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第1章 緒言 

第 1節 閉塞型睡眠時無呼吸症候群と動脈硬化性疾患 

睡眠時無呼吸症候群（Sleep Apnea Syndrome; SAS）は、睡眠中に呼吸停

止、低呼吸を繰り返す疾患で、本邦において推定患者数は 400万～500万人と

推定される。本疾患は、日中の眠気を惹起するため、SASに罹患した患者によ

る自動車・バス・電車での事故が多く報告されており、社会的に着目されてい

る。 

SASは、睡眠関連呼吸障害（sleep related breathing disorders: SRBD）の

1つで、閉塞性(obstructive sleep apnea: OSA)と中枢性(central sleep 

apnea syndrome: CSA)に大別されるが前者が大部分を占める。SAS の頻度とし

て、無呼吸低呼吸指数(Apnea Hypoxia Index: AHI)が 15以上と定義するとそ

の有病率は 50歳代の女性で 10％弱、男性で 10〜20％程度とされ、SRBDに昼間

の過度の眠気（EDS）と定義するとその有病率は男性で 5％前後、女性 2〜3％

前後と報告される(1-11)。このように、SAS は頻度の高い病態であり、肥満、

男性、加齢が OSAの危険因子であることが知られている(9, 12-14)。  

本疾患では、間欠的に低酸素環境を呈することで、交感神経活動の賦活化、

インスリン抵抗性、慢性炎症、脂質異常症を生じ、動脈硬化性疾患を惹起する
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ことが報告されてきた(15)（図 1）。 

第 2節 閉塞性睡眠時無呼吸症候群と脂質異常症 

脂質異常症は、動脈硬化性疾患発症の危険因子である。動物研究では間欠的

低酸素環境により肝臓での脂質産生が誘導され、脂質異常症を惹起することが

知られている(16-18)。 OSA患者を対象とした横断研究が報告されているが、

Coughlinらは、61 名の OSA患者では 41名の健常者と比較して Body Mass 

Index（BMI）と独立してトリグリセリド値(TG)及び LDL-コレステロール(LDL-

C)値が高値で、HDL-コレステロール(HDL-C)値が低値であった(19)。また、40

歳以上の 6440名の OSA患者を対象とした Sleep Heart Health Study において

Newmanらは BMIと独立して低 HDL-C血症及び高 TG血症と関連することを示し

た(20)。 さらに 64 報を対象とした横断研究のメタ解析で、Nadeem らはメタ

回帰分析の結果、AHI が、BMIと独立して高 TG血症、低 HDL-C血症と関連する

ことを報告した(21)。このように、睡眠時無呼吸症候群は肥満と独立して脂質

異常症、特に高 TG 及び低 HDL-C血症と関連することが示されている。 

第 3節 持続的陽圧換気呼吸療法及び脂質異常症 

持続陽圧換気呼吸（CPAP）は、OSAの標準的な治療法である。OSA 患者で

は、睡眠中に繰り返される無呼吸及び低呼吸に伴う覚醒反応のために睡眠の質
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が低下し、日中の眠気、集中力低下を招くが、CPAPは眠気等の主観的症状の改

善効果を有する(22)。また、OSA患者では高血圧の合併率が高いことが知られ

ているが、CPAPは、メタアナリスにより収縮期血圧及び拡張期血圧を 2-3 

mmHg程度低下させることが知られている(23)。Robinsonらは未治療の OSA患

者 220名を対象としたランダム化比較試験で 1ヶ月の CPAP治療により総コレ

ステロールが 10.8mg/dl 低下することを報告した(24)。また、Philips らは、

中等度・重症の OSA 患者 29名を対象としたクロスオーバー比較試験で 2ヶ月

の CPAP治療により食後の TG上昇が抑制されることを示した(22)。一方で、

OSA患者 613名を対象とした前向きコホート研究では、傾向スコアマッチング

後に CPAPのアドヒアランス良好な 199名の患者と CPAP非使用者の 118名と比

較したところ、治療 2年後での TC、HDL-C 及び TGの変化量は両群で差は認め

られなかった(25)。このように、CPAP療法による脂質改善作用は議論が分かれ

ており結論は得られていない。 

第 4節 HDL-C濃度と心血管疾患 

HDL-Cと動脈硬化性疾患については、Framingham Heart Study や PROCAM 

studyなどの疫学研究で、HDL-Cが心血管疾患（CVD）発症と負の相関関係にあ

ることが知られている(26, 27)。従って、高 HDL-C血症は、長寿症候群の一部

として考えられていたが、近年国内外の研究において著明な 高 HDL-C血症で
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は長寿効果や心血管保護作用に否定的な報告がされている。具体的には、2017

年にデンマークで施行された約 11万人を対象とした観察研究では高 HDL-C血

症者の全死亡のハザード比の上昇を認め(28)、2018年に国内における 9つのコ

ホート研究（約 4万人）を対象としたプール解析（EPOCH-JAPAN）では 90mg/dl

以上の高 HDL-C血症の対象者の心血管疾患ハザード比の上昇を認めた(29)。さ

らに ゲノムワイド関連解析 (GWAS)で、SR-B1機能喪失型変異では HDL-C上昇

を認めるも心血管疾患のリスクを高めた(30)。さらに、HDL-C増加を介した抗

動脈硬化作用を期待された CETP阻害薬は、心血管疾患の発症抑制効果を示す

ことができなかった(31-33)。このように、HDL-Cの高値/上昇が必ずしも心血

管疾患の抑制効果につながらない結果となった. 

第 5節 HDL 機能 

HDLは、コレステロール逆転送(Reverse cholesterol Transport:RCT)、抗酸

化作用、抗炎症作用、抗アポトーシス作用、血管拡張作用、抗血栓作用などの

多面的な抗動脈硬化作用を有することが報告されてきた(34-41)。 

特に、RCTは主要な抗動脈硬化作用であり、HDLが、末梢の泡沫化マクロフ

ァージや平滑筋細胞等から余剰コレステロールを引き抜き、肝臓へと転送し、

さらに胆汁から腸管へと排泄する経路である（図 2）。中でも、最初のマクロ
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ファージからのコレステロール引き抜きが RCTを規定しておりこの経路はコレ

ステロール逆転送系と呼ばれる（図 2）。このコレステロール引き抜き能の臨

床応用のため、Rothblat や Raderのグループは、ヒト血清を用いた HDLの引き

抜き能のアッセイ（Cholesterol Efflux Capacity: CEC）を確立した(42)。 

本アッセイを使って、2011年および 2014年に国外の横断研究及び前向き研究

で、CECが、HDL-C とは独立した心血管疾患発症の負の予測因子であることが

明らかになった(43, 44)。本邦においても、申請者の研究室において CECが冠

動脈疾患の予測因子であることを報告した(45)。 

また、HDL機能の一つには抗酸化能が挙げられ、動脈硬化惹起性を有する酸

化 LDLから過酸化脂質や酸化リン脂質を除去し、抗動脈硬化作用を発揮するこ

とが知られている。特に、HDLには、パラオキソナーゼ（Paraoxonase 1: 

PON1）が結合しており、炎症惹起性の酸化リン脂質の加水分解能を有する

(46)。 PON1は肝臓から産生され、HDLに結合する蛋白であり、パラオキソン

分解活性（パラオキソナーゼ活性）やアリルエステラーゼ活性等の複数の酵素

活性を有する。PON1は、LDL酸化抑制能を持ち(47)、PON1ノックアウトマウス

では動脈硬化惹起性に働くことが知られていることから、PON 1は HDLの抗酸

化能に寄与する蛋白であることが知られる(48)。 



 10 

そのような背景から HDLの量(コレステロール値)ではなく機能(抗動脈硬化

作用)が重要であるとの認識が高まりつつある。 

第2章 睡眠時無呼吸症候群における HDL 機能に与える影響への検討 

第1節 研究背景 

睡眠時無呼吸症候群(SAS)は、酸化ストレス、炎症、交感神経活性の亢進、

血圧上昇、インスリン抵抗性を基盤とする糖脂質代謝異常が惹起され、心血管

疾患(CVD)のリスクを高めるとの報告がある。 

睡眠時無呼吸症候群の標準的な治療として、持続的陽圧換気療法（CPAP療法）

が挙げられ、OSAによる高血圧の降圧効果や眠気等の QOL改善効果が期待でき

る。CPAP療法は食後 TG血症改善効果の報告もあるが(22)、統一された見解は

ない。これまで、Tan らは、OSA患者で HDL の抗酸化能が低下することを報告

したが(49)、SAS及び CPAPの HDL機能については極めて限定的であり、CPAP

療法の HDL機能に与える影響について報告はない。そこで、本研究では、OSA

が HDL機能に与える影響について観察研究を通して検証し、その標準的治療で

ある CPAP療法が HDL 機能に与える影響を検討した。 
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第2節 方法 

