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 研究成果の概要： 本研究では、動脈硬化病巣やアルツハイマー脳患者から検出されたオゾン酸化コレステロール（athgeronal-A および B）の生物化学的解析を行い、atheronals が有する強力な細胞毒性活性を明らかにした。また培養細胞、試験管内反応より atheornals 生成分子機構における食品成分の抑制効果について検討を行った。 

 交付額                                （金額単位：円） 
 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 2100000 0 2100000 

2008 年度 1200000 360000 1560000 年度    年度      年度    総 計 3300000 360000 3660000 

 
 研究分野：総合領域 科研費の分科・細目：食生活学 キーワード：健康と食生活、生活習慣病 
 １．研究開始当初の背景 オゾンは、工業・商業的には細菌・ウイルスの不活化・脱臭・脱色・有機物の除去などに用いられる強力な酸化作用を有する分子で、生体に対しては肺や気管支などの呼吸器官に有害な大気汚染物質としても知られている。2003 年 Wentworth らのグループは、生体内での内因的なオゾン産生の可能性を示し、オゾンによる生体（成分）への影響について注目を集めた。しかし、のちに生体内でのオゾン産生に対して否定的な論文がいく

つか報告され、内因的オゾン産生の真偽については未だに明らかにされていない。 一方、Wentworth らの報告の中で内因的オゾン産生の根拠として検出されたオゾン酸化コレステロール[3β-hydroxy-5-oxo-5,6-secoc

holestane-6-al （atheronal-A）と、それがアルドール反応で転換した 3β-hydroxy-5β-hydroxy

-B-nor-cholestane-6β-carboxaldehyde （atherona

l-B）]は、生体成分との反応性や細胞毒性がいくつか報告されており、その生理活性探索や、分子機構解析が求められていた。 

研究種目：若手研究（Ｂ） 研究期間：2007 年度 ～ 2008 年度 課題番号：19700592 研究課題名（和文） 細胞傷害性オゾンによる炎症・細胞死誘発活性と食品成分による抑制機  構 研究課題名（英文） Inhibitory effect of food factors on cytotoxic ozone-induced inflammation 

and cell death   研究代表者 三好 規之 (MIYOSHI NORIYUKI) 静岡県立大学 食品栄養科学部 助教 研究者番号 70438191   



 

 

 ２．研究の目的 近年、強力な活性酸素種のひとつであるオゾン（O3）が生体内で生成されることが報告され、動脈硬化病巣やアルツハイマー脳でオゾン酸化コレステロールが検出されたことから、動脈硬化や神経変性疾患、さらには呼吸器系疾患など過剰な酸化ストレスにより誘発される種々の疾病への関与が注目されている。しかし強力な酸化力を持つがゆえに不安定な活性酸素種であるオゾンによる酸化的ダメージ及び細胞死誘導機構に関しては、細菌や植物での報告はあるが、ヒトにおいては呼吸器系培養細胞を用いた検討を除き十分明らかにされていない。本研究では、生体内で最も豊富に存在する中性脂質であるコレステロールのオゾン酸化物に注目し、化学的、生物学的解析を行うことを目的とした。 

 ３．研究の方法 

Atheronal-A および B は Wentoworth らの方法に従って調整した。細胞毒性解析は AlamarBl

ue（Alamar BioScience, Sacramento, CA）を用い、プロトコールに従い解析した。培地および反応液からの atheronal の回収には、クロロホルム：メタノール（2:1）を用いた。Ath

eronal は、1mg p-トルエンスルホン酸、500 

µg 5-dimethylaminonaphthalene-1-sulfonylhydr

azine (DNSL)を含むアセトニトリル（5 ml）に溶解し 4時間遮光攪拌により DNSL-atheron

al 誘導体を調整し、LC-MS/MS を用い定量解析を行った。カラムは TSK-GEL ODS-100V 

(150×2.1 mm, TOSOH)、HPLC は SHISEIDO NANOSPACE SI-2、MS は Applied Biosys

tems API2000を用いてESIのポジティブモードにより分析した。HPLC および MS 条件は
A 液：アセトニトリル＋0.1％ギ酸、B 液：水＋0.1%ギ酸によるグラジェント方式で 0 分で
A 液 30％-B 液 70％、20 分で A 液 100％-B 液
0％、50 分で A 液 100％-B 液 0％、60 分で A液 30％-B 液 70％、80 分で A液 30％-B 液 70％で、secosterol-A (m/z 667.238/170.3, 171.3)、s

ecosterol-B (m/z 667.238/170.2, 171.1)をモニターする MRMモードで解析した。 

 

４．研究成果 動脈硬化プラークやアルツハイマー脳など炎症関連疾患の組織中から見出された athe

ronals の疾患への関与を明らかにする目的で、まず atheronals-A および B の有する細胞毒性活性を検討した。ヒト骨髄性急性白血病由来
HL-60細胞を様々な濃度の atheronal-Aおよび
B へ 24時間暴露すると、atheronal-A および Bは濃度依存的な細胞毒性活性を示した（IC50 

= 10 µM）。この細胞毒性活性は、毒性を有する他の酸化コレステロール（7-ketocholester

ol、25-hydroxycholesterol、27-hydroxycholester

ol、7β-hydroxychoelsterol、5,6-epoxycholestero

l）と比べ 4～10倍強い細胞毒性を示した。A

theronal-A および B は 24時間以降も 72時間まで時間依存的な細胞毒性を示し、48 および
72 時間後の IC50は 0.7 および <0.5 µM であった。7-ketocholesterol、25-hydroxycholesterol、
27-hydroxycholesterol、7β-hydroxychoelsterol、
5,6-epoxycholesterolには 24時間以降の暴露時間依存的な細胞毒性は認められなかった。また、atheronal-A, -B によって誘導された細胞死は DNA の断片化、核凝集、カスパーゼの活性化を伴うアポトーシスであった。 さらに、本研究では、生体内における athe

ronal 生成の詳細な分子メカニズム解析を行い、コレステロールと myeloperoxidase（MP

O）、およびその基質である H2O2と Cl
-の存在下での試験管内反応より、atheroanal-A および B が生成することを明らかとした。また、これらの atheronal 生成は、methionine やβ-car

otene など一重項酸素スカベンジャーとにより有意に抑制されたことから、MPO 活性化による atheronals 生成メカニズムにおける一重項酸素の関与を強く示唆する結果を得た。 また、研究代表者らの研究グループは既に、好中球様分化 HL-60 細胞を PMA で活性化させると atheronal-AおよびBが生成することを確認している。そこで、実験系を用い、ather

oal 生成系における食品由来成分（Vitamin Cおよび E など）の効果について検討した。その結果、α-tocopherol およびγ-tocotrienol には
atheronal 生成抑制効果は認められなかった。一方、ascorbic acid は PMA暴露により誘導される atheronal生成を有意に促進した（約 3倍）。今後 ascorbic acid が促進する atheronal生成メ



 

 

カニズムの詳細な解析が必要である。 
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