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序論 

  

近年、日本は超高齢社会を迎え、認知症患者は増加傾向である 1（Figure 1）。また、

世界的にも、認知症患者は年々増加し続けている 2。現在では、高齢者の 4 人に 1 人が

認知症及びその予備軍と呼ばれており、今後も急激に増加の一途をたどると予測されて

いる。認知症には様々な種類があるが、アルツハイマー病はその中の約 70%を占めてい

る。アルツハイマー病は、一般的に進行性の記憶力低下が起こり、同時に、視空間認知、

言語力、問題解決能力に異常が起こる。これらの認知機能の異常は、日常生活に影響を

及ぼし、症状が進行すると、摂食や意思疎通などが困難となり、寝たきりになる場合も

ある。現在は、一度アルツハイマー病を発症すると、完治するのは難しく、進行を遅延

させる治療法が行われている。また、アルツハイマー病患者のほとんどは 65 歳以上と

いわれている一方で、若年性アルツハイマー病も存在している。そのため、アルツハイ

マー病は、治療にかかる労力とコストにおいて、非常に負担がかかる疾患であると考え

られている。 

 

 

Figure 1. Trends in the number of dementia patients and predicted trends in the future in Japan 
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アルツハイマー病患者の特徴として①老人斑の出現、②神経原繊維変化、③神経伝達

物質である acetylcholin の減少、④神経細胞（シナプス）の脱落が確認されている。①

老人斑はアミロイド （A）と呼ばれるタンパク質が凝集し、神経細胞外に沈着するこ

とで神経細胞に毒性を発揮している 3。また、②神経原繊維変化は Aの凝集物が微小管

結合タンパク質の 1つであるタウのリン酸化を促進し、リン酸化タウが神経細胞内で凝

集することで神経変性が引き起こされると考えられている 3。これらのことより、現在

では、Aがアルツハイマー病の主な原因であると考えられている。そのため、Aを除

去する抗体製剤の開発が行われたが、認知症の進行を停止させるだけの効果はなく、認

知機能は持続的に低下していくことが報告されている 4。現在、日本ではアルツハイマ

ー病患者脳内の③ acetylcholin の減少に着目し、 acetylcholin の分解酵素である

acetylcholinesterase（AChE）を阻害する医薬品が使用されている（Figure 2）5。Acetylcholin

は、記憶や学習に関連する神経伝達物質の 1つである。シナプスの受容体に結合し、神

経伝達を終えた acetylcholinは、AChEによって、cholinと酢酸に加水分解され、受容体

から acetylcholin が除去される。これにより、神経細胞の情報伝達のオンとオフが制御

されており、神経信号の伝達を正常に保っている。しかし、アルツハイマー病患者は、

脳内の acetylcholinレベルは通常時よりも減少傾向であることが一般的に知られている。

そこで、AChE阻害剤を用いることで、一時的に脳内の acetylcholinの量を増加させるこ

とで、アルツハイマー病の進行を遅らせることができる。しかし、この医薬品は対症療

法薬であり、アルツハイマー病の根本的な解決には至っていない。そこで、本研究では、

④神経細胞（シナプス）の脱落に注目した。 
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Figure 2. Mechanism of dementia prevention by acetylcholinesterase inhibition 

 

神経細胞は神経成長因子である nerve growth facror（NGF）によって生存や突起形成を

維持している。アルツハイマー病は、脳内の NGF量が加齢とともに減少し 6、神経突起

形成を維持できなくなり、神経突起の損傷、神経細胞死が引き起こされることが原因の

1つと考えられている（Figure 3）7。そこで、脳内の NGF量を増やすことでアルツハイ

マー病は改善されると考えられ、NGF自体を治療薬として応用することが考えられた。

しかし、NGF は容易に代謝されやすく、血液脳関門を通過できないというドラッグデ

リバリーの問題があるため、治療薬として応用することは困難である 8,9。学習能力の低

い老齢ラットに NGF を 1 ヶ月投与すると学習能力が向上することが報告されているこ

とから、NGF がアルツハイマー病改善の手がかりになると考えられる 10。そのため、

NGFと同様の作用を示す物質、NGFの作用を増強する物質、NGF産生作用を示す物質

を見いだす必要がある。本研究では、NGF 様作用、NGF 増強作用である、神経突起形

成作用、神経突起形成促進作用に着目し、それらの活性を示す化合物の単離、同定を行

った。 
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Figure 3. The hypothesized mechanism of Alzheimer's disease onset due to decreased NGF 

 

 神経突起形成作用や神経突起形成促進作用には、神経細胞分化モデルである PC12細

胞が汎用されている。PC12細胞は、ラット副腎髄質由来の褐色細胞腫であり、NGFや

dibutyryl cyclic AMP（Bt2cAMP）の添加により、増殖を停止し、神経突起を伸長するよ

うになる 11,12。NGFは tropomyosin receptor kinase（TrkA）に結合し、extracellular signal-

regulated kinase（ERK）を介して神経突起を伸長させる 13（Figure 4）。別のシグナル伝

達経路として、NGFは細胞内の cyclic AMP（cAMP）レベルを上昇させ、神経突起形成

を誘導する 14。膜透過性の cAMP 誘導体である Bt2cAMP は、細胞内で cAMP へと代謝

され、細胞内の cAMP のレベルの上昇により、神経突起形成作用を示す。また、PC12

細胞が分化する突起では、神経細胞に特異的に存在する中間径フィラメントであるニュ

ーロフィラメントを発現する 15。これらのことより、PC12 細胞は、神経突起形成作用

や神経突起形成促進作用を有する化合物を探索するために、有効な神経細胞モデルであ

ると言われている。したがって、本研究における、神経突起形成化合物や神経突起形成

促進化合物は、PC12細胞の神経突起形成を指標に評価した。 
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Figure 4. Schematic drawing of the neurite outgrowth process 

 

アルツハイマー病は発症しても、本人では気付くことが難しく、診断される頃には既

にかなり進行した状態になっていることが多い。そのため、アルツハイマー病の解決策

として、潜在的にアルツハイマー病が進行する前に予防、対策しておく必要がある。そ

こで、長期的に継続可能な手段でアルツハイマー病を予防する手段として食品に着目し

た。食品には、大きく分けて 3つの機能があり、食品の 3大機能と呼ばれている。一次

機能は、生体に食品の栄養素を供給する最も基本的な機能であり、二次機能は、食品の

見た目や美味しさなど、感覚的に働きかけるもの機能である。そして、三次機能は、食

品中の成分を介して身体の様々なシステムを調整する機能であり、近年では、疾病を予

防するという点で、この三次機能が特に注目されている。最近は、三次機能として、ク

ロロゲン酸を含むコーヒー16やカテキン類を含む緑茶 17、ポリフェノール類を含む赤ワ

イン 18などがアルツハイマー病予防に効果的であると考えられている。しかし、コーヒ

ーや緑茶はカフェインが豊富に含まれており、大量に飲み続けると身体に悪影響を引き

起こしてしまう。また、赤ワインはアルコール飲料であり、アルコールの過剰摂取は生
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活習慣病の原因となるため長期的に摂取し続けることは困難である。そのため、日常的

に摂取するためには、ノンカフェイン、ノンアルコールの食品が望まれる。本研究では、

動物由来食品として鶏冠、植物由来食品としてシャクヤクの花とヒマワリの種子に着目

した。鶏冠は一般的に食用として用いられている他に、酵素処理され、鶏冠加水分解物

としてサプリメントに応用されており、膝関節痛改善効果が認められている 19。シャク

ヤクは、根は生薬として利用される一方で、花は食用であり、ハーブティーとしても利

用されている。ヒマワリの種子は、栄養価が高いことが知られており、世界中で食され

ている。これらの食品は、日常的に摂取可能な食品であり、これまでに、神経突起形成

作用や神経突起形成促進作用に関する報告はない。そこで、PC12 細胞を用いて、これ

らの食品の神経突起形成作用、神経突起形成促進作用を調査した結果、これらの食品に

神経突起形成促進作用を見いだした。したがって、これらの食品中に含まれる神経突起

形成促進作用を示す化合物を、活性を指標にして精製し、単離、同定を行うことを目的

とした。 
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第 1章 鶏冠加水分解物由来の神経突起形成促進物質 

 

第 1 節 はじめに 

 

 食品は、生体へ栄養素を供給する機能、味覚の嗜好性や感覚を供給する機能だけでな

く、食品に含まれる成分によって生体の様々なシステムを調節する機能を有している 20。

食品の生体調節機能は、健康の維持、増進や生活習慣病の予防、回復に役立つと考えら

れている。近年、平均寿命の長さに伴い健康意識が高まっており、健康食品として食品

の機能性を重視した商品が広く受け入れられている。最近では、酵素的、化学的な加水

分解により、吸収性や機能性を向上させた製品が開発されている。キトサンを加水分解

して得られる、二糖から八糖を主体とするキトサンオリゴ糖の混合物が、ビフィズス菌

や乳酸菌の増殖促進効果を示すことが報告されている 21。この発見は、キトサンオリゴ

糖が優れたプレバイオティクス効果を有していることを示している。また、キトサン由

来の二糖から八糖までのキトサンオリゴ糖をウサギに投与すると、血清中のリゾチーム

活性が 2倍まで上昇し、生体防御機能が改善されたことが報告されている 22。化学的に

加水分解したコンドロイチン硫酸オリゴ糖は、マウスの Th2 反応のダウンレギュレー

ションにより、IgE を介したアレルギー反応を抑制する 23。イワシ由来のタンパク質を

プロテアーゼで分解することで得られるイワシペプチドは、アンジオテンシン変換酵素

の働きを抑制し、血圧を正常に保持することができる 24,25。卵白の加水分解物の長期摂

取は、血漿コレステロール値およびトリグリセリド値を低下させることが知られている

26。パパイヤの果実から抽出した植物性プロテアーゼであるパパインで加水分解した豚

肉ペプチドの摂取は、血清コレステロールを低下させ、コレステロールと胆汁酸の糞便

排泄を増加させる 27。 

鶏冠は、ヒアルロン酸やコラーゲンタンパクを豊富に含む食品である。ヒアルロン酸

は創傷治癒を促進し 28、ヒト結膜炎上皮細胞における活性酸素による DNA 損傷を緩和

することが示されている 29。ヒアルロン酸を化学的または酵素的に加水分解して得られ
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る 4糖類は、in vivoで神経細胞の再生を促進することが報告されている 30。コラーゲン

ペプチドの摂取は、UV-B によって誘導される、皮膚の保湿低下、表皮の過形成、Ⅰ型

コラーゲンの減少を抑制する 31。近年、プロテアーゼで加水分解された鶏冠加水分解物

が膝関節痛を改善することが報告されているが 19、その作用機序は明らかにされていな

い。また、鶏冠加水分解物に関する研究はほとんど行われておらず、未報告の効果があ

る可能性がある。本研究において、鶏冠加水分解物が PC12細胞の神経突起形成を促進

することを見いだした。そこで、鶏冠加水分解物中の神経突起形成促進化合物を精製し、

その活性を調査した。 
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第 2 節 実験方法 

 

第 1項 実験試薬 

 

 鶏冠加水分解物は、株式会社らいむより供与されたものを使用した。ギムザ染色液、

D-PBS(-)、25%グルタルアルデヒド溶液、L-システイン塩酸塩 1 水和物、グリシン、L-

ヒスチジン，L(-)-バリン，L-チロシン，L(-)-スレオニン，D(-)-バリン，D-メチオニン、

o-フタルアルデヒド（OPA）は、富士フイルム和光純薬株式会社から購入した。L-メチ

オニン、L-ロイシン、L(-)-フェニルアラニン、L(+)-リジン一塩酸塩、L-グルタミン酸、

L-アスパラギン酸、L(+)-グルタミン、L-アルギニンは、純正化学工業株式会社から購入

した。L-セリンおよび L-イソロイシンは、株式会社ペプチド研究所から購入した。ジペ

プチドである H-Val-Met-OHおよび H-Met-Val-OHは、国産化学株式会社から購入した。

ペニシリン-ストレプトマイシン混合溶液、L(-)-プロリン、L-アスパラギン一水和物、L-

トリプトファン、L--アラニン、2-メルカプトエタノール、酸化重水素（D2O）はナカラ

イテスク株式会社から購入した。RPMI-1640培地、dibutyryl cyclic AMP（Bt2cAMP）、Brij 

35Pはシグマアルドリッチジャパン株式会社から購入した。ウシ胎児血清（fetal bovine 

serum; FBS, Lot.42F9155K）およびウマ血清（horse serum; HS, Lot.1517707）は、Gibco か

ら購入した。セルマトリックスタイプ I –P（コラーゲン）は新田ゼラチン株式会社から

購入した。Recombinant rat β-nerve growth factor（NGF, Cat.556-NG）は、R&D SYSTEMS

から購入した。活性評価に使用した 96 ウェルプレートは、サーモフィッシャーサイエ

ンティフィック株式会社より入手したものを使用した。カラムクロマトグラフィーには、

Diaion HP20（三菱ケミカル株式会社）、Wakogel 50NH2（富士フイルム和光純薬株式会

社）、TOYOPEARL HW-40F（東ソー株式会社）、Chromatorex ARG（富士シリシア化学株

式会社）を使用した。他のすべての溶媒および緩衝液の調製に使用した試薬は、富士フ

イルム和光純薬株式会社もしくはナカライテスク株式会社から購入した。 
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第 2項 Nuclear magnetic resonance (NMR)スペクトルおよび high performance 

liquid chromatography (HPLC)の分析 

 

