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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　有効成分としてラクトバチルス・ペントーサスの培養物から得られた培養上清と細胞溶
解液との混合物を含む化粧用または皮膚用の外用組成物であって、
　前記培養上清は、微生物成長の定常期にある前記培養物から微生物菌体と分離されて直
接得られたものであり、
　前記細胞溶解液は、前記微生物菌体が溶菌され、該微生物菌体の細胞内構成成分、並び
に細胞膜及び細胞壁の構成成分を含むものであり、
　前記混合物中の前記細胞溶解液に対する前記培養上清の重量割合は１～５０であること
を特徴とする外用組成物。
【請求項２】
　請求項１において、
　前記混合物中の前記細胞溶解液に対する前記培養上清の重量割合は５～１５であること
を特徴とする外用組成物。
【請求項３】
　請求項１又は２において、
　前記有効成分の濃度は組成物の総重量に対して０．１～１０％であることを特徴とする
外用組成物。
【請求項４】
　請求項１～３のうちいずれか１項において、
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　前記培養上清及び前記細胞溶解液は同じラクトバチルス・ペントーサスの培養物から得
られたものである外用組成物。
【請求項５】
　請求項１～４のうちいずれか１項において、
　経皮水分喪失量（ＴＥＷＬ）を減少させるために使用する外用組成物。
【請求項６】
　請求項１～４のうちいずれか１項において、
　角質層のバリア機能を強化するために使用する外用組成物。
【請求項７】
　請求項１～４のうちいずれか１項において、
　顔の皮膚の輝きを強化するために使用する外用組成物。
【請求項８】
　請求項１～４のうちいずれか１項において、
　皮膚の刺激状態または炎症状態の処置に使用するための皮膚用の外用組成物。
【請求項９】
　請求項８において、
　乾癬の処置に使用するための皮膚用の外用組成物。
【請求項１０】
　請求項１～９のうちいずれか１項において、
　前記ラクトバチルス・ペントーサスの培養物がブタペスト条約に従って２０１３年４月
４日にCOLLECTION NATIONALE DE CULTURES DE MICROORGANISMES（ＣＮＣＭ）に提出した
ラクトバチルス・ペントーサス ＣＮＣＭ Ｉ－４７３０株の培養物である外用組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ラクトバチルス・ペントーサス(Lactobacillus pentosus)微生物の化粧品及
び薬品への利用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　皮膚は絶え間なく再生されている器官であり、体表を覆い、体を外的環境から分離して
いる。皮膚は、化学的及び機械的な攻撃、温度、感染、湿気及び放射線といった外部の力
からの防御を形成している。皮膚は、皮膚表面を覆う表皮と、真皮との２つの区分に分け
られる。
【０００３】
　皮膚の全体構成は体の防御に積極的に参加しているのにも関わらず、表皮は水分及び体
の他の構成成分の外部環境への喪失と、外部からの種々の攻撃とを防ぐために必須の役割
を担っている。皮膚の主要な機能はそれ故、それらに対する物理的、化学的、生化学的及
び免疫学的バリアを樹立することにより外的脅威から体を保護すると同時に、体内及び体
外の間でいくつかの交換能力を維持することにある。
【０００４】
　表皮は真皮の直上にある基底層から顆粒層及び有棘層を通って上層である角質層までの
多層に細分化された上皮である。角質層は細胞膜も核も無い死んだ細胞で構成され、角質
化膜（又は角膜）と呼ばれる構造になっている。角質化膜は高い抵抗力を有し、構造タン
パク質と脂質とで構成されている。このように、角質層は物理的なバリアの主役を担う表
皮の層である。
【０００５】
　実際に、角質層は乾燥を防ぐ防水バリアを構成する。その防水機能と通常の剥離とを確
保し、柔軟性を維持するために、角質層は適度に水分を含んでいなければならない。この
ため、表皮は自身で天然保湿因子（ＮＭＦ）を産生する。
【０００６】
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　ＮＭＦは尿素、アミノ酸、乳酸、糖類、鉱物イオン等の多くの小分子から成っている。
これらのいくつかは、水分を固定するための能力を説明する吸湿性を有している。コレス
テロールとして剛直且つ脆弱な膜システムに流動性及び柔軟性を付与する小分子もある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Y. Kotani et al.: Oral intake of Lactobacillus pentosus strain b
240 accelerates salivary immunglobulin A secretion in the eldery: A randomized, 
placebo-controlled, double-blind trial, Immunity & Ageing 2010, 7:11, 1-11.
