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総合論文

過酸化脂質分析用 ホ ス フ ィ ン試薬 の 開発 と その 応用

赤 坂 　和 昭
＊

（1995 年 5 月 18 日受 付 ）

　脂質 の 酸化 に よ り生成 す る過酸化脂質の 高感度，高選 択的な蛍光分析試薬 と して
， ホ ス フ ィ ン試薬 の

設計 ・開発を行 っ た．トリフ ェ ニ ル ポ ス フ ィ ン に よ る 脂質 ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの 還 元 反 応 に 着 目 し ， 過

酸化脂質分 析試薬 と して トリフ ェ ニ ル ポ ス フ ィ ン の フェ ニ ル 基 を蛍光 発 色基で 置換 し た 化合物 を設計
・

合成 した．こ の 化合物 は，そ れ 自体 に は 蛍光性が な く
， 過酸化物等 に よ り ホ ス フ ィ ン オ キ シ ドに 酸化 さ

れ る こ と に よ り初 め て強 い 蛍 光性 を 示 し た ，反応 は ，脂 質過 酸化反 応 の 第
一

次生成物 で ある ヒ ドロ ペ ル

オ キ シ ドに 高 い 選択性 を 示 し，反応 の 前後の 蛍光強度 の 変化 よ り脂質 ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドを 定量 す る こ

と が 可能 で あ っ た，合 成 した ホ ス フ ィ ン 試薬の 中で 蛍光分析 に 最適 な 性質 を示 した ジフ ェ ニ ル ー1一ピ レ

ニ ル ポ ス フ ィ ン （DPPP ） は 液相法 ，及 び HPLC ポ ス トカ ラ ム 法 へ の 適応 が 可能 で ，こ れ らの 方法 に

よ り そ れ ぞ れ sub −nrn 。1，及 び 数 pmel レ ベ ル で の 脂質 ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの 検 出 ・定量 が 可能 で あ っ

た．特 に ，HPLC ポ ス トカ ラ ム 法 で は リ ン 脂質や トリア シ ル グリセ ロ
ー

ル ，コ レ ス テ ロ ー
ル エ ス テ ル

等 の 脂質 ク ラ ス ，あ る い は 分 子種 レ ベ ル で の 分析 が 可能 と な っ た．本 稿 で は ，過 酸 化 脂 質分 析試薬 の 開

発 の 経 緯 を含 め た ホ ス フ ィ ン 試薬 の 設計 ・合成，特性 ， 及 び 食品試料 や 血 し ょ う等 の 生 体試 料中 の 脂 質

ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの 分 析へ の 応用 に つ い て 紹介 す る、

1 緒 論

　脂質 は 酵素的，あ る い は 非酵素的に 酸化 を 受 け，そ の

一
次生成物 と し て ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドを与 え る，更 に ，

ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドは分解 や重合に よ りア ル デ ヒ ド， ケ

トン ，カ ル ボ ン 酸 ，炭化 水素な ど の 様 々 な二 次生成物 を

与 え る，過酸化脂 質 は こ れ ら脂質の 酸化 に よ り生 じ た 化

合物 の 総称 で ，非 常 に 多様性 に富 ん で い る，

　食 品 中の 過酸化脂 質は
， そ の 風 味 や栄養価 を低下 さ せ

る こ と か ら 食 品 化 学 上 非常 に 重要 な 問 題 で あ り
1］2 ）

， 酸

化 メ カ ニ ズ ム の 解明や そ の 防止法 に つ い て 様 々 な検討 が

な さ れ て き た．

　
一

方，脂質 は 生 体 の 主 要 な 構成 成 分 の 一
つ で もあ る．

近年，そ の 酸化的変性 が 生 体 に 与え る影響，特 に 各種疾

患 や老化 と の 関連 が 非常 に 注 目 され る よ う に な っ て き て

い る ．例 え ば，細胞 膜 の 主 要 な構 成 成 分 で あ る リ ン脂 質

の 酸 化 は
， 膜 の 流 動 性 や 透 過 性 を 変化 さ せ

， 膜機能 を 低

下 さ せ る もの と考 え ら れ て い る ．ま た ，最近 で は ，血 し

ょ う 中の 低比 車 リポ タ ン パ ク 質 が，酸化 的 損 傷 を受 け，

マ ク ロ フ ァ
ージ に 無 制 限 に 取 り込 ま れ ，こ れ が 血 管 の 内

皮 ドの 空間 に 停滞 し，泡 まつ 細胞 を形成，更 に 内皮細胞

＊
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を障害し，血小板な ど の 細胞 が 集ま り凝固系 が 活性化 さ

