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研究成果の概要（和文）：高比重リポ蛋白（HDL）は抗動脈硬化作用を有する。キャピラリー等速電気泳動（cITP）法
によるリポ蛋白分析法は、HDLと LDLの亜分画を分離し、定量することができる。本研究では、まず、cITP法によるリ
ポ蛋白分析が、低HDL-C血症の鑑別診断に有用であることを示した。次に、家族性高コレステロール血症の動物モデル
であるWHHLウサギにおいて、合成HDL（アポA-I模倣ペプチドとリン脂質の複合体）の動脈硬化進展抑制機序のひとつと
してLDL亜分画へのリモデリング効果であることを示した。さらに、内臓肥満女性において、腹部皮下脂肪量がHDL代謝
と関連することを示した。

研究成果の概要（英文）：High-density lipoprotein (HDL) has anti-atherogenic properties. Capillary 
isotachophoresis (cITP) separates plasma lipoproteins into 3 HDL subfractions and 3 LDL subfractions. In 
the present study, first, we show that that cITP lipoprotein analysis is useful in the differential 
diagnosis of hypoalphalipoproteinemia (HA). Next, we show that recombinant HDL (a complex of 
apolipoprotein AI mimetic peptide and phospholipids) had a significant effect on the remodeling of LDL 
subfractions in WHHL rabbits, an animal model of human familial hypercholesterolemia, indicating that 
remodeling effects on LDL subfractions is one of the mechanisms of the anti-atherogenic effects of 
recombinant HDL. Finally, we found that in female subjects with increased visceral fat, the subcutaneous 
fat area is associated with cITP sHDL, indicating that subcutaneous fat may have an effect on HDL 
metabolism.

研究分野：リポ蛋白質代謝と動脈硬化

キーワード： リポ蛋白質分析　脂質異常症　キャピラリー等速電気泳動法　低HDL-C血症　HDL治療　合成HDL　LDL亜
分画　HDL亜分画

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）脂質異常症 [高 LDL（低比重リポ蛋白）
コレステロール(C)血症、高 TG（トリグリセ
リド）血症、低 HDL（高比重リポ蛋白）コ
レステロール血症] は動脈硬化の最も重要な
危険因子であり、その診断は動脈硬化の予
防・治療において重要である。脂質異常症は
原発性と二次性脂質異常症に分類され、高脂
血症は増加するリポ蛋白の種類によってⅠ、
Ⅱa、Ⅱb、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ型に分類される。二次
性脂質異常症を呈する病態は糖尿病、メタボ
リックシンドローム、甲状腺機能異常、原発
性胆汁性肝硬変（PBC）、ネフローゼ症候群
などを含む代謝性疾患、内分泌疾患、肝疾患、
腎疾患などがある。 
（２）脂質異常症の病態を把握するために、
血漿リポ蛋白分析は不可欠である。リポ蛋白
分画とリポ蛋白亜分画を同時に分離できる、
リポ蛋白の荷電を利用したキャピラリー等
速 電 気 泳 動 （ cITP; capillary 
IsoTachoPhoresis）法は 2001 年にドイツの
研究グループによって報告された。本法
（cITPリポ蛋白分析法）は、ゲルなど担体を
使用せず、leading buffer と terminating 
bufferの間にサンプルを挟んでキャピラリー
管の中でリポ蛋白分離する方法で、①リポ蛋
白分画と亜分画が同時に分離できる；②脂質
染色（NBD-ceramide）蛍光をアルゴンレー
ザーで検出をするので、分析感度が高い（必
要なサンプル量が僅か数μl）；③短いキャピ
ラリー管を使用するので、分離時間が短い
（数分間）などの利点がある。 
（３）我々は 2003年から cITPリポ蛋白分析
法の臨床現場での実用化を目標とした開発
を始め、cITP法による酸化 LDL測定法を確
立し、cITP 速動性（陰性荷電）LDL 亜分画
の臨床意義及び cITP リポ蛋白分析の脂質異
常症治療法の評価への応用などについて検
討した。さらに小粒子速動性 LDL（small, 
dense fast-migrating LDL）測定法を開発し、
いくつかの臨床に応用した。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究は cITP リポ蛋白分析から、主
に HDL 亜分画を焦点に、脂質異常症の詳細
な病態・生理・機能を解明し、治療分野での
応用開発を目的としている。①HDL 代謝と
LDL 代謝の統合から、cITP 法の低 HDL-C
血症の病態の鑑別における有用性について
検討する。②HDL 治療の抗動脈硬化機序を
解明するために、WHHL ウサギにおける合
成HDLのLDL亜分画に及ぼす効果を検討す
る。③内臓肥満者において、HDL の代謝障
害を反映する HDL 亜分画と腹部内臓脂肪と
腹部皮下脂肪の関係を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）低 HDL-C 血症
（hypoalphalipoproteinemia, HA）の鑑別診
断の検討には、LCAT(レシチン：コレステロ

