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ローヤルゼリー中に新たに見出された品質指標となる

タンパク質:ロイヤラクチン

鎌倉 呂樹

ローヤルゼリー (RJ)は,働き蜂が下咽頭腺

と大胆腺から分泌する女王蜂の幼虫を成育させ

るための食物である.RJは, タンパク質,糖

質,脂質,アミノ酸,ビタミン, ミネラルなど

を主成分とし(Takenaka,1982),他に抗腫療

活性や殺菌作用を有する10--イ ドロキシー2-

デセン酸 (10-HDA)(Townsendeta1.,1959;

Blum eta1.,1959)や抗菌作用を持っ分子量

5,500のペプチド(Fujiwaraeta1.,1990)な

どの生理活性物質やプロテアーゼ (Funakoshi

etalリ1993),グル コースオキ シダーゼ

(Takenakaeta1.,1986),α-グルコシダーゼ

(Kuboeta1.,1996)などの酵素を含んでいる

ことが報告されている.また,RJは血圧降下作

用 (Shinodaeta1.,1978),抗炎症作用 (Fujii

eta1.,1990),血清コレステロール低下作用

(Nakajineta1.,1982)など様々な薬理作用を

有することから,医薬品原料や栄養補助食品と

して幅広く活用されている.

RJの物理的性状や化学成分の組成は,保存

条件によって容易に変化する.RJを5℃以下

の低温で保存した場合,その成分含量に殆ど変

化は見られないが,室温 (約 25℃)で保存した

場合,粘度 ･酸度の上昇,メイラード反応の促

進などの物理的性状の変化,不溶性窒素量の増

加,遊離アミノ酸組成の変化などが観察され

る.この様な保存中の成分組成の変化は,RJの

品質の劣化に影響を与えるものと考えられる.

従って,RJの成分に影響を与えない環境で保

存することが,RJの品質管理の上で重要な課

題となっている.しかし,RJの品質の評価基準

や評価法に未だ適切なものがないのが現状であ

る.また,RJの品質に及ぼす保存条件の影響に

ついても未だ明らかになっていない.

そこで本研究では,RJの品質の評価基準と

なりうる指標物質を兄いだすことを目的とし

て,RJの保存中における成分組成の変化につ

いて,またその成分組成の変化が品質に及ぼす

影響について検討した.その結果,品質指標物

質 (ロイヤラクチン)を発見し,その生理活性

についても検討した.

蓑 1 高温保存条件下におけるローヤルゼリー中の各種ビタミンと

10--イドロキシー2-デセン酸 (10-HDA)の含有量の変化
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a)10-HDA含量はローヤルゼリーに対する重量%で示した
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ローヤルゼリーの鮮度を評価するための

指標物質の探索

RJは,保存条件に依存 して品質が劣化する.

そこで,RJの鮮度を評価するための指標物質

を兄いだすことを目的として,RJの成分組成

の変化に及ぼす保存条件の影響について検討 し

た.その結果,RJ中の有効成分である10-HDA

などの脂肪酸や9種類のビタミン類は,40℃で

7日間保存 してもその含有量に変化が見られな

かった (表 1).しかし,RJの水溶性タンパク質

をnative-PAGEで分析 した結果,40℃の保存

条件下ではroyaljellyprotein-1(R∫p-1)と

royaljellyprotein-2(RJP-2)と命名 した2種

類のタンパク質のみが特異的に分解されること

を兄いだした (図1).さらに,RJを4-50℃の

範囲内の種々の温度で 1-7日間保存 したサン

プルを作成 し,RJタンパク質のHPLC分析を

行った結果,RJP-1は保存温度と保存期間に比

例 して特異的に分解されていた (図2A).一

方,R∫p-2はRJの保存温度とは無関係に分解

されていた (図2B).これらの結果から,RJP-

1はRJの鮮度を評価するための指標物質とな

りうることが示唆された.次に,RJからRJP-1

の分離精製を行い,諸性質を調べた結果,RJP-

1は等電点が5.1である分子サイズ57kDaの
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図 1 Native-PAGEに

よるローヤルゼリータ

ンパク質の分析

レーン1,-20℃

保存RJ;レーン2,

40℃･1日間保存RJ;

レーン3,40℃･2

日間保存RJ;レーン
4,40℃･7日間保存

RJ.RJP-1とRJP-2

の位置は矢印で示し
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単量 体 の糖 タ ンパ ク質 で あ った (図3,

Kamakura,eta1.,2001a).57kDaタンパク

質のアミノ酸組成を分析した結果,これまでに

報告されたRJ中のタンパク質の中には,同一

のアミノ酸組成を示すタンパク質はなかった.

