を 除 去 し た 後 、 直

ち に － ８ ０ ℃ で 凍 結 ・ 保 存 し た 。 そ の 後 、 各 デ ィ ッ シ ュ に 溶 出 バ ッ フ ァ ー （ 50mM HEPES、

pH7.5、 50mM NaC1、 1mM EDTA、 50% Glycero1、 100mM NaF、 10mM Sodium pyrophosphate、

1% TritonX-100、 1mM NaVO4 、 1mM PMSF、 10pg/mL Antipain、 10μ g/mL Leupeptin、 10pg/

mL Aprotinin） を １ ５ ０ μ Ｌ /dishで 加 え 、 ５ 分 間 静 置 し た 後 、 ス ク レ ー パ ー で 細 胞 を 剥

離 、 回 収 し た 。 氷 上 で １ ５ 分 間 静 置 し た 後 、 ４ ℃ 、 １ ４ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ５ 分 間 遠 心 分

離 を 行 い 、 回 収 し た 上 清 を 最 終 的 な サ ン プ ル と し た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 血 管 内 皮 細 胞 に 添 加 す る 被 検 物 質 と し て は 、 Ｈ Ｔ に つ い て は 最 終 濃 度 が ２ μ Ｍ と な る よ

う 、 Ｘ Ａ に つ い て は 最 終 濃 度 が ０ ． ３ μ Ｍ と な る よ う 、 そ れ ぞ れ 培 地 に 添 加 し た 。 ま た 、

対 照 と し て 、 被 験 物 質 を 添 加 し な い 比 較 コ ン ト ロ ー ル を 実 施 し た 。 試 験 は 、 各 々 の 被 験 物

質 や コ ン ト ロ ー ル に つ い て ４ 例 ず つ 行 い 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル の Ｇ Ｐ ｘ 活 性 を １ 倍 と し た と

き の 相 対 的 な 活 性 増 加 倍 率 を 求 め た 。 結 果 は 、 平 均 値 ± Ｓ Ｅ （ 標 準 誤 差 ： Standard Error

） で 示 し た 。 各 集 団 の 比 較 は 、 Games Howell又 は t検 定 を 行 い 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ の と き に 有

意 で あ る と 判 断 し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 Ｇ Ｐ ｘ 活 性 の 測 定 は 、 次 の よ う に し て 行 っ た 。 す な わ ち 、 測 定 を 行 う エ ッ ペ ン に 1× TE

（ ト リ ス バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ ） を ５ ０ μ Ｌ 、 ２ 回 蒸 留 水 を ２ ９ ０ μ Ｌ 加 え 、 更 に ０ ．

１ Ｍ 還 元 型 グ ル タ チ オ ン （ Ｇ Ｓ Ｈ ： glutathione） を １ ０ μ Ｌ 、 １ ０ Ｕ ／ ｍ Ｌ グ ル タ チ オ

ン リ ダ ク タ ー ゼ （ Ｇ Ｒ ： Glutathione reductase） を ５ ０ μ Ｌ 、 ２ ｍ Ｍ Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ を ５ ０

μ Ｌ 、 そ れ ぞ れ 加 え て ３ ７ ℃ に ２ 分 間 置 き 、 次 い で ７ ｍ Ｍ tert-ブ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ

ド （ t-BuOOH） を ５ μ Ｌ 、 サ ン プ ル を ５ ０ μ Ｌ 加 え て ３ ４ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 で 測 定 を 行 っ た

。 測 定 は ３ ０ 秒 ご と に ３ ０ ０ 秒 間 の 設 定 で 行 い 、 吸 光 度 の 経 時 的 変 化 を 追 っ た 。 ま た 、 測

定 ブ ラ ン ク に は 1× TE（ ト リ ス バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ ） 、 ０ ． １ Ｍ 還 元 型 グ ル タ チ オ ン

（ Ｇ Ｓ Ｈ ： glutathione） 、 １ ０ Ｕ ／ ｍ Ｌ グ ル タ チ オ ン リ ダ ク タ ー ゼ （ Ｇ Ｒ ： Glutathione

 reductase） 、 ２ 回 蒸 留 水 を そ れ ぞ れ ５ ０ μ Ｌ 、 １ ０ μ Ｌ 、 ５ ０ μ Ｌ 、 ３ ９ ０ μ Ｌ 合 わ せ

た も の を 用 い た 。 測 定 後 、 各 サ ン プ ル に お け る 吸 光 値 の 変 化 量 を タ ン パ ク 量 で 割 っ た 値 を

酵 素 活 性 と し た 。 そ の 結 果 を 図 ３ に 示 す 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 図 ３ （ ａ ） に 示 さ れ る よ う に 、 血 管 内 皮 細 胞 を 、 最 終 濃 度 ２ μ Ｍ の Ｈ Ｔ 、 又 は 最 終 濃 度

０ ． ３ μ Ｍ の Ｘ Ａ で 単 独 処 理 し た と き の Ｇ Ｐ ｘ 活 性 増 加 倍 率 は 、 そ れ ぞ れ お よ そ １ .０ ３

倍 、 お よ そ １ ． １ ０ 倍 で あ り 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル の 結 果 と あ ま り 差 異 が な か っ た （ 図 ３ （

