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研究成果の概要（和文）：動脈硬化症の発症要因である生体内の酸化LDLは、これまでその性状がほとんど分かってい
なかった。本研究では、①LC-MS/MSを用いて酸化ホスファチジルコリン（PC）の高感度定量法を構築し、LDL酸化過程
で生じる種々酸化PCやリゾPCを検出できるようにした。②陰イオン交換カラムとモノクローナル抗体を用いて、電気泳
動度の増加、抗酸化PC抗体陽性を示すヒト血漿中の酸化LDLの分離に初めて成功した。酸化LDLは、全身性あるいは組織
局所での酸化ストレスを評価するマーカーとなる可能性が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) present in vivo, which is involved in 
atherogenesis, has not been well characterized. In this study, we introduced LC-MS/MS procedure to 
quantify various oxidized phosphatidylcholine (oxPC) and lysoPC species with high sensitivity. With this 
technique we elucidated molecular species of oxPC and lysoPC produced during LDL oxidation process. In 
addition, we successfully separated in vivo oxLDL from human plasma for the first time using an 
anion-exchange column and a monoclonal antibody against oxidized PC. The in vivo oxLDL was revealed to be 
a particle with anionic charges and modification with oxPC. oxLDL could potentially be a marker to 
evaluate oxidative stresses in systemic diseases and/or local tissues.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 高齢化社会の到来とライフスタイルの変
化により、高脂血症、耐糖能異常、高血圧、
肥満などの代謝異常を併せ持つ人が増え、そ
れが動脈硬化症、糖尿病を進展させてさまざ
まな合併症を引き起こす土台になっている。
さらに、歯周病が糖尿病や高脂血症と互いに
増悪因子として作用することが、基礎・臨床
の両面から報告され注目されつつある。この
ことは、感染、炎症、酸化ストレスなどの要
因が全身性の代謝バランスにも大きく影響
することを示していると考えられる。 
 酸化低比重リポタンパク質（酸化 LDL）は
虚血性心疾患の重要な疾患マーカーである。
研究代表者は、酸化ホスファチジルコリン
（酸化 PC）に対する特異的モノクローナル抗
体（DLH3）を用いた血漿酸化 LDL の測定法を
構築し、世界に先駆けて血漿中に微量の酸化
LDLが存在することを明らかにした(Itabe H, 
et al, 1996, J Lipid Res. 37:45)。血漿酸
化 LDL は、虚血性心疾患の予後診断因子とし
ての可能性が示された(Naruko T, et al, 
2006, ATVB 26:877)。動脈硬化のモデル動物
である apoE ノックアウトマウスでは、大動
脈の病変形成初期に血漿中の酸化LDLが一過
的に上昇することが分かり、酸化 LDL が病変
の形成進展要因であることが示唆された
(Kato R, et al, 2009, ATVB 29:33)。また
近年、歯と歯肉の間隙から非侵襲的に採取で
きる歯肉溝浸出液中に酸化LDLが高濃度に含
まれることを見出してきた(Sakiyama Y, et 
al. 2010, J Periodont. Res. 45:216)。 
 DLH3抗体を用いたサンドイッチELISA法は
高感度に酸化LDLを測定できる優れた方法で
あるが、各血漿サンプル中の LDL を分画する
必要があること、サンプルの凍結保存が困難
なこと、標準酸化 LDL の定義が難しいことな
ど、測定法を実用化するための課題も残され
ている。また、ヒト血漿中の酸化 LDL の実態
がまだ十分に解明されていないため、LDL 中
の何を検出することが最も意味のある指標
となるかという理解も進んでいない。 
 近年、質量分析装置の著しい技術的進歩が
あり、生体成分の網羅的解析・高感度定量が
可能になってきた。液体クロマトグラフ・タ
ンデム質量分析装置（LC-MS/MS）を用いた酸
化PCの高感度定量系を導入することにより、
これらの課題を発展的に解決できる可能性
があると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 酸化ストレスはさまざまな疾患に関わる
生体への病的刺激であり、全身性あるいは組
織局所での酸化ストレス状態を評価できる
マーカーが求められている。動脈硬化症の発
症要因である酸化 LDLは、LDLの酸化変性
により生じるため、生体内での酸化ストレス

