
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ツルレイシ（ Momordica charantia）から抽出
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されるポリペプチド -ｋからなるタンパク
質であり、

前記ポリペプチドは１６０のアミノ酸残基で構成されており、
前記アミノ酸残基は、アスパラギン酸、トレオニン、セリン、グルタミン、プロリン、

システイン、グリシン、アラニン、バリン、メチオニン、イソロイシン、ロイシン、チロ
シン、フェニルアラニン、ヒスチジン、リジン、トリプトファン、アルギニンで構成され
ており、

前記ポリペプチド -ｋには、以下に示すアミノ酸が以下に示すモルパーセント（ｍｏｌ
％）で存在しており、

アスパラギン酸  ９．４％
トレオニン　　  ３．０％
セリン　５．３％
グルタミン　　  １７．１％
プロリン及びシステイン　　　  ５．５％
グリシン　　　  ８．９％
アラニン　　　  ７．３％
バリン　６．８％
メチオニン　　  １．５％



　　　
　　　
　　　
　　　
　　　
　　　
ｉ．水に不溶性であるが、ｐＨ９．５では部分的に可溶性であり、１０％蟻酸には完全に
可溶性であり、

Ｎ末端を有し、
で、

の品質保持期間を有し、
℃の燃焼点を有し、かつ

のインスリンで検査した場合、交差反応を示さない、
特性を有する前記ポリペプチド－ｋ。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、ツルレイシから抽出されたポリペプチド－ kと称される非常に有効な血糖降下
蛋白質に関する。本発明はまた、前記ポリペプチド－ｋのツルレイシからの抽出法を提供
する。さらに本発明は、前記抽出物を用いて、糖尿病の治療に有用な新規な血糖降下組成
物を提供する。
【０００２】
【従来の技術及び発明が解決しようとする課題】
インスリンは従来、動物の膵臓から、またヒトのインスリンは大腸菌から商業的に合成さ
れてきた（米国イーライリリー社）。これまでのところ、植物性の供給源からのポリペプ
チド インスリンの商業的な抽出の報告はない。
【０００３】
動物の膵臓からのインスリンの単離は、以下の理由のため反対を受けやすい：
１．　１０，０００匹の動物を殺すことによって、わずか１ポンドの純粋なインスリンが
得られるにすぎない。
２．　それは舌下に投与されていない。
３．　もし膵臓が何らかの病気に感染しているとしたら、インスリンと一緒にそれが運ば
れる（もしそれがウイルスであれば）可能性が常に存在する。
４．　ヒトのインスリンは大腸菌から合成されるが、それは高価である。
【０００４】
通常のインスリン抽出法におけるこれらのおよび他の不利益を除去するべく、科学者達は
植物を基材とする製品に焦点を合わせた。
【０００５】
ツルレイシは、アジアにおいて広く栽培されているウリ科の多年生草本である。この草は
、インド、南アフリカ、フィリピン、中国、およびビルマのような熱帯地方の特産である
。西洋において見られるモモルディカ属の種は、熱帯の種と異なっており、形態学的およ
び感覚器官を刺激する性質が異なる。この植物の様々な部分特に果実は、血糖降下性の薬
理学的組成物の調製に広く用いられてきた
【０００６】
インド特許第１３６５６５号において、出願人はツルレイシから

の抽出法を開示している。乾燥されかつ粉砕されたツルレイシの果実お
よび組織培養物は、エタノール中で別々に抽出され、冷却されたエタノールおよびジエチ
ルエーテルと混合された。その後、微量の亜鉛の添加より１８時間後に、針状の結晶が形
成される。果実および培養物は別々に圧搾され、水中でホモジナイズされ、エタノールお
よび濃硫酸がｐＨを０３に調整するために添加されて綿状沈殿物が得られる。
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イソロイシン　  ４．８％
ロイシン　　　  ８．２％
チロシン　　　  ２．７％
フェニルアラニン　　　４．２％
ヒスチジン　　  ３．１％
アルギニン　　  ９．２％

ii．遊離
iii．安定
iv．１８ヶ月
v．２３４
vi．ウシ

のような

。

の「ポリペプチド－ｐ」
と称される蛋白質



【０００７】
この方法は以下の欠点を有する：
１．　抽出の工程におけるアルコールの使用は、それが大量に入手できないこと、および
その中に存在する不純物のため、実用的ではない。
２．　果実および組織培養物などの生の材料の使用は、取扱に問題を生じ、経済的に実行
不能であり、かつ収率が非常に低い。
【０００８】
この特許の欠点は、もう一つのインド特許第 号において除去された。この特
許は、ジエチルエーテルと一緒にヘキサンを用いることにより、非常に有効なポリペプチ
ド－ｐの抽出のための工程を開示している。しかしながら、前文において参照された特許
明細書において開発および開示されたこの方法は、この薬剤の良好な収率、改良された純
度、および高度の有効性を、油およびサポゲニンならびに他の不純物をそこから除去する
ことにより、結果的に生じることとなったにも関わらず、しかしそれにはまだ、以下にそ
のいくつかが示されている欠点があった：
１．　ポリペプチド－ｐの精製は、油およびサポゲニンのような干渉性のラジカルの存在
のため厄介な方法であった。
２．　抽出の工程におけるジエチルエーテルの使用は、それが高度に炎症性でありかつ高
いコストを伴うことから、実用的ではなかった。
３．　農薬／殺虫剤／尿素および他の不純物の存在が、ポリペプチド－ｐの純度に影響し
た。
４．　収率は最善ではなかった。
【０００９】

