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研究成果の概要（和文）：我々は生体内過酸化脂質の分析法を開発し、脂質過酸化と疾患の関係解明に取り組ん
できた。本研究では、脂肪酸ヒドロペルオキシドの様々な分子種の高感度・選択的な解析法を確立し、さらに、
リン脂質ヒドロペルオキシドの立体異性体解析を初めて達成した。本法の活用により、高脂肪食が誘発する脂質
過酸化の機構の一端を動物実験により明らかにした。また、過酸化脂質による細胞機能低下に新規の細胞死であ
るフェロトーシスが関与し、抗酸化物質であるα-トコフェロールによりその細胞死がキャンセルされることを
実証した。

研究成果の概要（英文）：We have developed analytical methods of measuring lipid  hydroperoxides in 
vivo and elucidated the link between lipid hydroperoxides and several diseases. In this study, 
sensitive and selective methods were established for detection of individual molecular species of 
fatty acid hydroperoxides and stereoisomer of phospholipid hydroperoxides. Using these methods, we 
clarified the mechanism for lipid oxidation induced by high-fat diet in animal study, and also 
revealed that ferroptosis, a newly discovered type of programmed cell death, is involved in 
deterioration of cell function by lipid hydroperoxides and the cell death is attenuated by α
-tocopherol treatment.

研究分野： 食品科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
従来、過酸化脂質は食品油脂の酸化劣化と

して国内外で研究されてきている。生体過酸
化脂質の研究は、ヒトの加齢老化による細胞
機能の低下、各種疾病とくに老化性疾患の発
症や進行に関わるとして、各領域から注目さ
れ広範な研究が進められている。また、食品
抗酸化成分による生体脂質過酸化の抑制効
果が検証されている。世界的にも食品学、栄
養学、薬学、医学の領域で活発に過酸化脂質
研究がなされてきているが、過酸化脂質研究
の根幹をなす分析手法については、通常、過
酸化脂質（一次生成物の脂質ヒドロペルオキ
シド）の直接分析は困難なため、専ら過酸化
脂質の分解物（アルデヒドなどの二次生成
物）を検出対象とした TBARS 法や ELISA 法に
たよっている。TBARS 法は古くから検出感度
と選択性が疑問視されている。ELISA 法は、
昨今、エピトープの選択性と検出精度が問題
視されている。 
このような背景から、解析機能の向上が著

しい質量分析法（MS/MS）など、新たな先端
分析技術の活用による過酸化脂質“一次生成
物”と“二次生成物”のより定量的な解析と、
過酸化脂質の生成原因の解明、そしてヒト疾
病への関与分子機構（病態増悪化メカニズ
ム）の究明が求められている。我々は過酸化
脂質生成の原因（生体酵素、ラジカル、一重
項酸素）を特定でき得る高精度な分析法を確
立しつつあり（図１）、これにより過酸化脂
質の生成原因を特定できれば、それを軽減す
る食品を選択し活用することで、より効果的
な酸化ストレスの低減が実現され、疾病予防
に繋がると期待される。 

図１．生体酵素、ラジカル、一重項酸素によ
る酸化過程で生じるリノール酸ヒドロペル
オキシドの異性体 
 
２．研究の目的 
これまでに構築してきた過酸化脂質分析

法（とくに LC-MS/MS 法）のさらなる高度化
を図り、①過酸化脂質分子種・異性体の解析
法の向上を目指す。すなわち、細胞障害や疾
病に深く関与する生体過酸化脂質を最先端
の質量分析装置を駆使して、分子種レベル
（構成脂肪酸ヒドロペルオキシドの種類の
違い）、さらには異性体レベル（ヒドロペル
オキシドの結合位置や立体異性体の違い）で
の精密解析と定量を実現する。過酸化脂質の

分子種・異性体レベルの解析は困難なため未
だ達成されていないため、この実現により、
脂質過酸化の原因（生体酵素、ラジカル、一
重項酸素）を詳細に解明でき、細胞障害・疾
病発症への過酸化脂質の関与分子機構を理
解できるようになる。 
確立した分析法を駆使して、疾患の進行・

