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(57)【要約】
クワ科ファミリーの多数の種の抽出物は、エストロゲン
性特性を有する。例えば、シソ科ファミリーのセイタカ
ナミキソウ種の水溶性およびエタノール性抽出物は、Ｅ
Ｒα＋およびＥＲβ＋の両方においてエストロゲン性特
性を有する。これらのエストロゲン性効果は、エストロ
ゲン応答因子（ＥＲＥ）の刺激および腫瘍壊死因子（Ｔ
ＮＦ）の抑制を含む。更年期症候、乳癌および／もしく
は子宮癌ならびに骨粗鬆症を治療するための方法が提供
される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　エストロゲン応答因子の制御下で遺伝子の発現を調節する組成物であって、シソ科ファ
ミリーの分類学的種セイタカナミキソウのメンバーから得られる１つもしくはそれ以上の
化合物を含む、組成物。
【請求項２】
　前記シソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウのメンバーから得られる１つも
しくはそれ以上の化合物が、水性抽出物、エタノール性抽出物、精製抽出物もしくは分配
抽出物中で抽出される、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記抽出物が、エタノール性抽出物である、請求項１～２のいずれかに記載の組成物。
【請求項４】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、更年期症状を治療もしくは
予防する、骨粗鬆症を治療もしくは予防する、新生物を治療もしくは予防する、循環器疾
患を治療もしくは予防する、またはその組み合わせである、請求項１～３のいずれかに記
載の組成物。
【請求項５】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、骨粗鬆症を治療もしくは予
防する、請求項１～４のいずれかに記載の組成物。
【請求項６】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、のぼせ症を治療もしくは予
防する、請求項１～４のいずれかに記載の組成物。
【請求項７】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、新生物を治療もしくは予防
する、請求項１～４のいずれかに記載の組成物。
【請求項８】
　前記新生物が、乳房過形成、乳房腫瘍、子宮過形成、子宮腫瘍、子宮頚部過形成、子宮
頚部腫瘍、卵巣過形成、卵巣腫瘍、卵管過形成、卵管腫瘍である、請求項１～４もしくは
７のいずれかに記載の組成物。
【請求項９】
　エストロゲン応答因子の制御下で遺伝子の発現を調節する方法であって、対象に、治療
上有効量のシソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウのメンバーから得られる１
つもしくはそれ以上の化合物を含む組成物を投与することを含む、方法。
【請求項１０】
　前記シソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウのメンバーから得られる１つも
しくはそれ以上の化合物が、水性抽出物、エタノール性抽出物、精製抽出物もしくは分配
抽出物中で抽出される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記抽出物が、エタノール性抽出物である、請求項９～１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、更年期症状を治療もしくは
予防する、骨粗鬆症を治療もしくは予防する、新生物を治療もしくは予防する、循環器疾
患を治療もしくは予防する、またはその組み合わせである、請求項９～１１のいずれかに
記載の組成物。
【請求項１３】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、骨粗鬆症を治療もしくは予
防する、請求項９～１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、のぼせ症を治療もしくは予
防する、請求項９～１２のいずれかに記載の方法。
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【請求項１５】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、新生物を治療もしくは予防
する、請求項９～１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　前記新生物が、乳房過形成、乳房腫瘍、子宮過形成、子宮腫瘍、子宮頚部過形成、子宮
頚部腫瘍、卵巣過形成、卵巣腫瘍、卵管過形成、卵管腫瘍である、請求項９～１２もしく
は１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　薬物の製造のための、シソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウのメンバーか
ら得られる１つもしくはそれ以上の化合物を含む組成物の使用。
【請求項１８】
　前記シソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウのメンバーから得られる１つも
しくはそれ以上の化合物が、水性抽出物、エタノール性抽出物、精製抽出物もしくは分配
抽出物中で抽出される、請求項１７に記載の使用。
【請求項１９】
　前記抽出物が、エタノール性抽出物である、請求項１７～１８のいずれかに記載の使用
。
【請求項２０】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、更年期症状を治療もしくは
予防する、骨粗鬆症を治療もしくは予防する、新生物を治療もしくは予防する、循環器疾
患を治療もしくは予防する、またはその組み合わせである、請求項１７～１９のいずれか
に記載の使用。
【請求項２１】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、骨粗鬆症を治療もしくは予
防する、請求項１７～２０のいずれかに記載の使用。
【請求項２２】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、のぼせ症を治療もしくは予
防する、請求項１７～２０のいずれかに記載の使用。
【請求項２３】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、新生物を治療もしくは予防
する、請求項１７～２０のいずれかに記載の使用。
【請求項２４】
　前記新生物が、乳房過形成、乳房腫瘍、子宮過形成、子宮腫瘍、子宮頚部過形成、子宮
頚部腫瘍、卵巣過形成、卵巣腫瘍、卵管過形成、卵管腫瘍である、請求項１７～２０もし
くは２３のいずれかに記載の使用。
【請求項２５】
　エストロゲン性作用を誘発する方法であって、対象に、治療上有効量のシソ科ファミリ
ーの分類学的種セイタカナミキソウのメンバーから得られる１つもしくはそれ以上の化合
物を含む組成物を投与することを含む、方法。
【請求項２６】
　前記シソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウのメンバーから得られる１つも
しくはそれ以上の化合物が、水性抽出物、エタノール性抽出物、精製抽出物もしくは分配
抽出物中で抽出される、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記抽出物が、エタノール性抽出物である、請求項２５～２６のいずれかに記載の方法
。
【請求項２８】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、更年期症状を治療もしくは
予防する、骨粗鬆症を治療もしくは予防する、新生物を治療もしくは予防する、循環器疾
患を治療もしくは予防する、またはその組み合わせである、請求項２５～２７のいずれか
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に記載の方法。
【請求項２９】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、骨粗鬆症を治療もしくは予
防する、請求項２５～２８のいずれかに記載の方法。
【請求項３０】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、のぼせ症を治療もしくは予
防する、請求項２５～２８のいずれかに記載の方法。
【請求項３１】
　エストロゲン応答因子の制御下での遺伝子の発現の調節が、新生物を治療もしくは予防
する、請求項２５～２８のいずれかに記載の方法。
【請求項３２】
　前記新生物が、乳房過形成、乳房腫瘍、子宮過形成、子宮腫瘍、子宮頚部過形成、子宮
頚部腫瘍、卵巣過形成、卵巣腫瘍、卵管過形成、卵管腫瘍である、請求項２５～２８もし
くは３１のいずれかに記載の方法。
【請求項３３】
　エストロゲン応答因子の制御下で遺伝子の発現を調節する方法であって、複数の細胞と
、治療上有効量のシソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウから選択される植物
種の抽出物を含む組成物とが接触することを含む、方法。
【請求項３４】
　前記細胞が、ＥＲα、ＥＲβもしくはその組み合わせを発現する、請求項３３に記載の
方法。
【請求項３５】
　前記複数の細胞と、治療上有効量のシソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウ
から選択される植物種の抽出物を含む組成物との接触することが、インビトロまたはイン
ビボで起こる、請求項３３～３４のいずれかに記載の方法。
【請求項３６】
　複数の細胞を細胞培地内でレポーター構築物を用いて形質転換することをさらに含み、
前記レポーター構築物が、レポーター遺伝子を含み、前記レポーター遺伝子の発現が、１
つもしくはそれ以上のエストロゲン応答因子および／もしくはエストロゲン受容体に作動
可能に連結している、請求項３３～３５のいずれかに記載の方法。
【請求項３７】
　前記細胞が、Ｕ９３７、Ｕ２ＯＳ、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５、ＭＣＦ－７、もしくはその
組み合わせから選択される株化細胞に由来する、請求項３３～３６のいずれかに記載の方
法。
【請求項３８】
　前記エストロゲン応答因子制御遺伝子が、ＥＲＥ－ｔｋ－Ｌｕｃである、請求項３３～
３７のいずれかに記載の方法。
【請求項３９】
　前記エストロゲン応答因子および／もしくは前記エストロゲン受容体が、細胞内で異質
に発現する、請求項３３～３８のいずれかに記載の方法。
【請求項４０】
　ＴＮＦ応答因子の制御下で遺伝子の発現を調節する方法であって、前記方法が、複数の
細胞を、治療上有効量のシソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウから選択され
る植物種の抽出物を含む組成物と接触させることを含む、方法。
【請求項４１】
　前記ＴＮＦ応答因子制御遺伝子が、ＴＮＦαもしくはＴＮＦ　ＲＥ－Ｌｕｃである、請
求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記細胞が、ＥＲα、ＥＲβもしくはその組み合わせを発現する、請求項４０～４１に
記載の方法。
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【請求項４３】
　前記複数の細胞と、治療上有効量のシソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウ
から選択される植物種の抽出物を含む組成物とが接触することが、インビトロもしくはイ
ンビボで起こる、請求項４０～４２のいずれかに記載の方法。
【請求項４４】
　前記細胞が、Ｕ９３７、Ｕ２ＯＳ、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５、ＭＣＦ－７、もしくはその
組み合わせから選択される株化細胞に由来する、請求項４０～４３のいずれかに記載の方
法。
【請求項４５】
　前記ＴＮＦ応答因子および／もしくは前記エストロゲン受容体が、細胞内で内因的に発
現する、請求項４０～４４のいずれかに記載の方法。
【請求項４６】
　前記ＴＮＦ応答因子および／もしくは前記エストロゲン受容体が、細胞内で異質に発現
する、請求項４０～４５のいずれかに記載の方法。
【請求項４７】
　シソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウのメンバーから１つもしくはそれ以
上の化合物を得る方法であって：
　（ａ）シソ科ファミリーのセイタカナミキソウのメンバー由来の植物物質と、抽出媒体
とが接触すること、および
　（ｂ）前記植物物質の抽出媒体とが接触した後、抽出媒体と植物物質とを分離すること
、
　を含む、方法。
【請求項４８】
　温度が、約５０℃と約８０℃の間である、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　温度が、約７５℃である、請求項４７～４８のいずれかに記載の方法。
【請求項５０】
　前記抽出物をさらに精製もしくは分配して、精製抽出物もしくは分配抽出物を形成する
ことをさらに含む、請求項４７～４９のいずれかに記載の方法。
【請求項５１】
　前記精製することもしくは分配することが、クロマトグラフィーの１もしくはそれ以上
の段階により行われる、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　前記クロマトグラフィーが、イオン交換クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー
、順相クロマトグラフィー、排除クロマトグラフィーもしくはアフィニティークロマトグ
ラフィーからなる群から選択される少なくとも１段階を含む、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　前記クロマトグラフィーが、イオン交換クロマトグラフィーであり、前記イオン交換ク
ロマトグラフィーが、陰イオン交換クロマトグラフィーもしくは陽イオン交換クロマトグ
ラフィーである、請求項５１～５２のいずれかに記載の方法。
【請求項５４】
　前記クロマトグラフィーが、逆相クロマトグラフィーである、請求項５１に記載の方法
。
【請求項５５】
　前記クロマトグラフィーが、順相クロマトグラフィーである、請求項５１に記載の方法
。
【請求項５６】
　前記クロマトグラフィーが、高速液体クロマトグラフィーである、請求項５１～５５の
一項に記載の方法。
【請求項５７】
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　前記高速液体クロマトグラフィーが、分取スケール高速液体クロマトグラフィーである
、請求項５６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、植物抽出物組成物に関し、より詳細には、シソ科ファミリーのセイタカナミ
キソウ（Ｓｃｕｔｔｅｌａｒｉａ　ｂａｒｂａｔａ　Ｄ．Ｄｏｎ）種に属する植物種の抽
出物を含む組成物に関する。本発明はさらに、当該植物抽出物組成物の使用方法および製
造方法に関する。
（関連出願）
【０００２】
　本願は、米国特許仮出願第６０／９７０，７９３号（２００７年９月７日出願）の利益
を主張し、その内容はその全体が参照として本明細書中に援用される。
【背景技術】
【０００３】
　ホルモン補充療法（ＨＲＴ）は、骨粗鬆症、閉経後の女性における循環器疾患の増加し
たリスク、ならびにのぼせ症、性欲減退および抑鬱などの更年期症状などの種々の症状を
治療するのに首尾良く用いられてきた。しかしながら，エストラジオール（Ｅ２）を単独
でもしくはプロゲスチンとの組み合わせでのいずれかで用いるＨＲＴは、望ましくない影
響をもたらし得る。実際に、最近のＷｏｍｅｎ’ｓ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｉｎｉｔｉａｔｉｖ
ｅ（ＷＨＩ）の研究は、ＨＲＴが乳癌の３５％増加したリスクに関連することが予備的結
果により示されたとき、急に中止された。
【０００４】
　乳癌は、タモキシフェンなどのいわゆる選択的エストロゲン受容体調節物質（ＳＥＲＭ
）を用いることにより治療もしくは予防され得る（タモキシフェンの承認の前は、閉経前
の女性の乳癌の治療には、エストロゲンの癌刺激効果を減少させるための卵巣の除去がし
ばしば含まれた）。タモキシフェンは、閉経前の女性の乳房組織におけるエストロゲンの
癌誘発効果を選択的に阻害するようである。別のＳＥＲＭであるラロキシフェンは、エス
トロゲン補充の代替として、骨粗鬆症の治療用に承認されている。ラロキシフェンの長期
投与は、骨組織においてエストロゲン性作用を選択的に誘発することに加えて、乳癌の割
合の減少にも関連することが、Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｏｕｔｃｏｍｅｓ　ｏｆ　Ｒａｌｏｘ
ｉｆｅｎｅ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ（ＭＯＲＥ）の研究で示された。
【０００５】
　タモキシフェンおよびラロキシフェンなどのＳＥＲＭは、乳房においてエストロゲンの
癌誘発効果の選択的減少を提供するが、それらはリスクがないわけではない。例えば、タ
モキシフェンおよびラロキシフェンでの治療の両方が、のぼせ症の発生率上昇に関連して
おり、また、タモキシフェンでの治療は、子宮（子宮内膜）癌のリスクを増加させること
が示された。
【０００６】
　シソ科ファミリーのセイタカナミキソウ半枝蓮（Ｂａｎ　Ｚｈｉ　Ｌｉａｎ（ＢＺＬ）
）の多様な栽培品種は、主に、四川省、江蘇省、江西省、福建省、広東省、広西省および
山西省の黄河の南東の地域で生育するが、これらに限定されない。植物は、それが開花（
５月～６月）した後、晩夏および初秋に収集される。地上部を根から切り取る。地上部（
葉および基部）のみをＢＺＬ１０１に用いる。薬草を天日で乾燥させ、全植物として包装
する。薬草は、葉と基部とを分離しない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明者は、骨粗鬆症、冠動脈心疾患および更年期症候の治療におけるエストロゲン補
充療法の成功、ならびに乳癌および骨粗鬆症の治療におけるタモキシフェンおよびラロキ
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シフェンなどのＳＥＲＭの成功にもかかわらず、エストロゲン性特性を有する組成物がな
お必要とされていることを認識した。さらに、本発明者は、天然の供給源から容易に得ら
れるエストロゲン性の組成物の必要性を同定した。このような組成物を製造する方法もま
た必要とされている。このようなエストロゲン性組成物を使用する方法もまた必要とされ
ている。本発明の組成物および方法は、上記の必要性を満たし、かつ、関連する利点を提
供する。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本明細書に開示される実施形態は、シソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウ
から選択される植物種の抽出物を含む植物抽出物組成物を提供する。いくつかの実施形態
では、抽出物は、水性抽出物、エタノール性抽出物、精製抽出物もしくは分配抽出物のい
ずれかである。いくつかの実施形態では、抽出物は、エタノール性抽出物である。
【０００９】
　いくつかの実施形態では、薬物の製造に用いるための、シソ科ファミリーのセイタカナ
ミキソウ種の植物種の抽出物を含む段落[０００８]の組成物を提供する。いくつかの実施
形態では、薬物は、エストロゲン性作用を有する。いくつかの実施形態では、エストロゲ
ン性作用は、少なくとも１つの更年期症状の治療もしくは予防、骨粗鬆症の治療もしくは
予防、子宮癌の治療もしくは予防、および循環器疾患の治療もしくは予防からなる群から
選択される少なくとも１つの作用である。いくつかの実施形態では、エストロゲン性作用
は、のぼせ症、不眠、腟乾燥、性欲減退、尿失禁および抑鬱の治療もしくは予防からなる
群から選択される少なくとも１つの更年期症状の治療もしくは予防を含む。いくつかの実
施形態では、エストロゲン性作用は、骨粗鬆症の治療もしくは予防を含む。いくつかの実
施形態では、エストロゲン性作用は、のぼせ症の治療もしくは予防を含む。いくつかの実
施形態では、エストロゲン性作用は、子宮癌もしくは乳癌の治療もしくは予防を含む。い
くつかの実施形態では、エストロゲン性作用は、乳房過形成、乳房腫瘍、子宮過形成、子
宮腫瘍、子宮頚部過形成、子宮頚部腫瘍、卵巣過形成、卵巣腫瘍、卵管過形成もしくは卵
管腫瘍のリスクを増加させることを含まない。いくつかの実施形態では、エストロゲン性
作用は、乳房過形成、乳房腫瘍、子宮過形成、子宮腫瘍、子宮頚部過形成、子宮頚部腫瘍
、卵巣過形成、卵巣腫瘍、卵管過形成もしくは卵管腫瘍のリスクを減少させることを含む
。
【００１０】
　いくつかの実施形態は、医薬の製造のための段落［０００８］の組成物の使用を提供す
る。いくつかの実施形態では、医薬は、エストロゲン性作用を有する。いくつかの実施形
態では、エストロゲン性作用は、少なくとも１つの更年期症状の治療もしくは予防、骨粗
鬆症の治療もしくは予防、子宮癌の治療もしくは予防、および循環器疾患の治療もしくは
予防からなる群から選択される少なくとも１つの効果である。いくつかの実施形態では、
エストロゲン性作用は、のぼせ症、不眠、腟乾燥、性欲減退、尿失禁、頭痛および抑鬱の
治療もしくは予防からなる群から選択される少なくとも１つの更年期症状の治療もしくは
予防を含む。いくつかの実施形態では、エストロゲン性作用は、骨粗鬆症の治療もしくは
予防を含む。いくつかの実施形態では、エストロゲン性作用は、のぼせ症の治療もしくは
予防を含む。いくつかの実施形態では、エストロゲン性作用は、子宮癌もしくは乳癌の治
療もしくは予防を含む。いくつかの実施形態では、医薬は、乳房過形成、乳房腫瘍、子宮
過形成、子宮腫瘍、子宮頚部過形成、頚部腫瘍、卵巣過形成、卵巣腫瘍、卵管過形成、卵
管腫瘍のリスクの統計学的に有意な増加を引き起こさない。いくつかの実施形態では、医
薬は、乳房過形成、乳房腫瘍、子宮過形成、子宮腫瘍、子宮頚部過形成、頚部腫瘍、卵巣
過形成、卵巣腫瘍、卵管過形成、卵管腫瘍のリスクの減少を引き起こす。
【００１１】
　本明細書に開示される実施形態は、さらに、エストロゲン的に有効量の段落［０００８
］のうちの１つの組成物を対象に投与することを含む、エストロゲン性作用を誘発する方
法を提供する。いくつかの実施形態では、抽出物は、水性抽出物、エタノール性抽出物、



