
Characteristics and Mechanisms of Changes in
Lipoprotein Properties of Watanabe Heritable
Hyperlipidemic Rabbits

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/7894URL



7 3 0 金沢大学 十全医学会雑誌 第95 巷 第4 号 730 －7 4 7 く19 86さ

遺伝性高脂血症家兎の リボ蛋白の樽徽 と

そ の成因に関する研究

金沢大学医学部附属病院第二 内科学講座 く主 任 こ 竹田亮祐教授1

若 杉 隆 伸

く昭和6 1年 8 月3 0 日受付1

遺伝性高脂血症家兎 くW a t a n a b e h e rit a b l e h y p e rli pid e m i c r a b bit ， W H H L 家兎l の リ ボ蛋白の 特

徴お よ び家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症の リ ボ蛋白との 異同を明 らか と す る こ とが ， 本研究の 第1 の 目的で あ

る
． 第 2 の 目的は， W H H L 家兎に お ける超低比重リ ボ蛋 白 くv e r y l o w d e n si t y li p o p r o t ei n ， V L D Ll およ

びア ポ リボ 蛋白 E くa p o li p o p r o t ei n E ， a p O E l 増加 の 成因 を検討す る こ と で あ る．
ハ

ー ベ ル らの 方法 に 従 っ

て
，
リ ボ蛋白の超遠心分析 を行 っ た結果， W H H L 家兎 が家族性高 コ レ ス テロ

ー

ル 血症と異な る主 な 点は， 次

の 諸点で あ っ た ． 中間比 重 リ ボ蛋白， 低比重リ ボ蛋白の増加比率く15
へ 2 0 倍1 が 家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル

血症 く2 r
v 3 倍1 に 比 べ 著明に 大きい こ と， V L D L は家族性高 コ レ ス テ ロ

ー

ル 血症で は正 常な い し軽度増

加で ある の に対 し， W H H L 家兎で は著明 に 増加 く約26f別 して い た こ と ， W H H L 家兎 の ヘ テ ロ 接合体

は軽度の リ ボ蛋 白増加 しか 示 さ な い こ と， な どで あ っ た ． 血清 ア ポリ ボ蛋白濃度を
一

次 元 免疫拡散法で 測

定す る と， W H H L 家兎 で は ア ポリ ボ蛋白 B が 14 倍， a p O E が 9 0 倍以上 に 著明 に増加 して い たが ， 家族性

高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血症 で は， そ れ ぞれ 2 倍， 1 ．5 倍の 増加 で あ っ た ．

W H H L 家兎で 認め られ た V L D L 増

加の 磯序 に 関し て， 2 つ の検討 を行 っ た ． ま ず， レ ム ナ ン ト代謝 に 関わ る a p o E の検討 で は， 等竜点電気泳

動に よる a p o E イ ソ蛋白に 欠損や組成変化 は認め られ な か っ た ．
次 に

，
V L D L 中の トリ グ リセ ライ ドを 分

解す るリ パ
ー ゼ活性 をク ラ ウ ス らの 方法 で測定 した．

コ レ ス テ ロ
ー ル 含有飼料負荷家兎で は， リボ 蛋白リ

パ ー ゼ活性が 2 ．1 倍， 肝性 リ パ
ー

ゼ清性 は 3 倍に 上 昇 して い た．
W H H L 家兎 で は， 肝性 リ パ

ー ゼ活性は

3 ．1 倍 に 上 昇して い たが ， リボ 蛋白リ パ
ー ゼ活性の 上 昇 はな か っ た ． a p o E 合成 量 の 指標と して ， 肝の a p o E

伝令 R N A 量 を， ド ッ トプ ロ ツ テ ィ ン グー ハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン法 で 測定 し た．

正 常家兎 に 比 べ ，
W H H L

家兎肝 の a p o E 伝令 R N A 童は 2 倍 に増加 してい た．
W H H L 家兎は 家族性高 コ レ ス テ ロ

ー ル 血症 の 良い

モ デ ル 動物で あ るが ， 低比 重リ ボ 蛋白受容体障害以外 の 異常も存在 した．

K e y w o r d s W a t a n a b e h e rit a bl e h y p e rli pid e m i c r a b bit ，1i p o p r ot ein p r o p e r t
i e s

，

a p oli p o p r ot ein E ， m e SS e n g e r R N A ， p O S th e p a rin lip oly tic a c tiv－

itie s

遺伝性高脂血症家兎 くW a t a n a b e h e rit a bl e h y p e r－

1i pi d e mi c r a b b it ， W H H L 家兎l は ， 高コ レ ス テ ロ
ー

ル 血 症を呈 し， 指址関節部の 黄色腰 や 粥状硬化症を発

生 する こ とが報告さ れ て い る
卜 3I

． その 原因は， 線椎芽細

胞右5l ， 肝細胞6 ．7I ， 副腎細胞膜
7I で証明さ れ た よう に， 低

比重 リボ蛋 白 くl o w d e n sit y lip o p r o t ei n ， L D L l 受容

体の 遺伝的な欠損 で あ ると さ れ て い る ．
W H H L 家兎

の 症状 や L D L 受容体 の 異 常 は， 家 族性高 コ レ ス テ

ロ
ー ル 血 症 の 臨床的特徴

8 － 1 2
や 遺伝的異常

1 2I に 類 似し

て い る ． 従 っ て W 壬1 日L 家兎 は家族性高コ レ ス テロ
ー

ル 血 症 の モ デ ル 動 物 と さ れ て い る ．
し か し な が ら

W H H L 家兎 の リボ 蛋 白像 を家族性高 コ レ ス テ ロ
ー

ル

血 症 と比較検討 した 報告は な く， W H H L 家魔の 特徴

が明 確 に さ れ てい な い ．

コ レ ス テ ロ
ー

ル 含有飼料を 与

A b b r e vi ati o n s ニ a P O B ， a p O C ， a p O E ， a p Olip o p r ot ei n B ， C ， a
n d E

，
r e S p e C ti v ely ニb p ， b a s e

p ai r s こ C D N A ， C O m p l e m e n t a r y D N A 三 C
－f e d

，
Ch ol e st e r o H e d くr ab bitJ i C－fe d

－ 1
，
C －f ed －2

，
C －fe d －

4 ， a n d C －f ed － 6 ， r a b b it s f ed l O O gl d a y of l ％ c h ol e st e r oI c h o w di et f o r o n e ， t
W O

，
f o u r

，
a n d si x

w e e k s ， r e S p e C tiv ely ニ F F A ， fr e e f at t y a cid ニ H D L ， h igh d e n sit y li p o p r o t ein i H T G
L
，
h e p atic



