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研究成果の概要（和文）：低比重リポタンパク質(LDL)は、酸化を受けることにより動脈硬化や血栓形成を促進
する。これまでにLDLの硬さは酸化により柔らかくなることを報告しているがメカニズムについてはわかってい
ない。そこで本研究では、LDLをプロテアーゼで処理することによりApoB-100を切断した場合およびフォスフォ
リパーゼA2 (PLA2)で脂質を切断したときにLDLの硬さの影響を調べることで、そのメカニズムの解明を試みた。
その結果、プロテアーゼでは硬さの変化はなく、PLA2で硬さが柔らかくることがわかった。硬さの変化は脂質の
構造の変化によることが分かった。また、加齢により硬さのが硬くなる傾向があることが分かった.

研究成果の概要（英文）：Oxidation of low-density lipoproteins (LDLs) is one of the risk factor for 
developing cardiovascular disease. Recently, we reported that the elastic modulus of oxidized LDLs 
decreased with increasing oxidation level of the LDL. However, the mechanisms of the decrease of the
 elastic modulus have not been well investigated. We thought that the structure change of the LDL 
might contributed to the decrease. This study measured the elastic modulus of LDLs before and after 
proteases, phospholipase A2. Although the enzyme treatment did not change the elastic modulus, 
treatment with PLA2 decreased the elastic modulus. Results suggest that structure change of the 
lipid structure of the LDL might contribute to the decreasing of the elastic modulus. We also 
investigated the relation between the age and the distribution of the LDL. Although detail more work
 will be required, we found that the elastic modulus tend to increase with increasing the age.

研究分野：生物物理化学
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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 
低比重リポ蛋白質(LDL)は、脂質、コレス

テロールおよび一つのアポ蛋白質

(ApoB-100)から形成されており ApoB-100

は LDL 表面を帯状になって覆っていると考

えられている.LDL は末梢組織へのコレス

テロールの輸送を行っているが、様々な酸

化ストレスにより生成したラジカルにより

未酸化 LDL(n-LDL)中の不飽和脂質が酸化

され過酸化脂質が生成し、ApoB-100 が修飾

されることにより酸化 LDL (ox-LDL)になる

ことが知られている.例えば、高血糖や高血

圧など物理的や化学的なストレスにより血

管内皮細胞が障害をうけ、血管内皮細胞と

骨格筋細胞の間の領域に低比重リポ LDL が

浸入することにより ox-LDL が局所的に生

成してマクロファージを泡沫化して冠動脈

疾患などの引き金となると考えられてい

る.  

脂質の酸化は冠動脈疾患だけではなく、

高血圧、糖尿病、非アルコール性肝炎など

全身の健康状態と大きく関連していること

が報告されている.脂質の酸化状態を測定

する従来法としてチオバルビツール(TBA)

法、抗原抗体反応を利用する法、質量分析

装置による過酸化脂質の定量的に測定など

多く存在する.申請者も、CNT を固定化した

電極(CNTベース電極)を利用してox-LDLの

検出と測定方法について検討を行ってきた.

しかし、これらの酸化状態の評価方法では

一部の LDL 粒子の酸化がかなり進行してい

るような場合と、粒子が全体的に弱く酸化

されているような状態を区別することがで

きなかった。そこで、申請者は AFM により

一粒子レベルで LDL の硬さを測定したとこ

ろ、LDL の硬さの分布と酸化状態に相関が

あることが判明し、酸化が進行すると

500kPa 以下の柔らかい粒子の観測頻度が

高くなることが判明した。硬さの変化のメ

カニズムについては未解明であつたが TBA

法などでは誤差範囲に入る弱い酸化条件で

も硬さの分布には有意差がでることが判明

していた. 

加齢によって体内の抗酸化機構のバラン

スが崩れ、LDL は酸化されやすくなり、弱

い酸化が起こり、個々の LDL の硬さの分布

が変わってくると考えられる。本方法の有

用性を検討する上で、AFM を用いて、酸化

による硬さの変化のメカニズムを調べるこ

とが求められていた.また、加齢などが LDL

の硬さの分布に与えるかどうかを検討する

ことも本方法の有用性を調べる上で必要と

考えられた. 
 