れ ， 血栓形 成が 始 ま り， 動 脈 硬化 が 進展 す る こ とが 明 ら

か と な っ て き て い る
／S）
〜5）．こ の ほ か に も，病的老化 で

あ る ア ル ツ ハ イマ ー症 やパ ーキ ン ソ ン 病
a）

， 虚血
一
再灌

流に お け る障害η
，

ス トレ ス 性 か い よ う
B）

， 四 塩化炭素

や ハ ロ セ ン 等 に よ る 屏障害等
9）

， 酸化的障害 と か か わ り

合 い の 指摘 さ れ て い る 疾患 は 枚挙 に 暇 が な い ，

　 こ の よ う な脂質過酸化が及 ぼ す 生体 へ の 影響 を解明す

る 上 で
， 酸化障害 を受 け た 部位，程度，及 び脂質 の 種類

に 関 す る 情報 を得 る こ と が 必 要不可欠 で あ る．そ の た

め，そ れ ぞ れ の 目的 に 応 じ た分析法 の 提案 が な さ れ て き

た． ヨ ウ 素法
］o）は，試料に ヨ ウ 化 カ リ ウ ム を 加 え た場

合 に 遊 離 され る ヨ ウ 素 をチ オ硫 酸 ナ トリ ウ ム で 滴 定 して

求 め る方法 で 食用油脂中 に 含 ま れ る過 酸化脂質の 分 析 に

は最 も一般 的 に用 い られ て い る 方法 で あ るが ，感度 が低

く数 g 程度 の 試 料 量 を 必 要 と す る た め，そ の 微 量 化 の

試 み が な さ れ て い る ，例 え ば，ヨ ウ 素 を塩化 カ ド ミ ウ ム

複合体 と す る 比色法
11＞や 塩化 ア ル ミニ ウ ム を 用 い た 比

色 法
12，，ヨ ウ素滴定 へ 電 位 差 滴 定 を用 い た 方 法

13）や，

遊 離 三 ヨ ウ 素 化 物 の HPLC に よ る 分 離 な ど も試 み ら れ

て い る
14 ），こ れ ら の 方法 は，い ず れ も過酸化脂質 を 還

元剤 で 還元 し，生成 した 酸化物量 を 求め る こ と に よ り間

接 的 に 総過 酸 化 物 を定量 す る も の で あ る．こ れ に 対 し，
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生体試料中の 過酸化物分 析法 と して 繁用 さ れ て い る チ オ

バ ル ビ ツール 酸 〔TBA ）法 は ， 過 酸化脂質 が 分解 し て

生 じる マ ロ ン ジ ア ル デ ヒ ド CMDA）が TBA と 反 応 し

て で き る 赤 色色素を 比 色 あ る い は 蛍光 定 量 す る も の

で
ls ）15 ），簡便 か つ 高感度 な 分析 が 可能 で あ る が ，

　 MDA

以外 に も反応陽性物質 が 存在 す る こ と や，脂質 の 分 子 種

に よ り 生 成 す る MDA 量 が 異 な る な ど
， 得 ら れ る 情報

の 質が ヨ ウ素法 な ど と異 な り，測定値 の 比較 や評価 に 注

意 が 必 要 で あ る
17）．こ の ほ か，脂質 ヒ ドロ ペ ル オキ シ

ドの 定 量 法 と し て 酵素 を 用 い た 分 析法
］8｝
〜20 冫が 報告 さ

れ て い るが ，こ れ ら の 方法で は 酵素が 基質特異性を有す

る こ と か ら，脂質 ク ラ ス レ ベ ル で の 反応の 選択性 が より

高 い ．従 っ て ，液相法 に よ る 分析 に お い て は
， 過酸化脂

質 の 中の 何 を測定 し て い る の か 考慮 した 上 で 用 い る 必要

が あ り，選 択性 が 明 ら か で ，高感度，簡便 な 分析法 の 開

発 が望 ま れ て い た ．

　 生 体内過酸化脂質の 量 的評価 と 同時 に 質的評価 を 行 う

た め に は 酸化 を 受 け て い る脂質 の 種 類 を特定 す る必 要 が

あ る．そ の た め に は，対 象 と す る脂 質 に 対 し特異性 の 高

い 分 析法 を用 い る か
， 脂質を あ らか じめ何らか の 方法で

分 離 した後 に 検出す る必 要 が あ る．前者の 例 と して は，

基 質特異性 を利用 し た 酵素法 が 挙 げ られ る．Kamata ら

は，N ．（9．ア ク リ ジニ ル ）マ レ イ ミ ドと グ ル タチ オ ン ペ ル

オ キ シ ダーゼ （GPX ）と の 組 み 合 わ せ に よ る脂肪酸 ヒ ド

ロ ペ ル オ キ シ ド分析法
2D

と リパ ー
ゼ や ホ ス ホ リパ

ー
ゼ

と の 組 み 合 わ せ に よ る ト リ ア シ ル グ リ セ ロ ール
22｝や リ

ン脂質
23｝

の ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの 選択的分析法を報告

して い る．一方 ，後者 の 例 と し て は ，高速液体 ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー （HPLC ）を用 い た 方 法 が 幾 つ か 提案 さ れ て

い る，HPLC 法 は，穏和 な 条件下 で 難揮発性 の 微量成

分 を分 離 す る方法 と して 非常 に 優 れ た 方法 で ，過酸化脂

質の 分 離 に は 非 常 に 適 した 方 法 と い え るが，こ の 方 法 で

は 過酸化脂質を選択的 ， か つ 高感度 に 検出す る た め の 工

夫 が 必要 と な る．過酸化脂質 の 検出法 と し て は標的化合

物 自体 の 持 つ 官能基 を直接検出 す る 方 法 ，及 び HPLG

に よ り分離後 ， 検出反応を行 い 検出 す る 方法 （ポ ス トカ

ラ ム 法 ） が用 い られ て い る．直接検出す る 方法 と して は

紫外 吸 収検出
24）や電 気 化 学的 検出

2S）が 挙 げ ら れ る．紫

外 吸 収検出法 は 1，4 ジ エ ン 構 造 を持 つ 不飽 和 脂 肪 酸 が 酸

化 を 受 け る と主 に 共役 ジエ ン 構造 を有 す る 酸化物 が 生成

す る こ と か ら，235　nm 付近 の 吸収 を モ ニ ターす る こ と

に よ り過 酸 化 物 を検 出 す る方 法 で あ り，非 常 に 簡 便 か つ

特殊 な 装置 を必 要 と し な い こ と か ら，酸 化 生 成 物 の 追 跡

や メ カ ニ ズ ム 解明 な ど に 広 く用 い られ て き て い る が，必

ず し も過 酸 化物 自体 を検出 し て い る と は 限 ら ず，選択性

の 面 で 問題 が あ っ た ．こ れ に 対 し，電気化学的検出法 で

は ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの 酸化電位 を直接検出 す る も の

で ，特異的 に ナ ノ モ ル レ ベ ル の ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドを検

