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網膜の光障害などに関与すると考えられる生成過酸化

脂肪酸の測定が行われている.し かし,従来の測定法は間

接的であり,個 々の過酸化脂肪酸の測定は行われていな
かった.今 回,化学発光―高速液体 クロマ トグラフィー

(CL―HPLC)法により,そ の直接的定量を試みたので報告

する。ウシ網膜 30眼 を対象に,自 動酸化による脂肪酸量
の有意な減少がないことを確認 した後,紫外線照射を12

時間と24時間とで行い,各不飽和脂肪酸量の減少と過酸

化脂肪酸量の増加を紫外線照射 しないものを対照にして

比較 した。ウシ網膜 1眼当たりの不飽和脂肪酸量は,照射
24時間群では対照群 と比較 して有意な減少を認めた。過

紫外線照射時のウシ網膜内脂肪酸量の変動
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約

酸化脂肪酸量については,炭素数18個の脂肪酸群の過酸

化物においては照射時間にほぼ比例 した増加量が認めら

れたが,炭素数 22や 20個の脂肪酸群から生成 された過

酸化物量については照射 12時間と24時間との間に変化
は認められなかった。なお,照射による脂肪酸の減少量が

過酸化脂肪酸の増加量より多い結果が得られたが,そ の

理由として,一 度生成 された過酸化脂肪酸が紫外線照射
により分解 されたためと考えられた。(日 眼会誌 102:
15-21,1998)

キーワード :不飽和脂肪酸,過酸化脂肪酸,紫外線照射

15

change of Hydroperoxy Fatty Acids Formed by Ultraviolet
lrradiation of Bovine Retinas

- Determination of Chemiluminescence Assay -
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Abstract
Hydroperoxy fatty acids possibly formed by light- be coused by the irradiation. The amount of unsaru-

induced retinal damage have been measured with con- rated fatty acids per one retina was clearly decreased
ventional methods which could not detect directly in- after 24 hrs of irradiation. The amount of hydroper-
dividual hydroperoxy fatty acids. We tried to meas- oxy fatty acid of 18 carbon atoms increased in pro-
ure directly the retinal hydroperoxy fatty acids using portion to the iradiation time, but that of 20-ZZ car-
chemiluminescence,/high-performance liquid chroma- bon atoms was not different between 12 hrs and 24
tography. A total of 30 bovine retinas were used for hrs of irradiation. The detected amount of hydroper-
the following experiment. First, the effects of autoxi- oxy fatty acids did not correspond to that of normal
dation on the content of fatty acids in the retinas were acids, which decreased. This suggests that hydroper-
confirmed to be significantly negligible, and then the oxy fatty acids could be split after their formation
retinas were divided into 3 groups. The first and sec- during the UV ipadiation. (J Jpn Ophthalmol Soc
ond groups were exposed to ultraviolet (UV) irradia- 102: lS-21, lggg)
tion for 12 and 24 hrs respectively, and the third was
not irradiated as a control to see if increases in hy- Key words: Unsaturated fatty acids, Hydroperoxyde,
droperoxy fatty acids and decreases in fatty acids can Llltraviolet irradiation

I緒  言

生体膜中における高度不飽和脂肪酸は,前立腺,脳 ,網

膜などに多く含まれ,網膜中では特に視細胞外節に多い

ことが知られている1ク
.ま た,有水晶体眼では400 nm以

下の波長は吸収されるが,硝子体手術後の無水晶体眼や
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人工水晶体移植術後では 300～400 nmの近紫外線が通

過するため,網膜に対する光障害が問題 となる。そして,

これら不飽和脂肪酸から生成される過酸化脂肪酸が網膜

の光障害にも関与 していることが明 らかにされてお

り
3)1',そ の障害過程を明らかにするために生成過酸化脂

肪酸の測定が行われている1)m。 しかし,従来の測定法は,

例えばチオバルビッール酸試験 (TBA)法のごとく過酸

化脂肪酸の分解産物 (マ ロンジアルデヒド)を 測定する方

法や,共役ジエン含有測定法によって相対的な過酸化物

を測定する方法であった。また,感度が良く検出に優れて

いるとされている化学発光法でも過酸化脂肪酸を含むリ

ン脂質が対象であった。これらの間接的測定法では個々

の過酸化脂肪酸の測定は行われていないため,どのよう

な脂肪酸が光暴露の作用を受けやす く,よ り障害に関与

しているか不明瞭である.今 回は,西 岡らつの方法を用い

て,個 々の過酸化脂肪酸の分離を行い,化学発光―高速液

体クロマ トグラフィー (CL―HPLC)法 により,そ の直接的

定量を試みたので報告する.

