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糖化低比 重 リ ボ蛋白くgl y c o s yl a t e d l o w d e n sit y li p o p r o t ei n
，
G － L D Ll が 糖尿病性血管障害進展 に

果た す 役割 を検討 す る目的で
， ほ う 素酸ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー

を用 い た G － L D L の 分離を検

討 し ， 糖尿病患者 に お け る G － L D L
．

を測定 した ． ほ う素酸 ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の 原理 は

，

蛋白が 非酵素的に 糖化 され ると
，

1 －デ オ キ シ フ ル ク トシ ル くd e o x yf r u c t o s yll 誘導体 と な り ，
こ の 誘 導

体 に 含ま れ る シ ス ーデ ィ オ
ー ル くci s

－d i oll 基 は アル カ リ溶液 中で ほう 葉酸と 可逆 的な複合体を作 る 性 質

に 基づ い て い る ． ア ガ ロ
ー ス ゲル に フ ェ ニ ー ル ほ う葉酸 を固定 した ア ミ ノ フ ユ ニ ー ル ほう 素酸 ア ガロ

ー

ス ゲ ル をカ ラ ム くべ ッ ド容量0 ． 7 X 5 c m l に 充填 し
，
0 ． 2 5 M 酢酸 ア ン モ ニ ュ ウ ム

， p H 9 ． 0 で 平衡 化 し た

後
，
低比 重 リ ボ 蛋 白 くlo w d e n si ty li p o p r o t e i n

，
L D L ト溶液 を 添加 し G －L D L を吸 着さ せ た ． さ ら に

0 ．2 5 M 酢酸 ア ン モ ニ ュ ウム
， p H 9 ． 0 で カ ラ ム に 吸着 し な い L D L を洗い 流 し ， 次 に 0 ． 2 5 M 酢酸 ナ ト

リ ュ ウ ム
， p H 5 ． 5 で吸 着 し た G － L D L を溶 出 した ． G － L D L の 分離 は室 温 に て 行 っ た ． 添加 し た

L D L 溶液 の 総蛋白量 に 対す る
，

吸 着溶 出され た蛋白量の 比 を 求め G － L D L 偉 く％I を算出 した ． 蛋白量

は L o w r y 法 で測定 した ． フ ル ク ト ー ス は シ ス ーデ ィ オ ー ル 基 を も ち
，

ほ う 素酸 と最も 安定した 複合 体

を作 るが
，

ほう 素酸ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グラ フ イ ー で は
I

t － フ ル ク ト
ー ス の 放射活性の 88 ．9 ％ が 分離

さ れ た ． 分離さ れ た L D L が G － L D L で あ る こ と は チ オ パ ル ピ ッ ー ル 酸 くthi o b a r u bi t u ri c a cid
，
T B A l

法 に よ っ て 確認さ れ た ． 合成 し た
14

C G － L D L で は放射活性の 70 ％が 分離さ れ た ． T B A 法と の 定量性 の

相関も良好 くr こ 0 ．9 1 4 ． p く 0 ． 0 0 11 であ っ た ． 糖尿病患者くdi a b e t e s m ellit u s
，
D M 1 4 7 例． 耐糖能障害者

くi m p ai r d gl u c o s e t ol e r a n c e
，
I G T l 1 3 例 ， 健 常者くn o r m a l

，
N l 1 7 例 を対象と し て

，
ほう 素酸 ア フ ィ ニ

チイ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に て G － L D L を測定 した ． D M 群 の G － L D L 値 く％1く平均値 士 標準偏差I は6 ． 8

士0 ． 3 ％で I G T 群の4 ． 8 士0 ． 2 ％
，

N 群 の 3 ． 9 士0 ． 3 ％ に 比 し有 意 くp く0 ． 0 0 11 に 高値 で あ っ た ． ま た

G － L D L 値 は 同日 の 空 腹 時血糖値 くfa sti tl g b l o o d gl u c o s e ，
F B Gl くr ニ 0 ．5 9

， p く0 ． 00 11 ， 糖化 ヘ モ グ ロ ビ

ン値くh e m o gl o b i n A ．，
H b A ．H r ニ 0 ． 2 8 ， p く 0 ． 05J ， さ らに 1 週 間前 の F B G くr

こ 0 ． 5 1
， p く 0 ． 0 51 と 有意 に

相関 した ． 治療 に よ る F B G の 低下 に 対 し G － L D L 値の 変化は H b A l 値の 変化よ り も早期に お こ っ た ．

糖尿病 性 の 網膜 症 ， 腎症や 虚血 性心 疾患 を 合併 す る 患者 と
，

こ れ ら の 合併症 を持 た な い 患 者 で は

G － L D L 値 に 統計学的 に 有意の 差は な か っ た ． ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

は 血 清の G － L D L の 迅 速

な
，

か つ 特 異的 な検 出方法で あ り
，

ま た G 七 D L は糖尿病性血 管障害に 病 因的な役割 を果 た し て い る可

能性が 考え ら れ た ．

K e y w o r d s gl y c o s y l a ti o n
，
l o w d e n sit y lip o p r o t ei n

，
affi nity c h r o m a t o g r a －

p h y ，
d i a b e t e s m ellit u s

，
M aill a rd r e a c ti o n

A b b r e v i a ti o n s こ D M
，
d ia b et e s m ellit u s ニF B G

，
f a s ti n g b l o od gl u c o s e 三G － L D L

， g ly c o s yl a t e d

lo w d e n sit y lip o p r o t ei n 三 H b A l ，
h e m o g l o b in A l ニ H b A I C ，

h e m o g l o bi n A IC 三 工G T
，
i m p a i r ed

gl u c o s e t ole r a n c e i N
，

n O rm a l 三 T B A
，

th i o b a r u bit u ri c a cid 三 V L D L
，

V e r y l o w d e n sit y

lip o p r ot ei n



3 1 0 坂

M aill a rd は
，

19 1 2 年 に ア ミ ノ 酸 と 還 元 糖 の 混 合液

を加熱す る と褐色 に 着色 す る褐変現 象 くb r a w ni n gl を

報告 し
11

，
食品学者の あ い だ で は M aill a rd 反応 と して

注目さ れ た ． 報告の な か で褐変 現象は生体 内 で も起 こ

りう る 反応で ある と 予言し て い た が ，
R a h b a r に よ り

糖尿病患者で ヘ モ グロ ビン A ．c と 呼ばれ る成分の 増加

が報告
21

され るまで
， 生体内での ア ミ ノ 酸 と還 元 糖 の 反

応 は注目 さ れ な か っ た ． す な わ ち
，

ヘ モ グ ロ ビ ン

A ．c は ヘ モ グ ロ ビ ン のタ鎖 N 末端 バ リ ン に グ ル コ ー ス

が ア マ ド リ くA m a d o ril 転位 した 型で 結合 して お り
31

，

一 連 の反応 は非酵素的
，
非特 異的 に 起 こ る

41 こ と が 明

ら か に され たの である ． ア ミ ノ 酸 と還元 糖の 非酵素的

糖化 くn o n － e n Z y m a ti c gl y c o s yl a ti o n l に よ りア マ ド リ

転位 化合物 の生成 され る 過程 は
，

M a ill a r d 反応 の 初

期段 階で あり
，

ヘ モ グロ ビ ン だ け で な く生体 内のあ ら

ゆる 蛋白に つ い て起 こ る
輔

こ と が 判明 した ． それ らの

ひ と つ に
，

コ レ ス テ ロ
ー ル 代謝 の 中心的 な リ ボ蛋 白で

ある 低比重 リ ボ 蛋白くl o w d e n sit y li p o p r o t ei n
，
L D LJ

の 非酵素的糖化 が ある ． W it zt u m ら
71
は

， 糖 化低 比重

リ ボ 蛋 白 くgl y c o s yl a t e d l o w d e n sit y li p o p r o t ei n
，

G ． L D Ll は ヒ ト培養皮膚線推芽細胞 にお い て L D L リ

セ ブ タ
ー 経路

印
に よ る代謝 を受 けず ， 生体 内で の 分画

異化率 tf r a c ti o n a l c a t a b oli c r a t el が 減少 して い る成

績 に 基 き
，

L D L が 非酵素的糖化 を受 け る こ と に よ り
，

生 理的 な機能 を失い
，

コ レ ス テ ロ
ー ル 代謝が 影響さ れ

る こ と を示 唆 し た ．

病 理学 的に 動脈硬化の 初期段階 に お け る特徴的 な所

見は
， 血 祭 の L D L に 由 来す る エ ス テ ル 塾 コ レ ス テ

ロ ー ル を胞体 内に 取 り込 ん だ 泡沫細胞が
，

血 管 内膜下

へ 出現す る こ と で ある
餌

． 粥状動 脈硬 化 初期病 変 に お

い て は
， 泡沫細胞 の起源 は血 液 中の 単球 か ら 分化 し た

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ に 由来す る と い う考 えが 有 力で ある ．

