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家族性高 H D L 血症 に お ける血梁 コ レ ス テリ ル

エ ス テ ル転送蛋白 に関する研究
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血祭高比重 リ ボ 蛋白くhi gh d e n sit y lip o p r ot e in ， 王の り コ レ ス テ ロ ー ル は動脈硬化症 の防御因子 と

して知ら れ て い る ． 近年 ， 家族性高 E D L コ レ ス テ ロ ー ル 血症の 家系に お い て血祭 コ レ ス テ リル エ ス テ

ル 転送蛋白くch ol e s t e r yl e s t e r t r an Sf e r p r o t e in ， C E T P 巨活性の 欠損 が報告され た ． 血賛 C E T P は 分子 量

74
，
0 0 0 の疎水性糖蛋白 であ り H D L と そ の他 の リ ボ 蛋白間 の コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル の転 送 を 司る ．

C E T P に 対す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 を用 い ． 著明 な高 H D L コ レ ス テ ロ ー ル 血症を 示 し た兄妹に つ き検

討 した 結軋 血祭 C E T P の欠損症であ る こ と が 確認 さ れ た ． さ ら に ，
こ れ らの 症例は C E T P の構造遺

伝子 の イ ン トロ ン14 の ス プ ライ シ ン グド ナ ー

の点変異くG － A 変 鄭 の ホ モ 接合体 で ある こ辛が確認 され

た ． こ の 点変異は メ ッ セ ン ジ ャ ー

リ ボ核酸の 前駆体くp r e m e s s e n g e r R N 封 の 正 常な ス プ ライ シ ン グを阻

害す る変異で あ っ た ． さ ら に
， 国内の 4 地域 く北陸 ，

岩手
，
広島 ， 束 副 で発見 さ れ た 血縁の な い 高

H D L コ レ ス テ ロ
ー ル 血症の 21 家系中 9 家系に お い て

，
す く なく と も 1 つ の接合体 に こ の イ ン ト ロ ン1 4

の 点変異が同定さ れ た ． C E T P 遺伝子 の 4 つ の 制限酵素切断長多望性 を用い た ハ プ ロ タイ プ の 検討 に よ

り C E T P 欠損家系の 発端者く5 例I は 同 一 の ハ プ ロ タイ プ を示 し ， こ れ らの 症例 は共通の遺伝的背景 を

共有 し てい る 可能性が 示唆 され た ■ C E T P 欠損の 5 家 系の家系構成員 を遺伝 子診断 に て 3 群 くホモ 接合

体， ヘ テ ロ 接合体 ，
正 副 に 分類 しリ ボ 蛋白組成 を検討 した ． 1 0 例の ホ モ 接合体 は高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症

．く271 士32 m gl d l ， 平均士S DJ を示 し ． H D L コ レ ス テ ロ ー ル く16 4 士391 と ア ポ蛋白 A － I く21 3 士 仰 の

著明高値 ，
お よ び低比 重 リ ボ蛋白 tl o w d e n sit y lip o p r o t e in ， L D L l コ レ ス テ ロ ー ル け7 士311 と アポ 蛋白

B く54 士14J の 低値 を示 した 一 総 て の ホ モ 接合体 は H D L lく粒子 径 ン 12 n m l に 相当す る 巨大 な H D L 粒子

を有 し， 健常者で は認め ら れ な い 大粒子 D L 2， L D L l が 増加 して お り
， 通常認め られ る L D L 2 や L D L ，が

減少 して 代 わ り に L D L ．の 小粒子 L D L が 増加 し全体 と し て L D L 亜 分画が そ れぞ れ 認め ら れる と い う 多

様性 を示 し た ■ 2 0 例 の ヘ テ ロ 接合体の 血寮 C E T P く1 ． 4 士0 ． 3 m g111 は正 常血 賛 C E T P 値 く2 ． 3 士0 ． 61 の

約半量で あ り
， 軽度 の 町 L コ レ ス テ ロ ー ル く66 士1引， ア ポ蛋白 A ． I く14 9 士 相 の 増加を 示 し ， 特徴的

に H D L 21 I D L 3 比 の 増加 を認め た く1 ． 5 士0 ．8 v ．s ． 0 ． 6 士 0 ． 41 ． ま た ，
C E T P 欠損家系に お い て 早発性動