 1H-NMRスペクトルは、測定溶媒に D2Oを用い、JEOL NMR system（ECZ400, 400MHz）

にて測定した。化学シフトは D2O（H 4.79 ppm）にて調整し、表示した。 

 HPLCは、液体クロマトグラフポンプ（株式会社島津製作所）、蛍光検出器 RF-10AXL

（株式会社島津製作所）、カラムオーブン CTO-10A（株式会社島津製作所）、デガッサ

DGU-14A（株式会社島津製作所）、インテグレーターADL-2020（エルシーサイエンス株

式会社）により実施した。ホウ酸 1.55 g、水酸化ナトリウム 0.7 g、Brij 35P 0.05 g、2-

メルカプトエタノール 0.1 mL、OPA 0.04 g を含む OPA 試薬とアミノ酸または鶏冠加

水分解物を室温で 1 分間インキュベートした。次に、蛍光標識したアミノ酸を、Inertsil 

ODS-2 column（4.6 mm i.d. × 250 mm, 5 m, ジーエルサイエンス株式会社）を用いて、

40 °C、0.7 mL/minの流速で、20 mM酢酸ナトリウム水溶液/MeOH（45/55, v/v）で溶出

した。溶出されたアミノ酸は Ex./Em. = 360 nm/460 nm.で検出した。 

 

第 3項 細胞培養 

 

 セルマトリックスタイプ I –P（コラーゲン）を 0.001Nの塩酸で希釈し、300 g/mLに

調製した。これをディッシュには 2 mL、96ウェルプレートには 50 Lずつ分注し、室

温で 30分静置した。その後、コラーゲンを回収後、ディッシュと 96ウェルプレートを

D-PBS(-)で 2回洗浄し、無菌的に風乾し、4 °Cで保管した。 

PC12 細胞は、理化学研究所バイオリソース研究センターから購入した。細胞は、

10%HS、5%FBS、100 U/mL ペニシリン G、100 g/mL ストレプトマイシンを含有する

RPMI-1640培地中で 5%CO2空気気相下、37 °Cで培養した。継代は 2、3日ごとに、細

胞密度が約 70%コンフルエント時に継代を行った。 
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第 4項 神経突起形成作用、神経突起形成促進作用 

 

PC12 細胞をコラーゲンコートした 96 ウェルプレートに、4.0 × 103 cells/90 L/well

（Bt2cAMP 誘導性の神経突起形成の評価）または 2.0 × 103 cells/90 L/well（NGF誘導性

の神経突起形成の評価）で播種し、37 °C、5%CO2空気気相下で培養した。細胞を播種

してから 24時間後、10 mMの Bt2cAMP（終濃度: 0.5 mM）または 200 ng/mLの NGF（終

濃度: 10 ng/mL）を 5 Lと、培地で希釈した評価サンプルまたは培地（コントロール）

を 5 Lを各ウェルに添加した（Total volume: 100 L/well）。Bt2cAMP と評価サンプルを

添加した場合は 24 時間、NGF と評価サンプルを添加した場合は 48 時間さらに培養を

行った。培養後、培地をアスピレートし、PC12細胞を 1%グルタルアルデヒド含有リン

酸緩衝液（pH 7.2, 100 mM）で固定し、ギムザ染色液で染色した。その後、96ウェルプ

レートを超純水で 2回洗浄し、風乾させた。処理後、顕微鏡下にて細胞を観察し、細胞

体の長径の 2 倍以上長い神経突起を有する細胞を陽性細胞と判定し、1 ウェルあたり

300-400 個の細胞について評価した。全細胞数に対する陽性細胞数の割合を百分率で算

出し、神経突起形成率とした。 

神経突起形成評価、神経突起形成促進評価の概略図を Figure 5に示す。PC12細胞に

対して、鶏冠加水分解物を添加し、神経突起形成作用を評価した（Figure 5-②、NGF様

作用）。また、神経成長因子である nerve growth factor（NGF）や NGFと同様に神経突起

形成を促す dibutyryl-cAMP （Bt2cAMP）（神経細胞分化剤）を、鶏冠加水分解物と混合

し、神経細胞分化剤のみで刺激した場合（Figure 5-①）と混合物（神経細胞分化剤+試

験サンプル）で刺激した場合(Figure 5-③、NGF増強作用)を比較して、神経突起形成促

進作用を評価した(Figure 5)。 
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Figure 5. Neurite outgrowth activity and neurite outgrowth-promoting activity in PC12 cells 

 

 

第 5項 鶏冠加水分解物由来の神経突起形成促進作用を示す画分の精製 

 

 鶏冠加水分解物（97.3 g/1970 mL）に対して、7880 mLの EtOH を加え（EtOHの終濃

度は 80%）、4 °Cで 24時間静置した。24時間後、EtOHを含む鶏冠加水分解物を 3,773 

x g、4 °C、10分間遠心し、上清と沈殿物に分離した。神経突起形成促進作用を示す上清

を、約 760 mLまで濃縮した。濃縮した上清を EtOAc で分液し（760 mL、3 回）、水層

（58.3 g、dry wt.）と EtOAc層（408.3 mg、dry wt.）を得た。神経突起形成促進作用を示

した水層を Diaion HP20 カラム（12.5 cm i.d. × 35.0 cm）に供し、H2O-MeOH（10/0, 8/2, 

6/4, 4/6, 2/8, 各 4 L, v/v）で段階的に溶出し、100% H2Oで溶出した画分に有意な活性を

見いだした。さらに、この活性画分を再度 Diaion HP20 カラム（5.0 cm i.d. × 40.5 cm）

に供し、2.4 Lの H2Oで溶出して、活性画分 Aと Bを得た。画分 Aを Wakogel 50NH2に
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供し、acetone/H2O（80/20, 75/25, 70/30, 60/40, 各 345 mL, 40/60, 690 mL, v/v）で段階的に

溶出して、80% acetone 溶液で溶出した活性画分 C と 75% acetone 溶液で溶出した活性

画分 Dを得た。画分 Cを TOYOPEARL HW-40F（1.5 cm i.d. × 110.0 cm）に供し、380 mL

の H2Oで溶出して、活性画分 E（24.2 mg）を得た。一方、画分 Dは、TOYOPEARL HW-

40F（1.5 cm i.d. × 110.0 cm）に供し、400 mLの H2Oで溶出して、活性画分 F（7.9 mg）

と G（8.1 mg）を得た。画分 Bは、TOYOPEARL HW-40C（2.5 cm i.d.× 81.0 cm）に供し

て、1.0 L の H2O で溶出し、活性画分を得た。この活性画分を、TOYOPEARL HW-40F

（1.5 cm i.d. × 112.0 cm）に供して、300 mL の H2O で溶出し、得られた活性画分を

Chromatorex ARG（1.5 cm i.d. × 5.7 cm）で段階的に acetonitrile/H2O（100/0, 95/5, 90/10, 

80/20, 70/30, 60/40, 50/50, v/v）で精製し、70% acetonitrile 溶液で溶出した活性画分を得

た。この活性画分を Chromatorex ARG（1.0 cm i.d. × 26.5 cm）で acetonitrile/H2O（70/30, 

v/v）で 3回精製し、活性画分 H（1.3 mg）を得た。以上の精製過程により、鶏冠加水分

解物から、4つの活性画分 E、F、G、Hを得た。 
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第 3 節 結果および考察 

 

第 1項 鶏冠加水分解物由来の神経突起形成促進作用を示す画分の精製と同定 

 

鶏冠加水分解物は、NGF誘導下において、0.1 g/mL、0.3 g/mLの濃度において有意

な神経突起形成促進作用を示した（Figure 6）。そこで、鶏冠加水分解物由来の神経突起

形成促進化合物を単離するために、活性を指標にして、Figure 7に示す工程で活性画分

を精製した。Bt2cAMP は、NGF と同様に神経突起形成を誘導する物質として知られて

いる。NGFは tropomyosin receptor kinase（TrkA）に結合し、extracellular signal-regulated 

kinase（ERK）を介して神経突起を伸長させる 13。また、NGFはシグナル伝達経路上に

おいて、cyclic AMP（cAMP）レベルを上昇させ、神経突起形成を誘導する 14。Bt2cAMP

は、膜透過性の cAMP 誘導体であり、細胞内に取り込まれると cAMP レベルを上昇さ

せ、神経突起形成を促す。すなわち、cAMPシグナルは、NGFのシグナル伝達経路の途

中に存在するため、神経分化誘導剤としての Bt2cAMP は、NGFよりも短期間で分化を

誘導できる。したがって、精製過程では、神経突起形成促進作用を短時間で効率的に評

価するために、Bt2cAMP を神経分化誘導剤として使用した。 

鶏冠加水分解物を 80% EtOHで沈殿させ、遠心分離後、神経突起形成促進作用を示し

た上清画分を濃縮し、EtOAc で分液した。水層と EtOAc 層の両方の画分が神経突起形

成促進作用を示し（Figure 8）、水層の乾燥重量は、EtOAc 層の乾燥重量よりも圧倒的に

大きかったので、水層をさらにカラムクロマトグラフィーにて精製した。まず、水層を

Diaion HP20 カラムで 2回精製し、活性画分 Aと B を得た。画分 Aを Wakogel 50 NH2

で精製し、活性を示す画分 C と D を得た。画分 C を TOYOPEARL HW-40F で精製し、

活性を示す画分 E (24.2 mg)を得た。一方で、画分 Dは TOYOPEARL HW-40Fで精製し、

画分 F (7.9 mg)と画分 G (8.1 mg)を得た。画分 Bは、TOYOPEARL HW-40C、TOYOPEARL 

HW-40F、Chromatorex ARGの順に供し、精製を行った。さらに、精製画分を Chromatorex 

ARG を用いて 3回精製し、活性画分 H（1.3 mg）を得た。得られた画分 E、F、G、Hの
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神経突起形成促進作用を Figure 9に示している。鶏冠加水分解物より精製した活性画分

の中には、精製が進むにつれて活性が低下、あるいは消失するものがあったため、活性

化合物の完全な精製を断念し、少量の不純物を含む活性画分について構造解析を試みた。

1H-NMR と HPLC による分析の結果（Figures 10-17）、活性画分 E、F、G、H の主な化

合物は、それぞれスレオニン、アラニン、バリン、メチオニンと同定した。これにより、

鶏冠加水分解物から精製して得られた 4つの神経突起形成促進作用を示す画分は、それ

ぞれアミノ酸が主成分であることが明らかとなった。 

 

 

Figure 6. Neurite outgrowth activity of cockscomb hydrolysate in the presence or in the absence 

of NGF. PC12 cells were plated at 2.0 × 103 cells/well and cultured with the samples at 0.01-100 

g/mL in the absence of NGF or in the presence of 10 ng/mL of NGF. The extent of neurite 

outgrowth was measured at 48 h and is expressed as the mean percentage of 300-400 cells. The 

data represent means ± standard deviation from triplicated cultures. **p < 0.01 (Dunnett’s test) as 

compared with the control (10 ng/mL of NGF). 
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Figure 8. Neurite outgrowth-promoting activities of cockscomb hydrolysate, supernatant, and 

precipitate by ethanol precipitation, water layer, and EtOAc layer obtained by liquid separation 

of the supernatant in the presence of Bt2cAMP. PC12 cells were plated at 4.0 × 103 cells/well and 

cultured with the samples at 0.03, 0.1 and 0.3 g/mL in the presence of 0.5 mM Bt2cAMP. The 

extent of neurite outgrowth was measured at 24 h and is expressed as the mean percentage of 300-

400 cells. The data represent means ± standard deviation from triplicate cultures. *p < 0.05, **p < 

0.01 (Dunnett’s test) as compared with the control (0.5 mM of Bt2cAMP). 
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Figure 9. Neurite outgrowth-promoting activities of fractions E-H in the presence of Bt2cAMP. 

PC12 cells were plated at 4.0 × 103 cells/well and cultured with the fraction E (a), fraction F (b), 

fraction G (c), or fraction H (d) in the presence of 0.5 mM Bt2cAMP. The extent of neurite 

outgrowth was measured at 24 h and is expressed as the mean percentage of 300-400 cells. The 

data represent means ± standard deviation from triplicate cultures. *p < 0.05, **p < 0.01 (Dunnett’s 

test) as compared with the control (0.5 mM of Bt2cAMP). 
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Figure 11. HPLC analyses of fraction E. (a) HPLC analysis of fraction E. (b) HPLC analysis of 

standard of threonine. (c) HPLC co-chromatography analysis of fraction E and threonine of 

standard. 
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Figure 13. HPLC analyses of fraction F. (a) HPLC analysis of fraction F. (b) HPLC analysis of 

alanine of standard. (c) HPLC co-chromatography analysis of fraction F and alanine of standard.  

