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研究成果

I:研究の目的

コレステロールエステル転送蛋白(CETP)は高比重リポ蛋白(HDL)より超低比重リポ

蛋白(VLDL)、中間比重リポ蛋白(IDL)、低比重リポ蛋白(LDL)などのアポB含有

リポ蛋白(Lp-B)ヘコレスエリルエステル(CE)を転送する働きを有する'〕。この活性の

低下はHDLコレステロール(HDL-C)の増加を生じ、活性増加はHDL-Cの低下となる

と思われる。HDL-Cの低値は動脈硬化症の危険因子とされており、HDLを中心としたコレ

ステロール逆転送系と動脈硬化との関連において、CETPは重要である。今回、我々は冠動脈

硬化とHDLの変化を冠動脈造影所見より検討し、さらに若年より動脈硬化症を発症する家族性

高コレステロール血症患者(FH)でコレステロールエステル転送活性(CETA)を測定した。

また、CETPの変化を遺伝子レベル検討するために、CETP遺伝子の多型性(RFLP)を

検討した。さらに、動脈硬化を生じにくいと考えられるCETAの完全欠損を示す家族性高HD

L血症患者2)のRFLPも検討し、CETPとHDLの関係を考察した。

Ⅱ：研究方法

1）冠動脈硬化とHDLの変化について

FH以外の選択的冠動脈造影が施行された65例の男性で、TC、TG、HDL-Cおよびア

ポ蛋白を測定し、冠動脈狭窄度(CAI)との関連を重回帰分析(stepwiseforwardselecti

onmethod)により検討した｡CAIは冠動脈を15分画に分けそれぞれの狭窄の％をスコア

化し、その総和より算出した。狭窄の％が25％未満を1，50%未満を2，75%未満を3，75%

以上を4として計算した。LDLコレステロール(LDL-C)はTC-HDL-C-TG/

5の式で計算した3)。

2）家族性高コレステロール血症患者(FH)におけるCETAとアポE含有HDL(E-

HDL)について

比重1.215以上のリポ蛋白を含まない血清分画を超遠心法で分離し、DTNB1.4mMの存在

下、LCAT活性を抑制した状態で、3H-CEで標識したHDL3とLDLとで37度でincub

ationし、ヘパリンーMn2+でLDLを沈澱分離し、CETAを測定した。また、血清の5%

ポリアクリルアマイドゲル電気泳動(PAGE)を行い、その後ニトロセルロース膜に転写し、

抗アポE抗体でイムノプロットしてE-HDLを検討した4)。さらに、比重1.063以上分画を

超遠心法で分離し、SRID法でアポE/アポAI比を測定した。

3)CETP遺伝子のRFLPについて

Dr.Draynaより提供されたCETPのcDNA5)をプローブとしてCETP遺伝子のTaql
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制限酵素によるRFLPを検討した。末梢血10m』よりTritonX-1001ysismethodの変法

によりgenomicDNAを掬収し、Taql制限酵素で切断後、Southernブロッティングを行っ

た6)O

Ⅲ：結果

1）冠動脈硬化とHDLの変化について

冠動脈造影所見より、狭窄度をスコア化して算出したCAIはLDL-C(p<0.05)アポ

B(p<0.01)と正相関、HDL-C(p<0.01)、HDL-C/AI比(p<0.01)と負相

関を示した（表1)｡重回帰分析の結果でもHDL-CはCAIと有意の負の相関を示した

（表2）。｡このHDL-CおよびHDL-C/AIの比の変化はアポB値と有意の負の相関を

示した（表3)｡従って、冠動脈硬化の危険因子としてのHDL-Cの低下には、HDL自体

の低下の他に、Lp-Bの増加による影響が示唆された。

2）家族性高コレステロール血症患者(FH)におけるCETAとアポE含有HDL(E-

HDL)について

FH患者における比重1.063以上分画のアポE/アポAI比は正常者より増加しており、E－

HDLの増加がヘテロ接合体およびホモ接合体FHで示唆された（表4)｡ホモFHの血清の

5%PAGEとイムノブロットで、大粒子のE-HDLの増加が示され（図1)、この粒子は

LDL-apheresisにより除去された4)O

ヘテロFH(n=29)のリポ蛋白を含まない比重1.215以上の分画のCETAは正常より高

値であり、ホモFHでは正常の4倍の高値であた（表5)。また、CETAとHDL-C/A

I比とは負の相関が認められた(r=-0.409、p<0.01)｡

3)CETP遺伝子のRFLPについて

CETP遺伝子はTaql制限酵素により2種のRFLPを示した(A:9.0kb/7.5kb、

5.3kb/4.4kb)｡CETAの欠損している家族性高HDL血症患者のRFLPを検討した。

完全欠損と考えられた発端者(SY)においてもCETP遺伝子は存在し、7.5kbと4.4kb

のホモ接合であった（図2）。この家系内でのHDL-Cの高値とRFLPのタイプとの間に

関係は認められなかった（図3)｡他の家系(Yo.S)でも同様であった。

FHでのCETP遺伝子のRFLPが同様に検討された。各alleleの出現とCETAおよ

aHDL-C/AI比との間には明かな関係は認められなかった（表6)｡しかし、7.5kb

と5.3kbがみられるタイプでHDL-C/AI比が低下する家系が存在し、HDLの変化に

対するCETP遺伝子の関与が示唆された（図4)。
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Ⅳ：考察

