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(57)【要約】
【課題】　肌美白用組成物の提供。
【解決手段】　本発明に係る肌美白用組成物は、マデカ
ソシド（Ｍａｄｅｃａｓｓｏｓｉｄｅ）を有効成分とし
て含むことを特徴とする。マデカソシドを含む組成物は
、肌への副作用なしに安全に用いることができるだけで
はなく、紫外線によって角質形成細胞で生成される肌の
黒化サイトカインを抑制し、メラニン細胞そのもののメ
ラニン生成を抑制して色素沈着阻害効果に優れているの
で、これらを有効成分として含有する組成物は、紫外線
による肌色素沈着やしみ、そばかすなどの改善及び肌美
白に非常に効果的である。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　マデカソシドを有効成分として含む肌美白用組成物。
【請求項２】
　前記マデカソシドは、肌のメラニン細胞のメラニン生成を抑制し、かつ、肌の角質形成
細胞から分泌される肌の黒化サイトカインＰＧＥ２を抑制することを特徴とする請求項１
に記載の組成物。
【請求項３】
　前記マデカソシドが、全体組成物の重量を基準として０．０００１～１５重量％の含量
にて含まれることを特徴とする請求項１または２に記載の組成物。
【請求項４】
　前記組成物は、肌美白を目的とする化粧料、薬剤または食品として用いられることを特
徴とする請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　前記組成物が化粧料である場合に、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、界面活性剤含有メーク落とし、オイル、粉末ファンデー
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イよりなる群か
ら選ばれる剤形を有することを特徴とする請求項４に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マデカソシドを含有する肌美白用化粧料及び薬剤学的組成物に係り、さらに
詳しくは、製品安定性に優れており、肌への副作用なしに安全に用いることができ、メラ
ニン生成を抑制して色素沈着阻害効果に優れた肌美白用組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　人間の肌色は、肌内部のメラニン（ｍｅｌａｎｉｎ）濃度と分布によって決定されるが
、遺伝的な要因の他にも、太陽紫外線や疲労、ストレスなどの環境的または生理条件によ
っても影響を受ける。人体肌のメラニン細胞で生成されるメラニン色素は、黒い色素とタ
ンパク質の複合形態を有するフェノール系高分子物質であり、紫外線により発生する肌損
傷を遮断する重要な役割を果たしている。メラニン生合成には、メラニン細胞に存在する
チロシナーゼの作用が最も重要であることが報告されている。チロシナーゼ（ｔｙｒｏｓ
ｉｎａｓｅ）は、アミノ酸の一種であるチロシン（ｔｙｒｏｓｉｎｅ）をメラニン重合体
生成の中間産物であるドーパ（ＤＯＰＡ）、ドパキノン（ｄｏｐａｑｕｉｎｏｎｅ）に転
換することにより、肌の黒化の過程に核心的な役割を果たす。しかしながら、メラニンが
産生される経路は知られているが、チロシナーゼが作用する以前段階であるメラニン合成
を誘導するメカニズム（ｍｅｃｈａｎｉｓｍ）が何であるかについては未だに判明されて
いない（例えば、下記の特許文献１参照）。
【０００３】
　一方、これまで開発されている種々の美白物質がメラニン合成に核心的な役割を果たす
チロシナーゼ抑制と後続する一連のメラニン合成経路を抑制して美白効果を発揮した。し
かしながら、最近、美白剤の開発は、メラニン細胞そのもののメラニン生成を抑制できる
だけではなく、メラニン細胞と隣り合っていて紫外線によってメラニン生成促進因子を分
泌する角質形成細胞（ケラチノサイト）の作用を抑制することにより美白効果を出す方向
に研究されている（例えば、下記の非特許文献２参照）。
【０００４】
　角質形成細胞とメラニン細胞との間の相互作用には種々のサイトカインが関与している
。特に、これらの中でも、ＰＧＥ２は、角質細胞から分泌されてメラニン細胞のｃＡＭＰ
生成増加を通じてメラニン色素を促すのに重要な役割を果たすことが報告されている。か
ようなＰＧＥ２を抑制可能な物質もまた、紫外線による肌色素沈着の防御に効果的な美白
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剤として働くことができる。
【０００５】
　このようなメラニンの合成が肌内で過度に起こると、肌のトーンを暗くし、しみ、そば
かすなどを発生したりもする。このため、肌内のメラニン色素の合成を阻害すれば、肌ト
ーンを明るくして肌美白を実現することができるだけではなく、紫外線、ホルモン及び遺
