
(57)【要約】

【課題】　βアミロイド線維に対する直接的な生成抑制

あるいは分解の効果を持つ、アルツハイマー病の根本的

な治療薬、または予防薬を提供する。

【解決手段】　ポリフェノール類を有効成分として含有

し、βアミロイド線維の生成又は脳組織への沈着を抑制

するアルツハイマー病予防薬、または、ポリフェノール

類を有効成分として含有し、脳組織に沈着したβアミロ

イド線維の除去作用を有するアルツハイマー病治療薬。

ここで、上記ポリフェノール類としては、ミリセチン、

モリン、ケルセチン、カンフェロール、カテキンおよび

エピカテキンの内の少なくとも1種類であることが望ま

しい。特に、上記ポリフェノール類の中でも、ミリセチ

ン、モリン、またはケルセチンを高濃度に含有している

ことが望ましい。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し 、 β ア ミ ロ イ ド 線 維 の 生 成 お よ び 脳 組 織 へ の
沈 着 を 抑 制 す る こ と を 特 徴 と す る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 予 防 薬 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 が ミ リ セ チ ン 、 モ リ ン 、 ケ ル セ チ ン 、 カ ン フ ェ ロ ー ル 、 カ テ キ ン
お よ び エ ピ カ テ キ ン の 内 の 少 な く と も 1種 類 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 予 防 薬 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 複 数 種 類 含 有 し 、 ミ リ セ チ ン 、 モ リ ン 、 あ る い は ケ ル セ チ ン を
、 カ ン フ ェ ロ ー ル 、 カ テ キ ン 、 あ る い は エ ピ カ テ キ ン よ り も 高 濃 度 に 含 有 す る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ２ 記 載 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 予 防 薬 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し 、 脳 組 織 に 沈 着 し た β ア ミ ロ イ ド 線 維 の 除 去
作 用 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 治 療 薬 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 が ミ リ セ チ ン 、 モ リ ン 、 ケ ル セ チ ン 、 カ ン フ ェ ロ ー ル 、 カ テ キ ン
お よ び エ ピ カ テ キ ン の 内 の 少 な く と も 1種 類 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 治 療 薬 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 複 数 種 類 含 有 し 、 ミ リ セ チ ン 、 モ リ ン 、 あ る い は ケ ル セ チ ン を
、 カ ン フ ェ ロ ー ル 、 カ テ キ ン 、 あ る い は エ ピ カ テ キ ン よ り も 高 濃 度 に 含 有 す る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ５ 記 載 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 治 療 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 因 と な る β ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド 重 合 体 （ β ア ミ ロ イ ド
線 維 ） の 脳 組 織 で の 沈 着 を 抑 制 し 、 ま た 既 に 沈 着 し た β ア ミ ロ イ ド 線 維 の 除 去 を 促 進 す る
薬 剤 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ 以 下 、 Ａ Ｄ と 略 記 す る 。 ） は 、 タ ウ 蛋 白 が 神 経 原 線 維 変 化 を 形 成 し
神 経 細 胞 内 に 蓄 積 す る こ と 、 及 び β ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド （ 以 下 、 Ａ β と 略 記 す る 。 ） が 老
人 斑 あ る い は 脳 血 管 ア ミ ロ イ ド を 形 成 し て 細 胞 外 に 沈 着 す る こ と に よ り 神 経 機 能 が 著 し く
阻 害 さ れ る こ と が 広 く 知 ら れ て い る 。 こ れ ま で に 、 ア セ チ ル コ リ ン の 分 解 を 抑 制 す る 薬 剤
を 用 い て コ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 賦 活 化 す る こ と に よ る 本 症 の 治 療 法 が 開 発 さ れ て い る
が 、 Ａ Ｄ の 神 経 機 能 阻 害 過 程 を 直 接 的 に 抑 制 す る 方 法 、 特 に Ａ β の 中 枢 神 経 系 へ の 沈 着 を
抑 制 す る 根 本 的 治 療 方 法 の 開 発 は さ れ て い な い 。 近 年 、 Ａ Ｄ 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス を Ａ β
で 免 疫 す る こ と に よ り 、 Ａ β の 脳 内 蓄 積 を 低 下 さ せ る 試 み が 行 わ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １
） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 、 デ ン マ ー ク で の 疫 学 的 研 究 の 結 果 は 、 適 度 の ワ イ ン 飲 用 者 に は Ａ Ｄ の 発 病 抑 制 効
果 が 見 ら れ る こ と を 示 唆 し て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 赤 ワ イ ン に は 原 料 ブ ド ウ の 表 皮 や 種
子 に 由 来 す る 多 種 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 が 含 ま れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 最 近 、 多 く の 天
然 産 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 が in vivoあ る い は  in vitroで 神 経 保 護 効 果 を 示 す こ と 、 特 に そ れ
が 活 性 酸 素 種 の 除 去 作 用 に よ る も の で あ る 事 が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ４ 、 非 特 許 文
献 ５ ） 。 さ ら に 、 緑 茶 の ポ リ フ ェ ノ ー ル で あ る カ テ キ ン お よ び エ ピ カ テ キ ン が 、 培 養 海 馬
細 胞 に 対 す る Ａ β の 細 胞 毒 性 を 軽 減 す る 効 果 が あ る こ と か ら 、 同 カ テ キ ン 及 び エ ピ カ テ キ
ン を 神 経 細 胞 毒 性 軽 減 剤 と し て 用 い る 手 法 が 開 示 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ ） 。 し か し 、 ポ
リ フ ェ ノ ー ル が β ア ミ ロ イ ド 線 維 （ 以 下 、 ｆ Ａ β と 略 記 す る 。 ） の in vitroで の 形 成 を 阻
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害 し 、 ま た 分 解 を 引 き 起 こ す 事 を 示 す 報 告 は こ れ ま で に 成 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ａ Ｄ の 病 因 ・ 治 療 に 関 す る 従 来 の 技 術 と し て 、 特 許 文 献 １ 及 び 非 特 許 文 献 １ ～ 非 特 許 文
献 ５ が 挙 げ ら れ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 １ ０ － ２ ４ ５ ３ ４ ２ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Immunization with amyloid-beta attenuates Alzheimer-disease-like
 pathology in the PDAPP mouse. Schenk, D., Barbour, R., Dunn, W., Gordon, G., Gr
ajeda, H., Guido, T., Hu, K., Haung, J., Johnson-Wood, K., Khan, K., Kholodenko,
 D., Lee, M., Liao, Z., Lieberburg, I., Motter, R., Mutter, L., Soriano, F., Sho
pp, G., Vasquez, N., Vandervert, C., Walker, S., Wogulis, M., Ywdnock, T., Games
, D. and Seubert, P. (1999) Nature 400, 173-177.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Amount and type of alcohol and risk of dementia: the Copenhagen 
City Heart Study. Truelsen, T., Thudium, D. and Gronback, M. (2002) Neurology 59
, 1313-1319.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Method to assay the concentrations of phenolic constituents of b
iological intertest in wines. Goldberg, D.M., Tsang, R., Karumanchiri, A., Diama
