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金 沢大学十全医学会稚誌 第96 巻 第6 号 993 －10 0 7 く19呂の

家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症 に お ける低比重 リ ボ蛋白

受容体遺伝子異常 に 関する研究

金沢大学医学部 内科学第二 請軽 く主任 二 竹田亮祐教 掛

梶 波 康

く昭 和6 2 年1 1 月 5 日受付I
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家族性高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血症 Cf a mi li a l h y p e r c h ol e st e r ol e mi a

，
F H H こお ける 低比重 リ ボ蛋白

くlo w d e n sit y li p o p r o t ei n
，
L D U 受容体の異常 に つ き， そ の 遺伝子 レ ベ ル から の検討を行 っ た ． 対象者の

末棉白血 球 か ら 分離 した 高 分子 D N A を制 限酵 素で 切 断 し，
ヒ ト L D L 受容体遺 伝 子 の 相補 鎖 D N A

くc o m pl e m e n t a r y D N A
，

C D N A l を プ ロ ー ブと して S o u th e rn bl o tt in g を行 っ た
．

ま ず制限酵素 P v u II

に よる 多型 性 くr e s t ri cti o n f r a g m e n t l e n gth p ol y m o r p hi s m
，
R F L P い こ閲 し，

ヘ テ ロ 接合体性 F H と正 常

対照者と を比 較検討 した ． その 結果， 両群間で a11 el e の頻度 に差 は な く
，

こ の R F L P と 本症発症と の 因果

関係は否定的で あ っ た ■ ま た既報の 結果 との 問に も 差は認め られ ず，
こ の R F L P に 関 して 人種差 はな い と

思わ れ た ． 引き続 き 40 例の ヘ テ ロ 接合体性 F H の L D L 受容体遺伝子 に
， 大き な 欠損や挿入 が ない か を調

べ た ■ その 結 見 過去 100 年間 は つ なが りの な い 3 家系 に お い て， 約 6 キ ロ 塩基対の 欠損 を持つ 異常遺伝
子 を見出 した

．
こ れ は L D L 受 容体遺伝子 の う ち第15 エ ク ソ ン と隣接す る イ ン トロ ン の 一 部を欠落す る も

の で
， 既幸細 成績 との 比較 に よ り ， 全 く新 しい タイ プの遺伝子異常 と判明 した ． 各家系内で

，
こ の 異常遺

伝子 は全ての 本症 患者 に受 け継が れ てお り
，

こ の遺伝子異常が本症発症 の原因と考え られ る とと も に
，

こ

れ ら 3 家系は共通 の 祖先を持つ と思わ れ た
－ また その う ちの 1 家系で は

， 新生児 2 例 の 臍帯血を分析 し，

遺伝子異常の 有無 から本症の 出生時診断が 可能で あ っ た ． 残る 37 家系で は遺伝子 上 の 大き な変化 はな か っ

た ■ こ れ は本症 の遺伝子 異常の 大多数が
，

1 な い し は数塩基の異常で ある こ と を示唆す る もの で あっ た ．

こ の よ う な例の 中に は
， 複数の R F L P の 組み合 わせ に よ り異常 al 1 el e が同定で きる例が あり

，
その 場合 こ

れ を利用 して本症 の 遺伝子診 断が 可能 に なる と思 わ れ た
．

K e y w o r d s f a mi 1i al h y p e r c h ol e st e r ol e m i a
，
l o w d e n sit y lip o p r o t ei n r e c e p t o r

，

g e n e m u t a ti o n
，

r e S t ri cti o n f r a g m e n t le n g th p oly m o r p his m
，

n e o n a t al di a g n o si s

家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症 くf a mi 1i al h y p e r c h o
－

1e s t e r ol e mi a
，
F H l は常染色体優性遺伝の 疾患 で あ る

．

本症 は低比 重リ ボ 蛋 白 くlo w d e n sit y li p o p r o t e in
，

L D L l 受容体の 異常 に よ り発症す る こ と が既 に 明 ら か

にされ て い るり2，
． F H の 臨床症状 と して は ， ア キ レ ス 腱

をは じ め と す る 黄色 腰
3
や 著 明 な 高 L D L コ レ ス テ

ロ ー ル 血症
ヰj 51

が特徴的で あ る
． しか も 早発 性冠動脈病

変を高率に 合併 する こ とが 指摘 され て お り， L D L コ レ

ス テ ロ ー ル と動脈硬 化性病 変と の 関連 が 明ら か で あ

る
6，

． また F H の
一 般人 に お ける頻度 は ホ モ 接合体性

で は 100 万 人 に 1 人 ，
ヘ テ ロ 接合体性 では 500 人 に 1

人 と極め て高 い こ と か ら
4j
も 本症 の 病態解明 や治療法

の 開発， さ らに は早期診断に よ る予防的治療が強 く求

めら れ て来た ．

近年の 分子 生物学 の 発展に 伴い
， 遺伝性疾患にお け

る遺伝子異常 に 対 して新た な アプ ロ ー チが 試み られ て

A b b r e vi ati o n s 二 C D N A
，

C O m pl e m e n t a r y D N A 三 E D T A
，

et h yl e n edi a mi n et et r a a c eti c a cid 2
N a i F H

，
f a m ili al h y p e r ch ole st e r ole mi a i k b

，
kil o b a s e p ai r s ニ L D L

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

R F L P
，

r e St ric ti o n fr a g m e nt l e n g t h p oly m o r p his m i T ris
，

T ris Eh y d r o x y m e th ylコ a m in o －

m et h a n e ．
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梶

きた
7 州

． 1 鍼3 年 ウ シ の
州 1 1l

，
そ して 19 84 年 ヒ トの

1 2I

L D L 受 容体遺伝子 の 相補 鎖 D N A くc o m pl e m e n t a r y

D N A
，
C D N A I が ク

L
ロ ー ン 化され た こ と に よ り ，

L D L

受容体 に 関して も遺伝子 レ ベ ル での 解析が可 能 に な っ

た ．
それ に よる と，

L D L 受容体遺伝子 は第 19 番染色体

の 短腕近位部 くp 13 ． 卜 p 1 3 ．31 に 存在
掬

し， 全長約 4 5

キ ロ 塩基対 くkil o b a s e p ai r s
，
k b l で 18 の エ ク ソ ンか

ら成る
l 刷 こ と がわ か っ て い る

．
F H の L D L 受容体異

常 は， 培養細胞系に お けるそ の 障害部位か ら蛋 白 レ ベ

ル で は
， 0 蛋 白が ま っ たく生成さ れ な い もの ， 令生 成

さ れ た蛋白の 細胞膜表面 へ の移動が 障害され て い る も

の， 魯細胞膜表面で の L D L との 結合が 障害さ れ て い

る もの， 命結合 した L D L を細胞内 へ 取 り込 む段階が

障害 さ れ て い る も の と い っ た 4 つ に 大別 さ れ て お

り 刷
，
本症に お ける遺伝子 レ ベ ル の 異常が 多様で あ る

こ とを示 唆 してい る ． 本研究の第 1 の 目的は
，
F H に お

け る こ の よう な L D L 受容体遺伝子 の 異常 を明 らか に

す る こと で ある
．

従来本症 の 診断は その臨床像に よ り行われ る こ とが

ほと ん どで あ り ， 明確な診断が 困難な症例も 多く
， 異

常 の 本態に 迫る遺伝子 レ ベ ル か らの 検討が 待たれ てい

た
．

また
，

コ レ ス テ ロ ー ル 生合成の律速酵素で ある 3 －

h y d r o x y
－3 － m e th yl gl u t a r yl c o e n z y m e A 還元酵 素の

選択的阻害の開発は
， 今 まで 困難 で あ っ た F H の 治療

を現実の もの と し
1 7 ト 1 9－

， 本症患者 に お い て早期治療が

可能 とな っ た ．
こ の ような理 由 か ら F H の 遺伝子診断

の意義は高く，
そ の 可能性の 検討 が本研究の第 2 の目

的で ある
．

対象 およ び方法

I ． 対 象

問診上 異な る家系に 属す る と考え ら れ る ヘ テ ロ 接合

体性 F H 4 0 例お よ びそ の家系の構成員 を対象 と した ．

本症の 診断は
， 馬渕ら

20
切 基準に 基づ い て 行 っ た

． 即

ち， 0 血清総 コ レ ス テ ロ ー ル が 25 0 m gノdl 以上 で， 腱

黄色膿 また は ア キレ ス 腱黄色脛を認 め る こ と， 砂
一

親

等に 本症が あ り
，
血清総 コ レ ス テ ロ

ー ル が 250 m gノdl

以上 で ある こ と のい ずれ か を満足 して い た ． ま た正 常

対照群 と して
，

正 脂血症者 13 例 を選 んだ －
この 群は

，

虚血性心疾患 ． 肝疾患 ． 腎疾患 ． 内分泌疾患 ． 十10 ％

以上 の 肥満 ． 糖尿病 を有さ ず， 早朝空腹時の 血 清総 コ

レ ス テ ロ
ー ル 漉度 220 m g 佃1 以 下

，
血 清 トリ グリ セ ラ

イ ド濃度18 0 m gノdl 以 下 で あ る こ と を満足 して い た ．

I工． 方 法

1 ． 高分子 D N A の 抽出

対象者の 末梢静脈 血 また は 分娩 時の 臍帯血 1 0 m l

を ヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム を 抗凝 固剤 と し て 採取 し
，

－

2 0
0

C に て 冷凍保存 した
．

こ の 末梢血 を室温で解凍衡

T ri t 。n X
－ 1 0 0 融解変法21， に て高分子 D N A を単離し

た ． す な わ ち
，
3 2 0 m M シ ョ 糖

，
1 ％ T rit o n X －100

，

5 m M M g C 1 2 ，
1 0 m M T ri s Eh y d r o x y m e th ylコa mi n o －

m e th a n e くT ri sl ， p H 7 ．6 を含む 融解液に て赤血 球を

溶血 さ せ ， 遠心 に より沈澱 と して白血球を集め た
．

こ

れ をプ ロ テ ア ー ゼ くシ グ マ 社，
ア メ リ か に て

， 消化

後，
フ ェ ノ

ー ル ． ク ロ ロ ホ ル ム く1 二 い で 1 軌 続

い て ク ロ ロ ホ ル ム ． イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル く24 ニ 1 1

