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( 5 7 ) 【  特許請求 の範囲 】

【  請求項 １  】

オ ー ラ  プ テ ン  、  タ  ン  ゲ レ  チ ン  、  並 び に 、  カ  プ リ  ル 酸 及 び カ  プ リ  ン  酸 の 含 有 率 ６  ０  ～ １  ０  

０  ％ の ト  リ  グ  リ  セ リ  ド  で あ  る  中 鎖 脂 肪 酸 油 （  Ｍ Ｃ  Ｔ  ）  か ら  な る  群 か ら  選 択 さ  れ る  少 な く  と

も １  つの 物質 を 有効成分 として 含む、  被験体 において 熱中症 を 予防 、  軽減及 び／  又は 治療  する

ための 組成物 。

【  請求項 ２  】

熱中症 が 、  暑熱 ストレスの 負荷 による 血管内皮細胞 の 細胞障害 を 含む、  請求項 １  に 記載 の

組成物 。

【  請求項 ３  】

熱中症 が 、  暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカインの 産 生

及び放出 に 伴う 異常 を 含む、  請求項 １  又は ２  に 記載 の 組成物 。

【  請求項 ４  】

暑熱 ストレスの 負荷 による 血管内皮細胞 の 細胞障害 を 抑制 する 作用 、  脂質代謝 を 増加 さ

せる 作用 、  並 びに 、  暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカイ ンの

産生及 び 放出 を 減少 させる 作用 からなる 群 から 選択 される 少 なくとも １  つの 作用 を 有 する 、  

請求項 １  ～ ３  のいずれか １  項に 記載 の 組成物 。

【  請求項 ５  】

被験体 が 、  恒温動物 である 、  請求項 １  ～ ４  のいずれか １  項に 記載 の 組成物 。

【  請求項 ６  】
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恒温動物 が、  ヒト 、  家畜動物又 はペット 動物 である 、  請求項 ５  に記載 の組成物 。

【  請求項７  】

オーラプテン 及び／  又はタンゲレチンが 、  合成物 であるか 又は、  カンキツ 類の植物原料 の 抽

出物 に 由来 する 、  請求項 １  ～ ６  のいずれか １  項に 記載 の 組成物 。

【  請求項８  】

植物原料 が、  果実 である 、  請求項 ７  に記載 の組成物 。

【  請求項９  】

オーラプテンが 、  合成物 であるか 又は、  ナツミカン 、  ハッサク 、  グレープフルーツ 、  ユズ 、  

カボス 、  及びブンタンから 選択 される 少なくとも １  種のカンキツ 類の 果実抽出物 に由来する 、  

請求項 ７  又は８  に記載 の組成物 。

【  請求項１  ０  】

タンゲレチンが 、  合成物 であるか 又は、  ポンカン 及びシイクワシャーから 選択 される 少なく

とも １  種のカンキツ 類の果実抽出物 に由来 する 、  請求項 ７  又は８  に記載 の組成物 。

【  請求項１  １  】

飲食品又 は 医薬品 である 、  請求項 １  ～ １  ０  のいずれか １  項に 記載 の 組成物 。

【  請求項１  ２  】

動物飼料又 は 飼料添加物 である 、  請求項 １  ～ １  ０  のいずれか １  項に 記載 の 組成物 。

【  請求項１  ３  】

被験体 （  ヒトを 除く ）  に請求項 １  ～ １  ２  のいずれか １  項に 記載 の 組成物 を 投与 する 又は

給与 することを 含む、  被験体 において 熱中症 、  或いは 暑熱 ストレスの 負荷 による 血管内皮 細胞

の 細胞障害及 び／  又は 暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイ トカイ

ンの 産生及 び放出 に 伴う 異常 、  を 予防 、  軽減及 び／  又は治療 するための 方法 。
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【  発明 の 詳細 な 説明 】

【  技術分野 】

【  ０  ０  ０  １  】

本発明 は、  熱中症 、  或いは 暑熱 ストレスの 負荷 による 血管内皮細胞等 の 細胞 の 細胞障害 及び

／  又は 暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカインの 産生 及び放出

に伴う 異常 、  を 予防 、  軽減及 び／  又は治療 することが 可能 な 、  オーラプテン （  Ａ  ｕ  ｒ  ａ  ｐ  ｔ  

ｅ  ｎ  ｅ  ）  、  タンゲレチン （  Ｔ  ａ  ｎ  ｇ  ｅ  ｒ  ｅ  ｔ  ｉ  ｎ  ）  及び中鎖脂肪酸 からなる 群から 選択 さ

れる 少 なくとも １  つの 物質 を 含有 する 組成物 に 関 する 。

【  背景技術 】

【  ０  ０  ０  ２  】

熱中症 は、  日光 や気温等 により 体の体温 ・  体液調節機能 が障害 を 受け 、  体の 中の 熱が 放出 で

きなくなる 状態 を 指す。  熱中症 は、  軽度 から 重度 まで ３  段階 に分かれており 、  軽度 の 症状 とし

て 、  めまいや 失神 、  筋肉 の硬直等 による 熱けいれんが 起こる 。  中等度 では 、  頭痛 や嘔吐 、  下痢

等の 症状 が 重なり 合って 起こり 、  従来 の 熱疲労 と 云われている 。  重度 では 、 意識障害 や過呼吸

、  運動障害等 と 中等度 の 症状 が 重なり 合って 起こる 症状 であり 、  従来 の 熱射病 と 云われている

。  原因 としては 、  環境的 ・  身体的 な 要因 が考えられるが 、  熱中症 が

重度化 した 際には 、  再発 しやすくなることも 報告 されている 。  しかしながら 、  温暖化 など    40

による 気候変動 のために 、  また 一部 には 熱中症 に 対する 有効 な 予防 ・  治療薬 がないために

、  熱中症患者 は増加傾向 にあり 、  深刻 な 社会問題 となっている 。  また 、  熱中症 について 、 夏場 だ

けではなく 年間 を 通 して 緊急搬送 される 患者 がおり 、  特 に 高齢者 や 乳幼児 が 多 くな ってい

る 。

【  ０  ０  ０  ３  】

熱中症 の 原因 の 一 つに 暑熱 ストレスによる 影響 が 提案 されている 。  暑熱 ストレスは 、  体

内 の 体温 が 上昇 することにより 生体 に 様々 な 機能障害 を 及 ぼすストレスのことである 。  生

体内 で 暑熱 ストレスを 受けることによって 、  体温調節 、  体液 バランス 、  血液循環調整 など の

身体恒常性 が 破綻 する 結果 、  血管 に 障害 を 与え 、  血管内皮細胞 が 暑熱 ストレスを 受け 、 細胞

内 で 代謝障害 が 起 きると 考 えられている 。  このことが 原因 となって 組織 や 細胞 が 酸欠 50
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状態及 び栄養不足 に 陥り 、  機能障害 のために 重篤 の 熱中症 を 引き 起 こすと 云 われている 。 そ

のため 、  熱中症 に 対する 従来 の 予防法 である 水分補給 や塩類 （  ナトリウム 、  マグネシウ ムな

ど ）  と 糖類 の補給 に加えて 、  新たな 予防 ・  治療薬 の開発 、  対処療法 などの 対策 が希求 されてい

る 。

【  ０  ０  ０  ４  】

これまで 報告 された 熱中症 の 予防 ・  治療剤 として 、  例えば 、  α －  リノレン 酸を 含む油脂 組

成物 を 含有 する 熱中症予防剤 （  特許文献 １  ）  、  トレハロースを 有効成分 として 含有 する 家

畜 の 暑熱 ストレス 軽減剤 （  特許文献 ２  ）  、  酒粕 と 米麹 を 少なくとも 含有 する 暑熱 ストレ ス

軽減組成物 （  特許文献 ３  ）  、  アスタキサンチンと 乳カゼイン 加水分解物 を 併用 する 暑熱

ストレス ( ｈ  ｅ  ａ  ｔ

いる 。

【  先行技術文献 】

【  特許文献 】

【  ０  ０  ０  ５  】

ｓ  ｔ  ｒ  ｅ  ｓ  ｓ  ) 症状 の 予防 ・  治療法 （  特許文献 ４  ）  などが 開示 され て 10

【  特許文献１  】  特開２  ０  １  ６  － ３  ７  ４  ９  ８  号公報

【  特許文献２  】  特開２  ０  １  ５  － １  ４  ０  ３  ４  ７  号公報

【  特許文献３  】  特開２  ０  ０  ７  － ０  ０  １  ９  ３  ７  号公報

【  特許文献４  】  Ｕ Ｓ  ２  ０  １  ７  ／ ０  ０  ０  ０  ７  ４  ６  Ａ  １

【  発明 の概要 】

【  発明 が 解決 しようとする 課題 】

【  ０  ０  ０  ６  】

上記 のとおり 熱中症発症 の 要因 の 一 つとして 、  暑熱 ストレスに 曝 された 血管 に 障害 が 生

じることにより 発生 する 、  組織 や細胞 における 酸欠 ・  栄養不足 に 伴う 組織 ・  細胞機能障害 が考

えられるため 、  新たな 予防 ・  治療薬 、  対処療法等 が求められている 。

【  ０  ０  ０  ７  】

そこで 本発明 は 、  暑熱 ストレスによる 血管内皮細胞等 の 細胞 の 代謝障害 や 機能障害 など の

細胞障害 を 予防 、  軽減及 び／  又は治療 することを 含む、  新たな 熱中症 の予防及 び／  又は治療方

法 を 提供 することを 目的 とする 。

【  課題 を 解決 するための 手段 】

【  ０  ０  ０  ８  】

本発明者 らは 、  上記課題 を 解決 するために 鋭意研究 した 結果 、  オーラプテン 、  タンゲレ チン

及 び 中鎖脂肪酸 からなる 群 から 選択 される 少 なくとも １  つの 物質 を 暑熱 ストレスの 条 件下

にある 培養血管内皮細胞 や 培養血液細胞 （  例、  リンパ 球、  白血球 、  等）  に 添加 するこ とに

よって 、  暑熱 ストレスが 血管内皮細胞等 の 細胞 に 及ぼす 代謝障害 、  機能障害 、  細胞死 などの 細

胞障害 、  並びに 、  暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイ トカインの 産

生及 び 放出 を 低減 することができることを 見出 し 、  オーラプテン 、  タンゲレ チン 及 び 中鎖

脂肪酸 からなる 群 から 選択 される 少 なくとも １  つの 物質 が 暑熱 ストレスによ る 上記細胞障

害を 抑制 し 、  及び／  又は 暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発 炎症性 サイトカ

インの 産生及 び 放出 を 減少 させることによって 熱中症 を 予防 、  軽減及 び ／ 又 は 治療 できる

ことが 判明 し 、  本発明 を 完成 させるに 至 った 。

【  ０  ０  ０  ９  】

すなわち 、  本発明 は、  以下 の 特徴 を 有する 。

［  １  ］  オーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 からなる 群から 選択 される 少なくとも  １  

つの 物質 を 有効成分 として 含む、  被験体 において 熱中症 を 予防 、  軽減及 び／ 又は治療 するための

組成物 。

［  ２  ］  熱中症 が、  暑熱 ストレスの 負荷 による 血管内皮細胞 の細胞障害 を 含む、 [ １  ] に記載 の 組

成物 。

[ ３  ] 熱中症 が、  暑熱ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカインの 産生及

び放出に伴う 異常を 含む、 [ １  ] 又は[ ２  ] に記載の組成物 。

[ ４  ] 暑熱 ストレスの 負荷 による 血管内皮細胞 の細胞障害 を 抑制 する 作用 、  脂質代謝 を 増加
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させる 作用 、  並びに 、  暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカ イン

の 産生及 び 放出 を 減少 させる 作用 からなる 群 から 選択 される 少 なくとも １  つの 作用 を 有す

る 、 [ １  ] ～ [ ３  ] のいずれかに 記載 の組成物 。

［  ５  ］  被験体 が 、  恒温動物 である 、 ［  １  ］  ～ ［  ４  ］  のいずれかに 記載 の 組成物 。

［  ６  ］  恒温動物 が 、  ヒト 、  家畜動物又 はペット 動物 である 、 ［  ５  ］  に 記載 の 組成物 。

［  ７  ］  オーラプテン 及び／  又はタンゲレチンが 、  合成物 であるか 又は、  カンキツ 類の植物 原料

の 抽出物 に 由来 する 、 ［  １  ］  ～ ［  ６  ］  のいずれかに 記載 の 組成物 。

［  ８  ］  植物原料 が 、  果実 である 、 ［  ７  ］  に 記載 の 組成物 。

［  ９  ］  オーラプテンが 、  合成物 であるか 又は、  ナツミカン 、  ハッサク 、  グレープフルーツ

、  ユズ 、  カボス 、  及 びブンタンから 選択 される 少 なくとも １  種 のカンキツ 類 の 果実抽出 物 10

に 由来 する 、 ［  ７  ］  又は［  ８  ］  に 記載 の 組成物 。

［  １  ０  ］  タンゲレチンが 、  合成物 であるか 又は、  ポンカン 及びシイクワシャーから 選択 さ れる

少なくとも １  種のカンキツ 類の 果実抽出物 に 由来 する 、 ［  ７  ］  又は［  ８  ］  に 記載 の 組成物 。

[ １  １  ] 中鎖脂肪酸 が、  中鎖脂肪酸油 （  Ｍ Ｃ  Ｔ  ）  である 、 ［  １  ］  ～ ［  ８  ］  のいずれかに 記載

の 組成物 。

［  １  ２  ］  飲食品又 は 医薬品 である 、 ［  １  ］  ～ ［  １  １  ］  のいずれかに 記載 の 組成物 。

［  １  ３  ］  動物飼料又 は 飼料添加物 である 、 ［  １  ］  ～ ［  １  １  ］  のいずれかに 記載 の 組成物 。

［  １  ４  ］  被験体 に ［  １  ］  ～ ［  １  ３  ］  のいずれかに 記載 の 組成物 を 投与 する 又は 給与 するこ と

を 含む、  被験体 において 熱中症 、  或いは 暑熱 ストレスの 負荷 による 血管内皮細胞 の 細胞 障害及

び／  又は 暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカインの 産生及 び

放出 に 伴う 異常 、  を 予防 、  軽減及 び／  又は治療 するための 方法 。

【  ０  ０  １  ０  】

本明細書 は本願の優先権の基礎となる 日本国特許出願第 ２  ０  １  ７  － １  ８  ４  ３  ４  ３  号の開示内

容 を 包含 する 。

【  発明 の効果 】

【  ０  ０  １  １  】

本発明 によれば 、  被験体 に 対しオーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 からなる 群から

選択 される 少 なくとも １  つの 物質 を 投与又 は 給与 することにより 暑熱 ストレスによる 血管内

皮細胞等 の 細胞 の 細胞障害 を 抑制 すること 、  及び／  又は 、  暑熱 ストレスの 負荷 によ る 血液細

胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカインの 産生及 び 放出 を 減少 させることができる ため 、  新

しいタイプの 熱中症対策 を 可能 にする 。

【  図面 の 簡単 な 説明 】

【  ０  ０  １  ２  】

【  図１  】  この 図は、  暑熱 ストレスの 負荷 によるヒト 臍帯静脈血管内皮細胞 （  以下 、  単に「 ヒト

血管内皮細胞 」  又は「  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  」  とも 称する 。 ）  の 形態変化 を 示す。  ヒト 血管内皮 細胞 （  

Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を３  ７  ℃ （  Ａ  ）  及び４  ０  ℃ （  Ｂ  ）  で培養すると 、  ４  ０  ℃ 、  １  日後には形態変化

（  すなわち 、  細胞萎縮 ）  が認められ 、  ２  日後 には 細胞増殖抑制 、  そして 細胞死 が観察 された

。  細胞 は、  クリスタルバイオレット 染色 され 、  位相差顕微鏡下 で 撮影 された 。

【  図２  】  この 図は、  暑熱 ストレスの 負荷 （  ４  ０  ℃ 、  ３  日間の培養）  によるヒト 血管内皮細    40

胞 （  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  のＡ  Ｔ  Ｐ  量の減少を 示す。  比較対照として 、  ３  ７  ℃ 、  ３  日間培養後のＨ  Ｕ  Ｖ  

Ｅ  Ｃ  のＡ  Ｔ  Ｐ  量の測定結果を 示す。  ここで 細胞中のＡ  Ｔ  Ｐ  量は、  ルシフェラーゼ 発光法 を 使用 し

て 測定 された 。

【  図３  】  この 図は、  暑熱ストレスの 負荷による Ｃ  Ｐ  Ｔ  － Ｉ  Ｉ  発現変化を 示す細胞の共焦点レーザ

ー 顕微鏡写真 である 。  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃ で３  日間培養する と 、  長鎖