を反映する可能性がある。本研究では、
LC-MS/MS を用いた酸化ホスファチジルコ
リンの高感度定量法を構築して、血漿酸化
LDL に代わる新たな虚血性心疾患診断法の
開発につなげることを目的とする。併せて、
疾患マーカーとなりうる酸化リン脂質分子
種を探索し、局所酸化ストレス状態の評価系
を構築する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1） 酸化 LDL 中の酸化 PC 分子種の分析と
高感度定量系の構築 
 LC-MS/MS 装置（ABSciex 社、QTRAP5500）
を用いて、酸化 LDL 中のリン脂質分子種を網
羅的に解析する。ヒトLDLはヘパリン採血後、
EDTA を添加し、小型超遠心機を用いて LDL を
分画する。種々条件下で硫酸銅処理により調
製した酸化LDL中の脂質をクロロホルムとメ
タノールを用いて抽出し、LC-MS/MS にて分析
する。これまでの予備的な検討で、PC および
酸化 PC の各分子種 1pmol の検出が可能であ
った。異なる m/z 値のピークが多数得られる
が、特に酸化反応により生じた産物の同定を
進める。さらに、主要な酸化 PC 産物のピー
クを選定し、これらに関して MRM モードによ
る高感度検出を試みる。1fmol 程度の酸化 PC
検出を目指し、これにより従来の酸化 LDL の
サンドイッチELISAに優る微量分析を実現す
ることも可能である。 
 
(2) LDL の酸化過程における LDL 中の PC 分
子種の経時変化 
 ヒトおよびウサギLDL画分（0.2mg/mL）に、
硫酸銅（5μM）を添加し 37℃でインキュウベ
ートした。経時的に酸化 LDL サンプルを採取
し、総脂質を抽出後、LC-MS/MS にて含まれて
いる脂質成分を網羅的に解析する。PAｆアセ
チルハイドロラーゼの効果を確認するため
には、PAF アセチルヒドロラーゼの関与を調
べるために、LDL を Pefabloc（PAF アセチル
ヒドロラーゼ阻害剤）で前処理後、脱円から
ムで Pefabloc を除去してから、硫酸銅処理
した。 
 
(3) 血漿酸化 LDL の分離と性状解析 
 ヒト血漿 LDL を陰イオン交換カラム
HiTrapQ（1ｍL のカートリッジを 2 本直列に
つないで用いる）に吸着させ、0～1000mM NaCl
を含む緩衝液で段階的に溶出した。溶出液は
約40個のフラクションに分画して回収した。
各フラクション中のタンパク濃度はナノド
ロップで測定し、また apoB 量、oxLDL 量はサ
ンドイッチ ELISA で求めた。主要な LDL 亜画
分の電気陰性度はアガロース電気泳動の移
動度で、また酸化 PC による修飾は、ウエス
タンブロット法で検討した。また、酸化 PC
やリゾ PC 各分子種は LC-MS/MS で検出した。 
 apoB タンパク質の修飾ペプチド構造の解



析は、分画した LDL を 5mm 角の PVDF 膜小片
状に吸着させ、PDVF 膜上で脱脂、還元アルキ
ル化、トリプシン消化を行った後、
ESI-LC-MS/MS（QTof5600）で行った。 
 
