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研究成果の概要（和文）：粥状動脈硬化の発生過程において1,4-dihydropyridine型のM2AA-リジン付加体が重要
な影響を及ぼしているという報告がある。これまでに我々も粥状動脈硬化の高感受性マウスにおいてM2AAに対す
る抗体価が上昇することを報告した。本研究では、M2AA以外にも脂質過酸化によって生ずるハイブリッド型のリ
ジン付加体が粥状動脈硬化の発症過程で重要な役割を演じていることを示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：It has been shown that 1,4-dihydropyridine-type malondialdehyde (MDA)- 
Acetaldehyde (AA)-lysine (M2AA) adducts are formed during atherogenesis. Previously, we detected an 
increase in antibody against M2AA in the blood in atherosclerosis-prone ApoE ko mice. We 
hypothesized that the combination of AA, MDA, and lysine could lead to the formation of additional 
immunogenic adducts other than M2AA. In the present study, the reaction product of AA, MDA, and 
6-aminocaproic acid (6-ACA, a lysine analog) was fractionated by HPLC. Interestingly, we found that 
the titers of antibodies against all of the fractionated products were increased in the blood of 
ApoE ko mice, indicating the existence of multiple immunogenic epitopes in the reactant of MDA, FA, 
and 6ACA. From this, we believe that evaluating serum titers of natural antibodies against various 
complex MDA-AA-lysine adducts could be used as a biomarker for metabolic syndromes. 

研究分野：酸化ストレスと疾病

キーワード： 酸化ストレス　動脈硬化　リジン付加体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生活習慣病に罹患している患者が増加する中で疾病の進展をモニターできるバイオマーカーの確立が求められて
いる。リジン付加体の一つであるM2AAは免疫原性があり、非常に安定な付加体であり、粥状動脈硬化症や非アル
コール性肝炎の新しいバイオマーカーとして期待されている。本研究からM2AA以外にもこれら生活習慣病のバイ
オマーカーとなりうるリジン付加体が存在しうることが明らかになった。
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図 1．M2AA-6ACAの構造 

１．研究開始当初の背景 
粥状動脈硬化は、その発生過程で低比重リポ蛋白（LDL）が血管の内皮細胞下に入り、LDL の
脂質過酸化が起こる。脂質過酸化はリン脂質を障害し、反応性の高い様々なアルデヒドを産生
する。そのアルデヒドが蛋白を修飾する(1)。修飾された蛋白の中には免疫原性や炎症性の反応
を起こすものもあり、その炎症が慢性化することにより粥状動脈硬化などの疾病を引き起こす
(2)。マロンジアルデヒド（MDA）は脂質過酸化によってできる比較的安定な、反応性のあるア
ルデヒドで、LDLのアポリポ蛋白 B-100のリジン側鎖を主に修飾する。MDAで修飾された LDL
が粥状動脈硬化の原因となる可能性を提唱する報告があるが、その様な付加体は同定されてい
ない。 
 
２．研究の目的 
MDA（CH2(CHO)2）は２つの反応性の高いアルデヒド基を両サイドに持ち、中央の炭素がアル
デヒドと結合するため、MDAとタンパクの反応では種々雑多な付加体ができる。MDAで修飾
された LDL（MDA-LDL）を用いてきたこれまでの粥状動脈硬化の研究では、その異なる付加体
の混合物の影響を理解してきたことになる。最近、我々は MDAと MDAの分解物のアセトアル
デヒド（AA）がリジンと反応することでできる 1,4-dihydroxypyridine タイプの M2AA の精製
に成功した(3)。精製した M2AAをキャリアー蛋白に結合させたものは非常に強い免疫原性があ
ることも報告した。本研究では、この M2AAおよびその他の MDA-リジン付加体に対する血液
中の抗体価の変動を粥状動脈硬化を若齢で起こす ApoE欠損マウスを用いて明らかにした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、粥状動脈硬化になりやすい ApoE欠損マウスを用い、動脈硬化発症にともない抗
M2AA体価が上昇し、その上昇が継続するか否かを明らかにした（実験 A）。さらに、M2AA以
外のハイブリッド型リジン付加体の存在とその重要性を理解するため、新規のリジン付加体を
探索するとともに、MDA、AA、６ACA の反応液を分画化し、各分画に対する抗体価の上昇が
見られるかを検討した（実験 B）。 

（実験 A）ApoE 欠損マウスの血液中の抗
M2AA抗体の変動 
M2AA付加体の精製：AAを MDAの存在下でリ
ジンアナログであるアミノカプロン酸（6ACA）
とを生理食塩水中で 37度、7日間反応させ、反
応物から HPLC-DAD 法を用いて M2AA-6ACA
を精製した（図１）。なお、MDAは以前に報告
されたように（4）、1,1,3,3-テトラメトキシプロ
パン（TMP）を酸性下で加水分解し、反応後、

