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研究成果の概要（和文）：原因不明の重症脂質異常症の1つに自己免疫的機序の関与が想定されるが、その診断
は難しい。本研究では、アポリポタンパク（アポ）C-IIに対する自己抗体に伴う高中性脂肪血症症例の診断に繋
がる自己抗体検出系を作製した。1次スクリーニングとしてアポC-II の部分ペプチドに対する自己抗体価を
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 法で測定した。高抗体価症例の一部では、内因性アポC-IIに結合
する自己抗体が免疫沈降・イムノブロット法にて確認された。また、IgAクラスのアポC-II自己抗体価は、糖尿
病性腎症の病期と関連する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been estimated that autoimmunity is involved in the pathogenesis for 
severe dyslipidemia with unknown origin, but its diagnosis is not easy. In this study, we have 
developed a system to detect the anti-apolipoprotein (apo) C-II autoantibodies, which lead to severe
 hypertriglyceridemia. As a first screening test, we measured the serum anti-apo C-II autoantibody 
levels against the synthetic partial peptides of apo C-II by ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay). Among the five selected patients of hypertriglyceridemia with high autoantibody levels, we 
could identify the autoantibodies associated with the endogenous apo C-II by 
immunoprecipitation/immunoblot method in two patients. Also, we found that the serum levels of IgA 
class autoantibody might be related with the stage of diabetic nephropathy.

研究分野：臨床検査
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１．研究開始当初の背景 

 脂質異常症は動脈硬化性疾患発症予防を

目的として、高血圧症や糖尿病とともにより

厳格な管理・治療が叫ばれ、スタチン薬など

の強力な薬剤による有効な治療戦略が示さ

れるようになった。しかし、重症脂質異常症

の中には病因が特定できないものが数多く

存在し、しばしば治療に難渋する。その理由

として、自己免疫的機序の関与や未知の脂質

代謝関連因子の存在が想定されている。 

自己免疫性脂質異常症は、リポ蛋白代謝に

関わる LPL (lipoprotein lipase)、LDL-R (low 

density lipoprotein receptor)、各種 apolipoprotein 

(apo) に対する自己抗体が産生されることに

より、その分子の機能低下症や欠損症の表現

型を呈する病態である。この疾患概念は、

1970年に Beaumontらによって初めて提唱さ

れ (Beaumont, et al. Eur J Clin Biol Res 1970)、

その後、1989年に当研究室の木原らは、バセ

ドウ病と特発性血小板減少性紫斑病を合併

した高カイロミクロン血症症例の血清中に

LPLに対する自己抗体の存在を証明し、さら

にその抗体が LPL、HTGL (hepatic triglyceride 

lipase) 活性阻害効果を示すことが高中性脂

肪血症の発症機序につながることを世界で

初めて報告した (Kihara, et al. N Engl J Med 

1989)。 

しかしながら、この後の多くの報告は散発

的な症例報告（15報）にとどまる。これまで

の報告を総括すると、自己免疫性疾患に合併

するもの、骨髄腫に合併するもの、の基礎疾

患を有する 2群に大別されると考えられてい

たが、我々は基礎疾患を有さない自己免疫性

高中性脂肪血症の症例を 2014 年に発見し、

報告した (Yamamoto, et al. J Clin Endocrinol 

Metab 2014)。この症例では自己抗体と結合し

た apo C-II分子が脂肪基質と会合できないた

め、LPLによる水解が生じないという機序を

介して高中性脂肪血症が誘導されていた。従

って、原発性の「脂質異常症」と診断されて

いる患者であっても、自己免疫的機序の関与

する病態が含まれている可能性があり、診断

の重要性を改めて示唆することとなった。 

 

２．研究の目的 

自己免疫性脂質異常症の診断法は確立さ

れておらず、多数の症例が見逃されていた可

能性がある。自己免疫性脂質異常症の診断に

際しては、リポ蛋白代謝に関わる分子に対す

る自己抗体が存在すること、検出された自己

抗体により脂質代謝が影響を受けること、の

証明が必要である。しかし、自己抗体の存在

を証明することは容易ではなく、確立された

簡便な検査法は無い。既報の多くでは、リガ

ンド・ブロット法を用いて血清中の自己抗体

を直接検出している。この方法は、抗原を精

製し、その精製抗原に結合する血中の遊離自

己抗体を検出する方法であるため、大量の精

製抗原が必要であること、比較的感度が低い

こと、一度に処理できる検体数に限界がある

こと、等の問題点を有している。さらに、検

出された抗体による酵素活性への影響の検

討は生化学的手法が必要であるが、病院の臨

床検査部門で行える簡便な検査法ではなく、

実地臨床では行われていないのが実情であ

る。そこで、本研究では、自己免疫性脂質異

常症の診断法の開発・確立を目指し、その基

礎検討を行うことを主たる目的とした。 

 

