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(57)【要約】

【課題】抗炎症作用を有するソバスプラウトの抽出物を提供する。

【解決手段】ソバスプラウトを溶媒で抽出して得られるソバスプラウトの抽出物。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 ソ バ ス プ ラ ウ ト を 溶 媒 で 抽 出 し て 得 ら れ る ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 。

【 請 求 項 ２ 】

　 溶 媒 が 、 水 性 溶 媒 、 有 機 溶 媒 ま た は そ の 混 合 溶 媒 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抽 出 物 。

【 請 求 項 ３ 】

　 有 機 溶 媒 が 、 ア ル コ ー ル で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 抽 出 物 。

【 請 求 項 ４ 】

　 抗 炎 症 作 用 の た め の 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抽 出 物 。

【 請 求 項 ５ 】

　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抽 出 物 を 含 有 す る 組 成 物 。

【 請 求 項 ６ 】

　 食 料 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ７ 】

　 化 粧 料 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 組 成 物 。

【 請 求 項 ８ 】

　 医 薬 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 組 成 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 近 年 炎 症 性 腸 疾 患 患 者 数 の 増 大 が 報 告 さ れ 、 様 々 な タ イ プ の 抗 炎 症 剤 や 抗 サ イ ト カ イ ン

療 法 が 行 わ れ て い る が 、 副 作 用 の 問 題 を 含 め 解 決 す べ き 問 題 も 多 く 残 さ れ て い る （ 非 特 許

文 献 １ )。 し た が っ て 、 副 作 用 の 少 な い 抗 炎 症 剤 の 開 発 が 求 め ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 こ れ ま で に 、 培 養 細 胞 を 使 っ て 食 品 抽 出 物 の 抗 炎 症 効 果 が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献

２ 、 非 特 許 文 献 ３ 、 非 特 許 文 献 ４ ） 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 し か し 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト お よ び ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 の 抗 炎 症 作 用 に つ い て の 報 告 は

な い 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 さ ら に 、 こ れ ま で 食 品 抽 出 物 の 抗 炎 症 効 果 の 報 告 が 培 養 細 胞 を 用 い た も の が ほ と ん ど で

あ っ た の に 対 し 、 本 発 明 者 は 、 培 養 細 胞 を 用 い た 実 験 に 加 え さ ら に マ ウ ス を 用 い た 実 験 に

お い て も 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 が 経 口 で 抗 炎 症 作 用 を 示 す こ と を 見 出 し た 。

【 非 特 許 文 献 １ 】 綜 合 臨 牀 2007.8/Vol.56/No.8, p.2423-2424

【 非 特 許 文 献 ２ 】 J.Altern.Compl.Med.2004.10:1009-1013

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Biochem.Biophys.Res.Com mun.2005.327:742-749

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Planta Med.2006.72:697-702

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 抗 炎 症 作 用 を 有 す る ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 者 は 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 が 抗 炎 症 作 用 を 有 す る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完

成 し た 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 よ っ て 、

（ １ ） 本 発 明 は 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト を 溶 媒 で 抽 出 し て 得 ら れ る ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 に 関

す る 。

（ ２ ） 本 発 明 は 、 溶 媒 が 、 水 性 溶 媒 、 有 機 溶 媒 ま た は そ の 混 合 溶 媒 で あ る 、 上 記 （ １ ） に
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記 載 の 抽 出 物 に 関 す る 。

（ ３ ） 本 発 明 は 、 有 機 溶 媒 が 、 ア ル コ ー ル で あ る 、 上 記 （ ２ ） 記 載 の 抽 出 物 に 関 す る 。

（ ４ ） 本 発 明 は 、 抗 炎 症 作 用 の た め の 、 上 記 （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か １ つ に 記 載 の 抽 出

物 に 関 す る 。

（ ５ ） 本 発 明 は 、 上 記 （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か １ つ に 記 載 の 抽 出 物 を 含 有 す る 組 成 物 に

関 す る 。

（ ６ ） 本 発 明 は 、 食 料 で あ る 、 上 記 （ ５ ） に 記 載 の 組 成 物 に 関 す る 。

（ ７ ） 本 発 明 は 、 化 粧 料 で あ る 、 上 記 （ ５ ） に 記 載 の 組 成 物 に 関 す る 。

（ ８ ） 本 発 明 は 、 医 薬 で あ る 、 上 記 （ ５ ） に 記 載 の 組 成 物 に 関 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 培 養 細 胞 及 び マ ウ ス を 用 い た 経 口 投 与 の 実 験 か ら ソ バ ス プ ラ ウ ト 抽 出 物 に 強 い 抗 炎 症 作

用 を 持 つ 物 質 が 含 ま れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 し た が っ て 炎 症 性 の 疾 患 の 予 防 も し く は

治 療 へ の 応 用 が 期 待 で き る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 で 用 い る ソ バ と は 、 タ デ 科 （ Polygonaceae） ソ バ 属 （ Fagopyrum） に 属 す る 一 年

草 で 、 Fagopyrum esculentumを 意 味 す る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 で 用 い る ス プ ラ ウ ト と は 、 植 物 の 新 芽 の 総 称 で あ る が 、 根 、 茎 、 新 芽 を 含 む 植 物

体 全 体 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 子 葉 （ 双 葉 ） が 開 い た 状 態 で 、 茎 と 新 芽 を 合 わ せ た 長 さ

が ５ cm～ ２ ０ cm、 よ り 好 ま し く は ５ cm～ １ ０ cmの も の で あ る 。 ス プ ラ ウ ト に は 、 バ ー テ ィ

カ ル ス プ ラ ウ ト 、 カ ー ル ス プ ラ ウ ト 、 も や し ス プ ラ ウ ト 等 が 挙 げ ら れ る が 、 好 ま し く は 、

暗 室 で 育 て 、 そ の 後 光 を あ て て 育 成 さ せ た バ ー テ ィ カ ル ス プ ラ ウ ト ま た は 光 を あ て て 育 成

さ せ た バ ー テ ィ カ ル ス プ ラ ウ ト で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 バ ー テ ィ カ ル ス プ ラ ウ ト の 栽 培 期 間 に お け る 暗 期 間 と 明 期 間 の 比 は 、 例 え ば 、 栽 培 期 間

が 合 計 ８ 日 間 の 場 合 、 暗 期 間 が ０ ～ ４ 日 間 、 明 期 間 が ８ ～ ４ 日 間 で あ る 。 好 ま し く は 、 暗

期 間 が ０ ～ １ 日 間 、 明 期 間 が ８ ～ ７ 日 間 で あ る 。 栽 培 期 間 に お け る 暗 期 間 と 明 期 間 の 比 が

様 々 で あ る バ ー テ ィ カ ル ス プ ラ ウ ト の 混 合 物 で あ っ て も 良 い 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 光 は 、 自 然 光 、 人 工 光 で あ っ て も よ い 。 光 の 強 さ は ソ バ の 芽 が 育 つ 強 度 で あ れ ば 限 定 さ

れ な い が 、 好 ま し く は ２ ０ ０ ０ ～ ２ ５ ０ ０ ０ ル ク ス で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 栽 培 の 温 度 は 、 ソ バ の 芽 が 育 つ 温 度 で あ れ ば 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は ２ ０ ～ ３ ５ ℃

、 よ り 好 ま し く は 、 ２ ５ ～ ３ ５ ℃ で あ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 栽 培 の 湿 度 は 、 ソ バ の 芽 が 育 つ 湿 度 で あ れ ば 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は ６ ０ ～ ９ ０ ％

、 よ り 好 ま し く は 、 ７ ０ ～ ９ ０ ％ で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 抽 出 に 用 い る ソ バ ス プ ラ ウ ト は 、 生 で あ っ て も 、 乾 燥 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 乾 燥

は 、 天 日 乾 燥 、 加 熱 乾 燥 、 真 空 乾 燥 、 凍 結 乾 燥 で あ っ て よ い 。 好 ま し く は 凍 結 乾 燥 し た ソ

バ ス プ ラ ウ ト で あ る 。 ま た 、 抽 出 に 用 い る ソ バ ス プ ラ ウ ト は 、 細 断 さ れ て い て も さ れ て い

な く て も よ い 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 で 用 い る 溶 媒 は 、 液 体 で あ れ ば 限 定 さ れ な い が 、 水 性 溶 媒 、 有 機 溶 媒 ま た は そ れ

ら の 混 合 溶 媒 、 ま た は 超 臨 界 Ｃ Ｏ ２ の よ う な 超 臨 界 液 体 も 含 む 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 水 性 溶 媒 は 、 水 を 含 む 液 体 で あ れ ば 限 定 さ れ な い が 、 水 、 緩 衝 溶 液 （ リ ン 酸 緩 衝 液 な ど

） な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら に は 、 無 機 塩 （ Ｎ ａ Ｃ ｌ な ど ） 、 無 機 酸 （ Ｈ Ｃ ｌ な ど ） 、 無
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機 塩 基 （ Ｎ ａ Ｏ Ｈ な ど ） 、 有 機 酸 （ Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ な ど ） 、 ア ミ ノ 酸 な ど が 含 ま れ て も 良

