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研究成果の概要（和文）：アミロイドβ凝集阻害を目指したクルクミン誘導体の構造活性相関研究を行った。フ
ェノール水酸基とスペーサーの最適化によってC5-モノケトンタイプの誘導体AY1319を創製した。AY1319は高い
水溶性とアミロイドβ凝集阻害能、低い細胞毒性、さらに高いラジカル捕捉能も有していた。またTEM測定から
崩壊した凝集体はナノロッド構造を形成していることも明らかにした。一方で、アミロイドβ凝集体に結合し蛍
光を発するMe-CURを創製した。アミロイドβ凝集体検出能を持ち、ThTよりも高感度であった。AY1319とMe-CUR
はアミロイドβに対する結合部位が異なることでそれぞれの役割を担うことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A structure activity relationship study of curcumin analogues for the 
inhibition of amyloid be-ta aggregation is investigated. We optimized the o-phenol and olefin spacer
 and resulted in the identification of the C5-monoketone type curcumin analogue AY1319, which 
exhibited potent anti-amyloid be-ta aggregation activity, sufficient water solubility, and low 
cytotoxicity. Inhibited amyloid be-ta aggregation lead to nanorod-like fragments by TEM analysis. On
 the other hand, we found that curcumin analogues with the fluorescence property instead of 
non-inhibition of amyloid be-ta fibrils. Me-CUR shows excellent fluorescence, especially higher than
 ThT, in the presence of amyloid be-ta fibrils. These results suggest that Me-CUR can become a 
useful in vitro amyloid fluorescence sensor for diagnosis of Alzheimer’s disease. The docking 
simulation showed that Me-CUR located in the inner site of amyloid be-ta fibrils and AY1319 located 
in the outer site.

研究分野：生物有機化学

キーワード： アミロイドβ　凝集阻害剤　蛍光検出剤　クルクミン　水溶性　細胞毒性　ラジカルスカベンジャー　
ドッキングシミレーション

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病は認知機能の低下を伴う脳神経変性疾患であり、患者数は増加の一途をたどっている。世界中
で治療薬開発が試みられているにも関わらず根本治療薬はない。筆者は食物由来クルクミンに治療効果が示され
て以来、治療薬としての可能性を試みてきた。結果的に難水溶性物質を薬物動態可能な状態まで水溶性を向上さ
せることに成功した。同時にアミロイドベータ凝集体の阻害能の向上にも成功している。一方でアミロイドベー
タ凝集体の蛍光検出にも成功している。臨床応用には道半ばであるが、人類の福祉に貢献すべく一歩を踏み出せ
たと考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１. 研究開始当初の背景 

高齢化社会を迎え、製薬業界をはじめ多くの研究機関でアルツハイマー病薬の開発が盛んで
ある。アルツハイマー病を引き起こす原因はアミロイド前駆体蛋白質から生成するアミロイド
β が高度に凝集したもの（老人班）であり、これが脳の機能低下を招くと考えられている。よ
って、これらの阻害剤は根本治療薬として期待されているが、今だ臨床では用いられていない。
2004 年小野らはウコンの主成分であるクルクミンに強力なアミロイド β凝集阻害、凝集解離作
用があることを報告した。これはクルクミンがアルツハイマー病治療薬候補として注目される
きっかけになった。 

クルクミンには抗酸化作用、抗炎症作用、抗菌活性、抗腫瘍活性など様々な効果が報告され、
また肝機能を回復させる効果も知られており健康食品、特定保健用食品、サプリメントとして
多数市販されている。しかしながらその効果を臨床研究では証明することができず、さらに分
子レベルで解析した報告例は皆無である。その理由の一つにクルクミンの難水溶性が挙げられ
る。クルクミンは水や有機溶媒にほとんど溶解しないため、その解析が非常に困難であり研究
の進展を妨げていた。そのためクルクミンを溶解させる試みとしてグルコースや胆汁酸などを
連結した化合物が報告され成果を挙げている。しかしながらこれらは構造を大きく変化させて
おり標的蛋白質、生体膜などとの相互作用を正確に解析することが困難になるというデメリッ
トがある。 

そこで筆者は現在までクルクミン構造を大きく変化させず水溶性を向上させる取り組みを
行ってきた。特にクルクミン構造の特性について調査し、化学合成を駆使することで様々な誘
導体を得、評価した。その結果、ベンゼン環に存在する水酸基の配置を移動させることが水溶
性向上に高い効果があることを見出し、天然クルクミンの 1000 倍の水溶性を持つ水溶性クルク
ミン(HYCUR)の開発に成功した。本化合物は強力なアミロイド β凝集阻害能、ラジカル消去活
性能も有していた (Endo, H.; Konno, H. et al. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2014, 24, 5621-5626.)。また
アミロイド β産生関連酵素 BACE1 に対する阻害能も有していた (Konno, H. & Akaji, K. et al. 
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2014, 24, 685-690.)。以上からクルクミン骨格にはアルツハイマー病根本
治療薬の重要な２つの標的を阻害しうる可能性が見出され有望なリード化合物候補になり得る
ことを証明することができた (Figure 1) 。 

