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(57)【要約】
【課題】　顕著なコラーゲン産生促進能及び／又は線維芽細胞増殖促進能を有する新規組
成物を提供すること。
【解決手段】　本発明は、（Ａ）アスコルビン酸、その誘導体及びそれらの塩からなる群
より選択される少なくとも一種と、（Ｂ）ダイズタンパク質のサーモリシン分解物とを含
有する組成物を提供する。
【選択図】　　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（Ａ）アスコルビン酸、その誘導体及びそれらの塩からなる群より選択される少なくと
も一種と、
　（Ｂ）ダイズタンパク質のサーモリシン分解物
とを含有する組成物。
【請求項２】
　細胞におけるコラーゲン産生を促進するために使用され得る、請求項１に記載の組成物
。
【請求項３】
　線維芽細胞増殖を促進するために使用され得る、請求項１又は２に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、コラーゲン産生促進能を有する有用な新規組成物、線維芽細胞増殖促進能を
有する有用な新規組成物、並びにそれらに関連する発明に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来より、動物の結合組織には、その主要成分として、コラーゲン、ヒアルロン酸、エ
ラスチン、コンドロイチン硫酸、ヘパラン硫酸、デルマタン硫酸、ラミニンなどが含まれ
ていることが分かっている。なかでもコラーゲンは、後述の通り、結合組織において重要
な役割を果たしている。
【０００３】
　コラーゲンは、動物の結合組織を構成する主要蛋白質であり、特にヒトの体の総蛋白質
の３０％近くをコラーゲンが占める。コラーゲンの主たる機能は、生体組織の骨格構造の
形成にあるので、動物の組織形態の骨格構造を構成する主成分として皮膚、軟骨組織、角
膜、心臓、肝臓等に広く分布する。コラーゲンは、各種細胞の接着、細胞の分化や増殖に
対して特異的に作用し、細胞機能の調節因子としての役割も持っているため、コラーゲン
の減少は、角膜潰瘍等の角膜障害、リューマチ、関節炎、変形性関節炎、骨関節炎等の関
節障害、炎症性疾患等の様々な疾患を引き起こすことがある。
【０００４】
　また皮膚真皮細胞外マトリックスでは、コラーゲン線維が網目状の束を形成することに
より組織形態を維持している。コラーゲン線維は、成熟し増殖して架橋形成が進行すると
太く直線的な線維束となり、若い皮膚での適度なハリを与えている。しかし老化した皮膚
では、真皮細胞外マトリックスのコラーゲン線維が著しく減少し、本来の弾力性に富むハ
リが失われてしまう。その結果、皮膚にはシワやタルミが形成される。光老化によるヘア
レスマウスのコラーゲン線維束構造の変化が詳細に検討され（非特許文献１参照）、ＵＶ
Ｂを照射したヘアレスマウスには、シワが形成され、シワの形成と一致するようにコラー
ゲン線維束構造が崩壊し皮膚弾力性が低下していくことが示されている。また、コラーゲ
ンは水分保持機能に優れていることも知られている。
【０００５】
　コラーゲンの減少による状態を改善するために、種々のコラーゲン合成促進物質が見出
されている。例えば、レチノイン酸（非特許文献２）、グリシン及びプロリン及びアラニ
ンからなる３種アミノ酸（特許文献１）、カンゾウ、ソウハクヒ、アロエ、スギナ、キン
ギンカ、オウバク、ガイヨウ又はゲンチアナなどの植物抽出物（特許文献２）、ＴＧＦ－
β、アスコルビン酸類等が知られている。アスコルビン酸類にはコラーゲン等の生体成分
の合成促進による細胞賦活効果があることが知られている。
【０００６】
　更にアスコルビン酸類に、低分子ベタインを併用することによって（特許文献３）、又
はδ－トコフェリルレチノエートを併用することによって（特許文献４）、コラーゲン合
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成促進作用が増強されることも報告されている。
【０００７】
　また、真皮の主細胞である線維芽細胞は、上述のようなコラーゲンや、皮膚の弾力性を
維持しているエラスチン、皮膚の保湿力に大きな影響を与えるムコ多糖類（例、ヒアルロ
ン酸、コンドロイチン硫酸等）等を産生する。ところが、紫外線の照射、空気の著しい乾
燥、過度の皮膚洗浄等の外的因子の影響や、加齢により、線維芽細胞自体の増殖能力が低
下し、皮膚の保湿機能や弾力性が低下し、皮膚の老化（例えば、皮膚の弾力性もしくはハ
リの低下や、皮膚のシワもしくはタルミ等）が加速されることが知られている。
【０００８】
　従って、線維芽細胞の増殖を促進することもまた、皮膚の弾力性もしくはハリの低下に
対する予防及び／又は改善や、皮膚のシワもしくはタルミの予防及び／又は改善に寄与す
ると考えられる。
【特許文献１】特開平７－１９４３７５号公報
【特許文献２】特開２００１－２０６８３５号公報
【特許文献３】特開２００５－２３９６４５号公報
【特許文献４】特開２００５－２６３７９４号公報
【非特許文献１】Fragrance Journal、4、p36-37、1998
【非特許文献２】R. Marksら、 British Journal of Dermatology、122、91-98、1990
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　上述のような生体におけるコラーゲンの果たす役割の重要度に鑑み、顕著なコラーゲン
産生促進能を有する更なる有用な新規組成物の開発が望まれている。本発明はかかる従来
の問題に鑑み、顕著なコラーゲン産生促進能を有する有用な新規組成物を提供することを
目的とする。また本発明は、線維芽細胞増殖促進能を有する有用な新規組成物を提供する
ことを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、前記課題を解決するために鋭意検討した結果、アスコルビン酸類と、ダ
イズタンパク質をサーモリシンという特定のプロテアーゼで分解して得られる産物とを併
用して用いることにより、アスコルビン酸類を単独で用いるよりも細胞におけるコラーゲ
ン産生促進能が顕著に促進されることを見出し、また更に検討を重ねることにより、上記
両成分の併用により、線維芽細胞の増殖が相乗的に促進されることをも見出し、本発明を
完成させるに至った。
【００１１】
　従って、本発明は以下を提供する。
（１）（Ａ）アスコルビン酸、その誘導体及びそれらの塩からなる群より選択される少な
くとも一種と、（Ｂ）ダイズタンパク質のサーモリシン分解物とを含有する組成物。
（２）細胞におけるコラーゲン産生を促進するために使用され得る、項目（１）に記載の
組成物。
（３）線維芽細胞増殖を促進するために使用され得る、項目（１）又は（２）に記載の組
成物。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明により、顕著なコラーゲン産生促進能を有する有用な新規組成物が提供される。
本発明の組成物は、細胞におけるコラーゲン産生を促進するために使用することができ、
例えば、抗シワ用組成物、抗タルミ用組成物、関節障害の予防又は治療用組成物、炎症性
疾患の予防又は治療用組成物などとして有益に使用することができる。また本発明により
、線維芽細胞増殖促進能を有する有用な新規組成物が提供される。なお、後述の実施例に
示されるように、本願組成物により得られる飛躍的に高いコラーゲン産生促進作用は、コ
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ラーゲンを産生する線維芽細胞の増殖促進効果のみに起因するものではないことが示唆さ
れている。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　以下、本発明を詳細に説明する。なお、本明細書中において使用される用語は、特に他
