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1．はじめに

　ビタミン Eはクロマノール環に側鎖が結合した構造
をしており，飽和のフィチル側鎖を持つトコフェロー
ル（Toc）と，不飽和のイソプレノイド側鎖を有するト
コトリエノール（T3）に大別され，クロマノール環に結
合するメチル基の数と位置によって -， -， -， -の 4
種類の類縁体が存在する（図 1）．その生理作用につい
ては，一般的に知られる抗酸化活性 1）に加え，抗ガン
活性 2），コレステロ―ル低下 3）などが知られている．
これらの生理活性は，特に細胞試験において T3の方
が Tocよりも強いことが示されており，T3の細胞内取
り込み量が Tocよりも多くなることがその要因の一つ
と考えられている 4）．このような中で，我々は最近，
細胞培養液中で T3が Tocよりも高い親和性でアルブ
ミンと結合することで細胞内へ取り込まれやすくなる
現象を見いだした 5）6）．このようにビタミン Eがタン
パク質と結合することで生理作用に関与することは幾
つかの報告があるが，今回，我々が見いだした知見を
含めた近年の研究についてトピックスとして紹介する．

　
2． T3 のエストロゲンレセプター（ER）との
結合を介した細胞保護作用

　Nakasoらは，T3がエストロゲンレセプターと結合
することで，神経細胞保護作用を有することを報告し
ており 7），その概要と，近年さらに得られている知見
について紹介する．
　まずヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞に，パーキン
ソン病関連毒である 1-メチル-4-フェニルピリジニウ
ムイオン処理して細胞死を誘導する中で，T3の各類縁
体を添加したところ，全ての T3類縁体が濃度依存的
な細胞保護作用を示した 7）．同様にパーキンソン病関
連毒であるMG132（Z-Leu-D-Leu-Leu-al）やタプシガル
ギン処理した細胞に各 T3類縁体を投与すると，その
細胞保護効果は -T3と -T3で特に顕著にみられた 7）．
これらの試薬は酸化ストレスに関係なく毒性を示すも
のであり，これらに対する T3の細胞保護効果は抗酸
化によるものでなく，細胞内シグナル伝達に依存的な
ものであることが仮説として考えられた 7）．
　そこで，T3による細胞保護に関わる細胞内シグナル
伝達を調べるために，MAPK経路と PI3K/Akt経路を
候補として，これらに関わるタンパク質のリン酸化を
調べた．その結果，各 T3類縁体の SH-5YSH細胞への
投与で，MAPK経路に関わるタンパク質（p-38，JNK）
のリン酸化はみられなかったものの，PI3K/Akt経路に
関わるタンパク質（Akt，Erk1/2）のリン酸化はみられ，
特に -T3と -T3で顕著であった 7）．
　続いて，神経細胞において PI3K/Akt経路の上流に
位置すると報告されている様々なレセプターの阻害剤
や遮断薬を用いた細胞試験を行うと，ERの遮断薬で
あるタモキシフェンを用いた場合において，T3による
細胞保護作用が阻害されることが分かった 7）．そこで，
ERの放射性リガンドである 3H-エストラジオール（3H-
E2）を用いて競合的放射測定結合アッセイを実施した．
具体的には，ER もしくは ER に 3H-E2と各 T3類縁
体を添加し，ERと 3H-E2の結合が T3により阻害され
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るかを評価した．その結果， -T3と -T3が ER の
3H-E2との結合を阻害し，これらは ER に結合するこ
とが示された 7）．なお，ER に対する -T3と -T3の結
合や，ER に対する各 T3類縁体の結合は弱いもので
あった 7）．さらに，ER をノックダウンすると， -T3と
-T3による細胞保護作用がみられなくなった 7）．
　このように T3は ERを介して神経細胞保護作用を
発揮することが分かった．さらに近年，Horikoshiらは，
T3によるヒト表皮角化細胞株である HaCaT細胞の創
傷治癒促進効果について ERが関わり，ERの発現抑制
が細胞への T3の取り込みを抑制することも見いだし
つつある 8）．ERとの結合を介した T3のさらなる生理
作用の解明に興味が持たれる．
　
3． -Tocの67 kDaラミニンレセプター（67LR）
との結合を介した生理作用

