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研究成果の概要（和文）：高比重リポタンパク（HDL）には動脈硬化を予防するコレステロール引き抜き能
（CEC）がある。我々は、培養細胞や放射性物質の代わりにリポソームやBODIPY標識コレステロールを用いるこ
とで、高精度で簡便かつ安全なCEC評価法を開発し、固定化リポソーム結合ゲルビーズ法（ILG法）と命名した。
一方、血清および血漿に含まれるビリルビンがCEC値に正の誤差をもたらすことが明らかになった。ビリルビン
がCECに及ぼす影響の改善を試みた。励起波長の変更により、ビリルビンによる陽性誤差が約70％改善した。さ
らに、ビリルビンオキシダーゼの使用により、CECの偽高値を約80％改善することができた。

研究成果の概要（英文）：High-density lipoprotein (HDL) has cholesterol efflux capacity (CEC) to 
prevent atherosclerosis. We developed a highly accurate, simple, and safe method for CEC assessment 
using liposomes and BODIPY-labelled cholesterol instead of cultured cells or radioactive materials, 
which we named the immobilized liposome-linked gel bead (ILG) method. The ILG method can be 
performed in clinical practice. However, our previous study showed that bilirubin causes a positive 
error in the CEC value. Therefore, in this study, we attempted to improve the effect of bilirubin 
levels on the ILG method.It was found that bilirubin emitted fluorescence in the measurement setup 
of the ILG method.The positive error due to bilirubin could be improved by approximately 70% by 
shifting the excitation wavelength. Furthermore, the use of bilirubin oxidase improved the false 
high value of CEC by approximately 80%.

研究分野： 臨床検査医学

キーワード： 高比重リポタンパク　粥状動脈硬化　コレステロール引き抜き能　リン脂質引き抜き能

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、肝機能障害や新生児黄疸などの高ビリルビン血症検体のCEC値が測定できるようになった。特に
ILG法はCVDリスクを早期に評価するスクリーニング検査としての臨床導入を視野に入れているため、高ビリルビ
ンの黄疸血清などの様々な検体への適用性を担保することが重要である。今回のビリルビンによる陽性誤差の改
善は、ビリルビンが正常範囲にある患者にとっても有意義である。本研究で得られた結果は、BODIPY標識コレス
テロールを用いたCEC測定法全般において、ビリルビンが関与する測定値への影響の解決に大きく貢献すると考
えられる。

※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 
（1）動脈硬化と脂質検査 
動脈硬化の検査として、低比重リポタンパク（LDL）および高比重リポタンパク（HDL）コ

レステロールの検査が普及している。疫学研究の結果から LDL-コレステロールは低いほうが良
く、LDL コレステロール低下薬により、動脈硬化性疾患への一定の効果が認められている。し
かし、LDL が基準範囲にも関わらず心血管イベント発生を引き起こす残余リスクの存在が新た
に注目されている。多くの前向き研究により、低 HDL 血症が心血管疾患の独立した危険因子で
あることが明らかになった。薬物介入による HDL 増加の臨床試験が次々に行われたが、いまだ
心血管イベントのリスクを低下させるような結果は示されていない。従来のコレステロール量
のみの評価には限界があり、HDL をターゲットにした治療・予防戦略は「量から質」への転換
期を迎えている。 
（2）コレステロール引き抜き能の評価 

HDL が担う動脈硬化に対する多彩な機能として、マクロファージなどの抹消細胞からのコレ
ステロール引き抜き能（CEC）、抗酸化能、抗炎症作用、内皮機能保護作用、抗血栓作用などが
示されている。特に CEC は HDL コレステロールより優れた心血管疾患のリスクマーカーとし
て世界的に期待されている。しかし、従来の研究手法における HDL の CEC 測定は、培養マク
ロファージにトレーサーとして放射性標識コレステロールを取り込ませ、HDL によって細胞外
へ移動したトレーサー量を評価している。しかし、本測定法の臨床検査への直接の応用は極めて
困難であると言わざるを得ない。この測定法は、「細胞の使用、放射性同位体の使用、手技が煩
雑、装置化が困難」という問題点をもつ。さらに私たちは CEC 評価の結果が研究グループ間で
異なる点に着目し、機能の測定法を精査した。その結果、CEC の測定値が培養細胞の泡沫化の
程度によって変化することを明らかにした（Yano et al. Journal of Lipids, 2016）。そこで私た
ちは臨床検査への応用に向けた固層化リポソーム結合ゲルビーズ（immobilized liposome-
bound gel beads; ILG）を用いた測定法を開発した（Horiuchi et al. Bioscience Reports, 2018）。
従来法との比較検討から、ILG が培養細胞に代わるコレステロールドナーとして有効であるこ
とが確認された（Horiuchi et al. Bioscience Reports, 2019. Horiuchi et al. Bioscience Reports, 
2020）。しかし、将来の臨床現場での使用を視野に入れた場合、得られた結果を正しく解釈する
ために ILG 法の結果と疾患との関係性を引き続き精査する必要がある。また、HDL は他のリポ
タンパクからの脂質成分の流入、各種受容体、輸送体を介したコレステロールの移動、細胞密度
勾配による取り込みにより成熟する。また、コレステロールエステル転送タンパク（CETP）に
よる HDL のエステル型コレステロールと他のリポタンパクの中性脂肪との交換などの脂質転
送が同時に進行している。HDL の血中濃度は動的な平衡状態とコレステロールホメオスターシ
スにより調節され、代謝様式のトータルネットに依存する。こうした HDL のネットのコレステ
ロール運搬能力と CEC との関連は依然不明である。 
 
