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家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 (f a mi 1i al h y p e r c h ol e s te r ol e m i a , F H ) は 高 コ レス テ ロ
ー ル 血 症

,

■
黄色腫, 早発性冠動脈硬

化症を3 主徴 とす る常染色体優性遺伝性疾患であり ,
低比 重リ ボ 蛋白受容体 O o w d e n sity lip o p r ot ei n r e c e p t o r , L D I J R) 遺伝子

異常 によ り発症する . 日 本人 F H にお い て は遺伝子変異の多様性 が示唆 さ れ て い るが , 高頻度の 遺伝子変異 の 存在の 有撫は明

らか にさ れ て い ない . そ こ で ホ モ 接 合体性 F E 2 例を そ れぞ れ 発端者 と した2 家系7 症例 にお い てL D しR 遺伝子の 解析を行 っ た t

さ ら に比較的狭 い 特定地域 (能登地方) 出身の F H 2 5 家系25 症例を対象と し, 高頻度に 集積する遺伝子変異 の 郁 削
こ つ き検討

した . 対象者の 末梢白血球 より分離 し た高分子 D N A を用い て , L D I J R 遺 伝子の 全18 エ ク ソ ンの そ れ ぞ れ に対応 し た プライ
マ

ー を設計 しP C R に よか) D N A 断片を増幅さ せ ,
P C R

一

本鎖構成体多型 (P C R si n gl e st r a n d c o n f o r m a ti o n al p ol y m o r p h i s m , P C R
-

s s c p) 法お よ び 直接塩基配列決走法 (di r e c t s e q u e n ci n g) を用い て 遺伝子変異の 確定を行 っ た ･ さら にP C R 軌限酵素切断多型

(P C R , r e S tri c ti o n 血
･

a g m e n t l e n g th p ol y m o r p hi s m , P C R
-R F L P ) 法 に より ヘ テ ロ 接合体性 F H 2 0 1 例を対象と しての 決定さ れ た遺

伝子変異 の 頻度を調 べ た . ホ モ F H を発 端者 と した お の お の 1 家 系 に お い て , L D しR 遺伝 子の エ ク ソ ン 9 の 新変異R 39 5 W

(C G G - > T G G : ア ル ギ ニ ン か ら トリ プ ト フ ァ ン) お よ び エ ク ソ ン15 の 新変異Q 71 8Ⅹ(C A G
- > T A G : グル タ ミ ン か ら終止 コ ド ン)

を見 い 出 し, 発端者 の 出身地 に より こ れ ら2 変異をそ れ ぞれ F H M o ri ok a お よび F H Y o k o te と命名 した ･ F H M o ri o k a の ホ モ 接

合体は著明なL D しR 活性の 低下 と高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血 症を呈 して い た が ,

ホ モ 複 合体性 FIi と して は 異例 の 長寿 であ っ た ･ そ

の 機序は 遺伝子変異 の 型 や レ セ プ タ
ー 活性で は説明できず, 遺伝子変異で規定さ れ ない 何 らか の 環境国子 に よる と 推定 され た ･

さ ら に特定地域 にお けるF H 2 5 例 の 遺伝子解析 にお い て エ ク ソ ン2 の W 2 3 Ⅹ変異 Cr G G
-

> m G : トリ プ ト フ ァ ン か ら終止 コ ド

ン) を見 い 出 しF H N a n a o と 命名 した ･ 本変異は 米国人 お よ び ドイ ツ 系 カナ ダ人 より見 い 出 され て い る F H Ci n ci n n a ti
-5 と同

一

の 変異で あ っ たが , 民族的背景の 相違か らL D しR 遺伝子に お け る反復変異 (r e c u r r e n t m u ta ti o n) と考え られ た ･ 頻度調査 によ

り今回決定 さ れ た 3 変異 の うち, F H N a n a o の み が 発端者家系以外 の 1 家系 にお い て 発見さ れ た が ,
F H M o ri o k a お よ びF H

Y ｡ k ｡ te は 他家系 に 見い 出され なか っ た . し たが っ て こ れ ら3 変異 は い ず れも高頻度で あ る可能性は低く , 特定地域内 に高頻度

に集積す る遺伝子変異の 存在も否定的であり, 日 本人F 削 こお ける遺伝子変異 の 多様性が示唆さ れ た ･

鮎 y w o r d s f a m ili al h y p e r ch ol e st e r ole m i a , lo w d e n sity lip o p r o t ein r e c e p t o r , g e
n e m u t ati o n

･ g e n etic

e p id e m i ol o g y

動脈硬化性疾患 の うち冠動脈疾患 は , 近年欧米の み な 仁) ずtl

本に お い て も死 因の Ⅰ二位 を占め る よう に な っ た . 高 コ レ ス テ ロ

ー

ル 血症 が こ の よう な冠動脈疾患 の 最人の 危険因子である こ と

はもは や 疑う余地 の な い 事実と な り
1I

,
3 - ヒ ドロ キ シー 3 一 メ チ ル

グル タ リ ル 補酵素A (3 -h y d r o x y -3- m e th yl gl u ta r yl c o e n z y m e A ,

H M G - C o A ) 還元 酵 素阻害剤 に よ る コ レ ス テ ロ
ー

ル 低 下療法 に

より
,
冠動脈疾患未発症の 高 コ レ ス テ ロ

ー ル 血症患者の 心筋梗

塞発症と心 血管系疾患 に よ る死 亡率が低 下 した と い う報告も な

され て い る
2)

.

家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 (f a m ili al h y p e r c h ol e s te r ol e m i a ,

F H)
3)
は 幼少時よ りの 高低比重リ ボ 蛋白(l o w d e n sity lip o p r o t ei n ,

L D リ コ レ ス テ ロ
ー ル 血 軋 ア キ レ ス 腱 を は じ めと す る陣黄色

腫
4-

,
お よ びり･ 発悼 冠動脈硬化滝㌍

)
を3 羊徴と す る常染色休健件

遺伝性疾患 であり , 高L D I . コ レ ス テ ロ
ー ル 血 症 と 起動脈硬化

症 と の 関連
仰
の 解明 に 藍要なモ デ ル 疾恩､ で ある . 本症 はL D L 受

容体 (L D L r e c e p t o r , L D I : R) 遺信子 の 変異
7) リ)
に よ りL D I J R に

構造異常もしく は欠尖が起 こ っ た 結果, L D L , 小間比 重リ ボ蛋

白 ( in t e r m e di a t e d e n sity li p o p r o t ei n , I D U , 超砥比重リ ボ 蛋L
L

]

(v e r y l o w d e n sity lip o p r o t ei n , V L D り の 血中漉度が 上昇 して 発

症す る
=1)

. L D しR 遺伝子の 対立遺伝子の 両方に異常がある ホ モ

接合体性F E は 約100 万 人 に1 人, -
一

方 の み に異常が ある ヘ テ ロ

接合体性F H ほ 50 0 人に1 人以__
との 頻度 で認め られ , ホ モ 接合体

平成 9 年1 月 31 日受付 , 平成9 年3 月1 7 日受理

A b b r e vi ati o n s : A r g , ar gi ni n e; As p , a S p a rtic a cid; C y s , C y S t ein e; d d A , did e o x y a d e nin e; d d A T P , did e o x y ad e nin e

t rip h o s p h at e; d d C , did e o x y c y t o si n e; d d C T P , did e o x y c y t o sin e t rip h o sp h at e; d d G ,
did e o x y g u a ni n e; d d G T P , did e o x y

g u a n i n e t rip h o s p h at e; d d T , d id e o x y t h y m i n e; d N T P , d e o x y n u cl e o tid e t ri p h o s p h a t e ;
d
r

r T P
･
d e o x y th ym i n e

t ri ph o s p h at e; E G F , e P id e r m al g r o w t h f a ct o r; F H , 加 1ilial h y p e r ch ole s t e r ol e
m i a; H D L , high d e n sity lip o p r o t ei n; H D I : C ,



2 5 8

性F H は 平均26 簸で 仝例が心臓死を遂げる
11))

. ま た ヘ テ ロ 接 合

体性F H で は ,
男性 の 方が約10 年冠動脈疾患の 発症が早く女性

で は 閉経後冠動脈疾患 を発症す る こ とが 知 られ て い る が ,
ホ モ

壌合体で は そ の よ うな性差 は み ら れ なく な る .

ヒ ト の L D しR は 83 9 ア ミ ノ 酸 よりなる糖蛋白で , 細胞膜を1

T a b le l . C li nic al d at a o f M . N t f a m il y a n d N .S .
f a m ily

回貫通する タ イ プ の 細胞膜 レ セ プ タ ー で ある . L D L R の 構造遺

･伝 子は 第19 番染色体 の 短腕近位部 (p 13 . ト1 3 . 割 に 存在 し
11)

, 全

長45 キ ロ塩 基村 世il o b a s e p ai r , k b p) で17 イ ン トロ ン18 エ ク ソ

ン か らなり ,
5 .3 k b p の m R N A を

コ
ー

ドす る
12)1 :う)

こ の L D しR の 遺伝子 の い ずれ の 部位 に変異 が発 生 して もFIi
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日 本人 F H の L D L レ セ プ タ
ー 遺伝子変異 とそ の 頻度

が発症す るが , Ⅰ点しR の 合成, 機能の ど の 段階で 障害が起る か

によ っ て 1 型 , 合成障害 (cl a s s l , r e C e p tO r S y n th e si s d ef e c tiv e) ,

2 型
,
細胞 内転送障害 (cl a s s 2 , tr a n S p O rt d ef e c tiv e) , 3望乱 L D L

結合障害( cl a s s 3 , 1i g a n d bi n di n g d ef e c tiv e) , 4 型 , L D L 細胞内

取込み障害 (cl a s s 4 , i n t e rn ali z a ti o n d e f e cti v e) , 5 型 ,
レ セ プタ

p 再利用障害( cl a s s 5 , r e C y Cli n g d ef e c ti v e) の 5 つ の 機能的ク ラ

ス に分類 さ れ る
3)

.

従来本症の 診断 はそ の 臨床像 に より行 われ る こ と が ほ と ん ど

であ っ たが , 1 9 8 4 年 Y a m a m o t o ら
14)
に よ り ヒ トL D I ; R 遺伝子 の

c D N A が ク ロ
ー

ニ ン グ さ れ て以 来 ,
本 症 に村す る遺伝子 レ ベ ル

で の 検討が 可能 にな っ た . 以後報告 さ れ た L D しR の 遺伝子変異

数は199 2 年 の H o b b s の 総 説で は15 0 種類 に上 っ て い る
15)

･ その

多様性 は当初の 予想を大きく 上回るもの で あり, その 後も報告

が相次 い で い る . 本症 の 診断, 更に は ホ モ 接 合体, ヘ テ ロ 接合

体の 鑑別も臨床像か ら だ けで なく ,
遺伝子解析か らもな され る

よ う にな っ て きて お り, い ま や F H は 遺伝子 レベ ル で 最も解明

の 進ん だ疾患 の
一

つ と な っ た .

遺伝子解析 に よりF H を早期診断す る重要性 はもと より, F H

とい う
一

つ の 疾患概念 の 中で , 個 々 の 家系, 或 る い は個 々 の 症

例が 示す臨J末症状 の多様性が遺伝子 レ ベ ル で規定 さ れ て い る こ

とが 明 らか と なれ ば
,
それ に基づ い た病態 の 把握 ,

更に は 治療

法の 選択 へ と可 能性 が開か れ ,
そ の 意義 は大きい . 近年米国で

は本症 に対す る遺伝子治療の 成績 が報告 さ れ る に 至 っ て い る こ

と か ら も
16)

, 遺伝子解析 の 意義 は高ま っ て い る .

L D しR の 遺伝子変異 の ス ク リ
ー

ニ ン グお よ び 確定の た め にま

ずサ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法
17-

を中心 と した技法が用い られ て き

た. 当科に お い て も M a b u c hi ら
川)

お よ び K aji n a m i ら
l～'卜 22)
が サ ザ

ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法 に て F H T o n a m i -1 , F H T o n a m i
- 2
,
F H

O k a y a m a , F H K a n a z a w a
-1 の 遺伝子異常を確定 した ･ しか しサ

ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法で確定 され た 変異 は全変異 の 10 数牒 の み

であり
,
サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 で は 見い 出せ な い 数塩基対以

内の ′ト変異が F H 全体の 約90% を 占め る と考えら れ て い た .

1 9 8 9 年 の P C R 仙
一

本 鎖 構成 体 多塑 ( P C R - Si n gl e s t r a n d

c o n f o r m a ti o n al p ol y m o r ph i s m , P C R
- S S C P) 法

2:1)' 27) の 出現 によ

り, F H の み な ら ず巨大な遺伝子 を対象と し た疾患 の 遺伝子 レ

ベ ル で の 検討 が
一

気 に加速 した . 当科 で も八 木が FIl の L D しR

遺伝子変異 の 検索 に P C R -S S C P 法 お よ び 直接塩基配列決走法

(di r e c t s e q u e n i ci n g)
28)2 !り

を
,
さら に 変異の ス ク リ

ー

ニ ン グと確 認

の た め に P C R 制限 酵素切断多型 (P C R - r e S t ri c ti o n f r a g m e n t

l e n gth p ol y m o r p hi s m , P C R- R F L P ) 法
こ岬 ∴一2)
を導入 し, 2 つ の 新た

な遺伝子変異F H T s u ru g a , F H K a n a z a w a
-2 を確定 した

:川
･ しか

しこ れ ら をあ わせ て も北陸地区の F H を説明 しう る の は15 .5 %

に過ぎず , 高頻度に 集積する遺伝子変異の 存在 に関心が持た れ

て い た .

血 族結婚 の な い ホ モ 接合体性 F H 家系か ら 見い 出さ れ た 遺伝

子変異は高頻度 に分布 し てい る 可能性が高 い こ と か ら, 今 回私

はP C R -S S C P 法 お よ び 直接塩基配列決定法 を用 い て , ホ モ F H

を発端者と し た2 家系 に お い て L D しR 遺伝子 の 解析を行 っ た .

その 結果2 つ の 新た な遺伝子変異を見 い 出 した .

