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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　精製した下記式（２）で表されるセコイリドイドグルコシド（ｓｅｃｏｉｒｉｄｏｉｄ
　ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）誘導体からなることを特徴とする発毛促進剤。
【化１】

【請求項２】
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　精製した下記式（２）で表されるセコイリドイドグルコシド（ｓｅｃｏｉｒｉｄｏｉｄ
　ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）誘導体からなることを特徴とするＩＧＦ－１（Ｉｎｓｕｌｉｎ－
ｌｉｋｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　１）発現増加剤、ＶＥＧＦ（ｖａｓｃｕｌａｒ
　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ）発現増加剤、ＨＧＦ（ｈｅｐ
ａｔｏｃｙｔｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ）発現増加剤、ＫＧＦ（ｋｅｒａｔｏｃｙ
ｔｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｆｏｒ）発現増加剤またはβ－カテニン発現増加剤。
【化２】

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、セコイリドイドグルコシド誘導体を有効成分として含む脱毛の予防または治
療用、または発毛促進用組成物に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　国民健康保険公団の健康保険政策研究院が２００１年から２００８年まで健康保険診療
費の支給資料を分析した内容によれば、「脱毛疾患」の実診療患者数が２００１年１０万
３千人から２００５年１４万２千人、そして２００８年１６万５千人であって、最近７年
間６０％増加した。年齢別には２０～４０代の実診療患者数が１１万４千人と患者の６９
．５％を占め、１０代以下の患者も２万２千人以上であることが分かった。性別実診療患
者数は２００８年基準で男性が８万４千人、女性は８万人と男性が女性より少し多い実情
であり、「脱毛」疾患の傷病別国内健康保険実診療患者数は２００８年基準で円形脱毛症
（１３万人）、瘢痕性脱毛症（２万人）、アンドロゲン性脱毛症（９千人）、その他非瘢
痕性毛髪損失（８千人）の順であった。
【０００３】
　海外の脱毛患者の有病率をみると、２００３年６月国際毛髪及び成形美容研究討論会の
資料によると、世界的に２．５億人が脱毛患者であり、２４～５０歳において脱毛発病率
が３０～６５％程度だった。２００８年基準で中国の脱毛人口は約３億人に達し、３０代
男性人口の３０％、そして５０代男性人口の５０％程度が脱毛の症状を示しており、毎年
脱毛患者数は１０～１５％程度増加している。日本人の場合、脱毛発病率が２６．５％で
あり、推定脱毛患者人口数は１，２９３万人程度と予想された。
【０００４】
　現在、脱毛治療のための製剤は、大きく医薬品と医薬部外品、そして化粧品に分類され
る。医者の処方があってこそ購入が可能な専門医薬品としては、米Ｍｅｒｃｋ社が開発販
売している「プロペシア」があり、これの主成分であるフィナステリド（Ｆｉｎａｓｔｅ
ｒｉｄｅ）は１９９７年１２月米ＦＤＡから脱毛治療剤の承認を受けた。フィナステリド
は、テストステロンをジヒドロテストステロン（ｄｉｈｙｄｒｏｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎ
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ｅ，　ＤＨＴ）へ変換する５－α還元酵素を阻害する薬剤であって、軟毛を太くて長い毛
髪に成長させる役割をする。これは短期的に脱毛改善に効果があるが、勃起不全、性機能
減退、男性の乳房肥大などのような副作用が報告されている。安全性と有効性が認められ
て医者の処方無しでも購入が可能な薬品としてミノキシジル（Ｍｉｎｏｘｉｄｉｌ）があ
り、１９９７年１２月米ＦＤＡから最初の塗布タイプ脱毛治療剤として承認された。この
薬品は、血液循環を改善させてカリウムチャネルを開放させることで毛成長を促進させる
効果があるが、痒み、発疹など局所反応が起こるおそれがあり、頻脈などが起こることも
ある。
【０００５】
　食品医薬品安全庁で脱毛防止と育毛機能を許可された医薬部外品の製品としては、代表
的にＣＪライオンの「毛髪力コムピテント」、モラクルの「ヘアトニック」、ＬＧ生活健
康の「ＭＯ＆ＭＯＲＥ」などがあり、化粧品類としては、シャンプー類または肌、毛髪の
健康を維持または増進するために頭皮や毛髪に使用される製品が販売されている。
【０００６】
　人間の毛周期は、大きく成長期（ａｎａｇｅｎ）、退行期（ｃａｔａｇｅｎ）及び休止