に て 2 回抽出し， 最後に エ タ ノ ー ル 沈澱を行 っ た
．

こ

う して得 ら れた D N A を，
1 0 m M T ri s

，
1 m M e th yl e

－

n e di a m i n e t e tr a a c eti c a cid 2 N a くE D T A l ， P H 8 ．0

に 溶解 し，
2 6 0 n m に お ける吸光度の 測定に よ り D N A

演度を求 めた
．

2 ． S o u th e r n トラ ン ス フ ァ
ー

高分子 D N A 7 ない し10 鵬 を種々 の 制 限酵素 ほ

酒造， 京 齢 に て 消化 し
，

0 ． 8 ％ア ガ ロ ー ス ゲル 電気泳

動 を 行 っ た ．
そ の 後 S o u th e r n 法

2 2，に 準 じ ト ラ ン ス

フ ァ
ー

を行 っ た ． 即 ち， 泳動終了 後の ゲ ル を0 ■ 5 M 水

酸化 ナ ト リウ ム
，

1 ．5 M 塩化ナ トリ ウ ム 溶 掛 こひ たし

30 分間室温で ゆ っ く り振 と う さ せ こ れ を 2 回 行う こ

とで D N A を変性さ せ た ． ゲ ル を蒸溜水 で 水洗後
，
1 M

T ri s
，
1 ． 5 M 塩化 ナ トリ ウム

， p H 7 ．4 の溶液に ひ たし

30 分 間 2 回 ゆ っ く り振 と う し中和 し た ．
その 後5 X

S S C く20 X S S C は 3 M 塩化 ナ トリ ウ ム
，
0 －3 M ク エ ン

酸 3 ナ トリ ウム か らな る溶 漸 に て 1 度ゲ ル を洗い
，

1 5 X S S C を 使 っ て 平 均 孔 径0 ． 2 JL m の ニ ト ロ セ ル

ロ
ー ス ． フ ィ ル タ

ー くシ ュ ラ イ ヒ ャ
ー ． シ ュ エ ル社，

西独う に トラ ン ス フ ァ
ー し た ．

トラ ン ス フ ァ ー 後の フ ィ ル タ ー は
，

室温で風 乾した

後， 乾熱磯 を使 っ て 80
O

C で 3 時間ベ イ キ ン グ しD N A

を固定 した ．

3 ． プ ロ ー ブ の 作成

ヒ ト L D L 受 容体遺伝 子 の cD N A を 含 む プラ ス ミ

ド
1 2， くp L D L R －3 お よ び p L D L R －2 摘

，
R u s s ell らの グ

ル ー プ け キ サ ス 大学，
ア メ リ か か ら提供 を受けた ．

p L D L R － 3 は その 3
，

側に 反 復配列で ある Al u シ
ー ク エ

ン ス を持つ
用
た め その ま ま で は ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ

ン に は 適さず こ れ を除く必要が あ る く図 1 プ．
その た め

制限酵素 X b a I と S m a I に て切 断後，
1 ％ア ガロ

ー

ス ゲ ル 電気泳動 に て 分離 した ．
その う ち目的と する断

片を D E8 1 の 濾紙 け ッ ト マ ン杜，
イ ギ リ スコに 吸着さ

せ た の ち抽出． 精製 し，
こ れ を p L D L R －3 X S I とした■

ま た こ の D N A をさ ら に X b a I と B gl Il で 切 断して

同様 に 精製 した もの くp L D L R －3 X B 51 も得た ．

p L D L R －2 は p L D L R － 3 の
一 部分，

15 7 3 番か ら3486

番に 相当す る 1 9 19 塩基対か ら なり ， 別の ベ ク タ
ー で あ



F H に お け る L D L 受容体遺伝 子異常

る p S P 6 4
2 3I に 組 み 込 ま れ た も の で あ る

．
こ れ を

B a m H 工で 切断 し
，
や は り アガ ロ

ー ス ゲ ル を使 い 分離．

精製し た くp L D L R －2 H H Il
．

こ れ ら の プ ロ
ー プ10 0 n g を ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー

シ ョ ン
2 41 ． キ ッ ト げ マ シ ャ ム ■ ジ ャ パ ン 社ン で

， ま た

25 n g を マ ル チ プ ライ ム ． ラ ベ リ ン グ2 5I ．

キ ッ ト く同

裾 を用 い て， それ ぞれ仁此
－
3 2
Pコデオ キ シ C T P く同社う

にて 標識 し 2 ． 0 句 5 ． O X lO
8

c p m lJL g の比活性 を持つ プ

ロ
ー

ブを得た ．

4 ．
ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン

D N A を固定 した ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス ． フ ィ ル タ ー

を，

5 0％脱イ オ ン化 ホル ム ア ミ ド
，
3 x S S C

，
2 0 J L gl m l 変性

サケ精子 D N A
，
5 x デ ン ハ ル ト液 く別 X デ ン ハ ル ト液

は1 ％フ ィ コ ー ル
，

1 ％ポ リ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ドリ ン
，

1 ％ウ シ ア ル ブ ミ ン か らな る溶液1 ，
1 0 ％デ キ ス トラ ン

硫酸を含む溶液10 m l と とも に プラ ス チ ッ ク バ ッ ク に

入れ
，

4 2
0

C に て数時間 プレ ■ ハ イ プ リダイ ゼ
ー

シ ョ ン

を行っ た ． その後 こ の 溶液中に
，
サ ケ精子 D N A 5 0 J L g

と標識 した c D N A く25 な い し 10 0 n gl を各々 熱変性

後に加え
，
さ ら に 1 5 な い し 20 時間4 2

0

C に て ハ イ プリ

ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ．

次に こ の フ ィ ル タ ー

を 3 X S S C を用 い 5 分間室温

で 2 回洗 っ た ． さ らに 3 X S S C
，
1 ％ド デ シ ル 硫酸ナ ト

リウム 液 に て 50
0

C l O 分間の 洗い を 2 回行い
， 最後 に

室温 に て 3 X S S C で 10 分 間洗っ た ． 室温 に て 乾 燥

後，

－ 8 0
0

C に て 約48 時 間の オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー

を行 っ た ． 検出され る断片の大き さ の評価は
，
アガ ロ ー

ス ゲル 電気泳動の 際 に Hi n d III で 切断 した A D N A 約

1 ノノg を標準と して 同時 に泳動 し， そ の位置か ら計算 し

た
．

9 95

5 ． 血清脂質の 分析

対象者 は 16 時間絶食後の 早朝空腹時に 採血 した ． リ

ボ 蛋白の 超 遠心 分析 は ， H a v el ら
2 8I の 方法 に 従 っ て

ペ ッ ク マ ン 社 げ メ リ が 製超遠心機 L8 －5 5 お よ び 同

社製 ロ
ー

タ
ー

5 0 ．3 T i を用 い て 行っ た．

血清お よ び各 リ ポ タ ン パ ク 分画 の総 コ レ ス テ ロ ー

ル 叩
はデ タ ミナ ー T C く協和メ デッ ク ス

， 東京う
，
リ ン月旨

質
2 引は P L キ ッ ト K く大日本商事， 大阪1 ， トリ グリ セ

ライ ド
29I は リ ビド ス ． エ

ー

ス く東洋紡
，

大阪J を用 い す

べ て酵素法に て測定した
．

臍帯血は
，

分娩時に 産科医の協力 を得て母体血 と混

和 しない よ う に 採血 し， 血清 を同様 に分析 した
．

6 ． 総計処理 は
， ズ

2

検定 にて行 っ た ．

成 績

工 ． 制 限酵素 P Y u 工工 に よ る 多型 性

ヒ ト L D L 受 容体遺伝子 は制限酵素 P マロ 工I に よ り

多塾低 くr e st ri c ti o n f r a g m e n t l e n gth p ol y m o r p h i s m
，

R F L アユ を示 す こ とが知 られ て い る3 叩 1さ
．

これ は L D L

受 容体遺伝子 の 第 15 イ ン トロ ン の 3
，

側に， グ ア ニ ン

くGン また は ア デ ニ ン くAI と い う塩基の バ リ エ
ー シ ョ

ン を示 す 部位 が あり， G な ら ば P Y u 工I で切 断さ れ ず

A な らば切断さ れ る ため である ． p L D L R ．2 H H I を ブ

ロ
ー

プ と して ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行う と ， 切断

が 起 こ ら な い 場合 は 1 6 ． 5 k b お よ び 3 ． 5 k b の 断片と

して検 出され る くall el e A l ．

■ 一 方切 断さ れ る 場合は

14 ．0 ， 3 ．5 ， 2 ． 5 k b の 各切断が認 められ る くall el e 別

く図2 I ．

こ の P F L P と家族性高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血 症 の発 症

と の 関連性 を検討す るた め
，

ヘ テ ロ 接合体性家族性高

P L D L R － 2 H H l

P L D L R － 3 X 引

二．． ． 1

P L D L R － 3 X 8 5

1 k b

F i g － 1 ． R e s tri c ti o n m a p o f a f u ll l e n gth c D N A f o r h u m a n L D L r e c e p t o rくp L D L R － 31
1 2，

a n d c D N A p r o b e s u s ed i n th e p r e s e n t st u d y ， T h e b l a c k li n e r e p r e s e n t s th e v e c t o r

