
(57)【要約】

本発明は、フラバノールおよびその関連オリゴマーのよ

うなポリフェノールを含有する組成物、およびErbB2キ

ナーゼ過剰発現に関する状態を治療する方法、例えばEr

bB2キナーゼ過剰発現に関する癌の治療に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ErbB2キ ナ ー ゼ の 過 剰 発 現 に 関 連 す る 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 エ ピ カ テ キ ン 、 カ
テ キ ン 、 下 記 の 構 造 式 Aを 有 す る 高 分 子 化 合 物 、 お よ び そ の 薬 剤 的 に 許 容 で き る 塩 、 誘 導
体 ま た は 酸 化 生 成 物 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 化 合 物 の 有 効 な 量 を 、 ErbB2キ ナ ー ゼ を 過
剰 発 現 す る ヒ ト ま た は 家 畜 動 物 に 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、
　 nは 2か ら 18ま で の 整 数 で あ る ；
　 Rお よ び Xは そ れ ぞ れ α ま た は β 配 置 を 有 す る ；
　 Rは OHで あ る ；
　 C-4、 C-6お よ び C-8の 置 換 基 は そ れ ぞ れ X、 Zお よ び Yで あ り 、 単 量 体 単 位 の 結 合 が C-4、 C
-6お よ び C-8で 生 じ る ；
　 C-4、 C-6ま た は C-8の い ず れ か が 別 の 単 量 体 単 位 に 結 合 し な い 場 合 、 X、 Yお よ び Zは 水 素
で あ る 。 ）
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ErbB2の 過 剰 発 現 と 関 連 す る 状 態 が 、 ErbB2キ ナ ー ゼ 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る
癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 nが 5で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 nが 8で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 癌 が 乳 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 癌 が 転 移 性 乳 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 癌 が 卵 巣 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 癌 が 咽 頭 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 癌 が 前 立 腺 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 癌 が 、 膀 胱 癌 、 唾 液 腺 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 膵 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 か ら 成 る 群 よ り 選
択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 化 合 物 が 、 追 加 の 化 学 療 法 薬 と 一 緒 に ま た は 化 学 療 法 の 効 果 を 強 め る た め に 投 与 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 癌 が 乳 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 癌 が 転 移 性 乳 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 癌 が 卵 巣 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 癌 が 咽 頭 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 癌 が 前 立 腺 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 癌 が 、 膀 胱 癌 、 唾 液 腺 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 膵 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 か ら 成 る 群 よ り 選
択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 化 合 物 が 、 追 加 の 化 学 療 法 薬 と 一 緒 に ま た は 化 学 療 法 の 効 果 を 強 め る た め に 投 与 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 癌 が 乳 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 癌 が 転 移 性 乳 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 癌 が 卵 巣 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 癌 が 咽 頭 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 癌 が 前 立 腺 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 癌 が 、 膀 胱 癌 、 唾 液 腺 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 膵 癌 お よ び 非 小 細 胞 肺 癌 か ら 成 る 群 よ り 選
択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 化 合 物 が 、 追 加 の 化 学 療 法 薬 と 一 緒 に ま た は 化 学 療 法 の 効 果 を 強 め る た め に 投 与 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 ErbB2キ ナ ー ゼ 過 剰 発 現 に 関 連 す る 癌 の よ う な ErbB2キ ナ ー ゼ 過 剰 発 現 に 関 す
る 病 気 を 治 療 す る た め の 、 フ ラ バ ノ ー ル お よ び そ の 関 連 オ リ ゴ マ ー （ プ ロ シ ア ニ ジ ン ） の
よ う な ポ リ フ ェ ノ ー ル 、 例 え ば 、 カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル お よ び プ ロ シ ア ニ ジ ン の よ う な カ カ
オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 含 有 す る 組 成 物 、 お よ び そ の 使 用 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ErbB2と 示 さ れ る キ ナ ー ゼ は 、 ４ つ の 既 知 の メ ン バ ー を 含 む レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ の Erb-Bフ ァ ミ リ ー に 属 す る ： EGFR（ 上 皮 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 ErbB1と も 称 さ れ る ） 、
ErbB2、 ErbB3お よ び ErbB4。 こ れ ら は 全 て 正 常 な 発 育 お よ び 正 常 な 細 胞 の 動 作 に 必 須 で あ
る が 、 特 に EGFRお よ び ErbB2は 、 あ る 癌 患 者 に お い て 調 節 が 排 除 さ れ る （ 非 特 許 文 献 １ ）
。 ErbB2は ま た 、 HER2（ ヒ ト 上 皮 成 長 因 子 レ セ プ タ ー ２ ） お よ び NEU（ 例 え ば 、 www.ncbi.n
lm.nih.gov/entrezで 利 用 で き る OMIMデ ー タ ベ ー ス 参 照 ） と も 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ErbB2は 、 脈 管 形 成 の 調 節 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 ErbB2レ セ プ タ ー に よ る 脈 管 形
成 の 調 節 は 、 ErbBフ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と 一 緒 に ErbB2を 含 有 す る ヘ テ ロ ダ イ マ ー の
形 成 に よ り 媒 介 さ れ る 。 し た が っ て 、 ErbB2遺 伝 子 の 抑 制 に よ り 、 よ り 有 効 な ErbB2ヘ テ ロ
ダ イ マ ー の 形 成 の 可 能 性 が 減 少 し 、 脈 管 形 成 刺 激 を 生 じ さ せ る 下 流 シ グ ナ リ ン グ 事 象 が 減
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少 し う る 。 ErbBレ セ プ タ ー は 、 ERK1/2（ p44/p42） MAPK、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C、 ホ ス フ ァ チ ジ
ル イ ノ シ ト ー ル 3-キ ナ ー ゼ 、 お よ び c-Jun NH2-末 端 キ ナ ー ゼ を 含 む 、 い く つ か の キ ナ ー ゼ
シ グ ナ ル 経 路 に 連 結 さ れ る 。 ErbB2シ グ ナ リ ン グ は ま た 、 PI-3/Aktキ ナ ー ゼ 経 路 、 お よ び
ポ リ ア ミ ン 合 成 経 路 に 関 連 す る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Anderson and Ahmad, Front Biosci.,2002,7:d1926-40
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ErbB2キ ナ ー ゼ の 過 剰 発 現 は 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 、 胃 癌 、 膀 胱 癌 、 唾 液 腺
癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 膵 癌 お よ び 上 皮 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 お よ び 咽 頭 癌 を 患 う 患 者 の あ る 部 分 母
集 団 で 観 察 さ れ た （ Dowsett et al.,Eur.J.Cancer,36:170-6,2000;Wang and Hung,Semin.
Oncol.,28:115-24,2001;Eccles,Recent Res. Cancer Res., 157:41-54, 2000;Kazkayasi 
et al., Eur.Arch.Otorhinolaryngol., 258:329-35,2001;Scholl et al.,Anm.Oncol.,12 
Suppl.1:S81-7,2001） 。 例 え ば 、 ErbB2は 、 乳 癌 の 20-30％ で 過 剰 発 現 さ れ る （ 通 常 は プ ロ
ト 癌 遺 伝 子 増 幅 の 結 果 と し て ） （ Dowsett et al.,Eur.J.Cancer,36:170-6,2000） 。 ErbB2
を 過 剰 発 現 す る 乳 癌 患 者 は 、 予 後 不 良 、 短 い 再 発 期 間 、 高 い 再 発 率 、 短 寿 命 お よ び 低 生 存
率 を 有 す る （ Wang and Hung,Semin.Oncol.,28:115-24,2001） 。 過 剰 発 現 は 、 転 移 能 の 上
昇 お よ び 化 学 療 法 薬 に 対 す る 抵 抗 性 の 上 昇 に 関 係 す る 。 乳 癌 で は 、 ErbB2の 過 剰 発 現 は リ
ン パ 節 転 移 と 関 連 が あ る 。 し た が っ て 、 当 該 技 術 に お い て 、 腫 瘍 の 攻 撃 性 が 高 ま っ て い る
患 者 の 部 分 母 集 団 の 治 療 を 特 に 対 象 と し た 治 療 の 開 発 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 、 ErbB2キ ナ ー ゼ は 抗 ErbB2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 治 療 の た め の 標 的 で あ る （ Slamon e
t al.,N.Engl.J.Med.,344:783-92,2001） 。 ErbB2過 剰 発 現 に 関 係 す る 病 気 の 危 険 を 考 え る
と 、 治 療 の た め の さ ら な る 方 法 お よ び 薬 が 必 要 で あ る 。 本 出 願 人 は 、 カ カ オ か ら 得 ら れ る
も の を 含 む 、 フ ラ バ ノ ー ル お よ び そ の 関 連 オ リ ゴ マ ー の よ う な 特 定 の ポ リ フ ェ ノ ー ル が 、
ErbB2過 剰 発 現 の 減 少 に お い て 有 効 で あ り 、 ErbB2を 過 剰 発 現 す る 癌 の よ う な 病 気 の 治 療 に
有 用 で あ る と い う こ と を 思 い が け な く 発 見 し た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ErbB2過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 状 態 の 治 療 ま た は 予 防 、 例 え ば ErbB2キ
ナ ー ゼ を 過 剰 発 現 す る 癌 の 治 療 お よ び 化 学 予 防 の た め の 組 成 物 、 生 成 物 お よ び 方 法 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の 関 連 オ リ ゴ マ ー の よ
う な ポ リ フ ェ ノ ー ル を 含 む 食 品 、 食 品 添 加 物 、 栄 養 補 助 食 品 、 ま た は 薬 剤 等 の 組 成 物 に 関
す る 。 こ の 組 成 物 は 、 必 要 に 応 じ て 追 加 の 癌 治 療 剤 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 上 記 の 組 成 物 お よ び ErbB2キ ナ ー ゼ を 過 剰 発 現 す る 癌 の 治 療 の た め に 使 用 さ れ る ラ ベ ル
お よ び ／ ま た は 指 示 を 含 む パ ッ ケ ー ジ 産 物 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の 関 連 オ リ ゴ マ ー の よ う
な ポ リ フ ェ ノ ー ル を 含 有 す る 組 成 物 を 、 そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と に よ り 、
ヒ ト ま た は 家 畜 動 物 の よ う な 哺 乳 類 に お い て ErbB2キ ナ ー ゼ を 過 剰 発 現 す る 癌 を 治 療 す る
方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の 関 連 オ リ ゴ マ ー
の よ う な ポ リ フ ェ ノ ー ル を 含 有 す る 組 成 物 を 、 そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と に
よ り 、 ヒ ト ま た は 家 畜 動 物 の よ う な 哺 乳 類 に お い て ErbB2キ ナ ー ゼ を 過 剰 発 現 す る 癌 を 化
学 予 防 す る 方 法 に 関 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
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【 ０ ０ １ １ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 １ は 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン で 処 理 さ れ RsaI制 限 酵 素 で 切 断 さ れ た HAEC（ ヒ ト 大 動 脈 上 皮 細
胞 ） か ら 調 整 さ れ た チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ PCR断 片 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 示 す 。 示 差 発 現 さ
れ た ErbB2キ ナ ー ゼ を 示 す ゲ ル バ ン ド が 標 識 さ れ る 。 レ ー ン ： M＝ モ ノ マ ー 、 D=ダ イ マ ー 、
P=ペ ン タ マ ー 、 O=オ ク タ マ ー 、 E=エ ピ カ テ キ ン 、 C=コ ン ト ロ ー ル 生 理 食 塩 水 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 図 ２ は 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン の 存 在 下 で HAECに お け る ErbB2キ ナ ー ゼ の 発 現 の 減 少 を 確 か め
る リ ア ル タ イ ム PCR実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 図 ３ は 、 血 管 内 皮 成 長 因 子 （ VEGF） を 加 え て ま た は 加 え な い で 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン モ ノ マ
