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緒　言

　超高齢化社会を迎える日本において、高齢に伴い発症する難治性疾患の発症予防は、若年層の負担軽減、高齢者の健
康維持･自立において非常に重要である。特に、アルツハイマー病やパーキンソン病等を含む神経変性疾患、生活習慣
病の一つである II 型糖尿病等の発症を予防することは今日の課題である。これらを含む疾患群は多因子性であり、生
活習慣が影響すると考えられている。これまでの研究から、これら疾患の共通機構としてさまざまな組織にタンパク質
が異常凝集して沈着していることがわかった。本来、生体内で機能し生命活動を担っているタンパク質が、さまざまな
ストレスや老化による細胞機能低下によって、タンパク質が変性して会合し、病原性の異常凝集体を形成する。このよ
うなタンパク質の異常によって生じる疾患はフォールディング病とも呼ばれている１,２）。
　タンパク質の異常凝集体の一つの形態として、線維状の凝集体であるアミロイド線維が知られている。疾患に依存し
てアミロイド線維を形成するタンパク質は異なるが、アミロイド線維は脳･眼を含む多くの組織に沈着する３）。このア
ミロイド線維が原因で発症する疾患を総称してアミロイドーシスと呼び、アルツハイマー病等もアミロイドーシスに含
まれ、今日までに約 30 症例が報告されており、年々増加傾向にある。アミロイド線維が細胞内外に沈着し細胞を破壊
するため組織の機能を失う。一度沈着したアミロイド線維の分解･除去が難しいことと、損傷した組織･細胞の再生が困
難であることから、これらの疾患の根治的な治療方法は開発されておらず、アミロイド線維を形成させない予防が必須
である。
　アミロイド線維形成の阻害研究が展開されており、さまざまな視点からアプローチされている。アミロイド線維形成
は大きく３つの過程にわけられ、原因タンパク質の変性過程、その後に変性分子同士の会合による核形成過程、その核
が形成されると爆発的に線維が増殖する伸長過程である。この反応過程にもとづいた阻害研究として、タンパク質を変
性させないようにタンパク質分子内を架橋するような化合物の合成、分子間相互作用を阻害して核を形成させない阻害
剤の開発や毒性の高いアミロイド線維ではなく、毒性のない不定形な凝集体へ誘導させる誘導物質の探索などが挙げら
れる。最近では、ポリフェノール系の化合物が抑制化合物として知られ、注目されている。ポリフェノールは、フラボ
ノイド系、フェノール酸やクルクミン等が代表的に挙げられる。アミロイド線維の形成抑制において効果的だと報告さ
れているのはフラボノイド系アントシアニンやクルクミンである。アントシアニンはブルーベリー等の赤紫色をした
植物体に多く含まれている色素成分で、肝機能の向上や疲れ目の解消などに効果と言われていたが、アミロイド線維の
形成抑制にも有用であることがわかってきた ４）。
　また、アルツハイマー病の発症率を例にあげると全世界を地域別に比較した場合、地中海沿岸地域で生活する人々の
アルツハイマー病発症率が他の地域と比較して 40 %低いという統計データがある。地中海沿岸地域の食習慣としてオ
リーブ油を多量に摂取する傾向がある５）。オリーブ油の成分分析からフェノール成分であるオレオカンタールが体内
にあるアルツハイマー病原因ペプチドに対して間接的あるいは直接的に作用し疾病の発症を抑えているとも考えられ
ている。これらのことからも、日々の食習慣等が将来発症しうる重篤な疾患を予防できることが示唆されており「医食
同源」がアミロイドーシス研究にとって意義があることを示している。
　海藻は、健康増進の食材として日本人の食に多用されている。約 2,500 種類の海藻が日本に生育しているが、その中
の約 100 種類が食用として使用されている。その他の海藻は雑海藻として扱われており、廃棄対象となっている。近
年、これら未利用の海藻が有用な資源として捉えられ多くの分野で利活用されつつあり、注目されている。海藻は緑
藻･紅藻･褐藻に分類されており、それら海藻が有する成分が期待されている。海藻由来のポリフェノールや多糖、低分
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子化合物等がアミロイド線維形成阻害に有用であれば、機能性食品や医薬品の開発といった応用研究にも期待でき、未
利用資源の有効活用にもつながる。
　本研究では、アミロイドーシスの発症予防を目的として、鳥取県に生育する未利用の海藻や海藻成分に着目し、アミ
ロイド線維形成におよぼす影響について調べた。

方　法

１．海藻抽出液の調製
　海藻成分を評価するために、鳥取県の酒ノ津漁港から緑藻７種、褐藻 11 種、紅藻 15 種の計 33 種類の海藻を採取し
た。採取した海藻はすみやかに水洗し凍結保存した。抽出液の調製には各海藻 5 g を乳鉢の中ですり潰し、全量が 50
mL となるように超純水を加えて 3 時間の熱水抽出を行った。この熱水抽出液に含まれる海藻を取り除くために濾過
した後、さらに 12,000 rpm、30 min で遠心分離を行い、上清画分と沈殿画分に分離した。上清画分は３日間凍結乾燥
を行い、粉末状にした。この上清画分を水溶性の抽出液とした。ろ紙に残った海藻および遠心分離後の沈殿画分は脂溶
性の成分とした。本研究では採取した海藻の中から水溶性抽出液として得られたものを用いた。

