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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記式（Ｉ）で表されるカロテノイド化合物を有効成分として含有することを特徴とす
る遅延性アレルギー抑制剤。
【化１】

［式中、Ｒ1～Ｒ3は、独立して水素原子またはＣ1-18アルカノイル基を示す］
【請求項２】
　カロテノイド化合物が下記式（Ｉ1）の立体構造を有するものである請求項１に記載の
遅延性アレルギー抑制剤。
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【化２】

［式中、Ｒ1～Ｒ3は上記と同義を示す］
【請求項３】
　Ｒ1およびＲ2が水素原子である請求項１または２に記載の遅延性アレルギー抑制剤。
【請求項４】
　Ｒ3がアセチル基である請求項１～３のいずれかに記載の遅延性アレルギー抑制剤。
【請求項５】
　外用剤である請求項１～４のいずれかに記載の遅延性アレルギー抑制剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＩＶ型アレルギーに分類される遅延性アレルギーの予防や治療に有効な遅延
性アレルギー抑制剤に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　アレルギー疾患は過剰な免疫反応により引き起こされる疾患の総称であり、主にＩ型か
らＶ型に分類される。
【０００３】
　これらのうちＩＶ型アレルギーは、他のアレルギーが抗体が関与する液性免疫に関する
ものであるのに対して、Ｔ細胞やマクロファージなどが関与する細胞性免疫に関するもの
である点で特徴的である。より詳しくは、Ｔ細胞が抗原と反応して感作されると、マクロ
ファージの活性化因子など様々な生理活性物質を遊離し、組織障害を引き起こす。ＩＶ型
アレルギーは、リンパ球の集簇、増殖、活性化などに時間がかかるため、他の急性アレル
ギーに比べて抗原との接触から発症まで２４～４８時間程度と時間がかかることから、遅
延性アレルギーとも呼ばれる。
【０００４】
　遅延性アレルギーとしては、例えば、接触性皮膚炎、ツベルクリン反応、各種臓器移植
片の拒絶反応、インスリン依存型糖尿病、シューグレン症候群、慢性肉芽種症、ギラン・
バレー症候群などが挙げられる。また、アトピー性皮膚炎は、Ｉ型アレルギーとＩＶ型ア
レルギーの複合型であるといわれている。
【０００５】
　遅延性アレルギーの抑制剤としては、炎症を抑えるという観点から、従来、ステロイド
系薬剤が主に使われていた。しかし、ステロイド系薬剤には副作用の懸念があることから
、副作用がより少ない薬剤が求められている。例えば非特許文献１には、褐藻類由来のカ
ロテノイドであるフコキサンチンにより、遅延性アレルギーが抑制されたとの報告がされ
ている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Sakai，S．ら，Biosci．Biotechnol．Biochem．，75（5），pp．1013-1
015（2011）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００７】
　上述したように、ステロイド系薬剤以外にも、天然のカロテノイド化合物であるフコキ
サンチンが遅延性アレルギーの抑制効果を示すことが知られている。しかし、近年、アレ
ルギー性疾患が問題となってきていることから、より優れた遅延性アレルギー抑制剤が求
められている。
【０００８】
　そこで本発明は、遅延性アレルギーに対して優れた抑制効果を示す遅延性アレルギー抑
制剤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】
