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研究成果の概要（和文）：我々は Aβ凝集体が存在するとケト型からエノール型になり老人斑に
結合するクルクミン誘導体（Shiga-Y5）を開発した。本研究では Shiga-Y5 の性質を利用するこ

とで老人斑の量を測定する血清診断法の開発を行った。その結果、遺伝子組換えマウスの血液

中に Shiga-Y5 を注射すると脳に入って老人斑と結合し、血清への排泄が遅延すること、

Shiga-Y5 と FACS を組み合わせ、液中の Aβ凝集体量を測定できることを示した。	
 
 
研究成果の概要（英文）：We have developed a novel curcumin derivative (Shiga-Y5), that 
can exist in an equilibrium between keto and enol tautomers, with the enol form able 
to bind Aβ aggregates while the keto form cannot. Using Shiga-Y5, we developed a 
hemodiagnostic method to detect Aβ deposition in the Tg2576 mouse, a model of AD. 
When Shiga-Y5 injected into tail veins of Tg2576 and wild mice, a delayed decrease 
rate of Shiga-Y5 clearance was observed in Tg2576 mice in comparison to wild-type 
mice. The delayed clearance of Shiga-Y5 from the brain into blood reflected amounts of 
Aβ depositions in the brain. 
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研究分野：複合領域 
科研費の分科・細目：脳神経科学・神経化学、神経薬理学 
キーワード：神経変性疾患、認知症、アルツハイマー病、診断、ベータアミロイド 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 ワクチン療法などアルツハイマー病の根
本治療法の開発が進み、アルツハイマー病を
早期にかつ正確に診断する技術の開発が求
められている。アルツハイマー病では、老人
斑の形成が最も早期におこる病理変化であ
ることから、アルツハイマー病の早期診断に
は老人斑の検出が最も有効な手段と考えら
れる。この観点から、PETによるアミロイド
イメージングの研究が盛んに行われている。
しかしながら、PET は高価であり、放射線障
害の可能性も完全には否定できない。そこで、
もっと簡便で侵襲が少なく安価な診断法の

開発が期待されている。我々は、血液中では
ケト型で存在するが、Aß 凝集体が存在すると
ケト型からエノール型になり、老人斑に結合
するクルクミン誘導体(Shiga-Y5)を開発し
た。現在 PET などで使われている老人斑検
出試薬の Benzoxazol などは一端結合すると
遊離しにくい。一方、Shiga-Y系化合物は一
端エノール型になって老人斑に結合するが、
一定の時間後にケト型になって遊離して血
液中に排泄されるという性質をもつ。この性
質を利用することで、今までにないアルツハ
イマー病の血液診断法を開発できるという
アイデアに結びついた。 
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２．研究の目的 
	
 アルツハイマー病の遺伝子改変モデルマ
ウスを用いて、我々の開発したクルクミン系
化合物による脳内の老人斑の量を測定する
血清診断法を開発する。アルツハイマー病の
遺伝子改変モデルマウスで十分な検討を行
うことを目的とし、将来のヒトへの応用研究
へ向けた基礎データを得る。 
 
３．研究の方法 
3-1. フッ素 MR 画像法による排泄遅延の確
認実験 
	
 本化合物は、もともと MRI によるアミロ
イドイメージング用に開発されたもので、
Shiga-Y 系化合物は構造に非放射性元素の
19Fをもつ。19F は NMR信号を出し、7-tesla 
MRI 装置でマウスを生かしたまま体内分布
を追跡することができる。また、組織中の化
合物量はシングルパルス測定で 19Fのピーク
となって測定できる。そこで、アルツハイマ
ー病の遺伝子改変モデルマウス(以下 APPマ
ウスと略す)と対照の野生型マウスの尾静脈
に Shiga-Y5を投与後、動物実験用の 7-tesla 
MRI装置に設置し、マウスを生かしたままフ
ッ素MR画像法で化合物の体内分布を追跡し
た。 
 
3-2.化合物の血中濃度の HPLC測定 
	
 本化合物は独特の蛍光特性をもつことか
ら、高速液体クロマトグラフィーで高感度に
測定することが可能である。野生型マウスと
APPマウスの尾静脈から化合物を投与し、一
定時間後に血液を採取し、化合物の血中濃度
を経時的に追跡した。 
 