G ol d s t ei n ら
叫

は先の L D L リ セ プ タ
ー 経路と は別 に

，

マ ク ロ フ ァ
ー ジは変性 L D L やダ ー超低 比 重リ ボ 蛋白

くv e r y l o w d e n sit y li p o p r o t e in
，
V L D L いこ対 して 高親

和性 を持つ リ セ プ タ ー

を有 し
， 大量の 変性 L D L を取

り込 んで 異化す る こ と を発見 した ． こ の 変性 L D L の

取り込 み に は L D L リ セ プ タ
ー 経路の よ う な フ ィ

ー

ド

バ ッ ク機構が な く
，

マ ク ロ フ ァ
ー ジが 泡沫化す る こ と

も証 明さ れ た
11I

． G old st ei n ら の変性 L D L は ア セ チ ル

化と い う非生理 的 な ， 強い 化学変化 を受 けた 蛋白で あ

り
， 果た して生体内で 泡沫細胞 の 形成 に 関与 す る変性

L D L が 存在す る か否 か は
， 動脈硬 化の発 症 に 関連 し

て 重大な 問題 と な る ， 現在生体 内で
，
生理 的条件下で

存在 が認 め ら れ て い る変性 L D L の 1 つ は G － L D L で

あ る
1 21

．

一 方糖尿病 患者 で は健 常人 に比 べ て 動脈硬 化

井

性疾患の 発症率が 高 く ，
こ の 理 由と して 糖尿病患者で

は血 中グル コ ー ス 濃度が 高く ，
か つ 血 清リ ボ蛋白異常

が 高率 に 合併 し て い る こ と よ り ，
G 工D L を 中心 とし

た糖化 リ ボ蛋白が
．

マ ク ロ フ ァ
ー ジの 泡沫細胞化 を介

し て動脈硬化促 進 に 関与 し て い る可 能性 が 推 定で き

る ． 本研究 で は非酵素的 に 反 応 し 生成 さ れ た G －L D L

く図 い を分離 ， 定 量す る た め に
，

ほ う 素酸 ア フ ィ ニ

テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ イ
ー くb o r o n a t e a ffi n i ty ch r o m ．

a t o g r a ph yン を用 い る こ と を検討 した ． こ の ア フ ィ ニ

テ イ ク ロ マ トグ ラ フ イ ー は ア ミ ノ 酸 と グ ル コ ー ス のア

マ ドリ 転位化 合物が構造 内に シ ス ーデ ィ オ
ー ル 基を有

し
，

こ の 基 は弱ア ル カ リ 条件 下 で ほ う 素酸塩 くb o r o ．

n a t el と 直ち に エ ス テ ル を形成 し可逆 的な 結合体 をつ

く り ， 酸性条件下で は 解離す る と い う 特質 を利用 して

い る ． さ ら に 本 方法 を 用 い
， 糖 尿 病 患 者 に お け る

G － L D L を 測 定 し動 脈 硬化促 進 の 危険 因子 と し て の

G ． L D L の 臨床的意義 を検討 した ，

対象 お よ び方法

工
．

1 4

C ． フ ル ク ト
ー ス の 分 離

フ ル ク ト
ー ス は シ ス ー デ ィ オ ー ル 基 を有 し

，
ほう素

酸塩 と も っ と も安 定 した複合体 を作 る ． ア フ ィ ニ チイ

カ ラ ム の 吸着 回 収効 率 を 確 か め る た め
，

14

C － フ ル ク

ト
ー ス t D 一 亡

1

CくU H トf r u c t o s e ，
3 5 9 m C il m m ol

，
N e w

E n gl an d N u cl e a r
，
B o s t o n

，
U S A J を 用 い て検討した ．

0 ． 2 5 M 酢酸 ア ン モ ニ ュ ウム
， p H 9 ． 0 に 溶解 し た

1
t － フ

ル ク ト ー ス く13 x l O
7

c p m l m l O ． 7 FL m O lノm l1 1 m l をカ

ラム に 添加 した ． 吸着 しな い フ ル ク ト ー ス を 0 ． 2 5 M

酢酸 ア ン モ ニ ュ ウム 15 m l で洗 い 流 し た ． 次 に 0 ． 25

M 酢酸ナ ト リ ュ ウ ム
， p H 5 ． 5 2 0 m l で

， 吸着したフル

ク ト
ー ス を溶出 した ． 酢酸ア ン モ ニ ュ ウム お よ び酢酸

ナ ト リ ュ ウ ム の 流出液 は それ ぞれ 1 m l ずつ 分取し
，
各

分画 よ り20 叫 1 取 り ， 液体 シ ン チ レ
ー

シ ョ ン ス ペ クト

ロ メ ー タ LS C 6 7 1 くAl o k a
，
東京1 に て放射活性を測定

し た ．

工工 ． G ． L D L の 合成と 分 離

1 ． L D L の 調整

早 朝空 腹 時 に 採血 し遠 心 分離 し た 血 清 を
，

H a v el

ら
1 封

の 方法で 分離用 超遠心機 L 8 と50 ． 3 T i ロ
ー タ ー

くB e c k m a n
，
F ull e r t o n

，
U S A J を 用 い て 超遠心 し ， 得た

比 重くd e n si ty ，
dl こ 1 ． 0 1 9

－

1 ．0 6 3 gl m l の 分画 を0 ． 15 M

N a C l に 対 して 4
0

C ， 1 2 時間透析後 L D L 溶液と して

用 い た ． 基礎的実験 に は d こ 1 ． 0 2 0 － 1 ， 0 5 0 gノm l の 分

画 を用 い た ．

2 ． G － L D L の 合成

G － L D L は
， 健常者 よ り分離 した L D L くd ニ 1 ． 02 0

－



ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ トグ ラ フ イ
一 に よ る糖化 L D L の 測定

