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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 6月 22日 (2006.6.22)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　
【 請 求 項 ２ 】
　 に 示 す 性 質 を 有 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の

還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 測 定 さ れ る 分 子 量 が
約 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン で あ る 。

配 列 １ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ ～ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の の ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中 に 於 け
る 含 有 量 を ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中 の 総 蛋 白 量 で 除 し た 又 は に １ ０ ０ を 乗 し て
な る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 に 関 す る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
何 故 な ら 、 天 然 成 分 で あ る た め 、 内 容 成 分 の 構 成 に バ ラ ツ キ が あ る 場 合 が あ り 、 そ の 有 効
成 分 が 正 確 に 配 合 さ れ て い る か ど う か が 問 題 と な っ て い る 。 特 に 、 ロ ー ヤ ル ゼ リ ー の 様 に

ロ ー ヤ ル ゼ リ ー に 含 ま れ る 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 。

下 記 分 子 量 ５ ７ キ ロ
ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 。
１ ）

２ ） 番 号

又 は ２ 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質
値 、 前 記 除 し た 値

値 を 指 標 と す る ロ ー ヤ ル ゼ リ ー の 鮮 度 の 評 価 法

ロ ー ヤ ル ゼ リ ー に 含 ま れ る 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質



、 そ の 有 効 性 が 如 実 に 認 め ら れ 、 そ れ 自 身 が 複 数 の 成 分 か ら な る も の は 、 ど の 物 質 が 鮮 度
の 指 標 と し て 、 有 効 性 や 品 質 を 分 析 ・ 評 価 す る か を 決 め る の が 困 難 で あ る 。 従 っ て 、 製 剤
や 品 質 の 安 定 性 の 面 で 特 に 、 健 康 食 品 な ど に 配 合 さ れ る ロ ー ヤ ル ゼ リ ー に つ い て 、 ロ ッ ト
毎 の 有 効 性 の 度 合 い や 自 身 の 劣 化 の 基 準 と な る 鮮 度 の の 策 定 が 望 ま れ て い た
。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
　 本 発 明 は 、 こ の よ う な 状 況 を ふ ま え て 為 さ れ た も の で あ り 、 ロ ー ヤ ル ゼ リ ー

を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
こ の 様 な 状 況 に 鑑 み て 、 本 発 明 者 ら は 鋭 意 研 究 努 力 を 重 ね た 結 果 、 ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中 の 鮮
度 の が 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 で あ り 、 且 つ 該 タ ン パ ク 質 が 生 理
活 性 物 質 で あ る こ と を 見 出 し 、 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。 該 タ ン パ ク 質 に つ い て 、 以 後
、 単 に 「 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の タ ン パ ク 質 」 或 い は 「 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 」
と 表 現 す る こ と が あ る 。 即 ち 、 本 発 明 は 、 次 に 示 す 技 術 に 関 す る も の で あ る 。
（ １ ）
（ ２ ） に 示 す 性 質 を 有 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） 記 載 の

還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 測 定 さ れ る 分 子 量 が
約 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン で あ る 。

配 列 １ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ ～ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
（ １ ） に 記 載 の の ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中

に 於 け る 含 有 量 を ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中 の 総 蛋 白 量 で 除 し た 又 は に １ ０ ０ を
乗 し て な る 。
以 下 、 本 発 明 に つ い て 、 実 施 の 形 態 を 中 心 に 説 明 を 加 え る 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
（ １ ） 本 発 明 の
ロ ー ヤ ル ゼ リ ー の 化 学 的 組 成 は 、 生 産 地 に よ り 、 多 少 の 差 異 は あ る が 、 水 分 ６ ５ ～ ７ ０ ％
、 タ ン パ ク 質 １ ５ ～ ２ ０ ％ 、 炭 水 化 物 １ ０ ～ １ ５ ％ 、 脂 肪 １ ． ７ ～ ６ ％ 、 灰 分 ０ ． ７ ～ ２
％ 含 む と さ れ て い る 。 ロ ー ヤ ル ゼ リ ー の 生 物 学 的 ・ 薬 理 学 的 作 用 に つ い て は 、 老 化 予 防 作
用 、 酵 素 作 用 、 抗 菌 作 用 、 抗 腫 瘍 作 用 、 血 液 ・ 循 環 器 に 対 す る 作 用 な ど が 知 ら れ て い る 。
本 発 明 の は 、 こ と を 特 徴 と
す る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 本 発 明 者 ら に よ っ て 、 は じ め て ロ ー ヤ ル ゼ リ ー の 活 性 本 体 で あ る
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指 標 用 の 物 質

