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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個々の哺乳類における食物成分の癌又は自己免疫疾患に対する潜在的有効性の評価方法
であって、
　in vitroで哺乳類の全血を食物成分に曝露する工程、
　前記曝露後、前記全血を刺激剤に曝露する工程、
　前記食物成分および刺激剤に曝露された全血の白血球中および曝露されなかった全血の
白血球中の、癌又は自己免疫疾患と関連するｍＲＮＡの量を測定する工程、及び
　前記食物成分および刺激剤への曝露によりｍＲＮＡの量が増大する場合に前記全血を提
供した哺乳類個体において前記食物成分が癌に対して潜在的に有効であると判断し、前記
食物成分および刺激剤への曝露によりｍＲＮＡの量が減少する場合に前記全血を提供した
哺乳類個体において前記食物成分が自己免疫疾患に対して潜在的に有効であると判断する
工程
を含み、
　前記ｍＲＮＡが、インターロイキン－２、インターロイキン－４、および腫瘍壊死因子
αをコードするｍＲＮＡから成る群から選択され、
　前記刺激剤が、フィトヘムアグルチニンである、方法。
【請求項２】
　前記ｍＲＮＡの量が測定される前に前記曝露されなかった全血が対照媒体に曝露される
、請求項１に記載の方法。
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【請求項３】
　前記全血を曝露することがヘパリンの付加を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記食物成分が、ビタミンＡ、ビタミンＣ、ビタミンＤ、エピガロカテキン没食子酸塩
、ゲニステイン、およびクルクミンから成る群から選択される、請求項１～３のいずれか
１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、サプリメントのような食物成分の投与を調整するための方法に関する。当該
方法において、哺乳類の全血は食物成分に曝露される。食物成分への曝露後に、そしてい
くつかの場合、曝露された血球のさらなる刺激後に、白血球において、疾患状態と関連づ
けられるマーカーｍＲＮＡのレベルが測定される。曝露後のｍＲＮＡレベルを曝露されな
かった血球で見出された値と比較することにより、哺乳類における食物成分の効果が何か
を判定し得る。多数の考え得る食物成分に対して哺乳類の血液をスクリーニングすること
により、疾患の治療又は予防のために特定の哺乳類に対して調整される最適な食物成分の
セットを開発し得る。
【背景技術】
【０００２】
　ビタミン、ポリフェノール、ウコン等の食物成分（サプリメント）は、培養細胞及び動
物における種々の生物学的活性を誘導することが知られており、そしてこれらの活性のい
くつかはその後の臨床試験により確認されている。これらの生物学的活性のいくつかは、
種々の疾患状態における患者の予後に効果があると予測される。例えば免疫系の構成成分
の活性を増大した食物成分はいくつかの癌に対する効果を有することが予測され得るが、
一方、或る種の免疫系構成成分の活性を低減した食物成分は自己免疫疾患の場合に効き目
があると思われる。しかしながら、特定の個体のための食物成分の個別化された組合せを
設計するために臨床試験結果を用いることは難しい。応答者及び非応答者はともに試験集
団中に存在し、そして非応答者集団は応答者集団より実質的に多い場合には、二重盲検臨
床試験は、効能を有することが予測され得る食物成分をもはや同定し得ない。さらに、遺
伝子型又は１塩基多型分析は、標的遺伝子及びホットスポットが特性化された場合に、食
物の最適化において有用であるに過ぎない。いわゆる調整された、個別化された又は個人
化された薬剤又は栄養の価値は、科学業界及び一般大衆の両方の間で認識されている（Ja
in, KK, "Personalized medicine," Curr Opin Mol Ther 2002; 4: 548-58参照）。しか
し、適用可能な技術は今のところ限られている。
【０００３】
　種々の報告はすでに、食物サプリメントの血中レベルを示している。既知の標準的な血
中レベルにおける種々の食物サプリメントの既知の又は予測作用を、食事療法に関して考
慮中の哺乳類の実際の個々の結果と比較することが望ましい。これは、哺乳類のための食
物又は食物サプリメントセットを設計する目的で、全血が採取される哺乳類の白血球中の
各サプリメントの効果を評価することを可能にするだろう。白血球中でのこれらの作用は
、炎症、癌免疫、自己免疫疾患等に適用可能である。しかしながら、特にｅｘ　ｖｉｖｏ