第 1項 対象及び研究デザイン 

(1) 観察研究 

2017年 4月から 2022年 4月までに睡眠総合ケアクリニック代々木及びしん

とこ駅前クリニックで、睡眠時無呼吸症候群(SAS)が疑われる 116名の患者が

登録された。20歳以上で本研究の同意を得られた患者が参加し、1）HbA1c> 

10％、2）最近の脳血管イベント（6か月）、3）肝機能障害（AST / ALT が正常

上限の 3倍を超える）、4）血液透析を含む腎不全、5）NYHA III / IV の心不全 

6）担癌患者 7）妊婦 8）重度の感染症および 9）主治医が研究への参加に不適

切であると判断した患者は本研究から除外された。登録患者は、睡眠ポリソム

ノグラフィー検査が施行され、その翌朝空腹時に血液を採取した。この際に臨

床試験のインフォームドコンセントは、登録されたすべての患者から得た。対

象の OSA患者は、SAS の重症度の指標である AHIを用いて non SAS 群(AHI<5)及

び SAS群(5≦AHI)の 2群もしくは non SAS（AHI<5）、mild SAS（5≦AHI<15）

moderate SAS(15≦AHI<30)及び severe SAS(AHI≧30)の 4群で区分し、後述す

る生化学検査、CEC、HDL抗酸化能を評価した。本研究は、防衛医科大学校倫理

委員会より「睡眠時無呼吸症候群患者における HDL機能不全の検討（登録番号
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4305）」で承認を受けている。 

(2) 介入研究 

2017年 4月から 2022年 4月までに睡眠総合ケアクリニック代々木及びしん

とこ駅前クリニックにおいて睡眠ポリソムノグラフィー検査で Apnea hypoxia 

Index (AHI)15以上の中等度以上の OSAと診断された患者の中で、CPAP療法の

同意が得られた 34 名の患者が参加された。CPAP療法施行前にすべての患者か

らインフォームドコンセントを得た。除外基準としては観察研究と同じ基準を

用いた。3ヶ月間の CPAP療法後の外来診察時に採血検査を随時で施行し、後述

する生化学項目及び CECを CPAP療法前後で評価した。さらに、CPAP 装着状況

を確認し、1日 4時間及び週 5日をカットオフにコンプライアンス良好群及び

不良群に区分し、CPAP療法前後で収縮期血圧、体重、eGFRを測定し、それぞ

れ血圧上昇群/低下群、体重増加群/体重減少群、腎機能改善群/腎機能低下群

に区分し、CPAP療法前後の CECの変動差（ΔCEC）を評価した。 

CPAP療法前の年齢、BMI、収縮期血圧、拡張期血圧、eGFR、HDL-C、AHI、

ODI3%、MinSpO2 (%)及び CECの 3分位におけるΔCECを比較した。本研究は、

防衛医科大学校倫理委員会より「睡眠時無呼吸症候群患者における持続陽圧呼

吸療法（CPAP）の HDL 機能改善効果の検討（登録番号 4306）」で承認を受けて
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いる。 

第2項 ポリソムノグラフィー（PSG）検査項目 

眠気のアンケートとしてエプワース眠気尺度(ESS)を用いた。PSG では総睡眠

時間、無呼吸数、低呼吸数が測定された。無呼吸・低呼吸指数 AHI, 無呼吸指

数(AI)及び低呼吸指数（HI)は表１の計算式で算出された。 

第 3項 生化学検査 

血清脂質（総コレステロール、TG）、尿酸(UA)及び血糖は酵素法、HDL-C 濃度

はホモジニアス法で測定し、LDL-C は Friedewald の計算式で算出した。アポ蛋

白 A-1（ApoA-1）は免疫比濁法により測定した。ヘモグロビン A1c（HbA1c）は高

速液体クロマトグラフィー法（HPLC 法）を用いた。インスリンは化学発光酵素

測定法（CLEIA）で測定した。高感度 CRPは酵素結合免疫吸着検査法(ELISA)で測

定した。 

第 4 項 観察研究におけるコレステロール引き抜き能（Cholesterol Efflux 

Capacity；CEC）測定 

観察研究においては、既報に従い CECの測定を実施した(44)。  
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(1) 試薬 

3H-cholesterol は Perkin-Elmer よ り 、 8-Bromoadenosine-3',5'-cyclic 

monophosphate sodium salt (8-Br-cAMP) 及び 3-[Decyldimethylsilyl]-N-[2-

(4-methylphenyl)-1-phenethyl]propanamide(Sandoz 58-035)は Sigma Aldrich 

(St. Louis, MI, USA)より購入した。 

(2) 細胞 

J774.1細胞は、理研細胞バンクより有償譲渡された。マウス由来 J774.1細胞

は 56℃ で 30 分 間 非 動 化 し た 10 ％  fetal bovine serum (FBS) 、

Penicillin(100IU/mL)及び Streptomycin（100 μg/mL）(GIBCO, Grand Island, 

NY)を含む RPMI1640(Sigma Aldrich)により、5% CO2、37℃で培養した。 

(3) アポ B含有リポタンパク除去血清(PEG 沈血清)の調製 

患者の血液を採血管で採取及び静置後、遠心機(CAX-371,トミー精工、東京)で

遠心分離（3,000rpm、15分、4℃）して血清を分取した。1.5mLマイクロチュー

ブに血清 125 μL を添加後、0.2M glycine buffer で pH7.4 に調整された

polyethylene glycol (PEG6000、 富士フイルム和光純薬、大阪) 50 μL を加

え、撹拌した。室温で 20分間静置後、遠心機(MX-207、トミー精工、東京)で遠

心分離(10,000rpm、30 分、4℃)し上清を分取し、アポ B 含有リポタンパク除去
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血清（PEG沈血清）とした。 

(4) 血清及び Blank 培地の作成 

1.5mLマイクロチューブに 0.1％BSA及び Sandoz 58-035 2μg/mL を添加した

RPMI1640培地 972μLに PEG沈血清 28μLを加え、血清培地とした。また 0.1％

BSA 及び Sandoz 58-035 2μg/mL を添加した RPMI1640 培地 972μL に血清を加

えない、Blank培地を作成した。 

(5) CEC の測定 

① ３H-cholesterol を用いた J774.1 細胞へのラベリング （図 3A ①） 

J774.1細胞を 24 ウェルプレート(Corning)に播種し、5% CO2、37℃で培養し

た。培地を除去し、Dulbecco's Phosphate Buffered Saline(DBPS)で 2回洗浄

した。洗浄後、J774.1細胞は 3H-cholesterol 2μCi/mL、Sandoz 58-035 2μg/mL、

0.1％BSA を含む RPMI1640 培地を加えることによりラベリングした。J774.1 細

胞にはさらに 8-Br-cAMP 0.3mMを同時に加え、24時間インキュベーションした。 

② HDL を含む PEG 沈血清の添加及びコレステロールの引き抜き（図 3A②③） 

0.1％BSA、Sandoz 58-035 2μg/mL 及び患者 PEG 沈血清を含む血清培地及び

Blank培地を添加し、5% CO2、37℃で 4時間培養した。 
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③ 細胞内の脂質抽出・培地上清及び細胞内の[3H]放射活性の測定(図 3A④⑤) 

A 脂質抽出及び細胞内の[3H]放射活性の測定 

培養後、培地上清を回収した。回収後、脂質溶解液（Hexane：isopropanol＝

1：1, Vol/Vol）500μLを添加し、1時間振盪し、細胞脂質抽出物全量をシンチ

レーションバイアル（Thermo Fisher Scientific、MA、USA）に入れた。その後、

脂質溶解液 500μL を各ウェルに再度添加し、1 時間振盪し、細胞脂質抽出物全

量をシンチレーションバイアルに加えて、 Ultima Gold（Perkin-Elmer、MA 、

USA)4mLを添加した。 

B 培地上清の[3H]放射活性の測定 

回収した上清は遠心分離（10,000rpm、3 分、4℃）し、上清 200μL を別のシ

ンチレーションバイアルに入れ、ウルチマゴールド 4mLを添加した。添加後、培

地上清、細胞脂質抽出液の[3H]放射活性をシンチレーションカウンターで測定し

た。 

④ CEC の計算方法(図 3B) 

Cholesterol efflux は、培地上清の[3H]放射活性を培地上清と細胞の[3H]放射

活性の和で除することで算出した。各患者の Cholesterol effluxを 6名の健常

成人から分取したプール血清から作成した PEG沈血清の cholesterol efflux で
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補正することで、CEC を算出した。 

