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要旨

号線主党議b脈硬化における過酸化リン級王雪 (PCOOH，phosphatidylcholine hydroperoxide)生成の分子機

械を甥らかiこする目的で、ウサギへの食縫紋::Jレステロ}ん重量得笑験を行ったq コレステロール食に

よりウサギの盛中のPCOOfまは表明lこ増加し、火ま量販弓紛の議1J)jI震硬化病君主総織でも}弱酸化リン滋賀の

喜事務を ~rgめた。之のi議院変化りン潟霊安め耳草加が、粥絞緩;脈硬化形成の分子機構に草書く詩寄与し、 さらに若干

綴や撃事綴など臓器器級車畿の綾瀬質i磁器量化をも誘発することが磁認された。JfiJ.<t道華民変化リンnl'i察のil!dA:，立、

生体の覇支11;ストレスを言平綴するための好濠なお撲であるとどが示された。

1 はじめに

虚血性心意英慾や脳血管際空警などの動脈際化性疾患は、事~j;惑で王手々増加の傾向にある。ごれは、食生

活ーの詩文米化や運動不足、奴取カロワー滋剰により、語測量託証書Eや糖尿務、総務といった危険因子が増え

ているからである。なかでも高日首除夜、寺寺i二言語コレステロール耳証書EI手、 5おま支重車線高理化の最も繁華喜主主危

険悶子であることが多くの疫学総査で示されている [1-3)0 FJ問 m泌め細目。制tStudyはそのゆで章受も大

走塁模な疫学読書王室であり、厳瓜性心疾J懸~t: JfiJ. r箇コレステローJL-には互の級事罰があることをぷし、とくに
LDLコレステローJL-fI療の滋:lJI自とHDIコレステロール{日誌の減少が虚脱絵心茨怠のE苦闘であることをm峻
した faM6ie

粥状動脈喜重化の初期にl手、綴路内にコレステロールエスデJレを蓄積した滋主主線路主主I血管内皮下iこ築

主義する。とのような浴派総胞の走塁線i之、火部分が慮中の以球由来のマクロファージである。血管霊童内

に恋愛人したマクロファージi立、 i磁官舎のLDL受君主体ではなく、スカペンジャーさを警察体によりぎを後した

LDLを無制限に時走り込み打、殺紛量産条 (fattystreak)と呼ばれる初期病変を形主主する。この織な変性

LDLのゆで、主主体的に存主正するものどして、自主化LDL(OxLDL)が浅忍されてpる"へ殺キは、ワ

ボタンパク粒子が酸化ぎを牲を受ける議議後で、ワボタンパタ粒子を構成するお質の巡目変化がま診霊長磁化の

事患者EI二蚤聖書なステップの一つであると考えているのなぜなら、 OxLDLによるアテローム生成作燃のほ

とこんどが、語変化された脂質成分lこ経医するからである imlUL絡にリン総務の一様であるホスファチジ

ルコヲン (PC)は、ヲボタンパク粒子の祭留に局主主ふかつ不飽和泌総綬を多く合かので、酸化を受

けやすい。 PCの頭変化第一次生成物であるホスファチジルコワンノ、イドロノfーオキサイド (PCOOH)

iふそれ自体、謝野路傷害性を持つ可能性がある。また、 PCOOfまからはリゾホスファチジルコヲン

(]yso“PC)やアルデヒドが然成する。 OxLDLそのものや、。xLDLのz告にさ長じたPCOO豆、 Ly叩-PCI立、
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血管内皮細胞の機能を障害し、それが動脈硬化の発症の原因になることが示唆されている。例えば、

白血球接着分子や平滑筋細胞増殖因子の発現誘導 [12]、内皮細胞の遊走[悶]、アポトーシスの誘導 [14)な

どである。また、 OxLDL中のPCOOHが分解されて生じるアルデヒドは、 apo-B100のlysine残基を修飾

し[川、その結果、 OxLDLは粒子全体の陰性荷電が増加し、スカベンジャー受容体を介してマクロフ

ァージに取り込まれ、最終的に粥状動脈硬化病変を形成する。以上のことから、粥状動脈硬化におけ

るPCOOH生成の重要性に関心が持たれた。本研究では、粥状動脈硬化の発症、進展および抑制にお

けるリン脂質ハイドロノfーオキサイドの分子機構を解明する目的で、ヒトにリポタンパク質代謝が類

似するウサギにコレステロール食を与えた場合の膜脂質に対する酸化ストレス発生を証明しようとし

?-

~。

コレステロール負荷ウサギは粥状動脈硬化発症の代表的なモデル動物の一つである。それは、ヒト

の血柴コレステロール濃度の増加は、粥状動脈硬化発症の最大の危険因子であることが、多くの疫学

調査により認められているからである I4610 この血中脂質濃度の増加とともに、近年、リポタンパク

粒子の酸化変性が動脈硬化発症の直接的な原因であることがわかってきた [7.B. 101。我々は、リポタン

パク粒子が酸化変性を受ける過程で、リポタンパク粒子を構成する脂質の過酸化が動脈硬化の発症に

重要なステ、ソプの一つであると考えている。これまでに、コレステロール負荷ウサギの生体内脂質過

酸化に関する研究は、数多く報告されている [15-1九しかし、これらの報告はチオパルビツール酸

(TBA)法による脂質過酸化の評価がほとんどである。 TBAは、脂質過酸化の第一次生成物である脂質

ハイドロパーオキサイドに対する特異性が低い M 叫。また、 TBAはアルデヒドやプロスタグランジン

類とも反応するため、過酸化脂質に対する選択性が低い【凶]。したがって、生体過酸化脂質の定量に

TBAは有用でない。脂質過酸化の指標として、リポタンパク粒子を構成している脂質がどれぐらい酸

化されているのかを証明するには、膜表面のリン脂質のハイドロバーオキサイドを定量する必要があ

るo 宮津らは、過酸化リン脂質を高感度かつ特異的に評価できるCL-HPLCで、高脂血症患者の血疑で

は、加齢および脂質濃度の増加とともにリン脂質の過酸化が光進し、血柴ホスファチジルコリンハイ

ドロパーオキサイド濃度が増加することを明らかにした[制。本研究では、過酸化リン脂質の生成と粥

状動脈硬化発症との因果関係を明らかにする目的で、粥状動脈硬化の研究に広く用いられているコレ

ステロール負荷ウサギの血楽に、過酸化リン脂質がどれぐらい蓄積しているのかを明らかにしようと

した。また、動脈硬化病変組織と、脂質代謝の中心的な臓器である肝臓および腎臓へのリン脂質ハイ

ドロパーオキサイドの蓄積を検証して、血中過酸化脂質の増大による他臓器組織への脂質過酸化の伝

播を確認しようとした。

2 実験方法

(1 )実験動物と飼育条件

日本白色家兎 (n=10;12週齢、体重約2kg、雄)を、日本エスエルシー側から購入し、普通食群
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{眠気認 5)c: 1覧コレステロール会務{昆布石5)1二分けた。