W H 壬1 L 家鬼の リ ボ蛋 白の 特徴 とそ の 成因

えた家兎くch o l e st e r ol
－f e d 家兎， C －f e d 家兎I で は

， 肝

の L D L 受容体機能が低下 し， 高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血症

や， 動脈硬化症 を発生 す る
1 3 ， 川

．
W H H L 家兎の リ ボ蛋

白像を， 類似 の異常 を示 す C イe d 家兎 と詳細に 比較検

討した報告も ない ， そ こ で， 本研究で は ，
L D L 受容体

障害を有す る家族性高 コ レ ス テ ロ
ー

ル 血症， W E H L

家兎， C ．f e d 家兎の リ ボ蛋白像 を比較検討 し
，
W H H L

家兎の リ ボ蛋白像の特徴 を明らか と し， 家族性高コ レ

ステ ロ
ー ル血 症の リ ボ 蛋白像と の 異同を明 らか に す る

こと を第1 の 目的と した．

家族性高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血症 で は， 超低比 重リ ボ蛋

白くv e r y l o w d e n sit y li p o p r o t ei n ， V L D L l はほぼ正常

で ある の に比 べ ， W H H L 家兎で は V L D L が 著明に 増

加してい た．
こ の V L D L の差が両者の相違点 と して重

要と考 えられ た．
W H H L 家兎 に お け る V L D L 増加の

磯序とし て， L D L 受容体障害 に お け る V L D L 代謝の

低下しか 報告され て い な い
1 5

－ 川
．
ヒ トで は， リ パ

ー

ゼ酒

性の欠損 に よ る 工 型 高脂血症
1 7

や ， ア ポ リ ボ 蛋白 E

くA p oli p o p r o t ei n E ， a p O E l の異常 に よ るm 型高脂血

症1 81で ， 比 重の低 い リ ボ蛋白の 増加が知 られ て い る に

も拘わ らず， W H H L 家 兎の リ パ ー ゼ 清性や a p o E に

関する検討は な され て い な い ． W H H L 家兎の V L D L

増加に ， リパ ー ゼ活性 や a p o E の異常が 関与 す る か ど

うか を検討す る こと が ， 本研究の第 2 の 目的で ある．

対象お よび 方法

工 ． 対 象

1 ． ヒ ト

未治療 ヘ テ ロ 接合体性家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症

患者15 例 く男9 例
，
女 6 例1 で

，
リボ 蛋白の 超遠ノL 一分

析と アポ リボ 蛋白濃度の 測定 を同時 に 行 っ た ． な お，

家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症 の 診 断 は 馬渕 ら の 方

法
1 0 －1 別に基づ い て行 っ た ． 正 常 ヒ ト群 は， 下記 の 条件全

て を満た した 16 例 く男 10 例， 女6 例う で ある． 虚血

性心疾患 ． 肝疾患． 腎疾患 ． 内分 泌疾患 ． ＋10 ％以上 の

肥満 ． 糖尿 病 を有さ な い こ と， 血清総 コ レ ス テ ロ ー ル

濃度230 m gノ朗 以 下， 血 清 トリ グ リセ ライ ド濃度150

m gノdl 以下 で あ る こ と
，
リ ボ蛋白の 超遠心分析と ア ポ

リボ蛋 白濃度の 測定が同時に な され た こ と， で ある

2 ． 家兎

い 家兎の 起源 と 飼料

ホモ 接合体性 W H H L 家兎 は， 神戸大学渡辺嘉雄博

731

士よ り提供さ れ た．

ヘ テ ロ 接合体性 W H H L 家兎 は，

ホ モ 接合体性 W H H L 家兎 に 正 常 な 日 本種白色家兎

く三共ラボ ． サ
ー ビス

， 富山う をか けあ わせ て作成 し

た
． 標準家兎飼料 くT y p e O R C － 4 ， オリ エ ン タ ル 酵母

工業， 東京う を 1 日 10 0 g ， 1 週間与 えた後 に ， ホ モ あ

る い は ヘ テ ロ 接 合体性 W H H L 家兎 を使用 し た． な

お
， 本論 文 で は， W H H L 家 兎 は ヘ テ ロ 接 合 体性

W H H L 家兎 くヘ テ ロ W H H L 家兎I と 断わ ら な い 限

り， ホ モ 接合体 である．

正 常家兎 くn o r m a l r a b bit
，
N Rl は ， 日本種白色家

兎に 標準家兎飼料を 1 日 10 0 g ， 1 週間与 えた も の で

あ る． C ，f e d 家兎 は
，
日本種白色家兎に 1 ％コ レス テロ

ー ル含有飼料く特別注文製品， オリ エ ン タ ル 酵母工 業う

を1 日10 0 g ， 後記の期間与えて作成 した．

上 記各種の家兎 を 12 時間以上絶食さ せ た後に ， 抗凝

固剤 を加 えずに 採血あるい は後記の 実験 に 使用 した．

21 各実験で使用 した 家兎の種類と数

実験1 の リ ボ蛋白超遠心分析お よ び実験 2 で使用 し

た家兎は同
一

個体で ある．
W H H L 家兎は雄 8 羽 を用

い W H H L 群， また
，
N R は雄8 羽 を用 い N R 群 と し

た． C －f ed 家兎 は， 1 ％コ レ ス テ ロ ー ル 含有飼料 を 1 週

間与え た雄 4 羽 を C ，f e d 家兎 － 1 くC －f e d － 1 1 群 と し，

2 週間与 えた雄 6 羽
，
4 週 間与え た雄5 羽 を それ ぞれ

C －f e d － 2 群， C －f e d － 4 群と した ． 実験1 の ア ポ リボ 蛋

白測定 に供 し た N R く雌雄各2 羽う， ヘ テ ロ W H H L 家

兎 く雄 3 羽1 ， ホ モ W H H L 家兎 く雌雄各2 羽う は， 実

験1 の 超遠心分析を行っ た家克 と は別個体 である ．

実験 3 で は
，
実験 1 お よ び2 と は別個体 の 日本種白

色家兎 を使用 し た． N R 群 は雄 8 羽
，
C －f ed － 6 群 は

1 ％コ レス テ ロ ー

ノレ含有飼料 を6 週間与えた雄 8 羽で あ

る
． W H H t 家兎は実験1 お よ び 2 で使用 した雄 8 羽

の う ちの 5 羽 を用 い ， これ を実験3 の W H H L 群 と し

た．

実験4 で は， 実験 1 ， 2 お よ び 3 と は別個体 の 日本

種白色家兎お よ び W H H L 家兎を使用 し た．
N R 群 は

雌雄各2 羽 ， W H H L 群は雄1 羽
， 雌2 羽 である．

H ． 方 法

1 ． リ ボ蛋 白脂質の 測定

リボ 蛋白の 超遠心分析 は ハ ー ベ ル らの 方法20りこ従 っ

て
，
ペ ッ ク マ ン社 げ メ リ が 製超遠心機 L 8 －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 を，

V L D L く比 重 d く1 ■ 00 6 gJ m l ， 1 0
0

C
，
4 0

，
0 0 0 r p m ， 2 0 時

tri gly c e rid e lip a s e i I D L ， i nt e r m e di a t e d e n sit y lip o p r ot ein ニ L D L ， l o w d e n sit y lip o p r o t ein 芸

L P L
，
1i p o p r o t ei n lip a s e ニ m R N A ， m e S S e n g e r R N A 三 N R ， n O r m al r a b bit s ニ P H L A ，

p o st h e p a rin lip oly ti c a c tiv it y ニ V L D L ， V e r y l o w d e n sit y lip o p r o t ei n ニ W H H L ， W at a n a b e