第５項 介入研究における CEC の測定 

介入研究においては、2019年以降、防衛医科大学校 RI施設の工事のために 3H-

コレステロールを用いた CEC 測定ができなかったため、CEC と高い相関を示す

Cholesterol Uptake Assayで評価した(50, 51)。 

Cholesterol Uptake Assayでは、血清に biotin-PEG-labeled cholesterol 

を加え、磁性粒子にコートした抗 ApoA-1抗体を用いて血清の HDLを捕捉後、コ

レステロールを Alkaline phosphatase-conjugated streptavidin で酵素標識化

し、化学発光基質(CDP-Star Chemiluminescent Substrate)を加え、シグナル強

度を HI-1000TMシステム(Sysmex、Kobe、 Japan)で測定し、Cholesterol Uptake 

Capacity (CUC)値を測定した(図 4)。測定に関しては、シスメックス社（神戸）

に委託した。6名の健常成人から分取したプール血清の CUC値で補正し、CECと

して評価した。 

第 6項 HDL の抗酸化能の評価 

(1)  活性酸素吸収能力（Oxygen Radical Absorbance Capacity：ORAC) (図 5) 

ORAC は、既報に基づき測定を行った(52)。HDL を含んだ PEG 沈血清に蛍光基
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質及び酸化開始剤を添加する。抗酸化能が高い程、蛍光基質の蛍光強度の減退は

抑制されるため、抗酸化能を測定することが可能である。血清もしくは PEG 沈

血清をリン酸緩衝液に溶解した。Fluorescein (0.15 μmol/L、 Sigma Aldrich) 

及び 2, 2-azobis dihydrochloride (AAPH; 60 μmol/L、Sigma Aldrich) を添

加した。AAPH添加後、分光光度計 (TriStar LB942 Multimode Reader、 Berthold 

Technologies GmbH & Co, KG、 Bad Wildbad、 Germany)を用いて 2分おきに蛍

光強度を励起波長 485nm および蛍光波長 535nm で測定した。対照としてビタミ

ン Eアナログである Trolox（Sigma Aldrich）を使用し、抗酸化能（ORAC値）を

Trolox 相当量で表した。全てのアッセイはそれぞれ 6 回ごと測定し、プールの

PEG沈血清の Trolox 量で補正した。 

(2) 血中パラオキソナーゼ及びアリルエステラーゼ活性の測定 

パラオキソナーゼ活性及びアリルエステラーゼ活性は、Full Automated 

Paraoxonase Assay Kit (Rel Assay Diagnostics、Turkey) 及び  Full 

Automated Arylesterase Assay Kit (Rel Assay Diagnostics) を用いて測定を

行った。 

パラオキソナーゼ活性は、Paraoxonの加水分解により産生される p-nitrophenol

の吸光度変化で算出された。具体的には、基質添加後 1分あたりの p-nitropheol



 19 

の吸光度変化を測定し、p-nitrophenol の分子吸光係数 18920で割ることで酵素

活性を求めた。（パラオキソナーゼ活性 1 unit/L は 37℃で 1分間に 1μmol の

パラオキソンの加水分解能と定義した。） 

一方、アリルエステラーゼ活性は、phenol acetate の加水分解により産生さ

れる phenolの吸光度変化で算出された。その際に、phenolの吸光度変化は

potassium ferricyanide 及び 4-aminoantipyrine の酸化的カップリングを利用

して測定された。発色生成物の分子吸光係数 4000で割ることで酵素活性を求

めた。（アリルエステラーゼ活性 1 unit/L を 1分あたり酢酸フェニル 1mmol/L

の分解能と定義した。） 

第 7項 統計解析 

データ解析は、JMP 13.0 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA) 及び Prism 8 

(GraphPad Software, CA, USA)を用いた。連続変数の 2群比較の解析では、対

応ある t検定及び対応のない t検定もしくは ウィルコクソンの符号順位検定も

しくはマンホイットニーU 検定を用いた。3 群もしくは 4 群比較では、1 元配置

分散分析（one-way analysis of variance、One-way ANOVA)を実施し、事後解析

(post hoc analysis)として Tukey法で多重比較を行なった。カテゴリー変数は、 

カイ二乗検定を用いた.データは、正規分布に従うものに関しては平均及び標準
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偏差及び正規分布に従わないものは、中央値及び四分位で表した。正規性につい

ては、シャピロ-ウィルク検定で評価を行なった。2 変量の相関分析としては、

スピアマンの順位相関係数を用いた。p 値が 0.05 未満の場合に統計学的に有意

差があるものと判断した。また、重回帰分析では、CEC を従属変数とし、年齢、

性別、BMI、喫煙歴、高血圧、糖尿病、脂質異常症、総コレステロール値(TC)、

対数変換したトリグリセリド値（log TG）、HDL-C、パラオキソナーゼ、アリルエ

ステラーゼ、対数変換した高感度 CRP（log hsCRP）、MinSpO2を独立変数として

重回帰分析を実施した。 

第 4節  結果 

第１項 観察研究 

(1)  患者背景 

本研究では 116名の患者が登録された。Non SAS 群（AHI<5,n=11）及び SAS群

（AHI≧5,n=105）との比較では、BMI、高血圧の有病率及び TGは、SAS群で有意

に高値であった (表 2A)。さらに、SASの重症度区分の 4群での比較では、severe 

SAS 群は non SAS群と比較し、BMI及び TG は severe SAS群で有意に高値だった

（表 2B）。 

(2)  コレステロール引き抜き能に与える影響 



 21 

Non SAS 群（AHI<5）及び SAS 群（AHI≧5）での比較では、CECは SAS群で有

意に低下していた (1.06±0.15 vs 0.96±0.14 p=0.01)(図 6A)。しかし、SASの

重症度区分の 4群の比較では CECに有意な差は認めなかった（図 6B）。 

(3)  ORAC 値に与える影響 

HDLの抗酸化能評価のため、Non SAS 群（AHI<5）及び SAS群（AHI≧5）、SAS

重症度の 4群比較では、ORAC値に統計学的な有意差は認めなかった（図 7）。 

(4) パラオキソナーゼ及びアリルエステラーゼ活性に与える影響 

Non SAS 群（AHI<5）及び SAS 群（AHI≧5）、SAS重症度の 4群比較では、パラ

オキソナーゼ及びアリルエステラーゼ活性に統計学的な有意差は認めなかった 

(図 8、9)。 

(5)     高感度 CRP（hsCRP）に与える影響 

Non SAS 群（AHI<5）及び SAS群（AHI≧5）との比較では log hsCRP は SAS群

で有意に高値であった。SAS重症度で 4群の比較では、severe SASでは non SAS、 

mild SAS、moderate SASと比較して有意に高値であった（図 10）。 

(6).    コレステロール引き抜き能と各種臨床パラメータとの単相関 

CECと相関する因子を検証するため、CEC と各種臨床パラメータとの相関解析
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を実施したところ、CEC は、BMI、log TG 及び log hsCRP と負の相関を示し、

ApoA-1 及び HDL-C と正の相関関係を示した。また、ポリソムノグラフィーのパ

ラメーターに関しては、AHI、AI、ODI(3%)で負の相関を示し、低酸素の指標であ

る MinSpO2 (%)と正の相関を示した(表 3)。 

(7).     コレステロール引き抜き能と各種臨床パラメータとの重回帰分析 

さらなるCECの規定因子の検索をするため、CECを従属変数として年齢、性別、

BMI、喫煙歴、高血圧、糖尿病、脂質異常症、TC、log TG、HDL-C、パラオキソナ

ーゼ、アリルエステラーゼ、log hsCRP、MinSpO2を独立変数として重回帰分析を

実施し、log TG、 MinSpO2、log hsCRPで相関関係を認めた(表 4)。 

第 2項 介入研究 

(1) 患者背景 

介入研究では、中等度の SAS 患者 36 名を対象とした。表 5A のように対象患

者は、年齢 47±11 歳で 94%が男性であった。BMIは、30(25-35) kg/m2で、冠動

脈疾患の既往の患者は認めなかった。 

(2) CPAP 療法による各種臨床パラメータに与える影響 

表 5Bに、CPAP療法前後の臨床パラメータについて示した。また、血圧を含め
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て BMI、脂質パラメータは、CPAP前後で有意差を認めなかった。 

(3) CPAP 療法がコレステロール引き抜き能(CEC)に与える影響 

CPAP療法前後の CECでは、統計学的有意差は認めなかった（図 11）。 

(4)  CPAP 療法前の CEC が CPAP 療法前後のΔCEC に及ぼす影響 

CPAP 治療前の CEC の 3 分位の患者背景は、Q3 群は Q1 群に比較して AHI は有

意に低く及び HDL-C は有意に高かった。Q1 群でのみ、CPAPによる CECの有意な

上昇を認めた（図 12）。 

(5) 血圧、体重及び腎機能(eGFR)変化が、CEC 変動差（ΔCEC）に及ぼす影響 

CPAP 療法により HDL 機能の改善する患者群を検索するため、図 13 のように

CPAP療法前後の腎機能改善/低下群、体重増加/減少群、血圧上昇/減少群、コン

プライアンス良好/不良群でΔCEC を比較したが、いずれも統計学的有意差を認

めなかった。 

(6) CPAP 療法前の各種パラメータがΔCEC に及ぼす影響 

CPAP療法前の年齢、BMI、収縮期血圧、拡張期血圧、eGFR, HDL-C,AHI、ODI3%, 

MinSpO2 (%)を 3分位（Q1、Q2、Q3）に区分し、ΔCECを比較したところ、いずれ

も統計学的有意差を認めなかった（図 14）。 
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第 5節 考察 