に言及しない限り、当該分野で通常用いられる意味で用いられていることが理解されるべ
きである。
【００１４】
　本発明は、（Ａ）アスコルビン酸、その誘導体及びそれらの塩からなる群より選択され
る少なくとも一種と、（Ｂ）ダイズタンパク質のサーモリシン分解物とを含有する組成物
である。
【００１５】
　本発明に用いられる、アスコルビン酸、その誘導体及びそれらの塩〔本明細書では、こ
れらを総称して「アスコルビン酸類」ということがある〕は、医薬品、医薬部外品、化粧
品または食品の分野において用いられ得るものであれば特に限定されない。本発明には、
アスコルビン酸類のＤ体、Ｌ体、ＤＬ体をいずれも用いることができるが、好ましくはＬ
体が用いられる。
【００１６】
　アスコルビン酸誘導体としては、アスコルビン酸のエステル誘導体やエーテル誘導体等
が挙げられる。
【００１７】
　アスコルビン酸のエステル誘導体としては、アスコルビン酸と、カルボン酸、硫酸、ス
ルホン酸、リン酸等の酸類とのエステル誘導体が挙げられる。アスコルビン酸の２位、３
位、５位及び６位のヒドロキシ基のいずれがエステル化されていてもよく、また２以上の
ヒドロキシ基がエステル化されていても良い。２以上のヒドロキシ基がエステル化されて
いる場合、酸の残基は同一でも異なっていてもよい。
【００１８】
　カルボン酸としては、脂肪族カルボン酸、芳香族カルボン酸等が挙げられる。
　脂肪族カルボン酸としては、飽和又は不飽和の炭素数１～２２の脂肪族カルボン酸が挙
げられ、好ましくは飽和又は不飽和の炭素数２～１８の脂肪族カルボン酸である。具体例
としては、ギ酸、酢酸、プロピオン酸、酪酸、イソ酪酸、吉草酸、イソ吉草酸、ピバル酸
、ヘキサン酸、ヘプタン酸、オクタン酸、オクチル酸、ノナン酸、デカン酸、ウンデカン
酸、ラウリン酸、ミリスチン酸、ペンタデカン酸、パルミチン酸、イソパルミチン酸、ヘ
プタデカン酸、ステアリン酸、イソステアリン酸、ベヘン酸、アクリル酸、プロピオル酸
、メタクリル酸、クロトン酸、イソクロトン酸、ウンデシレン酸、ミリストレイン酸、パ
ルミトレイン酸、オレイン酸、リシノレン酸、リノール酸、リノレン酸、アラキドン酸、
イコサペンタエン酸、ドコサヘキサエン酸、シクロペンタンカルボン酸、シクロヘキサン
カルボン酸などの脂肪族モノカルボン酸；シュウ酸、マロン酸、コハク酸、グルタル酸、
アジピン酸、ピメリン酸、スベリン酸、アゼライン酸、セバシン酸、フマル酸、マレイン
酸などの脂肪族ジカルボン酸又はそのモノエステル（例、メチル、エチル、プロピル、イ
ソプロピル、ブチル、ｓ－ブチル、ｔ－ブチル、イソブチル、ペンチル、ヘキシル等の炭
素数１～６のアルキルエステル等）；レチノイン酸等が挙げられる。また、脂肪族カルボ
ン酸は置換されていても良く、その置換基としては、炭素数１～６のアルコキシ基（例、
メトキシ基、エトキシ基、プロポキシ基、イソプロポキシ基、ブトキシ基、ｓ－ブトキシ
基、ｔ－ブトキシ基、イソブチルオキシ基、ペンチルオキシ基、ヘキシルオキシ基等）、
ハロゲン原子（例、フッ素原子、塩素原子、臭素原子、ヨウ素原子）、アミノ基、ヒドロ
キシ基等が挙げられる。
　芳香族カルボン酸としては、炭素数７～１２の芳香族カルボン酸が挙げられ、好ましく
は炭素数７～１０の芳香族カルボン酸である。具体例としては、安息香酸、ナフトエ酸、
桂皮酸等の芳香族モノカルボン酸；フタル酸、イソフタル酸、テレフタル酸等の芳香族ジ
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カルボン酸；等が挙げられる。また、芳香族カルボン酸は置換されていても良く、その置
換基としては、炭素数１～６のアルキル基（例、メチル基、エチル基、プロピル基、イソ
プロピル基、ブチル基、ｓ－ブチル基、ｔ－ブチル基、イソブチル基、ペンチル基、ヘキ
シル基等）、炭素数１～６のアルコキシ基（例、メトキシ基、エトキシ基、プロポキシ基
、イソプロポキシ基、ブトキシ基、ｓ－ブトキシ基、ｔ－ブトキシ基、イソブチルオキシ
基、ペンチルオキシ基、ヘキシルオキシ基等）、ハロゲン原子（例、フッ素原子、塩素原
子、臭素原子、ヨウ素原子）、アミノ基、ヒドロキシ基等が挙げられる。
【００１９】
　硫酸は硫酸モノエステルであってもよく、具体例としては、硫酸；硫酸のモノアルキル
エステル（例、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、ブチル、ｓ－ブチル、ｔ－ブ
チル、イソブチル、ペンチル、ヘキシル等の炭素数１～６のアルキルモノエステル等）等
が挙げられる。
【００２０】
　スルホン酸の具体例としては、スルホン酸；メチルスルホン酸、エチルスルホン酸等の
炭素数１～６のアルキルスルホン酸等が挙げられる。
【００２１】
　リン酸はリン酸モノエステル、リン酸ジエステルであってもよく、具体例としては、リ
ン酸；リン酸のモノアルキルエステル（例、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、
ブチル、ｓ－ブチル、ｔ－ブチル、イソブチル、ペンチル、ヘキシル等の炭素数１～６の
アルキルモノエステル等）；リン酸のジアルキルエステル（例、メチル、エチル、プロピ
ル、イソプロピル、ブチル、ｓ－ブチル、ｔ－ブチル、イソブチル、ペンチル、ヘキシル
等の炭素数１～６のアルキルジエステル等）等が挙げられる。
【００２２】
　アスコルビン酸のエステル誘導体の具体例としては、パルミチン酸アスコルビル、ステ
アリン酸アスコルビル、ジパルミチン酸アスコルビル、テトライソパルミチン酸アスコル
ビル（ＶＣＩＰ）等のアスコルビン酸とカルボン酸とのエステル誘導体；アスコルビン酸
－２－硫酸エステル等のアスコルビン酸と硫酸とのエステル誘導体；アスコルビン酸－２
－スルホン酸エステル等のアスコルビン酸とスルホン酸とのエステル誘導体；アスコルビ
ン酸モノリン酸エステル、アスコルビン酸ジリン酸エステル、アスコルビン酸トリリン酸
エステル等のアスコルビン酸とリン酸とのエステル誘導体；アスコルビン酸－２－リン酸
－６－パルミチン酸エステル（ＡＰＰＳ）等が挙げられる。
【００２３】
　アスコルビン酸のエーテル誘導体としては、アスコルビン酸のヒドロキシ基の水素原子
がアルキル基、アルケニル基、アリール基、糖残基等で置換されたものが挙げられる。ア
スコルビン酸の２位、３位、５位及び６位のヒドロキシ基の水素原子のいずれが置換され
ていてもよく、また２以上のヒドロキシ基が置換されていても良い。２以上のヒドロキシ
基が置換されている場合、該置換基は同一でも異なっていてもよい。
【００２４】
　アルキル基としては、炭素数１～２２のアルキル基が挙げられ、好ましくは炭素数１～
６のアルキル基である。具体例としては、メチル基、エチル基、プロピル基、イソプロピ
ル基、ブチル基、ｓ－ブチル基、ｔ－ブチル基、イソブチル基、ペンチル基、ヘキシル基
、ヘプチル基、オクチル基、ノニル基、デシル基、ウンデシル基、ドデシル基、トリデシ
ル基、テトラデシル基、ペンタデシル基、ヘキサデシル基、ヘプタデシル基、オクタデシ
ル基等が挙げられる。
　アルケニル基としては、炭素数２～１２のアルケニル基が挙げられ、好ましくは炭素数
２～６のアルケニル基である。具体例としては、ビニル基、アリル基、ブテニル基（例、
１－ブテニル、２－ブテニル）等が挙げられる。
　これらアルキル基及びアルケニル基は置換されていても良く、その置換基としては、炭
素数１～６のアルコキシ基（例、メトキシ基、エトキシ基、プロポキシ基、イソプロポキ
シ基、ブトキシ基、ｓ－ブトキシ基、ｔ－ブトキシ基、イソブチルオキシ基、ペンチルオ
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キシ基、ヘキシルオキシ基等）、ハロゲン原子（例、フッ素原子、塩素原子、臭素原子、
ヨウ素原子）、アミノ基、ヒドロキシ基、オキソ基、フェニル基等が挙げられる。
