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顕微フーリエ変換赤外分光法を用いた動脈壁

コレステロールエステルの測定

　　　　　　　東京医科大学内科学教室第三講座

　　＊東京医科大学第二生理学教室（指導：伊藤久雄主任教授）

西村晴美　佐藤潤一　會沢勝夫＊

【要旨】　顕微フーリエ変換赤外分光法（FT－IR分光法）を用いて，食餌性高脂血症ラビットの動脈壁内膜に

おけるコレステロールエステル（CE）の沈着状態を調べ，組織学的所見と比較検討した．さらにプPブコー

ルを投与し，動脈壁へのCE沈着抑制作用を検討した．実験材料は雄性JWラビットの大動脈弓を用いた．対

照群では組織学的に内膜の肥厚は認められず，FT－IRスペクトル測定で蛋白（アミド1）のピークは認めるも

のの，CEのピークはほとんど検出されなかった．一方コレステロール食群では内膜の肥厚が著明で，　FT－IR

法にてCEの高いピークが認められた．構造蛋白に対するCE沈着量を示すCE／アミド1比は，コレステロー

ル食群で，抗マクロファージ抗体陽性細胞集籏部において高値を示した．さらにコレステロール＋プロブコ

ール食群では，内膜の肥厚はコレステロール食物よりも少なく，CE／アミド1比は低値であった．

　以上より，FT・IR分光法は動脈壁の脂質沈着の同定や，粥状動脈硬化進展度の判定に有用であると考えら

れた．

緒 言

　赤外分光法は分子構造の解析手段として有用であ

ることが注目され，1911年Coblentzら1）が生物試

料の測定を報告して以来，生物学分野への応用が盛

んになった．1970年代フーリエ変換赤外分光法

（FT－IR分光法）の導入により，その迅速性，感度の

高さと，生体の非破壊的な分析という有用性から医

学分野でも急速に発展をみた2）．以後医学の分野で

は，白内障をおこした水晶体をFT－IR分光法で測定

し，アミド1，アミドIIのスペクトルの変化によりコ

ラーゲン構造の変化を証明した研究3），白血病細胞

や肺癌細胞4），大腸癌細胞5）を用いて赤外スペクトル

（FT－IRスペクトル）を測定し，　DNAのPOガのス

ペクトルが正常細胞より増加するという報告がなさ

れている．動脈壁については，Kodaliら6）がラビッ

ト動脈壁を用いてFT－IRスペクトルを測定し，脂質

分布について解析を試みた．そして動脈硬化形成部

位に，特に不飽和脂肪酸アシル基やコレステロール

エステルによるFT－IRスペクトルが良く観察され

たことに注目している．會沢らは7）最近顕微FT－IR

分光法を用いて，高脂血症ラビットの動脈壁のFT－

IRスペクトルを測定し，粥状硬化の進行と，脂肪酸

アシル基とコレステロールエステルによるFT－IR

スペクトルの増加が，相関していることを明らかに

した．

　初期粥状動脈硬化血管内膜には，コレステロール

エステルを始めとする脂質の沈着が認められる

が8），その局在を測定する方法は確立されていない．

そこで今回，我々は顕微FT－IR分光法を用いて高脂

血症ラビットの動脈壁内膜の脂質（コレステロール

エステル）沈着状態を調べるとともに，量的評価を

試み，かつその部位の組織所見と比較検討した．

　また，プロブコールはその抗酸化作用が注目され，

動脈壁中の酸化脂質を減少させたり9＞，fatty　streak

を抑制すること10）が知られている．そこで顕微FT－

IR分光法にて，プロブコール投与群の動脈壁コレス

テロールエステルの沈着状態についても検討を行っ

た．
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実験方法

　1．実験動物

　日本白色家兎（雄性10－15週齢），平均体重2．9kg

を用いた．各9羽ずつ3群に分け，以下の飼料で5週

