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遺伝性高低比重リ ボ蛋白 コ レス テ ロ
ー ル O o w d e n sity lip o p r o t ei n ch ol e ste r ol

,
L D I : C) 血症 は幼少時よ り高L D しC 血症

が持続 し, 早発性冠動脈 硬化症が 高頻 度 に発症す る . 現在 まで に 低比重 1) ポ 蛋白受容体 (l o w d e n sity li p o p r o t ei n r e c e p to r
,

L D I ] R) 遺伝子異常 に よ り生 ず る家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 (f am ili al h y p e r c h ol e s te r ol e mi a
,
F H) お よ び L D しR に結合する リ

ガ ン ドで ある ア ポ リ ボ 蛋白B - 1 0 0 (a p oli p o p r o t ei n B -1 0 0
,

a p O B -1 0 0) 遺伝子異常 に より生ずる 家族性欠 陥ア ポ B 血症 (f a m ili al

d ef e cせv e a p oli p o p r o tei n B -1 0 0
,

F D B ) が そ の 原因と なる ことが 知 られ て い る . 本研究 で は両疾患の 遺伝子異常を検 討する ため

に , 近年点変異 を高感度 に検 出で きる 新 し い 方法 と して注目 さ れ て い る P C R 変性 剤濃度勾配ゲ ル 電気 泳動 (P C R ･d e n at u ri n g

g r a di e n t g el el e ct r o p h o r e si s
,

P C R - D G G E ) 法を用 い て以下 の 検討を行 っ た . ま ず臨床像 か らF H ホモ 接 合体と 考えら れ た5 症

例と そ の 家族を対象と し
,

そ の L D しR 遺伝子 の 仝 エ ク ソ ン お よ び プ ロ モ ー

タ
ー 領域 の 遺伝子 異常 の 有無を検討 した . 明ら か

とな っ た遺伝子変異 に つ い て は
,

P C R 制 限酵素切 断多型 (P C R ･ r e S tri c ti o n fr a g m e n t l e n g th p oly m o r ph i s m
,

P C R - R F L P) 法を用

い て独立 した201 家系の F H ヘ テ ロ 接合体 を対象と し頻度調査 を行 っ た . 次 に 臨床診断 され た F H ヘ テ ロ 接合体200 症例 にお い

て a p o B -1 0 0 遺伝子 コ ド ン34 5 6 か ら35 5 3 に お ける遺伝子異常の 有 無をP C R - D G G E 法を用 い て検討 した . F H ホ モ 接合体 にお け

る検討の 結果,
2 家系 にお い て

,
L D しR 遺伝子 エ ク ソ ン17 の 7 9 0 番目 の ア ミ ノ酸 リ ジ ン を コ

ー

ドする コ ドン A A G が停止 コ ド ン

である n G へ と 変化す る変異
,

K 7 9 0Ⅹを見い だ した . FI i 患 者に おける頻度調査 の 結果 ,
こ の 変異は20 .9 % と高頻度 に認め ら

れ
,

北陸地方 の F H にお ける普遍的遺伝子変異 (c o m m o n m u t a ti o n ) と考 えら れ た . ま た別の 1 家系にお い て
,

L D しR 遺伝子 エ

ク ソ ン 5 の 24 5 番日の ア ミ ノ 酸 ア ス パ ラ ギ ン 酸を コ
ー

ドす る コ ド ン G A T が ア ミ ノ 酸 アス パ ラ ギ ンを コ
ー

ドする コ ド ン で ある

A A T へ と変 化する新 た な変異
,

D 2 4 5 N を見い だ し, F H N a h a と命名 した
.

こ の 他既 に報告 され て い る2 つ の ミ ス セ ン ス 変異

(Ⅳ23 ⅩとP 6 64 I) ,
お よ び3 つ の サ イ レ ン ト変異( C2 9 2 C

,
P 5 1 8 P

,
V 6 3 2 V) をそれ ぞれ 見い だ した . P C R D G G E 法に て異常 バ ン

ドを呈 した仝 エ ク ソ ン に D N A 塩基配列 の 変異 を認め た こと か ら本法 の 有用性 が示唆 さ れ た . a p o B -1 0 0 遺伝 子異常に つ い ての

検討で は
, 今回対象と した領 域に遺伝 子変異は認 め ら れ なか っ た . E 7 9 0Ⅹ お よ び FIi N a b a を含め

, 合計11 種の L D しR 遺伝子

変異 によ り
,

北陸地方 の F H 患者 の 38 .8 % が説 明さ れ た .

一

方 ,
日 本人 にお ける遺伝性 高L DI / C 血 症 の 原 因と して F D B は極

め て低い 頻度 と考え られ た .

鮎 y w o r d s f a m ili al h y p e r ch ol e st e r ol e m i a
,
f a m ili al d ef e ctiv e a p olip o p r o t ei n B -1 00

,
d e n at u rin g

g r a di e nt g el el e ct r o p h o r e sis
,
l o w d e n sit y 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

近年高コ レ ス テ ロ
ー

ル 血 症
, 特 に高低比 重リ ボ 蛋白 コ レ ス テ

ロ ー ル q o w d e n sit y lip o p r o t ei n ch ol e s te r ol
,

L D I J C) 血 症が 冠動

脈硬化症発症の 主原因で あり
,

L D しC 低下 療法に よ る 冠動脈硬

化症の
一

次予阻 二 次予 防効 果が 明 らか に され て きた
1) 2)

.

遺伝性高L D しC 血 症で は 幼少時よ り高L D しC 血 症 が持続 し,

早発性冠動脈硬化症が 高頻度 に発症する
. 現在まで に 低比重リ

ボ蛋白受容体 q o w d e n sity li p o p r o t ei n r e c e pt o r
,

L D I : R) お よ び

アポリ ボ蛋白BTlO O (a p olip o p r ot ei n B -1 0 0
,

a p O B -1 0 0) の 遺伝子

異常が遺伝性高Ⅰ血 しC 血 症の 原因となる こ とが 示さ れ てお り
3) 4)

,

遺伝子 レ ベ ル で こ れ を同定する こ と に より 遺伝性高L D しC 血症

を確定診断し
, 早期 か ら の コ レ ス テ ロ

ー ル 低下 療法 を開始す る

ことが でき る
.

L D しR 遺伝 子異常 によ り生ず るの は 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 st e r ol e m i a
,

F H) で あ る
3)

. 本症 は幼

少 時斯か ら の 高L D しC 血 症 と
,

ア キ レス 臆を は じめ と す る腱

黄 色腫
5)

,
お よ び 早発性冠動脈硬 化症

6)
を3 主徴 と し

,
常染 色

体優 性遺伝 形式 を と る . 遺伝子 の 変異 によ りL D しR に構 造異

常 も しく は 欠 失が 起 こ っ た 結 果
7)別

,
低 比 重 リ ボ 蛋白 (l o w

d e n si t y li p o p r o t ei n
,

L D L) ,
お よ び 中 間 比 重 リ ボ 蛋 白

(i n t e r m e d i at e d e n sity li p o p r o tei n) が 血 中 で増加 する
3)

. L D L -

R 遺伝 子 の 対 立遺伝 子の 両方 に 異常 が あ る ホ モ 接合 体の 頻度

は約 100 万 人 に1 人で あり
, 有効な 治療が 行 わ れ な けれ ば 平均

2 6 歳 で 全例 が 心臓死 を遂 げる
9)

. 対 立遺伝 子 の
一

方の み に 異

常 が あ る ヘ テ ロ 接合体 は
一 般人50 0 人 に1 人以上 と極 め て 高頻

度 に 存在 し
,

若年性冠動脈硬化症の 主要な原 因疾患 であ る . し

た が っ て F Ⅲ を早期 に確定診断 し
,

最適 な時期よ り治療
1)2) 1 0) を

平成10 年 9 月 29 日受付, 平成 1 0 年1 1 月 2 日受理

A bb r e vi ati o n s : ap o B -1 0 0
,

a p Olip o p r ot ei n B -1 0 0; b p ,
b a s e p ai r; F D B

,
f a m ili al d ef e c 伽 e ap olip o p r ot ei n B - 10 0; F H ,

払m ilial h y p e r c h ol e st e r ol e m i a; H D L , hi gh d e n sit y lip o p r ot ein ; H D I ] C , high d e n sit y lip o p r ot ein ch ole st e r ol; L D L l o w

d e n sity li p o p r o t ein ; I D I J C , l o w d e n sit y lip o p r ot ein ch ol e s t e r ol; I D I ) R
,
lo w d e n sit y lip o p r o t ein r e c ep t o r; P C R ･ D G G E ,
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開始す る こ と が 生命予後 の 改 善 に つ なが る と 考 えら れ る . 特

に 黄 色腫 や 家族 歴 が確 認 で き な い 症 例 に は
,

遺伝子 診 断が 必

要不可欠で あ る .

Y am am O tO ら
11)

に より ヒ トⅠ一 D しR 遺伝子 の c D N A が ク ロ ー ニ ン

グ さ れて 以来,
本症 に対す 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Ⅰ皿 しR の 遺伝子変異数 は199 2 年 の H o b b s

の 総説で は150 種類 に上 り
12) 現在 で は400 種 を越えて い る

13)
.

L D しR 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
1 4)

を 中心 と し た技法 が 用 い ら れ て き

た . 当科 にお い て も K 頑 n a m i ら
15 卜 1 8)

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

E 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 プ ロ ツ テ

ィ ン グ法で 変異 が確 定 され た の は全症例 の 10 数% の み で あり ,

こ の 方 法 で は 見 い 出せ な い 数塩 基 対以 内 の 小 変異 が 残 る 約

90 % を占め る と 考え られ て い た
.

1 9 8 9 年 の P C R
- 一 本 鎖 構成 体多 型 ( 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 ym O r p hi s m
,

P C R , S S C P) 法
Ⅰ9 卜 2 3) の 出現 によ

り
,

遺伝 性疾患 に お け る遺伝 子異常の 検討が
一 気 に加速 し た .

当科 で も八 木 お よ び 東 方が F H の L D しR 遺伝子 変異 の 検索 に

P C R -S S C P 法 を導入 し
,

5 つ の 新 た な遺伝 子変異 F H T s u r u g a
,

F H K a n a z a w a
-2

,
F H N an a O

,
F H Y o k o t e

,
F H M o ri o k a を確定

し た
24) 25 )

. しか し こ れ らを あ わ せ て も北 陸地区 の F H の うち

17 .5 % を説 明 しう る に 過 ぎない . 以上 の 結果 は F H に お ける

L D I : R 遺伝子変異 の 多様性を示唆す る と と もに
,

P C R TS S C P 法

にて 遺伝子変異 が突 き止 め ら れ な い 症例 が数多く存 在 して い る

可 能性 を示 して い る . した が っ て
,

より検 出力 の 高い 遺伝 子変

異 ス ク リ ー ニ ン グ法 の 確立が 求め られ て い る .