D N A o f thi s cl o n e ． T h e w id e o p e n b a r i n di c a t e s th e c o d in g r e gi o n a n d n a r r o w

p o rti o n s i n d i c a t e th e n o n －

C O di n g r e gi o n s ． T h e s oli d b o x e s r e p r e s e n t th e A l u
－

r e p e a t
S e q u e n C e S ． B

，
B a m H I sit e ニ B g ， B gl II sit e ニ S

，
S m a I si t e ニ X

，
X b a I sit e ．
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Fi g ， 2 ．
R e s tri c ti o n f r a g m e n t l e n gt h p ol y m o r p hi s m

of L D L r e c e p t o r g e n e w ith P v u II ． S o u th e rn

b l o tti n g o f P v u H d i g e st e d th r e e s a m pl e s f r o m

n o r m al s u bj e c t s a n d r e s t ri cti o n m a p o f th e 3
，

e n d

o f L D L r e c e p t o r g e n e a r e sh o w n ． T h e P vu II

r e c o g n iti o n sit e s a r e i n d i c a t e d b y a r r o w s i n

r e st ri c ti o n m a p ． T h e all el e n o t cl e a v e d a t

p ol y m o r p hi c P v u II si t e くi n di c a t e d b y th e l a r g e

a r r o w l p r o d u c e s 1 6 ．5 a n d 3 ．5 k b f r a g m e n t s a n d

d e si g n a t e d
，

al 1 el e A
，

． T h e a ll el e cl e a v e d a t

p ol y m o r p hi c sit e p r o d u c e s 1 4 ．0
，
3 ．5 a n d 2 －5 k b

f r a g m e n t s a n d d e si g n a t e d
，

a ll el e B
，

．
T h e

g e n o ty p e o f th e s e th r e e s a m pl e s a r e s h o w n a t th e

t o p o f th e a u t o r a di o g r a ph －

コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 28 例 と正常対照群 13 例に つ い て

解析 した ． そ の 結果は衰 1 に 示 し た
．

そ れ に よ ると
，

遺伝子 型と して A A
，
A B

，
B B の 3 種が 認 め られ たが

，

正 常対照 群 で は B B の 型 は認 めら れ なか っ た ． 両群間

で の 各遺伝子 型 の 分布 に 閲し有意差 は認め られ なか っ

た
．

引き続き 各遺伝子 型 の 分布か ら all el e A
，
B の 頻

度 を 各々 計 算 し そ れ ら を 表 2 に 示 し た
． 両 群問 で

all el e の 頻度 に 有意差 は な く
，

また 既報の 結果3 M II
と

の 間 に も 有意差 は認め なか っ た ．

王王 ． 遺伝 子異常の 検討

1 ． 異常断片の 検出

p L D L R － 2 H H I を プ ロ
ー

ブと し て制 限酵素P v u II

ま た は B a m H I で切 断し， L D L 受容体遺伝 子 に 大きな

欠損や挿入 が な い か を検討 した
．

そ の 結果家系の 異な

る 4 0 例 の ヘ テ ロ 接合体性 F H の 中 で
，

3 例 に お い て

の み 異常 断片 を認めた ．

第 1 例 くS ． 0 ．1 お よ び第 2 例 くK ． Y ．う の 比較検討結

果 を 図 3 に 示 し た ． B a m H l 切 断 で は 正 常 対照 者は

16 ． O k b 断片の み が認 め られ るが
， 両症例 で はさ らに

T a b l e l ． C o m p a ri s o n o f g e n o ty p e di s trib u ti o n i n

f a m ili al h y p e r c h ol e s t e r ol e m i c くF H l p a ti e nt s

a n d n o r m al c o n t r oI s u bj e c t s

G e n o ty p e

A A A B B B

F H 2 2 5 1

N o r m al l 1 2 0

T h e d iff e r e n c e of g e n o ty p e di s trib u ti o n

b e t w e e n f a m ili al h y p e r c h o le s t e r ol e m i a くF 叩

a n d n o r m al s u bj e c t s i s n o t s lg n ifi c a n t －

z n

2
二 0 ．5 3 6 く X

2

く0 ．0 5うニ 5 ．9 9

T a bl e 2 ． C o m p a ris o n of all el e f r e q u e n ci e s o f P v u n R F L P of L D L r e c e p t o r g e n e

N o r m al

A B A B

T his s t u d y
ホ 4 910 ．8 57 7J O －1 2 5 2 41 0 ■9 2 3 21 0 ．07 7

H u m p h ri e s e t al
磐

5 61 0 ．8 2 1 6ノ0 ．1 8 9 51 0 ．7 7 2 9J O ．23

H 。b b s e t al
＋ 2 9 1 0 ．7 6 4 9J O ．2 3 6

A ll r e s ult s w e r e i n di c a t e d a s n u m b e r s of a ll el e sl all el e f r e q u e n ci e s ．

ホ
ニ I n th is s t u d y ， th e diff e r e n c e o f all el e f r e q u e n c y b e t w e e n f a m ili al h y p e r c h o l e s－

t e，。I e r n i aくF Hl a n d n o r m al s u bj e c t s i s n o t si g nifi c a n t ． x o

2
ニ 0 ．0 7 2 く X

2

く0 ．0 51 二

3 ．8 4
書

こ T h e diff e r e n c e s b e t w e e n thi s st u d y a n d H u m p h ri e s

，

r e p o r t
3 0－

i n F H くx o

2
ニ

0 ．8 51 a n d i n n o r m al s u bj e c t s くX 。
2

ニ 2 ．1 2I a r e n o t si g nifi c a n t ， r e S P e C ti v ely ．

＋
二 T h e diff e r e n c e b e t w e e n thi s s t u d y a n d H o b b s

l

r e p o r t
ユり

i n n o r m al s u bj e c t s is

n o t sig nifi c a n t くX o

2
ニ 1 ．7 61 ．
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1 0 ． O k b の 異 常断片 が認 めら れ
，

それ ら は 1 6 ．O k b 断

片とほ ぼ同等の 潰さ で あ っ た ． ま た B a m H I と P vu H

の 重複切 断で も
，

対照例 で 見られ る 14 ． O k b 断片よ り

約 6 k b 短 い 異常断片が両症 例と も に 認 め られ た
．

ま

た この フ ィ ル タ
ー

を
， p L D L R － 3 X S I をプ ロ ー ブと し

て再度 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン して も
， 図 3 で 認め ら

れたも の 以 外に 異常断片は認 めな か っ た ． 図 4 に は 第

3 例 伯 ． Y ．1 の 検討結果を示 した くP v u II の み1 ． 本

例に お し1 て も B a m H l との 重 複切断を行 っ たが
，

第 1

例， 第2 例の 結果 く図3 うと 同様で あ っ た
． 残る 37 例

で は異常断片を認め な か っ た ．

2 ． 異常遺伝子 断片の 分析

以上 か ら S ． 0 ．

． E ． Y ．

．

H ． Y ． の 3 症 例 は共通 の 異 常

断片を示 して お り
，

それ は約 6 k b の 欠損遺伝子 に 由

Fi g ． 3 ． D et e c ti o n o f a n a b n o r m al f r a g m e n t o f L D L

r e c e p t o r g e n e wi th a 6 k il o b a s e d el eti o n ．

A u t o r a d i o g r a ph a ft e r B a m H I di g e sti o n a n d
B a m H ニトP v u Il d o u bl e d i g e sti o n h y b ri di z e d
W ith p L D L R －2 H H I － W ith B a m H I

，
K ．Y ． a n d S ．

0 － h a v e a b n o r m al f r a g m e n t a p p r o x i m a tel y l O ．O

k b l e n gt h ． A f t e r B a m H I － P v u II d o u b l e

di g e sti o n
，
th e d iff e r e n c e i n f r a g m e n t si z e b e t w e e n

th e a b n o r m a l f r a g m e n t く8 ．O k bl a n d th e n o r m al

O n eく1 4 ．O k bJ ，
6 k b

，
i s al s o id e n tifi e d s a m e a s a ft e r

B a m H I d i g e s ti o n ． T h e f r a g m e n t s i z e s

i n di c a t ed a t th e l e ft sid e o f th e a u t o r a di o g r a p h
a r e d e ri v e d f r o m H i n d III d i g e s t e d A D N A f r a g

－

nl e n ts
．

来す ると 思 われ た
． その 詳細な検討を S ．0 ． を対 象と し

て 行 っ た ． 即 ち p L D L RT 2 H H I を プ ロ
ー ブ と して 用

い
，

切 断す る制限酵素 をO B a 血H I 単独 － el B a m H

I ＋ H i n d 工II ． 魯 B a m H I ＋ X b a I ． ゆ B a m H I ＋

K p n 工 と変化させよ 各々 正 常対照例とと も に 泳動 し ハ

イ プ リダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た く図 5 1 ．

その 結果 ，
B a m H I 単独で 見ら れ る異常断片は X b a

工 を追加 する と約 5 kb 短く な る もの の 依然存在 し，

正常断片と の 差 はや は り約 6 k b で あ っ た ．
こ の こ と

か ら
，

異常遺伝子 に お ける欠損は B a m H I 認識 部位

聞 く正常 なら 16 ． 5 k b の 距離が あるうに 位置 し
，
その 中

で も特に X b a 工認識部位間に 位置す る と考 え られ た ．

一

方 ， B a m H 工 に Hi n d llI 切 断を追加 しても 異常断

片の 大きさ は ま っ た く変化 し なか っ た
．

こ れ は異 常遺

伝子 に H i n d IIl 認 識部位が 存在 しな い た め
，

す な わ ち

遺伝子 欠損 の 中に Hi n d 工工I 認識部位が 含 ま れ る た め

と考え られ た
．

B a m H I ＋ K p n I 切 断で は正 常対照 例と S ． 0 ． と の

間に ま っ た く善が認 められ な か っ た が
， 最も大き い 約

Fi g － 4 ． D e t e c ti o n o f t h e thi r d c a s e s h o w i n g 6 k b

d el et e d a b n o r m al f r a g m e n t o f L D L r e c e p t o r g e n e ．

S o u th e r n h y b ridi z a ti o n wi th p L D L R －2 H H I af t e r

P v u fI d i g e s ti o n i s s h o w n ． H ． Y ． s h o w s a n

a d d iti o n al l O ．5 k b f r a g m e n t s a m e a s K ．Y ． a n d S ．

0 ． くF i g ． 31 ， th a t i s n e v e r s e e n o n th e l a n e o f

C O n t r OI s u bj e c t ．
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9 k b の 断片の潰さが， S ．0 ． で は対照の 約半分と 思われ

