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Remnant lipoprotein particles are recognized as being atherogenic.I separated lipo-
proteins directly from serum in the unbound fraction of immunoaffinity mixed gel coupled with

 
monoclonal antibodies against apolipoprotein(apo)B-100 and apo Al.Characterization of

 
these lipoproteins revealed that they contained apo B-48,were rich in apo E and AlV,were

 
large in size,had a heparin-bound property,a high triglyceride content,and a high cholesterol/

protein ratio.They were thus named remnant-like lipoprotein particles(RLP).Incorpora-
tion of［ C］-labeled cholesteryl oleate into rat peritoneal macrophages was significantly

 
greater during incubation with RLP than with native very-low-density lipoprotein(VLDL)or

 
native low-density lipoprotein,and was comparable to that with oxidized low-density lipo-
protein.These results suggest that RLP separated with immunoaffinity mixed gels are

 
atherogenic lipoproteins.In a cross-sectional trial of 132 subjects,the incidence of an RLP

 
cholesterol level greater than 5 mg/dL was 0% in subjects with normolipidemia but was 9%,
65%,and 55% in patients with type IIa,IIb,and IV hyperlipidemia,respectively,and 100% in

 
patients with type III or V hyperlipidemia.Treatment with three different hypolipidemic

 
agents(simvastatin,bezafibrate,and ethyl icosapentate)decreased cholesterol and triglyceride

 
in RLP(RLP-C and RLP-TG,respectively).However,the reduction rate of RLP-C and

 
RLP-TG was significantly different with bezafibrate,a finding that suggests that RLP is a

 
substrate of lipoprotein lipase.

(Tokyo Jikeikai Medical Journal 2002;117:155-69)
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I. 緒 言

粥状動脈硬化症発生における血清コレステロー

ルならびに低比重リポ蛋白（LDL）コレステロー

ル（LDL-C）高値の関与については，近年数多く

報告されている介入試験の結果 からも，最早疑

問の余地はないといえる．2001年5月に発表され

た米国コレステロール教育プログラム（NCEP)

Adult Treatment Panel III(ATP III) では血

清コレステロール高値を是正することの重要性が
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改めて提言され，とくにLDL-C値は100 mg/dl

