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研究成果の概要（和文）：　24(S)-ヒドロキシコレステロール（24S-OHC）は、脳内のコレステロール代謝に重
要であるが、アルツハイマー病との関係が注目される。24S-OHCは、小胞体に存在するエステル化酵素の作用を
受けて、小胞体膜内に脂肪滴様構造を形成し、膜の破綻を招いて、シャペロンタンパク質の細胞質への流出を引
き起こす。
　ビタミンE同族体は側鎖の二重結合の有無により、トコトリエノール(Toc3)とトコフェロール(Toc)に分けられ
るが、24S-OHCによるシャペロン流出と神経細胞死はTocによってのみ抑制された。Tocの小胞体膜安定化効果が
24S-OHCによる細胞死抑制に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：While 24(S)-hydroxycholesterol（24S-OHC）plays an important role in 
cholesterol metabolism in the brain, its contribution in pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD) 
has received attention. 24S-OHC was esterified by action of the enzyme at endoplasmic reticulum (ER)
 and caused formation of lipid droplet-like structure and disruption of ER membrane integrity, 
resulting in release of ER chaperones into cytosol. Vitamin homologues are divided into two group, 
tocotrienol (Toc3) and tocopherol (Toc), with and without double bonds at their side chain. The 
chaperone release and cell death induced by 24S-OHC were inhibited by Toc but not by Toc3. The 
critical effect of the side chain of vitamin E on ER membrane integrity and 24S-OHC-induced cell 
death was indicated.

研究分野：生化学

キーワード： オキシステロール　コレステロール　神経細胞死　アルツハイマー病　ビタミンE　小胞体ストレス　脂
肪滴　24S-ヒドロキシコレステロール
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢社会を迎えた日本において、アルツハイマー病(AD)の発症原因の究明と予防方法の確立は喫緊の課題であ
る。本研究により、脳特異的にコレステロールから産生される24S-hydroxycholesterol (24S-OHC)が神経細胞死
を誘導するメカニズムが解明された。ビタミンEのAD抑制効果に関する研究は数多く行われてきたが、明瞭な結
論は得られていない。その理由として、８種類あるビタミンE同族体の構造の特性に注目して評価した研究が少
ないことが考えられる。24S-OHCが誘導する神経細胞死を抑制するビタミンEの構造を明らかにした本研究の成果
は、メカニズムに立脚したAD予防確立に貢献する。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 コレステロールは血液脳関門を通過できないため、脳内でグリア細胞がコレステロールを産
生して神経細胞に供給している。脳内で過剰になったコレステロールは、神経細胞に特異的に
発現している酵素 (CYP46A1)の作用により、血液脳関門を通過できる 24S-hydroxycholesterol 
(24S-OHC) に変換されて血液循環へ排出される。従って、24S-OHCは脳のコレステロール代謝
に重要な役割を担っている。 
	 一方、アルツハイマー病(AD)患者の血液や脳脊髄液には、健常人より高い濃度の 24S-OHC
が検出され、24S-OHCと神経変性疾患発症との関係が注目されている。当研究室では、24S-OHC
が濃度依存的に神経細胞死を誘導することを明らかにしてきた。 
	 ビタミン Eの AD抑制効果に関する研究は数多く行われてきたが、明瞭な結論は得られてい
ない。ビタミン Eには構造がわずかに異なる８種類の同族体が存在する。それぞれの構造の特
性に注目して評価した研究が少ないことが、ビタミン Eの AD抑制効果を明確にできない原因
の一つになっていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、24S-OHCが誘導する神経細胞死に対する、ビタミンE同族体の抑制効果を比較し、
神経細胞死抑制に最適なビタミン Eの混合比を提案するとともに、ビタミン Eの細胞死抑制メ
カニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
	 ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を、８種類の同族体のうちの４種類、α−体、γ−体のトコフ
ェロール（Toc）とα−体、γ−体のトコトリエノール（Toc3）について、それぞれ単独および様々
な混合比で処理した。24S-OHC誘導性神経細胞死への影響について、WST法を用いて調べた。
レチノイン酸(RA)処理により分化させた細胞の細胞死への抑制効果を評価した。活性酸素種と
脂質過酸化物の産生については、それぞれを特異的に検出する蛍光プローブを用いて FACSで
評価した。 24S-OHC-脂肪酸エステル産生への影響は、ガスクロマトグラフィー質量分析計
(GC-MS)を用いて細胞内の 24S-OHCとそのエステル体を定量した。脂肪滴様構造形成への影響
について、蛍光試薬(Nile Red)染色法や電子顕微鏡を用いて評価した。CaMKIIのリン酸化や小
胞体ストレス応答タンパク質の活性化は western blot法により調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 24S-OHC 誘導性神経細胞死に対するビタミン
Eの抑制効果 
	 24S-OHC で SH-SY5Y 細胞を刺激すると、ネク
ロトーシス様の細胞死が誘導される。当研究室で
は、α−体の Toc（側鎖に二重結合がない）は
24S-OHC誘導性細胞死を抑制するが、Toc3（側鎖
に二重結合がある）は抑制しないことを明らかに
していたが、本研究により、γ−体についても同様
の結果が得られた。細胞内に活性酸素種を発生さ
せるクメンヒドロペルオキシド(CumOOH)による
細胞死に対しては、γ−Tocとγ−Toc3のいずれも抑
制効果を示した（図１）。 
	 RA で分化させた SH-SY5Y 細胞を 24S-OHC で
処理すると、アポトーシスが誘導された。この細
胞死をα−Toc は抑制するがα−Toc3 は抑制しない
ことが示された。活性酸素種と脂質過酸化物の産
生は、CumOOH 刺激で検出されたが、24S-OHC
処理では見られなかった。以上の結果から、分化•
未分化にかかわらず、24S-OHCは細胞に酸化スト
レスを亢進することなく細胞死を誘導し、Toc は
α−体•γ−体共に細胞死を抑制するが、Toc3はα−体
•γ−体共にその機能がないことが明らかとなった。
Tocによる 24S-OHC誘導性細胞死の抑制は、ラジ
カル捕捉型抗酸化以外の機能によることが示唆さ
れた。 
	 次に、細胞を様々な濃度比の Toc と Toc3 で処
理した場合に、24S-OHC誘導性神経細胞死がどの
様に抑制されるか調べた。細胞死は Toc の濃度に依存して抑制され、Toc３の影響はほとんど
見られなかった。α−Tocとγ−Tocの混合比の違いは、24S-OHC誘導性神経細胞死抑制効果に影
響しなかった。 
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(2) 24S-OHCの細胞内取り込みとエステル化へのビタミン Eの影響 
	 24S-OHC 処理後の細胞内 24S-OHC と
24S-OHC エステル体を GC-MS で定量し、
これらに対する Tocの影響を解析した結果、
影響しないことが明らかになった（図２）。
このことから、Toc の細胞死抑制は、細胞
の 24S-OHC 取り込みやエステル化の抑制
によるものではないことが明らかになっ
た。 
 
