
(57)【要約】
【課題】　女性の骨粗鬆症の予防または治療用の薬剤組成物を提供する。
【解決手段】　本発明は、骨粗鬆症の女性を予防または処置する際のバクチオールまたは
バクチオールを含む抽出物の新規な使用を開示するものである。このような新規な使用の
一実施態様としては、局所適用される、経口投与される、注射されるまたは徐放性の投与
形態である、バクチオールまたはバクチオールを含む抽出物を含む薬剤組成物がある。
【選択図】　　　　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 女 性 の 骨 粗 鬆 症 を 予 防 ま た は 治 療 す る の に 有 効 な 量 の 、 下 記 式 （ Ｉ ） ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
の バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で き る エ ス テ ル 若 し く は 塩 、 及 び 製 薬 上 許 容 で き る
担 体 ま た は 希 釈 剤 を 含 む 、 女 性 の 骨 粗 鬆 症 を 予 防 ま た は 治 療 す る こ と を 目 的 と す る 薬 剤 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で き る エ ス テ ル 若 し く は 塩 の 含 量 は 、 該 薬 剤 組 成
物 に 対 し て 、 ５ ～ ９ ５ 重 量 ％ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 薬 剤 組 成 物 は ソ ラ レ ン 及 び イ ソ ソ ラ レ ン を 実 質 的 に 含 ま な い 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記
載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 １ 回 の 投 与 当 た り 、 １ ～ ３ ０ ０ ｍ ｇ の 式 （ Ｉ ） の バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で
き る エ ス テ ル 若 し く は 塩 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 薬 剤 組 成 物 は 、 局 所 適 用 、 経 口 投 与 、 注 射 、 ま た は 徐 放 性 の 投 与 形 態 で あ る 、 請 求 項
１ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 式 （ Ｉ ） の バ ク チ オ ー ル は 、 ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psoraleae fructus)か ら 調 製
さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 式 （ Ｉ ） の バ ク チ オ ー ル は 、
　 （ ｉ ） ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psoraleae fructus)を 有 機 溶 剤 で 抽 出 し ；
　 （ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ） の 抽 出 段 階 で 得 ら れ た 溶 液 を 濃 縮 し ； さ ら に
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ） の 段 階 で 得 ら れ た 濃 縮 液 を シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分
離 し て 、 バ ク チ オ ー ル は 含 む が ソ ラ レ ン 及 び イ ソ ソ ラ レ ン を 実 質 的 に 含 ま な い 抽 出 物 を 得
る
段 階 に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 薬 剤 組 成 物 は 、 経 口 投 与 形 態 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 女 性 の 閉 経 後 の 骨 粗 鬆 症 の 予 防 ま た は 治 療 を 目 的 と し て 有 効 成 分 と し て バ ク
チ オ ー ル を 含 む 薬 剤 組 成 物 に 関 す る も の で あ る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 骨 粗 鬆 症 の 女 性 患 者 を
予 防 ま た は 治 療 で き る バ ク チ オ ー ル を 含 む 抽 出 物 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psoraleae fructus)は 、 オ ラ ン ダ ビ ユ (Psoralea corylifolia
)の 完 熟 果 実 で あ り 、 従 来 、 漢 方 薬 で は 強 壮 剤 と し て 使 用 さ れ て い る 。 ソ ラ レ ア エ 　 フ ル
ク タ ス (Psoraleae fructus)は 、 薬 理 効 果 を 有 す る 化 学 成 分 を 多 く 含 む こ と が 文 献 な ど で
報 告 さ れ て い る 。 脂 質 に 加 え て 、 ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psoraleae fructus)中 に 含 ま
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れ る 主 な 化 学 成 分 と し て は 、 ソ ラ レ ン 、 イ ソ ソ ラ レ ン 及 び バ ク チ オ ー ル が あ る 。 こ れ ら の
成 分 の う ち 、 フ ェ ノ ー ル テ ル ペ ン 構 造 を 有 す る バ ク チ オ ー ル は 、 従 来 非 常 に 注 目 を 浴 び て
い た 。 多 く の 文 献 か ら 、 バ ク チ オ ー ル に 以 下 の よ う な 薬 理 活 性 が あ る こ と が 分 か っ て い る
： 変 異 抑 制 効 果 (antimutation)、 肝 保 護 作 用 (hepatoprotection)、 抗 酸 化 作 用 、 弱 エ ス ト
ロ ゲ ン 様 効 果 、 細 胞 毒 性 効 果 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 阻 害 作 用 、 抗 炎 症 作 用 、 及 び 血 糖 上 昇
抑 制 効 果 。 こ の た め 、 従 来 、 バ ク チ オ ー ル は 様 々 な 分 野 で 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 例 え ば 、 特 許 文 献 １ に は 、 バ ク チ オ ー ル に は 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 阻 害 効 果 が あ り 、 皮 膚 の 美
白 効 果 を 有 す る 化 粧 品 に 使 用 で き る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 特 許 文 献 ２ ， ３ に は 、
バ ク チ オ ー ル に は 細 菌 発 育 阻 止 効 果 が あ り 、 口 腔 を 殺 菌 す る た め の 薬 剤 、 レ ジ オ ネ ラ 抑 制
剤 、 及 び 抗 Ｍ Ｒ Ｓ Ａ 抑 制 剤 と し て 使 用 で き る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 特 許 文 献 ４ に は 、 バ
ク チ オ ー ル に は 細 胞 毒 性 が あ り 、 鶏 眼 治 療 剤 と し て 使 用 で き る こ と が 開 示 さ れ て い る 。 さ
ら に 、 特 許 文 献 ５ に は 、 ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス 中 の 脂 質 が 骨 の 石 灰 化 に よ り 骨 強 度 を 増
