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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】効果があり、安全性を向上可能な生体コラーゲ
ン合成促進剤を提供する。また、生体コラーゲン合成促
進作用を有するジペプチド又はとりペプチドを含有する
飲食品、化粧品、医薬部外品、及び血管、関節痛、また
は皮膚治療薬を提供する。
【解決手段】Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ
－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ、Ａｌａ－
Ｈｙｐのジペプチドペプチドまたはトリペプチドのいず
れかを含有することを特徴とする。
【選択図】図１



(2) JP 2010-24200 A 2010.2.4

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ
、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチドペプチドまたはトリペプチドのいずれかを含有する生体コ
ラーゲン合成促進剤。
【請求項２】
　Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ
、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチドペプチドまたはトリペプチドのいずれかを含有する生体コ
ラーゲン合成促進用飲食品。
【請求項３】
　Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ
、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチドペプチドまたはトリペプチドのいずれかを含有する生体コ
ラーゲン合成促進用化粧品。
【請求項４】
　Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ
、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチドペプチドまたはトリペプチドのいずれかを含有する生体コ
ラーゲン合成促進用医薬部外品。
【請求項５】
　Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ
、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチドペプチドまたはトリペプチドのいずれかを含有する血管、
関節痛、または皮膚治療薬。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体内におけるコラーゲンの合成促進剤に関する。また、本発明は、生体コ
ラーゲン合成促進用飲食品、生体コラーゲン合成促進用化粧品、生体コラーゲン合成用医
薬部外品、又は血管、関節痛、若しくは皮膚治療薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　コラーゲンは生体内のタンパク質の約３０％を占め、皮膚、血管そして骨に多く存在す
るタンパク質である。また、このコラーゲンタンパクは、加齢とともに減少することから
血管の脆弱化や皮膚の弾力性・柔軟性の減少などの一因と考えられている。これまで、コ
ラーゲンの摂取は、消化酵素による分解が困難であるという性質を有するために、栄養面
において大きな利用価値が見出せないとされてきた。しかしながら、近年、コラーゲンの
摂取がコラーゲン合成促進効果や新陳代謝促進（特許文献１）効果を有し、また関節症治
療用薬剤等として利用することができる（特許文献２）という報告がされてきている。さ
らに、コラーゲンタンパクもしくはその加水分解物の経口摂取による皮膚の新陳代謝促進
に関する特許（特許文献３）も開示され、主に美容向けの健康食品が多数販売されている
。
【０００３】
　未処理のコラーゲンおよびゼラチンはタンパク質であるため抗原性を有し、アレルギー
体質のヒトの摂取には問題がある。そのため、コラゲナーゼによってコラーゲンを低分子
化することにより抗原性をなくし、アレルギー患者向けのタンパク質源や輸液製剤成分と