出す る こ と が で き る，しか し，生体内過酸化脂質 の 分析

に は な お感度が 不十分 で あ り，高感度 な検出法 の 開発 が

切 望 され て い た，こ の よ う な状況 か ら，更 に 高 感 度 な ヒ

ドロ ペ ル オ キ シ ドの 検出法 と して 化学発光法 や 蛍光法 を

用 い た ボ ス トカ ラ ム 法 が 開 発 さ れ た．化 学発光法 は，ル

ミ ノ
ー

ル やイ ソ ル ミ ノ
ー

ル がヘ ム タ ン パ クの 存在下，過

酸化物 に よ り酸化的 に 分 解 す る 際 に 発 す る 光 を検出す る

方法 で 過酸化水素の 高感度分析法 と して 広 く用 い られ て

い た が，過酸化物 と して 脂質 ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドを用 い

て も同様の 発光現象が 観察され た こ と か ら，こ の 方法 を

検出反応 に 組 み 入 れ た HPLC 法 が 開発 され た
2“）27）．こ

の 検出法 は，従来の 検出法 に 比べ 非常 に 高感度 で ，選 択

性 も高 く 生体内過酸化脂質 の 分 析法 に 適 した 方法 の一つ

で あ る ，一
方，著者 ら は 過酸化脂質 の 新 しい 蛍光分 析試

薬 と し て ホ ス フ 4 ン 型 試薬 を 開発 し，液相法，及 び

HPLC 一ポ ス トカ ラ ム 法 に よ る 高感 度，高選択的 な 過酸

化脂 質 の 分析を可能と した．こ の 方法 は，化学発光
一

HPLC 法 と 測定原 理 を異 に し，化学発光
一HPLC 法 で

の 障害 と な る 溶 媒 選 択 の 制 限 や ラ ジ カ ル 捕 そ く剤 の 影響

等 を受 け ず に 測定 す る こ と を 可能 と した，本稿 で は ，こ

の 蛍光法に つ い て，試薬開発 の 経緯と食品や 生体試料中

の 過 酸化 脂 質 分 析 へ の 応 用 に つ い て 紹 介 す る．

2　ホ ス フ ィ ン 型 試薬の 開 ee2s｝29〕

　蛍光分析法 は ，高感度性 と 高選択性 を兼 ね 備 え た 方法

の 一一
つ と し て ，食 品 や 生 体試 料 な どの 複雑 な マ ト リ ッ ク

ス 中の 微量 成分 の 分析 に 広 く用 い られ て き て い る．著者

らは，こ の 蛍光法 を用 い た 新 しい 過酸化脂質 の 分析法 の

開発 を 目指 し ， 試 薬 の 設 計 と 合成 を行 っ た．

　前述 の と お り ， 脂質過 酸化物に は第
一

次生成物で あ る

ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドと そ の 分解あ る い は重合 した二 次生

成物 が 存在 す る．二 次生成物 は 複雑な 化合物群 で
， しか

も脂質の 酸化 に 由来 しな い 経路 で 生成す る場 合 も あ り ，

脂質過酸化 の 指標 と して は 問題 が あ る と考 え ら れ る．一

方，ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドは脂 質 の 酸 化反 応 に よ っ て の み

生成 し
，

−00H 基 を 共 通 し て 有 す る こ と か ら
，

こ の 官

能基 を標的 と し た 分析法ρ開発 を試 み た ．

　 ま ず，ビ ドロ ペ ル オ キ シ ドに選 択 的な 化学反応 の 検索

を行 い ，そ の 中 で トリフ ェ ニ ル ポ ス フ ィ ン と の 反 応 に 注

目 し た ．ト リフ ェ ニ ル ポ ス フ ィ ン は，Wittig反 応 な ど

有機合成 に お い て 広 く用 い られ て い る 試薬 で ある が，過

酸化物 の 還 元剤 と し て も利用 さ れ ，特 に ，脂質過酸化反

N 工工
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応 に お ける第一次生成物 で あ る ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドを穏

