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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階（イ）～（ニ）を含む、カメリア植物の細胞汁（cell juice）に由来する生
理活性画分を単離する方法：
　（イ）従来の茶の製法を行っていない新鮮なバイオマスを含む、カメリア植物の新鮮な
バイオマスを提供する段階であって、前記従来の茶の製法が、熱処理、酸化、発酵、及び
乾燥の処理を含む製法であり、前記カメリア植物が、カメリア・シネンシス、カメリア・
ジャポニカ、カメリア・レティキュラータ、およびカメリア・サザンカからなる群より選
択されるいずれかである、段階；
　（ロ）前記カメリア植物の新鮮なバイオマスを細胞汁と細胞壁成分に分離する段階であ
って、該分離が、前記新鮮なバイオマスを粉砕、離解、および圧搾に供し、それによって
新鮮なバイオマスを細胞汁および細胞壁成分に分離する段階；
　（ハ）生理活性画分を得るのに効果的な条件下で前記細胞汁を処理する段階であって、
前記条件が、前記細胞汁をマイクロ波に供して凝固させ、これにより細胞汁の凝固膜画分
および非凝固成分を得る条件であり、かつ前記生理活性画分が、膜画分、膜画分抽出物、
細胞質画分、細胞質画分抽出物、および細胞汁液からなる群より選択される、段階；およ
び
　（ニ）処理した細胞汁から、前記膜画分、前記膜画分抽出物、前記細胞質画分、前記細
胞質画分抽出物、および前記細胞汁液を、それぞれ以下の工程(a)～(e)により単離する段
階：
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　　(a)外部溶媒を用いずに非凝固成分から凝固膜画分を分離することにより、前記膜画
分を得る工程；
　　(b)前記(a)で得られた膜画分を、ジメチルスルホキシドで溶媒抽出することにより前
記膜画分抽出物を得る工程；
　　(c)外部溶媒を用いずに非凝固成分から凝固膜画分を分離することにより得られた非
凝固成分を、等電沈殿および遠心分離に供して凝固させ、これにより沈殿させることによ
り前記細胞質画分を得る工程；
　　(d)前記(c)で得られた細胞質画分を、ジメチルスルホキシドで溶媒抽出することによ
り前記細胞質画分抽出物を得る工程；ならびに
　　(e)外部溶媒を用いずに非凝固成分から凝固膜画分を分離することにより得られた非
凝固成分を、等電沈殿および遠心分離に供して凝固させ、これにより上清液を得ることに
より前記細胞汁液を得る工程。
【請求項２】
　生理活性画分が膜画分である、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　生理活性画分が膜画分抽出物である、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　生理活性画分が細胞質画分である、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　生理活性画分が細胞質画分抽出物である、請求項1記載の方法。
【請求項６】
　生理活性画分が細胞汁液である、請求項1記載の方法。
【請求項７】
　膜画分抽出物が15.0～30.5ミリグラム/乾物グラムの総カテキン含量を有する、請求項1
記載の方法。
【請求項８】
　膜画分抽出物が以下を含むカテキン含量プロファイルを有する、請求項1記載の方法：
　1.7～3.3ミリグラムの(-)-エピガロカテキン/膜画分抽出物の乾物グラム、
　6.1～10.2ミリグラムの(+)-カテキン/膜画分抽出物の乾物グラム、
　0.3～1.1ミリグラムの(-)-エピカテキン/膜画分抽出物の乾物グラム、
　6.2～12.5ミリグラムの(-)-没食子酸エピガロカテキン/膜画分抽出物の乾物グラム、
　0.007～0.03ミリグラムの(-)-没食子酸ガロカテキン/膜画分抽出物の乾物グラム、およ
び
　1.3～3.3ミリグラムの(-)-没食子酸エピカテキン/膜画分抽出物の乾物グラム。
【請求項９】
　細胞汁液が8.0～20.0ミリグラム/乾物グラムの総カテキン含量を有する、請求項1記載
の方法。
【請求項１０】
　細胞汁液が以下を含むカテキン含量プロファイルを有する、請求項1記載の方法：
　2.1～4.4ミリグラムの(-)-エピガロカテキン/細胞汁液の乾物グラム、
　4.2～8.6ミリグラムの(+)-カテキン/細胞汁液の乾物グラム、
　0.2～2.0ミリグラムの(-)-エピカテキン/細胞汁液の乾物グラム、
　1.2～3.2ミリグラムの(-)-没食子酸エピガロカテキン/細胞汁液の乾物グラム、
　0.01～0.1ミリグラムの(-)-没食子酸ガロカテキン/細胞汁液の乾物グラム、および
　0.2～1.3ミリグラムの(-)-没食子酸エピカテキン/細胞汁液の乾物グラム。
【請求項１１】
　請求項1～10のいずれか一項記載の方法に従って生成される単離された生理活性画分。
【請求項１２】
　以下の段階（イ）、および（ロ）を含む、カメリア植物の細胞壁成分に由来する生理活
性画分を単離する方法：
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　（イ）従来の茶の製法を行っていない新鮮なバイオマスを含む、カメリア植物の新鮮な
バイオマスを提供する段階であって、
　前記従来の茶の製法が、熱処理、酸化、発酵、及び乾燥の処理を含む製法であり、前記
カメリア植物が、カメリア・シネンシス、カメリア・ジャポニカ、カメリア・レティキュ
ラータ、およびカメリア・サザンカからなる群より選択されるいずれかである、段階；な
らびに
　（ロ）前記カメリア植物の新鮮なバイオマスを細胞汁と細胞壁成分に分離して、該細胞
壁成分から生理活性画分を単離する段階であって、
　前記生理活性画分が、細胞壁画分または細胞壁画分抽出物であり、かつ、前記細胞壁画
分、および前記細胞壁画分抽出物が、それぞれ以下の工程(a)、および(b)により単離され
る段階：
　　(a) 前記新鮮なバイオマスを、外部溶媒を用いずに粉砕、離解、および圧搾に供し、
それによって新鮮なバイオマスを細胞汁および細胞壁成分に分離することにより、前記細
胞壁画分を得る工程；ならびに
　　(b)前記(a)で得られた細胞壁画分をマイクロ波に供して乾燥させることにより、前記
細胞壁画分抽出物を得る工程。
【請求項１３】
　生理活性画分が細胞壁画分である、請求項12記載の方法。
【請求項１４】
　生理活性画分が細胞壁画分抽出物である、請求項12記載の方法。
【請求項１５】
　請求項12記載の方法に従って生成される単離された生理活性画分。
【請求項１６】
　細胞壁画分抽出物が、2.1～4.5ミリグラム/乾物グラムの総カテキン含量を有する、請
求項14記載の方法。
【請求項１７】
　細胞壁画分抽出物が以下を含むカテキン含量プロファイルを有する、請求項14記載の方
法：
　2.0～3.0ミリグラムの(+)-カテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラム、
　0.005～0.02ミリグラムの(-)-エピカテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラム、
　0.005～0.02ミリグラムの(-)-没食子酸エピガロカテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラ
ム、および
　0.003～0.01ミリグラムの(-)-没食子酸エピカテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラ
ム。
【請求項１８】
　請求項1～10、及び12～17のいずれか一項記載の方法によって調製される単離された生
理活性画分を含む生理活性組成物であって、前記生理活性画分が、細胞壁画分、細胞壁画
分抽出物、膜画分、膜画分抽出物、細胞質画分、細胞質画分抽出物、細胞汁液（cell jui
ce serum）、およびこれらの組み合わせからなる群より選択される、生理活性組成物。
【請求項１９】
　安定化剤をさらに含む、請求項18記載の生理活性組成物。
【請求項２０】
　安定化剤が、乳化剤、保存剤、抗酸化剤、ポリマー基質、およびこれらの混合物からな
る群より選択される、請求項19記載の生理活性組成物。
【請求項２１】
　以下を含む、哺乳動物への局所適用に適した生理活性局所製剤：
　請求項18～20のいずれか一項記載の生理活性組成物の局所的有効量および
　局所的に許容される担体。
【請求項２２】
　局所的に許容される担体が、親水性クリーム基材、親水性ローション基材、親水性界面
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活性剤基材、親水性ゲル基材、親水性溶液基材、疎水性クリーム基材、疎水性ローション
基材、疎水性界面活性剤基材、疎水性ゲル基材、および疎水性溶液基材からなる群より選
択される、請求項21記載の生理活性局所製剤。
【請求項２３】
　生理活性組成物が生理活性局所製剤の総重量の0.001パーセント～90パーセントの量で
存在する、請求項21記載の生理活性局所製剤。
【請求項２４】
　哺乳動物の皮膚組織の炎症活性を抑制するための薬剤の調製における、請求項11または
15記載の単離された生理活性画分を含む生理活性組成物の使用。
【請求項２５】
　生理活性組成物が安定化剤をさらに含む、請求項24記載の使用。
【請求項２６】
　安定化剤が、乳化剤、保存剤、抗酸化剤、ポリマー基質、およびこれらの混合物からな
る群より選択される、請求項25記載の使用。
【請求項２７】
　生理活性組成物が局所的に許容される担体をさらに含む、請求項24記載の使用。
【請求項２８】
　局所的に許容される担体が、親水性クリーム基材、親水性ローション基材、親水性界面
活性剤基材、親水性ゲル基材、親水性溶液基材、疎水性クリーム基材、疎水性ローション
基材、疎水性界面活性剤基材、疎水性ゲル基材、および疎水性溶液基材からなる群より選
択される、請求項27記載の使用。
【請求項２９】
　紫外線誘発性損傷から哺乳動物の皮膚組織を保護するための薬剤の調製における、請求
項11または15記載の単離された生理活性画分を含む生理活性組成物の使用。
【請求項３０】
　生理活性組成物が安定化剤をさらに含む、請求項29記載の使用。
【請求項３１】
　安定化剤が、乳化剤、保存剤、抗酸化剤、ポリマー基質、およびこれらの混合物からな
る群より選択される、請求項30記載の使用。
【請求項３２】
　生理活性組成物が局所的に許容される担体をさらに含む、請求項29記載の使用。
【請求項３３】
　局所的に許容される担体が、親水性クリーム基材、親水性ローション基材、親水性界面
活性剤基材、親水性ゲル基材、親水性溶液基材、疎水性クリーム基材、疎水性ローション
基材、疎水性界面活性剤基材、疎水性ゲル基材、および疎水性溶液基材からなる群より選
択される、請求項32記載の使用。
【請求項３４】
　紫外線誘発性損傷が320～400ナノメートルの紫外線によって起こる、請求項29記載の使
用。
【請求項３５】
　哺乳動物の皮膚組織における皮膚疾患を正常化するための薬剤の調製における、請求項
11または15記載の単離された生理活性画分を含む生理活性組成物の使用。
【請求項３６】
　生理活性組成物が安定化剤をさらに含む、請求項35記載の使用。
【請求項３７】
　安定化剤が、乳化剤、保存剤、抗酸化剤、ポリマー基質、およびこれらの混合物からな
る群より選択される、請求項36記載の使用。
【請求項３８】
　生理活性組成物が局所的に許容される担体をさらに含む、請求項35記載の使用。
【請求項３９】
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　局所的に許容される担体が、親水性クリーム基材、親水性ローション基材、親水性界面
活性剤基材、親水性ゲル基材、親水性溶液基材、疎水性クリーム基材、疎水性ローション
基材、疎水性界面活性剤基材、疎水性ゲル基材、および疎水性溶液基材からなる群より選
択される、請求項38記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、生理活性組成物、ツバキ科植物からそれらを生成するための工程、およびこ
れら組成物の使用に関する。なお本出願は、2004年1月12日に出願した米国仮特許出願第6
0/535,861号の恩典を主張する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　ツバキ（茶樹）科には、約40属および600種を含む樹木または低木が含まれる。カメリ
ア・シネンシス（Camellia sinensis）はツバキ科の中で特殊な位置を占めるが、それは
この特殊な植物種が、3つの基本的な種類の茶：緑茶、ウーロン茶、および紅茶すべてを
作るための単一の原料源として主に用いられるためである（本明細書ではまとめて「茶樹
」と称する）。いくつかの情報源によれば、4つめの種類の茶、すなわち、もっぱら茶樹
の芽または先端から作られるいわゆる「白茶」が存在する。
【０００３】
　茶の3つの基本的な形状は、同じ柔らかい若い茶葉を使用するが、その加工の程度によ
って決まる。葉は、摘み取り、分類し、きれいにして、様々に酸化してから、蒸すかまた
は乾燥させる。茶の製法を説明するために「発酵」という用語が頻繁に用いられるが、「
酸化」という用語の方が生じる化学変換をより正確に説明している。
【０００４】
　製法には差がいくらかあるものの、緑茶が酸化の程度が最も低く、紅茶が最も高いこと
が一般に認められている。ウーロン茶はある程度酸化されていると見なされ、よって緑茶
と紅茶の間に位置する。製法に関して、緑茶と白茶との間に差はほとんどない（または差
は全くない）。
【０００５】
　緑茶は、新鮮葉を蒸して萎れさせ、その後直ちに乾燥して作られる。紅茶は、葉を萎れ
させローラーで破砕し、次いで数時間酸化させてから乾燥して作られる。ウーロン茶は、
葉を部分的にのみ酸化させて、その後乾燥して作られる。
【０００６】
　世界的には茶は2番目に多く一般に消費されている飲料であり（水の次）、米国では6番
目に多く一般に消費されている飲料である（水、清涼飲料水、コーヒー、ビール、および
牛乳の次）。茶の消費量は、特にこの飲料の健康上の利点に関する大衆の意識が増大して
いるために、世界的に見て増加し続けている。茶およびその成分の抗血管新生特性、抗菌
特性、抗癌特性、抗炎症特性、抗突然変異特性、抗酸化特性、消毒特性、および解毒特性
を示唆する出版物の数が増加している。茶の利点の一覧には、関節リウマチの危険性の減
少、コレステロールレベルの低下、および抗糖尿病特性もまた含まれる。これらの利点の
すべてが統計的に有意であると証明されているとは限らない。それにもかかわらず、茶の
利点の範囲が非常に広いことは、新鮮な植物葉に存在し従来の茶の製法に耐える非常に強
力な生理活性物質の独特な組成を反映している。
【０００７】
　特に、カメリア・シネンシスの新鮮葉は、22.2%ポリフェノール、17.2%タンパク質、4.
3%カフェイン、27.0%粗繊維、0.5%デンプン、3.5%還元糖、6.5%ペクチン、2.0%エーテル
抽出物、および5.6%灰分を含むことが報告されている（Duke, J.A., Handbook of Energy
 Crops (1983)、www.hort.purdue.edu/newcrop/duke_energy/Camellia_sinensis.htmlを
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参照のこと）。この葉は、100g当たり、8.0 g H2O、24.5 gタンパク質、2.8 g脂肪、58.8
 g総炭水化物、8.7 g繊維、5.9 g灰分、327 mg Ca、313 mg P、24.3 mg Fe、50 mg Na、2
700μg βカロテン等価物、0.07 mgチアミン、0.8 mgリボフラビン、7.6 mgナイアシン、
および9 mgアスコルビン酸を含むことが報告されている。別の報告では、8.0 g H2O、28.
3 gタンパク質、4.8 g脂肪、53.6 g総炭水化物、9.6 g繊維、5.6 g灰分、245 mg Ca、415
 mg P、18.9 mg Fe、60 mg Na、8400μg βカロテン等価物、0.38 mgチアミン、1.24 mg
リボフラビン、4.6 mgナイアシン、および230 mgアスコルビン酸と計算している。さらに
別の報告では、8.1 g H2O、24.1 gタンパク質、3.5 g脂肪、59.0 g総炭水化物、9.7 g繊
維、5.3 g灰分、320 mg Ca、185 mg P、31.6 mg Fe、8400μg βカロテン等価物、0.07 m
gチアミン、0.79 mgリボフラビン、7.3 mgナイアシン、および85 mgアスコルビン酸とさ
れている（J. A. Duke and A. A. Atchley、「Proximate Analysis,」In：Christie, B.R
. (ed.), The Handbook of Plant Science in Agriculture, CRC Press, Inc., Boca Rat
on, FL (1984)）。
【０００８】
　葉は、カロテン、リボフラビン、ニコチン酸、パントテン酸、およびアスコルビン酸も
また含む。カフェインおよびタンニンはより強い活性成分に属する（Council for Scient
ific and Industrial Research, 1948-1976）。新鮮葉に存在するアスコルビン酸は、紅
茶の製造中に破壊される。ケンフェロール、クエルシトリン、テオフィリン、テオブロミ
ン、キサンチン、ヒポキサンチン、アデニン、ゴム質、デキストリン、およびイノシトー
ルのほかに、リンゴ酸およびシュウ酸も存在する。揮発油（葉の0.007～0.014%生重量）
の主要な成分は、ヘキセナール、ヘキセノール、および低級アルデヒド、ブチルアルデヒ
ド、イソブチルアルデヒド、イソバレルアルデヒド、さらにn-ヘキシル、ベンジル、およ
びフェニルエチルアルコール、フェノール、クレゾール、ヘキサン酸、n-オクチルアルコ
ール、ゲラニオール、リナロール、アセトフェノン、ベンジルアルコール、ならびにシト
ラールである。
【０００９】
　新鮮な茶葉が、葉乾物の最大30%に達し得る、非常に高レベルのフラバノール群ポリフ
ェノール（カテキン）を有することが見出された。カテキンには主に、(-)-エピカテキン
、(-)-没食子酸エピカテキン、(-)-エピガロカテキン、および(-)-没食子酸エピガロカテ
キンが含まれる。さらに、茶に特有の3-ガロイルキナ酸（テオガリン）および独特なアミ
ノ酸テアニン（5-N-エチルグルタミン）が存在する（Duke, J.A., Handbook of Energy C
rops (1983）、www.hort.purdue.edu/newcrop/duke_energy/Camellia_sinensis.htmlを参
照のこと）。
【００１０】
　茶葉は、高レベルのポリフェノールオキシダーゼおよびペルオキシダーゼを含む。ポリ
フェノールオキシダーゼはカテキンの好気的酸化を触媒し、この過程は葉の細胞構造の完
全性が破壊された際に惹起される。フェノールオキシダーゼは、紅茶の抽出可能物質の大
部分を構成するビスフラバノール、テアフラビン、エピテアフラビン酸、およびテアルビ
ジンの生成に関与する。これら化合物の大部分は、新鮮葉において有意なレベルを占める
（乾物の2～4%）カフェインと容易に複合体を形成する。ペルオキシダーゼは、プロアン
トシアニジンとの上記複合体の生成に重要な役割を果たす。カテキンキノンはまた、紅茶
の芳香画分に認められる何百もの揮発性化合物の多くの形成を引き起こす。さらに、比較
的可溶性である配糖体から溶解度の低いアグリコンへの変換も起こる。
【００１１】
　上記の過程の複雑なカスケードはすべて、葉の細胞構造の破壊によって惹起され、酸化
時間によって強まる。結果として、通常激しい回転または切断および比較的長時間の酸化
によって加工される紅茶の組成は、新鮮葉の組成とはるかに異なる。緑茶（および白茶）
は最小限の酸化によって加工され、その組成は新鮮葉の組成とより類似しているが、非酵
素的変化および酵素的に触媒される変化が摘み取り後に極めて迅速に起こり、また新たな
揮発性物質が乾燥段階で生成される。したがって、比較的穏やかな緑茶の加工でさえも、
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元の新鮮植物の組成からの逸脱をある程度引き起こし、新鮮な茶樹葉の治療価値および他
の潜在的利点を損ない得る。
【００１２】
　最近の多くの研究から、茶の治療上の利点は以下の順に減少することが明らかに実証さ
れている：白茶＞緑茶＞ウーロン茶＞紅茶。したがって、新鮮な茶樹をを調査することに
よって、従来の茶の製法の結果として認められる特定の活性の分解が妨げられる可能性が
ある。新鮮な柔らかいカメリアの葉は、水分を約80%含む。細胞の膨張および脱水は、細
胞の堅い細胞壁によって妨げられている。細胞壁の構造を破壊することにより、新鮮な植
物組織の脱水、ならびにその後の一連の望ましくない物理化学的および生化学的過程：浸
透圧ショック、脱区画化および酵素の破壊、加水分解および酸化、フェノールの重合、配
糖体のアグリコンへの変換、メイラード反応産物の生成、異性化、ならびに微生物汚染が
誘発される。したがって、新鮮なカメリアは非常に広範囲の生理活性物質を含むものの、
従来の抽出工程ではそれらの一部のみしか利用できていなかった。そのため、茶飲料を得
るための湯によって、または生理活性成分の限られた部分（主にポリフェノールおよびフ
ラボノイド）を得るための別の溶媒による抽出では、細胞壁、異化産物、および安定な代
謝産物しか抽出され得ない。
【００１３】
　新鮮な茶葉の、治療的生理活性組成物および他の潜在的に有益な生理活性組成物の供給
源としての可能性を考えると、いかにしてその治療的生理活性特性および他の潜在的に有
益な生理活性特性を最大化するかを決定するために、新鮮な茶樹を調査することが必要で
ある。
【発明の開示】
【００１４】
発明の概要
　本発明は生理活性組成物に関する。1つの態様において、生理活性組成物は、ツバキ科
植物に由来する単離された生理活性画分を含む。適切な生理活性画分には、非限定的に、
細胞壁画分、細胞壁画分抽出物、膜画分、膜画分抽出物、細胞質画分、細胞質画分抽出物
、細胞汁液（cell juice serum）、および/またはこれらの組み合わせが含まれる。
【００１５】
　本発明はまた、哺乳動物への局所適用に適した生理活性局所製剤に関する。1つの態様
において、生理活性局所製剤は、本発明の生理活性組成物の局所的有効量を含む。生理活
性局所製剤は、局所的に許容される担体をさらに含み得る。
【００１６】
　本発明はまた、哺乳動物の皮膚組織の炎症活性を抑制する方法に関する。本方法は、本
発明の生理活性組成物を提供する段階を含む。本方法は、生理活性組成物を皮膚組織に、
皮膚組織の炎症活性を抑制するのに有効な量塗布する段階をさらに含む。
【００１７】
　本発明はまた、紫外線誘発性損傷から哺乳動物の皮膚組織を保護する方法に関する。本
方法は、本発明の生理活性組成物を提供する段階を含む。本方法は、生理活性組成物を皮
膚組織に、皮膚組織の紫外線誘発性損傷を低減するのに、および皮膚組織の酸化的損傷を
防ぐのに有効な量塗布する段階をさらに含む。
【００１８】
　本発明はまた、哺乳動物の皮膚組織における皮膚疾患を正常化する方法に関する。本方
法は、本発明の生理活性組成物を提供する段階を含む。本方法は、生理活性組成物を皮膚
組織に、皮膚組織の細胞障害を正常化するのに有効な量塗布する段階をさらに含む。
【００１９】
　本発明はまた、ツバキ科植物の細胞汁（cell juice）に由来する生理活性画分を単離す
る方法に関する。本方法は、ツバキ科植物を提供する段階を含む。次に、ツバキ科植物を
細胞汁と細胞壁成分に分離する。次いで、生理活性画分を得るのに効果的な条件下で細胞
汁を処理する。適切な生理活性画分には、非限定的に、膜画分、膜画分抽出物、細胞質画
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分、細胞質画分抽出物、および/または細胞汁液が含まれる。その後、処理した細胞汁か
ら生理活性画分を単離する。本発明はさらに、本方法によって生成される単離された生理
活性組成物に関する。
【００２０】
　本発明はまた、ツバキ科植物の細胞壁成分に由来する生理活性画分を単離する方法に関
する。本方法は、ツバキ科植物を提供する段階を含む。次いで、ツバキ科植物を細胞汁と
細胞壁成分に分離する。生理活性画分を得るのに効果的な条件下で、細胞壁成分を処理す
る。その後、処理した細胞壁成分から生理活性画分を単離する。本発明はさらに、本方法
によって生成される単離された生理活性画分に関する。
【００２１】
　本発明は、従来の茶の製法の欠陥、特に従来の茶の製法が広範囲の強力な生理活性組成
物を保存できないことへの取り組みに有用である。本発明によって提供される、発酵も過
剰な熱処理も行わない新鮮なカメリアバイオマスの加工により、従来の茶の製法による産
物よりもさらに強力でかつ多様化した生理活性組成物が得られ得る。
【００２２】
発明の詳細な説明
　本発明は生理活性組成物に関する。1つの態様において、生理活性組成物は、ツバキ科
植物に由来する単離された生理活性画分を含む。本明細書で使用する「単離された生理活
性画分」という用語は、従来の茶の製法（例えば、熱処理、酸化、発酵、乾燥）を行って
いないツバキ科植物（例えば、ツバキ科植物の新鮮なバイオマス）から単離された画分を
含むことが意図されている。適切な単離された生理活性画分には、非限定的に、細胞壁画
分、細胞壁画分抽出物、膜画分、膜画分抽出物、細胞質画分、細胞質画分抽出物、細胞汁
液、および/またはこれらの組み合わせが含まれ得る。
【００２３】
　本発明の生理活性組成物および生理活性画分は、以下に定義される、および当技術分野
において周知である従来のカテキン診断法を用いて決定される様々なカテキンプロファイ
ルおよび総カテキン含量を有し得る。本明細書で使用する「カテキン」という語は一般に
、これらに限定されるわけではないが、以下の特定の種類のカテキンを含むすべてのカテ
キンを指す：(i) (-)エピガロカテキン（CAS No. 970-74-1を参照、これはその全体が参
照により本明細書に組み入れられる）；(ii) (+)-カテキン（CAS No. 7295-85-4を参照、
これはその全体が参照により本明細書に組み入れられる）；(iii) (-)-エピカテキン（CA
S No. 490-46-0を参照、これはその全体が参照により本明細書に組み入れられる）；(iv)
 (-)-没食子酸エピガロカテキン（CAS No. 989-51-5を参照、これはその全体が参照によ
り本明細書に組み入れられる）； (v) (-)-没食子酸ガロカテキン（CAS No. 4233-96-9を
参照、これはその全体が参照により本明細書に組み入れられる）；および(vi) (-)-没食
子酸エピカテキン（CAS No. 1257-08-5を参照、これはその全体が参照により本明細書に
組み入れられる）。（本明細書で使用する）「総カテキン含量」とは、本発明の特定の生
理活性組成物または生理活性画分中に含まれる全カテキンをまとめた含量レベルを指すも
のであり、本明細書において上記したカテキンの特定の種類のみの含量レベルに限定する
ことを意図していない。本明細書で使用する「カテキン含量プロファイル」という用語は
、本発明の特定の生理活性組成物または生理活性画分中に含まれる選択されたカテキンの
量を表すために用いられる。
【００２４】
　本発明の生理活性組成物の1つの態様において、生理活性画分は細胞壁画分であってよ
い。
【００２５】
　本発明の生理活性組成物の1つの態様において、生理活性画分は細胞壁画分抽出物であ
ってよい。本発明の特定の態様において、細胞壁画分抽出物は、約2.1～約4.5ミリグラム
/乾物グラム、詳細には約2.6～約4.0ミリグラム/乾物グラム、より詳細には約3.0～約3.6
ミリグラム/乾物グラムの総カテキン含量を有し得る。別の特定の態様において、細胞壁
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画分抽出物は以下のようなカテキン含量プロファイルを有し得る：(i) 約2.0～約3.0ミリ
