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研究成果の概要（和文）：ビタミンＥの生体内脂質過酸化抑制作用を明らかにする目的

で、脂質アルキルラジカル捕捉反応を解析した。まず、ヒト血漿脂質を構成するコレ

ステロールエステルとリン脂質由来のアルキルラジカルとビタミンＥとの反応生成

物として付加体を分離してそれらの構造を決定した。さらに、ビタミンＥ付加体の高

感度分析法として、高速液体クロマトグラフィーで分離した後、還元カラムを通して

蛍光検出する方法を開発した。本分析法を使用して、LDL モデル溶液の脂質過酸化反

応に対するビタミンＥの作用を検討しところ、低酸素条件下で脂質アルキルラジカル

を捕捉した付加体の生成を確認した。  
 
研究成果の概要（英文）： Formation of alkyl radicals of unsaturated lipids is the first step of 
lipid peroxidation. We have studied the lipid-alkyl radical scavenging reactions of vitamin 
E (α-tocopherol, α-TH). When cholesteryl linoleate (ChL) hydroperoxides were reacted with 
α-TH at 100°C, two addition products were obtained as 6-O-epoxyChL-α-TH and 
6-O-ChL-α-TH. Iron-catalyzed reaction of phosphatidylcholine (PC) hydroperoxides with 
α-TH under nitrogen gave the addition products, 6-O-epoxyPC-α-TH. A sensitive method 
using a high-performance liquid chromatography with post-column reduction using 
platinum as the catalyst followed by fluorescence detection has been developed for the 
quantification of the addition products of α-TH during the peroxidation of an emulsion of 
ChL and PC. The addition products of α-TH with alkyl and peroxyl radicals were detected 
when the emulsion was peroxidized. The results indicate that α-TH may react with 
lipid-alkyl radicals under oxygen-insufficient conditions. 
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１．研究開始当初の背景 
脂質過酸化反応の開始は、脂質分子からの

水素の引き抜きによって生じる脂質アルキ
ルラジカルの生成である。脂質アルキルラジ
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カルは酸素分子と素早く反応して脂質ペル
オキシルラジカルとなり脂質過酸化が進行
する。ビタミンＥ(α-トコフェロール、α-TH)
は、フリーラジカル捕捉剤として生体内脂質
過酸化反応の抑制に大きく関与しており、そ
の作用機構は、主に脂質ペルオキシルラジカ
ルへの水素原子の供与と、その結果生じた
α-TH ラジカルが脂質ペルオキシルラジカル
と付加体を形成して安定化することによる
（図 1）。一方、α-TH は脂質アルキルラジカ
ルとも反応することが知られており、酸素分
圧の低い細胞内では脂質アルキルラジカル
を捕捉して抗酸化作用を発揮している可能
性が高い。しかし、生体における α-TH の脂
質アルキルラジカル捕捉作用は未だ不明で
ある。 

我々は、リノール酸メチルあるいはリン脂
質リポソームを用いて α-TH のペルオキシル
ラジカル捕捉反応を詳細に解析し、α-TH 脂質
ペルオキシルラジカル付加体の確認から、モ
デル系では 1 分子の α-TH が 2 分子の脂質ペ
ルオキシルラジカルを捕捉できることを明
らかにした。また、生体内で α-TH 脂質ペル
オキシルラジカル付加体を検出するための
高感度分析法を確立し、酸化ストレスモデル
動物中の α-TH 脂質ペルオキシルラジカル付
加体を調べたが、わずかにしか検出さなかっ
た。さらに、脂質ヒドロペルオキシドの分解
過程で生ずるアルデヒド類がビタミンＥに
よって捕捉されることを期待したが、その反
応性はそれほど高くなかった。そこで、生体
内抗酸化剤としてのビタミンＥの残された
可能性は、脂質過酸化の初発反応で生ずる脂
質アルキルラジカルの捕捉であると考えた。 

 

 
図１．脂質過酸化反応とビタミンＥによるフリー
ラジカル捕捉反応 (kは反応速度定数の値を示す) 
 
２．研究の目的 
α-TH はフリーラジカル捕捉剤として、脂質

過酸化を抑制する。しかし生体内脂質過酸化
反応に対する α-TH の抗酸化作用は未だ不明
な点が多い。一般に、α-THは脂質ペルオキシ
ルラジカルを捕捉することが知られている
が、アルキルラジカルへの水素供与はペルオ
キシルラジカルへの水素供与と同程度の速
度であることから、脂質アルキルラジカルを