い 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 有 機 溶 媒 に は 、 ア ル コ ー ル 、 ク ロ ロ ホ ル ム 、 酢 酸 エ チ ル 、 エ ー テ ル 、 ア セ ト ン な ど が 挙

げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ア ル コ ー ル に は 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 水 性 溶 媒 と 有 機 溶 媒 の 混 合 溶 媒 中 の 水 性 溶 媒 と 有 機 溶 媒 の 混 合 比 率 は 、 い ず れ の 比 率 で

あ っ て も よ い が 、 好 ま し く は 、 混 合 溶 媒 １ ０ ０ 容 量 部 中 の 有 機 溶 媒 の 量 が ５ ０ ～ １ ０ ０ 容

量 部 、 よ り 好 ま し く は 、 ５ ０ ～ ８ ０ 容 量 部 で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 抽 出 は 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト に 溶 媒 を 加 え た 後 、 攪 拌 ま た は 振 と う し て 抽 出 を 行 う 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 抽 出 に お け る 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト と 溶 媒 の 混 合 比 率 は 、 凍 結 乾 燥 し た ソ バ ス プ ラ ウ ト １ ０

０ 重 量 部 に 対 し て 、 溶 媒 が １ ０ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ０ 重 量 部 、 好 ま し く は １ ０ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ０

重 量 部 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 抽 出 の 温 度 は 、 １ ０ ～ ４ ０ ℃ 、 好 ま し く は １ ５ ～ ２ ５ ℃ で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 攪 拌 ま た は 振 と う の 回 転 数 は 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト と 溶 媒 が 接 触 す る 回 転 数 で あ れ ば 特 に 限

定 さ れ な い が 、 ５ ０ ～ １ ５ ０ rpm、 好 ま し く は ８ ０ ～ １ ２ ０ rpmで あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 攪 拌 ま た は 振 と う の 時 間 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が ５ ～ ４ ８ 時 間 、 好 ま し く は １ ６ ～ ２ ４

時 間 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 抽 出 の 回 数 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 １ 回 又 は ２ 回 以 上 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 抽 出 処 理 後 、 濾 紙 又 は 濾 布 に よ る 濾 過 又 は 遠 心 分 離 な ど の 分 離 手 段 に よ り ソ バ ス プ ラ ウ

ト の 抽 出 液 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 発 明 で 用 い る ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 は 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 液 で あ っ て も よ い 。

あ る い は 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 液 か ら 溶 媒 を 完 全 に 又 は 部 分 的 に 除 去 し た も の で あ っ て

よ い 。 好 ま し く は 、 抽 出 液 を 乾 燥 さ せ た 固 体 、 も し く は 乾 燥 さ せ た 固 体 を ７ ０ 容 量 ％ エ タ

ノ ー ル 溶 液 に 可 溶 化 し た 液 体 で あ る 。 抽 出 液 の 乾 燥 は 、 溶 媒 を 蒸 発 さ せ る 方 法 で あ れ ば 限

定 さ れ な い が 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い た 方 法 及 び ／ ま た は 凍 結 乾 燥 を 用 い た 方

法 に よ り 乾 燥 さ せ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 で 用 い る 、 抗 炎 症 作 用 と は 、 炎 症 の 発 生 を 抑 制 す る 作 用 、 お よ び ／ ま た は 、 既 に

起 こ っ て い る 炎 症 を 抑 制 す る 作 用 を 意 味 す る 。 こ こ で 、 炎 症 の 発 生 を 抑 制 す る 作 用 と は 、

リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド （ Ｌ Ｐ Ｓ ） に よ り 誘 導 さ れ る 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 の 発 現 上 昇

お よ び ／ ま た は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 上 昇 を 抑 制 す る 作 用 を 意 味 し 、 ま た 、 既 に 起 こ

っ て い る 炎 症 を 抑 制 す る 作 用 と は 、 既 に 発 現 し て い る リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド （ Ｌ Ｐ Ｓ ） に

よ り 誘 導 さ れ る 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 の 発 現 量 お よ び ／ ま た は 既 に 産 生 さ れ て い る 炎

症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 量 を 抑 制 す る 作 用 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド （ Ｌ Ｐ Ｓ ） に よ る 炎 症 の 発 生 は グ ラ ム 陰 性 細 菌 に よ る 敗 血 症 に お

い て 詳 細 に 研 究 さ れ （ Chest 1991.100 :164-168） 、 リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド （ Ｌ Ｐ Ｓ ） 抗

体 を 用 い る こ と で 炎 症 が 抑 え ら れ た 実 験 的 結 果 か ら リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド （ Ｌ Ｐ Ｓ ） と 炎

症 と の 関 連 性 が 証 明 さ れ て い る （ J.Im munol.1984.132:2590-2592） 。 ま た 、 リ ポ ポ リ サ ッ
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カ ラ イ ド （ Ｌ Ｐ Ｓ ） に よ り 発 生 し た 炎 症 は 、 炎 症 性 肝 障 害 （ Hepatology 2001.33 :1441-1

450） 、 関 節 リ ウ マ チ （ Scand.J.Im munol.2005.62:117-122） 、 炎 症 性 腸 疾 患 （ J.Im munol.

2005.174 :6416-6423） な ど の 炎 症 性 疾 患 モ デ ル と な っ て い る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 そ し て 、 本 発 明 で 用 い る 抗 炎 症 作 用 は 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 Ｔ Ｎ Ｆ α か ら な る 群 か ら

選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 炎 症 性 サ イ ト カ ン の 遺 伝 子 発 現 量 お よ び ／ ま た は 炎 症 性 サ イ

ト カ イ ン の 産 生 量 を 測 定 す る こ と で 決 定 で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 抑 制 と 抗 炎 症 作 用 と の 関 連 性 に つ い て は 、 炎 症 に 対 す る 炎 症 性 サ

イ ト カ イ ン を ブ ロ ッ ク す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 実 験 結 果 か ら そ の 関 連 性 が 証 明 さ

れ て い る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 Ｉ Ｌ － ８ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 肺 に お け る 急 性 炎 症 を 顕 著 に 抑 制 す る （ Natu

re 1993.365:654-657） 。 ま た 、 Ｔ Ｎ Ｆ α や Ｉ Ｌ － ６ に つ い て は 臨 床 的 に も 抗 体 が 応 用 さ

れ 、 炎 症 性 腸 疾 患 に 対 す る 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 （ Gastroenterology 2004.126:1593-1610） や

、 関 節 リ ウ マ チ に 対 す る 抗 Ｉ Ｌ － ６ 抗 体 （ Arthritis Rheum.2004.50:1761-1769） が 、 炎

症 を 治 療 し す ば ら し い 臨 床 成 績 を 上 げ て い る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 よ っ て 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 ま た は Ｔ Ｎ Ｆ α 遺 伝 子 の 発 現 量 お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － ６

、 Ｉ Ｌ － ８ 、 ま た は Ｔ Ｎ Ｆ α の 産 生 量 の 測 定 は 、 炎 症 の 発 生 を 抑 制 す る 作 用 、 お よ び ／ ま

た は 、 既 に 起 こ っ て い る 炎 症 を 抑 制 す る 作 用 を 測 定 す る 上 で よ い 指 標 と な り う る 。 し た が

っ て 、 （ 処 理 さ れ た 対 象 で の Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 ま た は Ｔ Ｎ Ｆ α 遺 伝 子 の 発 現 量 ） ÷ （

未 処 理 の 対 象 で の Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 ま た は Ｔ Ｎ Ｆ α 遺 伝 子 の 発 現 量 ） × １ ０ ０ が 、 ８

０ ％ ～ ０ ％ 、 好 ま し く は ５ ０ ％ ～ ０ ％ と な る 場 合 、 お よ び ／ ま た は 、 （ 処 理 さ れ た 対 象 で

の Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 ま た は Ｔ Ｎ Ｆ α の 産 生 量 ） ÷ （ 未 処 理 の 対 象 で の Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ

－ ８ 、 ま た は Ｔ Ｎ Ｆ α の 産 生 量 ） × １ ０ ０ が ８ ０ ％ ～ ０ ％ 、 好 ま し く は ５ ０ ％ ～ ０ ％ と な

る 場 合 を 、 抗 炎 症 作 用 が あ る と 判 断 す る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ま た 、 本 願 発 明 に は 、 本 発 明 の ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 を 含 む 組 成 物 が 含 ま れ る 。 組 成

物 は 、 限 定 さ れ な い が 、 食 品 、 化 粧 料 、 医 薬 の 形 態 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 の ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 は 、 そ れ 自 体 で 食 品 ま た は 食 品 添 加 物 と し て 使 用 す る

こ と も で き る し 、 食 品 の 製 造 の た め に 使 用 す る こ と も で き る 。 特 に 、 本 発 明 の ソ バ ス プ ラ

ウ ト の 抽 出 物 は 、 抗 炎 症 作 用 を 有 す る の で 、 抗 炎 症 作 用 を 有 す る 機 能 性 食 品 の 製 造 に 使 用

す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 食 品 に は 飲 料 品 も 含 ま れ る 。 ま た 、 食 品 の 形 態 は 限 定 さ れ な

