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本发明提供一种改性HDL的定量方法，其为

试样中所含的改性HDL的定量方法，其中，使所述

改性HDL与改性HDL结合蛋白结合，对所述改性

HDL结合蛋白与所述改性HDL的结合体进行定量，

所述改性HDL结合蛋白包含具有因子V的L链部位

的序列的蛋白质或其突变体。
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1.一种改性HDL的定量方法，其为试样中所含的改性HDL的定量方法，其中，

使所述改性HDL与改性HDL结合蛋白结合，对所述改性HDL结合蛋白与所述改性HDL的结

合体进行定量，

所述改性HDL结合蛋白包含具有因子V的L链部位的序列的蛋白质或其突变体。

2.根据权利要求1所述的改性HDL的定量方法，其中，所述改性HDL结合蛋白包含因子V

的磷脂识别部位的序列。

3.根据权利要求1或2所述的改性HDL的定量方法，其中，所述改性HDL结合蛋白包含因

子V的序列。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的改性HDL的定量方法，其中，所述改性HDL结合蛋

白是具备与作为因子V的磷脂识别部位的C1‑C2结构域具有部分同源性的部位的蛋白质。

5.根据权利要求4所述的改性HDL的定量方法，其中，具备与所述C1‑C2结构域具有部分

同源性的部位的蛋白质为MFG‑E8、Del‑1或因子VIII。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的改性HDL的定量方法，其中，所述改性HDL结合蛋

白为重组蛋白。

7.根据权利要求1至6中任一项所述的改性HDL的定量方法，其中，所述定量是形成所述

改性HDL与所述改性HDL结合蛋白的复合体并通过免疫分析对所述复合体进行定量。

8.根据权利要求7所述的改性HDL的定量方法，其中，通过使用了将所述改性HDL结合蛋

白、或将与所述改性HDL结合蛋白结合的蛋白质固相化的ELISA板的ELISA法来进行基于所

述免疫分析的定量。

9.根据权利要求1至8中任一项所述的改性HDL的定量方法，其中，所述定量是形成所述

改性HDL、所述改性HDL结合蛋白以及LOX‑1蛋白的复合体并通过免疫分析对所述复合体进

行定量。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的改性HDL的定量方法，其中，在所述定量中，使用

血清或血浆作为试样。

11.根据权利要求1至10中任一项所述的改性HDL的定量方法，其中，在所述定量中具备

使用血清作为试样并在所述试样中添加所述改性HDL结合蛋白的工序。

12.一种分析用试剂，所述分析用试剂用于为了对心/血管系统疾病、糖尿病或糖尿病

性疾病、它们的风险或其发展程度进行判定的改性HDL的定量，其中，

所述分析用试剂包含能够与所述改性HDL结合的改性HDL结合蛋白，

所述改性HDL结合蛋白包含具有因子V的L链部位序列的蛋白质或其突变体。

13.根据权利要求12所述的分析用试剂，其中，所述改性HDL结合蛋白包含因子V的磷脂

识别部位的序列。

14.根据权利要求12或13所述的分析用试剂，其中，所述改性HDL结合蛋白包含因子V的

序列。

15.根据权利要求12至14中任一项所述的分析用试剂，其中，所述改性HDL结合蛋白是

具备与作为因子V的磷脂识别部位的C1‑C2结构域具有部分同源性的部位的蛋白质。

16.根据权利要求15所述的分析用试剂，其中，具备与所述C1‑C2结构域具有部分同源

性的部位的蛋白质为MFG‑E8、Del‑1或因子VIII。

17.根据权利要求12至16中任一项所述的分析用试剂，其中，所述改性HDL结合蛋白为
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重组蛋白。

18.根据权利要求12至17中任一项所述的分析用试剂，其中，所述心/血管系统疾病是

因动脉硬化或其发展而产生的心肌梗塞或脑中风。
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改性HDL的定量方法以及用于该定量方法的分析用试剂