伝的な原因に起因して発生するしみ、そばかすなどの皮膚過色素沈着症を改善することが
できる。
【０００６】
　一方、従来には、ヒドロキノン（ｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ）やアスコルビン酸（ａｓ
ｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ）、コウジ酸（ｋｏｊｉｃ ａｃｉｄ）、グルタチオン（ｇｌｕｔ
ａｔｈｉｏｎｅ）などのチロシナーゼに対して阻害活性を有する物質を用いて肌美白や皮
膚過色素沈着症を改善していた。しかしながら、ヒドロキノンは、所定の美白効果を発揮
するものの、肌への刺激が激しいため配合量を極小量に制限せねばならないという問題点
があり、アスコルビン酸は酸化し易いためこれを配合した化粧料は変色、変臭されるなど
の問題が発生し、コウジ酸は溶液内において不安全であるため化粧料の製造工程が複雑に
なってしまうという欠点がある。なお、グルタチオン、システインなどのチオール系化合
物は特有の不快な匂いを有するだけではなく、経皮吸収にも問題点があり、これらの配当
体及び誘導体も極性が高いため化粧料の配合成分として用いることが困難である。加えて
、ビタミンＣの場合に水溶液状態で容易に酸化されて持続的な効果を出すことができない
という問題点がある。この理由から、最近には、天然生薬抽出物を含む肌美白用組成物が
開発されているが、ほとんどが色を有しているため配合上の問題点があり、有効成分が同
定されていないため製品の製造に当たって同じ効果を期待することができないという問題
点がある。
【０００７】
　そこで、本発明者らは、上記の問題点を解消するために、美白効果に優れており、安定
性が高く、しかも、肌への副作用がない単一物質を開発するために鋭意努力したところ、
本発明を完成するに至った。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｋｏｒｅａｎ　Ｊ．　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｒｏｐ　Ｓｃｉ．　１８
　（２）　：　７９．　８５．　２０１０
【非特許文献２】Ｅｘｐ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ．　２００８　Ｎｏｖ；　１７　（１１）　
：　９４６－５２
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、肌のメラニン細胞で生成されるメラニンの生成を抑制するだけではな
く、肌の角質形成細胞から分泌される肌の黒化サイトカインＰＧＥ２を抑制して美白効果
を示すマデカソシドを含む肌美白用組成物を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記の目的を達成するために、本発明の一態様によれば、本発明は、マデカソシドを含
む肌美白用組成物を提供する。
【００１１】
　本発明の他の態様によれば、本発明は、前記マデカソシドを含む肌美白用組成物であっ
て、化粧料組成物、薬剤学的組成物または食品組成物を提供する。
【００１２】
　本発明のさらに他の態様によれば、本発明は、前記肌美白用組成物を皮膚学的に許容可
能な範囲で個体に投与して個体の肌を美白化させる方法を提供する。
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【発明の効果】
【００１３】
　本発明によれば、マデカソシドは、角質形成細胞から分泌される肌の黒化サイトカイン
を抑制するだけではなく、メラニン細胞におけるメラニンの生成を抑制するので、肌美白
効果を有する。また、人体安全性試験においていかなる毒性や刺激も発生しないので、人
体に使用可能な安全な物質であることが判明された。したがって、本発明のマデカソシド
は、肌美白のための化粧料、医薬または食品などに有効に使用可能である。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】肌の角質形成細胞とメラニン細胞を共同で培養するシステムを示す図である。
【図２】紫外線を照射した人工肌にマデカソシド０．５％を処理した後の人工肌のメラニ
ン分布を対照群と比較した図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明に係る組成物に有効成分として含まれるマデカソシド（Ｍａｄｅｃａｓｓｏｓｉ
ｄｅ）は、主としてツボクサ（Ｃｅｎｔｅｌｌａ ａｓｉａｔｉｃａ）に存在するトリテ
ルペノイド（ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ）系の物質であり、ケロイドの生成を低減させて
傷治療を改善するものであると知られており、下記の化学式１の構造を有する。
【００１６】
【化１】