増悪化と脂質過酸化の関与を動物試験によ
り明らかにする。本研究では特に、種々の疾
患の原因となる肥満・メタボリックシンドロ
ームに着目し、②肥満・メタボリックシンド
ロームの進行における生体内の脂質過酸化
機構の評価を実施する。さらに、過酸化脂質
による細胞機能の低下の機構解明と食品成
分を用いたその抑制効果を細胞実験で検証
し③抗酸化物質が過酸化脂質に誘導される
細胞死に与える影響の評価を目指し、過酸化
脂質の生成制御と疾病予防の基盤的解明を
図る。以て、高齢社会における老化の予防、
加齢や生活習慣による疾病の予防に本研究
成果を役立たせ、食品による人々の健康増進
を効果的に推進できるようにする。 
 
３．研究の方法 
①過酸化脂質分子種・異性体の解析法の向上 
①-1 脂肪酸ヒドロペルオキシドの異性体解
析 
 これまでに構築してきた過酸化脂質の分
子種・異性体解析法をさらに高度化させた。
過酸化脂質はもとになる脂質ごとに様々な
種類の分子種が存在する。その中で脂肪酸ヒ
ドロペルオキシド（FAOOH）は種々の過酸化
脂質分子種の構成因子であるため、FAOOH の
異性体分析法は、種々の過酸化脂質の解析に
応用が可能と考えられた。そこで、代表的な
FAOOH であるリノール酸ヒドロペルオキシド
（HPODE）およびアラキドン酸ヒドロペルオ
キシド（HPETE）異性体を瞬時に解析できる
分析法の開発に取り組んだ。 
 
①-2 リン脂質ヒドロペルオキシドの異性体
解析 
申請者らはすでに、LC-MS/MS 分析によりリ

ン脂質ヒドロペルオキシド（PCOOH）の位置
異性体とcis-trans異性体の分析を可能とし
ている。しかしながら、酵素酸化の関与を評
価するために重要な PCOOH の立体異性体（RS
異性体）解析は（図２）、世界的にみても未
だ達成されていない。そこで、大豆リポキシ
ゲ ナ ー ゼ と リ ノ ー ル 酸 を 用 い て
13(S)-9Z,11E-HPODE を、リノール酸を自動酸
化（40°C、48 h）させて 13(RS)-9Z,11E-HPODE
を調製し、lysoPC と合成することで酵素酸化
由来の 16:0/13(S)-9Z,11E-HPODE PC と自動
酸化由来の 16:0/13(RS)-9Z,11E-HPODE PC を
合成した。これらの標品を用いて、立体異性 
体の解析に有用と考えられた種々のキラル
カラムを用いて PCOOH の RS 異性体解析が可
能な LC-MS/MS 分析法の構築を目指した。 
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図２．過酸化脂質の立体異性体解析 
 
②肥満・メタボリックシンドロームの進行に
おける生体内の脂質過酸化機構の評価 
 ①を含め、申請者らがこれまでに構築して
きた過酸化脂質の解析手法を用いて、様々な
疾患の原因となる肥満・メタボリックシンド
ロームと生体内の脂質過酸化機構の解明を
目指した。C57BL/6J マウスを普通食で飼育す
るコントロール群（CO）と、肥満・メタボリ
ックシンドロームを誘導するために高脂肪
食を摂取させた群（HF）に分け、肥満・メタ
ボリックシンドロームに関連する種々のパ
ラメータと血漿・肝臓中のPCOOHを測定した。 
 