【非特許文献２】SH Koizumi et al. : Essential role of Toll-like receptors for de
ndritic cell and NK1.1+ cell-dependent activation of type 1 immunity by Lactobac
illus pentosus strain S-PT84, Immunology Letters 2008, 120, 14-19.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　ＮＭＦは角質層の乾燥重量の２０～３０％までを代表し、角質層が水分を取り込んだ状
態を維持するのを助けている。ＮＭＦの減少によって年齢とともに、皮膚の乾燥は進む。
これと同様に、ＮＭＦの成分のレベルは石鹸で皮膚を洗った後に減少する。ＮＭＦの減少
は皮膚の乾燥及びバリア機能の障害につながる。皮膚の保護が小さくなると、刺激性の薬
品による損傷に対してより敏感になる。ＮＭＦはこのように、表皮の恒常性の制御に必須
の構成要素と考えられており、補強される必要がある。
【０００９】
　本発明の目的は、皮膚のバリア機能の保護し、外部からの攻撃の後でバリア機能を修復
するための生物学的溶液を提供することにある。
【００１０】
　このように、本発明は化粧用または皮膚用の外用組成物であって、ＮＭＦを養い、保持
させられる有効成分に関する。この有効成分はラクトバチルス・ペントーサスの培養液か
ら得られる。本明細書ではラクトバチルス・ペントーサスをL. pentosusと略記する。
【００１１】
　L. pentosusはスパニッシュ・グリーンオリーブと呼ばれる未熟なオリーブの発酵液中
に一般的に存在する乳酸菌の一種である。この善玉菌(probiotic)種はまた消化管にも存
在し、免疫機構のいくつかを活性化させる能力を持つことが知られている。例えば、年配
の患者において唾液中での免疫グロブリンＡの分泌を促進することが報告されている(Y. 
Kotaniら2011)。また、L. pentosusがタイプ１の免疫の刺激剤として、いくつかの感染症
及びアレルギーと戦う役割を与えることも報告されている(SH Koizumiら2008)。
【００１２】
　本発明の創作者らはL. pentosusの抽出液の皮膚への応用が有用な性質を持っており、
そのいくつかは全く予期しないものであることを見いだした。これらは、皮膚のバリア機
能の良い指標である、経皮水分喪失量(TEWL)のパラメータの決定を通した初めての観察で
ある。TEWLは、化学薬品、機械的攻撃または湿疹のような病理学上の状態によって起こる
皮膚の損傷を見積もるのに一般的に用いられる。このパラメータは例の中で示される試験
で測定され、粘着テープを用いてバリアを機械的に崩壊させた皮膚における、培養抽出物
の現実のバリア機能増進機能を明らかにする。
【００１３】
　研究を継続することにより、著者らは、所望の性質を持たせるため、前記培養抽出物は
上清及び培養した菌の溶解液を集めなければならないということに興味を持った。本発明
の目的は、それ故、有効成分としてL. pentosusの培養上清及び細胞溶解液の混合物を備
えた化粧用または皮膚科用の外用組成物を提供することにある。
【００１４】
　著者らは、この混合物がタンパク質、ペプチド、多糖類、短鎖アミノ酸、短鎖有機酸、
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微生物細胞を形成するより一般的な全ての組成物、及びL. pentosusの代謝物を蓄積して
おり、混合物中では角質層のバリア機能の増進し、またはＮＭＦを与えることによって変
化した場合の回復を加速することを見いだした。
【００１５】
　本発明の有効成分は異なった方法を通して得られうる。
【００１６】
　上清及び細胞溶解液は同じ培養液から得てもよく、この変形例によれば、それらは培養
液から直接得てもよい。それ故、有効成分は上清の全部または一部及び細胞溶解液の全部
または一部を混合することにより得られる。このように、有効成分は、前記培養液及び抽