しても利用されている（特許文献４）。
【０００４】
　また、特許文献５には、ウシ由来のコラゲナーゼによるコラーゲンの分解産物に関して
、生成するトリペプタチドのＧｌｙ－Ｐｒｏ－Ｈｙｐがもっとも多くコラーゲン合成促進
効果を有するペプチドとして開示されている。
【０００５】
　ブタ由来コラーゲンタンパクの加水分解物の経口摂取後のヒト血液中には、遊離Ｈｙｐ
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だけでなくペプチド型Ｈｙｐが存在し、そのペプチド型Ｈｙｐの構造は、ほとんどがＰｒ
ｏ－Ｈｙｐからなり、その他、Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｉｌ
ｅ-Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ、Ｐｈｅ－Ｈｙｐがわずかに存在する（非特許文献１）。ま
た、サカナ由来コラーゲンタンパクの加水分解物の経口摂取後のヒト血液中にはＰｒｏ－
Ｈｙｐの他にＡｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｓｅｒ－Ｈｙｐ－Ｇｌ
ｙ、Ｉｌｅ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ、Ｐｈｅ－Ｈｙｐ、Ａｌａ－Ｈｙｐが存在する（非
特許文献２）。しかしながら、これらの文献には、コラーゲン加水分解物摂取後のヒト血
液中に存在する上記のペプチドが、コラーゲン合成に関わることは示されていない。
【０００６】
【特許文献１】特開平７－２７８０１２公報
【特許文献２】特開昭６３－３９８２１公報
【特許文献３】特開平７－２７８０１２公報
【特許文献４】特開平７－８２２９９公報
【特許文献５】特開２００６－５６９０４公報
【非特許文献１】Ｊ．Ａｇｒｉｃ．Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．，５３，１６，２００５
【非特許文献２】Ｊ．Ａｇｒｉｃ．Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．，５５，４，２００７
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の目的は、生体コラーゲン合成促進効果を有し、安全性を向上可能な生体コラー
ゲン合成促進剤を提供することである。また、生体コラーゲン合成促進作用を有するジペ
プチド又はトリペプチドを含有する飲食品、化粧品、医薬部外品、及び治療薬の提供であ
る。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅ
ｕ－Ｈｙｐ、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチドペプチドまたはトリペプチドのいずれかを含有
する生体コラーゲン合成促進剤を提供する。
【０００９】
　また、本発明は、コラーゲンまたはゼラチン分解物または人工合成したＡｌａ－Ｈｙｐ
－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ、Ａｌａ－Ｈｙｐ
のジペプチドまたはトリペプチドのいずれかを含有する合成促進剤を提供する。
【００１０】
　また、本発明は、Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ
、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチドペプチドまたはトリペプチドのいずれか
を含有する飲食品、化粧品、医薬部外品、及び治療薬を提供する。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明者らは、豚由来のコラーゲンタンパク加水分解物を経口摂取後にヒト血液中に存
在するペプチドの中から、コラーゲン合成促進効果を有するペプチドを選別した。よって
、本発明で使用されるＡｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙ
ｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチド又はトリペプチドは、コラーゲンタン
