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DESCRIPCIÓN

Dipéptido imidazol para el tratamiento de la demencia debida al envejecimiento o la atrofia cerebral

Campo técnico5

La presente invención queda definida por las reivindicaciones. La presente divulgación se refiere, en general, a un 
agente que utiliza como principio activo al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un dipéptido imidazol y 
un metabolito del mismo. El agente de la presente divulgación puede utilizarse para la mejora de la función cognitiva, 
la mejora de la función mental, contra el envejecimiento y para el mantenimiento de la salud. La presente divulgación 10
es útil en los campos de la alimentación común, los alimentos saludables, los fármacos, la belleza, la salud y la 
medicina.

Antecedentes de la técnica
15

La carnosina es un dipéptido que consiste en β-alanina e histidina, y la anserina es un dipéptido que consiste en β-
alanina e histidina metilada. Se sabe que ambas están contenidas en el pollo, etc. La carnosina y la anserina se han 
investigado por sus acciones para el estímulo del metabolismo de la piel (Documento de patente 1), el control de los 
nervios autónomos (Documento de patente 2) y el alivio del estrés (Documento de patente 3), así como la mejora del 
aprendizaje y contra la ansiedad (Documento de patente 4).20

En los últimos años, los factores para vivir mucho tiempo manteniendo la salud, tales como la prevención de 
enfermedades que acompañan al envejecimiento y el fortalecimiento de la actividad inmunitaria, han generado un 
creciente interés. En muchos casos, el envejecimiento va acompañado en cierta medida por una disminución de la 
función cognitiva. La disminución de la función cognitiva también está provocada por la aparición o la progresión de la 25
enfermedad de Alzheimer.

Referencias de la técnica anterior

Documentos de patente30

Documento de patente 1: Publicación de patente japonesa no examinada (Kokai) N.º 2000-201649
Documento de patente 2: Documento W02002/076455
Documento de patente 3: Publicación de patente japonesa no examinada (Kokai) N.º 2007-70316
Documento de patente 4: Publicación de patente japonesa no examinada (Kokai) N.º 2000-11698735

Sumario de la invención

Objeto a lograr mediante la invención
40

Es conveniente retrasar la progresión del envejecimiento en la vida diaria con alimentos adecuados, ejercicios, 
psicoterapias, etc., y tratar las enfermedades que acompañan al envejecimiento en una fase temprana.

Los alimentos son fuentes de energía y fuentes de nutrientes esenciales (nutrición) y, además, también proporcionan 
el placer de comer (preferencia) y contribuyen a una vida sana (funcionalidad). Se espera que los alimentos y los 45
productos que contienen ingredientes funcionales procedentes de alimentos sean útiles para la salud o la belleza, y 
son general y ampliamente aceptados como alimentos saludables, etc. Se considera que se prefiere el uso de 
productos naturales ya consumidos habitualmente también desde el punto de vista de seguridad y no ansiedad.

Medios para lograr el objeto50

Los inventores de la presente invención han trabajado en la investigación y en desarrollos de alimentos y materiales 
útiles para la salud utilizando productos naturales. En este proceso, descubrieron recientemente que la carnosina y la 
anserina procedentes del pollo tenían una acción de mejora de la función mental, etc., y consiguieron la presente 
invención. La presente invención proporciona lo siguiente.55

[1] Un agente para su uso en la prevención de la aparición de la demencia debida al envejecimiento, que contiene al 
menos un dipéptido imidazol.
[2] Un agente para su uso en la supresión de una atrofia cerebral, que contiene al menos un dipéptido imidazol.
[3] El agente para el uso de acuerdo con [1] o [2], en donde el agente es para la ingestión de 200 mg o más, como 60
dosis diaria, del al menos un dipéptido imidazol.
[4] El agente para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones [1] a [3], en donde al menos un tipo 
del dipéptido imidazol procede del pollo.
[5] El agente para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones [1] a [4], que además contiene creatina 
y un ácido nucleico.65
[6] El agente para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones [1] a [5], que es para un anciano o una 
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persona con un ligero trastorno del estado de ánimo.

Breve descripción de los dibujos

[Fig. 1] Resultados de una prueba de función mental (prueba BDI (forma siglada de The Beck Depression Inventory, 5
El inventario de depresión de Beck)
[Fig. 2] Resultados de una prueba de función mental (prueba ADAS-cog para la evaluación del envejecimiento del 
cerebro): se indican las proporciones de con mejora, sin cambios y con degradación.
[Fig. 3-1] Partes del cerebro (sustancia gris) en las que se mejoró la atrofia mediante la ingestión de un dipéptido 
imidazol: las partes que mostraron p < 0,005 se indican como partes coloreadas.10
[Fig. 3-2] Partes del cerebro (sustancia blanca) en las que se mejoró la atrofia mediante la ingestión de un dipéptido 
imidazol
[Fig. 4] Mejora de la función de los circuitos neuronales proporcionada por la ingestión de un dipéptido imidazol: aunque 
la función de los circuitos neurales del hipocampo y la circunvolución del cíngulo posterior disminuye en relación con 
el envejecimiento (izquierda), esta disminución de la función mejoró en el grupo de ingestión de la dieta de prueba 15
después de la ingestión (parte derecha).
[Fig. 5] Genes cuya expresión cambió por la ingestión de un dipéptido imidazol: los niveles de expresión génica de 6 
genes pertenecientes a SLC (forma siglada de solute carrier) (transportador) cambiaron significativamente con la 
ingestión de la dieta de prueba en comparación con los observados con la ingestión de alimento de placebo. Además, 
también se descubrió que los niveles de expresión de los otros genes mostrados en el gráfico, que incluyen genes de 20
quimiocinas, también cambiaron.
[Fig. 6] Citocinas y quimiocinas en sangre cuyas expresiones cambiaron por la ingestión de un dipéptido imidazol: los 
resultados se muestran con el promedio ± DT, los resultados del grupo de ingestión de la dieta de prueba se indican 
con líneas continuas, los resultados del grupo de ingestión de la dieta de placebo se indican con líneas discontinuas, 
y los resultados de la prueba de la t para datos emparejados se indican con * (p <0,05) y ** (p < 0,01).25
[Fig. 7] Disminución de la glucemia proporcionada por la ingestión de un dipéptido imidazol
[Fig. 8-1] Disminución de las citocinas en sangre en el modelo de ratón con demencia: en un grupo de dieta que 
contiene carnosina, las citocinas disminuyeron y se sugiere que se suprimió la inflamación. El símbolo ts significa tipo 
silvestre, tg significa transgénico, * para p < 0,05, ** para p < 0,01 (prueba de Dunnett frente a tgDAG), # para p <0,05 
y ## para p <0,01 (prueba de la t de Student).30
[Fig. 8-2] Supresión de la reacción inflamatoria intracerebral en un modelo de ratón con demencia (imágenes de RMN 
de ratón): se observó la supresión de la inflamación proporcionada por la ingestión de un dipéptido imidazol.
[Fig. 8-3] Supresión de la expresión de genes transportadores de GABA en gliocitos proporcionada por la ingestión de 
dipéptidos altamente funcionales: Slc6A13 es el Transportador de GABA 2 (GAT-2) que se expresa en astrocitos, y 
Slc6A12 es el Transportador de Betaína/GABA 1 que se expresa en astrocitos (BGT-1).35
[Fig. 8-4] Niveles de insulina en sangre en ratones: entre los valores del grupo de dieta alta en grasa de enfermedad 
de Alzheimer (EA) y el grupo de dieta alta en grasas + carnosina de EA, se observó una diferencia significativa (prueba 
de la t de Student, p <0,05).
[Fig. 9] Análisis MEA (en inglés: ASL: arterial spin labelling, marcaje de espín arterial)
[Fig. 10] Partes para las que se observaron diferencias entre ambos grupos en el análisis de MEA (circunvolución del 40
cíngulo posterior)
[Fig. 11] Puntuaciones de memoria lógica II (resultados de subanálisis de personas de 60 años o mayores): hubo 
diferencia significativa entre ambos grupos (p < 0,01). La dificultad de la prueba realizada después de la ingestión fue 
mucho mayor que la de la prueba realizada antes de la ingestión.
[Fig. 12] Puntuaciones de memoria lógica II (resultados de subanálisis de personas de 60 años o mayores): en el grupo 45
de dieta de prueba, la función no se degradó en ninguna de las edades, mientras que hubo una tendencia a que se 
observara una hipofunción más fuerte para la edad más alta en el grupo de la dieta de placebo.

Modos para llevar a cabo la divulgación
50

[Principio activo]

La presente divulgación se refiere a un agente que utiliza como principio activo al menos uno seleccionado del grupo 
que consiste en un dipéptido imidazol y un metabolito del mismo. La expresión dipéptido imidazol utilizada en la 
presente memoria descriptiva se refiere a un dipéptido que consiste en un aminoácido que tiene un anillo de imidazol, 55
y otro aminoácido, unidos entre sí, a menos que se mencione especialmente.