出物が溶解工程を受けた後の培養抽出物全体の形で現れる。しかし、溶解液に対する上清
の重量割合は１より大きいことが好ましい。この溶解条件は培養液中の細胞の少なくとも
一部の細胞構成成分の不活性化及び放出をもたらさなければならない。そのため、溶解は
部分的であってもよいし、全体的であってもよい。これらの条件は当業者の一般的な知識
にあるもので、しかし、培地の細胞全ての溶解を起こすことが有利である。別の変形例に
よれば、上清及び細胞溶解液は培養液から分離されていてもよく、それから、本発明の有
効成分を得るためにそれらを合わせてもよい。上清か細胞溶解液のいずれか又は両方を処
理することにより、所望の性質の品質を向上させるための最適化操作が含まれる。
【００１７】
　L. pentosusの生育に適した培地は一般的に糖類だけでなく、酵母抽出物、ペプトン、
塩、無機及び有機のリン酸塩源、窒素及びカリウム等を含み、これらの培地は市販されて
いる。この微生物の生育条件（ｐＨ、温度、エアレーション、攪拌、酸化還元電位、持続
時間）は当業者によく知られた概念である。本発明によれば、L. pentosusの生育を促進
するために、そのような培地は当業者によって開発されてもよく、市販の培地またはこれ
を改変したものを用いてもよく、濃度及び／または前述の成分の性質を改変した培地が最
もよく用いられる。
【００１８】
　著者らは、彼らの研究の範囲内で本発明の有効成分が顔色に輝きを与えるという付加的
な利点を有することに気付いた。
【００１９】
　顔色の輝きは多くの要素により生じる。顔色は、肌の表面のきめの特質（例えば滑らか
または粗い）、つや、微少循環及び色の組み合わせによっている。顔色の評価は一般的に
専門家による観察により評価される。
【００２０】
　本発明の有効成分はまた、リポオキシゲナーゼ型の酵素を阻害する能力から生じる抗炎
症活性を有している。リポオキシゲナーゼ（ＬＯＸｓ）は非ヘム鉄を有するジオキシゲナ
ーゼファミリーの１つであり、多くの炎症やアレルギー疾患の病態生理において重要な役
割を演じていると推定されるロイコトリエンの生合成に関わる重要な酵素である。ＬＯＸ
ｓ（ヒドロペルオキシ／ヒドロキシエイコサテトラエン酸、ロイコトリエン及びリポキシ
ン）による触媒された酸素化から生まれた生成物は、明らかに乾癬の進展と、より一般的
な皮膚の炎症に関与している。
【００２１】
　これらの特性から、発明の目的はL. pentosusの培養上清と細胞溶解液との混合物であ
り、この混合物は乾癬等の皮膚アレルギーや皮膚の炎症疾患の外用の処置に用いられるこ
とを意図されている。
【課題を解決するための手段】
【００２２】
　発明の他の目的は、先に明確にした、L. pentosusの培養上清と細胞溶解液との混合物
の化粧品への使用にある。このように、この混合物はL. pentosusの培養物の全抽出物ま
たは公開された及び／または本明細書に記載された方法のいずれか１つによって得られた
ものであってもよい。化粧品分野では、当該混合物は角質層のバリア能の強化、刺激及び
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炎症の低減及び／または顔色の輝きの増進に用いられる。表皮への外用分野では、皮膚の
刺激状態または炎症状態の処置への使用が意図される。
【００２３】
　表皮ルートによる化粧品への適用であろうと皮膚への適用であろうと、有効成分の濃度
は組成物の総重量に対して０．１～１０％で変化することが有用である。
【００２４】
　有効成分の生産は、以下のステップを含んでいる。
【００２５】
　L. pentosusの最適な生産のために、微生物成長の対数期より進んだ、好ましくは定常
期の段階まで培養されることが有利である。効果のある有効成分を得るのに特に適した培
地はＭ２０及びＭＲＳ培地から選ばれ、L. pentosusの生育を促進するために成分の濃度
や性質を改変された培地はこれらの培地と同様に市販されている。ペレット及び上清はそ
れから取り戻される。取り戻しステップは従来通りに実行され、微生物学上の通常の技術
が適用される。このように、上清は濾過及び遠心分離によって培養液から分離されてもよ