ａ ） 中 、 「 ａ 」 は 比 較 コ ン ト ロ ー ル と の 有 意 差 が 認 め ら れ な い こ と を 示 す 。 ） 。 こ れ に 対

し 、 血 管 内 皮 細 胞 を 、 最 終 濃 度 ２ μ Ｍ の Ｈ Ｔ 及 び 最 終 濃 度 ０ ． ３ μ Ｍ の Ｘ Ａ で 併 用 処 理 し

た と き の Ｇ Ｐ ｘ 活 性 増 加 倍 率 は お よ そ ２ ． ３ ２ 倍 で あ り 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て Ｇ Ｐ

ｘ 活 性 の 顕 著 な 増 加 が 認 め ら れ た （ 図 ３ （ ａ ） 中 、 「 ｂ 」 は 比 較 コ ン ト ロ ー ル と の 有 意 差

が ｐ ＜ ０ ． ０ ５ で 認 め ら れ た こ と を 示 す 。 ） 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 図 ３ （ ｂ ） に は 、 Ｈ Ｔ 又 は Ｘ Ａ の そ れ ぞ れ の 単 独 処 理 に よ る Ｇ Ｐ ｘ 活 性 増 加 倍 率 の 増 加

分 の 和 と 、 Ｈ Ｔ 及 び Ｘ Ａ の 併 用 処 理 に よ る Ｇ Ｐ ｘ 活 性 増 加 倍 率 の 増 加 分 と を 比 較 し た 結 果

を 示 す 。 こ の 図 ３ （ ｂ ） か ら も 、 Ｈ Ｔ と Ｘ Ａ と が 相 乗 的 に 作 用 し て 、 血 管 内 皮 細 胞 の Ｇ Ｐ

ｘ 活 性 を 顕 著 に 高 め た こ と が 分 か る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 ＜ 試 験 例 ４ ＞

　 被 験 物 質 が 血 管 内 皮 細 胞 の 内 皮 型 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 （ endothelial nitric oxide syn

thase） （ 以 下 、 「 ｅ Ｎ Ｏ Ｓ 」 と 略 記 す る 。 ） の 活 性 化 に 与 え る 影 響 を 、 血 管 内 皮 細 胞 の

総 タ ン パ ク 抽 出 液 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 評 価 し た 。 具 体 的 に は 、 血 管 内

皮 細 胞 に 添 加 す る Ｈ Ｔ の 最 終 濃 度 を ２ ０ μ Ｍ と し 、 被 験 物 質 を 加 え て か ら の 培 養 時 間 を １

２ 時 間 と し た 以 外 は 試 験 例 ３ と 同 様 に し て 、 総 タ ン パ ク 抽 出 液 を 調 製 し 、 常 法 に 従 い 、 こ

れ を Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 電 気 泳 動 に 供 し 、 ｅ Ｎ Ｏ Ｓ の 活 性 型 で あ る リ ン 酸 化 ｅ Ｎ Ｏ Ｓ （ 以 下 、 「 ｐ

－ ｅ Ｎ Ｏ Ｓ 」 と 略 記 す る 。 ） に 対 す る 特 異 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ て

、 そ の 発 現 量 を 測 定 し た 。 な お 、 α － チ ュ ー ブ リ ン （ α － Tubulin） を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ

ト 解 析 に お け る 供 試 タ ン パ ク 量 の 内 部 標 準 と し 、 得 ら れ た バ ン ド の 強 度 を イ メ ー ジ 解 析 ソ

フ ト （ Image Studio Software） に よ り 測 定 し て 、 相 対 的 な 発 現 量 を 求 め た 。 試 験 は 、 各

々 の 被 験 物 質 や コ ン ト ロ ー ル に つ い て ３ 例 ず つ 行 い 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル の ｐ － ｅ Ｎ Ｏ Ｓ 量

を １ 倍 と し た と き の 相 対 的 な 発 現 量 増 加 倍 率 を 求 め た 。 結 果 は 、 平 均 値 ± Ｓ Ｅ （ 標 準 誤 差

： Standard Error） で 示 し た 。 各 集 団 の 比 較 は 、 Dunnett検 定 を 行 い 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ の と

き に 有 意 で あ る と 判 断 し た 。 そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】

　 図 ４ （ ａ ） 、 （ ｂ ） に 示 さ れ る よ う に 、 血 管 内 皮 細 胞 を 、 最 終 濃 度 ２ ０ μ Ｍ の Ｈ Ｔ 、 又

は 最 終 濃 度 ０ ． ３ μ Ｍ の Ｘ Ａ で 単 独 処 理 し た と き の ｐ － ｅ Ｎ Ｏ Ｓ 産 生 量 増 加 倍 率 は 、 そ れ

ぞ れ お よ そ １ .２ ２ 倍 、 １ .６ ０ 倍 で あ り 、 比 較 コ ン ト ロ ー ル か ら 若 干 の 増 加 し か 認 め ら れ

な か っ た 。 こ れ に 対 し 、 血 管 内 皮 細 胞 を 、 最 終 濃 度 ２ ０ μ Ｍ の Ｈ Ｔ 及 び 最 終 濃 度 ０ ． ３ μ

Ｍ の Ｘ Ａ で 併 用 処 理 し た と き の ｐ － ｅ Ｎ Ｏ Ｓ 産 生 量 増 加 倍 率 は お よ そ ２ .２ ７ 倍 で あ り 、

比 較 コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て ｐ － ｅ Ｎ Ｏ Ｓ 産 生 量 の 顕 著 な 増 加 が 認 め ら れ た 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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