SASは、上気道閉塞による頻回の呼吸停止を生じることで、睡眠の断片化が起

こることが知られている。断片化により睡眠の質を下げ、日中の眠気や集中力低

下等の QOL低下を招くほか、過去の臨床研究の報告では、SASは冠動脈疾患や脳

血管障害の発症率や死亡率と関連することが報告されている(53-55)。SAS にお

ける動脈硬化発症のメカニズムについては、前述のように動物研究が行われて

きたが、依然統一された見解はなく、今回、我々は抗動脈硬化作用を有する HDL

機能に焦点を当てた。 

第 1に、SAS群で HDL の抗動脈硬化作用の一つである CECが低下することを示し

た。前述の様に、動脈壁や末梢組織から過剰なコレステロールを引き抜き、胆汁

として排泄する機能は RCTとよばれ、HDLが大部分を介在している。CECは、末

梢組織からコレステロールを引き抜く搬出能と定義され、RCTの最初のステップ

である。HDLが末梢組織からコレステロールを引き抜く過程で、血管外から血管

内にコレステロールを引き抜く必要があり、脂質非結合型アポリポ蛋白（ApoA-

1や ApoE）や脂質欠乏した円盤状 HDL（Nascent HDL）では ABCA1（ATP binding 

cassette subfamily A member 1）を介して、Cholesteryl ester-rich HDL(mature 

HDL)では ABCG1（ATP binding cassette subfamily G member 1）や SR-

B1(Scavenger receptor class B member 1)を介してコレステロールが引き抜か
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れることが知られているが(56)、SASにおいてこの過程が障害されている可能性

が示唆された。 

前述の通り、2006 年に Tan らは SAS での HDL 抗酸化能の低下を示したが(49)、

その他の HDL 機能への影響は明らかではなかった。今回、我々は初めて SAS 患

者で HDLの主要な抗動脈硬化作用である CEC が低下することを示し、SASにおけ

る HDL機能不全を見出した。 

第 2に、CECの規定因子の多変量解析の結果、低酸素の指標である MinSpO2と

炎症の指標である高感度 CRP が BMI や HDL-C と独立して相関関係を示した（表

4）。この結果は、SAS による炎症及び低酸素が、肥満とは独立して CECの低下に

関連することを示唆している。高感度 CRP は non-SAS 群と比較して SAS 群で上

昇し、重症 SASにおいて統計学的に有意に上昇することを見出した（図 10）。過

去の報告においても SAS 患者では、炎症性サイトカインや炎症性マーカーであ

る TNFa、CRP,IL-6,IL-8の血中濃度が上昇することが知られており、本章の結果

は既報と合致した結果であった(54, 55)。SASにおいては第 1章で述べた様に、

夜間の間欠的低酸素が特徴的であり、肥満とは独立して交感神経活動が賦活化

することが知られる(57)。交感神経活動の賦活化は、慢性炎症の原因として考え

られており、SAS群で hsCRP高値であることの要因として考えられた。 
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炎症と動脈硬化発症の関連は 1999 年に Russel Ross により提唱された(58)。

それ以降、動脈硬化病変のプラークには、B 細胞(59)、T細胞(60)、マクロファ

ージ(61)等の様々な免疫細胞が関与することが明らかになり、さらに炎症関連

のシグナルカスケードである Toll like receptor シグナル(62)やインフラソ

ーム(63, 64)が動脈硬化病変の進展に関与していることが知られている。一方

で、ロスバスタチンを使用した 2 次予防の試験である Jupiter 試験(65)、IL-1

β阻害薬であるカナキヌマブ（canakinumab）を使用した CANTOS試験(66)では、

治療介入による炎症反応の抑制が心血管疾患発症のリスク減少につながること

が報告され、炎症そのものが動脈硬化進展に寄与していることが示されている。

本研究では、severe SAS 群で高感度 CRP が高値であり、SAS が動脈硬化惹起性

疾患であることを支持する結果となった。 

第 3 に、SAS の診断検査であるポリソムノグラフィー検査の一項目である

MinSpO2（経皮的動脈血酸素飽和度）が高感度 CRP や BMI とは独立して CEC と正

の相関にあることを見出した。過去の報告では、SASにおいて、低酸素の指標で

ある MinSpO2、平均血中酸素飽和度である MeanSpO2及び酸素飽和度 90%未満の睡

眠時間 TST90が、頸動脈内膜中膜複合体肥厚度（Intima Media Thickness:IMT）

増加と関連することが報告されており(67)、AHI以外の低酸素の指標もまた動脈

硬化進展に寄与している可能性が示唆されている。また、前述の様に、CECは心
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血管疾患疾患の負の予測因子であり(43)、CEC 低下は動脈硬化性疾患発症に関与

することが知られている。上記の内容を統合すると、SASでは低酸素の強度が高

い程、CEC は低下し、動脈硬化が促進される可能性が示唆された(67-75)。低酸

素環境が CEC に影響を与えるメカニズムについて、第 3 章でプロテオーム解析

を実施することで介在因子について検索する方針とした。 

第 4に、HDL抗酸化能について検証を行った。臨床研究において、PON1活性

は、冠動脈疾患や家族性高コレステロール血症で低下することが報告されてい

る(76)。一方、ORAC 法は、食品成分の抗酸能評価に用いられてきたが、当講座

において HDL抗酸化能の評価のためのアッセイとして臨床研究に応用した(52)。

SAS では、酸化ストレスの指標である TBRS(2-thiobarbituric acid reactive 

substances)の上昇の報告(77)があり、HDL 抗酸化能低下することが予想された

が、SASは PON1及び ORACに影響を与えなかった。 

Lavie らは CVD を合併した SAS 患者では、健常者と比較して PON1 活性低下を

認め、重回帰分析では PON1 活性は AHI と負の相関関係を認めた(77)。一方で、

CVDの既往のない中高年の男性を対象とした SASの観察研究においては、本研究

と同様に PON1活性に影響を与えなかったことから(78)、SAS単独では PON1活性

に影響を与えないことが示唆された。 
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観察研究では以下２点の研究限界が挙げられる。 

１）患者背景では、SAS 群と non-SAS群の２群で、サンプル数のばらつき及び

BMIや HDL-Cで統計学的有意差を認めた。肥満患者では CECが低下することが知

られ(79, 80)、肥満やサンプル数のばらつきが本研究の交絡因子として CEC の

値に影響を与えた可能性は否定できない。 

２）さらに、抗糖尿病薬であるピオグリタゾンはコレステロール引き抜き能に

影響を与えることが知られ(81)、SAS群で抗糖尿病薬の内服患者が含まれていた

ことから、投薬内容が CECの値に影響を与えた可能性がある。 

介入研究においては CPAP治療前の年齢、BMI、腎機能、AHIや治療前後の血圧、

腎機能、体重変化や CPAP療法のコンプライアンスは CECに影響を与えなかった

が、CEC 低下群で CPAP による CEC 改善作用を認める結果を見出した。上記の結

果は CPAP 療法が、SAS における低酸素そのものの是正を介して、CEC 低下を緩

和させた可能性が示唆されるが、本研究では CPAP 療法前後の MinSpO2 や

MeanSpO2の変化は不明であり、今後の臨床研究で検証していく必要がある。 

さらに、CPAPによる CEC改善作用は、腎機能、体重変化、CPAPコンプランア

ンス及び血圧変化とは独立した効果であると考える。メカニズムの解明には、今

後動物研究を含めたさらなる解析が必要であるが、CPAP 治療の新規作用を見出
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した点で特筆すべき所見であった。 

本章では、前述の様に 3ヶ月の CPAP療法により血圧を含めたパラメータには

変化は認めず、既報とは合致しなかった(23)。その原因として、34 例中 27例で

体重増加を認め、半数の症例では CPAP のコンプライアンスが poor であり、コ

ンプライアンス良好群では中央値で 1.0mmHg の収縮期血圧の低下を認めること

から、体重が増加したことや CPAPが適切に実施できなかったことが、血圧変化

に影響したと考えられる。 

HDL機能に着目すると治療前 CECの中間及び高値の群である Q2及び Q3群は、

CEC 改善作用を認めず、治療前の CEC が低値の Q1 群でのみ CEC 改善効果を認め

たことから、治療前の CECが CPAP 療法の HDL 機能改善効果の予測因子として考

えられた。将来的な心血管疾患発症リスクが高い HDL 機能不全の OSA 患者にお

いて CPAPは心血管疾患予防のための有効な治療手段をなり得ることが示唆され

た。 

前述のように一部の薬剤は CEC に影響を与えることが知られる(81)。介入研

究中の内服薬変更の有無は不明であるため、投薬内容の変更が CEC に影響を与

えた可能性は除外できない。また、Cholesterol Uptake Assayは、HDL を抗 ApoA-

1抗体で補足するため、ABCA1を介したコレステロール引き抜き能が評価できな
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い点が、介入研究での研究限界に挙げられる。 