ndis, E.P., Soleas, G., and Ng E. (1996) Anal. Chem. 68, 1688-1694.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Oral administration of (-)catechin protect against ischemia-repe
rfusion-induced neuronal death in the gerbil.　 Inanami, O., Watanabe, Y., Syuto,
 B ., Nakano, M., Tsuji, M., and Kuwabara, M. (1998) Free Radic. Res. 29, 359-36
5.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Neuroprotective abilities of resveratrol and other red wine cons
tituents against nitric oxide-related toxicity in cultured hippocampal neurons.B
astianetto, S., Zheng, W.H., and Quirion, R.(2000) Br. J. Pharmacol. 131, 711-72
0.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し 、 前 述 し た 非 特 許 文 献 １ に 公 開 さ れ て い る 、 Ａ β に 対 す る 免 疫 療 法 を 用 い て Ａ β
を 除 去 す る 試 み で は 、 髄 膜 脳 炎 等 の 障 害 を 併 発 す る こ と が 治 験 で 明 ら か に な っ て い る 。 ま
た 、 特 許 文 献 １ に は 緑 茶 ポ リ フ ェ ノ ー ル で あ る カ テ キ ン 及 び エ ピ カ テ キ ン を 神 経 細 胞 毒 性
軽 減 剤 と し て 用 い る 手 法 が 公 開 さ れ て い る が 、 Ａ β が 有 す る 神 経 細 胞 毒 性 を 軽 減 さ せ る に
留 ま っ て お り 、 β ア ミ ロ イ ド 線 維 に 対 す る 直 接 的 な 生 成 抑 制 あ る い は 分 解 と い っ た 、 ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 の 根 本 的 な 治 療 も し く は 予 防 を 示 す も の で は な か っ た 。 本 発 明 は 、 こ の よ う
な ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 根 本 的 な 治 療 薬 、 及 び 予 防 薬 の 提 供 を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 広 く 飲 用 さ れ て い る 赤 ワ イ ン に 成 分 と し て 含 ま れ る ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 が
、 脳 組 織 に 沈 着 し て 毒 性 を 示 す β ア ミ ロ イ ド 線 維 の 生 成 を 抑 制 す る 作 用 と 、 既 に 生 成 し 脳
組 織 に 沈 着 し た β ア ミ ロ イ ド 線 維 の 分 解 を 促 進 す る 作 用 と の 両 方 を 有 す る こ と を 初 め て 見
出 し た 。 さ ら に 、 上 記 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の う ち 、 あ る 特 定 の 数 種 類 が こ れ ら の 作 用 を 強 く
有 す る こ と を 初 め て 見 出 し た 。 そ し て 、 こ れ ら の ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の
治 療 に 応 用 で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 予 防 薬 は 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 有 効 成 分 と し て 含
有 し 、 β ア ミ ロ イ ド 線 維 の 生 成 又 は 脳 組 織 へ の 沈 着 を 抑 制 す る こ と を 特 徴 と す る 。 ま た 、
本 発 明 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 治 療 薬 は 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し 、 脳 組 織
に 沈 着 し た β ア ミ ロ イ ド 線 維 の 除 去 作 用 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。 さ ら に 、 上 記 ポ リ フ
ェ ノ ー ル 類 は 1種 類 の み を 含 有 し て も 、 複 数 種 類 を 含 有 し て も よ く 、 ミ リ セ チ ン 、 モ リ ン
、 ケ ル セ チ ン 、 カ ン フ ェ ロ ー ル 、 カ テ キ ン お よ び エ ピ カ テ キ ン の 内 の 少 な く と も 1種 類 で
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あ る こ と が 望 ま し い 。 特 に 、 上 記 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 複 数 種 類 含 有 す る 場 合 は 、 ミ リ セ チ
ン 、 モ リ ン 、 あ る い は ケ ル セ チ ン を 、 カ ン フ ェ ロ ー ル 、 カ テ キ ン 、 あ る い は エ ピ カ テ キ ン
よ り も 高 濃 度 に 含 有 し て い る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 は 、 ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド の 重 合 形 成 反 応 及 び 線 維 伸 長 反 応 を 抑 制 し
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 因 と な る β ア ミ ロ イ ド の 脳 組 織 へ の 沈 着 を 抑 制 す る 。 し た が っ て
、 本 発 明 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 治 療 薬 を ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 ア ミ
ロ イ ド β ペ プ チ ド の 重 合 形 成 反 応 及 び 線 維 伸 長 反 応 が 抑 制 さ れ る と と も に 、 す で に 脳 組 織
に 沈 着 し て い る β ア ミ ロ イ ド が 分 解 さ れ る の で 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 因 と な る β ア ミ ロ
イ ド の 脳 組 織 へ の 沈 着 が 抑 制 さ れ 、 ま た 、 β ア ミ ロ イ ド が 脳 組 織 か ら 除 去 さ れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 赤 ワ イ ン 等 に 含 ま れ る ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 が 、 脳 組 織 に 沈 着 し て 毒 性 を
示 す β ア ミ ロ イ ド 線 維 の 生 成 を 抑 制 す る た め 、 こ れ を 含 有 す る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 予 防 薬 と
し て 投 与 す る こ と に よ り 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 予 防 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 上 記 ポ
リ フ ェ ノ ー ル 類 は 、 す で に 生 成 し 脳 組 織 に 沈 着 し た β ア ミ ロ イ ド 線 維 の 分 解 を 促 進 す る た
め 、 こ れ を 含 有 す る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 治 療 薬 と し て 投 与 す る こ と に よ り 、 ア ル ツ ハ イ マ ー
病 の 進 行 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 根 本 的 に 治 療 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 上 記 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 内 、 ミ リ セ チ ン 、 モ リ ン 、 ケ ル セ チ ン 、 カ ン
フ ェ ロ ー ル 、 カ テ キ ン 及 び エ ピ カ テ キ ン は 、 β ア ミ ロ イ ド 線 維 生 成 抑 制 効 果 及 び 同 線 維 分
解 効 果 を 強 く 有 し 、 中 で も 、 ミ リ セ チ ン 、 モ リ ン 、 及 び ケ ル セ チ ン は 特 に 強 い 効 果 を 有 し
て い る た め 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 根 本 的 且 つ よ り 効 率 的 に 治 療 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 は 広 く 飲 用 さ れ て い る 赤 ワ イ ン 等 に 多 量 に 含 ま れ て い
る 物 質 で あ る 為 、 大 量 生 産 が 可 能 で あ り 、 且 つ 安 全 性 の 高 い も の で あ る 。 従 っ て 、 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 治 療 薬 あ る い は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 予 防 薬 と し て ば か り で な く 、 栄 養 補 助 食 品 と
し て も 汎 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 実 用 性 が 高 い も の で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
