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研究成果の概要（和文）：ロスマリン酸（RA）は、in vitroおよびin vivo試験においてアルツハイマー病の主
病態であるアミロイドβに対する高い凝集抑制能を有する。本研究では、アルツハイマー病（AD）モデルマウス
にRAを摂食させ、認知行動および脳内表現型を確認すると共に、血中のAD発症遅延反応性マーカーを探索するこ
とを目的とした。
ADモデルマウスにロスマリン酸（RA）を摂食させると普通食群と比較し認知機能低下が抑制された。血漿中の成
分を網羅的に解析したところ、普通食群とRA食群の化合物の中に逆相関を示すものが存在し、これらの化合物が
AD発症遅延反応性マーカー候補となることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：A study of rosmarinic acid (RA) that highly inhibit the aggregation of 
amyloid β(Aβ)both in vitro and in vivo. In this study, after feeding RA to AD model mice (RA 
group), cognitive function and aggregation of Aβ was checked, and therapeutic reactive bio-markers 
in their blood. RA group had more suppression, decreasing cognitive function was more than the 
control group. Some compound of RA group showed an inverse correlation with C group by comprehensive
 analysis. These compounds might be therapeutic reactive bio-markers of AD.

研究分野： 食品機能学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病（AD）は、症状が現れる約20年前から脳内Aβ蓄積などの脳内変化が始まっていること、また
認知症の病態が進行してしまうと、治療が困難であることから、発症前や初期段階での診断、および予防・治療
が重要かつ効果的である。本研究では侵襲性の低い血漿中から、ロスマリン酸摂食によるAD予防効果に伴い変動
する、AD発症遅延反応性マーカー候補を見出した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
2013 年、厚生労働省調査によると 65 歳以

上の 4 人に 1 人は認知症とその予備軍と報告
されている。認知症の約半数がアルツハイマ
ー病（AD）であり、この対策は急務である。 
現在の AD 治療薬は AD の進行を遅らせる

ことしかできないことから、日々摂取する食
品による予防効果に期待がもたれている。ポ
リフェノールには AD を予防する疫学的知見
が報告されている。共同研究先である金沢大
学山田正仁先生らのグループは、AD の主病
態である脳内アミロイド β（Aβ）の沈着に着
目し、in vitro および in vivo 両方の系において
脳内 Aβ 凝集を抑制するポリフェノールとし
てロスマリン酸（RA、図１．）を独自に見出
している。 
一方 AD は、症状が現れる約 20 年前から脳

内 Aβ 蓄積などの脳内変化が始まっているこ
と、また認知症の病態が進行してしまうと、
治療が困難であることから、発症前や初期段
階での診断、および予防・発症遅延が重要か
つ効果的である。現在 AD の発症前診断は、
PET による、Aβ やリン酸化タウの画像診断、
および脳脊髄液中の Aβ やリン酸化タウの測
定等により総合的に判断されるが、これらは
高額かつ侵襲性が高く、患者への負担も大き
い。 

 
図 1. ロスマリン酸（RA）の構造式 

 
 

２．研究の目的 
本研究では AD モデルマウスに発症前から

RA を摂食させ、認知行動試験と脳内表現型
を確認するとともに、血中成分を網羅的に解
析することにより、AD 発症遅延反応性の指
標となる新たなマーカー分子を同定するこ
とを目的とした。 

 
 

３．研究の方法 
３－１．動物の飼育 

AD モデルマウス（Tg2576）（20 匹）およ
び野生型マウス（14 匹）を、それぞれコント
ロール食（C）群および 0.5% RA 食（RA）群
に分けて 12 か月間飼育した。 
 
３－２．行動試験 
飼育開始 12 か月後に、オープンフィール

ド試験および新奇物体認識試験等の行動試
験により認知機能を評価した。 
 
３－２－１．新奇物体認識試験 

 

 
図２．新奇物体認識試験の概略図 
 
マウス試験用フィールドを用いて、3 つの

セッションに分けて試験を行った (図２)。ま
ず、マウスを試験用フィールド内で自由に行
動させ、新奇環境に馴化させた (Session1)。
その後、物体 A 及び 物体 B を配置し、マウ
スをフィールド内で 10 分間自由に行動させ
た (Session2: Familiar phase)。10 分経過後にマ
ウスをフィールド外に出し、さらに 10 分経
過した後、物体 B を新たな物体 C に変更し、
Session2 と同様に物体を配置した。その後、
マウスをフィールド内で 5 分間自由に行動さ
せた (Session3: Novel phase)。 
解析では、Session2 及び Session3 の試験時

間中に、各物体（物体 A・B・C）に対してマ
ウスが探索行動を取る時間を計測した。計測
結果は、TA ＝ 物体 A への反応時間、TB ＝ 
物体 B への反応時間、TC ＝ 物体 C への反
応時間とし、例えば物体 B に対する興味の度
合いを表すときには、Exploratory preference 
＝ TB/(TA+TB) のように値を算出した。一般
的に正常マウスは、新奇の物体に対する反応
時間が長くなることが期待されるため、
Session2 における物体 A 及び物体 B に対する 
Exploratory preference は 0.5、Session3 におけ
る物体 C に対する Exploratory preference は
0.6～0.8 となることが理想とされる。なお予
備検討により、各物体に対するマウスの嗜好
性が同程度であることを確認した。 
 
３－２－２．オープンフィールド試験 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．オープンフィールド試験解析図 
 
