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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ルピナス属植物のペプチド抽出物を含有する、メタロプロテアーゼ阻害剤において、ル
ピナス属植物のペプチド抽出物が、脂質を含まず、抽出物の乾燥重量あたりのペプチド含
有量が５０％以上で、糖質含有量が１％未満であり、ペプチドの分子量が１０，０００ダ
ルトン未満である、メタロプロテアーゼ阻害剤。
【請求項２】
　メタロプロテアーゼが、コラゲナーゼおよびゼラチナーゼから選択される、請求項１に
記載のメタロプロテアーゼ阻害剤。
【請求項３】
　（ａ）ルピナス属植物からタンパク質分画を抽出する工程、（ｂ）タンパク質分画を酵
素的に加水分解する工程、（ｃ）ペプチド抽出物を回収する工程を含むメタロプロテアー
ゼ阻害剤の製造方法であって、工程（ａ）が、
（ｉ）ルピナス属植物の脂質を含まない荒挽き粉を調製する工程、
（ｉｉ）可溶性のタンパク質およびサッカリド分画を抽出する工程、または等電点により
酸で沈殿させる工程を含み、
工程（ａ）の後、工程（ｂ）の前にタンパク質分画の限外濾過を行う、請求項１または２
に記載のメタロプロテアーゼ阻害剤の製造方法。
【請求項４】
　工程（ｂ）の後、加水分解されたペプチド抽出物の限外濾過を行う、請求項３に記載の
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製造方法。
【請求項５】
　請求項１または２に記載のメタロプロテアーゼ阻害剤を含有する、メタロプロテアーゼ
によるコラーゲン、ゼラチン、フィブロネクチン、ラミニンまたはエラスチンの過剰破壊
に関連する皮膚傷害を化粧的に処置するための化粧品組成物。
【請求項６】
　皮膚傷害が、皮膚の内在性老化による皮膚傷害である、請求項５に記載の組成物。
【請求項７】
　皮膚傷害が、太陽放射の作用での老化による皮膚傷害、ならびにタバコ、汚染およびス
トレスの有害効果による皮膚傷害である、請求項５に記載の組成物。
【請求項８】
　外部からの局所塗布用である、請求項５～７のいずれか１項に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、抗メタロプロテアーゼ活性、詳細には抗コラゲナーゼ活性および抗ゼラチナ
ーゼ活性を有する新規なペプチド抽出物に関する。本発明はまた、このような抽出物を含
有する医薬組成物、化粧品組成物または栄養補給組成物（nutraceutical composition）
に関し、より詳細には、関節症、歯周炎もしくは潰瘍などの炎症性疾患を治療することを
意図した医薬組成物、あるいは光線性の老化であっても、そうでなくともよい老化または
外部からの攻撃（タバコ、汚染など）によって加速される老化と闘うことを意図した化粧
品組成物に関する。
【０００２】
　該医薬組成物、化粧品組成物または栄養補給組成物はまた、病理学的もしくは見苦しい
、血管新生（脈管増殖）（乾癬、腫瘍、全身紅色症（erythosis）、紅斑性挫瘡、しゅさ
、レタノイン酸（retanoic acid）などの刺激原による局所処理）、瘢痕化欠損（cicatri
zation deficiency）、火傷、または歯のエナメル質の攻撃を治療することを意図してい
る（Ch.M.Lapiere, Cours de biologie de la peau（Skin biology course）-COBIP INSE
RM U
346, Lyon 1999）。
【０００３】
　メタロプロテアーゼは亜鉛およびカルシウム依存性エンドペプチダーゼのファミリーで
あり、これらは、結合組織マトリックスの多様な成分を分解するといった一体としての特
性を有する（S.Charvatの論文、Metalloproteinases et epiderme（Metalloproteinases 
and epidermis）, 101-113頁 No.248-98, 1998, LyonI）。
【０００４】
　メタロプロテアーゼはその基質の種類によって分類される：コラゲナーゼ（繊維状コラ
ーゲン：例えばＭＭＰ－１、ＭＭＰ－１３、ＭＭＰ－８）；ゼラチナーゼ（変性コラーゲ
ン、ゼラチン：例えばＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９）；ストロメリシン類（stromelysins）（
フィブロネクチン、プロテオグリシン（proteoglycin）：例えばＭＭＰ－３、ＭＭＰ－１
０）。メタロプロテアーゼは細胞外マトリックスの生理学的なリモデリング（低発現）ま
たは病理学的なリモデリング（強誘導）に用いられる。
【０００５】
　メタロプロテアーゼは特に瘢痕化過程に関与し、ダメージを受けた組織を除去する。
【０００６】
　ＭＭＰは無秩序に働き、その活性が制御されなければ、顕著な傷害を引起す。
【０００７】
　更に、メタロプロテアーゼは、炎症性疾患（特に、関節炎および歯周炎）などの特定の
生物学的障害（H.BIRKEDAL-HANSEN ら、Critical Reviews in Oral Biology and Medicin
e, 4(2)：197:250(1993)）、老化過程、特に、太陽放射の作用に関連した老化過程（MART
IN RIEGER; Allured's Cosmetics & Toiletries (登録商標), Vol.114, No.1/January 19
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99 またはG.J.FISHER ら、The New England Journal of Medicine, Vol.337, No.20 pp.1
419-1428, “Pathophysiology of premature skin aging induced by ultraviolet light
”およびG.J.FISHER ら、the Society for Investigative Dermatology, Inc. 1988, pp.
61-68 “Molecular mechanisms of photoaging and its prevention by retinoic acid: 
ultraviolet irradiation induces MAP kinase signal transduction cascades that in 
duce A-1-regulated matrix metalloproteinases that degrade human skin in vivo”）
、または急性および慢性の炎症（XIE ら; J.Biol.Chem. 273:pp.11576-11582;1998）なら
びに水疱形成疾患（中毒性表皮壊死症）、炎症もしくは刺激の間の細胞過剰増殖と関連す
る病理、床ずれ、火傷および潰瘍に関与することが知られている。
【０００８】
　同じことが、血管新生の内皮細胞の増殖にも当てはまり、その炎症過程または病理過程
（乾癬、腫瘍）の増殖フェーズにおいて、該内皮細胞は、他の領域に移動するために、お
よび微小管や毛細血管を形成するために、結合組織を破壊するＭＰＰを必要とする（Cont
rolling the vasculature: angiogenesis, anti-angiogenesis and vascular targeting 
of gene therapy-T.P.D.FAN, R.JAGGAR および R.BICKNELL, TiPS-February 1995, Vol.1
6；　Natural Products as angiogenesis inhibitors, D.H.PAPER, Planta Medical 64(1
998) pp.686-695；　Membrane-type matrix metalloproteinases in human dermal micro
vascular endothelial cells:expression and morphogenetic correlation-V.T.CHAN ら
、J.I.D.111, pp.1153-1159,1998；　Matrix metalloproteinases in blood vessel deve
lopment in human fetal skin and in cutaneous tumors-T.V.KARELINA ら、J.I.D.;105,
411-417,1995；　Vascular profiferation and angiogenic factors in psoriasis, J.D.
CREAMER および J.N.W.N.BARKER, Clinical and Experimental Dermatology, 1995, 20,p
p.6-9）。
【０００９】
　上記疾患のある種の治療において、メタロプロテアーゼ、特に、コラゲナーゼ、ゼラチ
ナーゼ、およびストロメリシンの阻害剤の役割も知られている。
【００１０】
　本発明の目的は、コラゲナーゼまたはゼラチナーゼタイプのメタロプロテアーゼの新規
な広域範囲のスペクトルをもつ阻害剤を提供することであり、該阻害剤は、コラーゲンま
たは他の細胞外支持巨大タンパク質の過剰な分解もしくは病理学的な分解に関連した状態
または疾患、あるいはこれらのタンパク質分解酵素の過剰発現に関連した他の任意の疾患
に罹患したヒトまたは哺乳動物の治療を可能とする。
【００１１】
　本発明の主題は、メタロプロテアーゼ、特に、コラゲナーゼまたはゼラチナーゼを阻害
する活性を有することを特徴とするルピン（ルピナス（lupinus））のペプチド抽出物で
ある。ルピンの種類として、特に、アルカロイド含量の少ないアレース（Ares）品種など
の甘白（sweet white）ルピン属のもの（lupinus albus）が挙げられる。
【００１２】
　本発明の主題は特に、ＤＱ－ゼラチンに対して精製Clostridium histolycumコラゲナー
ゼを阻害する活性を有することを特徴とするルピン（ルピナス）の新規ペプチド抽出物で
あり、該活性は、特に、濃度０．１％（ｗ／ｖ）以上で、２４時間で５０％超である。
【００１３】
　一つの態様では、ルピンのこのペプチド抽出物は脂質が除去されている。
【００１４】
　有利には、該ペプチド抽出物はペプチドを少なくとも５０％、好ましくは少なくとも７
０％、好ましくは少なくとも８０％含む。
【００１５】
　これらのペプチドはルピンのタンパク質分画の加水分解によって得られる。
【００１６】
　加水分解は、任意の適切な手段、特に酵素的加水分解によって行うことができる。
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【００１７】
　このようなルピンのペプチド抽出物の製造方法は以下の工程を含む：
－脂質を含まないルピン粗挽き粉（groung lupin meal）、またはルピン微粉（micronize
d lupin flour）（脂質を含む）を調製する工程、
－可溶性のタンパク質およびサッカリド分画を抽出する工程、または等電点に依り酸ｐＨ
（４または５）で沈殿させる工程、
－必要に応じてタンパク質分画を分離する工程、
－タンパク質分画を加水分解する工程、および、必要に応じて濾過後、タンパク質抽出物
を回収する工程。
【００１８】
　本発明はまた、上記方法を用いて得ることができるタンパク質抽出物に関する。
【００１９】
　概して、本発明は、脂質含有ルピン細粉、および糖類をも含有するペプチド抽出物を含
む。
【００２０】
　好ましくは、タンパク質抽出物は以下のアミノ酸組成を有する（アミノ酸全重量に対す
る重量％）。
【００２１】
【表２】

