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研究成果の概要：HDL の主要アポ蛋白である apoA-I は抗動脈硬化作用を有するが、一部の

apoA-I はキマーゼによって切断され、その機能を失うと考えられる。 

切断された apoA-I にのみ反応する抗体を作製し、遺伝子技術によって合成した蛋白を用いて

その特異性を確認した。次に、健常者血漿中に切断された apoA-I が存在することを証明した。

この抗体を用いて切断された apoA-I の測定法を構築し、それが機能することを確認したが、更

なる高感度化の必要性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

現在、非常に効果的と思われる生活習慣の
改善メニューを用いても、特にハイリスクな
個人に関しては依然として冠動脈疾患由来
の心臓発作を防ぐことはできない。したがっ
て、粥状硬化症のスクリーニング（危険の予
知）、診断、治療の経過観察に共通して使用

できる有用な可溶性バイオマーカーが必要
とされている。さらに、求められる可溶性バ
イオマーカーは、単に冠動脈疾患発症の危険
予知や診断だけでなく、新たに開発される可
能性のある治療法を適正に評価する道具と
して不可欠である。 

しかし、現時点で可溶性バイオマーカーと
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して認知されているのは低比重リポ蛋白コ
レステロール（LDL-C）および C-反応性蛋白
（CRP）などであり、感度、特異度の点で満
足の行くものではない。一方、イメージング
検査として Bモード超音波断層法による頸動
脈内膜中膜複合壁厚 (IMT)測定、電子ビーム
ＣＴ（EBCT）による冠動脈石灰化定量、血管
超音波検査（IVUS）などが粥状硬化症の診断
あるいは治療の経過観察に利用されている
が、これらの検査は侵襲性が大きいこと、高
い技術を必要とすること、汎用性に乏しいこ
と、およびランニングコストが高いことを考
慮するとスクリーニング等に使用すること
には限界がある。また、動脈硬化治療薬の開
発においては、その効果や安全性の迅速な評
価、投与量の決定、適応患者の決定などのた
めに病態解析が必須であるが、可溶性バイオ
マーカーは測定にあたって検体採取が比較
的容易なうえに、保存が可能である点でイメ
ージング検査に比べてはるかに汎用性が高
い。 
 

２．研究の目的 

近年 reverse cholesterol transport の詳
細なメカニズムが明らかにされ、粥状硬化症
の発症と強い相関があることがあらためて
見 直 さ れ て き た 。 reverse cholesterol 
transport には HDL の主要アポ蛋白である
apoAI（分子量：約 28,000）が関与しており、
粥状硬化層のマクロファージからコレステ
ロールを効率よく引き抜くことが可能であ
る。しかし、この際、同じく粥状硬化層に存
在する肥満細胞から放出されたキマーゼに
よって一部の apoA-I の C 末端（18 アミノ酸
残基）は truncate され、その結果 apoA-I は
コレステロールを引き抜く能力を失う。 

本研究では肥満細胞由来キマーゼによっ
て C 末端を切断されたアポリポ蛋白 AI
（truncated apoAI）が粥状硬化症の可溶性
バイオマーカーとして有用であることを明
らかにするために、その血漿中濃度の測定法
を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

（1）抗truncated apoAIモノクローナル抗体
作製を試みた。whole apoAI（243アミノ酸）
に反応せず、truncated apoAI（225アミノ酸）
にのみ反応する抗体を得るため、truncated 
apoAIのC末端の10アミノ酸と同配列のペプ
チドを合成し、抗原とした。モノクローナル
抗体の作製は、既に確立された一般的な方法
によって実施した。各段階での抗体のチェッ
クにはwhole apoAIのほか、免疫に用いたペ
プチドを使用した。 
（2）得られたモノクローナル抗体の特異性
を評価するため、chymase処理した精製apoAI、
あ る い は COS 細 胞 を 用 い て 作 製 し た

