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研究成果の概要（和文）：ヘキサノイル及びプロパノイルリン脂質付加体の微量検出定量法の構築、特に、抗体チップ
化を検討した。さらに、レビー小体病（LBD）におけるαシヌクレイン、アルツハイマー症（AD）におけるAβタンパク
質の毒性増加のメカニズム解明を目的に、アミド型付加αシヌクレイン、Aβタンパク質の酸化修飾機構の解明を行っ
た。また、脳内酸化ストレスの制御を目的に、アスタキサンチンとその立体異性体の機能解析を中心に行った。

研究成果の概要（英文）：Chemical and immunochemical analytical methods for quantification of hexanoyl- 
and Propanoyl-modified phospholipids have been evaluated, in particular, trials for construction of 
“Antibody chip” has been developed. α-Synuclein accumulates as insoluble fibrils in the Lewy bodies 
and protein aggregation such as amyloid β protein is considered to be an important process for the 
toxicity, so-called the amyloid cascade. Our research group have tried to find chemical structures of 
amide-modified α-synuclein and amyloid β protein and aggregation mechanism. We have also tried to find 
the mechanism of reguration of antioxidative food factors using astaxanthin and its stereoisomers.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
	
 アルキルアミド型付加体ヘキサノイルリ
ジン（HEL）は、リノール酸などのω６脂肪
酸に由来する脂質酸化初期産物（脂質ヒドロ
ペルオキシド）によるリジン修飾物として、
1999 年に研究代表者らのグループにより初
めて報告した「純国産」とも言えるバイオマ
ーカーである（Kato et al., J. Biol. Chem. 
1999）。その後、プロパノイルリジン（PRL）
（Hisaka et al., Free Rad. Biol. Med. 2009）
やスクシニルリジン（SUL）などカルボキシ
アルキルアミド型付加体も含めた新規な酸
化修飾付加体を見出すことに成功している。
HEL については、われわれの研究グループ
により特異モノクローナル抗体の樹立に成
功し、すでに ELISA キットも市販化されて
おり、動脈硬化病巣や酸化ストレスを受けた
肝臓・腎臓などにおける蓄積が明らかとなっ
ていた。 
一方、エイコサペンタエン酸（EPA）やドコ
サヘキサエン酸（DHA）などのω３多価不飽
和脂肪酸は抗酸化活性、神経シナプス形成促
進作用等、優れた生理作用から積極的な摂取
が勧められているが、ラジカルを捕捉する過
程で自身が酸化され、毒性をもつ脂質過酸化
物を生成する可能性についてはほとんど考
慮されていない。PRLはω３脂肪酸の酸化物
に由来していることから、HEL も含めて分
別定量することで生体・食品内における脂質
過酸化の実態（ω３と６の寄与割合）が明ら
かに出来ると考えている。我々は DHA など
ω３脂肪酸に富む脳組織において、加齢ラッ
トの海馬領域の免疫染色で PRL が蓄積して
いることを見出しており、脳組織の過酸化が
脳老化の機序に深く関わっていることを示
すと考えられる（日坂ら、学会発表済）。こ
れら付加体の発見の経緯や詳細については
総説などにまとめている（Kato & Osawa, 
Arch. Biochem. Biophys. 2010）。 
このような研究の過程で、大澤らは、脳内に
おける代表的なドパミン酸化修飾物として
知られる 6-ヒドロキシドパミンに加え、新規
なアルキルアミド型ドパミン付加体の生成
が脳内でのドパミンの減少と共に神経細胞
死を誘導することを明らかにした（Liu et al., 
J. Biol. Chem., 2008）。その後、ウサギの老
化赤血球中や肝障害モデルラットの系を用
いて、新規なアミド型付加リン脂質の存在を
有機化学的・免疫化学的に明らかにし、新し
い生理的役割解明へのアプローチとして世
界的にも大きく注目されていた（Hisaka et 
al., Biochem.Biophys.Res.Comm., 2010）。 
一方、脳内老化抑制が期待される抗酸化食品
因子として、アスタキサンチンが大きな注目
を集めている。申請者らも、アスタキサンチ
ンの生体内活性体は、従来一般的に推定され
ている all-trans型ではなく、cis体、特に、
9-cis 体が本体である可能性が高いことを細
胞 レ ベ ル で 報 告 し （ Liu et al., 
Biochem.Biophys.Res.Comm., 2007）、DHA