パクまたはコラーゲンペプチドの経口投与により血中まで到達しうるペプチドであること
から人体に対して安全かつ効果的であり、飲食品、化粧品、医薬部外品、及び治療薬に含
有させて使用することができ、かつその有益性は非常に高い。
【００１２】
　また、特開２００５－２８９８１９号公報には、Ｐｒｏ－Ｈｙｐのジペプチドが、細胞
増殖促進作用を有することについて記載されているが、Ｐｒｏ－Ｈｙｐのジペプチドがコ
ラーゲン合成促進作用を有することについては記載されておらず、何らの示唆もない。こ
のように、本発明で使用されるＡｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒ
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ｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチド又はトリペプチドが、コラー
ゲン合成促進効果を有することについては、これまで知られておらず、本発明者らは、こ
れらのペプチドがコラーゲン合成促進効果を有することを初めて見出した。
【００１３】
　すなわち、本発明によれば、これらのコラーゲン合成促進能のあるペプチドを含有する
ことにより効果的な生体内におけるコラーゲン合成促進剤、生体コラーゲン合成促進用飲
食品、化粧品、医薬部外品、及び治療薬を提供することが可能となる。治療薬としては、
血管、関節痛、皮膚治療薬等が挙げられ、血管治療薬としては、動脈硬化治療薬等が挙げ
られる。また、本発明で使用されるペプチドは、コラーゲンタンパク加水分解物の経口摂
取後にヒト血液中に存在するペプチドから選別されたものであるため、安全なコラーゲン
合成促進剤、食品、化粧品、医薬部外品、及び治療薬を提供することが可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明で使用されるペプチドは、例えば、牛や豚などの動物の皮膚、骨及び腱などの結
合組織から抽出したコラーゲンタンパク、もしくはコラーゲンタンパク質の熱変性物であ
るゼラチンから加水分解等により得られたものを使用しても良く、また人工的に合成した
ものを用いても良い。コラーゲンタンパク質より得る場合には、コラーゲンタンパク質溶
解液を、コラゲナーゼ酵素固定化カラムにアプライし、カラム法による酵素分解を行う。
カラムを通した酵素反応終了溶液を分取し、０．４５μｍのフィルターでろ過を行い、そ
のろ液を凍結乾燥にて粉末化しコラーゲントリペプチドを得た後、コラーゲントリペプチ
ド粉末を再溶解しＨＰＬＣ（ゲルろ過およびＯＤＳカラム）において各々のジペプチドお
よびトリペプチド含有画分を精製する。更に、単一のコラーゲントリペプチド成分を得る
ために、イオン交換クロマト法およびカーボンカラムを用いて精製し得ることができる。
また、人工合成により得る場合には、ペプチド合成機器を用いて固相法により人工合成す
る。使用する機器のプログラムに従いＣ末端よりＦｍｏｃ法によりペプチド鎖を延長する
。固相法ペプチド合成用支持体である担体を用いて、副反応を防止するために、あらかじ
めＦｍｏｃおよびＢｏｃによりα－アミノ基、δ－アミノ基を保護したオルニチンとＦｍ
ｏｃによりβ－アミノ基を保護したβ－アラニンのＦｍｏｃアミノ誘導体を用いる。Ｆｍ
ｏｃ－Ｏｒｎ（Ｂｏｃ）を担体に結合させ、ピペリジンなどによりα－アミノ基を脱保護
後、Ｆｍｏｃ－Ｏｒｎ（Ｂｏｃ）のＣ末端をカップリングさせ、ピペリジンなどで二つ目
のオルニチンのα－アミノ基を脱保護し、Ｆｍｏｃ－β－ＡｌａのＣ末端を同様にカップ
リングさせる。最後にトリフルオロ酢酸などの酸を用いて全ての脱保護と担体除去を行い
、０．１％トリフルオロ酢酸水を用いて抽出したものを凍結乾燥することでジペプチドお
よびトリペプチドを製造することができ、ＨＰＬＣ(逆送カラム)などで精製することによ
って得ることができる。
【００１５】
　上記のように得られたペプチドを有効成分として、生体コラーゲン合成促進剤を製造す
るには、上記のようにして得たペプチドを有効成分とし、常法に従って公知の飲食品用、
化粧品用、医薬部外品用、又は治療薬用担体等と組み合わせて製剤化すれば良い。
【００１６】
