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認知症予防に効果を有する低利用海藻のメタボローム解析
鳥取大学 工学部 化学バイオ系学科

八木　寿梓

 1. 研究の背景と目的
急激な高齢化社会を迎えた日本において加齢に伴い発症

する疾患に対する対策・研究開発は重要な課題である。優
れた医療技術の発展から人の平均寿命はのびつつあり、

「人生 100 年時代」と謳われるようになった。一方、「健
康寿命」と「平均寿命」には大きな壁があり、健康的に老
いるためには加齢に伴い発症する疾患群を予防し、健康寿
命を延ばすことが必要である。代表的な予防・治療疾患対
象として認知症が挙げられる。2025 年には 700 万人と試
算されており、潜在的なものを合わせればその数倍は予測
でき、今後はさらに加速的増加していく。認知症は「アル
ツハイマー型認知症」、「血管性認知症」、「レビー小体型認
知症」「前頭側頭型認知症」の 4 種類が代表的である。こ
の中で多くの割合を占めるアルツハイマー型認知症は、脳
にアミロイドβペプチドが異常蓄積（アミロイド線維形
成）する、タンパク質異常凝集疾患の 1 つとしても知ら
れている（Reiss et al. 2018）。このタンパク質のアミロ
イド線維形成は、神経変性疾患を含むさまざまな疾患に関
与しており、その多くは加齢が伴う（Picken 2020）。ア
ルツハイマー病においても、この蓄積したアミロイドβペ
プチドのアミロイド線維を除去する治療薬「レカネマブ」
が 2023 年日本でも薬事承認された（van Dyck et al. 
2023）。しかしながら、初期のアルツハイマー病患者が対
象であること、進行を遅らせる効果が認められることか
ら、完全な治療薬という要素は持たない。また、アミロイ
ドβペプチドのアミロイド線維形成は若年期、中年期から
生じているが細胞の品質管理システムによって守られてい
る。つまり、高齢期以降のアミロイドβペプチド蓄積は細
胞機能の低下の影響も大きいと考えられるため、早い段階
からアミロイド線維形成を誘導させないということが発症
予防につながると考えられる。

近年、脳腸相関が認知症等にも注目されている。以前ま
では脳で生じるタンパク質のアミロイド線維形成は、脳内
で起こる現象だと考えられていたが、腸の迷走神経や血液
中にも原因タンパク質が存在することから、第一に腸で異
常が生じ、それらが何らかの要因によって脳内に移行する
仮説が提唱されている。そのため、腸を標的としたアプ
ローチが注目されている（Tan et al. 2022）。

認知症の発症予防には広範囲の視点が必要である。肥満
等から派生する生活習慣病等は認知症の発症リスクが高ま

るとされており、若年期の生活習慣を考慮することは、認
知症の発症予防につながるとともに、総合的な視点での発
症予防研究は重要である。しかし、投薬で発症予防するこ
とは現実的ではなく、「医食同源」の考え方が必要である。

海藻は、日本に豊富に存在し、馴染みのある食材である。
緑藻、紅藻、褐藻に大きく分類され、一部は食用として流
通しているが、多くは未利用・低利用海藻の雑海藻である。
海藻は古くから健康に良い食材として知られている

（Abdelhamid et al. 2018）。本研究は、海藻成分に再注
目し、食料と競合しない未利用、低利用海藻成分に疾患発
症予防に寄与する成分の探索・機能解析を目的としてい
る。食品予防医学研究であるが、対象物は海藻であり、
SDGs の 14「海洋資源」にも該当する。

2. 研究材料
2-1. 海藻抽出物の調製

（1）熱水抽出
凍結保存している海藻を緩やかに解凍させ、水で洗浄し

た後、海藻を約 5 g 量り取り、フードプロセッサーもしく
ははさみで細かく破砕した。破砕した海藻約 5 g と蒸留水
35 mL をメディウム瓶に入れ、70-100℃で 3 hr、乾燥機
内に静置して抽出した。インキュベート後、ガラスフィル
ター（17G-1）で海藻残渣を除去し、3.0 µm メンブレン
フィルター（ADVANTEC）で粒子除去、0.45 µm メン
ブレンフィルター（ADVANTEC）で微粒子除去と滅菌
を行った。得られた熱水抽出液を凍結乾燥機（FD-1000 
東京理科器械株式会社）によって粉末化した海藻抽出物は
デシケータ保存した。