  本 発 明 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 予 防 薬 又 は 治 療 薬 と し て 用 い る ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 は 、 以 下 に
示 す 一 般 式 （ １ ） か ら 一 般 式 （ ６ ） で 表 さ れ る ビ オ フ ラ ビ ン 類 で あ り 、 こ れ ら を 単 独 で 、
あ る い は 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ３ 】
　 た だ し 、 前 記 一 般 式 （ １ ） に お い て 、 Ｒ は Ｈ ま た は ア ル キ ル 基 （ C 1 -C 3 ） ま た は ア シ ル
基 （ R 1 CO） で R 1 の 炭 素 数 は １ か ら ３ 個 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 配 糖 体 も 含 ま れ る 。 具 体 的
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化 合 物 と し て は 、 前 記 一 般 式 （ １ ） に お い て Ｒ ＝ Ｈ で あ る ミ リ セ チ ン （ Myricetin、 以 下
の 文 中 に お い て Ｍ ｙ ｒ と 略 記 す る ） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ５ 】
　 た だ し 、 前 記 一 般 式 （ ２ ） に お い て 、 Ｒ は Ｈ ま た は ア ル キ ル 基 （ C 1 -C 3 ） ま た は ア シ ル
基 （ R 1 CO） で R 1 の 炭 素 数 は １ か ら ３ 個 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 配 糖 体 も 含 ま れ る 。 具 体 的
化 合 物 と し て は 、 前 記 一 般 式 （ ２ ） に お い て Ｒ ＝ Ｈ で あ る モ リ ン （ Morin、 以 下 の 文 中 に
お い て Ｍ ｏ ｒ と 略 記 す る ） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ７ 】
　 た だ し 、 前 記 一 般 式 （ ３ ） に お い て 、 Ｒ は Ｈ ま た は ア ル キ ル 基 （ C 1 -C 3 ） ま た は ア シ ル
基 （ R 1 CO） で R 1 の 炭 素 数 は １ か ら ３ 個 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 配 糖 体 も 含 ま れ る 。 具 体 的
化 合 物 と し て は 、 前 記 一 般 式 （ ３ ） に お い て Ｒ ＝ Ｈ で あ る ケ ル セ チ ン （ Quercetin、 以 下
の 文 中 に お い て Ｑ ｕ ｒ と 略 記 す る ） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ９ 】
　 た だ し 、 前 記 一 般 式 （ ４ ） に お い て 、 Ｒ は Ｈ ま た は ア ル キ ル 基 （ C 1 -C 3 ） ま た は ア シ ル
基 （ R 1 CO） で R 1 の 炭 素 数 は １ か ら ３ 個 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 配 糖 体 も 含 ま れ る 。 具 体 的
化 合 物 と し て は 、 前 記 一 般 式 （ ４ ） に お い て Ｒ ＝ Ｈ で あ る カ ン フ ェ ロ ー ル （ Kaempferol、
以 下 の 文 中 に お い て Ｋ ｍ ｐ と 略 記 す る ） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ １ 】
　 た だ し 、 前 記 一 般 式 （ ５ ） に お い て 、 Ｒ は Ｈ ま た は ア ル キ ル 基 （ C 1 -C 3 ） ま た は ア シ ル
基 （ R 1 CO） で R 1 の 炭 素 数 は １ か ら ３ 個 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 配 糖 体 も 含 ま れ る 。 具 体 的
化 合 物 と し て は 、 前 記 一 般 式 （ ５ ） に お い て Ｒ ＝ Ｈ で あ る カ テ キ ン （ (+)-Catechin、 以 下
の 文 中 に お い て Ｃ ａ ｔ と 略 記 す る ） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 た だ し 、 前 記 一 般 式 （ ６ ） に お い て 、 Ｒ は Ｈ ま た は ア ル キ ル 基 （ C 1 -C 3 ） ま た は ア シ ル
基 （ R 1 CO） で R 1 の 炭 素 数 は １ か ら ３ 個 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 配 糖 体 も 含 ま れ る 。 具 体 的
化 合 物 と し て は 、 前 記 一 般 式 （ ６ ） に お い て Ｒ ＝ Ｈ で あ る エ ピ カ テ キ ン ［ (-)-epi-Catech
in、 以 下 の 文 中 に お い て ｅ ｐ ｉ － Ｃ ａ ｔ と 略 記 す る ］ を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 述 の よ う に 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 と し て は ミ リ セ チ ン 、 モ リ ン 、 ケ ル セ チ ン 、 カ ン フ ェ
ロ ー ル 、 カ テ キ ン 、 エ ピ カ テ キ ン 等 の ビ オ フ ラ ビ ン 類 を 例 示 で き る 。 特 に 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 予 防 薬 又 は 治 療 薬 が 上 記 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 複 数 種 類 含 有 す る 場 合 は 、 ビ オ フ ラ ビ ン
類 の な か で も 、 ミ リ セ チ ン 、 モ リ ン 、 ケ ル セ チ ン を 含 有 す る こ と が 望 ま し く 、 こ れ ら を カ
ン フ ェ ロ ー ル 、 カ テ キ ン 、 あ る い は エ ピ カ テ キ ン よ り も 高 濃 度 に 含 有 し て い る こ と が 望 ま
し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ れ ら の ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 は 、 赤 ワ イ ン ば か り で は な く ブ ド ウ の 果 実 、 果 皮 を 原 料 と し
て 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 以 下 に 示 す 方 法 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。
ま ず 、 脱 ア ル コ ー ル さ れ た ワ イ ン を 濃 縮 し 、 吸 収 樹 脂 カ ラ ム に 通 す 。 用 い る 樹 脂 は 、 溶 媒
を 使 っ て 溶 離 す る こ と に よ り ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 が 得 ら れ る も の な ら ど れ で も よ い 。 次 に 、
水 性 ア ル コ ー ル で 溶 離 し 、 ア ル コ ー ル を 除 去 し 、 混 合 物 を 加 熱 に よ り 濃 縮 す る 。 ぶ ど う の
皮 の 場 合 、 当 該 材 料 を 、 適 当 な 溶 媒 、 好 ま し く は 水 ま た は ア ル コ ー ル 水 溶 液 と 十 分 に 混 合
す る 。 抽 出 処 理 を 促 進 す る た め に 溶 媒 を 加 熱 す る こ と が で き る 。 次 に 、 静 止 デ カ ン テ ー シ
ョ ン 、 遠 心 分 離 、 ま た は ろ 過 （ 凝 集 剤 を 加 え て も 加 え な く て も よ い ） に よ り 、 透 明 な 溶 液
を 得 る 。 こ の 液 体 は 、 脱 ア ル コ ー ル ワ イ ン に つ い て 上 述 し た の と 同 じ 態 様 で 樹 脂 カ ラ ム に
か け る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た 抽 出 成 分 濃 縮 液 を 高 速 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ フ ィ ー に て 前 述 し た 各 物 質 に 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 こ れ ら の ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 治 療 薬 及 び ア ル ツ ハ イ マ ー 予 防 薬
と し て 用 い る だ け で な く 、 栄 養 補 助 食 品 と し て 用 い る 事 が で き る 。 ま た 、 飲 食 物 や 酒 類 な
ど の 嗜 好 品 に 添 加 し て 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 治 療 薬 及 び 予 防 薬 の 投 与 量 に つ い て は 、 そ の 使 用 目 的 に 応 じ
て 適 宜 決 定 す れ ば よ い が 、 有 効 成 分 の 安 全 性 が 高 い の で 、 多 量 を 継 続 的 に 投 与 し て も 副 作
用 の 心 配 は 少 な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 予 防 薬 及 び 治 療 薬 の 剤 型 と し て は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え
ば 錠 剤 、 顆 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 等 の 経 口 剤 や 、 注 射 剤 等 と す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ れ ら
は 、 従 来 公 知 の 方 法 に 従 っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 予