い が 、 固 体 、 粉 体 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 グ ミ 、 シ ロ ッ プ な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 ま た 、 本 発 明 の ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 は 、 化 粧 料 の 製 造 の た め に 使 用 す る こ と も で き

る 。 特 に 、 本 発 明 の ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 は 、 抗 炎 症 作 用 を 有 す る の で 、 炎 症 を 抑 制 す

る 成 分 と し て 化 粧 料 に 配 合 す る こ と が で き る 。 化 粧 料 の 形 態 は 限 定 さ れ な い が 、 パ ウ ダ ー

、 ク リ ー ム 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 乳 液 、 ロ ー シ ョ ン な ど 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 ま た 、 本 発 明 の ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 は 、 医 薬 の 製 造 に お い て 使 用 す る こ と も で き る

。 特 に 、 本 発 明 の ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 は 、 抗 炎 症 作 用 を 有 す る の で 、 抗 炎 症 剤 の 製 造

に 使 用 す る こ と が で き 、 炎 症 性 の 疾 患 も し く は 障 害 の 予 防 も し く は 治 療 に 使 用 す る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 炎 症 性 の 疾 患 も し く は 障 害 と は 、 炎 症 性 肝 障 害 、 関 節 リ ウ マ チ 、 炎 症 性 腸 疾 患 を 意 味 す

る 。 好 ま し く は 、 炎 症 性 肝 障 害 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 予 防 と は 、 疾 患 も し く は 障 害 の 発 症 を 防 ぐ こ と ま た は 遅 ら せ る こ と を 意 味 す る 。 ま た 、

治 療 と は 、 既 に 発 症 し て い る 疾 患 も し く は 障 害 の 進 行 を 抑 制 し た り 、 ま た は 症 状 を 改 善 も

し く は 軽 減 す る こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 予 防 も し く は 治 療 は 、 疾 患 も し く は 障 害 の 予 防 や 治 療 を 必 要 と す る 被 験 者 に 、 治 療 ま た

は 予 防 の た め に 有 効 な 量 の 本 発 明 の ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 実 施

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 被 験 者 と は 、 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 犬 、 猫 等 の 愛 玩 動 物 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ニ ワ ト リ 等

の 家 畜 動 物 で あ る が 、 特 に ヒ ト で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 投 与 と は 、 全 身 投 与 、 局 所 投 与 で あ っ て よ く 、 全 身 投 与 、 局 所 投 与 は 、 経 皮 投 与 、 舌 下

投 与 、 経 口 投 与 、 経 腸 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 静 脈 投 与 、 経 鼻 投 与 、 吸 入 投 与 、 点

眼 な ど い ず れ の 投 与 形 態 で あ っ て も よ い 。 そ の た め 、 医 薬 の 形 態 は 限 定 さ れ な い が 、 ク リ

ー ム 、 舌 下 剤 、 マ ッ サ ジ 油 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 ロ ー シ ョ ン 、 軟 膏 、 ゲ ル 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤

、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 坐 剤 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 治 療 ま た は 予 防 の た め に 有 効 な 量 と は 、 疾 患 も し く は 障 害 の 程 度 、 投 与 方 法 に よ っ て 異

な り 、 炎 症 を 抑 制 す る た め に 有 効 な 量 で あ れ ば 限 定 さ れ な い が 、 乾 燥 形 態 の 本 発 明 の ソ バ

ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 の 量 が 、 １ ～ １ ０ ０ mg／ 体 重 kg・ 日 、 好 ま し く は ５ ～ ５ ０ mg／ 体 重 kg

・ 日 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 　 本 発 明 の 組 成 物 に は 、 慣 用 の 担 体 、 賦 形 剤 、 ま た は 添 加 剤 等 を さ ら に 含 ん で も よ い 。

慣 用 の 担 体 、 賦 形 剤 、 ま た は 添 加 剤 等 に は 、 溶 媒 、 植 物 油 、 鉱 油 、 脂 肪 油 、 流 動 パ ラ フ ィ

ン 、 緩 衝 剤 、 保 存 剤 、 湿 潤 剤 、 キ レ ー ト 剤 、 抗 酸 化 剤 、 安 定 化 剤 、 乳 化 剤 、 懸 濁 化 剤 、 ゲ

ル 形 成 剤 、 軟 膏 基 剤 、 坐 剤 基 剤 、 浸 透 促 進 剤 、 芳 香 剤 、 甘 味 料 、 着 色 料 、 香 料 お よ び 皮 膚

保 護 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 本 発 明 に つ い て 、 以 下 の 例 に よ っ て 更 に 説 明 す る 。 た だ し 本 発 明 は 以 下 に 示 す 例 に 限 ら

れ た も の で は な い こ と を 理 解 さ れ た い 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ４ ７ 】

ソ バ ス プ ラ ウ ト の エ タ ノ ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ） の 調 製

　 新 得 物 産 株 式 会 社 よ り 入 手 し た ボ タ ン そ ば （ Fagopyrum esculentum） 種 子 を 、 連 続 し て

４ 日 間 暗 所 で 、 そ の 後 連 続 し て ４ 日 間 明 所 （ 自 然 光 、 ２ ０ ０ ０ ～ ２ ５ ０ ０ ０ ル ク ス ） で 栽

培 （ 合 計 ８ 日 間 栽 培 ） し て ソ バ ス プ ラ ウ ト （ ５ ～ １ ５ cm） を 得 た 。 栽 培 は 、 Ｐ Ｓ （ ポ リ ス

チ レ ン ） の ス プ ラ ウ ト 用 容 器 （ 赤 松 化 成 工 業 （ 株 ） 、 Ｓ Ｇ － １ ５ ０ ） に ウ レ タ ン マ ッ ト （

田 源 （ 株 ） 、 Ａ Ｈ ） を 敷 き 、 洗 浄 し た ボ タ ン そ ば 種 子 を 播 種 し 、 水 道 水 を ２ 時 間 毎 に 散 布

し 、 約 ３ ０ ℃ 、 湿 度 約 ８ ０ ％ で 栽 培 し た 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 得 ら れ た ス プ ラ ウ ト （ 根 も 含 む ス プ ラ ウ ト 全 体 ） は 、 凍 結 乾 燥 後 、 粉 末 化 す る 。 こ の 乾

燥 粉 末 ３ ０ ｇ （ 生 鮮 で 約 ４ ０ ０ ｇ 相 当 ） と ２ リ ッ ト ル の ７ ０ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル （ 残 り の ３

０ 容 量 ％ は 水 で あ る ） を 、 角 型 透 明 瓶 （ Ｎ Ａ Ｌ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ ） に 入 れ て 混 合 す る 。 次 に 、 室 温

（ 約 ２ ２ ． ５ ℃ ） で １ ７ 時 間 振 と う （ １ ０ ０ rpm／ min、 振 と う 培 養 装 置 Ｉ Ｍ ４ １ 、 ヤ マ ト

科 学 （ 株 ） ） を 行 っ た 後 、 A D V A NTECろ 紙 （ No.２ 、 ９ ０ m m） を 用 い た 吸 引 ろ 過 に よ り ７ ０

容 量 ％ エ タ ノ ー ル 部 分 を 回 収 し て 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト の ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 液 （ ２ リ ッ ト

ル ） を 調 製 し た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 次 に 、 こ の ソ バ ス プ ラ ウ ト の ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル 抽 出 液 を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー （ Ｅ

Ｌ １ ３ １ 型 、 柴 田 科 学 （ 株 ） ） を 用 い て 、 約 ２ 時 間 濃 縮 （ ０ ． ２ リ ッ ト ル ） し た 後 、 真 空
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凍 結 乾 燥 機 （ Ｔ Ｆ Ｄ － ５ ５ ０ － ８ 、 （ 株 ） 宝 製 作 所 ） で 約 ４ ８ 時 間 の 凍 結 乾 燥 を 行 っ た 。

凍 結 乾 燥 物 の 重 量 （ １ ． ５ ｇ ） を 秤 量 し 、 再 度 ７ ０ ％ 容 量 エ タ ノ ー ル 溶 液 で 溶 解 し 、 こ れ

を ソ バ ス プ ラ ウ ト の エ タ ノ ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ） と し て 用 い た 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ ０ ５ ０ 】

ヒ ト 大 腸 ガ ン 細 胞 に よ る ソ バ ス プ ラ ウ ト の エ タ ノ ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ） の 抗 炎 症 効 果

　 ヒ ト 大 腸 ガ ン 細 胞 （ Ｃ ｏ Ｌ ｏ Ｔ Ｃ 細 胞 （ Ｒ Ｃ Ｂ １ ９ ８ ４ ） ； 理 研 細 胞 バ ン ク よ り 購 入 ）

を 用 い て ソ バ ス プ ラ ウ ト の エ タ ノ ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ） の 抗 炎 症 効 果 を 、 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激

に よ る 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る Ｉ Ｌ － ８ の 産 生 お よ び 遺 伝 子 発 現 を 測 定 す る こ と に よ り

