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研究成果の概要（和文）：動脈硬化症の発症と進展に関与することが知られている酸化LDLの特徴を明らかにするため
に、循環血中のLDL画分から酸化LDLを回収するための方法を構築した。陰イオン交換カラムによる分離と抗酸化ホスフ
ァチジルコリン抗体によるアフィニティ抽出を組み合わせることにより、酸化リン脂質に富む酸化LDLの効率的な分離
に成功した。また様々な酸化を受けたコレステロール類やリン脂質分子種の存在が明らかとなり、銅酸化LDLとは異な
った脂質組成が示された。生体内におけるLDL酸化では、他の脂質分子種へのリモデリングなどダイナミックな変化を
受けることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) has been known as one of key factors for 
development of atherosclerosis. However, molecular features of in vivo oxLDL remain to be clarified. To 
characterize in vivo oxLDL, we performed an effective isolation of oxLDL from plasma followed by 
LC-ESI-MS/MS analysis of its lipid components. Combination of anion-exchange column separation of 
electronegative LDL (LDL(-)) and affinity purification using a monoclonal antibody against oxidized 
phosphatidylcholine (oxPC) revealed that oxLDL was enriched in LDL(-) fraction. In vivo oxLDL showed a 
different profile of PC molecular species from Cu-induced (in vitro) oxLDL. These data suggests that 
oxidized lipids in LDL may converted to other molecular species in vivo.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 低比重リポタンパク質（ low-density 

lipoprotein: LDL）は、その量的な増加だ
けでなく、小型化や酸化変性といった質的
な変化も、動脈硬化病巣の形成に深く関与
することが注目されている。当研究室では
これまでに、酸化ホスファチジルコリンを
認識するモノクローナル抗体（DLH3）を
作製し、ヒトの動脈硬化病巣だけでなく循
環血中にも酸化 LDLが存在すること、ま
た心筋梗塞や脳梗塞の急性期で有意に上
昇することを示してきた。しかし、血漿中
での酸化 LDLは極めて微量で、疾患時に
おいても数倍程度の上昇にとどまるため
に、これまで酸化 LDLを血中から分離し
て直接解析した報告は非常に限られてお
り、生体内での酸化 LDLの性状や生成機
序についてはいまだ不明な点が多い。 

 
(2)これまで酸化 LDLの構造解析が進まなか
った原因の一つとして、その分離や解析を
行うための手法が確立されていなかった
ことが挙げられる。これまでに当研究室で
は、質量分析法を用いて生体内由来の微量
なリポタンパク質成分を高感度で分析す
るための基盤技術の構築に取り組んでき
ている。 

 
２．研究の目的 
(1)生体内で生成する酸化 LDLの酸化変性の
特徴を明らかにすることを目的として、ヒ
ト血中に含まれる微量な酸化 LDLを分画
するための新たな方法を構築する。 

 
(2)得られた酸化 LDLの脂質成分とタンパク
質成分について、酸化変性による構造変化
を質量分析法により網羅的に解析する。リ
ポタンパク質に含まれる脂質成分は、大き
く分けてコレステロール（Chol）類など
の中性脂質と、ホスファチジルコリン
（PC）などのリン脂質成分に大別される。
これらの酸化成分を分子種レベルで網羅
的に探索する。 

 
(3)以上の解析を、健常人および冠動脈疾患患
者の血液から得られた LDL画分に対して
行い、動脈硬化性疾患で上昇する酸化
LDLの特徴を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1)ヒト血漿からの酸化 LDL分画法の検討：
ヒト血液（健常人の末梢血および冠動脈疾
患患者の心臓カテーテル治療により得ら
れた残余血液検体）から、KBr 密度勾配
超遠心により LDL画分を回収した。これ
を陰イオン交換カラム（HiTrapQ）に流
し、NaCl濃度を段階的に上昇させて吸着
成分を溶出させた。得られた各画分の
apoB 量と酸化 LDL 量をサンドイッチ
ELISAで測定し、酸化 LDLが含まれる画