捕捉している可能性は高い。しかも、生体組
織中の酸素濃度は大気下の数パーセントで
あり、脂質過酸化の初発反応で生成した脂質
アルキルラジカルは酸素分子と反応する前
に α-TH によって効果的に捕捉されることが
予想される。すでに、低酸素分圧条件下で
α-TH とリノール酸メチルを自動酸化させる
と、反応生成物として α-TH の 6 位水酸基に
リノール酸メチル由来のアルキルラジカル
が結合した付加体（6-O-脂質-α-TH）が生成
することが報告されている。そこで本研究で
は、α-THと脂質アルキルラジカルとの反応生
成物に着目して、生体膜主要構成脂質である
リン脂質あるいは血漿主要脂質であるコレ
ステロールエステル由来のアルキルラジカ
ルと α-THとの反応生成物の分離と構造解析、
さらには反応生成物の高感度分析による、
α-TH の生体内抗酸化剤としての新たな作用
機構を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 試料 
α-TH及びリノール酸コレステロールエス

テル(ChL)は、市販品を精製して使用した。
ChLヒドロペルオキシド(ChL-OOH)は、1% α-TH
存在下でChLを自動酸化させて調製した。1-
パルミトイル-2-リノレオイル-3-sn-ホスフ
ァチジルコリン(PLPC)は、既報に従って合成
した。

 

PLPC-13(S)-ヒドロペルオキシド 
(13-PLPC-OOH)は、PLPCの大豆リポキシゲナ
ーゼ酸化によって調製した。 

(2) α-THと ChL-OOHとの反応 
ChL-OOH (2.46 g)と α-TH (0.31 g)を試験

管に入れ、100℃で 4 時間反応させた。反応
終了後、試料はエタノールに溶かして HPLC
分析した。HPLC で検出された反応生成物は、
逆相 HPLCで分取し、化合物 1 と 2 を得た。 

 
(3) α-THと 13-PLPC-OOHとの反応 
13-PLPC-OOH (656 mg)と α-TH (90 mg)をイ

ソオクタン(200 ml)に溶かし、触媒として
Fe(Ⅲ)アセチルアセトネート(70 mg)を加え
て窒素気流下 37℃で 24 時間反応させた。反
応終了後、試料は EDTA 溶液で洗浄し、HPLC
で分析した。HPLCで検出された反応生成物は、
逆相 HPLCで分取し、化合物 3 を得た。 
 

(4) 高速液体クロマトグラフィー(HPLC) 
HPLC は、シリカゲル ODS カラムを用いて、

種々の溶媒条件で実施した。化合物の検出は、
紫外線検出器、あるいは分離後の溶出液を還
元カラムで処理した場合には蛍光検出器を
使用した。また、島津 LCMS-QP8000α を使用
して、溶出ピークのエレクトロスプレーイオ
ン化マススペクトル(ESIMS)を測定した。 

 



 

 

(5) 機器分析 
プロトン核磁気共鳴スペクトル(1

 

H-NMR)の
測定は、日本電子FT-NMR ECA-600 (600 MHz)
を用いた。紫外可視吸収スペクトル(UV-vis)
は日立U-2810、蛍光スペクトルは日本分光
FP-6200STをそれぞれ使用して測定した。 

４．研究成果 
(1) α-THと ChL-OOHとの反応生成物 
ChL-OOHと α-THを試験管に入れて 100℃で

6 時間加熱した。反応終了後、逆相 HPLC で分
析したところ、反応生成物としてピーク 1 と
2 を検出した（図 2）。 
ピーク 1 はESIMSでm/z 1116 に[M + Na]+ が

検出されたことより、α-THとChLアルコキシ
ルラジカルとの付加体であると推定した。一
方、ピーク 2 は、m/z 1100 に[M + Na]+ 

化合物 1 は、UV-vis分析で 289 nm (ε 2350, 
2-PrOH)にα-THのクロマン環に基づく吸収が
認められた。さらに、

が検
出されたことより、α-THとChLアルキルラジ
カルとの付加体であると推定した。そこで、
これらの化合物ピークを分取して、それぞれ
の構造解析を行った。 

1H-NMRスペクトル(溶媒
CDCl3

 

)測定して、検出されたそれぞれのプロ
トンシグナルを帰属しした(表 1)。その結果、
化合物 1 は、ChL-OOHの熱分解で生じたChLア
ルコキシルラジカルが分子内二重結合に付
加してエポキシChLアルキルラジカルとなり、
それがα-THの 6 位に付加した 4 つの異性体
(1a‒1d)であると決定した(図 3)。 

 

図 2. ChL-OOH と α-TH の 100℃における反応生成
物の HPLC-ESIMS 

 
化合物 2 は、UV-vis分析で 226 nm (ε 26900, 

2-PrOH)に共役ジエンに基づく吸収と 289 nm 
(ε 2940, 2-PrOH)にα-THのクロマン環に基づ
く吸収がそれぞれ認められた。さらに、1H-NMR
スペクトル(CDCl3

 