（2）有機溶媒抽出
冷凍保存された各海藻を緩やかに解凍後、水でよく洗浄

し粘性成分等を除去した。洗浄後の海藻を再冷凍し、凍結
乾燥機で乾燥させて水分を除去した。海藻の乾燥重量を量
り、フードプロセッサーで粉砕した。粉砕した海藻と抽出
する有機溶媒（EtOH、ヘキサフロロイソプロパノール

（HFIP））を別々のガラス容器に加え、乾燥器内で抽出温
度（EtOH: 60℃、HFIP: 45℃）になるまで加温した。そ
の後素早く海藻に混合し、ドラフトチャンバー内のオイル
バスでそれぞれの温度で熱し、さらにジムロート冷却器で
有機溶媒の蒸発をトラップさせて還流させながら抽出液を
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調製した。ガラスフィルターによる海藻残渣の除去後、
ロータリーエバポレーターによる有機溶媒除去を行い、除
去後の溶液を凍結乾燥機で粉末化した。

2-2. アミロイド線維形成実験
アミロイド線維の形成有無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チオフラビン T （ThT）
（励起波長 440 nm、蛍光波長 480 nm）を用いた蛍光経
時変化測定で調べた。アミロイド線維形成の分子機構はタ
ンパク質の種類に問わず同じであるために、本研究ではア
ミロイドーシスの 1 つでインスリノーマ原因ペプチドで
あるインスリンを用いた。インスリンはペプチドホルモン
の 1 つであり、また薬剤として利用されているが、疾患
の原因ペプチドにもなり得る。

終濃度 0.5 mg/mL インスリン、20 mM リン酸ナトリ
ウム緩衝液、2.0 M 塩酸グアニジン（線維形成促進効果）
とし、その反応溶液に 0.01-0.5％で調製した海藻抽出物
を添加し、アミロイド線維形成の変化について調べた。蛍
光測定はマイクロウェルプレートリーダー（SH-9000、
CORONA ELECTRIC）を用いた。

添加する海藻抽出物は、必要量に応じて熱水抽出物は蒸
留水、有機溶媒抽出物は、100％ジメチルスルホキシド

（DMSO）で溶解し、8％海藻抽出液を調製して用いた。

2-3. 透過型電子顕微鏡観察（TEM）
海藻抽出物添加によるインスリンのアミロイド線維形成

反応後の生成物の形態を観察するために TEM を用いた。
反応後のインスリン溶液を軽くピペッティングした後、

コロジオン膜を貼付した銅製の 400 メッシュグリッド 
（日新 EM 株式会社）に反応液 5 µL 添加、1 min 静置後
ろ紙で余分な反応液を除去した。次に 2％（w/v）ウラニ
ル酢酸溶液を 5 µL 加えて、20 sec 静置後ろ紙で余分なウ
ラニル酢酸溶液を除去して風乾させた。TEM 試料調製後
1 週間以内に TEM （JEM-1400 plus、JEOL）を用いて観
察した。

2-4. 高速液体クロマトグラフィー分析（HPLC）
各種海藻抽出物の成分パターン、成分のグルーピング、

LC-MS に 用 い る た め の 条 件 検 討 と し て、HPLC
（SHIMADZU）での分析を行なった。カラムは主に逆相
カラムである COSMOSIL Cholester （4.6 ID x 250 mm、
NACALAI Tesque）を用いた。このカラムの特徴として
は天然物、構造類似化合物、ポリフェノール・カテキン・
脂溶性ビタミン・フラボンなどを解析するカラムである。
分析条件は、流速 1 mL/min、カラム温度 40℃、溶離条
件として、0.1％ギ酸−蒸留水と 0.1％ギ酸−アセトニト
リルのグラジエントで行なった。詳細なグラジエント条件
はサンプル毎に調整した。

