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研究成果の概要（和文）：タンパク質の異常凝集（アミロイド線維）はさまざまな疾患の発症原因と考えられて
いる。特にアミロイドーシスの原因産物であるアミロイド線維を阻害することは、疾患の発症予防や医薬品・機
能性食品の開発に貢献する。本研究はアミロイド線維の形成を阻害することを目的として、海藻が有する化合物
等がアミロイド線維形成に及ぼす影響を調べた。海藻には緑藻・紅藻・褐藻が存在するが、その中で褐藻由来の
多糖および水溶性の海藻抽出液がインシュリンのアミロイド線維形成を阻害することがわかった。特に褐藻由来
の多糖は将来的な医薬品・機能性食品等に開発において非常に有用である事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is thought that the abnormal protein aggregation (amyloid fibrils) causes
 various folding diseases. Especially, the prevention of amyloid fibril formation, which is one of 
causative products of amyloidoses, by natural organic compounds contribute to developing the 
pharmaceutical products and functional foods. In this study, to inhibit the amyloid fibrillation, we
 investigated the effects of the compounds of marine algae on amyloid fibrillation. Marine algae are
 classified green, red, and brown algae. Our results showed that one of polysaccharides and 
water-soluble seaweed extracts which derived from brown algae prevented the amyloid fibrillation, 
suggested that one of polysaccharides of brown algae can be useful for development of the 
pharmaceutical compounds and functional foods.

研究分野：生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) タンパク質異常凝集研究の重要性 
 本来、タンパク質は生理的な機能を有し、
細胞の機能維持に重要な役割を担っている。
しかしながら、様々なストレスや環境因子に
よって、タンパク質は変性、修飾あるいは不
必要な分解を受ける。それらのタンパク質の
一部は性質が変化し、結果として細胞内外に
凝集して蓄積する。その凝集過程が多くの重
篤な疾患の発症原因になることが明らかに
なった。特に、アルツハイマー病や白内障な
どの高齢に伴い発症する疾患群は、タンパク
質の異常凝集が引き金となっている。最近で
は生活習慣病の一つである II 型糖尿病もタ
ンパク質の異常凝集が原因の1つとして考え
られている。特に、線維状の凝集体（アミロ
イド線維）が蓄積する疾患を総称してアミロ
イドーシスと呼ぶ。アミロイドーシスは年々
疾患の種類が増加し、現在においては約 30
種類報告されており、そのほとんどが難治性
疾患である。遺伝性の疾患もあるが、多くは
弧発性である。今まで原因不明だった疾患が
「アミロイド沈着」あるいは「異常凝集」で
説明ができるようになったが、疾患の予防や
治療に関してはまだ研究段階である。理由と
して、基礎研究でのタンパク質異常凝集研究
の難しさがあり、線維形成の詳細な分子機構
が解明されていないためである。この分野は
世界中で競争が高く、高齢化社会を迎えた日
本においてもこの領域研究の発展は重要で
社会的な意義を持つ。 
 
(2) 本申請課題の日本及び外国での現状 
 アミロイド研究の最重要課題は、アミロイ
ド線維の形成をいかに抑制するかである。そ
のために線維形成の分子機構に関する詳細
な知見を得る事が必須であり、様々な手法を
駆使して研究が行われている。ポリフェノー
ルが抑制化合物として知られており、ポリフ
ェノールの一種のフラボノイド系であるア
ントシアニンは、ブルーベリー等の赤紫色を
した植物体に多く含まれている色素成分で、
線維形成の抑制に有用であることがわかっ
た (Iwasa et al. Biochemistry (2013))。
また、全世界を地域別に比較すると、地中海
沿岸地域で生活する人々のアルツハイマー
病発症率が、他の地域よりも 40%低い統計デ
ータがある。その地域の食習慣としてオリー
ブ油を多量に摂取する傾向がある(Abuznait 
et al. Chem. Neurosci. (2013))。オリーブ
油のフェノール成分であるオレオカンター
ルがアルツハイマー病原因ペプチドの分解
酵素の活性を高めることで疾病の発症を抑
えているとも考えられ、摂取したオレオカン
タールが直接原因ペプチドに作用するわけ
ではなく、間接的に機能している可能性もあ
る。将来的な機能性食品や医薬品の開発等の
応用研究を考えると、疾患発症原因タンパク
質等に対して化合物等が直接相互作用して
機能することが望ましい。 

