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研究要旨 
 
 多くの疫学研究や観察研究により、高比重リポ蛋白(High density lipoprotein 
cholesterol, HDL-C)が動脈硬化性疾患の発症と進展に対して防御的に作用することが証明
されており、HDL 増加療法が動脈硬化性疾患の新規の予防治療法になりうると期待されてき
た。血管内皮リパーゼ(endothelial lipase, EL)は、血管内皮細胞や肝細胞などから産生•
分泌されるホスホリパーゼで、HDL 粒子に対して高い結合親和性を示し、その表面のリン脂
質を分解することにより HDL の分解代謝を促進している。その結果、EL は血清 HDL-C 濃度
の制御因子である。本研究では、ヒトにおいて血中の EL 蛋白濃度および活性の測定系を開
発することにより、原発性低あるいは高 HDL 血症の診断の一助となる診断法の開発すると
もに、ELの血清HDL−C濃度と動脈硬化性疾患における役割を明らかにすることを目指した。
まず、ヒト EL に対する新規のモノクロナル抗体（クローン 26A1 および 48A1）を作成し、
これらを用いて EL 蛋白濃度測定用の ELISAを作製•改良した。つぎに、血清中 EL 蛋白の免
疫沈降物のホスホリパーゼ活性を、蛍光リン脂質を基質として測定することにより血清 EL
特異的活性測定法を開発した。これらの測定系を用いて、循環器疾患患者における EL の役
割を検討したところ、冠動脈疾患患者においては血中 EL 濃度•活性が HDL-C 濃度の規定因
子であることが明らかとなった。とくに、炎症や急性心筋梗塞などの病態で EL 血中濃度が
増加し、HDL-C 濃度を下げる要因となることが示された。また、スタチンは EL を抑制する
とともに、コレステロール引抜き能や抗酸化能を保った HDL を上昇させた。その機序とし
て、EL の抑制により HDL 粒子中のリン脂質の含有量が増加させることが関与しているもの
示唆された。以上より、血清 EL 蛋白濃度測定法および EL 特異的活性測定法は原発性低あ
るいは高 HDL 血症の診断に有用であるとともに、さらなる EL の血清 HDL−C 濃度や冠動脈疾
患への作用を明らかにするのに寄与することが期待される。 
 
 
 
研究目的 
 
 血清中の高比重リポ蛋白コレステロール
（High-density lipoprotein cholesterol, 
HDL-C）は冠動脈疾患の負の危険因子であり、
HDL 増加療法が開発されれば動脈硬化性疾
患の新規予防•治療法になりうるものと期
待されている。しかし、HDL産生•代謝は複
雑で非常に多くの分子が関与しているため、
HDL 増加療法の適切な分子標的は未だに確
立しておらず、低あるいは高 HDL 血症の原
因を同定することは極めて困難である。 
 血管内皮リパーゼ（EL）は、血管内皮細
胞や肝細胞をはじめとして多彩な細胞から
産生•分泌されるホスホリパーゼ A1 分子で
ある[1-4]。EL は HDL 粒子と高い親和性を
もって結合し、その表面のリン脂質を分解
することにより HDL の分解代謝を促進して

いる。したがって、EL は血清 HDL-C 濃度の
制御因子のひとつである[5.6]。 
 本研究では、ヒトにおける EL の蛋白濃度
と活性の測定系を開発し、EL と冠動脈疾患
進展の関連性、急性心筋梗塞患者や炎症性
疾患患者における EL や経時的変化、さらに
HDL 変動における ELの役割を解明すること
を目的とする。これらの検討を通して、原
発性高あるいは低 HDL 血症の原因分子とし
て関与を明らかにするとともに、EL が冠動
脈疾患の発症•進展においてどのような役
割を演じているかを解明することを目指す
ものである。 
 