　本発明で使用されるペプチドを含有する生体コラーゲン合成促進剤、生体コラーゲン合
成促進用飲食品、生体コラーゲン合成促進用化粧品、生体コラーゲン合成促進用医薬部外
品、及び血管、関節痛、又は皮膚治療薬は、ヒトに対して安全であり、生体コラーゲン合
成促進効果を有することから、皮膚の張りや肌の保湿性、関節の痛み、毛髪の柔軟性や張
り、血管の弾力性等の症状の改善又は予防に有効である。
【００１７】
　また、本発明の生体コラーゲン合成促進剤は、種々の剤型での投与が可能であり、例え
ば経口投与剤としては、茶剤、カプセル剤、錠剤、顆粒剤、細粒剤、シロップ剤、ドライ
シロップ剤等が挙げられる。
【００１８】
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　本発明の生体コラーゲン合成促進作用の有効成分となるペプチドの摂取量は、特に制限
はないが、通常成人１日当たり８５ｍｇ／ｋｇ（体重）以上、好ましくは１７０ｍｇ／ｋ
ｇ（体重）以上を摂取するのが好ましい。投与量の上限は、1日当たり、１７０００ｍｇ
／ｋｇ（体重）以下が好ましく、２３８０ｍｇ／ｋｇ（体重）以下がより好ましい。よっ
て、生体コラーゲン合成促進剤におけるペプチドの含有量は、各形態に応じた範囲で前述
した摂取量となるように含有されれば良い。
【００１９】
　上記のように、本発明の生体コラーゲン合成用飲食品は、飲食品で通常用いられている
任意成分と共に配合することができる。このようなヒトまたは動物用の飲食品としては、
例えば、パン類、菓子類、麺類、肉製品・水産加工品、穀類の加工品、加工野菜・加工果
実、加工卵、乳製品、粉類、即席菓子の素、食用油脂、スープの素、粉末飲料、調味料、
食品添加物、飲料類、飼料等が挙げられる。
【００２０】
　また、本発明の生体コラーゲン合成促進用飲食品には、例えば、ビタミン剤などの栄養
補助食品、栄養補助飲料、動物用健康食品、特定保健用食品、栄養機能食品、保健機能食
品等が含まれ、通常用いられている各種形態、例えば、散剤、顆粒剤、錠剤、カプセル剤
、液剤、フィルム等として製品化される。製品化に際しては、Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、
Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチ
ドペプチドまたはトリペプチドとともに、賦形剤、結合剤、崩壊剤、崩壊抑制剤、吸収促
進剤、吸着剤、滑沢剤、着色剤、保存剤、香料、風味剤、甘味剤等が配合される。
【００２１】
　これらの栄養補助食品、栄養補助飲料などは、この分野で通常知られた慣用的な方法に
より製造される。
【００２２】
　このような飲食品におけるコラーゲン合成促進効果を有するペプチドの添加量は、飲食
品の形態ごとに応じた範囲で前述した摂取量となるように添加されれば良く、飲食品には
、２．５～７０重量％の範囲内で添加することが好ましい。例えば、液状の飲食品に対し
１．５～４０重量％、固体状の飲食品に対し３０～１００重量％、錠剤状の飲食品に対し
、３０～１００重量％の範囲内で添加することが好ましい。さらに具体的には、以下に限
定されないが、例えば、保健用飲料には、１．５～４０重量％、機能性烏龍茶には、１．
５～４０重量％の範囲内で添加することが好ましい。
【００２３】
　また、本発明の生体コラーゲン合成促進用化粧品としては、老化防止用化粧品、クレン
ジング用化粧品、頭髪用化粧品、入浴用化粧品、医療用化粧品が挙げられ、また、顔料、
化粧水、美容液、乳液、クリーム、ジェル、パック、リポソーム、液状、粘土状、ソリッ
ド粉末状化粧料、エアゾール化粧料、ハップ剤等のスキンケア化粧品、下地クリーム、フ
ァンデーション等のメークアップ化粧品をそのまま使用するか、あるいはエアゾール式、
ポンプ式、または押出し式、もしくはこれらに類する機構で噴射する化粧品、さらに浴剤
等様々な剤型を提供することができる。
【００２４】
　本発明の生体コラーゲン合成促進用化粧品には、水、アルコール、界面活性剤（カチオ
ン、アニオン、ノニオン、両性界面活性剤等）、保湿剤（グリセリン、１，３－ブチレン
グリコール、プロピレングリコール、アミノ酸、尿素、ピロリドンカルボン酸塩、核酸類
、単糖類、少糖等およびそれらの誘導体ほか）、増粘剤（多糖類、ポリアクリル酸塩、カ