 

 



23 

 

 

F
ig

u
re

 1
4
. 

1
H

-N
M

R
 s

p
ec

tr
u
m

 o
f 

fr
ac

ti
o

n
 G

 



24 

 

 

Figure 15. HPLC analyses of fraction G. (a) HPLC analysis of fraction G. (b) HPLC analysis of 

valine of standard. (c) HPLC co-chromatography analysis of fraction G and valine of standard.  
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Figure 17. HPLC analyses of fraction H. (a) HPLC analysis of fraction H. (b) HPLC analysis of 

methionine of standard. (c) HPLC co-chromatography analysis of fraction H and methionine of 

standard.  
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第 2項 神経突起形成促進作用を示すアミノ酸のスクリーニング 

 

Bt2cAMP 誘導性の神経突起形成促進作用を指標にして鶏冠加水分解物を精製し、そ

れぞれスレオニン、アラニン、バリン、メチオニンを主成分とする 4つ画分を得た。そ

こで、20 種類の L-アミノ酸をスクリーニングし、Bt2cAMP 誘導性の神経突起形成促進

作用を有するアミノ酸を調査した。その結果、バリンとメチオニンが有意な神経突起形

成促進作用を示した（Figure 18 d, e）。バリンとメチオニンは、それぞれ、活性画分 G

と H の主成分と一致していた。バリンとメチオニンの神経突起形成促進作用は、これ

までに報告されていない新規の作用として見いだした。20 種類のアミノ酸の中で、最

も強い活性を示したバリンで処理した PC12 細胞の形態を Figure 19 に示している。ま

た、バリンとメチオニンの L体と D体は、それぞれ類似した活性の傾向を示した（Figure 

20）。この結果より、バリンとメチオニンにおいて、光学異性体間で活性の影響はない

ことが明らかとなった。評価した 20種類の L-アミノ酸の内、バリンとメチオニン以外

のアミノ酸は活性を示さなかった（Figure 18）。活性画分 Eと Fの主成分であったスレ

オニンとアラニンは活性を示さなかった（Figure 18 b, f）ことから、これらの画分が示

す神経突起形成促進作用は、各画分に微量に含まれる他の成分によるものであると示唆

された。 
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Figure 18. Neurite outgrowth-promoting activities of 20 kinds of amino acids in the presence of 

Bt2cAMP in PC12 cells. Promoting activities of Trp, Phe, and Tyr (a), Ser, Asn, Gln, and Thr (b), 

Arg, Lys, and His (c), Leu, Ile, and Val (d), Asp, Glu, Cys, and Met (e), and Gly, Ala, and Pro (f) 

for neurite formation induced by Bt2cAMP in PC12 cells. PC12 cells were plated at 4.0 × 103 

cells/well and cultured with the amino acids at 0.2-200 μM in the presence of 0.5 mM of Bt2cAMP. 

The extent of neurite outgrowth was measured at 24 h and is expressed as the mean percentage of 

300-400 cells. The data represent means ± standard deviation (SD) from three independent 

experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 (Dunnett’s test), as compared with the control (0.5 mM 

Bt2cAMP only). 
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Figure 19. Photomicrographs of PC12 cells treated with medium only (a), 0.5 mM Bt2cAMP (b), 

and mixture of 2 μM valine and 0.5 mM Bt2cAMP (c). PC12 cells were plated at 4.0 × 103 

cells/well and cultured with medium only, Bt2cAMP at 0.5 mM, or mixture of valine at 2 μM and 

Bt2cAMP at 0.5 mM. After 24 h, treated cells were fixed with 1% glutaraldehyde and stained with 

Giemsa stain solution. Scale bar = 50 μm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b)(a) (c)
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Figure 20. Neurite outgrowth-promoting activities of L-valine, D-valine, L-methionine, and D-

methionine in the presence of Bt2cAMP in PC12 cells. PC12 cells were plated at 4.0 × 103 

cells/well and cultured with the amino acids at 0.2-200 M in the presence of 0.5 mM of Bt2cAMP. 

The extent of neurite outgrowth was measured at 24 h and is expressed as the mean percentage of 

300-400 cells. The data represent means ± standard deviation from three independent experiments. 

*p < 0.05, **p < 0.01 (Dunnett’s test) as compared with the control (0.5 mM Bt2cAMP only). 
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バリンは、必須アミノ酸であり、分岐鎖アミノ酸の一種である。分岐鎖アミノ酸は、

運動による筋肉の消耗を抑制する効果 32、食欲不振や栄養状態の改善効果 33、肝性脳症

患者の症状改善効果 34が確認されている。また、アルツハイマー病患者の血清中のバリ

ン濃度が、健常者と比べて低下していることが報告されているが 35、バリンとアルツハ

イマー病の関係については明らかにされていない。メチオニン必須アミノ酸であり、含

硫アミノ酸の一種である。メチオニンは、肝保護作用 36や HIV 感染者における免疫力

低下抑制作用 37が知られている。また、S-アデノシルメチオニンは、脳由来の神経栄養

因子の発現を増加させることにより、神経保護的な役割を果たすことが分かっている 38。

このように、バリンやメチオニンには様々な機能があり、アルツハイマー病に有効な機

能も報告されている。しかし、バリンやメチオニンの神経突起形成に関連する報告され

ていない。本研究では、バリンとメチオニンの神経突起形成促進作用を新規の作用とし

て見いだした。 
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第 3項 アミノ酸混合物の神経突起形成促進作用 

  

活性画分 G と H のそれぞれの主成分であるバリンとメチオニンは有意な神経突起形

成促進作用を示したが、活性画分 E と F の主成分であるスレオニンとアラニンはアミ

ノ酸のスクリーニングにおいて活性を示さなかった。そのため、画分 Eと Fは、それぞ

れ微量に含まれている化合物の効果によって神経突起形成促進作用を発揮していると

考えられた。1H-NMR分析および HPLC分析では、画分 Eに微量に含まれている少量の

混合化合物は、同定することができなかった。一方で、画分 Fはアラニンとバリンが約

10:1の割合で混合していることが明らかとなった（Figures 12, 13）。そこで、画分 Fに

含まれるアラニンとバリンの混合物の Bt2cAMP 誘導性の神経突起形成促進作用を調査

するために、アラニンとバリンの混合物（アラニン:バリン = 10:1）の活性を評価し、ア

ラニンとバリンの活性と比較した（Figure 21）。アラニンとバリンの混合物は、低濃度

（0.2 Mのアラニンと 0.02 Mのバリンの混合物）から高濃度（20 M のアラニンと 2 

M のバリンの混合物）の広い濃度幅において有意な活性を示した。アラニンは、単独

では活性を示さず、バリンは、単独では 2 M から 20 M の濃度で有意な活性を示し

た。バリンは、単独で活性を発揮するために、2 M の濃度が必要であったが、アラニ

ンとバリンの混合物は、バリンの最小濃度が 0.02 M で、有意に神経突起形成促進作用

を発揮した。また、アラニンとバリンの混合物によって誘導される神経突起形成率は、

バリン単独で誘導されるものと同程度もしくはそれ以上であった。この結果より、アラ

ニンは、バリンと共存する条件で、バリンの活性を増強することが示唆された。アミノ

酸は、それらが混合することによって、さらに強い神経突起形成促進作用を発揮する可

能性があることが考えられた。 

 

 

 

 



33 

 

 

 

 

 

Figure 21. Neurite outgrowth-promoting activities of alanine, valine, and their mixture in the 

presence of Bt2cAMP in PC12 cells. PC12 cells were plated at 4.0 × 103 cells/well and cultured 

with the samples (final concentrations: from 0.02 μM of alanine and 0.002 μM of valine to 200 

μM of alanine and 20 μM of valine) in the presence of Bt2cAMP (0.5 mM). The extent of neurite 

outgrowth was measured at 24 h and is expressed as the mean percentage of 300–400 cells. The 

data represent means ± standard deviation (SD) from three independent experiments. *p < 0.05, 

**p < 0.01 (Dunnett’s test), as compared with the control (0.5 mM Bt2cAMP only). 
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アラニンとバリンの混合物は、有意な神経突起形成促進作用を示すことが明らかとな

った。そこで、単独で活性を発揮するアミノ酸であるバリンとメチオニンを混合するこ

とでさらに活性が向上する可能性があると考えられたため、バリンとメチオニンを等量

ずつ混合した条件で Bt2cAMP 誘導性の神経突起形成促進作用を評価した。また、バリ

ンとメチオニンからなるジペプチド（H-Val-Met-OH、H-Met-Val-OH）の活性を評価した。

その結果、バリンとメチオニンの混合物は 0.2 M から 200 M の広い濃度範囲で有意

な神経突起形成促進作用を示し、バリンは単独で 2 M、メチオニンは単独で 20 M の

濃度で最も高い活性を示した（Figure 22 a）。一方で、バリンとメチオニンからなるジペ

プチドは、バリンとメチオニンの混合物よりも弱い神経突起形成促進作用を示した

（Figure 22 b）。バリンとメチオニンの混合物は、バリンとメチオニンがそれぞれ単独

で活性を示す濃度よりも低い濃度で、強い活性を示した。また、バリンとメチオニンの

混合物の神経突起形成率は、バリンとメチオニンをそれぞれ単独で処理した場合よりも

高かった。さらに、バリンとメチオニンの混合物は、NGF誘導性の神経突起形成を濃度

依存的に促進し、混合物が示した神経突起形成率は、バリンとメチオニンをそれぞれ単

独で処理した場合よりも高い数値を示した（Figure 23 a）。そして、バリンとメチオニン

のジペプチドは、NGF存在下では神経突起形成促進作用を示さなかった（Figure 23 b）。

これらの結果から、バリンとメチオニンの混合物は、神経突起形成において相乗的な促

進作用を発揮することが示唆された。 
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Figure 22. Neurite outgrowth-promoting activities of valine, methionine, their mixture, and their 

dipeptide in the presence of Bt2cAMP in PC12 cells. (a) Promoting activities of valine and 

methionine and a mixture of equal amounts of valine and methionine for neurite formation 

induced by Bt2cAMP in PC12 cells. (b) Promoting activities of a mixture of equal amounts of 

valine and methionine and their dipeptides (H-Val-Met-OH, H-Met-Val-OH) for neurite 

formation induced by Bt2cAMP in PC12 cells. PC12 cells were plated at 4.0 × 103 cells/well and 

cultured with the samples at concentrations of 0.2-200 μM in the presence of 0.5 mM of Bt2cAMP. 

The extent of neurite outgrowth was measured at 24 h and is expressed as the mean percentage of 

300-400 cells. The data represent means ± standard deviation (SD) from three independent 

experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 (Dunnett’s test), as compared with the control (0.5 mM 

Bt2cAMP only). 
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Figure 23. Neurite outgrowth-promoting activities of valine, methionine, their mixture, and their 

dipeptides in the presence of NGF in PC12 cells. (a) Promoting activities of valine and methionine 

and a mixture of equal amounts of valine and methionine for neurite formation induced by NGF 

in PC12 cells. (b) Promoting activities of a mixture of equal amounts of valine and methionine 

and their dipeptides (H-Val-Met-OH, H-Met-Val-OH) for neurite formation induced by NGF in 

PC12 cells. PC12 cells were plated at 2.0 × 103 cells/well and cultured with the samples at 

concentration of 0.2-200 M in the presence of 10 ng/mL of NGF. The extent of neurite outgrowth 

was measured at 48 h and is expressed as the mean percentage of 300-400 cells. The data represent 

means ± standard deviation from three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 (Dunnett’s 

test) as compared with the control (10 ng/mL of NGF only). 
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最後に、鶏冠加水分解物から精製して得られた 4つの活性画分の主成分であるスレオ

ニン、アラニン、バリン、メチオニンの混合物の Bt2cAMP 誘導性の神経突起形成促進

作用を調査した。HPLC分析の結果、鶏冠加水分解物の水層 100 ng/mLには、スレオニ

ンが 6.88 ng/mL、アラニンが 2.31 ng/mL、バリンが 1.74 ng/mL、メチオニンが 0.97 ng/mL

含まれていた（Figures 24, 25, Table 1）。スレオニン、アラニン、バリン、メチオニンを

この比率で混合し、鶏冠加水分解物の水層と対応する濃度で神経突起形成促進作用を評

価した（Figure 26）。その結果、4つのアミノ酸の混合物は、水層 100 ng/mLと同等の濃

度、すなわちスレオニンが 6.88 ng/mL、アラニンが 2.31 ng/mL、バリンが 1.74 ng/mL、

メチオニンが 0.97 ng/mL の濃度で神経突起形成促進作用を示した。鶏冠加水分解物の

水層は、100 ng/mL と 300 ng/mL で有意な活性を示した。4 つのアミノ酸の混合物と鶏

冠加水分解物の水層の活性の傾向は極めて類似していた。バリンとメチオニンは、単独

で活性を発揮するために、それぞれ、少なくとも 2 M（234.3 ng/mL）と 20 M（2.98 

ng/mL）必要とする（Figure 18 d, e）。これらの濃度は、鶏冠加水分解物の水層が活性を

発揮する濃度中に含まれる、バリンとメチオニンの濃度よりもはるかに高かった。スレ

オニンとアラニンは、単独では活性を示さない（Figure 18 b, f）。したがって、鶏冠加水

分解物の強い神経突起形成促進作用は、スレオニン、アラニン、バリン、メチオニンの

相乗効果によるものであると考えられた。 

 本研究では、アミノ酸の新規活性として、NGF 増強作用の 1 つである神経突起形成

促進活性を見出した。アミノ酸は血液脳関門を通過して脳に到達することができる 39。

したがって、鶏冠加水分解物は、アルツハイマー病の予防するための有効な食品として

期待される。 
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Figure 24. Calibration curves of the reference standards of threonine, alanine, valine, and 

methionine. Calibration curves of threonine (a), alanine (b), valine (c), and methionine (d) were 

prepared by plotting the concentration of each compound vs. the area of the peak. Amino acids 

were labeled with OPA and detected the fluorescence at Ex./Em. = 360 nm/460 nm. 
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Figure 25. HPLC analysis of the water layer of cockscomb hydrolysate.  