1 ． 05 0J 溶液 と
，

D ul b e c c o リ ン 酸 塩 緩 衝生 理 食塩 水

くP h o s p h a t e b u ff e r e d s a li n e
，
P B S

， 日水 ， 東京いこ溶解

した グル コ
ー ス を ，

D a y ら
川

の 方法に 準 じ37
0

C で 7 日

間，
無菌的条件下 に 静置反 応さ せ 合成 し た ． 反 応液 を

0 ．15 M N a C l に 対 して24 時間透析し て遊離 の グ ル コ ー

ス を除い た ． ま た
14

C － G ． L D l く12 x l O
6

c p m l m l 蛋白 量

0 ． 5 3 m gノm り は
，
同 じ く 健常 者 よ り 分離 精 製 し た

L DL 溶液 と
l
で － グ ル コ

ー ス くD ， 亡
L4
CくUH －

gl u c o s e
，

36 0 m Cil m m o I N e w E n gl a n d N u cl e a rl を 同
一

条件下

で反応さ せ合成 し た ．

3 ． チ オ パ ル ビ タ
ー ル 酸 くthi o b a r u b it u ri c a cid

，

T t5 A I 法 に よ る G － L D L 測定

T B A 法 に よ る G ． L D L 測定 は P e c o r a r o ら
1引

の 方 法

に準 じた ． 合成 した G ． L D L 溶液 1 m l に 1 M シ ュ ウ

即 ． 5 m l を加え100
0

C で 5 時間加熱 し加 水分解 した後 ，

4 0％ トリタ ロ ロ 酢酸0 ． 5 m l を加 え
，．3 00 0 r p m 1 5分遠心

し蛋白を沈殿させ た ．
そ の上 清 0 ． 5 m l に 0 ． 0 5 M T B A

O ．5 m l を加 え
，
生成 さ れ た 5

－

ハ イ ド ロ キ シ メ チ ル フ

ル フ ラ
ー ル くh y d r o x y m e th ylf u rf u r a l

，
H M F l と4 0

O

C の

恒温槽 に て30 分間反 応 させ た ． 発色 した 反応 液の 波長

433 n m の吸 光 度 くA 4J を 分光光 度計 U V 2 0 0 S く島

乳 京都I で 測定し た ． 5 ． H M F を標準 と し
，

G － L D L

値は L D L の 蛋 白 1 m g 当 りに 生成 さ れ た 5 － H M F 量

くm n ol of H M FJ m g p r o t ei nl で表 し た ，

4 ． ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ イ
一 に よ る

G －L D L の 分離， 定量

ほう素酸ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る

G ．L D L の 分離は す べ て室温 に て行 っ た ． ア ミ ノ フ ェ

ニ ー ル ほ う 素 酸 ア ガ ロ
ー ス ゲ ル くa m i n o ph e n yl

b o r o n a t e a g a r o s e g el
，

G l y c o g el B 怠
，

P i e r c e ，

R o c k f o rd
，
U S A l を カ ラ ム くべ

ッ ド 容 量0 ．7 X 3 c m
，

0 ．7 X 5 c m ま た は0 ． 7 X l O c m l に 充填 した ． 0 ． 2 5 M 酢

酸ア ン モ ニ ュ ウ ム
， p王i9 ． 0 で 平衡化後 ， 同 じ酢酸ア ン

G t u c o s e

H O

l ク
C
I

H C O H

H O C H ＋ H 2 N － L D L
I

H C O H
I

H C O H
I

C H 2 0 H

S c hiff B a s e

A m a d o ri

H C O H
I

H C O H
l

3 1 l

モ ニ ュ ウム に 溶解し た L D L 溶液 を添加 し ， さ ら に 酢

酸 ア ン モ ニ ュ ウ ム で 吸着 しな い L D L を洗い 流 し た ．

次 に0 ． 2 5 M 酢酸 ナ ト リ ュ ウム
． p H 5 ． 5 を加え

，
吸 着さ

れ た L D L を溶出 した ． 酢酸 ア ン モ ニ ュ ウム お よ び酢

酸 ナ ト リ ュ ウム の 流出液 は それ ぞ れ 1 m l ず つ 分 取 し

た ． 各分画の 蛋 白量 を L o w 叩 法で 測定 した ．

11I
．

ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ イ
一 に よ る 血 清中

の G － L D L の 測定

1 ． 対 象

金沢 大学第 二 内科及び そ の 関連病院に 入院中で
，
重

篤な肝疾患
，
腎疾患

，
及 び 内分泌 疾患を有 し な い

，
未

治 療 ま た は 血 糖 コ ン ト ロ
ー ル 不 良 の 糖 尿 病 患 者

くdi a b e t e s m ellit u s
，
D M 1 4 7 例く平均年齢55 ． 7 士1 ． 8 歳 ，

平均 士 標準偏差ナ， 検診で受 診 し75 g 糖負荷試験 で 正 常

塾 を示 し た正 常者 くn o r m a l
， 叩 1 7例 く平均年齢46 ． 8 士

4 ． 0 歳1 と
，
境 界型 を示 し た 耐糎能 障害者 くi m p a r e d

gl u c o s e t ol e r a n c e
，
l G T l 1 3 例 く平均年齢58 ． 3 士 3 ． 0

歳ン を 対象と した ． 糖尿病患者の う ち ． 安静 時心 電図

に お い て心筋 の 虚血 及 び壊死 の 認 め られ る も の
， 狭心

症 を認 め る も の を 虚 血 性 心 疾 患 くis c h e m i c h e a r t

di s e s e
，
I H D I 合併例と した ．

2 ． 測定条件

対象者の 血清 よ り 分離 し た L D L 溶液 くd ニ 1 ． 0 1 9
－

1 ． 0 6 3 ， 蛋白量0 ． 9
－ 1 ． 8 m gl m lJ l m l を 3 m l の 0 ． 2 5

M 酢酸 ア ン モ ニ ュ ウム で 希釈 し カ ラ ム に 添 加 した ．

ア フ ィ ニ チ イ カ ラ ム の ベ ッ ド 容量 は 0 ． 7 X 5 c m と し

た ． 吸着し た L D L を溶出 する た め に 0 ． 2 5 M 酢酸 ナ ト

リ ュ ウ ム 10 m l を流 した ． 添加 した 上D L 音容液の 総 蛋

白量 に 対す る
， 酢酸ナ ト リ ュ ウム で溶出さ れ た 蛋白量

の 比 を 求め G － L D L 値 く％1 を算出 した ．

I V
． 糖化 ヘ モ グ ロ ビン お よ び脂質の 測 定

糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン くgl y c o s yl a t e d h e m o gl o bi n
，

H b上り 値 は ミ ニ カ ラ ム 法 の モ ニ タ
ー

G カ ラ ム 富

K e t o a m i n e l － d e o x Yf r u ct o s yl － L D L

H 2 C － N H － L D L

I

C ニ O H O
I

H O C H I

L

I

H C O H
I

H C O H
l

C H 2 0 H C H 2 0 H

閣ご2

0 H N H － L D L

F i g ． 1 ． R e a cti o n s c h e m a f o r n o n e n z y m a ti c gl y c o s yl a ti o n o f l o w d e n sit y

li p o p r o t ei n ．
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くB M L
， 東京1 で測定 した ． 血 清お よ び L D し コ レ ス テ

ロ ー ル 濃度 は酵 素法 に よ る デ タ ミ ナ
ー T C 置 く協和 メ

デ ィ カ ル
， 束京1 で

，
血清 ト リ グ リ セ ライ ド 濃度 は 酵

素法 を用い た リ ビ ドス エ
ー ス 富

慄 洋紡
，
大 掛 で そ れ

ぞれ 測定 した ． G ． L D L － コ レ ス テ ロ
ー ル 洩度 は L D L － コ

レ ス テ ロ
ー ル 濃度くm gl dll に G － L D L 値 く％1 を 乗 して

算出し た ．

V ． 統計学的処理

得 ら れ た数値 は す べ て 平均 値 士 標 準偏差 くm e a n 士

S Dl で 示 し た ． ニ 群 間 の 平 均 値 の 差 の 検 討 に は

S tu d e n t t 検 定 を用い た ．

成 績

1
．

ほ う 素酸 ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ トグ ラ フ イ
一 に よ

る 分 離条件 の 検討

1 ．

1
で － フ ル ク ト ー ス の 分離 と 回 収

富
r

X

u
d
O

て
筈
l

当
丘

．

0
さ

亡
1

でコ ー フ ル ク ト
ー ス の 放射活性 は88 ．9 ％が 溶出回

収さ れ た が
， 吸 着 しな い 分画に も若干放射 活性 を認め

た く図 2 I ．

2 ． G － L D L の 分離条件 ， 回 収率

1 フ ァ フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ る溶出蛋

白 の 回収率

ア フ ィ ニ チ イ カ ラ ム に 添加 す る L D L の 蛋白量
，

お

よ び カ ラ ム の容量 を決定 す る た め
，

2 種類 の ベ ッ ド容

量 く0 ． 7 X 3 c m
， 0 ． 7 X 5 c mナの カ ラム と

，
2 種類の 蛋白

濃度 く0 ． 9 m gノm l
，

1 ．8 m gl m ll の L D L 溶液 1 m l を用

い て G － L D L を分離 し
，
そ れ ぞ れ の溶 出蛋白 の回 収率

を求 めた ． 蛋 白の 回収率 く％1 は
，
カ ラ ム に 吸着 しない

L D L と カ ラ ム に 吸着 し溶出され た L D L の 蛋白量の

和 を
，

カ ラ ム に 添加 した L D L 溶液の 総蛋白量で 除し

比 を 求め た ． そ の 結 果蛋 白 の 回 収率 は
，

ベ ッ ド 容量

0 ．7 X 3 c m の カ ラ ム に 蛋白濃度 0 ． 9 m gJ m l の L D L 溶

1 0 1 5 2 0 2 5 3 0 3 51 5

F r a cti o n N u m b e r く1 m l ノF r a c ti o nl

F i g ． 2
．

El u ti o n p r o fil e
14

C －f r u c t o s e b y a ffi n it y c h r o m a t o g r a p h y ．
F r u ct o s e

，
W ith

it s c o pl a n a r c i s
．d i o l g r o u p s

，
f o r m s th e m o s t st a b l e c o m pl e x wi th p h e n ylb o r o n i c

a cid i n al k ali n e s o l u ti o n ． D － ドC くUl トf r u c t o s e く35 9 m ciノ m m oIJ i n O ． 2 5 M

a m m u o ni u m a c e t a t e
， p H 9 ． 0 ，

W a S a p pli e d t o a c ol u m n くb e d v ol u m e
，
0 ． 7 X 5 ． O c m l

o f a m i n o ph e n yl b o r o n a t e a g a r o s e a n d w a sh e d w ith th e s a m e b u ff e r ． A t th e

p o siti o n i n d i c a t ed b y a n a r r o w
，
t h e b u ff e r c h a n g e d t o O ． 2 5 M s o d i u m a c e t a t e ，

p H 5 ． 5 ． T h e r a d i o a cti v it y w a s m e a s u r e d i n e a c h f r a c ti o n く1 m l －f r a c ti o n l －



ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る糖化 L D L の 測定

液を添加 した場合83 ％
，

1 ． 8 m gノm l の 場 合 は74 ％ で

あっ た ． ま た ベ ッ ド容量 0 ， 7 X 5 c m の カ ラ ム に 蛋 白濃

度0 ． 9 m gl m l の L D L 溶 液 を添 加 し た 場 合 は8 5 ％ ，

1 ．8 m gノm l の 場 合は79 ％で あ っ た ． こ の 結果 よ り血清

G ．L D L 測定の 際 は ベ ッ ド容量 は0 ． 7 X 5 c m
， 添加す る

L D L 溶 液の 蛋 白濃 度 は 0 ．9 へ 1 ． 8 m gl m l とな る よ う

調整 した ．

2 フ ァ フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る

G －L D L の 分離と T B A 法 に よ る測定

健常者の 血 清 よ り 分 離 し た L D L を ， グ ル コ
ー

ス

4 0 m M と反応 させ 作製 した 合成 G － L D L 溶液 1 m l を

ベ ッ ド容量 0 ■ 7 X l O c m の ア フ ィ ニ チ イ カ ラ ム で 分離

したと こ ろ
，
0 －2 5 M 酢酸ナ トリ ュ ウ ム

， p H 5 ． 5 で溶 出

した分画 に 蛋 白 の ピ ー ク が 認 め られ た ． こ の 蛋白 の

ピ ー ク と T B A 法に よる 5 － H M F 生成 量の ピ ー

ク が重

なっ た ． 以 上 よ り こ の 蛋白の ピ ー ク が G － L D L であ る

と考え られ た ． 0 －2 5 M 酢酸ア ン モ ニ ュ ウ ム
， p王i9 ． 0 で

カ ラ ム に 吸着 し な い L D L を 洗 い 流 し た 分 画 に も

T B A 法で 5 月 M F の 存在が認 め られ た く図 3 ト

3フ ァ フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ る 合成

仁
14

C j － G － L D L の分離

健常者よ り 分離精製 し た L D L 溶液 と
14
C － グ ル コ

ー

スよ り作製 した 仁
1 4

C j － G － L D L l m l を ア フ ィ ニ テ イ カ

ラ ム で 分離 した と こ ろ
，

カラ ム に 吸着 し溶 出さ れ た分

画に放射活性 の7 0 ％ が 認 め ら れ
， 蛋 白も 同時 に 認 め

た ■ カ ラ ム に 吸着 しな い 分画に も放射活性 は30 ％認 め

爪
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3
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られ た く図 4 ト 吸着 しな い 分画を再度ア フ ィ ニ テ イ カ

ラム に 添加 し た と こ ろ
，
放射 活性及び蛋白量の 90 ％以

上 は吸 着し な い 分 画 に 回収 さ れ た ．

4コ ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

と T B A 法に

よ る G － L D L の 定量性の 相関

健常者 よ り分離 し た L D L 溶液と種々 の濃 度の グ ル

コ
ー ス く0 ，

5
，
1 0

，
2 0

，
40 m M J よ り G ． L D L を作 製 し

た ． こ の合成 G 七D L 溶液 1 m l をア フ ィ ニ テ イ カ ラ ム

に 添加 し G － L D L 値 を測定 した と こ ろ L D L と反 応 さ

せ る グ ル コ
ー ス の 濃度を 0 か ら 40 m M に変化 さ せ る

と G－L D L 値 は4 － 5 ％か ら12 ． 5 ％ へ と増加 した く図5 1 ．

同時に 同 一

の 合成 G － L D L 溶液を加水分解 し
， 生成 し

た 5 － H M F を T B A で発色さ せ波長 433 n m の 吸 光度

くA 迫力 を測定 す る と A 伯 3 は0 ． 05 4 か ら0 ． 4 0 0 と 増加 し
，

両者の 間 に は r ニ 0 ． 9 1 4 と 有意くp く0 ．0 伸 に 高 い 正 の

相 関が あ っ た く図 6I ．

H ．

．ほ う素酸 ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ トグ ラ フ イ 一 に よ

る G － L D L の 測 定 と臨床的意義の 検討

1 ． 対象の 臨床的背景

対象 と した 糖尿病 くD M J 群 ， 耐糖能障害くI G TI 群 ．

正 常く叩 群の 臨床的背景 を表 1 に 示す ． 平均年 齢 は N

群 で他の 2 群 に 比 較 して や や低い 傾 向に あ っ たが 有意

差 は なか っ た ． F B G ， H b A l 値 は
，

D M 群，
I G T 群と

も N 群と 比 較 し て 有意 に 高値 で あ っ た ． 総 コ レ ス テ

ロ ー ル 濃度 ，
L D L － コ レ ス テ ロ

ー ル 濃度 は D M 群 で は

N 群 よ り有意 に 高値で あ っ たが
，
I G T 群と N 群の 間 に

へ

里

言
男
O
L

L

望
ヒ

1

正
三
H
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ち
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V
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コ
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U

よ
ロ

丘
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A
1

2

F i g ． 3 ． S e p a r a ti o n of G－L D L b y af fi nit y c h r o m a t o g r a p h y ． G －L D L w a s p r e p a r e d

b y th e i n c u b a ti o n o f L D L a n d gl u c o s e f o r 7 d a y s i n th e ph o s p h a t e b u ff e r e d

S ali n e a t 3 7
O

C ． G － L D L s o l u ti o n i n O ． 2 5 M a m m o n i u m a c e t a t e
， p H 9 ． 0 ，

W a S

a p pli e d t o a c ol u m n く0 ． 7 x 5 ． O c mナ o f a m i n o p h e n yl b o r o n at e a g a r o s e a n d w a s h e d
W ith th e s a m e b u ff e r ． A t th e p o siti o n i n d i c a t ed b y a n a r r o w

，
th e b u ff e r w a s

A C h a n g e d t o O ． 2 5 M s o di u m a c e t a t e
， p H 5 ． 5 ．

P r o t e i n c o n c e n t r a ti o n く書1 w a s

m e a s u r e d b y th e m e th o d o f L o w r y e t ． al
，

a n d G － L D L く書J w a s d e t e r m i n e d b y

th e T B A m e th o d ．
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差は な か っ た ． 糖尿病 患者 に お い て は網 膜症 くr e ti n o －

p a th yl の 合併 7 イ札 腎症 くn e p h r o p a th yl の合併10 例 ，

虚血性心疾 患の 合併10 例 で あ っ た ．

2 ． 血清中の G － L D L 値 と G － L D し コ レ ス テ ロ ー ル

濃度

D M 群 の G － L D L 値は6 ，8 士0 ．3 ％で I G T 群の4 ．8 士

0 ．2 ％ ，
N 群 の3 ． 9 士0 ． 3 ％ に 比 し有意 くp く0 ． 0く川 に 高

値 で あ っ た ． ま た G － L D し コ レ ス テ ロ
ー ル 濃 度 も

D M 群で8 ． 4 士0 ． 3 m gl dl と
，

I G T 群 の5 ． 3 士0 ． 3 m g J

dl や ，
N 群の4 ． 0 士 0 ． 5 m gI dl よ り 有 意 くp く0 ． 0 1 ，

p く0 ．0 0 い に 高値で あ っ た く図 71 ．

3 ． 血 清 G － L D L 値 と血 液検査所見 と の相関

G － L D L 値 は 1 へ 2 週 間前 の F B G くr 二 0 ． 5 1
， p く

0 ． 0 0 い ，
お よ び 同 時採 血 の F B G くr ニ 0 － 5 9

． p く

0 ．0 01I ，
と有意 の 相関が あ っ た く図8 1 ． G ． L D し コ レ ス

テ ロ ー ル 値 も 1 へ 2 週間 前 の F B G くr
ニ 0 ■ 5 1

， p く

0 ． 0 011 ，
同時採血 の F B G くr

ニ 0 ． 4 9
， p く0 ． 0 0 い と有意
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の相 関が あ っ た く図 9 1 ．

G － L D L 値 は 同時採 血 の H b A l 値 くr ニ 0 ■ 2 8
， p く

0 ． 0 51 と 有意の 相関が あ っ た が
，
G － L D L － コ レ ス テ ロ

ー

ル 濃度 は H b A ．値 と有意の 相関 はな か っ た く図101 ．

G － L D L 値 は血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル 漉 度，
L D し コ レ

ス テ ロ
ー ル 濃度 ， 血清 ト リ グリ セ リ ド濃度 と は有意の

相関 は な か っ た ．

4 ． 血清 G － L D L 値 と臨床症状 と の 関係

糖 尿病 患者 に お い て
，
網膜症 ， 腎症 ， 虚血性心疾患

を 合併す る く＋一 群 と こ れ ら を 合併 し な い 仁1 群で

G － L D L 値を 比較 した ． G ． L D L 値 は網膜 症 く－1 群で
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什1 群 で は6 ．6 士2 ． 3 ％と い ずれ の 合併症 に お い ても有

意 な 差は な か っ た く図11ト さ ら に 虚血性心疾患 に脳梗

塞
，

一 過 性脳 虚血発作 を含 め た動脈硬化性疾患 を合併
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する群 く動脈硬化群ン と合併 しな い 群 俳 動 脈硬 化群1