脂肪酸 をミトコンドリア 内に輸送する 酵素Ｃ  Ｐ  Ｔ  － Ｉ  Ｉ  の発現が低下する （  Ｂ  ）

。  比較対照として 、  ３  ７  ℃ 、  ３  日間培養後のＨ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  のＣ  Ｐ  Ｔ  － Ｉ  Ｉ  発現の測定結果を示 す （  

Ａ  ）  。  ここで 細胞中のＣ  Ｐ  Ｔ  － Ｉ  Ｉ  発現は、  Ａ  ｌ  ｅ  ｘ  ａ  ６  ４  ７  抗Ｃ  Ｐ  Ｔ  － Ｉ  Ｉ  抗体を 使用 し

て 測定 された 。

【  図４  】  この 図は、  暑熱 ストレスの 負荷 による 細胞内 ミトコンドリア 活性 の低下 を 示す共
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焦点 レーザー 顕微鏡写真 である 。  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃ で３  日間培養し

、  ミトコンドリアを Ｍ  ｉ  ｔ  ｏ  Ｓ  ｐ  ｙ  － Ｇ  ｒ  ｅ  ｅ  ｎ  で 染色 したときの 細胞内 ミトコンドリ ア

量 の 減少 を 示 す （  Ｂ  ）  。  比較対照として 、  ３  ７  ℃ 、  ３  日間培養後のＨ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  のミトコ ンドリ

ア 活性 の 測定結果 を 示 す （  Ａ  ）  。

【  図５  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を 培地のみで ４  ０  ℃ 、  ２  日間培養し た

ときの 細胞 の 位相差顕微鏡写真 である 。  図から 、  死細胞 が 多いことが 観察 される 。

【  図６  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  をタンゲレチン 含有培地 で４  ０  ℃ 、  ２  

日間培養液 したときの 細胞 の 位相差顕微鏡写真 である 。  図５  （  対照 ）  と 比較 して 、  死細 胞が

減少 し 、  生細胞 が 増加 していることが 観察 される 。

【  図７  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  をオーラプテン 含有培地 で ４  ０  ℃  、    10

２  日間培養液 したときの 細胞 の 位相差顕微鏡写真 である 。  図５  （  対照 ）  と 比較 して 、  死細 胞

が 減少 し 、  生細胞 が 増加 していることが 観察 される 。

【  図８  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃ で３  日間培養 したときのオ ー

ラプテン （  Ａ  Ｕ Ｒ  Ａ  Ｐ  Ｔ  Ｅ  Ｎ  Ｅ  ）  及 びタンゲレチン （  Ｔ  Ａ  Ｎ Ｇ  Ｅ  Ｒ  Ｅ  Ｔ  Ｉ  Ｎ ）  による 暑熱 ス

トレス 耐性効果 を 示 す （  それぞれ Ｂ  及びＣ  ）  。  対照は、  Ｄ  Ｍ Ｓ  Ｏ  含有培地での 培養である （  

Ａ  ）  。  ここで 細胞 は、  クリスタルバイオレット 染色 され 、  位相差顕微鏡下 で 撮影 さ れた 。

【  図９  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃ で２  日間暑熱 ストレス 負荷培

養 したときのオーラプテン （  成分Ａ  ）  及 びタンゲレチン （  成分Ｔ  ）  添加による 、  Ｄ  ｉ  Ｏ  Ｃ  

６  染色陽性細胞 の 増加 、  細胞障害 （  細胞死 ）  の 抑制効果 の 定量結果 を 示す。  対照 は、  ３  ７  ℃ 

又は４  ０  ℃ での 成分を 含まない 培地での 細胞の培養である 。  また 、  死細胞は、  Ｐ  Ｉ  染色 により 定

量 された 。

【  図１  ０  】  この 図は、  オーラプテンの 細胞死抑制効果 を 示す濃度依存性実験 の結果 を 示す

。  パネルは、  オーラプテン 濃度０  、  ０  ．  ３  、  ０  ．  ６  、  １  ．  ２  、  ２  ．  ５  ．  ５  ．  ０  μ Ｍ を 含有する 培

地 でヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃ 、  ３  日間培養 したときの 培養細胞 の位相差顕

微鏡写真 である 。

【  図１  １  】  この 図は、  オーラプテンによる 結果（  図１  ０  ）  と 対比 するために 行った Ｌ  － カ

ルニチンの 細胞死抑制効果 を 示す濃度依存性実験 の 結果 を 示す。  Ｌ  －  カルニチン 濃度 ０  、  １  

．  ２  、  ２  ．  ５  ｍ  ｇ  ／ ｍ  ｌ  を 含有 する 培地 でヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を４  ０  ℃ 、  ３  

日間培養 したときの 培養細胞 の 位相差顕微鏡写真 である 。

【  図１  ２  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃ で２  日間暑熱 ストレス 負荷

培養 したときのオーラプテン （  Ａ  Ｕ  Ｒ  ）  及 びタンゲレチン （  Ｔ  Ａ  Ｎ  ）  添加による Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  

Ｃ  の蓄積脂肪滴量 が減少 したこと 、  すなわち 細胞内 の 脂肪酸代謝 が亢進 したことを 示す細胞 の

共焦点 レーザー 顕微鏡写真 である （  それぞれ Ｂ  及びＣ  ）  。  対照 は、  上記成分 に代え て Ｄ  Ｍ  

Ｓ  Ｏ  を 添加 したときの 顕微鏡写真 である （  Ａ  ）  。  脂肪滴の染色には、  Ｂ  Ｏ  Ｄ  Ｉ  Ｐ  Ｙ  ４  ８  ８  が

使用された 。

【  図１  ３  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃ 、  １  日間培養したときの オ

ーラプテン （  Ａ  Ｕ  Ｒ  ）  及 びタンゲレチン （  Ｔ  Ａ  Ｎ  ）  による Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  α の 発現増加 を 示す細

胞 の 共焦点 レーザー 顕微鏡写真 である （  それぞれ Ｂ  及びＣ  ）  。  対照 は、  上記成分 に代え

て Ｄ  Ｍ Ｓ  Ｏ  を 添加 したときの 顕微鏡写真 である （  Ａ  ）  。  Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  α の発現は、  抗Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ    40

α 抗体染色 により 検出 された 。

【  図１  ４  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃ 、  １  日間培養したときの オ

ーラプテン （  Ａ  Ｕ  Ｒ  ）  による Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  γ の 発現増加 を 示す 細胞 の 共焦点 レーザー 顕微鏡 写

真 である （  Ｂ  ）  。  対照は、  上記成分 に代えて Ｄ  Ｍ Ｓ  Ｏ  を 添加したときの 顕微鏡写真 であ る （  Ａ  

）  。  しかし 、  タンゲレチン （  Ｔ  Ａ  Ｎ  ）  による Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  γ の 発現増加 は 観察 されなか った （  Ｃ  

）  。  ここで Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  γ の発現は、  抗Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  γ 抗体染色 により 検出 された 。

【  図１  ５  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃ 、  ３  日間培養したときの オ

ーラプテン （  Ａ  Ｕ  Ｒ  ）  添加による Ａ  Ｂ  Ｃ  Ｄ  ３  発現に変化が認められなかったことを 示す細胞

の 共焦点 レーザー 顕微鏡写真 である （  Ｂ  ）  。  対照は、  上記成分に代えて Ｄ  Ｍ Ｓ  Ｏ  を 添加 した

ときの 顕微鏡写真 である （  Ａ  ）  。  ここで Ａ  Ｂ  Ｃ  Ｄ  ３  の発現は、  Ａ  ｌ  ｅ  ｘ  ａ  ６  ４  ７  抗
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使用 した 中鎖脂肪酸 は 、  Ｍ Ｃ  Ｔ  （  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ｕ  ｍ Ｃ  ｈ  ａ  ｉ  ｎ  Ｔ  ｒ  ｉ  ｇ  ｌ  ｙ  ｃ  ｅ  ｒ  ｉ  ｄ  ｅ  

ｓ  ）  オイル （  日清 オイリオ 社 、  日本 ）  であり 、  Ｃ  ８  ～ Ｃ  １  ２  の 中鎖脂肪酸 を 主成分 とす る

。

【  図１  ９  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  が 暑熱 ストレス 負荷 を 受けたとき の

オーラプテンと 中鎖脂肪酸 による 暑熱 ストレス 細胞死 の 併用抑制効果 を 示 す 位相差顕微 鏡

写真 の 図である 。  Ａ  は、  オーラプテン （  ５  μ Ｍ ）  のみを 使用 したときの 結果 を 示し 、  Ｂ は 、  

オーラプテン （  ５  μ Ｍ ）  及 び 中鎖脂肪酸 （  ６  ４  μ ｌ  ／ ｍ  ｌ  ）  を 併用 したときの 結果 を 示し 、  

並びに Ｃ  は、  オーラプテン （  ５  μ Ｍ ）  及 び 中鎖脂肪酸 （  ８  μ ｌ  ／ ｍ  ｌ  ）  を 併用 した

ときの 結果 を 示 す 。  図中 、  使用 した 中鎖脂肪酸 は 、  Ｍ Ｃ  Ｔ  （  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ｕ  ｍ Ｃ  ｈ  ａ  ｉ  ｎ  

Ｔ  ｒ  ｉ  ｇ  ｌ  ｙ  ｃ  ｅ  ｒ  ｉ  ｄ  ｅ  ｓ  ）  オイル （  日清 オイリオ 社 、  日本 ）  であり 、  Ｃ  ８  ～ Ｃ  １  ２  の

中鎖脂肪酸 を 主成分 とする 。

【  発明 を 実施 するための 形態 】

【  ０  ０  １  ３  】

本発明 は、  第１  の態様 において 、  オーラプテン 、  はタンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 からな る 群

から 選択 される 少なくとも １  つの 物質 を 有効成分 として 含む、  被験体 において 熱中症 を 予防

、  軽減及 び／  又は治療 するための 組成物 を 提供 する 。

【  ０  ０  １  ４  】

本発明 の 実施形態 において 、  上記熱中症 が 、  暑熱 ストレスの 負荷 による 血管内皮細胞等 の

細胞 の 細胞障害 （  例えば 代謝障害 、  機能障害 、  細胞死 、  等）  及び／  又は暑熱 ストレスの 負

荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカインの 産生及 び 放出 に 伴 う 異常 （  例えば

、  発熱 、  高体温 、  等）  を 含む。  このため 、  オーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 から

なる 群 から 選択 される 少 なくとも １  つの 物質 を 有効成分 として 含 む 組成物 を 、  被験体 に 投

与 もしくは 給与 することによって 、  暑熱 ストレスの 負荷 による 血管内皮細胞等 の 細胞 の 細

胞障害 、  及び／  又は暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイト カインの

産生及 び 放出 に 伴 う 異常 （  例えば 、  発熱、  高体温 、  等）  、  を 予防、  軽減及 び／ 又は 治療 す

ることができる 。

【  ０  ０  １  ５  】

したがって 、  本発明 は、  第２  の態様 において 、  被験体 に上記組成物 を 投与 する 又は給与 する

ことを 含む、  被験体 において 熱中症 、  又は 暑熱 ストレスの 負荷 による 血管内皮細胞等 の 細胞 の

細胞障害 、  及び／  又は暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカイ

ンの 産生及 び 放出 に 伴 う 異常 （  例えば 、  発熱、  高体温 、  等）  、  を 予防、  軽減及 び／  又は 治

療するための 方法 を 提供 する 。

【  ０  ０  １  ６  】

本明細書中 「  発熱誘発炎症性 サイトカイン 」  は、  発熱性因子 と 互換的 に 使用 されている とお

り 、  発熱 を 誘発 する 炎症性 サイトカインであり 、  例えばインターロイキン ６  （  Ｉ  Ｌ  －

６  ）  、  Ｃ  － Ｃ  ｍ  ｏ  ｔ  ｉ  ｆ  ｃ  ｈ  ｅ  ｍ  ｏ  ｋ  ｉ  ｎ  ｅ  ｌ  ｉ  ｇ  ａ  ｎ  ｄ  ２  （  Ｃ  Ｃ  Ｌ  － ２  ）  な ど

が 挙 げられる 。  熱射病症例 では 、  血中 の Ｉ  Ｌ  － ６  が 異常 に 高 いレベルになることが 知 ら れ
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Ａ  Ｂ  Ｃ  Ｄ  ３  抗体染色 により 検出された 。

【  図 １  ６  】  この 図 は 、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃ 、  ３  日間培養 したとき の

中鎖脂肪酸 （  ０  μ ｌ  ／ ｍ  ｌ  、  ８  μ ｌ  ／ ｍ  ｌ  、  ６  ４  μ ｌ  ／ ｍ  ｌ  ）  による 暑熱 ストレス 耐性 効

果 を 示 す 。  上 のパネル 及 び 下 のパネルはそれぞれ 倍率 １  ０  ０  倍及 び ２  ０  ０  倍 の 位相差顕 微

鏡写真 の 図 である 。  図中 、  使用 した 中鎖脂肪酸 は 、  Ｍ Ｃ  Ｔ  （  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ｕ  ｍ Ｃ  ｈ  ａ  ｉ  ｎ  

Ｔ  ｒ  ｉ  ｇ  ｌ  ｙ  ｃ  ｅ  ｒ  ｉ  ｄ  ｅ  ｓ  ）  オイル （  日清 オイリオ 社 、  日本 ）  であり 、  Ｃ  ８  ～ Ｃ  １  ２  の

中鎖脂肪酸 を 主成分 とする 。

【  図１  ７  】  この 図は、  暑熱ストレス 負荷によるヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  の死細胞 率 （  

％ ）  と 中鎖脂肪酸量 （  μ ｌ  ／ ｍ  ｌ  ）  の関係 を 示す。  図中 、  使用 した 中鎖脂肪酸 は、  Ｍ

Ｃ  Ｔ  （  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ｕ  ｍ Ｃ  ｈ  ａ  ｉ  ｎ  Ｔ  ｒ  ｉ  ｇ  ｌ  ｙ  ｃ  ｅ  ｒ  ｉ  ｄ  ｅ  ｓ  ）  オイル （  日清 オイリ オ 10

社、  日本 ）  であり 、  Ｃ  ８  ～ Ｃ  １  ２  の中鎖脂肪酸 を 主成分 とする 。

【  図１  ８  】  この 図は、  ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  が 暑熱 ストレス 負荷 を 受けたとき の

中鎖脂肪酸量 （  μ ｌ  ／ ｍ  ｌ  ）  と Ｈ  Ｓ  Ｐ  ７  ０  産生量（  ｐ  ｇ  ／ ｍ  ｌ  ）  の関係 を 示す。  図中 、
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ている （  織田成人、  日集中医誌．  ２  ０  ０  ８  ；  １  ５  ：  １  ６  ６  ～ １  ６  ７  ）  。

【  ０  ０  １  ７  】

本発明 についてさらに 詳細 に 説明 する 。  

１  ．  有効成分

「  オーラプテン 」 （  Ａ  ｕ  ｒ  ａ  ｐ  ｔ  ｅ  ｎ  ）  とは 、  クマリン 類に 分類 される 化合物 であり 、  

７  － ゲラニルオキシクマリン 、  アウラプテンなどとも 称され 、  下記 の構造式 を 有する 化合 物 で

ある 。

【  ０  ０  １  ８  】

【  化１  】

【  ０  ０  １  ９  】

オーラプテンは 、  植物原料 から 抽出又 は 精製 したものであってもよいし 、  人為的 に 合成 さ

れたもの （  合成物 という 。 ）  であってもよい 。

【  ０  ０  ２  ０  】

前記植物原料 としては 、  オーラプテンを 含有 する 植物原料 であれば 良く 、  特に 限定 され な

いが 、  好ましくはカンキツ 類の 果実 が 挙げられる 。  より 好ましくは 、  ナツミカン （  Ｃ  ｉ

ｔ  ｒ  ｕ  ｓ  ｎ  ａ  ｔ  ｓ  ｕ  ｄ  ａ  ｉ  ｄ  ａ  ｉ  ）  、  ハッサク （  Ｃ  ｉ  ｔ  ｒ  ｕ  ｓ  ｈ  ａ  ｓ  ｓ  ａ  ｋ  ｕ  ）  、  グ

レープフルーツ （  Ｃ  ｉ  ｔ  ｒ  ｕ  ｓ  × ｐ  ａ  ｒ  ａ  ｄ  ｉ  ｓ  ｉ  ）  、  ユズ （  Ｃ  ｉ  ｔ  ｒ  ｕ  ｓ  ｊ  ｕ  ｎ  

