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(57)【 要 約 】

【 課 題 】 　 分 子 量 の 小 さ い ア セ マ ン ナ ン は 、 効 能 向 上 の 可 能 性 が あ る 。 し か し 、 一 般 に 市

販 さ れ て い る ア セ マ ン ナ ン の 分 子 量 は 、 1,000-2 ,000 k D aで あ る 。

【 解 決 手 段 】 　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ア セ チ ル 化 マ ン ナ ン ベ ー ス の 多 糖 化 合 物 で あ る ア セ マ

ン ナ ン を 含 む 組 成 物 で あ る 。 前 記 ア セ マ ン ナ ン の 分 子 量 は 、 ８ ５ ３ ｋ Ｄ ａ （ キ ロ ダ ル ト ン

） 以 下 で あ る 。

【 選 択 図 】 　 な し
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 ア セ チ ル 化 マ ン ナ ン ベ ー ス の 多 糖 化 合 物 で あ る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、

　 前 記 ア セ マ ン ナ ン の 分 子 量 は 、

　 ８ ５ ３ ｋ Ｄ ａ （ キ ロ ダ ル ト ン ） 以 下 で あ る

組 成 物 。

【 請 求 項 ２ 】

　 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 に お い て 、

　 前 記 ア セ マ ン ナ ン の 分 子 量 は 、

　 ８ ５ ３ ｋ Ｄ ａ （ キ ロ ダ ル ト ン ） 以 下 で あ り 、 か つ 、 ５ ｋ Ｄ ａ （ キ ロ ダ ル ト ン ） 以 上 で あ

る

組 成 物 。

【 請 求 項 ３ 】

　 請 求 項 ２ に 記 載 の 組 成 物 に お い て 、

　 前 記 ア セ マ ン ナ ン に お け る 全 て の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の 数 に 対 し て 、 前 記 ヒ ド ロ キ シ ル 基 の

う ち ア セ チ ル 化 さ れ た 数 の 割 合 を 表 す ア セ チ ル 化 度 は 、

　 ３ ０ ％ 以 上 で あ り 、 か つ 、 ７ ８ ％ 以 下 で あ る

組 成 物 。

【 請 求 項 ４ 】

　 請 求 項 ３ に 記 載 の 組 成 物 に お い て 、

　 前 記 ア セ チ ル 化 度 は 、

　 ３ ０ ％ 以 上 で あ り か つ ４ ０ ％ 以 下 、 ま た は 、 ６ ０ ％ 以 上 で あ り か つ ７ ８ ％ 以 下 で あ る

組 成 物 。

【 請 求 項 ５ 】

　 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 ４ の 何 れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 を

　 腸 の 健 康 の た め に 使 用 す る

組 成 物 の 使 用 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 ４ の 何 れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 を

　 ス キ ン ケ ア の た め に 使 用 す る

組 成 物 の 使 用 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 ４ の 何 れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 を

　 肺 の ケ ア の た め に 使 用 す る

組 成 物 の 使 用 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 ４ の 何 れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 を

　 眼 の ケ ア の た め に 使 用 す る

組 成 物 の 使 用 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 お よ び そ の 使 用 に 関 し 、 特 に 腸 の 健 康 、 ス キ ン ケ

ア 、 肺 の ケ ア 、 お よ び 目 の ケ ア の た め の 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ア セ マ ン ナ ン は 、 ア セ チ ル 化 マ ン ナ ン ベ ー ス の 多 糖 化 合 物 で 、 主 に ア ロ エ ベ ラ の 葉 の 粘

液 質 ゲ ル に 含 ま れ る 。 ア セ マ ン ナ ン は 、 主 に β -(1,4)結 合 の マ ン ノ ー ス 残 基 か ら な り 、 C-

2お よ び C-3の 位 置 で 、 部 分 的 に ア セ チ ル 化 さ れ 、 さ ら に ガ ラ ク ト ー ス の よ う な C-6に 結 合
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し た 側 鎖 を 含 む こ と が あ る 。 ア セ マ ン ナ ン の ほ と ん ど は 、 β -(1,4)グ ル コ ー ス が 骨 格 に 挿

入 さ れ た β -(1,4)マ ン ノ ー ス の 一 本 鎖 骨 格 を 含 み 、 さ ら に 骨 格 か ら 分 岐 し た α -(1,6)ガ ラ

ク ト ー ス を 含 む こ と が あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ア セ マ ン ナ ン の 製 造 に は 、 ア ロ エ ベ ラ の 葉 の 粘 液 質 ゲ ル か ら 抽 出 さ れ る も の が 関 与 し 、

ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 は 、 Ｕ Ｓ １ １ ６ ５ ４ １ ７ ７ B２ に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 す

る こ と が で き る 。 組 成 物 中 の ア セ マ ン ナ ン の 純 度 は 、 異 な る 適 応 症 に 対 す る そ の 効 力 に 影

響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る 。 ア ロ エ ベ ラ 植 物 か ら ア セ マ ン ナ ン を 抽 出 す る 方 法 を 調 整 し て 、

適 切 な 純 度 の ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 を 得 る こ と に 加 え て 、 任 意 の 種 類 の 賦 形 剤 と 共 に

抽 出 物 を 製 剤 化 す る こ と も 、 組 成 物 中 の ア セ マ ン ナ ン の 純 度 を 制 御 す る た め の 代 替 手 段 と

な り 得 る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 １ １ ６ ５ ４ １ ７ ７ 号 公 報

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 さ ら に 、 ア セ マ ン ナ ン ま た は ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 の ア セ チ ル 化 度 （ 例 え ば 、 ア セ

チ ル 化 の 程 度 ） は 、 異 な る 適 応 症 に 対 す る そ の 有 効 性 の も う 一 つ の 要 因 で あ り 得 る 。 一 般

に 、 組 成 物 中 の ア セ チ ル 化 の 程 度 は 、 ア セ マ ン ナ ン の 含 有 量 と 正 の 相 関 が あ る が 、 異 な る

組 成 物 中 の ア セ チ ル 化 の 程 度 は 、 多 様 で あ る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 さ ら に 、 ア セ マ ン ナ ン の 分 子 量 も 、 効 能 効 果 に 影 響 す る 。 分 子 量 の 小 さ い ア セ マ ン ナ ン

は 、 上 皮 組 織 に よ る 吸 収 を 高 め 、 細 胞 間 の タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 効 率 的 な 修 復 を 促 進 す

る 可 能 性 が あ る 。 し か し 、 一 般 に 市 販 さ れ て い る ア セ マ ン ナ ン の 分 子 量 は 、 1,000-2,000

kDaで あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ア セ チ ル 化 マ ン ナ ン ベ ー ス の 多 糖 化 合 物 で あ る ア セ マ ン ナ ン を 含 む

組 成 物 で あ る 。 前 記 ア セ マ ン ナ ン の 分 子 量 は 、 ８ ５ ３ ｋ Ｄ ａ （ キ ロ ダ ル ト ン ） 以 下 で あ る

。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 に お い て 、 前 記 ア セ マ ン ナ ン の 分 子 量 は 、 ８ ５ ３ ｋ Ｄ ａ （ キ ロ ダ ル ト ン

） 以 下 で あ り 、 か つ 、 ５ ｋ Ｄ ａ （ キ ロ ダ ル ト ン ） 以 上 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 に お い て 、 前 記 ア セ マ ン ナ ン に お け る 全 て の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の 数 に 対 し

て 、 前 記 ヒ ド ロ キ シ ル 基 の う ち ア セ チ ル 化 さ れ た 数 の 割 合 を 表 す ア セ チ ル 化 度 は 、 ３ ０ ％

以 上 で あ り 且 つ ７ ８ ％ 以 下 で あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 に お い て 、 前 記 ア セ チ ル 化 度 は 、 ３ ０ ％ 以 上 で あ り 且 つ ４ ０ ％ 以 下 、 又

は 、 ６ ０ ％ 以 上 で あ り 且 つ ７ ８ ％ 以 下 で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 の 使 用 方 法 は 、 ア セ チ ル 化 マ ン ナ ン ベ ー ス の 多 糖 化 合 物 で あ る ア セ マ ン

ナ ン を 含 む 前 記 組 成 物 を 、 腸 の 健 康 の た め に 使 用 す る 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 の 使 用 方 法 は 、 ア セ チ ル 化 マ ン ナ ン ベ ー ス の 多 糖 化 合 物 で あ る ア セ マ ン

ナ ン を 含 む 前 記 組 成 物 を 、 ス キ ン ケ ア の た め に 使 用 す る 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 の 使 用 方 法 は 、 ア セ チ ル 化 マ ン ナ ン ベ ー ス の 多 糖 化 合 物 で あ る ア セ マ ン
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ナ ン を 含 む 前 記 組 成 物 を 、 肺 の ケ ア の た め に 使 用 す る 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 の 使 用 方 法 は 、 ア セ チ ル 化 マ ン ナ ン ベ ー ス の 多 糖 化 合 物 で あ る ア セ マ ン

ナ ン を 含 む 前 記 組 成 物 を 、 眼 の ケ ア の た め に 使 用 す る 方 法 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ５ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50の ATR-FTIRス ペ ク ト ル

で あ る 。

【 図 ２ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50の
1

H-N M Rス ペ ク ト ル で

あ る 。

【 図 ３ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50の
1 3

C-N M Rス ペ ク ト ル で

あ る 。

【 図 ４ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50の HPSEC-RI分 析 の 結 果

を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ５ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50の HPLC分 析 の 結 果 を 示

す 図 で あ る 。

【 図 ６ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50の O-ア セ チ ル 含 量 の 定

量 分 析 （ U V-Vis分 光 分 析 ） の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ７ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 I50の
1

H-N M Rス ペ ク ト ル で

あ る 。

【 図 ８ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 I50の HPSEC-RI分 析 の 結 果

を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ９ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 I50の HPLC分 析 の 結 果 を 示

す 図 で あ る 。

【 図 １ ０ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 I50の O-ア セ チ ル 含 量 の

定 量 分 析 （ U V-Vis分 光 分 析 ） の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ １ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 濃 度 と 、 細 胞

生 存 能 力 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る （ ２ ４ 時 間 処 理 ） 。

【 図 １ １ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 濃 度 と 、 細 胞

で の 細 胞 生 存 能 力 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る （ ４ ８ 時 間 処 理 ） 。

【 図 １ ２ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 濃 度 と 、 RG M1

細 胞 で の 細 胞 生 存 能 力 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る （ ２ ４ 時 間 処 理 ） 。

【 図 １ ２ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 濃 度 と 、 RG M1

細 胞 で の 細 胞 生 存 能 力 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る （ ４ ８ 時 間 処 理 ） 。

【 図 １ ２ Ｃ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 濃 度 と 、 RG M1

細 胞 で の 細 胞 生 存 能 力 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る （ ２ ４ 、 ４ ８ 時 間 処 理 ） 。

【 図 １ ３ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 濃 度 と 、 RG M1

細 胞 で の 細 胞 生 存 能 力 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る （ ２ ４ 、 ４ ８ 時 間 処 理 ） 。

【 図 １ ３ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 濃 度 と 、 RG M1

細 胞 で の 細 胞 生 存 能 力 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る （ ２ ４ 、 ４ ８ 時 間 処 理 ） 。

【 図 １ ４ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50に お け る 、 RG M1細 胞

で の 細 胞 毒 性 と 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 と の 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ ５ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50に お け る 、 イ ン ド メ

タ シ ン に よ る 細 胞 障 害 に 対 す る 保 護 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ ６ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50に お け る 、 イ ン ド メ

タ シ ン に よ る 細 胞 障 害 に 対 す る 保 護 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ ７ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50に お け る 、 イ ン ド

メ タ シ ン に よ る 細 胞 障 害 に 対 す る 保 護 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ ７ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50に お け る 、 イ ン ド

メ タ シ ン に よ る 細 胞 障 害 に 対 す る 保 護 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ ８ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50に お け る 、 イ ン ド メ

タ シ ン に よ る 細 胞 障 害 に 対 す る 保 護 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ ９ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 各 群 で の 胃

液 重 量 の 有 意 差 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ ９ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 各 群 で の pH

の 有 意 差 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ ９ Ｃ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 各 群 で の 総

酸 度 の 有 意 差 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ０ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 を 投 与 し た 場 合 に お け

る 、 pHレ ベ ル の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ０ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 を 投 与 し た 場 合 に お け

る 、 総 胃 酸 値 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ０ Ｃ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 を 投 与 し た 場 合 に お け

る 、 胃 損 傷 面 積 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ０ Ｄ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 を 投 与 し た 場 合 に お け

る 、 胃 病 変 指 数 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ０ Ｅ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 胃 粘 膜 に 対

す る 胃 保 護 作 用 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ １ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞

で の 細 胞 毒 性 試 験 の 結 果 を 示 す 図 で あ る （ 滅 菌 水 溶 解 ） 。

【 図 ２ １ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞

で の 細 胞 毒 性 試 験 の 結 果 を 示 す 図 で あ る （ 0.2 ％ エ タ ノ ー ル 溶 解 ） 。

【 図 ２ ２ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 細 胞 生 存 率

の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ２ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 細 胞 生 存 率

の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ３ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞

