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酸化低密度リポタンパク質に対する Asp-hemolysin の結合特性に関する研究
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Oxidized low-density lipoprotein (OxLDL) is known to be involved in the generation and progression of athero-
sclerosis. OxLDL has a number of potentially atherogenic eŠects on vascular cells, including uncontrol uptake by
scavenger receptors. Asp-hemolysin, a hemolytic toxin from Aspergillus fumigatus, is a binding protein for OxLDL.
This study was undertaken to clarify the binding speciˆcity of Asp-hemolysin to OxLDL. We examined the binding
speciˆcity of Asp-hemolysin to OxLDL using several modiˆed lipoproteins and scavenger-receptor ligands. Asp-
hemolysin bound to OxLDL with shorter LDL oxidation times. However, Asp-hemolysin did not bind to acetylated
LDL. The native high-density lipoprotein (n-HDL) and modiˆed HDL (e.g., acetylated HDL, oxidized HDL) also had
no Asp-hemolysin binding. Inhibitors of scavenger-receptor binding, including maleylated bovine serum albumin, poly-
inosinic acid, dextran sulfate, and fucoidin, had no eŠect on the binding of OxLDL to Asp-hemolysin. Surface plas-
mon-resonance studies revealed that OxLDL binds with high a‹nity (KD＝0.63 mg/ml) to Asp-hemolysin. Further-
more, we have shown that OxLDL strongly inhibits the hemolytic activity of Asp-hemolysin and that the removal of
lysophosphatidylcholine (lysoPC) from OxLDL abolished the inhibition. We also investigated the interaction between
Asp-hemolysin and lysoPC as a typical lipid moiety of OxLDL. The binding of Asp-hemolysin to LDL oxidized for
diŠerent times depended on the lysoPC content in each OxLDL. In addition, the inhibition of lysoPC production in Ox
LDL by phenylmethylsulfonyl ‰uoride (PMSF) pretreatment of LDL resulted in a marked decrease in Asp-hemolysin
binding to PMSF-pretreated OxLDL. The binding analysis of Asp-hemolysin to lysoPC revealed that Asp-hemolysin
binds directly to lysoPC. We conclude that Asp-hemolysin is a speciˆc binding protein with high a‹nity for OxLDL
and that its binding speciˆcity is distinct from any receptor for OxLDL.
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はじめに

Asp-hemolysin は，Aspergillus fumigatus Fresenius

村松株から分離・精製されたタンパク質毒素であ

る．1)この毒素は各種動物赤血球に対し in vitro に

おいて溶血活性を有するほか，マウス腹腔内血管透

過性亢進作用，ヒト多核白血球，モルモット腹腔マ

クロファージに対する細胞毒性など様々な生物活性

を有する．また， Asp-hemolysin は Aspergillus

fumigatus (A. fumigatus）の実験的感染に際し感染

促進効果を示し，感染病巣中にも検出される．2)さ

らに Asp-hemolysin は，呼吸器疾患患者由来 A.

fumigatus 臨床分離株からタンパク質及び遺伝子レ

ベルにおいて検出されている．3)これらの知見から，

Asp-hemolysin は A. fumigatus 感染症における病変

形成・進展に関与する可能性が示唆されている．

Ebina ら4)は，Asp-hemolysin の cDNA クローニ

ングとその塩基配列解析を行い，Asp-hemolysin が

131 アミノ酸残基からなる分子量 14275 のタンパク

質であることを明らかにした（ Fig. 1）．Asp-

hemolysin の推定アミノ酸配列と National Biomedi-

cal Research Foundation のタンパク質データベース

に登録されているタンパク質との同一性，類似性に

ついて FASTA プログラムを用いた検索を行ったと

ころ，Asp-hemolysin の 1 次構造と有意な相同性を

示す既知のタンパク質は認められなかったが，30



hon p.2 [100%]

618

Fig. 1. Nucleotide and Deduced Amino Acid Sequences of the cDNA Encoding Asp-hemolysin
Residue 1 is alanine that is believed to constitute the N-terminus of the mature protein. Residues －5―－1 enclosed by a box are the cleaved signal sequence. A

stop codon is indicated with an asterisk.
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63（34 アミノ酸残基）の部分配列は，ヒト低密度

