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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病をはじめとするアミロイド病は、アミロイドタンパク質の凝集が引
き金となり発症するため、その凝集阻害物質は病気の予防や治療に有用である。本研究では、量子ドットを用い
たアミロイドβ（Aβ）凝集体のリアルタイムイメージング法を応用したAβ凝集阻害物質の自動化微量ハイスル
ープットスクリーニング法（MSHTS法）を開発し、本自動化システムを用いた阻害物質の探索と、活性物質の構
造活性相関の解析を行った。また、MSHTSシステムを他のアミロイド（タウ、α-シヌクレイン、アミロイドA）
に拡張するとともに、神経細胞毒性の高いアミロイドオリゴマーの形成阻害物質の新規スクリーニング法を開発
した。

研究成果の概要（英文）：Amyloid disease such as Alzheimer's disease is triggered by aggregation of 
amyloid protein to develop it, and therefore the aggregation inhibitor is useful for prevention and 
treatment of disease. In this study, we developed an automated microliter-scale high-throughput 
screening system (MSHTS system) for amyloid β (Aβ) aggregation inhibitors applying real-time 
imaging method of Aβ aggregation using quantum dots. Furthermore, we screened for inhibitory 
substances using this automated system and analyzed the structure-activity relationship of active 
substances. In addition to expanding the MSHTS method to other amyloids (tau, α-synuclein, and 
amyloid A), we developed a new screening method for inhibitors of amyloid oligomer formation with 
high neurotoxicity.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： アミロイド　凝集阻害　量子ドット　ハイスループット　スクリーニング　Aβ　タウ　オリゴマー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
認知症の過半数を占めるアルツハイマー病の発症には、アミロイドβやタウと呼ばれるタンパク質の脳内での凝
集と蓄積が関与しているため、凝集を抑制する物質は病気の予防や治療に有用である。本研究では、不純物を含
む天然物エキスのアミロイド凝集抑制活性であっても微量かつ効率的に評価できる自動分析システムの開発に成
功し、本手法を用いて様々な凝集抑制物質を発見してきた。今後、本手法や新たに見つかった化合物を用いるこ
とで、認知症予防に関する研究が飛躍的に進展することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
① 研究の学術的背景 
 認知症の 5 割〜7 割を占めるアルツハイマー病（AD）は、2050 年に
はその患者数が世界で 1 億人を突破すると見積もられている。認知症
患者の増加は医療費や介護費などの社会保障費の増大に直結するため
その対策は喫緊の課題であるとされ、世界中でその対策が検討されて
いる。 
 AD 患者の脳にはアミロイド β（Aβ）と呼ばれるタンパク質が凝集沈