で の U VB誘 発 細 胞 毒 性 に 対 す る 保 護 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ３ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞

で の U VB誘 発 細 胞 毒 性 に 対 す る 保 護 効 果 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ４ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞 で

の U VB誘 発 炎 症 遺 伝 子 の 発 現 の 時 間 依 存 的 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ５ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞 で

の U VB誘 発 炎 症 遺 伝 子 の 発 現 の 異 な る 照 射 量 で の 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ６ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞 で

の 炎 症 性 遺 伝 子 発 現 に 対 す る ACE、 EGF、 LPS、 お よ び poly（ I:C） で 処 理 し た 場 合 の 効 果 を

示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ７ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 M MP-1遺 伝 子

発 現 を 変 化 さ せ な い 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ８ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞

の 増 殖 を 促 進 す る 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ８ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞

の 増 殖 を 促 進 す る 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ９ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞

の 移 動 を 加 速 す る 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ９ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞

の 移 動 を 加 速 す る 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ２ ９ Ｃ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞

の 移 動 を 加 速 す る 効 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ９ Ｄ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 HaCaT細 胞
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の 移 動 を 加 速 す る 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ ０ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 ケ ラ チ ノ サ

イ ト の 分 化 を 誘 導 し 、 PKCお よ び EGFRを 活 性 化 す る 効 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ０ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 ケ ラ チ ノ サ

イ ト の 分 化 を 誘 導 し 、 PKCお よ び EGFRを 活 性 化 す る 効 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ０ Ｃ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 ケ ラ チ ノ サ

イ ト の 分 化 を 誘 導 し 、 PKCお よ び EGFRを 活 性 化 す る 効 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ １ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 ケ ラ チ ノ サ イ

ト の 分 化 を 誘 導 し 、 PKCお よ び EGFRを 活 性 化 す る 効 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ２ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 ケ ラ チ ノ サ イ

ト の 分 化 を 誘 導 し 、 PKCお よ び EGFRを 活 性 化 す る 効 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ３ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 ケ ラ チ ノ サ イ

ト の 分 化 を 誘 導 し 、 PKCお よ び EGFRを 活 性 化 す る 効 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ４ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 ヒ ト 気 管 支 上

皮 細 胞 （ N HBE） を 処 理 し た 場 合 の 細 胞 毒 性 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ５ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 を 利 用 し た 、 経 上 皮 電 気

抵 抗 （ TEER） を 測 定 す る た め の 実 験 デ ザ イ ン を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ６ Ａ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 TEER測 定 の

結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ ６ Ｂ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 TEER測 定 の

結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ ６ Ｃ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 TEER測 定 の

結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ ６ Ｄ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 TEER測 定 の

結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ ６ Ｅ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 TEER測 定 の

結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ ７ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 に お け る 、 N HBE細 胞 に 放

出 さ れ た ウ イ ル ス を 定 量 す る リ ア ル タ イ ム PCRの 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ ８ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50に お け る 、 眼 に 対 す

る 影 響 の 分 析 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 図 ３ ９ 】 本 発 明 の 実 施 形 態 に お け る ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 I50に お け る 、 眼 に 対 す

る 影 響 の 分 析 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 添 付 図 面 に 関 連 し て 以 下 に 提 供 さ れ る 詳 細 な 説 明 は 、 本 実 施 例 の 説 明 と し て 意 図 さ れ た

も の で あ り 、 本 実 施 例 が 構 築 ま た は 利 用 さ れ 得 る 唯 一 の 形 態 を 表 す こ と を 意 図 し た も の で

は な い 。 本 明 細 書 は 、 本 実 施 例 の 機 能 、 お よ び 本 実 施 例 を 構 築 お よ び 操 作 す る た め の 一 連

の ス テ ッ プ を 規 定 す る も の で あ る 。 し か し な が ら 、 同 一 ま た は 同 等 の 機 能 お よ び シ ー ケ ン

ス が 、 異 な る 実 施 例 に よ っ て 達 成 さ れ て も よ い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 便 宜 上 、 本 明 細 書 、 実 施 例 、 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ る 特 定 の 用 語 を こ

こ に 集 め る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 科 学 用 語 お よ び 技 術 用 語 は 、 特 に 定 義 さ れ な い

限 り 、 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ 使 用 さ れ る 意 味 を 有 す る も の と す る 。 ま た 、 文 脈

上 別 段 の 要 求 が な い 限 り 、 単 数 形 の 用 語 は 同 じ も の の 複 数 形 を 含 み 、 複 数 形 の 用 語 は 単 数

形 を 含 む も の と 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 具 体 的 に は 、 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に お い

て 使 用 さ れ る 場 合 、 単 数 形 「 a」 お よ び 「 an」 は 、 文 脈 上 明 ら か に そ う で な い こ と が 示 さ

れ な い 限 り 、 複 数 形 の 参 照 を 含 む 。 ま た 、 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ る 場

合 、 用 語 「 少 な く と も 1つ 」 お よ び 「 1つ 以 上 」 は 同 じ 意 味 を 有 し 、 1つ 、 2つ 、 3つ 、 ま た

は そ れ 以 上 を 含 む 。
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【 ０ ０ １ ８ 】

　 「 少 な く と も 1つ の 実 施 形 態 」 、 「 1つ の 実 施 形 態 」 、 「 複 数 の 実 施 形 態 」 、 「 異 な る 実

施 形 態 」 、 「 い く つ か の 実 施 形 態 」 、 「 本 実 施 形 態 」 な ど の 用 語 は 、 そ の よ う に 記 載 さ れ

た 本 開 示 の 実 施 形 態 が 特 定 の 特 徴 、 構 造 、 ま た は 特 性 を 含 み 得 る こ と を 示 し 得 る が 、 本 開

示 の す べ て の 可 能 な 実 施 形 態 が 特 定 の 特 徴 、 構 造 、 ま た は 特 性 を 含 ま な け れ ば な ら な い わ

け で は な い 。 さ ら に 、 「 一 実 施 形 態 に お い て 」 、 「 実 施 形 態 に お い て 」 な ど の 語 句 の 繰 り

返 し 使 用 は 、 同 一 で あ る 可 能 性 は あ る が 、 必 ず し も 同 一 の 実 施 形 態 を 指 す も の で は な い 。

さ ら に 、 「 本 開 示 」 に 関 連 し て 「 実 施 形 態 」 な ど の 語 句 を 使 用 す る こ と は 、 本 開 示 の す べ

て の 実 施 形 態 が 必 ず し も 特 定 の 特 徴 、 構 造 、 ま た は 特 性 を 含 む こ と を 意 味 す る も の で は な

く 、 「 本 開 示 の 少 な く と も い く つ か の 実 施 形 態 」 が 記 載 さ れ た 特 定 の 特 徴 、 構 造 、 ま た は

特 性 を 含 む と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 さ ら に 、 説 明 お よ び 非 限 定 を 目 的 と し て 、 機 能 エ ン テ ィ テ ィ 、 技 術 、 プ ロ ト コ ル 、 標 準

な ど の 特 定 の 詳 細 が 、 記 載 さ れ た 技 術 の 理 解 を 提 供 す る た め に 規 定 さ れ る 。 他 の 例 で は 、

周 知 の 方 法 、 技 術 、 シ ス テ ム 、 ア ー キ テ ク チ ャ な ど の 詳 細 な 開 示 は 、 不 必 要 な 詳 細 で 開 示

が 不 明 瞭 に な ら な い よ う に 省 略 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 開 示 の 説 明 お よ び 上 述 の 図 面 に お け る 「 第 1」 、 「 第 2」 お よ び 「 第 3」 と い う 用 語 は

、 特 定 の 順 序 を 説 明 す る た め で は な く 、 異 な る 対 象 を 区 別 す る た め に 使 用 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 さ ら に 、 用 語 「 含 む 」 お よ び そ の 変 形 は 、 非 排 他 的 な 包 含 を カ バ ー す る こ と を 意 図 し て

お り 、 「 含 む が 必 ず し も 限 定 さ れ な い 」 を 指 す こ と が あ り 、 こ れ は 、 そ の よ う に 記 載 さ れ

た 組 み 合 わ せ 、 グ ル ー プ 、 シ リ ー ズ 、 お よ び 同 等 の も の に お け る オ ー プ ン エ ン ド の 包 含 ま

た は メ ン バ ー シ ッ プ を 具 体 的 に 示 す 。 例 え ば 、 一 連 の ス テ ッ プ ま た は モ ジ ュ ー ル を 含 む プ

ロ セ ス 、 方 法 、 シ ス テ ム 、 製 品 、 ま た は 装 置 は 、 列 挙 さ れ た ス テ ッ プ ま た は モ ジ ュ ー ル に

限 定 さ れ ず 、 任 意 に 、 列 挙 さ れ て い な い ス テ ッ プ ま た は モ ジ ュ ー ル も 含 み 、 ま た は 任 意 に

、 そ れ ら の プ ロ セ ス 、 方 法 、 製 品 、 ま た は 装 置 に 固 有 の 他 の ス テ ッ プ ま た は モ ジ ュ ー ル も

含 む 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 明 細 書 は 、 添 付 図 面 に 照 ら し て 読 む こ と で 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 か ら よ り よ く 理 解 さ れ

る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 1.ア セ マ ン ナ ン を 含 有 す る 組 成 物

　 1.1 組 成 A50

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 組 成 物 A50は 、 β -(1,4)マ ン ノ ー ス の 単 鎖 骨 格 に β -(1,4)グ ル コ ー ス が 挿 入 さ れ 、 β -(1

,4)マ ン ノ ー ス が C-2お よ び /ま た は C-3位 で 部 分 的 に ア セ チ ル 化 さ れ た ア セ マ ン ナ ン を 含 有

す る 。 ア セ マ ン ナ ン の 構 造 単 位 を 以 下 に 示 す 。

【 ０ ０ ２ ５ 】
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【 化 １ 】

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 組 成 物 A50は 、 ア ロ エ ベ ラ の 葉 の よ う な ア セ マ ン ナ ン を 含 む 植 物 を 抽 出 す る こ と に よ っ

て 調 製 す る こ と が で き る 。 ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50の 構 造 研 究 を 、 ATR-FTIRに よ っ

て 行 わ れ た 。 4つ の 主 要 な 官 能 基 （ O H、 CO、 CH3、 CO O） が 優 勢 で あ る こ と が 観 察 さ れ 、 観

察 条 件 は 以 下 の 通 り で あ っ た ： 3000-3676 Cm
- 1
 (水 酸 基 の 伸 縮 振 動 ); ̃2924 Cm

- 1
 (脂 肪

族 基 (-CH 2 と -CH 3 )); ̃1734 Cm
- 1
 (多 糖 類 の カ ル ボ ニ ル 基 の C=O伸 縮 振 動 ); 1236 Cm

- 1
 (多

糖 類 の ア セ チ ル 基 の C-O伸 縮 振 動 )。 結 果 を 図 1に 示 す 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50の 別 の 構 造 研 究 を
1

H-N M Rで 行 っ た 。 結 果 を 図 2に 示 す 。
1

H

 N M Rス ペ ク ト ル は 、 2.10、 2.06、 2.02 ppmに メ チ ル 基 に 対 応 す る 3つ の シ グ ナ ル を 示 し 、

ア セ チ ル 基 が 異 な る 位 置 に あ る こ と を 示 し た 。 2.0 ppmの 位 置 は 、 O-ア セ チ ル を 示 し 、 本

図 に お け る 下 部 の 数 値 は 、 組 成 物 A50中 の O-ア セ チ ル の 量 が 0.75で あ る こ と を 表 し て い る

。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50の 別 の 構 造 研 究 を 、
1 3

C-N M Rで 行 っ た 。 結 果 を 図 3に 示 す

。
1 3

C-N M Rス ペ ク ト ル か ら 、 20.54、 20.27、 20.06に 対 応 す る メ チ ル 炭 素 の シ グ ナ ル 、 お よ

び ア セ チ ル 基 の カ ル ボ キ シ ル 炭 素 （ 173.93、 173.42、 12.58） が 検 出 さ れ 、 組 成 物 A50が 、

ア セ チ ル 化 マ ン ナ ン （ 例 え ば 、 ア セ マ ン ナ ン ） を 含 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 HPSEC-RI分 析 ： ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50を 、 高 性 能 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー -屈 折 率 検 出 （ HPSEC-RI） を 用 い て 、 そ の 相 対 サ イ ズ を 分 析 し た 。 プ ル ラ ン 標 準 物 質 を

用 い て ト レ ン ド ラ イ ン を プ ロ ッ ト し 、 ト レ ン ド ラ イ ン 範 囲 内 で 検 出 さ れ た 最 高 ピ ー ク 点 に

基 づ い て 、 試 料 の 相 対 分 子 量 を 求 め た 。 結 果 を 図 4に 示 す 。 組 成 物 A50は 、 180 kDaの 相 対

分 子 量 （ こ れ は 、 図 4の 最 初 の ピ ー ク に よ っ て 示 さ れ る 範 囲 内 の 平 均 を 表 す ） 、 お よ び 45

～ 50分 の ト レ ン ド ラ イ ン の 外 側 に 、 5 kDaよ り 小 さ い 成 分 の 存 在 を 示 す 第 2の ピ ー ク を 示 し

た 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50も HPLCで 分 析 し た 。 そ の 結 果 を 図 5に 示 す 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 A50の O-ア セ チ ル 含 量 の 定 量 は 、 U V-Vis分 光 法 の 原 理 に 基 づ