間から20週間飼育した．飼料は一日200g給餌し自

由摂取させた．各群の飼育飼料は次の通りである．

　1）コントロール群；家兎標準飼料（RC4，日本ク

レア）

　2）高コレステロール食像（以下HC群）；1％コレ

ステロール含有標準飼料

　3）高コレステロール食＋プロブコール群（以下

HCP群）；1％コレステロール十1％プロブコール

（第一製薬より提供）含有標準飼料

　なお各動物とも，飼料は毎日ほぼ全量摂取してい

た．

　2．血清脂質の測定

　山群，実験開始時及び5，10，20週後に，一夜絶

食の後，耳静脈より採血を行い，血清総コレステロ

ール（T－Cho），中性脂肪（TG），　HDLコレステロ

ール（HDL－C）の測定を行った．なおT－Cho，　TG

は酵素法11），HDL－Cはヘパリンカルシウム・ニッケ

ル沈殿法12）にて測定した．

　3．組織の摘出と標本の作製

　5週，10週，20週で歯群3羽ずつpentobarbita1静

脈麻酔（50mg／kg）下で，皮膚および胸骨を縦切開

し，大動脈を心基部より鎖骨下動脈分岐部まで摘出

した．摘出した大動脈弓は動脈の長軸に垂直に切断

し，心基部より1cmの部分を実験に供した．さらに

同部位を5mmずつに二分割した．一方は水溶性包

埋剤（OCTコンパウンド）に包埋して液体窒素によ

り一80度に凍結させた後，クライオスタットにて厚

さ4μmの大動脈横断切片を作製し，フッ化カルシ

ウム板に貼付し，FT－IR用標本とした．

　他方はホルマリン固定後パラフィン切片を作製

し，HE染色および抗マクロファージ（Mφ）モノク

ローナル抗体（RAM11，ダコ・ジャパン）にて免疫

組織学的染色し，光顕観察用標本とした．

　4．動脈壁厚の測定

　光顕観察用標本を用いて，一標本につき平均10カ

所の内膜，中膜，外膜の厚さを接眼，対物ミクロメ

ーター（OLYMPUS）にて測定した．

　5．顕微FT・IR分光器による測定

　顕微FT－IR分光器はMicro　FT－IR－100（日本電子
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社）を使用した．FT－IRスペクトルの解析，記録に

はFX80ソフトウエア（JIR－DIAMOND　20）を用い

た．測定方法は，標本を顕微鏡面において20×20

μm2の領域で赤外光を照射し，　FT－IRスペクトルを

測定した．

各データの統計学的検定はWilcoxon　signed－rank

testにて行い，　p＜0．05を有意とした．

実験結果

　1．血清脂質

　図1に示したように血清T－Cho値は，コントロー

ル群では実験開始時68±18mg／dlから20週59±9

mg／dlとほぼ一定値であった．　HC群は前値84±37

mg／dlから5週で1904±519　mg／d1と著増し，20週

にても1529±129mg／dlと高値を持続した．　HCP

群では前値63±23mg／dlから5週で1294±258

mg／dlと著増し，以後ほぼ一定値であった．HC群と

HCP群を比較すると，　HCP群は10週ではHC群

より有意に低かったが，5週，20週では歯群間で有

意差は認めなかった．

　図2に血清HDLC値の変化を示す．コントロー

ル群は実験開始時33±8mg／dlから20週34±2

mg／dlとほぼ不変であり，　HC群でも実験開始時

28±7mg／dlから20週22±7mg／dlと全経過を通

じて有意な変化は認めなかった．HCP群は実験開始

時26±6mg／dlから20週では11±2mg／d1と有意

に低下した．HCP群とコントロール群を比較する
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と，20週ではHCP群で有意に低下していたが，