未満が至適であるとされる．

一方，血清トリグリセライド（TG）値について

は動脈造影法を用いた成績などから冠動脈疾患

（CAD）の独立した危険因子としての意義が認識

されつつあるが ，疫学的には明確な結論は得ら

れていない ．この理由として，血清TG値は容

易に食事の影響を受けやすく測定値に再現性が低

いこと，ならびに標準偏差が高く統計的解析の有

意差検定において不利が生じることに加え，必ず

しもすべての高TG血症がCAD発症・進展に関

与しているとは限らないことがあげられる．実際，

高TG血症を来す疾患のうち家族性複合型高脂

血症，家族性III型高脂血症，糖尿病性高TG血症

ではCADの続発が高頻度にみられるが，家族性

高TG血症の家系での冠動脈疾患罹患率はコン

トロール群に比較して多いとはいえず ，血中に

カイロミクロン（CM）が増加して著明な高TG血

症を呈するI型高脂血症においてもCAD発症頻

度は決して高くない ．

高TG血症を粥状動脈硬化症発生との関連性

の中で捉える時，高TG血症に随伴する高比重リ

ポ蛋白（HDL）コレステロール（HDL-C）の低下，

小型・高比重LDL(small dense LDL）の増加，

レムナントリポ蛋白の増加，血液凝固機構の亢進，

食後高脂血症などの関与があげられ，冠動脈疾患

を高頻度に合併するSyndrome X などのいわ

ゆるmultiple metabolic syndromeにおける徴候

の一つとしての高TG血症の重要性も認識され

ている．

なかでも近年，CMや超低比重リポ蛋白

（VLDL）などのTG richリポ蛋白の血中での中

間代謝産物であるレムナントリポ蛋白の増加が動

脈硬化性疾患発症に深く関与していることが明ら

かとなり ，日常臨床において高TG血症を呈

する症例の中からレムナントリポ蛋白高値症例を

識別する方法の確立が求められている．

これまで，我々はheparin affinity columnを用

いてVLDLのheterogeneityを検索し，同カラム

にてVLDLがアポ蛋白E（アポE)-poor VLDL

とアポ E-rich VLDLに分画され，アポE-rich
 

VLDLがアポE-poor VLDLよりも細胞親和性

が強く，アポE-rich VLDLが動脈硬化促進性リ

ポ蛋白であること ，さらにアポE-poor
 

VLDLとアポE-rich VLDLがprecursor-prod-

uctの関係にあることを報告し，heparin affinity
 

columnを用いて分画し得たアポE-rich VLDL

が肝由来レムナントリポ蛋白であることを報告し

てきた ．その後，より臨床の場で用いられやす

い簡便なレムナントリポ蛋白測定法を探索するな

かで，抗ヒトアポAlと抗ヒトアポB-100に対す

るモノクローナル抗体を用いたイムノアフィニ

ティ混合ゲルを作成し，これら2つのモノクロー

ナル抗体に結合しないリポ蛋白，すなわちイムノ

アフィニティ混合ゲルのpass分画として流出す

るリポ蛋白に注目し，このpass分画リポ蛋白とレ

ムナントリポ蛋白との相同性について検討してき

た．そしてこの分画に流出するリポ蛋白をrem-

nant-like particles(RLP）と命名した．本稿では

我々がこれまで行ってきたRLPのcharacteriza-

tionならびに各種脂質低下薬投与におけるRLP

の代謝反応性の検討の中から得た成果をまとめ，

新たなRLP測定の臨床応用への足がかりとする

ものである．

II. 対 象 と 方 法

1. リポ蛋白の分離

V型高脂血症患者から早朝空腹時採血をし，超

遠心法にてリポ蛋白を分画した．CM(Sf＞400）は

血清10 mlをHitachi RPS 55T swinging bucket
 

r o t o rを用いて 1 7℃ 下 に て 3 0分 間 超 遠 心

（20,000×g）することにて採取し，buffer A(0.15
 

M NaCl in Tris-HCl with 1 mM EDTA,pH 7.4）

を溶媒とし超遠心法にて1回洗浄したのち実験に

供した．CM分取後の血清からHitachi RP 55T
 

angle rotorを用いて4℃下にて それぞれ20時

間，24時間，40時間にわたりsequentialに超遠心

することによりVLDL (d＜1.006 g/ml),LDL

(1.006＜d＜1.063 g/ml),HDL (1.063＜d＜1.21
 

g/ml）を分取した．こうして分取されたリポ蛋白

をそれぞれの至適比重液にて超遠心機を用いて再

度洗浄し，さらにbuffer Aにて透析したのち実験

に供した．

2. イムノアフィニティ混合ゲルによるRLPの分

画（RLPの調整的分画法)

以前報告された方法にてマウス腹腔内において
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ヒト抗アポAlモノクローナル抗体（H-12）とヒ

ト抗アポB-100抗体（JI-H）を作成し，CNBr
 

activated Sepharose 4Bにこれらの抗体をcon-

jugateすることにて抗アポAlあるいは抗アポB-

100イムノアフィニティゲルを作成した ．そ

れぞれのイムノアフィニティゲルのアポAlある

いはアポB-100に対する結合能はそれぞれ0.43

ならびに1.47 mg/ml of gelであった．これら2種

のイムノアフィニティゲルを1対1(vol/vol）の

割合で混合してアポAlならびにアポB-100の両

者に結合能をもつイムノアフィニティ混合ゲルを

作成した．

RLPを調整的に分画するためには20 mlのイ

ムノアフィニティ混合ゲルを担体としたカラムを

用いた．すなわち，2名のV型高脂血症患者

（patient 1 and patient 2）からそれぞれ超遠心法

にて分取した2 mlのCM，あるいはVLDLをイ

ムノアフィニティ混合ゲルカラムに添加．その後，

10 mM phosphate buffer,pH 7.4にて展開するこ

とにて，カラムのpass分画であるRLPを調整分

取した．カラムを同展開液にて充分洗浄したのち，

こんどは1 M酢酸，0.5 M NaClを展開液とし流

出してきたbound分画リポ蛋白（以降bound分

画）を採取した．このbound分画を中和するため

半容量（vol/vol）の3.5 M Tris-HClを直ちに加

えたのち，buffer Aにて透析した．こうして得ら

れたカラムのpass(unbound）分画であるRLP

とbound分画を超遠心法（40,000 rpm,20時間，

4℃.Hitachi 55P-72）を用いて，以降の実験に有

益な濃度（約1 mg/ml）にまでそれぞれ濃縮した．

3. RLP中の脂質測定法（RLPの分析的分画法)

RLPの意義を臨床的見地から検定する目的に

て以前報告した方法により RLPの分析的分画

測定を行った．すなわち，5μlの血清あるいはリ

ポ蛋白サンプルを前述のアポAl，アポBイムノ

アフィニティ混合ゲル50μlを含む300μlのゲル

展開液（buffer A）に添加（Fig.1）．サンプル添

加後，この混合ゲルを室温にて30分間ゆるやかに

振盪．10分間静置にてアポAlならびにアポB-

100含有リポ蛋白を結合したイムノアフィニティ

混合ゲルが沈殿したのち，結合せずに浮遊してい

るRLPを含有する上清を50μl採取し，採取液中

のコレステロールをメルコテスト，トリグリセラ

イドをメルコリピッドにて測定し，それぞれ

RLP-コレステロール（RLP-C),RLP-トリグリ

セライド（RLP-TG）とした．

4. RLPのヘパリン結合性の検定

血清中のRLP-C濃度が5 mg/dl以上を示す

10症例からの血清を0.05 M NaCl pH 7.4にて平

衡した等量のHeparin-Sepharose 6B (Phar-

macia Japan,Tokyo）に混和孵置後（30分，37℃）

上清血清中のRLP-C濃度を再度測定した．かく

して，孵置前後の血清中RLP-C濃度をモニター

としてRLPのヘパリン結合能を検定した．

5. マクロファージへのcholesteryl oleate取り込

みの検定

Goldsteinらの方法 を用いて，マクロファー

ジへのcholesteryl oleate取り込みに対する

RLPの作用を検討した．すなわち，培養ラット腹

腔マクロファージを24 wellの培養プレートに1
 

wellあたり2×10個調整し，2時間37℃にて培

養．浮遊細胞を除去後，このマクロファージと

VLDLより分取したRLP(VLDL-RLP）を5%

リポ蛋白フリー血清と50μg/mlのgentamicin

にて調整した0.1 mlの［ C］-oleate (1μCi/

well）入りの培養液RPMI-1640(Hazelton Bio-

logics,St.Lenexa,KS）にて37℃下，24時間培

養した．RLPの対照としてtotal-VLDL,native

-LDL，酸化LDLを用いて同様の培養を行った．
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24時間の培養終了後，2 mlのイソプロパノールを