強 す る の に 有 効 で あ る こ と が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 近 年 の 報 告 か ら 、 閉 経 後 の エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に よ る 骨 粗 鬆 症 を 治 療 す る 際 に エ ス
ト ロ ゲ ン を 使 用 す る と 、 女 性 患 者 が 乳 癌 に な る 可 能 性 が 増 加 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ
の た め 、 女 性 患 者 が 乳 癌 に な る 危 険 性 を 増 す こ と な く 、 閉 経 後 の エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に よ る
骨 粗 鬆 症 を 治 療 で き る 薬 剤 の 開 発 に 対 す る 必 要 性 が 強 く 存 在 す る 。 い う ま で も な く 、 乳 癌
、 さ ら に は 閉 経 後 の エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に よ る 骨 粗 鬆 症 を 治 療 で き る 薬 剤 も ま た 有 益 で あ る
。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 １ １ － ７ １ ２ ３ １ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ３ ２ ７ ５ ８ １ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ２ ３ ３ ７ ０ ７ 号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 平 ３ － ２ ０ ２ １ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 平 ７ － １ ０ ９ ２ ２ ５ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 骨 粗 鬆 症 、 特 に 閉 経 後 の エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に よ る 骨 粗 鬆 症 の 予 防 ま た
は 治 療 を 目 的 と す る バ ク チ オ ー ル ま た は バ ク チ オ ー ル を 含 む 抽 出 物 の 新 規 な 使 用 を 提 供 す
る こ と で あ る 。 こ の よ う な 新 規 な 使 用 の 一 実 施 態 様 と し て は 、 骨 粗 鬆 症 の 予 防 ま た は 治 療
を 目 的 と す る 薬 剤 組 成 物 が あ る 。 本 発 明 に よ る 薬 剤 組 成 物 は 、 骨 粗 鬆 症 の 予 防 ま た は 治 療
に バ ク チ オ ー ル ま た は バ ク チ オ ー ル を 含 む 抽 出 物 を 使 用 す る も の で あ り 、 こ の 際 、 薬 剤 組
成 物 は 、 局 所 的 に 使 用 さ れ て も 、 経 口 投 与 さ れ て も 、 注 射 に よ り 投 与 さ れ て も あ る い は 徐
放 性 で あ っ て も 、 い ず れ の 投 与 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 乳 癌 の 予 防 ま た は 治 療 に お け る バ ク チ オ ー ル ま た は バ ク チ オ ー ル
を 含 む 抽 出 物 の 使 用 を 提 供 す る こ と で あ る 。 こ の よ う な 使 用 の 一 実 施 態 様 と し て は 、 乳 癌
の 予 防 ま た は 治 療 を 目 的 と す る 薬 剤 組 成 物 が あ る 。 本 発 明 に よ る 薬 剤 組 成 物 は 、 上 記 を 目
的 と し て バ ク チ オ ー ル ま た は バ ク チ オ ー ル を 含 む 抽 出 物 を 使 用 す る も の で あ り 、 こ の 際 、
薬 剤 組 成 物 は 、 局 所 的 に 使 用 さ れ て も 、 経 口 投 与 さ れ て も 、 注 射 に よ り 投 与 さ れ て も ま た
は 徐 放 性 で あ っ て も 、 い ず れ の 投 与 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 目 的 と 達 成 す る た め に 鋭 意 検 討 を 行 な っ た 結 果 、 メ ス ラ ッ ト の 卵 巣
を 除 去 し て 、 エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 骨 粗 鬆 症 を 刺 激 し た 。 そ の 結 果 、 バ
ク チ オ ー ル は 、 少 な い 投 与 量 （ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） で 、 骨 の 再 吸 収 を 阻 害 す る こ と に よ る 骨 粗
鬆 症 の 治 療 効 果 が あ る こ と を 知 得 し た 。 こ の 知 見 は 、 ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス 中 の 脂 質 の
み が 骨 の 石 灰 化 を 促 進 し 、 骨 重 量 の 増 加 は 示 さ な い と い う 、 従 来 の 特 許 文 献 ７ （ 特 開 平 ７
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－ １ ０ ９ ２ ２ ５ 号 公 報 ） や Planta med. 62, 150-153 (1996)に 記 載 さ れ る 知 見 と は 、 異 な
る も の で あ る 。 骨 粗 鬆 症 の 最 良 の 治 療 法 は 、 薬 剤 が 骨 の 形 成 を 促 進 で き る お よ び ／ ま た は
骨 の 再 吸 収 を 阻 害 で き る こ と に あ る 。 バ ク チ オ ー ル の 機 能 は 、 骨 の 再 吸 収 の 予 防 及 び 治 療
に か か わ り の あ る エ ス ト ロ ゲ ン の 機 能 と 似 て お り 、 こ の 機 能 は 、 明 ら か に 、 脂 質 の 骨 石 灰
化 機 能 よ り 優 れ て い る と 考 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 以 下 の よ う な 動 物 試 験 を 行 な っ た 。 即 ち 、 in vitroで の 細 胞 培
養 試 験 か ら 、 バ ク チ オ ー ル は 、 低 濃 度 で も 、 乳 癌 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 効 果 を 有 す る こ と
を 知 得 し た 。 ま た 、 上 記 試 験 に お い て 、 下 記 で 詳 述 す る が 、 バ ク チ オ ー ル の ヒ ト 乳 癌 細 胞
成 長 の 阻 害 効 果 （ 細 胞 毒 性 効 果 ） は 、 Korean scholarに よ る ５ 種 の 異 な る ヒ ト 癌 細 胞 で の
バ ク チ オ ー ル の 効 果 （ 細 胞 毒 性 効 果 ） （ Ｉ Ｃ ５ ０ が 、 １ ０ ～ １ ５ μ ｇ ／ ｃ ｃ ） が 相 違 す る
(Arch. Pharm. Res. 15, 356-359 (1992))も の で あ っ た 。 こ れ か ら 、 Korean scholarに よ
る 知 見 で は 、 こ れ ら の ５ 種 の 癌 細 胞 の 平 均 阻 害 濃 度 は １ ０ ～ １ ５ μ ｇ ／ ｃ ｃ と 狭 い 範 囲 内
に あ る こ と か ら 、 バ ク チ オ ー ル の 細 胞 毒 性 は こ れ ら の ５ 種 の 癌 細 胞 に 対 し て は 選 択 的 で な
い が 、 ヒ ト 乳 癌 細 胞 で は そ の 成 長 を 選 択 的 に 阻 害 し 、 こ れ に よ り バ ク チ オ ー ル は 乳 癌 の 治
療 ま た は 予 防 剤 と し て の 使 用 に 適 す る こ と を 知 得 し た 。 な お 、 上 記 Korean scholarに よ る
