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研究成果の概要（和文）：特異な脂肪酸の一つであるエレオステアリン酸（ESA）の神経細

胞死のメカニズムを解明するために，各種阻害剤およびノックダウン実験を行った。その

結果，ESA は形態学的には，典型的なアポトーシス様（細胞の縮小，核の凝集，アポトー

シス小体）を示したが，カスパーゼ非依存性でかつ PARP-1 の活性化や DNA 酸化的損傷

を伴うことなく AIF (apoptosis-inducing factor) の核移行および ERK (extracellular 

signal-regulated kinase)リン酸化依存的に細胞死を誘導した。この細胞死は ERK の阻害やト

コフェロール存在下で完全に抑制された。 

 
研究成果の概要（英文）：In order to clarify the mechanisms by which eleostearic acid (ESA) 

induces neuronal cell death, cell viability assay was performed using various inhibitors and RNA 

interference for apoptosis-related molecules such as MEK, PARP-1, AIF. ESA induces apoptotic 

cell death morphologically. However, activation of caspase and PARP-1, and DNA damage were 

not observed. AIF migrates from mitochondria to the nucleus upon ESA stimulation.  ERK is also 

phosphorylated by ESA. The cell death is blocked by the inhibition of MEK and antioxidant 

tocopherol.  
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１．研究開始当初の背景 

 
2004，2005 年に 19 名の死者が出たス

ギヒラタケ摂取が原因と考えられる急性脳
症の原因物質を解明する研究が各研究者に
よって行われ，これまでにいくつかの成分
が単離された。低分子化合物では，脂肪酸
や異常アミノ酸が報告されている。しかし
ながら，脳症に関係があると思われる物質

はその後の研究でも見出されていない。 
そこで，急性脳症が発症した 2004，

2005 年に各地から採取したスギヒラタケ
について，日本国内の各産地から集めたス
ギヒラタケのメタノール抽出エキスを調整
して細胞毒性を調べたところ，シイタケ，
マイタケ，シメジなどの食用キノコはいず
れも細胞毒性を示さなかったのとは対照的
に，スギヒラタケはどの産地のものも細胞
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毒性を示した。さらに，その細胞毒性が単
にネクローシスを起こしているのではなく，
典型的なアポトーシスを起こしていること
が形態学的観察からも明らかになったこと
から，スギヒラタケ中には尐なくとも何ら
かのアポトーシス性の細胞毒性成分を含有
しているものと考え，in vitro スクリーニ
ングの実験を実施して細胞毒性成分として
ESA を単離した。この ESA はこれまでと
は異なる細胞死のメカニズムを示すことが
示唆されたため，その細胞毒性のメカニズ
ム解明を目的に研究に着手した。 
 

２．研究の目的 

 

  スギヒラタケ（学名：Pleurocybella 
porringens）摂取後に原因不明の脳症にな
り，２０名近い死者がでた健康被害が発生
し，その原因物質の解明のために多くの検
討を行ったが，原因物質の特定には至らな
かった．しかしながら，その研究過程にお
いて，これまでに神経細胞モデルPC12細胞
（rat pheochromocytoma cells）を用いた
研究過程で，細胞毒性を示す成分として共
役型トリエン脂肪酸ESAを見出し，これが
カスパーゼ非依存的な経路でアポトーシス
様の細胞死を誘導することが分かった．そ
して，この共役型トリエン脂肪酸ESAはス
ギヒラタケ以外のキノコには含有されてい
ないこと，スギヒラタケ中には8～170  g/g 
dry含有されていることがHPLCでの分析
結果から明らかになった．さらに，構造が
類似している非共役トリエンや共役ジエン
は，同じ濃度でアポトーシスを誘導せず，
脂肪酸間での構造活性相関も興味深いと考
えられる．したがって，神経系細胞におけ
る共役型トリエン脂肪酸のアポトーシス様
細胞死の作用機序の解明は，脳症との関わ
りを科学的に明らかにするだけではなく，
いまだ不明な点の多い神経細胞におけるプ
ログラム細胞死の仕組みを明らかにする上
でも興味ある知見を与えるものとして極め
て重要であると考えられる．平成21，22年
度の研究から，共役型トリエン脂肪酸はこ
れまで報告されているアポトーシス経路と
は全く異なる機構で働いていることが示唆
されたため，その詳細を明らかにすること
を目的に研究に着手した。 
 
 
３．研究の方法 
          
  PC12 細胞を用いた in vitro スクリー
ニングにより単離・精製した ESA につい
て以下のように検討した。 
  マウス，ラット，ヒトの培養神経細胞
であるNG108-15, PC12, SH-SY5Y細胞お

よびラット初代培養細胞を用いて検討した。 
（１）NG108-15, PC12, SH-SY5Y の各種
細胞を，Br-cAMP, NGF, RA で分化誘導し
たのちに ESA を添加して細胞毒性を調べ
た。細胞毒性は，WST 法を用いて行った。
各種阻害剤による細胞死の阻害効果は，
ESA 添加 1時間前に阻害剤で前処理するこ
とで同様に WST 法で行った。 
 