h e rit abl e h y p e rlip id e mi c くr a b bitl ．



7 32

間1 ， 中間比重リ ボ蛋白 くi n t e r m e d i a t e d e n sit y li p o －

p r o t ei n ， I D L lく 1 ． 00 6 gl m l くd く1 ． 0 1 9 gl m l ， 1 0
0

C ．

4 0
，
0 0 0 r p rn ， 30 時間1 ， L D Lく1 ．0 1 9 gノm l くd く1 ． 0 6 3 gl

m l
，
1 0
O

C
，
4 0

，
0 0 0 r p m ， 3 0 時間l お よび 高比 重 リボ蛋

白くhigh d e n sit y li p o p r o t ei n ， H D U はつ1 ． 0 6 3 gl m ll

に 分離 した．
カイ ロ ミ ク ロ ン は分離 しな か っ た ． 血清

お よ び各 リボ蛋白分画の総 コ レ ス テ ロ ー ル は酵 素法
2 り

に よ る デタ ミ ナ
ー

T C く協和 メデ ッ ク ス ， 東京1 ， リ ン

脂質は 酵素法2 2I に よ る P L キ ッ ト ー K く日本商事， 大

阪1 を用い て測定した ．
トリ グリ セ ライ ドは

，
ヒ ト で

は酵素法2 3叛こよる リ ビ ドス ．
エ

ー ス く東洋紡， 大阪う を

用い ， 家兎で はア セ チ ル ア セ ト ン 法
2 4
りこよ る ト リ グリ

S 栄研 く栄研化学， 東京う を用い て測定 した ．

2 ． アポ リ ボ蛋白濃度の 測定

血清アポ リ ボ蛋白は，
一

次元免疫拡散法
2別 に よ る諸

キ ッ ト く第1 化学， 東京1 を用 い て 測定 した ．

上記 キ ッ トは， ヒ トの ア ポ リ ボ蛋白に 対す る抗体 を

使用 してい る．
家兎の ア ポ リボ 蛋白 B くa p oli p o p r o t ei n

B
，
a p O B l お よ び a p o E が ， 上記抗体と反応す る こ と を

次 の よ う な 方法で確認 し た． 下 記 3 種 類 の 検体 を

a p o B 測定用 プ レ
ー

トの 試料穴 に 注入 し， 沈 降輪 の 有

無 を観察 した ．
3 種類 の 検体は， 0 無処 理 の 家兎血

清， C21 V L D L ， I D L ， L D L を ヘ パ リ ン
ー マ ン ガ ン法261

で沈澱させ た血清， 砂超 遠 心 法 で得た V L D L を後記

の 方法で 脱脂 し， ア ポ V L D L 沈 澱 を 10 m M T ri s

払y d r o x y m e th yll a m i n o m e th a n eくT ri sl ， p H 8 ． 6 に

溶解 した検体， で ある． 家兎 V L D L を脱脂後， 内径写

m m の ガ ラ ス 管内に 作成 した 8 M 尿素 くシ ュ ワ ル ツノ

マ ン 社， 規格 Ult r a p u r eI を含む 10 ％ ポリ ア ク リル ア

ミドゲル でデ ィ ス ク電気泳動
27I を行っ た ．

泳動後 の ポ

リ アク リ ル アミ ドゲ ル を 1 ％ アガ ロ ー ス ゲ ル に 埋 没 し

た
．
ポリ ア クリ ル ア ミド ゲ ル に 並 行に 試料溝 を つ く り ，

抗 ヒ ト a p o E 抗体 を注入 した． 沈降線の部位 と
，
同時に

電気泳動 し， ク マ シ ー プ ル ー で 染色 し たポ リ ア ク リル

アミ ドゲ ル の 蛋白位置と を比 較 した．

3 ． ア ポ V L D L の等電点電気泳動

超遠心 で得た V L D L に 比重 l ． 0 0 6 gl m l の 塩化ナ ト

リ ウム 溶液を加 え， 1 0
O

C ， 40 ，0 0 0 r p m ， 20 時間の 再起

遠心を行 っ て洗浄 した． V L D L の 蛋白畳を ロ ー リ ー 変

法 抑 制 で測定 した ． 蛋白量と して 250 旬 3 0 0 メイg 相当の

V L D L を ， 5 溶量 の ア セ ト ン ． エ タ ノ ー ル 漉液 く溶量

比 1 ニ い で 2 臥 ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 1 回の 脱脂 細 を

行い ，
ア ポ V L D L を沈澱と して得た ． 窒素流下で風乾

後， 8 M 尿素， 10 m M dith i o th r eit ol を含む
，
1 0 m M

T ri s
，p H 8 ．6 に溶 か した ． 0 ． 2 ％m eth yl e n e －b i sくa c r yl a －

m id el ， 8 M 尿素， 2 ％a m p h oli n eくp H 4
－ 6 H L K B

社， ス ウ ェ ー

デ ンI を含 む 7 ．5 ％ポ リ アク リ ル ア ミ ドゲ

杉

ル に 上 記ア ポ V L D L 溶液を重 層 し， 4
O

C ， 15 0 V
， 16

時間の 等電点電気泳動2 91 を行 っ た ． ク マ シ ー プル ー

で

染色 し， 波長 550 n m で吸 光度 を走査記録 し た
． 各

ピ ー

ク 下の 面積 を求め ， a p O E お よ び ア ポ リボ 蛋白C

くa p oli p o p r o tei n C ， a p O Cl の それ ぞれ の分 画の
，

a p o E ま た は a p o C 全 体 に 占 め る 百 分率 と， a p O El

a p o C 比 を計 算し た．

等電点電気泳動 に お け る， a p O E お よ び a p o C の泳

動位置 は
，
次の よ う な方法で確認 した ．

ア ポ V L D L を

前節 の 方法で デ ィ ス ク 電気 泳動 を行 っ た ．
ク マ シ ー

プ ル
ー

で 染色 して ， a p O E お よ び a p o C の 位 置
1 4

痩 確認

した ． 同時 に 泳 動 し た 別 の ゲ ル よ り
，
a p O E お よ び

a p o C に 相当す る 部分 を切り 取り， 等電点電気泳動用

ゲ ル に載せ て 泳動 した ． p工 は， 等電点電気泳動後のゲ

ル を 2 m m 長 に 締切 し， 1 0 m M 塩化 カ リ ウム 溶液2

m l に 入 れ て測定 した
．

4 ． リ パ
ー ゼ活性の 測定

家兎 に 体重 1 k g あた り 100 単位 の ヘ パ リ ン を耳辺

緑静脈 よ り静注 し
，
1 0 分後 に 水冷 した 試験管に 耳動脈

よ り 3 m l 採血 し た． 直ち に ， 4
0

C で遠 心 して血 祭を分

離 し
，－80

0

C で保存 した ，

ヘ パ リ ン 静注後 リ パ ー ゼ 活性 くp o s th e p a ri n lip oly ．

ti c a cti vi ty ， P H L A l は ， ク ラ ウス ら の 方法
3 018こ従い

次の よ う な方法で測定 した ． ト リオ レ イ ン くシ グマ ケ

ミ カル 社つ 113 F L m Ol e s ， 遊離脂肪酸 くfr e e f a tty a cid ，

F F Aう を含ま ない ウシ ア ル ブ ミ ン く同社う200 m g ， 1 ％

ト リ ト ン X
－

1 0 0 0 ． 6 m l
，
0 ． 1 5 M 塩 化 ナ トリ ウ ム を

含 む 0 ． 1 94 M T ri s 一塩酸緩衝液くp H 8 ．61 1 1 ． 4 m l に
，

gl y c e r ol t ri 亡1
－
1 4

C j ol e a t e け マ シ ャ ム 社， 5 6 ．6

m C iノm m ol1 2 FL C i を加 え， 超音波 で 懸濁 した もの を

基 質 と した． 総 P H L A は， 基質 と同 じ緩衝液75 メ1 に

検 体25 ノノ1 を加 え ， 2 7
0

C に 10 分 間膵置 した 後， 基質

0 ． 9 m l を加 え， さ ら に 60 分間膵置 した ．
シ ョ ッ ツ らの

方法3 り に 従い ，
0 ． 1 N 水酸化カ リ ウ ム 溶液で遊離した

脂肪酸 を抽出し
，

1 4
C の 計数率 を測定 した． 肝性リパ

ー

ゼ くb e p a ti c t ri gl y c e rid e li p a s e ， H T G U は ， 測定系

に 硫酸 プ ロ タ ミ ン 3 m g を加 え て 測定 し た．
リ ボ蛋白

リ パ
ー ゼ く1i p o p r o t ei n li p a s e ， L P L l は ， 総 P H L A よ

り H T G L を差 し引い て 算出 した．

5 ． 肝の a p o E 伝令 R N A の 測定

イン プ ロ ー ブの 作成

ヒ ト a p o E に 対 す る相補鎖 D N A くc o m pl e m e n t a r y

D N A
，
C D N A l を含む プ ラ ス ミ ド3 2I の D N A を， 制限

酵素 P s t工く宝酒造， 京都プ で切断し， 5 ％ポ リアクリ

ル ア ミ ド平 板 ゲ ル で 電気泳動 し た． 7 5 9 番よ り915

番 3 3りこ相当す る 157 ベ ー ス ペ ア
ー くb a s e p ai r ， b pl の

バ ン ド を切 り 出し． 蒸留水で 抽出 ． 精製 した． M 1 3 ク



W B H L 家兎の リ ボ蛋白の特徴と そ の 成因

ロ
ー ニ ン グキ ッ ト くア マ シ ャ ム 社う を用 い ， 同キ ッ ト

記載の方法で， 先 に 精製 した c D N A 断片 を フ ァ
ー ジ

M 1 3 m p 9 の P s t l 部位に くみ こ んだ ．
こ の フ ァ ー ジで

大腸菌J M l O 3 株 を形 質転換 した．
ビ ル ン ポイ ム の 方

法
川 で フ ァ

ー

ジの 複製型 D N A を採取 し， こ れ の制 限

酵素に よ る切断 パ タ
ー ン よ り伝令 R N A くm e s s e n g e r

R N A
，
m R N A l と同 じ核酸配列 をも つ 順鎖 D N A がく

みこ まれ た ク ロ
ー ン を選択 した．

大腸菌培養液 よ り フ ァ
ー ジ を 2 ．1 ％ポ リ エ チ レ ン グ

リコ ー ル 60 0 0 で 沈澱 させ ， フ ェ ノ
ー

ル で除蛋白して 1

本鎖 D N A を得 た．
こ の D N A を 0 ． 8 ％ア ガ ロ ー ス ゲ

ルで電気泳動 して， フ ァ ー ジ D N A を精製 した ．
こ の

D N A よ りプ ロ
ー

ブ を作 る方法
3引
を
，
以 下に 略述す る．

前記 D N A に 1 7 塩基 の M 13 プ ライ マ
ー

くフ ァ ル マ シ

ア社う を ア ニ ー リ ン グ した
．
デ オ キ シ G T P

，
デ オ キ シ

T T P
，
デオ キ シ A T P

， 亡a －
3 2
Pコ デ オ キ シ C T P くア マ

シ ャ ム社うを加 え， D N A ポリ メ ラ ー

ゼ ， ク レ ノ ウ 断片

くフ ァ ル マ シ ア社う を使用 して相補鎖 D N A を合成 し

た． 制限酵素 Hi n d m で切断後， 9 0 ％ホ ル ム ア ミ ド溶

液を加 え， 1 0 0
q

C で 5 分間加熱 して 1 本鎖 に 解離さ せ

た
． 事前通電で加熱 して お い た 7 M 尿 素を含む 5 ％ポ

リアク リル ア ミ ド平板 ゲ ル で 電気泳動 した．
オ ー

トラ

ジオ グラ フ イ
ー

を行 っ て目的とす る バ ンドの 位置 を確

認し
，
ゲル を切 り出 して 抽出し プ ロ ー プ と した．

21 肝 a p o E ．

m R N A 量 の 測定

家兎肝 よ り グ ア ニ ジ ン 塩酸法3 軒で R N A を 抽出 し

た．
R N A 量 は オ ル シ ノ

ー

ル 反応 抑 で 定量 した．

肝 R N A l O JL g に ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 1 M に な る

よう に加 え
，
5 5

0

C
，
1 5 分間加熱 した． 3 M 塩化ナ ト

リ ウム ， 0 ．3 M ク エ ン 酸 3 ナ ト リ ウ ム 溶液を 10 倍量加

えた
． 平均孔径 0 ， 2 ノノ 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 直径4 m m

の円形 に な るよ う に プ ロ ツ テ ィ ン グ し
，
8 0

0

C で 2 時間

加熱固定し た細
．
1 ．5 M 塩化ナ ト リ ウ ム ， 0 ． 1 5 M ク エ

ン酸3 ナ トリ ウ ム
，
0 ． 2 ％フ ィ コ

ー

ル
，
0 ．2 ％ポリ ビニ

ル ピロ リ ド ン
，
0 ．2 ％ウ シ ア ル ブ ミ ン

，
サケ精子 D N A

t50 JL gl m ll の 溶液 5 ． 2 m l に ， プ ロ ー ブ 2 x lO
6
c p m

相当量 を加 えた葺乳 ニ トロ セ ル ロ
ー

ス フ ィ ル タ
ー

を入

れ
， 6 5

0

C
，
2 2 時間ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ．

15 m M 塩化ナ トリ ウ ム
，
1 ．5 m M ク エ ン酸 3 ナ トリ ウ

ム溶液中で ， 5 5
0

C ， 1 5 分間洗浄3 射 した
． －80

0

C
，
4 8 時間

オ ー

トラ ジオ グ ラ フ イ
ー

を行い ， ブ ロ ツ テ ィ ン グ して

ない 部分に は プ ロ ー

ブ の 明 ら か な残存 の ない こ と を確

認し た． そ の 後 ブ ロ ツ ティ グ した部分 を中心 に 7 X

7 m m 大に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ
ー

を切 っ た ． 切

片中の 核酸 を0 ． 5 N 塩 酸0 ． 1 m l で 9 0
0

C
，
2 時間加水

分解 した後
， 酢酸 エ チ ル 0 ． 2 m l を加 えて フ ィ ル タ ー

を

73 3

溶 か し た． 液体 シ ン チ レ 一

夕
ー

A C S H くア マ シ ャ ム

杜1 5 m l を加 え， 計数率 を測定 した．
プ ロ ー ブ の鋳型

と し て フ ァ ー ジ D N A を 同様 に 処理 して 検量線 を作

り
，
a p O E m R N A 量を算出した ．

6 ． 統計処理 は， ス チ ュ ー デ ン トの t 検定，
一

元配置

分散分析， ウイ ル コ ク ソ ン の 順位和検定， ク ラス カ ル
ー

ワ リス の H 検定， ボ ン フ ェ ロ ニ 法多重比較， 単相関分

析法 を使用 した．

成 績

王 ． 実験 1 一 家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 痕， C － f ed

家兎， W E H L 家兎の リ ボ蛋 白お よ ぴ アポ蛋白

の 特徴と比 較

1 ． 家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症の血清お よ び リ ボ

蛋白脂質 く表 11

血清 コ レ ス テ ロ ー ル 値 は， 正 常 ヒ ト群の約 2 倍 に 上

昇して い た．
リ ボ蛋白別に み ると， L D L コ レ ス テ ロ ー

ル 値の 増加が最も著明で あり， しか も全例で 認め られ

た．
V I ． D L お よ びID L コ レ ス テ ロ

ー ル 値は， 平均値の

有意の 上昇 は認め たが， 正 常値く正常 ヒ ト群 の平均値 ＋

2S D 以下1 を示す 例も多数くそ れぞ れ， 1 2 例， 6 例う

認め た．
H D L コ レ ス テ ロ ー ル値 は， 正 常 ヒ ト群と差が

な か っ た ．

血 清お よ びID L
，
L D L の トリ グリ セ ライ ド値は上 昇

して い た が
，
V L D L お よび H D L トリ グリ セ ライ ド値

は正 常 ヒ ト群と 差が な か っ た ．

血 清 お よ び I D L ， L D L の リ ン 脂 質値 は上 昇 し，

V L D L およ び H D L リ ン脂質値 に は変化が なか っ た ．

2 ． C イe d 家兎の 血清お よ び リボ蛋白月旨質 く表 2 1

血清 コ レ ス テ ロ ー ル 値 は， N R 群に 比 べ著明 に高く，

し か も 経時的 に 増加 し た ． リ ボ 蛋 白別 に み る と
，

V L D L
，
I D L

，
L D L が 著明 に 増加 して い た ． 比 重の小 さ

い リボ 蛋白 ほ ど増加の 程度 が大き く
，
しか も

， 著明な

経時的増加 を認 めた．
H D L コ レ ス テ ロ ー ル 値 は， N R

群 に 比 べ ， C －f e d ．1 群 で は 不変， C イed －2 群 お よ び C －

f e d － 4 群で は増加 して い た ．

コ レ ス テ ロ ー ル 値の 大き な変化に 対 し， トリ グ リセ

ライ ド値に は わ ずか の 変化 しか 認め なか っ た ． リ ン 脂

質値の 変化の 様相は コ レ ス テ ロ ー ル 値の 変化に 類似 し

て い た が
，
そ の 程度は軽度 であ っ た ．

3 ． W H H L 家兎の 血 清お よび リ ボ蛋白脂質く表 2う

血清コ レ ス テロ
ー ル値は， N R 群の 約 11 倍の 高値 を示

し， V L D L
，
I D L お よび L D L 分画 で増加 して い た

．
C －

f e d 家兎と異な り ， 比 重の 小 さ い 分画ほ ど増加程度が

著明と い う こ と はな か っ た ． 家族性高コ レ ス テ ロ ー ル

血 症と も異な り， V L D L コ レ ス テ ロ ー ル 値の増加が全

個体で 認め ら れ， そ の 増加程度く26 倍うは L D L く18 倍う



7 3 4 若 杉

T a b l e l ． S e ru m a n d li p o p r o t ei n lipid l e v e ls of n o r m al a n d f a mi li al h y p e r c h ol e st e r ol e m i c

S u bj e c t s ．

N o r m a王
F a m ili al

H y p e r c h ol e s t e r ol e mi a
t－t e St

T o t al C h ol e st e r ol S e r u m 1 6 8 士26 く1 即 33 9 士51 く1 引 p く 0 ．0 0 1

くm gノdり V L D L 1 2 士 7 2 2 士 9 P く0 ．Ol

T D L 5 士 2 1 6 土11 p く0 ．0 01

L D L 7 7 士23 2 1 5 士42 p く0 ．0 01

H D L 5 5 士1 7 5 0 士H n S

T rigly c e ri d e S e r u m 8 2 士31 1 1 4 士45 P く0 ．0 5

くm gノdll V L D L 3 7 士26 3 8 士33 n S

工D L 7 士 3 1 1 士 6 P く0 ．0 5

L D L 1 3 士 4 3 0 士1 0 p く0 ．0 0 l

H D L 1 5 士 3 1 6 士 3 n S

P h o s p h olipid S e r u m 1 8 0 士31 2 4 6 士5 4 p く0 ．00 1

くm gノdり V L D L 1 3 士 8 1 7 土1 0 n S

I D L 5 士 2 1 3 士 9 P く0 ．Ol

L D L 5 3 士1 4 1 3 8 士29 p く0 ，0 01

H D L 1 0 8 士27 9 4 士21 n S

V al u e s a r e m e a n 士S DくnI ． n s i n O t Si g nifi c a n t ．

T a bl e 2 ． S e r u m a n d lip o p r o t ei n li pid l e v el s o f n o r m al ， C
－f e d －1

，
C －f e d － 2

，
C －f e d －4

，
a n d W H H L r a b bits ．

N o rm al C イe d － 1 C －f e d－2 C イed － 4 W H H L A N O V A

T ot al C h o le st e r ol S e r u m 58 士 19く81 5 17 士 160 因 b 89 1 士2 30く61 c 16 57 士 39 2く引c 609 士 22 4く81 c p く 0 ．01