　ここまで T3の生理作用の報告を紹介したが，次は
Tocの生理作用についての報告を紹介する．Hayashiら
は， -Tocが腎糸球体に発現する 67LRと結合しジア
シルグリセロールキナーゼ（DGK ）を活性化すること
で，糖尿病性腎症の改善効果を有することを報告して
いる 9）．
　まず，DDT1-MF2細胞に GFPタグ DGK を発現さ
せて -Tocを添加した状態を共焦点顕微鏡で観察する
と，DGK 活性化の特徴である DGK の細胞膜への移
行がみられた 9）．そして，このような -Tocによる
DGK の細胞膜への移行は，細胞への 67LR抗体処理
や，67LRのノックダウンで減少することが確認され，

-Tocによる DGK の活性化に 67LRが関わっている
ことが示された 9）．
　続いて，FLAGタグ 67LRを過剰発現させた Cos7細
胞の破砕液を調製し，Toc結合ビーズを用いたプルダ
ウンアッセイに供すると， -Tocと 67LRが結合する
ことが分かった 9）．加えて， -Tocを溶解させた 0.1% 
DMSOを含んだ緩衝液に，精製リコンビナント 67LR
溶液を滴加して等温滴定熱量測定を行うと結合熱が測
定されたことから， -Tocと 67LRが確かに結合する
ことが確認された 9）．
　さらに， -Tocと 67LRを重水含有の緩衝液中でイ
ンキュベートし，タンパク質の一次構造の中で重水素
の置換が生じにくい領域を調べることで，67LRの構
造における -Tocの結合部位を調べた．その結果，

-Tocは 67LRの疎水性ポケットに結合することが考
えられた．さらに，ドッキングモデル解析を実施する
ことで， -Tocの側鎖から 67LRの疎水性ポケットに
入りこみ結合することが考えられ，見いだした 67LR

中の -Toc結合部位について妥当性が確認された．こ
のように， -Tocが 67LRと結合することで，DGK 活
性化を誘導し生理活性を発揮する機序が考えられた．
　一方で，エピガロカテキンガレート（EGCG）につい
ても，67LRを介して糖尿病性腎症を改善する効果が
過去に報告されている 10）．Hayashiらは，EGCGの
67LRの結合部位は親水性の部位であり， -Tocの疎水
性ポケットとは異なる部位であることも見いだしてい
る 9）．このように，同じレセプタータンパク質に対し
てリガンドによって結合部位が異なっていても，同様
の生理効果を発揮する点について興味が持たれる．な
お，67LRを介した生理作用について，T3への言及は
無かった．
　
4． -Tocとアミロイド の結合より期待される
生理作用

　ここまでは細胞実験を中心とした報告を紹介した
が，ここからは in silicoによる解析を中心とした報告
を紹介する．アルツハイマー病は神経変性疾患であり，
特徴として脳内でアミロイド ペプチド（A ）が凝集
した A 斑がみられ，その予防に向け様々な化合物に
ついて A の凝集を防ぐ効果があるか調べられている．
　そのような中，Aloufiらは近年， -Tocを始め，ア
スコルビン酸，リンゴ酸，システイン，ジチオエリト
リール，ジチオスレイトールなどの化合物と A との
ドッキングモデル解析を行い，それぞれのドッキング
モデルにおける親和性と安定性を評価している 11）．そ
の結果，各ドッキングモデルにより算出された結合エ
ネルギーは -Tocが最も低値をとり，高い親和性で A
と複合体を形成することが分かった．
　さらに，各ドッキングモデルの分子動態シミュレー
ション解析を行っている 11）．RMSD（Root Mean Square 
Deviation）値は，時間に対する複合体構造のずれをシ
ミュレーションした指標となるが，各ドッキングモデル
の中でも -Tocと A の複合体が最も低い値を取ったこ
とから，最も安定な複合体であることが分かった 11）．
さらに，RMSF（Root Mean Square Fluctuation）値はタン
パク質とリガンドの複合体において，局所的なタンパ
ク質構造の揺らぎを表す指標である．各ドッキングモ
デルにおいて， -Tocの A 複合体にてタンパク質の構
造が最小限の揺らぎとなる結果となった 11）．このよう
に -Tocが A に安定的に結合することが予想される
ことは，A の凝集を防ぐ化合物としてアルツハイマー
病予防への活用が期待され，他のビタミン E類縁体の
研究についても進展が待たれる．
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5． ビタミンEとインスリンの結合より期待さ
れる生理作用