【００２５】
　アリール基としては、炭素数６～１２のアリール基が挙げられる。具体例としては、フ
ェニル基、ナフチル基（１－ナフチル基、２－ナフチル基）等が挙げられる。また、アリ
ール基は置換されていても良く、その置換基としては、炭素数１～６のアルキル基（例、
メチル基、エチル基、プロピル基、イソプロピル基、ブチル基、ｓ－ブチル基、ｔ－ブチ
ル基、イソブチル基、ペンチル基、ヘキシル基等）、炭素数１～６のアルコキシ基（例、
メトキシ基、エトキシ基、プロポキシ基、イソプロポキシ基、ブトキシ基、ｓ－ブトキシ
基、ｔ－ブトキシ基、イソブチルオキシ基、ペンチルオキシ基、ヘキシルオキシ基等）、
ハロゲン原子（例、フッ素原子、塩素原子、臭素原子、ヨウ素原子）、アミノ基、ヒドロ
キシ基等が挙げられる。
　糖残基としては、単糖残基、オリゴ糖残基等が挙げられる。単糖残基の具体例としては
、グルコース残基、フラクトース残基、ガラクトース残基、マンノース残基、タロース残
基、イドース残基、アルトロース残基、アロース残基、グロース残基、キシロース残基、
リボース残基、アラビノース残基、ラムノース残基、フコース残基、グルクロン酸残基等
が挙げられる。オリゴ糖残基としては、２～１０の単糖からなるオリゴ糖残基が挙げられ
る。オリゴ糖残基の構成単糖としては、グルコース、フラクトース、ガラクトース、マン
ノース、タロース、イドース、アルトロース、アロース、グロース、キシロース、リボー
ス、アラビノース、ラムノース、フコース、グルクロン酸等が挙げられ、これらは同一又
は異なっていてもよい。糖残基のヒドロキシ基の水素原子は置換されていても良く、その
置換基としては、炭素数１～７のアシル基（例、ホルミル基、アセチル基、プロピオニル
基、ブチリル基、イソブチリル基、バレリル基、イソバレリル基、ピバロイル基等）、炭
素数１～６のアルキル基（例、メチル基、エチル基、プロピル基、イソプロピル基、ブチ
ル基、ｓ－ブチル基、ｔ－ブチル基、イソブチル基、ペンチル基、ヘキシル基等）等が挙
げられる。
【００２６】
　アスコルビン酸のエーテル誘導体の具体例としては、アスコルビン酸グルコシド（例、
アスコルビン酸－２－グルコシド）などが挙げられる。
【００２７】
　アスコルビン酸及びアスコルビン酸誘導体の塩としては、具体的には、ナトリウム、カ
リウム等のアルカリ金属塩、マグネシウム、カルシウム、バリウム等のアルカリ土類金属
塩、並びにアルミニウム等の多価金属塩などの各種の金属塩；アンモニウムやトリシクロ
ヘキシルアンモニウム等のアンモニウム塩；モノエタノールアミン、ジエタノールアミン
、トリエタノールアミン、モノイソプロパノールアミン、ジイソプロパノールアミン、ト
リイソプロパノールアミン等の各種のアルカノールアミン塩等が用いられ得る。
【００２８】
　本発明では、アスコルビン酸、その誘導体及びそれらの塩として、好ましくは、Ｌ－ア
スコルビン酸、Ｌ－アスコルビン酸のリン酸エステル誘導体；パルミチン酸アスコルビル
、Ｌ－アスコルビン酸－２－硫酸エステル、アスコルビン酸グルコシド（例えば、アスコ
ルビン酸－２－グルコシド）、テトライソパルミチン酸アスコルビル（ＶＣＩＰ）、アス
コルビン酸－２－リン酸－６－パルミチン酸エステル（ＡＰＰＳ）及びそれらの塩（例え
ば、Ｌ－アスコルビン酸モノリン酸エステルナトリウム塩やリン酸Ｌ－アスコルビルマグ
ネシウムなど）が用いられる。本発明の組成物を外用組成物として用いる場合には、皮膚
や粘膜に対する安全性と作用効果の高さから、特に好ましくは、Ｌ－アスコルビン酸、Ｌ
－アスコルビン酸モノリン酸エステル及びそれらの塩（例えば、Ｌ－アスコルビン酸モノ
リン酸エステルナトリウム塩（リン酸Ｌ－アスコルビルナトリウム）など）、パルミチン
酸アスコルビル、アスコルビン酸－２－グルコシド、テトライソパルミチン酸アスコルビ
ル（ＶＣＩＰ）、アスコルビン酸－２－リン酸－６－パルミチン酸エステル（ＡＰＰＳ）
、リン酸Ｌ－アスコルビルマグネシウムが用いられる。
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【００２９】
　本発明において、上記のアスコルビン酸、その誘導体及びそれらの塩は、１種単独で使
用しても、また２種以上を任意に組み合わせて使用してもよい。
【００３０】
　本発明の組成物に配合するアスコルビン酸類の配合量は、本願効果を奏し得る限り特に
制限されないが、通常は組成物全体に対して０．００００１重量％以上、好ましくは０．
００１重量％以上、より好ましくは、０．０１重量％以上、さらに好ましくは０．１重量
％以上、特に好ましくは１重量％以上であり、配合上限は好ましくは３５重量％以下、よ
り好ましくは２５重量％以下、さらに好ましくは２０重量％以下、特に好ましくは１５重
量％以下とするのがよい。
【００３１】
　本発明にはさらに、ダイズタンパク質のサーモリシン分解物が用いられる〔本明細書で
は、これを「ダイズサーモリシン分解物」ということがある〕。
【００３２】
　ダイズ（Glycin max）は、背丈約６０～７０ｃｍ程度となるマメ科の一年草植物である
。その種子は、枝豆などとして、あるいは豆腐や味噌、醤油などに加工されて、食用に供
されることが多いことで知られる。
【００３３】
　本発明に用いられるダイズタンパク質は、かかるダイズ植物に由来する任意のタンパク
質であり得るが、好ましくは、ダイズ植物の種子に由来する任意のタンパク質であり得る
。
【００３４】
　本発明においては、ダイズタンパク質の供給源として、ダイズ植物そのものやダイズ植
物の種子そのもの、或いは該植物や該種子の破砕物又は粉砕物等を用いてもよいが、好ま
しくはダイズ植物中の全成分からタンパク質成分を分離・精製したもの、より好ましくは
、ダイズ植物の種子中の全成分からタンパク質成分を分離・精製したものが用いられる。
このように分離・精製して得られたダイズタンパク質は、それをサーモリシンで分解して
得られる産物が本願効果を奏し得る限り、ダイズ植物またはダイズ植物の種子中に含まれ
る実質的に全種類のタンパク質を含むものでもよいし、一部の種類のタンパク質を含むも
のであってもよい。
【００３５】
　ダイズタンパク質としては、市販品も好適に用いることができ、例えば、日清コスモフ
ーズ（株）、ＡＤＭファーイースト（株）、昭和産業（株）、不二製油（株）、（株）光
洋商会などの製造業者または供給業者から容易に入手可能である。
【００３６】
　なお本明細書において、ダイズ植物の種子とは、ダイズ種子と通常呼ばれる構造物全体
を指すのみならず、例えば、脱皮ダイズ種子、脱脂ダイズ種子（粉末状のもの等）、ダイ
ズ種子全体より得られる雪花菜（オカラ）、豆乳等でもあり得る。
【００３７】
　本発明に用いられるサーモリシン（EC3.4.24.4）は、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｅｒｍｏ
ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｕｓという耐熱性菌によって生産される耐熱性のプロテアーゼと
して周知のものである。サーモリシンは一般に、大きな側鎖をもった疎水性のアミノ酸残
基（例えば、イソロイシン、ロイシン、バリン、フェニルアラニン、メチオニン、アラニ
ンなど）のアミノ基側のペプチド結合を切断することが知られている。
【００３８】
　サーモリシンには、市販品も好適に用いることができ、例えば、大和化成（株）などの
製造業者から容易に入手可能である。
【００３９】
　また本発明においては、サーモリシンと同等のペプチド切断特性（切断配列特異性など
）を有するプロテアーゼとして当該分野で公知のプロテアーゼもまた、サーモリシンとし
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て用いることができる。
【００４０】
　ダイズタンパク質をサーモリシンで分解する場合に用いられる反応条件は、特に制限さ
