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研究成果の概要（和文）：抗酸化物質であるリポ酸は熱、光等の物理的な刺激に弱いために包接安定化することを検討
した。水溶性シクロデキストリンと効率よく包接することを確証し、各種スペクトルにおいて確かめた。その過程でリ
ポ酸のC-S、S－S結合がラマンスペクトルにおいて特徴的な波数を示すことが明らかになり、こうした特色を他の生体
高分子(蛋白質）に生かせないかを検討した。また、リポ酸の細胞経路に及ぼす影響を網羅的に解析することにより全
体像を把握しようとしてメタボローム解析を行なった所、リポ酸の投与はがん細胞のエネルギー経路にネガティブに働
きかけ、ピルビン酸、乳酸の生成を抑え、糖新生の機構を抑制することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Alpha-lipoic acid (LA) is a very powerful antioxidant. LA has two enantiomers, 
R(+)-LA and S(-)-LA (S-LA), of which R-LA is naturally occurring and an essential cofactor in energy 
metabolism. it is quite vulnerable to physical stimuli such as heat or irradiation. The inclusion complex 
of LA is promising to overcome this weakness. We prepared the CD-LA inclusion complex and analyzed its 
stability and spectroscopic characteristics. Raman spectroscopy showed the characteristics for its high 
sensitivity to C-S and S-S bonds, which can be applied to other bio-materials (protein). Next, we 
examined the time-course metabolites levels in LA-treated rat hepatoma and evaluated the effect of R-LA 
and the enantioselectivity. This study indicated that R-LA treatment inhibited the glycolysis pathway, 
the lactic acid production and the Gly-Thr-Ser pathway and finally caused the inhibition of the 
gluconeogenesis.

研究分野： 生物工学

キーワード： 抗酸化物質　顕微ラマンスペクトル　メタボローム　包接化合物　代謝経路　光学異性体　リポ酸　抗
酸化ネットワーク
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１． 研究開始当初の背景
 
リポ酸はその強い抗酸化能力が知られてお
り、酸化された他の抗酸化物質を還元し再生
する能力を有して
の中心をなす分子である
はその二電子還元体であるジヒドロリポ酸
と共役することにより、生体における抗酸化
システムの重要な役割を担っていることが
知られている。（下図

 
 
 
 
 
 
 

 
また、リポ酸は
な役割を担っており、ピルビン酸
ナーゼなどの代謝に関わる補酵素の一つと
して必須の物質である。リポ酸は
酸化機能の他に、リポ酸自身が細胞内の各種
シグナル伝達系に作用し、細胞の生死のシグ
ナルとも関わっていることが明らかになっ
ている（文献２、３）
世界中で基礎、応用、臨床を含めた幅広い分
野で研究が活発に展開されてきている。
 
２． 研究の目的
 
リポ酸は生体の恒常性の寄与に役立ってい
るのだろうか。リポ酸の投与は生体の恒常性
維持を高めることが本当にできるのだろう
か。このようないくつもの疑問がわき起こっ
てくる。こうした疑問に答えるためには、リ
ポ酸の挙動を正確に捉えるシステムの構築
が必要である。高感度でリポ酸の挙動をとら
えることができれば、生体の酸化ストレス状
態が正確に捕捉でき
性の維持に重要な役割を果たすグルタチオ
ン量を増加させる力があるこ
おり（文献１、２）、そうした意味において
も究極の抗酸化物質、言い換えるならば、
体の抗酸化システムをコントロールするこ
とが出来る『幹抗酸化物質』というべき物質
である。リポ酸はその二電子還元体であるジ
ヒドロリポ酸と共役することにより上記に
示したように
なす分子である。この分子の挙動を正確にと
らえることができれば、生体の酸化ストレス
状態をとらえることが可能になってくる。
た、リポ酸が細胞内でどのような挙動をとり、
どのような生体分子に働きかけていくのか
などの代謝システムの解析やリポ酸の生体
への投与が生体の機能を高めることに本当
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した。金属ナノ粒子に生体材料を付着させ、
感度を高め生体材料への適用の可能性を
検討した。（共同研究者 
２）リポ酸は細胞のシグナル伝達系に作用
することなどが知られている
の炭素が不斉炭素であるので、
の光学異性体を有している。光学異性体

