
(57)【要約】

【課題】　腐植物質に含まれるフルボ酸とＩ型アレルギ

ーの発症機序との関係を解明し、フルボ酸によってＩ型

アレルギーの発症を抑制する。

【解決手段】　抗原感作段階又は／及び抗体感作段階や

細胞の脱顆粒段階をフルボ酸によって抑制するＩ型アレ

ルギーの抑制剤や前記フルボ酸を少なくとも含む組成物

を提供する。また、フルボ酸を用いて特異的減感作を行

うことによりＩ型アレルギーの発症を抑制する方法、特

に抗原感作段階又は／及び抗体感作段階をフルボ酸によ

ってＩ型アレルギーの発症を抑制する方法を提供する。

あるいは、フルボ酸を用いて非特異的減感作を行うこと

によりＩ型アレルギーの発症を抑制する方法を提供する

。

【選択図】　図１２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 抗 原 感 作 段 階 又 は ／ 及 び 抗 体 感 作 段 階 を フ ル ボ 酸 に よ っ て 抑 制 す る Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 抑
制 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
　 細 胞 の 脱 顆 粒 段 階 を フ ル ボ 酸 に よ っ て 抑 制 す る Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
　 細 胞 へ の カ ル シ ウ ム イ オ ン 流 入 を 阻 害 す る こ と に よ り 前 記 脱 顆 粒 段 階 を 抑 制 す る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 フ ル ボ 酸 は 草 炭 か ら 抽 出 さ れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ か ら ３ の い ず
れ か 一 項 に 記 載 さ れ た Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 原 感 作 段 階 又 は ／ 及 び 抗 体 感 作 段 階 に お い て Ｉ 型 ア レ ル ギ ー を 抑 制 す る フ ル ボ 酸 を 少
な く と も 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ５ 記 載 の 組 成 物 を 配 合 し た こ と を 特 徴 と す る 洗 顔 料 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ５ 記 載 の 組 成 物 を 配 合 し た こ と を 特 徴 と す る 化 粧 品 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ５ 記 載 の 組 成 物 を 配 合 し た こ と を 特 徴 と す る 飲 食 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ５ 記 載 の 組 成 物 を 配 合 し た こ と を 特 徴 と す る 皮 膚 外 用 薬 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 フ ル ボ 酸 を 用 い て 特 異 的 減 感 作 を 行 う こ と に よ り Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 を 抑 制 す る 方 法
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 原 感 作 段 階 又 は ／ 及 び 抗 体 感 作 段 階 を フ ル ボ 酸 に よ っ て 抑 制 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 フ ル ボ 酸 を 用 い て 非 特 異 的 減 感 作 を 行 う こ と に よ り Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 を 抑 制 す る 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 フ ル ボ 酸 を 用 い て 脱 顆 粒 を 阻 害 す る こ と に よ り Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 を 抑 制 す る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 を 抑 制 す る 技 術 に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 、 腐 植 物 質 に
含 ま れ る フ ル ボ 酸 の 特 異 的 減 感 作 作 用 に 基 づ く Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 を 抑 制 す る 技 術 に 関
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 「 腐 植 物 質 」 は 、 植 物 が 腐 植 す る こ と に よ っ て 生 成 す る 有 機 成 分 の こ と で あ る 。 国 際 腐
植 物 質 学 会 （ International Humic Substances Society、 略 称 Ｉ Ｈ Ｓ Ｓ ） に お け る 定 義 に
よ る と 、 こ の 腐 植 物 質 は 、 土 壌 を 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 等 の ア ル カ リ で 抽 出 し た 分 画 、 あ る い
は 天 然 水 で Ｘ Ａ Ｄ 樹 脂 に 吸 着 し 、 希 ア ル カ リ 水 溶 液 で 溶 出 さ れ る 分 画 の こ と で あ り 、 そ の
中 で 、 酸 に よ り 沈 殿 す る 分 画 を 「 フ ミ ン 酸 （ 腐 植 酸 ） 」 、 沈 殿 し な い 分 画 を 「 フ ル ボ 酸 （
Ｆ ｕ ｌ ｖ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ） 」 、 と そ れ ぞ れ 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 こ こ で 、 本 発 明 の 主 題 に 係 わ る 前 記 フ ル ボ 酸 は 、 鉄 と 強 く 結 び つ く 性 質 を 有 す る た め 、
海 中 へ の 鉄 供 給 源 と な る こ と 、 あ る い は 、 銅 な ど の 有 害 重 金 属 に 対 す る 凝 集 能 （ 錯 形 成 能
） 、 発 癌 性 物 質 で あ る 六 価 ク ロ ム の 還 元 無 毒 化 、 有 機 ハ ロ ゲ ン 化 物 の 脱 塩 素 化 な ど の よ う
な 環 境 浄 化 機 能 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 フ ル ボ 酸 の 多 岐 に わ た る と
考 え ら れ る 作 用 は 、 未 だ 詳 し く 解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 近 年 で は 、 上 記 し た 環 境 浄 化 機 能 以 外 に 、 フ ル ボ 酸 の 生 体 に 及 ぼ す 生 理 的 作 用 に 関 す る
研 究 も 、 徐 々 に 始 ま っ て い る 。 例 え ば 、 特 許 文 献 １ に は 、 フ ル ボ 酸 （ 特 に 、 オ キ シ フ ル ボ
酸 ） 、 そ の 塩 、 エ ス テ ル 又 は 誘 導 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ り 、 特 に 、 炎 症 、 ア ク ネ 、 湿 疹
、 細 菌 又 は 真 菌 若 し く は ウ イ ル ス の 感 染 症 な ど の 疾 病 に 有 効 な 医 薬 組 成 物 が 開 示 さ れ て い
る 。 当 該 特 許 文 献 １ に 示 さ れ た 実 施 例 で は 、 オ キ シ フ ル ボ 酸 の ヒ ト 好 中 球 に よ る オ キ シ ダ
ン ト 産 生 に 及 ぼ す 作 用 、 マ ウ ス 炎 症 部 位 へ の ク リ ー ム 剤 塗 布 に よ る 抗 炎 症 性 の 評 価 、 ネ コ
及 び イ ヌ の 化 膿 性 外 傷 性 皮 膚 炎 に 対 す る 評 価 、 実 験 動 物 に よ る 経 口 毒 性 確 認 試 験 、 オ キ シ
フ ル ボ 酸 を 含 む フ リ ー ム 剤 を 用 い た 抗 微 生 物 確 認 試 験 な ど が 行 わ れ て お り 、 概 ね 、 オ キ シ
フ ル ボ 酸 の 皮 膚 外 用 薬 と し て 抗 炎 症 効 果 を 確 認 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 特 許 文 献 ２ に は 、 腐 植 土 か ら 溶 出 さ れ る 水 溶 性 腐 植 物 質 で あ る フ ル ボ 酸 、 酵 素 、 ビ タ ミ
ン 類 、 ア ミ ノ 酸 類 、 ミ ネ ラ ル 類 な ど を 含 む 多 成 分 系 化 粧 品 原 料 の 抗 菌 、 抗 ア レ ル ギ ー 作 用
、 抗 炎 症 作 用 、 ア レ ル ギ ー 肌 や ア ト ピ ー 肌 へ の 低 刺 激 性 、 か ゆ み 軽 減 な ど の 作 用 が 開 示 さ
れ て お り 、 加 え て 、 口 中 に 使 用 す る 化 粧 品 原 料 へ の 用 途 も 開 示 さ れ て い る 。 し か し 、 当 該
特 許 文 献 ２ に 示 さ れ た 実 施 例 で は 、 皮 膚 へ の 刺 激 を 確 認 す る 試 験 、 抗 菌 力 確 認 試 験 、 経 口
投 与 毒 性 確 認 試 験 、 活 性 酸 素 消 去 活 性 を 確 認 す る 試 験 な ど が 開 示 さ れ て い る の み で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ま た 、 特 許 文 献 ３ に は 、 腐 植 土 か ら 水 や 希 ア ル コ ー ル 等 に よ っ て 抽 出 さ れ る 抽 出 液 で あ
り 、 そ の ｐ Ｈ 値 が ４ ． ０ 以 下 で あ る 抽 出 液 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 菌 水 が 開 示 さ れ て
い る 。 こ の 特 許 文 献 ３ に は 、 前 記 抽 出 液 が 虫 歯 や 歯 周 病 の 原 因 と な る 口 腔 細 菌 や 黄 色 ブ ド
ウ 状 球 菌 な ど の 食 中 毒 原 因 菌 に 対 す る 増 殖 抑 制 効 果 が 示 さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ ２ ６ ４ ０ ７ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ２ ６ ７ ８ ２ １ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 ６ － ８ ７ ７ ５ ２ 号 公 報 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 掲 し た 特 許 文 献 １ ～ ３ に は 、 フ ル ボ 酸 の 抗 菌 作 用 や 抗 炎 症 作 用 が 主 体 的 に 開 示 さ れ て
い る に 留 ま っ て お り 、 フ ル ボ 酸 と Ｉ 型 ア レ ル ギ ー と の 間 の 直 接 的 な 因 果 関 係 、 よ り 詳 し く
は 、 フ ル ボ 酸 の Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 機 序 に お け る 減 感 作 に 係 わ る 作 用 に つ い て は 、 一 切
