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研究成果の概要（和文）：我々は、非放射性、無細胞、短行程、High-throughputなHDL特異的コレステロール取
込み能の測定系を開発した。本研究では、この新規HDL機能評価法（コレステロール引抜き能：CUC）を臨床へ実
用化し、冠動脈疾患のリスクの階層化に役立つかどうかを検証した。CUCは、細胞を用いた従来のコレステロー
ル引き抜き能と強い相関を認めた。また、CUCはHDLの抗動脈硬化機能を反映し、冠動脈疾患の予後、および冠動
脈プラークの脂質コア量の制御因子であることが証明された。今後、日常診療において本測定法が普及すること
により、冠動脈疾患二次予防の層別化や治療戦略の選択に有用な指標となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We established a new method to evaluate the efficiency of HDL-induced 
cholesterol efflux from macrophages “cholesterol uptake capacity (CUC)” using apoB-depleted serum,
 fluorescently labeled cholesterol, and immobilized anti-apolipoprotein A1 antibody.  When we 
measured CUC in patients with coronary artery disease, CUC declined with myeloperoxidase-mediated 
oxidation of HDL, and correlated inversely with requirement of revascularization.  Multivariable 
analysis adjusted for traditional coronary risk factors including HDL-C showed that only CUC 
remained significant.  Furthermore, CUC was lower in patients with lipidic plaque than that in those
 without lipidic plaque, and inversely associated with the lipid index in these patients. CUC was 
also inversely associated with Macrophage grade.  CUC is an alternative measure of HDL functionality
 and may be a substitute for cholesterol efflux capacity and applicable for assessing CVD risk.

研究分野：循環器内科
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１．研究開始当初の背景 
高比重リポ蛋白（HDL）粒子は多彩な抗動脈
硬化作用を持ち、HDL に含まれるコレステ
ロール（HDL-C）はその量的指標と考えられ、
冠動脈疾患の負の危険因子として長年重要
視されてきた。しかし、近年の HDL-C 増加
薬による大規模臨床試験では、その有効性は
証明されなかった。その矛盾の理由として、
HDL は粒子中のリン脂質やタンパク質など
の構成成分が修飾されて善玉としての機能
が減弱することから、HDL の抗動脈硬化作
用の評価は量から質へと変遷してきた。とく
に、HDL 粒子が血管壁の泡沫細胞からコレ
ステロールを引抜く作用（コレステロール引
抜き能）と冠動脈疾患との関係が注目されて
いる。 
 しかし、「コレステロール引抜き能」の定
量的測定は、アイソトープや培養細胞などを
用いた複雑な測定系であり数日を要する。し
たがって、臨床現場で使用できる HDL 機能
の簡便な評価法が望まれていた。我々は、シ
スメックス（株）との共同研究で、「HDL特
異的コレステロール取込み能：CUC」という
新規の HDL 機能の測定系を開発した。この
方法の原理は、1) 放射性標識コレステロール
の代替法として蛍光色素によりコレステロ
ールを標識する、2) 細胞を用いず、PEG 処
理血清中の HDL 粒子に蛍光標識コレステロ
ールを直接取込ませる、3) プレートに固相化
したアポ A-I 抗体で HDL を捕捉した後の
HDLの蛍光強度を「HDL特異的コレステロ
ール取込み能：CUC」として測定するという
もので、非放射性、無細胞、短行程、
High-throughputな測定系である。 
そして、この新規 HDL 機能評価法を臨床へ
実用化し、冠動脈疾患のリスクの階層化に応
用する段階に到達した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では臨床検体および再構成 HDL を
用いて本アッセイの HDL 機能評価法として
の妥当性を検証し、さらに動脈硬化性疾患の
リスク評価における有用性を検討すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 臨床研究は、神戸大学医学部附属病院にお
いて倫理審査委員会の承認と被験者からの
インフォームドコンセントを得て行った。 
1) 臨床検体の CUC の測定 
i) 心血管疾患患者および非心疾患患者の
血液検体を用い、CUC を測定し、性別・
年齢を加味した測定値の分布状況を調
べた。 

ii) HDL-C、LDL-C、トリグリセリド、各種ア
ポ蛋白などの脂質プロファイルとの関
連を検討する。また、HDL 代謝・機能に
関与する既知分子の血清濃度との相関
を検討する。例えば、ミエロペルオキシ
ダーゼ(MPO)、パラオキソナーゼ 1(PON1)、 

