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〈特集〉 脂質代謝異常をめぐる最近の話題

トリグリセライ ドの代謝面より

ト リグ リセ リ ドリパ ーゼ

特 に肝 性 トリグ リセ リ ドリパー ゼ の 測 定法 とそ の 意 義

金沢大学医学部第二内科

中 井 継 彦

(I)は じ め に

1943年,Hahn P.F.1)に よ りイ ヌの食 事 性

脂 血症 が,ヘ パ リン静注 に よ り軽 快 す る こ とが

偶然 発 見 され,脂 質清 澄 因子 の 存 在 が初 め て示

唆 され た。こ の事 実 は さ らにAnderson N.G.ら

2)
,Anfinsen C.B.ら3)に よ り確 認 され る と と も

に,1955年Korn E.D.4)5)に よ りclearing

factor,heparin-activated lipoprotein lipase

とい う表 題 の もとに この 酵 素 が ヘ パ リン静 注 後

の血 漿 中 に認 め られ る こ とお よび この 酵 素 の 現

在 知 られ て い るい くつ か の 特 徴 が 報 告 され た。

即 ちカ イ ロ ミク ロン中 の トリグ リセ リ ドを加 水

分 解 す る こ とが で きる こ と,ヘ パ リンに よ り活

性 化 され る こ と,高 濃 度(0.5～1.0M)の 食 塩

や プ ロ タ ミン に よ り抑制 され る こ と,脂 肪 酸 の

ア クセ プ タ ー が必 要 な こ と等 で あ る。 さ らに 心

筋 組 織 お よび 脂 肪 組 織 に も存 在 す る こ とが報 告

され た 。Korn E.D.は さ らに活 性 な基 質 は ト

リグ リセ リ ド― 蛋 白複 合体 で な けれ ば な らな い

と報 告 したが てれ は後 に この 酵 素 が ヒ トお よ び

ラ ッ トにお い て超 低 比 重 リポ蛋 白(VLDL),

高 比 重 リポ蛋 白(HDL)に 含 まれ る 活性 化 因

子 を必 要 とす る こ とがBier,D.M.,Havel6)

R.J.お よ びWhayne T.F.Jr,Felts J.M.7)

に よ り示 され た。

近 年 ア ポ蛋 白(Apo)に 関 す る知 見 が 蓄 積 す

る と と もにApo C-IIが 最 も重 要 な活 性 化 因

子 で あ るこ とが証 明 され8),Apo C-IIで 活 性

化 され る リポ蛋 白 リパ ー ゼ はLPL C-IIと 呼

ばれ てい る。Ganesan D.ら9)はApo C-Iに

よ り活 性 化 され るLPLの 存 在 を報 告 したが 十

分 承 認 され て い る とは言 え な い 。LPLに つ い

て は この よ うな 活 性 化 因子 の他 に抑 制 因子 の 存

在 も知 られ て い る。抑 制 因子 と して はApo C-

III,Apo E10)が 報 告 され て い るが,生 体 内 で

は これ らの 各 種 因 子 が 同時 に総 合 的 に作 用 し て

い る もの と考 え られ る。

最 近Breckenridge W.C.ら11)12)に よ り

LPLの 活 性 化 因子 で あ るApo C-IIを 遺 伝 性

に 欠損 し,高 トリグ リセ リ ド(TG)血 症 を呈

した症 例 が 報 告 され 高TG血 症 の成 因に お け

るLPL活 性 化 因子 の重 要 性 が 再 確 認 され た 。

近年 トリ グ リセ リ ドリパ ー ゼ(TGL)に 関 す

る研 究 に お け る重 要 な知見 の ひ とつ として ヘ パ

リン静 注 後 血 中へ 遊 出 され るTGLがhetero-

geneousで あ る こ とが 示 され た。LaRosa J.C.

ら13)をは じ め として ヘ パ リ ン静 注 に よ り肝 臓,

脂 肪 組織,筋 肉 組織 等 よ りTGLが 遊 出 され 表
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〈特集〉 トリグ リセ リドリパーゼ 特 に肝性 トリグ リセ リドリパーゼの測定法 とその意義

表1ト リグ リセ リドリパーゼの特性 と生理的役割

1に 示 す よ うに そ の 性 状 も異 な る こ とを 明 らか

に して い る。Krauss R.M.ら14)15)がposthe-

parin plasma中 の 肝 由来 のTGL(H-TGL)

と 肝 外 性 のTGL(LPL)の1M NaClや

Protamine sulfateに よ る抑 制 の 有 無 を 利 用 し

た分 別定 量 法 を報 告 して以 来,両 酵 素 の生 理 的

役 割 を明 らか に す る た めに各 種 病 態 に お い て総

postheparin lipolytic activity(PHLA)の み

な らず 両酵 素 活 性 を分 別定 量 す る工 夫 が試 み ら

れ て い る。著 者 はH-TGL活 性 は総PHLAの

50～60%を 占 め るに もか か わ らず,そ の生 体 内

に お け る役割 が 未 だ 十 分 明 らか に され て い な い

こ とに 注 目 し,こ の点 を明 らか にす るた め に研

究 をす す め て きた 。本 論 文 ではH-TGLの 定

量 法,H-TGLの 意 義 に つ い て の 著者 の成 績

特 にH-TGLの ホル モ ン(イ ンス リ ン)に よ

る調 節 に 関す る成 績 を含 め て 内外 の知 見 を概 説

し報 告 す る。

(II)Postheparin plasma中 トリグ リ

セ リ ド リパ ー ゼ 活 性 測 定 法 お よ び

LPLとH-TGL活 性 の 分 別 定 量 法

(1)ト リグ リセ リ ド リパ ー ゼ活 性 測 定 法

TGL活 性 測 定 に 用 い られ て きた方 法 は次 の

3方 法 に大 別 す る こ とが で きる。(1)比 濁 法,(2)

化 学 的 な方 法,(3)ラ ジオ ア イソ トー プ を 用 い る

方 法 で あ る。 この3方 法 の概 要 につ い て は他 の

総 説 を 参 考 に して い た だ きた い16)17)18)。現 在

はSchotz M.C.ら の 方 法19)に 準 じ た 〔14C〕

Trioleinを 含 む 基 質 を用 い て行 うア イ ソ トー

プ法 が最 も広 く使 用 され て い る。 著 者 は この方

法 に準 じて行 って お りこの方 法 につ い て の い く

つ か の 問題 点 に つ い て述 べ る。 この 方 法 に お い

て は 〔14C〕Trioleinのemulsionを 基 質 と し

て 用 い るが 基 質 の調 製 法 が酵 素 活 性 測 定 に大 き

な影 響 を与 え る。 著 者 は ア メ リカ のOhlaho-

ma Medical Research Foundation留 学 中 に

指 導 を受 け たGanesan D,Whayne T.F.