【００１７】
　前記マデカソシドは、自然源（ｎａｔｕｒａｌ ｓｏｕｒｃｅ）であって、ツボクサ（
Ｃｅｎｔｅｌｌａ ａｓｉａｔｉｃａ（Ｌ．））などから抽出することができる。例えば
、マデカソシドは、上記の自然源から当業界に公知の種々の抽出方法を用いて得ることが
でき、好ましくは、（ａ）水、（ｂ）炭素数１～４の無水または含水低級アルコール（メ
タノール、エタノール、プロパノール、ブタノールなど）、（ｃ）前記低級アルコールと
水との混合溶媒、（ｄ）アセトン、（ｅ）エチルアセテート、（ｆ）クロロホルム、（ｇ
）１，３－ブチレングリコールまたはこれらの混合物を抽出溶媒として得ることができる
。より好ましくは、メタノール及びエタノール水溶液を用いて抽出することができ、最も
好ましくは、ブタノール水溶液を用いて抽出することができる。
【００１８】
　一方、本発明のマデカソシドは、上記の抽出溶媒だけではなく、他の抽出溶媒を用いて
も実質的に同じ効果を示す抽出物が得られるということは当業者にとって自明である。抽
出溶媒の他に求められる具体的な抽出条件（温度、時間など）は、前記抽出溶媒の性質に
応じて当業者が自明に選択及び調節することができる。
【００１９】
　また、本発明の抽出物は、上述の抽出溶媒による抽出物だけではなく、通常の精製過程
を経た抽出物をも含む。例えば、所定の分子量カットオフ値を有する限外ろ過膜を用いた
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分離、種々のクロマトグラフィ（大きさ、電荷、疎水性または親和性による分離のために
製作されたもの）による分離など、さらに行われた種々の精製方法によって得られた分画
も本発明の抽出物に含まれる。なお、本発明において用いられるマデカソシドは、化学的
に合成して製造してもよく、商業的に製造された商品（例えば、クロマデックス社製のマ
デカソシド）であってもよい。
【００２０】
　本発明のマデカソシドは、既存の美白化粧品の原料として用いられているビタミンＣ（
ｖｉｔａｍｉｎ Ｃ）と比較して、美白物質スクリーニングに汎用される細胞内チロシナ
ーゼ活性及びメラニン生成抑制効能が約５０％以上優れている。また、本発明のマデカソ
シドは、肌の角質形成細胞から分泌される肌の黒化関係のサイトカインであるＰＧＥ２の
生成を抑制する効果を有する。このため、本発明のマデカソシドは、肌のメラニン細胞及
び角質形成細胞の両方に働いて細胞内メラニン生成を抑制し、肌の色素沈着を阻害する効
果を有する。
【００２１】
　他方、本発明の上記化学式１のマデカソシドは、当業界において通常行われる置換基の
付加または置換反応によって得られる誘導体のうち、肌の黒化誘導物質の抑制による肌美
白効果を示す誘導体を含むということは、当業界の技術レベルを考慮して当業者に自明で
ある。
【００２２】
　本発明の肌美白用組成物において、前記マデカソシドは、全体組成物の重量を基準とし
て０．０００１～１５重量％の含量にて含まれる。前記マデカソシドの含量が０．０００
１重量％未満である場合には美白効果があまり得られず、前記マデカソシドの含量が１５
重量％を超える場合には含量の増大による効果の増加があまり見られず、剤形上の安定性
が確保されないという問題点がある。より好ましくは、マデカソシドは、全体組成物に対
して０．００１～１０重量％含まれる。
【００２３】
　ある好適な実現例として、本発明の肌美白用組成物は、肌美白を目的とする化粧料組成
物として使用可能である。
【００２４】
　本発明の化粧料組成物は、有効成分としてのマデカソシドに加えて、化粧料組成物に汎
用される成分を含み、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
などの通常の補助剤及び／または担体を含む。なお、前記化粧料組成物は、肌美白効果を
増進するために皮膚吸収促進物質をさらに含んでいてもよい。
【００２５】
　本発明の化粧料組成物は、当業界において通常製造されるいかなる剤形にも製造可能で
あり、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－含有メークアップ落とし、オイル、粉末ファンデーション、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イなどに剤形化可能であるが
、これらに限定されるものではない。より詳しくは、柔軟化粧水、栄養化粧水、栄養クリ
ーム、マッサージクリーム、エッセンス、アイクリーム、クレンジングクリーム、クレン
ジングフォーム、クレンジングウォータ、パック、スプレイまたはパウダーの剤形に製造
可能である。
【００２６】
　本発明の剤形がペースト、クリームまたはゲルである場合には、担体成分として、動物
性油、植物性油、ワックス、パラフィン、澱粉、トラガント、セルロース誘導体、ポリエ
チレングリコール、シリコン、ベントナイト、シリカ、タルクまたは酸化亜鉛などが使用
可能である。
【００２７】
　本発明の剤形がパウダーまたはスプレイである場合には、担体成分として、ラクトース
、タルク、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