ー ま た は ペ ン タ マ ー の 存 在 下 で 行 わ れ た 細 胞 増 殖 実 験 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 図 ４ Aは 、 ポ リ シ ア ニ ジ ン に よ り 処 理 さ れ RsaI制 限 酵 素 に よ り 切 断 さ れ た 微 小 皮 膚 内 皮
細 胞 か ら 調 製 さ れ た チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ PCR断 片 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 示 す 。 チ ロ シ ン キ
ナ ー ゼ METお よ び ErbB2を 示 す 切 断 バ ン ド 、 お よ び 切 断 産 物 の サ イ ズ が 示 さ れ る 。 レ ー ン ：
M＝ モ ノ マ ー 、 P=ペ ン タ マ ー 、 C=コ ン ト ロ ー ル 生 理 食 塩 水 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 図 ４ Bは 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン に よ り 処 理 さ れ Bsp1286Iに よ り 切 断 さ れ た 微 小 皮 膚 内 皮 細 胞
か ら 調 製 さ れ た チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ PCR断 片 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 示 す 。 チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ ErbB2お よ び VEGFR-3を 示 す 切 断 バ ン ド 、 お よ び 切 断 産 物 の サ イ ズ が 示 さ れ る 。 レ ー ン ：
M＝ モ ノ マ ー 、 P=ペ ン タ マ ー 、 C=コ ン ト ロ ー ル 生 理 食 塩 水 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 図 ５ は 、 ErbB2、 KDR/VEGFR-2お よ び MAPK11遺 伝 子 発 現 の 減 少 を 確 か め る 定 量 的 リ ア ル タ
イ ム PCR実 験 を 示 す （ 20μ g/ml前 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び コ ン ト ロ ー ル HMDEC） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 ６ は 、 RC20H抗 体 で プ ロ ー ブ さ れ た 前 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び コ ン ト ロ ー ル HMDEC溶 解 物
の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 ７ は 、 1mMの H 2 O 2 に 30分 間 さ ら さ れ 、 組 換 え HRP-抗 -ホ ス ホ チ ロ シ ン （ PY20） 抗 体 で プ
ロ ー ブ さ れ た 前 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び コ ン ト ロ ー ル HMDEC溶 解 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を
示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 ８ は 、 1mMの H 2 O 2 で 30分 間 刺 激 さ れ た 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び 処 理 オ ク タ マ ー HMDECの 増
殖 を 示 す 。 Agstは 、 血 管 由 来 の 刺 激 を 示 す （ 1mMの H 2 O 2 ） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 出 願 に お い て 挙 げ ら れ て い る 全 て の 特 許 、 特 許 出 願 、 お よ び 引 例 が 、 参 照 に よ っ て こ
の 中 に 組 み 込 ま れ る 。 矛 盾 が あ る 場 合 に は 、 本 開 示 が 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の 関 連 ポ リ シ ア ニ ジ ン オ リ
ゴ マ ー の よ う な 、 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の 関 連 オ リ ゴ マ ー を 含 む 組 成 物 、 お よ び
そ の よ う な 組 成 物 を そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 類 に 投 与 す る こ と に 関 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の
組 成 物 は 、 下 記 の 構 造 式 を 有 す る フ ラ バ ノ ー ル 、 ま た は そ の 薬 剤 的 に 許 容 で き る 塩 、 誘 導
体 ま た は 酸 化 生 成 物 の 有 効 量 を 含 ん で も よ い 。
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 あ る い は 、 ま た は 組 み 合 わ せ て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 構 造 式 A n の 高 分 子 化 合 物 ま た は そ
の 薬 剤 的 に 許 容 で き る 塩 、 誘 導 体 ま た は 酸 化 生 成 物 の 有 効 量 を 含 ん で も よ い 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ３ 】
こ こ で 、
nは 2か ら 18ま で の 整 数 で あ る ；
Rお よ び Xは そ れ ぞ れ α ま た は β 配 置 を 有 す る ；
Rは OHで あ る ；
C-4、 C-6お よ び C-8の 置 換 基 は そ れ ぞ れ X、 Zお よ び Yで あ り 、 単 量 体 単 位 の 結 合 が C-4、 C-6
お よ び C-8で 生 じ る ；
C-4、 C-6ま た は C-8の い ず れ か が 別 の 単 量 体 単 位 に 結 合 し な い 場 合 、 X、 Yお よ び Zは 水 素 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 高 分 子 化 合 物 A n は 下 記 の 構 造 式 を 有 す る 。
【 化 ３ 】
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【 ０ ０ ２ ５ 】
こ こ で 、
nは 5で あ る ；
Rお よ び Xは そ れ ぞ れ α ま た は β 配 置 を 有 す る ；
Rは OHで あ る ；
C-4、 C-6お よ び C-8の 置 換 基 は そ れ ぞ れ X、 Zお よ び Yで あ り 、 単 量 体 単 位 の 結 合 が C-4、 C-6
お よ び C-8で 生 じ る ；
C-4、 C-6ま た は C-8の い ず れ か が 別 の 単 量 体 単 位 に 結 合 し な い 場 合 、 X、 Yお よ び Zは 水 素 で
あ る ；
ま た は そ の 薬 剤 的 に 許 容 で き る 塩 、 誘 導 体 ま た は 酸 化 生 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ペ ン タ マ ー の 例 は 以 下 の よ う で も よ い ： [EC-(4β → 8)] 4 -EC、 [EC-(4β → 8)] 3 -EC-(4β
→ 6)-EC、 [EC-(4β → 8)] 3 -EC-(4β → 8)-C、 お よ び [EC-(4β → 8)] 3 -EC-(4β → 6)-C、 こ こ
で 、 ECは エ ピ カ テ キ ン で あ り Cは カ テ キ ン で あ る 。 精 製 さ れ た 個 々 の ペ ン タ マ ー お よ び ペ
ン タ マ ー 混 合 物 の い ず れ を 使 用 し て も よ い 。 精 製 度 は 、 例 え ば 、 少 な く と も 約 50％ 、 ま た
は 少 な く と も 約 60％ 、 ま た は 少 な く と も 約 70％ 、 ま た は 少 な く と も 約 80％ 、 ま た は 少 な く
と も 約 90％ 、 ま た は 少 な く と も 約 92％ 、 ま た は 少 な く と も 約 95％ 、 ま た は 少 な く と も 約 98
％ 、 ま た は 少 な く と も 約 99％ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 別 の 実 施 の 形 態 に お い て 、 高 分 子 化 合 物 A n は 下 記 の 構 造 式 を 有 す る 。
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ８ 】
こ こ で 、
nは 8で あ る ；
Rお よ び Xは そ れ ぞ れ α ま た は β 配 置 を 有 す る ；
Rは OHで あ る ；
C-4、 C-6お よ び C-8の 置 換 基 は そ れ ぞ れ X、 Zお よ び Yで あ り 、 単 量 体 単 位 の 結 合 が C-4、 C-6
お よ び C-8で 生 じ る ；
C-4、 C-6ま た は C-8の い ず れ か が 別 の 単 量 体 単 位 に 結 合 し な い 場 合 、 X、 Yお よ び Zは 水 素 で
あ る ；
ま た は そ の 薬 剤 的 に 許 容 で き る 塩 、 誘 導 体 ま た は 酸 化 生 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 オ ク タ マ ー の 例 は 以 下 の よ う で も よ い ： [EC-(4β → 8)] 7 -EC、 [EC-(4β → 8)] 6 -EC-(4β
→ 6)-EC、 [EC-(4β → 8)] 6 -EC-(4β → 8)-C、 お よ び [EC-(4β → 8)] 6 -EC-(4β → 6)-C、 こ こ
で 、 ECは エ ピ カ テ キ ン で あ り Cは カ テ キ ン で あ る 。 精 製 さ れ た 個 々 の ペ ン タ マ ー お よ び ペ
ン タ マ ー 混 合 物 の い ず れ を 使 用 し て も よ い 。 精 製 度 は 、 例 え ば 、 少 な く と も 約 50％ 、 ま た
は 少 な く と も 約 60％ 、 ま た は 少 な く と も 約 70％ 、 ま た は 少 な く と も 約 80％ 、 ま た は 少 な く
と も 約 90％ 、 ま た は 少 な く と も 約 92％ 、 ま た は 少 な く と も 約 95％ 、 ま た は 少 な く と も 約 98
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％ 、 ま た は 少 な く と も 約 99％ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の 関 連 オ リ ゴ マ ー は 、 カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た
は カ カ オ プ ロ シ ア ニ ジ ン オ リ ゴ マ ー で も よ い 。 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル に 加 え て 、 ま た は そ
れ に 代 え て 、 組 成 物 は 、 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル と 同 じ ま た は 同 様 の 構 造 お よ び ／ ま た は 特
性 を 有 す る カ カ オ 以 外 の 供 給 源 か ら の ポ リ フ ェ ノ ー ル を 含 ん で も よ い 。 組 成 物 は 、 必 要 に
応 じ て 追 加 の 癌 治 療 薬 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ こ で 用 い た よ う に 、 「 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル 」 （ CP） と い う 用 語 は 、 カ カ オ 豆 の 特 徴
で あ る フ ラ バ ノ ー ル お よ び そ の 関 連 オ リ ゴ マ ー の よ う な ポ リ フ ェ ノ ー ル 物 質 を 称 す る 。 言
い 換 え れ ば 、 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル 、 カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル ま た は カ カ オ プ ロ シ ア ニ ジ ン オ
リ ゴ マ ー は 、 供 給 源 に 関 係 な く 、 カ カ オ で 天 然 に 発 生 す る ポ リ フ ェ ノ ー ル 、 フ ラ バ ノ ー ル
ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン の 構 造 式 を 有 す る 、 任 意 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 、 フ ラ バ ノ ー ル ま た は プ
ロ シ ア ニ ジ ン オ リ ゴ マ ー で あ る 。 あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 カ カ オ 豆
ま た は カ カ オ 原 料 か ら 抽 出 さ れ て も よ い 。 「 フ ラ バ ノ ー ル 」 と い う 用 語 は 、 カ テ キ ン お よ
び エ ピ カ テ キ ン の モ ノ マ ー を 含 む 。 カ テ キ ン お よ び エ ピ カ テ キ ン の オ リ ゴ マ ー は 、 プ ロ シ
ア ニ ジ ン と 称 さ れ る 。 こ の 中 で の ポ リ フ ェ ノ ー ル へ の 言 及 は 、 組 み 合 わ せ て お よ び 別 々 に
、 フ ラ バ ノ ー ル お よ び プ ロ シ ア ニ ジ ン に も 適 用 さ れ る こ と を 理 解 す べ き で あ り 、 ま た 逆 の
場 合 も 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 カ カ オ 原 料 」 の 用 語 は 、 例 え ば チ ョ コ レ ー ト 液 、 お よ び 部 分 ま た は 完 全 脱 脂 カ カ オ 固
形 物 （ 例 え ば ケ ー キ ま た は 粉 末 ） の よ う な 、 殻 を 含 ま な い カ カ オ ニ ブ に 由 来 す る カ カ オ 固
形 物 含 有 物 質 を 称 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に 使 用 さ れ る ポ リ フ ェ ノ ー ル は 、 天 然 由 来 の も の で も よ く 、 例 え ば カ カ オ 豆 ま た
は ポ リ フ ェ ノ ー ル の 別 の 天 然 供 給 源 由 来 の も の で あ っ て も 、 あ る い は 合 成 に よ っ て 調 製 さ
れ た も の で あ っ て も 差 し 支 え な い 。 当 業 者 は 、 可 用 性 お よ び コ ス ト に 応 じ て 、 天 然 ま た は
合 成 ポ リ フ ェ ノ ー ル を 選 択 し て 差 し 支 え な い 。 ポ リ フ ェ ノ ー ル は 、 例 え ば チ ョ コ レ ー ト 中
に 含 ま れ る チ ョ コ レ ー ト 液 の よ う な カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 有 カ カ オ 原 料 の 形 態 で 組 成 物
中 に 含 ま れ て い て 差 し 支 え な く 、 あ る い は 例 え ば 抽 出 物 、 抽 出 画 分 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ
た 個 々 の 化 合 物 、 プ ー ル し た 抽 出 画 分 ま た は 合 成 に よ っ て 調 製 さ れ た 化 合 物 と し て 、 カ カ
オ 原 料 と は 無 関 係 に 添 加 さ れ て も 差 し 支 え な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 フ ラ バ ノ ー ル は 、 (+)-カ テ キ ン 、 (-)-エ ピ カ テ キ ン お よ び そ れ ら の そ れ ぞ れ の エ ピ マ ー
（ 例 え ば (-)-カ テ キ ン お よ び (+)-エ ピ カ テ キ ン ） を 含 み 、 以 下 の 構 造 を 有 す る 。
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 プ ロ シ ア ニ ジ ン オ リ ゴ マ ー は 、 2か ら 約 18、 好 ま し く は 2か ら 約 12、 さ ら に 最 も 好 ま し く
は 2か ら 約 10の モ ノ マ ー 単 位 を 有 す る 。 あ る い は 、 オ リ ゴ マ ー は 、 3-18、 好 ま し く は 3-12
、 お よ び よ り 好 ま し く は 3-10の モ ノ マ ー 単 位 ； あ る い は 、 5-18、 好 ま し く は 5-12お よ び よ
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り 好 ま し く は 5-10の モ ノ マ ー 単 位 を 有 し て も よ い 。 例 え ば 、 オ リ ゴ マ ー は 、 ダ イ マ ー （ 二
量 体 ） 、 ト リ マ ー （ 三 量 体 ） 、 テ ト ラ マ ー （ 四 量 体 ） 、 ペ ン タ マ ー （ 五 量 体 ） 、 ヘ キ サ マ
ー （ 六 量 体 ） 、 ヘ プ タ マ ー （ 七 量 体 ） 、 オ ク タ マ ー （ 八 量 体 ） 、 ノ ナ マ ー （ 九 量 体 ） 、 お
よ び デ カ マ ー （ 十 量 体 ） で あ っ て 差 し 支 え な い 。 オ リ ゴ マ ー で は 、 モ ノ マ ー が （ 4→ 6） お
よ び ／ ま た は （ 4→ 8） の フ ラ バ ン 間 結 合 を 介 し て 結 合 し て い る 。 も っ ぱ ら （ 4→ 8） 結 合 の
