
 1 

    
    
    
    
    
 表 題  ヒト血漿中オキシステロール類のエステル化機構の解明 

― LCAT 欠損症患者血漿を用いた検討 ― 
    
    
    
    
 論 文 の 区 分  論文博士 
    
    
    
    
 著 者 名  山室 大介          
    
    
    
 所 属  自治医科大学 医学部  
   内科学部門 内分泌代謝学部門  
    
    
    
   ２０２１年 １月２５日申請の学位論文 
    
    
    
 紹 介 教 員  地域医療系 専攻 内分泌代謝疾患 専攻科 
   職名・氏名  石橋 俊   
    



 3 

 
目次 
 
略語一覧 
 
第 1 章 背景と目的 
 第 1 節 LCAT について 
 第２節 LCAT 欠損症について 
  第３節 オキシステロールの生理活性および LCAT 代謝 
 
第 2 章 実験方法 
第１節  血漿検体の採取および保存 
第２節  血漿リポタンパクの調製 
第 3 節  血漿脂質および血漿 LCAT 活性の測定 
第 4 節  血漿オキシステロールのピコリン酸誘導体化 
第 5 節  LC-MS/MS 解析 
第 6 節  細胞培養 
第 7 節  LCAT lysate の調製および western blotting 
第 8 節  リポソームの調製 
第 9 節  オキシステロール類の LCAT 活性の測定 
第 10 節  統計学的解析 
 

第 3 章 結果 
第 1 節  血漿の臨床検査所見 
3-1-1.  健常人血漿の臨床検査所見 
3-1-2.  LCAT 欠損症患者血漿の臨床検査所見 
3-1-3.  コレステロールの LCAT 活性の評価 
 
第 2 節  血漿オキシステロールの LC-MS/MS 解析 
3-2-1.  健常人の血漿オキシステロール濃度 
3-2-2.  健常人における各オキシステロールの ester 比の比較解析 
3-2-3.  LCAT 欠損症患者の血漿オキシステロール濃度 
3-2-4.  LCAT 欠損症患者の血漿オキシステロール ester 比の比較解析 

 
第 3 節  血漿リポタンパク分画におけるオキシステロール類の分布解析 
3-3-1.  リポタンパク分画の脂質解析 
3-3-2.  リポタンパク分画のオキシステロール類の LC-MS/MS 解析 

 



 4 

第 4 節  合成基質を用いたオキシステロール類の LCAT 親和性の評価 
3-4-1.  LCAT OE HEK293 細胞 lysate の LCAT 発現解析 
3-4-2.  各オキシステロールの LCAT 酵素に対する親和性 
 

第 4 章 考察 
 
第 5 章 結語 
 
謝辞 
 
引用文献 



 5 

略語一覧 
 
本論文において、以下の略語を用いた。 

 
ABCA1 : ATP-binding cassette transporter A1 
ACAT : acyl-CoA:cholesterol acyltransferase 
BHT : butylated hydroxytoluene 
CE : cholesteryl ester 
CETP : cholesteryl ester transfer protein 
CH25H : cholesterol 25-hydroxylase 
CT : cholestane-3β,5α,6β-triol 
FBS : fetal bovine serum, 
FC : free cholesterol 
FED : fish eye disease 
FLD : familial LCAT Deficiency 
HDL : high Density Lipoprotein 
LCAT : lecithin-cholesterol acyltransferase 
LC-MS : liquid chromatography mass spectrometry 
LPDS : Lipoprotein Deficient Serum 
LXR : liver X receptor 
OCDO : 6-oxo-cholestan-3β,5α-diol 
OSBP : oxysterol binding protein 
ORPs : oxysterol binding protein related proteins 
PBS : hosphate buffered saline 
PC : phosphatidylcholine 
ROR : retinoic acid-related orphan receptor 
TBS-T : tris buffered saline with 0.05% Tween 20 
TC : total cholesterol 
TG : triglyceride 
4βHC : 4β-hydroxycholesterol 
5,6αEC : 5,6α-epoxycholesterol 
5,6βEC : 5,6β-epoxycholesterol 
7αHC : 7α-hydroxycholesterol 
7KC : 7-ketocholesterol 
24SHC : 24(S)-hydroxycholesterol 
25HC : 25- hydroxycholesterol 
27HC : 27-hydroxycholesterol 
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第１章 背景と目的 
 
第１節  LCAT について 
血漿コレステロールは主にコレステロールエステル(CE)として存在しており、血漿

リポタンパクの構造維持や血中コレステロールの輸送機能を保つのに必要な分子状

態である。生体におけるエステル化酵素としては、コレステロールの 3 位 acyl-CoA
か ら の 脂 肪 酸 転 移 を 触 媒 す る 細 胞 内 小 胞 体 酵 素 acyl-CoA:cholesterol 
acyltransferase (ACAT)や Lecithin-cholesterol acyltransferase（LCAT）が知られて

いる。LCAT は、phosphatidylcholine (PC)の sn-2 位のアシル鎖をコレステロール

の 3 位の水酸基への脂肪酸転移を触媒することにより、血漿リポタンパク中に存在す

る遊離コレステロール(FC)をエステル化する 1）。LCAT は血中では HDL に結合して

存在し、HDL を反応の場としている。HDL で生成された CE は、一部は Cholesteryl 
ester transfer protein (CETP) などの CE 輸送タンパクによって VLDL やカイロミ

クロンなどのTGに富むリポタンパクに輸送され、残りはCEの極性が低いためLCAT
によって HDL 内に溜め込まれる。この過程で HDL の表面はコレステロールに乏し

くなることで、他のリポタンパクや細胞から FC の引き抜きを促す。結果として、円

盤状 HDL のコレステロールは、原始 HDL または preβ1-HDL とも呼ばれ、LCAT
によって優先的にエステル化される 2）。 HDL のサブフラクションは主に apoAI で構

成され、apoAI が肝細胞やマクロファージなどの細胞から ABCA1 を介してコレステ

ロールが輸送される 3）。末梢組織の過剰なコレステロールは、LCAT によって CE に

変換されるため、末梢組織の過剰なコレステロールを肝臓に移動させて胆汁に排出す

るコレステロール逆輸送に重要である 4）。(図 1-1) 5） 

図 1-1 LCAT の役割 5)  
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第２節  LCAT 欠損症について 
 

LCAT 欠損症は LCAT 遺伝子の変異または LCAT タンパク質に対する抗体中和の

いずれかが要因となり引き起こされる稀な疾患である 6)。本欠損症の患者は、しばし

ばある程度の角膜混濁 (図 1-2 7) )、貧血、

タンパク尿や糸球体濾過障害を含む腎機

能障害を呈する。現在までに、LCAT 遺伝

子の 100 を超える変異が同定されており

(図 1-3 8))、本自治医科大学でも角膜混濁、

軽度の貧血、軽度のタンパク尿、正常な腎

機能を持ち、LCAT 遺伝子の新しい点突然

変異（Gly179 を Arg に変換する G から C
への置換）を有した日本人女性を報告し

た。G179 は LCAT 機能に必須であること

が in vitro 実験によって確認された 9)。   図 1-2 LCAT 欠損症の角膜混濁症状 7) 
 

