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研究成果の概要（和文）：本研究では、まず各脂質のエステル型オキシリピン（OXL）を網羅的に解析できる方
法を構築した。本法を用いてアルツハイマー病（AD）者やモデルマウスの脳の解析を行なった。その結果、AD後
期の脳において中性脂質に結合したDHA由来のOXLが健常者と比較して優位に減少していることが明らかになっ
た。一方で、AD初期の脳ではいくつかのリン脂質に結合したOXLが、認知機能低下に影響を与えていることが分
かった。これらのことから、エステル型OXLがAD発症及び、その病態変化に重要であることが分かった。そこ
で、いくつかのエステル型OXLの標準品を有機合成し、さらにその分析法を構築し、実際の脳での分析を達成し
た。

研究成果の概要（英文）：First, we developed the method that can comprehensively analyze the 
esterified oxylipin (OXL) of each lipid including neutral lipid and phospholipid. Using this method,
 esterified OXL in brains from Alzheimer's disease (AD) patients and model mice was analyzed. As a 
result, phospholipid-derived esterified OXL may be involved in cognitive decline in the onset of AD.
 Furthermore, esterified OXL (particularly epoxide) derived from neutral lipid was significantly 
reduced in the late AD brain as compared with the healthy brain. Therefore, it was suggested that 
esterified OXL be closely related to the AD　onset and its pathological change. Then, we organically
 synthesized several esterified OXL standards, developed those direct analysis method, and confirmed
 that esterified OXLs certainly exist in the brain.

研究分野：食品科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会が進む現在、アルツハイマー病などの神経変性疾患の予防は喫緊の課題であり、食品機能性成分によ
る予防が国内外で盛んに検討されている。本研究では、DHAやEPA摂取による神経変性疾患発症予防メカニズムの
解明を最終目的に、これらの実際の脳における代謝物であるOXLの存在形態および疾患への関与を明らかにし
た。本研究成果により、闇雲にn-3系多価不飽和脂肪酸を摂取するのではなく、より効率的な摂取方法を講じる
ことができると期待される。食品からのn-3系多価不飽和脂肪酸の摂取による神経変性疾患予防への期待は大き
く、本研究の社会的意義と波及性は大きい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会が進む現在、認知症
などの神経変性疾患の予防は喫
緊の課題であり、食品機能性成分
による予防法の開発が国内外で
盛んに検討されている。アルツハ
イマー病（AD）などの神経変性疾
患の予防に有効と考えられる食
品機能性成分として、ドコサヘキ
サエン酸（DHA）やエイコサペン
タエン酸（EPA）などの n-3 系多
価不飽和脂肪酸（PUFA）が挙げら
れるが、摂取されたこれらの一部
はオキシリピン（OXL；酸化
PUFA）へと代謝され、脳内で神経
保護作用を発揮すると考えられ
ている。従来 OXL は遊離型とし
て存在し、種々の機能性を発揮し
ていると考えられてきたが、我々はこれまで脳中 OXL の大半（〜90％）がエステル型 OXL（脂
質に結合した OXL）として存在している可能性を見出した。さらに虚血状態（認知症患者の脳
は虚血状態にあると言われている）のラット脳では、DHA 由来のエステル型 OXL が特異的に減
少していることを明らかにし、DHA の神経保護作用メカニズムの解明には、新たな代謝物であ
るエステル型 OXL が関与していると考えられた。また我々独自の極めて重要な知見として、実
際にヒト脳を扱った試験でも、アルツハイマー病においてエステル型 OXL が減少している可能
性を見出した。こういった背景から、神経変性疾患におけるエステル型 OXL の存在（変動）量
の精確な把握と機能解明は、DHA や EPA などの PUFA の生体内での活性本体とその機能を解明
に極めて重要であると考えられる（図 1）。現在、神経変性疾患の治療は薬剤をもってしてもな
お難しい状態である。食品からの DHA 摂取による神経変性疾患予防への期待は大きく、本研究
の社会的意義と波及性は大きい。 
 
２．研究の目的 
これでまでにエステル型 OXL の精密な分析法は構築されておらず、その存在形態（どういった
脂質にエステル結合しているか）や、疾患との関わりはほとんど解明されていない。そこで、本
研究では、エステル型 OXL の存在形態と神経変性疾患への関与を明らかにすることを目指した。
本研究成果は、神経変性疾患の発症メカニズムの解明や DHA や EPA 摂取による疾患発症の予
防に繋がると期待される。 
 
３．研究の方法 
（1）エステル型 OXL の網羅的定量法の構築 
 エステル型 OXL の研究が進んでいなかっ
た理由の一つとして、その分析の困難さが挙
げられる。エステル型 OXL は分子種（異性体
含め百種類以上）および、結合する脂質クラス
を考慮すると、その種類は膨大になり高精度
な分析は難しい。そこで、まず本研究では、エ
ステル型 OXL の網羅的解析法の構築を行っ
た。エステル型 OXL として、リン脂質（PL）
または中性脂質（NL；トリグリセリドとコレ
ステロールエステルを含む）に結合した OXL
（それぞれ PL-OXL、NL-OXL）を対象とした。
まず、Folch 法により脳の総脂質を抽出し、PL-
OXL、NL-OXL および遊離型 OXL を分画でき
る条件を決定した（図 2）。PL-OXL および NL-
OXL を含む画分をアルカリ加水分解処理し、
得られた OXL を LC-MS/MS で測定すること
で、PL-OXL、NL-OXL を定量した。また、遊
離型 OXL を含む画分も同様に OXL を LC-
MS/MS で測定した。 
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図 1) 本研究の概略 

