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　We 　evaluated 　a 　new 　gel　filtration　column 　and 　eluent 　commercially 　available 　under 　the

trade−names 　 of　TSKgd 　 Lipopropak　 and 　 TSKeluent 　 LP −1 長）r　 the 　 analysis 　 of 　 serum

lipoprotcins．　 Lil）oproteins 　 were 　 separated 　 within 　 about 　 20　min
，
　 and 　 werc 　detectcd　by

post　column 　reaction 　using 　the　cholesterol 　oxidase −peroxidase　system ．　 Total　and 　high
density　lipoprotein（HD 正）cholestero 止s　could 　be　quantified　every 　lOmin

，
　with 　high　rccov −

ery 　and 　high　reproduc 三bility．

Keywords ： analysis 　 of 　serum 　 lipoproteins；high−pcrfbrmanじe　gcl　filtration　 chromatogra −

　　　　　　 phy ；TSKgel　Lipopropak；TSKeluent 　LP −1；total　cholesterQl 　and 　high　densi−

　　　　　　 ty　lipoprotein　cho 蓋cstcrol ．

1 緒 言

　血 清 リポ タ ン パ ク質 は ，
コ レ ス テ ロ

ー
ル ，トリグ リセ

リド （中性脂肪〉，リ ン脂 質な ど の 脂 質 と ア ポ リ ポ タ ン

パ ク 質が 会合 し た
， 脂質 と タ ン パ ク 質 の 複合体 で あ り，

ア ポ リポ タ ン パ ク質 の 種類や 脂質の 含有量 な ど の 異 な る

幾 つ か の 種類 が あ る．

　現 在，リポ タ ン パ ク 質 の 分 析 で は コ レ ス テ ロ
ー

ル の 測

定 が 最 も 日常的 に 行 わ れ て お り，分析法 と し て は，超 遠

＊
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心 法 ，竃 気泳動法，沈殿法，免疫 比 濁 法，HPLC 法 な

どが 用 い ら れ て い る D ，HPLC 法 と し て は ，ゲ ル 泝過 ク

ロ マ トグラ フ 4
一

が
一

般的で あ り，ポ ス トカ ラ ム 反 応 と

の 組 み 合 わ せ に よ り，リポ タ ン パ ク質中の コ レ ス テ ロ
ー

ル を検出す る こ と が 多 い
2＞
− 7）．しか し，HPLG 法 に お

い て は，リポ タ ン パ ク質 の 分離 に 用 い られ る カ ラム 充 て

ん剤 へ の リポ タ ンパ ク質 の 吸 着 の 問 題 が あ る た め ，．．．・
般

に は ほ と ん ど利 用 され て い な い ．

　そ こ で 著者 ら は ，最 近 市販 さ れ る よ う に な っ た リポ タ

ン パ ク 質分析用 ゲ ル 沸過 カ ラ ム TSKgel　Lipopropakと

溶離液 TSKeluent 　LP −1 を用 い て ，　 HP1 ．C に よる 血清 リ

ポ タ ン パ ク 質 中 の コ レ ス テ ロ ール の 分 析 を 行 っ た の で ，

そ の 結 果 に つ い て 報告 す る．
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2　方 法