ｏ  ｓ  ）  、  カボス （  Ｃ  ｉ  ｔ  ｒ  ｕ  ｓ  ｓ  ｐ  ｈ  ａ  ｅ  ｒ  ｏ  ｃ  ａ  ｒ  ｐ  ａ  ）  、  及 びブンタン （  Ｃ  ｉ  ｔ  ｒ

ｕ  ｓ  ｇ  ｒ  ａ  ｎ  ｄ  ｉ  ｓ  ）  から 選択 される 少なくとも １  種のカンキツ 類の 果実 （  品種 は特に 限

定 されない 。 ）  である 。  これらの 果実 の 果皮 にはオーラプテンが 豊富 に 含まれており 、 これ

らを 植物原料 とすることによりオーラプテンを 効率的 に 得 ることができる 。

【  ０  ０  ２  １  】

あるいは 、  オーラプテンは 、  ７  －  ヒドロキシクマリンと ｔ  ｒ  ａ  ｎ  ｓ  －  ゲラニルブロミド を

Ｄ  Ｂ  Ｕ  の存在下 、  アセトン 中、  室温で約１  日間反応 させたのち 、  シリカゲルカラムクロ マトグラ

フィー （  溶離剤 、  石油エーテル ：  酢酸エチル ９  ：  １  （  ｖ  ／ ｖ  ）  ）  により 精製 し 、 約６  ５  ％  

の 収率 で 得ることができる （  Ｍ  ．  Ａ  ｓ  ｋ  ａ  ｒ  ｉ  ｅ  ｔ  ａ  ｌ  ．  ，  Ｉ  ｒ  ａ  ｎ

Ｊ  Ｂ  ａ  ｓ  ｉ  ｃ  Ｍ ｅ  ｄ  Ｓ  ｃ  ｉ  ２  ０  ０  ９  ，  １  ２  （  ２  ）  ：  ６  ３  － ６  ９  ）  。

【  ０  ０  ２  ２  】

「  タンゲレチン 」 （  Ｔ  ａ  ｎ  ｇ  ｅ  ｒ  ｅ  ｔ  ｉ  ｎ  ）  とは 、  ポリメトキシフラボノイド 化合物 で あ

り 、  ４  ' ，  ５  ，  ６  ，  ７  ，  ８  － ペンタメトキシフラボンとも 称され 、  下記の構造式を有する 化合物 で

ある 。

【  ０  ０  ２  ３  】

【  化２  】

【  ０  ０  ２  ４  】

タンゲレチンは 植物原料 から 抽出又 は 精製 したものであってもよいし 、  人為的 に 合成 さ

れたもの （  合成物 という 。 ）  であってもよい 。

【  ０  ０  ２  ５  】

前記植物原料 としては 、  タンゲレチンを 含有 する 植物原料 であれば 良く 、  特 に 限定 され
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ａ  ｃ  ｉ  ｄ  ）  を 含 む 。  また 、  本明細書中 で 使用 される 「  中鎖脂肪酸 」  は 、  生体内 で 分解 さ

れて 中鎖脂肪酸 を 形成 する 中鎖脂肪酸 グリセリド 、  例 えば Ｍ Ｃ  Ｔ  （  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ｕ  ｍ Ｃ  ｈ  ａ

(8) JP 6557893  B1 2019.8.14

ないが 、  好ましくはカンキツ 類の 果実 が 挙げられる 。  より 好ましくは 、  ポンカン （  Ｃ  ｉ  ｔ  ｒ  

ｕ  ｓ  ｒ  ｅ  ｔ  ｉ  ｃ  ｕ  ｌ  ａ  ｔ  ａ  ）  及 びシイクワシャー （  Ｃ  ｉ  ｔ  ｒ  ｕ  ｓ  ｄ  ｅ  ｐ  ｒ  ｅ  ｓ  ｓ  ａ

）  から 選択 される 少なくとも １  種のカンキツ 類の 果実 （  品種 は 特 に 限定 されない 。 ）  であ る

。  これらの 果実 の 果皮 にはタンゲレチンが 豊富 に 含まれており 、  これらを 植物原料 とす ること

によりタンゲレチンを 効率的 に 得 ることができる 。

【  ０  ０  ２  ６  】

あるいは 、  タンゲレチンは 、  ２  ' － ヒドロキシ － ３  ' ，  ４  ' ，  ５  ' ，  ６  ' － テトラメトキシ

アセトフェノンと ３  － メトキシベンズアルデヒドをエタノール 中、  １  ４  ％ 水酸化 カリウム 水溶液

の存在下、  室温で反応させて ２  ' － ヒドロキシ － ３  ' ，  ４  ' ，  ５  ' ，  ６  ' ，  ３  － ペンタ

メトキシカルコンを 合成 し 、  さらにエタノール 中 、  ナトリウムエトキシドの 存在下 で 加 熱 10

還流 して ５  ，  ６  ，  ７  ，  ８  ，  ３  ' － ペンタメトキシ － フラバノンを 合成 し 、  次 いで 、  ジオ キサ

ン 中 、  Ｄ  Ｄ  Ｑ  の 存在下 で 酸化反応 を 行 い 、  シリカゲルカラムクロマトグラフィーなど によ

り 精製 して 得 ることができる （  例 えば 、  Ｓ  － Ｉ  Ｃ  ａ  ｉ  ｅ  ｔ  ａ  ｌ  ．  ，  Ｃ  ｈ  ｅ  ｍ 

Ｒ  ｅ  ｓ  Ｃ  ｈ  ｉ  ｎ  ｅ  ｓ  ｅ  Ｕ  ｎ  ｉ  ｖ  ｅ  ｒ  ｓ  ｉ  ｔ  ｉ  ｅ  ｓ  ２  ０  １  ２  ，   ２  ８  （  ４  ）  ：  ６  ３  １

－ ６  ３  ６  ）  。

【  ０  ０  ２  ７  】

「  中鎖脂肪酸 」  は、  炭素数 ６  ～ １  ２  （  中鎖 ）  の脂肪酸 であり 、  例えば Ｃ  ６  のカプロン 酸

（  ｃ  ａ  ｐ  ｒ  ｏ  ｉ  ｃ  ａ  ｃ  ｉ  ｄ  ）  、  Ｃ  ８  のカプリル 酸 （  ｃ  ａ  ｐ  ｒ  ｙ  ｌ  ｉ  ｃ  ａ  ｃ  ｉ  ｄ  ）  、  Ｃ  

１  ０  のカプリン 酸 （  ｃ  ａ  ｐ  ｒ  ｉ  ｃ  ａ  ｃ  ｉ  ｄ  ）  、  及 び Ｃ  １  ２  のラウリン 酸 （  ｌ  ａ  ｕ  ｒ  ｉ  ｃ
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ｉ  ｎ  Ｔ  ｒ  ｉ  ｇ  ｌ  ｙ  ｃ  ｅ  ｒ  ｉ  ｄ  ｅ  ｓ  ；  中鎖脂肪酸油 ）  を 含むことができる 。  Ｍ Ｃ  Ｔ  は、  中

鎖脂肪酸 を 主成分 （  例えば 約６  ０  ％ ～ １  ０  ０  ％ ）  とするトリグリセリドオイルである 。

【  ０  ０  ２  ８  】

例えば 、  ココナッツオイルは 、  カプリル 酸（  Ｃ  ８  ）  ７  ．  ５  ％ 、  カプリン 酸（  Ｃ  １  ０  ）  ６

．  ０  ％ 、  ラウリン 酸（  Ｃ  １  ２  ）  ４  ５  ％ を 含む中鎖脂肪酸 を 約６  ０  ％ 含有する 。  カプリル 酸

（  Ｃ  ８  ）  やカプリン 酸 （  Ｃ  １  ０  ）  が主体 のＭ Ｃ  Ｔ  オイルが 液体 であるのに 対して 、  ココナ ッ

ツオイルは 、  ２  ０  ℃ 以下で固体状であり 、  ２  ０  ℃ ～ ２  ５  ℃ でクリーム 状であり 、  ２  ５  ℃以上

で 液体状 である 。

【  ０  ０  ２  ９  】

中鎖脂肪酸 は、  比較的水 に溶けやすいため 、  胆汁酸 によるミセル 化は不要 であり 、  小腸 吸収

細胞 に 容易 に 吸収 され 、  分子 が 小さいことから 腸管 で 毛細血管 に 吸収 され 、  長鎖脂肪 酸 のよ

うに 中性脂肪 に 再合成 されず 、  カイロミクロンを 形成 することなく 遊離脂肪酸 のまま 門脈 に

入 って 肝臓 へ 運 ばれ 、  速 やかにエネルギー 源 となって 代謝 されやすい 。

【  ０  ０  ３  ０  】

また 、  中鎖脂肪酸 は長鎖脂肪酸 より 約４  倍も 吸収 が速く 、  代謝 も ５  ～ １  ０  倍も 速いと 云われ

ている 。  中鎖脂肪酸 のエネルギー 利用速度 は 速いので 、  激しい 運動 の 持続時間 を 延長 する 効果

も 報告 されている 。  また 、  動物 や人間 での 実験結果 から 、  長鎖脂肪酸 を 含む脂肪 に 比べて 、  

中鎖脂肪酸中性脂肪 は、  肥満 を 引き 起こしにくいことが 示されている 。  ココナ

ッツオイルには 中鎖脂肪酸 のラウリン 酸 が 約 ５  ０  ％ 含 まれており 、  ココナッツオイルを 多 40

く 消費 する 南 アジアやオセアニア 地域 の 人々 は 心血管系 の 疾病 の 発生率 が 低 いとされてい

る 。

【  ０  ０  ３  １  】

本発明 の 組成物 には 、  オーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 からなる 群から 選択 さ

れる 少なくとも １  つの 物質 として 、  合成物 、  あるいは 植物原料 の 抽出物 に 由来 するもの

、  例えば 、  抽出物 の 形態 や抽出物 からの 精製形態 を 含めることができる 。

【  ０  ０  ３  ２  】

「  抽出物 の形態 」  とは 、  植物原料 よりオーラプテン 、  タンゲレチン 又は中鎖脂肪酸 を 含む画分

を 分離・  取得したものを 意味し 、  例えば 、 「  抽出物 」  として 、  搾汁、  抽出液 、  又はそれら 混合物

、  あるいは 前記搾汁 、  抽出液又 はそれらの 混合物 を 濃縮又 は乾燥 した 濃縮物 50
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又 は 乾燥物 を 挙 げることができる 。

【  ０  ０  ３  ３  】

「  搾汁 」  は、  植物原料 を 破砕 、  圧搾して 、  液体画分 と 細胞壁等 の固体画分 とを 分離し 、 液体

画分 を 取得 することにより 調製 することができる 。  液体画分 と 固体画分 との 分離 は 遠 心分

離、  ろ 過等 の 通常 の 固液分離手段 により 行うことができる 。

【  ０  ０  ３  ４  】

「  抽出液 」  は、  植物原料 より 目的 の 成分 を 抽出媒体 により 抽出 することにより 調製 する こと

ができる 。  抽出媒体 としては 、  オーラプテン 又はタンゲレチンの 抽出 に 一般的 に 用い られる 溶

媒 を 利用 することができる （  特開平１  １  － ２  ９  ５  ６  ５  号公報、  特開２  ０  ０  ９  － ２

１  ５  ３  １  ８  号公報等）  。  このような 抽出溶媒 としては 、  水、  エタノール 、  メタノール 、  イ    10

ソプロパノール 、  プロピレングリコール 、  ジエチルエーテル 、  ヘキサン 、  アセトン 、  アセ トニト

リル 、  酢酸 エチル 、  又はそれらの 溶媒 の２  種以上 の混合物 を 利用 することができる

。  溶媒抽出 により 抽出液 を 製造 する 場合 には 、  各植物原料 を 適量 の 溶媒 （  例えば 各植物原 料

に対して 重量基準 で ０  ．  ５  ～ ２  ０  倍量）  中に 浸漬 し 、  適宜撹拌又 は 静置 して 溶媒中 に 溶媒可

溶性成分 を 溶出 させる 。  抽出時間 は 特に 限定 されないが 、  ５  分間 ～ １  週間 より 適宜選 択する

ことができる 。  抽出温度 は特に 限定 されないが 、  ０  ℃  ～ １  ２  ５  ℃ 、  例えば２  ５  ℃ ～ １  ２  ５  

℃ とすることができる 。  抽出後 、  溶媒可溶性成分 を 含む溶媒画分 と 細胞壁等 の固体画分 とを 上述

の 固液分離手段 により 分離 し 、  溶媒画分 を 抽出液 として 取得 する 。  抽出 に 用 いる 各植物原料

の 形態 は 、  原型 のまま 、  あるいは 適当 な 寸法又 は 形状 にカットした 状態 、 あるいは 乾燥物 、  

破砕物 、  又は搾汁 の 形態 とすることができる 。

【  ０  ０  ３  ５  】

得られた 抽出液 を 必要 に 応じてさらに 、  溶媒分画 、  クロマトグラフィー （  カラムクロマ ト

グラフィー 、  高速液体 クロマトグラフィー （  Ｈ Ｐ  Ｌ  Ｃ  ）  、  超臨界二酸化炭素 クロマトグ ラフ

ィー 等 ）  吸着剤 の 使用及 び／  又は再結晶化等 の 精製手段 に 付して 、  目的 の 成分 を 分離 又 は 精

製 してもよい （  特開平１  １  － ２  ９  ５  ６  ５  号公報、  特開２  ０  ０  ４  － ３  ５  ７  ０  ９  号公報

、  Ｗ Ｏ ２  ０  １  ４  ／ ０  ５  ７  ７  ２  ７  等）  。  精製は、  例えば 純度約１  ％ ～ １  ０  ０  ％ の目的成分を 与 え

る 部分精製又 は 完全精製 であってもよい 。

【  ０  ０  ３  ６  】

「  濃縮物又 は乾燥物 」  は、  上記搾汁又 は抽出液 あるいはそれら 混合物 を 濃縮又 は乾燥 するこ

とにより 製造 することができる 。  ここで 濃縮 とは 搾汁又 は 抽出液 あるいはこれらの 混 合物中

の 液体 （  水及 び／  又は 抽出溶媒 ）  を 減少 させることであり 、  例えば 糖度 （  Ｂ  ｘ  ）  又は 酸度 を

指標 にして 濃縮 の 程度 を 決定 することができる 。  糖度 は 市販 の 糖度計 で 測定 する ことができ

るし 、  また 酸度 は 中和滴定法 によって 測定 することができる 。  濃縮 の 方法 とし ては 、  例えば

真空蒸発濃縮 、  膜濃縮等 が採用 できる 。  真空蒸発濃縮 は一般的 に 減圧濃縮 と 呼ばれる 。  膜濃縮

は 、  例えば 逆浸透膜 （  Ｒ  Ｏ  ）  、  限外 ろ 過膜 （  Ｕ  Ｆ  ）  等の 膜を 使用 して 行うことができる 。  使

用する 膜の種類は、  例えば 糖度約 ５  ０  ％ 以上とすることができる 範囲で 選択 でき 、  特に 限定 さ

れない 。  乾燥 は上記搾汁又 は 抽出液 あるいはそれら 混合物 を 上記 通常 の 乾燥手段 を 用 いて 乾燥

することにより 実施 することができる 。  濃縮又 は 乾燥 に 際 し て 、  上記搾汁 、  上前記抽出液

、  又は上前記濃縮物 と 賦形剤等 の他の成分 とを 組み合わせて 濃縮又 は 乾燥 を 行 ってもよい 。

【  ０  ０  ３  ７  】

２  ．  組成物及 びその 使用

本発明 の 組成物 には 、  有効成分 であるオーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 から な

る 群から 選択 される 少なくとも １  つの 物質 に 加えて 、  医薬又 は 飲食品 として 許容可能 な

、  あるいは 動物飼料又 は飼料添加物 として 許容可能 な 、  例えば 賦形剤 、  増量剤 、  崩壊剤 、 滑沢

剤、  結合剤、  酸化防止剤 、  着色剤、  凝集防止剤 、  吸収促進剤 、  溶剤、  溶解補助剤 、  等張化剤 、  安

定化剤 、  矯味矯臭剤 、  防腐剤 、  ｐ  Ｈ  調整剤等 のその 他の 成分 （  添加剤 ともいう

）  を 、  当該組成物 において 所望 される 形態 に 応じて 適宜選択 、  配合 することができる 。

【  ０  ０  ３  ８  】

本発明 の 組成物 にはさらに 、  熱中症 を 予防 、  軽減及 び／  又は治療 するのに 有効 なその 他
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の 物質 を 含めることができる 。  このような 物質 としては 、  例えばミネラル （  ナトリウム 、 カ

