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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　－植物の部位の乾燥と、
　－粉砕と、
　－エタノールのような脂肪族アルコールの共溶媒を添加した超臨界二酸化炭素溶媒を用
いた抽出と、これに続き、
　－必要に応じて行う脱溶媒和と、これに続き、
　－必要に応じて行う、１つ以上の適切な方法による精製と
を含む、炭素数１～１０のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性のショ糖エステル
１つ以上を主として含むことを特徴とする、ブドウホオズキ（Ｐｈｙｓａｌｉｓ　ｐｅｒ
ｕｖｉａｎａ）の萼からの植物抽出物の調製プロセス。
【請求項２】
　抗炎症性活性を除き、皮膚、粘膜または皮膚付属器の見栄えを改善するため、または皮
膚と粘膜の乾燥を予防、且つ／或いはこれに抗するために、皮膚、皮膚付属器および粘膜
に対して生物学的に活性な有効成分として使用するための、炭素数１～１０のアシル基を
有し、中程度に有極性から無極性のショ糖エステル１つ以上を主として含むことを特徴と
する、請求項１に記載の調製プロセスによって得られる、ブドウホオズキ（Ｐｈｙｓａｌ
ｉｓ　ｐｅｒｕｖｉａｎａ）の萼からの植物抽出物。
【請求項３】
　抗炎症性活性を除き、皮膚、粘膜または皮膚付属器の見栄えを改善するため、老化およ
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び／または光老化の皮膚兆候を予防、且つ／或いはこれに抗するため、皮膚の弾力および
張りの喪失に抗するため、または皮膚の色素を除去するために、皮膚、皮膚付属器および
粘膜に対して生物学的に活性な有効成分として使用するための、炭素数１～１０のアシル
基を有し、中程度に有極性から無極性のショ糖エステル１つ以上を主として含むことを特
徴とする、請求項１に記載の調製プロセスによって得られる、ブドウホオズキ（Ｐｈｙｓ
ａｌｉｓ　ｐｅｒｕｖｉａｎａ）の萼からの植物抽出物。
【請求項４】
　有効成分として、請求項２または３に記載の植物抽出物を、適切な生理学的媒体中に含
有することを特徴とする、化粧品組成物。
【請求項５】
　前記有効成分が、前記組成物の全重量当たり、１０－６～５０重量％の濃度で存在する
ことを特徴とする、請求項４に記載の組成物。
【請求項６】
　局所投与に適し、主にオイル、水アルコールまたは水溶液の形態で、或いは油中水型エ
マルジョンまたは水中油滴型エマルジョンまたは多相エマルジョンの形態で、或いはクリ
ーム剤、懸濁液、または散剤の形態で存在し、前記組成物はほぼ流体または固体であって
も良く、クリーム剤、ローション剤、ミルク、シャンプー、美容液（ｓｅｒｕｍ）、軟膏
剤、ゲル、ペースト、泡沫（ｆｏａｍ）、またはスティックのような形態であっても良い
ことを特徴とする、請求項４または５に記載の化粧品組成物。
【請求項７】
　皮膚、粘膜または皮膚付属器の見栄えを改善し、または老化および／または光老化の皮
膚兆候を予防し、且つ／或いはこれに抗すことを意図して摂取される栄養化粧品組成物を
調製するための、単独または他の有効成分との併用における、請求項２に記載の植物抽出
物の、前記組成物の全重量当たり、１０－６～５０重量％で含まれている有効量の使用。
【請求項８】
　皮膚、粘膜または皮膚付属器の見栄えを改善し、または老化および／または光老化の皮
膚兆候を予防し、且つ／或いはこれに抗すことを意図して摂取される栄養化粧品組成物を
調製するための、単独または他の有効成分との併用における、請求項３に記載の植物抽出
物の、前記組成物の全重量当たり、１０－６～５０重量％で含まれている有効量の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、化粧品、皮膚科学、栄養化粧品の分野に関連する。
【０００２】
本発明は、化粧品、皮膚科学、または栄養化粧品組成物に活性成分として使用する、炭素
数1～10のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性のショ糖エステル1つ以上を主とし
て含む、ナス科ホオズキ属 (Solanaceae family, of the Physalis genus) の多くの植物
のうちの1種類の植物の萼からの植物抽出物に関する。本発明はまた、上記と同一用途の
、植物抽出物の精製ショ糖エステル、または合成ショ糖エステルに関する。本発明は、さ
らに、有効成分として、植物抽出物または合成ショ糖エステルを適切な生理学的媒体中に
含有する、化粧品組成物、皮膚科学組成物、または栄養化粧品組成物に関する。最後に、
本発明は、かかる植物抽出物の合成法にも関する。
【背景技術】
【０００３】
化粧品組成物、皮膚科学組成物、および栄養化粧品組成物は予防的または治癒的に保湿お
よび表皮のバリアー機能を改善し、治癒を促進し、皮膚色素を脱失し、皮膚の老化に抗す
るように設計されている。
【０００４】
皮膚は体表面全体をカバーして外的環境に対して本質的にバリアーとして機能する複数の
層（真皮、増殖層、角質層）から成る重要器官である。このバリアー機能は、角質層の状
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態および表皮角化細胞の増殖と分化とのバランスに主として依存している表皮の質に特に
基づいている。
【０００５】
角化細胞は90%の皮膚の表層（表皮）と皮膚付属器（爪、髪、体毛）で構成される細胞で
ある。これらは水不溶性繊維状蛋白質の1つであるケラチンを合成して皮膚に不浸透性と
外部保護を与える。表皮の区分は細胞分化により基底層から上層まで、そしてアポトーシ
スにより鱗屑と呼ばれる死んだ細胞の層を形成する角質層まで、角化細胞の形態を基準と
して4つの層に区分される。この層は保護バリアーを形成して器官からの水分損失を低減
させる。角化細胞は常に再生される。基底層から角質層へ移動するには約1か月を要する
が、角化細胞の過剰増殖（乾癬症）が起こった場合にはこのプロセスは加速する。
【０００６】
角化細胞の分化調節は皮膚のバリアー機能またはしわの形成においての皮膚老化発現処理
で起こる生物学的プロセスである。乾癬、にきび、しわなどの複数の皮膚の障害に対して
作用する化粧品用および皮膚科学用有効成分として認められているレチノイド類（レチノ
ード、レチノイン酸など）（非特許文献２０、２１）は角化細胞の分化をも能動的に抑制
する。　しかしながら、このことで皮膚の炎症が起こるため、研究機関は炎症性でない角
化細胞の分化を抑制する新たなレチノイド様活性剤の探求を進めている（非特許文献２２
）。
【０００７】
線維芽細胞は結合組織に存在する細胞であり、時には支持細胞とも呼ばれる。この細胞は
真皮で主に認められ整合性および柔軟性を有する。この細胞はまた、プロテオグリカンと
糖タンパク質を分泌する。この細胞は、主としてコラーゲンおよびエラスチンと、フィブ
リリン1を含むフィブリリンを分泌する。
【０００８】
フィブリリン1は三員環を有するタンパク質ファミリーに属する糖タンパク質であるが、
その制御は未だ解明されていない。これは線維芽細胞と角化細胞により分泌される。また
、弾性および非弾性の細胞外マトリックスにおけるミクロフィブリルの主たるエレメント
を構成する。このことから、フィブリリン1は繊維の形成に寄与し、この機能および構造
特性は結合組織の弾性において、特に真皮表皮接合部のレベルで本質的な役割を果たす。
事実、これにより表皮細胞は真皮の弾性繊維に付着している。
【０００９】
真皮では、加齢に伴い、増殖、生合成および細胞外マトリックスとの交換が低下し、支持
繊維の定性的および定量的劣化に伴い、線維芽細胞の活性低下が認められる。
【００１０】
偏平化は真皮表皮接合部のレベルで現れ、代謝交換の低下およびしわの形成に繋がる真皮
およびアンカリング（anchoring）繊維エレメントの希薄化と併せて、これら2つの領域（
真皮と表皮）の間の凝集力の低下につながる。線状皮膚萎縮症は急速に起こる皮膚の非常
に強い伸展で発症して、コラーゲン性組織および構造糖タンパク質の主な変化に関連して
線維芽細胞を損傷させる。線状皮膚萎縮の形成は特許文献１に記載された治癒遅延と細胞
とマトリックスとの接触消失に繋がる線維芽細胞の代謝の変容と見られる。
【００１１】
エラスチンと共に、フィブリリン1は張りと弾力（非特許文献９、１０）、アンチエイジ
ング（非特許文献１１、１２、１３、１４、１５）のメカニズムにおける活性のプロセス
に関連するタンパク質として記述されることがあり、紫外線（非特許文献１６、１７、１
８）による老化促進のバイオマーカーとして、および／または線状皮膚萎縮症などの特定
の瘢痕性プロセスの処理に主に使用される。従って、フィブリリン1の合成の活性化は内
因的要因、つまり遺伝的または時間的にプログラムによる、或いはUV照射、タバコ、汚染
などの酸化ストレス、および瘢痕形成の治療の外因的要因による老化した皮膚治療に役立
つ可能性がある。
【００１２】
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従って、線維芽細胞および角化細胞は主にフィブリリン１の分泌経由で張り、弾力、細胞
凝集力を制御する皮膚の生物学的プロセスにおいて、また皮膚の瘢痕および老化プロセス
において重要な役割を果たす。
【００１３】
老化に伴い、皮膚は乾燥する。特に50歳を超える高齢被験者には乾燥症発症または粘膜の
乾燥がしばしば見られ、皮脂の少ない分泌量、ホルモンの変動または表皮経由の水分の流
れ低下などに関連する。
【００１４】
続いて、乾燥肌の2つの古典的な症状である皮膚のかゆみと突っ張り感を感じる。乾燥肌
にさせる条件としては、光化学療法および湿疹により誘発された乾燥症がある。口腔乾燥
症とも呼ばれる口を乾燥させる条件としては、シェーグレン症候群または首への照射療法
がある。最後に、粘膜の乾燥が起こる条件としては、眼球の乾燥、膣の乾燥がある。
【００１５】
一般的に、皮膚の乾燥と老化の問題に取り組むために外用剤を皮膚バリアーの回復に使用
する。これには保湿剤、膜形成剤、スクアレンなどの皮膚バリアーを再建できるレチノイ
ド型分子および薬剤を含む。
【００１６】
本発明は、植物抽出物中に存在するか、或いは合成されたショ糖エステルのあるカテゴリ
が、皮膚、皮膚付属器および粘膜に対し、主として保湿、表皮のバリアー機能を改善し、
皮膚の老化兆候を予防し、且つ／或いはこれに抗するという、興味深い生化学的、生物学
的活性を示すという発見を主に構成する。
【００１７】
ショ糖エステルは、炭素数がおおむね有意な（例えば、炭素数1～22）1つ以上のアシル基
と糖のアシルエステルである。一般に、かかる糖はショ糖であり、その用語はショ糖エス
テルまたはスクロエステルである。ショ糖エステルは糖のエステル化度およびアシル基の
性質に基づいて調節可能な両親媒性的な性質を有している。
【００１８】
また、無害性、無味、無香、非イオン性などの数多くの利点のため、表面活性剤セクター
の産業に対し、代替的な解決法を提供する。ショ糖エステルは表面活性剤としての応用範
囲が広く、例えば食品加工、洗剤、化粧品、薬品の分野がある。
【００１９】
市場におけるショ糖エステルは主に合成品であり、生合成の解明はおおいに進展し、環境
に配慮した技術と完全に天然の製品が得られる（非特許文献１、２）。天然のショ糖エス
テルも存在するが、産業部門からは過小評価されている。事実、ナス科 (Solanaceae) に
は、よく知られた代表例としてNicotiana tabacum（タバコ）とSolanum lycopersicum（
トマト）があり、潜在的捕食者に対抗する防御機構としてショ糖エステルを合成して毛状
突起に保存することが知られている（非特許文献３、４）。
【００２０】
天然のショ糖エステルを考えた場合、研究所では、かかる分子の治療活物質としての使用
については疑問視されている。ショ糖エステルには抗細菌、抗炎症、駆虫などの生物学的
活性があり、薬物の多剤耐性を調節する（非特許文献５、６）。合成ショ糖エステルと比
較すると、天然のショ糖エステルのアシル基は芳香族（安息香酸など）である場合もある
（非特許文献７）。抗腫瘍剤としての芳香族ショ糖エステルに関する多くの医薬品科学研
究は多く存在する（非特許文献８）。
【００２１】
特許文献２は皮膚を通して生物活物質の浸透を増大させるショ糖エステルの使用について
記述している。合成して得るこのショ糖エステルはショ糖モノラウリン酸エステルであり
、または主要な脂肪酸がラウリン酸（C12）であるヤシ脂肪酸のエステルの混合物である
。
【００２２】
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特許文献３は、グルコシルセラミドまたはセラミドと組み合わせた長鎖（炭素数22を超え
る）を有する特定の合成グルコースエステルは、皮膚の濡れ性、柔軟性、弾力などを向上
させ、有用であることを記述している。
【００２３】
特許文献４は、植物または植物の部位を示すことなく、植物抽出物が皮膚の乾燥を処理す
る化粧品において、また洗剤として有用であることを記述している。ここで抽出した溶媒
は本質的に有極性であり、極性分子の抽出に繋がる。
【００２４】
特許文献５は肌を白くしてしみを減らすブドウホオズキ (Physalis peruviana) 抽出物の
使用について記述している。この文書はブドウホオズキ (Physalis peruviana) の果実の
使用について記述している。
【００２５】
Franco L Aらの文書「Actividad antiinflammatoria de extractos y fracciones obteni
das de calices de Physalis peruviana L」、Biomedica, vol. 27, 1 January 2007は、
ブドウホオズキ (Physalis peruviana) の萼から得られる抽出物のの抗炎症活性を開発研
究するため、その抽出プロセスを記述している。
【００２６】
E.M Taleo Barrientosらの文書である「Anti-inflammatory effect of the ether extrac
t and major fraction of Physalis peruviana calyces in acute TNBS-induced colitis
」、Abstract of the 6th European Congress of pharmacology, 2012は、ブドウホオズ
キ (Physalis peruviana) の萼から得られる抽出プロセスを記述し、2つの新しいショ糖
エステルが結腸レベルで抗炎症活性を有することを示している。
【００２７】
特許文献６は、老化に抗する化粧品において、主としてalkenkegiである、ホオズキ属 (P
hysalis) 抽出物の使用を記述している。活性分子の抽出プロセスは有極性かつ親水性の
抽出であり、また抽出された分子は有極性であり、主としてポリフェノールの、ウィタノ
ライド（withanolides）および糖である。
【００２８】
Desai N Bらの文書である「Sucrose esters － an interesting class of substances fo
r cosmetics」、Parfumerie und kosmetik, Huethig, Heidelberg, DE, vol.66, No. 10,
 1 January 1985は、化粧品にとって重要な合成ショ糖エステルを記述している。表1は炭
素数12～18のアシル基を有するショ糖エステルを記述する。このショ糖エステルには保湿
、スムージング、抗刺激活性が有ると考えられており、化粧品および医薬品の分野で低刺
激性クレンザーを得るのに役立つ。
【００２９】
主として抗菌、抗炎症性、抗寄生虫性についての治療的および表面活性性質に加え、炭素
数1～10のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性のショ糖エステルが、皮膚、粘膜
または皮膚付属器に対し、化粧品、皮膚科学、または栄養化粧品としての活性を有すると
の記載はない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００３０】
【特許文献１】国際特許第WO2001/007006号
【特許文献２】欧州特許第0280414号
【特許文献３】日本国特許第61271205号
【特許文献４】特開2001-122731号公報
【特許文献５】特開2011-051920号公報
【特許文献６】仏国特許第2 896 155号
【非特許文献】
【００３１】
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【非特許文献１】Les esters de sucres : voies de synthese et potentialites d’uti
lisation, Piccicuto et al. Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2001, 5, 209-219
【非特許文献２】Domaines d’applications des sucroesters et sucroglycerides, Mir
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００３２】
【課題を解決するための手段】
【００３３】
発明者らは、植物抽出物からの特定の中程度に有極性から無極性までのショ糖エステルが
、フィブリリン1の活性化に対して生物学的活性、特に角化細胞の分化に対して抑制作用
を有することに、特に着目した。また驚くべきことに、かかるショ糖エステルはコラーゲ
ンI、III、IV、エラスチン、フィブリリン1、インボルクリン（involucrin）、メラニン
、フィラグリン（filaggrin）などの複数の生物学的標的に対して生物学的活性を示す。
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【００３４】
このことから、本発明の発明者らは、驚くべきことに老化、保湿、色素脱失に関連する複
数の生物学的標的を活性化できる新たな植物由来の有効成分に着目した。発明者らは主と
して、線維芽細胞および角化細胞によりフィブリリン1の合成を活性化および／または角
化細胞の分化を抑制し、またコラーゲンI、III、IV、エラスチン、フィブリリン1、イン
ボルクリン、メラニン、フィラグリンなどの複数の生物学的標的に対して生物学的に作用
し、その結果として皮膚、粘膜および皮膚付属器の見栄えを改善し、内因的および／また
は外因的皮膚老化の発現を予防し、且つ／或いはこれに抗し、特に線状皮膚萎縮の場合に
は治癒プロセスを補助し、さらには皮膚、粘膜および／または皮膚付属器の乾燥を予防し
、且つ／或いはこれに抗し、また皮膚の色素脱失を可能とする新たな植物由来有効成分に
ついて研究した。
【００３５】
本発明において、「有効成分の有効量」とは、求める結果、すなわち、皮膚、皮膚付属器
および／または粘膜に対して生物学的活性を得ることを可能とするために必要な活性分子
の量という意味である。本発明において、本発明の植物抽出物が主に有効成分としてショ
糖エステルを構成することから、この用語は「植物抽出物の有効量」または「ショ糖エス
テルの有効量」として理解される。
【００３６】
「有効成分」とは、1つ以上のショ糖エステルまたは1つ以上のショ糖エステルを主として
含む植物抽出物という意味である。
【００３７】
「局所適用」とは、本発明の有効成分、またはそれを含む組成物を皮膚、粘膜または皮膚
付属器の表面に適用したり塗り広げたりすることを言う。
【００３８】
「化粧品的または皮膚科学的に許容される」とは、本発明の有効成分またはこれを含む組
成物が、アレルギー反応または中毒反応を引き起こさずに、皮膚または粘膜に接触するの
に適しているという意味である。
【００３９】
「生理学的に適している、または許容される」とは、組成物が毒性、不適応性、不安定性
、アレルギー反応を起こさずに皮膚に取り込まれるか注入され、組成物が粘膜、皮膚付属
器（爪、髪、体毛）、頭皮および哺乳類、より詳しくはヒトの皮膚と接触しての局所また
は経皮使用に適しているという意味である。
【００４０】
　「生理学的に適しているまたは適切な媒体」或いは「適切な添加剤」とは、水性アルコ
ール溶液または水溶液、油中水型エマルジョン、水中油滴型エマルジョン、マイクロエマ
ルジョン、水性ゲル、無水ゲル、美容液（ｓｅｒｕｍ）、ベシクルの分散物、粉末という
意味であり、これらだけに限定するものではない。この生理学的に許容される環境は、慣
例的に組成物の添加剤と呼ばれるものを形成する。
【００４１】
「生理学的に活性」とは、「本発明の有効成分の活性に特徴的なin vivoとin vitroにお
ける活性を持つもの」を言う。
【００４２】
「老化の皮膚症状」とは、しわと小じわ、しぼんだ皮膚、薄くなった皮膚、弾力の欠如お
よび／または皮膚の緊張、輝きを無くした肌のくすみ、皮膚の色素沈着、毛髪変色、爪の
斑点、紫外線（UV）照射された皮膚の内部劣化などの変容した外観で体系的に現れない皮
膚の内部変容などの老化による皮膚および付属器の外観に関連する全ての変容という意味
である。
【００４３】
「主として含む」とは、植物マトリックスの抽出で得たショ糖エステルが植物抽出物に主
として存在する、つまり、重量で50%を超えている、好ましくは80%を超えている、さらに
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好ましくは90%から100%であるという意味である。
【００４４】
「合成ショ糖エステル」とは、化学的、生化学的、または生物工学的合成により半合成ま
たは合成で得るショ糖エステルという意味である。
【００４５】
本発明の第1の目的は、皮膚、皮膚付属器および粘膜に対して生物学的に活性な有効成分
として使用するための、炭素数1～10のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性のシ
ョ糖エステル1つ以上を主として含む、ナス科ホオズキ属 (Solanaceae family, of the P
hysalis genus) の多くの植物のうちの1種類の植物の萼からの植物抽出物である。
【００４６】
好ましくは、本発明は、皮膚、皮膚付属器および粘膜に対し、抗炎症活性以外の生物学的
活性を示す有効成分として使用するための、炭素数1～10のアシル基を有し、中程度に有
極性から無極性のショ糖エステル1つ以上を主として含む、ナス科ホオズキ属 (Solanacea
e family, of the Physalis genus) の多くの植物のうちの1種類の植物の萼からの植物抽
出物を含む。
【００４７】
この生物学的活性は、詳細には、皮膚、粘膜および皮膚付属器の見栄えを改善し、内因的
および／または外因的皮膚老化の発現を予防し、且つ／或いはこれに抗し、特に線状皮膚
萎縮の場合には治癒プロセスを補助し、さらには皮膚、粘膜および／または皮膚付属器の
乾燥を予防し、且つ／或いはこれに抗し、また皮膚を色素脱失させる。
【００４８】
好ましい実施態様では、炭素数1～10のアシル基を有する1つ以上の中程度に有極性から無
極性のショ糖エステルは下記の一般式を有する。
【００４９】
【化１】