【００２２】
　本発明の主題はまた、上記ペプチド抽出物と、必要に応じて適切な生理学的に許容され
得る不活性賦形剤とを含有する医薬組成物、化粧品組成物または栄養補給組成物である。
【００２３】
　このような医薬組成物または皮膚化粧品組成物および栄養補給組成物は、コラーゲンの



(5) JP 5329731 B2 2013.10.30

10

20

30

40

50

過剰な破壊および／または支持組織の過剰な破壊に関連した状態または疾患に罹患したヒ
トまたは哺乳動物を治療することを特に意図している。このような組成物は予防剤または
治療剤として使用できる。
【００２４】
　これらの状態または疾患のうちで、例えば、関節症、歯周疾患、皮膚傷害に関連した疾
患、炎症性疾患、腫瘍関連もしくは病理学的な血管新生（全身紅色症、紅斑性挫瘡、毛細
管拡張症、しゅさ、乾癬など）、瘢痕化欠損、潰瘍、火傷、水疱形成疾患、および歯のエ
ナメル質の攻撃が挙げられる。
【００２５】
　本発明はまた、老化による皮膚傷害、例えば、太陽放射の作用によって引起される傷害
（光老化（photoaging））あるいは皮膚の内因性の有害効果またはタバコの有害効果によ
って引き起こされる傷害を処置するための化粧品組成物に関する。
【００２６】
　該医薬組成物、皮膚化粧品組成物または化粧品組成物は、一態様では、局所塗布用製剤
の形態である。それ故、本発明の主題は、個体の皮膚表面にこのような組成物を塗布する
ことを含む化粧的処置のための方法である。
【００２７】
　本発明によるペプチド抽出物はまた、局所または局部使用のために、例えば、歯周疾患
を治療する場合、歯周ポケットに直接送達されるように、ポリマー賦形剤またはデリバリ
ーシステム中に包含または処方されてもよい。
【００２８】
　別の態様では、該医薬組成物は経口投与用製剤の形態である。
【００２９】
　これらの組成物は、概して、錠剤、カプセルまたは軟膏の形態に処方され得る。
【００３０】
　栄養補給組成物または食品組成物の場合には、従来使用され得る形態が利用できる。
【００３１】
　本発明は、例示として本明細書中、以下に記載の実施例を用いて説明される。
【００３２】
　Ｉ－ルピンのペプチド抽出物の製造
　Ｉ．１－抽出物Ａ
－ルピンタンパク質の抽出と精製
　本工程は、アルカリ性ｐＨで可溶な分画の水性可溶化、次いで不溶性成分からの分離を
含む：
　脂質を含まないルピン粗挽き粉を用い、１／１０（ｗ／ｗ）相当の粉／水の比でタンパ
ク質をｐＨ９．０（水酸化ナトリウムの添加によってｐＨを調整）で抽出する。溶液を室
温で１時間攪拌しながらインキュベートする。次いで、粉の不溶部をスピン－乾燥によっ
て可溶部から分離する。得られた固形残渣を洗浄する。可溶性の糖類およびタンパク質を
含む可溶性分画を１００００ダルトンのカットオフ閾値を有する限外濾過モジュールで濾
過し、可溶性糖類（限外濾過液）からタンパク質（保持物）を分離する。
【００３３】
－酵素的加水分解によるペプチドの製造と精製：
　タンパク質を含む限外濾過の保持物を濃度１００ｇ／ｌに調整し、次いでAlcalase（登
録商標）（NOVO NORDISK）の存在下、ｐＨ８．０、５５℃で約３時間加水分解する。加水
分解後、酵素を８５℃で１５分間の加水分解によって変性させる。溶液が冷却するとすぐ
に、これに塩酸を加えて溶液を中和する。得られたペプチドをカットオフ閾値１００００
ダルトンの限外濾過モジュールでの濾過に（diafiltration）よって精製する。次いで、
得られる溶液をナノ濾過して、ペプチド分画を脱塩（塩化ナトリウムを除去する）し、ペ
プチド分画を濃縮する。最後に、３％活性炭を用いてペプチド溶液を脱色（５０℃、１時
間）し、活性炭を濾過で除去する。
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－ペプチド分画の滅菌とパッケージング：
　パッケージングの前に、溶液を無菌的にマイクロ濾過（０．２μｍ）し、次いで保存剤
の存在下、濃度１０％で滅菌容器に分配する。
【００３５】
　Ｉ．２－抽出物Ｂ
　脱色工程を削除すること以外は、抽出物Ａを得るために実行した記載方法に従い、ペプ
チド抽出物Ｂを得る。
【００３６】
　Ｉ．３－抽出物Ｃ
　精製工程、限外濾過工程および脱色工程を削除すること以外は、抽出物Ａを得るために
実行した記載方法に従い、ルピンのペプチド抽出物Ｃを得る。
【００３７】
　ＩＩ－ペプチド抽出物Ａの分析
　次いで、乾燥抽出物を分析する。
提示：
－外観：非吸湿性均一粉末
－色：オフホワイト
－量：５ｇ
・化学組成
－全糖含量（アントロンを用いる試験）：　　　　　　　　　　＜１％
－クロライド含量（ＳＩＧＭＡキット ｒｅｆ：９５５－３０）：６％
－水含量（１００℃、４時間）：　　　　　　　　　　　　　最大８％
－ペプチド含量：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８５％
・キャラクタリゼーション
－ｐＨ（溶液、２０ｇ／ｌ）：　　　　　　　　　　　　　　７．０６
－溶解度（浸透水）：　　　　　　　　　　　　　　　＞１００ｇ／ｌ
【００３８】
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【表３】