(6) JP 2014-520166 A 2014.8.21

10

20

30

40

50

パウダーが使用可能であり、特に、本発明の剤形がスプレイである場合には、さらにクロ
ロフルオロヒドロカーボン、プロパン、ブタンまたはジメチルエーテルなどの推進剤を含
んでいてもよい。
【００２８】
　本発明の剤形が溶液または乳濁液である場合には、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、エチルカーボネ
ート、エチルアセテート、ベンジルアルコール、ベンジルベンゾエート、プロピレングリ
コール、１，３－ブチルグリコールオイル、グリセロール脂肪族エステル、ポリエチレン
グリコールまたはソルビタンの脂肪酸エステルがある。
【００２９】
　本発明の剤形が懸濁液である場合には、担体成分として、水、エタノールまたはプロピ
レングリコールなどの液状の希釈剤、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などの懸濁
剤、微小結晶性セルロース、アルミニウムメタヒドロキシド、ベントナイト、アガーまた
はトラガントなどが使用可能である。
【００３０】
　本発明の剤形が界面活性剤含有メーク落としである場合には、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、植物性油、ラノリン誘導体またはエトキ
シル化グリセロール脂肪酸エステルなどが使用可能である。
【００３１】
　本発明の化粧料組成物において、マデカソシドは、全体組成物に対して０．０００１～
１５重量％、好ましくは、０．００１～１０重量％の含量にて含まれうる。
【００３２】
　他の好適な実現例として、本発明の肌美白用組成物は、肌美白を目的とする薬剤学的組
成物として使用可能である。
【００３３】
　本発明の薬剤学的組成物において、マデカソシドは、全体組成物に対して０．０００１
～１５重量％、好ましくは、０．００１～１０重量％の含量にて含まれうる。
【００３４】
　本発明の薬剤学的組成物は、薬剤学的組成物の製造に通常用いられる適切な担体、賦形
剤及び希釈剤をさらに含んでいてもよい。
【００３５】
　本発明の薬剤学的組成物は、通常の方法に従い、散剤、顆粒剤、錠剤、カプセル剤、懸
濁液、エマルジョン、シロップ、エアロゾルなどの経口型剤形、軟膏、クリームなどの外
用剤、座剤及び滅菌注射溶液などをはじめとして薬剤学的製剤に適したいかなる形にも剤
形化して用いることができる。
【００３６】
　本発明に係る薬剤学的組成物は、マウス、ラット、家畜、人間などの哺乳動物に非経口
、経口などの種々の経路にて投与可能である。例えば、経口、直腸または静脈、筋肉、皮
下、子宮内硬膜または脳血管内（ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ）注
射によって投与可能である。このとき、非経口経路としては、経皮投与が好ましく、中で
も、局所塗布が最も好ましい。
【００３７】
　前記製剤の投与量は、対象者の年齢、性別、体重、症状、投与方法によるが、外用剤の
場合には１日当たりに１．０～３．０ｍｌを１日につき１～５回塗布することを一ヶ月以
上続けることが好ましい。なお、経口型剤形の場合にも患者の年齢、性別、体重によるが
、０．１～１００ｍｇ／ｋｇを１日につき１回～数回投与してもよい。但し、これらの投
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与量は、投与経路、疾病の軽重、性別、体重、年齢などに応じて増減可能である。このた
め、前記投与量は、いかなる面からみても本発明の範囲を限定するものではない。
【００３８】
　さらに他の好適な実現例として、本発明の肌美白用組成物は、肌美白を目的とする機能
性食品組成物として使用可能である。
【００３９】
　本発明の食品組成物は、有効成分として、マデカソシドだけではなく、食品の製造に当
たって通常的に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、
調味剤及び香味剤を含む。上述の炭水化物の例としては、モノサッカライド、例えば、ブ
ドウ糖、果糖など；ジサッカライド、例えば、マルトース、スクロース、オリゴ糖など；
及びポリサッカライド、例えば、デキストリン、シクロデキストリンなどの通常の糖及び
キシリトール、ソルビトール、エリスリトールなどの糖アルコールが挙げられる。香味剤
としては、天然香味剤（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
シリジンなど）及び合成香味剤（サッカリン、アスパルテ-ムなど）が使用可能である。
【００４０】
　例えば、本発明の食品組成物がドリンク剤として製造される場合には、本発明のマデカ
ソシドに加えて、クエン酸、液状果糖、砂糖、ブドウ糖、酢酸、りんご酸、果汁、トチュ
ウ抽出液、なつめ抽出液、甘草抽出液などをさらに含めることができる。
【００４１】
　本発明の具体的な実施例において、マデカソシドに対する皮膚累積刺激試験を行ったと
ころ、マデカソシドは天然物質であり、人体に無害な物質であることが判明された。この
ため、本発明のマデカソシドは、毒性及び副作用がほとんどないので長期に亘って安心し
て用いることができ、特に、上記の化粧料組成物、薬剤学的組成物及び食品組成物に安全
に適用可能である。
【００４２】
　一方、本発明は、さらに、マデカソシドを含む肌美白用組成物を皮膚学的に許容可能な
範囲で個体に投与して個体の肌を美白化させる方法を提供する。
【００４３】
　本発明において、「個体」とは、肌の黒化または紫外線、ホルモンまたは遺伝的な原因
によって発生する皮膚過色素沈着を改善または予防しようとする人間をはじめとする哺乳
動物、例えば、犬、豚、馬、牛などを意味する。
【００４４】
　本発明において、「投与」とは、ある適切な方法により個体に所定の物質を導入するこ
とを意味し、本発明の組成物の投与経路は、目的とする組織に達しうる限り、ある一般的
な経路を介して経口または非経口投与可能である。なお、本発明の組成物は、活性物質が
標的対象、例えば、細胞に移動可能な任意の装置によって投与可能である。
【００４５】
　上述の個体の肌の黒化または皮膚過色素沈着症が、本発明の前記方法による肌美白用組
成物の個体内への投与によって改善、好転、予防または治療可能であるということは、上
述の内容及び後述する実施例などを通じて当業界の通常の知識を有する者によって理解可
能であるということはいうまでもない。
【００４６】
　以下、実施例を挙げて本発明を詳述する。これらの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り、本発明の範囲がこれらの実施例によって制限されないという
ことは本発明が属する技術分野において通常の知識を有する者にとって自明である。
【００４７】
実施例１：マデカソシドによるＢ１６メラノーマ細胞のメラニン生成抑制効果の測定
　ラットの色素細胞（Ｂ１６ ｍｅｌａｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ）を用いてマデカソシド（シ
グマ社製）によるメラニン生成抑制効果を測定し、これをメラニンの生成を抑制すると知
られているビタミンＣによるメラニン生成抑制効果と比較した。
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【００４８】
　具体的に、ミューリンメラノーマ（Ｂ－１６ Ｆ１０）細胞を１０％のウシ胎児血清（
ＦＢＳ：ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ）入りダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭ
ＥＭ）で６ウェルプレートに１ウェル当たりに１×１０５個を接種した後、５％ＣＯ２及
び３７℃の条件下で細胞がウェルの底面に約８０％以上付着するまで培養した。培養後に
培地を除去し、試料を適当な濃度に希釈された培地に処理し、５％ＣＯ２、３７℃の条件
下で３日間培養した。マデカソシドの濃度範囲は、細胞毒性のない１μＭ、１０μＭ、５
０μＭにした。培地を除去した細胞をリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ：Ｐｈｏｓｐｈａｔ
ｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ）で洗浄し、これをトリプシンで処理して細胞を回
収した。回収された細胞は、血球計算器を用いて細胞数を測定した後、各処理群別の細胞
数を同数にして２ｍＬチューブに分注した後、５，０００～１０，０００ｒｐｍにて１０
分間遠心分離し、上澄み液を除去してペレットを得た。この細胞ペレットを６０℃で乾燥
した後、１０％ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）入り１Ｍ水酸化ナトリウム液１００μ
ｌを入れて６０℃恒温槽において細胞内メラニンを得た。この液をもって、マイクロプレ
ートリーダーで４９０ｎｍにおける吸光度を測定して所定数の細胞当たりのメラニン量を
求めた。その結果を下記表１に示す。
【００４９】
【表１】