み を 有 す る オ リ ゴ マ ー は 直 鎖 で あ り ； 一 方 、 1つ 以 上 の （ 4→ 8） 結 合 が 存 在 す る と 分 枝 オ
リ ゴ マ ー と な る 。 少 な く と も １ つ の 非 天 然 結 合 （ 6→ 6） 、 （ 6→ 8） 、 お よ び （ 8→ 8） を 有
す る オ リ ゴ マ ー も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 そ の よ う な 非 天 然 発 生 オ リ ゴ マ ー の 合 成 は 、 こ
こ に 言 及 す る こ と に よ り そ の 関 連 部 分 が 引 用 さ れ る 、 2000年 10月 19日 に WO00/61547号 と し
て 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 第 PCT/US00/08234号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 カ カ オ 豆 、 カ カ オ ニ ブ 、 あ る い は 例 え ば チ ョ コ レ ー ト 液 、 部 分 脱 脂 カ カ オ 固 形 物 お よ び
／ ま た は 完 全 脱 脂 カ カ オ 固 形 物 か ら の 抽 出 に よ っ て 、 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 調 製 す る こ
と が で き る 。 好 ま し く は 、 完 全 ま た は 部 分 脱 脂 カ カ オ 粉 末 か ら 抽 出 物 を 調 製 す る 。 テ オ ブ
ロ マ 、 ヘ ラ ニ ア (Herrania)、 ま た は そ れ ら の 種 内 お よ び 種 間 の 交 配 物 の 任 意 の 種 類 の 豆 を
用 い て 差 し 支 え な い 。 発 酵 し た 、 発 酵 途 中 の 、 ま た は 未 発 酵 の 豆 か ら 抽 出 物 を 調 製 し て 差
し 支 え な く 、 発 酵 豆 が 最 も 少 な い 量 の カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 有 し 、 未 発 酵 豆 が 最 も 多 い
量 の カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 有 す る 。 豆 の 発 酵 因 子 に 基 づ い て 豆 の 選 択 を 行 う こ と が で き
、 例 え ば 、 275以 下 の 発 酵 因 子 を 有 す る 豆 か ら 抽 出 が 行 わ れ る 。 こ こ に 言 及 す る こ と に よ
り そ の 関 連 部 分 が 引 用 さ れ る 、 WO98/09533号 と し て 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 第 PCT/US97/1
5893号 に 記 載 の よ う に 、 発 酵 の 程 度 を 操 作 す る こ と に よ っ て 、 カ カ オ 原 料 ま た は そ の 抽 出
物 中 の ポ リ フ ェ ノ ー ル レ ベ ル を 最 適 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 従 来 の カ カ オ 加 工 法 （ 例 え ば 、 Industrial Chocolate Manufacture and Use, ed. Beck
ett, S.T., Blackie Acad. & Professional, New York, 1997例 え ば 1、 ５ お よ び ６ 章 に 記
載 ） 、 あ る い は 米 国 特 許 第 6,015,913号 (Kealey et al)に 記 載 の 改 善 さ れ た 加 工 法 （ 従 来
の 方 法 に 比 べ て 、 カ カ オ 原 料 中 の ポ リ フ ェ ノ ー ル が 、 そ の 破 壊 を 防 止 す る こ と に よ っ て 保
存 さ れ る ） を 用 い て 加 工 さ れ た カ カ オ 原 料 か ら 、 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 抽 出 す る 。 改 善
さ れ た 加 工 法 は 、 従 来 の 焙 煎 工 程 を 省 略 す る 。 以 下 の 工 程 に よ っ て カ カ オ 原 料 が 得 ら れ る
： （ ａ ） カ カ オ ニ ブ を 焙 煎 す る こ と な く カ カ オ 殻 を 軟 ら か く す る の に ち ょ う ど 十 分 な 時 間
お よ び 温 度 で カ カ オ 豆 を 加 熱 す る 工 程 ； （ ｂ ） カ カ オ 殻 か ら カ カ オ ニ ブ を ふ る い 分 け る 工
程 ； （ ｃ ） カ カ オ ニ ブ を 回 転 圧 搾 す る 工 程 、 お よ び （ ｄ ） 保 存 レ ベ ル の カ カ オ ポ リ フ ェ ノ
ー ル を 含 有 す る カ カ オ バ タ ー お よ び 部 分 脱 脂 カ カ オ 固 形 物 を 回 収 す る 工 程 。 本 方 法 は 、 従
来 の 加 工 法 よ り も 非 常 に 高 レ ベ ル の 高 プ ロ シ ア ニ ジ ン オ リ ゴ マ ー を 保 持 す る 。 本 方 法 に よ
っ て 作 成 さ れ た カ カ オ 固 形 物 は 、 無 脂 肪 固 形 物 1g当 り 20,000μ gを 超 え る 量 ； 好 ま し く は 2
5,000μ g／ gを 超 え る 量 、 よ り 好 ま し く は 28,000μ g／ gを 超 え る 量 、 さ ら に 最 も 好 ま し く
は 30,000μ g／ gを 超 え る 量 の 全 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン を 含 有 す る 。
本 願 発 明 の 目 的 に お い て 、 全 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン 量 は 実 施 例 １ に
記 載 の よ う に 特 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ポ リ フ ェ ノ ー ル を 溶 解 さ せ る 溶 媒 を 用 い て 、 上 記 の よ う な 供 給 源 か ら 、 ま た は 任 意 の 他
の ポ リ フ ェ ノ ー ル ま た は フ ラ バ ノ ー ル ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン 含 有 供 給 源 か ら 、 ポ リ フ ェ ノ
ー ル を 抽 出 す る 。 適 切 な 溶 媒 と し て 、 水 、 あ る い は 例 え ば メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 ア セ
ト ン 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ル コ ー ル お よ び 酢 酸 エ チ ル の よ う な 有 機 溶 媒 が 挙 げ ら れ る 。 溶 媒 混
合 物 を 用 い て も 差 し 支 え な い 。 溶 媒 と し て 水 を 用 い る 場 合 、 例 え ば 酢 酸 で わ ず か に 酸 性 化
し た も の で も よ い 。 い く つ か の 溶 媒 の 例 は 、 水 と 、 例 え ば 水 性 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル ま
た は ア セ ト ン 等 の 有 機 溶 媒 と の 混 合 物 で あ る 。 水 性 有 機 溶 媒 は 、 例 え ば 約 50％ か ら 約 95％
の 有 機 溶 媒 を 含 有 す る 。 従 っ て 、 水 中 の 約 50％ 、 約 60％ 、 約 70％ 、 約 80％ 、 お よ び 約 90％
有 機 溶 媒 を 用 い て 差 し 支 え な い 。 ま た 、 溶 媒 は 、 少 量 、 例 え ば 約 0.5％ か ら 約 1.0％ の 量 、
の 酢 酸 の よ う な 酸 を 含 ん で い て 差 し 支 え な い 。 抽 出 物 の 組 成 、 す な わ ち 表 示 （ す な わ ち オ
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リ ゴ マ ー プ ロ フ ィ ー ル ） 、 お よ び プ ロ シ ア ニ ジ ン オ リ ゴ マ ー の 量 は 、 溶 媒 の 選 択 に 依 存 す
る で あ ろ う 。 例 え ば 、 水 抽 出 物 は 主 に モ ノ マ ー を 含 有 し 、 酢 酸 エ チ ル 抽 出 物 は モ ノ マ ー お
よ び 低 オ リ ゴ マ ー （ 主 に ダ イ マ ー お よ び ト リ マ ー ） を 含 有 し 、 さ ら に 水 性 メ タ ノ ー ル 、 エ
タ ノ ー ル ま た は 酢 酸 抽 出 物 は モ ノ マ ー お よ び 一 連 の 高 オ リ ゴ マ ー を 含 有 す る 。 モ ノ マ ー な
ら び に 高 プ ロ シ ア ニ ジ ン オ リ ゴ マ ー の 抽 出 に 好 ま し い 溶 媒 の １ つ は 、 70％ ア セ ト ン で あ る
。 し か し な が ら 、 い ず れ の ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 有 抽 出 物 も 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る 。 カ カ
オ フ ェ ノ ー ル 抽 出 方 法 は 当 業 界 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,554,645号 （ Romanczyk
 et al.） お よ び WO97／ 36497と し て 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 第 PCT／ US97／ 05693号 に 記 載
さ れ て い る 。 従 っ て 、 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 カ カ オ 豆 を カ カ オ 粉 末 に 粉 砕 し 、 そ の 粉 末 を
脱 脂 し 、 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 抽 出 し 、 さ ら に そ の 抽 出 物 を 精 製 す る こ と に よ っ て 、 カ
カ オ 抽 出 物 を 調 製 す る 。 カ カ オ 豆 お よ び パ ル プ を 凍 結 乾 燥 し 、 凍 結 乾 燥 カ カ オ 豆 を 脱 パ ル
プ 化 し ま た は 外 皮 を 剥 ぎ 、 外 皮 を 剥 い だ カ カ オ 粉 末 を 粉 砕 す る こ と に よ っ て カ カ オ 粉 末 を
調 製 し て 差 し 支 え な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 カ フ ェ イ ン お よ び ／ ま た は テ オ ブ ロ ミ ン の 除 去 に よ っ て カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル
抽 出 物 を 精 製 し 、 さ ら に そ の 後 、 ゲ ル 浸 透 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び ／ ま た は 高 圧 液 体 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） に よ っ て 精 製 す る 。 ゲ ル 浸 透 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば セ フ
ァ デ ッ ク ス LH－ 20） を 用 い て 、 高 プ ロ シ ア ニ ジ ン オ リ ゴ マ ー に 関 し て 抽 出 物 の 質 を 高 め た
。 例 え ば 、 選 択 し た オ リ ゴ マ ー が カ ラ ム か ら 溶 出 を 始 め る ま で 、 モ ノ マ ー お よ び 低 オ リ ゴ
マ ー を 含 有 す る 溶 出 物 を 集 め な い 。 そ の よ う な 抽 出 の 例 は 当 業 界 で 公 知 で あ り 、 こ こ に 言
及 す る こ と に よ り そ の 関 連 部 分 が 引 用 さ れ る WO97／ 36497と し て 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願
第 PCT／ US97／ 05693号 の 実 施 例 ５ に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 順 相 HPLCの よ う な 予 備 HPLCを
用 い る こ と に よ っ て 、 例 え ば 50重 量 ％ 以 上 の モ ノ マ ー ま た は 特 定 オ リ ゴ マ ー を 含 有 す る モ
ノ マ ー 画 分 お よ び オ リ ゴ マ ー 画 分 に 、 抽 出 物 を 分 画 す る こ と が で き る 。 そ の 特 定 の 画 分 が
モ ノ マ ー お よ び 任 意 の 低 オ リ ゴ マ ー （ 例 え ば ダ イ マ ー 、 ト リ マ ー ま た は テ ト ラ マ ー 画 分 ）
を 含 む 場 合 、 そ の 画 分 は 約 90か ら 95重 量 ％ の 特 定 オ リ ゴ マ ー 画 分 を 含 む 。 分 離 後 、 所 望 の
画 分 を プ ー ル し 、 例 え ば オ リ ゴ マ ー 3－ 10又 は 5－ 10を 含 有 す る よ う に 選 択 し た オ リ ゴ マ ー
の 混 合 物 を 得 る こ と が で き る 。 本 願 明 細 書 に お け る ガ イ ダ ン ス お よ び 当 業 界 に お け る 一 般
知 識 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,554,645号 （ Romanczyk et al.） お よ び WO97／ 36497と し て 公 開
さ れ た 国 際 特 許 出 願 第 PCT／ US97／ 05693号 に 記 載 の 技 術 、 を 鑑 み て 、 当 業 者 は ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 条 件 を 操 作 し て 、 所 望 の プ ロ シ ア ニ ジ ン 特 性 を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 モ ノ マ ー 画 分 は 通 常 、 モ ノ マ ー エ ピ カ テ キ ン お よ び カ テ キ ン の 混 合 物 を 含 有 す る ； オ リ
ゴ マ ー 画 分 は 通 常 、 ダ イ マ ー （ ダ イ マ ー 画 分 中 ） 、 ト リ マ ー （ ト リ マ ー 画 分 中 ） 、 テ ト ラ
マ ー （ テ ト ラ マ ー 画 分 中 ） 等 の 混 合 物 を 含 有 す る 。 カ カ オ は そ れ ぞ れ の モ ノ マ ー 、 ダ イ マ
ー 等 を 1種 類 以 上 含 有 す る の で 、 モ ノ マ ー お よ び オ リ ゴ マ ー の 混 合 物 は 単 離 さ れ た 画 分 で
生 じ る 。 オ リ ゴ マ ー の 変 化 性 は 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン の 基 礎 単 位 で あ る ２ つ の モ ノ マ ー で あ る
エ ピ カ テ キ ン お よ び カ テ キ ン 、 並 び に オ リ ゴ マ ー 中 で モ ノ マ ー を 結 合 す る 化 学 結 合 の 結 果
と し て 生 じ る 。 し た が っ て 、 カ カ オ ダ イ マ ー は 主 と し て 、 そ れ ぞ れ エ ピ カ テ キ ン の ２ つ の
モ ノ マ ー を 含 有 す る B2お よ び B5で あ る 。 そ れ ぞ れ の モ ノ マ ー お よ び オ リ ゴ マ ー は 、 例 え ば
C18カ ラ ム を 使 用 す る 逆 相 HPLCを 使 っ て 得 て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 例 え ば 溶 媒 由 来 抽 出 物 の よ う な カ カ オ 抽 出 物 、 カ カ オ 画 分 、 単 離 さ れ た 化 合 物 ま た は カ
カ オ 原 料 の 形 態 で 、 あ る い は 有 効 量 の カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン
を 含 む チ ョ コ レ ー ト と し て 、 本 発 明 の 組 成 物 中 に カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 使 用 し て も よ い
。 従 来 の カ カ オ 加 工 法 を 用 い て カ カ オ 原 料 を 調 製 し て 差 し 支 え な い が 、 好 ま し く は 、 米 国
特 許 第 6,015,913号 (Kealey et al)に 記 載 の 方 法 を 用 い て 調 製 す る 。 あ る い は 、 カ カ オ ポ
リ フ ェ ノ ー ル レ ベ ル を 高 め る た め に 、 275以 下 の 発 酵 因 子 を 有 す る カ カ オ 豆 か ら 調 製 し た
チ ョ コ レ ー ト 液 お よ び カ カ オ 固 形 物 を 用 い る 。 そ れ ら 原 料 は 、 従 来 の カ カ オ 加 工 法 （ 例 え
ば 焙 煎 工 程 を 含 む ） お よ び 完 全 発 酵 豆 を 用 い て 得 ら れ る よ り も 高 い カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル
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含 有 量 を 有 す る 。 従 来 技 術 を 用 い て 上 記 の 原 料 か ら 、 あ る い は こ こ に 言 及 す る こ と に よ り
そ の 関 連 部 分 が 引 用 さ れ る WO99／ 45788と し て 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 第 PCT／ US99／ 0541
4号 に 記 載 の よ う に 、 チ ョ コ レ ー ト 製 造 に お い て カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 保 護 す る た め に