③抗酸化物質が過酸化脂質に誘導される細
胞死に与える影響の評価 
 ②の結果より、生体内の脂質過酸化が疾患
と関与することが示唆された。そのため、過
酸化脂質が細胞機能の低下に何らかの影響
を与えたことが示唆された。過酸化脂質が細
胞機能に与える影響として、申請者はこれま
でに、培養細胞試験にて細胞内に取り込まれ
た PCOOH のほとんどが還元物である PCOH へ
と還元されて細胞内に蓄積する一方、PCOH に
還元されずに残存する微量の PCOOH が、細胞
死を誘導すること、さらにグルタチオン合成
酵素阻害剤（BSO）により細胞内の抗酸化を
抑制することで、この細胞死が顕著となるこ
とを明らかにしてきた。また、②と関連して
過酸化脂質が細胞機能を低下させる可能性
があることから、抗酸化物質による酸化抑制
が重要であると考えられた。そこで、培養細
胞試験により、PCOOH による細胞死に対する、
代表的な食品抗酸化物質であるα-Toc の影
響を評価した。さらに、PCOOH が誘導する細
胞死のメカニズムも検討した。 
 
４．研究成果 
①過酸化脂質分子種・異性体の解析法の向上 
①-1 脂肪酸ヒドロペルオキシドの異性体解
析 
 従来までFAOOHの解析に広く用いられてき
た negative mode では、構造解析に有用な特
徴的なフラグメントイオンは検出されなか
ったが、ナトリウムイオンを活用した
positive mode では、特徴的なフラグメント
イオンが検出された。これらのフラグメント
イオンを詳細に検討し、FAOOH の位置異性体

の解析に有用なフラグメントイオンを同定
した（図３）。このフラグメンテーションは、
HPODE と HPETE といった脂肪酸種の異なる
FAOOH にも有効であることが確認できた。こ
のことから、FAOOH の位置異性体を高感度・
高選択的に解析可能な新規解析法を構築し
た。 
 

図３. ナトリウムイオン（アルカリ金属イオ
ン）を活用した FAOOH の高感度・高選択的な
分析法の構築 
 
①-2 リン脂質ヒドロペルオキシドの異性体
解析 
 酵素酸化由来の 16:0/13(S)-9Z,11E-HPODE 
PC と 自 動 酸 化 由 来 の
16:0/13(RS)-9Z,11E-HPODE PC とキラルカラ
ムを用いて、酵素酸化の関与を評価するため
の立体異性体解析に有用な LC-MS/MS 分析条
件 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、
16:0/13(RS)-9Z,11E-HPODE PC は CHIRALPAK 
OP(+)カラムの使用により、明瞭にピーク分
割され、PCOOH の立体異性体解析を世界で初
めて達成した（図４）。さらに、同条件下に
お い て 酵 素 酸 化 由 来 の
16:0/13(S)-9Z,11E-HPODE PC を測定すると、
確かに S体の大きなピークが検出された（図
４）。本手法をもとに、例えば生体内の PCOOH
を本分析法で解析した場合に、リポキシゲナ
ーゼによって酵素的に生じたPCOOHの割合を
解析することで、生体における酵素酸化の関
与の解明につながると期待される。そこで、
本法やこれまでに申請者らが開発してきた
過酸化脂質の異性体解析法を駆使して、疾患
（肥満・メタボリックシンドローム）と生体
の脂質過酸化の関係解明を目指した。 

図４. PCOOH の立体異性体解析を達成し、酵
素酸化の評価が可能となった 
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②肥満・メタボリックシンドロームの進行に
おける生体内の脂質過酸化機構の評価 
 これまでの申請者らの開発してきた過酸
化脂質の解析手法や①での知見を活用し、肥
満・メタボリックシンドロームと生体の脂質
過酸化の関係解明を目指した。HF 群では内臓
脂肪量が顕著に増加し、肥満の発症リスクが
増加した。さらに、血中の総コレステロール
とリン脂質、グルコース、インスリン濃度が
増加した。さらに肝臓でのトリアシルグリセ
ロールや総コレステロール濃度が増加した
ことから、本研究で作製したモデルは肥満や
脂質代謝異常、糖尿病、脂肪肝といった肥
満・メタボリックシンドロームモデルとして
活用できることが確認できた。そこで、
LC-MS/MSを用いて血漿と肝臓おPCOOHを詳細
に解析した結果、HF 群の血漿と肝臓のいずれ
でも PCOOH は増加した（図５）。 

