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(57)【要約】
　本発明は、アルコールによる及び化学的な損傷から肝
臓を保護することによって及び／又はフェーズＩＩ酵素
を誘導することによって肝臓の健康状態を改善するため
の植物を主体とした製剤を指向する。本発明に係る製剤
は、ワサビ根繊維粉末、チョウセンアザミ葉抽出物、乾
燥アスパラガス、葛根抽出物、オレガノ抽出物、チョウ
センゴミシ抽出物、サンシチニンジン（Ｐａｎａｘ　ｎ
ｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根のエタノール抽出物）、サン
チ（Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根の水抽出
物）、峨眉葛藤根抽出物（Ｐｕｅｒａｒｉａ　ｏｍｅｉ
ｅｎｓｉｓ）、乾燥ホウレンソウ又はそれらの組み合わ
せを含む。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　製剤であって、チョウセンゴミシ抽出物、サンシチニンジン抽出物、葛根抽出物、乾燥
ホウレンソウ、オレガノ抽出物、チョウセンアザミ葉抽出物、ワサビ根粉末、峨眉葛藤根
抽出物、サンチ及び乾燥アスパラガスから成る群から選択される少なくとも２つの成分を
含み、該製剤が肝臓の健康状態を改善するのに有効である製剤。
【請求項２】
　チョウセンゴミシ抽出物が１５０ｍｇ～１０００ｍｇの量で存在し、サンシチニンジン
が１００ｍｇ～５００ｍｇの量で存在し、葛根抽出物が１５０ｍｇ～１０００ｍｇの量で
存在し、乾燥ホウレンソウが２０ｍｇ～５００ｍｇの量で存在し、オレガノ抽出物が２０
ｍｇ～５００ｍｇの量で存在し、チョウセンアザミ葉抽出物が２００ｍｇ～１０００ｍｇ
の量で存在し、ワサビ根抽出物が２００ｍｇ～１０００ｍｇの量で存在し、峨眉葛藤根抽
出物が１５０ｍｇ～１０００ｍｇの量で存在し、サンチが１００ｍｇ～５００ｍｇの量で
存在し、乾燥アスパラガスが１００ｍｇ～５００ｍｇの量で存在する請求項１の製剤。
【請求項３】
　製剤が、１５０ｍｇ～５００ｍｇのワサビ根粉末、２００ｍｇ～１０００ｍｇのチョウ
センアザミ葉抽出物、１５０ｍｇ～１０００ｍｇのチョウセンゴミシ抽出物、１００ｍｇ
～５００ｍｇのサンシチニンジン及び２０ｍｇ～５００ｍｇの乾燥ホウレンソウを含む請
求項１の製剤。
【請求項４】
　製剤が、１５０ｍｇ～５００ｍｇのワサビ、２００ｍｇ～１０００ｍｇのチョウセンア
ザミ葉抽出物、１５０ｍｇ～１０００ｍｇの葛根抽出物、１００ｍｇ～５００ｍｇのサン
シチニンジン及び２０ｍｇ～５００ｍｇのオレガノを含む請求項１の製剤。
【請求項５】
　製剤が、２００ｍｇ～１０００ｍｇのチョウセンアザミ葉抽出物、１５０ｍｇ～１００
０ｍｇの葛根抽出物及び２０ｍｇ～５００ｍｇのオレガノ抽出物を含む請求項１の製剤。
【請求項６】
　請求項１の製剤を提供することを含む、四塩化炭素による傷害から肝臓を保護する方法
。
【請求項７】
　製剤が、１５０ｍｇ～５００ｍｇのワサビ根粉末、２００ｍｇ～１０００ｍｇのチョウ
センアザミ葉抽出物、１５０ｍｇ～１０００ｍｇのチョウセンゴミシ抽出物、１００ｍｇ
～５００ｍｇのサンシチニンジン及び２０ｍｇ～５００ｍｇの乾燥ホウレンソウを含む請
求項６の方法。
【請求項８】
　少なくとも２つの成分が、サンシチニンジン、葛根抽出物、乾燥ホウレンソウ、オレガ
ノ抽出物、ワサビ根粉末、峨眉葛藤根抽出物、サンチ及び乾燥アスパラガスから成る群か
ら選択される請求項６の方法。
【請求項９】
　製剤が、ワサビと、サンシチニンジン、サンチ、葛根抽出物、峨眉葛藤根抽出物、ホウ
レンソウ及びオレガノから成る群から選択される成分の１つとを含む請求項６の方法。
【請求項１０】
　製剤が経口投与される請求項６の方法。
【請求項１１】
　製剤が錠剤の形態である請求項６の方法。
【請求項１２】
　請求項１の製剤を提供することによってアルコールによる傷害から肝臓を保護する方法
。
【請求項１３】
　製剤が、１５０ｍｇ～５００ｍｇのワサビ根粉末、２００ｍｇ～１０００ｍｇのチョウ
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センアザミ葉抽出物、１５０ｍｇ～１０００ｍｇのチョウセンゴミシ抽出物、１００ｍｇ
～５００ｍｇのサンシチニンジン及び２０ｍｇ～５００ｍｇの乾燥ホウレンソウを含む請
求項１２の方法。
【請求項１４】
　製剤がチョウセンアザミ及びオレガノを含む請求項１２の方法。
【請求項１５】
　製剤が錠剤の形態で経口投与される請求項１２の方法。
【請求項１６】
　請求項１の製剤を提供することを含むフェーズＩＩ酵素を誘導する方法。
【請求項１７】
　製剤が、１５０ｍｇ～５００ｍｇのワサビ根粉末、２００ｍｇ～１０００ｍｇのチョウ
センアザミ葉抽出物、１５０ｍｇ～１０００ｍｇのチョウセンゴミシ抽出物、１００ｍｇ
～５００ｍｇのサンシチニンジン及び２０ｍｇ～５００ｍｇの乾燥ホウレンソウを含む請
求項１６の方法。
【請求項１８】
　製剤が、峨眉葛藤根抽出物と、チョウセンアザミ葉抽出物、ワサビ根粉末、オレガノ抽
出物、サンシチニンジン、サンチ及び葛根抽出物から成る群から選択される成分の１つと
を含む請求項１５の方法。
【請求項１９】
　製剤が錠剤の形態で経口投与される請求項１５の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
発明の背景
　本発明は、良好な肝臓の健康状態に役立つように相乗的に機能する植物を主体とする抽
出物の独特の製剤を指向する。さらに具体的には、本発明は、アルコールによる及び化学
的に誘発される損傷から肝臓を保護するのを助ける植物を主体とする抽出物の独特の製剤
に関する。
【０００２】
　肝臓は、生体で最も激しく働く臓器の１つである。良好な肝臓の機能は、バランスの取
れたホルモンのレベル、体重の制御と維持、コレステロールのレベル、皮膚の健康及び身
体全体の健康にとって重要である。肝臓は、生体の情報センターとして作用し、アルコー
ルを含む多数の物質の代謝に関与し、生体における毒素の解毒に重要な役割を担う。フェ
ーズＩＩ酵素は、生体から発癌の可能性を除くのに役立つので、この解毒過程の一部であ
る。生体におけるその機能の結果、肝臓は、環境の毒素、不純物、アルコール、処方薬及
び市販薬からの絶え間ない攻撃のもとにあり、それらからの損傷を受ける傾向がある。た
とえば、四塩化炭素、ニトロソアミン及び多環式芳香族炭化水素のような多数の肝毒性物
質は、肝酵素によって代謝的に活性化されて、ヒトの肝臓に損傷を起こす反応性の毒性代
謝産物を形成する。従って、アルコールや四塩化炭素による損傷から肝臓を保護するのに
