
(57)【要約】
【課題】　　高密度リポタンパク質（ High-density lipoprotein;ＨＤＬ）を含有する試
料の安定化法を提供する。
【解決手段】下記式（Ｉ）で表される化合物を試料に添加し、試料中の酸化されたＨＤＬ
の酸化度合いを安定化することを特徴とする酸化ＨＤＬの安定化法を提供する。
　　【化１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Ｉ）
（式中、Ｘ１、Ｘ２，Ｘ３，Ｙ及びＺは、水素原子、水酸基、カルボキシル基、糖残基を
示す。）
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 化 合 物 を 試 料 に 添 加 し 、 試 料 中 の 酸 化 さ れ た 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク
質 （ Ｈ Ｄ Ｌ ） の 酸 化 度 合 い を 安 定 化 す る こ と を 特 徴 と す る 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 安 定 化 法 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 Ｘ １ 、 Ｘ ２ ， Ｘ ３ ， Ｙ 及 び Ｚ は 、 水 素 原 子 、 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 糖 残 基 を
示 す 。 ）
【 請 求 項 ２ 】
Ｘ １ 、 Ｘ ２ ， Ｘ ３ ， Ｙ 及 び Ｚ が 水 素 原 子 又 は 水 酸 基 で あ る 化 合 物 を 使 用 す る 、 請 求 項 １ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｘ １ 、 Ｘ ２ ， Ｘ ３ 及 び Ｚ が 水 素 原 子 又 は 水 酸 基 で 、 Ｙ が 糖 残 基 で あ る 化 合 物 を 使 用 す る 、
請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
ク エ ル セ チ ン 、 モ リ ン 、 ル チ ン か ら 選 ば れ た 化 合 物 を 使 用 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
２ 種 以 上 の 化 合 物 を 併 用 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
ク エ ル セ チ ン 及 び ／ 又 は ル チ ン を 使 用 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
血 液 試 料 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ 記 載 の 方 法 に よ り 安 定 化 さ れ た 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 含 有 す る 試 料 。
【 請 求 項 ９ 】
酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 含 有 す る 試 料 を 保 管 す る 際 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 に よ り 安 定 化 さ れ た 試 料 と
し て 保 管 す る 、 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 含 有 す る 試 料 の 保 管 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 免 疫 学 的 測 定 法 に よ り 測 定 す る 方 法 に お い て 、 試 料 と し て 請 求 項 １ 記 載 の 方
法 に よ り 安 定 化 さ れ た 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 含 有 す る 試 料 を 使 用 す る 、 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 免 疫 学 的 測 定
法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ High-density lipoprotein;Ｈ Ｄ Ｌ ） を 含 有 す る 試
料 の 安 定 化 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 酸 化 ス ト レ ス は 、 生 体 の 構 造 や 機 能 を 担 っ て い る 脂 質 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 な ど を 酸 化 し
、 生 体 の 構 造 や 機 能 に 損 傷 を 与 え る こ と に よ り 、 癌 、 生 活 習 慣 病 な ど 数 多 く の 疾 患 の 発 症
に 関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 な か で も 、 循 環 器 系 疾 患 発 症 の リ ス ク フ ァ ク タ ー と し て 知 ら れ る 動 脈 硬 化 の 進 行 は 、 酸
