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研究成果の概要（和文）：赤血球は血液中で血清と同程度のコレステロールを含み，コレステロール代謝に深く
関与すると考えられるが，その機構は十分に解明されていない．よって，赤血球関連コレステロール代謝および
その破綻について調べた．結果，赤血球は高比重リポタンパク（HDL）や低比重リポタンパクと多量のコレステ
ロールの受け渡しを行い，コレステロール逆転送系においてコレステロールプールの役割を担っていることが明
らかになった．また，赤血球関連コレステロール代謝に質的異常を持ったHDLがどのように関わるかを調べる目
的で，炎症時に肝臓より分泌される血清アミロイドA（SAA）を含有するSAA含有HDLの作製とキャラクタライズに
成功した．

研究成果の概要（英文）：Since erythrocyte contains cholesterol abundantly at the same degree as that
 in plasma, it is speculated that the erythrocyte is associated with cholesterol metabolism but the 
mechanism has not been fully elucidated. Hence, we investigated the erythrocyte-related cholesterol 
metabolism and its disorder. Our results demonstrated that the erythrocyte was involved in 
cholesterol acceptance and delivery with high-density lipoprotein (HDL) and low-density lipoprotein,
 and played a role in reverse cholesterol transport pathway as a cholesterol pool. In addition, we 
successfully produced and characterized one of dysfunctional HDL (dys-HDL), serum amyloid 
A-contained HDL, which is produced from liver during inflammation, in order to investigate an 
association between erythrocyte-related cholesterol metabolism and dys-HDL.

研究分野：病態検査学

キーワード： 赤血球　コレステロール　高比重リポタンパク　低比重リポタンパク　血清アミロイドA
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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 
粥状動脈硬化発症のリスク評価検査とし
て，血清中の低比重リポタンパク（LDL）や
高比重リポタンパク（HDL）コレステロール
濃度が測定されている．LDLコレステロール
降下剤は粥状動脈硬化に対して，一定の効果
を上げているが，完全には予防できておらず，
また粥状動脈硬化症の約３割は，コレステロ
ール検査が基準値内であることが知られて
いる．これは，高 LDLや低HDLといった血
清中におけるコレステロール“濃度”によら
ない，他の粥状動脈硬化の原因の存在を示唆
している．HDL はコレステロールの逆輸送
をはじめとして，抗炎症作用，抗酸化作用な
ど多彩な抗動脈硬化作用を発揮するリポタ
ンパクであるが，炎症や酸化ストレスなどに
より様々な修飾をうけ，“質的異常“をもっ
た HDL（Dys-HDL）となることが近年注目
されてきている． 
一方，全血液中では血清以外に赤血球もま
た，血清と同程度の量のコレステロールを運
搬している．近年の研究で，3H標識コレステ
ロールを含有した泡沫細胞をマウスに注射
すると，正常マウスでは 3H 標識コレステロ
ールは HDL によって引き抜かれるのに対し，
HDL の主要なアポリポタンパクであるアポ
リポタンパク A-I（apoA-I）をノックアウト
したマウスでは，3H 標識コレステロールは
HDL よりもむしろ赤血球に含まれ，やがて
便として排出されることが報告された
（Hung et al., Arterioscler Thromb Vasc 
Biol, 2012）．さらには，血管内皮細胞の生存
維持，増殖などに関わっている生理活性脂質
であるスフィンゴシン 1-リン酸の血中濃度
には赤血球からの放出が最も重要であるこ
とがマウスの実験によって示唆され（Pappu 
et al., Science, 2007），また，研究代表者は，
実際に健常者ヒト血中において，スフィンゴ
シン 1-リン酸と赤血球数に正の相関性があ
ることを明らかにした（Ohkawa et al., Ann 
Clin Biochem, 2008）．このように，赤血球
は生体内における脂質代謝に非常に重要な
役割を果てしていることが示唆されるが，そ
のメカニズムについてはほとんど明らかに
されていない． 
 