F H 同様 に 遺伝 性 高L D し C 血痕 を き たす a p o B - 1 0 0 遺伝 子

異 常 症 と し て 家 族 性 欠 陥 ア ポ B 血 症 (f a m ili al d e f e c ti v e

a p o li p o p r o t ei n B r l O O
,

F D B ) が ある
4)

. 血 中の L D L は
,

そ の 蛋

白成分で あ る ap o B - 1 0 0 が 1
) ガ ン ドと して働 い て L D しR と結 合

し
,

細胞内 に取 り込ま れ る . F H で は L D L R 遺伝子 変異 に より

高L D しC 血 症 が生 ず るが
,

一

方 l) ガ ン ドで ある ap o B - 1 0 0 側 の

遺伝子変異 に よ る 高L D しC 血症が F D B で ある . S o ri a ら
26)

は
,

a p o B - 1 0 0 の 3 5 00 番目 の ア ミ ノ 酸 に お い て ア ル ギ ニ ン か ら グル

タ ミ ン ヘ の 置換が 高 L D L C 血 症をき た す こ とを明 らか に した .

こ れが F D B R 3 5 0 0 Q で あ る . F D B は常染色体優性遺伝形式を示

す黄色腫を伴 っ た高 L D しC 血 症を呈 し
,

早発性冠動脈硬化症を

きたす な ど臨床像 は F H と 同 一

で
,

そ の 診断 は a p o B -1 0 0 遺伝子

変 異の 同定 に よ っ て 成 され る . F D B R 3 5 0 0 Q は白色 人種で は →

般 人口500 人 に1 人と F H に 匹敵 する頻度 で確認 さ れ て い る
2刀

.

我々 は馬渕 ら の 診 断基準
2 別

に よ り臨床像 か ら F H と診断され

た 独 立 し た 35 0 家系 を 対 象 と し て
,

P C R 一 利 限 酵素 切断多型

(P C R , r e St ri c ti o n fr a g m e n t l e n g th p ol ym O r Ph i s m
,

P C R - R F L P)

に よ る ス ク リ
ー

ニ ン グを行 っ た が
,

F D B R 3 5 0 0 Q は1 例も認め

ら れ なか っ た
29)

. し か し F D B に は R3 5 0 0 Q 以 外 にR 35 31 C
,

R 3 5 0 0 W な どの 報告
3 0) 31)

が あり , 未知 の 変異 も含 め て 鮎500Q 以

外 の a p o B - 1 0 0 遺伝子 変異が 日 本人遺伝 性高L D L - C 血 症の 原因

と な っ て い る可 能性 が あ る . した が っ て a p o B -1 0 0 の 新たな遺

伝子変異を検 出で きる ス ク リ
ー

ニ ン グ法の 確 立が必 要で ある .

点変異の 新 しい 検出法 と し て
,

P C R 変性剤 濃度勾配ゲ ル電気

泳動 (P C R - d e n a t u ri n g g r a d i e n t g el el e c t r o p h o r e si s
,
P C R ･

D G G E ) 法が 非常 に 有用で あ る こ と が 最近報告 さ れ た . 本法は

P C R - S S C P 法 に 比 べ
,

検 出力お よ び再 現性 の 点で 優れ て おり,

P C R -S S C P 法 で 検出困難で あ っ た点変異 が P C R - D G G E 法では検

出可能で あ っ た と の 報告 が多くな さ れ て い る
32 卜 35)

本研 究で は 遺伝性 高L D しC 血症 を呈 し臨床 的 にF H と診断さ

れ た患者を対 象と して P C R - D G G E 法を用 い て L D I J R お よ びap o

B - 1 00 遺伝子 変異の 検出を行 い
,

その 有用性 を検討 した .

対 象 及 び 方 法

Ⅰ . 対 象

F H ヘ テ ロ 接合体 の 診断 は
, 馬渕 ら の 診断基準

28)
,
す なわち

1) 血清総 コ レ ス テ ロ ー ル (t o t al c h ol e st e r ol
,

T C) 2 3 0 m g/ dl 以

上 で 腱 黄 色腫 を認 め る こ と
,

.

2 )
一 親等 に 本 症 が あり ,

T C

2 3 0 m g/ dl 以 上 で ある こ と
,

の い ずれ か を満足す る もの と した･

F H ホ モ 接 合体 の 診断 は血清 T C 値 ,
ア キ レ ス 腱 黄色魔の 程度

,

家 系調査 な ど の 臨床 像 か ら行 っ た .
こ れ ら F H 症 例を以 下の

3 つ に 分け
,

そ れ ぞ れ の 検討 の 対象と し た ,

1 . 臨床診 断さ れ た FIi ホ モ 接合体5 症例 (表1) にお けるLD し

R 遺伝 子変異の 検 討

2 . 臨床診 断 さ れ た F H ヘ テ ロ 接 合体 160 家系200 症例 におけ

る a p o B -1 0 0 遺伝子 コ ドン 34 5 6 か ら35 5 3 にお け る遺伝子変異の

検討

T a bl e l . C li n ic al d at a o f th e p atin ts w ith h o m o z y g o u s fa m ili al h y p e r c h o le s tr ol e m ia

諾:f, 諾)
S e x

(品) (品) 蒜呂 芯 I H D C o n s a n g u ln lty

几
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息
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F
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5
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5

5
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0

0
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0
ノ

(
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ノ

q
ノ

0
ノ

1

2

2

1

つ
ム

8

0

0

(

U

一

1

4

2

2

つ
】

3

つ
]

T hic k

T bi c k

T hi c k

N o t thi c k

T C A

A B G

=

P

C

T hi c k C A B G

0

0

0

0

0

N

N

N

N

N

M
,

m al e; F
,
fb m ale; T C

,
tO t al c h o le s te r o l; T G , tri g ly c e rid e; H D L - C

,
hi gh d e n sit y li p o pr o tei n c h o le s t e r o l; A T T

,
A c hille s
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3 6 0 野

3 . 独立 した 201 家系 の FIi ヘ テ ロ 接合体 にお け るL D しR 遺伝

子変異の 頻度 の 検討

_
1l . 方 法

1 . 高分子 D N A 抽出

対象者 の 末 梢静脈 血 10 m l をE D
′

m -2 N a を抗 凝固剤 と し て 採

取 し4 ℃ にて 移送
,
- 2 0 ℃ に て保存 し た

.
こ の 末梢血 を室温 に

て 解凍後 トラ イ ト ン X l O O 融解変法
36)

に て高分子 D N A を単離 し

た . すな わち融解 液 (32 0 m M シ ョ 糖 液,
1 % トライ ト ン 旛100

,

5 m M M g C 12 ,
1 0 m M T H s

- H Cl
, p H 7 .6) 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 u i s
,

U S A) に て消化筏 ,
フ ェ ノ ー ル ー

ク ロ ロ ホ

ル ム (1 : 1) で1 回
,

続 い て ク ロ ロ ホ ル ム 疇

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T ri s - E D T A 綬衝 液

(10 m M T H s - H C l
,
1 m M E D T み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

N i s s e n ら
3 7)

の 報告 を参考 に
,

ジ
ー ン バ ン ク の デ

ー

タ ベ ー ス に

登録 され て い る ヒ トL D しR 遺伝子配列か ら, 1 8 エ ク ソ ン す べ て

お よ び プロ モ ー

タ
ー 領域 に つ い て D G G E 法 に て効率 的な変異検

出を可 能と す る解離温度 ( m id p oi n t te m p e r atu r e
,

T m ) と なるよ

う設計 した プ ラ イ マ
ー 計2 0 組 を作成 した (表2) . T m 値の 解析

に は M a c M e l tT M ソ フ ト ウ ェ ア ( B i 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) を使 用 した .

d

つ の エ ク ソ ン に 対する プライ

マ
ー →

組の い ず れ か の 5
'

末端 に40 塩基対 O) a S e p ai r
,
b p) から

50 b p の G C 繰 り返 し配列 か ら成 る G C ク ラ ン プ を つ けた . ス プ

ラ イ ス 部位 の 変異検出の た め 各プ ラ イ マ
ー は エ ク ソ ン に隣接す

る イ ン ト ロ ン を少 なく と も5 塩 基含む もの と し た . 変異の 検出

効 率を上 げる た め エ ク ソ ン4 は 2 つ に 分割 した .

a p o B - 10 0 遺伝子 に つ い て は
t

こ れま で F D B と して報告さ れ

て い る 遺伝子 変異が エ ク ソ ン 26 の 3 5 0 0 番 目 の ア ミ ノ 酸周辺に

限 られ て い る こ と か ら
,

3 4 5 6 か ら3 5 5 3 番目 を評価 できるよう

に プ ライ マ
ー

を設定 した
37)

. 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して は
,

a p O

B - 1 0 0 遺伝 子 10 7 0 8 番 目 の 塩 基 が G か ら A に 変 異 し たF D B

R 3 5 0 0 Q (D r . Illi n g w o r th , O r e g o n H e alth S ci e n c e s U ni v e r sity ,

より供与) お よ び10 8 0 0 番 目の 塩基 が C か ら T に変異 したF D B

R 3 5 3 1 C (D r . P ulli n g e r
,

U ni v e r sit Y Of C alif o rn i a
,

S a n F r a n ci s c o
,

より供与) を用 い た .

A I A 2 B I B 2 C I C 2 D I D 2

E I E 2 F I F 2 G I G 2 H l

Fi g . 1 . P ol y m e r a s e c h ai n r e a c丘o n
-d e n at u ri n g g r a di e n t g el el e c t r o ph o r e si s (P C R - D G G E) a n al y si s i n d l e e X O n 2

,
5

,
6

,
1 1

,
13

,
1 4 a n d 1 7 0f

l o w d e n sity li p o p r ot ei n ィ e c e pt o r O D I J R ) g e n e a n d th e c o d o n 3 5 0 0 r e gi o n o f th e a p oli p o p r o t ei n B -1 0 0 g e n e ･ A l
,
L D L r R e x o n 2

,
n O r m al

c o n t r ol; A 2
,
I D I J R e x o n 2

, P r O b a n d M . M .; B l
,
I D I J R e x o n 5

,
n O r m al c o n tr ol; B 2

,
I D I / R e x o n 5

, P r Ob a n d C ･K ･; C l
,
L D I J R e x o n 6

,
n O r m al

c o n t r ol; C 2
,
L D I / R e x o n 6

, P r O b a n d H .Y ･; D l
,
L D しR e x o n l l

,
n O r m al c o n t r ol; D 2

,
L D I : R e x o n l l

, p r O b a n d M ･T ･; E l
,
L D I ] R e x o n 1 3

,

n o r m al c o n tr o l; E 2
,
L D I / R e x o n 1 3

, P r Ob a n d M . M ･; F l
,
L D しR e x o n 1 4

,
n O rm al c o n t r ol; F 2

,
L D L T R e x o n 1 4

, p r O b a n d M ･ T ･; G l
,
L D I : R e x o n

1 7
,
n O r m al c o n t r ol; G 2

,
L D L r R e x o n 1 7

, p r O b a n d M .T .; H l
,

a P Oli p o p r o t ei n B - 10 0 c o d o n 3 5 0 0 r e gi o n
,
n O rm al c o n t r ol; H 2