【００３９】
　ＩＩＩ － インビトロでのルピンペプチド－抽出物Ａの抗コラゲナーゼ活性および抗ゼ
ラチン分解活性
　精製コラゲナーゼおよび基質（基質としてフルオレセインと結合したゼラチン）（Ｅｎ
ｚＣｈｅｋTM　ゼラチナーゼ／コラゲナーゼ　キット、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＰＲＯＢＥ
Ｓ）の使用に基づく、スクリーニングタイプの生化学的なモデルにおいて、抗コラゲナー
ゼ活性をインビトロで測定した。Clostridium histolyticumからの精製コラゲナーゼをＥ
ｎｚＣｈｅｋTMゼラチナーゼ／コラゲナーゼ　キット（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＰＲＯＢＥ
Ｓ）で得た。この酵素は、コラーゲンＩＶ（表皮／真皮基底膜）およびゼラチンに二重機
能性（double functionality）を有する。
【００４０】
　ブタ皮膚から精製し、フルオレセインと結合させたＤＱ－ゼラチンをＥｎｚＣｈｅｋTM

ゼラチナーゼ／コラゲナーゼ　キット（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＰＲＯＢＥＳ）で得た。
【００４１】
　０・０５ＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、５ｍＭのＣａＣｌ2および０
．２ｍＭのアジ化ナトリウムからなる反応緩衝液（ｐＨ７．６）をＥｎｚＣｈｅｋTMゼラ
チナーゼ／コラゲナーゼ　キット（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＰＲＯＢＥＳ）で得た。
【００４２】
　ペプチド抽出物を反応緩衝液中に可溶化した。これを０．００４；０．０２；０．０４
；０．２および０．４％（ｗ／ｖ）で試験した。
【００４３】
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　試験抽出物の希釈溶液を１ｍｇ／ｍｌのＤＱ－ゼラチンおよび０．２Ｒｕ／ｍｌのコラ
ゲナーゼと共に室温で１時間、２時間および２４時間インキュベートした。
【００４４】
　「コラゲナーゼ ＋ ＤＱ－ゼラチン」混合物に対応する対照を並行してインキュベート
した。
【００４５】
　各実験条件について、サンプル（以下「酵素無しのサンプル」と呼ぶ）をＤＱ－ゼラチ
ンの存在下およびコラゲナーゼの非存在下でインキュベートした。
【００４６】
　各実験条件を３連で行った。
【００４７】
　１時間、２時間および２４時間後、ＤＱ－ゼラチンの分解に対応するシグナルを蛍光定
量法（励起：４８５ｎｍ、発光：５９５ｎｍ）で測定した。各サンプルについて、「酵素
無しのサンプル」で得た値を引いた。
【００４８】
　結果を蛍光単位／サンプルとして、および対照群に対する変動の％として表した。
【００４９】
　データ群（対照群および処理群）を分散の因子解析（ＡＮＯＶＡ　１、ｐ＜０．０５）
、次いでＤｕｎｎｅｔｔ試験によって比較した。このように、抽出物の効果を対照群で得
た効果と比較した。
【００５０】
　０．００４～０．２％（ｗ／ｖ）で試験したペプチド抽出物は、用量依存性の抗コラゲ
ナーゼ活性および抗ゼラチン分解活性を有した。以下の表２に示したように効果は２４時
間時点で最大であった。
【００５１】
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【表４】

【００５２】
　結論として、選択した実験条件下では、０．００４と０．４％（ｗ／ｖ）との間で試験
したタンパク質抽出物は用量依存性の抗ゼラチナーゼ／コラゲナーゼ活性を有していた。
非特異的なコラゲナーゼと比較したルピンペプチドの良好な効果／用量／時間の比に特に
注目する：例えば、２４時間で、０．０４％は、クロストリジウムコラゲナーゼのゼラチ
ン分解活性を９３％阻害し、２時間では５２％阻害する。
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【００５３】
　同じペプチド抽出物による他の試験を濃度０．０１、０．０５、０．１、０．５および
１％（ｗ／ｖ）で行い、結果を以下の表３および添付の図１にも示す。この図は、非特異
的コラゲナーゼの阻害の動態（kinetics）－ ペプチド抽出物の濃度の影響を示す。ｙ軸
はゼラチン分解活性（％）を表し、ｘ軸はインキュベーション時間（ｈ）を表す。
【００５４】
【表５】