ま た F H にお い て は 地理的, 人 種 軌 宗教的理由に よ り孤立
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した環 境で増加 し て い っ た集団に お い て , ある 特定 の 遺伝子変

異 が高頻度集積す る と い う い わ ゆ る 創始者効果 (f o u n d e r

e 仔e ct)
ニー4)

が認 め られ る場合が ある . 南ア フ リ カ 人, フ ラ ン ス 系

カ ナ ダ人
,
フ ィ ン 人が そ の 代表である が

与)

, 日本 人F H にお ける

創始者効果の 有無は明ら か に され て い ない . そ こで 今回 さら に

比較的狭 い 特定地域出身の FIl を対象 と し, そ こ に 高頻度 に集

積する遺伝子変異の 有無 に つ き検討 し, 1 変異 を決定 した .

そ して こ れ ら 3 つ の 変異 の ス ク リ
ー ニ ン グ の た め に P C R -

R F L P 法を用 い , 日 本 人F H に お ける こ れ らの 変異の 頻度 に つ き

検討 し た.

対象お よび方法

Ⅰ. 対 象

馬渕 ら の 診断基準
こ15)

,
す な わ ち1) 血 清総 コ レ ス テ ロ

ー ル

2 3 0 m g/ d l 以 上 で騰 貴色腫を認め る こ と , 2)
一 親等内に本症が

あり血清捻 コ レ ス テ ロ
ー ル 2 3 0 m g/ dl 以 上 で あ る こ と , の い ず

れ か を満足する北陸地方を中心に見い 出さ れ たFIl 症例の うち ,

1 . 血清総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃度 ,
アキ レ ス 糠 肥厚の 程度, 家

系調査 な どの 臨床像 か ら ホ モ 接合体性 FIl と考 え ら れ た 2 例を

そ れ ぞ れ 発端者とする2 家系7 症例(表1) .

F i g . 1 . G e o g r a p h i c al d i s tr ib u ti o
n o f h o m o z y g o u s a n d

h e te r o z y g o u s p a ti e n ts w ith
f a m ili al h y p e r c h ol e st e r ol e m i a (F H)

e x a m i n e d i n N o to a r e a i n I s h ik a w a P r ef e c tu r e , J a p a n . N o t o

a r e a i s l o c at e d o n p e ni n s ul a p a rt o f I s h ik a w a p r e良c tu r e (g r ay) ･

● , h o m o z y g ot e; ○ , h e t e r o z y g o te .

R F L P
, p O吋m e r a s e ch ai n r e a cti o n 十r e St ri ctio n fr a g m e n t l e n g th p oly m o r p h is m ; P N K , p Oly n u c

l e otid e kin a s e; T B E , T 貢s -

b o ri c a cid - E D T A; T C , t O t al ch ol e st e r ol; T G , t ri gly c e rid e; T Y r , t y r O Si n e; 廿 p , tr y p t O p h a n; V L D L , V e
r y l o w d e n sity

lip o p r o t ein



2 6 0

2 . 北 陸地区 に お い て歴 史的, 地理的 に他区域 か ら の 家系 の

流 入 が 少ない と考え られ る能登地方 (石川 県河北郡以北) 出身

の F H で
,
血 縁の な い 25 家系25 症例 (ホ モ 接 合体1 例 ,

ヘ テ ロ

接合体24 例) (表2 , 図1) .

3 . ヘ テ ロ 接 合体性F H で 上 記と 異なる家系由来 の 201 症 例 .

上 記1
,
2 を遺伝子解析の 対象と し, 3 を決定 さ れ た 遺伝子変

異の ス ク リ ー

ニ ン グの 対象と した .

_
1I . 方 法

1 . 高分子 D N A の 抽出

対象者 の 末梢静脈 血 10 m l をE D T A -2 N a を抗凝固剤 と して 採

取 し4 ℃ に て 移送 し- 20 ℃ に て保存 し た . こ の 末梢 血 を室温 に

て 解凍後 トラ イ ト ン 笈100 融解変法
‥-1;)
に て高分子 D N A を単離 し

た . す な わ ち 32 0 m M シ ョ 糖 液, 1 % ト ラ イ ト ン Ⅹ- 1 0 0
,
5 m M

M g C1 2 , 1 0 m M T ri s
- H C l

, p H 7 .6 を含む 融解液に て 赤血球 を溶血

させ
,
遠心 に より沈澱と して 白血球を集め た . こ れ を プロ テ ア

ー ゼ (S ig m a , S t . L o ui s , U S A ) に て消化複, フ ェ ノ
ー ル M

ク ロ

ロ ホ ル ム (1 : 1) で 1 回 , 続い て ク ロ ロ ホ ル ム
ー

イ ソ ア ミル ア ル

コ ー ル (2 4 : 1) に て 2 回抽出 し, 最 後に エ タ ノ
ー ル 沈澱 に よ り

D N A を分 離 し た . こ う して 得 られ た D N A を1 0 m M T ri s - H C l
,

1 m M E D T ん2 N a
, p H 8 .0 に 溶解 の 上 260 n m にお ける吸光度測定

によ り濃度を求 め た .

2 . P C R

L eit e r s d olf ら の 報告
=i7】

お よ び ジ
ー ン バ ン ク の デ

ー

タ
ー

ベ ー

ス

に登録 され て い る ヒ トIJ) しR 遺伝子配列 をもと に
,
1 8 エ ク ソ ン

す べ て に つ い て 設計 し た25 塩基長前後の プ ラ イ マ ー 計19 組を

作成 し た (表3) . エ ク ソ ン4 は40 0 b p 以 上 と なり P C R -S S C P 法に

用 い る には 大き過ぎる た め2 つ に分割 した .

プ ラ イ マ
ー

は D N A 合 成 機 モ デ ル A B I 3 8 1 A (A p pli e d

Bi o s y st e m s , I n c . , F o st e r Cit y , U S A) を用い ベ
ー

タ シア ノ エ チ

ル ホ ス ホ ア ミ ダイ ド法
: 嘲
にて 合成 した . ア ン モ ニ ア水 に溶解し

55 ℃で 一 晩静 置 し たうえで -

2 0 ℃ に冷却 , 真 空~】F で 遠心 し て

乾燥
,
再 滅菌蒸留水1 m l に 溶解 し カ ラ ム N A P - 5 (P h a r m a ci a -

L K B
,
U pp s al a , S w e d e n ) に 通 し て精製 した . そ こ で 20 0 倍 に

希釈 し260 n m で の 吸光度 より濃度を測定 し10 p M に なる よう に

濃度 を調整 した .

D N A 断片 の 増 幅に はS ai ki ら
:")
に よ る P C R 法を用 い た . 高分

子 D N A l /L g を鋳 型 D N A と して 40 p M の プ ラ イ マ
ー

1 セ ッ トと

20 0 [L M
の 各 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド(d A T P , d C T P , d G T P ,

T T P) と 2 .5 単位 の T a q ポ リ メ ラ
ー

ゼ (P e r k i n - E l m e r - C e t u s
,

N o r w alk , U S A ) を 10 m M T ri s - H C l , p H 8 .3
,
5 0 m M K C l

,

T ab le 3 ･ 0 1ig o n u cl e otid e s fla n ki n g e x o n s o f th e L D L
- r e C e Pt O r g e n e f o r P C R a m plifi c ati o n
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O lig
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日本人F H の L D L レ セ プ タ
ー

遺伝子変異と そ の 頻度

1 .5 m M M g C 1 2 , 0 .0 1 % ゼ ラ チ ン を 含 む緩衝液に加え再滅菌蒸留

水を加 え計50 /′･l と な る よう に し て撹拝 し た ･ 遠心 して 反応液

を集め 50 /L l の ミネ ラ ル オ イ ル (Si g m a) を滴下 して 蒸発を防ぎ,

9 5 ℃ , 1 分 , 6 8 ℃ , 3 分 を基本ドそ れ ぞ れ の セ ッ ト毎 に決定 し

た温度条件 の も と3 0 サ イ ク ル の 反応 を 行 っ た .

エ ク ソ ン 9 の

P C R で は S P 7 0 (5
'
- C C T G A C C T C G C T C C C C G G A C C C C C A r

3
,

) , S P 7 1 (5
'
- G G C T G C A G G C A G G G G C G A C G C T C A C

-3
'

)

の プ ラ イ マ
ー を用 い て 伸長 反応温度68 ℃で 反応を行 っ た .

エ

ク ソ ン 15 の P C R で はS P 8 2 (5
'

T A G A A G A C G T m m m

C T T T C A G
-3
,

) , S P 8 3 (5
,
- G T G T G G T G G C G G G C C C A G T C T

m c - 3
,

) の プ ライ マ
ー を 用い て伸 長反応温度62 ℃ で 行 っ た ･

エ ク ソ ン 2 の P C R で は S P 5 7 (5
'
- C C T T T C T C C m T C C T C T

C T C T C A G - 3
,

) , S P 5 8 (5
'

A A A A T A A A T G C A T A T C A T G C C

C A A A -3
,

) の プ ライ マ
ー

を用い て伸 長反応温度62 ℃ で行 っ た ･

増幅 し た D N A 断片 は 3% 低 融点 ア ガ ロ
ー ス ゲ ル ( N u si e v e ,

F M C C o r p o r a ti o n , R o c k l a n d , U S A ) に サ イ ズ マ
ー

カ
ー

¢ -

Ⅹ1 7 4 / 肋 e Ⅲ ダイ ジ ェ ス ト (東洋紡 , 束京) と共 に泳動 して 断片

長を確認 し, 膿度 の 検 討を つ けた 上 で ク ロ ロ ホ ル ム で手由出 し

た.

3 . P C R S S C P 法

泳動用輝衝液 と し て T ri s - H C 1 5 4 g , ホ ウ醸 27 . 5 g , 0 ･5 M

E D T A 2 0 m l に 蒸留 水を加え300 0 m l に し た も の を 保存用 の 5 Ⅹ

7 Yi s - ホ ウ 酪E D T A m i s -b o ri c a cid - E D T A , T B E) 泳動用輝衝液と

し泳動直前 に1 Ⅹ の 濃度 に希釈 した .

0 .5 m M E D
′

m 2/ 1l , 5 N N a O
H l O /L l , 滅菌 再蒸留水88 /Jl を混

G e n o m ic D N A

S e q u e n C e

P C R - a m Plifie d

S e q u e n C e
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f
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.早1 "
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＼
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一
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V
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-
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M ut a nt 貰 ∃
N or m a･巨 苛ま⇒

Fig . 2 . R a pi d d e t e c ti o n m e th o d f o r a n e x o n 1 5 n o n s e n
s e

m u t ati o n (Q 7 1 8 X) e m pl o yi n g th e m u t a g e ni c p ri m e r
q

m e di a t e d

r e s tri c ti o n m a p m o difi c a ti o n ･ U si n g a m u t a g e n i c p ri m e r

E x 1 5 M M a n d a r e v e r s e p ri m e r S P 8 3 , g e n e a m p
lin c a ti o n b y

P C R i n tr o d u c e d a n a rtifi ci al M a e I sit e i n th e P C R p r o d u c t

o n ly f o r th e C t o T m u t at e d all el e (Q 7 1 8 X) ･ D i g e sti o n of th e

P C R p r o d u c t s w ith M a e I g e n e r at e s p ol y
m o r p hi c r e st ri c ti o n

f r ag m e n t s of 1 4 7 b p a n d / o r 1 2 2 b p ･ H e t e r o z y g o t e s sh o w

d o u b l e b a n d o f 14 7 b p an d 12 2 b p .

2 61

合 しア ル カ リ 溶液を作り, P C R 産物8 /J l に ア ル カ リ溶液2 ′" l を

加え4 2 ℃3 分 , 9 5 ℃5 分加熱後,
-

2 0 ℃ に急冷 し･･･トド
一 本鎖に変性

させ た . そ の 上 で1 0
-

2 0 % 濃度勾配 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル

( ア ト
ー

, 東 京) を用 い てT B E 緩 衝液中 で4 ℃ の も と10 0 V で 泳

動 し, 泳動時間は エ ク ソ ン 毎 に決定 した .
エ ク ソ ン9 お よ び エ

ク ソ ン1 5 の 場合 に は14 時 間
,

エ ク ソ ン 2 の 場合 は12 時間泳動

し た.

染 色 に は B I O - R A D 銀染 色 キ ッ ト( Bi o - R a d L a b o r a t o ri e s ,

R i c h m o n d , U S A) を用い プ ロ トコ
ー ル に従 っ て 銀染色を行 っ た .

1 0 % メ チ ル ア ル コ
ー ル 1 00 m l にて 30

-

60 分間ゲ ル の 固定を行い

酸化剤100 血1 に て5 分間酸化さ せ た . 蒸 留水で 15 分 間 に6
-

7

回水 を換え なが らすすぎ余分 な酸化剤を除き, 銀染色溶液を加

え20 分 間以上 振と う させ た . その 後30 秒以 内 に洗浄 し現像液

を加えバ ン ドの 出現 を確認 し た. あ る程度以 上 バ ン ドが濃く な

っ た時点 で 5% 酢酸 10 0 m l を5 分 間加え反応 を停止さ せ ,
蒸留水

で洗浄 し3 0% メ チ ル ア ル コ
ー ル 1 0 0 m l に3 日 間以 上浸 し て ゲ ル

を収縮 させ , グ リ セ オ
ー ル を両面 に均等 に塗布 し て水 に浸 した

セ ル ロ
ー

ス フ イ ル ム ニ 枚の 間に は さ み 正 方形の 枠 に固定 して 乾

燥 させ た .

