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    ［要  旨］

【緒言】Triglyceride-rich low-densitylipoprotein  (TG-rich LDL)は肝不全患者血清中に特徴的に出現す

るりポタンパク質であり，LDLとしては高いTG含量を持ち，酸化リポタンバク質としての性質も持

っている．しかし，その合成，分泌，代謝，測定方法については不明の点が多い，本研究では，TG-rich

LDLに対する測定系を開発することを目的として，モノクローナル抗体の作製およびそれを用いる酵

素免疫学的測定法(ELISA)を構築した，さらにそのELISAを健常者や肝疾患患者，高TG血症患者，

非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)患者などの臨床検体に応用し，酸化ス卜レス応答の視点からの病

態解析や診断学的意義の検討に用いた．

【対象と方法】超遠心とゲルろ過で分離されたTG-rich LDLを免疫原として，定法に従いモノク口

ーナル抗体を作製した，抗体のスクルーニングでは，酸化LDLと強く反応し，正常LDLには反応が

小さい抗体を選択し，そのモノクローナル抗体をGll-6と名付けた．Gll-6の抗体夕イピングと超可

変領域のアミノ酸配列を定法に従い解析した．また，Gll-6を固相抗体として用い，検出抗体にはピ

オチン標識ヤギ抗ヒ卜アポB抗体を用いるサンドイッチELISA (Gll-6 ELISA)を作製した，Gll-6

ELISAの反応性とりポタンバク質酸化との関係を明らかにするために，以下の検討を行った．まず，

銅酸化により酸化LDLを作製し，Gll-6 ELISAとの反応性を経時的に観察した．同時に，従来の酸化

リポタンバク質測定法であるmalondialdehyde (MDA)-LDL ELISAとoxPC-LDL ELISA，チオバルピツ

ール酸反応産物(TBARS)，共役二重結合などの反応を経時的に観察し，Gll-6 ELISAと比較した．ま

た，MDA修飾LDLを作製し，Gll-6 ELISAとの反応性を検討した，次いで，Gll-6のりポタンパク

質反応特異性をりポタンバク質粒子径の観点から明らかにするために，ゲルろ過カラムを用いる高速

液体クロマトグラフイー(HPLC)により健常者（ n゚ 12），高TG血症患者（ n゚ 9），NASH（n”11）

および重度肝疾患（n“3）の血清を分画し，各画分についてGll-6 ELISAおよびMDA-LDL ELISAで

測定した．最後に，Gll-6 ELISAの臨床的意義を明らかにするために，健常者（n”24），高TG血症

患者（n”17）および種々の肝疾患の血清をGll-6 ELISAで測定した，種々の肝疾患は，アガロース

ゲル電気泳動により，HDLが消失した重度群（n．＝5），それ以外を軽中度群（n”45）として分類した．

【結果】Gll-6のサブタイプはIgM，Kであった．G11．6‐VHおよびVLのアミノ酸配列と100％一

致する既知の抗体はBLAST検索で検出されなかった．G11‐6ELISAの銅酸化LDLとの反応性は，

銅酸化開始から急激に直線的に増加して3時間でピークに達し，その後，8時間でべースラインの値

に減少した．TBARSは急激に増加して3時間後に最大になったが，8時間でもまだ高値であった．

MDハLDLや共役二重結合では酸化開始後1時間まで，反応が緩やかにしか進行しないラグタイムが

―1151－



あり，oxPC-LDLでは2時間までラグタイムがあった．MDA-LDLは3時間で 最大に達して4時間

後から減少したが，8時間でもまだ高値を保っていた．また，共役二重結合とoxPC－LDLは増加後

の減少は認めなかった．アポBELISAは8時間の問で値は一定であったことから，これらの反応は

アポBの酸化に よる反応性の低下ではなかった．また，G11・6ELISAはMDA修飾LDLとは反応

しなかった．さらに，ゲルろ過HPLCによる検討では，G11‐6反応性リポタンバク質は重度肝疾患患

者ではTG‐richLDLの溶出位置と同じFracdon13‐14に溶出し，健常者では正常LDLの溶出位置よ

