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【手続補正書】
【提出日】平成20年11月19日(2008.11.19)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
ミカン科ミカン属ダイダイの果皮（トウヒ）を極性溶媒で抽出して得られた抽出物、もし
くは該抽出物を分画、精製して得られた分画精製物を皮膚外用剤に含有させる皮膚外用剤
の製造方法において、表皮角化細胞をカルシウムを０．１～０．２ｍＭ含有する液体培地
で０．１～１２μｍの微細孔を有する支持体上でコンフルエントになるまで培養し、しか
る後、カルシウムイオンを１～２ｍＭ含有する液体培地で培養して得られる表皮角化細胞
層膜を、前記抽出物又は分画精製物で処理した場合に、該表皮角化細胞層膜の物質透過性
を抑制する作用を有することを確認し、該作用を有する抽出物又は分画精製物を皮膚外用
剤に含有せしめることを特徴とする、皮膚外用剤の製造方法。
【請求項２】
前記極性溶媒が含水エタノール又は含水１，３－ブタンジオールであることを特徴とする
、請求項１に記載の皮膚外用剤の製造方法。
【請求項３】
前記分画精製物が、前記抽出物から極性溶媒を除去し、しかる後に酢酸エチルと水を加え
、液－液抽出し、酢酸エチル層を取り、該酢酸エチル層の溶媒を除去して得られたもので
あることを特徴とする、請求項１又は２に記載の皮膚外用剤の製造方法。
【請求項４】
前記表皮角化細胞がヒト由来のものであることを特徴とする、請求項１～３何れか1項に
記載の皮膚外用剤の製造方法。
【請求項５】
未処理の表皮角化細胞層膜に比して、ＴＥＲ（Transepithelial Electrical Resistance
）値が１０％以上増加する場合、前記皮膚外用剤が、前記表皮角化細胞層膜の物質透過性
を抑制する作用を有するとすることを特徴とする、請求項１～４何れか1項に記載の皮膚
外用剤の製造方法。
【請求項６】
前記皮膚外用剤が、皮膚バリア機能改善用であることを特徴とする請求項１～５何れか1
項に記載の皮膚外用剤の製造方法。
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【請求項７】
ミカン科ミカン属ダイダイの果皮を極性溶媒で抽出して得られた抽出物、もしくは該抽出
物を分画、精製して得られた分画精製物を、含有するヘスペリジンの量を指標として、皮
膚バリア機能を向上させるのに充分な量で配合することを特徴とする、皮膚外用剤。
【請求項８】
前記抽出物又は分画精製物中のヘスペリジン含有量が０．０５～０．１質量％となるよう
に５０％エタノール水溶液を添加して調整したものを０．０１～１質量％含有することを
特徴とする、請求項７に記載の皮膚外用剤。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００１】
　本発明は、皮膚外用剤とその製造方法に関し、詳しくは皮膚バリア機能を向上させる皮
膚外用剤とその製造方法に関する。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００６】
　本発明は、この様な状況下為されたものであり、皮膚そのもののバリア機能を向上させ
る手段を提供することを課題とした。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００７】
　この様な状況に鑑みて、本発明者らは、皮膚そのもののバリア機能を向上させる皮膚外
用剤を簡便に得る手段を求めて鋭意研究努力を重ねた結果、表皮角化細胞をカルシウムイ
オンを０．１～０．２ｍＭ含有する液体培地で０．１～１２μｍの微細孔を有する支持体
上にコンフルエントになるまで培養し、しかる後に、カルシウムイオンを１～２ｍＭ含有
する液体培地で培養することにより、皮膚バリア機能を簡便に評価できる表皮角化細胞層
膜が得られること、またこの表皮角化細胞層膜に、ミカン科ミカン属ダイダイの果皮（ト
ウヒ）を極性溶媒で抽出して得られた抽出物、もしくは該抽出物を更に分画、精製して得
られた分画精製物を、前記表皮角化細胞層膜の存する液体培地中に含有せしめることによ
り、表皮角化細胞層膜のバリア機能が向上すること、更にこの抽出物を皮膚外用剤に含有