技术领域

[0001] 本发明涉及能够用于生活习惯病风险及其治愈效果的判定的改性HDL的定量方法

以及用于该定量方法的分析用试剂。

背景技术

[0002] HDL(High‑Density  Lipoprotein，高密度脂蛋白)是所谓的胆固醇的一种，比重

高、粒径小。已知HDL负责从组织向肝脏的胆固醇的输送。若HDL在血中浓度较高，则使动脉

硬化的风险降低，因此有时也通称为“有益胆固醇”。另一方面，比重低的LDL(Low‑Density 

Lipoprotein，低密度脂蛋白)作为“有害胆固醇”而已知。HDL和LDL的浓度被用作健康诊断

的指标。

[0003] 作为HDL的生理活性，不仅抑制LDL的氧化，而且通过NO的增加等减轻由氧化LDL引

起的细胞毒性，发挥抗动脉硬化效果。但是，在冠状动脉疾病患者中，血中改性HDL增加，其

经由LOX‑1作用于血管，促进动脉硬化，在人的动脉硬化灶中，作为HDL的载脂蛋白的ApoAI

改性而成的物质大量蓄积。由于这些结果，为了将HDL用作健康诊断的指标，不仅需要测定

HDL的浓度，还需要分别对具有本来的生理活性的HDL和由于改性等而活性发生了变化的

HDL进行定量。尤其是，认为如果能够对改性HDL进行定量，则能够用于包含上述冠状动脉疾

病在内的、与循环系统以及血液相关的疾病及其风险的验证。

[0004] 专利文献1公开了一种功能障碍HDL的测定方法，其为试样中所含的功能障碍HDL

的测定方法，其中，使试样与功能障碍HDL的受体接触，使试样中的功能障碍HDL与受体结

合，并对与受体结合的功能障碍HDL进行检测，受体为LOX‑1或其变体，受体固定化于载体，

使对功能障碍HDL进行识别的抗体进一步与结合于受体的功能障碍HDL结合。该技术试图提

供一种能够广泛检测多种分子形态的功能障碍HDL的功能障碍HDL测定技术，并且提供利用

了该技术的生活习惯病的检测技术。

[0005] 另外，本发明的发明人在专利文献2中公开了在与LOX‑1结合的LOX‑1结合蛋白序

列上直接或经由间隔物连结有ApoA1的全部蛋白序列或部分片段蛋白序列的融合蛋白以及

使用了该融合蛋白的高密度脂蛋白的测定试剂盒。该技术通过测定由LOX‑1和抗ApoA1抗体

同时识别的HDL，能够测定接受了各种改性的HDL，以及使用如针对LOX‑1的抗体(抗LOX‑1抗

体)的LOX‑1结合部位等那样使与LOX‑1特异性结合的蛋白质和ApoA1融合而成的融合蛋白。

通过该融合蛋白，能够同时识别接受了各种改性的HDL，用于测定受体结合活性并测定生理

活性本身，因此想要得到不含脂质、能够长期保存、能够再现性地进行调整、能够降低各个

测定试验间的偏差而提高可靠性的可成为参考的融合蛋白。

现有技术文献

专利文献

[0006] 专利文献1：日本特许第6231307号公报

专利文献2：日本特愿2018‑024007
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发明内容

发明所要解决的问题

[0007] 改性HDL在理论上在实验室中可以通过专利文献1中记载的技术进行定量。本发明

的发明人的专利文献2的技术与现有技术相比进一步精炼。可以预想到，应用这些方法，容

易建立即使不是充分精炼也能够用于改性HDL的定量的方法。

[0008] 然而，现状是专利文献1的技术也没有达到普及。进一步地，即使使用本发明的发

明人的专利文献2的技术，使用实验室以外的条件、不同的检体实施时，有时改性HDL的定量

结果也不是恒定的。上述差异除了实验室内的条件以外，还考虑了实施技术的人的试验技

术的差异等各种因素。

本发明的发明人考虑到上述的历史经过和在临床的实际应用中即使条件稍差也

应该能够进行测定，以将改性HDL的定量技术改良为更具有通用性的定量技术为目标进行

了深入研究。

[0009] 本发明是鉴于上述情况而完成的，其目的在于提供一种与以往相比能够更稳定且

准确地对改性HDL进行定量、对心/血管系统疾病、糖尿病或糖尿病性疾病等、或其发展程度

的判定有用的改性HDL的定量方法、以及用于该定量方法的分析用试剂。

用于解决问题的手段

[0010] 为了解决上述问题，本发明具有以下的方式。

[1]一种改性HDL的定量方法，其为试样中所含的改性HDL的定量方法，其中，使所

述改性HDL与改性HDL结合蛋白结合，对所述改性HDL结合蛋白与所述改性HDL的结合体进行

定量，所述改性HDL结合蛋白包含具有因子V的L链部位的序列的蛋白质或其突变体。

[2]在所述改性HDL的定量方法的基础上，所述改性HDL结合蛋白包含因子V的磷脂

识别部位的序列。

[3]在所述改性HDL的定量方法的基础上，所述改性HDL结合蛋白包含因子V的序

列。

[4]在所述改性HDL的定量方法的基础上，所述改性HDL结合蛋白是具备与作为因

子V的磷脂识别部位的C1‑C2结构域具有部分同源性的部位的蛋白质。

[5]在所述改性HDL的定量方法的基础上，具备与所述C1‑C2结构域具有部分同源

性的部位的蛋白质为MFG‑E8、Del‑1或因子VIII。

[6]在所述改性HDL的定量方法的基础上，所述改性HDL结合蛋白为重组蛋白。

[7]在所述改性HDL的定量方法的基础上，所述定量是形成所述改性HDL与所述改

性HDL结合蛋白的复合体并通过免疫分析对所述复合体进行定量。

[8]在所述改性HDL的定量方法的基础上，通过使用了将所述改性HDL结合蛋白、或

将与其结合的蛋白质固相化的ELISA板的ELISA法来进行基于所述免疫分析的定量。

[9]在所述改性HDL的定量方法的基础上，所述定量是形成所述改性HDL、所述改性

HDL结合蛋白以及LOX‑1蛋白的复合体并通过免疫分析对所述复合体进行定量。

[10]在所述改性HDL的定量方法的基础上，在所述定量中，使用血清或血浆作为试

样。

[11]在所述改性HDL的定量方法的基础上，在所述定量中具备使用血清作为试样

并在所述试样中添加所述改性HDL结合蛋白的工序。
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[12]一种分析用试剂，所述分析用试剂用于为了对心/血管系统疾病、糖尿病或糖

