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研究成果の概要（和文）：ポリアミンは細胞増殖促進作用を持つ因子であるが、酸化分解される

と毒性の強いアクロレインを産生する。本研究では、アクロレインの細胞毒性機構の分子レベ

ルでの解明、及びその機構に基づいた脳機能改善薬の探索を試み、以下の新知見を得た。 

 

研究成果の概要（英文）：Polyamines play important roles in cell proliferation and 
differentiation. However, acrolein that is highly toxic compound is produced by polyamine 
oxidation. In this study, we studied on the molecular mechanism of acrolein toxicity on 
cell growth, and researched candidates for cerebral insufficiency improver based on the 
mechanism of acrolein toxicity on cell growth. New findings in this study have been 
described below. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞増殖必須因子であるポリアミン（プト

レスシン、スペルミジン、スペルミン）は細
胞内に高濃度（mM オーダー）存在し、蛋白質
合成を促進することにより細胞増殖を促進
する。一方、ポリアミンのうちスペルミンは
スペルミンオキシダーゼ（SMO）またはアセ
チルポリアミンオキシダーゼ（AcPAO）によ
り酸化分解されると、細胞にとって毒性の高
いアクロレイン（CH2=CH-CHO）及び過酸化水
素（H2O2）を産生する。 

申請者らのグループは、アクロレインが過
酸化水素よりも強力な毒性物質であること
を細胞培養実験により示し【Sharmin, S., 
Sakata, K., Kashiwagi, K., Ueda, S., 
Iwasaki, S., Shirahata, A. and Igarashi, 
K.: Polyamine cytotoxicity in the presence 
of bovine serum amine oxidase. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 2001, 282, 228-235】、
この毒性が SMO 及び AcPAO の阻害剤で解除さ
れることを証明した。また、脳梗塞患者の血
中ポリアミンオキシダーゼ（SMO, AcPAO）活
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性及び血中のアクロレイン抱合蛋白質
（PC-Acro）を測定し、梗塞巣の大きさと重
症度との相関性を見出した。さらに脳梗塞発
症後 CTにより梗塞巣が認められるより早く、
血中 AcPAOが速やかに上昇することを明らか
にした。これらの成果を基に、SMO, AcPAO 及
び PC-Acro値を指標とした脳血管障害の診断
法に関する特許を出願した【特許 1; 特開
2005-304476, PCT/JP2005/006429】。近年行
なった小規模臨床試験では、健常者群から
SMO, AcPAO 又は PC-Acro 値の高い被験者を選
別し、炎症性マーカーであるインターロイキ
ン 6及び C反応性蛋白質を組合せて測定する
ことで、感度 90％の確率で無症候性脳梗塞を
発見することに成功した。また、その後行な
った 1000 人規模の臨床試験も終了し、その
有用性が確認された。現在は人間ドックを中
心に無症候性脳梗塞のリスク判定事業を開
始する段階にきた。 
また、脳梗塞モデルマウスを用いた検討で

は以下のことが明らかとなった。脳梗塞部位
ではスペルミン及びスペルミジンの減少に
伴い PC-Acro の増加が見られた。PC-Acro は
梗塞部位では正常部位の 28 倍も蓄積してお
り、血漿中では正常マウスに比べ 1.8 倍の上
昇が見られた。血漿中の SMO, AcPAO 活性も
脳梗塞モデルマウスで有意に上昇していた
【Saiki, R., Nishimura, K., Ishii, I., 
Omura, T., Okuyama, S., Kashiwagi, K., and 
Igarashi, K.: Intense correlation between 
brain infarction and protein-conjugated 
acrolein. StrokeStrokeStrokeStroke (2009) 44440000, 3356-3361】。
したがって、PC-Acro がポリアミンより産生
されていること、そして血漿中の PC-Acro 量
及び SMO, AcPAO が脳梗塞のバイオマーカー
となることを動物実験で確認できた。さらに
最近、この脳梗塞モデルマウスに、申請者ら
が開発した NMDA 受容体のチャネルブロッカ
ーであるトリベンジルスペルミジン（TB34）
及びアクロレイン除去剤である N -ベンジル
ヒドロキシルアミンを投与したところ、梗塞
巣の大きさを 60％以下に縮小させることに
成功した。この場合、梗塞巣における PC-Acro
量は有意に減少した。また、発症 6 時間後に
これらの化合物を投与しても、発症前に投与
した場合と同様の効果が得られた。特にトリ
ベンジルスペルミジンは強い効果を示した。
これらの実験結果から、脳梗塞の重症度とア
クロレイン量は非常に強く相関しているこ
と、また脳梗塞を発症した際にアクロレイン
を除去することで症状が劇的に緩和される
ことが明らかとなった。 
一方、アクロレインの反応性に関して、申