ヒドロペルオキシドによるドパミン神経細
胞の酸化障害を効果的に防御できる可能性
を明らかにしたが（Liu et al., Brain Res., 
2008）詳細は明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
生体内で生じる過剰な酸化ストレスは、脂質
分子の酸化のみならず二次的に生体内構成
成分の酸化修飾を誘導する。これまでの研究
から脂質ヒドロペルオキシドとタンパク質
のリジン残基が反応して生じるアミド型付
加体（ヘキサノイルリジン HEL やプロパノ
イルリジン PRL 等）を新規に見いだし、酸
化ストレスマーカーとして活用してきた。さ
らに、われわれはこのようなアミド型付加体
が赤血球や肝組織中ではリン脂質との反応
で生成し、脳内ではドパミン付加体の形成を
明らかにしている。本研究では、生体内、特
に脳内での化学的なアミド付加体の生成機
構を検討すると共に、ヒトにおける酸化スト
レスレベルの評価に応用できるバイオマー
カーを、分子レベルで有機化学的、免疫化学
を基盤にした研究アプローチで確立する。さ
らに、「ブレインフーズ」として期待されて
いるアスタキサンチンを実例として用いる
ことにより、抗酸化食品因子の脳内神経変性
抑制を科学的、定量的に評価できるか否か検
討する。 
 
３．研究の方法 
アミド型付加体の生理的意義や有用性解明
を目的に、３つの研究方法に分けて研究を実
施した。	
 
（１）脳内におけるアミド型付加体の生成機
構を化学的（LC-MS/MS）及び免疫化学的に
解明、及び、アルキルアミド型リン脂質付加
体の AD未病診断バイオマーカーとしての有
用性の確立を行った。具体的には、基礎デー
タの蓄積が最も進んでいるヘキサノイルリ
ン脂質付加物と共にプロパノイル型リン脂
質付加体の有機化学的な生成機構の解析、反
応 機 構 の 解 明 を HPLC や 四 重 極 型
LC-MS/MS等を駆使した検討を行った。実際
には、プロパノイル型付加体の化学合成、プ
ロパノイル型付加体に特異的なモノクロー
ナル抗体の作製、そして既存のヘキサノイル
型付加体とも併せて、脳組織の免疫染色の実
施、脳髄液中での存在・定量のための ELISA
法の確立に焦点を絞って研究を行った。	
 
（２）AD や PD モデル細胞、モデルマウス
とヒトサンプル（剖検脳、脳脊髄液、血液、
尿等）を用いた、アミド型リジン付加体、ヘ
キサノイル型及びプロパノイル型ドパミン
付加化合物の疾患初期のバイオマーカーと
しての有用性の確立と神経細胞変性機構の
解明を行った。タンパク質解析には平成 24
年度に私学助成により愛知学院大学に設置
された Q-Trap 3200質量分析器を利用した。
Aβタンパクは 40-43 アミノ酸残基からなる
アルツハイマー病患者の脳切片を、PRL特異



