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論 文 内 容 要 旨

緒言

高脂血症(高 コレステロール血症、高 トリグリセ リド血症、複合型高脂血症)と ・

くに高 コレステロール血症 と複合型高脂血症は、動脈硬化発症の主要な危険因子の1

つ とされる。すなわち、高脂血症によって血漿中に低密度 リポタンパ ク質(LDL)

と超低密度 リポタンパク質(VLDL)が 増えることにより、動脈硬化が引 き起こさ

れると考 えられている。近年、動脈硬化の初期病巣にマクロファージ由来の泡沫化細

胞が集籏 していることが明 らかになり、マクロファージの泡沫化が動脈硬化発症の有

力な原因と考 えられ、その泡沫化 は、酸化変性 したLDL(酸 化LDL)が マクロ

ファージのスカベ ンジ ャー受容体 に取 り込まれることで生 じると考えられている。宮

澤 らは、化学発光一HPLC法 を開発 して、健常人の血漿 中にリン脂質ハイ ドロパー

オキサ イ ドが普遍的に50か ら200nM存 在す ることを明 らかにしてきている。一

方、酸化HDLで は泡沫細胞からの コレステロールの引 き抜 き能力が低下することが知

られている。 リン脂質は血漿 リポタンパク質の表面に分布 し、その主成分はホスファ

チジルコリンである。動脈硬化病巣か ら免疫 して得 られたモノクローナル抗体 は酸化

ホス ファチジルコリンを認識 し、invitro実 験 ではリゾホスファチジルコリンでモノ

サ イ トのマクロファージ化が起 きることなどか ら、血漿 リン脂質すなわちリポタンパ

ク質中の リン脂質の過酸化が動脈硬化の発症 と進展の 重要 な因子 と考 えられた。同

時に、 リポタンパ ク質の脂質の過酸化 を抑制する上で、抗酸化 ビタミンであるビタミ

ンEと 、 ビタミンC(ア ス コルビン酸)の 血 中での機能発現にも興味が持たれた。過酸

化脂質 と疾病の関係 についてはこれまで多 くの議論があるが、未だに明確 な証拠 は臨

床試料については得 られていない。また、高脂血症についても血漿過酸化脂質 レベル

のinv至VO試 料 についての十分な知見は得 られていない。

そこで、本研究では高脂血症(動 脈硬化症 を含む)に おける血漿申の リン脂質ハ

イ ドロパーオキサイ ド(ボ スファチジルコリンハイ ドロパーオキサイ ド)の 分布、構

成脂肪酸およびビタミンE量 を調査するとともに、PCOOHの リポタンパ ク質間での分

布の違い、構成分子種 を調べた。また動物実験で、血漿 リポタンパ ク質の過酸化に与

えるアス コル ビン酸の影響 を調べた。
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第1章 高脂血症者の血漿ホスファチジルコリンハイ ドロパーオキサイ ドの分布 と高

値

高脂 血症 者(90名 、12歳 ～82歳 、平均55歳)と 健常 者(40名16歳 ～

91歳 、平均50歳)か らEDTA採 血 で全血 をえ、低温 遠心分 離(1000xg、4℃)し

て血漿 を得 た。血漿 脂質 は、 クロロ ホルムー メ タノール(0.002%ブ チル ヒ ドロ キシ

トルエ ンを含 む)混 液 で抽 出 した。 得 られた血漿 脂質 をCL・HPLC(化 学 発光検 出 一高

速 液体 クロマ トグラ フィー)に 供 し、 リン脂質 ハ イ ドロパ ーオキサ イ ドを定量 した。

血漿 α一 トコ フェロール は蛍 光一HPLC法 で定量 した。 また、血漿 トリグ リセ リ ド、総

コレス テ ロール、 リン脂質 お よびHDLコ レステ ロール は、和 光純薬 製 の市 販 キ ッ トで

測定 した。

そ の結 果 、高脂血症 者の血漿PCOOHの 平 均値 は350nMで あ り、健:常者 の平均値:

150nMと 比較 して、高脂 血症 者 の方が有 意 に血漿PCOOHレ ベ ルが高 い こ とをは じめて

確 認 した(F壌1、Table1)。 年齢 別 で は高脂 血症者 の20-39歳 で207±20nM;40・5g

歳 で279±23nM;60-82歳 で370±29nMで あ り、一方、健 常者 の20・39歳 で133±5

nM;40-59歳 でユ48±1nM;60-91歳 で178±13nMで あ った。高脂血症 者 、健 常者 と

も高齢 化 とと もに血 漿PCOOH量 が 増加 し、高脂 血症者 で はその増加 が健 常者 よ り著 し

か った。 また、冠状 動脈造影 検査 を行 った68人 の うち、15人 の動脈 硬化症 の発症

が認 め られたが 、発 症者 の方が血漿PCOOHレ ベルが有 意 に高 か った(Table2)。 血漿

脂 質パ ラメー ターで比較す る と、血 漿PCOOHと リン脂 質量 に は相 関が認 め られず 、 ま

た血漿 トリグ リセ リ ドや コレス テ ロー ル量 ともPCOOHは 相 関 しなか った

(Fig.2,Fl9.3)。 高脂 血症 の表 現型別 の血漿PCOOHの 分布 量 は、IIa型 で325±34nM

、Ilb型 で355±31nM、IV型 で370±50nMで あ り、 コ ン トロー ル群 で は200±10nMで

あ った(Tableユ)。 治療 で血 漿脂 質値 が正 常化 された コ ン トロール群 の血 漿PCOOH

量、 はすべ て300nM以 下 に維 持 され ていた(Table1,Fi&4)。

血漿 の α一 トコ フェロー ル含量 は、血漿 当た りで は高 脂血症 者 と健 常者 の 間に差

はなか った。 しか し、血漿 リ ン脂 質 に対す る α一 トコフェ ロールのモ ル比 は、健常者

が12mo1/103molリ ン脂 質 であ ったの に対 し、高脂血 症者 では8mol/103mo1リ ン脂
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質であ り、 α一 トコフェロール量はリン脂質当た りで比較す ると、健常者よ り高脂血

症者で有意に低下することが認められた(Fig.6)。 高脂血症者の血漿 α一 トコフェ

ロール含量は加齢 とともに増える傾向があ り(Fig.5)、 血漿PCOOHの 増加 とともに

α一 トコフェロール含量 も増加する傾向を示 した(Fig.6)。 高脂血症 の表現型別の血

漿 α一 トコフェロール含量について、IIa、Ilb、IV型 お よびコントロール群に分類 した

時の結果 をTable3に 示す。表現型間では血漿当た りお よびリン脂質当た りともに差は

なかったが、健常者 より高脂血症者でリン脂質当た りの α一 トコフェロール量が低値

を示 した(Table3)。 血漿 ホスファチジルコリンの構成脂肪酸は、健常者で16:0、18:

0、18:1(n-9)、18:2(n-6>、20:4(n-6)お よび22:6(n-3)で あ り、高脂血症者では健:常者 と

比較 して18:2と20:4が 有意 に減少 していた(Table4)。

本研究で、高脂血症者の血漿PCOOH量 は、健常者 より有意 に高いことが はじめて

わかった。高脂血症者では、血漿 リン脂質に対するPCOOH量 の増加(6×10・5

PCOOH/リ ン膳質→12×10-5PCOOH/リ ン脂質)が 著 しく、 これはリポタンパク質

分子あた りに換算 して も、PCOOHが 高脂血症では有意 に増加 していることを意味 して

いる。 さらに、高脂血症者の うちで も動脈硬化の発症者の方が非発症者 より、血漿

PCOOHレ ベルが有意 に高いことがは じめて定量的に明 らかになった。高脂血症型で血

漿PCOOH量 の分布 を調べると、治療で血漿 コレステロールと トリグリセリ ド値が正常

域 にコン トロールされた場合、血漿PCOOH量 が300nM以 下に維持されるケー一スが多

かった。すなわち、血漿PCOOH含 量の減少は動脈硬化発症の危険度の減少 と正相関す

ると考え られた。 血漿中の α一トコフェロール含量は、高脂血症者 と健常者で差はな

かったが、 リン脂質当た りでは高脂血症者で低 い傾向が認め られた。このことは、リ

ポタンパ ク質中の抗酸化成分の一つである トコフェロール量が、健常者 よ り高脂血症

者で低下 していることを示唆 し、これは高脂血症者の血漿 リポタンパク質が健常者の

それより過酸化 を多 く受けていることと直接関連すると思われた。

また、構成脂肪酸では、健常者 と比較 して18:2と20:4が 減少 していたことより、

この2つ の脂肪酸がPC分 子 中で過酸化の標的になっている可能性が考え られた。
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第2章 高脂血症者の血漿 リポ タンパク質画分中のPCOOHの 分布の特徴

第1章 の研 究 で健 常者 よ り高脂血 症者 で、血漿PCOOH含 量が有 意 に高 い こ とが見

い だ され たので 、本章 で は、 リポ タンパ ク質 問で のPCOOHの 分布 の特徴 を明 らか に し

よう と した。

高脂 血症 者(平 均 年齢 、55歳 、n富15)か ら、EDTA採 血 に よ り全血 を得 た。 これ

を冷却 遠心分 離 して血漿 をえ、 さ らに超 遠心段 階 浮上法(Fig.7)を 用い て、血漿 リポ タ

ンパ ク質 をVLDL,IDL,LDL,HDL2,HDL3の5画 分 に分画 した 。そ れぞれ の リポ タンパ

ク質画分 か ら、脂 質 を クロロホル ム・メ タノー ル混液 で抽 出 し、CL-HPLCに 供 して

PCOOHを 定:量 した。 リポ タンパ ク質 の トコフ ェロール含量 は蛍 光一HPLC法 で求め 、 ト

リグ リセ リ ド、総 コ レス テ ロールお よび リ ン脂 質 は常 法 に よる比色 法 で定量 した。

高 脂血症 者 の リポ タンパ ク質 リン脂質 あた りのPCOOH量 はHDL2画 分 に最 も多 く、

つ いでIDL、HDL3、VLDL、LDLの 順 であ る ことが は じめ てわか った(Table5)。 ま

た、 リポ タ ンパ ク質画 分 の間で は、主要 な構成 脂肪酸 に有意 な差 はなか ったが 、P/S比

で示 され る不飽 和度 はHDL3が 最 も高 か った(Table6>。 リポ タ ンパ ク質 中 の脂 溶性 抗

酸化 成分 で ある α一トコフェロー ルは、VLDLに 最 も多 く、つい でIDLで あ ったが 、

LDL、HDL2、HDL3の 間 に大 きな差 は なかった(Table5)。 各 リポ タ ンパ ク質 画分 に

つい て、PCOOH量 と 裂・トコフェ ロール含量 との 相関 を調 べ る と、 アポ タンパ ク質Bを

骨格 タンパ ク質 とす るVLDL,IDLお よびLDLで は有意 な相 関 は認 め られ な

か った(Fig.8)。 しか し、 アポ タ ンパ ク質A-1を 骨格 成分 とす るHDL2とHDL3で は、

PCOOHと トコフェt1一 ル含 量 の問 に強い正相 関が 見 いだ された(Fig.9)。

本 結果 よ り、高脂血症 で は主 にHDL2にPCOOHが 多 く蓄積 してい る こ とが は じめ

て明 らか にな った。 この知 見 は、PCOOHを 多 く含 んでい る酸化変性 したHDLで は、泡

沫細 胞 か らの コ レス テロールの 引 き抜 き能力 が低 下す る と考 え られ るた め、 この こ と

が動 脈硬化 の発症 とその進展 に大 き く関係す る と推 定 された。
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第3章 高HDL血 症家系でのリポタンパ ク質におけるPCOOHの 分布の特徴