２．蛋白質異常凝集検出装置（HANABI）を用いた海藻抽出液の評価
　アミロイド線維形成反応の問題点として、アミロイド線維が形成されるまでに必要とする時間が挙げられる。反応溶
液を静置した状態では、アミロイド線維はタンパク質や溶液条件に依存して一日から数日の時間を要して形成するため
非効率である。このアミロイド線維形成反応を促進させるために反応溶液の撹拌や振盪等の方法が用いられている。
また、一度に多検体の測定を行うためにはプレートリーダーが有効だが、常時撹拌や振盪することは難しい。これらの
問題を解決するために HANABI を開発した６）。HANABI は、浴槽型の超音波発生装置とマイクロプレートリーダー
を組み合わせた装置である。専用の 96 穴プレートに超音波を照射することにより、アミロイド線維形成反応を加速さ
せる。HANABI は多検体での測定が可能で、アミロイド研究の効率性が大幅に上昇する。本研究では、この HANABI
を用いて水溶性の海藻抽出液を評価した。評価対象としてインスリノーマ（アミロイドーシスに含まれる）原因タンパ
ク質と考えられているインシュリンのアミロイド線維形成に対する影響を調べた。インシュリンのアミロイド線維形
成の検出には、アミロイド線維に特異的に結合して蛍光を発する蛍光色素 thioflavin T（ThT）を用い、ThT の蛍光強
度の増加を経時変化で調べた７）。

結　果

１．海藻抽出液がアミロイド線維形成に及ぼす効果　
　海藻抽出液添加によるインスリンのアミロイド線維形成に及ぼす影響を調べるために 11 種類の水溶性海藻抽出液を
調製した。調製した水溶性海藻抽出物 11 種類の内９種類においては、何も添加していないインシュリンのアミロイド
線維形成反応と比較して、蛍光強度及びアミロイド線維形成開始時間に差異が見られず抑制･阻害効果を示さなかった。
その中でも少し抑制効果が見られた緑藻 A の結果を図 1 に示した。
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図 1． 緑藻 A 抽出液添加によるインシュリンのアミロイド線維形成
緑藻抽出液未添加（灰色）、添加（黒色）。

　海藻抽出液無添加のインシュリンのコントロールは灰色に示した。コントロールは約 2.5 hr から ThT の蛍光強度
の増加が見られ、アミロイド線維を形成していることがわかった。それに対して緑藻 A の海藻抽出液を添加した場合
ではアミロイド線維形成が約 7.5 hr から始まり、約 5 hr の遅延効果が見られたが、蛍光強度はコントロールと比較し
て同等であった（黒色）。緑藻では効果的な抑制効果が見られなかったため、次に２種類の褐藻 A、B から得られた海
藻抽出液の効果を調べ、その結果をそれぞれ図 2、3 に示した。

図 2． 褐藻 A 抽出液添加によるインシュリンのアミロイド線維形成
褐藻 A 抽出液未添加（灰色）、添加（黒色）。
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図 3． 褐藻 B 抽出液添加によるインシュリンのアミロイド線維形成
褐藻 B 抽出液未添加（灰色）、添加（黒色）。

　褐藻 A の抽出液は緑藻 A の抽出液と比較して大きな抑制効果が見られた（図 2、黒線）。コントロールと比較しても
平均して約 10 hr の遅延効果が得られた。しかしながら、蛍光強度においてはコントロールと同等の値を示したことか
ら、抑制効果は得られているが最終的にアミロイド線維を形成していると考えられた。それに対して、褐藻 B の抽出
液添加の効果については興味深い結果が得られた（図 3）。褐藻 A と同様に 10 hr 以上の遅延効果が得られ、さらに蛍
光強度をコントロールと比較しても、大幅に蛍光強度の増加を抑えた（図 3、黒色）。これらのことから褐藻 B の抽出
液においては線維形成の抑制効果を示す成分を含んでいることが示唆され、雑海藻の中から有用な海藻を発見すること
に成功した。

考　察

　本研究では、アミロイドーシス発症予防を目指し、有用な海藻成分の探索行った。その結果、緑藻 A においては少
しの抑制効果、褐藻 A と褐藻 B においては明らかな抑制効果が見られた。褐藻 A においては、蛍光強度の増加の傾き
がコントロールとほぼ同様であったため、アミロイド線維形成反応の反応過程において伸長過程ではなく核形成過程に
影響を及ぼしていると考えられた。つまり、分子間相互作用を妨げていることが示唆された。また、サンプル間で遅延
時間に大きなばらつきがみられた。核形成はタンパク質モノマーの会合によって生じるが、この会合をどの程度阻害し
たかによって遅延時間が異なったと考えられた。他方、褐藻 B においては、遅延効果とともに蛍光強度の減少が見ら
れた。この原因として、アミロイド線維が形成する過程で一部のタンパク質が褐藻 B に含まれる成分によって異なる
構造体形成（不定形凝集）に誘導され、最終的に形成するアミロイド線維の比率が減少したためだと考えられた。毒性
の高いアミロイド線維から毒性が低い不定形凝集に誘導することは非常に意味がある。さらに、本研究は超音波照射下
で抑制効果の評価を行っており、超音波は周波数にも依存するが化合物等の分解にも用いられる。超音波という高スト
レス下においてこのような抑制効果が得られたことから、抑制に関わっている成分の安定性の高さも評価でき、今後の
医薬品開発用に向けた応用研究に期待できる。
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