
(57)【要約】
本発明は、毛包メラノサイト保護剤として、ドーパクロムトートメラーゼの発現誘導剤を
化粧品に使用することに関する。本発明はまた、化粧品として許容し得る媒質中にドーパ
クロムトートメラーゼ (TRP-2)の発現誘導剤を少なくとも 1つ含む、白髪に対抗するための
特定の化粧品組成物およびその使用に関する。本発明はさらに、ドーパクロムトートメラ
ーゼの発現誘導剤を少なくとも 1つ含む化粧品組成物を適用することによって、白髪を処
置する方法およびグレーまたは白い毛の自然の色素形成を保持する方法に関する。最後に
、本発明は、ドーパクロムトートメラーゼ (TRP-2)の発現誘導剤を同定する方法およびそ
の作用剤の細胞保護活性を評価する方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 毛 包 メ ラ ノ サ イ ト 保 護 剤 と し て の 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 発 現 誘 導 剤 の 化 粧 品 へ
の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 前 記 作 用 剤 が 、 毛 球 の 活 性 メ ラ ノ サ イ ト
お よ び 毛 包 上 面 域 の 静 態 メ ラ ノ サ イ ト の 集 団 を 維 持 お よ び /ま た は 再 生 す る こ と に よ り 、
毛 包 の メ ラ ノ サ イ ト 消 失 に 対 抗 す る こ と を 意 図 し た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1
に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 前 記 作 用 剤 が 、 毛 包 色 素 形 成 ユ ニ ッ ト の
周 期 的 再 生 を 促 進 す る こ と を 意 図 し た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1ま た は 2に 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 前 記 作 用 剤 が 、 白 髪 の 発 現 を 防 止 お よ び
/ま た は 制 限 お よ び /ま た は 阻 止 す る こ と を 意 図 し 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 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 前 記 作 用 剤 が 、 グ レ ー の 頭 髪 お よ び /ま
た は 体 毛 の 自 然 な 色 素 形 成 を 維 持 す る こ と を 意 図 し 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 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 前 記 作 用 剤 が 、 ヘ キ サ メ チ レ ン ビ ス ア セ
ト ア ミ ド (HMBA)、 ジ エ チ ル ス テ ィ ル ベ ス ト ロ ー ル 、 グ リ シ ル リ チ ン 、 フ ォ ル ス コ リ ン 、 お
よ び ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)プ ロ モ ー タ ー の 上 流 に 位 置 す る 内 因 性 因 子 の モ
ジ ュ レ ー タ ー ま た は ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー 、 ま
た は Sox10な ど の ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)の 発 現 誘 導 剤 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク
タ ー の 中 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1か ら 5の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 化 粧 品 と し て 許 容 し 得 る 媒 質 中 に 、 ヘ キ サ メ チ レ ン ビ ス ア セ ト ア ミ ド (HMBA)、 グ リ シ ル
リ チ ン 、 お よ び ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)プ ロ モ ー タ ー の 上 流 に 位 置 す る 内 因
性 因 子 の モ ジ ュ レ ー タ ー ま た は ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)を コ ー ド す る 発 現 ベ
ク タ ー ま た は Sox10な ど の ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)の 発 現 誘 導 剤 を コ ー ド す る
発 現 ベ ク タ ー の 中 か ら 選 択 さ れ る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)の 発 現 誘 導 剤 を 少
な く と も 1つ 含 む 、 白 髪 に 対 抗 す る た め の 化 粧 品 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 単 位 体 積 当 た り 、 0.001～ 10重 量 %、 好 ま し く は 0.01～ 5重 量 %、 さ ら に 好 ま し く は 0.1～ 1
重 量 %の ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 7に 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 経 口 投 与 に 好 適 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 7ま た は 8に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 頭 皮 お よ び /ま た は 体 毛 に 覆 わ れ て い る 皮 膚 領 域 へ の 局 所 適 用 に 好 適 で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 7ま た は 8に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ヘ ア ス タ イ リ ン グ ク リ ー ム も し く は ゲ ル 、 ヘ ア ロ ー シ ョ ン 、 特 に ヘ ア セ ッ ト ロ ー シ ョ ン
も し く は ト リ ー ト メ ン ト ロ ー シ ョ ン も し く は 髪 再 構 築 ロ ー シ ョ ン 、 染 色 組 成 物 、 シ ャ ン プ
ー ま た は コ ン デ ィ シ ョ ナ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 10に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 化 粧 品 と し て 許 容 し 得 る 媒 質 中 に 、 マ イ ク ロ 球 、 ナ ノ 球 、 オ レ オ ソ ー ム ま た は ナ ノ カ プ
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セ ル な ど の 被 膜 に 封 入 さ れ た ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 少 な く と も 1つ
含 む 、 白 髪 に 対 抗 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 前 記 作 用 剤 が 封 入 さ れ た 被 膜 の 直 径 が 、
10μ m以 下 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 12に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 前 記 作 用 剤 が 、 ヘ キ サ メ チ レ ン ビ ス ア セ
ト ア ミ ド (HMBA)、 ジ エ チ ル ス テ ィ ル ベ ス ト ロ ー ル お よ び /ま た は エ ス ト ラ ジ オ ー ル な ど の
ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 類 、 グ リ シ ル リ チ ン 、 フ ォ ル ス コ リ ン 、 カ ン フ ェ ロ ー ル 、 ド ー パ ク ロ
ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)プ ロ モ ー タ ー の 上 流 に 位 置 す る 内 因 性 因 子 の モ ジ ュ レ ー タ ー ま
た は ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー ま た は Sox10な ど の ド
ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)の 発 現 を 誘 導 す る 前 記 作 用 剤 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ
ー か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 12ま た は 13に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 前 記 作 用 剤 が 、 頭 皮 の 落 屑 状 態 に 対 抗 す
る 作 用 剤 、 毛 の 再 成 長 を 促 進 す る 作 用 剤 お よ び 色 素 形 成 促 進 活 性 を 有 す る 植 物 抽 出 物 の 中
か ら 選 択 さ れ る 別 の 活 性 剤 と 併 用 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 7か ら 14の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 7か ら 15の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 少
な く と も 1つ 含 む 組 成 物 を 、 処 置 対 象 で あ る 領 域 に 投 与 ま た は 適 用 す る こ と を 特 徴 と す る
、 白 髪 の 美 容 処 置 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 7か ら 15の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 少
な く と も 1つ 含 む 組 成 物 を 、 処 置 対 象 で あ る 領 域 に 投 与 ま た は 適 用 す る こ と を 特 徴 と す る
、 グ レ ー ま た は 白 の 頭 髪 お よ び /ま た は 体 毛 の 自 然 の 色 素 形 成 を 維 持 す る こ と を 意 図 し た
白 髪 の 美 容 処 置 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 a.メ ラ ノ サ イ ト が ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を 発 現 し な い 培 地 で 、 メ ラ ノ サ イ ト の 集
団 を 培 養 す る 工 程 、
　 b.ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 発 現 の 誘 導 活 性 を 試 験 す る こ と が 望 ま れ る 化 合 物 を 前 記
培 地 に 添 加 す る 工 程 、
　 c.前 記 化 合 物 が 誘 導 剤 で あ る 場 合 に メ ラ ノ サ イ ト が ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を 発 現
し 得 る に 十 分 な 期 間 、 メ ラ ノ サ イ ト を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
　 d.ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
　 e.ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
を 含 む 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 メ ラ ノ サ イ ト に よ る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー
ゼ を コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAを 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 測 定 を 、 RT-PCR法 、 ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 ま た は 示 差 表 示 法 に よ っ て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 19に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 メ ラ ノ サ イ ト に よ る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー
ゼ の 測 定 に よ っ て 決 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 、 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ
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ッ ト 法 、 免 疫 沈 降 法 、 免 疫 組 織 化 学 法 、 HPLCま た は 塩 基 配 列 決 定 法 に よ っ て 検 出 す る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 メ ラ ノ サ イ ト に よ る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 、 培 地 に お け る ド ー パ ク ロ ム
ト ー ト メ ラ ー ゼ 活 性 の 測 定 に よ っ て 決 定 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 白 髪 の 発 現 を 防 止 し か つ /も し く は 制 限 し か つ /も し く は 阻 止 す る た め の 、 お よ び /ま た
は グ レ ー も し く は 白 の 頭 髪 お よ び /ま た は 体 毛 の 自 然 の 色 素 形 成 を 維 持 す る た め の 美 容 処
置 方 法 に お け る 、 請 求 項 18か ら 23の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た ド ー パ
ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 発 現 誘 導 剤 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 白 髪 の 発 現 を 防 止 し 、 か つ /も し く は 制 限 し 、 か つ /も し く は 阻 止 す る こ と 、 な ら び に /
ま た は グ レ ー も し く は 白 の 頭 髪 お よ び /も し く は 体 毛 の 自 然 の 色 素 形 成 を 維 持 す る こ と を
意 図 し た 化 粧 品 組 成 物 の 調 製 の た め の 、 請 求 項 18か ら 23の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に よ