開 示 さ れ て お ら ず 、 示 唆 す ら も さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 腐 植 物 質 に 含 ま れ る フ ル ボ 酸 と Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 機 序 と の 関 係
を 解 明 す る こ と に よ っ て 、 フ ル ボ 酸 に よ る 減 感 作 に 基 づ く Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 抑 制 技 術
を 提 供 す る こ と を 主 な 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま ず 、 本 発 明 の 主 題 で あ る 「 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 」 は 、 ア レ ル ギ ー 反 応 の 一 類 型 で あ り 、 ア
ナ フ ィ ラ キ シ ー 型 又 は 即 時 型 と も 呼 ば れ る 。 こ の Ｉ 型 ア レ ル ギ ー は 、 抗 原 に 曝 露 さ れ た こ
と に よ り 産 生 し た Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 な ど の 抗 体 が 肥 満 細 胞 又 は 好 塩 基 球 表 面 に あ る レ セ プ タ ー に
対 し て Ｆ ｃ 部 分 で 強 く 結 合 す る と 、 前 記 レ セ プ タ ー が 架 橋 し て 細 胞 表 面 を 変 形 し 、 各 種 酵
素 の 活 性 化 や カ ル シ ウ ム イ オ ン （ Ca 2 ＋ ） の 流 入 が 起 き て 細 胞 外 に 顆 粒 を 放 出 し （ 脱 顆 粒
現 象 ） 、 そ の 顆 粒 か ら ヒ ス タ ミ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、 β -ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 な ど
の メ デ ィ エ ー タ ー （ 化 学 伝 達 物 質 ） が 放 出 さ れ る 。 こ れ ら の メ デ ィ エ ー タ ー は 毛 細 血 管 の
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透 過 性 を 亢 進 さ せ 、 鼻 粘 膜 、 気 管 支 粘 膜 、 皮 膚 な ど で 炎 症 を 惹 起 す る 。 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎
、 気 管 支 喘 息 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 は こ の Ｉ 型 ア レ ル ギ ー に よ っ て 発 症 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 前 記 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 生 機 序 と フ ル ボ 酸 と の 関 係 を 解 明 し 、 フ ル ボ 酸 に よ
る 特 異 的 減 感 作 に 基 づ く Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 抑 制 技 術 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 抗 原 感 作 段 階 又 は ／ 及 び 抗 体 感 作 段 階 を フ ル ボ 酸 に よ っ て 抑 制
す る Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 抑 制 剤 、 あ る い は 細 胞 の 脱 顆 粒 段 階 を フ ル ボ 酸 に よ っ て 抑 制 す る Ｉ
型 ア レ ル ギ ー の 抑 制 剤 、 特 に 、 細 胞 へ の カ ル シ ウ ム イ オ ン （ Ca 2 ＋ ） の 流 入 を 阻 害 す る こ
と に よ り 前 記 脱 顆 粒 段 階 を 抑 制 す る Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 抑 制 剤 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 抑 制 剤 に
用 い る フ ル ボ 酸 は 、 例 え ば 、 草 炭 か ら 抽 出 さ れ た も の を 好 適 に 採 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 で は 、 抗 原 感 作 段 階 又 は ／ 及 び 抗 体 感 作 段 階 に お い て Ｉ 型 ア レ ル ギ ー を 抑
制 す る フ ル ボ 酸 を 少 な く と も 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 組 成 物 は 、 例 え ば 、 洗 顔 料 、 ク
リ ー ム 、 パ ッ ク な ど の ス キ ン ケ ア 化 粧 品 な ど の 化 粧 品 、 皮 膚 外 用 薬 、 貼 薬 そ の 他 の 医 薬 、
医 薬 部 外 品 、 飲 食 物 な ど に 配 合 す る こ と に よ っ て 、 そ の 効 果 を 発 揮 さ せ る こ と が で き る 。
な お 、 商 品 の 配 合 成 分 中 に は 、 当 該 商 品 の 目 的 や 用 途 に 応 じ て 、 フ ル ボ 酸 含 有 組 成 物 以 外
の 成 分 を 添 加 す る の は 自 由 で あ り 、 一 例 を 挙 げ れ ば 、 毛 穴 の 汚 れ を 吸 着 す る 成 分 と フ ル ボ
酸 を 組 み 合 わ せ た 洗 顔 料 、 コ ラ ー ゲ ン な ど の 保 湿 成 分 と フ ル ボ 酸 を 組 み 合 わ せ た ク リ ー ム
や パ ッ ク 、 そ の 他 の 薬 効 成 分 と フ ル ボ 酸 を 組 み 合 わ せ た 医 薬 、 そ の 他 の 機 能 性 成 分 と フ ル
ボ 酸 を 組 み 合 わ せ た 飲 食 物 な ど で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 フ ル ボ 酸 を 用 い て 特 異 的 減 感 作 を 行 う こ と に よ り Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の
発 症 を 抑 制 す る 方 法 、 特 に 抗 原 感 作 段 階 又 は ／ 及 び 抗 体 感 作 段 階 を フ ル ボ 酸 に よ っ て Ｉ 型
ア レ ル ギ ー の 発 症 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る い は 、 フ ル ボ 酸 を 用 い て 非 特 異 的 減 感
作 を 行 う こ と に よ り Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 を 抑 制 す る 方 法 、 特 に 、 フ ル ボ 酸 を 用 い て 脱 顆
粒 を 阻 害 す る こ と に よ り Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 の 効
果 は 、 例 え ば 、 薬 剤 や 飲 食 物 な ど の 形 態 と し て フ ル ボ 酸 を 生 体 内 に 投 与 し た り 、 塗 布 、 貼
付 、 ス プ レ ー な ど の 方 法 で フ ル ボ 酸 を 皮 膚 へ 接 触 さ せ た り す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ こ で 、 本 発 明 に 関 連 す る 主 た る 技 術 用 語 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま ず 、 「 フ ル ボ 酸 」 と は 、 国 際 腐 植 物 質 学 会 （ IHSS） が 定 め た 方 法 （ 後 述 の 実 施 例 で 説
明 ） に 準 じ て 、 腐 植 物 質 で あ る 原 料 か ら 得 ら れ る 画 分 中 に 含 ま れ る フ ル ボ 酸 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 草 炭 （ peat） 」 は 、 前 記 フ ル ボ 酸 を 抽 出 す る た め の 好 適 な 原 料 で あ っ て 、 沼 沢 や 湿 地
帯 に お い て 、 諸 種 の 植 物 が 成 長 ・ 枯 死 し 、 酸 素 の 供 給 が 不 十 分 な 水 中 で 比 較 的 低 温 の 条 件
下 で 、 数 百 年 か ら 数 万 年 の 間 、 分 解 不 完 全 な 状 態 で 堆 積 し た も の で あ る 。 こ の 草 炭 は 、 植
物 遺 体 が 完 全 に 水 中 に 侵 さ れ 空 気 に 触 れ な い た め 酸 化 さ れ 難 く 、 ま た 好 気 性 菌 類 の 作 用 を
受 け な い し 嫌 気 性 菌 類 の 作 用 が あ る に し て も 比 較 的 微 弱 で 、 き わ め て 分 解 し 難 い 状 態 に 長
期 間 置 か れ た 結 果 生 成 さ れ る 。 こ の 過 程 を 泥 炭 化 と 呼 び 、 そ の 本 質 は 十 分 に 明 ら か に は さ
れ て い な い が 化 学 的 に は 加 水 分 解 が 主 で あ り 、 脱 炭 酸 も 起 こ っ て い る と 考 え ら れ て い る 。
草 炭 の 有 機 質 成 分 は 炭 素 、 水 素 、 酸 素 、 窒 素 、 硫 黄 の 五 種 類 の 元 素 か ら 主 と し て 構 成 さ れ
て い る 。 草 炭 の 元 素 組 成 が 草 炭 形 成 過 程 に お け る 有 機 物 の 分 解 特 性 を 反 映 し て い る 。 一 般
に は 、 草 炭 の 分 解 が 進 め ば 、 草 炭 有 機 質 成 分 の 炭 素 、 水 素 、 硫 黄 お よ び 窒 素 含 有 量 が 増 加
し 、 酸 素 含 有 量 が 減 少 す る 。 草 炭 有 機 質 成 分 の 元 素 組 成 に 関 し て は 充 分 研 究 が 行 わ れ 、 木
材 と 褐 炭 の 中 間 に 位 置 す る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 分 解 が 弱 い 草 炭 有 機 質 成 分 の 元 素 組 成
が 木 材 に 近 く 、 分 解 が 進 ん だ 草 炭 の 有 機 質 元 素 組 成 は 褐 炭 に 近 い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 「 抗 原 感 作 段 階 」 と は 、 上 述 し た Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 発 生 機 序 過 程 に お け る 抗 原 抗 体 反 応 の
段 階 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 抗 体 感 作 段 階 」 と は 、 上 述 し た Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 発 生 機 序 過 程 に お い て Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 が レ
セ プ タ ー と 結 合 す る 段 階 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 特 異 的 減 感 作 」 と は 、 抗 原 に よ っ て 産 生 し た Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 な ど の 抗 体 か ら 肥 満 細 胞 や 好
塩 基 球 に 対 し て 刺 激 を 伝 え る 過 程 に お け る い ず れ か の 段 階 を 抑 制 し た り 、 遮 断 し た り す る
こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 非 特 異 的 減 感 作 」 と は 、 肥 満 細 胞 や 好 塩 基 球 の 脱 顆 粒 現 象 を 抑 制 又 は 阻 害 す る こ と 、