【００５０】
一般式で記述される炭素数1～10のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性のショ糖
エステルは、全抽出物の重量で50%から100%、好ましくは全抽出物の80%から100%、さらに
好ましくは全抽出物の重量で100%が植物抽出物に存在する。これらの量は、本発明の植物
抽出物に存在するショ糖エステルの生物学的活性の検査を可能とする実施例1、2、3に基
づく。
【００５１】
下記の実施例に示すように、炭素数1～10のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性
のショ糖エステルを80%から100%含む植物抽出物を得ることは可能である。また、得られ
た各種ショ糖エステルを分離し、上記の単一のショ糖エステルから精製された抽出物を得
ることも可能である。
【００５２】
本発明の好ましい実施態様では、植物抽出物は、下記のショ糖エステルを1つ以上含む。
【００５３】
- 3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,4-ビス(2-メチ
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ルプロパノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(3-メチル-1-オキソブチル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,4-ビス(2-メチル
プロパノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(3-メチル-1-オキソブチル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3-(2-メチルプロパ
ノエートノアート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,6-ビス(2-メチ
ルプロパノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3-(3-メチルブタ
ノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,4-ビス(2-メチ
ルプロパノエート)-2-ノナノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,4-ビス(2-メチ
ルプロパノエート)-2-オクタノエート-α-D-グルコピラノシド。
【００５４】
本発明のさらに好ましい実施態様では、植物抽出物は、下記のショ糖エステルを1つ以上
含む。
【００５５】
- 3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,4-ビス(2-メチ
ルプロパノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(3-メチル-1-オキソブチル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,4-ビス(2-メチル
プロパノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド。
【００５６】
本発明の好ましい実施態様では、植物抽出物はブドウホオズキ (Physalis peruviana) の
萼から得たものである。
【００５７】
本発明の第2の目的は、皮膚、皮膚付属器および粘膜に対して生物学的に活性な有効成分
として使用するための、本発明の植物抽出物または合成により得た、炭素数1～10のアシ
ル基を有し、中程度に有極性から無極性のショ糖エステルに関する。
【００５８】
好ましい実施態様では、本発明は、皮膚、皮膚付属器および粘膜に対し、抗炎症活性以外
の生物学的活性を示す有効成分として使用するための、本発明の植物抽出物または合成に
より得た、炭素数1～10のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性のショ糖エステル
に関する。
【００５９】
好ましい実施態様では、炭素数1～10のアシル基を有する中程度に有極性から無極性のシ
ョ糖エステルは、下記の一般式を有する。
【００６０】
【化２】

