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金沢大学十全医学会雑誌 第1 03 巻 第1 号 81 - 9 5 (1 99 4)

ホ モ 接合体性家族性高 コ レ ス テ ロ ー

ル 血症に お ける

低比重 リ ボ蛋白受容体遺伝子変異 に 関す る研究

金沢大学医学部内科学第 二 講座 (主任 : 竹 田亮祐教授)

八 木 邦 公

家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 (f a m ilial h y p e r c h ol e s t e r ol e m ia , F H ) ほ 低比重 リ ボ 蛋白受容体 (lo w d e n sit y li p o p r o t ei n

r e c e pt o r , L D しR) 遺伝子の 異常 に よ っ て起 こ り , 高頻度 に 冠動脈硬化症を併発する . 特に ホ モ 接合体性 F H 症例で は
, 平均2

6 歳で虚血 性心疾患 に よ り死亡す る た め早期診断お よび 早期治療が 重要で ある . ホ モ 接合体性 F H 症 例19 家系21 例 に つ い て

L D し R 遺伝子 の 検討を 行 っ 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 しR 遺伝子 の1 8 エ ク ソ ン の そ れ

ぞれ に 対応 した1 9 対の プ ラ イ マ ー を設計 しポ リ メ ラ q ゼ 連鎖反応 (p oly r n e r a s e c h ai n r e a c ti o n
,
P C R ) を行 い 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 s tr a n d c o m f o r m a ti o n al p oly m o r p his m
.
P C R-S S C P ) 法に て異常構成体を検出 し

, 各

異常構成体に 対 して直接塩基配列決定 法(dir e c t s e q u e n ci n g) を 行い 遺伝子変異の 確定を行 っ た . そ の 結果 L D L-R 遺伝子の 第

6 エ ク ソ ン の 点変異( D2 8 0 Y : G A C ( ア ス パ ラ ギ ソ 酸) か ら T A C ( テ ロ シ ソ)) と第1 4 エ ク ソ ソ の 点変異( P6 6 4 L : C C G ( プ ロ リ

ン) か ら C T G ( ロ イ シ ソ)) の 2 つ を確定 しそれ ぞれ の 変異 を発端老の 出身地よ り F H T s u r u g a
,
F H K a n a z a w ar2 と命名 した .

さ らに P C R 制 限酵素切断多型 (P C R- r e S tric ti o n f r a g m e n t l e n g th p oly m o r p his r n
,
P C R- R F L P ) 法に よ り家系 内診断及び ヘ テ ロ

接合体性例200 例を 対象と して の 遺伝子変異 の ス ク リ
ー ニ ン グを 行 っ た . F H T s u r u g a で ほ 発端老が真性の ホ モ 接合体性F H 症

例 で あり
,

そ の 兄が ヘ テ ロ 接合体性 F H 症例 で あ る こ と が 確認 され た . 他 の 家 系に は 同変異 ほ 見い だ さ れ な か っ た .
F H

K a n a z a w a-2 は F H G uj e r at と 同型の 変異で ある が ハ ブ ロ タ イ プ解析よ り新変異(n e w m u t ati o n) と考え られ た . 発端者ほ コ ン

パ ウ ソ ド型 ヘ テ ロ 接合体性 F H 症例 (c o m p o u n d h e t e r o z y g o t e) で あり
,

そ の 兄も同変異を有 し
, 変異は 父親 由来で あ っ た . 頻

度調査で は血 縁 の 無い 6 家系19 名 に 同変異が確認 され金沢北部に 由来す る遺伝子変異と考え られ た . そ の 臨床像ほ 冠動脈疾患

併発例が 多く重症型 F H で ある と 考え られ た .
F H T o n a m ト1

,
F H T o n a m ト2 の 血 清脂質億と比較 して H D しC 低値の 傾向が あ

り , それ が 臨床像の 重症度に 関与 して い る可 能性が示 唆 され た . 他の ホ モ 接合体性 F H 症例で の 変異部位の 検討 より我 が国の

L D しR 遺伝子変異 の 多様性 が確認 され た .

K e y w o r d s 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 a , p Oly m e r a s e c h a in r e a cti o n
-

S l n gl e st r a n d

c o m f o r m ati o n al p oly m o rp his m
,
dir e c t s e q u e n ci n g ,

F H T s u ru g a , F H K a n a z a w a
- 2

血 清 コ レ ス テ ロ
ー

ル の 主 な 運 搬体 で あ る 低 比 重 リ ボ 蛋 白

(l o w d e n sity lip o p r o t ei n , L D L ) ほ肝臓 , 副腎皮質等の 細胞表面

に 存在する L D L 受容体( L D L r e c e pt o r
,
L D し R) に よ っ て 細胞

内に 取 り込 まれ る .
コ レ ス テ ロ ー ル ほ 3 ヒ ド ロ キ シ 3 メ チ ル ク

ル ク リ ル 補酵素 A (3-h yd r o x y-3- m e th yl gl u t a r yl c o e n z y m e A ,

H M G- C o A ) 還元 酵素を 律速段階と す る経 路 を介 して 細胞 内合

成もされ る が ,
L D L- R が細胞 内コ レ ス テ ロ ー

ル 調節 に お い て

中心 的役割を果 た して い る . L D しR ほ ア ポ 蛋白 B
,
E を 含んだ

リ ボ蛋白粒子を取 り込み
,

血清 L D L お よ びそ の 前駆体 で あ る

中間比重リ ボ蛋白(i n t er m e di a t e d e n sity lip o p r o t ei n ,
I D L ) , 超低

比重リ ボ蛋白( v e r y l o w d e n sity lip o p r o t ei n
,
V L D L ) の 代謝速度

を 規定 して い る
l)

.

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

回貫通す る タ イ プ の 細胞膜 レ セ プ タ ー で あ る . L D しR の 構造

平成 5 年11 月1 9 日 受付 , 平成 5 年1 2月2 7 日受理

A b b r e vi a ti o n s : A s p ,
a S p a rtic a cid ; d A T P ,

t rip h o s p h at e ; d G T P
,
d e o x y g u a ni n e t ri p h o s p h at e ;

81

遺伝子 ほ第19 番染色体の 短腕近位部(p 1 3 . ト1 3 .3) に 存在 し
2】

, 全

長45 キ ロ 塩基対(kil o b a s e p air
,
K b p) で1 7 イ ン ト ロ ン1 8 エ ク ソ ン

か らな り,
5 .3 K b p の m R N A を コ ー ドする

3 伸
.

こ の L D L R 遺伝子 の 変異
5}6)

に よ り L D I ; R に 構造異常 も しく

は 欠失が起 る . L D しR の 合成 , 畿能の どの 段 階で 障害が起 るか

に よ っ て 合成障害 (r e c e p t o r s y n th e si s d ef e c ti v e) , 細胞 内転送

障害 (t r a n s p o rt d ef e c ti v e) ,
ア ポ蛋白結合障害 (li g a n d bi n d i n g

d e f e c ti v e) ,
ア ポ 蛋 白 細 胞 内 取 込 み 障 害 (i n t e r n aliz a ti o n

d ef e c ti v e ) ,
レ セ プ タ

ー の 再利用 障害(r e c y c lin g d ef e c ti v e) の 5

つ の 機能的 ク ラ ス に 分類 され る .

L D L- R の 障害の 結果 L D L
,
I D L

,
V L D L の 血 中か ら の ク リ 7

ラ ン ス が 低下し血 中濃度 が 上 昇す る疾患 が 家族性 高 コ レ ス テ

ロ ー ル 血 症で ある
7)

.

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 ia
,

d e o x y a d e n in e t ri p h o s p h a t e ; d C T P
,

d e o x y c y t o sin e

d d A T P
,
did e o x y a d e ni n e trip h o s p h a t e ; d d C T P

,
did e o x y

C y t O Si n e t rip h o s p h a t e ; d d G T P
･
did e o x y g u a g in e t rip h o s p h a t e ; d T T P , d e o x y t h y m in e t ri p h o s p h at e ; E D T A

,

e t h yle n e di a m i n et e t r a a c etic a cid ; F H
,
f a m ilial h y p e r c h ole st e r ol e m i a ; H D L

,
hi gh d e n sit y lip o p r o t e in ; H D しC

,



8 2 八

F H) は 幼少時 よ りの 高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血 症の 持続の 結果 ,

ア キ

レ ス 腱を は じめ と する腱黄色腫
8)

等特徴的臨床所見 を 呈 し , 早

発性冠動脈硬化症を 来た し虚血性心 疾患を 高率 に 発症 す る
9) 常

染色体性優性遺伝の 疾患 であ る .

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

性 F H は10 0 万 人に
一 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 一 人 以上 の 頻度 で 認 め られ ,
ホ モ 接 合体性

F H は 平均26 歳で全 例 が心 臓死を遂げ る
10)

. した が っ て F H は

L D L コ レ ス テ ロ
ー ル と動脈硬化病変 との 関連

11)
の 解明 に 重要

な モ デ ル 疾患で ある .

従来本症の 診断ほ そ の 臨床像に よ り行わ れ る こ と が ほ と ん ど

で あ っ た が
, 特 に ホ モ 接合体性 F H を遺伝子診断に よ り早期診

断 し早期治療する こ と は虚血 性心疾患の 予防の た め に も重要 で

ある .

本症 に 対 す る 遺 伝 子 レ ベ ル か ら の 検討 ほ1 98 4 年 ヒ ト の

L D し R 遺伝 子 の C D N A が ク ロ ー ニ ン グ され て
12)

以来可 能

な っ た . L D L- R の 遺伝子 変異の ス ク リ ー ニ ン グお よ び 確 定 の

た め に サ ザ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ法

13)
を 中心 と した 技法が まず用 い

られ て きた . そ れ に よ り 当科に お い て も K aji n a m i らが 4 つ の

遺伝子変異 F H T o n a m i -1
,
F H T o n a m i -2

,
F H K a n a z a w a

-1
,
F H

O k a y a m a を 見い だ して い るが
14) ～ 1 8 )

,
F H 症例全俸の 約10 % を 説

明 しうる に 過 ぎず
, 残 りの 大部分 は数塩基対以内の 小変異と 推

定 され て い た .

今回 サ ザ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ法 で は 見 い だ し得 なか っ た 小変異

を 検出す るた め に P C R 一 本鎖構成 体多塾 (P C R- Si n gl e s tr a n d

C O m f o r m a ti o n al p ol y m o r p his m
,
P C R -S S C P) 法

n } ～ 2 3)
お よび 直接

塩基配列決定法 (dir e c t s e q u e ni ci n g)
24) 2 5)

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 tri c tio n f r 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 )

法
26卜 2さ)

を導 入 した . そ の 結果,
2 つ の 新た な遺伝子変異を 確定

し L D L -

R 変異 と臨床像の 関連 を検 討 した .

対象お よび方法

Ⅰ . 対 象

馬渕 らの 診 断基 準
2g)

, 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 腱黄色塵 を 認め る こ と
,

2 ) 一 親 等 内に 本症

が あり血 清総 コ レ ス テ ロ
ー ル 2 3 0 m g/ d l 以上 で ある こ と

,
の い

づ れ か を 満足す る と し
, 北 陸地方を 中心 に 集め られ た F H 症例

の うち
,

血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル 濃度 ,
ア キ レ ス 腱肥 厚の 程度 ,

家系調査上 ホ モ 接合体性 F H と 考 え られ た1 9 家系21 症 例 (表

T a b l e l ･ Cli ni c al ･ d a t a o f th e p a ti e n t s wi th h o m o zy g o u s f a mi 1i al h y p e r c h ol e s t e r ol e mi a (F H )

P a ti e n t A g e

n u m b e r (y e a r)

L a b o r at o r y d a t a
b)

T - C h oI T G H D L _ C

( m g/ dl) m g/ d l) ( m g/ dl)

3
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亡
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1 4

+

一

一

+

一
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一
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▲) M
,
r n al e ; F

,
f e m al e .

b)
T , C h ol

･
t O t al c h ole s t e r ol ; T G ･ tri gl y c e rid e ; = D L - C

,
hi g h d e n sit y li p o p r o t ei n c h ol e s t e r ol ;

A T T
･

A c h ill e s t e n d o n thi c k n e s s o n X -

r a y fil m ; I H D
,
is c h e mi c h e a r t d i s e a s e ;

-

,
l o a d

n e g a tiv e ; +
,
l o a d p o siti v e .