ルボキシビニルポリマー、ポリビニルピロリドン、ポリビニルアルコール、キチン、キト
サン、アルギン酸、カラギーナン、キサンタンガム、メチルセルロース等およびそれらの
誘導体ほか）、ワックス、ワセリン、炭化水素飽和脂肪酸、不飽和脂肪酸、シリコン油等
およびそれらの誘導体、トリ（カプリル・カプリン酸）グリセリル、トリオクタン酸グリ
セリル等のトリグリセライド類、ステアリン酸イソプロピル等のエステル油類、天然油脂
類（オリブ油、椿油、アボガド油、アーモンド油、カカオ脂、月見草油、ブドウ種子油、
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マカデミアンナッツ油、ユーカリ油、ローズヒップ油、スクワラン、オレンジラフィー油
、ラノリン、セラミド等）、防腐剤（オキシ安息香酸誘導体、デヒドロ酢酸塩、感光素、
ソルビン酸、フェノキシエタノール等およびそれらの誘導体ほか）、殺菌剤（イオウ、ト
リクロカルバアニリド、サリチル酸、ジンクピリチオン、ヒノキチオール等およびそれら
の誘導体ほか）、紫外線吸収剤（パラアミノ安息香酸、メトキシケイ皮酸等およびそれら
の誘導体ほか）、抗炎症剤（アラントイン、グリチルリチン酸等およびそれらの誘導体ほ
か）、抗酸化剤（トコフェロール、ＢＨＡ、ＢＨＴ等およびそれらの誘導体ほか）、キレ
ート剤（エデト酸、ヒドロキシエタンジホスホン酸等およびそれらの誘導体ほか）、動植
物エキス（アシタバ、アロエ、エイジツ、オウゴン、オウバク、海藻、カリン、カミツレ
、甘草、キウイ、キュウリ、クワ、シラカバ、トウキ、ニンニク、ボタン、ホップ、マロ
ニエ、ラベンダー、ローズマリー、ユーカリ、ミルク、各種ペプタイド、プラセンタ、ロ
ーヤルゼリー等およびこれらの含有成分精製物または発酵物ほか）、ｐＨ調整剤（無機酸
、無機酸塩、有機酸、有機酸塩等およびそれらの誘導体ほか）、ビタミン類（ビタミンＡ
類、ビタミンＢ類、ビタミンＣ、ビタミンＤ 類等およびそれらの誘導体ほか）、酸化チ
タン、タルク、マイカ、シリカ、酸化亜鉛、酸化鉄、シリコンおよびこれらを加工処理し
た粉体類等を本発明の目的を達成する範囲内で配合することができる。なお、本発明の美
白化粧料を構成する成分は決して上述に限られるものではなく、化粧料に用い得る成分で
あれば自由に選択が可能である。
【００２５】
　ハップ剤においては上記成分に加えて、基剤（カオリン、ベントナイト等）、ゲル化剤
（ポリアクリル酸塩、ポリビニルアルコール等）を本発明の目的を達成する範囲内で配合
することができる。
【００２６】
　浴剤においては、硫酸塩、炭酸水素塩、ホウ酸塩、色素、保湿剤を本発明の目的を達成
する範囲内で適宜配合し、パウダータイプ、液剤タイプに調製が可能である。
【００２７】
　これらの生体コラーゲン合成促進用化粧品は、この分野で通常知られた慣用的な方法に
より製造される。
【００２８】
　このような化粧品におけるコラーゲン合成促進効果を有するペプチドの添加量は、化粧
品の形態ごとに応じた範囲で前述した摂取量となるように添加されれば良く、化粧品には
、０．０１～１０重量％の範囲内で添加することが好ましい。例えば、液状の化粧品に対
し０．０１～５重量％、クリーム状の化粧品に対し０．０１～１０重量％、粉末状の化粧
品に対し、０．０１～５重量％の範囲内で添加することが好ましい。さらに具体的には、
以下に限定されないが、例えば、化粧水には、０．０１～５重量％、化粧用クリームには
、０．０１～１０重量％の範囲内で添加することが好ましい。
【００２９】
　また、本発明の生体コラーゲン合成促進用医薬部外品としては飴類、ガム類、歯磨き粉
類、液体歯磨き剤類、ジェル状歯磨き剤類、飲料類等が含まれる。また、骨吸収用医薬部
外品は、医薬部外品で通常用いられている任意成分と共に配合することができる。
【００３０】
　これらの生体コラーゲン合成促進用医薬部外品は、この分野で通常知られた慣用的な方
法により製造される。
【００３１】
　このような生体コラーゲン合成促進用医薬部外品における当該化合物の添加量は、医薬
部外品の形態ごとに応じた範囲で前述した摂取量となるように添加されれば良く、医薬部
外品には、０．０１～１０重量％の範囲内で添加することが好ましい。例えば、固体状の
医薬部外品に対し、０．０１～１０重量％、液体状の医薬部外品に対し、０．０１～５重