３． 研究の方法 

自己免疫性脂質異常症の診断法の確立の方

法として、自己抗体の存在を ELISA 

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 法で検

出する一次スクリーニング、そしてその後に

行う免疫沈降・イムノブロット法による自己

抗体の存在の確認、という 2段階の手法を用

いることとした。後者では、内因性抗原に結

合している自己抗体を検出することになる

ため、内因性抗原を免疫沈降できる自己抗体

を検討した。まず、高中性脂肪血症の原因と



なる酵素 LPLについて検討したが、作成した

リコンビナント LPLを用いた免疫沈降を複

数の市販の抗 LPL抗体で検討したところ、い

ずれの抗体でも LPLが免疫沈降できなかっ

た。そこで、本研究では LPLは対象から外し、

これまでに使用・検討してきた apo C-IIを主

たる対象とすることとし、以下の研究を行な

った。 

 

［方法 1］Apo C-IIの部分ペプチドを固相化

抗原とした ELISA法の確立 

Home-made ELISAでの固相化抗原として、

apo C-II の部分ペプチドを用いることとした。

以前に我々が報告した症例では、抗 apo C-II

自己抗体が apo C-II と脂肪基質との結合を

阻害し、LPLの活性化が阻害されたことから、

apo C-IIの脂質結合部位を含む 20アミノ酸

のペプチドを合成・精製した。このペプチド

の純度は約 90.5%であった。Peptide Coating 

Kit（TAKARA）を用いて ELISA プレートを

作製。大阪大学保健センターでの健診検体、

NTT西日本大阪病院糖尿病・内分泌内科通院

中の糖尿病患者症例および人間ドック受診

者の検体を用い、IgA、IgG、IgMそれぞれの

クラスの抗 apo C-II抗体価を測定した。 

 

［方法 2］免疫沈降・イムノブロット法によ

る抗 apo C-II自己抗体の検出 

方法 1で自己抗体価が高値を呈した症例を

選択し、これまでに我々の報告した方法 

(Yamamoto, et al. J Clin Endocrinol Metab 2014)

を用いて抗 apo C-II自己抗体の存在を調べた。

ヤギ抗ヒト apo C-II抗体（積水メディカル）

を カ ッ プ リ ン グ さ せ た 磁 気 ビ ー ズ

(Dynabeads® M-280（Thermo Fisher Scientific））

を用いて患者血清および健常対照血清の免

疫沈降およびウエスタンブロットを行った。 

 

［方法 3］抗 apo C-II自己抗体の臨床的意義

の検討 

方法 1の ELISA法により、糖尿病患者症例

での抗 apo C-II自己抗体の抗体価を測定。そ

の抗体価と各種臨床指標との関連を統計学

的に検討した。統計解析には JMP® Pro version 

12.2.0（SAS Institute, Cary, NC, USA）を使用

し、三分位数で三群に分けた各種パラメータ

と抗体価との関連は Kruskal-Wallis 検定、糖

尿 病 の 合 併 症 と 抗 体 価 と の 関 連 は

Kruskal-Wallis 検定、Steel-Dwass 検定あるい

はWilcoxon検定により評価した。 

 

４．研究成果 

［結果 1］91 名の糖尿病患者血清を用いた

ELISA法にて測定した IgA, G, Mクラスの抗

apo C-II抗体価は図 1の通りであった。 

 

図 1 : ELISA法で測定された抗 apo C-II自己

抗体の各 Igクラスの分布 

 

 

［結果 2］結果 1で示された抗 apo C-II自己

抗体の各 Igクラスの抗体価の上位 5症例で、

かつ中性脂肪値が 150 mg/dLを超える症例を

抽出したところ、5症例（#1-#5）が対象とな

った。ELISA法では、#1では IgAと IgG、#2

では IgAと IgM、#3では IgM、#4と#5では

IgG クラスの抗体価の増加が認められた。こ

れらの症例と健常対照 2名の血清を用いて免

疫沈降・イムノブロットにより検出された自

己抗体は図 2の通りであった。 

 

図 2 : 内因性 apo C-IIに結合する抗 apo C-II

自己抗体の検出 



 

 すなわち、#1では IgA, G, M全てのクラス

の抗 apo C-II自己抗体の存在が、#2, #3の症

例では IgMクラスの抗 apo C-II自己抗体の存

在が示唆された。尚、#1は自己免疫性疾患を

有さない 56 歳の男性症例であり、TG 460 

mg/dLで虚血性心疾患の既往を有するが、糖

尿病性細小血管合併症は認めなかった。 

 

［結果 3］結果 1 で得られた抗体値と各種臨

床パラメータとの関連では、IgA クラスの抗

体価は糖尿病性腎症の病期と関連する可能

性が示唆されたが(p<0.05)、網膜症や神経障

害の有無との関連、大血管障害との関連は認

めなかった。また、IgG, Mクラスの抗体価は

細小血管症と大血管症いずれとも関連しな

かった。 
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