　インスリンは A鎖と B鎖の 2つのペプチドから構
成され，A鎖と B鎖間に存在するジスルフィド架橋に
より連結している．インスリンによるシグナル伝達は
細胞表面のインスリン受容体と結合することから始ま
るが，受容体への結合においてインスリンの B鎖 C末
端のヒンジ領域が大きく開いた構造になることが重要
であることが示されている 12）．近年，Soleymaniらは，

-Tocとビタミン D3のインスリンとのドッキングモデ
ル解析を実施し，それぞれが結合した際のインスリン
の構造に対する影響を評価している 13）．
　まず，それぞれのドッキングモデルを作製したとこ
ろ， -Tocの方がより多くのアミノ酸残基と相互作用
し，結合エネルギーも -Tocの方が低くなることが分
かった 13）．続いて，各ドッキングモデルの分子動態シ
ミュレーション解析を実施している．その結果，イン
スリン B鎖の RMSD値において， -Tocとインスリン
の複合体が，リガンドが無い状態やビタミン D3との
複合体よりも高い数値を取り，インスリンの構造が

-Tocの結合によって変化することが考えられる結果
となっている 13）．さらに，B鎖 C末端のヒンジ領域の
角度の時間変動をシミュレーションすると，リガンド
が無い状態で最大 20°であったのが， -Tocの結合で
65°まで変化し，インスリン受容体の結合に重要なア
ミノ酸残基が露出することが分かった 13）．なお，ビタ
ミン D3が結合した際にはヒンジ角度への影響がほと
んど無いことも分かった．このように in silicoによる
研究で， -Tocによるインスリンの活性化が示唆され
たことは，ビタミン Eの糖尿病に対する治療的アプ
ローチへの活用につながるものと期待される．

　
6． TocとT3のアルブミンとの結合親和性の違
いでもたらされる細胞内取り込み量の違い

　最後に，我々が最近見いだした知見について紹介す
る 5）6）．前述の通り，細胞試験において，T3の細胞内
取り込み量がTocよりも多くなることが知られており，
T3が Tocよりも強い生理活性を示すことの要因と考え
られている 4）．実際に，このような Tocと T3の取り
込み量の違いは様々な細胞種で確認されている 14）–20）．
例えば，Jurkat細胞では 1.0 Mの -Tocまたは -T3
と 24時間インキュベートすると， -T3は -Tocより
も 6.5倍高い細胞内取り込みを示すことが報告されて
いる 15）．さらに，LNCaP細胞および PC-3細胞では，
50 Mの -Tocまたは 10 Mの -T3と 6時間インキュ
ベートした際においても， -T3の細胞内取り込み量は
-Tocよりも高くなることが報告されている 17）．しか
しながら，このような取り込み量の違いを生じるメカ
ニズムは不明な点が多く残されていた．
　まず我々は，Tocと T3の取り込み量の違いが様々な
培地条件中でみられていることから 14）–20）（表 1），一般
的に細胞培養培地に添加される血清が Tocと T3の細
胞内取り込み量に与える影響を，ヒト単球性白血病細
胞株を用いて調べることとした．具体的には，10%ウ
シ胎児血清（FBS）添加培地，あるいは血清除去培地を
用いて，Tocおよび T3の各類縁体の細胞内取り込み量
を調べた．その結果，10% FBS添加培地を用いた場合，
確かに T3の取り込み量は Tocよりも多くなり，さらに
は，Tocおよび T3の各類縁体の取り込み量が 10% FBS
添加培地と血清除去培地で異なることが分かった 5）（図
2）．したがって，Tocと T3の細胞内取り込み量の違
いには，血清中の何らかの成分の関与が示唆された．
　そこで我々は，血清の主要なタンパク質であるアル

細胞種 由来 ビタミン Eの細胞内取り込み 培地条件

HepG2 14） ヒト肝癌 -Toc < -T3
-Toc < -T3

10% FBS添加培地

HDF 16） ヒト皮膚繊維芽 -Toc < 全 T3類縁体 10% FBS添加培地

A549 18） ヒト肺癌 -Toc < -T3
-Toc < -T3

10% FBS添加培地

PC-3，LNCaP 17） ヒト前立腺癌 -Toc < -T3 1% FBS添加培地
Jurkat 15） ヒト T細胞性白血病 -Toc < -T3 セレン欠乏培地
Caco-2 19） ヒト結腸腺癌 -Toc < -T3 無血清培地