２．研究の目的 
低比重リポタンパク質(LDL)は、酸化を受

けることによりマクロファージの泡沫化作

用や血小板活性化作用を獲得し、動脈硬化

や血栓形成を促進する。原子間力顕微鏡

(AFM)はナノメートルスケールで大きさや

物性を評価する手段として用いられており、

酸化と LDL の物性変化について検討を行っ

ている。AFM のフォースカーブ測定を用い

て、LDL の硬さは酸化により柔らかくなる

ことを報告している。しかし、硬さの変化

のメカニズムについてはわかっていない。

そこで、本研究は LDL をプロテアーゼで処

理することにより ApoB-100 を切断した場

合およびフォスフォリパーゼA2 (PLA2)で脂

質を切断したときに LDL の硬さの影響を調

べることで、そのメカニズムの解明を試み

ることとした。また、加齢により硬さの分

布に影響があるかどうかについて検討する

ことを目的とした. 
 
３．研究の方法 

【方法】 
本研究はボランティアの方から採血を実

施するため、北海道大学による研究倫理審

査を申請して承認を得た (承認番号

15-89-6). 
(1) LDL の酵素処理 

健常者から採血をして血清を得たのち、

比重差を利用して超遠心法により LDL を分

離した.LDL の濃度はローリー法を用いて

apoB-100 の濃度に換算して 0.3 から 0.35 

mg/ml となるように調整した. ApoB-100 の

加水分解による断片化が硬さに影響を与え

るかどうかについて検討するために、αキ

モトリプシン(0.05 mg/ml)およびV8プロテ

アーゼ(0.05 mg/ml)を LDL に添加して 37℃

で 1 時間から 3 時間加温した.ApoB-100 が

酵素で切断されていることを SDS-PAGE で

確認した. 

次に PLA2(蛇由来)で処理した LDLを作製

した。0.05mg/ml の PLA2を 0.35mg/ml の

LDL100μL に添加して、室温で 1時間から 3



時間反応させた. LDL の酸化状態は酸化分

解物であるマロンジアルデヒド(MDA)をチ

オバルビタール酸反応性物質量（TBARS）と

して評価した。PLA2の活性は酵素法を利用

した市販の遊離脂肪酸キットにより評価し

た.また、LDL に含まれている Lp-PLA2の活

性は市販の PAF-AH 測定キットを用いて評

価した. 

(2) AFM による硬さの測定 

酵素処理したLDLおよび未処理のLDLを、

mica 上にエピタキシャル成長させた金膜

上またはマイカ上に滴下して室温で 3分間

放置した後に PBS で洗浄して未吸着の LDL

を取り除いた. 原子間力顕微鏡(AFM)は

Asyrum Researc社の MFP3DまたはJPK社の

Nanowizad3 を使用した.LDL イメージ像は

タッピングモードまたは AC モードで、緩衝

溶液中で形状の測定を行った.探針はオリ

ンパス製の AC40TS を用い、ばね定数はサー

マル法により測定した.AFM探針をLDLに押

し付けたときの探針の反り情報から、探針

の移動量に対して押し付け量を計算して硬

さについての評価を試みた.硬さの算出に

はヘルツモデルを用いて、装置に付属して

いるソフトを用いて解析した. 

(3) 加齢による LDL の硬さの変化の検討 

健常者22歳から73歳までの17名の血清

から比重差を利用して超遠心法により LDL

を分離した. 22 歳から 37歳までの 6名(A
群)、38 歳から 54 歳までの 6 名(B 群)、
および 55 歳から 73 歳までの 5 名(C 群)
の 3 つの群に分けた。酵素処理した LDL
同様に mica上に LDLを吸着させてACモー
ドで、緩衝溶液中で LDL の形状の測定、お

よびフォースカーブ測定を行い、硬さを測

定した. 

AFM 探針のばね定数はサーマル法により

推定し、0.04～0.11N/m の探針を使用した. 
 