期（ｔｅｌｏｇｅｎ）に分けられる。成長期は毛乳頭の活動が活発で細胞分裂が旺盛に起
こり、毛髪の毛が早く伸びる時期である。成長期の寿命は毛の種類によって違うが、髪の
毛の場合、３～６年程度である。成長期の毛髪は全体毛髪の８０～９０％を占め、脱毛が
進行している人は成長期が短くなり休止期が長い毛周期を持つようになって、全体毛髪に
おいて成長期毛髪の比重が減少することになる。退行期は毛髪の成長期が終わって毛髪生
成が徐々に遅くなり、結局、細胞分裂及び成長が止まる時期で、退行期の寿命は１～１．
５ヶ月程度であり、全体毛髪の１％程度がこの段階に属する。休止期は成長の最後の段階
であって、毛包と毛乳頭とが完全に分離して、毛包は萎縮し、毛根はさらに上方へ上がっ
て髪の毛が抜ける段階である。休止期は３～４ヶ月間持続して全体毛髪の４～１４％がこ
の段階に該当する。休止期が終わって再度毛乳頭の活動が活発になると、新しい毛髪の毛
乳頭が作られながら休止期にあった毛髪は押し出されて、完全に頭皮の外に抜け出される
。
【０００７】
　オレウロペインはオリーブ葉及びオリーブ油に多量含有されているセコイリドイド系化
合物であって、オリーブ葉の特徴的なほろ苦い香りを出す成分である。オレウロペインの
構造式はＣ２５Ｈ３２Ｏ１３で、分子量は５４０．５１４であり、化学構造は次のとおり
である。
【化１】

【０００８】
　オレウロペインの知られている生理活性としては、抗酸化、抗ウイルス、坑腫瘍、抗菌
作用、抗肥満及び非アルコール性脂肪肝の改善効果などが報告されている。併せて、オレ
ウロペインの毒性有無を調べるために、ラットを対象に１ｇ／ｋｇ（体重）を７日間投与
した結果、全然毒性が現れず、他の様々な実験を通じても、ＬＤ５０を計算できないほど
オレウロペインが安全だという結果が提示された。
【０００９】
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　しかしながら、今まで発毛促進または脱毛の改善に関連するオレウロペインの効能は知
られていない。
【００１０】
　本明細書の全体にかけて多数の論文及び特許文献が参照されてその引用が表示されてい
る。引用された論文及び特許文献の開示内容はその全体が本明細書に参照により組み込ま
れ、本発明の属する技術分野の水準及び本発明の内容がより明確に説明される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明者は副作用なしで脱毛を防止するか発毛促進させることができる天然由来の化合
物またはこれの誘導体を見出すべく鋭意研究努力した。その結果、モクセイ科植物に含ま
れたセコイリドイドグルコシド誘導体（例えば、オレウロペイン）が高い効率で毛髪の成
長を増進し脱毛を防止するという事実を多角的な実験を通じて確認し、本発明を完成する
に至った。
【００１２】
　したがって、本発明の目的は、セコイリドイドグルコシド(ｓｅｃｏｉｒｉｄｏｉｄ　
ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ)誘導体、より具体的にはオレウロペイン、またはこれの加水分解産
物を有効成分として含む脱毛の予防または治療用、または発毛促進用の薬剤学的組成物、
脱毛改善または発毛促進用の化粧料組成物及び脱毛改善または発毛促進用の機能性食品組
成物を提供することにある。
【００１３】
　本発明の別の目的及び利点は、下記の発明の詳細な説明、請求の範囲及び図面によって
より明確になる。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明の一様態によれば、本発明は、下記式（１）で表されるセコイリドイドグルコシ
ド（ｓｅｃｏｉｒｉｄｏｉｄ　ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）誘導体またはこれの加水分解産物を
有効成分として含む脱毛の予防または治療用、または発毛促進用の薬剤学的組成物を提供
する：
【化２】

　上記式中、Ｒ１及びＲ２はそれぞれ独立してＣ１－Ｃ４アルキルであり；Ｒ３ないしＲ

７はそれぞれ独立して水素、ヒドロキシまたはＣ１－Ｃ４アルキルであり；ｍは１～３の
整数であり；ｎは１～４の整数である。
【００１５】
　本発明者は副作用なしで脱毛を防止するか発毛を促進させることができる天然由来の化
合物またはこれの誘導体を見出すべく鋭意研究努力した。その結果、モクセイ科植物に含
まれたセコイリドイドグルコシド誘導体（例えば、オレウロペイン）が高い効率で毛髪の
成長を増進し脱毛を防止するという事実を多角的な実験を通じて確認した。
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【発明の効果】
【００１６】
　本発明の特徴及び利点を要約すれば、次のとおりである：
　（ａ）本発明は、セコイリドイドグルコシド（ｓｅｃｏｉｒｉｄｏｉｄ　ｇｌｕｃｏｓ
ｉｄｅ）誘導体（より具体的にはオレウロペイン）、またはこれの加水分解産物を有効成
分として含む脱毛の予防または治療用の薬剤学的組成物、脱毛改善または発毛促進用の化
粧料組成物及び機能性食品組成物を提供する。
　（ｂ）本発明は、慢性疾患である脱毛において長期投与時にも副作用がない天然化合物