【００１０】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００１１】
米国特許第５４８４８８９号は、腫瘍およびＨＩＶ感染の治療に対して有用な植物蛋白質
を記述している。この蛋白質はツルレイシの種子から得られている。単離および精製され
たこの蛋白質がリボソーム不活性化蛋白質であり、したがって腫瘍の治療において有用で
あることに注目することは適切である。この蛋白質の抽出のために記述された方法は、溶
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１７６０４０

この「ポリペプチド－ｐ」と称せられる蛋白質は、ツルレイシの果実および組織培養物か
ら抽出されたものである。この蛋白質は以下の表２に表されるアミノ酸を含む。

【表２】



媒の使用と、クロマトグラフィー、透析、その他の長くて退屈な工程を含む。この特許な
らびにインド特許第１７６０４０号に記述された方法では、収率および純度は低く、かつ
いくつかの不純物を有していた。したがって、これらのおよび他の欠点を除去するべく、
本出願人は血糖降下特性を有する新規な「ポリペプチド－ｋ」と呼ばれる蛋白質をツルレ
イシから単離し、また同じ材料からの当該蛋白質の抽出のための新規な工程を発明した。
文字「ｋ」は、インド語で「ニガウリ」またはツルレイシを表す語、「カレラ」にちなん
でいる。
【００１２】
本発明の 新規な蛋白質を提供することで
ある。
【００１８】
【課題を解決するための手段】
　上記の に従って、本発明はツルレイシから抽出された新規な蛋白質「ポリペプチド
－ｋ」 提供する。
【００１９】
　本発明 、
ｉ）　適当な粉砕器において乾燥種子を粉砕し、
ii）　粉砕された種子をヘキサン－アセトンの混合物を用いて処理し、
iii）　残渣塊を約８０％のアセトン水に溶解し、
iv）　水酸化アンモニウムのような適当な有機緩衝剤を添加することによりｐＨを９．５
に調整し、
ｖ）　上澄み層を硫酸で処理し、
vi）　ポリペプチド－ｋの綿状の沈殿物を集めて、選択的な結晶化により当該蛋白質を単
離する、
工程 ツルレイシの乾燥種子から その後当該蛋白質は、ク
ロマトグラフィーにより分析される。
【００２０】

【００２１】
一つの態様においては、ツルレイシの 種子は割られ、水で２～３回充分に洗浄されて
実質的に不純物が含まれないようにされ、さらに蛋白質の抽出に先立ち真空下で乾燥され
る。
【００２２】
他の態様においては、 用いられた溶媒は３：１のヘキサンとアセトンと
を含んでいる。
【００２３】
一つの態様においては、シリカゲルＧを用いてコートされた（厚さ０．４ｍｍ～０．５ｍ
ｍ）薄いガラスプレート（２０×２０）が１００℃において活性化される。インスリン溶
液が塗布され、当該プレートはｎ－ブタノール、 （１２：５：２）中にて展開さ
れ、乾燥され、アセトン中のニンヒドリン（０．２５％）をスプレイすることにより可視
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主要な目的は、「ポリペプチド－ｋ」と呼ばれる

目的
を

では

によって、 蛋白質が抽出される。

本発明において単離された蛋白質、すなわち「ポリペプチド－ｋ」は、従来技術の蛋白質
とは異なったものである。詳細に説明すれば、本発明において単離された蛋白質は１８の
アミノ酸を有する蛋白質であり、「ポリペプチド－ｋ」と称される。この蛋白質の抽出工
程は、３：１の割合のヘキサンと少量のアセトンを用いた、洗浄されたツルレイシ種子の
脱油からなる。乾燥種子が用いられるのは、ポリペプチド－ｋが貯蔵蛋白質であって種子
が乾燥されたときに大量に集積されるためである。脱油後、種子は乾燥され、粉砕されて
３：１の水とアセトンに溶解される。混合物が形成された後、水酸化アンモニウムを添加
することでｐＨが９．５に調整される。上澄みが分けられ、硫酸の添加によりｐＨが３に
調整される。綿状の沈殿物が集められ、乾燥される。乾燥物が粉砕され、油、塩、その他
の望ましくない成分を取り除くために、ＴＬＣおよびＨＰＬＣで単一のスポットを示すま
で水とアセトンで洗浄される。

乾燥

種子からの脱油に

酢酸、水



化された標準のインスリンにほぼ相当する単一のスポットが、スプレイされていないプレ
ートからシリカゲルＧとともに単離され、水酸化アンモニウムまたは１０％の蟻酸により
緩衝化された５０％エタノール中で抽出され、濾過され、濾液は乾燥され、純粋な白色の
針状結晶が形成される。
【００２４】
さらに別の態様においては、分析が行なわれる場合、単離された物質は標準のインスリン
とともに加水分解され、別々に濾紙クロマトグラムにかけられ、展開され、