El dipéptido imidazol como se usa en el presente documento se puede representar mediante la siguiente fórmula I o 
II.

60
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Fórmula I

[Fórmula 4]

Fórmula II5

En las fórmulas I y II, R1, R2 y R3 son independientemente H o alquilo C1-6, y X es H o -COR4, en donde R4 es H, un 
alquilo C1-6, bencilo que puede estar sustituido, o H2C=CH-.

En la Fórmula I, se prefiere que uno de R1 y R2 sea un alquilo C1-6, y el otro sea H. En la fórmula II, se prefiere que 10
uno de R2 y R3 sea un alquilo C1-6, y el otro sea H. Uno de los ejemplos preferidos de alquilo C1-6 es metilo.

Los ejemplos específicos de -COR4 como X incluye formilo, acetilo, propionilo, benzoílo y acriloílo.

En cuanto a los métodos para la producción de los compuestos representados por la fórmula I o II, se puede hacer 15
referencia a la Publicación de patente japonesa no examinada (Kohyo) N.º 2003-520221, la Publicación de patente 
japonesa no examinada (Kokai) N.º 2006-232686, la Publicación de patente japonesa no examinada (Kohyo) N.º 2006-
504701, 2008-517911, 2009-512459, la Publicación de patente japonesa no examinada (Kokai) N.º 2010-31004, 2011-
37891, 2011-37892, 2013-165728, 2014-12735.

20
La carnosina, la balenina y la homocarnosina, están incluidas en el alcance del dipéptido imidazol. La carnosina es un 
dipéptido que consiste en β-alanina e histidina. Dependiendo de la conformación de la histidina constituyente, la 
carnosina existe como isómero L o isómero D. En la presente divulgación y en sus explicaciones, cuando solo se 
utiliza el término "carnosina", se refiere a L-carnosina, a D-carnosina, o a una mezcla de ellas, a menos que se indique 
especialmente. Se sabe que la L-carnosina existe en el tejido muscular y nervioso de mamíferos, tales como seres 25
humanos, a concentraciones comparativamente altas.

La estructura de la L-carnosina (nomenclatura de la IUPAC: (ácido (2S)-2-[(3-amino-1-oxopropil)amino]-3-3H-imidazol-
4-il)propanoico) se muestra a continuación.

30
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La L-Anserina, que consiste en β-alanina e histidina metilada, se observa abundantemente en algunos animales. En 
la presente divulgación y en sus explicaciones, cuando solo se utiliza el término "anserina", se refiere a L-anserina, a 
D-anserina, o a una mezcla de ellas, a menos que se indique especialmente. La estructura de la L-anserina 5
(nomenclatura de la IUPAC: ácido (2S)-2-[(3-amino-1-oxopropil)amino]-3-(3-metil-4-imidazolil)propanoico) se muestra 
a continuación.

[Fórmula 6]
10

Tanto la carnosina como la anserina son solubles en agua (1 g/3,1 ml a 25 °C para la carnosina).

La expresión metabolito de dipéptido imidazol utilizada en la presente memoria descriptiva, se refiere a un tipo de 15
metabolito seleccionado del grupo que consiste en metabolitos de carnosina, anserina, balenina y homocarnosina, a 
menos que se indique especialmente. La β-alanina, la histidina, la histidina metilada y el ácido γ-aminobutírico (GABA), 
están incluidos en el alcance del metabolito de dipéptido imidazol.

La expresión "al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un dipéptido imidazol y un metabolito del mismo" 20
utilizada en la presente divulgación, se usa para referirse a uno o dos o más tipos de dipéptidos imidazol, metabolitos 
de los mismos, o ambos, a menos que se indique especialmente. Por ejemplo, la expresión "contener al menos uno 
seleccionado del grupo que consiste en un dipéptido imidazol y un metabolito del mismo como principio activo" 
significa, por ejemplo, contener carnosina como principio activo, pero no contener ningún otro de los dipéptidos 
imidazol, contener carnosina y anserina como principios activos, o similares. Cuando se hace referencia a la cantidad 25
o concentración para "al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un dipéptido imidazol y un metabolito del 
mismo", y hay dos o más tipos de dipéptidos imidazol, metabolitos de los mismos, o ambos, la cantidad o concentración 
se refiere a la cantidad o concentración total de todos los dipéptidos imidazol, metabolitos de los mismos, o ambos. 
Aunque en la presente memoria descriptiva puede hacerse una explicación para una realización que utilice un péptido 
imidazol, o carnosina o anserina entre los dipéptidos imidazol y metabolitos de los mismos, tal explicación también se 30
aplica a implementaciones que utilizan otro dipéptido imidazol o un metabolito del mismo.

En la presente divulgación, el dipéptido imidazol y un metabolito del mismo usados como principio activo pueden ser 
uno sintetizado o uno producido por fermentación, o uno obtenido a partir de un producto natural. Pueden ser uno 
aislado o uno purificado. Más concretamente, el dipéptido imidazol y un metabolito del mismo pueden ser uno 35
procedente de cualquiera de diversos animales tales como bovinos, equinos, porcinos, aves de corral, ballena y pez 
(tal como bonito, atún y anguila). Uno de los ejemplos preferidos es uno procedente del pollo. El dipéptido imidazol o 
un metabolito del mismo puede estar contenido en el agente como extracto, concentrado, producto poco purificado, o 
similar, de un producto natural.

40
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El agente de la presente divulgación puede utilizarse para la mejora de una función neurofisiológica. La mejora de una 
función neuropsicológica incluye la antidepresiva (mejora de la función mental) y la mejora de la función cognitiva. La 
mejora de una función neuropsicológica también incluye la supresión de la atrofia cerebral, la supresión de la 
hipofunción cerebral (potenciación de la conectividad funcional con el hipocampo) y la mejora del daño de las neuronas 5
provocado por inflamación, lo que se relaciona con una función neuropsicológica. La función neuropsicológica puede 
ser una relacionada con la enfermedad de Alzheimer o el envejecimiento. La mejora de una función neuropsicológica 
también incluye un tratamiento del envejecimiento de la función cerebral y/o demencia.

El efecto antidepresivo (mejora de la función mental) proporcionado por el agente de la presente divulgación puede 10
estimarse utilizando el cuestionario BDI (http://www.chibatc.co.jp/catalogue/04/l/67.html). Dado que una puntuación 
alta del cuestionario BDI representa una tendencia a la depresión, el grado de mejora de una función neuropsicológica 
puede estimarse, por ejemplo, realizando la consulta antes y después de la ingestión del agente de la presente 
divulgación y comparando las puntuaciones obtenidas antes y después de la ingestión. Puede esperarse un efecto del 
agente de la presente divulgación para mejorar una función mental, especialmente para un sujeto que tiene un ligero 15
trastorno del estado de ánimo.

El efecto del agente de la presente divulgación para mejorar la función cognitiva puede estimarse mediante el método 
ADAS-cog (forma siglada de Alzheimer's Disease Assessment Scale-cognitive subscale, Escala de evaluación de la 
enfermedad de Alzheimer-subescala cognitiva). El efecto del agente de la presente divulgación para mejorar la función 20
cognitiva, incluye aquéllos para mejorar la función degradada a tal grado que la memoria empeora con el 
envejecimiento, y a tal grado que la capacidad cognitiva se degrada patológicamente (demencia). El efecto mejorador 
del agente de la presente divulgación puede esperarse especialmente para la degradación de la función cognitiva 
relacionada con la enfermedad de Alzheimer o el envejecimiento.

25
El agente de la presente divulgación puede utilizarse para la supresión de la atrofia cerebral, la supresión de la 
hipofunción cerebral (potenciación de la conectividad funcional con el hipocampo) o la mejora del daño de las neuronas 
provocado por inflamación. Los efectos sobre ellos pueden evaluarse mediante los métodos bien conocidos por los 
expertos en la materia, tal como diagnóstico por la imagen. De acuerdo con el examen de los inventores de la presente 
divulgación, en un grupo de sujetos que incluía ancianos, las partes donde se suprimió la progresión de la atrofia se 30
observaron tanto en la sustancia gris como en la sustancia blanca cerebrales. No se observó tal efecto en un grupo al 
que se le administró un placebo que no contenía anserina ni carnosina.