図 1-3 LCAT 欠損症における遺伝子変異 8) 
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LCAT 遺伝子の変異は、家族性 LCAT 欠損症（FLD）または魚眼病（FED）のいずれ

かを呈し、どちらもまれな常染色体劣性疾患である 10)  11）。 FLD は重度の臨床症状

を呈するが、FED は、生涯にわたって角膜混濁が唯一の臨床症状である。FLD は、

1967 年にノルウェーの家族で最初に確認された 12）。LCAT は主に HDL コレステロ

ールで機能し (α活性)、残り 3 割ほどが LDL コレステロールで機能(β活性)してい

るといわれている。 HDL に対する活性であるα活性のみ欠損した場合を FED、α

およびβ 活性の両方を欠損した場合は FLD になると報告された 13）14)。LCAT 欠損

患者に存在する高分子量 LDL15）またはリポタンパク-X16) 17）が FLD の腎障害に寄与

していることが報告された。また、2 つのリポタンパク分画（Lp8 および Lp12-16）
が LCAT 欠損症における腎表現型に特異的であることが報告された 18)。 
 
 
第 3 節 オキシステロールの生理活性および LCAT 代謝 
 
コレステロール酸化代謝物であるオキシステロール類は多彩な生理作用が報告さ

れており、その多くはレチノイン酸関連オーファン受容体（ROR）、エストロゲン受

容体、グルココルチコイド受容体および liver X receptor (LXR)などの核内受容体に

基質として結合し、脂質代謝制御や抗炎症作用を発揮する 19), 20)。本研究では、

cholestane-3β,5α,6β-triol (CT) 、 4β-hydroxycholesterol (4βHC) 、 5,6α-
epoxycholesterol (5,6αEC)、5,6β-epoxycholesterol (5,6βEC)、7α-hydroxycholesterol 
(7αHC) 、 7-ketocholesterol (7KC) 、 24(S)-hydroxycholesterol (24SHC) 、 25- 
hydroxycholesterol (25HC)および 27-hydroxycholesterol (27HC)の 9 つのオキシス

テロールを測定した。5,6αECおよび 5,6βECのほとんどは非酵素的に生成されるが、

一部の 5,6αEC は酵素的にも生成される 21)。 CT、7KC、7αHC、および 25HC は酵

素経路と非酵素経路の両方によって生成されるが、4βHC、24SHC、および 27HC は

酵素経路のみで生成される 22) 23)。5,6αEC は、腫瘍抑制作用を有するであるデンドロ

ゲニン A の前駆体である 24)。5,6αEC と 5,6βEC は乳癌の腫瘍プロモーターである 6-
oxo-cholestan-3β,5α-diol(OCDO)の前駆体である CT へと代謝される 25)。これら９つ

のオキシステロールのうち、バイオマーカーとしての臨床的有用性が報告されている

オキシステロールとして 4β- hydroxycholesterol(4βHC)、24(S)- hydroxycholesterol 
(24SHC)と 27-hydroxycholesterol (27HC)が挙げられる。4βHC は CYP3A4 によっ

て形成され、CYP3A4 活性のバイオマーカーとしての有用性が報告されている 26)。 
CYP3A4 を誘導する抗レトロウイルス薬の治療を受けた患者では、4βHC の血中濃度

が高くなり、CYP3A4 阻害剤によって 4βHC の血中濃度は減少することが報告され

ている 27)。24SHC は脳内において 24S-ヒドロキシラーゼ（CYP46A1）によって代

謝•産生され、血液脳関門を通過して血中に分泌され、アルツハイマー型認知症や神

経変性疾患のバイオマーカーとしても注目されている。AD 患者の血漿中および脳脊

髄液内での 24S-HC の上昇 28),29)、老人斑の周囲における CYP46A1 の発現が高い 30)

といった報告がされている。また、27HC はエストロゲン受容体への結合能を有して
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おり、エストロゲン受容体に作用して乳癌 31)および炎症性機構を介した動脈硬化症の

発症 32)に関わる可能性がモデル動物を用いた基礎研究において提唱されている。25-
hydroxycholesterol (25HC)は cholesterol 25-hydroxylase (CH25H)によって生成さ

れ、insig1 や HMG-CoA 還元酵素への結合を介して、コレステロール合成を強力に

抑制する。また、コレステロール輸送蛋白 NPC1、その他オキシステロール結合蛋白

(OSBP)とその類縁蛋白(ORPs)へ結合し、ステロール代謝のみならず広範な細胞機能

調節を行う。最近では、25HC はウィルス感染抑制作用 33)、IgA 産生抑制作用 34)が報

告された。また、25HC は、neutral cholesterol ester hydrolase 1（NCEH1）を欠損

したマクロファージの ER ストレスを調節する 35)。これらオキシステロール 類の代

謝起源とその生理機能については表 1-1 にまとめた。 
 

表 1-1 オキシステロールの代謝起源と生理作用 

 
血中において LCAT は HDL に結合して存在し、HDL を反応の場としており、

LCAT によって血中コレステロールはエステル化され 2）、末梢組織の過剰なコレステ

ロールを肝臓に移動させて胆汁に排出するコレステロール逆輸送に重要である 4）。そ
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のため HDLに貯蔵されているオキシステロール類がコレステロール同様に LCATに

よってエステル化されていた場合、リポタンパク中のオキシステロール類のエステル

比が LCAT 活性によって変動することが期待できる。血漿リポタンパク分画のオキ

システロール類のエステル比は 24SHC および 27HC のみ報告 36)されており、LDL
と HDL 画分がオキシステロールの主な貯蔵リポタンパクとなっている。しかし、他

のオキシステロール類のリポタンパクにおけるエステル比を調べた報告はない。そこ

で、本研究では 9 種類のオキシステロール類のリポタンパク分画におけるエステル比

を測定し、ヒト血漿中オキシステロールのエステル化における LCAT の役割を解明

した。 
以前の研究では、5,6αEC、5,6βEC、7αHC、7KC、24SHC、25HC および 27HC

は細胞実験から LCAT によってエステル化されることが報告された 37) 38) 39）。また、

Karuna らは、LCAT ヘテロ接合変異患者が、変異を有さない患者家族と比較して、

HDL 中の 27HC 濃度が低いことを報告した 40)。しかし、LCAT 欠損が種々のオキシ

ステロールのエステル化に in vivo レベルで影響を与えるか、さらには角膜混濁や腎

機能障害といった臨床症状に寄与しているかどうかは未解明である。そこで、本研究

では各オキシステロールのどれだけの割合が血漿中でエステル化されているか、およ

び LCAT がその産生に関与しているかどうかを検証するために、206 人の健常人と 8
人の LCAT 欠損患者の血漿オキシステロールを測定し、LCAT 欠損症の臨床所見との

関連について検討した。 
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第２章 実験方法 
 
第１節 ヒト血漿の採取および保存 
 
健常人のボランティア(n=206)と LCAT 欠損症患者(n=8)は、10 時間絶食した後、

採血した。血液を 1,500 g で 15 分間遠心分離した後、血漿サンプルを-80℃で保存し

た。大須賀淳一先生にご協力頂き、健常人の血漿は宇都宮東病院 健診センターで採

取した。LCAT 欠損症患者検体は自治医科大学が保有していた１検体(患者検体 No.9)
と、Amsterdam 大学 A.G. Holleboom 先生(患者検体 No.1, 3, 6, 7, 8)、千葉大学医学

