
(57)【要約】
【課題】　医薬として有用なチモシンβ１０の発現増強剤を提供する。
【解決手段】　ヨウキンカ、マンダラシ、クコ、ムカカ、ヒマ、カシキン、ボウコン、シ
ャゼン、ジョチョウケイ、シテイ、テンキシ、サクリュウカ、センニンショウ、シクンシ
、タイゲキ、キセンソウ、ケツメイシ、ソウキセイ、ソウシ、テンモンドウ、ライフクシ
、カイキンシャ、ラッショウ、ケンゴシ、リョクズ、サンジコ及びビャクギュウから選ば
れる植物又はそれらの抽出物を有効成分とするチモシンβ１０発現阻害剤。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヨ ウ キ ン カ 、 マ ン ダ ラ シ 、 ク コ 、 ム カ カ 、 ヒ マ 、 カ シ キ ン 、 ボ ウ コ ン 、 シ ャ ゼ ン 、 ジ ョ
チ ョ ウ ケ イ 、 シ テ イ 、 テ ン キ シ 、 サ ク リ ュ ウ カ 、 セ ン ニ ン シ ョ ウ 、 シ ク ン シ 、 タ イ ゲ キ 、
キ セ ン ソ ウ 、 ケ ツ メ イ シ 、 ソ ウ キ セ イ 、 ソ ウ シ 、 テ ン モ ン ド ウ 、 ラ イ フ ク シ 、 カ イ キ ン シ
ャ 、 ラ ッ シ ョ ウ 、 ケ ン ゴ シ 、 リ ョ ク ズ 、 サ ン ジ コ 及 び ビ ャ ク ギ ュ ウ か ら 選 ば れ る 植 物 又 は
そ れ ら の 抽 出 物 を 有 効 成 分 と す る チ モ シ ン β １ ０ 発 現 阻 害 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 医 薬 と し て 有 用 な チ モ シ ン β １ ０ 発 現 増 強 剤 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 チ モ シ ン （ ｔ ｈ ｙ ｍ ｏ ｓ ｉ ｎ ） は 、 牛 胸 腺 で 見 出 さ れ た 低 分 子 量 蛋 白 質 フ ァ ミ リ ー で あ
り （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ） 、 こ の う ち 、 β － チ モ シ ン は 、 ４ １ － ４ ５ ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ
プ チ ド ホ モ ロ グ で 、 高 度 に 保 存 さ れ た 酸 性 蛋 白 質 で あ る 。 β － チ モ シ ン は 、 ヒ ト 組 織 で 広
く 発 現 し て お り （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ ） 、 細 胞 質 に 存 在 す る こ と 、 Ｇ － ア ク チ ン に 結 合
し 、 そ れ を 保 持 す る こ と な ど が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ３ ） 。 そ の 中 で 、 チ モ
シ ン β １ ０ は 、 ラ ッ ト や ヒ ト の 脳 の 発 達 に 関 与 し て い る こ と （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ４ 参 照
） 、 血 管 新 生 を 促 進 す る こ と 、 内 皮 細 胞 の 遊 走 及 び 接 着 を 促 進 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
（ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ５ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 っ て 、 チ モ シ ン β １ ０ の 発 現 を 増 強 さ せ る 物 質 は 、 創 傷 治 癒 の 促 進 や 床 ず れ 等 の 血 管
新 生 に 依 存 す る 症 状 の 改 善 等 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Low TKL. Et al.; The Year in Hematology. Edited by Silber R, Lob
ue J, Gordon AS. New York, Plenum Press, 281-319(1978)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Horecker B. L.et al.; Lymphokines 9, 15-35(1984)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Yu F.X. et al.; J. Biol. Chem. 268, 502-509(1993)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Lugo DI et.al.; J Neurochem. 56(2):457-61. (1991)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Deborah Philp et al., The FASEB Journal,17,2103-2105(2003)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 医 薬 と し て 有 用 な チ モ シ ン β １ ０ の 発 現 増 強 剤 を 提 供 す る こ と に あ る