（２）ERK1/2 のキナーゼである MEK1/2

阻害剤で完全に ESA による細胞死を抑制
できることが分かったので，次に MEK1/2

の siRNA による遺伝子ノックダウン実験
を行った。 
 
（３）MEK1/2 以外にも細胞死に関連する
分子である AIF, PARP-1, Drp-1, DAPK-1, 
Cyclophilin A の siRNA によるノックダウン
実験を行い，詳細なシグナル伝達機構の解
析を行った。また，細胞内局在を明らかに
するために，免疫染色法により染色して，
蛍光顕微鏡あるいはレーザー共焦点顕微鏡
で解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
  共役トリエン脂肪酸 (eleostearic acid, 
ESA) およびそのメチルエステル体を用い
てアポトーシス誘導メカニズムについて検
討 し た。 ESA は 神経 細 胞株 PC12, 
SH-SY5Y, NG108-15 細胞に対して低濃度
でアポトーシスを誘導したが，神経細胞以
外の細胞では細胞死を誘導しなかった。ま
た，脂肪酸の中でも，共役 2 重結合を 3 つ
以上を有する脂肪酸のみがアポトーシスを
誘導した。そのメカニズムを解明するため
に，各種阻害剤を用いて ESA による細胞
死の抑制効果を検討したところ，MAPK の
ひとつ ERK の阻害剤で完全にアポトーシ
スが抑制されることが，また，ESA 刺激で
はカスパーゼ３／７の活性化が起こらない
こと，AIF (apoptosis-inducing factor) が
ミトコンドリアから核に移行することが分
かった。ESA 刺激によりウェスタンブロッ
ト解析から ERK のリン酸化（活性化）が
見られたが，カスパーゼ３の活性型のバン
ドは検出されなかった。一方，レーザー共
焦点顕微鏡を用いたタンパク質局在につい
て調べたところ，AIF は脂肪酸 ESA 刺激
で核に移行すること，ERK もリン酸化に伴
い核に移行することが判明した。さらに，
総 DNA を抽出し，パルスフィールド電気
泳動で解析したところ，アポトーシスに典
型的な DNA 断片化は観察されなかったが，
40-50kbase 付近に，AIF によるものと考
えられる DNA 断片が見られた。同様のメ



カニズムで細胞死を起こす MNNG（DNA
アルキル化剤）や，NMDA 刺激を介した
場合に見られるAIF活性化に伴うPARP-1
分子の活性化が ESA 刺激では見られず，
同じカスパーゼに依存しないアポトーシス
でありながらメカニズムは異なることが強
く示唆される。この結果は，これまでには
見出されていないアポトーシス経路がまだ
存在することが考えられ，その機構を明ら
かにするためにさらに検討を行った。 
 

ESA刺激により cytochrome-cの遊離や
Bax のミトコンドリアへの局在および DNA 損
傷や PARP-1の活性化を伴わなずに AIFの
ミトコンドリアからの遊離とそれに続く核移行を
誘導することが判明し，これまでにない作用機
構で進行する非カスパーゼ依存性細胞死の
機構を明らかにする目的で，AIF の遊離を誘
導する分子が何であるかを突き止めるために
細胞死関連分子について検討した 。
Death-associated protein kinase (DAPK)
は，セラミド刺激など細胞死刺激により活
性化されるキナーゼであるが，WT および
kinase-dead DAPK-K42Amutant を用い
た実験から ESA 刺激による細胞死には
DAPK は関与しないと考えられた。また，
ミトコンドリア分裂が細胞死を誘導する因
子の放出を促進することがこの細胞死に関
与しているかを調べた。Drp1 の阻害剤
Mdivi-1およびDrp1に対する siRNA を用
いた検討から，分裂阻害により長くつなが
ったミトコンドリアが確認され，分裂阻害
ｗｐ誘導しても ESA 刺激による細胞死を
阻害しなかったことから，ミトコンドリア
分裂の抑制も重要ではないことが判明した。
さ ら に ， Cyclophilin A や リ ン 酸 化
histone-H2AX の核での AIF との共局在化
が必須と報告されていたことから検討した
が，Cyclophilin A siRNA においても細胞
死阻害効果が全く認められず，また ESA
刺激ではリン酸化 histone-H2AX そのもの
が観察されなかった。また，細胞質および
核に局在化するAIFの deletion mutantで
あるN102AIF-GFP を発現させて同様の
検討を行った。その結果，ESA 刺激しない
条件での実験からN102AIF-GFP の強い
核移行および Cyclophilin A の局在化にも
関わらず細胞死は見られず，ESA 刺激が必
要であった。 

以上の結果から，ESA により誘導され
る細胞死はカスパーゼ非依存的であるだけ
でなく，これまで必須と考えられてきた
cyclophilin-A や H2AX リン酸化および
PARP-1 の活性化が一切必要ではない新し
いメカニズムで進行していると考えられた。
どのような分子がこの ESA による細胞死
に重要であるかを明らかにすることはでき

なかったが，新しい細胞死のメカニズムが
存在すること，共役型不飽和脂肪酸のみが
その細胞死を誘導することを今回新たに明
らかにしたことは大変意義深いと考えられ
た。また，AIF に対する siRNA を用いた
ノックダウンや抗 AIF 抗体を用いた結果
からも，この ESA による細胞死は，AIF
が中心的な役割を果たしていると考えられ
た。今後もさらに検討を行いたい。 
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