に 含 ま れ る
分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質

指 標 用 の 物 質

ロ ー ヤ ル ゼ リ ー に 含 ま れ る 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 。
下 記 分 子 量 ５ ７ キ

ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 。
１ ）

２ ） 番 号
（ ３ ） 又 は （ ２ ） 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質

値 、 前 記 除 し た 値
値 を 指 標 と す る ロ ー ヤ ル ゼ リ ー の 鮮 度 の 評 価 法

分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質

分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 ロ ー ヤ ル ゼ リ ー に 含 ま れ る



こ と が 確 認 さ れ た 成 分 で あ り 、 限 界 運 動 量 増 強 作 用 、 肝 細 胞 増 殖 促 進 作 用 、 血 中 ア ン モ ニ
ア 濃 度 抑 制 作 用 、 血 中 乳 酸 蓄 積 抑 制 作 用 な ど の 活 性 を 発 現 す る こ と を 見 出 し て い る 。 こ こ
で 、 こ の 該 タ ン パ ク 質 の 含 有 量 で あ る が 、 前 記 効 果 を 十 分 に 発 揮 す る 為 に は 、 少 な く と も
ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中 の 総 タ ン パ ク 質 量 に 対 し て 、 ９ 重 量 ％ 以 上 を 含 ん で い る こ と が 好 ま し い
。 こ の タ ン パ ク 質 は Ｇ Ｐ Ｃ カ ラ ム を 用 い た 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 定 量 す る
事 が で き る 。 即 ち 、 該 の 多 少 に よ り 、 ロ ー ヤ ル ゼ リ ー
の 効 果 の 程 度 が わ か る 。 更 に 、 ロ ー ヤ ル ゼ リ ー を 採 取 直 後 よ り 、 経 時 的 に 保 存 し 、 こ の

を 定 量 し た 場 合 、 こ の の 含 有 量 単 調 に 減 少 し 、 そ れ に 伴 い 、 上 記 に
示 し た 効 果 も 同 様 に 減 少 す る た め 、 上 記 タ ン パ ク 質 は ロ ー ヤ ル ゼ リ ー の 鮮 度 の

で あ る こ と が わ か る 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ ２ ） 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中 の

分 析
上 記 の は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る ゲ ル 濾 過 で も 識 別 ・ 定 量 す る こ
と が 出 来 る 。 従 っ て 、 こ の 様 な 分 析 結 果 を も っ て 、 品 質 管 理 や 効 果 の 鑑 別 ・ 評 価 に 使 用 す
る こ と も で き る 。 か か る ゲ ル 濾 過 分 析 は 、 通 常 に 知 ら れ て い る 方 法 に 従 っ て 行 え ば 良 く 、
こ の 様 な 好 ま し い 例 と し て は 、 例 え ば 、 ト － ソ ー 株 式 会 社 製 Ｔ Ｓ Ｋ ゲ ル Ｇ ３ ０ ０ ０ Ｓ Ｗ を
カ ラ ム と し て 用 い て 、 ０ ． ３ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ０ ５ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 ０ ． １
Ｍ 燐 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） を 展 開 液 と し 、 流 速 を ０ ． ３ ｍ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ 、 カ ラ ム 温 度 を ３
５ ℃ に 設 定 し 、 ２ ８ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 で 検 出 し た 結 果 、 を 求 め る こ と が 挙 げ
ら れ る 。 こ の 分 析 条 件 下 で は 上 記 は 、 保 持 時 間 ２ ５ 分 ～ ３ ０ 分 に ピ ー ク と し て
現 れ る 。 （ 電 気 泳 動 に て 同 一 蛋 白 質 を 確 認 ） ま た 、 既 知 分 子 量 の ゲ ル 濾 過 分 析 の 結 果 よ り
、 上 記 は 、 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン と 確 定 さ れ た 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ １ 】
（ ４ ） 電 気 泳 動 に よ る ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中 の 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の タ ン パ ク 質 の 定 性 方
法
本 発 明 の ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中 の 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン の タ ン パ ク 質 は 、 電 気 泳 動 に よ り タ
ン パ ク 質 の 構 成 を 分 析 し 、 有 効 成 分 で あ る タ ン パ ク 質 の 分 子 量 を 特 定 す る こ と

。 ま ず 非 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 の 方 法 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い
が 、 好 ま し い 方 法 と し て は 、 水 溶 性 ロ ー ヤ ル ゼ リ ー タ ン パ ク 質 （ １ ０ ％ ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 水
溶 液 （ Ｗ ／ Ｖ ） ） を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ １ ０ ％ 均 一 ） に て 、 電 流 ２ ０ ｍ Ａ で 電 気 泳
動 し 、 ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー に よ り 染 色 し て 、 タ ン パ ク 質 を 特 定 す る 方 法 で あ る 。
上 記 の 条 件 で ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中 の 蛋 白 質 の 電 気 泳 動 を 行 う と 、 上 記