くm gノdll V L D L 6 士 3 120 士 62 20 3 士 9 5 b 6 03 士 17 2 c 157 士10 0 a p く 0 ．01

工D L 5 士 4 97 士 38 b 1 98 士 6 0 c 3 5 1 士 6 2 c 75 士 25 b p く0 ．01

L D L 17 士 12 228 士 5 9 a 2 86 士 5 2 c 3 4 1 士 8 2 c 31 2 士1 88 c p く0 ．01

H D L 24 士 4 2 2 士 3 34 士 3 c 3 4 士 9 c 1 0 士 4 c p く0 ．01

T ri gly c e rid e S e ru r n 63 士 19 3 3 士 20 47 士 2 5 6 1 士 21 50 9 士3 33 c p く0 ．01

くm gノdll V L D L 2 0 士 7 1 2 士 10 12 士 1 0 2 9 士 10 22 8 士1 83 c p く0 ．01

1 D L 6 士 4 5 士 2 10 士 4 1 1 士 4 4 8 士 33 c p く0 ．01

L D L 1 3 士 8 1 0 士 5 13 士 7 13 士 5 16 6 士 55 c p く0 ．01

H D L 1 4 士 2 7 士 4 c 9 士 3 a 8 士 3 b 7 士 2 c p く0 ．01

P h o s p h olipid S e r u m 8 5 士1 4 2 05 士 66 37 3 士 81 c 6 50 士1 9 0 c 4 14 士128 c p く0 ．01

くm gノdlう V L D L 9 士 3 37 士 19 8 0 士 4 7 1 76 士 5 2 c 98 士 6 4 b p く0 ，01

工D L 5 士 3 36 士 15 a 8 0 士 2 5 c 1 31 士 2 8 c 48 士 1 8 c p
く 0 ．01

L D L 14 士 9 92 士 2 5 12 6 士 2 8 c 14 3 士 39 c 203 士 8 9 c p く 0 ，01

H D L 56 士 7 45 士 9 a 4 6 士 5 a 6 5 士 6 a 3 8 士 3 c p く0 ．01

V al u e s
．

a r e m e a n jI S Dくnl ． A ft e r th e o n e w a y a n aly si s of v a ri a n c e くA N O V A l ． si m ult a n e o u s m ultipl e

c o m p a rl S O n S b et w e e n n o r m al r a b b its a n d o
th e r r a b bit s w e r e d o n e b y B o n f e r r o n i

，

s m e th o d － a ，

P く0 ．0 5 ニ b ， P く0 ．0 1 i C ， p く0 ．0 01 ．



W H H L 家兎の リボ 蛋白の 特徴と その 成因

より著明 で あ っ た ． H D L コ レ ス テ ロ ー ル 値 は N R 群

の 1ノ2 に 減少し て い た ．

血清およ び V L D L ， I D L ， L D L トリ グ リセ ライ ド値

の著明な増加が あり ， 家族性高コ レ ス テ ロ
ー ル 血 症や

C －f e d 家兎と は全く 異な っ て い た ． リ ン脂質値の 増加

は， トリ グリ セ ライ ドと ほぼ 同程度 で あ っ た ．

血清ア ポ リボ蛋 白の 測定 に使用 した 正常家兎と ヘ テ

ロ W H H L 家兎 の 血 清お よ び リ ボ 蛋 白脂質値 を表 3

に示 した．
コ レ ス テ ロ ー ル 値に は有意な差 は なか っ た

が， 血清お よ び V L D L ，I D L ，H D L ト リグ リ セ ライ ド値

が
，
ヘ テ ロ W H H L 家兎で は有意に 上 昇 して い た

．

4 ． 家族性 コ レ ス テ ロ ー ル 血症の リボ蛋白の 脂質組

成く表 4う

735

正常 ヒ ト群 に 比 べ
，
コ レ ス テ ロ ー ルノト リグ リセ ライ

ド比 お よ び コ レ ス テ ロ
ー ルノリ ン脂質比 が ，

比重の 小さ

い 分 画で 上 昇し て い た ． H D L 分画で は， 正 常ヒ ト群 と

差 を認め なか っ た ．

5 ． 家兎の リ ボ蛋 白の脂質組成 く表5 1

C －f e d 家兎で は， い ずれ の リ ボ蛋白も コ レ ス テ ロ ー

ル に 富む組成に 変化 してい た．
リボ蛋白コ レ ス テ ロ

ー

ル 値は経時的 に 上昇 した く表2 I が， 脂質比に は経時

的変動の 傾向を認め なか っ た ．

W H H L 家兎で は， N R 群 に 比べ ， V L D L ， I D L ， L D L

各分画の 脂質比が ， 有意で はな い が 上昇 してい た．

C －f ed 家兎の 脂質比 は著明 に 大き く， 家族性高 コ レ

ス テ ロ ー ル 血 症 く表 4 う や W H H L 家兎 と は全 く 異

T a b l e 3 ． S e r u m a n d lip o p r o t ei n lipi d l e v els of n o r m al a n d h e t e r o z y g o u s W H H L くH e t e r o ．

W H H L J r a b b its ．

N o r m al
H e te r o ．

W H H L
トt e s t

T o t al C h ol e s t e r ol S e r u m 4 0 士9く4I 4 9 士14く31 n S

くm gノdり V L D L 2 士1 5 士 5 n S

工D L 1 士0 ．3 3 士 3 n S

L D L 3 士4 4 士 5 n S

． H D L 2 3 士5 2 2 士 6 n S

T ri gly c e ri d e S e r u m 5 9 士9 1 0 6 士28 p く0 ．01

くm gノdり V L D L 2 3 士5 4 2 士 9 p く0 ．0 5

工D L 3 士1 9 士 2 p く0 ．0 1

L D L 1 0 土2 1 3 士 4 n S

H D L 2 4 土1 3 1 士 2 p く0 ．0 01

V al u e s a r e m e a n 士S Dくnl ■ n S ニ n O t si g nifi c a n t ．

T a bl e 4 ． C h ol e s t e r oll tri gl y c e ri d e a n d c h ol e s t e r olノp h o s p h oli pid r ati o s of e a c h lip o p r o t e in

f r a c ti o n s i n n o r m al a n d f a mi li al h y p e r c h ol e s te r ol e mi c s u bj e c t s ．

N o r m al
F a m ili al

H y p e r c h ole s te r ole m ia

W il c o x o n
，

s

t e s t

C h ole st e r o V T rigly c e rid e V L D L 0 ．3 6 士0 ．1 2 く1 即 0 ．9 5 土0 ．7 0 く1 5I p く0 ．01

r a tio 工D L 0 ．8 0 士0 ．2 7 1 ．51 士0 ．6 8 p く0 ．Ol

L D L 6 ．1 0 士1 ．9 0 7 ．6 9 土2 ．58 n S

H D L 3 ．8 9 土1 ．7l 3 ．2 4 士1 ．02 n S

C h ole st e r ollP h o s ph olipid V L D L 1 ．0 5 士0 ，4 8 l ，5 4 士0 ．6 9 n S

r atio 王D L l ．2 8 士l ．2 5 1 ．5 4 士0 ．9 6 n S

L D L l ．4 2 士0 ．1 0 l ，56 士0 ．0 8 p く0 ．O l

H D L 0 ．51 士0 ．0 5 0 ．53 士0 ，1 0 ．n S

V al u e s a r e m e a n 士S D 回 ． n s 芸 n O t Sig n ifi c a n t ．
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な っ て い た
．

6 ． 家族性高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血症 の ア ポ リボ蛋白濃

度 く表6 1

a p o B お よび a p o E が 正 常 ヒ ト群よ り有意に 増加 し

て い た ． a p o B と ， V L D L ， I D L お よび L D L コ レ ス テ

ロ
ー ル値 と の閤 に は， それ ぞ れ

，
r
こ 0 ．6 2 ， 0 ． 7 0 ， 0 ． 8 6

の 有意 く全 て p く0 ． 0 0 1う の 正 の 相関関係 があ っ た．

a p o E と こ れ ら リ ボ蛋 白 コ レ ス テ ロ ー ル 値 と の 間に も

有意 くそれ ぞ れ， p く0 ．0 5
，p く 0 ． 0 5 ， p く0 ． 0 0 1う の正 の

相関関係くそれ ぞ れ， r こ 0 ． 42
，
0 ． 4 2

，
0 ． 5 9うを認 め た．

他 の ア ポ リ ボ 蛋白濃度 は， 正 常 ヒ ト群 と差 を 認 め な

か っ た ．

7
，
W H H L 家兎の ア ポ リ ボ蛋白濃度

家兎 ap o B ， a p O E と抗 ヒ ト アポ リ ボ蛋 白抗体 との 反

応性の有無 を次の よ う な方法 で 調 べ た． a p o B を含む

家兎全血清 は， 抗 ヒ ト a p o B 抗体 を含む ア ガ ロ
ー ス ゲ

ル 中で 沈降輪 を形 成 した く図 1 －

aJ ． ヘ パ リ ン ー

マ ン

ガ ン 法
2 61 で a p o B を含む V L D L ，I D L お よ び L D L を沈

澱 させ た上 清は
，
上 記ゲ ル 中で 沈降輪 を作ら な か っ た

く図 1 －

al ． 脱脂 して得 た アポ V L D L に ラウ リ ル硫酸

ナ ト リ ウム な ど を含 まな い 液 を加え る と， a p O E ， a p O C

な どは溶出す る が
，
a p O B は溶出 しな い ．

こ の 溶液も前

記ゲ ル 中 で 沈 降輪 を作 ら な か っ た く図 1
－

aう． アポ

V L D L を電気泳動 し た ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル をア

ガ ロ ー ス ゲ ル に 埋 め
，
二 元 免疫拡散 を行うと， a p O E に

対応 す る位置だ け に 沈降線 を形成 した く図1
－

bl ． 以

上 よ り， 家兎 a p o B ， a p O E は抗 ヒ トア ポ リ ボ蛋白抗体

と反応 す る こ と が確認で き た．

表 6 に 示 す よ う に ， ヘ テ ロ お よ び ホ モ W H H L 家兎

の血清 a p o B 濃度は， N R 群に 比 べ ， それ ぞれ 1 ． 3 低

14 ． 2 倍 に 増加 して い た． N R 群で は ， a p O E 濃度は検出

感度以下 だ っ た ．
ヘ テ ロ W H H L 家兎 に 比 べ ， ホ モ

T a b l e 5 ． C h ol e st e r o V t ri gl y c e ri d e a n d c h ol e s t e r o V p h o s p h olipi d r a ti o s o f e a c h lip o p r ot ei n f r a c ti o n s i n

n o r m al
，
C 十f e d －1

，
C －f e d － 2 C －f e d － 4

，
a n d W H H L r a b bit s ．

N o r m al C イe d－1 C イed－2 C －fe d－4 W H H L H －t e St

C b ole st e r olノ V L D L 0 ．2 8 士0 ．11く81 28 ．8 士3 7 ．8 射 b 26 ．5 士 17 ．9く61 c 2 1 ．5 士 6 ．0 く5コ c 0 ．74 士 0 ．23 制 p く0 ．Ql

T r．igly c e rid e 工D L 0 ，8 3 士0 ．1 9 31 ．7 士2 3 ．4 b 23 ，6 士 7 ．8 b 3 5 ．0 士 6 ．7 c 1 ．95 士0 ．98 p く0 ．01

r ati o L D L 1 ．1 3 士0 ．3 2 30 ．5 士1 8 ．1 b 26 ．9 士 9 ．3 c 2 8 ．4 士 6 ．1 b 1 ．98 士1 ．20 p く0 ．01