【００６１】
事実、化粧品組成物、皮膚科学組成物、栄養化粧品組成物中で活性剤として使用できる、
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炭素数1～10のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性のショ糖エステルは、下記の
いずれかに由来する。
【００６２】
- 炭素数1～10のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性のショ糖エステルの混合物
を主として含む抽出物か、または精製後に、炭素数1～10のアシル基を有し、中程度に有
極性から無極性の単一のショ糖エステル量を得ることができる、ナス科ホオズキ属 (Sola
naceae family, of the Physalis genus) の多くの植物のうちの1種類の植物の萼からの
抽出プロセスか、
- 炭素数1～10のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性の1つ以上のショ糖エステル
の合成。当業者は、各種周知の方法により、個々にショ糖エステルを合成し、本発明のシ
ョ糖エステル由来の有効成分を構成することができる。
【００６３】
炭素数1～10のアシル基を有し、中程度に有極性から無極性のショ糖エステルは、炭素数1
～10の1つ以上のアシル基とショ糖のアシルエステルである。
【００６４】
本発明の第3の目的は、有効成分として、本発明の植物抽出物または本発明の合成ショ糖
エステルを適切な生理学的媒体中に含有する、化粧品組成物、皮膚科学組成物、または栄
養化粧品組成物に関する。
【００６５】
本発明の組成物は、局所投与、経口、直腸、膣内、鼻、耳介、気管支投与、非経口投与に
好適な各種の製剤の形態で配合することができる。
【００６６】
第1の変異形として、各種の製剤が局所投与に適すように構成され、これには、クリーム
剤、乳剤、ミルク、軟膏剤、ローション剤、油、グリコール、水アルコールまたは水溶液
、散剤、貼付剤、スプレー剤、その他の外用を意図した生成物が含まれる。
【００６７】
第2の変異形としては、各種の製剤が経口投与に適すように構成される。ショ糖エステル
を含む植物抽出物は、食品成分または補助食品の形態で実施できる。本発明において、補
助食品は、カプセル剤、植物性ソフトカプセルまたはゼラチンソフトカプセルの形態でも
よい。かかる補助食品は、植物抽出物の重量で0.01%から100%を含んでもよい。
【００６８】
化粧品用または皮膚科学用の組成物は局所投与に好適な調製方法で最もよく配合される。
【００６９】
食品用途、栄養補助用、またはコスメティック用（化粧食品（cosmeto-food）またはニュ
ートリ‐コスメティック（nutri-cosmetic）またはニュートラコスメティック（nutracos
metic））としては、組成物は経口投与に好適な調製方法で最もよく配合される。これは
賦形剤を含まないでショ糖エステルおよび合成ショ糖エステルを主に含む植物抽出物によ
り完全に構成することも可能であり、上記の一般式に有利に対応する。
【００７０】
より詳しくは、本発明の組成物は局所投与することを意図している。従って、この組成物
は化粧品的または皮膚科学的に許容可能な、つまり皮膚および皮膚付属器と適合する媒体
を含み、全ての化粧品的または皮膚科学的剤型をカバーする。この組成物は本質的にクリ
ーム、油中水型エマルジョンまたは水中油滴型エマルジョンまたは多相エマルジョン、溶
液、懸濁液、ゲル、ミルク、ローション、またはパウダーでもあり皮膚、唇および／また
は皮膚付属器に塗るのに適している。この組成物は溶媒、増粘剤、希釈液、表面活性剤、
抗酸化剤、着色剤、防腐剤、香水などの製剤に必要な賦形剤を含む。これらはヘルス生成
物および／またはメイクアップ生成物として使用される。
【００７１】
本発明の組成物は、特にヘアケアで主にシャンプー、コンディショナー、トリートメント
ローション、スタイリングジェルまたはクリーム、毛髪修復用ローション（hair restruc
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turing lotion）、マスクなど用の組成物から成る。本発明の化粧品組成物は、後でリン
スをする、またはリンスしない適用を含む主にトリートメントであり、シャンプーの形態
でも使用される。本発明の組成物は、抗ふけトリートメントで効果的に使用できる。また
ブラシまたは櫛で塗布する染毛やマスカラの形態でも特にアイラッシュ、アイブロー、ま
たは髪に使用できる。
【００７２】
加えて本発明の組成物は、適用を意図している分野で普通に使用されている添加物と溶媒
、増粘剤、希釈液、抗酸化剤、着色剤、サンスクリーン、人工日焼け用薬剤、顔料、充填
剤、防腐剤、香水、臭気吸収剤、医薬または美容活物質、エッセンシャルオイル、ビタミ
ン、必須脂肪酸、表面活性剤、皮膜形成性高分子などの製剤に必要な添加物を含む。
【００７３】
発行元がThe Personal Care Products Council, Inc., Washington, D.C.であるThe INCI
 Dictionary & Handbook ("International Nomenclature of Cosmetic Ingredients 13th
 Ed. 2010)はスキンケア産業で一般的に使用され、かつ本発明の組成物への追加的成分と
しての使用が好適であり、すべて網羅されていないが幅広い数の 美容および医薬成分を
記述している。
【００７４】
追加的成分のクラスのすべてを網羅している例ではないが次の成分を含む：治癒剤、抗老
化剤、抗しわ剤、保湿剤、無痛化薬、抗菌剤、抗寄生虫剤、抗真菌剤、防カビ剤、静真菌
剤、殺菌剤、静菌剤、抗菌剤、抗炎症剤、抗そう痒性剤（anti-pruriginous agents）、
麻酔剤、抗ウイルス剤、角質溶解薬、抗フリーラジカル剤、抗脂漏薬、抗フケ剤、皮膚の
分化、増殖、色素沈着の調整剤、浸透推進剤、剥離剤（desquamative agents）、メラニ
ン合成刺激または抑制剤、美白剤（depigmenting、lightening、bleaching）、色素沈着
促進剤(propigmenting agent)、人工日焼け用薬剤(self-tanning agents)、ＮＯ－シンタ
ーゼ防止剤、抗酸化剤、フリーラジカルをトラップする薬および／または大気汚染防止、
抗糖化剤、安定剤、真皮または表皮組織高分子の合成を刺激する薬および／またはそれら
の損傷を防止または抑制する薬、コラーゲン合成を刺激する薬、エラスチン合成を刺激す
る薬、デコリン合成を刺激する薬、ラミニン合成を刺激する薬、デフェンシン合成を刺激
する薬、シャペロン合成を刺激する薬、アクアポリン合成を刺激する薬、ヒアルロン酸合
成を刺激する薬、合成を刺激する薬、脂質および角質層（セラミド、脂肪酸など）成分の
合成を刺激する薬、コラーゲン分解を抑制する薬、エラスチン分解を抑制する薬、線維芽
細胞増殖を刺激する薬、角化細胞増殖を刺激する薬、脂肪細胞増殖を刺激する薬、メラニ
ン細胞増殖を刺激する薬、角化細胞分化を刺激する薬、脂肪細胞分化を刺激する薬、アセ
チルコリンエステラーゼを抑制する薬、グリコサミノグリカン合成を刺激する薬、DNA補
修剤、DNA保護剤、かゆみ止め、敏感肌のトリートメントおよび／またはケアの薬、肌リ
ファーミング剤（skin refirming agents）、抗伸張マーク剤、収斂剤、皮脂産生を制御
する薬、真皮弛緩薬、治癒共補助剤（coadjuvant healing agents）、再上皮形成（reepi
thelialisation）を刺激する薬、共アジュバント再上皮形成剤、サイトカイン成長因子、
鎮静剤、抗炎症薬、毛細血管微小循環および循環に作用する薬、血管新生を刺激する薬、
血管透過性を抑制する薬、細胞代謝に作用する薬、真皮表皮接合部の改善を意図した薬、
発毛を誘導する薬、発毛を抑制または遅延させる薬、筋肉弛緩薬、公害防止および／また
は抗ラジカル剤、脂質分解を刺激する薬、スリミング剤、抗セルライト剤、微小循環に対
して作用する薬、細胞の代謝に対して作用する薬、洗浄剤、ヘアスタイリング剤、発毛剤
、サンスクリーン、トータルスクリーン、補正剤、洗剤、医薬品、乳化剤、エモリエント
剤、有機溶媒、防腐剤、脱臭活物質、生理的に許容可能な培地、界面活性剤、研磨剤、吸
収剤、香水などの美学的要素、色素、染料、着色剤、天然着色剤、エッセンシャルオイル
、感覚剤、美学的収斂剤、抗アクネ剤、凝集防止剤、消泡剤、抗酸化剤、結合剤、有機添
加物、酵素、酵素阻害剤、酵素インダクタ、コエンザイム、キレート剤、植物派生物およ
び植物抽出物、エッセンシャルオイル、海水抽出物、バイオ発酵プロセスおよび／または
バイオ技術から得た薬、ミネラル塩、細胞抽出物、サンスクリーン（紫外線Aおよび／ま
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たはB光線に対して活性な鉱物または有機紫外線防御剤）、セラミド、ペプチド、緩衝剤
、充填剤、キレート剤、化学的添加剤、着色剤、化粧品殺生物剤（cosmetic biocides）
、変性剤、薬用収斂剤、外用鎮痛剤、皮膜形成特性と組成物の持続性を向上するポリマー
などの皮膜形成剤、第四級誘導体、持続性を向上させる薬、透過剤、pH制御因子と調整剤
（例えばトリエタノールアミン）、推進薬、還元剤、封鎖剤、皮膚漂白および／または美
白剤、皮膚コンディショニング剤（多種多様なものと閉塞剤（occlusive）を含む湿潤剤
）、湿度を維持する物質、アルファヒドロキシ酸、ベータヒドロキシ酸、湿潤剤、表皮の
加水分解酵素、無痛化薬および／または修復剤、肌処理剤、抗しわ剤、目のたるみを少な
くする、または処理する薬、剥離剤、増粘剤、柔軟剤、ゲルポリマ、ビタミンおよびその
派生物、湿潤剤、ピーリング薬剤、無痛化薬、皮膚の治療剤、リグナン、防腐剤（つまり
、フェノキシエタノールとパラベン類）、抗紫外線剤、細胞毒性剤、抗腫瘍薬、粘度改質
剤、非揮発性溶媒、パール化剤、制汗剤、脱毛剤、ワクチン、香水、皮膚再構成薬剤、賦
形剤、充填剤、ミネラル、抗マイコバクテリア剤、抗アレルギー剤、H1またはH2抗ヒスタ
ミン剤、抗刺激剤、免疫系を刺激する薬、免疫系を抑制する薬、昆虫忌避薬、潤滑油、色
素剤または着色剤、色素沈着低下剤、光安定剤、およびこれらの混合物、ここで物理的に
、化学的に組成物の他の成分、特に本発明の活物質と適合することを条件とする。
【００７５】
加えて、これらの追加的成分の性質は本発明の活物質の便益に対して副作用と持つことは
ない。これらの追加的成分は例えば植物抽出物またはバイオ発酵のプロセスから得た天然
または合成のものである。The INCI Dictionary & Handbookには追加的な例が記載されて
いる。
【００７６】
かかる追加的成分は下記から成る群から選択される：アミノ糖、グルコサミン、D-グルコ
サミン、N‐アセチルグルコサミン、N-アセチル-D-グルコサミン、マンノサミン、N‐ア
セチル‐D‐マンノサミン、ガラクトサミン、N‐アセチルガラクトサミン、ビタミンB3お
よびその派生物、ナイアシンアミド、デヒドロ酢酸ナトリウム、デヒドロ酢酸およびその
派生物、植物ステロール、サルチル酸を含む、ヘキサミジン、アルカノイルジヒドロキシ
プロリンを含む、大豆の抽出物およびその派生物、エクオール、イソフラボン類、フラボ
ノイド、フィタントリオール、ファルネソール、ゲラニオール、ビサボロール、ペプチド
およびその派生物、ジ‐、トリ‐、テトラ‐、ペンタ‐、およびヘキサペプチドおよびそ
の派生物、lys-thr-thr-lys-ser、パルミトイル-lys-thr-thr-lys-ser、カルノシン、N-
アシルアミノ酸を含む、レチノイド、レチニルプロピオナート、レチノール、レチニルパ
ルミタート、酢酸レチニル、レチナール、レチノイン酸、水溶性ビタミン、アスコルビン
酸、ビタミンC、アスコルビルグルコシド、パルミチン酸アスコルビル、リン酸アスコル
ビルマグネシウム、リン酸アスコルビルナトリウム、ビタミンおよびその塩と派生物、プ
ロビタミンおよびその塩と派生物、エチルパンテノール、ビタミンBおよびその派生物、
ビタミンB1、ビタミンB2、ビタミンB6、ビタミンB12、ビタミンKおよびその派生物、パン
トテン酸およびその派生物、パントテニルエチルエーテル、パンテノールおよびその派生
物、エチルパンテノール、デクスパンテノール、ビオチン、アミノ酸およびその塩と派生
物、水溶性アミノ酸、アスパラギン、アラニン、グルタミン酸、水不溶性ビタミン、ビタ
ミンA、ビタミンE、ビタミンF、ビタミンDおよびその化合物、モノ‐、ジ‐、トリテルペ
ノイド、β-イオノール、セドロールおよびそれらの派生物、水不溶性アミノ酸、チロシ
ン、トリプタミン、微粒子材料、ブチル化ヒドロキシトルエン、ブチル化ヒドロキシアニ
ソール、アラントイン、ニコチン酸トコフェロール、トコフェロール、トコフェロールエ
ステル、N‐パルミトイル‐gly-his-lys、フィトステロール、ヒドロキシ酸、グリコール
酸、乳酸、ラクトビオン酸、ケト酸、ピルビン酸、フィチン酸、リゾホスファチジン酸、
スチルベン、ケイ皮酸エステル、レスベラトロル、キネチン、ゼアチン、ジメチルアミノ
エタノール、天然のペプチド、大豆ペプチド、糖酸の塩、Mnグルコン酸Xnグルコン酸、ピ
ロクトンオーラミン、3、4、4’‐トリクロロカルボアニリド、トリクロカルバン、Znピ
リチオン、ヒドロキノン、こうじ酸、アスコルビン酸、リン酸アスコルビルマグネシウム
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、アスコルビルグルコシド、ピリドキシン、アロエベラ、テルペンアルコール、アラント
イン、ビサボロール、グリチルリチン酸2カリウム、グリセロール酸、ソルベトール酸、
ペンタエリトリトール酸、ピロリドン酸およびその塩、ジヒドロキシアセトン、エリトル
ロース、グリセルアルデヒド、タルタルアルデヒド、クローブ エッセンシャルオイル、
メンソール、カンファー、ユーカリ精油、オイゲノール、乳酸メンチルエステル、ハマメ
リス水（witch hazel distillate）、エイコセン・ビニルピロリドン共重合体、ヨードプ
ロピルブチルカルバメート（iodopropyl butylcarbamate）、多糖、必須脂肪酸、サリチ
ル酸塩、グリシルレチン酸、カロチノイド、セラミドおよび擬似セラミド、複雑な脂質、
シアバター(Shea Butter)のような自然起源の一般的なオイル、アンズの油、月見草油、
スモモの油、ヤシの油、monoi oil（ココナッツオイル）、カカイナッツオイル、ハイド
ロキノン、1'HEPES、プロシステイン、O‐オクタノイル‐6‐D‐マルトース、メチルグリ
シン二酢酸の二ナトリウム塩、ジドスゲニンおよびDHEAの派生物などのステロイド、デヒ
ドロエピアンドロステロン（DHEA）および／または前駆体または化学的或いは生物学的派
生物、Ｎ－エチルオキシカルボニル－４－パラ－アミノフェノール、ブルーベリー抽出物
、植物ホルモン、Saccharomyces cerevisiae酵母エキス、藻エキス、大豆の抽出物、ルピ
ン、メーズ（maize）および／または豆、アルベリンおよびその塩、特に、クエン酸アル
ベリン、ナギイカダおよびセイヨウトチノキの抽出物ならびにこれらの組合せ、メタロプ
ロテイナーゼ阻害薬、Schinus molle抽出物。
【００７７】
あらゆる状況において、当業者は、本発明の組成物から求めた有益な特性に悪影響を与え
ない方法で、これらの添加物およびその比率を確実に選択しなければならない。
【００７８】
本発明の好ましい実施態様では、化粧品組成物、皮膚科学組成物、または栄養化粧品組成
物は、有効成分組成物の全重量当たり重量で10-6～50%を含む。
【００７９】
有効成分または植物抽出物の有効量は、求める結果、すなわち、保湿や表皮のバリアー機
能を改善し、皮膚と粘膜の乾燥を予防し、且つ／或いはこれに抗し、皮膚老化の発現に抗
