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【報告セミナー要旨】

【背景】アルツハイマー病は治療薬の開発が困難な最大の神経疾患といわれる。アルツハイマー病の
発症機構は十分に解明されているとはいえないものの，いくつかの重要な仮説が存在する。そのひと
つにアミロイド仮説といわれるものがある。アミロイドβ（Aβ）は神経の修復や伸長に欠かせない
とされる膜タンパク質アミロイドβ前駆体蛋白質が酵素分解されて生じるペプチドで，オリゴマーを
形成することで神経細胞に毒性を示す。このAβ生成がアルツハイマー病の要因のひとつであると考
えるのがアミロイド仮説である。そこで，Aβの生成を防ぐ酵素阻害剤や，Aβのオリゴマー形成阻
害等の機序に着目した創薬が進められている。しかし，現在本疾病の治療薬として利用されている薬
物は，アセチルコリンエステラーゼ阻害剤4種とNMDA受容体アンタゴニスト1種で，その作用は
発症後の症状改善に重点を置くものであり，疾病の根本治療につながるものではない。そこで，本研
究では，Aβの作用で損傷を受けた神経細胞の修復を促す評価系を用いることで，「疾病の治療につ
ながる薬物の探索」をコンセプトに海
洋生物の抽出物に含まれる活性物質を
探索する研究を計画した。
　海洋生物からは陸上由来の生物には
ないユニークな化学構造を持つ生理活
性物質が数多く知られており，テトロ
ドトキシンやカイニン酸，ポリエーテ
ル毒やコノトキシン等に代表される特
異な作用点を持つ化合物の宝庫であ
る。我々の研究室ではこれまでにマウスや海馬ニューロンを用いた評価系で海綿から新規のグルタミ
ン酸受容体のアゴニストであるダイシハーベイン（１）やGABA受容体のモジュレーター活性を持
つ新規プリン（２）等を見出してきた。今回は，これまでの研究で蓄積した抽出物を材料にスクリー
ニングを行った。

【結果】パラオ共和国で採集した海綿を始めとする海洋生物129種の水抽出物について損傷した神経
細胞の修復を軸策の伸長を指標に評価したところ，9種の抽出物に活性が確認された。活性を示した
腔腸動物の一種であるヤギPal663と同種の試料と思われ，すでに分離が進んでいたPal459について
検討した。抽出物は，透析により分画し，低分子画分とタンパク質画分に分離，低分子画分はさらに
SephadexLH-20で分画，さらにそれぞれの画分をHPLCにより分画した。それぞれの画分について
活性を評価した結果，HPLC精製画分であるCKX1-46-4に有意な活性が確認された。

【考察と展望】海洋生物の抽出物は，非常に複雑な混合物であるにもかかわらず，今回の探索法で候
補抽出物を絞り込むことができた。今後，得られた活性成分は極微量であったのでより多くの活性物
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ると考えるのがアミロイド仮説である。そこで、Aβの生成を防ぐ酵素阻害剤や、Aβのオリゴマー
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について検討した。抽出物は、透析により分画し、低分子画分とタンパク質画分に分離、低分子画
分はさらに SephadexLH-20 で分画、さらにそれぞれの画分を HPLC により分画した。それぞれの
画分について活性を評価した結果、HPLC 精製画分である CKX1-46-4 に有意な活性が確認された。 

【考察と展望】海洋生物の抽出物は、非常に複雑な混合物であるにもかかわらず、今回の探索法
で候補抽出物を絞り込むことができた。今後、得られた活性成分は極微量であったのでより多くの
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質の単離を行う。またその構造を検討するとともに，他のサンプルについても分離･精製を行ってゆ
く予定である。