【００５５】
　選択した実験条件下では、０．０１と０．５％（ｗ／ｖ）との間で試験したペプチド抽
出物は、用量依存性および時間依存性の抗ゼラチナーゼ／コラゲナーゼ活性を有する。
【００５６】
　非特異的阻害剤１，１０－フェナントロリンを全ての試験で参照抗ＭＭＰ製品として使
用した。得られた結果は、予期したものと一致し、試験は有効であった。
【００５７】
　ＩＶ － ヒト器官型モデル（organotypic model）における、ルピンペプチド－抽出物
Ａの特異的抗コラゲナーゼ活性
　皮膚老化はとりわけ、真皮のコラーゲン繊維の分解および他の巨大タンパク質の分解に
続く皮膚の機械的性質の修飾によって特徴付けられる。この分解には、内因性コラゲナー
ゼが関与する（Grymes,R.A., Kronberger A. および Bauer E.A. -Collagenases in dise
ase- in “Connective Tissue Diseases of the skin” Lapiere C.M. および Krieg T.
編、1993, 69-85 ；　G.Fischer および J.Voorhees “Pathiophysiology of premature 
skin aging induced by ultraviolet light” および “Molecular mechanisms of photo
aging and its prevention by retinoic acid: ultraviolet irradiation induces MAP k
inase signal transduction cascades that induce A-1-regulated matrix metalloprote
inases that degrade human skin in vivo”）。
【００５８】
　抗コラゲナーゼ活性を有する製品は、皮膚老化の兆候と闘うことが想定され得る。
【００５９】
　試験製品の抗コラゲナーゼ活性は、ヒト皮膚の器官型モデルにおいてインビトロで研究
できる。試験の原理は以下のとおりである：切片への精製コラゲナーゼの塗布には内因性
コラーゲン繊維の分解が伴う。次いで、マソン　トリクローム（Masson trichrome）でコ
ラーゲン繊維を染色する。精製コラゲナーゼによる内因性コラーゲン繊維の消化は、形態
学的観察によって定性的に評価され、画像解析によって定量的に評価される。抗コラゲナ
ーゼ活性を有する製品は、配置したコラーゲン繊維の完全性を該酵素の存在下で部分的ま
たは全体的に保存するであろう。
【００６０】
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　試験製品をそれらを使用するまで＋４℃で保存した。
【００６１】
　３つの希釈溶液を試験した：０．０１；０．１および１％（ｖ／ｖ）。
【００６２】
　参照製品として用いたホスホラミドン（phosphoramidon）は、ＳＩＧＭＡから得た。
【００６３】
　精製コラゲナーゼ（ＩＩＩ型、分画Ａ）は、ＳＩＧＭＡから得た。
【００６４】
　ヒト皮膚切片をインキュベートするための培地（以下「賦形剤」と呼ぶ）は、、０．０
１Ｍの塩化カルシウムを含有する０．１５Ｍ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．５）で
あった。
【００６５】
　試薬は、分析品質のものであり、他に記載していなければ、ＣＡＲＬＯ　ＥＲＢＡ、Ｇ
ＩＢＣＯまたはＳＩＧＭＡから得た。
【００６６】
　皮膚切片を腹部形成手術後回収した手術の廃棄物から調製した。その個体は３０歳の女
性であった。直径４ｃｍの皮膚外植片を調製した。それらをコルク支持体の上に置き、－
８０℃で凍結した。クライオミクロトームを用いて厚さ６μｍの横断切片を調製した。そ
れらをガラススライドに固定し、試験の間、賦形剤で水和した状態を維持した。
【００６７】
　試験サンプルを全てエタノール中に取り、次いで、試験緩衝液中に希釈した。
　・ペプチド抽出物の２つの最も薄い希釈溶液（０．０１および０．１％　ｖ／ｖ）にお
いて、エタノールの最終濃度を一定かつ０．１％（ｖ／ｖ）に等しく維持した。
　・最も濃い希釈溶液（１％、ｖ／ｖ）において、エタノールの最終濃度を一定かつ１％
（ｖ／ｖ）に等しく維持した。
　・０．１および１％（ｖ／ｖ）の「エタノール対照」を調製した。
　・ホスホラミドンを直接賦形剤に取った。
　ペプチド抽出物を０．０１；０．１および１％（ｗ／ｖ）で試験した。
ホスホラミドンを１０-3Ｍで試験した。
【００６８】
　それ故、以下のサンプルが存在した：
　　抽出物：緩衝液；エタノール（０．１％　ｖ／ｖまたは１％　ｖ／ｖ）；抽出酵素（
０．０１；０．１および１％、ｗ／ｖ）、
　　酵素対照：緩衝液；エタノール（０．１％、ｖ／ｖ）；酵素、
　　エタノール対照（酵素無し）：緩衝液；エタノール（０．１％または１％、ｖ／ｖ）
、
　　参照製品：緩衝液；エタノール；酵素；１０-3Ｍ　ホスホラミドン。
【００６９】
　試験製品の希釈溶液、エタノールの希釈溶液および参照製品の希釈溶液を１切片当たり
１００μ１で皮膚切片に置き、３７℃で１０分間プレインキュベートした。次いで、賦形
剤だけ（酵素無しの対照）または５０国際単位（ＩＵ）／ｍｌのコラゲナーゼを含む賦形
剤（酵素対照）をしみこませたろ紙片（表面積０．１６ｃｍ2）を切片の上に置いた。ス
ライドを湿気のあるチャンバーに３７℃で３時間置いた。
【００７０】
　インキュベーション後、切片をインキュベーション培地ですすぎ、マソン　トリクロー
ムで染色した。抽出物、エタノールまたは参照製品の存在および非存在下での酵素の活性
を顕微鏡観察により評価し、以下のスキームに基づき点をつけた：
　　　　　　　　　　　　０：　　ゼロ酵素消化
　　　　　　　　　　　　＋：　　弱い酵素消化
　　　　　　　　　　　　＋＋：　平均的酵素消化