,
a P Oli p o p r o tei n B ･

1 00 c o d o n 3 5 0 0 r e gi o n
,
R 3 53 1 C ; H 3

,
a P Oli p o p r ot ei n B - 10 0 c o d o n 3 50 0 r e gi o n

,
R 3 5 00 Q ･
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遺伝性高L D しC 血 症 にお け る 遺伝 子変異の 検出

プライ マ
ー

は D N A 合成機モ デ ル A B I3 8 1 A 仇〕pli e d B i o s y s te m s
,

I n c .
,
F o s te r City ,

U S A ) を用い ベ
ー

タ シア ノ エ チ ル ホ ス ホ ア ミ

ダイ ド法
38)

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 , 真空下 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 ar m a Ci a
- L K B , U p p 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
39)

に よ るP C R 法 を用 い た . 高分

子D N A I FL g を鋳型 D N A と して4 0 p M の プ ライ マ
ー

1 セ ッ ト と

20 0 FL 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 r 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 al k
,

U S A ) を ,
0 .0 1 % ゼ ラチ ン を 含む緩衝 液 (10 m M 甘i s

-

H Cl
, p H 8 .3

,
5 0 m M K Cl

,
1 .5 m M M g C 1 2) に加え再滅菌蒸留水

を計50 /∠1 と な る よ うに 加え増枠 した . 遠心 して 反応液を集め

50 〃
1 の ミ ネラ ル オ イ ル (Si g m a) を滴下 して 蒸発を防 ぎ

,
9 5 ℃

5 分の 後,
9 4 ℃ 1 分

,
6 6 ℃5 分を基本 に そ れ ぞ れ の セ ッ ト毎 に

決定した 温度条件 の もと4 0 サ イ ク ル の 反応 を行 い
,

さ ら に変

性およ び再結合
:汀) の た め 99 ℃ 7 分

,
6 5 ℃60 分

,
3 7 ℃ 60 分の 反

応を1 サ イ ク ル 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 ◎-

Ⅹ17 4/ 助 g 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 した .

3 .
P C R - D G G E 法

P C R 産物を T ri s
- 酢 酸- E D T A 綬衝 液 で 満 た し た 温 度を

60 ℃で厳密 に調節可能な 専用恒温槽 (Bi o - R a d L ab o r a t o ri e s) を

使用し10 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で 140 V 3 6 0 分間泳動 した .

1 0 % ポリ ア ク リ ル ア ミ ド変性剤濃度勾配ゲ ル は 変性剤 を含まな

い 変性剤 濃度 0 % 溶 液 と 変 性剤 濃 度8 0 % 溶 液 (変性 剤 濃度

100 % で は
,

尿素7 M と 40 % ホ ル ム ア ミ ド を含 む) を用 意 し
,

エ ク ソ ン に よ り濃 度勾配3 0 % か ら 70 %
,

も しく は 40 % か ら

80 % と電気泳動 さ れ る方向 と平行 に低濃度か ら 高濃度 と な る よ

うに
, 濃度勾配ゲ ル 作成 ミ キサ ー

(B i o - R a d L ab o r a t o ri e s) を用

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

5
L T y r Ly s T rp V al C y s

3
･

N o r m 叶
… T A C A A G T G G G T C T G C

･ ･ -

M ut a n ト ‥ T A C A A G T A G G T C T G C …

T y r L y s S t o p
Fig ･ 2 ･ A u t o m a t e d 瓜u o r e s c e n t d i r e ct s e q u e n ci n g of th e e x o n 2

0f L D し r e c e p t o r g e n e . E a c h c u rv e i n d i c a te s a d e n i n e (A ) ,

C yt o si n e (C) , g u a ni n e (G ) a n d th ym i n e m .

′

m e g r a p h i s th e

r e s ul t o f p r o b a n d M . M . T h e a r r o w i n d i c a t e s A p e a k o f th e

m u t a n t a n d G p e a k of th e w ild typ e .
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い て作成 した . 泳動終了後,
バ ン ドの 検出 は エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ

イ ド染色 と し紫外線発光 にて掘影 し た . 異常 バ ン ドが認め られ

た エ ク ソ ン は次の 直接塩基配列決定を行 っ た .

4 . 自動化直接 塩基配列 決定法(dir e c t s e q u e n ci n g)

自動化 直接塩 基配列決定法 と し てA BI P RI S M T M 3 7 7 D N A シ

ー

ケ ンサ
ー

(P e rki n
- El m e r C o rp o r a ti o n

,
N o r w alk

,
U S A) を用い

た . G C ク ラ ン プ を 含まな い プ ラ イ マ
ー

(表2) を用 い て反応を

行 っ た P C R 産物 を用 い
,

セ ン ト
T) コ ンー30 仏皿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 50 FLl を加え

200 0 回転30 分間遠心 し た . こ れ に よ り30 〃1 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
, そ れ を直接

塩基 配列決定法用の 鋳型D N A と した . こ れにダイ ･ タ
ー

ミネ ー

タ

ー ･ サイ クル ･

シ
ー

ケ ンシ ング
･

キ ッ ト(P e r ki n
- E l m e r C o r p o r a ti o n)

を用 い ダイ
･ タ ー

ミネ ー

タ
ー 法 にて反応を行 っ た . 4 % ポリ ア ク

リ ル ア ミ ドゲ ル ア クリ ル ア ミ ド
■ ビス (19 : 1) を用い

,
泳動用綾

衝 液は 1 Ⅹ T ri s
M ホ ウ 酸↑ E D T A 泳動 用緩衝 液を用い

, 室温 の

もと1 68 0 V 7 時間か けて泳動 した . 泳 動は1 .2 5 秒 毎に レ ー ザ ー

ビ ー ム に よ っ て 読み と り
,

パ ー

ソ ナ ル コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

P o w e r

M a ci n to s h 72 0 0 /1 2 0 (A p pl e
,

C u p e rti n o
,

U S A) 本体内蔵の 固定

デ ィ ス ク に 数値 デ
ー タ と して 保存さ れ た . 反応終了後 に塩基配

列解析 を自動的に行 い
, 配列を文字 デ

ー

タ お よ び波形の グラ フ

と して 出力 した .

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 (表2) .

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 度条件下 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 櫻

A T G A G C Ⅳ A T G A A G T T

5
･ M et S e r A s p G [u V a1

3
L

N o r m a ト A T G A G C G A T G A A G T T …

M ut a nt … A T G A G C A A T G A A G T T ･ ･ ･

M et S e r A s n G lu V aI

F i g , 3 . A u t o m ate d fl u o r e s c e n t di r e c t s e q u e n ci n g o f th e e x o n 5

0f I D L r e c e pt o r g e n e . T h e g r a p h i s th e r e s ult of p r o b a n d C . K .

T h e ar r O W i n di c at e s A p e a k o f th e m u t a n t a n d G p e ak o f th e

wi 1 d ty p e .
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合体 と ヘ テ ロ 接合体と の 鑑別を行 っ た .

6 . 血 清脂質の 分析

対象者は 16 時 間絶食彼の 早朝空腹 時 に静脈 採血 し
,

T C
,

ト

リ グ 1) セ ライ ド (t ri gl y c e rid e
,

T G) は酵素法 で 測定 した
4 0) 4 1)

高比 重 リ ボ 蛋 白 コ レ ス テ ロ ー ル (h i gh d e n si t y li p o p r o t e i n

c h o l e s t e r o l
,

H D しC) は 沈 澱 法 で 測 定 し た
4 2)

. L D L - C は

F ri e d e w al d の 式
4 3) で算 出 した .

成 績

Ⅰ .
I J ) L R 遺伝子 解析

1 .
P C R D G G E の 結果

F H ホ モ 接 合体5 症例 に対す るP C R - D G G E 法 に よ る検討 の 結

果, 図1 に示す よう に L D しR 遺伝子 エ ク ソ ン 2
,

5
,
6

,
1 1

,
1 3

,

1 4
,

1 7 にお い て異常 バ ン ドが 認 め ら れた . 異常 バ ン ドが 認め ら

れ た エ ク ソ ン に つ い て は
, 引き続き直接塩 基配列決定法 に よ る

変異 の 同定 を行 っ た .

2 .

エ ク ソ ン 2 塩基 配列 の 決定

1) P C R D G G E 法 に よ る異常 バ ン ドの 検 出

P C R - D G G E 法 に よ る ス ク
1
)

- ニ ン グ で
,

F H ホ モ 接 合 体

M . M . の L D しR 遺伝子 エ ク ソ ン 2 に お い て 異常 バ ン ドが 検 出

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

発端者 M . M .
の L D L R 遺伝子 エ ク ソ ン 2 に お け る塩基 配列解

析 の 結 軋 23 番 目の トリ プ トフ ァ ン を コ
ー

ドす るT G G が m G

G e n o r nic D N A

S e q u e n C e

P C R -

a m Plifi e d

S e q u e n C e

M et S e r A s p G lu V d

N o r m a ト巨
l

･ . A T G A G C G A T G A A G T T - " g ･

くニニ= 蓋, G 郎 沌 ｡ ∴ j .

ぎ
n

N o r m a ト卓二･ ･ A T G A ∇C G A T G A A G T T - ･ -ざ･

M u .a ｡ .,
9: . _ A長A ∇C A A T G A A G T T _ ‖ざ.

＼

ヽ 亨⊥ /
/

D2 4 5 N

E x o n 5
E x 5 M M ト→ - 一 ト ー1 S P 6 3

N o r m a･ ≠ 妻 ⇒
Fig ･ 4 . R a p i d d e t e c ti o n m e th o d f o r a n e x o n 5 m i s s e n s e

m u t a ti o n (D 2 4 5 N ) e m pl o yi n g th e m u t a g e ni c p ri m e I
㌧
m e di at e d

r e s t ri c ti o n m a p m o d ifi 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 5 M M a n d a r e v e r s e p ri m e r S P 6 3
, g e n e a m pli五c a ti o n b y P C R

i n tr o d u c e d an a rti B ci al B cI I sit e 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 a t e d a11 el e ( D 2 4 5 N ) . D ig e s ti o n o f th e P C R

p r o d u c t s w it h B cl I 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

& a g m e n t s o f 7 1 b p an d / o r 5 1 b p ･ H et 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 7 1 b p a n d 5 1 b p .

へ と 変異 し
,

停 止 コ ド ン と な る 変異 の ヘ テ ロ 接 合体 であ っ た

(図2) .

3 .