っ て 選 択 さ れ た ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 発 現 誘 導 剤 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 a.レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 構 築 す る 工 程 、
　 b.工 程 (a)で 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 細 胞 集 団 に 移 入 す る 工 程 、
　 c.ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 活 性 誘 導 能 を 測 定 す る こ と が 望 ま れ る 化
合 物 を 、 工 程 (b)で 得 ら れ た 2つ の 細 胞 集 団 の う ち の 一 方 の 細 胞 集 団 の 培 地 に 添 加 す る 工 程
、 お よ び
　 d.工 程 (c)で 得 ら れ た 細 胞 集 団 に お け る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 と 、 試 験 化 合 物 と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト し て い な い 工 程 (b)で 得 ら れ た 細 胞 集 団 に お け る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現
と を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を
誘 導 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)プ ロ モ ー タ ー の 活 性 誘 導
剤 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 a.TRP-2の 発 現 を 低 い 基 礎 発 現 量 に 制 限 す る よ う な 培 地 で 、 メ ラ ノ サ イ ト の 集 団 を 培 養
す る 工 程 、
　 b.ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 発 現 を 誘 導 す る 化 合 物 を 、 前 記 培 地 に 添 加 す る 工 程 、
　 c.メ ラ ノ サ イ ト が ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を 発 現 し 得 る に 十 分 な 期 間 、 メ ラ ノ サ イ
ト を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
　 d.前 記 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス ま た は 老 化 を 誘 導 す る 条 件 に 曝 露 す る 工 程 、
　 e.細 胞 毒 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
　 f.細 胞 保 護 効 果 を 有 す る 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 化 合 物 を 選 択
す る 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 18か ら 23の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ
た ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 の 細 胞 保 護 活 性 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 工 程 (d)が 細 胞 を シ ス プ ラ チ ン で 処 理 す る こ と か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 27に 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 、 毛 包 メ ラ ノ サ イ ト 保 護 剤 と し て 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤
を 化 粧 品 に 使 用 す る こ と に 関 す る 。 特 に 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 に よ
っ て 毛 球 の 活 性 メ ラ ノ サ イ ト お よ び 毛 包 上 面 域 の 静 態 メ ラ ノ サ イ ト （ quiescent melanocy
tes） の 集 団 を 維 持 お よ び /ま た は 再 生 す る こ と に よ り 、 毛 包 の メ ラ ノ サ イ ト 消 失 に 対 抗 す
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る こ と を 意 図 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 毛 包 は 、 真 皮 深 層 に ま で 達 す る 表 皮 の 管 状 陥 入 鞘 で あ る 。 そ の 基 底 部 、 す な わ ち 毛 球 は
そ れ 自 体 、 陥 入 鞘 を 含 ん で お り そ こ に は 真 皮 乳 頭 が あ る 。 毛 球 の 基 底 部 は 、 毛 髪 を 構 成 す
る 角 質 化 し た 細 胞 の 前 駆 体 が 見 ら れ る 細 胞 増 殖 域 で あ る 。 こ れ ら 前 駆 体 か ら 誘 導 さ れ る 上
行 性 細 胞 は 、 毛 球 の 上 部 に お い て 徐 々 に 角 質 化 し 、 こ の 一 群 の 角 質 化 し た 細 胞 が 毛 幹 を 形
成 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 頭 髪 の 色 お よ び 体 毛 の 色 は 、 特 に 2つ の グ ル ー プ の メ ラ ニ ン 、 す な わ ち ユ ー メ ラ ニ ン (茶
色 お よ び 黒 色 色 素 )と フ ェ オ メ ラ ニ ン (赤 色 お よ び 黄 色 色 素 )が 様 々 な 量 お よ び 比 率 で 存 在
す る こ と に よ っ て 決 ま る 。 頭 髪 お よ び 体 毛 の 色 素 形 成 に は 、 毛 包 の 球 部 に メ ラ ノ サ イ ト が
存 在 す る こ と が 必 要 で あ る 。 こ れ ら メ ラ ノ サ イ ト は 活 性 な 状 態 に あ る 。 つ ま り 、 メ ラ ニ ン
を 産 生 す る 。 こ れ ら 色 素 は 毛 幹 を 形 成 す べ く 角 化 細 胞 に 送 ら れ 、 そ の 結 果 色 素 形 成 し た 頭
髪 ま た は 体 毛 が 成 長 す る こ と に な る 。 以 下 、 こ の よ う な 構 造 を 「 色 素 形 成 の 毛 包 ユ ニ ッ ト
」 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 哺 乳 動 物 の 場 合 、 メ ラ ニ ン 形 成 に は 少 な く と も 3つ の 酵 素 、 す な わ ち チ ロ シ ナ ー ゼ 、 ド
ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関 与 タ ン パ ク 2)お よ び DHICA(デ ィ ー カ )
オ キ シ ダ ー ゼ (TRP-1、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関 与 タ ン パ ク 1)が 関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 チ ロ シ ナ ー ゼ は 、 メ ラ ニ ン の 生 合 成 を 開 始 す る 酵 素 で あ る 。 チ ロ シ ナ ー ゼ は ま た 、 メ ラ
ニ ン 形 成 を 制 限 す る 酵 素 で あ る と も 言 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 TRP-2は 、 ド ー パ ク ロ ム 5,6-ジ ヒ ド ロ キ シ イ ン ド ー ル -2-カ ル ボ ン 酸 (DHICA)の 互 変 異 性
化 を 触 媒 す る 。 TRP-2の 非 存 在 下 で は 、 ド ー パ ク ロ ム は 自 然 に 脱 炭 酸 さ れ て 5,6-ジ ヒ ド ロ
キ シ イ ン ド ー ル (DHI)を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 DHICAと DHIは い ず れ も 色 素 の 前 駆 体 で あ り 、 TRP-1は DHICA分 子 を 酸 化 し て キ ノ ン 誘 導 体
を 形 成 す る 。 (Pawelek JM and Charkraborty AK. The enzymology of melanogenesis. In
:Nordlund JJ, Boissy RE, Hearing VJ, King RA, OrtonneJ-P. The Pigmentary System:
 Physiology and Pathophysiology. New York: Oxford University Press; 1998. p.391-
400)
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら 3つ の 酵 素 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 TRP-2お よ び TRP-1は メ ラ ニ ン 形 成 に 特 異 的 に 関 与 し
て い る よ う に 思 わ れ る 。 ま た 、 こ れ ら 3つ の 酵 素 の 活 性 は 、 従 来 、 ユ ー メ ラ ニ ン の 生 合 成
を 最 大 限 活 性 化 す る の に 必 要 で あ る と 言 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 TRP-2の 発 現 は 、 黒 色 マ ウ ス の 毛 の 場 合 、 毛 球 の 活 性 メ ラ ノ サ イ ト お よ び 外 側 上 皮 鞘 の
静 態 メ ラ ノ サ イ ト の 両 者 に 認 め ら れ る 。 ま た 、 黒 色 マ ウ ス に お い て は 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー
ト メ ラ ー ゼ 活 性 が 成 長 期 に 高 く な る こ と は 知 ら れ て い る 。 し か し 、 TRP-2の 発 現 と 色 素 形
成 の 強 さ と の 相 関 関 係 に つ い て は 、 い ま だ 明 ら か に さ れ て い な い (Sturm他 、 1995年 )。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 TRP-2は 、 シ ス -ジ ク ロ ロ ジ ア ミ ン 白 金 (II)な ど の DNAを 損 傷 す る 作 用 剤 に 抵 抗 し
て メ ラ ノ サ イ ト が 発 現 す る 酵 素 で あ る と も 言 わ れ て き た (Chu他 2000年 お よ び Pak他 2000年 )
。 こ れ ら の 結 果 は 、 TRP-2が メ ラ ニ ン 形 成 と は 無 関 係 な 機 能 に も 関 与 し て い る こ と 、 す な
わ ち 、 酵 素 TRP-2が 細 胞 保 護 の 役 割 を 果 た し て い る か も し れ ぬ こ と を 示 唆 す る も の で あ る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 頭 髪 お よ び 体 毛 に は 周 期 が あ る 。 こ の 周 期 は 、 成 長 期 (ア ナ ー ゲ ン )、 退 行 期 (カ タ ー ゲ
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ン )お よ び 休 止 期 (テ ロ ゲ ン )を 含 ん で お り 、 こ の 休 止 期 の 後 に は 新 た な 成 長 期 が 現 れ る 。
こ の 毛 周 期 の た め に 、 表 皮 色 素 形 成 ユ ニ ッ ト と は 異 な り 、 毛 包 色 素 形 成 ユ ニ ッ ト は 周 期 的
に 再 生 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 最 近 、 ヒ ト に お け る こ の プ ロ セ ス が 説 明 さ れ て い る (Commo S.お よ び Bernard B.、 2000
年 、 Pigment Cell Res. 13:253-259)。 テ ロ ゲ ン か ら ア ナ ー ゲ ン へ の 移 行 期 間 に テ ロ ゲ ン
カ プ セ ル に 含 ま れ る 不 活 性 メ ラ ノ サ イ ト の 一 部 が 増 殖 し 、 そ れ ら が 新 生 毛 球 の 真 皮 乳 頭 の
周 囲 に 位 置 し て 、 メ ラ ニ ン の 合 成 に 必 要 な 酵 素 の 発 現 を 開 始 す る こ と 、 す な わ ち こ の メ ラ
ノ サ イ ト の 集 団 が 毛 球 の 活 性 メ ラ ノ サ イ ト と 一 致 す る こ と が よ り 具 体 的 に 示 さ れ て い る 。
ま た 、 メ ラ ノ サ イ ト の 他 の 部 分 が 毛 包 の 上 面 域 に 不 活 性 の ま ま 存 在 す る こ と 、 す な わ ち こ
の メ ラ ノ サ イ ト の 集 団 が 毛 包 の 上 面 域 の 静 態 メ ラ ノ サ イ ト に 一 致 す る こ と が 示 さ れ て い る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ れ ら の メ ラ ニ ン 形 成 酵 素 は 、 ア ナ ー ゲ ン 相 の 全 期 間 に わ た っ て 毛 球 の メ ラ ノ サ イ ト に
お い て 発 現 さ れ る が 、 カ タ ー ゲ ン お よ び テ ロ ゲ ン の 両 期 間 中 に は も は や 発 現 さ れ な い 。 ヒ
ト 毛 包 に お け る メ ラ ノ サ イ ト の 正 常 な 周 期 に は 、 毛 包 色 素 形 成 ユ ニ ッ ト を 再 生 す る た め に
周 期 的 に 活 性 化 さ れ る 毛 包 の 上 面 域 、 別 名 「 貯 蔵 庫 」 と い わ れ る 域 に 、 静 態 メ ラ ノ サ イ ト
が 存 在 す る こ と が 必 要 で あ る 。 色 素 形 成 の 維 持 に 関 与 す る こ の 細 胞 再 生 の メ カ ニ ズ ム は 、
毛 包 色 素 形 成 ユ ニ ッ ト に 特 異 的 な も の で あ り 、 表 皮 色 素 形 成 ユ ニ ッ ト に は 見 ら れ な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 白 髪 (毛 の 自 然 な 白 化 )が 毛 幹 の メ ラ ニ ン の 減 少 と 関 連 し て い る こ と は 、 一 般 に 認 め ら れ
て い る 。 し か し 、 こ の 減 少 の 理 由 に つ い て は 、 今 日 ま で 明 ら か に さ れ て い な い 。 幾 つ か の
仮 説 に よ れ ば 、 皮 膚 の 色 素 形 成 の メ カ ニ ズ ム か ら の 類 推 に よ っ て 、 メ ラ ニ ン 形 成 の 活 性 の
減 少 と 関 連 づ け ら れ 、 ま た 、 メ ラ ニ ン 移 送 に お け る 障 害 ま た は 毛 球 に お け る メ ラ ノ サ イ ト
数 の 減 少 (Tobinお よ び Paus、 2001年 )と 関 連 づ け ら れ て い る 。 し か し 、 今 日 ま で 、 毛 の 色
素 形 成 の い ず れ の 論 証 も 、 こ れ ら の 仮 説 を 立 証 す る に は い た っ て い な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ こ で 、 本 出 願 人 は 、 白 髪 が 毛 球 に お け る 活 性 メ ラ ノ サ イ ト 数 の 減 少 お よ び 毛 包 の 上 面