せしめることにより、簡便に皮膚そのもののバリア機能を向上させる皮膚外用剤が得られ
ることなどを見出し、本発明を完成させた。すなわち、本発明は、以下に示す通りである
。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００８】
（１）　ミカン科ミカン属ダイダイの果皮（トウヒ）を極性溶媒で抽出して得られた抽出
物、もしくは該抽出物を分画、精製して得られた分画精製物を皮膚外用剤に含有させる皮
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膚外用剤の製造方法において、表皮角化細胞をカルシウムを０．１～０．２ｍＭ含有する
液体培地で０．１～１２μｍの微細孔を有する支持体上でコンフルエントになるまで培養
し、しかる後、カルシウムイオンを１～２ｍＭ含有する液体培地で培養して得られる表皮
角化細胞層膜を、前記抽出物又は分画精製物で処理した場合に、該表皮角化細胞層膜の物
質透過性を抑制する作用を有することを確認し、該作用を有する抽出物又は分画精製物を
皮膚外用剤に含有せしめることを特徴とする、皮膚外用剤の製造方法。
（２）　前記極性溶媒が含水エタノール又は含水１，３－ブタンジオールであることを特
徴とする、（１）に記載の皮膚外用剤の製造方法。
（３）　前記分画精製物が、前記抽出物から極性溶媒を除去し、しかる後に酢酸エチルと
水を加え、液－液抽出し、酢酸エチル層を取り、該酢酸エチル層の溶媒を除去して得られ
たものであることを特徴とする、（１）又は（２）に記載の皮膚外用剤の製造方法。
（４）　前記表皮角化細胞がヒト由来のものであることを特徴とする、（１）～（３）何
れか1つに記載の皮膚外用剤の製造方法。
（５）　未処理の表皮角化細胞層膜に比して、ＴＥＲ（Transepithelial Electrical Res
istance）値が１０％以上増加する場合、前記皮膚外用剤が、前記表皮角化細胞層膜の物
質透過性を抑制する作用を有するとすることを特徴とする、（１）～（４）何れか1つに
記載の皮膚外用剤の製造方法。
（６）　前記皮膚外用剤が、皮膚バリア機能改善用であることを特徴とする（１）～（５
）何れか1つに記載の皮膚外用剤の製造方法。
（７）　ミカン科ミカン属ダイダイの果皮を極性溶媒で抽出して得られた抽出物、もしく
は該抽出物を分画、精製して得られた分画精製物を、含有するヘスペリジンの量を指標と
して、皮膚バリア機能を向上させるのに充分な量で配合することを特徴とする、皮膚外用
剤。
（８）　前記抽出物又は分画精製物中のヘスペリジン含有量が０．０５～０．１質量％と
なるように５０％エタノール水溶液を添加して調整したものを０．０１～１質量％含有す
ることを特徴とする、（７）に記載の皮膚外用剤。
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１０】
　本発明の皮膚外用剤の製造方法は、ミカン科ミカン属ダイダイの果皮（トウヒ）を極性
溶媒で抽出して得られた抽出物、もしくは該抽出物を更に分画、精製して得られた分画精
製物を皮膚外用剤に含有させる皮膚外用剤の製造方法において、表皮角化細胞をカルシウ
ムを０．１～０．２ｍＭ含有する液体培地で０．１～１２μｍの微細孔を有する支持体上
でコンフルエントになるまで培養し、しかる後、カルシウムイオンを１～２ｍＭ含有する
液体培地で培養して得られる表皮角化細胞層膜を、前記抽出物又は分画精製物で処理した
場合に、該表皮角化細胞層膜の物質透過性を抑制する作用を有することを確認し、該作用
を有する該抽出物又は分画精製物を皮膚外用剤に含有せしめることを特徴とする。
【手続補正７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１１】
　前記、ミカン科ミカン属ダイダイの果皮（トウヒ）の抽出物の製造に用いる溶媒として
は極性溶媒が挙げられ、水、エタノールやイソプロパノール等のアルコール類、アセトン
、メチルエチルケトン等のケトン類、アセトニトリルなどのニトリル類、ジエチルエーテ
ルやテトラヒドロフラン等のエーテル類、酢酸エチルや蟻酸メチル等のエステル類、１，
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３－ブタンジオール、プロピレングリコール等の多価アルコール類が好ましく例示できる