リポタンパク質（low-density lipoprotein: LDL）レ

セプター前駆体との同一性/類似性が 26.5％/61.8％

であった．また，この領域には 12 アミノ酸残基か

らなる D-X-D-X-D-X-E-X-X-S-E-D という酸性ア

ミノ酸を含む特異的なモチーフが含まれている．こ

のモチーフは，LFASTA プログラムによる解析結

果から，LDL レセプター中のリガンド結合ドメイ

ンであるシステインリッチ領域の繰り返し配列中の

陰性荷電アミノ酸リッチ部位と類似していることが

明らかになった（Fig. 2）．実際に Fukuchi らは，

LDL あるいは LDL のアポタンパク質であるアポ

B-100 タンパク質が Asp-hemolysin の溶血活性を阻

害すること，5)さらに，Asp-hemolysin と LDL の結

合実験を行い，LDL が Asp-hemolysin に対して

LDL レセプターと同等の高親和性で結合するこ

と，また，その解離定数（KD 値）が 8.9×10－9 M

であることを明らかにした．6)

LDL レセプターは Goldstein ら7―9)により初めて

その存在が明らかにされたが，家族性高コレステ

ロール血症（FH）と呼ばれる遺伝的疾患の研究に

おいて，FH 患者はこの LDL レセプターが遺伝的

に欠損しているため，高コレステロール血症を引き

起こすことが示され，FH の原因は LDL レセプ

ターそのものの遺伝的異常であることが明らかにさ

れている．

さらに近年，動脈硬化発症の機序においてマクロ

ファージの役割が重要であることが解明されてき

た．9―14)中でもマクロファージが LDL を取り込ん

で細胞内にコレステロールを蓄積した泡沫細胞を形

成する現象が，LDL レセプターを遺伝的に欠いた

FH 患者や，その動物モデルである WHHL (Wata-

nabe heritable hyperlipidemic）ウサギにおいて認め

られていることから，15)この LDL 取り込みには

LDL レセプターが関与していないことが明らかと

なった．16)原因としては，LDL が体内に長く留ま

る間に酸化され，酸化 LDL (OxLDL）となるこ

とで，初めてマクロファージに取り込まれることが

確認されている．このマクロファージのレセプター

はスカベンジャーレセプター（SR）と名付けら

れ，17―19) 1990 年に初めてウシで SR 遺伝子がク

ローニングされ，20,21) 1993 年にはヒト，22)マウス，
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Fig. 2. Local Comparison of an Amino Acid Sequence at Residues 3445 of the Asp-hemolysin with the Negatively Charged Amino
Acid Sequences in the Ligand Binding Domain of the Human LDL Receptor
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ウサギ23)においても SR 遺伝子が同定された．この

SR は LDL レセプターと異なり，OxLDL から取

り込んだコレステロールによりネガティブフィード

バックを受けないため，動脈硬化巣中でマクロフ

ァージのコレステロール蓄積は制御されず，最終的

に泡沫化を引き起こす．24,25)さらに OxLDL は血管

内皮細胞に対しても，様々な反応を惹起することか

ら，26―37)動脈硬化症発症に重要な役割を果たすと

考えられている．この OxLDL のレセプターとし

ては，マクロファージで最初にクローニングされた

SR である SRAI/SRAII20,21) を始めとし，最近で

は，内皮細胞上に発現する lectin-like oxidized low-

density lipoprotein receptor-1 (LOX1, SRE)，38―40)