和な 条件 下で ，定 量 的 に ア ル コ
ー

ル に 還 元 す る 試薬 と し

て 繁 用 さ れ て い る （Fig．　 D ．こ れ を トリフ ェ ニ ル ポ ス

フ ィ ン の 側 か らみ る と
，

ホ ス フ ィ ン の 三価 の リ ン 原子 が

n 供与体 と し て ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの 酸素原子 に 求核反

応 を 行 う と 同 時 に そ の 3d 空軌道が π 受容体と な り dπ
一

pπ 相 互作用が 可 能 と な り，五 価 の ホ ス フ ィ ン オ キ シ ド

が生成す る，こ の リン 原子の 電子 軌道 の 変化 は
， 分子 全

体の 電子密 度 分 布 に 変化 を もた ら し，そ の 結果，電子軌

道 と密接 に か か わ り 合 い の あ る 紫外部吸収 に 変化 が生 じ

る こ と が 予 想 さ れ た，実際 　トリフ ェ ニ ル ポ ス フ ィ ン

は，260　nm 付近 で ご く わ ず か な 吸収 を 示 した に 過 ぎ な

か っ た の に 対 し
，

そ の オ キ シ ドで は 約 1  倍以上 の 強 い

吸収 を示 し た．こ の ホ ス フ ィ ン と ビ ドロ ペ ル オ キ シ ドの

反応 の 前 後 に お け る 吸光度の 変化量 は ヒ ドロ ペ ル オ キ シ

ド量 と非常に よ く比 例 し た こ と か ら，こ の 反応 を 用 い る

こ と に よ り脂質 ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドを定量す る こ とが 可

能 で あ る こ とが 示唆 され た ．しか し，紫外部吸収 を検出

す る 方法 は，共 存 物質 の 影響 を大 き く 受 け，又 感度的 に

も不十分で あ っ たが ， も し，こ の 変化量 を 蛍光 の 信 号 と

して 取 り 出す こ と が で き れ ば，よ り高感度，高選択的分

析 が 可能 と な る もの と 期待 で き た．

　 そ こ で ，蛍光性は ， 紫外部吸収 と 同様，分 子 の 竃 子密

度分 布 に よ り大 き く影響 を受 け る こ と か ら，反 応 の 前後

に お け る 蛍 光 ス ペ ク トル 特性 の 変化 を期待し， トリ フ ェ

ニ ル ポ ス フ ィ ン の フ ェ ニ ル 基 を 蛍光性 の 発 色 団 で 置換 し

た ホ ス フ ィ ン 化合物 q 〜10），及 び そ れ ら の オ キ シ ド

　（1
’− IO

’
）を 設計

・合成 し た （Fig．2）．

　 試薬 は，当初 トリ フ ェ ニ ル ポ ス フ ィ ン と 金属 リチ ウ ム

を反応 させ た 後 ， 導入 す る発色 団 の 臭素化 物 を加 え フ ェ

ニ ル 基 と 置換 さ せ る こ と に よ り 合成 した．こ の 方法 は，

低収率 で
， 導 入 で き る 発 色団の 数 も 1 個 の み で あ っ た

　が ，
フ ェ ニ ル ポ ス ホ リ ル ク ロ リ ドと 導 入 す る 発 色 団の

Grignard 試 薬 と の カ ッ プ リ ン グ 反応 に よ り 収 率 を 向上

　さ せ る と と も に，複数 の 発 色団 の 導入 も可能 と な っ た

　（Fig，3）．例 え ば，後 述 す る ジ フ ェ ニ ル ーレ ピ レ ニ ル ポ ス
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4
〆
　　　　　2−nap ．　　　 2−nap ・　　　 ph・

5
’
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Fig ．3　　Synthesis　or 　phosphines　and 　their　oxides

フ ィ ン （DPPP ；8）は，市 販 の 試薬 を 原料 と し ，　 Grig−

nard
．
試薬 の 調 製 と そ れ に 続 く カ ッ プ リ ン グ反応 の 短 工

程 の 反応 で ，40％ 以 上 の 収率 で 得 る こ と が 可能 で あ っ

た．各 ホ ス フ ィ ン オキ シ ドは ホ ス フ ィ ン を過酸化水素で

酸 化 して 調 製 し た 、

　合 成 し た ホ ス フ ィ ン 及 び オ キ シ ドの 蛍光 ス ペ ク トル を

測定 し た 結果，い ず れ の ホ ス フ ィ ン も 蛍光性 を示 さ な か
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っ た の に 対 し
， オ キ シ ドは 強 い 蛍 光性 を 示 し た．こ れ