2 。1 試 　料

健常者血清及 び患者血清 を用 い た，

　 2。2　装置及 び 試薬

　 装置 は，は ん 用 HPLC シ ス テ ム ・CCP ＆802D シ リー

ズ 〔東ソ
ー

） を用 い た．Fig．1 に 本分析法 に 用 い た 装置

の 構成図 を示 す．カ ラ ム は リボ タ ン パ ク 質 分 析月］ゲ ル 瀕

過 カ ラ ム TSKget 　Lipopropak 〔束 ソ ー，内 径 7．S　mm ，

長 さ 30cm）を使用 し た．溶離液 は リポ タ ン パ ク質分 析

用 TSKeluent 　LP −1 〔東 ソ
ー
） を使∫丁］し た．

　 酵 素法 及 び沈 殿 法 に よ る 総 コ レ ス テ ロ
ー1レ及 び HDL

コ レ ス テ ロ ール の 測定 に は，凵立 7070 型 自動分析装置

を使用 した，

　 HPLC 法 及 び 酵 素 法 の コ レ ス テ ロ ール 測 定 試 薬 は ，

デ タ ミナ ー LTC 　脇 和 メ デ ッ ク ス ） を使用 し た，デ

タ ミ ナ
ー LTC は 前処理 液 〔試薬 R −1） と酵素液 〔試

薬 R−2） で 構成 さ れ ，前処理 液 で ア ス コ ル ビ ン 酸 オ キ

シ ダー
ゼ に よ る 検体巾の ア ス コ ル ビ ン 酸 の 除 去 と

，
コ レ

ス テ ロ ー
ル エ ス テ ラ

ーゼ に よ る コ レ ス テ ロ
ー

ル エ ス テ ル

の 加水分解を行い，次い で 酵素液 で 遊離 コ レ ス テ ロ
ー

ル

に コ レ ス テ ロ ール オ キ シ ダーゼ を 作 用 きせ，生 成 す る 過

酸化水素をペ ル オ キ シ ダーゼ と発 色 剤 で 比 色 定量 す る 試

薬 で あ る ．

　 HDL コ レ ス テ ロ
ー一

ル 分 画 試薬 〔沈 殿 法 ｝ は デ タ ミ

ナ ーHDL 脇 和 メ デ ッ ク ス ）を使用 した ．デ タ ミナ ー

HDL は。デ キ ス トラ ン 硫 酸
一Mg 法及 び リ ン タ ン グ ス テ

ン 酸 一Mg 法 を組 み 合 わ せ た HDL 分瘋試薬 で ，血 清中

の HDL 以外 の リポ タ ンパ ク質 の 表面に 存在 す る ア ポ ダ

ン パ ク B に ポ リ陰 イ オ ン 〔デ キ ス トラ ン 硫 酸，リ ン タ

ン グ ス テ ン 酸） が 結 合 し，更 に
．
：価 陽 イ オ ン 〔Mg2

＋
｝

が結合 し て 沈殿 を形成 す る試薬 で あ り ， 遠 心 分 離後，上

澄 み に 残存 す る HDL 画分が 測定 され る．

　標準 血 清 は，WCHL931M ，　 WCHL931H （化 学 品 検

査 協会 ） を 使用 し た ．管理 亅fl［清 は，　 EXA 　Liquid　5　nor −

mal 〔三 光純薬） を使用 し た，

　2 ・3　測定方法

　im清 を前処理せ ず に カ ラ ム に 直接注入 し，リポ タ ン パ

ク質 の 分 離 に 有効 な細孔 を有 す る 充 て ん 剤 を用 い た ゲル

泝 過 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ っ て ，血 清 リ ポ タ ン パ ク 質

を粒子 サ イズ に 基づ い て 分 離 し，そ の カ ラ ム 溶出液 と コ

レス テ ロ
ー

ル 測定試薬 と の ポ ス トカ ラ ム 反 応 に よ っ て，

リポ タ ン パ ク 質中の コ レ ス テ ロ
ー

ル を検 出 した ．
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Fig，1　Schご ma 巨c　diagram　 ohhe 　 chromatographic

systcmPl

，　 P2 ： pump ；AS ： au 匸osampler ； C ： column ； RC ：

react 孟on 　 coi ヒ R ： rcac しQr ；D ； detector；SC ： system

c・ ntroll じ・
’
；E ： eiuen し；Rl，R2 ： P・stc ・lumn　reagent

　 コ レ ス テ ロ
ー

ル 量 の 計算 は，コ レ ス テ ロ ール 濃 度 既 知

の 標準ti］清 の 一
点検量線法 に よ り行 っ た，

　2 ・4　測 定条件

　血 清 注 入 量 ： 5pl （標準 条件），溶離 液 の 流量 ： 0．60

ml ／min ， 反 応液 の 流 量 ： 0．30　ml ／min （試薬 R −1 ： 詠itrS
R −2＝3 ： 1），カ ラ ム 温 度 ： 25℃ ，反 応 温 度 ： 45℃ ，反

