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リボ 蛋 白 質』態 コ レス テ ロPtル ー4-C14の 調 製 法

涛 よび そ の コ レス テ ロ ー ル 代 謝 研 究 へ の応 用

菅野道広 ・0.W.Portman

A method  for incorporating cholesterol-4-C14 into 

lipoproteins in vitro and the use of the preparation 

   for the turnover rate study of cholesterol 

   Michihiro Sugano and Oscar W. Portman

コレステロールのturnoverrateの 研究に際 して,

静注 した場合 生理的動行を示す 種 々 の コ レステ ロー

ルーC14(あ るい は一H3)標 品を 調製す ることは,コ レス

テ ロールが水不溶であるため非常に困難であ る.従 来

の研 究で は,懸 濁溶液,乳 化溶液(表 面活性剤などの

使用),超 音波処理液などが用い られて きたが,い ず

れ も静注 した直後に放 射能 の生理的な消失 曲線を 与え

なかつた.Porte,Have19)は,ア ルブ ミン溶液に コレ

ステロール ーC14の アル コール溶液を 瞬問的 に 混合 し

て得 た標 品が犬の場合生理 的消失曲線を与える ことを

報告 してい るが,静 注直後 の結 果については詳 しい実

験を行 なつていない(後 述 するが,彼 らの方法で調製

した表品 を ラッ トに静注 して も注 射直後では非生輝的

代謝曲線は得 られなかた).

コレステロールは血 液循環系 内では リボ蛋 白質態 と

して存在 してい る,従 つて そのturnoverrate研 究

のためには血液系に存在すると同 じ性状の標本 を作 る

ことが電要である.個 体の コレステロールを血清 と振

とうした際 に,そ のご く少量が溶 出す ることは'古くか

ら知 られていたが,6)こ の過程の詳細は全 くわか らず,

かつ見過ごちれていた.Avigan3)は,こ の点に 注 目

して,コレステロール を含め て種 々の固体脂質を血 清

リボ蛋白質 中に とりこませる 研究を 行 ない,脂 質の

invivoで の代謝実験に生理 的動行を示す標 品を得た.

彼 はlflL清を,種 々 のC14一 脂質を のせた(coating)

Celiteと 共 に37℃ で振とう して リボ蛋 白質態のC14一

脂質を得ている.

この際注意すべきことは,種 々の動物血清をその体

温 附近でincubationす ると,血 清中 に存在す る酵素

の作用で コレステロー ルのエステル化が起 り,か な り

の量 が エステル型 とな る点 である.12・18)また リボ蛋白

質 に お け るコレステロール の交換 も起 る.13)従つて,

遊離 コレステロー ルの代謝を研究するにあたつてはこ

の エステル化活性をな くして,リ ボ蛋 白質態の遊離 の

CI4一コレステロール 標 品を得 ることが必要であ る.

この報告ではAvigan法1)を 応用 して,固 体 のコ

レステ ロールーC14を 遊離型のままで 血漿 の リボ蛋 白

質にと りこませ る方法 を考案 した.得 られた標 品をラ

ッ トに静注 した 場合,コ レステロー ルーC14の血 漿か

らの消失曲線 は注射直後か ら生理的曲線 を画 き,コ レ

ステロールの代謝研究に応 く利用 しうることが認め ら

れた.

実 験 方 法

リボ蛋白質態遊離型コレステ ロールーC14の調製法:

調製法の大要はAvigan法1)に 従つたが,次 の点 に

注意 した,ま ず,incubation中 に コレステロール-

C14が エステル化 ちれ るのを防 ぐため種 々の一SH試 薬

(血漿中 の エステル化 酵素 には一SII基 が 含 まれて お

り,活 性 に不可欠である)5)の 使用を試みた.い ずれ

も比較的高濃度の添加が必要で,か つ過剰量 の試薬を

除 去す るのに比較的長時間の透折を要するので,標 品

調製法 としては優れた方法とは思えない.固 体 コレス

テロー ルの溶 出化にはかな り長時間の振とうを要す る

が,この間 に リボ蛋白質中 のコレステロール の転移が

起 り,同 時に リポ蛋白質の物理 ・化学的性状 に変化を

及 ぼす ことも考え られ る.血 漿 中の コレステロー ルエ

ステル化酵素 は血漿供与動物 の体温附近に酵 素活性の

最適温度を もつが,か な りの低温(た とえばラ ッ トで

は10℃)で も活性 が 認め られ る.以 上 のような点を

考慮 して,0℃ で,Celiteにcoatし た コレステロー

ルー4-C14rockertypeshaker(台 面 振とう機)で 振

とうした.一 般 的には ヘパ リン血漿15mlに 対 しコ

レステ ロール-4-C1425μcを のせた19のCelite545



(予 じめ稀 塩酸 で洗 法 した もの)と 共 に1夜 振 と う し

た,つ い でCeliteを 遠 沈 し て 除 き 上 澄 を 標 品 と し

た.静 注 の方 法 は,動 物(ラ ッ ト)を エー テル で軽 く

麻 酔 させ顕 静 豚 に注 入 した.注 射 液量 は体 重150～200

gの ラ ッ トに対 し通 常1ml(1μc位)と した.注 射

5分 後 よ り経 時 的 に尾 部 静肱 よ り採1血 した.

注射 標 品 の 検 定:

まず ク ロ ロ ホル ム ・メ タ ノー ル(2:1,v/v)で 標

品 よ り脂 質 を 抽 出 し,Sperry,Brand法16)に よつ て

純 化 した抽 出液 を シ リカゲ ルGの 薄 層 ク ロマ トグ ラ

フ ィー にか け た.12・18)C14一活性 の98%以 上 は 遊 離 コ

レ ステ ロー ルの 位 置 に存 在 し,約1.7%が コ レス テ ロ

ー ル エ ス テ ル中 に 含 まれ て い た .一 般 的 には 添加 した

コ レス テロー ル ーC14の30～70%が 溶 出 され た.

つ い で,超 遠 心 法2)に よ つ て リボ蛋白質 をdく1,063

お よ び1,063<d<1・21の2区 分 にわ け,両 両分1.1]の

C14)濃 度 を測 定 した.ll旺 漿 に溶 出 され た コ レステ ロー

ルーC14の 全 活 性 の 殆 ん どす べ て は リボ蛋 白質 態 と し

て存 在 し,そ の大 部 分(80%以 上)は1,063<d<1.21

区分 に含 ま れ て い た.d>1・21か らβ-リ ボ蛋['1質(d

<1,063)へshiftし た.370C'でincubationし た場

合 には 通 常逆 のshiftが み られ た.

Fig. 1. Plasma concentration  cholesterol-Ci4 administered intrave-
     nously in various forms to rats. 

       (1) Sonication of plasma with traces of cholesterol-4-C14. 
      (2) Addition of cholesterol 4-C14 in acetone to plasma or 

      (3) heated plasma(60°C 30 min.). 
      (4) Incubation of heated plasma with radiocholesterol on 

          Celite. 
      (5) Incubation of plasma with radiocholesterol on Celite at 
0°C. 
      (6) Stabilization of radiocholesterol with albumin.



コ レス テ ロー ル の定 量 はSperry・Webb法15)で,

他 の 分 析操 作 は前 報 に 記 した方 法 に従 つ た.4・5)

結 果 お よ び 考 察

血 漿か らの コ レ ス テ ロー ル ー4-C11の 消 失:

種 々の方 法 で 調 製 した コ レス テ ロー ルーC14標 品 を

ラ ッ トに 静注 して,血 漿 か らのC14の 清失 曲線 を 求 め

た.実 験 方 法 に記 した方 法 で調 製 した ものの 他,ア ル

ブ ミン複 体9),lflt漿 ま た は60℃,30分 加 熱 して エ ス テ

ル化酵素 を 失 活 させ た 血 漿 に コ レス テ ロー ルーC14の

ア セ トン溶 液 を加 え ア セ トンを蒸 発 させ た 標 品,加 熱

血 漿 をCeliteにcoatし た コ レス テ ロー ルーC14と

incubationし た もの(こ の 方 法 で も か な りの 量 の コ

レステ ロー ルーC14の 混合液を 超音 波処理 した ものな

どを用いた.Fig.1に 結果を示 したが,低 温incuba-

tion以 外 の標 品では 生理的な リボ蛋白質態 コ レステ

ロー ル消失 曲線 は得 られなかつた.す なはち,静 注後

最初の約10時 間内で,血 漿 よりのC14の 消失曲線は

スムースで はな く,い くつかの ピー クが現れた.こ の

ような非生理 的な消失は恐 らく標品中に存在す るコレ

ステロー ルーC14が 生理的に 存在す る 血漿 リボ蛋白質

と異なる性状を もつ ことによると考え られる.0℃ で

調製 した標 品では理想的な リボ蛋白質態 コレステロー

ルの消失 曲線を示 し,本 標品 中では コレステロールー

C14が 生理的あ るいはそれにきわめて近い状態で存在

す ることを示 した.

Fig. 2. Venous disappearance of  C14, expressed as specific activity, 
     after intravenous administration of lipoprtein bound free cho-

     lesterol -4-C14 in rat.



静注した リボ蛋白質態 コレステロールーC14の 種々

の血液 コレステロール成分 との平衡:

前述 した ように,保 存食を摂 取 してい るラッ トの血

漿 を用いた場合溶 出された全C14活 性 の約1.7%が エ

ステル型で存在 したが,牛 頸脂肪酸欠乏 ラッ トの血漿

の場合同一条 件下 で約3%が エステル型の中のC14活

性 は,標 品を静注 した際に,血 漿中のエステル型一C14

の濃度には殆 んど影響を及ぼ さない.つ ま り,肝 臓一

血液 におけ るコレステ ロールエステル化酵素の活性は

きわ めて強 く,僅 少量のエステル型一C14の 存在 は 無

視で きる.な お,通 常体重200gの ラ ッ トに1.0μc

(標品 として1・Oml内 外)を 静注 し,各時間後に0.1～

0.2mlを 採 血 し,シ ンチ レーシ ョンカ ウ ン ター で

C14一濃度 を追跡すれ ば血漿illでの コレステロールーC14

は十分経時的に追究で きる.

Fig.2に 木研究で 用 いた 標 品を静注 した後の 全 コ

レステ ロ ー ル,遊 離 コ レステ ロー ル お よび エ ス テ ル型

コ レス テ ロー ルの血 漿 よ りの 消 失 曲線 を 画 い た.こ の

曲 線 は,コ レス テ ロー ル生合 成 の前 駆 体 で あ る水 溶 性

の メバ ロ ン酸 塩一C14を 注 射 した とき の 結 果 と よ く類

似 す る.18)全 コ レス テ ロー ル お よび 遊 離 コ レス テ ロー

ル 中 のCl4は ほx"同 じ消 失 速 度 で減 少 した,エ ス テ ル

型 は2時 間 後 に ピー クを もち,以 後 漸 時減少 約 して

15～24時 間後 に 遊 離コレステロール とequilibateさ

れ た.

Fig.3に 静注 後 経 時 的1こ ラ ッ トを 屠 殺 した場 合 の

血 液 の 種 々の 成 分 中で の コ レス テ ロー ルーC14の 消 失

山線 を 示 す.α-お よびβ-リ ボ蛋 白質 中 の コ レステ ロ

ー ルーC14の 消 失 曲 線 は互 に よ く一 致 し,か つ 血 漿 の

それ と も一 致 す る。 赤血 中 の コ レス テ ロー ル は,そ の

大 分(÷99%)が 遊 離 型 で あ るが,血 漿 の リボ蛋 白質

態 コ レス テ ロ ー ルーC14と の 平 衡 は 静注 約6時 間 後 に

Fig. 3. Disappearance of  C14 from subclasses of lipoproteins and 
     red blood cells. 