10

20

30

40

50

(7) JP 2005-104850 A 2005.4.21



防 薬 及 び 治 療 薬 は 、 有 効 成 分 で あ る ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 他 に 、 安 定 剤 等 の 従 来 公 知 の 添 加
剤 等 を 含 有 し て も よ い 。 本 発 明 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 予 防 薬 及 び 治 療 薬 の 投 与 方 法 と し て は
、 経 口 投 与 、 非 経 口 投 与 等 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 従 来 公 知 の 投 与 方 法 を 適 宜 選 択 す る こ と が
で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 例 と し て 、 Ｍ ｙ ｒ 、 Ｍ ｏ ｒ 、 Ｑ ｕ ｒ 、 Ｋ ｍ ｐ 、 Ｃ ａ ｔ 、 及 び ｅ ｐ ｉ
－ Ｃ ａ ｔ を 用 い て β ア ミ ロ イ ド 線 維 の 生 成 の 抑 制 を 行 う 例 を 詳 し く 説 明 す る 。 し か し 、 本
発 明 は こ れ ら を 限 定 す る も の で は な く 、 上 記 一 般 式 （ １ ） か ら 一 般 式 （ ６ ） に 示 さ れ る ビ
オ フ ラ ビ ン 類 で あ れ ば 同 様 の 効 果 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ａ β は ４ ０ 乃 至 ４ ２ ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ペ プ チ ド で あ り 、 同 ペ プ チ ド を 単 位 構 造 と し た も
の が 重 合 し て β ア ミ ロ イ ド 線 維 を 形 成 す る 。 こ の 反 応 は 、 重 合 核 形 成 反 応 相 と 線 維 伸 長 相
か ら 成 る 。 重 合 核 形 成 反 応 は 熱 力 学 的 に 起 り 難 く 、 全 体 の 律 速 段 階 と な っ て い る 。 い っ た
ん 反 応 核 と な る 重 合 体 が 形 成 さ れ る と 、 線 維 伸 長 は 一 次 反 応 モ デ ル 、 す な わ ち 、 重 合 核 あ
る い は す で に 存 在 す る 線 維 断 端 に Ａ β が 立 体 構 造 を 変 化 さ せ な が ら 次 々 と 結 合 す る こ と に
よ っ て 速 や か に 進 行 す る 。 こ の 重 合 核 形 成 反 応 お よ び 線 維 伸 長 反 応 は 生 体 内 ば か り で な く
、 試 験 管 内 の 緩 衝 液 中 で も 以 下 に 記 述 す る 反 応 が 容 易 に 起 こ る 。 す な わ ち 、 ４ ０ ア ミ ノ 酸
の Ａ β ［ 以 下 の 文 中 に お い て Ａ β （ １ － ４ ０ ） と 略 称 す る 。 ］ 溶 液 ま た は ４ ２ ア ミ ノ 酸 の
Ａ β ［ 以 下 の 文 中 に お い て Ａ β （ １ － ４ ２ ） と 略 称 す る 。 ］ 溶 液 を 用 い て 反 応 さ せ る と 、
そ の 反 応 は ゆ る や か な シ グ モ イ ド 曲 線 を 描 い て 進 行 し て 、 や が て 平 衡 に 達 す る 。 一 方 、 Ａ
β を 含 む 反 応 溶 液 に 超 音 波 破 砕 さ れ た 短 い Ａ β （ １ － ４ ０ ） 線 維 ま た は Ａ β （ １ － ４ ２ ）
線 維 ［ 以 下 の 文 中 に お い て そ れ ぞ れ ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） と 略 称 す る
。 ］ を 重 合 核 と し て 添 加 す る こ と に よ り 、 Ａ β の み の 反 応 の 場 合 に 比 べ 、 遥 か に 速 や か に
β ア ミ ロ イ ド 線 維 が 形 成 さ れ る 。 こ れ ら の 反 応 は 、 反 応 混 合 液 に 加 え た チ オ フ ラ ビ ン Ｔ （
以 下 、 Ｔ ｈ Ｔ と 略 記 す る ） の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る こ と に よ り 重 合 の 度 合 い を 把 握 す る こ と
が 出 来 る 。 こ れ ら の 反 応 混 合 液 に 前 述 し た ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 添 加 し て 、 同 ポ リ フ ェ ノ ー
ル 類 の β ア ミ ロ イ ド 線 維 形 成 抑 制 効 果 お よ び 分 解 効 果 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
Ａ β （ １ － ４ ０ ） お よ び Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 溶 液 の 調 製 ：
　 Ａ β （ １ － ４ ０ ） お よ び Ａ β （ １ － ４ ２ ） は そ れ ぞ れ ト リ フ ッ 化 酢 酸 塩 （ Peptide Inst
itute, Inc.社 製 ） で あ る 。 そ れ ぞ れ を ０ ． ０ ２ ％ ア ン モ ニ ア 溶 液 に 溶 解 し て 、 終 濃 度 ５
０ ０ μ Ｍ 　 （ ２ ． ２ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） 及 び ２ ５ ０ μ Ｍ と し た 。 こ れ ら は 使 用 す る ま で － ８ ０ ℃
に て 保 存 し た 。 こ の 溶 液 を そ れ ぞ れ Ａ β （ １ － ４ ０ ） 溶 液 、 Ａ β （ １ － ４ ２ ） 溶 液 と し た
。 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） お よ び ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） は 、 Hasegawaら の 報 告 （ Hasegawa, K., 
et al., Biochemistry 38, 15514-15521, 1999） に 従 い 、 上 記 Ａ β 溶 液 を ３ ７ ℃ に 静 置 し
て 調 製 し た 。 次 に 、 Onoら の 報 告 （ Ono, K., et al., Biol. Psychiatry 52, 880-886, 20
02、 及 び  Ono, K., et al., J. Neurochem. 81, 434-440, 2002） に 従 い 、 新 鮮 な 非 凝 集
ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） 及 び ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） は 、 超 音 波 処 理 し た ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） あ る
い は ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） を 新 鮮 な Ａ β （ １ － ４ ０ ） あ る い は Ａ β （ １ － ４ ２ ） と そ れ ぞ れ
分 解 反 応 の 直 前 に 反 応 さ せ 調 製 し た 。 こ の 時 の 反 応 混 合 液 ６ ０ ０ μ Ｌ は １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 　
（ ２ ． ３ μ Ｍ ） の ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） と 、 ５ ０ μ Ｍ の Ａ β （ １ － ４ ０ ） と 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン
酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） と 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ん で い る 。 ま た 、 ｆ Ａ β （ １
－ ４ ２ ） お よ び 　 Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 場 合 も 同 じ 濃 度 条 件 を 使 用 し た 。 Ｔ ｈ Ｔ の 蛍 光 強 度
測 定 に よ り 調 べ た と こ ろ 、 ３ ７ ℃ で ３ か ら ６ 時 間 静 置 の 後 に は 伸 長 反 応 は 平 衡 に 達 し て い
た 。 以 下 の 実 験 で は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） お よ び ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） 溶 液 は 、 濃 度 ５ ０ μ
Ｍ と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
蛍 光 強 度 測 定 、 電 子 顕 微 鏡 観 察 、 偏 光 顕 微 鏡 観 察 ：
　 蛍 光 強 度 測 定 は 日 立 Ｆ － ２ ５ ０ ０ 分 光 蛍 光 光 度 計 を 用 い て 行 っ た 。 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ）