い。得られた微生物の生物体は細胞溶解液を得るために処理される。
【００２６】
　細胞溶解液は一般に微生物の細胞中に天然に含まれる生物学的な細胞内構成成分の放出
を起こす細胞溶解現象と呼ばれる現象によって参照される。本発明の意味する範囲内で、
「細胞溶解液」は以上で定義した通りの細胞溶解液全体または細胞溶解液の画分を示すた
めに用いられ、この細胞溶解液は未精製または１つ以上の処理を経た細胞抽出液であり、
これらの処理は実質的に発明の有効成分中の細胞溶解液の特性に影響を与えない。実施さ
れた細胞溶解液はそれ故、生物学的な細胞内構成成分、細胞膜及び細胞壁の構成成分の一
部または全部から形成されている。発明に用いられる細胞溶解液は得られた細胞溶解液の
全体で構成されていれば有利である。細胞の溶解は浸透圧ショック、熱ショック、超音波
または遠心分離型の機械的ストレス等の異なる技術によって行われてもよい。
【００２７】
　細胞溶解液と培養上清とはその後混合される。細胞溶解液に対する上清の重量割合は好
ましくは１～５０まで、好ましくは５～１５まで変化する。得られた有効成分は液体、粉
砕されて任意の方法で凍結乾燥された、または濃縮された粉末などの異なった形で提供さ
れてもよい。
【００２８】
　本発明の組成物は、投与に適したいかなるガレヌス製剤として処方されてもよい。本発
明の組成物は、クリーム、ゲル、ローション、石鹸、唇用の保護スティック、ミルク、油
中水型または水中油型の乳剤、溶液、軟膏、メーキャップ用のスティック及びペンシル、
エアロゾル、回転塗布式剤、スティック、ボールペン、粉末、ワイプ、リポソームタイプ
のベクター、グリコスフェア、シクロデキストリンへの組み込み、キロミクロン、マクロ
、ミクロ、ナノカプセルと同様のマクロ、ミクロ、ナノ粒子の形で処方される。また、粉
末化した有機ポリマー、タルク、ベントナイト及び他の鉱物支持体に吸着されていてもよ
い。
【００２９】
　本発明の組成物は、抽出または合成した脂質、ゲル化および粘稠化したポリマー、界面
活性剤、乳化剤、水性または油溶性の有効成分、植物抽出物、組織抽出物、海産物の抽出
物、合成の活性剤だけでなく、例えば抗菌剤または香料といった化粧品分野で一般的なア
ジュバントまたは添加剤もまた含んでいてもよい。
【００３０】
　本発明の組成物は、例えば痩身効果、抗セルライト作用、引き締め効果、モイスチャー
効果、アンチエイジング効果、（肌を）明るくする効果、皮膚の色への効果、抗菌活性、
抗酸化活性、抗ラジカル活性、修復効果、締めつけ効果、抗しわ効果、キレート活性、錯
体形成及び隔離活性、癒し効果、コンシーラー効果、抗発赤効果、皮膚軟化活性、ヘアコ
ンディショナー活性、抗ふけ活性、髪の成長の刺激効果、抜け毛防止効果、髪被覆効果、
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、卵型の顔を維持するのに関する活性など他の補助的作用のために選択された有効成分を
含んでいてもよく、日焼け止め、抗刺激活性、細胞栄養、細胞呼吸、抗脂漏性処置、皮膚
の浸透圧及び髪の保護を行う有効成分を含んでいてもよい。
【００３１】
　本発明の組成物が補助的な有効成分を含んでいる場合、これらの有効成分は一般的にそ
れらの活性が発揮されるのに十分な高い濃度で存在している。
【００３２】
　本発明の組成物は好ましくは日用及び１日に１回または数回使用される。
【００３３】
　本発明の組成物は許容性に非常に優れ、いかなる毒性も有さず、長期間皮膚に用いた場
合に全身性の影響を与えない。
【００３４】
　本発明はまた美容上または表皮用で外用の、L. pentosusの培養液に基づく有効成分の
調製方法を提供する。この方法は、以下のステップを含む：
　定常期までのL. pentosusの培養物を得る、
　培養上清及び微生物菌体を得るために培養液を遠心分離する、
　菌体から上清を分離する、
　細胞溶解液を得るために溶菌を実行する、及び
　上清と溶解液とを混合する
　好ましくは、溶解液に対する上清の重量割合は１～５０まで変わる。
【００３５】
　もちろん、いかなる補助的ステップ、例えば、本発明の有効成分を得るために、当業者
