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研究成果の概要（和文）： 

高比重リポ蛋白(HDL)には、ApoE-rich HDLと ApoE-poor HDLが存在する。ApoE-rich HDLを

含む HDL亜分画の分布と保存安定性について、非変性二次元電気泳動を用いて検討し、以下の

知見を得た。1) ApoE-rich HDL には、大粒子および小粒子の分画が存在する。2) 37℃で保存

した場合、4 時間後でも小粒子分画が変動する。3) 4℃で長期保存した場合、保存時間の経過

とともに小粒子分画が変動し、大粒子分画はやや増加する。以上より、ApoE-rich HDL 亜分画

は、保存時に LCATによる粒子成熟が影響を受け、HDL亜分画の組成が変動する可能性があると

考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

High-density lipoprotein (HDL) has several subclasses which abundantly or poorly 

contain apolipoprotein E (ApoE-rich or ApoE-poor HDL). We investigated the distribution 

and stability of HDL subclasses during the short-term or long-term storage using native 

2-dimensional gel electrophoresis. The findings are as follows, 1) ApoE-rich HDL consists of 

the large- and small-particles. 2) Small-particles were converted into large-particles after 

4h-storage at 37˚C. 3) Small-particles were decreased or increased, and large-particles 

were slightly increased after long-term storage even at 4˚C. These findings suggest that 

LCAT activity may change the composition of ApoE-rich HDL subclasses during storage.  
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１． 研究開始当初の背景 

高比重リポ蛋白(HDL)は、動脈硬化の抑制

因子として知られ、粒子サイズやアポリポ蛋

白組成、脂質組成の異なる亜分画が存在する。

HDL亜分画には、ApoE-rich HDLと ApoE-poor 

HDLが存在し、大型の ApoE-rich HDLは CETP

欠損症や胆汁うっ滞時に増加する。しかし、

小粒子の ApoE-rich HDLの挙動は疾患時だけ

でなく健常人においても不明である。また、

HDL-C ホモジニアス法では、ApoE-rich HDL

に対する反応性の試薬間差が存在し、HDL-C

測定法の標準化は進んでいない。特に

ApoE-rich HDL を含む HDL 亜分画の長期保存

における安定性についての検討は少なく、

ApoE-rich HDL を精密に解析する方法も確立

されていない。HDL-C 測定法の標準化のため

に、ApoE-rich HDL の血中動態や特徴を明ら

かにする必要がある。 

 

２．研究の目的 

ApoE-rich HDL 亜分画の分布と長期保存に

おける安定性を検討し、ApoE-rich HDL の血

中での特性と臨床的意義を明らかにする。 

 

３． 研究の方法 

12 時間以上絶食後の正脂血症および脂質

異常症から EDTA 採血により新鮮血漿を採取

した。血漿は 0℃に保ち、(1) ApoE-rich HDL

と ApoE-poor HDL 亜分画の分布を比較した。

さらに、(2) 37℃で DTNB 非添加および添加

下に 4 時間保存後、および、(3) 4℃で DTNB

非添加下に 0 日, 2 日, 7 日間保存後、に

ApoE-rich HDL 亜分画の分布を比較し、保存

温度と保存時間の影響を検討した。

ApoE-rich HDL 亜分画の分布は、非変性二次

元電気泳動法(一次元目, 0.75%アガロースゲ

ル; 二次元目, 2-15%濃度勾配ポリアクリル

アミドゲル)で解析した。分離した HDL 亜分

画は、ニトロセルロース膜へ転写し、抗 ApoE

抗体と 125Iでラベルした二次抗体を用いたウ

ェスタンブロット法で検出した。各亜分画の

定量は、ニトロセルロース膜から分離した各

亜分画を切り出し、γカウンターにより計測

して求めた。 

 

４．研究成果 

(1) ApoE-rich HDL は、粒子サイズの大き

い分画だけでなく、粒子サイズの小さい分画

も存在した（図参照）。小粒子の ApoE-rich HDL

は、正脂血症、高 LDL-C 血症、高 TG 血症、

高 HDL-C血症のいずれにも存在した。 

 

(2) 小粒子の ApoE-rich HDLは、37℃で DTNB

非添加にて、4 時間保存後には 0℃保存より

有意に減少した。LCAT 活性を DTNB 添加によ

り阻害すると、37℃で 4時間保存後には逆に

0℃保存より有意に増加した。37℃では比較

的短時間の保存でも LCAT による粒子の成熟

が影響を受ける可能性が考えられた。 

(3) 正脂血症（n=5）の ApoE-rich HDL は、

4℃保存後、保存時間の経過ともに小粒子分

画が軽度減少し、大粒子分画はやや増加した。



一方、脂質異常症（n=7）では、4℃保存後、

保存時間の経過ともに小粒子分画と大粒子

分画はやや増加する傾向であった。しかし、

保存前の亜分画量が多いため、保存前後の変

動は小さかった。ApoE-rich HDL亜分画は、4℃

での長期保存の場合、LCATによる粒子成熟が

影響を受け、小粒子や大粒子分画などの HDL

亜分画の組成が変動する可能性があると考

えられた。 
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