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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
試料中のリポ蛋白質を分析する液体クロマトグラフィー装置であって、単一流路を用いて
試料を分離カラムに導入し、分離カラムからの溶出成分をｎ（ｎは２又は３である）分割
してそれぞれが検出器を備えるｎ本の流路に導き、各流路に導かれた成分に対してコレス
テロール反応試薬、トリグリセリド（中性脂肪）反応試薬又はリン脂質反応試薬の中から
選ばれるｎ種の反応試薬のうち、流路ごとにどれか１つを選択した上で混合、反応させた
後、各流路ごとに検出器を用いてリポ蛋白質の検出・測定を行うようにした液体クロマト
グラフィー装置。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術】
本発明は、血清、血漿、細胞培養上清などの試料中に含まれるリポ蛋白質を分析するため
の装置に関する。
【０００２】
【従来の技術】
リポ蛋白質は、コレステロール、トリグリセリド（中性脂肪）、リン脂質及びアポ蛋白質
が会合した物質で、時としてビタミンＥ等も会合している複雑な複合体である。リポ蛋白
質は、その粒径や含有されるアポ蛋白質の種類に基づき、カイロミクロン（以下「ＣＭ」
と記載する）、超低比重リポ蛋白質（以下「ＶＬＤＬ」と記載する）、低比重リポ蛋白質
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（以下「ＬＤＬ」と記載する）、高比重リポ蛋白質（以下「ＨＤＬ」と記載する）等に分
類される。そして、例えばヒト血液試料中のＣＭ、ＶＬＤＬ、ＬＤＬ等に含まれるコレス
テロール、トリグリセリド（中性脂肪）及びリン脂質の含有量について量比を分析するこ
とが、虚血性心疾患、肝疾患、糖尿病等の疾病と脂質代謝異常との関連を解明する上で重
要になっている。
【０００３】
ＣＭ、ＶＬＤＬ、ＬＤＬ等の量比を分析するためには、血液試料等をゲルろ過クロマトグ
ラフィー、イオン交換クロマトグラフィー又は逆相クロマトグラフィー等の液体クロマト
グラフに供してリポ蛋白質を粒径、電荷又は疎水性等に基づきＣＭ、ＶＬＤＬ及びＬＤＬ
等に分離した後、各分離画分中のコレステロール、トリグリセリド（中性脂肪）又はリン
脂質等を検出・測定して分析するという、簡便で再現性の良い液体クロマトグラフ法を用
いるのが一般的である。液体クロマトグラフ法では、分離カラムによる分離の後に、コレ
ステロール、リン脂質又はトリグリセリドと反応する反応試薬を混合し、反応コイルで反
応させてから検出器で検出・測定してクロマトグラムを得、このクロマトグラムから分析
を行う。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】
前記の通り、現在のところでは、液体クロマトグラフ法を用いて液試料中に含まれるＣＭ
、ＶＬＤＬ、ＬＤＬ等のリポ蛋白質についてコレステロール、トリグリセリド（中性脂肪
）又はリン脂質等の量比を分析することで虚血性心疾患、肝疾患、糖尿病等の疾病と脂質
代謝異常との関連の解明が進められている。ところが、一度の液体クロマトグラフ操作に
よりリポ蛋白質を粒径、電荷又は疎水性に基づきＣＭ、ＶＬＤＬ、ＬＤＬ等に分離するこ
とは容易であるが、これら各分離画分中のコレステロール量、トリグリセリド（中性脂肪
）量及びリン脂質量を同時に検出・測定しようとすると、例えばコレステロールの検出・
測定のための反応試薬がトリグリセリド（中性脂肪）やリン脂質の検出・測定に影響を与
えてしまうという課題がある。
【０００５】
このため、液体クロマトグラフで分離される分離画分毎にコレステロール、リン脂質、ト
リグリセリド（中性脂肪）を測定するためには、同一試料を最低３回液体クロマトグラフ
に供し、第１回目の操作ではコレステロールを、第２回目の操作ではトリグリセリド（中
性脂肪）を、そして第３回目の操作ではリン脂質を測定するための反応試薬を混合、反応
させ、検出器で検出・測定してクロマトグラムを得る必要があった。
【０００６】
この結果、各クロマトグラフ操作に先立って、分離カラムから溶出する成分に混合、反応
