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(57)【要約】
　本発明は、苦丁茶冬青の葉の抽出方法、およびこの方法を用いることにより抽出された
、苦丁茶冬青の葉の総サポニン、ならびにコレステロールおよび血中脂質の低下ならびに
アテローム性動脈硬化抑制のための薬物の調製における総サポニンの使用を提供する。抽
出方法は下のステップ：苦丁茶冬青の葉をエタノール水溶液での還流抽出に付し、抽出溶
液を得るステップ；その抽出溶液を濾過し、エタノールを除去し、次に、多孔質樹脂カラ
ムを用いることによりその溶液を分離および精製するステップを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　苦丁茶冬青の葉の抽出方法であって、この方法は、
　（１）苦丁茶冬青の葉を５０～７０％エタノール水溶液での還流抽出に付し、抽出液を
得るステップ；
　（２）該抽出液を濾過し、該抽出液からエタノールを除去するステップ；
　（３）ステップ（２）で得られた溶液を多孔質樹脂カラムに吸着させ、該樹脂カラムか
ら、Ｈ2Ｏ、ｐＨ９～１１の１０～３０％アルカリ性エタノール水溶液、１０～３０％エ
タノール水溶液および５０～７０％エタノール水溶液で順次溶出させるステップ；
　（４）５０～７０％エタノール水溶液の溶出液を回収し、濃縮し、乾燥させ、苦丁茶冬
青の葉の抽出物を得るステップ
とから成る方法。
【請求項２】
　ステップ（１）でのエタノール水溶液の濃度は、５５～６５％、最も好ましくは６０％
であり；ステップ（３）でのエタノール水溶液の濃度は、５５～６５％、最も好ましくは
６０％である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ステップ（１）において、抽出は１～８回、好ましくは２～４回行われ、各還流抽出の
時間は０．５～５時間、好ましくは０．５～２時間である、請求項１または請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
　ステップ（２）において、エタノールを除去する方法は減圧下であり；ステップ（４）
において、濃縮する方法は減圧下であり、乾燥させる方法は真空乾燥である、請求項１～
３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　ステップ（３）において、多孔質樹脂カラムの直径と長さの比は１：３～１０、好まし
くは、１：４～７、最も好ましくは１：６であり、多孔質樹脂と苦丁茶冬青の葉の重量比
は５～１５：１、好ましくは６～１０：１である、請求項１～４のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項６】
　ステップ（３）において、アルカリ性エタノール水溶液のｐＨは１０である、請求項１
～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　ステップ（５）：１０～３０％アルカリ性エタノール水溶液（ｐＨ９～１１）の溶出液
(eluent)と１０～３０％エタノール水溶液の溶出液(eluent)を合わせ、合わせた溶液のｐ
ＨをｐＨ２～３に調整し、その後、該溶液を濃縮し、乾燥させ、総イソクロロゲン酸を得
るステップをさらに含む、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　ステップ（２）で分離されたエタノールおよび／またはステップ（４）で分離されたエ
タノールは回収され、ステップ（１）での還流抽出に再び使用されることをさらに含む、
請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の方法を用いることにより抽出された、苦丁茶冬青
の葉の総サポニン。
【請求項１０】
　コレステロールおよび血中脂質の低下ならびにアテローム性動脈硬化抑制のための薬物
の調製における、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法を用いることにより抽出され
た、苦丁茶冬青の葉の総サポニンの使用。
【請求項１１】
　請求項９に記載の苦丁茶冬青の葉の総サポニンを用いることによるコレステロールおよ