scavenger receptor expressed by endothelial cells

(SREC, SRF)41)及び scavenger receptor that is a

membrane-type collectin from placenta (collectin

placenta 1, CLP1)42)など 10 種類以上が発見され

ている．これら SR 類はアセチル化 LDL (Ac

LDL）を始め種々の修飾 LDL，さらに様々なポリ

アニオン類と結合するため，いずれも OxLDL に

対し非特異的であると考えられている．また，Ox

LDL を認識する分子として，各種の抗体43―46)も報

告されているが，他の抗原との交差反応性を有する

ことから，OxLDL 認識において非特異的である

と考えられており，OxLDL を特異的に認識する

物質の報告は見当たらない．

そこで筆者は，LDL 結合性タンパク質の 1 つで

ある Asp-hemolysin の分子機能をより詳細に解明す

る観点から，本稿では Asp-hemolysin と OxLDL

の結合性，OxLDL に対する Asp-hemolysin の結

合特異性，Asp-hemolysin と OxLDL の主要脂質

成分の1つであるリゾホスファチジルコリン

（LysoPC）との相互作用について検討したので報

告する．

1. Asp-hemolysin と酸化 LDL の結合性

1994 年，Ebina ら4)により，Asp-hemolysin の 1

次構造が決定・解析された結果，LDL レセプター

リガンド結合領域と Asp-hemolysin の各部分アミノ

酸配列において類似性があることが明らかとなり，

Asp-hemolysin の LDL 親和性が示唆された．そこ

で，LDL とその修飾体である AcLDL, OxLDL

の Asp-hemolysin 溶血活性に及ぼす影響について検

討し（ Fig. 3 )，47) LDL, OxLDL の添加により

Asp-hemolysin の溶血活性阻害が認められ，特に

OxLDL でより強く阻害されることが確認され

た．一方，AcLDL では，溶血阻害は認められな

かった．この阻害は Asp-hemolysin と LDL, Ox

LDL の結合に起因するものと考え，次に Asp-

hemolysin と OxLDL の結合を検討する目的から，

OxLDL と Asp-hemolysin の反応混液について抗

Asp-hemolysin 抗体を用いたウエスタンブロット解

析を行った結果，48) OxLDL に対する Asp-hemoly-

sin の用量依存的な結合が認められた（Fig. 4）．こ

れらの結果から，Asp-hemolysin は新規な OxLDL

結合性タンパク質であることが明らかとなった．

2. 酸化 LDL に対する Asp-hemolysin の結合特

異性

OxLDL はマクロファージに SR を介し取り込ま

れ，泡沫細胞形成を引き起こすことが知られてい

る．また OxLDL は，血管内皮細胞や血管平滑筋

細胞に対しても様々な反応を惹起することから，動

脈硬化症発症に重要な役割を果たすと考えられてい
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Fig. 3. EŠect of Modiˆed Lipoproteins on the Hemolytic Ac-
tivity of Asp-hemolysin

Each value is the mean±S.D. from three separate experiments. ○:
LDL, ●: OxLDL, ■: AcLDL.

Fig. 4. Dose Dependent Binding of Asp-hemolysin to Ox
LDL

A: Asp-hemolysin (AH, 10 mg: lane 1) and OxLDL (10 mg, lane 2)
were electrophoresed on a 4％ nondenaturing PAGE. Proteins were stained
with Coomassie Brilliant Blue. B: Asp-hemolysin (1 mg) was incubated with
various concentrations of OxLDL (lane 1, 0 mg; lane 2, 0.8 mg; lane 3, 4 mg;
lane 4, 8 mg; lane 5, 40 mg). The mixtures were applied to a 4％ nondenatur-
ing PAGE, immunoblotted with anti-Asp-hemolysin antibody and detected
by ECL. C: Asp-hemolysin(1 mg) was incubated with OxLDL (10 mg). The
mixture was applied to a 4％ nondenaturing PAGE, immunoblotted with an-
ti-Asp-hemolysin antibody and detected by ECL.
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る．特に高コレステロール血症患者では肝臓の