２．研究の目的 
（1）粥状動脈硬化の抑制には HDL の CEC の役割が非常に重要とされている。本研究では、
HDL 以外のリポタンパクも含めた総合的な脂質保持容量の指標として、脂質分画異常でのトー
タルコレステロール引き抜き能の関連性を明らかにすることで粥状動脈硬化症の伸展のメカニ
ズムを紐解き、病態の早期把握を目指す。 
（2）研究計画段階において HDL 以外のリポタンパクの影響を確認するため、超遠心法で得た
カイロミクロン、超低比重リポタンパク、LDL を異なる比率にて再構成し、リポタンパク分画
の組成割合の違いがトータル CEC に与える影響を解析するについて検討予定であったが、超遠
心後の再構成リポタンパクを作成する際に使用される血清のビリルビンが ILG 法へ CEC 値に
正の誤差をもたらすことが明らかになった。そこで上記の検討を行う前段階として、ビリルビン
値が ILG 法に及ぼす影響の改善を試みた。 
 
３．研究の方法 
本研究では、HDL 以外のリポタンパクも含めた総合的な脂質保持容量の指標として、脂質分

画異常でのトータルコレステロール引き抜き能の関連性を明らかにすることを最終目標とする。
今回の研究においては、その前段階としてビリルビン値が ILG 法に及ぼす影響の改善、ILG 法
を用いたリン脂質引き抜き能（PEC）評価法の検討を行った。また先に述べたように HDL は他
のリポタンパクからの脂質成分の流入、各種受容体、輸送体を介したコレステロールの移動、細
胞密度勾配による取り込みにより成熟する。また、当研究室では急性期反応蛋白である血清アミ
ロイド A（SAA）が HDL の性質や機能へ与える影響について着目し、抗粥状動脈硬化作用との
関わりを明らかにしてきた。SAA の 90％以上が HDL と結合することが知られているが、HDL
以外のリポタンパクとも結合し複合体を形成することが明らかになっており、虚血性心疾患の
血中には SAA と LDL との複合体（SAA-LDL）が高値を示すことが報告されている。この HDL
以外のリポタンパクへの SAA の分布・転送は前述のリポタンパク分画異常や CETP の関与が疑



われている。リポタンパク分画の組成割合の違いがトータル CEC に与える影響を解析に先立っ
て、SAA添加の条件にて同様に解析を行い、SAAによるリポタンパク分画への影響を評価した。 
（1）ビリルビン値が ILG 法に及ぼす影響の改善 
超遠心後の再構成リポタンパクのビリルビンが ILG 法へ CEC 値に正の誤差をもたらすこと

が明らかになったため、ビリルビンが ILG 法で CEC 値に正の誤差を生じる原因を調べるため、
BODIPY 標識コレステロールとビリルビンの 3 次元蛍光スペクトルを測定した。ポリエチレン
グリコールを用いてアポリポタンパク B 除去血清（BDS）を作製し、BODIPY 標識コレステロ
ール含有リポソームを固相化ゲルビーズ（ILG）と 16 時間インキュベートした後、アッセイ後
に得られた BDS 中の BODIPY 標識コレステロール、およびインキュベーション後の BDS 中の
遊離および抱合ビリルビンの蛍光スペクトルを測定した（励起波長：450～510 nm、蛍光波長：
490～600 nm）。ビリルビンは、「干渉チェック A プラス」（シスメックス株式会社）のビリルビ
ンを使用した。 
ビリルビンオキシダーゼ（BOD）を 150 mM の NaCl と 1 mM の EDTA を含む 10 mM Tris-

HCl（pH7.4）に添加し、BOD 含有緩衝液を調整した。ビリルビンの調整については、上記の
「干渉チェック A プラス」のビリルビンを血清に添加し（遊離型：10 mg/dL、抱合型：9.7 mg/dL）、
ポリエチレングリコールを用いてビリルビン添加血清から BDS を得た。調製したビリルビン添
加血清 BDS を BOD 含有緩衝液と 16 時間インキュベートした後、吸光度スペクトルを分析し
た。さらに、16 時間のインキュベーションの間、ビリルビンの減少の時間経過をモニターした。
さらに、BOD 含有 Buffer でインキュベートしたビリルビン添加 BDS の蛍光強度を測定した。 
（2）ILG 法を用いたリン脂質引き抜き能（PEC）評価法の検討 