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び血中脂質の低下ならびにアテローム性動脈硬化抑制のための、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、苦丁茶冬青(Ilex kudingcha C. J. Tseng)の葉の抽出方法、およびこの方法
で抽出された、苦丁茶冬青の葉の総サポニン、ならびにその使用に関する。具体的には、
本発明は、苦丁茶冬青の葉から総サポニンを抽出するための方法に関し、この方法により
抽出された総サポニンは、コレステロールおよび血中脂質の低下ならびにアテローム性動
脈硬化抑制のために使用することができる。
【背景技術】
【０００２】
　高脂血症は高コレステロールおよび高トリグリセリドを含むが、高コレステロールの有
害性は高トリグリセリドの有害性よりもはるかに大きい。高脂血症に関しては、高脂血症
の治療に最も効果的な手段は薬物による脂質低下療法である。現在のところ、トリグリセ
リドを低下させるには多くの効果的な薬物が存在しているが、コレステロールを低下させ
るための薬物は主にスタチン類である。これらのスタチン系薬剤は、高コレステロール血
症誘発性アテローム性動脈硬化症の抑制を主に目的としており、これらの薬剤の作用機構
は肝臓コレステロール合成の阻害である。しかしながら、スタチンの長期使用により、肝
臓や筋肉は明らかに有害な影響を受け、トランスアミナーゼの増加も起こり、少ないなが
ら横紋筋融解症や急性腎不全に苦しむ患者もいる。数世代の薬物構造改変を経たものの、
スタチンの毒性と副作用の問題はまだ解決していない。
【０００３】
　苦丁茶(Kudingcha)は伝統的な民間飲料であり、健康茶として千年近く飲み続けられて
おり、体重減少、血中脂質および血圧の低下、ならびに解熱および解毒などの効用がある
。市場には様々な苦丁茶が存在するが、調査によれば、苦丁茶は２２種類の異なる植物の
葉から作られている。しかし、どの種類の苦丁茶が血中脂質および血圧の低下により良好
な効果を示すのかは分かっておらず、その結果、消費者が費やす金額は非常に高額になる
が、脂質低下効果はわずかであり、効果がない場合すらある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　近年に至って、本発明の発明者らは、系統的比較研究の後に、モチノキ(Ilex)属の植物
である苦丁茶冬青の葉にのみ、血中脂質低下およびアテローム性動脈硬化抑制についての
特有の効果があることを見出した。これに関しては、有効成分はサポニンであり、苦丁茶
冬青のサポニンのアグリコンは他の苦丁茶品種のものとはかなり異なる。有効成分および
薬理学的効果についての系統的研究の後に、本発明者らは、苦丁茶冬青のサポニンは、コ
レステロールの低下およびアテローム性動脈硬化抑制に対して重要な効果を有し、その効
果はスタチン系薬剤の効果と等しいが、苦丁茶冬青のサポニンの機構はスタチン系薬剤の
ものとは全く異なることを見出した。加えて、そのようなサポニンは、トリグリセリド低
下、耐酸化性、腎臓保護および血液レオロジー改善などの効用も有する。作用機構につい
ての研究により、苦丁茶冬青のサポニンによる脂質低下の機構は、腸管および肝臓でのア
シル補酵素Ａコレステロールアシルトランスフェラーゼ（ＡＣＡＴ）の活性の阻害を通じ
たものであり、その結果として、コレステロールの腸管吸収は抑制され得るということが
示されている。しかしながら、従来の抽出方法により抽出された苦丁茶冬青の抽出物では
サポニンの含量よりもイソクロロゲン酸の含量がずっと高い。さらに、本発明者らは、イ
ソクロロゲン酸は血中脂質を増加させ得ることも見出した。
【０００５】
　よって、本発明の１つの目的は、苦丁茶冬青の葉の抽出方法を提供することである。そ
の方法は、総サポニンと総イソクロロゲン酸を分離することができるため、高含量のサポ
ニンを含有する抽出物と高含量の総イソクロロゲン酸を含有する抽出物それぞれを得るこ
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とができる。本発明のもう１つの目的は、本発明の方法を用いることにより抽出された苦
丁茶冬青の葉の総サポニンを提供することである。その抽出物は８０％を超えるサポニン
を含み、血中脂質低下、アテローム性動脈硬化抑制ならびに肝臓および腎臓の保護のため