 
研究方法 
 
 本研究は、神戸大学大学院医学研究科に



おいて倫理委員会による承認のもとに、患
者個人とインフォームドコンセントを得た
上で行なわれた。 
 神戸大学医学部附属病院循環器内科の入
院患者から入院翌朝に空腹時採血を行い、
血清を凍結保存した。対象患者を、冠動脈
造影検査で 75%以上の有意狭窄ありと診断
された冠動脈疾患群と、不整脈や心不全で
入院された非冠動脈疾患群の 2 群に分けて、
血清 EL 蛋白濃度、血清 EL 酵素活性、血清
脂質等の比較検討を行った。 
1) 新規の抗 EL モノクロナル抗体の作成 
 EL-c-myc/pHBAP-3-neo plasmid を CHO
細胞に発現させ、定常発現株（hEL-myc/CHO 
53A5）を確立した。hEL-myc/CHO 53A5の培
養上清より ELモノクロナル抗体（2–12E）を
用いたイムノアフィニティーカラムにより
EL蛋白を精製した。これを BALB/cマウスに
免疫し、ヒト EL に対するモノクロナル抗体
を作製した[7]。 
2) 血清 EL 蛋白濃度の測定系の開発 
 抗 EL 抗体（26A1 および 48A1）を用いた
Sandwich ELISA（免疫生物研究所,藤沢,群
馬）を用いて血清 EL 蛋白濃度を測定した
[7]。定量化に必要な EL 標準蛋白は、
hEL-myc/CHO 53A5の培養上清を、抗 EL 抗
体（5-3B および 2-12E）を用いたアフィニ
ティーカラムにより精製して用いた[7]。 
3) 血清 EL 活性の測定系の開発 
 血清中には EL 以外にもリン脂質分解活
性を持った多くのリパーゼ分子が存在する
ため、EL 特異的活性を測定するために、ま
ず血清からヒト EL 抗体 48A1 を用いた免疫
沈降法にて血清中 EL を選択的に分離した。
つぎに、免疫沈降物のホスホリパーゼ活性
を、蛍光リン脂質（Bis-BODIPY FL C11-PC, 
Invitrogen 社, Carlsbad, CA, USA）を用
いて、リン脂質分解活性として測定した[8]。 
4）種々の病態における EL と HDL との関係 
 ELの発現は炎症性刺激により増加するこ
とから、血清 EL 濃度•活性と高感度 CRP と
の関係を検討した。また、急性心筋梗塞の
発症後に低 HDL-C 血症が認められることが
知られているが、急性心筋梗塞患者におい
て発症から経時的に血清 EL 濃度•活性や血
清脂質を検討した。さらに、食事摂取前後
や75gOGTT糖負荷試験前後でのEL量変化と
血清脂質への影響も検討した。 
5）スタチンが EL と HDL に及ぼす影響 
 スタチンは血清 HDL-C 濃度を軽度ながら
上昇させるが、その機序のひとつとして、
ELの抑制を介していることが報告されてい
る。そこで、スタチンの中でも HDL 上昇作
用が比較的強いとされるピタバスタチンを

30 名の脂質異常症患者に投与し、血清脂質
と EL 濃度を測定するとともに、ピタバスタ
チン投与前後の血清から分離した HDL 分画
を用いて HDL の抗炎症作用を検討した。 
 