Jrら の基 質 調 製 法9)を 用 い て い る。 即 ち1ml

assay mixture中 の基 質 内容 は 〔14C〕-Triolein

10μmoles(110,000dpm),gum arabic30mg,

bovine serum albumin 6Omg,ammonium

sulfate 25μmoles,phospatidyl choline 50μg

で あ る。

まず 〔14C〕Trioleinをgum arabicと 混 合

した の ち,超 音 波 破 砕 装 置,SonicatorR(Heat

Systems-Utrasonics Inc.)を 用 い て 出 力60～

70ワ ッ トにて 氷冷 しな が ら1分 間 超 音 波 破砕,
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1分 間 休 止 を3回 く り返 し行 っ て い る。 そ の後

bovine serum albumin,ammonium sulfate,

phosphatidyl cholineを 混 合 し1M KOHに

てpH8.5に 合 わ せ た後,0.5mlを 基 質 液 と

して用 い る。基 質 液,酵 素 液,活 性 化 因 子

(通常 は血 清)ま た は 抑 制 因 子 を あ わ せ て総 量

1.0mlに て酵 素 反 応 を行 っ て い る。 酵 素 反 応

はDole液(イ ソ プ ロ ピル アル コー ル:3N硫

酸40:1)を 加 え て 反 応 を 停止 し,反 応 終 了

後 遊 離 され た 脂 肪 酸 はBelfrage P.ら20)の

liguid-liquid partition systemの 原 理 に も と

つ い たSchotz M.C.の 方 法 で0.1N KOHへ

分 離 し,KOHの 一 部 を と り放射 活 性 を測 定 し

酵 素 活 性 を算 出 す る。 この 酵 素反 応 に影 響 を与

え る因子 と してCa++イ オ ン21),ヘ パ リン22),

phosphatidylcholine23)24)等 が 指 摘 さ れ て い

る。 さ らに重 要 な て とは 用 い るdetergentの

種 類 で あ り,著 者 が 用 い て い るgum arabic

の他 に はTriton X-100等 が 用 い られ て い る。

報 告 者 に よ りTGL活 性 の絶 対 値 の 違 い が認 め

られ るの は基 質 の差 異 に よ る と こう が大 きい と

考 え られ る。 そ の他 基 質 濃 度,添 加 ア ル ブ ミン

濃 度 お よ び種 類,反 応pH等 を も含 め て基 質

の 内容 につ いて は十 分 検 討 され な けれ ば な らな

い と考 え られ る。

この よ うに 人 工 基 質 を 用 い た 場 合 とTG

richリ ポ蛋 白(カ イ ロ ミクロ ン,VLDL等)

を用 い た場 合 とで は差 異 が 認 め られ る こ とが あ

り,時 に は人 工 基 質 お よ びTG richリ ポ蛋 白

の両 者 を用 いて検 討 す る必 要 が あ る と考 え られ

る。 反 応pHは 表1に お い て示 され て い るよ

うに,至 適pHはLPLがpH8.2～8.5,H-

TGLがpH8.5～9.5で あ り,両 酵 素 に至 適

pHの 軽 度 の差 異 が認 め られ,研 究 者 に よ っ て

はLPL測 定 の と き と,H-TGL測 定 の と き と

に よ りpHを も含 め て 基 質 の 状 態 を各 々の酵

素 に至 適 とな る よ うに 調 製 して使 用 して い るが

著 者 はLPLとH-TGLと に対 して 同 一の基

質,pHは8.5を 用 い て行 い,両 酵 素 の分 別 の

際 に は後 に記 載 す る よ うな 方 法 で行 っ て い る。

反 応 温 度 につ い てFredrickson D.S.らNIH

グル ー プ14)は27℃ に て酵 素 活 性 が最 大 に な る と

し,27℃ を反 応 に 用 いて い るが,温 度 の反 応 速

度 に対 す る影 響 に つ い て は必 ず し も一 致 した 見

解 が 得 られ てお らず 著 者 を も含 め て現 在 一 般 的

に は37℃ が広 く用 い られ てい る。反 応 時 間 は 用

い る基 質 量,酵 素 量(postheparin plasma量)