。これらは単独でも複数を混合して用いても良い。抽出に際しては、植物体乃至はその加
工物１質量部に対して、１～１０質量部の溶媒を加え、室温であれば数日間、沸点付近の
温度であれば数時間、所望により攪拌を加え、浸漬すればよい。浸漬後、所望により濾過
などで不溶物を除去し、必要に応じて溶媒除去などを行い用いることができる。更に、こ
れらを液－液抽出、イオン交換樹脂やシリカゲルを担体としたクロマトグラフィーなどを
用いて分画精製物とすることもできる。
【手続補正８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１２】
　かくして得られた抽出物又は分画精製物は表皮角化細胞をカルシウムを０．１～０．２
ｍＭ含有する液体培地で０．１～１２μｍの微細孔を有する支持体上でコンフルエントに
なるまで培養し、しかる後、カルシウムイオンを１～２ｍＭ含有する液体培地で培養し、
さらに前記抽出物又は分画精製物を含有する、或いは含有しない液体培地で培養して得ら
れる表皮角化細胞層膜を用い、それぞれの細胞層膜で隔てられた二室のチャンバーの一室
に指標物質を充填し、被検物質の他室への移動の程度が、前記抽出物又は分画精製物の有
無において、前記抽出物又は分画精製物を含有する培養液で培養した細胞層膜における物
質の透過性の抑制作用を有する分画を求め、かかる作用が皮膚外用剤への配合において十
分に効果を奏するとは、この作用が１０％以上の抑制作用を示すことであり、かかる濃度
を決定し、皮膚外用剤への配合量が決定される。０．１～１２μｍの微細孔を有する支持
体としては、コーニング社やミリポア社より、ポリエチレンテレフタレート製、ポリカー
ボネート製、コラーゲン処理ポリテトタフルオロエチレン製の膜が市販されているので、
これらを購入して使用することができ、好ましい。これらを用いた測定方法に関しては以
下に一例を示す。
【手続補正９】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１３】
＜表皮角化細胞層膜を介しての物質の移動の抑制による皮膚バリア機能の測定＞
　凍結正常ヒト表皮角化細胞（ＮＨＥＫ）（倉敷紡績株式会社製）を解凍し、０．１５ｍ
Ｍ－Ｃａ含有培養液（Ｈｕｍｅｄｉａ－ＫＧ２；倉敷紡績株式会社製）にて、３７℃、５
０％二酸化炭素雰囲気下で培養した。この正常ヒト表皮角化細胞（ＮＨＥＫ）をMillicel
l Tissue Culture Plate（ミリポア社製）にコーニング社製トランスウェル（直径１２ｍ
ｍ、ポリエチレンテレフタレート０．４μｍポア）をセットし、上層０．５ｍｌ、下層０
．５ｍｌの前記培養液を入れ、２×１０5／ｃｍ2で播種し、さらに７２時間培養した。
　コンフルエントになったことを確認し、１．４５ｍＭ－Ｃａ含有－Ｈｕｍｅｄｉａ－Ｋ
Ｇ２培地に交換し、その後９６時間培養した。その後、被検試料である抽出物を含有する
培養液に交換して、培養を継続し、１日後、２日後、３日後にＴＥＲ（Transepithelial 
Electrical Resistance）値（Ωｍ2）を測定する。被検試料含有培養液の添加時のＴＥＲ
値に対する、一定時間後のＴＥＲ値を測定することによって、前記阻害濃度が決定される
。
　この様な阻害濃度は簡易的にヘスペリジンの含有量によって推定できる。これはトウヒ
中に含まれる皮膚バリア機能を向上させる作用を有する成分がヘスペリジンと類似した溶
出挙動を示すためである。前記の皮膚外用剤への配合において十分に皮膚バリア機能を向
上しうる抽出物又は分画精製物としては、ヘスペリジンの含有量が０．０５～０．１質量
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％のものが好ましく例示できる。かかる抽出物又は分画精製物を、０．０１～１質量％、
好ましくは０．０５～０．５質量％含有せしめることにより、皮膚バリア機能を向上せし
める皮膚外用剤とすることができる。
【手続補正１０】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１４】
　前記測定において、１０％以上の抵抗値の増加が認められる場合に、本発明の皮膚外用
剤に含有させるのに適切な抽出物又は分画精製物の濃度であると判断した。この時、被検