さらに,57kDaタンパク質のN末端アミノ酸

配列を決定 した結果,米倉によって報告された

RJ中 の350kDaタ ンパ ク質 (ア ピシ ソ:

Yonekura,M.1998)のN末端アミノ酸配列

と5残基まで一致していた.しかし,57kDaタ

ンパク質に対する抗体を用いたウェスタンブロ

ッティングを行ったところ,350kDaタンパク

質は57kDaタンパク質に対する抗体により認

識されなかったことから,57kDaタンパク質

は,350kDaタンパク質とは異なる新規なタン
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図2 様々な温度条件下で保存したRJ中のRJP-1とRJP-2の含有量の変化

RJ中の (A)RJP-1含有量と (B)R∫p-2含有量をHPLC分析によって測定した.RJサンプルは4℃ (●),

室温 (■),30℃(▲).40℃ (○),50℃ (□)で7日間保存した.n-3
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図3 精製RJP-1の電気泳動による分析

RJと精製RJP-1をnative-PAGE (A)

とSDS-PAGE(B)により分析した.レー

ンM,マーカータンパク質;レーン1,3%

(W/V)RJ溶液;レーン2,精製RJP-1.
RJP-1は分子サイズ57kDaの単量体のタ

ンパク質であった.

バ ク質 で あ る こ とが 明 らか と な っ た

(Kamakura,eta1.,2001C).

ローヤルゼ リーの抗疲労効果と

57kDaタンパク質含量 との関係

RJは滋養強壮に効果があることが知 られて

いる.しかし,その滋養強壮効果や抗疲労効果

は,生化学的に明確な評価がなされていない.

そこで,RJの成分組成の変化が抗疲労効果に

及ぼす影響を明らかにすることを目的として,

マウス運動量測定流水槽を用い,RJの抗疲労

効果について検討 した.マウスを 15分遊泳さ

せた後,30分間休息させ,その後再度遊泳させ

た時の限界遊泳時間と再度 15分遊泳した後の

運動性疲労に関与する生化学的パラメーターを

測定することによって,抗疲労効果を評価 し

た.投与サンプルは,藻取後-20℃で保存した

RJ(-20RJ),40℃で7日間保存したRJ(40-

7dRJ),RJと同等の摂取エネルギーになるよ

うカゼイン,コーンスターチ,大豆油から調製

したサンプル (コントロール)を用いた.その

結果,-20RJ投与群の遊泳時間はコントロール

群や40-7dRJ投与群の遊泳時間より有意に増

加していた (図4).また,再度 15分間遊泳し
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図4 -20RJと40-7dRJのマウス限界遊泳時間

に対する効果

マウスは遊泳前の48時間,24時間,0.5時間前

にコントロール溶液 (カゼイン,コーンスター

チ,大豆油から調製したサンプル),-20RJ又は

40-7dRJを投与された.15分遊泳後,30分休

息し,再度遊泳した時のマウスの限界遊泳時間

を測定した.値は,7?8匹のマウスの平均値と標

準誤差を実測値で示した.-20RJは-20℃で保存

したRJ,40-7dRJは40℃で7日間保存したRJ

を示す.コントロール群との有意差:*p<0.05.

40-7dRJ投与群との有意差:Ip<0,05.