改 善 さ れ た 方 法 を 用 い て 、 チ ョ コ レ ー ト を 調 製 す る こ と が で き る 。 少 な く と も １ つ の 以 下
の 非 従 来 的 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た チ ョ コ レ ー ト は 、 こ の 中 で 、 「 保 存 量 の カ カ オ ポ リ フ
ェ ノ ー ル を 有 す る チ ョ コ レ ー ト 」 と 称 さ れ る ： （ ｉ ） 発 酵 途 中 ま た は 未 発 酵 の カ カ オ 豆 か
ら カ カ オ 原 料 を 調 製 す る ； (ii)カ カ オ 原 料 製 造 に お い て カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 保 護 す る
； お よ び (iii)チ ョ コ レ ー ト 製 造 工 程 に お い て カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 保 護 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 例 え ば ダ イ マ ー の よ う に 、 少 な く と も １
つ の オ リ ゴ マ ー を 含 有 す る 。 そ の よ う な 組 成 物 は さ ら に 、 少 な く と も １ つ の モ ノ マ ー ま た
は モ ノ マ ー の 組 合 せ 、 例 え ば カ テ キ ン お よ び エ ピ カ テ キ ン を 含 ん で も よ い 。 別 の 実 施 の 形
態 に お い て 、 例 え ば カ カ オ か ら 単 離 さ れ た モ ノ マ ー 画 分 の 形 態 で 、 モ ノ マ ー で あ る カ テ キ
ン お よ び エ ピ カ テ キ ン の 組 合 せ を 含 有 す る 組 成 物 を 調 製 し 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 合 成 プ ロ シ ア ニ ジ ン を 用 い て も 差 し 支 え な く 、 そ れ ら は 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 、 お よ び
こ こ に 言 及 す る こ と に よ り そ の 関 連 部 分 が 引 用 さ れ る 、 WO99／ 19319と し て 公 開 さ れ た 国
際 特 許 出 願 第 PCT／ US98／ 21392号 の 実 施 例 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン 誘 導 体 も 有 用 で あ る 。 そ れ ら は 、 以 下 の も
の を 含 む ； 没 食 子 酸 エ ス テ ル （ 例 え ば 没 食 子 酸 エ ピ カ テ キ ン お よ び 没 食 子 酸 カ テ キ ン ） の
よ う な モ ノ マ ー お よ び オ リ ゴ マ ー の エ ス テ ル ； 例 え ば 上 記 の 構 造 式 の 位 置 X、 Yお よ び ／ ま
た は Xに お い て モ ノ － ま た は ジ － 糖 成 分 （ 例 え ば β -D-グ ル コ ー ス ） の よ う な 糖 成 分 で 誘 導
体 化 さ れ た 化 合 物 ； グ リ コ シ ル 化 モ ノ マ ー お よ び オ リ ゴ マ ー 、 お よ び そ れ ら の 混 合 物 ； 例
え ば 硫 酸 化 、 グ ル ク ロ ン 酸 化 、 お よ び メ チ ル 化 形 態 の よ う な プ ロ シ ア ニ ジ ン モ ノ マ ー お よ
び オ リ ゴ マ ー の 代 謝 物 で あ っ て 、 大 腸 微 小 植 物 代 謝 に よ り 産 生 さ れ る プ ロ シ ア ニ ジ ン の 酵
素 切 断 産 物 を 除 く も の 。 そ れ ら 誘 導 体 は 、 天 然 由 来 で あ っ て も 合 成 に よ っ て 調 製 さ れ た も
の で あ っ て も 差 し 支 え な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 薬 剤 、 食 品 、 食 品 添 加 物 、 栄 養 補 助 食 品 と し て 有 用 で あ る 。 本 組 成
物 は 、 担 体 、 希 釈 剤 、 ま た は 賦 形 剤 を 含 ん で い て 差 し 支 え な い 。 意 図 さ れ た 用 途 に 応 じ て
、 ヒ ト ま た は 家 畜 で の 使 用 、 食 品 、 食 品 添 加 物 、 栄 養 補 助 食 品 、 ま た は 薬 剤 に お け る 使 用
に 適 す る よ う に 、 担 体 、 希 釈 剤 、 ま た は 賦 形 剤 が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ こ で 用 い た よ う に 、 「 食 品 」 は 、 成 長 、 修 復 お よ び 生 活 過 程 を 維 持 し 、 か つ エ ネ ル ギ
ー を 供 給 す る た め に 生 物 の 体 内 で 用 い ら れ る 、 タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物 お よ び ／ ま た は 脂 肪
か ら 実 質 的 に 成 る 物 質 で あ る 。 食 品 は 、 例 え ば ミ ネ ラ ル 、 ビ タ ミ ン 、 お よ び 調 味 料 の よ う
な 補 助 的 物 質 も 含 ん で い て 差 し 支 え な い 。 Merriam-Webster’ s Collegiate Dictionary, 
10th Edition, 1993を 参 照 。 食 品 の 用 語 は 、 ヒ ト ま た は 動 物 が 摂 取 す る の に 適 合 さ せ た 飲
料 を 含 む 。 こ こ で 用 い た よ う に 、 「 食 品 添 加 物 」 は 、 FDA(21 C.F.R. 170.3(e)(1))に よ っ
て 定 義 さ れ て お り 、 直 接 的 お よ び 間 接 的 添 加 物 を 含 む 。 こ こ で 用 い た よ う に 、 「 薬 剤 」 は
医 薬 で あ る 。 Merriam-Webster’ s Collegiate Dictionary, 10th Edition, 1993を 参 照 。
薬 剤 は 医 薬 品 と も 称 さ れ る 。 こ こ で 用 い た よ う に 、 「 栄 養 補 助 食 品 」 は 、 食 事 を 補 足 す る
こ と が 意 図 さ れ た 、 以 下 の 食 物 原 料 の １ つ 以 上 を 有 す る ま た は 含 有 す る 製 品 （ タ バ コ 以 外
） で あ る ： ビ タ ミ ン 、 ミ ネ ラ ル 、 ハ ー ブ ま た は 他 の 植 物 、 ア ミ ノ 酸 、 全 １ 日 摂 取 量 を 増 や
す こ と に よ っ て 食 事 を 補 足 す る た め に 男 性 に 用 い ら れ る 栄 養 物 質 、 あ る い は そ れ ら 原 料 の
濃 縮 物 、 代 謝 物 、 構 成 成 分 、 抽 出 物 ま た は 配 合 物 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 例 え ば メ チ ル 化 化 合 物 ま た は 代 謝 分 解 産 物 の よ う な ポ リ フ ェ ノ ー ル ま た は そ の 誘 導 体 の
存 在 に よ り 、 お よ び 必 要 に 応 じ て 別 の 癌 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 改 良 さ れ た 任
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意 の 飲 料 を 含 む 、 任 意 の 従 来 の 食 品 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 L－ ア ル ギ ニ ン 、 カ ル シ
ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 ビ タ ミ ン Eお よ び ビ タ ミ ン Cの よ う な 酸 化 剤 、 任 意 の ビ タ
ミ ン B複 合 体 、 カ ロ チ ノ イ ド 、 グ ア ー ル ガ ム 、 お よ び ／ ま た は モ ノ ま た は ポ リ 不 飽 和 脂 肪
酸 （ 例 え ば オ メ ガ － 3脂 肪 酸 ） の よ う な 他 の 化 合 物 が 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 (i)カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル を 含 有 し な い 食 品 に ポ リ フ ェ ノ ー ル ま た は そ の 誘 導 体 を 添 加
す る こ と に よ っ て 、 あ る い は (ii)食 品 が 従 来 か ら 例 え ば チ ョ コ レ ー ト の よ う な ポ リ フ ェ ノ
ー ル を 含 有 す る 場 合 に は 、 従 来 の 食 品 中 に 含 ま れ る レ ベ ル を 越 え て ポ リ フ ェ ノ ー ル レ ベ ル
を 強 化 す る こ と に よ っ て 、 改 良 を 行 う 。 例 え ば 抽 出 物 、 画 分 ま た は 単 離 お よ び 精 製 さ れ た
化 合 物 の 形 態 で 、 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル の よ う な 追 加 の ポ リ フ ェ ノ ー ル を 添 加 す る こ と に
よ っ て ； 原 料 を 含 む 別 の ポ リ フ ェ ノ ー ル （ 例 え ば 木 の 実 の 表 皮 ） と 共 に カ カ オ ポ リ フ ェ ノ
ー ル を 添 加 す る こ と に よ っ て ； 食 品 の 製 造 に 用 い ら れ る カ カ オ 原 料 中 の カ カ オ ポ リ フ ェ ノ
ー ル を 保 存 す る よ う に 、 上 記 の よ う に カ カ オ 原 料 加 工 お よ び カ カ オ 豆 選 択 を 操 作 す る こ と
に よ っ て ； あ る い は 、 上 記 の よ う に チ ョ コ レ ー ト 製 造 工 程 を 操 作 す る こ と に よ っ て ； 強 化
を 行 う こ と が で き る 。 従 っ て 、 そ れ ら 食 品 （ 飲 料 を 含 む ） は 、 匹 敵 す る 従 来 の 食 品 （ 飲 料
を 含 む ） と 比 較 し て 、 「 高 め ら れ た レ ベ ル の ポ リ フ ェ ノ ー ル 」 （ カ カ オ プ ロ シ ア ニ ジ ン を
含 む ） 。 高 め ら れ た レ ベ ル の ポ リ フ ェ ノ ー ル を 有 す る チ ョ コ レ ー ト の 例 は 、 チ ョ コ レ ー ト
製 造 業 者 が 、 既 に 市 販 さ れ て い る 製 品 に 、 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 有 カ カ オ 抽 出 物 を 添 加
し た 場 合 に 生 じ る 。 そ の よ う な 食 品 は 、 「 高 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル 食 品 」 と も 称 さ れ 、 す
な わ ち 、 そ れ ら 食 品 は 従 来 の 対 応 物 よ り も 高 レ ベ ル の ポ リ フ ェ ノ ー ル を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 カ カ オ ポ リ フ ェ ノ ー ル お よ び 必 要 に 応 じ て 別 の 癌 治 療 薬 を 含 む 食 品 を 、 ヒ ト ま た は 家 畜
に お け る 使 用 （ ペ ッ ト フ ー ド を 含 む ） に 適 合 さ せ て 差 し 支 え な い 。 そ の 食 品 は 菓 子 以 外 で
あ っ て も 差 し 支 え な い が 、 好 ま し い コ レ ス テ ロ ー ル 降 下 食 品 は 、 例 え ば ミ ル ク チ ョ コ レ ー
ト 、 ス ウ ィ ー ト チ ョ コ レ ー ト 、 お よ び セ ミ ス ウ ィ ー ト チ ョ コ レ ー ト （ ブ ラ ッ ク チ ョ コ レ ー
ト 、 低 脂 肪 チ ョ コ レ ー ト 、 お よ び チ ョ コ レ ー ト で キ ャ ン デ ィ ー を 覆 っ た よ う な キ ャ ン デ ィ
ー を 含 む ） の よ う な 、 同 一 性 規 格 (standard of identity)(SOI)ま た は 非 SOIチ ョ コ レ ー ト
の よ う な 菓 子 類 で あ る 。 他 の 例 と し て 、 焼 き 製 品 （ 例 え ば チ ョ コ レ ー ト ケ ー キ 、 焼 き ス ナ
ッ ク 、 ク ッ キ ー 、 ビ ス ケ ッ ト 等 ） 、 調 味 料 、 グ ラ ノ ー ラ バ ー (granola bar)、 キ ャ ラ メ ル (
toffee chew)、 食 事 代 用 バ ー (meal replacement bar)、 ス プ レ ッ ド (spread)、 シ ロ ッ プ 、
粉 末 飲 料 混 合 物 、 カ カ オ ま た は チ ョ コ レ ー ト 風 味 飲 料 、 プ デ ィ ン グ 、 も ち 、 米 混 合 物 (ric
e mix)、 風 味 の 良 い ソ ー ス 等 が 挙 げ ら れ る 。 所 望 で あ れ ば 、 食 品 は チ ョ コ レ ー ト ま た は カ
カ オ 風 味 で あ る 。 食 品 は 、 チ ョ コ レ ー ト 、 ま た は 例 え ば 、 木 の 実 （ 例 え ば ピ ー ナ ッ ツ 、 ク
ル ミ 、 ア ー モ ン ド 、 お よ び ヘ ー ゼ ル ナ ッ ツ 等 ） を 含 有 す る グ ラ ノ ー ラ バ ー の よ う な キ ャ ン
デ ィ ー バ ー で も よ い 。 例 え ば ピ ー ナ ッ ツ の 表 皮 は 約 17％ の フ ラ バ ノ ー ル お よ び プ ロ シ ア ニ
ジ ン を 含 有 し 、 さ ら に ア ー モ ン ド の 表 皮 は 約 30％ の フ ラ バ ノ ー ル お よ び プ ロ シ ア ニ ジ ン を
含 有 す る た め 、 こ の 中 に 記 載 の 食 品 に 、 表 皮 を 有 す る 木 の 実 を 加 え る と 、 全 ポ リ フ ェ ノ ー
ル 含 有 量 が 高 め ら れ る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 チ ョ コ レ ー ト キ ャ
ン デ ィ ー の ヌ ガ ー (nougat)に 、 木 の 実 の 表 皮 を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 非 チ ョ コ レ ー ト 食 品 は 、 約 5μ g／ g以 上 か ら 約 10mg／ g（ 例 え
ば 5μ g／ g以 上 、 好 ま し く は 10μ g／ g以 上 、 よ り 好 ま し く は  100μ g／ g以 上 ） の カ カ オ フ
ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン オ リ ゴ マ ー を 含 有 す る 。 所 望 で あ れ ば 、 非 チ ョ
コ レ ー ト 食 品 は 、 以 下 に 記 載 の チ ョ コ レ ー ト 食 品 中 に 含 ま れ る レ ベ ル よ り も さ ら に 高 レ ベ
ル の カ カ オ プ ロ シ ア ニ ジ ン を 含 ん で い て 差 し 支 え な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 チ ョ コ レ ー ト 菓 子 は 、 心 臓 不 整 脈 の 発 生 、 ま た は 例 え ば 神 経
変 性 疾 患 の よ う な 、 ギ ャ ッ プ 結 合 伝 達 に お け る 異 常 と 関 連 す る 任 意 の 状 態 を 治 療 し 、 予 防
し 、 危 険 を 減 少 し 、 ま た は 発 生 を 減 少 す る た め に 、 有 効 量 の カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／
ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン を 含 有 す る 。 あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 チ ョ コ レ ー ト は 、 そ の 製 品

10

20

30

40

50

(12) JP 2007-508316 A 2007.4.5



中 の 無 脂 肪 カ カ オ 固 形 物 の 全 体 量 に 基 づ い て 、 チ ョ コ レ ー ト 1g当 り 、 3,600μ g以 上 、 好 ま
し く は 4,000μ g以 上 、 よ り 好 ま し く は 4,500μ g以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 5,000μ g以 上 、 最
も 好 ま し く は 5,500μ g以 上 の カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン を 含 有 す
る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 チ ョ コ レ ー ト は 、 そ の 製 品 中 の 無 脂 肪 カ カ オ 固 形 物 の 全 体 量 に 基
づ い て 、 チ ョ コ レ ー ト 1g当 り 、 6,000μ g以 上 、 好 ま し く は 6,500μ g以 上 、 よ り 好 ま し く は
7,000μ g以 上 、 最 も 好 ま し く は 8,000μ g以 上 の カ カ オ プ ロ シ ア ニ ジ ン を 含 有 し 、 さ ら に よ
り 好 ま し く は 10,000μ g含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ミ ル ク チ ョ コ レ ー ト 菓 子 は 、 そ の ミ ル ク チ ョ コ レ ー ト 製 品 中 の 無 脂 肪 カ カ オ 固 形 物 の 全
体 量 に 基 づ い て 、 ミ ル ク チ ョ コ レ ー ト 1g当 り 、 1,000μ g以 上 、 好 ま し く は 1,250μ g以 上 、
よ り 好 ま し く は 1,500μ g以 上 、 最 も 好 ま し く は 2,000μ g以 上 の カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル お よ び