ールアシルトランスフェラーゼ)欠損症患者、
胆汁うっ滞患者、アポ A-I 欠損症患者及びタ
ンジール病（Tangier disease）患者からの
血症サンプルを用いて cITP 分析を行った。
cITPによるリポ蛋白分析は以前報告した方
法で行った 1-3。 
（２）合成 HDL の抗動脈硬化機序の検討に
は、家族性高コレステロール血症の動物モデ
ルである WHHL ウサギを用い、合成 HDL
はアポ A-I模倣ペプチドとリン脂質の複合体
（ETC-642）を用いた。WHHLウサギ 21匹
を対照群（n=8）、低用量群（n=5）と、高用
量群（n=8）に分けて、それぞれ、バッファ
ー、低用量 ETC-642と高用量 ETC-642をウ
サギの耳静脈よりインフュージョンした。イ
ンフュージョンは週 2回、3ヶ月間行った。
投与前と投与終了後に、腹部大動脈硬化プラ
ークは血管内超音波（IVUS）にて測定した。
採血は、0ヶ月、1ヶ月、2ヶ月、3ヶ月対側
の耳静脈により行った。血漿リポ蛋白分画は、
定量超遠心によって分離した 1。血漿及び
d>1.019 g/mL, d>1.035 g/mL, d>1.040 
g/mL 分画中の血漿脂質、リポ蛋白と、cITP
リポ蛋白亜分画 1-3 を測定した。大粒子
（lbLDL, large, buoyant LDL)分画と小粒子
(sdLDL, small, dense LDL)分画中の脂質及
びリポ蛋白は計算により求めた。 
（３）腹部脂肪量とHDL亜分画の検討には、
腹部コンピューター断層撮影（CT）による腹
部内臓脂肪組織（VAT）の面積が 100 cm2以
上の男性 12名（平均年齢：48歳）及び女性
36 名（平均年齢：62 歳）を対象とした。腹
部皮下脂肪組織（SAT）の量（面積）と腹部
周囲経（CW）も同時に計測した。血漿リポ
蛋白亜分画は cITP法を用いて測定した 1-3。 
（４）データの統計解析は、SAS（Statistical 
Analysis System, SAS Institute）を用いて
行った。WHHLウサギにおける合成HDL投
与期間中の血漿脂質パラメーター及び cITP 
LDL 亜分画の変化は反復測定分散分析法に
て検討した。cITP LDL亜分画の変化と動脈
硬化プラークの変化との関係は Spearman
相関にて検定した。 
 
４．研究成果 
（１）図 1 に示す様に、cITP 法によるリポ
蛋白 
分析法では、HDL、 TRL と、 LDL が同時に分
離される。さらに、電気泳動移動度により、
HDL 分画が速移動性 HDL(peak 1: fHDL, 
fast-migrating HDL)、中間移動性 HDL(peak 
2: iHDL, intermediate-migrating HDL)と、
遅移動性 HDL(peak 3: sHDL, slow-migrating 
HDL)亜分画に分画される。正常人では、fHDL
が主な分画であり、sHDL がマイナーな分画で
ある。 
 TRL 分画が速移動性 TRL(peak 4: fTRL)と
遅移動性 TRL（peak 5: sTRL）亜分画に分離
される。アガロースゲル電気泳動で原点に残
るカイロミクロン（CM）は、cITP 法では fTRL