役立つ植物を主体とする抽出物の製剤は有用であろう。さらに、肝臓を解毒するのに関与
するフェーズＩＩ酵素を誘導する植物主体の製剤も有用であろう。
【０００３】
発明の要約
　本発明は、四塩化炭素及びアルコールによる損傷から肝臓を保護するように機能するこ
とによって肝臓の健康状態を改善する独特の植物を主体とした製剤を指向する。本発明の
製剤は、テトラゾリウム塩である臭化３－（４，５－ジメチルチアゾリル－２）－２，５
－ジフェニルテトラゾリウム（「ＭＴＴ」）及び乳酸脱水素酵素（「ＬＤＨ」）のような
指標によって測定されるような、ヒト肝細胞に対する強力な保護能力を示している。さら
に、これらの抽出物及びそれらの組み合わせは、強力なフェーズＩＩ酵素の誘導活性を示
す。フェーズＩＩ酵素の誘導アッセイは、解毒事象を示すキノン還元酵素（フェーズＩＩ
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酵素）を誘導する試料の能力を測定する。
【０００４】
　従って、実施態様の１つでは、本発明は、ワサビの根の繊維粉末、チョウセンアザミの
葉の抽出物、アスパラガス抽出物、葛根の抽出物、オレガノ抽出物、チョウセンゴミシ抽
出物（schisandra berry extract）、サンシチニンジン（notoginseng）（Ｐａｎａｘ　
ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根のエタノール抽出物）、サンチ（sanchi）（Ｐａｎａｘ　ｎ
ｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根の水抽出物）、峨眉葛藤根（Gegen）（Ｐｕｅｒａｒｉｓ　ｏ
ｍｅｉｅｎｓｉｓ）、乾燥させたホウレンソウ又はこれらの組み合わせを含む肝臓の健康
状態を改善するための製剤を提供する。
【０００５】
　別の実施態様では、ワサビの根の繊維粉末、チョウセンアザミの葉の抽出物、アスパラ
ガス抽出物、葛根の抽出物、オレガノ抽出物、チョウセンゴミシ抽出物、サンシチニンジ
ン（Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根のエタノール抽出物）、サンチ（Ｐａｎａ
ｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根の水抽出物）、峨眉葛藤根（Ｐｕｅｒａｒｉｓ　ｏｍｅ
ｉｅｎｓｉｓ）、乾燥させたホウレンソウ又はこれらの組み合わせを提供することによっ
て、四塩化炭素（「ＣＣｌ4」）による損傷から肝臓を保護する方法を提供する。
【０００６】
　さらに別の実施態様では、本発明は、ワサビの根の繊維粉末、チョウセンアザミの葉の
抽出物、アスパラガス抽出物、葛根の抽出物、オレガノ抽出物、チョウセンゴミシ抽出物
、サンシチニンジン（Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根のエタノール抽出物）、
サンチ（Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根の水抽出物）、峨眉葛藤根（Ｐｕｅｒ
ａｒｉｓ　ｏｍｅｉｅｎｓｉｓ）、乾燥させたホウレンソウ又はこれらの組み合わせを提
供することによって、アルコールによる損傷から肝臓を保護する方法を提供する。
【０００７】
　さらに別の実施態様では、本発明は、ワサビの根の繊維粉末、チョウセンアザミの葉の
抽出物、アスパラガス抽出物、葛根の抽出物、オレガノ抽出物、チョウセンゴミシ抽出物
、サンシチニンジン（Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根のエタノール抽出物）、
サンチ（Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根の水抽出物）、峨眉葛藤根（Ｐｕｅｒ
ａｒｉｓ　ｏｍｅｉｅｎｓｉｓ）、乾燥させたホウレンソウ又はこれらの組み合わせを提
供することによって、フェーズＩＩ酵素を誘導する方法を提供する。
【０００８】
発明の詳細な説明
　本発明は、本明細書に記載される特定の方法論又はプロトコールに限定されないことが
理解されるべきである。さらに、特に限定しない限り、本明細書で使用される技術的用語
及び科学的用語はすべて、本発明が属する技術の当業者に一般に理解されるのと同様の意
味を有する。本明細書で使用される用語は、特定の実施態様のみを記載することを目的と
し、クレームによってのみ限定されるであろう本発明の範囲を限定することを意図しない
ことも理解されるべきである。
【０００９】
本発明の製剤で使用される成分
　本発明は、表１でさらに完全に記載される以下の成分：ワサビ根の繊維粉末、チョウセ
ンアザミの葉の抽出物、アスパラガス抽出物、葛根の抽出物、オレガノ抽出物、チョウセ
ンゴミシ抽出物、サンシチニンジン（Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根のエタノ
ール抽出物）、サンチ（Ｐａｎａｘ　ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇの根の水抽出物）、峨眉葛
藤根（Ｐｕｅｒａｒｉｓ　ｏｍｅｉｅｎｓｉｓ）、及び乾燥させたホウレンソウの独特の
組み合わせが肝臓の健康状態を改善するという驚くべき発見に基づく。
【００１０】
　さらに具体的には、本発明の製剤は、アルコール及び四塩化炭素による損傷から肝臓を
保護することによって肝臓の健康状態を改善する。さらに、製剤は、フェーズＩＩ酵素を
誘導することによって肝臓の健康状態を改善する。フェーズＩＩ酵素は、生体からのそれ
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らの除去に役立つことによって発癌の可能性を除くことに関与する。
【００１１】
　「アルコールによる損傷に対して肝臓を保護すること」及び「四塩化炭素による損傷に
対して肝臓を保護すること」は、既存の肝機能を保存する又は改善するための本明細書で
記載される製剤の能力を言う。
【００１２】
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【表１】
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【００１３】
本発明の製剤
　表２は、栄養補助食品に含むことができる成分の代表的な１日の量を説明する。
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【００１４】
実施例
　以下は、本発明に従って錠剤化された製剤の説明的な実施例であり、それらは本発明の
範囲を限定しないことが理解されるべきである。
【００１５】
実施例１