尿病性疾病、它们的风险或其发展程度进行判定的改性HDL的定量，其中，所述分析用试剂

包含能够与所述改性HDL结合的改性HDL结合蛋白，所述改性HDL结合蛋白包含具有因子V的

L链部位序列的蛋白质或其突变体。

[13]在所述分析用试剂的基础上，所述改性HDL结合蛋白包含因子V的磷脂识别部

位的序列。

[14]在所述分析用试剂的基础上，所述改性HDL结合蛋白包含因子V的序列。

[15]在所述分析用试剂的基础上，所述改性HDL结合蛋白是具备与作为因子V的磷

脂识别部位的C1‑C2结构域具有部分同源性的部位的蛋白质。

[16]在所述分析用试剂的基础上，具备与所述C1‑C2结构域具有部分同源性的部

位的蛋白质为MFG‑E8、Del‑1或因子VIII。

[17]在所述分析用试剂的基础上，所述改性HDL结合蛋白为重组蛋白。

[18]在所述分析用试剂的基础上，所述心/血管系统疾病是因动脉硬化或其发展

而产生的心肌梗塞或脑中风。

发明效果

[0011] 根据本发明，可以得到与以往相比能够更稳定且准确地对改性HDL进行定量、对

心/血管系统疾病、糖尿病或糖尿病性疾病等、或其发展程度的判定有用的改性HDL的定量

方法、以及用于该定量方法的分析用试剂。

附图说明

[0012] 图1是表示第一实施方式所涉及的改性HDL的定量方法的概要图。

图2是表示第二实施方式所涉及的改性HDL的定量方法的概要图。

图3是表示试验例1所涉及的改性HDL的检测灵敏度的曲线图。

图4是表示试验例2所涉及的血浆中的改性HDL的检测灵敏度的曲线图。

图5是表示试验例2所涉及的血清中的改性HDL的检测灵敏度的曲线图。

图6是表示试验例2所涉及的另一因子V浓度下的血浆中的改性HDL的检测灵敏度

的曲线图。

图7是表示试验例2所涉及的另一因子V浓度下的血清中的改性HDL的检测灵敏度

的曲线图。

图8是表示试验例4所涉及的因子V的固相化量的曲线图。

图9是表示试验例4所涉及的改性HDL结合试验的曲线图。

图10是表示试验例5所涉及的血浆以及血清中的改性HDL的定量的曲线图。

具体实施方式

[0013] 以下，示出实施方式对本发明所涉及的改性HDL的定量方法以及分析用试剂进行

说明。但是，本发明并不限定于以下的实施方式。

[0014] (第一实施方式)

(改性HDL的定量方法)

本实施方式的改性HDL的定量方法在对试样中所含的改性HDL进行定量时，使改性
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HDL与改性HDL结合蛋白结合。对该改性HDL结合蛋白与改性HDL结合而成的复合体进行定

