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ス トレスとローヤルゼ リー

池田 勇五 ･鷲塚 呂隆 ･古市 浩康 ･福田 陽一 ･桑原 優

近年,人類はこれまでに経験することのなか

ったさまざまな形のス トレスに悩まされてい

る.すなわち,老齢化,インスタント食品,高

カロリーのグルメ,大気汚染,過度の冷暖房,

夜間照明,時差ぼけ,さらに社会構造がもたら

す精神的ストレスなども一つの生命体にとって

は重大なストレスである.このようなストレス

に満ちた環境下における日常的な健康管理は重

要な課題の一つとなっている.一方,数千年の

歴史の過程において,人類は種々の植物や動物

の生み出す物質をより自然の状態で ｢食品｣と

してあるいは ｢薬｣として利用し続けながら少

なからず健康管理に役立ててきている.利用さ

れ始めた当初は今でいう科学的な根拠というよ

りも,試行錯誤の経験から定着 していった利用

法であったと思われる.そして今尚利用されて

いる物質の中にミツバチが作り出すローヤルゼ

リー (royaljelly;以下 RJと略す)がある.

RJは ｢自然金品｣あるいは ｢健康食品｣の名

のもとに広く利用されている他に,｢医薬品｣と

して品質と薬効の科学的保証の基に登録され

(日本医薬情報センター,1995),広く紹介され

ている (陳,1995).また,RJの効能について

は古代エジプトの時代よりさまざまに語り伝え

られてきているが,とくに 1954年の ｢ローマ

法王ビオ12世の奇跡の蘇生｣以来, より科学

的な解析が始められるようになった.

しかしながら,その数千年にわたる利用にも

かかわらず,公表されている科学的データは充

分とはいえない.また,RJのように寿命の長い

医薬品はその時代の最新の科学的手法によって

見直すことが望まれる.そこで本報では,現代

のストレスに注目して実験動物モデルを作製

し,RJの効果の確認および作用機序の一端の

解明を試みることにした.

1. 環境温度ス トレスモデル

(鷲塚ら,1996)

高温多湿の夏季にみられる,いわゆる ｢夏ば

て｣のモデルとして,通常 23℃で飼育している

Fischer344系雄性ラット (9週齢,体重 195

g)に対して,飼育温度を32-33℃,相対湿度

90%以上に設定 した高温ストレスモデルを作

製した.また,秋口や春先における気温の不安

定期や,冷暖房の完備された室内から外気への

接触など,急激な温度変化に曝されることによ

って生 じるストレス状態のモデルとして,飼育

温度を4℃と23℃の間で 1時間毎に交互に 1

日4[司交代させる環境温度交代ス トレスモデ

ルを作製した.
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図 1 高温および環境温度交代ストレスモデルにおけ

る体重増加率に対する影響

平均±標準誤差 (∩-8)

RJ･ローヤルゼリー1g/kgxll日,経口投与

対照群に対する有意性:**p<0.01
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図 2 オープンフィールド

それぞれのストレスを 10日間連続 して負荷

しながら,ストレス負荷期間およびそれに引き

続く行動観察日の計 11日間 1日1回,RJ(1g

/kg)を経口投与 した.ストレスの程度を測る

指標として,体重測定および行動観察をおこな

った.

ストレス負荷前の体重を基準とした体重増加

率を図 1に示 した.対照群は平均 11.8%の増

加であったのに対して,高温ストレス負荷群に

おいては0.7%の増加に留まった. これに対し

RJ投与群の増加率は2.8%であり,改善傾向を

示 した (p<0.1).

オープンフィール ド(床面直径 60cmの円形

空間,床面に描かれた線によって区画されてい

る,図 2)における動物の行動に関しては,解

放空間という新規環境に対する情動性の冗進

(高不安あるいは緊張状態〕により,｢すくみ｣

を生 じて活動量が減少 し,逆に情動性の低下

(低不安あるいはリラックス状態)により活動

量が増加するものと解釈されている.オープン

フィール ド行動における通過区画数を図 3に

示 した.対照群の平均通過区画数は87.0回で

あったが環境温度交代ス トレス負荷群は90.1

回で,有意な変化は認められなかった.しかし,

RJ投与によって 121.3回まで有意に増加 した
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図 3 高温および環境温度交代ストレスモデルにおけ

るオープンフィールド行動の通過区画数に対す

る宕tZ響

平均±楼準誤差 (∩-8).

