
山形大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１５０１

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

認知症予防の実現に向けた食品成分のPDI脱SNO化作用に関する学術基盤の構築

The development of dementia prevention by the S-nitrosylated PDI de-modification
 effecct using food componets.

２０５８０６４０研究者番号：

小倉　次郎（Ogura, Jiro）

研究期間：

２０Ｋ０５８７３

年 月 日現在  ５   ６ １２

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：Protein disulfide isomerase (PDI) はタンパク質のS-S結合形成を触媒し、タンパ
ク質の立体構造を作る役割を担う。神経変性疾患患者の脳では、PDIがS-ニトロシル (SNO) 化され、これが異常
タンパク質の蓄積の原因とされる。そこで、本研究ではPDIの脱修飾により認知機能の低下抑制作用を発揮する
食品成分の同定を試みた。糖負荷およびグルタチオン枯渇による神経変性モデル細胞をフラボノイド配糖体であ
るネオヘスペリジンで処理したところ、SNO化PDIが脱修飾され、神経変性が抑制された。このことから、ネオヘ
スペリジンは認知機能の低下抑制作用を有する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Protein disulfide isomerase (PDI) catalyzes the S-S bond formation of 
proteins and plays a role in folding the three-dimensional structure of proteins. In the brains of 
patients with neurodegenerative diseases, PDI is S-nitrosylated (SNO), resulting in the accumulation
 of abnormal proteins. In this study, I attempted to identify food components that inhibit the 
decline in cognitive function by demodifying SNO-PDI. In glucose-loaded neurodegeneration model 
cells and glutathione-depleted neurodegeneration model cells, neohesperidin, a flavonoid glycoside, 
demodified SNO-PDI and inhibited neurodegeneration. This suggests that neohesperidin may have an 
inhibitory effect on cognitive function decline.

研究分野：食品科学

キーワード： 認知症　フラボノイド　PDI　タンパク質修飾　酸化ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、寿命の延伸に伴う高齢化の進展が問題となっているが、その問題の一つに寿命と健康寿命の差、すなわち
日常生活に制限のある期間が一向に改善されないことが挙げられる。2019年に行われた国民生活基礎調査 (大規
模調査) において要介護となった原因のトップは認知症であり、その予防法の確立は喫緊の課題といえる。本研
究により見出されたネオヘスペリジンを含めたフラボノイドルインの有用性について、in vivoでの検証など更
なる解析を加えることで、社会的課題を解決するbreak thoroughとなることが期待される。

※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 
 高齢化の進展とともに認知症患者数は増加の一途を辿り、現在では本邦で 500 万人、全世界で
5000 万人とも言われ、認知症の克服は 21世紀の最も重大な課題とされる。一方で、認知症の大
部分を占めるアルツハイマー型認知症治療薬の開発は中止が相次ぎ、薬物治療は未だ対症療法
に限られる。この原因として、認知機能の低下を自覚した段階で、既に回復が見込めないほど神
経変性が進行していることが挙げられる。このため、認知症の克服における、予防医療の重要性
は極めて高い。PDI はタンパク質の S-S bond 形成を担うタンパク質である。S-S bond はタンパ
ク質の分子内結合の中で最も強力な結合であり、高次構造の形成に不可欠である (1)。アルツハ
イマー型認知症など、神経変性疾患の主な臨床所見は異常タンパク質の凝集•蓄積であり、認知
機能の低下とタンパク質の folding 異常は密接に関連する。PDI は酸化ストレスにより SNO 化さ
れることが知られ、神経変性疾患患者の脳には SNO 化 PDI が蓄積し、異常タンパク質の蓄積、ひ
いては神経変性の原因とされる (2)。 
一般的に、タンパク質の SNO 化は可逆的修飾のため、抗酸化物質により脱修飾可能である。し
かしながら、PDI の SNO 化部位は U字型の立体構造の底部に位置し、抗酸化物質による脱修飾は
容易ではない (3)。一方、ソバに含有するフラボノイド配糖体ルチンは PDI の SNO 化部位近傍
に結合することが知られ、SNO 化 PDI の脱修飾作用を示す可能性が考えられる (4)。食生活と認
知機能は密接に関連しており、特にフラボノイドを豊富に含む野菜、果物の摂取が認知症発症リ
スクを低下させることが示されている (5)。以上の知見から、フラボノイドをはじめとする食品
由来抗酸化物質のうち、SNO 化 PDI 脱修飾作用を有する化合物を用いることで、認知症の発症予
防が可能となるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では認知症予防の実現を最終目標に、比較的安全性の高い食品成分を利用して、PDI の
脱修飾により異常タンパク質の蓄積を抑制し、認知機能低下の予防を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）使用細胞：ヒト神経芽腫由来 SH-SY5Y 細胞を用いた。糖負荷は high glucose DMEM (4.5 
g/L glucose) で培養することで行った。また、グルタチオン (GSH) 枯渇はグルタミン酸を培
養液 (low glucose DMEM (1.0 g/L glucose)) に 5 mM で加えて、48時間培養することで行っ
た。 
 