し、治癒プロセスを補助し、皮膚の色素を脱失するのに必要な量に対応する。抗炎症活性
は、特許請求の範囲の皮膚科学的作用範囲から除外される。
【００８０】
有利な実施態様では、本発明の組成物における有効量または有効成分含量は組成物の全重
量当たり重量で10-6～25%であり、より好ましくは組成物の全重量当たり重量で10-6～10%
である。
【００８１】
指示有効量は実施例21～23に正確に与えられた結果に基づく。従って有効量は抽出物のシ
ョ糖エステル濃度と、必要の場合に実施した希釈とに従う上記の比率において変化する。
【００８２】
　より有利な実施態様では、化粧品組成物は局所投与に適しており、主にオイル、水アル
コールまたは水溶液の形態で、或いは油中水型エマルジョンまたは水中油滴型エマルジョ
ンまたは多相エマルジョンの形態で、或いはクリーム剤、懸濁液、または散剤の形態で存
在し、かかる組成物はほぼ液体または固体であっても良く、それはクリーム剤、ローショ
ン剤、ミルク、シャンプー、美容液（serum）、軟膏剤、ゲル、ペースト、泡沫 (foam)、
或いはスティックのような形態であっても良い。
【００８３】
本発明の第4の目的は、皮膚、粘膜または皮膚付属器の見栄えを改善し、皮膚と粘膜の乾
燥を予防し、且つ／或いはこれに抗し、老化および／または光老化の皮膚兆候を予防し、
且つ／或いはこれに抗し、弾力の喪失および皮膚の張りに抗し、色素を脱失する美容処理
プロセスであり、上記の本発明の化粧品組成物の有効量を皮膚および／または髪の表面に
適用することを含むプロセスである。
【００８４】
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本発明の化粧品組成物の色素脱失作用は、メラニン産生に対して抑制効果を有することに
留意されたい。
【００８５】
本発明の第5の目的は、皮膚、粘膜または皮膚付属器の病理学的乾燥状態に関する皮膚科
学的処理に使用して治癒を促進することを目的とした、単独または他の有効成分との併用
における、本発明の植物抽出物または本発明の合成のショ糖エステルの有効量である。
【００８６】
好ましい実施態様では、本発明は、抗炎症活性を例外として、皮膚、粘膜または皮膚付属
器の病理学的乾燥状態に関する皮膚科学的処理に使用して治癒を促進することを目的とし
た、単独または他の有効成分との併用における、本発明の植物抽出物または本発明の合成
のショ糖エステルの有効量を含む。
【００８７】
また、有効量は実施例21～23において正確に得た結果に基づいている。主としてコラーゲ
ンIII、コラーゲンIV、フィブリリン1を基にした試験は組成物の全重量当たり重量で少な
くとも10-6 %の有効量の同定を可能にする。
【００８８】
本発明の第6の目的は、皮膚、粘膜または皮膚付属器の見栄えを改善し、皮膚と粘膜の乾
燥を予防し、且つ／或いはこれに抗し、老化および／または光老化の皮膚兆候を予防し、
且つ／或いはこれに抗すことを意図して摂取される栄養化粧品組成物を調製するための、
単独または他の有効成分との併用における、本発明の植物抽出物または本発明の合成のシ
ョ糖エステルの有効量の使用である。
【００８９】
最後に、本発明の第7の目的は、1つ以上のショ糖エステルを含む植物抽出物または有効成
分を調製するプロセスである。
【００９０】
抽出物は植物の全体または植物の特定部分（葉、種、茎、根、萼、花弁、果実など）を使
用して実施する。
【００９１】
具体的には、本発明はSolanaceae科、Physalis属の、好ましくはPeruviana種の多くの植
物の1つの萼を使用する。
【００９２】
当業者に周知の抽出および生成方法を使用して皮膚、皮膚付属器および粘膜に対して生物
学的活性を有する前記のショ糖エステルを含む本発明の植物抽出物を調製する。
【００９３】
本発明の植物抽出物についての調製プロセスは下記に詳しく記述する。
【００９４】
植物およびその部分は野から摘み、慣行栽培、養液栽培、水耕栽培にて採取する。
【００９５】
すべて網羅されていないが、当業者に周知の主として有機溶媒を使用して、多少便宜に配
慮した植物抽出物から粗抽出液を調製するプロセスは個体／液体の植物抽出プロセスで実
施される。抽出プロセスはバッチ、半連続、連続での単一接点（single-contact）であり
得る。このプロセスは並流または向流である複数段をも含む。このことはパルス化または
加圧下での超音波、マイクロ波、熱磁気誘導、電場による支援で行われる。
【００９６】
植物マトリックスは事前の乾燥と、粉砕または凍結粉砕、flash detente（瞬間開放）、
さらにはインスタント調製圧力降下（instant controlled pressure drop）で調製するこ
とができる。また、植物マトリックスは、目的の分子を最大限に放出するため、酵素によ
っても処理できる。
【００９７】
ショ糖エステルの抽出には、下記の溶媒を使用することができる。
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【００９８】
- 炭化水素類で、分枝型か直鎖型かで、ヘキサン、シクロヘキサンなど芳香か環式の脂肪
族
- ジクロロエチレン、クロロホルムなどのハロゲン化炭化水素類
- メタノール、エタノール、プロパノール、イソプロパノール、ブタノールなどのアルコ
ール類
- エチレングリコール、プロピレングリコール、1,2-および1,3-プロパンジオール、ブタ
ンジオール、グリセロールなどの グリコール類
- アセトン、メチルイソブチルケトン、メチルエチルケトンなどのケトン類
- ジエチルエーテル、メチルtert-ブチルエーテル、エチルtert-ブチルエーテル、テトラ
ヒドロフラン（THF）、メチルTHFなどの脂肪族または環状エーテル類
- 2‐メトキシ‐1‐メチルエチルアセタート、2‐（2‐ブトキシエトキシ）エタノールお
よびそのアセタートなどのグリコールエーテル類 
- 酢酸エチル、乳酸エチル、プロピオン酸エチル、オレイン酸エチル、ステアリン酸メチ
ル、オレイン酸オレインなどのエステル類で、酸は1つ以上の長鎖を有し、アルコールは1
つ以上の長鎖を有する
- 1-(4-スルホブチルエーテル)-3-メチルイミダゾリウム硫酸水素塩、1-エチル-3-メチル
イミダゾリウムビス(トリフルオロメタンスルホニル)イミドなどのイオン液体
- 共溶媒が有無での二酸化炭素などの超臨界流体
- 植物油などのagro-溶媒、リモネンまたはピネンなどのテルペン
- また、これら溶媒の組合せ。
【００９９】
得られた抽出物は、主に水－水抽出、遠心分離、（例えば、活性炭または漂白粘土での脱
色を用いる）吸着、昇華、結晶化、主に液膜かき取型の蒸留、遠心分子蒸留、さらには膜
質での濾過などの種々の方法で精製できる。
【０１００】
使用する蒸留技術に基づき、必要であれば濾過および脱溶媒和ステップを実施する。
【０１０１】
好ましい実施態様では、粗植物抽出液は次の溶液の1つを用いて得られる。つまりアルコ
ールが例えばエタノール、植物油、好ましくは精製またエステル様カプリル酸／グリセリ
ンカプリン酸などの脂肪族アルコールであり、アルコールの共溶媒を添加したシクロヘキ
サン、酢酸エチル、超臨界二酸化炭素である。
【０１０２】
よって、本発明の植物抽出物の調製プロセスは下記のステップを含む。
【０１０３】
- 植物の部分の乾燥、
- 粉砕、
- 適切な有機溶媒を用いた抽出と下記の、
- 必要であれば脱溶媒和と下記の、
- 必要であれば1つ以上の適切な方法での精製。
【０１０４】
好ましい実施態様では本発明のプロセスは下記のステップを含む。
【０１０５】
- 植物の部分の乾燥、
- 凍結粉砕、
- アルコール、植物油、またはエステルなどの共溶媒の有無での酢酸エチル、クロヘキサ
ン、エタノール、超臨界二酸化炭素を用いた抽出、
- 結晶化または吸着による精製、
- 必要であれば濾過、
- 必要であれば脱溶媒和。
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【図面の簡単な説明】
【０１０６】
【図１】図１Ａは、ウチュバ抽出物の細胞毒性を示す。図１Ｂは、ウチュバ抽出物による
コラーゲンIの発現の再確立を示す。
【図２】図２Ａは、コラーゲンIの産生に対するウチュバ抽出物の効果を示す。図２Ｂは
、コラーゲンIIIの産生に対するウチュバ抽出物の効果を示す。
【図３】図３Ａは、ウチュバ抽出物によるコラーゲンIV発現の大幅な上昇を示す。図３Ｂ
は、ウチュバ抽出物によるエラスチン発現の再確立を示す。
【図４】図４Ａは、ウチュバ抽出物によるメチル化の割合の低下を示す。図４Ｂは、ウチ
ュバ抽出物によるフィブリリン1の発現の再確立を示す。
【図５】図５Ａは、フィラグリンの免疫標識の結果を示す。図５Ｂは、インボルクリンの
免疫標識の結果を示す。
【図６】ウチュバ抽出物による皮膚の色素脱失作用を示す試験の結果を示す。
【実施例】
【０１０７】
本発明の別の利点と特徴は図を用いて示し、全てを網羅していないが実施例により理解が
深まるであろう。
【０１０８】
実施例1:　Physalis peruvianaの萼からの植物抽出物の調製
事前に果実から分離させて乾燥させたPhysalis peruvianaの萼は、1 mmグリッド付きのパ
ウダーを造る造粒ミルで破砕する。粒子サイズは、ほぼ500μmである。
得られたパウダー（50 g）はセルロースシンブル（cellulose thimble）に置き、次にソ
ックスレー抽出器に置く。
抽出に使用した溶媒はエタノール96%（50 ml）であり、抽出サイクルは約20回である。
溶媒媒質中の抽出物はRotavapor（ロータリーエバポレーター）で蒸発させ、媒質を除去
する。
これにより、最終的に57%のショ糖エステルを含むPhysalis peruvianaの萼から11.0 gの
抽出物が取れる。
【０１０９】
実施例2:　Physalis peruvianaの萼からの植物抽出物の調製
事前に果実から分離させて乾燥させたPhysalis peruvianaの萼は、1 mmグリッド付きのパ
ウダーを造る造粒ミルで破砕する。粒子サイズは、ほぼ500μmとする。
得られたパウダー（50 g）はセルロースシンブル（cellulose thimble）に置き、次にソ
ックスレー抽出器に置く。
抽出に使用した溶媒は酢酸エチルであり、抽出サイクルは約20回である。溶媒媒質中で得
られた抽出物は水を用いてオンカラム液－液抽出法（on-column liquid-liquid extracti
on）で温度を20℃～65℃にして向流抽出で精製し、水溶性分子を除去する。次に酢酸エチ
ルと抽出物を含む有機相はRotavaporで蒸発させて溶媒を除去する。
洗浄された抽出物はポリフェノール、ウィタノリド（withanolides）、遊離糖類が無い状
態とする。
これにより、最終的に89.0%のショ糖エステルを含むPhysalis peruvianaの萼から6.2 gの
抽出物が取れる。
【０１１０】
実施例3:　Physalis peruvianaの萼からの植物抽出物の調製
事前に果実から分離させて乾燥させたPhysalis peruvianaの萼は1 mmグリッド付きのパウ
ダーを造る造粒ミルで破砕する。粒子サイズはほぼ500μmとする。得られたパウダー（50
0 g）は超臨界流体抽出器に置いた。
抽出に使用した溶媒はエタノールなどの脂肪族アルコールの共溶媒を添加した二酸化炭素
である。
抽出パラメータは、圧力75 bars～200 bars、温度35℃～50℃、CO2流量2 kg/h～20 kg/h
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、CO2に対して1%～5%エタノールである。
溶媒媒質中で得られた抽出物は活性炭または漂白粘土で脱色、冷間結晶化、さらに濾過し
て蒸発させる。
これにより、最終的にPhysalis peruvianaの萼から87.6%のショ糖エステルを含む85.5gの
抽出物が取れる。
必要であれば、99.9%のクロマトグラフィー純度でPhysalis peruvianaの萼の抽出物を得
るために、こうして得られた抽出物液膜かき取型、または遠心分子蒸留によって精製する
ことができる。
【０１１１】
実施例4:　Physalis peruvianaの萼から得た植物抽出物のショ糖エステルの精製
実施例１で得られたPhysalis（1 g）の萼から得られる抽出物を、6 mlのCH3CN/H2O溶媒混
合液に溶解する。10 mLの同じCH3CN/H2O混合液1:1で洗浄された固相抽出（SPE）（C18、1
0g）により、シンブル（thimble）で濾過する。
得られた溶出液は充填剤溶媒に関連し、画分1（300 mg）を得る。
続けて荷重のかかったシンブルはCH3CN/H2O溶媒グラジエント7:3（20 mL）および1:0（20
 mL）に基づき順次溶出して画分2（500 mg）と画分3（100 mg）を得る。
画分1、画分2、画分3はHPLC-DAD-DEDLで分析し、初期の抽出物のクロマトグラムと比較す
る。
画分1はポリフェノール化合物、ウィタノリド、いくつかのフィサリン(physaline)、糖な
どの極性化合物を含む。
画分2はショ糖エステルを含む。
画分3は脂質画分である。
画分2（500 mg）は、H2O/CH3CN溶媒グラジエント（35分で3:7から0:1へ）で分取HPLC（C1
8、50x150 mm、5μm）による画分を行い、画分を得る。
- 画分IIIb（4分～14分の溶出）
- 画分I（14分～18分の溶出、230mg）
- 画分II（18分～25分の溶出、200mg）
- 画分IIIa（25分～35分の間）
画分IIIaおよびIIIbの画分を合わせ、画分IIIの画分（50 mg）を得る。
得られた画分の成分は下記の通りである。
画分I:
化合物1、3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,4-ビス(
2-メチルプロパノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
画分II:
化合物2、- 3-O-(3-メチル-1-オキソブチル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,4-ビス(
2-メチルプロパノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
画分III: 前記以外の化合物で主に下記を含むショ糖エステル
- 3-O-(3-メチル-1-オキソブチル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3-(2-メチルプロパ
ノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,6-ビス(2-メチ
ルプロパノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3-(3-メチルブタ
ノエート)-2-デカノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,4-ビス(2-メチ
ルプロパノエート)-2-ノナノエート-α-D-グルコピラノシド
- 3-O-(2-メチル-1-オキソプロピル)-β-D-フルクトフラノシル(1→2)-3,4-ビス(2-メチ
ルプロパノエート)-2-オクタノエート-α-D-グルコピラノシド。 
【０１１２】
実施例5:　皮膚細胞の発現プロファイルに対する画分I、II、IIIの効果
画分I、II、IIIの効果は正常ヒト表皮角化細胞およびヒト真皮線維芽細胞のモデルに対す
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るトランスクリプトーム分析で研究されている。この包括的な転写物の発現分析をAffyme
trix GeneAtla（商標）プラットフォームおよび36、000の転写物と変異体を含むU219「完
全ヒトのトランスクリプトーム」チップを使用して、4時間から24時間のインキュベーシ
ョン後に実施した。
【０１１３】
【表１】

