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論文内容の要旨

(目的)

アポリポ蛋白 E (アポ E) は超低比重リポ蛋白 (VLDL) の主要アポ蛋白成分で，レムナントレセ

プターやLDL レセプターを介して，リポ蛋白代謝に重要な役割を果たしている。また，アポ E には一

般人口中に E4 ， E3 , E2 の 3 種のアポ E ポリペプチドに基づく分子多様性が認められている。 LD

L レセプターへの結合研究によると，三つの isoform のうち， E 2 (Argl58 → Cys) は LDL レセプター

にほとんど結合できず， E 2 のホモ接合体は動脈硬化の合併率の高い皿型高脂血症の発症要因となって

いる O われわれは動脈硬化と高脂血症に関連する 2 つの新しい変異アポ E，すなわち E 5 (Glu
3
• Lys) 

と E7 を明らかにした。本研究では，アポ E5 の動脈硬化と高脂血症との関連を究明するために，培養

皮膚線維芽細胞を用いてアポ E5 変異アポ E の LDL レセプターに対する結合能を検討した。

(方法ならびに成績)

高脂血症症例およびアポ E5 症例の血清から超遠心法によってVLDLを分離し有機溶媒で脱脂し

てアポVLDLを得た。アポ E同位体の分離・精製には，可溶化ポリアクリルアミドゲルを用いた調製

用等電点電気泳動によって行った。アポ E同位体のレセプターへの結合能は Innerarity らの方法に基

づき，正常ヒト培養線維芽細胞を用いて，邸 I-LDL との競合によって測定した。 dimyristoylphosphaｭ

tidylcholine (DMP C) 粒子と精製アポ E同位体をインキュベート後，密度勾配超遠心法によってア

ポ E ・ DMPC粒子を作成した。線維芽細胞をリポ蛋白除去血清で培養後， 125 1 -LD L と種々の量の

アポ E ・ DMPC粒子を添加して， LDL レセプターへの邸 I-LDLの結合量を測定した。アポ E 同

位体の LDL レセプター結合能は 1お I-LDLの結合と 50%競合するアポ E濃度で表わした。
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アポ E5 の LDL レセプター結合能を明確に分析するため， E 2 , E 3 と E5 についていずれもシア

ル酸を含まないアシアロ・アポ E イソ蛋白を分離・精製して実験に用いた。培養液中にアポ E.DMP

Cを0.1....... 1. 0μg/mlの範囲で添加して実験を行なったところ，すでに報告されているように E3 ・ D

MPC は 125 1 -LDL とレセプターへの結合を競合するが， E 2 ・ DMPC は競合が認められずLDL

レセプターにほとんど結合しないことが観察された。一方，アポ E5 ・ DMPC と E3 ・ DMPC はど

ちらも 125 1 -LDL と競合しているが，もっとも薄い0.1μg/mlの濃度で、はE5 ・ DMPC の方がよく

競合するようであった。そこで，さらに低濃度の範囲で測定すると E5 ・ DMPC はE3 ・ DMPC に

比べ， LDL レセプターに対してより強い結合性を示していた。ロジットーログ・プロットによりアポ

E ・ DMPCのレセプター結合量を直線化し，これから求めた125 1 -LDL との50%競合濃度は E3 の

63ng/ml に対して， E 5 では29ng/ml と約半分の濃度で競合し，すなわち E5 は野生型とされる E3 よ

り約 2 倍， LDL レセプターへの親和性の高いことが示された。

アポ E の LDL レセプターへの結合部位は136-158番のアミノ酸残基付近とされ，アポ E5 における

変異部位はこれとは異なっている O しかし，この部位以外の部位もレセプター結合に影響を与えること

が報告されており，アポ E全体のコンフォメーションの重要性も示唆されているO アポ E5 がレセプター

に対して高親和性を示すことより，アポ E5 を含有するリポ蛋白の肝臓への取り込みが冗進し，肝細胞

におけるコレステロール・プールの増加が予想される。このためLDL レセプターにダウン・レギ、ュレー

ションがかかり，その結果血衆LDL濃度の上昇を来すものと考えられる。従って，アポ E5 の動脈硬

化易発症性にはこのような一面の関与していることが示唆される。

(総括)

1 .アポ E イソ蛋白を分離・精製し， LDL レセプターへの結合能を検討した。

2. 変異アポ E5 は培養皮膚線維芽細胞のLDL レセプターに対して，野生型のアポ E3 よりも約 2 倍

高い親和性を有していた。

3. E 5 症例ではアポ E5 含有リポ蛋白の取り込みが冗進することによってLDLの異化が遅延し，高

LDL 血症へと導かれ，これが動脈硬化易発症性と関連していることが示唆される。

論文審査の結果の要旨

本研究は新しく発見されたアポリポ蛋白E変異種，アポ E5 の LDL レセプターへの親和性を明らか

にし高脂血症，動脈硬化症への関与機構を解明したものである。すなわち，アポ E5 は野生型のアポ

E3 より LDL レセプターに対する親和性が約 2 倍高いことを実証した。このことから，アポ E5 を含

有するリポ蛋白の肝臓への取り込みが冗進し，肝臓でのコレステロール・プールの増加によって LDL

レセプターにダウン・レギュレーションを起こし高LDL血症へと導かれる O この結果，アポ E5 が

動脈硬化の危険因子となることを指摘したものであるO アポ蛋白 Eの変異による高コレステロール血症

の成因を明らかにした興味ある知見であり，学位に値すると判断される O