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及 び ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 蛍 光 強 度 測 定 は ４ ４ ５ ｎ ｍ の 励 起 光 、 ４ ９ ０ ｎ ｍ の 蛍 光 波 長 を
用 い て 測 定 し た 。 測 定 試 料 溶 液 は ５ μ Ｍ 　 Ｔ ｈ Ｔ （ 和 光 純 薬 社 製 ） 及 び 　 ５ ０ ｍ Ｍ 　 グ リ
シ ン － 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ 　 ８ ． ５ ） の 混 合 液 １ ｍ Ｌ に ｆ Ａ β を 含 む 試 料 溶 液
５ μ Ｌ を 加 え た も の で あ る 。 ｆ Ａ β 反 応 物 の 電 子 顕 微 鏡 観 察 お よ び 偏 光 顕 微 鏡 観 察 は 既 法
に 従 っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
Ａ β （ １ － ４ ０ ） お よ び Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 重 合 化 反 応 ： 　
　 １ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 及 び １ ０ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を
含 む 反 応 緩 衝 液 を 作 製 し 、 同 緩 衝 液 を 、 終 濃 度 ５ ０ μ Ｍ の Ａ β （ １ － ４ ０ ） を 加 え る 群 、
２ ５ μ Ｍ の Ａ β （ １ － ４ ２ ） を 加 え る 群 、 及 び ５ ０ μ Ｍ の Ａ β （ １ － ４ ２ ） を 加 え る 群 に
分 け た 。 そ れ ぞ れ の 群 を 更 に １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） を 加 え る 群 、 １ ０ μ ｇ
／ ｍ Ｌ の ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） を 加 え る 群 、 及 び ど ち ら も 加 え な い 群 に 分 け た 。 各 群 の 溶 液
に 対 し て 、 終 濃 度 ０ ． ０ １ 、 ０ ． １ 、 １ 、 １ ０ ま た は ５ ０ μ Ｍ の ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 （ Ｍ ｙ
ｒ 、 Ｍ ｏ ｒ 、 Ｑ ｕ ｒ 、 Ｋ ｍ ｐ 、 Ｃ ａ ｔ 、 及 び ｅ ｐ ｉ － Ｃ ａ ｔ 、 Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 社 製 ） を 加 え た
反 応 液 、 陽 性 対 照 群 と し て ０ ． ０ １ 、 ０ ． １ 、 １ 、 １ ０ ま た は ５ ０ μ Ｍ の nordihydroguai
aretic acid（ 以 下 、 Ｎ Ｄ Ｇ Ａ と 略 称 す る 。 Sigma社 製 ） を 加 え た 反 応 液 、 及 び 、 ポ リ フ ェ
ノ ー ル 類 と Ｎ Ｄ Ｇ Ａ の ど ち ら も 添 加 し て い な い 陰 性 対 照 群 の 反 応 液 を 作 製 し た 。 こ こ で 、
Ｎ Ｄ Ｇ Ａ と ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 は 、 初 め Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ に 対 し て そ れ ぞ れ １ μ Ｍ 、 １ ０ μ Ｍ 、 １ ０
０ μ Ｍ 、 １ ｍ Ｍ 、 及 び ５ ｍ Ｍ と な る よ う に 溶 解 し て 、 反 応 液 に 終 濃 度 ０ ． ０ １ 、 ０ ． １ 、
１ 、 １ ０ 、 及 び ５ ０ μ Ｍ と な る よ う に 加 え た 。 次 に 、 オ イ ル － フ リ ー Ｐ Ｃ Ｒ 試 験 管 （ ０ ．
５ ｍ Ｌ 、 Takara社 製 ） に ３ ０ μ Ｌ の 反 応 液 を 加 え 、 こ れ を Ｄ Ｎ Ａ サ ー マ ル サ イ ク ラ ー に 入
れ 、 ４ ℃ で 始 め 、 ３ ７ ℃ ま で 最 速 で 温 度 を 上 げ 反 応 を 開 始 し た 。 反 応 試 験 管 は 静 置 し て 、
反 応 時 間 は ０ 日 か ら ８ 日 間 と し た 。 そ れ ぞ れ の 実 験 結 果 は 図 １ に 示 し た 。 反 応 の 停 止 は 試
験 管 を 氷 冷 し て 行 っ た 。 各 反 応 試 験 管 か ら ５ μ Ｌ を 分 取 し て 、 蛍 光 測 定 を 行 っ た 。 各 々 ３
回 の 測 定 を 行 っ て 、 平 均 値 を 求 め た 。 実 験 す る Ｎ Ｄ Ｇ Ａ あ る い は ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 濃 度
は 、 Ｔ ｈ Ｔ 溶 液 中 で は 反 応 混 合 液 中 の 濃 度 の ２ ０ ０ 倍 に 稀 釈 さ れ た 。 こ れ ら の 化 合 物 は こ
の 稀 釈 し た 濃 度 に お い て は Ｔ ｈ Ｔ の 蛍 光 強 度 を 妨 害 す る 事 は 無 い こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
Ａ β の 重 合 化 反 応 と そ の 反 応 に 対 す る ポ リ フ ェ ノ ー ル の 阻 害 効 果 ：
　 図 １ （ ａ ） か ら （ ｄ ） に 示 す 様 に 、 Ａ β （ １ － ４ ０ ） あ る い は Ａ β （ １ － ４ ２ ） 溶 液 を
３ ７ ℃ で 上 記 の 反 応 条 件 で 静 置 し た 場 合 、 Ｔ ｈ Ｔ の 蛍 光 強 度 は 典 型 的 な シ グ モ イ ド 曲 線 を
描 い て 増 加 し た 。 こ の 曲 線 は 重 合 核 依 存 性 重 合 モ デ ル と 一 致 し た 。 赤 色 色 素 Ｃ ｏ ｎ ｇ ｏ 　
Ｒ ｅ ｄ で 染 色 し た ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） あ る い は ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） は 偏 光 顕 微 鏡 で の 観 察
で 典 型 的 な 橙 緑 色 の 複 偏 光 を 示 し た 。 Ａ β （ １ － ４ ０ ） を １ ０ μ Ｍ 、 あ る い は ５ ０ μ Ｍ の
Ｍ ｙ ｒ 、 Ｍ ｏ ｒ あ る い は Ｑ ｕ ｒ で 処 理 す る と 、 図 １ （ ａ ） に 示 す 様 に 重 合 化 反 応 の 間 に 蛍
光 強 度 の 増 加 は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 は Ｍ ｙ ｒ の 場 合 を 示 す ） 。 同 様 な 効 果 は 、 Ａ β （ １
－ ４ ２ ） に お い て も 、 Ｍ ｙ ｒ 、 Ｍ ｏ ｒ 、 あ る い は Ｑ ｕ ｒ で 観 察 さ れ た （ 図 １ （ ｂ ） 、 Ｍ ｙ
ｒ の 場 合 を 示 す ） 。 Ａ β （ １ － ４ ０ ） を １ ０ μ Ｍ 、 あ る い は ５ ０ μ Ｍ の Ｋ ｍ ｐ 、 Ｃ ａ ｔ 、
あ る い は ｅ ｐ ｉ － Ｃ ａ ｔ で 処 理 す る と 、 最 終 の 蛍 光 強 度 の 増 加 レ ベ ル は 試 薬 濃 度 に 依 存 し
て 低 下 し た （ 図 １ （ ｃ ） 及 び （ ｄ ） ） 。 同 様 な 効 果 は 、 Ａ β （ １ － ４ ２ ） に お い て も Ｋ ｍ
ｐ 、 Ｃ ａ ｔ 、 あ る い は ｅ ｐ ｉ － Ｃ ａ ｔ で 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
ｆ Ａ β の 伸 長 反 応 と そ の 反 応 に 対 す る ポ リ フ ェ ノ ー ル の 阻 害 効 果 ：
　 図 ２ （ ａ ） か ら （ ｄ ） に 示 す 様 に 、 新 鮮 な Ａ β （ １ － ４ ０ ） と ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） を 、
あ る い は Ａ β （ １ － ４ ２ ） と ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） を そ れ ぞ れ 混 合 し て 静 置 し た 場 合 、 反 応
初 期 の 潜 時 は 無 く 、 直 ち に 反 応 が お こ り 、 飽 和 曲 線 的 に 蛍 光 の 増 加 が 観 察 さ れ た 。 重 合 反
応 核 と な る ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） あ る い は ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） が 無 い 場 合 に 比 較 し て 、 非 常
に 速 や か に 平 衡 レ ベ ル に 達 し た 。 こ の 曲 線 は 一 次 反 応 モ デ ル の 曲 線 と 一 致 し た 。 Ａ β （ １
－ ４ ０ ） と ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 混 合 溶 液 に ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 添 加 し て お く と 、 最 終 平