 申請者は、線維形成の分子機構の解明に重
点を置き、生物物理学的手法、生化学的手法
を用いて研究を展開してきた。顕微鏡を用い
た線維形成反応の可視化や、線維形成を促進
する化学的な因子（界面活性剤、アルコール）
と物理的な因子（撹拌、超音波）が線維形成
に及ぼす影響と、その分子機構に関する詳細
な知見を得てきた。本研究はこれまで培って
きた知識を用いて、天然有機化合物を用いた
アミロイド線維形成の阻害に関する研究を
展開する。 
 
２．研究の目的 
 難治性疾患であるアミロイドーシスは、生
体機能を有するタンパク質やペプチドが何
らかの原因によって構造異常を起こし、その
結果として線維状の凝集体を形成して体内
の多くの組織に沈着する疾患である。国民病
の一つであるアルツハイマー病や生活習慣
病の一つである II 型糖尿病等の疾患が含ま
れている。これらの疾患には根本的な治療方
法は開発されておらず、いかにしてこのよう
な凝集形成を阻害・抑制するかが重要な課題
となっている。しかしながら、いつ発症する
かわからない疾患を投薬等で予防すること
は現実的ではない。本研究は、「医食同源」
をもとに、海藻等から生産される様々な化合
物が、アミロイドーシス発症原因タンパク
質・ペプチドの凝集形成抑制に効果を持つと
考え、新規化合物の探索、線維形成に及ぼす
分子機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
  本研究の当初は、(1) 蛋白質異常凝集検出
装置 (HANABI) による新規有用化合物のス
クリーニング、(2) アミロイド線維形成タン
パク質と新規有用化合物の分子機構の解明、
の二つに重点をおいた。しかしながら、オリ
ゴ糖調製に必要な糖分解酵素が必要となり、
その酵素を有する海洋性細菌の単離、目的酵
素のクローニング等も(3)の項目として追加
した。   
 具体的に(1)においては、超音波発生装置
とマイクロプレートリーダーを組み合わせ
た新規に開発した装置 HANABI を用いて、海
藻が有する成分や、鳥取県に生育している海
藻を採取し調製した水溶性抽出液等をモデ
ルタンパク質であるインシュリンの反応溶
液に添加して効果の有無を選別する。本研究
では、海藻が有する成分として海藻特有の多
糖を用い、水溶性の抽出液においては、鳥取
県の海から採取した緑藻、紅藻、褐藻それぞ
れから調製したものを用いた。HANABI による
スクリーニングを行なったあと、溶液に対す
る超音波照射という高ストレスの物理刺激
から、中程度の物理的ストレスである溶液の
震盪に変更し、添加する多糖の濃度依存性や
分子量依存性等を調べた。アミロイド線維の
検出にはアミロイド線維特異性蛍光色素で
あるチオフラビン Tを用いて、経時的に蛍光



測定を行なった。 
 (2)においては、(1)で得られた成果をもと
に、添加物がインシュリンの構造や、反応中
に形成する凝集物について、円二色性分光法
で二次構造の変化を、透過型電子顕微鏡を用
いて、形態観察を行なった。 
 派生的に生じた(3)においては、目的酵素
を有する海洋性細菌の単離を行い、そのあと
酵素活性が高い菌を選択し、次世代シークエ
ンサーによるドラフトゲノム解析で遺伝子
を同定後、大腸菌の系を用いてクローニン
グ・精製を行い、その特性評価を行なった。 
  
