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 次に、開発した方法をヒト血清中 4HNE の定量へと応用するために、アセトニトリルを用いる除

タンパクを前処理法として検討したところ、反応溶液中の水の存在が DBD-H による蛍光誘導体

化反応を阻害することが判明した。そこで、sub-zero temperature extraction を適用して血清抽出液

から水を可能な限り除去することにより、DBD-H による蛍光誘導体化を進行させて定量すること

が可能となった。4HNE 標準品を添加したヒト血清試料を用いて添加検量線を作成したところ、

0.3-12.5 µM の濃度範囲において血中 4HNE 濃度とピーク高さ比との間に相関係数 r = 0.999

の良好な直線関係が得られ、その検出下限 (S/N = 3) は 0.06 µM であった。 

 本法を関節リウマチ患者及び健常者から得ら

れた血清試料中の 4HNE  の定量へと応用した。

Fig.2 のクロマトグラムに示すように、関節リウマチ
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が検出された。本研究の検討範囲において、関

節リウマチ患者血清中の 4HNE 濃度は健常者

のそれと比較して高値を示す傾向が観察された

ことから、生体の脂質過酸化と関節リウマチの発

症との間に関連性があることが示唆される結果と

なった。 

 

（２）アクロレインの発蛍光誘導体化 HPLC 定量法の開発 2)  

 アルデヒドに対する蛍光誘導体化試薬 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzene (DDB) を用いるア

クロレインの発蛍光誘導体化 HPLC 定量法の開発を行った。無蛍光性であるアクロレインは同じ

く無蛍光性の DDB と混合・加熱することにより蛍光性ベンズイミダゾール誘導体へと変換され 

(Fig. 3)、励起波長 330 nm 及び蛍光波長 415 nm の蛍光を発することが確認された。このため、

過剰の DDB に由来する試薬ブランクの影響を受けることなくアクロレインの誘導体ピークを検出

可能であった。アクロレイン標準溶液を用いて各種誘導体化反応条件が誘導体のピーク面積に

与える影響を調査した結果、DDB 濃度は 1 mM、反応温度及び反応時間はそれぞれ 80 ºC 及

び 10 分を最適値として選択した。最適条件下でアクロレインの標準溶液を用いて検量線を作成

したところ、0.025 - 10 µMの濃度範囲でアクロレイン濃度とピーク面積比との間に良好な直線性が

得られ、検出下限 (S/N=3) は 10 nM  (0.1 pmol/injection) であった。 

Fig. 2  Chromatogram of 4HNE in serum obtained 

from a patient with rheumatoid arthritis. 
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