の違いを含めリポ酸の投与が細胞の
ナル伝達系に及ぼす影響を生死に関わる
シグナルの解析を通して行なった

生体において、光学異性体は全く異な
生理作用を示すことが知られている。私

たちはこうした観点に興味を抱き、リポ酸
R−体の細胞に及ぼす影響を

体、ラセミ体のリポ酸を用いて検討
した。いくつかのマーカーとなる分子

するのではなく、網羅的に代謝産物
を解析していくことにより、リポ酸の細胞
代謝系に及ぼす影響を総合的に評価した。

研究成果 

リポ酸の包接化による安定化
リポ酸は熱、光などの刺激により速やかに
分解することより、安定状態を保つことの
重要性が指摘されてきた。そこで、
環状グルコース構造を持つシクロデキス

に注目し、リポ酸を
包接安定化することを検討した。包接化さ

がどのような構造を示すのかを詳
細に解析することはこの複合体の生体へ
の応用とも関連する重要なテーマである

にどのような形で包接されているのか

につながっているのか等の問題を幅広く
してくことを目指して研究を展開し
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を解明するために各種スペクトルを用いて
解析していった。リポ酸の特色として炭素−
硫黄 (C-S)、硫黄−硫黄(S-S)結合という極め
て特徴的な結合を持つ。これらの結合は生体
の構成成分である蛋白質中にも認められる
結合である。この特色的な結合を感知する手
法として我々はラマンスペクトル測定を行
った。ラマンスペクトル測定は赤外スペクト
ルにおいては観測されにくい結合（波数）を
強く観測できることや、水によるスペクトル
測定の妨害が赤外スペクトルの場合、多く認
められるのに対してラマンスペクトルはそ
うした困難もないことより生体材料の観測
に最近、多く用いられている。 
リポ酸を α−、β−、γ−CD と包接した試料の顕
微ラマンスペクトル測定の結果を Fig.2 に示
す。リポ酸は包接されることにより特徴的な
C−S に基づく波数や S−S 結合に基づく波数
がいずれの CD との包接の場合においても極
めて弱くなっており、また、リポ酸と CD を
混ぜただけの物理混合物においては C−S に
由来する波数や S−S に由来する波数は微弱
ながら観測された。これらの事実は、ラマン
スペクトルが微小な環境変化に敏感に対応
することを示すものである。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
顕微ラマンスペクトルが微小環境の変化を
捉えることのできたことを踏まえて、次に
我々は特徴的な C−S 結合や S−S 結合に由来
する波数に着目し、広範囲な測定が可能なラ
マンマッピング法を用いて、リポ酸の存在を
探った。まず、リポ酸の物理混合物のラマン
マッピングをリポ酸の R−体、S−体を用いて
行なった。このマッピング法において、リポ
酸の存在は赤点としてみる見ることが出来
る。(Fig. 3A) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
リポ酸の混合物の場合いずれの系におい
ても、リポ酸に相当する赤い点が散在して
いることがわかる。一方、リポ酸の包接体
においては、物理混合物において観測され
たリポ酸に相当する赤い点は一切観測さ
れず、包接することによりリポ酸は完全に
遮蔽された空間内にとどまっている可能
性が高いことが明らかになった。次に、同
様な条件で顕微 IR 測定を行ない、IR スペ
クトルにおいて強い振動波数を示すカル
ボニル基に焦点を絞り測定してみた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４に示すように包接することによりカ
ルボニル基の波数のシフトが顕著に観察
された。包接することによりリポ酸のカル
ボニル基に特徴的な 1717cm-1 の波数は、
α-CD では、1709 cm-1,β-CD では、1733 