【０００９】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意研究を重ねた。その結果、特定のカロテ
ノイド化合物が、上記のフコキサンチンよりも優れた遅延性アレルギー抑制効果を示すこ
とを見出して、本発明を完成した。
【００１０】
　本発明に係る遅延性アレルギー抑制剤は、下記式（Ｉ）で表されるカロテノイド化合物
を有効成分として含有することを特徴とする。
【００１１】
【化１】

【００１２】
［式中、Ｒ1～Ｒ3は、独立して水素原子またはＣ1-18アルカノイル基を示す］
　上記カロテノイド化合物（Ｉ）としては、下記式（Ｉ1）の立体構造を有するもの、
【００１３】

【化２】

【００１４】
［式中、Ｒ1～Ｒ3は上記と同義を示す］
　Ｒ1およびＲ2が水素原子であるもの、また、Ｒ3がアセチル基であるものが好適である
。
【００１５】
　本発明に係る遅延性アレルギー抑制剤の剤形としては外用剤が好ましい。外用剤は、遅
延性アレルギーの中でも接触性皮膚炎やアトピー性皮膚炎の予防や治療に適している。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明に係る遅延性アレルギー抑制剤は、遅延性アレルギーを効果的に抑制することが
できる。特に、遅延性アレルギーの発症メカニズムのうち、エオタキシンへの好酸球の遊
走や好酸球の集簇を抑制し、炎症などを軽減することができる。また、本発明に係る遅延
性アレルギー抑制剤は、カロテノイド化合物であり、ステロイド系薬剤に比べて副作用が
少なく安全性が高いといえる。よって本発明に係る遅延性アレルギー抑制剤は、遅延性ア
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レルギーを有効に予防および治療できるものとして非常に有用である。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】図１は、遅延性アレルギーによる炎症（耳部厚さ）に対する本発明に係るペリジ
ニン、比較例であるフコキサンチン、および副腎皮質ホルモンであるコルチゾールの効果
を比較するためのグラフである。
【図２】図２は、遅延性アレルギーによる炎症部位での好酸球の生成の抑制に関する、ペ
リジニン、フコキサンチンおよびコルチゾールの効果を比較するためのグラフである。
【図３】図３は、遅延性アレルギーによる末梢血での好酸球の生成の抑制に関する、ペリ
ジニン、フコキサンチンおよびコルチゾールの効果を比較するためのグラフである。
【図４】図４は、遅延性アレルギーによる炎症部位における、好酸球のケモカイン受容体
のリガンドであるエオタキシンの生成の抑制に関する、ペリジニン、フコキサンチンおよ
びコルチゾールの効果を比較するためのグラフである。
【図５】図５は、エオタキシンによる好酸球の走化性に対する、ペリジニン、フコキサン
チンおよびコルチゾールの抑制効果を比較するためのグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明に係る遅延性アレルギー抑制剤は、上記カロテノイド化合物（Ｉ）を有効成分と
して含有することを特徴とする。
【００１９】
　本発明に係るカロテノイド化合物（Ｉ）のＲ1～Ｒ3である「Ｃ1-18アルカノイル基」は
、ホルミル基またはＣ1-17アルキル－カルボニル基をいい、ここで「Ｃ1-17アルキル基」
は、炭素数１以上、１７以下の直鎖状または分枝鎖状の一価飽和炭化水素基をいう。Ｃ2-

18アルカノイル基としては、例えば、アセチル基、エチルカルボニル基、ｎ－プロピルカ
ルボニル基、イソプロピルカルボニル基、ｎ－ブチルカルボニル基、ピバロイル基、ｎ－
ヘキシルカルボニル基、ｎ－オクチルカルボニル基、ｎ－ノニルカルボニル基、６－メチ
ルオクチルカルボニル基、７－メチルオクチルカルボニル基、ｎ－デシルカルボニル基、