即 ち 肥 満 細 胞 や 好 塩 基 球 か ら の メ デ ィ エ ー タ ー （ 化 学 伝 達 物 質 ） の 放 出 を 抑 制 又 は 阻 害 す
る こ と を 言 う 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 を 抑 制 す る こ と が で き る 。 特 に 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ
ー 反 応 の 抗 原 感 作 段 階 又 は ／ 及 び 抗 体 感 作 段 階 を フ ル ボ 酸 に よ っ て 抑 制 し た り 、 細 胞 の 脱
顆 粒 段 階 を フ ル ボ 酸 に よ っ て 抑 制 し た り す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の フ ル ボ 酸 を 含 む 組 成 物 を 、 洗 顔 料 、 化 粧 品 な ど の 皮 膚 に 作 用 す る 商 品 に 使 用 し た 場
合 は 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 抑 制 効 果 に 加 え て 、 美 白 効 果 、 保 湿 効 果 、 化 粧 水 の 水 分 浸 透
促 進 効 果 、 化 粧 成 分 の 浸 透 促 進 効 果 、 乾 燥 防 止 効 果 な ど の 効 果 も 得 る こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ＜ フ ル ボ 酸 の 抽 出 方 法 ＞ 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 実 験 に は 、 図 １ に 示 す 国 際 腐 植 物 質 学 会 （ IHSS） が 定 め た 方 法 に 準 じ て 、 草 炭 か ら XAD-
7樹 脂 吸 着 画 分 の フ ル ボ 酸 を 抽 出 し た 。 草 炭 と し て カ ナ ダ 産 草 炭 (Sphagnum(moss) peat, F
isons Horticulture, Inc.)を 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま ず 原 料 で あ る 前 記 カ ナ ダ 産 草 炭 を 、 0.1mol L - 1 の 塩 酸 (HCL)で 酸 処 理 し 、 そ の 不 溶 成
分 を 1mol L - 1 の 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム (NaOH)水 溶 液 で 抽 出 し 、 続 い て 遠 心 分 離 に よ り 得 ら れ た
上 澄 み 液 に 6mol L - 1 の 塩 酸 を 加 え て フ ミ ン 酸 （ Ｈ Ａ ） を 析 出 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ の 全 て の 過 程 で 得 ら れ る 水 溶 液 を 、 XAD－ 7樹 脂 （ ORGANO Co.） を 用 い て 吸 着 さ せ 、 AG
 MP-50陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 （ Bio-Rad Laboratories） に て 脱 塩 を 行 っ た 後 に 凍 結 乾 燥 さ せ た
も の を フ ル ボ 酸 と し た 。 な お 、 原 料 で あ る 前 記 カ ナ ダ 産 草 炭 か ら の フ ル ボ 酸 の 抽 出 率 を 乾
燥 原 料 に 対 す る 抽 出 後 の 乾 燥 フ ル ボ 酸 と の 重 量 比 か ら 算 出 し た 結 果 、 6.4％ で あ っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ＜ フ ル ボ 酸 の 分 析 ＞ 。 本 発 明 に 係 る フ ル ボ 酸 の 性 質 を 把 握 す る た め に 、 排 か ん 水 、 風 化
炭 、 カ ナ ダ 産 草 炭 、 黒 ぼ く 土 の そ れ ぞ れ か ら 得 ら れ る フ ル ボ 酸 の 化 学 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ １ ） 元 素 組 成 に つ い て の 分 析 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 フ ル ボ 酸 の 炭 素 （ Ｃ ） 、 水 素 （ Ｈ ） 、 窒 素 （ Ｎ ） は 、 Ｃ Ｈ Ｎ 分 析 器 （ YANACO CHN CORDE
R MT-5） を 用 い て 測 定 し 、 全 灰 分 を 差 し 引 い た （ 全 ） 量 当 た り の （ 組 成 ） 重 量 百 分 率 と し
て 求 め 、 酸 素 に つ い て は そ の 残 り と し て 求 め た 。 元 素 組 成 の 値 は 、 無 水 ・ 無 灰 ベ ー ス (d.a
.f)で 表 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 図 ２ に は 、 元 素 組 成 に 関 す る 上 記 分 析 結 果 を 示 し た 。 な お 、 図 ２ に お い て 、 「 Ｋ ｓ Ｗ 」
は 排 か ん 水 、 「 Ｗ Ｃ 」 は 風 化 炭 、 「 Ｃ Ｐ 」 は カ ナ ダ 産 草 炭 、 「 Ａ Ｓ 」 は 黒 ぼ く 土 を そ れ ぞ
れ 表 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ ２ ） 赤 外 線 吸 収 ス ペ ク ト ル （ FT-IR） 分 析 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 フ ル ボ 酸 の 赤 外 線 吸 収 ス ペ ク ト ル の 測 定 は 、 JASCO FT/IR-3分 光 計 に よ り 公 知 の Ｋ Ｂ ｒ
錠 剤 法 に 基 づ い て 行 っ た 。 試 料 1mgと Ｋ Ｂ ｒ 100mgを 用 い て 錠 剤 に し 、 400-4000cm - 1 の 吸 収
ス ペ ク ト ル を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 ３ に 、 異 な る 原 料 か ら 抽 出 さ れ た フ ル ボ 酸 （ FA） の 赤 外 線 吸 収 ス ペ ク ト ル （ FT-IR）
を 示 し た 。 こ の 図 ３ に お い て 、 「 Ｋ ｓ 」 は 原 か ん 水 、 「 Ｋ ｓ Ｗ 」 は 排 か ん 水 、 「 Ｗ Ｃ 」 は
風 化 炭 、 「 Ｃ Ｐ 」 は カ ナ ダ 産 草 炭 、 「 Ａ Ｓ 」 は 黒 ぼ く 土 を そ れ ぞ れ 表 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の 図 ３ を 見 る と 、 3400cm - 1 付 近 の 吸 収 は 、 水 素 結 合 し た OH基 に 由 来 し 殆 ど の フ ル ボ 酸
で は 強 い 吸 収 を 示 し た が 、 風 化 炭 Ｆ Ａ （ Ｗ Ｃ -Ｆ Ａ ） の 吸 収 が 比 較 的 弱 い も の で あ っ た 。
脂 肪 族 炭 素 に 起 因 す る と 思 わ れ る 2900cm - 1 付 近 の 吸 収 に お い て 、 土 壌 （ Ａ Ｓ ） 、 草 炭 （ Ｃ
Ｐ ） 、 風 化 炭 （ Ｗ Ｃ ） の 各 フ ル ボ 酸 で は 大 き な 違 い が 認 め ら れ な か っ た の に 対 し 、 か ん 水
Ｆ Ａ （ Ｋ ｓ -Ｆ Ａ 、 Ｋ ｓ Ｗ -Ｆ Ａ ） の で は 明 ら か な 吸 収 が 認 め ら れ て い る 。 1720cm - 1 と 1620
cm - 1 付 近 に 二 つ の 吸 収 が み ら れ る が 、 前 者 は 主 に カ ル ボ キ シ ル 基 の C=O伸 縮 に よ る 吸 収 を
示 し 、 若 干 カ ル ボ ニ ル 基 に よ る 吸 収 も 示 す と 考 え ら れ る 。 後 者 は 、 水 素 結 合 し た カ ル ボ ニ
ル 基 と 芳 香 族 構 造 の 共 役 C=Cに 由 来 し た 吸 収 の 二 つ の 構 造 が そ れ ぞ れ 貢 献 し て い る と 思 わ
れ る 。 1720cm - 1 付 近 の 吸 収 は ， 草 炭 Ｆ Ａ （ Ｃ Ｐ -Ｆ Ａ ） に 比 べ 風 化 炭 Ｆ Ａ （ Ｗ Ｃ -Ｆ Ａ ） の
方 が 若 干 強 い 吸 収 を 示 し 、 か ん 水 Ｆ Ａ の 吸 収 が 著 し い も の で あ っ た 。 1620cm - 1 付 近 の 吸 収
は ， ほ と ん ど の 試 料 で 比 較 的 弱 い 吸 収 し か 認 め る こ と が で き な く 、 こ れ は フ ミ ン 酸 に 比 べ
フ ル ボ 酸 に キ ノ ン 基 が 少 な い 事 実 と 一 致 し て い る 。 1400cm - 1 付 近 の 吸 収 ス ペ ク ト ル と 1300
～ 1200cm - 1 区 域 の 比 較 的 広 い ス ペ ク ト ル は カ ル ボ キ シ ル 基 の C-O伸 縮 振 動 と OHの 変 角 振 動
に 由 来 す る も の で あ る と 考 え ら れ て い る 。 全 て の フ ル ボ 酸 に お い て 吸 収 が 認 め ら れ て い る
が 、 草 炭 、 土 壌 お よ び 風 化 炭 Ｆ Ａ に 比 べ か ん 水 Ｆ Ａ の 吸 収 強 度 が 比 較 的 強 い 。 800cm - 1 付
近 の 小 さ い 谷 間 は ほ と ん ど の 試 料 で 明 確 に み ら れ て い る 。 こ れ は 芳 香 環 上 の C-H変 角 振 動
で は な い か と 考 え ら れ て い る 。 こ の よ う に 赤 外 線 吸 収 ス ペ ク ト ル の 結 果 か ら 、 異 な る 原 料
か ら 抽 出 さ れ る フ ル ボ 酸 （ Ｆ Ａ ） は 、 同 一 の 基 本 的 化 学 構 造 を 有 す る 一 連 の 化 合 物 の 集 合
体 で あ る と 結 論 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 ４ は 、 原 料 の 異 な る フ ル ボ 酸 （ Ｆ Ａ ） の 水 素 磁 気 共 鳴 （ １ H－ NMR） ス ペ ク ト ル を 示 し
て い る 。 ス ペ ク ト ル の パ ラ メ ー タ は 、 0-1.9ppmは 脂 肪 族 プ ロ ト ン 、 1.9-3.2ppmは 主 に カ ル
ボ キ シ ル 炭 素 へ つ な が る 水 素 、 3.2－ 6.2ppmは 炭 化 水 素 炭 素 な ど 帰 属 の 水 素 、 6.2-8.6ppm
は 芳 香 族 炭 素 帰 属 水 素 を そ れ ぞ れ 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ の 測 定 の 結 果 か ら 、 原 カ ン 水 由 来 の フ ル ボ 酸 （ Ｋ ｓ － Ｆ Ａ ） や 排 か ん 水 由 来 の フ ル ボ
酸 （ Ｋ ｓ Ｗ － Ｆ Ａ ） は 、 0-1.9ppm付 近 に 現 れ る 脂 肪 族 水 素 帰 属 の ピ ー ク が 顕 著 で あ る の で
、 脂 肪 族 が 多 く 含 ま れ て い る の に 対 し て 、 風 化 炭 由 来 の フ ル ボ 酸 （ Ｗ Ｃ － Ｆ Ａ ） は 、 芳 香
族 水 素 帰 属 を 示 す 6.2-8.6ppm付 近 の ピ ー ク が 比 較 的 強 く 、 芳 香 族 が 多 く 含 ま れ て い る こ と
が 明 ら か に な っ た （ 図 ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 カ ナ ダ 産 草 炭 由 来 の フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ -Ｆ Ａ ） で は 、 黒 ぼ く 土 由 来 の フ ル ボ 酸 （ Ａ