LDL レセプターの活性が低下し，健常人と比較し，

LDL の血中滞留時間が長く，OxLDL が生成し易

いと考えられている．49,50)そこで，まず始めに Asp-

hemolysin に対する様々な酸化処理時間の OxLDL

の結合性を検討した結果，51) Fig. 5 に示すように短

時間酸化処理の OxLDL と Asp-hemolysin が強い

結合性を示した．一方，酸化処理時間の長い Ox

LDL では，酸化処理時間の増加に伴い，結合の減

少が認められた．LDL は脂質とタンパク質の複合

体であるが，酸化修飾過程において，主要構成タン

パク質であるアポ B タンパク質が，酸化処理時間

の増加に伴い分解することが知られている．52)ま

た，様々な生物活性を有すると言われる過酸化物

質，アルデヒド，リゾリン脂質，酸化ステロール類

が酸化に伴い LDL 分子中で生成し，さらに酸化が

進行すると，これら物質が LDL 分子から離脱する

ことが報告されている．53)これらのことから，Asp-

hemolysin に対する長時間酸化処理 OxLDL の結

合活性の減少理由としては，アポ B タンパク質の

フラグメンテーション，若しくは構成脂質類の離脱

などが関与しているものと推察された．

次に各種修飾 LDL，修飾 HDL に対する Asp-

hemolysin の結合性を検討した．51)その結果，Figs.

6 and 7 に示す通り Asp-hemolysin は SR のリガン

ドとして一般的に用いられる AcLDL，各修飾

HDL には結合をほとんど示さず，OxLDL にのみ

特異的に結合した．また，Asp-hemolysin はキロミ

クロンや VLDL にも結合性を示さないことから，

Asp-hemolysin と OxLDL の結合には，LDL の酸

化修飾時にのみ生成する物質の関与が推察された．

また，SR（クラス A, B）への OxLDL 結合阻害

を示すポリアニオン類のいずれもが，OxLDL に

対する Asp-hemolysin の結合に影響を与えなかった

ことから（Fig. 8)，51) Asp-hemolysin は各種 SR と

は異なり，OxLDL と特異的な結合を示す可能性

が強く示唆された．

一般に，OxLDL 結合性タンパク質である SR

は，構造に関係なく，多くの化学物質を結合するこ

とから ``multiligand receptor'' と言われる．近年報

告された Steinbrecher のリガンド特異性に基づいた

レセプターの分類によると，SR A（タイプ I，タ

イプ II），クラス B SR (CD36, SRBI）は AcLDL,

MBSA を認識することが明らかになっている．54)

また，Moriwaki ら55)はウシ，ヒトの LOX1 を発

現させた Chinese hamster の CHO 細胞で，Ox

LDL の血管内皮細胞レセプターである LOX1 が，



hon p.5 [100%]

621

Fig. 5. Binding of Asp-hemolysin to OxLDL versus Time of LDL Oxidation
A: Time course of LDL oxidation with 5 mM CuSO4. The various oxidized LDLs for the indicated time were electrophoresed on a 4％ native PAGE and stained

with Coomassie Brilliant Blue. B: Binding of Asp-hemolysin to LDL oxidized at diŠerent times. Asp-hemolysin (0.5 mg) and OxLDL (5 mg) were incubated at 21
°C for 18 h and the resultant complexes were separated on 4％ native PAGE, transferred to Immobilon P, and probed with rabit anti Asp-hemolysin antibody. The
membrane was washed and incubated with goat antibody to rabbit IgG Fc and rabbit peroxidase-anti-peroxidase complex. Detection was done by enhanced
chemiluminescence (ECL).

Fig. 6. Binding of Asp-hemolysin to Chemically Modiˆed LDLs
A: Asp-hemolysin (10 mg), and LDL (10 mg), modiˆed LDLs(10 mg: AcLDL and OxLDL) were electrophoresed on a 4％ native PAGE. Proteins were

stained with Coomassie Brilliant Blue. B: Asp-hemolysin (1 mg) was incubated with LDL (10 mg) or modiˆed LDLs (10 mg) at 21°C for 21 h. The mixtures were ap-
plied on a 4％ native PAGE and immunoblotted with anti-Asp-hemolysin antibody detected by ECL.
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AcLDL ではなく，OxLDL を認識することを報

告した．さらに，この結合は fucoidin, MBSA で

効果的に阻害されるが，poly I では阻害されないこ

とも明らかにした．しかし Asp-hemolysin の場合，

上記のようなポリアニオン類は OxLDL に対する

Asp-hemolysin の結合に影響を与えなかった．さら

に，Asp-hemolysin は，AcLDL，長時間酸化の

OxLDL に対し結合しないことから，この相互作

用には，必ずしも OxLDL の変性アポ B タンパク

質に起因する電気泳動度や荷電の変化が重要ではな
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Fig. 7. Binding of Asp-hemolysin to Chemically Modiˆed HDLs
A: HDL (10 mg), modiˆed HDLs (10 mg, AcHDL and OxHDL) were electrophoresed on a 10％ native PAGE and stained with Coomassie Brilliant Blue. B.