着した老人斑と呼ばれる構造が見られる。Aβ凝集体が神経毒性を持つ
ことから、この凝集が引き金となり AD が発症するというアミロイド
カスケード仮説（Hardy & Higgins, 1992）（図 1）が提唱され、これまで
この仮説を裏付ける研究成果が多く報告されてきた。その一方で、数
年前に立て続けに行われたアミロイドカスケード仮説に基づく薬剤の
臨床試験（Aβ生成に関わる酵素の阻害物質や Aβ凝集阻害活性を有す
る抗体を AD 患者に投与）が失敗に終わり、アミロイドカスケード仮
説が誤りであるのではないかと一時危惧された時期もあった。しかし
ながら、Aβの凝集は認知症発症の数十年前から始まることや、凝集体の形態（例えば、少数の
分子が会合したオリゴマーなのか線維なのか）によって毒性が異なること等が明らかとなり、最
近ではこの臨床試験の失敗は試験条件の不適によるものであると考えられている。そのため、現
在、家族性 AD 患者の家族集団を対象とした発症前の臨床試験の実施や、様々なオリゴマー形成
阻害物質の検討がなされている。このように、アミロイドカスケード仮説が再評価さされつつあ
る現在、これまで見つかっていないような、強力かつオリゴマー形成をも阻害するアミロイド凝
集阻害物質が見つかれば、それが AD の根本治療薬開発のための大きな武器となるだろう。 
 これまでの研究により、クルクミンやカテキンなど、様々な天然由来物質が Aβ凝集を阻害す
ることが報告されている（Masuda et al., 2006）。しかしながらこれら天然由来物質を効率的にス
クリーニングする手法はこれまで無かった。現在、Aβ凝集阻害活性を評価するために最も多用
されている手法にチオフラビン T（ThT）法が挙げられるが、これは Aβ凝集体に ThT が結合す
ることで変化する蛍光強度を計測するものである。即ち、ThT の励起光を吸収するような夾雑物
が含まれる植物粗抽出液等のサンプルについてはその活性評価は困難であり、様々な天然抽出
液からの網羅的スクリーニングに ThT 法は適さない。また、ThT 法による解析には複数ステッ
プの操作が必要であるため、同時に多数のサンプルを扱うハイスループット解析にも向かない。 
 その様な中、我々は量子ドットを用い Aβ 凝
集をオリゴマー形成から線維形成までリアルタ
イムイメージングすることに初めて成功し、さ
らにこのイメージング法を応用した Aβ 凝集阻
害物質の微量ハイスループットスクリーニング
法（MSHTS 法、図 2）を開発した。 
 MSHTS 法の特徴は、①微量、②ハイスルー
プット、③夾雑物の影響が小さいことである。
すなわち、蛍光顕微鏡画像をもとに解析するた
め、顕微鏡観察に必要な数 µL の微量サンプル
で活性を評価できる。また、ウェルプレートに
サンプルを注入後は、固定や染色等の煩雑な操
作なく凝集過程やその阻害を直接観察できるた
め、経時的かつハイスループット解析が可能で
ある。さらに、凝集体量を ThT のように蛍光強
度ではなく、画像解析によって定量化するため、
不純物等による内部フィルター効果の影響を受
けにくい。また、量子ドットは ThT より長波長
側で励起できるため、上述した内部フィルター
効果の影響を受けにくいことと合わせて、多種
多様の夾雑物を含む植物粗抽出液や加工食品の
ようなサンプルであっても評価が可能である。
加えて、ThT は凝集体の βシート構造に結合す
ることで蛍光を発するためThTと結合が競合す
るような阻害物質の評価はできないが、本手法では原理的にそのような心配を考慮しなくてよ
い。実際に我々は、MSHTS 法により香辛料 52 種類の抽出物の Aβ凝集阻害活性を評価し、シソ
科に属すハーブ系香辛料が高い凝集阻害活性を示すこと、また、その活性本体がロスマリン酸で
あることを見いだした。さらに、海藻に対しても同様のスクリーニングを行い、多糖類が Aβ凝
集阻害活性を有する可能性を明らかにするなど、MSHTS 法が天然物からの Aβ 凝集阻害物質の
網羅的探索に実際に適用できることを証明した。 
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図1 アミロイド
カスケード仮説 

