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(57)【要約】
【課題】ローヤルゼリーを含む遺伝子の発現抑制剤およ
び発現促進剤並びにそれらの検出方法の提供。
【解決手段】ローヤルゼリーまたはその画分を含んでな
る発現抑制剤は、配列番号１～５からなる群から選択さ
れる少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現抑制
作用を有し、ローヤルゼリーまたはその画分を含んでな
る発現促進剤は配列番号６～１３からなる群から選択さ
れる少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現促進
作用を有する。これらの遺伝子の発現抑制剤または発現
促進剤は、抗炎症作用、角化異常蓄積抑制作用、創傷治
癒促進作用、および／または保湿作用を有する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ローヤルゼリーを含んでなる、配列番号１～５からなる群から選択される少なくとも一
つの塩基配列を含む遺伝子の発現抑制剤。
【請求項２】
　分子量３０００未満のローヤルゼリー中の画分を含んでなる、配列番号１～５からなる
群から選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現抑制剤。
【請求項３】
　熱処理に対して安定なローヤルゼリー中の画分を含んでなる、配列番号１および２から
なる群から選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現抑制剤。
【請求項４】
　熱処理に対して不安定なローヤルゼリー中の画分を含んでなる、配列番号４の塩基配列
を含む遺伝子の発現抑制剤。
【請求項５】
　非ペプチド性のローヤルゼリー中の画分を含んでなる、配列番号４の塩基配列を含む遺
伝子の発現抑制剤。
【請求項６】
　ペプチド性のローヤルゼリー中の画分を含んでなる、配列番号１および２からなる群か
ら選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現抑制剤。
【請求項７】
　抗炎症作用および／または角化異常蓄積抑制作用を有する、請求項１～６のいずれか一
項に記載の遺伝子発現抑制剤。
【請求項８】
　ローヤルゼリーを含んでなる、配列番号６～１３からなる群から選択される少なくとも
一つの塩基配列を含む遺伝子の発現促進剤。
【請求項９】
　分子量３０００未満のローヤルゼリー中の画分を含んでなる、配列番号６～１３からな
る群から選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現促進剤。
【請求項１０】
　熱処理に対して安定なローヤルゼリー中の画分を含んでなる、配列番号６～１３からな
る群から選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現促進剤。
【請求項１１】
　非ペプチド性のローヤルゼリー中の画分を含んでなる、配列番号６～１３からなる群か
ら選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現促進剤。
【請求項１２】
　創傷治癒促進作用および／または保湿作用を有する、請求項８～１１のいずれか一項に
記載の遺伝子の発現促進剤。
【請求項１３】
　投与方法が経皮投与である、請求項１～７のいずれか一項に記載の遺伝子発現抑制剤。
【請求項１４】
　投与方法が経皮投与である、請求項８～１２のいずれか一項に記載の遺伝子発現促進剤
。
【請求項１５】
　細胞における遺伝子発現を抑制または促進する、ローヤルゼリー中の分画および／また
は化合物の検出方法であって、
（ａ）前記細胞をローヤルゼリー中の分画および／または化合物の存在下において培養す
る工程、そして
（ｂ）前記工程（ａ）により得られる細胞において、遺伝子発現の抑制または促進を検出
する工程
を含んでなり、
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　前記工程（ｂ）において遺伝子発現の抑制が検出された場合には、その分画および／ま
たは化合物をその遺伝子発現を抑制するものとして検出し、前記工程（ｂ）において遺伝
子発現の促進が検出された場合には、その分画および／または化合物の遺伝子発現を促進
するものとして検出する、方法。
【請求項１６】
　前記工程（ｂ）が、前記工程（ａ）により得られる細胞における遺伝子発現の強度と、
該ローヤルゼリーの分画および／または化合物の非存在下で培養された細胞における遺伝