４．研究成果 

LDL または酵素処理した LDL を修飾した

mica 基板に吸着させて溶液中でイメージ

像を測定した。図 1 には LDL および PLA2

で酵素処理したときの LDL をマイカ基板上

に吸着させたときのイメージ像の一例を示

した。基板上に LDL の粒子が基板全体に密

に吸着していることが分かる. これらの粒

子の大きさは縦横 20～30 nm の粒子である

ことが判明した.しかし、プロテアーゼによ

る酵素処理により LDL のイメージ像から粒

子径についての差は観察されなかった. 

LDL の高さについては LDL が基板に密に固

定されており基板の表面が観察でなかった

ためイメージ像からでは判明しなかった。

そこで、探針が LDL に触れてから、LDL を

押しつぶして基板に接触するまで距離を求

めた。図 2にはフォースカーブより LDL を

AFM の探針で押しこんだ距離とその時に作

用した力の関係(フォース-インデンテーシ

ョン曲線)を求めた.押し込み量が 0付近の

黒の↓は AFM 探針が LDL と接触したと推定

される点を示し、押し込み量が＋の領域は

押し込んだ距離を表している.灰色の↓で

示した点がマイカ基板に接触したと推定さ

れる場所であり、黒の↓と灰色の↓の距離

が LDL の高さと推定される。酵素処理した

LDL および未処理の LDL の高さは 20～30nm



の高さであり差は観察されなかった.プロ

テアーゼにより apoB-100 が切断されてい

るかどうかについては SDS-PAGE により解

析した.結果を図 3に示した.図 3よりαキ

モトリプシンおよび V8 プロテアーゼによ

り apoB-100 のバンドが消失していること

がわかり、apoB-100 が断片化されているこ

とを確認した. 

次に吸着した LDL 粒子に対して AFM 探針

を押し付けることによりフォースカーブを

測定した. 一つの試料で AFM の探針の位置

を変えながら約 80 回のフォースカーブの

測定を繰り返し行った.フォースカーブよ

りフォース-インデンテーション曲線を求

め、硬さを推定した。図 2はその一例で、

a),b)には得られたフォース-インデンテー

ション曲線をヘルツモデルでフィッティン

グした結果を黒線で示している.その結果

それぞれの硬さは 1.39 MPa(a)と 0.36 

MPa(b)と推定された. 5 人の血液から分画

した LDL について同様に測定して得られた

フォース-インデンテーション曲線の解析

した.得られた硬さの分布から各分布の中

央値を求め、その平均値を表 1にまとめた. 

αキモトリプシンおよび V8 プロテアー

ゼで処理した場合、わずかに硬さが変化す

る場合もあったが、硬さの分布に変化は観

察されなかった.一方、PLA2で処理した場合

は硬さが減少することが判明した.また、

PLA2の活性に必要なカルシウムを EDTA で

キレートした状態で LDL を処理した場合は

硬さの減少がなくなった. PLA2の活性によ

り LDL の硬さが変化していることが示唆さ

れた.PLA2はリン脂質の 2 位のアシル鎖を

加水分解して遊離脂肪酸を生成することが

知られており、PLA2の活性を遊離脂肪酸の

量を測定することにより確認した。PLA2に

より遊離脂肪酸が増加し、EDTA の添加によ

り遊離脂肪酸は未処理の LDL と同じ値であ

ることを確認した.また、PLA2処理した LDL

を限外濾過フィルター(分子量 10 万カット

オフ)でろ過した濾過液について遊離脂肪

酸量を同様に測定したところ濾過前の遊離

脂肪酸量の約 27%が確認できた.このこと

は PLA2により切断された LDL の一部は LDL

粒子から遊離していることを示唆した. 

これらのことよりLDLの硬さはApoB-100

のプロテアーゼによる切断では変化すもこ

とはなく、PLA2による脂質の構造の変化に

より硬さが柔らかくなっていることが示唆

された. 