れず、技術常識に従って当業者により適宜選択され得る。例えば、市販のサーモリシンを
使用する場合には、その使用説明書に従って使用することができる。具体的な例としては
、水などの溶媒に、ダイズタンパク質濃度が、一般的には０．１～３０％（ｗ/ｖ）、好
ましくは１～１０％（ｗ/ｖ）程度となるようにダイズタンパク質又はダイズタンパク質
を含む原料を懸濁し、この懸濁液に、一般的には０．００１～３％（ｗ/ｖ）、好ましく
は０．０１～０．１２５％（ｗ/ｖ）程度となるようにサーモリシンを加えて分解反応を
行う態様が挙げられる。一般的には、３０～８０℃、好ましくは４０～７０℃、より好ま
しくは５０～６０℃の反応温度が使用され得る。また一般的には、２～３０時間、好まし
くは３～２４時間、より好ましくは１０～２０時間、さらに好ましくは１２～１８時間の
反応時間が使用され得る。反応液のｐＨとしては、サーモリシンの至適ｐＨ付近であるこ
とが好ましく、例えば７．０～８．５付近であることが好ましい。
【００４１】
　反応の停止手段についても、特に制限はなく、公知の手段を用いることができる。かか
る手段としては、例えば、加熱処理等が挙げられる。例えば、上記反応物を８０～１００
℃程度の温度で３～２０分間、好ましくは５～１５分間、加熱処理することにより、反応
物中に含まれるサーモリシンを失活させることができる。例えば、かかる加熱処理として
は、８５℃で１５分間の加熱処理や１００℃で５分間の加熱処理などが挙げられる。
【００４２】
　上記のような分解反応により得られるダイズサーモリシン分解物は、必要に応じて、当
業者に公知の任意の方法によりさらに処理され得る。例えば、ろ過等の処理により、該分
解物中の大きな固体粒子を取り除くことが好ましい。ろ過条件等は、特に制限されず、技
術常識に従って当業者により適宜選択され得る。例えば、ろ紙が目詰まりを起こしやすい
場合等には、ろ過助剤等も好適に用いられ得る。
【００４３】
　また、前記分解物を減圧濃縮し、次いで凍結乾燥することにより、粉末化することもで
きる。減圧濃縮および凍結乾燥の際に使用される条件や機器類は、特に制限されず、技術
常識に従って当業者により適宜選択され得る。このようにして粉末化された分解物は、そ
のまま又は水などの溶媒に溶かして、用いることができる。
【００４４】
　本発明に用いられる分解物は、ダイズタンパク質をサーモリシンで分解することにより
生じた多種多様なペプチドを実質的に全て含んだ状態であってもよいし、又は、そのよう
な多種多様なペプチドを、細胞におけるコラーゲン産生促進能の有無を指標として及び／
又は線維芽細胞増殖促進能を指標として、公知の方法でさらに分画・精製して得られる一
部分などであってもよい。しかし簡便には、ダイズタンパク質をサーモリシンで分解して
得られる多種多様なペプチドを実質的に全て含んだ状態でそのまま用いる。コラーゲン産
生促進能の有無及び／又は線維芽細胞増殖促進能の有無は、例えば、後述の実施例等に記
載のようにして確認することができる。
【００４５】
　なお、本明細書において用語「細胞におけるコラーゲン産生促進能を有する」とは、被
験物を細胞に作用させた場合に、当該被験物を細胞に作用させない場合と比較して、細胞
におけるコラーゲンの産生量が増加することを意味する。特定の態様では、当該用語にお
ける細胞とは線維芽細胞を意味し、さらに特定の態様では皮膚線維芽細胞を意味する。
　また、本発明において用語「線維芽細胞増殖促進能を有する」とは、被験物を線維芽細
胞に作用させた場合に、当該被験物を作用させない場合と比較して、線維芽細胞の増殖が
促進されることを意味する。特定の態様では、当該用語における線維芽細胞とは皮膚線維
芽細胞を意味する。
【００４６】
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　本発明に用いられるダイズタンパク質のサーモリシン分解物の平均分子量は、好ましく
は３００～１００００である。該平均分子量は、細胞への浸透性を高めてより高い効果を
得る観点から、より好ましくは４００～５０００であり、さらに好ましくは５００～３５
００であり、さらにより好ましくは５５０～３２００であり、特に好ましくは１０００～
２０００である。分解物の平均分子量は、当業者に公知の任意の方法により測定すること
ができ、例えば、後述の実施例に記載のようにしてゲル浸透クロマトグラフィー（ＧＰＣ
）法により容易に測定することができる。
【００４７】
　本発明の組成物に配合するダイズサーモリシン分解物の配合量は、本願効果を奏し得る
限り特に制限されないが、通常は組成物全体に対して０．０００１～７０重量％、より好
ましくは０．００１～５０重量％、さらに好ましくは０．００１～３０重量％、さらによ
り好ましくは０．０１～２０重量％とするのがよい。
【００４８】
　また、本発明の組成物におけるアスコルビン酸類とダイズサーモリシン分解物との重量
比は、本願効果を奏し得る限り特に制限されないが、通常は、アスコルビン酸類１重量部
に対してダイズサーモリシン分解物が０．００１～１００００重量部、好ましくは０．０
１～５０００重量部、より好ましくは０．１～３０００重量部、さらに好ましくは０．１
～２０００重量部の範囲内とするのがよい。
【００４９】
　本発明の組成物には、前述したようなアスコルビン酸類及びダイズサーモリシン分解物
に加えて、アスコルビン酸類又はダイズサーモリシン分解物の作用を増強または補足する
目的で、あるいは本願組成物に他の有用な作用を付加するため、美白成分、抗炎症成分、
抗菌成分、細胞賦活化成分、収斂成分、抗酸化成分、ニキビ改善成分、ヒアルロン酸等の
生体成分合成促進成分、血行促進成分、保湿成分、老化防止成分等の各種成分を１種また
は２種以上組み合わせて配合することができる。好ましくは美白成分、抗炎症成分、抗菌
成分、細胞賦活化成分、収斂成分、抗酸化成分、老化防止成分または保湿成分の１種また
は２種以上の成分である。これらの各成分としては、医薬品、医薬部外品、食品または化
粧品分野において使用され得るものであれば特に制限されず、任意のものを適宜選択し使
用することができる。
【００５０】
　例えば、美白成分としては、プラセンタ；アルブチン；コウジ酸；エラグ酸；フィチン
酸；ルシノール；カモミラＥＴ；ビタミンＡ又はその誘導体、パントテン酸又はその誘導
体等のビタミン類等が挙げられる。このうち、好ましいものとしては、パントテン酸又は
その誘導体、エラグ酸、フィチン酸、ビタミンＡ又はその誘導体を挙げることができる。
これらの美白成分は１種または２種以上を用いてもよい。
【００５１】
　美白作用を有する植物成分を美白成分として用いてもよく、かかる植物成分としては、
イリス（アイリス）、アーモンド、アロエ、イチョウ、ウーロン茶、エイジツ、オウゴン
、オウレン、オトギリソウ、オドリコソウ、海藻、カッコン、クチナシ、クジン、クロレ
ラ、ゴバイシ、コムギ、コメ、コメハイガ、オリザノール、コメヌカ、サイシン、サンシ
ョウ、シソ、シャクヤク、センキュウ、ソウハクヒ、ダイズ、納豆、茶、トウキ、トウキ
ンセンカ、ニンニク、ハマメリス、ベニバナ、ボタンピ、ヨクイニン、アメジスト、アセ
ンヤク、アセビワラビ、イヌマキ、エノキ、カキ(Diospyros kaki)、キササゲ、クロマメ
、ゲンチアナ、ゲンジン、サルサ、サヤインゲン、ショクマ、ジュウロウ、セージ、ゼン
コ、ダイコン、ツツジ、ツクシハギ、トシン、ニガキ、パセリ、ヒイラギ、ホップ、マル
バハギ、チョウジ、カンゾウ等の植物に由来する成分が挙げられる。好ましくは、イリス
（アイリス）、アロエ、イチョウ、ウーロン茶、エイジツ、オウゴン、オウレン、オトギ
リソウ、オドリコソウ、海藻、カッコン、クチナシ、クジン、ゴバイシ、コムギ、コメ、
コメヌカ、サイシン、サンショウ、シソ、シャクヤク、センキュウ、ソウハクヒ、茶、ト
ウキ、トウキンセンカ、ハマメリス、ベニバナ、ボタンピ、ヨクイニン、アメジスト、ア