 
研究結果 
 
1) 新規の抗 EL モノクロナル抗体の確立 
 ヒト EL に対する新規のモノクロナル抗
体（アミノ末端を認識するクローン 26A1 お
よびカルボキシ末端を認識するクローン
48A1）を確立した。 
2) 血清 EL 蛋白濃度の測定 
 抗 EL 抗体 26A1 および 48A1 を用いて
Sandwich ELISA（免疫生物研究所,藤沢,群
馬）を確立した。 
3) 血清 EL 蛋白濃度の測定 
 抗 EL 抗体（26A1 および 48A1）を用いた
Sandwich ELISA（免疫生物研究所,藤沢,群
馬）を確立し、血清 EL 蛋白濃度を測定した
[7]。定量化に必要な EL 標準蛋白は、
hEL-myc/CHO 53A5の培養上清を、抗 EL 抗
体（5-3B および 2-12E）を用いたアフィニ
ティーカラムにより精製した。1) 血清 EL
蛋白濃度と血清脂質との関係 
 ヒト血清 EL 蛋白濃度を、ELISA 法を用い
て検討したところ、ヒト EL 血中濃度は 320
±9.0（32.3 〜1193.7）pg/mL で、正規分
布せず分布曲線は左方へ変位していた。ま
た、ヘパリン投与前後で EL の蛋白量に変化
はなかった。EL は血管内皮細胞から分泌さ
れた後、血管内宮側にヘパラン硫酸プロテ
オグリカンを介して係留していると推察さ
れてきたが、EL とプロテオグリカンの相互
作用やヘパリンによる遊離の有無について
は、再検討が必要であると考えられた。 
 1000 名以上の全患者における解析では、
血清EL濃度とHDL-C濃度との間に有意な相
関は認められなかった。冠動脈疾患患者は、
非冠動脈疾患患者と比較して HDL-C 濃度が
低値で EL 濃度が高値であったため、冠動脈
疾患患者のみで検討を行ったところ、EL 値
と HDL-C 値に有意な逆相関関係を認めた。
一方、血清 EL 濃度は LDL-C 濃度やトリグリ
セリド濃度と相関は認めなかった。 
2) 血清中 EL 酵素活性と血清脂質との関係 
 血中 EL 活性は正規分布せず分布曲線は
左方へ変位していた。また、ヘパリン投与
前後で EL 活性に変化はなかった。 
 血中EL活性と血清HDL-C値との関係を検
討したところ、EL 活性は血清 HDL-C 値と有
意な逆相関関係を示したが、血清 LDL-C 濃
度や中性脂肪濃度とは関連がなかった。ま



た、冠動脈疾患患者は、非冠動脈疾患患者
と比較して血清中の高感度 CRP 濃度が高値
を示すとともに、血清 EL 活性が上昇してお
り、血清 HDL-C 値は低値であった。また、
血清EL活性は高感度CRP濃度と有意な正相
関を示した。また、血清 EL 活性は冠危険因
子と正の相関を示した。ただし、EL 蛋白量
と活性は有意な相関は示さず、これは血清
中の EL には不活性型が多く含まれる可能
性もあり、更なる検討が必要であると考え
られた。 
3) EL濃度•活性の変化と血清脂質の関係 
 EL は患者間での濃度差が大きいため、同
一患者における EL 蛋白濃度変化が血清脂
質にどのような影響を及ぼすのかを検討し
た。まず、急性心筋梗塞患者において来院
時から経時的にHDL-C値とEL値を測定した
ところ、急性心筋梗塞発症後から高感度 CRP
の増加に伴って EL 蛋白濃度と内因性の EL
阻害分子である Angptl3 濃度がともに増加
した。Angptl3 濃度が発症１週間程度で減
少に転じるのに対して EL 濃度は１週間を
過ぎても持続的に高値を示し、この時期に
一致して血清 HDL-C 値が低下した。 
 また、肥満症例において、食事摂取によ
って RLP-TG 濃度の増加に伴って血清 EL 値
も増加し HDL-C 値は低下した。一方、
75gOGTT による検討では、EL 蛋白量や EL 活
性は、血糖およびインスリン上昇による変
化を受けなかった。 
4) EL を介するスタチンの HDL 修飾作用 
 脂質異常患者に対してピタバスタチン
2mg を 1ヶ月間投与したところ、血清 EL 蛋
白濃度は約 15%減少し、HDL-C 濃度は約 12%
増加した。次に、ピタバスタチン投与前後
の HDL の抗炎症作用の変化を検討したとこ
ろ、ピタバスタチン投与後に増加した HDL
はコレステロール引抜き作用が増強してお
り、HDL 中の抗酸化酵素であるパラオキソ
ナーゼ１（PON1）活性が増加していた。ピ
タバスタチンによる血清ELの抑制がHDLの
量のみならず質の改善をもたらすことが明
らかとなった。 
 