は ， ホ ス フ ィ ン化合物 で は，リン 原子 上 の 孤立電 子 雲 の

存在 に よ り蛍 光 発 色 基 に 電子 が 流 れ 込 み ，本来持 っ て い

た 蛍光性 を失 っ て い た もの が，オ キ シ ドに 酸 化 され る こ

と に よ り電了 の 流 れ に 変化が 生 じ，そ の 蛍光性を回 復 し

た もの と考 え られ た．こ の こ と は ，ホ ス フ ィ ン 試薬が 蛍

光分 析 試 薬 と し て 理想的 な特性 の
一一

つ を有 す る こ と を 示

　し た も の で ，幸運 に も当初 の 著者 らの 期待した以上 の 結

果を得 る こ とが で き た．

　 Fig．4，及 び Fig．5 に 各 オ キ シ ドの メ タ ノ ール 中 で の

相対蛍 光 強 度，及 び ホ ス フ ィ ン の t一ブチ ル ヒ ドロ ペ ル

オ キ シ ドと の 反応速度定数 を示 した。ピ レ ン 誘導体 で 最

も強 い 蛍光強度 が得 られ た．こ れ ら ホ ス フ ィ ン オ キ シ ド

の 蛍光強 度 は 溶媒 の 極性 に よ り影響を受 け ， ピ レ ン系 や

ナ フ タ レ ン 系 の 化合物 で は ア ル コ
ー

ル 系溶媒 で 強 く，低

極性溶媒 で若干弱 く な り，逆 に ア ン トラ セ ン 誘 導 体 で は

低極性溶媒 で 強 い 傾 向 を示 し た．ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドと

ホ ス フ ィ ン の 反 応性 は，本反応 が SN2 反応 に よ り 進 行

す る こ と か ら予 想 さ れ た と お り ， リ ン 原子 の 周 りの 立 体

障害 の 小 さ い も の ほ ど，又 リ ン 原 子 の 電子密度 の 高 い も

の ほ ど高 い 傾向 を示 した，

　 ホ ス フ ィ ン 試薬 は結晶状態 で は 非常 に 安定 で あ っ た

が，溶液申 で は
， 特 に 光 照 射 に よ り不安定 と な りオ キ シ

ドを 与 え る．こ の た め 試薬溶液 は 褐色瓶 等 を 用 い 冷暗所
に保存す る 必要 が あ っ た 〔

− 20℃ で 遮光 す る こ と に よ

り 1 週 問 は 保存可 能）．こ の 光照射 下 で の 不安定性 は
，

試薬合 成 に お い て も収率低下の ・一
因とな る こ と か ら，特

に シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る精製中の

光照射 に 注意 す る 必 要 が あ っ た，

　試薬 の 安 定 性 ，反応性 ， 蛍光特性，調製 の 容 易 さ等 を

考慮 し，分 析 試 薬 と し て DPPP が 最 も優 れ た 特性 を 持

っ て い る と判断 さ れ た た め，こ の 試 薬 を 用 い た 分 析 へ の

応 用 に つ い て 検討 し，高感度 ， 高選 択的 な 過酸化脂質分

析法 を確立 す る こ とが で き た．

3　液相法 に よ る過酸化脂質分析
30 ）Sl ）

　DPPP は
， そ れ 自体 は 蛍光性 で な く，オ キ シ ドに 酸化

され て 初 め て 蛍光を発 す る．こ の た め ， 試 薬 と試料を混

合 し反応 さ せ た 後，蛍光 強 度 を測 定 す る こ と に よ り過酸

化物 の 定量 が可能で あっ た．実際 の 反応 は
，

メ タ ノ
ー

ル

と ク ロ ロ ホ ル ム の 混合溶液 を溶媒 と し て ，試料 と試 薬 を

混 合 し，密栓 し k 後，60℃ ，暗 所 で 60 分間反応 さ せ

た．反 応 後，氷 冷 し一
定 量 の 2一プ ロ パ ノ ー

ル を 加 え て

か ら 蛍光強度 の 測定 を行 い ，既知濃度 の DPPP オ キ シ

ドの 蛍光強 度 と 比較 し，過酸化物濃度 を 求 め た．DPPP

と 各種ペ ル オ キ シ ドとの 反 応 は
，

ペ ル オ キ シ ド基の 周 り

の 立 体的障害 と 求核攻撃 を受 け る酸素原子 の 電子 密度 に

よ り影響 を受 け，ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドで 高 く，過 酸 エ ス

テ ル や ジ ア ル キ ル ペ ル オ キ シ ドで 低 い ，こ の た め，こ の

試 薬 を 用 い る こ と に よ り高選択的 に ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ド
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の 定量 が 可能 で
， 各種脂 質 ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドと の 反応

は 60℃ で 5  分 以 内 に 完 了 し た （Fig、6），こ の 反 応 条

件 下 で の 脂質 ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの 分 解 は 認 め られ ず ，

