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研究成果の概要（和文）： 

コレステロールのオゾン酸化物であるアセロナール類を高感度特異的に分析する方法を開発

した。この方法を用いて、炎症部位においてヒト好中球はオゾン様活性酸素種を産生し、コレ

ステロールを酸化してアセロナール類を生成することを明らかにした。アセロナール類は、生

体の重要なシグナル分子である一酸化窒素の生合成を阻害し、神経細胞などに対して強い毒性

を示すことから、アルツハイマー病などの原因物質である可能性がある。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We have developed a highly sensitive and specific method to analyze atheronals, cholesterol 

ozonolysis products. Using this method, we have reported that human neutrophils in inflamed tissues 

can produce an ozone-like oxidant(s) which can oxidize cholesterol to generate atheronals.  Because 

atheronals impair the formation of an important signal molecule, nitric oxide, by inhibiting nitric oxide 

synthases and also exert potent cytotoxic effects against a variety of cells including neuronal cells, these 

could be causative agents for Alzheimer’s disease and others. 
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１．研究開始当初の背景 

生活習慣病とは、食習慣、運動習慣、休養、

喫煙、飲酒などの生活習慣がその発症、進展

に関与する疾患群である。生活習慣病の原因

として、メタボリック症候群があり、中でも

肥満が第一に重要である。発症機構として、
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肥満に認められる肥大化した脂肪細胞から

分泌されるアディポサイトカインの作用に

よる血管や脂肪組織の慢性炎症が重要な役

割を果たしていると考えられている。慢性炎

症においては、様々な活性酸素・窒素種が高

濃度に生成され、タンパク質などの生体成分

と反応することにより、その機能低下などを

もたらし、病的反応を惹起するものと考えら

れる。最近、Wentworth らは、ヒトの炎症組

織において、非常に反応性の高いオゾン様活

性酸素種の生成する可能性を報告し

（Wentworth et al., Science, 298, 2195-2199, 

2002; Babior et al., PNAS 100, 3031-3034, 

2003）、さらに、ヒト動脈硬化巣においてコ

レステロールのオゾン特異的酸化コレステ

ロール（atheronal-Aと atheronal-B）の存在を

明らかにした（Wentworth et al., Science, 

302,1053-1056, 2003）。atheronal-A と B は、

コレステロールとスーパーオキシドアニオ

ン（O２
.-）、ヒドロキシラジカル（HO

.）、一重

項酸素 （1
O2）などの活性酸素種の反応では

生成されず、オゾンとの反応によってのみ特

異的に生成すると報告されてきた（Gumulka 

& Smith, JACS 105, 1972-1979,1983）。生体内

におけるオゾン様活性酸素の生成機構とし

て、Wentworth らは、抗体（イムノグロブリ

ン類）が、酵素的触媒作用により、1
O2 と水

（H2O）から過酸化水素（H2O2）を生成する

際に、オゾン様活性酸素（三酸化二水素、H

２O３）が生成するという機構を提唱している

（Nieva & Wentworth, Trend Biochem Sci 29, 

274-278, 2004）。この抗体の触媒作用により生

成されるオゾン様活性酸素は、その反応性の

高さゆえに、様々な生体成分と容易に反応し、

その機能に障害をもたらすことにより、免疫

防御やアレルギー、炎症などの疾患において、

重要な役割を果たしている可能性がある。事

実、オゾン様活性酸素とコレステロールの反

応で生成する atheronal-A と atheronal-B は、

ヒト動脈硬化巣やアルツハイマー病患者の

脳 組 織 （ Wentworth et al., Science, 

302,1053-1056,2003; Zhang et al., PNAS, 101, 

4752-4757, 2004）やオゾンに曝露させたマウ

ス肺組織（Pulfer et al., JPharmacol Exp Ther, 

312, 256-264, 2005）において検出されている

（図-１）。さらに。最近、atheronal-Aと B は、

心筋や神経細胞に対して強い毒性やアポト

ーシス誘導性を有すること（Sathishkumar et 

al., FEBS Lett 579, 6444-6450, 2005; Free Radic 

Res 41, 82-88, 2007）、また、amyloidβやα

synuclein などのタンパク質と反応して凝集、

異常折りたたみや線維化を誘導することが

報告されている（Zhang et al., PNAS, 101, 

4752-4757, 2004; Bosco et al., Nat Chem Biol 2, 

249-253, 2006）。これらの結果は、炎症部位で

生成するオゾン様活性酸素と生体成分の反

応だけでなくコレステロールのオゾン酸化

物そのものが、動脈硬化症、認知症など様々

な疾患の原因である可能性を示唆している。

しかしながら、生体内におけるオゾン様活性

酸素および atheronal-Aや B の生成機構、生物

活性、疾病での役割等については、不明な点

が多い。 

 