 
考察 
  
 本研究の結果、冠動脈疾患患者において
血清 EL 濃度•活性が血清 HDL-C 値と逆相関
を示したことから、ヒトにおいて EL mass
は HDL-C 濃度の規定因子であることが確認
された。しかし、EL 蛋白濃度が約 30 〜1200 
pg/mL の変動であるのに対して、HDL-C の変
動は約 30〜100 mg/dL の変動であったこと

を考えると[7]、血中の EL 蛋白には不活性
型が含まれている可能性が示唆される。一
方、血清 EL 活性は、約 1.5 〜3.5 Unit の
変動であることを考えると[8]、活性の方が
より鋭敏に血清 HDL−C 濃度を反映すること
が示唆された。しかし、本研究で用いた EL
活性測定法は、免疫沈降に多量の抗体を必
要とし手順も複雑で汎用性に欠ける。今後、
より簡便で信頼性の高い EL 活性の測定法
の開発が望まれる。これらの検査法の臨床
応用により原発性低あるいは高 HDL 血症の
原因診断に役立つことが期待される。 
 一卵性双生児における臨床研究から、血
清 HDL—C 濃度を制御する因子として、遺伝
的要因が 50%、環境的要因が 50%程度と報告
されている。本研究において、全患者群に
おいては、EL 蛋白濃度と HDL に相関が見ら
れなかったことから、EL の血清 HDL—C 濃度
の基礎値への寄与は少なく、CETP や apoA-I
等の HDL 関連蛋白の影響が大きいものと考
えられる。しかし、EL は様々な炎症性刺激
でその発現が誘導される特徴を持つ[9]。実
際に、急性心筋梗塞や炎症の病態や食後で
は、EL の血中濃度が増加し、血清 HDL−C 濃
度が減少する。すなわち、炎症や食後にお
ける EL 濃度•活性の変動は個々の患者にお
ける HDL-C 濃度に影響を与えることが推察
された。EL は、遺伝子要因のみならず環境
的要因として血清 HDL−C 濃度を制御する可
能性がある。換言すれば、慢性炎症等に伴
う低HDL—C血症を呈する患者にはELを阻害
することにより血清 HDL−C 濃度を上昇させ
ることが示唆された。 
 近年、HDL の抗炎症作用が減弱あるいは
欠落した dysfunctional HDL の存在が注目
されている。それでは、EL を阻害•抑制し
て上昇する HDL は、いわゆる「善玉」して
の機能を有しているのであろうか。本研究
では、ピタバスタチンが EL を抑制するとと
もに、コレステロール引抜き能や抗酸化能
を保った HDL を上昇させることが証明され
た[6,10]。コレステロール引抜き能は HDL
リン脂質含有量に依存すると報告されてい
ることから、スタチンが EL の抑制により
HDL粒子中のリン脂質の含有量が増加させ、
HDLの機能を保持させる機序が示唆された。
ELの抑制によりリン脂質に富み抗炎症作用
を有した HDL 粒子が増加することは、機能
的 HDL を増加させることを示唆するもので
ある。したがって、将来 EL 阻害薬が開発さ
れればその有効性を示唆するものであり
[11]、今後の発展が期待されるところであ
る。 
 



結論 
 
 冠動脈疾患患者で血中 EL 濃度•活性は、
HDL-C 濃度の規定因子であった。とくに、
炎症や急性心筋梗塞などの病態で EL 血中
濃度が増加し、HDL-C 濃度を下げる要因と
なることが示唆された。今後、EL 蛋白濃度
や活性が心血管イベントの予測因子である
か前向き臨床研究によって評価することが
望まれる。 
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