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研究成果の概要（和文）：不飽和脂肪酸は酵素的・非酵素的に酸化され，細胞内でセカンドメッセンジャーとし
て機能する酸化脂肪酸に変化する。本研究では，多くの疾患に関わる脂質過酸化を介した細胞死ネットワーク機
構に注目し，酸化脂肪酸の細胞内における役割を明らかにするために実験を実施した。その結果，酸化脂肪酸に
よって誘導される細胞死において，細胞内の酸化還元機構の破綻を伴う凝集体の存在やオルガネラおよび細胞膜
の損傷が確認された。また，それらの細胞死を制御する様々な物質の存在が確認された。

研究成果の概要（英文）：Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are oxidized by reactive oxygen and 
nitrogen species, which play function as cellular mediators for various diseases. In the present 
study, we focused on the lipid peroxidation-mediated cell death and investigated the role of the 
oxidized PUFAs in the cell death signaling pathways. Aggregation and disruption of organelle and 
plasma membrane was observed in the lipid peroxidation-mediated cell death. We also found that 
various compounds regulating the lipid-peroxidation mediated cell death.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 細胞死　オルガネラ　脂質ヒドロペルオキシド　脂質過酸化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，近年注目されている脂質過酸化を介した細胞死について，酸化脂肪酸を使用して解析したものであ
る。また，オルガネラの関与や最終的に生じる細胞膜損傷に至るまでの過程について，in vitro実験によってそ
の一部を明らかにした。脂質過酸化を介した細胞死は虚血再灌流障害や神経変性疾患などの一因であるため，そ
のシグナル経路の一端の解明は治療法開発につながると考えられる。さらに，それらの細胞死を制御する抗酸化
物質を含む化合物の化学的特性に関する多くの知見も得ており，未解明の細胞死機構の解明といった医学・生物
学的な意義に加えて，食品化学分野においても役立つと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ドコサヘキサエン酸（DHA），エイコサペンタエン酸（EPA），アラキドン酸（ARA）などの多価

不飽和脂肪酸は生体膜リン脂質成分としての機能だけでなく，様々な酵素によって代謝された
産物が細胞内シグナル伝達経路の脂質メディエーターとして機能する。また，活性メチレン基を
多数有する多価不飽和脂肪酸は，光，熱，金属，過酸化物によって脂質過酸化連鎖反応が容易に
誘起される。この非酵素的反応によって生じた「酸化脂肪酸」は，脂質ヒドロペルオキシド（LOOH），
アルデヒド，ケトンなどを含み，その構造の差異や量により炎症性疾患に関わる生体内の反応を
正と負の両方に制御する。特に，虚血性再灌流障害，神経変性疾患，がんなどの疾患において，
酸化脂肪酸はその原因または結果として生じる反応性物質である。不飽和脂肪酸の酸化によっ
て生じた酸化脂肪酸の疾患への関与は多数報告されているが，酸化脂肪酸の役割や細胞内シグ
ナル経路の詳細は未解明である。また，細胞生存と細胞死といった細胞運命を制御する酸化脂肪
酸が注目を浴び，網羅的解析（リピドミクス）による生命現象理解が試みられている。そこで，
種々の疾患に関与する酸化脂肪酸によって誘導される細胞死に着目し，細胞内シグナルネット
ワークを統合的に理解することが必要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
細胞内の脂質過酸化反応により生じた反応性の高い酸化脂肪酸は，細胞内のシグナル伝達を

介して炎症性疾患を制御するにも関わらず，その正確な細胞内の役割は未解明である。本研究で
は，酸化脂肪酸について化学的に分析し，細胞死に関わる酸化脂肪酸を同定することを目的とし
た。また，脂質過酸化反応よって生じる酸化脂肪酸を基軸にして，オルガネラの関与を検討する
ことを目的とした。さらに，得られた実験データと既存データを利用して，細胞運命ネットワー
クモデルを構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 脂肪酸の空気酸化 
アルミパウチ内に 80%窒素と 20%酸素を充填し，その中でドコサヘキサエン酸（DHA），エイコ