図５. 肥満・メタボリックシンドロームによ
る生体内の脂質過酸化の亢進 
 
さらに異性体解析により、血中と肝臓では

主に自動酸化によって脂質過酸化が亢進し
ていることが示唆された（図６A,B）。さらに
肝臓では炎症による一重項酸素酸化も生じ
ていることが明らかとなった（図６C）。この
ことから、肥満・メタボリックシンドローム
における酸化ストレス源を代謝物の解析か
ら明らかにすることができた。今後は、脂質
過酸化機構を理解することで、それぞれの機
構ごとに効果的な食品抗酸化物質を活用す
ることで、過酸化脂質が関与する疾患の予防
や改善につながると期待される。特に、肥
満・メタボリックシンドロームが危険因子と
なる動脈硬化症は致死性の高い疾患と知ら
れるとともに、生体の酵素的脂質過酸化が大
きく関連すると考えられているが、実際の証
明には至っていない。①-2で構築した分析手
法は酵素酸化の評価に有用であるため、今後
に①-2 の手法も活用し、疾患と脂質過酸化の
さらなる関係解明が期待される。また、疾患
と生体の脂質過酸化が関連することが示唆
されたため、細胞実験によってそのメカニズ
ムを明らかにすることを目指した。加えて、
過酸化脂質が誘発する細胞機能の低下に対
して、抗酸化物質が改善効果を発揮するかを
評価した。 
 

③抗酸化物質が過酸化脂質に誘導される細
胞死に与える影響の評価 
 過酸化脂質（PCOOH）が細胞機能に与える 

A 

B 
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図６. 肥満・メタボリックシンドロームにお
ける脂質過酸化と自動酸化の関与。血漿での
自動酸化由来異性体（A）、肝臓での自動酸化
由来異性体（B）、肝臓での一重項酸素酸化由
来異性体（C） 
 
影響を評価した。細胞内の抗酸化能を低下さ
せる薬剤である BSOの存在下では PCOOH によ
り顕著な細胞死が誘導された。ここに食品抗
酸化物質であるα-Toc を添加するとこの細
胞死は完全にキャンセルされた（図７）。こ
の現象は、ヒト肝癌細胞や内皮細胞などの
様々な細胞種においても確認できた。このこ
とから、過酸化脂質によって誘導される細胞
死や細胞機能の低下には抗酸化物質が重要
であることが示唆された。また、この時の細
胞死がアポトーシスと異なる特徴を有して
いた。そこで、近年新たな細胞死として知ら
れているフェロトーシスと過酸化脂質の関
与に着目した。いくつかのフェロトーシスの
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阻害剤（Fer-1、DFO）を同条件で添加したと
ころ、細胞死がキャンセルされた（図７）。
すなわち、過酸化脂質が誘導する細胞死には
フェロトーシスが密接に関わっており、今後
はα-Toc 以外にもこうした細胞死を抑制可
能な食品成分を見出し、活用することで脂質
過酸化による細胞機能の低下、ひいては、②
で明らかにしたような生体への悪影響に対
する予防法を構築できると期待された。 

図７. PCOOH がヒト肝癌細胞に誘導する細胞
死はα-Toc や種々のフェロトーシス阻害剤
で緩和される 
 
これらに加え、FAOOHやPCOOH以外にも様々

な種類の過酸化脂質の解析手法を構築して
きている。今後は、種々の過酸化脂質を生体
で解析することで生体老化や疾患と脂質過
酸化の関係解明をより詳細に明らかにでき
ると期待される。そして、疾患と過酸化脂質
に関するデータベースをさらに充実化させ、
データベースの解析から特定の疾病で特徴
的に出現する過酸化脂質分子種群を見出す
ことで、臨床評価指標として活用できるよう
に展開したい。 
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