【００５０】
　前記表１から明らかなように、同じ処理濃度で、マデカソシドがビタミンＣよりも優れ
たメラニン生成抑制率を示した。
【００５１】
実施例２：マデカソシドによる人体メラニン細胞のメラニン生成抑制効果の測定
　人体メラニン細胞（ｍｅｌａｎｏｃｙｔｅ）を用いてマデカソシドによるメラニン生成
抑制効果を測定し、これをメラニン生成を抑制すると知られているビタミンＣによる細胞
内チロシナーゼ活性抑制効果と比較した。
【００５２】
　具体的に、カスケード・バイオロジックス社から購入したヒト表皮メラノサイト（新生
児由来）細胞を同社から購入したヒトメラノサイト成長サプリメントを含むミディアム２
５４培地で培養した。すなわち、ヒト表皮メラノサイトを６ウェルプレートに１ウェル当
たりに１×１０５個接種した後、５％ＣＯ２、３７℃の条件下で細胞がウェルの底面に約
８０％以上付着するまで培養した。培養後に培地を除去し、試料を適当な濃度に希釈して
培地に処理した後、５％ＣＯ２、３７℃の条件下で二日置きに一回ずつ培地を交換しなが
ら５日間培養した。マデカソシドの濃度範囲は、細胞毒性のない１μＭ、５μＭ、１０μ
Ｍにした。処理が終わった後に培地を除去し、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ：Ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ）で洗浄した後、これをトリプシンで処理
して細胞を回収した。回収された細胞は、血球計算器を用いて細胞数を測定した後、各処
理群別の細胞数を同数にして２ｍＬチューブに分注した後、５，０００～１０，０００ｒ
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ｐｍにて１０分間遠心分離し、上澄み液を除去してペレットを得た。この細胞ペレットを
６０℃で乾燥した後、１０％ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）入り１Ｍ水酸化ナトリウ
ム液１００μｌを入れて６０℃恒温槽において細胞内メラニンを得た。この液をもって、
マイクロプレートリーダーで４９０ｎｍにおける吸光度を測定して所定数の細胞当たりの
メラニン量を求めた。その結果を下記表２に示す。
【００５３】
【表２】