それぞれのwellに添加し，マクロファージ内の脂

質の抽出を開始した．内部スタンダードとしてヘ

キサン:イソプロパノール（3:2）に溶解した［ H］

cholesteryl oleate (50μg:25,000 dpm),cold
 

oleic acidと cold cholesteryl oleateを各well

に添加後，マクロファージ中の脂質抽出物を薄層

クロマトグラフィーにて展開した．展開後choles-

teryl ester分画を収集し，液体シンチレーション

カウンターにて同分画の［ C］と［ H］を測定し，

マクロファージへのcholesteryl oleate取り込み

を観察した．なお，酸化LDLの作成は，超遠心法

にてLDLを分取後EDTAを除いた生理的食塩

水にて24時間透析し，その後25μM CuSO の存

在下にて12時間37℃にて培養することにて行

い，アーガーロースリポ蛋白電気泳動にて泳動度

の変化を示すことにて酸化LDLであることを確

認した ．

6. 臨床面からのアプローチ

RLPの臨床的意義を検討するために2通りの

方法を試みた．その1つは外来通院中の132名の

患者を対象とした断面調査であり，血清脂質，血

清アポ蛋白とRLP脂質との関連性を検討し，各

タイプの高脂血症におけるRLP出現の動向を検

討した．

2つ目の検討法はコホート調査であり，それぞ

れ異なる作用機序を持つ3種の血清脂質低下薬を

投与した際のRLP-C,RLP-TGが示す変化を観

察し，この変化の解析によりRLPの持つ性質を

検討した．ここで用いた薬剤は細胞内コレステ

ロール合成の律速酵素であるHMG CoA還元酵

素を阻害することにて細胞内コレステロール濃度

を低下し，そのため発現するLDL受容体活性亢

進により血清LDL-Cを低下する薬理作用を主作

用とするHMG CoA還元酵素阻害薬simvas-

t a t i n, P P A Rα (p e r o x i s o m e proliferator-

activated receptorα）のリガンドとなり，リポ蛋

白リパーゼ活性を増加する薬理作用を主作用とす

るフィブラート系薬剤bezafibrate，肝でのTG

合成を阻害してVLDL生成を抑制する薬理作用

を主作用とするethyl icosapentate(EPA）であ

る．Simvastatin(5 mg/日）を31名の高脂血症患

者（IIa型高脂血症20名，IIb型高脂血症11名）を

対象として，bezafibrate(400 mg/日）を28名の

高脂血症患者（IIa型高脂血症10名，IIb型高脂血

症10名，III型高脂血症1名，IV型高脂血症6名，

V型高脂血症1名）を対象として，EPA (1,800
 

mg/日）を28名の高脂血症患者（IIa型高脂血症

10名，IIb型高脂血症10名，III型高脂血症1名，

IV型高脂血症6名，V型高脂血症1名）を対象と

して，それぞれ4～12週間投与し，投与前後の血

清脂質ならびにRLP-C,RLP-TG値の変化を検

討した．

これらの臨床試験において採血はインフォーム

ドコンセントのうえ，すべて少なくとも12時間以

上の断食ののちの早朝空腹時とした．

7. その他の方法

蛋白濃度はLowry法 にて測定した．血清脂

質ならびにHDL-Cは酵素法にて測定し，血清ア

ポ蛋白測定は免疫比濁法（Apo Auto 2 Daiichi
 

series,Daiichi Pure Chemicals,Tokyo）にて測

定した．各リポ蛋白分画中のアポ蛋白組成の検定

は4/20%ポリアクリルアミドーSDSゲル密度勾

配電気泳動法 にて行ない，Coomassie brilliant
 

blueにて同定染色した．RLPの粒子サイズは高

速液体クロマトグラフィー（HPLC,Toso,

Tokyo）にてTSK GEL G5000PW (600 mm×7.5
 

mm,Toso,Tokyo）をカラムとして用い，粒子中

のコレステロールをKyowa Medex kit(TC 555,

Kyowa,Tokyo）によりモニター（吸光度550 nm）

することで検定した ．

8. 統計解析

得られた成績の統計処理において平均値の差の

検定はStudentのpairedあるいはnon paired t-

testを用い，相関解析はLinear regression analy-

sisにて検定した．有意差の検定においてp＜0.05

をもって有意差ありとした．

III. 結 果

1. 基礎的解析結果

1) RLPの粒子サイズ

RLPの粒子サイズを示すHPLCパターンを

Fig.2に示す．Figure上，実線は2名のV型高脂

血症患者（patient 1 and patient 2）から得た血清

をそれぞれHPLCに添加して得た血清リポ蛋白

の流出パターンをコレステロールモニターにて表

多 田158



しており，左からCM,VLDL,LDL,HDLと粒子

サイズの大きいものから順に描出される．破線は

同じ患者血清から直接調整分画したRLPを

HPLCに添加し，同様にコレステロールにてモニ

ターした流出パターンを表している．この成績か

らRLP粒子サイズは多様性を示し，RLPはCM

からVLDL,LDLサイズまで様々な粒子サイズ

のリポ蛋白の集合体であることがわかる．しかし，

その分布はCM,VLDLと同サイズの大型リポ蛋

白に偏りを示している．実際，本稿に成績は呈示

していないがnegative stain法 を用いた電顕

像でもイムノアフィニティ混合ゲルのunbound

分画であるRLPはbound分画リポ蛋白よりも粒

子サイズが大きいことが確かめられた．

2) RLPの構成成分

上記2名のV型高脂血症患者（patient 1 and
 

patient 2）のCMならびにVLDLをそれぞれイ

ムノアフィニティ混合ゲルに添加して得られた

unbound分画すなわちCM-RLP,VLDL-RLP

とそれぞれのbound分画リポ蛋白のアポ蛋白組

