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論 文 内 容 要 旨

緒言

生体内での脂質の過酸化反応は、正常な生理機能により制御されていると考えられ

ているが、動脈硬化症、糖尿病などの疾病や細胞老化現象との関係が示唆されるにつ

れ、過酸化脂質の蓄積が持つ意義が注目されるようになった。従来、油脂化学や食品

化学の立場か ち不飽和脂肪酸の自動酸化反応をはじめいろいろな酸化反応についてよ

く研究されてきているが、その研究の流れは生体系へと大きく移行しつつある。とく

に、医学臨床的あるいは栄養学的立場から、ヒト体内における過酸化脂質の生成と生

体機能との関係を知るためには、健常者血中の過酸化脂質の分布やその存在量を正確

に明らかにすることが重要と思われる。これに伴い、より高感度で特異性の高い過酸

化脂質分析法の開発とその応用が強く望まれてきた。

生体脂質(リ ン脂質、トリグリセリドなど〉を構成する脂肪酸は、分子状酸素(三

重項)に よる自動酸化反応、光増感反応で生じる一重項酸素などの活性酸素種との反

応、あるいは リポキシゲナーゼなどによる酵素的な酸素化反応を受け、反応一次産物

として脂肪酸ヒドロペルオキシドを生じる。これは、さらに分解や酵素的修飾により、

エポキシド、アルコール、ケトン、アルデヒドなどの酸化二次生成物となる。とくに、

生体膜の主要構成分であるリン脂質は、高度不飽和脂肪酸に富むために過酸化反応を

受けやすく、その第一次産物であるリン脂質ヒドロペルオキシドの生成量が問題とさ

れる。

これまでに、数:多くの過酸化脂質分析法が報告されているが、分析法によって過酸

化脂質の測定対象が異なるために論議がかみ合わなくなることがしばしば見られ、特

に定量的および分子レペルでの検討が困難であった。 生体組織中の過酸化脂質の定

量には、TBA(チ オバルピツール酸)法 が広く用いられてきた。TBA法は、過酸化脂質

の分解で生 じるアルデヒド類をチオバルピツール酸と反応させ、生じる赤色色素を比

色法または蛍光法で定量する。しかし、この方法はチオバルビツール酸が過酸化脂質

に由来す るアルデヒド以外の成分とも反応すること、過酸化脂質の構造によりアルデ

ヒド類の生成比および量が異なること、加熱などの分析条件により定量値が大きく変

化するなど問題点が多く指摘されている。他の定量法も感度、特異性の点で問題が多

いとされている。

そこで、真の脂質過酸化の進行とその生理的意義を知るためには、反応一次産物で

あるヒドロペルオキシド体を脂質クラスのレベルで精度よく分離し、検出定量するこ

とが必要であると考えた。本研究では、まず生体膜脂質として非常に重要な機能をも

ち、かっ広く分布 しているリン脂質に着目し、生体試料中のリン脂質ヒドロベルオキ
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シドを精度よく分離定量できる分析法の開発を行い、ヒト血中の過酸化リン脂質の分

布およびその存在形態や存在量を明らかにし、過酸化脂質研究における基本的問題点

の解明を試みた。

第1章 ヒドロペルオキシド定量のための化学発光一高速液体クロマトグラフ法の

開発

生体組織中のヒドロペルオキシド型の過酸化脂質の定量を行 うため、化学発光一高

速液体クロマ トグラフ(CL-HP㏄)法 を開発 した。本法は、化学発光法の高感度な特性

と鯉1£法による脂質クラスレベルへの高分離能 という両者の長所 を組合わせたもので

ある。Fig.1に 示すように、順相シリカカラムの鯉LCで 分離 した各脂質クラス中のヒ

ドロペルオキシド型過酸化物をチ トクロームc一 ル ミノール系の化学発光試薬で発光

させ検出することを基本原理とした。は じめに卵黄レシチンの光酸化で調製 したホス

ファチジルコリンヒドロペルオキシド(PCOOH)を 用いて本法のヒ ドロペルオキシ ド体

に対する反応特異性を検討 した。その結果、}PLCで 分離された脂質クラスのヒ ドロペ

ルオキシド型過酸化物(PCOOH)を 化学発光法で選択的に定量することができ、未酸化

脂質やヒドロペルオキシ ドの還元生成物であるヒドロキシ脂質の影響を受けないこと

が明ちかにされた(Fig.2)。

本法を実際に生体組織に応用す る場合 、α一トコフェロール等の光を消去する抗酸

化物質は正PLCカラムで過酸化物から分離 されるため影響が出ないという長所がある。

しか し、生体組織の過酸化物の定量のためにはまだ検出感度が不十分 伽01オ ーダー)