(8) JP 2010-538093 A 2010.12.9

10

20

30

40

50

精製抽出物もしくは分配抽出物のいずれかである。いくつかの実施形態では、抽出物は、
エタノール性抽出物である。いくつかの実施形態では、エストロゲン性作用は、少なくと
も１つの更年期症状の治療もしくは予防、骨粗鬆症の治療もしくは予防、子宮癌の治療も
しくは予防、および循環器疾患の治療もしくは予防からなる群から選択される少なくとも
１つの作用である。いくつかの実施形態では、エストロゲン性作用は、のぼせ症、不眠、
腟乾燥、性欲減退、尿失禁および抑鬱の治療もしくは予防からなる群から選択される少な
くとも１つの更年期症状の治療もしくは予防を含む。いくつかの実施形態では、エストロ
ゲン性作用は、骨粗鬆症の治療もしくは予防を含む。いくつかの実施形態では、エストロ
ゲン性作用は、のぼせ症の治療もしくは予防を含む。いくつかの実施形態では、エストロ
ゲン性作用は、子宮癌の治療もしくは予防を含む。
【００１２】
　本明細書に開示される他の実施形態では、エストロゲン応答因子の制御下で遺伝子を活
性化させる方法であって、遺伝子に作動可能に連結したエストロゲン応答因子およびエス
トロゲン受容体を有する細胞に、当該遺伝子を活性化するのに十分な量の段落［０００８
］の組成物を投与することを含む、方法を提供する。いくつかの実施形態では、細胞はイ
ンビトロである。いくつかの実施形態では、細胞はインビボである。いくつかの実施形態
では、細胞はＥＲα＋乳房組織である。いくつかの実施形態では、細胞はＥＲβ＋乳房組
織である。いくつかの実施形態では、細胞はＥＲα／ＥＲβ＋乳房組織である。いくつか
の実施形態では、エストロゲン応答因子は形質転換細胞中で発現する。いくつかの実施形
態では、エストロゲン応答因子およびエストロゲン受容体は、形質転換細胞中で発現する
。いくつかの実施形態では、エストロゲン応答因子は、細胞内で異質に発現する。いくつ
かの実施形態では、エストロゲン応答因子およびエストロゲン受容体は、細胞内で異質に
発現する。いくつかの実施形態では、細胞は、Ｕ９３７、Ｕ２ＯＳ、ＭＤＡ－ＭＢ－４３
５、およびＥＲＥ制御遺伝子で形質転換されたＭＣＦ－７細胞からなる群から選択される
。いくつかの実施形態では、細胞は、ＥＲαを発現する。いくつかの実施形態では、細胞
は、ＥＲβを発現する。いくつかの実施形態では、ＥＲＥ制御遺伝子は、ＥＲＥ－ｔｋ－
Ｌｕｃである。
【００１３】
　本明細書に提供されるいくつかの実施形態は、ＴＮＦ　ＲＥ制御遺伝子の発現を抑制す
る方法であって、当該ＴＮＦ　ＲＥ制御遺伝子を抑制するのに有効な量の段落［０００８
］の組成物を、ＴＮＦ応答因子およびエストロゲン受容体の制御下での遺伝子を含む細胞
に投与することを含む方法を提供する。いくつかの実施形態では、ＴＮＦ　ＲＥ制御遺伝
子は、ＴＮＦ－αである。いくつかの実施形態では、ＴＮＦ　ＲＥ制御遺伝子は、ＴＮＦ
　ＲＥ－Ｌｕｃである。いくつかの実施形態では、細胞はインビトロである。いくつかの
実施形態では、細胞はインビボである。いくつかの実施形態では、細胞はＥＲ＋乳房組織
である。いくつかの実施形態では、細胞はＥＲα＋乳房組織である。いくつかの実施形態
では、細胞はＥＲβ＋乳房組織である。いくつかの実施形態では、ＴＮＦ応答因子は、細
胞内で内因的に発現する。いくつかの実施形態では、ＴＮＦ応答因子およびエストロゲン
受容体は、細胞内で内因的に発現する。いくつかの実施形態では、ＴＮＦ応答因子は、細
胞内で異質に発現する。いくつかの実施形態では、ＴＮＦ応答因子およびエストロゲン受
容体は、細胞内で異質に発現する。いくつかの実施形態では、エストロゲン受容体遺伝子
を含む細胞は、ＴＮＦ応答因子制御遺伝子で形質転換され、かつ、Ｕ９３７、Ｕ２ＯＳ、
ＭＤＡ－ＭＢ－４３５およびＭＣＦ－７細胞からなる群から選択される。いくつかの実施
形態では、エストロゲン受容体遺伝子は、ＥＲαを発現する遺伝子である。いくつかの実
施形態では、エストロゲン受容体遺伝子は、ＥＲβを発現する遺伝子である。
【００１４】
　本明細書に開示されるさらなる実施形態は、段落［０００８］の植物抽出物を製造する
方法であって、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウ種の植物から一定量の植物物質を
得ること、および当該植物物質を、約２５℃～１００℃の間の温度で水を含む抽出媒体と
接触させて、当該抽出媒体を当該植物物質から分離することを含む、方法を提供する。い
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くつかの実施形態では、抽出温度は、約５０℃～約８０℃の間である。いくつかの実施形
態では、抽出温度は、約７５℃である。
【００１５】
　本明細書に開示されるいくつかの実施形態は、段落［０００８］の植物抽出物を製造す
る方法であって、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウ種の植物から一定量の植物物質
を得ること、および当該植物物質を、約２５℃～７８℃の間の温度でエタノールを含む抽
出媒体と接触させて、当該抽出媒体を当該植物物質から分離することを含む、方法を提供
する。いくつかの実施形態では、抽出温度は、約５０℃～約７８℃の間である。いくつか
の実施形態では、抽出温度は、約７５℃である。
【００１６】
　本発明のこれらおよびさらなる態様、特徴および利点は、以下の開示を考慮したときに
当業者に明らかとなろう。
参照による援用
【００１７】
　本明細書中で言及する全ての刊行物および特許出願は、個々の刊行物および特許出願が
参照することにより援用されることが特にかつ個別に示されるのと同程度に、参照するこ
とにより本明細書中に援用される。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
　本発明の新規な特徴は、添付の特許請求の範囲に特に記載される。本発明の特徴および
利点のより良い理解は、本発明の原理が用いられている例示的な実施形態を記載した以下
の詳細な説明、および以下の添付の図面を参照することにより得られるであろう。
【００１９】
【図１】最小のチミジンキナーゼ（ｔｋ）プロモータに連結したエストロゲン応答因子を
コード化するＤＮＡおよびルシフェラーゼ（Ｌｕｃ）をコード化する配列で形質転換した
Ｕ９３７（ヒト単球）細胞における、エストロゲン受容体α（ＥＲα）、エストロゲン受
容体β（ＥＲβ）もしくは両方のいずれかの存在下で種々の濃度のエストラジオール（Ｅ