A ll v al u e s a r e p r e
- tr e at m e n t f o r F H

.

hi g h d e n sit y li p o p r ot ei n c h ol e st e r ol ; H M G - C o A
,
3 -h y d r o x y

-3 -

m et h ylgl u t a ry l c o e n zy m e A ; I D L
,
i n t e r m e di a t e

d e n sity lip o p r o t ein ; K b p ,
kilo b a s e p ai r ; L D L l o w d e n sit y lip o p r ot ein ; L D L - C

, l o w d e n sit y lip o p r o t ein

C h ole st e r ol ; L D L - R
,
lo w d e n sit y lip o p r ot e in r e c e p t o r ; L e u

,
1占u c in e ; P C R

, p Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ;

P C R - S S C P
, p Oly m er as e c h ai n r e a c ti o n - Sin gl e s t r a n d c o m f o r m atio n al p oly m o r p hi s m ; P C R - R F L P , p Oly m e r a s e



ホ モ 接合体性 F H に おけ る L D L レ セ プ タ ー 変異

1 ) と ヘ テ ロ 接合体性 F H で異な る家系由来の2 00 症例 を ス ク

リ
ー ニ ン グの 対象 と した .

Ⅱ . 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 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 ニ ナ ト

リウ ム ( e th yl e n e d i a m i n e t e tr a a c e ti c a cid 2 N a
,
E D T A-2 N a) を 抗

凝固剤と して 採取 し4 ℃に て 移送 し
-

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-1 0 0 融解変法30
丹こて高分

子 D N A を単離 した . すな わ ち 320 m M シ ョ 糖液 , 1 % ト ラ イ

83

ト ン X-1 0 0 , 5 m M M g C 1 2 ,
1 0 m M T ris- 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 沈殿 と し て白 血 球 を集 め

た . こ れ を プ ロ テ ア ー ゼ (Si g m a
,
S t . L o ui s

,
U S A ) に て 消 化

後 ,
フ ェ ノ ー ル = ク ロ ロ ホ ル ム (1 : 1) で 1 回 , 続い て ク ロ ロ ホ

ル ム = 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 沈殿 を 行 っ た . こう し て 得 ら れ た D N A を 10 m M

T ris - H C l
,
1 m M E D T A -2 N a , p H 8 .0 に 溶解の う え 260 n m に お け

る吸 光度測定に よ り濃度を求め た .

2 . ポ リ メ ラ N ゼ 連鎖 反応法 (p oly m e r a s e c h ain r e a c ti o n
,

T a bl e 2 . 0 1ig o n u cl e o tid e s fl a n ki n g th e e x o n s of th e L D L r e c e p t o r g e n e f o r P C R

a m plifi c a ti o n

E x o n O li g o n u cl e o tid e s S e q u e n c e

n a m e
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P C R)

H o b b s らの 報告
31)

を 参考に しな が ら ,
ジ ー

ン ノ ミ ン ク の デ
ー

タ ー ベ ー ス に 登 録 され て い る ヒ ト L D L R 遺伝子配列を もと に

18 エ ク ソ ン す べ て を 含む よ う に 設計 L･た25 塩基長前後の プ ラ イ

マ
ー

計19 組を 作成 した ( 表 2 ) .
エ ク ソ ン 4 は 40 0 b p 以上 とな り

P C R - S S C P に 用 い る に ほ大き過ぎる た め 2 つ に 分割 した .

プ ラ イ マ ー

は D N A 合成磯 モ デ ル 381 A ( A p pli e d B i o s y s ト

e m s
,
I n c .

,
F o s t e r C ity ,

U S A ) を 用 い ベ ー タ シ ア ノ エ チ ル ホ ス ホ

ア ミ ダイ ド法
32)

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 I 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 p p s al a ,
S w e d e n ) に 通 して 精製 した . そ こ で2 0 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 ol/ FLl に な る よ う に

濃度 を調整 した .

D N A 断片 の 増幅 に ほ S aik i ら
33)

に よ る P C R 法 を 用い た . 高

分子 D N A I Jlg を鋳型 D N A と し て 40 p m ol の プ ラ イ マ ー 1

セ ッ ト と 20 恥M の 各デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド [ デ オ キ シ ア デ ニ

ン 三 麟酸 (d e o x y a d e ni n e trip h o s p h at e d
,
A T P) , デ オ キ シ シ ト

シ ソ 三燐酸 (d e o x y c yt o si n e trip h o s p h a t e
,
d C T P) , デ オキ シ グ

ア ニ ン 三 燐酸 (d e o x y g u a n in e trip h o s p h a t e
,
d G T P) ,

チ ミ ン 三

臍酸 (t h y m i n e t rip h o s ph a te
,
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 al k . U S A ) を 1 0 r n M T ris -

H Cl , P H 8 .3
, 5 0 m M K C l, 1 .5 m M M g C l2 ,

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 25 〟l とな るよ う に し て 攫

絆 した . 遠 心 して 反 応 液 を 集 め 50 ′̀l の ミ ネ ラ ル オ イ ル

(S ig m a) を滴 下 して 蒸発 を防ぎ ,
9 5 ℃ 1 分 ,

6 8 ℃ 3 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30 サ イ ク ル の 反

応を 行 っ た .

エ ク ソ ン 6 の P C R- S S C P 用 の 反 応 で は S p 6 4

(5
'

一 T C C T T C C T C T C T C T G G C T C T C A C A G- 3
'

) ,
S p 6 5

(5
'

- G C A A G C C G C C T G C A C C G A G A C T C A C- 3
'

) の プ ラ

イ マ ー を用 い て 伸長反 応温度68 ℃ で 反応を行い
, 直接塩基配列

決走法 で ほ 同 じ プ ラ イ マ
ー

だ が伸長反応温度72 ℃ で 反応を行 っ

た .

エ ク ソ ン1 4 の P C R- S S C P 用 の 反応 で ほ 01ig ol (5
'

- C C T

G A C T C C G C T T C T T C T G C C-3
'

) ,
0 1ig o 2 (5

'
一 C C A C A C

C T G T G A G G C A G C T C C-3
'

) の プ ラ イ マ ー

を用 い て 伸長反応

温度72 ℃ で 反応を 行い
, 直接 塩基 配列決 走法 で は 同 じ プ ラ イ

マ ー だ が伸長反応温度74 ℃ で反応を 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 tio n
,
R o c kl a n d

,
U S A ) に サ イ ズ マ ー カ ー

P h y

X 1 7 4/ H a e m ダイ ジ ェ ス ト(東洋紡, 東京) と共 に 泳動 して 断片

長 を確認 し
J 濃度 の 検討 を つ け た 上 で ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し

た .

3 . P C R-S S C P 法

泳 勤 用 緩 衝 液 と し て T ri s - H C 1 5 4 g , ホ ウ 酸 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 x 5

T ri s- ホ ウ酸-E D T A (
'

T ri s
,b o ri c a cid - E D T A

,
T B E ) 泳動用 緩衝液

と し泳動直前に 適 当な濃度に 希釈 した .

0 .5 m M E D T A 2 /上1
, 5 N N a O H l O JLl

, 滅菌再蒸留水 88 FLl を 混

合 しア ル カ リ溶液を 作 り,
P C R 産物 録1 に ア ル カ リ溶液 2JJl を

加え42 ℃ 3 分 ,
9 5 ℃ 5 分加熱後 -

20 ℃ に 急冷 し 一 本鎖 に 変性 さ

せ た . そ の 上 で グリ セ オ ー ル を 加え た 6 - 8 % の ポ リ ア ク リ ル

ア ミ ドゲ ル ( ア ク リル ア ミ ド/ ビ ス (4 8 : 1) ( B i o
- R a d L a b o r a t o r-

i e s , R i c h m o n d , U S A ) に 泳動 した . 泳 動時 の 温度 ,
ゲ ル の 濃

度
,
泳動用緩衝液 の 濃度,

グ リセ ロ
い

- ル の 有無等の 条 件ほ ェ ク

ソ ン 毎に 決定 した .
エ ク ソ ン 6 お よ び エ ク ソ ン14 の 泳動 の 場合

に ほ 40 c m 長の ガ ラ ス プ レ
ー

ト を用 い て 6 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ドゲ ル に1 5 % の グ リ セ オ ー

ル を加 え ゲ ル 板を 作成 し
,

X O .6 T B E

泳動用 緩衝液を 用い て 4 ℃ の も と 800 V で1 0 時間泳動した .

染色 に は BI O-R A D 銀染色 キ ッ ト (B io- R a d ) 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 0 0 m トに て 30
-

6 0 分間ゲ ル の 固定 を行 い Ⅹ1 酸化剤 100 m l に て

5 分間酸化 させ た . 蒸留水で15 分間 に 6
-

7 回 水を 変え な が ら

すすぎ余分 な酸化剤を 除き ,
X l 銀染色溶液を 加 え2 0 分 間以 上

振と う させ た . そ の 後30 秒以 内に 洗 浄 し Ⅹ1 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 漉くな っ た ら5 %

酢酸1 00 m l を 5 分間加え反 応を 停止 させ
, 蒸留水 で 洗浄 し30 %

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 ィ ル ム ニ 枚 の 間 に ほ ざみ 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 c t s e q u e n ci n g)

1 ) ラ ジ オ ア イ ソ▲ト ー プ (r a di oi s o t o p e
,
RI) 直接塩基配列決定

法

P C R-S S C P 法に 用 い る よ り伸長反応温 度を 2
-

4 ℃ 上 げ て

反 応を 行 っ た P C R 産 物 を 用 い
,

セ ン ト リ コ ンー30 ( 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/Jl を 加え200 0 回 転30 分間遠心 した . こ れ に よ り 3 恥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 .

1 0 p m ol/ pl の プ ラ イ マ ー 3 pl を T 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキナ
ー

ゼ ( p oly n u cl e otid e- ki n a s e
,
P N K

, 東洋紡) 1 FLl
,

X l O P N K 反応緩

衝液 1 pl ,

32
P-T A T P ( > 1 85 T B q/ m m ol

,
3 7 M B q/ m l) ( A m e r s h-

a m , B u c ki n g h a m s hir e , U K ) 5 /∠l を 混合 し37 ℃ 6 0 分反応 さ せ

95 ℃ 5 分 で P N K を失宿 させ 5
'

末端を RI 標識 した .

ジ デ オ キ シ 法
34一

の 改良版 で あ る Hig u c hi の プ ロ ト コ ー

ル
25) に

従 っ て T 7 D N A ポ リ メ ラ ー ゼ ( シ
ー ケ ネ ー

ス
,

S e q u e n a s e

V e r 2 ,0 , U n it e d S t a t e s B i o c h e m i c al C o r p o r a ti o n ( U S B ) .

C l e a v el a n d , U S A ) で
,
も しく ほ T th 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 K it . P h a r m a c-

i a- L K B ) を 用 い 反応を行 っ た .