高HDL血 症 は遺 伝性 の疾病 であ り、一般 には長寿家系 で ある と考 え られ てい る。 し

か し、表現 型が ホモ の場 合 は逆 に動脈硬 化 を誘発 しやす い とい う報告 もあ り、 いま だ

統一 的見解 はな され てい ない。そ こで本 章で は、高HDL血 症 家系 につ いて、家族 間で

の リポ タンパ ク質 にお けるPCOOHの 分布 を調 べ た。

高HDL家 系 の家族6人(ホ モ型2人 、 ヘテ ロ型2人 、正常2人)お よび非 血縁(配 偶

者)2人 よ りEDTA採 血 で血漿 を得 た(Table7)。 血漿 の一部 をアポ タ ンパ ク質 分画 の

ための ア フ ィニ テ ィーカ ラムクロマ トグ ラフ ィー に供 し(Fig.10,11)、 血漿 リポ タン

パ ク質 を、ApoB・100含 有画分(VLDLJDL,LDL)、ApoA・1含 有一HDL(Lp-AI)、

ApoA・II含 有・HDL(Lp・A・1/A・II)の 三 画分 に分 画 した。血漿 お よび分 画 した リポ タ ン

パ ク質 につ いて、PCOOHはCL-HPLC法 で、 アポ タ ンパ ク質 は一元免疫 拡散(SRID)法

で 、 コ レス テロー ル、 トリグリセ リ ド、 お よび リン脂質 は酵素法 で、 また 、 ビタ ミンE

は蛍光HPLC法 で 、それ ぞれ定量 した。

家族 内で比 較す る と、ホモ型 のケ ースで はヘ テ ロお よび正 常型 よ り血 漿PCOOH含

量が 著 し く高 い こ とが は じめて確 認 された(Table8)。 特 に、ホモ型 で はLp(AI/AII)

画分 にPCOOHが 多 く蓄積 して い るこ とが特徴 であ った(Table9)。 以上 の結 果 よ

り、家 族性 の高HDL血 症 で は、HDLのLp(AI/AII)画 分 にPCOOHが 多 く蓄積 してい るこ

とが 明 らか にな り、前 章 の結 果 と考 え合 わせ る と、高脂 血症 の血漿PCOOHは 、主 に

HDLに 蓄積 して いる と結 論づ け られた。

第4章 高脂血症者 における血漿PCOOHの 分子種

前章 までの研究 において、高脂血症者の血漿PCOOH値 は健常者 と比較 して有意に

高 くかつ、HDL画 分への分布が特徴的であることを明 らかにしてきた。そこで本章で

.はさらに、高脂血症者の血漿およびリポタンパ ク質のPCOOHの 分子種 を調べた。

4-11socratic・HPLCに よるリン脂質クラスの分取条件の検討

逆相CL・HPLCに 供するに当た り、リン脂質 クラスを精度 よく簡便、高純度かつ副
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生 物が ない分 画条件 を検討 した。 その結 果、 μBondapak-NH2(RCM-10,