Asp-hemolysin (1 mg) was incubated with HDL (10 mg) or modiˆed HDLs (10 mg) at 21°C for 18 h. The mixtures were applied to a 10％ native PAGE and im-
munoblotted with anti-Asp-hemolysin antibody, then detected by ECL.

Fig. 8. EŠect of Polyanionic Molecules on OxLDL Binding to Asp-hemolysin
MBSA, poly-I, dextran sulfate or fucoidin was preincubated with Asp-hemolysin at 37°C for 10 min, then the binding assay of the preincubated Asp-hemoly-

sin and OxLDL was performed as described in the legend to Fig. 6.

Table 1. Kinetic Binding Constants of Interaction between OxLDL and Asp-hemolysin

OxLDL (mg/ml) kass (s－1M－1) kdiss (s－1) KD (nM) KD (mg/ml)

10 6.33×105 4.03×10－4 0.6 0.33
20 3.49×105 3.92×10－4 1.1 0.58

40 1.98×105 3.79×10－4 1.9 0.98

Mean(±S.D.) 2.21×105 3.91×10－4 1.2(±0.64) 0.63(±0.33)

Analyses were done with BIAevaluation 2.1 software (Phamacia). KD was calculated from kdiss/kass.
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いことも示唆された．酸化脂肪酸，酸化リン脂質，

リゾリン脂質のような脂質類が，この結合において

はより重要であることが推測された．これらの実験

結果から，Asp-hemolysin は LOX1，クラス A, B

SR などとは異なるメカニズムで OxLDL に結合す

ることが明らかとなった．

さらに，Asp-hemolysin と OxLDL の結合特性

について，SPR 法を用いて，動力学的解析を行っ

た．得られた結合速度定数と解離速度定数から，固

定化した Asp-hemolysin に対する OxLDL の速い

結合と，遅い解離が明らかとなり，算出された解離

定数（KD＝0.63 mg/ml）はスカベンジャーレセプター
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Fig. 9. Sensorgrams of OxLDL Binding to Asp-hemolysin
A,B: Solutions of increasing concentrations of OxLDL (bottom to top: 10, 20 and 40 mg/ml)were run over a sensor chip containing immobilized Asp-hemoly-

sin (A), or a mock-derivatized sensor chip as control (B), at a ‰ow rate of 10 ml/min. C: y-Transformed sensorgrams after subtraction of control.
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のそれとほぼ同等レベルを示した（Table 1, Fig.

9）．これらの結果から，Asp-hemolysin は OxLDL

に対し特異的に結合し，高親和性であることが強く

示唆された．

3. Asp-hemolysin とリゾホスファチジルコリン

の相互作用

生活習慣病の 1 つとして知られる動脈硬化症は，

加齢とともに発生頻度が増加し，脳血管障害，心筋
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Fig. 10. EŠect of Preincubation of Erythrocytes with OxLDL on the Hemolytic Activity of Asp-hemolysin
The 2％ erythrocyte suspension (200 ml) was incubated with OxLDL (10 mg/50 ml), BSA-treated OxLDL (10 mg/50 ml) or LysoPC (2 mg/50 ml) suspension

in PBS for 1 h at 21°C. As a control, the same volume of PBS instead of each sample was used. Each incubation mixture was washed 3 times with PBS, and then
Asp-hemolysin (10 mg) was added. Each value is the means±S.D. from three separate experiments.
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梗塞，狭心症などを惹起することが知られている．

近年ではこれら動脈硬化のなかで，虚血性心疾患，

脳梗塞，大動脈瘤などの重篤な疾患の基盤となる粥

状動脈硬化が，病理学的に最も重要であると考えら

れている．粥状動脈硬化発生の初期において，血管

内皮細胞の機能障害をもたらす重要因子として知ら

れるのが OxLDL である．49,50)酸化変性を受けた

OxLDL では，その構成脂質の過酸化物の増加，

構成アポ B タンパク質の分解，そして粒子全体の

陰性荷電の増加がみられる．またリン脂質画分にお

いてはホスファチジルコリン（PC）のリゾホスフ

ァチジルコリン（LysoPC）への変換が認められ

る．43,56)