第 6節 小括 

第 2章の臨床研究の結果から CECを規定する因子として、炎症の指標である

高感度 CRP及び低酸素の指標である MinSpO2 が挙げられた。そのため、SASに

おいて炎症及び低酸素環境が CECに影響を与えることが示唆された。また、介

入研究においては、CPAP療法前の CECが低下している症例において CEC改善効

果を認めており、SAS による HDL機能不全例において CPAP療法は HDL 機能改善

効果が期待できる結果となった。 

第3章 睡眠時無呼吸症候群における HDL プロテオームに与える影響 

第１節 背景 

HDLは、脂質と蛋白の複合体であるが、かつて脂質代謝に関わるアポリポ蛋

白や酵素しか有していないと考えられてきた。1979年に HDL構成蛋白として

Serum Amyloid A (SAA)の存在が確認され、それ以降プロテオミクス解析の技

術進歩により、図 1５に示すような様々な蛋白が存在することが知られてきた

(82)。 

これらは脂質代謝以外の補体活性、感染防御や急性相反応に関連し、生体防

御に重要な役割を担うことが知られる。Davidson らのグループが公開している
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HDL蛋白データベース（HDL Proteome Watch 2021）(82)によると、2005年か

ら 2021年までの期間で、45報の論文報告があり、936個の蛋白が報告されて

いる。過去には、動脈硬化性疾患(83-87)、腎疾患(88)、肝硬変(89)、皮膚乾

癬(90)、COIVD-19(91)で、HDLプロテオームが変化することが報告され、その

中で、Gordonらは HDL機能との関係について焦点を当て、HDLプロテオーム内

の 16個の蛋白が CEC と相関関係を有する報告をした。(87) また、Vaisarら

は、serum amyloid A (SAA)上昇に伴う HDL プロテオームの変化により CECが

低下することを示した(86)。 

前述のように、我々は SAS群で CECが低下すること、さらに低酸素の指標で

ある MinSpO2が CEC と正の相関関係にあることを明らかにした。このような背

景から、我々は SAS における HDLプロテオームの変化がコレステロール引き抜

き能低下に寄与したと仮説を立て、HDLプロテオーム解析を実施し、引き抜き

能低下に寄与した蛋白を同定する方針とした。 

第 2節 方法 

(1) 対象患者 

2017年 4月から 2019年 4月までに防衛医科大学大学校及び睡眠総合ケアク

リニック代々木で、SASの疑いで登録された 116名の患者中で、登録患者は、
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睡眠ポリソムノグラフィー(PSG)検査が施行され、MinSpO2のデータを取得し

た。前章の観察研究で、MinSpO2が炎症と BMI と独立して CECと相関を認めた

ことから低酸素の強度が高い程、HDLプロテオームに影響を与える可能性を考

え、PSGで測定された MinSpO2の上位 5名(High MinSpO2群：92±2%)、下位 5名

(Low MinSpO2群:40±6%)を抽出した。 

(2) 超遠心法を用いたヒト血清からの HDL 単離 

患者から採取した血液検体は、遠心（4℃、3000rpm、15分）後、患者血清

500uLを超遠心法（比重 1.063-1.210）で HDL 単離を行った。 

(3) HDL プロテオーム解析 

超遠心で HDL単離後に、トリプシンによるペプチド断片化を行った後に

nanoLC: UltiMate 3000 RSLCnano LC System (Thermo Fisher Scientific)及

び MS: Q Exactive HF-X (Thermo Fisher Scientific)を用いた。Mass 

spectrometry(MS)分析は Overlapping window DIA を用いた。Scaffold DIA 

(Proteome Software)を用いて解析し、Peptide FDR（False Discovery 

Rate:FDR）と Protein FDRがともに 1%以下となるタンパク質・ペプチドの同定

ならびに定量値を算出した。 

データ解析は Perseus (https://maxquant.net/perseus/)で定量値を Log2変換
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し、欠損値（定量値が 0）を検出限界以下となる低い値でランダムに代入し

た。各群の平均値が 2倍以上の変動かつ群間の差が P<0.05 (2群: T test, 3

群以上 ANOVA) となるタンパク質を抽出した。それぞれの定量値を Z-scoreに

変換した(図 16)。 プロテオーム解析は、株式会社かずさゲノムテクノロジー

ズ （木更津、千葉）で解析を実施した。 

(4) Gene Ontology エンリッチメント解析（GO enrichment analysis） 

GOエンリッチメント解析は、QuickGOdata（https://www.ebi.ac.uk/ 

QuickGO/）を用いて解析を行った。Enrichment factor と p値は、Fisherの正

確確率検定を用いて計算した。また、Benjamini–Hochberg法を用いて、FDRを

評価した。Low MinSpO2群で、発現上昇(fold change≧1.0)を認めた蛋白を抽

出し、Gene Ontology Biological Process （GOBP）で分類し、Enrichment 

factor＞1及び p 値＜0.05の GO nameを選択した。 

(5) 候補蛋白の選択 

候補蛋白の同定のため下記の 5つの group を用いた。 

Group1：HDL蛋白データベース（HDL Proteome Watch 2021）で検出された蛋白

群（936個）を選定した(82)。 

Group2：前章で低酸素の指標である MinSpO2が CECと相関関係が見出されたた

https://www.ebi.ac.uk/%20QuickGO/
https://www.ebi.ac.uk/%20QuickGO/
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め、All of Gene expression（AOE）(https://aoe.dbcls.jp/)のデータベース

から低酸素刺激により変動する遺伝子群をキュレーションしたデータから、

hypoxia-normoxia socre (HN-score)を計算し、上位 100個の遺伝子群を選定

した(92)。  

Group3：重回帰分析にて年齢や BMIと独立して CECと相関を認めた蛋白群を選

択した。 

Group4：本研究で Low MinSpO2群で変動した蛋白群を選択した。 

Group5：前述の様に CEC低下に関連のある SAAは、GO:0006953 acute-phase 

responseにマッピングされているため、本研究において同様の GO name にマッ

ピングされる蛋白群が CECに関連すると仮説をたて、本研究で検出された蛋白

群において QuickGO database において GO:0006953 acute-phase response に

分類された蛋白群を Group5に選定した。 

これらのグループを https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/）

を用いてベン図を作成し、重複する蛋白を選定した。 

(6) 血中 Angiogenin 及び Orosomucoid 1 の蛋白濃度の測定 

前章の観察研究の対象患者 116名の Angiogenin 及び Orosomucoid1 の蛋白濃度

は、Human Angiogenin ELISA kit(Proteintech,USA)及び Human ORM1 ELISA 

https://aoe.dbcls.jp/
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kit (Proteintech)を用いて測定した。 

(7) MinSpO2３分位における Orosomucoid1 の蛋白濃度の比較 

前章の観察研究の対象患者 116名を MinSpO2の高い順に 3分位（T1,T2,T3）に

区分し、Orosomucoid 1 の蛋白濃度を比較した。3群での比較は、クラスカル

ウォリス検定を実施し、事後解析として Dunn の多重比較検定を行なった。 

第 3節 結果 

(1)  患者背景 

対象患者は全員男性であった。low MinSpO2群は High MinSpO2群と比較して、

BMI、log TG及び loghsCRP は有意に高く、HDL-C及び ApoA-1は有意に低値であ

った。さらに、SAS 関連の項目では low MinSpO2群では high MinSpO2群と比較し

て AI,HI及び ODI(3%)は有意に高値であった(表 6)。 

(2)  HDL プロテオーム解析 

各群の平均値が 2 倍以上の変動かつ群間差が p＜0.05となるタンパクを抽出

し、それぞれの定量値を Z-scoreに変換して Heatmapを作成した（図 17）。 

Low MinSpO2群では High MinSpO2群と比較して 159個の蛋白が変動し、その内

11蛋白で減少し、148 蛋白が増加した(表 9)。 
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(3)  GO エンリッチメント解析 

今回、変動した 159 個の蛋白群を用いて GOエンリッチメント解析を実施し

たところ、変動蛋白は主に炎症や補体を含めた自然免疫に関わる経路に関わる

ことが示された（表 7）。 

(4） CEC との重回帰分析 

年齢及び BMIと独立して CECと相関を認めた蛋白を重回帰分析で実施したと

ころ、34個の蛋白で変動を認めた（表 8）。 

(5)  候補蛋白の選定 

Group1〜5でベン図を作成したところ、angiogenin（Group 1,2,3,4）及び

orosomucoid 1（Group1,3,4,5）が最も多くのグループに属していた(図 18）。 

(6) Anigogenin 及び Orosomucoid1 と CEC との単相関 

対象患者 116名における CECと Angiogenin 及び Orosomucoid1との相関解析を

実施したところ、CEC は Angiogeninと相関は認めず、Orosomucoid 1 と逆相関

を示した。(表 10) 