4 . 直接塩基配列決定法(di r e ct s e q u e n ci n g)

1) ラ ジオ ア イ ソ ト ー プ直接塩基配列決走法

ク ロ ロ ホ ル ム で 摘出 した P C R 産物を用 い ,
セ ン トリ コ ン ー 3 0

( A m i c o n , D e n v e r , U S A ) に再滅菌蒸留水2 m l を入 れ , P C R 産

物100 - 1 5 0 /∠1 を加 え20 0 0 回転30 分間遠心 した ･ こ れ に よ り

錮〆= こ濃縮す る と 同時 に余分 な プ ラ イ マ
ー お よ び ヌ ク レ オ チ

T yr Ly s
T rp v aI C y s

N o r m aL 旦 ･ T A C A A G T G G G T C T G C
…蔓1

G e n o m ic D N A

S e q u e n C e

P C R ･ a m Plifie d

S e q u e n C e

C
i
A G A C G ･ ･ ･ ･ " E x2 M M

M uta nt 旦 "

T A C A A G T A G G T C T G C
･
･ 旦

盲
tO P

N o r m a ト蔓: ･ ･ T A C A A G T G G 泉T C T G C ･ ･ 旦 ･

M ｡t a ｡ t
旦 , . .T A C A A G T孟 ∠

仏: J C T G C . _ .蔓∴

＼
＼
＼

､ ㌣
一
/

W 2 3 X

V

E x o n 2
S P 5 7:

･ - + 一 ← ;E x 2 M M

M ut a nt≠ 需 … 慧
11 5 b p

Fi g . 3 ･ R a pi d d e t e c
ti o n m e th o d f o r a n e x o n 2 n o n s e n s e

m u ta ti o n ( W 2 3 Ⅹ) e m pl o yi n g th e m u t a g e ni c p ri m e r
. m e d i at e d

r e s t ri c ti o n m a p m o difi c a ti o n ･ U si n g a m u ta g e n i c p r l m e r

E x 2 M M a n d a r e v e r s e p ri m e r S P 57 , g e n e a m p
li航c ati o n b y P C R

i n tr o d u c e d a n a rtiB ci al B g ‖I site i n th e P C R p r o d u c t o nl y f o r

th e G t o A m u t at e d all el e ( W 2 3 Ⅹ) . D i g e sti o n of th e P C R

p r o d u c t s w i th B g l Ⅱ g e n e r a t e s p
ol y m o r p h i c r e s t ri c ti o n

f r a g m e n t s o f l 1 5 b p a n d / o r 8 9 b p ･ H e t e r o z y g o t e s s h o w

d o u bl e b a n d o f l 1 5 b p a n d 8 9 b p `
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P C R - a m Plifie d

S e q u e n C e

N ｡ r m a卜鼠 . c T G G A 品G G A G C G A G ‖ 一旦
●

■■■■■■■
坤 a ll

M uta nt 旦･ - ･ C T G G A C T G G A G C G A G
･ ･ 旦

＼ ｢
ニ /

R 39 5 W

V

E x o n 9

Fi g . 4 . R a pi d d e t e c ti o n m e th o d f o r a n e x o n 9 m i s s e n s e

m u t ati o n (R 3 9 5 W ) e m pl o yi n g th e m u t a ti o n - m e d i a t e d

r e s bi c ti o n m a p m o d i丘c ati o n . U si n g o n e p ai r o f p ri m e r s S P 7 0

a n d S P 7 1
, g e n e a m pliB c a ti o n b y P C R i n t r o d u c e d t w o 月如 Ⅲ

Site s i n th e P C R p r o d tl C t f o r th e n o r m al all el e , b u t o n l y o n e 5
'

t e r m i n al si d e H P a Ⅱ sit e i n th e P C R p r o d u c t f o r C t o T

m u t at e d all el e (R 3 9 5 W ) . D i g e sti o n o f th e P C R p r o d u c ts w i th

月i ･a Ⅲ g e n e r at e s p ol y m o r p hi c r e st ri c ti o n 丘
･

a g m e n t S Of 1 6 8 b p

a n d / o r 13 8 b p . H e t e r o z y g o te s s h o w d o u b l e b an d o f 1 6 8 b p

a n d 13 8 b p .

N o r m al
P r o b a n d

( M . N .)

S S ･･ ･ -

S S ･･ -

S S
~

S S - -

ドを 除去 し, そ れ を直接塩基配列決定法用の 鋳型 D N A と した .

1 0 p M の プ ラ イ マ
ー

3 〃1 をT 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ
ー ゼ

(p ol y r n u cl e o tid e -k i n a s e , P N K , 東洋紡) 1 /∠1 , 1 0 Ⅹ P N K 反応権

衡液1 /Ll ,
3 2

P - γ A T P (> 1 8 5 T B q/ m M , 3 7 M B q/ m l) 仏m e r s h a m ,

B u c ki n gh am Sh i r e , U I O 5 FL l を混合 し37 ℃ , 6 0 分 反応 させ 95 ℃,

5 分で P N K を失 晒させ 5
,

末端を m 標識 し た .

ジ デ オ キ シ法
40}
の 改良版 で ある Ⅲig u c hi ら の プ ロ トコ

ー ル
2別

に従 っ て T 血 ポ リ メ ラ ー ゼ ( オ
ー

トサ イ ク ル シ ー ケ ン ス キ ッ ト
,

A u t o c y cl e S e q u e n ci n g E i t , P h a r m a ci a
- L K B ) を用 い 反応 を行 っ

た . 即ち鋳型 D N A O .2
-

4 /L g , 蛍 光も しく は RI 標識 し た1p M

プラ イ マ
ー

2 /ノl , 反応用硬衝液2 /∠1 , デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド三

燐酸 (d e o x y n u cl e o ti d e trip h o s ph a t e , d N T P) 溶液5 /Ll , 反応直

前 に 希釈用繚衝液で 1 . 2 5 単位/ /∠1 と した T th ポ リ メ ラ
ー ゼ 2 /ノ1

に再滅菌蒸留水を総量18 /∠1 と な る よ うに 追加 し増枠 の｢ヒ遠心

した もの を4 〃l ず つ と り, 反応用 マ イ ク ロ チ ュ
ー ブ に と り冷却

し て お い た各 ジ デ オ キ シ ア デ ニ ン 三 燐 酸 (di d e o x y a d e n i n e

tri p h o s p h a t e , d d A T P) , ジデ オ キ シ シ ト シ ン 三 燐酸 (did e o x y

c y t o si n e t ri p h o s p h a te , d d C T P) , ジデ オ キ シ グ ア ニ ン 三燐酸

(di d e o x y g u an i n e tri p h o sp h a t e , d d G T P) , d T T P 溶液2fLl ず つ に

加 え 50 〃1 の ミ ネ ラ ル オ イ ル を 上 に 滴 下 し , 9 5 ℃ ,
3 6 秒 ,

7 2 ℃
,
1 分24 秒 で 25 回反応 させ 終了後 に反応停止液 4 〃l を加

え- 2 0 ℃ に保 存 し
,
泳動直前 に 95 ℃

,
5 分 に続 き - 2 0 ℃ に急

冷 し泳動 し た.

そ の 上 で 6
- 8 % の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル【ア ク リ ル ア ミ

ド/ ビス (1 9 :1)】(P h a r m a ci a L K B) で電圧120 0
-

2 0 0 0 V
,
8 - 1 2

時間 の 電気泳動 を行 い , 終了後 ゲ ル を濾紙に貼付 し水流 ポ ン プ

にて 陰庄 に し な が ら80 ℃ に加熱 して 乾燥 させ た . 乾燥後Ⅹ線 フ

イ ル ム に2 4
-

7 2 時 間露光 し フ ィ ル 皐を現像 し, オ
ー

ト ラ ジオ

グ ラ ム を得 た .

エ ク ソ ン 2 お よ び9 で は Tth ポ
1) メ ラ ー ゼ で Hi g u c h i ら の プ ロ

B r oth e r

(A .l .)

■

S S

･ ■･ - - S S

■■■■■■■■■■■■■■■■■■ ■ -

S S

■■■ ■■- - ■■

S S

-

d s

V a ri a n t

C O nf o r m e r

Fi g . 5 . P C R
-

S in gl e st r an d c o n fo r m a ti o n al p oly m o rp hi $ m (P C R S S C P) a n aly si s i n th e e x o n 9 0 f l o w d e n sit y lip o p r o te i n
-

r e C e pt O r (L D I J R)

g e n e . T h e b a r $ al o n g 也 e l e丘 sid e i n di c a te th e wi 1d p a tt e rn ( n o r m al) . T h e p r o b a n d ( M .N .) s h o w s th e m u t a ti o n al p a tt e r n wi th v a ri a nt

c o n f o r m e r
,
an d th e b r o th e r ( A エ) sh o w s th e c o e xi s t e n c e o f th e wi 1 d p a tt e rn an d m u t a ti o n al p a tte rn . S S

,
Si n gl e s tr a n d b a n d ; d s , d o u bl e

P

str a n d b an d .



日 本人F H の L D L レセ プタ
ー 遺伝子変異 とそ の 頻度

トコ
ー ル に従 っ て 反応 を行 っ た . 泳動 は40 c m 長の 8% ポ リ ア ク

リ ル ア ミ ドゲ ル を用 い , 室 温の もとT B E 泳動用繚衝液で120 0 V ,

エ ク ソ ン2 で は 4 時間, エ ク ソ ン 9 で は8 時間か け て泳動 し た .

ゲ ル を乾燥 して Ⅹ線 フ イ ル ム に72 時 間露光 しオ
ー

ト ラ ジオ グラ

ム を得た .

2) 非 ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー プ 直接塩基配列決定法

P C R で 増幅 し た D N A 断片を1% の 通常の ア ガ ロ
ー

ス ゲル にサ

イ ズ マ
ー

カ
ー

¢ズ17 4/ ガムβⅠⅠⅠダイ ジ ェ ス ト (東洋紡) と 共に泳動

し断片長を確認 した 上 で , 目 的と す る D N A 断片の バ ン ドを含

む部分を切り出 した . ゲ ル ネブ ラ イ ザ ー

,
マ イ ク ロ ピ ュ ア

,
マ

イク ロ コ ン ー3 0 仏 m i c o n) を組み 合わ せ た カ ラム に こ の ゲ ル 断片

と再滅菌蒸留水10 0〃1 を入 れ , 1 4 ,0 0 0 g で2 0 分 間遠心 し た ･
こ

れ に より 30/ Jl に濃縮 す ると 同時 に余分な プ ラ イ マ
ー

お よ び ヌ

ク レ オチ ドを除去 し, 鋳 型D N A と した .

ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー

プ に よ る 方法 と同様, H ig u c h i ら の プ ロ ト

コ
ー ル に従 っ て T tb ポリ メ ラ ー ゼ を用 い た 非ラ ジ オア イ ソ ト

ー

プD N A シ
ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト ( シ ー ク エ ン シ ン グ ハ イープ ラ

ス ー

,
東洋紡) で反応 を行 っ た .

即ち鋳型 D N A O .2
-

4 /L g , 1 p M プ ラ イ
マ

ー

2 FLl , サ イ
ク ル シ

ー ク エ ン ス 反応用後衝液3 FLl , d N T P 溶 液1 r 2 /Ll , 反応直前 に

希釈用権衡液で4 単位/ 〃1 と した T 血 ポ リ メ ラ
ー ゼ1 /ノ1 に 再滅菌

蒸留水 を総量17 - 1 8〃l と な る よう に 追加 し撹件 の 上 遠心 した

もの を4 〃l ず つ と り, 反応用マ イ ク ロ チ ュ
ー

ブ にと り冷却 して

おい た 各 ビ オナ ン ー d d G T P , ビ オナ ン
ーd d H r P

,
ビオ チ ン ー d d

'

I T P

(M g
+

) , ビオ テ ン ー d d C T P ( M g
r

) 溶液2/L l ず つ に 加えた .
こ の

際 ビ オ チ ン ー d d T T P , ビ オ チ ン
ー d d C T P に は そ れ ぞ れ ビオ チ ン ー

dd
′

I T P : M g Cl 2
= 1 : 1

,
ピオ チ ン ーd d C T P : M g C1 2

= 3 : 1 の 割合で

M g C1 2 を調整 した . こ れ に50 /ノ1 の ミネ ラ ル オ イ ル を上 に滴下 し,

エ ク ソ ン1 5 の 場合95 ℃ ,
3 0 秒

,
61 ℃

,
1 5 秒 , 6 0 ℃ , 2 4 0 秒で

A C G T

39 6 S e r

26 3

3 0 回反応 させ 終了後 に反応停止液4/J l を加 え
-

2 0 ℃に保存 し
,

泳動直前に80 ℃ , 5 分に続き
-

2 0 ℃ に急冷し 泳動 した .

そ の 上 で 6
-

8 % の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電圧100 0 -

1 4 0 0 V
,
3

-

6 時間の 電気泳動を行 い , 終了後ゲ ル に専用 メ ン プ

レ ン ( H yb o n d
T M

- N
十

,
Am e r sh am ) を貼付 し8 時間以上 ブ ロ ツ テ ィ

ン グ し た . ブ ロ ツ テ ィ ン グ終了後 ビ オナ ン ー ア ピ ジ ン系 によ る

標識系と ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ ー P P D に よ る検出系を利用

した 非 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 検出キ ッ ト(イ メ
ー

ジ ン グ ハ イ
ー

ケ

ミ ル ミ ー

, 束洋紡) を用い て ビ オナ ン標識 D N A を化学発光させ ,

Ⅹ線 フ イ ル ム に30 分一2 時間露光 しフ イ ル ム を現像 し, オ
ー ト

ラ ジ オ グラ ム を得 た.

エ ク ソ ン 15 で は こ の T 血 ポリ メ ラ
ー ゼ を用い た非 ラ ジオ ア イ

ソ ト
ー

プ D N A シ
ー

ク エ ン シ ン グキ ッ トを用い て反応を行 っ た .

泳動 は40 c m 長の 7% ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を 用い , 室温の も

と T B E 泳動 用緩衝液で120 0 V , 4 時間か け て泳動 し た. ビ オナ

ン標 識D N A を化学発光させ , Ⅹ線 フ イ ル ム に 1 時間露光し フ イ

ル ム を現像し, オ ー トラ ジ オ グラ ム を得 た .

,
5 . P C R - R F L P 法

■ 変異配列が決定さ れ た後, 変異 の 存在 の 確認お よ びス ク リ
ー

ニ ン グの た め特定の 制限酵素で切断部位 が 生 じ る ように プ ラ イ

マ ー

を設計 した .

一 側 に通常の プ ラ イ マ ー を用 い 反対側 に変異

プ ラ イマ ー

を用 い
,
温度条件 を再度調節 し たうえで P C R 法に

より強制的 に変異配列を導 入 し た D N A 断片を増幅 した . そ の

上 で ピ ペ ッ トに て ミネ ラ ル オ イ ル の 下層 より P C R 産物 を 取り

出 し, 切断部位 に応 じた 制限酵素 とその 反応用緩衝液を加え酵

素の 至適温度条件'F にて 6 時間反応 させ た . そ して 10
- 2 0 %

ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に反応産物 を適当 な大きさ の サ イ ズマ
ー

カ

ー と 共に 泳動 し て, 切 断の 有無 で変異の 検出 お よ び ホ モ 接合体

と ヘ テ ロ 接合体との 鑑別を行 っ た .

A C G T

B r ot h e r P r o b a n d

( A l ■) ( 肌 N .)