HCP群とHC群とでは有意差はなかった．

　図3に血清TG値の変化を示す．コントロール群

は実験開始時60±12mg／d1から20週では36±10

mg／dlと低下する傾向にあった．　HC群，　HCP群で

は20週で64±29，62±23mg／dlと経過中ほぼ不変

であった．また20週において各三間に有意差はなか

った．

　2．組織所見と内膜肥厚度

　図4～図6にコントロール群，HC群：，　HCP群の

20週の光顕像を示す．コントロール群は，内膜の肥

厚は認められず，抗マクロファージ（Mφ）モノクロ

ーナル抗体陽性細胞は内膜にも中膜にも認められな

かった．HC群では内膜の肥厚は著明であり，抗

Mφモノクローナル抗体陽性細胞は，内膜上層部に

多数集籏して認められた．HCP群では内膜の肥厚は

認められるが，HC群より軽度であった．抗Mφモ

ノクローナル抗体陽性細胞は，内皮細胞直下と内膜

に不均一・に認められた．前述の方法で内膜の肥厚度

を測定すると（図7），コントロール群は5週35μm

から20週35μmとほぼ不変であった．HC群は5

週50μm，10週272μm，20週639μmと内膜は顕著

に肥厚を認めた．HCP群では5週44μm，10週134

μm，20週481μmと肥厚を認めたが，HC群と比べ

軽度であった．

　3．FT－IRスペクトル所見

　図8～図10に各群の内皮細胞直下部における

FT－IRスペクトルを示す．コントロール群の主なバ

0週　　　　5週　　　　10週

　図3血清TG値の推移
20週

ンド（吸収帯）は2930　cm一’，1650　cm－1，1540　cm『’，

1448cm－1に認められ，コレステロールエステルを

示す13）1735cm－1のバンドはほとんど認められなか

った．HC群では，コントロール群で認められたバン

ドに加えて，2850cm－1，1735　cm－1，1456　cm－1，1167

cm－1など脂質のバンド13）が認められた．　HCP群の

FT－IRスペクトルはHC群と同様のバンドが認め

られるが，1735　cm　iのバンドのピーク（矢印で示

す）はHC群よりも小さかった．

　次にHC群20週の内膜の最肥厚部で，内皮細胞

直下から中膜まで，内腔に垂直方向にFT－IRスペク

トルを測定し，コレステロールエステルの分布を調

べた．図11に内皮細胞から40μm（a），100μm（b），

300μm（c）の部位のFT－IRスペクトルを示す．コ

レステロールエステルの沈着量を比較するため，

Kodaliら6）の方法により，1735　cm－1の吸光度（CE，

コレステロールエステル）／1650cm『1の吸光度（ア

ミド1，蛋白質）比を求めた．すなわち，単位体積当

たりのコレステロールエステルを沈着量として数値

化し比較すると（a）0．47，（b）0．86，（c）0．25であ

り，（b）の部位が最も高値であった．組織所見では

（b）には抗Mφモノクローナル抗体陽性細胞の集

籏が認められた（図5）．

　4．コレステロールエステル沈着量の週齢による

　　変化

　コントロール群，HC群，　HCP群の5週，10週，

20週のラビットの動脈壁を用いて，動脈壁内皮細胞

直下部位を各標本の1／2周にわたり内腔に水平方向

に連続スキャンし（一標本につき50－100回），得ら
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図4　コントロール群20週の組織所見

　　左側　HE染色×25
　　右側抗マクロファージモノクロー

　　ナル抗体免疫染色×25

図5　HC群20週の組織所見
　　左側　HC染色×25
　　右側抗マクロファージモノクロー

　　ナル抗体免疫染色×25

碗尋軸鋼

響

1・’　］一国瞳膿

図6　HCP群20週の組織所見
　　左側　HE染色×25
　　右側抗マクロファージモノクm一

　　ナル抗体免疫染色×25
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図7　各群の内膜，中膜，外膜の厚さを示した．

表1週齢による平均CE／アミド1比の推移

CE／アミド1比（mean±S．E．）

5週 10週 20週

コントロール群 O．05±O．Ol O．13±O．Ol O．16±O．02

N．S． N．S．

＊＊

HC群 O．19±O．02 O．61　±　O．02 O．71±O．03

＊ N．S．

HCP群 O．11±O．02 O．40±O．04 O．55±O．03

＊ N．S．

内皮細胞直下部のFT－IRスペクトルから，　CE／アミド1比を計算した．

＊p＜0．05，＊＊p＜0．05HC群vs　HCP群．

れたFT－IRスペクトルからCE／アミド1比を算出

した．この平均値を，平均CE／アミド1比として，

週齢による変化を比較検討した（表1）．

　コントロール群は5週0．05，10週0．13，20週

0．16と低値であり，加齢による影響は見られなかっ

た．HC群は5週0．19，10週0．61，20週0．71，　HCP

群では5週0．11，10週0．40，20週0．55と両群とも

5週から10週にかけ有意に増加したが，10週と20

週では差を認めなかった．各群間を比較すると，コ

ントロール群に比べHC群，　HCP群とも各週で高

く，さらにHC群とHCP群を比較すると，各週で

HP群の方が高く，10週では有意に高値であった．
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図8コントロール群のFT・IRスペクトル像
　　内皮細胞直下部を測定．1735cm－1のピークは