Fig. 2 リポ酸の顕微ラマンスペクトル 

Fig.3A リポ酸物理混合物のラマンマッピング  

Fig.3B リポ酸複合体のラマンマッピング  

Fig. 4 リポ酸の顕微 IR スペクトル 



cm-1, γ-CD では 1709 cm-1 ,にそれぞれシフ
トした。カルボニル基の高波数へのシフトは
β−CD とリポ酸の包接により、カルボニル基
の水素結合が弱くなったことに帰すること
ができる。事実、リポ酸との結合定数は β−CD
ではα−CDやγ−CDより大きい値を示すこと
がわかっている。このような波数の変化はリ
ポ酸と CD を混合しただけの物理混合物にお
いては観測されておらず、リポ酸と CD が包
接することにより見られる現象である（雑誌
論文１）。 
それでは、このような包接体がどのようなモ
ル比で含まれており、どのような微細構造を
示すのかという問いかけが出てくる。複合体
は 1:1 として成立していると考えやすいが、
環サイズは環を形成するグルコースの数に
より違いがある。構成するグルコースの数
（α−CD６個、β−CD７個、γ−CD８個）と内
孔のサイズは関連しており、内孔のサイズは
α−CD では 4.7−5.3、 β−CD では 6.0−6.5、
γ−CD では 7.5−8.3Å である。このことは、
包接する分子の大きさによりモル比が異な
ってくる。モル比を正確に捉えることは、リ
ポ酸の生体への投与量の確定にも関わる重
要な問題である。CD とリポ酸の複合体につ
いては、溶液中の NMR スペクトル測定等の
結果が報告されているが（引用文献６）微細
構造については、いくつかの可能性が指摘さ
れているだけである。液体状態において固体
同様な堅固な結合形態のままで存在するか
は議論がある。結晶形として安定な状態を示
す複合体のスペクトル解析が必要だと思わ
れる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
結晶系で単離されたα−CDとリポ酸の結晶を
用いて各種スペクトル解析を行なった所、
XRD においては解像度が著しく向上した。ま
た、顕微ラマンスペクトルの結果は結晶に対
する励起レーザーの照射方向により異なっ
たラマンスペクトルを与えるというこれま
でに報告されていなかった結果を示すもの
であった。（Fig. 5）これらのスペクトル解析
の結果、固体 NMR 測定の結果および HPLC 
による定量的なモル比の解析を通して、

α−CD とリポ酸との分子配向性は不明であ
るがモル比 3:2 で複合体を形成しているこ
とが明らかになった（Fig. 6）。また、XRD
の特徴的な吸収より CD はチャンネル型構

造で配列していることが想定された。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
リポ酸のラマンスペクトルの結果を生体
分子へ利用するためにラマンスペクトル
を用いた細胞内の測定をいろいろな条件
で検討した。細胞内にリポ酸を取込ませて
直接測定することは顕微ラマンスペクト
ルを用いて試みたが感度が低いため、測定
は不能であった。そこで、最近用いられて
いる表面増強ラマンスペクトル(SERS)を
利用することを検討した。タンパクと反応
する金属コロイドタグを購入し、インスリ
ンと反応させた後にラマンスペクトル測
定を行なってみたが、 SERS による増強
効果は全く認められなかった。一方、イン
スリンを顕微ラマンスペクトル測定した
時にはきれいなスペクトルを測定するこ
とができたので、金属コロイドへの吸着効
率の問題が大きいことが明らかになった。
今後、こうした点を改善する必要がある。 
 