(12) JP 5329731 B2 2013.10.30

10

20

30

40

50

　　　　　　　　　　　　＋＋＋：強い酵素消化。
【００７１】
　切片の写真を撮った。
【００７２】
　試験製品、エタノールまたは参照製品の存在および非存在下でコラゲナーゼの活性を画
像解析で評価した。染色切片の画像解析をビデオスクリーン上にデジタル化した：画像解
析ソフトウエア（ＩＭＡＧＥＮＩＡ　２０００、ＢＩＯＣＯＭ（登録商標））により、無
傷のコラーゲン繊維が占める表面積を計算することが可能となった。結果を視野当たりの
無傷コラーゲン繊維の割合として表した。
【００７３】
　種々の濃度のエタノールにおける抽出物、および参照製品のコラゲナーゼ活性の阻害割
合を以下の式を用いて計算した：
【００７４】
　参照製品（直接、賦形剤に取った）の場合、阻害割合を以下の式を用いて計算する：
【００７５】
　（％コラーゲン繊維）参照製品－（％コラーゲン繊維）酵素対照　　×１００（％コラ
ーゲン繊維）エタノール対照－（％コラーゲン繊維）酵素対照
【００７６】
　０．１％（ｖ／ｖ）のエタノールを含有する賦形剤中に希釈した抽出物の場合、阻害割
合を以下の式を用いて計算する：
【００７７】
　（％コラーゲン繊維）参照製品－（％コラーゲン繊維）酵素対照　　×１００（％コラ
ーゲン繊維）エタノール対照－（％コラーゲン繊維）酵素対照
【００７８】
　１％（ｖ／ｖ）のエタノールを含有する賦形剤中に希釈した抽出物の場合、阻害割合を
以下の式を用いて計算する：
【００７９】
　（％コラーゲン繊維）参照製品－（％コラーゲン繊維）酵素対照　　×１００（％コラ
ーゲン繊維）エタノール対照－（％コラーゲン繊維）酵素対照。
【００８０】
　種々の濃度の抽出物の抗コラゲナーゼ活性をヒト皮膚の器官型モデルにおいて研究した
。
【００８１】
　コラゲナーゼの非存在下（賦形剤対照）では、コラーゲン繊維は無傷であった。コラゲ
ナーゼの存在下（酵素対照）では、コラーゲン繊維はほとんど完全に分解された。この結
果は予期したものであり、試験は有効であった。
【００８２】
　参照製品として使用した１０-3Ｍのホスホラミドンはコラゲナーゼ活性を１６％阻害し
た。この結果は予期したものであり、試験の有効性を完全なものとした。
【００８３】
　試験製品の中間の希釈剤として使用するエタノールを０．１および１％（ｖ／ｖ）で試
験した。エタノールはコラゲナーゼによるコラーゲン繊維の分解に全く影響しなかった。
【００８４】
　０．０１；０．１および１％（ｗ／ｖ）で試験したペプチド抽出物は、コラゲナーゼの
活性をそれぞれ、２、２４および６５％阻害した。形態学的観察は同一の結果を与えた。
【００８５】
　結論として、選択した実験条件下では、ペプチド抽出物Ａは低濃度でかなりの抗コラゲ
ナーゼ活性を有した。
【００８６】
　ペプチド抽出物、エタノールおよびホスホラミドンに関する、コラゲナーゼによる皮膚
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コラーゲン繊維の消化の阻害の結果を以下の表に示す：
【００８７】
【表６】

【００８８】
　Ｖ － ルピンペプチド－抽出物Ａ、ＢおよびＣの抗メタロプロテアーゼＭＭＰ－２およ
びＭＭＰ－９活性
　ＭＭＰ－２、即ちゼラチナーゼＡ、およびＭＭＰ－９、即ちゼラチナーゼＢは、細胞外
マトリックスの特異的成分を分解するメタロプロテアーゼである：ＭＭＰ－２は、ゼラチ
ン（＝変性コラーゲン）、コラーゲンＩ、ＩＶ、ＶＩＩおよびＸＩ、フィブロネクチン、
ラミニンならびにエラスチンを分解し；ＭＭＰ－９は、ゼラチン、コラーゲンＩＶ、Ｖお
よびＸＩＶならびにエラスチンを分解する。それらは、光老化および内皮細胞の増殖に重
要な役割を担う。
【００８９】
　精製ヒトＭＭＰ－２および組換えヒトＭＭＰ－９および基質（基質としてフルオレセイ
ンと結合したゼラチン）（ＥｎｚＣｈｅｋTMゼラチナーゼ／コラゲナーゼ　キット、ＭＯ
ＬＥＣＵＬＡＲ　ＰＲＯＢＥＳ）の使用に基づく、スクリーニングタイプの生化学的モデ
ルにおいて試験製品の抗ＭＭＰ－２活性および抗ＭＭＰ－９活性をインビトロで測定した
。
【００９０】
　ヒト繊維肉腫から精製したＭＭＰ－９をＢＯＥＨＲＩＮＧＥＲ　ＭＡＮＮＨＥＩＭから
得た。
【００９１】
　組換えヒトＭＭＰ－９はＲ＆Ｄ　ＳＹＳＴＥＭＳから得た。
【００９２】
　ブタ皮膚から精製し、フルオレセインと結合したＤＱ－ゼラチンをＥｎｚＣｈｅｋTMゼ
ラチナーゼ／コラゲナーゼキット（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＰＲＯＢＥＳ）から得た。
【００９３】
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　ＭＭＰ－２の活性を研究するための反応緩衝液（ＲＢｆ１）は、５０ｍＭのＴｒｉｓ－
ＨＣｌ、０．０５％（ｗ／ｖ）のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ１００および５ｍＭのＣａＣｌ2（ｐ
Ｈ７．５）から成っていた。
【００９４】
　ＭＭＰ－９の活性を研究するための反応緩衝液（ＲＢｆ２）は、５０ｍＭのＴｒｉｓ－
ＨＣｌ、０．０５％（ｗ／ｖ）のＢｒｉｊ　３５および５ｍＭのＣａＣｌ2（ｐＨ７．４
）から成っていた。
【００９５】
　試験製品および参照製品の調製
　１，１０－フェナントロリンを反応緩衝液ＲＢｆ１およびＲＢｆ２中に可溶化した。こ
れを８および８０μｇ／ｍｌで試験した。
【００９６】
　ペプチド抽出物Ａ、ＢおよびＣを反応緩衝液ＲＢｆ１およびＲＢｆ２中に可溶化した。
それらを０．０１；０．１および１％（ｗ／ｖ）で試験した。
【００９７】
　ＭＭＰ－２
　使用する前に、緩衝液ＲＢｆ１中に２．５ｍＭに希釈したＡＰＭＡの存在下での３７℃
、３０分間のインキュベーションにより、ＭＭＰ－２を活性化した。
【００９８】
　２５μｇ／ｍｌに希釈したＤＱ－ゼラチンおよび１．２５μｇ／ｍｌに希釈した活性化
ＭＭＰ－２と共に、試験製品または参照製品の希釈溶液を３７℃で２４時間インキュベー
トした。
【００９９】
　「ＭＭＰ－２ ＋ ＤＱ－ゼラチン」混合物に対応する対照を並行してインキュベートし
た。
【０１００】
　各実験条件について、サンプル（以下「酵素無しのサンプル」と呼ぶ）をＤＱ－ゼラチ
ンの存在下および活性化ＭＭＰ－２の非存在下でインキュベートした。これらのサンプル
によって、効果を評価するための方法（蛍光定量法）と試験製品との干渉を測定すること
が可能となった。
【０１０１】
　各実験条件を３連で行った。
【０１０２】
　ＭＭＰ－９
　２５μｇ／ｍｌに希釈したＤＱ－ゼラチンおよび０．２５μｇ／ｍｌに希釈したＭＭＰ
－９と共に、試験製品または参照製品の希釈溶液を３７℃で２４時間インキュベートした
。
【０１０３】
　「ＭＭＰ－９ ＋ ＤＱ－ゼラチン」混合物に対応する対照を並行してインキュベートし
た。
【０１０４】
　各実験条件について、サンプル（以下「酵素無しのサンプル」と呼ぶ）をＤＱ－ゼラチ
ンの存在下およびＭＭＰ－９の非存在下でインキュベートした。これらのサンプルによっ
て、効果を評価するための方法（蛍光定量法）と試験製品との干渉を測定することが可能
となった。
【０１０５】
　各実験条件を３連で行った。
【０１０６】
　２４時間後、ＤＱ－ゼラチンの分解に対応するシグナルを蛍光定量法（励起：４８５ｎ
ｍ、発光：５９５ｎｍ）によって測定した。各サンプルについて、「酵素無しのサンプル
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【０１０７】
　結果を１サンプル当たりの蛍光単位として、および対照群に対する変動％として表した
。
【０１０８】
　データ群（対照群および処理群）を分散の1因子解析（ＡＮＯＶＡ　１、ｐ＜０．０５
）、次いでＤｕｎｎｅｔｔ試験によって比較した。
【０１０９】
　結果を以下に示す：
　Ｖ．１ － 抗ＭＭＰ－２活性
【０１１０】
【表７】