エ ク ソ ン5 塩 基配列の 決定

1) P C R - D G G E 法 に よ る 異常 バ ン ドの 検 出

F E ホ モ 接 合体 C . K .
の L D しR 遺伝子 エ ク ソ ン 5 に お い て 異常

バ ン ドが 検出 され 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C . K .
の L D しR 遺伝子 エ ク ソ ン 5 にお ける塩 基配列解析

の 結果 を図3 に示 した . 正 常者 に お い て G の バ ン ドの み認めら

れ る 位置 に
, 本例 で はA と G 両方 の バ ン ドが 観察 され

, L D しR

2 4 5 番 目の ア ス パ ラ ギ ン 酸 を コ
ー

ドす る G A T が A A T へ と 変化

し,
ア ス パ ラ ギ ン に 置換 され る変 異 ( D 2 4 5 N ) の ヘ テ ロ 接合体

で あ っ た . こ れま で報告 の ない 新 たな変異で あり
, 発端者の出

身地 によ りF H N a b a と命 名 した .

3) P C R ･ R F L P 法 によ る発端者家系内で の 変異の 確認

プ ラ イ マ
ー

E x 5 M M お よ び S P 6 3 の 組 み 合わ せ に よ るP C R 産

物 は
,

遺伝子変 異が ある 場合 の み 制限酵素 励J I に より切断さ

れ る (図4) . 固5 に 発端者 C . K .
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 . 発端 者と そ の 妹お よ び母親 に正常バ ン

ドと切 断 さ れた バ ン ドの 両方が 確認 され
, 同変異 の ヘ テ ロ 接合

体で ある と診断 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 C . K .
は沖 縄県出 身の 13 才 女性 . 両親 に血 族結婚なし .

T C 58 4 m g / dl
,

T G l 1 5 m g/ dl
,

H D I J C 3 1 m g /d l で あ っ た ･

4 .

エ ク ソ ン6 塩 基配列 の 決定

F H ホ モ 接 合体 H .Y . の L D I : R 遺伝 子 エ ク ソ ン 6 に異常バ ン ド

が 認め ら れ た . 直接塩基配列決定法 に て C 29 2 C Cr G C か らTG T

1 9 4

11 8

7 2

( bp)

Fi g . 5 .
T h e p e di g r e e a n d r e s ul t of P C R -

r e St ri c ti o n fr a g m e nt

l e n gth p ol y m o r p h i s m (P C R - R F L P) a n al y si s o f C ･ K ･ f a m ily ･

Ⅷ e a r r o w i n th e p e d i g r e e i n di c at e s th e p r ob a n d ･ 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 cl I g e n e r a t e s p o l y m o r ph ic

r e st ri c ti o n 血
･

a g m e n t S O f 7 1 b p a n d/ o r 5 1 b p . T h e p r o b a n d
,
h e r

m o th e r a n d si st e r s h o w 7 1 b p a n d 5 1 b p fr a g m e n t s
,
W h ic h

i n di c at e th e h e te r o zy g O t e S f o r F H N a h a m u t a ti o n (D 2 45 N ) ･

H e r fa th e r d o e s n
,

t sh o w 5 1 b p 血
･

a g m e n t ･
T h e s q u a r e a n d th e

ci r cl e i n th e p e d i g r e e i n d i c a t e m al e a n d f e m al e
･

r e s p e c ti v el y . ⑩
,
h e t e r o z y g o u s p a ti e n t w ith F H N a h a; 臥

h e t e r o z y g o u s p a ti e n t w ith u n kn o w n m u t a n t; ⑳ ,
C O m P O u nd

h e t e r o z y g o u s p a ti e n t wi th F H N ah a an d u n kn 0 wn m u ta n t; T C ･

t o t al c h o l e s t e r o l; T G
,
t ri gl y c e ri d e; H D L - C

,
hi g h d e n sity

lip o p r o t ei n c h ol e s t e r ol; All 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 w e d i n th e p e di g r e e ･ M a fk e r
,
th e m ol e c ul a r si z e m a rk e r of

≠Ⅹ17 4 d o u bl e st r an d D N A d ig e s te d wi th H a e Il ･



遺伝性高L D しC 血症 にお ける遺伝子変異の 検 出

へ の 変異
,

どち らも シス テ イ ン) の サ イ レ ン ト変異で あ る こ と

が確認さ れ た (国6) .

5 .
エ ク ソ ン11 塩基配列の 決定

F H ホモ 接合体M . T . お よ び Y .S .
の L D しR 遺伝子 エ ク ソ ン 11 に

同
一 パ タ

ー ン の 異常 バ ン ドが 認め ら れ た . 直接塩 基配列 決定法

によりP 51 8 P ( C C C か らC C T
,

どち ら もプ ロ 1) ン) の サ イ レ ン

ト変異で ある こ とが 確認 され た(囲7) .

6 .
エ ク ソ ン13 塩基配列の 決定

F H ホ モ 接 合体 M . M . お よ び H .Y . の L D しR 遺伝子 エ ク ソ ン 13

に同
一 パ タ

ー ン の 異常 バ ン ドが認 め ら れ た . 直接塩 基配列 決走

法によりV 63 2 V ( G T C か ら G T r
,

どちら も バ リ ン) の サ イ レ ン

ト変異で ある こ と が確認 され た(図8) .

A A G A G T G T G G T G A G

5
･ L y s G Iu C y $

N o r m a ト A A A G A G T G C

V aria nt … A A A G A G T G T
L y s G l u C y s

3
-

g a g
…

g a g
~

~ ■

Fig . 6 . A u t o m at e d 乱1 0 r e S C e n t d i r e ct s e q u e n ci n g o f th e e x o n 6

0f L D しr e c e pt o r g e n e . T h e g r a ph i s th e r e s ult o f p r o b a n d H . Y .

T h e a r r o w i n di c a t e s T p e a k of th e v a ri a n t a n d C p e ak of th e

W ild ty p e .

G A A T C C C G C C A 3

5
1 G ly T h r P r o AI a Ly s

3
･

N o r m al - " G G A A C T C C C G C C A A G - - ･

V a ri a nt …

G G A A C T C C T G C C A A G …

G ly T h r P r o Ala L y s

Fi g ･ 7 ･ A u t o m at e d 且u o r e s c e n t di r e c t s e q u e n ci n g of th e e x o n l l

Of L D I J r e C e p tO r g e n e . T h e g r a ph i s th e r e s u lt o f p r o b a n d M ･T ･

r

m e a r r o w i n d i c a t e s T p e ak of th e v a ri a n t a n d C p e a k o f th e

wi 1d ty p e .
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7 .

エ ク ソ ン14 塩基配列 の 決定

1) P C R , D G G E 法 に よ る異常 バ ン ドの 検出

F H ホ モ 接 合体 M .T . の L D L R 遺伝子 エ ク ソ ン 14 にお い て 異常

バ ン ドが検 出され た .

2) 直接塩基配列決定法 に よ る遺伝子変異配列の 決定

発端者 M .T .
の L D しR 遺伝子 エ ク ソ ン 14 に お ける塩基 配列解

析 の 結 果
,

6 64 番目 の プ ロ 1
) ン を コ

ー

ドす るC C G が C T G へ と

変異 し,
ロ イ シ ン と なる 変異 の ヘ テ ロ 接 合体で あ っ た (図9) .

8 .
エ ク ソ ン17 塩基配列の 決定

1) P C R - D G G E 法 に よ る異常バ ン ドの 検出

F H ホ モ 接 合体 M .T . お よ びY .S . の L D しR 遺伝子 エ ク ソ ン1 7 に

異常 バ ン ドが 検出さ れ た .

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

5
･ A s p M et V al L e u P h e

3
･

N o r m aI ･ ･ ･ G A T A T G G T C C T C T T C
‥ -

V a ri a nt ･ - ･ G A T A T G G T T C T C T T C
"

A sp M et V aL L e u P h e

F ig . 8 . A u t o m at e d n u o r e s c e n t di r e c t s e q u e n ci n g of th e e x o n 1 3

0f L D しr e c e p to r g e n e . T h e g r a p h i s th e r e s t llt of p l
･

O b a n d

M .M . T h e a r r o w i n d i c at e s T p e a k of th e v a ri a n t a n d C p e a k o f

th e w il d ty p e .

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

5
･ P r o Ala P r o G L n [I e

3
･

N o r m a ト C C T G C C C C G C A G A T C ‥ ･

M ut a nt " C C T G C C C T G C A G A T C " -

P r o Al a L e u Gl n II e

Fi g . 9 . A u t o m at e d fl u o r e s c e n t di r e c t s e q u e n ci n g of th e e x o n 1 4

0 f L D I J
･ r e C ep t O r g e n e . T h e g r ap h i s th e r e s u lt o f p r o b a n d M .T .

T h e a r r o w i n di c a t e s T p e a k of th e m u t a n t a n d C p e ak o f th e

W ild ty p e .
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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 .T . の L D I ; R 遺伝子 エ ク ソ ン17 に お け る塩基 配列解

析の 結果を 図10 に 示 した . 正常者 にお い て A の バ ン ドの み 認め

られ る 位置 に
, 本例で はA とT 両方 の バ ン ドが 観察 さ れ

,
L D I :

R 7 90 番目 の リ ジ ン をコ
ー

ドす るA A G がT A G へ と変化 し
, 停止

コ ドン と なる 変異 (E 7 9 0 Ⅹ) の ヘ テ ロ 接合体で あ っ た .

5
1 L e u T rp L y $ A s n T rp 3

(

N o r m a ト C T A T G G A A G A A C T G G …

M ut a nt … C T A T G G T A G A A C T G G …
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n l e a r r O W i n di c a t e s T p e ak of th e m u t a n t a n d A p e a k of th e

W il d ty p e .

G e n o m ic D N A

S e q u e n C e

P C R -

a rn PLifi ed

S e q u e n C e
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Fig . 1 1 . 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 7 m i s s e n s e

m u t ati o n ( K 7 9 0 X) e m pl o yi n g th e m u t ag e ni c p ri m e r
-

m e di a te 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 ni c p ri m e r

E x 1 7 M M a n d a p ri m e r S P 6 3
, g e n e a m P lifi c ati o n b y P C R

i n t r o d u c e d a n a rtiB ci al ｣馳 a I sit e i n th e P C R p r o d u c t o nl y f o r
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P r O d u c t s w it h R s a I g e n e r at e s p o ly m o r p hi c r e s t ri c ti o n

fr ag m e n t s o f 9 3 b p a n d / o r 6 9 b p . H et e r o z y g o t e s sh o w d o u b l e

b an d o f 9 3 b p a n d 6 9 b p .
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･

a g m e n t

l e n g th p ol y m o r p h i s m (P C R -R F L P) a n al y si s o f M .T . f a mi 1y ,

T h e a r r o w i n th e p e di g r e e i n d i c at e s th e p r o b a n d . D ig e s ti o n

Of t h e P C R p r o d u c t s w i th R s a I g e n e r a t e s p ol y m o r p hi e

r e s t ri c ti o n f r a g m e n ts o f 9 3 b p a n d / o r 6 9 b p . T h e p r o b a n d
,

h i s m o t h e r a n d b r o th e r s h o w 9 3 b p a n d 6 9 b p f r a g m e n ts
,