研 究 に は 、 ヒ ト 乳 癌 細 胞 は 含 ま れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 他 の 視 点 で は 、 閉 経 後 の 骨 粗 鬆 症 の 治 療 に エ ス ト ロ ゲ ン を 使 用 す る こ と に よ り 、 乳 癌 の
危 険 性 が 増 加 す る 。 バ ク チ オ ー ル は 、 骨 粗 鬆 症 を 予 防 ま た は 治 療 す る 効 果 、 さ ら に は 乳 癌
細 胞 へ の 毒 性 効 果 を 有 す る 。 ゆ え に 、 バ ク チ オ ー ル は 、 女 性 の 乳 癌 ／ 骨 粗 鬆 症 を 予 防 ま た
は 治 療 す る 薬 剤 と し て 使 用 で き る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 来 の 技 術 で は 、 オ ラ ン ダ ビ ユ (Psoralea corylifolia)の 抽 出 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 脂 質 及 び バ ク チ オ ー ル に 分 離 で き る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 こ
れ ら の 化 学 特 性 が 異 な る た め 、 こ れ ら は 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｔ Ｌ Ｃ ） を 用 い る こ と
に よ っ て 容 易 に 分 離 で き 、 さ ら に 、 脂 質 は Ｕ Ｖ ラ ン プ 下 で は 見 え な い が ヨ ウ 素 蒸 気 に よ っ
て 検 出 で き 、 バ ク チ オ ー ル は Ｕ Ｖ ラ ン プ に よ っ て 容 易 に 検 出 で き る 。 し た が っ て 、 下 記 実
施 例 １ に 詳 述 さ れ る よ う に 、 脂 質 お よ び ／ ま た は バ ク チ オ ー ル を 分 離 ・ 精 製 す る の に 、 一
種 の 溶 出 剤 を 使 用 す る だ け で よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 す な わ ち 、 上 記 諸 目 的 は 、 女 性 の 骨 粗 鬆 症 を 予 防 ま た は 治 療 す る の に 有 効 な 量 の 、 下 記
式 （ Ｉ ） ：
【 ０ ０ １ ２ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ３ 】
の バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で き る エ ス テ ル 若 し く は 塩 、 及 び 製 薬 上 許 容 で き る
担 体 ま た は 希 釈 剤 を 含 む 、 女 性 の 骨 粗 鬆 症 を 予 防 ま た は 治 療 す る こ と を 目 的 と す る 薬 剤 組
成 物 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 好 ま し い 形 態 と し て は 、 下 記 が あ る が 、 本 発 明 は 以 下 に 制 限 さ れ る も の
で は な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 （ １ ） 女 性 患 者 の 骨 粗 鬆 症 、 特 に 閉 経 後 の エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に よ る 骨 粗 鬆 症 の 予 防 ま た
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は 治 療 、 特 に 治 療 を 目 的 と す る 薬 剤 の 製 造 に お け る 、 下 記 式 （ Ｉ ） の バ ク チ オ ー ル ま た は
そ の 製 薬 上 許 容 で き る エ ス テ ル 若 し く は 塩 の 、 活 性 成 分 と し て の 使 用 。
【 ０ ０ １ ６ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ７ 】
　 （ ２ ） 上 記 薬 剤 と し て の 式 （ Ｉ ） の バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で き る エ ス テ ル
若 し く は 塩 が 、 局 所 適 用 さ れ る 、 注 射 に よ り 投 与 さ れ る 、 経 口 投 与 さ れ る 、 ま た は 徐 放 性
の 投 与 形 態 で あ る 、 上 記 （ １ ） に 記 載 の 使 用 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 （ ３ ） 該 薬 剤 が 経 口 投 与 さ れ る 、 上 記 （ ２ ） に 記 載 の 使 用 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 （ ４ ） 女 性 の 骨 粗 鬆 症 、 特 に 閉 経 後 の エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に よ る 骨 粗 鬆 症 を 治 療 ま た は 予
防 す る 、 特 に 治 療 す る の に 有 効 な 量 の 、 上 記 式 （ Ｉ ） の バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許
容 で き る エ ス テ ル 若 し く は 塩 （ 活 性 成 分 と し て ） 、 及 び 製 薬 上 許 容 で き る 担 体 ま た は 希 釈
剤 を 含 み 、 バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で き る エ ス テ ル 若 し く は 塩 の 含 量 は 薬 剤 組
成 物 に 対 し て ５ ～ ９ ５ 重 量 ％ で あ り 、 か つ ソ ラ レ ン 及 び イ ソ ソ ラ レ ン を 実 質 的 に 含 ま な い
、 女 性 患 者 の 骨 粗 鬆 症 、 特 に 閉 経 後 の エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に よ る 骨 粗 鬆 症 を 治 療 ま た は 予 防
す る 、 特 に 治 療 す る こ と を 目 的 と す る 薬 剤 組 成 物 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 （ ５ ） １ 回 の 投 与 当 た り 、 １ ～ ３ ０ ０ ｍ ｇ の バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で き る
エ ス テ ル 若 し く は 塩 を 含 む 、 上 記 （ ４ ） に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 （ ６ ） 該 薬 剤 組 成 物 は 、 局 所 適 用 さ れ る 、 注 射 に よ り 投 与 さ れ る 、 経 口 投 与 さ れ る 、 ま
た は 徐 放 性 の 投 与 形 態 で あ る 、 上 記 （ ４ ） ま た は （ ５ ） に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 （ ７ ） 該 式 （ Ｉ ） の バ ク チ オ ー ル は 、 ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psoraleae fructus)か
ら 調 製 さ れ る 、 上 記 （ ４ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 （ ８ ） 該 式 （ Ｉ ） の バ ク チ オ ー ル は 、
　 （ ｉ ） ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psoraleae fructus)を 有 機 溶 剤 で 抽 出 し ；
　 （ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ） の 抽 出 段 階 で 得 ら れ た 溶 液 を 濃 縮 し ； さ ら に