動物iま滋悪霊23'C前後、 1 B12雲寺f習の号言語寄サイクんの条件下't'、倒Jltlケージで飼育した，思案用関形

芸道料i立室長事豪華義務織から総入し、普遜会毒事lこはウサギF詩飼料設M-4を、 1%コレステロール食君事には、

主主4・41こ1%コレステローんを添加した鋳料を l臼100gずつ与え、 8週間飼育した。

(2) ~護軍主導手際

飼育隊長台降、 H翌日および8週目に、一晩給食後、湾総派より採i換を行った。生化学データ総笈織

にへパリン事~JtiJ. (3 mJ)と、過酸化脂質i限定限に仏l%EひTA(Ethyle毘edi田添ne-N，N，N'，N'-tetraacetic

acid， disodium salt， dihydratel採血 (7mll し、盗塁棄は冷気1}1童心機(ぬ鈴rpm，lOmin，毛'C)で血液か

ら分隊した。

8~陵織の露護資f表、さをでのウサギをネンブター)1.-獄後下(ぬmg/kgl で心綴採血し、大動脈王寺部{心

誠から 2cm) 、皇子線、事事車議を綴t告し、素手く F ライアイスで泌総主義、織80'Cで保存した。 24P寺閥後、~

ての綴綴サンヅんを4f審議 (w/坊のO.15MNaClでホモジナイズし、{受F目するまでc80'Cで保有ーした。

(3)血まま3襲警まの減交

盗塁案審草コレスデロー11.-、 LDLコレステロー)1.-、 HDLコレスデロール、及びトリグリセリドl立、コレ

ステローんらテスト、 LDLコレヌテロールテスト、 HDLコレスチロールテスト、及びトりグリセライ

ドちテストキヴト(平日光約書草工業(株))を用いて酵素比色法で測定した， Jfll~産総般質法、クロロネル

ム/メタノーJレ(2: 1 ， v/v)を聞いて、 Folc1ヨ法r2lJtこより摘出した。
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リン喜議後濃度はパートレット主主闘にてiIlIJ主主した。ごオ1.1立、持寝室雪を分鮮して緩質分子ゅの有機ワン告

さ訟で無機リンlこ誘導し、その無機ワン安比重2定量する方法である。すなわち、州出脂質{線終O.lml当

議)告試験管に分泌し、 609手i議議索酸水諸事詩更をO.4mlを加え、ブロックヒーターを灼いて、 200'CIこで

2時開会tl葬きした62臨機まで冷却後、水を4.2刷、 5%モリブダン君主アンモニウム水溶液をな2ml、アミ

ドーJL〆溶液を0.2mlを加え撹枠し、 1WCIこて15分1.i!l熱した。 1専攻後滋まで?令対]後、 83色縦誌にで比色主主

f畿を行った。

(4)綴織中の脂質測定

組織ホモジネートからの脂質総長H立、抗酸化浄jとして0.002%(官/v)ブチルヒドロキシトJレエン

(BHT)を?をかクロロホルム/メタノール (2: 1 • v/v)を用Lミ"と、 Folch法iこ"と綴幾と同様に行った。

幸喜綴織のコレステロー)!rlま際手話号法抵で測定した。これはコレスデロールオキシグーゼがコレステロ

ー)t-の3t立のヒドロキシJレ基を!渓本素する際lこを主じる巡酸化水棄を、ペ)t-オキシターぞと共役さ殺さ霊

光物質iこ愛護議事し、蛍うI(;j.さf議する方法である。すなわち、 150，u富義を30μ1のイソプロピルアルコール

i二浴かして試験管iこ分主主し、両手索液を0.5ml加え撹wし、 3TCIこでω分問主5滋した。この重孝言軽震~I立、コ

レスチロールオキシダーゼ{な3U/ml)、コレステロールよtステラ-~ (O.3U/mJ)、ホースラディッシ

ュベルオキシダーゼ (30む/mI)、コーJt-酸ナトリウム (5rrホ心、ポリエチレングりコール6000(0.17 

mM)、pヒドロキシフェニル酢重量 (0.15mg!ml)、PBS(pH7.0; 0.05M)を'命令持軍液である。反応、後、

0.5 N NaOHを1ml加え反応を聖書.t.Iニさせ、 I激短波長{恥)325nm、さ設光波長(Em)425出nlこで 1待問

以内iこ話題まさした。準装品i立コレステロールを30ρのイソプ¥:1ピルアルコールに溶かし、試料と民主義;こ行

い検蚤憲章告作成した。 トリグリセうイドは、鋭機10綴喜当蚤を試験努i二分殺し、 0.05%τ'riぬnX-100で

ま百溶化後、強要素と照様にトワグザセライドE-テストをF日いて酵室長土色f!!.法で羽IJj立した， 1)ン脱線i立長室綴

6mg~蚤を試主総~!ニ分注{麦、殺l媛と[吾i主義 iこパートレット主義にて測定した。

(5) 溺費量化リン ßlî繋の湧~Æ:

化学発光輸議選漆液体クロマトグラフィー (CL-HPLC)により、総楽、大動燃弓簿、肝臓、腎重量の主主

的脂質の*スファチジルコザンハイドロパーオキサイド (PCOOH)!:: ホスファチジJレヱタノールア

ミンハイドロパ-;t4-サイド (PEOO却を測定した。このCL-HPLC委主号室は、街道主詩主体ヲロマトグラ

フィー(貯'LC)と化然発光検<':1'，務 (CL)を絡み合わせたものである[川1，HP誌により、ホスファ

チジルコりン (PC)およびホスファチジルエタノールアミン (PE)を勉め話器禁達成分より分襲撃後、別

のポンプから滋り込まれる然光試薬と反応させ、ハイドロパーオ4--ltイド基幽米の化学発うもを検出

した。

なお、 PCOOH擦di!tlふL-a-phosphatidy1cho¥ine /9 -<lleyl・y-pa愉dω'y].(Sign坊の光酸化iこより調製し、

CL-HPLC法で主主議線を作成した。

CL-HPI正二の測主主条件を以下iごぶした。

. HPLCポンプ 冷静PU{日本分光工業社総)

