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研究成果の概要（和文）： 
脂質異常症は動脈硬化の危険因子で、これまで LDL を中心とした治療体系が構築されてきた
が心血管疾患は増加の一途を辿っており、LDL 以外の動脈硬化促進性リポ蛋白の重要性が高ま
ってきている。small dense LDL(sdLDL)は食後高脂血症と密接に関与するリポ蛋白であるが
その体内代謝動態や治療法については不明であった。本研究では、安定同位体を使ったヒト代
謝研究を行い、sdLDL には異化遅延があること、スタチンがこの異化障害を正常化することを
見出した。 
研究成果の概要（英文）： 
Dyslipidemia has been considered as a major risk factor for cardiovascular disease (CVD). 
LDL-centric treatment has failed to reduce CVD, thus highlighting other atherogenic 
lipoproteins.  Among those, small dense LDL (sdLDL) is associated with postprandial 
lipemia. However, exact metabolism and treatment strategy of sdLDL is yet to be 
established.  In the present study, we performed in vivo metabolic study using stable 
isotopically-labeled amino acid and found that rate of catabolism was 34% lower in sdLDL 
and this delayed catabolism was normalized by statin treatment.        
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１．研究開始当初の背景 
LDL-コレステロールが冠動脈疾患の独立し
た危険因子であることは周知の事実である
が、LDL の量的異常とともに質的異常も動
脈硬化進展に大きく寄与することが明らか
になってきた。すなわち、大型の LDL に比
較して小型の LDL(small dense LDL, sdLDL)
は冠動脈疾患リスクを約 3 倍に増加させる
こと(Circulation,1997)、また我が国の

Koba らの報告では、冠動脈造影で有意狭窄
を認めた患者では、狭窄のない患者に比べ
て LDL 粒子が有意に小型化していることが
確認されている(Ann Intern Med, 2000)。 
さて、様々な臨床疫学調査から small dense 
LDL が独立した冠動脈危険因子であること
が示されているが動脈硬化進展メカニズム
は不明である。そのためには、トレーサー
を使って体内代謝動態を明らかにすること



が第一歩である。この方法の利点は、ヒト
を研究対象としているという点でヒトでの
直接的な知見が得られることである。歴史
的には放射活性物質が使われてきたが、近
年放射能被爆等の理由で使用困難となって
きた。それに変わる方法として、安定同位
体を使った代謝研究が主流となってきてい
る。 
sdLDL の分離法が困難であることも、sdLDL
研究の大きな障害である。超遠心法によっ
て高比重の LDL 分画を sdLDL とする方法が
一般的であるが超遠心の繰り返しの過程で
変性する懸念が、響する懸念が指摘されて
いる。近年、Hirano らは界面活性剤を使っ
た新規 sdLDL アッセイを確立し、上記代謝
研究にも応用できる可能性を示した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、冠動脈疾患患者と健常者を対象
として安定同位体を使ったアポ蛋白代謝実
験を施行して small dense LDL の体内代謝
動態を解明することを主たる目的とする。加
えて、安定同位体標識グリセロールとグルコ
ースを投与し、それぞれ VLDL TG 代謝とグ
ルコース代謝(インスリン感受性とグルコー
ス感受性)を評価する。この包括的代謝研究に
よって、small dense LDL が total LDL と代
謝が異なるかどうかという点だけでなく、
small dense LDL代謝が肝臓からのリポ蛋白
産生量やインスリン感受性と関連性がある
かどうかについても検討することが可能と
なる。 
本研究のもう一つの柱は、 small dense 
LDL に対する薬物介入である。一般的に、ス
タチン、フィブレートともに LDL 粒子径を
大粒子化させることがわかっており、small 
dense LDL 代謝改善作用が期待されている。
本研究では、具体的にどのような機序で
small dense LDL代謝に影響するのかを詳細
に検討する。 
３．研究の方法 
冠動脈疾患患者と健常者を対象に安定同位
体を使った代謝実験を行う。 
(1) 代謝実験のプロトコール 
 ① 対象 
 • 脂質異常症合併冠動脈疾患患者 10 名 
 • 健常者 10 名 
翌朝空腹時に以下の 2種類の安定同位体ラベ
ルトレーサーを静注する。 
 ② トレーサー 
 •アポ蛋白代謝実験:2H3-leucine 5mg/kg 
 •VLDL TG 代謝実験: 2H5-glycerol 3mg/kg 
採血スケジュール：前、10、30、60min、1、
2、3、4、5、6、8、10、12、14、24、36、48hour 
 •グルコース代謝実験: 2H2-glucose0.3g/kg 
採血スケジュール：前、2、4、7、10、15、
20、30、40、50、60、80、100、120、140、