T 7 D N A ポ リ メ ラ ー ゼ で の 反応 を 示 す . H ig u c hi の プ ロ ト

コ ー ル
25)

で は 鋳型 D N A 9 pl を 5＼末端 RI 標識 プ ラ イ マ ー 3 Fll

に 加え95 ℃ 5 分で 変性 させ
,

そ の 後に
-

2 0 ℃に 急冷する こと

で 鋳型 D N A を プ ライ マ ー

と 結合 させ鋳 型/ プ ラ イ マ ー 混合液

と した . 1 反応当り x5 反応緩衝 液 0 .3 7 6 pl ,
0 .1 M D T T O .2 2/Jl

,

シ
ー ケ ネ ー ス 0 .1 5/Jl を 混合 し前混合液 と した 上 で ジ デ オ キ シ

ア デ ニ ン 三 燐 酸 (did e o x y a d e ni n e trip h o s p h a t e
.
d d A T P )/

d A T P
,

ジ デ オ キ シ シ ト シ ソ 三 燐 酸 (did e o x y c yt o si n e

tri p h o s p h a t e
,
d d C T P )/ d C T P

,
ジ デ オ キ シ グ ア ニ ン 三 麟 酸

(did e o x y g u a ni n e t ri p h o s p h at e
,
d d G T P )/ d G T P

, デ オ キ シ チ ミ

ン 三 麟酸 (d e o x y th y m i n e trip h o s p h a te
,
d T T P )/ T T P の 各反 応

終始混合液 2 .5 J 1̀ に 前混 合液 0 .7 5 〃1 を 加 え た 各 A- T 混合物

3/上1 に 鋳型/ プ ラ イ マ
ー

混合液 2 .5 /｣l を 加え37 ℃ 15 分反応 させ

反応停止 液を 加 え
-

20 ℃ 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 .

T th ポ リ メ ラ ー ゼ で の 反応 を示 す . 鋳型 D N A O .2 - 4 FLg ,
蛍

光も しくは RI 標識 した 1 p 皿 0Ⅰルl プ ラ イ マ ー 2 JJl
, 反応用 緩衝

J液 2 pl ,
デ オ キ シ ヌ ク レ チ オ ド 三 麟 酸 (d e o x y n u cle o tid e

trip h o s p h a t e
,- d N T P ) ･ 溶液 5FLl

,_ 反応 直前 に 希釈 用緩 衝 液 で



ホ モ 接合体性 F H に おけ る L D L レ セ プ タ ー 変異

1 .2 5 u nit s/ FLl と した T th ポ リ メ ラ ー ゼ 2FLl に 再滅菌蒸留水を総

量 1 紬l と な る よ う に 追加 し増枠 の 上 遠心 した もの を 4 〃1 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

dd A T P ,
d d C T P

,
d d G T P

,
d T T P 溶液 2FLl ず つ に 加 え 50 FLl の

ミネ ラ ル オ イ ル を 上 に た ら し
,
9 5 ℃ 36 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- 20 ℃Pこ急 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 漉紙に 貼付 し水流ポ ン

プに て 陰圧 に しな が ら80 ℃ に 加熱 し て 乾燥 さ せ た . 乾燥後 Ⅹ

線 フ ィ
ル ム に24

-

72 時間露光 し フ ィ ル ム を 現像 し
,

オ
ー

ト ラ ジ

オ グ ラ ム を得た .

エ ク ソ ン 6 で ほ シ ー ケ ネ ー

ス で H ig u c hi の プ ロ ト コ ー ル
25)

を

用い て 反応を 行 っ た . 泳動は 4 0 c m 長の 8 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ドゲル を用 い
, 室温の もと xO .6 T B E 泳動 用緩衝液 で 120 0 V

,

8 時間か けて 泳動 した . ゲ ル を 乾燥 して X 線 フ ィ ル ム に7 2 時

間露光し オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム を 得た . ま た エ ク ソ ン 14 は 二 次構

造が強く シ ー ケ ネ ー

ス で ほ 明瞭 な 結 果が 得 られ な か っ た た め

オ ー ト サ イ ク ル シ
ー ケ ン ス キ ッ ト で T th ポ リ メ ラ ー ゼ の 反応

を行 っ た . 泳動 ほ 60 c m 長 の 8 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を用

い
,
4 ℃で x I T B E 泳動用緩衝液で 150 0 V

,
1 2 時間か けて泳動

した . ゲ ル を 乾燥 して Ⅹ 線 フ ィ ル ム に72 時間露 光 し オ ー ト ラ

ジオ グ ラ ム を待た .

2) 自動化直接塩基配列決定法

自動化直接塩基配列決定法
35)36 )

と して オ
ー

ト リ
ー

ド シ
ー

ケ ン

サ ー ( A .L .F .
, A u t o R e a d S e q u e n c e r , P h a r m a ci a- L K B ) を用 い

た . 鋳型 D N A の 処 理 は RI 法 に 同 じ .
プ ラ イ マ ー

を プ ラ イ

マ ー 蛍光標識キ ッ ト (Fl u or e P ri m e
,
P h a r m a ci a-L K B) に て 合成

段 階で 5
'

末端蛍光標 識 した . 直接 塩基 配列決定反応自体ほ先 に

記載 した RI 直接塩 基配列決定法と 同様 で シ
ー

ケ ネ ース も し く

はオ ー

ト サ イ ク ル シ
ー ケ ン ス キ ッ ト を 用 い て 反応を 行 っ た .

N く甘〔一山 tlo- 1 -
` ほ〉･g { -t ぐ r l即 川 北 邦 (Ⅵぐ

F i g ･ 1 ･ P oly m e r a s e c h ain r e a c ti o n
-

Si n gl e s tr a n d c o m f o r m a t-
io n al p ol y m o r p h is m (P C R- S S C P ) a n aly sis i n th e e x o n 6 0f

lo w d e n sity li p o p r o t ei n ( L D L )Tr e C e P t O r g e n e . T h e b a r s

al o n g th e l ef t sid e i n di c a t e th e w ild p a tt e r n . T h e b a r s

al o n g th e ri gh t sid e i n di c a t e th e c o- e Xi s t e n c e of th e wi 1d

p a tt e r n a n d m u t a ti o n al p a tt e r n i n th e h e t e r o z y g o u s

p a tie n t . s s
,

Sin gl e s tr a n d b a n d ; d s
,
d o u b le s tr a n d b a

_
n d .
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6 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル は ア ク リ ル ア ミ ド/ ビ ス (1 9 :

1) を 用 い
, 泳動用 緩衝液は xO .6 T B E 泳動用 緩衝液 を用 い

, 室

温 の もと 1 30 0 V 6 時間かけ て反応を 行 っ た . 泳動ほ1 . 2 5 秒 毎

に オ
ー

トリ
ー

ドシ
ー

ケ ン サ ー が レ ー ザ ー ビ ー ム に よ っ て ス キ ャ

ン し パ ー ソ ナ ル コ ン ピ
ュ

ー

タ
ー

P S/ 2 モ デ ノ レ 7 0 (I B M ,

A r m o n k
,
U S A ) 本体内蔵の 固定 ディ ス ク 内に 数値デ

ー タ ー

と し

て 蓄積 され た . 反応終 了後に 塩基配列解析を 自動的に 行い 配列

の 文字デ ー タ ー と して 出力 し
, 同 時に ス キ ャ ソ した 数値 テ ー

タ ー

を 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 1 特定の 制限酵 素で 切断部位 が生 じ

る よ うに プ ライ マ ー 設計 した .
エ ク ソ ン 6 で は 変異配列での み

制 限酵素 M b o-Ⅰ(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

M b o- m ( T G A T G G G T T C A T

C T C A C C A G T C C C G G C A G G ) と正 常配列 で の み制限酵素

Hi n トⅠ(N e w E n gl a n d Bi ol a b
,
B e v e rly ,

U S A ) 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 q H i nト n ( T G A

T G G G T T C A T C T G A C C A G T C C C G G G A G T ) を設計 し

た .

変異 の ス ク リ ー ニ ン グの た め - 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 ク ロ ロ ホ ル ム ほ 用 い ず 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60

分反応 させ さ らに 制限酵素を追加 して60 分反応さ せ た . こ れ ほ

制 限酵素の 切断反応が 部分反応に な り切 断部位を 有し な が ら切

断され ない P C R 産物が 残存 し後の 評価に 影響 を与 え る こ と を

避 ける ため で あ っ た . そ して 3 % 低融点 ア ガ ロ
ー

ス 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 存在を , 変異が 存在すれ ば ホ モ 接合体性症例か ヘ テ

ロ 接合体性症例か を 評価 した .

エ ク ソ ン 6 で はま ず 変異配列の 有無を ス ク リー ニ ン グする た

め , 5 1末端に S p 6 4 を用い 3
'

末端側に M b o- m を 用 い て95 ℃ 1

分 ,
6 8 ℃ 3 分30 サ イ ク ル の 温 度条件で の P C 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

Fi g ･ 2 ･ A u t o m a t e d fl u o r e s c e n t d ir e c t s e q u e n ci n g of th e

e x o n 6 0f L D L
-

r e C e p t O r g e n e . E a c h c u r v e i n di c a t e s

a d e n i n e ( A ),
C yt O Si n e ( C) , g u a n i n e ( G ) a n d th y mi n e ( T) .

T h e g r a p h b el o w i s th e r e 凱此- Of h o m o z y g o u s p a ti e n t wi th

F H T s u ru g a ･ T h e a r r o w in d iこ▲at e S G p e a k of th e m u t a n t .

T h e g r a p h a b o v e i s th e r e s ult of n o r m al s u bje c 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 w ild ty p e o nly .
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物 を 12 〟1 取 り出 し
,

X l O 制限酵素 M b o-Ⅰ 用 反応 緩衝 液 l .5 〃1

と制限酵素 M b o-I l 軸1 を 加え37 ℃60 分反応さ せ
, さ ら に 制限

酵素 M b o-I l ･5 pl を 加 え部分消化に 終わ らな い よ う に 切断反応

させ た ･ そ し て 3 % 低融点ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 5 〟1 の 反応産物,

制限酵素を作用 させ て い な い P C R 塵 軌 サ イ ズ マ ー カ ー P h y

X 1 74/ H a e Ⅲ ニダイ 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 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 ほ 存在せ ず
,

切断され た バ ン ドの み な らば ホ モ 接合体性症例 , 両 方が 認め ら

れ れ ば ヘ テ ロ 接合体性症例と判断 した . 変異が確認 され た 場合

掛 こ ヘ テ ロ 接合体性症例と 考え られ れ ば 正常配列の 有無を 確認

するた め 5
'

末端側 に S p 6 4 を用 い 3
'

末端側に Hi n f- n を 用 い て

95 ℃ 1 分 1 68 ℃ 3 分30 サ イ ク ル の 温度条件で の P C R 法 に よ り

D N A 断片 を増幅 した . 今度は 制限酵素 Hi nf-Ⅰ を 作用 させ た 上

で サ イ ズ マ ー カ ー P h y X 1 7 4/ H a e Ⅲ ダ イ ジ ェ ス ト と 共に 泳動 し

た ･ M b o
-

m の 反 応 で 変異 の 存 在 が 確認 さ れ て い る と し て

Hi n トⅠ で も切断断片が あれ ば ヘ テ ロ 接合体性症例 , 無けれ ばホ

モ 接合体性症例と 判断 した .

一 方 エ ク ソ ン1 4 で は 変異配列の ス ク リ ー ニ ン グに は 変異 プ ラ

イ マ ー

は 用 い ず 5
'

末 端 側 に 01ig o l を 用 い 3
'

末 端 側 に

01i g o2 を用 い た 通常 の P C R 産物に 制 限酵素 P s トⅠを 作用 させ て

上 記 と同様に 切断の 有無を 観察 して変異 の 有無を 判定 した .
ヘ

テ ロ 接合体性症例 か ホ モ 接合体性 症例か の 確認は適 当な制限酵

素 を決定で きず希釈 した P C R 産物に 制限酵素 を 4 回 追加 し て

作用 させ
, 1 / 2 の 濃度 に希釈 した P C R 産物も並行 して泳動 し

そ の バ ン ドの 渡 さ を比較す る こ と と
,

P C R - S S C P の バ ン ド の

出現 パ タ ー ン に て 判 断 した .

6 . 血 清脂質 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
,

リ ボ蛋白

の 超遠心 分析 は H a v el ら
37)

の 方法 に 従い 超遠心 磯 L 8-5 5 お よ び

ロ ー タ ー 5 0 ･3 T i ( B e c k m a n , C a rif o r ni a
,
U S A ) を用 い て 行 っ た .