８－メチルノニルカルボニル基、ｎ－ウンデシルカルボニル基、９－メチルデシルカルボ
ニル基、ｎ－ドデシルカルボニル基、１０－メチルウンデシルカルボニル基、ｎ－トリデ
シルカルボニル基、１１－メチルドデシルカルボニル基、ｎ－テトラデシルカルボニル基
、ｎ－ペンタデシルカルボニル基、ｎ－ヘキサデシルカルボニル基、ｎ－ヘプタデシルカ
ルボニル基などが挙げられる。Ｃ1-18アルカノイル基としては、Ｃ1-8アルカノイル基ま
たはＣ9-18アルカノイル基が好ましく、Ｃ1-6アルカノイル基がより好ましく、Ｃ1-4アル
カノイル基がさらに好ましく、Ｃ1-2アルカノイル基がさらに好ましく、アセチル基が特
に好ましい。
【００２０】
　本発明に係るカロテノイド化合物（Ｉ）としては、下記式（Ｉ1）で表されるものが好
適である。下記カロテノイド化合物（Ｉ1）の立体構造は、渦鞭毛藻であるＳｙｍｂｉｏ
ｄｉｎｉｕｍ　ｓｐ．ＯＴＣＬ２Ａ株などから単離される天然のカロテノイド化合物であ
るペリジニンの立体構造に相当する。
【００２１】
【化３】

【００２２】
　また、Ｒ1およびＲ2としては水素原子が好ましく、Ｒ3としてはＣ1-18アルカノイル基
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が好ましい。なお、Ｒ1およびＲ2が水素原子であり且つＲ3がアセチル基であるカロテノ
イド化合物（Ｉ1）は、上述したペリジニンである。
【００２３】
【化４】

【００２４】
　上記の好適化合物の優れた遅延性アレルギー抑制効果は、後記の実験結果により実証さ
れている。
【００２５】
　本発明化合物、特に上記のペリジニンは、Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍ　ｓｐ．ＯＴＣＬ
２Ａ株などの渦鞭毛藻から単離精製することができる。
【００２６】
　本発明に係るカロテノイド化合物（Ｉ）を産生する渦鞭毛藻の中でもＳｙｍｂｉｏｄｉ
ｎｉｕｍ　ｓｐ．は、海産の無脊椎動物と共生関係を持つ共生性のものである。宿主であ
る海産動物としては、有孔虫類、放散虫類、扁形動物の無腸類、クラゲ類、サンゴ類、二
枚貝類などを挙げることができる。よって、カロテノイド化合物（Ｉ）を天然から単離す
るには、渦鞭毛藻Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍ　ｓｐ．を上記海産動物から単離した上で培
養し、培養した渦鞭毛藻をホモジェナイズなどした後、抽出すればよい。
【００２７】
　抽出溶媒は、適宜選択すればよいが、例えば、メタノールやエタノールなどのアルコー
ル系溶媒；アセトンやメチルエチルケトンなどのケトン系溶媒；ジクロロメタンやクロロ
ホルムなどのハロゲン化炭化水素系溶媒；ベンゼンやトルエンなどの芳香族炭化水素系溶
媒；酢酸メチルや酢酸エチルなどのエステル系溶媒；ジエチルエーテルやテトラヒドロフ
ランなどのエーテル系溶媒；ジメチルホルムアミドやジメチルアセトアミドなどのアミド
系溶媒；濃度６０ｖ／ｖ％以上の、これら有機溶媒のうち水混和性有機溶媒と水との混合
溶媒を挙げることができる。
【００２８】
　抽出条件は適宜調整すればよい。例えば、抽出は常温で行うことができるが、抽出効率
を高めるために、気温によっては３０～６０℃程度に加温してもよい。また、抽出効率を
高めるために抽出時には撹拌することが好ましい。或いは、渦鞭毛藻に抽出溶媒を加えた
後に、渦鞭毛藻を抽出溶媒中で粉砕してもよい。また、抽出時間は特に制限されないが、
例えば、１時間以上、１０日以下程度にすることができる。
【００２９】
　抽出操作後は、さらに、遅延性アレルギーの抑制作用を測定したり、既知化合物の物性
データを参照するなどしつつ、薄層クロマトグラフィ、ＨＰＬＣ、分取クロマトグラフィ
などのクロマトグラフィにより活性成分を特定していけばよい。
【００３０】