Since each point represents a separate rat, values are normalized to 
a constant dosage of radioactivity per unit body weight (1 uc/100 g).



なされ る.

このよ うに個 々の動物を経時的に屑殺 して血液を得

た場合で も,注 射一Cl4量 と体重 に 対す る補正を加 え

れば消失 山線は一匹の ラッ トか ら経時的に採血 して得

たものときわめてよ く一致す る.つ ま り用いた リボ蛋

白質態 コレステ1コールーC14が 生理的性状 をもち,か

つ 普辺性 の高い ものであることを示す.

血漿の コレステロールーCl4消 失曲線の解析:

Fig.2に 示 した 血 漿コ レステ ロールーCl4の 消失曲

線を一例 にとつて解析 した結果,こ の系 は少な くと も

3個 の"compartment"よ り な る ことが 示 され た

(Fig.4).曲 線 は 次式 によ つ て表 わ され る.

X:=Cle-bt十C2e-b2tc3e-・bnt7)

この 系 はMathewsに よつ て 解 析 され た"4com-

Partmentmammillarysystem"に 相 当 す る.3・7)

Fig.5に そ の系 を図 示 した.Centralcompartment

(V1)は,血 漿,血 球 中 のコレステロール お よび 肝臓

の遊 離 コ レス テ ロー ルの よ う な き わ めて 交換(ex-

change)の 速 やか な コ レス テ ロー ル の プー ルに 相 当

す る.CompartmentV3とV4はturnoverrateが

遅 い 仙 の血 管 外(extravaSular)コ レステロー ル ・プ

ー ルに 相 当す る.CompartmentV2は 主 に排 泄,お

Fig. 4. Graphic resolution of the  speif  c activity time curve of plasma 

      cholesterol. 

The curve appears to be resolubed into components with slopes with 

slopes b1, b2, b3 and intercepts ci, c2, and c3, respectively.



よ び コ レス テ ロー ル の移 動 交換 が き わ めて 遅 く且 つ 一

方 向 に 限 られ1丁皿管 系(intravascular)へ も どつ て こな

い 系(例 え ばcentralnervous系)に 相 当す る.つ

ま り反 応 恒 数K12は コ レス テ ロー ルの 排 泄 率(excre-

toryrate)と 見 な され る.

Fig. 5. Mammillary system of 4  compart-
      ments, 

Compa.itmeat 1 ; Intravascular cholestrol 
              (where cholesterol-C14 was 

             injected). 
Compartment 2 ; Urine and faeces (excre-

              tory). 
Compartment 3, 4 ; Extravascular cholesterol. 
The K's are rate constants.

Fig.4に 示 した よ うに,コレステロール ー塩C14静

注 後 の比 較 的 短 時 間(48時1昌 似 内)に お い て,少 な くと

も3つ の 異 なつ たturnovertime(halftime)が 算

出 され た.す な は ち,最 も遅 い区 分 のt1/2=36時 間,

最 も速 や か な 区分 のt1/2=35分,お よ び 中 間 のt1/2二

2.3時 間 で あ る.木 実 験 で は 静注 後 の比 較 的 短時間 内

で の コ レ ステ ロー ルーC14の 消 失速 度 を 求 め た わ け で

あ るか ら,静 注 したコレステロール ーC14が 体 内pool

の コ レステロー ル と 完 全 にequilibrateさ れ た 時 の

excretoryrate(K12)は 求 め られ な い.ま た これ ま

で の血 液 一 肝 臓 系 で の代 謝 研 究 で は,リ ボ蛋白質 態 遊

離 型 コ レス テロー ルC14を ラ ッ トに 用 いた 報 告 が な

く,上 記 のturnovertimeを 対 比 す る こ とが 困難 で

あ る.8・14)