量％、ジェル又はペースト状の医薬部外品に対し、０．０１～５重量％の範囲内で添加す
ることが好ましい。さらに具体的には、以下に限定されないが、例えば、ペットガムには
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、０．０１～５重量％、歯磨き粉に対し、０．０１～５重量％の範囲内で添加することが
好ましい。
【００３２】
　本発明の生体コラーゲン合成促進用治療薬の製造は、通常、本発明で使用されるペプチ
ドを薬学的に許容できる液状または固体状の担体と配合することにより行われ、所望によ
り溶剤、分散剤、乳化剤、緩衝剤、安定剤、賦形剤、結合剤、崩壊剤、滑沢剤等を加えて
、錠剤、顆粒剤、散剤、粉末剤、カプセル剤等の固形剤、通常液剤、懸濁剤、乳剤等の液
剤等とすることができる。
【００３３】
　医薬用担体は、骨吸収抑制剤の投与形態および剤型に応じて選択することができる。固
体組成物からなる経口剤とする場合は、錠剤、丸剤、カプセル剤、散剤、細粒剤、顆粒剤
等とすることができ、たとえば、デンプン、乳糖、白糖、マンニット、カルボキシメチル
セルロース、コーンスターチ、無機塩などが利用される。また経口剤の調製に当っては、
更に結合剤、崩壊剤、界面活性剤、潤沢剤、流動性促進剤、矯味剤、着色剤、香料などを
配合することもできる。たとえば、錠剤または丸剤とする場合は、所望によりショ糖、ゼ
ラチン、ヒドロキシプロピルセルロースなどの糖衣または胃溶性もしくは腸溶性物質のフ
ィルムで被覆してもよい。液体組成物からなる経口剤とする場合は、薬理学的に許容され
る乳濁剤、溶液剤、懸濁剤、シロップ剤などとすることができ、例えば、精製水、エタノ
ールなどが担体として利用される。また、さらに所望により湿潤剤、懸濁剤のような補助
剤、甘味剤、風味剤、防腐剤などを添加してもよい。
【００３４】
　一方、非経口剤とする場合は、常法に従い本発明の前記有効成分を希釈剤としての注射
用蒸留水、生理食塩水、ブドウ糖水溶液、注射用植物油、ゴマ油、落花生油、大豆油、ト
ウモロコシ油、プロピレングリコール、ポリエチレングリコールなどに溶解ないし懸濁さ
せ、必要に応じ、殺菌剤、安定剤、等張化剤、無痛化剤などを加えることにより調製する
ことができる。また、固体組成物を製造し、使用前に無菌水または無菌の注射用溶媒に溶
解して使用することもできる。
【００３５】
　さらに上記各製剤には、所望により、着色剤、保存剤、香料、風味剤、甘味剤などの薬
学的に許容される添加物や他の治療薬を含有させることができる。
【００３６】
　製剤化に際しては、安定化剤を配合することが好ましい。安定化剤としては、例えば、
アルブミン、グロブリン、ゼラチン、マンニトール、グルコース、デキストラン、エチレ
ングリコールなどが挙げられる。
【００３７】
　一般には、製剤中に含有される有効成分の投与量は、種々の条件、例えば抽出溶媒の種
類、使用した溶媒の使用量等によっても変動するので、上記好ましい摂取量より少ない量
で十分な場合もあるし、あるいは範囲を超えて必要な場合もある。投与は、所望の摂取量
範囲内において、１日内において単回で、または数回に分けて行ってもよく、所定期間に
渡って行ってもよい。
【実施例】
【００３８】
　以下に試験例及び処方例を挙げ、本発明について更に説明する。なお、これらは本発明
を何ら限定するものではない。
【００３９】
（試験方法及び評価方法）
人工合成したＡｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅ
ｕ－Ｈｙｐ、Ａｌａ－ＨｙｐをＮＩＨ－３Ｔ３－Ｌ１（マウス線維芽細胞）を培養してい
る培養液中に加え、培養液および細胞外マトリックスとして沈着したコラーゲンをＥＬＩ
ＳＡ法およびウエスタンブロッティング法によって評価した。Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、
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Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－Ｈｙｐ、Ａｌａ－Ｈｙｐ は、ＧＬ
　Ｂｉｏｃｈｅｍ社においてＦｍｏｃ合成法およびＢｏｃ合成法の組み合わせにより合成
されたものを用いた。
【００４０】