II実 験 方 法

1.実 験 材 料

屠殺場から得た新鮮ウシ眼 30眼の網膜を使用した。加

齢変化による脂肪酸組成のばらつ きを除外するため

に,1眼ずつの網膜湿重量および水品体重量を測定し,水

晶体重量が同程度の網膜を使用した。す ぐに使用できな

かった網膜は-70℃ で保存 し,随時自然解凍後に実験に

使用 した。使用 した 1眼当たりの網膜の平均重量は774

mgであり,水晶体の平均重量は 2.201gで あった。

2.紫 外 線 照 射

室温 5℃ の低温室内で行った.生食 l mlを 浸した直径

3.5cmのペ トリ皿に剥離したウシ網膜 1眼分を伸展 し,

乾燥を防ぐために蓋をして,上方 15 cmか ら波長 365 nm

の紫外線ランプ(B-100A型 ,ウ ルトラ 。バイオレット社 )

を用いて照射を行った.蓋 をしない場合の紫外線強度は

15.03 mW/cm2で あ り,蓋 をした場合は13.89 mW/cm2

と約 8.6%の 紫外線カット率 しかなかったため,こ のよ

うな方法を用いた。また,自 動酸化の影響を除外するため

に,照射せずに同条件下で同時間放置したものを用いて

比較を行った。30眼を以下の 5群の条件に分けたが,内

訳は放置も照射もしない 6眼 (対照眼),12時間放置した

6眼,24時間放置した 6眼,12時間照射した 6眼,24時間

照射した 6眼である.そ の後,以下に述べる方法で 1眼ず

つ脂肪酸の抽出および分析を行った。

3.脂肪酸の抽出

脂肪酸の抽出は,以下に述べるように西岡ら7)の
方法に

沿って行った.

1)Folch法 による総脂質の抽出

網膜 を50 mlの メタノール/ク ロロホルム混合液

(2:1,v/v)と ともにホモジネー トにした後,撹拌 し,
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濾過 した.1 5量の 0.88%KCl水 溶液を加え振盪,混和

し,1層 に分離後上層を除去 した。次いで,1 5量のメタ

ノール 蒸留水混合液 (1:1,v/v)を 加え同様 に上層を除

去し,ロ ー タリーエバポ レー ターで 1～ 2 mlに 濃縮 し

た。

2)カ ラムクロマ トグラフ ィーによる複合脂質の抽出

内径 10 mmの ガラス管 を用い,ク ロロホルムに懸濁さ

せたシリカゲルパウダー ハ イフロスーパーセル(1:1.5,

w/w)で約 4 cm長のカラムを作製し,先 の総脂質抽出液

をこれに重層する。クロロホルムで溶出される単純脂質

を棄却 し,メ タノールで複合脂質を溶出 した.溶 出液は

ロータリーエバポレー ターで 1～ 2 mlに 濃縮 した。

3)複合脂質からの脂肪酸の分離

先の濃縮溶液に 0.2 mlジ エチルエーテル,20 μmole

ナ トリウム塩化物 (NaCl),2 μmoleカ ル シウム塩化物

(CaCl)2,0.l μmoleエ チ レンジアミン四酢酸 (EDTA),

o.l mm01eト リ ス塩 酸 緩 衝 液(pH 8.9)を 加 え,さ ら

に,0.02 mgホ スホリパーゼ A2(蜂毒性 )を 加えて室温

|ヽ

‐
で20分間反応させ,脂肪酸および過酸化脂肪酸をリン

脂質か ら遊離させた.2倍 量のジクロロメタンを加え,遊

離 した脂肪酸を2回 にわた り抽出 し,遠 沈エバポレー

ターで濃縮 した。

4)脂 ll方 酸のベンゾキサ ジン誘導体化

濃縮 した液に 0.2 ml,5 nlMの 3-ブ ロモ メチルー7-メ

トキシー1,4-ベ ンゾキザ ジンー2-(Br― MB)の アセ トニ

トリル溶液 と 5 μlイ ソプロピルエチルア ミンを加え,脂

肪酸の定 量のための内部標準物質のヘプ タデカン酸を

800 nmol量 加え,撹拌 した後 30分 間室温下で反応させ

た。こうして分光光度計の吸収域 355 nmで検出可能な

ベンゾキサ ジン誘導体を作製 した。図 1にベ ンゾキサジ

ン誘導体化の反応を示 した。図示したように,ベ ンゾキサ

ジン環の 3位 に脂肪酸が結合する。

4.分・ 析

分析における各脂肪酸検出の流れのシェーマを図 2に

示した。

1)]:1肪 酸の検出

ナカライテスク社製 5C18逆相カラムを用いた高速液

体クロマ トグラフィー (LC-10AD型 ,島 津社 )を 用いた .