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ） の 段 階 で 得 ら れ た 濃 縮 液 を シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分
離 し て 、 バ ク チ オ ー ル は 含 む が ソ ラ レ ン 及 び イ ソ ソ ラ レ ン を 実 質 的 に 含 ま な い 抽 出 物 を 得
る
段 階 に よ っ て 得 ら れ る 、 上 記 （ ７ ） に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 （ ９ ） 該 薬 剤 組 成 物 は 、 経 口 投 与 形 態 で あ る 、 上 記 （ ９ ） に 記 載 の 薬 剤 組 成 物 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 バ ク チ オ ー ル は 骨 容 積 及 び 見 か け の 骨 密 度 を 増 加 さ せ る た め 、 本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 は 、
女 性 の 骨 粗 鬆 症 の 予 防 ま た は 治 療 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 バ ク チ オ ー ル は ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 の
成 長 を 選 択 的 に か つ 強 力 に 阻 害 す る た め 、 本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 は 、 女 性 の 乳 癌 の 予 防 ま た
は 治 療 に も 有 用 で あ る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 女 性 の 骨 粗 鬆 症 を 予 防 ま た は 治 療 す る の に 有 効 な 量 の 、 下 記 式 （ Ｉ ） ：
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ８ 】
の バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で き る エ ス テ ル 若 し く は 塩 、 及 び 製 薬 上 許 容 で き る
担 体 ま た は 希 釈 剤 を 含 む 、 女 性 の 骨 粗 鬆 症 、 特 に 閉 経 後 の エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に よ る 骨 粗 鬆
症 を 予 防 ま た は 治 療 す る 、 特 に 治 療 す る こ と を 目 的 と す る 薬 剤 組 成 物 に 関 す る も の で あ る
。 な お 、 本 発 明 で は 、 バ ク チ オ ー ル は 、 バ ク チ オ ー ル そ の も の で あ っ て も よ い が 、 以 下 で
述 べ る よ う な 、 ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psoraleae fructus)の 抽 出 に よ る 、 バ ク チ オ ー
ル を 含 む 抽 出 物 の 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 式 （ Ｉ ） の バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で き る エ ス テ ル 若 し く
は 塩 の 含 量 は 、 骨 容 積 及 び 見 か け の 骨 密 度 を 増 加 す る よ う な 量 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い
が 、 組 成 物 に 対 し て 、 ５ ～ ９ ５ 重 量 ％ で あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 式 （ Ｉ ） の バ ク チ オ
ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で き る エ ス テ ル 若 し く は 塩 は 、 １ 回 の 投 与 当 た り 、 １ ～ ３ ０ ０
ｍ ｇ の 量 が 投 与 さ れ る よ う 、 薬 剤 組 成 物 中 に 含 ま れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 で は 、 バ ク チ オ ー ル ま た は そ の 製 薬 上 許 容 で き る エ ス テ ル 若 し く は 塩 に 骨
容 積 及 び 見 か け の 骨 密 度 の 増 加 効 果 が あ る た め 、 本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 は 、 式 （ Ｉ ） の バ ク
チ オ ー ル を 純 粋 な 形 態 で 含 む こ と が 好 ま し く 、 例 え ば 、 ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psorale
ae fructus)の 抽 出 に よ る 、 バ ク チ オ ー ル を 含 む 抽 出 物 の 形 態 で あ る い は こ の 抽 出 物 か ら
精 製 さ れ た 形 態 で 使 用 す る 場 合 な ど で は 、 他 の 成 分 、 特 に ソ ラ レ ン 及 び イ ソ ソ ラ レ ン を 実
質 的 に 含 ま な い こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 の 投 与 経 路 は 、 経 口 ま た は 腸 管 外 い ず れ の 投 与 経 路 で あ っ て も よ い
が 、 好 ま し く は 局 所 適 用 、 経 口 投 与 、 注 射 、 ま た は 徐 放 性 の 投 与 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に よ る バ ク チ オ ー ル は 、 い ず れ の 源 よ り 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 調 製 で き る が 、 ソ
ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psoraleae fructus)か ら 調 製 さ れ る こ と が 好 ま し く 、 特 に 、 （ ｉ
） ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psoraleae fructus)を 有 機 溶 剤 で 抽 出 し ； （ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ
） の 抽 出 段 階 で 得 ら れ た 溶 液 を 濃 縮 し ； さ ら に （ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ） の 段 階 で 得 ら れ た
濃 縮 液 を シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 離 し て 、 バ ク チ オ ー ル は 含 む が ソ ラ レ ン 及 び
イ ソ ソ ラ レ ン を 実 質 的 に 含 ま な い 抽 出 物 を 得 る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
上 記 方 法 で 使 用 さ れ る バ ク チ オ ー ル を 含 む 薬 剤 組 成 物 は 経 口 投 与 形 態 で あ る こ と が 特 に 好
ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 一 実 施 態 様 に よ る バ ク チ オ ー ル を 含 む 抽 出 物 の 調 製 方 法 と し て は
、 下 記 段 階 （ ａ ） 及 び （ ｂ ） を 有 す る 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 （ ａ ） ｎ － ヘ キ サ ン 、 ア セ ト ン 、 酢 酸 エ チ ル 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 お よ び こ れ ら