S e r 3 9 6

F i g ･ 6 . S e q u e n ci n g a n aly si s i n th e e x o n 9 0 f L D I / R g e n e ･ T h e ci r cl e s a t th e
b o th sid e s i n d i c ate th e p o siti o n of C t o T m u t ati o n at th e

c o d o n 3 9 5 . P r o b a n d (M . N .) s h o w s th e m u t ati o n al b a n d m ,
i n di c ati n g th e h o m o zy g o t e of thi s m u t ati o n ･ B r o th e r (A エ) s h o w s th e

c o e x i st e n c e of th e m u t a ti o n al b an d m an d wi 1d b a n d ( C) , in di c ati n g th e h e te r o zy g Ot e . T Y l e n u 血b e r s al o n g b o th sid e s i n di c a t e th e c o d o n

n u m b e r s o f th e L D I J R g e n e . M et , m e th i o n i n e; T b r , th r e o ni n
e; Le u ,1 e u ci n e ; A s p , a S p a rti c a cid ; 血g , a r g in i n e; T 叩 ,

t r y Pt O P h a n ; S e r , S e ri n e ･
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エ ク ソ ン 15 で は変 異配列で の み 制限酵素〟 加 Ⅰ(東洋紡) に

よ る切 断部位が出現す るよ うに 設計 した5
,

末端用変異 プ ライ マ

ー

E x 1 5 M M (5
'
- G G T C A G C T C C A C A G C C G T A A G G A C C -3

'

)

を設計 した .

5
'

末端側 にE x 1 5 M M を用 い 3
,

末端側 にS P8 3 を用 い て95 ℃
,

1 分
,
6 1 ℃

,
3 分

,
3 0 サイ クル の 温度条件で の PC R 法 に よりD N A

断片 を 増幅 し た . そ の 上 で ミネ ラル オ イル の 下 層 よ り P C R 産

物を7 〃1 取り 出 し, 1 0 Ⅹ制 限酵素 肋 β ‡用反応繚衝液1 〃1 と制

限酵素 肋 g I 2 /ノ1 を加 え45 ℃で6 時 間切断反応 させ た . そ して

10
-

2 0 % ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル に10 /ノl の 反応 産物 , 制 限酵素 を

作用さ せ て い ない P C R 産物, サ イ ズ マ
ー

カ
ー

かⅩ17 4/ 肋 β Ⅲ ダ

イ ジ ェ ス トを 同時 に泳動 した . 制 限酵素 を作用 さ せ て い な い

14 7 b p の P C R 産物 と 同 じ大きさ の バ ン ドしか 観察 さ れ な けれ ば

切断は なく対立遺伝子 の い ずれ に も同変異 は存在せず ,
切 断さ

れ た 122b p の バ ン ドの み な ら ば本変異の ホ モ 接 合体, 両方 が 認

め られ れ ば 同 じく ヘ テ ロ接 合体と判断 した(図2) .

同様 に エ ク ソ ン2 で は 変異配列で の み 制限酵素昂が Ⅱ(東 洋

紡) によ る 切断部位が出現す る よう に設計 した 3
,

末端用変異 プ

ライ マ
ー

E x 2 M M (5
'
- G G C A C T C A G C G C T G C C A T C G C A G A

T C - 3
'

) を 設 計 し た . 5
,

末 端 側 に S P 5 7 を 用 い 3
,

末 端 側 に

E x 2 M M を用 い て95 ℃1 分 , 6 4 ℃3 分30 サ イ ク ル の 温度条件で

の P C R を行 い ,
P C R 産物7F Ll , 1 0 Ⅹ 制限酵素B g ‖Ⅰ用反応横衝

液1/`l と制限酵素馳 ‖Ⅰ2 /Jl を加 え37 ℃ で6 時 間切断反応 さ せ ,

エ ク ソ ン1 5 と 同様 に ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 泳動 し た . 制 限酵

素を作用 させ て い な い 11 5 b p の P C R 産物 と同 じ大きさ の バ ン ド

しか 観察 され な けれ ば切断は なく対立遺伝子 の い ず れ に も同変

異は存在 せず, 切 断 され た 89b p の バ ン ドの み な ら ば 本変異の

ホ モ 接 合体, 両方が 認 め ら れ れ ば 同 じく ヘ テ ロ 接 合体 と判断し

た(図3) .

一 方 エ ク ソ ン9 で は変異配列 の ス クリ
ー

ニ ン グ に は変異 プ ラ

イ マ
ー

は 伺い ず5
'

末端側 にS P7 0 を用い 3
,

末端偵りにS P7 1 を用い

た 通常の P C R 産 物 に制限酵素 月如 Ⅱ(東洋紡) を37 ℃で 6 時間

切断反応 さ た .

エ ク ソ ン 9 内に は 正常 の 塩基配列 に お い て2 か

所 物 α Ⅱ の 認識配列が存在す るが , 変異 の 存在 に より こ の うち

3
,

末端側
一

か所 の 配列が 変化 し制限酵素 に よ る切断を受けなく

なる . そ の 結果5
'

末端側 一 か所 の み が制限酵素に よ り切断され

た 結果生ず る168 b p バ ン ド しか 観察 さ れ なけれ ば 二 つ 対立遺伝

子 の い ずれ にも本変異 が存在する ホ モ 接合体 と判断 ,
二 か所が

切断 され て 生ず る138 b p の バ ン ドと
一

か所 の み が 切断 さ れ て生

ずる切断 さ た168 b p の バ ン ド両方が 認 め ら れ れ ば 本変異 の ヘ テ

ロ 接合体
,
二 か 所 が切断 され て生ず る1 38b p の バ ン ドの みが 認

め ら れ れ ば 変異を有 しな い と 判断 した (図4) .

6 . 血清月旨質の 分析

対象者 は 16 時 間絶食後 の 早朝空腹時 に静脈採 血 し, 血 清総

コ レ ス テ ロ
ー

ル (t o t al ch ol e st e r ol , T C ) , 中性 脂肪 (t ri g けc e ri d e ,

T G) は酵素法で測定 した
41卜 44)

. 高比重 リ ボ蛋白コ レ ス テ ロ ー ル

m i gh d e n sity li p o p r o tei n c h ol e s te r ol , H D I J C) は沈澱法 で測定

し た
45)

. 低 比 重 リ ボ 蛋 白 コ レ ス テ ロ
ー

ル (l o w d e n si ty

F i g . 7 . T h e p e dig r e e an d r e s u lt of P C R
- r e St ri c ti o n 血

･

a g m e n t l e n g th p ol ym O r P hi s m (P C R : R F L P) an al y si s o f M .N , f am il y . T h e a r r o w i n th e

p e dig r e e i n d i c at e s th e p r o b a n d . D i g e sti o n o f th e P C R p r o d u ct s wi th l * a Ⅲg e n e r at e s p ol y m o r p hi c r e stri c ti o n fr a g m e n ts o f 1 6 8 b p
an d / o r 1 3 8 b p . T h e p r o b a n d an d h e r si s te r s h o w 1 6 8 b p & a g m e n t o n b , W hi c h i n di c at e s th e h o m o z y g o te s f o r F H M o ri o k a m u ta ti o n . A 1l

O th e r p a也e n t s wi th h y p e r c h ol e s t e r ole m i a sh o w b o th 1 6 8 b p an d 1 3 8 b p fr a g m e n t s , W hi c h i n di c a t e th e h e t e r o z y g o te s fo r F H M o ri o k a

m u t ati o n . T h i s p e di g r e e s h o w s th at p ati e n t s w i th F H M o ri o k a h a v e a te n d e n c y o f r el a tiv e l o n g e v i ty n o t o nl y i n h o m o zy g O t e S b u t

al s o i n h e te r o z y g o t e s . T h e s q u a r e a n d th e ci r cl e i n th e p e di g r e e i n di c a t e m al e a n d f e m al e , r e Sp e C ti v e ly . ⑳ ,
h o m o z y g o u s p a ti e n t

W ith F H M o ri o k a ; 幻 , h et e r o zy g O u S P e ti e nt wi th F H M o ri o k a; T C , t Ot al ch ol e $ te r Ol; T G , t ri g せc e rid e ; H D しC , h i gh d e n sit y li p o p r o tei n

C h ol e st e r o l . Al 1 v al u e s w e r e o b t ai n e d at th e a g e s h o wn i n th e p e dig r e e d u ri n g p r e
-t r e a t m e n t P e ri o d , T C † , a p a ti e n t wi th

h y p e r c h ol e st e r ol e mi a 叩1 e V al u e s o f T C w e r e n o t e x a m i n e d ･); 一

十/ n O t e X am i n e d; M a rk e r , th e m ol e c ul a r si z e m a r k e r o り Ⅹ174
･

d o u b l e st r a n d D N A di g e s te d wi th 助 e Ⅲ .



日 本人F H の L D L レセ プタ
ー 遺伝 子変異とその 頻度

1i p o p r
o t ei n c h ol e s t e r ol

,
L D I J C ) は F ri e d e w al d の 式

4̀う)
で算出 し

た .

成 績

Ⅰ . F I‡M o ri o k a の 同定

1 . P C R -S S C P 法 に よ る異常構成体の 検出

ホ モ 接 合体性 F H M . N . を発 端者 と す る 家系 に お け る P C R -

S S C P 法 に よ る ス クリ
ー

ニ ン グ にお い て
,
L D しR 遺伝子の エ ク

ソ ン 9 に異常構成体が検出さ れ た . 図5 は 正 常者お よ び, 発端

者M . N . と そ の 兄 A . Ⅰ. の S S C P 泳動 パ タ ー ンで あ る . 発端者に は

正常者に は 認め ら れ な い 1 本 の SS の バ ン ドが , そ の 兄 には 正常

者と発端者の 両方の バ ン ドが 見 い 出さ れ た . P C R 産物の 大きさ

に は正常者, 発端者 とそ の 兄 に差 は なく, 異常 バ ン ドの 出現パ

タ
ー ン と併せ て 発端者は エ ク ソ ン 9 内の 小 変異の ホ モ 接 合体で

そ の 兄は同変異の ヘ テ ロ 接合体 の 可能性 が高 い と考え られ た .

2 . 直接塩基配列決走法 によ る遺伝子変異配列 の 決定

発端者 M . N . お よ び そ の 兄A . Ⅰ. の L D しR エ ク ソ ン 9 にお け る

塩基配列解析の 結果 を図6 に 示 した . 正 常者 で は C の バ ン ドの

み 存在 して い る 位置 に発端者で はT の バ ン ドの み観 察さ れ, そ

の 兄 には C と T の バ ン ド両方が 観察 さ れ た . した が っ て本 変異

は エ ク ソ ン9 内の C か らT へ の 1 塩基置換であり, 発端者 M . N .

は同変異の ホ モ 接 合体 , 兄A I . は ヘ テ ロ 接合体と確認 さ れ た .

本 変 異 に よ り L D し R の 3 9 5 番 目 の ア ミ ノ 酸 ア ル ギ ニ ン

265

( ar gi ni n e , A r g) が ト
T) プト フ ア ン (t r yp t o p h a n , T r p) に置換さ

れ る こ と に なる( R3 9 5 W ) (図6) . 本変異は こ れ ま で に報告が な

く, 発端者の 出身地 よりF H M o ri o k a と命名 した .

3 . P C R - R F L P 法よ る 発端者家系内で の 変異の 確認

図7 に発端者M . N .
の 家系図とP C R -R F L P 法よ る変異の 確認結

果を示 した . 両 親 に血族結婚 はなく ,
6 9 才の 妹 N . N . も発端者

と同様本変異の ホ モ 接 合体 と確認さ れ た .

4 . 同変異で の 血清脂質償お よ び 臨床像 の 検討

図7 に発端者家系内 で 遺伝子上本変異 を有する こ と が確認 さ

れ た ホ モ 接 合体 お よ び ヘ テ ロ 接合体症例 の 血 清脂質値を示し ,

表4 に ホ モ 接合体 ,
ヘ テ ロ 接合体 ご との 平均値 を示 した . 発端

者 お よ び 妹 の 血 清脂質値 は 発端者 T C 6 9 7 m g/ d l , L D L
- C

6 5 9 m g/ dl , T G 9 6 m g/ dl , H D I ] C 1 9 m g/ d l , 妹T C 69 0 m g/ dl ,

L D L ･C 6 4 4 m g / dl , T G l O 2 m g/ d l , H D I ] C 2 6 m g / dl と 著明な高

L D L コ レス テ ロ
ー ル 血 症を呈 して い た . 姉妹 と も2 5 才頃 より

黄色腫を認 め , 黄色腫 は眼瞼, 鼻根 部, 肘部, 手背, 足背, ア

キ レ ス 臓 と 全身 に認 め ら れ た .
い ずれ も3 0 才頃よ り高 コ レ ス

テ ロ ー ル 血症を指摘 され て おり, 6 0 才頃よ り 狭心症発作を認め

は じめ 加療 さ れ て い るが , ホ モ 接 合体性 F H で 72 才お よ び69 才

と い う年齢は異例の 長寿であ っ た . また , ヘ テ ロ横合体で は血

清脂質値の 平均値 はT C 2 6 1 ± 5 0 m g/ dl , L D I J C 1 8 0 ± 4 4 m g/ dl ,

T G 1 2 3 ± 6 8 m g/ dl , H D しC 5 6 士 1 5 m g / dl 区 ± S D) で あり, 本

家系 で は ヘ テ ロ 接 合体 にお い て も長寿傾向が認め ら れ た .

T a bl e 4 ･ L ip o p r o t ei n p r o file s o f h o m o z y g o u s a n d h e t e ro z y g o u s p ati e n t s
wi t h F H M o ri o k a

S u b g ro u p
｡T㌶芸s 諾, (品) 崇詣 (蒜., ‡芯完

= o m o z y g o t e s 2 7 1 6 9 4 6 5 2 9 9 2 3

= et e r o zy g o t e s 8 3 9 ± 1 8 2 6 1 ± 5 0 1 8 0 ± 4 4 1 2 3 ± 6 8 5 6 ± 15

T C
,
t O t al c h ol e s t e rol ; L D L

- C , l o w d e n sity lip o p r o tei n c h o le st e r ol ( c al c ul ate d b y F r
ie d e w ald f o r m ul a) : T G ･

tr lgly c e rid e ; = D L
- C
,
hig h d e n s ity lip o p r ot ei n c h ol e st e r ol ･ A ll v al u e s w e r e o b

t ai n e d d u rin g p r e-tr e a t m e n t ･

V al u e s r e p r es e n t 盲 ±S D .

P r o b a nd F ath e r

( N ･S ･) ( H . S .)