に分ける と ， 動脈硬化群の G － L D L 億 は7 ． 5 士0 ． 3 ％ と

非動脈硬化群の7 ． 0 士0 ． 3 ％よ り 高い 傾 向に あ っ た ．

5 ． 糖尿病治療と 血 清 G － L D L 値 ，
H b A l 値お よ び

F B G の 変化 との 対応

糖尿病 の コ ン ト ロ
ー ル に よ る F B G 変化 と G － L D L

債変化の 対応 をみ た と こ ろ
，
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交換ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー 均

が ある が
， も っ と も簡便 な

方法と して
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， 生成
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ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ る糖化 L D L の 測定

法
17I

が あ る ■ 今回 著 者 は ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ

フィ
ー

を利用 し G － L D L を分離 し
， 測定 した ． 蛋白 げ

ミ ノ西削 が 非酵素的糖 化 くn o n－e n Z y m a ti c gl y c o s yl a ti －

o nI を受 ける と ア マ ド リ くA m a d o riJ 転位 生 成物 とな

る ． ア マ ド リ転位 は不 可逆的反応 で あ り ， 生 成物 は構

造内に シ ス ーデ ィ オ ー ル くci s
－d i oll 基 を有 す る 1

－

デ

オキ シ フ ル ク ト シ ル くd e o x y f r u c t o s yll 誘 導体 と な

る
181

． ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグラ フ ィ ー の 原 理 は
，

シ

ス ー デ ィ オ
ー ル 基 が弱 ア ル カ リ条件下 で はほ う 素酸塩

くb o r o n a t eJ と 直ち に エ ス テ ル を形成 し可逆的な結合体

を作るが
， 酸性 条件 で は 解離 す る 特 質 を 利用 し て い

る ． W eith ら
1 9J

は ア ミ ノ フ ユ ニ ー ル ほ う 素 酸 塩

くa m i n o p h e n yl b o r o n a t eJ をセ ル ロ ー ス に 結合 さ せ た

アフ ィ ニ チ イ カ ラ ム を用 い
．

シ ス ー

デ ィ オ
ー ル 基 を有

する核酸の 分離 に 成功 し た ． 以 後 ほ う 素 酸 ア フ ィ ニ

チイ ク ロ マ トグ ラ フ ィ 法 に よ る糖 化生成物 の 分離が 検

討さ れ
， 尿 中の 糖化ア ミ ノ 酸と糖 化ペ プ チ ド くgl y c o s －
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31 7

yl a t e d a mi n o a cid a n d p e p tid s1
2 0，

， 糖化 ヘ モ グ ロ ビ ン

くgl y c o s yl a t e d h e m o gl o b i nJ
21I

，
糖 化 ア ル ブ ミ ン

くgl y c o s yl a t e d a lb u m i nJ
22I

を測定す る 方法 と し て 報告

され て い る ． 最 初に B r o w nl e e ら
201

の 方法 に 従い
，

ア ミ ノ フ ェ ニ ー ル ポ リ アク リ ル ア ミ ド ゲ ル くa mi n o p
－

h e n yl p ol y a c r yl a m i d g ell を用 い たが L D L 粒 子 と ゲ

ル 粒子 の サ イ ズ が
一 致 しな い た め か 回収率が悪 か っ た

の で
， ア ミ ノ フ ェ ニ ー ル ほう 素酸 ア ガ ロ

ー ス ゲ ル を用

い 基礎 的な検討 を行 っ た ． 健 常者 の L D L と市販 の グ

ル コ ー ス ま た は
I
t － グ ル コ ー ス よ り 作 製 し た 合 成

G ． L D L を こ の ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ イ 法 で 分

離す る と
，

G － L D L が 吸 着 し な い は ずの 分画 に も 約

30 ％の 糖化蛋 白が認 め られ た ． そ の理 由は不 明 で あ る

が
，

ア フ ィ ニ チ イ カ ラム の 吸 着能力 を越 えた た め で な

い こ と は吸着 し な い 分画 を再度 カ ラム に 添加 し て も放

射 活性 の90 ％以上 が 同じ分画に 残 る こ と で も明 ら か で

あ る ． T r u e b ら
23l

，
H ig gi n s ら

24，
も ア フ ィ ニ チ イ カ ラ ム
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を用 い て 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン を 分離 した 際 に
1
で － グ ル

コ
ー ス に 含 ま れ る構造不 明 な放射活性 を有 す る不純物

が ヘ モ グ ロ ビ ン と結合す る こ と を示 唆 した ． 従 っ て合

成 G － L D L を作製 した 場合 に も
，
透 析で は 分離 で き な

い 放射活性 を有 す る不純物 と L D L の ア ポ 蛋白 B が結

合 した り ，
シ ス ー デ ィ オ ー ル 基 をも た な い 構 造の 生成

物が 出来た 可能性も あ る ． また S h a pi r o ら
2 51

は生体外

で作製 した 糖化 ヘ モ グロ ビ ン と 生体 内で 生成 され た も

のとで は， グル コ
ー ス と結 合す る ヘ モ グ ロ ビ ン の 構造ア

ミ ノ酸が 必ず し も
一 致せ ず ，

か な りの 差が あ る こ と を

認め て お り ，
これ も ま た 原因の ひ と つ と考 え られ る ．
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T B A 法に よ る糖化 蛋白の測定 は共存 す る遊離 の 還