　以上のとおり、カロテノイド化合物（Ｉ）は、渦鞭毛藻から単離するか、或いは単離さ
れた化合物を誘導体化することにより製造すればよい。例えば、Ｒ1～Ｒ3の何れか１以上
がＣ1-18アルカノイル基であるカロテノイド化合物（Ｉ）は、所定の水酸基をエステル化
することにより製造することができる。かかるエステル化は、Ｃ1-18アルカノイル基に対
応する酸、またはその活性化エステル化合物や酸クロライド化合物、さらには必要に応じ
て縮合剤を用い、当業者にとり公知の方法で行うことができる。但し、カロテノイド化合
物（Ｉ）のうち天然化合物であるペリジニンのＲ3はアセチル基である。
【００３１】
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　本発明に係るカロテノイド化合物（Ｉ）は、遅延性アレルギー抑制剤の有効成分として
用いることができる。なお、本発明における「抑制」には、遅延性アレルギーの発症の抑
制、即ち「予防」と、発症した遅延性アレルギーの軽減、即ち「治療」の両方の概念が含
まれる。従って、本発明の遅延性アレルギー抑制剤は、遅延性アレルギーの発症前に予防
的に使用してもよいし、症状が比較的軽度なうちに治療するか或いは症状の進行を阻害す
るために使用してもよいし、重度な症状を軽減するために使用してもよい。
【００３２】
　本発明の遅延性アレルギー抑制剤の剤形は特に制限されず、例えば、軟膏剤、ローショ
ン剤、溶液剤、懸濁剤、貼付剤、リニメント剤、パップ剤などの外用剤；トローチ剤や坐
剤などの粘膜用製剤；注射剤；散剤、顆粒剤、カプセル剤、丸剤、錠剤、エキス剤、エリ
キシル剤、懸濁剤、乳剤、チンキ剤、シロップ剤などの経口剤とすることができるが、遅
延性アレルギーの中でも一般的な接触性皮膚炎やアトピー性皮膚炎が皮膚疾患であること
から、外用剤とすることが好ましい。
【００３３】
　本発明の遅延性アレルギー抑制剤は、有効成分であるカロテノイド化合物（Ｉ）の他、
その剤形などに応じて、基材、賦形剤、着色剤、滑沢剤、矯味剤、乳化剤、増粘剤、湿潤
剤、安定剤、保存剤、溶剤、溶解補助剤、懸濁化剤、抗酸化剤、佐薬、緩衝剤、ｐＨ調整
剤、甘味料、香料などを配合することができる。
【００３４】
　本発明に係るカロテノイド化合物（Ｉ）の投与量は、患者の症状、年齢、性別、患部の
面積、予防的な使用であるか治療的な使用であるかなどに応じて適宜調整すればよいが、
例えば、ヒトに投与する場合には、皮膚などへの塗布で１回当たり０．０１ｍｇ以上、１
０ｍｇ以下程度、経口投与で０．１ｍｇ／ｋｇ体重／日以上、５０ｍｇ／ｋｇ体重／日以
下程度とすることができる。また、１日当たりの投与回数も、症状の重篤度、特に痒みの
程度などに応じて適宜調整すればよいが、例えば、１回／日以上、３回／日以下程度にす
ることができる。
【００３５】
　その他、本発明に係る遅延性アレルギー抑制剤は、日用品として用いることができる。
【００３６】
　例えば、乳液、化粧水、クリーム、洗顔料、ジェル、美容液、パック・マスクなどの基
礎化粧品；ファンデーション類、口紅類、白粉・打粉類、頬紅類、眉目類、美爪類などの
メーキャップ化粧品；シャンプーやリンスなどの洗髪用化粧品；ヘアスタイリング剤、ヘ
アトリートメント剤、育毛剤、パーマネントウェーブ用剤、染毛剤、ヘアブリーチなどの
毛髪用化粧品；香水やコロンなどの芳香化粧品；石鹸、液体ボディ洗浄料、サンケア製品
、ハンドケア製品、防臭化粧品、脱色剤・除毛剤などのボディ化粧品；歯磨類や口中清涼
剤などの口腔用化粧品などの化粧品とすることができる。即ち、本発明に係るカロテノイ
ド化合物（Ｉ）を、遅延性アレルギーを抑制する目的で、上記化粧品の成分として配合し
てもよい。
【００３７】
　その他、入浴は、肌を清潔にする、汗を流す、湿度を与える、体温を高めるなどの点で
アトピー性皮膚炎などの皮膚疾患に有効である。そこで、本発明に係る遅延性アレルギー