El agente de la presente divulgación puede utilizarse para el tratamiento del envejecimiento de la función cerebral y la 
aparición de la demencia, más concretamente, para la prevención, el retraso o la inhibición del envejecimiento de la 35
función cerebral y la aparición de la demencia, o la prevención de su agravamiento. Dicho efecto puede confirmarse 
mediante la evaluación del cambio de la circulación sanguínea en la circunvolución del cíngulo posterior del sujeto o 
la evaluación de la memoria lógica (tarea de recuerdo diferido de palabras) en el caso de un sujeto de 60 años o 
mayor. De acuerdo con la investigación de los inventores de la presente divulgación, se descubrió que, en el caso de 
sujetos de 60 años o mayores, la circulación sanguínea se mantuvo en la circunvolución del cíngulo posterior en el 40
grupo de ingestión de la dieta de prueba que contenía dipéptido imidazol en un grado significativamente distinto del 
observado para el grupo de la dieta de placebo. Además, se descubrió que, en el caso de sujetos de 60 años o 
mayores, las puntuaciones de la memoria lógica se mantuvieron en el grupo de sujetos que ingirieron la dieta de 
prueba durante 3 meses en un grado significativamente distinto al observado para el grupo de la dieta de placebo.

45
El agente de la presente divulgación puede utilizarse para cambiar la expresión de un transportador. Los 
transportadores son proteínas de membrana que existen en la membrana celular junto con un canal o receptor. Sin 
embargo, a diferencia del canal, los transportadores no solo reconocen una sustancia endógena, sino también muchas 
sustancias exógenas, incluidos fármacos y sustancias químicas ambientales, como sustrato de transporte. Los 
transportadores se clasifican en dos grupos, la familia ABC (forma siglada de ATP binding cassette, casete de unión 50
a ATP), cuyos miembros llevan a cabo el transporte utilizando energía por hidrólisis de ATP, y la familia SLC (portador 
de solutos), cuyos miembros llevan a cabo el transporte sin utilizar la energía del ATP, y se han identificado 48 tipos 
de genes de transportadores ABC y 319 tipos de genes de transportadores SLC para el ser humano. Las 
enfermedades provocadas por anomalías de los transportadores aumentan con el envejecimiento, y se supone que 
los transportadores se relacionan con aproximadamente el 10 % de los genes relacionados con las enfermedades 55
asociadas al envejecimiento que se observan después de los 50 años.

El agente de la presente divulgación puede utilizarse especialmente para cambiar la expresión de al menos un, 
preferentemente tres o más, más preferentemente 5 o más, transportador(es) seleccionado(s) del grupo que consiste 
en SLC23A2, SLC43A2, SLC29A3, SLC35C1, SLC25A33, SLC25A23, SLC6A12 y SLC6A13, además, 60
preferentemente, todos ellos. El cambio de la expresión incluye expresión creciente y expresión decreciente.

El agente de la presente divulgación puede utilizarse para cambiar la expresión de una quimiocina. Las quimiocinas 
son proteínas básicas que presentan sus acciones a través de un receptor acoplado a proteína G y constituyen un 
grupo de citocinas. Inducen la migración de leucocitos, etc., y participan en la formación de la inflamación. Hasta ahora 65
se han descubierto muchas quimiocinas. De acuerdo con una diferencia estructural, se clasifican en quimiocinas CC,
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quimiocinas CXC, quimiocinas C y quimiocinas CX3C. Hasta ahora se han identificado no menos de 50 tipos de 
quimiocinas.

El agente de la presente divulgación puede utilizarse especialmente para cambiar la expresión de una quimiocina 
seleccionada del grupo que consiste en CXCL12 y CCL17, preferentemente ambas quimiocinas. El cambio de la 5
expresión incluye expresión creciente y expresión decreciente.

El agente de la presente divulgación puede utilizarse para cambiar la expresión de un gen relacionado con el
envejecimiento. Los genes relacionados con el envejecimiento se han identificado como genes implicados en el 
envejecimiento individual o el envejecimiento celular, y hasta ahora se han identificado muchos genes relacionados 10
con el envejecimiento.

El agente de la presente divulgación puede utilizarse especialmente para cambiar la expresión de un gen seleccionado 
del grupo que consiste en TSPO y P2RY1, preferentemente ambos genes relacionados con el envejecimiento. El 
cambio de la expresión incluye expresión creciente y expresión decreciente.15

El agente de la presente divulgación puede utilizarse para cambiar la expresión de un gen del sistema nervioso. Los 
genes del sistema nervioso son genes implicados en la neurogénesis, la diferenciación nerviosa, etc., y hasta ahora 
se han identificado muchos genes del sistema nervioso.

20
El agente de la presente divulgación puede utilizarse especialmente para cambiar la expresión del gen del sistema 
nervioso, CAMK1. El cambio de la expresión incluye expresión creciente y expresión decreciente.

El agente de la presente divulgación puede utilizarse para cambiar la expresión de un gen mitocondrial. Los genes 
mitocondriales son genes implicados en la biosíntesis, la fusión, el ciclo de los ATC y la respiración mitocondrial, y 25
hasta ahora se han identificado muchos genes mitocondriales.

El agente de la presente divulgación puede utilizarse especialmente para cambiar la expresión de al menos un, 
preferentemente 3 o más, más preferentemente 5 o más, gen(es) mitocondrial(es) seleccionado(s) del grupo que 
consiste en ACO2, ATP7A, POLG, IDH3G, UCP2, BCKDHA y TAP2, además, preferentemente, todos ellos. El cambio 30
de la expresión incluye expresión creciente y expresión decreciente.

El agente de la presente divulgación puede utilizarse para cambiar la expresión de un gen antienvejecimiento. Los 
genes antienvejecimiento son genes que realizan la supresión del envejecimiento celular y antienvejecimiento, y se 
han identificado muchos de estos genes.35

El agente de la presente divulgación puede utilizarse especialmente para cambiar la expresión de uno seleccionado 
del grupo que consiste en SMARCD1 y SIRT6, preferentemente ambos. El cambio de la expresión incluye expresión 
creciente y expresión decreciente.

40
El agente de la presente divulgación también puede utilizarse para controlar al menos un tipo de citocina seleccionada 
del grupo que consiste en IP-10 (CXCL10), IL-2, IL-5, IL-7, IL-8 (CXCL8), IL-13, G-CSF y MCP-1 (CCL2). El control 
incluye aumentar el nivel y disminuir el nivel.

El agente de la presente divulgación también puede utilizarse como un agente antinflamatorio o para suprimir el 45
aumento de la glucemia, o disminuirla.

La "mejora" o "tratamiento" para una enfermedad o afección al que se hace referencia en la presente divulgación, 
incluye reducir el riesgo de aparición, retrasar, prevenir o tratar la aparición y detener o retrasar su progresión. Las 
prácticas para la mejora o el tratamiento incluyen las prácticas médicas destinadas al tratamiento de enfermedades 50
realizadas por médicos de cabecera y las prácticas no médicas realizadas por personas que no sean médicos, tales 
como un especialista en dietética (especialista en dietética titulado), un sanitarista, personal de enfermería de 
maternidad, personal de enfermería, un titulado superior en análisis clínicos, un asesor de estética, un esteticista, un 
fabricante de alimentos y un comerciante de alimentos. El tratamiento incluye recomendaciones sobre la 
administración o ingestión de alimentos específicos, orientación sobre el método de ingestión de los alimentos, 55
orientación sobre la salud, orientación sobre la nutrición (incluida la orientación sobre la nutrición necesaria para el 
tratamiento médico de personas enfermas y la orientación sobre la nutrición para el mantenimiento y estímulo de la 
salud), servicios de alimentación y orientación necesaria sobre la mejora nutricional relacionada con la distribución de 
alimentos. Los objetos del tratamiento de acuerdo con la presente divulgación incluyen seres humanos (individuos), 
preferentemente seres humanos que deseen someterse a uno cualquiera de los tratamientos mencionados 60
anteriormente, o que necesiten someterse a uno cualquiera de los tratamientos mencionados anteriormente.

Los inventores de la presente invención midieron la actividad de la enzima que cataliza la descomposición de la 
carnosina en suero (en lo sucesivo denominada CNDP1) de sujetos, con el fin de verificar las diferencias individuales 
que afectan a la eficacia del dipéptido imidazol. Como resultado de la medición de la actividad, se confirmó que existían 65
diferencias individuales significativas entre los sujetos. La CNDP1 existe en la sangre y descompone un dipéptido 
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imidazol. Por lo tanto, la CNDP1 puede afectar a la concentración de dipéptidos imidazol en sangre después de la 
ingestión del dipéptido imidazol y, por lo tanto, afectar a la eficacia del dipéptido imidazol. Por lo tanto, se cree que la 
información sobre la actividad de CNDP1 en un sujeto es útil para determinar de antemano si el tratamiento por 
ingestión de un dipéptido imidazol es eficaz o no. Por lo tanto, la presente divulgación proporciona un método para 
determinar una función neuropsicológica de un sujeto basado en la actividad de la enzima que cataliza la 5
descomposición de la carnosina (CNDP1) del sujeto, y un método para predecir un efecto de mejora de la función 
neuropsicológica proporcionado a un sujeto al hacer que el sujeto ingiera el agente o la composición nutricional de la 
presente divulgación, basado en la actividad de la CNDP1 del objeto. Estos métodos pueden ser un método en el que 
se define de antemano un valor patrón de determinación y la determinación o predicción se realiza mecánicamente 
utilizando dicho valor.10

[Agente]

El término "agente" utilizado en la presente divulgación puede referirse al principio activo en sí mismo, o a uno que 
contenga el principio activo y otro ingrediente, a menos que se indique especialmente. Sin embargo, no incluye 15
alimentos existentes que contengan al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un dipéptido imidazol y un 
metabolito del mismo, tal como el propio pollo.