成をFig.3に示す．Unbound分画であるRLPは

腸由来アポ蛋白であるアポB-48とアポA lVを

含有し，アポE含有量がbound分画リポ蛋白より

も豊富であったがアポA-lの存在は確認しえな

かった．一方，CM-bound分画にはアポA-lが存

在し，VLDL-bound分画にはアポB-48はなくア

ポB-100が豊富であることが確認された．これら

の成績はRLPのアポ蛋白組成がレムナントリポ

蛋白 の蛋白組成と近似していることを示して

いる．

RLPの脂質組成をTable 1に示す．2名のV型

高脂血症患者を解析した結果，CM-RLPならび

Fig.2.HPLC eluting profile of the remnant-like particles(RLP)Solid lines show eluting profile
 

of serum lipoproteins and broken lines show that of RLP,monitored by cholesterol concentra-
tion.

Fig.3.Apolipoprotein composition of remnant-

like particles(unbound fraction)on 5/20 gradi-
ent SDS polyacrylamide gel.
The unbound fraction,that is RLP,in CM and

 
VLDL had apo B-48 and apo A IV and was rich

 
in apo E but lacked in apo Al,whereas the

 
bound fraction of CM to the affinity mixed gels

 
had apo Al but no apo B-48 and was rich in

 
apo B-100.
CM:chylomicron,VLDL:very low density

 
lipoprotein

 
I:samples from patient 1,II:samples from

 
patient 2

 

Patient 1  Patient 2
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にVLDL-RLPではそれぞれのbound分画と同

様にTG含有量が高く，一方コレステロール/蛋

白比がそれぞれbound分画に比べて約2倍で

あった．このことはRLPがTG richリポ蛋白で

あるとともにコレステロールrichなリポ蛋白で

あることを示している．

3) ヘパリン親和性

RLPのヘパリン親和性（結合能）についての成

績をTable 2に示す．方法の項で述べた手技にて

ヘパリンアフィニティカラムであるHeparin-Se-

pharose 6Bと混和孵置前後の血清RLP-Cを測

定したところ，孵置後の血清からのRLP-C検出

は一部の症例（症例No 1,No 6）を除いてみられ

なかった．このことはRLPに強いヘパリン結合

Table 1.Composition of RLP in chylomicron and VLDL
 

Patient I  Patient II

 

Composition  TC TG PL Protein 
TC/
TG

 
TC/
Protein 

TC TG PL Protein 
TC/
TG

 
TC/
Protein

% %

CM unbound(RLP) 7.9 76.8 7.9 7.5 0.10 1.1 6.0 83.3 6.0 4.8 0.07 1.25

CM bound 7.9 66.0 13.2 12.9 0.12 0.61 7.2 72.5 7.2 13.0 0.10 0.56

VLDL unbound(RLP) 9.4 72.2 10.5 7.9 0.13 1.19 8.7 74.2 10.3 6.8 0.12 1.28

VLDL bound 9.7 64.5 13.4 12.4 0.15 0.78 8.5 67.9 11.3 12.3 0.13 0.69

TC:cholesterol,TG:triglyceride,PL:phospholipid

 

Table 2.Affinity of remnant-like particles(RLP)
to heparin

 

Subject
 

Number
 

RLP-C(mg/dl)

before  after
 
Affinity to

 
heparin(%)

1 75 11 85.3

2 22 0 100

3 14 0 100

4 39 0 100

5 15 0 100

6 108 83 23.1

7 116 0 100

8 95 0 100

9 50 0 100

10 125 0 100

Fig.4.Incorporation of［ C］-oleate into cholesteryl esters in the cultured rat peritoneal macro-
phages.
Rat peritoneal macrophages were incubated with remnant-like particles(RLP)and 0.1 ml of
［ C］-oleate(1μCi/well)in RPMI-1640 supplemented with 5% LPDS for 24 hours at 37℃.
As controls,total VLDL,native LDL and oxidized LDL were incubated with peritoneal

 
macrophages in the same manner.
RLP-VLDL:RLP separated from VLDL

 
Native-LDL:unmodified LDL,Ox-LDL:oxidatively modified LDL
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能があることを示している．