た ． こ の こと か ら， 異常遺伝子 で は E p n 工認識部位 は

対照と 同様 に 存在す る もの の ， 本来 9 k b の 断片と し

て検出さ れる はずの 部分に 欠損が あ る と予想され た ．

以 上 の 結果お よ び P vu II や E c o R V を使 っ た 結果

を総合す る と
，

こ の 異常遺伝子 は図 6 の よう な構造で

ある と考え ら れ た ． す な わ ち第 14 イ ン ト ロ ン に あ る

E p n 工認識部位 と
， 第 15 イ ン ト ロ ン の 3

，

端 に ある X

b a 工認識部位と の間で約 6 k b が 欠損 して お り
，

それ

は 第15 エ ク ソ ン お よび隣接 す る第 14 ． 第 15 イ ン ト ロ

ン の
一 部で ある と考え られ た

．

3 ． 家系調査 その 1

Fi g ． 5 ■ D e t e r m i n a ti o n o f th e d el et e d p o rti o n i n th e

L D L r e c e pt o r g e n e o f S ． 0 ． ． A f t e r B a m H I

d i g e sti o n a n d B a m H I － X b a I d o u b l e d i g e s ti o n
，

t h e a b n o r m al f r a g m e n t th a t i s 6 k b s m all e r th a n

n o r m al o n e i s d e t e c t e d
，

r e S p e C ti v el y ．
B u t

a d d iti o n al H i n d III di g e sti o n t o B a m H I di g e
－

sti o n p r o d u c e s n o c h a n g e o f t h e a b n o m al f r a g
－

m e n t i n l e n gth ． W ith B a m H I a n d K p n I
，

th e r e i s n o d iff e r e n c e b et w e e n n o r m al an d S ． 0 ．
i n

th e f r a g m e n t p a tt e rn ． B u t th e l a r g e s t f r a g m e n t

o n th e l a n e o f S ．0 ． s h o w s a b o u t h alf i n t e n si ty

c o m p a r e d w ith th e n o m al o n e ．
T h e f r a g m e n t

si z e s in di c a t e d at th e l ef t sid e a r e d e ri v e d f r o m A

D N A cl e a v ed b y H i n d III ．

K ． Y ． に つ い て この 欠損遺伝子 と F王i 発症 との 関連

性 を見る た め家系調査 を行 い
， 3 世代1 1 例 に 渡る検討

を行 っ た く図 7 1 ． B a m H l 切断に よ る検討で は
， 臨床

的 に 本症と診断 され て い た 全例 に お い て
，

欠損遺伝子

を示 す 10 ． O k b の 異常断片 を認 めた ． 逆に 本症が否定

さ れ て い る例 で は ， 全例16 ． O k b の 正 常断片の み を認

め た ．
こ の 結果 か ら

， 本家系内で は約 6 k b の 欠損を持

つ 異常 L D L 受容体遺伝子 が F H を 引き起 こ し て い る

と考 え られ た ．

4 了家系調査 その 2

次 に S ． 0 ． に つ い て 家系調査 を行 っ た
．

ヘ テ ロ 接合

体性 F H と の 臨 床診 断 が な さ れ て い る 娘 2 例 くM ．

T ．

． C ．M ．1 に も ，
S ．0 ． と同 じ異常断片 を認 め た く図8l ．

S ． 0 ． の 夫は正 脂血症 で あり く表 3う， 結果 は示 して い

な い が遺伝子 分析で は正 常 断片 くP v u 工I で切 断する

と遺伝子 型 A A く図 2う1 で あ っ た こ と か ら， 本家系内

で も こ の 異常 L D L 受容体遺伝子 が 本症の 発症の 原因

と考え ら れた ．

ま た今 臥 M ．T ． と C ． M ． とが とも に 妊娠 ． 分娩を経

験 した た め
， 分娩時の 臍帯 血 を対象と し脂質分析 く表

3 1 と L D L 受容体遺伝 子分析 く図8 1 を行 っ た ．
M ．T ．

の子 供 は臍帯血 の血清総 コ レ ス テ ロ
ー ル 値 が 78 m gノ

dl と 軽度 上 昇 を 示 し く平 均士S E M こ 5 9 士14 m gld l
3 2，

I ，
P v u 王1 を使 っ た遺伝子 分析で も M － T ．

と 同じ10 ， 5

k b の異常断片を認 めた ．

一 方 C ．
M ． の子 供 は

，
51 m gl

d l と臍帯血の総 コ レ ス テ ロ
ー ル 値 は正 常で あ り ， 遺伝

子 断片に も 異常 は認め なか っ た く遺伝子 型 A A l ．

5 ． L D L 受容体遺伝子 5
，

側の検討

先に 示 した p L D L R －2 H H 王 を プ ロ
ー

ブ と し た検討

で は
，
L D L 受容体遺伝子 の 3

，

側半分 く第 1 0 エ ク ソ ン

か ら第 18 エ ク ソ ンう
1 2I 1 4

切 み が対象範囲 で あ っ た．
そ

こ で
， 制 限 酵 素 E c o R I で 切 断 し た 高 分 子 D N A を

p L D L R －3 X B 5 を プ ロ ー ブ と し て解析 す る こ と で
，
第

1 エ ク ソ ン か ら第10 エ ク ソ ン ま で 検討 した ．
10 例の

ヘ テ ロ 接合体性 F H の 検討結果 で は， 全例同 じ結果

く9 ． 3 k b
，
8 ．8 k b

，
2 ． 4 k b

，
1 ． 7 k b の 各フ ラ グ メ ン トが

認 め られ た1 を示 し，
正 常対照例 との 間に 差 は認めら

れ な か っ た く図9 う．

IIl ． R e s t ri c ti o n si t e h a pl o t y pi n

S 。u th e rn ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に よ り明 らか な

異常の 認め られ な い 症例に 閲し
，

そ の 異常遺伝子 を同

定す るて が か りと して
，

R F L P の 組み合 わせ い プ ロ

タイ ピ ン グ ほ 検討 した ． 制限酵素 N c o I を使用する

と
，
全例 に お い て 9 k b お よ び 7 k b の 断片が認められ

る ． そ して
，

これ ら に 加 え て 1 3 k b の 断片が認 められる

all el e N l と
，
3 ． 4 k b の 断片が 認め ら れ る all el e N 2 と

に 分 け られ る
3 3，

． 図 10 に 症例 C 月 ． の 家系を示 した ．
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X X

S ．0 ．

N o r m cIl
作用 e i e A I
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E x o n

5 k b

Fi g ． 6 ． C o m p a ri s o n o f r e st ri c ti o n m a p of th e 3
，

e n d o f th e n o r m a l L D L r e c e p t o r g e n e

くa 11 el e A I a n d th e 6 k b d el et e d m u t a n t g e n e o f S ． 0 ． ．
T h e s olid s e g m e n t s a n d th e

O p e n S e g m e n t S in di c a t e th e e x o n s a n d th e i n t r o n s
，
r e S p e C ti v el y ， T h e A l u －

S e q u e n C e

i n i n t r o n 1 5 i s i n d i c a t e d a s s h a d e d a r e a ． T h e m a p o f th e n o r m al g e n e i s d e ri v e d

f r o m S u d h of et al ．

川
． B ， B a m H I sit e 三 E

，
E c o R V sit e 3 H

，
H i n d III si te ニ K

，
K p n

I sit e i P
，
P v u II sit e i X

，
X b a I sit e ．

Fi g ． 7 ． T h e a n al y si s o f L D L r e c e p t o r g e n e i n th e f a m il y o f K ．Y ． ． I n all 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 a l h y p e r c h ol e st e r ol e m i a くF H 汗扇
，

，

，

ゆり，
th e a b n o r m al f r a g m e n t

く10 －O k bl a r e f o u n d a ft e r B a m H I di g e sti o n h y b rid i z e d w ith p L D L R － 2 H H I ． N o n
－

F H m e m b e r s ぐ0 り n e v e r sh o w th i s ab n o r m al f r a g m e n t ．

9 9 9
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P v u II に よ る R F L P く図21 の 結果 で は ，
と もに ヘ テ