 

 

 

Table 1. Quantification of threonine, alanine, valine, and methionine in the water layer (5 mg/mL) 

of cockscomb hydrolysate. 

 

Concentration of each compound was determined from the relative peak area with reference to a 

calibration plot (Figure 24) obtained with the authentic commercial standard. 
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Figure 26. Neurite outgrowth-promoting activities of the water layer of cockscomb hydrolysate 

and a mixture of threonine, alanine, valine, and methionine in the presence of Bt2cAMP. PC12 

cells were plated at 4.0 × 103 cells/well and cultured with 10-1000 ng/mL of the water layer or 

mixture of amino acids consists of threonine, alanine, valine, and methionine corresponding to 

the concentration of cockscomb hydrolysate. The concentration of each amino acid in the mixture 

corresponding to the water layer of cockscomb hydrolysate at 100 ng/mL is 6.88 ng/mL for 

threonine, 2.31 ng/mL for alanine, 1.74 ng/mL for valine, and 0.97 ng/mL for methionine. The 

extent of neurite outgrowth was measured at 24 h and is expressed as the mean percentage of 300-

400 cells. The data represent means ± standard deviation (SD) from three independent 

experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 (Dunnett’s test), as compared with the control (0.5 mM 

Bt2cAMP only). 
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第 4 節 第 1 章の結論 

  

鶏冠加水分解物より、PC12細胞において Bt2cAMP による神経分化誘導下で、低濃度

で有意な神経突起形成促進作用を示す 4つの画分を精製した。1H-NMRと HPLC分析に

より、4つの活性画分の主成分が、それぞれスレオニン、アラニン、バリン、メチオニ

ンであることが明らかとなった。アミノ酸のスクリーニングにおいて、バリンとメチオ

ニンは活性を示したが、スレオニンとアラニンは活性を示さなかった。アラニンを主成

分とする活性画分の 1H-NMRおよび HPLC分析より、バリンがアラニンの約 10分 1の

割合で画分に混合されていることが明らかとなった。一方、他の 3つの活性画分に少量

混入している化合物は同定されなかった。活性を有さないアラニンと、活性を有するバ

リンの混合物は、バリン単独で処理した条件より広い濃度範囲で、高い神経突起形成率

を示した。このことより、アラニンがバリンの活性を増強していることが示唆された。

また、バリンとメチオニンの混合物は、バリンもしくはメチオニンを単独で処理した場

合より広い濃度範囲で、高い神経突起形成率を示した。さらに、鶏冠加水分解物の水層

に相当する濃度比率で、スレオニン、アラニン、バリン、メチオニンを混合し、活性を

評価したところ、アミノ酸混合物の活性は、水層の活性の傾向と非常によく似ているこ

とが明らかとなった。有意な活性を示したアミノ酸混合物中の各アミノ酸濃度は、いず

れも単独では活性を発揮できないほど低濃度であった。これらの結果より、鶏冠加水分

解物の強い神経突起形成促進作用は、数種類のアミノ酸の相乗効果によるものであるこ

とが示唆された。本研究において、アミノ酸の新規作用として、NGF増強作用の 1つで

ある神経突起形成促進作用を見いだした。アミノ酸は血液脳関門を通過して脳に到達す

ることができる。これらの事実から、鶏冠加水分解物がアルツハイマー型認知症の予防

に有効な食品である可能性が明らかとなった。 
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第 2章 シャクヤクの花由来の神経突起形成促進物質 

 

第 1 節 はじめに 

  

食用花は、食品の美観を向上させるために、食品の添え物として使用されている。ま

た、花に含まれる生物活性物質が健康増進に寄与することから、近年、食用花への関心

が高まっている。食用菊（Chrysanthemum morifolium）花エキス由来のトリテルペンジオ

ール、トリオールおよびその脂肪酸エステルは、抗炎症作用を示すことが報告されてい

る 40。中国の薬用・食用植物である Camellia nitidissima の kaempferol配糖体は、advanced 

glycation end-products（AGEs）の生成を抑制することが知られており 41、塩酢漬けの加

工食品として用いられる桜の花から見つかった 1-O-(E)-caffeoyl--D-glucopyranoside も

AGEs 生成を抑制することが報告されている 42。Prunus persica から単離された

mandelamide は抗脂肪生成作用を示すことが報告されている 43。シャクヤク（Paeonia 

lactiflora）の花は、菊の花や桜の花と同様に食用とされている。Paeonia lactiflora は、中

国や東アジアに自生するヒユ科に属する多年生植物で、甘く爽やかな香りが特徴で，観

賞用として広く栽培されている 44。Paeonia lactiflora の根は、古くから薬用として利用

されており 45、根に含まれるモノテルペングルコシドである paeoniflorin は、抗糖尿病

活性 46、抗炎症活性 47、アミロイド βによる神経毒性に対する保護活性 48を有すること

が知られている。しかし、ハーブティーとして利用されている Paeonia lactiflora の花か

ら抽出された生物活性物質については、これまで報告されていない。 

近年、植物性の食品由来成分のアルツハイマー病などの認知機能疾患に対する作用が

研究されている。ショウガ（Zingiber officinale var.officinale）の根茎から単離された 6-シ

ョウガオールは、PC12細胞において、脳の記憶や学習に関係する神経栄養因子（nerve 

growth factor; NGF）と同等の神経突起形成作用を示す 49。セロリ（Smyrnium olusatrum 

L.）の花から単離されたイソフラノジエンは、NGFの存在下で神経突起形成促進作用を

示す 50。これらの化合物は，神経変性疾患の予防や治療に有益な利用が可能であると考
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えられている。Paeonia lactiflora の花はハーブティーとして日常的に摂取できることか

ら、Paeonia lactiflora の花から神経突起形成作用または神経突起形成促進作用を示す化

合物を発見することは、健康の維持・増進のみならず、認知機能障害の予防に貢献する

ことが期待される。本章では、Paeonia lactiflora の花から抽出した化合物の PC12 細胞

における神経突起形成促進作用を調査した。また、単離した化合物とその類似体におけ

る構造活性相関を研究した。さらに、抗酸化活性、アセチルコリンエステラーゼ阻害活

性についても評価した。 
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第 2 節 実験方法 

 

第 1項 実験試薬 

  

Isorhamnetin-3-O-glucoside（ChromaDex Inc）、astragalin、isoquercitrin、kaempferol（Cayman 

Chemical Company）、isorhamnetin（東京化成工業株式会社）、quercetin（シグマアルドリ

ッチジャパン株式会社）を標準試料として、神経突起形成促進作用、抗酸化作用および

アセチルコリンエステラーゼ（AChE）阻害活性を評価した。神経分化誘導剤として 

dibutyryl cyclic AMP（Bt2cAMP, シグマアルドリッチジャパン株式会社）および 

recombinant rat β-nerve growth factor（NGF, Cat.556-NGF、R&D SYSTEMS）を用いた。抗

酸化作用の評価には、2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical（シグマアルドリッチ

ジャパン株式会社）を使用した。AChE阻害活性の評価には，Electrophorus electricus 由

来の AChE（シグマアルドリッチジャパン株式会社）、酢酸 1-ナフチル（東京化成工業

株式会社）、Fast Blue B salt（MP Biomedicals）を使用した。Enzyme-linked immunosorbent 

assay（ELISA）には、anti-neurofilament 200 antibody produced in rabbits、anti-rabbit IgG 

(whole molecule)-peroxidase antibody produced in goats、H2O2（シグマアルドリッチジャパ

ン株式会社）、パラホルムアルデヒド、Tween 20（富士フイルム和光純薬株式会社）、10-

acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine（ADHP）（Cayman Chemical Company）を使用した。カラ

ムクロマトグラフィーには Diaion HP20（三菱ケミカル株式会社）および TOYOPEARL 

HW-40F（東ソー株式会社）を使用した。他のすべての溶媒および緩衝液の調製に使用

した試薬は、富士フイルム和光純薬株式会社もしくはナカライテスク株式会社から購入

した。 

 

第 2項 Nuclear magnetic resonance (NMR)スペクトルの分析 

 

 NMRスペクトルは、Varian NMR System 600 MHz、CD3OD を用いて測定した。化学
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シフトの値は ppm で表し、各カップリング定数（J）は Hz で表した。電子スプレーイ

オン化（ESI）高分解能質量スペクトルは、Bruker Daltonics MicrOTOF II装置で、直接サ

ンプル注入して測定した。Cell-ELISA および DPPH ラジカル消去アッセイは Infinite 

200 Pro M Nano+（テカンジャパン株式会社）で、AChE 阻害活性は Multiskan FC（サー

モフィッシャーサイエンティフィック株式会社）で測定した。 

 

第 3項 細胞培養 

  

細胞培養の方法は、第 1章、第 2節、第 3項に記載した。 

 

第 4項 神経突起形成作用、神経突起形成促進作用 

 

神経突起形成作用および神経突起形成促進作用の評価方法は第 1章、第 2節、第 4項

に記載した。 

 

第 5 項 Paeonia lactiflora の花由来の神経突起形成促進作用を示す化合物の精

製 

  

Paeonia lactiflora Pall.の花弁は、2018年 5月に県立広島大学庄原キャンパスのフィー

ルド科学教育研究センターで採取した。新鮮な Paeonia lactiflora の花弁（135.90 g, fr. wt.）

を 1360 mLの MeOH/H2O（80/20, v/v）で、室温で 3日間抽出し、抽出物を蒸発乾固した

（19.0 g, dry wt.）。抽出物を 750 mLの H2Oに溶解し、n-hexane（750 mL, 2回）、EtOAc

（750 mL, 2回）、水飽和 1-BuOH（375 mL, 2回）の順で分液し、分離した画分をそれぞ

れ蒸発乾固した（hexane 層: 20.3 mg, EtOAc層: 5.94 g, 水飽和 1-BuOH層: 1.21 g, 水層: 

7.82 g）。神経突起形成促進作用を示した EtOAc層を Diaion HP20 カラム（5.0 cm i.d. × 

41.0 cm）に供し、段階的に MeOH/H2O溶媒（60/40, 65/35, 70/30, 75/25, 80/20, v/v, 各 800 
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mL）で溶出させた。MeOH/H2O（65/35, v/v）で溶出した画分をまとめて濃縮し、その濃

縮画分に神経突起形成促進作用を見いだした。さらに、その活性画分（72.4 mg）を、

TOYOPEARL HW-40F（1.5 cm i.d. × 68.0 cm）を用いて、420 mLの MeOH/H2O（60/40,  

v/v）で精製し、175個の画分を得た。画分 90-115をまとめて濃縮し、その画分が有意な

神経突起形成促進作用を示したため、再度 TOYOPEARL HW-40F（1.5 cm i.d. × 67.0 cm）

に供し、300 mLの MeOH/H2O/AcOH (60/39/1, v/v/v)で溶出させて 150 個の画分を得た。

有意な神経突起形成促進作用を示した画分 85-90（compound 1, 2.0 mg）および 99-103

（compound 2, 10.7 mg）を黄色粉末として単離した。 

 

第 6項 単離した活性化合物の化学構造解析 

  

Compound 1（isorhamnetin-3-O-glucoside）Yellow powder. HRMS: m/z 477.1031 [M-H]- 

(calcd. for C22H21O12, 477.1038). 1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 7.94 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-2’), 

7.58 (1H, dd, J = 8.1 Hz and 2.1 Hz, H-6’), 6.90 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5’), 6.40 (1H, d, J = 2.1 

Hz, H-6 or H-8), 6.20 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6 or H-8), 5.43 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1”), 3.94 (3H, 

s, OMe), 3.73 (1H, dd, J = 12.0 Hz and 2.4 Hz, H-6”), 3.56 (1H, dd, J = 12.0 Hz and 6.0 Hz, H-

