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研究成果の概要（和文）：コレステロール逆転送の第一ステップは細胞からのコレステロール引き抜き
（C-efflux）であり、このHDLの最も重要な機能の評価法として安定同位体を用いたアッセイ系の確立に取り組
んだ。近年、冠動脈疾患の発症率は、血清HDL-C値よりもHDLによるC-efflux能と強い負の相関があることが報告
されている。C-efflux能については、これまでのラジオアイソトープ（RI）で標識されたコレステロールを用い
た測定法ではなく、臨床現場でC-efflux能測定を普及させるために安定同位体を用いたC-efflux能測定法が必要
と考え構築した。本法は、RI法の代替法として有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To establish cholesterol efflux capacity (CEC) method with stable 
isotope-labeled cholesterol, a fundamental method to progress this study project, was viewed as a 
critical issue to be addressed. The incidence of cardiovascular events is inversely correlated, to a
 greater extent, with cholesterol efflux capacity (CEC) than with HDL-cholesterol level. Here we 
established a CEC measurement technique using stable isotope-labeled cholesterol as an alternative 
to conventional radioisotope (RI)-labeled cholesterol.　Our established stable-isotope method will 
facilitate CEC measurement in clinical laboratories.

研究分野：動脈硬化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
糖尿病では動脈硬化を促進要因である酸化

ストレスが亢進しているが、ヒトでは抗酸

化物質を用いた治療では心血管病のリスク

を軽減できない（Yoshida H, et al. ATVB 

1997; 17: 1438-46、Witztum JL. Diabetes 

1997; 46(supple2): S112-4, Steinberg D, 

Witztum JL. Circulation 2002; 105: 

2107-11）。Hp遺伝子には Hp1と Hp2の

対立遺伝子があり、Hp1-1、Hp2-1とHp2-2

のフェノタイプに分かれる。日本人ではそ

れぞれ 7％、40％と 53％の分布である。

Hp2-2は抗酸化能が低く、Hp2-2をもつ糖

尿病患者では酸化ストレスの亢進が著しい。

Hp2-2型の糖尿病患者では心血管病のリス

クが数倍高く、抗酸化ビタミン Eの投与に

よりリスクが低下するが、Hp1-1や Hp2-1

型の糖尿尿患者ではビタミンEによる心血

管病発症の抑制はみられていない。このよ

うな Hp2-2 の心血管病の易発症性の要因

の一つは HDL の酸化障害が想定されてい

るが不明な点が多い。HDL の機能として

は細胞からのコレステロール引き抜き能か

ら始まるコレステロール逆転送（RCT）、

抗酸化作用、抗炎症作用、抗血栓作用や血

管機能保全作用など多彩であるが、基本機

能は RCTに関わる作用である。この RCT

の第一段階である細胞からのコレステロー

ル引き抜きについては従前、ラジオアイソ

トープ（3H-cholesterol）を用いて測定さ

れている。しかしながら、HDL 機能をみ

る質的評価を実地臨床の検査の現場に普及

するには脱アイソトープによるアッセイ法

の確立が望まれる。放射性同位体では

3H-cholesterolや 14C-cholesterolが用いら

れ る が 、 安 定 同 位 体 と し て は

2H4-cholesterolや 13C2-cholesterolである。

放射性同位体を用いた研究として、Rader

らは HDLの C-efflux機能が HDLコレス

テロール値に独立して頸動脈硬化の重症度

や冠動脈疾患の発症に逆相関することを報

告している（N Engl J Med 2011; 364: 

127-35）。さらに Levyらは Hp2-2型の糖

尿病患者ではC-efflux機能が低下している

ことを報告している（Circ Res 2006; 99: 

1419-25）。 
 
２．研究の目的 
易酸化ストレス性についてハプトグロビン
（Hp）のフェノタイプから評価し、安定同
位体を用いた HDL 機能評価と Hp 型別に
よる動脈硬化リスクの探索が本研究の目的
であるが、先ずは基礎研究、臨床の双方に
おいて有用な安定同位体を用いた HDL の
C-efflux 機能を高精度に評価する方法の確
立に取り組む。 
 C-efflux 能は、従来ラジオアイソトープ
（RI）で標識したコレステロールを用い測
定されてきた（J. Lipid. Res. 40: 781-96, 
1999; J. Vis. Exp. 6: e3810, 2012）。3H等の放
射性同位体で標識されたコレステロールを
J774細胞、Raw264細胞、あるいは分化さ
せた THP-1 細胞に取り込ませた後、血清
HDL を細胞と共存させ、細胞から上清中
に移動したコレステロールの放射活性を測
定する方法である。この方法は多くの研究
者の間でゴールドスタンダードとして広く
活用されているものの、RIを使用すること
から実施できる施設に制限があり、臨床検
査現場で活用することは容易ではない。こ
う し た 背 景 か ら 、 BODIPY （ boron 
dipyrromethene difluoride）で標識された
コレステロールを用いる蛍光法が開発され
た（J. Lipid. Res. 52: 2332-40, 2011）。この方
法は、RIを使用することなく高感度でハイ
スループットにC-efflux能を測定する方法
として注目されている。しかしながら、
BODIPY 標識コレステロールは天然型の
コレステロールと化学構造が異なることか
ら、HDL あるいはアポリポタンパクとの
親和性が天然型コレステロールのそれと異
なることが考えられ、RI法の代替法として
適切か否かについては議論の余地がある。 
 RI を用いないもう一つの C-efflux 能