　　ほとんど認められない．
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図9HC群のFT－IRスペクトル像
　　内皮細胞直下部を測定．矢印は1735　cm一iのピ

　　ークを示す．週齢により増加している．

考 察

　今回の実験：で，コントロール群の内膜は組織学的

所見で肥厚が認められず，FT－IRスペクトル像で

は，1650cm－1，1540　cm－i，1448　cm－1のバンド（吸

収帯）が主として認められた．これらのバンドは，

Parkerら14）によるとすべて蛋白質成分で，各々ア

ミド1，アミドII，蛋白質のGH　bending　modeを

示すとされている．

　HC群は20週は組織学的に内膜肥厚が著明で，

FT－IRスペクトル像では，正常内膜で認められたバ

ンド以外に，1735cm－1，1456　cmm’，1167　cm－1，2850

cm－1などのバンドが認められた．これらのバンド

は，Manoharanら13）によると1735　cm－1はC＝O

ester　stretching　mode，1456　cm－1はcarbonate

apatite，1167　cm－1はGO　ester　stretching　mode，

2850　cm一’はC－H　stretching　modeを表すとされて

おり，これらはみな脂質成分である．また1085　cm”i

はリン脂質を示すとされている．このように内膜肥

厚部には組織像で認められるとおり，脂質が沈着し

ていることが確認された．さらに1735　cm’iのバン

ドに注目すると，内膜の部位により吸光度が異なる

（6）
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図10HCP群のFT－IRスペクトル像
内皮細胞直下部を測定．矢印は1735cm－1のピ

ークを示す．
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図11HC群20週の内膜のFT－IRスペクトル像
　　矢印は1735cm－1のピークを示す．

　　a）内皮細胞から40μm．CE／アミド1比は0．47

　　b）内皮細胞から100μm．CE／アミド1比は0．86

　　c）内皮細胞から300μm．CE／アミド1比は0．25

ことが認められた．Kodaliら6）の方法により，　FT－

IRスペクトルからコレステロールエステル含量を，

構造蛋白スペクトル量に対する比，すなわち1735

cM－1の吸光度（CE）／1650　cm－iの吸光度（アミド1）

比をコレステロールエステル相対沈着量とし，組織

所見と比較すると，CE／アミド1比高値の部位は，抗

Mφモノクローナル抗体陽性細胞の寸言部位に相

当していた．粥状動脈硬化巣の初期病変は，泡沫細

胞の集団が特徴的所見である．Buja15）らの仕事か

ら，初期巣の泡沫細胞は，ほとんど単球由来のMφ

であることが指摘されている．そして病変部の進行

にともない，血管平滑筋由来の泡沫細胞も出現して

くる．さて，初期巣に出現するMφ由来の泡沫細胞

の分析を行うと，なかに含まれるコレステロールエ

ステルは，ほとんどリボ蛋白LDL由来のコレステ

ロールであることがわかっている16）．Goldstein17）ら

によるスカベンジャー経路についての仮説では，リ

ボ蛋白LDLが何らかの刺激により変性すると，血

管内膜マクロファージ（Mφ）に存在する変性LDL

リセプターによって異物と認識され食食される．そ

してMφが次第に泡沫化し，いわゆるfatty　plaque

を形成するとされている．また実際生体内に酸化変

（7）
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性LDLが存在することを0’Brien18）らが証明し