.HPLCカラム : FinepakSIL-NH2， 4.6mmlDX250mm {日本分光工業牧霊長)
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-移動相 :イソプロピルアルコ-J'v/メタノーJ'v/水 (130/45/25パr/v/v)主義滋:1.0 

mI/min 

・カラムオーブン : 860-CO (B本分光工業社事選} 滋!i'f: 40'C 

. uv検出稼 : 875-むV(8本分光工業社製} 検出波長:210航れ

・栄光紋蓄率 :5OmMホウ後豪華主毒液 (pH10)1こ2μMのJレミノーJ'v (豹日光純読書エ鰍紛)と25

戸主主のチトクロームc(Sigma， type vI)を浴解して作成 流巡:1.8ml/min 

. f乙宅群発う主主主泌総 : CLD-100 (東北電子産業社製)

・記録護t クロマトコーダー21(システムインスツルメンツ社製)

0.5mlの磁設費から、クロロホルム/メヲノール (2: l)を用いて、 Folch法により際貿始mし、エパ
ポレーターで話器謀議事zn習後、 100μlのウロロホルム/メタノール (2: l)に溶解し、その肉40l' 1をClr
HPLCIこ然した。

最長選議の務会i立、 20%ホモジネートを lrr吐 (200mg当量)分取し、血祭と隠様iニ脂質封lt弘、;袋綴後、

400μ1のクロロオリレム/メタノール (2: 1)に溶解し、その内40μ1(20mg当量}をClrHPLClこ供

した。

(6)チオパルビツール餓反応性物質 (TBARS)の測定

1Ú1~量のチオパJレ1::ツール目指反応性物資 (TBARS) i立、 Iム3，2トテトラメトキシプロパンをき雲&として、

八木法附 lこで測定した。1Ú1~長10μlに、 1/12 N H会SO.を2mk10%りンタングステン重量水溶液を250l' 

l加え、JJltf.、迷心分隊 (3000rpm， lOmin)した。よ?蓄を主主去した後、 1/12N H，sO，を 1mL 10%ワ

ンタングステン質量水溶液を150μJ1JlJえ、綴持、将び遠心分緩 (3000rpm，lOmin)した。上演を除去し、

水を 1ml、0.67%TBM<.iti況を抗告。μl飢え、 t露:/1!し、き籍然言語浴中E二号金分表華客員った。冷却後、 n-プヲノー

ルを2.5mI加えて l分燃機然し、主童心分裂を (3000rpm，10 min)した。上書蓄を激怒波長(Ex)515 n図、

蛍光波長 (Em)553n聞の潔うも総支をに燃したe 後Iif，Iま501'1の表裏準君主と1.事5mlの水、プランクは 2mlの

ホをそれぞれねじ口設定義量殺に入れ、議M議議議総長p!こ60分罪号室長つ操作から首長料と同様iこ行ったo

総織のTBARSは、。註kawa~表 i補者理主要芝した;方法(Z9J ，こ縫いま主量ました。すなわち、ねじ口試験管に

20%ホモジネートをO.2ml分取し、 8.1事長ドデシjレ総務ナトリウム (SDS)水溶液を0.2ml、百字酸緩衝液

(pH3.5) を 1.5ml、 O.塁手長BH禄t器禁車主意義護菱壱50μ1、 0.8~るTBM<.浴液を1.5ml、および水をO.6ml乙の順に

加えて密稔し、 f葉狩した。え/<:~ドで i 詩寺i綴{採った後、泌総主語読事ゆで 1 時間保ち、氷で冷却し、水を1.0

mI， n-ブタノール/ピワジン(15:仁げりを5.0ml加えてifi!事]した。その後、遠心分離 (3000rpm，

10mìn) し、よ震の532rrmの吸うも療をì!lG~主した。ブランク i主総料の代わりに水を0.2ml入れて同様の処

理を行った。

(7) 8・ヒドロキシ2二デオキシグアノシン (8糊OHdG)の測定

経緩<PDNAの酸化傷害警マーカー閣 31;として、必ヒドロキシ2にヂオキシグアノシン(8-0HdG)の測

定を行った。 1mlの20%組綴ホモジネート(大動脈正寺町昔、肝臓、隠滅)から、核機微燃キットである

Sepa Gene (三光純薬(掬)を用いてDNAを抽出した。とのDNA(about400 l' g)は200l' 1のlmM
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EDTA (pH8.0)に溶かした。なお、 DNA濃度は、A，ω=1.0を50ρgDNAloo~ごして定量した。 DNAI主

総"CIこて5分閥会話熱し、変性さぜ、 25戸1のPIヌクレアーゼ (40江J.Sigma)を加え、 3TCで1時間イン

キュペートした。次lこ4戸1のアルカリフォスブアターゼ (15IU，Sigma) t 16 ，u Iの1M Tris-HCI最愛護審

液 (pH7ふ)を加え、 STCで1時間インキュベートした。との加水分解溶液告注意心(10∞Orpm.5 min， 
40C)後、点、il号をELISA-t-ットで姦る各OHdGcheck(日本老化君事j事事長寿究所)Iこ似した。

(8) a・トコフxCールの2霊祭

。ぶ11の極策に、 F守護襲撃事準として 1nmo12，2ふ7，8-ペンタメトやシιヒドロキシクロマンを含む2.0ml

のエタノーんを添加後、 5.000の距ヘキサンにより5議室電を抽出し、き霊光HPLCIこより泌i定した f札問。級

事事の場合iふ 0.2mlの20%ゑモジネートiこ、ふ記の内部燃詩書、 s宇品ピロガロ-)1--ニ£タノーJレ {wfv}溶

主主を 1mlを加えでよく混和し、 60%KOH水i1if液を200戸i紛えて70'Cでお分際けん化f妻、盗塁震と脳機lこ

ヘキサン鍛，鳴を行い、分析試料とした。

日PLCの滋g笈条件を以下にffiした。

. HPLCポンプ : 88O-PU {尽本分うも工業社製)