化 さ れ た 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ Low-density lipoprotein;Ｌ Ｄ Ｌ ） と の 関 連 が 強 く 示 唆
さ れ て い る 。 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ (も し く は 変 性 Ｌ Ｄ Ｌ )は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 取 り 込 ま れ 、 動 脈 壁
に 蓄 積 す る た め 、 酸 化 ス ト レ ス ま た は 動 脈 硬 化 の リ ス ク マ ー カ ー と し て の 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ が 広
く 研 究 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 循 環 器 系 疾 患 発 症 の 予 防 因 子 と し て 知 ら れ る Ｈ Ｄ Ｌ は 、 Ｌ Ｄ Ｌ よ り も 酸 化 感 受 性
が 高 く 、 自 ら が 酸 化 さ れ る こ と に よ っ て Ｌ Ｄ Ｌ の 酸 化 を 抑 制 し た り 、 増 悪 因 子 と し て の 酸
化 Ｌ Ｄ Ｌ の 作 用 効 果 を 中 和 す る な ど 、 酸 化 ス ト レ ス の ス カ ベ ン ジ ャ ー と し て の 役 割 が 注 目
さ れ て い る 。 す な わ ち 、 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ は 、 酸 化 ス ト レ ス の 亢 進 や 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ な ど の 増 悪 因 子
の 増 加 を 予 測 ま た は 示 唆 す る 鋭 敏 な マ ー カ ー と し て 期 待 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Kohnoら 、 2000, Clin Biochem, 33, 243-53
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Whalleyら 、 1990, Biochem. Pharmacol., 39, 1743-1750
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 来 、 こ の よ う な 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 特 異 的 に 測 定 す る 方 法 と し て は 、 免 疫 学 的 測 定 法 等 が 報
告 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 Ｈ Ｄ Ｌ は 前 述 し た と お り 、 容 易 に 酸 化 さ れ る こ と か ら 、 免
疫 学 的 測 定 法 等 で 正 確 な 測 定 値 を 得 る た め に は 、 試 料 中 の Ｈ Ｄ Ｌ の 酸 化 度 合 い を 採 取 時 以
降 は 変 化 さ せ ず に 安 定 化 す る こ と （ 以 下 、 単 に 「 安 定 化 」 と 言 う こ と も あ る ） が 必 要 と さ
れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 た と え ば 、 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ を 測 定 す る 際 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ビ タ ミ ン Ｅ 、 テ オ フ ィ リ ン 、 ジ ピ ダ モ
ー ル 、 ２ ， ６ － ジ － ｔ ブ チ ル － ｐ － ク レ ゾ ー ル （ buthylated hydroxytoluene;Ｂ Ｈ Ｔ ） な
ど の 化 合 物 を 試 料 中 に 添 加 し 、 試 料 中 の 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ を 安 定 化 す る 方 法 が 報 告 さ れ て い る （
Kohnoら 、 2000, Clin Biochem, 33, 243-53） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ の 安 定 化 剤 と し て 報 告 さ れ て い る 上 記 化 合 物 が 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の
安 定 化 剤 と し て も 利 用 で き る の で は な い か と 考 え 検 討 し た 結 果 、 残 念 な が ら こ れ ら の 化 合
物 は Ｈ Ｄ Ｌ の 酸 化 を 抑 制 す る 効 果 は 認 め ら れ ず 、 安 定 化 剤 と し て は 利 用 で き な い こ と を 確
認 し た 。 そ の 理 由 と し て は 、 Ｌ Ｄ Ｌ と Ｈ Ｄ Ｌ は 共 に リ ポ タ ン パ ク 質 で あ る も の の 、 Ｈ Ｄ Ｌ