測定法として安定同位体を用いた方法が報

告されている（J. Biol. Chem. 277: 10021-7, 

2002; Biochim. Biophys. Acta. 1771: 853-63, 

2007）。この方法は、天然型コレステロール

と安定同位体標識したコレステロールの測

り分けができることやリン脂質等コレステ

ロール以外の分子の同時測定も可能な長所

がある(Curr Med Chem. 23: 3882-908, 2016)。



しかし、これまで報告された方法では、質

量分析計で測定するためにコレステロール

の誘導体化やエステル型コレステロールを

遊離型コレステロールに変換する加水分解

等の煩雑な前処理が必要であり、臨床検査

の現場で普及させるには前処理の簡便化が

必要と考えられる。 
今回我々は、RI法の代替となる安定同位体
を用いた C-efflux 測定法の構築を試みた。
質量分析には高感度な Q-TOF による
LC/MSシステム（APCI法）を採用するこ
とで培養上清中の微量のコレステロールを
検出可能とし、アクセプターとの共培養時
間を短縮化、及び前処理の簡便化を試みた。
構築した測定法の妥当性を検証するため、
患者より採取したアポリポ蛋白 B（apoB）
除去血漿を用いC-efflux能を安定同位体法、
RI法、及び蛍光法で測定し各方法の相関性
を検討した。更にそれら 3法の比較を行う
ため、各方法で測定した C-efflux能と血清
HDL-C 値及び apo-A 値との相関性を検討
した。 
 
３．研究の方法 
対象及び検体の調製 : 
血清は、東京慈恵会医科大学を外来で受診
した 26～83歳の患者 41人（男性 22名、
女性 19 名）から採取した。本研究への使
用については、「臨床検査を終了した検体の
精度管理，機器・試薬の検討，教育のため
の使用についての包括同意」として、東京
慈恵会医科大学倫理委員会にて承認されて
いる（26-348）。これらの血清脂質の平均
値は、総コレステロールが 183.5±
24.3mg/dl（135－217mg/dl）、LDLコレス
テロールが 101.1± 19.8mg/dl（ 68－
138mg/dl）、HDL コレステロールが 61.7
±18.0mg/dl（36－94mg/dl）、トリグリセ
ライドが81.5±33.0mg/dl（38－147mg/dl）
であった。また、積水メディカルに勤務す
るボランティアの健常人 9名の血液から調
製した血清も一部の試験に使用した。各ボ
ランティアからは、積水メディカルの社内
倫理規定に則り、書面によるインフォーム
ドコンセントを事前に取得した。 
安定同位体（[d7]-cholesterol）を用いた

C-efflux : 

 10%FBS-DMEM メ デ ィ ウ ム で

600,000cells/ml に希釈した J774 細胞を

24well プレートに 0.5ml/well で播種し、

同時に[d7]-cholesterol を 10µg/ml、ACAT 

inhibitor を 2µg/ml で添加して 24 時間培

養した。PBS で洗浄後、ACAT inhibitor

を 2µg/ml、cAMP を 0.3mM に希釈した

0.2%BSA-DMEM メ デ ィ ウ ム を

0.5ml/wellずつ添加して 18時間培養した。

PBS で洗浄後、apoB 除去血清を含む

0.2%BSA-DMEM メ デ ィ ウ ム を

0.25ml/wellずつ添加し、2時間から 6時間

培養した。 

質量分析による各 cholesterolの測定 : 

 乾固したサンプルをイソプロパノールに

再溶解し、その一部を LC/MS システムに

注入した。LC/MSシステムには、LaChrom

（HITACHI 社）、UHRS Q-TOF MS 

Maxis3G（Bruker社）、CORTECS UPLC 

C18（1.6µm, 2.1×50mm）（Waters 社）

を使用した。この際、流速を 0.3mL/min、

カラム温度を 40℃とし、アセトニトリルと

メタノールを 4：1 で混合した溶液を移動

相に使用してアイソクラティック溶出を行

った。質量分析には、APCI 法を用いた。

次いで、10、5、2、1ng/ml の濃度に希釈

した[d0]-cholesterol、[d4]-cholesterol、及

び[d7]-cholesterol のピーク面積から検量

線を作成し、サンプル中に含まれる各

cholesterol 量を算出して内部標準測定値

で[d0]-cholesterol と[d7]-cholesterol の測

定値を補正した。引抜き率（%）は、培養

上清から得られた[d7]-cholesterol の測定

値からブランク値（apoB 除去血清を添加

せずに培養した細胞上清の測定値）を差し

引 き 、 そ れ を 細 胞 か ら 得 ら れ た

[d7]-cholesterol の測定値で割って算出し

た。その他、既報の方法に基づき RI

（[3H]-cholesterol）を用いた C-effluxおよ

び蛍光体（BODIPY-cholesterol）を用いた

C-efflux について検討した。 
 
４．研究成果 

質量分析による各 cholesterolの測定 : 
 安定同位体を用いてC-efflux能を測定す
るには、天然型 cholesterol、内部標準用
cholesterol、及び細胞ラベル用 cholesterol