■背景･目的
　海綿を始めとする海洋無脊椎動物に含まれる生理活性物質は，その新規性，多様性から創薬シーズ
として注目されてきた。申請者はこれまでにマウスやゼブラフィッシュを用いた in vivo検定と培養
神経細胞や発現受容体を用いた in vitro検定を組み合わせたスクリーニングを用い，海洋生物から新
規の興奮性アミノ酸ダイシハーベイン，GABA受容体調節作用を持つプリン誘導体，新規神経毒ペ
プチドアーキュレイン等を見出し，その構造と生理活性を明らかにしてきた 1-3。これら化合物はいず
れもこれまでに類を見ない構造と生理活性を持つもので，海洋天然物が神経科学の分野においても有
望な活性物質探索源であることを立証したといえる。すなわち，もし生物検定を工夫することで海洋
生物抽出物ライブラリーの潜在性をさらに引き出すことができれば，新規の医薬資源となる化合物の
発見につながることが期待できる。これまでに海洋生物の抽出物は，細胞毒性や酵素阻害作用，抗菌・
抗カビ作用等主に阻害剤の探索源として注目され20000種を超える化合物が報告されてきた。それら
には申請者が過去に携わったエクテナシディンや最近上市されたハリコンドリンの誘導体エリブリン
ように抗がん剤として利用されているものもある。しかし，アルツハイマー病の治療を目指して探索
研究が行われた例は少ない。そこで本研究では和漢医薬総合研究所の東田准教授が構築したアルツハ
イマー病などの難治性神経疾患モデルを用い，海洋生物由来成分の探索を行う。東田の検定法は，神
経細胞やマウスを用いた神経損傷や認知障害を改善する効果を調べるもので，既存の関連酵素阻害作
用を調べる検定法とは根本的に異なり，アルツハイマー病の中核症状である認知障害を改善する活性
成分を見出そうとするものである。本研究では申請者の研究室で培ってきた海洋天然物の採集，分離
精製，構造決定と東田の持つ神経科学の蓄積を融合し，アルツハイマー病の治療・診断薬の開発や発
症機構の解明に資する化合物を海洋生物から見出すことを目的とする。

 

 

 

図 1 スクリーニングにおける軸策伸長および樹状突起形成活性の比較 

 

図 2 スクリーニングで軸策伸長を示したサンプル（ID は試料のフィールド名） 

図1　スクリーニングにおける軸策伸長および樹状突起形成活性の比較
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■結果・考察
　パラオ産の海洋生物を中心に水抽出物を調製し，軸索の伸長 (軸策伸長活性とする )および樹状突
起の形成に対するアミロイドペプチドの毒性阻害を指標にスクリーニングを行った。試験を行った
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図３．活性を示したサンプルの写真 

 

 

図 4 Pal663 と 459 の水中写真と NMR スペクトル 

図３　活性を示したサンプルの写真
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129サンプルの2つの活性についてその相関を調べたところ相関係数は0.24となり，それぞれ異なっ
た試料が活性を示す傾向となっていた　(図1)。アルツハイマー病の治療により重要な要素と考えら
れる軸策伸長活性に絞り込むと9サンプルに活性を示すものが見られた (図2)。このヒット率は約7%
で，他の海洋天然物アルツハイマー治療薬スクリーニングの結果と比較しても遜色はなく（www.
kagakucafe.org/yoshikuni120218.pdf），この検定法が海洋生物の新しい活性物質の探索に有用であ
ることが示唆された。得られた9サンプルの内訳は海綿６種，腔腸動物2種，そして藍藻1種であった。
それらの写真を図3に示す。それぞれのNMRを測定し，そのプロファイルを調べた。多くの試料
は粗抽出物に共通の複雑な混合物を示唆するスペクトルパターンを示したが，形態からAntipathes 
sp.と考えられる腔腸動物ヤギPal663には粗抽出物にもかかわらず単一化合物由来と思われる興味深
いスペクトルを与えた。そこでまずこの試料の分離を行うこととした。本試料と形状が類似していた
Pal459はすでに抽出・分離が進行中であったので，抽出物のNMRを比較したところ，Pal663と良
く一致した (図４)。そこで，Pal459の分離をさらに進めることとした。まず，水抽出物を透析し低
分子と高分子画分に分画した。低分子画分はさらにSephadexLH-20 カラムを用いて分離し，全６画
分を得た。最も量が多かった画分3をさらに逆相HPLCを用いて分離し，ほぼ純粋な分画物3種を含
め全10種の分画物を得た (図5)。得られた分画物の活性を調べた結果いくつかの分画物に軸索伸長活
性が確認された（図5）。精製の進んだCHX1-48-3, CHX1-55-3, CHX1-46-4およびSephadex分画物
のCHX1-9-7 に活性傾向が見られた。この中で有意な活性を示したものはCHX1-46-4のみであった
(図6)。この試料はHPLCによる精製後の化合物なので純度は高いと考えられる。HPLCのUVチャー
トから本化合物は260nm付近に吸収を持つ芳香族化合物である可能性が高い。しかし，0.2mg程度
のサンプルを用いて１HNMRの測定を行ったところシグナルは全く得られなかった (図7)。したがっ
てこの化合物の構造決定にはさらに量を得る必要がある。また，UVデータから本化合物がプリン類
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図 5 Pal 459 の分離 黄色囲み：活性傾向(有意差無し)、赤：有意差在 