グラムの(+)-カテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラム；(ii) 約0.005～約0.02ミリグラ
ムの(-)-エピカテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラム；(iii) 約0.005～約0.02ミリグラ
ムの(-)-没食子酸エピガロカテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラム；および(iv) 約0.00
3～約0.01ミリグラムの(-)-没食子酸エピカテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラム。より
詳細には、細胞壁画分抽出物は以下のようなカテキン含量プロファイルを有し得る：(i) 
約2.2～約2.7ミリグラムの(+)-カテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラム；(ii) 約0.01～
約0.015ミリグラムの(-)-エピカテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラム；(iii) 約0.01～
約0.015ミリグラムの(-)-没食子酸エピガロカテキン/細胞壁画分抽出物の乾物グラム；お
よび(iv) 約0.005～約0.007ミリグラムの(-)-没食子酸エピカテキン/細胞壁画分抽出物の
乾物グラム。
【００２６】
　本発明の生理活性組成物の1つの態様において、生理活性画分は膜画分であってよい。
【００２７】
　本発明の生理活性組成物の1つの態様において、生理活性画分は膜画分抽出物であって
よい。本発明の特定の態様において、膜画分抽出物は、約15.0～約30.5ミリグラム/乾物
グラム、詳細には約18.0～約27.5ミリグラム/乾物グラム、より詳細には約21.0～約24.5
ミリグラム/乾物グラムの総カテキン含量を有し得る。別の特定の態様において、膜画分
抽出物は以下のようなカテキン含量プロファイルを有し得る：(i) 約1.7～約3.3ミリグラ
ムの(-)-エピガロカテキン/膜画分抽出物の乾物グラム；(ii) 約6.1～約10.2ミリグラム
の(+)-カテキン/膜画分抽出物の乾物グラム；(iii) 約0.3～約1.1ミリグラムの(-)-エピ
カテキン/膜画分抽出物の乾物グラム；(iv) 約6.2～約12.5ミリグラムの(-)-没食子酸エ
ピガロカテキン/膜画分抽出物の乾物グラム；(v) 約0.007～約0.03ミリグラムの(-)-没食
子酸ガロカテキン/膜画分抽出物の乾物グラム；および(vi) 約1.3～約3.3ミリグラムの(-
)-没食子酸エピカテキン/膜画分抽出物の乾物グラム。より詳細には、膜画分抽出物は以
下のようなカテキン含量プロファイルを有し得る：(i) 約2.0～約3.0ミリグラムの(-)-エ
ピガロカテキン/膜画分抽出物の乾物グラム；(ii) 約7.0～約9.0ミリグラムの(+)-カテキ
ン/膜画分抽出物の乾物グラム；(iii) 約0.5～約0.9ミリグラムの(-)-エピカテキン/膜画
分抽出物の乾物グラム；(iv) 約8.0～約10.0ミリグラムの(-)-没食子酸エピガロカテキン
/膜画分抽出物の乾物グラム；(v) 約0.01～約0.02ミリグラムの(-)-没食子酸ガロカテキ
ン/膜画分抽出物の乾物グラム；および(vi) 約1.8～約2.8ミリグラムの(-)-没食子酸エピ
カテキン/膜画分抽出物の乾物グラム。
【００２８】
　本発明の生理活性組成物の1つの態様において、生理活性画分は細胞質画分であってよ
い。
【００２９】
　本発明の生理活性組成物の1つの態様において、生理活性画分は細胞質画分抽出物であ
ってよい。
【００３０】
　本発明の生理活性組成物の1つの態様において、生理活性画分は細胞汁液であってよい
。特定の態様において、細胞汁液は、約8.0～約20.0ミリグラム/乾物グラム、詳細には約
10.0～約18.0ミリグラム/乾物グラム、より詳細には約12.0～約16.0ミリグラム/乾物グラ
ムの総カテキン含量を有し得る。別の特定の態様において、細胞汁液は以下のようなカテ
キン含量プロファイルを有し得る：(i) 約2.1～約4.4ミリグラムの(-)-エピガロカテキン
/細胞汁液の乾物グラム；(ii) 約4.2～約8.6ミリグラムの(+)-カテキン/細胞汁液の乾物
グラム；(iii) 約0.2～約2.0ミリグラムの(-)-エピカテキン/細胞汁液の乾物グラム；(iv
) 約1.2～約3.2ミリグラムの(-)-没食子酸エピガロカテキン/細胞汁液の乾物グラム；(v)
 約0.01～約0.1ミリグラムの(-)-没食子酸ガロカテキン/細胞汁液の乾物グラム；および(
vi) 約0.2～約1.3ミリグラムの(-)-没食子酸エピカテキン/細胞汁液の乾物グラム。より
詳細には、細胞汁液は以下のようなカテキン含量プロファイルを有し得る：(i) 約3.0～
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約3.5ミリグラムの(-)-エピガロカテキン/細胞汁液の乾物グラム；(ii) 約5.0～約7.0ミ
リグラムの(+)-カテキン/細胞汁液の乾物グラム；(iii) 約0.7～約1.5ミリグラムの(-)-
エピカテキン/細胞汁液の乾物グラム；(iv) 約1.7～約2.7ミリグラムの(-)-没食子酸エピ
ガロカテキン/細胞汁液の乾物グラム；(v) 約0.03～約0.07ミリグラムの(-)-没食子酸ガ
ロカテキン/細胞汁液の乾物グラム；および(vi) 約0.5～約1.0ミリグラムの(-)-没食子酸
エピカテキン/細胞汁液の乾物グラム。
【００３１】
　1つの態様では、本発明の生理活性組成物を単離するために、ツバキ科植物の新鮮なバ
イオマスが用いられ得る。新鮮なバイオマスは、ツバキ属および/またはヒサカキ属のツ
バキ科植物から得られ得る。本発明での使用に適したツバキ属の種には、非限定的に、カ
メリア・シネンシス、カメリア・ジャポニカ（Camellia japonica）、カメリア・レティ
キュラータ（Camellia reticulate）、およびカメリア・サザンカ（Camellia sasanqua）
が含まれ得る。本発明での使用に適したヒサカキ属の種には、非限定的に、エウリア・サ
ンドウィチエンシス（Eurya sandwicensis）が含まれ得る。
【００３２】
　本発明の生理活性組成物は、安定化剤をさらに含み得る、適切な安定化剤は、本技術分
野において一般に用いられる安定化剤である。特に適切な安定化剤には、非限定的に、乳
化剤、保存剤、抗酸化剤、ポリマー基質、および/またはこれらの混合物が含まれ得る。
【００３３】
　本発明の1つの局面において、生理活性画分は、少なくとも1つの哺乳動物細胞機能に対
する調節活性を有し得る。そのような調節活性には、例えば、細胞増殖抑制活性、細胞増
殖促進活性、酵素分泌活性、酵素阻害活性、抗酸化活性、UV保護活性、抗炎症活性、創傷
治癒活性、および/またはこれらの活性の組み合わせが含まれ得る。細胞増殖抑制活性に
関して、そのような活性は癌細胞の増殖抑制を含み得る。本発明の生理活性画分によって
増殖が抑制され得る適切な癌細胞には、非限定的に、乳癌細胞/または結腸癌細胞が含ま
れ得る。記載の細胞増殖抑制活性には、白血病細胞の増殖抑制もまた含まれ得る。本発明
の生理活性画分によって増殖が抑制され得る適切な白血病細胞には、非限定的に、単球性
白血病細胞が含まれ得る。
【００３４】
　別の態様において、生理活性組成物は、皮膚細胞の望ましくない過剰増殖もしくは低増
殖の抑制に、および/または皮膚細胞における望ましくない非協調的酵素活性もしくは酵
素分泌過程の抑制に有効であり得る。
【００３５】
　別の態様において、本発明の生理活性組成物は、本技術分野において一般に用いられる
全身投与または局所投与のための送達系をさらに含み得る。
【００３６】
　本発明はまた、哺乳動物への局所適用に適した生理活性局所製剤に関する。1つの態様
において、生理活性局所製剤は、本発明の生理活性組成物の局所的有効量を含む。生理活
性局所製剤は、局所的に許容される担体をさらに含み得る。適切な局所的に許容される担
体には、非限定的に、親水性クリーム基材、親水性ローション基材、親水性界面活性剤基
材、親水性ゲル基材、および/または親水性溶液基材が含まれ得る。1つの態様において、
生理活性組成物は、生理活性局所製剤の総重量の約0.001パーセント～約90パーセントの
量で存在し得る。
【００３７】
　本発明はまた、哺乳動物の皮膚組織の炎症活性を抑制する方法に関する。本方法は、本
発明の生理活性組成物を提供する段階を含む。本方法は、生理活性組成物を皮膚組織に、
皮膚組織の炎症活性を抑制するのに有効な量塗布する段階をさらに含む。本方法の1つの
態様において、生理活性組成物は安定化剤をさらに含み得る（その適切な例は本明細書に
記載の通りである）。本方法の別の態様において、生理活性組成物は、局所的に許容され
る担体をさらに含み得る（その適切な例は本明細書に記載の通りである）。
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【００３８】
　本発明はまた、紫外線誘発性損傷から哺乳動物の皮膚組織を保護する方法に関する。本
方法は、本発明の生理活性組成物を提供する段階を含む。本方法は、生理活性組成物を皮
膚組織に、皮膚組織の紫外線誘発性損傷を低減するのに、および皮膚組織の酸化的損傷を
防ぐのに有効な量塗布する段階をさらに含む。1つの態様において、本方法は、約320～約
400ナノメートルの紫外線によって起こる紫外線誘発性損傷から皮膚組織を保護するのに
有用である。本方法の別の態様において、生理活性組成物は安定化剤をさらに含み得る（
その適切な例は本明細書に記載の通りである）。本方法の別の態様において、生理活性組
成物は、局所的に許容される担体をさらに含み得る（その適切な例は本明細書に記載の通
りである）。
【００３９】
　本発明はまた、哺乳動物の皮膚組織における皮膚疾患を正常化する方法に関する。本方
法は、本発明の生理活性組成物を提供する段階を含む。本方法は、生理活性組成物を皮膚
組織に、皮膚組織の細胞障害を正常化するのに有効な量塗布する段階をさらに含む。本方
法の1つの態様において、生理活性組成物は安定化剤をさらに含み得る（その適切な例は
本明細書に記載の通りである）。本方法の別の態様において、生理活性組成物は、局所的
に許容される担体をさらに含み得る（その適切な例は本明細書に記載の通りである）。
【００４０】
　本発明はまた、ツバキ科植物の細胞汁に由来する生理活性画分を単離する方法に関する
。本方法は、ツバキ科植物（例えば、新鮮なバイオマス形態）を提供する段階を含む。本
方法において使用するための適切なツバキ科植物は、本明細書に前記した通りである。次
に、ツバキ科植物（例えば、新鮮なバイオマス）を細胞汁と細胞壁成分に分離する。次い
で、生理活性画分を得るのに効果的な条件下で細胞汁を処理する。適切な生理活性画分に
は、非限定的に、膜画分、膜画分抽出物、細胞質画分、細胞質画分抽出物、および/また
は細胞汁液が含まれる。その後、処理した細胞汁から生理活性画分を単離する。1つの態
様において、本方法によって生成される種々の適切な生理活性画分は、本明細書に記載さ
れている通りである。本発明はさらに、本方法によって生成される単離された生理活性組
成物に関する。
【００４１】
　本発明はまた、ツバキ科植物の細胞壁成分に由来する生理活性画分を単離する方法に関
する。本方法は、ツバキ科植物（例えば、新鮮なバイオマス形態）を提供する段階を含む
。次いで、ツバキ科植物（例えば、新鮮なバイオマス）を細胞汁と細胞壁成分に分離する
。生理活性画分を得るのに効果的な条件下で、細胞壁成分を処理する。その後、処理した
細胞壁成分から生理活性画分を単離する。1つの態様において、本方法によって生成され
る種々の適切な生理活性画分は、本明細書に記載されている通りである。本発明はさらに
、本方法によって生成される単離された生理活性画分に関する。
【００４２】
　一例として、（本明細書において上記した）本発明の生理活性画分を調製するための全
体的な工程を、図1に模式的に示す。加工段階の詳細については、実施例（下記）におい
てさらに説明する。図1に示すように、ツバキ科植物の新鮮なバイオマス10（例えば、新
鮮な植物バイオマス）を、硬い細胞壁を破壊するのに効果的な条件下で粉砕、離解、およ
び圧搾20に供し、それによって植物細胞汁30および細胞壁32を得る。新鮮なバイオマス10
はまた、比較試験および評価用の陽性対照150を生成するために、従来の茶の製法22にも
使用する。細胞汁30を凝固40（例えば、マイクロ波）に供して、新鮮な植物バイオマス10
の膜画分成分の量的な凝固を達成する。凝固40は、次に細胞汁30の他の非凝固成分から凝
固膜画分を分離し得るのに十分である。図1に示すように、そのような分離の1つの態様は
冷却および遠心分離42によって達成され、膜画分（沈殿）50、ならびに葉緑素およびリン
脂質などの特定の葉緑体膜成分を含まない上清60が得られる。
【００４３】
　細胞壁画分抽出物（すなわち、組成物A 110）を生成するには、細胞壁32を乾燥34（例
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えば、数回にわたるその後のマイクロ波処理）、および次の従来の茶の調製に一般に用い
られる条件下での乾燥物質と水との混合36（例えば、85℃の湯中での混合）に供す。
【００４４】
　膜画分抽出物（すなわち、組成物B 120）を生成するには、膜画分50を溶媒との混合52
およびその後の遠心分離54に供して、上清56および組成物B 120を得る。
【００４５】
　細胞質画分抽出物（すなわち、組成物C 130）を生成するには、上清60を凝固62（例え
ば、等電沈殿）および遠心分離64に供して、可溶性細胞質タンパク質の大部分を含む細胞
質画分（沈殿）70を得る。次に、細胞質画分（沈殿）70を溶媒との混合72およびその後の
遠心分離74に供して、上清76および組成物C 130を得る。
【００４６】
　細胞汁液（すなわち、組成物D 140）を生成するには、上清60を凝固62（例えば、等電
沈殿）および遠心分離64に供して、細胞汁液（上清）66および組成物D 140を得る。
【００４７】
　例えば、陽性対照150（例えば、白茶、緑茶、ウーロン茶、および紅茶を含む種々の茶
）を生成するには、新鮮なバイオマス10に従来の茶の製法22を使用する。
【００４８】
　次に、組成物A 110、組成 B 120、組成物C 130、組成物D 140、および陽性対照 150を
、ろ過および試験80に用いることができる。
【００４９】
　本発明はまた、生理活性組成物の低分子量かつ還元非酸化成分を液体に選択的に分散さ
せるための装置に関する。1つの態様において、装置は本発明の生理活性組成物を含む。
生理活性組成物はろ過ポーチ中に封入され得る。適切なろ過ポーチは、生理活性組成物の
低分子量かつ還元非酸化成分を液体に選択的に分散させるのに効率的なポーチであってよ
い。1つの態様において、ポーチは、ポーチ内からの生理活性組成物の低分子量かつ還元
非酸化成分の液体への分散を可能にし、ポーチ内からの高分子量かつ酸化成分の液体への
分散を抑制する選択膜を含む。本明細書で使用する「低分子量かつ還元非酸化成分」とい
う用語は、約5,000ダルトン以下である本発明の生理活性組成物の成分を含む。本方法の1
つの態様において、生理活性組成物は安定化剤をさらに含み得る（その適切な例は本明細
書に記載の通りである）。本方法の別の態様において、生理活性組成物は、局所的に許容
される担体をさらに含み得る（その適切な例は本明細書に記載の通りである）。
【００５０】
　本発明はまた、低分子量かつ還元非酸化生理活性組成物を含む治療飲料を作製する方法
に関する。本方法は、本発明の方法に従って作製される装置を提供する段階を含む。生理
活性組成物の低分子量かつ還元非酸化成分の液体への分散をもたらすのに効果的な条件下
で、装置を液体と接触させる。本方法の1つの態様において、生理活性組成物は安定化剤
をさらに含み得る（その適切な例は本明細書に記載の通りである）。本方法の別の態様に
おいて、生理活性組成物は、局所的に許容される担体をさらに含み得る（その適切な例は
本明細書に記載の通りである）。本方法での使用に適した液体には、非限定的に水が含ま
れる。水は熱くても冷たくてもよい。本発明はさらに、本方法に従って生成される治療飲
料に関する。
【００５１】
実施例
実施例1―カメリア・シネンシス植物に由来する生理活性組成物の調製
　本発明の生理活性組成物を調製する方法の1つの態様の概略図を図1に示す。以下に、本
発明の方法の1つの態様の関連する局面を説明する。
【００５２】
バイオマスの調製
　乾物約100 kgを得るために、十分量の新鮮なカメリア（カメリア・シネンシス）植物バ
イオマス（芽を含む先端の柔らかい若い葉組織のみ）を収穫した。新鮮なバイオマス中の
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乾物のレベルは21.70%と計算されるため、乾物約100 kgを得るためには、新鮮な植物バイ
オマス約461 kgを収穫する必要があった。植物バイオマスの固有の水分量を保存するよう
に、および水分の損失による萎凋を回避するように気をつけた。収穫は、収集したバイオ
マスの切断、すりつぶし、および破砕を防ぐかまたは最小限に抑えて、フェノールオキシ
ダーゼおよびペルオキシダーゼによって触媒される内因性の酵素反応を誘発する葉の細胞
構造の破壊を回避するような方法で行った。これらの反応は酸化の時間によって強まるた
め、全段階ともできるだけ短時間で完了した。例えば、収穫したバイオマスは、加工のた
め摘み取りから10分以内に搬送した。これは、植物バイオマスの日光、高温、およびその
他の負の環境因子への曝露を最小限にするためになされた。さらなる加工を行う前に、植
物から土壌粒子および他の残屑を除去するために洗浄段階を行った。この洗浄は、収穫し
た植物を≦1 kg/cm2の水圧で≦5分間洗浄することによって行った。残った洗浄水は緑色
色素も茶色色素も含んでおらず、水圧および洗浄時間が適切であったことが示される。洗
浄した植物バイオマスから過剰な水分を除去した。
【００５３】
植物バイオマスの粉砕、離解、および圧搾
　植物バイオマスを収穫、収集、および洗浄した後、細胞内内容物（すなわち、植物細胞
汁）を抽出するため、およびこれを高繊維質の細胞壁画分（細胞壁画分）から分離するた
めに、植物を粉砕、離解、および圧搾した。10 HPエンジンを備えたハンマーミル（Model
 VS 35、Vincent Corporation、FL）およびふるいセットを用いて、最短時間でかつバイ
オマス温度を有意に上昇させることなくバイオマスを粉砕し、適切に小さいサイズの植物
組織粒子を得た。ハンマーミルは、≦10秒の処理で最大サイズが≦0.5センチメートルの
離解植物粒子が生成されるように設定した。バイオマス温度は≦5℃しか上昇しなかった
。直ちに水平連続スクリュープレス（Compact Press 「CP-6」、Vincent Corporation、F
L）を使用して、植物から植物細胞汁を抽出した。スクリュープレスのコーン部への圧力
は24 kg/cm2のレベルに維持し、スクリュー速度は12 rpmであり、温度上昇は≦5℃のみで
あった。この処理により、乾物レベル41.39%を有する細胞壁画分185 kgおよび乾物レベル
8.49%を有する植物細胞汁276 kgが得られた。
【００５４】
細胞壁画分抽出物（組成物A）の調製
　初期乾物レベル41.39%を有する細胞壁画分の一定分割量を、フード付き電子レンジ（Mo
del GH9115XE、Whirlpool）で30秒間乾燥させ、次に30秒間冷却した。細胞壁画分の乾物
レベルが96.52%に達するまで、この処理を数回繰り返した。85℃に熱した脱イオン水66.0
 lを乾燥細胞壁画分4.0 kgに添加し、高速で5分間撹拌した。これらの条件は、その全体
が参照により本明細書に組み入れられる、D'Amelio, F.S., Botanicals. A Phytocosmeti
c Desk Reference, Boca Raton, London, New York, Washington, D.C.: CRC Press, p. 
361 (1999)に記載されている茶の調製法と一致する（また、その全体が本明細書に組み入
れられる、www.leaftea.com；www.divinitea.com；www.equatorcoffee.comでの考察も参
照されたい）。混合液を4層のナイロン生地を通して、次いで0.8μm孔を有するフィルタ
ーを通してろ過した。得られた細胞壁抽出物のpHは5.24であり、乾物レベルは0.84%であ
った。この抽出物は、その活性試験のためにさらに使用した。
【００５５】
細胞汁からの膜画分の分離
　乾物レベル8.49%を有する初期植物細胞汁は小さな繊維状粒子を含んでいたため、4層の
ナイロン生地を通したろ過によるか、またはバイオマスを低速で遠心分離することにより
これを除去した。ろ過した植物細胞汁を、温度プローブ対照を用いてマイクロ波処理に供
した。この処理は、細胞汁が60℃に到達するまで継続した。凝固が誘導された時点で、処
理した細胞汁を直ちに40℃まで冷却した。凝固した細胞汁からの膜画分の分離は、3,000 
g以上で20分間以上遠心分離することにより達成した。これによって、膜画分（沈殿）、
ならびに細胞質画分および細胞液画分（すなわち、低分子量可溶性成分）を含む細胞汁上
清が得られた。乾物レベル32.89%を有する膜画分は、膜由来生理活性組成物の抽出物の調
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製に使用した。細胞汁上清は、細胞質画分および細胞汁液を得るためのさらなる加工に使
用した。
【００５６】
膜画分抽出物（組成物B）の調製
　1倍量の膜画分（10.0 kg）と2倍量のジメチルスルホキシド（20.0 kg）を、継続して撹
拌しながら室温で1時間混合した。次いで、この物質を4,000 g以上で45分間以上遠心分離
した。沈殿を廃棄し、上清を0.8μm孔を有するフィルターを通してろ過した。乾物レベル
6.83%を有するこのろ液―膜画分抽出物（組成物B）は、その活性のさらなる試験のために
使用した。
【００５７】
細胞汁上清からの細胞質画分の分離
　細胞質画分を分離するため、細胞汁上清を等電沈殿に供した。細胞質画分の沈殿は、細
胞汁上清のpHを4.0にもっていくために5.0 N塩酸（HCl）を利用して、滴定法により誘導
した。乾物レベル14.5%を有する沈殿した細胞質画分の上清からの分離は、3,000 g以上で
20分間以上遠心分離することにより達成した。
【００５８】
細胞質画分抽出物（組成物C）の調製
　1倍量の細胞質画分（10.0 kg）と2倍量のジメチルスルホキシド（20.0 kg）を、継続し
て撹拌しながら室温で1時間混合した。次いで、この物質を4,000 g以上で45分間以上遠心
分離した。沈殿を廃棄し、上清を0.8μm孔を有するフィルターを通してろ過した。乾物レ
ベル3.50%を有するこのろ液―細胞質画分抽出物（組成物C）は、その活性のさらなる試験
のために使用し得る。
【００５９】
細胞汁液（組成物D）の調製
　細胞質画分を分離した後、上清は懸濁粒子を含んでいた。この粒子を除去するため、上
清を7,500 g以上で30分間以上遠心分離した。透明な上清―細胞汁液を0.8μm孔を有する
フィルターを通してろ過した。乾物レベル5.69%を有するこのろ液（組成物D）は、その活
性のさらなる試験のために使用した。
【００６０】
従来の茶抽出物―対照の調製
　組成物A、B、C、およびDの調製に使用した新鮮なカメリア葉と同じロットを使用して、
従来の白茶および紅茶を生成した。
【００６１】
　以下の手順を使用して白茶を生成した。乾物21.70%を含む新鮮なバイオマスを熱湯に20
秒間入れて、内在性の酵素―フェノールオキシダーゼおよびペルオキシダーゼを失活させ
た。この手順中、葉はナイロン製の古いバッグ中に保った。次に、処理した葉を電子レン
ジで30秒間乾燥させ、その後30秒間冷却した。バイオマスの乾物レベルが93.74%に達する
まで、この処理を数回繰り返した。次いで、85℃に熱した脱イオン水66.0 lを乾燥葉4.0 
kgに添加し、高速で5分間撹拌した。これらの条件は、その全体が参照により本明細書に
組み入れられる、D'Amelio, F.S., Botanicals. A Phytocosmetic Desk Reference, Boca
 Raton, London, New York, Washington, D.C.: CRC Press, p. 361 (1999)に記載されて
いる茶の調製法と一致する（また、その全体が参照により本明細書に組み入れられる、ww
w.leaftea.com；www.divinitea.com；およびwww.equatorcoffee.comでの考察も参照され
たい）。混合液を4層のナイロン生地を通してろ過し、0.8μm孔を有するフィルターを通
してろ過した。得られた細胞壁画分抽出物のpHは5.52であり、乾物レベルは1.10%であっ
た。この抽出物は、その活性試験のためにさらに使用した。
【００６２】
　以下の手順を使用して紅茶を生成した。乾物21.70%を含む新鮮なバイオマスを、乾物レ
ベルが35%に達するまで、定期的に通気しながら（1時間「オン」および1時間「オフ」）2
5℃で保存した。次に、2～3 mmサイズの粒子になるように葉を粉砕（破砕）した。この手
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順により、バイオマス温度は約30℃まで上昇した。破砕したバイオマスをプラスチックコ
ンベヤーベルト上に層（2”高）にして置き、25℃で90分間発酵（酸化）させた。褐色に
なった発酵バイオマスを130℃で30分間乾燥させ、乾物レベルは97.5%に達した。次いで、
85℃に熱した脱イオン水66.0 lを乾燥葉4.0 kgに添加し、高速で5分間撹拌した。これら
の条件は、その全体が参照により本明細書に組み入れられる、D'Amelio, F.S., Botanica
ls. A Phytocosmetic Desk Reference, Boca Raton, London, New York, Washington, D.
C.: CRC Press, p. 361 (1999)に記載されている茶の調製法と一致する（その全体が参照
により本明細書に組み入れられる、www.leaftea.com；www.divinitea.com；www.equatorc
offee.comでの考察も参照されたい）。混合液を4層のナイロン生地を通してろ過し、0.8
μm孔を有するフィルターを通してろ過した。得られた細胞壁画分抽出物のpHは4.96であ
り、乾物レベルは1.38%であった。この抽出物は、その活性試験のためにさらに使用した
。
【００６３】
実施例2―カメリア・シネンシス、カメリア・ジャポニカ、カメリア・レティキュラータ
、カメリア・サザンカ、およびエウリア・サンドウィチエンシスからの生理活性組成物の
調製に関する乾物の分布
　生理活性組成物の生成過程で回収された種々の画分を、乾物分布に関して解析および比
較した。表1は、茶樹の分画産物間の乾物100 kgの分布を示す。本発明の工程により、植
物細胞汁に変換されて抽出される収率が初期バイオマス乾物の約20～30%となることが判
明した。膜画分の乾物の収量は初期バイオマス乾物の5%～10%であり、細胞汁乾物の25%～
35%である。表1から、細胞汁画分乾物の収率が初期バイオマス乾物の1.0%以下であったこ
と、および続いて細胞汁上清乾物の2.5%以下であったことが示される。細胞汁上清乾物の
大部分は、細胞汁液中に濃縮された。細胞壁画分、膜画分、および細胞質画分は、生理活
性組成物として分類されるそれらの抽出物を調製するための供給源として使用した。細胞
汁液は、外因性の溶媒を使用せず、後の生理活性組成物として「そのまま」直接使用した
。
【００６４】
　（表１）新鮮なバイオマスの分画産物間の乾物100 kgの分布