PEC 測定のためのトレーサーとして Texas-Red-DHPE を含んだリポソームを作製し、これ
をゲルビーズに固相化した。リポソーム固相化ゲルビーズにアクセプターとして超遠心により
分取した HDL、LDL、アルブミン、および血清、BDS の計 5 種類を混和、18 時間室温でイン
キュベーション後の上清の蛍光強度を FLUOROSKAN ASCENT により測定した（励起波長: 
584 nm、蛍光波長: 612 nm）。それぞれのアクセプターは血清相当濃度で 5%、15%、25%に調
整した条件と、濃度を 25%に固定し、HDL とアルブミン、LDL と BDS を混和した条件につい
ても評価した。 
（3）SAA によるリポタンパク分画への影響の評価 

SAA は急性および慢性炎症時に増高する急性相反応蛋白の一つであり、分泌された SAA の
90%以上が HDL と結合することが知られている。以前、SAA が HDL の組成と表面電荷に影響
を与え、その抗酸化力を増強することを報告した。一方、リコンビナントヒト SAA（rhSAA）
を LDL に作用させ、リポタンパク電気泳動にて解析すると SAA と LDL が同一の泳動位置に共
存し、LDL 自体が陽極側に移動する傾向がみられた。SAA が LDL に結合し、その表面電荷に
影響を与えたと予想される。超遠心分離によって得た LDL（1.0 mg protein/mL）を 10、200、
400 mg/L の rhSAA と反応させ、血清アミロイド A 修飾低比重リポタンパク（SAA-LDL）を
得た。表面電荷をリポタンパク電気泳動、粒子径を Native-PAGE と抗 apolipoprotein （apo） 
B 抗体、抗 SAA 抗体を用いたウェスタンブロッティングによって分析した。抗酸化能は LDL
（50 μg protein/mL）を硫酸銅および 2,2'-Azobis（4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitrile） （V-
70）とそれぞれ 37℃で反応させ、形成される共役ジエンを波長 234 nm にてモニターした。 
 
４．研究成果 
（1）ビリルビン値が ILG 法に及ぼす影響の改善 
 BODIPY 標識コレステロールとビリルビンの 3 次元蛍光スペクトルを測定した（図 1A-B）。
ILG 法の測定に使用される BODIPY標識コレステロールの測定領域においてビリルビンが蛍光

図 1. BODIPY 標識コレステロールとビリルビンの 3 次元蛍光スペクトルの比較 
ILG アッセイ後に得られた BDS 中の BODIPY 標識コレステロール（A），およびインキュベーション
後の BDS 中の遊離（B）および抱合（C）ビリルビンの蛍光スペクトルを示す．各 3 次元蛍光スペクト
ルは，蛍光強度のヒートマップとして表す． 



を発することが確認された。そこで、ビリルビンが発する蛍光を避けるため、BODIPY 標識コ
レステロールの定量には励起波長をシフトした ILG 法を用いて CEC を測定した。励起波長を
485 nm（従来の励起波長）または 498 nm（新規励起波長）に設定した ILG 法を用いて、ビリ
ルビン添加血清と陽性誤差の CEC 値を比較した。ビリルビン無添加血清 CEC に対する比によ
って計算された遊離（図 2A）または抱合（図 2B）ビリルビンの陽性誤差が示されている。励起
波長をずらすことで、ビリルビンによる正誤差を約 70％改善することができた。 
また、ILG 法におけるインキュベーション時間中に緩衝液にビリルビンオキシダーゼを用い

てビリルビンを酸化し、ビリルビンを消去することで蛍光を減弱可能であるかを検討した（図
3A、B）。ビリルビンオキシダーゼを利用することで、CEC の偽高値を約 80％改善することが
できた。 
ビリルビンは BODIPY-コレステロールを用いた CEC 測定を阻害するが、ILG 法を用いた

CEC 評価におけるビリルビンの影響を改善することに成功した（Miyakoshi et al. Bioscience 
Reports, 2023）。これらの改善は ILG 法の臨床応用を促進するものである。 
 