　ＮＩＨ－３Ｔ３－Ｌ１細胞を０．２％ＦＢＳ入りのＤＭＥＭ培地に浮遊させ、２４ウェ
ルプレートに１０万細胞/ウェルとなるよう播種した。各ウェルに２５０μｇ／ｍｌとな
るように合成したそれぞれのペプチドを添加し、そのまま３６時間３７度５％ＣＯ---２
でインキュベートした。次に、培養上清を回収しＥＬＩＳＡ法に用いた。また培養上清を
除いたウェルの細胞単層をリン酸緩衝液で２回やさしく洗浄した。その後、細胞は細胞溶
解用の緩衝液（１０ｍＭ ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．８、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、２ｍＭ ＥＤ
ＴＡ、１．５ｍＭ ＭｇＣｌ２、０．５ｍＭ ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ、そしてプロ
テアーゼ阻害剤）により溶解しウエスタンブロッティング法に用いた。細胞を培養する際
、培養液中の血清量を抑えることで、コラーゲン合成への影響を可能な限り排除した。こ
れにより、コラーゲンペプチド投与による効果だけを細胞レベルで厳密に評価することが
できた。また、細胞が産生したコラーゲン量を従来よりも正確に測定するため、細胞近辺
に定着したコラーゲンを可溶化（アテロ化）し、培養液、細胞近辺、細胞内のコラーゲン
量を合算し評価した。
【００４１】
（ＥＬＩＳＡ法）
　各ウェルから回収した培養上清２００μｌに１００μｌのペプシン溶液（１５０ｍＭ 
酢酸溶液、０．６ｍｇ／ｍｌ ペプシン）を加え、転倒混和により十分攪拌し４度で一晩
インキュベートした。その後１００μｌの中和液（２００ｍＭ Ｔｒｉｓ、１５０ｍＭ Ｎ
ａＣｌ）を加え転倒混和により十分攪拌し測定資料とした。測定資料をＮＵＮＣ　Ｍａｘ
ｉＳｏｒｐ　９６ウェルプレートに２００μｌ／ウェル加え培養液中のタンパクを４度で
一晩コーティングした。その後培養液を除き、ツィーン／リン酸緩衝液で洗浄しブロッキ
ング溶液（５% ノンファット・ドライミルクを０．１％　Ｔｗｅｅｎ－２０を含むリン酸
緩衝液も溶かしたもの）中で１時間インキュベートした。ブロッキング溶液を除きツィー
ン/リン酸緩衝液で洗浄後、１次抗体としてコラーゲンＩ抗体を１時間反応させた。１次
抗体を除きツィーン/リン酸緩衝液で洗浄後、ホースラディッシュ結合２次抗体に１時間
曝露した。２次抗体を除きツィーン/リン酸緩衝液で洗浄後発色剤（ｏ-フェニレンジアミ
ン、クエン酸／リン酸緩衝液、３０％過酸化水素水）を加え発色反応を行い、反応停止液
（２ＮＨ２ＳＯ４）を加えることで反応を停止させ、１４２０ＡＲＶＯシリーズ・マルチ
レーベルカウンターで４９２ｎｍにおける吸光度を測定した。表１においてコントロール
に対する相対的なコラーゲン増加量を示した。表１で示すように、本発明で使用されるペ
プチドを添加した区では、添加していない区に比べて、約１４４～１８７％で培養液中の
コラーゲン量が増加している結果となった。
【００４２】
【表１】

【００４３】
（ウエスタンブロッティング法）
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　細胞溶解用の緩衝液に溶解した細胞の溶出液をポリアクリルアミドーＳＤＳゲルで分画
を行い、ＢＩＯ　ＣＲＡＦＴ社のセミドライブロッターを用いてニトロセルロース膜にそ
のタンパク質を転写した。膜は、ブロッキング溶液（５％ ノンファット・ドライミルク
を０．１％　Ｔｗｅｅｎ－２０を含むリン酸緩衝液も溶かしたもの）と４度で一晩インキ
ュベートさせた。膜を洗浄しコラーゲンＩの１次抗体と１時間インキュベートさせ、その
後ホースラディッシュ結合２次抗体に１時間曝露し、最後にＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ
　Ｂｉｏ－ｓｃｉｅｎｃｅｓ社のＥＬＣ Ｐｌｕｓ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ　
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍで検出を行った。同様の方法を用いて恒常的に発現す