サペンタエン酸（EPA），アラキドン酸（ARA），リノール酸（LA）を空気酸化させた。酸化した脂
肪酸は OxDHA，OxEPA，OxARA，OxLA と表記する。酸化脂肪酸の酸化は Liperfluo との反応による
蛍光強度の増加により解析した。 
 

(2) 培養細胞 
ヒト前骨髄性白血病由来株 HL-60，ヒト急性単球性白血病由来株 THP-1，ヒト胎児腎臓上皮細

胞由来株 293T，ヒト結腸腺癌由来株 DLD-1，アフリカミドリザル腎臓由来株 COS-7 を用いた。
10%非働化ウシ胎児血清（FBS）と抗生物質を加えた RPMI1640 もしくは DMEM (Dulbecco's 
Modified Eagle Medium)培地を使用し，37℃，5％CO2の条件にて細胞を培養した。 
 

(3) 細胞解析 
細胞生存率は CCK-8 を用いて測定した。細胞内の形態的変化は顕微鏡(Leica DM IL LED)を用

いて観察した。細胞膜の脂質過酸化は C-11 BODIPY（581/591）により染色し，フローサイトメ
トリーにより検出した。テトラメチルローダミンメチルエステル（TMRM）を用いた染色により，
ミトコンドリア膜電位を測定した。LipiRADICAL Green を用いた染色によって，脂質ラジカルを
検出した。Propidium iodide 染色により細胞膜損傷を伴った細胞死を確認した。細胞内の不良
タンパク質を ProteoStat タンパク質凝集測定アッセイにより検出した。 
 

(4) 炎症性サイトカインの測定  
THP-1 細胞またはホルボール-12-ミリスタート-13-アセタート（PMA）処理した THP-1 細胞か

ら細胞培養液に分泌した炎症性サイトカイン tumor necrosis factor-α (TNF-α)量を enzyme-
linked immunosorbent assay によって測定した。 
 

(5) タンパク質解析 
全細胞抽出液は RIPA バッファー [50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 0.5% 

sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 2.5 mM ethylenediaminetetraacetic 
acid, and protease inhibitors]によって抽出した。核抽出液と細胞質抽出液の作製は
Nuclear/Cytosol Fractionation Kit を用いた。細胞内のミトコンドリと細胞質のタンパク質を
Mitochondria/Cytosol Fractionation Kit で抽出した。各タンパク質に対する抗体を用いた
Western Blot 法により発現量を解析した。 
 

(6) 細胞ネットワーク解析 
過去の文献と本研究によって得られて結果をもとにして，細胞死シグナルネットワークモデ

ルを作製した。 



４．研究成果 
(1) 脂肪酸または酸化脂肪酸によって誘導される細胞死 
① OxDHA 処理した THP-1 細胞において，細胞膜損傷を伴った細胞死が検出された。また，アポ
トーシスの指標であるカスパーゼ 3/7 の活性化や細胞表面へのフォスファチジルセリンの露出
が確認された。さらに，全カスパーゼ阻害剤 zVAD-fmk が，OxDHA によって誘導される THP-1 細
胞および DLD-1 細胞の細胞死を抑制した。これらの結果から，OxDHA 処理によって誘導される細
胞死において，アポトーシスシグナル経路の活性化が示唆された（Iuchi K., et al., Mol. Med. 
Rep., 2019）。 
 
② THP-1 細胞や DLD-1 細胞よりも酸化ストレスに対して感受性の高い HL-60 細胞を用いて，
DHA および OxDHA の影響を確かめた。その結果，DHA および OxDHA 処理によりミトコンドリア損
傷を介した細胞死が観察された。処理時間依存的にシトクローム c がミトコンドリア内から細
胞質に放出された。また，鉄キレート剤であるディフェロキサミンが DHA 処理により誘導される
細胞死を抑制した。一方で，zVAD-fmk によって細胞死が抑制されなかったことから，この細胞
死は非アポトーシス細胞死であると考えられる。この結果は，細胞内での酸化反応を触媒する鉄
を含めた金属が，脂肪酸によって誘導される細胞死に重要であることを示唆する。ディフェロキ
サミンは脂質過酸化を介した非アポトーシス細胞死であるフェロトーシスの阻害剤である。ま
た，鉄代謝の恒常性破綻によりフェロトーシスが誘導されることから（Chen X.et al., Front. 
Cell Dev. Biol., 2020），酸化脂肪酸による HL-60 細胞の細胞死において鉄依存性のフェロト
ーシスの関与が示唆された。 
 