(7) Orosomucoid1 と CEC との重回帰分析 
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CECを従属変数として年齢、BMI、HDL-C、log hsCRP 及び Orosomucoid1 を独立

変数として重回帰分析を実施し、Orosomucoid1 は、その他の変数(年齢、BMI、

HDL-C及び log hsCRP)と独立して CECと相関を認めた。（表 11） 

(8) MinSpO2３分位での Orosomucoid 1 の比較 

MinSpO2が低値の T3 群での Orosomucoid 1 は、T1群と比較して有意に高値で

あった。(図 19) 

第 4節 考察 

第 3章では、SAS における CEC 低下のメカニズムの解明のため HDL プロテオー

ム解析を実施し、159 種類の蛋白変動を認め,GOエンリッチメント解析の結果か

ら炎症や自然免疫に関わる蛋白に変動が生じることを見出した。これらの結果

は、SASにおいて HDL プロテオームの炎症性リモデリングが生じる可能性が示唆

される結果となった。HDL プロテオームの炎症性リモデリングに関しては 2007

年に初めて Vaisarらにより冠動脈疾患の患者の単離 HDLを用いたショットガン

プロテオミクスで検証され、CAD-HDLにおいては健常者の HDLと比較して補体活

性に関わる蛋白（C3）や acute phase protein に関連する蛋白（PON1,SAA1）が

上昇することを報告し、冠動脈疾患の患者では HDL プロテオームの炎症性リモ

デリングが生じることがわかった(93)。また、2012 年には、皮膚の炎症性疾患
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である乾癬の患者の HDL においてプロテオームの炎症性リモデリングが生じる

とともに、CECが低下することが示され、炎症性疾患における HDLプロテオーム

の変化が HDL 機能に影響を与える可能性について示唆された(90)。さらに、前

述の Vaisarらは、エンドトキシン投与により HDLプロテオームで acute phase 

response に関わる SAA1/2 が上昇、CEC が減少し、一方で SAA1/2 ノックアウト

マウスではエンドトキシン投与による CEC低下は認めなった。このことは HDLプ

ロテオームの炎症性リモデリングが CEC に直接的な影響を与えることを示して

いる(86)。  

さらに、HDLプロテオームの炎症性リモデリングに疾患特異性があるのではな

いかと考えられる。今回、CEC 低下に寄与した候補因子の検索として、我々は、

独立変数として年齢、BMIを用いて重回帰分析を行い,34個の蛋白が CECと相関

関係にあることを見出した。 

6 種類の蛋白（ORM1,SERPINF1,F2,SERPINA3,APCS,AHSG）が GO:0006953:acute-

phase response に分類されることがわかり、このような知見から、SAS におけ

る HDL プロテオームの炎症性リモデリングは CEC に対して直接的な影響を与え

る可能性が示唆された。 

我々は、さらなる候補分子の検索のため、前述の HDL proteome Watch(2021)
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を使用した(82)。 さらに、我々は、低酸素の指標である MinSpO2 が、CECと相

関を認めることから、CEC低下に低酸素刺激により上昇する蛋白が寄与している

可能性も考えられるため NCBI Gene Expression Omnibus (GEO)(94)、EBI 

ArrayExpress  (AE)(95) DDBJ Genomic Expression Archive (GEA)(96)を統合

したデータベースである AOE データベースから低酸素刺激により上昇する遺伝

子をキュレーションしたメタアナリス(92)より 100遺伝子を抽出し、group1,3.4

を含めて解析したところ ANG(Angiogenin)が選択された（図 18）。 

Angiogenin（ANG）は、リボヌクレアーゼ活性を有する唯一の血管新生蛋白で

あり、低酸素刺激により発現が上昇する。その機能として tRNAを分解し、tRNA-

derived smRNAs(tDRs)を産生することで、ストレス環境下での転写調節するこ

とが知られている(97)。 HDLは、tDRを運搬することが知られており、石灰化を

伴う冠動脈硬化の患者の HDLでは tDRsが多く含まれることが報告されているが

(98)、tDRs産生蛋白である Angiogenin の HDL 機能への影響についてはこれまで

検討されていない。一方で、今回,炎症の指標である hsCRPが CECと相関を認め

ることから、炎症に関連する蛋白が CEC低下に寄与している可能性があった。        

今回、既報及び表 8では acute-phase response に分類される蛋白が CECに関

連することが見出されており、本章で検出された HDL蛋白で GO:0006953:acute-

phase responseに関連する蛋白を抽出し、group1,3,4を含めて解析したところ
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ORM1（orosomucoid1）が選択された(図 18)。 

Orosomucoid1 は、リポカリンファミリーに属し、組織障害や炎症で上昇する

蛋白(99)であり、心不全や肝細胞癌で上昇することが知られている(100, 101)。

また、Orosomucoid1 は、肝切除後の肝再生にも関わることが報告された(102)。  

Orosomucoid1が、HDLプロオームに存在することは 14論文で報告されているが、

HDL機能に及ぼす影響は現状不明であった。今回、我々は初めて Orosomucoid１

が単相関及び重回帰分析で CEC と相関を認め,MinSpO2 低値(T3)群で高値である

ことを見出し、Orosomucoid 1 が SASの HDL 機能不全を介在している可能性を示

した。 

今回、HDLプロテオームでは、HDL proteome Watch(2021)で報告されていない

蛋白が検出され、さらに既報とは異なる蛋白が CECと相関を認めた。また、本章

の GO エンリッチメント解析では、low MinSpO2で変動した HDL プロテオームに

補体活性 (GO:006957)及び acute phaseResponse(GO:006953)に分類される蛋白

が含まれていたが、既報の蛋白（C3,PON1,SAA1）は変動しなった。 

この要因として既報の HDLプロテオームにおいて MSにおけるデータ取得方法

の多くは DDA (Data Dependent Acquisition)が用いられているが、今回、デー

タ取得にあたり DIA（Data Independent Acquisition）を用いたことに起因する。
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DDAは、MS1で取り込んだ全イオン群のうち、強度の高かったプリカーサーイオ

ンを選択して MS/MS の取得を行う。一方、DIA は、MS1を取得する結果に依存せ

ず、指定した質量範囲の MS/MS データを連続的に取得するため、より多くの蛋

白が検出することが可能である。Goetze らは、HDL プロテオームを DIA 法で測

定を行ったが、DIA 法は 296種類の蛋白が検出し、既報と比較して 2倍以上の検

出差があることを報告した(103)。本研究においても DIA 法を用いることで HDL

蛋白として 525 種類の蛋白が同定されており、他施設と比較して多くの蛋白を

同定し得た。研究限界としては下記の 2点が挙げられる。 

1.HDL蛋白の翻訳後修飾（ApoA-1）がコレステロール引き抜き能を与えること

は、既報で知られているが(104, 105)、トリプシンを用いてサンプル処理をして

いるため翻訳後修飾は評価困難であった。そのため、変動のない蛋白においても

翻訳後修飾により引き抜き能に影響を与えた可能性は否定できない。 

2. 本章では、HDL プロテオームにおいて CECと相関のある蛋白を抽出してい

るが、直接的な因果関係については未知である。今回、候補蛋白の選定で抽出さ

れた Orosomucoid1 が、CEC に直接的に与える影響に関しては、in vivo におけ

るノックダウンもしくはノックアウトモデルでの検証が必要であり、今後の課

題と考える。 



 42 

第 5節 小括 

SASにおいては HDL プロテオームの炎症性リモデリングを認め、Orosomucoid1

が CEC低下の介在因子として考えられた。 

第4章 総括 

SASは、夜間の低呼吸・無呼吸を繰り返す疾患である。本研究では、SASの HDL

機能への影響について観察研究を通して検証するとともに、SASの標準的な治療

方法である CPAP療法が HDL機能に及ぼす影響について、3ヶ月の CPAP 療法で評

価を行った。 

観察研究では、SAS 群で HDLのコレステロール引き抜き能は低下することを示

し、さらに低酸素の程度を示す MinSpO2 及び炎症を示すバイオマーカーである

hsCRPが BMIや HDL-Cと独立して CECと相関関係にあることを見出した。この知

見より、SASが低酸素及び炎症を介して HDL 機能に影響を与えた可能性が示唆さ

れた。 

介入研究においては、 CPAP療法実施前の CEC低下群において CPAP療法前後

の CEC改善効果を認めるも、体重や血圧変化等の他の臨床パラメーターは CECに

影響を与えなかった。この知見により、治療前の CEC が、CPAP 療法の HDL 機能

改善効果の予測因子になり得る可能性が示唆された。将来的な心血管疾患発症
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リスクが高い HDL機能不全の OSA患者において CPAPは心血管疾患予防のための

