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研究成果の概要（和文）：コレステロール脂肪酸エステルのオゾン酸化物として、新規にエステル型セコステロール-A
類とそれらのアルドール化により生成するセコステロール-B誘導体を同定した。さらに、LC-/MS法を用いる高感度分析
法を用いて、健康なヒト血液から調製したLDLコレステロール中に微量のエステル型セコステロール類を検出した。こ
の分析法をさらに改良し、生体試料中に存在するすべてのアルデヒド化合物を網羅的に分析する方法を開発した。現在
、この方法を用いて、セコステロール類を含むアルデヒド化合物が酸化ストレスに関連する生活習慣病（動脈硬化症、
神経変性症、がんなど）の発症において演じている役割について検討を行っている。

研究成果の概要（英文）：We have newly identified fatty-acid ester forms of secosterol-A including 
9-oxononanoate secosterol-A and their secosterol-B derivatives as ozone-oxidized cholesterol fatty acid 
esters. These ester forms of secosterols were detected by a highly sensitive and specific LC-ESI-MS/MS 
method at 10~20 pmol/LDL mg protein in human low density lipoproteins obtained from healthy subjects. We 
further improved our method to analyze comprehensively various reactive aldehydes and carbonyls present 
in biological samples. We are currently using the method to study roles of reactive aldehydes and 
carbonyls in the development of various life-style related diseases such as arteriosclerosis, 
neurodegenerative diseases and cancer and also validate these reactive aldehydes including secosterols 
and unknowns as biomarkers for oxidative stress related disorders.

研究分野：総合領域
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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、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。肥満においては、肥大化し
た脂肪細胞から分泌されるアディポサイト
カインの作用により、血管や脂肪組織の慢性
炎症が誘発され、これらの組織において様々
な活性酸素・窒素種が高濃度に生成されてい
る。活性酸素・窒素種は、タンパク質や核酸
などの生体成分と反応することにより、その
機能低下や突然変異などをもたらし、病的反
応を惹起する。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 （ secosterol-A と
secosterol-B：図-1）の存在を明らかにした
（ Wentworth et al., Science, 
302,1053-1056, 2003）。secosterol -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 （1O2）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（Gumulka & Smith, JACS 
105, 1972-1979,1983）と報告されてきたこ
とから、生体内においてオゾン様活性酸素が
生成される可能性が示唆されている。しかし、
この生体内におけるオゾン様活性酸素の生
成機構については明らかでない点が多い
（Nieva & Wentworth, Trend Biochem Sci 29, 
274-278, 2004）。一方、オゾン様活性酸素と
コ レ ス テ ロ ー ル の 反 応 で 生 成 す る
secosterol -A と 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。さらに、
secosterol -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αsynuclein 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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-１：オゾン様活性酸素によるコレステロ
ールからsecosterol-Aとsecosterol-B の生
成 
 
本研究室においては、平成 18-19 年度の特
別推進研究費(基盤研究Ｃ相当)(メタボリッ
ク症候群のバイオマーカーとしてのコレス
テロール炎症性酸化物の新規同定)及び平成
21－23 年度基盤研究 B（炎症部位におけるオ
ゾン酸化コレステロールの生成機構の解明
と生物活性、疾患への関与）の研究助成金を
受けての先行研究により、secosterol-A 及び
-B に関して、様々な興味ある結果を発表して
きた。以下に要約する。（１）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
導体の LC-MS/MS による高感度分析法の開発
をおこなった（Tomono et al., Biochem. 
Biophys. Res Commun 383, 222-227, 2009; J 
Chromatogr. B, 879, 2802-2808, 2011)。（２）
これらの分析方法を用いて、secosterol-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
secosterol-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、secosterol-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
secosterol 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、secosterol-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, 
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secoB-COOH ） 及 び -unsaturated 
secosterol-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（Tomono et al., J 
Lipid Res 52, 87-97, 2011）。しかしながら、
生体内におけるオゾン様活性酸素および
secosterol -A と B は、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。 
 
２．研究の目的 
本研究は、オゾン酸化により生成する新規
コレステロール酸化物 secosterol 類につい
て、生体内での生成機構の解明、生物活性、
疾患発症における役割に関する研究を通し
て、secosterol 類のメタボリック症候群・
生活習慣病バイオマーカーとしての有効性
を検討するものである。平成２４年度からの
３年間において、主として、コレステロール
及びエステル型コレステロールの酸化物で
ある secosterol 類及びそれらの代謝物に関
して、各種疾病モデル動物やヒトからの生体
試料（血液、組織など）における存在量分析、
疾病との関連、生体成分との反応及び生体機
能への影響、生成予防のための食品成分の探
索などについて研究を行う。 
 