リウム 等 ）  、  カルニチン （  Ｗ Ｏ ２  ０  １  ３  ／ ０  ０  ５  ４  ０  ３  ）  、  α リノレン 酸（  特開２  ０  １  ６  － 

３  ７  ４  ９  ８  号公報）  、  卵白 ペプチド （  特開２  ０  ０  ８  － ７  ２  ９  ６  ８  号公報）  、  酒かすや 米麹 （  

特開２  ０  ０  ７  － ０  ０  １  ９  ３  ７  号公報）  等が 挙げられるが 、  これらに 限定 はされない

。

【  ０  ０  ３  ９  】

本発明 の 組成物 は 、  医薬品 （  医薬部外品 を 含 む ）  又 は 飲食品 （  すなわち 、  飲料又 は、  飲

料以外 の 食品 ）  の 形態 、  あるいは 動物飼料又 は 飼料添加物 の 形態 で 提供 することができる

。

【  ０  ０  ４  ０  】

本明細書中 、 「  被験体 」  は、  鳥類、  哺乳動物 などの 恒温動物 であり 、  好ましくは 、  ヒト

、  家畜動物 、  ペット 動物など 、  特に好ましくはヒトである 。  家畜動物 には 、  暑熱 ストレス が 例え

ば乳や食肉 の 生産 、  鶏卵 の 生産 、  繁殖 などに 多大 な 被害 をもたらすことが 知られて いる 経済的

に重要 なウシ 、  ブタ 、  ニワトリなどの 動物 が含まれる 。  ペット 動物 には 、  家の 中で飼われるイ

ヌ 、  ネコ 、  ウサギ 、  リス 、  ハムスターなどの 動物が含まれる 。  被験体 がヒ トの 場合 、  すべての

ヒトが 対象 であり 、  以下 の者に 限定 されないが 、  例えば 、  特に暑熱 ストレスを 受けやすい 、  高

齢者 や乳幼児 、  高温環境 で作業 、  活動 、  運動又 は生活 する 者など が 挙 げられる 。

【  ０  ０  ４  １  】

医薬品 は 、  その 投与形態 （  経口及 び 非経口投与形態 ）  に 特に 制限 はないが 、  経口投与 に

適した 形態 であることが 好ましい 。  例えば 、  経口投与用固体組成物 （  固形医薬製剤 ）  とし て

は 、  例えば 錠剤 （  糖衣錠 を 含 む）  、  丸剤、  カプセル 剤、  粉末剤、  細粒剤 、  顆粒剤 、  トロ ーチ

剤、  チュアブル 剤、  ドロップ 剤等 の 形態 を 、  また 経口投与用液状組成物 （  液状医薬製 剤 ）  と

しては 、  例えば 乳濁剤 、  溶液剤 、  懸濁剤 、  シロップ 剤などの 形態 をとることができ る 。  あるいは

、  非経口投与用組成物 として 、  静脈内投与 のための 乳濁形態 、  経直腸内投与 のための 坐剤 など

の 形態 をとることができる 。  これらの 製剤 には 、  上記 オーラプテン 、  タ ンゲレチン 及 び 中鎖

脂肪酸 からなる 群 から 選択 される 少 なくとも １  つの 物質 に 加 えて 、  上 記 その 他 の 成分 （  添

加剤 ）  をその 剤形 に応じて 、  適宜配合 し 、  常法 に従って 製剤化 するこ とができる 。

【  ０  ０  ４  ２  】

飲食品 は、  その 形態 に特に制限 はないが 、  キャンディ 、  タブレット 、  清涼飲料水 （  例えば、  

炭酸飲料 、  果実飲料 、  コーヒー 飲料、  茶系飲料 、  ミネラルウォーター 、  豆乳類、  野菜飲料 、  スポ

ーツ 飲料 、  乳性飲料等 ）  、  ゼリー 飲料等 、  食品 （  例えば 、  調味料 、  菓子類 、  パン 類、  ケーキ

類、  アイスクリーム 類、  氷菓、  乳製品、  肉製品、  魚肉製品 、  果菜食品、  果物食品 、  発酵食品 、  食

品添加物等 ）  が 挙げられる 。  飲食品 には 、  一般的 な 飲食品 に 加えて 、 健康食品 、  機能性表示食

品、  栄養機能食品 、  特定保健用食品 、  病者用食品等 が含まれ 、  こ れらの 飲食品 には 、  熱中症予

防、  熱中症対策等 に 効果 を 有する 旨表示 することができる 。

【  ０  ０  ４  ３  】

動物飼料又 は飼料添加物 は、  その 形態 に 特に 制限 はないが 、  粉末状 、  顆粒状 、  ペレット

状 、  丸状 、  スティック 状 などの 経口投与形態又 は 経口給与 に 適 した 形態 に 調製 される 。  上 40

記オーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 からなる 群から 選択 される 少なくとも １  つの

物質 に 加えて 、  被験体 の 種類 に 適した 通常 の 食餌成分 をその 剤形 に 応じて 、  適宜配合 し

、  常法 に 従って 製剤化 することができる 。  飼料及 び飼料添加物 には 、  例えばトウモロコシ

、  豆類 、  米、  麦などの 穀類 （  例えば 穀粉 、  穀粒等 ）  の 他に 、  規制当局 が 指定 した 飼料添加 用

物質 である 、  例えばアミノ 酸類 、  ビタミン 類、  ミネラル 類、  生菌剤 （  乳酸菌 、  ビフィズ ス 菌、  

酵母菌等 ）  、  乳化剤 などの 成分 を 適宜配合 することができる 。

【  ０  ０  ４  ４  】

本発明 の 組成物 は、  熱中症 を 予防 、  軽減及 び／  又は治療 するために 用いることができる

。

【  ０  ０  ４  ５  】
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本明細書 において 「  熱中症」  とは 、  熱失神、  熱けいれん 、  熱疲労、  熱射病、  並びに、  高温浴 に

よる 体温上昇 に 起因 する 失神 （  熱失神 ）  、  ショック 又は 意識障害 （  熱射病 ）  （  失神の診断

・  治療 ガイドライン 、  第３  ７  ～ ３  ９  頁（  ２  ０  １  ２  年改訂版 、  日本循環器学会 ）  など を 含 む

健康障害 の 総称 を 意味 する 。

【  ０  ０  ４  ６  】

本発明 において 「  熱中症 を 予防、  軽減及 び／ 又は治療する 」  とは 、  暑熱ストレスの 負荷によっ

て 生じる 例えば 血管内皮細胞 、  脳神経細胞 、  筋肉細胞 （  例えば 、  横紋筋 、  等）  など の細胞 の

代謝障害 、  機能障害 、  細胞死 などの 細胞障害 、  それに 起因 する 血管 、  脳、  筋肉 な どの 器官 の障

害、  並びに ／  或いは 、  暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 （  例えば 、  リンパ

球、  白血球 、  等）  からの 発熱誘発炎症性 サイトカインの 産生及 び 放出 に 伴 う 異常 （  例 えば    10

、  発熱、  高体温 、  等）  、  を 予防 、  軽減及 び／ 又は治療 して 、  そのような 器官 の障害 に由来 する

組織 や 細胞 の 酸欠 や 栄養不足 を 予防又 は 改善 し 、  細胞障害 に 基 づく 熱中症 を 予防 、  軽 減及

び／  又は 治療 することを 含む。

【  ０  ０  ４  ７  】

「  暑熱ストレス 」  とは 、  例えば 血管内皮細胞 、  脳神経細胞 、  筋肉細胞 などの 細胞が曝さ れる３  

７  ℃ 超、  例えば、  ３  ８  ℃ 、  ３  ９  ℃ 、  ４  ０  ℃ 、  ４  １  ℃ 、  ４  ２  ℃ 、  ４  ３  ℃ 、  ４  ４  ℃ 、  ４  ５  ℃ 、  又はそれ

以上の温度条件 を 意味する 。  ヒトの 場合、  体温が４  ０  ℃ を 超えると 細胞障害が起きるリスクが 高ま

る 。  一方 、  ヒト 以外 の被験体 、  例えばブタの 場合 、  体温 が４  ２  ℃を 超 えると 細胞障害 が 認 め

られる 。  このように 被験体 の 種類 によって 暑熱 ストレスの 影響 を 受 ける 温度 に 多少 の 違 いが

みられる 。  またこのようなとき 温度 や 湿度 の 上昇 などの 環境 条件 の 変化 に 伴 ってからだの

体温 ・  体液調節機能 が 障害 されて 上記 のような 熱中症 の 症状 が 生 じることが 知 られている

。

【  ０  ０  ４  ８  】

「  細胞障害 」  としては 、  暑熱 ストレスの 負荷によって 生じる 、  例えば 血管内皮細胞 、  脳神経細

胞、  筋肉細胞 などの 細胞 の 細胞障害 が 挙げられ 、  特に 限定 はされないが 、  細胞障害 には 、  例

えば 、  代謝 の 低下 （  例えば 、  脂質代謝 の 低下 ）  、  発熱性因子 の 増加 、  細胞増殖能 の 低下 、  

細胞死等 が 挙げられる 。

【  ０  ０  ４  ９  】

「  組織 や細胞 の 機能障害 に基づく 熱中症症状 」  としては 、  熱中症 において 一般的 に認められ

る 症状 が挙げられ 、  特に限定はされないが 、  めまい 、  失神 、  顔面蒼白 、  筋肉痛 、  手足がつる 、  

筋肉けいれん 、  大量の発汗、  全身倦怠感 ・  虚脱感、  頭痛、  悪心、  嘔吐、  集中力・ 判断力 の低下、  

高体温 、  意識障害 、  全身けいれん 、  手足の運動障害 、  組織障害等 が挙げら れる 。

【  ０  ０  ５  ０  】

本発明 の 組成物 の 有効成分 であるオーラプテン 、  タンゲレチン 及 び 中鎖脂肪酸 からなる

群から 選択 される 少なくとも １  つの 物質 は 、  細胞死等 を 含む上記細胞障害 を 抑制 する 。  具体的

に、  後述 の 実施例 に 示されるように 、  これらの 成分 は、  暑熱 ストレス 負荷 による 血管 内皮細胞

等 の 細胞 の 脂質代謝 を 増加 もしくは 亢進 （  細胞内 の脂肪滴量 の減少、  Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  α及びＰ  Ｐ  Ａ  

Ｒ  γ の 発現増加 ）  し 、  発熱誘発炎症性 サイトカイン （  発熱性因子 ）  の 産生 を 抑

制し 、  血管内皮細胞 の 細胞死 を 含む細胞障害 を 抑制 するため 、  熱中症 、  又は暑熱 ストレス    40

の 負荷 による 血管内皮細胞 の 細胞障害 や 暑熱 ストレスの 負荷 による 発熱誘発炎症性 サイト

カインの 産生及 び 放出 に 伴 う 異常 （  例えば 、  発熱、  高体温 、  等）  、  の予防、  軽減及 び／ 又

は 治療 のために 有効 である 。

【  ０  ０  ５  １  】

熱中症 は 、  暑熱 ストレスが 原因 のひとつと 考えられており 、  一般 に 暑熱 ストレスの 度合 い

が 高まると 熱中症 の 危険性 が 増 す。  後述 の 実施例 に 示 されるように 、  暑熱 ストレスが 原因と

なって 血管細胞 、  特に 血管内皮細胞 の 細胞増殖 が 抑制 され 、  かつ 細胞死 などの 細胞障 害が誘

導される 。  さらに 、  血管 が暑熱 ストレス 負荷 を 受けた 際、  血管 と 同様 に 血液細胞 も 暑熱 ストレ

ス 負荷 を 受 ける 。  このとき 血液細胞 （  例えば 、  リンパ 球、  等）  から 炎症性 サイ トカイン （  

例えばＩ  Ｌ  － ６  、  Ｃ  Ｃ  Ｌ  ２  等）  が 放出 され 、  血管内皮細胞等 の 細胞 に 障害 や影
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響を 与える 。  後述 の 実施例 に 示されるように 、  オーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪 酸か

らなる 群から 選択 される 少なくとも １  つの 物質 は 、  暑熱 ストレスが 負荷 された 例えば 血管細

胞 （  例えば 、  血管内皮細胞 ）  等の 細胞 の 細胞障害及 び 血液細胞 からの 発熱誘発炎症 性 サイト

カインの 産生及 び 放出 に 伴 う 異常 （  例えば 、  発熱、  高体温 、  等）  を 抑制 もしくは 軽減 するこ

とから 、  熱中症 の予防 、  軽減及 び／  又は治療 を 可能 にする 。

【  ０  ０  ５  ２  】

このように 本発明 の 組成物 は 、  後述 の 実施例 にも 記載 されるように 、  暑熱 ストレスの 負荷

による 血管内皮細胞 の 細胞障害 を 抑制 する 作用 、  脂質代謝 を 増加 もしくは 亢進 させる 作 用

、  並びに 、  暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカインの 産

生及 び 放出 を 減少 させる 作用 からなる 群 から 選択 される 少 なくとも １  つの 作用 、  好 まし く  10

はすべての 作用 を 有 する 。

【  ０  ０  ５  ３  】

本発明 の 組成物 の 投与量又 は 給与量 は 、  投与又 は 給与 する 被験体 の 年齢 、  体重 、  性別 、 症

状等 の 要因 、  あるいは 投与経路 によって 変化 し 、  特に 限定 されるものではないが 、  例え ばヒト

を 含 む 被験体 の 体重 １  ｋ  ｇ  あたり 、  １  回あたりの 有効成分 （  オーラプテン 、  タンゲ レチン

又 は 中鎖脂肪酸 の 用量 ）  換算で、  例えば 約０  ．  ０  ４  ｍ  ｇ  以上、  約０  ．  １  ｍ  ｇ  以上、 約０  ．  ５  

ｍ  ｇ  以上、  又は約１  ｍ  ｇ  以上 である 。  また 、  本発明 の 組成物 の 投与量又 は給与量 は、  １  日あ

たりの 有効成分換算 で、  例えば 約０  ．  ０  ５  ｍ  ｇ  ～ 約５  ０  ０  ０  ｍ  ｇ  又はそれ 以上

、  約０  ．  １  ｍ  ｇ  ～ 約１  ０  ０  ０  ｍ  ｇ  又はそれ 以上 、  あるいは 約１  ｍ  ｇ  ～ 約５  ０  ０  ｍ  ｇ  又はそ

れ以上としうる 。  さらにまた 、  本発明 の組成物 は、  １  日に１  回又は複数回 に分けて 投与又 は給与

することができる 。 「  複数回 」  とは 、  ２  回以上 を 意味 し 、  特に限定 はされないが 、 例えば 、  ２  

、  ３  、  ４  、  ５  、  ６  回、  又はそれ 以上を 意味する 。

【  ０  ０  ５  ４  】

本発明 により 、  被験体 に 上記組成物 を 投与 する 又は 給与 することを 含む、  被験体 におい て

熱中症 、  或いは 暑熱 ストレスの 負荷 による 例えば 血管内皮細胞 、  脳神経細胞 、  筋肉細胞 などの

細胞 の 細胞障害及 び ／  又 は 暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症 性 サイト

カインの 産生及 び 放出 に 伴 う 異常 （  例えば 、  発熱、  高体温 、  等）  、  を 予防、  軽減及び／  又

は治療 するための 方法 が 提供 される 。  例えば 暑熱 ストレスを 受けやすい 、  又は該ストレスを 受

ける 可能性 のある 被験体 に 、  該組成物 を 上記 の 用量 で 投与又 は 給与 すること によって 、  熱

中症 を 予防 することが 可能 である 。  あるいは 、  暑熱 ストレスを 受けた 又は熱中症 の 症状 がみら

れる 被験体 に 、  該組成物 を 上記 の 用量 で 投与又 は 給与 することによって

、  熱中症 の 症状 を 軽減 もしくは 改善 することが 可能 である 。  このとき 、  さらに 水分 や電解 質 を

補給 すると 上記 の 予防 もしくは 改善 の 効果 が 得 られるだろう 。

【  ０  ０  ５  ５  】

本発明 はさらに 、  オーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 からなる 群から 選択 され る 少

なくとも １  つの 物質 の、  被験体 において 熱中症 を 予防 、  軽減及 び／  又は治療 するため の 組成物

の 製造 における 使用 、  ならびに 、  オーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 か らなる 群か