の 酸 化 抵 抗 性 は Ｌ Ｄ Ｌ よ り 低 く 、 Ｈ Ｄ Ｌ は リ ポ タ ン パ ク 質 に 含 ま れ て い る 抗 酸 化 物 質 で あ
る ビ タ ミ ン Ｅ や ユ ビ キ ノ ー ル １ ０ の 含 量 も 低 く 、 し か も Ｈ Ｄ Ｌ の 主 要 な 蛋 白 成 分 で あ る ア
ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ａ Ｉ が 高 い 酸 化 感 受 性 を 有 す る こ と 等 が 考 え ら れ る が 、 確 証 は 得 ら れ て
い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 生 体 内 に お け る Ｌ Ｄ Ｌ 酸 化 の 原 因 の １ つ と し て は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 酸 化 も
指 摘 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 Whalleyら （ 1990, Biochem. Pharmacol., 39, 1743-1750）
は 、 モ リ ン 、 フ ィ セ チ ン 、 ク エ ル セ チ ン 及 び ゴ シ ペ チ ン が マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 酸 化 Ｌ Ｄ
Ｌ の 取 り 込 み を 抑 制 し 、 こ の 抑 制 は こ れ ら 化 合 物 の 抗 酸 化 作 用 に よ る も の と 推 測 し て い る
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し か し な が ら 、 こ れ ら の 化 合 物 が ど の 程 度 Ｌ Ｄ Ｌ の 酸 化 を 抑 制 す る の か の 定 量 的 な 評 価
は 行 わ れ て い な い 。 ま た 、 上 述 し た よ う に 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ビ タ ミ ン Ｅ 、 テ オ フ ィ リ ン 、 ジ ピ
ダ モ ー ル 、 Ｂ Ｈ Ｔ な ど の よ う に 、 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ の 安 定 化 に は 効 果 を 示 す が 、 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 安
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定 化 に は 全 く 効 果 を 示 さ な い 例 も あ り 、 モ リ ン 、 フ ィ セ チ ン 、 ク エ ル セ チ ン 又 は ゴ シ ペ チ
ン が 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 安 定 剤 と し て 利 用 で き る か 否 か を 予 想 す る こ と は 全 く 不 可 能 な こ と で あ
る 。 さ ら に 、 仮 に 、 モ リ ン 、 フ ィ セ チ ン 、 ク エ ル セ チ ン 又 は ゴ シ ペ チ ン が 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 安
定 剤 と し て 利 用 で き る と し て も 、 免 疫 学 的 測 定 法 等 の 測 定 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 も あ り
、 上 記 報 告 で は そ の よ う な 検 討 は 全 く 行 わ れ て い な い し 、 そ の 示 唆 も な い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の よ う な 状 況 下 、 本 発 明 者 ら は 、 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 安 定 化 剤 と し て 利 用 可 能 な 化 合 物 を 見
出 す べ く 、 種 々 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 結 果 、 フ ラ バ ノ ー ル 骨 格 を 有 す る 特 定 の 化
合 物 が 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 安 定 剤 と し て 利 用 で き る こ と を 見 出 し 、 こ れ を 基 に 本 発 明 を 完 成 さ せ
た 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
［ １ ］ 下 記 式 （ Ｉ ） で 表 さ れ る 化 合 物 を 試 料 に 添 加 し 、 試 料 中 の 酸 化 さ れ た Ｈ Ｄ Ｌ の 酸 化
度 合 い を 安 定 化 す る こ と を 特 徴 と す る 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 安 定 化 法 。
【 ０ ０ １ ３ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