に 依 存 す るが 用 い る基 質 にて 種 々の酵 素 量 で の

反 応 時 間経 過 を検 討 し直 線 性 が 得 られ る条 件 で

酵 素 活 性 を測 定 す る必 要 が あ る。

著 者 の 用 いて い る条 件 下 に お い て は 図1の よ

うにppostheparin plasma 100μl,30分 間 の

イ ン キ ュベ ー シ ョン まで は直 線 関係 が 得 られ た

の で現 在 著 者 は この 条 件 を用 い て い る。

(2)ヘ パ リン に よ るTGLの 組 織 か らの遊 出

(a)LPL,H-TGLの 組織 に お け る存 在 様 式

(図2)LPLは 脂 肪 組 織,筋 肉組 織 内 の 毛 細

血 管 内皮 細 胞 の 表 面 で 働 くと考 え られ て い る。

例 え ばLPLは 脂 肪 細 胞 で 合成 され,micro-

tubular-microfilament systemを 介 して 脂 肪

細 胞 外,即 ち内皮 細 胞 下 へ 分 泌 され,内 皮 細 胞 膜

のproteoglycanの 蛋 白成 分 の外 側 へ の拡 散 に

よ り血 管 内腔 側 へ 運 搬 され,内 皮 細 胞 膜 の 外 側

へ の び た 多糖 類 と結 合 し てい る と考 え られ て い

る25)26)。血 中へ 遊 出 され るH-TGLが 肝 細 胞 内

の どの部 位 の 酵 素 で,ど の よ うな形 で存 在 し て

い るか につ いて は 十 分 解 明 され て い な い 。 肝 細

胞 内 のTGLと して報 告 され て い る もの を ま と

め る と表2の ご と くで あ る。 即 ち ラ イソ ゾ ー ム

中 の酸 性 リパ ーゼ お よび 細胞 質 や細 胞 膜 に結 合

した ア ル カ リ性 リパ ー ゼ で あ る。 しか しpos-

theparin plasma中 のH-TGLが 肝 細 胞 内 の

ど の リパ ー ゼ と同 一 か につ い て は結 論 され て い

な い 。

細 胞 内 のTGL特 にLPLに つ い て は2つ の

細 胞 内 区画 が 存 在 す る と考 え られ い る27)。1つ

は ヘ パ リン等 に よ り血 管 内へ遊 出 され る機 能 区

画 で,も う1つ は機 能 区 画 の 前駆 体 で あ る。 こ

の 両 者 の 割合 は組 織 に よ り異 な る と考 え られ て
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図1Psstheparin Plasma 中ILPLお よびH-TGL活 性測 定 に お け る血 漿量

(酵 素量)お よ び反応 時 間 と酵 素 活 性 との 関 係

左:脂 肪細胞か らのLPLの 分泌 と内皮細胞膜表面への移動

右上:内 皮細胞膜表面のLPL右 下:内 皮細胞膜表面のLPL(縦 断面)

図2脂 肪組織におけ るLPLの 存在様式25)
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表2肝 細 胞 内 トリグ リセ リ ドリパ ーゼ とpostheparinplasma中 肝 性 トリグ リセ

リ ド リパー ゼ の特 性 の 比較

SUMMARY OF PROPERTIES OF TRIACYLGLYCEROL LIPASES FROM LIVER AND POST-HEPARIN
PLASMA

(1)Toshima,K.,et al

Partial Purification and Characterization of a

Triacylglycerol Lipase from Rat Liver Cytosol.

Biochim.Biophys.Acta 487:422-430,1977
(2)Ledford,J.H.and Alaupovic,P.

Subcellular Fractionation.Partial Purifica tion and

Characterization of Neutral Triacvlｇlvoerol Linase

from pig Liver.

Biochim.Biophys.Acta 398:132-148,1975
(3)Teng,M.H.and Kaplan,A.

Purification and Properties of Rat Liver Lysogomal Linase .
J.Biol.Chem.249:1064-1070,1974

(4)Assmann,G.et al

Characterization,Subcelluiar Localization and Partial

Purification of a Heparin-Released Triｇlyceride LiPase

from Rat Liver.

J.Biol.Chem.248:1992-1999,1973
(5)Ehnholm,C.,et al

Purification from Human Plasma of a HeParin Released Li pase
with ACtiVity AgainSt Triｇlvceride and Phopholipids

J.Biol.Chem.250:6756-676l ,1975

いる。LPLの2つ の細胞内区画が存在するて

とは臓器灌流による成績2s)、遊離細胞を用いた

成績およびヘパ リンの持続静脈内注入により血

中へ遊出 される酵素活性が2相 性を呈す ること

等により支持 されている29)。

(b)ヘ パリンによるTGLの 血中への遊出

前述のように細胞 膜 に結合す るTGLは ヘ

パ リン等の多価陰イオンにより,TGLお よび

多価陰 イオンと細胞膜のglycoproteinと の

結合力の差により流血中へ引出され る25)。ヘパ

リンの他にもデキス トランと他の多糖類硫酸化

合物等によってもTGLは 血中へ遊出される

が、臨床検査の目的のためには もっぱ らヘパ リ

ンが用いられているお用いるヘパ リンの種類即

ちヘパ リンが精製 された臓器(腸管または肺)も

遊 出 され るTGLの 性 質 に影 響 を与 え る30)が、

一 般 的 には 腸管 由来 の ヘ パ リンが 用 い られ て い

る。 静 注 す るヘ パ リン量 に つ い て はone shot

で与 え る場合 は ヒ トで は10m/kg・ 体 重 ま た は

100u/kg・ 体 重 が 用 い られ て い るが 用 い る量 に

よ り血 中 のTGL活 性 の時 間 経 過 は 異 な り,前

者 の 場 合 は静 注 後10～15分 で最 大 とな り以 後 減

衰 す る。 著 者 は100u/kg・ 体 重 を 用 い て い る

が この場 合 は10～30分 で 最 高 値 を示 し,60分 ま

で ほ ぼplateauを 示 す 。 そ こで著 者 は30分 に

お け る酵 素活 性 を採 用 して い る。 ま た 先 きにの

べ た 組 織 内の2つ の 区 画 のTGL活 性 の 状 態

を知 るた め に ヘ パ リン の持 続 点滴 静 注 法 に つ い

て も報 告 され て い る。Brunzell J.D.ら31)は 高

TG血 症 を伴 う糖 尿 病 患 者 にヘ パ リン60u/kg
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体 重 を3～5時 間 か け て 持 続 点 滴 し,血 中

TGL活 性 の 変 動 を非 糖 尿 高TG血 症 患 者 と

比 較 した お ヘ パ リン点 滴 後 期 のTGL活 性 は

糖 尿 病 患 者 で有 意 に低 下 して い た。

(3)LPLとH-TGLの 分 別 定 量 法

postheparin plasmaか ら純 化 したLPLと

H-TGLと の分 子 待 性 に つ い てAugustin J.