部付属病院 未来開拓センター 黒田正幸先生(患者検体 No.2, 5)、東邦大学医療センタ

ー佐倉病院 武城英明先生(患者検体 No.2, 5)から分与して頂き、本研究に使用した。

本実験は、自治医科大学、宇都宮東病院、千葉大学大学院医学研究科の倫理委員会に

よって承認され、インフォームドコンセントはすべての被験者から得られ、ヘルシン

キ宣言の倫理基準に従って実施された。 
 
 
第２節 血漿リポタンパクの調製 
 

10 時間以上絶食した健常人(n=5)より血液を 20mL 採取し、遠心分離して血漿 5mL
を得た。細菌の繁殖やタンパク変性を防ぐため、分離した血漿に 0.05% EDTA・

NaN3(pH7.4)、1mM PMSF(和光純薬社)、Proteinase inhibitor cocktail(Sigma) を加

えた。得られた血漿に各リポタンパク分画の比重に合わせて飽和 KBr (調製造時の比

重 : 1.368)を添加し、VLDL 分画(比重:0.93~1.006)、IDL 分画(比重 : 1.006~1.019)、
LDL 分画(比重 : 1.019~1.063)、HDL 分画(比重 : 1.063~1.210)、LPDS 分画を超高

速遠心法(16℃, 100,000×g, 12 時間)にて各リポタンパク分画を分離した。 
 
 
第３節 血漿脂質および血漿 LCAT 活性の測定 
 
血漿およびリポタンパク分画の TC の測定はデタミナーTC II(協和メデックス社)、

FC の測定は DeterminerL FC キット、TG の測定は L タイプワコー TG・M キッ

ト(和光純薬社)を用いて測定した。LCAT 活性は、Anasolv LCAT キット（積水メデ

ィカル株式会社）を用いて測定した。 
 
 
第４節 血漿オキシステロールのピコリン酸誘導体化 
 
内部標準として[2H7]4βHC（5 ng）、[2H7]5,6αEC（5 ng）、[2H7]5,6βEC（5 ng）、

[2H7] CT（1 ng）、[2H7]7αHC（5 ng）、[2H7] 7KC（5 ng）、[2H6] 24SHC（2.5 ng）、
[2H3] 25HC（1 ng）、[2H7] 27HC（5 ng）を、抗酸化剤として 5μg の BHT を各 1.5mL 
tube に添加後、N2ガス下で乾固した。本 tube に血漿 20μL を添加し、0.5mL の 1N 
KOH(EtOH に溶解)を添加後、37°C で 1 時間インキュベーションした。また、非け
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ん化サンプルとして同量の内部標準、抗酸化剤および血漿を添加後、0.5mL の EtOH 
を添加し同様に 37°C で 1 時間インキュベーションした。0.25mL の滅菌水、1mL の

n-hexane を加えボルテックスで混合後、上清を N2ガス下で乾固させ、ステロール抽

出物とした。誘導体化反応液(10 サンプル分) として 2-メチル-6-ニトロ安息香酸無水

物（100 mg）、4-ジメチルアミノピリジン（30 mg）、ピコリン酸（80 mg）、ピリジン

（1.5 mL）、およびトリエチルアミン（200µL）を混合し、誘導体化反応液 170μL（1
サンプル当たり）をステロール抽出物に添加後、80℃で 60 分間インキュベートした。 
1mL の n- hexane を加え、ボルテックスで混合後、1,500g で 5 分間遠心分離した。

透明な上澄みを回収し、N2ガス下 80℃で乾固した。残留物を 50μL のアセトニトリ

ルに再溶解し、5μL を LC-MS / MS システムに注入しオキシステロール 類を測定し

た。 
 
 
第５節 LC-MS/MS 解析 
 

LC-MS / MS システムは、H-ESI プローブと Ultimate 3000 HPLC システム

（Thermo Fisher Scientific）を備えた TSQ Quantum Ultra 質量分析計（Thermo 
Fisher Scientific）を用いた。 

 
・HPLC 測定条件は、下記設定で測定した。 

Hypersil GOLD カラム（150×2.1 mm、3μm; Thermo Fisher Scientific） 
カラムオーブ : 40℃ 
流速 : 300μL/min 
移動相条件 : 0.1％酢酸含有 CH3CN:MeOH:超純水（40：40：20 = v / v / v）

から 0.1％酢酸含有 CH3CN:MeOH:超純水（45：45：10 = v / v 
/ v）に 20 分かけて liner gradient にプログラムし、最終移動

相 0.1％酢酸含有 CH3CN:MeOH:超純水（45：45：10 = v / v / 
v）20 分間一定に送液した。  

・MS/MS 条件は、下記設定で測定した。 
イオン極性 : positive 
スプレー電圧 : 1,000 V 
バポライザー温度 : 350℃ 
シースガス圧力（窒素）: 85 psi 
補助ガスフロー（窒素）: 60 psi 
イオンキャピラリー温度 : 350℃ 
コリジョンガス圧力（アルゴン）: 1.5 m Torr 

 
調製したけん化サンプルからオキシステロール総量を、非けん化サンプルからオキ

システロール free 体量を測定し、けん化サンプル(free 体＋ ester 体)の測定値から非

けん化サンプル(free 体)の測定値を差し引くことで ester 体量を算出した。 
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第６節 細胞培養 
 

Lipofectamine を用いてヒト由来 LCAT 遺伝子のプラスミド pCGT-hLCAT-neo を

導入した LCAT OE HEK293 細胞を本研究では用いた。本細胞は千葉大学医学部付

属病院 未来開拓センター 黒田正幸先生より分与して頂いた。遠心して得た細胞塊を

細胞培養液 DMEM 培地(Sigma、10% FBS、100units/mL penicillin, 100µg/mL 
streptomycin (Gibco)含有)に 1×106 cells /dish の細胞数を 10cm dish に播種した。

37°C、5%CO2条件下３日間培養後、細胞を回収して LCAT lysate の作製実験に使用

した。 
 
 
第７節 LCAT lysate の調製および western blotting 
 
回収した LCAT OE HEK293 細胞は lysis buffer (Tris-HCl, pH 8.0, 150mM NaCl, 

1% Triton X-100, cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)) を添加し、

氷上で 60 分静置した。その後、4°C、12,000×g で 20 分間遠心分離し上清を採取し、

cell lysate を得た。得られた cell lysate は BCA protein Assays kit (Thermo Fisher 
Scientific)を用いてタンパク濃度を測定し、オキシステロール類の LCAT assay に用

いた。また、cell lysate を western blotting で LCAT 酵素の発現量も評価した。Cell 
lysate 20μg に Laemili sample buffer (Bio-rad)と reducing agent を添加し、98°C、