（２）細胞増殖能の評価：評価 30分前に MTT 試薬を 0.025%で培養液に加え、30分後に培養液を
除去し、DMSO で細胞を溶解して 570 nm の吸光度を測定することで評価した。 
 
（３）細胞内 GSH 量の評価：既報に従い、Ellman’s method により行った (6)。 
 
（４）細胞内活性酸素種 (ROS) 量の評価：評価 60 分前に DCFH-DA を 10 µM で培養液に加え、
60 分後に培養液を除去し、蒸留水で細胞を溶解して ex485 nm/em525 nm の蛍光強度を測定する
ことで評価した。 
 
（５）SNO 化 PDI 量の評価：既報に従い、Biotin-switch assay により行った (7)。 
 
（６）小胞体ストレスの評価：IRE1のリン酸化を指標として、Western blot により行った。 
 
４．研究成果 
（１）糖質負荷神経変性モデ
ル細胞に対するネオヘスペ
リジンの効果：SH-SY5Y 細胞
をグルコース負荷培地 (4.5 
g/L glucose) で培養するこ
とで神経変性モデル細胞を
作成した。グルコース負荷開
始 28 日目において、細胞増
殖能の低下、PDI の SNO 化、
IRE1のリン酸化が確認され
た。これに対し、グルコース
負荷開始 21 日目よりネオヘ
スペリジン (10 µM) を共存させたところ、SNO 化 PDI 量は減少し (図 1A)、細胞増殖は回復し
た (図 1A)。糖負荷神経変性モデル細胞では糖負荷開始 7日目から SNO 化 PDI 量の増大が確認さ
れたことから (データは示さない)、ネオヘスペリジンは生じた SNO 化 PDI を脱修飾し、神経変
性を抑制することが示唆された。 

図 1．糖負荷神経変性モデル細胞に対するネオヘスペリジン
共存の効果 



（２）GSH 枯渇神経変性モデル
細胞に対するネオヘスペリジ
ンの効果：続いて、糖質負荷と
は異なる神経変性モデル細胞
として、GSH 枯渇神経変性モデ
ル細胞を作成し、ネオヘスペ
リジンの効果を検証した。グ
ルタミン酸 (5 mM) を培養液
に加えて 48 時間後に細胞内
GSH 量が低下し、細胞内 ROS 量
が増加した。この時、PDIのSNO
化が亢進し、IRE1のリン酸化
が生じた。これに対し、ネオヘ
スペリジンを共存させると、
細胞内 GSH 量、細胞内 ROS 量
は変化しなかったが (図 2A，
B)、SNO 化 PDI 量は低下し、
IRE1のリン酸化も抑制さ
れた (図 2C，D)。このこと
から、糖負荷神経変性モデル細胞で得られた示唆と同様に、ネオヘスペリジンは発生した酸化ス
トレスを抑制し、PDI の SNO 化を抑制するのではなく、生じた SNO 化 PDI を脱修飾することで、
神経変性を抑制することが示された。 
 
（３）GSH 枯渇神経変性モデ
ル細胞に対する N-アセチル
システイン (NAC) の効果：
さらに、抗酸化物質として汎
用される NAC の効果を、GSH
枯渇神経変性モデル細胞を
用いて検証した。その結果、
NAC (10 mM) の共存により、
細胞内 GSH 量の回復、細胞内
ROS 産生の抑制が確認された 
(図 3A，B)。しかしながら、
SNO 化 PDI 量は変化せず、
IRE1のリン酸化も抑制され
なかった (図 3C，D)。このこ
とから、特定の抗酸化物質の
みが SNO 化 PDI を脱修飾し、
神経変性を抑制することが
示唆された。また、NAC の共
存により細胞内 GSH 量の回
復、細胞内 ROS 産生の抑制が見られたにも関わらず、SNO 化 PDI 量の増加した原因は、NOラジカ
ルを補足した NAC が SNO 化されて SNO 化 NAC となり、この SNO 化 NAC により PDI が SNO 化され
たためと考えられた。そこで、SH-SY5Y 細胞を SNO 化 NAC で処理したところ、SNO 化 PDI 量の増
加が確認された（データは示さない）。 
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