V a ria n t
■■■■■■

C O nf o r m e r

S S
~

S S
-

S S
~ ■ ` ■` ■■■ -

d s
■ ■ ■-- 【

B r oth e r M oth e r

( W . S .) ( Y 息)
N o r m al

■

S S

ー ■

S S

･ ･ ･ - S S

- d s

Fig . 8 , P C R S S C P a n al y si s i n th e e x o n 1 5 0 f L D L , R g e n e . n e b a r s al o n g th e ri gh t sid e i n di c at e th e w ild p a tte r n (
n o r m al) ･ ~A lth o u gh

m o th e r (Y .S ,) s h o w th e wi 1 d p att e r n , th e p r o b an d (N ･S ･) , f a th e r ( H ･S ･) an d b r oth e r ( W S ･) s h o w th e c o e x i st e n c e of th e wi 1d p atte rn a n d

m u t a ti o n al p a tt e rn W i th v a ri a n t c o n f o r m e r . s s , Si n gl e st r a n d b an d ; d s , d o u b l e st r a n d b a n d ･
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,
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,
high d e n sity li p o p r o t ei n
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日 本人 F H の L D L レ セ プ タ
ー 遺伝子変異 と そ の 頻度

5 . 北陸地区 にお け る頻度調査

ヘ テ ロ 接合体性 F H･ 2 0 1 症例 に対 しP C R , R F L P 法 に て本変異

の 頻度調査 を行 っ たが 他 の 家系 に検出 され なか っ た ･

Ⅰ .
F H Y o k o t e の 同定

1 . P C R S S C P 法 によ る 異常構成体 の 検出

ホ モ 接合体性 F H N . S . を 発端 者 と す る 家系 に お け る P C R -

N o r m at

S S
-

S S
■ ■■ 一

S S
- ■ -

S S
- ■

d s
-

2 67

S S C P 法 に よ る ス ク リ
ー

ニ ン グ に お い て , L D L ･ R 遺伝子 エ ク ソ

ン15 に 異常構成体が検出 され た . 図8 は 正 常者お よ び ,
発端者

N . S . と そ の 父H . S . , 弟 W . S .
, 母 Y . S . の S S C P 泳動パ タ

ー ンで

ある . 発端者 とそ の 父お よ び弟 に正 常者 と異 な る1 本 の バ ン ド

が 認め ら れ た . 異常 バ ン ドの 出現 パ タ
ー ン か ら発端者とその 父

およ び 弟は エ ク ソ ン1 5 内の 小変異 の ヘ テ ロ 接 合体であ る可能

P r o b a n d

( M . M .)
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F ig . 1 1 . P C R
-S S C P a n al y si s i n th e e x o n 2 0 f L D しR g e n e ･ T Y L e b a r s al o n g th e

l e ft si d e i n di c a te th e wi 1 d p att e r n ( n o r m al) ･ T h e p r o b a n d

( M .M .) s h o w s th e c o e xi st e n c e of th e w il d p att e r n an d m u t ati o n al p a tt e rn wi th v a ri an t C O n f o r m e r s ･ S S , Si n g
l e s tr a n d b a n d; d s , d o u bl e

str a n d b a n d .
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性 が高 い と考え られ た .

2 . 直接塩基配列決定法 に よる 遺伝子変異配列 の 決定

こ の 発端者 の L D しR 遺伝子 エ ク ソ ン15 に お け る非 m 直接塩

基配列決定法 に よ る 解析 の 結果 を図9 に示 し た . 正 常者 で は C

の バ ン ドの み存在 し て い る位置 に発端者 N . S . で は C とT の バ ン

ド両方 が観察され た . し たが っ て 本例 は エ ク ソ ン 15 の C か らT

へ の 1 塩 基置換で あり発端者は同変異の ヘ テ ロ 接 合体 と確認 さ

れ た .

本 変異 に よ り L D L - R の 7 1 8 番 目 の ア ミ ノ 酸 グ ル タ ミ ン

は1 u t a m i n e , Gl n) に対応する配列が終止 コ ド ン ( st o p c o d o n) に

置換 さ れ る こ と に な る(Q 7 1 8 Ⅹ) (図9) . 本 変異は こ れ ま で に報

告が なく, 発端者 の 出身地よりF H Y o k o t e と命名 した .

3 . P C R R F L P 法 よ る発端者家系内で の 変異 の 確認

図10 に発端者の 家系図と P C R - R F L P 法よ る変異の 確認の 結果

Fi g .1 3 . T h e p e di g r e e a n d r e s ul t of P C R
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日 本人FIi のⅠ♪L レ セ プ タ
ー 遺伝子変異 とそ の 頻度

を示 した . 両親に 血 族結婚 は なく本変異は 父 親由来であり, 発

端者, 父親お よ び 弟は 遺伝子上本変異
の ヘ テ ロ 接合体であ ると

確認さ れ た . また母 親は本変異 を有 し な い こ とが 確認 され た ･

4 . 同変異で の 血清脂質値お よ び臨床像 の 検討

発端者 N . S . は2 才 の 女児, 血清脂質債 は T C 5 9 6 m g/ dl で あり,

その 父親 はT C 3 4 2 m g/ dl , 母親は T C 34 6 m g/ dl で ある
こ と か ら

,

発端者は 臨床的 に ホ モ 接 合体性 F H と診 断 され て
い た ･ また 弟

は生後2 か月 の 時点で T C 1 8 8 m g/ dl で ある こ と か ら発端者と同

様ホ モ 接合体性 FIi で ある 可 能性も疑 わ れ て
い た

47)

･ しか し発

端者は遺伝子上
ヘ テ ロ 接合体であり, 臨床像 と併せ て 複合型 ヘ

テ ロ 接合体と考え られ , ま た父親お よ び弟 は
ヘ テ ロ 接合体 と考

えられ た . また 母親 は別 の 変異を有す る こ と が推定 さ れ, 弟も

そ の 変異を有す る可能性 が残る .

5 . 北陸地区 にお け る頻度の 調査

ヘ テ ロ 接合体性 FIi 2 0 1 症例 に対 しP C 軋R F L P 法 に て本変異

の 頻度調査を行 っ たが 同変異 は他の 家系 に検出され な か っ た ･

Ⅱ . 能登地方出身 の 柑 2 5 家系 での 横討

1 . P C R - S S C P 法 によ る 異常構成体 の 検出

能登地方出身の F H (表2 , 図1) を対象と し たP C R
-S S C P 法 に

ょ る ス ク リ
ー ニ ン グ に お い て

,
ホ モ 接 合体性 F H M . M ･ の L D し

R 遺伝子 エ ク ソ ン 2 に異常構成体が検出さ れ た . 図11 は 正常者

およ び
,
発端者 M . M . の S S C P 泳動 パ タ

ー

ン で あ る ･ 発端 者は

に正常者と異 な る3 本 の バ ン ドが認 め られ た . 異常 バ ン ドの 出

現パ タ
ー

ン より発端者 は エ ク ソ ン 2 内 の 小 変異の
ヘ テ ロ 接合体

である 可 能性 が高い と考えら れ た .

2 . 直接 塩基配列決定法に よ る遺伝子変異配列 の 決定

こ の 発端者 M . M . の L D しR エ ク ソ ン 2 に お ける Ⅲ 直接塩基配

列決定法 に よ る 解析 の 結果を国1 2 に示 し た . 正 常者で は G の

バ ン ドの み 存在 して い る位置 に発端者で は G と A の バ ン ド両方

J a p a n e s e

( O u r L a b o r at o ry )

F H ･ T o n a m i l

F H ･ T o n a m i 2

4 D el eti o n $

F H - O k a y a m a

F H - K a n a z a w a l

1 7 .5 %

N = 2 0 1

269

が 観察 さ れ た . 本例 は エ ク ソ ン2 内の G か らA へ の 1 塩基置換

であり発端者は同変異の ヘ テ ロ 接 合体 と確認 され た .

本変異に よ り L D しR の 23 番目の ア ミ ノ 酸丁叩 に対応する配列

が終止 コ ド ン ( st o p c o d o n) に 置換 さ れ る こ と になる( W 2 3Ⅹ) (図

12) . 本 変異 は P C R - S S C P 軋 直接塩基配列決定法 を用 い て

199 2 年 に H o b b s ら に より米国 人及 びドイ ツ 系 カ ナ ダ人 の F H 症

例 に 見出さ れ て い る
勒

. しか し , 民族的背景か ら共通 の 祖先を

有す る と は考え難く, 同じ遺伝子変異が異な る時期 に異 な る 日

本 の 症例 に新 た に 起 こ っ た も の , 即 ち 反復変異 ( r e c u r r e n t

m u t ati o n)
仙川 朝
と 考え, 発端者 の 出身地 よ り本変異を F H N a n a o

と 命名 した .

3 . P C R -R F u
)

法 よ る発端者家系内 での 変異の 確認

図13 に発端者の 家系図とP C R - R F L P 法よ る 変異の 確認 の結果

を示 し た . 両親 に血 族結婚はなく本変異は父親由来であり, 発

端者 お よ び 父親 は遺伝子上本変異の ヘ テ ロ 接 合体である と確認

さ れ た . また母親は 本変異を有 しな い こ と が確認さ れ た .

4 . 同変異 で の 血 清脂質値 お よ び 臨床像 の 検討

発端者 の 血 清脂 質倍は T C 5 0 0 m g/ d l , そ の 父 親 は T C

2 8 9 m g/ dl , 母親 はT C 2 2 4 m g / dl で あ る こ と と , 黄色腫 の 程度

か ら , 発端者 は 臨床的 に ホ モ 接合体性 F H と 診断 さ れ て い た ･

しか し発端者 は遺伝子上 ヘ テ ロ接 合体であり ,
臨床像 と併せ て

複合型ヘ テ ロ 持 合体 と考え られ , 父親は
ヘ テ ロ接 合体 であ る と

考え ら れ た . 発端者 は36 才時 に冠動脈造影が 施行 され 重症 三

枝病変と判明 し, 現在月4 回の L D L ア フ ェ レ
ー シス に て 治療 さ

れ て い る .

5 . 北陸地区に お け る頻度の 調査

ヘ テ ロ 接合体性 F H 2 0 1 症例 に対 しP C R
- R F L P 法 に て 遺伝子

変異 の 頻度調査 を行 っ た 結果, 他 に 発端者 と同じ石川県七尾市

出身の 1 家系に本変異が検出され た .

B riti $ h

( M e d i c a l R e $ e a r C h C o u n ci[)

1 0 D el e ti o n s

F H ･ G uj e r at ( P 6 6 4 L)
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S to p2 9 2
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i n e x o n 4

S ¢r e e n l n g f o r

l O k n o w n p o i n t

m u ta ti o n s

Fi g . 1 4 . C o m p a ri s o n o f th e fr e q u e n
ci e s o f L D I J R g e n e m u ta ti o n s d e t e ct e d i n o u r l ab

o r a t o r y a n d U nit e d Ⅲ n g d
o m ･ B o th w h e r e si m il a r

n u m b e r s o f F H p a ti e n ts fr o m th e si n gl e e th ni c b a c k g r o u
n d w e r e st u di e d ■ I n o u r l a b o r at o r y 4 d el e d o n s a n d 5 s m all r e a r r an g e m e

n t S i n

L D しR g e n e a c c o u n t f o r 1 7 ･5 % of F H p a ti e n t s & o m H o k u rik u di st ri ct o f J a p a n ･ I n th e U nit e d K i n g d o m l O d el e ti o n s
a n d 2 1 s m a n

r e ar r a n g e m e n t S i n I♪I : R g
e n e a c c o u n t f o r 3 4 ･3 % o f F H p at 血t s , a n d m o st fr e q

u e n t m u ta d o n sh a r e s o nl y 3 % ･
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考 察

本研究で は 日 本人 m = こお け る L D しR の 遺伝子変異 と そ の 頻

度 に関す る検討 を行 っ た . まず, ホ モ 接 合体性 F H 2 例を それ

ぞれ 発端者 とす る2 家系を対象と し た L D しR 遺伝 子解析 に よ

り
,
こ れ まで に報告 の な い 新た な遺伝子変異 F H M o ri o k a お よ

ぴ F H Y o k o te を見い 出 した .

F H M o ri o k a で は L D I / R の E G F 前駆 体相同領域を コ ー ドする

エ ク ソ ン 9 内 に C か らT へ の 変異 が起り395 番目 の A r g が n p に

変異す る ミ ス セ ン ス 変異 ( R3 9 5 W ) で ある . L D しR の E G F 前駆

体相同領域 は A リ ピ ー

ト , B リ ピ
ー

ト お よ び C リ ピ
ー

トと呼 ば

れ る お の お の 4 0 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 3 つ の シ ス テ イ ン

( c y s t ei n e , C y s) 豊富成長因子反復領域と , B l) ピ ー

トと C リ ピ

ー

トの 間を占め る2 80 の ア ミ ノ 酸配列か ら成 る ス ペ ー

サ
ー 領戚

(s p a c e r r e gi o n) で 構成 され る . A リ ピ ー ト
,
B リ ピ

ー

トお よび C

リ ピ ー

ト は そ れ ぞ れ エ ク ソ ン 7
,
エ ク ソ ン 8 お よ び エ ク ソ ン 14

に より コ ー

ドさ れ
,
ス ペ ー

サ
ー

領域 は エ ク ソ ン 9 か ら13 の 5 つ

エ ク ソ ン に コ ー

ドされ る
-づ)

. 本変 異に よ っ て ス ペ ー

サ
ー

領域内

の 正荷電を有す るA r g に代 わ り非荷電で イ ン ド
ー ル 環 を有す る

T r p が 挿 入 さ れ レ セ プ タ ー の 構造 に歪 み を生 じ る と予想 さ れ

る . E G F 前駆体相同領域 は , 1) ポ 蛋白粒子が L D I : R と結合 して

コ
ー

テ ッ ドベ ジ ク ル と なり細胞内 に取り込まれ た後 ,
エ ン ドゾ

ー ム にお い て 酸依存性 に L D L R と 解離 し u ) L R が再利用 され る

過程 にお い て不 可 欠 と考えら れ て い る
50)

. 本領域 内 の 小変異 に

よ り, 合成され た蛋白の 立体構造が変化 し租而小胞体 か ら ゴ ル

ジ体 へ の 移送が 障害さ れ る か
,
も しく はⅠ刀 L R の 再利用 が障害

さ れ る と 考え られ る . 事実こ れ まで に 報告された ス ペ
ー

サ
ー

領

域 内で の ミ ス セ ン ス 変異の 全 て が機能的ク ラ ス 分類上 細胞内転

送障害2 型 も しく は レ セ プタ ー 再 利用障害5 型に 分類 され て い

る
=-)

. 本症例 の レ セ プ タ ー 活性 の 結 果も レ セ プ タ ー 欠 損型 で あ

り
51)

,
L D しR の 機 能的 ク ラ ス 分類 上細胞内転送障害

,
レ セ プ タ

ー 再利 屑障害の 可 能性 がある と い え, 上記 の 推論 の 安当性 を示

唆 して い る .