5 分間加熱した。10%SDS-PAGE にて泳動し、メンブレンに転写後、TBS-T で洗浄

し、ブロッキングワン(ナカライテスク) を用いて 1 時間室温で撹拌した。TBS-T に

て洗浄後、1 次抗体として anti-LCAT (EPR1384Y) Antibody (ab51060, abcam)を
1:2000 倍希釈してメンブレンに添加し、4°C, 16 時間撹拌した。メンブレンを TBS-
T で洗浄後、1:10,000 倍希釈した HRP 標識二次抗体 anti-rabbit IgG (NA934, GE 
healthcare) を添加し、室温, 1 時間撹拌した。TBS-T で 洗浄後、ECL Prime Western 
Blotting Detection Reagent (GE healthcare) を使用して化学発光させ、Image 
Quant LAS 4000 (GE healthcare) により検出した。 
 
 
第８節 リポソームの調製 
 

LCAT assay を行うにあたり、合成基質となるオキシステロール類のリポソームを

作製した。Phosphatidylcholine (PC) 1.18mg (1.5μmol) と各オキシステロール 100
μg (0.25μmol)を CHCl3１mL に溶解後、砲弾型試験管で N2ガス下 80℃で回転させ

ながら、ゆっくりと管壁に薄い膜状に乾固させた。EtOH 83μL に再溶解し、ボルテ

ックス後、27G 針を装着したツベルクリンシリンジに充填し、リン酸バッファー(0.1M 
KH2PO4-Na2HPO4 pH 7.4)を加えてスターラーで高速攪拌しているバイアル中に急

速注入した。室温で５分間攪拌後、リン酸 buffer 500mL, 4℃, 12 時間で３回透析し、

脂質二重層膜小胞溶液を得た。脂質二重層膜小胞溶液 180µL に 100mM sodium 
cholate 20μL を添加し、室温で 20 分間極めてゆっくりと攪拌し、37℃で 30 分間イ
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ンキュベーション後、Apo A1 60μg(Sigma) を添加し、リン酸 buffer 500mL, 室温, 
12 時間で２回透析し、リン酸 buffer 500mL, 4℃, 12 時間で 3 回透析することでリポ

ソームを調製した。 
 
 
第９節 オキシステロール類の LCAT 活性の測定 
 

1.5mL チューブに方法 3-8 で作製したオキシステロール類のリポソーム 3μ
L(6.125 pmol、12.5 pmol、25pmol、50pmol、100pmol、200pmol および 400pmol)、
7mM EDTA 10µL、40mM 2-mercaptoethanol 10µL、100mg/mL BSA 10µL、リン

酸バッファー(0.1M KH2PO4-Na2HPO4 pH 7.4) 56μL、方法 3-7 で作製した LCAT 
OE HEK293 細胞 lysate 10μL (3μg )を添加し、37℃, ２時間インキュベーション

した。反応前サンプルには反応停止液として EtOH 500μL をインキュベーション前

に加えた。インキュベーション後、EtOH 500μL, 滅菌水 150μL および n-hexane 
1ml を加えボルテックスで混合し反応を停止後、上清を N2 ガス下で乾固させ、ステ

ロール抽出物とした。得られたステロール抽出物を方法 3-4 のピコリン酸誘導体化法

にて処理後、方法 3-5 LC-MS/MS システムで測定した。反応前後のオキシステロー

ル free 体含有量を比較することで、オキシステロール類のエステル化効率を評価し、

下式から LCAT 活性値(pmol/mL/h)を算出した。 
 
LCAT 活性値＝((T0―T1)/(St-Bl))×lipo×10 *1×(1/2 *2) 
 
T0 : サンプル反応前の測定値  T1 : サンプル反応後の測定値 
St : リポソームのみの測定値  Bl : 反応溶液のみの測定値 

 Lipo : リポソームのオキシステロール濃度 (pmol) 
 *1 : 希釈係数  *2 : 測定時間 
 
 
第１０節 統計学的解析 

 
データはすべて平均値±標準偏差で示した。GraphPad Prism version 6.0 

(GraphPad Software) を用いて全ての解析を行った。2 群間での比較は Student’s t 
検定を行った。異なる要因による対応のある反復測定の場合の比較 は two-way 
ANOVA 検定の後、Bonferroni 法により検定を行った。P 値 0.05 未満を統計学的

に有意とした。 
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第 3 章  結果 
 
第１節 臨床検査所見 
 
3-1-1.  健常人血漿の臨床検査所見 
 
健常人血漿 206 検体の臨床検査値を測定し、下記にまとめた(表 3-1)。男女比(男性 

n=132、女性 n=74)は男性の方が多く、平均年齢は 47 歳、平均 BMI は 22.7 kg / m2

でした。BMI、ウエスト周囲、収縮期および拡張期血圧、空腹時血糖、HDL-C、非

HDL-C、および TG で有意な性差が見られた。 
 

表 3-1 健常人血漿の臨床検査所見 

 
 
 
3-1-2.  LCAT 欠損症患者血漿の臨床検査所見 
 

LCAT 欠損症患者(n=8)血漿の臨床検査値 18)は、以前の論文報告 41) 42)からまとめた

(表 3-2)。 すべての患者は角膜混濁を呈しており、８検体のうち FLD5 例、FED3 例

であった。LCAT 欠損患者血漿の TC および HDL-C は健常者と比較して有意に低か

った。 
表 3-2 LCAT 欠損症患者血漿の臨床検査所見 18) 
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3-1-3.  コレステロールの LCAT 活性の評価 
健常人およびLCAT欠損症患者血漿のLCAT 活性(コレステロールのエステル化反

応)を Anasolv LCAT キット（積水メディカル株式会社）を用いて測定した。LCAT 欠

損症では既報通り LCAT 活性は認められなかった(図 3-1)。 健常人には血漿 LCAT 活

性が非常に低値な検体(<100 nmol/mi/hr)が含まれていた。血漿 LCAT 活性は血漿サ

ンプルの保存期間が長いほど失活してしまうことが測定 kit メーカーによって指摘さ

れていた。LCAT 活性を測定した健常者の血清は、-80 度で２年間保存した検体であ

ったため、保存期間が長期間に及んだことにより LCAT 活性が失活してしまったこ

とが原因として考えられた。 
 
 

 
図 3-1 血漿におけるコレステロール LCAT 活性の評価 

健常者(n=206)および LCAT 欠損患者(n=8)の血漿 LCAT 活性を測定した。 
データは平均値±標準偏差で示した。****p<0.001。 

 
 

第２節 血漿オキシステロールの LC-MS/MS 解析 
 
3-2-1.  健常人の血漿オキシステロール濃度 
コレステロールおよびオキシステロールの total (free 体＋ester 体)、free 体、およ

び ester 体の血漿濃度および ester 比(ester/total 値)を LC-MS/MS 解析を用いて測

定した(表 3-3)。以前に報告されたように、血漿 4βHC total 値は男性よりも女性の方

が高く 43) 44)、7KC と 27HC の血漿レベルは女性よりも男性の方が高かった 45)。しか

し、ester 比については、7KC（0.76 対 0.75）と 27HC（0.86 対 0.85）の男性と女性

の値は同等であり、他のオキシステロール同様に ester 比に性差は見られなかった。 
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表 3-3  健常人の血漿オキシステロール濃度 

 
cholesterol 単位 : mg/dL、 oxysterol 単位 : ng/mL 
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3-2-2.  健常人における各オキシステロールの ester 比の比較解析 
健常人(n=206)におけるコレステロールとオキシステロールの ester 比(ester/total