Ｓ -Ｆ Ａ ） と 同 様 に 、 比 較 的 多 く の 複 合 ス ペ ク ト ル が 得 ら れ た 。 し た が っ て 、 カ ナ ダ 産 草
炭 由 来 の フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ -Ｆ Ａ ） は 、 排 か ん 水 由 来 の フ ル ボ 酸 （ Ｋ ｓ Ｗ － Ｆ Ａ ） に は 及 ば
な い が 、 風 化 炭 由 来 の フ ル ボ 酸 （ Ｗ Ｃ － Ｆ Ａ ） に 比 べ て 脂 肪 族 水 素 と 炭 水 化 物 水 素 を 多 く
含 む 、 腐 植 物 資 と し て は 比 較 的 若 い 分 解 段 階 の フ ル ボ 酸 で あ る こ と が わ か っ た （ 図 ４ 参 照
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） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
 （ ３ ） 1 3 C核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク ト ル （ １ ３ Ｃ -NMR） 分 析 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 1 3 C核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク ト ル は 、 BRUKER AMX-400分 光 計 を 用 い て 、 公 知 の 交 差 分 極 ・ マ ジ
ッ ク 角 回 転 （ CP/MAS） 法 で 粉 体 測 定 を 行 っ た 。 測 定 周 波 数 は 炭 素 に 対 し 100.0MHzで あ っ た
。 微 粉 砕 試 料 約 200mgを 専 用 セ ル に 入 れ 25～ 26℃ の 室 温 で 、 パ ル ス く り 返 し 時 間 は 5秒 と し
、 10,000回 の 積 算 を 行 っ た 。 こ の 分 析 結 果 を 、 図 ５ に 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の 図 ５ は 、 カ ナ ダ 産 草 炭 と 風 化 炭 の そ れ ぞ れ か ら 抽 出 さ れ た フ ミ ン 酸 （ Ｈ Ａ ） と フ ル
ボ 酸 （ Ｆ Ａ ） の 1 3 C-CP/MAS NMRス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。 こ の 図 ５ で は 、 結 合 型 別 の 炭
素 種 の 相 対 的 含 量 を 知 る た め に 、 ス ペ ク ト ル の δ 0-230の 範 囲 を 炭 素 種 別 の ７ 領 域 に 区 分
し て い る 。 即 ち 、 未 置 換 脂 肪 族 性 C（ ア ル カ ン 、 脂 肪 酸 ） （ δ 0-50） 、 N-ア ル キ ル （ ア ミ
ノ 酸 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 性 ） +メ ト キ シ C（ δ 50-60） 、 脂 肪 族 C-O（ 特 に 炭 化 水 素 ） （ δ
60-110） 、 芳 香 族 C（ δ 110-150） 、 フ ェ ノ ー ル 性 C（ δ 150-160） 、 カ ル ボ キ シ ル C（ δ 160
-190） 、 ケ ト ン C=O（ δ 190-230） で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ス ペ ク ト ル 曲 線 と 上 記 各 領 域 の 境 界 線 お よ び 基 線 で 囲 ま れ た 面 積 の 全 面 積 に 対 す る 百 分
率 を 計 算 し て 相 対 的 炭 素 含 量 を 求 め る と 、 原 料 の 違 い に よ っ て フ ミ ン 酸 （ Ｈ Ａ ） お よ び フ
ル ボ 酸 （ Ｆ Ａ ） の 分 子 構 造 に 多 少 の 違 い が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 カ ナ ダ 産 草 炭 由 来 の フ ミ ン 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｈ Ａ ） は 、 風 化 炭 由 来 の フ ミ ン 酸 （ Ｗ Ｃ － Ｈ Ａ ）
よ り 脂 肪 族 Ｃ が 多 く 、 芳 香 族 Ｃ が 少 な い 。 カ ナ ダ 産 草 炭 由 来 の フ ル ボ （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） は 、
風 化 炭 由 来 の フ ル ボ 酸 （ Ｗ Ｃ － Ｆ Ａ ） よ り 脂 肪 族 Ｃ -Ｏ が 多 く 、 フ ェ ノ ー ル 性 Ｃ 、 カ ル ボ
キ シ ル Ｃ お よ び ケ ト ン Ｃ ＝ Ｏ が 少 な い 。 ま た 、 カ ナ ダ 産 草 炭 由 来 の フ ミ ン 酸 、 フ ル ボ 酸 と
も に 、 風 化 炭 由 来 の フ ミ ン 酸 、 フ ル ボ 酸 に 比 べ て ア ル キ ル +メ ト キ シ 基 が 多 い 。 こ れ は 、
草 炭 の 腐 植 化 過 程 と 石 炭 の 酸 化 過 程 が 異 な る こ と に 起 因 す る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
（ ４ ） 分 子 量 分 析 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 分 子 量 の 測 定 は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC,Waters 600,Millipore Co.） を
用 い て 行 っ た 。 カ ラ ム は ゲ ル 浸 透 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 TOHSOH TSKgel G 2000 SWX L +G300
0 SW X L を 用 い 、 溶 離 液 に は 0.05mol L - 1 リ ン 酸 緩 衝 液 (pH 7) + 0.05mol L- 1 塩 化 ナ ト リ ウ
ム を 用 い た 。 試 料 は 溶 離 液 に 溶 解 し た も の （ 0.1mg mL - 1 ） を 10μ L注 入 し 、 分 画 液 の 吸 光
度 は Waters 490E (Millipore Co.)を 用 い て 波 長 280nmと 400nmで 測 定 し た 。 そ の 測 定 結 果
を 、 図 ６ に 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の 図 ６ は 、 原 か ん 水 、 排 か ん 水 、 風 化 炭 、 カ ナ ダ 産 草 炭 、 黒 ぼ く 土 の 各 原 料 か ら の 抽
出 フ ル ボ 酸 を 対 象 と す る 物 性 評 価 分 析 結 果 を ま と め た 図 面 代 用 表 で あ る 。 こ の 図 ６ に 示 す
よ う に 、 原 か ん 水 、 排 か ん 水 、 風 化 炭 、 カ ナ ダ 産 草 炭 、 黒 ぼ く 土 の 各 原 料 か ら の 抽 出 フ ル
ボ 酸 の 分 子 量 は 、 順 に ７ ４ ０ 、 ８ １ ０ 、 ９ ２ ０ 、 ７ ８ ０ 、 ６ ８ ０ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 原 料 の 異 な る 各 フ ル ボ 酸 の 分 子 量 、 元 素 組 成 、 水 素 お よ び 炭 素 の 帰 属 結 果 を 基 に 、 フ ル
ボ 酸 を 一 つ の 分 子 と 仮 定 し 、 平 均 化 学 構 造 式 を 求 め た 。 フ ル ボ 酸 は 混 合 物 で あ り 絶 対 分 子
量 の 測 定 が 難 し い こ と か ら 、 同 一 フ ル ボ 酸 の 分 子 量 も 測 定 方 法 に よ っ て 異 な る の で 、 い ま
の と こ ろ 正 確 な 化 学 構 造 は 存 在 し な い 。 し た が っ て 、 図 ６ 中 の 推 定 平 均 化 学 構 造 式 （ Aver
age molecular formura） は 、 あ く ま で も 原 料 の 異 な る フ ル ボ 酸 を 区 別 す る と き に 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ ５ ） カ ル ボ キ シ ル 基 含 有 量 分 析 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 フ ル ボ 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 の 定 量 は 、 公 知 の 酢 酸 カ ル シ ウ ム 法 (Blom et al., 1957)に
基 づ い て 行 っ た 。 そ の 結 果 、 草 炭 フ ル ボ 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 含 有 量 は 3.98mmol/gで あ っ た
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
（ ６ ） 電 子 ス ピ ン 共 鳴 （ ESR） ス ペ ク ト ル 分 析 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 フ ル ボ 酸 粉 末 を 直 径 0.5mmの 石 英 管 に 採 り 、 電 子 ス ピ ン 共 鳴 （ ESR） 装 置 （ BRUKER, ESR 
300E） を 用 い て 、 フ ル ボ 酸 に 含 ま れ る フ リ ー ラ ジ カ ル 濃 度 を 測 定 し た 。 決 定 は Mn2+標 準 マ
ー カ ー を 用 い 、 ス ピ ン 濃 度 の 測 定 は DPPH（ 1.1-Diphenil-2picrylhydrazyl, 分 子 量  394, 
ESR 3.1× 10 2 0 spins/g） を 用 い た 。 そ の 結 果 、 草 炭 フ ル ボ 酸 の フ リ ー ラ ジ カ ル 含 有 量 は 7.
27× 10 1 5 spins/gで あ っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ＜ フ ル ボ 酸 の 抗 ア レ ル ギ ー 効 果 検 証 実 験 ＞ 。 フ ル ボ 酸 の 抗 ア レ ル ギ ー 効 果 の 有 無 お よ び
そ の 具 体 的 な 作 用 機 序 の 解 明 を 目 的 と す る バ イ オ ア ッ セ イ を 行 っ た 。 ま ず 、 本 バ イ オ ア ッ
セ イ に 用 い た カ ナ ダ 産 草 炭 由 来 の フ ル ボ 酸 の 特 性 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま ず 、 図 ７ は 、 以 下 の バ イ オ ア ッ セ イ で 用 い た カ ナ ダ 産 草 炭 フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） の
特 性 を 示 し た 図 面 代 用 表 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 カ ナ ダ 産 草 炭 フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） の 元 素 組 成 （ d.a.f.%） を 図 ７ に 提 示 す る 。 炭 素
（ C） は 47.8、 水 素 （ H） は 4.6、 窒 素 （ N） は 0.3、 酸 素 （ O） は 47.3、 フ ェ ノ ー ル 性 水 酸 基
（ Ph-OH） は 0.75mmolg - 1 、 カ ル ボ キ シ ル 基 （ COOH） は 3.98mmolg - 1 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 ７ 中 に 示 す f a 1 と f a 2 は 、 腐 植 物 質 の 芳 香 族 化 度 を 表 す 指 標 で あ る 。 f a 1 は