ロ 接合体性 F H で ある C 且 と その 子供 の Y k 且 が遺

伝子型 A A を示 した ．
ま た N c o I で は

，
C J L が N ．

．

N ．で Y k ． H ． が N ．
． N 2 で あ っ た こ れ ら か ら C ． H － の ハ

プ ロ タイ プ は A N ll A N l ，
Y k

．
H ． は A N ．1 A N 2 と 考 え

られ た ． す なわ ち
，
Y k ． H ． は母 である C ． H ．

i，1 ら は A N ．

を ， 父 か らは A N 2 を受け継 い だ と考 え られ た
．

一 九

や は り ヘ テ ロ F H で あ る Y a ． H ， は P v u Il で A A
，

N c o 工 で N l
． N 2 を示 す た め

，
そ の ハ ブ ロ タ イ プ は

A N ll A N 2 と 考 え ら れ ， や は り 母 か ら A N l 父 か ら

A N 2 を受 け継い だ と思 われ た
．

考 察

一 般 に遺伝子 に お ける塩基の バ リ エ
ー

シ ョ ン は稀 で

はな く
，

それ に よ っ て 制 限酵素の 切断に 差が 生ずる ，

い わ ゆ る sit e p o l y m o r phi s m に 関 して も 多数例 の 報

告が ある
21

．
そ し て こ の よう な塩基 の バ リ エ

ー シ ョ ン

が 実際の ア ミ ノ 酸配列 に変化 を起 こ し， 異常蛋白 を介

して 疾患 を引 き起 こ した例 も報告され てい る
．

また こ

の バ リ エ ー シ ョ ン が
，

蛋白 に 反映さ れ な い領域 くエ ク

ソ ン 内の非翻訳領域や イ ン ト ロ ン1 に 起 こ っ た と して

も ， 遺伝子発現の 調節 な どに 影響 を及 ぼ して い る可能

性 も充分考 えられ る ． こ の よう な 理 由か ら， R F L P と

疾患と の関連 を検討す る意義 は高い
．

そ こ で L D L 受容体遺伝 子 に お け る P v u H に よ る

R F L P と F H 発症と の 関連性 を検討 した ． 本症患者 と

対照群 との 間で 遺伝子 型の 分布 く表 1 い all el e の 頻

度 く表 2ン とも に
， 有意差 を認 め な か っ た ． この こ と

は P マ u H によ る R F L P と本症発症 との 因果関係 が 否

定的で ある こ とを示 唆す る もの で あっ た
．

ま た R F L P

に は 人種 間 で そ の 出現頻度 に 著 し い 差の 見 られ るも

の
341

も あ り，
人種 の起源に つ い て の問題 を提起 し て い

る ． 今回 得ら れた 結果と欧米人 を対象と した 既報
3 0 恥

と を 比 較 検 討 し た が ， 有意 差 は 認 め ら れ ず ， こ の

R F L P に 閲 し 日本人 と 欧米人 と に 人種差 は な い と思

わ れ た ．

異な る 家系に 属す る 40 例の ヘ テ ロ 接合体性 F H の

中 で
，

3 例に お い て共通 と 思わ れ る L D L 受容体遺伝

子 の 異常 を見出 した ． 図 5 に 示 した詳細な検討の結果，

異常遺伝 子 は約 6 kb の 欠損 を も ち
， それ に よ りL D L

受容体遺伝 子 の 18 偶の エ クソ ン の う ち第15 エ ク ソ ン

の みが 欠 けて い た く図6 l ． G old st ei n らの グ ル ー

プの

報 告例3 紆 可 什
や他 の 報告例

45 ト 瑚 と比 較 した が
，

この 欠

損 は全 く新 しい タイ プの も の で あ っ た ．

こ の 第 1 5 エ ク ソ ン は， L D L 受 容体蛋 白の う ち 0 －

1 in k e d s u g a r d o m a i n をコ ー ド して い る 川 が
， 現在ま

で こ の d o m a i n の 生 理 的 意 義 は 明 ら か で は な い
．

D a v i s ら
欄

はi n v it r o m u t a g e n e si s に よ り部分欠損さ

せ た cD N A を培 養細胞 に移 入 し
，

この d o m ai n の 欠如

し た L D L 受容体 蛋白 の 性質 を検討 し た ． そ れ に よる

と
，

機能上 は正 常 L D L 受容体と ま っ た く 同じ で あっ

た と い う ． 今回明 らか と な っ た 異常遺伝子 を持 つ 3 家

系の F H 患者に つ い て は ， 蛋白 レ ベ ル で の L D L 受容

体 分析 は行 っ て い ない
． しか し，

こ の d o m a i n 持た ない

蛋白が作 られ て い る とす れ ば
，

その 詳細 な検討 によ り

こ の d o m ai n の 果 たす 役割 が明 らか に な ろう ．

今ま で に 報告さ れ て い る L D L 受容体遺伝子 異常の

中で ， 大 き な欠損 や挿 入 を持 つ 例の ほ と ん どは ， A l u

シ ー ク エ ン ス また は それ に 類似 の 反復配列が 関与した

組み替 え に よ っ て 生じ たと 考え られ て い る ． L e h r m a n

T a bl e 3 ． Li p o p r o t ei n c h ol e st e o1 1 e v el s of S ． 0 ． an d o th e r m e m b e r s of h e r f a m il y

C h ol e s t e r ol m gノdl

S a m pl e s C a s e A g e

T o t al V L D L I D L L D L

S ． 0 ．

H 11 S b a n d

P e ri p h e r al M ． T ．

韓

bl o o d
－

C ．M ．

ホ

C o n tr ol
尊

くn
ニ 1 71

仁
U

6

6

3 3

1 6

士
ハ
H

U1

3 1 5

1 9 4

3 8 9

3 93

闇7

4

7

亡
U

5

5

5

2

2

8 2 0 4

2 91

2 8 2 4 5

4 8

1 1 士7 1

6 2

51

亜

34

士57

M ． T ．

，

s b a b y

C o r d C ． M ．

，

s b a b y

bl o o d C o n tr ol
磐

くn
ニ 1 2つ

4

7

士2

7 8

5 7

封95

0

0

謂

19

士23

3 1

1 9

士12

ホ
ニ B l o o d s a m pl e s w e r e o bt ai n e d d u ri n g th eir p r e g n a n c y ．

書
こ R e s ults w e r e m e a n s 士 s t a n d a rd d e v ia ti o n s

51 3 21
．



F H に お け る L D L 受容体遺伝子異常

a l

Fi g ■ 8 ． T h e a n al y si s o f L D L r e c e p t o r g e n e i n th e f a m ily o f S ．0 ． ■ T h e p e d i g r e e a n d
th e a u t o r a di o g r a ph a ft e r P v u II d i g e s ti o n h yb ri di z e d w i th p L D L R － 2 H H l a r e s h o w n ．

aJ I n th e p e di g r e e
，

，

ゆ
，

i n d i c a t e s th e p a ti e n ts wi th h e te r o z y g o u s f a mi 1i a l h y p e r c h oi ．

e s te r o l e m i a くF Hl ，
a n d

，

Ej
，

a n d
，

0
，

i n d i c a t e n o n － F H m e m b e r s ．

bナAll th r e e p a ti e n t s くS ． 0 ．
，
M ． T ． a n d C ．M ．I i n th i s f a m il y h a v e a c o m m o n a b n o r m al

10 －5 k b f r a g m e n t d e ri v e d f r o m m u t a n t all el e ． M ．T ．

，

s b a b y h a s th r e e f r a g m e n t s く14 ．

0
，
3 ．5 a n d 2 ，5 k b l e n gt hl d e ri v e d f r o m all el e B

311
，

a n d a d diti o n al 1 0 ．5 k b a b n o r m al

f r a g m e n t s a m e a s M ． T ． ． C ． M ．

，

s b a b y sh o w s a n o r m al f r a g m e n t p a tt e r n th a t

S u g g e St S a g e n O t y p e A A
311

．
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Y k ． H ．

F i g ． 9 ． T h e a n al y si s o f th e 5
，

e n d o f L D L r e c e p t o r g e n e ． F o ur fr a g m e n t s く9 ．5
，

8 ．8
，
2 ．4 a n d l ．7 k b i n l e n gthl a r e vi s u ali z e d a ft e r E c o R I d i g e s ti o n h yb rid i z e d

W ith p L D L R － 3 X B 5 ． T h e E c o R I r e c o g n iti o n sit e s a r e i n di c a t e d b y a r r o w s i n th e

r e st ri c ti o n m a p ．

A N 2

ら の 報告 した 4 例3 51 3614 2I 4 2I ． H o b b s ら の 報 告 し た 1

例
401 ． さ らに H o r sth e m k e ら の報告し た 1 例4 引

がそれ

に 該当す る
． 今回明ら か とな っ た異常遺伝子 で も

， 図

6 に 示 した よう に
，

欠損部の 3
，

末端付近 く第15 イ ン

トロ ン 内1 に A l u シ ー ク エ ン ス が存在 して お り， 欠損

部 の 形成 に こ れ が 関与 し た可能性 は 高い と考 えられ

る ．

図7 およ び図 8 の 結果か ら
，

K ．Y ． お よ び S ．0 ． に見

H ． 二言三十二
．

了
一

二三一丁
二．

二
了－

Fi g ． 1 0 ． R e st ri cit o n si te h a pl o t y pi n g i n L D L

r e c e pt o r g e n e b a s e d o n th e R F L P s w ith P v u II

a n d N c o I ． I n th e f a m il y o f C ． H ．
，

th e R F L P

w i th P v u lI くA a n d Bl a n d N c o I くN ． a n d N 21 a r e

a n al y z ed i n th r e e p a ti e n t s w ith h et e r 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 くF H l ． T h e all el e

A N ．
i n h e rit ed f r o m C ． H ． t o Y k ． H ． a n d Y a ． H ，

m u s t c a u s e F H i n th i s f a m il y ．

系は
， 問診上少 なく と も過去 100 年 に 渡 り つ なが りを

持た な か っ た ． しか し共通 の 遺伝子 異常 を持つ こと
，

そ し て そ の よ う な 異常遺伝子 は頻 度が 極 め て低い こ

と
，

さ ら に は S ．0 ． と E ． Y ． の 出身地 は同 一 地方 く富

山県南西部の 砺 波地方う で あ る こ と か ら，
こ れら 3 家

系は祖先 を共有 す る と思 わ れた
．

L D L 受容体遺伝子 の 3
，

側を検討 した残 り37 例，
お

よ び 5
，

側 を検討 し得 た1 0 例に は
，
S o u th e r n ハ イ プリ

ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 上異常が認 め られ な か っ た ． 欧米に お

ける検 討で も， 本症 に お け る遺伝子異常 の 多く は本法

で は検 出され な い と報告さ れ て おり
相

，
1 な い し は数
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塩基の 変異が それ ら の 原 因で ある と思 われ る ．