を有効成分としているだけでなく、育毛及び養毛に優れて安定的な効能を見せて、効率的
な脱毛治療剤または発毛促進用の化粧料／機能性食品組成物として有用に用いられること
ができる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】除毛をしたマウスモデルで発毛促進剤の投与日数が経過するにつれて、毛髪の再
成長を観察した結果を示す図である。
【図２】発毛促進剤を皮下注射したマウスで実験期間の間に成長した毛の長さを表示した
グラフである。各値は８４匹マウスの平均±標準誤差であり、同じ列内の異なる文字は一
元配置分散分析（ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）の後、Ｄｕｎｃａｎ多重検定をした結果
、Ｐ＜０．０５で有意的な差を見せた。
【図３】発毛促進剤を６週間皮下注射したマウスの背中の肌を組織学的観察した結果を示
す図である。各値は４匹マウスの平均±標準誤差であり、同じ列内の異なる文字は一元配
置分散分析（ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）の後、Ｄｕｎｃａｎ多重検定をした結果、Ｐ
＜０．０５で有意的な差を見せた。
【図４】発毛促進剤を皮下注射したマウスの背中の肌組織の発毛促進関連タンパク質の発
現変化を示す図である。
【図５】発毛促進剤を皮下注射したマウスの背中の肌組織の発毛促進関連遺伝子の発現変
化を示す図である。同じ列内の異なる文字は一元配置分散分析（ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯ
ＶＡ）の後、Ｄｕｎｃａｎ多重検定をした結果、Ｐ＜０．０５で有意的な差を見せた。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　下記実施例で立証されたように、オレウロペインは毛髪を休止期から成長期へと転換さ
せ、毛包の数を増加させ、肌組織で毛髪成長に係る成長因子の発現を増加させることで、
究極的に肌面積当たりの毛髪の密集度を顕著に増加させる。
【００１９】
　下記の実施例は、代表的なセコイリドイドグルコシド誘導体であるオレウロペインを用
いて発毛促進及び脱毛予防の効能を立証しているが、これは本発明の効果を確認するため
の代表的な一実施例に過ぎず、オレウロペインと同一または類似する水準の生物学的活性
を示す式（１）に含まれるセコイリドイドグルコシド誘導体も、オレウロペインと類似す
る発毛促進及び脱毛予防の効能を示すことは当業者に明確である。
【００２０】
　また、セコイリドイドグルコシド誘導体のグリコシル基が加水分解されて形成されたエ
レノール酸（ｅｌｅｎｏｌｉｃ　ａｃｉｄ）も、オレウロペインと同一または類似する水
準の生物学的活性を示すものと知られている（米国特許第６，１１７，８４４号及び第６
，４５５，５８０号）。これらエレノール酸はセコイリドイド誘導体が生体内で代謝され
る場合、形成されることもある。よって、セコイリドイドグルコシド誘導体の加水分解産
物もオレウロペインと類似する発毛促進及び脱毛予防効能を示すということは、当業者に
明確である。
【００２２】
　本明細書において用語「アルキル」は直鎖または分枝鎖の飽和炭化水素基を意味し、例
えば、メチル、エチル、プロピル、イソブチル、ペンチルまたはヘキシルなどを含む。Ｃ
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１－Ｃ４アルキルは炭素数１～４のアルキル単位を持つアルキル基を意味し、Ｃ１－Ｃ４

アルキルが置換された場合、置換体の炭素数は含まれていないものである。
【００２３】
　本発明の好ましい実現例によれば、本発明の式（１）のＲ１及びＲ２はそれぞれ独立し
てＣ１－Ｃ２アルキルであり；Ｒ３ないしＲ７はそれぞれ独立して水素またはヒドロキシ
であり；ｍは１であり；ｎは２である。
【００２４】
　より好ましくは、本発明の式（１）のセコイリドイドグルコシド誘導体は下記式（２）
で表される化合物である。
【化３】

【００２５】
　本発明によると、上記式（２）の化合物はオレウロペイン（ｏｌｅｕｒｏｐｅｉｎ）を
示す。
【００２６】
　オレウロペインはモクセイ科（Ｏｌｅａｃｅａｅ　ｆａｍｉｌｙ）に属する植物の実、
根、幹、特に葉に多量で含有されている。オレウロペインを多量含有する上記モクセイ科
植物は２４属の約６００種余り以上を含んでいるものと知られている。本発明で用いられ
るモクセイ科植物は、オレウロペインをはじめとするセコイリドイドグルコシド誘導体を
含む限り、特に限定されず、好ましくはオリーブの木（Ｏｌｅａ　ｅｕｒｏｐａｅａ）、
イボタノキ属（Ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ）植物、ハシドイ属（Ｓｙｒｉｎｇａ）植物、トネリ
コ属（Ｆｒａｘｉｎｕｓ）植物、ソケイ属（Ｊａｓｍｉｎｕｍ）植物またはモクセイ属（
Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ）植物などである。
【００２７】
　セコイリドイドグルコシド誘導体を含むモクセイ科植物抽出物は、モクセイ科植物（好