【００５４】
　前記表２から明らかなように、同じ処理濃度で、マデカソシドがビタミンＣよりも優れ
たメラニン生成抑制率を示した。
【００５５】
実施例３：紫外線によって誘導された角質形成細胞のＰＧＥ２生成抑制効果の測定
　人体角質形成細胞を用いてマデカソシドによるメラニン誘導サイトカインであるＰＧＥ
２抑制効果を測定した。
【００５６】
　具体的に、カスケード・バイオロジックス社から購入したヒト表皮メラノサイト（新生
児由来）細胞を同社から購入したヒトメラノサイト成長サプリメントを含むミディアム２
５４培地で培養した。すなわち、ヒト表皮メラノサイトを６ウェルプレートに１ウェル当
たりに１×１０５個接種した後、５％ＣＯ２、３７℃の条件下で細胞がウェルの底面に約
８０％以上付着するまで培養した。培養後に培地を除去し、試料を適当な濃度に希釈して
培地に処理した後、５％ＣＯ２、３７℃の条件下で２４時間前処理した後に、さらにリン
酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ：Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ）に
交換した後に、人工紫外線（ＵＶＢ ２０ｍＪ）を照射した。紫外線の照射が終わった後
にリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を除去し、マデカソシドが濃度別に処理された角質形
成細胞培養液に交換し、さらに２４時間培養した。細胞培養液を集めて培養液内の分泌Ｐ
ＧＥ２を商業的に販売されるＰＧＥ２エリサキット（Ｒ＆Ｄ）を用いて測定した。その結
果を下記表３に示す。
【００５７】
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【表３】

【００５８】
　前記表３から明らかなように、紫外線の照射によって増大されたＰＧＥ２の生成がマデ
カソシドによって処理濃度に依存的に減少することを確認することができた。
【００５９】
実施例４：角質形成細胞－メラニン細胞共同培養システムで紫外線によって誘導されたメ
ラニン生成抑制効果の測定
　図１に示す角質形成細胞とメラニン細胞共同培養システムを用いて、マデカソシドによ
るメラニン生成抑制効果を測定した。具体的に、メラニン細胞を１２ウェルに接種し、角
質形成細胞はミリセル（Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ）に接種した。ミリセルに接種された角質細
胞の付着を確認した後、マデカソシドを濃度別に処理した。１日が経過した後に、培養液
を除去し、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）に交換した後にＵＶＢを照射した。その後、
マデカソシドが濃度別に処理された培養液にさらに交換した後に、ミリセルをメラニン細
胞が接種されている１２ウェルに載せた。このような共同培養システムにおいては、ミリ
セルのフィルタ膜を介して培養液が互いに移動して、培養液内の物質による相互変化を観
察することができる。
【００６０】
　処理が終わった後に培地を除去し、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で洗浄した後、こ
れをトリプシンで処理して細胞を回収した。回収された細胞は、血球計算器を用いて細胞
数を測定した後、各処理群別の細胞数を同数にして２ｍＬチューブに分注した後、５，０
００～１０，０００ｒｐｍにて１０分間遠心分離し、上澄み液を除去してペレットを得た
。この細胞ペレットを６０℃で乾燥した後、１０％ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）入
り１Ｍ水酸化ナトリウム液１００μｌを入れて６０℃恒温槽において細胞内メラニンを得
た。この液をもって、マイクロプレートリーダーで４９０ｎｍにおける吸光度を測定して
所定数の細胞当たりのメラニン量を求めた。その結果を下記表４に示す。
【００６１】
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【表４】

【００６２】
　前記表４から明らかなように、マデカソシドが濃度依存的にメラニン生成を抑制するこ
とが分かる。
【００６３】
実施例５：人工肌における美白効果の測定
　人工肌はＭＥＬ－３００－Ｂ（米国マテック社製）を購入して用い、試料は下記表５の
含量にて含まれている人工肌培養液であるＥＰＩ－１００－ＬＬＭＭ（米国マテック社製
）を３日置きに一回ずつ交換しながら２週間処理した。紫外線は、試料交換前にＵＶＢ　
５０ｍＪの条件で照射した。処理が終わった組織は１０％ホルムアルデヒドに固定した後
、さらにパラフィンで包埋した後に薄切して、メラニンを特異的に染色可能なフォンタナ
・マッソン（Ｆｏｎｔａｎａ－Ｍａｓｓｏｎ）染色を行った。次いで、イメージ・プロ・
プラスプログラム（メディア・サイバーネティクス社、米国）を用いて、所定の面積当た
りのメラニン量を換算した。その結果を下記表５及び図２に示す。
【００６４】