薬物
1 7 卜 川

あ る い は 体外循環を利用 した L D L 除去術

の 開発501
は ， 早期 か ら し か も 安 全 に L D L コ レ ス テ

ロ
ー ル を低下さ せ る こ と を可能 と し ，

F E の 早期診断

の 重要性を高め て い る ． 病 因論か ら考 える と
， 培養皮

膚線推芽細胞り ．

リ ン パ 球5 り ． 肝細胞い
な どに よ る L D L

受容体活性の 測定が
， 本症 の 診断の 決 め手で あ る こ と

は言う ま で も な い
． しか しその 作業 は膨大で あ り多大

な時間も必 要と す る ため
， 実際に は臨床症状か らの 診

断が行われ て き た
． 成人 に お ける典型 例で は こ れ ら の

所見か ら診断は 容易 で あ るが ， 家族調査の 不可能な例

や若年例，
さ ら に は新生児例な どで は 困難 な場合が少

なくな い
．

本症の 出生前診断 は， 培養羊水細胞の L D L 受容体

活性 を測定す る こと で 可能と さ れ てき た
5 2I

． しか し
， 羊

水穿刺に 伴う危険や 結果判明ま で の 作業の 繁雑さ な ど

から， 本症患者 の 全て の 妊娠 に 際 し こ れ を実施 す る こ

とは不 可能で あ っ た
．

ま た本症 の 出生 時診断は， 主 に

臍帯血 の血 清総 コ レ ス テ ロ
ー ル 値 ．L D L コ レ ス テ ロ

ー

ル値の 測定を基 に な さ れ て き た
5封

． し か し
，
こ の判定 は

必ずしも倍額 の お け る もの で は な い と の 指摘も 多く ，

生後 1 年 に な っ て 初 め て確実性 を増 す と 言わ れ て い

る
61

．

今回明 ら か に なっ た よう な異常遺伝子 断片を示 す 症

例では， そ の 検出に よ り本症 の 遺伝子 診断が可能で あ

る
． 事実 E ． Y ． の 家系で は

， 高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血 症を

示すも の の 未 だ黄色腰 な どを示 さ な い 若年例 く第 3 世

代の 例1 に つ い て も ， 遺伝子 レ ベ ル か ら確診され た
．

また S ． 0 ． の 家系で は
，

M ． T ． の 子 供が 母 で あ る M ． T ．

と同 じ異常断片 く10 ． 5 k bl を示 した
．

つ ま り M ． T ． か

らは 異常遺伝 子 を 受 け継 ぎ， 父 か ら は 正 常 遺 伝子

くall el e B r 図 2 11 を 受 け継 い だ と考 え ら れ た ． さ ら

に
， 臍帯血 の 血 清総 コ レ ス テ ロ

ー ル 値 ． L D L コ レ ス テ

ロ
ー ル 値が中等度上 昇 して い た こ とも それ を裏付け る

もの と思 われ た ． も っ と も
，

こ れ らの 値は
， 欧米の 新

生児に お ける 診断基 準5 3，
に は満た ず ， こ の 相違 が人 種

差あるい は食事 内容の 遠 い に よ るの か
， ま た異常遺伝

子の 特徴を表わ すも の な の か は判断で き な か っ た ．

一

方C ． M ． の 子供 で は
， 遺伝子 分析上 異常断片は 認めら

れず臍帯血 も正 脂血症 で あ っ た こと か ら， 本症 は否定

でき た
．

M ． T ．

．

C ． M ． の 次 回 の 妊 娠は も ち ろん
， 他の

2 家系に つ い て も， 異常断片検出 に よ り本症の 遺伝子

診断を適用 で きる の は明 らか で あろ う ．

先に述 べ た よう に ，
こ の よ う な異常 断片の 検 出頻度

は低く
，
大多数の 症 例 で は正常対照例 との 間に 差 は認

められ なか っ た ． こ の よう な場合， 複数の R F L P の 組

み 合わ せ か ら ハ プ ロ タ イ ピ ン グ を行 う こ と で 異常

100 3

a ll el e の 同定が 可能で ある ． 図10 に 示 した家系で は ，

す べ て ヘ テ ロ 接合体性 F H で ある C ． 軋 － Y k 月 ． お よ び

Y a ． H
．
に 対し P vu II と N c o I に て 分析 を行っ た ． そ

の 結果，
C ． H ． か ら Y k ． H ． お よび Y a ． H ．

へ 受け 継が れ

た A N l が異常遺伝子 と 考え られ た ．
これ を利用 し

，
家

系内の 他の 構成員 に 関する検討，
さ ら に は それ に よる

遺伝子診断が 可能 に な ると 思わ れ る ． L D L 受容体遺伝

子 に は
，

P v u II
3 0 1 3 い ． N c o I

3 31 以外に
， A v a II

瑚
． P st

I
5 51 ．

S t u I
56I

． M s p I
5 71

と い っ た制限酵素でも R F L P

が報告さ れ て お り，
これ ら を追加検討する こ と で ハ プ

ロ タイ ピ ン グ はさ ら に 確実なも の とな り ， 診断 へ の 応

用範 囲は広が る
5 815 9I

も の と思われ る
．

結 論

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 の 異常 を，
C D N A を使 っ た S o u th e r n ハ イ プ リ

ダイ ゼ ー シ ョ ン に よ り検討 し
， 以下の結果を得た ．

1 ． 制 限酵素 P v u II に よ る R F L P を本症患者 と正

常対照 者とで検 討した が
，

こ の R F L P と本症発症 との

因果関係 は否定的で あっ た ． また この R F L P に 閲し，

そ の all el e の 頻 度 に 欧米人 と の 人種 差 は認 め ら れ な

か っ た ．

2 － 4 0 家系中3 家系に お い て
， 約 6 k b の 欠損 を持

つ 異常遺伝子 を見出し た
．
こ の 欠損 は第 15 エ ク ソ ン を

含ん だ新 しい タイ プの 異常で あ っ た
．

ま た家系内に お

い て は
， 臨床 的な本症の 診断と異常遺伝子 と の 関連に

例外は なく
，

この 遺伝子 異常が 本症 を引き起 こ し てい

ると考 え られ た ． ま た こ れ ら 3 家系は共通の 祖先 を持

つ と考 えら れ た
．

3 ． 残る 37 例 に は遺伝子 上 の 大き な 変化 く欠損 や

挿入フ が見 られ ず， 本症に お ける遺伝子 異常の 大部分

は
，

1 な い し数塩基の 異常で あ ろう と考 えられ た
．

ま た家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症の 遺伝子 診断の 可

能性 を検討 し
， 以上 の 結果 を果た ．

1 ． 約 6 k b が欠損し た異常遺伝子持 つ 家系で は
，

そ の 有無 を検 討す る こ と で 遺伝子 診断が 可能 で あ っ

た ． 特に 2 例の 新生児の 臍帯血 を分析 し
， 遺伝子 レ ベ

ル か ら の 本症 の 出生 時診 断を行い 得た ．

2 ． L D L 受 容体遺伝子 内の R F L P を組 み合わ せ た

ハ ブ ロ タ イ ピ ン グ に よ り異常 all eI e を同定 し
，

こ れ を

遺伝子診断に 応用 で き る可能性が 示 され た
．
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a m o n g D N A f r a g m e n ts s e p a r a t e d b y el e c tr o
－

ph o r e sis ． J ． M o l ． B i ol ．
，
9 8

，
50 3 － 5 17 く19 7 51 ．

鍔I M elt o n
，
D ．

A ．

，
K ri e g ，

P ． A ．
，
R e b a gli a ti

，
M ．

R ．
，

M a n i a ti s
，

T ．
，

Zi n n ， K ． 鹿 G r e e n
，

M ． R ． こ

E ffi ci e n t i n v it r o s y n th e si s o f b a c t e ri ol o gi c all y

a c ti v e R N A h yb rid i z a ti o n p r o b e s f r o m pl a s mi d s

C O n t ai ni n g a b a c t e ri o ph a g e S P 6 p r o m o t o r ． N u c ．

A cid ． R e s ． 1 2
，
7 0 3 5 － 70 5 6 く19 8 41 ．

24I R i g b y ，
P ． W ． J ．

，
D i ek m a n

，
M ．

，
R h o d e s ， C ． 及

B e r g ，
P ． 二 L a b elli n g d e o x y rib o n u cl ei c a cid t o hi gh

Sp e Cifi c a cti v it y i n vi t r o b y n i c k t r a n sl a ti o n w ith

D N A p ol y m e r a s e I ． J ．
M ol ．

B i ol ．
，
1 1 3

，
2 3 7 － 2 5 1 く1 9 7 7I ．

2引 F ei n b e r g ，
A ． P ． 鹿 V o g e l s t ei n

，
B ． こ A

t e c h ni q u e f o r r a di ol a b eli n g D N A r e st ri c ti o n e n d o－

n u cl e a s e f r a g m e n t s t o h i gh s p e cifi c a cti v it y ． A n al ．

B i o c h e m ．
，
1 3 2

，
6 ． 13 く1 9 8 31 ．

261 H a v el
，
R ． J ．

，
E d e r

，
H ． J ． 鹿 B r a g d o n

，
J ． H ． こ

T h e d i st rib u ti o n a n d c h e m i c a l c o m p o siti o n o f

ult r a c e n t rif u g a ll y s e p a r a t ed 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 st ．
，
3 4

，
1 3 4 5－13 5 3 く19 5 5l ．

27ナ All ai n
，
C ． C ．

，
P o o n

，
L ． S ．

，
C h a n

，
C ． S ． G ．

，

R i c h m o n d
，

W ． 鹿 F u
， P ．

C ． ニ E n z y m a ti c d e t e r －

m i n a ti o n o f t o t al s e r u m c h ol e s t e r ol ． C li n ． C h e m ．
，
2 0

，

4 70 －4 75 く19 7 4ユ．

川0 5

2 8ナ T a k a y a m a
，

M ．
，

I t o
，

S ．
，

N a g a s a ki
，

T ． 及

T a n i m i 2iu
，
I ． こ A n e w e n z y m a ti c m e th o d f o r d e t e r

．

mi n a ti o n o f s e r u m c h oli n e c o n t ai ni n g ph o s p h oli pid s ．

C li n
，
C h i m ． A c t a ．

，
7 9

，
9 3 ．9 8 く1 9 77ン．

2 9I 仁 科 甫啓 二 中性脂肪． 臨床検査
，
2 2

，
1 3 0 4 ．1 3 0 5

く1 9 7 8I ．

3 01 H u m p h ri e s
， S ． E ．

， K e s sli n g ，
A

．
M ．

，

H o r st h e m k e
，
B ．

，
D o n ald o

，
J ． A ．

，
S e ed

，
M ．

，
J o w e tt

，

N ．
，

H ol m
，

M ．
， G al t o n

， D ． J ． ， W y n n
，

V ． 及

W illi a m s o n
，

R ． ニ A c o m m o n D N A p ol y m o r p hi s m

Of th e l o w
－d e si ty li p o p r o t ei n くL D り r e c e p t o r g e n e

a n d i t s u s e i n d i a g n o si s ． L a n c e t i
，
1 0 03 ．1 0 0 5 く1 9 8 51 ．

3 1J H o b b s
，
H ． H ．

，
Le h r m a n

，
M ． A ．

，
Y a m a rEt O t O

，

T ． 鹿 R us S ell
，
D ． W ． ニ P ol y m o r p hi s m a n d e v ol u ti o n

O f A l u s e q u e n c e s i n th e h u m a n l o w d e n sit y li p o
－

p r o t ei n r e c e p t o r g e n e ． P r o c
．
N a tl ． A c a d ． S ci ． U ．S ． A ．