に公知の上清及び／または菌体の処理が行われてもよい。
【００３６】
　本発明はまた、ブタペスト条約に従って２０１３年４月４日にCOLLECTION NATIONALE D
E CULTURES DE MICROORGANISMES（ＣＮＣＭ）に提出したL. pentosus ＣＮＣＭ Ｉ－４７
３０株に関する。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】図１は、刺激された再構成後の表皮によるインターロイキン８の放出及び合成（
ｐｇ／ｍＬ）の分析により、本発明の培養抽出物の抗炎症活性を説明する。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
　本発明はここで、以下の実施例及び添付図面を通して説明されるが、これらに限定され
ない。
【００３９】
　図面は、刺激された再構成後によるインターロイキン８の放出及び合成（ｐｇ／ｍＬ）
の分析により、本発明の培養抽出物の抗炎症活性を説明する。
【実施例】
【００４０】
　実施例１：L. pentosus ＣＮＣＭ Ｉ－４７３０の培養
　L. pentosus ＣＮＣＭ Ｉ－４７３０株は、８０Ｌの発酵装置中表１で示された培地を
用いて生産される。この培地は２４時間培養したL. pentosus ＣＮＣＭ Ｉ－４７３０株
の培養液を３％（体積／体積）接種される。L. pentosus ＣＮＣＭ Ｉ－４７３０株の生
育は３０℃、５０回転／分で攪拌し、空気を供給せず、ｐＨ調整なしで行った。培養は接
種後２０時間、定常期になるまで行われる。
【００４１】
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【表１】

【００４２】
　実施例２：発明に係る有効成分の調製
　実施例１で記載した条件のもとで得られた培養物は、シャープルスタイプ（sharples t
ype）の遠心分離器を用いて微生物の菌体と培養上清とを分離するために１５０００回転
／分で連続的に完全に遠心分離される。その後、菌体と上清は以下のように扱われる。
【００４３】
　L. pentosus ＣＮＣＭ Ｉ－４７３０の細胞溶解液の調製
　微生物の菌体（２１～２５％の乾燥体のペレットとして９００ｇ）は回収され、それか
ら５倍量の水中で再懸濁され、４０００回転／分で３０分間遠心分離される。水を除去し
た後、菌体は回収される。このようにして洗浄された菌体は質量比が５０／５０の２Ｍの
硫酸中で希釈される。微生物細胞の溶解を実行するために、この調製は１００℃に加熱し
て１時間３０分間行われる。
【００４４】
　上清の調製
　上述のシャープルス遠心分離から得た６０Ｌの上清は濾過板上０．２μｍで濾過される
。濾過液は回収される。
【００４５】
　L. pentosus ＣＮＣＭ Ｉ－４７３０抽出物の調製
　本発明の培養抽出物を得るため、L. pentosus ＣＮＣＭ Ｉ－４７３０の所定の体積の
細胞溶解液は、体積にして９倍量の上清と混合される。ＮａＯＨを用いてｐＨは４に調整
される。
【００４６】
　実施例３：実施例２により得られたLactobacillus pentosus ＣＮＣＭ Ｉ－４７３０の
抽出物に基づく有効成分の可能な剤形
　実施例２で得られた有効成分は、重量パーセントでの以下の組成に従ってｐＨ５．５に
して処方される：
　水　　　　　　　　　　　　８９．３９
　ＳＥＰＩＧＥＬTM305　　　　２．００
　ＬＡＢＲＡＦＡＣTMＣＣ 　　５．００
　ＭＩＣＲＯＣＡＲＥ(R)ＰＭ4　 １．００
　ＳＩＬＫ＆ＣＡＲＥ　　　　 ０．５０
　L. pentosus抽出物　　　　　２．００
　ＮａＯＨ １０％　　　　　　０．０９
　クエン酸　　　　　　　　　 ０．０２



(8) JP 6591963 B2 2019.10.16

10

20

30

40

50

　　合計　　　　　　　　　　 １００．００
　実施例４：抗炎症活性
　５－リポキシゲナーゼ（ＬＯＸ－５）の活性の阻害試験によってin vitroで評価された
抗炎症活性
　ＬＯＸ－５は、アラキドン酸から炎症性のロイコトリエンが形成される炎症促進プロセ