水酸化ナトリウムを用いて中和した。 
M2AA抗原の作製：精製された M2AA-6ACAの末端のカルボキシ基（図１）を使い、キャリア
ー蛋白であるウシ血清アルブミン（BSA）中のアミノ基と化学的に結合させ、高純度の
M2AA-6ACA が結合している BSA（MAA-6ACA-BSA）を作製した。簡単に、M2AA-6ACA を
凍結乾燥後、BSAに EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]carbodimiimide hydrochloride)を
用いて結合させ、さらに透析を行い、ELISAに用いる抗原を作製した。 
M2AA-6ACA-BSAを用いた ELISA：M2AA抗原は一定量 96穴プレートに固相化し、スキンミ
ルクを用いてブロッキングした後、マウス血清と一晩反応させた。その後、パーオキシダーゼ
をラベルした二次抗体（抗マウス IgG抗体‐HRP;抗マウス IgM抗体-HRP;抗マウス IgG1抗体
-HRP）に反応させ、最後にパーオキシダーゼの基質であるテトラメチルベンジジン（TMB）
と反応させ、発色させ、水酸化ナトリウム添加後に 450nm の波長でプレートリーダーを用い
て定量した。 
血清サンプル：粥状動脈硬化感受性マウスの ApoE欠損マウスと野生型マウスの血清は米国ノ
ースキャロライナ大学の Xianwen Yi博士から入手した。入手したサンプルは以下の条件で採材
した。ApoE ko と野生型マウスの血中の抗体価を経時的にモニターするために、４週齢からマ
ウスを通常食で飼育し、３か月齢以降、月１回血液を採取し、血清を分離し、-70 度に保存し
た。 
 
（実験 B）M2AA以外のMDA-AA-リジン付加体の存在とその生物学的重要性 
M2AA以外のハイブリッド型リジン付加体の精製および部分精製：実験 A同様、AA、を MDA
の存在下で 6ACAと生理食塩水中で 37度、7日間反応させ、反応物から HPLC-DAD法を用い
て反応物の解析を行った。1,1,3,3-テトラメトキシプロパン（TMP）を加水分解する過程で
beta-methoxyacrolein などの不純物が産生されることが以前に報告されている（5）。そこで、
不純物による反応物を HPLC-DAD を用いて除外するため、1,1,3,3-テトラエトキシプロパン
（TEP）を加水分解することで作製した MDAを用いた AA、と 6ACAとの反応物を比較し、共
通の産物を MDA由来のリジン付加体と考え精製ないしは部分精製した。 
AA、MDAと 6ACAの反応物の分画物の作製：実験 A同様、AA、を MDAの存在下で 6ACAと
生理食塩水中で 37度、7日間反応させ、反応物を HPLC-DAD法を用いて無作為に 9分画（分



 
図 2．M2AA-6ACAの分離 

 

図４．抗M2AA抗体と抗 PC抗体の

ApoE欠損マウスの血液中の抗体価 

 

図３． ホスフォコリン抗原の構造 

画／分）に分画化した。 
AA、MDAと 6ACAの反応物の分画物を用いた抗原の作製：9分画をそれぞれ凍結乾燥後、BSA
に実験 A同様結合させ、抗原を作製した。 

 
４．研究成果 
（実験 A）ApoE 欠損マウスの血液中の抗
M2AA抗体の変動 
 粥状動脈硬化の発生機序において酸化 LDL
が重要な役割を演じている。LDLの酸化により、
LDL上のリン脂質に脂質過酸化が起こる。脂質
過酸化はリン脂質を障害することで、リン脂質
の断片化とそれに伴い反応性の高い様々なアル
デヒドを産生する。最近、リン脂質の脂質過酸
化により、リン脂質の頭部のホスフォコリン
（PC）が抗原性を示し、マクロファージを活性
化したり動脈硬化の慢性炎症を亢進させるとの
報告がある(6)。さらに、PL を認識するモノク
ローナル抗体（クローン名：EO6、抗体タイプ：
IgM）を粥状動脈硬化感受性マウス（Ldlr 欠損
マウス）に発現させることで動脈硬化が軽減す
ることが明らかになり、PC が粥状動脈硬化に
おいて重要なエピトープであると唱えるグルー
プがある。一方、リン脂質の過酸化脂質にとも
ない産生されるアルデヒドの中で MDA が最も
注目されている。実験 Aでは、MDAと MDAの
分解物である AA とリジンの反応で産生される
M2AAが粥状動脈硬化において重要なエピトー
プであると考え、M2AAに対する抗体価の変動
と PCに対する抗体価の変動を ApoE欠損マウ
スの血液を用いて比較した。いずれの抗原も精
製物を用いたということで世界的にも類のない

