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研究成果の概要（和文）：酸化 LDL はマクロファージに蓄積し、HDL は動脈硬化の進展を抑

制する。本研究では、酸化リン脂質と HDL の機能異常の関係を検討した。LDL-C は低いが酸

化ストレスが大きく動脈硬化が多い透析患者を対象とした。患者群では血清リン脂質は高くな

いが酸化リン脂質が増加し、リン脂質転送蛋白活性も高かった。LCAT による Preβ1-HDL（小

粒子 HDL）の成熟は障害されていた。酸化リン脂質が LDL から HDL へ転送され HDL の成

熟を障害することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Oxidized LDL accumulates in macrophages, while HDL prevents 

the development of atherosclerosis. This study aimed at examining the relationship 

between oxidized phospholipids (PL) and impaired HDL function. We collected blood 

samples from hemodialysis (HD) patients, who have increased oxidative stress and high 

susceptibility to atherosclerosis. In the HD patients, serum PL concentration was low, but 

oxidized PL concentration and PL transfer activity increased significantly. In these 

patients, LCAT-dependent maturation of prebeta1-HDL, small HDL particles, was 

impaired. In summary, it is suggested that oxidized PL might be transferred from LDL to 

HDL, and cause impairment of HDL maturation.  
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１．研究開始当初の背景 

動脈硬化性疾患は、日本人の死因の約
30％を占める。また、慢性腎臓病は冠動脈
疾患のハイリスク群である。高 LDL-C 血症
は冠動脈疾患の重要な危険因子であり、治
療により発症率が低下する。しかし、現在
LDL-C を低下させることによる冠動脈疾

患の発症率の抑制は 30％程度にとどまる。
その理由として、冠動脈疾患には HDL の
機能異常があるからと推定される。動脈硬
化性疾患では、酸化 LDL が増加している。
酸化 LDL の生理活性の一部は、酸化リン脂
質により発揮されるという実験データがあ
る。また、血中のリン脂質転送蛋白（PLTP）
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は、LDL の酸化リン脂質を HDL へ転送す
る。これらの一連の現象が、HDL の機能異
常を惹起している可能性がある。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、動脈硬化症のハイリスク群で
ある慢性透析患者において、(1) 血中のリン
脂質酸化物が増加しているのか、(2) PLTP

活性が増加しているのか、(3) 小粒子 HDL

である Preβ1-HDL の成熟障害があるのか、
の 3 点を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 (1) 血清酸化リン脂質の定量 
透析患者および健常人より早朝空腹時

の静脈血を採取した。リン脂質の採血後の
酸化を防ぐため、分離した血清をセラムチ
ューブに分注し、窒素を充填してすみやか
に-80℃で凍結保存した。 

人の血清中に最も多く存在する 2種類
の PL酸化物である 1-paymytoyl-2- 
linoleoyl-glycero-3-phosphocholine 
monohydroperoxide (PLPC-OOH)と、1- 
steatoyl-2-linoleoyl-glycero-3- 
phosphocholine monohydroperoxide 
(SLPC-OOH)を化学合成した。次に、
PLPC-OOHと SLPC-OOHを蛍光標識し、これ
らを内部標準物質として血清に添加した。
脂質分画を有機溶媒で抽出し、蒸発乾固後
に少量のエタノールに溶解し、逆層系カラ
ムで酸化リン脂質を測定した（Hui SP et 
al. Lipids 40: 515-22, 2005）。 

  
(2) PLTP活性の測定 

 バッファーに (1) 蛍光標識したリン脂
質と（蛍光を自己消去する）クエンチング
分子を含むドナー粒子(2)とアクセプター
粒子を添加する。血清を加え、その PLTP
活性により蛍光標識したリン脂質だけを
アクセプター粒子に転送させて発光する
蛍光を、蛍光光度計で測定する(励起波長
465 nm、蛍光波長: 535 nmで検出)。 
 

 (3) 酸化 LDLの定量 
 空腹時の新鮮な血清を、安定化剤と混和
した後-80℃で凍結保存した。酸化リン脂
質に対するモノクローナル抗体(DLH3)を
一次抗体とした EIAにより、酸化 LDLを定
量した。 
 