２．研究の目的 
研究代表者は先行研究において，生理食塩
水で洗浄した赤血球と血漿を 37℃でインキ
ュベーションを行うと，24時間後には血漿コ
レステロール濃度が約 20 mg/dL増加し，さ
らにインキュベーション後の赤血球からコ
レステロールを抽出し含有量を測定すると
インキュベーション前より含有量が低下し
ていることを見出した（未発表）．また，超
遠心により血漿を各リポタンパク分画に分
け，それぞれの分画と赤血球を 37℃でインキ
ュベーションすると，HDL 分画を添加した
際には血漿と同等のコレステロール濃度の
増加が認められたが，LDL，超低比重リポタ

ンパク，リポタンパクの含まれていない血漿
（lipoprotein depleted plasma）を赤血球に
添加した場合においては，コレステロールの
増加量は少ないことを明らかにした．また，
増加したコレステロールはほとんどがエス
テル型であったが，56℃，30 分の不活化処
理によって HDL に含まれるコレステロール
エステル化酵素である Lecithin cholesterol 
acyl transpherase を失活させた後，同様の
操作を行うと，エステル型ではなく遊離型コ
レステロールが増加することを明らかにし
た（未発表）．以上のことから，先行研究に
おいて，赤血球は HDL を介して血漿中に多
量の遊離型コレステロールを放出している
ことを明らかにした． 
このように，赤血球は流血中において，泡
沫細胞やリポタンパクと緻密なクロストー
クを行っていることが推察されるが，そのメ
カニズムはほとんど明らかになっていない．
また，質的異常をきたした Dys-HDLは上記
の赤血球関連コレステロール代謝に何らか
の影響を与えていることが推察される．よっ
て本研究では，赤血球コレステロール代謝の
メカニズムの解明とリポタンパクの質的異
常によるその機能の破綻の有無について検
索することを目的とし，粥状動脈硬化の発症
機序の一端を明らかにしていきたい． 
 
３．研究の方法 
(1)赤血球からのコレステロール放出のアク
セプター同定および放出機構の解析 
健常者血清よりHDL中に含まれる apoA-I，
アポリポタンパク ApoA-II（apoA-II）やアポ
リポタンパク E含有HDLを精製した．精製
したそれぞれのアポリポタンパクを赤血球
と混和し，コレステロール放出反応の有無を
解析した．次に，アデニン，オルトバナジン
（V）酸ナトリウム（各種 ATP-binding 
cassette transporter（ABC）阻害剤），グリ
ブライド（ABCA1 阻害剤）で赤血球を処理
した後，同様に血漿と反応させた． 
さらに赤血球から血漿へのコレステロー
ル転送のメカニズムを解明するために，蛍光
標 識 し た コ レ ス テ ロ ー ル （ 23-
（ dipyrrometheneboron difluoride ）
-24-norcholesterol；BODIPY-Chol）を用い
た赤血球膜表面のラベリングを試みた．この
蛍光標識赤血球と血漿を混和，インキュベー
ションを行い，その後の血漿中の蛍光強度を
解析することで赤血球から放出されたコレ
ステロールの動態を追跡した． 
(2)泡沫細胞から赤血球へのコレステロール
輸送経路の同定 
前述した泡沫細胞から赤血球へのコレス
テロールの移動の詳細な機構を in vitroにお
いて解明するために，コレステロール引き抜
き能を評価する系を確立した．ヒト単球性白
血病細胞株（THP-1）を phorbol 12-myristate 
13-acetateによって 2日間刺激し，マクロフ
ァージ化した後，3H標識コレステロールおよ



