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研究成果の概要（和文）：超高齢社会化が進む中で、アミロイド線維の沈着によって引き起こされる疾病が大き
な社会問題となりつつある。本研究では、自然界に普通に分布しているフェニルプロパノイド化合物に着目し、
それらに、長さや性質の異なる糖鎖や脂肪酸鎖を付加した複合体ライブラリーを作成し、どのようにすれば抗ア
ミロイド活性を高めることができるかについて検討した。抗アミロイド活性の測定には量子ドットで標識したア
ミロイド性ペプチドをプローブに用い、さらにハエと線虫を用いた実験も実施した。その結果、リパーゼによっ
てエステル化したフェルラ酸とカフェ酸を新規抗アミロイド性化合物として提案することができた。

研究成果の概要（英文）：With the progress of super aging society, diseases caused by deposition of 
amyloid fibrils are becoming a social problem. In this study, I focused on phenylpropanoids that are
 widely distributed in nature, and tried to create novel active compounds linked with sugar chains 
or fatty acid chains of different chain length and hydrophobicity. And then, structure-function 
relationship was investigated to enhance their anti-amyloidal activities. For measurement of 
anti-amyloidal activity, amyloidgenic peptide-linked quantum dots was used as a probe. In addition, 
experiments using drosophila and nematode were also conducted. As a result, ferulic acid ester and 
caffeic acid ester synthesized by lipase were proposed as a novel anti-amyloidal compound.

研究分野： 食品化学
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１．研究開始当初の背景 

超高齢社会化が進む中で、アミロイド線維

の沈着によって引き起こされる疾病が大き

な社会問題となっている。アミロイド線維は、

変性したタンパク質分子が規則的に会合す

ることによって形成される超分子複合体で

あり、様々な疾患の発症に深く関わっている。

アミロイド線維が全身諸臓器の細胞内外に

沈着することによって機能障害を引き起こ

す一連の疾患は、アミロイドーシスとよばれ、

現在までにアルツハイマー病、透析アミロイ

ドーシス、遺伝性アミロイド性脳出血症など

多くの疾病が報告されている。この十数年間

の生命科学分野の研究の進展によってアミ

ロイドーシスに関する研究には著しい進展

が見られた。しかしながら、アミロイド線維

の生成機序、毒性及びその制御については多

くの謎が残されたままであった。これまで、

多くのフェノール化合物にアミロイド線維

化を阻害する効果があることが示されてき

たが、それらの効果は標的タンパク質によっ

て大きく異なることも指摘されてきた。この

研究領域では、構造活性相関や生体系での効

果等、解明しなければならない課題が多く残

されている状態であった。 

 

２．研究の目的 

天然芳香族化合物にはアミロイドβ、イン

スリン、シスタチン、あるいはリゾチームと

いったアミロイド性ペプチドやタンパク質

に対してそれらの線維化を防ぐ効果（抗アミ

ロイド性）を示すものがあることが知られて

いる。そこで本研究では、フェニルアラニン

やチロシンを起源とし、天然中に豊富に分布

している C6-C3 構造を基本骨格とするフェニ

ルプロパノイド化合物に着目し、それらに、

長さや性質の異なる糖鎖や脂肪酸鎖を付加

した複合体ライブラリーを作成し、量子ドッ

トで標識したアミロイド性ペプチドを用い

て、新しいタイプの抗アミロイド性新素材の

分子設計を行うこととした。 

 

３．研究の方法 

（１）フェニルプロパノイド複合体の調製 

供試フェニルプロパノイドは桂皮酸及び

その誘導体とし、複合体形成には我々が開発

した酵素合成法（Katayama et al., J. Agric. 