ましくは、モクセイ科植物の葉）に通常の抽出溶媒を用いて得ることができ、好ましくは
（ａ）炭素数１～４の無水または含水低級アルコール（例：メタノール、エタノール、プ
ロパノール、ブタノール、ｎ－プロパノール、イソプロパノール及ｎ－ブタノールなど）
、（ｂ）上記低級アルコールと水との混合溶媒、（ｃ）アセトン、（ｄ）酢酸エチル、（
ｅ）クロロホルム、（ｆ）１，３－ブチレングリコール、（ｇ）ヘキサン、（ｈ）ジエチ
ルエーテル、（ｉ）酢酸ブチルまたは（ｊ）水を抽出溶媒として得ることができる。
【００２８】
　セコイリドイドグルコシド誘導体を含むモクセイ科植物の分画物は、モクセイ科植物の
抽出物を追加的に分離／精製して得たより単離／精製された形態（ｆｏｒｍ）を意味する
。例えば、モクセイ科植物の抽出物を一定の分子量カットオフ値を持つ限外ろ過膜を通過
させて得た分画、多様なクロマトグラフィー（大きさ、電荷、疎水性または親和性による
分離のために作製されたもの）による分離など、追加的に実施された多様な精製方法を通
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じて得られた分画もモクセイ科植物の分画物に含まれるものである。オリーブ葉の抽出物
を用いてオレウロペインを得る方法は、米国特許出願公開第２００３－００１７２１７号
に詳細に記載されている。
【００２９】
　また、上記のセコイリドイドグルコシド誘導体は化学的に合成することができる。セコ
イリドイド誘導体の合成方法はＰＣＴ出願公開第ＷＯ９６／１４０６４号に詳細に記載さ
れている。
【００３０】
　本発明の好ましい実現例によれば、本発明の組成物は、ＩＧＦ－１（Ｉｎｓｕｌｉｎ－
ｌｉｋｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　１）、ＶＥＧＦ（ｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ）、ＨＧＦ（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ　ｇｒ
ｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ）、ＫＧＦ（ｋｅｒａｔｏｃｙｔｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｆｏ
ｒ）またはβ－カテニンの発現を増加させる。
【００３１】
　本発明者らは本発明の組成物が発毛を促進することを分子的水準で確認するために多角
的に実験した結果、本発明の組成物が肌組織で発毛促進に影響を与える成長因子であるＩ
ＧＦ１、ＶＥＧＦ、ＨＧＦ及びＫＧＦの発現量を有意的に増加させるだけでなく、β－カ
テニンの発現を増加させることで毛包の発生及び毛髪成長に中枢的な役割を果たすものと
されているＷｎｔ／β－カテニンシグナル伝逹系を活性化させるということを確認した。
よって、本発明の組成物は、多角的で安定的な発毛促進効能を示す効率的な発毛剤組成物
として適用されることができる。
【００３２】
　本発明によれば、本発明の組成物は脱毛の予防または治療用の薬剤学的組成物として製
造されることができる。本発明の組成物が薬剤学的組成物として製造される場合、本発明
の薬剤学的組成物は薬剤学的に許容される担体を含む。本発明の薬剤学的組成物に含まれ
る薬剤学的に許容される担体は、製剤時に通常用いられるものであって、ラクトース、デ
キストロース、スクロース、ソルビトール、マンニトール、デンプン、アカシアゴム、リ
ン酸カルシウム、アルギネート、ゼラチン、ケイ酸カルシウム、微結晶性セルロース、ポ
リビニルピロリドン、セルロース、水、シロップ、メチルセルロース、ヒドロキシ安息香
酸メチル、ヒドロキシ安息香酸プロピル、滑石、ステアリン酸マグネシウム及び鉱油など
を含むが、これに限定されるものではない。本発明の薬剤学的組成物は、上記成分以外に
、潤滑剤、湿潤剤、甘味剤、香味剤、乳化剤、懸濁剤、保存剤などをさらに含むことがで
きる。好適な薬剤学的に許容される担体及び製剤は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　（１９ｔｈ　ｅｄ．，　１９９５）に詳しく
記載されている。
【００３３】
　本発明の薬剤学的組成物は、経口または非経口投与することができ、好ましくは非経口
方式で投与され、より好ましくは皮下注射方式で投与される。
【００３４】
　本発明の薬剤学的組成物の好適な投与量は、製剤化方法、投与方式、患者の年齢、体重
、性別、病的状態、食べ物、投与時間、投与経路、排泄速度及び反応感応性といった要因
によって多様に処方されることができる。本発明の薬剤学的組成物の好ましい投与量は、
大人基準で０．００１～１００ｍｇ／ｋｇ範囲内である。
【００３５】
　本発明の薬剤学的組成物は、当該発明の属する技術分野における通常の知識を有する者
が容易に実施できる方法によって、薬剤学的に許容される担体及び／または賦形剤を用い
て製剤化することで単位用量形態で製造されるか、あるいは多用量容器内に内入させて製
造されることができる。このとき、剤形はオイルまたは水性媒質中の溶液、懸濁液、シロ
ップ剤または乳化液の形態であるか、エキス剤、散剤、粉剤、顆粒剤、錠剤またはカプセ