状況で、これを成し遂げるための有効な方法は今のところ存在しない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、候補食物成分への哺乳類の全血の曝露後に、白血球で測定されるマーカーｍ
ＲＮＡのレベルに基づいた、個々の哺乳類に対するサプリメントのような食物成分の調整
方法を開示する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
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　本発明の一実施の形態では、癌又は自己免疫疾患に対する個々の哺乳類における食物成
分の潜在的有効性の評価方法であって、哺乳類の全血を食物成分に曝露する工程、曝露後
に、癌又は自己免疫疾患と関連するｍＲＮＡの量を測定する工程、及び測定結果に基づい
て哺乳類における食物成分の潜在的有効性を同定する工程を含み、前記ｍＲＮＡの量の変
化が食物成分の潜在的有効性と相関することを特徴とする方法が提供される。
【０００６】
　さらなる態様では、曝露されなかった全血中に存在するｍＲＮＡの量が測定され、該曝
露されなかった全血中で測定されたｍＲＮＡの量を曝露された全血中で測定されたｍＲＮ
Ａの量と比較することによりｍＲＮＡの量の変化が確定される。
【０００７】
　さらなる態様では、本方法は、曝露後、全血を刺激剤に曝露する工程、及び曝露されな
かった全血から得られる測定結果を、食物成分及び刺激剤への曝露後に得られる測定結果
と比較することを含む食物成分の潜在的有効性を評価する工程をさらに含む。
【０００８】
　さらなる態様では、刺激剤がフィトヘムアグルチニン、放射線及び熱凝集性ＩｇＧから
成る群から選択される。
【０００９】
　さらなる態様では、ｍＲＮＡの量が測定される前に曝露されなかった全血が対照媒体に
曝露される。
【００１０】
　さらなる態様では、対照媒体がリン酸緩衝生理食塩水又はジメチルスルホキシドである
。
【００１１】
　さらなる態様では、全血を曝露することがヘパリンの付加を含む。
【００１２】
　さらなる態様では、全血が５時間以下の間刺激される。
【００１３】
　さらなる態様では、全血が３０分～４時間刺激される。
【００１４】
　さらなる態様では、ｍＲＮＡが、インターロイキン－２、インターロイキン－４、腫瘍
壊死因子α、ＩｇＧ　Ｆｃ受容体、ｐ２１、Ｆａｓリガンド、腫瘍壊死因子スーパーファ
ミリーメンバー３及び腫瘍壊死因子スーパーファミリーメンバー１５をコードするｍＲＮ
Ａから成る群から選択される。
【００１５】
　さらなる態様では、食物成分が、ビタミンＡ、ビタミンＣ、ビタミンＤ、ビタミンＥ、
エピガロカテキン没食子酸塩、ｇ－リノール酸、ゲニステイン、クルクミン、クエルセチ
ン、熟成ニンニク、アガリクス、プロポリス、メシマコブ、ノニ抽出物、アルコキシグリ
セロール及びフコイダンから成る群から選択される。
【００１６】
　本発明のさらなる実施の形態は、ビタミンＡ、ビタミンＣ、ビタミンＤ、ビタミンＥ、
エピガロカテキン没食子酸塩、ｇ－リノール酸、ゲニステイン、クルクミン、クエルセチ
ン、熟成ニンニク、アガリクス、プロポリス、メシマコブ、ノニ抽出物、アルコキシグリ
セロール及びフコイダンから成る群から選択される食物成分の哺乳類における潜在的抗癌
有効性の測定方法であって、哺乳類の全血を食物成分に４時間以下の間曝露する工程、曝
露された全血及び曝露されなかった全血の血球中のＩｇＧ　Ｆｃ受容体をコードするｍＲ
ＮＡの量を測定する工程、曝露された全血及び曝露されなかった全血の血球で得られる測
定結果を比較する工程、及び比較結果に基づいて食物成分の潜在的抗癌有効性を同定する
肯定を含み、ｍＲＮＡの量の変化が食物成分の有効性と相関することを特徴とする方法を
提供する。
【００１７】
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　本発明のさらなる実施の形態は、ビタミンＡ、ビタミンＣ、ビタミンＤ、ビタミンＥ、
エピガロカテキン没食子酸塩、ｇ－リノール酸、ゲニステイン、クルクミン、クエルセチ
ン、熟成ニンニク、アガリクス、プロポリス、メシマコブ、ノニ抽出物、アルコキシグリ
セロール及びフコイダンから成る群から選択される食物成分の哺乳類における潜在的抗癌
有効性の測定方法であって、哺乳類の全血を食物成分に４時間以下の間曝露する工程、哺
乳類の曝露された全血及び曝露されなかった全血を放射線で刺激する工程、刺激後に、曝
露された全血及び曝露されなかった全血の血球中のｐ２１又はＰＵＭＡ遺伝子産物をコー
ドするｍＲＮＡの量を測定する工程、曝露された全血及び曝露されなかった全血の血球で