【００１６】
実施例２
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【００１７】
実施例３

【００１８】
実施例４

【００１９】
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実施例５

【００２０】
実施例６

【００２１】
実施例７
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【００２２】
実施例８

【００２３】
実施例９
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【００２４】
　当該業界で知られる典型的な方法に従って、上記の例示となる錠剤化された製剤を製造
することができる。たとえば、ワサビ根繊維粉末、チョウセンアザミの葉抽出物、チョウ
センゴミシ抽出物、サンシチニンジン及び乾燥したホウレンソウを、２０メッシュのふる
いを備えたＳＷＥＣＯセパレータに通して１００立方フィートのＰＫ混合機に入れる。微
小結晶セルロースを加えて、ＰＫ混合機にて混合する。成分を１０分間混合する。セルロ
ースゴム及び二酸化珪素を２０メッシュのふるいを備えたＳＷＥＣＯセパレータに直接通
して１００立方フィートのＰＫ混合機に入れる。成分を１０分間混合する。次に、ステア
リン酸を２０メッシュのふるいを備えたＳＷＥＣＯセパレータに直接通して１００立方フ
ィートのＰＫ混合機に入れる。混合物をさらに５分間混合する。混合物をトートバッグ又
はスーパーサックに排出し、錠剤に圧縮する。
【００２５】
投与方法
　健康、肝機能を増進し、アルコール及び／又は化学物質による肝臓に対する損傷に対し
て保護し、及び／又はフェーズＩＩ酵素を誘導して健康な肝機能を促すために、本発明の
製剤を許容可能なキャリア中で製剤化し、調製し、包装し、標識してもよい。本発明の製
剤及びその許容可能なキャリアを、丸薬、錠剤、使用前に水又は好適なビヒクルによって
再構成するための乾燥製品又は粉末製品、棒、食品、溶液、シロップ、懸濁液、飲料、ト
ローチ剤などの形態で経口投与用に製剤化してもよい。本発明の製剤は、非経口的に投与
されてもよく、又は吸入若しくは吹き入れ（口又は鼻のいずれかを介して）によって投与
されてもよい。
【００２６】
　たとえば、懸濁剤（たとえば、ソルビトールシロップ、セルロース誘導体又は水素添加
の食用脂肪）、乳化剤（たとえば、レシチン又はアカシア）、非水性ビヒクル（たとえば
、アーモンド油、油性エステル又は分画された植物油）、及び保存剤（たとえば、ｐ－ヒ
ドロキシ安息香酸メチル若しくはプロピル又はソルビン酸）のような薬学上許容可能な添
加剤と共に、従来の手段によって液体製剤を調製してもよい。飲料の形態で投与する場合
、本発明の製剤は、水を主体にしてもよく、ミルクを主体にしてもよく、茶を主体にして
もよく、果実ジュースを主体にしてもよく又はそれらの一部組み合わせであってもよい。
【００２７】
　たとえば、結合剤（たとえば、アルファ化トウモロコシデンプン、ポリビニルピロリド
ン又はヒドロキシプロピルメチルセルロース）、充填剤（たとえば、ラクトース、微小結
晶セルロース又はリン酸水素カルシウム）、潤滑剤（たとえば、ステアリン酸マグネシウ
ム、タルク又はシリカ）、崩壊剤（たとえば、セルロースゴム、ジャガイモデンプン又は
デンプングリコール酸ナトリウム）、或いは湿潤剤（たとえば、ラウリル硫酸ナトリウム
）のような薬学上許容可能な添加剤と共に、従来の手段によって調製される固形の形態で
、本発明の製剤を経口投与してもよい。
【００２８】
　経口投与される本発明の製剤は、キサンタンゴム、カルボキシメチルセルロース、カル
ボキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、メチルセルロース、微小結晶
セルロース、デンプン、デキストリン、発酵乳清、豆腐、マルトデキストリン、糖アルコ
ール（たとえば、ソルビトール及びマンニトール）を含むポリオール、炭水化物（たとえ
ば、ラクトース）、アルギン酸プロピレングリコール、ゲランゴム、グア、ペクチン、ト
ラガントゴム、アカシアゴム、イナゴマメゴム、アラビアゴム、ゼラチンを含む濃厚剤、
並びにこれら濃厚剤の混合物をさらに含むことができる。
【００２９】
　本発明の経口投与される製剤は、炭水化物甘味料並びに天然の及び／又は人工的な無カ
ロリー／低カロリーの甘味料を含む有効量の１以上の甘味料を含有することができる。本
発明の製剤における甘味料の量は変化するが、通常、使用される甘味料の種類及び所望の
甘味強度に依存する。
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【００３０】
　前に記載された製剤に加えて、持続性放出製剤及び／又は徐放性製剤としても化合物を
製剤化してもよい。製剤は、有効である最低の治療用量を上回って維持されなければなら
ない。一般的な徐放性送達システム及び／又は制御放出送達システムには、デンプン、浸
透圧ポンプ、又はゼラチン微小カプセルが挙げられるが、これらに限定されない。
【００３１】
　所望であれば、製剤は、本発明の製剤を含む１以上の単位投与形態を含んでもよい梱包
又は取り出し容器にて提示されてもよい。梱包は、たとえば、ブリスターパックのような
金属又はプラスチックのホイルを含んでもよい。梱包又は取り出し容器には、投与のため
の指示書が伴ってもよい。
【００３２】
　当業者によく理解されている方法及び技法によってそのほかの有用な投与形態を調製す
ることができ、投与形態は、錠剤、カプセル又は液体投与形態を製造することにおいて追
加の成分の使用を含んでもよい。用量及び投与回数は、個々の消費者又は患者の年齢、体
重、症状及び応答、並びに使用される本発明の製剤に従って変化する。
【００３３】
　前述の詳細な説明は、限定することではなく説明的であるとみなされることが意図され
る。限定すると解釈されるべきではない以下の実験的検討及び実施例によって本発明をさ
らに説明する。
【００３４】
個々の成分に関するバイオアッセイ試験
　幾つかの物質をバイオアッセイ試験に供して、アルコールにより及び化学的に誘発され
る肝臓の損傷に対するその保護能力を予測しようとした。これを評価するために、ヒト肝
細胞を物質及び損傷の原因によって処理し、２つの異なるアッセイを用いて細胞の生存率
を測定した。アルコールによる損傷は、損傷の原因として２．５％のエタノールを用いて
模倣した。化学的な損傷の原因には０．２％ＣＣｌ4を用いた。これらの濃度は、それら
が、予備実験で２０％の細胞死を生じた濃度なので、不可逆的な細胞死／損傷を細胞に受
けさせることはないために選択された。
【００３５】
　物質は、３種の濃度（１、１０及び１００μｇ／ｍＬ）で調べ、ＥＣ－５０の推定値を
決定した（さらに詳細には以下の実験の区分を参照のこと）。細胞の生存率アッセイに加
えて、フェーズＩＩ酵素の誘導試験を行って、物質が解毒特性を有するかどうか決定した
。フェーズＩＩ酵素の誘導アッセイは、解毒事象を示すキノン還元酵素（フェーズＩＩ酵
素）を誘導する試料の能力を測定する。フェーズＩＩ酵素は、生体からの除去に役立つこ
とによって潜在的な発癌物質を除くことに関与する。ブロッコリーは、そのスルホラファ
ン含量のために良好なフェーズＩＩ酵素の誘導物質として知られる。純粋なスルホラファ
ンは、１０6Ｕ／ｇの活性を有するが、ブロッコリーは、４０００～７４，０００Ｕ／ｇ
の報告された活性を有する（品種、形態及び／又は抽出条件による）。３０，０００Ｕ／
ｇを超える活性は優れているとみなされる。５０００Ｕ／ｇ未満の活性は最低であるとみ
なされる。良好なフェーズＩＩ酵素の誘導物質とみなされる物質はほとんど１５，０００
～３０，０００Ｕ／ｇの活性を有する。
【００３６】
　表３及び表４は、調べた物質すべてのＥＣ－５０値を要約する。表３は、具体的にはエ
タノールに対する保護の結果であり、表４は四塩化炭素に対する保護の結果である。表５
は、フェーズＩＩ酵素の誘導アッセイの結果を提供する。
【００３７】