量。

[0015] 本实施方式中的改性HDL包含与本来在生物体内具有生理活性的HDL具有某种结

构差异的HDL，尤其是指由于这些结构的差异而生理活性降低的改性HDL。作为HDL变为改性

HDL的机理，例如包括构成蛋白质的化学修饰、部分或完全分解、遗传缺损及突变、高次结构

的异常、变化、或者与使其失去活性的分子的结合等主要原因。

[0016] 作为这样的改性HDL的例子，例如包括构成HDL的蛋白质或脂质的任意部位被氧化

的氧化HDL。作为这样的改性HDL，例如可列举为HClO‑HDL、HNE‑HDL、氨基甲酰化

(Carbamylated)HDL以及MDA‑HDL等。已知这些改性HDL阻碍血管壁的血管内皮细胞，提高引

起动脉硬化、血栓形成的心脏疾病、缺血疾病等动脉硬化性疾病这样的各种疾病的发病风

险。

[0017] 在本实施方式的改性HDL的定量方法中，使改性HDL与改性HDL结合蛋白结合，并对

改性HDL结合蛋白与改性HDL的结合体进行定量。

本实施方式的改性HDL结合蛋白广泛地指能够与改性HDL直接相互作用的、例如该

蛋白质本身能够与改性HDL结合的蛋白质。

改性HDL有时获得了与引起对生物体不利的反应的受体相互作用的活性。此时，有

时改性HDL经由改性HDL结合蛋白与受体结合，即改性HDL与改性HDL结合蛋白直接结合，该

改性HDL结合蛋白与受体结合。

作为改性HDL结合蛋白，例如有因子V、其突变体以及具有部分同源性的蛋白质等。

作为有时经由其他蛋白质与改性HDL结合的受体，有后述的LOX‑1蛋白。

[0018] 在本实施方式中，改性HDL结合蛋白包含具有因子V的L链部位的序列的蛋白质或

其突变体。

因子V(第V因子)作为构成凝固体系的蛋白质而已知，是由A1‑A2‑B‑A3‑C1‑C2结构

域构成的约330kDa的蛋白质，大致分为由A1‑A2结构域构成的H链(重链)和由A3‑C1‑C2结构

域构成的L链(轻链)。已知主要是H链与细胞膜结合，L链经由C1‑C2结构域识别、结合磷脂。

突变体是指进行了一部分序列的置换的突变体，在本实施方式中，优选为主要是

因子V的L链部位以外的部位被置换的突变体。

[0019] 由于因子V的L链部位是与改性HDL直接结合的部位，因此通过使改性HDL结合蛋白

为包含该部位的蛋白质或其突变体，能够使改性HDL与改性HDL结合蛋白结合并用于定量。

另外，作为改性HDL结合蛋白，通过使用具有作为因子V的一部分的L链部位的序列

的蛋白质，能够使用在具有与改性HDL结合的部位的同时具有与因子V不同的结构的蛋白

质。即，能够使用比因子V容易获得的蛋白质、容易进行试验的蛋白质。作为比因子V容易获

得的蛋白质，例如通过仅使用L链部位以及最小限度的序列，能够使用全长比因子V短、容易

进行作为重组蛋白的制造的蛋白质。作为容易进行试验的蛋白质，可以使用通过变更L链以

外的序列而更容易进行保存、在板上的固相化的蛋白质。

[0020] 改性HDL结合蛋白优选还包含因子V的磷脂识别部位的序列。因子V的序列中的、L

链所具备的磷脂识别部位能够识别改性HDL并有效地与其结合。

[0021] 改性HDL结合蛋白优选包含因子V的序列。在此，因子V的序列是指因子V蛋白的全

长，可以使用因子V本身，也可以使用与其他蛋白质的融合体或结合、修饰蛋白质等。
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[0022] 改性HDL结合蛋白还优选为具备与作为因子V的磷脂识别部位的C1‑C2结构域具有