らに よ り詳細 に報 告 され て い る71)。分 子 量 はH-

TGL(69,000)はLPL(67,000)よ り軽 度 に 大 き

か っ に が ア ミノ酸 組 成,末 端 ア ミノ酸 や トリプ

シ ン消 化 ペ プ チ ドマ ッ プ は両 者 の 間 で差 異 が 認

め られ な か った。 両酵 素 は約8%の 糖 質 を含 ん

で い る点 も同 じで あ り分 子 特 性 は 酷 似 して い

た。 しか し純 化 した酵 素 に お い て も至 適pH,

LPLのApo C-IIの 必 要 性 等 の酵 素 の特 徴 は

保 たれ て い た。 また ヤ ギ に お い て作 成 した抗 体

は 各 々特 異 的 に 沈 澱 させ た の で抗 原 決 定 基 の違

い は あ る と考 え られ る。LPLとH-TGLの 分

子 構 造 が酷 似 して い る に もか か わ らずLPLが

活 性 化 因 子 と してApo C-IIを 必 要 とす る こ

とや1M NaCl,protamine sulfateに て活 性

が抑 制 され る こ と,一 方H-TGLに お い て は

この よ うな こ とが認 め られ な い こ と,両 酵 素 の

ヘ パ リン に対 す る結 合 力 に 違 い が あ る こ と等 が

どの よ うな修 飾 を受 けて 生 ず るか は 理解 され て

いな い。LPLとH-TGLと の 分 別定 量 に は上

記 の よ うな 両酵 素 の特 性 の 違 い を利 用 して 行 わ

れ て い る。 即 ち(1)1M NaClま たはprota-

mine sulfateに よ りLPL活 性 を抑 制 して 行

う方 法14),(2)Sepharose4Bに ヘ パ リン を カ

ッ プ リン グ させ たaffinity chromatography

に よ り異 な っ た濃 度 のNaClに よ り両 酵 素 を

流 出 させ る方 法,即 ち0.72M NaClで 流 出 さ

れ るH-TGLと1.5M NaClで 流 出 され る

LPLと を分 画 す る32)33),(3)H-TGLを(2)の 方

法 で純 化 し,こ のH-TGLに 対 す る抗 体 を使

い選 択 的 にH-TGL活 性 を 抑 制 し て行 う方

法,で あ る34)。 これ ら3方 法 は一 長 一 短 が あ る

と考 え られ るが その特 長 に つ い て述 べ る。

1M NaClま たはprotamine smlfateに て

LPLを 抑 制 して行 う方 法 で はTGL活 性 が 最

大 に 抑 制 され る 濃 度 を 用 い て も必 ず し もLPL

が100%抑 制 され な い可 能 性 が あ り,ま た 基 質

作 成 に 用 い るdetergentの 種 類 に よ り抑 制 力

が 異 な り各 報 告者 間 の成 績 を比 較 す る際 に 問 題

とな る点 で あ る。heparin-Sepharose affinity

chromatographyを 用 い る方 法 はBoberg J.

ら35)に よ り初 めて報 告 されApplebaum D.M.

ら36)の報 告 を は じめ として 用 い られ て い るが,

この方 法 で は全 て の 操 作 を厳 密 に低温 下(4℃)

に て行 って も酵 素 活 性 の 回 収 率 が 低 く,特 に

LPL分 画 の活 性 低 下 が 著 し い。LPL分 画 の 活

性 低 下 を防 ぐた め に20%グ リセ ロール を溶 出 バ

ッ フ ァー に加 え て 行 う方 法 も試 み られ て い る

が,こ の方 法 にて も必 ず し も満足 すべ き成 績 が

得 が た い 。 しか しH-TGL分 画 は著 者 の報 告

の よ うに1M NaClを 用 い る方 法 と比 較 し80

～90%の 回収 率 が認 め られ て い る。

Huttunen J.K.ら34)お よびGreten H.ら37)

に よ り報 告 され て以 来 広 く用 い られ る よ うにな

って きた方 法 は抗H-TGL血 清 を用 い て行 う

方 法 で あ る。 この 方 法 の 特 徴 は 前2者 に比 し特

異 性 が 高 い点 に あ る と言 え る。 抗H-TGL血

清 はLPL分 画 とは 免 疫 学 的 に も交 叉反 応 を認

め ず ま たLPL活 性 に も影 響 を与 えな い 。 問題

点 をあ げ る とすれ ば抗H-TGL血 清 の 力 価 が

用 い る測 定 系 にお い て どの 程 度(何%)pos-

theparin plasma中 のH-TGL活 性 を抑 制 し

得 るか 評 価 が し難 い。 著 者 は 抗 血 清 の 種 々 の

量 を用 い て100μl postheparin plasma中

のTGL活 性 を最 大 に 抑 制 し得 る量 を用 い て い

る。 著 者 の測 定 系 で は50～100μlの 抗 血 清 量

に てpostheparin plasmaのTGL活 性 が 最

大(約40～50%)に 抑 制 され る と と もに ヘ パ リ

ン カ ラ ム に よ るH-TGL分 画 が最 大 に抑 制 さ

れ るの で100ま た は200μlの 抗血 清 量 を用 い て

分別定量を行っている。
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表3各 種 病 態 にお け る血 漿 トリグ リセ リ ド,総PHLA,血 漿LPL活 性 ,H-TGL

活 性 お よび 各 種 代 謝状 態 とホル モ ンの 各種 臓 器 に お け るLPLとH-TGL活 性

にお よ ぼ す影 響38)(文 献38よ り著 者 改 変)