子発現の強度とを比較することを含んでなる、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　細胞における老化を抑制する、ローヤルゼリー中の分画および／または化合物の検出方
法であって、
（ｃ）非若年期由来細胞をローヤルゼリー中の分画および／または化合物の存在下または
非存在下において培養する工程、並びに若年期由来細胞をローヤルゼリー中の分画および
／または化合物の非存在下において培養する工程、そして
（ｄ）前記工程（ｃ）により得られる細胞において、遺伝子発現の抑制または促進を検出
する工程
を含んでなり、
　前記工程（ｄ）において、該ローヤルゼリー中の非存在下の若年期由来細胞の遺伝子発
現が、該分画および／または化合物の非存在下の非若年期由来細胞の遺伝子発現と比較し
て抑制または促進されていた場合に、該分画および／または化合物の存在下においての非
若年期由来細胞の遺伝子発現強度が、該分画および／または化合物の非存在下における若
年期由来細胞の遺伝子発現強度と比較して同程度となる該ローヤルゼリー中の分画および
／または化合物を検出することを特徴とする、方法。
【請求項１８】
　前記細胞が哺乳類細胞である、請求項１５～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記哺乳類細胞がヒト由来の細胞である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記遺伝子が、抗炎症作用、角化異常蓄積抑制作用、創傷治癒促進作用、および／また
は保湿作用を有するタンパク質をコードする遺伝子である、請求項１５～１９のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記遺伝子が配列番号１～１３からなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列を
含む遺伝子である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記工程（ｂ）または前記工程（ｄ）が、マイクロアレイおよび／またはリアルタイム
ＰＣＲを用いて検出するものである、請求項１５～２１のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の背景】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は、遺伝子発現抑制剤および遺伝子発現促進剤並びにそれらの検出方法に関する
。
【０００２】
　背景技術
　現在、ローヤルゼリー（RJ）は、健康食品、医薬品、化粧品など世界中で広く利用され
ており、血管拡張、血圧降下、抗菌作用等の薬理作用、および栄養生理的作用が報告され
ている。
【０００３】
　これまでに、ローヤルゼリーのアルカリ可溶化分画から抽出されたコラーゲン産生促進
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活性を有する因子およびその作用機序が報告されている（Biosci. Biotechnol. Biochem.
 (2004) 68(4). 767-773（非特許文献１）。また、ローヤルゼリー蛋白質加水分解物の化
粧品用途、特に、美白化粧料、スキンケア化粧料、抗老化化粧料、美肌化粧料シワ改善／
シワ予防用化粧料が開示されている（特開２００８－１１０９２７号公報（特許文献１）
）。
【０００４】
　しかしながら、ローヤルゼリーおよびローヤルゼリーの分画による抗炎症作用、創傷治
癒促進作用、保湿作用、または角化異常蓄積抑制作用を有する遺伝子の発現抑制剤または
発現促進剤並びにそれらの検出方法について本発明者らの知る限りでは報告はない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００８－１１０９２７号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Biosci. Biotechnol. Biochem. (2004) 68(4). 767-773
【発明の概要】
【０００７】
　本発明者は、今般、特定の遺伝子の発現抑制剤および発現促進剤並びにそれらの検出方
法を見出した。本発明はかかる知見に基づくものである。
【０００８】
　従って、本発明は、特定の遺伝子の発現抑制剤および発現促進剤並びにそれらの検出方
法の提供をその目的としている。
【０００９】
　そして、本発明の第一の態様によれば、ローヤルゼリーを含んでなる配列番号１～５か
らなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現抑制剤である。
【００１０】
　また、本発明の別の態様によれば、ローヤルゼリーを含んでなる配列番号６～１３から
なる群から選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現促進剤である。
【００１１】
　さらに、本発明の別の態様によれば、細胞における遺伝子発現を抑制または促進する、
ローヤルゼリー中の分画および／または化合物の検出方法であり、
（ａ）前記細胞をローヤルゼリー中の分画および／または化合物の存在下において培養す
る工程、そして
（ｂ）前記工程（ａ）により得られる細胞において、遺伝子発現の抑制または促進を検出
する工程
を含んでなり、
　前記工程（ｂ）において遺伝子発現の抑制が検出された場合には、その分画および／ま
たは化合物がその遺伝子発現を抑制するものとして検出され、前記工程（ｂ）において遺
伝子発現の促進が検出された場合には、その分画および／または化合物が遺伝子発現を促
進するものとして検出される方法である。
【００１２】
　また、本発明の別の態様によれば、細胞における老化を抑制する、ローヤルゼリー中の
分画および／または化合物の検出方法であり、
（ｃ）非若年期由来細胞をローヤルゼリー中の分画および／または化合物の存在下または
非存在下において培養する工程並びに若年期由来細胞をローヤルゼリー中の分画および／
または化合物の非存在下において培養する工程、そして
（ｄ）前記工程（ｃ）により得られる細胞において、遺伝子発現の抑制または促進を検出
する工程
を含んでなり、
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　前記工程（ｄ）において、該ローヤルゼリー中の分画および／または化合物の非存在下
の若年期由来細胞の遺伝子発現が、該非存在下の非若年期由来細胞の遺伝子発現と比較し
て抑制または促進されていた場合に、該存在下においての非若年期由来細胞の遺伝子発現
強度が、該非存在下における若年期由来細胞の遺伝子発現強度と比較して同程度となる該
ローヤルゼリー中の分画および／または化合物を検出でする方法である。
【００１３】
　本発明の方法によれば、遺伝子発現抑制剤および遺伝子発現促進剤並びにそれらの検出
方法を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１は、２１歳ヒト女性線維芽細胞（２１Ｆ）のHuman interleukin 1 receptor
遺伝子の発現量を１００とした場合の、「６９Ｆ」、「RJ溶液」、「95℃10分間処置」、
「Protease K処置」、「分子量3000以上」、および「分子量3000未満」の遺伝子の相対的
発現量を表す。「６９Ｆ」は６９歳ヒト女性線維芽細胞（６９Ｆ）の相対発現量を表し、
「RJ溶液」は下記RJ溶液分画を加えた培地で培養した６９Ｆの相対発現量を表し、「95℃
10分間処置」は下記95℃10分間処置分画を加えた培地で培養した６９Ｆの相対発現量を表
し、「Protease K 処置」は下記Protease K処置分画を加えた培地で培養した６９Ｆの相
対発現量を表し、「分子量3000以上」は下記分子量3000以上分画を加えた培地で培養した
６９Ｆの相対発現量を表し、「分子量3000未満」は下記分子量3000未満分画を加えた培地
で培養した６９Ｆの相対発現量を表す。
【図２】図２は、図１と同様、２１ＦのHuman Actin alpha遺伝子の発現量を１００とし
た場合の、「６９Ｆ」、「RJ溶液」、「95℃10分間処置」、「Protease K処置」、「分子
量3000以上」、および「分子量3000未満」の遺伝子の相対的発現量を表す。
【図３】図３は、図１と同様、２１ＦのHuman Na+/H+ exchanger遺伝子の発現量を１００
とした場合の、「６９Ｆ」、「RJ溶液」、「95℃10分間処置」、「Protease K処置」、「
分子量3000以上」、および「分子量3000未満」の遺伝子の相対的発現量を表す。
【図４】図４は、図１と同様、２１ＦのHuman tumor necrosis factor遺伝子の発現量を
１００とした場合の、「６９Ｆ」、「RJ溶液」、「95℃10分間処置」、「Protease K処置
」、「分子量3000以上」、および「分子量3000未満」の遺伝子の相対的発現量を表す。
【図５】図５は、図１と同様、２１ＦのHuman interleukin 3遺伝子の発現量を１００と
した場合の、「６９Ｆ」、「RJ溶液」、「95℃10分間処置」、「Protease K処置」、「分