得られる測定結果を比較する工程、及び比較結果に基づいて食物成分の潜在的抗癌有効性
を同定する工程を含み、ｍＲＮＡの量の変化が食物成分の有効性と相関することを特徴と
する方法を提供する。
【００１８】
　本発明のさらなる実施の形態は、ビタミンＡ、ビタミンＣ、ビタミンＤ、ビタミンＥ、
エピガロカテキン没食子酸塩、ｇ－リノール酸、ゲニステイン、クルクミン、クエルセチ
ン、熟成ニンニク、アガリクス、プロポリス、メシマコブ、ノニ抽出物、アルコキシグリ
セロール及びフコイダンから成る群から選択される食物成分の哺乳類における潜在的抗癌
有効性又は潜在的抗自己免疫疾患有効性の測定方法であって、哺乳類の全血を食物成分に
４時間以下の間曝露すること、哺乳類の曝露された全血及び曝露されなかった全血をフィ
トヘムアグルチニンで刺激すること、該刺激後に、曝露された全血及び曝露されなかった
全血の血球中のインターロイキン－２、インターロイキン－４、腫瘍壊死因子α及びＦａ
ｓリガンドから成る群から選択されるタンパク質をコードするｍＲＮＡの量を測定するこ
と、曝露された全血及び曝露されなかった全血の血球で得られる測定結果を比較すること
、及び比較結果に基づいて食物成分の潜在的抗癌有効性又は潜在的抗自己免疫疾患有効性
を同定することを含み、ｍＲＮＡの量の変化が食物成分の有効性と相関することを特徴と
する方法を提供する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　本発明の実施形態では、食物サプリメントのような種々の食物成分に応答する個体変動
が評価された。「食物成分」とは哺乳類の食物の一部を構成する任意の化合物又は物質を
指し、一方、「食物サプリメント」は、哺乳類の食事を補足するために用いられる、ビタ
ミン及び天然抽出物のような有用な食物成分を示す。ヘパリン化ヒト全血は各食物成分と
ともにｅｘ　ｖｉｖｏでインキュベートされ、そして食物成分への曝露により誘導される
遺伝子発現における変化は、食物サプリメントに曝露された白血球における、及びそのよ
うに曝露されない白血球における癌、自己免疫疾患等のような症状に関連した遺伝子の発
現を定量することにより評価された。いくつかの場合、全血は、ｍＲＮＡレベルを定量す
る前に、フィトヘムアグルチニン、放射線又は熱凝集性ＩｇＧ（「ＨＡＧ」）のような刺
激剤により刺激された。さらに、いくつかの食物サプリメントに関しては、曝露されなか
った全血中のｍＲＮＡレベルを定量する前に、血液は食物サプリメントが普通は溶解され
る媒体に曝露された。
【００２０】
　いくつかの食物成分は、遺伝子発現を増大するか又は阻害することが見出された。しか
しながら実質的な個体間変動が同定され、この変動は統計学的に有意であった。所定の個
体に関して、特定の食物成分への個体の全血の曝露により誘導されるｍＲＮＡ変化は、ｍ
ＲＮＡが関連する症状の予防又は治療における食物成分の潜在的有効性と相関する。正及
び負の相関の両方が考えられる。正の相関は食物成分が症状に対して有効であり得るとい
うことを示し、一方、負の相関は食物成分がその個体において有効でなく、用いられるべ
きでないということを示す。ｍＲＮＡレベルの増大又は低減は、定量される症状の種類及
び定量されるｍＲＮＡの種類に依存してによって、症状に対する食物成分の潜在的有効性
を示し得る。インターロイキン－２（Ｔ細胞活性化に関するマーカー）のような免疫系の
活性に関連したｍＲＮＡのレベルの増大は癌に対する潜在的有効性と正に相関し、一方、
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同一ｍＲＮＡのレベルの低減は自己免疫疾患に対する有効性と正に相関し得る。多数の食
物成分に対する個体の血液のスクリーニングから得られるデータは、癌のような、定量ｍ
ＲＮＡと関連する疾患を治療又は予防するために最適化される食物を設計するために用い
られ得る。
【００２１】
　この方法は、自然の天然産物中に含有される普遍的な活性成分を発見するための産業分
野において有用である。ヘルスケアの分野では、当該方法は、個人別の食事療法の設計に
おいて新しい可能性を開く。
【００２２】
　本発明の方法は、本発明の実施例においてより詳細に説明される、しかしながらこれら
の実施例は本発明を限定するよう意図されるべきでない。
【実施例１】
【００２３】
　生理学的状態とできるだけ近い白血球機能を評価するために、本発明の方法の一実施形
態は、特定の白血球集団を単離せずに、全血を用いる。抗凝固剤クエン酸塩デキストロー
ス溶液及びエチレンジアミン四酢酸は多数の生物学的活性のための重要な構成成分である
カルシウムをキレート化するので（Eggesbo et al., "LPS induced release of IL-1 bet