図 2. apoE含有および非含有 HDLへの赤血球か
らのコレステロール放出量の違い 
洗浄赤血球と 0.5 mg/mL proteinの apoE含有

HDL（apoE(+)HDL）および apoE 非含有 HDL
（apoE(-)HDL），通常の HDL をインキュベーシ
ョンした後のコレステロール濃度変化 
 

びアセチル LDL を取り込ませ泡沫細胞を作
製，泡沫細胞に apoA-I，HDLおよび赤血球
を添加し，反応させた．インキュベーション
後の，赤血球内への 3H 標識コレステロール
の移動をシンチレーションカウンタにて調
べ，赤血球によるコレステロール引き抜きの
関与の有無を調べた． 
(3)Dys-HDLの作製と性状，機能の解析 
当研究室では，炎症時に産生されるミエロ
ペルオキシダーゼやキマーゼなどの各種酵
素および動脈硬化と関連が知られているホ
モシステインがアポリポタンパク A-Iを修飾
し，抗動脈硬化作用に影響を与えること，ま
た実際に抗動脈硬化性疾患患者の血清中に
これら修飾アポリポタンパクが多いことを
既に見出している（Usami et al., J Immunol 
Methods, 2011, Kameda et al., Ann Clin 
Lab Sci, 2012, Miyazaki et al., Biological 
Chemistry, 2014）．今回あらたに，Dys-HDL
の一つとして炎症時に産生される血清アミ
ロイド Aを含有するHDLの作製およびその
性状を解析した． 
 
４．研究成果 
(1)．赤血球からのコレステロール放出のアク
セプター同定および放出機構の解析 
洗浄した赤血球に apoA-I，apoA-IIおよび

apoE 含有 HDL を添加，37℃でインキュベ
ーションし，コレステロール濃度の変化を測
定した．結果，HDL とは大きく異なり，
apoA-I，apoA-II ではほとんど赤血球からの
コレステロールの放出は認められなかった
（図 1）．また，apoE 含有 HDL と apoE 非
含有 HDL ではコレステロールの放出に大き
な差は認められなかった（図 2）．よって，赤
血球からのコレステロール放出には，上記以
外のアポリポタンパク，脂質転送酵素，ある
いは，リン脂質などの HDL に含まれる脂質
が関与している可能性が示唆された．また，
アデニン，オルトバナジン（V）酸ナトリウ
ム，グリブライドで赤血球を処理した後に血
漿を混和すると，アデニンの添加により，コ
レステロールの放出量は増加する傾向にあ
った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
赤血球膜表面に BODIPY-Cholのラベリング
を試みた．溶媒の濃度を検討することで，赤
血球を溶血させずに，膜表面を蛍光標識する
ことに成功した（図 3）．次に，この蛍光標 
識赤血球と血漿を混和，インキュベーション
を行い，その後の血漿を解析することで赤血
球から放出されたコレステロールの動態を
追跡した．初めに BODIPY 標識赤血球にお
いても通常の赤血球と同様に血漿中にコレ
ステロールを放出することを確認した後，血
漿から超遠心により全リポタンパク分画を
抽出し，蛍光強度を測定した．結果，
BODIPY-Chol 標識した赤血球とインキュベ
ーションした場合，時間依存的に蛍光強度の
増加が認められた（図 4）．さらに，全リポタ
ンパクをゲル濾過クロマトグラフィーを用
いて各リポタンパク分画（VLDL，LDL，
HDL）に分け，それぞれを蛍光検出器でモニ
タリングした．その結果，HDLと LDL分画
に蛍光コレステロールは転送され VLDL に
はほとんど転送されないことが明らかにな
った（図 5）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．各種アポリポタンパクによる赤血球か
らのコレステロール放出量の違い 
洗浄赤血球と二種類の異なるタンパク濃度
の apoA-I，apoA-II PBS溶液および血漿をイ
ンキュベーションした後のコレステロール濃
度変化を示す． 

図 3．BODIPY-Cholで標識した赤血球の顕微鏡画像
（左：蛍光顕微鏡／右：光学顕微鏡） 
 

図 4．赤血球とインキュベーション後の全リポ
タンパク分画蛍光強度の変化 
 洗 浄 赤 血 球 （ BODIPY (-) ） お よ び
BODIPY-Chol標識赤血球（BODIPY (+)）と
血漿をインキュベーションした後の血漿から
抽出した全リポタンパク中の蛍光強度 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)赤血球のコレステロール逆転送機構への
関与の解析 
赤血球によるコレステロール逆転送への
関与を調べるために，初めに，3H標識コレス
テロールを用いた泡沫細胞からのコレステ
ロール引き抜き能の測定系を確立した（発表
論文 3）．次に，確立した測定条件を用いて，
apoA-IおよびHDLによるコレステロール引
き抜きの際に，赤血球も混在させ，その関与
を調べた．その結果，赤血球数依存的に泡沫
細胞由来のトリチウム標識コレステロール
が転送されることが明らかになった．また，
apoA-IやHDLの存在下で赤血球へのコレス
テロール転送は増加した（図 6）．さらに，一
度コレステロール引き抜き処理した apoA-I
に赤血球を混和すると apoA-I から赤血球へ
コレステロールの転送が確認された（図 7）．
これらの結果より，赤血球は泡沫細胞からコ
レステロール引き抜きを行った apoA-I や
HDL からコレステロールを受け取り，コレ
ステロール逆転送のプールとしての役割を
担っていることが示唆された． 