【００２５】
もう一つの特徴においては、単離された物質および標準のインスリンは、６規定の塩酸に
よって２０時間にわたり別々に加水分解され、乾燥され、５０％エタノール中で戻され、
ワットマンＮｏ．１濾紙片に塗布され、 n－ブタノール、酢酸、水（６０ ０：２０）
中において展開され、展開された片はアセトン中の０．２５％ニンヒドリンを用いてスプ
レイされる。
【００２６】
分析が行なわれる際に、種子はヘキサンアセトン中において抽出され、融点（２３４℃）
、添付図面のゲル電気泳動パターン、およびポリペプチド－ｋにおける余分のアミノ酸で
あるグルタミン以外は標準のインスリンのアミノ酸数を有する生成物を生じる。
【００２７】
モモルディカ属の植物体のほとんどの部分が、本発明によって開示された蛋白質を異なる
度合で含むこと

【００２８】
乾燥された種子は先の特許第１７６０４０号において記述された工程において用いられた
ように、アセトンとともにヘキサン（食品等級）をエーテルの代わりに用いて処置された
。この工程は、望ましくない油、フラボノイド、およびサポゲニンの除去により、高い収
率と、改善された純度、およびポリペプチド－ｋの高い有効性を生じる結果となった。
【００２９】

【００３０】

【００３１】

【００３２】
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グルタミンを
含む１８のアミノ酸を生じる。この単離された物質が「ポリペプチド－ｋ」と呼ばれる蛋
白質である。

：２

標準の加水分解物は、グルタミンを含む１８のアミノ酸の存在を示す。

に注目されたし。上記のように蛋白質ポリペプチド－ｋは乾燥種子から抽
出することができる。

出願人はツルレイシから単離されたペプチドを分析し、この蛋白質が１８のアミノ酸を有
することを見出した。１８番目のアミノ酸はグルタミンである。紫外線スペクトルは２７
５ｎｍで吸収ピークを示し、一方ポリペプチド－ｐ、すなわちツルレイシに見出される他
の蛋白質のピークは２５０ｎｍで検知される。蛋白質のＨＰＬＣ分析では、ポリペプチド
－ｋは単一のピークを示す。よって、ポリペプチド－ｋについての質量スペクトル分析は
、ポリペプチド－ｐに存在する単一のチェインに対して、ポリペプチド－ｋは２つのペプ
チドチェインからなることを示す。

他の留意すべき特徴としては、ポリペプチド－ｐはツルレイシの果実、新鮮な種子及び組
織から単離可能であるのに対して、ポリペプチド－ｋは貯蔵蛋白質としてツルレイシの乾
燥種子から得られるということである。

より重要なことには、先に単離されたポリペプチド－ｐが１１，０００ｋｄのおおよその
分子量を有するのに対し、本発明のポリペプチド－ｋは１８，０００ｋｄのおおよその分
子量を有する。

このようにポリペプチド－ｋは、以下の点でポリペプチド－ｐとは異なっている。
１．　ポリペプチド－ｋは１８のアミノ酸を有するのに対して、ポリペプチド－ｐは１７
のアミノ酸しか有しない。ポリペプチド－ｋに存在する余分なアミノ酸はグルタミンであ
る。
２．　ポリペプチド－ｋのおおよその分子量が１８，０００であるのに対し、ポリペプチ



【００３３】
糖尿病は、グルコースが体内のエネルギー源として利用されず、そのようなグルコースが

に高レベルに残存し、最終的には尿を通して排泄される 。ある状況におい
ては、膵臓のβ細胞から分泌されたインスリンは不十分であるか、またはその機能を充分
に果たさない。
【００３４】
糖尿病は一般に、インスリン依存性糖尿病（Ｉ型糖尿病）および非インスリン依存性糖尿
病（ＩＩ型糖尿病）に分類される。Ｉ型糖尿病は、遺伝性の原因、ウイルス感染