W h i c h i n di c at e th e h e t e r o z y g o t e s f o r K 7 9 0 Ⅹ m u t ati o n . Hi s

f a th e r d o e s n
'

t s h o w 6 9 b p f r a g m e n t . T h e s q u a r e a n d th e

C i r cl e i n th e p e d i g r e e i n d i c a t e m al e a n d f e m al e
,

r e s p e c ti v el y . ⑩ ,
h e t e r o z y g o u s p a ti e n t w it h K 7 9 0Ⅹ; K] ,

h e t e r o z y g o u s p a ti e n t w i th F H K a n a z a w a- 2 (P 6 6 4 L); 細 ,

C O m P O u n d h e t e r o z y g o u s p a ti e n t w i th K 7 9 0 Ⅹ a n d F H

K a n a z a w a
-2; T C

,
t O t al c h ol e st e r ol; T G

,
t ri gl y c e rid e; H DI : C

,

h i g h d e n si t y li p o p r o t e i n c h o l e s t e r o l; A ll v al u e s w e r e

o b t ai n e d a t th e a g e s h o w e d i n th e p e di g r e e . M a rk e r
,
th e

m o l e c u l a r s i z e m a r k e r o り Ⅹ17 4 d o u b l e s t r a n d D N A

di g e st e d w ith H a e Ⅲ .
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& a g m e n t s of 9 3 b p a n d / o r 6 9 b p . T h e p r o b a n d sh o w s o nly 69

b p f r a g m e n t
,

W h i c h i n di c a t e th e h o m o z y g o t e s f o r K 7 9 0X

m u ta ti o n . H e r m o th e r
,
fa th e r a n d c o u si n s h o w 9 3 b p a n d 69

b p f r a g m e n t s
,

W hi c h i n di c at e th e h e t e r o z y g o t e s f o r K 7 90X
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,
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d o u bl e s tr a n d D N A di g e st e d w it h H a e Ⅲ .



遺伝性高L D L C 血 症 にお ける 遺伝子変異の 検 出

3) P C R R F L P 法に よ る発端 者家系内で の 変異の 確認

プライ マ ー S P 8 6 お よ び E x 1 7 M M の 組 み 合わ せ によ るP C R 産

物は,
K 7 9 0 Ⅹ遺伝子変異が ある場 合の み 制限酵素 ぬ α Ⅰ に より

切断され る (図11) . 図12 に 発端者M , T . 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 ･ 発端者 とそ の 兄 お よ び母親 に

正常バ ン ドと切 断さ れ た バ ン ドの 両方が 確認 され
,

同変異の ヘ

テロ接合体で あ る と診断さ れ た
. 発端 者M .T .

は父方 よりL DI J R

遺伝子変異P 66 4 L (F H K a n a z a w a -2) を遺伝 して い る こ と が確認
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Fig . 1 4 . T h e p ri n ci p al of P C R -

Si n gl e s tr a n d c o n f o r m a ti o n al

p oly m o r p h i s m (P C R -S S C P ) . W ild b Tp e ( w t) a n d m u t a n t ( m )
P C R p r o d u ct s a r e sh o w n a t th e t o p . T h e p r e s e n c e of a p oi n t

m u t a ti o n i s r e p r e s e n t e d b y a d o t o n th e D N A s tr a n d s .

D iff e r e n t si n gl e s tr a n d e d c o n f o r m a ti o n l e a d t o d iff e r e n ti al

m o bility i n th e g el .

3 6 5

さ れ て い る 症例で あり
, 今回の 検討に よ り,

E 7 9 0 Ⅹを併せ 持 つ

複 合 ヘ テ ロ 接合体で ある こ とが 確診さ れ た .

別 家系 (発端者 Y
.S .) の 家系図と P C R - R F L P 法に よ る変異の 確

認結 果を国13 に 示 した
. 発端者Y .S .

は切断 さ れ た バ ン ドの み
,

そ の 両 親は 正常 バ ン ドと切断 バ ン ドの 両方が確認 さ れ
,

発端者

は K 79 0Ⅹ遺伝子変異 を両親か らそれ ぞ れ 受け継 い だ ホモ 接合体

で ある こ と が確認 され た .
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3 6 6

4) 同変異 で の 血 清脂質侶お よ び 臨床像の 検討

発端者 M . T . は 金沢 市出身の 36 才男性 , 両 掛 こ血 族結婚 は な

い . 兄 弟と もP 66 4 L お よ び K 7 9 0 Ⅹの 複合 ヘ テ ロ 接 合体で ある .

血清脂質備 はT C 5 8 9 m g / dl
,

T G 9 6 m g /d l ,
H D I

,
, C 2 8 m g/ dl で

既 に狭心症 を発症 して おり, 現在週2 回の L D L ア フ ェ レ
ー

シ ス

に より治療 さ れ て い る
.

もう 一

人 の 発 端者Y .S . は
, 鳥越柑 出身の 34 才女性

,
両親 に血

族結 婚 は ない
. 血 清脂 質値 は T C 5 3 5 m g / d l

,
T G 9 8 m g/ dl

,

H D I / C 2 0 m g / dl で 現在 L D L ア フ ェ レ ー シス に より 治療 され て

い る .

9 . K 7 9 0Ⅹの 頃度調査

前項 で 使用 した P C R - R F L P 法を 用い
, 北 陸地方 の 独 立 し た

F H 2 0 1 家系を対象と し本遺伝子変異 を頻度調査 を行 っ た 結果,

4 2 家系 (20 .9 % ) に 同変異を確 認 した .

Ⅰ . a p o B ･ 1 0 0 遺伝子解析

1 . P C R - D G G E の 結果

未知 の 変異も含め て 鮎500Q 以 外の a p o B -1 0 0 遺伝子変異が 日

本 人遺伝性高 L D L 血 症の 原 因と な っ て い る 可 能性 が あり
,

臨

床 的 に 診 断さ れ た F H 1 6 0 家 系2 0 0 症 例 を 対 象 と し
,

P C R -

D G G E 法を用 い て コ ドン3 5 0 0 周辺 の 変異を検討 した . 結果 は
,

ス ク リ
ー ニ ン グ対 象 と した 200 症例 中 には a p o B -1 0 0 遺 伝子変

異 は認 め られ なか っ た (図1) .

考 察

F H の 原 因と な る L D しR 遺伝子異常 は
, 現在ま で に 400 種以

上 が報告 され て い る が
,

サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法で 確志 され た

変異 は 仝変異 の 10 数% の み で あり
, 点 変異が 多数 を 占め て い

る
. L D しR 遺伝 子は 18 エ ク ソ ン

,
お よそ 45k b p と 比較的大きく,

F H の 日常 的 な診 断に 全 エ ク ソ ン を塩基配列決定 す る こ と は 効

率 の 面で 手 間が か か りす ぎる と い える . P C R - R F L P 法 は特 定の

限 られた 変異の み 検 出する 方法 で ある か ら
,
変異 の 確 定ある い

は頻度調査 に は威力を発揮 する が , 未知 の 遺伝子変 異の ス ク リ

ー

ニ ン グに は 有効で は ない .

未知 の 点変 異 の 検 出方法 と して 現 在用 い ら れ る方 法 に は
,

P C R -S S C P 法
,

ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ ク ス Ol et e r O d u pl e x) 法
,

P C R -

ク リ ー バ ー ゼ I 切 断多型 (P C R - C l e a v a s e I f r a g m e n t l e n g th

P O l y m o r ph i s m ) 法
,

P C R
一

化学 的不
一 致切 断 ( P C R -

C h e m i c al

m i s m at c h cl e a v a g e) 法
,

さ ら に今 回検討 し た P C R - D G G E 法な

ど が あ る . こ の 中で は P C R - S S C P 法が 従 来は 広く 周 い ら れ て

き た .

一 本 鎖D N A は そ の 塩 基配列 に依存 した 高次構 造 を と る . そ

の 構造 は
一 塩基 の 置換 や

, 欠失挿入 と い っ たわ ずか な遠 い に よ

り 多型 を と り
,

こ の 現象をS S C P と呼ぶ . こ の 高 次構造 の 適 い

は ゲ ル 電気泳動 にお ける移動度 の 差 と し て検出で きる こ と が多

く,
P C R 産物を変性 して

一 本鎖 と して電気泳動 し
,

こ れ に より

突然変異を検 出する の が P C R - S S C P 法で ある (図14)
4 4)

.

P C R -S S C P 法 は 比較的簡便な器具 で行う こ と が 可 能で あり な

が ら遺伝 子変 異 の 検 出力 は8 0 % と か なり高く
,

2 5 0 b p 程度 の

D N A 断片 で効 率 よ く遺伝子 変異を検 出で きる
4 4)

. 正 常 の 一

本

鎖の バ ン ドは2 本, 異常遺伝子 の ヘ テ ロ 接 合体で は通 常4 本 の

バ ン ドが 出現する . 本法 は現在まで に最も汎用され る遺伝子 変

異検 出法で
,

当科 に お い て も八 木, 東方が P C R MS S C P 法を用 い

て L D しR 遺伝子を ス ク リ
ー

ニ ン グ し
,

5 つ の 新た な 遺伝子変異

F H T s u r u g a
, F H K a n a z a w a

- 2
,

F H N a n a o
,

F H Y o k o t e
,

F H

M o ri o k a を確定 し た
24) 25)

しか し本法 に も い く つ か の 問題 点 が 指摘 さ れ て い る
. まず

P C R -S S C P 法 で は
, 温度 , p H

, 塩濃度 な ど D N A の 高次構造に

影響す る条 件が 多く, 複数 の 変異を ひ と つ の 泳動 条件で検出で

きな い 場合 が ある ･ し た が っ て
, 未知の 遺伝子 変異の 場合は

,

ひ と つ の 泳 動条 件で の ス クリ
ー

ニ ン グ で十分 と は い えない こと

に な る ･ ま た 一

旦 最適化 され た泳動条件下 で も検出漏れがあっ

た と の 報告
3 4) もあ る .

D G G E 法 は19 8 3 年 にFi s ch e r ら
4 5)

に より発表 さ れ た . 二 本鎖

D N A は
, 温度 も しく は 変性剤濃 度上 昇 に つ れ 二 重 ら せ ん構造

か ら部分融 解を経て 完全 に
一

本鎮 へ と解離す る が
,
塩基配列に

より解離温度が 決定 さ れ る こ と か ら変異 を検 出す る (図15) . 完

全 に 解 離 す る そ の 直 前 の 範 囲 の 変 異 は 検 出 で き な い が
,

S h ef fi eld ら
4 6) は4 0

q

5 0 b p の G C ば か りの 配列 ( G C - クラ ン プ
,

G C - Cl a m p) をP C R 産物 の 一

端 に 付加す る こ とで こ れを解決し

た . 2 本鎖 D N A は塩基配列 に依存 した解離温度 を持ち
, 塩基配

列の 遠 い が解離 温度の 違い すな わち解離す る変性剤濃度の 遠い

と な る . P C R 産物 は
, 徐 々 に変性剤濃度 の 上 昇 する ゲ ル 電気泳

動 にお い て
,
塩 基配列に 応 じた 変性剤濃度 の 部位 で部分解離を

起 こ す. 部 分解離 する と 泳動速度が 極端 に低下 す る ため塩基配

列の 遠 い が 泳動停 止位置の 違 い と して 検出 さ れ る . 正 常の 遺伝

子 で ほ1 本 の バ ン ド
,

ヘ テ ロ 接合体 で は 通常4 本 の バ ン ドが出

現す る
.