血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル (t o t al c h ol e s t e r ol
,
T- C h o l) , 中性脂 肪

(tri gl y c e rid e
,
T G ) は 酵素法 で 測定 し た

38)3 9}
. ァ ポ 蛋 白 ( A - I

,

AT Ⅲ
, B , C - Ⅱ

,
CLⅢ

,
E) ほ 免 疫 比濁 法 (i m m u n o t u r bid i m e tr y ,

TI A ) で 測定 し た
4 O)

･ 高比重 リ ボ 蛋 白 コ レ ス テ ロ
ー

ル (hi g h

M しIta ll t N o l
･

111 と11

F ig ･ 3 ･ S e q u e n ci n g a n al y sis of F H T s u r u g a . T h e cir cl e

i n di c at e s th e p o siti o n of G to T m u t a ti o n i n th e h o m o z y g-
O u S p r O b a n d (1e ft) ･ C o n tr o l (ri g h t)- S h o☆s th e G r e sid u e

,

i n d i c ati n g a w il d t y p e ･ 瓜 a
･

al a n in e ; A r g , a r gl ni n e ; T y r
,

ty r o si n e ; C y s
,1 C y St ei n e ..･

d e n sity li p o p r o t ei n c h ol e s t e r ol
, H D L- C) ほ沈殿法 で 測定 した

4I>
.

低 比 重 リ ボ 蛋 白 コ レ ス テ ロ ー ル (l o w d e n sit y li p o p r o t ei n

C h ol e s t e r oI
･
L D し C ) ほ F ri e d e w ald の 式

42

で 算出 した . 血 清脂質

値の 有意差検定 ほ ト 検定 で行 い P < 0 朋 を 有意 と した .

成 績

Ⅰ
.
F H T s u r u g a

l . P C R- S S C P 法 に よ る異常構成体の 検 出

L D し R の ア ポ B 結 合領 域で ある エ ク ソ ン 6 の P C R-S S C P 法

に よ る ス ク リ ー ニ ン グ に お い て
一

例 に 異常構成 体 が 検出 さ れ

た ･ 図1 ほ 正常 者お よ び
, 発端老 S .Y . と そ の 兄 K .Y . で ある .

発端者に ほ 正常 者と 異 な っ た 3 本 の S S の バ ン ドが
, その 兄に

は正 常者と 発端 老の 両方 の バ ン ドが 見い だ さ れ た . P C R 産 物

の 大きさ に ほ正 常者
, 発端者 とそ の 兄に 差ほ なく

, 異常バ ン ド

の 出現 パ タ ー

ン と併 せ て 発端老ほ エ ク ソ ン 6 内の 小変異の ホ モ

接合体性症例 で そ の 兄は 同変異の ヘ テ ロ 接合体性症例 の 可 能性

が高い と考 え ら れ た ため 次 の 検索を 進め た .

2 ･ 直接塩基 配列決定法に よ る遺伝子変異配列 の 決定

ま ずオ ー

ト リ
ー

ドシ ー ケ ン サ ー

を 剛 ､ て 自動化直接塩基配列

決定法を行 っ た ･ 図 2 上 段の 正 常者で ほ G の ピ ー ク の み 存在

して い る所 に 図2 下段の 発端者で ほ T の ピ ー ク の み が 観察 さ

れ た ･ R I 直接塩基配列決定法 に て も図 3 に 示 す よ う に 正 常者

で ほ G の バ ン ドの み 存在 して い る 所に 発端者 で ほ T の バ ン ド

の み が観察 され た . 周 囲 の 配列を比較 した 結果同 一

部位 で あり

G か ら T へ の 塩基置換 が あり発端老は 同変異 の ホ モ 接合体性

症例と考え られ た
.

ア ミ ノ 酸変異の 有無を 検討 した結果 ,
L D L- R の 28 0 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) に 対応す る 配 列

G A C が こ の G → T 変異 に よ る ア ミ ノ 酸 チ ロ シ ソ (ty r o si n e
,

T y r) に 対応す る配列 T A C と な っ て い る ( 図 4 ) と 確認 さ れ

た ･ 本変異ほ こ れ ま で に 報告が な く , 発端老の 出身地 よ り本変

異 を F H T s u r u g a と命名 した .

3 . 発端老に つ い て

発端者 S ･ Y ･ ほ 福井県敦賀市出身の 44 才男性 で あり 図 5 に そ

の 家系図を示 した . 両親 は い と こ 軌 家 系内の 他 の ホ モ 接合体

G A C

( a s p a rti c a cid)

C O O
■

･

叩 + H

F
T A C

(ty r o si n e)

C O O
●

十

牲N + H

~
二

∴
Fig ･ 4 ･ C h a n g e of a m i n o a cid s e q u e n c e of F H T s u r u g a ; G

t o T m u t a ti o n i n t h e e x o n 6 0f h u m a n L D L -

r e C e pt O r

g e n e , ノ



ホ モ 接合体性 F H に おける L D L レ セ プ タ
ー

変異

性 F H 症例の 姉, 従姉ほ すで に 心 臓死 して い た . 発端者の 臨床

像 は T-C h o1 6 5 5 m g/ dl
,

T G 9 5 m g/ dl
,

L D しC 6 02 m g/ dl ,

H D し C 3 4 m g/ dl
,
高度 の 冠 動脈病変 を有 し重症 F H と 考え られ

た (表 3 ) .
ホ モ 接合体性 F H で44 才と い う 年齢 は高い が

,
こ れ

ほ24 才で 見い だ され 以後積極的に 治療 されて きた た め で
, 現在

も週 二 回 の L D L ア フ ェ レ ー シ ス に て 治療 さ れ て い る . 兄

K . Y . も T-C h o1 3 9 6 m g/ dl
,
L D しC 3 3 7 m g/ d l と 高 値 ,

P C R-

R F L P 法に て 同変異 の ヘ テ ロ 接合体性 F H と確認 され た(表 3 ) .

4 . 北陸に おけ る頻度の 調査

ヘ テ ロ 接合体性 F H 2 00 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 が 同変異ほ 他の 家 系に は検出され な

か っ た .

Ⅱ .
F H Iくa n a z a w a - 2

1 .
P C R -S S C P 法に よ る異 常構成体 の 検出

L D L-R の E G F 前 駆 体 相 同 領 域 で あ る エ ク ソ ン 1 4 の

P C R- S S C P 法に よ る ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 一 例に 異 常構成

体が 検出され た . 図 6 は 正常者お よび
, 発端老 A . T . とそ の 父

Y . T .
, 母 Y . T .

. 兄 M .T . で ある . 発端者と そ の 父
, 兄 に 正常者
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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 よ り発端老ほ同 変異 の ヘ テ ロ 接合体性症例 で ある 可能性が 高

い と 見られ た . しか し臨床像 ほ ホ モ 接合体性症例で あり ,

コ ン

パ ウ ン ド型 ヘ テ ロ 接合体性症例の 可 能性 が高 い と 考え られ次 の

検索を進め た .

2 . 直接塩基配列決定法に よ る遺伝子変異配列の 決定

RI 直接塩基配列決定法に て 図 7 に 示 すよ う に 正 常者 で は C

の バ ン ドの み存在 して い る所 に 発端者で は C と T の バ ン ドが

観察さ れた . 本例は エ ク ソ ン14 の C か ら T へ の 塩基置換で あ

り発端者ほ 同変異の ヘ テ ロ 接合体性 症例 と考え られ た .

ア ミ ノ 酸変異 の 有無を 検討 した結 果,
L D L- R の6 64 番 目の ア

ミ ノ 酸プ ロ リ ン (p r oli n e
,
P r o) に 対応す る配列 C C G が 二 番 目の

C の C → T 変異に よ り ロ イ シ ン (1 e u ci n e
,
L e u ) に 対応する配列

C T G と な っ て い ると確認された (図8 ) . 本例は遺伝子 上 ヘ テ

ロ 接合体性で あり , 臨床像と併 せ て コ ン パ ウ ン ド塑 ヘ テ ロ 接合

体性症例と考え られ た . 発端老の 家系図を 図 9 に 示 す. また家

族 の バ ン ドの 出現 パ タ ー

ン よ り同変異は父 親由来 で あると 考え

られ た .

3 00 5 8 6 2 7 2 2 5 0 5 3 6 淘
Di ed 4 1 y

S u d d e n

d e a th

1 9 8 6 0 9 2 6 0

D i e d 2 7 y

S u d d e n

d e a th

F ig ･ 5 ･ T h e p e d ig r e e of S ･ Y ･ f a m ily ･ A fir s t c o u si n m a r rig e is o b s e r v e d b e t w e e n th e p a r e n t s of S ･Y ･ T h e d e c e a s e d f a m ily

m e m b e r w a s i n d ic at e d w ith d e c e a s e d a g e . T h e a rr o w i n d ic a t e s th e p r o b a n d . T- C h ol
,

t O t al c h ol e st e r ol ; 0 . n o n- F H m e m b e r s ;

⑦ , h e t e r o z y g o u s p a ti e n t s wi th F H T s u r u g a : Ca h o m o z y g o u s p a ti e n t s w ith F H T s u ru g a ; y , y e a r ,

T a bl e 3 ･ C li ni c al d a t a o f th e p a ti e n t s wi th h o m o z y g o u s o r h e t e r o z y g o u s F H T s u r u g a

P a ti e rlt A g e S e x
^)

( y e a r)

L a b o r a t o r y d a ta
b)

T- C h oI T G L D L , C

( m g/ dl) ( m g/ dl) ( m g/ dl)

S . Y . w ith h o m o z y g o t e 4 4 M 65 5 9 5 5 7 2

K . Y . w ith h e t e r o z y g o t e 5 4 M 3 9 6 1 2 1 3 3 7

4

5

3

3

1) M
,

m al e .

b〉 T , C h ol
,

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

trigl y c e rid e ; L D L - C
,

l o w d e n si ty li p o p r ot ein c h ol e s te r ol

(c al c ul a t e d b y F ri e d e w ald f o r m ul a) ; H D L - C
,
h i gh d e n sit y li p o p r o t ei n c h ol e st e r ol . A ll v al u e s a r e

P r e
- tr e a t m e n t f o r F H .
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L D L- R の6 6 4 番 目 の ア ミ ノ 酸に 対応する配列が C → T 変異に

よ り P r o か ら L e u に 変 化 す る 変 異 P 66 4 L は1 9 8 9 年 に

S o u t e r らに よ りイ ン ド亜 大陸西部 G uj e r a t 出身 の ホ モ 接合 体

N orm aL P r ob a nd( A . T .) P ob a nd
'

s b r o Lh c r( M . T .)

F i g ･ 6 ･ P C R - S S C P a n aly si s i n th e e x o n 1 4 0f L D し r e c e p t o r

g e n e ･ S S
,

W ild b a n d ; V a Ti a n t c o n f o r m e r
,

m u t a n t b a n d ; d s ,

d o u bl e s tr a n d b a n d .

M u ta n t N o r m al

A C G T A C G T

p r o[;
Aヰ≡

L e u ⑦ p堰
Gヰ喜
Ile[≡

nG

鮎

]
｢

｣

C

A

G

A

T

C

F ig ･ 7 ･ S e q u e n ci n g a n aly si s of F H K a n a z a w a
-2 . T h e cir c le

i n di c a t e s th e p o sitio n of C t o T m u ta ti o n i n th e c o m p o u n d
h e t e r o z y g o u s p r o b a n d (1 ef t) . C o n tr ol ( rig h t) sh o w s th e C

T e Sid u e
,
i n d i c a ti n g a w il d ty p e ･ P r o

, p r Oli n e ; A l a , al a ni n e ;
L e u

, l e u ci n e ; G l n
, gly ci n e ; Il e , is ol e u ci n e ,

性 F H 症例 M ･M ･ に 見 い だ さ れ て お り
43)" )

ロ ン ド ン 周辺 でも 4

家系が確認 され て い る
45)

. しか し
,

ハ ブ ロ タ イ プ解析の 結果(表

4) よ り祖先ほ 共通で は な く , 同 じ遺伝子 変異が別 に 日 本 の 症

例に 起 こ っ た もの で 本変異 を新変異( n e w m u t ati o n) と判断 し
,

発端者お よ び 他の 症例の 分布 よ り本変異を F H K a n a z a w a-2 と

命名 した .

