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研究成果の概要（和文）： 

生体の脂質は酸化されると過酸化脂質（脂質ヒドロペルオキシド）を生じる。これが細胞や臓
器機能の低下、動脈硬化、認知症の要因になることを、化学発光分析、質量分析、培養細胞試
験、動物実験、ヒト血液分析で証明した。食品からの、ビタミン E 、ポリフェノール、カロテ
ノイドの摂取は、これらの脂質過酸化を抑制し、老化性の疾病予防に有効なことを明らかにし
た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Oxidation of lipids generates lipid hydroperoxide. Through the quantitative analysis of 
clinical sample with CL-HPLC and LC-MS/MS, and using the functional assessment with cell 
culture study and animal study, we have proved that the hydroperoxidation of  biological 
lipid results functional deterioration of cells and tissues. Our results also indicated 
the lipid hydroperoxide of body causes the related disorders like arteriosclerosis and 
dementia. Antioxidative food components; vitamin E, polyphenol, carotenoid, suppress 
lipid oxidation in vivo and are useful as antisenescence-nutrient. 
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１．研究開始当初の背景 
過酸化脂質は食品油脂の酸化劣化現象とし
て従来研究されてきていたが、申請者は、生
体内とくに血管や生体膜脂質の過酸化が、細
胞老化や生活習慣病あるいは老化性疾患に
深く関与すると考え、食品領域の過酸化脂質
研究を生体系に発展させようと考え研究を
進めてきていた。 

２．研究の目的 
生体に存在する過酸化脂質（脂質ヒドロペル
オキシド）を CL-HPLC法で総量を、LC-MS/MS
法で分子種レベルでの定量を行い、疾病（動
脈硬化症や認知症）との量的関係と疾病の要
因としての過酸化脂質の関与分子機構を解
明し、さらに食品成分による生体過酸化脂質
の生成制御と老化性疾病の予防について、基
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盤的な理解を得ることが目的である。 
 
３．研究の方法 
高純度過酸化脂質標品の合成法を確立し、
LC-MS/MS 法により分子種レベルでの高感度
解析法を開発した。臨床標本、動物組織、培
養細胞の過酸化脂質を、CL-HPLC 法と
LC-MS/MS 法で定量し、脂質ヒドロペルオキシ
ドの生成と細胞障害機構を培養細胞試験と
遺伝子発現解析で明らかにし、食品成分によ
る脂質過酸化抑制能をヒト試験と動物試験
で解析した。 
 
４．研究成果 
(1)ビニルエーテルによる高純度過酸化脂質
標品の調製技術の確立 
2-methoxypropene をヒドロペルオキシド基
に付加して保護し、ヒドロペルオキシド型過
酸化脂質（LOOH、脂質ヒドロペルオキシド）
を高純度に得る方法を開発した(図 1)。これ
によりホスファチジルコリンヒドロペルオ
キシド（PCOOH）（純度 99.8%）の使用を可能
にした。グリセロリン脂質、コレステロール、
コレステロールエステル、トリアシルグリセ
ロール、脂肪酸のヒドロペルオキシド標品を
調製出来るようにした。これらはいずれも世
界初である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
国内外の脂質過酸化研究に携わる研究者と
の情報交換と研究ネットワークの構築のた
め、国際会議 ICLH2009 を開催し、高純度脂
質ヒドロペルオキシド標品を配布できるよ
うにした。さらに、PCOOH 原料にして、還元
物（脂質ヒドロキシド）の高純度標品調製技
術を確立し、標品配布の準備を整えた。 
この高純度過酸化脂質標品調製技術により、
生体内の過酸化脂質のより正確な定量と、細
胞実験による機能評価が可能になり、脂質ヒ
ドロペルオキシド自体の生理作用の発見と、
その分子機構の解明に寄与した。 
 
(2) LC-MS/MS法による過酸化脂質分子種の一
斉定量法の開発 
過酸化脂質（脂質ヒドロペルオキシド）の
個々の分子種を一斉網羅的に検出し定量で
きるように、LC-MS/MS 法の解析条件の最適化
に成功した(図 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

この条件をリニアイオントラップ型ハイブ
リ ッ ド 質 量 分 析 装 置 4000QTRAP MS/MS
（Applied Biosystems）に導入して、Multiple 
Reaction Monitoring (MRM)モードで脂質ヒ
ドロペルオキシド分子種を構造解析し定量
している。この過程で、脂質の MS/MS 分析で
課題となるイオンサプレッション（検出感度
低下の原因）を防ぐ技術を見出した。（図 3、
4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、細胞、動物器官・臓器、ヒト血液・
組織標本といった、生体サンプルからの過酸
化脂質を抽出する回収率が抽出溶媒により
依存することを明らかにし(図 5)、抽出方法
を 改 良 し た 。 こ の 結 果 、 最 少 検 出 量
0.1pmol/mlの PCOOHの超高感度定量に世界で
初めて成功した。 
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図 1 過酸化脂質標品調製例 
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本技術の応用により、糖尿病で生成する糖化
リン脂質（アマドリ型ホスファチジルエタノ
ールアミン、deoxy-D-fructosyl PE）ととも
に後期糖化産物であるカルボキシメチル PE
とカルボキシエチル PEの LC-MS/MS法による
高感度・高選択性分析法を開発し、ヒト血中
での糖化リン脂質存在を証明し、高血糖状態
を把握できる一連の新マーカーを発見した
(図 6)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