著者 らは上 記 の 方 法 で調 製 した リボ蛋 白質 態 の遊 離

コ レス テ ロー ルーC14を コ レス テ ロー ル,特 に エ ステ ル

型 の代 謝 に応 用 して す で に 発 表 して た。17・18)さらに こ

の 方 法 は エ ス テ ル型 コ レス テ ロー ルーC14のsolubili-

zationに も 応 用 で き る.こ の際 血 漿 中 にsolubilize

され るエ ス テ ル型 は 非 常 に 少 な い(8%以 下)が,

C14一活 性 の95%以 上 は リボ蛋白質 態 と し て 存 在 す

る.lo)ま た 必 須 脂肪 酸 投 与(コ ー ン油,お よび リノー

ル酸 投 与 区)あ る い は 欠 乏 ラ ッ ト(水 添 コ コナ ッ ツ

油,お よ び無 脂 肪 区)の 血 漿 よ りそ れ ぞれ 調 製 した標

品 を そ れ ぞれ の ラ ッ トに 再 び 静 注 した場 合,注 射 後

6～22時 間 にお け るhalftimeは 前者 で25～27時間,

後 者 で16時間 で あ つ た11,18)"4-Mammillarycom

partmensystem"で は,注 射 し たコレステロール ー

c14の 量(D)をc1(Fig.4参 照)で 割 つ た 値(D/

C1)は,投 与 量DがC1で 表 わ され る容 積(volume)

に よ つ て稀 酔 され た割 合 を示 す.静 注 長 時間 後 にお け

る コ レス テ ロー ルーC14の 血 漿 か らの 消失 曲線 の接 線

b1の 匂 配 はC14が 体 内poolコ レステ ロー ル とequli-

brateさ れ た際 のexcretoryrateに 相 当 す るか ら,

この 比D/C1は``exchangeablecholesterolpool',

(ECP)と 考 え られ る.し た がつ て 必 須 脂 肪 酸欠 乏 の

ラ ッ トで は,C1が 必 須 脂 肪 酸投 与 ラ ッ トに比 べ小 さ

くな り,Dを 一 定 単位 に とつ て 比 較 す る とECPの

sizeも 小 さ くな る.ま た接 線b1の 匂 配 が大 とな るか

ら,コ レス テ ロー ルーC14の 排 泄率 も 高 くな る わ けで

Coaiglioら の結 果 とよ く一 致 す る.4)

要 約

リボ蛋 白質 態 遊 離 コ レス テロー ルー4-C14の 調 製法・

につ い て 記 した.こ の標品 を ラ ッ トに 静 注 した場 合,

血 漿 か らのC14の 消失 は 注 射直 後 よ り 生 理 的 曲線 を

画 く.注 射48時 間 後 ま で の消 失 曲 線 はMatthcwsに

よ り 解 析 され た"4-compartmentsystem"に 相 当

した.エ ス テ ル型 コ レス テロー ル は 静注12時Hl」 後 で,

ま た赤 血 球 コ レス テ ロー ル(約99%は 遊 離 型 と して

存 在 す る)6時 間 以 後1こ遊 離 コ レス テ ロー ル とequili-

brateし た.こ の標 品は 注 射 直 後 に お け る コ レス テロー

ル,と くに 種 々の コ レステ ロー ル ・エ ス テ ル成 分 の

代 謝 研究 に応 用 の広 い こ とが 示 され た.
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                                      Summary 

   A method is described for labeling plasma lipoprotein with radio-cholesterol. Almost all of 
the label is associated with high density lipoprotein as the free form. Lipoproteins labeled in 
this manner were injected intravenously into rats, and the distribution of  cholesterol-4-C14 was 
analyzed from a 24 to 48 hour study of plasmatic radioactivity, assuming a 4-compartment mam-
millary system. The venous disappearance curve of the radioactive cholesterol was physiological 
and was the type expected for free cholesterol in lipoproteins. The plasma cholesterol ester frac-
tion was equilibrated within 12 hours after the intravenous administration of the label, and red 
blood cell cholesterol within 6 hours, with free cholesterol. It is indicated that the preparation 

prepared here can be applicable for the turnover study of cholesterol, particulary of the esterified 
form, in the blood-liver system.