4) マクロファージへのcholesteryl oleateの

取り込み

培養ラット腹腔マクロファージへのcholester-

yl oleateの取り込みに対するRLPの及ぼす影響

をF i g.4に示す．V L D Lから分画したR L P

(VLDL-RLP）はプラークを形成する泡沫細胞の

前駆細胞であるマクロファージへのcholesteryl
 

oleateの取り込みを増加し，この作用はtotal
 

VLDLやnative LDLよりも強く，動脈硬化惹起

リポ蛋白と目される酸化的変性LDLとほぼ同程

度の効果を示した．実際，RLPと共に培養した

ラット腹腔マクロファージ内に脂肪滴の存在が脂

肪染色にて確かめられた（Fig.5)．

2. 臨床的解析結果

1) 断面調査

132名を対象とした断面調査の結果，Table 3の

ごとく血清RLP-C濃度は血清コレステロール，

HDL-Cとは相関性を示さず，血清TG，血清アポ

B，アポCll，アポClll，アポE濃度との間に正の

相関性が確認された（それぞれp＜0.01,p＜0.05,

p＜0.01,p＜0.05,p＜0.01）．そして，なかでも血

清アポE濃度との相関性が高かった（r＝0.651）．

このことは，RLP-C測定がTGに富みアポE
 

richなリポ蛋白であるレムナント粒子の血清中

濃度を反映していることを表している．一方，

RLP-TGは血清TG値と間のあまりに強い相関

性（r＝0.953）を示すため，臨床検査値として血

清TG値を反映するのみの意義しか得られな

かった（Fig.6）．このことから，以後の検定は

RLP-C測定を中心に行った．RLP-Cのcut-off

値を5 mg/dlに設定したところ，Table 4に示す

ごとく正脂血症者41名においては全員cut-off

値未満のRLP-C値を呈した．一方，IIa型高脂血

Fig.5.Rat peritoneal macrophages incubated with remnant-like particles(RLP)

Rat peritoneal macrophages incubated with RLP from VLDL show lipid deposotion in their
 

cells.
Right panel:macrophages incubated with RLP.See,red colored lipid droplet by the lipid

 
staining.Left panel:macrophages incubated with phosphate buffered saline(PBS)as

 
control.

PBS  RLP

 

RLP:remnant-like particles
 

PBS:Phosphate buffered saline(control)
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症，IIb型高脂血症，IV型高脂血症高脂血症では

RLP-C 5 mg/dl以上の症例が，それぞれ9%,

65%,55%を占めた．Tableには示していないが，

5名のIII型高脂血症，2名のV型高脂血症患者で

は全例がRLP-C値5 mg/dl以上を呈した．

2) コホート調査

各種血清脂質低下薬投与による血清RLP-Cと

血清RLP-TGの変化をTable 5a,5b,5cに示す．

LDL受容体活性を亢進する薬理作用を持つ

simvastatin(5 mg/日）を投与した31名の対象に

おいて（Table 5a），血清RLP-Cは投与前15±3.0
 

mg/dlから投与後7.0±1.2 mg/dlと有意な低下

を示し（p＜0.001），この血清RLP-Cの有意な低

下はIIa型高脂血症，IIb型高脂血症ともに認めら

れた（それぞれp＜0.001,p＜0.001）．同薬剤投与

により血清RLP-TGも低下を示したが，有意差

は認められなかった．この試験において，血清コ

レステロール，LDL-Cも血清RLP-Cと同様，本

薬剤投与により全対象者ならびにIIa型高脂血症

とIIb型高脂血症のいずれのサブグループにおい

ても有意な低下を示した（ともにp＜0.001）．一

Fig.6.Relationship between serum lipids and RLP-TG
 

RLP-TG shows very strong correlation to serum triglyceride.

Table 3.Correlation coefficient predicting RLP-C
 

Parameters  Coefficient P value
 

Serum Cholesterol －0.212 n.s.

Triglyceride 0.574 p＜0.01
 

HDL Cholesterol －0.151 n.s.

Serum Apolipoproteins
 

A I 0.248 n.s.

B 0.354 p＜0.05
 

C II 0.507 p＜0.01
 

C III 0.374 p＜0.05
 

E 0.651 p＜0.01
 

n.s.＝not significant
 

Table shows the relationship between RLP-choles-
terol(RLP-C)and other lipid parameters among

 
subjects(n＝33)whose RLP-C above 5 mg/dl.
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方，HDL-Cにはほとんど変化がみられなかった．

リポ蛋白リパーゼ活性を増加する薬理作用を持

つbezafibrate(400 mg/日）を投与した28名の対

象において（Table 5b），血清コレステロール，血

清TGは有意に低下し（それぞれp＜0.001,p＜

0.001),HDL-Cは有意に増加した（p＜0.001)．し

かし，血清RLP-Cの低下には有意性はなく，むし

ろIIa型高脂血症ではbezafibrate投与前後で

3.2±0.7 m g/d lから4.3±0.6 m g/d lへと血 清

RLP-Cの増加がみられた．一方，血清RLP-TG

は99±29 mg/dlから31±7.3 mg/dlと有意な低

下を示した（p＜0.02）．IIa型高脂血症と異なり，

IIb型高脂血症ではbezafibrate投与にて血清

RLP-C,RLP-TGともに有意な低下を示した．症

例数が少ないため投与前後の有意差検定はできな

かったが，IIl型高脂血症，V型高脂血症ともに

bezafibrate投与にて血清RLP-CとRLP-TG

は顕著な低下を示した．

肝でのTG生成を抑制しVLDLの肝からの分

泌を低下する薬理作用を持つEPA (1,800 mg/

日）を投与した15名の対象者において（Table
 

5c),EPA投与前後のLDL-C,HDL-Cには有意

な変化が認められなかったが，血清RLP-Cなら

びにRLP-TGは有意な低下を示した（それぞれ

9.6±2.0 m g/d lから4.0±0.7 m g/d l:p＜0.0 1,

63±17 mg/dlから25±6.2 mg/dl:p＜0.05)．

Table 4.Remnant-like particles cholesterol(RLP-C)in hyperlipidemia
 

RLP-C

＞5 mg/dl ≦5 mg/dl
 
Incidence of subject

 
with RLP-C above

 
5 mg/dl

 
Subject number %

Normolipidemia 0 41 0

Hyperlipidemia
 

type IIa 4 39 9

IIb 17 9 65

IV 12 10 55

Total 33 99 25

Table 5a. Changes in serum lipids,HDL-,LDL-cholesterol and RLP-lipids by the
 

administration of simvastatin (mg/dl)

