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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病のサロゲートマーカーとしての 24S－ヒドロキシコ

レステロールの血漿中および脳脊髄液中濃度の GC-MS 定量法を確立した。レビー小体病患者

に応用しアミロイド値と比較したところ、どちらも低濃度の傾向を示した。さらに、24S-ヒ

ドロキシコレステロールが有する細胞毒性を軽減する物質を探索したところ、茶由来のポリフ

ェノールに細胞毒性の軽減効果が認められ、アルツハイマー病の新しい治療法の一助として提

案できることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：A simple pretreatment method for the determination of 
24S-hydroxycholesterol as a surrogate marker of Alzheimer disease in human plasma and 
human cerebrospinal fluid by gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS) has been 
developed. It was found a tendency that the concentration levels of 
24S-hydroxycholesterol and amyroid  in plasma with Lewy patients have been decreased. 
Futhermore, we investigate 24S-hydroxycholesterol-mediated cytotoxicity for SH-SY5Y 
cells, and also explore the anti-cytotoxicity agents. We found the polyphenols from 
Japanese tea have an anti-cytotoxicitic effect. 
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１．研究開始当初の背景
（1）アルツハイマー病バイオマーカー
わが国における認知症の高齢者数は約 150

万人と推定され、そのうち 60～70 万人がア
ルツハイマー病ではないかと考えられてい
る。高齢化が進む中で今後ますます増えるこ
とが予想され、社会的にも大きな問題となっ
てくると思われる。アルツハイマー病は、コ

リンエステラーゼ阻害剤のドペネジルによ
る治療を行うことにより症状の進行を防ぐ
ことができるが、これは早期の段階で有効と
されるため、早期診断、早期治療が必要とさ
れる。アルツハイマー病の病理的特徴として
アミロイド β蛋白（Aβ42）が蓄積した老人斑、
リン酸化タウ蛋白が蓄積した神経原繊維変
化が挙げられ、アルツハイマー病のマーカー
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となるが、アルツハイマー病との相関性は必
ずしも証明されてはいない。その他アルツハ
イマー病のバイオマーカーとして、近年では、
コレステロール代謝物である 24S-ヒドロキ
シコレステロールが報告されているが、詳細
は不明である (Fig. 1, 2) 。 

（2）24S-ヒドロキシコレステロールの細胞毒
性 

アルツハイマー病による脳の退化は、神経
細胞中の CYP46A1 の減尐により、
24S-hydoroxylase の低下を引き起こし、24S-

ヒドロキシコレステロールの脳からの排出
を減尐させ、さらに血中の 24S-ヒドロキシコ
レステロールが減尐すると考えられる。一方
で、アルツハイマー病の中期では、上昇する
という報告もあり、24S-ヒドロキシコレステ
ロールがどのようにアルツハイマー病と関
わっているのか定かではない。そのため、本
研究で 24S-ヒドロキシコレステロールを中
心としたコレステロール代謝物がアルツハ
イマー病とどのように関わっているか明ら
かにする。 

また 24S-ヒドロキシコレステロールの細
胞毒性が報告されており、さらに Aβ42 の蓄積
は中枢毒によるものといわれており、24S-ヒ
ドロキシコレステロールの毒性とアルツハ
イマー病発症がどのように関わっているか
検討する。 

 

２．研究の目的 

（1）24S-ヒドロキシコレステロールとアルツ
ハイマー病との関わりを探るために、24S-ヒ
ドロキシコレステロールの GC-MS 定量法を
確立し、脳脊髄液および血漿中濃度測定へ応
用する。さらに、アルツハイマー病に特徴的
とされる Aβ42 と比較し、アルツハイマー病と
の関連性を検討する。 

（2）24S-ヒドロキシコレステロールの細胞毒
性を確認し、細胞毒性を軽減する物質を提案
し、新規アルツハイマー病治療の提案を行う。 

 

３．研究の方法 

（1）血漿中および脳脊髄液中の 24S-ヒドロ
キシコレステロールの定量法の確立と検体
への応用 

 血漿 500 μL に、メタノールおよび 10 mol/L

の水酸化カリウム溶液を添加し、室温で 1 時
間攪拌しながらケン化反応を行い、リン酸で
中和した。そこに水およびヘキサンを加え、
溶媒抽出を行い、ヘキサン層を分取後、固相
抽出（SI カートリッジ）を行い、ヒドロキシ
コレステロールを抽出した。トリメチルシリ
ル誘導体化後、GC-MS を用いて定量を行った
（Fig 3.）。 

 
 この確立した方法を用いて、健常人の血漿
検体へ応用し、非脳神経変性疾患患者および
アルツハイマー病と同じ脳神経変性疾患で
ある Lewy 小体病患者の脳脊髄液検体に応用
した。さらに、アルツハイマー病のサロゲー
トマーカーとして知られているアミロイド
β42 を ELISA 法で定量し、24S-ヒドロキシコ
レステロールと比較した。 
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Fig. 2 脳内におけるアルツハイマー病

発症とコレステロール類の関係 

Fig. 1 脳内 24S‐ヒドロキシコレステロ

ールの挙動 

Fig 3 血漿前処理法 
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（2）24S-ヒドロキシコレステロールの細胞毒
性と毒性軽減効果物質の探索 

ヒト神経芽細胞腫由来の SH-SY5Y 細胞を用
いて、24S-ヒドロキシステロールの細胞毒性
を経時的に検討した。細胞毒性の陽性コント
ロールとして 7-ケトコレステロールを用い
た。5×10