【０１１４】
2.　試験された化合物
【０１１５】

【表２】

【０１１６】
3 　培養と処理
細胞は24時間、培地に導入して栽培し、さらに24時間、試験培地でインキュベーションし
た。続けて培地は試験化合物の含有または未含有（対照）の試験培地で取り替えて、細胞
を4時間または24時間インキュベーションした。全ての条件はn＝3で完了した。
インキュベーション後に培養上清を除去し、細胞層をPBS溶液で洗浄した。プレートは直
ちに-80℃で凍結乾燥した。
【０１１７】
4. 　Affymetrix
U219チップの使用についての原則－ディファレンシャル発現分析
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-　ターゲットの調製
各サンプルの全RNAはサプライヤーの勧めるプロトコールに基づくTriPure Isolation Rea
gentを使用して抽出した。RNAの質と量はキャピラリー電気泳動装置（Bioanalyzer 2100,
 Agilent）で評価した。
RNA増幅法およびビオチン化RNA類似体（RNAa）の合成は「GeneChip 3’IVT Express」キ
ット（Affymetrix）を使用して実行した。一本鎖の相補的DNA（cDNA）はoligo(dT)存在下
における全RNAの逆転写で合成した。DNAポリメラーゼの作用により二本鎖ｃＤＮＡ（ds D
NA）を合成した。続けてビオチニル化RNAをビオチニル化リボヌクレオチド類似体存在下
でcDNAから合成した。塩、酵素、遊離ヌクレオチドを除去する磁気ビーズをベースにした
精製ステージ後、ビオチニル化RNAは100‐120ヌクレオチドをピークとする35から200ヌク
レオチドのフラグメントに加水分解された（フラグメント化標的）。
フラグメンテーション前後に合成ビオチニル化RNAの品質管理はキャピラリー電気泳動装
置（Bioanalyzer 2100, Agilent）で実施した。
-　マーキングおよびハイブリダイゼーション
このステップは「3’IVTアレイ用のGeneAtlas（商標）ハイブリダイゼーション、洗浄、
染色キット」（Affymetrix）を用いて実施した。
Affymetrix U219チップ（36、000の転写物と変異体）上でのフラグメント化RNAaのハイブ
リダイゼーションは45℃で20時間、「GeneAtlas fluidics station」ハイブリダイゼーシ
ョンステーション（Affymetrix）上で実施した。ハイブリダイゼーション（BioB、BioC、
BioD）のコントロールプローブおよびpolyA RNAコントロール（Lys、Phe、Dap）をハイブ
リダイゼーション中に追加した。フィコエリスリンと直接的に結合するハイブリダイゼー
ションのコントロールプローブはマーキングステップがどこであれ、ハイブリダイゼーシ
ョンの有効性を確かなものにする。polyA RNAコントロールを使用してマーキングの質を
検証する。
次に、マーキングは3つのステップで実施した（中間洗浄ステップも）： 
- ストレプトアビジン複合体の固定－チップ上のハイブリダイズされたRNAaにおけるフィ
コエリトリン
- ビオチンと結合した抗ストレプトアビジン抗体によるこの複合体の認識
- 信号の増幅を可能にするフィコエリトリンと結合したストレプトアビジンの添加。
【０１１８】
5　データプロセス
生のデータをMicrosoft Excelで転送および処理した。
グループ間比較は対応のない相対スチューデントt検定（unpaired bilateral Student's 
t-test）を使用して実施した。統計分析はn≧5として解釈するが、n<5の場合は計算デー
タを参考目的でのみ提供している。
用いられる式:
【表３】

【０１１９】
6　結果
「倍変化」の分析をエクセルで実施して、それに続けてIngenuity IPA （相互パスウェイ
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分析、Interactive Pathway Analysis）ソフトウエアでの機能分析を行った。この分析で
は生物機能（プロセス）において有意に調整された遺伝子をまとめて扱うことができる。
線維芽細胞（NHDF）の分析
画分（I、II、III）で処理された線維芽細胞のトランスクリプトームプロフィール分析に
よれば、特に画分IIにより、遺伝子の発現調節を示した。
画分IIの場合、フィブリリン1（FBN1）のコード遺伝子の発現調節は非常に興味深い。事
実、この遺伝子の発現は4時間（3.27倍）、24時間（8.24倍）のように経時的に有意に高
くなる。
フィブリリン1（細胞外マトリックスの主成分）は線維芽細胞によって分泌され、ミクロ
フィブリルの重要な成分を構成する。これは主としてエラスチン繊維の集合に関与し、皮
膚の弾性において重要な役割をする。
角化細胞（NHEK）の分析
3つの画分（I、II、III）で処理された角化細胞のトランスクリプトームプロフィール分
析によれば特に画分IIIにより遺伝子の発現調節を示した。
3つの画分（I、II、III）による角化細胞の処理は角化細胞の分化タンパク質のコード遺
伝子、KRT1、IVL、DSG1、DSC1、SPRR2A、SPRR2E、SPRR1A、SPRR2D、CALML5、SBSN、KRTDA
Pについて発現抑制を誘発した。
この効果により、画分I、II、IIIが角化細胞に対する抗分化効果の存在推定を可能にする
。
下記の実施例では、本発明の有効成分は組成物の質量での10-6～3%範囲の有効量において
各種組成物に存在する。
【０１２０】
実施例6:　経口投与する組成物
ショ糖エステルを含むPhysalis peruvianaの萼から得られる抽出物は経口用組成物に組み
込まれ、毎日50 mgから200 mgの抽出物の投与を可能とする。
1) ソフトカプセルの形態の抗老化用組成物
- 実施例に従ったPhysalis peruvianaの萼から得られる抽出物1 または 2または3
                                              30 mg
- アルガン油                                  60 mg
- 不鹸化物中のリッチな麦芽油                  300 mg
- ビタミンB群（B1, B2, B3, B5, B6, B9, B12） RDAの100%の適量 (q.s.f)
- トコトリエノール                            RDAの50%の適量 (q.s.f)
- ビタミンE
- ミツロウ
- 大豆レシチン
- 食用ゼラチン
- グリセリン                                  ソフトカプセル1個となるように適量 
(q.s.f)
この組成物は、1日当たり4～6カプセル投与される。
2) 錠剤の形態の肌の張り用組成物
- 実施例に従ったPhysalis peruvianaの萼から得られる抽出物1または2または3
                                                           25 mg
- 硫化アミノ酸が豊富な穀物抽出物（麦、ソバ、米、キノア）   200 mg
- キレートの形態の亜鉛                                     RDAの100%の適量 (q.s.
f)
- ビタミンC                                                RDAの50%の適量 (q.s.f
)
- 魚軟骨由来のグリコサミノグリカン                         200 mg
- グルシデックス (Glucidex) IT 19（圧縮剤）                1錠が800 mgとなるよう
に適量
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3) チョコレート風味のシリアルバーでの実施例
- 実施例に従ったPhysalis peruvianaの萼から得られる抽出物1 または 2または3
                                                   200 mg
- リコペン                                         6 mg
- アスタキサンチン                                 4 mg
- フコキサンチン                                   4 mg
- マイクロカプセル製剤中のルテイン                 4 mg
- マイクロカプセル化トコトリエノール               ビタミンEのRDAの100%の適量 (q
.s.f)
- ダークチョコレート、オリゴフルクトース、糖、フルクトースシロップ、
  脂肪分低減ココアパウダー、クランチシリアル、
  脱脂粉乳、アーモンド、グリセロール、ソルベトール、
  植物油、グリコースシロップ、香味料、
  加糖練乳、大豆レシチン、脂肪酸のモノおよび
  ジグリセリド、カラメルシロップ、
  マルトデキストリン、塩、ソルビン酸カリウム、
  αトコフェロール                                 バー1個が50 gとなるように適量
 (q.s.f)
この組成物は1日1回投与される。
4) バニラ風味の乳飲料における実施例
- 実施例に従ったPhysalis peruvianaの萼から得られる抽出物1 または 2または3
                                                   200 mg
- ポリフェノールが豊富な緑茶の抽出物               100 mg
- ビタミンB群（B1, B2, B3, B5, B6, B9, B12）      RDAの100%の適量 (q.s.f)
- 亜鉛、マグネシウム、セレニウム                   RDAの100%の適量 (q.s.f)
  脱脂粉乳、香味料、フルクトース、卵白、
  使用済みバニラシード、糖、キャラメル、βカロテン、
  キサンタンゴム、アスパルテーム、アセスルファムカリウム、
  大豆レシチン、マルトデキストリン                 小袋 1袋が30 gとなるように適
量 (q.s.f) 
この組成物は1日1回投与される。
【０１２１】
実施例7:　化粧品組成物‐顔用デイクリーム
【０１２２】
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【表４】

 
【０１２３】
手順: 
フェーズAを量り、撹拌せず30分間膨張させる。フェーズAを湯煎で75℃に加熱する。フェ
ーズBを量り、混合する。フェーズCを量って湯煎で75℃に加熱する。フェーズBをフェー
ズAに添加する。よく混合する。連続撹拌中にフェーズA＋BにフェーズCを注入する。よく
均質化させる。即座に、フェーズDを添加する。フェーズEを添加して、よく均質化する。
フェーズFを添加して、よく均質化する。
【０１２４】
実施例8:　化粧品組成物‐顔用ジェルフォーム
【０１２５】
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【表５】

【０１２６】
手順: 
連続撹拌中にフェーズAを分散させる。水中にUltrez 10を散らし、30分間膨張させる。完
全溶解するまでフェーズCを加熱する。フェーズAとフェーズBとを混合する。フェーズCを
フェーズ（B＋A）に添加する。連続撹拌中にフェーズDをフェーズ（A＋B＋C）に添加する
。フェーズEを添加する。フェーズFにより中和する。フェーズGを添加して混合する。
【０１２７】
実施例9:　 化粧品組成物‐美容液（ｓｅｒｕｍ）型
 