域 に お け る 静 態 メ ラ ノ サ イ ト 数 の 減 少 と 関 連 が あ る と す る 前 記 仮 説 の 正 当 性 を 初 め て 立 証
す る よ う な 、 2つ の 結 果 を 明 示 す る 。 こ の メ ラ ノ サ イ ト の 時 期 尚 早 な 減 少 お よ び /ま た は 消
失 は 、 毛 包 に 特 異 的 で あ っ て 、 表 皮 に 明 ら か な 影 響 を 及 ぼ す こ と は な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ れ ま で は 、 白 髪 の 毛 包 に は 静 態 メ ラ ノ サ イ ト が 存 在 し て い る と 実 際 考 え ら れ て い た (T
akada他 、 1992年 、 Horikawa他 、 1996年 、 Jennerお よ び Randall、 2000年 )。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 し か し 、 本 出 願 人 は 、 白 髪 の 進 行 が 、 限 ら れ た 数 で あ る が 、 メ ラ ニ ン を 産 生 し 運 ん で い
る 毛 球 の メ ラ ノ サ イ ト の 数 の 減 少 と 関 連 し て い る こ と に 気 づ い た 。 ま た 本 出 願 人 は 、 意 外
な こ と に ま た 驚 く べ き こ と に 、 ヒ ト 毛 包 の 上 面 域 (別 名 「 貯 蔵 庫 」 と も 呼 ば れ る )に お け る
静 態 メ ラ ノ サ イ ト の 集 団 も 、 白 髪 プ ロ セ ス の 間 に 減 少 し て お り 、 そ の 近 傍 の 漏 斗 部 お よ び
表 皮 と は 異 な り 、 白 髪 が 非 常 に 少 数 の メ ラ ノ サ イ ト し か 有 し て い な い か ま た は メ ラ ノ サ イ
ト を 全 く 有 し て い な い こ と に 気 づ い た 。 こ の メ ラ ノ サ イ ト の 消 失 が 、 毛 に 含 ま れ る メ ラ ノ
サ イ ト に 時 期 尚 早 か つ 特 異 的 に 影 響 を 及 ぼ し て い る の で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 し た が っ て 、 白 髪 に 対 抗 す る た め に は 、 ヒ ト 毛 包 の メ ラ ノ サ イ ト の 消 失 、 す な わ ち 毛 球
の 活 性 メ ラ ノ サ イ ト と 毛 包 の 上 面 域 の 静 態 メ ラ ノ サ イ ト の 両 者 に 影 響 を 及 ぼ し て い る プ ロ
セ ス に 対 抗 す る こ と が 必 要 で あ る よ う に 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 本 出 願 人 は 、 意 外 な こ と に 、 酵 素 TRP-2が 、 白 人 、 ア ジ ア 人 お よ び ア フ リ カ 人 の 色
素 形 成 (茶 、 黒 お よ び 赤 )し た ヒ ト 毛 包 の メ ラ ノ サ イ ト で は 発 現 し な い こ と に 気 づ い た 。 こ
の 酵 素 は 、 毛 球 の 活 性 メ ラ ノ サ イ ト お よ び ヒ ト 毛 包 の 上 面 域 の 静 態 メ ラ ノ サ イ ト い ず れ に
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お い て も 検 出 さ れ な い が 、 白 人 、 ア ジ ア 人 お よ び ア フ リ カ 人 の 表 皮 お よ び 漏 斗 部 に お い て
は 発 現 す る 。 TRP-2の 欠 損 が 、 TRP-2を 発 現 し な い メ ラ ノ サ イ ト 、 つ ま り 毛 包 の 上 面 域 の 静
態 メ ラ ノ サ イ ト お よ び 毛 球 の 活 性 メ ラ ノ サ イ ト の 時 期 尚 早 な 消 失 と 関 連 し て い る の で あ る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 そ こ で 、 本 出 願 人 は 、 表 皮 色 素 形 成 ユ ニ ッ ト に お け る メ ラ ニ ン 形 成 (メ ラ ニ ン 産 生 )に 役
割 を 果 た し て い る TRP-2が 、 毛 包 色 素 形 成 ユ ニ ッ ト に お い て ま た 別 の そ し て 今 ま で 知 ら れ
て い な か っ た 役 割 を 果 た す で あ ろ う こ と を 立 証 し た 。 す な わ ち 、 TRP-2の 誘 導 に よ っ て 、
毛 包 の 上 面 域 の 静 態 メ ラ ノ サ イ ト の 集 団 お よ び 毛 球 の 活 性 メ ラ ノ サ イ ト の 集 団 が 維 持 さ れ
か つ /ま た は 再 生 さ れ 、 そ れ に よ っ て 頭 髪 、 ま つ げ お よ び /ま た は 体 毛 の 色 素 形 成 が 確 実 に
維 持 さ れ る よ う な 毛 包 ユ ニ ッ ト の 周 期 的 再 生 が 促 進 さ れ る で あ ろ う こ と を 立 証 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 出 願 人 は 、 TRP-2の 産 生 を 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 本 出 願 人
は 、 TRP-2の 産 生 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 、 毛 の 色 素 形 成 の 原 因 と な る 毛 包 の メ ラ ノ サ イ
ト の 集 団 を 維 持 し か つ /ま た は 再 生 す る 手 段 を 確 認 し た 。 ま た 本 出 願 人 は 、 毛 包 メ ラ ノ サ
イ ト の ア ポ ト ー シ ス お よ び /ま た は 老 化 を 誘 導 す る 条 件 下 で TRP-2誘 導 作 用 剤 の 細 胞 保 護 活
性 を 評 価 し た 。
【 特 許 文 献 １ 】 欧 州 特 許 願 第 0375520号
【 特 許 文 献 ２ 】 仏 国 特 許 願 第 0015686号
【 特 許 文 献 ３ 】 仏 国 特 許 願 第 0101438号
【 特 許 文 献 ４ 】 欧 州 特 許 願 第 0641557号
【 特 許 文 献 ５ 】 欧 州 特 許 願 第 0705593号
【 特 許 文 献 ６ 】 欧 州 特 許 願 第 0780115号
【 特 許 文 献 ７ 】 仏 国 特 許 願 第 0113337号
【 特 許 文 献 ８ 】 欧 州 特 許 願 第 1010413号
【 特 許 文 献 ９ 】 欧 州 特 許 願 第 1010414号
【 特 許 文 献 １ ０ 】 欧 州 特 許 願 第 1010415号
【 特 許 文 献 １ １ 】 欧 州 特 許 願 第 1010416号
【 特 許 文 献 １ ２ 】 欧 州 特 許 願 第 1013338号
【 特 許 文 献 １ ３ 】 欧 州 特 許 願 第 1016453号
【 特 許 文 献 １ ４ 】 欧 州 特 許 願 第 1018363号
【 特 許 文 献 １ ５ 】 欧 州 特 許 願 第 1020219号
【 特 許 文 献 １ ６ 】 欧 州 特 許 願 第 1025898号
【 特 許 文 献 １ ７ 】 欧 州 特 許 願 第 1120101号
【 特 許 文 献 １ ８ 】 欧 州 特 許 願 第 1120102号
【 特 許 文 献 １ ９ 】 欧 州 特 許 願 第 1129684号
【 特 許 文 献 ２ ０ 】 欧 州 特 許 願 第 1160005号
【 特 許 文 献 ２ １ 】 欧 州 特 許 願 第 1172077号
【 特 許 文 献 ２ ２ 】 欧 州 特 許 願 第 0447318号
【 特 許 文 献 ２ ３ 】 欧 州 特 許 願 第 0557489号
【 特 許 文 献 ２ ４ 】 米 国 特 許 第 4,139,619号
【 特 許 文 献 ２ ５ 】 米 国 特 許 第 4,596,812号
【 特 許 文 献 ２ ６ 】 WO96/09048
【 特 許 文 献 ２ ７ 】 欧 州 特 許 願 第 0648488号
【 特 許 文 献 ２ ８ 】 欧 州 特 許 願 第 0964852号
【 特 許 文 献 ２ ９ 】 欧 州 特 許 願 第 1068858号
【 特 許 文 献 ３ ０ 】 仏 国 特 許 第 2768343号
【 特 許 文 献 ３ １ 】 仏 国 特 許 第 2782920A1号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Pawelek JM and Charkraborty AK. The enzymology of melanogenesis.
 In:Nordlund JJ, Boissy RE, Hearing VJ, King RA, OrtonneJ-P. The Pigmentary Syst

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-513134 A 2006.4.20



em: Physiology and Pathophysiology. New York: Oxford University Press;　 1998.　 p
.391-400
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Commo S.お よ び Bernard B.、 2000年 、 Pigment Cell Res.　 13:253-259
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Maniatis他 の マ ニ ュ ア ル 、 Molecular Cloning:A Laboratory Manual、 J
oseph Sambrook、 E.F.Fritsch、 T. Maniatis、 Hardcover、 Cold Spring Harbor Laborato
ry Press
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Current Protocols in Molecular Biology、 F.M.Ausubel他 編 、 Wiley I
nterscience
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Pawelek JM他 、 Nature、 1980、 286:617-619)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Aroca PF他 、 J.Biochem.Biophys.Methods　 1990;21:35-46
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Palumbo A他 、 Biochem.Biophys.Acta　 1987;925:203-209
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 出 願 人 に 従 っ て 、 白 髪 の 発 現 を 防 止 お よ び ／ ま た は 制 限 お よ び ／ ま た は 阻 止 す る 手 段
、 お よ び グ レ ー ま た は 白 髪 の 毛 髪 お よ び ／ ま た は 体 毛 の 色 素 形 成 を 維 持 す る 手 段 を 同 定 し
た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 第 一 の 課 題 は 、 毛 包 メ ラ ノ サ イ ト 保 護 剤 と し て 、 ド ー パ ク ロ ム ト
ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 化 粧 品 に 使 用 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 毛 包 メ ラ ノ サ イ ト 保 護 剤 」 と は 、 メ ラ ノ サ イ ト を 保 護 す る こ と が で き る 作 用 剤 、 特 に
、 毛 包 メ ラ ノ サ イ ト の 老 化 お よ び /ま た は ア ポ ト ー シ ス の 原 因 と な る 細 胞 毒 性 作 用 剤 か ら
メ ラ ノ サ イ ト を 保 護 す る こ と が で き る 作 用 剤 を 意 味 す る も の と す る 。 細 胞 毒 性 作 用 剤 と し
て は 、 例 え ば 、 TNFア ル フ ァ 、 TGFベ ー タ 、 Fas/CD95リ ガ ン ド 、 IL1ベ ー タ 、 第 一 鉄 お よ び
第 一 銅 イ オ ン 、 シ ス プ ラ チ ン お よ び オ キ サ ル プ ラ チ ン な ど の 遺 伝 子 毒 性 化 学 化 合 物 、 ま た
は シ ク ロ ホ ス フ ァ ア ミ ド な ど の 化 合 物 と い っ た 、 遺 伝 子 毒 性 を 有 す る 分 子 な ら び に 酸 化 的
ス ト レ ス を 誘 導 す る 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 特 に 、 本 発 明 に よ る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 は 、 毛 球 の 活 性 メ ラ ノ サ
イ ト お よ び 毛 包 の 上 面 域 の 静 態 メ ラ ノ サ イ ト の 集 団 を 維 持 お よ び /ま た は 再 生 す る こ と に
よ っ て 、 毛 包 の メ ラ ノ サ イ ト の 消 失 に 対 抗 す る こ と を 意 図 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 は 、 毛 包 色 素 形 成 ユ ニ ッ
ト の 周 期 的 再 生 を 促 進 す る こ と を 意 図 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 使 用 し て 、 白 髪 の
発 現 を 防 止 お よ び /ま た は 制 限 お よ び /ま た は 阻 止 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 使 用 し て 、 グ レ ー の 頭 髪
お よ び /ま た は 体 毛 の 自 然 の ま ま の 色 素 形 成 を 維 持 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 」 と は 、 酵 素 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー
ゼ の 産 生 を 刺 激 す る こ と が 可 能 な 化 合 物 を 意 味 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ の よ う な 作 用 剤 は 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。
前 記 酵 素 を 発 現 す る た め の こ の よ う な ベ ク タ ー の 構 築 に は 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 、 特
に 、 メ ラ ノ サ イ ト 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と が 好 ま し か ろ う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)の 発 現 誘 導 剤 は 、 特 に 下 記 の 化 合 物 か ら 選 択 す る
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こ と が で き る 。
・ ヘ キ サ メ チ レ ン ビ ス ア セ ト ア ミ ド (HMBA Fang他 、 2001年 )
・ ジ エ チ ル ス テ ィ ル ベ ス ト ロ ー ル お よ び /ま た は エ ス ト ラ ジ オ ー ル な ど の ス テ ロ イ ド ホ ル
モ ン 類 (Kippenberger他 、 1998年 )
・ グ リ シ ル リ チ ン (Jung他 、 2001年 )
・ フ ォ ル ス コ リ ン
・  カ ン フ ェ ロ ー ル
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 は 、 Sox10の 発 現 モ ジ ュ レ ー タ ー な ど の 、 ド
ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)プ ロ モ ー タ ー 活 性 化 能 を 有 す る 内 因 性 因 子 の モ ジ ュ レ
ー タ ー で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 変 形 態 様 に お い て は 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 は 、 Sox1
0な ど の 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て
よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 誘 導 作 用 剤 の た め の こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る に は 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー
、 特 に 、 メ ラ ノ サ イ ト お よ び /ま た は 角 化 細 胞 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と が
好 ま し い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 好 ま し い 変 形 態 様 に お い て は 、 発 現 ベ ク タ ー に よ る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 誘 導 作
用 剤 の 発 現 そ れ 自 体 が 誘 導 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 課 題 は 、 化 粧 品 と し て 許 容 し 得 る 媒 質 中 に 、 ヘ キ サ メ チ レ ン ビ ス ア セ ト ア
ミ ド (HMBA)、 グ リ シ ル リ チ ン 、 お よ び ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)プ ロ モ ー タ ー
の 上 流 に 位 置 す る 内 因 性 因 子 の モ ジ ュ レ ー タ ー ま た は ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2
)を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー ま た は Sox10な ど の ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)の 発
現 誘 導 剤 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー の 中 か ら 選 択 さ れ る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP
-2)の 発 現 誘 導 剤 を 少 な く と も 1つ 含 む 、 白 髪 に 対 抗 す る た め の 化 粧 品 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 単 位 体 積 当 た り 、 0.001～ 10重 量 %、 好 ま し く は 0.01～ 5重 量 %、 さ ら
に 好 ま し く は 0.1～ 1重 量 %の ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 経 口 投 与 し て も よ く 、 ま た は 皮 膚 (毛 で 覆 わ れ て い る 身 体 の 皮 膚 領
域 全 域 )お よ び /も し く は 頭 皮 も し く は 頭 髪 に 適 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 経 口 に よ れ ば 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 と そ の 他
の 活 性 化 合 物 を 溶 液 中 に 含 み 、 水 溶 液 ま た は 水 ・ ア ル コ ー ル 溶 液 な ど の 栄 養 液 と す る こ と
が で き 、 任 意 で 風 味 づ け す る こ と も で き る 。 作 用 剤 は 、 摂 取 可 能 な 固 体 の 添 加 剤 中 に 組 み
入 れ る こ と も で き る し 、 ま た 、 例 え ば 顆 粒 、 丸 薬 、 錠 剤 ま た は 糖 衣 錠 の 形 で 提 供 す る こ と
も で き る 。 ま た 溶 液 に 入 れ て 栄 養 液 と し 、 任 意 で そ の 栄 養 液 を 摂 取 可 能 な カ プ セ ル で 包 む
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 投 与 形 態 に よ っ て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 特 に 化 粧 品 学 に お い て 通 常 使 用 さ れ る ガ レ ヌ
ス 製 剤 の い ず れ か の 形 で 提 供 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い 組 成 物 は 、 頭 皮 お よ び
/ま た は 皮 膚 へ の 局 所 適 用 に 好 適 な 化 粧 品 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 局 所 適 用 の 場 合 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 し 得 る 組 成 物 は 、 特 に 、 水 溶 液 、 水 ・ ア ル コ ー ル
溶 液 も し く は 油 溶 液 の 形 態 、 ま た は ロ ー シ ョ ン タ イ プ も し く は 乳 清 タ イ プ の 分 散 液 の 形 態
、 ま た は 脂 肪 相 を 水 相 に 分 散 す る か (O/W)も し く は そ の 逆 (W/O)に よ っ て 得 ら れ る よ う な 乳
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タ イ プ の 液 体 濃 度 も し く は 半 液 体 濃 度 を 有 す る 乳 液 の 形 態 、 ま た は 水 性 も し く は 無 水 性 の
ク リ ー ム タ イ プ も し く は ゲ ル タ イ プ の 懸 濁 液 も し く は 乳 液 の 形 態 、 ま た は マ イ ク ロ カ プ セ
ル も し く は 微 粒 子 の 形 態 、 ま た は イ オ ン タ イ プ お よ び ／ ま た は 非 イ オ ン タ イ プ の 小 嚢 状 分
散 液 の 形 態 で あ っ て よ い 。 し た が っ て 、 そ の 組 成 物 は 膏 薬 、 チ ン キ 剤 、 ク リ ー ム 剤 、 軟 膏
剤 、 散 剤 、 貼 付 吸 収 薬 、 含 浸 パ ッ ド 剤 、 液 剤 、 乳 剤 も し く は 小 嚢 状 分 散 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤
、 ゲ ル 剤 、 噴 霧 剤 、 懸 濁 剤 、 シ ャ ン プ ー 剤 、 エ ア ゾ ル 剤 、 ま た は 泡 剤 の 形 で 提 供 す る こ と
が で き る 。 こ れ ら は 無 水 性 で あ っ て も 水 性 で あ っ て も よ い 。 ま た 、 前 記 組 成 物 は 洗 浄 石 鹸
ま た は 洗 浄 固 形 石 鹸 を 構 成 す る 固 体 製 剤 か ら な る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ れ ら 組 成 物 は 、 常 法 に 従 っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 し 得 る 組 成 物 は 、 特 に ヘ ア ケ ア 用 組 成 物 で あ っ て 、 特 に シ ャ ン プ ー
、 ヘ ア セ ッ ト ロ ー シ ョ ン 、 ト リ ー ト メ ン ト ロ ー シ ョ ン 、 ヘ ア ス タ イ リ ン グ ク リ ー ム も し く
は ジ ェ ル 、 場 合 に よ っ て は 染 料 シ ャ ン プ ー の 形 態 を と る 染 料 (特 に 酸 化 染 料 )組 成 物 、 ヘ ア
用 再 構 築 ロ ー シ ョ ン 、 ま た は マ ス ク と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 化 粧 品 組 成 物 は 、 ヘ ア ク リ ー ム も し く は ロ ー シ ョ ン 、 シ ャ ン プ ー 、 ま た は コ ン
デ ィ シ ョ ナ ー で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 し 得 る 組 成 物 を 構 成 す る 種 々 の 成 分 の 量 は 、 当 分 野 で 従 来 使 用 さ れ
て い る 量 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 し 得 る 組 成 物 が 乳 剤 の 場 合 、 脂 肪 相 の 割 合 は 、 組 成 物 の 総 重 量 に 対
し て 5重 量 %～ 80重 量 %の 範 囲 、 好 ま し く は 5重 量 %～ 50重 量 %の 範 囲 で あ る 。 乳 剤 の 形 態 の 組
成 物 に 使 用 さ れ る 油 類 、 ワ ッ ク ス 類 、 乳 化 剤 類 お よ び 乳 化 補 助 剤 類 は 、 化 粧 品 分 野 で 従 来
使 用 さ れ て い る も の か ら 選 択 さ れ る 。 乳 化 剤 お よ び 乳 化 補 助 剤 は 、 本 組 成 物 中 に 、 組 成 物
の 総 重 量 に 対 し て 0.3重 量 %～ 30重 量 %、 好 ま し く は 0.5重 量 %～ 20重 量 %の 割 合 で 存 在 す る 。
乳 剤 は さ ら に 脂 質 の 小 嚢 を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 し 得 る 組 成 物 が 液 剤 ま た は 油 性 ゲ ル 剤 で あ る 場 合 、 脂 肪 相 は 、 組 成
物 の 総 重 量 に 対 し て 90重 量 %を 上 回 る 割 合 で 存 在 し て い て よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 変 形 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 マ イ ク ロ 球 、 ナ ノ 球 、
オ レ オ ソ ー ム ま た は ナ ノ カ プ セ ル な ど の 被 膜 に 封 入 し た ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発
現 誘 導 剤 を 少 な く と も 1つ 含 む が 、 そ の 被 膜 は ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤
の 化 学 的 性 質 に よ っ て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 マ イ ク ロ 球 は 、 一 例 と し て 、 欧 州 特 許 願 第 0375520号 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 調 製 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ナ ノ 球 は 、 水 性 懸 濁 剤 の 形 態 で 提 供 す る こ と が で き 、 仏 国 特 許 願 第 0015686号 お よ び 仏
国 特 許 願 第 0101438号 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 オ レ オ ソ ー ム は 、 水 性 相 に 分 散 さ れ た 薄 膜 の 液 晶 被 膜 を 有 す る 油 性 小 球 で 構 成 さ れ る 、
O/W型 乳 剤 か ら 成 る (欧 州 特 許 願 第 0641557号 お よ び 欧 州 特 許 願 第 0705593号 参 照 )。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 は 、 シ リ コ ン 界 面 活 性 剤 か ら 得 ら れ る
薄 膜 の 被 膜 か ら 成 る ナ ノ カ プ セ ル に 封 入 す る こ と も で き る が (欧 州 特 許 願 第 0780115号 参 照
)、 そ の ナ ノ カ プ セ ル は 水 分 散 性 ポ リ ス ル ホ ン 酸 エ ス テ ル を ベ ー ス に し て 調 整 す る こ と も
で き る (仏 国 特 許 願 第 0113337号 参 照 )。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 は 、 陽 イ オ ン の 油 性 小 球 表 面 に お い て
、 小 球 の 大 き さ に 関 係 な く 錯 体 を 形 成 す る こ と も で き る (欧 州 特 許 願 第 1010413号 、 欧 州 特
許 願 第 1010414号 、 欧 州 特 許 願 第 1010415号 、 欧 州 特 許 願 第 1010416号 、 欧 州 特 許 願 第 10133
38号 、 欧 州 特 許 願 第 1016453号 、 欧 州 特 許 願 第 1018363号 、 欧 州 特 許 願 第 1020219号 、 欧 州
特 許 願 第 1025898号 、 欧 州 特 許 願 第 1120101号 、 欧 州 特 許 願 第 1120102号 、 欧 州 特 許 願 第 112
9684号 、 欧 州 特 許 願 第 1160005号 お よ び 欧 州 特 許 願 第 1172077号 参 照 )。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 は 、 最 終 的 に 、 薄 膜 の 被 膜 を 備 え (欧 州 特 許
願 第 0447318号 お よ び 欧 州 特 許 願 第 0557489号 参 照 )ま た 表 面 に 陽 イ オ ン 界 面 活 性 剤 を 含 有
す る (陽 イ オ ン 界 面 活 性 剤 に 関 し て 先 に 引 用 し た 文 献 を 参 照 )ナ ノ カ プ セ ル ま た は ナ ノ 粒 子
の 表 面 に お い て 錯 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 特 に 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 封 入 し て い る 被 膜 の 直 径 が 10μ m未
満 ま た は 10μ mで あ る よ う な 組 成 物 は 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 が 封 入 さ れ て い る よ う な 変 形 態 様 に よ れ ば 、
前 記 作 用 剤 は 、 ヘ キ サ メ チ レ ン ビ ス ア セ ト ア ミ ド (HMBA)、 ジ エ チ ル ス テ ィ ル ベ ス ト ロ ー ル
お よ び /ま た は エ ス ト ラ ジ オ ー ル な ど の ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 類 、 グ リ シ ル リ チ ン 、 フ ォ ル
ス コ リ ン 、 カ ン フ ェ ロ ー ル 、 お よ び ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)プ ロ モ ー タ ー の
活 性 化 能 を 有 す る 内 因 性 因 子 の モ ジ ュ レ ー タ ー ま た は ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現