させる反応試薬を準備、交換等するか、あるいは液体クロマトグラフ装置を複数台（例え
ば３台）用意し、各装置に異なる反応試薬をセットしておき、順次又は一度に全装置を用
いて分析を行う必要があった。
【０００７】
上記のようにしてリポ蛋白質の分析を行った場合には、分析準備に時間がかかり又は分析
に用いる装置台数が増えるという課題以外に、試料を複数回の液体クロマトグラフ操作に
供さなければならないために比較的大量の試料が必要になるという課題もある。また更に
は、１台の液体クロマトグラフを用いて複数回の操作を行う場合には各操作を均一に行な
わないと得られたクロマトグラム同士を比較することができなくなる可能性が生じる。複
数台の液体クロマトグラフ装置を使用する場合にも、装置間、例えば分離カラムの劣化状
態、送液量、検出器の検出感度等を均一に保たないと同様の課題が生じる。
【０００８】
そこで本発明の目的は、反応試薬の交換を行う必要がなく、１台の液体クロマトグラフ装
置を使用した一回の液体クロマトグラフ操作で、試料中に含まれるＣＭ、ＶＬＤＬ、ＬＤ
Ｌ等のリポ蛋白質についてコレステロール、トリグリセリド（中性脂肪）、リン脂質等の
量比を分析し得る液体クロマトグラフィー装置を提供することにある。
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【０００９】
【課題を解決するための手段】
前記目的を達成するために成された本発明は、試料中のリポ蛋白質を分析する液体クロマ
トグラフィー装置であって、単一流路を用いて試料を分離カラムに導入し、分離カラムか
ら溶出した成分を分割してそれぞれが検出器を備える複数の流路に導き、各流路に導かれ
た成分ごとに前記検出器を用いてリポ蛋白質の検出・測定を行うようにした装置である。
以下、本発明の試料中のリポ蛋白質を分析する液体クロマトグラフィー装置（以下単に「
本発明の装置」等と記載する）を詳細に説明する。
【００１０】
本発明の装置には、試料中のリポ蛋白質を粒径、電荷又は疎水性に基づいてＣＭ、ＶＬＤ
Ｌ又はＬＤＬ等に分離するための分離カラムが装備される。分離カラムは、例えばリポ蛋
白質の粒径に基づいてリポ蛋白質を分離しようとする場合にはゲルろ過用カラム、リポ蛋
白質の電荷に基づいてリポ蛋白質を分離しようとする場合にはイオン交換カラム、そして
リポ蛋白質の疎水性に基づいてリ分離しようとする場合には逆相カラムを用いればよい。
各種のカラムとしては市販されているもの（例えばゲルろ過用カラムであれば、東ソー（
株）製、商品名ＴＳＫｇｅｌ Ｌｉｐｏｐｒｏｐａｋ　ＸＬ等）を使用することが例示で
きる。
【００１１】
本発明の装置では、血清、血漿、細胞培養上清等の試料を単一流路を用いて分離カラムに
導入する。ここで試料を液体クロマトグラフ装置に導入するには通常のオートサンプラー
等を、試料や溶離液の送液には通常のポンプを、単一流路を形成する管には通常の液体ク
ロマトグラフィーで用いるもののうちリポ蛋白質や後述する反応試薬に対して不活性なも
のを、それぞれ使用することができる。なお、溶離液は、用いる分離カラムの種類に応じ
て適宜決定する。例えばゲル濾過用カラムを用いるのであれば、１００ｍＭ以上の塩化ナ
トリウム、硫酸ナトリウム、硝酸ナトリウム、酢酸ナトリウム、過塩素酸ナトリウム、硝
酸アンモニウム等の塩成分をイオン的相互作用の低減を目的として加えることが例示でき
る。
【００１２】
本発明の装置では、分離カラムから溶出した成分を２以上に分割して、それぞれが検出器
を備える複数の流路に導き、各流路に導かれた成分ごとにこの検出器を用いてリポ蛋白質
の検出・測定を行うようにした点に特徴を有する。ここで本発明の装置における分割とは
、試料に含まれるリポ蛋白質を粒径、電荷又は疎水性に基づいて分離した状態で２以上に
分けることを意味する。従って、分割された成分は完全に同一の組成であり、かつ、各組
成の比率完全に同一である。
【００１３】
分離カラムから溶出した成分を分割してそれぞれが検出器を備える複数の流路に導くため
に、分離カラムの後ろ（下流）側にはスプリッターが配置される。スプリッターは、分離
カラムからの溶出成分を２以上に分割できるものであれば良いが、分割する比率を調整で