一般に，LDL の酸化進行は，活性酸素，金属イ

オンなどにより惹起された脂質フリーラジカルによ

る連鎖的な反応であると考えられる．脂質成分に含

まれる高度不飽和脂肪酸は過酸化反応を受け，脂質

ヒドロペルオキシド，脂質フリーラジカルを生成

し，自動酸化が開始する．脂質ヒドロペルオキシド

は，不安定な中間体で，マロンジアルデヒド，4ヒ

ドロキシノネナール，アルデヒド含有酸化ホスファ

チジルコリン（酸化 PC）などの種々のアルデヒド

類を含む脂質過酸化体に分解される．生じたアルデ

ヒド類はアポ B タンパク質を修飾し，アポ B タン

パク質の架橋と開裂，粒子全体の陰性荷電上昇など

の変化を生じる．一方，酸化 PC は，リポタンパク

質粒子と結合して存在する platelet-activating-factor

acetylhydrolase (PAFAH)57―59)の基質として認識

され，加水分解を受けて LysoPC を生成すること

が知られている．そこで，OxLDL 脂質成分中の

Asp-hemolysin 結 合 成 分 の 1 つ と 考 え ら れ る

LysoPC に注目し，種々結合解析を行い，Asp-

hemolysin と短時間酸化処理の OxLDL との結合

メカニズムについて検討した．OxLDL 中から

LysoPC を取り除くためあらかじめ BSA を用いて

前処理した OxLDL（BSA 処理 OxLDL）を調製

し，溶血に及ぼす影響を検討した．60)その結果，

Fig. 10 に示す通り BSA 処理 OxLDL では，通常

の OxLDL で認められた溶血阻害作用がほとんど

認められなくなったことから，OxLDL 中の

LysoPC が溶血阻害に関与していることが示唆され

た．LysoPC は，一般に溶血性物質として知られて

おり，実際，本反応系に LysoPC を 5 mg 添加する

ことで溶血が観察された．一方，LysoPC を含む

OxLDL では溶血は誘起されないものの，赤血球

の構造変化が起こることが報告されている．61)そこ

で，溶血が起こらない程度の少量の LysoPC と

preincubate した赤血球を用いて，Asp-hemolysin

の溶血活性を測定したところ，Asp-hemolysin の溶

血活性は LysoPC の添加で，OxLDL と同様に阻

害された．これらの結果から，OxLDL による溶

血阻害メカニズムは，LDL の酸化過程で生成した
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Fig. 11. Binding of Asp-hemolysin to OxLDL and Phospholipid Analysis of OxLDL
A: Binding of Asp-hemolysin to LDL oxidized at diŠerent times. Asp-hemolysin (1 mg) and OxLDL (10 mg) were incubated at 37°C for 5 h and the resultant

complexes were separated on a 4％ native PAGE, transferred to Immobilon P, and probed with rabbit anti-Asp-hemolysin antibody. The membrane was incubated
with goat antibody to rabbit IgG Fc and rabbit peroxidase anti-peroxidase complex. Detection was done by ECL. Control incubation (4 h OxLDL) was done
without Asp-hemolysin. B: Densitometric analysis of bands corresponding to Asp-hemolysin/OxLDL complex in A. C: Phospholipid composition of OxLDL.
Phospholipids from OxLDL were extracted with chloroform/methanol (2：1). The extracts were separated by TLC on silica gel 60 using chloroform/methanol/
acetic acid/water (25：15：4：2) and the bands were visualized with primulin reagent. LysoPC and PC zones were scraped into test tubes, and assayed for phos-
phorus content. Phospholipid composition was expressed as the lysoPC/PC molar ratio. Each value is the mean±S.D. from duplicate determinations from three
separate experiments.
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LysoPC によることが明らかとなった．