LDL の分画には Lp-PLA2が含まれている

ことが知られており、酸化した脂質を切断

することが知られている.そこで酸化によ

り LDL の硬さが柔らかくなる理由として

Lp-PLA2 が関与しているのではないかと考

えた。そこで Lp-PLA2 の阻害剤である

Darapladib と pefabloc を用いて Lp-PLA2
の関与について検討した.阻害剤は終濃度

100μMから1mMになるようにLDLに添加し

て用いた. Lp-PLA2 の活性は PAF-AH の測定

キットで評価したところ、阻害剤によりそ

の活性はバックグラウンドのレベルまで低

下していることを確認した.阻害剤で

Lp-PLA2を不活化した状態で LDL を硫酸銅

で酸化した. LDL の酸化状態は TBARS を測

定しており、酸化によりTBARSは0.2μM(酸

化前)から 15μMになることを確認し、阻害

剤添加に存在下でも酸化により生成する

TBARS 量は変化を受けないこと確認した.

また、また、酸化 LDL を限外濾過フィルタ

ー(分子量 10 万カットオフ)でろ過した濾

過液について遊離 TBARS を同様に測定した

ところ濾過前の遊離脂肪酸量の約 17%が確

認できた. このことは酸化により生成した

TARSの一部はLDL粒子から遊離しているこ

とを示唆した. 

阻害剤で Lp-PLA2 を不活化した状態で

LDL を硫酸銅で酸化した場合の硬さの分布

を測定した.硬さの分布の中央値の平均値

は nLDL,酸化 LDL、Darapladib 存在下で酸

化したLDL、pefabloc存在下で酸化したLDL、

それぞれ、 1.6 MPa、0.6 MPa、0.6 MPa、

0.7 MPa となり、阻害剤の有無に関係なく、

酸化した場合は LDL の硬さは柔らかくるこ

とが判明した.Lp-PLA2によるリン脂質の加

水分解が硬さの変化の原因ではないことが

判明した. 



各 LDL の粒子径を動的光散乱法(DLS)で

測定した(図 4). 

その結果、酵素処理や酸化により有意差

は確認されなかったが、酸化 LDL と PLA2

処理した LDL については粒子径がわずかに

増大する傾向が観察されている. 

酸化の場合は TBARS の LDL 粒子からの遊

離、PLA2処理の場合は遊離脂肪酸の LDL か

らの遊離が判明しており、LDL の成分が粒

子の外にでているにも関わらず、粒子径が

わずか増加していることが柔らかさの原因

の可能性が考えられる. 

LDL は酸化によりアポタンパク質の断片

化と脂質の構造の変化が起こる.本研究に

よりプロテアーゼにより硬さは変化を受け

ず、PLA2 で硬さが変化することより、酸化

により硬さが変化する要因として、アポタ

ンパク質の断片化ではなく、脂質の構造の

変化が原因であることが判明した.脂質の

加水分解でも、酸化でも脂質の構造に影響

を与える因子は硬さの変化をもたらす可能

性があることが示唆された.これらの結果

については現在、国際誌に投稿中である. 

次に加齢により LDL の硬さの分布に変化

があるかどうかについて検討した. 

LDLをmica基板に吸着させて溶液中でイ

メージ像を測定した。3 つの群における大

きさの差は観察されなかった。LDL は基板

上に密に吸着しており、その大きさは縦ま

たは横が約 20～30nm であった。LDL の高さ

についてフォース-インデンテーション曲

線から 20～32nm の高さであることが判明

した。 

一方、A 群(22 歳から 37 歳)の LDL の硬
さの分布を測定して、その中央値の平均を

求めたところ 1±0.03 MPa であった。 同様

に B群(38 歳から 54 歳)および C群(55 歳
から73歳)のLDLの硬さの平均値はそれぞ
れ1.4±0.4 MPaと1.7±0.2 MPaとなった。

加齢により酸化を受けた LDL が増加すると

加齢とともに LDL の硬さは柔らかくなると

想定したが加齢とともに硬さは増加する傾

向が観察された。 

現段階では臨床的には十分な n数がえら

れていないが、LDL の硬さに与える影響は

酸化以外にもあると考えられる. 酸化以外

が LDL の硬さに与える影響など詳細の研究

については今後の課題となる. 
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