（ 式 中 、 Ｘ １ 、 Ｘ ２ ， Ｘ ３ ， Ｙ 及 び Ｚ は 、 水 素 原 子 、 水 酸 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 糖 残 基 を
示 す 。 ）
【 ０ ０ １ ４ 】
［ ２ ］ Ｘ １ 、 Ｘ ２ ， Ｘ ３ ， Ｙ 及 び Ｚ が 水 素 原 子 又 は 水 酸 基 で あ る 化 合 物 を 使 用 す る 、 ［ ２
］ 記 載 の 方 法 。
［ ３ ］ Ｘ １ 、 Ｘ ２ ， Ｘ ３ 及 び Ｚ が 水 素 原 子 又 は 水 酸 基 で 、 Ｙ が 糖 残 基 で あ る 化 合 物 を 使 用
す る 、 ［ １ ］ 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ５ 】
［ ４ ］ ク エ ル セ チ ン 、 モ リ ン 、 ル チ ン か ら 選 ば れ た 化 合 物 を 使 用 す る 、 ［ １ ］ 記 載 の 方 法
。
［ ５ ］ ２ 種 以 上 の 化 合 物 を 併 用 す る 、 ［ １ ］ 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ６ 】
［ ６ ］ ク エ ル セ チ ン 及 び ／ 又 は ル チ ン を 使 用 す る 、 ［ １ ］ 記 載 の 方 法 。
［ ７ ］ 血 液 試 料 で あ る 、 ［ １ ］ 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ７ 】
［ ８ ］ 上 記 ［ １ ］ 記 載 の 方 法 に よ り 安 定 化 さ れ た 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 含 有 す る 試 料 。
［ ９ ］ 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 含 有 す る 試 料 を 保 管 す る 際 、 上 記 ［ １ ］ 記 載 の 方 法 に よ り 安 定 化 さ れ
た 試 料 と し て 保 管 す る 、 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 含 有 す る 試 料 の 保 管 法 。
［ １ ０ ］ 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 免 疫 学 的 測 定 法 に よ り 測 定 す る 方 法 に お い て 、 試 料 と し て 上 記 ［ １
］ 記 載 の 方 法 に よ り 安 定 化 し た 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 含 有 す る 試 料 を 使 用 す る 、 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 免 疫
学 的 測 定 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 本 発 明 に よ れ ば 、 上 記 式 （ Ｉ ） で 示 さ れ る 化 合 物 、 と く に ク エ ル セ チ ン 及 び ／ 又 は ル チ
ン を 用 い る こ と に よ り 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 安 定 化 す る こ と が で き 、 し か も 式 （ Ｉ ） 化 合 物 は 免 疫
学 的 測 定 法 に 何 ら 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と か ら 、 こ の よ う な 安 定 化 さ れ た 試 料 は 長 期 保 管 に
適 し て お り 、 こ の よ う な 安 定 化 さ れ た 試 料 を 用 い て 免 疫 学 的 に 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ を 測 定 す る こ と
で 、 た と え ば 、 採 取 し た 時 点 の 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 正 確 な 値 を 、 採 取 後 時 間 が 経 っ て も 安 定 し て
得 る こ と が で き る と い う 、 格 別 の 効 果 を 有 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 で 安 定 化 剤 と し て 使 用 す る 化 合 物 は 、 前 記 式 （ Ｉ ） に 含 ま れ る 化 合 物 で あ れ ば 、
い ず れ の も の も 使 用 可 能 で あ る が 、 中 で も （ ａ ） 群 の 化 合 物 （ Ｘ １ 、 Ｘ ２ ， Ｘ ３ ， Ｙ 及 び
Ｚ が 水 素 原 子 又 は 水 酸 基 で あ る 化 合 物 ） と （ ｂ ） 群 の 化 合 物 （ Ｘ １ 、 Ｘ ２ ， Ｘ ３ 及 び Ｚ が
水 素 原 子 又 は 水 酸 基 で 、 Ｙ が 糖 残 基 で あ る 化 合 物 ） が 安 定 化 の 効 果 の 点 で 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 （ ａ ） 群 の 化 合 物 と し て は 、 ク エ ル セ チ ン （ Quercetin； Ｘ １ ＝ Ｘ ３ ＝ 水 素 原 子 、 Ｘ ２
