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研究成果の概要（和文）：心血管疾患発症のリスクを予見可能な血清バイオマーカー候補として、

体内において切断や修飾を受けたアポリポ蛋白ＡＩ、すなわち本研究ではＣ末端切断アポＡＩ、

Ｎ－ホモシステイン化アポＡＩ、およびアポＡＩ－アポ AII 複合体に注目し、それらが健常人

血清中に存在することを証明した。また､それらの測定法を開発し、一部については心筋梗塞患

者と健常者の比較において、血清バイオマーカーとして有用である可能性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We pay attention to truncated and/or modified apolipoprotein AI 
(apoAI), such as C-terminally truncated apoAI, N-homocysteinylated apoAI, and 
apoAI-apoAII heterodimer, as the potential candidates of predictive biomarker for 
cardiovascular disease. We identified those truncated and modified apoAI in nomal human 
serum and developed the quantitative methods for those candidates. In the preliminary 
experiment, the possibility that apoAI-apoAII heterodimer would be a useful biomarker for 
acute myocardial infarction was indicated. 
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１．研究開始当初の背景 
冠動脈疾患による高い死亡率は先進諸国

に共通した事象である。血清コレステロール
や血圧などの危険因子を標的とした取り組
みは、心筋梗塞による死亡数を 3分の 2程度
に減少させたが、その効果は十分とは言い難
い。それは、これらの危険因子が集団におい
て有意な危険因子であること、危険性の高い
時期を特定するものではないことに起因し

ている。現在、電子ビームＣＴ（EBCT）によ
る冠動脈石灰化定量、血管超音波検査（IVUS）
などが粥状硬化症による冠動脈疾患発症の
リスクを評価するために有用とされている
が、これらの検査は侵襲性が大きいこと、高
い技術を必要とすること、汎用性に乏しいこ
と、およびランニングコストが高いことを考
慮するとスクリーニング等に使用すること
には限界がある。したがって、個人のリスク
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をよりリアルタイムに反映する簡易に測定
可能な血清バイオマーカーの開発が望まれ
る。一方、粥状硬化症に脂質代謝が関与して
いることは明白であるが、粥状硬化症は炎症
性疾患であり、酸化ストレス性疾患でもある
という多因性から考えて、1 種類のバイオマ
ーカーがそのリスクを完全に反映すること
には自ずと限界があると考えられる。また、
HDL-コレステロール、LDL-コレステロール、
ホモシステイン、酸化物といった比較的大き
な括りの検査は、その存在様式から考えてリ
アルタイム（near-term）バイオマーカーと
しての可能性は小さいと思われる。したがっ
て、HDL あるいはそのサブフラクションが修
飾や変性を受けた微少分画にターゲットを
絞って、より高感度のリスクバイオマーカー
開発を考える必要がある。 
 
２．研究の目的 
粥状硬化は脂質異常による疾患であると

同時に、炎症性疾患、酸化ストレス性疾患で
あることが広く知られている。HDLは reverse 
cholesterol transport 作用によって抗動脈
硬化的に働くことが知られているほか、抗炎
症、抗酸化の面でも重要な役割を果している。
しかし、それらの機能には高度な分子機構が
関与しており、全 HDL-コレステロールの高低
だけで診断できるようなものではない。 
当研究室では、粥状硬化層で起こりえる

HDL の変性等が病巣の進展をリアルタイムに
反映するとともに、HDL の reverse chole- 
sterol transport 作用や抗炎症作用、抗酸化
作用の低下をきたす可能性に着目し、apoAI
のＣ末端 18アミノ酸残基が truncate された
apoAI フラグメント（truncated apoAI）、あ
るいは apoAIのリシン残基がホモシステイン
化された N-ホモシステイン化 apoAI、及び
myeloperoxidase の作用によって形成される
apoAI-apoAII heterodimer に着目し、粥状硬
化層を評価できるバイオマーカーとしての
可能性を明らかにすることを目的とした。ま
た、様々な修飾あるいは変性を受けた HDL 微
少分画の定量を行なうことで、単に脂質代謝
だけでなく、炎症あるいは酸化ストレスとい
った粥状硬化の多因性を考慮した複数項目
の測定法を確立し、個人の病態をより的確に
反映し、近々のリスクを予見可能なバイオマ
ーカー群の構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）既に作成済みの truncated apoAI に特
異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（mAb16-4）を用いてその特性を明らかにし、
健常者血清中に truncated apoAI が存在する
ことを証明するとともに、ELISA 法を用いた
測定法を開発する。 
（2）N-ホモシステイン化 apoAI を検出およ