４．研究成果 
(1) 蛋白質異常凝集検出装置 (HANABI) に 
よる新規有用化合物のスクリーニング 
 HANABI は超音波照射という強力な物理的
刺激により短時間かつ多検体の試料をスク
リーニングすることが可能である。この
HANABI を用いて、インシュリンのアミロイド
線維形成に対する海藻多糖と、鳥取県の海か
ら採取した海藻（緑藻、紅藻、褐藻）の水溶
性抽出液11種についてその効果を検証した。 
 海藻多糖の影響については HANABI で褐藻
由来の多糖がインシュリンの線維形成を阻
害する効果が示唆されたので、中程度の物理
的刺激である震盪反応に変更し、比較対象と
して他の海藻由来の多糖も用いてより詳細
に調べた。その結果、紅藻や一部の褐藻由来
の多糖にはインシュリンの線維形成を阻害
する効果はなかった。従って、同じ多糖でも
褐藻由来の２種の多糖が阻害効果を示し、特
にそのうちの一つの多糖が強い効果を有し
たため、まずはこの多糖に焦点を当てさらな
る検証を行なった。 
 多糖は数十万に及ぶ高分子である。発症予
防等を考慮した場合、この状態では体内で吸
収されるかはわからない。従って、多糖を低
分子化させる必要があり、本実験では加水分
解による低分子化を行い、分子量依存的な線
維形成阻害効果を調べた。その結果、低分子
化させすぎると、線維形成阻害効果が無くな
り逆に線維形成を促進させる傾向が見られ
た。また、様々な平均分子量で阻害効果を調
べると最適な分子量の存在が明らかになり、
今後の応用研究に期待できる成果となった。
分子量の最適化を行い、その条件において添
加する多糖の濃度依存性を検証した。その結
果、実験開始当初に用いていた濃度よりも４
分の１から８分の１程度まで濃度を下げて
も十分な阻害効果を示すこともわかった。こ
の多糖に関しては 2016 年度に特許申請も行
なった。 
 緑藻・紅藻・褐藻を含む 11 種の水溶性海
藻抽出液においても、HANABI を用いて阻害効
果の有無をスクリーニングした。これらの海
藻抽出液は糖を含め多くの化合物を含んで
いる。紅藻からの抽出液は線維形成に対する
阻害効果が見られなかったが、緑藻の抽出液
は少しの阻害効果を示した。HANABI の高スト

レス条件下で線維形成時間の差が見られた
ことは有意な差だと考えられた。海藻抽出液
の実験においても褐藻の2種が明らかな線維
形成阻害効果を示した。この褐藻 2種は食用
ではなく、廃棄対象でもある雑海藻に分類さ
れる海藻である。つまり、この褐藻 2種の有
用性が明らかになれば、食料問題と競合せず、
新たな医薬品・機能性食品開発に展開できる
と期待される。実際に阻害効果が見られた褐
藻2種についても線維形成条件を震盪反応に
変更し、有意な差が生じるかを検討した。そ
れぞれの海藻抽出液をインシュリンの反応
溶液に濃度依存的に添加すると、一つの褐藻
抽出液は実験開始時に使用した濃度の 10 分
の 1程度でも阻害効果を示した。他方、もう
一つの候補の褐藻は同じ濃度でも同程度の
阻害効果を示さなかった。同じ褐藻でも種に
よってその成分が異なることが原因だと考
えられた。この抽出液にはこれまでに阻害効
果を明らかにしている褐藻特有の多糖も含
まれているが、多糖単独で使用した濃度より
も抽出液の中に含まれている多糖の濃度は
低いと考えられるため、本実験で得られた成
果は、多糖と抽出液に含まれる他の化合物と
の相乗的な作用により阻害効果を示したと
考えられた。 
 
(2) アミロイド線維形成タンパク質と新規  
有用化合物の分子機構の解明 
 (1)ではアミロイド線維の形成の有無を経
時的に調べることができるチオフラビンTを
用いた蛍光測定で判断している。アミロイド
線維が形成される時にはタンパク質の二次
構造が大きく変化する。実際に、褐藻由来の
多糖をインシュリンの反応溶液に添加し、二
次構造の変化を追跡した。本実験で用いてい
る反応条件ではインシュリンは部分的なヘ
リックス構造を形成しており、アミロイド線
維を形成するとシート構造に変化する。反
応開始時と反応終了後のサンプルを、二次構
造を調べることができる CD 測定を行うと、
何も添加していないサンプルや低濃度の多
糖を添加したサンプルにおいては、シート
構造に変化していることがわかった。他方、
チオフラビンTの蛍光強度の増加が認められ
なかったサンプルにおいて同様の測定を行
うと、反応開始時のヘリックス構造を示す
スペクトルと全く同じスペクトルを反応終
了後も示したことから、添加した多糖はイン
シュリンの構造変化を抑制していることが
わかった。海藻抽出液には多くの化合物が含
まれているために光の吸収が大きく測定す
ることができなかったが、チオフラビン T蛍
光測定が似た結果を示したことから同様の
現象が起きていると推察した。 
 アミロイド線維は、部分的に変性したタン
パク質同士の会合反応による核形成（核形成
反応）が生じ、その後核が鋳型となり変性タ
ンパク質が次々と結合し線維状の凝集体を
形成する伸長反応の二段階反応からなる。多