【０１１１】
　結論：
－ルピン抽出物Ｃの１０重量％溶液は、０．０１および０．１％（ｖ／ｖ）で試験され、
抗ＭＭＰ－２活性を有しない。１％（ｖ／ｖ）で試験すると、これは、ＭＭＰ－２を５７
％阻害する。
－ルピン抽出物Ａの１０重量％溶液は、０．０１～０．１％（ｖ／ｖ）で試験され、抗Ｍ
ＭＰ－２活性を有しない。１％（ｖ／ｖ）で試験すると、これは、ＭＭＰ－２を３２％阻
害する。
－抽出物Ｂの１０重量％溶液は、１％で試験され、ＭＭＰ－２を２３％阻害する。
－フェナントロリンは、８および８０μｇ／ｍｌで試験され、ＭＭＰ－２の活性をそれぞ
れ、３２および７３％阻害する。この結果は、予期したものであり、この試験は有効であ
る。
【０１１２】
　Ｖ．２ － 抗ＭＭＰ－９活性
【０１１３】
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【表８】

【０１１４】
　結論：
－ルピン抽出物Ａの１０重量％溶液は、０．０１および０．１％（ｖ／ｖ）で試験され、
抗ＭＭＰ－９活性を有しない。１％（ｖ／ｖ）で試験すると、これは、ＭＭＰ－９を３９
％阻害する。
－ルピン抽出物Ｂの１０重量％溶液は、０．０１および０．１％（ｖ／ｖ）で試験され、
抗ＭＭＰ－９活性を有しない。１％（ｖ／ｖ）で試験すると、これは、ＭＭＰ－９を７３
％阻害する。
フェナントロリンは、８および８０μｇ／ｍｌで試験され、ＭＭＰ－９の活性をそれぞれ
、８０および７６％阻害する。この結果は、予期したものであり、この試験は有効である
。
【０１１５】
　ＶＩ　－　ＵＶＡ線を放射したヒト繊維芽細胞におけるＭＭＰ－１、ＭＭＰ－９および
ＭＭＰ－３の量へのルピンペプチドの効果の評価
　単層培養のヒト皮膚繊維芽細胞に対して研究を行った。参照製品および試験製品の存在
下で細胞を３７℃で１時間プレインキュベートした。次いで、試験製品および参照製品の
存在下に単回量１０Ｊ／ｃｍ2のＵＶＡを細胞に放射した。
【０１１６】
　放射後直ちに、依然として試験製品および参照製品の存在下にて該細胞を３７℃で４８
時間インキュベートした。
【０１１７】
　種々のＭＭＰを特異的ＥＬＩＳＡキット（Ａｍｅｒｓｈａｍ）を用いて培養培地中で試
験する。
【０１１８】
　参照製品および試験製品
　ＭＭＰの非特異的阻害剤である１，１０－フェナントロリンを８０μｇ／ｍｌで試験し
、参照製品として使用した。
【０１１９】
　１０μｇ／ｍｌのレチノイン酸（retinoic acid）＋１０ｎｇ／ｍｌ　ＥＧＦ混合物を
そのＴＩＭＰ１（ＴＩＭＰ１、ＭＭＰの組織阻害剤、ＭＭＰの生理学的な阻害剤）を誘導
する能力のために用いた。
【０１２０】
　１０％（ｗ／ｖ）のルピンペプチドを含有するストック溶液を脱イオン水中に調製した
。この溶液を使用して希釈溶液を繊維芽細胞培養培地中に調製した。ルピンのペプチド抽
出物を０．５；１および２％（ｖ／ｖ）で試験した。
【０１２１】
　参照製品および試験製品の非存在下に放射および非放射対照培養物を並行してインキュ
ベートした。
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【０１２２】
　データ処理
　データ群（対照群および処理群）を分散の１因子解析（ＡＮＯＶＡ　１、ｐ＜０．０５
）、次いでＤｕｎｎｅｔｔ試験によって比較した。このようにして、参照製品および試験
製品の効果を「放射細胞」群で得た効果と比較した。
【０１２３】
　結果：
　結果を下記の表に示す。結果を「放射細胞」群に対する％として表す。
【０１２４】
【表９】