きるスプリッター（例えばＵＰＣＨＵＲＣＨ　ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ　ＩＮＣ．製、商品
名マイクロスプリッターＰ－４５０）を用いることが好ましい。かかる分割比率を調整で
きるスプリッターであれば、例えば、比較的高感度で検出・測定ができるものについて検
出・測定を行う流路への流量を少なく、逆に比較的感度の低い検出・測定を行う流路への
流量を多くすることが可能となるからである。また本発明において流路を３分割する場合
には、３分割用のスプリッターを用いる以外に２分割用のスプリッターを２台接続して使
用することもできる。
【００１４】
スプリッターの後ろ（下流）側に接続する流路には、前記同様、通常の液体クロマトグラ
フィーで使用する管を用いることができる。流路の数は、２本以上であれば良いが、分離
カラムでリポ蛋白質の粒径、電荷又は疎水性に基づいて分離したＣＭ、ＶＬＤＬ又はＬＤ
Ｌ等について、後に何種類の測定を行うかにより適宜決定できる。現在のところ、コレス
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テロール、トリグリセリド（中性脂肪）及びリン脂質の量比に関する知見が虚血性心疾患
、肝疾患、糖尿病等の疾病と脂質代謝異常との関連の解明するうえで重要であるとされて
いることから、分離カラムから溶出した成分を３分割して３本の流路に導き、各流露に導
かれた成分ごとにコレステロール、トリグリセリド（中性脂肪）又はリン脂質の測定を行
い得るように３本の流路をスプリッターに接続することが特に好ましい。むろん、前記以
外に、例えばビタミンＥ等の検出・測定が必要となった場合には、スプリッターに接続す
る流路の本数を４本以上に増やせば良い。
【００１５】
各流路に導かれた成分ごとに行うコレステロール、トリグリセリド（中性脂肪）又はリン
脂質の測定は、分割後、各流路に導かれた成分に対し、コレステロール反応試薬、トリグ
リセリド（中性脂肪）反応試薬又はリン脂質反応試薬等を混合、反応させた後に検出器に
導入し、各反応試薬との反応の様子を測定することが例示できる。即ち、例えば分離カラ
ムから溶出した成分を３分割して第１、第２又は第３の流路に導き、第１の流路について
はコレステロール反応試薬を混合、反応させて測定を行い、第２の流路についてはトリグ
リセリド（中性脂肪）反応試薬を混合、反応させて測定を行い、そして第３の流路につい
てはリン脂質反応試薬を混合、反応させて測定を行うことが具体的に例示できる。
【００１６】
上記具体例を実施するためには、例えば、各流路の検出器に至る前の部分に反応コイルを
配置し、この反応コイルの直前に、各反応試薬を貯蔵する液溜めからの流路を送液ポンプ
を介して接続する等すれば良い。
【００１７】
上記各反応試薬について一例を記載すれば、コレステロール反応試薬ではコレステロール
オキシダーゼ、コレステロールエステラーゼを含む試薬液を、トリグリセリド（中性脂肪
）反応試薬ではリポプロテインリパーゼ、グリセロールオキシダーゼを含む試薬液を、リ
ン脂質反応試薬ではホスホリパーゼ、コリンオキシダーゼを含む試薬液を例示できる。こ
こで反応試薬は、リポ蛋白質を分解してコレステロール、トリグリセリド又はリン脂質を
対応する反応試薬と反応可能な状態とするための界面活性剤を含むことが好ましい。かか
る好ましい各反応試薬として、市販の試薬（コレステロール反応試薬では、協和メディク
ス（株）製・商品名デタミナーＬＴＣ、東洋紡（株）製・商品名コラスカラーリキッド、
第一化学薬品（株）製・商品名ピュアオートＳ　ＣＨＯ－Ｎ；トリグリセリド（中性脂肪
）反応試薬では、協和メディクス（株）製・商品名デタミナーＴＧ、第一化学薬品（株）
製・ピュアオートＳ　ＴＧ－Ｎ）を用いることもできる。
【００１８】
各流路が装備する検出器は、コレステロール、トリグリセリド（中性脂肪）、リン脂質等
の成分を検出してその量を測定し得るものであれば特に制限はない。例えば前記したよう
にコレステロール反応試薬、トリグリセリド（中性脂肪）反応試薬又はリン脂質反応試薬
等を混合、反応させた後に検出・測定を行うのであれば、同一の吸光度検出器等を２台以