Figure 1. クルクミンから導かれた誘導体 
 

さらに、本研究の過程で凝集体を阻害（解離）させずに結合し、蛍光を発する現象を観察し
た。フェノール性水酸基をメチルエーテル化した誘導体(MECUR)には凝集阻害能が全くないが、
それに留まらず強い蛍光能を有していた。アミロイド結合性蛍光試薬として代表的なものにチ
オフラビン T (ThT) があげられるが、これは βシートを多く含む蛋白質やアミロイド化した変
性蛋白質などにも蛍光性を示すことが知られている。 
 
２．研究の目的 
アミロイドβ凝集阻害剤として水溶性クルクミンの構造活性相関を行う。ベンゼン環上の水

酸基の数、配置などについては多くの知見を得ていることから、さらに２つのベンゼン環を結
ぶスペーサー部分について最適化を行うことにした。特にスペーサーを短くした時の挙動につ
いて詳細に検討する。また細胞内への移行、膜透過性、血中での安定性とラジカル消去能など
も合わせて行う。さらにアミロイド結合性（蛍光発光性）分子の最適化を行う。変性蛋白質と
ペプチド性の構造制御情報を正確に計測できる化合物の分子構造を見極めたいと考えている。
またクルクミン様化合物の阻害あるいは凝集結合様式の詳細はまだ未解決であることからアミ
ロイドβとクルクミンの結合様式をクロスリンク剤の導入で解析する。現時点でアミロイド β
の凝集量を計測する指示薬として利用可能である。研究用試薬としては十分な性能を有してい
る。本課題を遂行することで将来的にはキット化されたアルツハイマー病診断薬としての利用
への期待から物質選択性（蛋白質、核酸、脂質、糖鎖など）について詳細な検討を行う 
 
３．研究の方法 
A. 水溶性クルクミン誘導体の分子設計、合成と構造活性相関 
 現在までに得られた知見をもとにクルクミン誘導体の設計を行った。2 つのベンゼン環を結
ぶスペーサーは通常は C7であり、過去に様々な試みを行っている。今回はスペーサーの長さを
C6, C5 さらに C3 とした。それぞれ設計した化合物の合成は、ボロン酸を用いたアルドール反
応、塩基条件下のアルドール反応を鍵反応に行った。得られた化合物はアミロイドβ凝集阻害
活性試験、水溶性試験、細胞毒性試験、ラジカル消去能実験、CDスペクトル測定によるアミロ
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イドβの二次構造予測、TEM 測定による物性調査、分子力場計算による安定配座解析、ドッキ
ングシュミレーションなど多方面から行い評価した。 
B. アミロイドβ検出を指向した取り組み 
 一方で蛍光発光性クルクミンについても同様の合成法で行い、評価方法も上記に従った。ThT
試験は ThT を用いない状態での試験、血清（FBS）を用いた蛍光検出実験を合わせて行った。 
C. クルクミンとクロスリンク剤との連結によるアミロイドβ結合部位の特定 
 クルクミンを用いてクロスリンク実験を行い、アミロイドβとの UV照射によるクロスリンク
を行った。さらにクルクミン二量化実験も行った (Figure 2)。 

Figure 2. 分子設計されたクルクミン誘導体 
 
４．研究成果 

C7 並びに C5 スペーサーを有する誘導体の合成では、ホウ素酸を用いた Pabon アルドール
縮合を選択し、最適な条件検討によって設計した分子を 40種類程度得ることに成功した。 様々
なフェノール水酸基を有するベンズアルデヒド誘導体を用いたため反応性、収率には大きな変
化がみられた。極端に収率が低い場合には水酸基を MOM エーテルとして保護することで、反
応性の低下を防いだ。 

次に過去に例のない C6 スペーサーを有する誘導体の合成を検討した。2,3-ブタジオンとベ
ンズアルデヒド誘導体のアルドール縮合を試みた所、望む化合物を得ることができたものの、
低収率であった。そこで、2,3-ブタジオンの一方のケトンをジメチルケタールとして保護した
ブタノン誘導体を作成し、それを用いてアルドール縮合を行った。その結果、中程度の収率を
与えることがわかった。また、本反応はフェノール性水酸基を保護した時のみ、反応が円滑に
進行することもわかった。この方法を用いて 8 種の C6 クルクミン誘導体 を合成した。また、
脱保護時に酸性条件に付すと分子内環化反応が進行し、フラン誘導体が一挙に構築されること
も合わせて見出した。C3 スペーサーを有する誘導体、すなわちカルコン誘導体については過
去に合成例があり、塩基性条件下アルドール反応を行い高収率で望む誘導体に導くことができ
た(Scheme 1)。 