【０１２８】
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【表６】

【０１２９】
手順: 
水中にカルボマーを散らし、15分間膨張させる。フェーズBを混合する。フェーズBをフェ
ーズAに注入して均質化する。続けてフェーズCを量り、連続撹拌中にフェーズA＋Bに添加
する。1時間膨張させる。即座に、連続撹拌中に以前のフェーズにフェーズDを添加する。
フェーズEにより中和する。撹拌する。
続けてフェーズFを添加する。連続撹拌中に少なくとも1時間、これを混合してからフェー
ズGを添加する。よく混合する。
【０１３０】
実施例10:　顔用ナイトクリーム
【０１３１】
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【表７】

 
【０１３２】
手順: 
フェーズAを量り、30分間膨張させる。フェーズAを湯煎で75℃に加熱する。完全可溶化ま
でフェーズBを加熱する。フェーズBをフェーズAに添加する。フェーズCを湯煎で75℃に加
熱する。連続撹拌中にフェーズA＋BにフェーズCを添加する。フェーズDを添加してよく均
質化させる。55℃でフェーズEにより中和する。まずフェーズFを、次にフェーズGを添加
してよく均質化させる。
【０１３３】
実施例11:ボディークリーム
【０１３４】
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【表８】

【０１３５】
手順: 
フェーズAを湯煎で75℃に加熱する。完全可溶化までフェーズBを加熱する。フェーズBを
フェーズAに添加する。フェーズCを湯煎で75℃に加熱する。連続撹拌中にフェーズCをフ
ェーズA+Bに添加する。フェーズDを添加してよく均質化させる。55℃でフェーズEにより
中和する。フェーズFを添加してよく均質化させる。
【０１３６】
実施例12:　ローション
【０１３７】
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【表９】

【０１３８】
手順:
フェーズAを量る。フェーズBを量り、混合する。連続撹拌中に30分間、フェーズBをフェ
ーズAに添加する。フェーズCを量り、混合液が均質化するまで混合する。連続撹拌中にフ
ェーズA＋BにフェーズCを添加する。以前の混合液にフェーズDを添加する。連続撹拌中に
以前の混合液にフェーズEを添加する。よく均質化させる。フェーズEを量り、混合して以
前の混合液に添加する。連続的に混合する。
【０１３９】
実施例13:　デイクリーム
【０１４０】
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【表１０】

【０１４１】
手順: 
フェーズA : 水中にUltrez 10を注入し、30分間膨張させる。フェーズBを量り、60℃で融
解させる。フェーズAを湯煎で75℃に加熱する。フェーズCを量り、湯煎で75℃へ加熱する
。連続撹拌中（Staro s=500 rpm）に、フェーズCをフェーズAに添加する。無作為にフェ
ーズA＋BにフェーズBとフェーズDを添加して、これにフェーズEを添加する。よく均質化
させる。45℃に冷却してフェーズFを添加する。35℃でフェーズGを添加してよく均質化さ
せる。フェーズHを添加してよく均質化させる。
【０１４２】
実施例14:　ボディー用液体
【０１４３】
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【表１１】

【０１４４】
手順: 
フェーズA : 水中にUltrez 10を注入し、30分間膨張させる。プロペラ式混合機（300rpm
）で撹拌中、フェーズBを注入して1時間膨張させる。プロペラ式混合機（300rpm）で撹拌
中にフェーズAをフェーズBに添加して、よく均質化させる。フェーズCを量って撹拌し、
フェーズDを量って混合する。フェーズA＋BにフェーズCを添加する。フェーズA＋B＋Cに
フェーズCを添加する。よく均質化させる。続けてフェーズE、フェーズF、フェーズG、最
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【０１４５】
実施例15:　ナイトクリーム
【０１４６】
【表１２】

【０１４７】
手順: 
フェーズA : 水中にUltrez 10を注入し、30分間膨張させる。プロペラ式混合機（300rpm
）で撹拌中、フェーズBを注入して1時間膨張させる。プロペラ式混合機（300rpm）で撹拌
中にフェーズAをフェーズBに添加して、よく均質化させる。フェーズCを量って撹拌し、
フェーズDを量って混合する。ブレード型混合機（300 rpm）で撹拌中、フェーズA＋Bにフ
ェーズCを添加する。フェーズA＋B＋CにフェーズCを添加する。よく均質化させる。続け
てフェーズE、フェーズF、フェーズG、最後にフェーズHを添加する。よく均質化させる。
【０１４８】
実施例16:　抗伸張マーククリーム
【０１４９】
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【表１３】

【０１５０】
手順:
フェーズA : 水中にUltrez 10を分散し、20分間膨張させる。フェーズBを混合して完全な
希釈になるまで60℃に加熱する。連続撹拌中にフェーズBをフェーズAに添加する。フェー
ズA+Bを加熱する。フェーズCを量り、75℃に加熱する。連続撹拌中にフェーズCをフェー
ズA＋Bに添加する。注意深く均質化してフェーズDを添加する。フェーズEを添加する。50
℃でフェーズFにより中和する。フェーズGおよびHを35℃で添加してNaOHでpH6.3に調節す
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【０１５１】
実施例17:　ヘアーローション
【０１５２】
【表１４】

【０１５３】
実施例18:　モイスチャライジング メイクアップ
【０１５４】
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【表１５】

【０１５５】
実施例19:　リップクリーム（バーム）
【０１５６】
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【表１６】

【０１５７】
手順: 
フェーズAを85℃に加熱する。フェーズBを混合して85℃に加熱する。連続撹拌中（Staro 
s=3000 rpm、続けて1200 rpm）に、ゆっくりとフェーズAをフェーズBに添加する。80℃で
予熱したフェーズCを添加して均質化する。35℃でフェーズDを添加する。注入する。
【０１５８】
実施例20:　ヘア保護スプレー
【０１５９】
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【表１７】

【０１６０】
手順: 
フェーズAを量り、ブレード型攪拌機（s=300rpm）でフェーズAを混合する。フェーズBを
添加し、混合してフェーズCを添加する。フェーズDでpHを5.0～5.5に調整する。
【０１６１】
実施例21:　 ウチュバ（Uchuva）抽出物の抗老化および若返り作用を示す試験
実施例21～23に関する図ではウチュバ抽出物はEUcと短く表記する。実施例21～23の全て
においてウチュバ抽出物はクロマトグラフィー純度99.9%の実施例3に示す抽出プロセスか
ら得られたものである。
真皮は表皮をしっかり支え、栄養分を含む。これは主として線維芽細胞とコラーゲン、エ
ラスチン、また基本物質と呼ばれる物質を主として含む細胞外マトリックスを含む。これ
らの成分は線維芽細胞により合成される。真皮表皮接合部は表皮と真皮との間の結束性を
確かなものにする。
コラーゲンは皮膚の細胞外マトリックスのタンパク質の大部分を占める。今日までに20種
類のコラーゲンが同定され、IからXXとして記される。真皮全体にほぼ全部が存在するコ
ラーゲン（つまりは、真皮の70%～80%の乾燥重量を構成するコラーゲン）は真皮全体の細
胞外マトリックスを形成するI型とIII型のコラーゲンである。真皮は加齢と伴に薄くなり
、しわが肌の表面に現れる。その結果、皮膚の整合性および外部からの力学的な攻撃に対
する抵抗においてコラーゲンがはたす重量な役割を考慮するとコラーゲンの中でも、特に
I型とIII型のコラーゲンの合成の刺激は皮膚老化の信号を相殺する有効な方法と見られる
（review by Tzaphlidou M., Micron 35 (2004) 173-177）。
【０１６２】
-　コラーゲンIおよびIIIターゲット
コラーゲンIは皮膚に力学的抵抗を与える最重要のコラーゲンである。
脊椎動物の90%のコラーゲンはこのタンパク質である。これは（鉄筋コンクリート補強ほ
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どの）骨格を構成して、より一般的には共通の結合組織を構成する。これは骨、皮膚、腱
、角膜、内臓に見られる。
【０１６３】
1 - 　若い細胞と比較した古い細胞の研究
下記の研究により、真皮の細胞外マトリックスの本質的要素であるコラーゲンIの発現に
対するウチュバ抽出物の効果研究が可能になった。
-　方法
複製老化による若いまたは老化したNHDF（正常ヒト真皮線維芽細胞）を96ウエルプレート
に導入して5%CO2、37℃、24時間、インキュベーションした。
この細胞を試験生成物の存在下で24時間、処理した。
続けて細胞をフォルマリンで固定して、タンパク質の発現は免疫蛍光法で検出した。
蛍光マーキングは自動化顕鏡法（Arrayscan CellomicsTM）を用いて画像化し定量した。
蛍光はコンパートメント分析生体応用により定量した。
【０１６４】
-　細胞毒性の事前評価
化合物は24時間、細胞との接触を維持した。比色試験の最後の3時間にRocheのすぐに使え
るWST1を培地に導入した。
この試薬はバイオレット指示薬（violet indicator）であるテトラゾリウム塩を含んでい
る。またこの試薬は代謝的に活性な細胞の小細胞により、イエロー指示薬（yellow indic
ator）であるホルマザンに開裂する。このことから黄色の着色の度合いは生きた細胞の数
に比例する。吸光度の測定は450 nmで実施する。
試験により、90%未満のコントロールエレメントは生成物の細胞毒性の可能性を示唆する
（グラフ上の緑線で示す）と考えられる。またこのことは細胞の代謝活性が低下したこと
も示している。75%未満は有意な細胞毒性を示す（グラフ上の赤線で示す）。
加えて顕微鏡で細胞を観察して、その形態の観察と比較とを実施した。
結果を図1Aに示す。
ウチュバ抽出物は100から20ppm範囲の試験された強い濃度では細胞毒性を示すが、2ppmか
らは毒性が少ない。
【０１６５】
試験対象とする濃度：
ウチュバ抽出物は下記の濃度2 - 1 - 0.5 ppmで試験をした。
結果は図1Bに示す。
ウチュバ抽出物により若い細胞でコラーゲンIの発現が再確立される。若い細胞ではコラ
ーゲンIの発現は均質ではない。一部の細胞は高いマーキングを示す一方、その他は低い
マーキングを示す。複製老化した細胞ではウチュバ抽出物により再活性化した発現は、処
理した細胞においてより均質である。
最も低い濃度が活性化であるという事実は、最も高い濃度がタンパク質合成に影響を与え
る細胞毒性が少ないという事実により説明できる。
【０１６６】
-　結論
ウチュバ抽出物はタンパク質発現を若い細胞で観察される発現に再確立することで、皮膚
老化のターゲットであるコラーゲンIに対して作用する成分である。
【０１６７】
2 -　線維芽細胞におけるコラーゲンI産生に対するウチュバ抽出物の効果評価
使用した材料および方法
-　試験システム
説明: 3から6の継代培養でのヒト線維芽細胞モデル（NHDF）
培地: DMEMグルコース4.5 g/L +  1% NEAA + 10% SVF 
培養条件:  37°C、5% CO2
【０１６８】
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-　線維芽細胞の培養法および処理
       -　ニュートラルレッド（neutral red）の試験による細胞毒性の評価
NHDF細胞はD0に96ウエルプレートに、ウエル当たり4x103の細胞の率で導入する。 これを
D1に48時間、完全培地で培養する。
試験対象の活物質の濃度は抽出物の%で表す。試験対象の生成物の貯蔵液は20%濃度（w/v
）でジメチルスルホキシド（DMSO）中で調製した。第1の希釈は1/1000とした。最終DMSO
濃度の0.1%を維持しながら下記の希釈を1／2とした。
NR試験をD3に実施する：培地は取り除き、細胞は37℃に予熱した250μLのPBSで洗浄した
。200μlのニュートラルレッドを細胞に添加する。37℃で3時間のインキュベーション後
、ニュートラルレッドを含む培地を取り除き、細胞を37℃に予熱した2x200μlのPBSで洗
浄する。100μlのrevelation溶液（50％エタノール-１％酢酸）を添加し、細胞は45分間
、連続撹拌して、日に当たらない周囲温度でインキュベーションした。
均質化後、DO540nmを測定する。
注記:　ニュートラルレッド溶液の調製:　ニュートラルレッド貯蔵液は超純水中の0.4%で
調製する（この溶液は15日間、4℃で保存）。即座に、完全培地で1／80に希釈して、使用
前に3000毎分回転数（rpm）で10分間、遠心する。
【０１６９】
-　MTT (メチルチアゾリールテトラゾリウム) 試験による代謝活性の評価
NHDF細胞はD0に96ウエルプレートにウエル当たり4x103の細胞の率で導入する。これをD1
に48時間、完全培地で培養する。
試験対象の活物質の濃度は抽出物の%で表す。抽出物の貯蔵液は20%濃度（w/v）でのDMSO
中で調製した。第1の希釈は1/1000とした。最終DMSO濃度の0.1%を維持しながら下記の希
釈を1／2とした。
MTT試験をD3に実施する:　培地は完全培地中の0.5g／Lで100μLのMTTにより取り替える。
37℃、5%、CO2で3時間のインキュベーション後、MTT容積は100μLのDMSOで取り替える。
均質化後、DO540nmを測定する（ニュートラルレッドを用いた前記試験について記載した
量状態）。
【０１７０】
-　調製法および試験された生成物
試験対象の生成物の説明:　ウチュバ抽出物
上記の最初の2つの試験後、試験対象の生成物の3つの濃度、8.10-5%(0.8 ppm)、 16.10-5
% (1.6 ppm)、32.10-5% (3.2 ppm)が実施すべき残りの試験について選択される。
【０１７１】
- 　ELISA法による培養上清におけるコラーゲンIの用量
細胞はD0に6ウエルプレートに、ウエル当たり25x103の細胞の率で導入する。これをD1に4
8時間、完全培地で培養する。
試験対象の活物質の濃度は抽出物の%で表す。抽出物の貯蔵液は20%濃度（w/v）でのDMSO
中で調製した。第1の希釈は1/1000とした。（抽出物の最も高い濃度でのDMSO濃度に対応
する）最終DMSO濃度の0.016%を維持しながら下記の希釈をした。
48時間後、培養上清を回収して‐80℃で保存する。
コラーゲンI用量をELISAキットの供給元の指示書に従って投与する（Tecomedical）。
【０１７２】
48時間培養での線維芽細胞によるコラーゲンIの産生に対するウチュバ抽出物の効果:
【０１７３】
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【表１８】