請者らはこれまでに 1）アクロレインが蛋白
質のシステイン及びリジン残基に親和性が
高いこと、2）活性酸素種（H2O2、・OH、・O2-）
は DNA 合成及び RNA 合成を阻害するのに対し、

アクロレインは蛋白質合成を阻害すること
で強力な細胞増殖阻害作用を示すことを明
らかにした。また、アクロレイン及び活性酸
素の毒性を除去する物質も明らかにした。す
なわち、アクロレインは SH 基を含む N -アセ
チルシステイン等により無毒化され、活性酸
素は CO 基を含むピルビン酸等により強く、
ポリフェノールにより弱く無毒化された。し
かし、アクロレインは不安定で反応性が高く、
毒性が非常に高いため、その挙動を解析する
のが非常に難しい。ゆえにアクロレインの細
胞毒性機序は未だ不明な点が多く、標的とな
る因子さえ明らかとなっていない。 
 

２．研究の目的 
以上の背景及び研究成果を踏まえ、本研究

では以下の 2点について重点的に研究を遂行
する。 
（1）脳梗塞発症時にポリアミンより産生さ
れるアクロレインの細胞障害機構を解明す
る。特に、細胞障害が起こる際のアクロレイ
ン標的蛋白質の同定を中心に行う。また、標
的蛋白質の機能を回復する分子標的物質を
探索する。 
（2）アクロレイン産生を阻害する、もしく
は産生したアクロレインを速やかに除去す
る化合物を探索し、新たな脳機能改善薬のリ
ード化合物とする。 
 

３．研究の方法 
（1.）アクロレイン標的蛋白質の同定及び標
的蛋白質の機能を回復する分子標的物質の
探索 
①抗アクロレイン抗体によるアクロレイン
標的蛋白質の検出及び同定と分子標的物質
の探索 
アクロレインに一定時間暴露したマウス

神経芽細胞腫 Neuro2A を回収し、SDS 電気泳
動及び抗アクロレイン抗体を用いた Western 
blot 解析により、アクロレインの濃度依存的
に強く検出される蛋白質を選別する。これら
の蛋白質及びアクロレインにより修飾され
るアミノ酸残基を LC-MS/MS 及びエドマン分
解により同定する。また脳梗塞時の虚血モデ
ルとして、マルチガスインキュベーター（申
請設備備品）を使用し、Neuro2A を低酸素・
低グルコース状態で培養した細胞を調製・回
収する。回収した細胞は上記と同様、抗アク
ロレイン抗体で検出される蛋白質を選別し、
同定する。同定されたアクロレイン標的蛋白
質の機能を明らかにし、この蛋白質の機能を
回復させる分子標的物質を探索する。分子標
的物質が得られたら、その物質が脳機能改善
薬として作用するかどうか検討する。 
（2）アクロレイン量の減少を指標とする化
合物の探索 
①アクロレイン産生阻害作用を示す化合物



の探索 
AcPAO もしくは SMO に基質及び候補化合物

を添加し、アクロレイン産生量を HPLC で測
定することで、候補化合物のアクロレイン産
生阻害作用を評価する。アクロレイン産生阻
害作用の高い候補化合物が得られたら、脳梗
塞モデルマウスに投与し、梗塞巣の大きさ及
び PC-Acro 値を測定する。 
②アクロレイン除去作用を示す化合物の探
索 
培地中にアクロレイン及び候補化合物を

添加し、Neuro2A の生存率を測定することで
候補化合物のアクロレイン除去作用を評価
する。アクロレイン除去作用の高い候補化合
物が得られたら、脳梗塞モデルマウスに投与
し、①と同様の検討を行う。 
 
４．研究成果 
（1）細胞を 400 µM のアクロレインに 1時間
曝露し、その細胞抽出液を SDS 電気泳動及で
解析した。その結果、2 種類の蛋白質が顕著
に消失することを見出した。これらの蛋白質
をゲルから抽出し、LC-MS/MS により解析した
結果、グリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素
酵素（GAPDH）及びビメンチンであることを
同定した。GAPDH について詳細に解析を行い、
GAPDH の活性中心であるシステインにアクロ
レインが付加することで、GAPDH の活性を低
下させていることを見出した【下図】。また、
アクロレイン化した GAPDH は核へ移行し、転
写因子として働くこと、このシグナルが細胞
増殖を抑制する一因であることが示唆され
た。 

 

（2）アクロレインは
チオールやアミンと
良好に反応する性質
があることから、食
品中に含まれる化合
物のうち、チオール
やアミンを含む化合物や、抗酸化作用がある
と言われている化合物を選別し、アクロレイ
ンと共に培養細胞の培地中に添加し、アクロ
レインの細胞毒性を除去する作用があるか
どうか検討した。その結果、ニンニクの成分

であるアリイン【上記化合物】にアクロレイ
ンの細胞毒性を除去する作用が見出された。 
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