Scheme 1. クルクミン誘導体の合成 
 

次に合成した分子の水溶性試験、アミロイドβ凝集体阻害実験を行った。その結果、アミロ
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イド凝集体阻害と水溶性にはあまり相関がないことを明らかにした。よって薬物動態の面から
水溶性の高い化合物を薬剤候補として選択することが可能となり、アルツハイマー病治療薬と
しても可能性が開けたと考えている。特に C5-モノケトンならびに C5-ジケトン(2,5,3',4'-テト
ラヒドロシキジフェニル)誘導体がよい結果を与えた。一方で、C6-ジケトン誘導体については
水溶性の顕著な低下が見られ、アミロイドβ凝集体阻害効果もほとんど見受けられなかった。
これは分子中間部に位置する 1,2-ジケトンが反発し、分子全体の平面性が崩れたことに起因す
るものと結論づけた。C3-モノケトン誘導体については水溶性は改善されるものの、アミロイ
ドβ凝集体阻害効果は示さなかった (Figure 3)。 
 

a)              b)              c)              d) 

    
Figure 3. (a-c) Negative-staining TEM images of Ab aggregation after 20 h incubation. (a) Ab 
alone. (b) Ab aggregation with ThT. (c) Ab nanorod-like structure with AY1319. (d) CD spectrum 
of Ab nanorod-like structure with AY1319. 

 
 
フラン誘導体に強力な凝集阻害効果を見出すことができた。この結果は、過去の報告のあっ

た誘導体に類似する結果であり、再現性の面も証明された形になった。最後にメチルクルクミ
ンを用いたアミロイド β凝集体の検出実験を行った。蛍光顕微鏡観察において、60 nM という
高感度な検出能を有することがわかり、あらためてクルクミン誘導体のアミロイド βへの高い
親和性が証明された (Figure 4)。 

 

Figure 4. (upper) Negative-staining TEM images of Ab aggregation after 20 h incubation; (lower) 
Fliorescence images of Ab aggregation after 20 h incubation. 
 

上記誘導体の神経細胞 PC12 に対する毒性試験では、水溶性の向上が毒性を低下させること
がわかった。しかしながら、望む化合物が必ずしも細胞毒性が低いわけではなく評価を難しく
させることとなった。活性酸素除去試験においても同様であり、水溶性の向上が活性酸素除去
能を極端に向上させた。水中、血中での分子安定度は天然クルクミンを凌駕する結果も得られ
た。以上の結果からAY1319がもっとも物性に優れたクルクミン誘導体であると結論づけた（25 
µM アミロイドβ凝集阻害率 100%, 1 µM AY1319; 水溶性 271 µM, クルクミンの 1390 倍; 
PC12 細胞に対する細胞毒性 CC50 = 59 µM; DPPH ラジカル消去活性 IC50 = 13 µM）。 

Figure 5 ならびに 6 にはドッキングシュミレーションの結果を記載した。水溶性クルクミン
でありアミロイドβ凝集阻害剤である AY1319 はアミロイドβの親水側に結合し、蛍光発光性
クルクミン Me-CUR や ThT は疎水側に結合しているという結果が得られた。この結果は、こ
れまで得てきた実験結果を支持するものであり、過去の報告との一致を見ることができ論理的
に説明もつくこととなった (Figure 5, 6)。 

さらに、クルクミン誘導体二量化分子の設計、合成を行った。スペーサーにはポリエチレン
グリコール 3 量体ならびにグルタリル酸アミド誘導体を選択した。一方でクルクミンには過去
の結果から天然クルクミン、水溶性クルクミン、C5-クルクミン (AY1319) を選んだ。これら



をスペーサーを介してカップリングし、7 つの二量化分子誘導体の合成に成功した。次にこれ
らのアミロイド β凝集阻害実験を行ったところ、いずれも対応するクルクミン誘導体単体より
も若干活性が低下することがわかった。先のシミレーションからスペーサーの導入位置がポイ
ントになることが理解されていたが、その結果がそのまま現れることとなった。 次に、フラノ
ン骨格の設計を行った。本誘導体はクルクミンが植物内、あるいは生体に摂取された後に構造
変換を起こすことで生成する微量成分である。筆者はクルクミンの多様な生物活性の一部はこ
の代謝過程にあるとの仮説を立て、分子設計を行った。合成ではアルドール縮合と分子内マイ
ケル 不可反応が連続的に進行する条件を見出し、ワンポットで望む骨格を入手する方法論を確
立した。今後の評価に期待する。 

一方で、アミロイドβとのクロスリンクに結合アミノ酸残基の特定、血中でのクルクミン誘
導体の薬物動態、蛍光検出実験など試みたもののいずれも望む結果を得ることはできなかった。 

以上、アミロイドβ凝集阻害剤水溶性クルクミンならびに蛍光発光性クルクミンの創製に成
功した。実用化に向けてさらなる構造展開、物性の向上が待たれる。 
 

(a)                                 (b)  

    
Figure 5. (a) Binding pose of AY1319 in the Ab fibrils; (b) Detailed view of the docked AY1319 
structure and the interacting amino acid moieties within the binding site of Aβ fibrils. 
 

Figure 6. (a,d) Binding pose of CUR in the Ab fibrils; (b,e) Binding pose of Me-CUR in the Ab 
fibrils; (c,f) Binding pose of ThT in the Ab fibrils. 
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