衡 レ ベ ル は 低 下 し た （ 図 ２ （ ａ ） 、 （ ｃ ） ま た は （ ｄ ） ） 。 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 同 様 の 効
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果 は ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 伸 長 反 応 に お い て も 観 察 さ れ た （ 図 ２ （ ｂ ） ） 。 ま た 、 定 濃 度
の ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 存 在 下 で Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 濃 度 を 変 化 さ せ た 場 合 、 濃 度 増 加 に
依 存 し て ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 伸 長 初 速 度 は 直 線 的 に 増 加 し た 。 Ｍ ｙ ｒ が 存 在 す る 場 合 、
ま た は 存 在 し な い 場 合 の い ず れ に お い て も （ 図 ２ （ ｅ ） ） 、 こ の 直 線 関 係 は 一 次 反 応 モ デ
ル と 一 致 し て 、 そ れ ぞ れ の Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 濃 度 で ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 伸 長 の 実 質 速
度 は 重 合 速 度 と 脱 重 合 速 度 の 総 和 に な る 。 １ ０ μ Ｍ の Ｍ ｙ ｒ の 存 在 下 で は 、 こ の 直 線 の 勾
配 は 約 １ ／ ３ に 下 が る 。 新 鮮 な Ａ β （ １ － ４ ０ ） を 超 音 波 処 理 し た ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） と
３ ７ ℃ で 反 応 す る と 、 明 瞭 な ｆ Ａ β の 伸 長 の 様 子 を 電 子 顕 微 鏡 で 観 察 す る こ と が 出 来 る （
図 ３ （ ｂ ） ） 。 し か し 、 ５ ０ μ Ｍ の Ｍ ｙ ｒ を 加 え る と 、 超 音 波 処 理 し た ｆ Ａ β （ １ － ４ ０
） の 伸 長 反 応 は 阻 害 さ れ た （ 図 ３ （ ａ ） ， （ ｃ ） ） 。 Ｍ ｙ ｒ は ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 伸 長
反 応 も 同 様 に 阻 害 し た 。 同 様 の 阻 害 結 果 が Ｍ ｏ ｒ 、 Ｑ ｕ ｒ あ る い は Ｋ ｍ ｐ で も ｆ Ａ β （ １
－ ４ ０ ） お よ び ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 伸 長 反 応 で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ｆ Ａ β の ポ リ フ ェ ノ ー ル に よ る 分 解 反 応 ：
　 ｆ Ａ β の 分 解 試 験 は 次 の 反 応 液 中 で 行 っ た 。 ２ ５ μ Ｍ の 新 鮮 な ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） あ る
い は ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） と 、 ０ 、 ０ ． ０ １ 、 ０ ． １ 、 １ 、 １ ０ あ る い は ５ ０ μ Ｍ の Ｎ Ｄ Ｇ
Ａ あ る い は ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 と 、 １ ％ の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ と 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ．
５ ） と 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 混 合 液 に 、 １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） の ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー
ル （ 和 光 純 薬 社 製 ） を ｆ Ａ β の 凝 集 を 避 け る た め に 、 ま た 反 応 中 に 反 応 試 験 管 の 内 壁 へ の
ｆ Ａ β の 吸 着 を 避 け る た め に 加 え た 。 反 応 液 を 良 く 混 合 し た 後 に 、 ５ μ Ｌ の 反 応 液 を 分 取
し て 蛍 光 測 定 を 行 い 、 ま た ３ ０ μ Ｌ を 分 取 し て Ｐ Ｃ Ｒ 試 験 管 に 入 れ た 。 反 応 試 験 管 を Ｄ Ｎ
Ａ サ ー マ ル サ イ ク ラ ー に 入 れ 、 ４ ℃ で 始 め 、 ３ ７ ℃ ま で 最 速 で 温 度 を 上 げ 反 応 を 開 始 し た
。 反 応 は ０ か ら ７ ２ 時 間 行 い 、 反 応 停 止 は 試 験 管 を 氷 冷 し て 行 っ た 。 反 応 中 は 反 応 試 験 管
は サ ー マ ル サ イ ク ラ ー 中 に 静 置 し た 。 各 反 応 試 験 管 か ら 、 ５ μ Ｌ の 反 応 液 を 分 取 し て 蛍 光
強 度 測 定 を 行 っ た 。 各 々 ３ 回 の 測 定 を 行 っ て 、 平 均 値 を 求 め た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） と ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 分 解 反 応 ：
　 図 ４ （ ａ ） か ら （ ｄ ） に 示 す 様 に 、 新 鮮 な ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） あ る い は ｆ Ａ β （ １ － ４
２ ） 溶 液 を ３ ７ ℃ で 置 い た 場 合 に は 、 Ｔ ｈ Ｔ の 蛍 光 強 度 は 殆 ど 変 化 し な い が 、 一 方 、 こ の
反 応 液 に ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 添 加 す る と 、 Ｔ ｈ Ｔ の 蛍 光 強 度 は 急 激 に 低 下 す る 。 ２ ５ μ Ｍ
の 新 鮮 な ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） （ 図 ５ （ ａ ） ） を ５ ０ μ Ｍ の Ｍ ｙ ｒ で １ 時 間 処 理 す る と 、 多
く の 短 く 断 片 化 し た ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 生 成 が 起 き る （ 図 ５ （ ｂ ） ） 。 ６ 時 間 後 に は 、
断 片 化 線 維 の 数 は 著 し く 減 少 し て 、 小 型 の 不 定 形 凝 集 体 が と こ ろ ど こ ろ に 観 察 さ れ る 様 に
な る （ 図 ５ （ ｃ ） ） 。 同 様 の 形 態 変 化 が ２ ５ μ Ｍ の 新 鮮 な ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） で も 、 ５ ０
μ Ｍ の Ｍ ｙ ｒ で 処 理 す る と 見 ら れ る 。 他 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 に よ っ て も ｆ Ａ β （ １ － ４ ０
） あ る い は ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 分 解 が 起 き る 。 ５ ０ μ Ｍ の Ｍ ｙ ｒ 、 Ｑ ｕ ｒ 、 あ る い は Ｋ
ｍ ｐ で ６ 時 間 、 あ る い は ５ ０ μ Ｍ の Ｃ ａ ｔ あ る い は ｅ ｐ ｉ － Ｃ ａ ｔ で ７ ２ 時 間 処 理 す る と
、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） お よ び ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） は 赤 色 色 素 Congo Redに よ り 僅 か に 染 色
さ れ る の み で あ る 。 と こ ろ が 偏 光 顕 微 鏡 で の 観 察 で は 橙 緑 色 の 複 偏 光 が 観 察 さ れ る 。 こ れ
は か な り の 量 が 元 の ま ま の ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） や ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） と し て 、 反 応 後 で も
反 応 液 中 に 残 っ て い る こ と を 意 味 し て い る 。 こ の 溶 液 を ４ ℃ で ２ 時 間 、 １ ． ６ × １ ０ 4 ｇ
で 遠 心 し た 後 に 、 上 清 液 を Bradford法 で 調 べ た と こ ろ 、 タ ン パ ク の 存 在 は 検 出 さ れ な か っ