であったので感度向上への工夫をさらに行った。すなわち、光電子増倍管(PM)下 での

ヒドロベルオキシ ド基依存の化学発光反応の滞留時間を長くするため、それまで用い

ていた騨検出器用のフローセル(vo1:80μDか ち渦巻き型のセル(vo1:500μ1)に 交換

するとともにPM面 とセル間の距離 を縮めた。その結果、検出感度の上昇がはか られ、

PCOOHの 場合10pmo1か ら2000p皿 。1の範囲でヒドロペルオキシドの定量が可能になり

(Fig.3)、 生体組織中とくに臨床試験に応用 しやすいヒト血中のヒドロペルオキシド

型過酸化脂質の検出を十分可能にした。
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第2章 ヒト血漿のホス ファチ ジルコ リンヒ ドロペルオキシ ドの分析

ここで開発 したCL-HPLC装 置を実際にヒト血漿のPCOOHの 検出定量に応用 した。ヒト

血漿からクロロホルム ーメタノール混液を用いて総脂質を抽出し、これをCL-HPLC分

析に供 した。その結果 、健常人血漿中にpcoOHの 存在が世界で初めて確認 された(Fi&

4>。健常人では10nMか ら500nMの 範囲でPCOOHが 存在し、その平均値は約227nHで あっ

た。また、動脈硬イヒ症 をは じめとす る各種疾病 と血漿PCOOK量 の関係にっいても検討

した。その結果、動脈硬化症 、高脂血症 、脳および心臓血管障害などで高 レベルのPC-

00H(500nMか ら10000nM>が 血漿中に検出される場合のあることを初めて明 らかに した

(Fig.5),

第3章 健常人血中の過酸化 リン脂質の分布

第2章 で健常人血漿にPCOOHが 存在す ることが明らかにされたが、赤血球 もまたそ

の機能上、酸素と接する機会が多いことから赤塩球膜のリン脂質にも過酸化物の存在

が考えられたので、その検討 を行った。

第1章 で開発 した分析条件では、ボスファチジルエタノールアミンヒドロペルオキ

シド(PEOOH)と α一 トコフニロールの保持時間が近接す るため、PEOOHの 発光反応とα

一トコフェロールの消光反応が重な りPEOOHの 正確な定量が困難であった
。そこでPC-

00HとPEOOHを 同時分析す るためアミノプロピルカラムを用いたCL-HPLC分 析 を行 った。

健常人血中の過酸化 リン脂質は 、血漿ではPCOOH(159±10商)が 大部分であ り、赤血

球膜からはPCOOH(107±14nM)と 共にPEOOH(139±17nM)も 相当量検出された。この様に、

血漿と赤血球では、リン脂質 ヒドロペルオキシドの組成に大きな差のあることがはじ

めて明らかになった。この時 、血漿 と赤血球で、総リン脂質に対するリン脂質 ヒドロ

ペルオキシ ドのモル比に差はみられず 、リン脂質全体に占める過酸化物の量は血漿 と

赤血球では大 きな差がないことがわかった(Fig.6,Table1)。 血漿中のPCOOHとPEOOH

の比は97:3で あり、血漿 リン脂質 ヒドロペルオキシ ドの大部分はPCOOHで あることが

はじめて明らかになった(Fig.7)。
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第4章 ヒト血中の過酸化リン脂質の保存安定性と人為的生成物でないことの証明