Phenotype
 

Serum
 

Cholesterol Triglyceride
 
HDL-C  LDL-C  RLP-C  RLP-TG

(19) (19)

Total before 273±6.3 189±22 55±2.3 182±7.0 15±3.0 65±2.0
N＝31

after 220±6.8 141±12 56±2.5 137±7.0 7.0±1.2 34±7.1

(9) (9)

IIa before 272±8.8 123±7.8 60±2.3 187±9.6 8.2±1.0 26±4.0
N＝20

after 224±9.9 106±9.2 62±2.7 141±10 6.5±0.8 18±3.4

(10) (10)

IIb before 275±8.4 310±39 45±3.3 173±8.8 24±5.0 108±39
N＝11

after 214±6.8 203±18 45±3.0 128±7.6 10±1.9 51±12

:p＜0.05, :p＜0.02, :p＜0.01, :p＜0.001  M±SE
( )Subject number

 
PLP-C:remnant-like lipoprotein particles cholesterol

 
RLP-TG:remnant-like lipoprotein particles triglyceride
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IV. 考 察

冠動脈疾患，脳血管障害の発症における血清脂

質の関与は明らかであり，中でもLDL，レムナン

トリポ蛋白，Lp(a）などのリポ蛋白はatherogenic

なリポ蛋白として知られ，これらのリポ蛋白の把

握と血中濃度の適正化の必要性が唱えられてい

る．特にレムナントリポ蛋白は高脂血症以外の冠

危険因子である肥満，耐糖能異常との関連性も強

く ，生活習慣病という疾病概念の中でも関心

を集めているが，従来その定量的血中濃度の把握

が困難であった．

Table 5b.Changes in serum lipids,HDL-C and RLP-lipids by the administration of bezafibrate (mg/dl)

Phenotype
 

Serum
 

Cholesterol Triglyceride
 
HDL-C  RLP-C  RLP-TG

 

before 256±7.1 274±45 51±2.3 13±3.4 99±29
Total
 

N＝28
after 220±4.5 124±16 61±2.7 6±0.9 31±7.3

before 262±6.3 114±7.5 57±3.6 3.2±0.7 20±4.2
IIa
 
N＝10

after 213±6.0 78±11 64±3.5 4.3±0.6 15±4.0

before 266±7.6 254±34 52±3.6 9.4±1.8 71±16
IIb
 
N＝10

after 232±7.5 114±17 65±5.2 5.4±0.7 21±4.8

before 375 378 53 49.5 154
III
 
N＝1 after 232 105 64 19.7 25.1

before 211±7.8 398±68 41±4.0 16±5.7 160±49
IV
 
N＝6

after 204±10 213±52 48±4.4 8.7±2.6 75±27

before 245 1,232 42 83.2 751
V
 
N＝1 after 158 160 57 2.5 21.8

:p＜0.05, :p＜0.02, :p＜0.01, :p＜0.001  M±SE
 

RLP-C:remnant-like lipoprotein particles cholesterol
 

RLP-TG:remnant-like lipoprotein particles triglyceride

 

Table 5c. Changes in serum lipids,HDL-C,LDL-C and RLP-lipids by the administra-
tion of ethyl icosapentate(EPA) (mg/dl)

Phenotype
 

Serum
 

Cholesterol Triglyceride
 
HDL-C  LDL-C  RLP-C  RLP-TG

 

before 251±5.4 227±35 55±3.4 154±6.2 9.6±2.0 63±17
Total
 

N＝15
after 230±8.3 139±21 56±3.1 146±8.0 4.0±0.7 25±6.2

before 281±6.0 124±15 61±4.9 166±4.9 4.8±0.5 19.2±3.9
IIa
 
N＝8 after 228±13 97±15 60±4.9 149±10 3.1±0.6 14.7±1.2

before 249±10 345±41 47±2.6 141±10 15±3.0 113±26
IIb
 
N＝7

after 232±10 187±33 51±3.0 144±12 5.0±1.1 37±11

:p＜0.05, :p＜0.02, :p＜0.01  M±SE
 

RLP-C:remnant-like lipoprotein particles cholesterol
 

RLP-TG:remnant-like lipoprotein particles triglyceride
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ここ数年にわたり，レムナント測定法の開発に