移動層の組成は,ア セ トニ トリル70%:蒸 留水 30%か

らアセ トニ トリル 100%に 30分間で均一変化させ,以後

はアセ トニ トリル 100%の ままで40分間まで検出を行っ

た。吸 光度検出器(SPD-10A型 ,島 津社 )を 用い,355 nm

における吸収スペクトルを測定した。

2)過酸化脂肪酸の検出

Yamamotoら
|`の

方法 に沿って化学発光法 を用いて

行った。反応液の組成は,0.lMホ ウ酸 ソー ダ緩衝液 (pH

10)500 ml,メ タノール 500 ml,混 合液中にイソルミノー

ル177.2 mg,ミ クロペルオキシダーゼ 5 mgを 溶解 させ

た。前記の吸光度検出器か らの流出液を連続的に化学発
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(Acyl― MB)

図 1 ベンゾキサジン誘導体 .

た りの 平 均 値 士標 準 偏 差 を 図 4に 示 した.対 照 眼 で

は,22:6(n-3):4.69± 1.07 μrnol,20:4(n-6):3.63± 1.00

μmol,22:5(n-3):0.31± 0.07 μmol,22:5(n-6)+18:2(n―

6):3.50± 1.67 μmol,20i3(n-6):0.26± 0.07 μmol,22:4

(n-3):1.54± 0.45 μnlol,18:1(n-9)+16:0:4.26± 1.26

μmolで あ っ た.12時 間 放 置 眼 で は,22:6(n-3):4.30±

0.72 μlnol,20:4(n-6)i3.13」 =0.27 μrnol1 22:5(n-3):0。 31

±0.22 μrnol,22:5(n-6)+18:2(n-6):2.84± 0.69

μrnol,20:3(n-6):0.14± 0.03 μrnol,22:4(n-3):1.18±

0.26 μmol,18:1(n-9)+16:0:3.75± 0.50 μmolで あ っ た。

また,24時 間放置眼 で は,22:6(n-3):4.58± 0.66 μmol,

20:4(n-6)i3.20± 0.35 μmol,22:5(n-3):3.64± 0.08 μm
ol,22:5(n-6)+18:2(n-6):2.52± 0.28 μmoL 20:3(n-6):

0.21± 0.04 μlnol,22:4(n-3):1.17± 0.18μ mol,18:1(n―

9)+16:0:3.81± 0。 74 μmolで あった。対照眼 に比べ ,22:

5(n-6)+18:2(n-6)に お いては 24時 間放 置眼 で有 意 な

増加 を認めたが,その他の脂肪酸 については有意 な減 少

は認めなかった。

2)照射群

照射群 についての脂肪酸の高速液体 クロマ トグラムの

結 果 を 図 5に 示 した。12時 間照 射 眼 で は,22:6(n-3):

3.24± 0.91 μrnol,20:4(n-6):2.42± 0,93 μrnol,22:5(n―

3):0.38± 0.50 μlllol,22:5(n-6)+18:2(n-6):2.37±

0.73 μmol,20:3(n-6):0.17± 0.10 μmol,22:4(n-3):0.97

±0.36 μmol,18:1(n-9)+16:0:3.77± 1.49 μmolで あ っ

た.ま た,24時 間 照 射 眼 で は,22:6(n-3):1.01± 0。 34

μmol,20:4(n-6):0.96± 0.36 μmol,22:5(n-3):0.11士

0.02 μmol,22:5(n-6)+18:2(n-6):0.85± 0.46 μmol,20:

3(n-6):0.09± 0.03 μrnol,22:4(n-3):0.43± 0.24

μmol,18:1(n-9)+16:0:3.33± 1.72 μmolであった。対照

眼に比べ,18:1(n-9)+16:0に おいては有意な減少は認

められなかったが,そ の他の脂肪酸については照射 24時

間で有意な減少を認めた。

2.過酸化脂肪酸の経時的変化

化学発光検出器によって 12時間放置群と24時 間放置

群 (図 6)と もに過酸化脂肪酸は検出されなかったため,

今回生成された過酸化脂肪酸は紫外線照射による光障害

のみにより生成されたもので,自 動酸化の影響はないも

のと考えられた。照射 24時間の過酸化脂肪酸のピーク波

形を図 7に 示 した。SIM―LC/CIMSを 用いて個々のピー

クを定性 したところ,対照眼では過酸化脂肪酸のピーク

がないため検出されなかった(図 8)が ,過酸化脂肪酸群

(溶出時間16～ 25分 )は 図 7に示すように 9つのピークか

ら構成されていたため,こ れらのピークは 2～ 3種類の

過酸化脂肪酸の混合したものであることが明らかになっ

た(図 9)(図 7と 図 9に おいて若干のリテンションタイ

ムの違いがあるが,用 いた液体クロマ トグラフイーの機

種が HPLC― CLと LC/CIMSで 異なるためである).図
9の SIMス ペクトルから各過酸化脂肪酸の量比を算出
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図 2 検出器の構成 .

高速液体クロマ トグラフイーにかけた試料から脂肪酸を

吸光度検出した後,化学発光検出器に流 し過酸化脂肪酸

を検出 した。

光検出器 (CL-2型 ,昭和電工社)に よって検出した。この

際,定量のための外部標準物質として 300 pmol量 の t―

ブチルヒドロペルオキシ ド(t―BOoH)を 分析開始後10分

に注入 した。

3)脂肪酸および過酸化脂肪酸の定量

上記 2種の検出器によるクロマトグラムの波形をほぼ

同時にコンピュータ(COMPAQ社 )に オ ンライン導人

し,分析ソフトを用いて波形処理した。それぞれの標準物

質とのピーク面積比を求め,定量を行った.

4)過酸化脂肪酸の同定

各々の過酸化脂肪酸の m/z値が明らかにされている

ためい
,選択イオン検出 (SIM―LC)マ ススペク トロメ ト

リー(CIMS)を 用いて同定 した。5C18逆相カラムを用い

た高速液体クロマ トグラフイー(L-6200型 ,日 立社)で 試

料を分離 した後,日 立大気圧化学イオン方式 LC/MSイ
ンターフェイスを経て質量分析計(M-2000型 ,日 立社)に

オンライン導入し,分析 した。

III 結  果

1.月旨肪酸量の経時的変化

1)非照身寸対照群

対照眼から得られた脂肪酸の高速液体クロマ トグラム

を図 3に示 した。最後に溶出される標準物質を除いて計

7つ のビークを認めた。これら各脂肪酸量の網膜 1眼 当

高速 液 体

ドン プ 1

吸光度検 出器
コンピューター
波形分析

反応 液 溶 出液

ポンプ2
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図 3 紫外線照射前のウシ網膜内脂肪酸のクロマ トグラム(吸光度355nm).
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図 4 照射前および放置後の脂肪酸量の変化 .

□ :対照 (n=6)□ :放置12時 間(n=6)□ :放置24時 間 (n=6)
* :pく(0.005.

(μ m。|)6

脂

肪

酸

量

*

22:6    20:4    22:5  22:5(n-6)―+ 20:3   22:4  181 1(n-9)十
(n-3)     (n_6)    (n-3)   18:2(n-6)  {n-6)    (n-3)      16:0

図 5 照射前および紫外線照射後の脂肪酸量の変化 .

□ :対照 (n=6)圏 :放置12時 間(n=6)■ :放置24時 間 (n=6)
*:p<0.005.
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図 6 照射前の化学発光検出分析.
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図 7 24時間照射後の化学発光検出分析 .
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図 8 照射前の選択イオン検出―マススベク トロメ トリー (SIM‐ MS).
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図 9 紫外線照射 12時間後の SIM― MS.

25.o h

した.次 に,t―B00Hを 外部標準として用い,検量線を作

成し,化学発光検出量試料注入量の間に直線関係が得 ら

れたため,得 られた検量線から各々の試料の総過酸化脂

肪酸量を求めた(図 10).さ らに,得 られた総過酸化脂肪酸

量と前述の各過酸化脂肪酸量比から,12時間および24時間

照射群 (各 2例 )に おける 1眼当たりの過酸化脂肪酸量を

求めた.炭 素数が 18個 の脂肪酸群の過酸化物において

は,12時間では10 nmol前 後であり,24時 間では20～30

nmolと 増加が認められるが,炭素数が 20や 22個 の脂

肪酸群から生成された過酸化物量については両照射間で

の差はほとんど認められなかった(図 11).