び定量するための方法を開発し、健常者血清
中にN-ホモシステイン化apoAIが存在するこ
とを証明するとともに、その特性を明らかに
する。 
（3）apoAI-apoAII heterodimer が健常者血
清中に同定できることはすでに報告されて
いるが、その特性を明らかにするとともに、
定量法を開発する。 
（4）これらの開発された測定法を用いて、
心筋梗塞患者および健常者間に有意な差が
認められるかどうか明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）C-terminally truncated apoAI 
①mAb16-4 を結合させたアフィニティーカラ
ムに健常者血清を流し、結合分画をイムノブ
ロット法によって解析したところ、健常者血
清中に truncated apoAI が存在することが、
確認された（図 1）。ポリクローナル抗 apoAI
抗体と反応したカラムに non-specific に結
合した intact apoAI のバンドと specific に
結合した truncated apoAI のバンドの発色強
度から見て、健常者血清中のtruncated apoAI
は極めて微量であることが推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 1 健常者血清中 truncated apoAI の同定 
   精製 apoAI（Ａ）、chymase 処理 apoAI（Ｂ）、およ 
  び mAb16-4 結合アフィニティーカラム結合分画（C） 

の各試料におけるポリクローナル抗apoAI抗体（ｐ）
および mAb16-4 モノクローナル抗体（ｍ）を用いた
イムノブロット像を示す。 

 

②mAb16-4 作成時に用いたペプチドをコーテ
ィングした競合 ELISA 法によって truncated 
apoAI の測定を試みた（図 2）。試料として同
ペプチドの希釈系列を用いた場合は予想ど
おりきれいな競合曲線が得られた。また、
chymase 処理した apoAI では競合曲線が得ら
れるが、未処理 apoAI では競合しないことが
確認された。しかし、健常者血清中の
truncated apoAI を測定できる感度は得られ
なかった。これは､前述のように血清中
truncated apoAI が極めて微量であることが
考えられた。これを裏付ける知見として、
apoAI の chymase 処理によって得られる
truncated apoAI（C 末端の 18 アミノ酸が切
断されたもの）はマイナーな分画であり､そ
の他の位置で truncate された apoAI フラグ
メントのほうが量的に多いことが示された
(図 3)。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 

図 2 競合 ELISA 法による truncated apoAI の定量 
   mAb16-4 作成時に用いたペプチドを ELISA プレー

トにコーティングし、それぞれ同ペプチド（A)、未
処理 apoAI（Ｂ；Int）および chymase 処理 apoAI（Ｂ；
Cym）の希釈系列を試料として競合 ELISA 測定を行
った。 

 
 
 

 

 

 
 
 
 

図 3 chymase 処理 apoAI の 2次元電気泳動像 
   chymase 処理した apoAI を試料とし、1 次元目に

等電点電気泳動、2次元目に SDS-PAGE を実施し、抗
apoAI 抗体で可視化した。白矢印の濃く染色された
スポットはmAb16-4抗体および抗apoAI抗体のいず
れとも反応した truncated apoAI を示す。点線で囲
った部分は intact apoAI が泳動される位置を示す。 

 
（2）N-ホモシステイン化 apoAI 
①N-ホモシステイン化 apoAI の検出・定量法
として、システアミン処理後に等電点電気泳
動を行う方法を開発した。すなわち､分子中
にシステイン残基を含まないapoAIはN-ホモ
システイン化によって SH 基を有するため、
システアミン処理によって等電点が変化す
ることを利用している（図４）。HDL のホモシ
ステインチオラクトン処理による N-ホモシ
ステイン化の結果、等電点が増加した多くの
バンドが認められ、N-ホモシステイン化
apoAI が本法によって分別定量できることが
示唆された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 4 システアミン処理によるtruncated apoAI 検出