試料の力価が一定になるように抽出物又は分画精製物を水、５０％エタノール水溶液、５
０％１，３－ブタンジオールなどで希釈して配合することもできる。
【手続補正１１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１５】
　本発明の皮膚外用剤に於いては、前記のミカン科ミカン属ダイダイの果皮（トウヒ）の
抽出物又は分画精製物以外に、通常化粧料や皮膚外用医薬で使用される任意成分を含有す
ることが出来る。この様な任意成分としては、例えば、マカデミアナッツ油、アボガド油
、トウモロコシ油、オリーブ油、ナタネ油、ゴマ油、ヒマシ油、サフラワー油、綿実油、
ホホバ油、ヤシ油、パーム油、液状ラノリン、硬化ヤシ油、硬化油、モクロウ、硬化ヒマ
シ油、ミツロウ、キャンデリラロウ、カルナウバロウ、イボタロウ、ラノリン、還元ラノ
リン、硬質ラノリン、ホホバロウ等のオイル、ワックス類、流動パラフィン、スクワラン
、プリスタン、オゾケライト、パラフィン、セレシン、ワセリン、マイクロクリスタリン
ワックス等の炭化水素類、オレイン酸、イソステアリン酸、ラウリン酸、ミリスチン酸、
パルミチン酸、ステアリン酸、ベヘン酸、ウンデシレン酸等の高級脂肪酸類、セチルアル
コール、ステアリルアルコール、イソステアリルアルコール、ベヘニルアルコール、オク
チルドデカノール、ミリスチルアルコール、セトステアリルアルコール等の高級アルコー
ル等、イソオクタン酸セチル、ミリスチン酸イソプロピル、イソステアリン酸ヘキシルデ
シル、アジピン酸ジイソプロピル、セバチン酸ジ－２－エチルヘキシル、乳酸セチル、リ
ンゴ酸ジイソステアリル、ジ－２－エチルヘキサン酸エチレングリコール、ジカプリン酸
ネオペンチルグリコール、ジ－２－ヘプチルウンデカン酸グリセリン、トリ－２－エチル
ヘキサン酸グリセリン、トリ－２－エチルヘキサン酸トリメチロールプロパン、トリイソ
ステアリン酸トリメチロールプロパン、テトラ－２－エチルヘキサン酸ペンタンエリトリ
ット等の合成エステル油類、ジメチルポリシロキサン、メチルフェニルポリシロキサン、
ジフェニルポリシロキサン等の鎖状ポリシロキサン、オクタメチルシクロテトラシロキサ
ン、デカメチルシクロペンタシロキサン、ドデカメチルシクロヘキサンシロキサン等の環
状ポリシロキサン、アミノ変性ポリシロキサン、ポリエーテル変性ポリシロキサン、アル
キル変性ポリシロキサン、フッ素変性ポリシロキサン等の変性ポリシロキサン等のシリコ
ーン油等の油剤類、脂肪酸セッケン（ラウリン酸ナトリウム、パルミチン酸ナトリウム等
）、ラウリル硫酸カリウム、アルキル硫酸トリエタノールアミンエーテル等のアニオン界
面活性剤類、塩化ステアリルトリメチルアンモニウム、塩化ベンザルコニウム、ラウリル
アミンオキサイド等のカチオン界面活性剤類、イミダゾリン系両性界面活性剤（２－ココ
イル－２－イミダゾリニウムヒドロキサイド－１－カルボキシエチロキシ２ナトリウム塩
等）、ベタイン系界面活性剤（アルキルベタイン、アミドベタイン、スルホベタイン等）
、アシルメチルタウリン等の両性界面活性剤類、ソルビタン脂肪酸エステル類（ソルビタ
ンモノステアレート、セスキオレイン酸ソルビタン等）、グリセリン脂肪酸類（モノステ
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アリン酸グリセリン等）、プロピレングリコール脂肪酸エステル類（モノステアリン酸プ
ロピレングリコール等）、硬化ヒマシ油誘導体、グリセリンアルキルエーテル、ＰＯＥソ
ルビタン脂肪酸エステル類（ＰＯＥソルビタンモノオレエート、モノステアリン酸ポリオ
キエチレンソルビタン等）、ＰＯＥソルビット脂肪酸エステル類（ＰＯＥ－ソルビットモ
ノラウレート等）、ＰＯＥグリセリン脂肪酸エステル類（ＰＯＥ－グリセリンモノイソス
テアレート等）、ＰＯＥ脂肪酸エステル類（ポリエチレングリコールモノオレート、ＰＯ
Ｅジステアレート等）、ＰＯＥアルキルエーテル類（ＰＯＥ２－オクチルドデシルエーテ
ル等）、ＰＯＥアルキルフェニルエーテル類（ＰＯＥノニルフェニルエーテル等）、プル
ロニック型類、ＰＯＥ・ＰＯＰアルキルエーテル類（ＰＯＥ・ＰＯＰ２－デシルテトラデ
シルエーテル等）、テトロニック類、ＰＯＥヒマシ油・硬化ヒマシ油誘導体（ＰＯＥヒマ