／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン を 含 有 す る 。 よ り 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ミ ル ク チ ョ コ レ ー ト 菓
子 は 、 そ の ミ ル ク チ ョ コ レ ー ト 製 品 中 の 無 脂 肪 カ カ オ 固 形 物 の 全 体 量 に 基 づ い て 、 ミ ル ク
チ ョ コ レ ー ト 1g当 り 、 2,500μ g以 上 、 好 ま し く は 3,000μ g以 上 、 よ り 好 ま し く は 4,000μ g
以 上 、 最 も 好 ま し く は 5,000μ g以 上 の カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン
を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 食 品 中 の L－ ア ル ギ ニ ン の 量 は 変 化 し て 差 し 支 え な い 。 通 常 、 カ カ オ は 、 100gの 部 分 脱
脂 カ カ オ 固 形 物 100g当 り 、 1か ら 1.1gの Ｌ － ア ル ギ ニ ン を 含 有 す る 。 そ れ は カ カ オ 100g当
り 0.8か ら 1.5gの 範 囲 に 亘 る で あ ろ う 。 あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 本 発 明 の チ ョ コ レ ー ト
食 品 は 、 カ カ オ 原 料 中 に 天 然 で 生 じ る 量 よ り も 多 い 量 で 、 L－ ア ル ギ ニ ン を 含 有 す る 。 食
品 中 で 用 い ら れ る カ カ オ 原 料 お よ び L－ ア ル ギ ニ ン の 量 が 分 か れ ば 、 当 業 者 は 容 易 に 最 終
製 品 中 の L－ ア ル ギ ニ ン の 全 体 量 を 特 定 で き る で あ ろ う 。 食 品 は 、 通 常 、 食 品 １ ｇ 当 り 、 5
μ g／ g以 上 、 好 ま し く は 30μ g／ g以 上 あ る い は 60μ g／ g以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 200μ g／
g以 上 で L－ ア ル ギ ニ ン を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン の よ う な ポ リ フ ェ ノ ー ル の １ 日 有 効 量 を 単
一 の １ 人 前 量 で 提 供 し て も よ い 。 し た が っ て 、 菓 子 （ 例 え ば チ ョ コ レ ー ト ） は 、 １ 人 前 当
り 少 な く と も 約 100mg（ 例 え ば 150－ 200mg、 200－ 400mg） の カ カ オ プ ロ シ ア ニ ジ ン を 含 有
し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 必 要 に 応 じ て Ｌ － ア ル ギ ニ ン と 共 に 、 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン を 含
む 薬 剤 を 、 例 え ば 経 口 、 口 腔 内 、 経 鼻 、 直 腸 、 静 脈 内 、 非 経 口 、 お よ び 局 所 等 の 様 々 な 経
路 で 投 与 し て 差 し 支 え な い 。 当 業 者 は 、 構 造 式 Anの 化 合 物 、 お よ び 必 要 に 応 じ て 他 の 癌 治
療 薬 の 腫 瘍 部 位 へ の 供 給 を 最 大 限 に す る た め に 適 切 な 投 与 形 態 を 特 定 す る こ と が で き る 。
し た が っ て 、 各 投 与 形 態 に 適 合 さ せ た 剤 形 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ 、 例 え ば 錠 剤 、 カ プ セ
ル 剤 、 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 剤 （ ゲ ル カ ッ プ ） 、 バ ル ク ま た は 単 位 量 の 粉 末 ま た は 顆 粒 、 エ マ
ル ジ ョ ン 、 懸 濁 液 、 ペ ー ス ト 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 フ ォ ー ム ま た は ゼ リ ー 等 の 固 形 剤 形 、 液
体 剤 形 、 お よ び 半 固 形 剤 形 が 挙 げ ら れ る 。 徐 放 性 剤 形 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ 、 米 国 特 許
第 5,024,843号 ； 第 5,091,190号 ； 第 5,082,668号 ； 第 4,612,008号 ； お よ び 第 4,327,725号
（ 参 照 に よ っ て 関 連 部 分 が こ の 中 に 組 み 込 ま れ て い る ） に 記 載 の よ う に 調 製 す る こ と が で
き る 。 適 切 な 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 、 ま た は 賦 形 剤 は 、 当 業 界 で 周 知 で あ り 、
当 業 者 は 容 易 に そ れ ら を 特 定 で き る 。 例 え ば 錠 剤 は 、 効 果 量 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 有 組 成 物
、 な ら び に 例 え ば ソ ル ビ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 セ ル ロ ー ス ま た は リ ン 酸 ２ カ ル シ ウ ム の よ
う な 担 体 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン 、 お よ び 必 要 に 応 じ て 別 の 癌 治 療 薬
を 含 有 す る 栄 養 補 助 食 品 を 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き 、 例 え ば 、
リ ン 酸 ２ カ ル シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 硝 酸 カ ル シ ウ ム 、 ビ タ ミ ン 、 お よ び ミ
ネ ラ ル の よ う な 栄 養 素 を 含 ん で も よ い 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】
　 更 に 、 本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば 食 品 、 栄 養 補 助 食 品 、 薬 剤 ） を 含 む パ ッ ケ ー ジ お よ び フ
ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は プ ロ シ ア ニ ジ ン お よ び ／ ま た は そ の 誘 導 体 の 存 在 ま た は 増 強 さ
れ た 含 有 量 、 ま た は ErbB2を 過 剰 発 現 す る 癌 を 治 療 す る た め の 組 成 物 の 使 用 を 示 す ラ ベ ル
も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ こ で 用 い た よ う に 、 「 治 療 」 と は 、 例 え ば 病 気 の 進 行 を 遅 ら せ 、 寿 命 を 延 ば し 、 死 の
危 険 を 減 ら す こ と に よ り 、 ErbB2を 過 剰 発 現 す る 癌 の よ う な 現 在 の 病 状 を 改 善 す る こ と を
意 味 す る 。 「 予 防 す る 」 と い う 用 語 は 、 病 気 の 兆 候 を 減 ら す こ と を 含 む 、 病 気 を 発 症 す る
こ と に 関 連 す る 危 険 性 を 減 ら す こ と を 意 味 す る 。 予 防 は 、 ErbB2を 過 剰 発 現 す る 癌 を 発 症
す る 危 険 性 が 高 い こ と が 分 か っ て い る 個 体 に お い て 使 用 し て も よ い 。 本 方 法 は 、 ヒ ト 、 ま
た は 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 等 の 家 畜 動 物 に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 有 効 な 期 間 （ 例 え ば ErbB2の 過 剰 発 現 の 治 療 的 に 適 切 な 減 少 を
達 成 す る た め に ） 、 必 要 に 応 じ て 他 の 癌 治 療 薬 と 共 に 、 ErbB2を 過 剰 発 現 す る 癌 の 治 療 に
有 効 な 量 で カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の 関 連 オ リ ゴ マ ー の よ う な フ ラ バ ノ ー ル
お よ び ／ ま た は そ の 関 連 オ リ ゴ マ ー を 含 む あ る 量 の 組 成 物 を 、 哺 乳 類 、 好 ま し く は ヒ ト ま
た は 家 畜 動 物 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 有 効 な 期 間 ペ ン タ マ ー ま た は オ ク タ マ ー を 有 効 量
含 む 組 成 物 を ヒ ト ま た は 家 畜 動 物 に 投 与 す る こ と に よ り 、 ErbB2過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け
ら れ る 癌 を 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 し た が っ て 、 以 下 の 使 用 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 ErbB2過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ
る 状 態 の 使 用 の た め の 、 薬 剤 、 食 品 、 栄 養 補 給 ま た は 栄 養 補 助 食 品 の 製 品 中 で の フ ラ バ ノ
ー ル お よ び ／ ま た は そ の オ リ ゴ マ ー の 使 用 。 あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 ヒ ト ま た は 家 畜 動
物 に お い て ErbB2を 過 剰 発 現 す る 癌 を 治 療 す る ま た は そ の 危 険 を 減 少 す る た め の 、 薬 剤 、
食 品 、 栄 養 補 給 ま た は 栄 養 補 助 食 品 中 で の フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の オ リ ゴ マ ー の
使 用 が 提 供 さ れ る 。 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の オ リ ゴ マ ー は 、 カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル
お よ び ／ ま た は カ カ オ フ ラ バ ノ ー ル オ リ ゴ マ ー で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 以 下 の 使 用 は 、 い く つ か の 実 施 の 形 態 を 示 す 。 ErbB2を 過 剰 発 現 す る 乳 癌 を 治 療 す る ま
た は そ の 危 険 を 減 少 す る た め の 、 薬 剤 、 食 品 、 栄 養 補 給 ま た は 栄 養 補 助 食 品 の 製 品 中 で の
フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の オ リ ゴ マ ー の 使 用 。 ErbB2を 過 剰 発 現 す る 卵 巣 癌 、 前 立
腺 癌 、 膀 胱 癌 、 内 皮 癌 、 唾 液 腺 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 お よ び 膵 癌 、 お よ び 咽 頭 癌 お よ び 非 小 細
胞 肺 癌 を 治 療 す る ま た は そ の 危 険 を 減 少 す る た め の 、 薬 剤 、 食 品 、 栄 養 補 給 ま た は 栄 養 補
助 食 品 の 製 品 中 で の フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は そ の オ リ ゴ マ ー の 使 用 。 家 畜 動 物 に お け
る 類 似 の 癌 も 治 療 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 有 効 量 は 、 こ こ に 提 供 さ れ る 指 図 を 使 用 し て 当 業 者 に よ り 特 定 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、
有 効 量 は 、 哺 乳 類 の 体 内 で 生 理 的 に 適 切 な 濃 度 を 達 成 す る よ う な も の で も よ い 。 そ の よ う
な 生 理 的 に 適 切 な 濃 度 は 、 少 な く と も 20ナ ノ モ ル （ nM） 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 100nM
、 お よ び よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 500nMで も よ い 。 あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 哺 乳 類
の 血 液 中 少 な く と も 約 1マ イ ク ロ モ ル が 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 例 え ば ErbB2発 現 ま た は 細 胞 増 殖 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ
り 、 治 療 の 有 効 性 を 特 定 す る 工 程 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 予 防 目 的 で 健 康 な 哺 乳 類 に 、 ま た は 治 療 を 必 要 と す る ま た は ErbB2
を 過 剰 発 現 す る 癌 と 関 連 す る 危 険 要 素 を 少 な く と も １ つ 有 す る 哺 乳 類 に 投 与 さ れ て も よ い
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。 例 え ば 、 そ の よ う な 癌 の 家 族 の 病 歴 を 有 す る 個 体 に 組 成 物 を 投 与 し て も よ い 。 ErbB2を
過 剰 発 現 す る 癌 に か か り や す い 哺 乳 類 の 他 の 母 集 団 は 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ErbB2を 過 剰 発 現 す る 癌 を 治 療 す る 、 ま た は そ の 危 険 を 減 少 す る た め に 有 効 な 量 は 、 こ
こ に 提 供 さ れ る 指 図 お よ び 当 該 技 術 に お け る 一 般 知 識 を 使 用 し て 当 業 者 に よ り 特 定 さ れ て
も よ い 。 フ ラ バ ノ ー ル お よ び ／ ま た は 関 連 オ リ ゴ マ ー は 、 約 50mg/日 -約 1000mg/日 、 好 ま
し く は 約 100-150mg/日 か ら 約 900mg/日 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 300mg/日 か ら 約 500mg/日
ま で で 投 与 さ れ て も よ い 。 し か し な が ら 、 上 記 よ り 多 い 量 を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 必 要 な 回 数 に 関 し て 熟 練 し た 医 者 に よ っ て 特 定 さ れ た よ う に 、 例 え ば 毎 日 、 １ ヶ 月 に １
回 、 ２ ヵ 月 に １ 回 、 半 年 に １ 回 、 １ 年 に １ 回 と い っ た 有 効 期 間 の 投 薬 計 画 、 あ る い は 他 の
投 薬 計 画 に 従 っ て 、 治 療 ／ 予 防 的 投 与 を 継 続 し て 差 し 支 え な い 。 投 与 は 、 少 な く と も ErbB
2過 剰 発 現 を ErbB2発 現 の 治 療 的 に 適 切 な レ ベ ル に 減 少 さ せ る た め に 必 要 な 期 間 続 け て も よ
い 。 好 ま し く は 、 毎 日 組 成 物 を 投 与 し 、 最 も 好 ま し く は 、 哺 乳 類 の 体 内 の 効 果 的 な 化 合 物
レ ベ ル を 維 持 す る た め に 、 例 え ば 朝 と 夜 と い う よ う に 、 １ 日 ２ 回 ま た は ３ 回 組 成 物 を 投 与
す る 。 最 も 有 益 な 結 果 を 得 る た め に 、 少 な く と も 約 ３ ０ 日 か ら 約 ６ ０ 日 間 組 成 物 を 投 与 す
る 。 そ の よ う な 投 薬 計 画 を 定 期 的 に 繰 り 返 し て 差 し 支 え な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 以 下 の 非 限 定 的 な 実 施 例 に お い て 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 実 施 例 １ ： フ ラ バ ノ ー ル ／ プ ロ シ ア ニ ジ ン の 特 定
　 以 下 の よ う に プ ロ シ ア ニ ジ ン を 定 量 化 し た ： 市 販 さ れ て い る (-)-エ ピ カ テ キ ン 、 な ら び
に 以 下 の 方 法 に よ っ て 精 製 状 態 で 得 ら れ た ダ イ マ ー か ら デ カ マ ー を 用 い て 複 合 標 準 を 作 成
し た ： Hammerstone, J.F. et al., J. Ag. Food Chem.; 1999; 47(10)490-496, Lazarus,
 S.A.et al., J.Ag. Food Chem.; 1999; 47(9); 3693-3701、 Adamson, G.E. et al., J. 