スに関与する酵素である。
【００４７】
　実施例２で得られた本発明の培養抽出物の抗炎症活性は、ＬＯＸ－５の阻害能力によっ
てin vitroで評価される。この測定ではリノール酸のヒドロキシペルオキシリノール酸へ
の変換を阻害することを２３３ｎｍでの吸光度測定により評価される。異なる濃度の本発
明の培養抽出物のＬＯＸ－５活性の阻害をモニターすることで、この抽出物のＩＣ５０を
決定することができる。すなわち、培養抽出物の上記濃度では、ＬＯＸ－５活性の５０％
の阻害が誘発されなければならない。
【００４８】
　このため、２９５０μＬのリン酸バッファー（０．１Ｍ、ｐＨ＝７．４）、１０００ユ
ニットのＬＯＸ－５酵素（１０μＬ）及び５０μＭリノール酸（１０μＬ）を含む反応溶
媒（３ｍＬ）中に、種々の希釈率の３０μＬの本発明の培養抽出物（０－１６．８－５６
－１１２ｍｇの抽出物の乾燥体／ｍＬ）が加えられる。
【００４９】
　５－リポキシゲナーゼ活性の阻害についてＩＣ５０を示すのが０．６７４ｍｇの乾燥体
／ｍＬの抽出物である、というこの研究の結果により、本発明の培養抽出物の抗炎症活性
を強調できる。
【００５０】
　刺激された再構成後の表皮によるインターロイキン８（ＩＬ－８）の合成及び放出に基
づいてin vitroで評価された抗炎症活性
　再構成された表皮は炎症誘発剤であるフォルボール１２－ミリステート１３－アセテー
ト（ＰＭＡ）により刺激された。２４時間、０．３μｇ／ｍＬのＰＭＡによる再構成され
た表皮への刺激は炎症状態を引き起こし、重要なＩＬ－８の放出及び／または合成を生じ
させる。
【００５１】
　ＩＬ－８の放出及び／または合成は、以下のように再構成された表皮の培養上清に行わ
れた酵素免疫法であるＥＬＩＳＡによって評価された：
　処理されていない表皮、
　炎症状態を得るためにＰＭＡによって処理された表皮、
　１０－７Ｍのデキサメタゾン（コントロールとなる合成糖質コルチコイドホルモン）で
前処理された後にＰＭＡで処理された表皮、
　異なる濃度（０．１１２ｍｇ／ｍＬ、０．２８０ｍｇ／ｍＬ（抽出物の乾燥重量／ｍＬ
））の本発明の培養抽出物で前処理された後にＰＭＡで処理された表皮。
【００５２】
　デキサメタゾンを用いた再構成された表皮のプレインキュベーションは、ＩＬ－８の放
出及び／または合成を２．４倍阻害した。
【００５３】
　実施例２で得られた０．１１２ｍｇ／ｍＬ及び０．２８０ｍｇ／ｍＬの培養抽出物を用
いた表皮のプレインキュベーションは、ＩＬ－８の放出及び／または合成をそれぞれ１．
８倍及び２．４倍阻害した。
【００５４】
　分析結果は図１に示される。これらの結果は、本発明に係る培養抽出物が抗炎症活性を
有していることを強調する。実際に、０．１１２ｍｇ／ｍＬ及び０．２８０ｍｇ／ｍＬの
本発明に係る培養抽出物（単位は乾燥重量／ｍＬ）は、炎症誘発剤ＰＭＡによって引き起
こされるＩＬ－８の放出及び／または合成を阻害した。その活性は、デキサメタゾンの活
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性と近似（０．１１２ｍｇ／ｍＬ）及び類似（０．２８０ｍｇ／ｍＬ）していた。
【００５５】
　実施例５：皮膚のバリア機能の保護効果
　実施例２で調製された本発明の有効成分の前腕での皮膚バリア機能の保護効果を評価す
るため、８人（１８歳から６９歳までの白人女性）のボランティアで人間に対する二重盲
検方式の臨床試験を行った。
【００５６】
　各ボランティアの一方の前腕に２重量％（すなわち、１００ｇの組成物当たり２ｇの本
発明の培養抽出物）の濃度で上述の有効成分を含む化粧品の処方を塗布し、他方の前腕に
プラセボの化粧用処方（本発明の培養抽出物を除いて同一の処方）を塗布した。前腕の分
布はランダムに行った。これらの処方を塗布してから１５分後に、粘着テープの貼付及び
剥離を各２秒間、８サイクル連続して行う「テープ剥がし法（tape-stripping method）
」によって前腕の皮膚バリア機能を変化させる。
【００５７】
　皮膚のバリア機能の評価は処方の塗布前とテープ剥がし法によって皮膚を侵襲してから