又 抗酸化 剤 と して BHT を添 加 す る こ と に よ り測 定 に 影

響 を与 え る こ と な く，新 た な ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの 生成

を 効 果 的 に 抑 制す る こ と が で き た．こ の 方 法 を用 い ，

O．1− 7　nmol の 範 囲 で 再現性良 く脂質 ヒ ドロ ペ ル オ キ シ

ドを定量す る こ とが 可能で あ っ た．本法 を 用 い ，数 mg

以 下 の 試料 を用 い 食用油，バ ター一一
、

マ
ーガ リ ン 等 の 食品

中の 脂質過酸 化 物 を測定 し た 結果 は ，ヨ ウ素法 に よる 値

と 非常 に よ く一・致 した （Fig．7）．ヨ ウ 素 法 と DPPP 法

で は ，還 元剤 と過酸化脂質の 反応に よ り生 成 し た 酸化 物

を定量 す る こ と に よ り 間接的 に 過酸化物 を 分 析 す る 点 で

類似 した方 法 で あ り，用 い る 還元剤 の 酸 化 還 元 電位 の 違

い に よ り過 酸化物 に 対 す る 選択性 が若
7F
異な る 可能 性 が

あ る もの の ，主要 な 標的とな る 官能基 は い ずれ もヒ ドロ

ペ ル オ キ シ ド基で あ る こ と か ら 同 じ質 の 情報 が得 ら れ る

もの と考 え られ る ．

4 　HPLC に よる過 酸化脂質分析

　4 ・1HPLC ポ ス トカ ラ ム シ ス テム の 構築
32，

　HPLC の 検 出法 と して は ，  標 的化合物 自体 の 持つ

官能基 の 直接検出，  HPLC に 導人 す る 前 に 誘導体化

し 分 離後 に 検 出 〔プ レ カ ラ ム 脚 ， 及 び   HPLC に ょ

り分 離後，検 出 反応を行 い 検出 （ポス トカ ラ ム 法〉 す る

方法が 挙 げ られ る．ボ ス トカ ラ ム 法 の 場合，分離 の た め

の ポ ン プ以 外 に試薬溶液 を送液す る た め の ポ ン プ，及 び

反 応槽，反応 コ イル 等 の 装 置と と もに ，検出反 応 に は 高

選択 か つ 迅速 に 進行 す る と 同 時 に，反応 生成物 の み を選

択的 に 高感 度で 検出で き る こ と が 要求 され る な ど の 制約

が あ る ，しか し，必要最小限 の 前処理で 高感 度 な分析 が

可 能とな る こ とか ら，過 酸 化 脂 質の よ う な 不安定 な 化合

物を分析す る場 合，適当 な検出反応 さ え あれ ば非常 に 有

効 な 方法 と な る ．そ こ で ，DPPP を 検出系に 組 み 入 れ た

ポ ス トカ ラ ム シ ス テ ム の 開 発 を 行 っ た CFisr．8）．カ ラ

ム か らの 溶出液 に 試薬溶液 を 混 合 し，反 応 コ イル 中 で 反

応 後，冷却 し 蛍光強 度 をモ ニ ターし た．反応 コ イル は テ

フ ロ ン 製 よ り も ス テ ン レ ス 鋼製 の もの で よ り 高 い ピーク

が 得 ら れ た た め，ス テ ン レ ス 鋼 製 コ イル 〔0．5mmLd ．

× 20 〜30m ） を 用 い た ．反応 淵 度 に つ い て 室 温 か ら

80℃ ま で 検討 し た 結 果 ，ベ ース ラ イ ン の ノ イ ズ は ほ と

ん ど変化 せ ず，反 応 温 度 が高 い ほ ど ピー
ク 高は 増加 し，

S／V の 向上 が 認 め ら れ k た め 80℃ に 設定 した ．本検出

法 に よ り，1− 2 ピ コ モ ル レ ベ ル の 脂 質 ヒ ドロ ペ ル オ キ シ

　ドを検出す る こ と が 可能 で ，濃度 と は ピー
ク 高 〔あ る い

は ピーク
’
面積）の 閼 に は良好 な 直線関係が 認 め ら れ た ．

　 Fig．9 に 1・リ リ ノ レ イ ン ，そ の ヒ ド・ キ シ ド体汲 び

ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ド体 の ク ロ マ トグ ラ ム を 示 した．蛍光

検出で は，ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドだ け が ピーク を与 え ，未
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Fig ．8　HPLC 　system 　diagram
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・ m 〔UV ）・ ・ d 且・… m ・町 with 　DPPP （FD ．

．
酸化，及 び ヒ ドロ キ シ体 は 検出 に 影響 を 与 え な か っ た．

ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの ピーク の 中 に は ，蛍光法の み で 検

出 さ れ ，紫外 吸 収 で は検出 さ れ な か っ た もの もあ っ た．
こ の よ う に DPPP 法 は共役 ジエ ン 搆 造 を 有 さ な い ヒ ド

ロ ペ ル オ キ シ ドで も検 出 す る こ と が 可能 で あ っ た．

　Fig．　 ID に 構成脂肪
．
酸種 の 異 な る脂 質 ヒ ド ロ ペ ル オ キ

シ ドの 単位 濃 度 あ た り の 相対 ピーク 面積 を示 した ．オ レ

イ ン 酸が 酸化 され た もの で は わ ず か に 低 い 値が 得 られ て

い る が，リ ノ
ー

ル 酸 や リ ノ レ ン 酸な ど の ポ リエ ン 酸 の ヒ

ドロ ペ ル オ キ シ ドは ほ ぼ 同 じ値 を．与 え た．不飽和脂質 の

酸化速度 は，二 重 結合 に 隣接 す る メ チ レ ン基 ，特 に．二 重

結合に 挟 ま れ た メ チ レ ン 基 の 数 に よ り異 な り，相対的酸

化速度 は モ ノ エ ン 酸 0．025 に 対 し，
．
r．重 結合 に 挟 ま れ た

メ チ レ ン 基の 数 が 1
，
2，3，4，及 び 5 個 の 脂質 は

， そ れ ぞ

れ 1，2，4，6，及 び 8 と 40− 320倍酸化 を受 けや す い
3s），

こ の こ と か ら ， 生体や食晶中 の 脂質過 酸化物の ほ と ん ど

が リ ノ
ー

ル 酸 や リ ノ レ ン 酸 な ど の ポ リエ ン酸 に 由来す る

も の と 考 え ら れ
， 構成脂肪酸の 影響 を ほ と ん ど 考慮 せ ず

に，共通 の 検量線 を 用 い て 分析 す る こ と が 可 能 で あ っ

た．

　DPPP と ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの 反応 は極性溶媒 で あ る

含水 メ タ ノ ー
ル か ら低極性溶媒 の ヘ キサ ン に 至 る ま で 各

種有機溶媒中で 進行す る こ と か ら，HPLG の 移 動 相 は

幅広 い 溶 媒 系 の 中か ら選択 す る こ と が で き，こ れ に よ り

順相，逆相 ，
グ ラ ジ Z ン ト溶出等の 分離モ

ー
ドの 選 択の

自由度を大 き くと る こ と が 可能 で あ っ た．

　 4 。 2　リ ン脂質ヒ ドロ ペ ル オキシ ドの 分析
34
’
）
ny36

｝

　 ホ ス フ ァ チ ジル コ リ ン 〔PC ） ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドの

分 析 は ，比較的高極 性 の 溶媒 を用 い ，順 相系 の カ ラ ム で

分 離 し た．こ の 方法 で は
， 当初，内在性 の リ ン 脂 質 の

ピー
ク を紫 外 吸 収検出 に よ リ モ ニ ターし，こ れ を内標準

と し，卵黄 PC よ り調 製 し た 標準 PC ヒ ドロ ペ ル オ キ シ

ドを用 い た標準添加法 に よ り定 量 を 行 っ た．しか し，測

定 に 時間 が か か る こ と な どか ら， NBD で 蛍光標識 化 さ

れ た PC を内標準 と して 試料 に 添加 し，こ れ を紫外 吸収

検 出す る 改良法 を確立 した ．こ れ に よ り再 現 性の 良 い 結

果 を 短 時 間 で 得 る こ と が で き る よ うに な り，
こ の 方法 を

用 い ヒ ト．［ft
’
Lし ょ う，及 び ウ シ．血 清 を 分析 し た 結 果，
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Fig．12　 Typi・al ・h・ ・ m ・ t・9・・m ・ 。f ・ human　plas−

ma 　cxtract （a ）and 　standard 　hydrDperoxides （b）

Fig ．11　 Typ 苴・・1 ・h・・ m ・t。9・・m ・ ・f ・ t・ nd ・・d　 hy’