分を調べた。また特徴的な溶出画分につい
て、アガロースゲル電気泳動や Native 
PAGEにより性状解析を行った。 

 
(2) 酸化 PC に富む成分を回収するために、

DLH3 抗体を用いたアフィニティ抽出を
行った。あらかじめ DLH3 抗体をコート
した 96 穴プレートに LDL 画分を添加し
て 4℃で一晩おき、抗体に捕捉されたLDL
粒子から脂質成分を回収し、三連四重極型
質 量 分 析 装 置 （ AB Sciex 社 製
QTRAP5500）を用いて LC-ESI-MS/MS
解析した。LC システムには Prominence 
20A（島津製作所社製）、順相カラムは
Inertsil®（SIL100Å 3 m 2.1 ×150 
mm: GL Sciences inc. ）、 溶 媒 は
MeCN/MeOH/H2O = 18:11:1（0.1%ギ酸
アンモニウム）を使用して流速 0.2 
mL/min で分析した。Chol 類と PC 類の
各分子種を、それぞれ m/z=369 および
m/z=184 のフラグメントイオンを指標に
した Precursor Ion Scanによって網羅的
に探索した。さらに、このとき確認された
特徴的な各脂質分子種について、Multiple 
Reaction Monitoring（MRM）による定
量解析を行った。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) LDL が酸化を受けた時の LDL 結合型ホ
スホリパーゼ A2（Lp-PLA2）の役割につ
いて調べるために、Lp-PLA2 阻害剤
（pefabloc）存在下において生成する酸化
PCの組成を LC-ESI-MS/MSにより測定
した。また酸化 LDL産生量をサンドイッ
チ ELISAにより測定した。 

 
４．研究成果 
(1)陰イオン交換カラムを用いた陰性荷電

LDL（LDL(-)）の分離と酸化 PC 含有性
との関連：超遠心法により分画した LDL
を陰イオン交換カラムに流し、NaCl濃度
を段階的に増加させて吸着画分を回収し、
LDL(-)を得た。 

 
① 陰イオン交換クロマトグラフィの各フラ
クションにおける apoBと酸化LDLの分

3. DLH3抗体を用いた
アフィニティ抽出

2. 陰イオン交換クロマトグラフィ
によるLDL-(-)画分の分離

LDL(-)画分

1. 血漿・血清からのLDL分画
（健常者および冠動脈疾患患者）



布をサンドイッチ ELISA により調べた
結果、500 mM NaCl で溶出する画分
（LDL(-)）に、酸化 PC を多く含む酸化
LDLが回収されることが見出された。酸
化 LDL/apoB 比を算出して酸化 LDL の
濃縮率を調べた結果、LDL(-)画分では、
カラムへの非吸着成分と比較して健常者
では 4-6倍、また冠動脈疾患患者の LDL
ではそれ以上に酸化 LDL 濃縮されてい
ることがわかった。 
 
② アガロースゲル電気泳動を行った結果、

LDL (-)画分では native LDLより陰性電
荷の増加した主要な成分だけでなく、移
動度の異なるマイナーなバンドも検出さ
れた。これは銅酸化 LDLとも異なるもの
だった。また Native PAGE を行ったと
きも同様に、LDL(-)画分は銅酸化 LDL
と異なった泳動パターンを示した。この
ことから、LDL (-)は単に陰性荷電が増加
したことだけでなく、銅酸化 LDLには見
られない成分を有するなどのユニークな
特徴を持つことが強く示唆された。 

 
③ タンパク質成分の LC-ESI-MS/MS 解析
から、apolipoprotein Bの Lys、Trp残基
において、マロンジアルデヒドやアクロ
レインといった脂質過酸化生成物による
酸化修飾部位が同定された。 