. HPUごカラム

.移動綴

ーを設光検出まき

-紀録計

(9)級審議学的分析

: FinepakSIL， 4.6rnooDX25Ornm (日本分光工業従軍~)

: n-ヘキサン/イソプロピルアルコーん (995/5，vfv) 

流波 L2ml/min 

: RF-1O.絃L(島津製作所{耕土幸運)

励起波長:298nm 

金賞光波長:325nm 

:ク口マトコーダ…21(システムインスツルメンツ社製〉

大動厳正3部{心議議から 1cm)を綴泌後、 0.15M NaOで、洗浄し、 50%ホルマリンで一号発溺定後、パ

ラブイン包警護した。ミクロトームにより 5μ伐の浮きに切り出し、ヘマトキシ 1)ン鵬エオシン{日E)染

色を行った。まず、脱塩水で淡海後、ヘマト今シリン泌iこで主義を染也した (5分間)。目見織水で渋滞後、

エオジン、液にて綴総笈と繊維を長起をきした (10分間)。最後に綴織水で告主主多し、脱水後、審議機対人剤にで

封入したe

(10)統計処遜

データはMe部土SEで表し、五f組 n-'えもitneyのU検定iこで解析した。

3 実験結祭

(1)大動尊重~慈の主将状動車重硬化綴若宮

Fig.1-ltこは、ウサギの大動脈弓音Eの綴言語E立をえおした。 l雪量コレステロール食鮮のすべてのウサギの

大議事燦弓部のiこ内殺の肥厚が兇られ、事務状動脈硬化妻美が形成されていることが確注意されたz
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(2)ウサギ血禁中の脂質組成の変化

ウサギ血築中のトタルコレステロール (TC)、印Lコレステロール (LDL-C)、HDLコレステロー

ル (HDL-C)、トリグリセライド (τち)、リン脂質 (PLlの変化をTable1-1に示した。コレステロール

負荷により、 TC、LDL-C、HDL-C、PLのいずれも大きく増加した。また、 TGも8週日には有意に増

加した。

(3)ウサギ血衆中の過酸化リン脂質とTBARSの変化

ウサギ血築中のPCOOHとTBARSの変化をTable1-21ニ示した。血媛PCOOH値は、コレステロール負

荷により、 4週目で有意に増加し、 8週目には、普通食群の約 4倍に増加した。ウサギ血築中の

TBARSも、コレステロール負荷により有意に増加したが、 4週目以降はプラトーに至った。

(4)ウサギ血禁中の日・トコフ工ロールの変化

ウサギ血築中のαートコフェロールの変化をTable1引こ示した。コレステロール負荷による血築脂質

量の増加に伴い、 a-トコフエロール濃度も有意に増加した。

(5)ウサギ組織の指質組成

ウサギ組織(大動脈弓部、肝臓、腎臓)のコレステロール、 トリグリセライド、リン脂質量をTable

1-4に示した。コレステロール負荷により、大動脈弓部、肝臓、腎臓に、コレステロールとトリグリセ

ライドが、蓄積することが明らかになった。一方、リン脂質は全ての組織で両群間の遣いは認められ

なかった。

(6)ウサギ組織の過酸化リン脂質

ウサギ組織(大動脈弓部、肝臓、腎臓)の過酸化リン脂質をTable1-5に示した。組織中には、ホス

ファチジルコリンハイドロパーオキサイド (PCOOH)と、ホスファチジルエタノールアミンハイド

ロパーオキサイド (PEOOH)の両方が存在した。大動脈弓部では、コレステロール負荷により、

PCOOHとPEOOHの両方が有意に増加していた。肝臓では、コレステロール負荷により、 PCOOHが

有意に増加し、 PEOOHも増加傾向にあったが統計的に有意差は認められなかった。腎臓では、コレ

ステロール負荷により、 PCOOH、PEOOHとも有意に増加した。

(7)ウサギ組織のTBARS、8-0HdGおよび日ートコフ工ロール

ウサギ組織のTBARS、8-0HdGおよびαートコフエロールをTable1-61こ示した。大動脈弓部のTBARS

は、コレステロール負荷により増加傾向にあったが統計的に有意差は認められなかった。肝臓と腎臓

のτ'BARSは、コレステロール負荷により有意に増加した。 DNAの酸化傷害のマーカーである8-0HdG

は、全ての組織で両群聞に差は認められなかった。組織中の主要な抗酸化物質である a トコフエロー

ルは、組織によって遠いが見られた。大動脈弓部では、コレステロール負荷により有意に増加したが、

肝臓と腎臓では、両群聞に差は認められなかった。
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Normal Ch-fed 

Fig.1・1Atherosclerotic lesion of rabbit aorta (hem邑toxylin-ωsinstai必ng).

Normal: Norm必dietgroup 

Ch.fed: 1 % Cholesterol diet group 

Ta読書 1.1

Change in plasma lipid compositio君。fnormal and 1% cholesterol-loaded rabbits 

Gro世E ow 4w 8w 
Total cholesterol (mg!dl) 
Normal 51.8 :!: 4.7 48.6:!: 4.3 39.0:!: 5.1 
chイ必 58.0玄ふ2 2109.0:!: 91.4場 2648.0 :!: 205.2* 
LDLcho[，回 'terol仰が'dl)
Normal 17.4定2.6 16.4全2.7 10.4 :主4.7
Chイed 21.0 :!: 4.0 701.2 :!: 41.2・ 874.2 :!: 86.4事
HDL cholesterol (mgldl) 
Normal 35.0会1.6 31.4 :!: 0.8 28.8求2.3
Ch-fed 38.0:!: 1.6 82.9 :!: 7.0・ 90.3:!: 10.宮家

ηiglycerides (mg!dl) 
Normal 30.0之4.2 31.2定7.4 26.4企5.2
CIトfed 33.0;!: 1.6 52.2;!: 13.4本 78.0:!: 9.6事
Phopholip以r(mgldl) 
Normal 137.2宏容.1 13ヲ.5:!: 6.0 137.8 :!: 7.3 
Ch.fed 135.0玄16.7 771.2 :!: 46.6率 866.5 ;!: 43.4* 