として分離される。VLDL-IDL は sTRL として
分離される 1-3。 
 LDL 分画は、速移動性 LDL（peak 6: fLDL）
と遅移動性 LDL（peak 7: sLDL）亜分画と、
マイナーな LDL 分画（peak 8）に分離される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. cITP リポ蛋白分析法 

 
（２）LCAT は血中 HDL の成熟において重要な
酵素である。LCAT の作用により、HDL の表層
にある遊離コレステロール（FC）はコレステ
ロールエステル（CE）に変換されて HDL 粒子
の内部に移動する。それによって、円盤状の
新生 HDL（pre-β HDL）が球状の HDL に成熟
し、小粒子 HDL3が大粒子 HDL2となる。 
 LCAT欠損症では、低HDL-C血症を示す。LCAT
欠損症においてアポ E-リッチ pre-β HDL の
上昇が報告されている。図 2に正常者とLCAT
欠損患者のリポ蛋白プロフィールを示す。
LCAT 欠損症では、正常者に比して、fHDL の
減少と sHDL の増加が著明である。これは、
HDL の成熟障害を示す。また、正常者で見ら
れないピーク８として分離されるLDL亜分画
が LCAT 欠損症患者では著明に増加した。こ
の LDL 亜分画（peak 8）は、後述するように
胆汁うっ滞患者では著明に増加しており（図 
3）、異常なリポ蛋白 LpX であることが考えら
れる。つまり、LCAT 欠損の場合に、LDL 分画
のコレステロールのエステル化も障害され、
異常な LpX が検出される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 正常者とαLCAT 欠損症患者の cITP リ
ポ蛋白プロフィール 

 
（３）胆汁うっ滞の場合に、胆汁成分（ビリ
ルビン、胆汁酸、FC、リン脂質）が血中へ逆

流することにより異常リポ蛋白LpXが高頻度
に出現する。しかし、臨床で応用できる LpX
の定量する方法はなかった。図 3 に示すよう
に、胆汁うっ滞患者では、ピーク 8の LDL 亜
分画が著明に増加した。このことは、cITP 法
によるリポ蛋白分析では、LpX はピーク 8 の
LDL 亜分画として分離され、定量できること
を示した。また、cITP リポ蛋白プロフィール
から、胆汁うっ滞患者において HDL-C が著明
に低下していることが示された。 
（４）アポ A-Iは HDL の主要構成蛋白である。
アポ A-I 欠損症では低 HDL-C 血症を示す。図 
4（上のパネル）にアポ A-I 欠損症の cITP リ
ポ蛋白プロフィールを示す。cITP fHDL 亜分
画が著しく低下したが、sHDL 亜分画は著明な
減少は見られなかった。この結果は、fHDL は
アポ A-I 含有 HDL 亜分画であり、sHDL は他の
アポ蛋白（アポ A-II, D, E, IV など）を含
む HDL 亜分画であることを示した。アポ A-I
欠損症では、cITP LDL 亜分画が正常であるこ
とから、アポ A-I 欠損による低 HDL-C が LDL
の代謝に影響を及ぼさないことが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 正常者と胆汁うっ滞患者の cITP リポ
蛋白プロフィール 

 
（５）ABC（ATP-binding cassette）トラン
スポーターA1（ABCA1）は HDL の産生におい
て不可欠である。ABCA1 が細胞からコレステ
ロールとリン脂質を運び出し、lipid-poor ア
ポ A-I に渡すことにより HDL が産生される。
ABCA1 の遺伝子変異は低 HDL-C 血症を呈する
タンジール病の原因である。図 4（下のパネ
ル）にタンジール病患者の cITP リポ蛋白プ
ロフィールを示す。タンジール病患者では、
cITP fHDL と sHDL亜分画が検出されないこと
が分かった。このことは、ABCA1 欠損により、
HDL が産生されないことを示している。また、
タンジール病患者では、cITP LDL 亜分画の分
布は著明に変化した：fLDL は著しく増加、
sLDL ば著しく減少した。これは、ABCA1 欠損
は LDL 代謝にも影響を及ぼすことを示した。 
 cITP fTRL と sTRL亜分画が著明に増加した