CHANCES IN SERUM TRIGIYCERIDES,TOTAL POSTHEPARIN LIPOLYTIC ACTIVITY(PHLA),

PLASMA LIPOPROTEIN LIPASE AND HEPATIC TRIGLYCERIDE LIPASE IN VARIOUS CONDITIONS

EFFECT OF VARIOUS METABOLIC STATES AND HORMONES

ON LIPOPROTEIN LIPASE OF DIFFERENT TISSUES AND HEPATIC TRIGLYCERIDE LIPASE

(III)各 種 疾 患 に お け るpostheparin

plasma中TGL活 性

表3に 示 す よ うにpostheparin plasmaの

LPLとH-TGLと の分 別 定 量 の成 績 お よび 組

織 内のTGL活 性 の成 績 か ら各 種 病 態 に お け

るLPL,H-TGLの 動態 や両 酵 素 の ホル モ ン

を も含 め た 調 節 因 子 が 次 第 に解 明 され つ つ あ

る38)。しか しLPLのTG richリ ポ蛋 白代 謝 に

お け る役 割 に つ いて は よ く研 究 され て きた が,

H-TGLが 認 識 され て か らまだ その 歴 史 が 浅 い

こ と もあ り,postheparin plasma総TGL活

性 の50～60%を 占め るに もか か わ らずH-TGL

の リポ蛋 白代 謝 に お け る役 割 お よび その 調 節 因

子 に つ い て は十 分 理 解 され て い な い 。H-TGL

は お そ ら くchylomicronま たはVLDLが

LPLに よ り代 謝 されchylomicron remnant

ま た はIDL(Intermediate density lipopro-

tein,1.006<d<1.019g/ml)に な った の ち,

これ らが肝 で取 り込 ま れ る際 に作 用 す るの で は

な い か と考 え られ て い る25)39)。H-TGL活 性

の 低下 す る病 態 と して 甲状 腺 機 能 低 下 症40),経

口避 妊 薬(エ ス トロ ジエ ン)服 用 者36),III型 高 リ

ポ蛋 白血 症41),肝 疾 患42)43)44),尿 毒 症45)46)が知

られ て い る。 著 者 はH-TGLの 生 体 内 に お け

る役 割 の 一 端 を明 らか にす る こ と を 目的 として

ホル モ ン(特 に イ ンス リン)に よ るH-TGL

の 調 節 機構 を研 究 して きたが以 下 そ の成 績 につ

い て 紹 介す る47)48)49)50)51)。

36



〈特集〉 トリグ リセ リドリパーゼ 特 に肝性 トリグ リセ リドリパーゼの測定法 とその意義

(IV)イ ンス リ ンに よ るH-TGLの 調節

(A)糖 尿 病 ラ ッ トにお け る実 験 成 績

(1)Postheparin lipolytic activity(PHLA)