。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 安 全 性 の 高 い 天 然 物 を 探 索 し た と こ ろ 、 特 定 の 植 物 又 は そ の 抽 出 物 に チ
モ シ ン β １ ０ の 発 現 を 増 強 さ せ る 作 用 が あ り 、 医 薬 と し て 有 用 で あ る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 ヨ ウ キ ン カ 、 マ ン ダ ラ シ 、 ク コ 、 ム カ カ 、 ヒ マ 、 カ シ キ ン 、 ボ ウ コ
ン 、 シ ャ ゼ ン 、 ジ ョ チ ョ ウ ケ イ 、 シ テ イ 、 テ ン キ シ 、 サ ク リ ュ ウ カ 、 セ ン ニ ン シ ョ ウ 、 シ
ク ン シ 、 タ イ ゲ キ 、 キ セ ン ソ ウ 、 ケ ツ メ イ シ 、 ソ ウ キ セ イ 、 ソ ウ シ 、 テ ン モ ン ド ウ 、 ラ イ
フ ク シ 、 カ イ キ ン シ ャ 、 ラ ッ シ ョ ウ 、 ケ ン ゴ シ 、 リ ョ ク ズ 、 サ ン ジ コ 及 び ビ ャ ク ギ ュ ウ か
ら 選 ば れ る 植 物 又 は そ れ ら の 抽 出 物 を 有 効 成 分 と す る チ モ シ ン β １ ０ 発 現 阻 害 剤 を 提 供 す
る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の チ モ シ ン β １ ０ 発 現 増 強 剤 は 、 チ モ シ ン β １ ０ の 発 現 を 特 異 的 に 増 強 す る こ と
か ら 、 創 傷 治 癒 や 床 ず れ 等 の 血 管 新 生 に 依 存 す る 症 状 を 改 善 等 す る た め の 医 薬 と し て 使 用
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す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の チ モ シ ン β １ ０ 発 現 増 強 剤 は 、 チ モ シ ン β １ ０ の 発 現 を 増 強 す る 作 用 を 有 し 、
医 薬 と し て 使 用 で き る 。 こ こ で 、 チ モ シ ン β １ ０ の 発 現 増 強 と は 、 あ る 細 胞 内 及 び ／ 又 は
生 体 内 の あ る 部 分 に お い て 、 特 に 線 維 芽 細 胞 内 、 上 皮 細 胞 内 に お い て 、 チ モ シ ン β １ ０ 量
の 増 加 が 観 察 さ れ る 状 態 を 含 み 、 チ モ シ ン β １ ０ を 産 生 す る 細 胞 に お け る チ モ シ ン β １ ０
の 存 在 量 及 び ／ 又 は 産 生 量 の 増 加 、 及 び チ モ シ ン β １ ０ を 産 生 す る 細 胞 か ら の チ モ シ ン β
１ ０ の 放 出 量 の 増 加 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 ヨ ウ キ ン カ （ 洋 金 花 ） と は 、 ナ ス 科 の チ ョ ウ セ ン ア サ ガ オ （ Datura m
etel L.） の 花 を 、 マ ン ダ ラ シ （ 曼 陀 羅 子 ） と は 、 ナ ス 科 の チ ョ ウ セ ン ア サ ガ オ （ Datura 
metel L.） の 種 子 ま た は 果 実 を 、 ク コ （ 枸 杞 子 ） と は ナ ス 科 の ク コ （ Lycium chinense Mi
ll.） を 、 ム カ カ （ 無 花 果 ） と は 、 ク ワ 科 の イ チ ジ ク （ Ficus carica L.） を 、 ヒ マ と は 、
ト ウ ダ イ グ サ 科 の ヒ マ （ 別 名 ： ト ウ ゴ マ 、 Ricunus communis L.） を 、 カ シ キ ン （ 瓜 子 金
） と は 、 ヒ メ ハ ギ 科 の ヒ メ ハ ギ （ Polygala japonica Houtt.） を 、 ボ ウ コ ン （ 茅 根 ） と は
、 イ ネ 科 の チ ガ ヤ （ Imperata cylindrical (L.) P. Beauv. var. major (Nees) C. E. Hu
bb.） を 、 シ ャ ゼ ン （ 車 前 ） と は 、 オ オ バ コ 科 の オ オ バ コ （ Plantago asiatica L.） を 、
ジ ョ チ ョ ウ ケ イ （ 徐 長 卿 ） と は 、 ガ ガ イ モ 科 の ス ズ サ イ コ （ Cynanchum paniculatum(Bge.