に使用することができる。本発明の第３の目的は、コレステロールおよび血中脂質の低下
ならびにアテローム性動脈硬化抑制のための薬物の調製における上記総サポニンの使用を
提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　上に記載した本発明の目的のために、本発明は下の技術的解決法を提供する。
【０００７】
　本発明は苦丁茶冬青の葉の抽出方法を提供し、その方法は、以下のステップ：（１）苦
丁茶冬青の葉を５０～７０％エタノール水溶液での還流抽出に付し、抽出液を得るステッ
プ；（２）該抽出液を濾過し、該抽出液からエタノールを除去するステップ；（３）ステ
ップ（２）で得られた溶液を多孔質樹脂カラムに吸着させ、該樹脂カラムから、Ｈ2Ｏ、
１０～３０％アルカリ性エタノール水溶液（ｐＨ９～１１）、１０～３０％エタノール水
溶液および５０～７０％エタノール水溶液で順次溶出させるステップ；（４）５０～７０
％エタノール水溶液の溶出液を回収し、濃縮し、乾燥させ、苦丁茶冬青の葉の抽出物を得
るステップを含む。
【０００８】
　本発明の抽出方法では、ステップ（１）でのエタノール水溶液の濃度は、好ましくは５
５～６５％、最も好ましくは６０％であってよく；ステップ（３）でのエタノール水溶液
の濃度は、好ましくは５５～６５％、最も好ましくは６０％であってよい。本発明におい
て、エタノール水溶液の濃度とは、エタノール水溶液中のエタノールの体積百分率を意味
する。
【０００９】
　本発明の抽出方法では、ステップ（１）での還流抽出の操作は当業者には公知であり、
該操作でのエタノール水溶液の量は原料の量に応じて決定することができる。例えば、エ
タノール水溶液と原料の重量比は、２～２０：１、好ましくは５～１５：１であってよい
。抽出回数は、１～８回、好ましくは２～４回であってよく；各還流抽出の時間は、０．
５～５時間、好ましくは０．５～２時間であってよい。各還流抽出の時間は同じであって
も異なっていてもよく、各還流抽出用のエタノール水溶液の濃度も同じであっても異なっ
ていてもよく、各還流抽出用のエタノール水溶液の量も同じであっても異なっていてもよ
い。例えば、本発明の好ましい実施形態では、最初に、１時間の還流に原料重量の１０倍
量の６０％エタノールを使用し；濾過後、該材料を原料重量の８倍量の６０％エタノール
で１時間還流し；次に、濾過後、原料重量の８倍量の６０％エタノールで１時間還流し、
３回の還流抽出により得られた濾液を合わせる。
【００１０】
　本発明の抽出方法では、ステップ（２）でのエタノールの除去方法およびステップ（４
）の溶出液(eluent)の濃縮方法は当業者には公知である。例えば、それらの２つの方法は
どちらの場合も減圧下での濃縮であってよい。ステップ（４）での乾燥方法は、好ましく
は、真空乾燥である。エタノールの量を節約するために、本発明の方法に、ステップ（２
）で分離されたエタノールおよび／またはステップ（４）で分離されたエタノールを回収
し、ステップ（１）での還流抽出に再使用することをさらに含めてもよい。
【００１１】
　本発明の抽出方法では、ステップ（３）で使用される多孔質樹脂カラムは、当技術分野
で一般的に使用されている樹脂カラムである。本発明において好ましいのは、Ｄ１０１、
ＨＰＤ１００、ＨＰＤ４００Ａ、ＡＢ－８およびＮＫＡなどのスチレン系多孔質吸着樹脂
である。多孔質樹脂カラムの直径と長さの比は、１：３～１０、好ましくは１：４～７、
最も好ましくは１：６であってよい。該樹脂と苦丁茶冬青の葉の重量比は、５～１５：１
、好ましくは６～１０：１、最も好ましくは７：１であってよい。
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【００１２】
　好ましくは、高力価の総サポニン抽出物を得るために、ステップ（３）での溶出プロセ
スに、糖類が検出されなくなるまでカラム体積の４～１０倍量の水で樹脂カラムから溶出
させ、次に、カラム体積の５～１０倍量の１０～３０％アルカリ性エタノール水溶液（ｐ
Ｈ９～１１）で該樹脂カラムから溶出させること；さらに、カラム体積の２～５倍量の１
０～３０％エタノール水溶液で該樹脂カラムから溶出させること；最後に、カラム体積の
３～６倍量の５０～７０％エタノール水溶液で該樹脂カラムから溶出させることを含めて
もよい。例えば、本発明の好ましい実施形態では、ステップ（３）は、ステップ（２）で