誘 導 剤 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー な ど か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 知 ら れ て い る 方 法 で 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 親 水 性 ま た は 親 油 性 の ゲ ル 化 剤 、 親 水 性 ま た
は 親 油 性 の 添 加 剤 、 保 存 剤 、 抗 酸 化 剤 、 溶 剤 、 香 料 、 賦 形 剤 、 遮 断 剤 、 臭 気 吸 収 剤 お よ び
着 色 剤 を 含 む こ と も で き る 。 こ れ ら 各 種 佐 剤 の 量 は 、 化 粧 品 分 野 で 従 来 使 用 さ れ て い る 量
で あ っ て 、 例 え ば 、 組 成 物 の 総 重 量 に 対 し て 0.01重 量 %～ 10重 量 %で あ る 。 こ れ ら 佐 剤 は 、
そ の 性 質 に よ っ て 、 脂 肪 相 、 水 性 相 、 お よ び /ま た は 脂 質 小 球 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 で 使 用 し 得 る 油 類 ま た は ワ ッ ク ス 類 の 例 と し て は 、 鉱 油 (流 動 パ ラ フ ィ ン )、 植 物
油 (シ ア バ タ ー の 液 状 留 分 、 ひ ま わ り 油 )、 動 物 油 (ペ ル ヒ ド ロ ス ク ワ ラ ン )、 合 成 油 (パ ー
セ リ ン 油 )、 シ リ コ ー ン 油 も し く は ワ ッ ク ス (シ ク ロ メ チ コ ー ン )、 フ ッ 素 化 油 (ペ ル フ ル オ
ロ ポ リ エ ー テ ル )、 蜜 蝋 、 カ ル ナ バ 蝋 、 ま た は パ ラ フ ィ ン 蝋 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ
ら 油 類 に 脂 肪 ア ル コ ー ル お よ び 脂 肪 酸 (ス テ ア リ ン 酸 )を 添 加 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 で 使 用 し 得 る 乳 化 剤 の 例 と し て は 、 ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ リ ル 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 60
お よ び Gattefosse社 か ら Tefose(登 録 商 標 )の 名 で 販 売 さ れ て い る PEG-6/PEG-32/ス テ ア リ
ン 酸 グ リ コ ー ル 混 合 物 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 で 使 用 し 得 る 溶 媒 の 例 と し て は 、 低 級 ア ル コ ー ル 、 特 に エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ
ノ ー ル お よ び プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 で 使 用 し 得 る 親 水 性 ゲ ル 化 剤 の 例 と し て は 、 カ ル ボ キ シ ビ ニ ル ポ リ マ ー (カ ー ボ
マ ー )、 ア ク リ レ ー ト /ア ル キ ル ア ク リ レ ー ト コ ポ リ マ ー な ど の ア ク リ ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス な ど の 多 糖 類 、 天 然 ゴ ム 類 お よ び 粘 土
類 が 挙 げ ら れ る 。 一 方 、 親 油 性 ゲ ル 化 剤 の 例 と し て は 、 ベ ン ト ン な ど の 修 飾 粘 土 類 、 ス テ
ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 脂 肪 酸 の 金 属 塩 、 疎 水 性 シ リ カ 、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ エ
チ レ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 し 得 る 組 成 物 は 、 TRP-2の 発 現 誘 導 剤 を 少 な く と も 1種 と そ の 他 の 活
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性 剤 を 組 み 合 わ せ た も の で あ っ て よ い 。 こ の よ う な 活 性 剤 と し て は 、 下 記 の 作 用 剤 を 例 と
し て 挙 げ る こ と が で き る 。
- レ チ ノ ー ル お よ び そ の エ ス テ ル 、 ビ タ ミ ン Dお よ び そ の 誘 導 体 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル な ど
の エ ス ト ロ ゲ ン 、 POMC誘 導 体 な ど の cAMPモ ジ ュ レ ー タ ー 、 ア デ ノ シ ン 、 フ ォ ル ス コ リ ン お
よ び そ の 誘 導 体 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類 お よ び そ の 誘 導 体 、 な ら び に ト リ イ オ ド ト リ オ ニ
ン お よ び そ の 誘 導 体 な ど の 、 皮 膚 細 胞 の 分 化 お よ び /ま た は 増 殖 お よ び /ま た は 色 素 形 成 を
調 節 す る 作 用 剤 、
- ア ヤ メ 科 ま た は 大 豆 か ら の 抽 出 物 な ど の 植 物 抽 出 物 、 こ れ ら 抽 出 物 は イ ソ フ ラ ボ ン を 含
ん で い て も い な く て も よ い 、
- 微 生 物 抽 出 物 、
- α -ト コ フ ェ ロ ー ル も し く は そ の エ ス テ ル 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ も し く は そ
の 模 擬 体 、 あ る 種 の 金 属 キ レ ー ト 化 剤 、 ま た は ア ス コ ル ビ ン 酸 お よ び そ の エ ス テ ル な ど の
抗 ラ ジ カ ル 剤 、
- あ る 種 の イ オ ウ ア ミ ノ 酸 、 13-シ ス -レ チ ノ イ ン 酸 お よ び 酢 酸 シ プ ロ テ ロ ン な ど の 抗 脂 濡
剤 、 な ら び に
- 亜 鉛 ピ リ チ オ ン 、 二 硫 化 セ レ ン 、 ク リ ン バ ゾ ー ル 、 ウ ン デ シ レ ン 酸 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル 、
ピ ロ ク ト ン オ ラ ミ ン (オ ク ト ピ ロ ッ ク ス )お よ び シ ク ロ ピ ロ ク ト ン (シ ク ロ ピ ロ ッ ク ス )な ど
の 頭 皮 の 落 屑 状 態 に 対 抗 す る そ の 他 の 作 用 剤 。 特 に 、 前 記 活 性 剤 は 、 毛 の 再 生 を 刺 激 し か
つ /ま た は 毛 の 減 少 の 減 速 を 促 進 す る 活 性 剤 と す る こ と が で き 、 そ の 例 と し て 下 記 の 作 用
剤 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
- 特 に ト コ フ ェ リ ル ニ コ チ ネ ー ト 、 ベ ン ジ ル ニ コ チ ネ ー ト 、 お よ び メ チ ル ニ コ チ ネ ー ト ま
た は ヘ キ シ ル ニ コ チ ネ ー ト な ど の C１ ～ C６ ア ル キ ル ニ コ チ ネ ー ト を 含 む ニ コ チ ン 酸 エ ス テ
ル 、 - 米 国 特 許 第 4,139,619号 お よ び 米 国 特 許 第 4,596,812号 に 記 載 の 2,4-ジ ア ミ ノ -6-ピ
ペ リ ジ ノ ピ リ ミ ジ ン  3オ キ シ ド ま た は 「 ミ ノ キ シ ジ ル 」 、 WO96/09048に 記 載 の ア ミ ネ キ シ
ル ま た は 2,4-ジ ア ミ ノ ピ リ ミ ジ ン  3オ キ シ ド な ど の ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体 、
- 本 出 願 人 が 欧 州 特 許 願 第 0648488号 に 記 載 し た 作 用 剤 な ど の 、 リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ を 阻 害
す る 作 用 剤 ま た は 毛 再 生 を 促 進 す る シ ク ロ オ キ シ ダ ー ゼ 誘 導 剤 、
- マ ク ロ ラ イ ド 系 、 ピ ラ ノ シ ド 系 お よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン 系 抗 生 物 質 、 特 に エ リ ス ロ マ イ
シ ン な ど の 抗 菌 剤 、
- シ ン ナ リ ジ ン 、 ニ モ ジ ピ ン お よ び ニ フ ェ ジ ピ ン な ど の カ ル シ ウ ム 拮 抗 薬 、
- エ ス ト リ オ ー ル も し く は そ の 類 似 体 、 ま た は チ ロ キ シ ン お よ び そ の 塩 な ど の ホ ル モ ン 類
、
- オ キ セ ン ド ロ ン 、 ス ピ ロ ノ ラ ク ト ン お よ び フ ル タ ミ ド な ど の 抗 ア ン ド ロ ゲ ン 薬 、
- 本 出 願 人 が 欧 州 特 許 願 第 0964852号 お よ び 欧 州 特 許 願 第 1068858号 に 記 載 し た よ う な 作 用
剤 ま た は フ ィ ナ ス テ リ ド な ど の 、 5-α -レ ダ ク タ ー ゼ の ス テ ロ イ ド 系 ま た は 非 ス テ ロ イ ド
系 阻 害 剤 、 ク ロ マ カ リ ム お よ び ニ コ ラ ン ジ ル な ど の ATP-依 存 性 カ リ ウ ム チ ャ ン ネ ル 拮 抗 薬
、 な ら び に
- 仏 国 特 許 第 2768343号 に 記 載 の キ ク 抽 出 物 お よ び 仏 国 特 許 第 2782920A1号 に 記 載 の ワ レ モ
コ ウ 抽 出 物 な ど の 色 素 形 成 促 進 活 性 を 有 す る 植 物 抽 出 物 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 課 題 は 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 少 な く と も 1種 含 む
先 に 定 義 済 み の 組 成 物 を 、 投 与 す る か ま た は 処 置 対 象 で あ る 領 域 に 適 用 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 白 髪 を 化 粧 品 に よ っ て 処 置 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 少 な く と も 1種 含 む 先 に 定
義 済 み の 組 成 物 を 、 投 与 す る か ま た は 処 置 対 象 で あ る 領 域 に 適 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、
グ レ ー ま た は 白 い 頭 髪 お よ び /ま た は 体 毛 の 自 然 の 色 素 形 成 を 維 持 す る こ と を 意 図 し た 美
容 処 置 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 処 置 対 象 で あ る 領 域 は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 頭 皮 、 眉 毛 、 口 髭 お よ び /ま た は
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あ ご 髭 、 な ら び に 毛 で 覆 わ れ て い る 皮 膚 の 任 意 の 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 特 に 、 白 髪 の 処 置 法 お よ び グ レ ー ま た は 白 い 頭 髪 お よ び /ま た は 体 毛 の 自 然 な 色 素 形 成
は 、 先 に 記 載 の 組 成 物 を 適 用 す る こ と か ら 成 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 白 髪 に 対 抗 す る た め の 処 置 法 な ら び に /ま た は グ レ ー ま た は 白 い 頭 髪 お よ び /も し く は 体
毛 の 自 然 な 色 素 形 成 を 維 持 す る た め の 処 置 法 は 、 例 え ば 、 晩 に 頭 髪 お よ び 頭 皮 に 前 記 組 成
物 を 適 用 し 一 晩 組 成 物 が 接 触 し た 状 態 を 保 ち 、 さ ら に 場 合 に よ っ て は 、 朝 こ の 組 成 物 を 使
っ て 髪 を シ ャ ン プ ー す る か ま た は 洗 浄 し て 、 す す ぎ 落 と す 前 に 再 度 組 成 物 を 数 分 間 接 触 し
た 状 態 に し て お く こ と か ら 成 る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ヘ ア ロ ー シ ョ ン の 形 態 で 適 用 し た 場
合 、 場 合 に よ っ て す す ぎ 落 と す 、 ま た は シ ャ ン プ ー の 形 態 で 適 用 し た 場 合 に 特 に 有 利 で あ
る こ と が 分 か っ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 課 題 に お い て 、 本 発 明 は 、 下 記 の 工 程 を 含 む 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー
ゼ の 発 現 誘 導 剤 の 同 定 方 法 に 関 す る 。
a- メ ラ ノ サ イ ト が ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を ほ と ん ど 発 現 し な い か ま た は 全 く 発 現
し な い (低 基 礎 発 現 )培 地 で 、 メ ラ ノ サ イ ト の 集 団 を 培 養 す る 工 程 、
b- ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 発 現 の 誘 導 活 性 を 試 験 す る こ と が 望 ま れ る 化 合 物 を 前 記
培 地 に 添 加 す る 工 程 、
c- 前 記 化 合 物 が 誘 導 剤 で あ る 場 合 に メ ラ ノ サ イ ト が ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を 発 現
し 得 る に 十 分 な 期 間 、 メ ラ ノ サ イ ト を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
d- ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
e- ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 同 定 す る 方 法 の 各 実 施 態 様 に お い て は 、 細
胞 の 培 養 を 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に て 37℃ 、 5%CO２ の 条 件 下 で 行 う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 詳 細 に は 、 工 程 (a)は 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、
メ ラ ノ サ イ ト を M2培 地 (PromoCell、 ハ イ デ ル ベ ル グ 、 独 )で 第 0日 に 接 種 す る 。 細 胞 付 着 に
必 要 な 時 間 、 す な わ ち 2～ 18時 間 が 経 過 後 、 前 記 培 地 を 、 メ ラ ノ サ イ ト が ド ー パ ク ロ ム ト
ー ト メ ラ ー ゼ ほ と ん ど 発 現 し な い か ま た は 全 く 発 現 し な い (TRP-2基 礎 発 現 )、 ま た は 不 活