ら 選択 される 少なくとも １  つの 物質 の 、  被験体 において 暑熱 ストレスの 負荷 に よる 血管内皮

細胞 、  脳神経細胞 、  筋肉細胞 などの 細胞 の細胞障害 、  及び／ 又は暑熱 ストレ

スの 負荷 による 血液細胞 からの 発熱誘発炎症性 サイトカインの 産生及 び 放出 に 伴 う 異常 （  40

例えば 、  発熱 、  高体温 、  等）  、  を 予防 、  軽減及 び／ 又は治療 するための 上記組成物 の使用

、  あるいは 上記組成物 の 製造 における 使用 、  を 提供 する 。

【  ０  ０  ５  ６  】

該組成物 では 、  用途 に 応じて 上記 の 種々 の 形態及 び有効成分量 とすることができる 。  組成

物の 製造 では 、  有効成分 であるオーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 からなる 群から 選

択される 少なくとも １  つの 物質 の 所定量 を 賦形剤 や飲食品 もしくは 飼料 、  必要 であ れば 添加

剤、  と 配合 し 、  目的用途 の 形状 もしくは 形態 に 処方 もしくは 加工 することができ る 。

【  ０  ０  ５  ７  】

以下 に 実施例 を 示し 、  本発明 をさらに 詳しく 説明 するが 、  本発明 はこれらの 実施例 に 制
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限 されるものではない 。

【  実施例 】

【  ０  ０  ５  ８  】

［  実施例 １  ］

＜  オーラプテン 及びタンゲレチンによる 暑熱 ストレス 負荷血管内皮細胞 の 細胞障害抑制 ＞  １  

．  材料

（  １  ）  ヒト 正常細胞株

ヒト 臍帯静脈血管内皮細胞 （  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ：  クラボウ （  日本 ）  より 購入 ）  を 本実施例 に 用

いた 。

【  ０  ０  ５  ９  】

（  ２  ）  細胞培養培地

Ｈ  ｕ  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ａ  － Ｅ  Ｂ  ２  （  クラボウ ）  ５  ０  ０  ｍ  Ｌ  に、  ウシ 胎児血清 （  Ｆ  Ｂ  Ｓ  ）  １  ０  ｍ  Ｌ

を 添加 し 、  培養 キットに 付属 の 補助因子 、  ｈ  Ｅ  Ｇ  Ｆ  、  ハイドロコーチゾン 、  抗菌剤、  ｈ  Ｆ  Ｇ  

Ｆ  － Ｂ  、  ヘパリンを 各５  ０  ０  μ Ｌ  添加したものを Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  の培養培地（  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ｕ  ｍ

）  として 使用 した 。

【  ０  ０  ６  ０  】

Ｒ  Ｐ  Ｍ Ｉ  － １  ６  ４  ０  （  Ｓ  Ｉ  Ｇ  Ｍ Ａ  ）  に、  Ｆ  Ｂ  Ｓ  ５  ０  ｍ  Ｌ  添加し 、  Ｇ  ｌ  ｔ  ａ  Ｍ Ａ  Ｘ  （  Ｇ  ｂ  ｉ  

ｃ  ｏ  ）  、  Ｎ  ａ  － Ｐ  ｙ  ｒ  ｕ  ｖ  ａ  ｔ  ｅ  （  Ｇ  ｂ  ｉ  ｃ  ｏ  ）  、  Ｐ  ｅ  ｎ  － Ｓ  ｔ  ｒ  ｅ  ｐ  （  Ｇ  ｂ  ｉ  ｃ  ｏ  ） を

各５  ｍ  Ｌ  添加 したものをリンパ 球の 培養培地 （  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ｕ  ｍ  ）  として 使用 した 。

【  ０  ０  ６  １  】

（  ３  ）  Ｅ  Ｌ  Ｉ  Ｓ  Ａ  キット

リンパ 球上清中 の 炎症性 サイトカイン 濃度 を 測定 するために 、  Ｈ  ｕ  ｍ  ａ  ｎ  Ｉ  Ｌ  － ６  （

Ｂ  ｉ  ｏ  Ｌ  ｅ  ｇ  ｅ  ｎ  ｄ  ）  、  Ｈ ｕ  ｍ  ａ  ｎ

た 。

【  ０  ０  ６  ２  】

（  ４  ）  使用抗体

Ｍ Ｃ  Ｐ  １  ／ Ｃ  Ｃ  Ｌ  ２  （  Ｂ  ｉ  ｏ  Ｌ  ｅ  ｇ  ｅ  ｎ  ｄ  ）  を 用い

血管内皮細胞 の 暑熱 ストレス 耐性及 び 脂質代謝 に 関 わるタンパク 質 の 発現変化 を 確認 す

るために 、  抗 Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  α 抗体 （  Ｃ  ｅ  ｌ  ｌ  Ｓ  ｉ  ｇ  ｎ  ａ  ｌ  ｉ  ｎ  ｇ  ）  、  抗 Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  γ 抗体 （  Ｃ

ｅ  ｌ  ｌ  Ｓ  ｉ  ｇ  ｎ  ａ  ｌ  ｉ  ｎ  ｇ  ）  、  抗 Ｃ  Ｐ  Ｔ  － Ｉ  Ｉ  抗体 （  Ａ  Ｔ  Ｌ  Ａ  Ｓ  Ａ  Ｎ  Ｔ  Ｉ  Ｂ  Ｏ  Ｄ  Ｉ  Ｅ  

Ｓ  ）  、  抗 Ａ  Ｂ  Ｃ  Ｄ  ３  抗体 （  Ａ  Ｔ  Ｌ  Ａ  Ｓ  Ａ  Ｎ  Ｔ  Ｉ  Ｂ  Ｏ  Ｄ  Ｉ  Ｅ  Ｓ  ）  、  Ｂ  Ｏ  Ｄ  Ｉ  Ｐ  Ｙ  （  Ｔ  ｈ  ｅ

ｒ  ｍ  ｏ  Ｆ  ｉ  ｓ  ｈ  ｅ  ｒ  Ｓ  ｃ  ｉ  ｅ  ｎ  ｔ  ｉ  ｆ  ｉ  ｃ  ）  及びＭ ｉ  ｔ  ｏ  Ｓ  ｐ  ｙ  － Ｇ  ｒ  ｅ  ｅ  ｎ  （  Ｂ  ｉ  

ｏ  Ｌ  ｅ  ｇ  ｅ  ｎ  ｄ  社）  を 用いた 。  蛍光抗体 には 、  Ｄ  ｙ  ｌ  ｉ  ｇ  ｈ  ｔ  ６  ４  ９  標識抗Ｍ ｏ  ｕ  ｓ  ｅ

Ｉ  ｇ  Ｇ  抗体（  Ｒ  Ｏ  Ｃ  Ｋ  Ｌ  Ａ  Ｎ  Ｄ  ）  、  Ｄ  ｙ  ｌ  ｉ  ｇ  ｈ  ｔ  ６  ４  ９  標識抗Ｒ  ａ  ｂ  ｂ  ｉ  ｔ 体

（  Ｒ  Ｏ  Ｃ  Ｋ  Ｌ  Ａ  Ｎ  Ｄ  ）  を 二次抗体 として 用いた 。

【  ０  ０  ６  ３  】

（  ５  ）  使用蛍光色素

Ｉ  ｇ  Ｇ  抗

細胞死 を 計測 する 蛍光色素 として Ｄ  ｉ  Ｏ  Ｃ  ６  （  Ｉ  ｎ  ｖ  ｉ  ｔ  ｒ  ｏ  ｇ  ｅ  ｎ  ）  、  Ｐ  Ｉ  （  Ｓ  Ｉ  Ｇ  

Ｍ Ａ  ）  を 用いた 。

【  ０  ０  ６  ４  】

（  ６  ）  ファイトケミカル

薬理 ・  生理作用研究用試薬 Ｅ  ｒ  ｇ  ｏ  ｔ  ｈ  ｉ  ｏ  ｎ  ｅ  ｉ  ｎ  ｅ  （  Ｗ ａ  ｋ  ｏ  （  日本 ）  ）  、  Ｎ  ｏ  ｂ  

ｉ  ｌ  ｅ  ｔ  ｉ  ｎ  （  Ｗ ａ  ｋ  ｏ  ）  、  成分Ａ  ｕ  ｒ  ａ  ｐ  ｔ  ｅ  ｎ  ｅ  （  Ｗ ａ  ｋ  ｏ  ）  、  Ｔ  ａ  ｎ  ｇ  ｅ  ｒ  ｅ  ｔ  ｉ  

ｎ  （  Ｗ ａ  ｋ  ｏ  ）  を 本実験 の 暑熱 ストレス 耐性成分 をして 用いた 。  Ｅ  ｒ  ｇ  ｏ  ｔ  ｈ  ｉ  ｏ  ｎ  ｅ  ｉ  

ｎ  ｅ  は、  １  × Ｐ  Ｂ  Ｓ  で溶解し 、  濃度を ５  ｍ  ｇ  ／ ｍ  Ｌ  に調整した 。  Ｎ  ｏ  ｂ  ｉ  ｌ  ｅ  ｔ  ｉ  ｎ  、  Ａ

ｕ  ｒ  ａ  ｐ  ｔ  ｅ  ｎ  ｅ  、  Ｔ  ａ  ｎ  ｇ  ｅ  ｒ  ｅ  ｔ  ｉ  ｎ  は 、  Ｄ  Ｉ  Ｍ Ｅ  Ｔ  Ｈ  Ｙ  Ｌ  Ｓ  Ｕ  Ｌ  Ｐ  Ｈ  Ｏ  Ｘ  Ｉ  Ｄ  Ｅ

（  Ｄ  Ｍ Ｓ  Ｏ  ；  Ｓ  Ｉ  Ｇ  Ｍ Ａ  ）  で溶解 し 、  濃度 を １  ｍ  Ｍ に調整した 。  溶液は－ ２  ０  ℃ で保存し た

。

【  ０  ０  ６  ５  】

２  ．  実験及 び結果

（  １  ）  暑熱 ストレス 負荷血管内皮細胞 の 形態変化
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溶液除去後 にリンスを ２  回行 い 、  Ｃ  ｒ  ｙ  ｓ  ｔ  ａ  ｌ  Ｖ  ｉ  ｏ  ｌ  ｅ  ｔ  （  Ｃ  Ｖ  ；  キシダ 化学（  日

本 ）  ）  を１  ｍ  Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  ３  ７  ℃ で一晩静置した 。  溶液除去後、  １  × Ｐ  Ｂ  Ｓ  を添加し 、  

位相差顕微鏡 にて 写真撮影 を 行った 。

【  ０  ０  ６  ７  】

位相差顕微鏡観察 の結果 、  ４  ０  ℃  での 暑熱 ストレス 負荷培養時 におけるヒト 血管内皮細 胞 （  

Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  は、  通常培養時 に比べ、  形状変化 が見られ 、  細胞 の立体的構造 が弱まっ ており 、  

暑熱 ストレス 負荷 による 細胞増殖障害 を 確認 した 。  また 、  細胞 が 縮むことで 細胞 間の 隙間 が 空

き 、  細胞密度 も 減少 し 、  細胞減少 が 観察 された （  図１  ）  。

【  ０  ０  ６  ８  】

（  ２  ）  暑熱 ストレス 負荷血管内皮細胞 のＡ  Ｔ  Ｐ  産生量 の変化

ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ４  ０  ℃  で培養 することによって 細胞数 が減少 したこ と

を Ｃ  Ｖ  染色で定性的 に確認したため 、  Ａ  Ｔ  Ｐ  量の測定を 行い定量的 に評価した 。

【  ０  ０  ６  ９  】

上記 （  １  ）  と 同様 に 、  血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を ３  ７  ℃ と ４  ０  ℃ の環境下で培養し

、  ３  日後の細胞に対して 、  Ａ  Ｔ  Ｐ  産生量を 測定した 。  細胞内Ａ  Ｔ  Ｐ  の測定は、  細胞のＡ  Ｔ  Ｐ  測定

試薬 （  東洋 ビーネット （  日本 ）  ）  を 使用 した 。  方法 は手順書 に従い実施 し 、  Ａ  Ｔ  Ｐ 量を 、  ル

シフェラーゼアッセイによる 発光量 としてマイクロプレートリーダーを 用いて 測定 した 。

その 結果、  Ａ  Ｔ  Ｐ  の産生量 が７  ０  ％ 以上減少 することを 確認した （  図２  ）  。

【  ０  ０  ７  ０  】

（  ３  ）  暑熱ストレス 負荷された 血管内皮細胞 のＣ  Ｐ  Ｔ  － Ｉ  Ｉ  の局在解析

１  ０  ｃ  ｍ  ディッシュで 培養 したヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  の 上清 をアスピレータ ー

で除去後 、  Ｔ  ｒ  ｙ  ｐ  ｓ  ｉ  ｎ  ／ Ｅ  Ｄ  Ｔ  Ａ  を２  ｍ  Ｌ  添加して ３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  環境下 でイ ンキ

ュベートし 、  細胞剥離 を 行った 。  細胞剥離後 に、  培養培地 を ５  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  １  

５  ｍ  Ｌ  チューブに 移し 換えて 遠心分離器 にて １  ２  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行い 、  上清

除去後 に 培養培地 を ５  ｍ  Ｌ  加えて 細胞数 をセルカウントキットを 用いて 細胞濃度 を５  × １  ０  
４  

細胞 ／ ｍ  Ｌ  に調整した 。  その 後、  ３  ５  ｍ  ｍ  ディッシュを 用意し 、  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ 濃度調整液 を ２  

ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 播種し 、  １  日間３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートし

、  １  日後に３  ７  ℃ 又は４  ０  ℃ でインキュベーター 内で培養した 。

【  ０  ０  ７  １  】

培養３  日後に上清を 除去し 、  ４  ％ パラホルムアルデヒド ・  リン 酸緩衝液 を ２  ｍ  Ｌ  ／ ディ ッシ

ュ 添加し 、  室温で１  時間静置した 。  溶液除去後 にリンスを ２  回行い、  ０  ．  ５  ％ Ｔ  ｒ  ｉ  ｔ  ｏ  ｎ  － 

Ｘ  １  ０  ０  （  Ｗ ａ  ｋ  ｏ  ）  － Ｐ  Ｂ  Ｓ  を２  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  室温で５  分静置 し

た 。  溶液除去後 にリンスを ２  回行 い、  Ｆ  ａ  ｃ  ｓ  Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  ｒ  にて ５  ０  ０  倍希釈 した 抗Ｃ  Ｐ  

Ｔ  － Ｉ  Ｉ  抗体（  Ｒ  ａ  ｂ  ｂ  ｉ  ｔ  ）  を １  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  ２  時間室温 で静置して 反応さ

せた 。

【  ０  ０  ７  ２  】

溶液除去後 にリンスを ２  回行 い 、  Ｆ  ａ  ｃ  ｓ  Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  ｒ  にて ５  ０  ０  倍希釈した Ｄ  ｙ  ｌ  

ｉ  ｇ  ｈ  ｔ  ６  ４  ９  標識抗Ｒ  ａ  ｂ  ｂ  ｉ  ｔ  Ｉ  ｇ  Ｇ  抗体を １  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  １  時間、
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１  ０  ｃ  ｍ  ディッシュで 培養 を 行 ったヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  の 上清 をアスピレ ー

ターで 除去後 、  Ｔ  ｒ  ｙ  ｐ  ｓ  ｉ  ｎ  ／ Ｅ  Ｄ  Ｔ  Ａ  を２  ｍ  Ｌ  添加して ３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  環境下 でイ

ンキュベートし 、  細胞剥離 を 行った 。  細胞剥離後 に 、  培養培地 を ５  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  

１  ５  ｍ  Ｌ  チューブに 移し 換えて 遠心器 にて １  ２  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行い 、  上清除

去後 に 培養培地 を ５  ｍ  Ｌ  加えて 細胞数 をセルカウントキットを 用いて 細胞濃度  ５  × １  ０  
４  

細

胞／ ｍ  Ｌ  に調整した 。  その 後、  ６  ウエルプレートを 用いて 、  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  濃度調整溶液 を ４  ｍ  Ｌ  

／ ディッシュで 各プレートの ５  ウエルに 播種し 、  １  日間３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートし 、  

１  日後に４  ０  ℃ にて ３  日間５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートした 。

【  ０  ０  ６  ６  】

６  ウエルプレートで 培養 した Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  の 上清 を 除去 し 、  ４  ％ パラホルムアルデヒド ・  10

リン 酸緩衝液 を ２  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュに 添加 し 、  細胞固定 のために 室温 で１  時間静置 した 。
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室温で遮光 し 、  静置して 反応させた 。  溶液除去後 、  リンスを ２  回行い、  Ｄ  ｉ  ａ  ｍ  ｏ  ｎ  ｄ