値)を比較した(図 3-2)。CT、7αHC、7KC、24SHC、25HC、および 27HC の ester
比は、平均値がそれぞれ 0.70、0.89、0.75、0.80、0.81、および 0.86 と比較的狭い範

囲で分布しており、cholesterol の ester 比の平均 0.70 と近似していた。一方、4βHC 
(0.01〜0.91)、5,6αEC (0.04〜0.88)および 5,6βEC (0.08〜0.82) の ester 比は、より

広範囲に分布していた。 4βHC、5,6αEC および 5,6βEC の ester 比平均値は 0.38、
0.46、および 0.51 であり、他のオキシステロールおよびコレステロールの値よりも

有意に低かった。 
 

 
 

図 3-2 各オキシステロールのエステル比の比較解析 
健常者(n=206)におけるコレステロールとオキシステロールの血漿エステル比を比較

解析した。健常者の血漿エステル比は、4βHC と 5,6αEC 間、4βHC と 5,6βEC
間、コレステロールと CT 間、7αHC と 27HC 間、24SHC と 25HC 間以外は相互

に有意差があった。データは平均値±標準偏差で示した。***p<0.001。 
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3-2-3.  LCAT 欠損症患者の血漿オキシステロール濃度 
 

LCAT 欠損症患者(FLD : n=5、FED : n=3）のコレステロールおよびオキシステロ

ールの total (free 体＋ester 体)、free 体、および ester 体の血漿濃度および ester 比
(ester/total 値)を LC-MS/MS 解析を用いて測定した(表 3-4)。 

表 3-4  LCAT 欠損症患者の血漿オキシステロール濃度 
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3-2-4.  LCAT 欠損症患者の血漿オキシステロール ester 比の比較解析 
 

4βHC を除いたコレステロール、5,6αEC、5,6βEC、CT、7αHC、7KC、24SHC、

25HC および 27HC の血漿 total 値(free 体＋ester 体)は、健常人に比べて LCAT 欠

損症（FLD : n=5、FED : n=3）で有意に低かった。 また、7αHC、24SHC および

27HC の血漿 total 値は、FED 患者よりも FLD 患者の方が有意に低かった（図 3-3）。 

図 3-3 血漿オキシステロールの total 量 (free 体＋ester 体)の比較 
健常者と LCAT 欠損患者における血漿オキシステロール total 値(free 体＋ester 体)
を比較解析した。血漿オキシステロール total 値は、健常者（●、n＝206）対 FLD
＋FED（n＝8）、CE/TC=0 の FLD（□、n＝3）および CE/TC=0.13 の FLD（◼、

n＝2）対 FED（▲、n＝3）で比較した。データは平均値±標準偏差で示した。 
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
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7KC、24SHC および 25HC の血漿 free 値は、健常人よりも LCAT 欠損患者で有

意に高かったが、5,6αEC および 5,6βEC の血漿 free 値は、 健常人よりも LCAT 欠

損患者で有意に低かった（図 3-4）。いずれのオキシステロール free 体は、FLD 患者

と FED 患者間で有意な差は認められなかった。 

図 3-4  血漿オキシステロールの free 体量の比較 
健常者と LCAT 欠損患者における血漿オキシステロール free 値を比較解析した。血

漿オキシステロール free 値は、健常者（●、n＝206）対 FLD＋FED（n＝8）、
CE/TC=0 の FLD（□、n＝3）および CE/TC=0.13 の FLD（◼、n＝2）対 FED
（▲、n＝3）で比較した。データは平均値±標準偏差で示した。*p < 0.05 および 
***p < 0.001。 
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LCAT 欠損患者における 4βHC を除いたコレステロール、5,6αEC、5,6βEC、CT、
7αHC、7KC、24SHC、25HC および 27H C の血漿 ester 値は、健常人よりも有意に

低かった。 血漿 total 値の傾向と同様に、FLD 患者における 7αHC、24SHC および

27HC の血漿 ester 値は、FED 患者よりも有意に低かった(図 3-5)。 

 
図 3-5  血漿オキシステロールの ester 体量の比較 

健常者と LCAT 欠損患者における血漿オキシステロール ester 値を比較解析した。

血漿オキシステロール ester 値は、健常者（●、n＝206）対 FLD＋FED（n＝8）、
CE/TC=0 の FLD（□、n＝3）および CE/TC=0.13 の FLD（◼、n＝2）対 FED
（▲、n＝3）で比較した。データは平均値±標準偏差で示した。*p < 0.05 および 
***p < 0.001。 
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 FLD 患者のコレステロール、CT、24SHC、25HC および 27HC の free 比(free/total
比)は、健常人よりも有意に高かった。また、FLD 患者のコレステロール、24SHC、

および 27HC の free 比は、FED 患者よりも有意に高かった（図 3-6）。 

図 3-6  血漿オキシステロールの free 比の比較 
健常者と LCAT 欠損患者における血漿オキシステロール free 比を比較解析した。血

漿オキシステロール free 比は、健常者（●、n＝206）対 FLD＋FED（n＝8）、
CE/TC=0 の FLD（□、n＝3）および CE/TC=0.13 の FLD（◼、n＝2）対 FED
（▲、n＝3）で比較した。データは平均値±標準偏差で示した。*p < 0.05 および 
***p < 0.001。 
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LCAT 欠損患者の ester 比(ester/total 比)は全てのオキシステロール類で有意に低

かった。また、FLD 患者のコレステロール、24SHC および 27HC の ester 比は、FED
患者よりも有意に低かった(図 3-7）。 

 
図 3-7  血漿オキシステロールの ester 比の比較 

健常者と LCAT 欠損患者における血漿オキシステロール ester 比を比較解析した。

血漿オキシステロール ester 比は、健常者（●、n＝206）対 FLD＋FED（n＝8）、
CE/TC=0 の FLD（□、n＝3）および CE/TC=0.13 の FLD（◼、n＝2）対 FED
（▲、n＝3）で比較した。データは平均値±標準偏差で示した。*p < 0.05 および 
***p < 0.001。 
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血漿 CE が CE/TC=0 であった 3 人の FLD 患者(No.1, 3, 5、図の open	square)は、

5,6βEC、CT、24SHC および 25HC の ester 比が 0.2 未満だった(表 3-4)。一方、こ

れらの FLD 患者(No.1, 3, 5、open	square)では 4βHC、5,6αEC、7αHC、7KC および

27HC の ester 比(0.05~0.68)はコレステロールのエステル比(0~0.13)と比べて非常に

高く(図 3-7、表 3-4)、これらオキシステロール類においては相当量のエステル化活性

が残存していることになる。さらに、LCAT 欠損患者の血漿オキシステロール ester
値は、4βHC のみ顕著な低下が見られなかった(図 3-5)。 これらの結果から、血漿の

エステル化機構に LCAT 非依存的経路が存在する可能性が考えられた。オキシステ

ロールの ester 化に対する LCAT 依存および非依存経路の寄与に基づいて（図 3-6、
3-7）、LCATによるオキシステロールの ester化は次の3つのグループに分類できた。 