抗体を用い免疫組織化学染色し、Confocal 
microscopyで観察を行い、脳内の老人斑を構
成する Aβタンパクと PRLの共染を行った。
さらに、in vitro における DHA 由来ヒドロ
ペルオキシドと Aβタンパクとの反応により、
タンパクのどの部位が PRL 修飾を受けてい
るのかの分子レベルでの生成機構の解析を
抗 PRL 抗体及び質量分析器により行った。
また、認知症予防のためのヒト臨床試験の基
盤研究として、アルツハイマー症患者の脳組
織やヒト髄液中で増加が認められた PRL 化
Aβタンパクについて修飾部位の解析を行う。
Aβタンパクは PRL 化を受けることにより
構造変化を起こし、凝集する。特に、強い細
胞毒性を有する凝集中間体であるオリゴマ
ー生成の過程における PRL の関与を検討す
るために、このプロパノイル化による Aβ の
生理作用の変化の検証を行う。 
（３）アミド型付加体を用いた抗酸化食品因
子の機能性評価システムの確立を行った。ア
スタキサンチンは、海洋生物中に存在する強
力な抗酸化物質であり、大きな注目を集めて
いるものの、有機化学的な生体内活性体の同
定はなされていない。そこで、われわれが、
活性本体と推定している 9-cis 体を用いて、
DHA ヒドロペルオキシドによる神経変性モ
デル細胞に対する保護効果の評価法の確立
を行った。ミトコンドリアをターゲットとし
た抗酸化的な保護メカニズムを介した防御
機構により脳内神経細胞のアポトーシスを
抑制することを明らかにしている。そこで、
アスタキサンチンの脳内神経細胞変性に対
する免疫細胞、特に好中球の過剰発現による
酸化ストレスの予防効果の解析を目的に、ま
ず、HL-60 より得た好中球様細胞懸濁液に、
本年度に大量調製することができた 9-cis 型
のアスタキサンチンを添加し fMLPで刺激す
ることで、細胞内カルシウムイオン濃度上昇
を表す蛍光、スーパーオキシド産生を表す化
学発光の同時測定を行った。さらに、将来的
なヒト介入研究への展開の可能性について
も検討した。 
	
 以上の研究方法を統合してアミド型付加
体の生理的意義やバイオマーカーとしての
有用性を明らかにするための研究アプロー
チとした。 
 
４．研究成果 
（１）研究初年度である平成 24 年度は、ア
ミド付加体生成機構の検討として図－1 に示
したように、プロパノイル型付加体（PRL）
に特異的なモノクローナル抗体の作製、そし
て既存のヘキサノイル型付加体(HEL)やヘキ
サナノイルドーパミン(HED)などとも併せ
て、脳組織の免疫染色の実施、脳髄液中での
存在・定量のための ELISA 法の確立を行う
ことができた。特に、PRLは、グルタミン受
容体に結合し、細胞内カルシウム濃度を増加
することにより、神経細胞死を引き起こすこ
とが示唆されたので、リポソームにおける役

割について化学的な解析を行った。方法は、
リポソームを銅イオンと共存させた脂質過
酸化反応系で生成した酸化リポソームをフ
ォスフォリパーゼＤ（ from Streptomyces 
chromofuscus）処理し、n6 脂肪酸酸化のマ
ーカーであるヘキサノイル化フォスファチ
ジルエタノールアミン（NHPE）からＮ－ヘ
キサノイルエタノールアミン（HEEA）を切
り出し、四重極型の質量分析器により検出定
量を行った。また、現在、n3脂肪酸酸化のマ
ーカーであるプロパノイル化フォスファチ
ジルエタノールアミン（NPPE）についても
化学合成及び微量検出法の開発を行ってい
る。さらに、このリポソームに抗酸化物質と
して代表的なビタミン E、クロロゲン酸、
BHT をそれぞれ添加し、抗酸化評価法とし
て活用出来ることを確認した。さらに、細胞
内への取り込みを可視化するため、リポソー
ムの調製時に蛍光脂質を封入して得られた
リポソームをマウス由来の培養細胞
RAW264.7に導入し、細胞内へのリポソーム
の取り込みを蛍光顕微鏡により確認するこ
とができた。また、ヒトレビー小体病（LBD）
の黒質ドパミンニューロンでは顆粒状の酸
化 DHA修飾タンパク質の蓄積を見出し、α－
シヌクレイン過剰発現培養細胞ではミトコ
ンドリア機能障害が惹起されることを明ら
かにすることができた。 
（２）2年目の平成 25年度は、α－シヌクレ
インを過剰発現させたレビー小体病モデル
細胞を ドコサヘキサエン酸(DHA)で刺激す
ることで、プロパノイルリジン(PRL)および
スクシニルリジン(SUL)により修飾を受けた
タンパク質が蓄積されることを見いだした。
PRL、SUL修飾タンパク質の一部は凝集した
α－シヌクレインであり、DHAの濃度依存的
に細胞死が惹起された。ヘキサノイルエタノ
ールアミン(HEEA)およびプロパノイルエタ
ノールア(PREA)の微量検出定量法の構築を
目的に、安定同位体を含む内部標準標品も合
成、生体膜モデルとしてリポソームを用いた
HEEA, PREA の検出を検討し、エイコサペ
ンタエン酸(EPA)あるいは DHA を含むフォ
スファチジルコリンを組み込んだリポソー
ムからは PREAが検出され、リノール酸を構
成脂肪酸とするカルジオリピンを組み込ん
だリポソームからは HEEA の検出に成功し
た。さらに、直接、修飾リン脂質を対象に、
HEEAおよび PREAの HILIC-MSによる検
出法も構築した。しかし、HEPE、PRPEを
エピトープとする抗体作成では、特異性の高
い細胞株を得ることはできなかった。さらに、
マクロファージ系細胞 RAW264.7 に取り込
ませたヘキサノイルリジン (HEL)および