1 3 C-NMRス ペ
ク ト ル よ り 全 炭 素 に 対 す る 芳 香 族 Cの 割 合 で 求 め 、 f a 2 は カ ル ボ キ シ ル C以 外 の 炭 素 に 対 す
る 芳 香 族 Cの 割 合 で 求 め る 。 f a 1 と f a 2 の 値 が 高 け れ ば 高 い ほ ど 腐 植 化 が 進 ん だ こ と を 意 味
す る 。 図 ７ に 示 し た よ う に 、 カ ナ ダ 産 草 炭 由 来 の フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） は 、 該 草 炭 の 腐
植 化 が 進 ん だ 成 分 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 続 い て 、 図 ８ は 、 カ ナ ダ 産 草 炭 の フ ミ ン 酸 （ Ｈ Ａ ） 、 フ ル ボ 酸 （ Ｆ Ａ ） の 1 3 C-CP/MAS N
MRス ペ ク ト ル を 示 す 図 （ グ ラ フ ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ の 図 ８ か ら は 、 原 料 で あ る カ ナ ダ 産 草 炭 （ Peat） に 比 べ て 、 そ の フ ミ ン 酸 （ Ｈ Ａ ） と
フ ル ボ 酸 （ Ｆ Ａ ） が 多 く の 画 分 に 分 解 さ れ て い る こ と が わ か る 。 こ れ は 、 抽 出 段 階 に お け
る 塩 化 水 素 お よ び 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 分 解 作 用 に よ る も の で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た 、 草 炭 の 水 溶 性 成 分 で あ る フ ル ボ 酸 （ Ｆ Ａ ） が ア ル カ リ 可 溶 酸 不 溶 成 分 で あ る フ ミ
ン 酸 （ Ｈ Ａ ） に 比 べ て 、 ア ル キ ル と メ ト キ シ 基 を 多 く 持 ち 、 芳 香 族 性 及 び 炭 水 化 物 含 有 量
が 高 い こ と が ス ペ ク ト ル か ら 読 み 取 る こ と が で き る 。 以 下 、 実 施 例 ３ に 関 す る バ イ オ ア ッ
セ イ の 手 順 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ １ ） フ ル ボ 酸 試 料 調 製 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 抽 出 し た フ ル ボ 酸 の 濃 度 が 1mg mL - 1 に な る よ う に 蒸 留 水 に 溶 か し 、 0.22μ mの フ ィ ル タ
ー （ Millipore,Japan） で 滅 菌 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
（ ２ ） 細 胞 お よ び 細 胞 培 養 。
【 ０ ０ ６ １ 】

