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研究成果の概要（和文）：本研究では新規酸化ストレスマーカーを用いて、食品機能および食品

含有化合物のリスクを科学的に実証、評価することを目的とする。培養細胞および実験動物を用

いて各種機能性食品（ビタミンE、コエンザイムQ等）を投与することによる細胞や動物の応答を、

脂質酸化生成物やストレス応答タンパク質の変動を指標として、評価方法を確立することを目標

とした。生体内酸化ストレスの指標としては、生体内で豊富に存在するリノール酸およびコレス

テロールに注目している。本研究で提案する新規酸化トレスマーカーは、このリノール酸および

コレステロールが生体内で酸化を受けて生成したヒドロキシリノール酸(HODE)およびヒドロキ

シコレステロール(OHCh)である。本研究で得られた一連のデータから、HODEおよびOHChの脂質酸

化生成物が抗酸化物質や機能性食品の生体中における抗酸化能を評価する上でバイオマーカー

として有用である見通しが得られた。これらの研究成果を学術論文6報へ発表するに至った。 

 
研究成果の概要（英文）：Lipid peroxidation products have received a great deal of attention 
for the partical application to clinical use as bio-markers. To assess the antioxidative role of 
functional foods and antioxidants, vitamin E and BO-653, in a mouse model and culture 
cell using lipid peroxidation and protein oxidation products. In the present study, we 
proposed that lipid peroxidation (tHODE and tOHCh) and protein oxidation are indeed 
good markers for the detection of progression of oxidative stress and effect of functional 
foods. 
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会が進むにつれ健康に対する関
心は高まり、疾病の予防や健康維持に果たす
食品機能の役割の重要性が認識されている。
食品含有化合物の重要性が認識されている
一方、そのリスクの評価を行える「バイオマ
ーカー」に適切なものがなかった。本研究で
は我々が開発した「酸化ストレスマーカー」
を用い、食品機能およびその含有化合物のリ
スクおよび効果を科学的に実証・評価する手
法を開発することを目標とする。 
 
２．研究の目的 
 脂質酸化生成物マーカーならびに酸化タ
ンパク質の「酸化ストレスマーカー」を指標
とした食品成分の機能評価法の確立 
 
(1)培養細胞および実験動物を用いた食品機
能成分に対する応答メカニズムとバイオマ
ーカーへの影響 
①脂質酸化物マーカーと酸化修飾タンパ
ク質マーカーとのその相関研究 
②食品の効能、リスク評価における応答性
研究 
 
(2)ヒトデータを用いた食品機能成分の効能
解析 
血中の酸化ストレスマーカーの測定によ
り、細胞および動物実験結果との比較検証 
 
３．研究の方法 
 生体内酸化ストレスの指標として、生体内
で豊富に存在するリノール酸およびコレス
テロールに注目している。本研究における酸
化ストレスマーカーはリノール酸およびコ
レステロールが生体内酸化により生成する
過酸化物、カルボニル体およびそのエステル
隊、遊離体を還元および加水分解することで
ヒドロキシリノール酸(tHODE)およびヒドロ
キシコレステロール(tOHCh)として網羅的に
分析する。さらに、酸化 DJ-1 の特異的抗体
を用いた ELISA 法による定量測定法を行う。
本方法による脂質酸化物マーカーと酸化 DJ－
１を定量することで、培養細胞、動物および
ヒトに対する応答を評価する。 
 
４．研究成果 
(1)培養細胞を用いた抗酸化物質およびその
代謝物のストレス応答解析(論文③) 

 抗酸化物質として代表的な化合物である
ビタミン E（トコフェロール）と、その酸化
的代謝物のひとつであるトコフェロールキ
ノン(TQ)の培養細胞におけるストレス応答
を評価した。特に動植物に多く含まれている
α体とγ体に注目し、細胞毒性と抗酸化物質へ
の影響について詳細に研究した。 
 γ-TQ はα-TQ と比べ顕著な毒性が認められ
たが、毒性が認められない低濃度の TQ を前
処理により、その後の酸化剤による細胞死に
対して抑制効果を示した(図 1)。 
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図 1 γ-TQ の細胞毒性と細胞死抑制効果 
A PC12細胞に各濃度のα-Tおよびα-TQ, γ-T, 
γ-TQ を 24 時間処理後、MTT 法で生細胞率を測
定した。*; p<0.001(Dunnett,ANOVA) 
B PC12 細胞に 8 µM 13(S)-HpODE を添加し、
さらに 24 時間処理した。生細胞率の測定は
MTT 法を用いた。*; p<0.025(Tukey,ANOVA) 
C PC12 細胞に 8 µM α-TQ またはγ-TQ を 24
時間処理し、培地交換後に 100 µM 6-OHDA も
しくは 20 µM Cumene-OOH を添加し 24 時間処
理した。生細胞率は MTT 法を用いた。*; 
p<0.001(Dunnett,ANOVA) 
 
さらに低濃度のγ-TQ は細胞内グルタチオン
(GSH)を増加し細胞内の抗酸化能の増強作用
を有することが判明した(図 2-A)。この GSH
増加作用には小胞体ストレスのひとつであ
る activating transcription factor(ATF4)
を転写因子としたシスチン・グルタミン酸ト
ランスポーター(xCT)の発現上昇が強く関与