得られた溶液をＨＰＤ４００Ａ多孔質樹脂カラム（該樹脂カラムの直径と長さの比は１：
４であり、該樹脂と薬草の重量比は７：１である）に３０分間静的吸着させ、上のプロセ
スを３回繰り返すこと；吸着後、糖類が検出されなくなるまで水で該樹脂カラムから溶出
させ、次に、カラム体積の８倍量の２５％アルカリ性エタノール水溶液（ｐＨ＝１０）で
該樹脂カラムから溶出させること；さらに、該樹脂カラムが中性になるまでカラム体積の
３倍量の２５％中性エタノール水溶液で該樹脂カラムから溶出させること；最後に、カラ
ム体積の４倍量の６０％エタノール水溶液で該樹脂カラムから溶出させること；６０％エ
タノール水溶液の溶出液(eluent)を回収し、濃縮し、乾燥させ、苦丁茶冬青の葉の総サポ
ニンの抽出物を得ることを含む。
【００１３】
　本発明の抽出方法では、ステップ（３）でのアルカリ性エタノール水溶液のｐＨは、最
も好ましくは１０である。
【００１４】
　本発明の方法は、ステップ（５）：１０～３０％アルカリ性エタノール水溶液（ｐＨ９
～１１）の溶出液と１０～３０％エタノール水溶液の溶出液を合わせ、合わせた溶液のｐ
ＨをｐＨ２～３に調整し、その後、該溶液を濃縮し、乾燥させ、総イソクロロゲン酸を得
るステップをさらに含んでよい。
【００１５】
　本発明はまた、上記方法を用いることにより抽出された、苦丁茶冬青の葉の総サポニン
も提供する。これに関しては、総サポニンの含量は８０％を上回り得る。本発明の総サポ
ニンは、血中脂質を低下させることができ、アテローム性動脈硬化症を抑制することがで
き、肝臓および腎臓に対する保護作用もある。
【００１６】
　本発明はまた、コレステロールおよび血中脂質の低下ならびにアテローム性動脈硬化症
の抑制のための薬物の調製における、上記方法を用いることにより抽出された、苦丁茶冬
青の葉の総サポニンの使用も提供する。苦丁茶冬青の葉の総サポニンは、単独で使用する
ことができ、または効力を高め、スタチン系薬剤の毒作用および副作用を減少させるため
にスタチン系薬剤と組み合わせて使用することもできる。
【００１７】
　本発明はまた、本発明において提供される、苦丁茶冬青の葉の総サポニンを用いること
によるコレステロールおよび血中脂質の低下ならびにアテローム性動脈硬化抑制のための
方法も提供する。
【００１８】
　本発明により提供される、苦丁茶冬青の葉の総サポニンは、コレステロールの低下およ
びアテローム性動脈硬化抑制に対して著しい効果を有し、その効果はスタチン系薬剤の効
果と等しいが、苦丁茶冬青のサポニンの機構はスタチン系薬剤のものとは全く異なる。加
えて、本発明における総サポニンの抽出物は、トリグリセリド低下、耐酸化性、腎臓保護
および血液レオロジー改善などの効用も有する。作用機構についての研究により、苦丁茶
冬青の葉のサポニンによる血中脂質低下の機構は次の通りであることが示された：苦丁茶
冬青の葉のサポニンは、腸管および肝臓でのアシル補酵素Ａコレステロールアシルトラン
スフェラーゼ（ＡＣＡＴ）の活性を阻害することができ、その結果として、腸管でのコレ
ステロールの吸収は抑制され得る。
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【００１９】
　以下、添付の図面を参照して本発明の実施形態を詳細に記載する。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図１は、実施例１で調製したサンプルＡ１の高速液体クロマトグラムである。
【図２】図２は、比較例１で調製したサンプルＣ１の高速液体クロマトグラムである。
【図３】図３は、比較例２で調製したサンプルＣ２の高速液体クロマトグラムである。
【図４】図４は、比較例３で調製したサンプルＣ３の高速液体クロマトグラムである。
【図５】図５は、ＡｐｏＥ－／－マウス血漿中の総コレステロールレベルに対する、苦丁
茶冬青の総サポニンの効果を示す。
【図６】図６は、ＡｐｏＥ－／－マウス血漿中のＭＤＡレベルに対する、苦丁茶冬青の総
サポニンの効果を示す。
【図７】図７は、アテローム性動脈硬化症に対する、苦丁茶冬青の総サポニンの効果を示
す。
【図８】図８は、糞便における総コレステロール含量に対する、苦丁茶冬青の総サポニン
の効果を示す。
【図９】図９は、Ｃａｃｏ－２細胞におけるＡＣＡＴ２　ｍＲＮＡの発現に対する、苦丁