2-5. 化合物の推定
HPLC にて分析条件等の最適化を行い、本学の共同利

用機器として設置されてある電場型フーリエ変換質量分析
計（ESI/DART FTMS）と HPLC を組み合わせて LC-MS
分析を行った。分析条件は HPLC の時の溶離条件と同じ
であるが、カラムサイズに合わせて 2.0 ID x 150 mm カ
ラムを使用時は 0.2 mL/min で行なった。また、4.6 ID x 
250 mm を使用する場合は、ADJUST SPRIT を組み合
わせて、質量分析器に流入する流速を調整した。

得られた質量値は、ノンターゲットメタボローム解析を
行うために、国立遺伝学研究所　櫻井望准教授が開発され
た解析ソフトを用いて解析し、また既報の論文等と比較し
た（Sakurai et al. 2014; Akimoto et al. 2017）。

3. 研究結果
3-1. アミロイド線維形成実験

海藻は２種類（A、B）を選択し、有機溶媒抽出と熱水
抽出を行なった海藻抽出物そのものにアミロイド線維形成
阻害活性を有するかを調べた。

Fig. 1 は海藻 A を EtOH および HFIP の有機溶媒を用
いて得られた抽出物をインスリンのアミロイド線維形成反
応溶液に 0.01-0.1％（w/v）になるように添加し、インス
リンのアミロイド線維形成に及ぼす影響を調べた結果であ
る。海藻抽出物未添加（黒）は反応開始から 6 時間以内
で ThT の蛍光強度の増加が見られアミロイド線維を形成
した。それに対して、EtOH、HFIP 抽出物をそれぞれ添
加すると、抽出物添加濃度に依存して ThT の蛍光強度の
増加が抑えられ、線維形成時間が遅延した。特に EtOH、
HFIP ともに 0.05％（w/v）以上であれば蛍光強度の増加
が全く測定時間内に認められなかったことから、海藻 A
は強くアミロイド線維形成を阻害する成分を含んでいるこ
とがわかった。

Fig. 1  海藻 A の有機溶媒抽出物によるインスリンのアミ
ロイド線維形成阻害実験。黒色：海藻抽出物未添
加、青色：EtOH 海藻抽出物、オレンジ色：HFIP
抽出物。
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Fig. 2 は同じく海藻 A を 70、100℃の熱水抽出で得ら
れた抽出物をインスリンのアミロイド線維形成反応溶液に
0.1-1.0％（w/v）になるように添加し、インスリンのアミ
ロイド線維形成に及ぼす影響を調べた結果である。有機溶
媒抽出物の結果と同様に熱水抽出物でも 0.5％（w/v）以
上であればアミロイド線維形成阻害効果が認められたが、
抽出物添加濃度は有機溶媒抽出物の 10 倍からとなり、成
分分析を進めるさいには有機溶媒抽出物から展開すること
が望ましいと考えた。

3-2. TEM 観察
Fig. 3 は海藻 A の HFIP 抽出物を添加し、反応後の反

応溶液を TEM 観察した結果を示した。黒枠の海藻未添加
の反応溶液では、反応開始後 6 時間後には線維状の形態
を示した典型的なアミロイド線維を形成したことがわか
る。その反応溶液に 0.01％（w/v）の添加物を加えると、
海藻未添加と同様のアミロイド線維を形成しており、Fig. 
1 でも ThT 蛍光強度が増加していることから妥当な結果
が得られた。他方、0.05％（w/v）のサンプルではアミロ
イド線維様の形態は観察されず、不定形な凝集体を形成し
た。この TEM 観察の結果からも海藻 A 抽出物はアミロ
イド線維形成阻害成分を含んでいることが示唆された。
データに示していないが、Fig. 1, 2 で蛍光強度の増加が
認められなかったサンプルにおいては Fig. 3 と同様にア
ミロイド線維は観察されなかった。