)を測定して、検出されたそ
れぞれのプロトンシグナルを帰属した(表 2)。

その結果、化合物 2 は、ChL-OOHの熱分解で
生じたChLアルキルラジカルがα-THの 6 位に
直接付加して生成した 4 つの異性体(2a‒2d)
であると決定した(図 4)。 

表 1．化合物 1 の1H-NMR化学シフト値 (CDCl3) 

 
 

 

図 3. 化合物 1 (T-epoxyChL) の構造 

 
表 2．化合物 2 の1H-NMR化学シフト値 (CDCl3) 

 



 

 

 

図 4. 化合物 2 (T-ChL) の構造 

 
(2) α-TH と 13-PCPC-OOHとの反応生成物 
13-PLPC-OOH (656 mg)と α-TH (90 mg)をイ

ソオクタン(200 ml)に溶かし、触媒として
Fe(Ⅲ)アセチルアセトネート(70 mg)を加え
て窒素気流下 30℃で 24 時間反応させた。反
応終了後、逆相 HPLC で分析したところ、ピ
ーク 3 と 4 が検出された(図 5)。 

ピーク 3 はESIMSでm/z 1203 に[M + H]+が
検出されたことより、α-THとPLPCアルコキシ
ルラジカルとの付加体であると推定した。一
方、ピーク 4 はm/z 858 の[M + H]+ 

化合物 3 はUV-vis分析で 289 nm (ε 2380, 
EtOH)にα-THのクロマン環に基づく吸収が認
められた。さらに、

から、α-TH
の二量体と同定した。そこで、α-THとPLPCア
ルコキシルラジカルとの付加体と推定した
ピーク 3をHPLCで分取して構造解析を行った。 

1H-NMRスペクトル(CDCl3

 

)
を測定して、検出された全てのプロトンシグ
ナルを帰属した(表 3)。その結果、化合物 3
は 13-PLPC-OOHのレドックス分解で生じた
PLPC-13-アルコキシルラジカルが 12,13-エ
ポキシPLPCアルキルラジカルとなり、それが
α-THの 6 位に付加した 2つの異性体(3a、3b)
であると決定した(図 6)。 

 

 

図 5. 窒素気流下における Fe(Ⅲ)触媒による

13-PLPC-OOHと α-THとの反応生成物の HPLC-ESIMS 

 
 
表 3．化合物 3 の1H-NMR化学シフト値 (CDCl3) 

 
 

 

図 6. 化合物 3 (T-epoxyPLPC) の構造 

 
(3) α-TH脂質アルキルラジカル付加体の高感
度分析 
分離したα-TH脂質アルキルラジカル付加

体は、いずれも蛍光(1: λex 290 nm, λem 332 nm; 
2: λex 291 nm, λem 333 nm; 3: λex 286 nm, λem

 

 
326 nm)を有していたが、その強度はα-THの
1/25程度と低い値であった。そこで、これら
の化合物の蛍光強度を高め、高感度に検出す
るために、HPLCカラムで分離した溶出液を白
金アルミナ(5% Pt)を詰めたカラム(4×50 
mm)を通して還元するシステムを検討した
(図 7)。 

 

図 7. α-TH 脂質アルキルラジカル付加体分析のた

めの HPLCシステム 

 
図 8 は、白金アルミナカラム通過処理の有

無による化合物 1 の HPLC クロマトグラムを



 

 

示した。還元カラム通過処理よって、化合物
1 の蛍光検出感度は大きく向上した。また、
この化合物ピークを分取して、HPLC分析した
ところ、α-THが検出されたことより、本分析
は α-TH アルキルラジカル付加体の還元で生
じた α-THを検出したことによると結論した。 
 

 

図 8. 化合物 1 の白金アルミナカラム通過の有無

による検出感度の変化 
溶出液は蛍光検出(λex 290 nm, λem

 

 330 nm)した。a: 白
金アルミナカラム通過、b: 無処理。 

(4) ChLと PLPCよりなるエマルション溶液の
脂質過酸化における α-THの作用 

ヒト血漿低密度リポタンパク(LDL)は過酸
化を受けやすく、生じた酸化 LDLはアテロー
ム性動脈硬化の原因として知られている。ヒ
ト血漿 LDL 中には α-TH が存在し、フリーラ
ジカルを捕捉して抗酸化作用を発揮してい
るものと考えられている。そこで、α-THの脂
質アルキルラジカル捕捉作用を明らかにす
ることを目的に、ヒト LDLの主要構成脂質で
ある ChL と PLPC から LDL モデルエマルショ
ンを調製し、α-TH の反応生成物を検討した。 