ル剤の形態であってもよく、分散剤または安定化剤をさらに含んでもよい。
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【００３６】
　本発明の別の様態によれば、本発明は、上述した式（１）で表されるセコイリドイドグ
ルコシド誘導体またはこれの加水分解産物を有効成分として含む脱毛改善または発毛促進
用の化粧料組成物を提供する。
【００３７】
　本発明で用いられるセコイリドイドグルコシド誘導体については既に詳述したので、過
度な重複を避けるためにその記載を省略する。
【００３８】
　本発明の化粧料組成物に含まれる成分は、有効成分としてのセコイリドイドグルコシド
誘導体またはこれの加水分解産物以外に、化粧品組成物に通常用いられる成分を含み、例
えば、抗酸化剤、安定化剤、溶解化剤、ビタミン、顔料及び香料のような通常の補助剤、
そして担体を含む。
【００３９】
　本発明の化粧料組成物は、当業界で通常製造されるいずれの剤形にも製造されることが
でき、例えば、溶液、懸濁液、乳濁液、ペースト、ゲル、クリーム、ローション、パウダ
ー、石鹸、界面活性剤含有クレンジング、オイル、粉状ファンデーション、乳濁液ファン
デーション、ワックスファンデーション及びスプレーなどに剤形化されることができるが
、これに限定されるものではない。
【００４０】
　本発明の剤形がペースト、クリームまたはゲルの場合には、担体成分として、動物油、
植物油、ワックス、パラフィン、デンプン、トラガント、セルロース誘導体、ポリエチレ
ングリコール、シリコーン、ベントナイト、シリカ、滑石または酸化亜鉛などが用いられ
ることができる。
【００４１】
　本発明の剤形がパウダーまたはスプレーの場合には、担体成分として、ラクトース、滑
石、シリカ、アルミニウムヒドロキシド、カルシウムシリケートまたはポリアミドパウダ
ーが用いられることができ、特にスプレーの場合には、さらにクロロフルオロハイドロカ
ーボン、プロパン／ブタンまたはジメチルエーテルのような推進剤を含むことができる。
【００４２】
　本発明の剤形が溶液または乳濁液の場合には、担体成分として、溶媒、溶解化剤または
乳濁化剤が用いられ、例えば、水、エタノール、イソプロパノール、炭酸エチル、酢酸エ
チル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレングリコール、１，３－ブチル
グリコールオイル、グリセリン脂肪酸エステル、ポリエチレングリコールまたはソルビタ
ン脂肪酸エステルがある。
【００４３】
　本発明の剤形が懸濁液の場合には、担体成分として、水、エタノールまたはプロピレン
グリコールのような液状の希釈剤、エトキシル化イソステアリルアルコール、ポリオキシ
エチレンソルビトールエステル及びポリオキシエチレンソルビタンエステルのような懸濁
剤、微結晶性セルロース、アルミニウムメタヒドロキシド、ベントナイト、寒天またはト
ラガントなどが用いられることができる。
【００４４】
　本発明の剤形が界面活性剤含有クレンジングの場合には、担体成分として、脂肪族アル
コールサルフェート、脂肪族アルコールエーテルサルフェート、スルホコハク酸モノエス
テル、イセチオネート、イミダゾリニウム誘導体、メチルタウレート、サルコシネート、
脂肪酸アミドエーテルサルフェート、アルキルアミドベタイン、脂肪族アルコール、脂肪
酸グリセリド、脂肪酸ジエタノールアミド、植物油、ラノリン誘導体またはエトキシル化
グリセリン脂肪酸エステルなどが用いられることができる。
【００４５】
　本発明の別の様態によれば、本発明は上述した式（１）で表されるセコイリドイドグル
コシド誘導体またはこれの加水分解産物を有効成分として含む脱毛改善または発毛促進用
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の機能性食品組成物を提供する。
【００４６】
　本発明で用いられるセコイリドイドグルコシド誘導体については既に詳述したので、過
度な重複を避けるためにその記載を省略する。
【００４７】
　本発明の組成物が食品組成物に製造される場合、有効成分としてセコイリドイドグルコ
シド誘導体またはこれの加水分解産物だけでなく、食品製造時に通常添加される成分を含
み、例えば、タンパク質、炭水化物、脂肪、栄養素、調味料及び香味料を含む。上述した
炭水化物の例は、単糖類、例えば、ブドウ糖、果糖など；二糖類、例えば、マルトース、
スクロース、オリゴ糖など；及び多糖類、例えば、デキストリン、シクロデキストリンな
どのような通常の糖及び、キシリトール、ソルビトール、エリトリトールなどの糖アルコ
ールである。香味料として天然香味料［タウマチン、ステビア抽出物（例えば、レバウジ
オシドＡ、グリチルリチンなど］）及び合成香味料（サッカリン、アスパルテームなど）
を使用することができる。
【００４８】
　例えば、本発明の食品組成物がドリンク剤に製造される場合には、本発明の有効成分で
あるセコイリドイドグルコシド誘導体またはこれの加水分解産物以外に、クエン酸、異性
化糖、砂糖、ブドウ糖、酢酸、リンゴ酸、果汁、トチュウ抽出液、ナツメ抽出液またはカ
ンゾウ抽出液などをさらに含ませることができる。
【実施例】