	
 3-3. Shiga-Y5と Aβ抗体を結合させた磁気
ビーズによる Aβ凝集体測定法の開発	
 
	
 Protein	
 G	
 ｍicrospheres に、抗 Aß モノク
ローナル抗体（自家製ハイブリドーマクロー
ン 1A-10F 産生抗体、マウス IgG1、1mg/mL）
を加え、4ºC で 1 時間反応させ結合させた。
反応後、PBS-Tで3回洗浄回洗浄操作を行い、
0.25mL	
 の PBS-T に懸濁し、使用時まで 4ºC
で保存。同様の方法により非特異的マウス
IgG1 抗体(SIGMA 社製 No.M	
 9269、マウスミエ
ローマ由来 IgG1、1mg/mL)を用いて陰性対照
用ｍicrospheres を調製した。上記にて作製
した抗 Aβ抗体結合ｍicrospheres と
Shiga-Y5、および既述の方法で作製したアミ
ロイドβペプチド凝集体を混合し、4ºC で 5
～10 分間反応した後、フローサイトメーター
（FACS）法（Becton	
 Deckinson 社製、FACS	
 
Calibur）で Shiga-Y5 の発する蛍光強度解析
を行った。非特異的マウス IgG1 抗体を結合
した陰性対照用ｍicrospheres での解析値を
バックグラウンドとして減ずることで抗 Aβ

抗体特異的な蛍光陽性粒子のカウント数を
求めた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
3-1. フッ素 MR 画像法による排泄遅延の確
認実験 
	
 APP マウスと対照の野生型マウスの尾静
脈に 200 mg/kgの Shiga-Y5を投与し、経時
的に脳の 19F信号を測定すると、野生型マウ
スでは速やかに脳から排泄されるが、APPマ
ウスでは老人斑に結合して排泄が遅延した（ 
図１）。この排泄遅延は、統計的にも有意で
あった（図２）。本研究の成果は、国際学術
誌 に 報 告 し た （ Yanagisawa et al. 
Neuroscience 2011）。 
	
 

	
 

図１.	
 野生型マウス（左）と APP	
 マウス（右）
脳から検出された Shiga-Y5 の 19F 信号ピー
クの経時的変化。	
 

	
 

	
 

図１.	
 野生型マウス（WT）と APP マウス
（APP）脳から検出された Shiga-Y5 の 19F
信号強度の経時的変化。*P <0.05	
 
	
 
3-2.化合物の血中濃度の HPLC測定	
 
	
 野生型マウスと APP マウスの尾静脈から
化合物を投与し、一定時間後に血液を採取し、
化合物の血中濃度を HPLC にて経時的に測
定した。その結果、これまでのところクルク
ミンもShiga-Y5も野生型とAPPマウスで明



 

 

らかな血清中濃度の差は見られていない（図
3）。また APPマウスの血中、髄液中、組織
中の Aβ量を測定したところ、鼻粘膜での Aβ
凝集体量が脳内の Aβ凝集体量に正比例する
ことを見いだし、国際学術誌に論文発表した
（Kameshima et al. Neuroscience Letters, 
2012）。 
 

 
図３.	
 野生型マウスと APP マウスの尾静脈
からクルクミンを投与した場合の血中濃度
の経時的変化。	
 
	
 
3-3. Shiga-Y5と Aβ抗体を結合させた磁気ビ
ーズによる Aβ凝集体測定法の開発	
 
	
 Shiga-Y5と Aβ抗体を結合させた磁気ビー
ズに Aβ凝集体を反応させ、洗浄後に
Shiga-Y5を加えると、抗体に結合した Aβ凝
集体と反応して強い蛍光を発した。蛍光を発
する磁気ビーズの量をフローサイトメトリ
ー（FACS）でカウントすると、カウント数
は溶液中の Aβ凝集体量に比例し、測定がで
きることがわかった（図４）。本研究に関連
する特許を１件出願した。 
	
 

 
	
 
図 4.Shiga-Y5 と磁気ビーズを利用した Aβ
凝集体の測定	
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