＝ Ｙ ＝ Ｚ ＝ 水 酸 基 ） 、 ミ リ セ チ ン （ myricetin； Ｘ １ ＝ 水 素 原 子 、 Ｘ ２ ＝ Ｘ ３ ＝ Ｙ ＝ Ｚ ＝
水 酸 基 ） 、 モ リ ン （ morin； Ｘ ２ ＝ Ｘ ３ ＝ 水 素 原 子 、 Ｘ １ ＝ Ｙ ＝ Ｚ ＝ 水 酸 基 ） 、 ケ ン ペ ロ
ー ル （ kaempferol； Ｘ １ ＝ Ｘ ２ ＝ Ｘ ３ ＝ 水 素 原 子 、 Ｙ ＝ Ｚ ＝ 水 酸 基 ） な ど 例 示 す る こ と が
で き 、 好 ま し く は ク エ ル セ チ ン 又 は モ リ ン 、 よ り 好 ま し く は ク エ ル セ チ ン を 挙 げ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 （ ｂ ） 群 の 化 合 物 に お け る Ｙ の 糖 残 基 と し て は 、 グ ル コ ー ス 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 ラ
ム ノ ー ス な ど 単 糖 残 基 、 ル チ ノ ー ス 、 グ ル コ ビ オ ー ス 、 ビ シ ア ノ ー ス 、 ラ ク ト ー ス な ど の
二 糖 残 基 を 例 示 す る こ と が で き る 。 （ ｂ ） 群 の 化 合 物 を 具 体 的 に 例 示 す れ ば 、 ル チ ン （ ru
tin； Ｘ １ ＝ Ｘ ３ ＝ 水 素 原 子 、 Ｘ ２ ＝ Ｚ ＝ 水 酸 基 、 Ｙ ＝ ル チ ノ ー ス 残 基 ） な ど の フ ラ ボ ノ
ー ル 配 糖 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の よ う な 化 合 物 の 中 で も 、 後 述 実 施 例 に 示 す よ う に 、 ク エ ル セ チ ン 及 び ／ 又 は ル チ ン
が 特 に 好 適 で あ り 、 使 用 濃 度 と し て は 、 １ ０ ０ μ Ｍ 以 上 、 好 ま し く は １ ｍ Ｍ ～ １ ０ ｍ Ｍ の
範 囲 か ら 適 宜 選 定 す れ ば よ い 。 な お 、 上 記 化 合 物 は 、 単 独 で 用 い て も よ く 、 又 は ２ 種 以 上
を 併 用 し て も か ま わ な い 。 併 用 す る 場 合 の そ れ ぞ れ の 使 用 濃 度 は 組 み 合 わ せ 毎 に 、 適 宜 小
規 模 試 験 に よ り 決 定 す れ ば よ い 。 　
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 安 定 化 剤 を 試 料 に 添 加 し 、 安 定 化 さ せ た 試 料 を 用 い た 免 疫 学 的 測 定 法 に よ る 酸
化 Ｈ Ｄ Ｌ の 測 定 は 、 公 知 の 方 法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る （ J Lab Clin Med. 2003. 141:
378-84、 特 開 平 ９ － ３ ３ ５ ２ ５ 号 公 報 な ど 参 照 ） 。
　 ま た 、 試 料 を 保 管 す る 場 合 、 上 記 の 本 発 明 の 安 定 化 剤 を 添 加 し た 場 合 で あ っ て も 、 冷 蔵
庫 等 の 低 温 暗 所 条 件 下 で 試 料 を 保 存 す る の が 好 ま し い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 に つ い て 実 施 例 を あ げ て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら に よ っ て 何
等 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ １ ） 方 法
（ １ － １ ） 試 料
　 Ｈ Ｄ Ｌ を 含 む 試 料 と し て 健 常 者 ３ 名 よ り 得 た 新 鮮 血 清 を 用 い た 。 採 血 し て 得 ら れ た 血 清
は 使 用 す る ま で － ８ ０ ℃ に 保 存 し た 。 ま た 、 採 取 し た 血 液 の 一 部 か ら 超 遠 心 法 に よ り Ｈ Ｄ
Ｌ を 精 製 し 、 以 下 の 試 験 に 供 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
（ １ － ２ ） 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 測 定
　 試 料 中 の 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 測 定 は ２ ス テ ッ プ の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ り 行 っ た (Nakano and 
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Nagata, J Lab Clin Med. 2003. 141:378-84)。 す な わ ち 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 酸 化 ア ポ リ