の 混 合 液 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 有 機 溶 剤 を 用 い て 、 粉 砕 に よ っ て 粉 末 形 態 で あ る ソ ラ
レ ア エ 　 フ ル ク タ ス (Psoraleae fructus)を 抽 出 す る 段 階 ；
　 （ ｂ ） 上 記 （ ａ ） の 抽 出 段 階 で 得 ら れ る 溶 液 を 濃 縮 し 、 溶 出 剤 と し て ｎ － ヘ キ サ ン 及 び
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酢 酸 エ チ ル の 混 合 溶 液 （ ｎ － ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル ＝ ９ ： １ ） を 用 い て 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ
ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で こ の 濃 縮 液 を 分 離 し て 、 （ １ ） 脂 質 を 含 む 溶 出 液 、 及 び （ ２ ） バ
ク チ オ ー ル を 含 む 溶 出 液 を 順 次 得 る 、 ま た は （ １ ） 脂 質 及 び （ ２ ） バ ク チ オ ー ル を 含 む 溶
出 液 を 集 め る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 上 記 段 階 （ ｂ ） に お い て 、 濃 縮 後 は 、 溶 出 液 は 、 バ ク チ オ ー ル を 含 む 抽 出 物 、 ま た は （
１ ） 脂 質 及 び （ ２ ） バ ク チ オ ー ル を 含 む 抽 出 物 に な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 記 段 階 （ ｂ ） で 得 ら れ る 溶 出 液 は 、 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｔ Ｌ Ｃ ） に よ っ て 同 定
で き る 。 こ の 際 、 Ｔ Ｌ Ｃ の 移 動 相 と し て は 、 ｎ － ヘ キ サ ン 及 び 酢 酸 エ チ ル の 混 合 溶 液 （ ｎ
－ ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル ＝ ９ ： １ ） を 用 い 、 溶 出 液 を 発 色 し て 、 Ｕ Ｖ ラ ン プ ま た は ヨ ウ 素
蒸 気 を 用 い て 、 脂 質 及 び バ ク チ オ ー ル が 同 定 で き る 。 脂 質 を 含 む 溶 出 液 に 関 す る ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 値 （ Ｒ ｆ ） は 、 ０ ． ２ ９ 超 （ Ｒ ｆ ＞ ０ ． ２ ９ ） で あ り 、 バ ク チ オ ー ル を 含 む 溶
出 液 に 関 す る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 値 （ Ｒ ｆ ） は 、 ０ ． ２ ９ （ Ｒ ｆ ＝ ０ ． ２ ９ ） で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 を よ り 理 解 す る た め に 、 下 記 実 施 例 を 参 照 し な が ら 本 発 明 を 説 明 す る が 、 下 記 実
施 例 は 詳 細 に 説 明 す る た め の も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 実 施 例 １
　 ３ ０ ０ ｇ の ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス 粉 末 を 、 ２ ． ４ リ ッ ト ル の ア セ ト ン で 抽 出 し 、 こ の
混 合 物 を 固 相 及 び 液 相 に 分 け た 。 上 記 抽 出 及 び 固 体 ／ 液 体 の 分 離 を 、 ３ 回 繰 り 返 し た 。 濾
液 を 合 わ せ て 、 溶 剤 を 留 去 す る こ と に よ り 、 ７ ２ ． １ １ ｇ の 油 状 抽 出 物 を 得 た 。 ２ ２ ｇ の
油 状 抽 出 物 を 、 ３ ０ ０ ｇ の シ リ カ ゲ ル (Merck Co., Silica gel 60, mesh 70-230)を 充 填
し た シ リ カ ゲ ル カ ラ ム （ ９ ． ６ × ２ ５ ｃ ｍ ） で 分 離 し た 。 ｎ － ヘ キ サ ン ／ 酢 酸 エ チ ル （ ９
： １ ） の 混 合 液 、 ア セ ト ン 、 及 び メ タ ノ ー ル を 、 順 次 溶 出 液 と し て 用 い て 、 カ ラ ム を 溶 出
し た 。 最 初 に 、 ２ ５ 本 の ｎ － ヘ キ サ ン ／ 酢 酸 エ チ ル （ ９ ： １ ） に よ る 溶 出 液 の 入 っ た 瓶 を
カ ラ ム か ら 集 め た 。 次 に 、 ア セ ト ン に よ る 溶 出 液 の 入 っ た 瓶 １ ０ 本 （ ２ ６ ～ ３ ５ 番 目 ） を
カ ラ ム か ら 集 め た 後 、 メ タ ノ ー ル に よ る 溶 出 液 の 入 っ た 瓶 １ ０ 本 （ ３ ６ ～ ４ ５ 番 目 ） を カ
ラ ム か ら 集 め た 。 こ の 際 、 ３ ０ ０ ｍ ｌ の 溶 出 液 ご と に （ 即 ち 、 １ 本 の 瓶 当 た り 、 ３ ０ ０ ｍ
ｌ ） と な る よ う に 、 溶 出 液 を そ れ ぞ れ 集 め た 。 こ の 溶 出 液 を シ リ カ ゲ ル の 薄 層 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー （ Ｔ Ｌ Ｃ ） で 、 Ｕ Ｖ ラ ン プ ま た は ヨ ウ 素 蒸 気 を 用 い て ｎ － ヘ キ サ ン ／ 酢 酸 エ チ ル
（ ９ ： １ ） の 混 合 液 に よ っ て 発 色 さ せ て 、 同 定 し た 。 Ｔ Ｌ Ｃ で 分 析 し て 同 様 の 成 分 で あ る
と さ れ た 成 分 を 含 む 溶 出 液 の 入 っ て い る 瓶 を 合 わ せ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 １ ～ ７ 番 目 の 瓶 に 入 っ た 溶 出 液 は 、 Ｔ Ｌ Ｃ プ レ ー ト で は Ｕ Ｖ 吸 収 を 示 す ス ポ ッ ト は な い
こ と か ら 、 こ の 溶 出 液 は 脂 質 を 含 ん で い た こ と が 分 か る 。 １ ～ ７ 番 目 の 瓶 に 入 っ た 溶 出 液
を 合 わ せ て 、 濃 縮 し て 、 ６ ． １ １ ６ ｇ の 油 状 物 質 を 得 た 。 次 に 、 ８ ～ ２ ０ 番 目 の 瓶 に 入 っ
た 溶 出 液 は 、 Ｔ Ｌ Ｃ プ レ ー ト で Ｕ Ｖ 吸 収 を 示 す ス ポ ッ ト を １ つ だ け 示 し た （ Ｒ ｆ ＝ ０ ． ２
９ ） 。 ８ ～ ２ ０ 番 目 の 瓶 に 入 っ た 溶 出 液 を 合 わ せ て 、 濃 縮 し て 、 ４ ． ５ ４ ３ ｇ の 油 状 の バ
ク チ オ ー ル を 得 た 。 ２ １ ～ ４ ５ 番 目 の 瓶 に 入 っ た 溶 出 液 は 、 バ ク チ オ ー ル を 含 ま ず 、 こ れ
ら を 合 わ せ て 、 濃 縮 し て 、 １ １ ． ０ ４ ｇ の 物 質 を 得 た 。 上 記 デ ー タ か ら 、 以 下 の こ と が 示
さ れ る ： １ ｋ ｇ の オ ラ ン ダ ビ ユ (Psoralea corylifolia)当 た り 、 ト ー タ ル ２ ４ ０ ． ３ ６ ｇ
の 抽 出 物 が 得 ら れ た 、 即 ち 、 抽 出 効 率 は ２ ４ ． ０ ４ ％ で あ っ た 。 こ の ２ ４ ０ ． ３ ６ ｇ の 抽
出 物 に は 、 ６ ６ ． ８ ２ ｇ の 脂 質 （ ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス に 対 し て 、 ６ ． ６ ８ 重 量 ％ ） 、
４ ９ ． ６ ４ ｇ の バ ク チ オ ー ル （ ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス に 対 し て 、 ４ ． ９ ６ 重 量 ％ ） 、 及