El agente de la presente divulgación puede contener un ingrediente distinto del principio activo, siempre que pueda 
presentar el efecto objetivo. El otro ingrediente puede ser cualquiera de diversos aditivos aceptables para alimentos y 20
diversos aditivos aceptables para fármacos. Los ejemplos de tal ingrediente incluyen excipientes, antioxidantes 
(agentes antioxidantes), perfumes, condimentos, edulcorantes, agentes colorantes, estabilizantes espesantes, 
agentes reveladores de color, agentes blanqueadores, agentes antifúngicos, bases de goma, agentes de sabor 
amargo, enzimas, abrillantadores, acidulantes, emulsionantes, potenciadores, agentes para la fabricación, 
aglutinantes, agentes tensores (agentes isotónicos), agentes tamponantes, auxiliares de disolución, conservantes, 25
estabilizantes, coagulantes, etc.

El otro ingrediente puede ser un ingrediente funcional distinto del principio activo. Los ejemplos de tal ingrediente 
funcional incluyen aminoácidos (por ejemplo, aminoácidos de cadena ramificada, ornitina), ácidos grasos insaturados 
(por ejemplo, EPA, DHA), vitaminas, oligoelementos metálicos, glucosamina y condroitinas.30

Cuando el agente de la presente divulgación consiste en el principio activo y otro ingrediente que no sea el principio 
activo, los expertos en la materia pueden determinar apropiadamente el contenido del principio activo desde el punto 
de vista de la facilidad de fabricación, facilidad de uso, etc., y puede ser, por ejemplo, del 0,1 al 99,9 %, 1 al 95 %, 10 
a 90 % o 51 a 90 %. El contenido de carnosina puede ser del 21% o más, y el contenido de anserina puede ser del 35
31 % o más.

Como se describe anteriormente, la forma del agente de la presente divulgación puede ser cualquiera de diversas 
formas distintas de las de los alimentos existentes. Por ejemplo, puede ser una composición farmacéutica, tal como 
un fármaco oral o una composición nutricional. El agente de la presente divulgación puede utilizarse añadiéndolo a 40
una composición farmacéutica tal como un fármaco oral o una composición nutricional. La "composición nutricional" a 
la que se hace referencia en la presente divulgación incluye no solo una sólida, sino también una en forma de líquido, 
tal como una bebida, a menos que se indique especialmente. La "composición nutricional" a la que se hace referencia 
en la presente divulgación también incluye alimentos saludables, suplementos y alimentos con especificaciones de 
propiedades saludables (incluidos alimentos con especificaciones de funciones nutricionales y alimentos para usos 45
saludables específicos), así como alimentos dietéticos (uno que logra el fin del tratamiento, que se cocina de acuerdo 
con un menú preparado por un dietista o similar, de acuerdo con una ficha dietética preparada por un médico), 
alimentos para terapia alimentaria, alimentos homogeneizados, dieta baja en sal, asistencia alimentaria, dieta reducida 
en calorías, alimentos dietéticos y materiales para estos, a menos que se indique especialmente.

50
Los ejemplos de la forma del agente de la presente divulgación, la composición farmacéutica y la composición 
nutricional, incluyen polvos, gránulos subtilizados, gránulos, comprimidos, cápsulas, preparaciones líquidas (incluidos 
elixires, limonadas, jarabes, emulsiones, suspensiones, soluciones y preparaciones bebibles), formulaciones 
gelatinosas, alimentos dietéticos, bebidas, productos de confitería, productos cárnicos, productos preparados con 
productos marinos, productos preparados con vegetales, platos del día, composiciones de condimentos y aditivos 55
alimentarios.

Los expertos en la materia pueden determinar apropiadamente la cantidad de ingestión del principio activo de la 
presente divulgación de acuerdo con la edad, el peso, el sexo, la enfermedad o afección a la que se aplica el agente, 
etc. del sujeto que lo ingiere. La cantidad de ingestión del principio activo puede ser, por ejemplo, de 200 mg/día o 60
mayor, preferentemente de 400 mg/día o mayor, más preferentemente de 500 mg/día o mayor, preferentemente 
además de 750 mg/día o mayor. Además, puede ser de 1.000 mg/día o mayor, de 2.000 mg/día o mayor, de 
5.000 mg/día o mayor o de 7.500 mg/día o mayor. En cualquier caso, puede ser de 10.000 mg/día o menor. 
Independientemente de cómo se defina la cantidad mínima, puede ser de 50.000 mg/día o menor, preferentemente 
de 30.000 mg/día o menor, más preferentemente de 20.000 mg/día o menor, más preferentemente de 10.000 mg/día 65
o menor. El principio activo de la cantidad de ingestión diaria mencionada anteriormente, puede ingerirse de una vez 
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o en varias veces como partes divididas.

Aunque los expertos en la materia pueden determinar apropiadamente la cantidad de principio activo contenida en el 
agente, en la composición farmacéutica o en la composición nutricional de la presente divulgación, esta puede ser, 
por ejemplo, de 1.000 mg/100 g o mayor, preferentemente de 1.500 mg/100 g o mayor, más preferentemente de 5
2.000 mg/100 g o mayor, aún más preferentemente de 2.500 mg/100 g o mayor, preferentemente además de 
3.000 mg/100 g o mayor, aún además preferentemente de 3.500 mg/100 g o mayor. Independientemente de la 
cantidad mínima, esta puede ser de 50.000 mg/100 g o menor, preferentemente de 40.000 mg/100 g o menor, más 
preferentemente de 30.000 mg/100 g o menor, preferentemente además de 20.000 mg/100 g o menor.

10
El agente, la composición farmacéutica o la composición nutricional de la presente divulgación, también puede 
contener un ingrediente distinto del principio activo. El ingrediente distinto del principio activo es, por ejemplo, creatina
o un ácido nucleico. El contenido de creatina puede ser, por ejemplo, de 10 mg o mayor, preferentemente de 20 mg o 
mayor, más preferentemente de 30 mg o mayor, aún más preferentemente de 60 mg o mayor, preferentemente 
además de 100 mg o mayor, aún además preferentemente de 200 mg o mayor, en la dosis diaria. Independientemente 15
de la cantidad mínima, esta puede ser de 2.000 mg o menor, preferentemente de 1.000 mg o menor, más 
preferentemente de 750 mg o menor, preferentemente además de 500 mg o menor. El contenido de un ácido nucleico 
puede ser, por ejemplo, de 0,15 mg o mayor, preferentemente de 0,30 mg o mayor, más preferentemente de 0,50 mg 
o mayor, aún más preferentemente de 1,0 mg o mayor, preferentemente además de 2,0 mg o mayor, aún además 
preferentemente de 3,0 mg o mayor, en la dosis diaria. Independientemente de la cantidad mínima, puede ser de 20
50 mg o menor, preferentemente de 40 mg o menor, más preferentemente de 20 mg o menor, preferentemente 
además de 10 mg o menor.

Cuando el agente, la composición farmacéutica o la composición nutricional de la presente divulgación, se utiliza como 
alimento dietético (uno que logra el fin del tratamiento, que se cocina de acuerdo con un menú preparado por un 25
dietista o similar, de acuerdo con una ficha dietética preparada por un médico), alimento para terapia alimentaria, 
alimento homogeneizado, dieta baja en sal, asistencia alimentaria, dieta reducida en calorías, alimento dietético o 
alimento deportivo (incluido alimento destinado a potenciar la capacidad de ejercicio aeróbico, alimento destinado a 
potenciar la resistencia en el ejercicio aeróbico, alimento para acumular la nutrición en el cuerpo el día de una 
competición deportiva, alimento para complementar la nutrición durante una competición deportiva y alimento 30
destinado a recuperarse del agotamiento después de finalizar una competición deportiva), el contenido del principio 
activo puede determinarse considerando la cantidad ingerida en una comida.

Un sujeto puede ingerir el agente, la composición farmacéutica o la composición nutricional de la presente divulgación 
reiteradamente o durante un largo período de tiempo. Especialmente, cuando se pretende potenciar la capacidad de 35
ejercicio, será preferible hacer que el sujeto lo ingiera antes del ejercicio, o que lo ingiera a diario.