a, IL-6, IL-8 and TNF-alpha in EDTA or heparin anticoagulated whole blood from p
ersons with high or low levels of serum HDL," Cytokine 1996; 8: 152-60参照）、こ
の実施形態における抗凝固剤としてヘパリンを用いた。ｍＲＮＡ転写はタンパク質合成と
その後の生物学的活性の上流事象であるため、ｍＲＮＡによりコードされるタンパク質に
関連した生物学的活性の指標として、ｍＲＮＡレベルが本発明の一実施形態で用いられる
。本発明の一実施形態は、２０～４０％という少ない遺伝子発現における変化の同定を可
能にするｍＲＮＡの定量方法を用いる（Mitsuhashi M., "Absolute quantitation of mRN
A in human blood leukocytes as a model for phenotypic gene expression-based diag
nostics," Clin Chem, 2006参照）。
【００２４】
　この実施例では、インターロイキン－２（ＩＬ－２）、インターロイキン－４（ＩＬ－
４）及び腫瘍壊死因子－α（ＴＮＦ－ａ）のフィトヘムアグルチニン誘導性遺伝子発現を
、以下のように定量した。５０μＬのヘパリン化全血を、種々の食物サプリメントととも
に３０分間の間インキュベートした。以下のサプリメントを用いた：ビタミンＡ、Ｃ及び
Ｄ、エピガロカテキン没食子酸塩（緑茶由来）、ゲニステイン（大豆由来）並びにクルク
ミン（香辛料のウコンから）。ビタミンＡは、免疫系を刺激することが既知である。ビタ
ミンＣは、Ｔ細胞の活性を増大することが示されている。ビタミンＤは、或る種の癌に対
して防御作用を有すると思われる。エピガロカテキン没食子酸塩は強力な抗酸化剤であり
、癌細胞に見出される多薬剤耐性を低減し、そして選択的に腫瘍細胞におけるアポトーシ
スを誘導すると思われる。ゲニステインは、抗癌活性を有することがいくつかの研究で見
出されている。考え得る作用メカニズムとしては、アポトーシスの上向き調節、血管新生
の阻害、ＤＮＡトポイソメラーゼＩＩの阻害、及びタンパク質チロシンキナーゼの阻害が
挙げられる。クルクミンは、腫瘍細胞において前アポトーシス作用を有し、そしてこのよ
うな細胞中でしばしば高度に過剰発現される転写因子ＮＦ－κＢの活性を妨害する。
【００２５】
　食物サプリメントとのインキュベーション後、１００μｇ／ｍＬのフィトヘムアグルチ
ニン（ＰＨＡ）を付加し、インキュベーションを３７℃でさらに２時間継続した。各食物
サプリメントの濃度（表１、注参照）は、報告された血中レベルよりわずかに高かった。
次にｍＲＮＡを精製し、ｃＤＮＡを合成して、ＴａｑＭａｎリアルタイムポリメラーゼ連
鎖反応（ＰＣＲ）により、ＩＬ－２、ＩＬ－４及びＴＮＦ－αのレベルを定量した（Holl
and, et al., "Detection of specific polymerase chain reaction product by utilizi
ng the 5' to 3' exonuclease activity of Thermus aquaticus DNA polymerase," Proc 
Natl Acad Sci USA 1991; 88: 7276-80参照）。
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【００２６】
　食物成分に曝露された全血、並びに非曝露のままである全血から、ｍＲＮＡ及びｃＤＮ
Ａを調製した。要するに、手製９６ウエルフィルタープレートを収集プレート上に置き、
そして１５０μｌの５ｍＭ　トリス、ｐＨ７．４を導入した。４℃で１分間、１２０×ｇ
で遠心分離後、５０μｌの血液試料を各ウエルに適用し、直ちに４℃で２分間、１２０×
ｇで遠心分離し、その後、３００μｌのＰＢＳで１回、各ウエルを洗浄し、４℃で５分間
、２０００×ｇで遠心分離した。次に、例えば０．５％のＮ－ラウロイルサルコシン、４
×ＳＳＣ、１０ｍＭトリスＨＣｌ　ｐＨ７．４、１ｍＭのＥＤＴＡ、０．１％のＩＧＥＰ
ＡＬ　ＣＡ－６３０及び１．７９１　Ｍ　グアニジンチオシアネートを含有し、１％の２
－メルカプトエタノール（BioRad, Hercules, CA, USA）、０．５ｍｇ／ｍｌのプロテイ
ナーゼＫ（Pierce, Rockford, IL, USA）、０．１ｍｇ／ｍｌのサケ精子ＤＮＡ（5 Prime
 Eppendorf/Brinkmann, Westbury, NY, USA）、０．１ｍｇ／ｍｌの大腸菌ｔＲＮＡ（Sig