【００４９】
　以下、実施例を通じて本発明をより詳細に説明する。これら実施例は、単に本発明をよ
り具体的に説明するためのものであって、本発明の要旨によって本発明の範囲がこれら実
施例によって制限されないということは、当業界で通常の知識を有する者にとって自明で
あろう。
【００５０】
実施例１：オレウロペインの発毛促進効能
実験動物の飼育及び発毛剤の皮下注射
（１）試料の準備
　ビヒクル（Ｖｅｈｉｃｈｌｅ）として使用されたコーン油と対照薬であるミノキシジル
はシグマアルドリッチ（株）から購入し、試験物質であるオレウロペインはＥｘｔｒａｓ
ｙｎｔｈｅｓｅ（株）から購入した。
【００５１】
（２）実験動物の飼育
　生後６週齢の雄Ｃ５７ＢＬ／６Ｎマウス１２匹をオリエントバイオ（株）から購入し、
２週間飼育室の環境に適応させた後、陰性対照群（Ｃｏｎ群）、陽性対照群（ＭＸＤ群）
及びオレウロペイン群（Ｏｌｅ群）の計３つの群に分けて実験に使用した。動物飼育室は
温度２１±２．０℃、相対湿度５０±５％で、１２時間ずつ昼夜を維持した。一般の固形
飼料（ｃｈｏｗ）を自由に水とともに供給した。
【００５２】
（３）発毛剤の皮下注射及び肉眼的観察方法
　発毛効果を調べるために、背中の肌色がピンクを呈する休止期体毛の８週齢のマウスを
使用した。マウス用クリッパーを使用してマウス背中の毛を除去した後、その部位に注射
器を用いて毎日０．１ｍＬ分量の試料を皮下注射した。試験物質であるオレウロペイン（
０．８ｍｇ／０．１ｍＬ）と対照薬として使用されたミノキシジル（０．００３ｍｇ／０
．１ｍＬ）は皮下注射を実施する直前にコーン油に溶解させて使用し、陰性対照群にはビ
ヒクル（コーン油）のみを皮下注射した。試料の投与は毎日午後４時に１回ずつ６週間実
施した。
【００５３】
　毛が伸びる状態を肉眼的に確認するために皮下注射を開始して１週、２週、３週、４週
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真撮影した。毛が伸びた程度を評価するために定規を用いて毛の長さを測定した。
【００５４】
体重変化の測定
　発毛剤の皮下注射直前から皮下注射が終了する時点まで実験動物の体重を毎週測定した
。陰性対照群であるＣｏｎ群と試験群であるＯｌｅ群、そして陽性対照群であるＭＸＤ群
の初期体重は群同士でいずれも有意的な差がなかったし、皮下注射６週後に測定された体
重も実験群同士で有意的な差がなかった。
【００５５】
発毛状態及び毛の長さの変化の測定
（１）発毛の肉眼的特徴
　マウスの背中部位に試料を６週間皮下注射しながら、毎週毛が伸びる様相を写真を撮っ
て確認した。休止期（Ｔｅｌｏｇｅｎ）に入っていったマウスは、除毛をしたとき、体表
面の色がピンク色を呈した。試験を進行するにつれて体表面の色が黒色に変わって行く場
合、毛周期が休止期から成長期（ａｎａｇｅｎ）に戻ることを意味する。コーン油を皮下
注射したマウスでは、６週後にもほとんど毛が伸びなかったが、Ｏｌｅ群では皮下注射３
週目から毛が伸び始め、６週後には均一で旺盛に毛が伸びることを観察することができた
。このようなオレウロペインの発毛促進効果は、対照薬であるミノキシジルよりもっと優
れることが分かった（図１）。
【００５６】
（２）毛の長さの変化
　各試料を６週間皮下注射する間に、毎週毛の長さを測定した。Ｏｌｅ群の毛の長さは皮
下注射３週目から陰性対照群に比べて有意的に（Ｐ＜０．０５）増加し、６週後には陰性
対照群に比べて６２％増加した。陽性対照群であるＭＸＤ群の毛の長さは４週目まで陰性
対照群と全然差がなかったし、５週以後に増加する傾向を見せたが、陰性対照群と有意的
な差を示すことはできなかった（図２）。したがって、オレウロペインは毛髪の成長を促
進する効果があり、このような効果は発毛剤として商用化されているミノキシジルよりも
優れることを確認した。
【００５７】
背中の肌の組織学的分析
（１）組織学的分析法
　皮下注射を実施してから６週後に、実験動物を剖検して皮下注射部位を中心に背中の肌
組織試料をハサミと鉗子を用いて摘出した後、ホルマリンで固定した。段階別にアルコー
ルとキシレンで脱水処理した後、パラフィンで包埋し、ミクロトームを用いて５μｍの切
片を作製し、さらにアルコールとキシレンでパラフィンを除去した。Ｈ＆Ｅ（Ｈｅｍａｔ
ｏｘｙｌｉｎ　＆　Ｅｏｓｉｎ）染色を実施した後、光学顕微鏡で毛包組織の組織学的変
化を観察した。病理検鏡担当者が検鏡して発毛周期を評価し、光学顕微鏡上で毛包（ｈａ
ｉｒ　ｆｏｌｌｉｃｌｅ）の数量及び直径を測定した。
【００５８】
（２）組織学的分析の結果
　各群の肌組織をＨ＆Ｅ染色した後、顕微鏡検査をして発毛周期を観察した結果を下記の
表１に示す。試験物質を投与する前（非処理）に測定された肌発毛周期は全部休止期と観
察されたので、本試験に使用された８週齢の試験動物は発毛効能評価モデルとしての条件
を揃えたものと判断された。皮下注射を６週間実施した後、組織病理学的に発毛周期を評
価した結果、陰性対照群の場合、１例で成長期段階が観察され、ＭＸＤ群の場合、１例、
そしてＯｌｅ群の場合、２例が成長期段階にあるものと観察された。
【００５９】
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【表１】