２）に対応したルシフェラーゼ発現のグラフである。Ｅ２の存在下で、ＥＲβは、ＥＲＥ
に対して、ＥＲαよりもずっと低い刺激効果を有する。
【００２０】
【図２】最小のチミジンキナーゼ（ｔｋ）プロモータに結合したエストロゲン応答因子を
コード化するＤＮＡおよびルシフェラーゼ（Ｌｕｃ）をコード化する配列で形質転換した
ＭＤＡ－ＭＢ－４３５（ヒト転移性乳癌）細胞における、エストロゲン受容体α（ＥＲα
）、エストロゲン受容体β（ＥＲβ）もしくは両方のいずれかの存在下で異なる濃度のエ
ストラジオール（Ｅ２）に対応したルシフェラーゼ発現のグラフである。Ｅ２の存在下で
、ＥＲβは、ＥＲαよりもずっと低いＥＲＥに対する刺激効果を有する。注目すべきは、
ＥＲαおよびＥＲβがこの株化細胞中で同時発現する場合、ＥＲβ発現は、Ｅ２の存在下
で、ＥＲαのＥＲＥ刺激効果を非常に減少させることである。
【００２１】
【図３】最小のチミジンキナーゼ（ｔｋ）プロモータに連結したエストロゲン応答因子を
コード化するＤＮＡおよびルシフェラーゼ（Ｌｕｃ）をコード化する配列で形質転換した
Ｕ２ＯＳ（ヒト骨肉腫）細胞における、エストロゲン受容体α（ＥＲα）もしくはエスト
ロゲン受容体β（ＥＲβ）のいずれかの存在下で、異なる濃度のシソ科ファミリーのセイ
タカナミキソウに対応したルシフェラーゼ発現のグラフである。シソ科ファミリーのセイ
タカナミキソウは、ＥＲβではＥＲＥへの刺激効果を有するが、ＥＲαでは有しない。
【００２２】
【図４】最小のチミジンキナーゼ（ｔｋ）プロモータに連結した腫瘍壊死因子応答因子（
ＴＮＦ　ＲＥ）をコード化するＤＮＡおよびルシフェラーゼ（Ｌｕｃ）をコード化する配
列で形質転換したＵ２ＯＳ（ヒト骨肉腫）細胞における、エストロゲン受容体α（ＥＲα
）もしくはエストロゲン受容体β（ＥＲβ）のいずれかの存在下で、異なる濃度のシソ科
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ファミリーのセイタカナミキソウに対応したルシフェラーゼ発現のグラフである。シソ科
ファミリーのセイタカナミキソウは、ＥＲβではＴＮＦ－ＲＥへの抑制効果を有するが、
ＥＲαでは有しない。
【００２３】
【図５】エストロゲン受容体結合アッセイのグラフである。エストロゲン受容体結合アッ
セイは、黒色Ｃｏｒｎｉｎｇ低容積３８４穴プレート中で、各キット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ＃Ｐ２６９８もしくは＃Ｐ２７００）に含まれるデータシートに概説されるプロトコ
ルに従って行った。各穴の総容積は２０μＬであり、全ての反応は３回行った。化合物を
、提供された１×スクリーニング緩衝液中で２×濃度まで希釈した。化合物の終濃度の範
囲は、１．４×１０－２ｍｇ／ｍＬ～２．７２４×１０－１１ｍｇ／ｍＬであった。各穴
は、１０μＬの２×濃度の化合物および１０μＬの２×濃度のＦｌｕｏｒｏｍｏｎｅなら
びにエストロゲン受容体（これは、各キットにも提供された）からなった。一旦希釈化合
物をｆｌｕｏｒｏｍｏｎｅおよびエストロゲン受容体と混合すると、プレートを穏やかに
混合し、暗所で２時間インキュベートした。各プレートを、蛍光偏光読取装置（Ｔｅｃａ
ｎ　ＧｅｎｉｏｓＰｒｏ）を用いて読み取り、データを、Ｓｉｇｍａｐｌｏｔを用いて分
析した。シソ科ファミリーのセイタカナミキソウは、エストロゲン受容体α（ＥＲα）、
エストロゲン受容体β（ＥＲβ）のいずれかの存在下で同様の結合親和性を有する。
【００２４】
【図６】最小のチミジンキナーゼ（ｔｋ）プロモータに連結したエストロゲン応答因子を
コード化するＤＮＡおよびルシフェラーゼ（Ｌｕｃ）をコード化する配列で形質転換した
Ｕ２ＯＳ（ヒト骨肉腫）における、エストロゲン受容体β（ＥＲβ）の存在下で、公知の
ＳＥＲＭ拮抗物質であるラロキシフェンおよびタモキシフェンに競合する、異なる濃度の
シソ科ファミリーのセイタカナミキソウに応答した、ルシフェラーゼ発現のグラフである
。ＥＲβでのＥＲＥへのシソ科ファミリーのセイタカナミキソウ刺激性効果は、タモキシ
フェンおよびラロキシフェンの存在下で抑制された。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　本発明は、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウと呼ばれる植物の分類学的種の抽出
物を含む植物抽出物組成物を提供する。本発明はまた、本発明の組成物を用いるエストロ
ゲン性方法を提供する。このようなエストロゲン性方法は、インビボでの方法およびイン
ビトロでの方法を含む。エストロゲン組成物は、エストラジオール（Ｅ２）およびエスト
ロゲン受容体（ＥＲ）によるエストロゲン応答因子（ＥＲＥ）の調節下で遺伝子の活性化
を拮抗する能力を有する。従って、適切なインビボ方法には、遺伝子発現のＥ２が刺激す
る活性化への拮抗作用に関連する医学的徴候の治療および／もしくは予防が挙げられる。
適切なインビトロ方法には、エストロゲン応答因子（ＥＲＥ）の制御下で遺伝子を活性化
する方法および腫瘍壊死因子（ＴＮＦ　ＲＥ）の制御下で遺伝子の発現を抑制する方法に
おける使用が挙げられる。本発明はさらに、本発明の抽出物を製造する方法を提供する。
【００２６】
　乳房新生物は、女性において診断される最も一般的な癌である。２０００年には、１８
４，０００の乳癌の新しい症例が診断され、４５，０００人の女性が乳癌で死亡した。乳
癌の原因はおそらく多元的であろうが、エストロゲンが乳癌を促進することを示す説得力
のある臨床的、疫学的および生物学的研究が存在する。（ａ）ホルモン補充療法（ＨＲＴ
）は、５１の研究のメタアナリシスにより、乳癌の３５％増加したリスクと関連する、（
ｂ）乳癌は、ＥＲに結合して乳房細胞中のエストロゲンの作用を拮抗するタモキシフェン
もしくはラロキシフェンにより予防され得る、（ｃ）乳癌を有する閉経前女性における両
側卵巣摘出は、生存率の増加をもたらす、（ｄ）エストロゲンへの多くの曝露（早発月経
もしくは遅い閉経期、相対リスクはそれぞれ１．３および１．５～２．０）は、乳癌の発
生率を増加する、（ｅ）エストロゲンは、ＥＲ陽性乳癌細胞の増殖を増加させる、および
（ｆ）エストロゲンは、サイクリンＤ１、ｃ－ｍｙｃおよびｃ－ｆｏｓなどの増殖促進遺
伝子の産生を増加させる。
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【００２７】
　約６０～７０％の乳腺腫瘍は、エストロゲン受容体を含む。数十年間にわたり、乳腺腫
瘍は、ＥＲの存在について分析されてきた。約７０％のＥＲ＋腫瘍が、抗エストロゲン療
法に応答性である。この知見は、ＥＲ＋腫瘍はＥＲ陰性腫瘍よりも良好な予後を有すると
いう概念をもたらした。しかしながら、ＥＲβの発見は、これらの解釈を複雑にし、かつ
、いくつかの深刻な臨床的疑問を提起した。ＥＲαおよびＥＲβの役割を理解することは
最も重要である。なぜなら、腫瘍がＥＲ＋であるかどうかを決定する現行の方法は、ＥＲ
αのみを検出する抗体を用いるからである。従って、臨床成績における乳腺腫瘍でのＥＲ
の影響を検査するほとんどの方法は、ＥＲαの状態のみを反映する。しかしながら、いく
つかの最近の研究は、ヒト乳腺腫瘍におけるＥＲβｍＲＮＡの存在を検出した。研究のほ
とんどは、ＥＲβを測定するのにＲＴ－ＰＣＲに頼っているが、これは、ＥＲβに対する
特異的および感受性の抗体がないからである。Ｄｏｔｚｌａｗらは、逆転写ＲＴ－ＰＣＲ
による乳腺腫瘍の組織診で、ＥＲβを初めて検出した。彼らは、７０％の乳腺腫瘍がＥＲ
βを発現し、９０％がＥＲαを発現することを確立した。さらに、彼らは、いくつかのＥ
Ｒ陰性株化細胞もまたＥＲβｍＲＮＡを発現することを実証した。これらの知見は、ＥＲ
βが乳腺腫瘍中で高度に発現し、かつ、多くの腫瘍においてＥＲαおよびＥＲβの両方が
しばしば同時発現することを示唆する。実際には、いくつかのＥＲ腫瘍は、ＥＲβを含む
。Ｄｏｔｚｌａｗらはまた、ＥＲβｍＲＮＡは、ＥＲ＋／ＰＲ－（ＰＲはプロゲスチン受
容体である）腫瘍において、ＥＲ＋／ＰＲ＋腫瘍と比べて有意に低いことを示した。著者
らは、この所見がＥＲβ発現がより悪い予後に関連することを示すことを示唆する。なぜ
なら、ＥＲ＋／ＰＲ＋はタモキシフェンに関連する可能性がより高いからである。他の研
究は、ＥＲβの存在が予後不良を与えることを示唆する。Ｓｐｅｉｒｓらは、ほとんどの
乳腺腫瘍がＥＲβｍＲＮＡを単独で、もしくはＥＲαｍＲＮＡと組み合わせて発現するこ
とを確立した。ＥＲαおよびＥＲβｍＲＮＡの両方を発現するこれらの腫瘍は、陽性リン
パ節に関連し、かつ、より高い悪性度の腫瘍として特徴付けられる傾向があった。さらに
、増加したＥＲβ発現は、化学発癌物質で処理したＭＣＦ－１０Ｆ細胞において起こるが
、このことは、ＥＲβの発現が、乳癌の発症および進行に寄与し得ることを示唆する。最
近、Ｊｅｎｓｅｎらは、２９の浸潤性乳腺腫瘍において、免疫組織化学（ＩＨＣ）により
ＥＲβの発現を分析した。彼らは、ＥＲβの発現は、細胞増殖の特定のマーカーであるＫ
ｉ６７およびサイクリンＡの上昇と関連することを確立した。さらに、これらの増殖マー
カーの最も高い発現は、ＥＲα＋／ＥＲβ＋腫瘍中に存在した。ＥＲα－ＴＥＲβ＋症例
の数は非常に少なかった（ｎ＝７）が、著者らは、ＥＲβが乳房腫瘍中での細胞増殖を媒
介することを示唆した。Ｓｐｅｉｒｓらはまた、ＥＲβｍＲＮＡが、タモキシフェン感受
性腫瘍と比べてタモキシフェン抵抗性腫瘍において顕著に上昇したことを報告した。
【００２８】
　対照的に、他の研究は、ＥＲβの存在が好ましい予後を与えることを示す。Ｉｗａｏら
は、乳腺腫瘍が浸潤前から浸潤に進行するにつれてＥＲαｍＲＮＡが上方制御され、かつ
ＥＲβｍＲＮＡが下方制御されることを実証した。Ｊａｒｖｉｎｅｎらは、凍結した腫瘍
切片のＩＨＣを用いて、ＥＲβの発現は、陰性腋窩結節の状態、低い悪性度および低いＳ
期画分と関連することを確立した。Ｏｍｏｔｏらの研究はまた、ＥＲβを含む腫瘍では無
病生存期間の割合がより高いことから、ＥＲβ陽性腫瘍はＥＲβ陰性腫瘍よりもより良好
な予後に相関することを確立した。ＥＲβの発現はまた、プロゲステロン受容体および高
分化型の乳腺腫瘍の存在との強い関連性を示した。ＥＲβのレベルは正常な乳腺組織で最
も高く、腫瘍が前癌性から癌性破壊（病変）に進行するに従って減少することもまた報告
されている。これらの研究は、ＥＲβが腫瘍抑制因子として機能し得、かつ、ＥＲβの損
失が乳房の発癌を促進することを示す。Ｍａｎｎらの研究では、１０％超の癌細胞におけ
るＥＲβの発現が、タモキシフェンで治療した女性の良好な生存率と関連したことが示さ
れた。これらの研究の集約は、ＥＲβの存在が好ましい予後を与えることを示す。ＲＴ－
ＰＣＲおよびＥＨＣのデータで一致しているのは、ＥＲβのアデノウイルス媒介発現が、
ＥＲ陰性株化細胞ＭＤＡ－ＭＢ－２３１の増殖のリガンド非依存性抑制をもたらすという
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報告である。
【００２９】
　これらの結果は、ＥＲβの病変形成および乳癌の予後における役割が不明であることを
実証する。いくつかの理由は、これらの研究の間の明らかな矛盾を説明し得る。第一に、
ＥＲβｍＲＮＡとＥＲβタンパク質との間には弱い相関性があり得る。この概念は、リガ
ンド結合アッセイにより検出可能なＥＲを有しないいくつかのＥＲ陰性株化細胞における
ＥＲβｍＲＮＡの存在という点で一致する。第二に、ＩＨＣの研究は、特異性および感受
性について不十分に特徴付けられた異なる市販のＥＲβ抗体を用いている。第三に、結論
のほとんどは、少数の乳癌症例に基づいている。明らかに、乳癌におけるＥＲαおよびＥ
Ｒβの役割を明らかにするためにより多くの研究が必要である。
【００３０】
　乳癌におけるアジュバント治療および化学防御としてのＳＥＲＭの役割：エストロゲン
は乳癌細胞の増殖を促進するので、エストロゲンの乳腺腫瘍に対するこの効果を阻害する
ために、いくつかの治療方法が行われてきた。これらのストラテジーには、卵巣切除、抗
エストロゲン剤、性腺刺激ホルモン放出ホルモン類似体もしくはアロマターゼ阻害剤、エ
ストロゲンの産生を減少させるかもしくはエストロゲンの作用を阻害するかのいずれかに
よる研究が挙げられる。これらのストラテジーはいずれも、ＥＲαおよびＥＲβの両方の
作用を非選択的に阻害する。乳腺腫瘍を予防および治療するために臨床的に用いられる最
も一般的なアプローチは、選択的エストロゲン受容体調節物質（ＳＥＲＭ）、タモキシフ
ェンおよびラロキシフェンである。
【００３１】
　タモキシフェンは、プロトタイプＳＥＲＭである非ステロイド性トリフェニルエチレン
誘導体である。なぜなら、これは、乳房などのいくつかの組織で拮抗作用を示すが、子宮
内膜および骨などの他の組織で刺激薬作用を有するからである。タモキシフェンは、エス
トロゲン受容体陽性乳癌を有する女性の乳房腫瘍の再発を低減するためのアジュバント療
法として、その臨床的有効性が広範に研究されてきた。５年のタモキシフェン治療は、再
発のリスクを４２％、乳癌での死亡率を２２％、および対側一次乳房腫瘍を減少させる。
ＥＲ陽性乳房腫瘍のおよそ約２／３はタモキシフェンに応答するが、一方、ＥＲ陰性腫瘍
を有する女性にアジュバントタモキシフェンが有効であることを示す証拠はほとんどない
。最近、米国乳癌予防試験（Ｕ．Ｓ．Ｂｒｅａｓｔ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏ
ｎ　Ｔｒｉａｌ）（ＢＣＰＴ）は、タモキシフェンが、乳癌のリスクが高いと考えられる
女性において一次浸潤性乳癌のリスクを４９％減少させることを実証した。これらの研究
は、タモキシフェンが、乳癌の病歴を有する女性における最良の有効なアジュバント治療
であり、かつ、乳癌の発症のリスクが高い女性のための有効な化学予防薬であることを実
証する。