(4) 歯肉溝浸出液中の酸化 LDL の検出 
 健常者および歯周病患者の歯肉溝浸出液
中の LDL および酸化 LDL の分析を試みる。ま
た、歯周病を合併し易いことが最近注目され
ている糖尿病患者からも歯肉溝浸出液を採
取し、LDL および酸化 LDL 分析を試みる。歯
肉溝浸出液は、昭和大学附属東病院あるいは
昭和大学歯科病院にて、専門の歯科医師によ
って採取する。歯科診療で用いる針状に成型
したろ紙であるペーパーポイントを用いる。
ペーパーポイントを歯肉溝にそっと差し入
れ1分間吸わせることで歯肉溝浸出液が採取
できる。採取部位はエアー十分に清めて唾液
の混入、血液の混入の無いように操作する。
サンドイッチ ELISA 法により LDLおよび酸化
LDL を分析する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)LC-MS/MSを用いた酸化PCの高感度定量法
の構築 
 硫酸銅酸化した LDL から総脂質を抽出し、
LC-MS/MS にて含まれているさまざまな分子
種の検出を試みた。親イオンの開裂により PC
の極性頭部であるホスホコリンに相当する、
m/z＝184 のフラグメントイオンが選択的に
生じることを利用して、プリカーサーイオン
スキャンの手法で、各種 PC 分子種を pmol レ
ベルで検出できることが分かった。分子種ご
とにイオン化効率に差があるため、厳密な定
量分析条件を設定するためには、標的とする
すべての分子について標準物質が必要であ
る。これらすべてを合成することは困難なた
め、同じ分子種についての変動を定量的に評
価することとした。 
 
(2) LDL の酸化過程における LDL 中の PC 分
子種の経時変化 
 ヒト LDL酸化過程における経時的な変化を
分析した。酸化変性の進行に伴い、急激な
PUFA含有PC分子種の消失とリゾPCの生成を
検出した。LDL を予め PAF アセチルハイドロ
ラーゼ阻害剤の Pefabloc 処理をしておいた
場合、このリゾ PC 生成が顕著に抑制され、
PAF アセチルハイドロラーゼ依存的であるこ
とを確認した。PUFA 含有 PC→酸化 PC→リゾ
PC の順に変化していくことが想定されたが、
Pefabloc でリゾ PC生成を抑制しても酸化 PC
の増加は限定的であった。一方で、Pefabloc
処理した LDL の方が、硫酸銅処理後のサンド
イッチ ELISA 抗原性が高かったことから、酸
化 PC はそのまま蓄積するよりは、分解され
るかあるいはタンパク質の付加物形成など
に消費され易いものと考えられた。（図 1） 

図 1 LDL 酸化に伴う PC の変化 
 
 硫酸銅処理ウサギLDLでもほぼ同様の経過
をたどることが分かったが、リゾ PC の生成
量はヒト LDL よりも少なく、ウサギでは動脈
硬化がヒトよりも進展し難いこととの関連
が考えられる。（Sasabe N., et al. Lipids 
Health. Dis. 2014,13:48） 
 
(3) 血漿酸化 LDL の分離と性状解析 
 ヒトLDL中には負電荷に富むLDL(-)亜画分
が含まれて、陰イオン交換カラムで分離され
ることが報告されている。そこで、陰イオン
交換カラム HiTrapQ を用いて LDL粒子の陰性
荷電の程度の差による分画を行った。NaCl の
段階的溶出で約 40 個のフラクションに分け
たところ、陰性荷電のやや強い 500mM NaCl
溶出画分に、サンドイッチ ELISA 陽性の酸化
LDL が回収された。この画分の LDL はアガロ
ースゲル電気泳動での易動度が高く、また酸
化 PC による修飾が進んでいることがウエス
タンブロットで示された。この画分は、急性
心筋梗塞患者LDLについても同様の条件で分
画したところ、非吸着画分に対する 500mM 
NaCl溶出画分のoxLDL/LDL比がさらに大きく、
約 20 倍になった。（図 2）病態に伴って血漿
中でのLDLの酸化変性が進んでいる可能性が
示された。生体内酸化 LDL の選択的回収に成
功し、今回その性状が生化学的に初めて解析
されたものである。 