図 2 MSHTS 法の概要。(A)量子ドットナノプロー
ブによる Aβ凝集体の可視化。(B)1536 ウェルプ
レートを用いた Aβ凝集阻害物質のスクリーニ
ング。(C)凝集阻害曲線より阻害活性の指標とな
る 50%効果濃度（EC50）の求め方。(D)ロスマリ
ン酸による Aβ凝集阻害の蛍光顕微鏡観察。 



２．研究の目的 
 本研究では MSHTS 法により Aβ凝集阻害物質を網羅的に探索し、新規阻害物質についてはそ
の作用機序を解明する。また、あらゆるアミロイドの凝集を可視化できるユニバーサルプローブ
を活用することで MSHTS 法を Aβ以外のアミロイドに拡張するとともに、神経細胞毒性の高い
アミロイドオリゴマーの形成阻害物質の新規スクリーニング法を開発する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、量子ドットナノプローブを活用し、オリゴマー形成を含むアミロイドの凝集阻害
物質を幅広く探索する。阻害活性の高い物質が見つかればその作用機序の解明に取り組む。その
ために平行して以下の３項目に取り組むとともに、有望な物質については生体内でも効果が発
揮されるかどうか細胞レベルで検証する。 
（１）MSHTS 法による Aβ凝集阻害物質の網羅的探索および阻害機構の解明 
（２）ユニバーサルプローブを用いた、Aβ以外のアミロイドに対する凝集阻害物質の探索 
（３）アミロイドオリゴマー形成阻害物質の新規スクリーニング法の開発 
 
４．研究成果 
（１）MSHTS 法による Aβ凝集阻害物質の網羅的探索
および阻害機構の解明 
 本研究では、Aβ 凝集阻害物質の探索と同時に、
MSHTS 法の自動化にも取り組んだ。タンパク質の凝集
は、タンパク質分子同士の衝突によりによりはじまる。
分子の衝突は攪拌により促進されるため、サンプル調
製の際の攪拌条件のばらつきは評価結果のばらつきと
なってしまう。ThT アッセイのような従来法だけでな
く、MSHTS 法においてもこれまで手動でのピペッティ
ングによるサンプルの攪拌を行なっていた。網羅的探
索のためには、数百〜数千のサンプルを均一の条件で
攪拌する必要があるため、本研究では自動分注機を用
いて攪拌条件の最適化を検討した。また、天然抽出物の
ような色素を含むサンプルについても MSHTS 法は評
価できるという特長を持っているが、サンプル濃度が
高い部分においては色素の影響を若干受けることがわ
かっていた。そこで、量子ドットの種類やサンプル濃度
の最適化に加え、撮影条件についても自動露光、オート
フォーカス条件の最適化、自動化を行なった。これらの
成果については論文（論文①）や学会発表（学会③）す
ると共に、特許出願（特願 2018-242280）した。 
 実際に自動化した MSHTS システムにより、北海道産
真葉植物エキスライブラリ 504 種の Aβ 凝集阻害活性
を評価した。その結果、単子葉類の活性が低いこと、フ
トモモ目、フウロソウ目の活性が高いなど、植物の分類
と活性に相関があることが明らかになった（図 3、論文
①）。また、2016 年度内閣府地方創生交付金事業（北海
道白糠郡白糠町が採択）の助成により、
我々が独自に作成した白糠町に自生す
る植物のエキスライブラリー約 200種に
ついても評価も行なった。その結果、活
性の高かいいくつかの植物種を見いだ
した。その中で、ゲンノショウコについ
ては、活性本体を探索に成功し学会発表
を行なった（学会①②⑭）。また、本手法
を用いて、ドレッシングや海藻類の評価
も行なった（学会⑧⑩⑬）。 
 本研究では、以前我々がサマーサボリ
ーの活性本体として明らかにしたロス
マリン酸の構造活性相関についても検
討した。ロスマリン酸の構造的特徴を考
慮して、様々な誘導体を作成、これらの
Aβ 凝集阻害活性の評価や ClogP の算出
（図 4）、さらにドッキングシミュレーシ
ョンにより、ロスマリン酸がどのような
メカニズムで Aβと相互作用し、凝集を
阻害するのか明らかにした（論文③④）。 