ma）、表２に示した特異的なリバースプライマーの各々１０ｍＭを含むカクテル、及び標
準ＲＮＡ３４オリゴヌクレオチドを補ったストック溶解緩衝液６０μｌをフィルタープレ
ートに導入し、その後、３７℃で１０分間インキュベートした。次にフィルタープレート
をオリゴ（ｄＴ）固定化マイクロプレート（GenePlate, RNAture）上に載せ、４℃で５分
間、２０００×ｇで遠心分離した。４℃で一晩貯蔵後、マイクロプレートを１００μｌの
単純溶解緩衝液で３回、その後、１５０μｌの洗浄緩衝液（０．５ＭのＮａＣｌ、１０ｍ
Ｍのトリス、ｐＨ７．４、１ｍＭのＥＤＴＡ）で４℃で３回、洗浄した。１×ＲＴ－緩衝
液、各々１．２５ｍＭの各ｄＮＴＰ、４単位のｒＲＮａｓｉｎ及び８０単位ＭＭＬＶ逆転
写酵素（Promega）（プライマーなし）を含有する緩衝液３０μｌを添加し、３７℃で２
時間インキュベートすることにより、各ウェル中でｃＤＮＡを直接合成した。特異的プラ
イマーにより開始されたｃＤＮＡは溶液中に存在し、そしてオリゴ（ｄＴ）により開始さ
れたｃＤＮＡはマイクロプレート中に固定されたままであった。ＴａｑＭａｎ　ＰＣＲの
ために、結果的に生じた４μｌのｃＤＮＡ溶液を３８４ウエルＰＣＲプレートに直接移し
て、これに、５μｌのＴａｑＭａｎ汎用マスターミックス（ABI）及び１μｌのオリゴヌ
クレオチドカクテル（各々１５μＭのフォワード及びリバースプライマー、及び３～６μ
ＭのＴａｑＭａｎプローブ）を導入し、そしてＰＣＲをＰＲＩＳＭ　７９００ＨＴ（ABI
）中で、９５℃で１０分を１サイクル、その後、９５℃で３０秒、５５℃で３０秒及び６
０℃で１分を４５サイクル実行した。ＳＹＢＲグリーンＰＣＲも用い得る。このために、
ｃＤＮＡを水中で３～４倍に希釈し、４μｌのｃＤＮＡ溶液を３８４ウエルＰＣＲプレー
トに直接移して、これに、５μｌのマスターミックス（BioRad, Hercules, CA）及び１μ
ｌのオリゴヌクレオチドカクテル（各々１５μＭのフォワード及びリバースプライマー）
を適用し、そしてＰＣＲをＰＲＩＳＭ　７９００ＨＴ（ABI）中で、９５℃で１０分を１
サイクル、その後、９５℃で３０秒及び６０℃で１分を４５サイクル実行した。各遺伝子
を別個のウエル中で増幅した。分析用ソフトウエア（ＳＤＳ, ABI）により、Ｃｔを確定
した。
【００２７】
　それぞれＴ細胞活性化、ＩｇＥカスケード（有力なアレルギー反応）の活性化及び細胞
障害性のマーカーとして、ＩＬ－２、ＩＬ－４及びＴＮＦ－αを選択した。正確な統計学
的分析（スチューデントｔ検定）のために、全血の三重アリコートを出発物質として用い
た。データをサイクル閾値（Ｃｔ）として表わしたが、これは或る量のＰＣＲ産物を生成
するために必要とされるＰＣＲのサイクルであり（図１）、ΔＣｔは非刺激試料のＣｔ値
をＰＨＡ刺激試料の値から差し引いたものであり、そしてΔΔＣｔは非処理対照試料のΔ
Ｃｔ値を食物サプリメント処理試料の値から差し引いたものである（表１）。Ｃｔは対数
スケールであるため、１ΔＣｔ又はΔΔＣｔは二倍又は半分の量を意味し、そして負のΔ
Ｃｔ値は発現の増大を意味する。
【００２８】
　図１は、全血中のＰＨＡ誘導性遺伝子発現を示す。５０μＬのヘパリン化全血を、種々
の濃度（Ａ）又は１００μｇ／ｍＬ（Ｂ）のＰＨＡとともに２時間（Ａ）若しくは種々の
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長さの時間３７℃でインキュベートし、次にＩＬ－２（■）、ＩＬ－４（▲）及びＴＮＦ
α（◆）のレベルを上記のように定量した。系中にスパイクされた標準人工ＲＮＡ（ＲＮ
Ａ３４）（○）も定量した。各データは、全血の三重アリコートからの平均Ｃｔ±標準偏
差であった。
【００２９】
　図１に示すように、ＰＨＡは約１０～２０μｇ／ｍＬのＥＣ50で、用量依存的にＩＬ－
２、ＩＬ－４及びＴＮＦ－α　ｍＲＮＡ発現を誘導した（図１Ａ）。ｍＲＮＡの誘導は迅
速で、そして約３０～６０分後にプラトーに達した（図１Ｂ）。ＰＨＡそれ自体に及ぼす
二次作用を回避するために、ＰＨＡ用量及びインキュベーション期間を、最大レベル（１
００μｇ／ｍＬ及び１２０分）に固定した。表Ｉに示したように、食物サプリメントの作
用は各ｍＲＮＡに関して実質的個体変動を示した。１００μｇ／ｍＬのＰＨＡでの遺伝子
発現は過剰飽和されたため（図１Ａ）、～０．６５ΔΔＣＴ未満の変化は顕著で、統計学
的有意を有した。興味深いことに、緑茶エピガロカテキン没食子酸塩（ＥＧＣＧ）は７つ
の個体すべてにおいてＰＨＡ誘導性ＩＬ－４発現を増強したが、しかしＩＬ－２及びＴＮ
Ｆ－αに対するその作用は個体変動を示した（表１）。ＩＬ－２に関しては、７人のうち