（2）ILG 法を用いたリン脂質引き抜き能（PEC）評価法の検討 
 一方、HDL はコレステロール以外にもリン脂質も引き抜くことが知られているが、その評価
法は確立されていない。CEC の測定におけるメカニズムとして、リポソームの接触表面からの
引き抜き作用が予測される。リポタンパク表面構造はリン脂質によって構成されるため、トータ
ル CEC の評価の基礎検討として ILG 法を用いたリン脂質引き抜き能（PEC）評価法の確立を
目指した。PEC 測定のためのトレーサーとして Texas-Red-DHPE を含んだリポソームを作製
し、これをゲルビーズに固相化した。リポソーム固相化ゲルビーズにアクセプターとして超遠心
により分取した HDL、LDL、アルブミン、および血清、BDS の計 5 種類を混和、18 時間室温
でインキュベーション後の上清の蛍光強度を測定した。アルブミンはばらつきが大きく濃度と
の関連性の評価は困難であったが、HDL、LDL、血清、BDS は概ね濃度依存的に引き抜き量が

図 2. ILG 法の励起波長シフトによる CEC におけるビリルビンによる陽性誤差の改善 
ビリルビン無添加血清 CEC に対する比によって計算された遊離（A）または抱合（B）ビリルビンの陽
性誤差が示されている．値は平均値±SD で示した（n = 3）． 

図 3. ILG 法におけるビリルビンオキシダーゼの利用による CEC のビリルビンによる陽性誤差の改善 
ビリルビンオキシダーゼ含有緩衝液 A を用いた ILG 法によりビリルビン添加血清の CEC を測定し，
各添加ビリルビン濃度における CEC 値を求め，ビリルビン非付加血清 CEC に対する比によって計算
された遊離（A）または抱合（B）ビリルビンの陽性誤差を示した．値は平均値±SD で示した（n = 3）． 



増加する傾向があり、特に LDL、BDS は 5%と 25%のサンプル間で有意差が認められた（p < 
0.05）。 
 現段階においては、再構成リポタンパク検体を作製するにあたって、血清由来成分の影響や脂
質の濃度勾配によるリポタンパク間のコレステロール移動の存在が示唆されており、当初の研
究計画で見据えていたトータル CEC の評価において、ILG 法のより正確な測定やメカニズムを
把握しておく必要があると考えられる。測定法の原理を踏まえた上で、引き続きトータル CEC
の評価の検討を進めていく予定である。 
 
（3）SAA によるリポタンパク分画への影響の評価 

炎症を伴う患者検体において総 SAA、HDL 分画 SAA、non-HDL 分画 SAA 量を評価し、併
せて HDL およびトータル CEC に与える影響の検討に向けて、SAA のリポタンパク中での存在
様式や機能について探索した。 

SAA が LDL の機能へ及ぼす影響については未だ不明な点も多く、rhSAA を用いて SAA-LDL
の構造および抗酸化機能への影響を解明に着手した。超遠心分離によって得た LDL（1.0 mg 
protein/mL）を 10、200、400 mg/L の rhSAA と反応させ、SAA-LDL を得た。表面電荷をリ
ポタンパク電気泳動によって分析した（図 4A）。抗酸化能は LDL（50 μg protein/mL）を硫酸
銅とそれぞれ 37℃で反応させ、形成される共役ジエンを波長 234 nmにてモニターした（図 4B）。
リポタンパク電気泳動において SAA-LDL は SAA 処理濃度が高いほど、その陽極側への移動度
が増加した。抗酸化能試験では、LDL に対する SAA-LDL（10、200、400 mg/L rhSAA）の相
対的ラグタイムは 1.01 ± 0.10、1.54 ± 0.20、2.21 ± 0.36 であった。相対 Vmax は 0.99 ± 0.09、
0.69 ± 0.05、0.52 ± 0.02 であった。この結果より、SAA は LDL の表面電荷に影響を与え、そ
の抗酸化能力を高めていることが示された。一方で、V-70 をラジカル開始剤とした反応におい
ては、SAA 処理濃度によるラグタイムの変化は確認されなかった。ラジカル開始剤によってジ
エン形成の結果が異なる点について、SAA-LDL は金属触媒によるラジカル生成反応を妨害する
広義の抗酸化作用を担う一方で、直接的ラジカル消去反応は示さないものと推測する。急性炎症
時に SAA はリポタンパクへの代償的な抗酸化作用を発揮することで動脈硬化に防御的役割を果
たす可能性が示唆された。今後は、再構成リポタンパク検体を作製するにあたって SAA-LDL を
使用し、CEC に及ぼす影響についても検討を進める予定である。 
 

 

図 4. SAA-LDL におけるリポタンパク電気泳動の移動度の変化と抗酸化能の解析 
LDL（1.0 mg protein/mL）を 10，200，400 mg/L の rhSAA と反応させ，SAA-LDL を作製した．リ
ポタンパク電気泳動の SAA 未処理 LDL の移動度を基準とし，相対移動度を求めた（A）．抗酸化能は
LDL（50 μg protein/mL）を硫酸銅とそれぞれ 37℃で反応させ，形成される共役ジエンを波長 234 nm
にてモニターした（B）．値は平均値±SD で示した（n = 3）．n.s.有意差なし． 
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