160、180min 
(2)アポ蛋白代謝実験のサンプル処理 
血清分離後、超遠心法にて VLDL、IDL、LDL
に分画してイソプロピルアルコールにてア
ポ蛋白 B-100のみを沈殿させる。加水分解後、
アミノ酸修飾を行ない、ガスクロマトグラム
質量分析計(H5973, ヨコガワアナリティカ
ルシステムズ、現有機器)に注入し、T/T ratio
を測定する。また、血清 0.3ml を陰イオン交
換樹脂にかけてアミノ酸を抽出し、同様に修
飾後 GC-MS で T/T ratio を測定する。 
(3)small dense LDLの分離(Hirano T, J Lipid 
Res. 2003) 
フィルター遠心チューブに 0.3ml の処理液
(ヘパリンマグネシウム液)に対して等量の
血清を添加する。混和後、37ºC で 10 分間反
応させる。その後 5000g、1 分間遠心してフ
ィルター通過部分を回収する。回収分画の比
重を 1.019g/ml に上げて 39000rpm、20 時間
超遠心する。上清 3ml を回収してさらに比重
を 1.063g/ml にして同じ条件で超遠心し、上
清 1ml(small dense LDL 分画)を回収する。
その後は、上に述べたのと同じ過程で tracer 
/tracee ratio 測定する。 
(4) VLDL TG 代謝実験のサンプル処理 
VLDL の脂質成分を抽出して薄層クロマトグ
ラフィーにて TG を分離する。ヘプタンで脂
肪酸メチルエステルを除いて、残ったグリセ
ロールを修飾後、GC-MS で T/T ratio を測定
する。血清 0.2ml をアセトン/ヘキサン/水で
混和し、同様の修飾を行い、GC-MS で T/T 
ratio を測定する。 
(5)グルコース代謝実験のサンプル処理 
血清 0.2m l をペンタアセテートにより修飾
した後、GC-MS にて T/T ratio を測定する。 
(6)代謝モデルの確立 
代謝モデルの開発に関しては、専用ソフト
(SAAMII,ワシントン大学, 現有ソフト)を使
用する。アポ蛋白 B-100のモデル(VLDL、IDL、
LDL)に関しては確立している(Ikewaki K, J. 
Clin. Invest.,1995)ので、このモデルに
small dense LDL のコンパートメントを組み
入れる。VLDL TG モデルについては、Elias
らによって報告されたモデル(Elias N, 
Arterioscler. Thromb. Vasc.Biol. 2000)
をテンプレートとして随時改良を加える。同
様に、グルコース代謝モデルは、標準的なモ
デルである one compartment minimal model
を使用する。 
(6)代謝パラメーター算出 
代謝モデルを用いて以下の代謝パラメータ
ーを算出して研究を完結する。 
 
 
 
 
 



４．研究成果  
(1) sdLDL 分離法の確立  
当初、Hianoらの方法で分離した分画を sdLDL
として分析した。その結果を図 1 に示した。 

 
作成し、実際の T/T curve のフィッティング
を検討した。 

図 4 sdLDL 代謝モデルによるフィッティング 
 
その結果、図 4に示すように、モデル 2で良
好なフィッティングを得られた。 

図1 LDLとsdLDLのtracer/tracee curve(1) 
 

 sdLDL の tracer/tracee(T/T ratio、実線)は、
LDL 全体の T/T よりも立ち上りが早かった。
小粒子 LDLの異化速度は遅いことが予想され
ることから、VLDL 分画の混入が疑われた。 

(3) 脂質異常症合併冠動脈疾患患者の sdLDL
異化速度-LDL 全体の異化速度との比較- 

表 1 対象患者 図2 LDLとsdLDLのtracer/tracee curve(2) 
  
対象者は全員男性で平均 LDL-C 濃度は
167mg/dL と中等度の高コレステロール血症
者であった。 

この結果を受けて、sdLDL アッセイ後、超遠
心法にて VLDL 分画を除去するプロトコール
に変更した。 

一部の患者に対しては、6週間のスタチン(ロ
スバスタチン 2.5mg/日あるいはピタバスタ
チン 2mg/日)の前後のトレーサー実験を実施
した。 

その結果、図 2に示すように sdLDL T/T の立
上りが total LDL T/T よりも遅くなった。 
 
(2) sdLDL 代謝モデルの開発 

図 3 sdLDL 代謝モデルの比較 
 
sdLDL(赤で示したコンパートメント)を含む
アポ蛋白 Bの代謝モデルとして以下の 2つを 

表 2 sdLDL と LDL の異化速度 
 

 
 



今回、small dense LDL に対するヒトでの体
内代謝動態を検討する初めての研究であっ
たが、当初の予想通り LDL の中で著明な代謝
遅延があることが明らかになった。代謝遅延
によって滞在時間が延び、その間に血管壁で
の酸化修飾を受ける機会も増えることが予
想され、動脈硬化惹起性が高いことを示唆し
てる。LDL 受容体を活性化するスタチンや小
腸でのコレステロール吸収阻害薬であるエ
ゼチミブによって LDL異化障害が正常化した。
残存するリスクの軽減に向けて、今後の治療
戦略の構築するに当たって重要な知見にな
るもとと考えられる。 

total LDL の異化速度 (FCR, fractional 
catabolic rate)が0.406±0.147/日に対して、
sdLDL FCR は 0.257±0.071 と 37％の有意の異
化速度の低下を認めた。 
 
(4)高脂血症薬の sdLDL 代謝に及ぼす影響 
① スタチン 
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