３例が減少を示し、１人が増大を示し、そして３人が変わらなかった（表Ｉ）。ウコン（
Turmeric curcumin）（Cur.）は、２個体においてＩＬ－２、ＩＬ－４及びＴＮＦ－α発
現を有意に低減したが、しかし他の５人は変化を示さなかった（表Ｉ）。ビタミンＡ、Ｃ
及びＤはすべて、１～３を除いて、ＩＬ－４発現を増強した（表Ｉ）。大豆ゲニステイン
（表１中の標識「Ｇｅｎ」）は主に不活性であったが、しかし中には有意の応答を示す個
体もあった（表Ｉ）。
【００３０】
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【００３１】
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【表２】

【実施例２】
【００３２】
　本発明の方法のこの実施例では、一個体の白血球でＣＤ３２Ａ　ｍＲＮＡの発現を評価
した。このｍＲＮＡはＩｇＧ　Ｆｃ受容体をコードし、そして抗体依存性細胞媒介性細胞
傷害作用（ＡＤＣＣ）に関連する。ＣＤ３２Ａ　ｍＲＮＡレベルを増大する食物成分は、
個体のＡＤＣＣ活性を引き上げ、したがって抗癌活性を直接提供すると予測される。或い
はこのような食物成分は、循環白血球中のＩｇＧ　Ｆｃ受容体ｍＲＮＡレベルを同時に増
大することにより、トラスツズマブ（ヘルセプチン）又はリツキシマブ（リツキサン）の
ような近年開発された高価なモノクローナル抗体ベースの治療の効果を増強し得る。ＣＤ
３２Ａ　ｍＲＮＡレベルの測定に上記の方法を用いたが、但し、フィトヘムアグルチニン
のような刺激剤は用いなかった。プライマー配列は、上記の表２に示されている。
【００３３】
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　用いた食物サプリメントは：ビタミンＡ（「ＶＡ」；１００ｎｍｏｌ／Ｌ、最終濃度）
、ビタミンＣ（「ＶＣ」、１０ｍｇ／ｍＬ）、ビタミンＤ（「ＶＤ」、１００ｎｍｏｌ／
Ｌ）、ビタミンＥ（「ＶＥ」；１　ＩＵ／ｍＬ）、エピガロカテキン没食子酸塩（緑茶か
ら得られるカテキンポリフェノール）（「ＥＧＣ」又は「カテキン」；１０ｍｍｏｌ／Ｌ
）、γ－リノール酸（植物油中の多不飽和脂肪酸）（「ｒＬＡ」；１ｍｇ／ｍＬ）、ゲニ
ステイン（大豆）（「Ｇｅｎ」；２ｍｍｏｌ／Ｌ）、クルクミン（「Ｃｕｒ」；香辛料ウ
コン）（２００ｎｍｏｌ／Ｌ）、クエルセチン（「Ｑｕｅ」；植物色素フラボノイド）（
１００ｎｍｏｌ／Ｌ）、熟成ニンニク（Kyolic（「Ｋｙｏ」）、全長）、アガリクス（「
Ａｇａ」；Kyowa、全長）、プロポリス（「Ｐｒｏ」；１：１０希釈）、メシマコブ（「
Ｍｅｓｈ」）、ノニ抽出物（「Ｎｏｎｉ」）及びサメ肝油（「Ａｌｋ」；アルコキシグリ
セロール）（非同定用量）。これらの食物成分のすべてが、免疫系若しくは癌又は両方に
及ぼす作用を報告した。上記の実施例１で考察した食物成分のほかに、ビタミンＥは免疫
食作用に及ぼす強力な作用を有することが既知であり、そして感染に対する感受性を低減
するに際して、特にストレス下で、動物に対して有益であることが示されている。γリノ
ール酸の欠如は、免疫系欠陥を生じる。それは免疫支持プロスタグランジンの産生におけ
る中間体である。クエルセチンは、ラットにおいてナチュラルキラー細胞活性を引き上げ
、そして肥満細胞、好塩基球及び好中球の脱顆粒を阻止することが示されている。熟成ニ
ンニク抽出物は、免疫系強化物質として数十年間用いられてきた。アガリクス茸、例えば
アガリクス・ブラゼイ（Agaricus blazei）の抽出物は、抗腫瘍作用を有することが示さ
れている。蜂の巣から得られる抗生物質であるプロポリスはコーヒー酸フェネチルエステ
ルを含有し、これは、動物モデルにおいて癌形成を防止することが示されている。プロポ
リスは、アポトーシスのプロセスを増大することにより、癌細胞増殖を阻害する。メシマ
コブ（Phellinus linteus）は、抗腫瘍ベータ・グルカンを含有する重要な薬用茸である
。その水性抽出物は、腫瘍の増殖を抑制することが示されている。ノニ抽出物は、ヤエヤ
マアオキ（Morinda citrifolia）の果実から得られ、そして肺腫瘍を有するマウスの生存
持続期間を有意に延ばすことが示されているノニ－ｐｐｔと呼ばれる多糖物質に富んだを
含有する。サメ肝油中に見出されるもののようなアルコキシグリセロールは、抗癌治療及
び免疫増強剤として用いられてきた。用いられ得るさらなる食物成分はフコイダンであり
、これは海草から得られ、そして腫瘍細胞侵襲を阻害し、免疫系構成成分のレベルを引き
上げることが示されている。この実施例では、リン酸緩衝生理食塩水を対照として用いた
。
【００３４】