RJ:ローヤルゼリー1g/kgXll日,経口投与

対照群に対する有意性;**p<0.01

溶媒群に対する有意性;##pく001

(p<0.05).

強制水泳試験および尾懸垂試験はともに抗う

つ薬の薬効評価に広く用いられている方法であ

る. 水槽 (30cmX30cmX水深 30cm, 水温

23℃)の水中に 15分間入れる,あるいはⅤ字

型のスロープに,動物の前肢が僅かに触れる高

さで尾の中央を固定 して 6分間吊り下げると

いう不快な状態からの逃避を停止 した無動状態

が,動物の絶望状態 (うつ状態)を反映すると

解釈されている.強制水泳試験および尾懸垂試

験における無動時間を図 4に示した.対照群は

尾懸垂試験では 187.9秒,強制水泳試験では

143.4秒であったが,高温ストレス負荷群はそ

れぞれ223.2秒,230.6秒と有意な延長が認め

られた (それぞれ,p<0.05,p<0.01).これに

対 して RJ投与群はそれぞれ 189.2秒,160.8

秒と有意な改善効果を示 した (それぞれ,p<

0.01,p<0.05).一方,環境温度交代ストレス

負荷群はそれぞれ215.4秒,129.4秒であり,

尾懸垂試験において延長傾向を認めた (p<

0.1} これに対 して,RJ投与群はそれぞれ

188.5秒, 161.5秒と尾懸垂試験において有意

な改善効果を示した (p<0.01).

これらの結果より,RJはストレスの負荷に

より生 じる精神的,肉体的疲弊に対して改善効
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図4 高温および環境温度交代ストレスモデルにおける強制遊泳試験および尾懸垂試験の無動時間に対する影響

平均±標準誤差 (∩-8)RJローヤルゼリー1g/kgXll日,経口投与

対,Ll.召,群に対する有意性;*p<0,05,**p<0.01

栗を示すことが示唆された. すなわち,｢夏ば

て｣時の体重減少や精神的疲労 (無気力,情緒

不安定など)の改善および季節の変わり目やい

わゆる冷房病など急激な温度変化が繰り返され

た場合に生 じる自律神経の不調により現れる症

状の改善などのいわゆる滋養強壮効果が期待さ

れる.本試験結果は九嶋 ら(1965,1975)によ

って臨床的に明らかにされている不定愁訴症候

群や自律神経失調症に対するRJの改善効果を

支持 しているものと考えられる.

2.加 齢 モデ ル (古市 ち,未発表)

九嶋ら (1962)は,閉経 した雌性老齢ラット

において自律神経中枢である間脳,視床下部神

経の老化傾向の発現をアクリジンオレンジ染色

の蛍光顕微鏡法で明らかにし,RJの投与でこ

の老化傾向の発現を抑制することを報告 してい

る.このように雌性動物の自律神経中枢の老化

にRJは有効であるが, 雄性動物においても同

様に効果を示すかを明らかにした.

実験には Fischer344系雄性ラット (老齢:

26カ月齢および若齢:6週齢)を用いた.ラッ

トの寿命はおよそ2-3年程度である. 老齢ラ

ットを2群に分けて 1群に21日間にわたり1

日1回,RJ(1g/kg)を経口投与 した.他の老

齢群および若齢群には溶媒 (水道水)を投与 し

た.最終投薬後,ペントバルビタール麻酔下で,

10%ホルマ リン緩衝液を用いて経心的に脳を

溶媒群に対する有意性;〟p<0.05,##p<0.01

潅流固定 した.視索上核部位 (Supraoptic

hypothalamicnucleus:SO,間脳,視床下部)

の環状切片を 0.003%アクリジンオレンジで

15分間染色 し,落射型蛍光顕微鏡でSOの神

経細胞の二次蛍光を観察 した.九嶋らの老化蛍

光表現法に準 じて蛍光の色調をスコア化 した

(表 1).これによると,若い神経細胞では緑色

調を,老いた神経細胞では赤色調を呈する.