recombinant apoAI お よ び recombinant 
truncated apoAIのイムノブロッティングを
実施した。 
（3）血清中に極微量存在すると考えられる
truncated apoAIを作製したモノクローナル
抗体を用いたアフィニティークロマトグラ
フィーで精製し、イムノブロッティングによ
りその存在を確認した。 
（4）測定法の基本は競合法を用いたELISA法
とした。96穴ELISA用プレートに免疫に用い
たペプチドをコーティングし、検体（血漿）
および作製した抗truncated apoAIモノクロ
ーナル抗体を加えて競合反応を行なった。洗
浄後、市販のペルオキシダーゼ標識抗マウス
IgM抗体を反応させ、TMBを加えて発色させ、
硫酸で反応を停止後比色定量することとし
た。 
 

４．研究成果 
（1）whole apoAI には反応せず、truncated 
apoAI にのみ反応すると思われる抗体を 1 種
類だけ得ることができた。スクリーニングの
過程では、抗原として用いた 10 個のアミノ
酸からなるペプチドと反応するが、whole 
apoAI とは反応しないクローンをターゲット
とした。本抗体種は IgM であった。 
（2）イムノブロッティングによって血清あ
るいは精製 HDL中に得られたモノクローナル
抗体と反応する蛋白は検出されなかった。し
かし、精製 apoAI を chymase 処理したところ、
whole apoAI より分子量が 2,000 程度小さな
位置（分子量約 26,000）にモノクローナル抗
体と反応するバンドが認められた(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

しかし、分子量約 26,000 のバンドのすべて
がモノクローナル抗体と反応するわけでは
ないことが、二次元電気泳動を用いたイムノ
ブロッティング法によって確認された（図 2）。
これは、chymase により複数箇所での水解が
起こっていることを示している。 
（3）本モノクローナル抗体が whole apoAI
の C 末端の 18 アミノ酸が trunate されたフ
ラグメント（truncated apoAI）にだけ反応
することを確認するため、recombinant  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
truncated apoAI を作成した。モノクローナ 
ル抗体は recombinant truncated apoAI に反
応したが、同様に作成したrecombinant whole 
apoAI とは反応しなかった（図 3）。この結果
より、本研究で得られたモノクローナル抗体
が目的とする truncated apoAI と特異的に反
応することが確認された。また、recombinant 
apoAIの一部はfull lengthおよびtruncated
のいずれにおいても His-Tag およびシグナル
ペプチドが外れて、培養液中に分泌されるこ
とが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（4）前述のように、ヒト血清のイムノブロ
ッティングによって直接 truncated apoAI の
存在を証明することはできなかったが、これ
は含まれる量が極めて少ないためであるこ
とを考慮し、モノクローナル抗体を用いたア

フィニティークロマトグラフィーで
truncated apoAI を精製し、続いてイムノブ
ロッティング法で同定を行なった。その結果、
分子量約 26,000 のバンドが検出され、ヒト
血漿中に truncated apoAI が存在することが
確認された（図 4）。結合分画に intact apoAI
も認められたが、これは truncated apoAI に
比べて血清中に極めて多量に含まれる apoAI
の非特異結合によるものと思われた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（5）競合 ELISA 法を構築し、キマーゼ処理
した精製 apoAIの希釈系列の測定を行なった。
コーティングしたペプチドそのものを試料
として用いた対照と同様に、濃度依存的な検
量曲線が得られた（図 5）。しかし、健常者血
清中の truncated apoAI を測定するためには
感度が不十分であった。現在、高感度法の開
発中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(6)以上、truncated apoAI にのみ反応する特
異抗体を得られたことから、apoAI の抗動脈
硬化作用に及ぼす chymase の影響についての
研究の更なる進展が期待される。また、血清
中 truncated apoAI 測定の可能性が示され、
冠動脈疾患のバイオマーカーとしての有用
性が明らかになることが期待される。本抗体



 

 

の組織化学的応用も病態解明への一助にな
ると考えられる。 
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