部分同源性的部位的蛋白质。作为这样的具备与C1‑C2结构域具有部分同源性的部位的蛋

白质，可列举为MFG‑E8、Del‑1或因子VIII。另外，也可以是在一部分中包含这些蛋白质、突

变体、这些蛋白质的序列的蛋白质。

[0023] 改性HDL结合蛋白例如还优选使用重组蛋白。在此，重组蛋白是指通过基因重组表

达而得到的蛋白质。重组蛋白可以根据需要导入与其他结构的融合、突变。

[0024] 在本实施方式中，进行试样中所含的改性HDL的定量。在此，作为试样，广泛地指包

含从生物中取出的成分的试样。试样优选使用上述成分的液体，或者在上述成分中添加液

体而制成液体的试样。作为试样，例如可以将生物的体液直接用作试样。作为生物的体液，

例如可以使用人的血液或唾液。作为血液的样品，可以使用血清或血浆等。在本实施方式

中，将这些体液作为试样供于上述的定量。

[0025] 在本实施方式中，优选使用血清作为试样。在本实施方式中，使具备与改性HDL直

接结合的因子V的L链部分的序列的改性HDL结合蛋白与试样中的改性HDL结合。因此，即使

将存在不包含与改性HDL直接结合的因子的情况的血清用作试样，也能够稳定且准确地对

改性HDL进行定量。除此之外，血清与血浆等其他体液试样相比，血清更容易进行检体的取

得、保存。实际上，作为血液试样，以血清的形式冷冻保持的检体在国际上是一般的，因此是

有益的技术。

[0026] 本发明的发明人着眼于以下方面：在现有技术中将LOX‑1等与改性HDL相互作用的

蛋白质用于改性HDL的定量的情况下，将血浆用于试样时能够检测出改性HDL，但将血清用

于试样时改性HDL的检测较少，无法准确地进行定量。因此，预测了通过将在由血液、血浆形

成血清的过程中分解丧失的物质填补到测定系统中，能够进行将血清用于试样的测定。

作为上述填补的物质，本发明的发明人着眼于因子V。作为生物体内的反应，在改

性HDL与LOX‑1结合时，经由因子V结合。具体而言，因子V所具备的磷脂酰丝氨酸(PS)识别部

位与改性HDL结合，LOX‑1识别部位与LOX‑1结合。

[0027] 如后所述，使用血清作为试样，在试样中添加因子V时，血清中的改性HDL检测灵敏

度大致与添加量对应地增加。因此，通过在血清等试样中添加因子V这样的改性HDL结合蛋

白，能够对改性HDL进行定量。

[0028] 在上述的定量中，可以使用用于蛋白质的定量(蛋白质量的测定)的公知的手段。

例如，可以在上述定量中使用免疫学方法。

作为使用了免疫学方法的定量、免疫分析，可以适当使用酶(酶免疫分析、EIA、

ELISA)、荧光物质(荧光免疫分析、FIA)或放射性物质(放射免疫分析、RIA)等。其中，ELISA

比较廉价、简便且能够分析多个样品，因此优选。

[0029] 例如，在本实施方式中，在上述定量中可以使用ELISA法。具体而言，将改性HDL结

合蛋白固相化在ELISA板上。改性HDL结合蛋白的固相化(固定化)可以适当使用已知的方

法。例如，可以使受体与公知的载体(支承体)结合。

在该ELISA板中添加试样，使试样中所含的改性HDL与改性HDL结合蛋白结合，清洗

ELISA板去除未结合物，使用能够检测改性HDL或复合体的抗体进行检测时，能够对定量的

对象和改性HDL与改性HDL结合蛋白的复合体进行定量。

作为与改性HDL或上述复合体结合的抗体，可以适当使用与HDL序列结合的抗体。
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在本实施方式中，由于对ELISA板上的改性HDL与改性HDL结合蛋白的复合体进行检测，因此

在板上被检测的是改性HDL。需要说明的是，在本实施方式中与改性HDL结合的抗体可以使

用单克隆以及多克隆抗体中的任一种。

[0030] 在本实施方式中，更具体而言，可以形成改性HDL与改性HDL结合蛋白结合而成的

复合体，并通过免疫分析对该复合体进行定量。

关于该免疫分析，在图1中示出示意图进行说明。例如，使改性HDL结合蛋白20固相

化在板40上。在本实施方式中，作为例子，改性HDL结合蛋白20是具备L链部位21和H链部位

22的、与因子V蛋白具有同源性的蛋白质。板40是ELISA板。若利用已知的载体进行固相化，

则在板40上产生上述H链部位22固相化在板40上的结构。接着，清洗板40，去除未结合的改

性HDL结合蛋白20。

向该板40注入来自体液的试样。试样中的改性HDL10与板40上的L链部位21结合。

利用与改性HDL或上述复合体结合的抗体30对该板40上的复合进行定量。在本实施方式中，

抗体30使用了抗载脂蛋白AI抗体(抗ApoA1)。

[0031] 在本实施方式中，不使用现有技术那样的LOX‑1等改性HDL受体，而是将与改性HDL

直接结合的改性HDL结合蛋白固相化在板上，因此不需要改性HDL受体。例如，作为改性HDL

结合蛋白，如果使用与上述那样的因子V相比全长更短的蛋白质等容易获得的蛋白质，则与

将LOX‑1等改性HDL受体用于定量相比，能够更容易地进行定量。

[0032] (用于改性HDL定量的分析用试剂)

接着，对用于上述体液中的改性HDL定量方法的分析用试剂进行说明。

通过将该分析用试剂用于体液中的改性HDL的定量，能够用于为了对心/血管系统

疾病、糖尿病或糖尿病性疾病、或其发展程度进行判定的体液中的改性HDL的定量。

分析用试剂包含上述的改性HDL结合蛋白。通过包含改性HDL结合蛋白，能够进行

具有生理活性的改性HDL的定量。

[0033] (其他构成)

本实施方式的分析用试剂也可以含有其他免疫分析的试剂中所含的成分。

[0034] 另外，本实施方式的分析用试剂也可以作为具备多个上述构成的试剂盒来提供。

例如，该试剂盒可以具备包含用于改性HDL的定量的改性HDL结合蛋白的分析用试剂。另外，

该试剂盒可以包含用于上述定量操作的载体、ELISA板、显色底物或抗体等。

[0035] 另外，也可以包含固相化有上述蛋白质的ELISA板。例如，也可以作为分析用板提

供，该分析用板用于为了对心/血管系统疾病、糖尿病或糖尿病性疾病、它们的风险、或其发

展程度进行判定的改性HDL的定量，具备固相化有能够与改性HDL结合的改性HDL结合蛋白

的ELISA板，改性HDL结合蛋白包含具有因子V的L链部位序列的蛋白质或其突变体。

[0036] (本实施方式的效果)

本实施方式的改性HDL的定量方法与现有技术相比，能够稳定且准确地对改性HDL

进行定量。本实施方式能够稳定且准确地进行定量是指，相对于以往的方法根据试样而检

测灵敏度本身存在差异的情况、检测灵敏度较低，本实施方式的方法能够与试样的条件、例

如改性HDL以外的含有物等无关地以恒定的较高灵敏度对改性HDL进行定量。

[0037] 本实施方式的改性HDL的定量方法能够进行改性HDL的稳定且准确的定量，从而能

够用于疾病、它们的风险、发展程度的判定。作为疾病，被认为与HDL相关的疾病广泛地成为
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对象，例如可列举为心/血管系统疾病、糖尿病或糖尿病性疾病。作为心/血管系统疾病，尤