決 定 し た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 Ｃ ｏ Ｌ ｏ Ｔ Ｃ 細 胞 は １ ０ ％ 牛 胎 仔 血 清 （ Biological Industries） を 含 む 培 養 液 {Dulbec

co's modified Eagle's medium (Sigma)}を 用 い て ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 、 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 抗 炎 症 効 果 の 実 験 で は Ｃ ｏ Ｌ ｏ Ｔ Ｃ 細 胞 （ 10
6
 cells/well） を ６ － ｗ ｅ ｌ ｌ 培 養 プ レ ー

ト （ BD Falcon） で 培 養 し 、 ４ 時 間 後 培 養 液 中 に Ｌ Ｐ Ｓ （ L2880, Sigma） を 濃 度 １ ０ ０ ng

／ mlに な る よ う に 添 加 し て 細 胞 を 刺 激 し た 。 ま た 同 時 に Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ （ １ ０ ０ mg／ ml、 実 施

例 １ で 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 物 を ７ ０ ％ 容 量 エ タ ノ ー ル に 溶 解 し て 調 製 し た ） を 培 養 液 の １ ０

０ 分 の １ 量 添 加 し 、 対 象 群 に も 同 量 の ７ ０ ％ 容 量 エ タ ノ ー ル を 加 え 、 培 養 し た 。 １ ６ 時 間

培 養 後 、 上 清 を 回 収 し 、 培 養 液 中 の イ ン タ ー ロ イ キ ン － ８ （ Ｉ Ｌ － ８ ） 産 生 量 を ヒ ト Ｉ Ｌ

－ ８ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト （ R& D Systems） を 用 い キ ッ ト の 指 示 書 に 従 っ て 測 定 し た 。 結 果

は 、 独 立 し た ３ つ の 実 験 結 果 の 平 均 ± Ｓ Ｄ で 図 １ Ｂ に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 ま た 、 細 胞 は Phosphate-buffered saline（ PBS, Sigma） に よ り 洗 浄 し た 後 、 セ ル ス ク

レ ー パ ー （ 住 友 ベ ー ク ラ イ ト ） を 用 い て 回 収 し た 。 回 収 し た 細 胞 か ら RN Aiso（ TaKaRa BIO

） を 用 い て total RN Aを 調 製 し た 。 な お 、 こ の RN Aisoは 、 グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ン 酸 塩

と フ ェ ノ ー ル な ど を 含 む total RN A抽 出 溶 液 （ Anal.Biochem.1990.188:338-343） で あ る が

、 公 知 の 他 の total RN A抽 出 方 法 を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 細 胞 に RN Aiso ５ ０ ０ μ lを 加 え 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 懸 濁 し 、 室 温 で ５ 分 間 放 置 す る

。 次 に １ ０ ０ μ lの ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え 強 く 振 っ て 混 合 す る 。 室 温 で ５ 分 間 放 置 し た 後 、

イ ン バ ー タ マ イ ク ロ 冷 却 遠 心 機 （ 1720、 （ 株 ） 久 保 田 製 作 所 ） を 用 い て １ ２ ， ０ ０ ０ ｘ ｇ

、 ４ ℃ 、 １ ５ 分 間 遠 心 し 、 上 清 １ ５ ０ μ lを 別 の チ ュ ー ブ に 移 し 、 同 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー

ル を 加 え て 混 合 し 、 室 温 で １ ０ 分 間 放 置 す る 。 こ れ を イ ン バ ー タ マ イ ク ロ 冷 却 遠 心 機 に よ

り １ ２ ， ０ ０ ０ ｘ ｇ 、 ４ ℃ 、 １ ０ 分 間 遠 心 し 、 沈 殿 を 得 る 。 こ れ を ５ ０ ０ μ lの ７ ０ ％ 容

量 エ タ ノ ー ル 溶 液 を 加 え て 洗 浄 し 、 １ ２ ， ０ ０ ０ ｘ ｇ 、 ４ ℃ 、 ５ 分 間 遠 心 し て 沈 殿 を 得 、

乾 燥 後 ３ ０ μ lの RN A water（ TaKaRa BIO） に 溶 解 し 、 Ｒ Ｎ Ａ サ ン プ ル と し た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 ２ ６ ０ nmで の 吸 光 度 に よ り Ｒ Ｎ Ａ 濃 度 を ０ ． ２ ５ mg／ mlに 調 製 し 、 TaKaRa RN A PCR Kit

 (A M V) Ver.3.0（ TaKaRa BIO） を 用 い て 以 下 の 記 載 す る よ う に Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ reverse tr

anscriptase-polymerase chain reaction） を 行 っ た 。 な お 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 TaKaRa RN

A PCR Kit (A M V) Ver.3.0（ TaKaRa BIO） 以 外 の 他 の 市 販 の キ ッ ト を 用 い て も 実 施 で き る

。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 サ ン プ ル RN A　 ２ ５ μ g／ mlを 含 む 逆 転 写 反 応 溶 液 （ 5 m M MgCl 2 , 1x RT buffer, 1 m M d

NTP mix, 1 U/μ l RNase inhibitor, 0.25 U/μ l A M V reverse transcriptase XL, 2.5

μ M random 9 mers） を 調 製 し 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ 2720、 ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム

ズ ） に セ ッ ト し 、 ３ ０ ℃ で １ ０ 分 、 ４ ２ ℃ で １ ５ 分 、 ９ ９ ℃ で ５ 分 、 ５ ℃ で ５ 分 の 反 応 を

行 っ た 。 反 応 の 終 わ っ た 逆 転 写 反 応 溶 液 を Ｉ Ｌ － ８ と コ ン ト ー ル 遺 伝 子 増 幅 用 と に 分 注 し

、 逆 転 写 反 応 溶 液 １ 容 量 に 対 し 、 ４ 倍 量 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 （ 1x PCR buffer, 25 m U/μ l TaK
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aRa Ex Taq（ 登 録 商 標 ） HS, ０ ． ２ μ Mフ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ

ー ） を 加 え て サ ー マ ル サ イ ク ラ ー に セ ッ ト し 、 ９ ４ ℃ で ２ 分 反 応 後 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 （ ９ ４ ℃

で ３ ０ 秒 、 ５ ８ ℃ で ３ ０ 秒 、 ７ ２ ℃ で ３ ０ 秒 ） を ３ ０ サ イ ク ル 行 い 、 最 後 に ７ ２ ℃ で １ 分

反 応 後 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 Ｉ Ｌ － ８ の 増 幅 に は 、 Ｉ Ｌ － ８ 用 フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ） ： 5'-acatgac

ttccaagctgg-3'と Ｉ Ｌ － ８ 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ２ ） ： 5'-gaagtttcactggcatc

ttc-3'） を 用 い た 。 コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 と し て の グ リ セ ロ ３ リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ

Ｈ ） の 増 幅 に は 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 用 フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ３ ） ： 5'-accacagtcca

tgccatca-3'と Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ４ ） ： 5'-caccctgttgctgtagcc

-3'） を 用 い た 。 増 幅 産 物 は ミ ュ ー ピ ッ ド ２ プ ラ ス （ （ 株 ） ア ド バ ン ス ） を 用 い た ２ ％ ア

ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 さ れ た 後 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で 染 色 さ れ た 。 そ の 後 、 ト ラ

ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー （ デ ン シ ト グ ラ フ Ａ Ｂ － １ ５ ０ ０ 、 ア ト ー 株 式 会 社 ） 上 で 染 色 さ れ た

Ｄ Ｎ Ａ の バ ン ド を ポ ラ ロ イ ド 撮 影 し 、 目 視 で 増 幅 の 比 較 を 行 っ た 。 結 果 を 図 １ Ａ に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 ソ バ ス プ ラ ウ ト の エ タ ノ ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ） の 細 胞 に 対 す る 毒 性 は ト リ パ ン ブ ル

ー を 用 い た 染 色 に よ り 、 生 細 胞 と 死 細 胞 を 計 数 す る 方 法 で 行 っ た 。 細 胞 は 抗 炎 症 効 果 実 験

と 同 一 の 方 法 で 処 理 し 、 処 理 後 １ ６ 時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 細 胞 を 懸 濁 し 、 同 量

の ト リ パ ン ブ ル ー 溶 液 （ Sigma） を 添 加 し て ５ 分 後 に 顕 微 鏡 下 で 計 数 し た 。 そ の 結 果 を 図

１ Ｃ に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 ヒ ト 大 腸 ガ ン 細 胞 を 用 い た 実 験 結 果 か ら Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ に は 、 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 に よ る 炎 症 性 サ イ

ト カ イ ン Ｉ Ｌ － ８ の 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る 作 用 が 確 認 さ れ た （ 図 １ Ａ ） 。 ま た 、 Ｉ Ｌ － ８

の 産 生 量 に つ い て も 抑 制 す る 作 用 が 確 認 さ れ た （ 図 １ Ｂ ） 。 す な わ ち 、 コ ン ト ロ ー ル 細 胞

の 培 養 液 中 Ｉ Ｌ － ８ は ６ ２ ． １ ± ６ ． ４ pg／ mlで あ っ た が 、 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 に よ り Ｉ Ｌ － ８ は