りも遅かった．また，高TG血症患者では正 常LDLの溶出位置よりも速く，NASH患者では正常

LDLの溶出位置と同じ位置であった．F．raction11‐12，Fraction13・14，Fracbon15‐16をそれぞれFraction

I，Fractionu，Fractionmと名付けたが，それぞれlargeTG．dchlipoprote泣s，largebuoyantLDL，smandensc

LDL（sdLDL）と一致する．健常者のG11‐6反応性リポタンバク質の溶出バターンと比較して，高

TG血症，重度肝疾患およびNASH患者のバターン全てで交互作用に有意な差が認められたことから

（Pく0．0001，Splitp10tANOVA），G11―6反応性リポタンパク質の溶出バターンが各疾患群と健常者と

で異なることが示された．また，健常者，高TG血症患者，軽中度肝疾患および重度肝疾患患者で，

G11・6反応性リポタンバク質の血清レベルは，肝疾患の重症度に応じて高値を示し，健常者と重度肝

疾患，高TG血症と重度肝疾患，軽中度肝疾患と重度肝疾患において有意差が認められた（Pく0，01）．

【考察】  酸化LDLに対するモノクローナル抗体の抗原として，ヒトの動脈硬化巣のホモジナイズ

や試験管内のMDA付加反応，金属酸化によって得られたLDLが用いられてきた．本研究では，重

度肝疾患患者の血清中に存在するTGボchLDLを免疫原として使用した．我々の知る限り，Gll‐6は

循環血漿中に存在する酸化LDLを抗原として得られた唯一のモノクローナル抗体である．u）Lの金

属酸化の実験から，G11‐6が酸化の早期段階を特異的に検出する性質をもち，穏やかに酸化された

LDL（MildlyoxidizcdLDL）を検出するユニークな抗体であることが予測された．MildlyoxidizedLDL

は，中等度に酸化されたLDLよりも，細胞毒性や炎症促進性の作用をもつと報告されている．よっ

て，G11＿6と反応する穏やかに酸化されたLDLは，MDA‐LDLELISAやoxPC‐LDLELISAが認識す

る，より高度に酸化されたLDLよりも臨床的意義が大きい可能性が示唆された．さらに，ゲルろ過

HPLCの実験では，健常者ではGll―6が小型 のLDLに結合した．SdLDLは大型で比重の小さな

LDLよりも酸化されやすいことやマクロファージの泡沫化を促進することが報告されている．従って，

G11‐6が動脈硬化惹起性リポタンバク質のーつであるsdLDLに反応したことは合理的である．一方，

高TG血症患者で検出されたG11‐6反応性の大型リポタンバク質は酸化レムナントであると推測し

た，レムナントリポタンバク質も，sdLDLと同様に酸化を受けやすいことやマクロファージを泡沫化

する性質が報告されている．従来の酸化LDL測定法では酸化レムナントは検出されなかったことか

ら，G11・6ELISAは，未だ不明の点が多い酸化レムナントの役割を解明する上で有用なツールである

可能性が示された．さらに，本研究では，肝疾患では重症化に従いG11‐6反応性の早期酸化リポタン

バク質が増加することが明らかとなった．NASH患者でも，また，G11・6が単純性脂肪肝との鑑別に

有カなツールとなり得ることが推測された，近年の報告では，C型肝炎やNASHなどの慢性肝炎を

もつ患者に対しても抗酸化療法が行われ，それにより肝機能の改善が観察されている．G11．6は肝に

おける酸化や炎症の評価，治療のモ二夕リングのためのツールとして有用性が期待される，

【結諭】  ヒト血液中に存在するTG‐五chLDLを認識するモノクローナル抗体G11‐6を得て，穏やか

に酸化されたりポタンバク質を簡便に測定するELISAを構築することができた．G11‐6ELISAは，健

常者のsdLDLや高TG血症患者の酸化レムナントの検出，さらには，肝疾患患者の重症度評価や，

NASH患者の異常リポタンバク質の検出に貢献できる可能性が示された．
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主査  教授  齋藤  健
副査  教授  千葉仁志
副査  教授  森山隆則