 

 



していることが解明できた(図 2-B)。これら
の基礎研究から、トコフェロールの酸化的代
謝物の TQ は前駆体にはない作用を有するこ
とがわかった。 
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図 2 γ-TQによるGSHの増加とxCT発現に関与
する転写因子 
 
A PC12 細胞に 8 µM T または TQ を 24 時間処
理した後、細胞を回収し Total GSH の測定を
行った。*; p<0.01(Tukey, ANOVA) 
B PC12 細 胞 に control-siRNA ま た は
Nrf2-siRNA, ATF4-siRNA を 18 時間処理後、8 
µM γ-TQ を 12 時間処理した。その後、細胞を
回収し xCT mRNA レベルをリアルタイム PCR
により測定した。*; p<0.05(Tukey, ANOVA) 
 
(2)コレステロール過剰食による脂質酸化の
上昇に対するビタミン E(α-T)接餌による効
果(論文⑤) 
 ビタミン E(α-T 0.002 wt%)および新規抗酸
化物質である BO-653(0.2 wt%)を 10週間動物
へ餌として与え、コレステロール過剰食によ
る血中および肝臓と脳中の脂質酸化の上昇
に対する影響を検証した。Plasma の tHODE と
肝臓の tOHChはコレステロール過剰食により
有意に上昇した。さらに BO-653 およびα-T
の接餌によりその上昇は抑制された(表 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 1 コレステロール過剰食による酸化スト
レスマーカーの上昇と抗酸化物質摂餌によ
る抑制効果 
  
(3)培養細胞を用いたラジカル開始剤による
脂質酸化生成物の解析(論文⑥) 
 ヒトリンパ球細胞にラジカル開始剤の添
加による細胞毒性および脂質過酸化物の測
定を行った。その結果、酸化ストレスに対し
て tHODE および tOHCh の上昇が認められた。

さらに、tOHCh の上昇は tHODE と比較して顕
著であった(表 2)。これらのことから、plasma
中において Ch は酸化剤からの防御を担って
いると考えられ、tOHCh の測定は酸化ストレ
スに対する鋭敏なマーカーであると示唆さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2 ラジカル開始剤処理による細胞内酸化
生成物の上昇 
 
(4)ラジカル開始剤給水による脂質過酸化物
の上昇とビタミン E摂餌の抑制効果（論文④） 
 ビタミン E 欠乏食およびビタミン E(α-T 
0.002 wt%)食を摂餌し、ラジカル開始剤
(AIPH)の給水による酸化ストレスマーカー
の変動を解析した。AIPH 給水により Plasma
中の tHODE および 8-iso-prostaglandin 
F2α(t8-isoPGF2α)の顕著な上昇が認められた。
さらにビタミン E 欠乏食群に比べビタミン E
食群では tHODE および 8t-isoPGF2αの上昇は
有意に抑制された 
 
(5)酸化型 DJ-1特異的抗体を用いたパーキン
ソン病早期診断システムの開発(論文①) 
DJ-1 は家族性パーキンソン病の原因遺伝
子として発見され、シャペロンおよび抗酸化
能を有するたんぱく質であることが知られ
ている。また、DJ-1 の変異は若年性パーキン
ソン病の発症やパーキンソン病およびアル
ツハイマー病患者の脳中において酸化修飾
された DJ-1(酸化型 DJ-1)の増加がみとめら
れている。本研究ではパーキンソン病の早期
診断への応用を目的として、酸化 DJ-1 特異
的な抗体作成とその抗体を用いた ELISA測定
系の確立を試みた。 
その結果、薬物治療を行っていない未治療
パーキンソン病患者の赤血球中の酸化 DJ-1
値は健常人および治療中のパーキンソン病
患者に比べ、顕著に高いことが認められた
(図 3)。ヒトの血液からパーキンソン病の診
断を行える画期的なマーカーになる可能性
がある。 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



図 3 パーキンソン病患者赤血球中の酸化
DJ-1 含有量 
健常者および薬物治療中パーキンソン病患
者群、未治療群の赤血球中の酸化 DJ-1 を
ELISA を用いて測定した。*p<0.01(Tukey, 
ANOVA) 
 
(6)コエンザイム Q10 およびビタミン E の細
胞内取り込みと分布(論文②) 
 培養細胞にコエンザイム Q およびα-T を添
加し、細胞内への取り込みと細胞内分布につ
いて検討した。細胞内に取り込まれたコエン
ザイム Qはミトコンドリアに多く存在し、一
方α-T は膜画分に多く分布していた。また、
α-T は脂質分布との相関性が認められたが、
コエンザイム Qの特にミトコンドリアおよび
ミクロソーム画分は脂質との相関が認めら
れなかった(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 コエンザイムQおよびα-Tの細胞内分布
と脂質との相関 
 
10 µM コエンザイム Qまたはα-T を 24 時間
処理し、各細胞内画分(S;細胞質、N;核、M;
ミトコンドリア、Mc;ミクロソーム)の濃度と
脂質測定を行った。 
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