　インキュベーションは、３７℃で３時間であった。次にＣＤ３２Ａ　ｍＲＮＡを定量し
た。その結果を図２に示す。白丸は、ｐ＜０．０５を示す。各記号は、５０ｍＬヘパリン
化全血の三重アリコートからの平均±Ｓ．Ｄ．である。ゲニステインの血漿濃度は、１回
の大豆ミール後８時間で４ｍｍｏｌ／Ｌであることが報告されている。したがって全血中
２ｍｍｏｌ／Ｌゲニステインを用いた３時間インキュベーションは、合理的に達成可能で
ある。
【００３５】
　この個体における結果は、食物成分ビタミンＤ＆Ｅ、エピガロカテキン没食子酸塩、γ
リノール酸、ゲニステイン、プロポリス及びノニ抽出物が抗癌活性のために最適化された
食物中でこの個体に用いるのに適している、ということを示す。
【実施例３】
【００３６】
　この実施例では、４個体のヘパリン化全血を、３７℃で１～２時間、種々の食物サプリ
メントとともにプレインキュベートし（実施例２の場合と同一血中濃度で）、次に１　Ｇ
ｙ放射線で刺激した。次に血液を、３７℃で２時間インキュベートした。次に実施例１に
記載した方法を用いて、ｐ２１　ｍＲＮＡのレベルを評価した。プライマー配列を表２に
示す。ＤＮＡ損害応答に及ぼす各食物成分の作用を示すアポトーシスマーカーとして、ｐ
２１　ｍＲＮＡを選択した。ｐ２１に代わるものとして、ＰＵＭＡ（アポトーシスのｐ５
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３上向き調節化モジュレーター）ｍＲＮＡを定量し得る。
【００３７】
　結果を図３に示す。この図において、白丸は放射線刺激を用いずに得られた値を示し、
一方、黒丸は、放射線が用いられたことを示す。各記号は、５０ｍＬヘパリン化全血の三
重アリコートからの平均±Ｓ．Ｄ．である。
【００３８】
　図３に示したように、食物成分に対する個体応答は、広範に変化した。このような結果
は、腫瘍細胞におけるアポトーシスを促すことにより癌を治療するか又は防止するために
最適化される個々の食物を設計するために用いられ得る。
【実施例４】
【００３９】
　この実施例では、２個体のヘパリン化全血を、３７℃で１～２時間、種々の食物サプリ
メントとともにプレインキュベートし（実施例２の場合と同一血中濃度で）、次にフィト
ヘムアグルチニンで刺激した。次に血液を、３７℃で２時間インキュベートした。次に実
施例１に記載した方法を用いて、Ｆａｓリガンド（ＦａｓＬ）のレベルを評価した。プラ
イマー配列を表２に示す。アポトーシスの促進に及ぼす各食物成分の作用を示すアポトー
シスマーカーとして、ＦａｓリガンドｍＲＮＡを選択した。
【００４０】
　結果を図４に示す。この図において、中黒記号は対照値と有意に異ならない値を示し、
斜線記号は、対照値を上回る有意の増大を表わす値を示し（ｐ＜０．０５）、そして中白
記号は、対照値と比較して有意の低減を表わす値を示す（ｐ＜０．０５）。各記号は、５
０ｍＬヘパリン化全血の三重アリコートからの平均±Ｓ．Ｄ．である。
【００４１】
　図４に示したように、食物成分に対する個体応答は、大幅に変化した。このような結果
は、腫瘍細胞におけるアポトーシスを促すことにより癌を治療するか又は防止するために
最適化される個々の食物を設計するために用いられ得る。
【実施例５】
【００４２】
　この実施例では、２例の個体のヘパリン化全血を、３７℃で３０分間、種々の食物サプ
リメントとともにプレインキュベートし（実施例２の場合と同一血中濃度で）、次に１．
２μＬの熱凝集性ＩｇＧで刺激した。６３℃で１５分間、ＰＢＳ中で２０ｍｇ／ｍＬヒト
ＩｇＧ（Sigma, St. Louis）を加熱することにより、熱凝集性ＩｇＧ（ＨＡＧ）を調製し
た（Ostreiko et al., Immunol Lett. 15, 311 (1987)参照（この記載内容は参照により
本明細書中で援用される））。次に血液を、３７℃で２時間インキュベートした。次に、
実施例１に記載した方法を用いて、ＴＮＦＳＦ３及びＴＮＦＳＦ１５　ｍＲＮＡのレベル
を評価したが、ｍＲＮＡを定量するためにＳＹＢＲグリーンＰＣＲは用いなかった。ＴＮ
ＦＳＦ３は、リンフォトキシン－アルファ（ＬＴアルファ）、腫瘍壊死因子－ベータ（Ｔ
ＮＦ－ベータ）及びリンフォトキシン－ベータ（ＬＴベータ）としても既知である。分泌
ＬＴアルファは、可溶性ホモ三量体ＬＴアルファ３として集合する。分泌ＬＴアルファは
また、膜会合ＬＴベータと複合体を形成して、２つの型のヘテロ三量体ＬＴアルファ１／
ベータ及びＬＴアルファ２／ベータ１を生じる。ＴＮＦＳＦ３は活性化ナイーブＣＤ４細
胞、非分極ＩＬ－２分泌エフェクター及びＴｈ１エフェクターにより発現され、そしてＴ
ＮＦＳＦ３受容体はいくつかの腫瘍細胞により発現される。ＴＮＦＳＦ１５はＴＬ１Ａと