(4) 酸化 HDLの定量 
メチオニン残基が酸化されたアポ AI

（MetO86と MetO112を含む：アポ A-I+32)を、
高速液体クロマトグラフィーで精製し、こ
れをマウスに免疫した。このマウスより得
たモノクローナル抗体（MOA-I）を使った
イムノアッセイ系を確立し、酸化 HDLを定

量した。 
 

(5) Preβ1-HDLの定量 
 新鮮な早朝空腹時の血液を EDTA入り採
血管に採取し、すぐに氷冷した。0℃で血
漿を分離後、LCAT阻害剤として DTNBを添
加した血漿と、DTNB非添加の血漿を 2時
間インキュベーションした。それぞれの血
漿は 50％スクロースで 1：20に希釈し、
-80℃に保存した。 
 Preβ1-HDLを特異的に認識するモノク
ローナル抗体 Mab55201を一次抗体に使用
した EIAにより、Preβ1-HDLを測定した。
DTNB添加血漿の 2時間後の Preβ1-HDL濃
度から、DTNB非添加血漿の 2時間後の Pre
β1-HDL濃度を引き、それをインキュベー
ション前の Preβ1-HDL濃度で割ったもの
を Preβ1-HDL減少率（％）とした。 
 

４．研究成果 
(1)酸化リン脂質濃度 

透析群の PLは、健常群より有意に低値
だった(175±39 vs. 222±28 mg/dL, 
p<0.001)。しかし、透析患者では、酸化リ
ン脂質である PLPC-OOHが 218.8±108.3 
nM、SLPC-OOHが 74.4±34.4nMであり、報
告されている健常人の値のそれぞれ約 2
倍と著明に増加していた。 
 

 (2) PLTP活性 
 PLTP 活性は、透析群で健常群より有意
に高かった (11.6± 3.2 vs. 8.9± 4.0 
pmol/μl sample/1hr, p<0.05)。 
 

 (3) 酸化 LDL濃度 
 透析群の LDL-Cは、健常群より有意に低
値だった (78±19 vs. 118±25 mg/dL, 
p<0.001)。一方、酸化 LDLには両群に差が
なく(12.0±11.6 vs. 8.1±5.5 U/mL)、酸
化 LDL/LDL-C 比は、透析群で高値だった
(0.15±0.11 vs. 0.07±0.04 p<0.05)。 
 

(4）酸化 HDL濃度 
酸化 HDL 濃度は、透析患者で 4.7±3.5 

ng/mL、健常者で 8.4±5.1 ng/mLと有意に
透析群で低かった（p<0.05）。 
 

(5）Preβ1-HDL濃度 
 透析群の Preβ1-HDL は、健常群より有
意に高く、2時間インキュベーション後の
Preβ1-HDL 減少率は、透析群で有意に低
値だった。Preβ1-HDL 濃度や Preβ1-HDL
減少率は、PLTP 活性、酸化 LDL 濃度、酸
化 HDL 濃度などと有意な相関は認められ
なかった。 
 
血中の PL は、おもに LDL と HDL に存在



 

 

する。血清中の酸化 PL が明らかに増加して
いたにもかかわらず、酸化リン脂質でとらえ
る酸化 LDL が増加していなかったことより、
HDL注の酸化PLが増加していることが示唆さ
れた。血清 PLTP 活性が透析群で高かったこ
とより、酸化 LDL の酸化リン脂質が、HDL へ
転送されている可能性が示唆された。 

一方、HDL の主要な蛋白の一つであるアポ
AIでとらえた酸化 HDLは、増加が認められな
かった。これは、HDL中の酸化 PL増加は、HDL
粒子そのものが酸化されたためではなく、
LDLの酸化 PLが HDLへ転送されたためという
仮説を支持する所見である。小粒子 HDLであ
る Preβ1-HDL の減少率は低下しており、こ
れは酸化リン脂質が HDLに増加しているため
と推定された。残念ながら、Preβ1-HDL濃度
や Preβ1-HDL の減少率と、酸化リン脂質、
酸化 LDL、PLTP活性などとは有意な関係を見
出すことができなかった。今後さらに検討を
続けていきたい。 
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