携わり，RLPという臨床検査法の確立に関与して

きたが，RLPの詳細な臨床的意義についての基礎

的成績は未だ発表されていない．そこで今回，抗

ヒトアポB-100と抗アポAlモノクローナル抗体

を利用して作成したイムノアフィニティ混合ゲル

を用いて分画したRLPとレムナントリポ蛋白と

の相同性について粒子径，アポ蛋白組成，脂質組

成，ヘパリン結合能，マクロファージのコレステ

ロール蓄積に及ぼす影響などの物理化学的特性な

らびに各タイプの高脂血症における発現頻度，

様々の高脂血症治療薬に対する血中での変化など

の臨床的特性を明らかとした．

レムナントリポ蛋白とはCMレムナントと

VLDLレムナントを総称する呼び名である．CM

レムナントとVLDLレムナントはともにTGな

らびにコレステロールに富むアポE-richリポ蛋

白であり，アポB(CMレムナントはアポB-48と

少量のアポB-100を含有し，VLDLレムナントは

アポB-100のみを含有）を構造アポ蛋白とする共

通点を持つ．小腸で生成され食事性脂肪を運搬す

るCMや肝で生成され内因性脂肪を運搬する

VLDLなどのTG richリポ蛋白は血中に流入し

た後，毛細血管の内膜面に繫留しているリポ蛋白

リパーゼ（LPL）などの酵素の働きによりリポ蛋

白粒子中のTGやアポCを失う一方アポEを獲

得するなどのリモデリングを受けて次第に小型化

し，レムナントリポ蛋白に変換される．超遠心法

にて1.006＜d＜1.019 g/mlの比重をもつリポ蛋

白として分画される中間型リポ蛋白（IDL）は

VLDLレムナントの一つであり，ほぼ同意語に用

いられるが，超遠心法で分画したVLDLの中にも

実際CMレムナントやVLDLレムナントが存在

している．

すでにCamposら は抗ヒトアポB-100モノ

クローナル抗体を利用したイムノアフィニティゲ

ルを用いてpass分画のリポ蛋白を同定している

が，この方法ではpass分画にアポAlを有するリ

ポ蛋白であるCMやHDLも流出するという難

点をもつ．そこで我々はpass分画に流出するCM

とHDLを除くため，アポAlに対するモノクロー

ナル抗体を利用して作成したイムノアフィニティ

ゲルを抗アポB-100イムノアフィニティゲルと

混合してイムノアフィニティ混合ゲルを作成し，

これをRLPの分離分画のために用いた．ここで

用いた抗アポAlイムノアフィニティゲルの特性

についてはすでに別紙に報告した ．

こうして作成されたイムノアフィニティ混合ゲ

ルにて分画されたCM-RLP(unbound分画）のア

ポ蛋白組成はFig.2に示すごとくであり，この成

績からCM-RLPはアポAlを持たず，アポB-

48 に富む粒子であることが明らかとなった．一

方，同患者から得られたCMのbound分画として

得られたリポ蛋白にはアポAlの存在が確認さ

れ，アポB-48含量は低下していた．そして，この

アポB-48はVLDL-RLP(unbound分画）にも認

められた．小腸由来アポ蛋白であるアポAlVも

CM-RLPだけでなくVLDL-RLPにもみられた

ことから，アポB-48の検出と合わせVLDL分画

にもCMレムナントが混在していることが確認

された．そして，これらの事象，ならびにCM,

VLDLともにRLP(unbound分画）のアポE含

量がbound分画と比較して多いことからRLPの

アポ蛋白組成はレムナントリポ蛋白のアポ蛋白組

成と相同性を示すことが示唆された．

脂質組成の検索にてRLPはTGに富む粒子で

あることが判明した．CMやVLDLはTGを多量

に含量するため，脂質組成のパーセント表示にお

いてTGの高含量がRLPとbound分画の間のコ

レステロール含量の差を覆い隠す可能性もあるた

め，コレステロール/蛋白比を求めたところ，CM,

VLDLいずれの分画においてもRLPにおけるコ

レステロール/蛋白比はbound分画に較べ約2倍

の値を呈し，RLPには比較的コレステロール含量

が高いことが示された．Heparin affinity Sephar-

ose 6Bを用いた実験でもRLPにヘパリン結合能

があることが示され，マクロファージを用いた実

験においてもRLPは酸化LDLと同程度に細胞

内にコレステリールエステル蓄積を助長する作用

があることが示された．これらの成績はRLPと

レムナントリポ蛋白との相同性をさらに支持する

ものであった．

132名を対象とした断面調査にてRLP-C値は

血清コレステロール値，HDL-C値とは有意な相

関性を示さず，これらの値とはむしろ負の相関性

がみられた．このことはRLPがLDLやHDLと
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独立し，異なるリポ蛋白としての特性が強いこと