視索上核のアクリジンオレンジ染色による二

次蛍光のスコアを表 2に示 した.神経細胞の原

形質の若齢群, 老齢対照群およびRJ投与群の

蛍光スコアは,それぞれ 3.0,3.3および3.0で

あった.また,核における蛍光スコアは,それ

ぞれ3.1,3.7および2.7であった.老齢対照群

は若齢群に比較 して赤色調が強まったが,原形

質での変化は極めて小さかった.RJ投与群で

はSO部位の神経細胞の原形質および核の赤色

調蛍光が老齢対照群に比較 して減弱し,若齢群

とほぼ同色調であった.

本実験において,雄性老齢ラットの間脳,視

床下部神経のアクリジンオレンジ染色による蛍

光は若齢ラットと比較 して原形質および核のス

コアで0.3および0.6赤色調側に強まった. し

かし,九嶋ら (1962)が報告 した閉経 した雌性

老齢ラットでは原形質および核ともにスコアで

2赤色調側に強まっており,雄性老齢ラットの

変化は極めて小さいものであった.このことは

老齢の雄性ラットではほとんど生理的変化は少
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表 1 蛍光スコア

色調 緑 黄緑 黄 桂 椙 赤

スコア 01 2 3 4 5

蓑 2 視索上核のアクリジンオレンジ染色による二

次蛍光

核質形原N

若 齢 対 照 群

老 齢 対 照 群

老齢RJ投与群

1

7

7

3

3

2

0

3

0

3

3

3

ないが,雌性老齢ラットでは閉経などの生理的

機能変化との関連が考えられる.また,雄性老

齢ラットへのRJ投与によって赤色調の減弱が

みられ,雄性動物においても九嶋ら (1962)が

報告した雌性動物の結果と同様に自律神経中枢

の老化傾向の発現がRJ投与によって低くなる

ことを確認した.

アクリジンオレンジはDNA,RNAの二重鎖

部分では挿入 (intercalation)を起こし黄緑色

(約 530nm)を発し,単鎖部分では静電的結合

(stacking) により色素重合 (dye aggrega-

tion)を起こし赤色 (約 640nm)の傾向を発す

ることが明らかにされている(Baradleyeta1.,

1959;Lerman,1963).このことから,老齢ラ

ットの自律神経中枢細胞では単鎖 DNA,RNA

の比率が大きくなっていること,RJ投与によ

りこれらの比率が小さくなっていることが考え

られる.

3.高脂血 症 モデル (福田ら,未発表)

RJの脂質低下作用については古 くから知ら

れ (三淵ら,1962),最近では動物の高コレス

テロール血症モデルにおいて, 100-1000mg

/kg(経口および皮下投与)の用量で効果があ

ることが証明されている (中陳ら,1982; 顔

井ら,1986).臨床的には,高コレステロール

血症および高 トリグリセ リド血症の患者にRJ

を 1ティースプーン/回×2回/日×14日間

投与した結果,コレステロールおよび トリグリ

セリドのレベルが低下することが報告されてい

る(Cho,1977).しかしながら､高 トリグリセ

リド血症の実験動物モデルでの報告はなされて

いないので, 今回このモデルに対するRJの効

果を検討することにした.

Sprague-Dawley系雄性ラット(7週齢)に

20%フルクトース含有飲料水を2週間負荷す

ることによって高 トリグリセリド血症を誘発し

た.RJは0.5%メチルセルロースに懸尚 し,フ

ルクトース含有飲料水負荷期間中,1日1回夕

方経口投与した.投与量は,100,300および

1000mg/5ml/kgとした.投与期間中は,体

重,摂餌量および摂水量を測定した.

血清脂質の測定においては,RJ最終投与後

18時間絶食し,エーテル麻酔下,腹部大動脈よ

り採血 し,血清中の トリグリセリド,総コレス

テロール,遊離コレステロール,β-リポ蛋白,

リン脂質およびグルコース濃度を市販のキット

を使用して測定した.また,採血後肝臓を摘出

して,重量を測定 した.