 

図5　Pal 459の分離　黄色囲み：活性傾向(有意差無し)，赤：有意差在

 

図 6 分画物の活性データ(上グラフ)と活性画分 CKX1-46-4 による軸策伸長(下写真) 

図6　分画物の活性データ(上グラフ)と活性画分CKX1-46-4による軸策伸長(下写真)
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図７ CKX1-46-1 の NMR と質量分析データ 

 

図 8 CKX1-55-3 の NMR と推定構造 

 

 

図７ CKX1-46-1 の NMR と質量分析データ 

 

図 8 CKX1-55-3 の NMR と推定構造 

 

である可能性も示唆されるが，その置換基によっては全くプロトンが観察されない可能性も考えられ
る。今後はこれらの点も留意し構造研究を行う予定である。弱いながらも活性傾向を示したCHX1-
55-3（1）は純度が高かったので (図8)，その構造決定を行った。13CNMRにおいて1は1つのカルボ
ニル基を含む7つの炭素原子が観測された。また，HSQCデータより2つのN-CH3, (δ54.1，59.1)，
2つのCH2（δ79.6，41.4），２つのCHX（δ81.3，71.9）の存在が示された。高分解能質量分析の

図７　CKX1-46-1のNMRと質量分析データ

図8　CKX1-55-3のNMRと推定構造
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結果からの分子式はC7H13NO3と推定された。さらに詳細な2次元NMRデータの解析の結果，本化
合物はN,N-ジメチル -3-ヒドロキシプロリンであると推定された (図８)。CHX1-48-3にもそのNMR
より主成分として１が含まれていることがわかった (図9)。本化合物は柑橘類等の適合溶質として知
られており 4，果実の凍結等から細胞を保護する作用があると考えられている。今回得られた結果は，
本化合物の細胞保護作用によりアミロイドの毒性が軽減された可能性を示唆する。今後は合成化合物
で構造と活性の確認を行う予定である。

■結論
　今回，東田が開発したアミロイドにより阻害された軸策伸長の回復を図る検定系を用い初めて海洋
生物の抽出物の評価を行った。海洋生物にはテトロドトキシンを始めとした強力かつ選択的な神経毒
が多く知られている。また最近の研究ではテトロドトキシンが強力な鎮痛作用を示すことががん患者
で立証されるなど，「毒から薬へ」と応用を図る研究も進んでいる。その例として，猛毒を持つイモ
ガイの毒コノトキシンがある。コノトキシンはN-型カルシウムチャンネルの強力なブロッカーであ
るが，同時に強力な鎮痛作用を示すため米国などで承認され臨床応用されている。このような背景の
中，決定的な治療薬がない最大の脅威アルツハイマー病の治療に資する化合物の探索にも海洋生物が
脚光を浴びている。しかし，アミロイド仮説を始めとするいくつかの仮説に基づく研究が最近になっ
て報告されてはいるが，有望な活性物質を見出した例はまだ少ない 5-7。今回の結果は，海洋生物に含
まれるベタインなどの低分子化合物にも何らかの作用が期待されること，また多岐にわたる活性化合
物が含まれている可能性を示唆した。今回は活性を示した9種の試料のうち1種のもの分離を行うに
とどまったが，今後これらの試料の分離精製をさらに進めることで，海洋天然物の特徴である意外性
のある構造を持つ活性物質が見出されるものと期待している。

図9　活性傾向を示した成分のNMRデータの比較

 

図 9 活性傾向を示した成分の NMR データの比較 
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