応 コ イル ： 内径 0．4 ・mrn
， 長 さ 7，5　m 〔東 ソ ー一

， テ フ ロ

ン チ ュ
ーブ），検出波長 ： 550nm

3　結果及 び考察

　3・1　 リポ タ ンパ ク質 の 吸着性の 検討

　コ レ ス テ ロ ール 濃度 が 193．8mg ／dl 〔WCHL 　93畫M ）

及 び 239．7mg ／dl　 ｛WCHL 　93且H ＞ の 標 準 lbL清 を，そ れ

ぞ れ 5 μ1 カ ラ ム に 注 入 し分 析 を 行 っ た．又 ， カ ラ ム を

取 り 外 し て リポ タ ン パ ク 質 の 吸 着 が な い ，内径 22

mm ，．
長 さ 27．5　cm の PFA 〔四 フ ッ 化 エ チ レ ン

ーペ ル フ

ル オ ロ ア ル キ ル ビ ニ ル エ
ー

テ ル 樹脂） チ ュ
ーブ を 装着

し，同 様 に分 析 を行 い，両者 の ク ロ マ トグ ラ ム の 総面積

を比 較す る方法に よ り，リポ タ ン パ ク 質 の カ ラ ム 充 て ん

剤 へ の 吸 着 性 を調 べ た．

　そ の 結 果，い ずれ の 濃度の 場 合 も 99．8％ 以 上 の 高 い

厠収率 が 得 ら れ ，TSKgel 　Lipopropak 及 び TSK 【：lucnt

LP −1 を 用 い た リ ポ タ ン パ ク 質 の 分 析 で は ，カ ラ ム 充 て

ん 剤 へ の リポ タ ン パ ク 質 の 吸 着 が な い こ と が確 認 さ れ

た．

　3 ・2　定量性 の 検討

　総 コ レ ．ス テ ロ
ー

ル 濃 度 が 193．8mg ／d1 の 標 準 lliL清

〔WCHL 　931M ） を 用 い て ，注人 量を L2 ， 5，10，20

国 ま で 変 化 させ て 測定 を行 い，血 満注 入 景 と 総 ピーク
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Fig．2　ReLationship　betweeII　injection　 volume 　 and

total　peak　area
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Fig ．3Gh ・1・・t… lp ・・｛iles・f　se ・um ・ 丘・ m 　patients
with 　various 　diseases　by　high−pe  formance　gek　filtra−