【００６５】
　3つの選択された物質は、新鮮な植物組織中に存在する全機能構造を最も多様に表して
いることに留意されたい。可溶性細胞汁液のみが、一般に用いられるインビトロ試験系へ
の直接投与が可能である物理化学的特性を有する。細胞壁画分、膜画分、および細胞質画
分は、溶媒による抽出のための原料として使用した。細胞壁画分は従来の茶樹産物と構造
的に類似しているため、この画分は従来の茶との最良の比較を提供するために水で抽出し
た。膜画分は、葉緑体およびミトコンドリア構造に組み入れられた疎水性および親水性成
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分の効率的な可溶化を促進するジメチルスルホキシドで抽出した。細胞質画分は水で抽出
した。細胞汁液は「そのまま」使用した。
【００６６】
　表2は、試験した全4つの生理活性組成物：細胞壁画分抽出物（組成物A）、膜画分抽出
物（組成物B）、細胞質画分抽出物（組成物C）、細胞汁液（組成物D）、および対照―白
茶抽出物または紅茶抽出物の、初期バイオマス乾物100 kgからの収率を示す。
【００６７】
　（表２）初期バイオマス100 kgからの生理活性組成物の収率

【００６８】
　表2から、カメリア・シネンシス乾物100 kgからの生理活性組成物A、B、C、およびDの
全収率は33.3%であり、従来の茶の製法での収率―15.14...19.36%を非常に大きく上回る
ことが示される。
【００６９】
実施例3―組成物A（細胞壁画分抽出物）と従来の茶の抽出物との比較
　同じバッチの新鮮なカメリア・シネンシスから得られた生理活性組成物Aならびに従来
の白茶および紅茶抽出物の様々なパラメータを測定し、その結果を表3に示す（使用した
実験方法は、実施例9および20、ならびにその全体が参照により本明細書に組み入れられ
る米国特許出願第2003/0175235号に記載されている）。
【００７０】
　（表３）生理活性組成物Aならびに白茶および紅茶抽出物の様々なパラメータ