１ ６ ８ ． ８ ± １ ６ ． ５ pg／ mlに 上 昇 し 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の 添 加 に よ り Ｉ Ｌ － ８ は １ １ ０ ． ８ ±

２ ２ ． ０ pg／ mlと 顕 著 に 抑 制 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 ま た 、 こ の と き 細 胞 毒 性 は い ず れ の 処 理 に よ っ て も 認 め ら れ な か っ た （ 図 １ Ｃ ） 。 こ れ

よ り 、 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 に よ る 炎 症 の 発 生 を 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト の エ タ ノ ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ

） が 抑 制 す る 可 能 性 が in vitroで 示 さ れ た 。

【 実 施 例 ３ 】

【 ０ ０ ６ １ 】

Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 に よ る Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 発 現 に 対 す る ポ リ フ ェ ノ ー ル お よ び ソ バ ス プ ラ ウ ト の エ

タ ノ ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ） の 効 果 比 較

　 ソ バ に は ル チ ン 等 ポ リ フ ェ ノ ー ル が 含 ま れ て い る こ と が 知 ら れ て お り 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 に

よ り Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ に も ６ 種 類 の ポ リ フ ェ ノ ー ル （ ビ テ キ シ ン 、 イ ソ ビ テ キ シ ン 、 オ リ エ ン チ

ン 、 イ ソ オ リ エ ン チ ン 、 ク ロ ロ ゲ ン 酸 、 ル チ ン ） が 存 在 し 、 総 量 で 約 ５ ０ mg／ g含 有 す る

こ と を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 そ こ で 、 含 有 す る ６ 種 類 を 含 む ７ 種 類 の ポ リ フ ェ ノ ー ル ｛ ビ テ キ シ ン （ Ｖ ） 、 イ ソ ビ テ

キ シ ン （ Ｉ Ｖ ） 、 オ リ エ ン チ ン （ Ｏ ） 、 イ ソ オ リ エ ン チ ン （ Ｉ Ｏ ） 、 ケ ラ シ ア ニ ン （ Ｋ ）

、 ク ロ ロ ゲ ン 酸 （ Ｃ Ａ ） そ れ に ル チ ン （ Ｒ ） ； こ れ ら の ポ リ フ ェ ノ ー ル は す べ て フ ナ コ シ

よ り 購 入 ｝ に つ い て Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 に よ り 誘 導 さ れ る Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 発 現 に 対 す る 影 響 を Ｅ ｘ

ｔ Ｂ Ｓ と 比 較 し た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

個 々 の ポ リ フ ェ ノ ー ル と Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ と の 比 較

　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ は 培 養 液 中 に １ mg／ mlの 濃 度 で 添 加 し て い る こ と か ら 、 １ mg／ mlの Ｅ ｘ ｔ Ｂ

Ｓ 中 に は 約 ５ ０ μ g／ mlポ リ フ ェ ノ ー ル が 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。 そ こ で 、 そ れ ぞ れ の 標

準 品 を そ の 2倍 に 相 当 す る １ ０ ０ μ g／ mlの 濃 度 で 添 加 し 、 そ の 効 果 を 観 察 し た 。 Ｉ Ｌ － ８
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遺 伝 子 発 現 の 測 定 は 、 実 施 例 ２ と 同 様 に 行 っ た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 結 果 を 図 ２ Ａ に 示 す 。 ル チ ン で 弱 い 抗 炎 症 効 果 が 認 め ら れ た が 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の そ れ よ り

著 し く 弱 か っ た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

６ 種 類 の ポ リ フ ェ ノ ー ル の 混 合 物 と Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ と の 比 較

　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ は 培 養 液 中 に １ mg／ mlの 濃 度 で 添 加 し て い る こ と か ら 、 １ mg／ mlの Ｅ ｘ ｔ Ｂ

Ｓ 中 に は 約 ５ ０ μ g／ mlの 濃 度 で ポ リ フ ェ ノ ー ル が 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。 そ こ で 、 Ｅ ｘ

ｔ Ｂ Ｓ に 含 ま れ る ポ リ フ ェ ノ ー ル と 同 じ 組 成 と 濃 度 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 標 準 品 か ら な る 約 ５

０ μ g／ mlの ポ リ フ ェ ノ ー ル 混 合 溶 液 （ ２ ． ０ μ g／ mlク ロ ロ ゲ ン 酸 、 ６ ． ４ μ g／ mlオ リ

エ ン チ ン 、 １ ２ ． ６ μ g／ mlイ ソ オ リ エ ン チ ン 、 １ ０ ． ８ μ g／ mlビ テ キ シ ン 、 ８ ． ３ μ g

／ mlイ ソ ビ テ キ シ ン 、 ９ ． ４ μ g／ mlル チ ン ） を 調 製 し 、 培 養 液 に 添 加 し 、 そ の 効 果 を 観

察 し た 。 Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 発 現 の 測 定 は 、 実 施 例 １ と 同 様 に 行 っ た 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 結 果 を 図 ２ Ｂ に 示 す 。 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ に 含 ま れ る ポ リ フ ェ ノ ー ル と 同 じ 組 成 の ポ リ フ ェ ノ ー

ル 標 準 品 の 混 合 溶 液 で は Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 は 認 め ら れ な か っ た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 以 上 の 結 果 よ り 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の 抗 炎 症 作 用 は 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ 中 の ポ リ フ ェ ノ ー ル の 作 用 だ

け で は 説 明 で き な い こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 実 施 例 ４ 】

【 ０ ０ ６ ８ 】

マ ウ ス を 用 い た 抗 炎 症 効 果 （ 経 口 投 与 ）

　 マ ウ ス は Ｃ ５ ７ Ｂ ｌ ｃ メ ス マ ウ ス ８ 週 齢 （ 日 本 チ ャ ー ル ズ リ バ ー ） を 購 入 し 、 ４ 日 間 の

飼 育 後 、 一 晩 絶 食 さ せ 、 １ 群 ３ 匹 で 実 験 を 行 っ た 。 ２ ０ mg／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ と １ ０ ０ mg／ ml　

Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の ７ ０ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル も し く は ７ ０ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル を 等 量 混 和 し 、 マ ウ ス

あ た り ０ ． ２ mlを 強 制 経 口 投 与 し た 。 対 照 群 に は ３ ５ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル を ０ ． ２ ml投 与 し

た 。 投 与 後 ４ 時 間 で 採 血 し 、 脾 臓 と 肝 臓 を 摘 出 し た 。 抗 炎 症 効 果 は 、 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 に よ り 誘

導 さ れ る 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ － α の 産 生 お よ び 遺 伝 子 発 現 を 測 定

す る こ と に よ り 決 定 し た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 脾 臓 と 肝 臓 に つ い て は 、 そ れ ぞ れ の 臓 器 約 ０ ． ２ gに ５ ０ ０ μ lの RN Aiso（ TaKaRa BIO）

を 加 え 、 マ イ ク ロ ホ モ ジ ナ イ ザ ー ヒ ス コ ト ロ ン （ （ 株 ） マ イ ク ロ テ ッ ク ・ ニ チ オ ン ） を 用

い て ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 そ の 後 は 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で total RN Aを 調 製 し た 。 ２ ６ ０ nm

で の 吸 光 度 に よ り RN A濃 度 を ０ ． ２ ５ mg／ mlに 調 製 し 、 TaKaRa RN A PCR Kit (A M V) Ver.3.

0 （ TaKaRa BIO） を 用 い て 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 た だ し 、 プ ラ

イ マ ー は 次 の Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ － α 用 プ ラ イ マ ー を 用 い た 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ － α の 増 幅 に は そ れ ぞ れ Ｉ Ｌ － ６ 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ Ｉ Ｌ － ６ 用 フ

ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ５ ） ： 5'-gagacttcacagaggatac-3'お よ び Ｉ Ｌ － ６ 用 リ

バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ６ ） ： 5'-tgtactccaggtagctatg-3'） と Ｔ Ｎ Ｆ － α 用 プ ラ イ

マ ー セ ッ ト （ Ｔ Ｎ Ｆ － α 用 フ ォ ー ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ７ ） ： 5'-gctcttctgtctact

gaac-3'と 用 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ８ ） ： 5'-cttgtcccttgaagagaac-3'） を 用 い て

行 っ た 。 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 実 施 例 ２ と 同 一 の も の （ 配 列 番 号 ３ と ４ ） を 使

用 し た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 脾 臓 、 肝 臓 と も Ｉ Ｌ － ６ や Ｔ Ｎ Ｆ － α と い っ た 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン

遺 伝 子 の 発 現 は Ｌ Ｐ Ｓ 投 与 に よ り 顕 著 に 上 昇 す る が 、 そ の 上 昇 は Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の 同 時 投 与 に