抑制剤を入浴剤として用いる。即ち本発明に係るカロテノイド化合物（Ｉ）をお湯に加え
てもよい。
【００３８】
　この場合、本発明に係るカロテノイド化合物（Ｉ）を湯中に直接入れて使用してもよい
し、或いはその溶液を不織布などからなる多孔質袋体に浸み込ませた後に乾燥し、湯中に
浸漬して揉み出しながら使用してもよい。また、温泉成分である塩化ナトリウム、炭酸水
素ナトリウム、炭酸ナトリウム、硫酸ナトリウム、塩化カリウム、炭酸カリウムなどの無
機塩類と配合してもよい。
【実施例】
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【００３９】
　以下、実施例を挙げて本発明をより具体的に説明するが、本発明はもとより下記実施例
によって制限を受けるものではなく、前・後記の趣旨に適合し得る範囲で適当に変更を加
えて実施することも勿論可能であり、それらはいずれも本発明の技術的範囲に包含される
。
【００４０】
　製造例１：ペリジニンの単離
　渦鞭毛藻であるＳｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍ　ｓｐ．ＯＴＣＬ２Ａ株を、ヒメシャコガイ
Ｔｒｉｄａｃｎａ　ｃｒｏｃｅａから単離した。当該ＯＴＣＬ２Ａ株を、ＥＳ培地中、２
５℃で４０日間培養した。１３２Ｌの培養液から得られたＯＴＣＬ２Ａ株細胞８２．０ｇ
を凍結させ、７０ｖ／ｖ％エタノール水（１５０ｍＬ）中、ホモジナイザー（Ｊａｎｋｅ
＆Ｋｕｎｋｅｌ　ＧｍｂＨ＆Ｃｏ．ＫＧＩＫＡ－Ｌａｂｏｒｔｅｃｈｎｉｋ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ，「ＵＬＴＲＡＴＵＲＲＡＸ　Ｔ２５」）を使ってホモジナイズし、４℃で３日間静
置した後、遠心分離した。上清と沈殿を分離し、上記と同条件により７０ｖ／ｖ％エタノ
ール水（１５０ｍＬずつ）で沈殿から再度２回抽出した。各抽出液を合わせ、減圧濃縮し
た。残渣を水（１００ｍＬ）に懸濁し、酢酸エチル（２００ｍＬずつ）で３回抽出した。
抽出液を合わせて減圧濃縮し、酢酸エチル可溶性フラクション（９０３ｍｇ）を得た。当
該フラクションの一部（６７６ｍｇ）を、シリカゲルカラムクロマトグラフィ（シリカゲ
ル：ナカライテスク社製「Ｓｉｌｉｃａ　Ｇｅｌ　６０」，６０ｍＬ，溶離液：ジクロロ
メタン／メタノール＝９９／１→９８／２→９６／４→９２／８，各１２０ｍＬ）に付し
た。ジクロロメタン／メタノール＝９６／４および９２／８で溶出したフラクション（２
６４．８ｍｇ）のうち一部（１９９．２ｍｇ）を、ＯＤＳカラム（ナカライテスク社製，
「Ｃｏｓｍｏｓｉｌ　７５Ｃ１８－ＯＰＮ」，１９ｍＬ）にチャージし、８０ｖ／ｖ％メ
タノール水（４０ｍＬ）と８５ｖ／ｖ％メタノール水（８０ｍＬ）で溶出した。８５ｖ／
ｖ％メタノール水で溶出されたフラクション（９８．８ｍｇ）から、下記条件のＨＰＬＣ
によりペリジニンを精製した（２４．７ｍｇ）。
　ＨＰＬＣ条件
　　カラム：　ナカライテスク社製「Ｃｏｓｍｏｓｉｌ　５Ｃ１８－ＡＲ－ＩＩ」，２０
ｍｍφ×２５０ｍｍ
　　溶離液：　８５％アセトニトリル水
　　流速：　６．０ｍＬ／ｍｉｎ
【００４１】
　比較製造例１：フコキサンチンの単離
　褐藻であるＰｅｔａｌｏｎｉａ　ｆａｓｃｉａ（５４．５２ｇ）を凍結させ、メタノー
ル（５００ｍＬずつ）で４回抽出した。得られた抽出液を合わせ、減圧濃縮した。残渣を
９０ｖ／ｖ％メタノール水（１００ｍＬ）に溶解した後、ヘキサン（１００ｍＬずつ）で
２回、不純物を抽出した。残った９０ｖ／ｖ％メタノール水層を濃縮した。残渣を水（１
００ｍＬ）に加えた後、酢酸エチル（１００ｍＬずつ）で２回抽出した。酢酸エチル可溶
性フラクション（６０２．１ｍｇ）をシリカゲルカラム（ナカライテスク社製，「Ｓｉｌ
ｉｃａ　Ｇｅｌ　６０」，１２ｍＬ）にチャージし、ヘキサン／酢酸エチル＝１／１（１