び １ ２ ３ ． ９ ｇ の 他 の ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス 成 分 （ ソ ラ レ ア エ 　 フ ル ク タ ス に 対 し て 、
１ ２ ． ４ ％ の 抽 出 効 率 ） が 含 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 バ ク チ オ ー ル の 構 造 は 下 記 デ ー タ の よ う に 同 定 さ れ た ：
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【 ０ ０ ４ １ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ２ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 実 施 例 ２ ： バ ク チ オ ー ル の in vitroで の 細 胞 毒 性 試 験
　 材 料 ： Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ 培 地 ） 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ （ 培 地 ） 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ
ト マ イ シ ン 及 び Ｆ Ｂ Ｓ （ ウ シ 胎 児 血 清 ） は 、 Gibco (NY, USA)か ら 得 た 。 培 養 用 プ ラ ス チ
ッ ク 製 品 は 、 Corning (MA, USA)か ら 得 た 。 タ モ キ シ フ ェ ン は 、 Sigma-Aldrich (MO, USA)
か ら 得 、 Ｃ Ｃ Ｋ － ８ （ 細 胞 計 測 キ ッ ト 、 新 し い 水 溶 性 テ ト ラ ゾ リ ウ ム 塩 ） は 、 Dojindo Mo
lecular Technologies (MD, USA)を 得 た 。 使 用 さ れ る 他 の 全 て の 化 学 薬 品 は 、 試 薬 グ レ ー
ド で あ り 、 Sigmaま た は E. Merck (Germany)か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 細 胞 系 及 び 細 胞 培 養 物 ： ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 Ｔ ４ ７ Ｄ 及 び Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ ２ ３ １ は 、 American
 Type Culture Collection（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） か ら 得 た 。 こ れ ら の ２ 種 の 癌 細 胞 の う ち 、 Ｔ ４ ７
Ｄ は エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー 陽 性 で あ り 、 ま た 、 Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ ２ ３ １ は エ ス ト ロ ゲ ン レ セ
プ タ ー 陰 性 で あ る 。 細 胞 は 、 Ｔ ４ ７ Ｄ 細 胞 で は 、 １ ０ ％ チ ャ ー コ ー ル － デ キ ス ト ラ ン 処 理
済 み ウ シ 胎 児 血 清 (charcoal-dextran stripped fetal bovine serum)を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地
で 、 お よ び Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ ２ ３ １ 細 胞 で は 、 １ ０ ％ チ ャ ー コ ー ル － デ キ ス ト ラ ン 処 理 済 み ウ
シ 胎 児 血 清 を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 で 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ で ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 細 胞 の 増 殖 を 、 ト リ
パ ン ブ ル ー 排 除 (trypan blue exclusion)で 生 存 細 胞 を 計 測 す る こ と に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ ： ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 細 胞 懸 濁 液 １ ９ ８ μ ｌ （ １ ウ ェ ル 当 た り 、
Ｔ ４ ７ Ｄ で は 、 ２ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 、 お よ び Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ ２ ３ １ で は １ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ） を
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分 注 し 、 湿 潤 化 し た ５ ％ Ｃ Ｏ ２ で ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で ２ ４ 時 間 予 め プ レ ー ト を
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 様 々 な 濃 度 の タ モ キ シ フ ェ ン 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た バ ク チ オ
ー ル 及 び Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ （ コ ン ト ロ ー ル 群 ） ２ μ ｌ を 、 プ レ ー ト の 培 養 液 中 に 添 加 し 、 各 濃 度 で
６ 回 ず つ 上 記 操 作 を 繰 り 返 し た 。 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー タ ー で ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 後 、 培 養 液 を 吸 引 に よ り 除 去 し 、 新 鮮 な 培 地 （ １ ０ ０ μ ｌ ） を 添 加 し て 、 さ ら に １ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 、 ５ μ ｌ の Ｃ Ｃ Ｋ － ８ 溶 液 を 添 加 し 、 こ の
プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー タ ー で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ リ ー ダ ー を 用 い て
４ ５ ０ ｎ ｍ で 吸 光 度 を 測 定 し た 。 様 々 な 濃 度 で の 試 験 材 料 の 細 胞 毒 性 を 、 コ ン ト ロ ー ル 群
（ 試 験 材 料 を 用 い な い も の 、 正 味 の 成 長 率 ＝ １ ０ ０ ％ ） に 対 す る 、 細 胞 の 正 味 の 成 長 率 （
％ ） と し て 評 価 し た 。 試 験 材 料 の 用 量 － 応 答 曲 線 を 作 成 し 、 細 胞 の 成 長 の ５ ０ ％ を 阻 害 す
る 試 験 材 料 の 濃 度 と し て 、 Ｉ Ｃ ５ ０ 値 を 算 出 し た 。 バ ク チ オ ー ル の 細 胞 毒 性 の 結 果 を 下 記
表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 表 １ に 示 さ れ る よ う に 、 ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 Ｔ ４ ７ Ｄ 及 び Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ ２ ３ １ に 対 す る バ ク