元 糖や
ト 脂質過酸化物の 干渉 を受 け るた め

，
こ れらを

注意深 く除去 す る た め の繁雑 な操作が 必要で 標準化に

難点が ある こ と
17I

，
加水 分解 に 長 時間 を 要す る こ とな

どの 欠点 が指摘 さ れ て い る ． 今 回の 実験で も L D L そ

の も の の色調 が 干渉 す る こ と ， 標準と した 5 － H M F が

非常 に 吸水性 が 強 く 取扱 い が 困難 で あ る な ど難点が

あ っ た ．

一 方
，

ほ う素 酸 ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グラ

フ ィ ー に よ る G － L D L の 分離 は T B A 法に 比 較 して操

作 が 容易か つ 迅速 で あ る こ と
，
糖化 ヘ モ グロ ビン の測

定 に 用 い られ る陽イ オ ン 交換樹 脂カ ラム の よう に
， 厳

密な 温度条件の 設定も 必要と せ ず ，
ゲ ル の 再生 も容易

で あ る な ど の利点 を有 し て い る ． そ し て 再現性 もよ

く ， 蛋 白の 回収率 も72
〆
1 ノ 8 5 ％と 高く T B A 法と も高い

相関性 を示 した ． し か し ア フ ィ ニ チ イ ゲ ル の ロ ッ ト間

で 吸着 力に 善 が あ る と の報告 も あ り
訪1

， 測 定法 の標準

化 に は さ ら に 検討 を加 え る必要が あ る と思 わ れ る ．

糖尿病 は膵 か ら の イ ン ス リ ン 分泌不全 と組織の イ ン

ス リ ン 抵抗 性の た め
， 糖代謝 の み な ら ず蛋白 お よ び脂

質代 謝に も 異常を き た し
， 網膜症

， 腎症 な ど特有の細

小 血 管障害と 言わ れ る 血管 障害 を 合併 す る 疾患であ

る ． さ ら に 冠動脈 疾患や脳 血 管障害な どの 動脈硬化性

血 管障害の 発症率が
， 非糖 尿病 患者 に比 べ て 2 へ

3 倍

高い 特徴が ある
訂128l

． 動脈硬 化性 血 管 障害 の 成因 と し

て は糖尿病自体が 独立 した 危険因子 と見な す 考え
瑚

も

あ るが
， 高血糖 t 高イ ン ス リ ン 血症 ． 肥満 ， 血小板機

能お よ び凝固因子 の 異常 な ど ， 糖尿病 に特有な要因も

考 え ら れ る
叫

． ま た
一 般に 動脈硬化症 の 成 因 と考 えら

れ て い る脂質代謝異常
3 り

， 高血圧症
32I

な ど も合併 し易

い ． 糖尿病 に 見ら れ る脂質代謝異常 ，
す な わち リ ボ蛋

白代謝 異常 の 特徴 は
瑚
H b 型

，
王V 型 高脂血症 とい っ た

高 トリ グ リ セ ラ イ ド 血症 で あ り
，

そ の 発症 の メ カ ニ ズ

ム は 代償 的な 高イ ン ス リ ン血症 に よ る肝臓 で の 超低比

重 リボ 蛋白くv e r y l o w d e n sity li p o p r o t ei n
，
V L D L い

リ グリ セ ライ ドの 分泌の 克進 ， 血 中遊離脂肪酸濃度の

増加 に よる 肝臓で の トリ グ リ セ ラ イ ドの 合成元進
，
そ

し てイ ン ス リ ン の 絶対的不足に よ る リ ボ蛋白リパ ー ゼ

活性の 低下 に よ る V L D し トリ グ リ セ ライ ド の 異化障

害
，

な どが 関与 して い る ． こ の よ う な血 清脂質の 量的

な異常 と と も に
，

リ ボ蛋 白の 質的 な異常
3ヰl

と して
，

コ

レ ス テ ロ
ー ル に 富 ん だ V L D L の 出現 ，

レ ム ナ ン トや

中間体 の増加 ， トリ グ リ セ ライ ド に 富 ん だ L D L や商

比 重 リ ボ蛋 白の 存在 ，
そ して これ ら の リ ボ蛋白の 非酵

素 的糖化 が あ る ．

今 回著者 は
，

G － L D L に つ い て 検討 した ． L D L の代

謝 は G o ld st ei n ら
8I
に よ り L D L リ セ プタ

ー 経路として
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解明さ れた よ う に
，

L D L の 細胞 内 へ の 取 り込 み は構

成蛋白である ア ポ 蛋白B と親和性 を持 つ L D L リ セ プ

タ ー を介 して行 わ れ る ． そ し て細胞内 に コ レ ス テ ロ
ー

ルが供給さ れ る と細胞 は余剰の コ レ ス テ ロ
ー ル を コ レ

ステ ロ
ー ル エ ス テ ル と して蓄積 し

，
また 自己 の 持 つ コ

レ ステ ロ
ー ル 合成能 を律速酵素 で あ る ハ イ ド ロ キ シ ー

メチル グル タ リ ル 補 酵 素 A くh y d r o x y
－

m e t yl gl u t a r yl

C O e n Z y m e A
，
H M G － C o A l 還元 酵素の 段階 で 抑制 し

，

さら に L D L リ セ プ タ ー の 合成と 細胞表面 へ の 再供給

を減少さ せ ，
コ レ ス テ ロ

ー ル の 細胞内 へ の 流入 を調節

してい る ． W i t z t u m ら
71
は非酵素的糖化 を受 け た L D L

くG ．L D Ll は ，
ヒ ト培養皮膚緑椎芽細 胞 に お い て

，
正常 な

L D L リセ ブ タ ー

を介 し た細胞内 コ レ ス テ ロ
ー ル 代謝

のフィ
ー

ド バ ッ ク機構 に 影響 を及 ぼ さ ず ， さ ら に モ ル

モ ッ トでは G － L D L の 分画 異化率が 減少 して い る成績

を示し た ． 彼 ら は この 原因 を
，

ア ポ蛋 白 B の
，
L D L リ

セ プタ ー と の 結合部位 で あ る リ ジ ン 残基 が 非酵素的糖

化によ り修飾を受 け ， リ セ プ タ
ー

と 結合 で き な く な っ

たため であ寧と結論 し た ． 非酵素的糖 化は血 糖 に 比 例

して程度が増 す の で
， 血糖の コ ン ト ロ

ー ル が 不良な ほ

ど変性蛋白であ る G － L D L が増加 す る と推測 され る ．

3 1 9

しか し実際， 糖 尿病 患者 に お い て G － L D L が どの様 な

臨床的意義 を持 つ か検討 した 報告は少 ない ． そ こ で本

研究 で は
，

ほ う 素懐 ア フ ィ ニ テイ ク ロ マ トグ ラ フ イ 一

に よ り G － L D L を分離 ． 定量 し
， 糖尿病患者 の 血糖 コ

ン ト ロ
ー ル や合 併症 との 相 関 を 検討 し た ． 健常 人 の

G － L D L の 割合 は L D L 総量 の3 ． 9 士0 ．3 ％で あ り ， 同じ

く ほう 素酸 ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ り測

定 した J a c k ら
欝I

の 報告や
，

さ ら に 複雑な ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

を 用 い た L y o n s ら
36I

の 報告と ほ ぼ
一 致 し た

が
， 糖 化 ヘ モ グ ロ ビ ン の5 ． 5

ノ ー
ー ノ 8 ． 4 ％

37

や 糖化ア ル ブ ミ

ン の6 ．1 士0 ． 49 ％
2 ZI

よ り は少な い ． こ の 差 は 各 々 の 蛋

白の 血 中半減期 や血 清 中の 絶対量が 関与 して い る も の

と 考え ら れ る ． G － L D L は同時採血 の 空 腹 時血 糖 値 や

1 へ 2 週 間前の 空腹時血 糖値と よ く相関 した が
．

コ レ

ス テ ロ
ー ル 値 と は相関 はな か っ た ． ま た糖化 ヘ モ グロ

ビ ン と の 相 関は 弱か っ た ． さ らに 糖尿 病の 治療 に よ り

血糖 が低下 し始 め る と ，
G － L D L は 2 週 間後 よ り 低 下

す る が
， 糖化 ヘ モ グ ロ ビ ン が 血糖 の 変化 を反映す る に

は 1 カ月以 上 が 必要で あ っ た ． 今回 の 検討 で は
， 糖尿

病患者 に お け る虚血 性心 疾患な ど動脈硬化性疾患や細

小血管症 の 合併 と G I D L と の 間に 明確 な関連性 を見
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い だ す こ と は で き なか っ た ．

多く の疫学調査 抑 制
に よ っ て

，
血 清総 コ レ ス テ ロ

ー

ル が 耐糖能異常
，
高血圧

，
喫煙 と 同 じよ う に 独立 した

虚血性心疾 患の 危険因子 と し て重 要で ある こ と が 注目

され て い る ． 血 清総 コ レ ス テ ロ
ー ル の 3 ノ4 以 上 を 占

め る L D L コ レ ス テ ロ ー ル が動脈 硬化性疾患の 発 症に

関与 し て い る と考え ら れ て い る が
，

その発症 機構 に つ

い て は不明な 点が 多い
． 近 年

，
病理 学的 に 動脈硬化の

初 期段階 に お け る特徴 的な 所見朝
は ，

エ ス テ ル 型 コ レ

ス テ ロ ー ル を主体と す る脂 肪 を胞体内 に 取 り込 んだ 泡

沫細胞 と呼 ば れ る細胞群の 血 管内膜下 へ の出現 で ある

こ と が 認め ら れ ，
こ の コ レ ス テ ロ

ー ル は多く の病理 組

織学的 ， 生化学的 ，
そ し て 抗 L D L げ ポ 蛋白 Bl 抗体

を使 っ た免疫組織化学的研究
咄

に よ り
，
血 清の L D L

に 由来す る こ と が明 らか に され て い る ． 泡沫細胞 の起

源 は明確で はな い で
，
少 な く と も粥 状動脈硬化 初期病

変 に お い て は単球か ら 分化 した マ ク ロ フ ァ
ー ジに 由来

す る
41I

と い う考 えが 有力で あ る ． し か し L D L リ セ ブ

タ
ー

を持た な い マ ク ロ フ ァ
ー ジが

，
どの 様に して 脂質

を 取 り 込 み 泡 沫 化 す る か が 問 題 と な っ て き た ．

G ol d s t ei n ら
101

は L D L の 構成 蛋 白 で あ る ア ポ 蛋白

B － 1 0 0 の リ ジ ン 残基 を アセ テ ル 化 した 場合 に
，

マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ は L D L リ セ プ タ
ー

と は別の リセ プタ ー を介

し て取 り込 む こ と を生体外 で見い だ した ． 彼ら は この

経路 を 変性 した L D L を処理 す る も の で あ ろう と推測

し，
ス カ ベ ン ジ ャ ー 経路 と呼 ん だ ．

マ ク ロ フ ァ
ー ジは

こ の リ セ プ タ ー を 介 して大量 の変性 L D L を取 り込ん

で異 化す る が
，

こ の経 路に は L D L リ セ プ タ
ー 経路の

よ う な フ ィ
ー

ド バ ッ ク 機 構 が な く ， 従 っ て マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ は泡沫細胞化す る こ と が 証明さ れ た ． こ のリ

セ プ タ
ー

は ア セ テ ル 化 L D L だ け で な く メ チ ル 化

L D L な ど の 強 い 化 学 変 化 に よ る 変 性 L D L や P －

V L D L に 対 して も 高親 和性 を示 す が
，
生体内に 存在す

る変性 L D L に 対 し て も 同様 に 作用 す る か 否か は興味

深 い 問題 で あ る ． 現在生体 内で 生理 的条件下で存在が

認 め ら れ て い る の は糖化 L D L とP ． V L D L で あ る ．

従 っ て糖 尿病 患者 に お ける動脈硬 化促 進 に 糖化 L D L

が マ ク ロ フ ァ
ー ジの 泡沫細胞化 を 介 して 関与して い る
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可能性は容易 に 想像で き る ． ま た
一 方