糖がどの反応段階で阻害効果を示すかを調
べるために、反応中の多糖添加開始時間を変
えて実験を行なった。その結果、多糖の阻害
効果は、核形成反応で作用し、伸長反応では
効果がほとんどない事がわかった。このこと
は、多糖はインシュリンの二次構造変化を抑
えつつ、アミロイド線維形成に伴う分子間の
会合反応も抑制している事が示唆された。 
 多糖や海藻抽出液を添加した際に生じる
反応溶液内の変化を直接的に明らかにする
事は重要である。それぞれを添加した反応溶
液の反応終了後の状態を透過型電子顕微鏡
に供し、形態について観察した。多糖や海藻
抽出液を添加していないインシュリンの反
応溶液は容易にアミロイド線維を形成する
ため、電子顕微鏡観察結果においても線維状
の典型的なアミロイド線維が観察された。他
方、数百時間反応させてもチオフラビン Tの
蛍光強度の増加が認められなかったサンプ
ルにおいては、多糖・海藻抽出液の両方もア
ミロイド線維は観察されず、不定形な凝集体
を一部形成している事がわかった。このこと
は、アミロイド線維形成経路に沿って形成さ
れる会合体とは関係のない凝集体を形成さ
せることより線維形成経路を遮断している
と考えられた。 
 アミロイド線維形成の特徴の一つとして
seeding 効果が挙げられる。これは、形成し
たアミロイド線維を未反応の溶液に添加す
ると添加した線維が鋳型となり、線維形成が
加速される反応である。多糖添加によって得
られた不定形凝集を未反応のインシュリン
溶液に添加してもseeding効果は見られなか
った。このことからも、形成した不定形な凝
集体はアミロイド線維形成とは関係のない
凝集体である事が示された。今後はこの不定
形な凝集体が細胞に対して毒性を有してい
ないかを検討する必要がある。 
 
(3) オリゴ糖精製を目的とした海洋性細菌 
の単離・目的酵素のクローニング・特性評価 
 先に述べたが多糖は高分子であるために、
体内での吸収等の問題が考えられる。体内に
存在する多糖分解酵素の存在を期待するか、
海藻の生育環境で海藻多糖を資化する微生
物を利用してオリゴ糖を調製するかの選択
がある。後者を選択する場合は、海水から有
用な微生物を単離する必要があり、多糖資化
性菌として数種の海洋微生物の単離に成功
した。野生株からの多糖分解に関わる酵素を
精製し、その特徴づけを行なった。その結果、
これまでに報告されている類似の分解酵素
にはない、新たな性質を有していることを発
見した。 
 酵素の新規性を調べるとともに、オリゴ糖
を調製するためには、大量の酵素が必要とな
る。次世代シークエンサーを用いて単離した
菌のドラフトゲノム解析を行い、野生株から
精製した酵素のN末端アミノ酸シークエンス
のデータと合わせて、目的の酵素の遺伝子を

同定した。そして、その目的酵素を異種発現
させるために、クローニングを行い、大腸菌
を用いた異種発現系の構築に成功し、酵素の
大量取得を可能とした。異種発現させた酵素
を精製し、その諸性質を野生株から精製した
酵素と比較すると活性の大きさ等も含めて
ほとんど差が見られなかった。加水分解によ
って得られたオリゴ糖と酵素分解によって
得られるオリゴ糖に線維形成の阻害効果の
違いが見られるかどうかを今後検討してい
く予定である。精製した一部の酵素について
はその新規性から論文として報告した。 
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