PRLの細胞内代謝についての検討も行い、経
時的な取り込みが確認され、取り込み後、培
養時間とともに細胞外に遊離の HEL あるい
は PRL が増加していることが明らかとなっ
た。さらに、アスタキサンチンやゴマリグナ
ン代謝物の脳内神経細胞変性の対する抑制
作用の検討のために、神経細胞（SHSY-5Y
細胞）を組み込んだ免疫賦活・抗酸化・抗炎
症作用の評価システムの構築にも成功した。 
（３）最終年度の平成 26 年度では、加藤ら
の研究グループは、脂質酸化の初期産物であ
る脂質ヒドロペルオキシドとアミノリン脂
質との反応に着目し、アミド型付加体である
n-6 系 脂 肪 酸 由 来 の N-hexanoyl 
phosphatidylethanolamine (HEPE) 及 び
n-3 系 脂 肪 酸 由 来 の N-propanoyl 
phosphatidylethanolamine (PRPE)の生成
およびその代謝について検討を行い、酸化
LDLからN-hexanoylethanolamine (HEEA) 
を検出した。また、マクロファージ様細胞 
(RAW264.7) に HEPE 及び PRPE を導入し
たリポソームを取り込ませ、培養液中に排出
された遊離アミド型付加体（HEEA および
PREA）の LC/MS/MS検出を行うことができ
た。 
	
 一方、丸山らのグループは、神経細胞での
細胞死の過程で選択的な過酸化脂質修飾タ
ンパク質(アミド型付加体)の増加を認め、さ
らに、LBD モデルであるα̶シヌクレイン
（aSYN）過剰発現培養細胞に脂質過酸化ス
トレスを惹起した結果、レビー小体病様の封
入体と細胞死が惹起され、オートファジーの
機能障害を認めた。また、アミド型付加修飾
を受けた Aβタンパク質がグルタミン受容体
に結合し、細胞内カルシウム濃度を増加する
ことにより、神経細胞死を引き起こすことを
示唆することができた。 
	
 また、大澤らの研究グループは、抗酸化ポ
リフェノールとともにカロテノイドの代表
としてアスタキサンチンを対象に、浜松ホト
ニクス研究所との共同研究で開発されたヒ
ト前骨髄性白血病由来の細胞 HL-60 による
抗酸化・抗炎症・自然免疫賦活同時評価細胞
試験法を中心に用いて、脳内でのミエロペル
オキシダーゼの過剰発現に対するアスタキ
サンチンの検討を行ったところ、生体内代謝
活性体と推定される 9-cis 体が食品成分とし

て摂取する all-trans 型よりも過剰な炎症反
応に対して抑制効果を有することが明らか
となった。現在、9-cisアスタキサンチンを用
いてヒト介入試験のために図－２に示したよ
うに、特に認知症モデルの細胞や動物を用い
て検討を行っている。 
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