【００３２】
　ラロキシフェンは、骨粗鬆症の予防および治療用に最近承認されたＳＥＲＭのベンゾチ
オフェンクラスのメンバーである。ラロキシフェンは、乳癌を有する女性のためのアジュ
バント治療としての有効性は評価されていない。しかしながら、Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｏｕ
ｔｃｏｍｅｓ　ｏｆ　Ｒａｌｏｘｉｆｅｎｅ（ＭＯＲＥ）の試行は、ラロキシフェンの乳
癌の予防への効果を評価した。ＭＯＲＥ試行は、骨粗鬆症を有する７７０５人の閉経後女
性の、ランダム化された、プラセボ対照の３年の研究である。ＭＯＲＥ試行において、ラ
ロキシフェン投与群における５１２９人の女性のうち、１３症例の乳癌が発見されたのに
対し、４０ヶ月の中央値の追跡期間の後にプラセボ（ＲＲ＝０．２４）を投与した２５７
６人の女性のうちでは、２７人であった。タモキシフェンと同様に、ラロキシフェンは、
エストロゲン受容体陽性腫瘍の発症率を減少させるのには有効であるが、エストロゲン受
容体陰性腫瘍では有効でない。エストロゲンの乳癌の促進における役割のさらなる証拠は
、ラロキシフェンは検出可能レベルの血清エストラジオールを有する閉経後女性において
乳癌を防ぐにすぎないことを示した最近の研究に由来する。
【００３３】
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　エストロゲン受容体の構造：ＳＥＲＭがＥＲ陽性腫瘍でのみ作用するという事実は、そ
れらがその保護効果を乳房で発揮するためにはエストロゲン受容体と相互作用することを
必要とすることを示す。これらは、ステロイド核内受容体スーパーファミリーのメンバー
である２つの公知のエストロゲン受容体ＥＲαおよびＥＲβである。ＥＲαは１９８６年
に初めてクローン化されたが、驚くべきことに、約１０年後、第二のＥＲが発見され、Ｅ
Ｒβと命名された。ＥＲαは５９５アミノ酸を含むが、ＥＲβは５３０アミノ酸を含む。
いずれの受容体も、３つの別のドメインから構成されるモジュラータンパク質である。ア
ミノ末端ドメイン（Ａ／Ｂドメイン）は、ＥＲαとＥＲβとの間でわずかに１５％の相同
性を示す最小保存領域である。この領域は、エストラジオールの非存在下で遺伝子転写活
性化を活性化し得る活性化機能（ＡＦ－１）を有する。ＥＲの中心部は、標的遺伝子のプ
ロモータ中に位置する３つのヌクレオチドにより分離された反転パリンドローム反復配列
に結合した２つの亜鉛フィンガーモチーフを含む。ＥＲαおよびＥＲ□におけるＤＮＡ結
合領域（ＤＢＤ）は、実質的に同一であり、９５％の相同性を示す。カルボキシ末端領域
は、いくつかの必須の機能を実行するリガンド結合領域（ＬＢＤ）を含む。ＬＢＤは、エ
ストロゲン性物質が結合する大きな疎水性ポケットを形成する領域、およびＥＲ二量体形
成に関与する領域を含む。ＬＢＤはまた、共制御タンパク質と相互作用する第２の活性化
機能（ＡＦ－２）も含む。ＡＦ－２は、エストロゲンの活性化および遺伝子転写の抑制の
両方に必要とされる。ＥＲαおよびＥＲβのＬＢＤは、わずかに約５５％相同性である。
ＥＲαおよびＥＲβのＬＢＤのアミノ酸組成物における著しい差が発展して、別の転写性
役割を有するＥＲを創製し得たのかもしれない。このことは、ＥＲαおよびＥＲβが異な
る遺伝子の活性を調節し、かつ異なる生理学的効果を誘発することを可能にするであろう
。この意見は、ＥＲαおよびＥＲβノックアウトマウスの研究により裏づけられる。例え
ば、ＥＲαノックアウトマウスは、原始的な乳房および子宮の発生を有するが、ＥＲβノ
ックアウトマウスは、正常な乳腺および子宮を発生する。これらの知見は、ＥＲαのみが
これらの組織の発生に必要とされることを実証する。さらに、我々は、活性化遺伝子にお
いてＥＲαがＥＲβよりも有効であるが、抑制された遺伝子転写では、ＥＲβがＥＲαよ
りも有効であることを確立した。
【００３４】
　エストロゲンの作用の機構：エストロゲンは、遺伝子転写を活性化もしくは抑制し得る
。遺伝子転写の活性化のための２つの特徴的な経路である古典的ＥＲＥ（エストロゲン応
答因子）経路およびＡＰ－１経路が存在する。エストロゲンが遺伝子の転写を制御するた
めに必要な少なくとも３つの必須成分：ＥＲ（ＥＲαおよび／もしくはＥＲβ）、標的遺
伝子中のプロモーター領域および共制御タンパク質が存在する。エストラジオールのＥＲ
への結合は、立体構造の変化をもたらし、その結果、転写性経路を惹起するいくつかの重
要な段階が得られる。第一に、Ｅ２のＥＲとの相互作用は、シャペロンタンパク質の解離
をもたらす。これはＥＲの二量体形成表面およびＤＮＡ結合領域を曝露する。シャペロン
タンパク質の損失は、ＥＲが二量体化して標的遺伝子のプロモーター領域中のＥＲＥと結
合することを可能にする。
【００３５】
　第二に、Ｅ２の結合は、ＥＲのＬＥＤのヘリックス１２を移動させて、ＥＲのＡＦ－２
機能を構築する表面を創製する。ＡＦ－２は、ＥＲのヘリックス３、５および１２から構
成される保存された疎水性ポケットからなり、これらは共に、ステロイド受容体活性化補
助因子－１（ＳＲＣ－１）もしくはグルココルチコイド受容体相互作用タンパク質１（Ｇ
ＲＩＰ１）などのコアクチベータタンパク質（活性化補助因子）のｐ１６０クラスの結合
表面を形成する。活性化補助因子（「共調節因子」としても知られる）は、ＡＦ－２のヘ
リックスに囲まれた疎水性間隙内に突出したＬＸＸＬＬから構成されるいくつかの反復ア
ミノ酸モチーフを含む。活性化補助因子は、ヒストンアセチラーゼ活性を有する。遺伝子
活性化は、ＥＲおよびコアクチベータタンパク質がＤＮＡに結合したヒストンタンパク質
のアセチル化を引き起こすＥＲＥ上で複合体を形成した後に起こると考えられている。ヒ
ストンのアセチル化は、クロマチン構造を変化させ、その結果、ＥＲ／共調節因子複合体
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は、標的遺伝子のＴＡＴＡボックス領域で構築されるＥＲＥと基礎の転写性タンパク質の
間で橋を形成（架橋）して遺伝子転写を開始し得る。
【００３６】
　ＳＥＲＭのＥＲＥ経路への効果：エストロゲンとは異なり、ＳＥＲＭはＥＲＥ経路を活
性化しない。代わりに、ＳＥＲＭはエストロゲンのＥＲＥ経路への効果を競合的に阻害す
る。エストロゲンと同様に、ＳＥＲＭはＥＲαおよびＥＲβに高親和性で結合し、かつ、
シャペロンタンパク質の解離、ＥＲ二量体形成およびＥＲのＥＲＥへの結合を引き起こす
。従って、ＳＥＲＭの拮抗作用は、ＥＲのプロモーター領域への結合から遠い段階で起こ
る。ＳＥＲＭの拮抗作用の分子機構は、ＥＲαおよびＥＲβのＬＢＤの結晶化により解明
された。Ｅ２、タモキシフェンおよびラロキシフェンが同じ結合ポケットに結合すること
は、ＥＲ　ＬＢＤの構造から明らかである。しかしながら、タモキシフェンおよびラロキ
シフェンは、Ｅ２に存在しないかさ高い側鎖を含む。ＥＲのＸ線構造により、ＳＥＲＭの
かさ高い側鎖がＬＢＤの移動を妨げ、これによって機能的ＡＦ－２表面の形成が防止され
ることが明らかとなった。注目すべきは、ＳＥＲＭが、ＬＸＸＬＬモチーフと同様に、ヘ
リックス１２中のＥＲα配列（ＬＸＸＭＬ）に結合する場合、ＡＦ－２表面の疎水性間隙
と相互作用して活性化補助因子認識部位を閉鎖することである。従って、エストロゲンと
は異なり、ＳＥＲＭは機能的ＡＦ－２表面を創製しない。これは、共活性化因子の結合を
防止する。共活性化タンパク質はＳＥＲＭの存在下でＡＦ－２表面に結合しないので、活
性化経路は急激に停止する。活性化補助因子を補充する代わりに、ＳＥＲＭでリガンド化
したＥＲは、Ｎ－ＣｏＲなどの共抑制因子を補充する。
【００３７】
　これらの研究は、ＳＥＲＭの拮抗特性が少なくとも３つの因子に起因することを実証す
る。第一に、ＳＥＲＭはエストロゲンと同じ結合ポケットに結合し、それらのＥＲへの結
合を競合的に阻害する。第二に、ＳＥＲＭは、ＥＲが、ＥＲＥ経路の転写活性化に必要と
されるコアクチベータタンパク質と相互作用することを防止する。第三に、ＳＥＲＭは、
共抑制因子を補充し、これによって遺伝子の転写活性化が防止される。これらのＳＥＲＭ
の作用は、ラロキシフェンおよびタモキシフェンが乳房細胞中でどのように拮抗物質とし
て作用して乳癌の発症を抑制するのかを最適に説明する。
【００３８】
　ＳＥＲＭはまた、ＡＰ－１因子を有する遺伝子の活性化でＥ２よりも有効である。実際
には、Ｅ２は、ＡＰ－１因子のＳＥＲＭ媒介活性化の拮抗物質である。ＳＥＲＭは、ＡＰ
－１経路を活性化することにより、骨および子宮内膜などの組織において刺激薬の作用を
示すと仮定されてきた。興味深いことに、ＳＥＲＭは、ＥＲβの存在下でのＡＰ－１経路
の活性化においてより強力であるが、このことは、ＳＥＲＭが、ＥＲβに富む組織内でＡ
Ｐ－１経路をより有効に誘発することを示す。エストロゲンが媒介する乳房の発癌におけ
るＡＰ－１経路の役割は不明である、なぜなら、エストロゲンは、ＡＰ－１経路の活性化
において、ＳＥＲＭと比較してずっと弱いからである。しかしながら、ＡＰ－１経路は、
乳腺腫瘍におけるタモキシフェンへの抵抗性に関与し得ることが提唱されてきた。
【００３９】
　本発明の態様に従って、以下のことを実証する研究がなされた。ＥＲβは、ＥＲＥ－ｔ
ｋＬｕｃの活性化においてＥＲαより弱い。ＥＲβは、ＴＮＦ－ＲＥ－ｔｋＬｕｃの抑制
においてＥＲαよりも有効であり、かつ、ＥＲβは、ＥＲαが媒介するＥＲＥ－ｔｋＬｕ
ｃの転写活性化を抑制する。詳細な実験は、本明細書中の以下の実施例の章で考察する。
【００４０】
　本発明は、シソ科ファミリーの分類学的種セイタカナミキソウの抽出物を含む植物抽出
物組成物を提供する。「抽出物」は、１つもしくはそれ以上の化学的化合物を植物物質か
ら抽出媒体に引き込むのに適切な条件下で抽出媒体（溶媒）を植物物質と接触させて、抽
出溶液を形成することにより調製される物質の組成物である。次いで、抽出溶液は植物物
質から分離され、必要に応じて希釈もしくは減少されて、抽出物を形成する。
【００４１】
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　本発明の抽出物は、植物物質であるシソ科ファミリーの植物種セイタカナミキソウから
得られる植物化学物質を含む。植物物質は、本明細書中の以下でさらに定義される。
【００４２】
　シソ科ファミリーのセイタカナミキソウ種はまた、様々に、半枝蓮とも呼ばれる。シソ
科ファミリーのセイタカナミキソウ種は、高さ１２～３５（～５５）ｃｍの、ほぼ無毛も
しくはまばらに密着した軟毛で覆われた、上向きの直立した基部である。葉柄は１～３ｍ
ｍ、凹凸、まばらに軟毛で覆われる；葉身は三角形－卵形～卵形－皮針形、１．３～３．
２×０．５～１（～１．４）ｃｍ、ほぼ無毛もしくは葉脈に沿ってまばらに密着した軟毛
で覆われる、基部は広く楔状からほぼ切形（ｓｕｂｔｒｕｎｃａｔｅ）、辺縁は遠く離れ
かつ鈍角の浅い鋸歯状、尖部は尖っている。総状花序は特徴が乏しく、末端；花葉、基部
葉に類似、基部的に(basally)８ｍｍまで、非常に低減され、かつ上向きに楕円形～狭い
楕円形、向軸面的にまばらに軟毛で覆われ、葉脈上のみで背軸的にまばらに軟毛で覆われ
る；小包葉は針状、約０．５ｍｍ、小花柄の中央に挿入される。花卉は腋性。小花柄は１
～２ｍｍ、柔毛を有する。萼は約２ｍｍ、外側の葉脈に沿って柔毛を有する、辺縁は繊毛
を有する、果実中で４．５ｍｍまで；小板、果実中で約１ｍｍ～２ｍｍ。花冠は紫青色、
０．９～１．３ｃｍ、外側が軟毛で覆われ、花喉内部はまばらに毛で覆われている；管は
基部の前面で嚢状、中央で幅約１．５ｍｍ、花喉で次第に３．５ｍｍまで拡張；上部のへ
りは半円形、約１．５ｍｍ；下部へりの中葉は不等辺四辺形、約２．５×４ｍｍ、辺縁は
完全；側葉は三角形－卵形、幅約１．５ｍｍ、尖部は尖っている。小堅果は褐色、偏球状
、直径約１ｍｍ、いぼ状、Ｆ１および４月～７月。
【００４３】
　抽出媒体は、酢酸エチル、水もしくはエタノールなどの適切な液体溶媒である。抽出媒
体は、いくつかの場合には、酢酸エチル、水、エタノールもしくは他の比較的極性の溶媒
である。いくつかの場合、抽出媒体は、希釈もしくは還元されるかのいずれかである。抽
出媒体は完全に還元され得、それによって、抽出物は残渣の形態をとる（残渣抽出物）。
従って、抽出物は、必要に応じて溶媒に溶解された最小限の１つもしくはそれ以上の植物
から誘導される化合物（植物化合物）を含む。還元したもしくは残存した抽出物は、再形
成された抽出物を形成するために、適切な希釈剤、例えば、酢酸エチル、水および／もし
くはエタノールを添加することにより再形成され得る。
【００４４】
　いくつかの実施形態では，植物抽出物を含む組成物には、純粋な抽出物もしくは分配さ
れた抽出物（抽出物中の１つもしくはそれ以上のエストロゲン活性化合物が濃縮された抽
出物を含む）および当該抽出物の組み合わせを、１つもしくはそれ以上の追加の成分と共
に含む。いくつかの実施形態では、組成物は、固体、半流動性、液体、コロイド状などを
含む種々の物理的型を含む。組成物が医薬用途を意図する場合、追加の成分は医薬上許容
され得る。本発明の組成物が生体に指向されないアッセイもしく他の使用を意図する場合
、追加の成分は、医薬上許容され得るかされ得ないかのいずれかであり得る。
【００４５】
　いくつかの実施形態では、純粋な抽出物は、１つもしくはそれ以上の有機溶媒と併用さ
れ得る。このような有機溶媒は、多様な極性のものであり得る。いくつかの実施形態では
、適切な溶媒には、エチル酢酸エチル（ｅｔｈｙｌ　ｅｔｈｙｌ　ａｃｅｔａｔｅ）、ア
セトニトリル、ヘキサン、（Ｃ１－Ｃ４）アルコール（例えばメタノール、エタノール、
ｉ－プロパノール、ｎ－プロパノール、ｎ－ブタノール、ｔ－ブタノール、ｓ－ブタノー
ル、ｉ－ブタノールなど）、クロロホルム、アセトン、シクロヘキサン、シクロヘプタン
、石油エーテル、ならびに医薬上許容され得るものおよびヒトが消費するのに一般に安全