6”), 3.47-3.42 (2H, m, H-2” and H-3”), 3.32-3.29 (overlapped with solvent, H-4”), 3.23 (1H, m, 

H-5”). これらの 1H-NMR データは、別の報告にある isorhamnetin-3-O-glucoside のデー

タと一致した 51。また、HPLC による標準品との co-chromatography により、compound 

1 は isorhamnetin-3-O-glucoside であると同定した。 

 Compound 2 (astragalin): Yellow powder. HRMS: m/z 447.0926 [M-H]- (calcd. for C21H19O11, 

447.0933). 1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 8.06 (2H, dd, J = 6.9 Hz and 2.1 Hz, H-2’, 6’), 6.88 

(2H, dd, J = 6.9 Hz and 2.1 Hz, H-3’, 5’), 6.40 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6 or H-8), 6.20 (1H, d, J = 

2.1 Hz, H-6 or H-8), 5.27 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1”), 3.69 (1H, dd, J = 12.0 Hz and 2.4 Hz, H-6”), 

3.52 (1H, dd, J = 12.0 Hz and 5.4 Hz, H-6”), 3.44 (1H, t, J = 9.0 Hz, H-2”), 3.41 (1H, t, J = 9.0 

Hz, H-3”), 3.32-3.29 (overlapped with solvent, H-4”), 3.21-3.18 (1H, m, H-5”). 13C-NMR (150 
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MHz, CD3OD): δ 178.1 (C-4), 164.6 (C-7), 161.7 (C-5 or C-9), 160.2 (C-4’), 157.6 (C-2), 157.1 

(C-5 or C-9), 134.0 (C-3), 130.9 (C-2’, 6’), 121.3 (C-1’), 114.6 (C-3’, 5’), 104.3 (C-10), 102.5 

(C-1”), 98.4 (C-6 or C-8), 93.3 (C-6 or C-8), 77.0 (C-5”), 76.6 (C-3”), 74.3 (C-2”), 69.9 (C-4”), 

61.2 (C-6”). これらの NMRデータは、別の報告における astragalinのデータと一致した

52。また、HPLC による標準品との co-chromatography により、compound 2 は astragalin

であると同定した。 

 

第 7項 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl（DPPH）ラジカル捕捉作用 

  

DPPH ラジカル消去作用は、既に報告された方法を改変して評価した 53。DPPH ラジ

カル消去作用は、96ウェルプレートで実施した。EtOHで溶解したDPPHラジカル（DPPH

の終濃度：100 M）40 Lに、50%クエン酸緩衝液（10 mM, pH 6.0）/50% EtOHで溶解

したフラボノイド（フラボノイドの終濃度：10、20、40 M）、または controlとして 50% 

クエン酸緩衝液（10 mM, pH6.0）/50% EtOH を、それぞれ 160 Lずつ加えた。プレー

トを暗所で 1時間、室温でインキュベートした後、マイクロプレートリーダーを用いて、

524 nmで吸光度を測定した。 

 

第 8項 アセチルコリンエステラーゼ（AChE）阻害作用 

  

AChE 阻害作用は、既に報告された方法を改変して評価した 54。AChE 阻害評価は、

96 ウェルプレートで実施した。この評価では、認知症の治療に用いられる AChE 阻害

剤である donepezil を positive control として使用した。リン酸緩衝液（100 mM, pH 7.4）

で溶解したフラボノイド（最終濃度 10, 30, 100 μM）または donepezil（最終濃度 50, 100, 

200 nM）65 Lに対して、AChE溶液（100 mM リン酸緩衝液, pH 7.4, 最終濃度 0.1 U/mL）

65 Lを加えた。その後、0.5 mMの酢酸 1-ナフチルを 130 L添加し、酵素反応を開始

させた。90 秒間混合し、25 ℃で 90 秒間インキュベートした後、20 L の 5%ドデシル
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硫酸ナトリウム水溶液を加えて反応を停止させた後、20 Lの Fast Blue B 水溶液（終濃

度 0.17 mM）によって発色させた。酵素活性阻害は、紫色に発色したジアゾニウム色素

生成後の 620 nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダーで測定することにより定

量した。 

 

第 9項 Cell-ELISA法による PC12細胞のニューロフィラメントの検出 

  

PC12細胞をコラーゲンコートした 96ウェルプレートに、2.0 × 103 cells/90 L/well で

播種し、37 °C、5%CO2空気気相下で培養した。細胞を播種してから 24時間後、20、60、

200 Mの isorhamnetin-3-O-glucosideもしくは astragalin（終濃度: 1, 3, 10 M）を 5 Lと

200 ng/mLの 200 ng/mLの NGF（終濃度: 10 ng/mL）を 5 Lを培養液に添加した。その

後、さらに 48時間培養し、培地を除去した後、細胞を 100 Lの 4%パラホルムアルデ

ヒド/リン酸緩衝液（100 mM, pH 7.4）で 30分間、室温で固定した。細胞を固定後、4%

パラホルムアルデヒド溶液を除去し、200 Lの PBS(-)（pH 7.4）で 3回洗浄した。洗浄

後、固定した細胞を 50 Lの 0.2% Triton X-100/PBS(-)で 5分間、室温で透過処理を行っ

た。その後、透過処理した細胞を 200 L の PBS(-)で 3 回洗浄した後、200 L の 2.5% 

BSA/PBS(-)で 1 時間、室温でブロッキングした。ブロッキング後、2.5% BSA/PBS(-)を

除去し、一次抗体である 50 Lの anti-neurofilament 200 antibody produced in rabbits/2.5% 

BSA/PBS(-)（1/1000, v/v）を添加し、4 °Cで一晩インキュベートした。その後、一次抗

体を除去し、200 Lの 0.05% Tween 20/PBS(-)で 3回洗浄し、二次抗体である 50 Lの

anti-rabbit IgG (whole molecule)-peroxidase antibody produced in goats/2.5% BSA/PBS(-)

（1/30000, v/v）を添加し、室温で 1時間インキュベートした。1時間後、二次抗体を除

去し、0.05% Tween 20/PBS(-)で 3回洗浄した。抗体に結合した酵素の活性はクエン酸緩

衝液（100 mM, pH 5.0）中に 0.1% H2O2を含む 50 Mの 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine 

(ADHP) 溶液（100 L）と室温、暗所で反応させることにより検出した。各ウェルの蛍

光強度は、マイクロプレートリーダーを用いて Ex./Em.=535/590 nm で測定した。 
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第 3 節 結果および考察 

 

第 1 項 Paeonia lactiflora の花由来の神経突起形成促進作用を示す画分の精製

と同定 

  

Paeonia lactiflora Pall.の花弁（135.90 g, fr. wt.）を MeOH/H2O（80/20, v/v）で抽出し、

その抽出物が NGFもしくは Bt2cAMP存在下で神経突起形成促進作用を示した（Figure 

27）。そこで、Paeonia lactiflora の花弁抽出物に含まれる神経突起形成促進物質を単離す

るために、Bt2cAMP誘導性の神経突起形成促進作用を指標にして精製を行った。抽出物

を濃縮した後、H2O に溶解し、n-hexane、EtOAc、水飽和 1-BuOH で順に分液した。そ

の後、活性を示した EtOAc 層を Diaion HP20 カラムと TOYOPEARL HW-40Fカラムで 2

回精製し、神経突起形成促進作用を示す compound 1（2.0 mg）と 2（10.7 mg）を得た。

Compound 1と 2は、NMR、MS、HPLC分析（Figures 28-37）により、それぞれ isorhamnetin-

3-O-glucoside と astragalin であると同定した。 

単離したフラボノール配糖体である isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalin は既知の

化合物であり、Paeonia lactiflora の花弁に含まれていることは既に報告されている 55。

また、Sarracenia purpurea の葉からは isorhamnetin-3-O-glucoside が抗糖尿病活性化合物

として単離され 56,57、抗菌活性もあることが示されている 58。Orostachys japonicus の地

上部からは、カルパイン阻害剤として astragalinが単離された 59。さらに、astragalin は、

アンジオテンシン変換酵素阻害活性 60や糖化阻害活性 61を示すことが報告されている。

本研究では、Paeonia lactiflora の花弁から活性を指標にした精製により、isorhamnetin-3-

O-glucoside と astragalin を単離し、これらの化合物の神経突起形成促進作用を初めて見

いだした。 
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Figure 27 Neurite outgrowth-promoting activity of the extract of the petals from Paeonia 

lactiflora in the presence of Bt2cAMP or NGF in PC12 cells. (a) Promotion by the extract of the 

petals from Paeonia lactiflora of neurite formation induced by Bt2cAMP in PC12 cells. (b) 

Promotion by the extract of the petals from Paeonia lactiflora of neurite formation induced by 

NGF in PC12 cells. PC12 cells were plated at 4.0 × 103 cells/well and cultured with the extract at 

30, 100, and 300 g/mL in the presence of 0.5 mM of Bt2cAMP or with the extract 1, 10 and 100 

g/mL in the presence of NGF. The extent of neurite outgrowth was measured at 24 h after the 

addition of Bt2cAMP or at 48 h after the addition of NGF and is expressed as the mean percentage 

of 300-400 cells. The data represent means ± standard deviation from triplicate cultures. **p<0.01 

(Dunnett’s test) as compared with the control (0.5 mM Bt2cAMP only or 10 ng/mL NGF only). 
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Figure 28 1H-NMR spectrum of compound 1 (isorhamnetin-3-O-glucoside) 

 

 

Figure 29 1H-1H COSY spectrum of compound 1 (isorhamnetin-3-O-glucoside) 
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Figure 30. NOESY spectrum of compound 1 (isorhamnetin-3-O-glucoside) 
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Figure 31. HPLC analyses of compound 1. (a) HPLC analysis of compound 1. (b) HPLC analysis 

of isorhamnetin-3-O-glucoside of standard. (c) HPLC co-chromatography analysis of compound 

1 and isorhamnetin-3-O-glucoside of standard. HPLC analyses were performed on an Inertsil 

ODS-3 column (250 mm × 4.6 mm i.d., 5 μm, GL Sciences Inc., Tokyo, Japan) with 

MeOH/H2O/acetic acid (40/59/1, v/v/v) at a flow rate of 0.7 mL/min. The absorbance at 254 nm 

was monitored for compound 1 and isorhamnetin-3-O-glucoside. 
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Figure 32. 1H-NMR spectrum of compound 2 (astragalin) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33. 13C-NMR spectrum of compound 2 (astragalin) 
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Figure 34. 1H-1H COSY spectrum of compound 2 (astragalin) 

 

Figure 35. HSQC spectrum of compound 2 (astragalin) 
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Figure 36. HMBC spectrum of compound 2 (astragalin) 
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Figure 37. HPLC analyses of compound 2. (a) HPLC analysis of compound 2. (b) HPLC analysis 

of astragalin of standard. (c) HPLC co-chromatography analysis of compound 2 and astragalin of 

standard. HPLC analyses were performed on an Inertsil ODS-3 column (250 mm × 4.6 mm i.d., 

5 μm, GL Sciences Inc., Tokyo, Japan) with MeOH/H2O/acetic acid (40/59/1, v/v/v) at a flow rate 

of 0.7 mL/min. The absorbance at 254 nm was monitored for compound 2 and astragalin. 
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第 2項 Isorhamnetin-3-O-glucoside、astragalinおよびその類似体の構造活性相

関研究 

  

シャクヤクの花弁抽出物より、Bt2cAMP 誘導性の神経突起形成促進作用を示す化合

物として、isorhamnetin-3-O-glucoside（compound 1）と astragalin（compound 2）を単離し

た。化学構造の違いによる神経突起形成促進作用の影響を調査するために、isorhamnetin-

3-O-glucoside、astragalin、isoquercitrin、isorhamnetin、kaempferol、quercetin（Figure 38）

を用いて Bt2cAMP 誘導性の神経突起形成促進作用を評価、比較した（Figure 39）。

Isorhamnetin と quercetin は、神経突起形成促進作用を有するフラボノールとして知られ

ている 62,63。フラボノール配糖体のうち、isorhamnetin-3-O-glucosideと astragalinは 1 M

と 3 Mの濃度で有意な神経突起形成促進作用を示したが、isoquercitrinは活性を示さな

かった（Figure 39 a）。フラボノール類は濃度依存的に神経突起形成促進作用を示し、そ

の強度はどれも同程度であった（Figure 39 b）。フラボノール配糖体である isorhamnetin-

3-O-glucosideと astragalinは、それらのアグリコンよりも低い濃度で有意に活性を示し、

C3 位のグルコースがこれらのフラボノールの活性を増強する効果を発揮することが考

えられた。しかし、C3 位にグルコースを有する isoquercitrin は活性を示さなかった。

Isoquercitrin は、isorhamnetin-3-O-glucoside の B 環を脱メチル化するか、astragalin の B

環に水酸基を付加することで得られるため、3種のフラボノール配糖体の中で B環の極

性が最も高い。これらのことより、フラボノール配糖体が神経突起形成促進作用を発揮

するためには、B 環の極性がある程度低いことが重要であることが示唆された。C3 位

にグルコースを有し、B環の極性がある程度低い isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalin

は、神経突起形成促進化合物として知られている isorhamnetin や quercetin よりも強い活

性を示した。したがって、強い神経突起形成促進作用を示すためには、C3 位にグルコ

ースを有するだけでなく、ある程度極性の低い B 環を有することが重要であることが

示唆された。 
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Figure 39. Neurite outgrowth-promoting activities of isorhamnetin-3-O-glucoside, astragalin and 

the analogs in the presence of Bt2cAMP in PC12 cells. (a) Promotion by flavonol glucosides, 

isorhamnetin-3-O-glucoside, astragalin and isoquercitrin of neurite formation induced by 

Bt2cAMP in PC12 cells. (b) Promotion by flavonols, isorhamnetin, kaempferol and quercetin of 

neurite formation induced by Bt2cAMP in PC12 cells. PC12 cells were plated at 4.0 × 103 

cells/well and cultured with the flavonoids at 0.3, 1, 3 and 10 μM in the presence of 0.5 mM of 

Bt2cAMP. The extent of neurite outgrowth was measured at 24 h and is expressed as the mean 

percentage of 300-400 cells. The data represent means ± standard deviation from three 

independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 (Dunnett’s test) as compared with the control (0.5 

mM Bt2cAMP only). 
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第3項 Isorhamnetin-3-O-glucoside、astragalinおよびその類似体の 2,2-diphenyl-

1-picrylhydrazyl（DPPH）ラジカル捕捉作用 

  

多くのフラボノイドは抗酸化作用を有することが知られている。NGF 刺激によって

神経細胞内の活性酸素種（ROS）濃度が上昇し、この ROS が細胞内シグナルメディエ

ーターとして作用して神経突起の分化を促進すると考えられている 64。そこで、神経突

起形成促進化合物として Paeonia lactiflora の花弁より単離した isorhamnetin-3-O-

glucoside と astragalin、およびその類似体の抗酸化作用を調査した。Isorhamnetin-3-O-

glucoside、astragalin、isoquercitrin、isorhamnetin、kaempferol、quercetin の抗酸化作用を

DPPHラジカル消去試験により評価した（Figure 40）。Isoquercitrin と quercetinは強い抗

酸化作用を示し、isorhamnetin と kaempferol は弱い抗酸化活性を示した。評価したフラ

ボノイドの中で最も強い神経突起形成促進作用を示した isorhamnetin-3-O-glucoside と

astragalin は、抗酸化作用をほとんど示さなかった。この結果より、抗酸化作用と神経突

起形成促進作用の間には負の相関関係があることが明らかになった。Isorhamnetin-3-O-

glucoside と astragalinは比較的弱い抗酸化作用を示したことから、NGF刺激による神経

分化の細胞内シグナルメディエーターである ROS を消去しにくいため、強い神経突起

形成促進作用を発揮していると考えられる。Quercetinなど、強い抗酸化作用を示しなが

ら神経突起形成促進作用を示す化合物もあるが、より強い神経突起形成促進作用を示す

ためには、抗酸化作用が弱いことが重要であると示唆された。 
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Figure 40. Antioxidant activities of isorhamnetin-3-O-glucoside, astragalin and their analogs 

based on a DPPH radical scavenging assay. Flavonoids were treated at the concentrations of 10, 

20 and 40 μM against 100 μM of DPPH radical. The data represent means ± standard deviation 

from three independent experiments. 
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第 4項 Isorhamnetin-3-O-glucoside、astragalinおよびその類似体のアセチルコ

リンエステラーゼ（AChE）阻害作用 

  

AChE 阻害作用は、神経突起形成促進作用と同様に認知機能障害に有効であることか

ら、AChE 阻害剤は認知症患者の症状緩和のために使用されている 65。脳内の記憶や学

習に関する神経伝達物質であるアセチルコリン（ACh）の濃度が低下すると、認知機能

が低下すると考えられている。AChの減少を防ぐためには、AChの分解酵素であるAChE

の働きを阻害する必要がある。AChE阻害剤は、脳内の ACh量を増加させ、認知機能を

維持することができるため、近年、アルツハイマー病などの認知症の対症療法として使

用されている 65。Donepezil は、アルツハイマー病の治療に用いられる AChE阻害剤の 1

つである。そこで、強い神経突起形成促進作用を持つ isorhamnetin-3-O-glucoside と

astragalin、およびその類似体の AChE 阻害作用を評価し、donepezil と活性を比較した

（Figure 41）。6種類のフラボノイドのうち、isoquercitrin と quercetinは強い阻害作用を

示し、isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinは中程度の阻害作用を示し、isorhamnetinと

kaempferol は弱い阻害作用を示した。この結果より、6 種類のフラボノイドにおける神

経突起形成促進作用と AChE 阻害作用の強度は、それぞれ異なる傾向となった。

Isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinは、6種類のフラボノイドの中で、強い神経突起

形成促進作用を有するだけでなく、中程度の AChE阻害作用を有することが明らかとな

った。したがって、isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalin は、認知機能障害の予防に貢

献できる可能性がある。 
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Figure 41. AChE inhibitory activities of isorhamnetin-3-O-glucoside, astragalin and their analogs. 

The reaction mixtures consisted of 10, 30 and 100 μM of flavonoids, 0.1 U/mL of AChE and 0.25 

mM of 1-naphthyl acetate solution. Donepezil was used as a positive control and was assessed at 

concentrations of 50, 100 and 200 nM. After mixing for 90 s and incubating at 25 °C for 90 s, the 

reaction was stopped with a 5% solution of sodium dodecyl sulfate. The color was developed with 

Fast Blue B solution, and the absorbance was measured at 620 nm. The data represent means ± 

standard deviation from three independent experiments. 
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第 5 項 Isorhamnetin-3-O-glucoside、astragalin の NGF 誘導性の神経突起形成

促進作用 

 

 構造活性相関研究において、Bt2cAMP 存在下で強い神経突起形成促進作用を示した

isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalin について、NGF 存在下における神経突起形成促

進作用を評価した。NGF誘導下での isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinは、Bt2cAMP

誘導時と同様な神経突起形成促進作用を示した（Figure 42 a）。NGF 存在下で

isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalin で処理した PC12 細胞を Figure 42 b に示してい

る。この結果より、isorhamnetin-3-O-glucosideと astragalinは、Bt2cAMP誘導時と同様に、

NGFによって誘導される神経突起形成も促進することが明らかになった。 
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Figure 42. Neurite outgrowth-promoting activities of isorhamnetin-3-O-glucoside and astragalin 

in the presence of NGF. (a) Promotion by isorhamnetin-3-O-glucoside and astragalin of neurite 

formation induced by NGF in PC12 cells. PC12 cells were plated at 2.0 × 103 cells/well and 

cultured with isorhamnetin-3-O-glucoside or astragalin at 0.3-10 μM in the presence of 10 ng/mL 

of NGF. The extent of neurite outgrowth was measured at 48 h and is expressed as the mean 

percentage of 300-400 cells. The data represent means ± standard deviation from three 

independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 (Dunnett’s test) as compared with the control (10 

ng/mL of NGF). (b) Effects of isorhamnetin-3-O-glucosides and astragalin on neurite outgrowth 

induced by NGF. PC12 cells were incubated for 48 h without NGF (blank), with NGF only 

(control) or with NGF and flavonol glucosides. The final NGF concentration was 10 ng/mL, and 

the final concentrations of isorhamnetin-3-O-glucoside and astragalin were 1 μM and 3 μM, 

respectively. Scale bar = 50 μm. 
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第 6項 Isorhamnetin-3-O-glucoside、astragalin 処理による PC12 細胞のニュー

ロフィラメント発現の促進 

  

ニューロフィラメントは、神経細胞に特異的に発現している IV 型中間径フィラメン

トで、神経突起の太さの維持に関与している。そこで、PC12 細胞におけるニューロフ

ィラメントの発現の増加を調査することで、神経細胞分化の指標とした。Cell-ELISAで

は、NGF（control）、NGF存在下で isorhamnetin-3-O-glucoside もしくは astragalinで刺激

した PC12細胞は、未処理の PC12細胞（blank）に比べて有意に高いニューロフィラメ

ント発現を示した（Figure 43）。また、NGF存在下で 3 Mの isorhamnetin-3-O-glucoside

または 1 Mの astragalinで刺激した PC12細胞は、blankの蛍光強度を 100%としたとき

に、それぞれ 167.7%、167.8%の数値を示し、NGF のみで刺激した PC12 細胞（control: 

156.4%）と比較してニューロフィラメントの発現がわずかに増加する傾向があった。し

たがって、isorhamnetin-3-O-glucosideと astragalinは、ニューロフィラメント発現の増加

を伴った神経突起形成促進作用を示すことが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

 

 

 

 

 

Figure 43. ELISA for neurofilaments in PC12 cells with differentiated neurites stimulated by 

isorhamnetin-3-O-glucoside or astragalin in the presence of NGF. PC12 cells were plated at 2.0 

× 103 cells/well and incubated for 48 h without NGF (blank), with NGF only (control) or with 

NGF and isorhamnetin-3-O-glucoside or astragalin at 0.3-10 μM. ELISA was performed with 

rabbit anti-neurofilament antibody (1000:1) followed by treatment with peroxidase-conjugated 

goat anti-rabbit IgG (60000:1). Bound enzyme activity was detected by reaction with ADHP, and 

the fluorescence intensity at 535 nm/590 nm of each well was measured. The data represent means 

± standard deviation from three independent experiments. **p<0.01 (Dunnett’s test) as compared 

with the blank. 
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 神経突起形成促進化合物は、脳内の記憶や学習に関連する神経細胞の分化を促進し、

アルツハイマー病などの認知機能の治療に有効であると考えられている 66。

Isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinは強い神経突起形成促進作用を有するが、ヒトの

腸内細菌叢によって代謝されてアグリコンが生成される 67。故に、これらのフラボノー

ル配糖体は、脳にまで到達できないことが考えられるため、認知機能障害の治療薬とし

て応用することはできない。一方、関節リウマチ、膀胱炎、前立腺炎などで損傷した組

織では、線維芽細胞、マスト細胞、シュワン細胞から NGF の発現が誘導されることが

これまでの研究で明らかにされている 68-70。発現した NGF は、損傷した組織を支配す

る感覚神経を活性化し、損傷部位の修復に関与していると考えられている 71。したがっ

て、isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinは、損傷した末梢神経に対する神経分化促進

剤となることが期待される。また、isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinが代謝されて

生成した isorhamnetinと kaempferol は、これらの配糖体よりも弱いが、有意な神経突起

形成促進作用を示す。Isorhamnetin と kaempferol は、血液脳関門を通過することが報告

されており 72、脳内で神経突起形成促進作用を発揮して認知機能障害を予防する可能性

が示唆される。さらに、isorhamnetinと kaempferolの構造類似体である quercetinを、ア

ルツハイマー病モデルマウス経口投与すると、記憶や認知機能が改善する傾向があるこ

とが報告されている 73。Isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalin を含む Paeonia lactiflora

の花はハーブティーに利用されているため、それらの化合物の日常的な摂取は可能であ

る。したがって、isorhamnetin-3-O-glucosideと astragalinは、認知機能低下予防のための

機能性食品素材と、末梢神経の神経分化促進剤として応用できる可能性がある。 
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第 4 節 第 2 章の結論 

  

Paeonia lactiflora の花弁から、活性を指標にした精製によって、神経突起形成促進化

合物として、フラボノール配糖体である isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalin を単離

した。Isorhamnetin-3-O-glucoside の B 環を脱メチル化、もしくは astragalin の B 環に水

酸基を付加した化学構造である isoquercitrin について神経突起形成促進作用を評価し、

isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalin の活性と比較した。また、 isorhamnetin-3-O-

glucoside、astragalin、isoquercitrin にそれぞれ対応するアグリコンである isorhamnetin、

kaempferol、quercetin の活性も評価した。Isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalin は、他

の 4つのフラボノイドよりもはるかに強い神経突起形成促進作用を示した。神経突起形

成促進作用の構造活性相関を調査した結果、強い神経突起形成促進作用を示すためには、

C3 位にグルコースを有するだけでなく、ある程度極性が低い B 環を有することが重要

であることが明らかとなった。Isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinは、他の 4つのフ

ラボノイドと比較して、比較的弱い抗酸化作用と中程度の AChE阻害作用を示した。こ

れらの結果より、6種のフラボノイドにおける神経突起形成促進作用の強さと、これら

の作用の強さには、異なる傾向があることが明らかとなった。Isorhamnetin-3-O-glucoside

と astragalinは、PC12細胞において、NGFにより誘導される形態的な神経突起形成とニ

ューロフィラメントの発現を促進した。Isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinは、生体

内で代謝を受けてアグリコンとなることが知られているが、これらのアグリコンも神経

突起形成促進作用を示す。したがって、isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinは、末梢

神経における神経分化促進剤および認知機能低下予防のための機能性食品の素材とし

ての候補化合物になり得ることが示唆される。 
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第 3章 ヒマワリの種子由来の神経突起形成促進物質 

 

第 1 節 はじめに 

  