茶冬青の総サポニンの効果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　具体的な実施形態と合わせて本発明をさらに説明する。しかしながら、これらの実施形
態は単に本発明を例示するために用いるものであり、本発明の範囲を限定するものではな
い。実施形態に記載している様々な百分率濃度のエタノールは、対応する体積百分率濃度
のエタノール水溶液を意味することに留意されたい。
【００２２】
実施例１
　本実施例を用いることにより、本発明において提供される、苦丁茶冬青の葉の抽出方法
を説明する。
【００２３】
　抽出：苦丁茶冬青の医療用材料０．５ｋｇを秤量し、次に、６０％エタノール５Ｌを用
いて０．５時間、６０％エタノール４Ｌを用いて１時間それぞれ還流抽出を行い、濾過後
に濾液を合わせた。
【００２４】
　エタノールの除去：抽出した濾液を、アルコールがなくなるまで減圧下で濃縮して、エ
タノールを回収した。その際、濃縮した溶液の相対密度は１．０６～１．０８であった（
室温）。
【００２５】
　吸着：濃縮した溶液をＨＰＤ４００Ａ多孔質樹脂カラムに適用し、溶離剤を樹脂カラム
に再度３回流し込んだ。その際、樹脂カラムには樹脂５ｋｇを充填し、樹脂カラムの直径
と長さの比は１：４である。流し込みを行ったカラムは３０分間静置した。
【００２６】
　不純物の洗浄：糖類が検出されなくなるまでカラム体積の４倍量の脱イオン水で樹脂カ
ラムから溶出させ、次に、カラム体積の８倍量の２０％アルカリ性エタノール（ＮａＯＨ
、ｐＨ＝１０）で溶出させ、さらに、中性になるまでカラム体積の３倍量の２０％エタノ
ールで溶出させた。
【００２７】
　溶出：樹脂に吸着した抽出物をカラム体積の６倍量の６０％エタノールでさらに溶出さ
せた。
【００２８】
　濃縮および乾燥：溶出液を減圧下で濃縮してエタノールを回収し、その後、真空乾燥さ
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せた。乾燥させた固体を粉砕し、１００メッシュのスクリーンで選別し、苦丁茶冬青の葉
の抽出物６５．３５ｇを得た。この抽出物をＡ１と示し、抽出収率は１３．０７％であっ
た。
【００２９】
実施例２
　本実施例を用いることにより、本発明において提供される、苦丁茶冬青の葉の抽出方法
を説明する。
【００３０】
　抽出：苦丁茶冬青の医療用材料０．５ｋｇを秤量し、次に、６５％エタノール４Ｌを用
いて２時間、６０％エタノール３Ｌを用いて１時間、５０％エタノール３Ｌを用いて０．
５時間それぞれ還流抽出を順次行い、濾過後に濾液を合わせた。
【００３１】
　エタノールの除去：抽出した濾液を、アルコールがなくなるまで減圧下で濃縮して、エ
タノールを回収した。その際、濃縮した溶液の相対密度は１．０６～１．０８であった（
室温）。
【００３２】
　吸着：濃縮した溶液をＡＢ－８多孔質樹脂カラムに付した。その際、樹脂カラムには樹
脂３．５ｋｇを充填し、樹脂カラムの直径と長さの比は１：８である。
【００３３】
　不純物の洗浄：糖類が検出されなくなるまでカラム体積の８倍量の脱イオン水で樹脂カ
ラムから溶出させ、次に、カラム体積の１０倍量の３０％アルカリ性エタノール（ＮａＯ
Ｈ、ｐＨ＝１０．５）で溶出させ、さらに、中性になるまでカラム体積の４倍量の３０％
エタノールで溶出させた。
【００３４】
　溶出：樹脂に吸着した抽出物をカラム体積の３倍量の６５％エタノールでさらに溶出さ
せた。
【００３５】
　濃縮および乾燥：溶出液を減圧下で濃縮し、その後、真空乾燥させ、乾燥させた固体を
粉砕し、１００メッシュのスクリーンで選別し、苦丁茶冬青の葉の抽出物５０．３１ｇを
得た。この抽出物をＡ２と示し、抽出収率は１０．０６％であった。
【００３６】
比較例１
　本比較例を用いることにより、不純物洗浄ステップでの溶出を水のみ用いて行った、苦
丁茶冬青の葉の抽出方法を説明する。
【００３７】
　抽出、エタノール除去および吸着のプロセスは、実施例１と同じ方法を用いることによ
り行った。
【００３８】
　不純物の洗浄：糖類が検出されなくなるまでカラム体積の４倍量の脱イオン水で樹脂カ
ラムから溶出させた。
【００３９】
　溶出：樹脂に吸着した抽出物をカラム体積の４倍量の６０％エタノールでさらに溶出さ
せた。
【００４０】
　濃縮および乾燥：溶出液を減圧下で濃縮し、その後、真空乾燥させ、乾燥させた固体を