) Kitag.） を 、 シ テ イ （ 柿 蒂 ） と は 、 カ キ ノ キ 科 の カ キ （ Disopyros kaki L. f） を 、 テ
ン キ シ （ 天 葵 子 ） と は 、 キ ン ポ ウ ゲ 科 の ヒ メ ウ ズ （ Semiaquilegia adoxoides (DC.) Mak.
） を 、 サ ク リ ュ ウ カ （ 醋 柳 果 ） と は 、 グ ミ 科 の サ キ ョ ク （ Hippophae rhamnoides L.） 、
セ ン ニ ン シ ョ ウ （ 仙 人 掌 ） と は 、 サ ボ テ ン 科 の セ ン ニ ン シ ョ ウ （ Echinopsis multiplex Z
ucc.） を 、 シ ク ン シ （ 使 君 子 ） と は 、 シ ク ン シ 科 の シ ク ン シ （ Quisqualis indica L.） 、
タ イ ゲ キ （ 大 戟 ） と は 、 ト ウ ダ イ グ サ 科 の タ カ ト ウ ダ イ （ Euphrbia pekinensis Rupr.）
を 、 キ セ ン ウ (鬼 箭 羽 )と は 、 ニ シ キ ギ 科 の ニ シ キ ギ （ Euonymus alatus (Thunb.) Sieb.）
を 、 ケ ツ メ イ シ （ 決 明 子 ） と は 、 マ メ 科 の コ エ ビ ス グ サ （ Cassia tora L.） を 、 ソ ウ キ セ
イ （ 桑 寄 生 ） と は 、 ヤ ド リ ギ 科 の ヤ ド リ ギ （ Viscum coloratum (Kom.) Nakai） を 、 ソ ウ
シ （ 葱 子 ） と は 、 ユ リ 科 の ネ ギ （ Alium fistulosum L.） を 、 テ ン モ ン ド ウ （ 天 門 冬 ） と
は 、 ユ リ 科 の ク サ ス ギ カ ズ ラ （ Asparagus cochinchinesis (Lour.) Merr.） を 、 ラ イ フ ク
シ （ 莱 箙 子 ） と は 、 ア ブ ラ ナ 科 の ダ イ コ ン （ Raphanus sativa L. var. coloratum(Komar.
) Ohwi） を 、 カ イ キ ン シ ャ （ 海 金 沙 ） と は 、 カ ニ ク サ 科 の カ ニ ク サ （ Lygodium japonicum
 (thumb.) Sw.） 、 ラ ッ シ ョ ウ （ 辣 椒 ） と は 、 ナ ス 科 の シ マ ト ウ ガ ラ シ （ Capsicum frutes
cens L.） を 、 ケ ン ゴ シ （ 牽 牛 子 ） と は 、 ヒ ル ガ オ 科 の ア メ リ カ ア サ ガ オ （ Ipomoea heder
acea Jacq.） を 、 リ ョ ク ズ （ 緑 豆 ） と は 、 マ メ 科 の ブ ン ド ウ （ Phaselous radialus L.）
を 、 サ ン ジ コ （ 山 慈 姑 ） と は 、 ラ ン 科 の ド ク サ ン ラ ン （ Pleione bulbocodiodes (Franch.
