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研究成果の概要（和文）：中性脂質であるアシルグリセロール（モノアシルグリセロール・ジアシルグリセロー
ル・トリアシルグリセロール）やコレステロールは、生命活動の維持において重要な役割をしていることが明ら
かとなっている。血中におけるトリアシルグリセロールやコレステロールは、脂質異常症やメタボリックシンド
ロームの診断基準となっている。しかし、アシルグリセロールやコレステロールに対して特異性が明確な高感度
ハイスループット定量法は存在しなかった。本研究課題では、中性脂質としてアシルグリセロールを区別する酵
素蛍光定量法ならびにコレステロールに対する酵素蛍光定量法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Acylglycerols (monoacylglycerol, diacylglycerol and triacylglycerol) and 
cholesterol play important roles in biological activities. The plasma levels of triacylglycerol and 
cholesterol are diagnostic criteria for dyslipidemia and metabolic syndrome. However, there is no 
high-throughput assay for quantifying acylglycerols or cholesterol with high sensitivity and 
specificity. In this study, we developed the specific enzymatic fluorometric assays to specifically 
measure acylglycerols and cholesterol.

研究分野： 脂質生化学

キーワード： 中性脂質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題で開発した酵素蛍光定量法は、従来の方法と比べて非常に高感度で、主な操作はピペットによる試料
と反応液のマイクロプレートへの分注であり、定量に要する時間は短時間で、ハイスループット定量が可能であ
る。本酵素蛍光定量法は、動脈硬化性疾患についての研究だけでなく、動物実験や植物・微生物実験を含む生化
学研究分野や栄養科学分野、薬理・創薬科学分野など生命科学全般に応用されることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

中性脂質であるアシルグリセロールは、グリセロールに脂肪酸がエステル結合したものであ
る。その脂肪酸鎖の数によりモノアシルグリセロール・ジアシルグリセロール・トリアシルグリ
セロールと名付けられている。さらに、その脂肪酸鎖の炭素数および二重結合数の違いにより、
それぞれの中性脂質の分子種は無数に存在する。中でもトリアシルグリセロールは、脂肪細胞内
では脂肪滴として多量に存在し、血漿中ではカイロミクロンや超低密度リポタンパク（VLDL）、低
密度リポタンパク（LDL）、高密度リポタンパク（HDL）などのリポタンパクの構成成分であり、エ
ネルギー源として生命の維持に必要不可欠な役割を担っている。コレステロールは、ステロイド
核にヒドロキシ基と炭化水素鎖が結合した構造をしているステロールの一種であり、脂肪酸が結
合したコレステリルエステルとしても存在している。コレステロールは、細胞膜に存在し、膜流
動性を調節している。また、コレステロールとスフィンゴミエリンは、ともに密集することで、
膜流動性が低下した脂質ラフトと呼ばれるマイクロドメインを形成している。血中において、コ
レステロールは、主にコレステリルエステルとして低密度リポタンパク（LDL）や高密度リポタン
パク（HDL）などのリポタンパクの主要成分となっている。アシルグリセロールやコレステロール
は、それらの役割に加え、さまざまな膜タンパク質の活性や局在を調節し、細胞内シグナル伝達
やホルモン産生などに関わることで生命活動の維持において重要な役割をしていることが、近年
しだいに明らかとなってきた。そして、血液検査において、LDL や HDL に含まれるコレステロー
ルやトリアシルグリセロールの値は、脂質異常症やメタボリックシンドロームの診断基準となっ
ている。しかし、アシルグリセロールやコレステロールの血中濃度や細胞内濃度と各種疾患との
定量的関係については、はっきりとしていない。その原因の一つに、アシルグリセロールやコレ
ステロールに対して、特異性が明確になった高感度で多数の試料を一度に扱えるハイスループッ
ト定量法が存在しなかったことが挙げられる。 

従来、中性脂質の種類ごとの同定と定量は、薄層クロマトグラフィー（TLC）、高速液体クロマ
トグラフィー（HPLC）または質量分析により行われてきた。TLC は、操作工程が複雑で長時間を
要し、感度が低いため、多量の試料が必要である。また、HPLC を用いた中性脂質の定量では、分
子内の脂肪酸鎖二重結合の紫外吸収で検出するため、脂肪酸鎖の種類による影響を強く受け、定
量性は乏しくなる。質量分析では、中性脂質に対して、脂肪酸鎖の種類を区別した分子種ごとに
極めて高感度に検出する一方で、モノアシルグリセロール・ジアシルグリセロール・トリアシル
グリセロールとしての定量や比較は困難である。例えば、トリアシルグリセロールに関して、3 本
の脂肪酸鎖の組み合わせにより 100種類以上の分子種が存在し、質量分析ではそれぞれがイオン
化効率の異なるピークとして検出されるため、ピークごとにスタンダード曲線が必要となる。こ
のように、従来の方法では、生体試料中の中性脂質を定量解析するには十分でなかった。 
 
