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は じ め に

レムナントは動脈硬化惹起性のリポ蛋白の一つである.

レムナン ト粒子の減少が虚血性心疾患の二次予防につな

がった とする最近の疫学データからも, 高レムナント血症

の治療は重要である. 一般 にレムナントと呼ばれるリポ蛋

白は, カイロミクロンレムナントおよびVLDLレ ムナント

である. カイロミクロンおよびVLDLは, リパーゼによる

水解をうけながらLDL受 容体(LDLR)あ るいはレムナ

ント受容体経路により異化され, 血中より取 り除かれてい

る. III型高脂血症や糖尿病は, この過程に障害があるため

にレムナントが停滞すると考えられている病態である.

LDL受 容体ノックアウ トマウス(LDLRKO)1)お よび

アポEノ ックアウ トマウス(apoEKO)は, レムナント代

謝の動脈硬化におよぼす影響を検討するのに適 したモデル

動物である.

LDLRKOは, 約7ヵ 月間高コレステロール食で飼育す

ると, ヒトの家族性高コレステロール血症に特徴的な黄色

腫(皮 膚, 腱)を 呈して くることが知られている2). 動脈硬

化性病変は, 普通食飼育下では軽微で大動脈起始部の内皮

下に泡沫細胞が散見する程度であるが, 8ヵ月間の高コレス

テ ロー ル食 飼 育 下 で 大動 脈 に顕 著 な アテ ロー マ が認 め られ

る よ うに な る. 一方, apoEKOは 普 通 食 飼育 下 で も大 動脈

にア テ ロー マが 形 成 され る. 食 事 め差 はあ る もの の, これ

ら2種 類 の マ ウ ス に共通 して い る こ とは リポ 蛋 白分 画 上 レ

ム ナ ン トが著 増 して い る点 で あ り, レム ナ ン トに よ りアテ

ロー マ形 成 が 促 進 させ られ た点 で あ る.

動 物 モ デル か ら もわか る よ う に, 動 脈 硬 化症 の進 展 を抑

制 す るた め に は レム ナ ン トを減 少 させ る こ とが 必 要 で あ

る. レ ム ナ ン トが 除 去 され る機 構 の な か で, リポ 蛋 白 リ

パ ー ゼ(LPL)とLDLRは 特 に重 要 な働 き を して い る.

肝 臓 よ り生 成 され るVLDLは, LPLに よ り水 解 され レ

ム ナ ン トで あ るIDL, さ らにLDLへ と転 換 され る. この さ

い, 一部 のVLDLは 水 解 され な が ら リポ蛋 白表 面 上 の ア ポ

EがLDLRに 認識 され て除 去 され て い る. 嶋 田 が報 告 した

ヒ トLPLの 過 剰 発 現 マ ウ ス(LPLト ラ ン ス ジ ェ ニ ツクマ

ウ ス;LPLTg)で は, VLDLのLDLへ の 変換 が促 進 され

てVLDLレ ム ナ ン トの消 失 が 確認 され た3).

また, 食 事 由来 の脂 肪 を運搬 す るカ イ ロ ミク ロ ン もLPL

に よ り水 解 され る. LPLTgに レチ ノー ル負 荷 試 験 を行 っ た

と ころ, LPLTgで は レチ ノー ル の 消退 が促 進 して い る こ と

よ り, LPLの 過剰 発 現 は カ イ ロ ミク ロ ン レム ナ ン トの 除去

を促 進 させ る こ とが 明 らか に な っ た. このLPLに よ る水

解過 程 で, カ イ ロ ミク ロ ンは ア ポEを うけ取 っ て, い わ ゆ

る"ア ポE受 容 体"に よ り除 去 され て い る. LDLRKOお よ

びapoEKOを 用 いて検 討 した石 橋 の報 告 に よれ ば, カイ ロ

ミク ロ ン レム ナ ン トの 約75%はLDLR経 路 で 異 化 さ れ て

い る. この事 実 か ら もレム ナ ン ト受 容 体 も担 うLDLRの 役

割 は大 きい と考 え られ る4).

LPLの 過 剰 発 現 は レム ナ ン トを消 失 させ た. これ に よ

り, 動 脈 硬 化 病 変 の形 成 を抑 制 す る可 能 性 が 示 唆 され た.

LPLの 抗 動 脈 硬 化 作 用 を例 証 す るた め に, LPLTgとLD-

LRKOを 交配 してLPLを 過 剰 発 現 したLDLRKO (LPL/

LDLRKO)を 作 製 し, LPLの リポ蛋 白代 謝 お よ び動 脈 硬
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化 にお よぼす 影響 つ い て検 討 した5).