③ DHA と OxDHA で処理した 293T 細胞で生じる細胞死について解析した結果，アポトーシス阻
害剤 zVAD-fmk とフェロトーシス阻害剤フェロスタチン-1 よって有意に抑制された。したがっ
て，酸化脂肪酸はアポトーシスとフェロトーシスの両方を誘導することが示唆された。また，
OxDHA処理した293T細胞内において著しい脂質ラジカルの増加が確認された。これらの結果は，
酸化脂肪酸によって誘導される 293T 細胞の細胞死において，脂質ヒドロペルオキシドから生じ
た脂質ラジカルが重要な役割をしていることを示唆する。また，細胞内の脂質ヒドロペルオキシ
ドによってアポトーシスやフェロトーシスが誘導されると考えられる。 
 
④ DHA や EPA と比較すると不飽和度の低い LA を用いて，HL-60 細胞の脂質ヒドロペルオキシ
ドに対する感受性を確かめた。その結果，脂質ヒドロペルオキシド量の指標である過酸化物価
（Peroxide Value; PV）に依存した細胞生存率の低下が確認された。この結果は，LAにおいて
も脂質ヒドロペルオキシドが細胞死を誘導することを示唆する。近年，小胞体に存在するオキシ
ドレダクターゼによって特定のリン脂質ヒドロペルオキシドが産生され，それによりフェロト
ーシスが誘導される (Zou Y.et al., Nat. Chem. Biol., 2020)。したがって，あらゆる細胞死
シグナル経路において，脂質ヒドロペルオキシドがハブ的な役割をしていると考えられる。 
 

(2) 脂質ヒドロペルオキシドにより誘導される細胞死 
① 生体膜脂質過酸化を介した細胞死の詳細を明らかにするため，脂肪酸や酸化脂肪酸を用い
た実験に加え，脂質ヒドロペルオキシドである TBHP を用いた実験を実施した。TBHP 処理した
293T 細胞または COS-7 細胞において生じる細胞死は，zVAD-fmk によって抑制されなかったこと
から，非アポトーシス細胞死であることが確かめられた。また，フェロトーシス阻害剤であるデ
ィフェロキサミン，フェロスタチン-1，α-トコフェロール（ビタミン E）前処理により，その細
胞死が有意に抑制された。これらの結果から，TBHP によって誘導される細胞死はフェロトーシ
スであると考えられる（未発表）。 
 
② 脂質ヒドロペルオキシドにより誘導される細胞死の効果的な阻害方法を見つけるべく，α-
トコフェロールの化学的特性に注目して細胞死への影響を確かめた。α-トコフェロールのコロ
イド粒子サイズを小さくすることにより，細胞死抑制活性が有意に増強した。また，シクロデキ
ストリンに包接したα-トコフェロールは，α-トコフェロールよりもミトコンドリアを保護し，
著しく細胞死を抑制した。さらに，シクロデキストリン包接α-トコフェロールは細胞膜脂質過
酸化と細胞内グルタチオン量減少を有意に軽減させた（未発表）。これらの結果から，脂質ヒド
ロペルオキシドによる細胞死において，細胞膜脂質過酸化に加えてミトコンドリアを含むオル
ガネラ損傷やグルタチオン代謝系が関与していると考えられる。 
 
③ 脂質過酸化を介した細胞死における形態的変化を解析した結果，パイロトーシス様の特徴
的な形態変化を観察した。また，抗酸化物質を含むフェロトーシス阻害剤は，これらの形態変化
を抑制した。近年，フェロトーシスにおける細胞膨潤に関する研究が盛んであり，細胞膜の孔形
成が発見されている（Pedrera L. et al., Cell Death. Differ., 2020，Riegman M.et al, Nat. 
Cell Biol.,2020）。本研究の細胞死においても細胞膜孔形成に関与する経路が活性化している
と推測される。 