および添加回収実験

ヒト血漿の過酸化 リン脂質の分析を行うにあた って、過酸化リン脂質と血漿の保存

安定性と保存時の凍結融解の影響を明ちかにする必要があると考 え、標品の卵黄Pひ

00Hと ヒト血漿を、それぞれ5℃,一25℃,一85℃ 暗所で保存し、その変化を調べた。

その結果、漂品PCOOHは 一25℃ と一85℃で、血漿は一85℃ で保存 した場合、少なくと

も6か 月間はPCOOHは 安定に保たれ ることがわかった 。また 、血漿を一85℃で保存し

た場合でも、凍結融解を繰 り返す とPCOOH量 が明 らかに増加することもわかった。こ

れ らの結果から、標品PCOOHは 一25℃ に、血漿は一85℃ に保存し、凍結融解を繰 り返

さないことが分析試料の保存時に必要であることを確認 した。

また、ヒトの血中に検出されるリン脂質ヒ ドロペルオキシドが、血中からの総脂質

の抽出操作中に生成したものではという疑義 を明 らかにするため 、以下の検討 を行 っ

た。漂品PCOOHと 血漿をインキュベー トした場 合、脂質抽出溶媒(ク ロロホルムーメ

タノール)に 添加 している抗酸化剤ブチルヒ ドロキシ トルエンの存在下ではPCOO9定

量値に変化はなく、人為的に血中の リン脂質が過酸化を受けないことが確認された。

さらに血漿については、総脂質の抽出回数を重ねても総リン脂質に対す るPCOOH量 に

差はなく、血漿脂質が抽出操作申に人為的過酸化 を受けないことを確認した(Table

2)。 また 、赤血球では、溶血時ヘモグロビンによる過酸化物の分解が考えられたが、

溶血液を赤血球ゴース ト膜に加えた場合にも過酸化リン脂質量に差はなく、溶血によ

る定量値への影響のないことを確認 した(Table3).以 上の結果から、健常人の血漿

と赤血球中で検出され るリン脂質ヒドロペルオキシドが抽出操作中の人為的生成物で

ないことを確認 した。

CL。HPL(法により血中の リン脂質ヒドロペルオキシ ドがどの程度回収定量 されてい

るのかを知るため添加回収実験を行った(Table4,5,6)。 血漿に漂品ヒドロペルオキ

シド(外 因性)を 添加 した時の回収率は60%で あ り、リボソームとして加えた場合の

回収率も6躯 と低かったが、あらか じめ分離 した低密度 リポタンパク質(LDL)(内 在性)

を加えた時はPCOOHの 回収率は9㍑ であった。また、赤血球膜に標品リン脂質ヒドロベ

ルオキシド(外 因性)を 加えた時の回収率は17%程 度であったが、赤血球ゴース ト膜

(内在性)を 加えた時は リン脂質ヒドロペルオキシドの回収率は91髭であった。これ

ちの結果から本法によ り定量された血漿および赤血球の過酸化 リン脂質の回収率は、

ほぼ100%に 近いものであ り、CHIPLCに よる定量値が血中過酸化 リン脂質の真の値

を示すことがわかった。なお、血漿に過酸化 したU)Lを 加えインキュペーションを長
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時間行 うと時間とともに酸化u)LのpcoOHの 定量値が低下 した(Fig.8)。 これは、酸化

L肌 中の過酸化 リン脂質が血漿成分の作用を受け通常の血漿中の過酸化脂質レベルま

で減 少 された もの と考えられ、血漿過酸化 リン脂質 レベルを一定に保とうとする生体

恒常性 を維持する機構の存在 も示唆された 。

第5章 ヒト血中の過酸化リン脂質の分子種分析

ヒ ト血 中か ら検 出された過酸化 リン脂質 が どの よ うな脂肪酸の ヒ ドロペ ルオキシ ド

か らな ってい るの かを知 るため にHPLCで 分 取 したPCOOHとPEOOHの 画分 をさ らに逆 相カ

ラム(C,8)のCL一}PLCに 供 し、その分子種分 析 を世界 で初め て試みた。

PCOOHは 、血 漿 と赤血球で分子種組成 に差 は み られ なか ったが 、いずれ も16:0-18:

200旺一PC,16:0-20:400H-1℃,18=0-18:200H-PC,18:0-20:400H-PCが 主分子 種であ った

(Fig.9,10)。 赤血球のPEooHの 分子種 は、PcooHよ り多 くの分子種か らな ってお りそ

の 同定 は 困難 であった(Fig.11)。 これ は、赤 血 球 のPEに はエーテル型 リン脂質が存 在

す るこ と と、PCとPEの 構成脂肪酸の差 に由来す る と思 われ た。

第6章 ヒトの血漿リポタンパク質画分における過酸化リン脂質の分布

これ までの実験から、健常人の血漿の過酸化 リン脂質は リポタンパク質画分に分布

す ると考 えられたため、過酸化 リン脂質が血漿 リポタンパ ク質申にどのような割合で

分布 しているのかを知ろうとした。

血漿 を超遠心分画法により 超低密度 リポタンパク質(VLDL>、 低密度 リポタンパ ク

質(LDL)、 高密度リポタンパク質(HDL)、 残査(Bottom)に 分画 して、それぞれから抽

出 した総脂質 をCL-iPLCに 供 した。その結果、過酸化 リン脂質はLDLと 田)Lに存在 し、

とくにmLに 最 も多 く分布 していることがは じめて明 らかになった。一方、TBA反 癒物

をみた場合 、残査画分で高い値を示 した(Fig.12,Table7>。

一方 、LDLと1肌 の過酸化の受けやす さを比較す ると、LDLの リン脂質は、H肌 より過

酸化 を受けやすいことが明らかとなった(Fig.13>。LDLとHI)Lに 含まれるpcの 脂肪酸

組成 に差はみられなかったが、}肌 ではα一トコフェロールとタンパク質含量がU)Lよ

りも高いため に脂質過酸化を受けにくいもの と思われた。このことは、血漿のPCOOH

がLDLに 多く含まれていることを裏づける結果であ り、過酸化脂質と各種疾病との関
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係を知る上でLDLの 過酸化が重要なキーポイントであることが強 く示唆された。

第7章 ヒト血中の過酸化リン脂質レベルに対する食事摂取の影響

ヒト血中の過酸化 リン脂質の日内変動を知るために、食事摂取の影響を検討 した

(Fig.14),

血漿では、:食事摂取によりトリグリセ リドの増加がみられたが、リン脂質、コレス

テロールエステル、コレステロール、タンパク質含量等に影響は全くみられず 、血漿

中のPcooHとTBA反 応物 も食事の前後で変化はなかった(Fig.15)。 このことから、食事

摂取による血漿過酸化 リン脂質レベルへの影響は大きくないと思われた。一方、赤血

球でも、リン脂質ヒ ドロペルオキシド含量やBA反 応物に全 く食事の前後で差はなか

った(Fig.16)。

ヒトでは、食事摂取による血中の過酸化 リン脂質レベルへの影響はほとんどないこ

とが明らかとなった。健常者血中に微量に存在する過酸化 リン脂質は、それ自身が何

ちかの生理的役割をもっ ことが期待される一方、疾病等での異常な過酸化 リン脂質の

蓄積は細胞障害の原因 とな りうることが強 く考えられた。

総括

生体組織中に存在する過酸化脂質の定量を目的として化学発光(CL>一田)LC法を考案

し、本法を用いてヒト血中の リン脂質ヒドロペルオキシドの分布 とその存在形態を検

討した。本研究により以下のことがはじめて明らかにされた。

1.化学発光一高速液体クロマ トグラフ(砿一HP㏄〉法を開発し、本法は、ボスファチジ

ルコリンヒ ドロペルオキシドを10か ら2000P皿01の間で定量可能であ り生体粗織への

応用が十分可能であることを確認した。

2.CL-HPL(法 を用いてヒト血漿のリン脂質ヒドロペルオキシドを定量 した 。健常人で

は、PCOOHが10nMか ら500崩 の範囲内にあ り、動脈硬化症等の患者の血漿PCOOH量 は、

500nMか ら10000nMの 有意に高い値を示す場合のあることがわかった。

3.健常人血中の過酸化 リン脂質は、血漿ではPCOOHが 大部分を占め、赤1血球ではPCOOH

のほかにPEOOHも 存在す ることを明らかに した。検出された リン脂質ヒ ドロペルオ

キシドは抽出や分析操作中に生成 したものではないことを確認 した。血漿と赤血球

のPCOOHの 分子種に差はなかったが、赤血球のPBOOHはPCOOHよ り複雑な分子種組成
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を持つことが確認された。血漿PCOOHはLDLに多く存在し、田)Lにはあまり存在せず、