ChL、PLPC、α-THをクロロホルムに溶かし
て試験管にとり、溶媒を除去した後、適量の
10 mMリン酸緩衝液 (pH 7.4, 150 mM NaClを
含む)を加えてミキサーで 5 分間撹拌した。
さらに氷冷下でホモジナイザーを用いて
10000 rpmで 1分間撹拌してLDLモデルエマル
ションを作成した。本溶液における各脂質の
最終濃度は、ChL 1.9 mM、PLPC 0.79 mM、α-TH 
7.9 μMとした。LDLモデル溶液 7.5 mlをネジ
付試験管にとり、窒素ガスを 1分間流し込み、
ラジカル反応開始剤であるAAPHリン酸緩衝
溶液 0.5 ml (AAPH最終濃度 2 mM)を加え、栓
をして 37℃で静置した。一方、同様の過酸化
反応を大気圧下 37℃で振盪して行った。反応
溶液は経時的に採取し、既知濃度のγ-THを内
部標準(IS)として添加後、シリカゲル-NH2

LDLモデル溶液の過酸化反応を 37℃で静置
して行った場合の反応開始時と 6 時間後の
α-TH 及びキノン生成物を HLPC 分析したとこ
ろ、反応 6 時間後には α-TH のピークが消失

し、キノン生成物(5,6-及び 2,3-epoxy-α-TQ
と α-TQ)が出現した(図 9A)。また、α-TH と
ChL との付加体を分析したところ、ChL-OOH
から生ずる epoxyChL ペルオキシルラジカル
との付加体(TOO-epoxyChL)と、ChL から生ず
る ChL アルキルラジカルとの付加体(T-ChL)
のピークが検出された(図 9B)。一方、極性画
分から、PLPC ペルオキシルラジカルとの付加
体(TOO-PLPC)に相当するピークが検出され
た(図 9C)。 

ミ
ニカラムを通して低極性画分と極性画分と
に分けた。低極性画分からは、ChL-OOH、α-TH、
α-THのキノン生成物、α-THとChLとの付加体
をそれぞれHPLC分析した。極性画分からは、
PLPC-OOH及びα-THとPLPCとの付加体をHPLC
分析した。各試料は 3連で測定し、平均値±
標準偏差で示した。 

 

 

図 9. AAPH による LDL モデル溶液過酸化反応にお
ける α-THとその生成物の HPLC 
A, 低極性画分を 5 mMトリフルオロ酢酸を含むメタノー

ル/水(95:5, v/v)で溶出させ、亜鉛還元カラム(4.0 x 10 
mm)通過させた。B, 低極性画分をエタノール/ヘキサン
(9:1, v/v)で溶出させ、白金還元カラム (4.0 x 50 mm)

通過後、蛍光検出した。C, 極性画分を 10 mM酢酸アンモ
ニウムを含むメタノール/エタノール(3:2, v/v)で溶出
させ、白金還元カラム通過後、蛍光検出した。化合物は

蛍光検出(λex 290 nm, λem

 
 330 nm)した。 

図 10 は、AAPH によって誘導される LDL モ
デル溶液過酸化反応の経時変化を示した。反
応系に α-TH が存在すると、脂質ヒドロペル
オキシド(ChL-OOHと PLPC-OOH)の生成が抑制
され、α-THの減少とともに反応生成物として
キノン類(2,3-epoxy-α-TQ、5,6-epoxy-α-TQ、
α-TQ)と付加体 (TOO-epoxyChL、 TOOPLPC、
T-ChL)が認められた。キノン類は反応の進行
とともに多量に蓄積し、反応後期には多量の
TOO-epoxyChLが生成した。一方、脂質アルキ
ルラジカル捕捉生成物として少量の T-ChLが
認められ、静置条件で反応を行うと振盪条件
に比べてその生成量が増加した。従って、
α-TH は脂質ペルオキシルラジカルを捕捉す
るだけでなく、酸素の供給が不十分な場合に



 

 

は脂質アルキルラジカルも捕捉できる可能
性が示された。 
 

 

図 10. AAPHによる LDLモデル溶液過酸化反応にお
ける ChL-OOH、PLPC-OOH、α-THおよび α-TH生成物
の変化 
A, LDLモデル溶液(ChL 1.9 mM、PLPC 0.79 mM、α-TH 7.9 
μM)をネジ付試験管にとり、2 mM AAPH加えて密栓をして
37℃で静置した。B, 同様の過酸化反応を大気圧下 37℃

で振盪して行った。 

 
本研究では、α-THの脂質アルキルラジカル

捕捉反応生成物を分離してそれらの構造を
明らかにし、さらに HPLC を用いた白金カラ
ム-蛍光検出によって高感度分析法を確立で
きた。しかし、生体内において α-TH が脂質
アルキルラジカルを捕捉できるかどうかは
未だ不明であり、今後、α-TH アルキルラジカ
ル捕捉反応物を生体組織で明らかにするこ
とが必要である。 
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