と認められる（ｇｅｎｅｒａｌｌｙ　ｒｅｇａｒｄｅｄ　ａｓ　ｓａｆｅ）（ＧＲＡＳ）
ものなどの他の溶媒が挙げられ得る。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、組成物は、純粋な抽出物、または抽出物と１つもしくはそれ
以上の付加的な溶媒との組み合わせを含む。いくつかの実施形態では、抽出物は、分配さ
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れたもしくはさらに精製された抽出物を含む。分配もしくは精製は、クロマトグラフィー
などの種々の分離技術を用いて行われ得る。いくつかの実施形態では、抽出物は、さらに
抽出物中で活性化薬剤を濃縮するための陰イオン交換クロマトグラフィー、陽イオン交換
クロマトグラフィー、逆相クロマトグラフィー、順相クロマトグラフィー、アフィニティ
ークロマトグラフィーもしくは排除クロマトグラフィーにより得られる精製もしくは分配
された抽出物である。いくつかの実施形態では、精製もしくは分配された抽出物は、高速
液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）などの液体クロマトグラフィーの１つもしくはそれ
以上の段階により得られ得る。いくつかの実施例では、高速液体クロマトグラフィーは、
分取スケール高速液体クロマトグラフィーである。いくつかの実施形態では、ＨＰＬＣは
、逆相もしくはイオン交換クロマトグラフィーである。分液漏斗もしくは他の二相または
多相分離機構での分離などの他の分離手段もまた、抽出物を精製もしくは分配するのに用
いられ得る。いくつかの実施形態では、精製もしくは分配抽出物は、１つまたはそれ以上
の溶媒、希釈液などの追加の活性もしくは不活性成分と併用され得る。いくつかの実施形
態では、適切な溶媒には、酢酸エチル、アセトニトリル、ヘキサン、（Ｃ１－Ｃ４）アル
コール（例えばメタノール、エタノール、ｉ－プロパノール、ｎ－プロパノール、ｎ－ブ
タノール、ｔ－ブタノール、ｓ－ブタノール、ｉ－ブタノールなど）、クロロホルム、ア
セトン、シクロヘキサン、シクロヘプタン、石油エーテル、ならびに医薬上許容され得る
ものおよびヒトが消費するのに一般に安全と認められる（ＧＲＡＳ）ものなどの他の溶媒
が挙げられ得る。
【００４７】
　適切な追加の成分には、溶媒が挙げられる。溶媒は、医薬上許容され得るおよび医薬上
許容され得ない溶媒に細分類され得る。この状況において、いくつかの医薬上許容され得
る溶媒は注射用水（ＷＦＩ）を含み、これはｐＨ調整され得るおよび／もしくは予め選択
されたｐＨもしくはｐＨ範囲、例えば約２～約８、より詳細には約４．０～約７．５、お
よびさらにより詳細には約４．９～約７．２に緩衝化され得ることが理解される。
【００４８】
　医薬上許容され得る溶媒は、さらに、１つもしくはそれ以上の医薬上許容され得る酸、
塩基、塩、もしくは担体、賦形剤などの他の化合物を含み得る。医薬上許容され得る酸に
は、ＨＣｌ、Ｈ２ＳＯ４、Ｈ３ＰＯ４、安息香酸などが挙げられる。医薬上許容され得る
塩基には、ＮａＯＨ、ＫＯＨ、ＮａＨＣＯ３などが挙げられる。医薬上許容され得る塩に
は、ＮａＣｌ、ＮａＢｒ、ＫＣｌなどが挙げられる。酸および塩基は、医薬上許容され得
る溶液を、特定の予め選択したｐＨ、詳細には約２～８の範囲のｐＨ、より詳細には約５
．０～約７．２の範囲内のｐＨに緩衝化するのに適した比率で添加され得る。
【００４９】
　本発明の植物抽出物は、エストロゲン応答因子（ＥＲＥ）の制御下で、遺伝子のエスト
ロゲン活性化を提供する。従って、いくつかの細胞において、本発明の植物抽出物は、エ
ストロゲン性を有する－すなわち、ＥＲＥおよびＥＲ（ＥＲα、ＥＲβもしくは両方）を
含む細胞を本発明の植物抽出物と接触させると、ＥＲＥ制御下で遺伝子に刺激を引き起こ
す。インビトロ細胞系では、本発明のエストロゲンの植物抽出物によるＥＲＥ媒介活性化
は、ＥＲＥに作動可能に連結した遺伝子の発現をもたらす。特定の実施形態では、最小チ
ミジンキナーゼプロモータおよびルシフェラーゼ遺伝子に連結したＥＲＥとＥＲとのエス
トロゲン相互作用は、ルシフェラーゼ発現の増強をもたらす。従って、本発明の植物抽出
物は、ルシフェラーゼなどのレポーター遺伝子に作動可能に連結したＥＲＥ含有プロモー
タを有するＥＲα＋株化細胞、ＥＲβ＋株化細胞および／もしくはＥＲα＋／ＥＲβ＋株
化細胞を同定するのに用いられ得る。本発明の植物抽出物はまた、ＥＲ＋株化細胞におい
てエストロゲン性作用を有する化合物を同定するための、標準などのアッセイ試薬として
用いられ得る。
【００５０】
　１つのこのようなアッセイ方法において、本発明の植物抽出物を、まず、公知の活性も
しくは濃度で調製する。本発明の植物抽出物の定量は、容器の風袋を量り、既知容積の植
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物抽出物を容器に量り取り、植物抽出物を蒸発もしくは凍結乾燥で減少させて残渣を得、
容器および植物抽出物の質量を得ることにより、簡便に行われる。容器＋植物抽出物と風
袋質量間との質量の差は、植物抽出物の乾燥質量である。植物抽出物の容積に対する植物
抽出物の乾燥質量の比は、体積当たりの濃度である。植物抽出物は、その濃度を特定する
ための上記定量法の結果を用いて、その最初の形態で用いられ得る。残渣はまた、水もし
くは他の適切な溶媒系の添加により再構成されて、既知濃度の植物抽出物溶液を形成し得
る。
【００５１】
　一旦植物抽出物の濃度が知られると、検量線を調整する。通常、ＥＲ＋細胞を植物抽出
物と接触させ、エストロゲン活性に関連するシグナルが記録される。特に、ＥＲ＋細胞は
、ＥＲＥの制御下でレポーター遺伝子を有する。このＥＲ＋細胞を本発明の植物抽出物と
接触させると、添加した植物抽出物の量に比例してレポーターシグナルを引き起こす。こ
の工程は、同じ植物抽出物濃度、異なる植物抽出物濃度、もしくは両方で、複数の試料を
用いて行われ得る。例として、９つの試料が試験され得る。最初の３つは最初の濃度で、
次の３つは最初のものより半対数分濃度が高く、次の３つは最初のものより全対数分濃度
が高い。次いで、レポーターシグナルを観察および記録し、得られたデータ点（植物抽出
物濃度対レポーターシグナル強度）を、通常のカーブフィッティング方法（例えば、最小
二乗法）により検量線にフィットさせる。
【００５２】
　候補化合物のエストロゲン性作用を評価するため、候補化合物を、ＥＲＥの制御下でレ
ポーター遺伝子を有するＥ＋細胞と接触させる。レポーター遺伝子シグナルを観察し、検
量線と比較して、候補化合物の相対的エストロゲン性作用を定量する。
【００５３】
　先の方法で用いたＥＲ＋株化細胞は、例えば、ヒト由来ＥＲ＋乳房細胞癌株化細胞など
の、ＥＲを自然に発現する株化細胞であり得る。いくつかの実施形態では、ＥＲ＋組織は
、例えば、不死化骨髄もしくは乳房株化細胞などの不死化ヒト株化細胞である。例示的な
株化細胞には、ヒト単球、骨芽細胞、悪性乳房カルシノーマおよび不死化上皮性乳房株化
細胞が挙げられる。言及され得る特定の株化細胞には、Ｕ９３７、Ｕ２ＯＳ、ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ－４３５およびＭＣＦ－７株化細胞が挙げられる。不死化株化細胞などの他のＥＲ＋株
化細胞もまた用いられ得る。あるいは、ＥＲ＋株化細胞は、ＥＲ発現ベクターで形質転換
された、バクテリア株化細胞などのＥＲを自然に発現しない株化細胞であり得る。
【００５４】
　ＥＲ＋株化細胞は、レポーター遺伝子を制御するＥＲＥを含むプロモータを有するベク
ターで形質転換される。例えば、ベクターは、ＥＲＥ、最小チミジンキナーゼプロモータ
（ｔｋ）およびルシフェラーゼ遺伝子（Ｌｕｃ）を含むウイルスベクターであり得る。例
示されるＥＲＥ－ｔｋ－Ｌｕｋ構築物は、配列番号１に記載され、ここで、ＥＲＥは、ヌ
クレオチド１－により表され、ｔｋはヌクレオチドｎｎ－により表され、かつ、Ｌｕｋは
、ヌクレオチドｍｍ－により表される。構築物を公知の方法で標的細胞に形質移入し、Ｅ
Ｒ－ＥＲＥ－ｔｋ－Ｌｕｋシステムの発現を、例えば、既知量のＥ２の存在下、推定上の
ＥＲ＋細胞上で上記アッセイを行うことにより確認する。ＥＲ＋細胞の首尾良い形質転換
を検証するための他の方法には、公知のＥＲ抗体での免疫染色が挙げられる。
【００５５】
　ＥＲＥ含有プロモータは、ＥＲＥ配列およびプロモータ配列を含むＤＮＡである。プロ
モータ配列は、最小チミジンキナーゼ（ｔｋ）プロモータ配列などの当該分野で公知のプ
ロモータ配列である（配列番号１、ヌクレオチドｎｎ－を参照）。他のＥＲＥ含有プロモ
ータも可能であり、本発明の範囲内である。ＥＲＥおよびプロモータ配列は共に作動して
、レポーター遺伝子の発現を調節する。本明細書中に記載のように、エストロゲン性物質
（例えば、植物抽出物もしくはＥ２）はＥＲに結合してＥＲ二量体を形成し、ＡＦ－２表
面を形成する。次いで、ＥＲ二量体はＥＲＥに結合し、プロモータの制御下で遺伝子を活
性化する。いくつかの実施形態では、ＥＲＥは、プロモータの直接的に上流にあり（５’
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－ｔｏ）、それにプロモータが直接的に結紮する。例えば、ＥＲＥ－ｔｋプロモータ構築
物は配列番号１、ヌクレオチド１－ｎｎ－ｌに示される。
【００５６】
　レポーター遺伝子は、発現するときに、検出可能なシグナルを生じる遺伝子である。ル
シフェラーゼ遺伝子は適切なレポーター遺伝子である。なぜなら、これは、単独の試薬ル
シフェリンの存在下で検出可能な光シグナルを生じるタンパク質ルシフェラーゼを生じる
からである。特に、ルシフェラーゼ遺伝子のｃＤＮＡは、発現して６２ｋＤａの酵素タン
パク質であるルシフェラーゼを産生する。ルシフェラーゼ酵素は、Ｍｇ２＋および酸素の
存在下でルシフェリンとＡＴＰとの反応を触媒して、オキシルシフェリン、ＡＭＰ、ピロ
リン酸（ＰＰｉ）を形成し、かつ、発光する。発光した光は、黄色－緑色（５６０ｎｍ）
であり、標準的な光度計により容易に検出され得る。ＡＴＰ、Ｏ２およびＭｇ２＋は細胞
内に既に存在するので、このレポーター遺伝子は、検出可能なシグナルを生じるのに試薬
ルシフェリンの添加のみを必要とし、特に本発明のアッセイへの使用に非常に適している
。当該分野で利用可能であると言及され得る他のレポーター遺伝子には、クロラムフェニ
コールトランスアセチラーゼ（ＣＡＴ）、ネオマイシンホスホトランスファーゼ（ｎｅｏ
）およびβグルクロニダーゼ（ＧＵＳ）が挙げられる。
【００５７】
　本発明のいくつかのアッセイ方法では、標準的な植物抽出物を、ＳＥＲＭなどの１つも
しくはそれ以上のエストロゲン性物質と比較することによりさらに特徴づけることが有用
である。このようなアッセイ方法は、方法の適切な部分で標準的なエストロゲン性物質お
よび／もしくはＳＥＲＭを植物抽出物に置き換えて、実質的に上述したとおりに行われる
。
【００５８】
　本発明の植物抽出物はまた、ＴＮＦ　ＲＥ－媒介経路による遺伝子発現を抑制する。い
くつかの場合には、本発明の植物抽出物は、インビトロで、特にＴＮＦ　ＲＥの調節下、
レポーター遺伝子（例えば、ルシフェラーゼ遺伝子、Ｌｕｃ）を有する細胞内で遺伝子発
現を抑制する。いくつかの場合には、本発明の植物抽出物は、単球およびマクロファージ
により主に産生されるサイトカインであるＴＮＦ－αの発現を抑制する。このサイトカイ
ンは、様々な組織内の滑膜細胞およびマクロファージ内で見出され、関節リウマチ（ＲＡ
）に強く関与してきた。ＴＮＦ－αはまた、他の炎症性疾患においても発現し、かつ、細
菌由来の内毒素への応答としても発現する。ＴＮＦ　ＲＥ抑制因子経路を経由するＴＮＦ
発現の抑制因子として、本発明の植物抽出物は、上昇したレベルのＴＮＦに関連する炎症
性障害の治療において興味深い。
【００５９】
　本発明のいくつかの実施形態では、ＴＮＦ　ＲＥの制御下でＥＲαおよびＥＲβの一方
もしくは両方、ならびにレポーター遺伝子を発現する株化細胞が調製される。ＴＮＦ　Ｒ
Ｅは、一般にレポーター遺伝子の上流（５’－ｔｏ）であり、シグナル検出は、本明細書
中で上記したとおりに行われる。ＴＮＦ　ＲＥの制御下でレポーター遺伝子、この場合は
ルシフェラーゼ遺伝子を有するＤＮＡの配列を、配列番号２に記載する。ヌクレオチド１
はＴＮＦ　ＲＥに対応し、一方、ヌクレオチドｎｎ－はルシフェラーゼ遺伝子に対応する
。
【００６０】
　上記細胞ＴＮＦ　ＲＥ含有細胞系は、さらに、ＥＲ遺伝子－すなわち、ＥＲα、ＥＲβ
もしくは両方の１つもしくはそれ以上のコピーを含む。上記方法で用いられるＥＲ＋株化
細胞は、ヒト－由来ＥＲ＋乳房細胞癌株化細胞などのＥＲを自然に発現する株化細胞であ
り得る。いくつかの実施形態では、ＥＲ＋組織は不死化ヒト株化細胞、例えば不死化骨髄
もしくは乳房株化細胞である。例示的な株化細胞には、ヒト単球、骨芽細胞、悪性乳癌お
よび不死化上皮性乳房株化細胞が挙げられる。言及し得る特定の株化細胞には、Ｕ９３７
、Ｕ２ＯＳ、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５およびＭＣＦ－７株化細胞が挙げられる。不死化株化
細胞を含む他のＥＲ＋株化細胞もまた用いられ得る。あるいは、ＥＲ＋株化細胞は、ＥＲ
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発現ベクターで形質転換された細菌性株化細胞などの、ＥＲを自然に発現しない株化細胞
であり得る。
【００６１】
　所定量のルシフェリンの存在下、および、例えば、Ｅ２もしくは本発明の植物抽出物な
どのエストロゲン性物質の非存在下で、細胞系は、「制御強度」もしくは「ベースライン
強度」と呼ばれる強度で、黄色光（５６０ｎｍ）を発光する。５６０ｎｍでの発光は、光
学濃度単位（Ｏ．Ｄ．５６０ｎｍ）で簡便に定量される。エストロゲン性物質、例えばＥ