【表５】

【００６５】
　前記表５から明らかなように、マデカソシド処理群でメラニン分布が濃度依存的に減少
していることが分かる。
【００６６】
実施例６：経口投与による美白効果
　紫外線を照射する場合に人為的に肌の黒化過程を促すことができるため、動物試験に際
して紫外線を照射した後、試験物質を経口や経皮で投与してその効果を測定することによ
り、その物質が実際に美白効果を有しているか否かを確認することができる。
【００６７】
　このため、本実施例においては、人間と同様に紫外線によって色素沈着が生じると知ら
れている褐色モルモット（Ｔｏｒｔｏｉｓｅｓｈｅｌｌ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ；Ｂｒｏ
ｗｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ）を用いて、マデカソシドによる美白効果を測定した。６－
７週齢のギニー・ピッグを１群当たりに８匹ずつ正常群、ＵＶ対照群、ＵＶ／マデカソシ
ド投与群に分けて実験期間中に飼育した。正常群とＵＶ対照群には０．５ｍｌの生理食塩
水を経口投与し、ＵＶ／マデカソシド投与群には固形分を基準として体重１Ｋｇ当たりに
１００ｍｇのマデカソシドを０．５ｍｌ食塩水に混ぜて液体投与用注射器を用いて経口投
与した。
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　投与期間は合計で４週であり、１週当たりに５日間同じ時間に投与した。経口投与後に
２週が経過した時点で、ＵＶ対照群、ＵＶ／マデカソシド投与群にＳＥランプ（波長２９
０－３２０ｎｍ、東芝社製）でＵＶを照射した（合計の照射エネルギー量＝１３５０ｍＪ
／ｃｍ２）。紫外線を照射してから２日または３日後に色素沈着が現れ、約２週後に肌色
の変化を測定した。
【００６９】
　色差計（ミノルタＣＲ２００２色彩色差計）を用いて、肌の黒白の度合いを測定して効
果を判定し、その結果を下記表６に示す。色の表示はＬ＊Ａ＊Ｂ＊表色系を用い、本実施
例においてはＬ＊値を目安とした。Ｌ＊値は標準白板で校正し、Ｌ＊値は１個所に５回以
上繰り返し測定し、色素沈着を均等にした。
【００７０】
【表６】

【００７１】
　前記表６に示すように、マデカソシドを投与した群は、マデカソシドを投与しなかった
ＵＶ／対照群に比べて、高い美白効果（Ｌ値が大きいほど肌色が明るい）が現れることを
観察することができた。
【００７２】
実施例７：マデカソシドの人体肌への安全性確認試験
７－１．マデカソシドを含む皮膚外用剤の製造
　前記実施例によって美白効果に優れていると判明されたマデカソシドが人体肌にも安全
であるか否かを確認するために、マデカソシド及びビタミンＣをそれぞれ含有する皮膚外
用剤を製造し、これによる皮膚安全性検証実験を行った。
【００７３】
　マデカソシドとビタミンＣをそれぞれ含有する皮膚外用剤は、下記表７の成分含量にて
製造した。下記表７において、対照群はチロシナーゼ阻害剤を含んでいない皮膚外用剤で
あり、それぞれ試験群１及び試験群２は、マデカソシドとビタミンＣをそれぞれ含む皮膚
外用剤である。
【００７４】
　皮膚外用剤の製造のために、精製水、グリセリン、ブチレングリコールを混合し、７０
℃で溶解し（水相部）、前記３成分とトリメタノールアミンを除く残りの成分を７０℃で
溶解した（油相部）。前記油相部を水相部に添加し、ホモミキサー（日本特殊機化工業(
株)社製）で攪拌して１次的に乳化させ、ここにトリメタノールアミンを最終的に添加し
た。混合液に生成された気泡を除去した後、室温まで冷却させて皮膚外用剤を製造した。
【００７５】



(13) JP 2014-520166 A 2014.8.21

10

20

30

40

【表７】

【００７６】
７－２．皮膚累積刺激試験
　前記実施例７－１に従い製造した各皮膚外用剤を用いて、健常な３０名の成人を対象と
して上腕部に１日おきに合計９回の２４時間の累積貼付を行うことによりマデカソシドが
肌に刺激を与えるか否かを測定した。
【００７７】
　貼付は、フィンチャンバー（エピテスト（Ｅｐｉｔｅｓｔ Ｌｔｄ．）社製、フィンラ
ンド国）を用いて行った。チャンバに前記各皮膚外用剤を１５μｌずつ滴下した後に貼付
を行った。毎回肌に現れた反応の度合いを下記の実験式１を用いて点数化し、その結果を
下記表８に示す。
【００７８】
［実験式１］
　平均反応度＝［［反応指数×反応度／総被検者数×最高点数（４点）］×１００］÷検
査回数（９回）
【００７９】
　このとき、反応度において、±は１点、＋は２点、＋＋は４点の点数を与え、平均反応
度が３未満であるときに安全な組成物であると判定した。
【００８０】
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【表８】