Para el agente, la composición farmacéutica o la composición nutricional de la presente divulgación, puede indicarse 
que puede utilizarse para mejorar una función neuropsicológica, para la supresión de la atrofia cerebral, la supresión 
de la hipofunción cerebral, y para mejorar el daño de las neuronas provocado por inflamación, y también puede 40
indicarse que se recomienda la ingestión del mismo a, por ejemplo, ancianos de 65 años o mayores, o personas que 
tengan un ligero trastorno del estado de ánimo. La indicación puede ser una indicación directa o indirecta. Los ejemplos 
de indicación directa incluyen un informe sobre artículos tales como el propio producto, el envase, el recipiente, la 
etiqueta y el etiquetado, y los ejemplos de la indicación indirecta incluyen publicidad y propaganda en lugares tales, o 
por medios tales, como una página web, un escaparate, una exposición, un panel publicitario, un tablón de anuncios, 45
un periódico, una revista, una televisión, una radio, correo postal y correo electrónico.

[Método de producción]

El agente, la composición farmacéutica o la composición nutricional de la presente divulgación, pueden producirse 50
utilizando diversas técnicas conocidas. La etapa de ajuste de la concentración del principio activo a una concentración 
predeterminada puede realizarse en diversas fases del proceso de fabricación. Los expertos en la materia pueden 
diseñar apropiadamente las etapas para la producción del agente de la presente divulgación considerando la 
solubilidad, la estabilidad, la volatilidad, etc. del principio activo. De acuerdo con las investigaciones de los inventores 
de la presente divulgación, se confirmó que la anserina y la carnosina son suficientemente estables a una temperatura 55
normal, y que también son suficientemente estables en condiciones de cocción a una temperatura de 180 °C o menor. 
Además, se confirmó que pueden almacenarse de manera estable durante al menos 2 años y 9 meses en estado de 
solución.

Cuando el principio activo de la presente divulgación está constituido como un extracto de pollo, un ejemplo del método 60
para producir tal extracto de pollo comprende específicamente triturar pollo, añadir agua tibia al pollo, ajustar el pH de 
la mezcla si es necesario y permitir la extracción durante varios minutos a varios días con calentamiento según sea 
necesario. En cuanto a las condiciones de extracción, el tratamiento se realiza, por ejemplo, a una temperatura de 50 
a 100 °C durante 1 a 10 horas. El extracto obtenido puede purificarse o fraccionarse mediante filtración con tierra de 
diatomeas, ultrafiltración o similares, según sea necesario. El producto puede someterse a un tratamiento de 65
desmineralización y a un tratamiento con proteasa según sea necesario. Aunque la parte de la que se obtiene el pollo 
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como materia prima no está particularmente limitada, preferentemente contiene carne de pechuga, ya que contiene 
carnosina y/o anserina en abundancia. El extracto obtenido puede secarse a un producto seco mediante secado con 
aire caliente, secado por pulverización, liofilización o similares. Además, puede granularse en gránulos.

[Análisis de expresión]5

La presente divulgación también proporciona un método para la detección de la mejora o la degradación de una función 
neuropsicológica, que se basa en el análisis de la expresión de al menos un tipo de gen seleccionado del grupo que 
consiste en los genes de transportadores SLC23A2, SLC43A2, SLC29A3, SLC35C1, SLC25A33, SLC25A23, 
SLC6A12 y SLC6A13; genes de las quimiocinas CXCL12 y CCL17; genes TSPO y P2RY1 relacionados con el 10
envejecimiento; gen del sistema nervioso CAMK1; genes mitocondriales ACO2, ATP7A, POLG, IDH3G, UCP2, 
BCKDHA y TAP2; así como genes antienvejecimiento SMARCD1 y SIRT6, y un kit para la detección de la mejora o la 
degradación de una función neuropsicológica, que comprende un ácido nucleico que comprende al menos un tipo de 
secuencia de nucleótidos seleccionada de una secuencia completa o parcial de una cualquiera de las secuencias de 
nucleótidos de las SEQ ID NO: 1 a 20, y una secuencia completa o parcial de una secuencia de nucleótidos 15
complementaria a una cualquiera de las secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO: 1 a 20.

El análisis de expresión se realiza preferentemente analizando la expresión de al menos un tipo de gen de 
transportador seleccionado del grupo que consiste en SLC23 A2, SLC43A2, SLC29A3, SLC35C1, SLC25A33, 
SLC25A23, SLC6A12 y SLC6A13, al menos un tipo de gen de quimiocina seleccionado del grupo que consiste en 20
CXCL12 y CCL17, al menos un tipo de gen relacionado con el envejecimiento seleccionado del grupo que consiste en 
TSPO y P2RY1, un gen del sistema nervioso seleccionado de CAMK1, al menos un tipo de gen mitocondrial 
seleccionado del grupo que consiste en ACO2, ATP7A, POLG, IDH3G, UCP2, BCKDHA y TAP2, y al menos un tipo 
de gen antienvejecimiento seleccionado del grupo que consiste en SMARCD1 y SIRT6. Más preferentemente, el 
análisis de expresión se realiza analizando la expresión de todos estos genes.25

En el desarrollo de ingredientes de nuevos fármacos, composiciones alimenticias funcionales, etc., las acciones de 
los fármacos o ingredientes candidatos se controlan a nivel celular para evaluar la eficacia y seguridad de los mismos, 
y atrae la atención una técnica para cuantificar los genes expresados en las células antes y después de la 
administración de un fármaco o ingrediente para toda la región genómica y la determinación cuantitativa de la acción 30
del fármaco o ingrediente como un cambio de las cantidades de expresión de los genes. Al analizar las expresiones 
de una combinación de genes definidos en la presente divulgación utilizando un método como el mencionado 
anteriormente, pueden analizarse los efectos de un fármaco candidato sobre una función neuropsicológica.

En los aspectos de la presente divulgación relacionados con el análisis de expresión, el ácido nucleico que comprende 35
al menos un tipo de secuencia de nucleótidos seleccionada de una secuencia completa o parcial de una cualquiera 
de las secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO: 1 a 20, y una secuencia completa o parcial de una secuencia de 
nucleótidos complementaria a una cualquiera de las secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO: 1 a 20, puede ser 
una sonda que puede hibridar específicamente con un transcrito en una muestra como objeto de detección, o una 
pareja de cebadores que pueden actuar como cebadores para la amplificación de toda o una parte de tal transcrito 40
como se menciona anteriormente. El ácido nucleico puede ser ADN o ARN.

En los aspectos de la presente divulgación relacionados con el análisis de expresión, la longitud del ácido nucleico 
que comprende al menos un tipo de secuencia de nucleótidos seleccionada de una secuencia completa o parcial de 
una cualquiera de las secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO: 1 a 20, y una secuencia completa o parcial de 45
una secuencia de nucleótidos complementaria a una cualquiera de las secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO: 
1 a 20, utilizado como sonda es, por ejemplo, de 15 nucleótidos de longitud o más larga, preferentemente de 20 
nucleótidos de longitud o más larga, más preferentemente de 25 nucleótidos de longitud o más larga. Para permitir la 
detección y cuantificación de un ácido nucleico diana, el ácido nucleico de la sonda puede marcarse, por ejemplo, con 
un radioisótopo, una enzima, una sustancia fluorescente o una sustancia luminiscente.50
El ácido nucleico utilizado como sonda puede inmovilizarse en una fase sólida.

La longitud de los ácidos nucleicos utilizados como cebadores es, por ejemplo, de 15 a aproximadamente 100 
nucleótidos de longitud, preferentemente de 15 a 50 nucleótidos de longitud, y preferentemente consisten en una 
pareja de secuencias de nucleótidos diseñadas para que puedan amplificar un fragmento de ADN de 100 pb a varios 55
kpb.

Se puede preparar un ácido nucleico a utilizar mediante síntesis química, utilizando un sintetizador automático de 
ADN/ARN comercial o similar. Además, se puede preparar un chip (matriz) en el que se inmoviliza un ácido nucleico, 
sintetizando el ácido nucleico directamente sobre una fase sólida de silicio, vidrio o similar. Los ejemplos preferidos 60
de implementación en los que la sonda de ácido nucleico se inmoviliza sobre un sustrato incluyen una micromatriz de 
ADN.

Para analizar cuantitativamente la expresión de genes predeterminados utilizando una pequeña cantidad de muestra, 
puede utilizarse RT-PCR competitiva o RT-PCR en tiempo real. La muestra objeto de análisis puede ser sangre 65
extraída de un ser humano.
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[Uso como compuesto principal]

La presente divulgación proporciona un método para la búsqueda de un principio activo o similar para la mejora de 
una función neuropsicológica, especialmente un tratamiento del envejecimiento de una función cerebral y/o de la 5
demencia, etc. (método de cribado) utilizando el dipéptido imidazol mencionado anteriormente o un metabolito del
mismo como compuesto principal.