CETPはHDLよりLp-B"､CEを転送する働きを有する。HDLは末梢組織より遊離コ

レステロール(FC)をとりこみ、LCATの作用によりFCはECに変化する')。また、HD

LのCEは上述のCETPによりLp-Bへ転送される。このいわゆるコレステロール逆転送系

でのCETPの働きは、HDLのCEの過剰の蓄積を除去し、FCをより取り込み易くする作用

と、Lp-BのCEを増加する作用の両方が考えられる。HDLへの作用は動脈硬化を改善する

方向と考えられるが、Lp-BのCEの増加は動脈硬化促進と考えられる。従って、FHのよう

にLp-Bの増加している場合は、CETAの冗進は動脈硬化促進に作用していると考えられる｡

また、コレステロール逆転送系での他の重要なリポ蛋白であるE-HDLもFHで増加しており

肝でのE-HDL代謝障害が示唆され、FHでのコレステロール逆転送系は有効に作用していな

いと推測される。

HDL-Cの低下にはLp-Bの増加が重要であることは、FH以外の冠動脈硬化患者での検

討で、CEの転送でのacceptorであるLp-Bの増加がHDL-Cの低下にかかわっていると

の結果より示唆された。しかし、FHでCETAの冗進が認められ、CETAとHDL-C/A

I比との間には逆相関が認められること、他のⅢ型高脂血症でもCETPの増加の報告8)がある

ことより、動脈硬化を促進するすべての高脂血症でCETPの増加もHDLの変化に関与してい

る可能性が示唆されたo

CETAおよびHDL-Cの変化に対するCETP遺伝子の関与がCETPcDNAをプロー

ブとして検討された。CETAを欠損する家族性高HDL血症患者での検討ではRFLPのタイ

プとHDL-CおよびCETAとの間に明かな関係は認められなかった｡FHでのCETP遺伝

子のTaqI制限酵素によるRFLPとCETAおよびHDL-C/AI比との間にも有意の関

係は認められなかった。しかし、家系によっては関係の見られる場合もありCETPの遺伝子レ

ベルでの活性への影響も考えられた。今回検討されたのはTaql制限酵素による2種のRFL

Pのみであり、今後さらに遺伝子の塩基配列のレベルでの検討が必要と思われる。

V:紀論

CETPはFHを含め高脂血症では増加しており、HDL-Cの低下とLp-BのCEの増加

に関与し、動脈硬化に促進的に働くと考えられた。
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Tablel

CORRELATIONCOEFFICIENTSINMALEPATIENTS（、＝55）

betweenCAIandNONLIPIDRISKFOCTORS

Age BMIGTTHT

r0．2450．1480．2130．074

p、。s、、．s、、。s・、．s・

betweenCAIandSERUMLIPIDANDAPOPROTEINCONCENTRATIONS

TCHTGLDL-CHDL-CapoAIapoAIIapoBapoCIIapoCIIIapoEHDL-C/apoAIapoAI/apoAII

r0．2570．2580．285－0．398－0．220－0．0370．3680．161－0．0010．021－0．361

p、．s、、．s・〈0．05〈0．01、．s、、．s、＜0．01、．s、、．s、、．s、〈0．01

－0．186

，．s．

Table2

RESULTOFSTEPWISEMULTIPLEREGRESSIONANALYSIS

(.Stepwiseforwardselectionmethod)

CAI Patial

Regression
Coefficient

StandardPartial

Regression
Coefficient

p

Ｃ－
Ｅ

ｅ
Ｈ
Ｌ
Ｏ

ｇ
Ｃ
Ｄ
ｐ

Ａ
Ｔ
Ｈ
ａ

0．25

0．090

－0．28

－1．36

６
７
９
０

２
３
３
２

●
●
●
●

０
０
０
０
－
一

〈0．05

〈0．01

〈0．01

，．s．

CAI=-8.28+0.25xAge+0．090XTCH-0.28xHDL-C-1.36XaPoE
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Table3

CORRELATIONCOEFFICIENTSAMONGSERUMLIPIDANDAPOPROTEINCONCENTRATIONSINMALEPATIENTS（、＝65）

TCHTGLDL-CHDL-CapoAIapoAIIapoBapoCIIapoCIIIapoE

HDL-CO.077-O.343-O.10310.62JO.31J-O.365a-O.0030.133-O.03
A a

HDL-CO､077‐0.349‐0.10310.62J0.319‐0.365‐0.0030.133‐0.03】

aα0．135久

apoAIO.199-0.0270．0030．62910．617－0．1080．2380．374

久 久 A b
HDL-C/apoAI-0.112-0．453－0．1660．748－0．029－0．102－0．428－0．250－0．170－0．182

久:p<O.05,b:p<O.01

Table4

ApoE/ApoAINOLARRATIOSOFd>1.063SERUMFRACTIONONPATIENTSMITHFAMILIALHYPERCHOLESTEROLEMIA
ANDOTHERTYPEIIPRIMARYHYPERLIPOPROTEINEMIA．