I. 材料 お よ び方 法

1) 動 物

ヒ トLPLの 過 剰 発 現 マ ウ ス(LPLTg)は 嶋 田 に よ り,

LDL受 容 体 ノ ック ア ウ トマ ウ ス(LDLRKO)は 石 橋 に よ

り作 製 され た. ヘ テ ロ接 合 体 のLPLTgを, ホモ 接 合 体 の

LDLRKOと 交 配 して得 られ た子 孫 の う ちLPLの トラ ン

ス ジー ンを もつ マ ウス と もた な い マ ウ ス を交 配 した. PCR

法 に よ り遺 伝 型 を決 定 し, LPLを 過 剰 発 現 した ホ モ接 合 体

のLDL受 容 体 ノ ッ クア ウ トマ ウ ス(LPL/LDLRKO), お

よ びLPLの トラ ン ス ジー ン を もた な いLDL受 容 体 ノ ッ

ク ア ウ トマ ウ ス(LDLRKO)を 得 た. LPLTgはC57BL/6

とDBA/2のF2をC57BL/6へ6回 戻 し交 配 して お り, L-

DLRKOは129SvとC57BL/6のF2な の で, 本 実験 に用 い

た マ ウ ス の 系 統 は, C57BL/6が72%, 129SVが25%,

DBA/2が3%に な っ て い る.

2) 食 餌

普 通 食 と して オ リエ ンタ ル酵 母 社 のMFを 使 用 し, 動 脈

硬 化 食 と して, MFに1.25%の コ レス テ ロー ル, 0.5%の コー

ル酸 と15%の ココ アバ タ ー を添 加 した もの を使 用 した.

3) リポ蛋 白分析

16時 間絶 食 後, 後眼 窩 静 脈 叢 か ら採 血 し, 血 漿 コ レス テ

ロー ル 値 と中 性 脂 肪 値 を酵 素 法 に よ り測 定 した . ま た,

HPLC法 に よ り リポ蛋 白分 析 を行 った. HPLC法 に は10

μ1の プー ル した血 漿 を用 い, TSK G3000SWとG50000SW

(東 ソー, 東 京)を 連 結 した カ ラム で展 開 した. ア ポ蛋 白分

析 を行 うた め に, 血 漿 を臭 化 カ リウム で比 重1.21に 調 整 し

超 遠 心 法 で比 重1.21以 下 の 分 画 を回 収 した. この分 画 を,

0.15M NaCl, 1mM EDTA, 1mM phenylmethylsulfonyl

nuoride (pH 7.4)で 透 析 し, エ タ ノー ル/エ ー テ ル(1: 1)

で脱 脂 した. 脱 脂 した ア ポ蛋 白 は, 5～20%の ア ク リル ア ミ

ド濃 度 勾 配 のSDS含 有 ゲ ル で 電 気 泳 動(SDS/PAGE)

し, クー マ シ ー ブ リ リア ン トブル ー染 色 を行 った.

4) リポ 蛋 白の動 態 分 析

VLDLは 正 脂 血 症 の ド ナ ー の 血 漿 か ら, LDLは

C57BL/6の 血 漿 か ら超 遠 心 法 で 分 離 した. リポ 蛋 白 は一 塩

化 ヨ ウ素 法 に よ り125Iで 標 識 し た. 125I-VLDLお よ び125I-

LDLは マ ウス あ た り5μCiを 尾 静 脈 へ 注射 した. 経 時 的

に採 血 し, 注射 後1分 の値 を100%と して用 いた. ア ポBの

放 射活 性 は イ ソプ ロパ ノー ル沈 殿 法 で 測 定 した. VLDLを

注 射 した 場 合 に は, 採 血 し た 血 漿 を超 遠 心 しVLDLを

IDL+LDLと 分 離 し, 放射活 性 を測 定 した.

5) 動 脈 硬 化 病変 の 脂 肪 染色

動 脈 硬化 病 変 はPaigenの 方法 を多 少 改変 して評 価 した.

動 脈硬 化 食 で2ヵ 月飼育 した の ち, 心臓 と大 動 脈 を切 除 し

生 理 食 塩 水 に1時 間 浸 した の ち, 7%の ホル マ リ ンで48時

間固 定 した. O. C. T. compound embedding medium (Tissue

Tek)に 包 埋 後 凍 結 し, ク リオ ス タ ッ トで 凍 結 切 片 を作 製

した. 心 尖部 側 よ り切 りは じめ, 大 動 脈 洞 の終 末2枚 と大

動 脈 洞 と上 行 大動 脈 の接 合 部2枚 の合 計4切 片 で病 変 面積

を計 算 し, それ らの 平均 値 を用 いた.

II. 成 績

普通 食 で飼 育 した場 合, LPL/LDLRKOの 中性 脂 肪 値 お

よ び コ レ ス テ ロー ル 値 は, LDLRKOに 比 べ そ れ ぞ れ

86.4%, 22.3%低 下 して い た. LPLに よ る脂 質 低 下 作 用 は動

脈 硬 化 食 を負 荷 した場 合 に も認 め られ, LPL/LDLRKOの

コ レス テ ロー ル値 はLDLRKOの62%で あ っ た. HPLC法

で リポ 蛋 白分 析 を行 った と ころ, 普 通 食 飼 育 下 のLDLR-

KOで は 中性 脂 肪 はVLDL(分 画a)とLDL(分 画c)の 間

の 分 画bに 分 布 し て い る が, LPLを 過 剰 発 現 したLPL/

LDLRKOで は この分 画 が減 少 して い た. また, コ レス テ

ロー ル はLDLRKOで はIDL/LDL(分 画b+c)とHDL

(分画e)に 分 布 して い るが, LPL/LDLRKOのIDL/LDL

はLDLRKOに 比 べ著 明 に減 少 して い た. 動脈 硬 化 食 を投

与 した場 合, LDLRKOのIDL/LDLは 著 明 に増加 す るが,

LPLの 過 剰 発 現 はIDL/LDLの うち よ り大 きな 粒 子 を 含

む 分 画bを 選 択 的 に 減 少 し て い た. ア ポ 蛋 白 のSDS/

PAGE分 析 上, LDLRKOとLPL/LDLRKOの 間 で ア ポB

の量 に は大 きな差 は認 め られ な か っ たが, ア ポEはLPL/

LDLRKOの ほ うで 減 少 して い た.