等の結果として、膵臓のβ細胞の機能低下の状態にあり、インスリン
分泌されず、主として２０代～３０代において急激に襲う。しかしながら、４０代

においての、あるいは家族の糖尿病歴、肥満、またはストレス等がある場合におけるＩＩ
型の糖尿病の発病については確かではない。ＩＩ型の糖尿病の場合には、インスリンは膵
臓から充分に分泌されているが、インスリン抵抗性および糖利用が正常なヒトのそれらと
は異なっており、高インスリン血症にもかかわらず血糖は正常レベルに戻らない。
【００３５】
糖尿病は多くの症状に伴われる。かかる症状の典型的な例は多尿、過飲、および多食であ
る。すなわち糖尿病患者は、高い血中グルコースレベルに起因する浸透圧の作用による、
尿を通してのグルコースと過剰な水との排泄によって引き起こされる多尿を示し、それゆ
え脱水によって引き起こされる口渇を訴え、それが過飲を誘導し、かつ空腹感を感じさせ
て過剰な食物摂取を引き起こす。糖尿病患者はエネルギー源としてグルコースを有効に利
用することができず、その代わりに、体内に保存されたものとして蛋白質および脂肪を利
用しており、この現象が体重の減少の原因となる悪循環に捕えられる。
【００３６】
しかしながら、かかる現象は糖尿病の初期に観察される急性の症状に過ぎない。もし治療
の遅れにより糖尿病が慢性化すれば、合併症として慢性的な血管疾患が追加される。した
がって、糖尿病性網膜症（視力障害、失明、網膜出血）、糖尿病性腎障害、糖尿病性抹消
神経障害等の糖尿病の合併症は、人体の全般的な代謝および感覚機能を低下させる。
【００３７】
インスリン非依存性の糖尿病患者の血糖を低下させるべく、数多くの医薬品が製造および
検査されてきた。しかしながらこれらの医薬品の大半は、一つまたはそれより多い望まし
くない特徴を有しており、それらのあるものは集団の大部分にとって有意な副作用をもつ
か、または多くの用量を必要とする。また、それらのあるものは血糖レベルを下げ過ぎる
ため、散発性に使用されることのみが可能であるか、さもなければそれらは健康に対し脅
威となる可能性があり、また他のものは潜在的な毒性を有する。現在では、血糖を低下す
ることにおいて高度に有効な、しかもそれを危険なレベルまで低下させず、また顕著な副
作用をもたない天然の抗糖尿病薬はない。
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ド－ｐのそれは１１，０００である。
３．　ポリペプチド－ｋは遊離Ｎ末端を有する。
４．　ポリペプチド－ｋは非水溶性であるが、ポリペプチド－ｐは部分的に水溶性である
。
５．　ポリペプチド－ｋは患者に注射できず舌下経路による経口投与のみが可能であるの
に対して、ポリペプチド－ｐは既に述べたように注射可能である。言い換えれば、ポリペ
プチド－ｐは（筋肉内）注射されるもので、これは患者には不便であるのに対し、ポリペ
プチド－ｋは舌上面から舌下服用されるもので、その投与と吸収は容易且つ容認可能であ
り、患者には便利である。
６．　ポリペプチド－ｋは安定しており、その寿命は（常温常圧で保存の場合）約１８ヶ
月である。他方、ポリペプチド－ｐは不安定で、常温常圧で保存しても２～３ヶ月ともた
ない。
７．　ポリペプチド－ｋが２３４℃の燃焼点（ｍ．ｐ）を有するのに対し、ポリペプチド
－ｐは２２８～２３２℃で始まる早めの燃焼点を有する。

血中 病気である

、肥満、
薬物作用、事故 が効
果的に



【００３８】
本発明によれば、薬理学的に活性のある血糖降下薬が、本発明の蛋白質のみを用いた単純
かつ簡単な方法で製造される。

【００３９】
本発明の蛋白質を用いた薬草組成物：
ツルレイシから抽出された蛋白質は血糖降下特性を示しており、したがって当該蛋白質を
含んでいる組成物は、哺乳類における血糖降下療法の治療用に使用され得る。モモルディ
カ属から得られた蛋白質は無定形の粉末の形状である。当該蛋白質は不活性なインスリン
を活性化し、したがって個体の病理学的状態の慢性度に依存して、膵臓の元気を回復させ
ることが可能である。実際、時間がたつにつれ、それは糖尿病の治療薬として作用
。本出願人は５００より多い実験を行ない、一度に約１２ｍｇ の蛋白質の服用
が非常に有効であることを確認した。したがって、当該蛋白質を１回分含んで成る組成物
は、約１２ｍｇまたはそれ以上の当該蛋白質を含むようにすることが賢明である。
【００４０】
本発明の蛋白質を用いた血糖降下組成物は、錠剤、食用の製品といった種々の物理的な形
状に製剤されることが可能である。錠剤の調製には、約１２ｍｇ の当該蛋白質
が、使用に適した薬理学的に許容される担体と混合される。当該薬理学的に許容される担
体は、充分な純度および低毒性のものでなければなら

。ビスケット、チューインガム
等の即座に嚥下されない食用の製品が、調製されることが可能である。かかる調剤のす

べてにおいて、当該蛋白質の含有量は約１２ｍｇ である。本発明の蛋白質を用
いて調製された ビスケットは、糖尿病患者には非常に評判がよいことが判っている。
【００４１】
本発明の低血糖組成物は、少なくとも１日に４回、食事の１０分前に消費されるべきであ
ることに注目することが適切である。最も重要な点は、錠剤または低血糖組成物が咀嚼の
みされるべきであって、直ちに嚥下されるべきではないことである。
【００４２】
本発明の一つの特徴においては、本文に記述された血糖降下組成物は何ら副作用をもたな
い。それは、他の療法の使用を制限することなく消費されることが可能である。

【００４３】
【発明の実施の形態】
本発明は、以下の図面を参照して詳細に記述される。
本発明は、同様に以下の実施例により説明される。当業者には自明であるいくつかの変更
は、本発明の範囲内に含まれるとみなされる。
【００４４】
実施例１（蛋白質調製例）
ツルレイシＬからの蛋白質の抽出：ツルレイシの熟果から１００ｇの乾燥種子が取得され
た。種子は手作業により割られた。割られた種子は、次いで水により３～４回充分に洗浄
され、すべての不純物を実質的に含まないようにされた。割られた種子は次に真空下に乾
燥され、粉砕装置を用いて微細粉末に粉砕された。他のどのような通常の装置も使用され
てよい。
【００４５】
微細粉末は次に、 １：２の割合で混合されたアセトン・ヘキサン溶
媒を用いて処理され、残渣塊は２０％アセトンに溶解された。水酸化アンモニウムを添加
することによりｐＨは９．５に合わせられ、このようにして得られた上澄みは、綿状の沈
殿を得るために硫酸でｐＨを３に調整して緩衝化され、それらは集められ、さらに
酢酸亜鉛を用いて結晶化された。
【００４６】
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これは非常に効果的であるため、血糖値を下げるのに比較
的少量の同種療法薬を摂取するだけでよい。