3 . 発端 者に つ い て

本症例は金沢市 出身 の31 才男 性 , 両 親 に い と こ 婚ほ 無 し .

P C RT S S C P 法お よ び P C R -

R F L P 法 に て 兄や 臨床上 ヘ テ ロ 接合

(慧≡,
→ £慧,

十
H

+

鴫N

I
H

◆

H N

℃
｡ √

C H
2

｡ ｡′㌔H
｡

Fig . 8 . C h a n g e of a m i n o a cid s e q u e n c e of F H K a n a z a w a
. 2 ;

C t o T m u t a ti o n i n th e e x o n 1 4 0f h u m a n
･L D L- r e C e P t O r

g e n e ･

A g e (y e 訂)
T - C h ol ( m gkll)
T G ( m g 〟1)
H 工) し C ( m かdl)

Fi g ･ 9 ･ T h e p e d i gr e e of A ･ T ･ f a m ily , T h e F H K a n a z a w a- 2

m u t atio n of th e p r o b a n d a n d h is b r ot h e r d e ri v e d f r o m

th eir f a th e r ･ T - C h ol
,

t Ot al c h ol e s t e r ol ; T G , tri gly c e rid e ;

H D L- C
, h ig h d e n sit y lip o p r o t ei n c h ol e s t e r ol ; 臨 , h e t e r o

そy g-
O u S p atie n t wi th F H K a n a z a w a-2 ; の ,

h e t e r o z y g o u s p a tl e n t

W ith u n k n o w n m u t a n t ; 団 ,
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 ith F H K a n a z a w a-2 a n d u nl n o w n m u t a n t .
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ホ モ 接合体性 F H に お ける L D L レ セ プ タ ー 変異

体性例 と考え られ る 父も同変異を有 する こ とが 確認され , 同変

異が 父方由来 で ある と考 え られ た . 発 端者 の 臨床像 は T-C h o1

58 9 m g/ dl ,
T G 9 6 m g / dl で 冠 動脈拡 張症 の 所見 を 呈 し 重 症

F H と 考 え られ た
46)

( 表 5 ) . 兄弟 と も 現 在月 に 1
-

2 回 の

L D L ア フ ェ レ
ー

シ ス に て 治療 され て い る .

4 . 北陸に お け る 頻度の 調査

ヘ テ ロ 接合体性 F H2 0 0 家系に 対 し P C R-R F L P 法 に て F H

K a n a z a w a-2 変 異の ス ク リ ー ニ ン グ を行 っ た と こ ろ表 6 に 示 す

よ うに 6 家系19 名の 症例が見 い だ され た . そ の 居住地, 出身地

は金沢市北部を 中心 と した地域で あ っ た . 同変異 に て 北陸に お

ける F H の 約 3 % を 説明 し得 ると 考え られ た . また 重症の 冠 動

脈疾患を 有す る例が 多く F H K a n a z a w a-2 は 重症型 F H で ある

可能性が 高い と考え られ た .

5 . 同 変異 で の 血 清脂質値 の 検討

89

ヘ テ ロ 接 合体性 F H の 血 清脂 質値 を F H K a n a z a w a-2 ,
F H

T o n a mi -1 , F H T o n a m i-2 の 3 群で比較 した (表 7 ) . T- C h ol で

は 3 群に 有意差ほ なか っ た が
,
L D L- C ほ F H T o n a m iTl が F H

T o n a m ir2 よ り 有 意 (P < 0 .0 1) に 高 値 で あ り
,

T G ほ F H

T o n a mi-2 が F H T o n a m i -1 よ り有意 (P < 0 .01) に 高値で あり ,

H D しC ほ F H K a n a z a w a
-2 が F H T o n a mi Tl よ り有 意 (P <

0 .01 4) に 低値 で あ っ た .

考 察

L D L-R の 遺伝子変異数 は1 99 0 年 の H o b b s の 総説で ほ42 種類

の 変異が挙げられ て い た
47)

の が19 9 2 年末に は1 50 種 類と な っ て

い る
48)

. これ は F H の 遺伝子変異の 検索に 従来の サ ザ ン ブ ロ ッ

テ ィ ン グ法 に 加 え 新 た な 技 法 が 導 入 さ れ た た め で あ る .

G old s t ei n & B r o w n の 有す る ダ ラ ス コ レ ク シ ョ ン (D all a s

T a bl e 5 ･ Cli n ic al d a t a o f th e p ati e n ts wi th c o m p o u n d h et e r o z y g o u s o r h e t e r o z y g o u s F H

K a n a z a w a-2
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b)
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A g e S e x
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C olI e c tio n)
4n

と よば れ るホ モ 接合体性 F H 1 3 4 家系 ヘ テ ロ 接合体

性 F H1 3 家弟計1 90 変 異の うち24 変異が198 9年 ま で に サ ザ ン ブ

ロ
ッ テ ィ

ン グ 法に て 確定 され た . 当科に お い て も E aji n a 血 ら

が サ ザ ン ブ ロ
ッ テ ィ ソ グ法 に て F H T o n a m ト1

,
F H T o n a

,
mi -2

,

F H O k a y a r n 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
ッ 与イ

ン グ法で 確定 され た変異は 全変異の10 数%

の み で あ り
,

サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法で ほ見 い だせ な い 数塩基

対以内の 小変異 が F H 全体 の 約90 % を 占め ると 考え られ る .

小変異の 検索 の 基本は 塩基配列決定法だ が S a n g e r らに よ る

ジデ オキ シ
31)

法が主流 で ある . 対象遺伝子 が 小さけ れ ば全塩基

配列 を決定 しな が ら変異を 検索 して も大きな労力ほ 要 しな い
.

しか し L D L R の よ うに 巨大な 遺伝 子で 症例も多い 場合 一 例 一

例を ゲ ノ ム ( g e n o mi c D N A ) レ ベ ル で 全塩基配列決定 しな が ら

変 異 を 検 索 し て い く の は 不 可 能 に 近 い . ゲ ノ ム で は な く

c D N A を 対象とすれ ば多少手間ほ省け るが ゲ ノ ム が ヒ トの 末梢

静脈血 か ら手軽に 採取 で き るの に 対 し,
C D N A の 場 合 m R N A

の 抽 出が 必要と され , 症例の 多い F H の 変異の 検索手段と して

は難 が あ っ た .

1 98 9 年 の P C R - S S C P 法の 出現は F H の み な らず巨大な遺伝

子を 対象 と した 遺伝子変異 の 検索に お い て画期的で あ っ た .
ダ

ラ ス コ レ ク シ ョ ン の う ち1 99 0 年 まで の 約17 年間に 9 例の 小変異

が 確定され た の が こ の 3 年 間で79 例確定 され た こ とは そ れ を如

実 に 物語 っ て い る . そ れま で に 確定 され た小変異が ある制限酵

素 の 切断部位を 生 じ させ る な どの 偶然 で 確定され て い た の が ,

P C R - S S C P 法で は ほぼ普遍的に 応用 で き , そ の 検 出感 度も 高

く再現性も高 い た め 普及 した .

P C R- S S C P 法は 日本 の 国立癌研究所 の 腫瘍 グ ル ー プ が1 9 8 9

年 に 発表 した 方法 で ある .
P C R 断片 を

一 本鎖 に 変 性 した 上 で

グ リ セ オ ー ル 加 ア ク リ ル ア ミ ドゲル に 泳動する . 遺伝子 変異が

存在する 断片 で は 二 次構造が変化 し
, 泳動度に 差が で き る こ と

を利用 し異常構成体を 検出す る . 検 出感度は 高く P C R 産物 の

大き さが 200 b p 以下 で あれ ば1 塩基の 差も検 出で き る .

小変異検出の た め 我 々 も P C R-S S C P 法を 導入 した . 泳動時

の 温度,
ゲ ル の 濃度 , 泳動用 緩衝液の 濃度 ,

グ リ セ ロ ー ル の 有

無 , 電圧等の 条件に 試行錯誤が 必 要で あり ∴温度設定な どか な

り微妙な設定を 要求 され
,

わ ずか な 条 件の 違 い で バ ソ ドが 異

な っ た パ タ ー

ン に な るが
,

ホ モ 接合体性 F H 1 9 家系の ほ ぼ 全例

で 少なく とも変異の 一 方に つ い て エ ク ソ ン の 局在が 示 唆 され本

法 の 有用性を 改め て 確 認できた .

P C R - S S C P 法 でほ 変異の 確定 は で きず異常構 成体 の 検 出に

続きそ れ が本当に 遺伝 子変異か , 仮に 塩基置換が存在 して もア

ミ ノ 酸変 異が あ るか
, ま た変異が あ っ ても機能に 影響を 与え な

い 遺伝子多型 ( ポ リ キ ル フ ィ ズ ム
, p Oly m o r p h is m ) で な い か 確

認 しなけれ ば な らな い
.

塩基配列決定 に あた り ク ロ ー ニ ン グは手技 が煩雑 で 時間が か

か り ヘ テ ロ 接合体 性症例 の 場合評価が 難 しく な るた め
, 異常構

成体 の 塩基配列の 決定 に は 直接塩基配列決定法 を用 い た .

L D L- R 遺伝子に は シ ス テ イ ソ な ど G C 配列が 多く 配列 内で

二 次構造を 取 り易く ▲ 高温 で 反応を 行 っ た が ア ー チ フ ァ ク ト ほ

多
ノ

く出現 した . 特 に ヘ テ ロ 接合体性症例の み の F H K a n a z a w a-

2 で は変異 バ ン ドと 二 次構造に よ っ て生 じた ダ ミ ー バ ン ドと の

区別 が難 しく , 変異が 疑わ れ る部位 に つ い て 確認の P C R - R F I ;

P 法が必要だ っ た . ま た結果 と して 両 変異 とも 一 塩基の 置換で

あり塩基配列デ ー タ の 解釈 は容易で あ っ た が
, 塩基 の 挿入 , 欠

失等 の 可 能性もあ り
,

そ の 場合直接塩基配 列決定法 でほ 全く解

釈で きな くな る . 直接塩基配列決走法に 時 間をか けた うえ で ク

ロ
ー ニ ン グを 始め るの で は 二 重 に 時間が か か る ため , 今後の 塩

基配列決定で ほ ク ロ ー ニ ン グ も並 行 して 行 うこ と が望 ま しい .

遺伝子 変異の ス タリ ー ニ ン グ の た め に P C R- R F L P 法を 導入

した . 本来の R F L P 法 は ゲ ノ ム 上 の 制限酵素 の 切断 部位 の 有

無に よ り遺伝子異常を 検出す る方法 で ,
こ れ で ほ制限酵素は 多

数あ っ て も検出で き る変異 が限定 され るの に 対 し,
P C R - R F し

P 法は変異 プ ラ イ マ ー

を用 い て P C R して 強制 的に 制限酵素の

切断部位 を導入 し
, 制限酵 素で切断 して 遺伝 子変異 の 有無を 知

る .
これ に よ り変異の 確認 が簡単 に で き ス ク リ ー ニ ン グが 容易

に な る . また ホ モ 接合体性症例 ,
ヘ テ ロ 接合体性症例 の 判別に

も有用で あ る . 実際に ほ P C R-S S C P 法 で ス ク リ ー ニ ン グ し
.

異常 バ ン ドが 検出 され た ら P C R - R F L P で 確認す る と い う形式

で検索を 進め る こ と に な る で あろう .