droperoxides　 of　PC 　 and 　PE　（a ｝and 　Cleproteinized

hum 跚 plasma （b＞

Peaks　A 　and 　B　were 　PC 　hydroperoxides （lllpmol ）

and 　PE　hydroperoxides （117pmoD ，respectively ．

10− 50　nM の PG ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドが 検 出 さ れ，こ

の レ ベ ル は 季節的 に 変動 す る こ と も明 ら か と し た．血 し

ょ う 申の PC ヒ ドロ ペ ル オキ シ ドレ ベ ル に つ い て ，二 木

ら は イ ソ ル ミ ノ ール を用 い た 化学 発 光
一HPLC 法 に よ り

分析 し，検出 され な か っ た と 報告 して い る
／Sア〕．一方 ，

Miy・ ・ aw ・ ら は 丿レ ミ ノ
ー

ル を 用 し、 た i司様 の 化学発X −

HPLC 法 に よ り数
．
卜一数百 nM レ ベ ル の PC ヒ ドロ ペ

ル オ キ シ ドが存在す る と報告 し て い る
38 ）．こ れ ら の 方

法 で は，標準試料 で は い ず れ も ピコ モ ル レ ベ ル で の 検出

が 可能 で あ る こ と か ら，前処理 操作 の 違 い に よ り異 な っ

た 結果 が 得 られ た もの と考 え られ た ．．そ こ で ，人 手 に よ

る前 処 理 操作 の 影．響 を最 小 限 と す る た め，メ タ ノ
ー

ル で

除 タ ン パ ク し た 血 し ょ う を直接導 入 し，逆相系 カ ラ ム で

濃縮，洗浄後，溶媒を切 り替 え 溶出 さ せ ，必 要 な 部分の

み を バ ル ブ切 り替 え に よ り分離 カ ラ ム に 導 入 す る シ ス テ

ム を構築 した
39）．こ の 方 法 に よ り，PC 及 び ホ ス フ ァ チ

ジル エ タ ノ
ー

ル ア ミ ン の ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドを同時 か つ

簡便 に 分析 す る こ と が 可能 で あ っ た （Fig．11＞．こ の 方

法 に よ っ て も，ビ トlfi
’
Lし ょ う か ら は 5− 30　nM 程度 の

PC ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドが検出され，ヒ ト血 し ょ う中に

は PC ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドが 存在 し て い る こ と を明 ら か

と す る こ と が で き た，

4・3　中性脂質 ヒ ドロペ ル オキシ ドの 分析

　トリア シ ル グ リセ ロ
ー

ル （TG ） は，　 ODS カ ラ ム を用

い た 場合，構 成 脂 肪酸 の 総炭素数及 び 不 飽和結 合数 に よ

り保持時間 が異 な る た め，分子種 に 関す る情報 を 得 る こ

と が で き

．
る．一

方，同 じ 逆相系カ ラ ム で もフ ェ ニ ル 基 を

シ リ カ ゲ ル に 化 学結合 さ せ た カ ラム で は，構成脂肪酸 に

関係 な くほ ぼ同 じ位置 に 溶出す る た め
，

ク ラ ス レベ ル で

の 分析 が 可 能 で あ っ た
32）．

　TG と コ レ ス テ ロ ー
ル エ ス テ ル （CE ）は，シ リカ ゲ ル

カ ラム を用 い
， 低極性溶媒 で グ ラ ジエ ン ト溶出 を 行 う こ

と に よ り そ れ ぞ れ の ク ラス レベ ル で ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ド

を 分 析 す る こ と が
．
可能 で

40），ヒ ト血 し ょ う を 分析 した

結果 ， 5− 30nM レ ベ ル の CE ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドが 検

出 さ れ た が，TG ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドは 検出 され な か っ

た 価g．12ジ
1）．こ の 方法 を用 い，ヒ トi〔ILし ょ う 中に 添

加 し た PG ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドか ら レ シ チ ン コ レ ス テ

ロ
ー

ル ア シ ル 基転移酵素 に よ リ コ レ ス テ ロ
ー

ル に ヒ ドロ

ペ ル オ キ シ 脂肪酸 が 転移 し CE ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドが

生成 す る こ と を証 明 す る こ と が で き た
4L ）．又，沈殿法

に よ る 血 し ょ う リ ポタ ン パ ク 質 の 簡易 分 画 法 と 組 み 合 わ

せ ，HDL と LDL ＋ VLDL 中 の CE ヒ ドロ ペ ル オキ シ

ドを分 析 す る こ と も可 能 で あ っ た
4・2），一方 ，Yamamoto

ら は
， 化 学発光

一HPLC 法 に よ り 逆 相カ ラ ム を用 い GE

ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドが 数 nM レ ベ ル で 存在す る と 報 告
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Fig。13　HPLC 　 system 　diagram　R）r　 simultaneous

determination　of 　hydroperoxides　of 　PC
，
　CE 　and 　TG

して い る
4−／1）．彼 ら の 方法 で は，構成脂肪酸 の 種類 に よ

り CE が 分 離す る た め 分 子種 レ ベ ル の 分析 と な る ．又，
ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ド以外 に ユ ビ キ ノ ー