３０分後とで、Tewameter（登録商標）ＴＭ３００（Courage+Khazaka electronicにより
市販）を用いた経皮水分喪失量（TransEpidermal Water Loss;TEWL）を測定する。TEWLを
測定することにより、角質層を通した水分蒸散の程度（ｇ・ｍ－２・ｈ－１）を評価する
ことができる。皮膚のバリア機能の変化は経皮水分喪失を引き起こし、それ故TEWLが増加
する。TEWLが低い程、バリア機能がよく保持されていることになる。
【００５８】
　この研究結果は下記の表２に示される。
【００５９】
【表２】

【００６０】
　化粧用処方中に２％用いられた本発明の培養抽出物は皮膚のバリア機能の保護効果を与
える。実際に、皮膚の侵襲から３０分後に測定された経皮水分喪失量（TEWL）は、プラセ
ボ処方の塗布を受けた被験者で１３．８％増加したのに対し、本発明の培養抽出物を含む
処方の塗布を受けた被験者では４±０．７％しか増加しなかった。
【００６１】
　本発明の培養抽出物は皮膚のバリア機能の保護効果を示す。
【００６２】
　実施例６：皮膚のバリア機能の修復効果
　本発明の有効成分の前腕での皮膚バリア機能の修復効果（テープ剥がし法を通して皮膚
を侵襲した後）を評価するため、１４人（１８歳から６９歳までの白人女性）のボランテ
ィアで人間に対する二重盲検方式の臨床試験を行った。１３日間（－７日から＋６日まで
）各ボランティアは、一方の前腕に１日２回、２重量％（すなわち、１００ｇの処方当た
り２ｇの本発明の培養抽出物）で実施例２で調製された本発明の培養抽出物を含む化粧用
処方を塗布し、他方の前腕にプラセボの化粧用処方（本発明の培養抽出物を除いて同一の
処方）を塗布した。前腕の分布はランダムに行った。両タイプの処方の塗布を行ってから
７日後のＤ０に、粘着テープの貼付及び剥離を各２秒間、８サイクル連続して行う「テー
プ剥がし法両前腕の皮膚バリア機能は変化される。皮膚のバリア機能のチェックはＤ０の
皮膚の侵襲の後、Ｄ＋１、Ｄ＋２及びＤ＋６に、Tewameter（登録商標）ＴＭ３００（Cou
rage+Khazaka electronicにより市販）を用いた経皮水分喪失量（TransEpidermal Water 
Loss;TEWL）を測定することによって行われる。このTEWLの測定により、角質層を通した
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化は経皮水分喪失を引き起こし、それ故TEWLが増加する。TEWLが低い程、バリア機能がよ
く保持されていることになる。皮膚のバリア機能の修復効果は、皮膚の侵襲直後を基準と
して経時的なTEWLの変化のパーセンテージを監視することによって決定される。修復効果
はこのTEWLの変化のパーセンテージの経時的な減少に一致する。
【００６３】
　この研究結果は下記の表３に示される。
【００６４】
【表３】

【００６５】
　皮膚の侵襲から１日後（Ｄ＋１）においてプラセボ処方を受けた人のTEWLの変化のパー
センテージが１２．９±３％であるのに比べて本発明の培養抽出物を含む処方を受けた人
のパーセンテージが５．９±１．１％であることから、これらの結果は本発明の有効成分
が皮膚のバリア機能の保護効果を有することを確かめるものと言える。
【００６６】
　本発明の培養抽出物は皮膚のバリア機能の回復を加速及び増幅させる。実際に、皮膚の
侵襲から２日後（Ｄ＋２）からTEWLの変化のパーセンテージは負の値（－１．１±０．３
％）を示した。これは、皮膚の侵襲直後の測定値（基準値）よりもTEWLが小さいことを意
味する。皮膚の侵襲から６日後（Ｄ＋６）では、本発明の培養抽出物を含む処方を受けた
人における皮膚のバリア機能の回復（TEWLの変化のパーセンテージは－５．４±１．１％
）の度合いは、プラセボ処方を受けた人における同機能の回復（TEWLの変化のパーセンテ
ージは－１．８±０．３％）に比べて２．８倍の強さであった。
【００６７】
　本発明の培養抽出物は皮膚のバリア機能の回復を加速及び増幅させる。
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