上用いることも可能である。
【００１９】
本発明の装置では、分離カラムからの溶出成分を分割する数（即ちスプリッターに接続す
る流露の本数）、分割後のコレステロール等の検出・測定方式、そして各流路が備える検
出器の検出感度等を考慮したうえで、分析に供する試料の量を決定することが好ましい。
例えば前記したような反応試薬を用いる場合であって、流路を２分割するのであれば、少
なくとも１５μｌ、好ましくは２０μｌ程度の試料を用いることが好ましい。このように
、分離カラムからの溶出成分を均等に分割するのであれば、各流路に１０μｌの成分が導
かれるように、流路の本数×１０μｌの試料を用いることが一応の目安として例示できる
。
【００２０】
【発明の実施の形態】
以下、本発明を図面に記載した実施の形態及び実施例を用いてより詳細に説明するが、本
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発明はこれらに限定されるものではない。
【００２１】
図１は、本発明装置の概略を説明するための図である。１は溶離液溜め、２は脱気装置（
デガッサ）、３は送液ポンプ、４はオートサンプラー、５はフィルター、６は分離カラム
（本例では２本のカラムを直列に配置して分離能を向上した）、７はカラムオーブン、８
は流路２分割用のスプリッター、９は抵抗管、１０及び１１は反応コイル、１３及び１４
は検出器、１５は反応試薬用送液ポンプ、１６はエアートラップ、１７はコレステロール
反応試薬溜め、１８はトリグリセリド反応試薬溜めをそれぞれ示す。
【００２２】
オートサンプラーによって分離カラムに至るまでの単一流路に導入された試料は、分離カ
ラムでリポ蛋白質の粒径、電荷又は疎水性に基づき分離され、溶出する。溶出した成分は
スプリッターにて２分割され、それぞれ異なる流路に導入される。一方の流路では、分割
された成分に対してコレステロール反応試薬が混合され、反応コイルで反応された後、検
出器に導かれてコレステロールの検出・測定が行われる。他方の流路では分割された成分
に対してトリグリセリド反応試薬が混合され、反応コイルで反応された後、検出器に導か
れてトリグリセリドの検出・測定が行われる。
【００２３】
実施例１
図１に示した装置を用いて、ヒト血清中のリポ蛋白質分析を行った。なお、図１における
送液ポンプ３としては市販の製品（東ソー（株）製、商品名ＣＣＰＳ）、反応試薬用送液
ポンプ１５としては市販の製品（東ソー（株）製、商品名ＣＣＰＭ－２）、オートサンプ
ラー４としては市販の製品（東ソー（株）製、商品名ＡＳ－８０２０）、フィルター５と
しては市販の製品（東ソー（株）製、フィルターＫ）、カラム６としては市販の製品（東
ソー（株）製、ＴＳＫｇｅｌ　Ｌｉｐｏｐｒｏｐａｋ　ＸＬ、カラムサイズ；７．８ｍｍ
Ｉ．Ｄ．×３０ｃｍ）を用いた。
【００２４】
抵抗管９としては０．２ｍｍＩ．Ｄ．×２ｍサイズのステンレス製管を、反応コイル１０
、１１としてはそれぞれ０．４ｍｍＩ．Ｄ．×７．５ｍ、０．４ｍｍＩ．Ｄ．×４０ｍの
サイズのテフロン製管を用いた。
【００２５】
カラムオ－ブン７とリアクター１２としては共に市販の製品（東ソー（株）製、商品名Ｃ
Ｏ－８０２０）を用い、それぞれの設定温度を２５℃、３７℃とした。検出器１３、１４
としてはそれぞれ市販の製品（東ソー（株）製、商品名ＵＶ－８０２０、ＵＶ－８０００
）を用い、それぞれの検出波長を共に５５０ｎｍとした。
【００２６】
エアートラップ１６としては市販の製品（東ソー（株）製、商品名エアートラップＧ）、
デガッサー２としては市販の製品（東ソー（株）製、商品名ＳＤ－８０２２）を用いた。
【００２７】
溶離液１としては５０ｍＭ　トリス及び３００ｍＭ酢酸ナトリウムを含むｐＨ８．０の溶
液を用い、流速は０．６０ｍｌ／分とした。スプリッター８としては市販の製品（ＵＰＣ
ＨＵＲＣＨ　ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ ＩＮＣ．製、商品名マイクロスプリッターＰ－４５
０）を用い、カラム分離後の溶出液を等量に分割するように調整した。
【００２８】
コレステロール反応試薬１７については、市販の試薬（第一化学薬品（株）製、商品名ピ