た 。 こ れ は ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 が ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 分 解 を 起 こ し
て 凝 集 体 に 変 化 さ せ る が 、 Ａ β （ １ － ４ ０ ） や Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 単 量 体 や 、 オ リ ゴ マ ー
ま で は 分 解 し て い な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 活 性 の 比 較 ：
　 図 １ （ ｅ ） 、 図 ２ （ ｆ ） 、 及 び 図 ４ （ ｅ ） は 、 ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 が ｆ Ａ β の 形 成 や 伸 長
を 濃 度 依 存 的 に 阻 害 、 ま た 生 成 し た ｆ Ａ β の 濃 度 依 存 的 な 分 解 を 行 う こ と を 示 し て い る 。
Ｅ Ｃ 5 0 （ Ａ β の 重 合 ま た は ｆ Ａ β 伸 長 の 対 照 値 に 対 し て ５ ０ ％ の 阻 害 を 示 す Ｎ Ｄ Ｇ Ａ あ る
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い は ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 濃 度 、 ま た は ｆ Ａ β 分 解 の 対 照 値 に 対 し て ５ ０ ％ の 分 解 促 進 を 示
す 濃 度 ） を 図 １ （ ｅ ） 、 図 ２ （ ｆ ） 、 及 び 図 ４ （ ｅ ） の デ ー タ を 元 に シ グ モ イ ド 曲 線 最 適
化 処 理 に よ り 計 算 し て 求 め 、 そ の 結 果 を 表 １ に 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 前 記 表 １ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｍ ｙ ｒ 、 Ｍ ｏ ｒ 、 Ｑ ｕ ｒ 、 あ る い は Ｋ ｍ ｐ の ｆ Ａ β の 形 成
・ 伸 長 反 応 に 対 す る Ｅ Ｃ 5 0 値 は ｆ Ａ β 分 解 反 応 促 進 に 対 す る Ｅ Ｃ 5 0 値 と 似 た 値 で あ る 。 一
方 、 Ｃ ａ ｔ 、 ｅ ｐ ｉ － Ｃ ａ ｔ の ｆ Ａ β 分 解 反 応 促 進 に 対 す る Ｅ Ｃ 5 0 値 は ｆ Ａ β の 生 成 ・ 伸
長 反 応 の 阻 害 に 対 す る Ｅ Ｃ 5 0 値 よ り も 一 桁 高 い 値 で あ る 。 従 っ て 、 表 １ に よ り 、 本 実 施 例
に お け る ｆ Ａ β 形 成 阻 害 反 応 お よ び 分 解 促 進 反 応 の 活 性 は 、 Ｍ ｙ ｒ ＝ Ｍ ｏ ｒ ＝ Ｑ ｕ ｒ ＞ Ｋ
ｍ ｐ ＞ Ｃ ａ ｔ ＝ ｅ ｐ ｉ － Ｃ ａ ｔ の 順 に 強 い こ と が 示 さ れ た 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
培 養 細 胞 に お け る ｆ Ａ β の 毒 性 、 及 び ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 毒 性 減 弱 効 果 ：
　 培 養 細 胞 に お け る ｆ Ａ β の 影 響 、 及 び ｆ Ａ β に 対 す る ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 効 果 は 、 ヒ ト
胎 児 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 （ 以 下 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ３ ９ 細 胞 と 記 す 。 ） を 用 い て 、 3-[4,5-dimethylthiaz
ol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromaide（ Ｍ Ｔ Ｔ ） の 呼 吸 酵 素 系 に よ る 還 元 に よ る
細 胞 生 存 率 の 測 定 （ Ｍ Ｔ Ｔ ア ッ セ イ ） を 行 う こ と に よ り 解 析 し た 。 具 体 的 に は 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２
３ ９ 細 胞 を １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ HyClone社 製 ） を 加 え た Dulbecco's modified Eagle's 
培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 Sigma社 製 ） 中 に お い て 、 ３ ７ ℃ で ５ ％ 　 Ｃ Ｏ 2 を 気 相 と す る 湿 度 ８ ５ ％
の 培 養 器 で 培 養 し た 。 ｆ Ａ β 処 理 の 前 日 に 、 細 胞 の 培 養 液 を 血 清 を 含 ま な い Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ に 交
換 し て 、 細 胞 を ９ ６ 穴 コ ラ ー ゲ ン コ ー ト マ イ ク ロ プ レ ー ト 上 に 、 １ 穴 当 た り ２ × １ ０ 4 細
胞 と し て 移 し た 。 こ こ で 、 １ ０ μ Ｍ の ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） を ０ ま た は ０ ． ２ ％ 　 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ
存 在 下 、 あ る い は １ ０ μ Ｍ の Ｍ ｙ ｒ ＋ ０ ． ２ ％ 　 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 存 在 下 に お い て 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、
３ ７ ℃ の 条 件 下 に 処 理 を 行 い 、 Ｔ ｈ Ｔ 蛍 光 強 度 の 変 化 を 経 時 的 に 測 定 し た 。 ６ 時 間 後 、 ｆ
Ａ β （ １ － ４ ０ ） 反 応 液 を Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 の 培 養 液 中 に 、 終 濃 度 が ０ あ る い は １ μ Ｍ に
な る よ う に 添 加 し た 。 引 き 続 き Ｍ Ｔ Ｔ を 各 培 養 穴 に 加 え て Ｃ Ｏ 2 培 養 器 中 に お い て 更 に ２
時 間 静 置 し た 後 、 各 培 養 穴 に 可 溶 化 液 （ ５ ０ ％ ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 、 ２ ０ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、
ｐ Ｈ ４ ． ７ ） を 加 え て 、 一 夜 静 置 し た 。 Ｍ Ｔ Ｔ の 還 元 反 応 の 活 性 は ３ ７ ℃ で ５ ７ ０ ｎ ｍ の
吸 収 を 測 定 し て 求 め た 。 Ｍ Ｔ Ｔ 還 元 の ％ 活 性 値 は ｆ Ａ β 、 Ｍ ｙ ｒ 、 あ る い は Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ を 加
え な い も の の 値 を １ ０ ０ ％ と し て 計 算 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 前 述 し た 方 法 に よ り 、 培 養 細 胞 に 対 す る ｆ Ａ β の 細 胞 毒 性 、 及 び ｆ Ａ β の 毒 性 に 対 す る
ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 抑 制 効 果 を 調 べ た 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 Ｍ ｙ ｒ 処 理 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ）
の 細 胞 毒 性 は 未 処 理 あ る い は ０ ． ２ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 処 理 し た ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 毒 性 よ り も
有 意 に 低 か っ た 。 こ の 結 果 は Ｍ ｙ ｒ 処 理 ｆ Ａ β は 未 処 理 の ｆ Ａ β よ り も 細 胞 毒 性 が 低 い こ
と を 示 し て い る 。 た だ し 、 １ μ Ｍ の Ｍ ｙ ｒ で 処 理 し た ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） 標 品 で 培 養 細 胞
を 処 理 し た 場 合 の 細 胞 毒 性 の 低 下 は 、 Ｍ ｙ ｒ そ の も の の （ た と え ば 活 性 酸 素 種 の 除 去 作 用