学 位 論文 題 名
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  Triglyceride-rich low-density lipoprotein (TG-rich LDL)は重篤な肝疾患患者の血清中に出現する

りポタンパク質であり，それは酸化リポタンパク質としての性質も持っている．しかし，その合
成，分泌，代謝については不明の点が多く，これはTG-rich LDLの測定法が無いという事もーつ

の要因である，このTG-rich LDL自身は酸化されている事が証明されており、TG-rich LDLが酸化

ストレス代謝を解明する上で重要なマーカーになり得ると考えられる．また，著者は，脂肪肝に
更に酸化ストレスなどの要因が加わって発症すると言われている非アルコール性脂肪性肝炎
(NASH)に注目し，単純性脂肪肝とNASHの鑑別の可能性を検討する事も視野に入れて研究を

実施した．本論文では，TG-rich LDLに対する測定系を開発することを目的として，モノク口ー
ナル抗体(Gll-6と呼ぶ）の作製およびそれを用いる酵素免疫学的測定法(ELISA)  (Gll-6 ELISA

と呼ぶ）を構築し，様々な臨床検体に応用した．著者は，未酸化LDL，軽度に酸化したLDLおよ
び中等度に酸化したLDLを調製し，それらをGll-6 ELISAにより測定した結果，Gll-6 ELISAが

穏やかに酸化されたLDLのみを検出することを見出した．一方，他の既存の酸化ストレスマーカ
ーはいずれも軽度および中等度に酸化したLDLに反応を示し，Gll-6 ELISAがユニークな抗体で
ある事を示した．臨床検体の測定において，希釈血清をGll-6 ELISAにて測定した結果，重度の

肝疾患では高値を示し，高TG血症患者や健常者では低値であった．この結果から，Gll-6 ELISA
で検出されるりポタンパク質が，単に脂質異常で上昇するものではなく，肝疾患が関与して上昇

するものであると考えられた．また，ゲルろ過によルリポタンバク質を分画し，LDLの粒子サイ
ズ別にみたG11-6 ELISAの反応性を確認したところ，健常者では小型のLDLの位置に，高TG血

症患者では大型のLDLの位置に，それぞれ反応性のピークが観察された．著者はその反応したり
ポタンパク質が，それぞれLDLの亜分画であるsd LDL，レムナントリポタンパク質，と文献的

な考察から推測した．また，重度肝疾患患者およびNASH患者ではLDLと同じ位置にピークを持
った．それらの分布バターンが統計学的に有意差(Pく0.05)を持って健常者と異なる事も実証さ
れた．少数例の検討であったが，単純性脂肪肝の分布パターンは高TG血症患者のそれと同じで

あり，NASHと単純性脂肪肝の鑑別に有用である可能性が示された．以上の成果で国内特許及び
国際特許を取得した．

  口頭試問では．主査である齋藤からの電気泳動で得られたデータに関する質問に的確に答えた．
また，発表用スライドの表現方法，記述方法に関する指摘内容は公開発表時には改善されていた．

副査の森山教授からの酸化ストレスマーカーの原理の説明に関する指摘に対して，公開発表時に
は的確に改善されていた．また副査の千葉教授からの新知見が伝わりやすい発表方法への改善に

ついての指摘にも的確に対応した．

  総括すると，本研究では，TG-rich LDLを認識するモノク口ーナル抗体，Gll-6，を得て，穏や

かに酸化されたりポタンパク質を簡便に測定する新規のELISAを構築した．また，Gll-6 ELISA
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は，粒子サイズ別にみた酸化リポタンバク質の解析のツールとして有用性があると思われる．

  よって著者は，北海道大学博士（保健科学）の学位を授与される資格あるものと認める，
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