図 2 HiTrapQ カラムによる急性心筋梗塞患
者 LDL の分画（青：OxLDL、橙：LDL） 
 
 この電気陰性度の高いLDL粒子から酸化PC
で修飾されている粒子をさらに濃縮するた
め、抗酸化 PC モノクローナル抗体による固
相抽出を行い、回収された画分のリン脂質プ
ロファイルを LC-MS/MS で分析した。硫酸銅
処理して調製した酸化 LDL とは異なり、糖尿



病血漿から分離した酸化 LDL 中の酸化 PC、リ
ゾ PC の顕著な蓄積はみられなかった。血漿
中では酸化 LDL 中に生じたリゾ PC が速やか
に再アシル化を受けて再び PC 分子となるた
め、過剰な蓄積が起こり難い可能性が考えら
れた。 
 生体内での酸化LDL中の脂質代謝の動きを
明らかにするため、安定同位体標識脂質プロ
ーブの作成の準備を始めている。9CHO-PC の
ような比較的安定な酸化 PC分子や apoB タン
パク質の修飾構造も検出されており、酸化ス
トレスのマーカーとなる可能性について、多
くのヒト血漿サンプルの分析例を集めて検
証したい。 
 
(4) 歯肉溝浸出液中の酸化 LDL の検出 
 歯と歯肉の隙間に浸出してくる体液であ
る歯肉溝浸出液（GCF）は、歯科診療に於い
て非侵襲的に採取できる体液であり、近年新
たな検査対象として関心が持たれている。糖
尿病患者は歯周病を発症しやすく、また GCF
量が増加することが知られている。そこで、
教育入院した糖尿病患者 18 名から採取した
GCF 中の LDL、および酸化 LDL 値をサンドイ
ッチ ELISA 法にて測定してみたところ、健常
者 GCF に比べ有意に高かった。（図 3）特に
GCF 中の LDL 値は、患者群で 10 倍以上の高値
となり、糖尿病患者における GCF の状態が何
らかの変化をしていることが示唆された。
GCF 中の LDL および酸化 LDL 値は、HbA1c 値
との相関も確かめられた。（Noguchi E, et al. 
Clin. Biochem. 2014, 47:67-71.） 
 糖尿病患者および健常者の GCF中 LDL 値に
ついて ROC 解析したところ、cut-off 値を
138ng/mL とした時に感度 86％、特異度 94％
と非常に良好に糖尿病患者群を選別できる
結果が得られた。 

図 3 糖尿病患者および健康対象者から採取
した GCF 中の LDL 値（左）と酸化 LDL 値（右） 
 
(5) 考察 
 動脈硬化症の発症要因として注目されて
きた血漿酸化 LDL が、どのような修飾を受け
た粒子なのか、その実態はこれまでほとんど
わかっていなかった。本研究において、血漿
中の酸化LDLを選択的に回収することができ、
変性体としての生化学的実態の解明に一歩
近づいた。LDL の陰イオン交換体吸着画分は、

LDL(-)とも呼ばれてきた画分であるが、少な
くともその一部に酸化 PC 陽性の酸化 LDL が
存在した。しかも、心筋梗塞患者血漿、ある
いは糖尿病患者血漿に於いて、この画分の酸
化 LDL が増加する傾向がみられた。今後さら
に嶺数を増やして検討を加えたい。血漿酸化
LDL 中の酸化 PC 含量が、予想とは異なり比較
的少なかったことから、一旦生じた酸化 PC
が apoB タンパク質の修飾に消費されている
可能性も考えられた。今後、脂質プロファイ
ルに加えて、タンパク質の修飾構造もさらに
検討する必要がある。 
 GCF は歯科診療時、非侵襲的に採取可能な
浸出液であり、この LDL は血漿に由来する。
糖尿病患者 GCF 中 LDL の著増は、歯肉の毛細
血管の血管透過性の変動を強く反映してい
る可能性が考えられ、GCF が局所血管の状態
を知るバイオマーカーとなる可能性が示さ
れた。 
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