い て 行 わ れ た 。 1,4-ア セ チ ル 化 ポ リ マ ン ノ ー ス か ら の ア セ チ ル 基 は 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン

と 反 応 し て ア セ ト ヒ ド ロ キ サ ム 酸 を 形 成 し た 。 生 成 し た 化 合 物 は 、 次 に 塩 化 鉄 と 反 応 し 、

540 nmで 吸 収 ピ ー ク を 持 つ 赤 み が か っ た フ ェ リ ッ ク -ア セ ト ヒ ド ロ キ サ ム 複 合 体 を 形 成 し

、 そ の O-ア セ チ ル 含 量 は そ の 吸 光 度 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 540 nmで の 複 合 体 の 吸 光 度 が 検

出 さ れ 、 標 準 参 照 物 質 と し て 塩 化 ア セ チ ル コ リ ン >=99% (TLC) を 使 用 し た 検 量 線 と 比 較

し た 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】

　 詳 細 な 方 法 は 以 下 の 通 り で あ る 。 標 準 直 線 溶 液 、 希 釈 試 料 、 水 （ ブ ラ ン ク 群 ） を そ れ ぞ

れ 0.5 mLず つ 20 mLガ ラ ス バ イ ア ル に 採 取 し た 。 ブ ラ ン ク 群 に 4 M塩 酸 0.5mLを 加 え 、 よ く

振 と う し た 。 そ の 後 、 ア ル カ リ 性 塩 酸 ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 溶 液 1 mLを 加 え て よ く 振 り 混 ぜ

、 4分 間 静 置 し た 。 ブ ラ ン ク 群 以 外 は 、 pH 1.2± 0.2と な る よ う に 4 M塩 酸 を 0.5 mL加 え 、

よ く 振 と う し た 。 0.5 mLの 0.62 M塩 化 第 二 鉄 を 加 え 、 5秒 間 攪 拌 し た 。 こ の 時 点 で 溶 液 は

赤 み が か っ た オ レ ン ジ 色 に 変 わ る 。 出 来 上 が っ た 試 料 を 超 音 波 洗 浄 器 に 入 れ 、 気 泡 を 取 り

除 い た 。 標 準 液 と サ ン プ ル の 吸 光 度 を 540 nmで 測 定 し 、 標 準 線 溶 液 の 吸 光 度 値 か ら サ ン プ

ル の O-ア セ チ ル 含 量 を 算 出 し た 。 そ の 結 果 を 図 6に 示 す 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 1.2 組 成 I50

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 組 成 物 I50は 、 ア セ マ ン ナ ン を 含 ん で お り 、 こ れ は β -(1,4)マ ン ノ ー ス の 単 鎖 バ ッ ク ボ

ー ン に β -(1,4)グ ル コ ー ス が 挿 入 さ れ 、 さ ら に バ ッ ク ボ ー ン の C-6か ら 分 岐 す る α -(1,6)

ガ ラ ク ト ー ス を 含 む 。 β -(1,4)マ ン ノ ー ス の バ ッ ク ボ ー ン は 、 部 分 的 に C-2お よ び /ま た は

C-3位 置 で ア セ チ ル 化 さ れ て い る 。 ア セ マ ン ナ ン の 構 造 単 位 は 以 下 の 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

【 化 ２ 】

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 組 成 物 I50は 、 ア ロ エ ベ ラ の 葉 の よ う な ア セ マ ン ナ ン を 含 有 す る 植 物 を 抽 出 す る こ と に

よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 ア セ マ ン ナ ン を 含 有 す る 組 成 物 I50の 構 造 研 究 を
1

H-N M Rに

よ り 行 っ た 。 そ の 結 果 を 図 7に 示 す 。 2.0 ppmの 位 置 は O-ア セ チ ル を 示 し 、 本 図 に お け る 下

部 の 数 値 は 、 組 成 物 I50中 の O-ア セ チ ル の 量 が 1.62で あ る こ と を 表 し た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 HPSEC-RI分 析 ： ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 I50を 、 高 性 能 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー -屈 折 率 検 出 （ HPSEC-RI） を 用 い て そ の 相 対 サ イ ズ を 分 析 し た 。 プ ル ラ ン 標 準 物 質 を 用

い て ト レ ン ド ラ イ ン を プ ロ ッ ト し 、 ト レ ン ド ラ イ ン 範 囲 内 で 検 出 さ れ た 最 高 ピ ー ク 点 に 基

づ い て 、 試 料 の 相 対 分 子 量 を 求 め た 。 結 果 を 図 8に 示 す 。 組 成 物 I50は 、 37 kDaの 相 対 分 子

量 （ こ れ は 、 図 8の 最 初 の ピ ー ク に よ っ て 示 さ れ る 範 囲 内 の 平 均 を 表 す ） を 示 し 、 ま た 48

分 で ト レ ン ド ラ イ ン 外 に 第 二 の ピ ー ク が 現 れ 、 こ れ は 5 kDa未 満 の 成 分 が 存 在 す る こ と を

示 し て い る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 I50も HPLCで 分 析 し た 。 そ の 結 果 を 図 9に 示 す 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 ア セ マ ン ナ ン を 含 有 す る 組 成 物 I50の O-ア セ チ ル 含 量 の 定 量 を 上 記 の よ う に 行 っ た 。 そ

の 結 果 を 図 10に 示 す 。

【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 2. ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 の 腸 内 健 康 へ の 使 用

　 2.1 IBD治 療 お よ び /ま た は 予 防 （ 試 験 管 内 実 験 ）

【 ０ ０ ４ １ 】

　 RG M1（ ラ ッ ト 胃 粘 膜 ） 細 胞 を 、 10%(v/v)の ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS, HyClone, USA） と 1%(v/

v)の 抗 生 物 質 -抗 真 菌 剤 （ Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA） を 添 加 し た D M E M/F12

（ Corning, USA） で 培 養 し た 。 細 胞 を 5% CO 2 雰 囲 気 下 、 37℃ で 培 養 し た 。 各 実 験 の 前 に 、

培 養 液 を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS, pH 7.4, PROTECH, Taiwan） で 洗 浄 し 、 0.05%ト リ

プ シ ン -EDTA溶 液 （ Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA） で 剥 離 し た 後 、 1700 rpmで 5

分 間 遠 心 （ Hermle Z 36 H K, Germany） し 、 そ の 後 完 全 培 地 に 再 懸 濁 し た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 in vitro細 胞 毒 性 評 価 の 詳 細 な 方 法 を 以 下 に 示 す 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 1× 10^4個 /ウ ェ

ル の 細 胞 を 播 種 し 、 12時 間 培 養 し て 細 胞 を 接 着 さ せ た 。 ア セ チ ル 化 度 の 異 な る ア セ マ ン ナ

ン （ ア セ チ ル 化 度 42%を A42、 ア セ チ ル 化 度 50%を A50、 ア セ チ ル 化 度 10%を A10、 ア セ チ ル 化

度 10%を Excpと 呼 ぶ ） の 原 液 （ 50 mg/mL） を 培 地 中 に 直 接 調 製 し た 。 賦 形 剤 の 濃 度 を 、 A10

の 製 剤 に 対 応 し て 計 算 し た 。 細 胞 を 異 な る 濃 度 の ア セ マ ン ナ ン （ 1000、 500、 200、 100、 5

0 mg/mL） で 処 理 し 、 24時 間 お よ び 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 処 理 後 、 10 mLの CCK-8溶

液 （ 同 仁 堂 研 究 所 、 日 本 ） を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 プ レ ー ト を さ ら に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し

た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ EPOCH2、 BioTek Instruments社 、 米 国 ） を 用 い て 460 nm

の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 デ ー タ を 平 均 値 ± SDで 示 し 、 統 計 的 有 意 性 を Student 's t-testで 解

析 し た 。 p値 0.05を 統 計 的 に 有 意 と み な し た 。 異 な る 濃 度 の ア セ マ ン ナ ン で 処 理 し た 細 胞

の 顕 微 鏡 写 真 を 、 ド イ ツ Zeiss Axio Vert.A1を 用 い て 10倍 と 20倍 の 倍 率 で 撮 影 し た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 サ ン プ ル A42、 A50、 A10を 秤 量 し （ 必 要 に 応 じ て ） 、 無 血 清 培 地 に 直 接 溶 解 し 、 使 用 前

に 十 分 に 混 合 し た 。 試 料 A10は 、 ～ 40％ の ア セ マ ン ナ ン ま た は A50（ 50％ ア セ チ ル 化 さ れ て

い る ） と 、 ～ 60％ の 純 粋 な 賦 形 剤 （ コ ー ン ス タ ー チ ） と か ら な り 、 賦 形 剤 を 加 え て A50を

希 釈 す る だ け で 調 製 で き る 。 し た が っ て 、 A10の ア セ チ ル 化 度 は 約 10-12％ で あ っ た 。 細 胞

毒 性 試 験 用 の 試 料 A10は 粉 末 （ 錠 剤 で は な い ） で あ っ た が 、 A10錠 剤 の 推 奨 摂 取 量 は 成 人 で

1～ 2錠 /日 で あ り 、 1錠 あ た り 100 mgの 製 品 （ A10＋ 賦 形 剤 ＝ 100 mg錠 剤 ） が 含 ま れ て い る

。 結 果 を 図 11Aお よ び 図 11Bに 示 す 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 そ の 結 果 、 48時 間 後 に A10と 賦 形 剤 で 細 胞 を 処 理 し た 場 合 、 有 意 な 細 胞 増 殖 が 認 め ら れ

た 。 し か し 、 A42と A50で は 、 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 （ 用 量 依 存 的 に ） 細 胞 増 殖 が

抑 制 さ れ た が 、 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 （ 500 mg/mLま で ） 細 胞 増 殖 が 促 進 さ れ た

。 異 な る 処 理 下 で の RG M1細 胞 の 形 態 と 生 存 率 も 、 顕 微 鏡 で 評 価 し た （ 結 果 は こ こ に は 示 し

て い な い ） 。 顕 微 鏡 写 真 で は 、 す べ て の 処 理 条 件 に お い て 細 胞 の 形 態 に 顕 著 な 変 化 は 見 ら

れ な か っ た 。 さ ら な る 結 果 を 図 12A、 図 12B、 図 12C、 図 13A、 お よ び 図 13Bに 示 す 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 組 成 物 A50の LD H放 出 も 分 析 し 、 結 果 を 図 14に 示 し た 。 前 処 理 は 、 RG M1を マ ン ナ ン プ ロ （

す な わ ち 、 組 成 物 A50） で 1時 間 処 理 し た 後 、 洗 浄 し 、 新 鮮 な 完 全 培 地 で 補 充 し た こ と を 表

す 。 同 時 培 養 は 、 RG M1を マ ン ナ ン プ ロ で 24時 間 ま た は 48時 間 処 理 し た こ と を 表 す 。 そ の 結

果 、 マ ン ナ ン プ ロ （ 1μ g/mL） で 処 理 し た RG M1細 胞 か ら は 、 48時 間 で は LD Hの 漏 出 は な く 、

細 胞 毒 性 が な い こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 イ ン ド メ タ シ ン に よ る 細 胞 障 害 に 対 す る マ ン ナ ン プ ロ （ す な わ ち 、 組 成 物 A50） の 保 護

効 果 を 実 施 し 、 そ の 結 果 を 図 15、 図 16、 図 17A、 図 17B、 お よ び 図 18と し て 示 し た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 腸 の 健 康 に お け る 食 事 性 ア セ マ ン ナ ン の 利 点 に は 、 消 化 プ ロ セ ス の 減 衰 、 満 腹 感 の 増 大

、 デ ン プ ン か ら の 糖 の 放 出 を 遅 ら せ る こ と な ど が あ る 。 大 腸 で は 、 ア セ マ ン ナ ン は 微 生 物

に よ っ て 短 鎖 脂 肪 酸 に 消 化 さ れ 、 吸 収 さ れ て 宿 主 に プ レ バ イ オ テ ィ ク ス 効 果 を 与 え る 。 水

溶 性 食 物 繊 維 と し て の ア セ マ ン ナ ン は ま た 、 ミ ネ ラ ル の 吸 収 を 高 め 、 肥 満 を 抑 制 し 、 炎 症
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性 腸 疾 患 と そ れ に 関 連 す る 合 併 症 （ 大 腸 が ん や IBD） を 抑 制 し 、 緩 下 （ 便 通 ） を 改 善 し 、

慢 性 的 な 全 身 性 炎 症 を 抑 え る な ど の 作 用 が あ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 2.2 粘 膜 保 護 改 善 （ in vivo実 験 ）

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 粘 膜 保 護 機 能 を 評 価 す る た め 、 政 府 告 示 の 胃 腸 機 能 改 善 評 価 法 を 参 考 に 小 規 模 予 備 試 験