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-232785 A 2006.9.7



　 細 胞 は ラ ッ ト 肥 満 細 胞 RBL2H3細 胞 を 用 い た 。 RBL2H3細 胞 は 10%ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS） 、 2m
ML-glutamine、 60mg L - 1 カ ナ マ イ シ ン 含 有  Minimum Essential Medium Eagle（ MEM、 Niss
ui） で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ ３ ） β -ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 遊 離 測 定 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 肥 満 細 胞 で 起 こ る Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 反 応 に お い て 、 抗 原 と 抗 体 の 結 合 は ヒ ス タ ミ ン や b-ヘ
キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ な ど 細 胞 内 顆 粒 流 出 の 直 接 原 因 に な る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の た め 、
抗 原 と 抗 体 の 結 合 に お け る フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） の 影 響 を 、 β － ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ の
遊 離 阻 害 率 を 測 定 す る こ と に よ り 確 か め た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま ず 、 上 記 し た MEM培 地 で 予 め 前 培 養 し て お い た RBL2H3細 胞 を 5.0× 10 5  cells mL - 1 に な
る よ う に 調 製 し 、 こ こ に 1mg mL - 1 マ ウ ス 抗 DNP IgE抗 体 （ Sigma Co.） を 最 終 濃 度 0.3μ g m
L - 1 に な る よ う に 加 え て 、 よ く サ ス ペ ン ド し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ れ を 96wellプ レ ー ト （ Falcon Co.） に 100μ L well - 1 ず つ 播 き 、 37℃ 、 5%CO 2 濃 度 の イ
ン キ ュ ベ ー タ ー に 一 晩 お き 、 細 胞 感 作 を 行 っ た 。 翌 日 、 細 胞 を 0.02%EDTA・ 2Na/PBS(-)100
μ L well - 1 で ２ 回 洗 浄 し た 後 、 Releasing Mixture（ 116.9mM NaCl、 5.4mM KCl、 0.8mM Mg
SO 4 ・ 7H 2 O、 5.6mM Glucose、 25mM HEPES、 2.0mM CaCl 2 、 1mg mg