H D L l ．7 6 士0 ．2 8 4 ．16 士 2 ．33 4 ．83 士 2 ．44 a 4 ．73 士 1 ．92 a 1 ．54 士0 ．66 p く0 ．Ol

C h ol e st e r oIJ V L D L 0 ，6 4 士0 ．2 7 3 ．4 9 士 1 ．26 b 2 ．65 士 0 ．75 b 3 ．42 士 0 ．04 c 1 ．58 士0 ．2 9 p く0 ．01

P h o s p h olipid ID L 1 ．1 5 士0 ．18 2 ．7 9 士 0 ．41 c 2 ．48 士 0 ．18 b 2 ．69 士 0 ．1 2 c 1 ．60 士0 ．3 0 p く0 肌

r ati o L 亡1 L 1 ．2 0 士0 ．20 2 ．51 士 0 ．32 b 2 ．28 士 0 ．16 b 2 ．40 士 0 ．0 8 c 1 ．49 士0 ．23 p く0 ，01

H D L 0 ．4 2 士0 ．04 0 ．49 士 0 ．08 0 ．80 士 0 ．12 b 0 ．54 士 0 ．1 0 0 ．27 士0 ．1 2 p く0 ．01

V al u e s a r e m e a n 士 S Dくnl ． A ft e r t h e K r u sk al ， W alli s o n e－W a y a n aly sis o f v a ri a n c e b y r a n k ， Si m ult a n e o u s r n ulti ple
C O r n p a ris o n s b et w e e n n o r m al r a b bit s a n d oth e r r a b bit s w e r e d o n e b y B o n f e r r o ni

．

s m et h o d ． a ， p く 0 ．05 ニ b ， p く0 ．01 I

C
， p く0 ．0 01 ．

T a bl e 6 ． A p olip o p r o t ei n c o n c e n tr a ti o n s o f n o r m al h u m a n ， f a mi 1i al h y p e r c h ol e s t e r ol e mi c p a ti e n t s ， n O r m al

r a b bits ， h e t e r o z y g o u s W H H L くH e t e r o ． W H H L I a n d h o m o z y g o u s W H H L r a b bit s くH o m o ． W H H LI ．

N o r m al F a m ili al
t－t e St

N o r m al H et e r o ． H o m o ，
p－V al u e
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A
p
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トt e sり

A p olip o p r ot ei n ん 正 3 6 士 9 3 2 士 8 n S N D N D N D
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W H H L 家兎の リ ボ蛋白の 特徴と その 成因

W H H L 家 兎 の 血 清 a p o E 濃度 は 著 明 に 増加 し て い

た ． 他 の アポ リ ボ蛋白測定用 ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 中で は，

沈降輪は形成され なか っ た ．

8 ． 家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症， C －f e d 家兎お よ

び W H H L 家兎の リ ボ蛋 白の 比較

表7 に は， 家族性高 コ レ ス テ ロ
ー ル 血症 に お ける値

は
，
正 常 ヒ ト群 の 何倍 であっ たか ， C －f e d 家兎各群や

W B H L 家兎に お け る値 は， 正 常家兎群の 何倍で あ っ

たか を示 した．

rて
．．．－
．－
．．．
．

t
t
一

t
l

－

Fi g ． 1 ， R e a cti vi ti e s of a n ti －h u m a n a p oli p o p r o t e in

a n tib o d i e s wi t h r a b b it a p oli p o p r o t ei n s ．

al R e a c ti vi t y o f a n ti
－

a p O B a n tib o d y ． T e n o r

fi v e くw e11 s w ith a p ri m e
，，，，，

l m i c r olit e r s o f

S a m pl e s w e r e a p pli e d t o a g a r o s e g el c o n t a i ni n g

a n ti －h u m a n a p o B a n tib o d y ． S a m pl e s w e r e r a b bit

W h ol e s e r u m くS ， S り ，
H D L f r a c ti o n o b t a i n e d b y

p r e ci pit a ti n g V L D L ， I D L a n d L D L b y H e p a ri n
－

M n
2 ＋
m e th o d くH ， 即 ，

a n d a p o V L D L s ol u bili z e d

i n l O m M tri s くh y d r o x y m e th yl l a mi n o m e th a n e －

H Cl
， p H 8 ．6 くV ， V

，

J ．

bl R e a c ti v it y o f a n ti － a p O E a n tib o d y ． A p o V L D L

Of r a b b it くRI o r h u m a n く印 w e r e el e c t r o ph o r e s e d

in 10 ％ p ol y a c r y l a mi d e g el c o n t a i n i n g 8 M u r e a ，

a n d th e n diff u s e d i n l ％ a g a r o s e g el a g a i n st a n ti －

h u m a n a p o E a n tib o d y くA bl ． A r r o w s i n d i c a t e th e

r a b b it a p o E b a n d i n th e p o l y a c r yl a m i d e g el ．

7 3 7

脂質比 の 上 昇程度 で比 較す ると
，
家族性高 コ レ ス テ

ロ
ー ル 血 症 と W H H L 家兎 と の 間 に は殆 ん ど差 は な

か っ た ． 即 ち， い ずれも比重 の 小 さ い リボ蛋白で は正

常対照よ り も軽度に コ レ ス テ ロ ー ル に 富む脂質組成 を

示 した． C －f e d 家兎 リボ 蛋白の 脂質比 は著明に 上昇 し

て お り
， 他と は全く異な っ てい た ．

リボ蛋 白量 を各リ ボ蛋白コ レ ス テ ロ ー ル 値で 評価 す

ると
，次の よ う な結果 で あ っ た ． 家族性高 コ レ ス テ ロ ー

ル 血症 で は
，
V L D L

，
I D L お よ び L D L の 増加が 認 めら

れ た
． 増加 した 量 を考慮 す ると， L D L の約2 ． 8 倍の 増

加が 主体で あ っ た ． W H H L 家兎が 家族性高 コ レ ス テ

ロ ー ル 血 症と異 なる 点は， リ ボ蛋白の増加比率が顕著

に 大き い こ と
，
L D L よ りも V L D L が著明 に 増加 して

い た こ と ， で あ っ た ． C ．f e d 家兎の リ ボ蛋 白 コ レ ス テ

ロ
ー ル 値増加 の様相 は W H H L 家兎に 類似 して い た ．

家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル血症で は a p o B の増加比率

が a p o E よ り大き い 値で あっ た ．
W H H L 家兎で は，

a p o E の 増加比 率の 方が著明と考 えられ ， a p O B ， a p O E

と も家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症にお ける増力虻ヒ率より

大きい 値 であ っ た ．

王工 ． 実験2
一

家兎アポ Y L D L の 等電点電気泳動

1 ． a p o E お よ び a p o C の泳動部位の同定

家兎 の ア ポ V L D L を デ ィ ス ク 電気泳動 し く図 2 －

aI
，
a p O E お よ び a p o C に 相当する 部位

川
のゲ ル を切 り

出 した．
これ を等電点電気泳動用 ゲ ル に 乗せ て 泳動し，

a p o E お よ び a p o C の 位置を確認 したく図2
－

aン． 両ア

ポ 蛋 白と も 家兎 ア ル ブ ミ ン と は重 なら なか っ た ． 家兎

a p o E は ， ヒ ト a p o E よ りや や 酸性側に 泳動され ， そ の

PI は 5 ． 4 旬 5 ． 7 で あ っ た ． 家兎 a p o C は ， ヒ ト a p o C

と ほ ぼ 同じ位置 に 泳動さ れ ，
そ の p工 は4 ． 4 旬 5 ． 2 で

あ っ たく図2 －

bl ． a p o E ， a p O C とも それ ぞれ 6 本のイ

ソ 蛋白 バ ン ドが 認め られ， 図2 － b に 示 した よう に ， 酸

性側よ りそれ ぞれ E －l
J
b E －6

，
C －1 h C －6 と命名 した ． 図

2 －C に 示 した よ う に ， W H H L 家克 と正 常家兎 と は

類似して い たが ， C －f e d 家兎で は
，
a p O E に 比 べ a p o C

が 少な い よ う に み え た． ゲ ル を波長550 n m で走 査す

ると
， 図2

－

d の よ う な結果が得られ ， 先に 述 べ た 方法

で 各イ ソ 蛋白 の 相対量 を計算 した．

2 ． 家兎の アポ V L D L 組成 く表81

H 検定の 結 見 E － 1 ， E ．2
，
E －4

，
E －6 お よび a p o C の 全

て の イ ソ 蛋白で 有意の 変動が認め られ た．
ボ ン フ ェ ロ

ニ 法で N R 群 との 間に 有意の 差を も つ 群 を調 べ た ． C －

f e d 各 群 に 共 通 す る a p o E イ ソ 蛋白 の 異常 は な く，

W H H L 家兎の a p o E イ ソ 蛋 白も N R 群 と有意に 異な

るも の は なか っ た ．

C －f ed 家兎の 全て の 群 で ， C －5 は N R 群 よ り有意に

増加 して い た ． C － 5 量と V L D L コ レ ス テ ロ ー ル 値 との
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間に は有意くp く0 ． 0 0 い の 正 の 相関関係くr s
ニ 0 ． 瑚 が 有意な 差は認 め な か っ た ．

認め ら れた ． 他の a p o C イ ソ 蛋白に つ い て は， C
－f e d 各 a p o E l a p o C 比 は， C ，f e d ．

2 群 と C イe d － 4 群 で有意に
，

群 に 共通す る変化は認め な か っ た ．
a p o C の い ずれの 上 昇 して い た が， W H H L 群 と N R 群 と の 間 に は 有意

イ ソ 蛋白に 関 して も， W H H L 群 と N R 群 と の 間に は な 差は な か っ た
．

T a bl e 7 ． C o m p a ri s o n b e t w e e n lip o p r o t ei n p r ofil e s of f a m ilia l h y p e r c h ol e s t e r ol e
rn i c p a ti e n t s