ることで知られるGlyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（以下、ＧＡＰＤＨと称す
る）を標準タンパクとして測定した。結果を図１に示す。図１に示すように、本発明で使
用されるペプチドを添加した区では、細胞外マトリックスにおけるコラーゲンの発現が増
加する結果となった。また、ジペプチドを添加した区では、トリペプチドを添加した区よ
りもコラーゲン産生量が多い結果となった。
【００４４】
　このように、本発明で使用されるペプチドは、コラーゲン合成促進作用を有しているこ
とが新たに確認されたものであり、これらのペプチドを含む生体コラーゲン合成促進剤、
生体コラーゲン合成促進用飲食品、生体コラーゲン合成促進用化粧品、生体コラーゲン合
成促進用医薬部外品、及び血管、関節痛、若しくは皮膚治療薬は、コラーゲン合成促進作
用を有するものとして有用である。
【００４５】
　また、実施例で示すように、本発明で使用されるジペプチドを添加した区では、トリペ
プチドを添加した区に比べて、コラーゲン産生量が多かったことから、ジペプチドの方が
、コラーゲン合成促進作用が高く、よって、投与効率を向上できる。また、トリペプチド
であるＧｌｙ－Ｐｒｏ－ＨｙｐやＰｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙは、Ｇｌｙ－ＰｒｏやＨｙｐ－
Ｇｌｙ間で分解されることから、ジペプチドであるＰｒｏ－ＨｙｐやＡｌａ－Ｈｙｐ間の
結合は、Ｇｌｙ-ＰｒｏやＨｙｐ－Ｇｌｙ間の結合よりも強く安定である。よって、ジペ
プチドの方が、トリペプチドよりも分解され難く、安定性が高いため、製品化する上で取
り扱いが容易となり生産効率を向上できる。
【００４６】
（処方例）
　本発明のＡｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ
－Ｈｙｐ、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチドペプチドまたはトリペプチドのいずれかを含有す
る生体コラーゲン合成促進剤，生体コラーゲン合成促進用飲食品、生体コラーゲン合成促
進用化粧品、生体コラーゲン合成促進用医薬部外品、及び血管、関節痛、若しくは皮膚治
療薬の製造について、上記評価結果に従い、以下にその処方例を示すが、各処方例は各製
品の製造における常法により製造したもので良く、配合量のみを示した。また、本発明は
これらに限定されるわけではない。
【００４７】
　上記のようにして得たペプチドを、通常の飲食品又は医薬部外品に添加することも可能
である。このようにして得られた生体コラーゲン合成促進用飲食品又は生体コラーゲン合
成促進用医薬部外品は、生体コラーゲン合成促進効果が期待でき、かつ人体に対し安全で
あることから、飲食品又は医薬部外品として非常に有用である。
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【表２】

【表３】

【表４】

【表５】

【００４８】
　また、上記のようにして得たペプチドを、化粧品に添加することも可能である。このよ
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うにして得られた生体コラーゲン合成促進用化粧品は、生体コラーゲン合成促進効果が期
待でき、かつ人体に対し安全であることから、化粧品として非常に有用である。
【表６】

【表７】

【００４９】
　また、上記のようにして得たペプチドを、治療薬に添加することも可能である。このよ
うにして得られた生体コラーゲン合成促進用治療薬は、生体コラーゲン合成促進効果が期
待でき、かつ人体に対し安全であることから、治療薬として非常に有用である。

【表８】

【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】Ａｌａ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ－Ｇｌｙ、Ｐｒｏ－Ｈｙｐ、Ｌｅｕ－
Ｈｙｐ、Ａｌａ－Ｈｙｐのジペプチドペプチドまたはトリペプチドのコラーゲン合成促進
効果について、ウエスタンブロッティング法による測定結果を示した写真データである。
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