，

マ ク ロ フ ァ
ー

ジが アポ蛋 白 E
喝

や リ ボ蛋白リ パ ー

ゼ
431

と い っ た リ ボ

蛋白代謝に 関連 した 物質 を合成 ． 分泌 し て い る こ と が

明らか に さ れ た こ と に よ り
一

層注目 を集 め てい る ．

W it z t u m ら
叫

は あ る糖尿病患者 に お い て G － L D L の

血中か らの ク リ アラ ン ス が逆 に 元進 し て い るの を発 見

し
，
G － L D L に 対す る 特異的な抗体の 存在 を示 唆 した ．

また G － L D L で 免疫 され た ウサ ギ で は
，

G － L D L の ク

リアラ ン ス は免疫さ れ て い な い ウサ ギ よ り数倍 冗進 し

て おり ， そ の 分解 の 場所 は肝臓の 網内系細胞 で ある こ

とを示 し
，

G － L D L ク リ ア ラ ン ス の 完進 は 免疫機 構 を

介したも の で あ る と推測 した
嶋

． し か し大動脈 に は こ

の G ． L D L と抗体 の免疫複合体 を特別 に 取 り込 む証拠

は得られ な か っ た ． L D L が糖化 され る こ と に よ り， 免

疫原性 を持 ち血 清蛋 白だ けで な く構造蛋 白を も認識す

る自己 抗体 が産生 され ると す る と
， 糖尿病患者 の 血 清

中に は免疫複合体が 増加 し， 糖尿病 に お け る種々 の 合

併症と 関連 して い く こ と が 予想 され る ． 糖尿病 に お い

て G － L D L が どの 程度 動脈硬化 の進展 に 関与 して い る

かは不明 で ある が
，

リ ボ 蛋白代謝 を考 え る上 で 糖化の

問題は重要 で あり
，

ほ う 素酸 ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ トグ

ラフ ィ
ー によ る G － L D L の 定量 は有周 な 情報 をも た ら

すと思われ る ．

枯 論

糖尿病患者 に お け る 動脈 硬化促 進 の リ ス ク フ ァ ク

タ
ー

と して
， 糖化低比 重 リ ボ 蛋 白 くgl y c o s yl a t e d l o w

d e n sit y li p o p r o t ei n
，
G － L D L J の 臨床的意義 を検討 す る

ため， ほ う素酸 ア フ ィ ニ テイ ク ロ マ トグ ラ フ イ
一

に よ

る G － L D L 分離 ． 定量 を検討 した ． さ ら に 本方法 を用

い糖尿病患者 に お ける G － L D L を測定 し ， 以 下の 結果

を得た ．

1 ． ア ミ ノ フ ユ ニ ー ル ほ う素酸 アガ ロ
ー

ス ゲル を用

い たアフ ィ ニ チイ ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り G ． L D L

が分離され た ．

2 ． 吸着条件 は ， 0 －2 5 M 酢酸ア ン モ ニ ウ ム
， p H 9 ． 0

で平衡化 した カ ラ ム に L D L 溶液 を添加 し G － L D L を

吸着させ た ． G － L D L の 溶出 に は0 ．2 5 M 酢酸ナ トリ ュ

ウム
， p H 5 ． 5 を用 い た ． カ ラ ム の ベ ッ ド容 量 は0 ． 7 X

5 c m
， 添加す る L D L の 蛋 白質は0 ． 9

へ 1 ． 8 m g が適量 で

あっ た ．

3 ． ア フ ィ ニ テ イ ク ロ マ ト グ ラ フ イ
一 に よ る

G ．L D L の 回収率 は T B A 法や
14
C － G － L D L を用 い て検

討した結果
， 約80 ％で あ っ た ．

4 ． ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ る

G ．L D L 値 く％I は
，

カ ラ ム に 添加 した 総 L D L 蛋白量

321

に 対す る ， 溶出さ れ た L D L 蛋白量の 比 を求 め算出 し

た ．

5 ■ 糖尿病 の 叩 鮮 の G － L D L 値 く平均 士 標 準偏

勤 は6 ． 8 士 0 － 3 ％ で 耐 糖 能 障 害 ロG Tl 群 の 4 ． 8 士

0 － 2 ％
，

正 常 く叩 群 の3 － 9 士0 ． 3 ％ に 比 し 有 意 くp く

0 ■ 0 0 1I に 高値 で あ っ た ． ま た G － L D し コ レ ス テ ロ
ー ル

濃度 くm gl dlJ も D M 群で 8 ． 4 士0 ．3 m gl d l と I G T 群

の5 ．3 士0 － 3 m gld l や N 群 の 4 ． 0 士0 ．5 m gJ
Idl よ り 有意

くp く0 ．0 1
， p く0 ．0 0 11 に 高値で あっ た ．

6 ． G － L D L 値は 1 へ 2 週 間前の F B G くr
ニ 0 ． 4 1

，

p く0 ． 05J ，
お よ び 同日の F B G くr ニ 0 ．5 3

， p く0 ． 0 0 11 と

有意の 相関 を示 した ． G － L D し コ レ ス テ ロ
ー ル 濃度 も

1 旬 2 週間前の F B G くr
ニ 0 ． 4 6

， P く0 ．0 0 1J
，
同 じ 日の

F B G くr
ニ 0 ． 4 1

， p く0 ．0 011 と の 間に 有意の 相関が 認め

られ た ．

7 － G － L D L 値 は 同じ 日の 糖化 ヘ モ グ ロ ビ ン 値 くr
ニ

0 ． 2 6
， p く 0 ． 051 と有 意の 相関が あ っ た が

， 血 清総 コ レ

ス テ ロ
ー

ル 濃度 ，
L D し コ レ ス テ ロ

ー

ル 濃度 ， 血 清 ト

リグ リ セ ラ イ ド濃度 とは 有意の相関 を示 さ な か っ た ．

8 ． 糖尿病患者 に お い て
，
G － L D L 値は網膜症

， 腎症

また は虚血性心疾患 のい ずれ の合併症 の 有無と も有意

な 差は な か っ た ．

9 ． 糖尿病の 治療 に よ り F B G が 前値 188 士 2 5 m gノ

dl か ら 2 週 間 後 17 4 士2 1 m gl dl に 低下 し た 時 点 で

G －L D L は前値6 ． 5 士0 ．6 ％か ら5 ．6 士0 ． 6 ％に 有意 くp く

0 ．0 5う に 低下 し た ．

謝 辞

稿を終え る に 臨み
， 御指導 と御校閲を賜っ た 恩師 竹 田亮祐

教授に 深甚 の 謝意 を表 し ま す ． ま た 直接御指 導
，
御教 示下

さ っ た 馬淵 宏 金沢大学医学部第 二 内科助教授 並び に小 泉順

二 金沢大学 医学部第 二 内科講師 に深く感謝致 し ま す ， さ ら に

本研究の遂行 に際 し ， 多大な御協力を頂きま し た金 沢大 学医

学部第二 内科第
一

研究室の 各位 に深く感 謝致 し ます ．

献 本論文 の 要 旨は
， 第29 回目本糖尿病学 会総 会 く宇 齢

ワ ー

ク シ ョ ッ プ に おい て 発表 した ．

文 献

り M aill a r d
，

L ． C ． こ A c ti o n d e s a cid e s a mi n e s

S u r l e s s u c r e s こ f o r m a ti o n d e s m el a n oidi n e s p a r

V Oi e m e th o d i r u e ． C ． R ． S e a n c e s S o c ． B i ol ．
，
1 5 4

，

6 6 － 68 く19 1 21 ．

2 I R a h b a r
，
S ． ニ A n a b n o r m al h e m o g lo bi n in r e d

C e11 s o f d i a b e ti c s ． C li n ． C h e m ． A c t a
，
2 2

，
29 6 ．2 9 8

く1 96 81 ．

3 ン E o e ni g ，
R ． J ．

，
B l o s t ei n

，
S ． H ． 鹿 C e r a m i

，

A ■ ニ S t r u c t u r e o f c a rb o h y d r a t e o f h e m o gl o b i n A
I C ．



3 2 2 坂

J ．
Bi o l ． C h e m ．

，
2 5 2

，
2 9 9 2 －2 99 7 く19 7 71 ．

封I S t e v e n s e
，

V ． J ．
，

V l a s s a r a
，

H ．

，
A b a ti

，
A ． 盈

C e r a m i
，

A ． こ N o n e n y m a ti c gl y c o s yl a ti o n of

h e m o gl o b i n ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 5 2

，
2 9 9 8 －3 0 0 2 く19 7 71 －

5 I E e n rL e d y ，
L ． 鹿 B a y n e s

，
J ． W － ニ N o n

．

e n z y m －

a ti c gl y c o s yl a ti o n an d th e c h r o n i c c o m pli c a ti o n s

o f d i a b e t e s こ a n O V e r Vi e w ． D i a b et ol o gi a
，
2 6

，
9 3 －9 8

く19 8 4I ．

6 I K o e n i g ，
R ． J ． ， S t e v e n s

，
V ． J ． 鹿 C e r a m i

，

A
．
ニ N o n e n z y m ati c gl y c o s yl a ti o n a n d b r o w n i n g o f

h e m o gl o b i n a n d o th e r b o d y p r o t ei n s ． J － A p pl ．

B i o c h e m ．
，
2

，
4 31 － 4 3 8 く1 98 0ナ．

り W it z t u m
，
J ． L ．

，
M a b o n e y ，

E
，

M ．
，

B r a n k s
，

M ． J ．
，
F i s h e r

，
M ．

，
El a m

，
R ． 鹿 S t ei n b e r g ，

D ． ニ

N o n e n z y m a ti c gl y c o s yl a ti o n o f l o w d e n sit y

li p o p r o t ei n al t e r s it s b i ol o gi c a c ti v it y ．
D i a b e t e s