(10) JP 2008-24703 A 2008.2.7

10

20

30

40

50

センヤク、エノキ、カキ(Diospyros kaki)、キササゲ、クロマメ、ゲンチアナ、サルサ、
サヤインゲン、ジュウロウ、セージ、ゼンコ、ダイコン、ツツジ、ツクシハギ、トシン、
ニガキ、パセリ、ヒイラギ、ホップ、チョウジ、カンゾウの植物由来成分であり、より好
ましくは、イリス（アイリス）、アロエ、イチョウ、エイジツ、オウゴン、オウレン、オ
トギリソウ、クチナシ、クジン、コメ、コメヌカ、サイシン、シャクヤク、センキュウ、
ソウハクヒ、茶、トウキ、トウキンセンカ、ハマメリス、ベニバナ、ボタンピ、アメジス
ト、アセンヤク、エノキ、カキ(Diospyros kaki)、セージ、ダイコン、ツツジ、パセリ、
ホップ、カンゾウ及びヨクイニンの植物由来成分が挙げられる。これらの植物成分を本発
明の組成物に用いる場合、植物成分の形態は特に制限されないが、通常は植物エキス（植
物抽出物）や精油などの態様で使用することができる。なお、上記植物成分中に記載の（
 ）内は、その植物の学名、別名または生薬名である。
【００５２】
　上記美白成分を用いる場合、本願組成物に配合する割合は、好ましくは０．０００３～
１０重量％であり、より好ましくは０．０１～５重量％である。
【００５３】
　美白成分として美白作用のある植物成分を用いる場合は、目的に応じて１種もしくは２
種以上を任意に組み合わせて使用することができる。上記植物成分を美白成分として用い
る場合、本願組成物への配合割合は、エキスや精油などの抽出物換算で、通常０．０００
０１～２０重量％、好ましくは０．０００１～１５重量％、より好ましくは０．００１～
１０重量％である。
【００５４】
　抗炎症成分としては、アラントイン、カラミン、グリチルリチン酸又はその誘導体、グ
リチルレチン酸又はその誘導体、酸化亜鉛、グアイアズレン、酢酸トコフェロール、塩酸
ピリドキシン、メントール、カンフル、テレピン油、インドメタシン、サリチル酸又はそ
の誘導体等が挙げられる。好ましくはアラントイン、グリチルリチン酸又はその誘導体、
グリチルレチン酸又はその誘導体、グアイアズレン、メントールである。
【００５５】
　上記抗炎症成分を用いる場合、本願組成物に配合する割合は、好ましくは０．０００３
～１０重量％であり、より好ましくは０．０１～５重量％である。
【００５６】
　抗菌成分としては、クロルヘキシジン、サリチル酸、塩化ベンザルコニウム、アクリノ
ール、エタノール、塩化ベンゼトニウム、クレゾール、グルコン酸及びその誘導体、ポピ
ドンヨード、ヨウ化カリウム、ヨウ素、イソプロピルメチルフェノール、トリクロカルバ
ン、トリクロサン、感光素１０１号、感光素２０１号、パラベン、フェノキシエタノール
、１，２-ペンタンジオール、塩酸アルキルジアミノグリシン等が挙げられる。好ましく
は、塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム、グルコン酸及びその誘導体、イソプロ
ピルメチルフェノール、トリクロカルバン、トリクロサン、感光素１０１号、感光素２０
１号、パラベン、フェノキシエタノール、１，２-ペンタンジオール、塩酸アルキルジア
ミノグリシン等が挙げられる。さらに好ましくは、塩化ベンザルコニウム、グルコン酸及
びその誘導体、塩化ベンゼトニウム、イソプロピルメチルフェノールである。
【００５７】
　上記抗菌成分を用いる場合、本願組成物に配合する割合は、好ましくは０．０００３～
１０重量％であり、より好ましくは０．０１～５重量％である。
【００５８】
　細胞賦活化成分としては、γ-アミノ酪酸、ε-アミノカプロン酸などのアミノ酸類：レ
チノール、チアミン、リボフラビン、塩酸ピリドキシン、パントテン酸類などのビタミン
類：グリコール酸、乳酸などのα-ヒドロキシ酸類：タンニン、フラボノイド、サポニン
、アラントイン、感光素301号などが挙げられる。好ましくは、γ-アミノ酪酸、ε-アミ
ノカプロン酸などのアミノ酸類：レチノール、チアミン、リボフラビン、塩酸ピリドキシ
ン、パントテン酸類などのビタミン類である。
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【００５９】
　上記細胞賦活化成分を用いる場合、本願組成物に配合する割合は、好ましくは０．００
０３～１０重量％であり、より好ましくは０．０１～５重量％である。
【００６０】
　収斂成分としては、ミョウバン、クロロヒドロキシアルミニウム、塩化アルミニウム、
アラントインアルミニウム塩、硫酸亜鉛、硫酸アルミニウムカリウム等の金属塩；タンニ
ン酸、クエン酸、乳酸、コハク酸などの有機酸を挙げることができる。好ましくは、ミョ
ウバン、クロロヒドロキシアルミニウム、塩化アルミニウム、アラントインアルミニウム
塩、硫酸アルミニウムカリウム、タンニン酸である。
【００６１】
　収斂成分を用いる場合、本願組成物に配合する割合は、通常０.０００３～１０重量％
、好ましくは０．０１～５重量％、より好ましくは０．０１～５重量％である。
【００６２】
　抗酸化成分としては、ブチルヒドロキシアニソール、ジブチルヒドロキシトルエン、亜
硫酸水素ナトリウム、エリソルビン酸及びその塩、フラボノイド、グルタチオン、グルタ
チオンペルオキシダーゼ、グルタチオン-Ｓ-トランスフェラーゼ、カタラーゼ、スーパー
オキサイドジスムターゼ、チオレドキシン、タウリン、チオタウリン、ヒポタウリンなど
が挙げられる。好ましくは、チオタウリン、ヒポタウリン、チオレドキシン、フラボノイ
ドである。
【００６３】
　抗酸化成分を用いる場合、本願組成物に配合する割合は、通常０.００００１～１０重
量％、好ましくは０．０００１～５重量％、より好ましくは０．００１～５重量％である
。
【００６４】
　老化防止成分としては、レチノイド（レチノール、レチノイン酸、レチナール等）、パ
ンガミン酸、カイネチン、ウルソール酸、ウコンエキス、スフィンゴシン誘導体、ケイ素
、ケイ酸、Ｎ－メチル－Ｌ－セリン、メバロノラクトン等が挙げられる。好ましくは、レ
チノイド（レチノール、レチノイン酸、レチナール等）、カイネチンである。
【００６５】
　上記老化防止成分を用いる場合、本願組成物に配合する割合は、好ましくは０．０００
３～１０重量％であり、より好ましくは０．０１～５重量％である。
【００６６】
　保湿成分としては、アラニン、セリン、ロイシン、イソロイシン、スレオニン、グリシ
ン、プロリン、ヒドロキシプロリン、グルコサミン、テアニンなどのアミノ酸及びその誘
導体；グリセリン、1,3-ブチレングリコール、プロピレングリコール、ポリエチレングリ
コールなどの多価アルコール；ソルビトールなどの糖アルコール；レシチン、水素添加レ
シチン等のリン脂質；ヒアルロン酸プロピレングリコール、ヘパリン、コンドロイチン等
のムコ多糖；乳酸、ピロリドンカルボン酸ナトリウム、尿素などのＮＭＦ由来成分等が挙
げられる。好ましいものは、アラニン、セリン、グリシン、プロリン、ヒドロキシプロリ
ン、グルコサミン、テアニン、コラーゲン、コラーゲンペプチド、グリセリン、1,3-ブチ
レングリコール、水素添加レシチン、ヒアルロン酸プロピレングリコール、ヘパリン、コ
ンドロイチン、乳酸、ピロリドンカルボン酸ナトリウムである。
【００６７】
　保湿成分を用いる場合、本願組成物に配合する割合としては、通常０．１～１０重量％
、好ましくは０．５～７．５重量％、より好ましくは０．５～５重量％を挙げることがで
きる。
【００６８】
　本発明の組成物は、上記各成分に加えて組成物の用途あるいは剤形に応じて、医薬品、
医薬部外品、化粧品または食品の分野に通常使用される成分を適宜配合しても良い。配合
できる成分としては、特に制限されないが、例えば、アミノ酸類、アルコール類、多価ア
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ルコール類、糖類、ガム質、多糖類などの高分子化合物、界面活性剤、可溶化成分、油脂
類、経皮吸収促進成分、防腐・抗菌・殺菌剤、ｐＨ調整剤、キレート剤、抗酸化剤、酵素
成分、結合剤、崩壊剤、滑沢剤、流動化剤、清涼化剤の他、ミネラル類、細胞賦活剤、滋
養強壮剤、賦形剤、増粘剤、安定化剤、保存剤、等張化剤、分散剤、吸着剤、崩壊補助剤
、湿潤剤または湿潤調節剤、防湿剤、着色料、着香剤または香料、芳香剤、還元剤、可溶
化剤、溶解補助剤、発泡剤、粘稠剤または粘稠化剤、溶剤、基剤、乳化剤、可塑剤、緩衝
剤、光沢化剤などをあげることができる。特に界面活性剤、可溶化成分または油脂類を配
合することによって、製剤中におけるアスコルビン酸類の安定性を高めることができ、ま
た外用組成物とする場合にはその製剤の使用感をより向上させることができる。また発明
の組成物が外用組成物である場合には、さらに経皮吸収促進成分を配合するのが好ましい
。
【００６９】
　ここで用いられる界面活性剤としては、ポリオキシエチレン（以下、ＰＯＥという）－
オクチルドデシルアルコールやＰＯＥ－２－デシルテトラデシルアルコール等のＰＯＥ－
分岐アルキルエーテル；ＰＯＥ －オレイルアルコールエーテルやＰＯＥ－セチルアルコ
ールエーテル等のＰＯＥ－アルキルエーテル；ソルビタンモノオレエート、ソルビタンモ
ノイソステアレート及びソルビタンモノラウレート等のソルビタンエステル；ＰＯＥ－ソ
ルビタンモノオレエート、ＰＯＥ－ソルビタンモノイソステアレート、及びＰＯＥ－ソル
ビタンモノラウレート等のＰＯＥ－ソルビタンエステル；グリセリンモノオレエート、グ
リセリンモノステアレート、及びグリセリンモノミリステート等のグリセリン脂肪酸エス
テル；ＰＯＥ－グリセリンモノオレエート、ＰＯＥ－グリセリンモノステアレート、及び
ＰＯＥ－グリセリンモノミリステート等のＰＯＥ－グリセリン脂肪酸エステル；ＰＯＥ－
ジヒドロコレステロールエステル、ＰＯＥ－硬化ヒマシ油、及びＰＯＥ－硬化ヒマシ油イ
ソステアレート等のＰＯＥ－硬化ヒマシ油脂肪酸エステル；ＰＯＥ－オクチルフェニルエ
ーテル等のＰＯＥ－アルキルアリールエーテル；モノイソステアリルグリセリルエーテル
やモノミリスチルグリセリルエーテル等のグリセリンアルキルエーテル；ＰＯＥ－モノス
テアリルグリセリルエーテル、ＰＯＥ－モノミリスチルグリセリルエーテル等のＰＯＥ－
グリセリンアルキルエーテル；ジグリセリルモノステアレート、デカグリセリルデカステ
アレート、デカグリセリルデカイソステアレート、及びジグリセリルジイソステアレート
等のポリグリセリン脂肪酸エステル、等の各種非イオン界面活性剤：あるいはレシチン、
水素添加レシチン、サポニン、サーファクチンナトリウム、コレステロール、胆汁酸など
の天然由来の界面活性剤等を例示することができる。これらの界面活性剤は、１種単独で
使用してもまた２種以上を任意に組み合わせて使用してもよい。
【００７０】
　界面活性剤を使用する場合、本願組成物への配合割合としては、本発明の効果を妨げな
いことを限度として特に制限されず、通常は本願組成物中に０．０１～３０重量％の割合
で含まれるような範囲で適宜選択して使用することができる。本願組成物中の有効成分の
安定性等の観点からは、好ましくは０．１～２０重量％、より好ましくは０．５～１０重
量％の範囲を挙げることができる。
【００７１】
　可溶化成分としては、例えば、エタノール等の低級アルコール、グリセリン，エチレン
グリコール等の多価アルコール、水素添加大豆リン脂質、ポリオキシエチレンソルビタン
脂肪酸エステル、ポリオキシエチレンラノリンアルコール、ポリオキシエチレンヒマシ油
、ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油、ポリオキシエチレンステロール、ポリオキシエチレ
ンアルキルエーテル、ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンアルキルエーテル、ポリ
オキシエチレンアルキルフェニルエーテル等を挙げることができる。好ましくは、エタノ
ール、グリセリン、エチレングリコール、ジエチレングリコール、ジプロピレングリコー
ル、水素添加大豆リン脂質、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル、ポリオキシ
エチレンラノリンアルコール、ポリオキシエチレンヒマシ油、ポリオキシエチレン硬化ヒ
マシ油、ポリオキシエチレンアルキルエーテルであり、より好ましくは、エタノール、グ