 
(3)修飾HDLの作製（SAA含有HDL） 
リコンビナントSAAをHDLとインキュベ
ーションすると，SAAはHDL分画中に検出
され，SAA含有HDLが作製されたことを確
認した．また，SAA を添加すると下層に
apoA-Iが多く検出された．つまり SAAによ
りapoA-IがHDLから離脱されることが明ら
かになった（図 8）．さらに，HDLの抗粥状
動脈硬化作用のひとつである抗酸化能に関 
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図 5. ゲル濾過クロマトグラフィー 
 洗 浄 赤 血 球 （ BODIPY (-) ） お よ び
BODIPY-Chol標識赤血球（BODIPY (+)）とイ
ンキュベーションした後の血漿から抽出した全
リポタンパクをゲル濾過クロマトグラフィーに
て分離，蛍光（Ex 480 nm/Em 510 nm）で検出
した．ピークは左から VLDL，LDL，HDL 
 

図 8. SAA含有HDLの作製 
HDL にリコンビナント SAA（rhSAA）を添
加しインキュベーション後，超遠心（d = 1.210）
によってHDL層（Top）とそれ以外（bottom）
に分離した．それぞれの分画を SDS-PAGE後，
CBBにて染色した． 

図 7. apoA-Iから赤血球へのコレステロールの移動 
 3H標識コレステロール含有 apoA-I (0, 5, 10 μ
g/mL）と赤血球を 4 時間インキュベーションした
後の赤血球中の放射活性（■）．□は apoA-I未添加
時の放射活性（diffuse）をそれぞれから引いた値．
** p < 0.01 vs apoA-I未添加. 
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図 6. apoA-Iおよび HDLのコレステロール引き抜き
能における赤血球の影響 

apoA-I（10 μg/mL）およびHDL（50 ㎍/mL）に
4濃度の洗浄赤血球（なし，16倍，32倍，64倍希釈）
を添加した後の培地中および赤血球中の放射活性
（DPM%）を測定した． 
* p < 0.05 and ** p < 0.01 vs 赤血球なし. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
して，SAA による HDL への影響を調べた．
LDL に硫酸銅を添加すると共役ジエンの生
成とともに 234 nmの吸光度の増加が見られ
る（図 9A）．この緩やかな反応である Lag 
phase と急激な反応である Propagation 
phaseの交点までの時間である Lag timeよ
り抗酸化能を評価した．結果，apoA-Iよりリ
コンビナント SAA の方が抗酸化能を有して
いることが明らかになった．さらに，HDL
と作製したSAA含有HDLの抗酸化能を比較
すると，SAA含有HDLに高い抗酸化能が認
められた（図 9B，9C）．また，非炎症（SAA 
≦ 8 μg/mL），軽度炎症（8 < SAA ≦ 100 
μg/mL），高度炎症（SAA > 100 μg/mL）
の患者血清より HDL を抽出し，同様に抗酸
化能を調べたところ，作製した SAA 含有
HDL と同様に，炎症が進むにつれて抗酸化
能が増加することが明らかになった．今後，
この通常とは異なる性質を持つ SAA 含有
HDL を用いて，赤血球からのコレステロー
ルの受け取りに変化が認められるか調べる． 
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図 9. LDL酸化に対する抗酸化能の評価 
1 μmol/Lの硫酸銅で LDLを酸化した際の吸光度変
化（234 nm）のタイムコースを示す（A）．緩やかな
反応である Lag phase と急激な反応である
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