し得る
～７０ｍｇ

～７０ｍｇ

ず、ポリペプチド－ｋの活性／効果
に干渉するものであってはならない 、ロセンズ（ losenzes
）

～７０ｍｇ
低塩

それはイ
ンスリンに対して交差反応を有さない。

粉末を脱油するために

微量の



シリカゲルＧ（キーゼルゲル（ Kieselgel）Ｇナックスタール（ nach Stahl）； メルク
）で塗布された（厚さ０．４ｍｍ～０．５ｍｍ）薄いガラスプレート（２０×２０ ）
が、１００℃にて半時間活性化された。単離された物質を含んでいる溶液がプレートの端
から１ｃｍ上に塗布され、 n－ブタノール、 の有機溶媒混合物中にて流され
た。 展開されたプレート
は室温において乾燥され、アセトン中の０．２５％ニンヒドリンをスプレイされた。イン
スリンにほぼ相当する単離物のニンヒドリン陽性スポット（Ｒ＝０．１９）が、約２００
のスプレイされていないプレートからシリカゲルＧとともに集められ、水酸化アンモニウ
ム により緩衝化された５０％エタノールを用いて抽出された。抽出物は濾過
され、さらに真空内で乾燥された。このようにして取得された純粋な無色の結晶は秤量さ
れた（３ｇ／種子の乾燥重量１００グラム）。
【００４７】
精製された化合物の融点（２３２℃～２３５℃）ならびにｍｍｐ（２３４℃）が決定され
た。標準のインスリンの融点は２３３℃と記録された。
【００４８】
インスリンの標準試料ならびに単離 は、６規定の塩酸を用いた還流下において２０時間
にわたり、別々に加水分解された。加水分解物は濾過され、乾燥され、５０％エタノール

中にて別々に再構成され、ワットマンＮｏ．１濾紙片に塗布された。
当該濾紙片は、ｎ－ブタノール、 （ ）の有機溶媒混合物中にお
いて流された。単離 、および標準のインスリンの双方の加水分解物はまた、既知のアミ
ノ酸（ヒドロキシリジン、メチオニン、ヒドロキシプロリン、およびトリプトファン）と
ともに別々に塗布された。種々の展開されたクロマトグラムは、アセトン中の０．２５％
ニンヒドリンを用いてスプレイされた。

ヒドロキシリジン、ヒドロキシ－プロリン、およびトリプト
ファンは、単離されたポリペプチド－ｋならびに標準の加水分解物では欠如していること
が見い出され、そのことは単離された

ポリペプチド－ｋで特定されたアミノ酸のいくつかは、図１に示されている
【００４９】
ディスク電気泳動が行なわれた（１０％ＳＤＳ　バイオフォアゲル、トリス緩衝液中で泳
動、操作ｐＨ６．１、下部電極槽には３％酢酸；９０Ｖ、管あたり２．５ｍＡ；トラッキ
ング色素ブロモフェノールブルー）。ジチオスレイトールおよびＥＤＴＡを含んでいる結
晶化された単離体およびジチオスレイトールおよびＥＤＴＡを含んでいるウシの試料が注
入され、７時間泳動された。管から集められたゲルは染色され（７％酢酸水溶液中の０．
０５％クマシーブリリアントブルーＲ－２５０）、さらに１０％酢酸を用いて洗浄された
。単離体およびウシのインスリンの双方の電気泳動パターンは、添付図面の図１に示され
ているように、ほとんど同じであった。ポリペプチド－ｋの免疫学的検定は、ウシのイン
スリンを用いて検査した場合、いかなる交差反応も示さなかった。
【００５０】
単離体の舌下投与は、ポジティブかつ高度に有効な血糖降下活性を示した。５００人の糖
尿病患者が治療された（表 ）ときに、この薬剤の副作用は何ら観察されなかった。これ
らの患者にこの薬品が２～４年の間投与された場合でも、神経障害、嗜眠状態、低血糖症
は報告されなかった。同時に、血中の糖レベルは１ヵ月の期間で明らかに低下していった
。このデータは表 に示されている。
【００５１】
実施例２（ツルレイシＬからの蛋白質の抽出）
ツルレイシＬの熟果から２００ｇの乾燥種子が取得された。種子は手作業により割られた
。割られた種子は、次いで水により３～４回充分に洗浄され、すべての不純物を実質的に
含まないようにされた。これらの種子は真空下に乾燥され、粉砕装置を用いて微細粉末に
粉砕された。他のどのような通常の装置も使用されてよい。
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Ｅ
ｃｍ