【００７１】
　表3から、細胞壁画分抽出物は、従来の白茶および紅茶抽出物よりも低レベルの乾物、
電解質、および溶解固形物を有することが示される。UV/VISスペクトルデータから、細胞
壁画分抽出物がスペクトル曲線下面積の最も高い比値を有すること、すなわちこの特有の
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カメリア産物（組成物A）が乾物単位当たり最も高レベルの光学活性成分を有することが
示される。さらに、細胞壁画分抽出物は酸化還元電位が低く、これにより、この組成物が
従来の白茶および紅茶抽出物よりも酸化の程度が低いことが示される。細胞壁画分抽出物
は、白茶および紅茶抽出物よりもはるかに低い濃度でチトクロムc還元の50%抑制（ICR50
）をもたらすスーパーオキシド捕捉活性を実証した。定性的記述分析（「QDA」）試験法
を選択して、茶飲料の許容性を決定する色、風味、および口当たりに基づいて茶を系統的
に特徴づけ数値化した。QDA法では、専門家テイスターの熟練した集団に依頼し、規定の
参照標準品と比較して茶飲料の上記特性を数値化した。色、風味、および口当たりの比較
評価から、細胞壁画分抽出物は、従来の茶の同じ特性を有意に上回ることが実証された。
【００７２】
　したがって、発酵（酸化）も熱処理も行わずに新鮮なカメリアバイオマスから得られた
細胞壁画分は、他の茶すべてと異なる（Wilson et al., eds., Tea: Cultivation to Con
sumption, London: Chapman Hall (1992)、参照によりその全体が本明細書に組み入れら
れる）。さらに、重要なカメリア酵素（フェノールオキシダーゼおよびペルオキシダーゼ
）は、従来の茶中に常に残存する。それに代わり、本発明は、新鮮なカメリア葉を細胞壁
画分とこれらの酵素が濃縮された細胞汁への分離を含み、そのため細胞壁画分は内在性の
フェノールオキシダーゼおよびペルオキシダーゼを含んでいない。したがって、細胞壁画
分は、白茶、緑茶、ウーロン茶、および紅茶と根本的な相違を有する新規な茶の分類に分
類されるべきである。広範囲の飲料（drink、beverage）ならびに栄養補助食品および機
能性食品への添加物を調製するため、この新規な細胞壁画分茶はばら形状もしくはバッグ
形状または他の形状で使用され得る。
【００７３】
実施例4―様々な適用のための生理活性組成物の調製
　生理活性組成物はいずれも、様々な全身投与または局所投与用製剤に取り込まれる溶液
、懸濁液、分散液、ペースト、または乾燥粉末として使用することができる。可溶化形態
の組成物は0.2μ孔を有するフィルターをとしてろ過し、完全に可溶化されていない小粒
子および内在性の微生物を完全に除去し得る。滅菌ろ過前および滅菌ろ過後の生理活性組
成物中の乾物レベルを表4に示す。
【００７４】
　（表４）滅菌ろ過前（分子）および滅菌ろ過後（分母）の生理活性組成物中の乾物レベ
ル
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【００７５】
　表4から、全生理活性組成物中の乾物レベルが滅菌ろ過後に減少したことが示される。
しかし、この減少によりそれらの生物活性の損失または有意な減少は起こらず、減少は2
～14%の範囲であった。したがって、組成物の主要な部分は可溶性生理活性成分によって
示される。
【００７６】
　新鮮なカメリア葉は、比較的低分子量の（還元非酸化）成分を含む。従来の茶の製造に
おける酸化および重合過程の結果として、上記の強力な成分は、比較的低い活性を有する
高分子量物質の部分に変換される。
【００７７】
　本発明の生理活性組成物は、発酵（酸化）も過剰な熱処理も行わずに得られる。これに
よって次には新鮮な植物活性の不可逆的損失が妨げられ、その活性は、例えば新規なティ
ーバッグまたは類似の送達系を用いて最大効力を有して送達され得る。大きな孔を通して
全可溶性茶成分を周囲の水に移動させる従来の紙製ティーバッグの代わりに、新規のティ
ーバッグは半透性膜で作られている。このバッグは生理活性組成物を内部に含み、特定の
膜カットオフ（例えば、5,000ダルトン）未満の分子量を有する成分のみを周囲の水相に
透過させる。高分子量を有する成分はバッグの内部に残存し、よって飲料中には含まれな
い。
【００７８】
　したがって、特定のレベルを上回る分子量を有する成分をカットオフすることにより、
特定のレベルを上回る分子量を有する生理活性組成物の酸化成分はすべてバッグ内に残存
するため、酸化成分を含まない飲料の製造が可能になる。新規なティーバッグのデザイン
は、透析膜チューブを利用したピラミッド型のティーバッグ構造に基づき得る。新規なテ
ィーバッグのデザインはまた、生理活性組成物を中に有し、半透膜で構成される2枚の透
明な表面を有する細いプラスチック枠を含み得る。特定の膜カットオフ値の選択は、生理
活性組成物の種類によって決まるが、一般的に、組成物の乾物をより高い割合で、酸化還
元電位をより少なく周囲の水相に放出し得るより高いカットオフが好ましい。
【００７９】
実施例5―細胞汁液に由来する局所成分SFの調製
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　細胞汁液（組成物D）は、安定性の欠如ならびに色および匂いの悪化が原因で、局所産
物の活性成分として使用することができない。記載する手順により細胞汁液画分が改良さ
れ、安定でかつ活性のある局所成分SFが得られ得る（この手順は、その全体が参照により
本明細書に組み入れられる、米国特許出願第2003/0175235号に以前に記載されているもの
と類似している）。細胞汁液の改良は以下の段階：熱処理、冷却、ろ過、および安定化を
含む。改良は、実施例1に記載した細胞質画分からの細胞汁液の分離後直ちに実施した。
細胞汁液を、温度プローブ対照を用いてマイクロ波処理に供した。この処理は、細胞汁液
が99℃に到達するまで継続した（その全体が参照により本明細書に組み入れられる、米国
特許出願第2003/0175235号に以前に記載されているように、90℃が必要であった）。凝固
が誘導された時点で、処理した細胞汁液を直ちに10℃まで冷却した。凝固した細胞汁液を
、0.8μm孔を有するフィルターを通して減圧ろ過した（その全体が参照により本明細書に
組み入れられる、米国特許出願第2003/0175235号では、二層のWhatman No.2フィルターが
用いられた）。沈殿を廃棄し、得られた細胞汁液ろ液をさらなる加工（すなわち、安定化
）に使用した。細胞汁液ろ液の安定化は、保存剤を添加し（その全体が参照により本明細
書に組み入れられる、米国特許出願第2003/0175235号に以前に記載されているように、外
因性の抗酸化剤は必要ではなかった）、完全に可溶化されるまで混合液をインキュベート
することによって達成された。使用した保存剤は以下のものを含んだ：0.1%ソルビン酸カ
リウム、0.1%安息香酸ナトリウム、0.1%メチルパラベンナトリウム、および0.1%クエン酸
。この調製によって、乾物収量16.3 kg（または約286リットル）の局所成分SFが生成され
、これをその物理化学的性質および生理活性性質の特徴づけに使用した。局所成分SFの推
奨される保存条件には、15℃～25℃での光から保護される密閉容器中での保存が含まれる
。
【００８０】
実施例6―細胞汁液画分に由来する局所成分SFの製品規格
　局所成分SFは、実施例5に上記した工程に従って調製した。局所成分SFの解析を行い、
以下に記載する様々な物理化学的特性、微生物特性、細胞毒性特性、および生理活性特性
を決定した。局所成分SFは、淡黄褐色および弱い特異臭を有する透明な液体である。担体
媒体に溶媒（すなわち、グリコール、油、または水）は添加していない。表5に、局所成
分SFの物理的および化学的データを要約する。
【００８１】
　（表５）局所成分SFの物理的および化学的パラメータ

参考文献：［1］Handbook of Chemistry and Physics, 80th Edition, CRC Press, 1999-
2000, 5-90；［2］Handbook of Chemistry and Physics, 80th Edition, CRC Press, 199
9-2000, 8-21、これらは参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。
【００８２】
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　表6に、局所成分SFに関するUVスペクトルデータを示す。
【００８３】
　（表６）局所成分SF（1:500希釈）のUVスペクトル

【００８４】
　以下の手順（USP<61>）に従って行った微生物解析により、局所成分SFは試料グラム当
たり100未満のコロニー形成単位を含み、病原菌（大腸菌（E. coli）、カンジダ・アルビ
カンス（Candida albicans）、シュードモナス（Pseudomonas）種、および黄色ブドウ球
菌（Staphylococcus aureus）を含まないことが実証された。このデータから、局所成分S
Fが局所産物の成分の工業上の必要条件を満たすことが示される。
【００８５】
　局所成分SFは、光から保護される密閉容器中で15～25℃で保存した場合、少なくとも12
～18ヶ月間安定である（すなわち、物理的および化学的完全性を維持する）ことが判明し
た。局所成分SFは生分解性産物である。比較臨床評価において、局所成分は、表7に要約
した生物活性を示した。
【００８６】
　（表７）局所成分SFの生物活性
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参考文献：［1］Cannel et al., Planta Medica 54:10-14 (1988)、参照によりその全体
が本明細書に組み入れられる。
【００８７】
　表7から、局所成分SFがスーパーオキシド捕捉活性を示したことが示される。比較臨床
評価において、局所成分SFは、乾物69.5μg/mlという濃度でチトクロムc還元の50%抑制（
ICR50）を示した。陽性対照（ロスマリン酸）のICR50 = 26.5μg/mlであった。抗酸化特
性に加えて、局所成分SFは、ペプチド加水分解酵素、例えば、エラスターゼ、ゼラチナー
ゼBまたはいわゆるマトリックスメタロプロテイナーゼ9（MMP-9）、およびトリプシンに
対する抗タンパク質分解活性を示した。これらの酵素の中で特有の位置を占めるのは、相
乗的に作用し、また皮膚炎症において極めて重要な役割を担うエラスターゼおよびMMP-9
である。MMP-9およびエラスターゼはいずれも白血球（好中球）から分泌されること、お
よびこれらの酵素は炎症をもたらす最終経路における重要な酵素であることに留意された
い。調製物が両酵素（エラスターゼおよびMMP-9）を阻害し得るならば、そのような調製
物は炎症過程の治療に非常に有効であると見なされることが一般に同意される。
【００８８】
　皮膚の老化過程、日焼け、創傷および瘢痕の形成は、MMP-9およびエラスターゼが関与
する全く同じ炎症機構を有することに留意されたい。したがって、上記の酵素両方を阻害
し得る局所SFは非常に広範な用途を有し、それには以下の理由から炎症性損傷が含まれる
：
　a. これら2つの酵素は協同して、ヒト組織の細胞外基質の成分すべてを分解し得る；
　b. エラスターゼは、MMP-9に対する身体自身の抑制性防御を不活化し得る；および
　c. MMP-9は、エラスターゼに対する身体自身の抑制性防御を不活化し得る。
局所成分SFの抗炎症特性と抗酸化特性の組み合わせから、生理活性組成物Dに基づくこの
親水性調製物が、非常に基本的な皮膚疾患問題に対して全身的に作用し得ることが示唆さ
れる。
【００８９】
実施例7―膜画分に由来する局所成分MFの調製
　新たに得られた膜画分は、強烈な色および特有の匂いを有するペースト状である。この
画分は主に葉緑体によって表され、その組成は主にリン脂質、膜タンパク質、葉緑素、お
よびカロテノイドを含む。膜画分を乾燥させると、局所成分としての膜画分の探索に必要
な多くの有用な特性が不可逆的に失われる。乾燥を行わなければ、不安定な膜画分は直ち
に、強く特徴のない匂いを有する暗色の非分散性でかつ不溶性の集塊に変化する。結果と
して、そのような物質は局所成分に使用することはできない。以下に記載する手順により
、新たに得られた膜画分を安定でかつ活性のある局所成分に変換することができる（この
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号に以前に記載されているものと類似している）。
【００９０】
　実施例1に記載した工程に従って細胞汁から膜画分を分離した後、直ちに膜画分を安定
化し、ポリマー基質に取り込んだ。局所成分MF約100グラムを調製するため、細胞膜画分
を非イオン性乳化剤Polysorbate 80（Tween 80）および抗酸化剤（Tenox 4）と共に混合
して、細胞膜画分を安定化した。具体的には、新鮮な膜画分20グラムを3.5グラムのTween
 80および0.1グラムのTenox 4（油中のブチル化ヒドロキシアニソールおよびブチル化ヒ
ドロキシトルエン溶液）と共に、均一になるまで激しく、通気を回避しつつ混合した。
【００９１】
　安定化された時点で、膜画分をポリマー基質（すなわち、重合乳化剤、アクリル酸/C10
-C30アクリル酸クロスポリマーの分散剤）に取り込んだ。加温した脱イオン水69.2グラム
中に0.9グラムのPemulen TR-2を分散させ、通気を回避しつつ適度に撹拌しながら均一に
なるまで混合することにより、ポリマー基質を調製した。平行して、5グラムのグリセリ
ンおよび1.0グラムのPhenonip（フェノキシエタノール（および）メチルパラベン（およ
び）ブチルパラベン（および）エチルパラベン（および）プロピルパラベンの混合物）を
別の容器中で組み合わせ、均一になるまで混合した。程度に撹拌しながら、Pemulenを含
む相とグリセリンおよびPhenonipを含む相を組み合わせ、均一になるまで混合した。膜画
分をポリマー基質に取り込むため、膜画分、Tween 80、およびTenox 4を含む相をPemulen
、グリセリン、およびPhenonipを含む相に添加し、次いで通気を回避しつつ激しく撹拌し
ながら混合した。膜画分混合物の安定化は、膜画分を水酸化ナトリウム（NaOH）の18%水
溶液で中和し、激しく撹拌して、pH 5.0±0.4を有する均一な系を生じることによって達
成した。新鮮なカメリアバイオマス（乾物21.7%を有する約461 kgの新鮮葉）から開始し
たこの調製により、乾物収量11.85 kg（または約172リットル）の局所成分MFが生成され
、これをその物理化学的性質および生理活性性質の特徴づけに使用した。局所成分MFの推
奨される保存条件には、2～8℃での光から保護される密閉容器中での保存が含まれる。
【００９２】
実施例8―膜画分に由来する局所成分MFの製品規格
　局所成分MFは、実施例7に上記した工程に従って調製した。局所成分MFの解析を行い、
以下に記載する様々な物理化学的特性、微生物特性、細胞毒性特性、および生理活性特性
を決定した。局所成分MFは、緑褐色および弱い特異臭を有する不透明なゲルである。局所
成分MFは、ポリマーでゲル化した天然細胞汁成分を利用して製剤化し、最高レベルの純度
、均一性、適合性、安定性、安全性、および有効性を確証した。
【００９３】
　表8に、局所成分MFの物理的および化学的データを記載する。
【００９４】
　（表８）局所成分MFの物理的および化学的パラメータ
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【００９５】
　表9に、局所成分MFに関するL*a*b*値データを要約する。
【００９６】
　（表９）局所成分MFのL*a*b*値