Ag. Food Chem.; 1999; 47(10) 4184-4188。 励 起 波 長 276nmお よ び 発 光 波 長 316nmで の 蛍 光
検 出 を 利 用 し て 、 以 前 挙 げ ら れ た Adamson引 例 に 記 載 の 順 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 を 用 い て 、 そ れ ら
化 合 物 を 使 用 し た 標 準 ス ト ッ ク 溶 液 を 分 析 し た 。 ピ ー ク を 集 め 、 任 意 の １ つ の オ リ ゴ マ ー
類 内 の 全 て の 異 性 体 が 含 ま れ る よ う に そ の 面 積 を 合 計 し 、 さ ら に ２ 次 フ ィ ッ ト  (quadrati
c fit)を 用 い て 校 正 曲 線 を 作 成 し た 。 モ ノ マ ー お よ び 小 さ な オ リ ゴ マ ー は ほ と ん ど 直 線 プ
ロ ッ ト を 有 し て お り 、 そ れ は モ ノ マ ー お よ び ダ イ マ ー に 基 づ く 校 正 曲 線 を 作 成 す る た め に
直 線 回 帰 を 事 前 に 行 っ た も の と 一 致 し て い た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 そ れ ら 校 正 曲 線 を 用 い て 、 以 下 の よ う に 調 製 し た 試 料 中 の プ ロ シ ア ニ ジ ン レ ベ ル を 計 算
し た ： 最 初 に 、 ヘ キ サ ン （ 各 45mL） を 用 い て 、 カ カ オ ま た は チ ョ コ レ ー ト 試 料 （ 約 8g） を
３ 回 脱 脂 処 理 し た 。 次 に 、 5mLの ア セ ト ン ／ 水 ／ 酢 酸 混 合 物 （ 70： 28.5： 0.5 v／ v） を 用
い て 1gの 脱 脂 材 料 を 抽 出 し た 。 次 に 、 試 料 の HPLCデ ー タ を 、 上 記 の よ う に 得 ら れ た 校 正 曲
線 （ 精 製 オ リ ゴ マ ー を 用 い た ） と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 脱 脂 材 料 中 の プ ロ シ ア ニ ジ ン の
量 を 特 定 し た 。 Association of Official Analytical Chemists(AOAC Official Method 9
20.177)に よ る 標 準 化 方 法 を 用 い て 、 試 料 （ チ ョ コ レ ー ト に 関 し て 1gの 試 料 を 用 い 、 ま た
は 液 体 に 関 し て 0.5gの 試 料 を 用 い た ） の 脂 肪 の 割 合 （ ％ ） を 特 定 し た 。 さ ら に 、 元 の 試 料
（ 脂 肪 を 含 む ） 中 の 全 プ ロ シ ア ニ ジ ン の 量 を 計 算 し た 。 カ ラ ム 間 の 変 動 を 防 ぐ た め 、 各 試
料 に つ い て 実 施 す る 前 に 校 正 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 実 施 例 ２ ： キ ナ ー ゼ プ ロ フ ァ イ リ ン グ 発 現 ア ッ セ イ
　 こ の 実 施 例 は 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン が ErbB2レ セ プ タ ー キ ナ ー ゼ の 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
ト す る こ と を 示 す 。 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 、 キ ナ ー ゼ プ ロ フ ァ イ リ ン グ 発 現 ア ッ
セ イ を 使 用 し て 表 示 が 行 わ れ 、 定 量 的 リ ア ル タ イ ム ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ り
結 果 を 確 か め た 。 さ ら に 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン は 、 ヒ ト 大 動 脈 内 皮 細 胞 （ HAEC） お よ び ヒ ト 微
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小 皮 膚 内 皮 細 胞 （ HMDEC） の 成 長 を 抑 制 し 、 こ の 成 長 の 抑 制 は 一 部 ErbB2の ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン お よ び そ の 後 の 下 流 の 事 象 に よ り 起 こ る か も し れ な い 。 分 裂 促 進 因 子 活 性 化 タ ン
パ ク 質 キ ナ ー ゼ 11（ MAPK11） お よ び KDRも ま た ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 物 質 お よ び 方 法
　 予 備 的 順 相 HPLCに よ る プ ロ シ ア ニ ジ ン オ リ ゴ マ ー の 精 製
　 約 0.7gの 半 精 製 し た カ カ オ の ア セ ト ン 抽 出 物 を 、 そ れ ぞ れ 容 量 比 で 70： 28.5： 0.5の ア
セ ト ン ／ 水 ／ 酢 酸 の 7mLに 溶 解 さ せ た 。 5m Supelcosil LC-Si 100Å を 使 用 し て 室 温 で 分 離
さ せ た 。 直 線 勾 配 に よ り プ ロ シ ア ニ ジ ン を 溶 出 し た 。 オ リ ゴ マ ー の 分 離 を 280nmで 紫 外 線
に よ り 観 察 し 、 オ リ ゴ マ ー に 対 応 す る ピ ー ク 間 の 谷 で 画 分 を 採 集 し た 。 い く つ か の 予 備 的
分 離 か ら 同 じ 保 持 時 間 を 有 す る 画 分 を 混 合 し 、 不 完 全 真 空 下 で 回 転 蒸 発 さ せ 、 凍 結 乾 燥 さ
せ た 。 モ ノ マ ー 画 分 は エ ピ カ テ キ ン お よ び カ テ キ ン を 含 ん で い た 。 エ ピ カ テ キ ン は Sigma
か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 細 胞 処 理
　 キ ナ ー ゼ プ ロ フ ァ イ リ ン グ 実 験 の た め に 、 様 々 の 濃 度 の プ ロ シ ア ニ ジ ン お よ び コ ン ト ロ
ー ル （ 2.5-40μ g/ml） を 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 有 し 、 2％  v/vヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 1mg/m
lヒ ト 上 皮 成 長 因 子 （ EGF） 、 10ng/ml塩 基 性 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ bFGF） 、 3ng/ml、 お よ
び ヘ パ リ ン 10mg/mlを 加 え た 200培 地 中 で 、 75％ 密 集 ヒ ト 大 動 脈 内 皮 細 胞 （ HAEC） と 共 に イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 ３ つ の 異 な る 時 間 、 す な わ ち 2、 8、 お よ び 24
時 間 続 け た 。 ポ ジ テ ィ ブ お よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 同 時 に 用 意 し た 。 例 え ば 細 胞 形
態 、 成 長 、 お よ び 生 存 性 の 観 察 を 記 録 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 RNA単 離
　 各 時 間 に お い て 、 細 胞 を 採 取 し 、 1mlの ト リ ソ ー ル 試 薬 （ Invitrogen,Carlsbad,CA） を
加 え る こ と に よ り す ぐ に 溶 解 さ せ 、 製 造 者 の 指 示 に よ り RNAを 単 離 視 、 -80℃ で 凍 ら せ た 。
指 示 に し た が っ て Superscript II RT(Invitrogen,Carlsbad,CA)を 使 用 し て 5μ gの RNAを 逆
転 写 し 、 cDNAを 得 た 。 1μ lの cDNAを 以 下 に 記 載 す る よ う に 行 っ た PCRに 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 試 薬 の 毒 性 に よ り 実 験 で 使 用 さ れ る 細 胞 が 危 う く な る 場 合 、 異 な る オ ー ダ ー の 大 き さ の
mRNA収 率 を 生 じ る よ う に チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の PCRに 基 づ く 発 現 実 験 を 変 化 さ せ て も よ い 。
し た が っ て 、 実 験 で 使 用 す る 前 に 、 存 続 性 お よ び ウ ェ ル か ら の 任 意 の 分 離 に つ い て 細 胞 を
顕 微 鏡 で 視 覚 化 し た 。 全 て の 投 与 量 お よ び 時 点 に つ い て の 処 理 か ら の 細 胞 は 、 ＞ 90％ 生 存
可 能 で あ り 、 ウ ェ ル に 付 着 し た ま ま で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 キ ナ ー ゼ プ ロ フ ァ イ リ ン グ
　 キ ナ ー ゼ プ ロ フ ァ イ リ ン グ ア ッ セ イ は 、 Robinisonら に よ り 確 立 さ れ （ Robinson et al.