a n d t h o s e of r a b bit s ．

F a m ili al

H y p e r c h ole－
st e r ole m ia

C －f e d－l C イe d －2 C イe d － 4 1 V H H L

V L D L C h ol e s t e r ol
1 ．8 3

ホ
2 0 ．0 3 3 ．8 1 0 0 ．5 2 6 ．2

T ri gl y c e rid e 1 ．0 3 0 ．6 0 0 ．6 0 1 ．4 5 1 1 ．4

P h o s p h oli pid

C h ol e s t e r oIJ
I

T ri gl y c e ri d e

1 ．31 4 ．1 1 8 ．8 9 1 9 ．6 1 0 ．9

乙6 4 1 0 2 ．9 9 4 ．6 7 6 ．8 2 ．6 4

C h ol e st e r olノ

P h o s p h oli pid

1 ．4 7 5 ．4 5 4 ．1 4 5 ．3 4 2 ．4 7

T D L C h ol e s t e r ol 3 ．2 0 1 9 ．4 0 3 9 ．6 7 0 ．2 1 5 ．0

T rigl y c e rid e l ．5 7 0 ．8 3 1 ．67 1 ．8 3 8 ．0

P h o s p h oli pid

C h ol e s t e r o lノ

T ri gl y c e ri d e

2 ．6 0 7 ．2 0 1 6 ．0 2 6 ．2 9 ．6

1 ．8 9 3 8 ．2 2 8 ．4 4 2 ．2 2 ．3 5

C h ol e st e r o V

P h o s p h o li pid

1 ．2 0 2 ．4 3 2 ．1 6 2 ．34 1 ．3 9

L D L C h ol e s t e r ol 2 ．7 9 1 3 ．4 1 6 ．8 2 0 ．1 1 8 ．4

T ri gly c e rid e 2 ．3 l 0 ．7 7 l ．0 0 1 ．0 0 1 2 ．8

P h o s p h oli pid

C h ol e s t e r olノ

T ri gl y c e rid e

2 ．6 0 6 ．5 7 9 ．0 0 1 0 ．2 1 4 ．5

1 ．2 6 2 7 ．0 23 ．8 2 5 ．1 1 て5

C h ol e st e r olノ

P h o s p h oli pid

1 ．1 0 2 ．0 9 1 ．9 2 ．00 1 ．2

H D L C h ol e s t e r ol 0 ．9 1 0 ．9 2 1 ．5 0 1 ．5 0 0 ．4 2

T ri gly c e rid e 1 ．0 7 0 ．5 0 0 ．6 4 0 ．5 7 0 ．5 0

P h o s p h oli pid

C h ol e s t e r oll

T ri gly c e ri d e

0 ．8 7 0 ，8 0 0 ．8 2 1 ．1 6 0 ．6 8

0 ．8 3 2 ．3 6 2 ．74 2 ．6 9 0 ，8 8

C h ol e st e r o V

P h o s p h oli pid

1 ．0 4 1 ．1 7 1 ．9 0 1 ．2 9 0 ．6 4

A p o B

A p o E

2 ．0 5

l ．50

H e t e r o l ．2 7

H o m o 1 4 ．2

H e te r o v s ． H o m o

8 9 ．5

T h e v al u e s i n thi s t a bl e w e r e c al c ul a t e d b y di v idi n g m e a n l e v el s of di s e a s e d s u
bj e c t s

tf a mi li al h y p e r c h ol e s t e r ol e m i c p a ti e n t s ， C－f e d r a b bit s ， a n d W H H L r a b bit sl
b y m e a n

l e v el s of n o r m al c o n t r oI s ． F o r e x a m pl e ， th e v al u e く1 ．8 3l of V L D L－C h ol e s t e r ol of

f a m ili al h y p e r c h ol e s t e r ol e mi a ， W hi c h h a s a n a s t e ri skく
ヰ

1 i n thi s ta bl e ， W a S C al c ul a t e d b y

d i vi di n g th e m e a n l e v el of V L D し c h ol e s t e r ol of f a m ili al h y p e r c h ol e st e r ol e m i a

く22 m gノdll b y th e m e a n l e v el o f V L D L
－

C h ol e st e rol o f n o r m al h u m a n s u bj e c t s

く12 m gl dll ． A n e x c e p ti o n w a s th e v al u e of W H H L a p o E く89 ．51， W h ic h w a s th e r ati o

of m e a n l e v el of a p o E i n h o m o z y g o u s W H H L r a b b its v e r s u s t h a t i n h e t e r o z y g o
u s

W H H L r a b bit s ．



W H H L 家兎の リボ蛋 白の 特徴 と その成因

Fig － 2 ． I s o el e c t ri c f o c u s l n g p a tt e rn O f r a b b it

a p o V L D L ．

al I d e n tifi c a ti o n o f p r o t ei n b a n d s ． R a b bi t
，

s

a p o V L D L w a s a p pli e d t o p ol y a c r yl a m id e g el d i s c

el e c t r o p h o r e si s くDl ． A p o E くEl a n d a p o C くCI
Sli c e d f r o m th e u n st ai n e d p a r all el g el w e r e

el e c t r of o c u s e d ． F o r c o m p a ri s o n ， a p O V L D L くVl

7 3 9

d I
．一－ －r，．一．

盟 ， ヨ

ー．
聖 巴

． ．一叩即
1 ど一一一－1一一一一－1

弦罪 5 ざ

a n d r a b b it al b u m i n くAI w e r e a l s o el e c t r of o c u s e d ．

bl C o m p a ri s o n b e t w e e n r a b b it a n d h u rn a n

a p o V L D L ． R a b b it くRンa n d h u m a n く印 a p o V L D L

W e r e el e ct r o ph o r e s e d si m ult a n e o u sl y ． A n o t h e r

g el w a s c u t i n t o 2 m m thi c k sli c e s ， a n d pl a c e d i n

l O m M K C I s ol u ti o n f o r d e t e r m i n a ti o n of p H ．

E a c h p r o t ei n b a n d s w e r e d e si g n a t e d a s s h o w n i n

t hi s fi g u r e ．

cI C o m p a ri s o n b e t w e e n n o r m al ， C h ol e st e r ol f e d

a n d W H H L r a b b its ． A p o V L D L s a m pl e s f r o m a

n o r m al r a b b it s くNl ， a r a b b it f ed l ％ c h o l e st e r oI

c h o w d i e t くCン a n d a W H H L r a b b it くW I w e r e

el e c t r o p h o r e s e d si m u lt a n e o u sl y ．

d1 0 pti c al d e n sit y s c a n ni n g ． T h e g el d e si g n a t e d

a s
一一

R
，，

i n th e f o r m e r fi g u r e くfi g u r e 2 －bl w a s

s c a n n ed a t 5 5 0 n m ．
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m ． 実験 3 一 家兎の ヘ パ リ ン 静注後 リ パ
ー ゼ 活 性

N R 群
，
C ．f e d －6 群お よ ぴ W H H L 群の H T G L 活性

は， それ ぞれ 0 ． 9 士0 ． 4 く平均値 士S DI ， 2 －6 士0 ． 7
，
2 ．7 士

0 ． 8 jL m Ol e s F F A l m llh r であ っ た ． 各群の L P L 病性

は
，
それ ぞれ 5 ．4 士1 ．7

，
1 1 － 5 士1 ． 8 t 5 ， 6 士1 ． 5 月 m O l e s

F F A l m llh r で あ っ た ． 分散分析の 結見 H T G L 活性，

L P L 活性 と も有意 くと も に p く0 ． 0 0 1う の 変動 を示 し

た．
ボ ン フ ェ ロ ニ 法多重比較の 結果， H T G L 活性は C

－

f e d ．6 群お よび W H H L 群 と N R 群と の間， L P L 活性

で は C －f ed －6 群 と他 2 群 と の 間に 有意 くい ずれ も p く

0 ．0 い の 差 があっ た ．

C イe d －6 群 お よ び N R 群 に つ い て ，
じ5 量 と

H T G L 活性ま た は L P L 活性 との 間の 相関関係 の有無

を調 べ た．
い ずれの 活性 も， C － 5 量 との 間に 有意くと も

に
， p く0 ． 咄 の正 の 相関関係 ほ れ ぞ れ， r

こ 0 ． 8 3 ，

0 ．8 9う を示 した ．

押 ． 実験4 一 家兎肝 の a p o E 伝令 R N A 量

a p o E c D N A 断片 をくみ こ ん だ M 13 m p
9 で 大腸菌

を形質転換し たと こ ろ， 15 個 の ク ロ
ー ン が 得ら れ た．

任意の 10 偶の ク ロ
ー ン よ り得 た複製型 D N A を P stI

で 切 断 し， 5 ％ポリ ア クリ ル ア ミ ド平板ゲル で 電気泳

動 した． 図3 －

a に 示 す よ う に ， 右端の a p o E c D N A

断片と 同じ長さ を示 す バ ン ドが 得 ら れ， こ れ ら 10 ク

ロ
ー ン は全て a p o E c D N A 断片 を有す る こ と が 確認

で き た．

a p o E c D N A 断片， M 1 3 m p9 の 制限酵素切断部位を

検討 した と こ ろ， 次の よう な特徴が あっ た． 図4 －a に

示 す よう に， m R N A
3 31
と 同 じ塩基配列 の 順鎖 D N A に

は 5
，

末端近 くに S t uI 切断部位が あ っ た が ，
M 1 3 m p9

に は S t uI 切 断部位は な か っ た ．

一

方 ， M 1 3 m p 9 に は

P stI 切 断部位よ り 5
，

側 に Hi n d III 切断部位 ， 3
，

側に

は A c cI 切断部位が あ っ たが ， a p O E c D N A 断片に は

Hi n d m や A c cI に よ る切断部位 は なか っ た ．

以 上 の 特徴 よ り次の よ う な制限酵素切断パ タ
ー ンが

考え ら れ た．
H i n d 工II と S t u I に よ る 2 重切断を行う

と
，
M 1 3 m p 9 に 順鎖が く み こ ま れ た場合は約740 0 b p

と 20 b p の 2 本 に な る く図 4
－ b の 上 段 左 側ン．

M 1 3 m p9 に 相補鎖 が くみ こ まれ た場合 は， 図4
－

b 下

段左側 に 示 した よ う に 約720 0 b p と 約16 0 b p の 2 本

に な る
．

A c cI と S t u I に よ る 2 重切 断の 場合は， 順

鎖が く み こ まれ て い れ ば約 720 0 b p と約 1 5 0 b p の 2

本く図4 － b 上 段右脚け に ， 相補鎖が く み こ ま れ て い れ

ば約 740 0 b p と 10 b p の 2 本く図 4 －b 下段右俳 に な

る．

前記 10 ク ロ
ー ン を Hi n d III と S t uI に よ る 2 重切

断を した と こ ろ， 図 3
－

b の よう な 結果が得ら れた． 先

述 した切断 パ タ
ー ン よ り判 断す ると， 半数 は順軌 半

数 は相補鎖 をも っ て い た ． 図3
－

b の 左端 よ り 7 番目

の ク ロ
ー ン よ り 得 た 複製型 D N A を， P stI の み，

H i n d III と S t u I
，
A c cI と S t u I で切 断した． 図3 － C

T a b l e 8 ． T h e r el a ti v e p r o p o r ti o n s of a p o E a n d a p o C
is o p r o t ei n s i n n o r m al ， C

－f e d－1 1

C －f e d － 2
，
C －f e d －4

，
a n d W H H L r ab bit s ．

N o r m al C イe d －l C 十f e d－2 C －f e d －4 W H H L H－t e St

C － 1 1 0 ．2 士 5 ．2く8フ 16 ．6 士 3 ．8く4う 8 ．8 士 6 ．7く6う 8 ．8 士 l ．5く5フ 7 ．1 土 3 ．5く8I p く0 ．0 5

C －2 3 6 ．8 士1 l ．8 2 9 ．8 土 4 ．7 1 4 ．3 士 1 ．O b 27 ．0 士 1 ．9 2 臥7 士 9 ．6 p く0 ．Ol

C －3 3 4 ．7 士 9 ．3 21 ．5 士 3 ．4 2 5 ．9 士 3 ．7 2 0 ．1 土 5 ．1 a 3 2 ．7 士1 1 ．1 p く0 ．0 5

C －4 7 ．1 士 4 ．3 1 1 ．2 士 2 ．7 3 7 ．8 士 4 ．1 c 1 3 ．0 士 6 ．9 3 ．5 士 2 ．8 p く0 ．0 01

C － 5 2 ．1 士 l ．l 1 3 ．8 士 4 ．1 b 8 ．7 士 1 ．6 a 1 5 ．9 士 4 ．4 c 4 ．7 士 3 ．3 p く0 ．0 0l

C － 6

く％I

11 ．3 士1 1 ．4 6 ．0 士 2 ．9 4 ．6 土 l ．6 1 9 ．3 土 9 ．2 2 3 ．4 士 9 ．5 p く0 ．01

E －l 0 ．9 3 士 l ．0 9 1 ．7 0 士 0 ．3 5 0 ．0 8 土 0 ．0 8 0 ．84 士 0 ．2 8 0 ．7 9 士 0 ．4 6 p く0 ．0 5