性 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を 発 現 す る よ う な 培 地 と 取 り 替 え る 。 具 体 的 に は 、 DMEM:F
12(Gibco BRL-42400-044)、 Ultroser G(Gibco BRL-15950-017)0.5%、 PC-1(BioWhittaker 
344022)0.5%、 bFGF(Pepro Tech Inc 100-18B)5ng/ml、 ヘ パ リ ン (シ グ マ H-3149)75ng/ml、
1%抗 生 物 質 、 1%グ ル タ ミ ン で あ る 。 細 胞 を 、 TRP-2の 発 現 が 減 少 す る の に 必 要 な 時 間 、 す
な わ ち 12～ 72時 間 こ の 培 地 中 に 保 持 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 工 程 (b)は 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 培 養 し て い
る メ ラ ノ サ イ ト を 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 発 現 の 誘 導 活 性 を 試 験 す る こ と が 望 ま れ
る 化 合 物 で 、 TRP-2の 発 現 を 誘 導 す る の に 必 要 な 時 間 処 理 す る 。 こ の 処 理 時 間 は 一 般 に 12
～ 72時 間 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 測 定 す る た め の 工 程 (d)は 、 例 え ば 、 ド ー パ ク ロ
ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA(mRNA)を 測 定 す る こ と に よ っ て 評 価 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 TRP-2の mRNAは 、 RT-PCR、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 示 差 表 示 （ differential display） 法 (
こ れ ら 方 法 の プ ロ ト コ ー ル に 関 し て は 、 Maniatis他 の マ ニ ュ ア ル 、 Molecular Cloning:A 
Laboratory Manual、 Joseph Sambrook、 E. F. Fritsch、 T. Maniatis、 Hardcover、 Cold 
Spring Harbor Laboratory Pressを 参 照 )な ど の 、 mRNAの 検 出 を 可 能 に す る よ う な 方 法 で
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あ れ ば い ず れ の 方 法 に よ っ て も 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の mRNAの 知 ら れ て い る 配 列
か ら 選 択 す る こ と が で き る (特 に Genebank No.AJ000503、 No.NM_001922、 No.S69231の 配 列
を 参 照 )。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 一 例 と し て 、 RT-PCR解 析 の 場 合 に は 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が で き
よ う 。 す な わ ち 、 5'-TGT GGA GAC TGC AAG TTT GGC お よ び 5'-GAG TTC TTC ATT AGT CAC 
TGG AGG G。
【 ０ ０ ７ ６ 】
- ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 測 定 。
　 TRP-2タ ン パ ク は 、 例 え ば 、 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免
疫 沈 降 法 、 免 疫 組 織 化 学 法 な ど の 特 異 的 抗 体 を 使 用 す る 方 法 (免 疫 検 出 法 )に よ っ て 検 出 す
る こ と が で き よ う (Maniatisお よ び Current Protocols in Molecular Biology、 F. M. Aus
ubel他 編 、 Wiley Interscienceを 参 照 )。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 TRP-2タ ン パ ク は ま た 、 HPLC、 配 列 決 定 と い っ た タ ン パ ク 質 解 析 の 化 学 的 方 法 に よ っ て
も 検 出 す る こ と が で き る (Maniatisお よ び Current Protocols in Molecular Biology、 F. 
M. Ausubel他 編 、 Wiley Interscienceを 参 照 )。
【 ０ ０ ７ ８ 】
- ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 活 性 の 測 定 。
　 標 的 細 胞 を 抽 出 し た 後 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 活 性 を 、 例 え ば 分 光 測 光 法 に よ っ
て 、 475nmに お け る L-ド ー パ ク ロ ム の 脱 色 を 測 定 す る (Pawelek JM他 、 Nature、 1980、 286:
617-619)か ま た は DHICAの 形 成 に よ る 308nmに お け る 吸 収 の 増 加 を 測 定 す る (Aroca PF他 、 J
. Biochem. Biophys. Methods 1990;21:35-46)こ と で 評 価 す る こ と が で き る 。 ま た 、 別 法
と し て 、 HPLCに よ っ て ド ー パ ク ロ ム と DHICAと を 分 離 し 、 UVに お け る 吸 収 を 測 定 し 、 そ れ
ら を 定 量 す る (Palumbo A他 、 Biochem. Biophys. Acta 1987;925:203-209)こ と に よ っ て 評
価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 白 髪 の 発 現 を 防 止 し か つ /も し く は 制 限 し か つ /も し く は 阻 止 す る た め の
、 な ら び に /ま た は グ レ ー も し く は 白 の 頭 髪 お よ び /ま た は 体 毛 の 自 然 の 色 素 形 成 を 維 持 す
る た め の 美 容 処 置 方 法 に お い て 、 先 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 可 能 な ド ー パ ク ロ ム ト ー ト
メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 使 用 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 白 髪 の 発 現 を 防 止 し か つ /も し く は 制 限 し か つ /も し く は 阻 止 す る た め の
、 な ら び に /ま た は グ レ ー も し く は 白 の 頭 髪 お よ び /ま た は 体 毛 の 自 然 の 色 素 形 成 を 維 持 す
る こ と を 意 図 し た 化 粧 品 組 成 物 の 調 製 の た め に 、 先 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 選 択 可 能 な ド ー
パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 を 使 用 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ヒ ト ま た は そ の 他 の 哺 乳 動 物 由 来 の ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む プ ラ ス ミ ド 構 築 物 を 使 用 し て 、 ド ー パ
ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)発 現 の 促 進 を 可 能 に す る よ う な 化 合 物 の 活 性 を 評 価 す る こ
と に よ っ て 、 TRP-2プ ロ モ ー タ ー の 活 性 誘 導 剤 を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 詳 細 に は 、 前 記 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)プ ロ モ ー タ ー の 活 性 誘 導 剤 の 同 定
方 法 は 、 下 記 の 工 程 を 含 む 。
a.レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
領 域 を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 構 築 す る 工 程 、
b.工 程 (a)で 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 細 胞 集 団 に 移 入 す る 工 程 、
c.ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 活 性 誘 導 能 を 測 定 す る こ と が 望 ま れ る 化 合
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物 を 、 工 程 (b)で 得 ら れ た 2つ の 細 胞 集 団 の う ち の 一 方 の 培 地 に 添 加 す る 工 程 、 お よ び
d.工 程 (c)で 得 ら れ た 細 胞 集 団 に お け る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 と 、 試 験 化 合 物 と 共 に イ
ン キ ュ ベ ー ト し て い な い 工 程 (b)で 得 ら れ た 細 胞 集 団 に お け る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 と
を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 誘
導 す る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 工 程 (a)を 実 施 す る た め に 、 例 え ば 登 録 番 号 L38953で Genebank登 録 さ れ て い る よ う な ド
ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ヒ ト の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 、 レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 を コ ー ド す る 配 列 の 上 流 の 、 工 程 (b)を 実 施 す る た め に 細 胞 内 へ の 転 移 を 可 能 に す
る よ う な 構 築 物 の 中 に 挿 入 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 発 現 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 そ の 産 物 が 測 定 可 能 な 遺 伝 子 、 例 え ば 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ま た は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 遺 伝 子 な
ど を 意 味 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 工 程 (b)の 場 合 、 前 記 細 胞 内 へ の 移 入 を 可 能 に す る よ う な 構 築 物 は 、 例 え ば pBlue-TOPO(
登 録 商 標 )(Invitrogen、 Groningen、 CH、 N)な ど の プ ラ ス ミ ド で あ り 、 こ の 場 合 、 転 移 は
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 工 程 (b)で 使 用 す る 細 胞 集 団 は 、 ヒ ト も し く は そ の 他 の 哺 乳 動 物 か ら の メ ラ ノ サ イ ト 型
の 細 胞 集 団 で あ る か 、 ま た は 線 維 芽 細 胞 も し く は 角 化 細 胞 な ど の 別 の 細 胞 型 の 細 胞 集 団 で
あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 白 髪 の 発 現 を 防 止 し か つ /も し く は 制 限 し か つ /も し く は 阻 止 す る た
め の 、 な ら び に /ま た は グ レ ー も し く は 白 の 頭 髪 お よ び /ま た は 体 毛 の 自 然 の ま ま の 色 素 形
成 を 維 持 す る た め の 美 容 処 置 方 法 に お い て 、 先 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 可 能 な ド ー パ ク
ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 活 性 誘 導 剤 を 使 用 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 白 髪 の 発 現 を 防 止 し か つ /も し く は 制 限 し か つ /も し く は 阻 止 す る こ と を
意 図 し 、 な ら び に /ま た は グ レ ー も し く は 白 の 頭 髪 お よ び /ま た は 体 毛 の 自 然 の ま ま の 色 素
形 成 を 維 持 す る こ と を 意 図 し た 化 粧 品 組 成 物 を 調 製 す る た め に 、 先 に 記 載 の 方 法 に よ っ て
選 択 可 能 な ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 活 性 誘 導 剤 を 使 用 す る こ と に 関 す
る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 下 記 の 工 程
　 a.TRP-2の 発 現 を 低 い 基 礎 発 現 量 に 制 限 す る よ う な 培 地 で 、 メ ラ ノ サ イ ト の 集 団 を 培 養
す る 工 程 、
　 b.ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 発 現 を 誘 導 す る 化 合 物 を 、 前 記 培 地 に 添 加 す る 工 程 、
　 c.メ ラ ノ サ イ ト が ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を 発 現 し 得 る 十 分 な 期 間 、 メ ラ ノ サ イ ト
を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
　 d.前 記 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス ま た は 老 化 を 誘 導 す る 条 件 に 曝 露 す る 工 程 、
　 e.細 胞 毒 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
　 f.ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 化 合 物 で 細 胞 保 護 効 果 を 有 す る 化 合 物