1251-VLDLの 消 退速 度 は
, LDLRKO(11.1プ ー ル/日)に

比 べLPL/LDLRKO (16.2プ ー ル/日)の 方 が50%速 か っ

た. VLDLは 実 質 的 に はIDL/LDLに 変 換 さ れ て い た.

1251-LDLの ク リア ラ ン ス はLDLRKOとLPL/LDLRKO

の間 で差 はな か っ た.

動 脈 硬 化 食 投 与 に よ り動 脈 硬 化 惹 起 性 に つ い て 検 討 し

た. LDLRKOの 病 変 面 積 は309,100±216,200μm2に 対 し

LPL/LDLRKOで は17,100±9,900μm2で あ った. LPLの

過 剰 発 現 に よ り病 変 面 積 は18分 の1に 抑 制 され て い た. 組

織 学 的 に はLDLRKOの 病 変 は泡 沫 細 胞 が 広 範 に お よ び,

一 部 は壊 死性 の無 細 胞 領 域 を伴 っ て いた
. 一 方, LPL/LD-

LRKOで は と こ ろ ど こ ろ に脂 肪 班 が 散 見 さ れ る程 度 で

あ っ た.

III. 考 察

これ まで の報 告 でLPLTgはHDL2分 画 が軽 度 増加 して

い る こ とが 示 され て い るが, LPL/LDLRKOで は, LDLR-

KOに 比 べHDLコ レス テ ロー ル もア ポA-Iも 増 え て は い

な か った. したが って, LPLの 抗 動脈 硬 化 作 用 はHDLの

増 加 に よ る とす る よ りもLPLの 直 接 的 な作 用 と考 え られ
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た.

リボ蛋白のHPLC分 析 より, LPL/LDLRKOに おいて

減少している分画は中性脂肪含量の多い分画bで あった.

この分画は, いわゆるレムナン トリポ蛋白に相当するもの

と考えられる. したがって, LPLの 抗動脈硬化作用はレム

ナント粒子の減少によるところが大きいと考えられた. レ

ムナン トリポ蛋白の動脈硬化惹起性 についてはこれまでの

臨床研究により示されてきたが,二 次予防試験においても

レムナントリポ蛋白の減少が有効であることが示されてい

る.

レムナントリポ蛋白は減少 したものの, LPL/LDLRKO

とLDLRKOの 間ではアポBを 含有する粒子数には差は

認められなかった. これは, 1251-VLDLの 動態分析か らも

わかるように, LPLの 過剰発現はアポB含 有 リポ蛋白の正

味の(VLDLとIDL/LDLの 合計)の ク リアランス を増

加させていなかったことと合致する. この結果から, LPL

によるアポB含 有 リポ蛋 白の取 り込み促進 は主 として

LDLRを 介していると考えられる. LDLR以 外, たとえば

LDL受 容体関連蛋白(LRP)の 経路による異化をLPLが

促進するというin vitroの結果も示されているが, 今回の

結果 はこれを支持するものではなかった. in vivoの 系で

は, 過剰のLPLに よりこの経路は飽和 しているのか も知

れない.

粒子数の変化がなかったことより, LPL/LDLRKOで は

レムナントリポ蛋白がより小さなコレステロール含量の少

ない粒子 に変換 されたと考 えられた. アポ蛋白のSDS/

PAGE上LPL/LDLRKOに はLDLRKOに 比ベアポE含

量が少ないので, LPL/LDLRKOで はアポEが はじき出さ

れるほどにレムナントリポ蛋白は過度の水解をうけている

と推察された.

LPLの リポ蛋白に対する影響以外に, LPLTgで は大動

脈にもトランスジーンの発現が認められるので, 動脈壁で

の局所的なLPLの 作用が動脈硬化進展に抑制的 に働 いた

可能性もある. しかしながら, 現在のところ直接的な証拠

は見い出されてはいない.

IV. 肌 結 論

今回の検討により, LPLの 過剰発現は動脈硬化食によっ

てもたらされるLDLRKOの 動脈硬化を顕著に抑制するこ

とが示された. これは, レムナントリポ蛋白にLPLが 作用

して, 動脈硬化をおこしに くいより小さなリポ蛋白粒子に

変換 されたことが原因と推察された. このin vivoの観察に

より, LPLを 過剰発現させる薬剤ないし遺伝子導入が動脈

硬化進展の抑制につながる可能性が示された.
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