) Rolfe） 又 は サ イ ハ ン ラ ン Cremastra appendiculata (D.Don) Makino） を 、 ビ ャ ク ギ ュ
ウ （ 白 及 ） と は 、 ラ ン 科 の シ ラ ン （ Bletilla striata(Thumb.)） を そ れ ぞ れ 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 上 記 植 物 は 、 そ の 植 物 の 全 草 、 葉 、 樹 皮 、 枝 、 果 実 又 は 根 等 を そ の ま ま 又 は 粉 砕 し て 用
い る こ と が で き る が 、 ヨ ウ キ ン カ に つ い て は 花 、 マ ン ダ ラ シ に つ い て は 果 実 又 は 種 子 を 、
ク コ に つ い て は 果 実 を 、 ム カ カ に つ い て は 果 実 を 、 ヒ マ に つ い て は 葉 を 、 カ シ キ ン に つ い
て は 全 草 を 、 ボ ウ コ ン に つ い て は 根 茎 を 、 シ ャ ゼ ン に つ い て は 全 草 を 、 ジ ョ チ ョ ウ ケ イ に
つ い て は 全 草 を 、 シ テ イ に つ い て は 宿 存 花 萼 を 、 テ ン キ シ に つ い て は 塊 根 を 、 サ ク リ ュ ウ
カ に つ い て は 果 実 を 、 セ ン ニ ン シ ョ ウ に つ い て は 茎 を 、 シ ク ン シ に つ い て は 種 子 を 、 タ イ
ゲ キ に つ い て は 根 を 、 キ セ ン ソ ウ に つ い て は 枝 を 、 ケ ツ メ イ シ に つ い て は 種 子 を 、 ソ ウ キ
セ イ に つ い て は 葉 茎 を 、 ソ ウ シ に つ い て は 種 子 を 、 テ ン モ ン ド ウ に つ い て は 塊 根 を 、 ラ イ
フ ク シ に つ い て は 種 子 を 、 カ イ キ ン シ ャ に つ い て は 胞 子 を 、 ラ ッ シ ョ ウ に つ い て は 果 実 を
、 ケ ン ゴ シ に つ い て は 種 子 を 、 リ ョ ク ズ に つ い て は 種 子 を 、 サ ン ジ コ に つ い て は 仮 球 茎 を
、 ビ ャ ク ギ ュ ウ に つ い て は 塊 根 を そ れ ぞ れ 使 用 す る の が 好 ま し い 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お け る 抽 出 物 と は 、 上 記 植 物 を 常 温 又 は 加 温 下 に て 抽 出 す る か 又 は ソ ッ
ク ス レ ー 抽 出 器 等 の 抽 出 器 具 を 用 い て 抽 出 す る こ と に よ り 得 ら れ る 各 種 溶 媒 抽 出 液 、 そ の
希 釈 液 、 そ の 濃 縮 液 又 は そ の 乾 燥 末 を 意 味 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 抽 出 物 を 得 る た め に 用 い ら れ る 抽 出 溶 剤 と し て は 、 極 性 溶 剤 、 非 極 性 溶 剤 の い
ず れ を も 使 用 す る こ と が で き 、 こ れ ら を 混 合 し て 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 水 ； メ タ
ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル 、 ブ タ ノ ー ル 等 の ア ル コ ー ル 類 ； プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー
ル 、 ブ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 多 価 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 ； 酢 酸 メ チ ル 、 酢 酸 エ チ ル 等 の エ ス テ ル 類 ； テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル
等 の 鎖 状 及 び 環 状 エ ー テ ル 類 ； ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の ポ リ エ ー テ ル 類 ； ジ ク ロ ロ メ
タ ン 、 ク ロ ロ ホ ル ム 、 四 塩 化 炭 素 等 の ハ ロ ゲ ン 化 炭 化 水 素 類 ； ヘ キ サ ン 、 シ ク ロ ヘ キ サ ン
、 石 油 エ ー テ ル 等 の 炭 化 水 素 類 ； ベ ン ゼ ン 、 ト ル エ ン 等 の 芳 香 族 炭 化 水 素 類 ； ピ リ ジ ン 類
； 超 臨 界 二 酸 化 炭 素 ； 油 脂 、 ワ ッ ク ス 、 そ の 他 オ イ ル 等 が 挙 げ ら れ 、 こ の う ち 、 水 、 ア ル
コ ー ル 類 、 水 － ア ル コ ー ル 混 液 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 抽 出 条 件 は 、 使 用 す る 溶 媒 に よ っ て も 異 な る が 、 例 え ば 水 、 ア ル コ ー ル 類 又 は 水 － ア ル
コ ー ル 混 液 に よ り 抽 出 す る 場 合 、 植 物 １ 重 量 部 に 対 し て １ ～ ５ ０ 重 量 部 の 溶 剤 を 用 い 、 ４
～ １ ０ ０ ℃ 、 好 ま し く は 室 温 ～ ６ ０ ℃ の 温 度 で 、 １ 時 間 ～ １ ５ ０ 日 間 、 よ り 好 ま し く は １