シ油、ＰＯＥ硬化ヒマシ油等）、ショ糖脂肪酸エステル、アルキルグルコシド等の非イオ
ン界面活性剤類、ポリエチレングリコール、グリセリン、１，３－ブタンジオール、エリ
スリトール、ソルビトール、キシリトール、マルチトール、プロピレングリコール、ジプ
ロピレングリコール、ジグリセリン、イソプレングリコール、１，２－ペンタンジオール
、２，４－ヘキシレングリコール、１，２－ヘキサンジオール、１，２－オクタンジオー
ル等の多価アルコール類、ピロリドンカルボン酸ナトリウム、乳酸、乳酸ナトリウム等の
保湿成分類、グアガム、クインスシード、カラギーナン、ガラクタン、アラビアガム、ペ
クチン、マンナン、デンプン、キサンタンガム、カードラン、メチルセルロース、ヒドロ
キシエチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、メチルヒドロキシプロピルセルロ
ース、コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸、グリコーゲン、ヘパラン硫酸、ヒアルロン
酸、ヒアルロン酸ナトリウム、トラガントガム、ケラタン硫酸、コンドロイチン、ムコイ
チン硫酸、ヒドロキシエチルグアガム、カルボキシメチルグアガム、デキストラン、ケラ
ト硫酸，ローカストビーンガム，サクシノグルカン，カロニン酸，キチン，キトサン、カ
ルボキシメチルキチン、寒天、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、カルボキ
シビニルポリマー、ポリアクリル酸ナトリウム、ポリエチレングリコール、ベントナイト
等の増粘剤、表面を処理されていても良い、マイカ、タルク、カオリン、合成雲母、炭酸
カルシウム、炭酸マグネシウム、無水ケイ酸（シリカ）、酸化アルミニウム、硫酸バリウ
ム等の粉体類、表面を処理されていても良い、ベンガラ、黄酸化鉄、黒酸化鉄、酸化コバ
ルト、群青、紺青、酸化チタン、酸化亜鉛の無機顔料類、表面を処理されていても良い、
雲母チタン、魚燐箔、オキシ塩化ビスマス等のパール剤類、レーキ化されていても良い赤
色２０２号、赤色２２８号、赤色２２６号、黄色４号、青色４０４号、黄色５号、赤色５
０５号、赤色２３０号、赤色２２３号、橙色２０１号、赤色２１３号、黄色２０４号、黄
色２０３号、青色１号、緑色２０１号、紫色２０１号、赤色２０４号等の有機色素類、ポ
リエチレン末、ポリメタクリル酸メチル、ナイロン粉末、オルガノポリシロキサンエラス
トマー等の有機粉体類、パラアミノ安息香酸系紫外線吸収剤、アントラニル酸系紫外線吸
収剤、サリチル酸系紫外線吸収剤、桂皮酸系紫外線吸収剤、ベンゾフェノン系紫外線吸収
剤、糖系紫外線吸収剤、２－（２’－ヒドロキシ－５’－ｔ－オクチルフェニル)ベンゾ
トリアゾール、４－メトキシ－４’－ｔ－ブチルジベンゾイルメタン等の紫外線吸収剤類
、エタノール、イソプロパノール等の低級アルコール類、ビタミンＡ又はその誘導体、ビ
タミンＢ6塩酸塩，ビタミンＢ6トリパルミテート，ビタミンＢ6ジオクタノエート，ビタ
ミンＢ2又はその誘導体，ビタミンＢ12，ビタミンＢ15又はその誘導体等のビタミンＢ類
、α－トコフェロール，β－トコフェロール，γ－トコフェロール，ビタミンＥアセテー
ト等のビタミンＥ類、ビタミンＤ類、ビタミンＨ、パントテン酸、パンテチン、ピロロキ
ノリンキノン等のビタミン類、フェノキシエタノール等の抗菌剤などが好ましく例示でき
る。これらを常法に従って処理することにより、本発明の皮膚外用剤は製造することが出
来る。
【手続補正１２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１６
【補正方法】変更
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【補正の内容】
【００１６】
　本発明の皮膚外用剤は、前記本発明の製造方法に従って製造されたものであり、前記ミ
カン科ミカン属ダイダイの果皮（トウヒ）の抽出物又は分画精製物を、表皮角化細胞層膜
の透過性を１０％以上抑制するに足る量、好適にはヘスペリジンの含有量が０．０５～０
．１質量％のものを０．０１～１質量％含有することを特徴としている。この様な透過性
の抑制効果について、効果を確認した後に配合されるので、ロット毎の力価の変動が無く