植物の種子は油分を多く含み、世界中で食品として親しまれている。ヒマワリ

（Helianthus annuus L.）種子は栄養価が高く、食用油として、またローストや塩漬けの

スナックとして利用されている。ヒマワリ油には、ホスファチジルコリンが豊富に含ま

れていることが報告されている 74。ホスファチジルコリンは、ミエリンを支えるシナプ

ス形成の材料として利用されている 75。また、ホスファチジルコリンの摂取は、神経伝

達物質であるアセチルコリン濃度を上昇させ、脳内の情報伝達や記憶力の向上に役立つ

と考えられている 76。ホスファチジルコリンは神経細胞において神経突起の伸長時に合

成され 77,78、ホスファチジルコリンの不足は PC12 細胞のアポトーシスを誘導する 79,80。

したがって、ホスファチジルコリンを摂取することで、認知機能の改善や認知症の予防

が期待できると考えられている。これらの効果が報告されているにもかかわらず、ヒマ

ワリ種子の NGF様作用あるいは NGF増強活性については調査されていない。 

本章では、ヒマワリ種子抽出物から、NGF 増強作用である神経突起形成促進作用を

示す化合物を単離・同定することを目的とした。活性を指標にして活性化合物を精製し、

1H-NMR および GC-MS により分析した。そして、神経突起形成促進作用を示す化合物

の類似体を用いて構造活性相関を研究した。 
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第 2 節 実験方法 

 

第 1項 実験試薬 

 

 ヒマワリ（Helianthus annuus L.）種子はサカタのタネから購入した。クロロホルム-d

（CDCl3）、ギムザ染色液、25％グルタルアルデヒド溶液、Tween 20、cholesterol は富士

フイルム和光純薬株式会社から購入した。Dibutyryl-cAMP（Bt2cAMP）、anti-neurofilament 

200 antibody produced in rabbits、anti-rabbit IgG (whole molecular)-FITC antibody produced in 

a goat、Triton X-100はシグマアルドリッチジャパン株式会社から購入した。Recombinant 

rat β-nerve growth factor（NGF, Cat.556-NGF）は R&D SYSTEMS から購入したものを用

いた。ウシ血清アルブミン（bovine serum albumin; BSA）はナカライテスク株式会社か

ら購入した。-Sitosterol、stigmasterol、campesterol はタマ生化学株式会社から購入した。

DAPI-Fluoromount-G は、コスモ・バイオ株式会社から購入した。カラムクロマトグラフ

ィーには、Wakogel C-200（富士フイルム和光純薬株式会社）および TOYOPEARL HW-

40F（東ソー株式会社、日本、東京）を使用した。他のすべての溶媒および緩衝液の調

製に使用した試薬は、富士フイルム和光純薬株式会社もしくはナカライテスク株式会社

から購入した。 

 

第 2 項 Nuclear magnetic resonance (NMR)スペクトルと gas chromatography 

(GC)の分析 

 

 1H-NMRスペクトルは、測定溶媒に CDCl3を用い、JEOL NMR system（ECZ400, 400MHz）

にて測定した。化学シフトは CDCl3（H 7.24 ppm）にて調整し、表示した。 

 Gas chromatography-mass spectrometry（GC-MS）は、GCMS-QP2020 NX（株式会社

島津製作所）、AOC-20i Plus automatic injector（株式会社島津製作所）、HP-5MSキャピラ

リーカラム（30 m × 0.25 mm × 0.25 μm, Agilent Technologies）を用いて GC-2030 Nextis
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（株式会社島津製作所）で実施した。キャリアガスはヘリウム 99.999%を用い、3 mL/min

の定流量で使用した。 

 

第 3項 細胞培養 

  

細胞培養の方法は、第 1章、第 2節、第 3項に記載した。 

 

第 4項 神経突起形成作用、神経突起形成促進作用 

 

神経突起形成作用および神経突起形成促進作用の評価方法は第 1章、第 2節、第 4項に

記載した。 

 

第 5項 Helianthus annuus の種子由来の神経突起形成促進作用を示す化合物の

精製 

  

ヒマワリの種子 （887.28 g） を粉砕し、4436.4 mL の acetone/MeOH （80/20, v/v）を

用いて抽出した。ヒマワリの種子の抽出液は、濃縮した後（164.69 g, oil wt.）、700 mLの

MeOH に溶解し、700 mL の n-hexane で 3 回分液した。分離した画分を蒸発乾固し、

hexane層を 159.25 g、MeOH層を 7.64 g得た。次に、hexane 層を Wakogel C-200（7.0 cm 

i.d. × 29.2 cm）に供し、hexane/EtOAc（100/0, 95/5, 90/10, 80/20, 70/30, v/v, 各 1680 mL, 

50/50, v/v, 2240 mL）で段階的に溶出させた。80% hexane/EtOAc 溶出画分をまとめて濃

縮し、濃縮画分（1.62 g）を再び Wakogel C-200（3.2 cm i.d. × 29.0 cm）に供し、hexane/EtOAc

（100/0, 95/5, 90/10, 85/15, 80/20, 75/25, 70/30, v/v, 各 280 mL） により段階的に溶出させ

た。Hexane/EtOAc （85/15, v/v）で溶出した画分をまとめて濃縮し、さらに、TOYOPEARL 

HW-40F（2.5 cm i.d. × 82.5 cm）を用いて、EtOH 810 mL で精製し、100個の画分を得た

（416.6 mg）。有意な活性を示した画分 33-35（123.1 mg）を白色粉末として単離した。
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ヒマワリ種子抽出物から精製した活性画分を 1H-NMR分光法（CDCl3, 400MHz）により

分析した。また、GC-MS分析により、画分に含まれる化合物の化学構造を決定した。 

 

第 6項 ニューロフィラメントの蛍光免疫染色 

 

PC12細胞をコラーゲンコートした 96ウェルプレートに、2.0 × 103 cells/90 L/well で

播種し、37 °C、5%CO2空気気相下で培養した。細胞を播種してから 24時間後、10 M

の-sitosterol（終濃度: 0.5 M）を 5 Lと 200 ng/mLの 200 ng/mLの NGF（終濃度: 10 

ng/mL）を 5 Lを培養液に添加した。その後、さらに 48時間培養し、培地を除去した

後、細胞を 100 Lの 4%パラホルムアルデヒド/リン酸緩衝液（100 mM, pH 7.4）で 30

分間、室温で固定した。細胞を固定後、4%パラホルムアルデヒド溶液を除去し、200 L

の PBS(-)（pH 7.4）で 3回洗浄した。洗浄後、固定した細胞を 100 Lの 0.4% Triton X-

100/PBS(-)で 10 分間、室温で透過処理を行った。その後、透過処理した細胞を 200 L

の PBS(-)で 3回洗浄した後、100 Lの 2.5% BSA/PBS(-)で 1時間、室温でブロッキング

した。ブロッキング後、2.5% BSA/PBS(-)を除去し、一次抗体である 50 L の anti-

neurofilament 200 antibody produced in rabbits/2.5% BSA/PBS(-)（1/80, v/v）を添加し、室温

で 2 時間インキュベートした。その後、一次抗体を除去し、200 L の 0.05% Tween 

20/PBS(-)で 3回洗浄し、二次抗体である 50 Lの anti-rabbit IgG (whole molecular)-FITC 

antibody produced in a goat/2.5% BSA/PBS(-)（1/80, v/v）を添加し、暗所、室温で 1時間イ

ンキュベートした。1時間後、二次抗体を除去し、0.05% Tween 20/PBS(-)で 3回洗浄し

た。100 Lの DAPI-Fluoromount-G/PBS(-) (8/2, v/v)を加え、10分間インキュベートし、

PC12細胞を 0.05% Tween 20/PBS(-)で 1回洗浄し、風乾させた。処理後、蛍光顕微鏡（BZ-

X700, 株式会社キーエンス）にて細胞を観察した（DAPI: Ex. 360/40 nm; Em. 460/50 nm; 

FITC: Ex. 470/40 nm; Em. 525/50 nm)。 
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第 3 節 結果および考察 

 

第 1項 Helianthus annuus の種子由来の神経突起形成促進作用を示す画分の精

製と同定 

  

ヒマワリの（Helianthus annuus）種子（164.69 g）を acetone/MeOH（80/20, v/v）で抽出

し、得られた抽出物は、PC12細胞において、NGFもしくは Bt2cAMP存在下で神経突起

形成促進作用を示した（Figure 44）。ヒマワリ種子に含まれる神経突起形成促進化合物

を精製するために、Bt2cAMP 誘導性の神経突起形成促進作用を指標にした精製を行っ

た。 

 ヒマワリ抽出液を MeOH に溶解し、n-hexane で分液した。活性を示した hexane 層を

Wakogel C-200で 2回、TOYOPEARL HW-40Fで精製し、白色粉末（123.1 mg）を得た。

この化合物の 1H-NMR データは、既報の-sitosterol のデータ 81-83と類似していたため、

単離した化合物はステロール化合物であると考えられた（Figure 45）。しかし、精製し

た化合物の 1H-NMR スペクトルには、-sitosterol の 1H-NMR スペクトルでは観測され

なかった 4.9-5.2 上の小さなシグナルが観測された。 5.00 と 5.14 のシグナルは、

stigmasterol の C22 位と C23 の位置にあるトランスオレフィンプロトンの 2 つの特徴的

なシグナルと一致した。Stigmasterol の C22位と C23位の 2つのプロトンに由来すると

考えられるシグナルの積分値は 0.36で、ステロールの C6位のプロトン由来のシグナル

の積分値は 1.00 であった（Figure 45）。1H-NMR のデータから、精製画分は-sitosterol

と stigmasterol の混合物であり、-sitosterol を主成分とする化合物であることが示唆さ

れた。 
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Figure 44. Neurite outgrowth-promoting activity of the extract of seeds from Helianthus annuus 

in the presence of Bt2cAMP or NGF in PC12 cells. (a) Promotion by the extract of seeds from 

Helianthus annuus of neurite formation induced by Bt2cAMP in PC12 cells. (b) Promotion by the 

extract of seeds from Helianthus annuus of neurite formation induced by NGF in PC12 cells. 

PC12 cells were plated at 4.0 × 103 cells/well and cultured with the extract at 3, 10, 30 and 100 

g/mL in the presence of 0.5 mM of Bt2cAMP. The extent of neurite outgrowth was measured at 

24 h after the addition of Bt2cAMP or at 48 h after the addition of NGF and is expressed as the 

mean percentage of 300-400 cells. The data represent means ± standard deviation from three 

independent experiments. **p<0.01 (Dunnett’s test) as compared with the control (0.5 mM 

Bt2cAMP only or NGF only). 

 

 

 



77 

 

 

Figure 45. 1H-NMR spectrum of the purified fraction. The 1H-NMR spectrum showed that the 

purified fraction was sterol. The arrows show two characteristic signals of trans-protons attached 

to the C22-C23 double bond of stigmasterol. 

 

ヒマワリの種子抽出物より精製して得られた-sitosterol を主成分とする活性画分に

ついて、画分中の成分を明らかにするために、GC-MSによる分析を行った。GC-MSの

データから、活性画分は 3つの化合物（compound 1, 2, 3）の混合物であり、化合物の保

持時間はそれぞれ約 16.2、16.5、17.0 分であることがわかった（Figure 46 a）。また、

compound 1、2、3の保持時間は、それぞれ標準物質の campesterol、stigmasterol、-sitosterol

の保持時間と一致した（Figure 46 a）。また、compound 1、2、3の分子イオンおよびフ

ラグメントイオンは、それぞれ標準物質の campesterol、stigmasterol、-sitosterol のもの

と一致した（Figure 46 b）。また、GC-MSでは、campesterol、stigmasterol、-sitosterol の

ピーク面積比が約 1:2:7であることが示された（Figure 46 a）。したがって、この画分は

-sitosterol、stigmasterol、campesterol の混合物であり、その主成分は-sitosterol であるこ

とが明らかとなった。 
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Figure 46. GC-MS chromatograms of the purified fraction and standards of campesterol, 

stigmasterol and β-sitosterol. (a) Total ion chromatograms of campesterol, stigmasterol, β-

sitosterol and purified fraction. (b) GC-MS fragment ions of the purified fraction and standards 

of campesterol, stigmasterol and β-sitosterol. 
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第 2項 ステロール化合物の神経突起形成促進作用 

  

ヒマワリ種子抽出物について、神経突起形成促進作用を指標にした精製を行い、-

sitosterol、stigmasterol、campesterol の混合物を得た。-sitosterol と campesterol の構造は、

コレステロール骨格の C24位にそれぞれエチル基とメチル基を有している（Figure 47）

Stigmasterol は、-sitosterol の C22 位に不飽和二重結合を持つ構造である（Figure 47）。

ヒマワリ油には、-sitosterol、stigmasterol、campesterol に加えて、少量の cholesterol が

含まれていることが知られている 84。そこで、-sitosterol、stigmasterol、camepsterol、

cholesterol の Bt2cAMP 誘導性の神経突起形成促進作用の強さを比較した。 

 