粉砕し、１００メッシュのスクリーンで選別し、苦丁茶冬青の葉の抽出物１５０ｇを得た
。この抽出物をＣ１と示し、抽出収率は３０．００％であった。
【００４１】
比較例２
　本比較例を用いることにより、不純物洗浄ステップでの溶出を水とエタノールのみ用い
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【００４２】
　抽出、エタノール除去および吸着のプロセスは、実施例１と同じ方法により行った。
【００４３】
　不純物の洗浄：糖類が検出されなくなるまでカラム体積の４倍量の脱イオン水で樹脂カ
ラムから溶出させ、次に、カラム体積の５倍量の１０％エタノールで溶出させた。
【００４４】
　溶出：樹脂に吸着した抽出物をカラム体積の４倍量の６０％エタノールでさらに溶出さ
せた。
【００４５】
　濃縮および乾燥：溶出液を減圧下で濃縮し、その後、真空乾燥させ、乾燥させた固体を
粉砕し、１００メッシュのスクリーンで選別し、苦丁茶冬青の葉の抽出物１１０．２３ｇ
を得た。この抽出物をＣ２と示し、抽出収率は２２．０５％であった。
【００４６】
比較例３
　本比較例を用いることにより、不純物洗浄ステップでの溶出を水とエタノールのみ用い
て行った、苦丁茶冬青の葉の抽出方法を説明する。
【００４７】
　抽出、エタノール除去および吸着のプロセスは、実施例１と同じ方法により行った。
【００４８】
　不純物の洗浄：糖類が検出されなくなるまでカラム体積の４倍量の脱イオン水で樹脂カ
ラムから溶出させ、次に、カラム体積の１１倍量の２０％エタノールで溶出させた。
【００４９】
　溶出：樹脂に吸着した抽出物をカラム体積の４倍量の６０％エタノールでさらに溶出さ
せた。
【００５０】
　濃縮および乾燥：溶出液(eluent)を減圧下で濃縮し、その後、真空乾燥させ、乾燥させ
た固体を粉砕し、１００メッシュのスクリーンで選別し、苦丁茶冬青の葉の抽出物１０２
．８ｇを得た。この抽出物をＣ３と示し、抽出収率は２０．５６％であった。
【００５１】
成分の測定
１．高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）による測定
　クロマトグラフィーカラム：Ｋｒｏｍａｓｉｌ　Ｃ１８（４．６×２５０ｍｍ、５μｍ
）；
　流速：０．８ｍｌ／分；
　検出波長：２２６ｎｍ；
　カラム温度：３０℃；
　移動相：アセトニトリル－０．１％リン酸溶液、勾配溶出；
　溶出条件を表１に示す：
【００５２】
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【表１】

【００５３】
　図１は、実施例１で調製したサンプルＡ１のクロマトグラムであり、図２は、比較例１
で調製したサンプルＣ１のクロマトグラムであり、図３は、比較例２で調製したサンプル
Ｃ２のクロマトグラムであり、図４は、比較例３で調製したサンプルＣ３のクロマトグラ
ムである。図１～図４において、スペクトルピークＫｃ、ＫａおよびＫｄはそれぞれ、苦
丁茶冬青の３つの主要なサポニン［イレクジノシドＣ（ＫＤＣ－Ｃ）、イレクジノシドＡ
（ＫＤＣ－Ａ）およびイレクジノシドＤ（ＫＤＣ－Ｄ）］を示しており；スペクトルピー
クＩａ、ＩｂおよびＩｃはそれぞれ、３つのイソクロロゲン酸成分（イソクロロゲン酸Ｂ
、イソクロロゲン酸Ａおよびイソクロロゲン酸Ｃ）を示している。
【００５４】
　実施例１および実施例２で調製したサンプルＡ１およびＡ２、ならびに比較例１、比較
例２および比較例３で調製したサンプルＣ１、Ｃ２およびＣ３についてのＨＰＬＣ検出結
果を表２に挙げた。
【００５５】

【表２】

【００５６】
　図１～図４の結果と表２のデータの比較により、水および／または低濃度のエタノール
を用いた場合にはイソクロロゲン酸(isocholrogenic acids)成分は除去されないが、一方
、溶出を行うために低濃度のアルカリ性エタノールを用いた場合にはイソクロロゲン酸(i
socholrogenic acids)成分は除去され、結果として、高純度の総サポニンを含有する苦丁
茶冬青抽出物を得ることができることが分かる。
【００５７】
２．ＵＶ吸収による総サポニンの測定
　抽出物約１０ｍｇを正確に秤量し（合計３バッチ）、次に、２５ｍｌメスフラスコに入
れ、メタノールで定容に希釈し、その後、０．８ｍｌ溶液を正確に計量し、１０ｍｌガラ