其是可列举为因动脉硬化或其发展而产生的心肌梗塞或脑中风。

[0038] (本实施方式的用途)

本实施方式的改性HDL的定量方法以及分析用试剂例如可以用于在体液中的HDL

的定量中通过测定改性HDL来诊断患上上述的心/血管系统疾病和/或患上糖尿病或糖尿病

性疾病的方法。

[0039] 作为诊断方法，例如也可以在上述试样中的改性HDL的测定中，根据改性HDL相对

于总HDL量的比率的变化，来诊断患有上述疾病的风险和/或它们的发展程度。

在该诊断方法中，还包含使用蛋白质的标准品、健康体液试样等作为标准品，制作

标准曲线、对比表等，将基于诊断对象的检体试样的定量结果与标准曲线、对比表等进行比

较而用于诊断的过程等。

另外，也可以用于高血压、睡眠呼吸暂停综合征之类的与肥胖相关的疾病的患病、

患病风险和/或其发展程度的判定以及诊断。

[0040] (第二实施方式)

在第二实施方式中，形成改性HDL、改性HDL结合蛋白以及LOX‑1蛋白的复合体，并

通过免疫分析对该复合体进行定量。

需要说明的是，对于与第一实施方式相同的构成，在附图中标注相同的附图标记

并省略说明。

[0041] 换言之，相对于试图通过对改性HDL与LOX‑1蛋白的复合体进行检测来进行定量的

现有技术，本实施方式试图通过进一步借助改性HDL结合蛋白而稳定性、可靠性更高地进行

检测。在本实施方式中，可以通过对使用了LOX‑1蛋白的现有技术中进行的方法、设备等进

行改良来进行定量。

[0042] LOX‑1是本发明的发明人发现的分子(Sawamura  T  et  al .Nature  386 ,73‑77 ,

1997)，已知为凝集素样氧化LDL受体的一种。LOX‑1的详细结构也已明确，已知为细胞膜一

次贯通型的膜蛋白，具备凝集素样的结构域，该凝集素样结构域为氧化LDL的识别部位(日

本特开平9‑98787号公报等)；血液中也存在可溶性的成分；经修饰的高密度脂蛋白(HDL)作

为LOX‑1的配体而发挥作用等(日本特开2012‑100585号公报、日本特许第6231307号公报

等)。

[0043] 上述LOX‑1蛋白例如也优选使用重组LOX‑1蛋白。在此，重组LOX‑1蛋白是指通过基

因重组表达而得到的LOX‑1蛋白。重组LOX‑1蛋白也可以根据需要导入与其他结构的融合、

突变。

[0044] 在上述的免疫分析中，改性HDL、改性HDL结合蛋白与LOX‑1蛋白的复合体的定量可

以使用所谓的夹心ELISA来进行。

将本实施方式的定量法的概要示于图2。作为该定量法，例如，使LOX‑1蛋白50固相

化在板40A上。使改性HDL结合蛋白20与该板40A上的LOX‑1蛋白50结合。通过向该板40A注入

来自体液的试样，使改性HDL10同该LOX‑1蛋白50与改性HDL结合蛋白20的复合体结合。接

着，可以利用与上述的改性HDL或上述复合体结合的抗体30对板40A上的复合体进行定量。

抗体30也可以使用抗因子‑V抗体。

[0045] 在本实施方式中，可以具备使用血清作为试样并在上述试样中添加上述改性HDL
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结合蛋白的工序。可以通过将该试样添加到上述的固相化有LOX‑1的ELISA板中，形成在

ELISA板上的LOX‑1上结合有改性HDL结合蛋白以及改性HDL的复合体，利用上述的与改性

HDL或上述复合体结合的抗体对ELISA板上的结合体进行定量。

[0046] 需要说明的是，用于本实施方式的定量方法的分析用试剂可以包含用于具有病理

学活性的改性HDL的定量的重组LOX‑1蛋白。如上所述，该分析用试剂的重组LOX‑1蛋白与改

性HDL相互作用，因此能够通过免疫分析对改性HDL、改性HDL结合蛋白与LOX‑1的复合体进

行改性HDL的定量。

[0047] 另外，本实施方式的分析用试剂也可以作为具备多个上述构成的试剂盒来提供。

例如，该试剂盒可以具备包含用于改性HDL的定量的改性HDL结合蛋白的分析用试剂以及包

含LOX‑1蛋白的分析用试剂。

实施例

[0048] 以下，示出实施例。需要说明的是，本发明并不限定于实施例。

[0049] (试验例1)

(基于因子V的改性HDL检测灵敏度的验证)