- 1  BSA、 pH 7.7） を 60μ L
 well - 1 添 加 し 、 さ ら に サ ン プ ル （ FA 0.01, 0.1, 1.0, 10.0μ g mL - 1 に 調 整 し た ） を 5μ L
 well - 1 暴 露 し 、 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 10分 間 放 置 し た 。 こ の と き 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ
ー ル と し て サ ン プ ル の 代 わ り に 6.3mMケ ト チ フ ェ ン （ Sigma, Co.） を 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト
ロ ー ル と し て 滅 菌 水 を 加 え た 。 10分 後 、 抗 原 4μ L mL - 1 DNP-BSA（ コ ス モ バ イ オ ） を 5μ L w
ell - 1 加 え 、 37℃ 、 5.0% CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 1時 間 お い た 。 10分 間 氷 冷 し て 反 応 を 止 め
た 後 、 上 清 20μ Lを 新 し い 96wellプ レ ー ト に 移 し 、 そ こ に 基 質 溶 液 （ 50mM-ク エ ン 酸 buffer
に 溶 解 し た 5mM 4-Nitrophenyl N-acetyl-β -D-glucosaminide） を 80μ L well - 1 ず つ 加 え
て 、 37℃ 、 5.0% CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に て ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の 反 応 溶 液 に 200μ L well - 1 の 反 応 停 止 液 （ 0.1M NaHO 3 、 pH 10.0） を 加 え て 反 応 を 止
め た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で （ Powerscan HT 大 日 本 製 薬 (株 )） 405nmの 吸 光 度 測
定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 ９ は 、 前 記 測 定 結 果 を 示 す 図 で あ っ て 、 フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） の β -ヘ キ ソ サ ミ ニ
ダ ー ゼ 遊 離 阻 害 率 に 与 え る 影 響 を 調 べ た 結 果 を 示 す 図 （ グ ラ フ ） で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の 図 ９ の 縦 軸 は 、 β -ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ の 遊 離 阻 害 率 （ ％ ） 、 横 軸 が フ ル ボ 酸 （ Ｃ
Ｐ － Ｆ Ａ ） の 濃 度 （ μ g mL - 1 ） を そ れ ぞ れ 示 し て い る 。 図 ９ 中 の 「 Ｋ ｅ ｔ ｏ ． 」 は 、 比 較
の た め の 臨 床 薬 と し て 実 用 さ れ て い る ケ ト チ フ ェ ン （ 対 照 区 ） を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ の 図 ９ で 示 し た よ う に 、 フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） は 、 高 い β -ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 遊
離 阻 害 効 果 を 示 し た 。 特 に 、 添 加 量 10μ g mL - 1 に お い て 、 ケ ト チ フ ェ ン の 倍 近 い 抗 ア レ ル
ギ ー 効 果 を 示 し 、 添 加 濃 度 が そ れ よ り 高 い あ る い は 低 い 場 合 で も ケ ト チ フ ェ ン と 同 等 か そ
れ よ り も 高 い 抗 ア レ ル ギ ー 効 果 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 し た が っ て 、 フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） は 、 β -ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 遊 離 阻 害 に お い て 濃
度 依 存 性 が 高 く 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 反 応 の 抗 原 感 作 段 階 を 抑 制 す る 抗 ア レ ル ギ ー 剤 と し て 有
効 で あ る こ と を 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
（ ４ ） レ セ プ タ ー と 抗 体 の 結 合 阻 害 測 定 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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　 抗 体 感 作 段 階 で フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） を 加 え 、 細 胞 膜 上 の レ セ プ タ ー と 抗 体 の 結 合 阻
害 に よ る 細 胞 内 顆 粒 の 放 出 抑 制 効 果 を 調 べ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 MEM培 地 で 予 め 前 培 養 し て お い た RBL2H3細 胞 を 1.0× 10 6  cells mL - 1 に な る よ う に 調 製 し
、 50μ L well - 1 ず つ 播 い た 。 こ こ に サ ン プ ル （ FA 0.01, 0.1, 1.0, 10.0μ g mL - 1 に 調 整
し た ） を 5μ L well - 1 暴 露 し 、 37℃ 、 5%CO 2 濃 度 の イ ン キ ュ ベ ー タ ー に １ 時 間 お い て 細 胞 感
作 を 行 っ た 。 そ の 後 、 1mg mL - 1 マ ウ ス 抗 DNP IgE抗 体 （ Sigma, Co.） を 最 終 濃 度 0.6μ g mL
- 1 に な る よ う に 加 え て 、 よ く サ ス ペ ン ド し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 翌 日 、 細 胞 を 0.02%EDTA・ 2Na/PBS(-)100μ L well - 1 で ２ 回 洗 浄 し た 後 、 Releasing Mixt
ure（ 116.9mM NaCl、 5.4mM KCl、 0.8mM MgSO 4 ・ 7H 2 O、 5.6mM Glucose、 25mM HEPES， 2.0m
M CaCl 2 、 1mg mL