を質量分析計で測り分ける必要がある。
LC/MS（APCI 法）で、[d0]-cholesterol、
[d4]-cholesterol、及び[d7]-cholesterolを測
定した結果、[d0]-cholesterolから得られた
([d0]-cholesterol + H - H2O)+の m/z 比は
369.3520、[d4]-cholesterol から得られた
([d4]-cholesterol + H - H2O)+の m/z 比は
373.3767、[d7]-cholesterol から得られた
([d7]-cholesterol + H - H2O)+の m/z 比は
376.3955 だった。従って、各々の
cholesterol を質量分析で測り分けられる
ことが確認された。 
安定同位体を用いたC-efflux能測定法の分

析性能 : 
 内部標準に[d4]-cholesterol、細胞ラベル
に [d7]-cholesterol を適用したときの
C-efflux 能測定系の分析性能を調べた。ア
クセプター添加後の細胞培養時間と引抜き
率との関係を調べた結果、apoB 除去血清
では cAMP 添加系及び非添加系の両方で、
apoA-1 では cAMP 添加系のみで、培養時
間に依存して引抜き率（%）が上昇した。
apoB 除去血清の添加濃度と引抜き率との
関係を調べた結果、cAMP添加時と cAMP
非添加時の何れでも apoB 除去血清の添加
濃度に依存して引抜き率が上昇した。また、
このアクセプター濃度依存的な引抜き率の
上 昇 に つ い て 、 RI 法 及 び
BODIPY-cholesterol を用いた蛍光法での
それと比較した。結果、引抜き率の上昇は、
cAMP添加時と cAMP非添加時の何れでも
安定同位体法と RI 法で同等であったが、
蛍光法では顕著に高かった。安定同位体法
における同時再現性を 3例の患者検体を用
い評価した結果、内部標準による補正なし
ではCV(%)が10.6-18.8% (n=5)であったの
に対し、内部標準による補正をした場合は
CV(%)が 7.3-9.5% (n=5)であった。 
RI法及び蛍光法との相関性 : 
 41例の検体を用い安定同位体法、RI法、
及び蛍光法で引抜き率を測定し、測定法間
の相関性を検討した。まず cAMP添加条件
において、安定同位体法での引抜き率は RI
法での引抜き率と強い正の相関が認められ
た。安定同位体法での引抜き率は、蛍光法
での引抜き率とも正の相関が認められたが、
RI 法での引抜き率との相関に比べ弱い相
関であった。RI法での引抜き率は、蛍光法
での引抜き率よりも安定同位体での引抜き
率の方が強い正の相関を示した。また、
cAMP非添加条件における各測定法での引
抜き率は、cAMP添加条件のときと同様に、
安定同位体の引抜き率は蛍光法での引抜き
率よりも RI 法での引抜き率と強い正の相
関を示し、RI法での引抜き率は蛍光法での
引抜き率よりも安定同位体法での引抜き率
と強い正の相関を示した。 
HDL-C値及び apoA-1値との相関性 : 

 安定同位体法、RI法、及び蛍光法の各測
定系で測定したコレステロール引き抜き率
と血清 HDL-C値及びアポ A-1値との相関
性を調べた。その結果、安定同位体法での
引抜き率及び RI 法での引抜き率は、血清
HDL-C 値及び血清アポ A-1 値と強い正の
相関を認めた。一方、蛍光法での引抜き率
は血清 HDL-C値及び血清アポ A-1値と有
意な正の相関を示したが、安定同位体法及
びRI法での引抜き率とHDL-C値及び血清
アポA-1値との相関ほど強い相関ではなか
った。 
結論 
今回我々は、安定同位体を用いた C-efflux
測定法を確立した。この測定法は、コレス
テロールの誘導体化や加水分解のような煩
雑な操作が必要なく、精度が高い。ゴール
ドスタンダードと言われる RI 法と同じ条
件で細胞とのインキュベーションを行うこ
とができ、RI法との相関性も高い。以上の
ことから、今回確立した安定同位体を用い
た C-efflux測定法は RIを使用できない臨
床検査施設や研究施設において RI 法の代
替法として有用であり、HDL の代謝や機
能に関する研究に役立つものと期待される。 
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