の原理 
  intact apoAI はシステイン残基(SH 基)を含まない

が、SH 基含む N－ホモシステイン apoAI はシステア
ミン処理によって NH3

+に由来する+チャージが付加さ
れるため、等電点が上昇する。 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 5 HDLのホモシステインチオラクトン処理によ

る apoAI の等電点電気泳動像の変化 
  ホモシステインチオラクトン未処理においてもシ
ステアミン処理後に等電点が上昇したバンドが確認
されるが、ホモシステインチオラクトン処理によって
その量および強度が劇的に増加することが確認され
た。 

 
②健常者血清中にN-ホモシステイン化apoAI
が存在することが、本法を用いて証明された
（図 6）。27 名の健常者から得られた血清を
用いてN-ホモシステイン化apoAIの基準範囲
（総 apoAI 中の比率として）を算出したとこ
ろ、1.0-7.4％であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図6 健常者血清中N-ホモシステイン化apoAIの同定 
  ２名の健常者（a,b）より得られた血清中に N-ホモ
システイン化 apoAI（システアミン処理によって
intact apoAI の上に認められるバンド）が存在するこ
とが示された。 

 
（3）poAI-apoAII heterodimer 
①健常者血清中に Tyr-Tyr 結合を介した
apoAI-apoAII heterodimerが存在することを
確認した（図７）。また、HDL を myeloper- 
oxidase（MPO）で酸化することによって、そ
の量が増加することが確認された（図 8）。 
 
           
           図 7 健常者血清中 apoAI-  

apoAII heterodimer の同定 
                     メルカプトエタノールによっ

て還元されない、抗 apoAI 抗体
および抗 apoAII 抗体のいずれ
とも反応するバンド（矢印）、
す な わ ち 、 apoAI-apoAII 
heterodimer が認められた。 

                       
                     
                        
                        
                       
  



 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 図 8 HDL の MPO 処理による apoAI-apoAII hetero- 

dimer の形成 
  MPO 処理によって、抗 apoAI 抗体および抗 apoAII 抗

体を用いたイムノブロット像（Ａ）、さらには CBB 染
色像（Ｂ）のいずれにおいても apoAI-apoAII 
heterodimerのバンド強度増強が認められた（白矢印）。 

 
 
②抗 apoAII 抗体を capture 抗体、抗 apoAI
抗体を detect 抗体として用いたサンドイッ
チ ELISA 法によって、apoAI-apoAII hetero- 
dimer が定量可能であり、良好な検量線（図
９）が得られた。また、連続希釈試料の測定
より、本測定法の定量性および正確性が概ね
良好であることが確認された（図 10）。同時
再現性の CV は 4.8%であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      図 9 検量線の代表例 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 10 定量性および正確性の確認 
   任意濃度 100 unit とした血清を標準試料として

作成して検量線を用いて、他の血清をそのまま、お
よび 90％、80％、70％、60％、50％の濃度になるよ
うに希釈した試料を測定した。 

（4）心筋梗塞患者血清中 apoAI-apoAII 
heterodimer の測定 

①上記に示した新たに開発した測定法のう
ち、apoAI-apoAII heterodimer について、健
常者および心筋梗塞発症患者血清の濃度を
比較した（図 11）。健常者に比べて心筋梗塞
発症患者で有意にapoAI-apoAII heterodimer
濃度が高値であった。しかし､72 時間後には
正常化が確認された。血清 MPO 活性と apoAI- 
apoAII heterodimer濃度に比較的高い相関が
認められ（ｒ＝0.624）、心筋梗塞のマーカー
として有用である可能性が示唆された。MPO
は多くの炎症性疾患で上昇することが知ら
れているが、apoAI-apoAII heterodimer が
MPO 以上に心筋梗塞発症に特異的マーカーで
あるかどうかを解明するには、更なる解析が
必要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 11 心筋梗塞発症時の apoAI-apoAII hetero- 

dimer 濃度 
2つの健常者グループ（N1 and N2; 8 例および

４例）と心筋梗塞発症患者（Pt；４例）の発症時
および 72時間後の apoAI-apoAII heterodimer 濃
度を測定した。 
（＊P＜0.05） 
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