 

 

 

Figure 47. Structures of purified compounds and cholesterol. 
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-Sitosterol と stigmasterol は、0.5-5 μM で有意な神経突起形成促進作用を示し、活性

の強さは同程度であった（Figure 48 a）。Campesterol は 0.5 μM で有意な活性を示した

が、-sitosterol に比べ、神経突起形成率は低かった（Figure 48 b）。Cholesterol は、活性

を示さなかった（Figure 48 b）。-Sitosterol、stigmasterol、campesterol、cholesterol の 4つ

のステロールの活性を比較したところ、-Sitosterol と stigmasterol は同様の有意な活性

を示し、-sitosterol の C22 位への炭素-炭素二重結合の導入は活性に影響しないことが

示唆された。また、-sitosterol、campesterol、cholesterol の順で活性が増強したため、

cholesterolの C24位に付く側鎖の長さによって活性が向上すると考えられた。その結果、

-sitosterol と stigmasterol は、評価した 4 種類のステロールの中で強い神経突起形成促

進作用を有することがわかった。また、ヒマワリ種子から精製した、-sitosterol、

stigmasterol、campesterol の混合物からなる活性画分は、1H-NMR および GC-MS 分析に

より、-sitosterol を主成分とすることが明らかになった（Figures 45, 46）。したがって、

-sitosterol が、ヒマワリ種子抽出物から精製した神経突起形成促進作用を示す画分にお

ける、主要化合物であることが示唆された。 

 ヒマワリ種子抽出物において神経突起形成促進作用を示す主な化合物である-

sitosterol は、よく知られた植物ステロールの 1つであり、アボカド、大豆、トウモロコ

シなどに含まれている 85,86。-Sitosterol は、抗炎症作用 87、抗がん作用 88があることが

これまでに報告されている。しかし、-sitosterol の神経突起形成促進作用は報告されて

おらず、本研究で、新規の作用として初めて見いだした。 
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Figure 48. Neurite outgrowth-promoting activities of sterols in the presence of Bt2cAMP in PC12 

cells. (a) Promotion by β-sitosterol and stigmasterol of neurite formation induced by Bt2cAMP in 

PC12 cells. (b) Promotion by β-sitosterol, campesterol and cholesterol of neurite formation 

induced by Bt2cAMP in PC12 cells. PC12 cells were plated at 4.0 × 103 cells/well and cultured 

with the samples at 0.05–5 μM in the presence of 0.5 mM of Bt2cAMP. The extent of neurite 

outgrowth was measured at 24 h and is expressed as the mean percentage of 300-400 cells. The 

data represent means ± standard deviation (SD) from three independent experiments. *p < 0.05, 

**p < 0.01 (Dunnett’s test) as compared with control (0.5 mM Bt2cAMP only). 
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第 3項 NGF 誘導下における β-sitosterol の神経突起形成促進作用 



Bt2cAMP 存在下で強い神経突起形成促進作用を示した-sitosterol について、NGF 存

在下における神経突起形成促進作用を評価した。その結果、-sitosterol は、NGF存在下

において、0.5および 1 Mで有意な神経突起形成促進作用を示した（Figure 49）。この

ことから、-sitosterol は、Bt2cAMP と同様に NGF によって誘導される神経突起形成を

促進することができることが証明された。 

 次に、PC12 細胞において、NGF 存在下で、β-sitosterol によって促進された神経突起

形成における神経細胞分化を免疫染色によって観察した。ニューロフィラメントは、神

経細胞に特異的に発現する IV 型中間フィラメントであり、神経の太さの維持に関与し

ている。-Sitosterol は 0.5 Mと 1 M で有意な活性を示し、0.5 Mの条件が最も強い

活性を示した（Figure 49）。そこで、NGF存在下、0.5 Mの-sitosterol で刺激した PC12

細胞の神経突起形成を、顕微鏡を用いて観察した（Figure 50）。また、β-sitosterol の刺

激による PC12 細胞の神経突起形成と細胞体でのニューロフィラメントの発現を免疫

蛍光染色により確認した。この結果から、NGF によって誘導された PC12 細胞の神経

分化は、β-sitosterol での刺激によって促進されることが示唆された。これによって、β-

sitosterol が NGF 作用増強剤として有用であることが初めて明らかとなった。-

Sitosterol の AChE 阻害活性は、以前に報告されている 89。また、-sitosterol がアルツハ

イマー型認知症の原因の 1 つと考えられているアミロイドペプチドの蓄積を抑制する

90。さらに、β-sitosterol が BBBを通過し、マウスの脳細胞に蓄積することが報告されて

いる 91。これらの報告に加え、本研究で新たに β-sitosterol の神経突起形成促進作用が見

出された。したがって、β-sitosterol は、効果的なアルツハイマー型認知症の予防の候補

化合物であることを示唆している。 
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Figure 49. Neurite outgrowth-promoting activity of β-sitosterol in the presence of NGF in PC12 

cells. PC12 cells were plated at 2.0 × 103 cells/well and cultured with the samples at 0.05-5 M 

in the presence of 10 ng/mL of NGF. The extent of neurite outgrowth was measured at 48 h and 

is expressed as the mean percentage of 300-400 cells. The data represent means ± SD from three 

independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 (Dunnett’s test) as compared with control (10 

ng/mL of NGF only). 
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Figure 50. Immunostaining of neurofilaments of PC12 cells with differentiated neurites 

stimulated by β-sitosterol in the presence of NGF. PC12 cells were incubated for 48 h without or 

with NGF (10 ng/mL) and β-sitosterol (0.5 μM) or with NGF (10 ng/mL) alone. Immunostaining 

was performed with rabbit anti-neurofilament antibody, followed by treatment with fluorescein 

isothiocyanate-conjugated goat anti-rabbit IgG. The nuclei of PC12 cells were treated with 4´,6-

diamidino-2-phenylindole (blue) and examined under a fluorescence microscope. (a) Phase 

contrast, (b) DAPI-treated nuclei, (c) green fluorescence for FITC-treated neurofilaments and (d) 

merged images. Scale bar = 50 μm. 
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第 4 節 第 3 章の結論 

  

ヒマワリ種子抽出物から、Bt2cAMP存在下で PC12細胞の神経突起形成促進作用を示

す画分を精製した。1H-NMR および GC-MS 分析により、活性画分は-sitosterol、

stigmasterol、campesterol の混合物であり、-sitosterol が主成分であることが明らかにな

った。次に、Bt2cAMP 存在下での-sitosterol、stigmasterol、campesterol および cholesterol

の神経突起形成促進作用を比較した。-sitosterol と stigmasterol は 4 種のステロールの

中で最も強い活性を示し、 cholesterol は全く活性を示さなかった（-sitosterol≒

stigmasterol＞campesterol＞cholesterol）。ヒマワリ種子抽出物の精製画分には-sitosterol

が主成分として含まれており、評価した 4 種のステロールの中で stigmasterol と同様に

-sitosterol が強い活性を示したことから、精製画分中の神経突起形成促進作用の作用本

体は-sitosterol であると推測された。-Sitosterol、stigmasterol、campesterol の神経突起

形成促進作用は、本研究によって、新規の作用として、初めて見いだされた。また、4

種類のステロールの構造活性相関研究より、-sitosterol の C22 位の炭素-炭素二重結合

の導入は活性に影響しないこと、ステロールの C24 位の側鎖の長さが活性に重要であ

ることが明らかとなった。さらに、-sitosterol は PC12細胞において、NGFによって誘

導されるニューロフィラメント発現を伴う神経突起形成促進作用を示した。-Sitosterol

は血液脳関門を通過することが知られているため、β-シトステロールの摂取は、アルツ

ハイマー型認知症の予防や改善に効果的である可能性がある。 
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総括 

  

近年、アルツハイマー型認知症による認知症患者が増加している。NGFの減少は、ア

ルツハイマー型認知症の原因の 1つであると考えられている。加齢に伴い、記憶や学習

に関連する海馬の NGF の濃度が低下し、神経突起が維持できなくなることで、神経突

起の損傷や神経細胞死が起こり、認知機能が低下すると考えられている。学習能力の低

い老齢ラットに NGF を１ヶ月投与すると学習能力が向上することが報告されているこ

とから、脳内の NGF 量を増加させることでアルツハイマー型認知症を改善できると考

えられてきた。しかし、NGFは分子量が大きいため、血液脳関門を通過できず、アルツ

ハイマー型認知症の治療薬としての応用は困難である。したがって、アルツハイマー型

認知症の予防には、NGF産生作用、NGF様作用、NGF増強作用を示し、血液脳関門を

通過できる化合物が必要である。本研究では、NGF 作用の 1 つである神経突起形成作

用に着目し、食品由来の神経突起形成作用（NGF様作用）もしくは神経突起形成促進作

用（NGF増強作用）を示す化合物を単離、同定することを目的とした。動物性の食品と

して鶏冠加水分解物、植物性の食品としてシャクヤクの花抽出物とヒマワリの種子抽出

物が有意な神経突起形成促進作用を示したため、これらの食品について、活性を指標に

した精製を行った。 

 第 1章では、鶏冠加水分解物より、神経突起形成促進作用を示す 4つの画分を精製し

た。1H-NMRおよび HPLC分析により、4つの活性画分の主成分がそれぞれスレオニン、

アラニン、バリン、メチオニンであることが明らかとなった。標準品のアミノ酸を用い

たスクリーニングでは、バリンとメチオニンは活性を示したが、スレオニンとアラニン

は活性を示さなかった。アラニンを主成分とする活性画分は、1H-NMRと HPLC分析か

ら、アラニンの約 10 分の 1 の割合でバリンを含んでいることが明らかとなった。活性

を有さないアラニンと、活性を有するバリンの混合物は、バリン単独で作用させた条件

よりも、広い濃度範囲で高い神経突起形成率を示し、アラニンがバリンの活性を増強し

ていることが示唆された。また、活性を有する 2つのアミノ酸であるバリンとメチオニ
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ンの混合物は、それぞれ単独で作用させた条件よりも、広い濃度範囲で高い神経突起形

成率を示した。さらに、スレオニン、アラニン、バリン、メチオニンからなる混合物を、

鶏冠加水分解物由来の水層に相当する濃度で添加した場合の活性は、水層の活性と非常

によく似ていた。有意な活性を示したアミノ酸混合物中の各アミノ酸濃度は、いずれも

単独では活性を発揮できないほど低濃度であった。したがって、鶏冠加水分解物の強い

神経突起形成促進作用は、数種類のアミノ酸の相乗効果によるものであることが示唆さ

れた。 

 第 2章では、シャクヤクの花弁抽出物より、低濃度で神経突起形成促進作用を示す 2

つのフラボノール配糖体である isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalin を単離した。単

離した 2 つのフラボノール配糖体とその類似体を用いて活性を比較した結果、

isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinが、評価したフラボノイドの中で最も強い活性を

示した。構造活性相関を研究したところ、強い神経突起形成促進作用を発揮するために

は、フラボノールの C3位にグルコースを有していることと、極性がある程度低い極性

を有していることが重要であることが示唆された。また、isorhamnetin-3-O-glucoside と

astragalin は、比較的弱い抗酸化作用と、中程度の AChE 阻害作用を有していた。

Isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinは、NGF存在下での PC12細胞において、神経突

起に特異的に存在するニューロフィラメントの発現を促進させ、神経突起形成を促進し

ていることが明らかとなった。Isorhamnetin-3-O-glucoside と astragalinは、生体内で代謝

を受けてアグリコンとなるが、これらのアグリコンも神経突起形成促進作用を示す。し

たがって、isorhamnetin-3-O-glucosideと astragalinは、末梢神経における神経分化促進剤

もしくは認知機能低下予防の機能性食品成分としての候補化合物として応用に期待で

きる。 

 第 3章では、ヒマワリ種子の抽出物より、神経突起形成促進作用を示す-sitosterol を

主成分とする画分を得た。この活性画分は、主成分である-sitosterol の他に stigmasterol

と campesterol を含んだ混合物であった。-Sitosterol、stigmasterol、campsterol、cholesterol

の神経突起形成促進作用を比較した結果、-sitosterol と stigmasterol が最も強い活性を
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示し、campesterol が弱い活性を示し、cholesterol は活性を示さなかった。この結果より、

-sitosterol の C22 位の炭素-炭素二重結合の導入は活性に影響しないこと、ステロール

のC24位の側鎖の長さが活性に重要であることが明らかとなった。また、-sitosterolは、

単離した活性画分の主成分であり、最も強い活性を示したため、ヒマワリ種子抽出物の

神経突起形成促進作用の作用本体であることが示唆された。さらに、免疫蛍光染色の結

果、-sitosterol によって促進する神経突起形成は、ニューロフィラメントの発現を伴う

ことが示された。NGF増強活性を示した-sitosterol は、アルツハイマー型認知症の予防

のための食品成分の候補となる可能性がある。 

 本研究で見いだした、食品由来の神経突起形成促進化合物が、認知症疾患に対する治

療薬や予防食品、末梢神経における神経分化促進剤、および関連する研究の発展に寄与

することを期待する。 
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