首先，调查因子V对改性HDL与作为改性HDL的受体的LOX‑1的结合的影响。

在固相化有LOX‑1的板中添加包含改性HDL的血浆或血清试样，进行利用改性HDL

的抗体(抗apoA1抗体)对LOX‑1与改性HDL的复合体进行检测的试验。此时，如果通过在试样

中添加因子V，检测灵敏度依赖于因子V的添加量而提高，并且能够得到稳定的检测灵敏度，

则能够将因子V与改性HDL的结合的机理用于改性HDL的定量。

[0050] ELISA法按照以下的步骤进行。

使重组人LOX‑1(61‑273aa)以0.15μg/孔固相化在384孔板上。用PBS清洗两次后，

用1％酪蛋白‑Na进行封闭。用PBS清洗三次后，将添加有因子V的血浆或血清试样在室温下

温育2小时。试样稀释液使用了1％酪蛋白‑Na、10mM  HEPES、150mM  NaCl、pH7 .4、100μM 

APMSF。用PBS清洗三次，添加制备成1μg/ml的抗apoA1抗体(鸡#1)，在室温下温育1小时。用

PBS清洗三次，添加稀释4000倍的HRP标记抗鸡IgY抗体，在室温下温育1小时。抗体反应后，

用PBS清洗五次，将TMB溶液(Bio‑Rad公司制造)添加到板中，在室温下使其反应。用2M硫酸

使反应停止，对450nm的吸光度进行测定。改性HDL浓度(ng/ml)使用将通过硫酸铜氧化的氧

化HDL作为标准品而制作的标准曲线来计算。

[0051] 将基于ELISA法的检测结果示于图3。图3中的(a)、(b)、(c)、(d)、(e)分别表示关于

从不同的受试者(A、B、C、D、E)采集的血浆(plasma)以及血清(serum)的结果。纵轴的

complex(复合体)表示相对于针对被固相化的LOX‑1而形成了某种复合体的改性HDL(包括

LOX‑1改性HDL的结合借助了其他蛋白质的改性HDL)，抗apoA1抗体所检测出的浓度，横轴表

示添加的因子V的浓度。

关于血清，如图3中的(a)、(b)、(c)、(d)、(e)所示，在从受试者A、B、C、D、E采集的检

体的全部五个例子中，改性HDL的检测灵敏度依赖于因子V的添加量而上升。关于血浆，根据

所采集的检体的不同，存在未观察到因添加量而产生的差异较大的情况和大致依赖于添加

量而上升的情况。

根据上述结果，认为，对于含有物质比血浆少的血清而言，由于几乎不包含因子V

等经由LOX‑1与改性HDL的结合的蛋白质，因此通过添加该因子V而介导了该结合。另一方
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面，认为，血浆中有时包含因子V等介导LOX‑1与改性HDL的结合的蛋白质，但其含量根据检

体及其采集、保存方法等而各不相同，添加因子V所产生的影响不同。

上述结果表明，因子V与改性HDL结合，改性HDL与LOX‑1的结合经由因子V进行，进

行了该结合的复合体的检测灵敏度依赖于因子V的添加量而提高。

[0052] (试验例2)

根据LOX‑1相对于板的固相化的有无来调查检测灵敏度，由此调查了由因子V引起

的检测灵敏度的上升是否是针对LOX‑1、因子V以及改性HDL的复合体而发生的。

图4表示使用从上述A、B、C、D、E采集的各血浆作为试样，以达到1μg/mL的方式加入

因子V蛋白的情况(plasma+FV)以及没有加入因子V蛋白的情况(plasma)，作为板使用将

LOX‑1固相化的板(LOX‑1immobilized)以及没有进行固相化的板(non  coat)，其他与试验

例1同样地通过ELISA法进行了检测的结果。

图5表示使用从上述A、B、C、D、E采集的各血清作为试样，以达到1μg/mL的方式加入

因子V蛋白的情况(serum+FV)以及没有加入因子V蛋白的情况(serum)，其他与图4同样地进

行了检测的结果。

图6表示使用从上述A、B、C、D、E采集的各血浆作为试样，以达到10μg/mL的方式加

入因子V蛋白的情况以及没有加入因子V蛋白的情况，其他与图4同样地进行了检测的结果。

图7表示使用从上述A、B、C、D、E采集的各血清作为试样，以达到10μg/mL的方式加

入因子V蛋白的情况以及没有加入因子V蛋白的情况，其他与图5同样地进行了检测的结果。

[0053] 根据图4～图7，若使用没有将LOX‑1固相化的板，则无论是在试样中加入有因子V

的情况下还是在没有加入的情况下，检测量都看不到差异。根据该结果，示出了就因子V而

言，LOX‑1、因子V以及改性HDL结合而形成复合体，使检测量增加。

对图4和图5、图6和图7进行比较，相对于使用了血浆的图4、图6，在使用了血清的

图5、图7中，通过添加因子V，检测量变高。据认为该结果也与试验例1同样地，被认为是血清

中不包含的物质通过因子V的添加而得到了补充。

[0054] (试验例3)