子量3000以上」、および「分子量3000未満」の遺伝子の相対的発現量を表す。
【図６】図６は、図１と同様、２１ＦのHuman keratin 2遺伝子の発現量を１００とした
場合の、「６９Ｆ」、「RJ溶液」、「95℃10分間処置」、「Protease K処置」、「分子量
3000以上」、および「分子量3000未満」の遺伝子の相対的発現量を表す。
【発明の具体的説明】
【００１５】
遺伝子の発現促進剤および発現抑制剤
　本発明による遺伝子発現抑制剤または遺伝子発現促進剤に含まれるローヤルゼリーおよ
びローヤルゼリー中の画分は、特に限定されず、いずれの種類のミツバチ由来のものであ
ってもよい。
【００１６】
　本発明によるローヤルゼリーを含む遺伝子の発現抑制剤が抑制する遺伝子は、配列番号
１～５からなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子であれば特に限
定されないが、好ましくは配列番号１～５からなる群から選択される少なくとも一つの塩
基配列からなる遺伝子である。これらの遺伝子の発現を抑制することにより、抗炎症作用
および／または角化異常蓄積抑制作用が発揮される。
【００１７】
　また、ローヤルゼリー中の分子量３０００未満の画分は、配列番号１～５からなる群か
ら選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現を抑制でき、好ましくは配列
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番号１～５からなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列からなる遺伝子の発現を
抑制できる。これらの遺伝子の発現を抑制することにより、抗炎症作用および／または角
化異常蓄積抑制作用が発揮される。
【００１８】
　さらに、熱処理に対して安定なローヤルゼリー中の画分は配列番号１および２からなる
群から選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現を抑制でき、好ましくは
配列番号１および２からなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列からなる遺伝子
の発現を抑制できる。これらの遺伝子の発現を抑制することにより、抗炎症作用および／
または角化異常蓄積抑制作用が発揮され、好ましくは抗炎症作用が発揮される。ここで、
前記熱処理とは、６０℃以上の熱を加えることをいい、好ましくは９５℃以上の熱を加え
ることをいう。また、熱処理に対して安定とは、前記熱処理を行った場合にも変性しない
ことをいう。
【００１９】
　また、熱処理に対して不安定なローヤルゼリー中の画分は配列番号４の塩基配列を含む
遺伝子の発現を抑制でき、好ましくは配列番号４の塩基配列からなる遺伝子の発現を抑制
できる。これらの遺伝子の発現を抑制することにより、抗炎症作用および／または角化異
常蓄積抑制作用が発揮され、好ましくは角化異常蓄積抑制作用が発揮される。ここで、前
記熱処理とは、前述と同様の意味を表す。また、熱処理に対して不安定とは、前記熱処理
を行った場合に変性することをいう。
【００２０】
　また、非ペプチド性のローヤルゼリー中の画分は、配列番号４の塩基配列を含む遺伝子
の発現を抑制でき、好ましくは配列番号４の塩基配列からなる遺伝子の発現を抑制できる
。これらの遺伝子の発現を抑制することにより、抗炎症作用および／または角化異常蓄積
抑制作用が発揮され、好ましくは角化異常蓄積抑制作用が発揮される。非ペプチド性のロ
ーヤルゼリー中の画分とは、プロテアーゼ等により処理した場合でも、分解されないロー
ヤルゼリー中の画分をいう。プロテアーゼによる処理は、プロテアーゼによる処理であれ
ば、そのプロテアーゼの種類は限定されないが、好ましくはプロテアーゼKにより処理す
ることが好ましい。
【００２１】
　また、ペプチド性のローヤルゼリー中の画分は、配列番号１または２からなる群から選
択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現を抑制でき、好ましくは配列番号
１または２からなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列からなる遺伝子の発現を
抑制できる。これらの遺伝子の発現を抑制することにより、抗炎症作用および／または角
化異常蓄積抑制作用が発揮され、好ましくは抗炎症作用が発揮される。ペプチド性のロー
