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Evaluation in vitro of AGE-crosslinks breaking ability of rosmarinic acid

（原著論文：日本語翻訳版）
ロスマリン酸のAGE 架橋 in vitro 分解能に関する考察　

抄録

Daniel Jean 1), Maryse Pouligon 1), Claude Dalle 2)

1)  Institut des Substances Végétales, Beaumont, France
2)  World Society Interdisciplinary Anti-aging Medicine, Paris, France

［目的］様々な物質の糖化最終生成物（advanced glycation end products: AGE）分解に関する研究が数多く
なされているが、我々が知る限りではそれらの物質の蛋白質架橋を分解する能力に関する研究は行われていな
い。本研究の目的は、ローズマリー（Rosemarinic officinalis）から抽出したポリフェノール酸（ロスマリン酸 
[rosmarinic acid]）が、リボースとアルブミンとの反応により形成されたアルブミン重合体を分解する能力を明
確にすることである。

［方法］アルブミンとリボースの in vitro 糖化反応により形成されたアルブミン重合体をサイズ排除クロマトグ
ラフィー（SEC：Size Exclusion Chromatography）および蛍光定量法により分析した。透析膜を用いてアルブ
ミン重合体からリボースを除去後、試験品のロスマリン酸、比較対照のアミノグアニジン（aminoguanidine）
カルノシン および陽性対照 Alagebrium（ALT-711: Alteon）と反応させた。架橋分解による糖化反応回復能は、
試験物質処理前と後の重合アルブミンと未反応アルブミンの比で評価した。  

［結果］ ロスマリン酸は Alagebriumと同程度の架橋分解能を有することが示された。一方、糖化反応阻害剤であ
るアミノグアニジンとカルノシンには有意なアルブミン架橋分解作用が認められなかった。

［考察］ リボースとアルブミンによる糖化反応によって生成されるできる重合物はSEC および蛍光定量法で測定
出来る。我々はロスマリン酸がこの重合反応をAlagebriumと同程度に回復出来ることを示した。

［結論］ ロスマリン酸は安全で in vitro では現在までこの分野の陽性対照物質とされているAlagebriumと同程度
の効率で蛋白質 AGE 架橋を分解できる有望な物質だと思われる。この物質は糖尿病、皮膚老化、高齢者におけ
る血管損傷に起因性の腎症、神経障害及び網膜症などの病気の有望な治療法になる可能性がある。
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はじめに 
蛋白質窒素ラジカルと還元糖はいわゆるメラード反応

に関与し、そのメカニズムは 1953 年に初めて Hodge に
より凝集産物をつくると報告された 1)。糖化最終生成物

（advanced glycation end products: AGEs）は複雑な酵素
が介在しない化学反応の最終産物で、それは隣接する蛋白
質の分子間および分子内の架橋を引き起こし、それら蛋白
質の持つ本来の機能を阻害しかつ本来の物理的特性を変え
てしまう 2, 3)。蛋白質の架橋は病態生理学的機構で 糖尿病
の合併症や加齢に関係する病気 4)、例えば腎症、網膜症、
血管機能障害および皮膚の柔軟性喪失などの原因因子であ
る。一般に健常人では蛋白質の機能喪失は加齢に伴いゆっ
くりと進行する 5)。糖尿病患者では AGEs の蓄積と蛋白質
の架橋形成が、グルコース濃度が高いために早く進む 6)。

糖尿病患者の治療には、血糖のより良いコントロールに
よる AGEs 産生を抑制したりあるいは AGEs 生成抑制剤を
使ったり、蛋白質 AGEs 架橋を壊す物質の AGEs 分解剤
を使用する。今日では in vitro および in vivo で多くの糖化
反応阻害物質が知られているが 7)、それら物質は糖化蛋白
をゆっくりと減少させるが、対象となる蛋白質は生成速度
が中等度か早い蛋白質である。しかし、それらの AGEs 生
成阻害物質は皮膚中のコラーゲン、関節や動脈壁中のエラ
スチンのような再生速度が遅い蛋白質には著しく効率が悪
い。蛋白質 AGEs 架橋を分解する安全な物質が見つかれば、
加齢や糖尿病の症状改善に大きな前進となるであろう。

そのような効果のある物質を見出す上で大きな問題と
なるのは、蛋白質の AGEs 架橋には、ペントシジン、グ
ルコセパンおよび MOLD（methylglyoxal-derived Lysine 
Dimer）などの様々な物質が関与していることである 8)。
従って、全ての糖化架橋を分解する普遍的な AGEs 架橋
分解物質を見つける事は不可能に近い。1996 年にチアゾ
リウムの誘導体 Alagebrium または ALT-711（Alteon Inc, 
Montvale, NJ, USA）が有効な AGE 架橋分解物質であるこ
とが報告されたが 9)、どのような機序によって架橋を分解
したのかについては記述がなかった。2013 年の後半になっ
て、それがアマドリ物質中にある架橋形成前の α ジカルボ
ニル構造を分解することが示されている 10)。

蛋白質の分子間架橋は分子の重合へと進む 11)。蛋白質と
還元糖の反応後の重合の程度は AGEs 関連の架橋の世界的
マーカーと考えることができる。この研究はロスマリン酸