(3) 24S-OHCによる脂肪滴様構造形成へ 
のビタミン Eの影響 
	 中性脂質を染色する蛍光試薬 Nile Red で 24S-OHC 処理細胞内に脂肪滴様構造が検出される
が、Tocや Toc3を処理しても減少することはなかった。この結果から、ビタミン Eは 24S-OHC
による脂肪滴様構造形成を抑制しないことがわか
った（図３）。電子顕微鏡を用いた観察により、
24S-OHC による脂肪滴様構造は小胞体膜に形成
される様子が捕らえられているが、その後、小胞
体の膜の破綻が起こることもわかっている。Toc
で処理した細胞では小胞体膜は破綻することなく
正常に近い形状を保っていることがわかった。 
	  
(4) 24S-OHCによる CaMKIIの活性化とビタミン
Eの影響 
	 24S-OHC は RIPK1 のリン酸化を誘導すること
が示されていたが、これらは Toc も Toc3 も抑制
しないことが明らかになった。 24S-OHC は
CaMKII のリン酸化を誘導することが新たにわか
った。これに対して、Tocは抑制するが、Toc3は
抑制しないことが明らかになった。 
	  
(5) 24S-OHC による小胞体ストレスとビタミン E
の影響 
	 24S-OHC により小胞体ストレスの３つのセン
サータンパク質は全て活性化されるが、Toc は部
分的に抑制傾向を示すのみであった。また、小胞
体ストレスのシグナルの下流にある細胞死誘導因
子として知られる CHOPは、24S-OHCによる細胞
死に関係しないことがわかった。小胞体内腔に存在するシャペロンタンパク質の細胞質内への
漏出が、細胞死誘導に深く関係することがわかった。24S-OHCは小胞体膜の破綻を引き起こし、
その結果内腔のシャペロンが流出したと考えられる。このシャペロン流出を Tocは抑制するが、
Toc3 は抑制しないことがわかった。Toc は Toc3 に比べて膜内での移動が制限され、膜の流動
性を低下させることが知られている。Tocの小胞体膜安定化効果が 24S-OHCによる細胞死抑制
に寄与している可能性が示唆された。 
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