④ 不良タンパク質が増加する神経変性疾患と脂質ヒドロペルオキシドとの関係を調査した。
その結果，TBHP や酸化脂肪酸で処理した細胞内において，不良タンパク質が有意に増加した。
また，フェロトーシス阻害剤（ディフェロキサミン，フェロスタチン-1）とグルタチオンの前駆
体（N-アセチルシステイン）が，細胞内不良タンパク質蓄積を軽減した。これらの結果は，OxDHA
によって誘導される細胞死において，脂質ヒドロペルオキシドが不良タンパク質含む凝集体を
蓄積させることを示唆する。この細胞死の結果もしくは原因として細胞内のタンパク質の恒常
性が破綻している可能性が考えられる。 
 
(3) 金属化合物により誘導される細胞死 
① 上記で示すように，脂質ヒドロペルオキシドによる細胞死は，鉄や銅などの金属が触媒する
酸化反応，細胞内グルタチオン量の低下，ミトコンドリアを含むオルガネラ損傷を介して引き起
こされる。有機ビスマス化合物はがん細胞に対し細胞内グルタチオン量を低下させ，濃度依存的
にアポトーシスと非アポトーシスを誘導する（Iuchi K., et al., Biochem. Pharmacol., 2008）。
このように，有機ビスマス化合物は脂質ヒドロペルオキシドと同様の生物活性を有する。そこで，
ビスマス化合物を酸化剤として利用して，細胞内の脂質過酸化および細胞死を解析した。その結
果，ビスマス化合物の濃度依存的に脂質過酸化を介した非アポトーシス細胞死が誘導された
（Iuchi K., et al., Anti-Cancer Drugs, 2020）。また，DLD-1 細胞や 293T 細胞にオートファ
ジーを誘導した。これらの結果から，細胞内において生じた酸化ストレスによって，細胞膜の脂
質過酸化，グルタチオン合成系の恒常性の破綻，オートファジーなど様々なシグナル経路が同時
に活性化されていると考えられる（未発表）。 
 
② フェロトーシスにおいて，Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2（NRF2）と Kelch-
like ECH-associated protein 1 （KEAP1）が重要な役割を果たす。ある種の酸化脂肪酸は KEAP1
に結合することで，NRF2 が KEAP1 から解離して核内に移行し，転写因子として機能する。NRF2
活性化によりグルタチオン合成系酵素発現が誘導されるため，その結果として炎症や細胞死が
抑制される。一方で，ある一定以上の酸化脂肪酸を処理したマクロファージでは，NRF2 は活性
化されずに細胞死が誘導される。ビスマス化合物も酸化脂肪酸同様に NRF2 を活性化させた。ま
た，ある一定以上の濃度において NRF2 の活性化を伴わない細胞死が誘導された(Iuchi K., et 
al., Biomed. Pharmacother., 2020）。 
 
【まとめ】 
不飽和脂肪酸の酸化を介して誘導される細胞死において，脂質ヒドロペルオキシド(LOOH)の

関与が確かめられた。また，細胞内に存在する鉄がその細胞死に重要であることが示唆された。
さらに，アポトーシスに加えて，近年注目を浴びる生体膜の脂質過酸化を介した非アポトーシス
細胞死のひとつであるフェロトーシス経路の関与が示唆された。図のように，脂質ヒドロペルオ
キシドを中心として，オルガネラを介した細胞死のシグナル伝達ネットワークモデルが考えら
れる（Iuchi K et al., Biology, 2021，Iuchi K, アグリバイオ, 2021）。これらの結果は，脂質
過酸化を介した複雑な細胞死機構の解明において有用であると同時に，酸化ストレス関連疾患
の新たな治療法の開発に役立つと考えられる。 

 
図 不飽和脂肪酸から産生した脂質ヒドロペルオキシドによる細胞運命決定シグナル経路 

（Iuchi K et al., Biology, 2021 ②より引用し抜粋） 
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