ポ タ ン パ ク 質 Ａ Ｉ 抗 体 を コ ー ト し た ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 試 験 試 料 を １ ０ ０ μ ｌ 毎 分
注 し 、 ４ ℃ で １ 晩 反 応 さ せ 、 未 反 応 成 分 を 洗 浄 除 去 し た 。 次 い で 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標 識 抗 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ａ Ｉ 抗 体 を １ ０ ０ μ ｌ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 Ｔ
Ｍ Ｂ 溶 液 (Scyteck)を １ ０ ０ μ ｌ 毎 分 注 し て 発 色 さ せ た 後 、 １ Ｎ 硫 酸 に て 反 応 を 停 止 し 、
４ ５ ０ ｎ ｍ に お け る 各 ウ エ ル （ well） の 吸 光 度 を 測 定 し 、 標 準 品 を 参 照 す る こ と で 、 各 検
体 の 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ 濃 度 を 定 量 し た 。 な お 、 ４ ０ ｍ Ｍ の 2,2'-azobis(2-amidinopropane)dihyd
rochloride(Ａ Ａ Ｐ Ｈ 、 和 光 純 薬 工 業 )で 酸 化 し た ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ａ Ｉ （ １ μ ｇ ） と 同
等 の 免 疫 反 応 性 を 示 す 値 を １ ユ ニ ッ ト （ Ｕ ） と し て 表 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
（ １ － ３ ） 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ の 測 定
　 試 料 中 の 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ の 測 定 は 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ｂ の ア ル デ ヒ ド 化 リ ジ ン 残 基 を 認 識
す る 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ 測 定 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト (Mercodia, Sweden)を 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ １ － ４ ） 試 料 の 酸 化
　 試 料 の 酸 化 は 、 以 下 に 示 す よ う に 、 ラ ジ カ ル 発 生 剤 の 添 加 、 光 暴 露 及 び 長 期 保 存 に よ り
行 っ た 。
（ ａ ） ラ ジ カ ル 発 生 剤 添 加
　 市 販 の ラ ジ カ ル 発 生 剤 で あ る Ａ Ａ Ｐ Ｈ を 用 い 、 試 料 に ４ ０ ｍ Ｍ に な る よ う に 添 加 す る こ
と で 試 料 の 酸 化 を 行 っ た 。 そ の 濃 度 以 外 の 場 合 は そ の 都 度 表 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
（ ｂ ） 光 暴 露
　 光 暴 露 は 、 紫 外 線 （ ３ ６ ５ ｎ ｍ ） 又 は 蛍 光 灯 の 光 を 試 料 に 暴 露 す る こ と に よ り 実 施 し た
。 紫 外 線 暴 露 は 、 MINELIGHT　 LAMP　 UVGL-58(UVP,USA)を 用 い て 行 っ た 。 ま た 、 蛍 光 灯 の
光 に よ る 酸 化 は 、 デ ス ク ラ ン プ （ ICイ ン バ ー タ ー 、 日 立 ） を 用 い 、 ル ク ス メ ー タ ー に よ り
光 量 を 測 定 し な が ら 行 っ た 。
（ ｃ ） 長 期 保 存
　 試 料 を 、 遮 光 し た 状 態 で 、 － ２ ０ ℃ 、 ４ ℃ 、 ２ ３ ℃ 、 ３ ７ ℃ の 各 条 件 下 、 任 意 の 時 間 放
置 す る こ と で 実 施 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ ２ ） 結 果
（ ２ － １ ） 各 種 酸 化 ス ト レ ス の 影 響
　 健 常 人 ３ 名 よ り 採 取 し た 血 清 に 対 し 、 ラ ジ カ ル 発 生 剤 添 加 、 光 暴 露 、 長 期 保 存 の 各 種 酸
化 処 理 を 実 施 し 、 処 理 前 後 の 酸 化 リ ポ タ ン パ ク 質 を 測 定 し た 。 各 酸 化 処 理 条 件 下 に お け る
酸 化 リ ポ タ ン パ ク 質 の 値 の 処 理 前 後 の 変 動 の 平 均 値 （ 倍 率 ） を 表 １ に 示 す 。 な お 、 未 処 理
の 時 の 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ 測 定 値 は １ ． ５ ４ ± ０ ． ５ ０  Ｕ ／ ｄ ｌ で あ り 、 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ 測 定 値 は ３