よ り 抑 制 さ れ 、 ほ ぼ コ ン ト ロ ー ル と 同 レ ベ ル で あ っ た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 ま た 、 血 液 は 室 温 で 凝 固 さ せ 、 遠 心 に よ り 血 清 を 分 離 し た 。 血 清 中 の Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ
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－ α の 量 を マ ウ ス Ｉ Ｌ － ６ 　 ELISAキ ッ ト 及 び マ ウ ス Ｔ Ｎ Ｆ － α ELISAキ ッ ト （ R& D System

s） を 用 い て 測 定 し た 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 結 果 は １ 群 ４ な い し ５ 匹 の マ ウ ス 血 清 サ ン プ ル の 測 定 結 果 の 平 均 ± Ｓ Ｄ で 図 ４ に 示 す 。

Ｌ Ｐ Ｓ 投 与 に よ り 血 清 中 の Ｉ Ｌ － ６ 量 は ３ ． ６ ± １ ． ３ pg／ mlか ら ２ ３ ５ ． ２ ± ８ ６ ． ０

pg／ mlに 、 ま た Ｔ Ｎ Ｆ － α 量 は ６ ． ３ ± ３ ． ８ pg／ mlか ら １ ０ ６ ． ７ ± ３ ７ ． ４ pg／ mlに

上 昇 す る が 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の 同 時 投 与 で 、 Ｉ Ｌ － ６ は ２ ８ ． ８ ± １ ６ ． ３ pg／ ml、 Ｔ Ｎ Ｆ －

ａ は ２ ３ ． ７ ± １ １ ． ７ pg／ mlと そ の 上 昇 を 有 意 に 低 下 さ せ た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 こ れ よ り 、 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 に よ る 炎 症 の 発 生 を 、 ソ バ ス プ ラ ウ ト の エ タ ノ ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ

ｔ Ｂ Ｓ ） が 、 in vivoに お い て も 抑 制 す る 可 能 性 が 示 さ れ た 。

【 実 施 例 ５ 】

【 ０ ０ ７ ５ 】

マ ウ ス を 用 い た 抗 炎 症 効 果 （ 腹 腔 内 投 与 ）

　 次 に 投 与 方 法 を 腹 腔 内 投 与 に 変 え て Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の 効 果 を 検 討 し た （ 図 ６ ） 。 腹 腔 内 投 与

で は Ｌ Ｐ Ｓ に 対 す る 感 受 性 が 高 ま る こ と か ら 投 与 量 は 強 制 経 口 投 与 の ２ ０ ０ ０ 分 の １ 量 、

す な わ ち マ ウ ス あ た り １ μ g　 Ｌ Ｐ Ｓ で 刺 激 し た 。 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ は 強 制 経 口 投 与 の 場 合 と 同

一 割 合 で 希 釈 し た も の と そ の １ ０ ０ 倍 量 と の ２ 種 類 の 濃 度 を 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 １ ０

μ g／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ － Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 と ｛ Ｐ Ｂ Ｓ と ０ ． ５ ま た は ５ ０ mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の ７ ０

％ エ タ ノ ー ル と の 混 合 液 （ ９ ： １ ） ｝ と を 等 量 混 和 し 、 こ れ ら を マ ウ ス あ た り ０ ． ２ mlを

腹 腔 内 投 与 し た 。 対 照 群 に は ３ ． ５ ％ エ タ ノ ー ル － Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 を ０ ． ２ ml投 与 し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 マ ウ ス は Ｃ ５ ７ Ｂ ｌ ｃ メ ス マ ウ ス ８ 週 齢 （ 日 本 チ ャ ー ル ズ リ バ ー ） を ４ 日 間 の 飼 育 後 、

一 晩 絶 食 さ せ 、 １ 群 ３ 匹 で 実 験 を 行 っ た 。 投 与 後 ４ 時 間 で 脾 臓 と 肝 臓 を 摘 出 し 、 実 施 例 ４

の 方 法 で 脾 臓 と 肝 臓 か ら total RN Aを 調 製 し 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ － α

の 発 現 量 を 比 較 し た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 画 像 を ス キ ャ ナ ー GT-X750（ エ プ ソ ン ） で

取 り 込 み 、 画 像 読 み 取 り ソ フ ト Scion Image（ Scion Corporation） に よ り Ｄ Ｎ Ａ バ ン ド を

数 値 化 し 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ の バ ン ド で 補 正 し て 比 較 し た （ 図 ５ ） 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 図 ５ か ら も 明 ら か な よ う に Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ は 腹 腔 内 投 与 で は Ｌ Ｐ Ｓ に よ る 刺 激 を 抑 え る こ と

が で き な い ば か り か 、 脾 臓 に お い て は む し ろ Ｉ Ｌ － ６ の 発 現 量 を 顕 著 に 上 昇 さ せ る こ と が

明 ら か と な っ た 。 こ れ よ り Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ が Ｌ Ｐ Ｓ と の 非 特 異 的 結 合 に よ り Ｌ Ｐ Ｓ の Ｌ Ｐ Ｓ 受

容 体 （ Ｔ Ｌ Ｒ ４ ） へ の 結 合 を 阻 害 し て 、 炎 症 の 発 生 を 抑 制 し て い る の で は な い こ と が わ か

っ た 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の 抗 炎 症 作 用 が 、 Ｌ Ｐ Ｓ の よ う な 炎 症 を 引 き 起 こ す 物 質 と 非 特 異 的 に 結 合 す

る こ と で 炎 症 の 発 生 を 抑 制 す る 作 用 で な い こ と か ら 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の 炎 症 発 生 予 防 効 果 は 、

Ｌ Ｐ Ｓ に よ る 刺 激 に 限 ら ず 、 広 く 炎 症 の 発 生 を 予 防 で き る と 考 え ら れ た 。

【 実 施 例 ６ 】

【 ０ ０ ７ ９ 】

マ ウ ス を 用 い た 急 性 肝 障 害 に 対 す る 効 果

　 Ｌ Ｐ Ｓ と ガ ラ ク ト サ ミ ン 投 与 に よ る 急 性 肝 障 害 の 発 生 に 対 す る 影 響 を 検 討 し た 。 な お 、

高 濃 度 の ガ ラ ク ト サ ミ ン を 投 与 す る こ と に よ り 、 肝 障 害 が 引 き 起 こ さ れ る こ と は 古 く か ら

良 く 知 ら れ た こ と で あ り （ Gastroenterology 1978.74:664-671） 、 ま た 、 Ｌ Ｐ Ｓ を ガ ラ ク

ト サ ミ ン と 同 時 投 与 す る こ と で こ の 肝 障 害 の 発 生 が 顕 著 に な る こ と も 、 そ し て こ れ が Ｌ Ｐ

Ｓ に よ り 産 生 さ れ た Ｔ Ｎ Ｆ α に よ る も の で あ る こ と も ま た 証 明 さ れ て い る （ Hepatology 1

990.12:1187-1191） 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 マ ウ ス は １ 群 １ ０ 匹 を 用 い 、 Ｌ Ｐ Ｓ の み 、 ま た は Ｌ Ｐ Ｓ 及 び Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ は 実 施 例 ４ と 同

様 に 強 制 経 口 投 与 し 、 同 時 に そ れ ぞ れ の マ ウ ス の 腹 腔 内 に ５ ０ mg／ mlガ ラ ク ト サ ミ ン （ 和
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光 ） Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 を ０ ． ２ ml投 与 し 、 そ の 後 の 生 存 率 を ５ 日 間 観 察 し た （ 図 ６ Ａ ） 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 ２ ４ 時 間 後 の 生 存 率 は Ｌ Ｐ Ｓ の み で は ６ ０ ％ で あ っ た が 、 同 時 に Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ を 投 与 す る

と 生 存 率 は ８ ０ ％ に 上 昇 し た 。 こ れ よ り 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ が Ｌ Ｐ Ｓ と ガ ラ ク ト サ ミ ン に よ る 急

性 肝 障 害 の 発 生 を 予 防 で き る こ と が 示 さ れ た （ 図 ６ Ａ ） 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 ま た 、 同 様 に Ｌ Ｐ Ｓ の み 、 ま た は Ｌ Ｐ Ｓ 及 び Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ を 強 制 経 口 投 与 し 、 対 照 に は ３

５ ％ エ タ ノ ー ル を 投 与 し 、 同 時 に そ れ ぞ れ の マ ウ ス の 腹 腔 内 に ガ ラ ク ト サ ミ ン （ 和 光 ） Ｐ

Ｂ Ｓ 溶 液 を 投 与 し 、 ２ ４ 時 間 後 に 肝 臓 を 摘 出 し 、 へ マ ト キ シ リ ン － エ オ シ ン （ Ｈ Ｅ ） 染 色

し た （ 図 ６ Ｂ ） 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 ２ ４ 時 間 後 に 摘 出 し た 肝 臓 は １ 辺 約 ５ m mの ブ ロ ッ ク に 裁 断 し 、 １ ０ ％ ホ ル マ リ ン 液 （ 和

光 純 薬 ） で 固 定 し た 。 順 じ エ タ ノ ー ル 濃 度 を 上 げ て い く こ と で 脱 水 し 、 溶 解 さ せ た パ ラ フ

ィ ン （ 和 光 純 薬 ） を 用 い て 包 埋 し た 。 ミ ク ロ ト ー ム Ｒ Ｍ ２ １ ２ ５ Ｒ Ｔ （ ラ イ カ ） で ４ μ m

の 切 片 を 調 製 し た 後 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 （ 和 光 純 薬 ） と エ オ シ ン 溶 液 （ 和 光 純 薬 ） を 用