７０ｍＬ）で溶出した。５番目のフラクション（３２．４ｍｇ）を、ＯＤＳカラム（ナカ
ライテスク社製，「Ｃｏｓｍｏｓｉｌ　７５Ｃ１８－ＯＰＮ」，１０ｍＬ）にチャージし
、８５ｖ／ｖ％メタノール水（４０ｍＬ）と９０ｖ／ｖ％メタノール水（３０ｍＬ）で溶
出した。９０ｖ／ｖ％メタノール水で溶出された３番目のフラクションに、フコキサンチ
ン（１２．８ｍｇ）が含まれていた。
【００４２】
　試験例１：遅延性アレルギーに対する効果
　ＢＡＬＢ／ｃ雌性マウスを日本クレア株式会社より購入し、８～１０週齢のものを実験
に供した。先ず、免疫抑制細胞の増殖を防ぐために、シクロホスファミド水溶液を１５０
ｍｇ／ｋｇ皮下注射した。２週間後、腹部を剃毛し、２，４，６－トリニトロクロロベン
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ゼン（塩化ピクリル，以下、「ＰＣｌ」と略記する）をエタノール／アセトン＝３／１の
混合液に溶解した７質量％溶液（０．０５ｍＬ）を、剃毛部に塗布することにより免疫感
作を行った。感作から２週間後、本発明に係るペリジニン、比較例であるフコキサンチン
、または副腎皮質ホルモンであるコルチゾールを１０μｇ耳部に塗布するか、或いは、ペ
リジニンまたはフコキサンチン５０μｇを腹腔内投与した。上記の塗布または投与から３
時間後、ＰＣｌをアセトン／オリーブオイル＝１／４の混合液に溶解した１質量％溶液（
０．０２ｍＬ）を耳朶に塗布し、抗原曝露を行った。抗原曝露から０時間後、４時間後、
２４時間後および４８時間後に耳部の厚さをダイアルゲージ（尾崎製作所社製）で測定し
た。また、比較のために、薬剤を投与しない例と、感作のみで抗原曝露を行わない例でも
同様に実験した。各実験は１０例ずつ行って、平均値を算出した。また、得られた結果を
分散分析し、Ｔｕｒｋｅｙ－Ｋｒａｍｅｒ’ｓ事後検定した。結果を図１に示す。図１中
、「＊」は、ｐ＜０．０１で薬剤を投与しない例に対して有意差がある場合を示す。
【００４３】
　図１に示す結果のとおり、フコキサンチンは塗布投与でも腹腔内投与でも遅延性アレル
ギーを抑制することはできなかった。それに対して副腎皮質ホルモンであるコルチゾール
は遅延性アレルギーを強力に抑制し、抗原曝露から２４時間後および４８時間後における
抑制率はそれぞれ２２．４％および１８．２％であった。また、本発明に係るぺリジニン
は、ステロイドホルモンではないが遅延性アレルギーを有意に抑制することができ、抗原
曝露から２４時間後および４８時間後における抑制率は、耳に塗布した場合でそれぞれ８
．９％および９．２％であり、腹腔内投与した場合でそれぞれ１２．７％および１１．７
％であった。
【００４４】
　試験例２：炎症部位における好酸球の抑制効果
　好酸球は、遅延性アレルギーの炎症部で増加することが知られている。そこで、本発明
に係るペリジニンの遅延性アレルギーに対する効果の指標として、好酸球を用いた。
【００４５】
　具体的には、上記試験例１と同様にして、ＰＣｌによる感作、ペリジニン、フコキサン
チンまたはコルチゾールの塗布投与または腹腔内注射投与、および抗原曝露を行った。抗
原曝露から４８時間後、耳朶から組織を採取し、試料をヘマトキシリン／ギムザ溶液によ
り染色した後、断面を４００倍に拡大し、２００μｍ×２００μｍの皮膚組織に浸潤して
いる好酸球の数を計数した。計数は少なくとも１０ヶ所で行い、上記試験例１と同様に平
均値を算出し、また、Ｔｕｒｋｅｙ－Ｋｒａｍｅｒ’ｓ有意差検定を行った。結果を図２
に示す。図２中、「＊」は、ｐ＜０．０１で薬剤を投与しない例に対して有意差がある場
合を示す。
【００４６】
　図２に示す結果のとおり、フコキサンチンでは塗布投与でも腹腔内投与でも炎症部位に
おける好酸球の増加を抑制することはできなかった。それに対して副腎皮質ホルモンであ
るコルチゾールを塗布した場合、薬剤を投与しなかった場合に比べ、好酸球の数を６８．