(14) JP 2009-515987 A 2009.4.16

10

20

30

【表３】



(15) JP 2009-515987 A 2009.4.16

10

20

【００３８】
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【００３９】
【表５】
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＊材料の新鮮重量のグラム当たりの誘導物質単位。－＝無視してよい活性、＋＝わずかな
活性、＋＋＝良好な活性、＋＋＋＝非常に良好な活性、＋＋＋＋＝優秀な活性。＊＊細胞
に対する毒性のために報告不能。
【００４０】
実験
　エタノール保護及びＣＣｌ4の評価について、ＤＭＳＯにてストック試料溶液を作製し
、次いで試験のために細胞培養培地で希釈した。９６穴マイクロタイタープレートの３つ
のウエルのそれぞれに１００μＬの試料を加えることによってＨｅｐＧ２（ヒト肝細胞株
）の処理を行った。４時間のインキュベートの後、損傷の原因（２．５％エタノール又は
０．２％四塩化炭素）を加え、さらに一晩のインキュベートを行った。翌日、２つの異な
ったアッセイを用いて細胞の生存率を測定した。第１に、プロメガのＣｙｔｏＴｏｘ－Ｏ
ＮＥ均質膜整合性アッセイを用いて、培地に放出されるＬＤＨを測定することによって非
生存細胞の数を計数した。細胞膜が傷つけられると細胞からＬＤＨが漏出する。第２のア
ッセイは、ＭＴＴアッセイであり、生存細胞のミトコンドリアによる黄色のテトラゾリウ
ム塩から不溶性の紫色のホルマザン生成物への還元を測定する。ＭＴＴ溶液とのインキュ
ベートに続いて、イソプロパノールを加えて着色した結晶を可溶化する。生成された着色
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【００４１】
　フェーズＩＩ酵素の誘導アッセイについては、ストック試料溶液をアセトニトリルで作
製し、次いで試験のために細胞培養培地で希釈する。９６穴マイクロタイタープレートの
３つのウエルのそれぞれに１５０μＬの試料を加えることによってＨｅｐａ１ｃ１ｃ７細
胞（マウスの肝臓癌細胞株）の処理を行った。４８時間のインキュベートの後、ＭＴＴの
ＮＡＤＰＨ依存性のメナジオール介在性の還元を測定することによってキノン還元酵素の
誘導活性を立証する。活性は、材料の新鮮重量のグラム当たりの誘導物質単位として報告
され、誘導物質活性の１単位は、Ｈｅｐａ１ｃ１ｃ７細胞のキノン還元酵素の比活性を二
倍にするのに必要とされる誘導物質の量として定義される。
【００４２】
成分の組み合わせに関するバイオアッセイ試験
　肝臓解毒成分の幾つかの組み合わせをバイオアッセイ試験に供してアルコールによる及
び化学的に誘導される肝臓の損傷に対するそれらの保護能力を予測しようとした。これら
の混合物は、肝臓の健康状態に関する市場にすでにある２つの製品、ヌトリライト（登録
商標）オオアザミとタンポポ及び中国のキングドリンクと平行して調べた。これを評価す
るために、ヒト肝細胞を物質及び損傷の原因によって処理し、２つの異なるアッセイを用
いて細胞の生存率を測定した。アルコールによる損傷は、損傷の原因として２．５％のエ
タノールを用いて模倣した。化学的な損傷の原因には０．２％ＣＣｌ4を用いた。これら
の濃度は、それらが、予備実験で２０％の細胞死を生じた濃度なので、不可逆的な細胞死
／損傷を細胞に受けさせることはないために選択された。物質は、３種の濃度（１、１０
及び１００μｇ／ｍＬ）で調べ、ＥＣ－５０の推定値を決定した（さらに詳細には以下の
実験の区分を参照のこと）。５Ｌの血液（ヒトでの平均容積）に物質が１０％吸収される
ことを想定して、１０μｇ／ｍＬ以下のＥＣ－５０値を持つ物質が最も有効であることを
示す。
【００４３】
　ＣＣｌ4による肝細胞の損傷に対して最大の有効性を示す混合物は、８５２３－２５－
ＣＩ（実施例１）、８５２３－２７－ＣＩ(実施例８）、８５２３－２８－ＣＩ（実施例
２）及び８５２３－３０－ＣＩ（実施例３）だった。良好に機能する（１０μｇ／ｍＬ以
下で４０％保護を示す）そのほかの混合物は、８５２３－２０－ＣＩ、８５２３－２２－
ＣＩ、８５２３－２４－ＣＩ、８５２３－２６－ＣＩ及び８５２３－３１－ＣＩだった。
１０μｇ／ｍＬ以下でエタノールによる肝細胞の損傷に対して有効性を示す混合物はなか
った。対照製品（ヌトリライトオオアザミ及びキングドリンク）も１０μｇ／ｍＬ以下の
ＥＣ－５０値を達成しなかった。１００μｇ／ｍＬを超えるＥＣ－５０値を有する混合物
は、８５２３－２８－ＣＩ（実施例２）、８５２３－３０－ＣＩ（実施例３０）、８５２
３－３１－ＣＩ（実施例４）及び８５２３－３２－ＣＩ（実施例５）であった。表６～９
は、調べた試料すべての結果を要約する。これらの結果は図１～４にも見られる。
【００４４】
表６：エタノール保護の評価に関するＭＴＴアッセイの結果
（＊＝１以上の濃度で達成されたＥＣ－４０）
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【表６】

【００４５】
表７：エタノール保護の評価に関するＬＤＨアッセイのＥＣ－５０の結果
（＊＝１以上の濃度で達成されたＥＣ－４０）
【表７】

【００４６】
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表８：ＣＣｌ4保護の評価に関するＭＴＴアッセイのＥＣ－５０の結果
（＊＝１以上の濃度で達成されたＥＣ－４０）
【表８】

【００４７】
表９：ＣＣｌ4保護の評価に関するＬＤＨアッセイのＥＣ－５０の結果
（＊＝１以上の濃度で達成されたＥＣ－４０）
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【表９】

【００４８】
　細胞の生存率アッセイに加えて、フェーズＩＩ酵素の誘導試験も行って物質が解毒特性
を有するかどうか決定した。フェーズＩＩ酵素の誘導アッセイは、解毒事象を示すキノン
還元酵素（フェーズＩＩ酵素）を誘導する試料の能力を測定する。ブロッコリーは、その
スルホラファン含量のために良好なフェーズＩＩ酵素の誘導物質として知られる。純粋な
スルホラファンは、１０6Ｕ／ｇの活性を有するが、ブロッコリーは、４０００～７４，
０００Ｕ／ｇの報告された活性を有する（品種、形態及び／又は抽出条件による）。３０
，０００Ｕ／ｇを超える活性は優れているとみなされる。５０００Ｕ／ｇ未満の活性は最
低であるとみなされる。良好なフェーズＩＩ酵素の誘導物質とみなされる物質はほとんど
１５，０００～３０，０００Ｕ／ｇの活性を有する。
【００４９】
　調べた混合物はすべて、良好～優秀なフェーズＩＩ酵素の誘導活性を有していた。最高
の活性は８５２３－２７（実施例８）で得られ、最低の活性は８５２３－３１(実施例４
）で得られた。優秀な活性は、８５２３－２２、８５２３－２３、８５２３－３０（実施
例３０）、８５２３－３２（実施例５）及び８５２３－３３で得られた。表１０は、調べ
た試料すべてに関するフェーズＩＩ酵素の誘導アッセイの結果を提供する。
【００５０】
表１０：フェーズＩＩ酵素（キノン還元酵素）の誘導アッセイの結果
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【表１０】