tion　chromatography 　on 　TSKgcl 　Llpopropak

A ：familial　hypercholesterolemia；B ：hyperllpidemia；

G ： hyper（high−density＞lipoproteinemia； D ： normal ；

1： GM ；2： VLDL ；3 ： LDL ；4 ： HDL

面積 〔総 コ レ ス テ ロ
ー

ル ） と の 関係 を調 べ た．そ の 結果

を Fig．2 に 示 す が，両者 の 問 に は，回 帰 式 丿
≡3．90x十

〇、 8，相関係数 r ＝ 1．000 の ほ ぼ 原点を通 る良好 な直線

関係 が 認 め ら れ た．

　又 ，こ の 結 果 を標準測定条 件 で の ．血清注 入 量 （5 叫）

に お け る総 コ レ ス テ ロ ール 濃度に 換算し た 場合， 38．7−

775mg ／dlに 相当 し比 較的広範 囲 で の 沮1」定 が 可能 で あ る

こ とが 分 か っ た，

　3・3 再現性

　健常都 llL清 を用 い て 標準測 定条 件 で 総 コ レ ス テ ロ ール

及 び HDL コ レ ス テ ロ ール を測 定 し，同 時 再 現 性 及 び 日

差再 現 性 を 調 べ た 結果 を Table　 l に 示 す ．同時再現性

に つ い て は，総 コ レ ス テ ロ
ー

ル 及 び HDL コ レ ス テ ロ ー

ル の RSD が そ れ ぞ れ 0．49 ， 0．65％ の 良好 な 結果 が 得 ら

れ た．又，日差再現 性 に つ い て も総 コ レ ス テ ロ
ー

ル 及 び

HDL コ レ ス テ ロ
ー

ル の RSD が，そ れ ぞ れ i．46，

2，42％ の 良 好 な 結果 で あ っ た．

　3 ・4　 カ ラ ム の 耐久性

　健常者血清及 び 患者血清 を試料 と し て ，標準測 定 条 件

で 連続測定 を行 い カ ラ ム の 耐久性 を調べ た ．150 検体測

定後 ご と に 管理血清 （EXA 　Liquid 　5　normal ） を 測 定

し ，
LDL と HDL の 溶 出時間及 び 分 離能 ，総 コ レ ス テ

ロ
ー

ル 及 び HDL コ レ ス テ ロ ール の 値 を 調 べ た と こ ろ
，

1650 検体 ま で い ず れ も変化 が 認 め られ な か っ た．従 っ

て ，少 な く と も 1500検体以上 の 測定 が 可能 で あ り，カ

ラ ム 耐久性 は良好 で あ っ た ．

　3 ・ 5　他法との 相関性

　健常者血 清及 び 入 院 患 者 血 清 を 用 い て ，本 HPLC 法

で 測定 し た数例の ク ロ マ トグ ラ ム を Fig．3 に 示す．血

清 リ ポ タ ン パ ク 質 は 大き さ の 順 に カ イ ロ ミ ク ロ ン

（CM ），超 低 比 重 リ ポ タ ン パ ク 質 （VLDL ），低比重 リ

ポ タ ン パ ク質 （LDL ）及 び HDL に 分離 さ れ る．総 コ

レ ス テ ロ ール は ク ロ マ トグ ラ ム の 総面積，又 HDL コ レ

Tabユc　l　Rcproducib正互ity　of 　the 　present 　me しhod ，

Within−day （π
＝20＞ Day −to−day （n

＝5）

T −CHO HDL −CHO T −CHO HDL −GHO

Mean （mg ／dl）
SDRSD

，％

181．80
，930
．49

58、40380

．65

189 ．82
．771
．46

57，81
．402
．42

T −CHO ： total　cholestcrol ，　HDL −CHO ；HDL 　cho 旦esterol
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ス テ ロ
ー

ル は LDL と 谷 分 割 を した HDL の 面積 か ら求

め た ．そ れ ら の 結果 と 自動分析装置 に よ る 測 定値 の 相関

性 を Fig．4 ，5 に 爪 す ．

　総 コ レ ス テ ロ
ー

ル に つ い て は，回帰 式 丿
≡0．997x −

2．719，相関係数 r
＝0．993，HDL コ レ ス テ ロ ール に つ い

て は，回 帰 式 尸 1．  74x＋ 4．095， 相 関 係 数 r ≡O．990 の

良 好 な 相関 性 が 得 られ た．

　以上の 結果 よ り，リポタ ン パ ク 質分析用 ゲ ル 沂過 カ ラ

ム TSKgel 　Lipopropak と 溶離液 TSKeluent 　LP −1 を 用

い た HPLC に よ る リポ タ ン パ ク 質
．
の 分析で は ，リポ タ

ン パ ク 質 の 分離 に 使用 され る カ ラ ム 充 て ん 剤 へ の リポ タ

ン パ ク 質 の 吸着の 問題 が解決 され，再現 性 よ くIf［／清 リポ

タ ン パ ク 質中 の 総 コ レ ス テ ロ …ル 及 び HDI 、コ レ ス テ

ロ
ー

ル を短 時間 で 同 時 分 析 で き る こ と が 分 か っ た．又，

HDL 以 外 の 画 分 に つ い て は，分離 が十分 で な い た め．各

画分 を正 確 に 測 定 す る こ と は 困 難 で あ っ た．し か し，今

後更 に 検討 を加 え れ ば 分析可能 な こ と が 示唆 され た ，

　更 に ，本 HPLC 法 は試 料 の 前処 理 を必 要 と せ ず，簡

便 か つ 自動分析 が可能 で あ る た め 口 常検 査 に も有 用 と思

わ れ る，
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要 旨

　市販 の リポ タ ン パ ク質 分 析用 ゲル ｝Fi過 カ ラ ム TSK 　gel　Lipopr。pak と溶離液 TSKe 】uent 　LP −1 を用 い

て
，
HPLC に よ る 血 清 リポ タ ン パ ク 質 の 分 析 を 行 っ た．そ の 結果，本 カ ラ ム と溶 離液 を用 い た分 析 で は ，

カ ラム 充て ん剤 へ の リポ タ ン パ ク 質 の 吸着 が な く，再 現 性 よ く血清 リポ タ ン パ ク 質を分離する こ とが で

き ，ポ ス トカ ラ ム 反 応 と の 組 み 合 わ せ に よ り，総 コ レ ス テ ロ ール 〔T −CHOI と 高比重 リポ タ ン パ ク 質

コ レ ス テ ロ
ー

ル CHDL −CHO ）の 分析 が 可能 で あ っ た．又 ， 本分析法 は ，試料 の 前処理 を必 要 と せ ず ，

検体 を約 10 分間隔で 分析で き る た め
， 簡便 な 血 清 リポ タ ン パ ク 質 中 の コ レ ス テ ロ

ー
ル の 分 析法 と し て

有用 と 思 わ れ る ．
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