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研究成果の概要（和文）： 
脂質代謝を制御する酵素である LPL と HTGL の活性を測定する簡便な系を確立し、その臨床意義

を検討した。LPL 活性は TG、RLP-TG, sdLDL と逆相関、HDL-C と正相関したしたが、ANGPTL3 と

相関なし。一方、HTGL 活性は TG、RLP-TG、sdLDL と相関せず、HDL-C、ANGPTL3 と逆相関した。

ANGPTL3 による HTGL 活性抑制は見られなかった。以上から、ANGPTL3 と HTGL 両者の上流にそれ

らの制御にかかわる因子が存在し、それぞれを逆方向に制御する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have established a simple and reliable system for measuring LPL and HTGL activities 
in post-heparin plasma and investigated clinical significance of measuring those 
activities. LPL activities showed inverse relations with TG, RLP-TG and sdLDL and positive 
relations with HDL-C but had no relation with ANGPTL3. HTGL activities showed no relation 
with TG, RLP-TG and sdLDL but had inverse relations with HDL-C and ANGPTL3.In vitro 
experiment showed that ANGPTL3 did not inhibit HTGL activities at all, suggesting 
unidentified molecule may regulate ANGPTL3 and HTGL each other in opposite directions. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
リポ蛋白リパーゼ (LPL)と  肝性リパーゼ
(HTGL)は脂質代謝に必須な酵素である。両
者は共通の遺伝子ファミリーに属し構造的

に極めて類似する(Wong H, 2002)。LPL は脂
肪細胞や骨格筋などで合成され、血管内皮細
胞表面に局在し、カイロミクロンや超低比重
リポ蛋白(VLDL)中のトリグリセリド(TG)を
加水分解することより、この酵素の低下はそ

機関番号：１３３０１ 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2008～2010 

課題番号：20590560 

研究課題名（和文）脂質代謝を制御する酵素活性の新たな測定法の開発とその臨床応用 

 

研究課題名（英文）Novel method of measuring activities of enzymes involved in lipid 

metabolism 

研究代表者 

 小林 淳二（KOBAYASHI JUNJI） 

金沢大学・医学系研究科・特任教授 

 研究者番号：60302577 



 

 

れらのリポ蛋白を増加させ、高 TG 血症を呈
する。また、その欠損症は急性膵炎の発症と
深く関わる(Brunzell 2001)。LPL はインスリ
ンによって制御され、インスリン抵抗性はこ
その発現を低下させる(Kobayashi J 2001)。
LPL 酵素活性測定には、アイソトープをラベ
ルした基質を用いた測定が従来行われてい
たが、煩雑な方法であり、専門機関の実験室
に限定されていた。しかし、LPL 活性測定は
LPL 欠損症の診断のみならず、インスリン抵
抗性、メタボリックシンドロームなどの病態
の把握に必須である。一方、HTGL はこれら
の病態や 2型糖尿病で増加することが知られ、
その機能は中間比重リポタンパク(IDL)やカ
イロミクロンレムナント中の TG を分解する
ことである。しかし、その臨床的意義は不明
な面が多い。 
 
 
２．研究の目的 
 
LPL、HTGL の簡便な活性測定法を確立する
とともにその臨床的有用性を明らかにする。 
更に、研究当初の背景に加え、近年、
Angiopoietin-like protein 3（ANGPTL3）が
LPLやHTGLの制御と密接に関係することが動
物モデルの成績を中心に解明されてきた。
ANGPTL3 過剰発現マウスは著明な高トリグリ
セリド(TG)血症をきたす(Koishi R 2002)。
一方、in vitro で ANGPTL3 は LPL 活性を阻害
する(Shimizukawa 2002)。しかし、ヒトでは、
血清ANGPTL3濃度はTGとの相関は弱くHDL-C
と正相関する(Moon HD 2008)。これらから、
本研究目的の一つとして、肥満患者を対象と
して、ANGPTL3 濃度と LPL、HTGL 酵素活性
との関係を明らかにする。 
 
 
3.   研究の方法 

 
予め作成した反応液R-1 160μlに測定用の血

漿サンプル3μlを添加し5分間インキュベー

ションし、反応液R-2 80μlを添加し、発色し

た溶液を吸光度計546nmで測定する。反応液

R-1は50mMTris-Hcl (pH9.5), 0.5mM 

dioleylglycerol, 0.4%polypxyethylene 

-nonylphenylether, 3mM ATP, 3mM MgCl2, 

1.5mM CaCl2, monoacylglycerol specific 

lipase(0.75U/ml), glycerolkinase 

(0.75U/ml), glycerol-3-phosphate oxidase 

(37.5U/ml), 0.075%N,N-Bis-(4-sulfobutyl) 

-3-methylaniline-2Na, peroxidase 

(10U/ml), ascorbic acid oxidase (10U/ml)

を包含、反応液R-2は 50mM Tris-HCl (pH9.5), 

0.15 % 4-aminoantypirineを包含する。測定

は自動測定器を用いて行った。その一連の流

れを図1に示す。 

 
 
４．研究成果 
 
今回、我々の開発した、LPL 活性、HTGL 活性
測定法は簡便、短時間で施行可能である。ま
た、従来法と異なり、アイソトープを使用し
ないため、特殊な測定室を必要としない利点
がある。図 2に測定したそれらの活性と従来
法で測定した活性との相関を示す。 

特に HTGL 活性測定系においてその相関性は
良好であった。この測定系を用いて肥満者を
対象として、脂質、リポ蛋白と、LPL 活性、
HTGL 活性との相関を検討した(表 1, 図 3)。 
更に、上述したごとく、ANGPTL3 量との相関
性も検討した。TG は RLP-C, RLP-TG, sdLDL-C
と正相関し、HDL—CやLPL活性と逆相関した。
このことは LPL が TG を含有するリポ蛋白を
分解し、HDL-C の形成に一部関与することを



 

 

考えると妥当な結果である。 
 

また、催動脈硬化性の強い sdLDL が高 TG 血
症において増加することにも一致する成績
である。また、空腹時、食後とも ANGPTL3 は、
HTGLと逆相関したがLPLとは相関しなかった。
更に、ANGPTL3 は HDL-C と相関(あるいはその
傾向)を示したが TG とは相関しなかった。以
上から、人の場合は、マウスの場合と異なり、
ANGPTL3 が、LPL ではなく HTGL を抑制する可
能性を考えて in vitro での実験を行った。 
HTGL を含有するヘパリン静注後血漿を
ANGPTL3 と 4度、37 度で 2時間インキュベー
ションした後に、血漿中に残存する HTGL 活
性を測定した(図 4)。 

その結果、今回の検討では、ANGPTL3 濃度０
〜５g／ml の濃度範囲では、4 度、37 度で
incubation し、HTGL 活性の抑制度を検討し
たいずれの場合も明らかな抑制効果がみら
れなかった。このことから、上述の臨床デー
タで観察された ANGPTL3 と HTGL 活性の逆相
関は、前者が後者を抑制ということよりもむ
しろ、両者の上流にそれらの制御にかかわる
因子が存在し、それぞれを逆方向に制御する
現象を観察している可能性もある。 
 今後はその制御因子の解明に期待したい。 
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