有効な治療手段をなり得ることが示唆された。 

さらに、SASにおける CEC低下のメカニズムを検索するため HDLプロテオーム

解析を実施したところ、acute-phase response に関連する蛋白の上昇を低酸素

の程度が高い群（low MinSpO2）で認めた。この知見により、SASにおいて炎症性

リモデリングを生じた可能性が示唆された。また、公共データベースと比較する

ことで、Orosomucoid 1が介在因子の候補として見出された。 

以上の結果から、SASにおける低酸素環境及び炎症は HDLプロテオームの変化

を呈し、コレステロール引き抜き能を低下させることで、動脈硬化性疾患発症に

寄与することが示唆された。また、CPAP 療法は、重症の SAS における HDL 機能

不全の緩和が期待できる(図 19)。 

HDL機能不全に対する治療介入が、SASにおける動脈硬化惹起性を抑制させる

かどうかについては今後、臨床研究での検討が必要であり、上記の介在因子によ

る CEC低下及び CPAP療法による HDL機能改善効果のメカニズムについては基礎

研究での評価が必要である。 

第 5章  結論 

睡眠時無呼吸症候群では CEC低下を認め、MinSpO2及び hsCRPは CEC と統計学
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的有意な相関関係を認めた。CPAP 療法は、CEC 低下群において CEC 改善作用を

認めた。睡眠時無呼吸症候群においては HDL プロテームの炎症性リモデリング

が生じた。今後、SAS での HDL 機能不全に対する CPAP での治療介入は、将来的

な心血管疾患抑制効果に期待できる。 
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単語・略語説明 

A1BG: Alpha-1-B glycoprotein, 

ABCA1: ATP binding cassette subfamily A member 1 

ABCG1: ATP binding cassette subfamily G member 1 

AHI：Apnea Hypoxia Index 

AHSG:Alpha2-HS,glycoprotein, 

AMBP:Alpha-1-microglobulin/bikunin recursor, 

ANG:Angiogenin, 

APCS:Amyloid P component, 

AZGP1:Alpha-2-glycoprotein  

BMI:Body Mass Index 

BSA: Bovine serum albumin 

C8B: Complement C8 beta chain, 

CEC: Cholesterol Efflux Capacity(コレステロール引き抜き能) 

CETP: Cholesteryl ester transfer protein 

CFD: Complement factor D, 

CFHR2: Complement factor H related 2, 

CLEC3B: C-type lectin domain family 3 member B, 

CPAP: Continuous Postive Airway Pressure(持続陽圧換気呼吸) 

CSA: central sleep apnea syndrome（中枢性無呼吸症候群） 

CST3:CystatinC, 

CUC:Cholesterol Uptake Assay 

CVD: Caridovascular disease (心血管疾患) 

DBPS：Dulbecco's Phosphate Buffered Saline（ダルベッコリン酸緩衝生理食塩

水） 
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F2: Coagulation factor II, 

F9: Coagulation factor IX, 

FBS：fetal bovine serum（胎児牛血清） 

GNA12:G protein subunit alpha 12,  

GPX3: Glutathione peroxidase 3,  

HDL-C:HDL-コレステロール 

HDL: High Density Lipoprotein 

HPX: Hemopexin, 

ICAM1; Intercellular adhesion molecule 1, 

IGKC: Immunoglobulin kappa constant,  

KNG1: Kininogen 1, 

LCAT: lecithin-cholesterol acyltransferase 

LDL-C:LDL-コレステロール 

LRG1 Leucine rich alpha-2-glycoprotein 1, 

LTF: Lactotransferrin,  

LUM: Lumican,  

Log TG: 対数変換した TG値 

Log hsCRP：対数変換した hsCRP値 

MSN: Moesin,  

MinSpO2: minimal SpO2 

ORM1: Orosomucoid 1  

OSA: obstructive sleep apnea syndrome (閉塞性睡眠時無呼吸症候群) 

PAF-AH: Platelet-activating factor（PAF） acetylhydrolase 

PGLYRP2: Peptidoglycan recognition protein 2 ,  

PLTP: Phospholipid transfer protein 
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PON1: Paraoxonase 1  

RBP4: Retinol binding protein 4,  

RCT: reverse cholesterol transport(コレステロール逆転送系) 

SAS: Sleep Apnea Syndrome（睡眠時無呼吸症候群） 

SCD-1: stearoyl coenzyme A desaturase 1 

SCD-ASO: SCD-1アンチセンスオリゴヌクレオチド 

SEPINA3: Serpin family A member 3, 

SERPINA5: Serpin family A member 5,  

SERPINA7: Serpin family A member 7,  

SERPINF1: Serpin family F member 1,  

SR-B1: Scavenger receptor class B member 1 

SRBD:sleep related breathing disorders （睡眠関連呼吸障害） 

SREBP-1: terol regulatory element binding protein 1 

TG：中性脂肪 

TTR: Transthyretin 

hsCRP：high sensitive CRP(高感度 CRP) 
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図表 

 

図 1：睡眠時無呼吸症候群が、心血管疾患及び脂質代謝に及ぼす影響 

睡眠時無呼吸症候群では、内皮機能障害、炎症や交感神経活動の賦活化を介して

心血管疾患・脂質代謝に影響を与える。 
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図 2：コレステロール逆転送作用における HDLの役割 

略語：HDL： High-Density Lipoprotein, LDL: Low-Density Lipoprotein 

ABCA1：ATP binding cassette subfamily A member 1,ABCG1: ATP binding 

cassette subfamily G member 1,SR-B1: Scavenger receptor class B member 

1, CETP: Cholesteryl ester transfer protein 
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B) 
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図 3：観察研究におけるコレステロール引き抜き能の測定方法  

A) 3Hでラベルされたコレステロールを J774.1 細胞に取り込ませ(①)、HDLを含

む PEG 沈血清を添加した(②)。その後、HDL によって細胞内コレステロール

は引き抜かれ(③)、4 時間培養後に培地上清を回収した(④)。脂質溶解液で

細胞内の脂質抽出を行い、細胞内及び培地上清の [3H]放射活性を測定した。

(⑤)  

B) Cholesterol efflux は、細胞内及び培地上清の[3H]放射活性から算出し、プ

ール血清との相対比で Cholesterol Efflux Capacity (CEC)を求めた。 
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図 4 介入研究におけるコレステロール引き抜き能の測定方法 

A)血清に biotin-PEG-labeled cholesterol を添加する。B)magnetic particle

にコートした抗 ApoA-1抗体を用いて HDLを捕捉した。C) Alkaline phosphatase-

conjugated streptavidin で酵素標識化した。D)化学発光基質を加え、シグナル

強度を HI-1000TMシステムで Cholesterol Uptake Capacity (CUC)値を測定し

た。プール血清の CUC 値で補正し、CECとして評価した。 
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図 5  HDL抗酸化能の測定方法の概略図 

HDLを含んだ PEG沈血清に蛍光基質であるフルオロセイン及び酸化開始剤であ

る AAPHを添加し、37℃,90分間でインキューべーションを実施した。2分おき

蛍光強度を測定し、netAUCを算出し、標準物質であるトロロックス相当量を計

算し、プール血清との相対比を算出した。 
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図 6：睡眠時無呼吸症候群が CECに与える影響： 

A  観察研究において non SAS(n=11)と SAS(n=105)の CECを比較した。二群比

較として、対応のない t検定で解析した。* p=0.01 

B non SAS(n=11)、mild SAS(n=37)、moderate SAS(n=24)、severe SAS での

CECを比較した。4 群比較として、one-way ANOVA で検定を行い、事後解析とし

て Tukey法を用いた. ns: not significant 
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図 7 睡眠時無呼吸症候群が ORACに及ぼす影響 

A 観察研究において non SAS(n=11)と SAS(n=105)の ORAC値を比較した。二群

比較として、対応のない t検定を用いた。 

B non SAS(n=11)、 mild SAS(n=37)、moderate SAS(n=24)、severe SAS(n=44)

での ORACを比較した。4群比較として,one-way ANOVA及び事後解析として

Tukey法を用いた. 略語：ns : not significant 
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図 8 睡眠時無呼吸症候群がパラオキソナーゼ活性（Paraoxonase activity）に

及ぼす影響： 

A 観察研究において non SAS(n=11)と SAS(n=105)のパラオキソナーゼ活性を比

較した。二群比較として対応のない t検定を用いた。 

B non SAS(n=11)、mild SAS(n=37)、moderate SAS(n=24)、severe SAS(n=44)

でパラオキソナーゼ活性を比較した。4 群比較として,one-way ANOVA 及び

事後解析として Tukey法を用いた。略語：ns : not significant 
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図 9 睡眠時無呼吸症候群がアリルエステラーゼ活性(Arylesterase activity)

に及ぼす影響 

A 観察研究において non SAS(n=11)と SAS(n=105)のアリルエステラーゼ活性を

比較した。二群比較として対応のない t 検定を用いた。 

B non SAS(n=11)、 mild SAS(n=37)、moderate SAS(n=24)、severe SAS(n=44)