 
(2)DLH3 抗体を用いたアフィニティ抽出に
よる酸化 LDLの回収と脂質成分の解析：
我々がターゲットとしている酸化 PC リ
ッチな酸化 LDL を LDL(-)画分から精製
するために、DLH3 抗体を用いたアフィ
ニティ生成を行い、脂質成分を回収して
LC-ESI-MS/MSにより解析した。 

 
① 陰イオン交換カラムによる分離によって
得られた LDL(-)から脂質成分を回収し
たときと比較して、DLH3 抗体を用いて
さらにアフィニティ抽出すると脂質組成
の違いが明確に現れたことから、脂質成
分の解析の際にはDLH3抗体を利用した
アフィニティ抽出を組み合わせることが
有効であることがわかった。DLH3 抗体
により捕捉された LDL粒子からは、非免
疫 IgMから得られたものと比較してより
多くの酸化脂質が確認され、長鎖型酸化
PC、短鎖型酸化 PCの様々な分子種が検
出された。また銅酸化 LDLと比較した結
果、銅酸化 LDL では短鎖型酸化 PC が
開裂して生成する lysoPC が多く含まれ
るのに対し、生体内由来酸化 LDL では
lysoPC含量が少ないことが示唆された。 
 
② Chol類に注目したところ、生体内由来酸
化 LDLでは、未酸化体の CholE類であ
るリノール酸やアラキドン酸エステルは
極めて少なかった。このことから生体内

由来酸化LDLでは native LDLと比較し
てCholEの酸化物が増加していることが
示唆された。そこで次にMRM測定によ
り各脂質成分について一斉分析を行った
結果、上記 CholEの酸化物であると考え
ら れ る 種 々 の 成 分 （ hydroxy 、
hydroperoxy、keto 型）が多く検出され
た。銅酸化 LDL とは異なり、CHO 型、
COOH 型の酸化 CholE は生体内由来酸
化 LDLではごくわずかだった。 

 
(3)生体内由来の酸化 LDL では lysoPC 含量
が低かったことについて検討するため、短
鎖型酸化 PCを基質として lysoPCを産生
する Lp-PLA2の酸化 LDL 産生への寄与
について調べた。LDL の銅酸化反応を、
Lp-PLA2 阻害剤の存在下または非存在下
で行った結果、 pefabloc 存在下では
lysoPC 産生が著しく抑制され、短鎖型酸
化 PCが蓄積した。さらに、DLH3抗体を
用いたサンドイッチ ELISA により酸化
LDL の産生を定量的に測定したところ、
pefabloc存在下では酸化 LDL産生が亢進
することが分かった。 
   
(4)まとめ 
① 生体内で生成する酸化 LDL を回収する
ための新たな方法として、陰イオン交換
クロマトグラフィーとアフィニティ抽出
を組み合わせた方法を構築した。酸化脂
質成分の組成が銅酸化 LDL と大きく異
なることから、生体内では酸化を受けた
後に他の脂質分子種に再構築されること
が強く示唆された。生体内において LDL
は、直接的な酸化を受けた後に、種々の
脂質代謝酵素により多様なリモデリング
を受けてダイナミックに変化する粒子の
総体であることが推測される。 
 
② Lp-PLA2は、LDL粒子における酸化反応
によって生じた酸化 PC の代謝を介する
ことにより、生体内において酸化 LDL産
生を抑制する働きを有することが示唆さ
れた。これまでに、Lp-PLA2阻害剤とし
て dalapradibが開発され、急性冠疾患イ
ベントに有効であるかどうか検討されて
きたが、効果は認められなかった（N 
Engl J Med (2014) 370:1702-1711, 
JAMA (2014) 312:1006-1015）。Lp-PLA2

はLDLの酸化により生成する酸化PCを
lysoPCに変換することで酸化PCの蓄積
を抑制する働きを担うが、dalapradib投
与によって酸化PCリッチな酸化LDLの
産生が亢進したことにより、心血管イベ
ントのリスクを下げられなかった可能性
が考えられる。 
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