 
図-１：オゾン様活性酸素によるコレステロ

ールから atheronal-Aと atheronal-B の生成 

 

２．研究の目的 

本研究においては、atheronal-A と B に関

して、（１）LC-MS/MS による高感度特異的分

析法の開発、（２）ヒト好中球による生成機

構の解明、（３）各種疾病モデル動物からの

生体試料（血液、組織など）の分析、（４）

ヒト血液の分析と疾病との関連、（５）細胞

毒性誘発機構の解明、（６）生体成分（核酸、

タンパク質など）との反応および生体機能へ

の影響、などについて研究を行う。 

 

３．研究の方法 

（１） LC-MS/MS による atheronal-A と

atheronal-B の高感度特異的分析法の開発：市

販の安定同位体を含むコレステロールを出

発材料とし、安定同位体を含む atheronal-Aと

B を合成し、それを内部標準物質として用い

て、LC-MS/MS による高感度特異的分析法の

開発を行った。atheronal-A と Bは、ともにア

ルデヒド基を含むので、共同研究者の東が開

発した 2-hydrazino-1-methylpyridine (HMP)

（Higashi et al., J Chromatogr B, 825, 214-222, 

2005; 846, 195-201, 2007）と反応させ、誘導体

を LC-MS/MS 分析する方法について検討を

行った。  

（２）ヒト好中球様分化細胞によるオゾン様

活性酸素と atheronal-A および-B の生成機構

の解明：すでに、本研究室における先行研究

により、DMSO で好中球様細胞に分化した



 

 

HL-60 を PMSで活性化させると、atheronal-A

および–B を生成すことが明らかになった。

この生成は、外部から添加したコレステロー

ル濃度に依存し、また、抗体（IgG）の存在

によりさらに増加することから、Wentworth

らが提唱する、抗体（イムノグロブリン）が

触媒的にオゾン様活性酸素（三酸化二水素、

H２O３）を生成する機構を支持するものであ

る。しかし、IgG の非存在下でも atheronal-A

および–B が生成することから、好中球様細

胞による atheronal-A と–B の生成には、複数

経路存在する可能性がある。そこで、さらに

生成機構を解明するため、NADPH oxidase や

xanthine oxidase（XO）、myeloperoxidase（MPO）

など活性酸素生成酵素の阻害剤の影響、MPO

欠損マウス（横浜市立大学大学院 国際総合

科学研究科荒谷康昭教授より提供）から作成

した好中球を使用して、atheronal-A と–B の

生成についてさらに詳細に検討した。 

（３）atheronal –Aによる神経型及び血管内皮

型一酸化窒素合成酵素の阻害： 合成した

atheronal –Aおよび-B、市販のコレステロール

酸化物 5-hydroxycholesterol, 5β,6β-epoxy- 

cholesterol, 7-ketocholesterol について、3

種類（神経型、血管内皮型及び誘導型）の一

酸化窒素合成酵素の活性に及ぼす影響につ

いて検討した。 

 

４．研究成果 

（１）LC-MS/MSによるatheronal-A及び-B

の高感度特異的分析法の開発：atheronal-Aと

atheronal-Bの標品や安定同位体を含む内部標

準物質を合成し、dansylhydrazine（DH）や

2-hydrazino-1-methylpyridine（HMP）の誘導体

としてLC-MS/MSにより高感度分析する方法

を開発した。特に、atheronal類をHMP 誘導体と

し、LC-MS/MS分析することにより、従来の誘導体

に比べて、約100倍検出限界を向上させることに成

功した（Tomono et al., Biochem. Biophys. Res 

Commun 383, 222-227, 2009; J Chromatogr. B, 

879, 2802-2808, 2011)（図-２）。 

 

 

 

 

 

 

図-２：atheronal-Aとatheronal-BのHMP誘導

体 

 