PHLAは ヘ パ リン(Novo社,ヘ パ リン ナ

トリ ウム,腸 粘 膜 由来)を 腎静 脈 分 岐 部 よ り末

梢 部 に て下 大 静 脈 へ 静 注 後 腹 部 大 動 脈 よ り予 め

氷 冷 した ヘ パ リン2u/ml・ 血 液 を 含 む 容器 へ

採 血 し,血 漿 を4℃ に て 遠 心 分離 後-20℃ に

凍 結 保 存 し,1週 以 内 に酵 素活 性 を測定 した 。

TGL活 性 は前 述 の 基 質 を用 いて 行 いLPLと

H-TGLの 分 別 定 量 は主 と して1M NaClを

用 い る方 法 に て,ま た一 部 はheparin-Seph-

arose affinity chromatographyま た は抗H-

TGI血 清 を用 いて 行 っ た 。 まず静 注す るヘ パ

リ ン量 お よび 静 注 後 の 採 血 時 間 に よ るLPL,

H-TGL活 性 の 変 動 を 検 討 した 。 ヘ パ リン

50u/250g・ 体 重 静 注 後1,3,5,10,20分 に採

血 し酵 素 活 性 の 推 移 を検 索 した。総 活性 は3分

にて 最 大(19.17±0.57μmol FFA/ml/h)と

な り10分 ま で持 続 し20分 に は低下 した 。 ヘ パ

リン静 注 後 早 期 に はH-TGLの 割合 が よ り大

で あ り,1分 、3分 後 のH-TGLの 総 活 性 に

占 め る割 合(68.3±1.8%)は20分 後 の 値 との

間 に 有 意 の差 を認 め た 。 静 注 す るヘ パ リン量 と

の 関 係 は ヘ パ リン1,5,25,50u/250g・ 体 重 を

静 注 し3分 後 に 採血 し検 討 した 。 総 活性 は25

u/250g・ 体 重 にて 最 大 とな りH-TGLは 総 活

性 の59%で あ り,50u/250g・ 体重 に 増 量 す る

と総 活 性 は 不 変 だ がH-TGLの 占 め る割 合 は

70%と 増 加 し た。 よ り少 量 の ヘ パ リン量 で は

H-TGLの 相対 濃 度 は低 値 を示 した 。TGLの

ホル モ ンに よ る調 節 機構 につ い て検 討 す るた め

に 以 下 の 実 験 を行 っ た。 従 来LPLは イ ン ス リ

ンに よ り調 節 され て い る と報告 され て い るが,

H-TGLの ホル モ ン に よ る調 節 に つ いて は知

られ て い な い 。

ま ず絶 食 お よ び非 絶 食 の 状態 で のH-TGL,

LPLの 動 態 に つ い て 検 討 し た。各 群5匹 を12,

24,36時 間絶 食 に し非 絶 食 群 と比 較 した 。

絶 食 群 で は非絶 食 群 に比 し総 活 性 は有 意 に減

少 し,H-TGLも 絶 対 値,相 対 値 と もに減 少 し

た 。 一 方LPLは 軽 度 な が ら増 加 した。 この 実

験 よ りラ ッ トにお い てH-TGLは イン ス リン,

グル カ ゴ ン等 に よ り調 節 を受 け て い る こ とが 推

定 され たが,こ れ を証 明 す るた め にス トレプ ト

ゾ トシ ン(STZ)に よ る実 験 的 糖 尿 病 ラ ッ トに

お け るPHLAに つ いて 検 討 した。 糖 尿 病 ラ ッ

トはJunod A.ら52)の 方 法 に 準 じて ウ ィス タ

ー系 雄 性 ラ ッ トにSTZ65mg/kg・ 体 重 を静 注

し作 成 した 。

STZ糖 尿 病 ラ ッ トの血 糖 値 は短 期(STZ注

射 後3～7日)STZラ ッ トで は300mg/100ml

以 上,長 期(STZ注 射 後4週)STZラ ッ トで

は400mg/100ml以 上 で,長 期STZラ ッ トで

は 血 漿IRI値(4.8±1.6μU/ml)は 対 照 ラ ッ

ト(70.6±14.1uU/ml)に 比 し 有 意 に 低 下 し

て い た。 ラ ッ トのPHLAはH-TGLを 最 大

に遊 出 させ る条 件 即 ち非 絶 食 にて 早 朝 ヘ パ リン

50u/250g・ 体 重 を 静 注 後3分 に 採 血 し測 定 し

た 。短 期STZラ ッ ト(STZ投 与3日 後)で は

対 照 群 に比 し総TGL活 性 お よ びH-TGL活

性 は有 意 に 低値 で あ っ た。STZラ ッ トを イ ン

ス リン に よ り治 療 し た 群 で はH-TGL活 性

は 対 照 群 と比 較 し得 るま で 回 復 した 。 さ らに

heparin Sepharose affinity chromatography

に よ る分 別 定 量 法 に よ り 検 討 した 。0.72M

NaClで 溶 出 され る ピ ークの 面積 よ り計 算 した

STZラ ッ トのH-TGL活 性 は対照 ラ ッ トの 約

1/2に 低 下 してい た 。長 期STZラ ッ ト(STZ

静 注 後4週)のPHLAに お いて は1M NaCl

を用 い た分 別 定 量 法 に よ る成 績 で はLPL,H-

TGLと もにSTZラ ッ ト,対 照 ラ ッ ト間 に有

意 の 差 を認 めな か っ た が,抗H-TGL血 清 を

用 い た成 績 で はH-TGL活 性 はSTZラ ッ ト

で 有 意 に低 下 して い たお ま た抗H-TGL血 清

を 用 い た分 別定 量 法 に よ る 成 績 で はH-TGL

活 性 と血 漿TG値 との 間 に は有 意 の 負 の 相 関

が 認 め られ た 。
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(2)肝 臓,心 筋 ホ モ ジ ネ ー トのTGL活 性

まず組 織 内TGL活 性 の 測 定 法 に つ い て心 筋

組 織 を用 い て検 討 した。 従 来 組 織 内TGL活 性

の 測 定 法 と して はacetone ether powderを

用 い る方 法,組 織 ス ライ ス を 用 い る 方 法 お よ

び ホモ ジ ネ ー トを 用 い る方 法 が 報 告 され てお

り,ま ず この3方 法 につ い て 検 討 した お心 筋 の

acetone ether powderの 作 成 はTan M.H.

らの 方法53)に 準 じて0.05M NH4 OH-NH4Cl

buffer,pH8.1を 用 いて 行 っ た。 蛋 白量 と

TGL活 性 との 間 に は正 の 相 関 が認 め られ た が

蛋 白1mg当 た りのTGL活 性 は後 に示 す ホ

モ ジネ ー ト中TGL活 性 に比 し低 値 で あ った 。

次 にLithell H.ら の 方 法54)に 準 じて心筋 ス

ラ イス を2.1M glycineを 含 むKrebs-Hen-

seleit bicarbonate buffer,pH7.4,1.5%

bovine serum albumin,heparin 50u/mlと

と もに イ ン キ ュベ ー トし,メ ジ ウム中 に 放 出 さ

れ たTGL活 性 を 測定 した。37℃ に お け る

TGL放 出 の 時 間 経 過 は30分 まで 直 線 的 に増 加

したが以 降120分 ま で はTGL放 出 速度 は低 下

した 。0℃ に お い て はTGLの 有 意 の 放 出 は

認 め られ なか っ た。

acetone ether powder法 お よ び ス ラ イス法

はTGL活 性 値 の低 値,そ の ば らつ き,操 作

に時 間が か か る こ と等 必 ず し も満足 すべ き もの

で は な く,次 に ホ モ ジ ネ ート法 に つ い て検 討 し

た 。心 筋 ホ モ ジ ナ イズ に 用 い る バ ッ フ ァーの

TGL活 性 値 に与 え る影 響 につ い て従 来ace-

tone other powder作 成 や ス ラ イス を用 い た

実験 お よび ホ モ ジ ネ ー トを用 い た実 験 等 にお い

て文 献 に 記載 され て い るバ ッ フ ァー の うち3種

の バ ッフ ァー 即 ち(1)2.1M glycine buffer,

pH8.3(2)0.078M Tris-HCl buffer,pH7.4

(3)0.05M NH4OH-NH4Cl buffer,pH8.1を

用 いて検 討 した 。glycine bufferを 用 い て ホ

モ ジ ネー トを作 成 した 場 合 最 もTGL活 性 は

高 く,Tris-HCl buffer,NH40H-NH4Cl

bufferで は それ ぞれglycine bufferを 用 い

た 際 の41.6%,34.0%で あ っ た 。 心筋 ホ モ ジ

ネー トのTGL活 性は血清またはヘパリンの添

加 により増強 され,NaClの 添加によ り抑制 さ

れた。このことは従来報告されているよ うに心

筋TGLがLPLの 性格を有す ることを確認 し

た。肝ホモジネー トのTGL活 性の測定におい

て もglycine bufferが 最 も有効であった。

また肝ホモジネー ト中TGL活 性の一部は

1M NaClに よ り抑制 されるとともに抗H-TGL

血清にてもTGL活 性を100%抑 制す ることが

難 しく,お そらくBensadoun A.ら55)56)57)に

よ り報告 されているように肝細胞内 に もH-

TGLの 他にLPL様 性格をもった 酵素の存在

が示唆 されたお絶食の心筋TGL活 性におよぼ

す影響についてみてみると,12時 間の絶食にて

TGL活 性は非絶食 ラットに比 し高値 となった

が48時 間以上の絶食ではかえって酵素活性は低

下した。絶食による心筋のTGL活 性の動態

は 表3に 示すよ うに 脂肪細胞では絶食によ り

TGL活 性が減少するのとは異な り同じLPL

であ りなが らホルモン調節機序が異なることが

考え られ注目され る。短期および長期STZラ

ットにおける心筋TGL活 性はともに対照 ラッ

トに比 し有意に低下 していた。 また長期STZ

ラットの心筋TGL活 性と血漿TG値 との間

には有意の負の相関が認められた。 長期STZ

ラットの肝ホモジネー ト中TGL活 性の検討で

は対照ラッ トに比し有意に低下し,ま たTGL

活性 と血清TG値 との間に も有意の相関が認

め られた。

(3)遊 離肝細胞におけるTGL活 性

遊離肝細胞を用いる系は肝における各種の代

謝実験に広 く用いられている。著者 もこの系 を

用いてHDL代 謝等の研究を行って きた。

Berry M.N.とFriend D.S.の 方法58)を

著者が改変 した方法59)に て得られた遊離肝細

胞は形態学的にはtrypan blueで 染まる細胞

は5%以 下であ り,電 子顕微鏡による観察でも

細胞膜のvilliを はじめとして細胞 内小器官 も

十分保たれていた。また代謝的に も乳酸 とピル
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ビ ン酸 か らの糖 新生 も2時 間 ま で の イン キ ュ ベ