を支持する臨床成績を表しており，アポBとアポ

Alを持つリポ蛋白をモノクローナル抗体を用い

て除外するというRLPの分離手法の確実性が臨

床的成績においても確認された．また，RLP-Cが

正の相関性を示した血清TG，アポCII，アポ

CIII，アポEはいずれもCMやVLDLなどのTG
 

richリポ蛋白の主たる構成成分であり，前述した

RLPのアポ蛋白組成，脂質組成の検索での成績と

一致する成績が臨床的解析によっても得られた．

特にアポEはこれらTG richリポ蛋白の血中で

の中間代謝物質であるレムナントを特徴付けるア

ポ蛋白であり，RLP-C測定値が血中レムナント

リポ蛋白濃度を反映する値であることが支持され

た．一方，RLPのTG濃度を表すRLP-TGも

RLPの動態の一端を示す値ではあるが，RLP-

TGはあまりに血清TGとの相関性が強く（r＝

0.953;Fig.6），血清中レムナントリポ蛋白を反映

する値として不適当と考えられた．

正脂血症者ではRLP-C 5 mg/dl以上を示す症

例はなく，実際レムナントリポ蛋白が増加する高

脂血症であるIIb型，III型，V型高脂血症患者に

おいて高値を示すことからRLP-Cのcut-off値

は5 mg/dl前後が適切と考えられたが，このcut-

off値の決定はさらに症例を増やし検討する必要

がある．

LDL受容体の機能不全で発症することの多い

IIa型高脂血症において，血清TG値は正常で

あってもRLP-Cが5 mg/dl以上を示す症例が約

1割を占めたことは（Table 4）レムナントリポ蛋

白が粒子中に存在するアポEをリガンドとして

LDL受容体を介して細胞異化されることから

も ，非常に興味深い事柄である．そこで，細胞

内コレステロール合成を阻害してLDL受容体発

現を誘導する薬理作用を持つHMG CoA還元酵

素阻害薬であるsimvastatin投与によるRLP-C,

RLP-TGの変化を観察した．あわせて，他の薬理

作用をもって血清脂質異常を是正するbezafi-

brate（リポ蛋白リパーゼ賦活作用を持つ），EPA

（肝トリグリセライド合成低下によるVLDL分泌

抑制作用を持つ）にてもRLP-C,RLP-TGの変

化を対照的に観察することとした．

その結果，simvastatin投与にてIIa型高脂血

症，IIb型高脂血症ともにTable 5aに示すように

LDL-Cの有意な減少とともにRLP-Cの有意な

減少が認められ（それぞれp＜0.001),RLPはレ

ムナントリポ蛋白と同様にLDL受容体を介して

異化される可能性が支持された．Fig.7は今回使

用した3種の高脂血症治療薬の投与前後のRLP

脂質であるコレステロールとTGの変化率をそ

れぞれ図示したものである．Simvastatin投与で

はIIa型高脂血症においても，IIb型高脂血症にお

いてもRLP-C,RLP-TGともにほぼ同率の低下

をしており，これはRLPがsimvastatinにて誘

導されたLDL受容体に結合して粒子のまま一体

となって血中から消失するという仮説を支持する

成績である．

一方，リポ蛋白リパーゼ活性を亢進するbezafi-

brate投与ではIIa型高脂血症において，投与後

のRLP-Cはむしろ増加を示した．レムナントリ

ポ蛋白はCMやVLDLが血中に流入した後，リ

ポ蛋白リパーゼの作用により代謝を受け出現する

リポ蛋白である．そのため，bezafibrate投与によ

るリポ蛋白リパーゼ活性亢進によりレムナントリ

ポ蛋白が増加したことがRLP-Cの増加となって

現れたとすることで説明される．Fig.7に示すご

とくIIa型高脂血症，IIb型高脂血症ともに

bezafibrate投与にて生じるRLP-CとRLP-TG

の変化率には有意な差がみられた．こうしたこと

より，bezafibrate投与にてRLPは粒子組成を変

えながら血中から消褪してゆくことが窺われる．

しかも，この成績はRLPがリポ蛋白リパーゼの

substrateとなり，RLP粒子中のTGはリポ蛋白

リパーゼによって水解され粒子から離脱してゆく

ことを示している．今回成績を示していないが，

我々はi n v i t r oの系でR L Pとp o s t-h e p a r i n
 

plasmaをともに孵置する実験にてRLPがリポ

蛋白リパーゼのsubstrateになることを確認して

いる．

EPA投与によるRLPの低下においては，

RLP-Cの低下とRLP-TGの低下は同率であり

（Fig.7),EPA投与が血清TGを低下するにもか

かわらず，LDL-C,HDL-Cには影響しないこと

から同薬投与によるRLP-Cの有意な低下は（p＜

0.01）レムナントリポ蛋白のprecursorである肝

VLDLの生成・分泌の低下によるものと考えられ
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る．

以上，今回，RLPとレムナントリポ蛋白との相

同性について実験室レベルならびに臨床レベルの

実験から検討し，RLP-Cが血中レムナントリポ

蛋白を反映する値であることを証明した．

V. 結 語

RLPについての最初の研究報告 を発表して

から11年が過ぎようとしている．近年，RLPにつ

いての諸家の報告も多くなり ,RLP測定が

Framingham Heart Studyなどの疫学的研

究 やVA-HIT などの大規模ランダム化プ

ラセボ対照臨床試験の後解析 にも用いられる

ようになった．しかしRLP-C測定がレムナント

リポ蛋白を反映した値であることを基礎的見地か

ら検定した論文はまだなく，今回の第118回成医

会総会宿題報告を機会としてこれまでの我々が

行ってきた研究の一部をまとめた．現在のところ，

臨床の場において依然としてRLP-Cに代わりう

る有用性を発揮するレムナントリポ蛋白定量法は

開発されていない．今後期待されるRLP-C測定

の臨床応用としてRLP-Cが食後高脂血症 のサ

ロゲートマーカーとなりうることも考えられ，現

在その検討も合わせて行っている ．

稿を終わるに，これまでの研究を支えていただいた

永野 允名誉教授，望月正武教授のご厚情に深謝する

とともに，共同研究者である中村治雄防衛医科大学校

名誉教授，斉藤俊光，深町 勇，中野隆光，中嶋克行

をはじめとする日本抗体研究所の諸氏，ならびにかつ

て東京慈恵会医科大学青戸病院第2研究室でともに

臨床，研究に勤しんできた石川俊次，鈴木直紀，加々

美明彦，近藤和雄，阪本琢也，池脇克則，西出良一，岩

崎雅文，望月恵子，阿久津敏江諸兄，諸氏のご助言に

感謝するものです．
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