(13) JP 2008-24703 A 2008.2.7

10

20

30

40

50

リセリン、エチレングリコール、ジエチレングリコール、ジプロピレングリコール、水素
添加大豆リン脂質である。これらの可溶化成分は、１種単独で使用しても、または２種以
上を任意に組み合わせて用いてもよい。
【００７２】
　これらの可溶化成分を使用する場合、本願組成物への配合割合としては、本発明の効果
を妨げないことを限度として特に制限されず、通常は本願組成物中に０．０１～７０重量
％の割合で含まれるような範囲で適宜選択して使用することができる。本願成物中の有効
成分の安定性等の観点からは、好ましくは０．１～５０重量％、より好ましくは０．１～
３０重量％の範囲を挙げることができる。
【００７３】
　油脂類としては、例えば、中鎖脂肪酸トリグリセリド等の合成油脂；大豆油、米油、菜
種油、綿実油、ゴマ油、サフラワー油、ヒマシ油、オリーブ油、カカオ油、椿油、ヒマワ
リ油、パーム油、アマ油、シソ油、シア油、サル油、ヤシ油、木ロウ、ホホバ油、グレー
プシード油、及びアボガド油等の植物油脂；ミンク油、卵黄油、牛脂、乳脂、及び豚脂等
の動物油脂；ミツロウ、鯨ロウ、ラノリン、カルナウバロウ、キャンデリラロウ等のロウ
類；流動パラフィン、スクワレン、スクワラン、マイクロクリスタリンワックス、セレシ
ンワックス、パラフィンワックス、ワセリン等の炭化水素類；ラウリン酸、ミリスチン酸
、ステアリン酸、オレイン酸、イソステアリン酸、ベヘニン酸等の天然及び合成脂肪酸；
セタノール、ステアリルアルコール、ヘキシルデカノール、オクチルデカノール、ラウリ
ルアルコール等の天然及び合成高級アルコール；ミリスチン酸イソプロピル、パルミチン
酸イソプロピル、ミリスチン酸オクチルドデシル、オレイン酸オクチルドデシル、コレス
テロールオレート等のエステルやエーテル類；シリコーン油等が挙げられる。これらの油
脂類は、１種単独で使用しても、または２種以上を任意に組み合わせて用いてもよい。
【００７４】
　これらの油脂類を使用する場合、本願組成物への配合割合としては、本発明の効果を妨
げないことを限度として特に制限されず、通常は本願組成物中に０．０１～７０重量％の
割合で含まれるような範囲で適宜選択して使用することができる。本願組成物中の有効成
分の安定性等の観点からは、好ましくは０．１～６０重量％、より好ましくは０．１～５
０重量％の範囲を挙げることができる。
【００７５】
　本発明の組成物は、その用途に応じて、医薬品、医薬部外品、化粧品又は食品に通常使
用される剤形をとることができ、通常、固形剤、半固形剤または液剤である。具体的には
、錠剤（口腔内速崩壊錠、咀嚼可能錠、発泡錠、トローチ剤、ゼリー状ドロップ剤などを
含む）、丸剤、顆粒剤、細粒剤、散剤、硬カプセル剤、軟カプセル剤、ドライシロップ剤
、液剤（ドリンク剤、懸濁剤、シロップ剤を含む）、ゲル剤、リポソーム剤、エキス剤、
チンキ剤、レモネード剤、軟膏剤、ゼリー剤などの公知の形態をとることができる。また
、必要に応じてその他の溶媒や通常使用される基剤等を配合することによって、ペースト
状、ムース状、ジェル状、液状、乳液状、クリーム状、シート状（基材担持）、エアゾー
ル状、スプレー状などの各種所望の形態に調製することができる。
【００７６】
　これらの剤形は当該分野の通常の方法にて製造することができる。例えば、半固形剤で
あれば、上述のようなアスコルビン酸類とダイズサーモリシン分解物に加えて必要に応じ
て上記各任意成分を配合混合し、さらに必要に応じてその他の溶媒や通常使用される外用
組成物の基剤等を配合することによって、ペースト状、ムース状、ジェル状、液状、乳液
状、クリーム状、シート状（基材担持）、エアゾール状、スプレー状などの各種所望の形
態に調製することができる。
【００７７】
　本発明の組成物は、本発明の効果を奏すれば特に限定されないが、例えば医薬品、医薬
部外品、食品［菓子、健康食品、栄養補助食品（バランス栄養食、サプリメントなど）を
含む）、栄養機能食品、特定保健用食品を含む］などとすることができ、また化粧品では
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ファンデーション、口紅、マスカラ、アイシャドウ、アイライナー、眉墨及び美爪料等の
メーキャップ化粧料；乳液、クリーム、ローション、オイル及びパックなどの基礎化粧料
；洗顔料やクレンジング、ボディ洗浄料などの洗浄料、入浴剤などとすることができる。
【００７８】
　本発明の組成物は内服用組成物としても外用組成物としても好適に用いられ得る。
【００７９】
　本発明の組成物は顕著なコラーゲン産生促進能を有するので、細胞におけるコラーゲン
産生を促進するために好適に使用され得る。例えば、本発明の組成物は、コラーゲンの減
少や変性などに伴う各種障害（角膜潰瘍などの角膜障害、リューマチ，関節炎，変形性関
節炎，骨関節炎などの関節障害、炎症性障害等）の治療又は予防用組成物、コラーゲンの
減少や変性などに起因する美容上の問題を予防又は治療するための組成物（例えば、紫外
線曝露や加齢等によるコラーゲンの減少や変性などに起因する皮膚のシワもしくはタルミ
の予防および／または改善のための組成物、或いはコラーゲンの減少や変性などに起因す
る皮膚の弾力性もしくはハリの低下に対する予防および／または改善のための組成物等）
等として好適に用いることができる。
【００８０】
　また本発明の組成物は、線維芽細胞増殖促進能を有するので、例えば、線維芽細胞の減
少や不活性化などに伴う美容上の問題を予防又は治療するための組成物（例えば、紫外線
曝露や加齢等による線維芽細胞の減少や不活性化などに起因する皮膚のシワもしくはタル
ミの予防および／または改善のための組成物、或いは線維芽細胞の減少や不活性化などに
起因する皮膚の弾力性もしくはハリの低下に対する予防および／または改善のための組成
物等）等として好適に用いることができる。
【実施例】
【００８１】
　以下に、実施例に基づいて本発明を詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例によっ
て限定されるものではない。
【００８２】
　実施例１
　ダイズタンパク質のサーモリシン分解物の調製
　粉末状分離ダイズタンパク質（製品名「PR-800」、不二製油株式会社製）50gを2Ｌの蒸
留水に分散し、0.1N NaOHでpH8.0に調整した。500mgのサーモリシン（EC3.4.24.4、Bacil
lus thermoproteolyticus由来、製品名「サモアーゼPC10F」、大和化成株式会社製、100 
units/mg）を添加して、60℃で15時間での分解を行なった。反応後、100℃で10分間煮沸
してサーモリシンを失活させた。放冷後、25gのろ過助剤（ラジオライト500、昭和化学工
業株式会社）を添加し、撹拌した後、ろ過を行なった。得られたろ液を500ｍｌまで減圧
濃縮し、その後凍結乾燥をして、最終的に約26ｇのダイズタンパク質サーモリシン分解物
を得た。
【００８３】
　このようにして得られた分解物の平均分子量をＧＰＣ法により測定した。凍結乾燥後の
ダイズサーモリシン分解物１００ｍｇを、０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０
）２．０ｍｌ中に溶解し、被験溶液とした。Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ２５（Ｍｅｄｉｕｍタ
イプ、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製）を充填したカラム（φ２．６×
１００ｃｍ）を、同じ０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０）で平衡化した。こ
のカラムに被験溶液を２．０ｍｌ負荷して、流速１．０ｍｌ／分で溶出した。分子量既知
のペプチド標品として、Ｉｎｓｕｌｉｎ（ウシ膵臓由来、シグマ社製、分子量５７３３）
、Ｉｎｓｕｌｉｎ　Ａ　ｃｈａｉｎ（ウシ膵臓由来、シグマ社製、分子量２５３２）、お
よびＢｒａｄｙｋｉｎｉｎ（シグマ社製、分子量１０５０）を用いた。２１４ｎｍでペプ
チドを検出し、溶出時間から分子量分布および平均分子量を推定した。その結果、上記方
法により得られたダイズサーモリシン分解物の平均分子量は、約１５００であることが推
定された。
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　実施例２
　皮膚線維芽細胞におけるコラーゲン産生検定
　ヒト正常皮膚由来線維芽細胞（ＣＲＬ－１８３６）を、４８ウェルカルチャープレート
中で培養した。より詳細には、１．０×１０４細胞／ウェルの密度でプレートに播種し、
３７℃で、５％炭酸ガスおよび９５％空気の環境下で２日間培養を行った。培養液は、Ｄ
ｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）に牛胎
仔血清（ＦＢＳ）を１０重量％の濃度で含有した培地を各ウェル４００μｌずつ使用した
。次いで、ＦＢＳを添加しない上記培養液すなわち無血清培地に交換し、さらに１日間培
養した。その後、培養液を除去し、下記の表１に示す被験薬をそれぞれの濃度で溶解した
４００μｌの無血清培地に交換して培養した。一方、Ｌ－アスコルビン酸もダイズサーモ
リシン分解物も添加しない無血清培地を４００μｌ添加したものをコントロールとして用
いた。３日間培養した後、培養液を採取し、培養液中に分泌されたタイプＩコラーゲン濃
度を、酵素結合免疫測定法（Ａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　Ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎ　ｔｙｐｅ
Ｉ　Ｃ－ｐｅｐｔｉｄｅ　ＥＩＡ　Ｋｉｔ；タカラバイオ株式会社製）で定量した。定量
結果をもとに、コントロール培養液中のタイプＩコラーゲン量を100％として各被験培養
液中のコラーゲン量を算出した。この結果を表１に纏める。
【００８４】
【表１】