ヤルゼリー中の画分とは、プロテアーゼ等により処理した場合に、分解されるローヤルゼ
リー中の画分をいう。
【００２２】
　さらに、本発明によるローヤルゼリーを含む遺伝子発現促進剤が促進する遺伝子は、配
列番号６～１３からなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子であれ
ば特に限定されないが、好ましくは配列番号６～１３からなる群から選択される少なくと
も一つの塩基配列からなる遺伝子である。これらの遺伝子の発現を促進することにより、
創傷治癒促進作用および／または保湿作用が発揮される。
【００２３】
　また、ローヤルゼリー中の分子量３０００未満の画分は、配列番号６～１３からなる群
から選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現を促進でき、好ましくは配
列番号６～１３からなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列からなる遺伝子の発
現を促進できる。これらの遺伝子発現を促進することにより創傷治癒促進作用および／ま
たは保湿作用が発揮される。
【００２４】
　また、熱処理されたローヤルゼリーの画分は、配列番号６～１３からなる群から選択さ
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れる少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現を促進でき、好ましくは、配列番号６
～１３からなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列からなる遺伝子の発現を促進
できる。これらの遺伝子の発現を促進することにより創傷治癒促進作用および／または保
湿作用が発揮される。ここで、熱処理とは、前述と同様の意味を表す。
【００２５】
　さらに、非ペプチド性のローヤルゼリー中の画分は、配列番号６～１３からなる群から
選択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子の発現を促進でき、好ましくは配列番
号６～１３からなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列からなる遺伝子の発現を
促進できる。これらの遺伝子発現を促進することにより、創傷治癒促進作用および／また
は保湿作用が発揮される。非ペプチド性のローヤルゼリー中の画分とは、前述と同様の意
味を表す。
【００２６】
　本発明による発現抑制剤または発現促進剤は、ローヤルゼリーまたはローヤルゼリーの
各画分をそのまま用いてもよく、また他の賦形剤、結合剤等とともに、経口または非経口
投与に適した剤形とされてよい。
【００２７】
　前記賦形剤としては、例えば乳糖、白糖、ブドウ糖、コーンスターチ、マンニトール、
ソルビトール、デンプン、α化デンプン、デキストリン、結晶セルロース、軽質無水ケイ
酸、ケイ酸アルミニウム、ケイ酸カルシウム、メタケイ酸アルミン酸マグネシウム、また
はリン酸水素カルシウム等を挙げることができる。
【００２８】
　本発明による発現抑制剤または発現促進剤の投与方法は、特に限定されないが、好まし
くは経皮投与である。
【００２９】
検出方法
　本発明による検出方法は、細胞における遺伝子発現を抑制または促進する、ローヤルゼ
リー中の分画および／または化合物の検出方法であって、
（ａ）前記細胞をローヤルゼリー中の分画および／または化合物の存在下において培養す
る工程、そして
（ｂ）前記工程（ａ）により得られる細胞において、遺伝子発現の抑制または促進を検出
する工程
を含んでなり、
　前記工程（ｂ）において遺伝子発現の抑制が検出された場合には、その分画および／ま
たは化合物をその遺伝子発現を抑制するものとして検出し、前記工程（ｂ）において遺伝
子発現の促進が検出された場合には、その分画および／または化合物の遺伝子発現を促進
するものとして検出する方法である。
【００３０】
　また、本発明の好ましい態様によれば、前記工程（ｂ）が、前記工程（ａ）により得ら
れる細胞における遺伝子発現の強度と、該ローヤルゼリーの分画および／または化合物の
非存在下で培養された細胞における遺伝子発現の強度とを比較することを含んでなる検出
方法である。
【００３１】
　さらに、本発明の別の態様によれば、細胞における老化を抑制する、ローヤルゼリー中
の分画および／または化合物の検出方法であって、
（ｃ）非若年期由来細胞をローヤルゼリー中の分画および／または化合物の存在下または
非存在下において培養する工程、並びに若年期由来細胞をローヤルゼリー中の分画および