は 、 単 一 バ ン ド を 形 成 す る 。 こ の 点 で 、 電 気 泳 動 に よ り 上 記 蛋 白 質 の 分 解 を 調
べ る に は 、 非 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 が 好 ま し い 。 分 子 量 マ ー カ ー と し て LM
W kit E（ フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 ） を 用 い た 場 合 、 上 記 蛋 白 質 の 分 子 量 は 約 ５ １ キ ロ
ダ ル ト ン で あ る 。 ま た 、 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 は Laem
mliら の 方 法 （ Laemmli, U. K. et al., J.Biol. Chem. 252, 1102-1106 (1977)) に よ っ
て 行 う こ と が で き る 。 こ の 様 な 電 気 泳 動 に 於 け る 本 発 明 の 蛋 白 質 の 分 子 量 は 、 分 子 量 マ ー
カ ー と し て LMW kit E（ フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 ） を 用 い た 場 合 、 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン と
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分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質
タ

ン パ ク 質 タ ン パ ク 質 は
指 標 用 の 物

質

分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ
ン パ ク 質

タ ン パ ク 質

上 記 タ ン パ ク 質
タ ン パ ク 質

タ ン パ ク 質

に よ り 分 析
で き る

分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト
ン の 蛋 白 質

－



決 定 さ れ た 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ３ 】
＜ 実 施 例 １ ＞ ロ ー ヤ ル ゼ リ ー 中 の タ ン パ ク 質 を 電 気 泳 動 に て 分 析 し た 。 結 果 、 ロ ー ヤ ル ゼ
リ ー 劣 化 品 に 減 少 し て い る タ ン パ ク 質 が み ら れ た 。 こ れ が 鮮 度 の に な り 、 分
子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 と 決 定 し た 。 各 サ ン プ ル １ ～ ４ は 以 下 に 示 す 。 １ ： 台 湾
産 で 採 集 後 ４ ８ 時 間 に 処 理 し た も の （ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ， Ｗ ／ Ｖ ； サ ン プ ル １ ） 、 ２ ： 中 国
杭 州 産 で 採 集 後 ４ ８ 時 間 に 処 理 し た も の （ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ， Ｗ ／ Ｖ ； サ ン プ ル ２ ） 、 ３ ：
中 国 杭 州 産 で 採 取 後 ７ ２ 時 間 に 処 理 し た も の （ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ， Ｗ ／ Ｖ ； サ ン プ ル ３ ） 、
４ ： サ ン プ ル ３ の 劣 化 品 （ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ， Ｗ ／ Ｖ ； サ ン プ ル ４ ） 。 尚 、 劣 化 品 は 、 ４ ０
℃ で １ 週 間 放 置 し た も の で あ る 。 こ れ よ り 、 サ ン プ ル １ ～ ３ に は 明 確 に ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン
の タ ン パ ク 質 が 認 め ら れ た が 、 劣 化 品 に は こ の タ ン パ ク 質 が 殆 ど 認 め ら れ な か っ た 。 こ の
分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 の 含 有 量 は 、 当 該 バ ン ド の 染 色 強 度 を 測 定 す る こ と に
よ り 定 量 す る こ と も で き る 。
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ４ 】
＜ 実 施 例 ２ ＞ 実 施 例 １ の サ ン プ ル １ ～ ４ を ト － ソ ー 株 式 会 社 製 Ｔ Ｓ Ｋ ゲ ル Ｇ ３ ０ ０ ０ Ｓ Ｗ
を カ ラ ム と し て 用 い て 、 ０ ． ３ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． ０ ５ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 ０ ．
１ Ｍ 燐 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） を 展 開 液 と し 、 流 速 を ０ ． ３ ｍ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ 、 カ ラ ム 温 度 を
３ ５ ℃ に 設 定 し た Ｇ Ｃ Ｐ に よ り 、 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 の 含 有 率 を 分 析 し た
。 劣 化 品 は 約 ５ ％ 減 少 し て い る 様 に 、 強 制 劣 化 に よ り 変 動 し て い る こ と が 判 明 し た 。 即 ち
、 こ の 分 子 量 ５ ７ キ ロ ダ ル ト ン タ ン パ ク 質 は 鮮 度 の と な り う る タ ン パ ク 質 で
あ る こ と が わ か る 。 含 有 率 （ 鮮 度 指 標 蛋 白 質 含 有 率 ） を 表 １ に 示 す 。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 に よ れ ば 、 を 提 供 す
る こ と が で き る 。
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