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研究成果の概要（和文）：本研究は食品成分によるアルツハイマー病予防効果について研究を行った。ガーリッ
ク香気成分のDiallyl trisulfide (DATS)が硫化水素ドナー化合物であることを見出した。アミロイドβは神経
成長因子で分化誘導されたPC12細胞や初代培養のラット神経細胞に神経細胞傷害を誘導した。DATSや他の硫化水
素ドナーはアミロイドβによる神経細胞傷害に対して保護作用を示さなかった。一方、DATSに抗炎症作用がある
こと、その作用メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the protective effect of food 
factor on Alzheimer's disease.  We found that diallyl trisulfide (DATS) derived from garlic is 
hydrogen sulfide donor compound.  Amyloid β induced neuronal cell death in primary neuronal cell 
cultures and neuronal cell line PC12.  DATS and other hydrogen sulfide donor compounds had little 
effects on neuronal cell death induced by amyloid β.  We revealed that  DATS has anti-inflammatory 
activity.

研究分野：食品科学、神経科学、細胞生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
	 アルツハイマー病は、認知機能低下や人格
の変化を主な症状とする認知症の一種であり、
主なリスクファクターは加齢である。脳の神
経細胞の減少や脳の萎縮、脳への老人斑・神
経原線維変化の出現を特徴としている。脳の
中にアミロイドbと呼ばれるタンパク質が脳
内に蓄積することが原因の一つとされており、
その結果、神経細胞が変性・脱落することで、
脳の機能が低下し、認知機能が低下すると考
えられている。しかしながら、アルツハイマ
ー病の明確な原因は不明である。	
	 硫化水素(H2S)は噴火口や温泉地で鼻につ
く卵の腐ったにおいの正体であり、一般には
毒ガスとして知られている。一方、生体内で
は一酸化窒素や一酸化炭素に次ぐ第３のガス
性シグナル伝達物質として働くことが注目さ
れている。1989 年から 1990 年にかけてヒト
やラットの脳に硫化水素が存在することが確
認され(Goodwin	et.	al.,	1989)、含硫アミノ
酸の代謝で硫化水素が生じることが明らかに
された。その意義として、硫化水素が生理的
な血管拡張因子であること、硫化水素が抗酸
化物質グルタチオンレベルを高めること、そ
れを介して神経細胞を保護することなどが報
告されている(Kimura	and	Kimura,	2004)。そ
のため、硫化水素の生理活性と医学応用への
可能性に関心が高まり、NaHS 製剤や硫化水素
放出型アスピリンなどの硫化水素ドナー製剤
の開発と臨床試験が行われている(Kodela	 et.	
al.,	2012,	Predmore	and	Lefer,	2010)。	
	 これまでに申請者らはガーリック香気成分
の	 diallyl	 trisulfide	 (DATS,	 CH2=CHCH2-
SSS-	 CH2CH=CH2)	 に強いがん細胞の増殖抑制
活性があること、細胞分裂に必要なタンパク
質であるb-tubulin のシステイン残基を S-
allyl修飾することで紡錘糸の形成を阻害し、
細胞分裂を阻害することを報告している
(Hosono	 et.	 al.,	 2005,	 Hosono	 et.	 al.,	
2008)。DATSが生体内のタンパク質やペプチド
の SH 基と反応する際、その副生成物として硫
化水素を生じることが報告されており、DATS
が食品由来の硫化水素ドナー化合物であるこ
とが示唆されている(Benavides	 et.	 al.,	
2007)。	
	
	
２．研究の目的	
	 アルツハイマー病の原因はまだ分かってい
ない。しかし、臨床的には脳内でアミロイドb
が凝集してアミロイド斑として沈着し、やが
て神経細胞が死滅することから、アミロイド
bがアルツハイマー病の原因物質と考えるア
ミロイド・カスケード仮説が有力となってい
る。本研究では、ガーリック香気成分の DATS
が硫化水素ドナーとなりえるか、硫化水素ド
ナーがアミロイドbによる神経細胞傷害を抑
制することによりアルツハイマー病を予防で
きるか検証することを目的に研究を行った。
また、アミロイドbはミクログリアを活性化す

ることで脳内炎症を引き起こし、アルツハイ
マー病態の進行に関与することから、抗炎症
作用についてもあわせて検討を行った。	
	
	
３．研究の方法	
(1)	DATS の硫化水素ドナー活性の評価	
	 DATSとグルタチオンやシステインを反応さ
せ、硫化水素が生成するか、反応溶液をメチ
レンブルー吸光光度法により硫化水素が生成
されるか検討した。また、DATS の側鎖が異な
る dipropyl	 trisulfide	 (DPTS,	 CH3CH2CH2-
SSS-CH2CH2CH3)の反応性の比較を行った。	
	