【０１２５】
　結論：
　１，１０－フェナントロリンは、８０μｇ／ｍｌで試験され、放射繊維芽細胞によるＭ
ＭＰ－１の分泌を９９％阻害し、ＭＭＰ－９の分泌を９２％阻害し、ＭＭＰ－３の分泌を
９７％阻害した。
【０１２６】
　１０μＭレチノイン酸＋１０ｎｇ／ｍｌ　ＥＧＦ混合物は、放射繊維芽細胞によるＭＭ
Ｐ－１の分泌を５８％阻害し、ＭＭＰ－９の分泌を６７％阻害し、ＭＭＰ－３の分泌を４
４％阻害した。
【０１２７】
　これらの結果は、予期したものであり、試験システムの反応性は有効であった。
【０１２８】
　１０Ｊ／ｃｍ2の量の放射は、繊維芽細胞によって分泌されるＭＭＰ－１、ＭＭＰ－９
およびＭＭＰ－３のそれぞれの量を４．１０倍、２．４２倍および１．１３倍増加した。
これらの結果は、予期したものであり、ＵＶＡ放射によるＭＭＰ－１、ＭＭＰ－９および
ＭＭＰ－３の誘導に関する試験システムは有効であった。
【０１２９】
　ルピンのペプチド抽出物は、０．５、１および２％（ｖ／ｖ）で試験され、繊維芽細胞
によって分泌されるＭＭＰ－１の量をそれぞれ、９６、９７および９７％減少させた（ｐ
＜０．０５）。
【０１３０】
　ルピンのペプチド抽出物は、０．５、１および２％で試験され、繊維芽細胞によって分
泌されるＭＭＰ－９の量をそれぞれ、８３、９８および１００％減少させた（ｐ＜０．０
５）。
【０１３１】
　ルピンのペプチド抽出物は、０．５、１および２％で試験され、繊維芽細胞によって分
泌されるＭＭＰ－３の量をそれぞれ、９７、１００および９８％減少させた（ｐ＜０．０
５）。
【０１３２】
　このように、選択した実験条件下では、ルピンのペプチド抽出物は、ＵＶＡ－放射ヒト
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皮膚繊維芽細胞によるＭＭＰ－１、ＭＭＰ－９およびＭＭＰ－３の産生に関してかなりの
阻害特性を有する。
【０１３３】
　ＶＩＩ－局所使用のための処方例
　割合を組成物の全重量として表す。ルピンのペプチド抽出物は、本発明による１０重量
％水溶液の形態、または粉末形態ペプチド抽出物にちなんだ凍結乾燥粉末の形態で使用さ
れる。
【０１３４】
　１．正常皮膚用の紅い斑点に対し作用するクリーム
水　　　　　　　　　　　　　合計１００．０００になるまで必要量
ペンタエリトリチル　テトラオクタノエート　　　１５．０～５．０
グリセリル　ステアレート　　　　　　　　　　　１０．０～２．０
イソデシル　ネオペンタノエート　　　　　　　　１０．０～２．０
プロピレン　グリコール　　　　　　　　　　　　　１．０～３．０
デキストリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～３．０
シクロメチコーン　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～３．０
ダイズ（ダイズ　グリシン）抽出物　　　　　　　０．１～１０．０
ルピンのペプチド抽出物（１０％水溶液）　　　　０．１～１０．０
二酸化チタン　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～３．０
キャンデリアワックス（Euphorbia Cerifora）　　　１．０～３．０
コメ澱粉（Oriza Sativa）　　　　　　　　　　　　１．０～３．０
ケン化できないダイズ　　　　　　　　　　　　０．０１～１０．０
（ダイズ　グリシン）油
カプリル酸／カプリン酸　トリグリセリド　　　　　０．５～５．０
ＰＥＧ－１００　ステアレート　　　　　　　　　　０．５～５．０
Sophora Japonica　抽出物　　　　　　　　　　０．１～１０．００
ステアリン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．５～１．０
酢酸トコフェロール　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
フェノキシエタノール　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
ＣＩ　７７８９１　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
キサンタンゴム　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
ジメチコノール　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
ポリアクリルアミド　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
マイカ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
Ｃｅｔｅａｒｅｔｈ－２０　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
クロルフェネシン　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
カルボマー　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
オクチル　パルミテート　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
トロメタミン　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
蜜蝋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
Ｃ１３－１４　イソパラフィン　　　　　　　　　　０．１～０．５
ＤＥＡ　セチル　ホスフェート　　　　　　　　　　０．１～０．５
セチルアルコール　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
グルコース　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
フレグランス　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
ＥＤＴＡ　二ナトリウム　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
【０１３５】
　２．老化予防クリーム
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％
水　　　　　　　　　　　合計１００．０００００になるまで必要量
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ペンタエリトリチル　テトラオクタノエート　　　３．０～１５．０
イソデシル　ネオペンタノエート　　　　　　　　３．０～１５．０
スクアレン　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
デキストリン　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
シクロメチコーン　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
セテアリール（cetearyl）アルコール　　　　　　１．０～１０．０
ルピンのペプチド抽出物（１０％水溶液）　　　　０．１～１０．０
アスコルビル　グルコシド　　　　　　　　　　　０．１～１０．０
グリセロール　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
Ｌａｕｒｅｔｈ－２３　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
ミリスチル　ミリステート　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
シクロペンタシロキサン　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
ナイロン－６　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
アボカド　フラン　　　　　　　　　　　　　　０．０１～１０．０
フェノキシエタノール　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
セテアリール　グルコシド　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
フレグランス　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
蜜蝋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
メチルパラベン　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
クエン酸ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
ジメチコノール　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
グリセリル　ステアレート　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
ＥＤＴＡ　二ナトリウム　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
プロピルパラベン　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
水酸化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
アクリレート／Ｃ１０－３０　　　　　　　　　　　０．１～０．５
アルキル　アクリレート　クロスポリマー
キサンタンゴム　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
グルコース　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
【０１３６】
　３．成熟皮膚用抗老化クリーム
水　　　　　　　　　　　　合計１００．００００になるまで必要量
ペンタエリトリチル　テトラオクタノエート　　　１．０～１０．０
イソデシル　ネオペンタノエート　　　　　　　　１．０～１０．０
水素化ココグリセリド　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
Simmondsia Chinensis(ホホバ)種子油　　　　　　１．０～１０．０
スクアレン　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
グリセロール　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
シクロメチコーン　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～５．０
セテアリールアルコール　　　　　　　　　　　　　１．０～５．０
ミリスチル　ミリステート　　　　　　　　　　　　１．０～５．０
Ｌａｕｒｅｔｈ－２３　　　　　　　　　　　　　　１．０～５．０
シリカ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～５．０
ルピンのペプチド抽出物（１０％水溶液）　　　　０．１～１０．０
スクレロチウム（Sclerotium）ゴム　　　　　　　　０．１～１．０
アボカド　フラン　　　　　　　　　　　　　　０．０１～１０．０
サリチル酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１０．０
蜜蝋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１０．０
ポリアクリルアミド　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
フェノキシエタノール　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
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グリセリル　ステアレート　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
レチノール　パルミテート　　　　　　　　　　　０．０１～５．０
セテアリール　グルコシド　　　　　　　　　　　０．０１～５．０
ナイロン－６　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１～５．０
二酸化チタン　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１～５．０
フレグランス　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
酢酸トコフェロール　　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
ソルビン酸カリウム　　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
メチルパラベン　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
Ｃ１３－１４　イソパラフィン　　　　　　　　　　０．１～５．０
ＣＩ　７７８９１　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
ジメチコノール　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
プロピルパラベン　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
水酸化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
Ｌａｕｒｅｔｈ－７　　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
セテアリール　アルコール　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