【００８１】
　前記表８において、試験群１の場合に、±、＋、＋＋に相当する人の数がそれぞれ１名
、０名、０名であり、残りの人には反応が現れなかった。前記式によって計算すれば、［
（１×２）／（２０×４）］×１００／９＝０．１３であり、平均反応度が３以下である
０．３７となって安全な組成物であると認められた。したがって、マデカソシド（試験群
１）を含む皮膚外用剤は、対照群やビタミンＣを含む皮膚外用剤のようにはっきりとした
累積刺激様相を示さず、人体肌に安全な物質であると認められた。
【００８２】
　下記に本発明の組成物のための製剤例を示す。
【００８３】
製剤例１：化粧料製剤
１．柔軟化粧水　　　　　　　　　　　　　　（含量：重量％）
マデカソシド　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
グリセリン　　　　　　　　　　　　　　　　３．０
ブチレングリコール　　　　　　　　　　　　２．０
プロピレングリコール　　　　　　　　　　　２．０
カルボキシビニールポリマー　　　　　　　　０．１
エタノール　　　　　　　　　　　　　　　　１０．０
トリエタノールアミン　　　　　　　　　　　０．１
防腐剤、微量色素、微量香料、微量精製水　　残部
合計　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００．０
【００８４】
２．栄養化粧水　　　　　　　　　　　　　　（含量：重量％）
マデカソシド　　　　　　　　　　　　　　　０．０１
ミツロウ　　　　　　　　　　　　　　　　　４．０
ポリソルベート６０　　　　　　　　　　　　１．５
ソルビタンセスキオレート　　　　　　　　　０．５
流動パラフィン　　　　　　　　　　　　　　５．０
スクワラン　　　　　　　　　　　　　　　　５．０
カプリリック／カプリックトリグリセリド　　５．０
グリセリン　　　　　　　　　　　　　　　　３．０
ブチレングリコール　　　　　　　　　　　　３．０
プロピレングリコール　　　　　　　　　　　３．０
カルボキシビニールポリマー　　　　　　　　０．１
トリエタノールアミン　　　　　　　　　　　０．２
防腐剤、微量色素、微量香料、微量精製水　　残部
合計　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００．０
【００８５】
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３．栄養クリーム　　　　　　　　　　　　　（含量：重量％）
マデカソシド　　　　　　　　　　　　　　　０．００５
ミツロウ　　　　　　　　　　　　　　　　　１０．０
ポリソルベート６０　　　　　　　　　　　　１．５
ソルビタンセスキオレート　　　　　　　　　０．５
流動パラフィン　　　　　　　　　　　　　　１０．０
スクワラン　　　　　　　　　　　　　　　　５．０
カプリリック／カプリックトリグリセリド　　５．０
グリセリン　　　　　　　　　　　　　　　　５．０
ブチレングリコール　　　　　　　　　　　　３．０
プロピレングリコール　　　　　　　　　　　３．０
トリエタノールアミン　　　　　　　　　　　０．２
防腐剤、微量色素、微量香料、微量精製水　　残部
合計　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００．０
【００８６】
４．マッサージクリーム　　　　　　　　　　（含量：重量％）
マデカソシド　　　　　　　　　　　　　　　０．００５
ミツロウ　　　　　　　　　　　　　　　　　１０．０
ポリソルベート６０　　　　　　　　　　　　１．５
ソルビタンセスキオレート　　　　　　　　　０．８
流動パラフィン　　　　　　　　　　　　　　４０．０
スクワラン　　　　　　　　　　　　　　　　５．０
カプリリック／カプリックトリグリセリド　　４．０
グリセリン　　　　　　　　　　　　　　　　５．０
ブチレングリコール　　　　　　　　　　　　３．０
プロピレングリコール　　　　　　　　　　　３．０
トリエタノールアミン　　　　　　　　　　　０．２
防腐剤、微量色素、微量香料、微量精製水　　残部
合計　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００．０
【００８７】
５．パック　　　　　　　　　　　　　　　　（含量：重量％）
マデカソシド　　　　　　　　　　　　　　　０．００５
ポリビニールアルコール　　　　　　　　　　１３．０
ソジウムカルボキシメチルセルロース　　　　０．２
アラントイン　　　　　　　　　　　　　　　０．１
エタノール　　　　　　　　　　　　　　　　５．０
ノニルフェニルエーテル　　　　　　　　　　０．３
防腐剤、微量色素、微量香料、微量精製水　　残部
合計　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００．０
【００８８】
製剤例２：薬学的製剤
1.　散剤の製造
マデカソシド　　　　　　　　　　　　　　２ｇ
乳糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　１ｇ
　上記の成分を混合し、気密布に充填して散剤を製造した。
【００８９】
２．錠剤の製造
マデカソシド　　　　　　　　　　　　　　　１００ｍｇ
トウモロコシ澱粉　　　　　　　　　　　　　１００ｍｇ
乳糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００ｍｇ
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ステアリン酸マグネシウム　　　　　　　　　２ｍｇ
　上記の成分を混合した後、通常の錠剤の製造方法に従い打錠して錠剤を製造した。
【００９０】
３．カプセル剤の製造
マデカソシド　　　　　　　　　　　　　　　１００ｍｇ
トウモロコシ澱粉　　　　　　　　　　　　　１００ｍｇ
乳糖　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００ｍｇ
ステアリン酸マグネシウム　　　　　　　　　２ｍｇ
　上記の成分を混合した後、通常のカプセル剤の製造方法に従いゼラチンカプセルに充填
してカプセル剤を製造した。

【図１】

【図２】
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【国際調査報告】
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