,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,93:5958,1996; and Kung et al.,J.Biomed Sci5:74,1998） 、
わ ず か に 修 正 し て こ こ で 使 用 し た 。 し た が っ て 、 様 々 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ cDNA転 写 物 を 、
キ ナ ー ゼ 触 媒 領 域 内 に 位 置 す る 保 存 モ チ ー フ DFGお よ び DVWに 由 来 す る 縮 重 プ ラ イ マ ー の 混
合 物 を 使 用 し て 増 幅 し た （ 表 １ ） 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 し た が っ て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 K[V/I][S/C/G]DFG（ 配 列 番 号 13） を コ ー ド す る 5’ （ セ ン ス
） プ ラ イ マ ー は 、 5’ -AAR RTT DCN GAY TTY GG（ ア ミ ノ 酸 配 列 14） に よ り 示 さ れ る 。 ア ミ
ノ 酸 配 列 DVW[S/A][F/Y](配 列 番 号 15)を コ ー ド す る 3’ （ ア ン チ セ ン ス ） プ ラ イ マ ー は 、 5
’ -RHA IGM CCA IAC RTC（ 配 列 番 号 16） に よ り 示 さ れ る 。 上 記 の 配 列 に 示 さ れ る 混 合 塩 基
は 以 下 の よ う で あ る ： (1)N=A+C+T+G;(2)D=A+T+G;(3)H=A+T+C;(4)R=A+G;(5)Y=C+T;(6)M=A+
C;お よ び (7)I=デ オ キ シ イ ノ シ ン 。 5’ プ ラ イ マ ー を 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ （ Invi
trogen,Carlsbad,CA） を 触 媒 に し て [γ - 3 3 P]-ATP（ NEN Life Science Products,Boston,M
A） で 標 識 し た 。 5’ プ ラ イ マ ー を 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ （ Invitrogen,Carlsbad,
CA） を 使 用 し て P 3 3 で 末 端 標 識 し た 。 50μ lの PCR反 応 物 は 、 5μ lの 10× PCRバ ッ フ ァ ー （ Pe
rkin Elmer,Boston,MA） ； 2μ lの MgCl 2 溶 液 ； 1μ lの 10mM dNTPs； 5μ lの P33標 識 さ れ た 5
’ プ ラ イ マ ー ； 1μ lの 3’ プ ラ イ マ ー ； 1μ lの サ ン プ ル cDNA； お よ び 1μ lの TaqGoldポ リ メ
ラ ー ゼ （ Perkin Elmer,Boston,MA） を 含 有 し た 。 キ ナ ー ゼ 標 的 へ の 縮 重 プ ラ イ マ ー の 結 合
を 助 け る た め に 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー エ レ メ ン ト で 以 下 の よ う に PCRを 行 っ た 。 こ れ は 以
下 の よ う に 行 わ れ た ： 94℃ で 10分 間 1サ イ ク ル 、 94℃ で 1分 間 、 45℃ で 1.5分 間 、 お よ び 72
℃ で 15秒 間 を 5サ イ ク ル 。 そ の 後 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の PCRエ レ メ ン ト に よ り 、 キ ナ ー
ゼ 標 的 の 増 幅 を 以 下 の よ う に 行 っ た ： 94℃ で 1分 間 、 56℃ で 1.5分 間 お よ び 72℃ で 20秒 間 プ
ラ ス サ イ ク ル ご と に 2秒 間 を さ ら に 23サ イ ク ル 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 PCR増 幅 さ れ た 産 物 を 、 2.4％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ 3:1の 割 合 の Nusieve GTGお よ び ア ガ ロ ー
ス LE； BMA,Rockland,ME） 中 で 電 気 泳 動 し た 。 153-177bpの バ ン ド を ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 QI
AEX IIゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ QIAGEN,Valencia,CA） を 使 用 し て DNAを 抽 出 し た 。 抽 出 さ れ た DNA
の 活 性 を 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 特 定 し 、 ヌ ク レ ア ー ゼ を 有 し な い H2Oに よ る
希 釈 に よ り そ れ ぞ れ の サ ン プ ル を 20,000-cpm/μ lに 標 準 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 各 サ ン プ ル か ら の 等 量 の 放 射 性 DNAを 制 限 酵 素 （ New England Biolabs,Beverly,MA） で
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切 断 し 、 そ の 後 切 断 産 物 を 7％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ 10:1ア ク リ ル ア ミ ド ／ ビ ス -ア ク リ ル
ア ミ ド ； Bio-Rad Laboratories,Hercules,CA） 上 で 分 析 し た 。 ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 オ ー ト ラ
ジ オ グ ラ フ ィ ー に か け た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 詳 細 な 電 子 化 さ れ た 制 限 切 断 地 図 が 、 各 市 販 の 酵 素 に つ い て 100以 上 の チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ に つ い て 利 用 で き る 。 し た が っ て 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ 上 の 画 像 を 調 べ る こ と に よ り 、
示 差 発 現 し た キ ナ ー ゼ バ ン ド が 各 切 断 に つ い て マ ッ ピ ン グ さ れ た 。 各 示 差 発 現 さ れ た バ ン
ド の サ イ ズ を 、 そ れ ぞ れ の ゲ ル 上 で 行 っ た 標 準 サ イ ズ マ ー カ ー に 基 づ き 算 定 し た 。 示 差 発
現 さ れ た 切 断 バ ン ド が オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ 上 で 観 察 さ れ た 場 合 、 再 現 性 の た め に 切 断 を 繰
り 返 し た 。 い く つ か の キ ナ ー ゼ は 、 1つ 以 上 の 酵 素 切 断 部 位 を 有 し 、 利 用 で き る 場 合 に は
キ ナ ー ゼ が 正 確 に 同 定 さ れ た こ と を 確 か め る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR
　 あ る キ ナ ー ゼ が プ ロ シ ア ニ ジ ン に よ り 影 響 を 受 け て い る と 同 定 さ れ た 後 、 GenAmp 5700
配 列 検 出 シ ス テ ム （ PE Biosystems,Foster City,CA） を 使 用 し て 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR
を 行 い 、 キ ナ ー ゼ 同 定 が 正 し い こ と を 確 か め た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 簡 単 に は 、 Primer Expressソ フ ト ウ ェ ア （ PE Biosystems,Foster City,CA） を 使 用 し て
、 最 適 な PCRプ ラ イ マ ー を 各 キ ナ ー ゼ に つ い て 設 計 し た 。 ErbB2に つ い て は プ ラ イ マ ー は 以
下 の よ う で あ る ： フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 5’ -AGGGAAAACACATCCCCCAA（ 配 列 番 号 17） 、 お よ
び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 5’ -TTGGCAATCTGCATACACCAG（ 配 列 番 号 18） 。 KDRに つ い て 、 プ ラ イ
マ ー は 以 下 の よ う で あ る ： フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 5’ -CTTCCAAGTGGCTAAGGGCA（ 配 列 番 号 19
） お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 5’ -GGCGAGCATCTCCTTTTCTG（ 配 列 番 号 20） 。 MAPK11に つ い て
、 プ ラ イ マ ー は 以 下 の よ う で あ る ： フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 5’ -ACGCCCGGACATATATCC（ 配 列
番 号 21） お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 5’ -GTCCAGCACCAGCATCCT（ 配 列 番 号 22） 。 ハ ウ ス キ ー
ピ ン グ 遺 伝 子 、 ア ク チ ン ま た は GAPDHに つ い て の プ ラ イ マ ー は 、 通 常 使 用 さ れ る よ う に 、 P
E（ Perkin Elmer,Boston,MA） か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 SYBR Green technologyを 使 用 し て PCRを 行 っ た （ S.A.Bustin,Quantification of mRNA 
Using Real-time Reverse Transcription PCR(RT-PCR):Trends and Problems.J.Mol.Endo
crinol.29(2002),pp.23-39） 。 PCR反 応 を 三 重 に 繰 り 返 し た 。 各 50μ lの PCR反 応 物 は 、 5μ
lの 最 適 に 希 釈 さ れ た cDNAサ ン プ ル 、 3μ lの 最 適 な フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
、 5μ lの 10× SYBR PCRバ ッ フ ァ ー 、 4μ lの dNTP混 合 物 （ 2.5mM） 、 6μ lの 25mM MgCl 2 、 0.2
5μ lの AmpliTAq Goldお よ び 23.75μ lの H2Oを 含 有 し た 。 標 的 お よ び ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝
子 の 両 方 に つ い て の 標 準 曲 線 を 、 予 め 準 備 し た 参 照 サ ン プ ル か ら 調 製 し た 。 標 的 遺 伝 子 の
相 対 的 濃 度 を 標 準 曲 線 か ら 特 定 し 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 量 に 正 規 化 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 細 胞 増 殖
　 細 胞 増 殖 を 算 定 す る た め に 、 HAEC（ 2.5× 10 4 細 胞 ／ 15mmウ ェ ル ） を 、 指 示 さ れ る よ う に
、 VEGF（ 10ng/ml） の 不 存 在 ま た は 存 在 下 で EGFお よ び FGF（ 10ng/ml） を 加 え た ヒ ト 内 皮 血
清 フ リ ー 培 地 （ Cascade Biologics Inc.,Portland,OR） で 培 養 し た （ Battista PJ,Bowen 
HJ,& Gorfien SF(1994)A serum-free medium for the culture of human umbilical vein
.endothelial cells,Focus 17:10-13） 。 内 皮 細 胞 を 、 24時 間 お よ び 48時 間 カ カ オ オ リ ゴ
マ ー お よ び コ ン ト ロ ー ル で 処 理 し た 。 こ の 時 、 細 胞 を 12時 間 0.6μ Ci[3H]チ ミ ジ ン ／ 15mm
ウ ェ ル と 共 に 振 盪 し 、 DNA中 へ の [3H]チ ミ ジ ン の 混 入 を 細 胞 増 殖 の 指 標 と し て 測 定 し た （ F
errara et al.1991,Endocrinology 129,896-900） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 免 疫 沈 降 お よ び 免 疫 ブ ロ ッ ト 法
　 こ れ ら の 実 験 の 目 的 は 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 、 特 定 の レ セ プ タ ー の 使 用 に お け る カ カ オ
プ ロ シ ア ニ ジ ン の 効 果 を 示 す こ と で あ る 。 ErbB2レ セ プ タ ー は こ の 方 法 で 分 析 で き る 。
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【 ０ ０ ８ ６ 】
　 免 疫 沈 降 後 の ErbB2の 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 の た め に 、 細 胞 を 1mM Na3VO4を 含 有 す る 氷 冷 溶
解 バ ッ フ ァ ー [150mM NaCl、 10mM Tris-HCl(pH 7.4)、 1mM EDTA、 0.5% NP40、 お よ び 1% Tr
iton X-100]で 溶 解 す る 。 そ れ ぞ れ の 処 理 の た め に 、 タ ン パ ク 質 A／ タ ン パ ク 質 G-セ フ ァ ロ
ー ス ビ ー ズ の 混 合 物 と 共 に 4℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 等 量 の タ ン パ ク 質
（ 100μ g） を 前 処 理 す る 。 低 速 遠 心 分 離 に よ る セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ の 除 去 後 、 上 澄 み を 新
し い 試 験 管 に 移 す 。 溶 解 物 上 澄 み を 、 2μ g/mlの 特 異 的 抗 体 の 存 在 下 で 4℃ で 一 晩 溶 解 バ ッ
フ ァ ー 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 さ ら に 4℃ で 2時 間 25μ lの タ ン パ ク 質 A-セ フ ァ ロ ー ス ビ
ー ズ （ 50％ 懸 濁 ） と 共 に 溶 解 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 免 疫 複 合 体 を 採 集 す る
。 そ の 後 免 疫 沈 澱 物 を 溶 解 バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し 、 1mM Na3VO4を 含 有 す る PBS（ pH7.4）
で 1回 洗 浄 す る 。 2倍 濃 縮 Laemmliサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー [125mM Tris-HCl(pH6.8)、 20％ グ リ
セ ロ ー ル 、 4％ SDS、 10％ β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 お よ び 0.00125％ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ
ル ー ]で タ ン パ ク 質 を 抽 出 し 、 4分 間 煮 沸 し 、 7.5％ SDS-PAGE上 で 分 離 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト に よ り 分 析 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 生 体 外 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ
　 こ れ ら の 実 験 の 目 的 は 、 細 胞 の 刺 激 の 前 後 に 単 離 さ れ た キ ナ ー ゼ の リ ン 酸 化 の レ ベ ル を
分 析 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 密 集 HAECは 24時 間 飢 餓 さ せ た 血 清 で あ り 、 次 に 細 胞 を VEGFま た は 1.0mM H 2 O 2 で 刺 激 し 溶
解 す る 。 前 処 理 し た 細 胞 溶 解 物 （ 450μ gタ ン パ ク 質 ） を 抗 VEGFR-1お よ び 2と 共 に 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 生 じ た 免 疫 複 合 体 を タ ン パ ク 質 A-セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ で 採 集 し 洗 浄 す る 。
洗 浄 さ れ た ビ ー ズ を 、 特 異 的 カ テ キ ン を 含 有 す る 15μ lの キ ナ ー ゼ バ ッ フ ァ ー [100mM Tris
-HCl(pH7.0)、 0.2%β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 20mM MgCl 2 、 お よ び 0.2mM Na3VO4]中 で 氷
上 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 最 終 容 量 20μ lま で 5μ Ciの [-32P]ATP（ ICN Biochemicals,I
rvine,CA） を 加 え る こ と に よ り キ ナ ー ゼ 反 応 を 開 始 し 、 30℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 Laemmliサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 加 え る こ と に よ り 反 応 を 停 止 し 、 7.5％ SDSゲ ル 上 で 電 気
泳 動 に よ り タ ン パ ク 質 を 分 離 す る 。 30％ メ タ ノ ー ル お よ び 10％ 酢 酸 中 の 0.1％ (w/v)ク ー マ
シ ー ブ ル ー R-250中 で 30分 間 染 色 し 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 色 素 を 有 し な い 同 じ 溶 液 中 で 脱 染
色 す る 。 そ の 後 こ の 溶 液 中 で ゲ ル を よ く 洗 浄 し 、 フ ジ X線 フ ィ ル ム に さ ら す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ヒ ト 皮 膚 内 皮 細 胞 に お け る プ ロ シ ア ニ ジ ン の 効 果
　 ErbB2は 、 毛 細 血 管 細 胞 の 新 し い 組 織 へ の 成 長 に 重 要 な レ セ プ タ ー で あ る 。 こ れ ら の 微