９ ． ３ ± ５ ． ７  Ｕ ／ ｌ で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 表 １ か ら 明 ら か な よ う に 、 Ａ Ａ Ｐ Ｈ に よ る 酸 化 で は 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ は 劇 的 に 増 加 し 、 ま た 光
暴 露 で も 数 十 倍 の 増 加 が 認 め ら れ た 。 長 期 保 存 で も ２ － ４ 割 増 加 し た 。 一 方 、 酸 化 Ｌ Ｄ Ｌ
は す べ て の 条 件 に お い て そ の 値 は 増 加 せ ず 、 Ｌ Ｄ Ｌ と 比 較 し 、 Ｈ Ｄ Ｌ の 方 は 酸 化 ス ト レ ス
に 対 す る 感 受 性 が 極 め て 高 い こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 カ ッ コ 内 は 、 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ ２ － ２ ） 抗 酸 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 試 料 中 の Ｈ Ｄ Ｌ を 安 定 化 す る 化 合 物 を ラ ン ダ ム ス ク リ ー ニ ン グ し 、 被 験 化 合 物 の 精 製 Ｈ
Ｄ Ｌ に 対 す る 抗 酸 化 効 果 を 評 価 し た 。 結 果 の 一 部 を 図 １ に 示 す 。 図 １ か ら 明 ら か な よ う に
、 紫 外 線 暴 露 に よ る 酸 化 処 理 で は 、 ビ タ ミ ン Ｅ や Ｂ Ｈ Ｔ な ど は Ｈ Ｄ Ｌ に 対 す る 抗 酸 化 効 果
は 認 め ら れ ず 、 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 増 加 率 は ５ 倍 以 上 で あ っ た が 、 フ ラ ボ ノ イ ド 化 合 物 （ エ ピ カ
テ キ ン と フ ィ セ チ ン を 除 く ） で は そ の 増 加 率 は ５ 倍 以 内 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 次 に 、 カ テ キ ン 、 モ リ ン 、 ミ リ セ チ ン 、 ク エ ル セ チ ン 、 ル チ ン お よ び タ ン ニ ン に つ い て
、 血 清 Ｈ Ｄ Ｌ で の 安 定 化 効 果 に つ い て 検 討 し た 。 す な わ ち 、 こ れ ら 化 合 物 を 血 清 試 料 に 添
加 し 、 紫 外 線 で ２ ４ 時 間 照 射 し た と こ ろ 、 カ テ キ ン で は コ ン ト ロ ー ル と ほ ぼ 変 わ ら ず 、 暴
露 な し の 値 に く ら べ ４ 倍 ほ ど 上 昇 し て い た 。 一 方 、 モ リ ン 、 ク エ ル セ チ ン 、 ル チ ン 並 び に
タ ン ニ ン で は 暴 露 な し の 値 に く ら べ 、 暴 露 あ り の 値 は ２ 倍 程 度 と 顕 著 な 安 定 化 効 果 が 認 め
ら れ た （ 図 ２ ） 。 フ ィ セ チ ン と ミ リ セ チ ン に つ い て も 、 安 定 化 効 果 は 認 め ら れ た が 、 そ の
効 果 は 他 の も の と 比 較 し 、 若 干 弱 い も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 安 定 化 物 質 と し て 有 望 な ル チ ン 、 ク エ ル セ チ ン 、 モ リ ン 及 び タ ン ニ ン に つ い て 、 そ れ ぞ
れ の 有 効 濃 度 を 確 認 す る た め 、 濃 度 依 存 試 験 を 実 施 し た 。
　 そ の 結 果 、 図 ３ に 示 す よ う に 、 ル チ ン 、 ク エ ル セ チ ン 及 び モ リ ン は 濃 度 依 存 的 に そ の 安
定 化 効 果 を 示 し 、 か つ コ ン ト ロ ー ル の 結 果 か ら 判 断 し て 上 記 化 合 物 は 免 疫 測 定 に 何 ら 影 響
を 及 ぼ さ な い こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 血 清 に ４ ｍ Ｍ の ク エ ル セ チ ン を 添 加 し た 場 合 の 安 定 化 効 果 を 、 上 記 と 同 様 に 紫
外 線 照 射 と 蛍 光 灯 下 と い う 過 酷 な 条 件 下 に お い て 経 時 的 に 評 価 し た 。 そ の 結 果 、 図 ４ に 示
す よ う に 、 添 加 群 で は 紫 外 線 暴 露 で も そ の 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ 値 は ほ と ん ど 変 化 し な か っ た 。 ま た
、 蛍 光 灯 暴 露 で は ２ 倍 程 度 の 上 昇 の み で あ っ た 。 　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ク エ ル セ チ ン は 、