La expresión compuesto principal se refiere en general a un compuesto cuyos perfiles de actividades farmacológicas 
se han dilucidado y para el que se espera una mejora de la actividad o una reducción de la toxicidad como resultado 10
de la modificación química del mismo. El dipéptido imidazol y un metabolito del mismo tienen actividades 
farmacológicas para la mejora de una función neuropsicológica, especialmente un tratamiento del envejecimiento de 
una función cerebral y/o la demencia como se describe anteriormente, y se espera que la mejora de la actividad o la 
reducción de la toxicidad se proporcione mediante la modificación química de los mismos.

15
La modificación química significa, por ejemplo, la optimización de un compuesto principal mediante la modificación 
química del compuesto principal. La modificación química puede ser, por ejemplo, la sustitución o la deleción de una 
parte de aminoácidos, o la adición o la inserción de al menos un aminoácido. También se contempla la adición, 
sustitución o eliminación de un grupo funcional en un aminoácido, y la sustitución de un D-aminoácido o un aminoácido 
artificial por un aminoácido.20

Al realizar la optimización utilizando el dipéptido imidazol o un metabolito del mismo como compuesto principal de 
acuerdo con la presente divulgación, puede buscarse un principio activo que muestre propiedades fisicoquímicas, una 
farmacocinética, toxicidad, etc. superiores.

25
En lo sucesivo, la presente invención se explicará con referencia a los ejemplos. Sin embargo, el alcance de la presente 
invención no está limitado por los siguientes ejemplos.

Ejemplos
30

[Evaluación 1 con voluntarios sanos]

Se proporcionaron dietas de prueba que contenían dipéptidos imidazol procedentes de pollo (1000 mg como dosis 
diaria de carnosina y anserina) a los sujetos de prueba (28 hombres o mujeres voluntarios sanos de 40 años o mayores, 
divididos en dos grupos de grupo de dieta de prueba y grupo de la dieta de placebo) durante 3 meses, y se evaluaron 35
los cambios en la función cerebral, etc., antes, durante y después del período de prueba. Las composiciones de la 
dieta de prueba y la dieta de placebo se muestran en las siguientes tablas (como cantidades diarias).

[Tabla 1]
40
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1. Efecto antidepresivo (evaluación mediante el cuestionario BDI)

Antes y después del período de ingestión, se evaluó la tendencia a la depresión con el cuestionario BDI 
(http://www.chibatc.co.jp/catalogue/04/l/67.html). Una puntuación más alta del cuestionario BDI indica una mayor 
tendencia a la depresión.5

Los resultados se muestran en la Fig. 1. Los grados de mejora se compararon basándose en el cambio de la 
puntuación del BDI, es decir, puntuación obtenida antes de la ingestión (prueba 1) - puntuación obtenida después de 
la ingestión (prueba 2). Como resultado, se observó una tendencia a la mejora para el grupo de la dieta de prueba, 
mientras que apenas se observó mejora para el grupo de placebo. Además, se clasificaron los cambios antes y 10
después de la ingestión (un número más alto en la clasificación indica una mayor mejora). Como resultado, se observó 
una tendencia a que el grupo de dieta de prueba mostrara un cambio mayor. Incluso los sujetos sanos pueden tener 
una ligera tendencia a la depresión, y se considera que el dipéptido imidazol mejoró tal tendencia haciendo que las 
funciones del sistema nervioso por GABA sean completas.

15
2. Efecto de mejora de la función cognitiva (Evaluación utilizando la ADAS-cog)

Las funciones cognitivas se evaluaron antes y después del período de ingestión utilizando la ADAS-cog (Escala de 
evaluación de la enfermedad de Alzheimer-subescala cognitiva).

20
Los resultados se muestran en la Fig. 2. Se muestran las proporciones de sujetos cuyas puntuaciones mejoraron o se 
degradaron en 3 puntos o más. La proporción de sujetos del grupo de dieta de prueba cuyas puntuaciones mejoraron, 
fue mayor que la del grupo de placebo.

3. Efecto sobre la atrofia cerebral, etc.25

Se realizó un análisis de la estructura cerebral basado en un análisis de imagen tridimensional ponderada en T1 y de 
conectividad funcional basado en RMN funcional en estado de reposo. Como resultado del análisis longitudinal para 
la situación inicial y el cambio estructural después de tres meses realizado para 15 sujetos del grupo de dieta de 
prueba y 13 sujetos del grupo de la dieta de placebo, se descubrió que, la progresión de la atrofia se suprimió en 30
mayor grado en el grupo de dieta de prueba en comparación con el grupo de la dieta de placebo en la circunvolución 
frontal inferior derecha y la circunvolución temporal inferior izquierda para la sustancia gris (Fig. 3-1), y en la 
circunvolución del cíngulo posterior derecha para la sustancia blanca (Fig. 3-2).

En el análisis de conectividad funcional basado en RMN funcional en estado de reposo, se descubrió que, para la 35
situación inicial, la conectividad funcional con el hipocampo se redujo en la circunvolución del cíngulo posterior con el 
envejecimiento (Fig. 4). Se sabe que la circunvolución del cíngulo posterior participa en la reproducción de la memoria, 
y su función se reduce primero en la enfermedad de Alzheimer. En el grupo de dieta de prueba, la conectividad 
funcional con el hipocampo de esta parte, se potenció tres meses después en comparación con la del grupo de la dieta 
placebo. Esta parte coincidía con la parte de la sustancia blanca donde se observó el efecto de supresión de la atrofia 40
en el grupo de dieta de prueba (Fig. 3-2).

4. Análisis de la expresión génica

Se extrajeron muestras de sangre de 13 sujetos del grupo de dieta de prueba (no se pudieron preparar muestras para 45
2 sujetos) y de los 13 sujetos del grupo de placebo (aquellos presentes en el momento de la primera prueba y la prueba 
intermedia) utilizando tubos de extracción de sangre para ARN PAXgene (Nippon Becton Dickinson Company, Ltd., 
Tokio), se preparó ARN de alta calidad utilizando el kit PAXgene Blood RNA (Qiagen) y se analizó el cambio de la 
expresión génica utilizando una micromatriz.

50
Métodos

Como matriz se utilizó la micromatriz Oligo ADN hologenómica humana (4x44K) v2 (Agilent, CA, EE.UU.).

(1) Marcaje55

En primer lugar, se extrajo el ARN total de cada muestra de sangre del sujeto de prueba utilizando el kit PAXgene 
Blood RNA (Qiagen) y se marcaron 200 ng de cada ARN total utilizando el kit de marcaje Low-Input QuickAmp, One-
color de Agilent. En primer lugar, a 2 µl de solución madre One-Color Spike Mix preparada de antemano, se añadieron 
200 ng del ARN total en un volumen de 2,5 µl. A continuación, se añadieron 0,8 µl de cebador de promotor de T7, la 60
mezcla se incubó a 65 °C durante 10 minutos en un bloque térmico y a continuación se desactivó en hielo durante 5 
minutos. A continuación, se añadieron adicionalmente 4,7 µl de Mezcla Maestra de ADNc preparada de antemano y 
la mezcla se incubó en un bloque térmico a 40 °C durante 2 horas, y se trasladó a un bloque térmico a 70 °C para una 
incubación adicional durante 15 minutos. A continuación, la mezcla se desactivó durante 5 minutos en hielo y se 
añadieron a la mezcla 6 µl de Mezcla Maestra de Transcripción preparada de antemano. La mezcla se incubó durante 65
2 horas en un bloque térmico a 40 °C con protección contra la luz, a continuación, se llevó el volumen total de la mezcla 
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a 100 µl mediante la adición de 84 µl de agua sin nucleasas, adicionalmente, a la mezcla se añadieron 350 µl de 
tampón RLT y también se añadieron 250 µl de etanol. A continuación, el volumen total de la mezcla se aplicó a una 
columna RNeasy, durante 30 segundos se centrifugó a 4 °C y a 13 000 rpm, se lavó dos veces con 500 µl de un 
tampón RPE y finalmente se eluyó con 30 µl de agua sin ARNasa.

5
(2) Hibridación

A continuación, se realizó la hibridación de acuerdo con el protocolo recomendado por Agilent. En primer lugar, se 
fragmentó el ARN eluido anteriormente mezclándolo con mezcla de fragmentación, se incubó durante 30 minutos en 
un bloque térmico a 60 °C y se enfrió inmediatamente en hielo durante 1 minuto. A continuación, el ARNc de la mezcla 10
de fragmentación se mezcló con 2 x tampón de hibridación GE x HI-RPM para preparar una mezcla de hibridación. La 
mezcla de hibridación se aplicó al portaobjetos de la micromatriz, el portaobjetos se dispuso en una cámara de 
hibridación y a continuación se dispuso en un horno de hibridación, y se permitió la hibridación a 65 °C y a 10 rpm 
durante 17 horas.