ル 類 もピー
ク を与

え ， CE ヒ ドロ ペ ル オキ シ ドの 近 くに 溶出す る こ と か ら

こ れ ら と の 分 離 に 注 意 す る 必 要 が あ る ．

　4 ・4　リン 脂質と中性脂質の一
斉分析

44，

　 リ ン 脂 質 と 中性脂質 は 極性が 大 き く異 な る た め こ れ ら

を単
．一

の カ ラ ム で 同時 に 分 析す る の は 因 難 で あ り
， 総脂

質 を抽 出 し た後試料 を分割，あ る い は 抽出段階で リン 脂

質画分 と中性脂質画分 を分割 し，そ れ ぞ れ 異 な っ た シ ス

テ ム で 分析 す る 必 要 が あ っ た ，そ こ で ，リ ン 脂質 と 中性

脂質 を 分 析装置 に 導 入後，オ ン ラ イ ン で 分画 し，カ ラム

ス イ ッ チ ン グに よ り そ れ ぞ れ を別 々 の 分 離 カ ラ ム に 導 き

分離 し，検 出 す る シ ス テ ム を開 発 し た （Fig．13）．こ の

方法 に よ り， PC ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドを ク ラ ス レ ベ ル

で ，又 TG と CE の ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドは 分 子 種 レ ベ

ル で 同時 に 定量 す る こ と が 可能 で ，実際の ヒ ト血 し ょ う

中 の 過 酸 化脂質の 検索に も有効 で あ っ た （Fig．14＞．

20

5　 お わ り に

　ホ ス フ ィ ン 試 薬 を 用 い た 蛍光 分 析 法 は ，化学 発 光一

HPLC 法 と と も に
， 生 体 や 食晶試料中 の 過酸化 脂 質を

分 析 す る た め に 十分 な 感度 と選 択 性 を有 し た 分析法で あ

る ．化 学 発 光 一HPLC 法 は 試薬 混 合後検出器 ま で 導 く時

間 が 短 く，比 較 的 迅 速 な 分析が 可 能 で ，検出器 の 発達 に

よ っ て は 更 な る 高 感 度化 も期待 で き る が ，試薬 溶 液 に 水

溶 液 を用 い る た め分離溶媒 の 選 択 に 制 限 が あ り，又，脂

質 の 構成脂肪 酸 に よ り検 量 線 の 傾 き が 異 な る た め，個 々

010

B

A30min

Fig・14　 Typi・ al ・h・・m ・t・9 ・ am ・ ・fl　a　hum ・ n　pl・ s−
ma 　extrac ［ （A ）and 　standard 　hydroperoxides〔B）

Peaks　 a
〜

e　werc 　 hydroperoxides　 of 　PC 　（a ），trilino −
1・i・ （b），

・h・1・・t・・yl　li・・1・t・ （・），・h・1・・t・・y1 。1，。 t。

（d），and 匸riole．三n 　（e ）

の 脂 質 に 対 し検 量 線 を 作成 す る 必 要 が あ る．一
方，

DPPP を用い た ポ ス トカ ラ ム 法 は ，移動相溶媒 の 選択 の

自由度 が 大 き い た め，様 々 な 分離 モ ードの 利 用 が 可能 で

あ り，又 ， 化 学発光一HP1 ．C 法 で 問題 と な る ラ ジ カ ル 捕

そ く剤 の 影響 も受 け ずに 選 択的 に ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドを

分析す る こ とが可能 で ，試 料調製の 際 の 酸 化 を防 止 す る

目的で BHT 等の 抗酸化剤を比較的大量 に添 加す る こ と

も可能で あ る．

　過 酸化脂質 の 分析法 は ，分 析 の 原 理 ，対象 が 異 な る方

法 が 数 多 く あ り，こ れ ら の 結 果 を単純 に 比較 す る こ と は

で き な い ．こ の た め，実際 の 測定 に あ っ たて は，用 い る

測定法 の 特質 を十 分考慮す る 必要 が あ る，著者 ら が 開発

し た DPPP を 用 い た 蛍光分析 法 は
， 脂質 の 酸化第

一
次

生 成 物 で あ る ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドに 高 い 選択性 と感 度 を

有 し
， 食品 や生 体内の 脂質過 酸化 の メ カニ ズ ム や そ の 影

響 の 解明に 有効 な方 法 で あ る と 期 待 で き る，
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☆

　Development 　of 　phosphine 　reagents 　for　the　determination　of 　lipid　hydroperox ・

ides ｛Accounts ）．　Kazuaki　 AKAsAKA　（Department　 of 　 Applied　Biological　 Chemistry
，

Faculty　of 　Agriculture
，
　TQhoku 　Univcrsity，レ 1，　Tsutsumidori−Amamiyamachi ，　Aoba −ku，

Scndai−shi
，
　Miyaq．　i　981）

　Phosphine 　reagents 　were 　dcsigned　and 　synthesized 　as 　new 　highly　sensitive 　and 　seiective

fluorescent　reagents 　f｛）r　the 　determination 　of 　lipid　hydroperoxides，　 The 　reagents 　had 　one

or 　two 　fluorophft＞res 　in　their　structures ．　 None 　were 　fluorescent　but　their　oxidized 　products

（phosphinc　oxides ）had　strong 　fluorescencc．　They　showed 　lligh　selectlvity ｛br　lipid　hy −

droperoxides　which 　were 　primary　oxidized 　products　during 　the 　lipid　peroxidation　reaction ，
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It was  possible to determine lipid hydroperoxides from the  fluorescence intensity differ-
ence  before ancl  after  the  reaction,  Diphenyl-1-pyrenylphosphine (DPPP) had the  most
suitable

 properties as  a  fluorescence reagent  for lipid hydroperoxides,  This reagent  could

be
 
applied

 .to 
both the  batch method  and  the HPLC  postcolumn method,  by which  lipid

hydroperoxides were  determined at  sub-nmol  and  pmoi levels, respectively                                                                , Especially,
the,

 
HPLC

 postcolumn  methed  made  it possible to determine lipid hydroperoxides by
their lipid class  levels or  molecular  species  level. Here, I review  the design, synthesis

and
 properties of  phosphine reagents,  and  their  applications  to fbodstulfs and  biological

materials.

                                                       (Received May  18, 1995)
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