／または化合物の非存在下において培養する工程、そして
（ｄ）前記工程（ｃ）により得られる細胞において、遺伝子発現の抑制または促進を検出
する工程
を含んでなり、
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　前記工程（ｄ）において、該ローヤルゼリー中の非存在下の若年期由来細胞の遺伝子発
現が、該分画および／または化合物の非存在下の非若年期由来細胞の遺伝子発現と比較し
て抑制または促進されていた場合に、該分画および／または化合物の存在下においての非
若年期由来細胞の遺伝子発現強度が、該分画および／または化合物の非存在下における若
年期由来細胞の遺伝子発現強度と比較して同程度となる該ローヤルゼリー中の分画および
／または化合物を検出することを特徴とする方法である。
【００３２】
　本発明の好ましい態様によれば、前記工程（ａ）および工程（ｃ）において用いられる
細胞は、特に限定されないが、哺乳類細胞であることが好ましい。このような哺乳類細胞
としては、様々なものが当技術分野において知られており、例えば、マウス、ラット、ウ
サギ、サル、ヒト等由来の細胞が挙げられ、その中でもヒト由来の細胞が特に好ましい。
また、細胞種は特に限定されないが、例えば、線維芽細胞、ケラチノサイト等の細胞が挙
げられ、中でも線維芽細胞が好ましい。
【００３３】
　本発明の検出方法に用いられる若年期由来細胞とは、概ね各生物の平均寿命の１／２未
満の週齢または年齢の個体から採取した細胞であるが、例えばヒトでは３０歳以下の個体
から採取した細胞を表し、好ましくは２５歳以下の個体から採取した細胞を表す。また、
非若年期由来細胞とは、概ね各生物の平均寿命の１／２以上の週齢または年齢の個体から
採取した細胞であるが、例えばヒトでは３１歳以上の個体から採取した細胞を表し、好ま
しくは４０歳以上の個体から採取した細胞を表す。
【００３４】
　本発明の検出方法における培養は、当技術分野において周知の標準的な方法、例えば、
ローヤルゼリーと、細胞とをインキュベートすることによって行うことができる。培養に
おける培地、温度、時間、ローヤルゼリーの量、細胞の量、および添加物などは、当業者
であれば適切に選択することができる。
【００３５】
　本発明の検出方法の遺伝子発現に用いられる遺伝子は、特に限定されないが、抗炎症作
用、角化異常蓄積抑制作用、創傷治癒促進作用、および／または保湿作用を有するタンパ
ク質をコードする遺伝子が好ましく、より好ましくは配列番号１～１３からなる群から選
択される少なくとも一つの塩基配列を含む遺伝子であり、さらにより好ましくは配列番号
１～１３からなる群から選択される少なくとも一つの塩基配列からなる遺伝子である。
【００３６】
　遺伝子の発現が同程度とは、ローヤルゼリー中の分画および／または化合物の非存在下
の非若年期由来細胞の遺伝子発現強度と比較して、該存在下の非若年期由来細胞の遺伝子
発現強度が、ローヤルゼリー中の分画および／または化合物の非存在下の若年期由来細胞
の遺伝子発現に、わずかでも近づいた場合には「同程度」とする。好ましくは、該存在下
の非若年期由来細胞の遺伝子相対発現量が、非存在下の若年期由来細胞の遺伝子相対発現
量と比べて、±４０％以内であることが好ましく、より好ましくは±３０％以内であり、
さらにより好ましくは±２０％以内である。
【００３７】
　本発明の方法における工程（ｂ）および工程（ｄ）は、工程（ａ）および工程（ｃ）に
より得られる細胞の遺伝子発現の抑制または促進を検出する方法であれば特に限定されな
いが、マイクロアレイおよび／またはリアルタイムＰＣＲを用いて検出することが好まし
い。
【実施例】
【００３８】
　以下、実施例によって本発明をより詳細に説明するが、これら実施例により本発明が限
定されるものではない。
【００３９】
ＤＮＡマイクロアレイ解析
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　ＤＮＡマイクロアレイ解析には、財団法人ヒューマンサイエンス振興財団より購入した
６９歳ヒト女性線維芽細胞（６９Ｆ）と、２１歳ヒト女性線維芽細胞（２１Ｆ）とを用い
た。前記二種の細胞を培養するための培地として、ＭＥＭ培地（ＤＳファーマバイオメデ
ィカル株式会社製）に非必須アミノ酸を１％(w/v)と、非動化した子ウシ血清(FBS)（MORE
GATE）を10%(v/v)となるように加えた培地（ｍ－ＭＥＭ培地）を用いた。
【００４０】
　前記ｍ－ＭＥＭ培地において、６９Ｆと、２１Ｆとが２．５×１０５cells/10cm dish
の濃度となるように調製して、ＣＯ２インキュベータを用い、５％ＣＯ２、３７℃にて培