を 実 施 し 、 評 価 モ デ ル と 予 備 的 有 効 量 を 設 定 し た 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 体 重 19～ 22 gの 6週 齢 雄 性 BALB/cAnNCrlBltwマ ウ ス 11匹 を 用 い た 。 う ち 3匹 は 偽 薬 群 、 3

匹 は ビ ー ク ル 群 、 5匹 は ア セ マ ン ナ ン 群 で あ っ た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 マ ウ ス を 温 度 22± 3 ℃ 、 相 対 湿 度 50± 20 ％ 、 明 期 12時 間 、 暗 期 12時 間 で 飼 育 し た 。 マ

ウ ス を 個 別 換 気 ケ ー ジ （ IVC） で 飼 育 し 、 吸 水 性 コ ー ン コ ブ 敷 料 （ 10054, Andersons, USA

） 、 滅 菌 飼 料 （ MFG, オ リ エ ン タ ル 酵 母 工 業 株 式 会 社 、 日 本 ） 、 お よ び 無 制 限 に 利 用 可 能

な 滅 菌 RO水 と 共 に 保 管 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 実 験 は 、 健 康 食 品 の 胃 腸 機 能 改 善 評 価 法 （ 厚 生 省 告 示 第 0920401629号 ） を 参 考 に し た 。

経 口 投 与 と し 、 投 与 量 は 500 mg/kg（ BID） と し た 。 実 験 デ ザ イ ン は 表 1の 通 り で あ る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 調 製 に は 、 滅 菌 注 射 用 水 で 調 製 し た 均 質 溶 液 を 用 い た 。 投 与 経 路 お よ び 投 与 方 法 は 、 「

検 体 投 与 標 準 操 作 手 順 書 」 （ SH GLP-SOP-IA-020） に 従 っ た 。 投 与 当 日 、 滅 菌 注 射 器 を 用 い

て マ ウ ス の 体 重 に 応 じ た 量 の 物 質 を 抜 き 取 り 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の 給 餌 針 か ら 経 口 投 与 し た

。 各 マ ウ ス に 投 与 す る 量 を 、 初 日 に 物 質 を 投 与 す る 前 の マ ウ ス の 体 重 に 基 づ い て 計 算 し た

。 物 質 を 初 め て 投 与 し た 日 を 1日 目 と 定 義 し た 。 「 実 験 動 物 飼 育 の 標 準 操 作 手 順 」 （ SH GLP

-SOP-IA- 003） に 従 い 、 1日 目 と 8日 目 に 動 物 の 体 重 を 測 定 し た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 投 与 開 始 後 、 「 動 物 病 棟 ラ ウ ン ド の 標 準 操 作 手 順 」 （ SH GLP-SOP-IA-009） に 従 っ た 。 試

験 期 間 中 、 マ ウ ス の 臨 床 症 状 を 少 な く と も 毎 日 1回 観 察 し 、 記 録 し た 。 マ ウ ス の 生 存 状 態

を 、 観 察 間 隔 を 少 な く と も 6時 間 空 け て 、 1日 2回 モ ニ タ ー し た 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 シ ェ イ 潰 瘍 法 ： シ ャ ム 群 、 ア セ マ ン ナ ン 群 、 ビ ー ク ル 群 の マ ウ ス を 24時 間 絶 食 さ せ た 。

胃 幽 門 を 結 紮 し 、 縫 合 し て 回 復 さ せ た 。 4時 間 後 、 マ ウ ス を 犠 牲 に し 、 胃 を 摘 出 し た 。 胃

液 を 採 取 し 、 定 量 し 、 0.01 NaO H溶 液 で 滴 定 し た 。 実 験 群 と 対 照 群 間 の 総 酸 度 の 変 化 を 計

算 し た 。 p<0.05で あ れ ば 、 ア セ マ ン ナ ン に は 胃 粘 膜 保 護 機 能 が あ る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 デ ー タ を 平 均 値 （ Mean） ± 標 準 偏 差 （ S.D.） で 示 し た 。 デ ー タ を 、 有 意 差 の 基 準 と し て

≦ 0.05と し 、 シ ャ ム 群 と 比 較 し て 統 計 的 に 有 意 な 差 が あ る か ど う か を 判 断 す る た め に t検

定 を 使 用 し て 分 析 し た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 そ の 結 果 、 実 験 中 に 動 物 の 死 亡 は な か っ た 。 1日 目 と 8日 目 の 動 物 の 体 重 、 臨 床 症 状 、 剖
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検 所 見 を 表 2に ま と め た 。 投 与 前 後 で 体 重 に 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 試 験 期 間 中 （ 1日

目 ～ 8日 目 ） 、 有 害 な 臨 床 症 状 は 観 察 さ れ な か っ た 。 剖 検 に お い て も 異 常 所 見 は 認 め ら れ

な か っ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 ア セ マ ン ナ ン （ 500 mg/kg、 BID） を 8日 間 連 続 投 与 し て も 、

マ ウ ス の 体 重 減 少 や 観 察 さ れ る 臨 床 的 副 作 用 は 認 め ら れ な か っ た 。 ま た 、 臓 器 に 巨 視 的 な

異 常 は 観 察 さ れ な か っ た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 8日 目 の 朝 に ア セ マ ン ナ ン と ビ ー ク ル を 投 与 し た 後 、 シ ェ イ 潰 瘍 法 を 行 っ た 。 24時 間 の

絶 食 後 、 胃 を 幽 門 -噴 門 接 合 部 で 結 紮 し た 。 4時 間 後 、 マ ウ ス を 犠 牲 に し て 胃 液 を 採 取 し 、

体 重 測 定 、 pH測 定 、 総 酸 度 測 定 を 行 っ た 。 結 果 を 表 3、 図 19A、 図 19B、 お よ び 図 19Cに 示 す

。

【 ０ ０ ６ １ 】

【 表 ３ 】

【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 胃 液 重 量 お よ び pHは 各 群 （ G1： シ ャ ム 、 G2： 滅 菌 水 注 射 、 G3： ア セ マ ン ナ ン 500 mg/kg

、 BID） で 有 意 差 は な か っ た 。 し か し 、 G3の 総 酸 度 （ 0.390± 0.122） は 、 G1（ 0.660± 0.18

1） よ り 有 意 に 低 か っ た 。 無 菌 水 を 給 与 し た G2（ 0.620± 0.167） の 総 酸 度 は 、 G1と 有 意 差

を 示 さ な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ か ら 、 シ ェ イ 潰 瘍 法 を 用 い て ア セ マ ン ナ ン （ 500 mg/kg

、 BID） を 8日 間 連 続 投 与 し た 結 果 、 胃 液 重 量 お よ び pHは 、 シ ェ イ 対 照 群 と 比 較 し て 、 統 計

学 的 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た と 結 論 さ れ た 。 し か し 、 総 酸 度 は 有 意 な 減 少 を 示 し た

。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 雄 性 ス プ ラ ー グ ・ ド ー リ ー ラ ッ ト （ 合 計 50匹 、 8週 齢 ） を 用 い て 、 A10お よ び A50組 成 物

の 胃 粘 膜 保 護 効 果 を 試 験 し た 。 適 応 期 間 の 後 、 ラ ッ ト を 無 作 為 に 10群 に 分 け た （ n=5/群 ）

： (1) NC1群 （ 偽 手 術 を 受 け 、 10 mL/kg B W/日 蒸 留 水 を 与 え る ） ； (2) NC2群 （ 10 mL/kg B

W/日 蒸 留 水 を 与 え る ） ； (3) NC3群 （ 335 mg賦 形 剤 ） ； (4) PC群 （ 臨 床 薬 5-ア ミ ノ サ リ チ

ル 酸 ） ； (5) L-A10群 （ A10、 100 mg/ヒ ト 1日 用 量 ） ； (6) M-A10群 （ A10、 300 mg/ヒ ト 1日

量 ） ； (7) H-A10群 （ A10、 500 mg/ヒ ト 1日 量 ） ； (8) L-A50群 （ A50、 33 mg/ヒ ト 1日 量 ）

； (9) M-A50群 （ A50、 100 mg/ヒ ト 1日 量 ） ； (10) H-A50群 （ A50、 167 mg/ヒ ト 1日 量 ） 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 す べ て の 動 物 を 1週 間 予 備 飼 育 し 、 50匹 の SDラ ッ ト を 環 境 に 慣 ら し た 後 群 分 け し た 。 ラ

ッ ト を プ ラ ス チ ッ ク 製 ケ ー ジ に 入 れ 、 1ケ ー ジ あ た り 1匹 ま た は 2匹 と し た 。 動 物 に は 最 初

に 仮 の 識 別 番 号 を つ け 、 体 重 を 測 定 し 、 体 重 バ ラ ン ス の と れ た 順 序 に 従 っ て 群 分 け し た 。

実 験 期 間 中 、 飲 料 水 と し て 逆 浸 透 精 製 水 を 供 給 し 、 ラ ッ ト は 自 由 に 水 を 飲 む こ と が で き た

。 ラ ッ ト は 標 準 的 な 動 物 用 飼 料 （ チ ャ ウ 5001） と 水 を 自 由 に 摂 取 で き た 。 こ の 実 験 で は 、

動 物 の 体 重 を 定 期 的 に 測 定 し 、 動 物 の 健 康 を 監 視 し 、 体 重 に 基 づ い て 各 動 物 に 対 す る 試 験

サ ン プ ル の 投 与 量 を 決 定 し た 。 被 験 試 料 を 、 各 群 に 必 要 な 投 与 量 に 従 っ て 毎 日 秤 量 し た 。

そ の 後 、 被 験 試 料 を 滅 菌 水 に 溶 解 し 、 7日 間 経 口 投 与 し た 。 実 験 期 間 中 、 毎 日 臨 床 観 察 を

行 い 、 異 常 な 臨 床 症 状 や 死 亡 例 を 記 録 し た 。 ラ ッ ト の 体 重 を 2日 ご と に 記 録 し 、 変 化 を 観

察 し た 。 さ ら に 3日 に 一 度 ラ ッ ト の 食 事 摂 取 量 も 記 録 し 、 水 分 摂 取 量 に つ い て は 毎 日 記 録

し た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 A10お よ び A50サ プ リ メ ン ト を 7日 間 連 続 投 与 し た 後 、 ラ ッ ト を 24時 間 絶 食 さ せ た 。 腹 部

を 正 中 線 に 沿 っ て 剣 状 突 起 ま で 剃 毛 し 、 正 中 線 に 沿 っ て 1 cm切 開 し て 幽 門 結 紮 を 行 っ た 。

そ の 後 、 回 復 の た め に 切 開 部 を 縫 合 し た 。 4時 間 後 、 正 中 線 に 沿 っ て 開 腹 し 、 大 弯 に 沿 っ

て 切 開 し て 胃 を 露 出 さ せ た 。 犠 牲 と な っ た 胃 を 摘 出 し 、 胃 液 を 収 集 し 、 そ の 体 積 を 測 定 し

た 。 採 取 し た 胃 液 を 0.1 N NaO H溶 液 を 用 い て 滴 定 し た 。 総 胃 酸 量 （ mEq/L） を 、 以 下 の よ

う に 計 算 し た ： 総 胃 酸 量 ＝ 胃 酸 量 （ L） × 添 加 し た 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム （ NaO H） 量 （ L） × 0.