Values are [器eanまSEof five values for e品chgro珪p.
Normal: Normal diet group 
ch・f蔀d:1 % Cholesterol diet group 
傘p<0.05. 

ro 
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Table 1剛2
Change i践が器smaPCOOH総 dすBARSlevels of normal and 1 % cholesterol-lo必ed
rabbits 

Group Ow 4w 8w 

PCOOH 
pmol/ml Normal 49.7:t: 5.5 53.4 :t: 1.5 59.8土4.7

Ch-fed 49.4主3.9 135.8:!: 14.7・ 240.4 :1: 11.0' 
μmol/訂lolPL Normal 2空.4:t: 2.5 31.7土2.1 35.7 :t: 2.9 

ch・.fed 2争.1:t: 3.6 14.8主2.2事 23.0主1.7本

TBARS 
nmol/rnl Normal 2.65主0.22 2.48土0.27 2.86 :1: 0.36 

αトfed 2.80主0.13 4.22:1: 0.17・ 4.34念0.23*
mmollmolPL Norma1 1.5ヲ:1:0.14 1.48 :!: 0.22 1.73主0.26

Ch-fed 1.65 :t: 0.18 0.46 :t: 0.05寧 0.41念0.03傘

Values are mean :t: SE of five values for e昌chgroup. PCOOH: phosphatidylcholine 
hydroperoxide; PL: phospholipids; TBARS: thiobarbituric acid reactive substances. 
Non務al:Normal di事tgro官p。1・fed:1'1るαlolesteroldiet group 
• p < 0.05 

Table 1-3 

αlange in pl藷smaα-tocop註erolω，ncentratio話。fnormal and 1 % cholesterol-Ioaded 
rabbits 

篠宮ol/ml

Group Ow 

Normal 2.21 :1: 0.48 
Chイed 2.25，と0.25

Normal 1.34乏0.33
Chかl'ト噂イ.fed 1.35会 0.28

4w 

2.01 :t: 0.29 
11.99:1: 1.79場

8w 

2.07 :t: 0.49 
14.38 :!: 1.83寧

mmol/molPL 1.1安土0.18
1.26:1: 0.18 

1.18公0.25
1.38 :t: 0.23 

Values are m鈴 n玄SEof five values for each group. PL: phospholipids. 
Normal: Normal diet group 
Chイed:1% Cholesterol diet group 

• P <0.05 
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Table 1.4 
Tissueおpid∞mposi:必onofnonnal and l%c誕百lesterol-Ioadedrabbits 

Gro詰P Aortic ar討1 Liver 

Cholesterol (/tmゅllgprotein) 
Nonnal 220話会24.83 33.30主2.52
Ch.fed 409.44玄30.65惨 369.40主19.43穆

Triglycerides (μlOl/g protein) 
Nonnal 89.22:念9.76 17.91土2.36
Ch・Zとd 139.93ま 14.79機 32.26土2.88本

Pho.伊加lip始。lmol/gprote対
Normal 102.35会話.46 150.32企21.95
Ch-fed 102.97:!: 9.78 178.39乏37.62

Values are mean念 SEof fIve values for e畠chgroup. 
Non琵al:Nonnal diet group 
'ロトfed:1 % Chole書teroldiet group 
本p< 0.05. 

Table 1・5

Kidney 

40.46 :!: 6.25 
105.76之3.67*

17.97:!: 1.97 
30.94 :!: 4.20・
130.91 :!: 10.95 
128.83 :!: 4.82 

Tissue phospholipid hydr母peroxidesconcentration of normal and 1% cholesterol.loaded 
rabbits 

PCOOH 
nmollg protein 

μmol!molPL 

PEOOH 
nmollg protein 

μmol!molPL 

Grou予

No開畠1
Ch-fed 

Norroal 
α1・fed

Nonnal 
αトfed

Nonnal 
Ch-fed 

Aortic証rch

42.31 :!: 1.35 
85.54:!: 7.77事

552.5念58.6
1105.3企82.7*

8.91念1.95
36.33 :!: 5.60本

124.2:!: 36.9 
447.0:t 137.8* 

Liver 

10.87 :!: 1.24 
1仏75:乞2.47*

114.3 :!: 10.3 
165.8:!: 21.6・

4.51主 0.61
8.24 :!: 1.76 

43.3:!: 5.7 
51.8法 10.7

Kidney 

ヲ.45ま2.06
20.17企0.86第

20ヲ.5念 51.1
466.5念 11.0・

5.67土1.84
13.11 :!: 2.07傘

133.4主43.6
289.7浪38.2

V畠luesareme晶諮念SEof five values for each group. PCOOH: phosphatidylcholine 
hydroperoxide; PEOOH: pおosphatidyleth轟毘olaminehydroperoxide; PL: phospholipids. 
Nonnal: Nonnal diet group 
Cルfed:1 % Cholesterol diet group 
手p< 0.05. 
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Table 1・6

TBARS， 8-0HdG a詰da-tocopherol conlents i毘thetiss詰eof口orm孟land1%むholesterol・
loaded rabbits 

TBARS 
jlmol/g protei語

mmol/molPL 

8-0HdG 
mglgDNA 

。Tocopherol
μmol/g protein 

mmol/molPL 

Group 

Nonnal 
Ch-fed 

Nonnal 
Ch-fed 

Normal 
Ch・fed

Nonnal 
Ch-fed 

Normal 
Cゐf雲d

Aortic arch 

4.66企1.06
6.80:!: 1.66 

ヰゑ岳毛主11.73
63.22 :!: 10.87 

0.37主0.12
0.36主0.23

0.70企0.04
1困00会 0.15本

6.87玄0.21
9.70:t 1.∞本

Liver 

1.13:!: 0.24 
2.56:!: 0.38ホ

7.19会 0.73
1吾.18:!:3.63本

0.19之0.07
0.17:!: 0.06 

0.13 :!: 0.01 
0.14:t 0.04 

0.97主 0.24
0.94主0.34

Kid昌喜主

1.36土0.16
2.01必0.16牟

10.4安土1.04
15ぷ7:!:1.18* 

0.12:!:: 0.05 
0.13:!:: 0.05 

0.086 :t 0.007 
0.061玄0.017

0.69ま0.11
0.46主 0.12

Values are mean :t SE offiv号V器luesfor each gr容器子 8-0HdG: 8ゐydroxy-2'・
deoxyguanosine; PL: phospholipids; TBARS; thiobarbituric呈cidre詰ctiv書$むbstances.
Normal: Normal diet group 
Ch-fed: 1%αlolesterol diet group 
本p<: 0.05‘ 