 
1) LCAT によって主にエステル化される  

→コレステロール、5,6βEC、CT、24SHC および 25HC 
2）LCAT 依存性経路と非依存性経路の両方によってエステル化される 

→5,6αEC、7αHC、7KC および 27HC  
3）LCAT 非依存性経路によって主にエステル化される 

→4βHC 
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3-2-4.  LCAT 欠損症患者における血漿オキシステロール ester 比の相関解析 
コレステロール、24SHC、および 27HC の ester 比が FED 患者よりも FLD 患者

で有意に低かった結果は、これら ester 比が LCAT 活性に関連している可能性が考え

られる。LCAT 欠損患者の CE/TC 比は 0〜0.57 であり、この残留したコレステロー

ルの LCAT活性 (CE/TC 比) にオキシステロールの ester 比が相関することが期待で

きる。興味深いことに、酵素アッセイによって測定された LCAT 活性は、LCAT 欠損

患者では検出できなかった（表 3-2、図 3-2）。この原因として血漿サンプルが保存中

に LCAT 活性を失ってしまった可能性を排除しきれないが、CE/TC 比は酵素アッセ

イよりもはるかに感度良く検証できる可能性がある。この仮説を検証するために、オ

キシステロールの ester 比と CE/TC 比の相関関係を調べた。 CE/TC 比は、7KC、

24SHC、および 27HC の ester 比と有意な正の相関を示した（図 3-8）。 これらオキ

システロールの中で、24SHC が最も顕著な正の相関関係を示した。対照的に、CE/TC
比は、4βHC、5,6αEC、5,6βEC、CT、7αHC、または 25HC の ester 比と有意な相関

関係は見られなかった。 

 
図 3-8   LCAT 欠損症患者における血漿オキシステロール ester 比の相関解析 

LCAT 欠損患者におけるオキシステロールのエステル比と CE/TC 比の相関解析を行

った。LCAT 欠損患者［FLD（○、n＝5）および FED（●、n＝3）］において、

7KC、24SHC、27HC のエステル比は CE/TC 比と正の相関があった。 
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第３節 血漿リポタンパク分画におけるオキシステロール類の分布解析 
 
健常人(n=5)から得た血漿から超高速遠心法を用いて VLDL、IDL、LDL、HDL お

よび LPDS 分画を分離した。各分画は測定キットを用いて脂質濃度を、LC-MS/MS
解析法を用いてオキシステロール類を測定した。 

 
3-3-1.  リポタンパク分画の脂質解析  
各リポタンパク分画の脂質(TC、FC、CE、TG、PL)の濃度 (表 3-5)とその存在比 

(表 3-6.)を下記にまとめた。 
表 3-5 リポタンパク分画の脂質濃度 (実測値) 

  
表 3-6 リポタンパク分画の脂質存在比 (分布比) 
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各リポタンパク分画における脂質存在比は、既報の存在比と同様の結果だった。TG
の分布比は VLDL 分画で高く、PL の分布比は HDL 分画で高かった。TC、FC およ

び CE の分布比は LDL 分画と HDL 分画が主だった。この結果から、超高速遠心法

によるリポタンパク分画は問題なく調製できたことが示された。 
 
 
3-3-2.  リポタンパク分画のオキシステロール類の LC-MS/MS 解析 
 
リポタンパク分画のオキシステロール濃度 (表 3-7)とその存在比 (表 3-8)を下記に

まとめた。リポタンパクを含まない LPDS 分画においても 7αHC、7KC、24SHC お

よび 27HC が存在していた。オキシステロールの total、free および ester 体は、全

て LDL 分画と HDL 分画に主に存在していたが、その分布比は各オキシステロール

間で異なっていました。 LDL 分画と HDL 分画に焦点を当てると、total 値と ester
値で 2 つのパターンが識別できた。（表 3-8） 

i) LDL 分画に有意に分布していた 
→ CT、4βHC、5,6αEC、5,6βEC、7αHC、7KC および 25HC 

ii ) HDL 分画に有意に分布していた → 24SHC および 27HC 
また、free 値では 3 つのパターンが識別できた。（表 3-8） 

i) LDL 分画と HDL 分画で均等に分布していた → 4βHC、7αHC および 7KC 
ii) LDL 分画に有意に分布していた → CT、5,6αEC、5,6βEC および 25HC 

iii )HDL 分画に有意に分布していた → 24SHC および 27HC 
24SHC および 27HC に関するこれらの結果は、以前に報告された値と分布比ともほ

とんど一致していた 36)。ester 比は、各オキシステロールの LDL 分画と HDL 分画の

間でほぼ同程度だった（表 3-8）。  
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第４節 合成基質を用いたオキシステロール類の LCAT 親和性の評価 
 

LCAT OE HEK293 細胞を 37°C、5%CO2 条件下３日間培養後、細胞を回収して

lysis buffer を添加し、氷上で 60 分静置し、遠心分離した上清から cell lysate を得

た。得られた cell lysate はタンパク濃度を測定し、オキシステロール 類の LCAT 
assay に用いた。 
 
3-4-1.  LCAT OE HEK293 細胞 lysate の LCAT 発現解析 
 

LCAT OE HEK293 細胞から得た cell lysate を western blotting 法を用いて

LCAT 酵素の発現量を評価した。LCAT 遺伝子のプラスミド pCGT-hLCAT-neo を導

入していない通常の HEK293 細胞 lysate (lane1)と比較して LCAT OE HEK293 細
胞 lysate (lane2, 3)では顕著に LCAT の発現量が増加していた。コントロールとして

ヒト血漿も(lane4, 5) 評価したが、バンドの位置が数 kDa ほど異なっていた。(図 3-
9) LCAT は分子量 65,000~69,000 であり、糖鎖を含有した糖タンパクであることが

報告されており 46)、ヒト血漿と cell lysate 間における分子量の差は糖鎖の含有量の

違いに起因すると考えられた。 

 
図 3-9 LCAT 発現解析 

LCAT OE HEK293 細胞における LCAT のタンパク発現を western blotting 法を用

いて評価した。LCAT OE HEK293 細胞 lysate (lane2, 3)では顕著に LCAT 発現量が

増加していた。 
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3-4-2.  各オキシステロールの LCAT 酵素に対する親和性 
LCAT assay を行うにあたり、合成基質となるオキシステロール類(4βHC、7αHC、

7KC、24SHC、25HC、27HC)のリポソームに反応液と LCAT OE HEK293 細胞 
lysate を添加し、37℃, ２時間インキュベーションした。反応液を hexane 抽出し、

得られたステロール抽出物を LC-MS/MS システムで測定し、反応前後のオキシステ

ロール free 体含有量を比較することで、エステル化効率を評価し、LCAT 活性値

(pmol/ml/h)を算出した。基質であるリポソーム添加量を 6.125、12.5、25、50、100、
200、400 pmol と振り、LCAT 活性を評価して Michaelis–Menten 式にて酵素反応速

度を評価した。(図 3-10) 