【００９７】
　微生物解析から、局所成分MFは、CFUおよび病原体の非存在に関して局所成分の工業上
の必要条件を満たすことが実証された（USP<61>）。
【００９８】
　局所成分MFは、光から保護される密閉容器中で2～8℃で保存した場合、少なくとも12～
18ヶ月間安定である（すなわち、物理的および化学的完全性を維持する）ことが判明した
。局所成分MFは生分解性産物である。比較臨床評価において、局所成分MFはエラスターゼ
阻害活性およびトリプシン阻害活性を示す。表10に局所成分MFの特定の生理活性結果を要
約する。
【００９９】
　（表１０）局所成分MFの生理活性結果

参考文献：［1］Cannel et al., Planta Medica 54:10-14 (1988)、参照によりその全体
が本明細書に組み入れられる。
【０１００】
　表10から、局所成分MFが局所成分SFと類似した特性を示したことが示される（実施例6
を参照）。局所成分MFはスーパーオキシド捕捉活性を持たないが、局所成分SFよりも高い
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特定の酵素阻害活性を示す。したがって、生理活性組成物Bに基づく局所成分MFは、皮膚
疾患の治療に対して広範な用途を有する強力で多面的な抗炎症成分として見なされるべき
である。
【０１０１】
実施例9―カメリア・シネンシス植物に由来する生理活性組成物のスペクトル解析
スペクトル解析概論
　紫外線（UV）はヒトの皮膚に対して損傷効果を有する。短期効果には日焼けおよび過度
の日焼けが含まれ、累積的なUV照射の長期効果には、紫外線による老化および皮膚癌の危
険性の増加が含まれる。紫外線皮膚損傷は酸化的損傷によって媒介され、抗酸化活性を有
する多くの植物抽出物が保護剤として有望視されている：ブドウの種の抽出物（Carini e
t al.、「Protective Effect of Procyanidines from Vitis vinifera Seeds on UV-Indu
ced Photodamage: In vitro and In vivo Studies,」 Proceedings of the 19th IFSCC C
ongress 3:55-63 (1996)、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる)、リコピン
（Di Mascio et al.、「Lycopene as the Most Efficient Biological Carotenoid Singl
et Oxygen Quencher,」 Archives of Biochemistry and Biophysics 274:532-8 (1989)；
およびRibaya-Mercado et al.、「Skin Lycopene is Destroyed Preferentially Over β
-Carotene During Ultraviolet Irradiation in Humans,」 Journal of Nutrition 125:1
854-9 (1995)、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる）、シリマリン（Morazz
oni et al.、「Silybum marianum (Carduus marianus),」 Fitoterapia 66:3-42 (1995)
；Katiyar et al.、「Protective Effects of Silymarin Against Photocarcinogenesis 
in a Mouse Skin Model,」 Journal of the National Cancer Institute 89:556-66 (199
7)、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる）、および特に、他の植物源から生
成される抽出物よりも高い有効性を有する緑茶抽出物（Katiyar et al.、「Protection A
gainst Ultraviolet-B Radiation-Induced Local and Systemic Suppression of Contact
 Hypersensitivity and Edema Responses in C3H/HeN Mice by Green Tea Polyphenols,
」 Photochemistry and Photobiology 62:855-61 (1995)；Ruch et al.、「Prevention o
f Cytotoxicity and Inhibition of Intercellular Communication by Antioxidant Cate
chins Isolated from Chinese Green Tea,」 Carcinogenesis 10:1003-8 (1989)；Wang e
t al.、「Protection Against Ultraviolet B Radiation-Induced Photocarcinogenesis 
in Hairless Mice by Green Tea Polyphenols,」 Carcinogenesis 12:1527-30 (1991)、
参照によりその全体が本明細書に組み入れられる）。
【０１０２】
　茶樹（カメリア・シネンシス）の葉が、(-)-エピカテキン、(-)-エピカテキン-3-ガラ
ート、(-)-エピガロカテキン、および(-)エピガロカテキン-3-ガラートを含む、抗酸化活
性を有するポリフェノールを高濃度で含むことが見出された。緑茶抽出物は、過酸化水素
およびスーパーオキシドラジカルに対する抗酸化活性、ならびに酸化的細胞障害の抑制を
示す。この抽出物はまた、腫瘍促進の機構としての可能性が考えられる細胞間通信の抑制
もまた妨げ得る。UV誘導性免疫抑制と皮膚癌の発症との間には密接な関係があり、緑茶抽
出物は、UV-B照射によって起こる炎症および免疫抑制を防ぐことが見出されている。飲料
水中に加えて経口投与した、または局所的に適用した緑茶抽出物は、動物モデルにおいて
、UV-B-誘導性の皮膚癌発症を防止する。これらの結果から、経口的に摂取する緑茶抽出
物が皮膚癌の予防に役立ち得ることが示される。
【０１０３】
　カメリア産物のUV保護特性は確立されているものの、日焼け障害から皮膚を効果的に保
護する供給源としての茶樹のより大きな可能性は、比較的狭い活性成分群：主にカテキン
に限定して焦点を合わせて行われる従来の技術の限界が原因で、完全には調査されていな
い。
【０１０４】
　本明細書に記載する「新規」カメリア産物と「従来の」カメリア産物とのUV保護特性比
較研究により、「新鮮なカメリアの分画」技術がより強力な産物をもたらし得ることが実



(25) JP 5276270 B2 2013.8.28

10

20

30

40

証された。比較は、溶液のスペクトル特性およびインビトロ日焼け防止指数（SPF）を決
定するために一般的に用いられる方法を利用して行った。
【０１０５】
方法A：UV/VISスペクトル
　薬局方準拠Spectrophotometer Ultrospec 4300 Pro（Amersham Biosciences Ltd.、英
国、バッキンガムシャー）を用いて、200～450 nm域におけるカメリア産物のUV/VISスペ
クトルを得た。蒸留水に希釈したカメリア産物のスペクトルパラメータを、USP<197>に記
載されている手順に従って決定した。
【０１０６】
方法B：吸光度スペクトル
　UV-1000S Transmittance Analyzer（Labsphere, Inc.、ニューハンプシャー州、ノース
サットン）、およびヒト皮膚の表面特性を模倣したVitro-Skin（登録商標）試験基質（IM
S Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）を用いて、200～450 nm域におけるカ
メリア産物の吸光度スペクトルを得た。これは最適化されたタンパク質および脂質成分を
含み、ヒト皮膚に類似した組織分布、pH、臨海表面張力、およびイオン強度を有するよう
に設計されている。
【０１０７】
　前もって水和した基質の表面上にカメリア試料を均一に塗布した（塗布用量＝2.0μl/s
q. cm）。塗布してから15分後、5回反復して初期吸光度スペクトルを得た。次に、産物を
塗布した基質に、300ワットキセノンランプを備えた広域太陽光シミュレータ（Model 16S
-300 Single Port、Solar Light Company, Inc.、ペンシルバニア州、フィラデルフィア
）で照射した。線量管理システムPMA 2100-DCSによって、試料に送達される線量を正確に
管理し得た。
【０１０８】
　照射後直ちに（照射線量＝60ジュール/sq. cm）、同じ点における吸光度スペクトルを5
回反復して得た。照射前および照射後の試料の吸光度スペクトルを統計解析に使用した。
【０１０９】
試料
　実施例1に上記した工程に従って調製した以下の生理活性組成物を評価した：組成物A（
乾物0.84%を有する細胞壁画分抽出物）、組成物B（乾物6.83%を有する膜画分抽出物）、
組成物D（乾物5.69%を有する細胞汁液）。乾物1.10%を有する従来の白茶の抽出物および
乾物1.38%を有する従来の紅茶の抽出物を対照として使用した。試料はすべて、Charlesto
n茶畑、サウスカロライナ州で回収された同じバッチの新鮮なカメリアから取得した。こ
れらの試料は添加物を含まなかった。
【０１１０】
解析
　すべてのカメリア試料が高いUV吸光度値を有することが認められ、したがって蒸留水で
試料を希釈した。希釈したカメリア産物のUV-VISスペクトルを図2および3に示す。
【０１１１】
　すべての液体試料のスペクトルにはある種の類似性がある。例えば、ピークの位置はλ

max1 = 269～274 nmおよびλmax2 = 205～208 nmという比較的狭い範囲内でばらつき、こ
れにより、すべての被験試料中に芳香環およびσ-π結合の共役系が存在することが示唆
される。しかし、ピークの頂点値、各ピーク下の面積、およびスペクトル曲線全体下の総
面積は異なり（表11）、被験試料が異なる組成の光学活性成分を有することが示唆される
。
【０１１２】
　（表１１）カメリア産物のUV/VISスペクトルのパラメータ
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*スペクトル下面積値は、試料の希釈に基づいて正規化した。
【０１１３】
　200 nm～450 nmで得られたスペクトル曲線全体下の総面積を比較することにより、膜画
分抽出物（組成物B）および細胞汁液（組成物D）がより高い吸収値を有することが明白に
示される（表11）。比「スペクトル下面積：乾物」から、試料の比吸収値は以下の順に増
すことが示される：紅茶抽出物＞白茶抽出物＞細胞壁画分抽出物＞細胞汁液＞膜画分抽出
物（表12）。
【０１１４】
　（表１２）カメリア産物の選択されたスペクトル特性

【０１１５】
　吸収値の比較に基づくと、新規な生理活性組成物は、従来の白茶および紅茶の抽出物よ
りもより有効な日焼け障害に対する皮膚の保護剤であると考えられる。290 nm～400 nmと
いうスペクトルの特定部分が皮膚のUV誘発損傷の原因であることから、カメリア産物のUV
保護特性は、この領域に関連する吸収データを用いることでより良好に評価されるはずで
あることに留意されたい（Sayre et al.、「A Method for the Determination of UVA Pr
otection for Normal Skin,」 Journal of American Academy of Dermatology 23: 429-4
0 (1990)、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる）。290 nm～400 nm域におけ
る被験液体試料の吸収は全UV/VIS吸収の約10%にしか寄与しないが、新規なカメリア組成
物は、上記のスペクトル領域においても同様により高い吸収を有する。
【０１１６】
　このようにして、カメリア試料の希釈溶液に関するデータから、被験産物のUV保護効力
の初期見積もりが提供されたが、Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group
、コネチカット州、ミルフォード）を用いてこれをさらに評価した。その結果を図4～13
に示す。新規カメリア組成物ならびに従来の白茶および紅茶の抽出物は、乾物レベルに関
して均一化した濃度で基質上に塗布した後でさえも、異なるスペクトル特性を有すること
が見出された（図4および5）。
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【０１１７】
　Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォー
ド）に塗布したカメリア試料のスペクトルは4つ～2つの特徴的なピークを含み、これらピ
ークは異なる頂点値を有する（表13）。
【０１１８】
　（表１３）Vitro-Skin（登録商標）試験基質に塗布したカメリア産物の吸光度スペクト
ルのパラメータ

【０１１９】
　溶液中のカメリア産物の特徴的なピークのパラメータが（表11）、Vitro-Skin（登録商
標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）に塗布したカメリ
ア産物の特徴（表13）と非常に異なることに留意されたい。対照実験が示すように、Vitr
o-Skin（登録商標）表面上のpHレベルが低いこと（約5.5）が上記の相違の原因であると
は考えにくく、これはおそらく、カメリア産物とVitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS 
Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）基質の調製に用いられた成分との間の
化学的相互作用の結果である。このように、Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Test
ing Group、コネチカット州、ミルフォード）は、カメリアフェノール成分と化学的に相
互作用し得るタンパク質および脂質成分を含んでいる。被験産物のスペクトル特性のシフ
トは、すべての生理活性組成物のほかに、従来の茶の抽出物についても認められることに
留意されたい。
【０１２０】
　新規カメリア組成物および従来のカメリア産物の抽出物「そのまま」のスペクトルを、
被験試料の異なる乾物含量を考慮して同様に比較した。Vitro-Skin（登録商標）試験基質
（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）に塗布したカメリア産物の吸光
度スペクトルを図6に示す。
【０１２１】
　細胞壁画分抽出物と白茶抽出物との間にはいくらかの類似性が存在するが、細胞壁画分
抽出物の方が250～280 nm域および近紫外域において高い吸光度を有する。吸光度の高さ
は乾物レベルと対応しておらず、乾物レベルは細胞壁画分抽出物（0.84%）よりも白茶抽
出物（1.10%）の方が高い。このことから、これら2つの試料の組成物が同じではないこと
、および細胞壁画分抽出物がやはり、高い吸光度の原因となるより多くの非解離光学活性
組成物からなり、低い伝導率を有することが示唆される（表3に示すデータを参照）。
【０１２２】
　さらに、膜画分抽出物（組成物B）および細胞汁液（組成物D）のスペクトルが、細胞壁
画分抽出物（組成物A）および白茶抽出物のスペクトルと異なることが見出された。した
がって、膜画分抽出物および細胞汁液のスペクトルから、これらの産物が白茶抽出物およ
び細胞壁画分抽出物とは異なる組成を有することが再度示される。同時に、スペクトルデ
ータから、膜画分抽出物と細胞汁液の組成が同じではないことも示唆される。例えば、膜
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画分抽出物は260 nm、286 nm、および394 nmにおける3つの特徴的なピークを有する。細
胞汁液スペクトルは、260 nmおよび286 nmにおける2つのピークを含む。
【０１２３】
　これら2つのスペクトルの比較により、膜画分抽出物が細胞汁液の約2倍高い吸光度を有
することが示され、この場合乾物レベルの差はたったの約1%である。このように、4つの
被験カメリア産物は、250～450 nm域において光学活性である成分の有意に異なる組成を
有する。
【０１２４】
　カメリア産物の定量比較に関連するデータを表14に示す。
【０１２５】
　（表１４）Vitro-Skin（登録商標）試験基質に塗布したカメリア産物の選択された特性