３．研究の方法 
標品の合成：secosterol-A と-B、それらの
酸化代謝物（secoA-COOH、 secoB-COOH、
-unsaturated secosterol-B）、飽和及び不
飽和脂肪酸 CE をオゾン酸化した際に生成す
るエステル型 secosterol 類、9-oxononanoyl 
cholesterol 及 び 9 ‐ oxononanoate 
secosterol-A と-B 及び安定同位体を含む内
部標準物質については、当研究室において合
成、精製した。 
secosterol 類の分析：secosterol 類は、
当研究室において開発した、DH、HMP や PA 誘
導体として LC-MS/MS により高感度分析する
方法（Tomono et al., Biochem. Biophys. Res 
Commun 383, 222-227, 2009; Tomono et al., 
J Chromatogr. B, 879, 2802-2808, 2011)を
用いて分析した。 
分析試料：当研究室において、－80℃で保
存している疾病動物モデル（肥満マウス、糖
尿病モデルマウス）などの血漿を用いた。 
ヒトの血液試料の分析については、倫理委
員会の承認を得たのち、共同研究者から提供
を受けた。 
 secosterol 類と反応するタンパク質の同
定：secosterol 類を培養細胞に添加して反応
させた後、沈殿凝集したタンパク質を定法の
プロテオミクス解析により、タンパク質の同
定を行った。 
 
４．研究成果 
 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 secosterol-A とその
ア ル ド ー ル 化 に よ り 生 成 す る
9-oxononanoate secosterol-B の生成される
ことを見出した。さらに、上記 DH 誘導体化
法を用いてエステル型 secosterol-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 secosterol-A 及び B（遊離型 secosterol
類の 1/2~1/5 の濃度）を検出した（Miyoshi et 
al., Free Radic. Biol. Med.,60, 
73-79,2013）. 
コレステロールのオゾン酸化で生成する
secosterol-A を、仔牛血清を含む細胞培養液
に添加すると、速やかに、アルドール化され
てsecosterol-Bに変化することを見出した。
このアルドール化を促進させる血清成分に
ついて検討したところ、血清中に存在する遊
離アミノ酸、特にシステインに強いアルドー
ル化促進能を見出し、システインによる
secosterol-A の secosterol-B へのアルドー
ル化促進の分子機構を新たに提唱した（投稿
準備中）。 
Secosterol 類は、タンパク質と共有結合し
て付加体を生成し、タンパク質の凝集、異常
な折り畳み、繊維化などを誘導し、タンパク
質を変性させることが知られている。そこで、
secosterol 類により変性する細胞タンパク
質の同定を試みた。ヒト白血病細胞 HL-60 か
ら作製した細胞抽出物に、secosterol-A およ
び-B、あるいはその他の過酸化脂質由来のア
ル デ ヒ ド
（ 4-hydroxynonenal,malondialdehyde,acro
lein）を添加し反応させた。不溶化したタン
パク質は、SDS-PAGE で分離し、さらにプロテ
オミクスの方法を用いて MALDI-TOF-MS で分
析した。その結果、secosterol 類を反応させ
たときに特異的に不溶化するタンパク質の
一 つ と し て 、 ankyrin repeat 
domain-containing protein 6 (diversin)を
同定した。この diversin は、Wnt シグナル経
路を抑制的に調節しているタンパク質であ
り、secosterol類によるdiversinの変性は、
発がんの促進や脳における新生ニューロン
の産生阻害などの影響を及ぼす可能性があ
る（投稿準備中）。 
secosterol類は、強い細胞毒性を示し、慢
性炎症などの強い酸化ストレス下でその存在
量が著しく増加することを明らかにしてきた。



同様に、酸化ストレス下で高濃度に生成する
活性酸素・窒素種は不飽和脂肪酸やアミノ酸
を酸化し、多種多様なアルデヒド類を生成す
る。そこで、secosterol類のHPLC-MSによる分
析法をさらに改良し、生体内に存在するすべ
てのアルデヒド・カルボニル化合物を網羅的
に分析する方法を開発した(Tomono et al., J 
Chromatography B, 988, 149-156, 2015)。続
いて、ヒト血漿中に存在するアルデヒド類の
種類・濃度と大腸がん発症との関連について
検討するため、開発した方法を用いて、正常
及び肥満体重の健常者及び大腸がん患者の血
漿（合計約40試料）についてアルデヒド類の
網羅的分析を行った。現在結果を解析中であ
る。一方、多層カーボンナノチューブは、環
境発がん物質であるアスベストと同様に、肺
に吸入されると、肺内で慢性炎症を引き起こ
し、肺がん、中皮腫などの悪性腫瘍を引き起
こす可能性が危惧されている。そこで、多層
カーボンナノチューブを肺内投与したラット
肺試料について、カルボニル化合物を網羅的
に分析解析した。多層カーボンナノチューブ
の投与により、未知のアルデヒドを含めて、
多くのアルデヒドが肺内において生成・存在
することが明らかになった。secosterol類を
含むこれらのアルデヒド類は、生体成分であ
るタンパク質・核酸と反応して付加体を生成
し、タンパク質の機能不全を誘発し、また核
酸付加体は修復されないと突然変異の原因と
なることから、酸化ストレスに関連する生活
習慣病（動脈硬化症、神経変性症、がんなど）
の発症において重要な役割を演じているもの
と考えられる。 
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