ス製共栓試験管に移し、水浴中８０℃で蒸発乾固させ、３バッチのサンプルを得た。イレ
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クジノシドＡ（０．５３５ｍｇ／ｍｌ）を標準溶液として用い、０．１ｍＬ、０．２ｍＬ
および０．４ｍＬの標準溶液それぞれを１０ｍｌガラス製共栓試験管に移し、水浴中８０
℃で蒸発乾固させた。
【００５８】
　バニリン０．１ｇを秤量し、１０ｍｌガラス製共栓試験管に入れ、そのガラス製試験管
に氷酢酸２ｍｌを加え、次に、バニリンが溶解したらそのガラス製試験管に過塩素酸８ｍ
ｌを加え、その後、混合物を振盪し、その結果として、金色発色物質を得た。
【００５９】
　その後、発色物質１ｍｌを、乾燥サンプルの入ったガラス製試験管と標準サンプルの入
ったガラス製試験管それぞれに入れた。それらのガラス製試験管を水浴中６０℃で１５分
間加熱したらすぐに冷却し、次に、上記ガラス製試験管に氷酢酸５ｍｌを加え、その後、
混合物を振盪した後ＵＶ吸収値を５３８ｎｍで検出した。
【００６０】
　実施例１および実施例２で調製したサンプルＡ１およびＡ２、ならびに比較例１、比較
例２および比較例３で調製したサンプルＣ１、Ｃ２およびＣ３についての総サポニン含量
の測定結果を表３に挙げる。
【００６１】
【表３】

【００６２】
　表３に示したデータを比較することにより、サンプルＡ１およびＡ２の総サポニン含量
は、サンプルＣ１、Ｃ２およびＣ３の総サポニン含量よりも著しく高いことが分かる。こ
れにより、総サポニン含量は不純物を除去することによって大幅に増加し得ることが示さ
れる。しかしながら、ＵＶ法による含量測定に一部誤りがあることが分かった。例えば、
ＵＶ法により測定したサンプルＣ２およびＣ３中の総サポニン含量は高いが、ＨＰＬＣ検
出によりサンプルＣ２およびＣ３中にまだ多量のイソクロロゲン酸が存在することが分か
った。これは、氷酢酸－バニリン比色定量は特異度が低く、グリコシドに類似した多くの
化合物が全て上記呈色反応を示し、その結果、測定結果が不正確なものとなることが理由
である。
【００６３】
有効性試験
　実施例１で調製した、苦丁茶冬青の葉の抽出物の治療効果を検証するために、次の実験
を行った。
【００６４】
　ＡｐｏＥ－／－マウスを体重により無作為に４群に分けた。
　（１）陰性対照群（ＣＧ）：この群のマウスには通常の食餌を７週間与え、生理食塩水
を胃内投与した。
　（２）高脂肪対照群（ＨＧ）：この群のマウスには０．２％コレステロールを含有する
高脂肪食を７週間与え、同時に毎日生理食塩水を胃内投与した。
　（３）アトルバスタチン（Ａｔｏｒ）治療群（ＡＧ）：この群のマウスには高脂肪食を
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１週間与え、その後、毎日６週間アトルバスタチン（５０ｍｇ／ｋｇ／日）を胃内投与し
、同時に連続して高脂肪食を与えた。
　（４）苦丁茶冬青総サポニン治療群（ＳＧ）：治療過程はＡＧの場合と同様であるが、
ＳＧとＡＧとでは、苦丁茶冬青の総サポニンの用量が３００ｍｇ／ｋｇ／日であるという
点のみ異なる。
【００６５】
１．血漿中の総コレステロール（ＴＣ）レベルに対する、苦丁茶冬青の葉の総サポニンの
効果
　ＡｐｏＥ－／－マウス血漿中の総コレステロール（ＴＣ）レベルに対する、苦丁茶冬青
の葉の総サポニンの効果を図５に示している。ＡｐｏＥ－／－マウスに高脂肪食を１週間
与えた後、血漿中のＴＣレベルは３００～４００ｍｇ／ｄＬから約８００ｍｇ／ｄＬまで
上昇し、その結果、高コレステロール血症が生じ、その後、マウスに薬物を胃内投与した
。結果は、ＨＧのマウスと比べ、全ての投与群でマウスの血漿ＴＣレベルが低下している
ことを示した。ＡＧ群およびＳＧ群のマウスの血漿ＴＣレベルは双方３０％～３５％低下
しており、それら２群の有効性は実質的に同じであり、有意差はない。薬物の有効性は６
週間持続し、安定に保たれた。
【００６６】
２．血漿マロンジアルデヒド（ＭＤＡ）レベルに対する、苦丁茶冬青の葉の総サポニンの
効果
　図６に示されるように、ＡｐｏＥ－／－マウスの血漿ＭＤＡレベルは苦丁茶冬青の葉の
総サポニンの影響を受けた。マウスに毎日高脂肪食を与えたため、６週間投与後のＨＧ群
のマウスの血漿ＭＤＡレベルは、投与前のマウスのレベルの約５倍を超えていた。ＨＧ群