E －2 3 ．5 士 4 ．4 5 ．8 士 l ．1 a 2 ．4 士 l ．4 3 ．8 士 1 ．0 2 ．5 士 0 て p く0 ．0 5

E －3 1 2 ．9 士 8 て 1 2 ．8 士 l ．4 9 ．0 士 1 ．6 9 ．1 士 l ．6 7 ．9 士 2 ．1 n S

E －4 1 7 ．2 士 6 ．3 2 4 ．7 士 0 て a 2 0 ．8 士 2 ．0 2 3 ．3 士 1 ．2 i 9 ．5 士 5 ．1 p く0 ．05

E － 5 3 5 ．8 士 6 ．0 3 5 ．0 士 2 ．2 3 4 ．7 士 2 ．4 3 7 ．6 土 1 ．9 3 7 ．0 士 2 ．8 n S

E － 6

く％1

29 ．7 士 4 ．8 2 0 ．1 士 2 ．2 33 ．1 士 3 ．0 2 5 ．4 土 3 ．l 3 2 ．3 士 6 ．l p く0 ．Ol

E ノC

r a ti o
3 ．72 士 2 ．1 2 1 8 ．6 士 9 ．7 2 5 ．0 士 6 ．8 b 31 ．0 土 6 ．7 c 7 ．9 9 士 6 ．8 2 p く0 ．0 01

v al u e s a r e m e a n 士S DくnI ． A f t e r th e K r u s k aトW alli s o n e
－

W a y a n al y sis of v a ri a n c e b y

r a n k
，
Si m ult a n e o u s r n ultipl e c o m p a ri s o n s b e t w e e n n o r m al

a n d o th e r r a b b its w e r e d o n e

b y B o nf e r r o ni
，

s m e th o d ■ a ， P く0 －0 5 こb ， p く 0 ．0 1 ニ C I P く0
．0 01 ．



W 王1 日L 家兎 の リボ蛋 白の 特徴と そ の 成因

の よう な切断パ タ
ー ン が得ら れ， こ の ク ロ ー ン は順鎖

D N A をも つ こ と が確認さ れ た． 以後， こ の ク ロ ー ン に

対する相補鎖を プ ロ
ー プ と して使用 した ．

M 1 3 m p 9 お よび肝 R N A く1 0 J L gl を ド ッ ト
． ブ ロ ツ

ティ ン グ し，
3 2
P 標識 プ ロ ー

ブ を ハ イ ブ リ ッ ド させ た

741

ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ
ー

の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ

フ イ
ー

を図 5 に示 す ． 右側 3 列が肝 R N A であ る． 正 常

家兎由来の 上方4 行 よ り， W H H L 家兎由来の下方3

行の 方が 異 化度の強い 感 じが あるが 明瞭 で な い ．
方法

の項 で述 べ た よ う に ， 各 ド ッ トの計数率 を謝定 し，

a p o E m R N A 量 を定量 した ．
N R 群 3 ． 7 士2 ． 4 p glJL g

o f li v e r R N A く平均値 士S Dl に 対 し， W H H L 群で は
．

8 ． 1 士1 ． 9 p glJL g Of li v e r R N A であ っ た ． 両群 問に は

有意 くp く0 ．0 引 な菱を認め た．

考 案

表 1 に 示 した よう に
，
家族性高コ レ ス テ ロ ー ル 血 症

の リボ蛋白異常の特徴は， L D L の 増加 で あり
8 － 1 0

I
1 2I
，

V L D L は軽度 の増加 を示 す の みで ある ． こ の特徴は，

本研究の対象と した ヘ テ ロ 接合体の み でなく， ホモ 接

合体 に 串い て も 同様 に 認め られ て い る
9 －11 －1 2I

．

一

九

W H H L 家兎で は， 表2 に 示 したよ う に， L D L 増加の

み な ら ず
，
V L D L の著 明な 増加も認 め ら れ た ．

こ の

V L D L の 増加 は
，
家族性高 コ レ ス テ ロ

ー ル 血症 と異な

る W H H L 家兎の特徴の 1 つ と 考え られ る． 表 7 に 示

した 結果 は， リ ボ 蛋白 の 増加比率が 大 き い こ と も

W H H L 家兎 の 特徴 の 1 つ で あ る こ と を明 ら か に し

た
．
ただ し

，
L D L コ レ ス テ ロ ー ル 値の 増加比率 に つ い

て は
，
次 の よう に考 える こ とも で きた． 表1 お よび 表

2 よ り， ヒ トの L D L コ レ ス テ ロ
ー ル の 正常値 は， 家兎

の 正 常値 の 約 4 ． 5 倍 で あ っ た ． 従っ て， 家族性高 コ レ

ス テ ロ
ー ル 血 症と W H H L 家兎 との 間の L D L コ レ ス

テ ロ
ー ル 増加比率の 差は ， ヒ トと家兎との 正常値の差

Fi g ． 3 ． T h e M 1 3 m p 9 cl o n e c o n t ai n i n g h u m a n

a p o E c D N A f r a g m e n t ，

a l I d e n tifi c a ti o n o f cl o n e s －1 ． R e pli c a ti v e f o r m

D N A o f t e n M 1 3 m p9 cl o n e s w e r e di g e s t e d b y a

r e s tri cti o n e n d o n u c l e a s e
，

一一

P s tI
，，

，
a n d el e c t r o －

p h o r e s e d i n 5 ％ p ol y a c r yl a mi d e g el ． A p o E

C D N A f r a g m e n t ， W hi c h w a s i n s e r t e d i n t o P s tI

Sit e o f M 1 3 m p 9 ， W a S el e c tr o ph o r e s ed i n l a n e E ．

a n d i s i n d i c a t e d b y a n a r r o w ．

b l Id e n tifi c a ti o n o f cl o n e s －2 ． S a m e s a m pl e s a s

fi g u r e 3－a W e r e di g e st e d b y t w o r e s t ri cti o n

e n d o n u cl e a s e s
，
H i n d III a n d S t u I

，
a n d el e c tr o －

p h o r e s e d i n 5 ％ p o l y a c r yl a mi d e g el ． S e e th e

l e g e n d t o fi g u r e 3－a f o r th e l a n e E a n d a n a r r o w ．

CI T h e te m pl a t e cl o n e f o r th e p r o b e ． T h e

S e V e n th s a m pl e f r o m th e l ef t i n fi g u r e 3
－

a W a S

el e ct r o p h o r e s e d af te r di g e sti o n b y P s t I o nl y くI a T9
Pl ， H i n d III a n d S t u Iく1 an e H S l ． an d A c c I an d S t u I

くI a n e A Sl ． O p e n a n d cl o s e d a r r o w s s h o w D N A

f r a g m e n t s o f a p p r o x i m a t el y 7 30 0 b p a n d 1 5 0 b p

l o n g ， r e S p e C ti v el y ．
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を反映 して い ると 考える こ とが で き た．

家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症で は， L D L 受容体異常

の た め に ， L D L の 代謝速度が低下 し12I ， L D L が血 中に

滞留す る． 血襲交換療法で L D L を除去す る と L D L の

脂質比が 正 常化す る こ と
42Iよ り

，
表 4 に 示 し た よ う な

L D L 脂質比 の 異常9 ．4 2I は ， L D L の血中滞留時間が延長

す る こ と に よる 2 次的な 変化と され てい る
4 2I

． 表 4 に

示 した V L D L
43
や I D L

有りの 脂質比 の 変化も L D L 同様

aI
N o J 59 N Q 81 5

5
， 惑 従 00 厭 汗，C m 崇藍3，
川川川川l 川11 111 川
3
I G A C G T C C G G C T C C G G A A 応 r 冊 G A C G T C 5

I

H 畠
Fig ． 4 ． T h e r e c o g n iti o n sit e s o f r e s t ri cti o n e n d o －

n u cl e a s e s i n a p o E c D N A f r a g m e n t a n d M 1 3 m p 9

cl o n e s ．

al R e c o g n i ti o n sit e s ． T h e sit e s o f P stI a n d S t u I

i n a p o E c D N A f r a g m e n t a r e o v e rli n e d t o th e

u p p e r st r a n d ， W h i c h i s th e g e n e r al s t r a n d ． T h e

l o w e r st r a n d i s th e c o m pl e m e n t a r y s t r a n d ． T h e

h a t c h e d a n d sh a d o w e d b o x e s d e n o t e n u cl e o tid e s

W hi ch a r e n o t li st e d h e r e ． N u cl e o tid e s d e n o t e d

b y l a r g e l e tt e r s a n d b o x e s a r e i n s e r t e d i n t o th e

P st I sit e o f M 1 3 m p 9 ． T h e fi r s t a n d l a s t

n u cl e o tid e s o f t h e g e n e r a l st r a n d i n s e rt e d i n m p 9

a r e n u m b e r ed a c c o r di n g t o J ． W ． M c L e a n
，
e t a1

33l
．

b 巨 駄 p e c t e d d o u bl e di g e s ti o n p a tt e r n o f cl o n e s ．

T h e h a t c h e d a n d s h a d o w e d b o x e s d e n o t e th e

g e n e r al a n d c o m pl e m e n t a r y st r a n d ， r e S p e C ti v el y ．

T h e s e st r a n d s a r e i n s e rt e d i n P s tI sit e o f m p 9

くs olid li n el ， a n d th ei r di r e c ti o n s a r e i n d i c a t ed i n

thi s fi g u r e ， A r T O W S Sh o w th e r e c o g n iti o n sit e s o f

r e st ri c ti o n e n d o n u cl e a s e s
，
H i n d III く印 ， S t u I くSナ，

a n d A c c H A I ．

杉

に 2 次的な変化と考え られ る
．
そ の 詳細な 機序 は不明

で あ る が
，
L D L 受 容体障害の た め に 血 中に 滞留し た

V L D L
4 0
や I D L

4 1

鳩 リ パ ー ゼ作 剛 こ よ っ て トリ グリ

セ ライ ドの
一 部を失う こ とが 一

因と考 えら れ る． 表7

に 示 し たよ う に
，
W H H L 家兎 リ ボ蛋 白の 脂質比 の 上

昇比率 は， 家 族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症に 類似し て い

た ． こ の こ と は
， 表5 に 示 した W H H L 家兎の 脂質比

変化も ， 家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 と 同様 に ， リ ボ

蛋 白が 滞留す る 削 61 た め の 2 次的な 変化で あ る こ とを

示 唆 して い る
．
W H H L 家兎 で は， V L D L の 脂質組成の

変化 に ， 肝 よ り分泌 され る コ レ ス テ ロ ー ル が 約3 倍に

増加 して い る 叫 こ とも 関与 して い る と考え られ る．

鑑
げ

浅

．

．

d

臥
■

ふ

化
．

一

山

営
〆

Fi g ． 5 ． M e a s u r e m e n t of a p o E m e s s e n g e r R N A ．

T o t al R N A w e r e p r e p a r e d f r o m li v e r s o f n o
r m al

くN Rl a n d W H Ii L r a b b it s ． T e n m ic r o g r a m s of

e a c h R N A s a m pl e s w e r e d o t
－b l o tt e d o n t o a

n it r o c ell u l o s e filt e r
，
a n d h y b ri di z e d wi th th e

32P －

1 a b ell e d p r o b e m a d e f r o m a m p 9 cl o n e c o n t a i n
i n g

h u m a n a p o E D N A ． T h e fil t e r w a s e x p o s e d t o a

X － r a y fil m ． T h e t e m pl a t e m p 9 D N A w a s al s o

d o t－ bl o tt e d o n t o th e s a m e filt e r a n d h y b ridi z e
d

f o r c o n s t r u cti n g a s t a n d a r d li n e くS け T h e

a m o u n t o f M 1 3 m p 9 D N A w e r e O ， 2 3 ， 6 9 ， 1 38 ，
23 0

，

3 4 5
，
a n d 4 6 0 pi c o g r a m s f r o m th e t o p

t o th e

b ot t o m o f th i s fi g u r e ． A ll s a m pl e s w e r e bl o tt e
d

b y t ri pli c a t e ．
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表3 に 示 した よう に ，
ヘ テ ロ W H H L 家兎 に お け る