【０１２６】
　表14から、250～450 nm域および290～400 nm域における試料の吸収が、以下の順に増す
ことが示される：白茶抽出物＞細胞壁画分抽出物＞細胞汁液＞膜画分抽出物。この順序は
、希釈液中で試験したカメリア産物の比吸収値の順序（表12）と完全に一致する。被験試
料をVitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォ
ード）に塗布した場合、250～450 nmで得られるスペクトルの吸光度に対する250～400 nm
域における吸光度の寄与は約55～60%に達した。
【０１２７】
　希釈溶液中の新規カメリア組成物のスペクトルと、それらをVitro-Skin（登録商標）試
験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）基質に塗布した後のスペ
クトルが著しく異なることに留意されたい。膜画分抽出物および細胞汁液に関して、この
相違は定量的および定性的の両方である。このように、250～400 nmの範囲では、溶液中
の膜画分抽出物は274 nmにおいてピークに達する。同じ膜画分抽出物は、Vitro-Skin（登
録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）に塗布した場
合、上記波長において特徴的なピークを示さず、代わりに260 nmおよび286 nmにおいて2
つの特徴的なピークを有した（図7A）。
【０１２８】
　スペクトル特性における同様のパターンは細胞汁液にも認められ、Vitro-Skin（登録商
標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）に塗布した試料で
は約360 nmにおけるさらなる吸収が同定されたが、そのような現象は溶液中の同じ組成物
のUV/VISスペクトルでは記録されなかった（図7B）。
【０１２９】
　スペクトル間の上記の相違は、新規カメリア組成物と、ヒト皮膚を模倣するタンパク質
および脂質成分を有するVitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチ
カット州、ミルフォード）の表面との間の化学的相互作用の結果違であると考えられるこ
とに留意されたい。この相互作用により、UV照射の損傷効果に関連するスペクトル領域で
の吸光度が劇的に増加した、すなわち新規カメリア組成物は顕著なUV保護効力を有する。
オオムギ（Hordeum vulgare）（図8A）およびセージ（Salvia officinalis）（図8B）細
胞汁液を用いた対照実験から、同じ試料の溶液中でのスペクトルとVitro-Skin（登録商標
）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）に塗布した後のスペ
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クトルとの相違は、カメリア以外の植物源では認められないことが示された。したがって
、Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォー
ド）に塗布した後にカメリア産物のスペクトルがシフトすることから、新規カメリア産物
とヒト皮膚を模倣する基質との間にのみ存在する特異的な相互作用が示唆される。
【０１３０】
　予め水和した基質を用いた対照実験から、照射後、Vitro-Skin（登録商標）試験基質（
IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）の吸光度が特に260 ～330 nmの範
囲で顕著に減少することが実証された（図9）。この効果は、高線量の広域太陽光を照射
された非保護基質の光安定性の相対的低さを反映している。
【０１３１】
　白茶抽出物を塗布した基質に照射すると、非保護Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IM
S Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）のスペクトル変化と類似した吸光度
スペクトルの変化が起こった（図10）。基質の寄与を除去した場合、非照射試料および照
射試料のスペクトルはいくらかの類似性を示したが、完全に同じ挙動を示すわけではなか
った。例えば、290～310 nmの範囲の吸光度が減少し、360 nmにおける幅広いピークを形
成し始めた。
【０１３２】
　細胞壁画分抽出物に照射すると（図11）、特に基質寄与の除去（減算）後に得られる曲
線に関して吸光度スペクトルの同様の変化がもたらされた。
【０１３３】
　白茶抽出物および細胞壁画分抽出物の組成は同一ではないが、これらのスペクトルにお
ける照射誘発変化のパターンは非常に類似している。白茶抽出物および細胞壁画分抽出物
はいずれも照射の破壊作用から基質を完全に保護することができず、その結果、Vitro-Sk
in（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）の吸光
度は、この基質を全く保護しない条件時（図9）とほぼ同じ程度に減少することに留意さ
れたい。これは250 nm～330 nmの範囲で特に明白であり、より長い波長では吸光度の増加
がいくらか認められる。
【０１３４】
　膜画分抽出物の照射では、その吸光度スペクトルに対して非常に異なる効果が生じる（
図12）。例えば、照射により、スペクトル範囲250～285 nmでの変化は起こらない。考察
した通り、この特定範囲のスペクトルは、照射を受けたVitro-Skin（登録商標）試験基質
（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）の破壊によって非常に大きな影
響を受け、したがって、スペクトルの比較から、基質表面上に膜画分抽出物が存在するこ
とによって基質の破壊が完全に阻止されたことが示唆される。
【０１３５】
　しかし、膜画分抽出物スペクトルのある種の変化が記録された。例えば、290～320 nm
の範囲で吸光度がわずかに減少し、これに伴ってより長い波長での吸光度が微増した。膜
画分抽出物は、核酸および芳香族アミノ酸が順に260 nmおよび280 nmおいて特徴的なピー
クを有するスペクトルの範囲において非常に有効であることが判明したことに特に留意さ
れたい。したがって、膜画分抽出物の効果により、この産物を局所適用用の有望なUV保護
成分として使用することが可能となる。
【０１３６】
　照射後、細胞汁液画分はその吸光度スペクトルにおいてある種の変化を示した（図13）
。
【０１３７】
　一般に、これらの変化は、250～340 nmの範囲における吸収のわずかな減少および340～
450 nmの範囲における吸収のわずかな増加として説明され得る。Vitro-Skin（登録商標）
試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）の光破壊によってもた
らされる寄与の可能性を除去することで（非照射細胞汁液画分の初期スペクトルの上にあ
るスペクトル上の赤い曲線を参照）、基質表面上への細胞汁液画分の塗布によって基質が
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効果的に保護されたことが明らかに示されることに留意されたい。
【０１３８】
所見および結論
　上記の結果から、最も優れた従来のカメリア産物―白茶抽出物―がUV照射の破壊作用に
対して比較的弱い保護を提供することが明らかに示される。細胞壁画分抽出物は白茶抽出
物と類似した特性を示すが、膜画分抽出物および細胞汁液ははるかに強いUV保護特性を有
する。
【０１３９】
　カメリア産物のUV保護特性は以下の順に増加することが判明した＝白茶抽出物＝細胞壁
画分抽出物＞細胞汁液＞膜画分抽出物。
【０１４０】
　カメリア産物のスペクトル特性およびUV照射後のこれら特性の変化パターンから、白茶
抽出物（対照）、細胞壁画分抽出物、膜画分抽出物、および細胞汁液中の成分の組成はす
べて異なり、固有の活性を示すという強力な証拠が提供されることに留意されたい。これ
は、白茶抽出物と同様に上記のUV活性がポリフェノールに起因し得ない新規カメリア組成
物の場合に特に興味深い。
【０１４１】
実施例10―カメリア産物の比較評価：概要
　実施例10から19では、本発明のカメリア・シネンシス由来生理活性組成物による細胞機
能の調節に関連した生物活性の範囲を評価するために実施する実験に関する方法、結果、
および解析について記載する。主目的は、本発明の方法によって得られた産物の生物活性
の範囲を評価し、これらを従来の（伝統的な）茶技術によって得られる最良の産物―白茶
の活性と比較することであり、白茶を陽性対照として調査し、これを以下の本発明の生理
活性組成物と比較した：(1) 新鮮葉の細胞壁画分抽出物（本明細書において組成物Aと称
する）；(2) 膜画分抽出物（本明細書において組成物Bと称する）；および(3) 細胞汁液
（本明細書において組成物Dと称する）。
【０１４２】
　3種のヒト細胞株：単球性白血病細胞の特徴を有する骨髄株（Mono Mac 6）、ならびに
インビボ悪性度の初期段階の特徴を有する系統（MCF-7）および進行癌の特徴を有して浸
潤性、転移性、およびエストロゲン非感受性の程度がより高い系統（MDA-MB-435S）の2種
類の乳癌株の増殖パターンに及ぼすカメリア生理活性組成物の効果を評価する試験を行っ
た。
【０１４３】
　従来の白茶抽出物がいくつかの腫瘍細胞の代謝活性に対して一定の阻害効果を示すこと
が見出された。しかし、そのような阻害の程度は試験した細胞のすべての種類に関して有
意なわけではなく、そのような阻害が検出された場合でさえも、阻害は一般に完全ではな
くむしろ極微であるかわずかであった。細胞壁画分抽出物は、白茶抽出物のそのような特
性と類似した特性を示した。
【０１４４】
　細胞汁派生物：膜画分抽出物および細胞汁液はいずれも、様々な刺激物の存在下および
非存在下で培養した、試験したすべての細胞株の代謝機能のより強力な阻害剤であること
は注目に値する。例えば、膜画分抽出物は高い阻害能力を明白に示し、その効果は0.001%
の用量で確実に測定され得た。細胞汁液は複雑な反応：低用量での促進および高用量での
阻害を示した。
【０１４５】
　膜画分抽出物および細胞汁液は、腫瘍細胞において、壊死性細胞溶解を誘導するよりも
むしろ、プログラム細胞死またはアポトーシス細胞死の経路を惹起するらしいことに留意
されたい。実験データから、この経路はミトコンドリア機能の喪失によって起こり、検出
には24～48時間の曝露を要することが示される。
【０１４６】
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　生理活性組成物への曝露の結果として、試験したすべての腫瘍細胞株：MCF-7、早期ヒ
ト乳癌のモデル、MDA-MB-435S、進行乳癌のモデル、およびMono Mac 6、単球性白血病の
モデルの代謝機能は、膜画分抽出物によって最も効率的に、また細胞汁液によってより弱
くかつより選択的に阻害された。顕著なことには、白茶抽出物および細胞壁画分抽出物は
不活性であるか、または上記の組成物BおよびDよりもはるかに弱いことが判明した。この
傾向は、種々の条件下で試験した細胞：トランスフォーミング増殖因子の非存在下および
存在下におけるMCF-7細胞、MDA-MB-435S、ならびに刺激したおよび非刺激の単球性Mono M
ac 6細胞について明らかに実証された。
【０１４７】
　これらの結果から、本発明の方法がカメリア植物の可能性を劇的に増大させ、従来の茶
技術の最良の産物でさえも同定されていなかった活性を示す非常に目覚しい新規産物を生
成する能力の強力な証拠が提供される。
【０１４８】
　本発明のカメリア画分が細胞媒介性タンパク質分解活性に及ぼす効果は、炎症性組織傷
害ならびに腫瘍浸潤および転移に対する意味あいを有する。したがって、乳癌細胞および
白血病細胞は、本発明の生理活性組成物、最も顕著には膜画分抽出物の有望な標的である
ことが明白に示唆され得る。結腸癌由来細胞株COLO 205が有意なレベルのMMP-2を放出し
、これは次にやはりこの細胞が分泌するトリプシン様酵素によって活性化されることが以
前に示されていることに留意されたい。これもまた、Mono Mac 6細胞の結果に基づき、本
発明のカメリア画分の標的候補の1つである。
【０１４９】
　これらの研究から、新鮮なカメリアから単離された本発明の生理活性組成物は、重要な
細胞機能の優れた調節をもたらす活性を有すると結論づけられた。認められた効果は、パ
ーソナルケア製品から栄養補助食品および場合によっては医薬品に及ぶ有益な用途を有す
ると考えられる。
【０１５０】
　本発明の非常に強力な生理活性組成物は精製された単一の成分ではなく、単離された成
分の複合物であることにも留意されたい。膜画分抽出物（組成物B）および細胞汁液（組
成物D）をさらに分画することにより、成長する天然医薬品市場のための極めて強力な成
分が得られる可能性がある。
【０１５１】
実施例11―カメリア産物の比較評価：被験組成物
　以下の生理活性組成物を実施例10～19に記載する実験において使用した：
　(1) 陽性対照：実施例1および4に記載の手順に従って調製した白茶抽出物。
　(2) 組成物A：実施例1および4に記載の手順に従って調製した、カメリアの新鮮葉の細
胞壁画分抽出物。
　(3) 組成物B：実施例1および4に記載の手順に従って調製した、カメリアの新たに加工
した葉から得られた膜画分抽出物。
　(4) 組成物D：実施例1および4に記載の手順に従って調製した、カメリアの新たに加工
した葉の細胞汁液。
【０１５２】
　上記の産物は、従来の白茶抽出物および本発明の3つの「平行した」産物（組成物A、B
、およびD）を調製するための同じロットの新鮮なカメリアから取得した。
【０１５３】
　カメリア葉の抽出物が、主に保蔵処理工程において形成されるかなりの濃度のポリフェ
ノールタンニンに起因する、一連の生物活性を有することを示唆する数多くの報告が文献
中に存在する。これらのポリフェノール、およびエピガロカテキン-3-O-ガラート（EGCG
）などの重合体タンニンの低分子量前駆体は、強力な抗酸化活性を示すことが報告されて
いる。カメリアの乾燥葉から調製される茶の抗酸化特性に加えて、抗血管新生特性、抗菌
特性、抗癌特性、抗炎症特性、抗突然変異特性、消毒特性、および解毒特性を示唆する出
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版物の数が増加している。上記の特性のすべてが統計的に有意な有益性をもたらすと実証
されているわけではない。それらのうちのいくつかのみが、複数の試験系を用いた包括的
研究において確認されているにすぎない。
【０１５４】
　過去の参考文献どおり、本発明の技術によりカメリア以外の多くの新鮮な植物源から単
離された生理活性組成物による過去の経験から、そのような組成物が同じ乾燥植物から単
離された従来の産物よりもはるかに強力であることが、参照によりその全体が本明細書に
組み入れられる米国特許第2003/017235号に以前に記載されているように、多くのパラメ
ータを用いて判明したことに留意されたい。例えば、他の種類の植物（アルファルファ（
Medicago sativa）、オオムギ、イングリッシュラベンダー（Lavandula angustifolia）
、カレンデュラ（Calendula officinalis）、およびセージ）において、本発明の方法を
用いて調製された組成物のいくつかの目覚しい生理活性が同定および評価されており、こ
れには、高い抗エラスターゼ活性および抗ゼラチナーゼB（MMP-9）活性、好中球呼吸バー
ストの新規な調節、ならびに活性酸素種に対する顕著なスーパーオキシド捕捉活性が含ま
れる。これらの活性は、捕捉活性以外、ポリフェノール単独の混合液に起因する可能性は
低い。
【０１５５】
　そのため、本発明のカメリア組成物中に検出され得る活性の範囲を、従来の（伝統的な
）カメリア技術を用いて同じ乾燥植物から得られた抽出物中に存在する活性と比較するよ
り包括的なアプローチを検討することは特に興味深いと思われた。したがって、新たに回
収したカメリアの葉から調製した細胞壁画分抽出物（組成物A）、膜画分抽出物（組成物B
）、および細胞汁液（組成物D）による、哺乳動物生細胞における機能の調節についてア
ッセイを行った。これらの組成物は、乾燥カメリア葉から調製した従来の白茶の抽出物と
比較した。
【０１５６】
　従来のカメリア産物の複数の研究によれば、白茶抽出物はより高い比活性を示し、した
がってこの種の調製物を本発明の新規カメリア産物と比較するための代表的な陽性参照対
照として選択したことに留意されたい。
【０１５７】
実施例12―カメリア産物の比較評価：細胞株の選択の理論的根拠
　細胞機能の調節の試験系として、2種類の乳癌由来株を腫瘍細胞のモデルとして使用し
（MCF-7およびMDA-MB-435S）、ヒト単球性株（Mono Mac 6）を炎症細胞のモデルとして使
用した。上記の細胞株については実施例21に記載する。
【０１５８】
　MCF-7は、早期または脱分化度の低い乳癌のモデルと見なされる。この株は依然として
エストロゲン感受性を維持し、比較的低い浸潤表現型を有する；免疫不全動物モデルにお
いて転移する能力はかなり低い。以前の研究において、MCF-7細胞株は、トランスフォー
ミング増殖因子-β（TGF-β）に対して特徴的な応答を示すことが示されている：TGF-β
の存在下で24時間培養した後、この細胞は、浸潤能および転移能の増大の2つの異なるマ
ーカーである、マトリックスメタロプロテイナーゼ（MMP）ファミリーのタンパク質分解
酵素および血管新生促進因子血管内皮増殖因子（VEGF）を高レベルで分泌する。TGF-βに
対するこの応答は、この増殖因子によって正常細胞において誘導される増殖停止とは対照
的に、腫瘍およびいくつかの腫瘍細胞株の指標である。本発明の生理活性組成物を評価す
るため、TGF-βの非存在下および存在下で培養したMCF-7細胞を標的として使用した。
【０１５９】
　MDA-MB-435S株は、浸潤性、転移性、およびエストロゲン非感受性の程度がより高い。
このヒト癌由来細胞株もまたTGF-βに対してある程度の感受性を示すが、より進行した癌
のモデルとしての用途と一致して、この増殖因子の非存在下でさえも、MCF-7よりも高レ
ベルのMMPおよびVEGFを自発的に放出する。本評価では、TGF-βの非存在下でのみ培養し
たMDA-MB-435S細胞に及ぼす生理活性組成物の効果を試験した。
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【０１６０】
　ヒト単球性株、Mono Mac 6は静止単球またはマクロファージのバイオマーカーと一致す
る多くのバイオマーカーを発現し、ホルボールミリステートアセテート（PMA）などの炎
症促進性の活性化刺激に対してヒト単球およびマクロファージと同様に応答する。PMAの
非存在下および存在下で培養したMono Mac 6細胞に及ぼす生理活性組成物の影響を試験し
て、これを静止および活性化単球/マクロファージのモデルとして使用した。
【０１６１】
　したがって、上記の細胞株の選択された組み合わせにより、カメリア生理活性組成物の
抗腫瘍能および抗炎症能を評価するための確実な基礎が提供される。選択された細胞株を
多くの機能的プローブを用いて平行して試験することで、特定の刺激に対して同様の感受
性または同様の応答を有する単一または複数の試験標的の応答を調査するよりも、産物の
活性および活性の機構に関するより有益な結論が得られる機会が提供される。
【０１６２】
実施例13―カメリア産物の比較評価：アッセイ法の選択の理論的根拠
　最初の評価は、2つの生存度アッセイ法および細胞機能のプローブに基づいたものであ
る（実施例20、「方法8」を参照）。
【０１６３】
　1つ目のアッセイ法では、細胞が溶解した場合にのみ細胞外の培養液中に遊離する細胞
質内酵素、乳酸脱水素酵素のレベルを測定する。細胞膜の完全性のそのような喪失は、伝
統的に壊死性細胞死の徴候であると見なされ、細胞毒性パターンを反映する。
【０１６４】
　2つ目のアッセイ法では、テトラゾリウム塩の着色ホルマザンへの還元によって反映さ
れる、ミトコンドリア脱水素酵素活性を測定する。MTS試薬（テトラゾリウム塩）を生細
胞に添加すると、この試薬は強く着色された化合物（ホルマザン）に変換される。ミトコ
ンドリア脱水素酵素活性の喪失もまた細胞死と関連づけられ得るが、これは典型的には、
核が凝縮しミトコンドリアが機能を停止した後に細胞膜の完全性が一般に良好に保持され
るプログラム細胞死またはアポトーシス経路の初期段階のマーカーである。
【０１６５】
　乳酸脱水素酵素の漏出は細胞溶解に付随した生存度の完全な喪失を示し、テトラゾリウ
ム塩の還元の減少はミトコンドリア活性の喪失を意味するが、細胞膜の完全性または生存
度の取り消し不能な喪失を必ずしも意味しない。
【０１６６】
　細胞機能のさらなるプローブとして、Mono Mac 6株が分泌するプロテイナーゼのレベル
に及ぼすカメリア生理活性組成物の影響を試験した（実施例20、「方法9」を参照）。こ
の細胞株を用いた以前の研究において、Mono Mac 6細胞はPMAと共にインキュベートした
後に、2種類のいわゆるゼラチン分解マトリックスメタロプロテイナーゼ、MMP-2（ゼラチ
ナーゼA）およびMMP-9（ゼラチナーゼB）を分泌することが認められた。これらのMMPは多
くの腫瘍およびそれらの周囲の間質によっても分泌され、炎症性組織傷害ならびに腫瘍浸
潤および転移に関与している。また、抗炎症薬および抗腫瘍薬として開発中のいくつかの
薬剤が（調査された薬剤は、炎症性組織破壊ならびに腫瘍細胞株の浸潤および転移を減少
させることが知られている）、MMPタンパク質分解活性を直接阻害することに加えて、細
胞が産生するMMPのレベルを減少させるらしいことが示されている。これらの研究におけ
る目的は、本発明のカメリア生理活性組成物が活性化Mono Mac 6細胞によって放出される
MMPのレベルを減少させる同様の能力を有する可能性を評価することであった。
【０１６７】
　したがって、選択したアッセイ法により、広範囲の代謝過程を確実に評価し、特定のカ
メリア生理活性組成物によって誘発される作用の機構を明らかにし得る重要なデータを効
率的に得ることが可能になると考えられる。
【０１６８】
実施例14―カメリア産物の比較評価：乳房腫瘍細胞株に及ぼすカメリア生理活性組成物の
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効果
　これらの研究では、もっぱらテトラゾリウム塩MTSのそのホルマザンへの還元のアッセ
イを介してミトコンドリア機能を測定した。本発明の高濃度のカメリア組成物の固有の能
力に、生細胞の非存在下においてMTSを直接還元する場合があることが認められたため、
本明細書で報告するすべての結果では、細胞の存在下で観察される還元酵素活性のレベル
から細胞の非存在下におけるホルマザンのそのようなバックグラウンド形成を差し引いて
あることに留意されたい。
【０１６９】
　図14～21は、4つのカメリア組成物それぞれを0.01%ないしは0.02%（w/v、カメリア組成
物中の固形物の乾燥重量に基づく培養液中の最終濃度）から0.0001%に及ぶ様々な用量で
添加してから24時間および48時間後の、5 ng/ml TGF-βの非存在下および存在下で培養し
たMCF-7細胞、ならびにTGF-βの非存在下でのみ培養したMDA-MB-435S細胞の還元酵素活性
の大きさを示す。
【０１７０】
実施例15―カメリア産物の比較評価：MCF-7細胞
　TGF-βの非存在下において、組成物Aおよび白茶抽出物（陽性対照）は最も高い試験濃
度（0.01%）で、MCF-7細胞によるMTS還元に対して顕著な効果を有した。この濃度では、
カメリア組成物Aに曝露してから24時間後に、有意ではあるが不完全な還元酵素活性の阻
害が存在した（約50～70%阻害）。還元酵素活性の同様の阻害は、白茶抽出物に24時間曝
露した後にも検出された。
【０１７１】
　対照的に、カメリア細胞汁から調製した2つのカメリア生理活性組成物（膜画分抽出物
および細胞汁液）は、TGF-βの非存在下においてMCF-7細胞の還元酵素活性のより強力な
阻害剤であった。膜画分抽出物（組成物B）は、いくらか効力が強いことを除いて用量依
存性において白茶抽出物と類似しており、試験したうち最も高い用量である0.01%で実質
的に完全な阻害をもたらした。細胞汁液（組成物D）もまた0.01%で実質的に完全な阻害を
生じたが、より低い0.0025%用量では還元酵素活性の促進の徴候がいくらか見られた。組
成物Dのより低い用量では、有意な効果は見られなかった。
【０１７２】
　MCF-7細胞を増殖因子TGF-βの存在下で培養した場合、カメリア組成物に対する感受性
は著しく変化した。細胞壁画分抽出物および白茶抽出物に24時間または48時間曝露した後
では、白茶抽出物の最も高い用量（0.01%）において20%未満のわずかな阻害が見られる以
外は、いずれの用量においても還元酵素活性に及ぼす促進または阻害効果の徴候は認めら
れなかった。
【０１７３】
　対照的に、0.02%用量の膜画分抽出物にTGF-β処理MCF-7細胞を24時間曝露すると、還元
酵素活性は70%阻害され、48時間後では還元酵素活性は実質的に完全に排除された。24時
間後、膜画分抽出物のより低い用量ではより穏やかな阻害が検出され得たが、48時間後に
は、還元酵素活性の顕著な活性化が検出された。低用量の細胞汁液による還元酵素活性の
同様の活性化および最も高い用量（0.02%）での顕著な阻害は、曝露の48時間後に検出さ
れたが、この組成物は、24時間というより限定された曝露後には用量にかかわらず、TGF-
β処理MCF-7細胞の還元酵素活性に対して最小限の効果しかもたらさなかった。
【０１７４】
　評価では、いずれのカメリア組成物の最も高い用量に24時間曝露したMCF-7細胞でさえ
、培養液中への乳酸脱水素酵素の有意な放出は検出されなかった。これらの細胞における
ミトコンドリア機能の喪失は、細胞の壊死性溶解によってなされたのではないと考えられ
る。細胞が曝露してから最初の48時間内に実際に死滅しかけるのであれば、プログラム細
胞死またはアポトーシス経路が惹起された可能性が高い。この結論は、曝露過程で細胞の
円形化がいくらか起こるが、残骸または膜断片は形成されないことを示す光学顕微鏡観察
によって支持される。
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【０１７５】
　したがって、ミトコンドリア機能の阻害は被験カメリア産物すべての主要な作用機序で
あると考えられ、これらは乳酸脱水素酵素の放出レベルによって示される細胞毒性または
壊死を示さなかった。
【０１７６】
実施例16―カメリア産物の比較評価：MDA-MB-435S細胞
　カメリア組成物に対するMDA-MB-435S細胞の応答のパターンは、最も強力な組成物が組
成物BおよびDである点でMCF-7細胞のパターンと類似しており、膜画分抽出物（組成物B）
は細胞汁液（組成物D）よりもいくらか強い効力を示した。膜画分抽出物のみが、曝露後2
4時間のみで還元酵素活性の顕著な阻害をもたらした。阻害は、最も高い用量0.01%で対照
還元酵素値の-70%に達し、最も低い用量である0.0001%という驚くべき濃度でさえも-10%
というわずかな阻害が確実に検出され得た。他の被験組成物は、24時間の曝露において、
試験した最も高い用量でのみわずかな阻害効果を有するにすぎなかった。
【０１７７】
　48時間の曝露後、還元酵素活性は各組成物の存在下において用量依存的様式で阻害され
たが、最も高用量の組成物における効力は、膜画分抽出物以外、約100%阻害に到達しなか
った。この組成物は0.001%で、48時間後に還元酵素活性を-50%阻害した。白茶抽出物およ
び細胞壁画分抽出物もまた、48時間の曝露後にMDA-MB-435S細胞に対して顕著な阻害効果
を有し、これは細胞汁液の阻害効果よりも実際に高かった。この細胞株では、曝露時間に
かかわらず、いずれの調製物のどの用量も還元酵素活性を活性化しなかった。
【０１７８】
　浸潤、転移、およびエストロゲン非感受性の程度の高い株MDA-MB-435Sに及ぼす効果は
いずれも、24時間のみではめったに観察されないことに留意されたい。したがって、24時
間および48時間後の組成物Bの効果はむしろ注目に値し、この組成物が顕著な活性を有す
ることが示される。
【０１７９】
実施例17―カメリア生理活性組成物の比較評価：単球性細胞に及ぼすカメリア組成物の効
果
ミトコンドリア脱水素酵素活性：
　乳房腫瘍細胞株での予備研究によって明らかにされた傾向のいくつかは、4つの被験カ
メリア組成物に対するMono Mac 6細胞の応答と一致することが判明した。膜画分抽出物（
組成物B）および細胞汁液（組成物D）は、この炎症性細胞株において、細胞壁画分抽出物
（組成物A）および白茶抽出物（陽性対照）よりも強力なMTS還元酵素活性の阻害剤であり
、膜画分抽出物（組成物B）は明らかに最も高い阻害能を有した。非刺激のままの細胞お
よび10 nM PMAで刺激した細胞のMTS還元酵素に及ぼす効果を試験し、カメリア組成物に24
時間および48時間曝露した後の還元酵素活性を評価した。Mono Mac 6細胞のMTS還元酵素
に及ぼすこれら組成物の効果を図22～33に示す。
【０１８０】
　白茶抽出物は、PMA刺激細胞に48時間曝露した後、還元酵素の弱いが用量依存的阻害を
示した；PMAの非存在下では用量および曝露時間にかかわらず還元酵素活性の有意な減少
は認められず、またPMA処理細胞に24時間曝露した後にもいずれの用量の効果も認められ
なかった。細胞壁画分抽出物は、用量および曝露時間にかかわらず、また細胞をPMAで刺
激していないかまたは刺激したかにかかわらず、Mono Mac 6細胞に対して効果を示さなか
った。
【０１８１】
　新鮮なカメリア葉の細胞汁液は、24時間および48時間の曝露後に、非刺激Mono Mac 6細
胞還元酵素活性を用量依存的様式で穏やかに阻害した。0.01%（w/v、出発調製物中の固形
物の乾燥重量に基づく培養液中の最終濃度）という最も高用量での最大阻害は、対照活性
の約20～30%にすぎなかった。PMA刺激細胞の阻害は、最も高用量の組成物D（0.01%）にお
いてのみ、かつ48時間の曝露後でのみであるが、対照活性の50%に達した。
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【０１８２】
　新たに収穫したカメリアの膜画分抽出物（組成物B）は、乳房腫瘍細胞株に対するのと
同様に、Mono Mac 6細胞還元酵素活性を阻害する最も強力な被験調製物であることが判明
した。PMA刺激または組成物への曝露時間の効果は阻害にほとんど影響を及ぼさず、阻害
はPMAの存在下または非存在下において用量依存的であり、24時間または48時間の曝露後
ではほぼ同程度であった。還元酵素活性は最も高用量である0.02%においてPMAの存在下で
-70%、およびPMAの非存在下で-80～90%阻害され、0.001%用量ではより低いレベルの阻害
（-15%）が確実に測定され得た。還元酵素活性の減少が壊死性細胞溶解と関連しないこと
を確認するための細胞質内酵素の放出の測定は行わなかったが、いずれの0.02%生理活性
組成物に48時間曝露したMono Mac 6細胞も、光学顕微鏡観察によって膜断片化の徴候は認
められなかった。さらに、以下に示すように、MTSの還元が顕著に減少している条件下で
も、細胞は少なくとも1種のMMPを依然として分泌し得るようである。
【０１８３】
　これらの結果から、この細胞では乳房腫瘍細胞株と同様に、還元酵素活性の減少はミト
コンドリア機能の比較的選択的な減少と関連しており、プログラム細胞死またはアポトー
シスの経路の開始を反映し得ることが示唆される。
【０１８４】
MMPの分泌
　2つの異なるアッセイ法を用いて、Mono Mac 6細胞が放出する2種類のゼラチナーゼ、MM
P-2（ゼラチナーゼA）およびMMP-9（ゼラチナーゼB）のレベルを測定した。これらのMMP
は、炎症性組織傷害ならびに腫瘍浸潤および転移と関連づけられている。最初に、MMP-2
およびMMP-9に対して用いられる酵素結合免疫吸着測定法（ELISA）を使用して、10 nM PM
Aならびに様々な用量の3つのカメリア生理活性組成物および陽性対照の存在下で48時間培
養したMono Mac 6細胞の培養液中の2つの酵素の全レベルを測定した。
【０１８５】
　この細胞株は非刺激の場合はMMP-2のみを分泌するが、活性化された場合にはMMP-2およ
びMMP-9の両方を分泌する（24時間後に放出されるMMPのレベルは、通常低すぎて確実に検
出することができない）。
【０１８６】
　ELISA測定の結果を図34～37に示す。Mono Mac 6細胞によるMTS還元に及ぼす細胞壁画分
抽出物および白茶抽出物の効果について観察されたように、これらの抽出物ではいずれの
用量においてもMMP-2およびMMP-9の分泌レベルは有意に変化しなかった。最も高用量（0.
01% w/v）の膜画分抽出物および細胞汁液では、MMP-2レベルの減少が認められ、この用量
では膜画分抽出物が最も高い効力を示した。次に高い用量の組成物B（0.001%）および組
成物D（0.002%）では、MMP-2放出の明白なわずかな促進が認められることに留意されたい
。この促進は、これら組成物の同様の用量におけるTGF-β処理MCF-7細胞のMTS還元酵素活
性の促進を連想させる。
【０１８７】
　ELISAによって検出されるMMP-2レベルの用量依存的減少は、MMP-9レベルに及ぼす膜画
分抽出物および細胞汁液の効果と同等ではなかった。これらのレベルは最も高用量で増加
したが（細胞汁液で明らかに顕著であった）、試験した低用量では変化がなかった。24時
間のみでMTS還元酵素活性の有意な阻害をもたらすカメリア調製物の種々の用量に48時間
曝露したMono Mac 6細胞によって分泌されるMMP-9が未変化または増加したレベルで検出
されることは、カメリアの膜画分抽出物または細胞汁液に曝露したMono Mac 6細胞のミト
コンドリア機能の喪失が、MMP分泌が突然停止する壊死性細胞溶解を反映しないことのさ
らなる証拠である。
【０１８８】
　Mono Mac 6細胞によるMMP分泌に及ぼすカメリア組成物の効果のさらなる証拠として、
ゼラチンザイモグラフィーの技法を用いて、ELISA測定に関して上記したように回収した
培養液を試験した。この方法では、まず培養液をドデシル硫酸ナトリウム存在下における
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ゼラチン含浸ポリアクリルアミドゲルでの電気泳動（SDS-PAGE）に供して、タンパク質を
分子量に基づいて分離する。次いで、ゲルからSDSを洗浄除去して存在する酵素の少なく
とも一部を再生させ、MMP活性を最大限にする媒体中でゲルをインキュベートする。MMPは
どこに存在しようともゼラチンを溶解する。ゲルの大部分に存在する未切断のゼラチンを
タンパク質染色によって可視化した後、ゲルをスキャンするが、MMPは染色されたバック
グラウンドに対して透明な分域として現れる。本明細書ではネガ像を示したため、MMPは
明るいバックグラウンドに対して暗い分域として現れる。
【０１８９】
　MMPはほとんどの細胞によって不活性前駆体として分泌され、その後細胞外で活性化さ
れることに留意されたい。しかし、ザイモグラフィーでは変性および再生を利用するため
、いわゆる不活性プロ型のMMPでさえゼラチン分解活性を獲得し、透明な分域を生じる。
図34～37は、Mono Mac 6細胞を様々なカメリア生理活性組成物に曝露してから48時間後に
回収した培養液、およびカメリア組成物の非存在下において10 nM PMAの非存在下（U）ま
たは存在下（S）で培養した細胞から回収した培養液のゼラチンザイモグラムのネガ像を
示す。
【０１９０】
　組成物Aおよび陽性対照の効果は、最も低用量（0.0001%、「低」）および最も高用量（
0.01%、「高」）の調製物に関してのみ評価したが、組成物BおよびDの効果は、中程度用
量0.001%（「中」）でも評価した。4つのパネルから、Mono Mac 6細胞はPMAの非存在下で
MMP-2（約67 kD）のみを放出し、この酵素は主にプロ型で見出されることが明らかである
。10 nM PMAで処理することにより、MMP-9の分泌（約92 kD）が誘導され、また2つのMMP
の顕著なレベルのプロ型をわずかに低分子量の活性型に変換するさらなるタンパク質分解
活性が誘導される。
【０１９１】
　ELISAの結果と一致して、PMA刺激Mono Mac 6細胞を細胞壁画分抽出物および白茶抽出物
に曝露しても、ゼラチンザイモグラフィーで可視化される2つのMMPいずれのプロ型または
活性型のレベルにも検出可能な影響は見られなかった。対照的に、最も高用量の組成物B
およびDに曝露すると、ゼラチンザイモグラフィーで可視化されるMMP-2のレベルは顕著に
減少し、MMP-9のレベルに明らかな変化は見られなかった。
【０１９２】
　最も高用量の組成物BおよびDで処理した細胞から回収した培地中に、MMP-9のプロ型お
よび活性型ならびにMMP-2の活性型に相当するかすかであるが認識可能なバンドの出現が
認められることから、これらの組成物の効果は主にMMP-2の放出の調節に対するものであ
って、これらの培養細胞におけるMMP活性化機構に対するさらなる効果を含まないことが
示唆される。
【０１９３】
実施例18―カメリア生理活性組成物の比較評価：結果の概要
　実験データから、カメリア生理活性組成物が、一般にミトコンドリア機能の喪失に起因
する、MTS還元酵素活性の用量依存的減少を誘発することが示される。この阻害は検出す
るのに48時間程度の曝露を必要とし得り、少なくとも最初の24時間では細胞質内酵素の放
出は測定され得ず、生理活性組成物は、壊死性細胞溶解を誘導するのではなく、腫瘍細胞
のプログラム細胞死またはアポトーシス細胞死の経路を開始することが示唆される。
【０１９４】
　MCF-7細胞およびMDA-MB-435S細胞の応答の時間依存性および用量依存性の相違、ならび
にMCF-7細胞のTGF-β処理の効果はすべて、曝露して最初の24時間以内の還元酵素活性の
減少が比較的穏やかであることからもわかるように、より高い浸潤および転移表現型の、
白茶抽出物、細胞壁画分抽出物、およびある程度であるが細胞汁液に対する抵抗性のいく
らかの増大を示す。しかし、膜画分抽出物の効力が高い傾向は、TGF-β処理MCF-7細胞お
よびMDA-MB-435S細胞のMTS還元酵素活性を24時間以内に阻害するその能力によって証明さ
れる。
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【０１９５】
　ヒト単球/マクロファージのモデルであるMono Mac 6細胞株に及ぼす被験生理活性組成
物の効果は、乳房腫瘍細胞株で認められた効果といくらかの類似性を有する。乳房腫瘍細
胞株の培養液中に乳酸脱水素酵素が存在しないこと、およびMono Mac 6細胞の培養液中に
分泌されたMMP-9が通常レベルから増加したレベルで存在することに基づき、これらの組
成物は試験したうち最も高い用量（0.01% w/v）でさえ壊死性細胞溶解を誘導しないと結
論づけられた。
【０１９６】
　しかし、2つの生理活性組成物（膜画分抽出物および細胞汁液）はミトコンドリア還元
酵素活性の用量依存的阻害を誘導し、これはMono Mac 6細胞におけるプログラム細胞死の
アポトーシス経路の開始を反映する。さらに、これらの炎症性細胞を膜画分抽出物および
細胞汁液に曝露すると、ゼラチン分解酵素、MMP-2（ゼラチナーゼA）のレベルが選択的に
減少する。ゼラチンザイモグラフィーから、「プロ型」または酵素前駆体活性化の機構は
カメリア生理活性組成物によって影響されないことが示され、よって培地中のMMP-2レベ
ルの減少がタンパク質分解の破壊の増加を反映する可能性は極めて低い。
【０１９７】
　したがって、試験したすべての細胞株（すなわち、早期ヒト乳癌のモデル、進行乳癌細
胞のモデル、および単球性白血病のモデル）の代謝活性は、膜画分抽出物（組成物B）、
およびほとんどの場合に細胞汁液（組成物D）によって効率的に阻害される。注目すべき
は、細胞壁茶の抽出物（組成物A）および白茶抽出物（陽性対照）は不活性であるか、ま
たは上記の組成物BおよびDよりもはるかに作用が弱いことが判明した。
【０１９８】
　この傾向は、トランスフォーミング増殖因子の非存在下および存在下において試験した
すべてのMCF-7ヒト癌細胞、MDA-MB-435S進行ヒト乳癌細胞、ならびに刺激および非刺激単
球性Mono Mac 6細胞で明らかに証明された。生理活性カメリア組成物の試験および評価の
概要に関するデータを表15に示す。
【０１９９】
　（表１５）生理活性カメリア組成物の試験および評価の概要