4 ;;;!J察

総量量的iこ長査も多く存在する通量級化リン脂質であるPCOOHは、脂質過重量化の正確な指襟でみるお今

iij]0)務多望でi率、き霧状重事長豪綴fとの研究iこ最もよく{受われているモデルの…つであるコレステロール負荷

ウサギの政l望書PCOOH濃度カ号、コントロールウサギiこ比べ有意に号室加することが示された。食長耳侠コ

レステロールの3旨質遜酸化 i二文まする~饗をウサギで語録ベた研究i立数多くあるが、 5量笈遜震量化の書籍一次

主主目立物である脇質ハイドロパ…オキサイドl二日書ナる研究はほとんどされていない。全体内でのE議室霊滋

酸化のま努事壊として最もよく佼われている方法はTBA!;主である。しかしTBA主主は、脂質遜重量化の富喜一次

生成物である務質ハ-11"0パ…オキサイドJこ文iT{')終喜毒性が低P，それゆえ粥状動脈硬化の研究のた

めに、長江緩や組織の震量化綴3撃を簿{援するには襲撃しい主義会がある。今邸、日葉 1)ン脂質の滋震発化を詰判断す

るためにCしHPLCにより、腕凝りボタンパクの議長itの援擦であるPCOOHをi!lIli主した径なぞなら、 PC

i立ワボタンパク粒子の義政請に局在しているため、 PCOO廷の増加はi阪線ザボタンパクの義量化を露支緩反

喚するからである。また、 PCOOHの分解により、反応性の商いアルヂビドやカルボニニル化合物、

Ly部ヂCが生成し、盗綾子守E主義襲ぬの機意量を終ミ撃し [12'-14]、3弱状動脈資質化の発症に重要な役綴J1::果たす。
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よって、 PCOO廷の受注長支が要害状動産費看護化の手意書室の根底にあると現まえた。

では、なぜj主総伎のコレステなーんにより、盗塁塁やのPCOOH幾度が増加したのだろうか?1'3研究

室の木下i立、ヒト血凝PCOOHが加費令とともに治加し、言語総長量級者では縫没者!こ比べ荷量まに増加する

ことを報告A している則。これによると、謀議脂血症のフェノタイプに関係会く、 I愈緩やのlFa質蓋の理事会話

iこ{辛い、耳証言寒冷のPCOOHも増加している。今回の研究ぞは、コレステロール負著者ウサギの血祭では、

コレステローんだけでなく、 TGやPLも綴加することをぶした。これは、レムナントという、コレス

チロールとトりグワ々ライドの痛1fを多く含んだワボタンパクが増加したためである。このlÚl~表ゅの

増加がコレステロール食により血機PCOO耳、濃度が毒草加した草重点かもしれない。また、今思CL-HPLC

でrHIJ定したPCOOHI立8週日にもさらに機加したが、 TBARSは4遜でプラトーに追撃した。この遠いの

主主1111ま重量豊変化話議事室1<1:/、ィドロパーオキサイドの状態で議事議すること、それから測定法の特異伎の淡い

による可後僚が考えられた。したがって、全体内の露量化ストレスを正確に務似するにはハイドロパー

オキサイド援をまE還することが毅擦であると考えられた。

今閥、ウサギ大動脈の動脈際化約否定都伎に、リンH鰯ハイドロパーオキサイド (Plρo部会主都議し

ていることをぶした。 1952年、 Glavindl立、動脈磁化総選E昔日位に脂質過酸化物が護者賞することを幸話傍し

た {2410 主主らは、議変主主遂行するにつれ、過種変化E寝苦変援も縫加するとどを認めている。また、

Piotrowskil立、動脈硬化病変緩絞iこ縫も多く存主まする総重要請議後化物i立、リン絡霊堂の遜酸化物?あると

報告している刷。しかし、ととで意義要なことは、効!派綴化巣iこ遜酸化ワン綴獲が答獲しているにも罪者

わらず、 E築リン館賞の過酸化を抑制すると信じられているトコフェロールもまた、重喜燦硬化芸誌に重量鐙

iこ存在していることである。多くの淡学的讃資 (36，37]tこより、抗酸化ビタミンであるトコブエロールは、

抗毒事思表要望化作F殺を有するとされている。しかし、 トコブエロールがlFa霊童話通産量化を抑制する分子メカニ

ズムi立、党支をに明らかにされたわけではきい。 Stocker!ま、護主主豪重要{とき裂の護議後鐙とトコブエロー)I.-j設は

正相関することを報告している刷。本研究においても、勤続硬化巣への級霊堂の幸喜撲とトコブニζ ;:1-)1.-

の苔畿をぶした。 トコブスロ…)1.-の代謝と脂質溺画変化抑制による粥状動燃普賢it抑制作用iこ燃するさら

なる級交が必要であろう。

今闘の紛究では、コレスチロール食により磁In震後化務きまw位だけでなく、肝臓や腎臓にもれρOHi11
密機することが明らかになった。これは、鹿霊長?書室加したPCOOHが綴1)ン雪量賓の滋重量化を介して

mρOHとして蓄積したと努えられる。また、 8;段際のコレステロール食により引き起こされた議事滋重量

室主が、語義務への脂質の決意審を引き起こし、それが脂質過酸化をさらに促滋した可能性も移えられた号

高級認証後では、盗塁案 l)~タンパタの増加にf辛い政策PCOOH濃度が機加し、組織へのPLOOHの蕩積を

引き述書ごし、脂質過産量化を介して争終状童数緩警護it(1)護主義還や、語義苦号機容を引き起こすかもしれない。爽様、

高H踊lUl症は、網状動脈機化や脂肪Jjf、さらにはLipidnephrotoxicity合引き起こすo s善策決選まに伴うお

笈通議後化が、臓器持者害警に関係するのかもしれない。

毒薬ワン懸賞の遜様化が、 DNAJの酸化変性iこ影響するのかを明らかlこするために、 DNAの際化傷害マ

ーカ… [30，31]として一造受章きな、各OHdGの主主3棄をfまった。コレステロ…jレ食鮮では、日英リン脂質の過酸
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化が進行しているにも関わらすぺ8-0HdG!立、問者干関にさをは認められなかったうこれは、 DNAIまま事紛争