ュアオートＳ　ＣＨＯ－Ｎの試薬１と２をあらかじめ２対１の割合で混合した反応試薬）
を用い、その流速は０．１５ｍｌ／分とした。トリグリセリド（中性脂肪）反応試薬１８
については、（第一化学薬品（株）製、商品名ピュアオートＳ　ＴＧ－Ｎの試薬１と２を
あらかじめ２対１の割合で混合した反応試薬）用い、その流速は０．３０ｍｌ／分とした
。
【００２９】
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正常人血清をオートサンプラー４にて１５μｌ装置に供してカラム６で分離し、スプリッ
ター８で等量に分割した。うち一方をコレステロール反応試薬と混合し反応コイル１０に
て反応させ、検出器１３により５５０ｎｍの波長で検出・測定した。分割した他方をトリ
グリセリド（中性脂肪）反応試薬と混合し反応コイル１１にて反応させ、検出器１４によ
り５５０ｎｍの波長で検出・測定した。結果を図２及び図３に示す。
【００３０】
図２はコレステロールに関する検出・測定結果（クロマトグラム）を示すものである。Ｌ
ＤＬとＨＤＬのピークは良好に確認でき、分析に供した試料が１５μｌと微量であったに
もかかわらず、ＶＬＤＬについてもＬＤＬのピーク前部分に分離が不完全ではあるが、ピ
ークが確認できた。
【００３１】
図３はトリグリセリド（中性脂肪）の検出・測定結果（クロマトグラム）を示すものであ
る。ＣＭ、ＬＤＬ、ＨＤＬ、ＦＧ（遊離グリセロール）のピークは良好に確認でき、分析
に供した試料が１５μｌと微量であったにもかかわらず、ＶＬＤＬについてもＬＤＬのピ
ーク前部分に分離が不完全ではあるが、ピークが確認できた。
【００３２】
【発明の効果】
本発明によれば、反応試薬の交換を行う必要がなく、１台の液体クロマトグラフ装置を使
用した一回の液体クロマトグラフ操作で試料中に含まれるＣＭ、ＶＬＤＬ、ＬＤＬ等リポ
蛋白質について、コレステロール、トリグリセリド（中性脂肪）又はリン脂質の量を検出
・測定し、分析し得る液体クロマトグラフィー装置が提供される。
【００３３】
この結果、リポ蛋白質を分離カラムにて分離した後、溶出した成分を複数の流路に導き、
各流路ごとに装備された検出器を用いて検出・測定を行う本発明の分析装置によれば、１
台の装置のみを用いた場合であっても、反応試薬の交換を行うことなく、一回の操作で試
料中に含まれるリポ蛋白質についてコレステロール量、リン脂質量、トリグリセリド（中
性脂肪）量を検出・測定し、最終的には試料中にＣＭ、ＶＬＤＬ又はＬＤＬといったリポ
蛋白質毎にコレステロール、トリグリセリド（中性脂肪）又はリン脂質がいかなる量比で
存在しているのかという分析を可能にすることができる。
【００３４】
従って本発明の装置によれば、同様の分析結果を得るために複数回のクロマトグラフィ操
作を行ったり複数台の液体クロマトグラフ装置を用いなければならない従来の方法と比較
して、より短時間に、より少ない試料を用いるのみで分析結果を得ることが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、本発明の装置の概略を説明するための図である。
【図２】図２は、実施例１におけるコレステロール検出・測定の結果（クロマトグラム）
であり、横軸は試料を装置に供してからの時間（分）を示す。図中のＶＬＤＬ、ＬＤＬ、
ＨＤＬは、それぞれ超低比重リポ蛋白質、低比重リポ蛋白質、高比重リポ蛋白質を示す。
【図３】図３は、実施例１におけるトリグリセリド（中性脂肪）検出・測定の結果（クロ
マトグラム）であり、横軸は試料を装置に供してからの時間（分）を示す。図中のＣＭ、
ＶＬＤＬ、ＬＤＬ、ＨＤＬ、ＦＧは、それぞれカイロミクロン、超低比重リポ蛋白質、低
比重リポ蛋白質、高比重リポ蛋白質、遊離グリセロールを示す。
【符号の説明】
１溶離液、２デガッサー、３送液ポンプ、４オートサンプラー、５フィルター、６分離カ
ラム、７カラムオーブン（恒温器）、８スプリッター、９抵抗管、１０・１１反応コイル
、１２リアクター（恒温器）、１３・１４検出器、１５反応試薬用送液ポンプ、１６エア
ートラップ、１７コレステロール反応試薬、１８トリグリセリド反応試薬
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