【０２００】
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　表15から、カメリア調製物が用量依存的様式で細胞機能を調節する能力が以下の順に増
加することが示される：白茶抽出物＝細胞壁画分抽出物＞細胞汁液＞膜画分抽出物。実験
データから、新鮮な植物組織を細胞汁由来膜画分抽出物（組成物B）および細胞汁液（組
成物D）に加工することによって調製される新規な生理活性カメリア組成物は、細胞に対
して明らかな壊死毒性を誘発しないことが示唆される。
【０２０１】
　したがって本発明の技術は、カメリア生理活性組成物の可能性を劇的に増大させ、従来
のカメリア技術によって生成される最良の産物（例えば、白茶抽出物）では実証され得な
かったヒト生細胞に対する活性を示す非常に目覚しい新規産物を生成する能力を示す。
【０２０２】
実施例19―カメリア生理活性組成物の比較評価：今後の研究に関する示唆
　本発明のカメリア生理活性組成物が細胞媒介性タンパク質分解活性に及ぼす効果は、炎
症性組織傷害ならびに腫瘍浸潤および転移に対する意味あいを有する。したがって、乳癌
細胞および単球性白血病細胞は、本発明のカメリア生理活性組成物、最も顕著には組成物
B（膜画分抽出物）の有望な標的であることが明白に示唆され得る。結腸癌由来細胞株COL
O 205が有意なレベルのMMP-2を放出し、これは次にやはりこの細胞が分泌するトリプシン
様酵素によって活性化されることが以前に示されている。この種の腫瘍細胞も、Mono Mac
 6細胞の結果に基づき、本発明のカメリア生理活性組成物の数多くの標的候補の1つであ
る。
【０２０３】
　これらの研究から、新鮮なカメリアから単離された本発明の生理活性組成物が、重要な
細胞機能の優れた調節をもたらす顕著な活性を有すると確信し得る。認められた効果は、
パーソナルケア製品から栄養補助食品および場合によっては医薬品に及ぶ有益な用途を有
する。
【０２０４】
実施例20―生理活性組成物の特定の特徴を決定するために使用した手順
　以下は、生理活性組成物の特定の特徴を決定するために使用した種々の方法である。こ
れらの方法は上記の実施例を通して参照される。以下の「被験産物」または「被験試料」
への言及は、生理活性組成物を指す。
【０２０５】
方法1：固形分の決定法
　固形分を決定する手順は、水分が完全に蒸発するまでの100℃の水浴中における被験生
理活性組成物の蒸発、105℃で3時間の試料の乾燥器保存、室温への冷却、および固形物を
含む容器の重量の迅速な測定を含んだ。
【０２０６】
方法2：不揮発性残渣の決定法
　不揮発性残渣を決定する手順は、105℃で5時間の被験生理活性組成物の乾燥器保存、冷
却、および固形物を含む容器の重量の迅速な測定を含んだ。
【０２０７】
方法3：L*a*b*値の決定法
　L*a*b*値を決定する手順では、0°/45°の測定配置を有するHunter Labscan固定配置比
色計を利用した。上向き観測窓で標準光源D65を使用した。被験生理活性組成物を含む容
器を観測窓に置いて、底面から測定した。以下のCIELAB方程式を用いた：
　C* = (a*2 + b*2)1/2