ゲ ル 電気 泳動は 厳密 に温度調節 の で き る恒温槽にて行

う . 温 度は 通 常60 ℃で
一

定に し
,

濃度勾 配の み を 目 的の 塩基

配列 に応 じて決 め る
.

P C R 産物は 600 b p ま で は検出 に適し
, 検

出率 ほ95 % と さ れ る
4 4)

. s s c p 法 は高次構造 の 変化が微妙であ

るの に対 し
,

D G G E 法は 塩基配列 に より決定 さ れ る解離温度の

検出で あり再現性が 高 い こ と も特徴 と され る .

D G G E 法 で は プ ラ イ マ
ー を設計す る時点で 塩基配列 によ る解

離温度を解 析 し て
,

適切 な側 に G C - ク ラ ン プ を つ け
, 増幅範

囲を決定す る必 要 が ある . ま た G C - ク ラ ン プ が つ い て い るた

め
,
P C R の 条件設定 が 雉 しい 場 合が ある が再現性 は 良好である .

温度管理 の でき る恒 温槽 が必 要で あり
,

また 濃度勾配をつ けた

ゲ ル を 準備する 必要が あ る .

P C R - D G G E 法 を用 い た 検討 に お い て
, 今 回我 々 はL D しR 遺

伝子 W 23 Ⅹ
,

D 2 4 5 N
,

C 2 9 2 C
,

P 5 1 8 P
,

V 6 3 2 V
,

P 6 6 4 L
,

およ び

E 7 9 0Ⅹ の 4 種の ア ミ ノ 酸 変異 と 3 種 の サ イ レ ン ト変異 を検出し

た . こ の うち L D しR 遺 伝 子 W 23 Ⅹ は 以 前 当科 に お い て P C R ･

S S C P 法 に よ る ス ク リ
ー ニ ン グ に よ り見 出さ れ た F H N a n a o と

同
一

の 変異で あ っ た
2 5j

. L D しR 2 4 5 番目 の ア ス パ ラ ギ ン 酸では,

こ れ まで G A T が G A A ( グ )L/ タ ミ ン 酸) と な る F H C i n ci n n a ti -1
1ヱ)

が 報告 さ れ て い る が
,

D 2 4 5 N は こ れ と は異な る新 た な変異であ

る . L D L - R 遺伝子 C 29 2 C は エ ク ソ ン6 最後か ら2 番目 の 塩基の

変異で ある が
, 同部位 の コ ン セ ン サ ス ･ シ

ー

ク エ ン ス における

シ ト シ ン お よ び チ ミ ン の 出現頻度 は そ れ ぞ れ12 % お よ び15 %

で あり
47)

,
ス プ ライ シ ン グ に 関与 する 可能性 は 低い と 思 われ

,

疾 患発症 に は つ な が ら な い も の と 考 え られ た
.

L D しR 遺伝子

P 51 8 P はY a m a k a w a - K o b a y a s h i ら
4 8)

が P C R -S S C P 法 により新し

い 遺伝 子多塑 と して 報告 して い る もの と 同
一

で あ っ た .
L D しR

遺 伝子V 63 2 V は 制 限酵素A 鋸 祀 で 検 出さ れ る R F L P と して知ら

れ て い る 遺伝子多型 で あ っ た
49)

. L D しR 遺伝 子P6 64 L は以前当

科 に お い て P C R ,S S C P 法 に よ る ス クリ
ー

ニ ン グ に より見出され

た F H K a n a z a w a
-2 と 同 一 の 変異 で あ っ た

2 4)
.

L D L - R 遺伝子

K 79 0Ⅹ は M a ru y am a ら
50 )

が報告 し た変異 と同
一

で あ っ た ･



遺伝性 高L D しC 血症に お ける遺伝子変異の 検 出

今回我 々 が 北陸地方 にお ける F H の 約20 % に見出 した L DI : R

遺伝子K 79 0Ⅹ変異 は
,

P C R -S S C P 法 に よ る ス ク リ
ー

ニ ン グ で は

検出さ れ て お らず, 今 回P C R - D G G E 法 に より は じめ て 異常 バ

ン ドと して検 出さ れ た . こ れ まで P C R -S S C P 法 とP C R - D G G E 法

を比較し た い く つ か の 検討 が行 わ れ て い る が
,

P C R -S S C P 法で

検出で きな か っ た 変異 をP C R - D G G E 法 が 検出 した と の 報告が

多い
3 2)

～

3 5)
. また 今 回検討 し た a p o B -1 0 0 遺伝子 領域で は F D B

R 3 53 1 C な ど
,

も とも とP C R -S S C P 法 で検 出 さ れ た 変異で あ る

にもかか わ ら ず
,

その 後の 前向き研究で P C R - S S C P 法で は偽陰

性と なり P C R - D G G E 法 で よ うや く検 出さ れ た と の 報告
3 4) も さ

れてい る .

今回の P C R - D G G E 法 に よ る ス ク T) - こ ン グ にお い て は
, 異

常バ ン ドが み ら れ た と きは全例何 らか の 塩基置換 が見出 され て

おり, 偽陽性 は み ら れな か っ た こ とも本法 の 利点 の ひ と つ と で

きるもの と思わ れ る .

これまで F H にお い て は孤 立 した 環境で 増加 した 集団に お い

て
,
共通の 祖先 か ら受 け継 い だ遺伝子変異が 高頻度 に集積する

い わゆる 創始者効果 (f o u n d e r e ff e c t) が い く つ か 報告さ れ て い

る
3)5 1)

､

6 5)

日本人は ほ ぼ単
一

の 民族で 構成 され て お り, 地理的歴史的背

景から国外 と の 交流 はか なり制限 され て き た . し たが っ て 日本

人F H に創始者効果が み ら れ る か どうか に関心が 持 た れ て きた

が
,

これまで の と こ ろ
,

高頻度 に集積す る変異は 確認さ れ て い

なか っ た .

今回の 研 究 にお ける 頻度調査 で北 陸地方 の 独 立 した F H 2 0 1

家系中42 家系 (20 .9 % ) に K 7 9 0Ⅹ変異を確認 した . 日本 国内で

報告さ れ て い る遺伝子変異 で は こ れまで M a ru y am a ら
5 0)

が 関西

地方を主 と し た調 査 で イ ン ト ロ ン 1 2 の 1 8 4 5 + 2 T 一 十 C 変 異 が

13 .3 % で最 も頻度 が高 か っ た が
,

こ れ より もさ ら に 高い 頻度で

あり
, 普遍的遺伝 子変異 (c o m m o n m u t a ti o n) と い っ て よ い

.

K 79 0Ⅹは こ れ まで 日本 国内で の み 報告 され て い る 変異で あり
,

特に北陸で 頻度が 高い こと か ら創始者が北 陸出身で ある可能性

がある . 今後 ハ ブ ロ タイ プ の 検討が 必要で ある .

F H に お い て は
,

そ の 遺伝 子変異 ご と に
, そ の 臨床像 に

一

定

の特徴が み られ る こ と が 示 され て い る が
,

K 7 9 0 Ⅹ変異 ヘ テ ロ 接

合体の 平均血 清脂 質値 (n
= 3 9) は T C 34 0 m g/ dl

,
T G 1 5 8 m g/d l ,

H D しC 4 2 m g /d l で あり
,

こ れま で示 さ れ て い る 日本 人 F H 患者

の 平均血 清 コ レ ス テ ロ
ー ル 値 にほ ぼ 一 致す る 結果で あ っ た

66)
.

しか しT G はや や高値 をと る傾向 にあり, 今 後症例を重ね さ ら

に検討する必要が ある .

今回の 検討に よ り確 認さ れ た K79 0 Ⅹお よ びF H N ah a を含め
,

合計11 種 の L D しR 遺伝 子変異 に よ り
, 北 陸地 方の F H 患 者の

38 ･8 % が説 明され た (表3) .

今回の 検討で
,

P C R ･ D G G E 法に よ り ap o B - 1 0 0 遺伝子 コ ド ン

345 6 ～

3 5 5 3 を ス ク リ
ー ニ ン グ し た が

,
遺伝子変異 は 認め られ

ず
,
F D B は 日本 人の 遺伝性高 L D しC 血症 の 原因 と して は 稀で

ある と考 えら れ た . F D B の 分布お よ び 頻度 に は
,

人種 的地理

的な偏りが 非常 に強 い
. 白色人種で は F H に 匹敵 する 頻度で あ

る
2 乃

の と は対照的 に
,

フ ィ ン ラ ン ド
67)

,
イ ス ラ エ ル

6 8)
, 旧 ソ 連

鍋)な どで は 見 つ か ら な か っ た と報告 さ れ て い る . ほ と ん どの

F D B は R3 5 0 0 Q で あり
,

しか もほ ぼ すべ て の 症例 で 比較的稀な

同 叫

の a p o B - 1 0 0 遺伝子 ハ ブ ロ タ イプ を持 つ こ と か ら
,

一 人の

コ ー

カ サ ス 人発端者 に生 じ た遺伝子変異が 広く受 け継が れた も

のと解釈され て い る
70)

. 今 回の 検 討で 日本 人 に お い て F D B が

36 7

見 つ か ら なか っ た こ と は
, 上記の よう に F D B は 非常 に人種差

の ある疾患で ある こ とを裏付けて い る とい える .

しか し
,

ア ジ ア 人種 で低い 頻度な が らF D B R 3 5 0 0 W が報告 さ

れ て お り
71)7 2)

,
なん らか の ap o B - 1 0 0 遺伝子変 異が 日 本人遺伝

性 高L D しC 血 症 の 原因と な っ て い る可肯引生は ある . また FI:侶

の 原因遺伝 子変異 の 全て が コ ド ン 35 0 0 周 辺 で ある こ と か ら
,

ス ク リ
ー

ニ ン グ の 試 み の ほ と ん ど は コ ド ン3 5 0 0 周辺 で行 われ

て きた が
,

a p O B - 10 0 蛋白の L D しR と の 実際の 結合領域は コ ド

ン 35 0 0 より もか な り上 流 に存在す る こ と が ごく最近報告 され

た
73)

. 現在 の と こ ろ こ の 領域 にお ける遺伝子変異で高 u ) しC 血

症 をきた した と する 報告は ない が
, 今 後十分 に検討す べ き領域

と思わ れ る
.