IV 考  按

1.脂肪酸量の経時的変化

今回の紫外線照射を行った場合では,ド コサヘキサエ

ン酸やアラキドン酸の脂肪酸の減少量の方が,オ レイン

酸の脂肪酸の減少量よりも多い結果を得た。遊離型の脂

肪酸を用いた研究では,浮遊液中の不飽和脂肪酸に紫外

線照射を行い,HPLCお よびガスクロマ トグラフイーに

よる分析を用いて,ド コサヘキサエン酸やエイコサベ ン

タエン酸に比ベアラキ ドン酸の方により著明な脂肪酸の

減少とマロンジアルデヒドの増加を認めたという報告
〕1

がある。また,二重結合の数が多い脂肪酸の方が過酸化の

影響を受けにくいとの報告
12'も

ある.し かし,今回の結果

は,西 岡ら7)が
行った研究と同様に,網膜内の組成量の多

い順に減少率が多い傾向を示し,ま た,不飽和度の高い脂

肪酸の方が過酸化の影響を受けやすい傾向を示したもの

であるが,炭素原子の数や不飽和の程度と過酸化との間

に判然とした相関関係を得ることができなかった。減少

量としては,Wiegandら
13)の 24時間白色光暴露ラットの

網膜内 ドコサヘキサエン酸 (C22:6)に 比べ,24時 間紫外

線照射での C22:6の 減少率は約 78%と 高率であった。

0         5         10        15{μ 2)

t―BOoH量

図10 t‐ ブチルヒドロベルオキシドと過酸化脂肪酸の検

量線 .
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これは,近紫外線を用いたことや,長時間の れ υj′Ю の暴

露のため,抑制される因子に乏 しいためであろうと思わ

れる。

2.過酸化脂肪酸の経時的変化

今回,CL―HPLC法 を用い,紫外線照射後の網膜内にお

いて生成された個々の過酸化脂肪酸の直接的定量を試み

た.化学発光法では,紫外線照射によって生成されたと思

われる ドコサヘキサエ ン酸 (C22:6),ド コサペ ンタエン

酸 (C22:5),ド コサテ トラエ ン酸 (C22:4),ア ラキ ドン

酸 (C20:4),リ ノール酸 (C18:2),オ レイン酸 (C18:1)

の過酸化脂肪酸群を認めた。これまで網膜の光障害にお

ける過酸化脂肪酸の測定 としては,TBA法 を用いた紫外

線照射による家兎網膜内の過酸化脂質の増加
5)ゃ

,ブ タ眼

の紫外線照射網膜内における増加
6'な どの報告がある。ま

た,同 様に CL―HPLC法 を用いた方法でも過酸化脂肪酸

を含んだリン脂質の測定の報告
10'を

認めるが,個 々の過

酸化脂肪酸の測定の報告はされていない。本研究では,過

酸化脂肪酸の生成量では,ド コサヘキサエン酸に比べて ,

オレイン酸や リノール酸のような炭素数が18個 と少ない

生成過酸化脂肪酸の方が多 く認められた。また,こ の結果

は,先 に述べた脂肪酸の減少 とは一致せず,過酸化を受け

たにも抱わ らず,生成された過酸化脂肪酸が何 らかの影

響により検出できなかったことが示唆される。これを支

持するものとしては,紫外線照射による生成過酸化脂肪

酸の分解によリドコサヘキサエン酸からドロキシカルボ

ン酸を生ずるという報告
14)が

ある。リノール酸の過酸化

脂肪酸が二重結合の少ない点で ドコサヘキサエ ン酸に比

べ分解されにくいため,過酸化脂肪酸としての検出量が

多かったのではないかと考えられる.ま た,今後このよう

な分解産物に関しても追求 していく予定である。

今回用いた CL―HPLC法 では,化学発光法 においてそ

のピークが重なるため,個 々の過酸化脂肪酸の定量は困

難であったが,こ の問題に対 しては,西 岡ら"が用いた選

択イオン検出―SIM―MS法 を併用することにより定量化

が可能性であろと考えている。今後,こ れらの方法を用い

ることにより光曝露の状態のみならず,網膜の虚血状態

などによって生成される過酸化脂質の測定にも応用が可

能と思われる。
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