（２）これらの分析方法を用いて、atheronal-A

及び-B が、試験管内において、過酸化水素

（H2O2）と塩化物イオン（Cl
-）の存在下、ミ

エロぺルオキシダーゼ（MPO）の酵素反応に

より生成されることを見出した（Tomono et 

al., Biochem. Biophys. Res Commun 383, 

222-227, 2009）。 

（３）フォルボールエステル（PMA）により

活性化されたヒト好中球様分化HL-60細胞が、

MPO 依存的に、オゾン様活性酸素を産生し、

コレステロールを酸化して atheronal-A及びB

を生成すること、MPO欠損マウスから調製し

た好中球は、 PMA で活性化しても、

atheronal-A 及び B を生成しないこと、また、

野生型マウスの肝臓、肺などの組織ではリポ

多糖（LPS） 誘発炎症により atheronal 類の

濃度が増加するのに対して、MPO 欠損マウス

では増加がみられないこと、さらに、

atheronal-A及び-B は、細胞内では速やかに代

謝されて、アルデヒド基がカルボキシル基に

酸 化 さ れ た 代 謝 物 （ secoA-COOH, 

secoB-COOH）及び-unsaturated atheronal -B

が新たに生成されることを見出し、それぞれ

の代謝物の LC-MS/MS による新規分析法を

開発した（図-３）。次に、atheronal 類およびそ

の酸化体の生成量をマーカーとして、フォルボー

ルエステルで活性化したヒト好中球細胞によるコ

レステロール酸化物生成機構について検討を行っ

た。atheronal-A は、様々な活性酸素種の中でも特

にオゾン特異的なコレステロール酸化によって生

成することが報告されており、また、ヒト好中球

による atheronal-Aの生成がオゾン消去剤の存在下

で阻害されることから、活性化されて酸化バース

ト状態にあるヒト好中球は，オゾン様活性酸素を

生成していると考えられた（Tomono et al., J 

Lipid Res 52, 87-97, 2011）。 
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図-３：新規に同定された atheronal-A 及び-B の

代謝物 

 

（４）低濃度の atheronal -A は、神経型及び

血管内皮型の一酸化窒素合成酵素を強く阻

害すことを見出した。ＮＯの合成阻害は、動脈
硬化症、心筋梗塞などを発症させる可能性があり、

今回得られた結果は、反応性の高い atheronal-Aが

生体成分のタンパク質と反応して、タンパク質の

機能障害を誘発させる可能性を示している。今後、

atheronal 類とタンパク質の反応で生じる付加体を



 

 

単離・精製し、その構造の解析を行ウ必要がある。

（Lai et al., J Clin Biochem Nutr., 50, 84-89, 

2012）。 

（５）生体内においては、コレステロールの

多くは、コレステロール脂肪酸エステル（CE）

として存在しているが、CE のオゾン酸化物

に関する報告は全くされていない。そこで、

CE のオゾン酸化物の合成、構造決定、分析

法の開発、細胞毒性に関して検討し、パルミ

チン酸コレステロール（C16:0-CE）などの飽

和脂肪酸 CE のオゾン酸化により、ステロイ

ド骨格の 5,6 位の２重結合が開裂したエステ

ル型 secosterol 類が生成すること、一方、リ

ノール酸コレステロール（C18:2-CE）及びオ

レイン酸コレステロール（C18:1-CE）をオゾ

ン酸化すると、既に報告されている

9-oxononanoyl cholesterol に加えて、今回新規

に 9-oxononanoate atheronal-Aとそのアルドー

ル 化 に よ り 生 成 す る 9-oxononanoate 

atheronal-B の生成されることを見出した（図

-４）。さらに、上記 DH 誘導体化法を用いて

エステル型 atheronal-A 及び-B の分析法を確

立し、健康なヒト血液(n=6)から調製した LDL

を分析したところ、全試料から、 10~20 

pmol/LDL mg proteinのエステル型 atheronal-A

及び B（遊離型 secosterol類の 1/2~1/5の濃度）

を検出した（投稿準備中)。 

 

 

 

 

 

 

atheronal-Aと-B のパルミチン酸エステル 
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9-oxononanoate atheronal-A と-B 

 

図-４：脂肪酸エステル型 atheronal-A及び-B 

 

（６）コレステロールのオゾン酸化物である

atheronal 類 は、神経細胞など様々な細胞に

対して非常に強い毒性を示す化合物であり、

最近、ヒト粥状動脈硬化巣やアルツハイマー

病患者の脳組織において検出されたことか

ら、炎症に関連した生活習慣病発症の原因物

質として注目を浴びている。本研究では、

atheronal 類の細胞毒性誘発機構を解明することを

目的として、atheronal 類のアルデヒド基がアルコ

ールあるいはカルボン酸に置換した化合物を合成

し、様々な細胞に対する毒性を調べたところ、

atheronal 類と同様に強い毒性を有することが明ら

かになった。 
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