 
図 3-10 オキシステロールの LCAT 活性基質としての評価 

4βHC、7αHC、7KC、24SHC、25HC および 27HC のリポソームに対する LCAT 
OE HEK293 細胞 lysate による LCAT 活性を測定し、Michaelis–Menten 式にて

LCAT に対する酵素反応速度を評価した。 



 33 

7αHC、7KC、24SHC、25HC、27HC のリポソームでは Michaelis–Menten 式に当

てはまり、その Km 値は 24SHC<27HC<7KC<<25HC<7αHC だった。24SHC、27HC
と 7KC は 25HC や 7αHC よりも LCAT に対して酵素親和性が高いことが示唆され

た。また、4βHC のリポソームは Michaelis–Menten 式にあてはまらなかったが、

4βHC ester 値は検出感度限界に近かったことからも、常に弱い LCAT 親和性がある

か、または LCAT 親和性がないことが示唆された。 
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第４章  考察 
 
本研究では、健常人の血漿 CT、7αHC、7KC、24SHC、25HC および 27HC の ester

比が狭く分布(0.55~0.98)し、血漿 CE / TC 比に近かった。一方、4βHC、5,6αEC、お

よび 5,6βEC の血漿 ester 比は、血漿 CE / TC 比よりも広く分布(0.05~0.98)してお

り、有意に低かった（図 3-2）。LCAT 欠損患者は、健常人よりも 7KC、24SHC およ

び 25HC の free 体濃度が高かった（図 3-4）。 LCAT 欠損患者では、4βHC を除いた

オキシステロールの ester 体濃度が健常人よりも有意に低かった（図 3-5）。また、

LCAT 欠損患者では、FLD の患者は、FED の患者よりも 24SHC および 27HC の

ester 比が有意に低かった（図 3-7）。これら結果は、血漿中のオキシステロール類が

LCAT によってエステル化されることをヒト生体レベルで確認したが、特に 4βHC が

LCAT 非依存性経路によってエステル化されることも示唆している。 
以前の研究では、5,6αEC、5,6βEC、7αHC、7KC、24SHC、25HC および 27HC

は in vitro 実験で LCAT によってエステル化されることが報告された 37) 38) 39)。エス

テル化されたこれらオキシステロール類の血漿レベルが LCAT 欠損患者で著しく低

下した本研究結果(図 3-5)は、LCAT が血漿オキシステロールをエステル化すること

をヒト生体レベルで証明した。これらのオキシステロールの ester 比は CE / TC 比と

同様だったが、実測値は同等ではなかった。健常人の 7αHC と 27HC の ester 比は

CE / TC 比よりも大きく(図 3-2)、7αHC と 27HC はコレステロールよりも LCAT に

よって効率的にエステル化されることが示唆できる。以前の報告によると in vitro 実

験では、反応 15 分間では LCAT は 27HC よりも速くコレステロールをエステル化す

るが、反応 15 分以降 27HC の速度が有意に高くなることが報告されている 37）こと

から、27HC がコレステロールよりも長く血漿中に存在する場合、その ester 体は CE
よりも豊富に蓄積さることが考えられる。一方、27HC の血漿半減期（0.75 時間）は

コレステロールの血漿半減期（65 日）よりもはるかに短い 47) 48）ことが報告されてお

り、反応速度の差ではないことが考えられた。同様に、他のオキシステロールの血漿

半減期はコレステロールよりも短く(7αHC : 0.5 時間、24SHC : 14 時間 49）、4βHC : 
60 時間 50)、オキシステロールの ester 比の違いは、LCAT によるエステル化の効率

の違いに起因しないことが考えられた。代わりに、ほとんどのオキシステロールは、

LCAT 経路と LCAT 非依存性経路の複数経路によってエステル化されていると推定

される。実際、4βHC、5,6αEC、7αHC、7KC、および 27HC の ester 比は、血漿 CE
がごくわずかな FLD 患者の一部でも 0.2 を超えていた。一方、5,6βEC、CT、24SHC
および 25HC の ester 比は、すべての患者で 0.2 未満だった（図 3-7）。 健常人にお

ける 7αHC、7KC および 27HC の ester 比は、健常人 CE / TC モル比よりも高かっ

た（図 3-2）。この結果から、5,6αEC、7αHC、7KC および 27HC は LCAT 経路また

は LCAT 非依存性経路の複数経路によってエステル化されている可能性が考えられ

た。また、4βHC の ester 比は CE / TC 比よりも低かったことから、4βHC が主に

LCAT 非依存性経路によってエステル化される可能性が考えられた。 
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LCAT 欠損症の血漿オキシステロール ester 値は、4βHC のみ差が見られなかった 
(図 3-5)。オキシステロール(7αHC、24SHC、25HC および 27HC)の赤血球から血漿

への輸送はコレステロールよりも 30〜50 倍速い速度で起こるが、4βHC だけはコレ

ステロールの輸送速度よりも有意に遅い(コレステロールの 60%程度)ことが報告され

た 51）。この報告のように、4βHC は他のオキシステロールよりも赤血球から血漿への

輸送速度がコレステロールに類似しているにも関わらず、他のオキシステロールほど

LCAT の基質としては適していないことが考えられた。この原因として、4β-位が 3β-
位に非常に近いため、4β-位の水酸基が立体障害を介して LCAT の基質結合部位への

4βHC の結合を妨げている可能性が考えられた。 
血漿エステル化酵素は主にリポタンパクと関連してその活性を示す。HDL のプロ

テオーム解析では、HDL の主要な酵素として LCAT、paraoxonase-1（PON1）、
Lipoprotein associated phospholipase A2（LpPLA2）としても知られる Platelet-
activating factor acetylhydrolase（PAF-AH）および glutathione peroxidase-3 
(GSPx-3）であることが報告された 52)。LCAT 以外の 3 つの酵素はアシルトランスフ

ェラーゼとしての活性報告はないことから、4βHC がリポタンパクに関連する酵素に

よってエステル化される可能性は低いと考えられた。一部のオキシステロールは、肝

臓でエステル化され、VLDL として循環系に直接分泌されるか、腸でエステル化され

たカイロミクロンとして分泌される可能性もある。実際、7αHC、7KC、24SHC、25HC
および 27HC は、ACAT-1 および ACAT-2 によってエステル化されることが示された
53)。また、一部のオキシステロールは、steroid/sterol sulfotransferase (SLUT2B1b)
によってスルホン化され、オキシステロール硫酸塩に変換される 54)。今後、ACAT-1
および ACAT-2 による血漿オキシステロールのエステル化への関連についても検討

する必要がある。 
健常人と LCAT 欠損患者の間で、血漿コレステロール、4βHC、CT、7αHC および

27HC の free 体濃度に有意な差は見られなかった。一方、7KC、24SHC および 25HC
の血漿 free 体濃度は、健常者よりも LCAT 欠損患者で有意に高かった（図 3-4）。 
HDL には抗酸化特性があるため、LCAT 欠損患者に HDL がないと、自己酸化が刺激