3-3. HPLC 分析
海藻 A 抽出物のアミロイド線維形成阻害効果が ThT 測

定、TEM 観察から明らかになったので、HPLC を用いて
有用成分の分析を試みた。Fig. 4 はさまざまな生理活性が
報告されているフコキサンチンが存在するか確認した。

フコキサンチンは波長 450 nm の光を吸収するため検

出が可能である。EtOH 抽出物は約 30 min でピークが検
出されたため、フコキサンチンの存在が示唆された。他方、
HFIP 抽出物では、EtOH 抽出物のピークと比較すると大
きなピークは検出されてないように見えるが、HFIP 抽出
物単独で確認すると EtOH 抽出物と類似のピークは得ら
れた。HFIP 抽出物にもフコキサンチンのピークは検出さ
れていた。それぞれの有機溶媒抽出物はアミロイド線維形
成阻害活性を有しているため、この結果から、フコキサン
チンの量がアミロイド線維形成阻害に寄与していないこと
が考えられた。

Fig. 2  海藻 A の水抽出物によるインスリンのアミロイド
線維形成阻害実験。黒色：海藻抽出物未添加、緑
色：70℃、1 h 抽出物、青色：70℃、3 h 抽出物、
オレンジ色：100℃、1 h 抽出物、赤色：100℃、
3 h 抽出物

Fig. 3  TEM 観察による海藻 A の HFIP 抽出物添加によ
るインスリンのアミロイド線維形成阻害効果。

Fig. 4  HPLC 分析による各種有機溶媒で抽出した海藻 A
抽出物のフコキサンチンの検出。青色：EtOH 抽
出物、オレンジ色：HFIP 抽出物。
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Fig. 5 は、Fig. 4 の結果を踏まえてより広範囲の成分を
分析するためにベンゼン環の吸収波長である 254 nm に
おける EtOH、HFIP 抽出物の溶出パターンを調べた。フ
コキサンチンの結果と同様に、それぞれの有機溶媒の溶出
パターンを比較すると 40 min までには比較的 HFIP 特有
のピークが見られ、60 min 以降は EtOH 特有のピークが
見られた。これらの結果を踏まえると、複数の成分が相乗
的にアミロイド線維形成阻害活性を有するか、あるいはそ
れぞれの抽出物に特有の成分が影響を及ぼすかが示唆され
た。

3-4. 化合物の推定
HPLC の分析結果から、各有機溶媒抽出物において共

通する、あるいは異なるピークが確認できたので、それぞ
れのサンプルについて、LC-MS 解析を行い、比較的ピー
ク強度が高く得られた質量値に関して化合物の推定を行
なった。EtOH、HFIP で得られた推定化合物に関して
Table に示した。

この結果から、HFIP 抽出特有の化合物が推定化合物と
して得られたこと、比較的中分子の化合物が推定された。
この得られた化合物についてアミロイド線維形成阻害活性

として既に知られているものが存在するか、既報の論文を
検索したところ、Vitamin D と Cucurbitacin P の類自
体である Cucurbitacin B, E, I について報告例があった