に よ る ） 保 護 効 果 に よ り 起 き て い る 可 能 性 も 除 外 出 来 な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 以 上 に 記 述 し た よ う に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 赤 ワ イ ン 等 に 含 ま れ る ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 を 用
い て Ａ β の 重 合 を 阻 害 し 、 ｆ Ａ β の 生 成 を 抑 制 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば
、 既 に 生 成 し た ｆ Ａ β の 分 解 を 促 進 す る こ と が で き る 。 特 に 、 Ｍ ｙ ｒ 、 Ｍ ｏ ｒ 、 Ｑ ｕ ｒ 、
Ｋ ｍ ｐ 、 Ｃ ａ ｔ 、 及 び ｅ ｐ ｉ － Ｃ ａ ｔ は 、 上 記 の 作 用 を 強 く 有 し て お り 、 そ の 中 で も 、 Ｍ
ｙ ｒ 、 Ｍ ｏ ｒ 、 及 び Ｑ ｕ ｒ は 特 に 強 い 作 用 を 示 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 図 １ 】 （ ａ ） は 、 Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 重 合 反 応 、 及 び 同 反 応 に 対 し て Ｍ ｙ ｒ が 示 す 抑 制
効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｂ ） は 、 Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 重 合 反 応 、 及 び 同 反 応 に 対 し て Ｍ ｙ
ｒ が 示 す 抑 制 効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｃ ） は 、 Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 重 合 反 応 、 及 び 同 反 応
に 対 し て Ｋ ｍ ｐ が 示 す 抑 制 効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｄ ） は 、 Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 重 合 反 応
、 及 び 同 反 応 に 対 し て Ｃ ａ ｔ が 示 す 抑 制 効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｅ ） は 、 Ａ β （ １ － ４ ０
） の 重 合 反 応 に 対 す る Ｎ Ｄ Ｇ Ａ お よ び ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 抑 制 効 果 の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 （ ａ ） は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 伸 長 反 応 、 及 び 同 反 応 に 対 し て Ｍ ｙ ｒ が 示 す 抑
制 効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｂ ） は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） の 伸 長 反 応 、 及 び 同 反 応 に 対 し て
Ｍ ｙ ｒ が 示 す 抑 制 効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｃ ） は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 伸 長 反 応 、 及 び
同 反 応 に 対 し て Ｋ ｍ ｐ が 示 す 抑 制 効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｄ ） は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の
伸 長 反 応 、 及 び 同 反 応 に 対 し て Ｃ ａ ｔ が 示 す 抑 制 効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｅ ） は 、 伸 長 反
応 初 速 度 の Ａ β （ １ － ４ ０ ） 濃 度 依 存 性 と Ｍ ｙ ｒ の 影 響 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 （ ｆ ） は 、
ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 伸 長 反 応 に 対 す る Ｎ Ｄ Ｇ Ａ お よ び ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 抑 制 効 果 の グ
ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 電 子 顕 微 鏡 像 （ ス ケ ー ル バ ー は ２ ５ ０ ｎ ｍ の 長 さ を 示 す 。
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） で あ る 。 （ ａ ） は ２ ． ３ μ Ｍ の ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） と ５ ０ μ Ｍ の Ａ β （ １ － ４ ０ ） に ５
０ μ Ｍ の Ｍ ｙ ｒ を 加 え た と き の ０ 時 間 の 反 応 物 の 像 で あ る 。 （ ｂ ） は （ ａ ） か ら Ｍ ｙ ｒ を
除 き 、 ６ 時 間 反 応 し た 反 応 物 の 像 で あ る 。 （ ｃ ） は （ ａ ） を ６ 時 間 ３ ７ ℃ で 反 応 し た も の
像 で あ る 。
【 図 ４ 】 （ ａ ） は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） に 対 し て Ｍ ｙ ｒ が 示 す 分 解 効 果 の グ ラ フ で あ る 。
（ ｂ ） は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ２ ） に 対 し て Ｍ ｙ ｒ が 示 す 分 解 効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｃ ） は
、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） に 対 し て Ｋ ｍ ｐ が 示 す 分 解 効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｄ ） は 、 ｆ Ａ β
（ １ － ４ ０ ） に 対 し て Ｃ ａ ｔ が 示 す 分 解 効 果 の グ ラ フ で あ る 。 （ ｅ ） は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４
０ ） の 分 解 反 応 に 対 す る Ｎ Ｄ Ｇ Ａ お よ び ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 の 促 進 効 果 の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 分 解 産 物 の 電 子 顕 微 鏡 像 （ ス ケ ー ル バ ー は ２ ５ ０ ｎ ｍ の 長
さ を 示 す 。 ） で あ る 。 （ ａ ） は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） を ５ ０ μ Ｍ の Ｍ ｙ ｒ で 処 理 す る 前 の
像 で あ る 。 （ ｂ ） は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） を Ｍ ｙ ｒ で １ 時 間 処 理 し た も の の 像 で あ る 。 （
ｃ ） は 、 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） を Ｍ ｙ ｒ で ６ 時 間 処 理 し た も の の 像 で あ る 。
【 図 ６ 】 未 処 理 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） ま た は Ｍ ｙ ｒ 処 理 ｆ Ａ β （ １ － ４ ０ ） の 細 胞 毒 性 を 示
す グ ラ フ で あ る 。 （ ａ ） は Ｔ ｈ Ｔ 蛍 光 強 度 、 （ ｂ ） は Ｍ Ｔ Ｔ の 還 元 反 応 の 活 性 値 を 示 す 。
（ ｂ ） 中 、 白 色 カ ラ ム は ｆ Ａ β を 加 え な い 対 照 、 黒 色 カ ラ ム は ｆ Ａ β を 加 え た も の を 示 す
。

10

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

(14) JP 2005-104850 A 2005.4.21



フロントページの続き

(72)発明者  内木　宏延
            福井県福井市経田２－１００１－２０５
(72)発明者  長谷川　一浩
            福井県福井市二の宮２１２－１２－３０５
Ｆターム(参考) 4C086 AA01  AA02  BA08  MA01  MA04  NA14  ZA16 

(15) JP 2005-104850 A 2005.4.21


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	overflow