(2)	 DATS がアミロイドbによる神経細胞の細
胞死に及ぼす影響	
	 神経成長因子で分化誘導された PC12 細胞
や初代培養のラット神経細胞に DATS とアミ
ロイドbを作用させ、その後の細胞生存率やア
ポトーシスについて LDH	 assay や Caspase-3
の活性化で評価した。	
	
(3)	DATS がマクロファージの炎症応答に及ぼ
す影響	
	 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 に
DATS を作用させた後、Lipopolysaccharide	
(LPS)刺激を行い、炎症性サイトカインやケモ
カイン産生と炎症シグナルに及ぼす影響つい
て評価した。	
	
	
４．研究成果	
(1)	DATS の硫化水素ドナー活性の評価	
	 DATSとグルタチオンやシステインを混合す
ることで、硫化水素の生成が確認された。ま
た、DATS の側鎖が異なる DPTS とグルタチオ
ン、システインとの反応性を比較したところ、
その反応性は DATS が DPTS と比べて高いこと
が明らかとなった。以上の結果から、DATS は
グルタチオンやシステイン、あるいはタンパ
ク質の SH 基と反応することで微量の硫化水
素を生成し、硫化水素ドナーとなることが明
らかとなった。	
	
(2)	 DATS がアミロイドbによる神経細胞の細
胞死に及ぼす影響	
	 PC12細胞と初代培養のラット神経細胞にア
ミロイドbを 24 時間作用させ、その後の培地
中の LDH 活性を測定したところ、アミロイド
b処理によって神経細胞が傷害されることを
確認した。さらに、Caspase-3 の活性化を
Western	 blotting により評価したところ、
Caspase-3 の活性化が認められ、アミロイドb
は神経細胞にアポトーシスを誘導することを
確認した。	
	 その条件下において、DATS を前処理するこ
とで神経細胞の細胞死が抑制されるか検討し
た。DATS を前処理した神経細胞においても、
未処理の神経細胞と同程度のアミロイドbに
よる細胞死、Caspase-3 の活性化が観察され



た。また、硫化水素ドナーである硫化ナトリ
ウム Na2S や硫化水素ナトリウム NaHS を用い
て同様の検討を行ったが、DATS 同様、アミロ
イドbによる細胞死からの保護作用は見られ
なかった。これらの結果から、硫化水素ドナ
ーはアミロイドbによる神経細胞の細胞死に
対して保護作用を示さないことが明らかとな
った。	
	
(3)	DATS がマクロファージの炎症応答に及ぼ
す影響	
	 マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 に
LPS を作用させることで、炎症性サイトカイ
ンの Tumor	necrosis	factor-a	(TNF-a)やケ
モ カ イ ン の Monocyte	 chemoattractant	
protein	1	(MCP1)の遺伝子発現が誘導される。
DATS の前処理によって、TNF-aや MCP-1 の遺
伝子発現が抑制されることを確認した（下図）。
また、LPS による炎症シグナルを解析したと
ころ、DATS は NfkB の核内移行を抑制した。さ
らに DATS は LPS 受容体の TLR4 の活性化を阻
害した。DATS による抗炎症作用はグルタチオ
ンやシステインと DATS を予め反応させるこ
とで見られなくなった。また、硫化水素ドナ
ーの硫化水素ドナーである硫化ナトリウム
Na2S や硫化水素ナトリウム NaHS に抗炎症活
性は認められなかった。このことから、DATS
は硫化水素ドナーとして抗炎症作用を示した
のではないと考えられる。	
	

図	DATS は LPS によって誘導される MCP-1 遺	
	 	伝子発現を抑制する	
	
	 以上、本研究の結果、ガーリック香気成分
の DATS に硫化水素ドナーとなることを見出
したものの、アミロイドbによる神経細胞傷害
を抑制することはできなかった。一方、LPS に
よる炎症応答を抑制すること、そのメカニズ
ムについて明らかとした。タンパク質の SH 基
は、ジスルフィド結合の形成を介して立体構
造が大きく変化し、活性が調節される。シス
テイン残基を酸化修飾することはジスルフィ
ド形成を阻害し、タンパク質の機能を阻害す
ることにつながる。硫化水素による生理機能
発現の一端は、ポリサルファイドによると考
えられていることから(Miyamoto	 et.	 al.,	
2017)、DATSと硫化水素は共通した生理機能発

現メカニズムが存在すると予想される。今後
は DATS が標的とするタンパク質 SH 基を探索
することで、DATS がどのような生理機能を発
揮するかについて検討する必要がある。	
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