＊材料の新鮮重量のグラム当たりの誘導物質単位。－＝無視してよい活性、＋＝わずかな
活性、＋＋＝良好な活性、＋＋＋＝非常に良好な活性、＋＋＋＋＝優秀な活性。＊＊細胞
に対する毒性のために報告不能。
【００５１】
実験
　ＤＭＳＯにてストック試料溶液を作製し、次いで試験のために細胞培養培地で希釈した
。９６穴マイクロタイタープレートの３つのウエルのそれぞれに１００μＬの試料を加え
ることによってＨｅｐＧ２（ヒト肝細胞株）の処理を行った。４時間のインキュベートの
後、損傷の原因（２．５％エタノール又は０．２％四塩化炭素）を加え、さらに一晩のイ
ンキュベートを行った。翌日、２つの異なったアッセイを用いて細胞の生存率を測定した
。第１に、プロメガのＣｙｔｏＴｏｘ－ＯＮＥ（商標）均質膜整合性アッセイを用いて、
培地に放出されるＬＤＨを測定することによって非生存細胞の数を計数した。細胞膜が傷
つけられると細胞からＬＤＨが漏出する。第２のアッセイは、ＭＴＴアッセイであり、生
存細胞のミトコンドリアによる黄色のテトラゾリウム塩から不溶性の紫色のホルマザン生
成物への還元を測定する。ＭＴＴ溶液とのインキュベートに続いて、イソプロパノールを
加えて着色した結晶を可溶化する。生成された着色の量は、生存細胞の数に直接比例する
。
【００５２】
　先ず、３つの二つ組を平均した後、各ウエルの毒性比率（１－実験値／陰性対照）を算
出することによって保護を決定する。次いで、以下（陽性対照の％毒性－試料の％毒性）
／陽性対照の％毒性によって保護比率を算出するが、陽性対照は、２．５％エタノール又
は０．２％四塩化炭素のいずれかである。次いで、５０％の保護（ＥＣ－５０）を示す濃
度を評価することができる。この実験の目的では、これは、＜１、１、１～１０、１０、
１０～１００、１００又は＞１００μｇ／ｍＬのいずれかとして類別した。
【００５３】
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　フェーズＩＩ酵素の誘導アッセイについては、ストック試料溶液をアセトニトリルで作
製し、次いで試験のために細胞培養培地で希釈する。９６穴マイクロタイタープレートの
３つのウエルのそれぞれに１５０μＬの試料を加えることによってＨｅｐａ１ｃ１ｃ７細
胞（マウスの肝臓癌細胞株）の処理を行った。４８時間のインキュベートの後、ＭＴＴの
ＮＡＤＰＨ依存性のメナジオール介在性の還元を測定することによってキノン還元酵素の
誘導活性を立証する。活性は、物質の新鮮重量のグラム当たりの誘導物質単位として報告
され、誘導物質活性の１単位は、Ｈｅｐａ１ｃ１ｃ７細胞のキノン還元酵素の比活性を二
倍にするのに必要とされる誘導物質の量として定義される。
【００５４】
哺乳類の試験
　臨床試験を行って肝臓の健康状態に対する製剤の有効性を確認することができる。化学
的な損傷及びアルコールによる損傷から肝臓を保護することによって製剤は肝臓の健康状
態を改善するだろうことが期待される。そのような試験のプロトコールが以下に続く。
【００５５】
プロトコール１：ＣＣｌ4による肝臓損傷モデル
１．１　原理
　ＣＣｌ4がミクロソームの酵素によって活性化されると、トリクロロメタンの遊離ラジ
カル（ＣＣｌ3）が形成される。この遊離ラジカルとタンパク質の共有結合によって、結
果としてタンパク質合成の損傷及び脂質の異化作用の障害を生じ、肝細胞におけるトリグ
リセリド（ＴＧ）の蓄積を引き起こす。ＣＣｌ3はまた、Ｏ2と迅速に結合して過酸化トリ
クロロメタン遊離ラジカル（ＣＣｌ3Ｏ2

-）2を形成し、それが脂質の過酸化を招き、それ
が原因で細胞膜の分解損傷、酵素の漏出、種々の病態変化及び壊死を生じる。
【００５６】
１．２　実験動物
　単一性別の成熟ラット又はマウス。各群は、８～１２匹のラット（１８０～２２０ｇ）
又は１０～１５匹のマウス（１８～２２ｇ）から成る。
【００５７】
１．３　実験方法及び手順
１．３．１　試験試料の投与量群及び投与持続期間
　投与量群３つ、ブランク対照群１つ及びモデル対照群１つを設定する。投与量群の１つ
の投与量は、ヒトで推奨される投与量の１０倍（マウス）又は５倍（ラット）である。Ｃ
Ｃｌ4（分析用純度）を用いて肝臓損傷モデルを形成する。モデルを形成する方法では、
胃内投与又は腹腔内注射を用いることができる。マウスにおける胃内投与用のＣＣｌ4の
濃度は１％である。食用植物油でＣＣｌ4を希釈し、胃内投与用の投与量は、５ｍＬ／ｋ
ｇ体重（ＣＣｌ4換算の投与量は、８０ｍｇ／ｋｇ体重である）。ラットにおける胃内投
与用のＣＣｌ4の濃度は２～３％であり、投与量は、５ｍＬ／ｋｇ体重（ＣＣｌ4換算の投
与量は、１６０～２４０ｍｇ／ｋｇ体重）である。必要に応じて陽性対照群及び溶媒対照
群を設定してもよい。試験試料の投与持続期間は３０日間であり、必要に応じて４５日ま
で延長することができる。
【００５８】
１．３．２　試験試料の投与経路
　試験試料は、胃内に投与される。これが不可能な場合、試験試料を餌又は飲料水と混合
し、餌の摂取及び飲水を記録する。
【００５９】
１．３．３　実験手順
　実験群の動物には試験試料を毎日胃内に投与する一方で、ブランク対照群及びモデル対
照群の動物には蒸留水を与える。試験試料の投与量を調整するために動物は、週２回体重
を測定する。実験の３０日目の前夜、種々の群の動物を１６時間絶食させる。モデル群及
び種々の試験試料群の動物には胃内に単回用量のＣＣｌ4を投与し、ブランク対照群の動
物には植物油を与える。実験群の動物は、実験の終了まで試験試料を服用し続ける（試験
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試料とＣＣｌ4の投与間隔は４時間を超える）。ＣＣｌ4を与えた後、実際の条件に従って
２４時間後又は４８時間後に動物を屠殺する。採血し、ＡＬＴ及びＡＳＴを測定するため
に血清を分離する。組織病理学的検査用に肝臓を摘出する。
【００６０】
１．３．４　測定のための指標
　血清のグルタミン酸－ピルビン酸トランスアミナーゼ（ＡＬＴ）、グルタミン酸－オキ
ザロ酢酸トランスアミナーゼ（ＡＳＴ）、肝臓の組織病理学的検査。
【００６１】
１．４　ＡＬＴ及びＡＳＴの測定
１．４．１　測定方法
　完全自動化生化学分析機又はレイトマン－フランケル法（試薬キット）を選択すること
ができる。
【００６２】
１．４．１　データ処理及び結果の評価
　分散分析を使用するが、先ず、分散分析の手順に従って等分散性検定を行うべきである
。分散が均質であるならば、Ｆ値を算出する。Ｆ値が＜Ｆ0.05であれば、結論は、異なっ
た群の平均値の間の差異は有意ではないとなる。Ｆ値がＦ0.05以下及びＰが０．０５以下
であれば、統計的分析には、幾つかの実験群と１つの対照群との間の平均値の一対比較の
方法を使用する。異常な分布又は不等分散を持つデータについては、変数の適当な変換を
行い、正常な分散又は等分散性の要件を満たした後、変換したデータを統計的分析に使用
する。変数の変換の後、正常な分散又は等分散性の目的が依然として達成されなければ、
順位検定を統計的分析に使用する。
【００６３】
　試験試料におけるＡＬＴ及びＡＳＴがモデル対照群のそれらと有意に異なっていれば、
ＡＬＴ及びＡＳＴの結果はそれぞれ、陽性として評価することができる。
【００６４】
１．５　肝臓の組織病理学的変化：診断基準及び結果の評価
１．５．１　実験材料
　ラット肝臓の左葉を１０％ホルマリンで固定する。病理切片（パラフィン包埋、ＨＥ染
色）の日常的な調製のために肝臓の左葉の中央部の断面から肝臓組織を採取する。
１．５．２　顕微鏡検査
　組織切片全体を連続して観察するために４０倍の対物レンズを用いて、細胞の病理学的
変化を肝臓の一方の端の視野から始めて記録する。葉の中央の肝細胞の変性的変化及び壊
死を見ることができる。病理学的変化の主な種類は、肝細胞の気球状変性、脂肪変性、細
胞質の濃縮、水症性変性及び壊死である。
【００６５】
１．５．３　格付け基準
　各視野における視野の領域の部分を説明する各病理学的変化をそれぞれ記録し、観察さ
れた視野における病理学的変化の全スコアを合算する。
肝細胞の気球状変性（細胞の膨潤、細胞質がほとんど残らない）