由于因子V与改性HDL结合，因此尝试是否能够使因子V直接固相化在板上来进行

改性HDL的定量。

[0055] 首先，将以0～10μg/mL的方式溶解在PBS(‑)中的因子V添加到板上，通过基于抗因

子V抗体的ELISA法，尝试能否在板上进行固相化。以如下条件进行。

固相化：人因子V各浓度

封闭：1％酪蛋白‑Na中，2hr室温

检测：第一抗体anti‑FV‑LC(AHV‑5101)1μg/ml、1hr、室温

第二抗体anti‑mouse  IgG‑HRP、1：4000、1％酪蛋白‑Na中、1hr室温

[0056] 将结果示于图8。示出了能够大致依赖于浓度地相对于板进行因子V的固相化。

[0057] 接着，对该因子V固相化ELISA板进行未改性的HDL(nHDL)以及改性HDL的结合的试

验。改性HDL使用通过硫酸铜使HDL氧化而成的氧化HDL，即Cu2+‑oxHDL。

使因子V固相化在384孔板(greiner公司制造)上。用PBS清洗两次后，用1％酪蛋

白‑Na进行封闭。用PBS清洗三次后，将用试样稀释液(1％酪蛋白‑Na，10mM  HEPES，150mM 

NaCl，pH7.4，100μM  APMSF)制备成1μg/ml的nHDL或Cu2+‑oxHDL在室温下温育2小时。用PBS清
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洗三次，添加制备成1μg/ml的抗apoA1抗体(鸡#1)，在室温下温育1小时。用PBS清洗三次，添

加稀释4000倍的HRP标记抗鸡IgY抗体，在室温下温育1小时。抗体反应后，用PBS清洗五次，

将TMB溶液(Bio‑Rad公司制造)添加到板中，在室温下使其反应。用2M硫酸使反应停止，对

450nm的吸光度进行测定。

[0058] 将结果示于图9。依赖于在板上的因子V固相化量，改性HDL的检测量变高。另一方

面，nHDL的检测量没有较大的变化。根据该结果，示出了该板能够用于改性HDL的检测。

[0059] (试验例4)

使用与试验例3同样地进行了调整的因子V固相化板，对人血浆以及血清中的改性

HDL进行检测。使用从受试者X、Y采集的血浆以及血清的检体，通过ELISA法进行改性HDL的

定量。

使因子V固相化在384孔板(greiner公司制造)上。用PBS清洗两次后，用1％酪蛋

白‑Na进行封闭。用PBS清洗三次后，将血浆或血清试样在室温下温育2小时。用PBS清洗三

次，添加制备成1μg/ml的抗apoA1抗体(鸡#1)，在室温下温育1小时。用PBS清洗三次，添加稀

释4000倍的HRP标记抗鸡IgY抗体，在室温下温育1小时。抗体反应后，用PBS清洗五次，将TMB

溶液(Bio‑Rad公司制造)添加到板中，在室温下使其反应。用2M硫酸使反应停止，对450nm的

吸光度进行测定。

[0060] 将结果示于图10。关于从受试者X采集的检体，示于图10中的(a)，关于从受试者Y

采集的检体，示于图10中的(b)。

与现有技术中的LOX‑1固相化的情况不同，在血浆和血清中测定值几乎没有差异，

即，对于血浆，也与检体无关地观察到稳定的检测灵敏度的高低。该技术与将LOX‑1固相化

的技术相比灵敏度较高，另外，示出了与使用了LOX‑1以及因子V的夹心法相比，不仅能够容

易地进行定量，而且能够对血浆以及血清这两者稳定且可靠地以较高的灵敏度进行定量。

[0061] 以上，对本发明的几个实施方式进行了说明，但这些实施方式是作为例子而提示

的，并不意图对发明的范围进行限定。这些实施方式能够以其他各种方式实施，在不脱离发

明的主旨的范围内，能够进行各种省略、置换、变更。这些实施方式及其变形包含在发明的

范围、主旨中，同样地包含在权利要求书所记载的发明及其均等的范围内。

工业实用性

[0062] 根据本发明，可得到能够比以往更稳定且准确地对改性HDL进行定量的改性HDL的

定量方法、以及用于该定量方法的分析用试剂。该定量方法以及分析用试剂尤其是能够用

于对患上心/血管系统疾病、患上糖尿病以及糖尿病性疾病的风险或发展程度的判定等。

附图标记说明

[0063] 10：改性HDL；

20：改性HDL结合蛋白；

21：L链部位；

22：H链部位；

30：抗体；

40、40A：板；

50：LOX‑1蛋白。
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图1

图2
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图3
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图4
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图5
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图6

说　明　书　附　图 5/8 页

18

CN 115698713 A

18



图7
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图8

图9
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图10
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