チ オ ー ル の Ｉ Ｃ ５ ０ 濃 度 は 、 そ れ ぞ れ 、 ５ ． ０ ０ 及 び ０ ． ６ ２ μ ｇ ／ ｃ ｃ で あ る 。 ヒ ト 乳
癌 細 胞 （ Ｔ ４ ７ Ｄ ／ Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ ２ ３ １ ） に 対 す る バ ク チ オ ー ル の Ｉ Ｃ ５ ０ 濃 度 が 上 記 し
た よ う な 値 で あ る の に 対 し て 、 ５ 種 の 異 な る ヒ ト 癌 細 胞 、 肺 （ Ａ ５ ４ ９ ） 、 卵 巣 （ Ｓ Ｋ －
Ｏ Ｖ － ３ ） 、 皮 膚 （ Ｓ Ｋ － Ｍ Ｅ Ｌ － ２ ） 、 中 枢 神 経 系 （ Ｘ Ｆ ４ ９ ８ ） 、 及 び 大 腸 （ Ｈ Ｃ Ｔ
） で は 、 平 均 阻 害 濃 度 （ Ｉ Ｃ ５ ０ ） が １ ０ ～ １ ５ μ ｇ ／ ｃ ｃ の バ ク チ オ ー ル (Arch. Pharm
. Res. 15, 356-359 (1992))で あ る こ と か ら 、 バ ク チ オ ー ル は 、 ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 の 成 長 を
選 択 的 に か つ 強 力 に 阻 害 す る こ と が 示 さ れ る 。 さ ら に 、 バ ク チ オ ー ル は 、 ヒ ト 乳 癌 に 対 し
て 臨 床 で 使 用 さ れ て い る 薬 剤 で あ る 、 タ モ キ シ フ ェ ン に 比 べ て 、 ヒ ト 乳 癌 に 細 胞 系 の 成 長
を よ り 有 効 に 阻 害 し て い る こ と も ま た 、 表 １ か ら 分 か る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 実 施 例 ３
　 本 実 施 例 は 、 骨 粗 鬆 症 を 治 療 す る 際 の バ ク チ オ ー ル の 有 効 性 を 示 す こ と を 目 的 と す る 。
こ の 際 、 メ ス ラ ッ ト の 卵 巣 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に よ っ て 生 じ る 骨 粗 鬆 症 を 刺 激 す る た め
に 取 り 除 い た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 動 物 実 験
　 １ ６ 週 齢 の メ ス の Wistar系 ラ ッ ト （ 他 の 実 験 で も 、 特 記 し な い 限 り 、 同 様 の 動 物 を 使 用
し た ） は 、 台 湾 タ イ ペ イ 所 在 の 動 物 の 飼 育 セ ン タ ー で あ る 、 National Scientific Counci
lか ら 得 た 。 ラ ッ ト か ら の 生 理 学 的 応 答 の 変 動 を 各 群 毎 に 平 等 に 分 類 で き る よ う に 、 こ れ
ら の ラ ッ ト を 体 重 が 同 じ に な る よ う に グ ル ー プ 分 け し た 。 こ れ ら の ラ ッ ト を 以 下 の よ う な
群 に 分 け た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 薬 剤 を 加 え な い 飼 料 を 与 え た 標 準 群 （ ｎ ＝ ８ ） ；
　 薬 剤 を 加 え な い 飼 料 を 与 え た 擬 似 手 術 群 （ Ｓ ｈ ａ ｍ ） （ ｎ ＝ １ ０ ） ；
　 薬 剤 を 加 え な い 飼 料 を 与 え た 卵 巣 摘 出 術 群 （ Ｏ Ｖ Ｘ ） （ ｎ ＝ ８ ） ：
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た バ ク チ オ ー ル （ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） を 加 え た 飼 料 を 与 え た 卵 巣 摘 出 術 群
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（ Ｏ Ｖ Ｘ ＋ Ａ ） （ ｎ ＝ ９ ） ；
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た バ ク チ オ ー ル （ １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） を 加 え た 飼 料 を 与 え た 卵 巣 摘 出 術
群 （ Ｏ Ｖ Ｘ ＋ Ｂ ） （ ｎ ＝ ９ ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 卵 巣 摘 出 術 （ 卵 巣 の 切 除 の 手 術 ） ： 卵 巣 摘 出 は 、 Wronski et al (Wronski et al, Endo
crinology, 123(2), 681-86 (1988))に 記 載 さ れ る の と 同 様 の プ ロ ト コ ル を 用 い て 誘 導 さ
れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 実 験 中 、 ラ ッ ト を 、 １ ２ 時 間 暗 室 に な る よ う な サ イ ク ル で ２ １ ℃ で ２ 群 で 懸 垂 型 の 格 子
ケ ー ジ (hanging grid cage)で 飼 育 し た 。 飼 料 （ ラ ッ ト － マ ウ ス 用 飼 料 Ｉ Ｉ Ｉ (Rat-mouse 
diet III)、 １ ％ の カ ル シ ウ ム 含 量 及 び １ ． ２ ％ の リ ン 酸 塩 含 量 で 十 分 、 Purina, USA） を
、 実 験 群 と コ ン ト ロ ー ル 群 と で 対 に 与 え る こ と に よ っ て 投 与 し た 。 対 給 餌 (pair-feeding)
を 、 Sham群 の 飼 料 の 平 均 摂 取 量 を 算 出 す る こ と に よ っ て 行 な っ た 。 こ の よ う に し て 、 次 の
日 に 同 量 の 飼 料 を Ｏ Ｖ Ｘ 、 Ｏ Ｖ Ｘ ＋ Ａ （ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） 、 Ｏ Ｖ Ｘ ＋ Ｂ （ １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ）
群 の 動 物 に 与 え た 。 標 準 群 は 卵 巣 摘 出 術 ま た は 擬 似 手 術 の ま さ に そ の 日 に 殺 す 以 外 は 、 こ
れ ら の 動 物 に ２ ヶ 月 間 給 餌 し た 。 Ｏ Ｖ Ｘ ＋ Ａ 及 び Ｏ Ｖ Ｘ ＋ Ｂ 群 の ラ ッ ト に は 、 特 定 量 の バ
ク チ オ ー ル （ 化 合 物 Ａ 及 び Ｂ ） を そ れ ぞ れ 加 え た 以 外 は 一 般 的 な フ ー ド ・ チ ャ ッ ク (food 
chuck)を 与 え た 。 水 は す べ て の ラ ッ ト に 自 由 に 与 え た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 試 験 薬 剤 の 投 与
　 ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 及 び １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 投 与 量 に な る よ う に 、 試 験 薬 剤 （ 実 施 例 １ で 得 ら れ
た バ ク チ オ ー ル ） を 秤 量 し 、 こ れ を 一 般 的 な フ ー ド ・ チ ャ ッ ク (food chuck)粉 末 中 に 加 え
て 、 １ ０ ％ デ ン プ ン ペ ー ス ト と 混 ぜ た 。 十 分 混 ぜ た 後 、 こ れ ら の チ ャ ッ ク 粉 末 を 手 で 塊 に
し て 、 空 気 循 環 式 の オ ー ブ ン (air flow oven)で 乾 燥 し た 。 薬 剤 が 添 加 さ れ た 飼 料 を 単 純