RJ300mg/kg投与群において,溶媒投与群

に比べて有意ではないが,体重,摂餌量および

摂水量の減少がみられた.他の用量では変化は

みられなかった.肝重量は,100および300mg

/kg投与群で減少傾向がみられた.

血清中の各脂質パラメーターの変化を図 5

に示 した.血清 トリグリセリドは 100および

300mg/kg投与群で有意ではないものの用量

依存的な低下傾向を示 した.1000mg/kg投

与群では溶媒投与群と同等であった.総コレス

テロール,β-リポ蛋白, リン脂質およびグル

コースは100および 1000mg/kg投与群で溶

媒投与群に比べて,有意ではないが若干の増加

を示し,300mg/kg投与群では溶媒投与群と

同等であった.遊離コレステロールは 100-

1000mg/kgの各群で増加傾向がみられ,と

くに,1000mg/kg投与群では有意な増加で

あった.

今回はRJを 14日間投与 して血清 トリグリ

セリドの減少傾向を認めたが,前述の報告のよ

うにRJ投与期間を4週間あるいは7週間に延

長すれば更なる効果が期待できるかもしれな

い.また,1000mg/kg投与群のトリグリセリ

ドは溶媒投与群と同等であったが, RJ自体に
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脂質や糖質が多く含まれており,高用量では脂

質低下作用が相殺されたことが考えられる.こ

のよ うな現象 は田村 ら (1987)や藤井 ら

(1995)も報告しており,RJには最適用量があ

ることを示唆している.

4.抗酸化作 用 (桑原ら,1996)

生体にとって,酸素は不可欠なものであるた

め,酸素毒やラジカル反応の制御が生命維持の

必須条件である.生体に取り入れられた酸素分

子は4電子還元を受けて水までに代謝される

過程で非常に多 くのエネルギーを産生する半

面,そのエネルギー状態が高いために反応性に

富む.このように,酸素分子よりも反応性に富

む活性化された酸素とその関連化合物を活性酸

素という.活性酸素は生体内において,その発

生と消去系のバランスが崩れたときにその毒性

を示 し,過酸化脂質の増加,蛋白質や糖質の変

性,DNA鎖の切断などが引金となって,種々

の病的状態を生み出し,細胞や組織障害につな

がっていく.すなわち,老化,動脈硬化,虚血

性心疾患,脳血管障害,癌などさまざまな病態

や疾患を引き起こす原因ともなっているものと

考えられている (吉川,1988).RJの薬理作用

としては,上述した抗ス トレス効果,老化防止

効果および脂質低下効果に関連する作用の他に

も多くの作用がすでに報告されているが (顔

井,1995),これらはいずれも活性酸素 ･フリ

ーラジカル反応の関与が示唆されている作用で

もある (吉川ら,1990).しかし,RJの抗酸化

作用については明らかにされていないので,さ

まざまな病態にかかわっている活性酸素に着目

して,RJの抗酸化作用について,抗酸化ビタミ

ンであるビタミンEおよびビタミンAの前馬区

体であるβ-カロチンと比較検討 した.

Hypoxanthine-Xanthineoxidase系により

産生するスーパーオキシドラジカル (02'~)杏

CLA 依存性化学発光法により,過酸化水素

(H202) をスコポレチン法により, ヒドロキシ

ルラジカル (Hot)をFe3+-EDTA-ascorbate

産生系を用い,2-deoxy-D-ribose分解法によ

り,一重項酸素 (102) をH2021NaOCl系を用

い,CLA依存性化学発光法によりそれぞれ測

定した.

活性酸素分子種に対するRJ, ビタミンEお

よびβ一カロチンの消去作用の結果を図6に示

した.それぞれの消去作用は被験薬物無添加の

反応系を対照とし,被験薬物添加時の抑制率と

して表示している.02●~の50%抑制濃度はRJ

が2.4×10~1mg/ml,ビタミンEが 1.4×10~1

mg/mlおよびβ-カロチンが8.7×10~3mg/

mlと推定された. H202の50%抑制濃度はRJ

が 1.0mg/ml, ビタミンEが3.1×10-lmg/

mlおよびβ-カロチンが 1.5×10~2mg/mlと

推定された.HO◆の50%抑制濃度はRJが 1.8

mg/mlおよびビタミンEが9.3×10~2mg/

mlと推定されたが,β-カロチンは検討可能な

5.4×10~3mg/mlまでの濃度で消去作用は認

められなかった. 102の50%抑制濃度はRJが

6.2×10-1mg/mlおよびβ一カロチンが5.5×

10~3mg/mlと推定されたが,ビタミンEは検

討可能な4.7mg/mlまでの濃度で消去作用は

認められなかった.