ー シ ョンで 直 線 的 増加 が認 め られ
,グ ル カ ゴ ン

添 加 に よ り糖 新生 は増 強 され た。 従 って 細 胞 膜

の ホル モ ン レセ プ ター もintactの 状 態 に あ る と

考 え られ た。 この遊 離 肝 細胞 を用 い てH-TGL

代 謝 を検 討 した 。(5～10)×106個 の遊 離 肝 細

胞 を30u/mlの ヘ パ リン と と もに イ ン キ ュベ

ー トす る と 細 胞 か ら メ ジ ウ ム 中 へ のTGLの

放 出 は最 大 で あ っ た。 この条 件 下 で メ ジ ウ ムへ

のTGLの 放 出 をみ る とTGL活 性 はnmoles

FFA/h/106cellsと 低 い な が ら もイ ンキ ュベ

ー シ ョン60分 まで 直 線 的 に増 加 した 。 ま た これ

に呼 応 して 細 胞 内 のTGL活 性 は 減 少 した。

Thomas J.ら60)は コ ラゲ ナ ー ゼ処 理 に よ り得

られ た遊 離 肝 細 胞 で はTGL活 性 は 認 め られ

な か った と報 告 して い る が 最 近Sundaram

G.S.ら61)も 著 者 と同 じ く有 意 のTGL活 性 の

変 動 を認 め,こ の系 のTGL代 謝 研 究 にお け る

有 用性 を報 告 して い る。STZラ ッ トよ り調 製

した遊 離 肝 細 胞 内 の酵 素 活 性 お よび ヘ パ リンに

よ りメ ジ ウ ム中へ 遊 出 され る酵 素 活 性 は対 照 の

約1/2に 減 少 して い た 。

(4)成 熟 ラット初代培養肝細胞 におけるTGL

のインスリンによる調節

(a)成 熟 ラット肝細胞の初代単層培養法 と培

養肝細胞の特徴62)63)64)65)

前記の方法で得た遊離肝細胞(約(2.5～3.0)

×106)を コラーゲン を コーティングした培養

皿(径60mm)を 用いて2.5mlの 無血 清培

地HI/WO5/BA2000中,37℃ で湿潤 した5%

CO2/95%airの 気相下に培養を開始 した。 培

養開始後4時 間に培地を交換した後実験に供し

た。なおすべての操作は無菌状態にて行った。

培養12～24時 間後の肝細胞は形態学的には明瞭

な胞体および核が観察 され,多 角形の細胞が互

いに密着 し単層を形成し,電 子顕微鏡では細胞

膜,ミ トコン ドリヤ,小 胞体等の微細構造はよ

く保たれ,ま た細胆管やデスモゾームも観察 さ

れた。細胞の代謝活性の詳細については既に報

告した62)63)が代謝機能は少なくとも培養24～48

時間までの培養細胞ではよく維持 されているこ

とが確認 された。

(b)培 養肝細胞におけるH-TGL酵 素量お

よび酵素活性66)

培養肝細胞によ り新 しく合成 されたH-TGL

量は培養液中に 〔14C〕Leucineを 添加し,培

養後H-TGLに とりこまれた放 射活性によ り

表わした。一定時間培養後0.2N NaOH 2ml

にて培養皿底よ り細胞を剥離 し細胞浮遊液を超

音波破砕 した。500μl aliquotに200μlの 抗

H-TGL家 兎血清を加え4℃,12時 間静 置 後

さらに抗家兎全血清ヤギ血清200μlを 加えて

4℃,12時 間静置し,3,000xg,30分 遠心して

得た沈澱物を2回 洗諜後沈澱物中の放射活性を

測定 した。酵素活性の測定には8個 の培養皿底

よ り2.1M glycine buffer,pH8.3に て細

胞を剥離 し,超 音 波破 砕後肝 ホモジネー ト中

TGL活 性測定法に準じて測定 した。培養肝細

胞におけるH-TGL量 は少なくとも24時間ま

で培養時間とともに直線的に増加した。STZ

ラットよ り調製した培養肝細胞において培養メ

ジウム中へ添加したインスリンのLog10濃 度

と培養6時 間にて合成された酵素量 との間には

有意の正の相関が認められた。 培養肝細胞 内

H-TGL活 性は培養4時 間にて最大 とな り10時

間間までplateauで 以後漸減 した。

予備実験では培養6時 間での酵素活性に対 し

てインスリン添加の効果は認められなかった。

(5)STZラ ットの血漿および リポ蛋 白分画中

の脂質51)

血漿 リポ蛋白の分析はラッ トを14時間絶食後

血液をEDTA 1mg/ml血 液入 り試験管に採血

し,4℃ にて血漿を分離後直 ちにBeckman,

L5-50超 遠心機および40.3型 ローターを使用

してHavel R.J.ら の方法67)に 準じた既報の

方法68)によりリポ蛋白分画 を以下のごとく分離

した。血漿2.5mlに1.0069/mlのNaClを

39



臨床化学 ・第9巻 ・第1号(1980)