実験である。 
 まず、M2AAを精製するため、AAを MDAの
存在下で 6ACA と生理食塩水中で 37 度、7 日
間反応させた。MDAは TMPを加水分解するこ
とで作製した。AA、MDAと 6ACAの反応物か
ら M2AA-6ACA の精製物を HPLC-DAD法を用
いて分離した （図２）。M2AA-6ACA のピー
ク（赤矢印）が検出されたが、M2AA-6ACA
以外にもいくつかの主要なピークが認められ
た。M2AA-6ACA を分取後、上記方法に従っ
てキャリアー蛋白である BSAにM2AA-6ACA
を結合させ、抗原を作製した。PC 抗原につい
ては、PCを化学的に BSAに結合させたものを
Biosearch Technologiesから購入した（図３）。
M2AA-BSAおよび PC-BSAを 96穴プレートに
固相化させ ELISAを確立した。 
 我々の先行研究によって ApoE欠損マウスの
3か月齢の血液中に抗 M2AA抗体（IgGおよび
IgM）が上昇することが分かっていたことより
(3)、ApoE欠損マウスの 3か月齢の抗 PC抗体
の抗体価を比較検討した。その結果、抗 M2AA
抗体は IgG、IgM、および IgG1について明らか
な上昇を認めたのに対し、抗 PC 抗体の抗体価
の上昇はいずれのタイプおよびサブタイプにつ
いても認められなかった（図４）。この結果から、
M2AAは PCより抗原性が強い可能性が示唆さ
れるとともに、M2AAが PCより粥状動脈硬化
に関与している可能性が推察された。一旦上昇
した ApoE欠損マウの抗M2AA抗体は 4か月齢
まで上昇が続き、5 か月齢時に低下傾向を示し
た（図５）。この抗 M2AA抗体の推移は酸化 LDL



 
図６．MDA/AA/6ACAからハイブリッ

ド型の分離 

 
図５． ApoE欠損マウスの血液中の抗

M2AA抗体価の推移 

の推移と良く類似していた（7）。一方、抗 PC抗体の抗体価の上昇は４及び５週齢の ApoE欠
損マウスにおいても認められなかった。 
 
（実験 B）M2AA 以外の MDA-AA-リジン付加体
の存在とその生物学的重要性 
実験 Aの図２に示すように、M2AA以外にもい
くつかの主要な付加体のピークが認められたこ
とより、M2AA以外のMDA-AA-リジン付加体の
中にも免疫原性があるエピトープが存在する可
能性があった。そこで、AAとMDA（TMP由来）
と 6ACA の反応物の９分画のフラクションを
BSA に個別に結合させ、96 穴プレートに固相
化させた ELISA を確立した。その ELISA が正
しく働いているかを確認するため、M2AAを特
異的に認識すると考えられているモノクローナ
ル抗体（クローン 1F83、IgG）を陽性対照サン
プルとして、PC を特異的に認識すると考えら
れているモノクローナル抗体（クローン EO6、
IgM）を陰性対照サンプルとして、それぞれの
モノクローナル抗体の反応を確認した。1F83
抗体はM2AAを含む第 7分画に加え第 6分画に
対しても反応性があり、M2AA 以外にも 1F83
抗体に親和性がある付加体があることが明らか
になった。また EO6は PC抗原に対して強い反
応性があるものの、精製M2AA抗原に反応を示
した。次に、ApoE 欠損マウスの血清中にこれ
らの抗原に対する抗体が存在するかを検討した。
その結果、全ての分画に対する抗体が ApoE欠
損マウスの血清中に存在することが明らかにな
った。 
上述のように、AA と MDA（TMP 由来）と

6ACAの反応物にはM2AA以外にもいくつかの
主要なピークが認められたことより、この反応
で産生されるハイブリッド型のリジン付加体の
精製ないしは部分精製を試みた。TMP 由来の
MDAにはTMPを加水分解する過程で-メトキシ
アクロレイン（-MA）などの不純物が産生される
ことが以前に報告されている（5）。一方、1,1,3,3-
テトラエトキシプロパン（TEP）由来のMDAに
は TEP を加水分解する過程で-エトキシアクロ
レイン（-EA）などの不純物が産生される。-MA
および-EAがMDAと６ACAと複雑に反応するこ
とにより、AA と MDA と 6ACA の反応物中に、
-MA および-EA に起因したピークが生じるこ
とが予想された。そこで、AAとMDA（TMP由
来）と 6ACA の反応物と AA と MDA（TEP 由
来）と 6ACAの反応物を比較し、同一の Retention timeのピークで、かつ HPLC-DADを
用いた解析で同じ性状であることを確認できたものを AA と MDAと 6ACA の真のハイブ
リッド付加体と考え（図６、赤矢印）、それらを分離、精製ないしは部分精製を行った。さ
らにマイナーなハイブリッド型付加体を含め１６付加体について、それぞれの精製物から
抗原を作製し、ApoE欠損マウスの血液中の抗体価を調べる予定である。 
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