２）リポ酸の細胞への投与 
タンパク質に結合したリポ酸（R−体）はピ
ルビン酸デヒドロゲナーゼに関わる補酵
素の一つであり、エネルギー代謝に関わる
重要な物質である。リポ酸の細胞への投与
により解糖系を含めて多くの物質ならび
に酵素群が動いていく。用いた細胞として
ラット肝がん由来細胞(H4IIEC)を用いた。
リポ酸の R−体、S−体投与による細胞生存
率を評価した所、両光学異性体とも 500 
μM までは細胞死がほとんど観測されず、
両異性体の差は認められなかった。一方、
より高濃度においては、リポ酸の光学異性
体の間で生存率に違いが認められた。そこ
で、次に各種濃度で R−体、S−体、ラセミ
体のリポ酸を細胞に投与し、24 時間後のシ
グナル伝達に及ぼす影響を調べた。シグナ
ル伝達系として細胞の成長因子に関わる
シグナル(Akt, AMPK)とストレスシグナ
ル（ERK, JNK, p38）を用いた。これらの
シグナルのリン酸化を評価して、リポ酸の
細胞の影響を検討した。尚、この時にポジ
ティブコントロールとして、過酸化水素

Fig. 5 α−CD とリポ酸複合体の顕微ラマンスペクト

Fig. 6 リポ酸 α−CD の結晶構造 



（ストレス応答）、インスリンシグナル（成
長因子）を用いた。インスリンを添加した系
では、Akt, AMPK のリン酸化が顕著に認め
られた。一方、過酸化水素を投与した系では、
Akt のリン酸化も認められたが、ストレス因
子である ERK, JNK, p38 のリン酸化が認め
られた。リポ酸を投与した時においては、
AMPK と Akt の活性化が認められたが、光
学異性体による差はほとんど認められなか
った。また、低濃度から高濃度まで濃度範囲
を変化させながら、シグナル伝達の差を調べ
たが、ウエスタンブロットの系においては明
確な濃度依存性は認められなかった。細胞生
存率との違いが多少認められることより、代
謝産物の影響等が想定された。 
 
Fig.7 リポ酸投与におけるシグナル活性化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
３）メタボローム解析 
 
これまでの結果からリポ酸は細胞の生死を
含めた形でシグナルとも密接に関わってい
ることが推定されるが、リポ酸の投与がどの
ような物質に影響を与え、それがどのように
変動していくのかは不明である。こうしたこ
とを解析するためにはリポ酸投与した時の
細胞内代謝産物を網羅的に解析する必要が
ある。私たちは、R−体、S−体、ラセミ体の
リポ酸をラット肝がん細胞と処理してその
際における細胞の代謝産物を時間経過とと
もに網羅的に解析することを行なった。解析
としては,中心炭素系、尿素回路、脂質代謝、
分岐鎖アミノ酸、芳香族アミノ酸、核酸、補
酵 素 な ど に つ い て 、 24 時 間 処 理 後
CE-TOFMS(ヒューマンメタボローム社委
託)により解析した。24 時間経過後のサンプ
ルでは、いずれの異性体においても顕著な差
が認められなかった（data not shown）。 
リポ酸の細胞における代謝速度は極めて速
いことが報告されていることを踏まえて、代
謝産物の早い段階からの時間コースを追い
かけた。リポ酸はラセミ体、R−体を用い比較

のためにコントロールを用い、30 分〜24
時間までの経時変化により細胞内の構成
成分量がどのように変動するかを追跡し
た。メタボロミクスは統計的手法を用いて
解析し、R−体とラセミ体、コントロールサ
ンプルの間に有意な違いが認められた。特
にR—体はラット肝がん細胞の解糖系に働
きかけることにより、ピルビン酸の生成、
乳酸の生成を抑制する（Fig. 8(a)）、と同時
に 
Gly-Thr-Ser の経路に対しても抑制的に
作用する(Fig.8b)。結果として糖新生の
経路が抑えられてくる。 
 
Fig. 8 リポ酸の代謝経路への関与機構 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
この結果は R−リポ酸はがん細胞のエネ
ルギー代謝を促進する方向ではなくむし
ろ抑制する方向に動くことを示唆するも
のである。（投稿予定） 
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