のマウスと比べて、ＡＧ群およびＳＧ群のマウスでの血漿ＭＤＡレベルの上昇は投与２週
目（Ｗ２）以降に大幅に抑制され、有効性は投与終了まで保たれた。ＡＧ群のマウスの血
漿ＭＤＡレベルは投与４週目（Ｗ４）以降に上昇し始め、投与６週目（Ｗ６）に１６．５
ｎｍｏｌ／Ｌに達し、この値は、投与前のマウスのレベルよりほぼ１．５倍高い値であっ
た。しかしながら、ＳＧ群のマウスの血漿ＭＤＡレベルは投与開始から実験終了までほと
んど上昇しなかった。上記結果は、アトルバスタチンと苦丁茶冬青の葉のサポニンは双方
とも血漿脂質の酸化を抑制することができることを示しているが、ＳＧ群のマウスの血漿
ＭＤＡレベルの上昇は投与５週目（Ｗ５）以降も苦丁茶冬青の葉の総サポニンによってＡ
Ｇ群のマウスよりはるかに効果的に抑制され、それら２群の間での有効性の差は有意であ
った。
【００６７】
３．動脈硬化症に対する、苦丁茶冬青の葉の総サポニンの効果
　ＡｐｏＥ－／－マウス大動脈流出路の動脈硬化部位に対する、苦丁茶冬青の葉の総サポ
ニンの効果を図７に示している。ＣＧ群とＨＧ群との間に有意差があり（ｐ＜０．０５）
、そのモデルは成功したことが示される。また、ＳＧ群およびＨＧ群との間と、ＡＧ群と
ＨＧ群との間にも有意差があり（ｐ＜０．０１）、アトルバスタチンと苦丁茶冬青の葉の
総サポニンは双方とも大動脈流出路のアテローム斑形成を有意に抑制することができ、抑
制率が約４０％に達することが示される。
【００６８】
４．糞便中の総コレステロール含量に対する、苦丁茶冬青の葉の総サポニンの効果
　苦丁茶冬青の葉の総サポニンによる血漿コレステロール低下についての考えられる機構
を調査するために、ＡｐｏＥ－／－マウス糞便中の総コレステロール含量を測定し、マウ
スにおけるコレステロール吸収に対する薬物の効果を判定した。図８に示されるように、
ＳＧ群とＣＧ群との間に有意差があり（#Ｐ＜０．０５）、ＳＧ群とＨＧ群との間にも有
意差がある（*Ｐ＜０．０５）。結果は、マウスにおけるコレステロールの排泄は、マウ
スに高コレステロール食を与えた後に７５％増加し、それはＣＧ群のマウスの場合と有意
に異なることを示している。ＳＧを投与したマウスの糞便中へのコレステロールの排泄は
ＨＧ群のマウスと比べて約４０％増加し、これら２群の間での差は有意であった。
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【００６９】
５．Ｃａｃｏ－２細胞における肝臓ＡＣＡＴ２　ｍＲＮＡの発現に対する、苦丁茶冬青の
葉の総サポニンの効果
　これまでの調査は、苦丁茶冬青の葉の総サポニンはコレステロールの排泄を増加させ、
小腸でのＴＣ含量を低下させることができることを示したため、関連遺伝子のｍＲＮＡ発
現レベルを検出した。結果によれば、ＡＣＡＴ２のｍＲＮＡの発現レベルは苦丁茶冬青の
葉の総サポニンの影響を受けることが示され、その結果は図９に示している。図９では、
ＴＳは苦丁茶冬青の総サポニンを表し、Ａｔｏｒはアトルバスタチンを表している。ＣＧ
との比較では有意差がある（#ｐ＜０．０５）。結果から、１０μｇ／ｍＬおよび１００
μｇ／ｍＬの総サポニンそれぞれによりＡＣＡＴ２のｍＲＮＡ発現は５０％低下したこと
が認められ、それはＣＧ群の場合と有意に異なる。しかしながら、苦丁茶冬青の総サポニ
ンは他のスクリーニングされた遺伝子の発現に対して全く効果がなかった。この調査によ
れば、苦丁茶冬青の葉の総サポニンによる血中脂質低下の機構は、苦丁茶冬青の葉の総サ
ポニンが腸管および肝臓でのＡＣＡＴの活性を阻害し、その結果として、腸管でのコレス
テロールの吸収が抑制され得ることにより、血中脂質を低下させ得るという機構であり得
ることが示される。
【００７０】
　有効性検出の結果から、本発明により調製された、苦丁茶冬青の葉の抽出物は、コレス
テロールおよび血中脂質の低下ならびにアテローム性動脈硬化症の抑制に対して重要な効
果を有し、スタチン系薬剤と類似した効果を有することが分かる。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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【図６】

【図７】

【図８】

【図９】
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