（Fig. 6） （Grimm et al. 2017; Park et al. 2015）。

4. 結論・考察
今回、未利用海藻である海藻 A を選択し、抽出方法の

違いによるアミロイド線維形成阻害効果、化合物の推定等
を行なった。結果として、海藻 A の熱水抽出と EtOH、
HFIP を用いた有機溶媒抽出の両方から得られた抽出物に
おいて認知症発症に強く関与するアミロイド線維形成阻害
活性が認められ、その成分の推定を試みた。熱水抽出物と
有機溶媒抽出物のアミロイド線維形成阻害効果を比較する
と熱水抽出物の方が添加濃度を 10 倍要することから、可
能性として主に有機溶媒で抽出される成分が熱水抽出でも
得られたと考え、有機溶媒抽出物を中心に化合物の推定を
行なった。結果として、LC-MS 解析から比較的強度が高
かったピークを選択して化合物の推定を行ない、既報のア
ミロイド線維形成阻害化合物とヒットした。しかしなが
ら、EtOH、HFIP それぞれにアミロイド線維形成阻害活
性が認められているにもかかわらず、EtOH 特有の化合物
の推定はできなかった。解析方法も含め、更なる解析を進
める必要がある。また、今回推定された化合物においても
新たなアミロイド線維形成阻害化合物の可能性があるた
め、これらの化合物単独での評価が必要であり、単一成分
あるいは複数成分によって達成するのかを明らかにしなけ
ればならない。一方、HFIP 抽出物の場合、HFIP 特有の
化合物が候補として挙げられた。また、Fig. 1 の結果か
らも 0.01％（w/v）で EtOH 抽出物と比較すると、最終
的に両方ともアミロイド線維を形成しているが、ThT 蛍
光強度が増加する時間は EtOH 抽出物よりも遅いことか
ら、HFIP 抽出物に存在する特有の化合物でこのような違
いが生じたと示唆された。HFIP は吸引麻酔薬「セボフル
ラン」の合成過程で生じる化合物であり、一般的な成分抽
出溶媒としては知られていないが、成分分析でよく用いら
れているその他の有機溶媒に代わる新たな抽出溶媒として
可能性を示した（Motiwala et al. 2022; Palanca et al. 
2017）。

Fig. 5  HPLC 分析による各種有機溶媒で抽出した海藻 A
抽出物の波長 254 nm での検出。青色：EtOH 抽
出物、オレンジ色：HFIP 抽出物。

Table  LC-MS 解析等から推定された候補化合物

質量値 化合物名 溶媒

1 164.0729 S-Methylmethionine HFIP

2 338.3377 Iminoctadine 共通

3 538.3757 Cucurbitacin P HFIP

4 560.3807 Vitamin D HFIP

5 641.4130 Fucoxanthin 共通

6 672.4970 Pepstanone A HFIP

7 736.6067 DGTS 共通

8 760.6080 Manzamine A 共通

Fig. 6  Cucurbitacin P と Vitamin D の化学構造式
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5. 今後の課題
本助成期間内では、海藻 A に関する成分分析を進めて

きたが、「医食同源」の考えを進める上では、日々の日常
に近い環境・条件の中で強くアミロイド線維形成阻害活性
を有する成分の存在が望ましい。本助成期間内には間に合
わなかったため、研究成果の項目に記載しなかったが、現
況を示す。

本助成期間内に海藻 B についても検討を進めてきた。
海藻 B においても初期段階として、熱水抽出物、有機溶
媒抽出物の効果を比較し、両方の抽出物においてアミロイ
ド線維形成阻害効果を有したため、海藻 B においては熱
水抽出物に着目した。理由として、海藻 B は一部の地域
では食されている低利用海藻であるため、安全性等の面は
クリアできており、成果が得られれば、その後の応用展開
へのステップが容易であるからである。

HPLC 分析の前に、成分数を減らす目的として熱水抽
出物に MeOH を添加して、可溶性画分と不溶性画分に分
離する前処理を行なった。

Fig. 7 は MeOH 前処理後の可溶性画分と不溶性画分の
アミロイド線維形成阻害活性を調べた結果である。結果と
して MeOH 可溶性画分の方が 0.1％（w/v）で高い阻害活
性を有したため、さらに MeOH 可溶性画分を HPLC に
て分析した。

Fig. 8 は海藻 B MeOH 可溶性画分の HPLC 分析によ
る成分の溶出パターンを示した。条件は海藻 A の時と同
様で、アセトニトリルのグラジエントでさまざまなピーク
が検出された。この溶出パターンを I-IV の大まかな画分
でグルーピングを行い、分取−凍結乾燥粉末を作製し、そ
れぞれの画分に対するアミロイド線維形成阻害活性を調べ
た。