今回の 検討で はP C R , D G G E 法の 導入 に より
,

P C R ･S S C P 法で

は検出 され なか っ た L D しR 遺伝子変異 を検出で きたが
, 検討 し

た F H ホ モ 接合体5 例 の うち
,

M . M . お よび C
, K . は対立遺伝子の

一 方の 変異が ま だ確認 され て お らず,
H . Y . はサ イ レ ン ト変異の

み が検 出 され た に と どまっ て い る . 近年の 遺伝子解析 か ら ,
エ

ク ソ ン ー

イ ン トロ ン接 合部 だけで は なく,
3 0 b p も離 れ た イ ン

ト ロ ン の 投 げ縄 配列 ( ラ リ ア ッ ト
･ シ ー

ク エ ン ス) の 遺伝子変

異が ス プ ライ シ ン グの 異常をき たすこ と が L D しR で も報告 され

て い る
7 4)

. こ の よう に今 回検討 を行 っ て い ない イ ン トロ ン部分

の 異常 が 原因と なる症例の 存在も想定 され る .

ま た こ れ ま で も
,

種 々 の 検出法に よ り F H の 遺伝子診断が 試

み られ て きたが
,

その 結果と してⅠ皿 しR 活性の 低下 がみ ら れず,

m B で もな い 症例が 相当数存在す る こ と が報告 され て い る
7 5)76)

そうい っ た 症例が どの ような原因に より高 L D しC 血症を呈 して

い るの か は
, 今 の と ころ 明ら か に はされ て い ない が

,
L D しR あ

る い は a p o B -1 0 0 遺伝子以外 の 遺伝子 変異が 原因で ある 可 能性

も示唆 され て おり
,
今後の 検討課題で ある .

結 論

日 本人 遺伝性 高L D しC 血 症患者 にお い て
,

L D しR お よ び a p o

B -1 0 0 遺伝 子変異 をP C R - D G G E 法 , 直接塩基配 列決走法お よ び

P C R - R F L P 法 を用い て検討 し
,

以~F の 結果 を得た
.

1 . F H ホ モ 接 合 体を 発端 者 と し た2 家 系 に お い て
,

P C R -

D G G E 法 に よる 検討か らL D しR エ ク ソ ン17 の 7 9 0 番目の ア ミ ノ

酸 リ ジ ン を コ ー

ドする コ ド ン A A G が 停止 コ ドン で あ るT A G へ

と 変化す る変異 K79 0Ⅹを見い だ し た .
こ れ は以 前の P C R -S S C P

法で の 検討で は 検出さ れな か っ た 変異で あり
,

L D しR 遺伝-J
二 変

異検 出に お けるP C R ･ D G G E 法の 有用性が 示唆さ れ た
.

2 . F H ホ モ 接 合体 を 発端 者と した 1 家 系 に お い て
, P C R -

D G G E 法 に よ る 検討か ら L D しR エ ク ソ ン 5 の 24 5 番目の ア ミ ノ

酸 ア ス パ ラ ギ ン 酸を コ
ー

ドする コ ド ン G A T が ア ミ ノ 酸 ア ス パ

ラ ギ ン を コ ー

ド す る コ ド ン で あ る A A T へ と 変 化 す る 変異

D 24 5 N を見い だし
,

F H N ah a と命名 した .

3 . 北陸 地方の F H 2 0 1 家系 を 対象 と し た頻 度調査 に お い て

K 79 0 Ⅹは20 .9 % と非常 に高頻度に認め られ , 普遍的遺伝子変異

と 考え ら れ た . K 7 9 0Ⅹ お よ びF H N a b a を含 め
, 合計11 穫 の

L D しR 遺伝 子変異に よ り
, 北陸地方の F H 思者の 38 .8 % が 説明

さ れ た .

4 . 臨床診断 され た F H ヘ テ ロ接 合体160 家系200 症例を対象

と して
,

a p O B - 1 00 遺伝子 コ ド ン34 5 6 か ら35 5 3 をP C R - D G G E 法

に よ り検 討 し たが
, 同領域 に遺伝子変異 は 認め られ なか っ た .

日本 人に お け る遺伝性高 L D しC 血症の 原因と して F D B は極め



3 6 8 野

て低 い 頻度と 考え られ た .
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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 el H C . L o w d e n sit y

li p o p r o t ei n r e c e p to r rn 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 ts , A 止 e ri o s cl e r o si s 4: 2 3 8 -

2 4 7
,
1 9 8 4

5 2) F o u ri e A M
,
C o et z 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 ta n t l o w
･d e n sity

-1i p o p r o tei n r e c e pt o r s i n A 飢k an e r S

Sl o w l y p r o c e s s e d t o s u rf a c e f o r m s e x h ibiti n g r a pid d e g r a d a ti o n

O r fu n cti o n al h e t e r o g e n eity . B i o c h e m J 2 5 5 : 4 11 -4 1 5
,
1 9 8 8

53) K ot z e M J ,
W a r n i c h L

,
L a n g e n h o v e n E

,
d u P l e s si s L

,

R e ti e f A E . T h e m ol e c ul a r b a si s a n d d i a g n o s i s o f f a m ili al



3 7 0 野

hy p e r ch ol e st e r ol e m i a i n S o u th A 餌 c an A 丘i k a n e r s ･ An n H u m

G e n e t 5 5 : 11 5 - 12 1
,
1 9 9 1

5 4) K o tz e M J ,
L a n g e n h o v e n E

,
W a mi c h L

,
d u P l e s si s L

,
M a Ⅸ

M P
,
0 0 S th ui z e n CJJ ,

R e ti e f A E . T h e id e n ti R c ati o n o f t w o l o w
-

d e n si ty r e c e pt o r g e n e m u t ati 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 cl1 01 e st e r ol e m i a . S A 舟 M e d J 7 6 : 3 9 9 J1 0 1
,
19 89

5 5) Le it e rd o rf E
,
V a n D e r W e st h 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 sity li p o p r o tei n r e c e pt o r g e n e

m u ta ti 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 an e r S . J

Cli n I n v e s t 8 4 : 9 5 4 -9 6 1
,
1 98 9

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

,

G e v e r $ W
,
C o e t z e e G A . L o w d e n si ty li p o p r o t e i n r e c e p t o r

f o u n d e r m u t a ti o n s i n A frik 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 . E u m G e n e t 8 8 : 2 0 4 - 2 0 8
,
19 9 1

5 7) H o b b s H H
,
B r o w n M S

,
R u s s ell D W

,
D a vi g n o n J

,
G ol d s tei 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 to 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 fa mi 1i al h y p e r c h ol e st e r ol e mi a . N E n gl J

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

5 8) Le i te r s d o rf E
,
H ob b s H Ii

,
F o u ri e A M

, J a c o b s M
,
V an D e r

W e s th u y z e n D R
,
C o e t z e e G A D el e ti o n in th e B r s t c y st ei n e

- ri c h

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

b u t n o t lip o p r o t ei n b i n di n g i n fib r o bl a st s f r o m a s u bj e c t w ith

f a mi 1i al h y p e r ch ol e s te r ol e m i a . P r o c N a d A c ad S ci U S A 8 5 : 7 9 12 -

7 9 1 6
,
19 8 8

5 9) M a Y
,
B e t a r d C

,
R o y M , D a v ig n o n J ,

K e s sli n g A M ･

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

F r e n c h C a n a di a n
"

L D L r e c e p t o r

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

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

6 0) 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
,
L A m b e rt M

,
C a m p e a u L

,
Bl ai c h m an S

,
L u pi e n P .

H o m o zy 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 a n a di a n s i n Q u e b e c p r o vi n c e . A r t e ri o s cl e r o si s 9 : 2 1 1 -2 1 6
,

1 9 89

6 1) A alt o
･ S e t al a K

,
K oi v i s t o U - M

,
M i e tti n e n T A

,
G ylli n g H

,

K e $ a ni e m i 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 t ul a K . P r e v al e n c eL an d g e o g r a p hi c al di s trib u ti o n o f

m 由o r L D L r e c e p t o r g e n e r e a r r a n g e m e n t s i n F i nl a n d . J I n t e rn

M e d 2 3 1 : 2 2 7 - 2 3 4
,
1 9 9 2

6 2) K oi vi st o U - M
,
T u rt o l a H

,
A al t o

- S e t al a K
,
T o p B

,
F r a n t s

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 ol e m i a (F H ) - n O rth K a r eli a m u ta ti o n o f th e l o w

d e n si ty r e c e p to r g e n e d el e t e s s e v e n n u cl e o tid e s o f e x o n 6 a n d i s

a c o m m o n c a u s e o f F H i n Fi n l a n d . J C li n I n v e st 9 0 : 2 1 9 -2 2 8
,

1 9 9 2

6 3) K oi vi s t o U - M
,
P a M m o JJ , J an n e O A

,
K o n tu l a K A Si n gl e

-

b a $ e S u b stit u ti o n i n t h e p r o x i m al S p l si t e o f th e h u m a n l o w

d e n sity li p o p r o t ei n r e c e pt o r p r o m o t e r a s a c a u s e of 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 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 5 2 6 -1 0 5 3 0
,
1 9 9 4

64) K o i v i s t o P V l
,
K o i v i 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

′

m
,
K o n t u l a K . D el e ti o n o f e x o n 1 5 0 f t h 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 mi a . ( F H ･ E s p o o) A れ e ri o s cl e r T h r o m b 1 3 :

1 甜 ひ16 8 8
,
1 9 9 3

6 5) K oi vi s t o U - M
,

V ii k a ri J S , K o n t u l a K . M o l e c u l a r

C h a r a c t e 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 F i n ni sh

p a ti e n t s w i th h e t e r o z y 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 :

I d e n tia c a ti o n o f t w o c o m m o n m i s s e n s e m u ta ti o n s (G l y 8 2 3 →

As p

an d Le u 3 8 0 → H i s) an d ei gh t r ar e m u ta ti o n s o f th e L D L r e c e pto r

g e n e . Am J H u m G e n e t 5 7 : 7 8 9 -7 9 7
,
19 9 5

6 6) M ab u c hi H
,
T at a m i R

,
U e d a E

,
U e d a R

,
H ab a T

,
K a m eta ni

T
,
W a t a n a b e A

,
W a k a s u g i T

,
I t o h S

,
K o i z u m i J ,

O h t a M
,

M i y a m o t o S
,
T a k e d a R . S e r u m li pid a n d li p o p r o t ei n l e v el s in

J a p a n e s e p a ti e n t s w i th f a m ili al h y p e r c h ol e s t e r ol e m i a .

A 血 e r o s cl e r o si s 3 2 : 4 3 5 -4 4 4
,
1 97 9

67) H a m al ai n e n T
,
P al o ti e A

,
A alt o

- S e t al a K
,
K o n t ul a K

,

Ti k k a n e n M J . A b s e n c e o f f am ili al d ef e c ti v e a p oli p o p r o t ei n B -1 00

i n F i n n i s h p a ti e n t s w ith e l e v a t e d s e r u m c h ol e s t e r ol .