1 N（ NaO H溶 液 滴 定 ） × 1000。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 生 理 的 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 胃 を 平 ら に し て 撮 影 し 、 画 像 解 析 ソ フ ト ImageJを 用 い て 解 析 し

た 。 画 像 を 白 黒 に 変 換 し 、 適 切 で 一 貫 性 の あ る 画 像 閾 値 に 調 整 す る こ と に よ り 、 胃 粘 膜 を

定 量 化 し た 。 損 傷 部 位 を m m
2
単 位 で 測 定 し 、 胃 病 変 指 数 を 以 下 の 式 で 算 出 し た ： 胃 病 変 指

数 ＝ 胃 損 傷 面 積 （ m m
2
） /全 胃 粘 膜 面 積 （ m m

2
） × 100。 結 果 を 図 20A、 図 20B、 図 20C、 図 20D

お よ び 図 20Eと し て 示 し た 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 す べ て の 値 を 平 均 値 ± SDで 表 示 し 、 サ ン プ ル サ イ ズ を 各 群 5匹 と し た 。 一 元 配 置 分 散 分

析 (A N O V A)を 、 SAS統 計 ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い て 行 っ た 。 群 間 差 の 事 後 比 較 に は ダ

ン カ ン 検 定 を 用 い 、 有 意 水 準 p＜ 0.05を 統 計 的 に 有 意 と み な し た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 そ の 結 果 、 体 重 、 摂 餌 量 、 摂 水 量 に 各 群 間 で 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の 結 果 か ら

、 高 用 量 、 中 用 量 、 低 用 量 の 「 A10サ プ リ メ ン ト 」 お よ び 「 A50サ プ リ メ ン ト 」 を 7日 間 連

続 投 与 す る こ と に よ り 、 総 胃 酸 値 、 胃 損 傷 面 積 、 胃 病 変 指 数 が 有 意 に 減 少 す る こ と が 示 さ

れ た （ p < 0.05） 。 し た が っ て 、 本 実 験 に よ り 、 試 験 物 質 で あ る 「 A10サ プ リ メ ン ト 」 お
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よ び 「 A50サ プ リ メ ン ト 」 の 胃 粘 膜 に 対 す る 胃 保 護 作 用 が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 3. ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 の ス キ ン ケ ア へ の 使 用

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 U VBに よ っ て 誘 発 さ れ た ケ ラ チ ノ サ イ ト の 炎 症 と 死 滅 を 含 む 細 胞 ス ト レ ス 反 応 に 対 す る

ア セ マ ン ナ ン の 効 果 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト の 成 長 と 分 化 に 対 す る ア セ マ ン ナ ン の 効 果 、 皮 膚 の

老 化 に 対 す る ア セ マ ン ナ ン の 効 果 を 分 析 し た 。 そ の 結 果 、 ア セ マ ン ナ ン は HaCaT細 胞 の 増

殖 を 促 進 す る こ と 、 ア セ マ ン ナ ン は HaCaT細 胞 の 移 動 を 促 進 す る こ と 、 ア セ マ ン ナ ン は HaC

aT細 胞 と N HEK細 胞 の 分 化 マ ー カ ー （ イ ン ボ ル ク リ ン 、 ロ リ ク リ ン 、 TGase1） の 発 現 を 誘 導

す る こ と 、 ア セ マ ン ナ ン は EGFRと PKCの 活 性 化 を 促 進 す る こ と が 、 明 ら か に な っ た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 詳 細 な 材 料 と 方 法 を 以 下 に 示 す 。 細 胞 培 養 、 抗 体 、 試 薬 、 試 験 化 合 物 ： ヒ ト ケ ラ チ ノ サ

イ ト 細 胞 株 HaCaTを 、 10 ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS） と 10 ％ ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン

溶 液 を 添 加 し た D M E Mで 培 養 し 、 37 ℃ 、 5 ％ CO 2 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 β -ア ク チ ン 、 イ

ン ボ ル ク リ ン 、 ケ ラ チ ン 10（ K10） 、 TGase 1お よ び PKC IIに 対 す る 一 次 抗 体 を 、 Santa Cr

uz Biotechnology社 （ 米 国 ） か ら 購 入 し た 。 p63-、 phospho-EGFR Y1068、 phospho-PKC II

 S660に 対 す る 一 次 抗 体 、 お よ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ /マ ウ ス IgG二 次 抗 体 を 、 C

ell Signaling Technology社 （ 米 国 ） か ら 購 入 し た 。 EGFRに 対 す る 一 次 抗 体 を 、 E M D Mill

ipore Corp.か ら 購 入 し た 。 ロ リ ク リ ン に 対 す る 一 次 抗 体 を 、 GeneTex社 （ 米 国 カ リ フ ォ ル

ニ ア 州 ア ー バ イ ン ） か ら 購 入 し た 。 PM A（ Phorbol-12-myristate-13-acetate） 、 LPS（ lip

opolysaccharides） 、 EGF（ epidermal growth factor） 、 ポ リ （ I:C） を 、 Sigma-Aldrich

（ Burlington, M A, USA） か ら 購 入 し た 。 ACE脱 水 物 お よ び GP 5-1-1を 、 Dazzeon Biotech

Co.Ltdに よ り 準 備 供 給 し た 。 使 用 前 に 、 ACE（ す な わ ち 、 組 成 物 A50の よ う な Acemannanを

含 む 組 成 物 ） 脱 水 物 を 、 滅 菌 し た H 2 O（ 50 mg/mL） ま た は 0.2 ％ エ タ ノ ー ル に 溶 解 し 、 4

℃ で 保 存 し 、 一 方 、 GP 5-1-1は H 2 Oに 不 溶 で あ り 、 D MSOに 10 mg/mL懸 濁 し 、 室 温 で 保 存 し

た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 3.1 細 胞 生 存 率 の M TT評 価

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 OECD化 学 物 質 試 験 ガ イ ド ラ イ ン （ 試 験 番 号 439： In Vitro皮 膚 刺 激 ： 再 構 築 ヒ ト 表 皮 試

験 法 ） の 手 順 に 従 っ た in vitro皮 膚 刺 激 試 験 に よ る 皮 膚 刺 激 。 本 実 施 形 態 の 目 的 は 、 ア セ

マ ン ナ ン 試 料 に 暴 露 し た 際 の 、 再 構 築 ヒ ト 表 皮 （ RhE） モ デ ル に 対 す る 被 験 物 質 の 細 胞 毒

性 効 果 を 測 定 す る こ と で あ る 。 EpiDerm
T M

組 織 （ 表 面 0.6 cm
2
） を 試 料 試 験 に 使 用 し た 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 方 法 ： エ ピ ダ ー ム 組 織 を 受 け 取 っ た 当 日 、 無 菌 条 件 下 で 、 表 皮 組 織 を 含 む 24ウ ェ ル プ レ

ー ト を 注 意 深 く 検 査 し 、 各 組 織 の 挿 入 物 を 、 増 殖 培 地 を あ ら か じ め 充 填 し た 6ウ ェ ル プ レ

ー ト に 移 し た 。 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー タ ー （ 37 ℃ 、 5 % CO 2 、 90 % RH） に 60± 5分 間 置

い た 。 60分 間 の 予 備 培 養 後 、 イ ン サ ー ト を 新 し い 培 地 に 移 し 、 さ ら に 18± 3時 間 一 晩 培 養

し た 。 化 学 物 質 曝 露 の 当 日 、 試 験 物 質 、 陰 性 対 照 （ NC、 滅 菌 DPBS） 、 陽 性 対 照 （ PC、 5%SD

S in H 2 O溶 液 ） の 濃 度 の 異 な る 30 μ Lを 、 3つ の 単 一 組 織 イ ン サ ー ト に 添 加 し た 。 最 後 の

組 織 を 投 与 し た 後 、 す べ て の プ レ ー ト を 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー （ 37℃ 、 5% CO 2 、 90% RH　

） に 35± 1分 間 移 し た 。 35分 後 、 プ レ ー ト は イ ン キ ュ ベ ー タ ー か ら 取 り 出 さ れ 、 無 菌 フ ー

ド に 入 れ ら れ 、 最 初 に 投 与 さ れ た 組 織 に 対 し て 60分 間 の 期 間 を 置 い た 。 60分 間 の 被 験 物 質

曝 露 の 後 、 組 織 イ ン サ ー ト を 滅 菌 DPBSで す す ぎ 、 残 留 す る 被 験 物 質 を 除 去 す る た め 、 組 織

イ ン サ ー ト を 15回 満 た し 、 空 に し た 。 DPBSの 一 定 流 量 を 組 織 表 面 か ら 1.5 cmの 距 離 か ら 流

し た 。 す べ て の イ ン サ ー ト を 洗 浄 し た 後 、 各 組 織 の 表 面 を 滅 菌 綿 棒 で 注 意 深 く 乾 燥 さ せ た

。 そ の 後 、 組 織 を イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 24時 間 培 養 し た 。 24時 間 の 培 養 後 、 培 地 を 新 し い

培 地 に 交 換 し 、 さ ら に 18時 間 培 養 し た 。 そ の 後 、 M TT培 地 （ 1 mg/mL） を 入 れ た 24ウ ェ ル プ

レ ー ト に 組 織 を 移 し 、 M TT評 価 を 行 っ た 。 3時 間 の M TTイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 ミ ト コ

ン ド リ ア に よ り 形 成 さ れ た 青 色 ホ ル マ ザ ン 塩 を 2.0 mL/組 織 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル で 抽 出 し
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（ 抽 出 液 、 品 番 M TT-100-EXT） 、 抽 出 さ れ た ホ ル マ ザ ン の 光 学 濃 度 を 分 光 光 度 計 を 用 い て 5

70 nmで 測 定 し た 。 各 組 織 に つ い て 、 陰 性 対 照 組 織 の 平 均 値 に 対 す る 相 対 細 胞 生 存 率 を 算

出 し た 。 EUと G HSの 分 類 （ R38/カ テ ゴ リ ー 2ま た は ラ ベ ル な し ） に よ る と 、 物 質 に 暴 露 さ れ

た 3つ の 組 織 の 平 均 相 対 組 織 生 存 率 が 、 陰 性 対 照 の 平 均 生 存 率 の 50%以 下 に 低 下 し た 場 合 、

刺 激 性 が 予 測 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 細 胞 を 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し 、 500 μ Lの D M E M中 、 37℃ 、 5% CO 2 の 条 件 下 で 培 養 し

た 。 細 胞 コ ン フ ル エ ン ス が 60%に 達 し た 時 点 で 、 細 胞 を ビ ー ク ル お よ び 異 な る 濃 度 の ACEで

指 示 さ れ た 時 間 処 理 し た 。 1 mg/mLの M TT溶 液 ［ 3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diph

enyltetrazolium bromide; Sigma-Aldrich, St.培 地 を 除 去 し 、 150 μ Lの D MSOで 置 換 し て

紫 色 の 結 晶 を 溶 解 し た 。 細 胞 生 存 率 を 、 結 晶 生 成 物 を 含 む D MSO溶 液 の O D値 （ O D550 nm-O D6

30 nm） に よ っ て 決 定 し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 ACEの 溶 解 性 お よ び 細 胞 毒 性 ： ま ず 、 ACEの H 2 Oお よ び 2％ エ タ ノ ー ル に 対 す る 溶 解 性 を そ

れ ぞ れ 分 析 し た と こ ろ 、 ACE脱 水 物 は 50 mg/mLの 濃 度 で こ れ ら 2つ の ビ ー ク ル 溶 液 に 完 全 に

溶 解 し 、 液 体 の 外 観 は 透 明 で 淡 黄 色 で あ っ た 。 100 mg/mLの 濃 度 で も 完 全 に 溶 解 し た が 、

粘 度 が 高 く な っ た 。 最 終 的 に 50 mg/mLを ACEの ス ト ッ ク 濃 度 と し 、 使 用 前 に 4℃ で 保 存 し た

。 次 に 、 ACEが HaCaT細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 を 示 す か ど う か を 分 析 し た 。 細 胞 を 、 2 ％ エ タ

ノ ー ル （ 図 21A） お よ び H 2 O（ 図 21B） に 溶 解 し た 異 な る 濃 度 の ACEで 処 理 し 、 次 い で M TT評

価 を 行 っ て 細 胞 生 存 率 を 分 析 し た 。 結 果 は 、 両 方 の ビ ー ク ル 中 の 1 mg/mLま で の 濃 度 の ACE

は 、 48時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 細 胞 毒 性 を 引 き 起 こ さ な い こ と を 示 し た 。 さ ら に 、

H 2 Oに 溶 解 し た 5 mg/mLの ACEで 24時 間 お よ び 48時 間 処 理 し た 細 胞 も ま た 、 M TT評 価 に よ っ て

指 標 化 さ れ る 細 胞 毒 性 を 引 き 起 こ さ な か っ た （ 図 21B） 。 ACE濃 度 が 10 mg/mLで あ る 場 合 、

細 胞 生 存 率 は 、 処 理 の 24時 間 後 に 約 40 ％ ま で 減 少 し た （ 図 21B） 。 細 胞 死 か ら 生 じ る 不 必

要 な 干 渉 を 避 け る た め 、 以 後 の 実 験 で は 、 5 mg/mLを 超 え な い 濃 度 で H 2 Oに 溶 解 し た ACEを

分 析 に 用 い た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 図 21Aお よ び 図 21Bに 示 す よ う に 、 HaCaT細 胞 に お け る ACEの 細 胞 毒 性 試 験 を 行 っ た 。 ACE

脱 水 物 を （ 図 21A） 滅 菌 水 ま た は （ 図 21B） 0.2 ％ エ タ ノ ー ル に 50 mg/mLの 濃 度 で 溶 解 し て

か ら 使 用 し た 。 細 胞 （ 2× 10
4
個 ） を 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し 、 37 ℃ 、 5 ％ CO 2 で 一 晩 イ

ン キ ュ ベ ー ト し 、 様 々 な 濃 度 の ACEま た は ビ ー ク ル を 添 加 し 、 そ の 後 24時 間 ま た は 48時 間

イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 3.2 細 胞 生 存 率 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 細 胞 を 回 収 し 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ル （ BioLegend, San Diego, CA, USA） に 従 っ て 、 Ann

exin V-FITC/PIを 含 む 染 色 バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 し た 。 デ ー タ 解 析 に は FlowJoソ フ ト ウ ェ ア

を 用 い た 。 37 ℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FACSCal

ibur, BD, Franklin Lakes, NJ, USA） に よ っ て 測 定 さ れ た 。 細 胞 生 存 率 を 、 5 mg/mL ACE

（ す な わ ち 、 ア セ マ ン ナ ン 含 有 組 成 物 ） で 48時 間 処 理 し た 後 、 ア ネ キ シ ン V-FITC/PI染 色

に よ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 測 定 し た 。 結 果 を 図 22Aお よ び 図 22Bに 示 す 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 3.3 U VB照 射