Waters)カ ラム を用 い、 ヘキサ ンー2一 プロパ ノー ルーメ タノールー水 の溶媒系 で 、

Isocraticに 、PC、PEお よびSPM(ス フィ ンゴ ミエ リン)の それ ぞれ を分子 種分析

に供 しうる レベ ルの高純 度 な画分 に分 離す るこ とには じめて成功 した(Fig.12,13)。

4-2血 漿PCOOHの 分子種

健 常者 と高脂血 症者 の血漿PC画 分(PCOOHを 含 む)を 、逆相CL-HPLCに 供 した

と きの化学発 光 ク ロマ トグラム をFig.14に 示 す。 健 常者、高脂 血症 者 と も血漿 中

の主要 なPCOOH分 子 種 は‡6:0-18:2-00H-PC、16:0-20:4-00H・PC、18:0-18:2・OOH:一

PCお よび18:0-20:4-OOH-PCで あ った 。高脂血症 者 では、18:2-00Hを 含 むPCOOH

分 子種 の増加傾 向が 認 め られ た。 さ らに、 それぞ れの リポ タンパ ク質 に分 画 して

PCOOHの 分子種 を調べ たが 、 リポ タンパ ク質 問のPCOOH分 子種組 成 に は大 きな差 はな

く、全血漿 と同様 の組成 であ った。(Fig.15)。

第5章 アス コルビン酸摂取が血漿PCOOHに 与 える影響

アス コル ビン酸 は、 ビタミ ンEと と もに代 表 的な抗酸化 ビタ ミンであ る。前章 まで

の研 究 で、高脂 血症者 で血漿PCOOHが 健常 者 よ り有意 に高い ことが わか ったの で、血

漿 中の アス コル ビン酸量が リン脂 質の過 酸化 に与 える影響 に興 味 をもち、 ヒ トと同様

にアス コル ビ ン酸合 成能 を欠 くモ ルモ ッ トにつ いて、摂取 アス コル ビン酸(AsA)量 の

血漿PCOOHレ ベ ル に与 え る影響 を調べ た 。

5週 令 ハ ー トレー系 雄 モルモ ッ トを4群 に分 け、飲料水1Lに 、Omg

(AsA・ 欠乏 群、A)、50mg(低 一AsA群 、B)、500皿g〈 コ ン トロール群 、C)お よび

5000mg(過 剰 一AsA群 、D)のAsAを 添加 し、22日 問 自由飲 水 させた 。 また飼 料 は、

AsA欠 乏食 を自由摂取 させ た。その結 果 、 実験飼 育 中のモ ルモ ッ トの体重 増加 は、

AsA欠 乏のA群 と過剃AsAのD群 で低 く、最 も高か ったの はコ ン トロー ルのC群 であ っ

た(Fig.16)。 また、AsA欠 乏 に よって血漿脂 質(ト リグ リセ リ ド、 リン脂 質、 コ レス

テロ ール)は 、著 しい増加 を示 した(Fig.17)。 血漿AsA濃 度 は、摂 取AsAを 反映 して
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いた(Tableユ0)。 モルモッ ト血漿の リン脂質ハイ ドロパーオキサイ ドは、ほとんどが

PCOOHで あったが、その濃度 はコントロール群(27,2±5.OnM)と 比較 して、AsA一 欠

乏群では3倍 に増加 し、低一ASA群 とAsA一 過剰群では1.5～2倍 のPCOOHの 増加が認

め られた'(Table10)。 血漿 α一 トコフェロール含量 は、血漿 リン脂質当 りで比較す

るとAsA一 欠乏群が最 も低値であった(Table10)。

本研究で、血漿 中の過酸化脂質 レベルがAsA摂 取量 に大 きく影響 されることがは

じめて明 らかになった。血漿PCOOHの 増加 は、高脂血症から動脈硬化への進展 に密接

に関与すると思われるが、本結果は、血漿 中の抗酸化成分 としてのAsAの 重要 な機能

を示唆す ると思われた。また、AsA欠 乏は、高脂血症状態 をもたらす とともに、動脈

硬化の危険因子であ る血漿PCOOHの 増加 をきたすことをモルモッ トを用いた実験 に

よって確認 した。(Fi&18は 、本研究結果 を要約 した。)
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総括