た後の生化学的パラメーターを測定した結果,

血中乳酸量は-20RJ投与群で,他の2群より有

意に低下していた.誹腹筋のグリコーゲン濃度

ち-20RJ投与群で他の2群より有意に高く,血

糖値は,40-7dRJ投与群で他の2群に比べ有意

に低かった.これらの結果から,高品質のRJ

には抗疲労効果があることが明らかとなった,

一万,40-7dRJにはこの抗疲労効果が見られな

かった.本実験に使用 したRJサンプルの成分

分析の結果,57kDaタンパク質は40℃で7日

間保存する問にその90%が分解されていた.

また,-20℃で保存したRJは,RJP-2より16

倍 (重量比)高く57kDaタンパク質を含有し

ていた.さらに,57kDaタンパク質の含有量の

異なるRJを含む粉餌でマウスを2週間飼育

し,その期間内のマウスの遊泳時間を測定 し

た.その結果,飼育 2週間目におけるマウスの

遊泳時間の増加率は,RJ中の57kDaタンパク

質含量に比例した.これらの結果から,57kDa

タンパク質が抗疲労効果についてのRJの品質

を評価するための指標物質になりうることが示

唆された (Kamakura,etalリ2001b).



(L･10
T
X
LtJu!a
T

〔hd
ぎ
＼
u
J(lp)唱
和
V
N

O

**jE *** ***

vp]_/)i BSA 剛 4017dRJ p57 trPy5p7sTnHCF

ラッ ト初代培養肝細胞に対する

57kDaタンパク質の増殖因子様作用

57kDaタンパク質が特異的に分解されてい

るRJがマウスの抗疲労効果を示さなかったこ

とから,RJ中の57kDaタンパク質が疲労に対

し何らかの作用を示すことが考えられる.通勤

中に生成 した乳酸は,コリサイクルで肝臓に運

ばれて糖新生によってグルコースに変換された

後,筋肉に運ばれる.この乳酸の代謝には肝臓

が重要である.上皮増殖因子 (EGF)は肝臓で

のピルビン酸キナーゼを不活性化することによ

り糖新生を活性化 し, さらにTCAサイクルも

活性化す る.また,RJは投与後比較的短時
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図5 ラット初代培養肝細胞に対する57kDaタンパ

ク質のDNA合成促進作用

Contro】(無添加),BSA(牛血清アルブミン,1.5

mg/ml),RJ(ローヤルゼリー,1.5mg/ml),40-7

dRJ(40℃･7日間保存RJ,1.5mg/ml),p57(精製

57kDaタンパク質,0.05mg/ml),p57+trypsin
(37℃で6時間トリプシン処理した精製57kDaタン

パク質,0.05mg/ml),HGF(肝細胞増殖因子,10
ng/ml).値は3回の実験の結果の平均値と標準誤差

を実測値で示した.コントロールとの有意差: … p

<0.001.

間で抗疲労作用を示 した.これらのことから,

RJ中の57kDaタンパク質は遊泳中のマウス

に対 しEGF様の作用を示 したのではないかと

推測された.そこで,57kDaタンパク質の生理

機能を明らかにすることを目的として,ラット

初代培養肝細胞に対する57kDaタンパク質の

影響について検討 した.

ラット初代培養肝細胞を無血清条件下で培養

した場合,57kDaタンパク質は肝細胞のDNA

合成を促進 した (図 5).脱糖鎖 した57kDaタ

ンパク質はDNA合成促進作用を示 したが,57

kDaタンパク質を トリプシンで処理 した場合

はその作用を示さなかった.さらに,57kDaタ

ンパク質によるDNA合成促進作用は濃度依存
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図6 ラット初代培養肝細胞の生細胞数･生存率に対する57kDaタンパク質の影響

分離された肝細胞を無血清条件下で5日間培養し,培養期間内の生細胞数 (A),生存率 (B)を測

定した.△,Control(無添加);◇,BSA(牛血清アルブミン,1.5mg/ml);口,RJ(ローヤルゼリ

ー,1.5mg/ml);○,p57(精製57kDaタンパク質,0.5mg/ml).値は2[司の実験の結果の平均値を

実測値で示した.各値の標準偏差は実測値の10%以下であった.



的に増加した.これらの結果から,57kDaタン

パク質がマイ トジェンとして肝細胞に対 し

DNA合成促進作用を示すことが示唆された.