　DE* = [(DL)2 + (Da*)2 + (Db*)2]1/2

　DH = [(DE*)2 - (DL*)2 - (DC*)2]1/2。
【０２０８】
方法4：総カロテノイド含量およびルテイン含量の決定法。
　被験生理活性組成物をアセトンで抽出した。均一化および真空ろ過した後、全抽出物を
メタノール中の30%水酸化カリウムでけん化した。続いて、石油エーテルにより生理活性
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組成物からカロテノイドを抽出した。さらに処理しエタノール中で再可溶化した後、全試
料を446 nmで測定した。
【０２０９】
　ルテイン含量を決定するため、各試料の抽出によるさらなる乾燥試料を、高速液体クロ
マトグラフィー（「HPLC」）解析に使用した。乾燥試料をMTBEおよびメタノール中で再可
溶化した。（250 x 4.60 mm内径）5μm C18カラム（「Vydac」）による逆相HPLCシステム
を用いた。ルテインの同一性は、標品を同時にクロマトグラフィーすることににより一致
させた。エタノール中のルテインのモル吸光係数は144,800 cm-1 mol-1である。
【０２１０】
方法5：エラスターゼ阻害活性の決定法
　被験生理活性組成物のエラスターゼ阻害活性は、好中球エラスターゼ（「Elastin Prod
ucts」による製造の精製酵素調製品）および「Sigma」による製造の合成ペプチド可溶性
基質メトキシスクシニル-Ala-Ala-Pro-Val-p-ニトロアニリドを使用するアッセイにより
決定した。基質の酵素的切断により、時間と共に黄色の増加が生じる（405 nm）；発色速
度は、阻害活性を含む被験生理活性組成物の濃度を増すことにより減少する。阻害の濃度
依存性を解析することで、50%阻害を達成するのに必要な各被験生理活性物中の乾物の濃
度（IC50）として表される阻害活性の効力の定量化が可能になると同時に、阻害の様式に
関連した情報が提供される。
【０２１１】
　IC50の決定に関して、エラスターゼ濃度は2.5μg/mlであり、基質濃度は150μMであっ
た。Kiの決定に関して、基質濃度は100μMおよび200μMであった。
【０２１２】
方法6：ゼラチナーゼB（MMP-9）阻害活性の決定法
　他のプロテイナーゼを洗浄除去した後に、免疫認識によりマルチウェルマイクロプレー
ト上にゼラチナーゼBを特異的に捕獲する市販のアッセイ法（「Amersham Pharmacia」に
よる製造のMMP-9活性ELISA）を使用した。酵素活性は、ゼラチナーゼBの低分子量合成基
質：APMAの加水分解により405 nmで検出した。阻害の濃度依存性を解析することにより、
被験生理活性組成物乾物の効力を決定した。
【０２１３】
方法7：スーパーオキシド捕捉活性の決定法
　キサンチンオキシダーゼ（「Sigma」による製造の精製酵素調製品）を使用する酵素系
を用いて、スーパーオキシドアニオンを高収量および制御された様式で生成させた。この
酵素によるキサンチンのヒドロキサンチンへの変換により大量のスーパーオキシドアニオ
ンが生じ、フェリチトクロムcからフェロチトクロムcへの還元をスーパーオキシドレベル
の高感度測定として使用した。反応系に被験生理活性組成物を添加した場合のフェロチト
クロムcレベルの測定値（550 nm）により、そのスーパーオキシド捕捉活性が決定され得
る。ウェル当たりの最終濃度は、チトクロムcが75μM、キサンチンが425μm/L、およびキ
サンチンオキシダーゼが10 mU/mlであった。
【０２１４】
方法8：インビトロ毒性およびアポトーシスの決定法
　CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation AssayおよびCytoTox 96 Non
-radioactive Cytotoxicity Assayならびにそれに続く手順を検討した（いずれのアッセ
イも、Promega Corporation、ウィスコンシン州、マディソンの製造による）。
【０２１５】
　1つ目のアッセイ法は、テトラゾリウム化合物（3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-5
-(3-カルボキシメトキシフェニル)-2-(4-スルホフェニル)-2H-テトラゾリウム、内部塩；
MTSおよび電子結合試薬（フェナジンメトスサルフェート；PMS）を探求する、生細胞数を
決定するための比色法である。MTSは細胞によって生物的に還元されて、490 nmで吸光度
最大値を有する、組織培養液に可溶なホルマザン産物へと変換される。MTSの水溶解性ホ
ルマザンへの変換は、代謝活性のある細胞中に見出される脱水素酵素によって達成され、
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【０２１６】
　2つ目のアッセイ法では、細胞溶解時に放出される安定な細胞質内酵素である乳酸脱水
素酵素（LDH）を定量的に測定する。細胞培養上清中に放出されたLDHは、テトラゾリウム
塩（INT）の赤色ホルマザン産物への変換をもたらす30分間の共役アッセイと共に測定さ
れる。形成される色量は溶解した細胞数に比例する。
【０２１７】
方法9：刺激細胞によって分泌される酵素のレベルの決定法
　Mono Mac 6細胞は、PMAと共にインキュベートした後に、2種類のゼラチン分解マトリッ
クスメタロプロテイナーゼ、MMP-2（ゼラチナーゼA）およびMMP-9（ゼラチナーゼB）を分
泌する。被験生理活性組成物の存在下におけるこれらの酵素のレベルは、二次元ドデシル
硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動によって決定した。
【０２１８】
実施例21―カメリア産物の特定の生理活性特性を試験するために使用した細胞株
　進行乳癌のモデルと見なされる細胞株MDA-MB-435Sは、American Type Culture Collect
ionから入手した（ATCC番号HTB-129）。この細胞株は以下のATCC培地中で37℃で培養した
：0.01 mg/mlインスリンを添加した2 mM L-グルタミンを含むLeibovitzのL-15培地、90%
；ウシ胎児血清、10%。
【０２１９】
　早期または脱分化度の低い乳癌のモデルと見なされる細胞株MCF-7は、ATCCから入手し
（ATCC番号HTB-22）、以下のATCC培地中で37℃で培養した：1.5 g/L炭酸水素ナトリウム
、0.1 mM非必須アミノ酸、および1 mMピルビン酸ナトリウムを含むように調製した、2 mM
 L-グルタミンおよびEarleのBSSを含む最小必須培地（Eagle）に、さらに0.01 mg/mlウシ
インスリンを添加したもの、90%；ウシ胎児血清、10%。
【０２２０】
　分化したヒト単球に酷似している細胞株MonoMac6（MM6、German Collection of Microo
rganisms and Cell Culturesから入手）（Ziegler-Heitbrock et al.、「Establishement
 of a Human Cell Line (Mono Mac 6) with Characteristics of Mature Monocytes,」 I
nternational Journal of Cancer 41:456-461 (1988)、参照によりその全体が本明細書に
組み入れられる）。細胞は、2 mM L-グルタミン、100 U/mlペニシリン、100μg/mlストレ
プトマイシン、1 mMピルビン酸ナトリウム、10% FCS、非必須アミノ酸、9μg/mlインスリ
ン、および1 mMオキサル酢酸を添加したRPMI 1640で維持した。アッセイ条件では、0.2%
グルコースもさらに添加した。
【０２２１】
実施例22―カメリア産物のカテキン分析
　本発明の細胞壁画分抽出物、膜画分抽出物、および細胞汁液を、種々のカテキンの含量
について分析した。白茶試料を対照として使用した。以下のカテキンについてアッセイし
た：(-)-エピガロカテキン；(+)-カテキン；(-)-エピカテキン；(-)-没食子酸エピガロカ
テキン；(-)-没食子酸ガロカテキン；および(-)-没食子酸エピカテキン。
【０２２２】
　0.1% H3PO4を使用し約15分間超音波処理して試料を抽出した。遠心分離後、抽出物をHP
LCに供した。C-18逆相カラムを固定相として使用した。0.1%リン酸およびアセトニトリル
は移動相として用いた。検出は280 nmで行った。計算は、記載したそれぞれのカテキンの
面積をその純粋標品と比較することに基づいた。結果を図38および表16（以下）に示す。
【０２２３】
　（表１６）生理活性カメリア組成物のカテキン含量
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【０２２４】
　本明細書において好ましい態様を示し説明したが、本発明の精神から逸脱することなく
様々な変更、付加、置換などがなされ得ることは当業者には明白であると考えられ、した
がってこれらは特許請求の範囲で規定される本発明の範囲内であると見なされる。
【図面の簡単な説明】
【０２２５】
【図１】本発明の生理活性組成物を調製する工程の1つの態様を示す模式図である。
【図２】細胞壁画分および従来の茶の抽出物のUV/VISスペクトルを示すグラフである（希
釈1:1000）。
【図３】カメリア生理活性組成のUV/VISスペクトルを示すグラフである（希釈1:4000）。
【図４】Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミル
フォード）に塗布した細胞壁画分および従来の茶の抽出物の吸光度スペクトルを示すグラ
フである。乾物レベルは均一化してある。
【図５】Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミル
フォード）に塗布したカメリア生理活性組成物の吸光度スペクトルを示すグラフである。
乾物レベルは均一化してある。
【図６】Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミル
フォード）に塗布したカメリア生理活性組成物および白茶抽出物の抽出物の吸光度スペク
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トルを示すグラフである。
【図７】図7Aは、希釈溶液（1:200）における、およびVitro-Skin（登録商標）試験基質
（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）に塗布した、カメリア膜画分抽
出物の吸光度スペクトルを示すグラフである。図7Bは、希釈溶液（1:200）における、お
よびVitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォ
ード）に塗布した、カメリア細胞汁液の吸光度スペクトルを示すグラフである。
【図８】図8Aは、希釈溶液（1:200）における、およびVitro-Skin（登録商標）試験基質
（IMS Testing Group、コネチカット州、ミルフォード）に塗布した、オオムギ（Hordeum
 vulgare）細胞汁液の吸光度スペクトルを示すグラフである。図8Bは、希釈溶液（1:200
）における、およびVitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカッ
ト州、ミルフォード）に塗布した、セージ（Salvia officinalis）細胞汁液の吸光度スペ
クトルを示すグラフである。
【図９】Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミル
フォード）に及ぼす広域UV照射の影響を示すグラフである。
【図１０】Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミ
ルフォード）に塗布した白茶抽出物に及ぼす広域UV照射の影響を示すグラフである。
【図１１】Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミ
ルフォード）に塗布した細胞壁画分抽出物に及ぼす広域UV照射の影響を示すグラフである
。
【図１２】Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミ
ルフォード）に塗布したカメリア膜画分抽出物に及ぼす広域UV照射の影響を示すグラフで
ある。
【図１３】Vitro-Skin（登録商標）試験基質（IMS Testing Group、コネチカット州、ミ
ルフォード）に塗布したカメリア細胞汁液に及ぼす広域UV照射の影響を示すグラフである
。
【図１４】24時間および48時間培養したMDA-MB-435S細胞に及ぼす白茶抽出物の効果を示
すグラフである。
【図１５】24時間（対照）ならびに5 ng/ml TGF-βの存在下で24時間および48時間培養し
たMCF-7細胞に及ぼす白茶抽出物の効果を示すグラフである。
【図１６】24時間および48時間培養したMDA-MB-435S細胞に及ぼす細胞壁画分抽出物の効
果を示すグラフである。
【図１７】24時間（対照）ならびに5 ng/ml TGF-βの存在下で24時間および48時間培養し
たMCF-7細胞に及ぼす細胞壁画分抽出物の効果を示すグラフである。
【図１８】24時間および48時間培養したMDA-MB-435S細胞に及ぼす膜画分抽出物の効果を
示すグラフである。
【図１９】24時間（対照）ならびに5 ng/ml TGF-βの存在下で24時間および48時間培養し
たMCF-7細胞に及ぼす膜画分抽出物の効果を示すグラフである。
【図２０】24時間および48時間培養したMDA-MB-435S細胞に及ぼす細胞汁液の効果を示す
グラフである。
【図２１】24時間（対照）ならびに5 ng/ml TGF-βの存在下で24時間および48時間培養し
たMCF-7細胞に及ぼす細胞汁液の効果を示すグラフである。
【図２２】24時間および48時間培養したMono Mac 6細胞に及ぼす白茶抽出物の効果を示す
グラフである。
【図２３】10 nM PMAの存在下で24時間および48時間培養したMono Mac 6細胞に及ぼす白
茶抽出物の効果を示すグラフである。
【図２４】24時間および48時間培養したMono Mac 6細胞に及ぼす細胞壁画分抽出物の効果
を示すグラフである。
【図２５】10 nM PMAの存在下で24時間および48時間培養したMono Mac 6細胞に及ぼす細
胞壁画分抽出物の効果を示すグラフである。
【図２６】24時間および48時間培養したMono Mac 6細胞に及ぼす膜画分抽出物の効果を示
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【図２７】10 nM PMAの存在下で24時間および48時間培養したMono Mac 6細胞に及ぼす膜
画分抽出物の効果を示すグラフである。
【図２８】24時間および48時間培養したMono Mac 6細胞に及ぼす細胞汁液の効果を示すグ
ラフである。
【図２９】10 nM PMAの存在下で24時間および48時間培養したMono Mac 6細胞に及ぼす細
胞汁液の効果を示すグラフである。
【図３０】PMA刺激したMono Mac 6細胞によって分泌されるMMPのレベルに及ぼす白茶抽出
物の効果を示すグラフである。
【図３１】PMA刺激したMono Mac 6細胞によって分泌されるMMPのレベルに及ぼす細胞壁画
分抽出物の効果を示すグラフである。
【図３２】PMA刺激したMono Mac 6細胞によって分泌されるMMPのレベルに及ぼす膜画分抽
出物の効果を示すグラフである。
【図３３】PMA刺激したMono Mac 6細胞によって分泌されるMMPのレベルに及ぼす細胞汁液
の効果を示すグラフである。
【図３４】Mono Mac 6細胞を白茶抽出物に曝露してから48時間後に回収した培養液、およ
びカメリア組成物の非存在下において10 nM PMAの非存在下（U）または存在下（S）で培
養した細胞から回収した培養液のゼラチンザイモグラムである。
【図３５】Mono Mac 6細胞を細胞壁画分抽出物に曝露してから48時間後に回収した培養液
、およびカメリア組成物の非存在下において10 nM PMAの非存在下（U）または存在下（S
）で培養した細胞から回収した培養液のゼラチンザイモグラムである。
【図３６】Mono Mac 6細胞を膜画分抽出物に曝露してから48時間後に回収した培養液、お
よびカメリア組成物の非存在下において10 nM PMAの非存在下（U）または存在下（S）で
培養した細胞から回収した培養液のゼラチンザイモグラムである。
【図３７】Mono Mac 6細胞を細胞汁液に曝露してから48時間後に回収した培養液、および
カメリア組成物の非存在下において10 nM PMAの非存在下（U）または存在下（S）で培養
した細胞から回収した培養液のゼラチンザイモグラムである。
【図３８】白茶抽出物（「WTE」）中、ならびに本発明の細胞壁画分抽出物（「CWFE」）
、膜画分抽出物（「MFE」）、および細胞汁液（「CJS」）中の様々なカテキンの含量を比
較する棒グラフである。
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