い て 染 色 し た 。 こ れ を 顕 微 鏡 （ Ｂ Ｘ ５ １ 、 オ リ ン パ ス ） 下 で 観 察 し た 。 図 内 の バ ー は １ ０

０ μ mを 示 す （ 図 ６ Ｂ ） 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 組 織 染 色 に よ る 観 察 で も Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 に よ り 肝 臓 に 炎 症 が 認 め ら れ た が 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ に よ

り そ の 炎 症 が 抑 制 さ れ て い る こ と も 観 察 さ れ た （ 図 ６ Ｂ ） 。 こ れ よ り 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ が Ｌ Ｐ

Ｓ と ガ ラ ク ト サ ミ ン に よ る 肝 臓 に お け る 炎 症 の 発 生 を 予 防 で き る こ と が 示 さ れ た 。

【 実 施 例 ７ 】

【 ０ ０ ８ ５ 】

Ｉ Ｌ － ６ と Ｉ Ｌ － ８ を 高 発 現 す る 細 胞 に お け る ソ バ ス プ ラ ウ ト の エ タ ノ ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ

ｔ Ｂ Ｓ ） の 抗 炎 症 効 果

　 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 は 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る Ｉ Ｌ － ６ も し く は Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 を 高 発 現

し て い る 細 胞 で あ る （ Cell Biochem.Funct.2004.22:41-44） 。 そ こ で 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 中 の

Ｉ Ｌ － ６ も し く は Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 発 現 に 対 す る Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の 効 果 を 測 定 し た 。 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細

胞 に は 、 Ｌ Ｐ Ｓ を 添 加 し な い で Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の み を 添 加 し た 。 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ 添 加 １ ６ 時 間 後 に

、 Ｉ Ｌ － ６ も し く は Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 お よ び コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 で あ る グ リ セ ロ ３ リ ン 酸 脱

水 素 酵 素 （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） の 発 現 を そ れ ぞ れ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 測 定 し 、 比 較 し た 。 Ｉ Ｌ －

６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 の 発 現 測 定 は 、 実 施 例 ２ と ４ と 同 様 に 実 施 し た 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 ヒ ト 頚 部 癌 細 胞 で あ る Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 は Ｉ Ｌ － ６ と Ｉ Ｌ － ８ を 高 発 現 す る 細 胞 で あ る が 、

Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ は 、 す で に 高 レ ベ ル で あ る こ れ ら サ イ ト カ イ ン の 発 現 を 顕 著 に 抑 制 し た 、 す な

わ ち Ｉ Ｌ － ６ で は 無 処 理 の １ ８ ． ９ ％ に 、 ま た Ｉ Ｌ － ８ で は 無 処 理 の ３ ７ ． ９ ％ に 発 現 が

低 下 し た （ 図 ７ Ａ お よ び Ｂ ） 。

【 実 施 例 ８ 】

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 ８ 日 間 明 所 の み で 栽 培 し た ソ バ ス プ ラ ウ ト を 用 い て 、 実 施 例 １ と 同 様 に ExtBSを 調 製 し

、 実 施 例 ２ ～ ７ の 実 験 を 行 っ た と こ ろ 、 明 所 の み で 栽 培 し た ExtBSに も 、 実 施 例 １ の ExtBS

（ ４ 日 間 暗 所 ＋ ４ 日 間 明 所 ） と 同 様 に 強 い 抗 炎 症 作 用 が 認 め ら れ た 。 こ れ よ り 、 ソ バ ス プ

ラ ウ ト の 栽 培 に は 、 暗 期 間 が 無 く て も よ い こ と が わ か っ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 本 発 明 の ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 は 、 食 品 、 食 品 添 加 物 、 化 粧 料 、 医 薬 の 製 造 に 使 用 す

る こ と が で き る 。 特 に 、 本 発 明 の ソ バ ス プ ラ ウ ト の 抽 出 物 は 、 抗 炎 症 作 用 を 有 す る の で 炎

症 性 の 疾 患 の 予 防 、 治 療 に 利 用 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ８ ９ 】
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【 図 １ 】 ヒ ト 大 腸 ガ ン 細 胞 （ Ｃ ｏ Ｌ ｏ Ｔ Ｃ ） を 用 い た 抗 炎 症 効 果 。 （ Ａ ） Ｃ ｏ Ｌ ｏ Ｔ Ｃ 細

胞 中 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る Ｉ Ｌ － ８ と コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 で あ る グ リ セ ロ ３ リ ン 酸

脱 水 素 酵 素 （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） の 発 現 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 用 い て 測 定 し た 。 増 幅 産 物 は 、 ２ ％ ア ガ

ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 さ れ 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で 染 色 さ れ た 。 Ｌ Ｐ Ｓ ： １ ０ ０ ng／

ml　 Ｌ Ｐ Ｓ 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ： １ mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ 、 ＋ ： 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と 、 － ：

培 地 中 に 含 ま れ て い な い こ と を 表 す 。 （ Ｂ ） 培 養 液 中 の イ ン タ ー ロ イ キ ン － ８ （ Ｉ Ｌ － ８

） 産 生 量 を ヒ ト Ｉ Ｌ － ８ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト （ R& D Systems） を 用 い て 測 定 し た 。 結 果 は

、 独 立 し た ３ つ の 実 験 結 果 の 平 均 ± Ｓ Ｄ で 示 す 。 ＊ は 、 統 計 学 的 に 有 意 で あ る こ と を 示 す

（ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 。 Ｌ Ｐ Ｓ ： １ ０ ０ ng／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ 、 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ： １ mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ

、 ＋ ： 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と 、 － ： 培 地 中 に 含 ま れ て い な い こ と を 表 す 。 （ Ｃ ） Ｃ ｏ

Ｌ ｏ Ｔ Ｃ 細 胞 の 生 存 率 を 示 す 。 生 存 率 は 、 ト リ パ ン ブ ル ー を 用 い た 染 色 に よ り 、 生 細 胞 と

死 細 胞 を 計 数 後 、 （ 生 細 胞 数 ） ÷ （ 生 細 胞 数 ＋ 死 細 胞 数 ） × １ ０ ０ に よ り 求 め た 。 結 果 は

、 独 立 し た ３ つ の 計 数 結 果 の 平 均 ± Ｓ Ｄ で 示 す 。 Ｌ Ｐ Ｓ ： １ ０ ０ ng／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ 、 Ｅ ｘ ｔ

Ｂ Ｓ ： １ mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ 、 ＋ ： 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と 、 － ： 培 地 中 に 含 ま れ て い

な い こ と を 表 す 。

【 図 ２ 】 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 に よ る Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 発 現 に 対 す る ポ リ フ ェ ノ ー ル お よ び ソ バ ス プ ラ

ウ ト の エ タ ノ ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ） の 効 果 比 較 。 （ Ａ ） 各 ポ リ フ ェ ノ ー ル （ ク ロ ロ ゲ

ン 酸 、 オ リ エ ン チ ン 、 イ ソ オ リ エ ン チ ン 、 ビ テ キ シ ン 、 イ ソ ビ テ キ シ ン 、 ル チ ン 、 ケ ラ シ

ア ニ ン ） と Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ と の 比 較 。 Ｃ ｏ Ｌ ｏ Ｔ Ｃ 細 胞 中 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る Ｉ Ｌ －

８ と コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 で あ る グ リ セ ロ ３ リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） の 発 現 を Ｒ Ｔ

－ Ｐ Ｃ Ｒ 用 い て 測 定 し た 。 増 幅 産 物 は 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 さ れ 、 エ チ ジ ウ

ム ブ ロ マ イ ド で 染 色 さ れ た 。 ＋ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ： １ mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ が 培 地 中 に 含 ま れ て い

る こ と 、 ＋ Ｖ ： １ ０ ０ μ g／ mlビ テ キ シ ン が 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と 、 ＋ Ｉ Ｖ ： １ ０ ０

μ g／ mlイ ソ ビ テ キ シ ン が 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と 、 ＋ Ｏ ： １ ０ ０ μ g／ mlオ リ エ ン チ ン

が 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と 、 ＋ Ｉ Ｏ ： １ ０ ０ μ g／ mlイ ソ オ リ エ ン チ ン が 培 地 中 に 含 ま

れ て い る こ と 、 ＋ Ｋ ： １ ０ ０ μ g／ mlケ ラ シ ア ニ ン が 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と 、 ＋ Ｃ Ａ

： １ ０ ０ μ g／ mlク ロ ロ ゲ ン 酸 が 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と 、 ＋ Ｒ ： １ ０ ０ 　 μ g／ mlル チ

ン が 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と を 表 す 。 ＋ ； １ ０ ０ ng／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ が 培 地 中 に 含 ま れ て い

る こ と 、 － ： Ｌ Ｐ Ｓ が 培 地 中 に 含 ま れ て い な い こ と を 表 す 。 （ Ｂ ） ６ 種 類 の ポ リ フ ェ ノ ー

ル の 混 合 物 （ ＋ Ｐ ｍ ｉ ｘ ） と Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ と の 比 較 。 Ｃ ｏ Ｌ ｏ Ｔ Ｃ 細 胞 中 の 炎 症 性 サ イ ト カ