セチル　パルミテート　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
ココグリセリド　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～５．０
ＥＤＴＡ　二ナトリウム　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
ＣＩ　７７４９１　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
クエン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
【０１３７】
　４．乾燥～非常に乾燥した皮膚用の紅い斑点に作用するクリーム
水　　　　　　　　　　　　合計１００．０００００になるまで必要量
ワセリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
水素化ココグリセリド　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
イソデシル　ネオペンタノエート　　　　　　　　１．０～１０．０
Simmondsia Chinensis(ホホバ)油　　　　　　　　　１．０～２．０
ブチレン　グリコール　　　　　　　　　　　　　　１．０～５．０
セテアリール　アルコール　　　　　　　　　　　　１．０～５．０
グリセロール　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
スクアレン　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
ルピンのペプチド抽出物（１０％水溶液）　　　　０．１～１０．０
Ｌａｕｒｅｔｈ－２３　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
二酸化チタン　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０～１０．０
ケン化できないダイズ　グリシン　　　　　　　　０．１～１０．０
（ダイズ）油
カプリル酸／カプリン酸　トリグリセリド　　　　　１．０～５．０
フェノキシエタノール　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
セテアリール　グルコシド　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
ダイズ種子抽出物　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１０．０
フレグランス　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
Sophora Japonica　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１０．０
酢酸トコフェロール　　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
キャンデリアワックス　　　　　　　　　　　　　　０．１～１．０
ＣＩ　７７８９１　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
メチルパラベン　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
マイカ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
プロピルパラベン　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．５
エチルヘキシル　パルミテート　　　　　　　　　　０．１～０．５
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クロルフェネシン　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．３
アクリレート／Ｃ１０－３０　　　　　　　　　　　０．１～０．３
アルキル　アクリレート　クロスポリマー
キサンタンゴム　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．３
ＥＤＴＡ　二ナトリウム　　　　　　　　　　　　　０．１～０．３
水酸化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．１～０．３
【０１３８】
　ＶＩＩＩ－洗口液の例
　割合を組成物の全重量として表す。ルピンのペプチド抽出物は、本発明による１０重量
％水溶液の形態、または粉末形態ペプチド抽出物にちなんだ凍結乾燥粉末の形態で使用さ
れる。
【０１３９】
　１．ルピンの１０％水溶液ペプチド抽出物＋殺菌剤（トリクロサン（Triclosan））＋
抗プラーク剤（Ｇａｎｔｒｅｚ　Ｓ９７ＢＦ（登録商標））
ルピンのペプチド抽出物　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２
エチルアルコール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０
グリセロール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０
水素化ヒマシ油　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．５
（４０モルＥＯでエトキシル化）
（Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ　ｃｏ４１０）
ポリ（メチル　ビニル　エーテル／マレイン酸）　　　　　　０．２
（Ｇａｎｔｒｅｚ　Ｓ９７ＢＦ（登録商標））
水酸化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１５
フッ化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０５
シナモン－ミント着香剤　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１
トリクロサン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０３
塩化亜鉛　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
サッカリンナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
着色剤　Ｃ．Ｉ．１６２５５（Ｅ　１２４）　　　　　０．００２５
精製水　　　　　　　　　　　　　　　合計１００になるまで必要量
【０１４０】
　２．ルピンの１０％水溶液ペプチド抽出物＋殺菌剤
ルピンのペプチド抽出物　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２
エチルアルコール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０
グリセロール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０
水素化ヒマシ油　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．３
（４０モルＥＯでエトキシル化）
（Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ　ｃｏ４１０）
フッ化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０５
シナモン－ミント着香剤　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１
トリクロサン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０３
塩化亜鉛　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
サッカリンナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
着色剤　Ｃ．Ｉ．１６２５５（Ｅ　１２４）　　　　　０．００２５
精製水　　　　　　　　　　　　　　　合計１００になるまで必要量
【０１４１】
　３．ルピンの粉末形態ペプチド抽出物＋殺菌剤（セチルピリジニウム　クロライド）
ルピンのペプチド抽出物　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１
エチルアルコール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０
グリセロール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　８
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水素化ヒマシ油　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１
（４０モルＥＯでエトキシル化）
（Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ　ｃｏ４１０）
フッ化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０５
シナモン－ミント芳香剤　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１
セチルピリジニウム　クロライド　　　　　　　　　　　　０．０５
塩化亜鉛　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
サッカリンナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
着色剤　Ｃ．Ｉ．１６２５５（Ｅ　１２４）　　　　　０．００２５
精製水　　　　　　　　　　　　　　　合計１００になるまで必要量
【０１４２】
　ＩＸ－練歯磨き例
　割合を組成物の全重量として表す。ルピンのペプチド抽出物は、本発明による１０重量
％水溶液の形態、または粉末形態ペプチド抽出物にちなんだ凍結乾燥粉末の形態で使用さ
れる。
【０１４３】
　１．ルピンの粉末形態ペプチド抽出物＋フッ化物
ルピンのペプチド抽出物　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１
モノフルオロリン酸ナトリウム　　　　　　　　　　　　　０．７５
フッ化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１０
７０％ソルビトール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　３５
強研磨力を有する合成シリカ　　　　　　　　　　　　　　　　１３
弱研磨力を有する合成シリカ　　　　　　　　　　　　　　　　　５
カルボキシメチルセルロース　ナトリウム　　　　　　　　　１．６
ラウリル硫酸ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１
メントール化着香剤　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．８５
酸化チタン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．５
水酸化ナトリウムアルカリ溶液　　　　　　　　　　　　　　０．５
チクロ　ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．３
メントール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１５
サッカリン　ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．０７
精製水　　　　　　　　　　　　　　　合計１００になるまで必要量
【０１４４】
　２．ルピンの１０％水溶液ペプチド抽出物＋フッ化物
ルピンのペプチド抽出物　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２
モノフルオロリン酸ナトリウム　　　　　　　　　　　　　０．７５
フッ化ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１０
７０％ソルビトール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　３５
強研磨力を有する合成シリカ　　　　　　　　　　　　　　　　１３
弱研磨力を有する合成シリカ　　　　　　　　　　　　　　　　　５
カルボキシメチルセルロース　ナトリウム　　　　　　　　　１．６
ラウリル硫酸ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１
メントール化着香剤　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．８５
酸化チタン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．５
水酸化ナトリウムアルカリ溶液　　　　　　　　　　　　　　０．５
チクロ　ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．３
メントール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．１５
サッカリン　ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　０．０７
精製水　　　　　　　　　　　　　　　合計１００になるまで必要量
【図面の簡単な説明】
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【図１】　図１は、非特異的コラゲナーゼの阻害の動態 － ペプチド抽出物の濃度の影響
を示す。

【図１】
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