Fig. 9 は HPLC で I-IV にグルーピング後の各粉末のア
ミロイド線維形成に及ぼす効果を示したものである。この
結果から分画 I と IV には阻害活性が弱いこと、分画 II と
III は ThT の蛍光強度の増加が認められなかったが、分画
II は反応溶液に添加するとインスリンが凝集したので別
の効果を示したと考えられた。これらから分画 III に含ま
れる成分には強いアミロイド線維形成阻害活性を含んでい
ることが示唆されたため、今後の課題としてこの助成期間
で試行錯誤した経験を活かしてこの成分の分析を進める。
また、本研究はアルツハイマー病原因ペプチドであるアミ
ロイドβペプチドのアミロイド線維形成反応にも同様の結
果が得られており、本研究のさらなる発展が発症予防に貢
献できると期待される。
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して既に知られているものが存在するか、既報の論文を検

索したところ、Vitamin DとCucurbitacin Pの類自体である

Cucurbitacin B, E, Iについて報告例があった（Figure 6.） 
(Grimm et al. 2017; Park et al. 2015)。 

 
Figure 6. Cucurbitacin PとVitamin Dの化学構造式 
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によるアミロイド線維形成阻害効果、化合物の推定等を行

なった。結果として、海藻Aの熱水抽出とEtOH、HFIPを用

いた有機溶媒抽出の両方から得られた抽出物において認知

症発症に強く関与するアミロイド線維形成阻害活性が認め

られ、その成分の推定を試みた。熱水抽出物と有機溶媒抽

出物のアミロイド線維形成阻害効果を比較すると熱水抽出

物の方が添加濃度を10倍要することから、可能性として主

に有機溶媒で抽出される成分が熱水抽出でも得られたと考

え、有機溶媒抽出物を中心に化合物の推定を行なった。結

果として、LC-MS解析から比較的強度が高かったピークを

選択して化合物の推定を行ない、既報のアミロイド線維形

成阻害化合物とヒットした。しかしながら、EtOH、HFIP
それぞれにアミロイド線維形成阻害活性が認められている

にもかかわらず、EtOH特有の化合物の推定はできなかった。

解析方法も含め、更なる解析を進める必要がある。また、今

回推定された化合物においても新たなアミロイド線維形成

阻害化合物の可能性があるため、これらの化合物単独での

評価が必要であり、単一成分あるいは複数成分によって達

成するのかを明らかにしなければならない。一方、HFIP抽
出物の場合、HFIP特有の化合物が候補として挙げられた。

また、Figure 1.の結果からも0.01%(w/v)でEtOH抽出物と

比較すると、最終的に両方ともアミロイド線維を形成して

いるが、ThT蛍光強度が増加する時間はEtOH抽出物よりも

遅いことから、HFIP抽出物に存在する特有の化合物でこの

ような違い生じたと示唆された。HFIPは吸引麻酔薬「セボ

フルラン」の合成過程で生じる化合物であり、一般的な成

分抽出溶媒としては知られていないが、成分分析でよく用

いられているその他の有機溶媒に代わる新たな抽出溶媒と

して可能性を示した (Motiwala et al. 2022; Palanca et al. 
2017)。 
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分の溶出パターンを示した。条件は海藻Aの時と同様で、ア

セトニトリルのグラジエントでさまざまなピークが検出さ

れた。この溶出パターンをI-IVの大まかな画分でグルーピ
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Fig. 7  海藻 B の熱水抽出物（MeOH 前処理）によるイ
ンスリンのアミロイド線維形成阻害実験。黒色：
海藻抽出物未添加、オレンジ色、赤色、黄色：
MeOH 可溶性成分、水色、青色、緑色：HFIP 抽
出物。

Fig. 9  海藻 B の I-IV 分画成分によるインスリンのアミ
ロイド線維形成阻害実験。黒色：海藻抽出物未添
加、オレンジ色：I 画分、赤色：II 画分、水色：
III 画分、緑色：IV 画分。

Fig. 8  HPLC 分析による海藻 B MeOH 可溶性画分
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