Ａ  ｎ  ｔ  ｉ  ｆ  ａ  ｄ  ｅ  Ｍ ｏ  ｕ  ｎ  ｔ  ａ  ｎ  ｔ  ｗ  ｉ  ｔ  ｈ  Ｄ  Ａ  Ｐ  Ｉ  を ２  滴添加し 、  丸カバーガラ

スをかけ 、  共焦点 レーザー 顕微鏡 にて 蛍光写真撮影 を 行った 。

【  ０  ０  ７  ３  】

暑熱 ストレス 負荷時 のヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  における Ｃ  Ｐ  Ｔ  － Ｉ  Ｉ  の発現量

の変化 を 蛍光抗体反応法 と 共焦点 レーザー 顕微鏡 にて 解析 した 結果 、  Ｃ  Ｐ  Ｔ  －  Ｉ  Ｉ  は熱不 安

定酵素 であるために 、  暑熱 ストレス 負荷培養時 （  ４  ０  ℃ ）  において Ｃ  Ｐ  Ｔ  － Ｉ  Ｉ  の発現量が

、  通常 の 培養条件 （  ３  ７  ℃ ）  の 細胞 と 比較 して 減少 していることを 確認 した （  図３  ）

。

【  ０  ０  ７  ４  】

（  ４  ）  暑熱 ストレス 負荷 された 血管内皮細胞 のミトコンドリアの 局在解析

１  ０  ｃ  ｍ  ディッシュで 培養 を 行 ったヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を 細胞濃度 ５  × １  ０  
４  

細胞 ／ ｍ  Ｌ  に調整した 。  その 後、  ３  ５  ｍ  ｍ  ディッシュを 用意し 、  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  濃度調整 液を

２  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 播種し 、  １  日間３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートし 、  １  日後 に３  ７  

℃ 又は４  ０  ℃ でインキュベーター 内で培養した 。

【  ０  ０  ７  ５  】

３  日後 に 培養血管内皮細胞 に 対して Ｍ  ｉ  ｔ  ｏ  Ｓ  ｐ  ｙ  － Ｇ  ｒ  ｅ  ｅ  ｎ  溶液 （  ２  ５  ０  ｎ  Ｍ ）  を添

加し 、  さらに １  時間培養 した 。  その 後培養上清 を 除去し 、  ４  ％ パラホルムアルデヒド ・ リン 酸緩

衝液 を ２  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  室温で１  時間静置 した 。  溶液除去後 にリンス を２  回行い、  

０  ．  ５  ％ Ｔ  ｒ  ｉ  ｔ  ｏ  ｎ  － Ｘ  １  ０  ０  （  Ｗ ａ  ｋ  ｏ  ）  － Ｐ  Ｂ  Ｓ  を２  ｍ  Ｌ  ／ ディッシ

ュ 添加 し 、  室温 で ５  分静置 した 後 に 、  Ｄ  ｉ  ａ  ｍ  ｏ  ｎ  ｄ  Ａ  ｎ  ｔ  ｉ  ｆ  ａ  ｄ  ｅ  Ｍ ｏ  ｕ  ｎ  ｔ  ａ  

ｎ  ｔ  ｗ  ｉ  ｔ  ｈ  Ｄ  Ａ  Ｐ  Ｉ  を ２  滴添加 し 、  丸 カバーガラスをかけ 、  共焦点 レーザー 顕微 鏡
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にて 蛍光写真撮影 を 行 った 。

【  ０  ０  ７  ６  】

暑熱 ストレス 負荷 のかかったヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  のミトコンドリア 量の 変

化を Ｍ ｉ  ｔ  ｏ  Ｓ  ｐ  ｙ  － Ｇ  ｒ  ｅ  ｅ  ｎ  染色にて 解析した 結果、  ３  ７  ℃ 培養のＨ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  は細胞質

内 に 多 くのミトコンドリアが 分散 して 存在 していることが 観察 された 。  それに 対 して ４  ０  

℃ 培養のＨ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  では、  ミトコンドリアは 細胞質には 分散せずに、  核付近に集合して おり 、  ま

たミトコンドリアの 量も 減少 していた （  図４  ）  。  このことは 、  上記 （  ２  ）  におけ る Ａ  Ｔ  Ｐ  

量の産生減少 と 一致 していた 。

【  ０  ０  ７  ７  】

（  ５  ）  ファイトケミカル 添加暑熱 ストレス 負荷血管内皮細胞 における 細胞障害抑制

１  ０  ｃ  ｍ  ディッシュで 培養 を 行 ったヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  の 上清 をアスピレ ー

ターで 除去後 、  Ｔ  ｒ  ｙ  ｐ  ｓ  ｉ  ｎ  ／ Ｅ  Ｄ  Ｔ  Ａ  を２  ｍ  Ｌ  添加して ３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  環境下 でイ

ンキュベートし 、  細胞剥離 を 行った 。  細胞剥離後 に 、  培養培地 を ５  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  

１  ５  ｍ  Ｌ  チューブに 移し 換えて 遠心分離器 にて １  ２  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行い 、  上

清除去後 に 培養培地 ５  ｍ  Ｌ  加えて 細胞数 をセルカウントキットを 用いて 細胞濃 度５  × １  ０  
４  

細

胞／ ｍ  Ｌ  に調整した 。  その 後、  ６  ウエルプレート ２  枚を 用いて 、  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  濃度調整液 を ４  ｍ  

Ｌ  ／ ウエルで 各プレートに ３  ウエル 播種し 、  そのうち 各ファイトケミ

カル 成分 を １  ウエルずつに 最終濃度 １  ０  μ Ｍ になるように ４  μ Ｌ  添加 した 。  また 、  残 り の 40

ウエルにはファイトケミカルの 溶解液 である Ｄ  Ｍ  Ｓ  Ｏ  を ４  μ Ｌ  添加 し 、  コントロール （  対照

）  とした 。  １  日間３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートし 、  １  日後、  各１  枚ずつを ２  日間３  ７  

℃ 及び４  ０  ℃ に分けて ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートした 。

【  ０  ０  ７  ８  】

２  日後 、  各ウエルの 培養液 をアスピレーターで 除去 し 、  Ｔ  ｒ  ｙ  ｐ  ｓ  ｉ  ｎ  ／ Ｅ  Ｄ  Ｔ  Ａ  を２  ｍ  

Ｌ  添加して ３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  環境下 でインキュベートし 、  細胞剥離 を 行った 。  細胞剥 離後

に 、  培養培地 を ５  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  １  ５  ｍ  Ｌ  チューブに 移し 換えて 遠心分離 器にて

１  ２  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行い、  上清除去後 に３  ７  ℃ の培養培地 を ５  ｍ  Ｌ 加えて 撹拌

した 。  撹拌後 、  Ｄ  ｉ  Ｏ  Ｃ  ６  を 最終濃度 ８  ０  ｎ  Ｍ になるように 各１  ５  ｍ  Ｌ  チュー ブに 添加 し 、  

培養時同様 の温度 で ３  ０  分間反応 させた 。 50
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【  ０  ０  ７  ９  】

反応後 、  遠心分離器 にて １  ２  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行い、  上清除去後 に培養培 地

を １  ｍ  Ｌ  加えて Ｐ  Ｉ  （  Ｓ  Ｉ  Ｇ  Ｍ Ａ  ）  を 各２  μ Ｌ  添加した 。  添加後、  Ｆ  Ａ  Ｃ  Ｓ  チューブに 移し

換え 、  フローサイトメーター （  Ｂ  Ｄ  ）  で 測定 した 。

【  ０  ０  ８  ０  】

位相差顕微鏡観察 の 結果 、  暑熱 ストレス 負荷 によるヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  の細

胞障害 を 抑制 できる 成分 として 、  オーラプテン 及びタンゲレチンを 見出 し 、  これらの 各成分

を 添加 して 培養 された Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  が明らかな 生存増加 を 示した （  図５  ～ 図７  ）  。  この とき 陰

性対照 を 物質 （  有効成分 ）  無添加 とした 。  また 図には 示されていないが 、  Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ

アゴニストであるベザフィブレートをはじめとしてエルゴチオネイン 、  ノビレチン 、  オス    10

ソール 、  レスベラトロール 、  スルフォラファンの 添加 では 暑熱 ストレスによる 細胞障害 を 抑制

することはできなかった 。  とりわけノビレチンは 、  タンゲレチンと 構造的 に 極めて 類似 した

ポリメトキシフラボノイド （  タンゲレチンよりメトキシ 基が １  個多 い 。 ）  であるが

、  上記 の 抑制効果 は 認められなかった 。

【  ０  ０  ８  １  】

さらにオーラプテン 及びタンゲレチンの 細胞障害抑制効果 を 確認 するために 、  ４  ０  ℃  で 培

養した 細胞 をクリスタルバイオレット 染色 にて 観察 した 結果 、  溶媒 の Ｄ  Ｍ  Ｓ  Ｏ  添加 では 著 し

い 細胞障害 が 認 められたのに 対 して 、  オーラプテン 及 びタンゲレチン 添加 では 明 らか な 細

胞生存 の 増加 が 認 められた （  図８  ）  。

【  ０  ０  ８  ２  】

またその 効果 を 定量化 するために 、  暑熱 ストレスの 負荷 による 細胞死 を 阻害 するオーラ プ

テン （  成分Ａ  ）  及 びタンゲレチン （  成分Ｔ  ）  の 細胞障害抑制効果 を 、  上記 のとおり Ｄ  ｉ  Ｏ  

Ｃ  ６  染色 を 行いフローサイトメトリーを 用いて 定量化 した 。  Ｄ  ｉ  Ｏ  Ｃ  ６  色素は、  ミトコ ンドリ

アの 活性 を 測定 するための 試薬 であり 、  細胞障害 （  細胞死 、  等）  になると 蛍光量 が 減弱 す

ることで 測定 できる 試薬 である 。  通常培養時 でのコントロールである Ｄ  Ｍ  Ｓ  Ｏ  添加  Ｈ  Ｕ  Ｖ  

Ｅ  Ｃ  に比べ、  暑熱ストレス 負荷培養時でのＤ  Ｍ Ｓ  Ｏ  添加Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  では細胞障害（ 細胞死 、  等）  

が 確認 されたが 、  暑熱 ストレス 負荷培養時 のオーラプテン （  成分Ａ  ）  及びタ ンゲレチン （  成

分Ｔ  ）  添加 においては 、  Ｄ  ｉ  Ｏ  Ｃ  ６  染色陽性細胞 が増加 し 、  細胞障害 （  例えば 、  細胞死 、  

等）  の 抑制 が 確認 された （  図９  ）  。

【  ０  ０  ８  ３  】

さらに 、  オーラプテンの 細胞死抑制効果 を 通常 ５  ～ １  ０  μ Ｍ  の 濃度 で 検討 していたが 、 効

果を 発揮 する 濃度検討 を 行った 。  段階的希釈列 でオーラプテンを 添加 し 、  暑熱 ストレス によ

る Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  の細胞死をクリスタルバイオレット 染色で観察した 結果、  ０  ．  ６  μ Ｍ （  ６  ０  ０  ｍ  

Ｍ ）  の 濃度 まで 、  抑制効果 が 確認 できた （  図１  ０  ）  。

【  ０  ０  ８  ４  】

それに 対して 脂肪酸代謝 に 有効 とされている Ｌ  カルニチンを 添加 した 場合 は、  ２  ．  ５  ｍ  ｇ  

／ ｍ  ｌ  （  １  ５  ｍ  Ｍ ）  で 抑制効果 が 認められた （  図１  １  ）  。  つまり Ｌ  カルニチンは 、  オー ラプ

テンの 約２  万５  千倍 の 濃度 を 必要 としていることから 、  オーラプテンの 効果 が 著しく 強 いこと

が 明 らかとなった 。

【  ０  ０  ８  ５  】

（  ６  ）  細胞内脂肪滴 の 局在解析

１  ０  ｃ  ｍ  ディッシュで 培養 を 行 ったヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  の 上清 をアスピレ ー

ターで 除去後 、  Ｔ  ｒ  ｙ  ｐ  ｓ  ｉ  ｎ  ／ Ｅ  Ｄ  Ｔ  Ａ  を２  ｍ  Ｌ  添加して ３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  環境下 でイ

ンキュベートし 、  細胞剥離 を 行った 。  細胞剥離後 に 、  培養培地 を ５  ｍ  Ｌ  ／ ｄ  ｉ  ｓ  ｈ  添加し 、  

１  ５  ｍ  Ｌ  チューブに 移し 換えて 遠心分離器 にて １  ２  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行い 、  上

清除去後 に 培養培地 を ５  ｍ  Ｌ  加えて 細胞数 をセルカウントキットを 用いて 細胞濃 度５  × １  ０  
４  

細胞 ／ ｍ  Ｌ  に調整した 。  その 後、  ３  ５  ｍ  ディッシュを ９  枚用意し 、  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  濃度調整液 を

２  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 播種 し 、  そのうち 各３  枚ずつにオーラプテン （  １  ０  ｍ Ｍ ）  及 びタンゲレ

チン （  １  ０  ｍ  Ｍ ）  を 最終濃度 １  ０  μ Ｍ になるように ２  μ Ｌ  添加した 。  ま た、  他の３  枚にはＤ  

Ｍ Ｓ  Ｏ  を ２  μ Ｌ  添加 し 、  コントロール （  対照 ）  とした 。  １  日間３  ７  ℃
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ｔ  ｗ  ｉ  ｔ  ｈ  Ｄ  Ａ  Ｐ  Ｉ  を ２  滴添加し 、  丸カバーガラスをかけ 、  共焦点レーザー 顕微鏡にて 蛍

光写真撮影 を 行 った 。

【  ０  ０  ８  ８  】

その 結果、  通常培養時では、  コントロールである Ｄ  Ｍ Ｓ  Ｏ  添加Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  と 同様にオー ラプテ

ン （  Ａ  Ｕ  Ｒ  ）  及 びタンゲレチン （  Ｔ  Ａ  Ｎ  ）  添加Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  での 脂肪滴量 に変化は確認されな

かったが 、  ２  日間 の 暑熱 ストレス 負荷培養時 にはオーラプテン 及びタンゲレチン 添加 Ｈ  Ｕ  Ｖ  

Ｅ  Ｃ  の脂肪滴量 が減少 したことを 確認 した （  図１  ２  ）  。  これらの 成分が、  細胞内 の 脂肪酸代謝

を 亢進 したと 考 えられた 。

【  ０  ０  ８  ９  】

（  ７  ）  Ａ  Ｂ  Ｃ  Ｄ  ３  、  Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  α 及びＰ  Ｐ  Ａ  Ｒ  γ の局在解析

１  ０  ｃ  ｍ  ディッシュで 培養 を 行 ったヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  の 上清 をアスピレ ー

ターで 除去後 、  Ｔ  ｒ  ｙ  ｐ  ｓ  ｉ  ｎ  ／ Ｅ  Ｄ  Ｔ  Ａ  を２  ｍ  Ｌ  添加して ３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  環境下 でイ

ンキュベートし 、  細胞剥離 を 行った 。  細胞剥離後 に 、  培養培地 を ５  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  

１  ５  ｍ  Ｌ  チューブに 移し 換えて 遠心分離器 にて １  ２  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行い 、  上

清除去後 に 培養培地 を ５  ｍ  Ｌ  加えて 細胞数 をセルカウントキットを 用いて 細胞 濃度５  × １  ０  
４  

細胞 ／ ｍ  Ｌ  に調整した 。  その 後、  ３  ５  ｍ  ｍ  ディッシュを ６  枚用意 し 、  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  濃度調整液

を ２  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 播種 し 、  そのうち 各２  枚ずつにオーラプテン （  １  ０  ｍ  Ｍ ）  及 びタンゲ

レチン （  １  ０  ｍ  Ｍ ）  を 最終濃度 １  ０  μ Ｍ になるように ２  μ Ｌ  添加した

。  また 、  他の２  枚にＤ  Ｍ Ｓ  Ｏ  を ２  μ Ｌ  添加 し 、  コントロール （  対照 ）  とした 。  １  日間３  ７

℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートし 、  １  日後、  各１  枚ずつを ２  日間３  ７  ℃ 及び４  ０  ℃ に分けて ５  

％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートした 。

【  ０  ０  ９  ０  】

３  ５  ｍ  ｍ  ディッシュで 培養していた Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  の上清を 除去し 、  ４  ％ パラホルムアルデ ヒド・  

リン 酸緩衝液 を ２  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加 し 、  室温 で１  時間静置 した 。

【  ０  ０  ９  １  】

溶液除去後 にリンスを ２  回行い、  ０  ．  ５  ％ Ｔ  ｒ  ｉ  ｔ  ｏ  ｎ  － Ｘ  １  ０  ０  （  Ｗ ａ  ｋ  ｏ  ）  － Ｐ  Ｂ  Ｓ  