オープンフィールド試験では、試験用フィ

ールド内でマウスを 10 分間自由に行動させ、



その行動をビデオカメラで観察、記録した。
解析では、フィールドを Center, Corner, 
Periphery の 3 つの領域に分け (図３) 、各領
域での移動距離・進入回数・滞在時間を計測
した。 
 
３－３．脳組織染色 

Tg2576 マウスについては免疫組織染色を
行い、脳内 Aβ 沈着を評価した。解剖により
摘出した Tg2576 マウスの左脳前半球を、10%
中性緩衝ホルマリン液にて 4℃で一晩固定し
た。固定後、100％PBS から Ethanol 濃度を
25% ～70%の間で段階的に洗浄した。洗浄後、
70% Ethanol で 4℃保管した。保管後、Ethanol 
濃度を 80～ 99.5% の間で段階的に増やしな
がら浸透させ、脱水処理を行った。その後キ
シレンを浸透させて透徹を行い、パラフィン
に包埋した。包埋後、滑走式ミクロトームを
用いて、5 μm 厚の切片を作製した。 
作製した切片を、キシレン及び 100% 

Ethanol にそれぞれ浸透させた後、流水で洗浄
した。その後、3%過酸化水素による内在性ペ
ルオキシダーゼのブロッキングを行った後、
Histo VT One を用いて抗原の賦活化処理を行
った。賦活化後再度洗浄し、タンパク質系ブ
ロッキング試薬を用いて特異性ブロッキン
グを行い、一次抗体を浸透させた。一晩静置
した後、0.03% Tween/PBS で洗浄し、二次抗
体を 30 分間浸透させた。発色基質を標識し、
ヘマトキシリン液で洗浄した。洗浄後は
100% Ethanol 及びキシレンにそれぞれ浸透さ
せて脱水し、乾燥させた後にマウントクイッ
クチューブを用いて封入した。 
 
３－４． ELISA による定量分析 
定量分析には、Human βAmyloid (1-40) 

ELISA Kit wako 及び Human βAmyloid (1-42) 
ELISA Kit wako, High Sensitive を使用した。そ
れぞれヒト Aβ40 及びヒト Aβ42 の N 末端に
特定的なモノクローナル抗体である BAN50
が固相化されたプレートにサンプルを一晩
浸透させ、検体中のヒト Aβ40 及びヒト Aβ42
の N 末端を吸着させた。その後 HRP 標識さ
れた BA27 (F(ab’)2 フラグメント) 及び BC05 
(Fab’フラグメント) を反応させ、固相化抗体
－抗原－標識抗体のサンドイッチ複合体を
形成させた。その後 TMB 溶液を加えて HRP
を検出し、吸光度測定 (OD = 450nm) により
濃度を測定した。 
 
３－５．血漿成分の次世代シークエンス解析 
同 マ ウ ス よ り 血 漿 を 採 取 し た 後 に

microRNA（miRNA）を抽出・精製し、ライ
ブラリ調整後、次世代シークエンスに供した。
RA 摂食の認知機能の低下抑制効果および脳
内表現型と相関して有意に上昇あるいは減
少している成分を探索した。 

 
 
 

４．研究成果 
４－１． 認知行動試験 
新奇物体認識試験では、野生型マウスは C

群 RA 群共に、認知機能低下は認められなか
った。一方 Tg2576 マウスにおいて C 群は、
Novel phase における既知物体と新奇物体に
対する Exploratory preference には差がなく、
認知機能の低下が認められた。また Tg2576
マウスの RA 群では新奇物体に対する
Exploratory preference が有意に高かった。以
上のことから、Tg2576 マウスにおいては、C
群で認知機能（物体に対する記憶力）が低下
し、RA 摂食によりその低下を予防したこと
が考えられた。 
 オープンフィールド試験では、Tg2576 マウ
スの中央における移動距離が、野生型マウス
と比較して、C 群では上昇し、RA 群は野生
型マウスと同等であった。通常マウスはフィ
ールドの中央部に滞在することに対して不
安を感じるため、正常マウスの場合、フィー
ルド中央部よりも周縁部での活動量が多く
なる。不安感知能力の低下は、認知力の低下
と付随して生じると考えられている。本研究
では、Tg2576 マウスの C 群において生じた
不安感知能力の低下を RA 摂食により抑制さ
れたことを示している。 
 
４－２．脳切片の免疫組織染色および ELISA
による Aβ蓄積の評価 
 免疫組織染色では、大脳皮質において C 群
にのみ Aβ 蓄積が観察されたが、全体として
顕著な蓄積は認められなかった。大脳皮質か
らタンパク質を抽出し、ELISA による定量を
行った。Aβ40、Aβ42、および Aβ 総量共に有
意な差は認められなかったが、RA 群におい
て低値を示す傾向がみられた。 
 
４－３．miRNA 解析 
次世代シークエンス解析では、AD の病態

により発現変動すると考えられた、発現変動
率の高かった miRNA が、RA 摂食群では逆相
関の変動を示したことから、これら miRNA
は RA 摂食の AD 予防効果に伴い変動する
miRNA である可能性が考えられた。 
 
４－４．まとめ 

12 か月間の 0.5%RA 食摂食により、Tg2576
マウスにおいては、認知機能の低下が抑制さ
れた。一方 C 群では顕著な Aβ 蓄積が認めら
れなかったものの、記憶力の低下が生じてい
たことから、認知症の初期段階であることが
推定された。また、RA の AD 発症遅延効果
と伴い変動すると考えられる miRNA を数種
同定することが出来た。 
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