F H T s u r u g a で は L D L- R の ア ポ B 結合領域 の エ ク ソ ン 6 に

G か ら T へ の 変異が起 り S S 結合を 介 して 蛋白 の 構造 に 大き

な影響を 与え る シ ス テ イ
ン ( C y s t ei n e

,
C y s) の 隣 の28 0 番 目の ア

ミ ノ 酸が As p か ら T y r に 変異す る . 変異に よ っ て C y s の 隣に

べ ン ゼ ン 環が 挿入 され レ セ プ タ
ー の 構造に 歪み を生 じると 思わ

れ る .

現在 まで に 報 告 さ れ た エ ク ソ ン 8 の ミ ス セ ン ス 変異 を ( 表

8) に示 した . 総て 機能的ク ラ ス 分煩上 細胞 内転送障 害 で も レ

セ プタ
ー

が 部分発現を 示す細胞 内転送障害 2B 型 に 分析 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 で あ

り
4g)

,
L D L- R の 磯能的 ク ラ ス 分類上 細胞 内転送 障害

,
レ セ プ

タ ー 再利用 障害の 可 能性が ある . 患者の 皮膚線維芽細胞 の 生育

不 良で パ ル ス ーチ ェ イ ス 法 で は デ ー タ が 出せず確定 は で きな い

が
抑 細胞 内転送障害 2 B 型 に 分類 され る可能性 が高 い .

F H K a n a z a w a-2 で ほ L D しR の E G F 前駆体相 同領域 の エ ク

T a bl e 7 . C o m p a ri s o n o f li p o p r o t ei n p r oLil e s a m o n g F H K a n a ヱa W a
-2

,
F H T o n a mi -1 a n d F H - T o n a mi -2

M u t a ti o n N u m b e r A g e

Of p ati e nt s (y e a r)

L a b o r at o r y d a t a
-)

T -C h oI T G H D L - C L D L _ C

( m g/ d l) (r n g/ dl) ( m g/ dl) ( m $/ dl)

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

F H T o n a m トI

F H T o Il a m i - 2

5
∩
′
ん

4

1

2

3

4 0 士16 3 0 9 士45 1 2 6 士51

芸≡芸≡ …;≡≡芸喜 ･ *[ 1≡;≡‡圭6

-

T - C h ol
,

tO tal c h ol e st e r ol ; T G
,

t ri gly c e ri d e ; H D L - C
,
h i gh d e n sity li p o p r o t ei n c h ol e s t e r ol ; L D L - C

,
lo w

d e n sit y lip o p r o tei n c h ol e st e r ol ( c al c ul a t e d b y F ri e d e w a ld f o r m u l a) . A ll v al u e s a r e p r e
-t r e at m e n t f o r F H .

V al u e s r e p r e s e n t th e m e a n 士s t a n d a rd d e vi a ti o n .

…

p < 0 .01
,

*
P < 0 .01 4 .



ホ モ 接合体性 F H に お ける L D L レ セ プ タ ー 変異

ソ ソ14 に C → T 変異 が お こ る . C y s 豊富成長因子反復領域の 3

番目に あた る C リ ピ ー ト を エ ク ソ ン1 4 が コ ー ド し
,

エ ク ソ ン

1 4 の 中に は 6 つ C y s が存在 して ヘ ア ピ ン の よう に
,
1 番 目と 6

番 臥 2 番 目 と 5 番 目
,

3 番 目 と 4 番 目 の C y s が 覿 に な っ て

SS 結合を 形成 し レ セ プ タ
ー

の 三 次構 造を 規定す る わ け だ が
,

本変異で ほ 3 番 目 の C y s と 4 番 目の C y s の 間の66 4 番 目 の ア ミ

ノ 酸に P r o か ら L e u へ の 変異が 起 こ り レ セ プ タ ー に 歪み を も

た らすもの と思わ れ る .

L D L- R の 機 能 的 ク ラ ス 分 類 の 上 で の 検 討 だ が
,

F H

E a n a z a w a
-2 に は ホ モ 接合体性症 例は お らず変異 レ セ プ タ

ー

の

機 能 評価 は 困 難 で あ る . し か し F H K a n a z a w a-2 ほ F H

G uj e r a t と同様 の レ セ プ タ ー の 形態 を と る た め F H G uj e r at と

同様に 細胞 内転送障害 2B 型と 考 え られ た . 本症例 の レ セ プ

タ ー 活性 の 結果も レ セ プ タ
ー 欠損 で あ り

49)

矛盾 しな い .

両変異共 レ セ プ タ ー の 構造 の 決定 に 影響する シ ス テ イ ン の そ

ばの 変異 で 三 次構造を 歪め合成途中 で 排除 され細胞 内転送障害

とな るも の と思わ れ る .

F H K a n a z a w a
- 2 を 含め P 66 4 L 変異は C p G と い う遺伝子変

異好発部位 に 起 っ て い る . S o u t a r ら
45)

の 報告で 計5 家系 が報告

され て お り 2 家系が G uj e r a t 出身
,

2 家系が イ ギ リ ス 出身 , 1

家系が ノ ル ウ ェ
ー 出身で

,
G uj e r at と ノ ル ウ ェ

ー 出身の 者が 同

じ ハ ブ ロ タ イ プ で あ るが
, 地理 的状況よ りい ずれ も別 々 に 変異

が起 っ たも の と され て い る . F H K a n a z a w a
-2 は 地理 的状況 か

らも
,

い ずれ の 例と も共通 の 祖先を 有する と は考 え に くい . 遺

伝子変異好発部位で あり 地理 的に 離 れ た 場所 で 別 々 に 変異 が

起 っ た新変異 と考え られ た .

91

異な っ た 場所か ら同 じ点変異が 報告され た 例は 表9 に 示 すよ

う に 4 つ ある が共通の 祖先 を有せ ず , 変異が 別 々 の で きご とと

して 起 っ た と 考え られ る の は 今回 の 例 の F H F r e n c h C a n a d i a n-

3 と F H M e xi c o の 例が あるの み で ある . 本変異の664 ア ミ ノ 酸

の 位置ほ 特に 変異を 起 し易い 遺伝子 変異好発部位 の 一

つ と 考え

られ た .

遺伝性疾患で は遺伝子変異の 差異が 臨床症状の 差異を 説明し

う る が , 症例数の 多い F H で は変異毎の 臨床像 の 差異を 示 L や

すい
5一)

. 今回 は F H T o n a m i-1 , F H T o n a mi - 2 , F H K a n a z a w a-2

の ヘ テ ロ 接合体性例の 3 群に お い て
, 臨床像 に 有意差を 示す こ

と が で きた .

F H T o n a m ト1 ほ細胞膜貫通領域で ある エ ク ソ ン 15 が 欠失 す

るイ ン ト ロ ン1 4 か らイ ン ト ロ ン1 5 に 及ぶ 6 K b の 欠損 で あり そ

の 臨床像は 古典的 F H (cl a s si c al F H ) に 近く重症で ある . 対 して

F H T o n a mi L2 は ア ポ蛋白 B の 結合領域で あるイ ン ト ロ ン 1 か

らイ ン ト ロ ン 3 に 及 ぶ 10 K b の 欠損で あり臨床像ほ 軽症 で ホ モ

接合体性例で も横極的治療無 しに 長寿 で ある こ と が 多 い . F H

K a n a z a w aT 2 で 虚血 性心 疾 患 を 有 す る も の が1 9 例 中 9 例 ,

C A B G を施行され て い るもの が 4 例
,
L D L ア フ ェ レ ー

シ ス を

施行され て い るもの が 3 例と重症例が 多い .

3 変異を 比較 した 結果 で は 3 群 で (1 ) T - C h ol 値に 有意差 は な

い . (2) L D I ; C レ ベ ル ほ F H T o n a mi -1 は F H T o n a m i-2 よ り

高 く ,
F H T o n a m ト2 と F H K a n a z a w a-2 で 差 は な い . (3)

H D しC レ ベ ル ほ F H T o n a m i-1 ほ F H T o n a m i-2 と 有意差な い

が F H K a n a z a w a-2 ほ F H T o n a m ト1 よ り低値で ある .

3 群で 臨床像 の 差ほ T-C h ol 値 で 説明 で きな い . L D L-C レ べ

T a bl e 8 ･ P r e vi o u sl y d e s c rib e d m i s s e n s e m u t ati o n s i n e x o n 6 0 f h u m a n L D し r e c e p t o r g e n e

M u t a ti o n C o d o n c h a n g e N u cl e o tid e c h a n g e L D L - r e C e P tO r a C ti vi t y F u n c ti o n al c l a s s

( % )

F H G r e e c e
-2 S 2 6 5 R A G C → A G A

F H D e n v e r
- 2 D 28 3 N G A C → A A C

F H B alti m o r e -1 D 2 8 3 E G A C → G A G

F H A m s t e r d a m S 28 5 L T C A → T T A

F H T s u r u g a D 28 0 Y G A C → T A C

5 -

1 5
*

5
-

1 5

2
-

5
*

2
-

5
*

6 - ･ 8

B

B

B

B

2

2

2

2

*
C o m p o u n d h e te r o z y g o t e .

T a bl e 9 ･ S a m e L D L re c e p t o r o n e p oi n t m u t a ti o n s d e t e c te d i n t h e diff e re n t pl a c e s of th e

w o rld

M u t a ti o n E th n i c b a c k g r o u n d E x o n C o d o n c h a n g e N u cl e o tid e c h a n g e

F H K a n a z a w a- 2 J a p a n e s e

F H G uj e r a t

F H F r e n c h C a n a d i a n
- 3

F H M e xi c o

F H A f ri c a n e r
-1

F H M ai n e

F H J . D .

F H B a ri

A si a r 卜I n di a n

I ta li a n

E n gli s b

N o r w ei gi a n

F r e n c h

M e x i c a n
- A m e ri c a n

A fd c a n e r

A m e ri c a n

S y ri a n

Ii畠Ii a n

1 4 P 6 6 4 L C C G → C T G

4 E 20 7 K G A G → A A G

4 D 20 6 E G A C → G A G

1 7 Y 8 0 7 C T A T - ◆ T G T
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ル で F H T o n a m ト1 が F H T o n a m i- 2 よ り 重 症 で あ り
,

F H

T o n a m i-2 と F H K a n a z a w a-2 ほ 同程度 と予想 され る . し か し

F H K a n a z a w a
-2 は F H T o n a m i - 2 よ り重症で あり , そ の 重症度

の 差に H D L
- C レ ベ ル の 差が 寄与 して い ると 考え られ る .

H D L の 抗動脈硬化作用ほ 広く認 め られ て い る
52 ト S5 )

. F H の 病

態 で は L D しC` レ ベ ル が 動脈硬化進展に 関与す る第
一

の 因子 と

して 挙げ られ る が
, 今回 の ように L D しC レ ベ ル で は有意差 の

な い 2 群で 臨床重症度 と H D しC レ ベ ル に 有意差が ある こ と は

F H の 動脈硬 化の 進展 に おけ る H D L の 関与 を考 え る上 で 重要

と考 え る .
L D L R の 変 異の 差 で H D L-C 値の 差を 説明 しう るか

ほ今後 の 検討問題 で ある .

F H T s u r u g a は 他の 家系に ほ 見い だ されず比較的最近 に 起 っ

た 変異と考 え られ
, 近親婚の 多い 狭 い 領域に 症例 が分布 して い

るもの と推測 され た .

T a b l e l O . F r e q u e nとi e s of L D L -

r e C e P t O r m u t a ti o n s in

H o k u rik u di s tri c t a c c o r di n g to th e r e s ult of m u t ati o n

s c r e e ni n g of 2 0 0 f a mi 1i e s

M u t ati o n F a mi li e s F r e q u e n c y ( % )

F H T o n a m i-1

F H T o 11 a m ト2

F H O k aァa m a

F H K a n a z a w a
-1

F H T s u r u g a

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

F H M o ri o k a

T o t al

1 0

1 1

2

1

1

6

1

0

5

0

5

5
.

