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告書

依頼者　認知機能サプリメント株式会社

検　　体　　ヘルシアーナ水素

表　　題　　NHDF細胞　細胞内抗酸化試験

2017年（平成29年）03月06日当センターに提出された上記検体について試験した結果をご報告いたしますo

本報告密を他に掲織するときは当センターの掲載規約をお守りください。
一触財団法人

日本食品分析センター
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NHDF細胞　細胞内抗酸化試験

1依頼者

認知機能サプリメント株式会社

2　検　　体

ヘルシアーナ水素

3　試験日的

生体内の過剰な活性酸素は生活習慣病や老化の原因の一つとされている。とりわけ，身体

の最外層にある皮膚は，紫外線を浴びることで，細胞内に活性酸素が生成される。過剰の活

性酸素は酸化ストレスとなり，タンパク質，脂質，糖及び核酸を酸化するため・その制御は

重要な役割を果たすと考えられている。本試験では，皮膚真皮に存在し・真皮層を構成する

コラーゲン，エラスチンなどの細胞外マトリクスを産生するヒト皮膚線維芽細胞（以下，

TNHDF細胞」とする。）を用いて，細胞内で発生させた活性酸素に対する検体の抑制作用を調

べる。

4　試験方法

l）試験液の調製

検体を水に懸濁させ，時間静置した後，遠心分離（15000rpm・1分間）し・上清を分取

した。これを50mg／mL試験液原液とし，薄地で希釈して検体濃度2000・1000及び

500　ug／mLの試験液を調製した。

2）試験操作

醐F細胞を96ウ圭ルプレ軍国こ播種後二晩培養した。検体濃度200051000及び

500妬砧の各試験液を添加し，37℃で4時間培養した（検体の終濃度は1000・500及び

250LLg／mL）。培地のみを加えたものを未処置対照・ケルセチン［caymanChemical

company］を終濃度50LLmOl／Lとなるように加えたものを陽性対照として同様に試験を行っ

たa培養衡緩衝溶液で洗浄し．活性酸素と反応して発蛍光を示す試薬であるCM‾H2DCFDA

を5LLmOl／しの濃度で50LLL加え，37℃で10分間反応させたo細胞内の活性酸素発生試薬

であるピオシアニンを終濃度100umOl／Lとなるように加え，37℃で1時間反応させた。

主な試験条件を表－1に示した。

一成財団法人

日本食厨房析センター
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表－1試験条件
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細　　胞 �NHD酪田胞［タカラバイオ株式会社］ 

培　　地 �線維芽細胞増殖培地2 

緩衝溶液 �Hanks’Balanced　Salt　S01ution 
GlutaMAX－1100×：lv01％ 

活性酸素検出試薬 �CM－H2DCFDA 

活性酸素発生試薬 �ピオシアニン 

3）測定方法

マイクロプレートリーダー［spectraMax M2e，Molecular Devices Corporation］を用い，

C肝HZDCFDAとピオシアニンの作用で細胞内に発生した活性酸素との反応により生じた発蛍

光物質の蛍光強度を測定した（励起波長：493nm，蛍光波長：523nm）。

4）算出方法

未処置対照の蛍光強度に対する各試験液の蛍光強度から，次式により細胞内活性酸素発

生率を算出した。陽性対照は各試験液と同様に算出した。

細胞内活性酸素発生率（％）＝
蛍光強度［sa］

蛍光強度［cN］mean

蛍光強度［Sa］：各試験液または陽性対照の蛍光強度（n二3）

蛍光強度［C師部ean：未処置対照の蛍光強度の平均値（n＝3）

5　試験結果

細胞内活性酸素発生率を図－1及び表－2に示した。

一般財団法人

日本食品分析センター
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圏圏困
図－1細胞内活性酸素発生率

表－2　細胞内活性酸素発生率

細胞内活性酸素発生率（％）

n＝l n＝2　　　　　n＝3　　　　平均値　　　標準偏差

未処置対照　　　　　　　98．6　　　　99．8　　101．6　　　100

陽性対照　　　　　　　　43．8

検体1000　LLg／mL　　　　66．4

検体　500　LLg／mL　　　　65．0

検体　250　ug／mL　　　　67．9

1．5

6　参考文献

・Wolfe，KL．et al∴J．Agric．Food Chem．，56，8418－8426（2008）・

・Schwar維r，G et al．；Free Radic講io1割ed‥　45，±653－1662（2008）・

一般財団法人

日本食品弁析センター
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