RJは4種の代表的な活性酸素分子種すべ

て,すなわち脂質過酸化の開始に重要な働きを

していると考えられる0 2̀~,非常に反応性の

高いHO'およびその前湾区物質となるH202,不

飽和脂肪酸の二重結合の直接付加で過酸化反応

を起こすといわれている102に対 して同程度の

消去作用強度を示した.このことから,上述 し

たRJのさまざまな効果はその一機序として

RJの有する活性酸素消去作用に基づいて発現

している可能性が推察される.

本報で取り上げた抗酸化 ビタミンは絶品であ

るため, 抗酸化作用強度はいずれもRJと同等

以上 (1.7-110倍)の効果であった.一方,RJ

の成分としては,蛋白鷺,炭水化物,アミノ酸

あるいはビタミンB類などの存在は確認され

ているが,抗酸化作用のあるビタミンA,Cあ

るいはEは含まれていない (松番,1980).こ

のようなRJが単品で4種の活性酸素分子種す

べてをほとんど同じ強度で消去する作用を有 し

ていることから,バランスのとれた有効性の高

い抗酸化物質であると考えられる.
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図6 各種活性酸素分子腫に対するローヤルゼリーおよび抗酸化ビタミン頬の消去作用

●:ローヤルゼリー,0.ビタミンE,□:β-カロチン.平均値 (∩-3)

以上の結果より,さまざまなストレスから誘

発 され る身体的 あ るいは精神的障害 に対 す る

RJの改善効果発現機序の一つとして,RJの抗

酸化作用がなんらかの役割を演じている可能性

が示唆 された.

(〒360-01埼玉県大里郡江南町押切2512-1

ゼリア新薬工業株式会社 中央研究所 薬理研究部)
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1.Environmentaltemperaturestressinrats

Ratswereexposedtohightemperature(33℃)

Oralternation ofhigh and low temperature

([23℃,lh-4℃,1h]x4/day)for10days.The

ratsshowedinhibltlOnOfbodyweightgalnand

Immobility in theforced swimmlng and tail

suspensiontests,whicharegenerallyemployed

for evaluation of antidepressant activities.

Royaljelly[RJ](1g/kg/dayduringexposure

to stress)improved the inhibition ofbody

weight gain,the immobility in both tests

mentionedabove,andincreasedambulationin

theopen-fieldtest.

2.AgingOfneuralcellinratbrain

Supraoptichypothalamicnucleiofagedrats

(26months old)weredyedredbyacridine

orange. ThoseofagedratstreatedwithRJ(1g

/kgx21days)tendedtobetingedwithyellow

whichwasseeninthoseofyoungrats.

3.Hyperlipidemiamodelinrats

Themode一Withhightriglycerldelevelwas

inducedby一oadingwith20% fructoseindrink-

ingwaterfor14days. Thetriglyceridelevel

wasloweredinthemodelratstreatedwlthRJ

(100-300mg/kgx14days).

4.Antioxidativeactioninvitro

TheantioxidantpropertiesofRJin vitro

werecomparedwiththoseofantioxidativevita-

minssuchasα-tocopherolandβ-carotene.RJ

scavengedanionradicals(021 hydrogenperox-

ide(H202)andhydroxylradicals(HO●),andalso

quenchedsingletoxygen(102). RJshowedan

equivalentpotencyagalnSttheseactiveoxygen

species. In contrast,α-tocopherolscavenged

02∴ H202andHO◆,butnot102.β-CarOtene

scavengedonlyO2●~,H202andlo空.
Thesefindingssuggestthattheantioxidative

actlOnSdemonstratedheremayplaysomeim-

portantroleinthepreventiveeffectsofRJon

aglngandvariousphysicalstress.