4
 cells の細胞にヒドロキシコレステ

ロール類を添加し、48 hr 培養後、生細胞を測
定した。生細胞の確認には、cell counting kit-8

を用いて生成されるホルマザンを 450 nm の
吸光度で測定した。さらに、この系にカテキ
ン類 (Fig. 4) あるいはスタチン系薬物 (フル
バスタチン、シンバスタチン、アトルバスタ
チン、プラバスタチン、ロバスタチンおよび
ピタバスタチン) を添加し、細胞毒性軽減効
果を検討した。 

 
４．研究成果 
（1）血漿中および脳脊髄液中の 24S-ヒドロ
キシコレステロールの定量法の確立と検体
への応用 

検体中のエステル型ヒドロキシコレステ
ロール類をすべて遊離型にするためのけん
化反応は、10 mol/L 水酸化カリウム水溶液を
用いることで、内容積 50 mL のガラス製共栓
付円錐遠心管内で実施できた (Fig. 5) 。けん
化後の遊離コレステロール及び遊離ヒドロ
キシコレステロール類の抽出溶媒に n-ヘキ
サンを用いることで抽出を容易にし、その後
の固相抽出操作を連続して行うことが可能
であった。固相抽出にシリカカートリッジを
用いることで多量のコレステロールとヒド 
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Fig. 4 細胞毒性の軽減効果の検討に用いた

カテキン 

Fig. 5 24S-ヒドロキシコレステロールのけ

ん化反応条件の検討 
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Fig. 6 ヒドロキシコレステロールのクロ

マトグラムとマススペクトル 

Table 1 固相抽出の各画分に溶出されるコ

レステロールとヒドロキシコレステロール

の割合 

102.8+19.6118.5+20.45.2+1.9
(ethylacetate

/hexane=1/2)
F2

0.4+0.21.0+0.9122.1+13.9
(ethylacetate

/hexane=1/7) 
F1

000(hexane)F0

2OH

107.1+28.074.6+13.06.4+0.8
(2-propanol/

hexane=30/70)
F2

0.3+0.414.6+0.3106.8+9.5
(2-propanol/

hexane=0.5/99.5)
F1

000(hexane)F0

SI

105.4+30.999.3+18.95.1+2.9(ethylacetate)F2

0.03+0.060.03+0.0696.9+8.8
(ethylacetate

/hexane=10/90) 
F1

000(hexane)F0

SI

000(ethylacetate)F2

99.4+3.5101.9+13.591.7+14.2
(ethylacetate

/hexane=1/99) 
F1

009.6+4.5(hexane)F0
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F1

000(hexane)F0

CN-U

103.1+19.696.3+19.6113.1+15.6(ethylacetate)F2

002.8+10
(ethylacetate/

hexane=5/95) 
F1

000(hexane)F0

NH2

27OHC24OHCCFraction (solvent)*Cartridge
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* F0: sample load fraction, 2 ml; F1: fraction 1, 2 ml; F2: fraction 2, 2 ml

Abbreviations; Cholesterol: C, 24S-hydroxycholesterol: 24OHC, 7-hydroxycholesterol: 

27OHC, NH2: Aminopropyl, CN-U: Cyanopropyl(unendcapped), CN-E: (Cyanopropyl-

endcapped), FL: Florisil, SI: Sillica, 2OH:Diol



 

 

ロキシコレステロールを分離することがで
きた (Table 1) 。内標準物質は、市販の 24S-

ヒドロキシコレステロールの重水素体を用
いるとマスフラグメントが重なるため、27-

ヒドロキシコレステロールの重水素体を用
いることで定量可能となった (Fig 6) 。さら
にこの測定法を健常人血漿に応用したとこ
ろ、57.70 + 18.16 ng/mL (n=20)とこれまで報告
されている濃度とほぼ同様の値を示した。さ
らに、非脳神経変性疾患およびびまん性 Lewy

小体病患者の脳脊髄液中 24S-ヒドロキシコ
レステロール定量に応用し、A42 濃度と比較
したところ、どちらもびまん性 Lewy 小体病
患者のほうが低値を示した (Table 2) 。以上
より、24S-ヒドロキシコレステロール濃度は、
脳疾患と何らかの関連があることが示唆さ
れた。 

 
（2）24S-ヒドロキシコレステロールの細胞毒
性と毒性軽減効果物質の探索 
 ヒト神経芽細胞腫由来の SH-SY5Y 細胞を
用いてヒドロキシコレステロールの細胞毒
性を検討したところ、24S-ヒドロキシコレス
テロール (50 M) 添加 18 時間後には、すで
に生存率が 30%以下と、強い細胞毒性が認め
られた。また、細胞毒性の報告がある 7-ケト
コレステロールでも添加 24 時間後に生存率
が 30%と細胞毒性が認められた (Fig. 7)。 

 

さらにこの系に、スタチン系薬物 6 種を添
加し、細胞毒性軽減効果を検討したが、大き
な細胞毒性の軽減効果は認められなかった 
(Data not shown) 。茶由来のポリフェノール 7

種についても同様に検討を行ったところ、エ
ピカテキン、エピカテキンガレート、エピガ
ロカテキンガレート、カテキン、ダイゼイン
およびヘスペリチンに 24S-ヒドロキシコレ
ステロールによって引き起こされる細胞毒
性を軽減する効果が認められた (Fig. 8) 。 

 
脳内で合成され、アルツハイマー病と関係

のある 24S-ヒドロキシコレステロールのも
つ細胞毒性に対して、茶由来のポリフェノー
ルに細胞毒性を軽減する効果が認められ、ア
ルツハイマー病の新しい治療法の一助とし
て提案できることが示唆された。 
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Fig. 7 オキシステロールの経時的細胞毒性 
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