養した。６時間培養後、６９Ｆを培養しているｍ－ＭＥＭ培地をローヤルゼリー（RJ）（
（株）クヰンビーガーデン社製、中国浙江省産）添加ｍ－ＭＥＭ培地（1.0mg/mL）または
RJ無添加ｍ－ＭＥＭ培地に交換し、さらにＣＯ２インキュベータを用い、５％ＣＯ２、３
７℃にて４８時間培養した。培養後、前記６９Ｆと２１ＦとからRNeasy Mini Kit（キア
ゲン社製）を用いてＲＮＡを抽出し、Whole Genome Oligo DNA マイクロアレイ（遺伝子
数：４万４千）ヒト用（Agilent社製）を用い、One-Color Microarray-Based Gene Expre
ssion Analysis(Cy3-labeled)により、13種の遺伝子に関してDNAマイクロアレイ解析を行
った。DNAマイクロアレイ解析の解析結果を下記表１に示す。
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【表１】

【００４１】
RJの成分分画の調製
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　RJ 3gを100mlの蒸留水に溶解した後、遠心分離（5000rpm、10分間、4℃）し、その上清
（上清１）を以下の各工程で反応させ、RJの成分分画のRJ 溶液分画、95℃10分間処置分
画、Protease K処置分画、分子量3000以上分画、および分子量3000未満分画を調製した。
・RJ 溶液分画：ＭＥＭ培地により上記上清１を1.0mg/mlの濃度となるように調製した。
・95℃10分間処置分画：上記上清１を95℃、10分間過熱し、その後遠心分離（15000rpm、
10分、4℃）した。その上清を、その濃度が1.0mg/ml となるようにＭＥＭ培地に添加した
。
・Protease K処置分画：上記上清１にProtease K (和光純薬工業株式会社製)を1ug/mlの
濃度となるように添加し、37℃で1回反応させ、その後遠心分離（15000rpm、10分間、4℃
）し、その上清を、その濃度が1.0mg/ml となるようにＭＥＭ培地に添加した。
・分子量3000以上分画：上記上清１を分子量3000の限外ろ過膜が結合したチューブ（Amic
on Ultra:日本ミリポア株式会社製）で遠心分離（15000rpm、30分間、4℃）し、その濃縮
液を、その濃度が1.0mg/mlとなるようにＭＥＭ培地に添加した。
・分子量3000未満分画：上清１を分子量3000の限外ろ過膜が結合したチューブ（Amicon U
ltra:MILLIPORE）で遠心分離（15000rpm、30分間、4℃）し、その通過液を、その濃度が1
.0mg/mlとなるようにＭＥＭ培地に添加した。
【００４２】
若年期由来細胞および老年期由来細胞の培養
　財団法人ヒューマンサイエンス振興財団より購入した６９歳ヒト女性線維芽細胞（６９
Ｆ）と２１歳ヒト女性線維芽細胞（２１Ｆ）とを用いた。前記二種の細胞を培養するため
の培地として、ＭＥＭ培地（ＤＳファーマバイオメディカル株式会社製）に非必須アミノ
酸を1％(w/v)と、非動化した子ウシ血清(FBS)（MOREGATE）を10%(v/v)となるように加え
た培地（ｍ－ＭＥＭ培地）を用いた。
【００４３】
　前記ｍ－ＭＥＭ培地において、６９Ｆと２１Ｆとが２．５×１０５cells/10cm dishの
濃度となるように調製して、ＣＯ２インキュベータを用い、５％ＣＯ２、３７℃にて培養
した。６時間培養後、６９Ｆを培養しているｍ－ＭＥＭ培地をRJ （（株）クヰンビーガ
ーデン社製、中国浙江省産）添加ｍ－ＭＥＭ培地（1.0mg/mL）、上記成分分画（RJ 溶液
分画、95℃10分間処置分画、Protease K処置分画、分子量3000以上分画、および分子量30
00未満分画）添加培地ｍ－ＭＥＭ培地、またはRJ無添加ｍ－ＭＥＭ培地に交換した。さら
に、上記細胞を、ＣＯ２インキュベータを用いて、５％ＣＯ２、３７℃にて４８時間培養
した。培養後、前記６９Ｆと２１ＦとからRNeasy Mini Kit（キアゲン社製）を用いてRNA
を抽出した。
【００４４】
RT-PCR
逆転写反応
　上記RNAからのcDNAの合成は、PrimeScript RT reagent Kit（タカラバイオ株式会社製
）を用いて行った。以下のような組成の溶液を調製した。一反応20μl当たり200ngのtota
l RNAを添加し、逆転写反応（37℃、15分間、85℃、1分間）を行い、cDNAを合成した。
　化合物名　　　　　　　　　　　　　　　　　　 添加量