生活環境下の太陽光暴露でヒト皮脂が酸化
され生ずる、スクアレンヒドロペルオキシド
（SQOOH）についても、LC-MS/MS 法による定
量法を開発し、ヒト皮膚から 6種類のスクワ
レンが検出されることを明らかにし(図 7）、
HaCaT ヒト角化細胞を用いた細胞実験で、
SQOOH が皮膚老化と炎症に関わることを証明
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)CL-HPLC 法および LC-MS/MS 法による臨床
サンプルの過酸化脂質定量および機能性評
価 
LC-MS/MS 法によるヒト血漿、赤血球、皮脂な
どの過酸化脂質の分子種レベルの定量が可
能になったことから、高脂血症(図 8)および
糖尿病・動脈硬化症(図 9) 患者の血漿過酸化
脂質の測定を行い、これら患者において、リ
ン脂質ヒドロペルオキシド（PCOOH）の顕著
な蓄積を観察した。高脂血症患者における
PCOOH の増加は、酸化 LDL の増加を意味し、
これらの結果は、高脂血症からの動脈硬化症
の進展に強く関わっていることを示してい
る。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上記結果を踏まえ、動脈硬化症発症への過

酸化脂質の関与を証明するため、血管内皮細
胞をもちいた試験を行い、PCOOH が単球の血
管内皮 ICAM-1 への接着を引き起こし、動脈
硬化発症の要因になる機構を解明した。すな
わち PCOOH は、血管内皮細胞において VEGF
依存性の血管新生作用を強く亢進させ、動脈
硬化の原因になる炎症を強く惹起する物質
であることを発見した（図 10）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)食品成分による生体過酸化脂質の生成の 
抑制と老化性疾病予防の可能性 

生体内の脂質ヒドロペルオキシドの生成
を抑制できる食品成分として、緑茶カテキン、
ポリフェノール類、スルフォラファン、ビタ
ミン E類（トコフェロールとトコトリエノー
ル）、カロテノイドについて、ヒト試験、動
物試験、培養細胞試験で明らかにした。これ
らはとくに高脂血症、糖尿病、動脈硬化など
での血中過酸化脂質の増加の抑制に効果的
であると考えられた。また、血管内皮におけ
る抗炎症作用も観察されたので、これら障害
の進行予防に役立つと考えられた（図 11）。 
 
 

図 8 高コレステロール血症者の 
16:0/18:2OOH-PC 分析 

図 6 LC-MS/MSによるアマドリ-PE分子種の同定 
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図 9 冠動脈狭窄と血漿の高 PCOOH 値 
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認知症に関しては、血中に特徴的に出現する
老化赤血球（PLOOH 多含赤血球：酸化ヘモグ
ロビンからの酸素分子の解離が阻害され神
経細胞への酸素供給能が低下した状態の赤
血球を意味する）の生成蓄積を予防できるキ
サントフィルの抗酸化機能とアミロイドβ
による赤血球膜脂質の過酸化機構を明らか
にした(図 12)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

このように本研究は、ヒトの体内とくに生体
膜脂質の過酸化が生活習慣病などに関与す
るとの仮説を基に、過酸化脂質の生成と高脂
血症、糖尿病、認知症などの疾病との関係を
化学的定量的に究明することを目的として、
過酸化脂質標品の調製法の検討、CL-HPLC 法
による過酸化脂質定量法の改良および、
LC-MS/MS 法による高感度定量法開発、動脈硬
化症、糖尿病、認知症における過酸化脂質の
分析、皮脂スクアレン過酸化物（一重項酸素
酸化産物）の生成の検証、そして、食品抗酸
化成分（アスコルビン酸、トコフェロール、
トコトリエノール、カロテノイド、キサント
フィル、ポリフェノール類）による生体脂質
過酸化の抑制効果を動物試験とヒト試験を
実施し、上記のような成果を得ることができ
た。 
日本を含む多くの先進諸国で、長寿と老化予
防、疾病予防への食品の果たす役割の解明が
社会的な大きな関心事のひとつになってい
る。本研究により、「生体の老化や疾病に生
体膜リン脂質の過酸化が関与することをヒ
トについて実証し、この予防に役立つ食品お

よび食品成分を、最先端の機器分析と分子レ
ベルの研究によって明らかにする」という目
標は達成された。 
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