脂質の 増加はわ ず か で あ り
45I
，
ホ モ W H H L 家兎で確

認さ れた 異常が極め て 軽度に 出現 した も の と考 えら れ

る．

ヘ テ ロ 接合体に お ける異常遺伝子 の 効果は， ヒ ト

と家兎で は全く異な っ て い た ．
こ の 遠 い も ， 家族性高

コ レ ス テ ロ
ー ル 血 症 と異 な る W H H L 家兎の 特徴 の

1 つ と考えら れ る．

C イe d 家兎で は， W H H L 家兎と同 じく肝 L D L 受容

体は機能 して い な い
1 3I

． 表5 に 示 した よ う に ， C －f e d 家

兎の リ ボ蛋白脂質組成は， W H H L 家兎と は全く 異な

る ことが 明らか と な っ た ． こ の 事実は ， C －f e d 家兎 に は

L D L 受容体以 外の異常 もあ る こ と を示 唆 して い た ． カ

イ ロ ミ ク ロ ン レ ム ナ ン ト の
コ レ ス テ ロ

ー ル エ ス テ ル が

V L D L の 主な構成成分 とされ
4 61
， 肝の コ レ ス テ ロ ー ル

分 泌 量 が 1 4 倍 に 増加し て い た
欄 と報告さ れ て い る ．

こ の よう な V L D L 合成段階で の 変化 が， C －f e d 家兎に

お ける リボ蛋 白脂質組成変化の 重要 な原因の 1 つ と 考

えられ る．

ミラ ー ら 欄 は
，
正常家兎に L D L プ ー ル の 8 ． 4 倍量

の と 卜 L D L を 静 注 す る こ と に よ っ て ，
マ ク ロ フ

ァ
ー ジに コ レ ス テ ロ ー ル を負荷 し， H D L コ レ ス テ

ロ ー ル値 が経時的 に 上 昇する こ と を報告し た． 彼ら は，

B D L コ レ ス テ ロ
ー ル 値の 上 昇は， 末梢 よ り肝 へ の コ

レ ス テ ロ
ー ル 逆輸送 を反映す る も の で ある と述 べ て い

る ． C イe d 家兎で は， 異常に コ レ ス テ ロ
ー ル に 富むく表

5コ リ ポ蛋白が ， 種 々 の 組 織 の マ ク ロ フ ァ
ー

ジ に 摂

取さ れ る48 ．4 9l ． 従 っ て ， C －f e d 家兎 で H D L コ レ ス テ

ロ
ー ル が増加 した と い う結果は， コ レ ス テ ロ

ー ル の 多

く な っ た マ ク ロ フ ァ
ー

ジ よ り肝 へ の コ レ ス テ ロ
ー ル

逆輸送が元進 した こ と を示 して い る 1 W H H L 家兎 で

は
， 動脈壁 や腱韓の 他に は コ レ ス テ ロ

ー ル の 沈着が な

い 瑚 と され て い る．
C －f ed 家兎と W H H L 家兎 との コ

レ ス テ ロ ー ル 沈着の 分布の 違い が， 両家兎の H D L コ

レ ス テ ロ
ー ル 値の 差 と して表現 さ れ た可 能性が ある ．

血清トリ グ リセ ライ ド値 は， 家族性高 コ レ ス テ ロ
ー

ル 血症 で は ほ ぼ 正 常
8 － 1 2 I く表 1 I で あ る の に 対 し，

W H H L 家兎で は著 しい 高値
1 ん 3Iく表 2 ンを示 す こ とが ，

両者の 適 い と して 指摘 され て い る ．
こ の 差異は

，
リ ボ

蛋白脂質組成 の 種差 に よ る， 即 ち ， ヒ ト に 比 べ 家兎

L D L は トリグ リ セ ライ ド に 富む た め， L D L 増加 に 伴

い血清 トリグ リ セ ライ ド値が 上昇す ると 説明 され て い

る封
．
こ の 成因論は ， 表2 に 示 し た よう な ， W H H L 家

兎に お ける V L D L の 著明な増加 を考慮し て なく ，適 当

なもの とは考 えられ なか っ た ． 前述 した よう に ，V L D L

の 増加 は， 家族 性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 と 異 な る

W H H L 家兎の 特徴 と し て顕著 で あ り， 高 ト リ グ リセ

ライ ド血 症の原因と しても 重要と 考え ら れ る．
V L D L

が増加す る 機序 に つ い て は， L D L 受容体障害 に よ る

V L D L 代謝速度の 低下
1 5－1 6 1 の 他 に はあ まり論 じ られ て

い な い ．
V L D L 増力ロの 機序に つ い て次 に 考察す る ．

表5 に 示 し た よう に ， W H H L 家兎の V L D L の 組成

は， コ レ ス テ ロ
ー ル が増加 してお り， レ ム ナ ン トに 類

似 して い た ．
レ ム ナ ン トの 増加 す る ヒ ト疾患の代表 は，

原発性1工1 型高リ ボ蛋白血症で あ る
1 Bl

．
この 疾患で は，

a p o E の ア ミ ノ 酸の 変化の た め に ， 肝 に お ける レ ム ナ

ン ト とり込 み が低下 し， 血 中 に増加す る 珊 ．
a p o E の 異

常 は， 等電 点電気泳動 で a p o E イ ソ 蛋 白 の 1 つ の 欠

損
2 9 潮 と して確認で き る． 表 8 に 示 す 等電点電気泳動

の 結果は
，
W H H L 家兎の a p o E イ ソ 蛋白 に は異常の

ない こ と を明ら か とし た． 家兎肝 に は ， L D L 受容体の

他 に ， a p O E を結合 蛋白 とす る カイ ロ ミ ク ロ ン受容体

が存在し， 後者 の 受 容体 は W H H L 家兎で も正 常に 機

能 して い る
5 い

．
レ ム ナ ン ト受 容体 と a p o E の 両者 を必

要とす る代謝経路 は， W E E L 家兎で も正 常と 考 え ら

れ
，
V L D L 増加の 原因で はな い と考え られ る．

肝 より 分泌 され た V L D L は ， 血管内皮細胞に 結合 し

た L P L に よ っ て ト リ グ リ セ ライ ドが 分解 さ れ， lP L

に 変換 され る． 正常家兎で は工D L の 90 ％は L D L 受容

体 を介 して 肝 に 摂取さ れ る
1 51 が

，
W H H L 家兎 で は全

て の I D L が L D L に 変 換 さ れ る151 ． こ の 変 換 に は

H T G L が 関与す る とい われ て い る
5 21

．
W H H L 家兎で

は
， 停滞 し たID L

4 11を L D L に 代謝す るた め に H T G L

活性が克進 した と考 えら れ る．
W 王i H L 家兎の L P L 満

性は正常家兎 と同 レ ベ ル で あ っ たが ， V L D L の 著明な

増加 を考慮 す ると 相対的な活性低下と も考え られ る ．

W H H L 家兎で は， L D L 受容体欠損の た めに 停滞 した

V L D L を充分 に代謝で き ず， V L D L をさ らに 増加さ せ

る原因に な っ た と推測 し た．
C －f e d 家兎で は， 停滞 して

い る V L D L の トリ グ リセ ライ ドを， ア ポ C
．5 増加く表

8うに 伴 っ て 活性 の 冗進 した L P L が 分解 した． そ の結

三私 C イed 家兎で は， コ レ ス テ ロ
ー ル ハ リ グリ セ ライ

ド比 が上 昇 した と考 えら れる．

a p o B お よ び a p o E は ， L D L 受 容体と の 結合能 を有

してお り， L D L 受容体欠損 に よ っ て血 中濃度が増加 す

る
．
W H H L 家兎の 肝 a p o B 分泌量は正 常 で あ る

4 4I こ

と， 表7 に 示 した よう に ， a p O B の 増加比率は リ ボ蛋白

コ レ ス テ ロ ー ル 値の 増加比率と ほ ぼ同 じで あ る こと ，

以上 よ り， a p O B 血 中濃度の 増加は L D L 受容体欠損で

説明 でき る ． 表 7 に 示 した よう に ， a p O B に 比 べ a p o E

の 増加比 率 は著明 に 大き い こ と よ り， 肝な どの a p o E

合成量の 増加が予 想さ れ た．
W H H L 家兎肝 に お い て，

a p o E m R N A 量が 約 2 倍 に 増加 して い た と い う 結果

は
，
a p O E 合成量は 少な く とも 2 倍以 上 に 増加 し てい

る こ と を示 し てい る．
W H H L 家兎肝 に お け る コ レ ス
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テ ロ ー ル合成
相
や a p o E 合成 の増加が ， V L D L 合成量

の増加を きた し， L P L 活性 の相対的低下や肝 L D L 受

容体 の欠損61 乃が V L D L 代謝 を低下さ せ， これ らの 結果

と して
，
血中 V L D L や a p o E の 著明な 増加 をき た した

も の と推測し た．

結 論

W H H t 家兎の リ ボ蛋白の特徴 を家族性高 コ レ ス テ

ロ
ー ル 血 症 と比較 し た と こ ろ

，
次 の 結果 が明 ら か と

な っ た
．

い ID L お よ びL D L の増加は 両者 に 共通 して 認め

ら れた が， 増加比率は W H H L 家兎で 著明に 大 き い 値

で あっ た ．

2 う 家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症 で は， V L D L は正

常ま たは軽度 の増加であっ た が
，
W H H L 家兎で は， 全

個体 で V L D L の著明な増加 が認 め られ た．

3 I 家族性高 コ ．

レ ス テ ロ ー ル血症 で は， ヘ テ ロ 接合

体に おい て も高 L D L 血症 を認め たが
，
W H H L 家兎で

は軽度 の V L D L お よ びI D L の 増加 を認 め る の み で

あっ た ．

4 1 a p o B お よ び a p o E の増加 は両者 に 共通 して 認

め られ た が
， 増加比率は W H H L 家兎 で著明に大 き い

値であ っ た ．

W H H L 家 兎 に お け る V L D L お よ び a p o E の 著 明

な増加の成因 に つ い て検討 した と こ ろ， 次の結果 を得

た ．

11 V L D L の ア ポ E お よ び ア ポ C のイ ソ 蛋白組成

に は 変化なか っ た ．

2う L P L 活性の相対的低下が認 め られ た．

31 肝の a p o E m R N A 量 は， 正 常家兎の約2 倍 に 増

加 して い た．

W H H L 家兎 は， 家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 の 良

い モ デ ル 動物 であるが ， リ ボ蛋白像に 相違す る 点が あ

り， L D L 受容体欠損以外 の異常 も存在する こ と が明 ら

か とな っ た ．
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