　5×PrimeScript Buffer　　　　　　　　　　　　4.0μl
　PrimeScript RT Enzyme MixI　　　　　　　　　 1.0μl
　Oligo dT Primer　　　　　　　　　　　　　　　1.0μl
　Random 6 mers　　　　　　　　　　　　　　　　1.0μl
　total RNA (100ng/ul)　　　　　　　　　　　　 2.0μl
　RNase Feed H2O　　　　　　　　　　　　　　　　 1μl 
　合計　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20μl
【００４５】
リアルタイム（RT）-PCR反応
RT-PCRに用いたプライマーは以下のとおりである。
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・GCACCGTCAAGGCTGAGAAC (Forward)（配列番号１４）
・TGGTGAAGACGCCAGTGGA (Reverse) （配列番号１５）
Human interleukin 1 receptor (IL1R)
・ AAGGAAGCCTCCTCCACGTT(Forward) （配列番号１６）
・ CATCCATATTCCCCCCAAAA(Reverse) （配列番号１７）
Human Actin alpha (Actin)
・ CACTGAGCGTGGCTACTCCTT (Forward) （配列番号１８）
・ CGCCATCTCGTTCTCGAAGT(Reverse) （配列番号１９）
Human aquaporin 9 (アクアポリン)
・ TCCTCCCTGGGACTGAACAG(Forward) （配列番号２０）
・ AGGGCCCACTACAGGAATCC(Reverse) （配列番号２１）
Human Na+/H+ exchanger (Na+/H+ exchanger)
・ AGCATGGATGCCCAAAGCTA(Forward) （配列番号２２）
・ ATCCTTCGCATATGGTTCCAA(Reverse) （配列番号２３）
Human tumor necrosis factor (TNF2)
・ TCTCGAACCCCGAGTGACA(Forward) （配列番号２４）
・ GGCCCGGCGGTTCA(Reverse) （配列番号２５）
Human interleukin 3 (IL-3)
・ GGGTTAACTGCTCTAACATGATCGA(Forward) （配列番号２６）
・ GAAGTCCAGCAAAGGCAAAGG(Reverse) （配列番号２７）
Human keratin 2 (keratin)
・ CGAGCTGAACCGCGTGAT(Forward) （配列番号２８）
・ CTTGTTCCTGGCATCCTTGAG(Reverse) （配列番号２９）
【００４６】
　逆転写反応で合成したcDNAを滅菌MilliQ水で5倍希釈を5段階行い、希釈溶液のRT-PCRを
実施した。各サンプルについて検量線を作成し、細胞中のmRNA量を定量化した。RT-PCR用
の96穴プレート（Applied Biosystems社製）に下記の組成の溶液(SYBR Premix Ex Taq: 
タカラバイオ株式会社製)を18μl/wellで分注した。その後、各2μl/wellのcDNA希釈液を
入れ、ピペッティングで混合した。cDNAを鋳型として、以下のPCR条件にてABI PRISM 750
0 (Applied Biosystems社製) を用いてRT-PCRを行い、肝細胞中の目的因子のmRNA発現量
を定量した。結果を図１～６に表す。
【００４７】
　＜反応液＞　　　　　　　　　　1反応　　（45反応分）
　SYBR Premix Ex Taq　　　　　　10μl　　　　 450μl
　Primer Forward 50 μM　　　 0.08μl　　　　 3.6μl
　Primer Reverse 50 μM　　　 0.08μl　　　　 3.6μl
　DyeII　　　　　　　　　　　 0.40μl　　　　　18μl
　滅菌MilliQ水　　　　　　　　7.44μl　　　 334.8μl 
　合計量　　　　　　　　　　　　18μl　　　　 810μl
【００４８】
PCR条件
　95℃で10秒間反応後、95℃で5秒間（熱変性）反応させ、60℃で35秒間（40サイクル）
（アニーリングおよび伸長反応）反応させた後、95℃で15秒間、そして60℃で60秒間反応
後、95℃で15秒間反応させた。
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