酢酸および水
これは n－ブタノール、酢酸および水（１２：５：２）である。

／１０％蟻酸

物

あるいは１０％蟻酸
酢酸、および水 ３：１：１

物

標準の加水分解物のアミノ酸は、単離されたポリ
ペプチド－ｋにおける余分なアミノ酸であるグルタミンを除けば、単離化合物の加水分解
物のそれと正確に一致した。

蛋白質がグルタミンの存在により区分されることを
示す。 。

４

４



【００５２】
微細粉末は次に、１：２の割合で混合されたアセトン・ヘキサン溶媒を用いて処理された
。シリカゲルＧ（キーゼルゲルＧナックスタール；Ｅメルク）で塗布された（厚さ０．４
ｍｍ～０．５ｍｍ）薄いガラスプレート（２０×２０ ）が１００℃で半時間活性化さ
れた。単離された物質を含んでいる溶液がプレートの端から１ｃｍ上に塗布され、ｎ－ブ
タノール、 （１２：５：２）の有機溶媒混合物中にて流された。展開され
たプレートは室温において乾燥され、アセトン中の０．２５％ニンヒドリンでスプレイさ
れた。単離物の、インスリン相当するニンヒドリン陽性スポット（Ｒ＝０．１９）が、約
２００のスプレイされていないプレートからシリカゲルＧとともに集められ、水酸化アン
モニウム により緩衝化された５０％エタノールを用いて抽出された。
抽出物は濾過され、さらに真空内で乾燥された。このようにして取得された純粋な無色の
結晶は秤量された（３ｇ／種子の乾燥重量１００グラム）。
【００５３】
精製された化合物の融点（２３２℃～２３５℃）ならびにｍｍｐ（２３４℃）が測定され
た。標準のインスリンの融点は、２３３℃と記録された。
【００５４】
インスリンの標準試料ならびに単離されたポリペプチド－ｋは、６規定の塩酸を用いた還
流下において２０時間にわたり、別々に加水分解された。加水分解物は濾過され、乾燥さ
れ、５０％エタノー にて別々に再構成され、ワットマンＮｏ．１濾紙片に塗布された
。当該濾紙片は、ｎ－ブタノール、 （ ）の有機溶媒混合物中に
おいて流された。単離 、および標準のインスリンの双方の加水分解物はまた、既知のア
ミノ酸（ヒドロキシリジン、メチオニン、ヒドロキシプロリン、およびトリプトファンを
含む）とともに別々に塗布された。種々の展開されたクロマトグラムは、アセトン中の０
．２５％ニンヒドリンを用いてスプレイされた。標準の加水分解物のアミノ酸は、単離さ
れたポリペプチド－ｋにおける余分のアミノ酸であるグルタミン以外は、単離された化合
物の加水分解物 正確に一致した。ヒドロキシリジン、ヒドロキシ－プロリン
、およびトリプトファンは、単離されたポリペプチド－ｋならびに標準の加水分解物では
欠如していることが見い出され、そのことは単離されたポリペプチド－ｋがインスリンの
それとほぼ同じであることを指摘した。ポリペプチド－ｋは、１８のアミノ酸を示した。