，

82
，
7 6 51 － 7 6 5 5 く19 85I ．

3 2I M a b u c hi
，

H ．
，

S a k ai
，

Y ．

，
W a t a n a b e

，
A ．

，

H a b a
，
T ． K oi u z u m i

，
J ． 鹿 T a k e d a

，
R ． こ N o r m a

－

1i z a ti o n of l o w －d e n sit y li p o p r o t ei n l e v el s a n d

di s a p p e r an C e O f x a n th o m a s d u ri n g p r e g n a n c y i n a

W O m a n W i th h et e r o z y g o u s f a mi 1i al h y p e r c h ol e st e r
－

Ol e m i a M et a b o li s m
，
3 4

，
3 0 9 －31 5 く19 8 51 ．

3 31 R o t ヱe
，

M ． J ．
，

L a n g e m h o Y e n
，

E ．
，

D i e t z s ch
，

E ． 鹿 R e ti e f
，
A

． E ． こ A R F L P a s s o ci a te d w i th 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 g e n eくL D L RI ． N u c ．

A ci d s R e s ．
，
1 5

，
3 7 6 く19 8 71 ．

3 41 R e s s
，
A ．

，
S t o c k s

，
J ．

，
S h a r p e

，
C ． R ．

，
V ell a

，
M ．

A ．
，
S h o u ld e r s

，
C ． C ．

，
K a t 2l

，
J ．

，
J o w e tt

，
N ． I ．

，

B a r all e
，
F ． E ． 及 G a lt o n

，
D ． J ． 二 D e o x y rib o n u cl ei c

a cid p ol y m o r p hi s m i n th e A p o li p o p r o t e in A－1 － C－1II

g e n e cl u s te r
． J ． C li n

，
I n v e st ．

，
7 6

，
1 09 0 － 10 9 5 く1 9 8 5J ．

3 51 L e h r m a n
，
M ． A ．

，
S c h n eid e r

，
W ． J ．

，
S tid h o f

，

T ． C ．
，
B r o w n

，
M ． S ．

，
G old s t ei n

，
J ． L ． 及 R u s s e11

，
D ．

W ． こ M u t a ti o n i n L D L r e c e pt o r 二 A l u－Al u r e c o m b i－

n a ti o n d e l et e s e x o n s e n c o d i n g t r a n s m e m b r a n e a n d

C y t O pl a s m i c d o m a i n s ． S ci e n c e
，
2 2 7

，
1 4 0－14 6 く19 8 5ナ．

3 6I L e h r m a n
，
M ． A ．

，
R u s s ell

，
D ． W ．

，
G o ld s t ei n

，
J ．

L
． 皮 B r o w n

，
M ． S ．

ニ E x o n － A l u r e c o m b i n a ti o n

d el e t e s 5 k il o b a s e s f r o m th e l o w d e n sity li p o p r o t ei n

r e c e p t o r g e n e
， P r O d u ci n g a n u 11 p h e n o ty p e i n

f a m ili al h y p e r c h o l e st e r ol e m i a ． P r o c ． N a tl ．
A c a d ．

S ci ． U ．S ． A ．
，
8 3

，
3 67 9－36 8 3 く1 9 8 61 ．

37I Le h r m a n
，
M

．
A

．
，
G ol d s t ei n

，
J ． L

，
B r o w n

，
M ．

S ．
，
R u s s ell

，
D ． W ． 及 S c h n eid e r

，
W ． J ． 二I n t e r n ali －

Z a ti o n
－ d ef e c ti v e L D L r e c e pt o r s p r o d u c e d b y g e n e s

W i th n o n s e n s e a n d f r a m e s h if t m u t a ti o n s th a t



1 0 0 6

t r u n c a t e th e c y t o pl a s mi c d o m a i n ． C ell
，
4 1

，
73 5 －7 4 3

く198 引．

3 8I I h v i s ，
C ． G ．

，
Le h r m a n

，
M ． A ． ， R u s e el

，
D ．

W ．
，

A rLd e r s o n
，
R ． G ．

，
B r o w n

，
M ． S ． 皮 G old s t ei n

，
J ． L ． 二

T h e J ． D ． m u t a ti o n i n f a mi 1i al h y p e r c h ol e s te r o
．

l e m i a 二 A m i n o a ci d s u b s tit u ti o n i n c y t o pl a s m i c

d o m ai n i n p ed e s i n te m ali z a ti o n o f L D L r e c e p t o r s ■

C ell
，
4 5

，
1 5 －2 4 く19 8 6I ．

3 9I Y a m a m o t o
，
T ．

，
B i sh o p ，

R ． W ．
，
B r o w n

，
M ． S ．

，

G ol d st eill
，
J ． L ． 及 R u s s ell

，
D ．

W ． こ D el e ti o n i n

c y s t ei n
－

ri ch r e g l O n Of L D L r e c e p t o r i m p e d e s t r a n s
．

p o rt t o c ell s u rf a c e i n W H H L r a b bi t ． S ci e n c e
，
2 3 2

，

1 2 3 0 －1 2 37 く19 8 軋

40J II o b b s
，
H ． II ．

，
B r o w n

，
M ． S ． ， G ol d st ei n

，
J ．

I ． ． 鹿 R u s s ell ， D ． W ． ニ D el eti o n o f e x o n e n c o di n g

C y S t e in －

ri ch 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 p t o r alt e r s it s b i n d in g s p e cifi ci ty i n a s u bj e c t

w ith f a m ili al h y p e r c h ol e s t e r ol e m i a ． J ． Bi ol ． C h e m
．
，

26 1
，
1 31 1 4 ．1 3 1 2 0 く19 86う．

4 1J L e h r m a n
，
M ． A ．

，
S c h n ei d e r

，
W ． J ．

，
B r o w n

，

M ．
S

． ，
I h v i s

，
C ． G ．

，
E l h a m m e r ， A ．

，
R u s e sll ， D ．

W ． 鹿 G o ld s t ei n
，
J ． L ． ニ T h e L e b a n e s e all el e a t th e

l o w d e n sit y li p o p r o t ei n r e c e p t o r l o c u s ． J ． B i ol ．

C b e m り
2 62

，
4 0 1 －4 1 0 く19 87I ．

4 2ナ Le h r m am
，
M ． A ．

，
G o ld st ei n

，
J ． L ．

，
R u s s ell ，

D ．

W ． 鹿 B r o w rL ， M ． S ． こ D u pli c a ti o n o f s e v e n e x o n s i n

L D L r e c e p t o r g e n e c a u s e d b y A l u
－ A l u r e c o m bi －

n a ti o n in a s u bj e c t w ith f a m ili al h y p e r c h o －

l e st e r o l e m i a ，
C e11

，
4 8

，
8 2 7 － 83 5 く19 8 7ン．

4 3I Le h r m a n
，
M ． A ．， R u s s e11

，
D ． W ．

，
G old s t ei n

，
J ．

L ． 鹿 B r o w n
，
M ． S ． こ A l u

－ A l u r e c o m b i n a ti o n d el e t e s

S pli c e a c c e p t o r sit e s a n d p r o d u c e s s e c r e t e d l o w

d e n sit y li p o p r o t ei n r e c e p t o r i n a s u bj e c t w ith

f a m ili al h y p e r c h ol e s t e r ol e m i a ． J ． Bi ol ． C h e m ．
，
2 6 2

，

33 5 4 －3 3 61 く198 71 ．

4 4I B r o w n
，
M ． S ． 鹿 G ol d s t ei n

，
J ． L ． こ A r e c e p t o r

－

m e di a t e d p a th w a y f o r ch ol e s t e r o l h o m e o s t a si s ．

S ci e n c e
，
2 3 2

，
34 － 47 く19 8 61 ．

45I H o r st h e m k e
，
B ．

，
E e s sli n g ，

A ． M ．
，
S e e d

，
M ．

，

W y n n
，

V ．
，

W illi a m s o n
，
R ． 鹿 H i m ph ri e s

，
S ． E ． こ

I d e n tifi c a ti o n o f a d el eti o n i n 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 g e n e i n a p a ti e n t w ith f a m ili al

h y p e r c h ol e st e r ol e m i a ． H u m ． G e n e t ． ．
71

，
7 5 ．7 8 く19 8 5l ．

4 6I II o r st h e m k e
，
B ．

，
B ei si e g el

，
U ．

，
D u n n i n g ，

A ．
，

H a vi n g a
，
J ． R ． ， W i11i a m s o n

，
R ． 鹿 H u m p h ri e s

，
S ． こ

U n e q u a l c r o r r in g
－

O V e r b e t w e e n t w o a l u
－ r e p etiti v e

D N A s e q u e n c e s i n th e l o w
－d e n sit y ．1i p o p r o t ei n

－

r e c e p t o r g e n e ． E u r ． J － B i o ch e m ．
，
1 64

，
7 7 －81 く19 8 71 ．

4 7I H o r st h e m k e
，
B ．

，
D u n n i n g ， A ． 鹿 H 11 m ph ri e s ，

S
． ニ I d e n tifi c a ti o n o f d el e ti o n i n th e h u m a n 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 g e n e ． J ． M e d ． G e n et ．
，