酵素により保護されており、日開霊堂よりも器量化協容を受けにくいからだと考えられた。よって、護主義愛媛

化の発症における齢化ストレスのま器機としては、8-OHdGより毛遜重量化 1)ン懸賞の1iが夜織でみろう e

最近、 F，イソプロスタンが、魚体内でのアラキドン震をの滋産量化物として発見された[，針。 Rei1lyl立、

脂血症患者では、尿中;こ排出されるF，イソプロスタン淡j交が、縫予言者;二兆べ有意においことを支訴した

【叫。 GJUwottal久ヒトの重bs震後免罪毒事芝iこは、波数の際空寄iこ土色ベ、約201吾志イソプロスタンが議n裂する
ことを報告しているl4IJ0 Morrow!立、発護 1)ン総重要の起草重量化によりリン路質を含むイソプロスタンがう

ツト照:綴iこ存在することを発見し?と μへまた、被告怒らは、ホスファチジルコワンの酸化物を特異的lこ

認語毒する酸化LDL主主体を言葉玄した倒。絞らは、総書案中の重量化WL濃度と血築総コレステロール伎は籾

詰寄せず、 WLの酸化の程度はIOJ.雪量コレステロ…ル話譲渡とは関係しないと報告している。とのように、

総状動淡磁化の発症メカニズムを明らかにしようと、務総成主Et::リン脂質の過酸化との関係について

の多くの研究が試みられているが苛そのメカニズムi主流会には解明されていなLミq 結論として、漁幾

PCOOH濃度を評価するととが、日英リン脂質の到自費量化を介した術状動脈磁化発症の分子メカニズムを

緩解するために非常に有用であることが明礁になった。

5 参考文献

1. Goldstein JL， Hazz沼rdWR， Schrott HG， Bien職 nEL. Motulsky AG. Hyperlipidemia in coronary 

heart disease. 1. Lipid levels in 500 sむvivorsof myocardial infarction. J Clin Invest 1宮73;52: 1533ト

43“ 

2. GoJdstein 11.， Haz組 rdWR， Schrott HG， Bienn間 EL，Motulsky AG. Hyperlipidemia in coronary 

heart di鵠 ase.II. Gene言canalysis of Jipid Jevels in 176 families and delineation of a new inherited 

disorder，∞mbined hyperlipidemia. 1 Clin invest 1973; 52: 1544ト68.

3. K都melWB，C鵠 telliWP， Gordon T， Mcr閥抗araPM. Serum cholesterol， Jipoproteins， and risk of 

叩 ronaryheart disease. Annal Inter Med 1974; 74: 1“12. 

4. Ander紛 nKM， CasteJJi WP， Levy D. Cholesterol and mortality. 30 years of follow-up from the 

Framingham study.JAMA 1987; 257・217ι80.

5. Gordon T， Castelli WP， Hiort1and MC， Kannel WB， Dawb府主主主流ighdensity Jipoprotein槌 a

protective factor against coronary heart disease.τbeFr初試ngh融恐Study.AmJ主主ed1977; 62: 707・

14. 

6. Kannel WB. Lipids， diabetes， and coronary heart disease: insights from the Framingl雑誌1Study 

Am Heart J 1985; 110: 1100-7. 

7. Steinberg D， Parthasarathy S， Carew τE沼田oJC， Witztum 1L. Modification oi low-den制ty

lipoprotein that incr相続iをsatherogenecity. N Engl J Med 1989; 320: 915-924. 

-21ー



8. Partha剖rathyS， Rankin SM. Role of oxidized low density lipoprotein in atherogenesis. Prog Ilpid 

Res 1992; 31: 127-43. 

9. Herttuala SY， Palinski W， Rosenfeld ME， Parthasa泌総yS， Carew TE， Joseph SB， Steinberg D. 

E対dencefor the pr'部制ceof oxidatively modi:fied low尋問診itylipoprotein in atherosc1erotic lesions 

of rabbit剖泌総an.J Clin lnvest 1989; 84: 1086-95. 

10. Steinbrecher UP， Parthasarathy S， Leake DS， Wit没umJL， Steinb紅gD.Modi査はtionof low densi'守

lipoprotein by endothelial cells involves Iipid peroxidation and degradation of low density 

lipoprotein ph拍手holipids.Proc NatlAcad Sd USA 1984; 81: 3883-7. 

11. Gi110倣滋今HorkkoS， WitzぬmJL， Steinber，苦D.O対di配 dphospholipids， linked to apolipoprotein 

B of oxidi氏dLDL，a陀 ligandsfor macrophage scavenger reむepto悶.J Ilpidま:es20∞;41: 824-33. 
12. Kume N， Cybulsky MI， Gimbrone MA Jr. Lysophosphatidylcholine， a component of atherogenic 

lipoproteins， i設ducemononuc1ear' leukocyte aめesionmolecules in cultured huma註 andrabbit 

arterial endotheliaI ceJls. J Clin Invest 1992;号令 1138-44.

13. Collins T. Endothelial nuc1ear factor-kappa B and世間ini託必onof the atherosclerotic le!議on.Lab 

Invest 1993; 68・499-508.

14. Harada-Shiba M， Kinoshita M， Karr泌oH， ShimoJ鵠doK. Oxidized low density lipoprotein induces 

apoptosis in cultured human umbilical vein endothelial cellsるycommon加 d叩 iquemechanisms‘ 

11宝iolChem 1998; 273:苦681-7.

15. Boccio GD， Lape盟 aD， Pqrre偲 E，Pennelli A， Savirn F， Feliciani P， Ricci G， CuccruJlo F. Aortic 

組 tioxidantdefense mecha設i語ms:詰me-relatedch期限sin cholesterol-fed rabbits‘Atherosc1erosis 

1990; 81: 127-35. 

16. Heinle H， Liebich H. The inf1uence of diet，引lducedhypercholesterolemia on the degree of 

。対dationof glutathione in rabbit aor鈎.Atherosc1erosis 1980; 37: 637-40. 