【００５５】
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ｃｍ

酢酸、および水

あるいは１０％蟻酸

ル中
酢酸、および水 ５：１：１

物

のそれとほぼ

ポリペプチド－ｋをジアオニルと共に継続することが最良であることが判った。１８のア
ミノ酸からなるポリペプチド－ｋは以下の表３に示されている。

【表３】



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００５６】
ディスク電気泳動が行なわれた（１０％ＳＤＳ　バイオフォアゲル、トリス緩衝液中で泳
動、操作ｐＨ６．１、下部電極槽には３％酢酸；９０Ｖ、管あたり２．５ｍＡ；トラッキ
ング色素ブロモフェノールブルー）。結晶化された単離体およびジチオスレイトールおよ
びＥＤＴＡを含んでいるウシの試料が注入され、７時間泳動された。管から集められたゲ
ルは染色され（７％酢酸水溶液中の０．０５％クマシーブリリアントブルーＲ－２５０）
、さらに１０％酢酸を用いて洗浄された。単離体およびウシのインスリンの双方の電気泳
動パターンは、添付図面の図２に示されているように、ほとんど同じであった。図３（ａ
）－（ｄ）は、該蛋白質が単一の主ピークとして移動することを示す、ディスク電気泳動
の結果を示す。ポリペプチド－ｋのアミノ酸のシーケンスは、図４に示されている。ポリ
ペプチド－ｋの免疫学的検定は、ウシのインスリンを用いて検査した場合、いかなる交差
反応も示さなかった。
【００５７】
以下は代表的な症例研究の実例であり、これにおいて患者は本発明の血糖降下組成物を投
与されている。これらの患者は、慢性度は症例ごとに異なっていたが、すべて糖尿病に苦
しめられていた。患者は実質的にデンプンを含まず、少なくとも一つの果物を含んでいる
良質の食物を摂取するよう忠告された。患者はまた、本発明の組成物の使用の他に、運動
を勧められた。ほとんどの患者は、この処置が始まる前に、ジアオニル（ Diaonil）／グ
リシフェーズ（ Glyciphase）／グリナーゼ（ Glynase）／ＤＢＩ／ユーグルコン（ Eugluco
n）／ジミクロン（ Dimicron）、またはグリシファージ（ glyciphage）とグリナーゼとの
組合せといった薬剤を服用していた。
【００５８】
患者の血糖レベルの緩やかな低下が、１週間～４０日後に観察され、その後正常値になっ
た。本発明の組成物の継続した摂取は、４用量を、各々の食事の１０～１５分前に舌下に
というようにして、６ヵ月から３年まで異なっていた。血糖レベルが３５５またはそれよ
り多い患者においては、２（１＋１）または１（１／２＋１／２）用量のジアオニル（ di
aonil）が、当該組成物の用量（朝、晩）に補われた。ジアオニルは１５日後には完全に
除かれた。
【００５９】
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症例研究
１．　ヴィーヴェク・ムカージイ氏１８才は、下肢の痛み、過剰な口渇、頻尿および視力
障害を訴えていた。検査にあたり、彼の血糖レベルはｐｐで４２５ｍｇ／ｄｌであり、空
腹時で２０９ｍｇ／ｄｌであることが分かった。いかなる経口薬も、効果的に作用しなか
った。この患者は、本発明の血糖降下組成物（１２ｍｇ／ｄｌ／用量、および１日あたり
４用量。各々の用量は各食事の１０分前に何らの液体または固体なしに服用された）を、
ジアオニル（１＋１＋１）とともに服用するべく忠告された。これが、血糖レベルをかな
り低下させた。ジアオニルは１ヵ月後には半減され、その後は完全に除かれ、驚いたこと
に血糖レベルは２ヵ月後に１１４ｍｇ／ｄｌ（ｐｐ）まで低下した。この患者は現在は完
全に本発明の組成物に依存して、何ら副作用なしに正常な血糖レベルを維持している。
【００６０】
２．　他の患者、Ｋ．Ｐ．ミシュラ教授７１才は、血糖レベル３０５ｍｇ／ｄｌの慢性糖
尿病患者であった。彼はインスリンを常用していた（１８単位／日）。この患者は、本発
明の組成物を４回服用するよう忠告された。彼はここ２年間、正常な血糖を維持している
。
【００６１】
３．　Ｄ．Ｐ．ガウア氏６０才は、過去１０年間ずっと慢性糖尿病であった。彼は６０単
位のインスリンを服用している時でも、身体に神経障害および嗜眠を発症した。高血圧お
よび高トリグリセリライドレベルの症状があった。この患者は じられたインスリンに
加えて、本発明の製剤の１日４回の服用から出発した。血糖レベルは低下した。インスリ
ンの用量は徐々に減じられ、最終的には除去され、現在この患者は正常な血糖レベルを維
持しており、本発明の組成の４用量との適合を保っている。
【００６２】
４．　ラシュミ・ギハ夫人４６才は、症状を発症しており、それは血液プロフィール検査
（ヘモグロビン－糖鎖付加試験）において糖尿病と確認された（３２０ｍｇ／ｄｌ）。彼
女は本発明の粉末の服用から出発し、正常な血糖レベルを維持している。彼女は、他の経
口薬は服用していない。
【００６３】
５．　バナージー氏７０才は、慢性の患者（１５～２０年間）であり、高血圧、高トリグ
リセリドおよびコレステロールレベルをもつ。彼は本発明の組成を、粉末を３年間、１日
４用量で服用した。これが、正常な血糖レベルと、血圧およびコレステロールレベルの制
御されたレベルを維持した。
【００６４】

　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００６５】
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、減

【表４】

ポリペプチド－ｐと比較して、本願の新規なポリペプチド－ｋがその安定性故に非常に効
果的であることを出願人は見出した。それはジアオニルと共に用いられたときに奇跡的な
働きを示し、２５０ｍｇ／ｄｌを超える血糖値を２、３日中に正常なものとする。これは
高い血糖値を低下させるだけではなく、全コレステロール、ＤＨＬ、ＬＤＬ、ＶＬＤＬお
よびトリグリセリドの制御により高血圧も制御する。これはまた神経障害も治療し、患者
を通常の感覚に戻す。ポリペプチド－ｋにより糖尿病における副次的作用が治療される。



【００６６】

【００６７】

【００６８】

【００６９】

【００７０】

【００７１】

【００７２】
【発明の効果】
１．　ポリペプチド－ｋは、先の特許第１７６０４０号において請求されたプロセスによ
り単離されたポリペプチド－ｐより、有効であることが見いだされた。ポリペプチド－ｋ
の抽出プロセスは、改良されより効率的にされた。
２．　ポリペプチド－ｋは、舌下に投与した場合に高度に有効な血糖降下薬であることが
見いだされた。
３．　この薬剤を抗糖尿病治療薬として用いることにより、全コレステロール、ＨＤＬ、
ＬＤＬ、ＶＬＤＬ、およびトリグリセリドを含むコレステロールレベルは、正常値まで低
下する。
４．　継続期間が２～４年である５００人以上の患者がこの薬剤を投与されたときに、下
肢の痛み、嗜眠といった症状は見られなかった。この実施例において述べられた本発明は
、本質的に単なる説明に過ぎず、本発明の範囲を限定することを意図したものではない。
【００７３】
血糖降下組成物の供給源およびその効果
１．　それは、「カリーラ（ Karela）」／ニガウリ（ Bittergourd）／ツルレイシＬ（ Mom
ordica charantia L）の蛋白質抽出物である。
２．　ゴアジ 燃焼点／ｍｐは、２３４ あることが分かった。
３．　アミノ酸分析器を用いて分析した場合、加水分解物は１８のアミノ酸を示し
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これはまた患者の病気に対する免疫力を高めるもので、よってＨＩＶ患者にも同様に役立
つ。インスリンに対する交差反応はない。多くの患者では、インスリンは徐々に減らされ
た。