- 1  BSA， pH 7.7） を 60μ L well - 1 添 加 し 、 37℃ 、 5.0%CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ
ー に 10分 間 放 置 し た 。 抗 原 4μ L mL - 1 DNP-BSAを 5μ L well - 1 加 え 37℃ 、 5.0%CO 2 イ ン キ ュ ベ
ー タ ー に １ 時 間 お い た 。 10分 間 氷 冷 し て 反 応 を 止 め た 後 、 上 清 20μ Lを 新 し い 96wellプ レ
ー ト に 移 し 、 そ こ に 基 質 溶 液 （ 50mM-ク エ ン 酸 bufferに 溶 解 し た 5mM 4-Nitrophenyl N-ace
tyl-β -D-glucosaminide） を 80μ L well - 1 ず つ 加 え て 、 37℃ 、 5.0%CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
に 30分 間 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の 反 応 溶 液 に 200μ L well-1の 反 応 停 止 液 （ 0.1M NaHO 3 、 pH 10.0） を 加 え て 反 応 を 止
め た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Powerscan HT 大 日 本 製 薬 (株 )） で 、 405nmの 吸 光 度
測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 図 １ ０ は 、 前 記 吸 光 度 測 定 の 結 果 を 示 し た 図 （ グ ラ フ ） で あ る 。 こ の 図 １ ０ で 示 し た よ
う に 、 フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） に 肥 満 細 胞 か ら の β -ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ の 遊 離 阻 害 が み
ら れ た が 、 対 照 区 で あ る ケ ト チ フ ェ ン に 比 べ て そ の 程 度 は 低 く 、 濃 度 依 存 性 は 認 め ら れ な
か っ た 。 こ の こ と か ら 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 反 応 の 抗 体 感 作 段 階 に お い て も 、 フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ
－ Ｆ Ａ ） に あ る 程 度 の 抗 ア レ ル ギ ー 効 果 を 期 待 で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
（ ５ ） 細 胞 内 カ ル シ ウ ム イ オ ン （ Ca 2 ＋ ） 濃 度 の 測 定 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 細 胞 内 Ca 2 ＋ 濃 度 の 測 定 は 、 Calcium Kit - Fluo 3を 用 い て 行 っ た 。 MEM培 地 で 予 め 前 培
養 し て お い た RBL2H3細 胞 を 1.5× 10 5 cellsmL - 1 に な る よ う に 調 製 し 、 こ こ に 1mg mL - 1 マ ウ
ス 抗 DNP IgE抗 体 （ Sigma, Co.） を 最 終 濃 度 0.3μ L mL - 1 に な る よ う に 加 え よ く サ ス ペ ン ド
し た 。 37℃ 、 5%CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 一 晩 お き 、 細 胞 感 作 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 翌 日 、 細 胞 を PBS(-)200μ L well - 1 で ２ 回 洗 浄 し た 後 、 Loading bufferを 100μ L添 加 し
、 37℃ 、 5%CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に １ 時 間 お い た 後 、 細 胞 を PBS(-)200μ L well - 1 で 2回 洗
浄 し 、 残 留 Fluo3-AMを 取 り 除 い た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Recording　 mediumを 100 μ L well - 1 添 加 し 、 さ ら に サ ン プ ル （ FA 0.01, 0.01, 0.1, 1
.0, 10.0μ g mL - 1 に 調 整 し た ） を 8.3μ L well - 1 暴 露 し 、 37℃ 、 5.0%CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
に て １ 時 間 放 置 し た 。 こ の と き 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て サ ン プ ル の 代 わ り に 6.3m
Mケ ト チ フ ェ ン （ Sigma, Co.） を 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に は 滅 菌 水 を 用 い た 。 １ 時 間
後 、 抗 原 4μ L mL - 1  DNP-BSA（ コ ス モ バ イ オ ） を 67μ L well - 1 加 え な が ら 、 マ イ ク ロ プ レ
ー ト リ ー ダ ー （ Powerscan HT 大 日 本 製 薬 (株 )） で 波 長 485nm,530nmの 蛍 光 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 図 １ １ は 、 フ ル ボ 酸 の 抗 原 刺 激 に よ る Ca 2 + 流 入 阻 害 に 与 え る 影 響 を 調 べ た 結 果 を 示 す 図
（ グ ラ フ 群 ） で あ る 。 図 １ １ の 縦 軸 が コ ン ト ロ ー ル （ 滅 菌 水 添 加 ） の 細 胞 内 Ca 2 + 濃 度 1.0
に 対 す る 、 抗 原 刺 激 に よ る Ca 2 + の 細 胞 内 流 入 率 を 、 横 軸 が 抗 原 刺 激 か ら の 時 間 （ 秒 ） の 経
過 を 示 し て い る 。
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【 ０ ０ ８ ２ 】
　 フ ル ボ 酸 添 加 は 、 い ず れ も 抗 原 刺 激 に よ る Ca 2 + 流 入 を 阻 害 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
ま た 、 そ の 活 性 は 、 Ca 2 + 流 入 阻 害 剤 で あ る ケ ト チ フ ェ ン （ 対 照 区 ） と 同 等 な も の で あ り 、
抗 原 刺 激 直 後 に そ の Ca 2 + 流 入 阻 害 効 果 が 働 く こ と が 確 認 さ れ た 。 フ ル ボ 酸 の 抗 原 刺 激 に よ
る Ca 2 + 流 入 阻 害 効 果 に 濃 度 依 存 性 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 以 上 の 実 施 例 の 結 果 か ら 、 フ ル ボ 酸 に 高 い 抗 ア レ ル ギ ー 効 果 が あ る こ と が わ か っ た 。 図
１ ２ は 、 フ ル ボ 酸 の Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 生 機 序 と の 関 係 を 模 式 的 に 説 明 す る た め の 図 で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 フ ル ボ 酸 は 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 生 機 序 に お い て 、 三 つ の 段 階 に お い て 作 用 し て い る 。
ま ず 、 第 一 に は 、 図 １ ２ 中 に 矢 印 Ｘ で 示 す 抗 原 感 作 段 階 、 第 二 に は 、 図 １ ２ 中 に 矢 印 Ｙ で
示 す 抗 体 感 作 段 階 、 第 三 に は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン 流 入 に よ っ て 起 こ る 細 胞 の 脱 顆 粒 段 階 （
図 １ ２ の 矢 印 Ｚ に 示 す 段 階 ） あ る 。 フ ル ボ 酸 は 、 こ れ ら の 段 階 を 抑 制 又 は 遮 断 す る こ と に
よ っ て Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 を 抑 制 す る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 は 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 予 防 や 防 止 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の
発 症 予 防 や 防 止 を 目 的 と す る 経 口 投 与 剤 、 注 射 液 、 皮 膚 外 用 薬 、 貼 薬 な ど の 医 薬 品 、 医 薬
部 外 品 、 あ る い は Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 症 予 防 や 防 止 に 係 わ る 機 能 を 有 す る 入 浴 剤 、 洗 顔 料
、 ク リ ー ム 、 パ ッ ク な ど の ス キ ン ケ ア 化 粧 品 な ど の 化 粧 品 、 清 涼 飲 料 な ど の 飲 料 、 イ ン ス
タ ン ト 食 品 、 飴 や ガ ム な ど の お 菓 子 類 、 パ ン 類 、 麺 類 、 ベ ビ ー フ ー ド 、 調 味 料 な ど の 飲 食
品 な ど に 広 く 利 用 で き る 。 な お 、 フ ル ボ 酸 は 、 日 本 国 厚 生 労 働 省 か ら 食 品 添 加 物 成 分 と し
て 認 可 さ れ て い る （ 食 安 基 発 第 ０ ６ ０ １ ０ ０ １ 号 ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ６ 】
【 図 １ 】 国 際 腐 植 物 質 学 会 （ IHSS） が 定 め た フ ル ボ 酸 を 抽 出 方 法 の フ ロ ー 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 フ ル ボ 酸 の 元 素 組 成 に 関 す る 分 析 結 果 を 示 す 図 面 代 用 表 で あ る 。
【 図 ３ 】 原 料 の 異 な る フ ル ボ 酸 （ Ｆ Ａ ） の Ｆ Ｔ -Ｉ Ｒ ス ペ ク ト ル を 示 す 図 （ グ ラ フ ） で あ
る 。
【 図 ４ 】 原 料 の 異 な る フ ル ボ 酸 （ Ｆ Ａ ） の 水 素 磁 気 共 鳴 （ １ H－ NMR） ス ペ ク ト ル を 示 す 図
（ グ ラ フ ） で あ る 。
【 図 ５ 】 カ ナ ダ 産 草 炭 と 風 化 炭 の そ れ ぞ れ か ら 抽 出 さ れ た フ ミ ン 酸 （ Ｈ Ａ ） と フ ル ボ 酸 （
Ｆ Ａ ） の 1 3 C-CP/MAS NMRス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 原 か ん 水 、 排 か ん 水 、 風 化 炭 、 カ ナ ダ 産 草 炭 、 黒 ぼ く 土 の 各 原 料 か ら の 抽 出 フ ル
ボ 酸 を 対 象 と す る 物 性 評 価 分 析 結 果 を ま と め た 図 面 代 用 表 で あ る 。
【 図 ７ 】 実 施 例 ３ に 係 わ る バ イ オ ア ッ セ イ で 用 い た カ ナ ダ 産 草 炭 フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ）
の 特 性 を 示 し た 図 面 代 用 表 で あ る 。
【 図 ８ 】 カ ナ ダ 産 草 炭 の フ ミ ン 酸 （ Ｈ Ａ ） 、 フ ル ボ 酸 （ Ｆ Ａ ） の 1 3 C-CP/MAS NMRス ペ ク ト
ル を 示 す 図 （ グ ラ フ ） で あ る 。
【 図 ９ 】 フ ル ボ 酸 （ Ｃ Ｐ － Ｆ Ａ ） の β -ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 遊 離 阻 害 率 に 与 え る 影 響 を 調
べ た 結 果 を 示 す 図 （ グ ラ フ ） で あ る 。
【 図 １ ０ 】 レ セ プ タ ー と 抗 体 の 結 合 阻 害 測 定 の 結 果 を 示 し た 図 （ グ ラ フ ） で あ る 。
【 図 １ １ 】 フ ル ボ 酸 の 抗 原 刺 激 に よ る Ca 2 + 流 入 阻 害 に 与 え る 影 響 を 調 べ た 結 果 を 示 す 図 （
グ ラ フ 群 ） で あ る 。
【 図 １ ２ 】 フ ル ボ 酸 の Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 発 生 機 序 と の 関 係 を 模 式 的 に 説 明 す る た め の 図 で
あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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