57kDaタンパク質によるDNA合成促進作用

は,肝細胞の細胞濃度が低濃度 (3×104cells/

cm2)の場合でより顕著であった.これは,肝再

生を促進する因子として知られるEGFや肝細

胞増殖因子 (HGF)でも見られる現象である.

また,低細胞濃度で培養された肝細胞は部分切

除後の再生肝に相当することから,57kDaタ

ンパク質は肝再生を促進する可能性があると考

えられた.さらに,肝細胞を5日間培養した際

の生細胞数,生存率の変化を測定したところ,

57kDaタンパク質によって肝細胞の生細胞数,

生存率が維持された (図6).また,その培養期

間内で57kDaタンパク質は肝機能のマーカー

であるアルブミンの分泌を促進していた.従っ

て,57kDaタンパク質には肝機能を向上させ

る作用もあることが示唆された.これらの作用

は,EGFやHGFの肝細胞に対する作用と同様

であった (Kamakura,etalリ2001C).以上の

結果は,遊泳中のマウスに対し,57kDa蛋白質

がEGF様の作用を示したことを支持する結果

であると考えられる. そして, この57kDaタ

ンパク質をロイヤラクチン (royalactin:工9ヱ坦
jelly-derived, hepatocyte-activating pro-

te垣)と命名した.

この様に,ロイヤラクチンはRJの鮮度指標

として重要であるばかりでなく,品質にとって

も重要な成分であることが分かった.今後,こ

のロイヤラクチンを用いて品質管理を行うこと

により,新鮮で品質の高いRJの生産 ･供給が

可能になると思われる.
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I_'二

Inordertoldentifyamarkerthatcouldbe

usedtoevaluatethequalityofroyaljelly(RJ),

therelationshipbetweenthecomposition,the

physiologicalactlVltyandthefreshnessofRJ

wasinvestlgated.FlrStOfall,thecomposition

cllangeOfRJduringstoragewasmvestlgated

tofindamarkerforfreshnessofRJ.Thecon-

tentsof10-hydroxy-2-decenoicacid,abioactjve

compollentOfRJ,andseveralvitalTlinsdidnot

changeduringstorageat40oCfor7daysHow-

ever,aspecificproteln,designatedroyaljelly

protein-1 (R∫p-1),was gradually degraded

duringstorageundervarlOuSCOnditions(from

4oC to50℃ forupto7days).Thespecific

degradatlOnOfR∫p-1wasproportionaltoboth

storagetemperatureandstorageperlOd R∫p-1

waspurifiedtohomogeneityandcharacterized

asamonomericglycoproteinwithamolecular

massof57kDa.Next,theantHatigueeffectof

RJonmaleStdddYmicewasinvestlgatedAll

micewereforcedtoswim for15minonce,and

thenthemax一mum SWlmmlngtimetofatigue

wasmeasuredafterarestperiod.Theswim-

mingenduranceoftheRJgroupslgnificantly

increased compared with thoseoftheother

groups.Themice ln theRJgroup showed

significantlydecreasedaccumulatlOnOfserum

lactate and serum ammonia and decreased

depletlOnOfmuscleglycogenafterswimmlng

comparedwiththeothergroups,whereasthere

wasnosignificantdlfferencebetweenthe40-7d

RJ(RJstoredat40oCfor7days)groupandthe

controlgroupintheseparametersafterswユm一

ming.TheseresultssuggestthatRJcanamellO-

ratethephysicalfatigueafterexercISeandthlS

anti-fatigue effectofRJinmiceseemstobe

associatedwiththefreshnessofRJ,possibly

with thecontentof57-kDaprotein Further-

more,57-kDa protein stimulated hepatocyte

DNAsynthesisandprqlongstheproliferatlOnOf

hepatocytes,aswellasincreasingalbumlnPro-

duction.Therefore,57-kDaprotelnmaybesuit-

ableforamarkerofRJquality Theauthor

have named the 57-kDa protein royalactin

(工9ヱ旦主_jelly-derlVed,hepatocyte一旦些1Vatlng PrO-

teln)