を ２  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  室温で５  分静置 する 。  溶液除去後 にリンスを ２  回行い、

Ｆ  ａ  ｃ  ｓ  Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  ｒ  にて１  ５  ０  倍希釈した 抗Ａ  Ｂ  Ｃ  Ｄ  ３  抗体、  抗Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  α 抗体又 は抗Ｐ  

Ｐ  Ａ  Ｒ  γ 抗体を １  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  ２  時間、  室温で静置して 反応させた 。

【  ０  ０  ９  ２  】

溶液除去後 にリンスを ２  回行 い 、  Ｆ  ａ  ｃ  ｓ  Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  ｒ  にて ５  ０  ０  倍希釈 した Ｄ  ｙ  ｌ  

ｉ  ｇ  ｈ  ｔ  ６  ４  ９  標識抗 Ｒ  ａ  ｂ  ｂ  ｉ  ｔ  Ｉ  ｇ  Ｇ  抗体 を １  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加 し 、  １  時 間

、  室温 で 遮光 し 、  静置 で 反応 させた 。  溶液除去後 、  リンスを ２  回行 い 、  Ｄ  ｉ  ａ  ｍ  ｏ  ｎ  ｄ  

Ａ  ｎ  ｔ  ｉ  ｆ  ａ  ｄ  ｅ  Ｍ ｏ  ｕ  ｎ  ｔ  ａ  ｎ  ｔ  ｗ  ｉ  ｔ  ｈ  Ｄ  Ａ  Ｐ  Ｉ  を ２  滴添加 し 、  丸 カバーガ ラ

スをかけ 、  共焦点 レーザー 顕微鏡 にて 蛍光写真撮影 を 行 った 。

【  ０  ０  ９  ３  】

その 結果、  Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  α の 発現変化 について 、  暑熱 ストレス 負荷 のヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ 

Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  では 、  通常培養時 と 暑熱 ストレス 負荷培養時 ともにコントロールである Ｄ  Ｍ  Ｓ  Ｏ  （  

ジメチルスルホキシド ）  添加Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  と 同様にＰ  Ｐ  Ａ  Ｒ  α の 発現量 に 変化 は 見られ なかっ

たが 、  オーラプテン （  Ａ  Ｕ  Ｒ  ）  及 びタンゲレチン （  Ｔ  Ａ  Ｎ  ）  を 添加培養 した Ｈ  Ｕ  Ｖ
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、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートし 、  １  日後、  各２  枚ずつを ２  ～ ３  日間４  ０  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２

でインキュベートし 、  他のディッシュは ３  日間３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートした

。

【  ０  ０  ８  ６  】

３  ５  ｍ  ｍ  ディッシュで 培養していた Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  の上清を 除去し 、  ４  ％ パラホルムアルデ ヒド ・  

リン 酸緩衝液 を ２  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加 し 、  細胞固定 のために 室温 で１  時間静置 し た 。  溶液除

去後 にリンスを ２  回行 い、  Ｆ  ａ  ｃ  ｓ  Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  ｒ  にて ２  ０  ０  ０  倍希釈した Ｂ  Ｏ  Ｄ  Ｉ  Ｐ  Ｙ  

を１  ｍ  Ｌ  ／ ディッシュ 添加し 、  ３  ０  分室温で遮光し 、  静置し 反応させた 。

【  ０  ０  ８  ７  】

溶液除去後 、  リンスを ２  回行 い、  Ｄ  ｉ  ａ  ｍ  ｏ  ｎ  ｄ   Ａ  ｎ  ｔ  ｉ  ｆ  ａ  ｄ  ｅ   Ｍ  ｏ  ｕ  ｎ  ｔ  ａ  ｎ    10
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Ｅ  Ｃ  では、  ４  ０  ℃ 、  １  日間の培養条件下でＰ  Ｐ  Ａ  Ｒ  α の 発現増加 が 観察 された （  図１  ３  ）

。  この 結果は、  リアルタイム Ｐ  Ｃ  Ｒ  及びウェスタンブロッティング 法でも 明らかに 発現増 加 した

ことと 一致 した 。

【  ０  ０  ９  ４  】

Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  γ の 発現変化 について 、  暑熱 ストレス 負荷 のヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ） で

は、  通常培養時 と 暑熱ストレス 負荷培養時 ともにコントロールである Ｄ  Ｍ Ｓ  Ｏ  添加Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  

と 同様にＰ  Ｐ  Ａ  Ｒ  γ の 発現量 に 変化 は 見られなかったが 、  オーラプテン （  Ａ  Ｕ Ｒ  ） を 添加培養

した 血管内皮細胞 では 、  ４  ０  ℃ 、  １  日間培養条件下 でＰ  Ｐ  Ａ  Ｒ  γ の 発現増加 が 観察 された （  図

１  ４  ）  。  タンゲレチン （  Ｔ  Ａ  Ｎ  ）  添加 ではその 増加効果 は 観察 されず 、  変化は見られなかっ

た 。  またこれらの 効果は、  リアルタイム Ｐ  Ｃ  Ｒ  でも 確認 された 。

【  ０  ０  ９  ５  】

Ａ  Ｂ  Ｃ  Ｄ  ３  の発現変化 について 、  暑熱ストレス 負荷のヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ） では

、  通常培養時 と 暑熱ストレス 負荷培養時 ともにコントロールである Ｄ  Ｍ Ｓ  Ｏ  添加 Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  

及びオーラプテン （  Ａ  Ｕ  Ｒ  ）  又 はタンゲレチン （  データ 示 さず ）  添加でも Ａ  Ｂ  Ｃ  Ｄ  ３  の 発

現に 変化 は 認められなかった （  図１  ５  ）  。

【  ０  ０  ９  ６  】

（  ８  ）  暑熱 ストレス 負荷時 オーラプテン 添加 リンパ 球 における 炎症性 サイトカインの 抑制 効

果

＜ Ｉ  Ｌ  － ６  濃度測定＞

ヒト 末梢血 をヘパリン 採血 により １  ０  ｍ  Ｌ  採血し 、  Ｐ  Ｂ  Ｓ  （  － ）  を１  ０  ｍ  Ｌ  加え 撹拌し

た 。  Ｌ  ｙ  ｍ  ｐ  ｈ  ｏ  ｃ  ｙ  ｔ  ｅ  Ｓ  ｅ  ｐ  ａ  ｒ  ａ  ｔ  ｉ  ｏ  ｎ  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ｕ  ｍ １  ０  ７  ７  （  Ｐ  ｒ  ｏ  ｍ

ｏ  Ｃ  ｅ  ｌ  ｌ  ）  １  ５  ｍ  Ｌ  を 血液が混和しないように 重層し 、  遠心分離器 にて １  ６  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ

、  ３  ０  分間血液分離 を 行った 。  分離後、  単核球層 をスポイトで 採取し 、  ２  ０  ｍ  Ｌ  の培養培 地に

添加し 、  遠心分離器 にて １  ５  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行い、  上清除去後 に２  ０  ｍ  Ｌ  

の培養培地を 添加し 、  撹拌した 。  再度、  遠心分離器 にて １  ５  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行

い、  上清除去後 に１  ０  ｍ  Ｌ  の培養培地 を 添加し 、  撹拌し 、  １  ０  ｃ  ｍ  ディッシュに 全量を添加

し 、  ３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  環境下 で １  時間 インキュベートした 。  その 後、  上清 （ リンパ 球 ）  を

１  ５  ｍ  Ｌ  チューブに 回収 し 、  細胞数 を 、  セルカウントキットを 用いて 細胞濃 度１  × １  ０  
５  

細胞

／ ｍ  Ｌ  に調整 した 。  ６  ウエルプレートを 用いて 、  リンパ 球濃度調整液 を  ４  ｍ  Ｌ  ／ ウエルで 各

２  ウエルに 播種 し 、  そのうちオーラプテン （  １  ０  ｍ  Ｍ ）  を １  ウエルず つに 最終濃度 １  ０  μ Ｍ 

になるように ４  μ Ｌ  添加 した 。  また 、  残りのウエルにはファイトケ ミカルの 溶解液 である Ｄ  Ｍ 

Ｓ  Ｏ  を ４  μ Ｌ  添加 し 、  コントロール （  対照 ）  とした 。  １  日間３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュ

ベートし 、  １  日後に、  ３  日間４  ０  ℃ で５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベ ートした 。  その 後、  上清を １  ．  

５  ｍ  Ｌ  エッペンチューブに 回収し 、  遠心分離器 にて ８  ０  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行い

、  上清を 新しい １  ．  ５  ｍ  Ｌ  エッペンチューブに 回収 し

、－  ２  ０  ℃ で保存した 。

【  ０  ０  ９  ７  】

Ｉ  Ｌ  － ６  の 測定 には 、  Ｅ  Ｌ  Ｉ  Ｓ  Ａ  キットの Ｈ  ｕ  ｍ  ａ  ｎ

に 同包 されている ５  × Ｃ  ｏ  ａ  ｔ  ｉ  ｎ  ｇ  Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  ｒ

Ｉ  Ｌ  － ６  を 用いた 。  測定キット  

Ａ  を 蒸留水 にて ５  倍希釈 し 、  Ｃ  ｏ

全 に 取 り 除 いた 。  Ａ  ｓ  ｓ  ａ  ｙ  Ｄ  ｉ  ｌ  ｕ  ｅ  ｎ  ｔ  で Ｉ  Ｌ  － ６  標準 タンパク 質 を 希釈 し 、  Ｉ  Ｌ

－ ６  標準タンパク 質希釈列 を 作成した 。  Ｉ  Ｌ  － ６  標準タンパク 質希釈列 ならびにリンパ 球の４  ０  

℃ 培養上清を １  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  室温で２  時間静置 した 。  溶液を 除去し 、

ａ  ｔ  ｉ  ｎ  ｇ  Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  ｒ  にて ２  ０  ０  倍希釈 した Ｃ  ａ  ｐ  ｔ  ｕ  ｒ  ｅ  Ａ  ｎ  ｔ  ｉ  ｂ  ｏ  ｄ  ｙ  を ９  40

６  ウエルプレートに １  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  ４  ℃ で一晩静置 した 。

【  ０  ０  ９  ８  】

抗体溶液 を 除去 し 、  洗浄 を ４  回行 い、  プレートに 残存 する 微量 な 反応溶液 をキムタオル で完

全に液を 取り 除いた 。  その 後、  蒸留水 で５  倍希釈 した Ｅ  Ｌ  Ｉ  Ｓ  Ａ  Ａ  ｓ  ｓ  ａ  ｙ  Ｄ  ｉ  ｌ  ｕ  ｅ  

ｎ  ｔ  （  Ｂ  ｉ  ｏ  Ｌ  ｅ  ｇ  ｅ  ｎ  ｄ  ）  を２  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  ４  ℃ で一晩静置 した 。

【  ０  ０  ９  ９  】

溶液 を 除去 し 、  洗浄 を ４  回行 い、  プレートに 残存 する 微量 な 反応溶液 をキムタオルで 完
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洗浄 を ４  回行 い 、  プレートに 残存 する 微量 な 反応溶液 をキムタオルで 完全 に 取り 除いた 。  Ａ  ｓ  

ｓ  ａ  ｙ  Ｄ  ｉ  ｌ  ｕ  ｅ  ｎ  ｔ  にて ２  ０  ０  倍希釈した Ｄ  ｅ  ｔ  ｅ  ｃ  ｔ  ｉ  ｏ  ｎ  Ａ  ｎ  ｔ  ｉ  ｂ  ｏ  ｄ  ｙ  を

１  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  室温で１  時間静置した 。  溶液を 除去し 、  洗浄を ４  回行い

、  Ａ  ｓ  ｓ  ａ  ｙ  Ｄ  ｉ  ｌ  ｕ  ｅ  ｎ  ｔ  にて １  ０  ０  ０  倍希釈 した Ａ  ｖ  ｉ  ｄ  ｉ  ｎ  － Ｈ  Ｒ  Ｐ  を １  ０  ０  μ 

Ｌ  ／ ウエル 添加 し 、  室温 で ３  ０  分静置 した 。  溶液 を 除去 し 、  洗浄 を ５  回行 い 、  プレート に

残存 する 微量 な 反応溶液 をキムタオルで 完全 に 取 り 除 いた 。  Ｔ  Ｍ Ｂ  Ｍ ｉ  ｃ  ｒ  ｏ  ｗ  ｅ  ｌ  ｌ  

Ｐ  ｅ  ｒ  ｏ  ｘ  ｉ  ｄ  ａ  ｓ  ｅ  Ｓ  ｕ  ｂ  ｓ  ｔ  ｒ  ａ  ｔ  ｅ  を １  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエル 添加 し 、  遮光 して 約

３  ０  分反応 させた 。  反応 を 止 めるために ２  Ｎ  Ｈ  ２  Ｓ  Ｏ  ４  を １  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエル 添加 し 、

反応溶液 における 吸光度 を ４  ５  ０  ｎ  ｍ  のプレートリーダーで 測定 した 。

【  ０  １  ０  ０  】

＜ Ｃ  Ｃ  Ｌ  － ２  濃度測定＞

ヒト 末梢血 をヘパリン 採血 により １  ０  ｍ  Ｌ  採血し 、  Ｐ  Ｂ  Ｓ  （  － ）  を１  ０  ｍ  Ｌ  加え 撹拌し

た 。  Ｌ  ｙ  ｍ  ｐ  ｈ  ｏ  ｃ  ｙ  ｔ  ｅ  Ｓ  ｅ  ｐ  ａ  ｒ  ａ  ｔ  ｉ  ｏ  ｎ  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ｕ  ｍ １  ０  ７  ７  （  Ｐ  ｒ  ｏ  ｍ 

ｏ  Ｃ  ｅ  ｌ  ｌ  ）  １  ５  ｍ  Ｌ  を 血液 が 混和 しないように 重層 し 、  遠心分離器 にて １  ６  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ

、  ３  ０  分間血液分離 を 行った 。  分離後、  単核球層 をスポイトで 採取し 、  ２  ０  ｍ  Ｌ  の培養培地に

添加し 、  遠心分離器 にて １  ５  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分離 を 行い、  上清除去後 に２  ０  ｍ  Ｌ  

の培養液を 添加し 、  撹拌した 。  再度、  遠心分離器 にて １  ５  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５  分間遠心分 離を 行い

、  上清除去後 に１  ０  ｍ  Ｌ  の培養培地 を 添加し 、  撹拌し 、  １  ０  ｃ  ｍ  ディッシュに 全量添加し 、  

３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  環境下 で １  時間 インキュベートした 。  その 後、  上清 （  リン パ 球 ）  を１  ５  

ｍ  Ｌ  チューブに 回収 し 、  細胞数 をセルカウントキットを 用いて 細胞濃度 １  ×  １  ０  
５  

細胞 ／ ｍ  

Ｌ  に調整 した 。  ６  ウエルプレートを 用いて 、  リンパ 球濃度調整液 を ４  ｍ  Ｌ

／  ウエルで 各２  ウエルに 播種 し 、  そのうちオーラプテン （  １  ０  ｍ  Ｍ ）  を １  ウエルずつに 最終

濃度１  ０  μ Ｍ になるように ４  μ Ｌ  添加 した 。  また 、  残りのウエルにはファイトケミカル の溶

解液である Ｄ  Ｍ Ｓ  Ｏ  を ４  μ Ｌ  添加し 、  コントロールとした 。  １  日間３  ７  ℃ 、  ５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でイン

キュベートし 、  １  日後に、  ３  日間４  ０  ℃ で５  ％ Ｃ  Ｏ  ２  でインキュベートした 。  その 後、  上清を

１  ．  ５  ｍ  Ｌ  エッペンチューブに 回収し 、  遠心分離器 にて ８  ０  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  、  ５ 分間遠心分離 を 行

い、  上清 を 新しい １  ．  ５  ｍ  Ｌ  エッペンチューブに 回収し 、－  ２  ０  ℃ で保存した 。

【  ０  １  ０  １  】

Ｃ  Ｃ  Ｌ  － ２  の 測定 には 、  Ｅ  Ｌ  Ｉ  Ｓ  Ａ  キットの Ｈ  ｕ  ｍ  ａ  ｎ  Ｍ Ｃ  Ｐ  １  ／ Ｃ  Ｃ  Ｌ  ２  を 用 い た

。

【  ０  １  ０  ２  】

測定 キットに 含まれている ５  ×  Ｃ  ｏ  ａ  ｔ  ｉ  ｎ  ｇ Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  ｒ  を 蒸留水 にて ５  倍希釈 し