15
(3) Lavado y exploración del portaobjetos de la micromatriz

El portaobjetos de la micromatriz se lavó utilizando el tampón de lavado para expresión génica preparado de antemano. 
En primer lugar, antes del final de la hibridación, el tampón de lavado para expresión génica 1, se rellenó en dos 
recipientes de vidrio para lavado, y el tampón de lavado para expresión génica 2, se rellenó a 37 °C en otro recipiente 20
de vidrio (en total, tres recipientes de vidrio para lavado). Una vez finalizada la hibridación, la cámara de hibridación 
se desmontó en el primer recipiente de vidrio para lavado, y se sacó el portaobjetos de la micromatriz y se lavó en el 
segundo recipiente de vidrio para lavado. El portaobjetos de la micromatriz se lavó adicionalmente en el tercer 
recipiente de vidrio para lavado, a continuación, se sacó lentamente de la superficie del agua para que se secara y 
finalmente se montó en un explorador de uso exclusivo, y se exploró el portaobjetos de la micromatriz.25

(4) Análisis de los datos

Los datos se convirtieron en números con el programa informático Feature Extraction de Agilent. La normalización se 
realizó de acuerdo con el método de cuantiles utilizando el programa informático de análisis estadístico R. Se 30
calcularon las puntuaciones Z y las proporciones de los valores de las señales normalizados, y se extrajeron los valores 
de las señales que mostraron una variación de ± 2 o más. Los datos obtenidos se analizaron utilizando la base de 
datos de anotaciones DAVID
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/).

35
En primer lugar, los números de referencia de GenBank de los genes para los que se confirmó un cambio, se 
introdujeron en la base de datos, y a continuación se realizó la agrupación para cada función para la que se produjo 
el cambio genético mediante la realización de agrupaciones de anotaciones funcionales. El análisis de rutas de KEGG 
(forma siglada de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, Enciclopedia de genes y genomas de Kioto), se realizó 
de manera similar utilizando DAVID.40

Resultados

En la Fig. 5 se muestran los genes que mostraron un cambio significativo debido a la ingestión de la dieta de prueba 
en comparación con el grupo de la dieta de placebo, que se determinaron basándose en el nivel de diferencia 45
significativa p < 0,05. A partir de los resultados de este análisis de la expresión génica, se descubrió que las 
expresiones de diversos tipos de moléculas transportadoras existentes en las células sanguíneas cambiaron 
significativamente. Se descubrió que, en particular, la cantidad de expresión del transportador de vitamina C, presente 
en la superficie de la membrana de los linfocitos, aumentó significativamente con la ingestión del dipéptido imidazol 
(SLC23A2 en la Fig. 5). Las expresiones de una pluralidad de genes relacionados con el metabolismo energético de 50
las mitocondrias (ACO2 (aconidasa) e IDH3G (isocitrato deshidrogenasa), que son enzimas del ciclo de los ATC) 
aumentaron. El dipéptido imidazol puede presentar la acción de estímulo de la salud utilizando tal mecanismo.

En cuanto a las quimiocinas, se observaron disminuciones de las expresiones de las quimiocinas CXC y las 
quimiocinas CC. Se sugiere que la dieta de prueba tiende a suprimir la inflamación.55

Además, se observó una potenciación de las expresiones de los genes relacionados con el envejecimiento. Se sugiere 
la supresión del envejecimiento mediante la dieta de prueba.

Además, se observó una potenciación de las expresiones de los genes antienvejecimiento. Se sugiere la acción 60
antienvejecimiento de la dieta de prueba.

Se conoce el efecto de recuperación de la fatiga muscular de la carnosina y se ha considerado que la recuperación 
de la fatiga es un efecto de neutralización del pH muscular. Sin embargo, dado que en las pruebas anteriores se 
observó una potenciación de los genes del sistema mitocondrial con la ingestión de la dieta de prueba, también se 65
sugiere una nueva función de la misma, ejercida para los músculos de potenciación de las funciones mitocondriales a 
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través del sistema de glucólisis. Además, a través de las pruebas anteriores, se aclaró que la expresión de SIRT6, 
conocido como gen de la longevidad, se potenciaba. Se sabe que, si este gen se sobreexpresa en un ratón, su vida 
se prolonga. Por lo tanto, también puede esperarse que pueda proporcionarse la prolongación de la vida mediante el 
uso de un dipéptido imidazol. Además, con respecto al cambio de las expresiones de diversos genes SLC 
proporcionado por la ingestión del péptido imidazol, también puede esperarse un denominado efecto de combinación 5
de alimentos, es decir, puede esperarse que, si se ingiere junto con carnosina, cambien las respuestas de ellos a 
diversas sustancias e ingredientes alimentarios fisiológicamente activos.

5. Cambio de la concentración de citocinas en suero
10

Se realizaron pruebas bioquímicas, pruebas de hemogramas, pruebas de glucemia y pruebas de coagulación en 
muestras de sangre obtenidas de los sujetos de prueba antes, durante (seis semanas después del inicio de la 
ingestión) e inmediatamente después del período de ingestión de alimentos de tres meses. Cuando se proporcionó la 
dieta de prueba, se observó una tendencia de disminución de la glucemia. Los otros índices no cambiaron antes ni 
después de la ingestión y, por lo tanto, se reconfirmó la seguridad de la ingestión de la dieta de prueba y la dieta de 15
placebo.

Se llevó a cabo un análisis cuantitativo de 27 tipos de citocinas y quimiocinas de las mismas muestras de sangre. El 
análisis cuantitativo de las concentraciones de citocinas en sueros de sangre periférica de sujetos de prueba, se realizó 
mediante el análisis múltiple basado en perlas utilizando la tecnología xMAP (Luminex). En este método, las citocinas 20
se analizan cuantitativamente de forma simultánea utilizando anticuerpos específicos unidos a perlas marcadas con 
distintas sustancias fluorescentes, de acuerdo con el principio de citometría de flujo. A continuación, se explican las 
ideas generales del método de análisis que utiliza el kit Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Grp I Panel 27-pLex (Bio-
Rad). Se colocaron perlas de anticuerpos de distintos tipos en pocillos de una placa de ensayo de 96 pocillos y se 
lavaron dos veces con el tampón de lavado Bio-Plex. A continuación, se añadieron suero y una solución patrón a cada 25
pocillo, y la placa se incubó en un agitador a temperatura ambiente durante 1 hora protegida de la luz. Las perlas se 
lavaron 3 veces con el tampón de lavado, a continuación, se añadieron soluciones de anticuerpo de detección y la 
placa se incubó en un agitador a temperatura ambiente durante 30 minutos protegida de la luz. Las perlas se lavaron 
3 veces con el tampón de lavado, a continuación, se añadió una solución de estreptavidina marcada con PE y la placa 
se incubó en un agitador a temperatura ambiente durante 10 minutos protegida de la luz. Las perlas se lavaron 3 veces 30
con el tampón de lavado, a continuación, se añadió el tampón de ensayo y la placa se agitó durante 10 segundos 
protegida de la luz. La intensidad de la fluorescencia de la PE de cada tipo de perlas se midió utilizando Bio-Plex 200 
System (Bio-Rad), y la concentración de cada citocina en el suero se obtuvo utilizando una curva patrón creada con 
muestras de cantidades conocidas. Se realizó un análisis estadístico mediante la prueba de la t para datos 
emparejados para los datos obtenidos antes y después de la ingestión, para cada sujeto de prueba, y las citocinas 35
para las cuales el grupo de dieta de prueba mostró diferencias se muestran en la Fig. 6.

Se descubrió que el nivel en sangre de muchos tipos de moléculas de citocinas y quimiocinas, incluidas IL-8 (CXCL8) 
así como IL-5, IL-7, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), MCP-1 (CCL2), etc., se redujo 
significativamente con la ingestión de la dieta de prueba. Además, se descubrió que, por otro lado, el nivel en sangre 40
de IP-10 (CXCL10) aumentó significativamente con la ingestión de la dieta de prueba. La dieta de placebo utilizada en 
esta prueba contenía histidina, por lo que contenía la misma cantidad de aminoácidos esenciales que la dieta de 
prueba, y se sabe que la histidina tiene actividad antinflamatoria. Por lo tanto, entre las moléculas anteriormente 
mencionadas, las concentraciones en sangre de IL-5, IL-7 y MCP-1 (CCL2), también se redujeron significativamente 
con la ingestión de la dieta de placebo.45

Se midieron las glucemias. Los resultados se muestran en la Fig. 7. El grupo de placebo mostró una tendencia 
creciente y el grupo de dieta de prueba mostró una tendencia decreciente. Por tanto, el grupo de dieta de prueba 
mostró una tendencia de mejora de la glucemia en comparación con el grupo de placebo. Dado que esta prueba piloto 
se realizó con personas sanas de mediana edad y ancianas como sujetos, las concentraciones de HbA1c 50
(hemoglobina sacarificada), que se utiliza como molécula marcadora de la diabetes, estaban dentro de un intervalo 
normal en la mayoría de los sujetos de prueba, y las concentraciones no cambiaron con la ingestión de la dieta de 
prueba.