A th e r o s cl e r o si s 8 2 : 1 7 7 -1 8 3
,
1 9 9 0

6 8) F ri e d l a n d e r Y
,
D a n n EJ ,

L e it e r s d o rf E . A b s e n c e of

f a m ili al d ef e cti v e a p oli p o p r o t ei n B - 1 0 0 i n I s r a eli p a ti e n ts wi th

d o m i n a n tl y i n h e rit e d h y p e r c h ol e st e r o l e m i a a n d i n o ff s p ri n g

wi th p ar e n t al h i s to r y o f m y o c a r di al i n f ar C ti o n . H u m G e n et 91 :

2 9 9 -3 0 0
,
1 9 9 3

6 9) S c h w a r tz E I
,
S h e v t s o v S P

,
K u c hi n s ki A P

,
K o v al e v Y P

,

Pl u t al o v O V
,
B e rli n Y A . A p p r o a c h t o i d e n t漬 c a ti o n of a p oi n t

m u ta ti o n i n a p o B l O O g e n e b y m e a n s o f a P C R : m e d i a te d site -

di r e c te d m 1 1ta g e n e Si s . N u cl ei c A cid s R e s 1 9 : 3 7 5 2
,
1 9 9 0

7 0) M y a n t N B
,
F o rb e s S A

,
D a y I N M

,
G all a gh e r J ･ E sti m ati o n

of th e a g e o f th e an C e S tr al a r gi ni n e 3 5 0 0 →

gl u ta mi n e m 11t ati o n in

h u m an a p O B - 10 0 . G e n o m i c s 4 5 : 7 8 - 8 7
,
19 9 7

7 1) C h o o n g M
,
K o a y E S

,
K h o o K

,
K h a w M

,
S e th i S K ･

D e n a t u ri n g g r a d i e n t 瑠 el el e c t r o p h o r e si s s c r e e n i n g o f f a mi 1ial

d ef e cti v e a p oli p o p r ot ei n B - 1 00 i n a mi x e d A si an C O h o rt: t W O C a S e S

o f ar gi ni n e 3 5 0 0 → t ry P t O p h a n m u t ati o n a s s o ci a te d wi th a u ni q u e

h a pl o ty p e . Cli n C h e m 4 3 : 9 1 6 -9 2 3
,
1 9 9 7

7 2) T ai D
,
P a n J

,
Le e

- C h e n G . I d e n tifi c a ti o n a n d h a pl o typ e

a n al y si s o f a p oli p o p r o t e i n B -1 0 0 A r g 3 5 0 0 → T rp m u t a ti o n i n

h yp e rlipid e m i c C hi n e s e . Cli n C h e m 4 4 : 1 6 5 9 -1 6 6 5
,
1 9 9 8

7 3) B o r e n J ,
Le e I

,
Z h u W

,
Am 01d K

,
T a yl o r S

,
I n n e r a ri ty T L ･

I d e n ti五c a ti o n of th e l o w d e n si ty 1ip o p r o tei n r e c e p to r -b i n di n g site

i n a p oli p o p r o t ei n B l O O an d th e m o d ul a ti o n o f it s b i n di n g a cti vi ty

b y th e c ar b o x yl t e r m i n u s i n f a m ili al d ef e c ti v e a p o
-B l O O ･ J C li n

I n v e st l O l : 1 0 8 む10 9 3
,
1 9 9 8

7 4) W eb b J C ,
P at el D D

,
S h o ul d e r s C C

,
m li gh t B L

,
S o u t a r A K ･

G e n e ti c v a ri a ti o n a t a s pli ci n g b r a n c h p oi n t i n i n tr o n 9 0 f 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 pt O r g e n e : a r a r e m u ta ti o n th at

d i s r u p t s m R N A s pli c i n g i n a p a ti e n t s w ith f a m ili al

h y p e r ch ol e s te r ol a e m i a a n d a c o m m o n p ol y m o r p hi s m ･ H u m M oI

G e n e t 5 : 1 3 2 5 - 13 3 1
,
1 9 9 6

7 5) Le s t a v el - D el a tt r e S
,
B e n h a m a m o u ch S

,
A g n a ni G

,
L u c G

,

B ar d J M
,
B r o u s s e a u T

,
Bill a rd o n C

,
K u s ni e r z J P

,
D e G e n n e s JL ,

F ru C h a r t J C
,
Cl a v e y V . E vid e n c e of n o n

-d efi ci e n t l o w
-d e n sity

lip o p r o tei n r e c e p t o r p a ti e n t s i n a p o ol of s u bj e c t s w ith cli nic al

f a m ili al h y p e r c h ol e s t e r ol e m i a p r o m e ･ M e ta b o li s m 4 3 : 3 7 9 -402 ･

7 6) S u n X
,
P a t el D D

,
K ni gh t B L

,
S o u t a r A K

,
wi th th e F a m ihal

H yp e r c h ol e st e r ol a e m i a R e g r e s si o n S tu d y G r o u p ･ C o m p a ri s o n Of
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th e g e n e ti c d e f e c t w ith L D I J r e C e P t O r a C ti vity i n c ult u r e d c ell s h y p e r c h ol e st e r ol e m i a ･ A 血 ri o s cl e r 7 b r o m b V a s c B i ol 17 : 3 0 9 2 一

& or n p ati e n t s wi th a cli n i c al di a g n o si s of h e t e r o z y g o u s f a m ili a1 3 1 01
,
19 9 7

M ol e c u l a r G e n e ti c A n aly sis of t h e L o w D e n sit y Li p o p r ot ei n R e c e p t o r G e n e a n d A p oli p o p r ot ei n B - 1 0 0 G e n e ll Sl n g

D e n at u ri n g G r a di e n t G el E l e ct r o p h o r e si s A t s u s h i N o h ar a
,
T h e S e c o n d D e p a rt m e n t of I n te r n al M ed ici n e

,
S c h o o l o f

M e di ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e rsity ,

K a n a z a w a 9 2 0 -8 6 4 0
-

J . J u z e n M e d S o c .
,
1 0 7

,
3 5 7

-

3 7 1( 1 9 9 8)

K e y w o r d s f a m ili al h y p e r c h o l e s t e r o l e m i a
,
f a m ili al d e f e c ti v e a p oli p o p r o t ei n 臥 1 0 0

,
d e n at u ri n g g r a d i e n t g el

el e ct r o p h or e si s
,
l o w d e n s l ty li p o p r o t ei n r e c e p to r

, g e n e m ut ati o n

A b st r a ct

F am ili al h y p e r c h ol e st e r ol e mi a ( F H) a n d f a m ili al d efヒc ti v e a p o lip o p r o t ei n B - 1 0 0 ( F D B) ar e C a u S e d b y m u t ati o n s i n th e

g e n e s e n c o d i n g th e l o w d e n si ty li p o p r o t ei n r e c e p t o r ( L D L - R) a n d th e a p olip o p r o t ei n B - 1 0 0 ( ap o B - 1 0 0) ,
r e S P e C ti v ely ･ T h es e

i n h e ri te d di s o r d e r s a r e c h a r a c te ri z e d cli n i c a11 y b y el e v a te d c o n c e n tr a ti o n s of L D L
,
d e p o si ti o n o f L D し d e ri v e d c h ol e st e r o l i n

th e a rt e ri a l w all ( ath e r o m a s) a s w e11 a s i n th e te n d o n s a n d sk i n ( x a n th o m a s) , P r e m a t u r e C O r O n a ry h e a rt di s e a s e
,
a n d a u to s o m al

d o m i n a nt t r ai t i n h e ri t a n c e . N i n e m u t a ti o n s a t th e L D し R l o c u s
-

fb u r l ar g e d el eti o n s a n d fi v e m i s s e n s e m u t a ti o n s
-

h a v e

b e e n p r e v i o u sl y i d e n ti n e d i n J ap a n
'

s H o k u rik u d i st ri c t b y S o u th e rn b l o ttl n g a n d p ol y m e r a s e c h ai n r e a c ti o n
- Sl n gl e st r a n d

c o n f o r m ati o n a l p o l y m o r p h i s m ( P C R - S S C P) a n aly s e s ･ A l th o u g h th e s e n i n e m u t a ti o n s a c c o u n t e d fb r 1 7 ･5 % o f th e F H
p ati e n t s

i n th e H o k u ri k u d i st ri c t
,
th e m 年1 0 n ty O f th e m u tati o n s a r e still n o t d e t e c t ab l e b y th e s e t w o m e th od s ･ F D B h a s b e e n fr e q u e n tl y

id e n ti丘e d a m o n g m a n y C a u c asi a n p o p ul ati o n s
,
b u t n o p a ti e n ts w ith F D B h a v e b e e n r e p o r te d i n J a p a n ･ R e c e n tly ,

m a n y r eP O r tS

h a v e s u g g e s te d th a t P C R - d e n a tu ri n g g r a di e nt g el el e c tr o
p
h o r e si s ( P C R - D G G E) a n aly si s i s m o r e s e n siti v e th a n th e p r e v i o u sly

e m pl oy e d m e th o d s ･ T h u s
,

W e d e si g n e d a m u tati o n s c r e e n l n g a S S a y b a s e d o n th e D G G E t e c h ni q u e f o r th e p r o m o te r r e g l O n a n d

18 e x o n s o f th e L D し R g e n e
,

a n d th e r e g l O n a r O u n d th e c o d o n 3 5 0 0 0 f th e a p o B - 1 0 0 g e n e ･ Fi v e h o m o z y g o u s F H p a ti e n t s

W e r e e X . a m i n e d
,

a n d t w o p r e vi o u sly u n r e p o rt e d m u t ati o n s w e r e i d e ntifi e d : a n O n S e n S e m u ta ti o n i n e x o n 1 7 ( th e K 7 9 0 X

m u tati o n) a n d a n o v el m i s s e n s e m u t a ti o n i n e x o n 5 (th e D 2 4 5 N m u t a ti o n) . T h e D 2 4 5 N m u t ati o n w a s n a m e d F H N a h a
.

T h e

fr e q u e n c y o f th e K 7 9 0 X m u t a ti o n w a s e x a m i n e d b y P C R - r e S t ri c ti o n fr a g m e n t l e n g th p ol y m o rp hi s m
,

an d thi s m u t a ti o n w a s

id e n tifi e d i n 4 2 i n d i vi d u al s i n 2 0 1 u n r el a t e d h e t e r o z y g o u s F H p ati e nt s i n H o k u ri k u d i st ri c t ( 2 0 . 9 %) . I n cl u di n g th e n i n e

P r e Vi o u sl y i d e n ti fi e d m u t a ti o n s
,

e l e v e n L D し R g e n e m u ta ti o n s w e r e f o u n d
,
i d e n tify i n g 3 8 ･ 8 % o f th e F H p a ti e n ts i n th e

H o k u ri k u di st ri c t . I n th e c a s e of th e c o d o n 3 5 0 0 r eg l O n O f th e a p o B - 1 0 0 g e n e
,
2 0 0 u n r e l a te d h e te r o z y g o u s F H p a ti e n ts i n th e

H o k u ri k u di s tri c t w e r e e x a m i n e d
,

a n d n o i n d i v i d u al s w ith a p o B - 1 0 0 m u t a ti o n w e re d e t e c te d . T h i s s u g g e s t s th at F D B i s v e ry

r ar ely th e c a u s e o f g e n e ti c h y p e r
- L D L c h ol e st e r ol e m i a i n J a p a n ･