ことから、LDL 亜分画分布の変化は、LDL の
TG 含有量の増加とコレステロール含有量の
減少によるものであると考えられる。つまり、
ABCA1の欠損がVLDLのコレステロール含有量
の欠乏を引き起すことによって、VLDL の代謝
異常を引き起こし、LDL の脂質組成を変化さ
せた。TRL 除去血漿を分析することにより、
fLDL 亜分画より電気泳動移動度の速い陰性
荷電 LDL（vfLDL, very fast-migrating LDL）
4の著明な増加を発見した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. アポ A-I欠損症とタンジール病患者の
cITP リポ蛋白プロフィール 

 
（６）以上の結果より、cITP リポ蛋白プロフ
ィールの分析は、低 HDL-C 血症の病態解析と
鑑別診断に有用であることが示された。 
 
（７）HDL の抗動脈硬化作用は、HDL のコレ
ステロール逆転送系における役割が主とさ
れているが、HDL が抗酸化・抗炎症などの多
面的な作用も有する。HDL を標的とした HDL
治療は動脈硬化性疾患の治療法として注目
されている。アポ A-I とリン脂質の複合体で
ある合成HDLが急性冠症候群の患者において
動脈硬化を退縮させたことが 2003 年に報告
された。 
 合成 HDL の抗動脈硬化機序は、pre-βHDL
の増加によると従来考えられてきたが、我々
は合成 HDL がヒト血漿と反応させた時に、速
動性 LDL の減少を観察した。また、WHHL ウサ
ギでは、陰性荷電変性 LDL が多いことを観察
した。本研究では、合成 HDL の in vivo での
LDL 亜分画に対する効果及び合成 HDL の抗動
脈硬化作用との関連を検討した。合成 HDL は
アポ A-I 模倣ペプチドとリン脂質の複合体
（ETC-642、米国ファイザー社との共同研究）
を用いた。 
（８）表 1に WHHL ウサギの特性を示す。図 5
に IVUS により定量した各群の動脈硬化プラ
ーク体積の変化を示す。対照群では、動脈硬
化の進展が見られたが、合成 HDL 高用量投与
群では、動脈硬化の進展が抑制された。 
 
 
 
 
 
 

 

表 1. WHHL ウサギの合成 HDL 投与前の特性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. アポ A-I欠損症とタンジール病患者の
cITP リポ蛋白プロフィール 

 
（９）図 6 に WHHL ウサギにおける合成 HDL
投与期間中の cITP 法による血漿リポ蛋白プ
ロフィールの変化を示す。合成 HDL 投与前で
は、WHHL ウサギにおいて、ヒトで見られる正
常な sLDL 亜分画及び陰性荷電変性 LDL であ
る fLDL は検出されなかった。cITP sTRL 亜分
画（ピーク 4）と fTRL 亜分画（ピーク５）は
主なリポ蛋白分画であった。TRL 除去分画
（d>1.019 g/dL 超遠心分画）での cITP リポ
蛋白分析により、 LDL は vfLDL （ very 
fast-migrating LDL）と vvfLDL（very very 
fast-migrating LDL）として分離されること
が示された。vvfLDL と vfLDL 亜分画はそれぞ
れ fTRL と sTRL と同じ電気泳動移動度を有す
ることが分かった。そのため、WHHL ウサギで
の LDL亜分画の定量は TRL除去分画で行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. WHHL ウサギにおける合成 HDL投与期間
中の血漿リポ蛋白亜分画の変化 
 