日 ～ ３ ０ 日 間 抽 出 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 上 記 の 抽 出 物 は 、 そ の ま ま 用 い る こ と も で き る が 、 当 該 抽 出 物 を 希 釈 、 濃 縮 若 し く は 凍
結 乾 燥 し た 後 、 必 要 に 応 じ て 粉 末 又 は ペ ー ス ト 状 に 調 製 し て 用 い る こ と も で き る 。 ま た 、
液 々 分 配 等 の 技 術 に よ り 、 上 記 抽 出 物 か ら 不 活 性 な 夾 雑 物 を 除 去 し て 用 い る こ と も で き 、
本 発 明 に お い て は こ の よ う な も の を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら は 、 必 要 に よ り 公 知 の
方 法 で 脱 臭 、 脱 色 等 の 処 理 を 施 し て か ら 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 尚 、 本 発 明 の 植 物 又 は そ れ ら の 抽 出 物 は 、 ２ 種 以 上 を 混 合 し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ れ ら の 植 物 又 は そ の 抽 出 物 は 、 後 記 実 施 例 に 示 す よ う に 優 れ た チ モ シ ン β １ ０ の 発 現
増 強 活 性 を 有 す る 。 チ モ シ ン β １ ０ は チ モ シ ン β ４ と 同 様 、 血 管 新 生 の 促 進 、 内 皮 細 胞 の
遊 走 及 び 接 着 を 促 進 す る 作 用 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Deborah Philp et al., Th
e FASEB Journal,17,2103-2105(2003)） 。 従 っ て 、 こ れ ら を 有 効 量 含 有 す る チ モ シ ン β １
０ 発 現 増 強 剤 は 、 創 傷 治 癒 の 促 進 や 床 ず れ 等 の 血 管 新 生 に 依 存 す る 症 状 を 改 善 （ Katherin
 M.Malinda et al.,J Invest Dermatol,113,364-368(1999)） 等 す る た め の 医 薬 と し て 有
用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の チ モ シ ン β １ ０ 発 現 増 強 剤 は 、 例 え ば 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 等 の 内 服 剤 、 軟 膏 、
水 剤 、 エ キ ス 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 乳 剤 等 の 外 用 剤 、 注 射 剤 等 の 医 薬 製 剤 と す る こ と が で き
、 当 該 製 剤 に は 、 本 発 明 の 植 物 又 は そ の 抽 出 物 の 他 に 、 助 剤 、 安 定 化 剤 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤
、 促 収 促 進 剤 、 界 面 活 性 化 剤 等 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 任 意 に 組 み 合 わ せ て 配 合 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の チ モ シ ン β １ ０ 発 現 増 強 剤 に お け る 植 物 又 は そ れ ら 抽 出 物 の 配 合 量 は 、 乾 燥 物
と し て 通 常 全 組 成 の ０ ． ０ ０ ０ ０ １ ～ １ ０ 重 量 ％ 、 特 に ０ ． ０ ０ ０ １ ～ １ 重 量 ％ が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 チ モ シ ン β １ ０ 発 現 増 強 剤 の 投 与 量 は 、 用 量 、 患 者 の 年 齢 、 性 別 、 体 重 、
疾 患 の 度 合 い 等 に よ り 適 宜 選 択 す る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 、 一 日 当 た り ０ ． １ ～ １
０ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は １ ～ １ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 更 に 好 ま し く は １ ０ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ で あ
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り 、 こ れ を 一 日 一 回 な い し 数 回 に 分 け て 投 与 す る の が 適 当 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。
製 造 例 １ 　 ヨ ウ キ ン カ 抽 出 物 の 製 造
　 チ ョ ウ セ ン ア サ ガ オ （ 中 国 江 蘇 省 産 ） の 花 ４ ０ ｇ を と り 、 ４ ０ ０ ｍ Ｌ の ５ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ
） Ｅ ｔ Ｏ Ｈ 水 を 加 え 、 室 温 で １ ３ ３ 日 間 静 置 抽 出 後 、 ろ 過 し て 抽 出 液 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