を 選 択 す る 工 程
を 含 む 、 先 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 誘 導 剤 の
細 胞 保 護 活 性 を 評 価 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 各 実 施 態 様 に お い て は 、 細 胞 の 培 養 を 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に て 37℃ 、 5%CO２ の 条 件 下 で
行 う 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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　 詳 細 に は 、 工 程 (a)は 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、
メ ラ ノ サ イ ト を M2培 地 (PromoCell、 ハ イ デ ル ベ ル グ 、 独 )で 第 0日 に 接 種 す る 。 細 胞 付 着 に
必 要 な 時 間 、 す な わ ち 2～ 18時 間 が 経 過 後 、 前 記 培 地 を 、 メ ラ ノ サ イ ト が TRP-2を ほ と ん ど
発 現 し な い か ま た は 全 く 発 現 し な い (低 基 礎 発 現 )培 地 と 取 り 替 え る 。 具 体 的 に は 、 DMEM:F
12(Gibco BRL-42400-044)、 Ultroser G(Gibco BRL-15950-017)0.5%、 PC-1(BioWhittaker 
344022)0.5%、 bFGF(Pepro Tech Inc 100-18B)5ng/ml、 ヘ パ リ ン (シ グ マ H-3149)75ng/ml、
1%抗 生 物 質 、 1%グ ル タ ミ ン で あ る 。 細 胞 を 、 TRP-2の 発 現 が 減 少 す る の に 必 要 な 時 間 、 す
な わ ち 12～ 72時 間 こ の 培 地 中 に 保 持 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 工 程 (b)は 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 培 養 し て い
る メ ラ ノ サ イ ト を 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 す る 化 合 物 で 、 TRP-2の 発
現 を 誘 導 す る の に 必 要 な 時 間 処 理 す る 。 こ の 処 理 時 間 は 一 般 に 12～ 72時 間 で あ る (工 程 c)
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 工 程 (d)は 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 細 胞 を 、 培
地 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 に 必 要 な 期 間 シ ス プ ラ チ ン (例 え ば 5～ 50μ M)で 処 理 す る
。 こ の 処 理 期 間 は 一 般 に 12～ 24時 間 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 工 程 (e)は 、 例 え ば 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 販
売 元 が 提 供 す る プ ロ ト コ ー ル (Roche 1-465-015)に 従 っ て 「 Cell Proliferation Kit II(X
TT)」 キ ッ ト を 使 い 、 細 胞 毒 性 を 測 定 す る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 販 売 元 が 提 供 す る プ ロ ト コ
ー ル (Roche 1 774 425)に 従 っ て 「 Cell Death Detection ELISA plus」 キ ッ ト を 使 い 定 量
化 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
(実 施 例 1)pMel-17タ ン パ ク 標 識 に よ る 、 異 な る 白 髪 化 段 階 に お け る 毛 包 メ ラ ノ サ イ ト の 免
疫 組 織 化 学 的 視 覚 化
　 年 齢 49～ 71歳 の 8人 の ド ナ ー に よ っ て 提 供 さ れ た 生 検 試 料 か ら 120を 超 え る 毛 包 を 単 離 し
、 調 べ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
A-完 全 な 毛 包 を 単 離 す る た め の プ ロ ト コ ー ル
(Commo Sお よ び Bernard BA、 Pigment Cell Res、 2000;13:253-259)
　 生 検 試 料 断 片 を 、 デ ィ ス パ ー ゼ (2.4U/ml、 ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 、 独 )中 +04℃ に て
一 晩 培 養 す る 。 双 眼 顕 微 鏡 下 、 ピ ン セ ッ ト を 用 い て 毛 髪 を 単 離 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
B-完 全 な 毛 包 に 関 す る 免 疫 標 識 プ ロ ト コ ー ル
(Commo Sお よ び Bernard BA、 Pigment Cell Res、 2000;13:253-259)
　 完 全 な 毛 髪 を 、 エ タ ノ ー ル 中 -20℃ に て 10分 間 固 定 す る 。 固 定 お よ び 標 識 の 各 工 程 終 了
後 に 、 リ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.4(PBS))-Tween20(0.05%)中 で 洗 浄 す る 。 特 に こ と わ り の な い 限
り 、 全 工 程 は 室 温 で 行 う も の と す る 。 0.1%過 酸 化 水 素 溶 液 中 で 10分 間 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 試 料 中 の 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 中 和 す る 。 非 特 異 的 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る た
め に 、 試 料 を ス キ ム ミ ル ク と 共 に 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 タ ン パ ク pMel-17を 特 異 的
に 認 識 す る 一 次 抗 体 (Ab)NK1-beteb(Monsan、 パ リ 、 仏 )を 、 10%正 常 血 清 (X0907、 DAKO、 Tr
appes、 仏 )を 含 有 す る PBS-Tween0.05%中 で 1/40に 希 釈 す る 。 一 次 抗 体 Abを 、 毛 髪 上 +04℃
に て 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ビ オ チ ン と 結 合 し た 二 次 抗 体 Ab(E-433、 DAKO、 Trappes
、 仏 )を 1/400に 希 釈 し 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 毛 髪 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
-ビ オ チ ン -ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (K-0377、 DAKO、 Trappes、 仏 )の 存 在 下 で 培 養 し 、 最 終 的 に 3
-ア ミ ノ -9-エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル (AEC)(AECキ ッ ト -101、 シ グ マ 、 Saint Quentin Fallavier
、 仏 )の 存 在 下 で 免 疫 標 識 を 視 覚 化 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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　 図 1の 像 (B1)と 像 (B5)を 比 較 す る と 、 毛 の 色 素 形 成 の 低 下 が 毛 球 の メ ラ ニ ン の 減 少 お よ
び 毛 球 の メ ラ ノ サ イ ト の 減 少 (C1お よ び C5参 照 )と 関 連 し て い る こ と が 認 め ら れ る 。 毛 幹 の
メ ラ ニ ン が 欠 乏 し て い る 白 髪 (B6)は 毛 球 に メ ラ ノ サ イ ト を 含 ん で い な い (C6)。 グ レ ー お よ
び 白 の 毛 髪 は 外 側 上 皮 鞘 の 上 面 部 に 様 々 な 量 の メ ラ ノ サ イ ト を 含 ん で お り 、 白 髪 の 場 合 (A
3～ A6)、 色 素 形 成 し た 髪 (A1お よ び A2)と は 異 な り 、 そ の 量 は ゼ ロ に も な り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
(実 施 例 2)コ ー カ サ ス 人 の 毛 包 メ ラ ノ サ イ ト お よ び 表 皮 メ ラ ノ サ イ ト に お け る ド ー パ ク ロ
ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 発 現 の 差 異 の 立 証
A-共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 を 使 用 し て 分 析 し た 免 疫 組 織 学 的 研 究
A.1-毛 包 凍 結 切 片 の 作 成
(Commo Sお よ び Bernard BA、 Pigment Cell Res、 2000;13:253-259)
　 毛 包 を 含 む 頭 皮 生 検 試 料 断 片 を 、 tissue-Tek-OCT(Miles、 Naperville、 イ リ ノ イ 、 米 国
)に 埋 め 込 み 、 ド ラ イ ア イ ス で 凍 結 す る 。 次 い で 、 凍 結 生 検 試 料 を ク リ オ ス タ ッ ト (CM3050
、 Leica、 Rueil-Malmaison、 仏 )を 用 い て 断 面 (7μ m)に 切 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
A.2-完 全 な 毛 包 お よ び 皮 膚 上 皮 断 片 を 単 離 す る た め の プ ロ ト コ ー ル
(Commo Sお よ び Bernard BA、 Pigment Cell Res、 2000;13:253-259)
　 生 検 試 料 断 片 を 、 デ ィ ス パ ー ゼ (2.4U/ml、 ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 、 独 )中 +04℃ に て
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 双 眼 顕 微 鏡 下 、 ピ ン セ ッ ト を 用 い て 真 皮 か ら 上 皮 部 分 を 分 離 す
る 。 次 い で 、 毛 包 お よ び 表 皮 を 分 離 す る た め に 上 皮 構 造 顕 微 解 剖 し 、 え り 分 け る 。
【 ０ １ ０ １ 】
A.3-完 全 な 毛 包 、 皮 膚 断 片 お よ び 凍 結 切 片 に 関 す る 免 疫 標 識 プ ロ ト コ ー ル
　 完 全 な 毛 髪 、 皮 膚 の 上 皮 断 片 お よ び 凍 結 切 片 を エ タ ノ ー ル 中 -20℃ に て 10分 間 固 定 す る
。 固 定 お よ び 標 識 の 各 工 程 終 了 後 に 、 リ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.4(PBS))-Tween20(0.05%)中 で 洗
浄 す る 。 特 に こ と わ り の な い 限 り 、 全 工 程 は 室 温 で 行 う も の と す る 。 0.1%過 酸 化 水 素 溶 液
中 で 10分 間 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 試 料 中 の 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 中 和 す る 。 非 特
異 的 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 試 料 を ス キ ム ミ ル ク と 共 に 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す
る 。 一 次 抗 体 (Ab)を 、 10%正 常 血 清 (X0907、 DAKO、 Trappes、 仏 )を 含 有 す る PBS-Tween0.05
%中 で 希 釈 す る 。 タ ン パ ク pMel-17を 特 異 的 に 認 識 す る 一 次 抗 体 Abの NK1-beteb(1/40、 Mono
san、 パ リ 、 仏 )と 、 ヒ ト タ ン パ ク TRP-2を 特 異 的 に 認 識 す る 一 次 抗 体 Abの α PEP8h(1/2000
、 Dr VJ Hearing、 NIH、 Bethesda、 メ リ ー ラ ン ド 、 米 国 )(Virador他 、 2001年 )と を 、 毛 髪
お よ び 皮 膚 の 表 皮 断 片 上 +04℃ に て 同 時 に 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Cy3(M32410、 TEBU
、 le Perray en Yveline、 仏 )を 結 合 さ せ た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)G2bに 対 す る ヤ ギ 二 次 抗
体 Abを 1/80に 希 釈 し 、 Cy5(111-175-144、 Jackson Immunoresearch Lab. Inc. West Grove
、 ペ ン シ ル バ ニ ア 、 米 国 )を 結 合 さ せ た Igsに 対 す る 二 次 抗 体 Abを 1/500に 希 釈 し 、 そ れ ら
を 試 料 と 共 に 30分 間 同 時 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 免 疫 標 識 を 、 共 焦 点 顕 微 鏡 (LSM510、 Car
l Zeiss、 Oberkochen、 独 )を 使 用 し て 分 析 す る 。 観 察 に 基 づ く 結 論 :図 2に お い て 、 表 皮 メ
ラ ノ サ イ ト に TRP-2の 存 在 が 認 め ら れ る 。 一 方 、 こ の 酵 素 は 、 毛 包 上 皮 鞘 の メ ラ ノ サ イ ト
あ る い は 毛 球 の メ ラ ノ サ イ ト い ず れ に お い て も 発 現 し て い な い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
B-ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る 生 化 学 的 研 究
B.1-ヒ ト 毛 包 お よ び メ ラ ノ サ イ ト か ら タ ン パ ク を 抽 出 す る た め の プ ロ ト コ ー ル (Commo S他
、 Differentiation、 2000;66:157-164)
- 毛 包 か ら の タ ン パ ク の 抽 出 :頭 皮 生 検 試 料 を デ ィ ス パ ー ゼ (2.4U/ml、 ベ ー リ ン ガ ー マ ン
ハ イ ム 社 、 独 )中 +04℃ に て 一 晩 処 理 し た 後 、 毛 包 を 単 離 す る 。 毛 球 部 分 を 単 離 す る た め に