〇

5

0

5

5

1

0

0

3

0

6
1
⊥

F H K a n a z a w a- 2 ほ F H 全体 の 約 3 % を説明 し得 ると 考え ら

れ比較的頻度が 高い 変異で ある . F H G uj e r a t は ロ ン ド ン 周辺

で の 調査 で約 2 % を 説明 する と 考え られ F H K a n a z a w a-2 の 方

が 同 時期か や や 早 い 時期 に 変異を起 したも の と考 え られ た . 少

なく と もこ れ まで に 確定 され た 7 変異で 北陸 に 存在す る ヘ テ ロ

接合体性 F H の1 6 % は 説明 が つ く よ う に な っ た (表10) .

今回 は現在検索 中の ホ モ 接合体性 F H の う ち配列決定 ま で終

了 した 2 例を 示 した が , 他 の 症例も片方の 変 異の エ ク ソ ン の 局

在 に つ い て は 見当が つ けられ た (表11) . そ の 結果 で は変異 に エ

ク ソ ン の 偏 り は な く , 創 始 者 遺 伝 子 効 果 (f o u n d e r g e n e

eff e c t) が 作用 して 単 一

の 変異が 大半 を占め る こ と
56) もなさそ う

で 日本人の F H に おけ る遺伝子変異は 多様 と の 印象が 強 い
.

フ ィ ン ラ ン ドで は F H H elsi n k i と F H N o r th K e r eli a で F H 全

体の 約67 % を 占め る
57)

が 日本人 の F H に ほ 普 遍的遺 伝 子変 異

(c o m m o n m u t a ti o n) は存在 しな い よ う で ある .

結 論

ホ モ 接合体性家族性高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血症 に おけ る L D L 受

容体 遺伝 子 変異 を P C R-S S C P 法 , 直 接塩 基 配 列 決 定 法 と

P C R-R F L P 法 に よ り検討 し以下の 結果 を得た .

1 . F H T s u r u g a : 本変異は L D L- R の ア ポ B 結合領域で あ

る エ ク ソ ン 6 の 28 0 番 目 の ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る 塩 基 配 列 が

G A C か ら T A C へ と変化 しそ れに 伴い ア ス パ ラ ギ ン 酸か ら チ

ロ シ ン へ と ア ミ ノ 酸変異 して 起 こ る新 し い タ イ プ の 変異 で ある

と確認 され た .
レ セ プ タ ー 活性 の 結果等 よ り細 胞 内転送 障害

2 B 型 の 変異と 推測 され た . 本変異 は発端者の 家系 以外 に は 見

い だ され ず比較的新 しく 起きた変異 と推定 され た .

2 . F H K a n a z a w a - 2 : 本変異は L D L-R の E G F 前駆 体相同

T a bl e l l . P r e vi o u sly c o m fir m e d m u t a ti o n s of p a ti e n t s w ith h o r n o z y g o u s F H i n H o k u rik u

di st ri c t a c c o r d i n g t o p ol yr n e r a s e c h ai n r e a c ti o n
-

Si n gle s tr a n d c o n f o r m a ti o n al p oly m o r p h is m

( P C R-S S C P )

P a ti e n t N a m e A g e S e x
-)

M u t a ti o n C o m m e n ts

n u m b e T Of p a ti e n t (y e a r)

1 M . T . 3 3

A . T . 2 3

2 Y . Ⅰ. 5 Z

T . T . 5 4

3

4

5

6

7

8

9

1 0

u

1 2

1 3

1 4

1 5

1 6

1 7

柑

1 9

Y . S . 2 2

H . Y . 3 7

S . Y . 4 5

A . S . 3 8

? 2 5

K . M . 5 2

T . K . 2 0

K . T . 3 9

F . T . 3 0

M . K . 4 0

A . Y . 3 4

N . N . 6 9

G . E .

S . H .

A . T . 2 5

r

M

軋

軋

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

M F H K a n a z a w か 2

F F H T o n a m i -2

M F H T o r】a m i - 2

F E x o n l l ?

F F H T o n a m ト2

M F H T s u ru g a

F E x o n 9 ( N 41 2 H)

M

M E x o n 1 3 ?

M E x o n 4

M E x o n 1 0

F E x o n 7

F F H T o n a m i -2

M E x o n 1 2

F F H M o ri o k a

M D e le ti o n ?

F E x o n 4

F E x o n 7

F E x o n 1 2

M E x o n 2 ■

C o r n p o u n d h e t e r o z y g o t e

C o m p o u n d h e t e r o z y g o t e

T r u e h o m o z y g o t e

T r u e h o m o z y g o t e

T r u e h o m o z y g o t e

T r u e h o r n o z y g o t e

T ru e h o m o z y g o t e

C o m p o u n d h e t e r o z y g o te

T r u e h o m o z y g o t e

T r u e h o m o z y g o t e

T r u e h o m o z y g o t e

C o m p o u n d h e t e r o z y g o t e

C o m p o u n d h e t e r o z y g o t e

心 M
.

m al e ; F
,
f e m al e .



ホ モ 接合体性 F H に お ける L D L レ セ プ タ ー 変異

額域の エ ク ソ ン 14 の 6 6 4 番 目 の ア ミ ノ 酸 に 対応す る塩基 配列

C C G が C T G に 変化 しア ミ ノ 酸に プ ロ リ ン か ら ロ イ シ ン へ の

変異が起 こ るもの と確認 され た ･ 同変 異は既 に 報告の あ る F H

G uj e r a t と 同 じ型の 変異で あるが ハ ブ ロ タ イ プほ異 な り新 変異

と考え られ た . ま た F H G uj e r a t と同 じ細胞内転送障害 2B 型

の 変異 と考え られた . 同変異は ス ク リ ー ニ ン グ 対象 の 20 0 家系

の ヘ テ ロ 接合体性 F H 症例の 中で 6 家系 に 見い だ され F H 全体

の 約3 % を 説明 しう る もの と考 え ら れ た . また そ の 臨床 像は

F H T o n a mi -1 , F H T o n a mi -2 と比 較 した場 合 H D L - C 低値 の 傾

向に ありそ れ が 臨床 的重 症度 に 関与 して い るも の と推 測 され

た .

3 . 他 の L D L 受容体遺伝子変異 に つ い て: これ ま で に 確定 さ

れ た 7 変異 に よ り北 陸の F H の 約1 6 % が 説明で き るもの と 考え

られ た . P C R - S S C P に よ る変異 の 存在す る エ ク ソ ン の 検討 よ

り日本人 の F H に おけ る L D しR 遺伝 子変 異の 多様性が 確認さ

れた .
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-

tid e p r o b e s . N a t u r e
,
3 2 4

,
1 63 -1 6 6 (1 9 8 6) .

3 4) S a n g e r
,

F .
,

N i c k l e n
,

S . & C o ul s o n
,

A . R . : D N A

s e q u e n ci n g wi th c h airl te r m i n a ti n g i n hib ito r s . P r o c . N a t王.

A c a d . S ci .
,
74

,
5 4 6 3 - 5 4 6 7 (1 9 7 7) .

3 5) G i b b s
, R . A .

,
N g u y e rt

,
P . N .

,
M c B ri d e

,
L . J .

,
K o e pf ,

S . M . & C a s k e y ,
V C . T . : Id eliltifi c a ti o n of m u t a ti o n s l e a di n g

to th e L e s c h ｣ N y h a n s y Fld r o m e b y a u t o m a t e d d ir e c t D N A

S e q u e n C in g of i n vitr o a m plifi e d c D N A . P r o c . N a tl . A c a d .

S ci . , 8 6 , 1 9 1 9 -1 9 2 3 (1 9 8 9) .

3 6) E d w a rd s
, A .

, V o s s
, H . , R i c e , P .

, C i v it ell o
,

A .
,

S t e g e m a n n
,
J .

,
S c h w a g e r

,
C .

,
Zi m m e r m a n n

,
J .

,
E r fl e

, H .
,

C a s k e y ,
C . T . & A n s o r g e

,
W . : A u t o m at e d D N A s e q u e n c-

i n g o f th e h u m a n H P R T l o c u s . G e n o m i c s
,
6

,
5 9 3-6 0 8 (1 9 9 0) .

3 7) H a v el , R . J .
,
E d e r

,
H . J . & B r a g d o n

,
J . H . : T h e

di strib u ti o n a n d c h e m i c al c o m p o sitio n of ultr a c e n trif u g ally

S e pr a t e d lip o p r o t ei n s i n h u m a n s e r u m . J . C li n . I n v e s t .
,

3 4
,

1 34 5-1 3 53 (1 9 5 5 ) .

3 8) A ll a i 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 u
,
P . C . : E n z y m a ti c d et e r m i n ati o n of t o t al s e r u m

C h ol e st e r ol . C li n . C h e m リ 20 , 4 7 0 -4 75 (1 9 7 4) .

3 9) B u c o l o
, G . & D a v id

,
H . : Q u a n tit a ti v e d e t e r m i n a ti o n

Of s e r u m t ri gly c e rid e s b y th e u s e of e n z y m e s . C li n . C h e m .
,

19
,
4 7 6-4 8 2 (1 9 7 3) .

4 0) L ri s h
,

G .

･ R .
,

B a r r a n t e s
,

D . M . & L e d u e
,

T . B . :

I m m u n o t u r bidi m et r y of a p oli p o p r o t ei n B i n h u m a n s e r u m .

C li n . C h e m . , 3 3 , 1 2 6 7 (1 9 6 8) .

4 1) B u r s t e r i n
,

M . & S c h ol n i c h
,

H . R . : L i p o p r o t ei n-

P Oly a ni o n m e t al i n t e r a c ti o n s . A d v . L ipid R e s .
,

l l
,

67-1 0 8

( 1 9 7 3) .

4 2) F ri e d e w a l d ,
W . T .

,
L e v y ,

R . l . & F r e d e ri c k s o n , D .

S . : E s ti m a ti o n of th e c o n c e n tr a ti o n of l o w - d e n sity li p o p r ot ein

C h ol e st e r ol in pl a s m a
,

W ith o u t u s e of th e p r e p a r a ti v e

ultr a c e n trif u g e .
,
C li n . C h e m

リ
18

,
4 9 9 -5 0 2 (1 9 7 2) .

4 3) S o u t a r
,

A . K .
,

K n i g h t
,

B . L . & P a t e l
,

I) . D . :

I d e n tifi c a ti o n of a p o ln t m u t a ti o n i n g r o w t h f a c t o r r e p e a t C

Of th e l o w d e n sit y lip o p r ot ei n-r d e p t o r g e n e i n a p ati e nt w ith

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 ol e mi a th a t aff e c t s li g a n d

b i n di n g a n d i n t r a c ell u l a r m o v e m e n t of r e c e p t o r s . P r o c . N atl .

A c ad . S ci .
,
86

,
41 6 6- 41 7 0 (1 9 89) .

4 4) K n i g h t
,
B . L .

,
G a vi g a n

,
S . J . P .

,
S o u t a r

,
A . K .

&

P a t el
,
D . D . : D ef e c ti v e p r o c e s s l n g a n d bi n di n g of l o w -d e n-

Sity lip o p r o t ei n r e c e p t o r s i n fib r o bl a st s f r o m a f a m ili al

h y p e r c h ol e s t e r ol e m i c s u bj e c t . E u r . J . B i o c h e m .
,
1 7 9

,
6 9 3- 6 98

(1 9 8 9) .

4 5) K i n g
- U n d e r w o o d

,
L . , G u d n a s o n

,
V .

,
H u m p h ri e s , S .

,

S e e d , M . , P a t e l , D . , K n i g h t , B . & S o u t a r
,
A . : Id e n tific a t-

i o n o f th e 6 6 4 p r oli n e m u t ati o n i n th 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 i n f o u r u n r el a t e d p a ti e n t s wi th f a m ili al h y p e r c h ol e sr

t e r ol e m i a i n t h e U K . C li n . G e n et .
,
4 0

,
1 7-2 8 (1 9 91 ) .

4 6) M a b u c h i
,

H .
,

M i c h is h it a
,
Ⅰ.