ポリペプチド－ｋで治療されると、糖尿病を患う患者の多くが、５０～６０歳またはそれ
以上の年齢層で優れた結果を示す。上記の年齢層の患者は通常の感覚に戻り、完全に健康
になる。種々の症例において血糖値はポリペプチド－ｋ投与後に５０～５５％の低下効果
を示したが、ポリペプチド－ｐで比較するとこのような効果は２５～３０％であることが
観察され、しかも変動していた。

実際、ポリペプチド－ｋで治療された患者の誰一人、副作用を訴えなかった。ポリペプチ
ド－ｋとジアオニルの組み合わせは優れた結果を示した。いくつかの症例ではポリペプチ
ド－ｋの用量は４－３－２と減らさなくてはならず、これは時間が経つに連れ膵臓が回復
したことを示し、したがって、ポリペプチド－ｋが血中に存在する不活性なインスリンを
活性化するものと結論付けられる。つまるところ、インスリンとは酵素であり、ポリペプ
チド－ｋのいずれかの箇所の小さなペプチドの付加がインスリンを活性化させる。

その他の血液検査を行うと、ポリペプチド－ｋで治療された糖尿病患者ではクレアチニン
、尿酸および血液尿素のレベルが正常化したことが判った。現在、より多数の人々が国際
的且つ肯定的な反応を示しつつある。

ポリペプチド－ｋのもっとも重要な特性は、それが人体（血液）のｐＨを６とすることで
ある。もしある人が目眩を覚え、あるいは胆汁を吐いたりしたなら、一錠で酸性、アルカ
リ性をそれぞれ通常レベルのｐＨ６へと調整し、その人はまったく平常な健康な状態に戻
り、こうして同様に肝臓の機能を制御することができる。

神経障害を制御することで、患者からは神経の問題がなくなる。植物原料からなるため、
これは受け入れ易い。

ポリペプチド－ｐの場合、その蛋白質の不安定性のため、このような反応は観察されなか
った。

ンの ℃で
た。



４．　単一の電気泳動バンドが得られ、それはスキャニングでは純粋なゴアジンの単一の
メインピークを示し
５．　ポリペプチド－ｋの生化学免疫学的検定は、インスリンに対して陰性であることが
分かった。
６．　薬理学的研究は、有意な血糖低下を示した。
７．　ポリペプチド－ｋ に不溶性であ

８．　それは、加熱すると可溶性分画の色を黄色に変え後に紫色に変える、ニンヒドリン
を用いて物理的に検査されることが可能である。
９．　当該ポリペプチド分画のシーケンシングに際し、最初の末端は自由であることが見
い出された。
１０．　本発明の血糖降下組成物は、血液中に存在する不活性なインスリンを活性化し、
したがってこの病気を治癒させ、その時間的因子は当該病気の慢性度に依存する。
１１．　遺伝性である場合は、正常なヒトによる１回の用量は、予防的な用量として作用
する。
１２．　コレステロールレベルが高い場合は、その摂取は当該レベルを低下させる。
１３．　高いトリグリセリドレベルも、同様に低下される。
１４．　関節の痛みおよび炎症は、除去されるかまたは軽減される。
１５．　その摂取は、糖尿病患者にとって常態を感じさせる。
１６．　他の副作用は、観察されなかった。
【図面の簡単な説明】
【図１】　
【図２】　

【図３】　
【図４】　

　

10

20

30

(13) JP 3877530 B2 2007.2.7

た。

は水 るが、ｐＨ９．５では部分的に可溶性であり、
１０％蟻酸には完全に可溶性である。

ポリペプチド－ｋの紫外線分析の結果を表す。
（ａ）－（ｄ）は、単一の主ピークを示す高精度液体クロマトグラフィーの結

果を表す。
ポリペプチド－ｋのアミノ酸を表す。
（ａ）－（ｅ）は、ポリペプチド－ｋ対して行なわれた質量スペクトル分析の

結果であり、これはポリペプチド－ｋが２つのペプチドチェインからなることを明瞭に示
す。
【図５】 （ａ）－（ｃ）は、ポリペプチド－ｋ対して行なわれたＨＰＬＣ分析の結果を
示す。



【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

(16) JP 3877530 B2 2007.2.7



(17) JP 3877530 B2 2007.2.7



フロントページの続き

(56)参考文献  国際公開第９８／０４３４８４（ＷＯ，Ａ１）

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C07K  1/00-19/00
              C12N  1/00ー9/99
              A61K 31/00-48/00
              A61P  1/00-43/00
              PubMed、MEDLINE(STN)
              BIOSIS/WPI(DIALOG)

(18) JP 3877530 B2 2007.2.7


	bibliographic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