2 4
，
1 4 4 －1 4 7 く19 即1 ．

4 8I L a n gl o i s
，
S ．

，
K i r k

，
H ．

，
F r o h li c h

，
J －

，
M c Le o d

，

R ．
，

P ri t c h a r d
，

H ． 及 H a y d e n
，

H ． R ． ニ F a m ili al

h y p e r c h ol e s t e r o l e m i a くF 印 c a u s e d b y a d el e ti o n i n

th e 3
，

e n d o f th e L D し r e c e p t o r i n v oI v i n g th e

t r a n s m e m b r a n e d o m ai n of th e p r o t ei n tA b s tr a ctL

A m ． J ． H u m ． G e n e t ，
，
3 9 くs u p pll ，

A 96 く19 861 ．

4 9I D ai vi s
，
C ． G ．

，
E lh a m m e r

，
A ．

，
R u s s ell

，
D

． W ．
，

S c h n eid e r
，
W ． J ．

，
E o r n f el d ， S ．

，
B r o w n

，
M ． S ． 皮

G ol d s t ei n
，
J ． I ．． こ D el eti o n o f cl u st e r e d O－1i n k ed

C a r b o h y d r a t e s d o e s n o t i m p a i r f u n c ti o n o f l o w

d e n si t y li p o p r o t ei n r e c e p t o r i n t r a n sf e c t e d fib r o
－

b l a st s ． J ． B i o l ． C h e m ．
，
2 6 l

，
2 8 2 8 －2 8 3 8 く19 8 6l ．

5 0I 道下
一 朗 こ ホモ 接合 体性家族性高 コ レ ス テ ロ

ー

ル 血症 の 血 梁交 換療 法に 関す る研究． 十全医会誌96
，

5 5 8 － 5 7 4 く1 9 8 71 ．

5 1J C u t h b e rt
，
J ． A ．

，
E a s t

，
C ． A ．

，
B il h ei m e r

，
D ．

W ． 鹿 Li p s k y ，
P ． E ． ニ D e t e c ti o n o f f a m ili al h y p e r

－

C h ol e s t e r ol e m i a b y a s s a yi n g f u n c ti o n a 1 l o w － d e n sity
．

1i p o p r o t e i n r e c e p t o r s i n l y m p h o c y t e s ． N － E n gl － J ．

M e d ．
，
3 1 4

，
8 7 9 － 88 3 く1 98 61 ．

5 21 B r o w，n
，
M ． S ．

，
E o Y a n e n

，
P ． T ．

，
G o ld s t ei n

，
J ．

L ． ， E e c k el s ，
R ．

，
V a n d e n b e r gh e

，
E ．

，
B e r g h e

，
H － V －

D ．
，

F r y n s
，

J ． P ． 鹿 C a s si m a n ， J ． J ． ニ P r e n a t al

d i a g n o si s o f 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 m i a こ E x p r e s si o n o f a g e n e ti c r e c etp o r

d i s e a s e i n u t e r o ． L a n c e t i
，
5 2 6 －5 2 9 く19 7 8l ．

5 3I E w it e r o vi c h
， J r ． P ． 0 ．

，
R o b e r t

，
I － L ． 鹿

F r e d ri c k s o n
，
D ． S ． こ N e o n a t al d i a g n o si s of f a m ili al

ty p e
一工I h y p e r ch ol e st e r o l e m i a ．

L a n c e t i
，
1 18 －1 21

く19 7 31 ．

5 4I H o b b s
，

H ． H ．
，
E s s e r

，
V ． 良 R u s s e11 ，

D ． W － こ

A v a II p o ly m o r ph i s m i n th e h u m a n L D L r e c e p t o r

g e n e ．
N u c ．

A cid s R e s ．
，
1 5

，
3 7 9 く19 8 71 －

5 5I F u n k e
，
H ．

，
K l u g

．

，
J ．

，
F r o s s a r d

，
P ．

，
C ol e m a n

，

R
． 皮 A s s m a n n

，
G ． ニ P s t I R F L P cl o s e t o th e L D L

r e c e p t o r g e n e ． N u c ． A cid s R e s ．
，
1 4

，
7 8 20 く198 61 ．

5 6J E o t z e
，
M ． J ．

，
R e ti e f

，
A ． E ．

，
B ri n k

，
P ． A ． 鹿

W ei c h
，

H ． F ． H ． こ A D N A p ol y m o r p hi s m i n th e

h u m a n l o w
－d e n sit y li p o p r o t e i n r e c e p t o r g e n e ． S ．

A f r ． M e d ． J ．
，
7 0

，
7 7 －7 9 く19 8 61 ．

5 71 G ei s el
，
J ． ， W ei s s h a a r

，
B ．

，
O e t t e

，
K ．

，
M e ch t el

，

M ． 鹿 D o e r fl e
，
W ． 二 D o u b l e M s p l R F L P i n th e



F H に お け る L D L 受容体遺伝子 異常

h u m a n L D L r e c e p t o r g e n e ． N u c ． A cid s R e s ．
，
1 5

，
39 43

く198 7I ．

58I H u m p h ri e s
，
S ． E ． 二 F a m ili al h y p e r c h ol e s t e r o

－

1 e r ni a a s a n e x a m pl e o f e a rl y d i a g n o si s o f c o r o n a r y

a rt e r y di s e a s e ri s k b y D N A t e c h n i q u e s ． B r ． H e a rt

J ． ，
5 6

，
2 0 ト2 0 5 く19 8 6I 一

1 0 0 7

59I L e p p e r t
，
M ． F ．

，
H a s s t ed t

，
S ． J ．， H o l m

，
T ．

，
0

，

B o n n e11
，
P ．

，
W ll

，
L ．

， A s h
，
0 ．

，
W i11 a m s

，
R ． R ． 鹿

W h it e
，

R ． 二 A D N A p r o b e f o r th e L D L r e c e pt o r

g e n e i s ti gh tl y l in k e d t o h y p e r c h ol e s t e r ol e mi a i n a

p e d i g r e e wi t h e a rl y c o r o n a r y di s e a s e ． A m ． J ．
H u m

．

G e n et ．
，
3 9

，
3 0 0 ．3 0 6 く198 61 ．

M u t a ti o n i n t h e L o w D e n sit y L i p o p r o t ei n R e c e p t o r G e n e i n F a m ili al H y p e r
．

c h ole s t e r ol e m i a K o uji K aj i n a m i
，
D e p a rt m e n t o f I n te r n a l M e d i ci n e t IIl ，

S c h o ol o f M e d i ci n e
，

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

J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 6

，
9 9 3 － 1 0 0 7 り9 8 71

K e y w o r d s こ F a m ili al H y p e r c h o l e st e r o l e m i a
，

L o w d e n s lty lip o p r ot ei n r e c e p t o r
，

G e n e

m u t a ti o n
，
R e st ri c ti o n f ねg m e n t l e n g th p o l y m o r p h i s m

，
N e o n at al d i ag n o si s

A b s t r a c t

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 くF 叫 i s p r o d u c e d b y m u t a ti o n i n t h e g e n e f b r l o w d e n si ty

li p o p r o te i n くL D LJ r e c e p t o r
，

a n d i s c h a r a c t e ri z e d b y el e v a te d s e r u m L D L c h o l e s t e r o 1 1 e v e l
，
t e n d o n

X a n th o m a s a n d p r e m a t u r e c o r o n a ry a th e r o s c l e r o si s ． I n th e p r e s e n t st u d y ，
t h e L D L r e c e p t o r g e n e

m u t a ti o n s i n J a p a n e s e F H p a ti e n t s w e r e a n al y z e d w i th c D N A cl o n e ． G e n o m i c D N A s a m p l e s

is ol a t e d ft o m p e ri p h e r al b l o o d w e r e e x a m i n e d b y th e m e t h o d o f S o u th e r n bl o ttl n g ． T h e s a m e

r e stri cti o n f f a g m e n t l e n g th p o l y m o r p h i s m くR F L PI v is u ali z e d aft e r P v u II d ig e s ti o n a s r e p o rt e d

b ef b r e w a s fb u n d ． T h e r e w e r e n o s l g n i n c a n t difrb r e n c e s o f g e n o ty p e d i st ri b uti o n b et w e e n

h e t e r o z y g o u s F H p ati e n ts a n d c o n t r o I s u bj e c ts
，

a n d o f all e l e 丘 e q u e n ci e s b e t w e e n th e p r e s e n t d a t a

a n d th o s e o f p r e v i o u s r e p o r ts ． T h e s e r e s u lts i n d i c a te d th a t t h e r e w a s n o r el ati o n s hi p b e t w e e n t hi s

R F L P a n d F H
，

a n d n o r a ci a l d ifrt r e n c e i n th i s R F L P ． A m o n g 4 0 u n r e l at e d p ati e n ts w i th

h e t e r o z y g o u s F H
，

a 6 k il o b a s e くk bl d el e te d L D L r e c e p t o r g e n e w a s d et e c t e d i n t h r e e c a s e s ． T h i s

m u t a n t g e n e w a s r e v e al e d t o h a v e eli m i n a t e d o n ly o n e e x o n
，
e X O n 1 5

，
a n d th e a dj a c e n t t w o i n t r o n s ．

T h i s m u t a n t g e n e w a s c o n si d e r e d a s a n e w v a ri a n t f o r m b a s e d o n c o m p a ri s o n w ith t h o s e

P r e V i o u sly r e p o r t e d ． I n e a c h fa m ily o f all th e s e th r e e c a s e s
， t h e p h e n o ty p e o f F H a n d th i s m u t a rl t

g e n e h a v e c o m p l e t ely c o s e g r e g a te d ． T h u s
，
th i s d el et e d L D L r e c e p t o r g e n e m i gh t h a v e c a u s e d F H

a n d th e s e th r e e f a m ili e s m i g h t h a v e a c o m m o n a n c e s t o r w i th F H ． I n o n e o f th e s e th r e e fh m ili es
，

th e n e o n a t al d i a g n o si s o f F H w a s d o n e i n t w o b a b i e s b y c h e c k i n g t h i s d el e ti o n i n th e L D L

r e c e p to r g e n e i n th ei r c o r d b l o o d s a m p l e s ． T h e o th e r 3 7 p a ti e n ts w i th h e te r o z y g o u s F H s h o w e d

n o a b n o r m ali ti e s o n S o u t h e r n b l o ttl n g ． T h i s i n d i c a te d th a t
，
i n m o st F H p a ti e n ts

，
th e L D L

r e c e p t o r g e n e m u t a ti o n m u s t b e o n e o r s e v e r al n u cl e o ti d e s a lte r a ti o n s ． B u t
，
i n th o s e c a s es

，

r e stri c ti o n sit e h a p l o ty p l n g C O m b i n e d w i th s e v e r a l R F L P s i n th e L D L r e c e p t o r g e n e i s u s e fu 1 fb r

th e d e te c ti o n o f th e a b n o r m a l a 11 e l e l e a d i n g t o th e d i a g n o s i s o f F H a t D N A l e v el ．