血 清 な ど 生 体 試 料 中 の 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 長 期 の 安 定 化 に 効 果 的 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 紫 外 線 で ２ ４ 時 間 暴 露 後 の 精 製 Ｈ Ｄ Ｌ 中 の 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ 値 の 増 加 率 （ 倍 率
） を 示 し た も の で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 紫 外 線 で ２ ４ 時 間 暴 露 後 の 血 清 Ｈ Ｄ Ｌ 中 の 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ 値 を 示 し た も の で
あ る 。
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【 図 ３ 】 図 ３ は 、 各 種 化 合 物 を 添 加 し た 血 清 試 料 を 紫 外 線 ま た は 蛍 光 灯 で ２ ４ 時 間 暴 露 し
後 の 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ の 変 動 を 示 し た も の で あ る 。 な お 、 各 条 件 で ３ 回 実 験 し 、 図 に は そ の 平 均
値 を 示 し 、 エ ラ ー バ ー は ３ 回 の 測 定 値 の 標 準 偏 差 を 示 す 。 ま た 、 白 丸 （ Ｏ ） は 紫 外 線 暴 露
を 、 黒 三 角 （ ▲ ） は 蛍 光 灯 ７ ０ ０ ル ク ス 暴 露 を 、 バ ツ （ × ） は コ ン ト ロ ー ル を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ４ ｍ Ｍ ク エ ル セ チ ン 添 加 な ら び に 未 添 加 の 血 清 試 料 を 紫 外 線 ま た は 蛍 光
灯 で 暴 露 し 、 各 酸 化 Ｈ Ｄ Ｌ 値 を 経 時 的 に 測 定 し た 結 果 を 示 し た も の で あ る 。 な お 、 各 条 件
で ３ 回 実 験 し 、 図 に は そ の 平 均 値 を 示 し 、 エ ラ ー バ ー は ３ 回 の 測 定 値 の 標 準 偏 差 を 示 す 。
白 丸 （ Ｏ ） は ク エ ル セ チ ン 添 加 で 紫 外 線 暴 露 の 結 果 を 、 黒 丸 （ ● ） は ク エ ル セ チ ン 未 添 加
で 紫 外 線 暴 露 の 結 果 を ； 白 三 角 （ △ ） は ク エ ル セ チ ン 添 加 で 蛍 光 灯 暴 露 の 結 果 を 、 黒 三 角
は （ ▲ ） は ク エ ル セ チ ン 未 添 加 で 蛍 光 灯 暴 露 の 結 果 を そ れ ぞ れ 示 す 。 10
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フロントページの続き

【要約の続き】
　また、上記方法により安定化された酸化ＨＤＬを含有する試料、酸化ＨＤＬを含有する試料を保管する際、上記方
法により安定化された試料として保管する、酸化ＨＤＬを含有する試料の保管法、及び酸化ＨＤＬを免疫学的測定法
により測定する方法において、試料として上記記載の方法により安定化した酸化ＨＤＬを含有する試料を使用する、
酸化ＨＤＬの免疫学的測定法も提供する。

(10) JP 2006-208119 A 2006.8.10



专利名称(译) 稳定样品的方法

公开(公告)号 JP2006208119A 公开(公告)日 2006-08-10

申请号 JP2005019004 申请日 2005-01-27

[标]申请(专利权)人(译) 山佐株式会社

申请(专利权)人(译) 山佐公司

[标]发明人 中野貴成
長田篤雄

发明人 中野 貴成
長田 篤雄

IPC分类号 G01N33/53 G01N33/48

FI分类号 G01N33/53.W G01N33/48.B

F-TERM分类号 2G045/AA25 2G045/BB31 2G045/CA25 2G045/DA62 2G045/DA63

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种稳定含有HDL（高密度脂蛋白）的样品的方
法。 ŽSOLUTION：通过添加式（I）表示的化合物（其中，X1-X3，Y和
Z独立地为氢原子，羟基，羧基或糖残基）来稳定氧化HDL的方法。提供
了稳定样品中氧化HDL的氧化程度的样品。含有通过该方法稳定的氧化
DHL的样品;含有氧化HDL的样品的储存方法，用于储存它们作为当储存
含有氧化HDL的样品时通过该方法稳定的样品;提供了使用含有通过该方
法稳定的氧化HDL的样品作为样品的氧化HDL的免疫测定方法。 Ž

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/85fcd97f-717a-4110-b70b-0d71ac80ba18
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/036965150/publication/JP2006208119A?q=JP2006208119A