２もしくは本発明の植物抽出物の１つを添加すると、５６０ｎｍの発光の強度は、対照と
比較して減弱する。注目すべきは、タモキシフェンもしくはラロキシフェンなどのＳＥＲ
Ｍの存在下で、ルシフェラーゼ発現は増加し、かつ５６０ｎｍ発光強度もまた増加するこ
とである。従って、本発明の植物抽出物は、遺伝子発現のエストロゲンのＴＮＦ　ＲＥに
制御された抑制を誘発することが可能である。
【００６２】
　ＴＮＦ　ＲＥ含有細胞系は、本発明のアッセイ方法に用いられ得る。本発明のアッセイ
方法において、ルシフェラーゼ活性の減弱（すなわち、５６０ｎｍの光の減少した発光）
は、高エストロゲン性活性と相関するが、ルシフェラーゼ活性の活性化（すなわち、５６
０ｎｍでの発光の増加）は、抗エストロゲン性活性と相関する。検量線は、本明細書中に
記載のように、既知量の本発明の植物抽出物を用いて作成され得る。このような検量線は
、Ｅ２もしくはいくつかの他の公知のエストロゲン性物質、および／またはタモキシフェ
ンもしくはラロキシフェンなどの抗エストロゲン性ＳＥＲＭなどの他の公知のエストロゲ
ン性もしくは抗エストロゲン性標準を用いて、さらに増加され得る。
【００６３】
　次いで、形質転換されたＥ＋株化細胞由来の細胞を候補化合物に曝露し、ルシフェラー
ゼシグナルを観察し、そして、シグナルを、本明細書に記載のように、予め調製した検量
線と比較する。対照（ベースライン）と比較してルシフェラーゼ活性の増加を引き起こす
化合物は、抗エストロゲン性ＳＥＲＭとして特徴づけられ、一方、対照に対してルシフェ
ラーゼ活性の減少を引き起こす化合物は、エストロゲン性であると分類されるであろう。
次いで、エストロゲン性もしくは抗エストロゲン性効果は、ルシフェラーゼ発現の減少も
しくは増加の程度を、本発明の植物抽出物によってもたらされた減少に対して、ならびに
必要に応じてＥ２、タモキシフェンおよび／もしくはラロキシフェンによりもたらされた
それぞれのシグナルの減少もしくは増加に対して比較することによって、定量され得る。
【００６４】
　本発明の植物抽出物組成物はまた、Ｅ２－ＥＲのＥＲＥとの相互作用を拮抗する。特に
、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウの抽出物は、ＥＲβおよびＥＲαと直接的に相
互作用することにより、Ｅ２によるＥＲＥ－ｔｋ－Ｌｕｃの活性化を拮抗することが示さ
れた。ＥＲＥ制御遺伝子のＥ２－ＥＲ活性化の拮抗物質として、本発明の植物抽出物組成
物は、乳癌および子宮癌に対して予防的、対症的および／もしくは抗増殖性活性を有する
タモキシフェンと効果が同等であると考えられる。
【００６５】
　本発明は、本発明の組成物を用いるインビボでのエストロゲン性方法を提供する。通常
、インビボでの方法は、対象においてエストロゲン性作用をもたらすのに十分な量の植物
抽出物を対象に投与することを含む。インビボ方法は、エストロゲンＥＲＥ制御遺伝子活
性化、ＴＮＦ　ＲＥ制御遺伝子抑制（例えばＴＮＦ－α抑制）もしくは両方を生じるであ
ろう。従って、インビボ方法は、インビボで異なる陽性表現型の効果を生じるであろう。
【００６６】
　対象は、マウス、ラット、ウサギ、サル、チンパンジー、イヌ、ネコもしくはヒツジな
どの哺乳動物であり得、一般に雌性である。対象はまた、ヒト、特にヒトの女性であり得
る。いくつかの実施形態では、対象は、閉経後もしくは卵管卵巣摘出後の（ｏｏｐｈｏｒ
ｅｃｔｏｍｉｃ）雌性であり、かつ、エストロゲン治療が必要である。このような場合、
対象は、のぼせ症、不眠、腟乾燥、性欲減退、尿失禁および抑鬱などの更年期症候に罹患
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し得る。他のこのような場合、対象は、骨粗鬆症に感受性であるか、もしくは罹患し得る
。適切なインビボ方法には、エストロゲン置換療法に反応性の医学的徴候の治療および／
もしくは予防が挙げられる。
【００６７】
　本発明の組成物の投与は、１つもしくはそれ以上の植物抽出物が一般的に用いられる投
与経路により標的組織に利用可能である限り、当該経路によるであろう。言及され得るい
くつかの一般的な投与経路には、経口、経鼻、頬側、経直腸、経腟および／もしくは局所
（経皮）が挙げられる。あるいは、投与は、正所性、皮内、皮下、筋肉内、腹腔内もしく
は静脈内注射であり得る。このような組成物は、通常、上記の医薬上許容され得る組成物
として投与されるであろう。
【００６８】
　疾患、障害、症候群、症状もしくは症候の治療（およびその文法的変形－例えば、治療
する、治療するための、治療すること、治療されたなど）には、臨床医がこのような治療
を受けるべき対象を同定し、対象に本発明の組成物を投与するであろう工程を含む。従っ
て、治療は、本発明のエストロゲン性植物抽出物を対象に投与することにより、回復、緩
和、改善、除去、治癒される可能性がある疾患、症候群、症状もしくは症候を診断するこ
とを含む。治療はまた、疾患、障害、症候群、症状もしくは症候の同時の回復、緩和、改
善、除去もしくは治癒を含む。いくつかの実施形態では，治療は、疾患、障害、症候群、
症状もしくは症候の発症の予防もしくは遅延（すなわち予防法）、疾患、障害、症候群、
症状もしくは症候の進行の予防もしくは遅延、および／または疾患、障害、症候群、症状
もしくは症候の重症度の減少を意味する。特に、新生物の増殖の場合、治療は、緩和、な
らびに新生物の増殖の逆転、停止もしくは遅延を含む。これに関し、治療はまた、完全お
よび部分寛解を含む寛解を含む。更年期症状の場合、治療は、多様な症状の予防および緩
和を含む。
【００６９】
　疾患、障害、症候群、症状もしくは症候の予防（およびその文法的変形）は、当該疾患
、障害、症候群、症状もしくは症候を発症するリスクのある対象を同定すること、および
当該対象に、当該疾患、障害、症候群、症状もしくは症候を取り除くもしくは開始を遅延
する可能性を有するに十分な量の本発明の植物抽出物を投与することを含む。いくつかの
場合は、予防は、臨床医が医療の適格な標準を適用してホルモン補充療法が必要と考える
閉経後女性を同定すること、および本発明の植物抽出物を女性に投与することにより、１
つもしくはそれ以上の更年期症状を阻害もしくは遅延することを含む。いくつかの実施形
態では、骨粗鬆症の予防は、臨床医が医療の適格な標準を適用して骨粗鬆症を発症するリ
スクがあると考える閉経後女性を同定し、および本発明の植物抽出物を女性に投与するこ
とにより、骨量減少の開始を阻害もしくは遅延することを含む。
【００７０】
　緩和は、疾患、障害、症候群、症状もしくは症候の出現の重症度、数および／もしくは
頻度を減少させることを含む。更年期症状の緩和は、のぼせ症、不眠、失禁、抑鬱などの
頻度および／もしくは重症度を減少させることを含む。
【００７１】
　骨粗鬆症の治療は、閉経後女性などの骨量減少のリスクのある人物を同定すること、お
よび本発明の植物抽出物を女性に投与することによって、骨損失の重症度を減少させるか
、発症を遅らせるか、または防止することを含む。いくつかの実施形態では、骨粗鬆症の
治療はまた、骨量を増加することも含む。
【００７２】
　本発明は、さらに、本発明のシソ科ファミリーのセイタカナミキソウの抽出物を製造す
る方法を提供する。本発明は、具体的には、本発明のエストロゲンの植物抽出物を製造す
る方法を提供する。この方法は、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウ種の植物から一
定量の植物物質を得ること、必要に応じて植物物質を粉砕すること、当該植物物質を抽出
媒体と接触させること、および当該植物物質を抽出媒体から分離することを含む。
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【００７３】
　いくつかの実施形態では、植物種は、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウの多様な
栽培品種であるシソ科ファミリーのセイタカナミキソウ種の植物種のものである。
【００７４】
　植物物質は、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウ種由来の少なくとも１つの植物の
任意の部分（単数もしくは複数）を意味する。植物物質は、植物全体、または根、樹皮、
木材、葉、花卉（すなわち、萼片、花弁、雄蕊、雌蕊などの花卉）、果実、種子および／
もしくは上記のいずれかの部分もしくは混合物などの植物の任意の部分（単数もしくは複
数）である。植物物質は、剪定したばかりのもの、乾燥したもの（凍結乾燥したものを含
む）、凍結したものなどであり得る。植物物質はまた、全部であり得るかもしくはより小
さい部分に分解され得る。例えば、葉は叩き切られるか、細断されるか、もしくは粉砕さ
れ得る。根は叩き切られるかもしくは粉砕され得る。果実は叩き切られるか、スライスさ
れるかもしくは混合され得る。種子は叩き切られるかもしくは粉砕され得る。基部は細断
されるか、叩き切られるかもしくは粉砕され得る。本発明の特定の実施形態では、用いら
れる植物部分は、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウの葉である。
【００７５】
　本発明の植物抽出物組成物は、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウの少なくとも１
つの抽出物を含む。「抽出物」は、植物部分を、植物由来の１つもしくはそれ以上の化合
物が植物物質から抽出溶媒に分配されるのに適した条件下で抽出溶媒と接触させ、次いで
、溶液を必要に応じて減少させて濃縮物もしくは残渣を形成させたときに生じる溶液、濃
縮物もしくは残渣である。
【００７６】
　本発明に適した抽出媒体には、水およびエチルアルコールが挙げられる。具体的には、
水が抽出溶媒である場合、精製水が適している。精製水には、蒸留水、脱イオン水、注射
用水、限外濾過水および水の他の精製形態の水が挙げられる。本発明のいくつかの実施例
で用いられるエチルアルコールは、粒子状エタノール、特に未変性エタノール（例えば、
必要に応じていくらかの水、例えば、約１０％までの水を含む純粋な粒子エタノール）で
ある。いくつかの実施形態では、抽出溶媒は、水、エタノールもしくはその混合物である
。濃縮物もしくは残渣は、抽出溶液を減少させる（例えば、蒸発または凍結乾燥させる）
ことにより調製され得る。最初の抽出溶媒、減少させた濃縮物もしくは残渣の形態のいず
れにおいても、これらの調製物のそれぞれは、本発明の目的のための「抽出物」であると
考えられる。
【００７７】
　本発明の植物抽出物を製造する方法は、必要に応じて、その表面積－体積比を増加させ
、かつ同時に抽出プロセスの効率を増加させるために、最初に植物物質を粉砕することを
含む。植物物質を粉砕する方法には、粉砕、叩き切り、混合、細断、微粉砕、粉末化など
が挙げられる。
【００７８】
　次いで、抽出媒体（溶媒）を、１つもしくはそれ以上の植物化学物質、特にエストロゲ
ン性植物化学物質を植物物質から抽出溶媒へ分配させるのに適した条件下で、植物物質を
接触させる。このような条件には、いくつかの場合、抽出媒体を室温を超える温度に加熱
すること、撹拌、接触時間などが挙げられる。抽出のための例示的な温度は、約５０℃～
抽出溶媒の沸点である。水が抽出溶媒である場合、抽出温度は、一般に室温～約１００℃
であり、約５０℃～約８０℃の温度が特に適しており、約７５℃の温度が特に適している
。抽出溶媒としてのエタノールの場合、抽出温度は、一般に約室温～約７８．５℃であり
、約５０℃～約７８℃の温度が特に適しており、約７５℃の温度が特に適している。当業
者は、一方では抽出効率と他方では植物化学物質の安定性との間で、適切なバランスをと
るべきであることを認識するであろう。
【００７９】
　抽出媒体および植物物質が一旦組み合わされると、それらは必要に応じて、植物物質か
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ら抽出媒体へのエストロゲン性化合物の効率的な交換を確実にするために攪拌され、かつ
、有用な量の植物化学化合物を植物物質から抽出媒体へ抽出するのに十分な時間にわたっ
て接触したまま放置される。このような時間が経過した後（例えば、約５分～約１０時間
、より詳細には約１０分～約５時間、特に約３０分～約２時間）、植物化学化合物を含む
抽出媒体を植物物質から分離する。このような分離は、当該分野で認識されている方法、
例えば、濾過、デカンテーションなどにより達成される。
【００８０】
　本発明の組成物は、本発明の植物抽出物、もしくは本発明の植物抽出物を含む組成物を
含む。このような実施形態では、本発明の組成物は、必要に応じて、１つもしくはそれ以
上の追加の成分を含むであろう。このような追加の成分は、不活性もしくは活性であり得
る。不活性成分には、溶媒、賦形剤および他の担体が挙げられる。活性成分には、活性医
薬成分（ＡＰＩ）が挙げられ、本発明の植物抽出物との組み合わせで相乗的活性を示すも
のを含む。
【００８１】
実施例
【００８２】
　本発明は、以下の例示的かつ非限定的な実施例を参照することにより、より十分に認識
され得る。
【実施例１】
【００８３】
　ＥＲβは、ＥＲＥ－ｔｋＬｕｃの活性化においてＥＲαより弱い：Ｅ２の転写活性化へ
の効果を、ルシフェラーゼレポーターｃＤＮＡに連結した最小チミジンキナーゼ（ｔｋ）
プロモータの古典的ＥＲＥ上流を含むプラスミド、およびＥＲαもしくはＥＲβの発現ベ
クターを形質移入することにより検討した。Ｅ２は、ヒト単球Ｕ９３７細胞において、Ｅ
Ｒαの存在下で、ＥＲβと比較して１０倍大きいＥＲＥの活性化を生じたが、
【００８４】
　ＥＣ５０値は同程度であった。
【実施例２】
【００８５】
　ＥＲβは、ＴＮＦ－ＲＥ－ｔｋＬｕｃの抑制においてＥＲαよりも有効である：次いで
、Ｅ２のＥＲαおよびＥＲβ媒介転写抑制への効果の効果を、腫瘍壊死因子応答因子（Ｔ
ＮＦ－ＲＥ）として知られるＴＮＦ－αプロモータの－１２５～－８２領域を用いて比較
した。ＴＮＦ－αは、ｔｋプロモータ（ＴＮＦ－ＲＥ　ｔｋＬｕｃ）のＴＮＦ－ＲＥ（－
１２５～－８２）上流の３つのコピーの５～１０倍の活性化を生じる。Ｅ２は、ＥＲαお
よびＥＲβの存在下で、ＴＮＦ－ＲＥ　ｔｋＬｕｃのＴＮＦ－α活性化を６０～８０％抑
制する。しかしながら、ＥＲβは、抑制においてＥＲαよりも約２０倍有効である（それ
ぞれ、ＥＲβについて１５ｐＭに対し、ＥＲαについて２４１ｐＭのＩＣ５０）。ＥＲβ
は、未変性の－１０４４～＋９３のＴＮＦ－αプロモータの抑制においてＥＲαよりも有
効であることもまた確立された。従って、ＥＲαは、転写活性化においてＥＲβよりもず
っと有効である一方、ＥＲβは転写抑制においてＥＲβよりも有効である。Ｅ２とは対照
的に、抗エストロゲン剤であるタモキシフェン、ラロキシフェンおよびＩＣＩ１８２，７
８０は、ＴＮＦ－ＲＥ　ｔｋＬｕｃの２倍の活性化を生じた。さらに、これらの抗エスト
ロゲン剤は、Ｅ２により誘発される抑制を無効にする。
【実施例３】
【００８６】
　ＥＲβはＥＲＥ－ｔｋＬｕｃのＥＲα媒介転写活性化を抑制する：驚くべきことに、Ｅ
ＲαもしくはＥＲβをＵ９３７細胞中で同時発現させた場合、ＥＲαによる活性化は著明
に抑制される（図１）。これらのデータは、ＥＲβがＥＲＥ－ｔｋＬｕｃのＥＲα活性化
に抑制的効果を発揮することを示す。同様の結果は、乳癌株化細胞ＭＤＡ－ＭＢ－４３５
（図２）中で観察された。他の研究者は、ＥＲβの異なる細胞型のＥＲαトランス活性化