F H M o ri o k a に お い て 特筆すべ き点は , 発端者 M . N . お よ びそ

の 妹 N . N . が と もに 70 才近くまで 生存して お り, ホ モ 接合体性

F H と して は本邦 の み な らず
,
世界 的 にみ て も最高齢 と思 わ れ

る点 で ある . しか も今回の 検討で遺伝子 レ ベ ル か らも ホ モ 接合

体 と確認 され た .

F H M o ri o k a ホ モ 接合体 の 臨床像を, 既 に遺伝子変異が確定

さ れ
,
L D L , R 活性 の 評価 が な され て い るF H T s u r u g a お よ びF H

T o n a m i -2 の 女性 ホ モ 接 合体と比較 した .

F H T s u r u g a はL D I ] R 遺伝子の エ ク ソ ン6 内に G か らT へ の 変

異が 起り の 280 番 目の ア ミ ノ 酸 ア ス パ ラ ギ ン 酸 (a s p a r ti c a cid ,

A s p) が チ ロ シ ン (t y r o si n e , T y r) に 変異す る ミ ス セ ン ス 変異

( D 2 8 0 Y) で あ る . Ⅰ刀 しR 活性 は25 % と レ セ プ タ ー 欠損 型で あり

重症 の 変異と い える
33)

.

一

方
,
F H M o ri o k a の レ セ プ タ

ー

活 性

は20 % で
51)
F H T s u r u g a と同程度 に低 下 し てお り ,

F H M o ri o k a

の 平均T C 6 9 4 m g/ dl は F H T s u ru g a の 平均T C 5 5 7 m g/ dl
:i3)
と 比

較し て高値 であ っ た . F H T o n a mi -2 は L D しR の イ ン トロ ン1 か

らイ ン ト ロ ン 3 に及 ぶ10k b の 欠共 に よ るリ ガ ン ド結合部位 の 欠

失の 結果
,
ホ モ 接 合体でもL D L R 活性 が66 % 残 存す る変異 であ

る .
こ の た め ホ モ 接 合体性 F H 症 例3 例 の 平均 T C が 5 9 6 ±

4 1 m g / dl と比較的軽症であり, 冠動脈病変も通常 の ヘ テ ロ 接 合

体性F H 程度 で 比較的長寿 (平均年齢54 ±11 才 , 偉高齢64 才女

性) で あ っ た
21)

. こ れ に対 しF H M o ri o k a の 遺伝子変異 は上 述の

ごと く E G F 前駆 体相同領域 にあり
,
著 明な L D しR 活性 の 低下

によ り自験 ホ モ 接合体性F Ⅲ死 亡例6 例 (平均死 亡年齢26 才) の

平均 T C 7 7 2 ± 1 5 8 m g /d l と 同程度の 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症を呈

して い た
l`"

. ホ モ 接 合体性 F H M o ri o k a に お ける 若年期の コ レ

ス テ ロ ー ル 値 は不明だ が
,
ア キ レ ス 腱 黄色腫の 程度 より持続性

の 高 コ レス テ ロ ー ル 血 症 は存在 し て い たもの と推測 され る .

し たが っ て , ホ モ 接 合体性 F H M o ri o k a が 2 例 と も長寿であ

っ た 原因は , ホ モ 接合体性 F H T o n a m i - 2 の よ う にL D I J R 遺伝子

変異 によ っ て 規定さ れ て い る レ セ プ タ ー 活性お よ び血 清 コ レス

テ ロ
ー ル 値 を介 し た機序 以外 に存在する 可 能性があ る.

一

般に

遺伝性疾患 に お い て は異常遺伝子 の 型 が そ の 臨床症状を規定す

る場合が多 い ･ F H に お い て も変異 ご と の 臨床像 の 差異を明確

に示し得た報告もなさ れ て お り
52)

,
上 述の F H T o n a m i r 2 は そ の

典型 と い え る . しか しF H M o ri o k a に お い て は
, 確認さ れ た遺

伝子変異 か ら予想 され る 臨床像 と は 明ら か に 異な る長寿傾向を

呈 し て い る . 過 去 にお け る 日本 の 伝統的食習慣 を含め た 環境因

子 な ど遺伝子変異 によ っ て規定 さ れ ない 別 の 因子の 関与が推測

さ れ る . こ の 様 な考察は遺伝子異常 が同定 さ れ た か ら こそ 可能

にな っ た の で あり
,
遺伝子解析 の 臨床的意義 の 一

つ と して 重要

であ る.

F H Y o k o t e は L D しR の 0 一 緒合糖領域 を コ ー ドす る エ ク ソ ン15

内 に C か ら T へ の 変 異 が 起 こ り L D L - R の 7 1 8 番目 の ア ミ ノ 酸

Gl n に対応する配列が終止 コ ドン (st o p c o d o n) に 変異する ナ ン

セ ン ス 変異 (Q 7 1 8 刃 で あ る . L D しR の 0 一 緒合糖領域 は58 の ア

ミ ノ 酸か ら成り ,
エ ク ソ ン1 5 の み に より コ ー

ドさ れ る
14)

. 本領

域の 生理 学的意義 は未だ明 ら か で は な い . D a vi s ら は
,
0 - 結合

糖領域の 大部分 が欠損 した L D しR 遺伝子を 人工 的に 作成 しその

発現を検討 し た
制

. その 結 果 によ る と機能上 は 正 常の L D しR と

全く等 しか っ た と い う . し か し
,
当科 で既 に報告 さ れ て い る

F E T o Il a m ト1 は イ ン ト ロ ン 1 4 か ら イ ン ト ロ ン 1 5 に 及 ぶ 6k b

を欠損 し た 変異 であり
,
エ ク ソ ン 15 が 欠失す る た め 0 牒吉合

糖領域を全 て欠く異常 レセ プ タ ー

が 合成 さ れ て い る と 考えら

れ る
1 机虻…

. 培養細胞 で L D しR の 生 合成を検討す る と ,
正 常 より

小さ い 分子量 の レ セ プ タ ー 蛋 白が 合成 さ れ
,
速 や か に 分解さ

れ た
51)

. した が っ て 0 一 緒 合糖 が L D しR 蛋白の 安定化 に必要 であ

る こ とが 示唆 さ れ た . F H Y o k o t e で は エ ク ソ ン15 の 途 中終Jヒコ

ド ン が 出現する ため F H T o n a m i -1 よ り さ ら に短く不安定 な細胞

膜貫通領域 お よ び細胞質内の 領域をも欠損 した 異常 レセ プ タ
ー

が合成 さ れ る と 考え られ
,
機能 的ク ラ ス 分類上 細胞内転送障害

2 型 に分類 さ れ る可 能性 が高 い . しか し エ ク ソ ン 15 内の ナ ン セ

ン ス 変異 は こ れ まで に報告 が なく
,
細胞 膜貫通領域 の 構造と機

能の 関係 を明ら か に する 上 で
,
F H Y o k o t e の L D しR 活性や 性 合

成の 検討は今後重要と思 わ れ る .

発端者家系で は, P C R - R F L P 法 に よ り発端者
,
父 親お よ び弟

は遺伝子上本変異の ヘ テ ロ 接合体 と確認 さ れ , 母親は 本変異を

有 しない こ と が確認さ れ た . しか し
, 発端者 は 本人 と そ の 両親

の コ レ ス テ ロ
ー ル 値 か ら 臨床的に ホ モ 接合体性F H と診 断さ れ

て お り
,
弟 も生後2 か月 の 時点で の コ レス テ ロ

ー

ル 値 か ら ホ モ

接合体性 F H で あ る可能性も疑 わ れ て い た
47)

. 今 回の 父 方由来

の 遺伝子変異 の 決定 に よ り発端者 は複合 ヘ テ ロ 接 合体 と診断さ

れ
, 改 め て 母方由来 の 別 の 遺伝子変異 の存在が示唆さ れ た . 発

端者の み な らず弟もその 遺伝子変異を有 し て い る 可 能性 が残 る

が そ の 解 明は 今後 の 課題 であ る.



日本人F E の L D L レセ プ タ ー 遺伝子変異とその 頻度

ホ モ 接合体性FIi は 約100 万人 に1 人と 稀で は ある が , 冠動脈

硬化症の 発症 が極め て 早く, 末治療 の 場合平均26 才 で 心臓死

を遂げる . した が っ て そ の 早期診断 お よ び 早期治療 の 見地か ら

遺伝子診断の 意義は大きい , また
,
特 に 血 族結婚の な い ホ モ 接

合体性 F H 家系か ら 見い 出 され た遺伝子変異 は高頻度 に分布 し

てい る可 能性 が高い と い う意味 か ら も, ホ モ 接合体性 F H 家系

を遺伝子解析 の 対象とす る意義 は大きい . しか しF H M o ri o k a

お よびF H Y o k o te の 頻度 はP C R -R F L P 法 に よ るス ク リ ー

ニ ン グ

の 結果 とも に発端者家系 の み で 発見 され た に留まり, とも に普

遍的遺伝子変異( c o m m o n m u ta ti o n) で あ る可能性 は否定的であ

っ た .

特定地域出身の F H 2 5 例を対象と した 解析 に より ,
F H N a n a o

を見い 出 した . F H N a n a o はL D しR の リ ガ ン ド結合領域 を コ
ー

ドす る エ ク ソ ン2 内に G か ら A へ の 変異が 起り u ) しR の 23 番目

の ア ミ ノ 酸 T r p に対 応す る配列 が終止 コ ド ン (s to p c o d o n) に変

異する ナ ン セ ン ス 変異( W 2 3 Ⅹ) で ある .
こ の よう に上 流 の エ ク

ソ ン に お い て 早期 に終止 コ ド ン が 出現す る変異 は, 正 常に 類似

した m R N A は産生 さ れ る もの の そ の 消失 が早 い
研
か
, も しく は

レセ プ タ
ー

蛋白が 産生 され て も極め て 少量であ る ため , 培養細

胞で L D しR 蛋白が 極少量 の み 検出 さ れ る か , 全く 認 め ら れ な

い
∬)合成 障害1 型 に分類 され る と 考え られ る .

発端者家系に お い て は ,
P C R - R F L P 法 によ り発端者の 遺伝子

変異 は父方由来 であり, 発端者 は こ の 遺伝子変異の 複合 ヘ テ ロ

接合体 , 父 親は ヘ テ ロ 接 合体 ,
さ ら に母親は不変異を有 しな い

こと が確認 さ れ た . 本家 系で は血清総 コ レ ス テ ロ
ー ル 値 が母親

と比較 して 父親で より高値であり ,
また 発端者と父親と の 間の

コ レ ス テ ロ
ー ル 値の 大き な差が 注 目 さ れ て い た(図13) . 黄色腫

の 程鼠 冠動脈硬化症の 進行度と併 せ て 発端者 は臨床的 にホ モ

接合体性 F H と 考え られ て い た が ,
F H Y o k o t e の 発端 者家系と

同様
,
今回父方由来の 遺伝子変異が快走 され た こ とか ら改め て

母方由来の 別の 遺伝子変異の 存在が示唆 さ れ た .

F H N a n a o は米 国人及 び ドイ ツ系カ ナ ダ人の F H 症例 に見 い 出

され て い る F H C in ci n n a ti- 5 と 同 一 の 遺伝子変異であ るが
15)

,
そ

れ ぞ れ の 民族的
,
地理 的背景の 相違か ら, L D しR 遺伝子 に お け

る反復変異 (r e c u r r e n t m u ta ti o n) と考え ら れ る . 反復変異は F H

にお い て既 に 9 種報告 され て い る
:i)

. 先 に八 木 が 報告 し て い る

F H K a n a z a w a -2 (P 6 6 4 L)
=一:l ) もこ の 反復変異であり, A si a n -I n di a n

で発 見 され たF H G uj e r a t
56)
と 同

一

の 遺伝子変異 であ っ た .
こ の

P 66 4 L 変異 は C p G と い う比較的高率 に遺伝子変異が発生する部

位 に起 こ っ て い る
4 榊 の

. F H N a n a o ( W 2 3Ⅹ) の 発生 部位 は こ の

C p G と は異 な る が こ の よう な 反復変異 が発生 する部位 に関す る

知見の 蓄積 は今後遺伝子変異の 発生 機序 の 解明に お い て重要と

考え られ る .

1 9 8 4 年 ヒ ト の L D I : R 遺伝子 の c D N A が ク ロ
ー

ニ ン グさ れ て以

来
,
報告 さ れ た L D しR の 遺伝子変異数 は199 2 年 の 総説 で は150

種類 が挙げら れ る に至 っ て い る
15)

. そ の 多様性 は 当初 の 予想を

大きく上 回 るもの で あり, そ の 後も報告 が相次ぎ, 現在で は

200 種類近く にもな っ て い る .

一 方
,
F H にお い て は孤立 した 環

境で増加 して い っ た 集団 にお い て , 共通の 祖先か ら受け継い で

きた で あ ろうと 考え られ る数種の 特定の 遺伝子変異が高頻度に

集積す る と い うい わ ゆ る創始者効果 (f o u n d e r eff e c t) が認 め

られ る場合があり
3)34)

,
南 ア フ リ カ人

57)
､

6 2)
,
フ ラ ン ス 系 カ ナ ダ

人
37) 63)

～ 6 6)
,
フ ィ ン 人 が代表的 であ る. A alt o - S e t al a ら

67)
お よ び

K o i v i s t o ら
68 卜 71 )

に よ れ ば, フ ィ ン 人 で は F H H el si n k i と F

2 7 1

N o rth K a r eli a で F H 全体の 約68% を占 め, さ ら に最近の 報告で

は プ ロ モ
ー

タ
ー

領域の 変異を含 め て さ ら に12 の 変異 が 決定さ

れ合計82% が 説明さ れ てい る .