２．研究の目的 
 
現在、臨床において行われているトリアシルグリセロール測定は、酵素法によりモノアシル

グリセロール・ジアシルグリセロール・トリアシルグリセロールの合計量を求めるものである。
このため、現在の検査結果でトリアシルグリセロールが高い患者の中には、トリアシルグリセロ
ールが増加している患者以外に、ジアシルグリセロールやモノアシルグリセロールが増加してい
る患者が混在していることが予想される。トリアシルグリセロールと分解産物であるジアシルグ
リセロールとモノアシルグリセロールでは、生理的役割が全く異なるため、これらを区別して定
量し、疾患の発症に与える影響を評価するべきであると考えられる。 
本研究課題では、中性脂質としてアシルグリセロールの種類（モノアシルグリセロール・ジア

シルグリセロール・トリアシルグリセロール）を区別する酵素蛍光定量法の確立を目標とする。
また、コレステロールに対しても高感度かつハイスループットな酵素蛍光定量法を確立し、その
特異性を明確にする。酵素蛍光定量法は、従来の方法と比べて非常に高感度であり、主な操作は
ピペットによる試料と反応液のマイクロプレートへの分注で、非常に簡便であり、定量に要する
時間は短時間で、ハイスループット定量が可能である。さらに、大型の特殊装置は必要でなく、
キット化することで自動測定も可能となる。 
 
３．研究の方法 
 

これまでに、我々は、各種リン脂質クラスに対して特異的な定量法の網羅的開発に着手し、主
要リン脂質クラスの定量法を完成させている。酵素蛍光定量法とは、複数の酵素反応と化合物を
組み合わせ、測定対象の分子から特異的な蛍光強度の増加を導くことにより定量を行う方法であ
る。 

それぞれのアシルグリセロール（モノアシルグリセロール・ジアシルグリセロール・トリアシ
ルグリセロール）やコレステロールに対して特異的な酵素蛍光定量法の反応経路について考案し、



検討を進めた。まず、脂質の精製標準品を用いて、定量に利用可能な酵素を検討した。同じ反応
を進める酵素でも、複数の生物由来のものを試し、その中から最適なものを選択した。そして、
最適反応条件(温度・時間・濃度など)を決定し、感度・精度や特異性に関して精査を行った。 
 
４．研究成果 
 
本研究では、新たな中性脂質定量法の開発に取り組み、試行錯誤を繰り返した結果、数十ピコ

モルオーダーの中性脂質を定量分析することが可能となった。本定量法は、非常に簡便であり、
定量に要する時間は短時間で、ハイスループット定量が可能である。 

モノアシルグリセロールに対する定量法について条件検討を繰り返した結果、モノアシルグリ
セロール濃度に対して高い直線性を有する検量線を得ることができた。そして、検出限界として
10 ピコモル程度までのモノアシルグリセロールを定量することが可能となった。この定量法は、
測定対象のモノアシルグリセロールに対して特別な標識が必要でなく、様々な実験系で利用でき
る。そこで、本定量法を培養細胞実験に利用できるか、妥当性について検証を行った。HEK293細
胞の抽出脂質サンプルに既知量のモノアシルグリセロールを加える添加回収試験において、添加
したモノアシルグリセロールを 100%近く定量することができた。また、細胞抽出脂質サンプルの
希釈試験を行ったところ、希釈率に比例した非常に高い直線性が得られた。これらの結果より、
培養細胞実験におけるモノアシルグリセロール酵素蛍光定量法の妥当性を確認できた。さらに、
モノアシルグリセロール酵素蛍光定量法の特異性について、様々な脂質分子種を用いて詳細な確
認を行った。 

また、コレステロールに対する高感度ハイスループット酵素蛍光定量法を確立し、その特異性

を詳細に評価した。コレステロール酵素蛍光定量法では、コレステロールに酵素を作用させて過

酸化水素を発生させ、蛍光性化合物により検出する。このコレステロール酵素蛍光定量法の検出

限界は、従来の酵素発色法と比べて数十倍高感度であった。このコレステロール定量法の特異性

について検討したところ、コレステロール前駆体や種々オキシステロール・植物ステロールが、

コレステロールと同等に検出された。一方、胆汁酸や一部のコレステロール前駆体やオキシステ

ロールは検出されないことが明らかとなった。 

次に、培養細胞からの抽出脂質に対するコレステロール酵素蛍光定量法の利用について、添加

回収試験ならびに希釈試験により妥当性を確認した。また、本コレステロール酵素蛍光定量法を

応用して、動脈硬化を誘発する脂質異常症の治療に用いられるスタチン系薬物やフィブラート系

薬物の作用を、培養細胞（HepG2 細胞）を用いて比較した。その結果、フィブラート系薬物によ

る細胞内コレステロール量に対する影響は認められなかった。一方で、スタチン系薬物により細

胞内のコレステロール量は低下したが、スタチン系薬物の種類によってその作用に強弱が見られ

た。 

本研究課題で開発した酵素蛍光定量法は、動物実験や植物・微生物実験を含む生化学研究分

野や栄養科学分野、薬理・創薬科学分野など生命科学全般に及ぶブレイクスルーをもたらすこと

が期待できる。 
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