㎝Lよ りmLの リン脂質が過酸化を受けやすいことを明らかにした。

4.健常人血中の過酸化リン脂質は、食事摂取の影響をほとんど受けないことが明ちか

になった。すなわち、健常人血中の過酸化リン脂質は食事などの一時的な影響を受

けるほど敏感ではなく、例えば、食生活や慢性的なストレスなどのようなより長期

的なサイクルで変化しているものと思われた。

5.健常人血中の過酸化脂質レベルは個人差があるものの一定値をとり、健常者血中の

過酸化 リン脂質は何らかの生理的機能を発揮していると考えられた。しかし、疾病

などで観測された比較的高いレペルの過酸化リン脂質は血中においてそれ自体細胞

障害の原因になっている可能性が示唆された。
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審 査 結 果 の 要 旨

生体膜を構成 しているリン脂質中の多価不飽和脂肪酸は,過 酸化反応により一次産物 としてヒ

ドロペルオキシ ドを生成する。本反応は,通 常は一定のレベルで制御されているが,動 脈硬化

症,糖 尿病などの疾病や老化などの場合には異常に充進することが示唆されている。

脂質 ヒドロペルオキシ ドの定量法としては,ヨ ウ素滴定法が公定法 となっているが感度が低

く,生 体試料には適当な方法がなかった。そこで,従 来,チ オバルビツール酸(TBA)法 が汎用

されてきたが,過 酸化脂質との反応特異性が低いという問題がある。そこで本研究では,臨 床検

査試料として最も重要な血液中の脂質 ヒドロペルオキシ ドの特異的微量定量法の確立を 目的とし

て,化 学発光を検出に用いた高速液体 クロマ トグラフ(CL-HPLC)法 の開発を行 ったものであ

る。

第一に,順 相系カラムでクラス別に分離 した脂質 ヒドロペルオキシ ド含有脂質を,チ トクロー

ムc一 ル ミノール系発光試薬 と反応させ,光 電子増倍管で検出する脂質 ヒ ドロペルオキ シ ド検

出の基本的骨格を確立 した。本法では,化 学発光を消去す る トコフェロールな どの抗酸化剤の

影響を除去することができ,主 要脂質であるホスファチジルコリン中の ヒ ドロペルオキシ ド

(PCOOH)の 定量:が可能になった。

第2に,CL-HPLCを 実際にヒ ト血漿に応角 し,健 常人血漿中10-500nMのPCOOHを 初め

て検出した。また,動 脈硬化症,糖 尿病等の患者には,極 めて高濃度のPCOOH(～104)を 示す

場合があった。健常人血液では,血 漿以外にも赤血球に ヒドロペルオキシ ドが存在 し,赤 血球で

はPCOOHと 共にホスファチジルエタノールアミンヒ ドロペルオキシド(PEOOH)の 存在が明

らかになったので,PCOOHとPEOOHの 同時定量のために分析条件を設定 した。

第3に,ヒ ト血中の過酸化 リン脂質は一85℃ で安定性であ り,抽 出操作中には変動 しなことを

明らかにした。さらに,標 品PCOOHの 添加回収率は60%だ ったが,血 漿中の存在形態である リ

ボたんぱ く質として加えると,回 収率はほぼ100%に 近かった。

第4に,ヒ ト血漿中の過酸化 リン脂質の リボたんぱ く質画分の分布を調べ,LDLに 最も多いこ

とを明らかにした。また,逆 相系カラムを用いてPCOOHの 分子種分析を行い,主 要分子種を明

らかにした。

以上のように,本 研究はヒト1血液中のリン脂質ヒドロペルオキシ ドの微量定量法を確立したも

ので,生 体中の脂質過酸化反応を研究する上で,重 要な貢献をするものとして,審 査員一同は著

者に博士(農 学)の 学位を授与するに値するものと判定した。
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