【 ０ ０ ８ １ 】

　 U VBは 5本 の T-8M U Vチ ュ ー ブ を 間 隔 を あ け て 配 列 し た も の か ら 供 給 さ れ た 。 U VBの エ ネ ル

ギ ー 出 力 （ 312 nm） を 、 U V Bio-Link (BLX-312; Vilber Lourmat, France)で 測 定 し た 。

培 地 ま た は リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） 中 の 細 胞 に 、 異 な る 線 量 の U VBを 照 射 し た 。 U VB

照 射 後 、 細 胞 は 新 鮮 な 培 地 を 与 え 、 指 示 さ れ た 期 間 培 養 を 続 け た 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 ACEは 、 HaCaT細 胞 に お け る U VB誘 発 細 胞 毒 性 に 対 し て 保 護 効 果 を 示 さ な い 。 ACE（ す な わ
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ち ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 ） が U VB照 射 後 の 細 胞 を 死 滅 か ら 保 護 で き る か ど う か を 調 べ

る た め 、 ACEを そ れ ぞ れ 1 mg/mLと 5 mg/mLの 濃 度 で 30分 間 処 理 し た 後 、 90 mJ/cm
2
の U VBを

照 射 し 、 24時 間 培 養 後 に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 細 胞 生 存 率 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 FBS

を 含 む D M E Mで 培 養 し た 細 胞 は 、 照 射 に よ り 細 胞 生 存 率 が 約 60 ％ 低 下 し た の に 対 し 、 PBSで

U V照 射 し た 後 の 細 胞 生 存 率 は 15 ％ に 低 下 し た こ と か ら 、 血 清 が U VBに 対 す る 細 胞 の 感 受 性

を 低 下 さ せ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 し か し な が ら 、 ACEで 細 胞 を 前 処 理 す る と 、 FBSの 有 無 に

か か わ ら ず 、 U VB照 射 に 対 す る 防 御 効 果 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 23A） 。 さ ら に 、 D M E M中 で

ACEに て 前 処 理 し た 細 胞 が 低 線 量 U VB（ 25お よ び 30 mJ/cm
2
） 照 射 に 対 し て 保 護 効 果 を 有 す

る か ど う か を 調 べ た 。 図 23Bに 示 す よ う に 、 ACEは 、 や は り U VB照 射 に 対 し て 細 胞 保 護 効 果

を 示 さ な か っ た 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 そ の 結 果 、 試 料 の 皮 膚 刺 激 性 を 評 価 す る た め 、 60分 間 暴 露 in vitro試 験 （ OECD, TG 439

） を 実 施 し た 。 こ の 試 験 方 法 に お い て 、 ブ ラ ン ク の O Dは 0.035± 0.0003で あ っ た 。 陰 性 コ

ン ト ロ ー ル の 細 胞 生 存 率 は 100± 2.115 %で あ り 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル （ 5 % SDS） の 細 胞 生

存 率 は 3.406± 0.270 %で あ っ た 。 一 方 、 被 験 物 質 10 mg/mL と 1 mg/mL の 細 胞 生 存 率 は

、 そ れ ぞ れ 107.975 ± 1.788 % と 121.320 ± 5.635 % で あ っ た （ 表 4） 。 EUと G HSの 分

類 （ R38/カ テ ゴ リ ー 2ま た は ラ ベ ル な し ） に よ れ ば 、 被 験 物 質 に 暴 露 し た 3つ の 個 々 の 組 織

の 平 均 相 対 組 織 生 存 率 が 、 陰 性 対 照 の 平 均 生 存 率 の 50 %以 下 に 低 下 し た 場 合 、 刺 激 性 が 予

測 さ れ る 。 こ の プ ロ ジ ェ ク ト の 実 験 結 果 に 基 づ く と 、 1 mg/mL と 10 mg/mL の 試 料 で は 、

平 均 細 胞 生 存 率 は 100 %以 上 と な る 。 EUお よ び G HSの 分 類 （ R38/カ テ ゴ リ ー 2ま た は ラ ベ ル

な し ） に よ る と 、 試 験 品 は 皮 膚 に 対 し て 非 刺 激 性 と 分 類 さ れ る 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

【 表 ４ 】

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 図 23Aお よ び 図 23Bに 示 す よ う に 、 ACEは 、 U VB誘 導 細 胞 死 か ら HaCaT細 胞 を 保 護 す る こ と

が で き な い 。 (図 23A） 細 胞 （ 1× 10^5） を 12ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し 、 ACE（ 1お よ び 5 mg/

mL） で 30分 間 処 理 し た 。 そ の 後 、 完 全 培 地 ま た は PBSの 条 件 下 で 、 U VBを 90 mJ/cm
2
の 線 量

で 照 射 し た 。 U VB照 射 後 、 細 胞 は 完 全 培 地 で 24時 間 培 養 を 続 け た 。 細 胞 生 存 率 は 、 ア ネ キ

シ ン V-FITC/PI染 色 に よ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 決 定 し た 。 (図 23B） 細 胞 は 、 ACE（ 3 mg

/mL） の 前 処 理 の 有 無 に か か わ ら ず 、 そ れ ぞ れ 25お よ び 30 mJ/cm
2
の 線 量 で U VB照 射 さ れ た

。 24時 間 培 養 後 、 顕 微 鏡 下 で 写 真 を 撮 る こ と に よ り 細 胞 死 の 程 度 を 記 録 し た 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 3.4 RN A抽 出 、 cD N A作 製 、 定 量 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ qPCR）

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 ト ー タ ル RN A抽 出 試 薬 （ REzol
T M

 C&T, Protech Tech nology Enterprise Co., Ltd） を
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用 い て 、 HaCaT細 胞 か ら ト ー タ ル RN Aを 抽 出 し た 。 RN A（ 1μ g） を 鋳 型 と し て 、 Moloney Mur

ine Leukemia Virus Reverse Transcriptase（ M-M LV RT、 Promega Corporation、 米 国 ）

を 用 い て 逆 転 写 反 応 を 行 い 、 cD N Aを 作 成 し た 。 qPCRに は 、 FastStart universal SYBR&reg

; Green Master（ Roche Diagnostics G mbH、 ド イ ツ ） を 用 い 、 qRT-PCR装 置 （ QuantStudio
T M

 5、 Applied Biosystems
T M

） で 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定 し た 。 す べ て

の 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル を 、 b-ア ク チ ン の レ ベ ル に 対 し て 正 規 化 し た 。 mRN A発 現 の 変 化 を 、

2
- Δ Δ C t

法 を 用 い て 計 算 し た 。 こ の プ ロ ジ ェ ク ト で 使 用 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 配 列 を 表

5に 示 す 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

【 表 ５ 】

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 そ の 結 果 、 ACEは IL-1、 IL-1、 IL-6、 IL-8、 CO X-2、 TNF-a遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る こ と

が 示 さ れ た 。 ACE（ す な わ ち ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 ） が 炎 症 を 制 御 で き る か ど う か を

理 解 す る た め に 、 細 胞 を ACE（ 1お よ び 5 mg/mL） で 30分 間 処 理 し た 後 、 60 mJ/cm
2
の U VBを

照 射 し た 。 4時 間 後 と 8時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、 qPCR解 析 を 行 っ た 。 図 24に 示 す よ う に 、 U V

Bは IL-6、 TNF-a、 お よ び CO X-2遺 伝 子 発 現 の 顕 著 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 引 き 起 こ し

た が 、 IL-8、 IL-1、 お よ び IL-1に つ い て は 約 2倍 の 増 加 と い う 弱 い 影 響 し か 及 ぼ さ な か っ

た 。 ACE（ 5 mg/mL） 処 理 は 、 IL-8と TNF-aの 発 現 に 対 す る U VBの 効 果 を 増 強 す る こ と が で き

る 。 次 に 、 ACE処 理 の 有 無 に か か わ ら ず 、 異 な る 照 射 量 の U VB（ 30お よ び 60 mJ/cm
2
） を 細

胞 に 照 射 し た 。 図 25で は 、 8時 間 培 養 後 、 ACE（ 5お よ び 10 mg/mL） 単 独 で こ れ ら の 炎 症 因

子 の 遺 伝 子 発 現 を 増 加 さ せ 、 TNF-aの 増 加 は 少 な い こ と が わ か っ た 。 U VBと 比 較 し て 、 ACE

は IL-8、 IL-1、 IL-1遺 伝 子 発 現 に 対 し て U VBよ り も 高 い 効 果 を 示 し 、 TNF-a、 CO X-2に 対 し

て は U VBと 同 程 度 の 効 果 を 示 し た 。 U VB照 射 に 加 え て 、 ACEと EGF（ EGFRア ゴ ニ ス ト ） 、 LPS

（ TLR4ア ゴ ニ ス ト ） 、 ポ リ （ I:C） （ TLR3ア ゴ ニ ス ト ） の 併 用 に よ る 炎 症 因 子 の 遺 伝 子 発

現 へ の 影 響 も 測 定 し た 。 図 26で は 、 EGFが CO X-2遺 伝 子 発 現 を 顕 著 に 亢 進 し 、 IL-1お よ び IL

-1遺 伝 子 発 現 を わ ず か に 亢 進 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 CO X-2発 現 に 対 す る 相 加 効 果 は 、 ACE

と EGFの 間 で 観 察 さ れ た 。 対 照 的 に 、 EGFは ACE誘 導 性 の IL-6お よ び TNF-a遺 伝 子 発 現 を 抑 制

し た 。 LPSと ポ リ （ I:C） そ の も の は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 発 現 に は 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た が 、

ACE誘 導 性 の IL-6、 TNF-a、 お よ び CO X-2遺 伝 子 発 現 を 抑 制 し た 。 な お 、 ACEが IL-1遺 伝 子 の

発 現 を 促 進 す る か ど う か に つ い て は 、 本 研 究 で は 実 験 結 果 に 一 貫 性 が な か っ た た め （ 図 25

 vs. 図 26） 、 今 後 さ ら な る 確 認 が 必 要 で あ る 。 さ ら に 、 ACEが 皮 膚 の し わ 形 成 プ ロ セ ス 18

の 指 標 と さ れ る M MP-1遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 で き る か ど う か も 調 べ た 。 そ の 結 果 、 U VBと EGFR
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は M MP-1遺 伝 子 の 発 現 を 増 加 さ せ た が 、 ACE、 LPS、 poly (I:C)は 増 加 さ せ ず 、 8時 間 後 の そ

れ ら の 作 用 は ACEに よ っ て 変 化 し な か っ た （ 図 27） 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 図 24は 、 HaCaT細 胞 に お け る U VB誘 発 炎 症 遺 伝 子 の 発 現 に 対 す る ACEの 時 間 依 存 的 効 果 を

示 し て い る 。 細 胞 を ビ ー ク ル ま た は ACE（ 1お よ び 5 mg/mL） で 30分 間 処 理 し た 後 、 U VBを 60

 mJ/cm
2
の 線 量 で 照 射 し た 。 4時 間 後 と 8時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、 溶 解 し て 全 RN A抽 出 、 cD N A

作 成 、 そ の 後 の qPCR解 析 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 図 25は 、 HaCaT細 胞 に お い て 、 異 な る 照 射 量 の U VBに よ っ て 誘 導 さ れ る 炎 症 性 遺 伝 子 の 発

現 に 対 す る ACEの 効 果 を 示 し て い る 。 細 胞 を ビ ー ク ル ま た は ACE（ 5お よ び 10 mg/mL） で 30

分 間 処 理 し た 後 、 30ま た は 60 mJ/cm
2
の U VB照 射 を 行 っ た 。 8時 間 後 、 前 述 の 方 法 で qPCRを

行 い 、 標 的 遺 伝 子 の mRN A発 現 レ ベ ル を 解 析 し た 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 図 26は 、 HaCaT細 胞 に お け る 炎 症 性 遺 伝 子 発 現 に 対 す る ACE、 EGF、 LPS、 お よ び ポ リ （ I:

C） の 効 果 を 示 し て い る 。 細 胞 を ビ ー ク ル ま た は ACE（ 5お よ び 10 mg/mL） で 30分 間 処 理 し

た 後 、 EGF（ 50 ng/mL） 、 LPS（ 1 mg/ml） お よ び ポ リ （ I:C） （ 10 mg/mL） で そ れ ぞ れ 8時

間 処 理 し た 。 標 的 遺 伝 子 の mRN A発 現 レ ベ ル を 解 析 す る た め に 、 前 述 の よ う に qPCRを 行 っ た

。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 図 27は 、 ACEが M MP-1遺 伝 子 発 現 を 変 化 さ せ な い こ と を 示 し て い る 。 細 胞 を ビ ー ク ル ま た

は 異 な る 濃 度 の ACE（ 1、 5、 10 mg/mL） で 30分 間 処 理 し た 後 、 60 mJ/cm
2
の U VB照 射 を 4時 間

と 8時 間 （ A） 、 ま た は EGF（ 50 ng/ml） 、 LPS（ 1 mg/mL） 、 poly（ I:C） （ 10 mg/mL） で 8

時 間 処 理 し た （ B） 。 M MP-1遺 伝 子 の mRN A発 現 レ ベ ル を 解 析 す る た め に 、 qPCRを 前 述 の よ う