日 本人は ほ ぼ単
一

の 民族で構成 さ れ てお り, 長期間に わ た っ

て 外 国か ら孤立 した環境 にあ っ た とい う背景 か ら, 日本人 F H

に は
,
創始者効果が存在する可能性も考えら れ, 高頻度 に分布

す る普遍的遺伝子変異 の 存在の 有無 に関心 が持 たれて い た . 今

回の 能登地区で の検討 は 日本国内で さら に地域 を限定 して こ の

創始者効果の 有無を検討 した もの で あるが ,
F H N a n a o は血縁

の ない F H 合計201 例の うち発端者家系を含め て2 家系発見 され

た の み で あり
, 普遍的遺伝子変異であ る可 能性は低 い と考え ら

れ た . また P C R -S S C P 法 にお ける 異常構成体に限 っ て も, 対象

2 5 例 中に は高頻度 に認め ら れ るもの は 存在 しなか っ た .
こ れま

で わ れ われ が 報告 した変異 に今回決定さ れ た F H M o ri o k a , FIi

Y o k o t e お よ び F H N a n a o を追加 し た合計9 変異 によ り北陸地区

F H の 17 .5 % は 遺伝子 レベ ル で 説明可能とな っ た が (表5) , 日本

人 F H にお い て は普遍的遺伝子変異 の存在 は否定的と考えら れ ,

遺伝子変異の 多様性が示唆 され た . また 本研究に お い て発端者

と な っ た3 例の ホ モ 接 合体性F H の うち2 例が 複合 ヘ テ ロ 接合体

であっ た こ と も日 本人F H に お ける L D しR 遺伝子変異 の多様性

を支持す る と思わ れ る .

わ れ わ れ と 同様 に同
一

の 民族的背景を持 つ 集団を対象と し,

サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法 お よ びP C R S S C P 法 , 直接塩基配列決

走法を用 い て F H の 遺伝子変異の 解析 お よ び そ の 頻度 の 検討 を

行 っ て い る 英国の 施設の 結果と比較 し た
72)7 3)

( 図14) . ほ ぼ 同数

の 母集団 に対 して
,
遺伝子変異の 数と エ ク ソ ン の 局在 に大差 は

認 め ら れ ず
,
英国人 にお い て は1 0 の 比較的大きな欠央 と21 の

点変異 と を合 わせ て も遺伝子 レ ベ ル で 説明さ れ る の は34 .3 % に

と どま っ て おり, L D しR 遺伝子変異の多様性 は 日本 人 と比較 し

て 更に 明白 である. した が っ て 日本 人や 英国人 の よう な創始者

効果が存在し な い 地域 にお ける F E の 遺伝子診断 に は, イ ン ト

ロ ン や プ ロ モ
ー

タ
ー 領域な ど末検討 の 領域を含め更なる解析と

結果の 蓄積が必要であろう.

ヘ テ ロ 接 合体性FIi の 頻度 は創始者効果 が存在 し な けれ ば世

界の ほと ん どの 地域 で約500 人 に1 人 と考え られ て おり
:う)

, 最も

頻度 の 高 い 遺伝性疾患の-い一-
･

つ で あ る . F Il は ヘ テ ロ 接 合体 と い

え ども幼少時よ り 高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血 症を持続す る ため , 早発

性冠動脈硬化症 を高率に発症す る . さ ら に近年で は H M G - C o A

還元酵素阻害剤の 実用化に より冠 動脈硬化発症前 よ
-) 効果的な

治療 が可 能 と な っ た
Z)

.
こ れ ら の 意味か らも ヘ テ ロ接 合体性F H

を 早期 か ら 確診す る た め の 遺伝子解析 の 意義は大き い . また

F H と い う- →

つ の 疾患概念の 中 で , 個 々 の 家系, 或る い は 個々

の 症例が 示す臨床症状の 多様性 が遺伝子 レ ベ ル で 規定 され てい

る こ とが 明ら か とな れ ば, そ れ に基 づ い た病態の 把握 , 更 に は

治療法の 選択 へ と可 能性が開か れ ,
遺伝子解析 の 意義は更 に高

い もの と な っ て行くで あ ろう.

結 論

日 本人 F H に お ける L D し R 遺伝 子変異 と そ の 頻 度 を P C R
-

S S C P 法
,
直接 塩基配列決定法お よび P C R - R F L P 法 によ り検討

し以 下 の 結果を得た .

1
.
ホ モ 接 合体性F H を発端者と した1 家系に お い て , L D しR

の E G F 前駆体相同領域を コ
ー

ドす る エ ク ソ ン9 の 39 5 番目の ア

ミ ノ 酸A r g に対応す る配列 C G G が T r p に対応す る配列T G G
へ
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と 変化する新変異 ( R3 9 5 W ) を見 い だ しF H M o ri o k a と命 名 し

た . 発端者お よ びそ の 妹 は と もに本変異めホ モ 接合体であ っ た

が
,
ホ モ 接 合体性 F H と して は 異例 の 長寿 であっ た . そ の 機序

は遺伝子変異 の 型 や レ セ プ タ ー 活性 で は説明 できず
,
遺伝 子変

異で規定され得 な い 因子 によ る と推定され た.

2 . ま た ホ モ 接合体性 F H を発端者と した 別の 1 家系に お い て
,

u ) L R の 0 一緒 合糖領域 を コ ー ドする エ ク ソ ン15 の 7 1 8 番目の ア

ミ ノ 酸 Gl n に対 応す る配列 C A G が 終止 コ ド ン に対応す る配列

T A G へ と変イヒす る新変異 (Q 7 1 8Ⅹ) を見 い だ し F H Y o k o t e と 命

名 した .

3 . 特定地域 にお ける F E 2 5 例 の 遺伝子解析 の お い て L D しR の

リ ガ ン ド結合領域を コ ー

ドす る エ ク ソ ン2 の 23 番目 の ア ミ ノ 酸

T r p に対応す る配列 T G G が 終止 コ ドン に対応する配列 m G へ

と変化す る変異 ( W 2 3 Ⅹ) を見い だ し F H N 弧 a O と命 名 した . 本

変異 は米国人お よ び ドイツ 系 カ ナ ダ 人 か ら発見 さ れ た もの と 同

一

の 変異 で ある が , 民族的背景の 相違か ら反復変異 (r e c u r r e n t

m u t ad o n) と 考えら れ た .

4 . こ れ ら3 つ の 新 しい 変異 を含 め た合計9 つ の 遺伝子変異 に

より北陸地区F H の 17 .5 % が説 明さ れ たが , こ れ ら3 つ は い ずれ

も出現頻度 が低く王 将走地域内に特定 の 遺伝子変異 が高頻度 に

集積する 可 能性 は否定的であ っ た . 以 上 の結 果は 日本人F H に

お ける遺伝子変異 の多様性を示唆する と考えら れ た .
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C h e mi c al c o m p o siti o n of u lt r a c e n tri fu g ally s e p a r at e d li p o p r o tei n s

i n h u m a n s e ru m .J C li n I n v e st 3 4 : 1 3 45 -1 3 5 3 , 1 9 5 5

4 2) A ll ai n C C , P o o n L S , C h a n S G , R i c h m o n d C W ,
F tl P C .

E n z y m ati c d e te r m i n ati o n of to t al s e ru m C h ol e st e r ol . Cli n C h e m

2 0 : 4 7 0 -4 7 5
,
1 9 7 4

4 3) B u c ol o G , D a vi d H . Q u a n tita tiv e d e t e r m i n a ti o n of s e ru m

tri gl y c e ri d e s b y th e u s e of e n z y m e s . Cli n C h e m 1 9 : 4 7 6
- 4 82

,
1 9 7 3

4 4) Ⅰri sh G R , B ar r an t e S D M , Le d u e T B . I m m u n o tu rbi di m e tr y

O f a p olip o p r o t ei n B in h u m a n s e ru m . Cli n C h e m 3 3 : 1 2 6 7 , 1 9 6 8

4 5) B u r s t e ri n M , S c h ol n i c h H R . Li p o p r o t ei n
-

p Ol y a n i o n m e t al

i n te r a c ti o n s . A d v Li pid R e s l l : 67
- 10 8

,
1 9 7 3

4 6) F ri ed e w al d W T , Le v y R I , F r e d e ri c k s o n D S . E s ti m ati o n of

th e c o n c e n t r a ti o n of l o w - d e n si ty li p o p r o t ei n c h o l e s te r ol i n

pl a s m a , W ith o u t u s e o f th e p r e p a r a ti v e ultr a c e n t ri fu g e . Cli n C h e
m

1 8 : 4 9 9 -5 0 2 : 1 9 7 2

4 7) E w ite r o vi c h J r . P O , R o b e rt I L , F r e d e ri c k s o n D S .
N e o n a t al

di a g n o sis o f f a m ili al ty p e
-II h yp e r c h ol e st e r ol e m i a . I . a n c et i: 11 8

-

1 2 1
,
1 9 7 3

4 8) Y o u s s o u fi a n H , A n t o n a r a k i s S E , B ell W , G riffi n A M ,

K a z a zi a n J r . H H . N o n s e n s e a n d m i s s e n s e m u t a ti o n s i n

h e m o p h ili a A : e S ti m a t e of th e r el a ti v e m u t a ti o n r a t e a t C p G

di n u cl e o tid e s , Am J H u m G e n e t 4 2 : 7 1 8 -7 2 5 , 1 9 8 8

4 9) M a rk e rt M L , N o r b y
- Sly c o r d C , W a rd F E . A hi gh p r o p o rti o n

o f D N A p o i n t m u t a ti o n s a s s o ci a t e d w i th a s p e cifi c a
l a n i n e -t O -

v ali n e s u b stit u ti o n . Am J H u m G e n e t 4 5: 35 4 -3 6 1 , 1 98 9

5 0) D a v i s C G , G o ld s t ei n J L , S u d h of T C , A n d e r s o n R G W ,

R u s s el D W
,
B r o w n M S . A cid -d e p e n d e n t li g a n d di s s o si a ti o n a n d

r e c y cli n g of L D L r e c e p to r m e di a t e d b y g r o w th f a ct o r h o m ol o g y

d o m ai n . N a tu r e 3 6 0: 7 6 0 -7 6 5 , 1 98 7

5 1) 藤田
一

. 家族性高 コ レス テ ロ
ー

ル 血 症 にお ける 低比重

リ ボ蛋白受容体生合成に関す る研究. 十全医会誌 99 : 3 0 2 -3 1 4 ,

1 9 9 0

5 2) M o o rj a ni S , R oy M , T o r r e s A , B et ar d C , G a g n e C , L am b e rt

M
,
B r u n D

,
D a v i g n o n J , L u pi e n P . M u t a ti o n s of l o w - d e n sity

-

1i p o p r ot ei n
-

r e C e pt O r g e n e , V a ri ati o n i n pl a s m a ch ol e s t e r ol , an d



2 7 4

e x p r e s si o n o f c o r o n a r y h e a rt d i s e a s e i n h o m o z y g o u s f a m ili al

h yp e r ch ol e st e r o l e mi a . h n c e t 3 4 1 : 1 3 0 3
qI 3 0 6

,
1 9 9 3

5 3) D a v i s C G , E l h a m m e r A , R u s s el D W , S c h n ei d e r W J ,

K o rn f el d S , B r o w n M S , G ol d s tei n J L . D el eti o n o f cl u s te r e d O -

1i n k e d c a rb o h y d r a t e s d o e s n o t i m p ai r fu n c ti o n o f l o w d e n sit y

lip o p r o t ei n r e c e p t o r i n t r an Sf e c te d fi b r o bl a st s . J B i oI C h e m 2 6 1 :

2 8 2 8 -2 8 3 8
,
1 9 8 6

5 4) T r e c a rt in R F , Li e b h a b e r S A , C h an g J C , F u rb e tta M , An gi u s

A
,
C a o A . βT h al a s s e m i a i n S a rdi ni a i s c a u s e d b y a n o n s e n s e

m u t ati o n .J C li n I n v e st 6 8 : 1 0 1 2 - 1 0 17 , 19 8 1

5 5) H o b b s H H , Le it e r s d o rf E , G ol d st ei n J L , B r o w n M S , R u s s ell

D W .
M ulti pl e c r m

p m u t ati o n s i n f a m ili al h yp e r c h ol e st e r ol e m i a :

E vi d e n c e fo r 1 3 al1 el e s
,
i n cl u di n g f o u r d el e ti o n $ . J Cli n I n v e st 8 1 :

90 9 -9 1 7
,
1 9 8 8

56) Ki n g - U n d e r w o o d L , G u d n a s o n V , H u m ph ri e s S , S e e d M ,

P a t el D
,
E n i g h t B , S o u t a r A . I d e n ti丘c a ti o n o f th e 6 6 4 p r oli n e

m u t a ti o n i n th e l o w d e n si ty 1i p o p r o t ei n r e c e p t o r i n f o u r u n r el at e d

P ati e n t s wi th f am ili al h y p e r c h o l e st e r ol e m i a i n th e U K C li n G e n e t

4 0 : 1 7 -2 8
,
1 9 9 1

5 7) V a n D e r W e s th u y z e n D R , C o e tz e e G A , D e m a si u s I P C ,

H a rl e y E H , G e v e r s W , B a k e r S G , S e ft e l H C . L o w d e n si ty

li p o p r o t ei n r e c e pt o r m u t a ti o n s i n S o u th A f ri c a n h o m o z y g o u s

f a m ili al h y p e r c h ol e st e r ol e m i c p a ti e n t s , A rt e ri o s cl e r o si s 4 : 2 3 8
-

2 4 7
,
1 9 8 4

5 8) F o tl ri e A M , C o e tz e e G A , G e v e r s W , V a n D e r W e s th u y z e n

D R . T w o m u t a n t l o w d e n sity
-1i p o p r o t ei n r e c e pt o r s i n A 飢k an e r S

Sl o wi y p r o c e s s e d t o s u r h c e f o r m s e x h ib iti n g r a pi d d e g r a d a ti o n

O r fu n c ti o n al h e te r o g e n eity . Bi o c h e m J 2 5 5 : 4 1 1 - 4 1 5 , 1 9 8 8

5 9) K ot z e M J , W ar n i c h L , b n g e n h o v e n E , d u Pl e s si s L , R e ti ef

A E . T h e m o l e c u l a r b a si s a n d d i a g n o si s o f f a m ili al

h y p e r cll O l e s t e r ol e m i a i n S o u th A fr i c a n A 打ik a n e r s . An n . H u m ･

G e n et 5 5 : 1 1 5 -1 2 1
,
1 9 9 1

60) K o tz e M J , b n g e n h o v e n E , W a mi ch L , d u Pl e s si s L , M a r x

M P
,
0 0 Sth ui z e n CJJ , R e ti ef A E . T h e i d e n tifi c ati o n o f t w o l o w -

d e n sity r e c e p t o r g e n e m u t a ti o n s i n S o u th A f ri c a n f a m ili al

h y p e r c h ol e s te r ol e m i a . S A h M e d J 7 6 : 3 9 9 -4 0 1 , 1 9 8 9

6 1) Le it e r d o rf E , V a n D e r W e s th u y z e n D R , C o e t z e e G A . H o b b s

H H . T w o c o m m o n l o w d e n sit y li p o p r o t e i n r e c e p t o r
'

g e n e

m u t ati o n s c a u s e f a m ili al h y p e r c h ol e s te r ol e m i a i n A 打ik a n e r s . J

Cli n I n v e st 8 4 : 9 5 4 - 9 6 1
,
1 9 8 9

6 2) V a n R o g g e n F G , V a n D e r W e s th u y z e n D R , M a r ai s A D ,

G e v e r s W
,
C o et z e e G A I J O W d e n sit y li p o p r o t e in r e c ep t o r fb u n d e r

m u t a ti o n s i n A 飢k a n e r f a m ili al h y p e r c h ol e st e r ol e m i c p a ti e n t s .