本研究によって以下の新知見 を得た。

1.高 脂血症者の血漿PCOOH量 は、健常者より有意 に高 く、 リポタンパク質分子あた

りで もPCOOHは 高脂血症で有意に増加 していた。高脂血症者の うち動脈硬化発症

者の方が非発症者 より、血漿iPCOOHレ ベルは有意 に高かった。治療で血漿脂質値

が正常域 にコン トロールされた場合、血漿PCOOH量 が300nM以 下に維持され、

血漿PCOOHの 減少は動脈硬化発症の危険度の減少 と正相関 し、血漿 α・トコフェ

ロール量 は、 リン脂質当た りで高脂血症者で低 く、これは、高脂血症の血漿 リポ

タンパ ク質が健常者のそれより過酸化 されやすいことと直接関連すると思われ

た。

2.高 脂血症では主にHDL2画 分 にPCOOHが 多 く蓄積 していた。この知見は、PCOOH

を多 く含む酸化変性HDLで は、泡沫細胞か らのコレステロールの引 き抜 き能力が

低下するので、このことが動脈硬化の発症 と進展に大 きく関係すると推定 した。

3.家 族性の高HDL血 症ではホモ型においてHDLのLp(AI/AII>画 分にPCOOHが 多 く

蓄積 していることが確認され、家族性高HDL血 症 において もPCOOHのHDLへ の蓄

積 が示唆された。

4.高 脂血症の血漿お よびリポタンパク質の主なPCOOHの 分子種は、18:2つOHと

20:4・00Hを 含むものであ り、その量は健常者 より高値であった。

5.モ ルモ ッ トの実験で、アス コル ビン酸欠乏は高脂血症状態 をもた らす ことによっ

て血漿PCOOHの 増大の原因になることを明 らかにした。
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論 文 審 査 の 要 旨

血漿中のコレステロールや トリグリセリドが増加する高脂血症は,動 脈硬化症の主要な危険因

子とされている。高脂血症で増えた低密度 リポタンパク質(LDL)の 中で,酸 化変性 したLDLが

マクロファージに取 り込まれ ,泡 沫化することが動脈硬化発症の原因と考えられてお り,リ ポタ

ンパク質の過酸化が動脈硬化の発症 と進展に深 く係わっていると考えられる。本研究では,高 脂

血症においてどの程度血漿中の りん脂質の過酸化が進行 しているかを新たに開発された化学発光

一HPLCを 用いて測定し,合 ぜて リポタンパク質問での分布やハイ ドロパーオキサイ ド(過 酸化

脂質)の 分子種組成,さ れには抗酸化 ビタミンとの関係を検討 したものである。

主な知見はつぎの通 りである。

1.高 脂血症者の血漿 リン脂質ハイ ドロパーオキサイ ドは健常者 より有意に高 く,さ らに高脂

血症者の中で,動 脈硬化発症者は非発症者より高かった。 また,治 療で血漿脂質が正常域に制御

された場合,血 漿 リン脂質ハイ ドロパーオキサイ ドも低下 した。血漿 α一 トコフェロールは高脂

血症者で低 く,高 脂血症者では血漿 リポタンパク質が過酸化されやすいことが明らかになった。

2.高 脂血症老では,主 に高密度 リポタンパク質(HDL)2画 分に過酸化脂質が蓄積 してい

た。酸化HDLで は,泡 沫細胞からのコレステロールの引き抜き能力が低下するので,こ のことが

動脈硬化症の進展に関係すると推定 した。

3.家 族性高HDL症 では,ホ モ型においてHDLに 過酸化脂質が蓄積 していた。

4.高 脂血症の リポタンパク質のハイ ドロパーオキサイ ドの主な分子種は,リ ノール酸および

アラキ ドソ酸の過酸化物であり,n-6系 が選択的に酸化されていた。

5.モ ルモットの実験で,ア スコルビン酸欠乏は高脂血症状態をもたらし,血 漿過酸化脂質が

増大した。

以上のように,本 研究は高脂血症におけるリン脂質ハイ ドロパーオキサイ ドの蓄積を初めて確

認にするとともに,そ の詳細な分布を明らかにし,高 脂血症発症機構の解明に大きく貢献するも

のであ り,博 士(農 学)の 学位を授与するに値すると判定 した。
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