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研究成果の概要（和文）：ポリフェノールにはアルツハイマー病（AD）を予防する疫学的知見が報告されている
が生体内でのメカニズムは不明なことが多い。ADモデルマウスに、ロスマリン酸（RA）を摂食させると、脳内ア
ミロイドβ（Aβ）の凝集が抑制された。本マウス脳のトランスクリプトミクスによりRA群において、脳内でAβ
凝集抑制活性を有するモノアミン類の濃度が上昇する可能性が示唆された。野生型マウスを用いた試験では、RA
摂食によりこの化合物の濃度が上昇し、さらにその分解酵素の抑制が示唆された。以上の結果からRA摂食により
脳内においてモノアミン類の濃度が上昇することにより、ADを予防している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：There have been many epidemiological studies of polyphenols to prevent 
Alzheimer’s disease (AD). However, the mechanisms are not clear. When AD model mice were feed 
rosmarinic acid (RA), the aggregation of amyloid β(Aβ) decreased. The transcriptomics analysis of 
these mice brain suggested that monoamines, which inhibit Aβ aggregation, were increased in a 
brain. Measuring by HPLC analysis was evidence of RA feed mice increased monoamines and the 
decomposition enzymes also decreased. These data suggested that RA intake increases monoamines 
concentration by reducing enzymes expression, and consequently prevent AD.

研究分野： 食品機能学

キーワード： アルツハイマー病　ロスマリン酸

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
野菜や果物を多く摂取し、ポリフェノールを多く含む食品を摂取する食習慣がAD発症予防に繋がる可能性が、多
くの論文により示されている。しかしこれらについては疫学的な知見が多く、メカニズム等の科学的なエビデン
スは少ないのが現状である。本研究は、シソやローズマリーに含まれるポリフェノールの一種、ロスマリン酸を
摂取すると、脳内で一部のモノアミン類が濃度上昇し、それらがAβ凝集を抑制するという、新たなメカニズム
を見出した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ポリフェノールにはアルツハイマー病

（AD）を予防する疫学的知見が報告されてい
る。AD の主病態は脳のアミロイド β 蛋白
（Aβ）沈着であることから、我々の研究グル
ープは in vitro および in vivo の検討で独自に、
シソ科ハーブに含まれるポリフェノールの
一種、ロスマリン酸（RA、図１）が Aβ 線維
形成・伸長抑制、及び Aβ 線維不安定化作用
を示すこと、また脳内 Aβ の沈着および神経
細胞障害を抑制することを見出した。これま
で AD 予防の可能性が報告されているポリフ
ェノールに関しては、生体における作用メカ
ニズムが詳細に解明されているものは少な
い。 

 
図 1. ロスマリン酸（RA）の構造式 
 
 
作用メカニズムとして、RA が直接脳内で

Aβ 凝集を抑制している作用も考えられるが、
我々の検討においては、RA の腸管吸収率は
約 1%程度と低く、さらに脳には血液脳関門
が存在するため、RA の脳内濃度は低いこと
が予測されたため、RA の抗 AD 作用は脳内
で直接 Aβ に結合する以外のメカニズムも存
在することが考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、トランスクリプトーム解析を行

い、RA の脳機能改善および AD 予防効果に
関する新たな作用メカニズムを解明するこ
とを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
3-1 トランスクリプトーム解析 
既に我々の研究グループは、AD モデルマ

ウスである Tg2576 に 10 か月間 0.5%RA を含
む普通食で飼育すると、普通食群に比べ脳内
Aβ の沈着が抑制されることを報告している
（Hamaguchi et al., Am J Pathol. 2009）。この
Hamaguchi らが飼育し、RA 摂食により脳内
Aβ 凝集抑制が確認されたマウス脳から
totalRNA を抽出し DNA マイクロアレイを実
施した。 

 
3-2 野生型マウスを用いた表現型の確認 

DNAマイクロアレイによりRA摂食群で示
唆された表現型について、野生型マウスを用
いて確認した。C57BL/6J マウスを普通食およ
び 0.5%RA を含む普通食で 7 週間、あるいは
11 日間飼育し、それぞれコントロール（C）
群および RA 群とした。脳を部位別に採取し、

脳内モノアミン量を HPLC-クーロメトリッ
ク式 ECD（HPLC-ECD）にて測定した。また
モノアミン合成経路に位置する酵素の発現
量を RT-qPCR により定量した。 

 
3-3. in vitro 系による Aβ 凝集抑制試験 
 SensoLyte ® Thioflavin T β-Amyloid (1-42) 
Aggregation Kit を用いてモノアミン類の Aβ
凝集抑制能を評価した。 
 
3-4 野生型マウスを用いた体内 RA 濃度の検
討 

7 週間飼育した C 群および RA 群の脳、血
中 、 およ び消 化 管上皮の RA 濃 度 を
HPLC-ECD にて測定した。また、14 時間絶食
後に RA を経口投与し、消化管を摘出し、各
部位上皮における RA 濃度を測定した。 
 