H u m G e n e t 8 8 : 2 0 4 - 2 0 8
,
1 9 9 1

6 3) H o b b s H H , B r o wn M S , R u s s ell D W , D a vi g n o n J , G old st ei n

J L . D el e ti o n i n th e g e n e f o r th e L D L r e c e p t o r i n m aj o rit y o f

F r e n c h C a n a di an S wi th f am ili al h y p e r c h ol e st e r ol e m i a . N E n gl J

M e d 3 1 7 : 7 3 4 -7 3 7 , 1 9 8 7

64) Le i te r s d o rf E , H o b b s H H , F o u ri e A M , J a c o b s M , V a n D e r

W e s th u y z e n D R , C o et z e e G A . D el e ti o n i n th e 且r st c y s tei n e
- ri c h

r e p e at o f l o w d e n sit y lip o p r o t ei n r e c e p t o r i m p ai r s it s tr a n s p o rt

･b u t n o t li p o･p r O t ei n b i n d i n g i n fib r o b l a s t s 血
･

O m a S u bj e c t w ith

f am ili al h y p e r c h ol e s te r ol e m i a . P r o c N atl A c a d S ci U S A 8 5 : 7 9 12 -

7 9 1 6
,
1 9 88

6 5) M a Y , B e t a r d C , R o y M , D a vi g n o n J , K e s sli n g A M .

I d e n tifi c a ti o n o f a s e c o n d
"

F r e n c h C a n a d i a n
"

L D L r e c e pt o r

g e n e d el e ti o n an d d e v el o p m e n t o f a r a pid m e th o d t o d et e c t b o th

d el e ti o n s . C li n G e n e t 3 6 : 2 19 -2 2 8
,
1 9 8 9

6 6) M o o rj a n i S , R o y M , G a g n e C , D a v i g n o n J , B r u n D ,

T o u s s ai n t M
,
I . a m b e rt M

,
C a m p e a u L , B l ai c h m a n S , L u pi e n P .

H o m o z y g o u s f a m ili al h y p e r c h ol e s t e r o l e m i a a m o n g F r e n c h

C an a di an S i n Q u e b e c p r o vi n c e . A 止e ri o s cl e r o si s 9 : 2 1 1 -2 1 6
,
1 9 89

6 7) A al t o - S e t al a K , K o i vi s t o U - M
,
M i e tti n e n T A

,
G y11i n g H ,

K e s a n i e mi Y A
,
P y o r al a K , E b eli n g T , M o n o n e n I , T u rt ol a H ,

V iik ar i J
,
K o n tu l a K . P r e v al e n c e an d g e o g r a ph i c al di stri b u ti o n of

m aj o r L D L r e c e pt o r g e n e r e a r r a n g e m e n ts i n Fi n l a n d . J I n t e r n

M e d 2 31 : 2 2 7 -2 3 4
,
19 9 2

6 8) K oi vi st o U p M
,
T u r t ol a H

,
A al t o -S e t al a K

,
T o p B , F r a n ts

R R
,
K o v a n e n P T

,
S y v a n e n A C , K o n t u l a K . T h e f a m ili al

h y p e r c h ol e st e r o l e m i a (F H) -

n O rth K a r eli a m u t a ti o n o f th e l o w

d e n sity r e c e pt o r g e n e d el e te s s e v e n n u cl e o tid e s o f e x o n 6 a n d is

a c o m m o n c a u s e of F H i n Fi n l an d .J Cli n I n v e s t 9 0 : 2 1 9 -2 2 8 , 1 9 92

6 9) K oi vi st o U - M
,
P al vi m o JJ

,
J a n n e O A , K o n t ul a K . A S i n gl e

T

b a s e s u b sti tu ti o n i n t h e p r o x i m al S p l sit e of th e h u m a n l o w

d e n si b
T li p o p r o t ei n r e c e p t o r p r o m o te r a s a c a u s e o f h e te r o z y g o u s

h m ili al h y p e r c h ol e st e r ol e m i a . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 9 1 : 1 0 52 6
-

1 0 5 3 0
,
1 9 9 4

7 0) K o i v i s t o P V I , K o i vi s t o U - M
,
K o v a n e n P T

,
G ylli n g H ,

M i e tti n e n T A
,
K o n t u l a K . D el e ti o n of e x o n 1 5 0 f th e L D L

r e c e p t o r g e n e i s a s s o ci a t e d w i th a m il d f o r m o f f a m ili al

h y p e r c h ol e st e r ol e m i a . (F H - E s p o o) A rt ei o s cl e r T h r o m b 1 3 : 1 6 8 0
-

1 68 8
,
1 9 9 3

7 1) K oi v i s t o U - M
,
V iik a ri J S , K o n t u l a K . M ol e c u l a r

c h a r a c t e r ri z a ti o n o f m i n o r g e n e r e a r r a n g e m e n t s i n Fi n n i s h

p a ti e n t s w it h h e t e r o z y g o u s f a m ili al h y p e r c h ol e s t e r o l e m i a :

I d e n tia c ati o n o f t w o c o m m o n m i s s e n s e m u t ati o n s ( Gl y 8 2 3 - > As p

a n d Le u 3 8 0 -

> H i s) a n d ei gh t r a r e m u t a ti o n s of th e L D L r e c e pt o r

g e n e . Am J H u m G e n et U S A 5 7 : 7 8 9 -7 9 7 , 1 9 9 5

7 2) S u n X - M , W e b b J C , G u d n a s o n V , H u m ph ri e s S , S e e d M ,

T h o m p s o n G R , K n i gh t B L , S o u t a r A K . C h a r a c t e ri z a ti o n of

d el e ti o n s i n th e L D L r e c e p t o r g e n e i n p a ti e n t s w ith f a mi 1i al

h y p e r c h ol e st e r o l e m i a i n th e U n it e d K i n g d o m . A r t e ri o s cl e r

n r o m b 1 2 : 7 6 2 -7 7 0
,
1 9 9 2

7 3) W e b b J C , S u n X - M , M c C a r th y S N , N e u wi rth C , T h o m p s o n

G R
,
Ⅰ血i gh t B L , S o u ta r A K . C h a r a c te ri z a ti o n o f m u t a ti o n s i n th e

l o w d e n sit y li p o p r o t ei n (L D I .)
-

r e C e p t O r g e n e i n p a ti e n ts w ith

h o m o zy g o u s f a m ili al h y p e r c h o l e s t e r ol e m i a , a n d fr e q u e
n c y of

th e s e m u t a ti o n s i n F H p a ti e n t s i n th e U n it e d Ki n g d o m . J Li pid

R e s 3 7 : 3 6 8 -3 8 1
,
1 9 9 6
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I d e n tifi c a ti o n of N o v el L o w ･ D e n sit y L i p o p r o t ei n R e c e p t o r G e n e M ll t atiLO n S a n d t h ei r F r e q u e n cie s i n J a p a n e s e

p ati e n ts wi t h F a mi 1i al H y p e r c h ol es t e r ol e m i a T o s h i n o ri H ig a s h i k at a , D e p a rt m e n t of I nt e rn al M e di ci n e ( Ⅱ) S c h o ol o f

M e d i ci n e , K a n a z a w a U ni v e r si ty , K a n a z a w a 9 2 0
-

J . J u z e n M e d S o c ･ , 1 0 6 , 2 5 7
-

2 7 5 ( 1 99 7)

K e y w o r d s f a m ili al h y p e r c h ol e s
t e r o l e m i a

,
l o w N d e n s lty li p o p r o tei n r e c e p t o r , g e n e m u t a ti o n , g e

n e ti c e pi d e m i ol o g y

A b s t r a ct

F a m ili al h y p e r c h ol e s t e
r o l e m i a ( F H) i s a n a u t o s o m al d o m i n a n t d is e as e , Cli n i c a11y c h a r a c t e ri z e d b y i n c r e a s e d l e v e l s o f

pl
a s m a c h ol e s t e r ol

,
t e n d o n x a n th o m a a n d p r e m a t u r e c o r o n a ry ar t e ry d i s e a s

e
･ F H i s c a u s e d b y v a ri o u s m ut a ti o n s of th e l o w

-

d e n si ty li p op
r o t ei n r e c e p t o r ( L D し R) g e n e ･ I t h a s n o t b e e n e st a b li s h e d w h e th e r th e r e i s a c o m m o n m u t a ti o n o f L D L - R g e n

e i n

J ap a n e s e
F H p ati e n t s , a n d thi s s t u d y w a s p e rf o r m e d to e x a m i

n e th e e xi s t e n c e of c o m m o n L D し R g e n e m u t a ti o n ･
Fi r stl y , t W O

u n r el a te d h o m o z y g o u s F H p ati e n t s a nd th ei r f a m ily m e m b e rs w e r e s t u di e d ･ S e c o n d ly , t W e n ty
- fi v e F H p a ti e

n ts orl g l n atl n g

什｡ m O n e S m all s el e c t e d a r e a ( N o to , I s h i k a w a P r e ft ct u r e) w e r e s tu d i e d t o fi n d a c o m m o n m u t ati o n i n th e a r e a ･ A ll 1 8 e x o n s o f

th e L D L
- R g e n e w e r e a m p lifi e d b y P C R a n d v a ri a n t c o n f o r m e r s w e r e d e t e c t e d b y P C R

-

Si n g l e s tr a n d c o n f o r m ati o n al

p oly
m o r p h i s m ( P C R

- S S C P) ･ S ub s e q u e nt d i r e c t s eq u e n ci n g o f th e P C R p r od u c ts c o n f
i r m ed th ei r m u t ati o n s ･ S c re e n i n g s tu d i e s

o f th e id e n ti B e d m u ta ti o n s a m o n g 2 0 1 u n r el a t e d h et e r o z y g o u s F H p a ti e n ts w e r
e
p
e r f o r m e d th r o u g h P C R

-

r e Stri c ti o n 血
･

a g m e n t

l e n g th p ol y m o rp hi s m ( P C R
- R F L P) ･ T h e r e b y , t W O n O V el p oi n t m u t ati o n s i n th e L D L

- R g e n e w e r e i d e n ti n e d n
･

O m e a C h o f t w o

h o m o z y g o u s F H p
a ti e n t s; O n e W a S a C

- t O - T m u t a ti o n i n th e e x o n 9
,
r e S u lti n g l n a m i n o a ci d s u b s tit u ti o n o f A r g t o T rp a t th e

c o d o n 3 9 5 ( R 3 9 5 W ) , a n d th e o th e r w a s a G
-t O - A m u t a ti o n i n th e e x o n 1 5 , r e S u lti n g i n a m i n o a ci d s u b sti tu ti o n of G l n to st o p

c o d o n a t th e c o d o n 7 1 8 (Q 7 1 8 X) . T h e s e m u t ati o n s w e r e n a m e d F H M o ri ok a a n d F H Y o k o t e , r e S p e C ti v
el y , a ft e r th e d ist ri c t s

w h e r e th ei r p r ob a n d s o n g i n a t e d ･ A l th o u g h h o
m o z y g o u s p a ti e n t s w ith F H M o ri ok a s h o w e d d e c r e a s ed L D しR a c ti vi ty a n d a

hi g
h pl a s m a c h o l e ste r o1 1 e v el a s d o oth e r

cl a s si c al h o m o z y g o u s F H p a ti e n ts , th e y sh o
w e d a t e n d e n c y t o r el a ti v e l o n g e v l ty

p o
s si bl y b y s o m e e n v i r o n m e n t al f a c t o r s ･

A m o n g th e t w e n ty
-fi v e p ati e n t s o ri g i n at

l n g fr o m N o t o , a n O V el G
-t O . A m u t a ti o n i n

th e e x o n 2 w a s id e n tifi ed , r e S u lti n g i n a mi n o a ci d s u b s ti tu ti o n o f T r p to st o p
c o d o n at t h e c o d o n 2 3 ( W 2 3 X) ･ T hi s m u t ati o n

w a s n a m e d F H N a n a o ･ A l th o u g h F H N a n a o h a d th e s a m e n u cl e oti d e s u b s tit u ti o n a s th e m u tati o n i d e n tifi ed i n A m e ri c a n s
a n d

G e r m a n C a n a d i a n s ( F H C i n ci n n ati
-5) , th e s e w e r e th o u g h t t o b e a r e c u I T e n t m u t a ti o n o f th e L D L

- R g e n e b e
c a u s e o f t h e

diff e r e n c e s i n th ei r e th n i c b a c k g r o u n d s ･ T h r o u g h th e s c r e e
n l n g S tu d i e s o f th e s e th r e e m u t a ti o n s ･ O n e fa m ily wi th F H N a n a o

w a s id e n ti n e d
,
b u t n o f a m ili e s w i th F = M o ri o k a a n d F H Y o k ot e w e r e f o u n d ･ T h e s e r e s u lts s u g g e st e d th a t

th e L D し R g e n e

m u t a ti o n s w e r e h i g h l y h e t e r o g e n e o u s i n J ap a n e s e
F H p a ti e n t s ･ a n d th a t a c o m m o n m u ta ti o n o

f th e L D L - R g e n e w a s u n lik el y

to e x i s t .