E/AImolar,ratlo
ind>1.063fraction

E

m9/dl
AI

mg/dl
TC

mg/dl

TG

mg/dl

HDL-C

mg/dl

8

m9/dl
Sex

M/F

N556c204b33q309c9.2clO7q
F507191183388．969

3/4312;鯛49*251‘2≠篭'8，;209*2:il39｣ill52:<u61tp4.7砿5.‘ゞ0．篭!',±:琴7/2236士5℃209土2:il39士4.152士6'c4.7土O｡4'1227I

5/1182士9104士1354±586土83．6士0．3134±7

0.069c
0．072

0．016士0.0021
p<0.05

0．009土0.0011

0.011士0．002

Homo-FH

ＩＩｅ

Ｈ
叩
Ｄ
０

Ｆ
ｒ
ｙ

一
｝
１

０
、
Ｉ

ｒ
ｒ
ａ

ｅ
ｅ
ｍ

ｔ
‐
ｈ
ｒ

ｅ
十
》
Ｏ

伽
同
《
Ｕ
皿
Ｎ

o:p<0.05fb:p<0．01,c:p<0.001,
mean士SE
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Table5．Cholesterylestertransferactivities infamilial
hypercholesterolemia.(mean土SE)

Cholesterylestertransferactivity

Normal(n=19)

HeterozygOusFH(n=29)

HomozygousFH(n=1)

54i6nmol/nl/h

79r4nmol/ml/h

226nmol/ml/h

Table6

一
一

一
ｈ
一

一
ノ
ー

一
’
一
３

－
Ａ
ｍ
－
６
１

－
Ｔ
ノ
ー
士
士

一
Ｅ
ｌ
－
４
９

－
Ｃ
Ｏ
－
７
６

－

ｍ
一

一
ｎ
－

Ｈ
－
－
２
４

Ｆ
－
１

－
０
０

－
Ａ
一
・
・

，
一
ノ
ノ
一
、
》
《
Ｕ

ｉ
－
Ｃ
一
士
士

一
一
－
６
３

ｅ
－
Ｌ
－
３
３

ｐ
－
Ｄ
一
・
・

ｙ
－
Ｈ
－
０
０

ｔ
一
－

０
一
一

、
一
一

ｅ
－
Ｃ
，
ｌ
－

Ｇ
－
－
ｄ
－
４
６

－
Ｌ
ノ
ー
士
士

Ｐ
－
Ｄ
ｇ
－
１
３

Ｔ
－
Ｈ
ｍ
－
４
３

Ｅ
－
一

Ｃ
一
一

一
ｌ
－
７

ｄ
－
ｄ
－
１
７

ｎ
－
Ｇ
ノ
ー
士
士

ａ
－
Ｔ
ｇ
－
４
２

－

ｍ
－
４
９

Ａ
－
－
１

Ｔ
一
一

Ｅ
一
ｌ
－
０
１

Ｃ
－
ｄ
－
２
３

－
Ｃ
ノ
ー
士
士

‐
一
Ｔ
ｇ
－
９
９

Ｓ
－

ｍ
－
４
１

１
－
－
３
３

ｅ
一
一

Ｖ
一
一

ｅ
一
Ｆ
－
９
ワ
》

Ｌ
一
／
一
ノ
ノ

一
Ｍ
－
６
２

．
一
一

・
１
－
－
２

ｐ
一
》
３
１

ｉ
－
ｅ
一
士
士

Ｌ
－
ｇ
－
４
４

－
Ａ
－
５
５

ｍ
一
一

ｕ
一
一

ｒ
－
Ｏ
－
５
４

ｅ
一
Ｎ
－
１

ｓ
一
一
一
一
○

一
一
，

一
一
ｊ
ｊ

－
一
一
十

一
一
く
く

一
一
ｂ
ｂ

－
一
ｋ
ｋ

一
－
９
９

一一一一

９
６
－
Ｅ

士
士
一
ｓ

１
７
－

８
６
－
士

一

一
ｎ

４
３
－
ａ

Ｏ
Ｏ
－
ｅ

．
・
一
ｍ

Ｏ
Ｏ
一

士
士
一

７
５
－

３
３
－

●
●
一

０
０
一

一一一一

８
４
－

士
士
一

１
８
－

４
３
一

一一

０
０
－

２
１
－

士
士
一

７
０
－

１
３
－

１
１
一

一

０
５
－

３
２
－

士
士
一

１
０
－

４
５
－

３
３
一

一一

３
５
－

ノ
ノ
ー

４
５
一

一一

４
４
－

士
士
一

８
３
－

Ｐ
Ｏ
Ｐ
○
一

一一

７
０
－
１
一一一一

７
Ｊ
一

一
十
一

く
く
一

ｂ
ｂ
－

ｋ
ｋ
－

５
５
－

－14－