盲 検 法 に よ っ て ラ ッ ト に 与 え た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 in vivoで の 骨 の 標 識 付 け (bone labelling)方 法 及 び 骨 の 組 織 形 態 学 的 な 評 価
　 本 標 識 付 け 及 び 骨 の 組 織 形 態 学 的 な 評 価 は 、 骨 の 研 究 で 標 準 的 な 方 法 (Lin et al, Calc
if. Tissue Int., 67, 373-377 (2000))を 基 に 行 な っ た 。 試 料 を 、 ビ リ ャ ヌ エ バ 骨 染 料 (V
illanueva bone stain） で 予 め 染 色 し た 後 、 脱 灰 し 、 ロ ン ド ン レ ジ ン (London resin)中 に
包 埋 し た 。 ７ μ ｍ 厚 の 脱 灰 し な か っ た 切 片 を 、 Ｊ ｕ ｎ ｇ － Ｋ ミ ク ロ ト ー ム (Jung-K microt
ome)(Leica Ltd, USA)を 用 い て 切 断 し 、 ビ リ ャ ヌ エ バ 染 料 で 処 理 し て 、 光 学 顕 微 鏡 下 で 観
察 し た 。 ７ μ ｍ 厚 の 未 染 色 の 切 片 を 、 蛍 光 顕 微 鏡 用 に 調 製 し 、 オ ス テ オ メ ジ ャ ー プ ロ グ ラ
ム (program Osteomeasure)(3.0 version, Atlanta, USA)で 評 価 し た 。 Lin et al. (Lin e
t al, Calcif. Tissue Int., 67, 373-377 (2000))に 従 っ て 、 骨 容 積 （ 図 １ ） 及 び 浸 食 面
パ ラ メ ー タ ー （ 図 ３ ） を 得 た 。 な お 、 本 実 験 は 、 the Animal Center及 び IAACU, National
 Defense Medical Center, National Defense University, Taipei, Taiwanの 特 別 な プ ロ
ジ ェ ク ト ラ イ セ ン ス の 下 で 行 な わ れ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 見 か け の 骨 密 度 の 測 定
　 剖 検 後 、 脛 骨 及 び 大 腿 骨 全 体 か ら 、 付 着 し て い る 筋 肉 及 び 靭 帯 か ら 剥 離 し た 。 見 か け の
骨 密 度 の 測 定 は 、 デ ン シ ト メ ト リ ー フ レ ー ム (densitometry frame)を 備 え た 電 子 秤 で ア ル
キ メ デ ス の 浮 力 に 関 す る 原 理 (Archimedes floating principle)に 基 づ い て 行 な っ た  (Dan
ielsen et al., Calcif. Tissue Int., 52, 26-33 (1993))。 空 気 中 で 測 定 さ れ た 骨 の 重
量 を 、 「 Ｗ － ａ ｉ ｒ 」 と 記 載 す る 。 ま た 、 水 中 で 同 様 に し て 秤 量 し た 骨 の 重 量 を 、 「 Ｗ －
ｗ ａ ｔ ｅ ｒ 」 と 記 載 す る 。 見 か け の 骨 密 度 は 、 式 ： （ Ｗ － ａ ｉ ｒ ） ／ ［ （ Ｗ － ａ ｉ ｒ ） －
（ Ｗ － ｗ ａ ｔ ｅ ｒ ） ］ （ ｇ ｍ ／ ｃ ｍ ３ ） と し て 算 出 さ れ た （ 図 ２ 、 脛 骨 の 見 か け の 骨 密 度
） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 デ ー タ 分 析
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　 こ れ ら の 結 果 は 平 均 値 及 び 標 準 偏 差 （ Ｓ ． Ｄ ． ） で 表 わ さ れ 、 さ ら に デ ー タ を 加 工 す る
た め に 、 Ｓ Ｐ Ｓ Ｓ 　 ８ ． ０ の 統 計 学 的 な パ ッ ケ ー ジ (statistical package of SPSS 8.0)(
SPSS Inc, Chicago, USA)に 移 し た 。 有 意 差 が あ る こ と が 示 さ れ た 後 、 Bonferonni有 意 差
法 (Bonferonni significant difference method)を 、 一 方 向 Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ (one-way ANOVA)
で の 複 数 比 較 を 試 験 す る ｐ ｏ ｓ ｔ Ｈ ｏ ｃ で 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 図 １ 及 び 図 ２ か ら 、 Ｏ Ｖ Ｘ 群 （ 薬 剤 を 添 加 し て い な い も の を 与 え た 群 ） に 比 べ て 、 Ｏ Ｖ
Ｘ ＋ Ａ 群 及 び Ｏ Ｖ Ｘ ＋ Ｂ 群 （ バ ク チ オ ー ル 添 加 し た も の を 与 え た 群 ） で 測 定 し た 骨 容 積 及
び 見 か け の 骨 密 度 は 、 そ れ ぞ れ 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ 及 び ｐ ＜ ０ ． ０ ５ の 統 計 学 的 な 有 意 差 を
も っ て 増 加 す る こ と が 示 さ れ る 。 し た が っ て 、 バ ク チ オ ー ル は 、 閉 経 後 の エ ス ト ロ ゲ ン 欠
乏 に よ っ て 生 じ る 骨 粗 鬆 症 を 治 療 す る の に 有 効 で あ る と 考 え ら れ る 。 骨 粗 鬆 症 の 治 療 に お
け る バ ク チ オ ー ル の 有 効 性 の メ カ ニ ズ ム は 、 浸 食 面 の パ ラ メ ー タ ー に よ っ て 確 認 で き る 。
図 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｏ Ｖ Ｘ ＋ Ａ 群 及 び Ｏ Ｖ Ｘ ＋ Ｂ 群 （ バ ク チ オ ー ル 添 加 し た も の を 与
え た 群 ） の ラ ッ ト は 、 Ｏ Ｖ Ｘ 群 （ 薬 剤 を 添 加 し て い な い も の を 与 え た 群 ） の ラ ッ ト に 比 べ
て 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ で 破 骨 細 胞 に よ る 骨 の 浸 食 を 阻 害 す る （ 骨 の 再 吸 収 を 誘 導 す る ） こ と
が 分 か る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
 
　 本 発 明 を 上 記 し た よ う に 説 明 し て き た が 、 本 発 明 の 概 念 を 逸 脱 し な い 限 り 、 本 発 明 の 様
々 な 変 更 や 修 飾 が 可 能 で あ り 、 こ の 際 、 本 発 明 の 概 念 は 特 許 請 求 の 範 囲 で 規 定 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 図 １ 】 近 位 脛 骨 （ 骨 梁 骨 が 主 ） の 骨 容 積 に 関 す る バ ク チ オ ー ル の 効 果 を 示 す 図 で あ る 。
こ の 際 、 棒 は 平 均 値 を 示 し 、 エ ラ ー バ ー (error bar)は 平 均 値 ± １ ． ０ 　 Ｓ ． Ｄ ． を 示 す
。
【 図 ２ 】 脛 骨 の 見 か け の 骨 密 度 に 関 す る バ ク チ オ ー ル の 効 果 を 示 す 図 で あ る 。 こ の 際 、 棒
は 平 均 値 を 示 し 、 エ ラ ー バ ー (error bar)は 平 均 値 ± １ ． ０ 　 Ｓ ． Ｄ ． を 示 す 。
【 図 ３ 】 近 位 脛 骨 の 浸 食 面 （ Ｅ Ｓ ／ Ｂ Ｓ ， ％ ） に 関 す る バ ク チ オ ー ル の 効 果 を 示 す 図 で あ
る 。 こ の 際 、 棒 は 平 均 値 を 示 し 、 エ ラ ー バ ー (error bar)は 平 均 値 ± １ ． ０ 　 Ｓ ． Ｄ ． を
示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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