５％抑制した。また、本発明に係るぺリジニンは、耳に塗布した場合で７９．９％、腹腔
内投与した場合で６０．３％、炎症部位における好酸球数を抑制した。
【００４７】
　試験例３：末梢血における好酸球の抑制効果
　上記試験例１と同様にして、ＰＣｌによる感作、ペリジニン、フコキサンチンまたはコ
ルチゾールの塗布投与または腹腔内注射投与、および抗原曝露を行った。抗原曝露から４
８時間後、後眼窩叢から血液を採取し、スライドガラス上に塗布し、ギムザ溶液で染色し
た。得られた試料において、少なくとも２００以上の白血球中に占める好酸球の割合を求
めた。測定は１０以上の試料について行い、上記試験例１と同様に平均値を算出し、また
、Ｔｕｒｋｅｙ－Ｋｒａｍｅｒ’ｓ有意差検定を行った。結果を図３に示す。図３中、「
＊」は、ｐ＜０．０１で薬剤を投与しない例に対して有意差がある場合を示す。
【００４８】
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　図３に示す結果のとおり、フコキサンチンでは塗布投与でも腹腔内投与でも、末梢血に
おいても好酸球の増加を抑制することはできなかった。それに対して副腎皮質ホルモンで
あるコルチゾールを塗布した場合、薬剤を投与しなかった場合に比べ、末梢血における好
酸球の数を８３．１％抑制した。また、本発明に係るぺリジニンは、耳に塗布した場合で
８２．２％、腹腔内投与した場合で７８．４％、末梢血における好酸球数を抑制した。
【００４９】
　なお、別途、ペリジニンで処理したマウスの末梢血の血清におけるＩＬ－５の濃度を測
定したが、その生成は抑制されていなかった。ＩＬ－５は好酸球の増殖を選択的に誘導す
るものであることから、ペリジニンにより好酸球の生成が抑制されるのは、炎症部位にお
いて好酸球の遊走を強力に誘導するエオタキシンが抑制されていることが考えられる。
【００５０】
　試験例４：エオタキシンの抑制効果
　上記試験例１と同様にして、ＰＣｌによる感作、ペリジニン、フコキサンチンまたはコ
ルチゾールの塗布投与または腹腔内注射投与、および抗原曝露を行った。抗原曝露から４
８時間後、各マウスから耳部を採取し、界面活性剤（Ｔｗｅｅｎ　２０）を０．１ｖ／ｖ
％含むＰＢＳを耳部試料１０ｍｇ当たり１００μＬ加え、さらに直径５ｍｍのジルコニア
ビーズを加え、ミキサーミル（Ｒｅｔｓｃｈ社製，「ＭＭ３００」）を使って３０Ｈｚで
２分間ホモジェナイズした。得られたホモジネートを１２，０００ｒｐｍで１０分間遠心
分離した。エオタキシンの測定まで、上清を－８０℃で保存した。当該上清中におけるエ
オタキシンの濃度を、測定キット（Ｒａｙ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社製，「Ｍｏｕｓｅ　ｅｏｔ
ａｘｉｎ　ＥＬＩＳＡ　ｋｉｔ」）で測定した。また、得られた結果を分散分析し、Ｔｕ
ｒｋｅｙ－Ｋｒａｍｅｒ’ｓ事後検定した。なお、上記条件におけるエオタキシンの検出
限界は、組織１ｍｇ当たり０．０１ｐｇである。結果を図４に示す。図４中、「＊」は、
ｐ＜０．０１で薬剤を投与しない例に対して有意差がある場合を示し、「＊＊」はｐ＜０
．０５で有意差がある場合を示す。
【００５１】
　図４に示す結果のとおり、ＰＣｌによる抗原曝露により、好酸球のケモカイン受容体の
リガンドであるエオタキシンの産生が促進された。かかるエオタキシン産生は、フコキサ
ンチンの塗布投与では抑制されなかったが、腹腔内投与では抑制率１９．４％と少し抑制
された。一方、本発明に係るペリジニンでは、腹腔内投与では抑制効果は無かったが、塗
布投与では３０．６％という阻害率で阻害が見られた。かかる阻害率は、コルチゾールの
４２．１％という阻害率に匹敵するものであった。
【００５２】
　以上の結果より、ペリジニンとフコキサンチンとでは、エオタキシンに対する産生抑制