，

飢， 2 8 3 ．2 91 く19 82I ．

8 I G old s t ei n
，
J ．

I ． ． 鹿 B r o w n
，

M ． S ． こ B i n d i n g

a n d d e g r a d a ti o n o f l o w d e n sit y li p o p r o t ei n s

c ul t u r e d h u m a n fib r o b l a s ts ニ C o m p a ri s o n o f c ell s

f r o m a n o r m al s u bj e c t an d f r o m a p a ti e n t w ith

h o m o z y g o u s f a m ili al h y p e r c h o l e st e r ol e m i a ． J ．

B i ol ． C h e m ．
，
2 4 9

，
51 53 － 5 1 6 2 く19 7 4I ．

9 I B r o w n
，
M ． S ． 鹿 G o ld s t ei n ， J ． L － ニ Li p o p r o

．

t ei n m e t a b oli s m i n th e m a c r o ph a g e こ I m pli c a ti o n s

f o r c h o l e st e r ol d e p o siti o n i n a th e r o s cl e r o si s ． A n n u ．

R e v ． B i o c h e m ．
，
5 2

，
2 2 3 －2 6 1 く19 8 31 ．

1 01 G o ld s t ei n
，
J ． L

，
H o ，

T ． K ． ， B r o w n
，
M ． S ．

，

I n n e r a ri t y ，
T ． L ． 拉 M a h l a y ，

R ． W ． ニ C h ol e s t e r yl

e st e r a c c u m u l a ti o n i n m a c r o p h a g e s d r e s ulti n g f r o m

r e c e p t o r
－

m e d i a t e u pt a k e a n d d e g r a d a ti o n o f

h y p e r c h ol e s te r ol e m i c c a r ni n e v e r y l o w d e n sit y

li p o p r o t ei n s ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 5 5

，
18 3 9 － 1 84 8 く19 8 0I ．

1 1I F o 酢1 m a n ， A ． F ．
，
S b e c h t e r

， し S e a g e r
，
J ■ ，

H o k o m
，

M ．
，

C hild
，
J ． S ． 鹿 E d w a r d s

，
P ．

A
．
ニ

M al o n d i al d e h y d e al t e r a ti o n o f l o w d e n si ty li p o p
－

r o te i n s l e a d s t o c h ol e st e r yl e st e r a c c u m u l a ti o n i n

h u m a n m o n o c yt e
－ m a C h r o p h a g e s ． P r o c ． N a tl ． A c a d －

S ci ． U S A
，
7 7

，
22 1 4 － 2 21 8 く19 8 0I ．

1 2I K i m
，
H ． J ． 鹿 K u ru p ，

I ． V ． ニ N o n e n z y m a ti c

gl y c o s yl a ti o n o f h u m a n pl a s m a l o w d e n sit y

li p o p r o t ei n ． E v id e n c e f o r i n vi t r o a n d i n v i v o

gl u c o s yl a ti o n ． M e t a b oli s m
，
3 l

，
3 4 8 －3 5 3 く1 9 8 2I ．

1 3I H a v el
，
R ． J ．

，
E d e r

，
H ． A ． B r a g d o n

，
J ． H ． こ

T h e d i st rib tlti o n an d c h e m i c al c o m p o si ti o n o f

u lt r a c e n t rif u g a ll y s e p a r e t e d li p o p r o t ei n s i n h u m a n

s e r u m ． J ． Cli n ． I n v e st ．
，
3 4

，
1 3 4 5 ．1 3 5 3 く19 5 5l ．

1 4I D a y ，
F ． J ． ，

T l1 0 r n b u r g ，
R ． W ．

，
T H o r p s

， S ．

R ． 鹿 B a y n e c s
，
J ． W ． ニ N o n e n z y m a ti c gl y c o sl a ti o n

of r a t a lb u m i n ． S t u d i e s i n v it r o a n d i n vi v o ． J ．

B i ol ． C h e m ．
，
2 54 ， 9 3 9 4 －9 4 0 0 く19 7 91 ．

1 5I P e c o r a r o ， R ． E ．
，

G r a f
，

R
． J ．

，
H alt e r e

，
J ．

B ．
，
B ei t e r

，
H ． 鹿 P o r t e

，
D ． J r ． こ C o m p a ri s o n of a

c ol o ri m e t ri c a s s a y f o r gl y c o s yl a t e d h e m o gl ob i n

w ith i o n ． e x c h a n g e c h r o m a t o g r a ph y ． D i a b e t e s
，
28

，

1 1 2 0 －1 1 2 5 く1 9 79I ．

1 6I M c D o m al d
，

M ．
J ．

，
S b a pi r o

，
R ．

，
B l ei ch m a n ，

M ．
，

S l o w r y ， J ．
鹿 B u n n

，
H ． F ． ニ G l y c o s yl a te d

m i n o r c o m p o n e n t s o f h u m a n a d ul t h e m o gl o bi n ． J ．

B i ol ． C h e m ．
，
2 5 3

，
2 3 2 7 ．2 3 3 2 く19 7 81 ．

17I Fl u c k i g e r
，

R ． 鹿 W i n t e r h a lt e r
，

K ． H ． こ

I n v it r o s y n th e si s o f h e m o gl o b i n A IC ． F E B S L e tt
．
，

7 1
，
3 5 6 －3 6 0 く19 7 6I ．

1 8I M o n n i e r
，
V ． M ．

，
S t e v e n s

，
V ． J ． 鹿 C e r a mi

，

A ． ニ M a ill a r d r e a c ti o n s i n v o I v i n g p r o t ei n s a nd

c a r b o h y d r a t e s i n vi v o こ r el e v a n a c e t o di a b et es

m e11it u s a n d a gi n g ． P r o g ．
F o o d N u t r ． S ci ．

，
5

，

3 15 － 3 2 7 く19 8い．

1 91 W ei th
，
L ． H ．

，
W i e b e r s

，
J ． L ． 皮 G il h a m

，
P －

T ． こ S y n th e si s o f c ell u l o s e d e ri v a ti v e s c o n t ai ni n g

th e d ih y d r o x y b o r yl g r o u p a n d a st u d y o f th eir

c a p a cit y t o f o r m s p e cifi c c o m pl e x e s w i th s u g a r s

a n d n u cl ei c a ci d c o m p o n e n t s ． B i o c h e m i st r y ，
9

，

4 3 9 6 －4 4 0 1 く19 7 01 ．

2 0I B r o w n l e e
，

M ．
，

V l a s s a r a
，

H ． 鹿 C e r a m i ，
A ． ニ

M e a s u r e m e n t o f gl y c o s yl a t e d a m i n o a ci d a n d

p e p tid e s f r o m u ri n e of d i a b e ti c p a ti e n t s u s in g

a ffi n it y c h r o m a t o g r a ph y － D
．

i a b e t e s
，
2 9 ， 1 0 4 4 －1 047

く1 9 8 01 ．

2 11 K l e n k
，
D ． C ．

，
H e r m a n s o n

，
G ．

T ．

，
K r o h n

，
R －

I ．
，
F u ji m o t o

，
E ． K ． M a11i a

，
A ．

K ．
，
S m it h

，
P ． K ．

E n gl a n d
，
J ． D ．

，
W i e g rLl e y e r

，
H ． M ．

，
Li ttl e

，
R ． R ．

鹿 G ol d st ei n
，
D ． E ． ニ D e t e r m i n a ti o n o f gl y c o s yl a ted

h e m o gl o b i n b y a ffi ni ty c h r o m a t o g r a p h y こ C O m p a ri ．

s o n w ith c o l o ri m e tri c a n d i o n
－

e X C h a n g e m eth o d s －

a n d e ff e c t s o f c o m m o n i n t e r f e r e n c e s ．
C li n ． C h e m －

，

2 8
，
2 0 8 8 －2 0 9 4 く19 821 ．

2 2I 中山秀 阻 萬 田直 軌 小 森克俊 ， 青木 凧 栗原

義夫
．

門 田 軋 黒 田義 鼠 皆上 宏 胤 小 野百 合，
牧

田善 二
， 中川 昌

一

ニ A ffi ni t y c h r o m a t o g r a ph y による

Gl y c o s yl a t e d A lb u m i n 測定の 基礎的検討 ． 糖尿病 ，

2 5
，
9 63 一 粥8 く19 8 21 ．
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に よ る糖化 L D L の 測定
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