大雑把に正常　（０点）
全視野の１／４を占める気球状変性を持つ肝細胞　（１点）
全視野の１／２を占める気球状変性を持つ肝細胞　（２点）
全視野の３／４を占める気球状変性を持つ肝細胞　（３点）
全視野を占める気球状変性を持つ肝細胞　（４点）　　　　　　

肝細胞の脂肪変性（はっきりと境界の分かる脂質滴の液胞が肝細胞の細胞質に現れる）
大雑把に正常　（０点）
全視野の１／４を占める脂肪変性を持つ肝細胞　（１点）
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全視野の１／２を占める脂肪変性を持つ肝細胞　（２点）
全視野の３／４を占める脂肪変性を持つ肝細胞　（３点）
全視野を占める脂肪変性を持つ肝細胞　（４点）　　　　　　　

細胞質の濃縮（エオシン好性染色が高められる）
大雑把に正常　（０点）
全視野の１／４を占める細胞質の濃縮を持つ肝細胞　（１点）
全視野の２／４を占める細胞質の濃縮を持つ肝細胞　（２点）
全視野の３／４を占める細胞質の濃縮を持つ肝細胞　（３点）
全視野を占める細胞質の濃縮を持つ肝細胞　（４点）　　　　　

水症性変性
水症性変性を持つ肝細胞は見られない　（０点）
全視野の１／４を占める水症性変性を持つ肝細胞　（１点）
全視野の２／４を占める水症性変性を持つ肝細胞　（２点）
全視野の３／４を占める水症性変性を持つ肝細胞　（３点）
全視野を占める水症性変性を持つ肝細胞　（４点）　　　　　　

肝細胞の壊死（細胞質のエオシン好性変化、凝集性壊死）
壊死細胞は見られない　（０点）
全視野の１／４を占める散在性壊死細胞　(１点）
全視野の２／４を占める壊死細胞　(２点）
全視野の３／４を占める壊死細胞　(３点)
全視野を占める広汎性壊死細胞　(４点)　　　　　　　　　　　
【００６６】
１．５．４　データ処理及び結果の評価
　分散分析を使用するが、先ず、分散分析の手順に従って等分散性検定を行うべきである
。分散が均質であるならば、Ｆ値を算出する。Ｆ値が＜Ｆ0.05であれば、結論は、異なっ
た群の平均値の間の差異は有意ではないとなる。Ｆ値がＦ0.05以下及びＰが０．０５以下
であれば、統計的分析には、幾つかの実験群と１つの対照群との間の平均値の一対比較の
方法を使用する。異常な分布又は不等分散を持つデータについては、変数の適当な変換を
行い、正常な分散又は等分散性の要件を満たした後、変換したデータを統計的分析に使用
する。変数の変換の後、正常な分散又は等分散性の目的が依然として達成されなければ、
順位検定を統計的分析に使用する。
【００６７】
　肝細胞の気球状変性、脂肪変性、細胞質の濃縮、水症性変性及び壊死を含む肝細胞の病
理学的変化の間で、試験試料の任意の投与量群における肝細胞の壊死が、モデル対照群の
それと比べて有意差を持って軽減されれば、又、そのほかの種類の病理学的変化がモデル
対照群のそれと比べて有意に軽減されれば、又は有意差を有さなければ、動物の病理学的
実験の結果は陽性として評価することができる。
【００６８】
　主として気球状変性、脂肪変性、細胞質の濃縮、水症性変性を含む肝細胞の４つの種類
の病理学的変化の悪化及び軽減が、有意差を持って同時に存在し、肝細胞の壊死が、モデ
ル対照群と比較して試験試料の任意の１投与量群で軽減するのであれば、種々の病理学的
変化のスコア及び２倍の壊死スコアを一緒に加える。統計的分析には総スコアを使用する
。総スコアが有意差を有するのであれば、動物の病理学的実験の結果は陽性として評価さ
れる。
【００６９】
１．６　結果の評価
　２つの血液生化学指標、ＡＬＴ及びＡＳＴのいずれか１つ、並びに病理学的実験の結果
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が陽性であり、試験試料が、肝臓の化学的損傷に対する保護を助けるとして評価されるこ
とが期待される。
【００７０】
プロトコール２．肝臓のアルコール性傷害のモデル
２．１　原理
　大量のエチルアルコールを摂取した後、エタノール脱水素酵素が触媒する大規模な脱水
酸化が原因となってトリカルボン酸回路に障害をもたらし、脂肪酸の酸化を弱化し、それ
によって肝細胞における脂肪の代謝及び脂肪の沈殿に影響を及ぼす。同時に、エチルアル
コールは、酸素分子を活性化し、酸素の遊離ラジカルを産生することができ、それは、肝
細胞膜の脂質の過酸化及び生体における還元グルタチオンの枯渇をもたらす。
【００７１】
２．２　実験動物
　単一性別の成熟ラット又はマウス。各群は、８～１２匹のラット（１８０～２２０ｇ）
又は１０～１５匹のマウス（１８～２２ｇ）から成る。
【００７２】
２．３　実験方法及び手順
２．３．１　試験試料の投与量群及び投与持続期間
　投与量群３つ、ブランク対照群１つ及びモデル対照群１つを設定する。投与量群の１つ
の投与量は、ヒトで推奨される投与量の１０倍（マウス）又は５倍（ラット）である。必
要に応じて陽性対照群を設定してもよい。無水エチルアルコールを用いて肝臓の損傷モデ
ルを形成する。無水エチルアルコールの濃度は５０％（蒸留水で希釈）とし、マウスに対
する胃内投与の投与量は１２～１４ｍＬ／ｋｇ体重（エチルアルコール６０００～７００
０ｍｇ／ｋｇ体重に相当）とする。試験試料の投与持続期間は３０日間であり、必要に応
じて４５日まで延長することができる。
【００７３】
２．３．２　試験試料の投与経路
　試験試料は、胃内に投与される。胃内投与が不可能な場合、試験試料を餌又は飲料水と
混合し、各動物の餌の摂取及び飲水を記録する。
【００７４】
２．３．３　実験手順
　実験群の動物には試験試料を毎日胃内に投与し、ブランク対照群及びモデル対照群の動
物には蒸留水を与える。動物は、週２回体重を測定し、体重に従って試験試料の投与量を
調整する。試験試料の投与の完了時点で、単回用量の５０％エチルアルコール１２ｍＬ／
ｋｇ体重をモデル対照群及び３つの投与量群の動物に与える一方で、ブランク対照群の動
物には蒸留水を与える。１６時間の絶食の後、種々の指標及び組織病理学的検査のために
動物を屠殺する。
【００７５】
２．３．４　検査の指標
　肝臓のマロンジアルデヒド（ＭＤＡ）、還元グルタチオン（ＧＳＨ）、トリグリセリド
（ＴＧ）の含量。
【００７６】
２．４　肝ホモジネート中における脂質過酸化物マロンジアルデヒド（ＭＤＡ）の分解生
成物の測定方法
２．４．１　原理
　ＭＤＡは、細胞膜の脂質の過酸化の最終生成物の１つである。ＭＤＡ含量を測定するこ
とは、脂質過酸化の程度を間接的に推定することができる。ＭＤＡとチオバルビタールを
一緒に加熱すると、ピンク色の複合体が形成され、その吸収ピークは５３５ｎｍであり、
それからＭＤＡ含量を測定することができる。
【００７７】
２．４．２　器具及び試薬
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　器具：７２１分光光度計、微量試料付与器、サーモスタット付き水槽、通常の遠心分離
機、混合ロータ、止め具付き遠心管、組織ホモゲナイザー。
　試薬：０．２Ｍ　酢酸緩衝液　ｐＨ３．５、０．２Ｍ　酢酸溶液、１８５ｍＬ；０．２
Ｍ　酢酸ナトリウム溶液、１５ｍＬ。
　使用直前に水で４０ナノモル／ｍＬに希釈される１ミリモル／Ｌのテトラアセトキシプ
ロパン（ストック溶液は４℃にて３ヵ月間保持）。
　８．１％　ドデシル硫酸ナトリウムＳＤＳ、０．８％　チオバルビタール　ＴＢＡ、０
．２Ｍ　リン酸緩衝液ｐＨ７．４（０．２Ｍ　リン酸水素二ナトリウム　１９２０ｍＬ、
０．２Ｍリン酸二水素カリウム　４８０ｍＬ）
【００７８】
２．４．３　実験手順
２．４．３．１　試料の調製
　組織ホモジネート試料：必要とされる一定量の臓器を正常生理食塩水ですすぎ、ぬぐっ
て乾かし、秤量し、細かく刻み、ホモゲナイザーに入れる。０．２Ｍのリン酸緩衝液を加
え、混合物を２０００ｒ／分で１０秒間ホモジネートする。３０秒間隔で遠心分離を３回
繰り返し、５％組織ホモジネート（ｗ／ｖ）を形成する。ホモジネートを３０００ｒ／分
で５～１０分間遠心分離し、測定のために上清を取る。
【００７９】
２．４．３．２　試料の測定