た．これらのことより血管内に蓄積された脂質，コ

レステロールエステルの定量は，粥状動脈硬化の進

展に関与するため重要と考えられる．今回の実験で，

CE／アミド1比の測定を行ったが，それにより動脈

のコレステロールエステル沈着程度が推定できると

考えられる．

　FT－IRスペクトルをみると，　HC群の動脈壁内膜

において早期よりコレステロールエステルによるバ

ンドが認められ，さらに回忌と共に増加した．CE／ア

ミドII比でみても増加することが認められた．

　一方，プロブコールはLDLの異化：充進，コレステ

ロールの合成阻害，コレステロールの胆汁中への排

泄促進等の作用機序により，高脂血症治療薬として

用いられてる．さらに抗酸化作用により，LDLの酸

化抑制19）や動脈壁中の酸化脂質を減少させる9）こ

とが報告されている．今回，高脂血症ラビットを用

いて，プロブコール投与群と非投与群の動脈壁内膜

を脂質沈着の程度を，顕微FT－IR分光法を用いて検

討した．CE／アミド1比は，　HC群，　HCP群とも5週

から20週で増加したが，各週でHCP群がHC群よ

り低く，10週では有意に低下していた．しかし20週

前は有意差を認めなかった．しかし，HC群20週の

内膜厚は639±130μm，H：CP群481±181μmであ

りHC群の方が肥厚していた．CE／アミド1比は，単

位体積当りのコレステロールエステル量を表すの

で，内膜全体としてはHC群の方がコレステロール

エステル沈着量は多いと考えられた．

結 語

　1）　高脂血症ラビットの動脈壁を，顕微FT－IR分

光法を用いて検討を行った．動脈内膜肥厚部には

FT－IR法でコレステロールエステルの高いピーク

が認められ，抗Mφモノクローナル抗体陽性細胞部

位との相関を認めた．これらよりFT－IR法は動脈壁

の脂質沈着の同定や，動脈硬化進展度の判定に有用

であると考えられた．

　2）　プロブコールの動脈硬化壁への脂質沈着抑制

作用が，本法でも確認された．

　なお本稿の要旨は，Xth　International　Sympo－

sium　on　Atherosclerosis（Montreal）において発表

した．

　稿を終えるにあたり，ご指導，ご校閲を賜りまし

た伊藤久雄教授，能登谷洋子講師，ならびに野本さ

い子女史に心から感謝いたします．またプロブコー

ルを提供していただいた第一製薬（株）に，厚く感

謝の意を表します．
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Measurement　of　Cholesteryl　Ester　in　Rabbit　Arterial　Walls

　　　　　　　　　　　　　　by　FT－IR　Microspectrometry

Harumi　NISHIMURA，　Jun’ichi　SATO　and　Katsuo　AIZAWA“

Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　College

　　　　　　　　　　　（Director：Pro£　Hisao　ITO）

　　’Department　of　Physiology，　Tokyo　Medical　College

　　We　examined　cholesteryl　ester　deposits　on　arterial　wall　intima　in　hyperlipidemic　rabbits　using　FT－IR

microspectrometry，　and　compared　the　results　with　tissue　findings　in　situ．　ln　addition，　the　effect　of

probucol　administration　was　studied．

　　Male　JW　rabbits　were　divided　into　three　groups．　The　animals　were　fed　with　standard　rabbit　diets

（control　group），　diets　containing　1910　cholesterol　（HC　group），　or　diets　of　19（o　cholesterol　and　1910

probucol　（HCP　group）　for　5，　10　and　20　weeks．　After　the　last　observation　period，　the　aortic　arches　were

removed　under　anesthesia　and　divided　into　two　pieces．　One　was　employed　as　a　specimen　for　light

microscopic　observation．　The　other　was　used　to　prepare　4pt　m　thick　aortic　transverse　sections　for　FT－IR

mlcrospectrometry．

　　Light　microscopic　findings　after　20　weeks　in　the　control　group　revealed　little　thickening　of　the　intima．

The　HC　group　had　marked　thickening　of　the　intima．　There　was　a　low　peak　at　the　1735cm一’　band，

indicating　cholesteryl　ester　（CE），　in　the　control　group，　but　in　the　HC　group，　high　CE　band　peaks　were

fbund．　As　compared　with　tissues，　in　anti－rabbit　macrophage　monoclonal　antibody　cell　aggregations（fbam

cells），　a　stronger　peak　at　the　1735cm－i　band　was　detected．　The　absorbance　at　1735cm－i　（CE）／the

absorbance　at　1650cm－i　（amido　1，　protein）　ratio，　indicated　the　relative　intensity　of　CE．　The　CE／amido

I　ratio　increased　from　5　weeks　to　20　weeks，　both　in　the　HC　group　and　the　HCP　group．　At　10　weeks，　the

ratio　in　the　HC　group　was　significantly　higher　than　that　in　the　HCP　group．

　　These　results　suggest　that　FT－IR　microspectrometry　was　usefu1　for　determining　the　development　of

atherosclerosis．　Furthermore，　this　method　confirmed　the　inhibitory　action　of　probucol　on　lipid　deposits

m　arterles．

〈Key　words＞FT－IR　microspectrometry，　Atherosclerosis，　Cholesteryl　ester，　Probucol．
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