小 血 管 細 胞 は 、 大 動 脈 内 皮 細 胞 と 比 較 し て 多 く の 異 な る タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 こ れ ら の 微
小 血 管 細 胞 は 、 腫 瘍 血 管 新 生 、 炎 症 、 お よ び 創 傷 治 癒 に 通 常 関 連 す る 細 胞 で あ る 。 し た が
っ て 、 キ ナ ー ゼ 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ 、 リ ア ル タ イ ム PCR、 お よ び 細 胞 増 殖 実 験 は 、 1mMの
H 2 O 2 で 誘 発 さ れ 血 管 新 生 （ す な わ ち 成 長 ） 刺 激 を 受 け る ヒ ト 微 小 皮 膚 内 皮 細 胞 （ HMDEC）
を 使 用 し て 行 っ た 。 細 胞 を 30分 間 刺 激 し 、 4時 間 後 に 採 集 し た 。 HAECに つ い て 上 記 さ れ る
よ う に 実 験 を 行 っ た （ し か し 、 HAECは 2、 8、 お よ び 24時 間 培 養 し 、 H 2 O 2 は 使 用 し な か っ た
） 。 ベ ー タ ア ク チ ン を し よ う し て PCR発 現 結 果 を 正 規 化 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 リ ン 酸 化 に お け る 変 化 に つ い て も 細 胞 を テ ス ト し た 。 し た が っ て 、 50μ g/mlの 前 処 理 ペ
ン タ マ ー （ 48時 間 ） お よ び コ ン ト ロ ー ル HMDECの タ ン パ ク 質 溶 解 物 を 使 用 し て ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト を 調 製 し た 。 「 免 疫 沈 降 お よ び 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 」 に 記 載 さ れ る よ う に 溶 解 物 を 調
製 し た 。 組 換 え HRP-抗 -ホ ス ホ チ ロ シ ン （ RC20H） 抗 体 で ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ し た 。 抗 チ ュ
ー ブ リ ン タ ン パ ク 質 に 同 じ 染 色 を す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を 正 規 化 し た 。 さ ら
に 、 50μ g/mlの 前 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び コ ン ト ロ ー ル HMDECの タ ン パ ク 質 溶 解 物 を 使 用 す
る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 調 製 し た 。 細 胞 を 1mM H 2 O 2 に 30分 間 さ ら し 、 20分 後 に 採 集 し た 。
ブ ロ ッ ト を 組 換 え HRP-抗 -ホ ス ホ チ ロ シ ン （ PY20） 抗 体 で プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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　 結 果
　 示 差 発 現 さ れ た キ ナ ー ゼ の 最 大 数 を 同 定 す る た め に 、 30の 異 な る 制 限 酵 素 の パ ネ ル を こ
の 実 験 で 使 用 し 、 150の 異 な る キ ナ ー ゼ に つ い て 同 定 の 平 均 を 提 供 す る 。 カ カ オ か ら 単 離
お よ び 精 製 し た プ ロ シ ア ニ ジ ン モ ノ マ ー 、 ダ イ マ ー 、 ペ ン タ マ ー お よ び オ ク タ マ ー に よ る
処 理 の 後 、 ほ と ん ど の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 発 現 は 変 化 し な い ま ま で あ っ た 。 例 え ば 、 RsaI
で 切 断 し た 場 合 、 キ ナ ー ゼ Trk、 Gsk-3bお よ び Slkは プ ロ シ ア ニ ジ ン 処 理 に よ り 影 響 を 受 け
な い よ う で あ っ た 。 こ れ ら の 影 響 を 受 け て い な い バ ン ド は 、 切 断 の 効 果 お よ び 異 な る キ ナ
ー ゼ 間 の 発 現 の 相 対 レ ベ ル を 確 認 す る た め に 内 部 統 制 と し て 作 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 発 現 に お け る ほ と ん ど の 多 数 の 、 一 貫 し た お よ び 強 い 相 違 は 、 8時 間 の 時 点 で 生 じ た 。
例 え ば 、 2時 間 の 時 点 で 、 6/8（ 75％ ） の 再 生 率 を 有 す る 全 部 で 8つ の 示 差 発 現 し た バ ン ド
が 、 10μ g/mlの プ ロ シ ア ニ ジ ン 投 与 量 で 観 察 さ れ た 。 8時 間 の 時 点 で 、 18/20（ 90％ ） の 再
生 率 を 有 す る 20の 示 差 発 現 し た バ ン ド が 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 示 差 発 現 バ ン ド の 90％ は 、
コ ン ト ロ ー ル 処 理 を ペ ン タ マ ー お よ び オ ク タ マ ー 処 理 と 比 較 し た 場 合 に 観 察 さ れ た 。 異 な
る 投 与 量 お よ び 時 点 で 再 現 可 能 に 示 差 発 現 し た キ ナ ー ゼ を 、 さ ら な る 実 験 の た め に 選 択 し
た 。 ErbB2、 MAPK11お よ び KDRキ ナ ー ゼ を さ ら に 詳 細 に 調 べ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 特 に ペ ン タ マ ー お よ び オ ク タ マ ー の プ ロ シ ア ニ ジ ン は 、 制 限 酵 素 RsaI切 断 ゲ ル に よ り 示
さ れ る よ う に ErbB2キ ナ ー ゼ の 発 現 を 下 方 調 節 し た （ 図 １ ） 。 キ ナ ー ゼ PCR産 物 を Bsp1286I
制 限 酵 素 で 切 断 し た 場 合 に 、 下 方 調 節 の 同 様 の パ タ ー ン が 観 察 さ れ た ； ErbB2は こ の 制 限
部 位 を 含 む 。 大 動 脈 内 皮 細 胞 を 異 な る 個 体 か ら 単 離 し た 場 合 、 同 じ 下 方 調 節 が 観 察 さ れ た
。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCRお よ び ErbB2特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 上 記 の 結 果 を 確 か め
た 。 発 現 に お け る 著 し い 減 少 が 、 特 に ペ ン タ マ ー お よ び オ ク タ マ ー を 20μ g/ml（ 8時 間 ）
の 投 与 量 で 使 用 し た 場 合 に 観 察 さ れ た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ErbB2は VEGF（ 血 管 内 皮 成 長 因 子 ） お よ び MAPK（ 分 裂 促 進 因 子 活 性 化 タ ン パ ク 質 キ ナ ー
ゼ ） 系 に 関 係 し う る の で 、 さ ら に リ ア ル タ イ ム PCR実 験 を 行 い 、 VEGFR-2/KDR（ 血 管 内 皮 成
長 因 子 レ セ プ タ ー 2/キ ナ ー ゼ 挿 入 ド メ イ ン レ セ プ タ ー ） 、 VEGFに つ い て の 主 要 分 裂 促 進 因
子 キ ナ ー ゼ レ セ プ タ ー 、 お よ び MAPK11/p38ベ ー タ 2キ ナ ー ゼ に お け る 減 少 を 明 ら か に し た
（ 図 ５ ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 プ ロ シ ア ニ ジ ン が HAECの 成 長 特 性 を 変 化 す る か 否 か を 特 定 す る た め に 行 っ た 増 殖 実 験 に
よ り 、 細 胞 増 殖 の 抑 制 が 示 さ れ た （ 図 ３ ） 。 図 ３ を 参 照 す る と 、 特 に ペ ン タ マ ー 処 理 は 、
細 胞 の 増 殖 を 減 少 さ せ 、 細 胞 は VEGF（ 10ng/ml） を 加 え る こ と に よ り 救 出 で き な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 微 小 真 皮 内 皮 細 胞 を 使 用 す る 実 験 に お い て 、 ErbB2発 現 は 、 RsaI（ 図 ４ A） お よ び Bsp128
6I（ 図 ４ B） 制 限 酵 素 切 断 の 両 方 に お い て モ ノ マ ー お よ び ペ ン タ マ ー 処 理 に よ り 下 方 調 節
さ れ た 。 Metお よ び VEGFR-3は 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン に よ り 影 響 を 受 け な い チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を
示 す 。 厳 密 な 検 査 に お い て 、 VEGFR-3お よ び Metの カ カ オ 処 理 サ ン プ ル か ら の バ ン ド は 、 コ
ン ト ロ ー ル と ほ と ん ど 同 じ 強 度 を 示 す 。 対 照 的 に 、 ペ ン タ マ ー サ ン プ ル か ら の ErbB2バ ン
ド は 下 方 調 節 さ れ る 。 定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR実 験 に よ り 、 こ れ ら の 観 察 を 確 か め た （ 図
５ 、 20μ g/ml前 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び コ ン ト ロ ー ル HMDEC） 。 図 ５ を 参 照 す る と 、 減 少 し
た ErbB2発 現 に 加 え て 、 KDR/VEGFR-2お よ び MAPK11キ ナ ー ゼ 発 現 も 減 少 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 プ ロ シ ア ニ ジ ン が チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 に 影 響 を 与 え る か 否 か を 特 定 す る た め に 、
HMDEC溶 解 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を RC20 H抗 体 で プ ロ ー ブ し た 。 コ ン ト ロ ー ル （ C） と 前
処 理 ペ ン タ マ ー （ T） 細 胞 と の 間 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 に お け る 小 さ い 相 違 が 観 察 さ れ た （
図 ６ ） 。
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【 ０ ０ ９ ９ 】
　 さ ら に 、 50μ g/mlの 前 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び コ ン ト ロ ー ル HMDECの タ ン パ ク 質 溶 解 物 を
使 用 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 得 た 。 図 ６ の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に つ い て 、 細 胞 を 30分 間
1mMの H 2 O 2 に さ ら し 、 20分 後 に 採 集 し た 。 ブ ロ ッ ト を 組 換 え HRP-抗 -ホ ス ホ チ ロ シ ン （ PY20
） 抗 体 で プ ロ ー ブ し た 。 図 ７ を 参 照 す る と 、 矢 印 は 、 コ ン ト ロ ー ル （ C） と プ ロ シ ア ニ ジ
ン 処 理 細 胞 （ T） と の 間 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 に お け る 変 化 を 示 す 。 プ ロ シ ア ニ ジ ン 処 理 細
胞 は 、 129kDa分 子 量 付 近 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 減 少 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 様 々 の 濃 度 の ペ ン タ マ ー お よ び オ ク タ マ ー に よ り 処 理 さ れ た HMDECの 増 殖 が 図 ８ に 示 さ
れ る 。 細 胞 を 30分 間 1mMの H 2 O 2 に さ ら し （ 成 長 前 刺 激 ） 、 48時 間 後 に 採 集 し た 。 図 ８ を 参
照 す る と 、 ペ ン タ マ ー お よ び オ ク タ マ ー は 、 成 長 の 投 与 量 依 存 性 抑 制 を 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 多 く の タ イ プ の 腫 瘍 の 成 長 は 血 管 新 生 に 依 存 し 、 血 管 新 生 工 程 の 破 壊 は 通 常 抑 制 を 引 き
起 こ す 。 血 管 新 生 工 程 は 、 血 管 内 皮 成 長 因 子 （ VEGF） レ セ プ タ ー お よ び 表 皮 成 長 因 子 （ Er
b） レ セ プ タ ー 情 報 伝 達 を 活 性 化 す る こ と に よ り 生 じ う る 。 ErbBチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ レ セ プ
タ ー と そ の リ ガ ン ド の と の 間 の 相 互 作 用 は 、 自 己 分 泌 お よ び 傍 分 泌 ル ー プ の 調 節 を 介 し て
血 管 新 生 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 ErbB2レ セ プ タ ー の 過 剰 発 現 は VEGFの 基 礎 レ ベ ル
の 誘 導 お よ び ヘ レ グ リ ン へ の 暴 露 を 生 じ 、 ErbB3お よ び ErbB4に つ い て の リ ガ ン ド は さ ら に
VEGF分 泌 を 増 強 す る と い う こ と が 報 告 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 ErbB2の レ ベ ル の 低 下 は
、 １ つ の メ カ ニ ズ ム に よ る 成 長 を 減 少 さ せ 、 活 性 化 ErbB3お よ び ErbB4に よ る 二 量 化 の た め
に ErbB2を 除 去 す る こ と に よ り VEGF産 生 の 効 果 を 抑 制 し う る 。 ErbB2お よ び VEGFは MAPKキ ナ
ー ゼ 系 を 活 性 化 で き る の で 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン は MAPK11お よ び KDR（ VEGFレ セ プ タ ー ） を 下
方 調 節 す る と い う 上 記 の 観 察 は 、 ErbB2の 下 方 調 節 お よ び そ の 結 果 と し て 生 じ る 成 長 抑 制
に お け る 効 果 と 一 致 す る 。 し た が っ て 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン は 、 内 皮 お よ び 腫 瘍 血 管 新 生 に お
い て 効 果 を 生 じ う る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン で 処 理 さ れ RsaI制 限 酵 素 で 切 断 さ れ た HAEC（ ヒ ト 大 動 脈
上 皮 細 胞 ） か ら 調 整 さ れ た チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ PCR断 片 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 示 す
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン の 存 在 下 で HAECに お け る ErbB2キ ナ ー ゼ の 発 現 の 減 少 を
確 か め る リ ア ル タ イ ム PCR実 験 の 結 果 を 示 す
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 血 管 内 皮 成 長 因 子 （ VEGF） を 加 え て ま た は 加 え な い で 、 プ ロ シ ア ニ ジ ン
モ ノ マ ー ま た は ペ ン タ マ ー の 存 在 下 で 行 わ れ た 細 胞 増 殖 実 験 を 示 す
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ポ リ シ ア ニ ジ ン に よ り 処 理 さ れ RsaI制 限 酵 素 に よ り 切 断 さ れ た 微 小 皮 膚
内 皮 細 胞 か ら 調 製 さ れ た チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ PCR断 片 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ お よ び プ ロ シ ア
ニ ジ ン に よ り 処 理 さ れ Bsp1286Iに よ り 切 断 さ れ た 微 小 皮 膚 内 皮 細 胞 か ら 調 製 さ れ た チ ロ シ
ン キ ナ ー ゼ PCR断 片 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 示 す
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ErbB2、 KDR/VEGFR-2お よ び MAPK11遺 伝 子 発 現 の 減 少 を 確 か め る 定 量 的 リ
ア ル タ イ ム PCR実 験 を 示 す （ 20μ g/ml前 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び コ ン ト ロ ー ル HMDEC）
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 RC20H抗 体 で プ ロ ー ブ さ れ た 前 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び コ ン ト ロ ー ル HMDEC
溶 解 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 1mMの H 2 O 2 に 30分 間 さ ら さ れ 、 組 換 え HRP-抗 -ホ ス ホ チ ロ シ ン （ PY20） 抗
体 で プ ロ ー ブ さ れ た 前 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び コ ン ト ロ ー ル HMDEC溶 解 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト を 示 す
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 1mMの H 2 O 2 で 30分 間 刺 激 さ れ た 処 理 ペ ン タ マ ー お よ び 処 理 オ ク タ マ ー HMD
ECの 増 殖 を 示 す 。 Agstは 、 血 管 由 来 の 刺 激 を 示 す （ 1mMの H 2 O 2 ）
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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