混合してホモジネートし、遮光して水槽で煮沸し、流水で冷却して５３２ｎｍにて比色す
る。
【００８０】
２．４．３．３　計算

【化１】
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Ａ．ブランクの試験管の吸収
Ｂ．試料の試験管の吸収
Ｆ．テトラアセトキシプロパンの吸収
Ｃ．テトラアセトキシプロパンの濃度（４０ナノモル／ｍＬ）
Ｋ．希釈倍率
【００８１】
２．４．３．４　データ処理及び結果の評価
　分散分析を使用するが、先ず、分散分析の手順に従って等分散性検定を行うべきである
。分散が均質であるならば、Ｆ値を算出する。Ｆ値が＜Ｆ0.05であれば、結論は、異なっ
た群の平均値の間の差異は有意ではないとなる。Ｆ値がＦ0.05以下及びＰが０．０５以下
であれば、統計的分析には、幾つかの実験群と１つの対照群との間の平均値の一対比較の
方法を使用する。異常な分布又は不等分散を持つデータについては、変数の適当な変換を
行い、正常な分散又は等分散性の要件を満たした後、変換したデータを統計的分析に使用
する。変数の変換の後、正常な分散又は等分散性の目的が依然として達成されなければ、
順位検定を統計的分析に使用する。
【００８２】
結果の評価
　試験試料群のＭＤＡ含量がモデル対照群のそれと有意に異なり、そういうものとしてこ
の指標の結果は陽性と評価されることが期待される。
【００８３】
２．５　肝ホモジネートにおける還元グルタチオン（ＧＳＨ）の測定方法
２．５．１　原理
　ＧＳＨ－Ｐｘに触媒されるＧＳＨと５，５’－ジチオニトロ蟻酸（ＤＴＮＢ）の反応は
、黄色い５－チオ－２－ニトロ－蟻酸アニオンを生じ、それは、４２３ｎｍの波長にて最
大吸収を有する。このイオンの濃度を測定することでＧＳＨの含量を算出することができ
る。
【００８４】
２．５．２　試薬
　０．９％正常生理食塩水
４％スルホサリチル酸溶液
０．１モル／ＬのＰＢＳ溶液（ｐＨ＝８．０）（Ｎａ2ＨＰＯ4　１３．４５２ｇ、ＫＨ2

ＰＯ4　０．７２２ｇ、蒸留水で１０００ｍＬにする）
０．００４％ＤＴＮＢ溶液：４０ｍｇのＤＴＮＢを１０００ｍＬの０．１モル／ＬのＰＢ
Ｓ溶液（ｐＨ＝８．０）に溶解する。
アジ化ナトリウム緩衝液（ＮａＮ3　１６．２５ｍｇ、ＥＤＴＡ－Ｎａ2　７．４４ｍｇ、
Ｎａ2ＨＰＯ4　１．７３２ｇ、ＮａＨＰＯ4　１．０７６ｇ、蒸留水で１０００ｍＬにす
る）。少量のＨＣｌ及びＮａＯＨを用いてｐＨ７．０に調節する。
溶液を４℃に保つ。
標準液：還元ＧＳＨを１５．４ｍｇ秤量し、アジ化ナトリウム緩衝液を５０ｍＬに加えて
最終濃度を１ミリモル／ｍＬにする。使用直前に溶液を調製する。
【００８５】
２．５．３　方法
２．５．３．１　試料の測定
　正常生理食塩水５ｍＬを肝臓０．５ｇに加える。混合物をよく粉砕し、上質の濃厚液（
１０％肝ホモジネート）を形成する。ホモジネートした後、４％スルホサリチル酸０．５
ｍＬをホモジネート０．５ｍＬに加える。混合した後、混合物を室温にて３０００ｒｐｍ
で１０分間遠心分離し、上清を試料とする。
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混合物を混合し、室温にてわきに１０分間置き、その吸収を４１２ｎｍで測定する。
【００８６】
２．５．３．２　検量曲線