 
４．研究成果 
4-1 トランスクリプトーム解析 
 得られたデータについて Rank products 法
による２群間比較を行い、FDR < 0.05 を満た
す有意に変動した遺伝子（DEG）を抽出した。
これらをウェブ解析ツール Database for 
Annotation Visualization and Integrated 
Discovery に供し、FDR < 0.05 を満たす gene 
ontology（GO） term を抽出した。コントロ
ール群と比較し RA 群で変化している機能と
して、神経系の発達（GO: nervous system 
development、GO: brain development）、神経伝
達（GO: chemical synaptic transmission、GO: 
neurotransmitter secretion）、および記憶（GO: 
long-term memory）に関連する GO term が抽
出された。さらに DEG を Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes（KEGG）パスウェイ解
析に供した。変動が高いと予測された上位 10
個のパスウェイの中で、dopaminergic synapse
に着目した。これまでに、認知症患者の脳内
においてドーパミン（dopamine、DA）の産生
が減少し、そのことが認知機能低下に影響を
与えるとする報告が存在したからである。
KEGG パスウェイ：dopaminergic synapse に含
まれる遺伝子を精査すると、DA 合成酵素で
ある DOPA decarboxylase (Ddc) および DA 受
容体である dopamine receptor D2 (Drd2)が上
方制御されている一方、DA 分解酵素の 1 つ
catechol-O-methyltransferase (Comt)が下方制
御されていた。これらの遺伝子の変動より、
RA 摂食マウスの脳内において、ニューロン
のシナプス前終末における DA の合成と放出
が上方制御されている可能性が考えられた。 
 
4-2 野生型マウスを用いた表現型の確認 

7 週間 RA 食を摂食させた RA 群の脳内（全
脳 ） で は levodopa (L-DOPA) お よ び
3,4-dihydroxy- phenylacetic acid（DOPAC）が
有意に高値を示した。DA は黒質および腹側
被蓋野において合成され、主に線条体および
前頭大脳皮質に投射される。そこで、RA 摂



食後これらの部位を採取しモノアミン類を
測定した。RA を高濃度に含むローズマリー
抽出物を 1 週間 ICR マウスに投与すると、大
脳皮質において、norepinephrine（NE）、DA、
セロトニンの濃度が有意に上昇するという
報告が存在したことから、摂食日数を 11 日
間に設定した。11 日間の摂食により大脳皮質
において、RA 群において L-DOPA、NE、
DOPAC が上昇、および DA が上昇傾向を示
した（図２）。 

 
図２．RA 摂食後の大脳皮質におけるモノア
ミン類の定量 
 
 

DA 合成経路に位置する酵素の発現を調べ
た。RA 摂食 11 日後の大脳皮質における Th、
Comt、Mao-b、Ddc、Dbh の mRNA の発現量
を qPCR により定量したがいずれの酵素も有
意差は認められなかった。大脳皮質は DA の
投射先であるため、DA 合成部位である黒質
および腹側被蓋野におけるこれらの酵素の
発現量を調べた。その結果、黒質では Comt
および Mao-b が、腹側被蓋野では Mao-b が低
下していた（図３）。 

 
図３．黒質・腹側被蓋野における DA 合成経
路に位置する酵素の発現量 
 

4-3 in vitro における Aβ 凝集抑制試験 
  RA 摂食により濃度が上昇していたモノア
ミンの Aβ 凝集抑制試験を、Thioflavin T 
β-Amyloid Aggregation Kit を用いて検討した。
その結果、RA 摂食により大脳皮質で濃度が
上昇した L-DOPA、DA、DOPAC および NE 
は Aβ 凝集抑制活性を示し（図４）、RA 摂食
によりこれらのモノアミン濃度が上昇する
ことにより脳内 Aβ 凝集が抑制される可能性
が考えられた。 
 

図４．モノアミン類の Aβ 凝集抑制試験 
 
 
4-4 野生型マウスを用いた体内 RA 濃度の検
討 
 C 群においては血中および脳内において
RA は検出されなかった。また RA 群では、
血中では検出されたが、脳内では検出限界以
下であった。消化管では各部位でみられたが
摂食時間をコントロールしなかったため個
体差が大きかった。そこで、14 時間絶食後に
RA を経口投与し、消化管を摘出し、各部位
上皮における RA 濃度を測定した。RA は胃
で最も高値を示し、十二指腸でも値は高かっ
たが、小腸中部および下部、盲腸、および大
腸でも検出された。以下に HPLC-クーロメト
リック式ECD分析におけるRAのクロマトグ
ラムを示す（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．HPLC-クーロメトリック式 ECD 分析に
おける RA のクロマトグラム 
 
 
まとめ 
 RA 摂食により DA の合成部位である黒質
および腹側被蓋野において、それぞれ Comt
および Mao-b が低下することにより、DA の
投射部位である大脳皮質において L-DOPA、
NE、DOPAC が上昇、DA が上昇傾向を示す



ことが明らかになった。これらのモノアミン
類は、Aβ 凝集抑制活性を示したことから、
RA 摂食により脳内においてこれらモノアミ
ン類が濃度上昇することにより、脳内 Aβ 凝
集が抑制される可能性があることを見出し
た。また、7 週間 RA を摂食したマウス脳内
において RA は検出限界以下であった。 
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