製 造 例 ２
　 製 造 例 １ に 準 じ て 下 記 表 １ に 示 す 各 植 物 抽 出 物 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ３ 】
実 施 例 １ 　 チ モ シ ン β １ ０ 発 現 増 強 活 性
　 線 維 芽 細 胞 （ １ ０ 継 代 以 上 の も の ） を ２ × １ ０ 4 ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｃ ｍ 2 で ５ ％ の 血 清 を 含 む
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培 地 で １ ２ 穴 に 撒 き 、 次 の 日 ０ ． ２ ％ の 血 清 を 含 む 培 地 に 培 地 交 換 し 、 固 形 残 分 ０ ． ０ ０
５ ％ に な る よ う に 製 造 例 １ 及 び ２ で 調 製 し た 植 物 抽 出 物 を 加 え 、 さ ら に 一 日 培 養 し た 。 ２
０ ０ μ Ｌ の Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 　 Ｂ ｕ ｆ ｆ ｅ ｒ （ 10mM Tris-Hcl, pH7.4, 1% NP-40, 0.1% Sodium De
oxycholate, 0.1% SDS, 150mM NaCl, 0.5M EDTA） で 細 胞 を 回 収 し 、 １ ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ×
１ ５ ｍ ｉ ｎ 遠 心 す る こ と に よ り 上 清 を 回 収 し た 。 ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 ａ ｓ ｓ ａ ｙ を 行 う こ と
に よ り タ ン パ ク 定 量 を 行 い 、 サ ン プ ル 間 の タ ン パ ク 量 を 調 製 し 、 等 量 の サ ン プ ル バ ッ フ ァ
ー を 添 加 し て ５ 分 間 煮 沸 す る こ と に よ り ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用 の サ ン プ ル を 作 製 し
た 。 こ れ ら の サ ン プ ル １ ０ μ Ｌ ず つ を ５ － ２ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 離 し 、 ゲ ル を １ ０
％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ／ Ｐ Ｂ Ｓ で 室 温 で １ 時 間 固 定 し た 後 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ メ
ン ブ ラ ン に ブ ロ ッ テ ィ ン グ 後 、 メ ン ブ ラ ン を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ５ ０ ℃ 、 １ 時 間 振 と う し 、 さ ら に
２ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ 時 間 振 と う し た 。 ３ ％ Ｂ Ｓ Ａ ／ Ｔ Ｂ Ｓ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ （ 0.
01M Tris-Hcl, pH7.5, 0.15M NaCl, 1% Tween 20 ） で ブ ロ ッ テ ィ ン グ 後 、 １ 次 抗 体 と し
て チ モ シ ン β １ ０ 抗 体 （ １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） で 室 温 ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 ５ ％
ｓ ｋ ｉ ｍ 　 ｍ ｉ ｌ ｋ で １ 時 間 ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 後 、 ２ 次 抗 体 と し て Ｈ Ｒ Ｐ － ｃ ｏ ｎ ｊ ｕ
ｇ ａ ｔ ｅ ｄ 　 ｒ ａ ｂ ｂ ｉ ｔ 　 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ ５ ０ ０ ０ 倍 希 釈 ， Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ ） で 室 温 １
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｅ Ｃ Ｌ （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ ） に よ り 特 異 的 チ モ シ ン β １ ０ 蛋 白 質
を 検 出 し た 。 Ｘ 線 フ ィ ル ム 上 の 画 像 を ス キ ャ ナ で 取 り 込 ん だ 後 、 ｌ ａ ｎ ｅ ＆ ｓ ｐ ｏ ｔ 　 ａ
ｎ ａ ｌ ｙ ｚ ｅ ｒ を 用 い て チ モ ン シ ン β １ ０ 発 現 量 を 数 値 化 し 、 コ ン ト ロ ー ル の 発 現 量 と 比
較 し て 発 現 増 強 効 果 を 測 定 し た 。 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 表 ２ に 示 し た と お り 、 本 発 明 の 植 物 抽 出 物 は 、 チ モ シ ン β １ ０ の 発 現 を 増 強 す る こ と が
認 め ら れ た 。
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