(23) JP 2010-538093 A 2010.12.9

10

20

30

40

50

への同様の抑制効果を確立した。これらの研究は、ＥＲαおよびＥＲβのＥＲＥ－ｔｋＬ
ｕｃでの異なる活性化およびＥＲβのＥＲα媒介転写への抑制効果は細胞型に特異的では
なく、ＥＲの内因性性質から生じるものであることを示す。ＥＲαのＥＲＰによる抑制は
、ＥＲα／ＥＲβヘテロ二量体の形成を必要とするが、これは、二量体形成を防ぐＥＲβ
のヘリックス１１における変異が、その抑制活性を抑制するからである（データは示さず
）。
【実施例４】
【００８７】
　物質および方法：試薬。フェノールレッド非含有Ｄｕｌｂｅｃｃｏ修飾Ｅａｇｌｅ培地
／Ｆ－１２　Ｃｏｏｎ修飾培地は、Ｓｉｇｍａ社から入手した。Ｂｉｏｂｒｅｎｅは、Ａ
ｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓから購入した。Ｕ９３７株化細胞は、Ａｍｅｒｉｃ
ａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎから入手した。ヒト組換え型Ｔ
ＮＦ－αは、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓから入手した。
【００８８】
　プラスミドの構築。ヒトＴＮＦ－α遺伝子ｐＬＴ由来のＰｓｔＩ～ＡｈａＩＩ断片（－
１０４４～＋９３）を、ルシフェラーゼｃＤＮＡの上流にクローン化した。５’欠失を、
独特の制限部位（－１２５欠失についてＡｐａＩ、および－８２欠失についてＳｔｙＩ）
を用いることにより構築した。－１２５～－８２［ＴＮＦ応答性配列（ＴＮＦ－ＲＥ）］
由来のヒトＴＮＦ－αプロモータ断片の３つのコピーもしくはカエルビテロゲニンＡ２遺
伝子（ｖｉｔＡ２－ＥＲＥ、５’－ＴＣＡＧＧＴＣＡＣＡＧＴＧＡＣＣＴＧＡ－３’）由
来のＥＲＥの１つのコピーを、ルシフェラーゼ（それぞれ、ＴＮＦ－ＲＥ　ｔｋＬｕｃお
よびＥＲＥ　ＴＫＬｕｃ）に連結した－３２～＋４５単純ヘルペスチミジンキナーゼ（Ｔ
Ｋ）プロモータの上流に結紮した。ＥＲβ変異体を、ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅ部位特異的変
異誘発キット（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）を用いて、変異を含むオリゴヌクレオチドを用い
ることにより創製した。変異体をＳｅｑｕｅｎａｓｅキット（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｉａ）を用いて配列決定することにより、変異の存在を検証した。
【００８９】
　細胞培養、形質移入およびルシフェラーゼアッセイ－Ｕ９３７（ヒト単球）、Ｕ２０Ｓ
（ヒト骨肉腫）、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５（ヒト転移性乳癌）およびＭＣＦ－７（ヒト乳癌
）細胞は、サンフランシスコのカリフォルニア大学（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａ
ｌｉｆｏｒｎｉａ）の細胞培養施設から入手した。Ｕ９３７細胞を、上記したように維持
し、一方、Ｕ２ＯＳ、ＭＤＡ－ＭＢ－４３５およびＭＣＦ－７細胞は、５％のウシ胎仔血
清、２ｍＭのグルタミン、５０単位／ｍｌのペニシリンおよび５０μｇ／ｍｌのストレプ
トマイシンを含むフェノールレッド非含有Ｄｕｌｂｅｃｃｏ修飾Ｅａｇｌｅ培地／Ｆ－１
２培地中で維持および継代培養した。実験のため、細胞を回収し、キュベットに移し、次
いで、Ｂｉｏ－Ｒａｄジーンパルサーを用いて、３μｇのレポータープラスミドおよび１
μｇのＥＲαもしくはＥＲβ発現ベクターを用いて、従来記載されたように電気穿孔した
。電気穿孔法の後、細胞を培地中に再懸濁し、１２穴マルチプレート中、１ｍｌ／皿で平
板培養した。細胞を、Ｅ２、ゲニステイン、ダイゼインもしくはビオカニンＡ（Ｓｉｇｍ
ａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）で処理し、３時間後、５ｎｇ／ｍｌのＴＮＦ－α（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ）に２４時間、３７℃で曝露した。細胞を、２００μＬの１×溶解緩衝液で可溶
化し、ルシフェラーゼ活性を、市販のキット（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いて決定した。ルシ
フェラーゼ活性の最大半量の誘導（ＥＣ５０）もしくは抑制（ＩＣ５０）を生じるのに必
要とされるホルモンの濃度を、Ｐｒｉｓｍカーブフィッティングプログラム（Ｇｒａｐｈ
　Ｐａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ、バージョン２．０ｂ）を用いて計算した。増殖の研究のた
め、親ＭＣＦ－７細胞を、０．１ｎＭのＥ２の存在下、１細胞／穴でサブクローン化し、
最も速く成長したクローンを実験のために選択した。これらの細胞は、逆転写ポリメラー
ゼ連鎖反応法（逆転写ＰＣＲ）により決定されるように、専らＥＲαを発現する。細胞を
、２５，０００細胞／３５ｍｍプレートの濃度で、３％の除去済（ｓｔｒｉｐｐｅｄ）ウ
シ胎仔血清を含む組織培養培地中で複数回平板培養した。平板培養の１日後、それらを増
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加した濃度のＥ２またはゲニステインで処理した。培地を１日おきに取り替え、Ｅ２もし
くはゲニステインを培地に加えた。８日後、細胞をＣｏｕｌｔｅｒカウンターで計数した
。図面に示す全ての実験は、少なくとも３回行い、データは実験間で同等であった。
【００９０】
　ユリ科ファミリーのシソ科ファミリーのセイタカナミキソウの調製：シソ科ファミリー
のセイタカナミキソウの試料を、市販の電動式薬草粉砕機を用いて粉砕し、微粉末とした
。５ｇを計り、ａ）５０ｍｌの１００％ＥｔＯＨ、もしくはｂ）５０ｍｌの蒸留Ｈ２Ｏを
７５℃で４５分煮た、中で抽出した。次いで、抽出物（ａおよびｂ）をデカントし、可溶
性物質のみを用いた。
【００９１】
　結果：Ｕ２ＯＳ骨細胞中の選択的エストロゲン受容体調節活性を、ルシフェラーゼアッ
セイを用いて測定した。Ｕ２０Ｓ骨肉腫細胞を、最小チミジンキナーゼ（ｔｋ）プロモー
タ（ＥＲＥ－ｔｋ－Ｌｕｃ）の古典的ＥＲＥ上流およびヒトＥＲαもしくはＥＲβの発現
ベクターを用いて、同時形質移入した。ＥＲβ、およびＥＲαを有するＥＲＥ－ｔｋ－Ｌ
ｕｃのシソ科ファミリーのセイタカナミキソウでの活性化。ＥＲβは、１μＬ／ｍｌのシ
ソ科ファミリーのセイタカナミキソウでＥＲＥ－ｔｋ－Ｌｕｃの４．６７倍の活性化を、
また、ＥＲαでは１μＬ／ｍｌでＥＲＥ－ｔｋ－Ｌｕｃの４．０３倍の活性化を生じた。
これらの結果は、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウが、ＥＲβと直接的に相互作用
することによりＥＲＥ－ｔｋ－Ｌｕｃを活性化することを示す。
【００９２】
　シソ科ファミリーのセイタカナミキソウの転写抑制への効果を研究するため、ＴＮＦ－
αプロモータ（ＴＮＦ－α応答配列（ＴＮＦ－ＲＥ））の－１２５～－８２領域を用いた
が、これは、この領域が、ＴＮＦ－αの活性化およびＥ２の抑制を媒介するからである。
Ｅ２は、Ｕ２ＯＳ細胞において、形質移入されたＥＲαもしくはＥＲβのいずれかにより
、最小ｔｋプロモータ（ＴＮＦ－ＲＥ　ｔｋＬｕｃ）のＴＮＦ－ＲＥ上流のＴＮＦ－α活
性化の著明な抑制を生じる。Ｅ２は、ＥＲβでのＴＮＦ－α活性を無効にする（１００％
抑制）が、ＥＲαでは無効にしない（７３．３％抑制）。シソ科ファミリーのセイタカナ
ミキソウは、ＥＲβ（１０９．６％）およびＥＲα（１０２．８％）の存在下で、ＴＮＦ
－ＲＥのＴＮＦ－α活性化の大幅な抑制を生じた。これらの結果は、シソ科ファミリーの
セイタカナミキソウが、ＥＲβおよびＥＲαと直接的に相互作用することにより、ＴＮＦ
　ＲＥ－ｔｋ－ＬｕｃによるＴＮＦ－α活性化を抑制することを示す。
【００９３】
　これらの実験において、エストロゲン性活性に有効なシソ科ファミリーのセイタカナミ
キソウの抽出物を含む組成物の最小量は１．２μｇである。しかしながら、他の細胞系に
おいて、この数は変動し得ることが予想される。
【実施例５】
【００９４】
オープンラベルの、増加用量での投与の研究
　シソ科ファミリーのセイタカナミキソウ（研究薬物）の抽出物の安全性および最大耐量
（ＭＴＤ）を評価するため、以下のプロトコルを行う。研究薬物は、１ｍｇ（第１週）、
１０ｍｇ（第２週）、１００ｍｇ（第３週）もしくは１０００ｍｇ（第４週）のシソ科フ
ァミリーのセイタカナミキソウの抽出物を、適切なサイズのゼラチンカプセル中に含む（
以下、シソ科ファミリーのセイタカナミキソウの抽出物を「研究薬物」と称し得る）。用
量は、必要に応じて、２つもしくはそれ以上のゼラチンカプセルに分割され得る。通常は
、１８～６０歳の健康なボランティアに、第１週は研究薬物を１日当たり１ｍｇ、第２週
は研究薬物を１日当たり１０ｍｇ、第３週は研究薬物を１日当たり１００ｍｇ、および第
４週は研究薬物を１日当たり１０００ｍｇ投与する。対象のいかなる不利な事象の出現も
監視する。いつでも、もし対象が現在の用量に耐えられないようであれば、担当の医療ス
タッフがこのような不耐性に気付くであろう。最大耐量は、各対象がその用量に耐える最
高の用量であるか、もし、不耐性の対象がいない場合は、１日当たり１０００ｍｇの研究
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薬物であると考えられるであろう。
【実施例６】
【００９５】
二重盲検有効性の研究
　研究薬物のエストロゲン性疾患状態の治療への有効性を実証するため、以下の二重盲検
研究を行う。
【００９６】
　目的：のぼせ症（のぼせ症（ｈｏｔ　ｆｌａｓｈｅｓ）としても知られる）の治療用の
ＥＲβ選択性漢方薬抽出物（研究薬物）の至適用量ならびに安全性および有効性を決定す
る。
【００９７】
　方法：１日当たり少なくとも７人が、もしくは１週当たり５０名が、中程度から重症の
のぼせ症を報告している１００～３００人の４０～６０歳の概して健康な閉経後女性にお
ける、多中心の、ランダム化された、盲検化された、第２相のプラセボ対照治験。女性を
、１２週にわたり、１日当たり５ｇ（ＳＧ５）もしくは１０ｇ（ＳＧ１０）の研究薬物も
しくは同一のプラセボ（ＰＧ）にランダム化する。毎日の日誌に、のぼせ症の頻度および
重症度を記録する。
【００９８】
　結果：参加者は、平均年齢および人種により特徴付けられる。研究薬物およびプラセボ
の両方を投与される参加者は、１２週の治療後ののぼせ症の頻度の％減少（±標準偏差お
よびｐ値）によっても特徴付けられる。各参加者および各群（全体、ＰＧ、ＳＧ５、ＳＧ
１０）について、子宮内膜の厚みを評価する。有害事象もまた、各参加者および各群（全
体、ＰＧ、ＳＧ５、ＳＧ１０）について評価する。
【００９９】
　結論：評価は、健康な閉経後女性におけるのぼせ症の頻度および重症度の減少、ならび
に用量漸増効果に基づく。
【０１００】
方法
　設計および設定：これは、研究薬物が安全でかつのぼせ症の頻度および重症度を減少さ
せるのに有効であるかどうかを決定するために設計された、多中心の、ランダム化された
、盲検化されたプラセボ対照治験である。治験は、独立した第三者（Ｃｏｏｄｉｎａｔｉ
ｎｇ　Ｃｅｎｔｅｒ）を通じて調整され、参加者は、複数の臨床施設で募集する。
【０１０１】
　参加者：適格の参加者は、１日当たり少なくとも７人が、もしくは１週当たり５０名が
、中程度から重症ののぼせ症を報告している、４０～６０歳の概して健康な閉経後女性で
ある。除外される女性：乳房、子宮もしくは卵巣癌、メラノーマ、静脈血栓塞栓症、循環
器疾患、または重症な食物もしくは薬物アレルギーの病歴がある者。進行中の肝臓もしく