,
S a k a i ,

Y .
,

S a k ai
,

T
り

I k a w a , T .
,
G e n d a

,
A . & T a k e d a ,

R . : C o r o n a r y e c t a si a i n a

h o m o z y g o u s p a ti e n t w ith f a m ili al h y p e r c h ol e s t e r ole m i a ･

A t h e r o s cl e r o si s
▲
5 9

,
4 3- 4 6 (1 9 8 6) .

4 7) H o b b s
,

H . H .
,

R u s s e ll D . W .
,

B r o w n
,

M . S . &

G o ld s t ei n
,
J . L . : T h e L D L r e c e p t o r lo c u s i n th e f a m ili aI

h y p e r c h ol e s t e r ol e m i a : M u t a ti o n al a n aly si s of a m e m b r a n e

p r o t ei n . A n n u . R e v . G e n et .
,
2 4

,
1 33 -1 7 0 (1 9 90) .

4 S) H o b b s
,

H . H .
,

B r o w n
,

M . S . & G ol d st ei n
,. J . L .

:

M ol e c ul a r g e n e ti c s of th e L D L r e c e p t o r g e n e i n f a m ili al

h y p ei c h ol e s t e r ol e mi a . H u m a n. M u t a ti o n , 1
,
4 45- 4 6 6 (1 9 92) .▼

▲
4 9) H a b a , T .

,
､ M 且b u c hi

, . H .
, Y o s h i m u r a

,
A .

,
W a t a n a b e

,
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A .
,

W a k a s u gi , T . , T a t a mi , R .
,

U e d a
,

K .
,

U e d a
,

R .
,

K a m et a n i
,
T ,

,
K o i z u r n i

, J .
,

M i y a m o t o , S . & T a k e d a
,

R . :

Eff e c t of M し23 6 B (C o m p a c ti n) o n st e roI s y n th e sis a n d l o w

d e n sity lip o p r o t e in r e c e pt o r a c ti v itie s i n fib r o bl a st s of

p a ti e n t s w it h h o m o z y g o u s f a mi 1i al h y p er c h ole s t e r oIe m i a . J .

C li n , I n v e s t .
,
6 4

, 1 5 3 2 -1 5 4 0 (1 9 8 1) .

5 0) 藤田
-

: 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
,

9 9 ,

3 0 2-3 1 4 (1 9 90) .

5 1) M o o rj a n i
,

S .
,

R o y ,
M .

,
T o r r e s

,
A .

,
B e t a r d

,
C .

,

G a g n i , C .
,

L a m b e r t , M .
, B r u n , D .

,
D a v i g n o n

,
J . &

L u p i e n
,

P . : M u t a ti o n s of I o w -d e n sity
-1ip o p r o t ei n

-

r e C e p t O r

g e n e
,

V a ri a tio n i n pl a s m a c h ol e s t e r ol
,

a n d e x p r e s sio n of

C O r O n a r y h e a rt di s e a s e i 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 s t e-

r ol e mi a . L a n c e t , 3 4 l
,
1 30 3-1 3 0 6 (1 9 9 3) .

5 2) S l y p e r
,

A . H . : A f r e s h l o o k a t th e a th e r o g e n i c

r e m n a n t h y p o th e si s . L a n c et
,
3 4 0

,
2 8 9-2 91 ( 1 9 92) .

5 3) T a ll
,

A . R . & S m a ll
,
I) . M . : P l a s m a h ig h- d e n sity

lip o p r ot ei n s . N . E n gl . J . M e d .
,
2 9 9

,
1 2 3 2 -1 2 3 6 (1 9 7 8) .

9 5

54 ) A b o tt
,
R . I) .

,
W ils o n

,
P . W

. F り K a n n w l
,

W . B . &

C a s t e lli
,

W ･ P . : Hi g h d e n sit y li p o p r o t ei n c h ol e st e r ol , t O t al

C h ol e s t e r oI s c r e e ni n g ,
a n d m y o c a r di al i n f a r c ti o n

,
T h e

F r a mi n g h a m s t u d y . A r t e rio s cle r o sis
,
8

,
2 0 7 p2 1 1 (1 9 88) .

5 5) Sil v e m a n
,
D . Ⅰ.

, G i n s b u r g , G . S . & P a s t e r n a k
,

R ,

C ･ : H ig h- d e n sit y lip o p r o t ei n s u b f r a c ti o n s . A m . J , M e d .
,
9 4

,

6 3 6-6 4 5 (1 9 9 3) .

5 6) W a n g ,
T .

, O k a n o
,

Y .
,

E i s e n s m i th
,

R . C .
,

H a r v e y ,

M ･ L ･
,

L o
,
W . H . Y .

,
H u a n g , S . Z .

,
Z e n g ,

Y . T .
,
Y u a n

,
L .

F ･ ･ F u r u y a m a
,
J ･

,
O u r a

,
T ･

,
S o m m e r

, S . S . & W o o
,
S . L .

C ･ : F o u n d e r eff e c t of a p r e v al e n t p h e n ylk e t o n u ri a m u t a ti o n

i n t h e o ri e n t al p o p ula ti o n . P r o c . N a tl . A c ad . S ci .
,

8 8
,

21 4 6-21 50 (1 9 91) .

5 7) K oi v is t o
,
U . M .

,
T u r t o l a

,
H .

, A a lt o
- S et 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 ul 礼∴K ･ : T h e f a mi li al h y p e r c h ole s t e r ol e m i a (F H)一N o r th

K a r e王i a m u t a ti o n of th e l o w d e n sit y lip o p r ot ei n r e c e p t o r g e n e

d ele t e s s e v e n n u cl e o tid e s of e x o n 6 a n d i s a c o m m o n c a u s e

Of F H i n F i nl a n d . J . C li n . I n v e s t .
,
9 0

,
21 9 -2 2 8 (1 9 9 2) .

L o w ･ D e n sit y Li p o p r ot ei n R e c e p t o r M u t a ti o n s i n H o m o z y g o u s P a tie n t s wi t h F a mi li al Ⅱy p e r c h o l e st e r ol e mi a

K un i m as a Y a gi ,
D e p ar t m e n t Of I n t e rn al M ed i ci n e ( Ⅱ) S c h o ol o f M e di ci n e

,
K an a Z a W a U ni v e r si ty ,

K an a Z a W a 9 2 0
-

J . J u z e n

M e d S ∝ .
,
1 03

,
8 1

- 9 5 (1 99 4)

K ey w o rd s h o m o z y g o u s f am ili al h y pe r C h ol e st er ol e m i a
, p Ol y m e r as e c h ai n r e a c ti o n - Sl ngl e str an d c o m f b rm ati o n al p oly

-

m orp his m , dir e c t s e q u e n c l n g ,
F H T st m g a

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

A b st r a c t

F am ilial h y pe r Ch ole ste r ol e m i a ( F H) r e s ul t s fr o m m ut ati o n s i n th e l o w d e nsi ty li p o pr o tei n r e c ep t or ( L D L - R ) g e n e
,

an d i s

a c c o m p a mi e d b y c o r o n ar y a th e r o s cl e r o sis ･ H o m o z y g o u s p a ti e nt s w i th F H u s u all y di e o f c o r o n a ry h e ar t dis e as e at ab o u t 2 6

y e ar S Of a g e ･
I n th e h o m o z y g o u s p ati e n ts

,
e ar 1 y di ag n o s e s b a s e d o n g e n e an al y sIS ar e re q uir e d t o p r e v e n t p re m at u r e c or o -

na ry a th e r o s cl er o si s b y e arly i n tr od u c ti o n of i nt e n si v e c h ol e s te r o トl o w e ri ng th e r ap y ･ T w e n ty
- O n e h o m o z y g o u s p ati e n ts w i th

F H 打o m ni n e te e n fa m ili es w e r e st u di ed fb r th e an aly sis of L D し R g e n e ･ G e n o m i c D N A s a m pl es w er e ob ta in e d 丘
･

O m th e

P e ri p h er al W B C of th e p a d e n ts ･ E a c h 1 8 e x o n of th e L D L - R g e n e w as am Pli 丘e d b y p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ( P C R) wi th

1 9 p alr S Of olig o n u cl e o ti d e p n m er s ･ V ari a n t c o n f or m ers w er e d e te c te d b y P C R - Si ng l e s u
･

an d c o m f o r m a ti o n ai p oly m o r p hi s m

( P C R -S S C P) . S u b s eq u e n t di r ec t s eq u e n ci n g of th e P C R p r o d u c ts c o n n r m e d t h eir m ut ati o n s . T h e re b y ,
t W O n e W P Oi n t m ut a -

ti o n s i n th e L D し R g e n e w e re i d e nti 丘e d ; O n e W aS a G - t O - T m u ta ti o n i n th e e x o n 6 0 f L D L - R g e n e
,
r e S ultin g l n am in o a ci d

S u b stit u ti o n o f As p t o T y r at th e c od o n 2 8 0 ( D 2 8 0 Y) ,
an d th e o th e r w a s a C -t O - T m uta ti o n i n th e e x o n 1 4 0 f L D し R g e n e

,

re s ul ti n g in am i n o a cid s u b stit u ti o n o f P r o to Le u at th e c o d o n 6 6 4 ( P 6 6 4 L) . T h e se m u tati o n s w e r e n a m ed F H T s u m g a an d

F H K an a Z a W a - 2
,

r e S pe Cti v el y ,
af ter th e d is tric ts w h er e th ei r p r o b an d s orig i n ate d ･ S c re e n l n g Stu d i e s o f th e m u ta ti o n s i n th e

pr ob an d
-

s f am ily m e m b er s a n d 2 00 un r el ate d h e te r o z y g o u s F H w er e p erf or m e d th r o ug h P C R - re S 扇c ti o n fra g rn e n t le n gth

p ol y m o r p h is m ( P C R - R F L P) . I n th e F H T s u m g a
,
th e p r o b a n d w a s th e t ru e h o m o z y g ote w i th th i s m u ta ti o n

,
an d hi s el d e r

b r o th er w as th e h e te r o z y g ote ･ N o o th e r f a m ily m e m b e rs w i th th i s m u ta ti o n an d h is eld e r b r o th e r w as th e h ete r o z y g o te ･ N o

O th er f am il y m e m b e rs w i th th is m u ta ti o n w e r e i d e n tifi ed . T h e n u cl e o tid e s u b stit u ti o n i n F H K a n a z a w a - 2 w a s th e s am e

C h an g e a S th at i n F E G 可e r at
,
b ut th e h ap l oty p e of th e L D L - R g e n e i n F R K an a Z a W a -2 r e v e al ed th a t it d e ri v ed fr o m i nd e p e n -

d e n t m u t ati o n al e v e nts ･ T h e p r o b an d an d hi s eld er b r o th er w e re cli ni c all y c o m p o u n d h e te r o z y g o te s w i th F H K a n a z a w a - 2

& o m th e p at e rn al si d e an d an O th er un kn o w n m u ta n t ･ T h e s c r e e n ln g S tu di es i n di c ate d th at 1 9 p a ti e n ts h
･

O m 6 un r el a te d f a m i -

1ies w i th th is m ut a ti o n o n g ln at e d in th e n o r th e rn p art Of K an a Z a W a C lt y ･ As th e H D L - Ch ole st e r ol l e v els in F 旺 K a n a z a w a - 2

W e re l o w in c o m p ar i s o n w i th F H T o n a m i - 1 an d F H T o n am i -2 an d m an y Of th e p a ti e n ts w i th F H K a n a z a w a q 2 a c c o m p an ied

a d v an C ed c o r o n ar y h e ar t dis e as e , F H k a n a z a w a - 2 w a s c o n si d er e d as a s e v er e ty p e of F H ･ T Yle r eS ults of P C R - S S C P an al y sis

S ug g e st ed a hig h m ut a ti o n al h et er o g e n elty in L D し R g e n e m u tati o n s in F H i n th e H o k u ri k u di st ri ct of J ap a n .