Food Chem., 61, 9617, 2013; Kondo et al., 

Biotech. Appl. Biochem., 61, 401, 2014）

を用いた。 

 

（２）抗アミロイド性の測定 

①チオフラビン T（ThT）法 

供試物質と標的アミロイド性物質とを所

定の温度でインキュベーションし、経時的に

反応液 8 µLを取り出し、100μM ThT 溶液 1.6 

mL と混合後、励起波長 446 nm、蛍光波長 490 

nm で測定した。こうして得られたデータから

IC50 値を算出した。 

②透過型電子顕微鏡（TEM）観察法 

供試液 5 µL を 400 メッシュコロジオン膜

にスポットし、1% PTA 溶液で染色した後、TEM

（JEM-1400, JEOL, Japan）を用いて線維形

成の状態を観察した。 

③量子ドットプローブ法 

図１に示すように、sulfo-EMCS をリンカー

に用いて、量子ドット QD-PEG-NH2と N末側に

システイン残基を付加した標的アミロイド

性ペプチドあるいはタンパク質とを共有結

合させた。これを量子ドットプローブとして

アミロイド線維の形成を励起波長 280 nm、蛍

光波長 350 nm で追跡した。 

図１ ユニバーサルプローブの模式図 

CLIVAGD



（３） 細胞及び動物を用いた実験 

①培養細胞及びニューロンを用いた実験 

ヒト神経細胞腫由来SK-N-SH細胞及びマウ

ス胎児の脳細胞から分離した初代培養細胞

ニューロンを用いて、Aβオリゴマーが発す

る毒性に対する保護効果を調べた。 

②ハエ及び線虫を用いた実験 

ハエの実験では、Aβ過剰発現ショウジョ

ウバエ(GAL4-elav/+＆UAS-Aβ42/+)を用い、

混餌投与が運動機能（クライミング活性）に

及ぼす効果を調べた。一方、線虫の実験では、

Caenorhabditis elegans [fer-15(b26)II＆ 

fem-1(hc17)IV]を用い、混餌投与が寿命延長

に及ぼす効果を調べた。 

 

４．研究成果 

（１）抗アミロイド性の改善効果 

フェニルプロパノイド化合物に長さや性

質の異なる糖鎖及び脂肪酸鎖を付加したも

のを供試物質として、それらの抗アミロイド

性を ThT 法及び TEM 法によって調べた。標的

アミロイド性物質には、アミロイドβ（Aβ）、

アポリポプロテイン II（ApoA-II）、ヒト型シ

スタチン L68Q（Cystatin L68Q）及びヒト型

ステフィン B（Stefin B）を用いた。その結

果、表 1に示すように、リポフィル化の有効

性を確認することができた。 

表１ 修飾法と抗アミロイド性改善効果との関係 

 

（２）ユニバーサルプローブの創製 

多様なアミロイド性ペプチド及びタンパ

ク質に対して、アミロイド形成状態を高感度

かつ定量的に測定することが可能な「ユニバ

ーサル量子ドットプローブ」の開発を試みた。

標的には Aβ、Apo AII、Cystatin L68Q、Stefin 

B、インスリン及びリゾチームの 6 種類を用

いた。文献情報をもとに種々のプローブを作

成し、その効果を調べた。その結果、量子ド

ットにCLIVAGDから成るペプチドを付加した

もの（図１）をユニバーサルプローブとして

提案することができた（特願 2015-126857）。 

 

（３）新規化合物の細胞に対する効果 

次に、生体系での効果を調べた。その結果、

フェルラ酸及びカフェ酸のエステル化によ

る神経細胞保護作用の有意な改善効果が観

察された。そこで、マウス初代培養ニューロ

ンを用いて、遺伝子発現の状態を調べたとこ

ろ、図２に示すように、分子シャペロン HSP70

の発現を誘導していることが認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ エステル化のHSP70発現誘導効果に及ぼす効果 

 

（４）新規化合物の動物に対する効果 

続いて、Aβ過剰発現ショウジョウバエの

運動機能に及ぼす影響と線虫の寿命延伸に

及ぼす効果を調べた。その結果、ハエの実験

において、未修飾のフェルラ酸及びカフェ酸

に比べエステル化すると供試ハエの運動機

能の低下を有意に抑制できる（28.6％→

40.0％）ことが明らかにされた。線虫の実験

においても同様な効果が見られ、図３に示す

ように、特にフェルラ酸ブチルエステル

標的 構造モデル 修飾法
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（FA4）及びカフェ酸ヘキシルエステル（CA6）

では、有意な寿命延伸効果が示された。これ

らはいずれも安全な方法で調製されて

おり、食品への応用も可能と考えられる。 

図３ エステル化の線虫の寿命延伸に及ぼす効果 
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