【００８７】
２．５．３．３　計算
　試料のＧＳＨ含量（マイクロモル／Ｌ肝臓組織）＝相当する曲線の濃度値（マイクロモ
ル／Ｌ）÷５０ｇ／Ｌ
【００８８】
２．５．４　データ処理及び結果の評価
　分散分析を使用するが、先ず、分散分析の手順に従って等分散性検定を行うべきである
。分散が均質であるならば、Ｆ値を算出する。Ｆ値が＜Ｆ0.05であれば、結論は、異なっ
た群の平均値の間の差異は有意ではないとなる。Ｆ値がＦ0.05以下及びＰが０．０５以下
であれば、統計的分析には、幾つかの実験群と１つの対照群との間の平均値の一対比較の
方法を使用する。異常な分布又は不等分散を持つデータについては、変数の適当な変換を
行い、正常な分散又は等分散性の要件を満たした後、変換したデータを統計的分析に使用
する。変数の変換の後、正常な分散又は等分散性の目的が依然として達成されなければ、
順位検定を統計的分析に使用する。
【００８９】
結果の評価
　試験試料群の還元ＧＳＨ含量がモデル対照群のそれと有意に異なり、そういうものとし
てこの指標の結果は陽性と評価されることが期待される。
【００９０】
２．６　肝ホモジネート中のトリグリセリド（ＴＧ）の測定方法
２．６．１　測定方法
　トリグリセリド測定試薬キット（グリセロリン酸オキシダーゼペルオキシダーゼ法）を
用いて１０％肝ホモジネート中のトリグリセリド含量を測定する。血清トリグリセリドを
測定する方法と同様に、血清の代わりに等量の１０％肝ホモジネートを用いて操作の記載
に従って測定を行う。測定結果はミリモル／ｇ肝重量で表される。
【００９１】
２．６．２　データ処理及び結果の評価
　分散分析を使用するが、先ず、分散分析の手順に従って等分散性検定を行うべきである
。分散が均質であるならば、Ｆ値を算出する。Ｆ値が＜Ｆ0.05であれば、結論は、異なっ
た群の平均値の間の差異は有意ではないとなる。Ｆ値がＦ0.05以下及びＰが０．０５以下
であれば、統計的分析には、幾つかの実験群と１つの対照群との間の平均値の一対比較の
方法を使用する。異常な分布又は不等分散を持つデータについては、変数の適当な変換を
行い、正常な分散又は等分散性の要件を満たした後、変換したデータを統計的分析に使用
する。変数の変換の後、正常な分散又は等分散性の目的が依然として達成されなければ、
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順位検定を統計的分析に使用する。
【００９２】
結果の評価
　試験試料群のＴＧ含量がモデル対照群のそれと有意に異なり、そういうものとしてこの
指標の結果は陽性と評価されることが期待される。
【００９３】
２．７　肝臓の組織病理学的変化、診断基準及び結果の評価
２．７．１　実験材料
　実験材料に肝臓左葉中央部の断面を得、凍結切片を作製し、スダンＩＩＩ染色で染色す
る。
【００９４】
２．７．２　顕微鏡検査
　細胞の病理学的変化を肝臓の一方の端の視野から始めて記録する。組織切片全体を連続
して観察するために４０倍の対物レンズを用いる。観察の主な目的は、肝臓における脂肪
滴の分布、範囲及び領域である。
【００９５】
２．７．３　格付け基準
肝細胞中の脂肪滴が散在性であり、少ない　　（０点）
脂肪滴を含有する肝細胞が１／４を超えない　（１点）
脂肪滴を含有する肝細胞が１／２を超えない　（２点）
脂肪滴を含有する肝細胞が３／４を超えない　（３点）
肝組織がほとんど脂肪滴に置き換わっている　（４点）
【００９６】
２．７．４　データ処理及び結果の評価
　分散分析を使用するが、先ず、分散分析の手順に従って等分散性検定を行うべきである
。分散が均質であるならば、Ｆ値を算出する。Ｆ値が＜Ｆ0.05であれば、結論は、異なっ
た群の平均値の間の差異は有意ではないとなる。Ｆ値がＦ0.05以下及びＰが０．０５以下
であれば、統計的分析には、幾つかの実験群と１つの対照群との間の平均値の一対比較の
方法を使用する。異常な分布又は不等分散を持つデータについては、変数の適当な変換を
行い、正常な分散又は等分散性の要件を満たした後、変換したデータを統計的分析に使用
する。変数の変換の後、正常な分散又は等分散性の目的が依然として達成されなければ、
順位検定を統計的分析に使用する。
【００９７】
　モデル対照群と比べて、試験試料の任意の投与量群における脂肪変性が有意差を持って
軽減され、そのようなものとして結果は陽性として評価されることが期待される。
【００９８】
２．８　結果の評価
　以下の条件が満たされ、そのようなものとして、試験試料が、アルコール性の肝臓傷害
に対する保護に役立つとして評価されることが期待される。
　（ａ）３つの指標、すなわち、肝ＭＤＡ、還元グルタチオン及びＴＧの実験結果が陽性
である。
　（ｂ）３つの指標、すなわち、肝ＭＤＡ、還元グルタチオン及びＴＧの任意の２つが陽
性であり、組織病理学的実験の結果が陽性である。
【図面の簡単な説明】
【００９９】
【図１】ＭＴＴによって測定された、エタノールによる損傷から肝臓を保護することにお
ける種々の製剤の効果を示す棒グラフである。
【図２】ＬＨＤによって測定された、エタノールによる損傷から肝臓を保護することにお
ける種々の製剤の効果を示す棒グラフである。
【図３】ＭＴＴによって測定された、ＣＣｌ4による損傷から肝臓を保護することにおけ



(32) JP 2009-515987 A 2009.4.16

る種々の製剤の効果を示す棒グラフである。
【図４】ＬＤＨによって測定された、ＣＣｌ4による損傷から肝臓を保護することにおけ
る種々の製剤の効果を示す棒グラフである。

【図１】 【図２】



(33) JP 2009-515987 A 2009.4.16

【図３】 【図４】



(34) JP 2009-515987 A 2009.4.16

10

20

30

40

【国際調査報告】



(35) JP 2009-515987 A 2009.4.16

10

20

30

40



(36) JP 2009-515987 A 2009.4.16

10

20

30

40



(37) JP 2009-515987 A 2009.4.16

10

20

30

40



(38) JP 2009-515987 A 2009.4.16

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｋ  36/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  35/78    　　　Ｗ          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/16    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,
BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,
CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,L
A,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,LY,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RS,RU,SC,SD,SE
,SG,SK,SL,SM,SV,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100114007
            弁理士　平山　孝二
(74)代理人  100136249
            弁理士　星野　貴光
(72)発明者  イコント　チオマ　ジェイン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２８８０　コロナ　レッドヘヴン　ストリート　５８４０
(72)発明者  フアン　マイケル
            中華人民共和国　５１０７３０　グアンゾウ　ディヴェロップメント　ディストリクト　グアンゾ
            ウ　エコノミック　テクノロジカル　ベイ－ウェイ　インダストリアル　ディストリクト　ナンバ
            ー１
(72)発明者  ハッカー　チェリー　エル
            アメリカ合衆国　ミシガン州　４９３２１　コムストック　パーク　ジュエル　ノースイースト　
            ８４７０
(72)発明者  ダコスタ　シルヴィア　アール
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９０２７７　レドンド　ビーチ　サウス　パシフィック　コ
            ースト　ハイウェイ　１８００　ユニット　７８
(72)発明者  ジョンソン　ポール　ディー
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２５６７　ヌエヴォ　オリヴァス　アベニュー　２３２１
            ７
(72)発明者  チャンドラ　アミタブ
            アメリカ合衆国　ミシガン州　４９３０１　エイダ　ハートフィールド　コート　サウスイースト
            　５３８２
(72)発明者  パガネリ　クリスティン　エム
            アメリカ合衆国　ミシガン州　４９５１９　ワイオミング　パイン　スロープ　ドライヴ　サウス
            ウェスト　５３０７
(72)発明者  フアン　ルオ　ジー
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９０８１４　ロング　ビーチ　イースト　シックスス　スト
            リート　３１１０
Ｆターム(参考) 4C088 AB12  AB15  AB16  AB26  AB59  AB65  AB85  CA03  MA07  MA35 
　　　　 　　        MA52  ZA75  ZC19 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	search-report
	overflow