血管内皮リパーゼ(EL)、高感度 CRP など
の血中濃度あるいは活性を測定した。 

iii) HDL 機能に影響を及ぼすとされる病態
（糖尿病、腎臓病、肥満など）、薬剤（ス
タチンなど）、生活習慣（運動、飲酒、
喫煙など）との関連について検討した。 

iv) 病態や薬剤による影響が示唆された場
合は再構成HDLを用いて分子機序を検討
した。 

 
2)冠動脈疾患リスクの層別化におけるCUCの
有用性の検討 
 冠動脈疾患の一次・二次予防に用いられて
いる現在の管理指標に本法による評価を加
えることで、リスクのより迅速な見出し・層
別化につながるか検討した。 
i) CUC と冠動脈疾患の有病率との相関につ
いて横断的に検討した。 

ii) 心血管イベントの発症を予測しうるか
前向きに検討した（観察期間は当初3年）。 

iii) 待機的経皮的冠動脈インターベンショ
ン(PCI)施行患者の PCI 施行部位以外の
粥腫病変について Virtual Histology 
(VH)-血管内超音波 (IVUS) と光干渉断
層法（OCT）により経時的に性状を評価
し、新規コレステロール取込み能と冠動
脈病変の進展・退縮・脆弱性との関連に
ついて検討した。 

iv) 機能不全および機能正常のレファレン
ス HDL として、下記の如く機能修飾した
HDL を作成し、CUC の変化との関連を検
証した「。①過酸化水素の存在下でミエ
ロペルオキシダーゼによりアポA-Iを酸
化修飾した HDL、② LCAT を阻害した HDL、
③ 脂肪酸組成を変化させた再構成 HDL
（アポA-Iとリン脂質により人工的に合
成した HDL）を用いた。 

 
４．研究成果 
 健常人の血清を用いた検討では、新規の
「コレステロール取込み能:CUC」は、細胞を
用いた従来のコレステロール引き抜き能と
強い相関を認めた（r=0.82, p<0.0001）。 
 血清 LDL-C 濃度が 100 mg/dL 未満に管理さ
れている 125 人の冠動脈疾患患者を対象に
CUC を測定したところ、冠危険因子の集積に
伴って CUC が低下していた。また、カテーテ
ル治療後に再治療を必要とした患者では、必
要としなかった患者に比べてCUCが低下して
いた（p=0.028）。多変量解析では CUC は再治
療の規定因子であることが判明した。以上よ
り、CUC は HDL の機能を反映しており、内服
治療により古典的な危険因子が適切に管理
されている冠動脈疾患患者において、CUC が
残余リスクとなることが示唆された。 
 CUC を制御する血清因子を検索したところ、
抗酸化酵素 PON-1 と、アポ A1 の酸化変性を
起こす MPO の血中濃度が、HDL の抗炎症能や
CUC と逆相関し、冠動脈疾患の予後にも有意
な影響を与えた。また、HDL 粒子の代謝やリ



モデリングを制御する血管内皮リパーゼ
（EL）の血中濃度と CUC の間には逆相関関係
が認められた。 
 次に、冠動脈疾患患者を対象に CUC を測定
したところ、多数の危険因子を有するハイリ
スク患者群や、繰り返してカテーテル治療を
必要とした患者では取込み能が低値であっ
た。多変量解析によって冠動脈疾患の予後の
独立した規定因子であることが判明した。 
 さらに、光干渉断層法を用いて動脈硬化病
変を形態学的に解析したところ、CUC は線維
性被膜の薄さと正相関し、動脈硬化プラーク
における脂質コアの長さ（血管長軸）と角度
（血管短軸）と逆相関し、Lipid Index (=脂
質コア量)との間にも逆相関関係を認めた。
以上より、CUCはHDLの機能を反映しており、
冠動脈プラーク内の脂質コアの体積を制御
していると推察された。したがって、冠動脈
疾患患者において、CUC が残余リスクとなる
ことが示唆された。 
 CUC に影響を与える薬物治療の候補として、
高純度エイコサペンタエン酸（EPA）製剤に
焦点を当てて介入したところ、EPA の投与は、
CUC を有意に改善するとともに、プラーク繊
維性被膜は厚くなり、Lipid Indexも縮小し、
不安定プラークの安定化が示唆される結果
であった。 
 EPA 投与後の CUC 改善機序を検討するため
に、粒子中に EPA を含む再構成 HDL を用いた
実験を行った。EPA 含有再構成 HDL では CUC
が約 25％の改善を認めた。また、EPA 含有再
構成 HDL は、血管内皮細胞における VCAM-1
の発現を抑制し、内皮細胞との相互作用によ
って炎症収束性の脂質メディエーターであ
るレゾルビン E3 の産生を増加した。 
 以上より、CUC は、HDL の多彩な抗動脈硬
化機能を反映し、冠動脈プラークの脂質コア
量の制御因子であることが証明された。今後、
日常診療において本測定法が普及すること
により、冠動脈疾患二次予防の層別化や治療
戦略の選択に有用な指標となることが示唆
された。 
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