（Fig. 1）が in vitro で AGEs 架橋を分解して、アルブミン
架橋の割合が減少することを示すものである。

材料と方法

糖化架橋アルブミンの準備
使用した試薬と材料は下記の通りである。：牛血清アルブ

ミン（bovine serum albumin: BSA）、Fraction V≧96%（Sigma 
A9647, St. Luis, Mo, USA）D リボ ース min 99%（Sigma 
R7500）； 酢 酸 99.8%（Acros Organics, Geel, Belgium）；
水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム（A.C.S Sigma-Aldrich 22,122- 8）；
ベンゾイル透析チューブ、平均フラット幅 32 mm（1.27 
inches）（Sigma D7884）； セ フ ァ デ ッ ク ス G-50（Sigma 
G-59-80）。

アルブミンの糖化
試料は次の様に調整した。24%（w/w）BSAを酢酸アン

モニウム緩衝液（pH 7.4）で調整。30% リボース液を酢酸
アンモニウム緩衝液（pH 7.4）で調整。その後 BSA 液 250 g
とリボース液 500 g を混和、0.2 μm 膜フィルターで濾過滅
菌し、37°C にて 6 日間放置。糖化した BSA 溶液は 4 日間
室温にて水で透析を行い、リボース除去により糖化反応を
停止した。

サイズ排除クロマトグラフィー
（SEC：Size Exclusion Chromatography）

透析した BSA 液は酢酸アンモニウム緩衝液（pH 7.4）
中でセファデックス G50 を用い SEC で精製した。その後
黄褐色の分画を採取した。

KEY WORDS:  糖化最終生成物（advanced glycation end products: AGEs）、
  ロスマリン酸（rosmarinic acid）、AGE 架橋、AGE 分解
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Fig 1. Structure of rosmarinic acid.
Molecular formula, C18H16O8; molecular weight, 360.3.
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アルブミン架橋の割合の決定

使用 HPLC 機材および試薬は下記の通りである。Waters
社 製 Chromasolv Plus, Waters 社 製 HPLC Integrity system
および蛍光検出器（Hewlett Pakcard, Palo Alto, CA, USA）、
低温エバポレーター付光散乱検出器（ELSD）（SEDEX 
55:SEDERE, Alfortville, France）；HPLC カラム（TSK Gel 
Super SW3000；東ソーバイオサイエンス、東京、日本）。
分析条件：流量 0.3 mL/min；カラム温度 25°C、イソクラ
ティック 24 min、アンモニア酢酸緩衝液（pH 6.0）；酢酸
0.5mL；水 qs 100 mL、水酸化アンモニウム、qs（pH 6.0）；
検出波長；蛍光法（励起波長 335 nm、放射波長 385 nm）；
注入、10 μL 水で希釈した試料 1/2.5（v/v）。

BSAの架橋割合と分子の架橋分解能の測定
リボースによるアルブミンの糖化はアルブミンの重合へ

と導かれる。複数の重合体が分離され、それぞれの重合体
に対するピーク面積から全体的に評価した。BSA 重合体の
相対濃度はクロマトグラム領域の比率から求めた。

Att, Ate = 可能性のある架橋分解物による処理前と後の蛋
白質の総エリア
Agt, Age = 可能性のある架橋分解物による処理前と後の蛋
白質ポリマー（架橋 BSA）の総エリア
Tg = 可能性のある架橋分解物による処理前の糖化 BSA の
架橋比率（Tg = Agt/Ate）
Eg = 可能性のある架橋分解物による処理後の糖化 BSA の
架橋比率（Eg = Age/At）
可能性のある架橋分解物質の分解能 % の計算式を示す。
Dg =（（Tg / Eg） x100）

物質のAGE分解能力
AGE 分解能評価物質として以下の試薬を使用した。

Alagebrium、L-カルノシン（Sigma-Aldrich ref C9625、ア
ミノグアニジン重炭酸塩 （Sigma-Aldrich Ref109266）、ロ

スマリン酸（Sigma-Aldrich ref R4033）。

結果
試験試料の架橋切断能力を Table 1 に、グラフを Fig. 2

に示す。

考察
リボースとの反応の後、アルブミンは SEC で示された

通り重合した。モノマーの割合は重合物に変換した。この
重合は時間的に安定しており、Alagebriumとロスマリン酸
で逆転された。両物質とも重合に関与したモノマーのおよ
そ 50% を逆転させ回収できた。ロスマリン酸はローズマ
リーより抽出、精製できる。

この結果は Alagebrium のアルファジカルボニル AGE ラ
ジカルを分解する能力に加え、事前に生成された AGE 架
橋アルブミンの分解も出来ることを示している。ロスマリ
ン酸は同じような結果を示し、長期的に多くの文献で安全
性が述べられている天然物質が少なくても in vitro では蛋
白質の架橋を逆転させることができ、それらは機械的構
造的糖化蛋白質特性と機能障害の原点に関与するもので
ある。

結語
ロスマリン酸はその安全性がよく知られた天然物であ

る。我々は AGE 架橋の逆転の可能性を示し、それが有望
な糖尿病、皮膚老化および加齢により損傷された血管に関
係する例えば腎症、神経障害および網膜症など多くの病気
の有望な治療法となると考える。
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Table 1. Crosslinks breaking ability.

Tested molecules Crosslinks breaking ability P values

Control

Alagebrium

Carnosine

Aminoguanidine bicarbonate

Rosmarinic acid

3.18%

46.38%

- 2.73%

9.12%

52.66%

< 0.001

0.345

0.072

< 0.001

P values, probability values compared with control, by Student t test, n = 3. 

Fig 2. Crosslink breaking ability.
Bars indicate standard deviation. Number of measurement; n = 3.
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