は胆嚢疾患、異常な子宮出血、妊娠もしくは授乳を報告している女性、ならびに癌を示唆
する異常な乳房Ｘ線撮影、乳房検査、Ｐａｐスメアもしくは婦人科内診を有する女性もま
た除外される。子宮内膜の厚みが経腟的超音波による測定で５ｍｍを超える女性、および
のぼせ症に影響することが既知であるかもしくは疑われる薬物療法（エストロゲン、タモ
キシフェン、ラロキシフェン、プロゲスチン、セロトニン再取り込み阻害薬もしくはガバ
ペンチン）を用いている女性もまた除外される。
【０１０２】
　スクリーニングにおいて、プラセボ薬物療法ならびにのぼせ症、出血および薬物療法順
守性を記録するための日誌が、１週間の実施（ｒｕｎ－ｉｎ）期間にわたって提出される
。自身の日誌を正確に完了し、少なくとも８０％のプラセボ薬物療法を受け、かつ、スク
リーニング、物理的、放射線学的および研究室での試験の後も適格なままである参加者を
ランダム化する。
【０１０３】
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　薬物安全性を、Ｄａｔａ　ＳａｆｅｔｙおよびＭｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　Ｂｏａｒｄによ
り評価する。
【０１０４】
　データ収集：データは、Ｃｏｏｄｉｎａｔｉｎｇ　Ｃｅｎｔｅｒにより収集され、浄化
され、かつ分析される。
【０１０５】
　ランダム化：ランダム化は、最後の月経期間からの時間（２４ヶ月以上対２４ヶ月未満
）により、および臨床施設により階層化する。階層内で、治療は、３～６のランダムに順
番を変えたブロックに、１：１：１の比でランダムに割り当てられる。Ｃｏｏｒｄｉｎａ
ｔｉｎｇ　Ｃｅｎｔｅｒの研究薬剤師は、Ｂｉｏｎｏｖｏ，Ｉｎｃ．（Ｅｍｅｒｙｖｉｌ
ｌｅ，ＣＡ）から研究薬物を受け取り、Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｎｇ　Ｃｅｎｔｅｒの統計
学者により作成された治療識別番号を有するラベルを貼り、そして、研究薬物を各臨床施
設に輸送する。研究薬物は、ランダム化のスキームに順に従って、適格な参加者に配分さ
れる。
【０１０６】
　研究薬物療法および盲検化：研究薬物は、本明細書に記載の薬草の濾過し乾燥した抽出
物である。米国食品医薬品局に承認されたＣａｒｍｅｌ着色料および食物色素を乾燥粉末
に添加して、均一な色を達成し、また、香料および甘味料を添加して、薬草の味をマスキ
ングする。同様の着色剤および味覚賦形剤を不活性の固体希釈液に添加して、活性薬物と
同じ外見、味覚および粒度を有するプラセボ粉末を製造する。
【０１０７】
　参加者は、粉末として包装された、プラセボ、もしくは２つの用量の研究薬物のうち一
方を受け取り、かつ、袋の中身を少なくとも３オンスの非柑橘系液体に溶解し、当該飲料
を毎日２回飲むように指示される。全ての研究者、研究スタッフ、研究室職員および参加
者は、研究療法の状態に対して盲検化されている。
【０１０８】
　測定：ベースラインで、参加者は、デモグラフィック、医療、病歴、投薬、生活の質、
閉経期症状、不眠（不眠重症度指標）および性的機能（女性性的機能指標）に関する質問
表を完了させる。全ての参加者は、血圧および心拍数、乳房および骨盤の検査を含む理学
的検査を受け、また、子宮摘出をしていない女性は、子宮内膜二重壁の厚みを測定するた
めの経腟超音波を受ける。安全性を評価するため、各患者について、血清血液学、クレア
チニンおよび尿素窒素、肝機能、ならびに尿検査を全て行った。全てのベースライン測定
は、１２週の治療の後もしくは最終的な研究上の来診において繰り返す。
【０１０９】
　のぼせ症の頻度および重症度を、先の研究で広く用いられた日誌に倣った日誌に記録す
る。ランダム化の前、ならびに研究的薬物療法の第４～１２週の間に、７日間の日誌を完
成させる。各のぼせ症について、重症度を、１（穏やか）、２（中等度）もしくは３（重
症）と評価する。のぼせ症の点数は、各のぼせ症についての重症度の評点を加算し、かつ
、のぼせ症の数で割ることにより算出される。
【０１１０】
　研究的薬物療法の際に、参加者は、第２および８週に連絡を取り（電話もしくは診療所
内で）、かつ、順守性および有害事象を監視するため、第４週に来診する。順守性を評価
するために薬物の袋を数え、かつ、有害事象を記録する。
【０１１１】
　研究的薬物療法の中断の４週後、各参加者に電話で連絡をとり、有害事象についての情
報を確認する。自己申告された有害事象を、Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｆ
ｏｒ　Ｒｅｇｕｒａｔｏｒｙ　Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ（ＭｅｄＤＲＡ）システムを用いて
分類する。
【０１１２】
　参加者が腟の出血（ｓｐｏｔｔｉｎｇ）もしくは出血（ｂｌｅｅｄｉｎｇ）を報告した
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場合、または経腟超音波検査で測定した最終的な子宮内膜の壁の厚みが５ｍｍを超えるか
もしくはベースラインから２ｍｍ以上増加した場合は、研究中に診断的子宮内膜生検を行
う。生検組織がある場合、２名の盲検化された病理学者が独立に評価する。病理学者が組
織学について意見が合わない場合、別の第三の盲検化された病理学者がスライドを再調査
し、最終的診断を行う。
【０１１３】
　統計学的解析：１８０人の参加者のサンプルは、ベースラインから第１２週までののぼ
せ症頻度において、％換算で２０百分率点の群間差を検出するための８０％の力を提供す
ると推測される。
【０１１４】
　全ての解析は、順守性に関係なく、かつ欠側値を帰属もしくは繰り越すことなく、ラン
ダム化された割当に従って処理することを意図する。複数の試験については、調整は行わ
ない。参加者のベースライン特性を、臨床センターおよび閉経期からの年数を調整する直
線的もしくはロジスティック回帰分析または比例オッズモデルを用いて、比較した。
【０１１５】
　一次解析は、のぼせ症の頻度およびのぼせ症の点数のベースラインからの４～１２週で
の変化を、研究薬物群（ＳＧ５およびＳＧ１０）のそれぞれとプラセボ（ＰＧ）との間で
比較する。結果は、時間（４もしくは１２週対ベースライン）についての右に歪んだ（ｒ
ｉｇｈｔ－ｓｋｅｗｅｄ）繰り返しの測定対数リンク（ｌｏｇ－ｌｉｎｋ）Ｐｏｉｓｓｏ
ｎ一般化線形モデルであるので、治療、および時間－治療相互作用、ならびに臨床センタ
ーおよび閉経期からの年数が用いられる。二次的結果（生活の質、性的機能および不眠の
点数）の一次解析は、同様の方法を用いる。
【０１１６】
　二次的解析において、施設および閉経期からの時間を調整するＡＮＣＯＶＡを用いて、
治療群とプラセボ群との間ののぼせ症の数の順位に換算した百分率変化を比較する。場所
および閉経期からの年数について調整されたロジスティック回帰分析モデルを用いて、ベ
ースラインから１２週までののぼせ症の頻度が５０％以上減少した各治療群における割合
を比較する。
【０１１７】
　投与群のいずれかの２％超で起こる有害事象の頻度を、カイ二乗を用いて、ならびに必
要に応じて臨床センターおよび閉経期からの年数により重層化された正確な方法を用いて
、投与群間で比較する。
【０１１８】
　特定前の予備的解析において、相互作用期間を用いて、年齢（４５～５０歳、５０～５
５歳、５５～６０歳）、民族性（白色、その他）、閉経期からの年数（２年未満、２年以
上）、両側卵巣摘出（はい、いいえ）、エストロゲン使用歴（はい、いいえ）、喫煙（現
在、以前に、もしくはしたことがない）、最近のアルコール摂取（はい、いいえ）、肥満
度指数（三分位値）、ベースライン血清エストラジオールレベル（５ｐｇ／ｍｌ以下もし
くは５ｐｇ／ｍｌ超）、ならびにのぼせ症のベースライン頻度（三分位値）を含むサブグ
ループにおいて、治療効果の差を決定する（第１２週でののぼせ症の％変化）。
結果
【０１１９】
　結果は、ランダム化された適格な女性の数、各群（ＰＧ、ＳＧ５、ＳＧ１０）における
女性の数、研究を完了した参加者の全数、ならびに各群および階層における数、全ての割
り当てられた薬物療法を受けた参加者の全数および各群における数、参加者全体および各
群における白色人種および非白色人種の数、ベースライン中央値および平均の日々ののぼ
せ症の頻度（±標準偏差、ｐ）、中央値および平均の日々ののぼせ症の点数（±標準偏差
、ｐ）、のぼせ症頻度における中央値および平均の変化（±標準偏差、ｐ）、ならびに各
評価間隔における中央値および平均ののぼせ症の点数（±標準偏差、ｐ）を含む。
【０１２０】
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　プラセボと比較した生活の質、睡眠の質および性的機能の測定における研究薬物での治
療の効果もまた評価する。
【０１２１】
　ベースラインおよび研究の終点で経腟超音波を受けた参加者の数もまた記録する。試行
の終点で子宮内膜超音波検査を受けた参加者の数もまた記録する。ベースラインおよび１
２週での平均の子宮内膜の厚み（±標準偏差）を測定する。必要と考えられる場合、子宮
内膜生検もまた行う。腟出血（ｂｌｅｅｄｉｎｇ）もしくは出血（ｓｐｏｔｔｉｎｇ）を
報告する参加者の数もまた記録する。また、子宮内膜生検は、多くのこれらの参加者にお
いて同意の承認下で行う。組織診を、子宮内膜増殖症および癌の証拠について評価する。
【０１２２】
　試行の間のいかなる重大な有害事象もまた記録する。
考察
【０１２３】
　研究薬物での治療は、中等度から重症の症状を有する健康な閉経後女性においてのぼせ
症の頻度および重症度を減少させるであろうと考えられる。この研究の結果は、研究薬物
を、同じもしくはより高い用量の研究薬物が試験され得るさらなる臨床治験へと進めるの
に用いられ得る。
【０１２４】
　また、研究薬物が選択的ＥＲβ刺激薬であるので、子宮過形成および癌などのエストロ
ゲン補充療法に関連する有害事象は、研究薬物について観察されないであろうと考えられ
る。
【０１２５】
　エストラジオールは、閉経期ののぼせ症について有効な治療であるが、現在承認されて
いる選択的エストロゲン受容体調節物質（ＳＥＲＭＳ）であるタモキシフェンおよびラロ
キシフェンは、閉経期ののぼせ症の発生率を増加させる。エストラジオールもＳＥＲＭも
エストロゲン受容体サブタイプ選択的ではないので、ＥＲαもしくはＥＲβのいずれのエ
ストロゲン受容体がこれらの効果を媒介するのか不明である。ヒト乳癌細胞におけるエス
トロゲンによるＥＲαの活性化が増殖および腫瘍形成を生じる一方、ＥＲβの活性化は成
長を阻害し、腫瘍形成を生じないことが示された。この研究は、のぼせ症が研究薬物によ
り緩和され得ることを示すためのデータを提供するために設計される。この研究は、さら
に、研究薬物に関連し得る有害事象に関する予備的データを提供するために設計される。
【０１２６】
　結論：研究薬物での治療は、健康な閉経後女性におけるのぼせ症の頻度および重症度を
減少させることが期待される。また、より高い用量の研究薬物は、より低い用量よりも有
効であることが期待される。本研究はさらに、ＥＲβ経路がのぼせ症の治療において役割
を担い得ることのさらなる確認を提供することが期待される。
【０１２７】
　本発明の好ましい実施形態を、本明細書中に示しかつ説明してきたが、このような実施
形態が例示のみの目的で提供されることが当業者に明らかとなろう。当業者は、多数の変
動、変化および置換を、本発明から逸脱することなくここで思いつくであろう。本明細書
中に記載の本発明の実施形態の多様な代替物が本発明の実施において用いられ得ることが
理解されるべきである。以下の特許請求の範囲は、本発明の範囲を定義し、かつ、これら
の請求項の範囲内の方法および構造ならびそれらの均等物が、それらによって包含される
ことが意図される。
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