イ ン で あ る Ｉ Ｌ － ８ と コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 で あ る グ リ セ ロ ３ リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ

Ｈ ） の 発 現 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 用 い て 測 定 し た 。 増 幅 産 物 は 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳

動 さ れ 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で 染 色 さ れ た 。 ＋ Ｐ ｍ ｉ ｘ ： ポ リ フ ェ ノ ー ル 混 合 液 （ ２ ．

０ μ g／ mlク ロ ロ ゲ ン 酸 、 ６ ． ４ μ g／ mlオ リ エ ン チ ン 、 １ ２ ． ６ μ g／ mlイ ソ オ リ エ ン チ

ン 、 １ ０ ． ８ μ g／ mlビ テ キ シ ン 、 ８ ． ３ μ g／ mlイ ソ ビ テ キ シ ン 、 ９ ． ４ μ g／ mlル チ ン

） が 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と 、 ＋ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ： １ 　 mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ が 培 地 中 に 含 ま

れ て い る こ と を 表 す 。 ＋ ； １ ０ ０ ｇ ／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ が 培 地 中 に 含 ま れ て い る こ と 、 － ： Ｌ Ｐ

Ｓ が 培 地 中 に 含 ま れ て い な い こ と を 表 す 。

【 図 ３ 】 経 口 投 与 マ ウ ス に お け る 抗 炎 症 効 果 （ Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ － α の 遺 伝 子 発 現 ） 。 脾

臓 と 肝 臓 に お け る 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ － α と コ ン ト ロ ー ル 遺 伝

子 で あ る グ リ セ ロ ３ リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） の 発 現 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 用 い て 測 定 し

た 。 増 幅 産 物 は 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 さ れ 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で 染 色 さ

れ た 。 対 照 群 ： ３ ５ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル ０ ． ２ ml、 Ｌ Ｐ Ｓ 投 与 群 ： １ ０ mg／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ の ３

５ ％ 容 量 エ タ ノ ー ル 溶 液 ０ ． ２ ml、 Ｌ Ｐ Ｓ ＋ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ 投 与 群 ： １ ０ mg／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ ＋ ５

０ mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の ３ ５ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル 溶 液 ０ ． ２ mlを そ れ ぞ れ マ ウ ス に 経 口 投 与

し 、 投 与 ４ 時 間 後 に 各 臓 器 を 摘 出 し た 。

【 図 ４ 】 経 口 投 与 マ ウ ス に お け る 抗 炎 症 効 果 （ Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ － α の 産 生 ） 。 血 清 中 の

Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ － α の 量 を マ ウ ス Ｉ Ｌ － ６ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト 及 び マ ウ ス Ｔ Ｎ Ｆ － α Ｅ

Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト （ R& D Systems） を 用 い て 測 定 し た 。 結 果 は 、 １ 群 ４ な い し ５ 匹 の マ ウ ス

血 清 サ ン プ ル の 測 定 結 果 の 平 均 ± Ｓ Ｄ で 示 す 。 ＊ は 、 統 計 学 的 に 有 意 で あ る こ と を 示 す （
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ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ５ ） 。 対 照 群 ： ３ ５ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル ０ ． ２ ml、 Ｌ Ｐ Ｓ 投 与 群 ： １ ０ mg／ ml

　 Ｌ Ｐ Ｓ の ３ ５ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル 溶 液 ０ ． ２ ml、 Ｌ Ｐ Ｓ ＋ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ 投 与 群 ： １ ０ mg／ ml

　 Ｌ Ｐ Ｓ ＋ ５ ０ mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の ３ ５ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル 溶 液 ０ ． ２ mlを そ れ ぞ れ マ ウ

ス に 経 口 投 与 し 、 投 与 ４ 時 間 後 に 心 臓 よ り 採 血 し た 。

【 図 ５ 】 腹 腔 内 投 与 マ ウ ス に お け る 抗 炎 症 効 果 （ Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ － α の 遺 伝 子 発 現 ） 。

Ｌ Ｐ Ｓ ま た は Ｌ Ｐ Ｓ ＋ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ を マ ウ ス （ １ 群 ３ 匹 ） に 腹 腔 内 投 与 し 、 投 与 後 ４ 時 間 の

脾 臓 と 肝 臓 に お け る Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ の 発 現 量 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 測

定 し た 。 Ｉ Ｌ － ６ と Ｔ Ｎ Ｆ － α の 発 現 量 は 、 増 幅 産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 画 像 を ス

キ ャ ナ ー で 取 り 込 み 、 Scion Imageに よ り Ｄ Ｎ Ａ バ ン ド を 数 値 化 し 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に 対 す る

比 で 表 し た 。 結 果 は 、 独 立 し た ３ 匹 の 実 験 結 果 の 平 均 ± Ｓ Ｄ で 示 す 。 対 照 群 ： ３ ． ５ 容 量

％ エ タ ノ ー ル － Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ０ ． ２ ml、 Ｌ Ｐ Ｓ 投 与 群 ： ５ μ g／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ の ３ ． ５ 容 量 ％

エ タ ノ ー ル － Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ０ ． ２ ml、 Ｌ Ｐ Ｓ ＋ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ 投 与 群 ： ５ μ g／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ ＋ ２

５ μ g／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の ３ ． ５ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル － Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ０ ． ２ ml、 Ｌ Ｐ Ｓ ＋ Ｅ ｘ

ｔ Ｂ Ｓ （ × １ ０ ０ ） 投 与 群 ： ５ μ g／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ ＋ ２ ． ５ mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の ３ ． ５ 容

量 ％ エ タ ノ ー ル － Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ０ ． ２ mlを そ れ ぞ れ マ ウ ス に 腹 腔 内 投 与 し 、 投 与 ４ 時 間 後 に

各 臓 器 を 摘 出 し た 。

【 図 ６ 】 マ ウ ス を 用 い た 急 性 肝 障 害 に 対 す る 効 果 （ 経 口 投 与 ） 。 （ Ａ ） 生 存 率 ： マ ウ ス は

１ 群 １ ０ 匹 （ ｎ ＝ １ ０ ） を 用 い 、 １ ０ mg／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ の ３ ５ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル 溶 液 ０ ． ２

mlま た は １ ０ mg／ ml　 Ｌ Ｐ Ｓ ＋ ５ ０ mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の ３ ５ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル 溶 液 ０ ．

２ mlを マ ウ ス に 強 制 経 口 投 与 し 、 同 時 に 腹 腔 内 に ５ ０ mg／ mlガ ラ ク ト サ ミ ン （ 和 光 純 薬 ）

Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 を 投 与 し 、 そ の 後 の 生 存 率 を 観 察 し た 。 （ Ｂ ） 組 織 染 色 ： Ｌ Ｐ Ｓ の み 、 ま た は

Ｌ Ｐ Ｓ 及 び Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ を 強 制 経 口 投 与 し 、 対 照 に は ３ ５ 容 量 ％ エ タ ノ ー ル を 投 与 し 、 同 時

に そ れ ぞ れ の マ ウ ス の 腹 腔 内 に ガ ラ ク ト サ ミ ン （ 和 光 ） Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 を 投 与 し た 。 ２ ４ 時 間

後 に 肝 臓 を 摘 出 し 、 肝 臓 を へ マ ト キ シ リ ン － エ オ シ ン （ Ｈ Ｅ ） 染 色 し た 画 像 を 示 す 。 図 内

の バ ー は １ ０ ０ μ mを 示 す 。

【 図 ７ 】 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 発 現 に 対 す る ソ バ ス プ ラ ウ ト の エ タ ノ

ー ル 抽 出 物 （ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ） の 効 果 比 較 。 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 中 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る Ｉ Ｌ

－ ６ も し く は Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 発 現 に 対 す る Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ の 効 果 を 測 定 し た 。 測 定 は 、 Ｅ ｘ ｔ

Ｂ Ｓ 処 理 １ ６ 時 間 後 の Ｉ Ｌ － ６ も し く は Ｉ Ｌ － ８ 遺 伝 子 発 現 と コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 で あ る

グ リ セ ロ ３ リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） の 発 現 を そ れ ぞ れ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 測 定 し

、 比 較 し た 。 増 幅 産 物 は 、 ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 さ れ 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド

で 染 色 さ れ た 。 Ｉ Ｌ － ６ と Ｉ Ｌ － ８ の 発 現 量 は 、 増 幅 産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 画 像

（ Ｂ ） を ス キ ャ ナ ー で 取 り 込 み 、 Scion Imageに よ り Ｄ Ｎ Ａ バ ン ド を 数 値 化 し 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ

Ｈ に 対 す る 比 で 表 し た （ Ａ ） 。 ＋ Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ ： １ mg／ ml　 Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ が 培 地 中 に 含 ま れ て

い る こ と を 表 す 。 － ： Ｅ ｘ ｔ Ｂ Ｓ が 培 地 中 に 含 ま れ て い な い こ と を 表 す 。 結 果 は 、 独 立 し

た ３ 回 の 実 験 結 果 の 平 均 ± Ｓ Ｄ で 示 す 。
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