でのアリルエステラーゼ活性を比較した。4群比較として、one-way ANOVA

及び事後解析として Tukey法を用いた。略語：ns : not significant 
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図 10 睡眠時無呼吸症候群が対数変換した高感度 CRP（loghsCRP）に及ぼす影響 

A 観察研究において non SAS(n=11)と SAS(n=105)の loghsCRPを比較した。 

二群比較として対応のない t検定を用いた。* p<0.05 

B non SAS(n=11)、mild SAS(n=37)、moderate SAS(n=24)、severe SAS(n=44)

で LoghsCRPを one-way ANOVA及び事後解析として Tukey法を用いて解析し

た。 * p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001 
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図 11：CPAP療法前後のコレステロール引き抜き能（CEC）の変化 

各値は、平均値±標準偏差（ただし、AHI、ESS、BMI及びトリグリセリド値は中

央値と四分位範囲）で表した。CPAP 療法後の CECを CPAP療法前の CECと対応す

る t検定で解析した。ns: not significant 
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B 

 

図 12：CPAP療法が CECに与える影響  

A) CEC3 分位における患者特徴 B) 介入前後の CEC の比較 ：介入前の CEC

を 3分位（Q1、Q2、Q3）にわけ、CPAP療法前後での臨床パラメータ及び CECを

比較した。各値は、平均値±標準偏差（ただし、トリグリセリド値は中央値と

四分位範囲）で表した。 *p＜0.05、** p<0.01と表記した。 
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図 13：腎機能、体重、血圧変化及び CPAP 療法のコンプアンスが CPAP 療法前後

の CEC変動差（ΔCEC）に及ぼす影響 

3ヶ月の CPAP療法前後の腎機能、体重、血圧及び CPAP療法のコンプライアンス

で 2群に区分し、各群を対応のない t検定で比較を行った。 

ns: not significant 
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図 14:CPAP療法前の臨床パラメーターが CPAP 療法前後のΔCECに及ぼす影響 

年齢、BMI、収縮期血圧、拡張期血圧、eGFR、 HDL-C、AHI、ODI3%、 MinSpO2 

(%)及び CECを 3分位（Q 1、Q 2、Q3）に区分し、ΔCECを比較した。 

ns: not significant 
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図 15 HDLを構成する代表的な蛋白群（文献 79より許可を得て引用） 
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図 16： HDL プロテオーム解析のプロトコール： 

low MinSpO2及び High MinSpO2に区分し、患者 5名ごと抽出し、患者血清から

超遠心法を用いて単離した。HDLプロテオームについては、nanoLC:  UltiMate 

3000 RSLC nano LC System (Thermo Fisher Scientific)及び MS: Q Exactive 

HF-X (Thermo Fisher Scientific)で評価し、Perseus software (MaxQuant)を

用いてデータ解析を行なった。 
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図 17 HDL蛋白のヒートマップ図：（各群の平均値が 2倍以上の変動かつ郡間差

が p＜0.05 となるタンパクを抽出する。それぞれの定量値を Z-score に変換し

て Heatmapを作成した。） 
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図 18：Group1〜5を用いたベン図  

Group1：HDLプロテオームデータベースに記載された蛋白群（文献 68） 

Group2；低酸素刺激で変動する上位 100個の遺伝子群（文献 78） 

Group3； CECと相関を認めた蛋白群(表８) 

Group4； low MinSpO2群で変動した蛋白群 （表９） 

Group5：本研究で検出された HDLプロテオームで、GO:0006953 acute-phase 

responseでマッピングされた蛋白群 
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図 19 MinSpO2３分位における Orosomucoid1 の蛋白濃度の比較 

観察研究の MinSpO2 を 3分位（T1、T2、T3）にわけ、Orosomucoid 1 蛋白濃度を

比較した。*p＜0.05 と表記した。 
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図 20： 研究結果の概念図 （SASにおける低酸素環境は HDLプロテオームの変

化を呈し、コレステロール引き抜き能を低下させることで動脈硬化性疾患発症

に寄与することが示唆された。また、CPAP療法は、SASによる HDL機能不全を緩

和させる可能性が示唆させた。 
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表 1：睡眠時無呼吸症候群（SAS）関連用語の定義 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

略語 指標名 定義
ESS エプワース眠気尺度 ８項目からなる主観的な眠気の尺度
AHI 無呼吸・低呼吸指数 （無呼吸+低呼吸数×60／総睡眠時間
AI 無呼吸指数 （無呼吸数)×60／総睡眠時間
HI 低呼吸指数 （低呼吸数)× 60／総睡眠時間

MinSpO2 睡眠中最低SpO2値 睡眠中の最低SpO2 値
ODI3％ 3％desaturation指数 1 時間当たりの3% desaturation 回数
non SAS SASなし AHI＜５
mild SAS 軽症SAS 5≦AHI＜15

moderate SAS 中等度SAS 15≦AHI＜30
severe SAS 重症SAS AHI≧30
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表 2: 116名の対象者の観察研究における患者特徴 

A 

 

B 

 

A；SAS群と non SAS 群 を比較して、対応のない t検定で解析した。B：各重症

度の SAS 群を non SAS と比較し、統計学的有意のあった群に＊p <0.05, **p 

<0.01,*** p <0.001 と表記した。各値は、平均値±標準偏差（ただし、トリグ

リセリド値は中央値と四分位範囲）で表した。 
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表 3： CECと各種臨床パラメーターとのスピアマンの順位相関係数 

 

CECと各種臨床パラメーターとの相関係数は、スピアマンの順位相関係数を用い

て解析した。 
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表 4：CECと睡眠時無呼吸症候群のパラメーターとの重回帰分析 

 

CEC を従属変数として年齢、性別、BMI、喫煙の有無、高血圧の有無、糖尿病の

有無、TC、logTG、HDL-C、MinSpO2、パラオキソナーゼ活性、アリルエステラーゼ

活性及び loghsCRP を独立変数として重回帰分析を行った。 
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表 5：介入研究の患者背景及び臨床パラメータの変化 

A 

 

B 

 

各値は、平均値±標準偏差（ただし、AHI,ESS,BMI及び中性脂肪は中央値と四分

位範囲）で表した。ns: not significant 
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表 6：HDLプロテオーム解析に登録された患者群 

 

 

 

High MinSpO2 (n=5)及び Low MinSpO2 (n=5)の各種臨床パラメーターを対応のな 

い t検定で評価した。 

 

 

 

 

 

 

p value
年齢 35 ± 9 36 ± 5 ns
AHI 93 ± 12 3.4 ± 1.9 p<0.001
ESS 16 ± 4 6.4 ± 4.2 p<0.001
BMI 36 ± 5 24 ± 3 p<0.001
CEC 0.78 ± 0.13 1.13 ± 0.09 p<0.001
ORAC 0.6 ± 0.21 0.67 ± 0.25 ns

パラオキソナーゼ 151 ± 78 157 ± 67 ns
アリルエスエラーゼ 1270 ± 243 1039 ± 101 ns

収縮期血圧 138 ± 20 130 ± 21 ns
拡張期血圧 86 ± 13 89 ± 15 ns

AI 59 ± 37 1.4 ± 1.1 0.009
HI 35 ± 31 1.9 ± 1.3 0.046

MinSpO2(%) 40 ± 6 92 ± 2 p<0.001
ODI(3%) 87 ± 19 2 ± 2 p<0.001

TC 196 ± 52 197 ± 20 ns
LDL-C 106 ± 43 108 ± 23 ns
log TG 5.4 ± 0.6 4.5 ± 0.4 0.0185
HDL-C 38 ± 9 70 ± 8 p<0.001
ApoA-1 118 ± 16 165 ± 17 0.0016

log hsCRP -1.04 ± 0.58 -4.17 ± 0.88 p<0.001

Low MinSpO2(n=5) High MinSpO2(n=5)
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表 7 HDL プロテオームにおける GOエンリッチメント解析 

 

 

 

GOアノテーションは、QuickGO database (https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/). 

を用いてマッピングして解析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 87 

表 8:重回帰分析にて年齢及び BMIと独立して CECと相関を認めた蛋白群 

 

CEC を従属変数として HDL プロテオーム解析で変動を認めた蛋白群の蛋白強度

年齢及び BMIを独立変数として重回帰分析を行った。 
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表 9：HDL プロテオーム解析において変動を認めた蛋白群 
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表 10： CECと Angiogenin 及び Orosomucoid1 とのスピアマンの順位相関係数 

 

CECと Angiogenin及び Orosomucoid1は、スピアマンの順位相関係数を用いて解

析した。 
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表 11:  CECと Orosomucoid 1 との重回帰分析 

 

CECを従属変数として年齢、BMI、HDL-C及び loghsCRPを独立変数として重回帰

分析を行った。 

 