（１０）図 6に示すように、合成 HDL 投与後
1か月、2か月と、3か月のリポ蛋白亜分画の
分布は、合成 HDL 投与後前比べて逆転した。
TRL 除去分画での分析により、vvfLDL が著明
に減少し、vfLDL が増加したことが示された。
このことは、合成 HDL の投与が LDL のリモデ
リングを引き起こしたことを示した。 
（１１）図 7に血漿小粒子 LDL分画での cITP
リポ蛋白亜分画を示す。小粒子 vvfLDL は著
しく減少し、小粒子 vfLDL も明らかに減少し
た。このことから、合成 HDL は動脈硬化惹起

Control
Low-dose
ETC-642

(15 mg/kg)

High-dose
ETC-642

(50 mg/kg)

(n=8) (n=5) (n=8)

Age (y) 11.8 ± 3.0 11.4 ± 3.1 11.6 ± 3.8

Sex (F/M) 6 / 2 2 / 3 4 / 4

BW (kg) 2.8 ± 2.8 2.8 ± 0.2 2.9 ± 0.2



性小粒子 LDL を減少したことを示した。 
（１２）図 8 と図 9 に cITP vvfLDL 及び小
粒子 LDL（sdLDL）濃度の変化と動脈硬化プラ
ーク体積の変化との関係を示す。ここで、
cITP vvfLDL と小粒子 LDL の変化は動脈硬化
プラーク体積の変化と相関することが示さ
れた。このことは、陰性荷電変性 LDL と小粒
子 LDLの減少が合成 HDLの抗動脈硬化作用に
寄与することが示された。つまり、LDL への
リモデリング効果は、合成 HDL の新しい抗動
脈硬化作用機序であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. WHHL ウサギにおける合成 HDL投与期間
中のcITP法による血漿d>1.040 g/mL分画（小
粒子 LDL）でのリポ蛋白亜分画の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8. WHHL ウサギにおける cITP 陰性荷電
vvLDL亜分画の変化とIVUSによる動脈硬化プ
ラークの変化との相関 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9. WHHL ウサギにおける cITP 小粒子 LDL
分画の変化と IVUS による動脈硬化プラーク
の変化との相関 
 
（１３）HDL はアガロースゲル電気泳動法に
よりαHDL と pre-βHDL に分離される。pre-
βHDL はコレステロールの引き抜き能が強い
ため、抗動脈硬化作用があると考えられる。
しかし、虚血性心疾患患者では、pre-βHDL

の血中濃度が高いことが報告されており、
pre-βHDLからα-HDLへの成熟が障害されて
いると推測される。 
 メタボリックシンドローム患者では、高頻
度に低 HDL-C 血症が合併する。本研究は、内
臓脂肪面積が 100 cm2以上の対象者において、
腹部内臓脂肪組織（VAT）や腹部皮下組織
（SAT）の分布と cITP HDL 亜分画の関係を検
討した。 
（１４）女性は、男性と比べて、体格指数
（BMI）に差はなかったが、内臓脂肪量が低
く、体脂肪率と皮下脂肪量が有意に高かった。
女性において、レプチン、アポ A-I と、cITP 
sHDL も高値を示した。BMI は、男性と女性と
もに SAT と相関し、VAT と相関しなかった。
WC は男性と女性ともに SAT と相関したが、男
性においてのみ VAT と相関した。女性におい
て、VAT は空腹時血糖及び HbA1c と正に相関
し、SAT はレプチン、C 反応性蛋白（CRP）、
cITP sHDL と正に相関した。男性と女性にお
いて、cITP fHDL と sHDL は、血清脂質と異な
る関係を示した、つまり、fHDL は TG と負に
相関し、HDL-CとアポA-Iと正に相関したが、
sHDL は TG、HDL-C とアポ A-I と相関しなかっ
た。多変量解析では、女性において、年齢、
VAT、レプチン、CRP で補正しても、SAT と sHDL
の間に有意な関連を示した。 
 つまり、男性と女性は腹部脂肪組織の分布
が異なり、女性の腹部皮下脂肪は cITP sHDL
亜分画と関連した。このことから、内臓脂肪
組織量が多い場合は、腹部皮下脂肪組織量は、
HDL 代謝に影響する可能性が示唆された。 
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