【００８５】
　この結果から、Ｌ－アスコルビン酸とダイズサーモリシン分解物とを併用した培養液で
培養した細胞では、Ｌ－アスコルビン酸単独の培養液で培養した場合よりもコラーゲン産
生量が顕著に増加し、ダイズタンパク質をサーモリシンという特定のプロテアーゼで処理
することにより得られる分解物がＬ－アスコルビン酸のコラーゲン産生促進能を飛躍的に
増強し得ることが実証された。
　また、Ｌ－アスコルビン酸とダイズサーモリシン分解物とを組み合わせることにより得
られるコラーゲン産生促進作用は、相乗効果的に著しく高いものであることも同時に認め
られた。
【００８６】
　さらに培養液を採取した後の細胞についてＷＳＴ－１法により生細胞数を計測した。よ
り詳細には、４００μｌ培地中１０μｌの割合でＷＳＴ－１試薬を添加したものに培地交
換し、次いで４５分間培養後、その上清を２００μｌ分取し吸光度を測定した。その結果
、Ｌ－アスコルビン酸とダイズサーモリシン分解物とを併用した培養液で培養されること
による生細胞数の有意な減少は認められず、生体に対して安全に使用できるものであるこ
とが確認された。
【００８７】
　実施例３
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　ダイズサーモリシン分解物の分子量分画物の調製
　ダイズサーモリシン分解物の分子量分画物を用いても、Ｌ－アスコルビン酸のコラーゲ
ン産生促進能を増強し得るかどうかを探るため、被験材料として、実施例１で調製したダ
イズサーモリシン分解物の他に、ダイズタンパク質のサーモリシン分解物の分子量分画物
の調製を行った。
【００８８】
　具体的には、脱脂大豆粉末（商品名プロファム９７４、ＡＤＭファーイースト株式会社
製）１ｇを４０ｍｌの蒸留水に分散し、０．１Ｎ　ＮａＯＨでｐＨ８．５に調整した。こ
れに５０ｍｇのサーモリシン（製品名「サモアーゼＰＣ１０Ｆ」、大和化成株式会社製）
を添加して、６０℃で１５時間での分解を行った。反応後、１００℃で１０分間煮沸して
サーモリシンを失活させた。放冷後、１ｇのろ過助剤（ラジオライト５００、昭和化学工
業株式会社）を添加し、撹拌した後、ろ過を行った。
【００８９】
　上述のようにして得られたろ液４０ｍｌを、強酸性イオン交換樹脂（商品名「Ｄｏｗｅ
ｘ　５０Ｗ×２，Ｈ＋ｆｏｒｍ，５０－１００ｍｅｓｈ」、ダウケミカルカンパニー製）
を充填した１５０ｍｌ容カラムに通した後、カラムの５倍容の脱イオン水で洗浄し、非ペ
プチド成分を除去した。２Ｍのアンモニア溶液を通液し、カラム吸着成分を溶出させて、
ペプチド画分を回収した。エバポレーターを用いてアンモニアを除去し、更に濃縮して乾
固させた。５ｍｌの水を加えて乾固物を溶解した後、遠心分離（１０，０００ｒｐｍ、３
０分間）を行い、不溶物を除去した。その上清を凍結乾燥した結果、ダイズタンパク質の
サーモリシン加水分解物として、１２５ｍｇの粗ペプチドが得られた。
【００９０】
　次いで、ＧＰＣ法により分子量分画を行った。Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５（Ｍｅｄｉ
ｕｍタイプ、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製）を充填したカラム（φ２
．６×１００ｃｍ）を０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０）で平衡化した。次
いで、このカラムに、凍結乾燥後の上記粗ペプチド１２５ｍｇを０．１Ｍリン酸ナトリウ
ム緩衝液（ｐＨ７．０）２．０ｍｌ中に溶解した粗ペプチド溶液を全量負荷し、流速１．
０ｍｌ／分で溶出した。分子量既知のペプチド標品として、実施例１で使用したものと同
様の標品を用い、２１４ｎｍでペプチドを検出した。溶出時間から分子量分布および平均
分子量を推定した。分子量分布３０００～３４００（平均分子量約３２００）のフラクシ
ョン（Ｆ１）、分子量分布２０００～３０００（平均分子量約２５００）のフラクション
（Ｆ２）、分子量分布１０００～２０００（平均分子量約１５００）のフラクション（Ｆ
３）、および分子量分布１００～１０００（平均分子量約５５０）のフラクション（Ｆ４
）を得た。これらを脱塩処理後に凍結乾燥することにより、２６．０ｍｇ（Ｆ１）、３２
．８ｍｇ（Ｆ２）、１６．４ｍｇ（Ｆ３）および４．２ｍｇ（Ｆ４）の粉末を得た。
【００９１】
　実施例４
　ダイズサーモリシン分解物の分子量分画物のコラーゲン産生促進能検定
　以上のようにして調製された分子量分画物を用いて、コラーゲン産生促進能の検定を行
った。
　まず、ヒト正常皮膚由来線維芽細胞（ＣＲＬ－１８３６；ＡＴＣＣ）を、４８ウェルカ
ルチャープレート中で培養した。より詳細には、１２５００細胞／１ｃｍ２密度でプレー
トに播種し、３７℃で、５％炭酸ガスおよび９５％空気の環境下で約７２時間培養を行っ
た。培養液は、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ（
Ｄ－ＭＥＭ）に牛胎仔血清（ＦＢＳ）を１０重量％の濃度で含有した培地を各ウェル５０
０μｌずつ使用した。細胞がコンフルエントになった時点で、培養液を除去し、下記の表
２に示す被験物を１００μｇ／ｍｌ添加したＤ－ＭＥＭ培地を５００μｌずつ添加した。
なお、実施例１で調製したダイズサーモリシン分解物も実施例３で調製した分子量分画物
も添加しない培地を５００μｌ添加したものをコントロールとして用いた。７２時間培養
した後、培養液を採取し、培養液中に分泌されたタイプＩコラーゲン濃度を、酵素結合免
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ｉｄｅ　ＥＩＡ　Ｋｉｔ；タカラバイオ株式会社製）で定量した。定量結果をもとに、コ
ントロール培養液中のタイプＩコラーゲン量を100％として各被験培養液中のタイプＩコ
ラーゲン量を算出した。結果を表２に纏める。
【００９２】
【表２】