、 単 離 し た 毛 包 を 顕 微 解 剖 す る 。 こ の よ う に し て 単 離 し た 80個 の 毛 球 を 、 タ ン パ ク 抽 出 お
よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 用 と し て 適 当 な 溶 解 用 緩 衝 液 中 に 置 く 。
- メ ラ ノ サ イ ト 培 養 菌 か ら の タ ン パ ク 抽 出 :M2培 地 (PromoCell、 ハ イ デ ル ベ ル グ 、 独 )で 培
養 し た メ ラ ノ サ イ ト を 、 タ ン パ ク 抽 出 に 用 い る も の と 同 じ 適 当 な 溶 解 用 緩 衝 液 を 用 い て 溶
解 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 す る 。
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【 ０ １ ０ ３ 】
　 下 記 の 抗 体 を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト (Maniatis他 の プ ロ ト コ ー ル を 参 照 )を 実 施 す る
。 Dr VJ Hearing(NIH、 Bethesda、 メ リ ー ラ ン ド 、 米 国 )が 提 供 す る α PEP8hお よ び ヒ ト TRP
-2特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に ヒ ト チ ロ シ ナ ー ゼ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 T3
11(Novocastra、 Newcastle、 英 国 )。
【 ０ １ ０ ４ 】
図 3の 観 察 と コ メ ン ト
　 チ ロ シ ナ ー ゼ が 毛 球 の 抽 出 物 に 検 出 さ れ る こ と が 観 察 さ れ る 。 こ の 酵 素 は 外 側 上 皮 鞘 の
抽 出 物 中 に は 検 出 さ れ な い 。 チ ロ シ ナ ー ゼ の 発 現 は 調 節 さ れ て い る 。 こ の 酵 素 は 、 不 活 性
メ ラ ノ サ イ ト (メ ラ ニ ン を 産 生 し な い )に お い て は 全 く 発 現 し な い か ま た は ほ と ん ど 発 現 し
な い 。 コ ー カ サ ス 人 の 毛 包 間 頭 皮 に 含 ま れ る メ ラ ノ サ イ ト が そ の 例 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ま た 、 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)は 、 毛 球 抽 出 物 お よ び 外 側 上 皮 鞘 抽 出 物 の
い ず れ に お い て も 検 出 さ れ な い 。 TRP-2の 発 現 は 、 チ ロ シ ナ ー ゼ の 発 現 お よ び メ ラ ニ ン 形
成 の 誘 導 の 結 果 起 こ る も の で は な く 、 毛 球 の 活 性 メ ラ ノ サ イ ト に お い て は 発 現 し な い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
(実 施 例 3)ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-2)の 発 現 に 及 ぼ す フ ォ ル ス コ リ ン の 誘 導 効 果
の 実 証
　 第 1の 工 程 (a)に お い て 、 メ ラ ノ サ イ ト を M2培 地 (PromoCell、 ハ イ デ ル ベ ル グ 、 独 )で 第 0
日 に 接 種 す る 。 細 胞 付 着 に 必 要 な 時 間 、 す な わ ち 2～ 18時 間 が 経 過 後 、 前 記 培 地 を 、 メ ラ
ノ サ イ ト が ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ が ほ と ん ど 発 現 し な い か ま た は 全 く 発 現 し な い (
低 基 礎 TRP-2発 現 )、 ま た は 不 活 性 ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ を 発 現 す る よ う な 培 地 と 取
り 替 え る 。 具 体 的 に は 、 DMEM:F12(Gibco BRL-42400-044)、 Ultroser G(Gibco BRL-15950-
017)0.5%、 PC-1(BioWhittaker 344022)0.5%、 bFGF(Pepro Tech Inc 100-18B)5ng/ml、 ヘ
パ リ ン (シ グ マ H-3149)75ng/ml、 1%抗 生 物 質 、 1%グ ル タ ミ ン で あ る 。 細 胞 を 、 TRP-2の 発 現
が 減 少 す る の に 必 要 な 時 間 、 す な わ ち 12～ 72時 間 こ の 培 地 中 に 保 持 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 工 程 (b)に お い て 、 前 記 培 地 に フ ォ ル ス コ リ ン (20μ M)を 添 加 し 、 メ ラ ノ サ イ ト を こ の 培
地 で 24時 間 培 養 す る (工 程 c)。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 TRP-2濃 度 の 視 覚 化 (工 程 d)を 、 ヒ ト TRP-2タ ン パ ク を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 α PEP8hの 存
在 下 、 従 来 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 実 施 す る (Virador他 、 2001年 )。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ビ メ ン チ ン (メ ラ ノ サ イ ト の 細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 )を 用 い て 、 そ れ ぞ れ の 異 な る 試 験 に お
い て タ ン パ ク 質 負 荷 量 が 同 等 で あ る こ と を 保 証 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 図 4に 示 す 結 果 か ら 、 対 照 と 比 べ 、 フ ォ ル ス コ リ ン が ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ (TRP-
2)発 現 誘 導 能 を 有 す る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
(実 施 例 4)組 成 物
- ヘ ア ロ ー シ ョ ン
ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 誘 導 剤 　 　 　 　 　 　 　 　  0.5g
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 20g
エ タ ノ ー ル 、 95%　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  30g
水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 十 分 量 　 　 　 　  100g
【 ０ １ １ ２ 】
　 こ の ロ ー シ ョ ン は 、 処 置 対 象 で あ る 領 域 に 毎 日 適 用 さ れ 、 好 ま し く は 頭 皮 全 体 に 少 な く
と も 10日 間 、 好 ま し く は 1～ 2カ 月 間 適 用 さ れ る 。 白 髪 ま た は グ レ ー の 髪 の 出 現 が 減 少 し 、
次 い で 、 グ レ ー の 髪 に 色 素 再 沈 着 が 見 ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
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- ト リ ー ト メ ン ト シ ャ ン プ ー
ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 誘 導 剤 　 　 　 　 　 　 　 　  1.5g
ポ リ グ リ セ リ ル 3-ヒ ド ロ キ シ ア リ ー ル エ ー テ ル 　 　 　 　 26g
ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  2g
(Hercules社 か ら Klucell Gの 商 品 名 で 販 売 さ れ て い る )
保 存 剤 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 十 分 量
エ タ ノ ー ル 、 95%　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  50g
水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 十 分 量 　 　  100g
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ の シ ャ ン プ ー 剤 は 、 洗 髪 の た び に 使 用 し 、 シ ャ ン プ ー 剤 を つ け た ら そ の ま ま 約 1分 間
お く 。 長 期 間 、 す な わ ち 約 2カ 月 の 使 用 に よ っ て 、 グ レ ー の 髪 に 徐 々 に 色 素 が 再 沈 着 す る
よ う に な る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ の シ ャ ン プ ー 剤 は 、 毛 髪 が 白 く な る の を 遅 ら せ る 目 的 で 予 防 的 に 使 用 す る こ と も で き
る 。
【 ０ １ １ ６ 】
- ト リ ー ト メ ン ト ゲ ル
ド ー パ ク ロ ム ト ー ト メ ラ ー ゼ 誘 導 剤 　 　 　 　 　 　 　 　 0.75g
ユ ー カ リ エ ッ セ ン シ ャ ル 油 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  1g
エ コ ノ ゾ ー ル 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.2g
ラ ウ リ ル ポ リ グ リ セ リ ル 6セ テ ア リ ル 　 　 　 　 　 　 　 　 1.9g
グ リ コ エ ー テ ル 　 　 　 　 　 　 　
保 存 剤 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 十 分 量
カ ー ボ ポ ー ル 934P　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.3g
(BF Goodrich Corporation社 か ら 販 売 )
中 和 剤 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 適 量 　 pH7
水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 適 量 　 100g
【 ０ １ １ ７ 】
　 こ の ゲ ル 剤 は 、 処 置 対 象 で あ る 領 域 に 一 日 2回 (朝 と 晩 )適 用 さ れ 、 適 用 領 域 に は マ ッ サ
ー ジ を 施 す も の と す る 。 3カ 月 適 用 を 続 け る と 、 処 置 し た 領 域 の 体 毛 ま た は 頭 髪 に 色 素 再
沈 着 が 認 め ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ア ナ ー ゲ ン 相 に お け る 毛 包 メ ラ ノ サ イ ト の 分 布 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 を 寄 せ
集 め た 図 で あ り 、 (A)は 倍 率 40倍 の 一 連 の 外 側 上 皮 鞘 像 で あ り 、 (B)は 倍 率 20倍 の 一 連 の 外
側 上 皮 鞘 像 (毛 幹 に 焦 点 を 合 わ せ た )で あ り 、 (C)は 倍 率 20倍 の 一 連 の 毛 球 像 で あ り 、 (1)は
非 常 に 黒 み が か っ た 毛 を 、 (2)は 中 程 度 に 色 素 形 成 し た 毛 を 、 (3)～ (5)は 異 な る 色 合 い の
グ レ ー の 毛 を 、 ま た (6)は 白 い 毛 を 表 し て い る 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 表 皮 お よ び 毛 (外 側 上 皮 鞘 お よ び 毛 球 )の メ ラ ノ サ イ ト に お け る TRP-2の
発 現 を 視 覚 化 し た 写 真 で あ り 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 を 使 用 し て 分 析 し た 免 疫 組 織 化 学 的
研 究 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 実 施 例 2Bに 記 載 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 試 験 を 実 施 し て 得 た 結 果 を 表 す 写
真 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 TRP-2発 現 に 及 ぼ す フ ォ ル ス コ リ ン (Fk)の 誘 導 効 果 を 対 照 と 比 較 し て 示
す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 表 す 写 真 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

美容剂（I）诱导DOPAchrome互变异构酶表达的化妆品，该酶包括六亚
甲基双乙酰胺（HMBA），甾体激素如己烯雌酚和/或雌二醇，甘草甜
素，福司可林，山奈酚，DOPAchrome互变异构酶（TRP-2）上游的内
源性因子调节剂。 或编码（TRP-2）的表达载体或编码（TRP-2）的表
达诱导物如Sox10的表达载体是新的。 还要求保护独立权利要求：（1）
鉴定诱导DOPAchrome互变异构酶表达的试剂，其包括以下步骤：（a）
在其中黑素细胞不表达DOPAchrome互变异构酶的培养基中培养黑素细
胞群； （b）添加测试化合物以测试（I）在培养基中的表达诱导活性； 
（c）将黑素细胞孵育足够长的时间，以使黑素细胞可以表达
DOPAchrome互变异构酶； （d）测量DOPAchrome互变异构酶的表
达； （e）选择诱导DOPAchrome互变异构酶表达的化合物； （2）诱
导DOPAchrome互变异构酶（TRP-2）启动子活性的试剂的鉴定（M1）
包括：（a）构建质粒载体，该质粒载体包含位于报告基因上游的
DOPAchrome互变异构酶基因的启动子区域。 ; （b）用（a）中获得的
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质粒载体转化细胞群； （c）在（b）中获得的两个细胞群之一的培养基中加入待测化合物以诱导DOPAchrome互变异构酶启动子
激活的能力； （d）通过比较在步骤（c）中获得的细胞群中报告基因的表达与在（c）中获得的报告基因的表达进行比较，选择诱
导DOPA铬互变异构酶（TRP-2）启动子活性的化合物。 步骤（b）中获得的尚未与测试化合物一起孵育的细胞群； （3）通过上
述方法鉴定的诱导DOPAchrome互变异构酶表达的试剂的细胞保护活性的评估（M2）包括：（a）在限制TRP-2表达至弱碱基的培
养基中培养黑素细胞群 水平; （b）添加诱导表达的化合物到培养基中； （c）将黑素细胞孵育足够长的时间以促进DOPAchrome
互变异构酶的表达； （d）使细胞处于诱导凋亡或衰老的状态； （e）测量细胞毒性； （f）选择诱导通过表达细胞保护作用鉴定的
DOPAchrome互变异构酶表达的化合物。