[Evaluación con ratones patológicos]55

Se proporcionó una dieta alta en grasas (DAG) a ratones transgénicos (ratones modelo para la enfermedad de 
Alzheimer) para inducir hipofunción cerebral. Se administró carnosina (L-histidina-β-alanina) a los ratones y se evaluó 
la influencia de la carnosina.

60
Los resultados se muestran en las Fig. 8-1, 8-2, 8-3 y 8-4. En el grupo de dieta que contiene carnosina, las citocinas 
disminuyeron y se sugirió la supresión de la inflamación (Fig. 8-1). La supresión de la inflamación cerebral en el grupo 
al que se administró carnosina, también se demostró a través de los resultados de la prueba de RMN (Fig. 8-2, partes 
de color rojo). Los resultados del análisis por micromatriz indicaron que en el grupo con administración de carnosina 
se suprimió el aumento de las expresiones de los transportadores de GABA, tales como 7Slc6a12 y slc6a13, 65
observado en el modelo de la enfermedad de Alzheimer (Fig. 8-3). La cantidad de GABA que puede actuar como 
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transmisor disminuye por el aumento de las expresiones de los transportadores en los ratones modelo de la 
enfermedad de Alzheimer, y se sugirió la posibilidad de que la carnosina suprima tal disminución de la cantidad de 
GABA.

Se extrajo sangre de ratones que estuvieron en ayunas durante la noche y se determinó la concentración de insulina 5
en sangre con un kit (Morinaga). Como resultado del análisis de sangre, se descubrió que en el grupo con 
administración de carnosina se suprimió el aumento de la concentración de insulina en sangre observado en la 
enfermedad de Alzheimer inducida por una dieta alta en grasas (Fig. 8-4).

[Evaluación 2 con voluntarios sanos]10

La misma dieta de prueba que contenía dipéptidos imidazol procedentes de pollo, como se menciona anteriormente, 
se administró a sujetos de prueba (voluntarios sanos de 40 años o mayores, divididos en un grupo de dieta de prueba 
y un grupo de la dieta de placebo) durante tres meses, y antes, durante y después del período de ingestión, se evaluó 
el cambio de las funciones cerebrales, etc. Las composiciones de la dieta de prueba y la dieta de placebo (como 15
cantidades diarias) se muestran en la Tabla 1. Se realizaron una primera y una segunda prueba piloto.

El número total de los sujetos de prueba sometidos a la primera y segunda prueba, fue de 30 sujetos para el grupo de 
dieta de prueba y de 30 sujetos para el grupo de dieta de control (grupo de la dieta de placebo) (consultar las siguientes 
tablas).20

[Tabla 2]

25
[Tabla 3]

30
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En la segunda prueba piloto, se realizó una prueba de imágenes de RMN para medir directamente la circulación 
sanguínea cerebral, la cual cambia con la progresión de la demencia.

El cambio de la circulación sanguínea cerebral puede medirse mediante el método de marcaje de espín arterial, que 
es un método de medición del cambio de la circulación sanguínea con un aparato de RMN, utilizando magnetismo sin 5
usar un compuesto de marcaje, o similar.

Los resultados se muestran en las Fig. 9 y 10. Se descubrió que la circulación sanguínea en la circunvolución del 
cíngulo posterior, donde la circulación sanguínea cambia con la progresión y la aparición de una fase de predemencia, 
se mantuvo en el grupo de ingestión de la dieta de prueba con una diferencia significativa (p < 0,005) en comparación 10
con el grupo de la dieta de placebo.

2. Análisis de los subgrupos

Para los subgrupos de sujetos de prueba (60 años o mayores) que participaron en la primera y segunda pruebas piloto, 15
se evaluó la memoria lógica, que se degrada con la progresión y la aparición de una fase de predemencia (tarea de 
recuerdo diferido de palabras).

Los resultados se muestran en las Fig. 11 y 12. En esta prueba, la dificultad de la segunda prueba fue mayor que la 
de la primera prueba, y, por lo tanto, las puntuaciones tendieron a empeorar en la segunda prueba en comparación 20
con la primera prueba. Sin embargo, se descubrió que la degradación de las puntuaciones se suprimió en el grupo de 
ingestión de la dieta de prueba en comparación con el grupo de la dieta de placebo con una fuerte significación 
estadística (p < 0,01).

Los resultados de estos dos experimentos sugieren que el agente que contiene los dipéptidos imidazol procedentes 25
de pollo, tiene una acción de prevención del envejecimiento de las funciones cerebrales y de la aparición de la 
demencia.

[Ejemplos de preparación]
30

(1) Preparación de extracto de pollo

La dieta de prueba que contenía dipéptidos imidazol procedentes de pollo se preparó de acuerdo con el siguiente 
procedimiento.

35
Con una picadora de carne, se trituró carne de pechuga de pollo y se añadió agua tibia a la carne de pechuga de pollo 
en un peso de 1,5 veces el peso de la carne. La mezcla se calentó a 90 °C durante 4 horas, de ese modo se concentró 
hasta que el Brix fue del 20 % o mayor, y se sometió a filtración con tierra de diatomeas y ultrafiltración, de modo que 
finalmente tuvo una concentración de carnosina + anserina de aproximadamente el 10 % (% p/v).

40
(2) Cápsulas

Se mezcló carnosina (1,0 partes en peso), extracto de placenta (polvo, 0,2 partes en peso) y lactosa (1,3 partes en 
peso en una mezcla uniforme, y se rellenó en cápsulas duras de manera convencional para preparar cápsulas de 
250 mg de peso neto (100 mg de carnosina/cápsula).45

(3) Comprimidos

Se prepararon comprimidos que contenían 60 mg de una mezcla de carnosina y anserina para un comprimido (300 mg) 
junto con maltosa, dextrina, almidón, aceite vegetal que contenía vitamina E, isomalto oligosacáridos, dextrina 50
difícilmente digerible, calcio procedente marisco, trehalosa, éster de sacarosa, vitamina C, ácido cítrico, fosfato de 
calcio, perfume, goma laca, niacina, vitamina K, edulcorante, cloruro de potasio, vitamina A, pantotenato de calcio, 
biotina, pirofosfato de hierro, vitaminas B, vitamina D, carbonato de magnesio y ácido fólico.

Texto independiente del listado de secuencias55

SEQ ID NO: 1 -- SLC23A2, NM_203327
SEQ ID NO: 2 -- SLC43A2, NM_152346
SEQ ID NO: 3 -- SLC29A3, NM_018344
SEQ ID NO: 4 -- SLC35C1, NM_01838960
SEQ ID NO: 5 -- SLC25A33, NM_032315
SEQ ID NO: 6 -- SLC22A23, NM_015482
SEQ ID NO: 7 -- CXCL12, NM_199168
SEQ ID NO: 8 -- COL17, NM_002987
SEQ ID NO: 9 -- TSPO, NM_00071465
SEQ ID NO: 10 -- P2RY1, NM_002563
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SEQ ID NO: 11 -- CAMK1, NM_003656
SEQ ID NO: 12 -- ACO2, NM_001098
SEQ ID NO: 13 -- ATP7A, NM_000052
SEQ ID NO: 14 -- POLG, NM_002693
SEQ ID NO: 15 -- IDH3G, NM_0041355
SEQ ID NO: 16 -- UCP2, NM_003355
SEQ ID NO: 17 -- BCKDHA, NM_000709
SEQ ID NO: 18 -- TAP2, NM_018833
SEQ ID NO: 19 -- SMARCD1, NM_139071
SEQ ID NO: 20 -- SIRT6 y NM_01653910

Listado de secuencias

<110> The University of Tokyo
Kyushu University, National University Corporation15
NH Foods Ltd.
National Center of Neurology and Psychiatry

<120> Agente que contiene dipéptido imidazol
20

<130> 141979M

<150> JP 2014-069103
<151> 28/03/2014

25
<150> JP 2014-142910
<151> 11/07/2014

<160> 20
30

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 1488
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REIVINDICACIONES

1. Un agente para su uso en la prevención de la aparición de la demencia debida al envejecimiento, que contiene al 
menos un dipéptido imidazol.

5
2. Un agente para su uso en la supresión de una atrofia cerebral, que contiene al menos un dipéptido imidazol.

3. El agente para su uso de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde el agente es para la ingestión de 200 mg o 
más, como dosis diaria, del al menos un dipéptido imidazol.

10
4. El agente para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde al menos un tipo del 
dipéptido imidazol procede del pollo.

5. El agente para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que además contiene creatina 
y un ácido nucleico.15

6. El agente para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que es para un anciano o una 
persona con un ligero trastorno del estado de ánimo.
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