次に，LDL 分子のフラグメンテーションが認め

られない，酸化処理時間が 4 h までの酸化程度の低

い OxLDL について，Asp-hemolysin の結合性を

検討した．60)その結果 Fig. 11 に示す通り，Asp-

hemolysin の結合性は，LDL の酸化処理時間に依

存して増大した．また，OxLDL から脂質画分を

抽出し，TLC によるリン脂質成分の分析を行った

ところ，酸化処理時間に依存した LysoPC 生成量

の増加が認められた．これらの結果から Asp-

hemolysin の OxLDL 結合性は，OxLDL 中の過

酸化反応生成物である LysoPC が関与している可

能性が推測された．

この OxLDL 粒子中の Asp-hemolysin 結合成分
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Fig. 12. Binding of Asp-hemolysin to PMSF-Pretreated OxLDL and Phospholipid Analysis of PMSF-Pretreated OxLDL
A: Binding of Asp-hemolysin to PMSF-pretreated OxLDL. Asp-hemolysin (1 mg) was incubated with PMSF-pretreated OxLDL (10 mg) at 37°C for 5 h. The

mixture was applied to a 4％ native PAGE and immunoblotted with anti-Asp-hemolysin antibody then detected by ECL. B: Phospholipid composition of PMSF-
pretreated OxLDL. Phospholipids from PMSF-pretreated OxLDL were extracted with chloroform/methanol. TLC of the extracts and phospholipid analysis
were performed as described in Fig. 11(C). Phospholipid composition was expressed as the lysoPC/PC molar ratio. Each value is the mean±S.D. from duplicate
determinations from three separate experiments.
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を追求する目的から，LysoPC の生成に関与する

PAFAH の酵素活性を阻害する PMSF を用いて，

2, 4, 6 mM の PMSF で前処理した 4 h OxLDL を

作製した． PMSF 前処理 4 h Ox LDL と Asp-

hemolysin の結合性解析を行った結果（Fig. 12)，60)

PMSF の前処理濃度の増加に伴い Asp-hemolysin の

結合性の減弱が観察された．また，リン脂質成分の

分析では，PMSF 前処理濃度の増大に伴い LysoPC

生成量の減少が認められた．これらの結果から，

Asp-hemolysin の結合成分は，OxLDL の PMSF

処理によりその生成が減少する LysoPC である可

能性が強く示唆された．

さらに，より直接的に解析するため，Asp-

hemolysin と LysoPC 標品の相互作用について，陰

イオン交換クロマトグラフィーを用いて検討し

た．60) LysoPC 単独添加時に認められた DE51 未結

合画分である Fraction No. 8 のピークは，Asp-

hemolysin と LysoPC の反応混液の添加においては，

1 M NaCl で溶出した Asp-hemolysin ピークと重な

る Fraction No. 28 に移動したことから，Asp-

hemolysin と LysoPC の直接結合が明らかとなった

（Fig. 13）．
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Fig. 13. Binding Analysis of LysoPC to Asp-hemolysin by Ion-Exchange Chromatography
A, B: Elution proˆle of Asp-hemolysin (A) or lysoPC (B) as controls. C: Asp-hemolysin (1.25 mg) was incubated with 400 mM lysoPC at 4°C for 3 h and the

mixture was applied to an ion-exchange column. The column was washed with 10 mM Tris-HCl (pH 7.6) and then the bound Asp-hemolysin was eluted with the
buŠer containing 1 M NaCl. These fractions were collected and used for determination of protein and phospholipid.
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おわりに

Asp-hemolysin が OxLDL と高い親和性で結合

し，その結合は，SR とは異なり特異的であること

が示された．また Asp-hemolysin は，LysoPC と結

合することが明らかとなり，Asp-hemolysin が全く

新しいタイプの OxLDL 結合性タンパク質である

ことが判明した．

以上の点から Asp-hemolysin は，OxLDL の病

態生理学的重要性を検討する上で，非常に有用な物

質であり，今後 Asp-hemolysin と OxLDL の結合

メカニズムの更なる研究が，早期の動脈硬化診断法

の開発，動脈硬化の発症・進展を抑制する医薬品の

開発など，動脈硬化の研究領域において応用される

ことが期待される．
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