に 行 っ た 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 3.5 細 胞 増 殖 評 価

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 細 胞 （ 2× 10
4
個 ） を FBS無 添 加 の D M E Mで 12ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し 、 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ

ー で 24時 間 培 養 し た 。 培 地 を 除 去 し 、 ACE（ 0.5、 1、 3 mg/mL） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で

、 10% FBSを 含 む 新 鮮 な D M E Mを 加 え た 。 細 胞 増 殖 は 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 で 24時 間 ご と に

細 胞 数 を カ ウ ン ト す る こ と に よ り 決 定 し た 。 BrdU組 込 み 評 価 で は 、 細 胞 （ 1 × 10
4
） を 底

が 透 明 で 平 ら な 黒 色 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し 、 FBSを 含 ま な い D M E M中 で 24時 間 培 養 し た

。 培 地 を 除 去 し 、 ACE（ 1お よ び 3 mg/mL） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 10％ FBSを 含 む 新 鮮 な

D M E Mを 46時 間 添 加 し た 。 細 胞 を 固 定 し 、 抗 BrdU-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー

ト し 、 洗 浄 し た 後 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 基 質 反 応 を 行 っ た （ 細 胞 増 殖 ELISA、 Brd

U、 Roche、 ス イ ス ） 。 化 学 発 光 は 、 Synergy H1 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ BioTeK, Win

ooski, VT, USA） を 用 い て 測 定 し た 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 そ の 結 果 、 ACEが HaCaT細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る こ と が 示 さ れ た 。 ACEが 細 胞 増 殖 に 影 響 を

及 ぼ す か ど う か を 検 討 し た 。 24時 間 の 飢 餓 状 態 の 後 、 細 胞 を 10％ FBSを 含 む D M E Mに 置 換 し

、 異 な る 濃 度 の ACEを 添 加 ま た は 非 添 加 し た 。 我 々 は 、 細 胞 増 殖 が ACEに よ っ て 濃 度 依 存 的

に 促 進 さ れ る こ と を 見 出 し た （ 図 28A） 。 BrdU評 価 の デ ー タ か ら も 、 ACEは よ り 高 い BrdU取

り 込 み を 示 し た こ と か ら 、 ACEは 細 胞 周 期 の S期 に あ る 細 胞 の D N A合 成 を 促 進 す る こ と が 示

さ れ た （ 図 28B） 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 図 28Aお よ び 図 28Bは 、 ACEが 濃 度 依 存 的 に HaCaT細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る こ と を 示 し て い る

。 細 胞 を 播 種 し 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に よ る 細 胞 計 数 の た め に 12ウ ェ ル プ レ ー ト 上 で 24時

間 飢 餓 状 態 に し た （ 図 28A） 、 ま た は 細 胞 を BrdU組 込 み 評 価 の た め に 96ウ ェ ル プ レ ー ト 上

に 播 種 し た （ 図 28B） 。 そ の 後 、 10％ FBSと 指 示 濃 度 の ACEを 含 む 新 鮮 な D M E Mに 交 換 し た 。

細 胞 数 は 24時 間 ご と に カ ウ ン ト し た 。 BrdU取 り 込 み 評 価 で は 、 48時 間 培 養 後 に 細 胞 を 回 収

10

20

30

40

50



(19) JP  2025-63007  A   2025.4.15

し 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て BrdUシ グ ナ ル 強 度 を 測 定 し た 。 * p<0.05を 、 ビ ー ク ル 処

理 細 胞 と 比 較 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 3.6 細 胞 遊 走 試 験

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 24ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 2ウ ェ ル の シ リ コ ン 培 養 イ ン サ ー ト を 置 き 、 シ リ コ ン 培

養 イ ン サ ー ト の ウ ェ ル に 2× 10
4
個 の 細 胞 を 一 晩 播 種 し た 。 細 胞 遊 走 を 観 察 す る 前 に 、 細 胞

を 様 々 な 濃 度 の ACEで 処 理 し た 。 指 示 さ れ た 時 点 で 、 細 胞 の 移 動 を 顕 微 鏡 で 観 察 し 、 写 真

を 撮 っ て 記 録 し た 。 ギ ャ ッ プ 回 復 領 域 の パ ー セ ン テ ー ジ を 、 Image Jソ フ ト ウ ェ ア を 用 い

て 分 析 し 、 定 量 化 し た 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 そ の 結 果 、 ACEが HaCaT細 胞 の 遊 走 を 促 進 す る こ と が 示 さ れ た 。 次 に 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト の

遊 走 に 対 す る ACEの 効 果 を 調 べ た 。 創 傷 治 癒 モ デ ル を 用 い て 、 2ウ ェ ル シ リ コ ン 培 養 イ ン サ

ー ト に 細 胞 を 播 種 し 、 細 胞 間 に 隙 間 を 作 っ た 。 図 28Aお よ び 図 28Bに 示 す よ う に 、 ACEは 細

胞 増 殖 を 増 加 さ せ る こ と が で き る の で 、 細 胞 増 殖 が 細 胞 遊 走 の 結 果 を 妨 げ る の を 避 け る た

め に 、 細 胞 を マ イ ト マ イ シ ン Cで 処 理 し た 。 図 29Aに 示 す よ う に 、 2 μ g/mLお よ び 5 μ g/mL

の マ イ ト マ イ シ ン Cは 確 か に 細 胞 増 殖 を 阻 害 し 、 細 胞 数 を 減 少 さ せ た 。 細 胞 数 の 減 少 は 、

そ れ ぞ れ 2 μ g/mLお よ び 5 μ g/mLの マ イ ト マ イ シ ン C処 理 に よ っ て 、 48時 間 お よ び 24時 間

に 生 じ た 。 こ の 所 見 は 、 2 μ g/mLの マ イ ト マ イ シ ン Cが 24時 間 以 内 の 遊 走 評 価 に お い て 適

切 で あ る 可 能 性 を 示 し て い る 。 こ の 問 題 を さ ら に 確 認 す る た め に 、 マ イ ト マ イ シ ン C（ 2

μ g/mL） と ACEの 併 用 効 果 を 試 験 し た 。 そ の 結 果 、 図 28Aに 見 ら れ る よ う な ACE（ 1お よ び 3

mg/mL） 誘 発 細 胞 増 殖 は 、 マ イ ト マ イ シ ン C（ 2 μ g/mL） に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と が わ か っ

た （ 図 29B） 。 こ れ ら の 知 見 の 下 で 、 マ イ ト マ イ シ ン C（ 2 μ g/mL） お よ び ACE（ 0.5お よ び

5 mg/mL） を 共 処 理 し た 条 件 下 で 細 胞 遊 走 を 測 定 し た 。 図 29Cお よ び 図 29Dに 示 す よ う に 、 A

CE（ 5 mg/mL） の 存 在 下 で は 、 ビ ー ク ル 処 理 よ り も 細 胞 の 移 動 が 速 く 、 細 胞 の 移 動 を 促 進

す る ACEの 効 果 が 明 ら か に な っ た 。

【 ０ １ ０ １ 】

　 図 29A、 図 29B、 図 29C、 お よ び 図 29Dは 、 ACEが HaCaT細 胞 の 移 動 を 加 速 す る こ と を 示 す 。

(図 29Aお よ び 図 29B） 細 胞 を 、 ACE（ 1 mg/mLま た は 3 mg/mL） の 非 存 在 下 （ 図 29A） ま た は

存 在 下 （ 図 29B） 、 示 さ れ た 濃 度 の マ イ ト マ イ シ ン Cで 処 理 し た 。 細 胞 数 を ト リ パ ン ブ ル ー

染 色 に よ っ て 計 数 し た 。 (図 29C） マ イ ト マ イ シ ン C（ 2 μ g/mL） 含 有 培 地 中 で 培 養 し た 細

胞 を 、 ビ ー ク ル ま た は ACE（ 0.5お よ び 5 mg/mL） 処 理 し 、 細 胞 移 動 を 顕 微 鏡 下 で 指 示 さ れ

た 時 点 で 決 定 し た 。 (図 29D） 細 胞 移 動 に 対 す る ACEの 効 果 を 、 図 29Cに 示 す よ う に 、 ギ ャ ッ

プ 回 復 領 域 を 定 量 化 す る た め に Image Jソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 評 価 し た 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 3.7 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト

【 ０ １ ０ ３ 】

　 RIPAバ ッ フ ァ ー （ 50 m M Tris at pH 7.6、 150 m M NaCl、 0.1% SDS、 0.1% NaD Oc、 1% Tr

iton X-100、 2 m M NaF、 2 m M EDTA、 2 m M Na3V O4、 1 m M PMSF） を 用 い て 細 胞 を 溶 解 し た

。 ソ ニ ケ ー タ ー で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 細 胞 抽 出 液 を 5Xサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ 5 0 m M Tri

s at pH 6 .8、 5% SDS、 37.5%グ リ セ ロ ー ル 、 36 m M β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 0.25%ブ

ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ） で 希 釈 し 、 95℃ で 10-15分 間 加 熱 し た 後 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ PA GE） に か け た 。 ゲ ル 上 の タ ン パ ク 質 を ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 膜 （ PV DF

, GE Healthcare Life Sciences, USA） に 移 し 、 5%ス キ ム ミ ル ク を 含 む TBS-T（ 20 m M Tri

s-HCl pH 7.4, 150 m M NaCl, 0.1% Tween 20） で 30分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 メ ン ブ レ ン を

TBS-Tバ ッ フ ァ ー で 15分 間 3回 洗 浄 し た 後 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ヤ

ギ IgG（ 1:10000） ま た は 抗 ウ サ ギ /マ ウ ス IgG二 次 抗 体 （ 1:10000） と TBS-Tバ ッ フ ァ ー で 1

時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 現 像 を 、 強 化 化 学 発 光 溶 液 （ Western Lightning Plus-ECL、 Pe

rkinElmer, Inc.マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 、 米 国 ） を 用 い て 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 の シ グ ナ ル を

、 ChemiDocT M MP Image System（ Bio-Rad） を 用 い て 取 得 し 、 Image Labソ フ ト ウ ェ ア （ Bi
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o-Rad） を 用 い て 解 析 し た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 そ の 結 果 、 ACEが Hacat細 胞 の ケ ラ チ ノ サ イ ト 分 化 マ ー カ ー の 発 現 を 誘 導 す る こ と が 示 さ

れ た 。 ま た 、 ACEが HaCaT細 胞 の 分 化 に 影 響 を 及 ぼ す か ど う か に つ い て も 検 討 し た 。 こ の 目

的 の た め 、 異 な る 濃 度 の ACE（ す な わ ち 、 ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 ） で 処 理 し た 細 胞 を

、 特 定 の 分 化 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル に つ い て 、 指 定 さ れ た 時 点 で 分 析 し た 。 さ

ら に 、 分 化 誘 導 試 薬 PM A（ 100 nM） で 処 理 し た 細 胞 を 標 準 反 応 と し て 用 い た 。 そ の 結 果 、 P

M Aの 効 果 と 同 様 に 、 ACE（ 3 mg/mL） は イ ン ボ ル ク リ ン 、 ロ リ ク リ ン 、 TGase1を 増 加 さ せ た

が 、 K10は 増 加 さ せ な か っ た （ 図 30Aお よ び 図 30B） 。 p63-aは ケ ラ チ ノ サ イ ト 分 化 の 重 要 な

調 節 因 子 で あ り 、 そ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 前 提 条 件 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 我

々 は 、 PM Aと ACEの 両 方 が p63-aを 一 過 性 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト し 、 そ の 発 現 は PM Aで 12～ 24

時 間 、 ACEで 0～ 12時 間 で あ る こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ACEが HaCaTの 分 化 を 制 御

す る た め に 機 能 し て い る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 EGFRと PKCは ケ ラ チ ノ サ イ ト 分 化 の 重 要

な 制 御 因 子 で あ る こ と か ら 、 両 経 路 に 対 す る ACEの 作 用 機 序 を 解 読 し た 。 PM Aの 作 用 と 同 様

に 、 ACEは EGFRお よ び PKC bIIの リ ン 酸 化 を 促 進 す る こ と に よ っ て 活 性 化 す る こ と が で き る

（ 図 30C） 。 し か し な が ら 、 ACEが 誘 導 す る EGFRリ ン 酸 化 は 、 PM Aよ り も 反 応 が 弱 く 、 持 続

時 間 が 短 い 。 特 筆 す べ き は 、 ACEは PM Aよ り も PKC bIIの よ り 明 ら か な 活 性 化 を 誘 導 し た こ

と で あ る 。 こ れ ら の 所 見 は す べ て 、 ACEが PKC活 性 化 を 介 し て ケ ラ チ ノ サ イ ト 分 化 を 誘 導 す

る 可 能 性 を 示 し て い る 。

【 ０ １ ０ ５ 】

　 図 30A、 図 30Bお よ び 図 30Cは 、 ACEが PM Aと 同 様 に ケ ラ チ ノ サ イ ト の 分 化 を 誘 導 し 、 PKCお

よ び EGFRを 活 性 化 す る こ と を 示 し て い る 。 (図 30A） 細 胞 を 、 PM A（ 100 nM） ま た は ACE（ 3

mg/mL） で 、 そ れ ぞ れ 6、 12、 24、 お よ び 36時 間 処 理 し た 。 (図 30B） 細 胞 を 、 PM A（ 100 nM

） ま た は ACE（ 1、 3、 ま た は 5 mg/mL） で 36時 間 処 理 し た 。 (図 30C） 細 胞 を 、 PM A（ 100 nM

） ま た は ACE（ 3 mg/mL） で 、 そ れ ぞ れ 0.5、 1、 2、 お よ び 6時 間 処 理 し た 。 細 胞 溶 解 液 を 回

収 し 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 一 次 抗 体 を 用 い た 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 評 価 用 に 調 製 し た 。