、生化学的に安定した皮膚外用剤とすることができる。通常、生薬等の植物体などの抽出
物を含有する皮膚外用剤において、有効成分の含有量が生薬等の産地や季節により異なる
ため、生理化学的効果が大きく異なってしまう場合があったが、本発明の皮膚外用剤では
生理学的効果は、生薬等の抽出物を含有する形態においても安定している。
【手続補正１３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２０】
電流の抵抗値による皮膚バリア機能の測定
　凍結正常ヒト表皮角化細胞（ＮＨＥＫ）（倉敷紡績株式会社製）を解凍し、０．１５ｍ
Ｍ－Ｃａ含有培養液（Ｈｕｍｅｄｉａ－ＫＧ２；倉敷紡績株式会社製）にて、３７℃、５
０％二酸化炭素雰囲気下で培養した。この正常ヒト表皮角化細胞（ＮＨＥＫ）をMillicel
l Tissue Culture Plate（ミリポア社製）にコーニング社製トランスウェル（直径１２ｍ
ｍ、ポリエチレンテレフタレート０．４μｍポア）をセットし、上層０．５ｍｌ、下層０
．５ｍｌの前記培養液を入れ、２×１０5／ｃｍ2で播種し、さらに７２時間培養した。コ
ンフルエントになったことを確認し、１．４５ｍＭ－Ｃａ含有－Ｈｕｍｅｄｉａ－ＫＧ２
培地に交換し、その後９６時間培養した。その後、実施例１のトウヒ抽出物を１０-5ｖ／
ｖ％となるように培養液中に添加した培養液に交換して、培養を継続し、１日後、２日後
、３日後にＴＥＲを測定した。抽出物の添加時のＴＥＲ（Transepithelial Electrical R
esistance）値（Ωｍ2）に対する、一定時間後のＴＥＲ値の割合（％）で示した。結果を
図１に示す。さらに、前記実施例１において、作製したヘスペリジン含有量の低い比較品
１に関しても同様の測定を実施した。結果を図２に示す。
【手続補正１４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２２】
　下記に示す処方に従って、本発明の皮膚外用剤である乳液を作製した。即ち、（Ａ）の
各成分を混合し、８０℃に加熱した。一方、（Ｂ）の各成分を８０℃に加熱した。（Ａ）
の混合物に（Ｂ）の混合物を加えて撹拌して乳化させ、更に（Ｃ）を加えて中和し、その
後３５℃にまで撹拌、冷却し、実施例３の乳液を作製した。実施例３の乳液において、実
施例１のトウヒ抽出物を水に置換した比較例１も作製した。
【手続補正１５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２４】
（試験例１）
　健常な成人男子５名の上腕内側部に１ｃｍ×１ｃｍの３部位を設定し、未処置部位のＴ
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ＥＷＬ値を測定した。次いで、サージカルテープ（３Ｍ社製）により、浸潤液が出るまで
テープストリッピングを繰り返し、テープストリッピング直後のＴＥＷＬ値を測定した。
ＴＥＷＬ値の測定後、１部位には実施例３のトウヒ抽出物含有乳液、もう一部位には比較
例１を塗布し、残りの１部位は何も塗布しないで放置した。このサンプル塗布を１日３回
行い、サンプル塗布４８時間後に再度ＴＥＷＬ値を測定し、テープストリッピング直後か
らのＴＥＷＬの回復状況を評価した。結果を、図３に示す。
【手続補正１６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２５】
　図３の結果より、テープストリッピング後に、何も塗布しない未処置に対して、比較例
１を塗布した部位では、若干の回復の促進が認められたが、トウヒ抽出物を含有した実施
例３の乳液においては、損傷されたバリア機能の回復の顕著な促進が認められ、本発明の
スクリーニング方法で、バリア能の向上効果の認められたトウヒ抽出物に関して、ヒトの
皮膚においても皮膚バリア能の回復効果が認められた。
【手続補正１７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２７】
【図１】実施例２の結果を示す図である（トウヒ抽出物）。
【図２】実施例２の結果を示す図である（比較品１）。
【図３】試験例１の結果を示す図である。
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