、  Ｃ  ｏ  ａ  ｔ  ｉ  ｎ  ｇ  Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  ｒ  Ａ  にて ２  ０  ０  倍希釈した Ｃ  ａ  ｐ  ｔ  ｕ  ｒ  ｅ  Ａ  ｎ  ｔ  ｉ  ｂ  

ｏ  ｄ  ｙ  を ９  ６  ウエルプレートに １  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエルで 添加し 、  ４  ℃ で一晩静置 した 。

【  ０  １  ０  ３  】

抗体溶液 を 除去 し 、  洗浄 を ４  回行 い、  プレートに 残存 する 微量 な 反応溶液 をキムタオル で完

全に取り 除いた 。  その 後、  蒸留水 で５  倍希釈 した Ｅ  Ｌ  Ｉ  Ｓ  Ａ  Ａ  ｓ  ｓ  ａ  ｙ  Ｄ  ｉ  ｌ  ｕ  ｅ  ｎ  ｔ  

（  Ｂ  ｉ  ｏ  Ｌ  ｅ  ｇ  ｅ  ｎ  ｄ  ）  を２  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  ４  ℃ で一晩静置 した 。

【  ０  １  ０  ４  】

溶液 を 除去 し 、  洗浄 を ４  回行 い 、  プレートに 残存 する 微量 な 反応溶液 をキムタオルで 完全に

取り 除いた 。  Ａ  ｓ  ｓ  ａ  ｙ  Ｄ  ｉ  ｌ  ｕ  ｅ  ｎ  ｔ  でＭ Ｃ  Ｐ  １  ／ Ｃ  Ｃ  Ｌ  ２  標準タンパクを 希釈し 、  Ｍ 

Ｃ  Ｐ  １  ／ Ｃ  Ｃ  Ｌ  ２  標準タンパク 質希釈列を作成した 。  Ｍ Ｃ  Ｐ  １  ／ Ｃ  Ｃ  Ｌ  ２  標準タン パク 質希釈列 な

らびにリンパ 球４  ０  ℃ 培養上清 を １  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  室温で２  時間静置 した 。  溶液

を 除去 し 、  洗浄 を ４  回行 い、  プレートに 残存 する 微量 な 反応溶液 をキム タオルで 完全 に 取り 除い

た 。  Ａ  ｓ  ｓ  ａ  ｙ  Ｄ  ｉ  ｌ  ｕ  ｅ  ｎ  ｔ  にて ２  ０  ０  倍希釈した Ｄ  ｅ  ｔ  ｅ  ｃ  ｔ  ｉ  ｏ  ｎ  Ａ  ｎ  ｔ  ｉ  

ｂ  ｏ  ｄ  ｙ  を１  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  室温で１  時間静置 した 。  溶

液を 除去 し 、  洗浄 を ４  回行 い、  Ａ  ｓ  ｓ  ａ  ｙ  Ｄ  ｉ  ｌ  ｕ  ｅ  ｎ  ｔ  にて １  ０  ０  ０  倍希釈した Ａ  ｖ  

ｉ  ｄ  ｉ  ｎ  － Ｈ  Ｒ  Ｐ  を１  ０  ０  μ Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  室温で３  ０  分静置した 。  溶液を 除去し 、 洗浄

を ５  回行 い 、  プレートに 残存 する 微量 な 反応溶液 をキムタオルで 完全 に 取り 除いた 。
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Ｔ  Ｍ Ｂ  Ｍ ｉ  ｃ  ｒ  ｏ  ｗ  ｅ  ｌ  ｌ  Ｐ  ｅ  ｒ  ｏ  ｘ  ｉ  ｄ  ａ  ｓ  ｅ  Ｓ  ｕ  ｂ  ｓ  ｔ  ｒ  ａ  ｔ  ｅ  を１  ０  ０  μ Ｌ

／ ウエル 添加し 、  反応溶液 における 吸光度 を ４  ５  ０  ｎ  ｍ  のプレートリーダーで 測定 した 。

【  ０  １  ０  ５  】

＜ 結果＞

暑熱 ストレス 負荷 の 際に 、  血管 のみならず 血管 と 同様 に 血液 も 暑熱 ストレス 負荷 を 受 け る

ことから 生体防御 を 担 うリンパ 球 に 着目 した 。  オーラプテン 添加暑熱 ストレス 負荷時 （  ４  

０  ℃ 、  ２  日間培養）  の 末梢血 リンパ 球 （  検体Ａ  及び検体 Ｂ  ）  においては 、  溶媒 である Ｄ  Ｍ 

Ｓ  Ｏ  添加暑熱 ストレス 負荷時 リンパ 球に比べ、  炎症性 サイトカイン （  発熱促進因子 ）  である Ｉ  

Ｌ  － ６  及びＣ  Ｃ  Ｌ  － ２  の産生を 有意に抑制したことを 確認した （  表１  、  ｐ  ＜ ０  ．  ０  ５  ）  。  対

照は、  オーラプテンを 添加 しないときの 測定値 である 。

【  ０  １  ０  ６  】

【  表１  】

【  ０  １  ０  ７  】

上記 （  １  ）  ～ （  ８  ）  の 試験結果 を 以下 にまとめて 示 す。

ヒト 血管内皮細胞 （  Ｈ Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  を 培地 のみ 、  タンゲレチン 含有培地 、  オーラプテン 含有

培地中 ４  ０  ℃ で培養 したときの 、  細胞障害 （  細胞死 ）  、  蓄積脂肪滴量、  Ｐ  Ｐ  Ａ  Ｒ  γ 、  Ｐ  Ｐ  Ａ  

Ｒ  α 、  発熱性因子 （  炎症性サイトカイン ；  例えばＩ  Ｌ  － ６  、  Ｃ  Ｃ  Ｌ  － ２  等）  の 変化 （ 増減 ）  

を 測定した 結果をそれぞれ 表２  にまとめて 示した 。  ここで 、  ３  ７  ℃ で培養されたヒ ト 血管内皮

細胞 （  Ｈ Ｕ Ｖ  Ｅ  Ｃ  ）  での 測定結果 を 比較対照 とした 。

【  ０  １  ０  ８  】

【  表２  】

【  ０  １  ０  ９  】

表２  から 分かるように 、  オーラプテン （  Ａ  ｕ  ｒ  ａ  ｐ  ｔ  ｅ  ｎ  ｅ  ）  及びタンゲレチン （  Ｔ  ａ  

ｎ  ｇ  ｅ  ｒ  ｅ  ｔ  ｉ  ｎ  ）  は 、  暑熱 ストレス 負荷血管内皮細胞 の 細胞障害 （  細胞死 、  等）  を 抑制し

、  脂質代謝 を 増加 し 、  さらに 血液細胞 であるリンパ 球における 発熱性因子 の産生 ・  放出 を 減少

させることから 、  暑熱 ストレスによる 血管内皮細胞 の 細胞障害 を 抑制又 は 軽減 し 、 従 って 熱

中症 に 対 する 予防 、  軽減又 は 治療 のために 有効 であることが 実証 された 。

【  ０  １  １  ０  】

［  実施例 ２  ］

＜  中鎖脂肪酸 による 暑熱 ストレス 負荷血管内皮細胞 の 細胞死抑制 ＞

 １  ．  材料
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（  １  ）  ヒト 正常細胞株

ヒト 臍帯静脈血管内皮細胞 （  Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  ：  クラボウ （  日本 ）  より 購入 ）  を 本実施例 に 用

いた 。

【  ０  １  １  １  】

（  ２  ）  細胞培養培地

Ｈ  ｕ  Ｍ ｅ  ｄ  ｉ  ａ  － Ｅ  Ｂ  ２  （  クラボウ ）  に、  ２  ％ ウシ 胎児血清 （  Ｆ  Ｂ  Ｓ  ）  、  ｈ  Ｅ  Ｇ  Ｆ  、  ハ

イドロコーチゾン 、  抗菌剤 、  ｈ  Ｆ  Ｇ  Ｆ  － Ｂ  、  ヘパリンを 添加したものを Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  の培養培

地 として 使用 した 。

【  ０  １  １  ２  】  

２  ．  実験

（  １  ）  中鎖脂肪酸添加 による 細胞死抑制実験

Ｈ  Ｕ  Ｖ  Ｅ  Ｃ  を細胞濃度５  × １  ０  
４  

細胞 ／ ウエルで ６  ウエルプレートに 撒いた 。  濃度別 に中鎖

脂肪酸を 添加し 、  ３  ７  ℃ で１  日間培養 した 。  中鎖脂肪酸 である Ｍ Ｃ  Ｔ  オイル （  日清オイリオ 社

（  日本 ）  ）  を 脱脂牛血清 アルブミン （  Ｂ  Ｓ  Ａ  ）  に 結合 させて 濃度調節 して 培養液 に 添加 し

た （  ８  μ ｌ  ／ ｍ  ｌ  、  ６  ４  μ ｌ  ／ ｍ  ｌ  ）  。  中鎖脂肪酸 の 濃度 は最高濃度 として ６  ４  μ Ｌ  ／ ｍ  

ｌ  、  そこから 濃度を 半減させていき 、  ３  ２  μ Ｌ  、  １  ６  μ Ｌ  、  ８  μ Ｌ  、  最低濃度 と して ４  μ Ｌ  

とした 。  またコントロールとして 中鎖脂肪酸 を 添加 しない 細胞 も 準備 した 。  中鎖脂肪酸 を 添加し

てから １  日培養 してから 、  ４  ０  ℃ の暑熱ストレスに 約３  日間かけ 、  計測に 使用 した 。

（  ２  ）  細胞固定 と 染色

血管内皮細胞培養後 に 培養液 を 取り 除き 、  ４  ％  パラホルムアルデヒド 溶液 を １  ｍ  Ｌ  ／ ウエ

ルで 添加し 、  室温で３  ０  分静置 し 、  細胞を 固定した 。  ４  ％ パラホルムアルデヒド 溶液を

取り 除き 、  １  × Ｐ  Ｂ  Ｓ  にてウエルを ２  回洗浄し 、  Ｃ  ｒ  ｉ  ｓ  ｔ  ａ  ｌ  Ｖ  ｉ  ｏ  ｌ  ｅ  ｔ  染色液 を  １  

ｍ  Ｌ  ／ ウエルで 添加し 、  一晩放置した 。  染色液を 取り 除き 、  １  × Ｐ  Ｂ  Ｓ  を １  ｍ  Ｌ  ／ ウエ ルで 添

加し 、  位相差顕微鏡 で 細胞 を 観察及 び撮影 した 。

（  ３  ）  アポトーシス （  細胞死 ）  の検出

死細胞率 を 定量化 するために Ａ  ｐ  ｏ  Ｓ  ｃ  ｒ  ｅ  ｅ  ｎ  Ａ  ｎ  ｎ  ｅ  ｘ  ｉ  ｎ  Ｖ  （  コスモ ・  バイ

オ ）  を 使用 した 。  ６  ウエルプレート 内の培養液 を １  ５  ｍ  Ｌ  チューブに 回収 する 。  プレート に

１  × Ｐ  Ｂ  Ｓ  を１  ｍ  Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  ２  分間置き 、  １  × Ｐ  Ｂ  Ｓ  を１  ５  ｍ  Ｌ  チューブに 回収し

た 。  トリプシンを １  ｍ  Ｌ  ／ ウエル 添加し 、  細胞剥離した 。  Ｒ  Ｐ  Ｍ Ｉ  メディウムを ２  ｍ  Ｌ  ／ ウ

エルで 添加し 、  １  ５  ｍ  Ｌ  チューブに 回収し 、  １  ２  ０  ０  ｒ  ｐ  ｍ  で ５  分間遠心分離機 に

かけ 、  上清を 取り 除き 、  ２  回洗浄 した 後、  ペレットにした 。  Ａ  ｎ  ｎ  ｅ  ｘ  ｉ  ｎ  Ｂ  ｉ  ｎ  ｄ  ｉ  ｎ  

ｇ  Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  ｒ  を１  ５  ｍ  ｌ  チューブに １  ０  ０  μ Ｌ  入れ、  ペレットを 回収し 、  Ｆ  ａ  ｃ  ｓ チュ

ーブに 移した 。  Ａ  ｎ  ｎ  ｅ  ｘ  ｉ  ｎ  Ｖ  を１  ０  μ Ｌ  添加し 、  ４  ℃ で１  ５  分間静置した 。  Ａ  ｎ  ｎ  

ｅ  ｘ  ｉ  ｎ  Ｂ  ｉ  ｎ  ｄ  ｉ  ｎ  ｇ  Ｂ  ｕ  ｆ  ｆ  ｅ  を３  ８  ０  μ Ｌ  添加し 、  ７  － Ａ  Ａ  Ｄ  を１  ０  μ Ｌ 添加

し 、  フローサイトメトリー 法で 測定 した 。

（  ４  ）  Ｅ  Ｌ  Ｉ  Ｓ  Ａ  キット

暑熱 ストレスを 負荷 された 血管内皮細胞 から 産生 される Ｈ  Ｓ  Ｐ  ７  ０  の濃度 は、  Ｈ  ｕ  ｍ  ａ

ｎ  Ｈ Ｓ  Ｐ  ７  ０  ／ Ｈ Ｓ  Ｐ  １  Ａ  （  Ｒ  ＆ Ｄ  ）  を 用いて 測定 した 。  測定方法 は、  メーカーのプロ ト

コールに 従 い 行 った 。

【  ０  １  １  ３  】  

３  ．  結果

血管内皮細胞 に 中鎖脂肪酸 を 添加培養 し 、  翌日 に ４  ０  ℃  の 暑熱 ストレス 下で 培養 した 結果

、  細胞死 の 抑制 、  すなわち 生存細胞 の 増加 が 認められた （  図１  ６  ）  。  また 、  アネキシン 染色

により 、  死細胞比率 を 定量 した 結果 、  中鎖脂肪酸 を 添加 しなかった 培養条件 では ４  ０

％  の死細胞 が 認められたのに 対して 、  中鎖脂肪酸添加 では ４  ～ ６  ４  μ ｌ  ／ ｍ  ｌ  の各濃度 にお

いて 、  細胞死 の 抑制効果 （  約５  ０  ％ ）  が 認められた （  図１  ７  ）  。

中鎖脂肪酸 の添加によって 、  細胞からの Ｈ  Ｓ  Ｐ  ７  ０  の産生量 の低下が濃度依存的 に認められ

た （  図１  ８  ）  。

オーラプテンの 添加 によって 、  ３  ７  ℃  での 全体的 な 細胞数 の増加 が認められ （  図１  ９  左
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）  、  そして 、  さらに 中鎖脂肪酸 を 添加 すると 、  その 生存細胞数 が増加 した （  図１  ９  、  中及び 右

）  。  これは 、  オーラプテンによる 暑熱 ストレス 抑制効果 を 、  中鎖脂肪酸 が更に 高める ことがで

きることを 示 している 。

【  産業上 の 利用可能性 】

【  ０  １  １  ４  】

本発明 は 、  血管内皮細胞等 の 細胞 が 暑熱 ストレスにより 細胞障害 を 起こすことを 利用 する

ことによって 、  ファイトケミカルの 中からオーラプテン （  クマリン 類 の 一種 ）  、  タンゲ レチ

ン （  ポリメトキシフラボノイドの 一種 ）  及び 中鎖脂肪酸 からなる 群 から 選択 される 少なくと

も １  つの 物質 が 暑熱 ストレスから 血管内皮細胞等 の 細胞 を 保護 し 熱中症 を 予防 、  軽減及 び／  

又は 治療 するために 有効 であることが 判明 したことから 、  産業上有用 である 。

本明細書 で 引用 した 全 ての 刊行物 、  特許及 び 特許出願 はそのまま 引用 により 本明細書 に 組

み 入 れられるものとする 。

【  要約】

この 出願 は 、  オーラプテン 、  タンゲレチン 及び中鎖脂肪酸 からなる 群から 選択 される 少なく

とも １  つの 物質 を 有効成分 として 含む、  被験体 において 熱中症 、  或いは 暑熱 ストレス の 負荷 に

よる 血管内皮細胞等 の 細胞 の 細胞障害 、  及び／  又は 暑熱 ストレスの 負荷 による 血液細胞 から

の 発熱誘発炎症性 サイトカインの 産生及 び 放出 に 伴 う 異常 、  を 予防 、  軽減及 び

／  又は 治療 するための 組成物 を 提供 する 。

【  図１  】 【  図２  】

【  図３  】
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【  図４  】

【  図５  】

【  図６  】

【  図７  】

【  図８  】 【  図９  】
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【  図１  ０  】 【  図１  １  】

【  図１  ２  】 【  図１  ３  】
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【  図１  ４  】 【  図１  ５  】

【  図１  ６  】 【  図１  ７  】

【  図１  ８  】
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【  図１  ９  】
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