NIH-3T3 20） マウス胎児繊維芽 -Toc < -T3 無血清培地

表 1　過去の報告における Tocと T3の細胞内取り込み
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ブミンに着目した．アルブミンは様々な医薬品・食品
成分の細胞内取り込みに関わることが知られており 21），
近年，我々もクルクミノイド類の細胞内取り込み量の
違いにアルブミンが関わることを見いだした 22）．これ
らのことから，血清除去培地に種々の濃度のウシ血清
アルブミン（BSA）を添加して Tocおよび T3の細胞内
取り込み量を調べた結果，血清除去培地への BSAの
添加で T3の細胞内取り込み量は顕著に増加し，これ
に対して Tocは減少することが分かった（図 3）．特に，
10% FBS添加培地のアルブミン濃度に相当する 32.4 

Mの BSAを添加した場合に，T3の顕著な取り込み
量の増加がみられた 5）．これらの結果より，Tocと T3
の細胞内取り込み量の違いには，培地成分の中でも血
清の主要なタンパク質であるアルブミンが関与するこ
とが強く示唆された．
　一般的に，アルブミンが関わる医薬品・食品成分の
細胞内取り込みにおいては，医薬品・食品成分とアル
ブミンの親和性が細胞への取り込み量に関係すること
が知られている 23）．そこで続いて我々は，Tocや T3
のアルブミンとの親和性について，蛍光クエンチング
法とドッキングモデル解析により評価した 5）．まず，
蛍光クエンチング法において，リン酸緩衝液中の BSA
に Tocおよび T3の各類縁体を添加することで BSAの
固有蛍光が減少し，得られた蛍光スペクトルから結合

パラメーターを求めて比較すると，T3のアルブミンに
対する親和性は Tocよりも高くなる結果となった 5）．
さらに，ドッキングモデル解析を行うと，Tocと T3は
BSAの幾つかのアミノ酸残基と相互作用し，T3は Toc
よりも高い安定性で BSAと結合することが示唆され
（図 4），さらなるドッキングモデル解析を行うことで，
このような BSAとの親和性の違いは Tocと T3の側鎖
構造の違いによりもたらされることが分かった 5）．こ
れらのことから，T3はアルブミンと Tocよりも高い親
和性で結合し，このことが Tocと T3の細胞内取り込み
の違いを引き起こす要因の一つであると考えられた 5）．
このように培地中のアルブミンとの結合によって引き
起こされる Tocと T3の細胞内取り込み量の違いは，
過去に様々に報告されてきた Tocと T3の生理活性の
違いにも関与することを予想しており，さらなる解明
が待たれる．
　
7．おわりに

　今回，ビタミン Eの生理作用研究について，ER7）8），
67LR 9），A  11），インスリン 13），アルブミン 5）6）との結
合を介した報告について紹介させて頂いた．ビタミン
Eは血中では主にリポタンパク質中に含まれるが，今
回紹介した報告のようにビタミン Eが様々なタンパク
質とどのように結合するかを詳細に調べることも，ビ

図 2　血清が各 Toc・T3類縁体の細胞内取り込み量に及ぼす影響
THP-1単球細胞を血清除去培地中で，Tocおよび T3の各類縁体 20.0 Mと 2時間培養し，Tocおよび T3の
細胞内濃度を LC-MS/MSにより測定した．数値は 3回の独立した実験の平均値±標準誤差として表した．
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図 3　BSAが各 Toc・T3類縁体の細胞内取り込みに及ぼす影響
THP-1単球細胞を，20.0 Mの（a.）Tocおよび（b.）T3の各類縁体と 0，0.2，2.0，20.0，32.4，200.0 μMの BSA
を含む血清除去培地中で 2時間培養し，Tocおよび T3の細胞内濃度を LC-MS/MSにより測定した．数値は 3
回の独立した実験の平均値 ± 標準誤差として表した．異なるアルファベットは有意差（p < 0.05）を示す．

図 4　 -Tocと -T3の BSAとのドッキングモデル
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タミン Eが生理作用を発揮する機序を解明する上で重
要と考えられる．我々は Tocと T3のアルブミンとの
異なる親和性で結合することが，細胞内取り込み量の
差異に関与することを報告したが 5）6），Tocと T3の生
理作用の違いについても様々なタンパク質との結合の
違いが関与するものと予想される．今後，さらなるビ
タミン Eの生理作用の研究において，ビタミン E類縁
体ごとに生理作用に関与するタンパク質との結合の詳
細を評価することが，ますます欠かせないポイントに
なるであろう．
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