PM Aは 、 phorbol-12-myristate-13-acetateを 意 味 す る 。 さ ら な る 結 果 を 図 31、 図 32、 図 33

に 示 す 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 4.肺 の ケ ア の た め の ア セ マ ン ナ ン 含 有 組 成 物 の 使 用

　 4.1 抗 ウ イ ル ス （ 疾 病 の 治 療 ま た は 予 防 ）

【 ０ １ ０ ７ 】

　 ヒ ト 気 管 支 上 皮 細 胞 （ N HBE） を ア セ マ ン ナ ン 含 有 組 成 物 の 異 な る 量 で 処 理 し 、 そ の 細 胞

毒 性 を 確 認 し た 。 結 果 を 図 34に 示 す 。 気 道 上 皮 細 胞 の 完 全 性 は 、 病 原 体 な ど に 対 す る 障 壁

を 形 成 す る こ と に よ り 、 自 然 免 疫 系 の 重 要 な 構 成 要 素 で あ る 。 上 皮 の 完 全 性 は 、 隣 接 す る

細 胞 間 の タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン （ TJ） と 接 着 結 合 （ AJ） に 依 存 し て い る 。 従 っ て 、 3D正 常

ヒ ト 気 管 支 上 皮 細 胞 （ N HBE） 培 養 物 に お い て 、 処 理 に よ っ て 上 皮 の 完 全 性 が 維 持 さ れ る か

ど う か を モ ニ タ ー す る た め に 、 野 生 型 SARS-CoV-2お よ び BQ1.1の 感 染 に 先 立 ち 、 ア セ マ ン

ナ ン （ 例 え ば 、 ア ロ エ エ キ ス 、 本 明 細 書 で は 組 成 物 I50を 使 用 ） を 含 む 組 成 物 を 上 皮 の 先

端 側 に 添 加 し た 。 経 上 皮 電 気 抵 抗 （ TEER） を 感 染 の 1-2-3日 後 に 測 定 し 、 実 験 デ ザ イ ン を

図 35に 示 し た 。 TEERの 測 定 は 、 フ ィ ル タ ー 支 持 体 上 の 細 胞 層 の 均 一 性 、 お よ び 極 性 細 胞 間

に 形 成 さ れ た タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 完 全 性 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 便 利 な 技 術 で あ る 。

し た が っ て 、 TEER測 定 は し ば し ば 上 皮 バ リ ア 機 能 の 研 究 に 用 い ら れ る 。 TEER分 析 で は 、 SO

P_TEERに 従 っ て 3回 の 独 立 し た 実 験 を 繰 り 返 す （ Zaderer, V.、 Dichtl , S.、 Posch, W. et

 al. GlyPerA
T M

 は 、 SARS-CoV-2 感 染 や 炎 症 事 象 か ら 気 道 上 皮 を 効 果 的 に 保 護 す る 。 Res

pir Res 24, 88 (2023); Zaderer, V.、 Dichtl, S.、 Bellmann Weiler, R. 他 ColdZyme
T M

は 、 BA.4/5 に よ る 感 染 か ら 気 道 上 皮 を 保 護 す る 。 Respir Res 23, 300 (2022).） 。 結 果

を 図 36A、 図 36B、 図 36C、 図 36Dお よ び 図 36Eに 示 す 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 リ ア ル タ イ ム RT-PCR： 非 感 染 ま た は 感 染 お よ び 未 処 理 ま た は 処 理 N HBE細 胞 の 上 清 中 に 放
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出 さ れ た ウ イ ル ス は 、 標 準 化 さ れ た SARS-CoV-2リ ア ル タ イ ム RT-PCRを 用 い て 絶 対 定 量 さ れ

る 。 結 果 を 図 37に 示 す 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 5. ア セ マ ン ナ ン を 含 む 組 成 物 の 眼 の ケ ア へ の 使 用

【 ０ １ １ ０ 】

　 組 成 物 A50お よ び I50の 眼 に 対 す る 影 響 を 分 析 す る た め 、 眼 刺 激 性 試 験 （ ITRIに よ る ） を

実 施 し た 。 5000個 の 網 膜 色 素 上 皮 細 胞 を 、 グ ル タ ミ ン 酸 と 10 %FBSを 含 む D M E M+F12に 一 晩

播 種 し た 。 異 な る 濃 度 の ア セ マ ン ナ ン 、 ITRI、 Acyl-50（ 50％ ア セ チ ル 化 ア セ マ ン ナ ン 、

例 え ば 組 成 物 A50） を 48時 間 添 加 し た 。 1/10 M TTを 30分 間 添 加 し 、 O D460を 検 出 し た 。 結 果

は 図 38の よ う に 示 さ れ た 。 同 様 の 実 験 に よ る 組 成 物 I50の さ ら な る 結 果 を 図 39と し て 示 し

た 。

【 ０ １ １ １ 】

　 SIRC（ Statens Seruminstitut Rabbit Cornea） 細 胞 を ATCC（ CCL60
T M

） か ら 購 入 し 、 10

 ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Thermo Fisher、 Cat.No.16000044） 、 2 m M Lglutamin e、 50-100 unit

s/mL penicill in、 お よ び 50-100 μ g/mL strep tomycin（ Thermo Fisher、 Cat.No.151401

22） を 添 加 し た Eagle's minimum essential medium（ ATCC、 Cat.No.30-2003） 中 で 、 5 ％

 CO 2 下 、 37℃ で 培 養 し た 。 細 胞 を 6× 10
3
/ウ ェ ル で 96ウ ェ ル に 接 種 し 、 コ ン フ ル エ ン ト に

な る ま で 4日 間 培 養 し た 。 96ウ ェ ル に 培 養 し た 細 胞 を 、 5 %お よ び 0.05%濃 度 の 試 験 薬 液 200

 μ L/ウ ェ ル に 室 温 で 5分 間 曝 露 し た 。 曝 露 後 、 細 胞 を 200 μ Lの PBSで 2回 洗 浄 し 、 0.5 mg/

mL M TT溶 液 （ Thermo Fisher社 、 商 品 番 号 M6494） を 200 μ L添 加 し た 。 5 % CO 2 、 37 ℃ で 2

時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 M TT溶 液 を デ カ ン ト し 、 0.04 N塩 酸 -イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 200 μ

Lを 加 え 、 暗 所 、 室 温 で 1時 間 M TTホ ル マ ザ ン を 抽 出 し 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Thermo Fisher

, Varioskan LU X） で 570 nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 各 試 験 薬 で 得 ら れ た 光 学 密 度 （ O D） 値

を 用 い て 、 100％ と し た 溶 媒 対 照 に 対 す る 細 胞 生 存 率 を 算 出 し た 。 実 験 を 3反 復 ウ ェ ル で 、

3回 独 立 に 繰 り 返 し た 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 重 篤 な 眼 障 害 を 引 き 起 こ す 試 験 化 学 物 質 （ U N G HSカ テ ゴ リ ー 1） お よ び 眼 刺 激 性 ま た は

重 篤 な 眼 障 害 に つ い て 、 分 類 を 要 し な い 試 験 化 学 物 質 （ U N G HSカ テ ゴ リ ー な し ） を 特 定 す

る た め の 細 胞 生 存 率 カ ッ ト オ フ 値 を 表 6に ま と め た 。

【 ０ １ １ ３ 】

【 表 ６ 】

【 ０ １ １ ４ 】

　 そ の 結 果 、 短 時 間 暴 露 in vitro 試 験 （ OECD, TG 491） を 実 施 し 、 D AZZEO N BIOTECH CO

., LTD.が 提 供 す る 試 験 品 の 眼 刺 激 性 を 評 価 し た 。 試 験 結 果 は 以 下 の 基 準 を 満 た し て い る

： (1)培 地 対 照 の O Dは 、 ブ ラ ン ク O Dを 差 し 引 い た 後 、 0.3以 上 で あ る こ と 。 (2)溶 媒 対 照 の

細 胞 生 存 率 は 、 培 地 対 照 に 対 し て 80 %以 上 で あ る こ と 。 (3)陽 性 対 照 (0.01 % SLS)の 細 胞

生 存 率 は 、 過 去 の 実 験 の 2標 準 偏 差 以 内 で あ る こ と 。 (4)3つ の 独 立 し た 細 胞 生 存 率 の 標 準

偏 差 (SD)は 、 試 験 品 の 5 %濃 度 と 0.05 %濃 度 の 両 方 で 15 %以 下 で あ る こ と 。 こ の 試 験 手 順

で は 、 培 地 対 照 の O Dは 0.538± 0.048で あ る 。 溶 媒 対 照 の 細 胞 生 存 率 は 93.935± 07.140%、

陽 性 対 照 （ 0.01 % SLS） の 細 胞 生 存 率 は 36.540± 08.854 %、 そ し て 乳 頭 条 の 細 胞 生 存 率

の SD は 15 %以 下 で あ る （ 表 7） 。 3 つ の 独 立 し た 試 験 で 、 す べ て の 合 格 基 準 を 満 た し

て い る 。 試 験 品 は PBSで 0.05 %と 5 %の 2つ の 濃 度 で 調 製 さ れ 、 細 胞 生 存 率 は そ れ ぞ れ 97.07
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6± 08.439 %と 102.988± 07.420 %で あ る 。 OECD TG 491の 予 測 モ デ ル に よ れ ば 、 い ず れ の

試 験 濃 度 に お い て も 細 胞 生 存 率 は 70 %を 超 え て お り 、 眼 刺 激 性 は 「 カ テ ゴ リ ー な し 」 に 分

類 さ れ る （ 表 8） 。

【 ０ １ １ ５ 】

【 表 ７ 】

【 ０ １ １ ６ 】

【 表 ８ 】

【 ０ １ １ ７ 】

　 上 述 お よ び 後 述 す る 実 施 形 態 は 例 示 に 過 ぎ な い 。 多 く の 詳 細 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て

し ば し ば 見 出 さ れ る 。 従 っ て 、 そ の よ う な 多 く の 詳 細 は 、 簡 潔 に す る た め に 、 本 明 細 書 で

は 示 さ ず 、 説 明 も し な い 。 本 開 示 の 多 数 の 特 徴 お よ び 利 点 が 、 本 開 示 の 構 造 お よ び 機 能 の

詳 細 と と も に 、 前 述 の 説 明 で 示 さ れ た と し て も 、 本 開 示 は 例 示 に 過 ぎ ず 、 詳 細 に お い て 変

更 が な さ れ 得 る 。 し た が っ て 、 上 述 お よ び 後 述 す る 実 施 形 態 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 内 で 変 更

さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ Ａ 】

【 図 １ １ Ｂ 】

【 図 １ ２ Ａ 】

【 図 １ ２ Ｂ 】

【 図 １ ２ Ｃ 】

【 図 １ ３ Ａ 】
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【 図 １ ３ Ｂ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ Ａ 】

【 図 １ ７ Ｂ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ Ａ 】
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【 図 １ ９ Ｂ 】

【 図 １ ９ Ｃ 】

【 図 ２ ０ Ａ 】

【 図 ２ ０ Ｂ 】

【 図 ２ ０ Ｃ 】

【 図 ２ ０ Ｄ 】

【 図 ２ ０ Ｅ 】

【 図 ２ １ Ａ 】
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【 図 ２ １ Ｂ 】

【 図 ２ ２ Ａ 】

【 図 ２ ２ Ｂ 】

【 図 ２ ３ Ａ 】

【 図 ２ ３ Ｂ 】

【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】
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【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ Ａ 】

【 図 ２ ８ Ｂ 】

【 図 ２ ９ Ａ 】

【 図 ２ ９ Ｂ 】

【 図 ２ ９ Ｃ 】

【 図 ２ ９ Ｄ 】

【 図 ３ ０ Ａ 】
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【 図 ３ ０ Ｂ 】

【 図 ３ ０ Ｃ 】

【 図 ３ １ 】

【 図 ３ ２ 】

【 図 ３ ３ 】

【 図 ３ ４ 】

【 図 ３ ５ 】

【 図 ３ ６ Ａ 】
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【 図 ３ ６ Ｂ 】

【 図 ３ ６ Ｃ 】

【 図 ３ ６ Ｄ 】

【 図 ３ ６ Ｅ 】

【 図 ３ ７ 】

【 図 ３ ８ 】

【 図 ３ ９ 】
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