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研究成果の概要（和文）： 

 

過酸化コレステリルエステル(CEOOH)、過酸化トリグリセリド(TGOOH)、過酸化リン脂質(PCOOH)

を化学合成した。健常者の血漿より、分画した低比重リポ蛋白（LDL）を CuSO4存在下に 0.5－

4 時間まで酸化させた。次いで、クロロホルムで抽出したサンプルを oxidized LDL(oxLDL)とし

た。Orbitrap LC/MS法 によりoxLDLにおける６種のCEOOHと11種のTGOOH および2種のPCOOH

は検出された。また、LC-MS/MSにより各 oxLDLにおける PCOOH を定量したところ、酸化タイム

コースは観察された。次いで、上記各種過酸化脂質の存在が確認された oxLDL 及び合成 PCOOH

をマウスに免疫し、抗体価の比較を行った。合成 PCOOH に対する抗体価の上昇は観察されなか

ったが酸化 LDL に対する抗体価の上昇は確認できた。   

 
研究成果の概要（英文）： 

 

Cholesterylester monohydroperoxides (CEOOH), triglyceride monohydroperoxides (TGOOH, 
and phosphatidylcholine monohydroperoxide (PCOOH) were chemically synthesized. oxLDL was 
prepared by incubating native LDL from human plasma with CuSO4 for up to 4 h. The PCOOH 
levels during oxidation were determined and showed time course consisted of three phases. 
We then immunized five mice using the synthetic PCOOH and oxLDL, and antibody titers were 
measured. For synthetic PCOOH, the antibody titer did not show increase, but significant 
increase for oxLDL. 
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１．研究開始当初の背景 
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質となることが過去の in vitro 研究で示され
ている。しかし、各過酸化脂質の血中動態や、
過酸化脂質とリポ蛋白代謝の関係は未だに
よく分からない。チオバルビツール酸法など
の血中過酸化脂質測定法は非特異的である
ため、動態学的研究には使えない。一方で、
過酸化脂質動態を精密に評価することへの
希求が臨床で増大している。国を挙げて対策
を講じているメタボリックシンドロームの
発症に全身的酸化ストレスの増加が関与す
ることが明らかとなった（Furukawa S et al. 

Increased oxidative stress in obesity and 

its impact on metabolic syndrome. J Clin 

Invest 114: 1752-1761, 2004）。 

 

２．研究の目的 

 

メタボリックシンドロームの発症に全身的
酸化ストレスの増加が関与することが明ら
かとなった。メタボリックシンドロームの病
態理解のためには、過酸化脂質動態を明らか
にする必要があり、その目的に適した過酸化
脂質測定法としてイムノアッセイの開発が
必要である。 

 

３．研究の方法 

 

過酸化コレステリルエステル(CEOOH)、過酸

化トリグリセリド(TGOOH)、過酸化リン脂質

(PCOOH)を光酸化法により合成した。これら

過酸化脂質標準物質の構造は核磁気共鳴分

光法及び LC/MS により確認された。健常者の

空腹時の EDTA 血漿より、分画した低比重リ

ポ蛋白（LDL）を CuSO4 存在下に 37℃の水浴

中 0.5－4 時間まで酸化させた。次いで、ク

ロロホルムで抽出したサンプルを oxidized 

LDL(oxLDL)とした。oxLDL における CE-OOH、

TGOOH 及び PCOOH の分子種同定を Orbitrap 

LC/MS 法  により行った後、定量分析を

LC-MS/MS により行った。次いで、上記各種過

酸化脂質の存在が確認された oxLDL 及び合

成 PLPCOOH をマウスに免疫した。  

 
４．研究成果 
 
oxLDL に６種の CEOOH と 11 種の TGOOH およ
び 2種の PCOOH は検出された（Hui SP et al. 
Anal Bioanal Chem 405:4981-87. 2013; Anal 

Bioanal Chem 404: 101-112, 2012）. また、各
oxLDL における PCOOH を LC-MS/MS により
定量したところ、PCOOH 濃度はいずれもラグ
タイムを置いてから増加し、2 時間後にピー
クに達し、その後低下していった (図１、Anal 

Bioanal Chem 403:1831-40, 2012）。図２は
oxLDL をアガロース電気泳動で観察したもの
で、酸化時間が長くなるにつれてバンドは陽
極側にシフトしている。 

 

化学合成の PCOOH に対し、キャリアタンパ
クとなる KLH を結合させ、マウス 3 匹に対
して免疫を行った。マウス免疫の結果として、
合成 PCOOH に対する反応性は、他の抗原に
対する反応性よりも著しく低く、リポタンパ
ク成分を認識した抗体が多く産生されてい
るものと推測された。一方、oxLDL に対する
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抗体価の上昇は確認できた(図 3)。今後、過
酸化脂質特異的な抗体の産生を確認する予
定である。 
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