【００９３】
　以上の結果に示されるように、ダイズサーモリシン分解物の分子量分画物を用いる場合
であっても、実施例２で実証されたダイズサーモリシン分解物と同様に、Ｌ－アスコルビ
ン酸のコラーゲン産生促進能を増強できるものと認められた。
【００９４】
　実施例５
　皮膚線維芽細胞の増殖促進試験
　上記実施例２において認められた、アスコルビン酸類とダイズサーモリシン分解物との
併用によるコラーゲン産生促進効果の作用機序について詳しく調べるため、コラーゲンを
産生する線維芽細胞の増殖に対する両成分の影響を検討した。
　＜１＞ Ｌ－アスコルビン酸とダイズサーモリシン分解物の併用作用：
　ヒト正常皮膚由来線維芽細胞（ＮＨＤＦ；ＣＲＬ－２０８９）を、９６ウェルカルチャ
ープレート中で培養した。より詳細には、１２８０細胞／ウェルの密度でプレートに播種
し、３７℃で、５％炭酸ガスおよび９５％空気の環境下で２４時間培養を行った。培養液
は、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）
に牛胎仔血清（ＦＢＳ）を１０重量％の濃度で含有した培地を各ウェル２００μｌずつ使
用した。次いで、上記培養液からＦＢＳを抜いた無血清培地に交換し、さらに２４時間培
養した。その後、培養液を除去し、下記の表３に示す被験薬をそれぞれの濃度で溶解した
２００μｌの無血清培地に交換して培養した。一方、Ｌ－アスコルビン酸もダイズサーモ
リシン分解物も添加しない無血清培地を２００μｌ添加したものをコントロールとして用
いた。さらに２４時間培養した後、ＷＳＴ－１法よりも高感度とされているＷＳＴ－８法
にて各ウェル中の生細胞数を計測した（Ｃｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｉｎｇ　Ｋｉｔ－８；（株
）同仁化学研究所製）。測定結果をもとに、コントロールにおける生細胞数を１００％と
して、各被験薬添加群の生細胞数（％）を算出した。この結果を表３に纏める。
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【表３】

【００９５】
　この結果から、Ｌ－アスコルビン酸とダイズサーモリシン分解物とを併用した培養液で
培養した場合には、それぞれを単独で用いて培養する場合と比較して、線維芽細胞数が相
乗的に増加することが認められた。しかしここで確認された相乗的な線維芽細胞増殖促進
効果は、両者の併用による飛躍的に高いコラーゲン産生促進効果に比べるとやや緩やかな
ものであると考えられた。そのため、線維芽細胞増殖促進作用は、両成分の併用により奏
される飛躍的に高いコラーゲン産生促進の作用機序の一端を担う可能性はあるものの、こ
の線維芽細胞増殖促進作用のみにより、あれほどまでに高いコラーゲン産生促進効果が得
られたとは考え難く、両成分の併用によるコラーゲン産生促進作用には、その他の作用機
序も関与していることが示唆された。
【００９６】
　＜２＞ リン酸Ｌ－アスコルビルマグネシウムとダイズサーモリシン分解物の併用作用
：
　Ｌ－アスコルビン酸に代えて、リン酸Ｌ－アスコルビルマグネシウムを用い、上記＜１
＞と同様にして、ヒト正常皮膚由来線維芽細胞に対する増殖促進作用を調べた。その結果
を、下記の表４に纏める。

【表４】

【００９７】
　この結果から、リン酸Ｌ－アスコルビルマグネシウムとダイズサーモリシン分解物を併
用する場合であっても、相乗効果的に線維芽細胞数を増加させ得ることが明らかとなった
。
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【００９８】
　以下に製剤実施例を挙げるが、本発明はこれらの実施例に限られるものではない。
【００９９】
　製剤実施例１：乳液
　〔成分〕　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔比率〕
　アスコルビン酸グルコシド　　　　　　　　　　　　　　　　　２．０
　ダイズタンパク質のサーモリシン分解物（平均分子量1500）　　０．５
　スクワラン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２．０
　流動パラフィン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　５．０
　セタノール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．５
　モノステアリン酸グリセリル　　　　　　　　　　　　　　　　２．０
　ＰＯＥ（25）セチルエーテル　　　　　　　　　　　　　　　　２．０
　トリエタノールアミン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．８
　グリセリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　４．０
　１,３-ブチレングリコール　　　　　　　　　　　　　　　　　６．０
　防腐剤 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　適量
　香料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　適量
　精製水 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　適量　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００．０重量％
【０１００】
　製剤実施例２：クリーム
　〔成分〕　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔比率〕
　テトライソパルミチン酸アスコルビル（ＶＣＩＰ）　　　　　　１．０
　ダイズタンパク質のサーモリシン分解物（平均分子量1500）　　１．０
　ワセリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０
　スクワラン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　５．０
　流動パラフィン 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０．０
　ステアリン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．５
　ステアリルアルコール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２．０
　モノステアリン酸グリセリル　　　　　　　　　　　　　　　　２．０
　ＰＯＥ(20)セチルエーテル　　　　　　　　　　　　　　　　　３．０
　トリエタノールアミン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０
　グリセリン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　６．０
　１,３-ブチレングリコール　　　　　　　　　　　　　　　　　８．０
　防腐剤 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　適量
　香料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　適量
　精製水 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　適量　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００．０重量％
【０１０１】
　製剤実施例３：化粧水
　〔成分〕　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔比率〕
　Ｌ－アスコルビン酸モノリン酸エステルナトリウム塩　　　　　０．２
　ダイズタンパク質のサーモリシン分解物（平均分子量1500）　　０．１
　ＰＯＥ（２０）ソルビタンモノイソステアリン酸エステル　　　０．３
　コハク酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．２
　コハク酸ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．５
　エデト酸三ナトリウム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０５
　１,３-ブチレングリコール　　　　　　　　　　　　　　　　　６．０
　防腐剤 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　適量
　香料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　適量
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　精製水 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　適量　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００．０重量％
【０１０２】
　製剤実施例４：飲料
　〔成分〕　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔比率〕
　Ｌ－アスコルビン酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．５
　ダイズタンパク質のサーモリシン分解物（平均分子量1500）　　１．０
　ビタミンＢ２　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．００５
　エリスリトール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１０.０
　酸味料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０
　甘味料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１．０
　香料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
　精製水　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　残量　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００．０重量％
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