17. K出19MH， Kawai Y， Naito M， 0開waT. Die忽rydefa枕ed記留me韮ourdecreases susceptib出土Yto 

oxida託vestress in hypぞ~rcholesterolemicrabbits. J Nutr紛鈴;129: 188~ト90.

18. Draper HH， Hadley M. Malondialdehyde detennination as index of lipid peroXida註on.Methods 

Enzymol19吾容;186: 421-31. 

19. Janero DR Malondia1dehyde and thiobarbituric acid刊誌註vityas diagnostic indices of lipid 

peroxidation and pero政lativetissue泌総ry“FreeRadic Biol Med 1990;吉:515-40. 

20‘Kinoshita M， Oikawa S， Hay.部総aK， Sekikawa A， Nagashima T， Toyota T， Miyazawa T. Age. 

related increases in pla百naphosphatidylcholil球 hydroperoxideconcen廿ationsin co詰tro

-22-



22. Bar設ettGF乙Phosphorusa錨ayi註columnchromatography. J Biolα1em 1959; 234: 466-8. 

23. Heider JG， Boye投RL.The picomole det町mina註onoffree阻 dtotal cholesterol in cel1s in culture. J 

Upid 1支部1978;19: 514.8. 

24. Miyazawa T， Fujimoto K， Suzuki T， Yasuda K. Determination of phospholipid hydroperoxid郡

using luminol chemiluminescence-high.performance liquid chromatography. Methods Enzymol 

1告94;233: 324-32. 

25. Miyazawaてr，Suzuki T， Fujimoto K， Yasuda K. Chemiluminescent simultan的関 determinationof 

phosphatidy1choめ1ehydroperoxide and phosphatidylethanolamine hydroperoxide in the liver制ld

brain of the r百tJ Upid Res 1992; 33: 1051.9‘ 

26. Miyazawa T. Determination of phospholipid hydroperoxides in humanちloodplasmaもya

chemiluminescence-HPLC assay. Free Radic Biol Med 1989; 7，: 209-17. 

27. Yagi K. A simple fluorometer a路 ayfor lipoperoxide m blood plasma. Bioむ:hemMed 1976; 15: 212-

6. 

28. Ohka'陥 H，Ohishi N， Yagi K. Assay for lipid peroxides in animal tissuesるythiobarbitunc acid 

reaction. A且aIBiochem 197ヲ;容器:お1.8

29. Ki註ug品il'aK， Kojima T， Y剖nakiS， Kosugi H. Inter予retationof註1e白ぬるarbituncacid reactivity of 

rat Iiver and註ramhomogでnatesin thepr櫛開問offerric ion and ethyl叩 ediaminetetraaceticacid. 

Anal Biochem 1幸吉2;202: 249-55. 

30. F四:gaCG，S泌車協gaMIえPar主JWρe宮anP， Ames BN. Oxidative damage to DNA during aging: 

8-hydroxy二2'.deoxyぶ13no邸 ein rat organ DNA and urine. Proc Nat1 Acad Sci USA 1990; 87・4533.7.

31. Shigenaga MK， A釘1esBN. Assays for 8ωhydroxy♂.deoxyguanosine: a biomarker of in vivo 

oxidative DNA d部百age.Fr田RadicBiol Med 1991; 10: 211.6. 

32. Buttriss JL， Diplock AT. High-performance Iiquid chromatography methods for vitamin E in 

註ssues事 MethodsEnzymo11984; 105: 131“8. 

33， Lang JK， Gohi1 K， Packer L. Simultaneous determination of tocopherols， ubiquinols， and 

u説明inonesin blood， pla剖 1a，tissue homogenates，削dsubcellular fractio詰S.Anal Biochem 1986; 

157; 106-16. 

34. Glavind J， Har加叩 S，Clemensen J， Jessen KE， Damt H. Studies on the role of lipopero}必弱 m

human pathology. Acta Pathol Microbiol sc出ld1952; 30: 1.6. 

35. Piotrowski JJ， Shah S， Alexander JJ. Mature human a柱時rosc1eroticpla号悦む:on泌邸peroxidi配4

phosphatidylcholine as a major Iipid peroxide.ぷfeSci税関s19号令58:735-40. 

36. Odeh RM， Cornish LA. Natural antioxidants for the prevention of atherosc1erosis. 

Pharmacotherapy 1995; 15: 643-59. 

37. Step註

-23-



controlJedなialof vi忽minEin patients with coronary disease. Lancet1996; 347: 718-86. 

38. Witting P， Pettersson K， Ostlund.Lindqvist AM， Westerlund C， Wagberg M， Stocker R. 

Dissociation of atherogenesぬまromaortic acωmul説。nof lipid hydro令官。，)xidesin Watanabe 

heritable hyperlipiderruc rabbits. J Clin Invest 19宮古;104: 213-20. 

3ヲ.Morn抑 JD，HiII KE， Burk RF， Nammour TM， Badr KF， Roberts LJ. A seri明。fprostagl制 dinF2-

like ∞mpounds are produced in vivo in humans by a non-cyclooxygenase， free radical-catalyzed 

mechanism. Proc Natl Acad Sci USA 1鉛0;87:合383-7.

40. Reilly MP， Pratico D， D elanty N， D出 innoG， Tremoli E， Rader D，称号。orS， Rokach J，ゐws∞j，

FitzGerald GA. Increased formation of distinct F2 isoprostanes in hypercholesterolernia. 

Circula詰on1き98;98:282ユa

41. Gniworta C， Morrow JD，設。ちertsLj， 2nd， Kuhn H. Prostaglandin F2-Iike cornpounds， F2-

isoprostanes， are present in inc陀 asedamount各inhurnan atherosclerotic lesions. ArもerThromb

Vasc Bio11997; 17: 3236-41. 

42. Morrow JD， Awad JA， Boss HJ， Blair IA， Roberts LJd. Non-cycIooxygenase-derived prosぬnoids

ぴ'2-isoprostanes)arεfonnedin siぬonphospholipids.Proc NatlAcad Sci USA 1992; 89・10721-5.

43. ltabe H， Takeshima E， IwasぬiH， Kirnura]， Oshida Y， Imanaka Y， Takano T. A monoclonal 

肌 tibodyagainst oxidized Iipoprotein recognizes foam cells in ather関c1ero垣clesion. J Biol Chem 

1994;26合:15274開弘

24-