され、コレステロールが 7αHC、7KC、25HC などの自己酸化されたオキシステロー

ルに変換されてしまう可能性が考えられた。しかし、アラキドン酸とリノール酸由来

の酸化代謝物や酸化リン脂質の血漿値は、HDL が低い LCAT 欠損患者で差がなかっ

たことが報告された 55)。この報告から、自動酸化によってオキシステロール free 体

が増加したという可能性は低いことが示唆された。実際、24SHC は自動酸化によっ

て生成されなく、7αHC と 27HC の free 体は、肝臓で胆汁酸に分解される 56)ため、

増加しないと考えられる。これらのオキシステロールの free 体は、特定のオキシステ

ロールの異化において律速となりうる LCAT が欠損する結果、異化が遅延し、血漿中

に蓄積する可能性が考えられた。オキシステロールは細胞毒性が報告されており 57）、

LCAT 欠損患者における遊離 7KC、24HC、および 25HC の血漿レベルの増加（図 3-
4）が角膜病変の発症に関与していることも考えられた。しかし、LCAT 欠損患者の
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これらのオキシステロールの血漿値は健常人と同等な値であったため、その寄与度は

非常に低いと考えられる。一方、本研究で見られた LCAT 欠損症における血漿オキシ

ステロール値の低下が、角膜混濁や腎機能障害などの臨床症状の原因である可能性が

あることを示唆する。オキシステロールは、生体内では非常に微量ながら多彩な生理

作用が報告されており、その多くは ROR、エストロゲン受容体、グルココルチコイ

ド受容体および LXR などの核内受容体に作用し、脂質代謝制御や抗炎症作用などを

発揮する 19), 20)。また、LDL 中の酸化レシチンが腎機能障害を引き起こすことも報告

される 58)。角膜や腎臓の正常機能が、オキシステロール ester 体による核内受容体に

対するリガンドとしての供給に依存していた場合、オキシステロール ester 体の欠乏

が病状の一因となり得ることを証明できる可能性がある。 血漿 CT、5,6αEC、5,6βEC 
7αHC、7KC、および 25HC ester 値は、健常人よりも FLD と FED の両方で常に低

かったため、血漿 ester 値の低下（図 3-5）が、FLD と FED の両方の角膜混濁病状

の一因となり得ることが考えられた。さらに、24SHC および 27HC の血漿 ester 値

は、FED よりも FLD の方が低く（図 3-5）、CE/TC とも有意な正の相関を示した（図

3-8）ことから、24SHC および 27HC の血漿 ester 値の低下が腎機能障害の一因とな

り得ることが考えられた。今後、LCAT 欠損症における角膜や腎臓における組織中オ

キシステロール含量を測定し、細胞レベルでの機能障害等の評価ができれば、これら

オキシステロール類が臨床所見の原因となる可能性が証明できるかもしれない。 
健常者のリポタンパク分画におけるオキシステロールの分布を調べた結果、リポタ

ンパクを含まない LPDS 分画においても 7αHC、7KC、24SHC および 27HC の存在

が確認できた(表 3-8)。その含有率は 15~25%と高く、特に 7KC は血漿オキシステロ

ールの 1/4 の割合が LPDS 分画に存在していることになる。ただ、オキシステロール

の中でも 7KC は非常に空気酸化によって生成されやすいことが知られている 59)ため、

空気酸化などの自動酸化経路で生成されることで LPDS 画分に豊富に存在している

ことが考えれらた。また、オキシステロールの total、free および ester 体は、その

6~8 割近くが LDL 分画と HDL 分画に主に存在していたが、24SHC および 27HC の

分布比は HDL 分画で有意に高い分布比を示した(表 3-8）。これらの結果は、以前に報

告された値と分布比ともほとんど一致しており 36)、24SHC および 27HC が LCAT
によって他のオキシステロールよりもよりエステル化される比率が多いことが考え

られた。また、24SHC および 27HC の血漿 ester 値が、FED よりも FLD の方が低

く（図 3-5）、CE/TC とも有意な正の相関を示した（図 3-8）ことからも、24SHC お

よび 27HC は LCAT 活性との関連が顕著に現れやすいオキシステロール種であるこ

とが示唆された。今回の研究では血漿量が多め(5mL 以上)に必要だったためリポタン

パクでの測定はできていないが、今後、LCAT 欠損症患者でも血漿リポタンパクにお

けるオキシステロールの存在比を測定し、コレステロール同様に HDL 分画中のオキ

システロールが顕著に低下している仮説を検証する必要がある。 
以前の研究から、5,6αEC、5,6βEC、7αHC、7KC、24SHC、25HC および 27HC

は LCAT によってエステル化されることが報告された 37) 38) 39）。本研究でも同様にオ
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キシステロールのリポソームを作製し、LCAT 活性を評価して Michaelis–Menten 式

にて酵素反応速度を評価した。7αHC、7KC、24SHC、25HC および 27HC の

Michaelis–Menten式Km値は24SHC<27HC<7KC<<25HC<7αHCであり(図3-10)、
24SHC および 27HC は他のオキシステロールルよりも LCAT に対する親和性が高い

ことが示唆された。この結果は、他のオキシステロールに比べて 24SHC および 27HC
の分布比が HDL 分画で有意に高い分布比を示した結果(表 3-8）と一致しており、

24SHC および 27HC は LCAT 活性との関連が顕著に現れやすいオキシステロール種

であることが in vitro 実験結果からも示唆された。また、4βHC は Michaelis–Menten
式にあてはまらなかった(図 3-10)。この in vitro 結果は、4βHC の血漿 ester 値のみ

が LCAT 欠損症と健常人の間で有意な差が見られなかった in vivo 結果(図 3-5)とも

一致する。 4βHC が LCAT によってエステル化されるとの報告は未だなく、本研究

における in vitro 実験でも確認できなかった。以上の結果から、4βHC は非常に弱い

LCAT 親和性があるか、または LCAT 親和性が無いことが示唆された。LCAT 非依存

的なオキシステロールのエステル化機構の解明が今後の課題である。コレステロール

をはじめとした血漿中ステロールのエステル化酵素は LCAT 以外報告されていない。

LCAT 非依存的なエステル化機構を解明することができれば、血漿オキシステロール

ester 体の蓄積を起因とする細胞機能や疾患における新たな分子機序の提示に発展す

ることが期待できる。 
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第５章  結語 
 
本研究により、ヒト血漿オキシステロールが LCAT によってエステル化されること

が確認され、健常者の血漿リポタンパク分画におけるオキシステロールのエステル比

をヒト生体レベルで初めて明らかとした。LCAT 欠損患者血漿を用いた解析結果から、

CT、5,6αEC、5,6βEC 7αHC、7KC、および 25HC ester の血漿 ester 値の低下が角

膜混濁、24SHC および 27HC の血漿 ester 値の低下が腎機能障害の発症の一因であ

る可能性が示唆された。また、24SHC および 27HC は HDL 分画で有意に高く分布

し、in vitro 実験では 24SHC および 27HC は他のオキシステロールよりも LCAT に

対する親和性が高かったことから、24SHC および 27HC は LCAT 活性との関連が顕

著に現れやすいオキシステロール種であることが示唆された。また、in vivo および

in vitro 実験の結果から、4βHC の LCAT 親和性は極めて低く、4βHC が主に LCAT
非依存性経路によってエステル化される可能性が考えられた。LCAT 非依存的なオキ

システロールのエステル化機構の解明が今後の課題である。 
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