図 2) 抽出条件 



 

 

 
（2）ヒト AD 者および ADモデルマウスの脳中エステル型 OXL の解明 
（1）で構築された方法を用いて各種生体サンプル（ヒト AD 者や ADモデルマウスの脳）の解
析を行なった。ヒトサンプルに関しては、ヒト AD 者と健常者の前頭葉を用いた。モデルマウス
に関しては 7ヶ月齢の ADモデルマウスおよび野生型（C57BL/6J, n=17）マウスを Y字迷路試験
にて認知機能を評価した後、脳を回収し、分析に用いた。 
 
（3）エステル型 OXL の直接定量法の構築 
PL-OXL として、Phosphatidylcholine（PC）に結合した  DHA 由来のヒドロペルオキシド
（hydroperoxyl docosahexaenoic acid; HpDHE）を対象とし、マウス脳の解析を行なった。なお、
PC-HpDHE の MS/MS には、ヒドオペルオキシ基の位置に特異的に生じるプロダクトイオンを
用いた仮想Multiple Reaction Monitoring（MRM）モードを用いた。NL-OXL に関しては、コレス
テロール（Chl）にエステル結合した DHA 由来のエポキシド（epoxydocosapentaenoic acid; EpDPE）
を対象に直接分析法を構築した。まず、DHA を m-chloroperbenzoic acid 存在下で反応し、合成し
た EpDPE を、コレステロールにエステル化し標準品を得、順相カラムを用いて LC-MS/MS にて
分析した。 
 
４．研究成果 
（1）エステル型 OXL の網羅的定量法の構築 
 本研究では、まず各脂質のエステル
型 OXL（NL-OXL、PL-OXL）を網羅的
に解析できる方法を構築した。固相抽
出を用いて、精製されたそれぞれの PL
および NL を含む画分を精製できる条
件を決定し（図 2）、それぞれの画分を
加水分解することで NL-OXL、PL-OXL
を得た。なお、図 3 に示すようにそれ
ぞれの NL、PL画分に遊離型 OXL がコ
ンタミネーションしていないことが確
認された。また、塩基条件下で分解する
プロスタグランジン類を除いた 62分子
種（エポキシド類、ヒドロキシ類、ロイ
コトリエン類を含む）のエステル型
OXL を高精度に分析できることが確認
された。以って、エステル型 OXL の網
羅的解析法が構築された。 
 
（2）ヒト AD 者および ADモデルマウスの脳中エステル型 OXL の解明 
AD（後期）者の脳において PL-OXL および遊離型 OXL は健常者と比較していずれの OXL も
差がなかったのに対し、NL に結合した EpDPE が健常者と比較して優位に減少していることが
明らかになった。なお、我々は虚血状態（認知症患者の脳は虚血状態にあると言われている）の
ラット脳において、エステル型 EpDPE が特異的に減少していることを明らかにしている。遊離
型 EpDPE は、炎症収束作用を有することや、脳においてニューロンの発達に関与することが知
られている。そのため、AD 者の脳において EpDPE のターンオーバーに NL が関与しているこ
とや、EpDPE が NL にエステル結合し、生理活性が変化することで AD 病態に影響を与えてい
る可能性が考えられた。 
次いで AD 病態初期の AD モデルマウスの脳

中 OXL を解析し、エステル型 OXL または遊離
型 OXL をそれぞれ説明変数に部分最小二乗法
（PLS）回帰を行ったところ、PL-OXL を説明変
数とすると、認知機能を予測できるモデルが得
られた（図 4）。PL-OXL の PLS回帰モデルの回
帰係数を比較したところ、リポキシゲナーゼ由
来の多くの OXL 分子種が正、シトクロム P450
（CYP）由来のものが負の値となり、それぞれ
が認知機能に対して正と負に影響すると考えら
れた。一般的に、LOX 由来 OXL は炎症性作用、
CYP 由来 OXL は抗炎症作用や神経細胞の発達
促進作用が知られていることから、これらが PL
にエステル結合することで活性が変化し、認知
機能に影響を与えている可能性が考えられた。 
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図 4) PL-OXLによる PLS回帰モデル 
説明変数; PL-OXL、目的変数; 認知機能 

P 
 



 

 

 
（3）エステル型 OXL の直接定量法の構築 
図 5 に示すように脳中 PC-HpDHE を解析し
たところ、高感度に検出することができた。
このことから確かに DHA 由来の PL-OXL が
脳に確かに存在することが確認され、生理作
用を担っている可能性が考えられた。Chl-
EpDPE に関しては、合成した標準品の LC-
MS/MS 法が構築された（図 5）。今後、本法
を用いてさらに実際の脳におけるエステル
型 OXL の機能解析が期待される。 
 
研究では、DHA や EPA 摂取による神経変

性疾患発症予防メカニズムの解明を最終目
的に、これらの実際の脳における代謝物であ
る OXL の存在形態および疾患への関与を明
らかにした。本研究成果により、闇雲に n-3
系 PUFA を摂取するのではなく、より効率
的な摂取方法（例えば PL に結合した OXL
として摂取するなど）を講じることができ
ると期待される。 
 
 

図 5) EpDPE-Chl標準品および 
マウス脳の HpDHE-PCのMRMクロマトグラム 
説明変数; PL-OXL、目的変数; 認知機能 
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