【０１７４】
この結果によりコントロールエレメントと比較した場合、（8.10-5%と16.10-5%での）低
濃度のウチュバ抽出物により48時間処理された線維芽細胞においては、29%および30%のコ
ラーゲンIの有意な上昇が観察される。
（32. 10-5%での）高濃度では線維芽細胞によるコラーゲンIの産生は対照の条件に近い値
へ低下する。この低下については高い濃度における細胞毒性の開始により説明できる。
結果を図2Aに示す。
【０１７５】
3-　線維芽細胞によるコラーゲンIIIの産生に対するウチュバ抽出物の効果評価
細胞はD0に6ウエルプレートに、ウエル当たり25x103の細胞の率で導入する。これをD1に4
8時間、完全培地で培養する。
試験対象の活物質の濃度は抽出物の%で表す。抽出物の貯蔵液は20%濃度（w/v）でのDMSO
中で調製した。第1の希釈は1/1000とした。（抽出物の最も高い濃度でのDMSO濃度に対応
する）0.016%で最終のDMSO濃度を維持しながら下記の希釈をした。
【０１７６】
【数１】

【０１７７】
48時間後、培養上清を回収して‐80℃で保存する。
コラーゲンIII用量はELISAキットの供給元の指示書に従って投与する（SunRed）。
【０１７８】
48時間培養で線維芽細胞によるコラーゲンIIIの産生に対するウチュバ抽出物の効果
下記の表は104細胞に関するコラーゲンIII（μg）の量を示す： 
【０１７９】
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【表１９】

【０１８０】
この結果の分析は濃度上昇がウチュバ抽出物で誘発されたコラーゲンIIIの産生に依存す
ることを強調する。濃度16.10-5%（コントロールエレメントと比較して＋50%）において
産生は最大である。
抽出物の最大濃度（32.10-5%）において、線維芽細胞によるコラーゲンIIIの産生はコラ
ーゲンIを産生する場合の対象条件レベルに近いレベルに縮小する。この観察はこの濃度
での細胞毒性の存在を確認するものである。
結果を図2Bに示す。
【０１８１】
4 -　コラーゲンIIIターゲットに対するウチュバ抽出物の効果評価
コラーゲンは線維芽細胞で合成されたMECの主成分（約70%）である。線維性（I、II、III
、V、XI）および非線維性（IX、XII、XIV、XVI）コラーゲンの2つがある。コラーゲン繊
維は柔らかく、組織での張力に抗している。形状は波状のビームであり、厚さや長さが変
化する。IV型のコラーゲンは特別である。またこれは基底膜（緻密層）の「主要なネット
ワーク」を形成する。これは細胞接着、増殖、移動、血管新生（黒色腫）に関連する。こ
れはインテグリン受容体との相互作用部位である。これは基板とMEDとの接点にある（S P
asco et al., Cancer Detection and Prevention, 29,260, 2005）。ラミニンIと伴にコ
ラーゲンIVは組織の構造的および機能的維持のための基底膜の構造を構成するネットワー
クを形成する。
ウチュバ抽出物の4.10-5%と8.10-5%との2つの濃度について試験を実施した。
【０１８２】
48時間での線維芽細胞で生成された細胞外マトリックスのタンパク質の量の評価
免疫細胞学によるコラーゲンIV発現の検出
細胞はD0にMillicell 8ウエルスライドに、400μlの完全培地4.103の細胞の率で導入する
。これをD1に48時間、完全培地で培養する。試験対象の活物質の濃度は抽出物の%で表す
。抽出物の貯蔵液は20%濃度（w/v）でのDMSO中で調製した。第1の希釈は1/1000とした。
最終DMSO濃度の0.1%を維持しながら下記の希釈をした。48時間後、アルコール／酸混合物
で細胞を固定する。続けて細胞を1時間、1/50にPBS + BSA/tweenで希釈された抗コラーゲ
ンIV抗体（Rockland）でマークする。次にウエルスライドはPBSで2回、洗浄する。特定の
マーキングの明瞭化は1時間、1/100にPBS + BSA/tweenで希釈されたFITC連結二次抗体（S
anta-Cruz）で実施される。次に、スライドはPBSで2回、PBSで洗浄し、RotiMount Fluoca
re + DAPI (Roth)取付け液体でスライドとカバーガラスで挟む。
BX- 60落射蛍光顕微鏡（Olympus, Japan）に接続したDP72カメラ（Olympus, Japan）で緑
色と青色の写真をとる。
2人の観察者で写真を調べて蛍光強度のスコアリングを0（ゼロのマーキング）から4（非
常に高いマーキング）の直線目盛で行った。
同時にラムノース濃度はコラーゲンIVの発現についての正のコントロールエレメントとし
てこの試験に統合した。事実、ラムノースおよびラムノースを含む多糖類は線維芽細胞に
おいてコラーゲンの合成を誘導すると記述されている22。結果は図3Aに示す。
測定結果の分析はウチュバ抽出物で48時間の処理が為された線維芽細胞においてコラーゲ
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ンIV発現の大幅な上昇（約+300%）を示す。コラーゲンIV発現の上昇の振幅はラムノース
で得たものに匹敵する。
【０１８３】
5 -　エラスチンターゲットに対するウチュバ抽出物の効果評価
エラスチンはMECの組成物に使用される（ラミニンやフィブロネクチンのように）構造糖
タンパク質である。これは構造繊維状蛋白質のファミリーのタンパク質である。特にこれ
は成長期に線維芽細胞により分泌され、弾性を有する。この合成は年齢とともに低下し、
エラスチンは伸びないコラーゲンに置き換わる。線状皮膚萎縮は力学的制約に関連して、
このプロセスの身近な例である。第2の例は皮膚老化である。
細胞外マトリックスでは：
エラスチンは初めにプロエラスチンとして、次にトロポエラスチンとして線維芽細胞によ
り細胞外スペースで合成され分泌される。これは弾性繊維およびフィブリリンの主要な（
90%未満）成分である。このことから、共有架橋結合により弾性繊維を形成するエラスチ
ンおよびフィブリリンに関連するコラーゲンは細胞外マトリックスの主要な成分である。
エラスチンの総産生は思春期あたりで停止する。その後、利用可能なエラスチンは年齢と
ともに低下する。
劣化:
エラスチンの劣化は線維芽細胞によって分泌される酵素、エラスターゼの作用に関連して
いる。エラスターゼの酵素作用はα1アンチトリプシンにより抑制される。劣化の抑制は
エラスチンの安定性を増加するようにバランスさせる。
役割:
エラスチンを特徴づけるハッキリとした特色がある:　エラスチンは細胞を結合させ生物
組織を形成する。このことから皮膚、肺、血管、結合組織、特定の腱と軟骨の正しい機能
はエラスチンの特徴と密接に関連している。名前が示すように、エラスチンは弾性である
。同一の直径であれば輪ゴム5倍以上の弾性がある。切れるまで伸ばした場合には正常時
の長さの150%まで延びる。このことから、これは細胞を伸ばすことができて、伸ばした後
は元の状態に復元する柔軟性がある。
真皮:
エラスチンは皮膚の真皮に存在して支持体として作用する。例えば老化すると真皮の弾性
と緊張力が失われ、下にある筋肉の収縮に適応できなくなり、しわが現れる。加えて、紫
外線被爆はエラスチンの劣化を速める。
【０１８４】
老化した細胞と比較した若い細胞の研究
下記の研究により、エラスチンタンパク質の発現に対するウチュバ抽出物の効果について
の研究が可能となる。
【０１８５】
方法
複製老化により若いまたは老化したNHDF（正常ヒト真皮線維芽細胞）を96ウエルプレート
に導入して5%CO2、37℃、24時間、インキュベーションした。
この細胞を試験生成物の存在下で24時間、処理した。続けて細胞をフォルマリンで固定し
て、タンパク質の発現は免疫蛍光法で検出した。蛍光マーキングは自動化顕鏡法（Arrays
can CellomicsTM）を用いて画像化し定量した。蛍光はコンパートメント分析生体応用に
より定量した。
【０１８６】
細胞モデル：
 