重 層 し,10℃ に て105,000xg,22時 間超 遠 心

しtube slicerを 用 い て上 清 にVLDLを 得

た。 さ らに下 層 をKBr溶 液 にて 密度1.063g/

mlに 合 わ せ,10℃,105,000xg,44時 間 超 遠

心 を行 い 同 様 にtube slicerに て上 清 に低 比 重

リポ蛋 白(LDL),下 層 にHDLを 得 た 。 これ

らの血 漿 リポ蛋 白各 分 画 を0.15M NaCl,3mM

EDTAに 対 して 十 分透 析 後 原 血 漿 と と もに コ

レス テ ロー ル(Ch),TG,燐 脂 質 の 測定 を行 っ

た。12時 間 絶 食 後 の血 漿TG値(134.3±46.3

mg/dl)は 対 照 ラ ッ ト(57.2±20.8mg/dl)に

比 し有 意 に 高 値 を示 した 。 早 朝 非 絶 食 に て採 血

した血 漿Ch値(STZラ ッ ト:178.7±68.1,

対照 ラ ッ ト85.4±12.2mg/dl)お よびTG値

(STZラ ッ ト:585.8±415.6,対 照 ラ ッ ト:

90.6±32.6mg/dl)はSTZラ ッ トに お い て と

もに有 意 に高 値 を示 した 。血 漿 リポ蛋 白の 分 析

で はVLDLの 著 しい 増 加 と軽 度 のHDL増

加 が 認 め られ た。

この よ うな 異 常 リポ 蛋 白 血 症 の 成 因 にH-

TGLの 低 下 が 関与 して い る可能 性 が 十 分 考 え

られ,今 後 さ さ らに この 点 を 明 らか にす るた め

に研 究 を す す め る予 定 で あ る。

(B)糖 尿 病 患 者 に お け け るpostheparin

lipolytic activity48)

糖 尿 病 患 者 お よ び 正 常 対 照 のPHLAは14

時 間以 上 絶 食 後,早 朝 空 腹 時 に ヘ パ リン100u

/kg・ 体 重 静 注 後30分 に 採 血 した サ ン プル の

TGL活 性 を もって表 わ し た 。

TGL活 性 の 測定 は前 述 の 〔14C〕Trioleinを

含 む基 質 を用 い て行 い,H-TGLとLPLの 分

別 定 量 は1M NaClに よ る酵 素 活性 の 抑 制 の 有

無 を利 用 して行 っ た。 糖 尿 病 患 者 をIrvine

W.J.ら の 考 え方69)を参 考 に してDa群(食 事

療 法 単独 ま た は経 口剤 療 法 の併 用 に て コ ン トロ

ール され た 患 者)とDb群(治 療 に イ ンス リン

を必 要 と した 患者)に 分 け正 常 対 照 群(C群)

と比較 し た。 総TGL活 性 に はCとDa群 で

有 意 の差 が 認 め られ な か っ た が,CとDb,Da

とDb間 での比較ではともにDb群 で有意に低

値であった。H-TGL活 性は糖尿病群で有意に

低値であ り,Db群 で最 も低かった。またLPL

活性はDb群 でC群 に比 し有意に低下してい

た。若年型糖尿病患者で治療前H-TGL活 性

が低下していたのがインス リン治療により回復

した症例 も認められた。糖尿病患者のPHLA

においてLPLとH-TGLと を分別定量した

成績はNikkila E.A.ら70)に よ り報告 されて

いる。未治療のケ トン性糖尿病では対照に比し

LPLは44%減 少 し,イ ンスリン治療により回

復 した。血清脂質の正常な成人型糖尿病患者で

はLPLの 低下は認められないが高TG血 症を

合併する患者ではLPLは26%低 下していた。

さらにLPL活 性はLog TG濃 度と有意の負

の相関が認め られた。 一方H-TGLに ついて

は高TG血 症を合併す る成人型糖尿病患者に

おいて対照に比 し有意に高値を示したが他の糖

尿病患者では有 意 の差 を認 めなかった。また

H-TGLはTG除 去率 とは相関を認めなかっ

たがVLDL-TG産 生率 と有意の相関を示 し

た。糖尿病の病態は複雑多様であるため対象 と

する患者の病態の違いによ り各研究者の成績を

比較することは難 しい点があるお糖尿病患者の

高TG血 症にH-TGLが どのように関与 して

いるかを検討す ることは重要な課題の一つと考

えられ る。

(C)ま とめ

著 者 の 今 ま で の成 績 を ま とめ る と表4の ご と

くで あ る。 イ ン ス リン欠 乏 糖 尿 病 患 者,短 期 お

よ び長 期STZ糖 尿病 ラ ッ トのPHLAに つ い

て,1M NaCl,heparin Sepharose affinity

chromatography,抗H-TGL血 清 を用 い て

H-TGLとLPLと を分 別 定 量 し検 討 した が,

いず れ も糖 尿 病 群 でH-TGL活 性 が低 下 して

い た 。 ま た肝 組 織 ホモ ジネ ー ト,遊 離 肝 細 胞 を

用 い た 成 績 で も糖 尿 病 ラ ッ ト肝 にお い てH-

TGL活 性 は低 下 して い た 。 培 養 肝 細 胞 にお い

て培 地 中 に イ ンス リン を添 加 す る こ とに よ り細
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表4ス トレプ トゾ トシン糖尿病 ラッ トにおけ る
LPLとH-TGLの 動態

胞内H-TGL量 は増加 した。

以上よ りH-TGLもLPLと 同様インスリ

ンによ り調節 されてい ると考えられ,糖 尿病患

者にみられ る異常 リポ蛋白血症の成因の一端を

担っていると考えられた。

(V)お わ り に

リポ蛋 白代 謝 に重 要 な役 割 を果 た して い る ト

リグ リセ リ ドリパ ー ゼ の歴 史 的 背 景 お よ び そ の

測定 法 と くにLPLとH-TGLと の分 別 定 量

法 に つ い て述 べ た 。 ト リグ リセ リ ドリパ ー ゼ,

特 にH-TGLの 役 割 に つ い て は未 だ不 明 な点 が

多 い の で,著 者 のH-TGLの イ ン ス リンに よ

る調 節 につ い て の成 績 を示 した 。H-TGLの 生

体 内 にお け る役 割 を理 解 す る一 助 に な れ ば幸 い

で あ る。
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