【００６０】
　各試験群の毛包数を４０倍率の光学顕微鏡下で測定した結果を図３に示す。陰性対照群
に比べてＯｌｅ群とＭＸＤ群の場合、毛包の数が有意的に増加した。イメージ分析を通じ
て各試験群の毛包直径を評価した結果、陰性対照群に比べてＯｌｅ群とＭＸＤ群で有意的
に増加した。また、Ｏｌｅ群とＭＸＤ群では毛包が長くなって肌に表出されている現象を
示し、このような現象は２つの物質の発毛促進効果と関連があるものと思われる。
【００６１】
実施例２：オレウロペインによるマウス肌組織の発毛関連遺伝子及びタンパク質発現の調
節
肌組織を対象とした免疫組織化学的検査
（１）免疫組織学的分析法
　肌組織で毛髪成長に係るＩＧＦ１とβ－カテニンの発現量を観察するために、ＩＧＦ１
とβ－カテにンに対する一次抗体をそれぞれ１：５０で希釈した後、組織切片に加えて室
温で１２時間反応させた。一次抗体の希釈は０．１Ｍリン酸緩衝液（ＰＢ）に１％正常ヤ
ギ血清（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．）と０．３％　Ｔｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００（Ｓｉｇｍａ）混合液を使用した。組織切片を室温で１５分間２回、０．
１Ｍ　ＰＢで洗浄し、さらに１：２００で希釈された二次抗体［ビオチン化抗ラビットＩ
ｇＧ（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．）］と１時間室温で反応させ
た。さらに０．１Ｍ　ＰＢで１５分間２回の水洗過程を経た後、パーオキシダーゼが標識
されたＡＢＣ溶液に浸漬して、室温で１時間反応させた。その後、さらに０．１Ｍ　ＰＢ
で１５分間２回水洗して３０ｍｇの３，３’－ジアミノベンジジンを１５０ｍＬの０．１
Ｍ　ＰＢに溶かした溶液で５分間反応させた後、過酸化水素を０．００５％濃度で添加し
て約５分間褐色発色反応を行った。反応の終わった組織はさらに０．１Ｍ　ＰＢで数回水
洗してヘマトキシリンで２０秒間対比染色した後、通常の方法によって脱水と透明化を経
た後、封入して光学顕微鏡で観察した。
【００６２】
（２）免疫組織学的分析の結果
　現在まで男性ホルモン及び成長ホルモン以外にもＷｎｔ／β－カテニンなどのような細
胞内シグナル伝逹活性因子などが毛髪成長及び脱落に役割をすることが明らかになってお
り、脱毛抑制及び毛髪成長促進用の薬物の開発において、このようなＷｎｔ／β－カテニ
ンシグナル伝達物質をターゲットとして効能をスクリーニングする研究が進行されて来て
いる。本発明では毛包の発生及び毛髪成長に中枢的な役割をするものとされているＷｎｔ
／β－カテニンシグナル伝逹系を活性化させる物質を見出して、脱毛防止及び発毛促進用
の製品の素材として応用しようとした。
【００６３】
　６週間の発毛促進剤の皮下注射によって背中の肌組織で発毛関連タンパク質の発現が変
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化したのかを確認するために、免疫組織化学的検査を行った。発毛を促進することに関与
するＷｎｔ／β－カテニンシグナル伝達体系が活性化されたのかを確認するために、背中
の肌組織でβ－カテニン発現量を免疫組織化学的方法で調べた結果、Ｏｌｅ群の場合、陰
性対照群に比べてβ－カテニンがより多く検出されたことを観察することができた。また
、発毛促進成長因子であるＩＧＦ１タンパク質の発現量を免疫組織化学的方法で肌組織で
調べた結果、Ｏｌｅ群の場合、陰性対照群に比べてＩＧＦ１がより多く検出された。この
ようなオレウロペインによるβ－カテニン及びＩＧＦ１発現増加の効果は、ミノキシジル
に比べてより優れたものと観察された（図４）。
【００６４】
肌組織で発毛関連遺伝子の発現調節
（１）Ｔｒｉｚｏｌ　ｍｅｔｈｏｄを用いたＲＮＡ分離方法
　実験動物の肌組織で総ＲＮＡを分析定量するために、肌組織５０～１００ｍｇにＴｒｉ
ｚｏｌ溶液１ｍＬを入れて均質化した後、４℃、１２，０００×ｇで１０分間遠心分離し
た。上層液を新しいチューブに移した後、クロロホルム２００μＬを添加して、ボルテッ
クスした。この過程を二回繰り返した後、上層液を新しいチューブに移した後、イソプロ
パノールと上層液を１：１の割合で添加した。１０回強く振ってから室温で１０分間放置
した後、１２，０００×ｇ、４℃で１０分間遠心分離させた後、上層液を除去し、残りの
沈殿物に７０％エタノール　１ｍＬを加えた後、７，５００ｇ、４℃で５分間遠心分離し
た。エタノールを除去した後、ＲＮＡ沈殿物が入れられたチューブを室温で５分間乾燥さ
せ、核酸加水分解酵素のない水（ｎｕｃｌｅａｓｅ　ｆｒｅｅ　ｗａｔｅｒ）を使用して
ＲＮＡ沈殿物を溶解させた。ＵＶ／ＶＩＳ分光光度計（Ｂｅｃｋｍａｎ　ｃｏｕｌｔｅｒ
，　ＤＵ７３０）を用いて２６０ｎｍ及び２８０ｎｍ波長で抽出されたＲＮＡ試料の濃度
を測定し、アガロースゲル電気泳動を行ってＲＮＡ試料の保全（ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ）を
確認した。
【００６５】
（２）ＲＴ－ＰＣＲ（Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－Ｐｏｌｙｍｅｒａ
ｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）法
　ＲＮＡを分離した後、オリゴｄＴプライマーとＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ逆転写酵素（Ｇ
ＩＢＣＯＢＲＬ，　Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，　ＭＤ，ＵＳＡ）を用いて逆転写を行う
ことにより、ｃＤＮＡを合成した。逆転写を通じて得たｃＤＮＡを鋳型とし、増幅しよう
とする遺伝子のｃＤＮＡの５’と３’フランキング配列（ｆｌａｎｋｉｎｇ　ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅ）をプライマーとして使用してＰＣＲを行った。このとき必要なプライマーは（株
）バイオニアに合成を依頼して使用し、これらプライマー配列は下記の表２に示す。１０
×反応緩衝液［１００ｍＭ　ＫＣｌ，　２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０），　
２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２］　５μＬ、１０ｍＭ　ｄＮＴＰ　４μＬ、０．２μＭ　センス
及びアンチセンスプライマーをそれぞれ１μＬ入れた混合物に２μＬのｃＤＮＡを反応さ
せた反応混合液と２．５ｕｎｉｔのＴａｑポリメラーゼ（Ｔａｋａｒａ，　Ｊａｐａｎ）
を入れた後、蒸溜水で５０μＬに定容し、ＰＣＲ機器を用いてＰＣＲを行った。ＰＣＲ条
件は９４℃（４分）、９４℃（３０秒）、３０サイクルの［５２℃（３０秒）、７２℃（
４５秒）］、そして７２℃（１０分）に設定した。増幅された産物１μＬを１％アガロー
スゲルに電気泳動してＤＮＡバンドを確認することで、遺伝子発現量を評価した。
【００６６】
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【表２】

【００６７】
（３）発毛関連遺伝子の発現調節の結果
　６週間物質を皮下注射したマウスの背中の肌組織で発毛関連遺伝子の発現変化を評価す
るために、ＲＴ－ＰＣＲを行った。発毛促進メカニズムと知られているＷｎｔ／β－カテ
ニンシグナル伝達物質の発現変化を調べた結果、Ｗｎｔ１０ｂとＷｎｔ１０ｂの受容体で
あるＦＺＤＲ（ｆｒｉｚｚｌｅｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　１）、そしてＬＲＰ５（ｌｏｗ－
ｄｅｎｓｉｔｙ　ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　５）の発現がＯｌｅ群で陰性対照群に比べて有意的に増加した。これによって
、Ｗｎｔ１０ｂによって発現が抑制されるＧＳＫ３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎ　ｓｙｎｔｈａ
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ｓｅ　ｋｉｎａｓｅ　３β）とＡｘｉｎはＯｌｅ群で陰性対照群に比べて有意的に減少し
た。Ｗｎｔ／β－カテニンシグナル伝達体系の活性化によってβ－カテニンの発現がＯｌ
ｅ群で陰性対照群に比べて有意的に増加した。
【００６８】
　また、オレウロペインの発毛促進作用機序を調べるために、毛髪成長に影響を及ぼす内
分泌系因子の発現変化を評価した。背中の肌組織で発毛促進に影響を与える成長因子であ
るＩＧＦ１（ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　１）、ＶＥＧＦ
（ｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ）、ＨＧＦ
（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ）、そしてＫＧＦ（ｋｅｒａｔｏ
ｃｙｔｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｆｏｒ）の遺伝子発現量を評価した結果、３つの遺伝子
いずれもＯｌｅ群で陰性対照群に比べて発現が有意的に増加した（図５）。したがって、
オレウロペインは毛包の長さ成長を加速化することで毛包が成長期に戻るように活性化さ
せ、併せて肌組織でＩＧＦ１、ＨＧＦ、ＶＥＧＦ及びＫＧＦの発現を増加させることで毛
髪の再成長を促進するものと見られる。
【００６９】
　以上、本発明の特定の部分を詳細に記述したが、当業界の通常の知識を有する者にとっ
てこのような具体的な記述は単に好ましい実現例に過ぎず、これに本発明の範囲が制限さ
れないことは明らかである。したがって、本発明の実質的な範囲は、添付の請求項とそれ
の等価物によって定義されると言える。

【図１】 【図２】
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【図５】
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