-      若い細胞:　若年ドナー（25才）のNHDF 
-    複製老化による老化:　老化ステージまで数回にわたり培養された若年ドナーのNHDF
。 
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結果を図3Bに示す。
ウチュバ抽出物により、若い細胞のタンパク質レベルを僅かに超えてエラスチン発現が再
確立される。
【０１８７】
結論
得られた結果からウチュバ抽出物はvivoで外挿されるvitroでの弾性の向上を示す。
【０１８８】
6 - 　DNAのメチル化ターゲットに対するウチュバ抽出物の効果評価
メチル化はヒストンのN末端の修飾である。これはリジンかアルギニンかのいずれかで実
施できて1つ、2つ、または3つのメチル基の付加で実現できる。これはメチル化残基と付
加基の数とに依存して、転写の活性化または制御に関連する。長時間静的であると考えれ
ば、ヒストンのメチル化はアセチル化およびリン酸化と比べてより安定しているが、動的
プロセスに係る可逆的修飾である。ますます増え続けるヒストンデメチラーゼが同定され
ている。一般的にこのタイプの修飾はアセチル化に対抗し、かつリジンの脱アセチル化は
メチル化の前に起こらねばならない。この対抗はヘテロクロマチン（一般に表現可能でな
く、特定の重要なアミノ酸でメチル化）と真正染色質領域（一般に表現可能で、アセチル
化）との間の特定の動的バランスの確立に繋がる。例えばヒストンH3のリジン9はメチル
化した時に周囲のクロマチンの制御に関連することが知られている。このメチル化はタン
パク質HP1で認識され、これは従ってメチル化H3 上で固定する。HP1は周囲のヌクレオソ
ームのヒストンH3 のリジン9をメチル化できるSuv39タンパク質、ヒストンメチルトラン
スフェラーゼを引き付ける。このことからヒストンH3のメチル化の仕組み、クロマチンの
縮合の仕組みをス段階的に観察できる。しかしながら、このヘテロクロマチン侵入はH3の
遭遇するリジン9が既にアセチル化しているならば停止する。これにより、競争的バラン
スが発現クロマチンドメインと抑制クロマチンドメインとの間に確立する。アセチル化ま
たはメチル化レジンは各種タンパク質ドメインで認識されるので、ヒストン尾部（histon
e tail）の修飾は各種タンパク質クラス動員に繋がるエビジェネティック「マーク」の役
割を果たす。またクロマチンのレベルで特定の因子の動員には、すでに関連しているヒス
トンおよびタンパク質の修飾の事前の存在を必要とする。従ってヒストンのコードはクロ
マチンに関連した別の因子により解釈され、これはタンパク質をクロマチンに動員するか
どうかを決定する修飾ヒストンと別の因子との相互作用の組合せである。老化は生物の全
ての組織に影響する。このプロセスは、複数の出版物（非特許文献２３～３０）に記載が
あるように、DNAの特定のシトシン残基のレベルでのメチル化の変化のようなエピジェネ
ティック修飾に関連している。老化、細胞分裂の蓄積、劣化した高分子におけるエピジェ
ネティック修飾の役割は加齢表現型に寄与している。予測不可能な環境事象もDNAのメチ
ル化、ヒストンのメチル化およびアセチル化などのエピジェネティック機構によってこの
表現型を修飾する。エピジェネティック修飾の潜在的な可逆性により、それらは老化に関
連した状態の処理に関する魅力的なターゲットになる。
【０１８９】
老化した細胞と比較した若い細胞の研究
観測されたタンパク質の発現の再活性機構を理解するために、本来の性質として老化した
細胞に対するDNAのメチル化の分析を行った。事実、細胞の老化の特徴の1つはCpGジヌク
レオチドに含まれるシトシンのレベルでのDNAにおけるメチル化ゾーンの蓄積である。こ
れはプロモータの不活性化および特定の遺伝子の発現の低下に繋がる。
【０１９０】
-　方法
複製した本質的に若いまたは老化したNHDF（正常ヒト真皮線維芽細胞）は6ウエルプレー
トに導入してサブコンフルエンス（subconfluence）まで5%CO2、37℃でインキュベーショ
ンした。この細胞を試験生成物の存在下で24時間、処理した。続けて細胞はトリプシンの
存在下で取り外してから溶解した。ゲノムDNAはエタノールで共沈させた。Enzoキットを
使用してDNAのメチル化速度をELISAで測定した: 　5‐メチルシトシンDNA ELISAキット。
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値は結果が見やすい50%から表す。
【０１９１】
細胞モデル：
-　若い細胞:　若年ドナー（25才）のNHDF
-　複製老化による老化:　老化ステージまで数回にわたり培養された若年ドナーのNHDF。
細胞毒性の事前評価に続き、ウチュバ抽出物は2 - 1 - 0.5 ppm濃度で試験する。
-　結果:    結果を図4Bに示す。
【０１９２】
結論
得られた結果からウチュバ抽出物により、老化した皮膚モデルにつて試験された3つの濃
度でメチル化の割合を低下させることが可能である。
【０１９３】
7 -　フィブリリン1ターゲットに対するウチュバ抽出物の効果評価
フィブリリン1は弾性繊維に関連し、その集合に寄与するミクロフィブリルを構成するタ
ンパク質である。
【０１９４】
老化した細胞と比較した若い細胞の研究
方法
若いNHDF（正常ヒト真皮線維芽細胞）を96ウエルプレートに導入して5%CO2、37℃、24時
間、インキュベーションした。外因性老化の細胞は24時間中に照射に間を取った3回のUVA
放射線と、1回のUVB放射線で照射された。この細胞を試験生成物の存在下で照射に間を取
り24時間、処理した。続けて細胞をフォルマリンで固定して、タンパク質の発現は免疫蛍
光法で検出した。蛍光マーキングは自動化顕鏡法（Arrayscan CellomicsTM）を用いて画
像化し定量した。蛍光はコンパートメント分析生体応用により定量した。
【０１９５】
細胞モデル：
-　若い細胞:　若年ドナー（25才）のNHDF 
-　UVA/B-:誘発老化　若年ドナーのNHDF、UVAおよびUVB放射線で照射される
【０１９６】
試験された生成物
細胞毒性の事前評価に続き、ウチュバ抽出物は2 - 1 - 0.5 ppm濃度で試験する。
【０１９７】
結果
結果を図４B に示す。
0.5ppmのウチュバ抽出物により若い細胞に同等か、またはそれ以上のレベルにフィブリリ
ン1の発現が再確立される。
【０１９８】
-　抗老化および若返り作用に関する一般的な結論
老化すると合成低下と増加した劣化が原因でコラーゲン繊維と弾性繊維は変化する。ウチ
ュバ抽出物が細胞若返りに作用することを示すために、コラーゲンIおよびエラスチンに
つては内因的（複製老化）で老化、または、フィブリリン1については繰り返されるUV放
射線による外因的で老化（光老化）した細胞のこれらの繊維構造に関連するタンパク質の
発現は定量された。
ウチュバ抽出物により、これらのマーカーの発現が再確立される。
この研究ではウチュバ抽出物は若いコントロールエレメントとの比較で完全にタンパク質
の発現を再確立する。これは観察された効果の目的となる。異常な過剰発現は無く、ウチ
ュバ抽出物は皮膚の生物学的平衡を尊重する。
また同時に、この特性に認められるラムノースなどの未処理細胞に関してウチュバ抽出物
は線維芽細胞コラーゲンIVの発現を著しく増大させる。加えてコラーゲンIIIの量はウチ
ュバ抽出物による線維芽細胞の治療中に増大する。これらの結果は再緻密化と構造レベル
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でのアンチエイジングの有効性を強化する。
DNAのメチル化の分析においては、ウチュバ抽出物はこの実験で一様な結果を示す。つま
り試験された3つの濃度でメチル化が低下している。この効果は若返り効果がある細胞外
マトリックスについてタンパク質の発現を再活性化させるこの生成物の作用機序に関する
情報を提供している。
その結果としてウチュバ抽出物は抗老化、若返り、抗老化生物活性を示す成分または有効
成分である。これはタンパク質発現を若い細胞で観察される発現に再確立することで皮膚
老化の3つのターゲットに一貫して作用する。また成熟細胞におけるDNAのメチル化への作
用のように、これはエピジェネティックに対する革新的な活性を示す。最後に、これは細
胞外マトリックスのタンパク質の合成に対する有効性により深部の抗老化作用を示す。
【０１９９】
実施例22:　ウチュバ抽出物による皮膚の表皮の保湿および構成作用を示す試験
フィラグリンはプロフィラグリン（フィラグリンの10-12モノマーおよびNH2-末端S-100調
節タンパク質の反復）という前駆体の形をした顆粒層で合成される。これが現れるのが終
末分化中に起こるプロフィラグリンの脱燐酸およびタンパク質分解後なので、このタンパ
ク質の検出は表皮の終末分化の状態に関連している。
1)  フィラグリンはマクロフィブリルのパケット形成中にケラチンの凝集に寄与する。
2)  フィラグリンのモノマーは角化層の成分である（CE;　角質細胞の細胞膜の内部表面
に沈着したエンベロープ：intercorneocytary脂質マトリックスを伴う皮膚の遮水特性に
寄与する）。
3)  モノマーは角質層の最上層で完全に分解して、表皮の水和維持に重要な吸湿性のアミ
ノ酸（NMFまたは天然保湿因子）の混合物を産生する（非特許文献３１）。
乾燥症または皮膚の乾燥がある病態（アトピー性皮膚炎、魚鱗癬）でプロフィラグリンお
よびフィラグリンの低下が検出された（非特許文献３２）。
Prokschらによれば（非特許文献３３）、フィラグリンのモニタリングと発現はバリアー
機能および／または角質層の水和レベルをモニタリングする良い方法である。これは皮膚
科学ジャーナルで上層の水和マーカーとして有意である唯一の実マーカーである。それに
もかかわらず臨床的には、これはTEWL（経皮水分蒸散量、transepidemal water loss)測
定後に通過するマーカーである。
フィラグリンおよびロリクリンと同様にインボルクリンは終末分化マーカーである。これ
はトランスグルタミナーゼ（TGM）の特にTGM1のターゲットである角化エンベロープ（CE
）のタンパク質である。インボルクリンは角化エンベロープ形成の初期の段階と、CE形成
の後半の段階でTGM1によりオリゴマ化され、インボルクリンはセラミド35に関連する。マ
ーキングはとげ状の層の上層から顆粒層およびSCの最初の層の内側までの表皮に局在する
。
【０２００】
-　ヒトの皮膚の外植体に対するウチュバ抽出物の局所治療の効果
-　材料および方法：
説明:    女性、白人、51歳の哺乳類であるヒト皮膚の外植体（Biopredic － 35000 RENN
ES）
数:   直径が1ｃｍである脱脂皮膚の9つのパンチの調製
培養の条件:  37°C, 5% CO 2
培地:　グルコースの、抗生物質を補充した4.5g／Lの DMEM培地（ペニシリン-ストレプト
マイシン-アムホテリシン）
【０２０１】
-　試験された生成物
実施例3で得たウチュバ抽出物はパラフィンオイルに0.05%および0.01%（w/v）に希釈した
。トリグリセリドC8C10 55/45溶媒（コード EC-09-271）を使用した。
【０２０２】
-　外植体の培養法および処理
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受け取った外植体は脱脂した。直径が1ｃｍある円形皮膚ディスクを1つのパンチの使用で
得た。6つのウエルプレート上に直径が1.6ｃｍであるステンレススチールのグリッドを5m
lの培地に配置した。表皮を空気にさらしながら、各外植体は培地に浸すためにグリット
に付ける。外植体は48時間、培地を変えずに培養する。D0とD1とに試験する10μLの製剤
の局所投与をして各種の処理を実施した。実験条件全てについて3つのパンチで繰り返し
た。
対照外植体を処理外植体と同じ方法で培養した。処理は濃度が0.05%である10μLのトリグ
リセリド溶媒で実施した。
【０２０３】
- 　in situでの免疫標識
培養終了期間の後で、外植体を収集してメスを使って2つの等しく分けた。最初の半分に
ついて液体窒素で冷却したイソペタンを使用してTeck TM細胞(Sakura)で凍結して、次に
免疫標識を待ちながら‐80℃で維持した。残りの半分は4%緩衝ホルマリンで維持した。
クリオトーム（cryotome）を使用して各外植体の5μmの厚さの断面を造った。PBSでの再
水和作用の後、溶液（PBS- BSA-Tween）中で調製された一次抗体溶液で断面を1時間、イ
ンキュベーションした。連続洗浄後、一次抗体が商用形態の100分の1でのFITCプローブに
連結した二次抗体により明瞭化した。細胞核をDAPI蛍光塗料でマークした。
皮膚片はポリ‐リジントレイを使用して収集した。
【０２０４】
-　顕微鏡観察
それぞれの皮膚片は20倍でのOlympus BX60落射蛍光顕微鏡を使用して観察した。Cell Fソ
フトウェアで操作されるOlympus DP72カメラを使用して各片について2枚の写真を取った
。写真のネガは次の手順で同定した:　マーキングの日付‐処理条件‐画像数‐マーカー
。DAPI核マーカーを使用して細胞核の対比染色（counterstaining）を行った。画像処理
ソフトウェアを使用したスライディングカラー（sliding colour）により、細胞核の色を
青から赤に変更した。表皮のそれぞれの処理条件については10倍の倍率でのマーキング強
度のスコア法がある。評価スケールは次の通りである： 
非常に低いマーキング                           1
低いマーキング                            　　 2
中程度のマーキング                             3
高いマーキング                                 4
得られたデータは分析し、溶媒対照条件と比較する形での棒グラフで示した。
【０２０５】
-  　結果
全てのマーキングは表皮の上層レベル（表皮のとげ状および／または顆粒状および／また
は角膜）で局在していた。
 -　フィラグリンの免疫標識
スコア法の結果は図5Aのグラフに示した。
フィラグリンのマーキング発現データ分析により、用量増加は溶媒対照群と比較して0.01
%（＋21％）および0.05%（＋37%）で、ウチュバ抽出物により処理された外植体の蛍光量
に依存することが示された。
【０２０６】
-　インボルクリンの免疫標識
スコア法の結果は図5B のグラフに示した。インボルクリンのマーキング発現データ分析
により、有意な用量増加は対照群と比較して0.01(＋64%)および0.05%（＋86%）で、ウチ
ュバ抽出物により処理された外植体の蛍光量に依存することが示された。
【０２０７】
-　結論
この研究の結果から、ウチュバ抽出物を用いて48時間培養した皮膚の外植体の局所処理は
皮膚の水和およびバリヤー効果に関するタンパク質の発現増加に繋がることが示された（
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ラグリン、インボルクリンと比較してインボルクリンにおいてかなり有意である。これら
のタンパク質の最大の発現は0.05%の濃度で常に観察された。この結果から、本発明のウ
チュバ抽出物は表皮に関する構成および保湿活性プロフィールを提示する。
【０２０８】
実施例23:　ウチュバ抽出物による皮膚の色素脱失作用を示す試験
ウチュバ抽出物の色素脱失効果の可能性については正常ヒト上皮メラニン細胞（NHEM）の
モデルを使用して実験を行った。メラニン合成に対するウチュバ抽出物の効果はL‐チロ
シンで刺激される条件下で10日間のインキュベーション後に評価した。この実験で参照阻
害分子はリポ酸である。この作用機構はMITF転写因子(小眼症関連転写因子)の発現の阻害
を必要とする。この転写因子はチロシナーゼの発現の主要な調節因子であり、この阻害は
メラニン合成に関わる酵素であるチロシナーゼ発現の抑制をもたらす。メラニン細胞は24
ウエルプレートに播き、24時間、培地で培養した。続けて、この培地はL‐チロシン（1 m
M）を補充し、化合物または参照（5μg／mlで試験されたリポ酸）（刺激コントロールエ
レメント）を含有する、または含有しない培養培地（PMA free HMGS-2＋ペニシリン50U／
ml‐ストレプトマイシン50μg／mlを補充した培地254）で取り替えた。非刺激コントロー
ル状態を同時に作った。次に合計10日間のインキュベーションで、3日間と7日間のインキ
ュベーション後に細胞の処理を反復した。インキュベーション後、0.5 N NaOH溶液でメラ
ニンを細胞の溶解により抽出した。サンプルの光学密度（OD）は405nmで測定され、外因
的なメラニンの範囲（0.39から100μg／mlの基準を含むメラニンの曲線）との比較でメラ
ニンの量は測定された。その結果はメラミンのμg／ml、刺激コントロールエレメント、
阻害のパーセンテージなどで表された。1 mMで試験されたL‐チロシンでの正常ヒト上皮
メラニン細胞（NHEM）の処理は、メラミン合成を強く刺激した。5μg／mlで試験された参
照のリポ酸はL‐チロシンで誘導された刺激を強く阻害した（108%阻害）。この効果は期
待されたものであり試験の検証を可能とした。
予備的な細胞毒性試験後に試験をした研究におけるウチュバ抽出物の濃度は選択された:
【表２０】

従って試験の残りの部分で保持する濃度は0.5 － 1.6 － 5 μg/mlであり、5.10-5、16.1
0-5、5.10-5%にそれぞれ対応している。本試験の実験条件下で5μg／mlで試験されたウチ
ュバ抽出物はメラニンの合成を相対的に抑制した（40%抑制）。0.5と1.6μg／mlでの試験
では化合物は効果を示さない。この結果は図6に示す。本試験の実験条件下でウチュバ抽
出物は最も強い試験された濃度（5μg／ml）でのみ観察される中程度の色素脱失効果を示
した。
下記の表は実施例21‐23で試験されたウチュバ抽出物の濃度の対応関係を示す（組成物の
全重量当たり重量でppmおよび%）。
【０２０９】
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