しても既知であり、そしてＴＮＦスーパーファミリーに属するＩＩ型膜貫通タンパク質で
ある。ＴＮＦＳＦ１５は、内皮細胞中で主に発現され、その発現はＴＮＦ－α及びＩＬ－
１αにより誘導可能である。ＴＮＦＳＦ１５は、デス受容体３（ＤＲ３）（これは現在、
ＴＮＦ受容体スーパーファミリーメンバー２５（ＴＮＦＲＳＦ２５）と呼ばれる）と高親
和性で結合する。細胞状況によって、ＴＮＦＳＦ１５によるＤＲ３の結合は、２つのシグ
ナル伝達経路（転写因子ＮＦ－ｋＢの活性化又はカスパーゼ及びアポトーシスの活性化）
のうちの一方を誘発し得る。
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【００４３】
　プライマー配列を上記の表２に示す。これらのｍＲＮＡを、免疫系活性及びアポトーシ
ス応答に及ぼす各食物成分の効果を示すアポトーシスマーカーとして選択した。
【００４４】
　結果を図５、図６及び図７に示す。図５において、白丸はＰＢＳ対照を用いて個体１か
ら得られたＴＮＦＳＦ３値を示し、一方、黒丸は、ＨＡＧ刺激を用いた場合の個体で得ら
れたＴＮＦＳＦ３値を示す。さらに、灰色陰影丸は、ＨＡＧがクエルセチンに曝露された
血液中のＴＮＦＳＦ３発現を誘導したことを示す。ＴＮＦＳＦ３受容体はいくつかの癌細
胞で発現されるため、この遺伝子の発現の増大はこれらの細胞のアポトーシスを増大し、
したがってクエルセチンは、この個体に関して抗癌特性を有する食物中に含入するのに良
好な候補である。白及び黒三角は、個体２からの値と同じ値を示す。図５におけるＹ軸値
は、サイクル閾値（Ｃｔ）を示す。各記号は、５０ｍＬヘパリン化全血の三重アリコート
からの平均±Ｓ．Ｄ．である。図６及び図７は、２つの個体（図６）における、並びにビ
タミンＡのみの投与による５つのさらなる個体（図７）におけるＴＮＦＳＦ１５の定量の
結果を示す。図６から分かるように、ビタミンＡはＴＮＦＳＦ－１５のベースライン発現
を低減し、そして１例（個体１）におけるＨＡＧに及ぼす作用を排除した。図７に示した
追跡調査データでは、ビタミンＡは、個体１における、そして全体的には７個体のうちの
２個体（両方の図の個体１）において、ＨＡＧ誘導性ＴＮＦＳＦ１５発現に及ぼす阻害作
用を示した。これらの個体１のような個体では、ビタミンＡは、免疫系が自己免疫疾患の
ように不適切に活性化される症状を治療するか又は防止するに際して有用であり得る。
【００４５】
　上記の実施例では、血中レベルが確定されている食物サプリメントを用いた。しかしな
がら当該方法の他の実施形態では、天然物質の種々の自然抽出物をスクリーニングして、
活性成分を同定し得る。適切なｍＲＮＡ標的を選択することにより、種々の機能が取り扱
われ得る。特定の症状に関する食物成分の潜在的有効性を評価するために定量するための
適切なｍＲＮＡの選択は、十分に当業者の能力内である。結果は、生理学的ｅｘ　ｖｉｖ
ｏ遺伝子発現分析が個体における食物サプリメントの効能の同定のための適切な方法であ
る、ということを実証している。高濃度の食物サプリメントにおける負の応答は、採血時
点で検査される食物サプリメントによる、白血球機能の望ましい増大又は阻害が起こり得
ないだろうことを示唆し得る。この研究は特定の食物サプリメントを用いたが、しかし当
該方法は、他の食物成分、例えば特定の食物に同等に適用可能である。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】全血のフィトヘムアグルチニン刺激後の白血球中のＩＬ－２、ＩＬ－４及びＴＮ
Ｆ－α　ｍＲＮＡのレベルの測定結果を示す図である。
【図２】種々の食物成分への全血の曝露後の白血球中のＣＤ３２Ａ　ｍＲＮＡのレベルの
測定結果を示す図である。
【図３】種々の食物成分への全血の曝露及び放射線刺激後の白血球中のｐ２１　ｍＲＮＡ
のレベルの測定結果を示す図である。
【図４】種々の食物成分への全血の曝露及びフィトヘムアグルチニン刺激後の白血球中の
ＦａｓリガンドｍＲＮＡのレベルの測定結果を示す図である。
【図５】種々の食物成分への全血の曝露及び熱凝集性ＩｇＧ刺激後の白血球中の腫瘍壊死
因子スーパーファミリーメンバー３のｍＲＮＡのレベルの測定結果を示す図である。
【図６】種々の食物成分への全血の曝露及び熱凝集性ＩｇＧ刺激後の白血球中の腫瘍壊死
因子スーパーファミリーメンバー１５のｍＲＮＡのレベルの測定結果を示す図である。
【図７】種々の食物成分への全血の曝露及び熱凝集性ＩｇＧ刺激後の白血球中の腫瘍壊死
因子スーパーファミリーメンバー１５のｍＲＮＡのレベルの測定結果を示す図である。
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