メカニズムが異なっており、ひいては活性化される内皮細胞、上皮細胞およびマクロファ
ージなどによるエオタキシン産生の抑制メカニズムが異なっているといえる。また、ペリ
ジニンとフコキサンチンとでは、皮膚浸透性も異なると考えられる。
【００５３】
　試験例５：エオタキシンによる好酸球の走化性の抑制効果
　Tominaga，A．ら，J．Exp．Med．，173，pp．429-437（1991）に従って、ＩＬ－５トラ
ンスジェニックマウス（Ｃ３Ｈ／ＨｅＮ－ＴｇＮ（ＩＬ－５）－Ｉｍｅｇ）を作製し、特
定病原体未感染（ＳＰＦ）状態で維持した。８～１５週齢のＩＬ－５トランスジェニック
マウスから、Watanabe，Y．ら，DNA Cell Biol．，20，pp．189-202（2001）に記載のパ
ーコール比重勾配遠心法の変法により、好酸球が富化された組成物を得た。Ｋｒｅｂｓ　
Ｒｉｎｇｅｒ　ＰＢＳ（１５４ｍＭ塩化ナトリウム、６ｍＭ塩化カリウムおよび１ｍＭ塩
化マグネシウムを含む１０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５）。以下、「ＫＲＰ
」と略記する）の１０×溶液を使って等張パーコール液を調製し、ＫＲＰで６０ｖ／ｖ％
、７０ｖ／ｖ％および８０ｖ／ｖ％に希釈した。１５ｍＬのコニカルポリプロピレンチュ
ーブに、２０～５０×１０6個の細胞を含むＫＲＰ懸濁液２ｍＬを入れた後、上記各パー
コール液を濃度の低いものから２．５ｍＬずつ慎重に積層した。当該チューブを室温、１
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０００×ｇで２０分間遠心分離した。７０～８０ｖ／ｖ％パーコール画分中のＢリンパ球
とＴリンパ球を抗Ｂ２２０および抗Ｔｈｙ１．２結合ビーズ（ＤＹＮＡＬ　Ａ．Ｓ．社製
，「Ｄｙｎａｂｅａｄｓ」）に結合させ、永久磁石を使って当該ビーズを除去することに
よって、好酸球の純度を高めたフラクションを得た。当該フラクションから一部を分離し
、上記J．Exp．Med．（1991）記載の方法に従って好酸球をペルオキシダーゼ染色し、そ
の割合を測定したところ、全細胞のうち９３％が好酸球であった。
【００５４】
　上記で得た好酸球細胞４×１０5個を、ＢＳＡを０．１質量％含むＲＰＭＩ１６４０培
地３００μＬに懸濁し、５μｍの孔径を有する２４ウェル走化性チャンバー（クラボウ社
製）の上部ウェルに添加した。下部チャンバーにはＢＳＡ０．１％とマウス由来エオタキ
シン２０ｎｇ／ｍＬを含むＲＰＭＩ１６４０培地８００μＬを加えた。次いで、１μｇま
たは３μｇのペリジニンまたはフコキサンチンを各トランスウェルに添加した。アッセイ
プレートを、５％ＣＯ2雰囲気下、３７℃で１時間インキュベートした。インキュベート
後、フィルターを透過して下部チャンバーに移動した細胞の数を計数した。比較のために
、薬剤を添加しない場合とエオタキシンを添加しない場合でも同様に実験した。。また、
得られた結果を分散分析し、Ｔｕｒｋｅｙ－Ｋｒａｍｅｒ’ｓ事後検定した。結果を図５
に示す。図５の結果は、６６０μｍ×８４０μｍの範囲における細胞数で表している。各
群の実験は６ウェルで行い、各ウェルにおいて３例の上記範囲における好酸球数を計数し
た。即ち、図５の結果は、１８例の平均である。図５中、「＊」はｐ＜０．０１で有意差
がある場合を示す。
【００５５】
　図５に示す結果のとおり、好酸球のエオタキシンへの走化性は、１μｇまたは３μｇの
フコキサンチンにより、それぞれ２４．２％および６１．７％抑制されたが、さらに、１
μｇまたは３μｇのペリジニンにより、それぞれ５７．４％および７２．８％抑制された
。このように、ペリジニンは、好酸球のエオタキシンへの走化性を、フコキサンチンより
も有効に抑制できることが証明された。
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