図 3 植物の分類と Aβ凝集阻害活性の
関連。色が濃い程、凝集阻害活性が高い
植物種を示す。 

図 4 ロスマリン酸誘導体のAβ凝集阻害活性とCLogP 



 
 本研究では、化合物ライブラリーの評
価も行なった。98 種の低分子芳香族化合
物ライブラリーを1stスクリーニングした
ところ、13 種の化合物の活性を検出する
ことができた（図 5a）。興味深いことに、
この 13 種のうち、半数以上の 7 種がトロ
ポロン骨格を含む化合物であった（図
5b）。そこで、トロポロン骨格を含有する
誘導体を 36種作成し、これらに対して 2nd
スクリーニングを行なったところ、19 種
に活性があることを見出した（図 5c）。こ
れらの化合物については、従来法である
ThT 法でも活性を確認することができた
が、その大きさは MSHTS 法により計測し
たものと完全には一致しなかった（図 5d-
g）。これは、検出原理の違いによるものだ
と推測された。構造と活性について比較
評価したところ、官能基の種類や位置に
よって活性に影響することが明らかにな
った。今回、トロポロン誘導体で最も活性
が高かったものは、TR-003（図 5f）であ
り、その活性はロスマリン酸より高かっ
た。これらの研究成果については、論文発
表（論文①）すると共に学会発表も行なっ
た（学会⑨）。 
 
（２）ユニバーサルプローブを用いた、Aβ以外のアミロイドに対する凝集阻害物質の探索 
 Aβ 以外のタンパク質の凝集体の可視化にも取り組ん
だ。そのために、様々なタンパク質と共凝集する量子ド
ットナノプローブの開発を行うとともに（学会⑮）、量子
ドットナノプローブとタンパク質凝集体の非特異的結
合を利用した。これらの検討により、tau（学会④⑥⑫）
および α-シヌクレイン（学会⑤）の可視化に成功した（図
6）。tau については、共焦点レーザー顕微鏡より詳細に
解析を行い、電子顕微鏡では検出できないような Aβと
凝集体の構造の違いについて明らかにするとともに、シ
ャペロンが tau の凝集を強く阻害すること明らかにした
（論文①②）。様々なアミロイドタンパク質の凝集阻害
活性の評価については、自動化の特許出願と同時に特許
出願した（特願 2018-242280）。 
 
（３）アミロイドオリゴマー形成阻害物質の新規スクリーニング法の開発 
 近年、Aβオリゴマーの強い神経毒性が注目されており、オリゴマーの形成阻害活性を簡易に
評価できる手法の開発が望まれている。従来、オリゴマーの評価は、オリゴマー特異的な抗体を
用いて評価する方法が一般的であったが、この手法は継時的なオリゴマー形成の評価や、多サン
プルの同時解析には向かない。そこで、本研究では量子ドットと Aβをクロスリンクした量子ド
ットナノプローブを用いて、オリゴマー形成阻害活性を評価する手法の開発にも取り組んだ。
2009 年に我々が報告した手法によって Aβ のオリゴマー形成能を画像解析し（図 7）、輝点の相
対的な明るさの比からオリゴマー量を定量化した。オリゴマー形成を誘導するためのインキュ
ベート前に、Aβの凝集阻害活性が報告されているロスマリン
酸、ケルセチン、クルクミン、シソ抽出物を様々な濃度で添加
し、阻害物質濃度とオリゴマー含有量からオリゴマー形成の
阻害曲線を作成した。この阻害曲線からオリゴマー形成を
50%阻害する濃度を EC50 として算出した（表 1）。その結果、
シソ抽出物がロスマリン酸より高いオリゴマー形成阻害活性
を示すことが明らかになった。一方、クルクミンやケルセチン
のオリゴマー形成阻害活性は、ロスマリン酸やシソ抽出物と
比較して低いことが明らかにな
った。これらの研究成果について
は、2019 年度の生物物理学会で
発表するとともに、論文投稿の準
備をすすめる予定である。 

図 5 低分子芳香族化合物の評価。a)1st スクリー
ニングの結果。b) 高い活性を示した化合物の構造
と活性。c) 2nd スクリーニングの結果。d)-g) 構造
活性相関。 

図6 他のアミロイド形成性タンパク
質の凝集体の可視化。EM：電子顕微
鏡観察、FM：蛍光顕微鏡観察。 

図 7 Aβオリゴマーの蛍光顕微鏡観
察。左：インキュベート前、右：イン
キュベート後。 

表 1 Aβオリゴマー形成阻害活性の評価 
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