脈硬化症 は認 め られ なか っ た ． こ の よ う に C E T P 欠損 は わが 国の 家族性高 H D L コ レ ス テ ロ ー ル 血症の

主因であ る こ と が 示 唆さ れ た ． C E T P 欠損の リ ボ蛋白組成 は抗動脈硬化性 で あ り長寿と関連 し て い る

可能性が 示 唆さ れ た ．

K e y w o rd s c h ole s t e ryl e s t e r t r an Sf e r p r ot e in ， f a m ili al h y p e r al p h alip o p r o t e in
－

e m ia
，
h a p lo t y p e a n aly sis ， hi gh d e n sit y li p o p r ot e in ， l o n g e vit y

A b b r e vi ati o n s こ a p O A － I ， a p Olip o p r ot e in A － I 三 a p O B ， a P Olip o p r ot e in B 三 B S A ， b o v in e s e ru m

alb u m in ニ C ， Ch ole s t e r ol ニ C D N A
，
C O m pl e m e n t a ry D N A ニ C E ， C h ole st e r yl e st e r 3 C E T P ，

Ch oles t e r yl e st e r t r a n sf e r p r ot e in i d C T P ， d e o x y c y tid in e t ri p h o s p h a t e ニ E D T A ， e th yle n e d i am i－

n et e tr a a c etic a cid こ F C ， fr e e c h ol e st e r ol 三 H T G L ， h e p atic lip a s e ニ f D L ， h igh d e n sit y
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高比重 リ ボ蛋白くhigh d e n sit y li p o p r o t e in s ， H D L りま

リ ン 脂質 くp h c 6 p h olip id ， P Ll ， 遊 離 コ レ ス テ ロ
ー ル

げr e e c h ol e st e r ol ， F Cl を リ ボ蛋 白表面 に ，
トリ グリ セ

ラ イ ド くtri gl y c e ri d e ， T Gナ． コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル

くch dl e st e r yl e s t e r ， C E l を リボ 蛋白の 核 に 含有 し ， ア ポ

蛋白 A 一 工
，
A － H を構造蛋白 と し て も つ 最 も小 さ い 粒子

サ イ ズ の リボ 蛋白である ． 血清比重 で は 1 ． 0 6 3
－

1 ． 2 1

gノm l に 存 在 し ．
比 重 に よ り E D L 2く比 重1 ■ 0 6 3

－

1 ． 1 2引 と H D L 3く比重1 ．1 2 5
－

1 ． 2 リ に 分け ら れ る ．

H D L は末楷細胞由来の F C ， P L を肝 に 戻 す作用 と

外因性く食事性ナ お よ び内因性の T G の 多い リ ボ 蛋白

の水解 によ り生 じた余分な F C ， P L を受 け とり 肝に 戻

す作用 を有 して い る ． その 過程 は以下の 3 つ に 分 け ら

れ る ． い 末棺細胞 の細胞膜 よ り受動的 な コ レ ス テ

ロ
ー ル の濃度勾配に よ り F C を取 り 込 む ． ま た は ，

キ

ロ ミク ロ ン くCh yl o m i c r o nl や 超低 比重 リ ボ 蛋白くv e r y

l o w d e n sity はp o p r o te in ， V L D L l の水解 に よ り生 じ た

F C を取 り込む ． 2フ レ シ チ ン コ レ ス テ ロ ー ル ア シ ル

トラ ン ス ア エ ラ
ー ゼ く1 e cith in A

C h ol e s t e r ol a c ylt r a n sf e
．

r a s e
，
L C A T J の活性に よ り F C の エ ス テ ル 化 を行う ．

31 生成 され た H D し C E を次 の 3 経路 を 介 して 肝 へ

転送 す る ． す なわ ち ，
i コ ア ポ E を リ ガ ン ド と し て肝

レ セ プ タ
ー

を介 して肝 に戻 る経路 ，
iり コ レ ス テ リ ル

エ ス テ ル 転送蛋白くch ol e st e r yl e st e r t r an Sf e r p r o t e in ，

C E T P I の 作用 に よ り ア ポ B 含 有 リ ボ 蛋白 の経路 に

C E が転送 され ，
レ ム ナ ン ト レ セ プ タ

ー や低比重くlo w

d e n sit y li p o p r ot e in ， L D L l レ セ プ タ
ー を介 して 肝 に戻

る経路
，
ま た

，
iiil H D L 粒子 の 細胞内 へ の 取 り込 み

くe n d o c yt く冶i sI を伴 わ な い C E だ け の選択的な肝 へ の 取

り 込 みの 経路の存在が 示 唆 さ れ て い る
り

． し か し ，
そ

れ ぞ れ の 経路 の重要度 の 割合 に 関 して は解明 さ れ て い

ない ．

低 f m L － コ レ ス テ ロ
ー ル くH D し Cl 血 症は 冠動脈硬化

症 の進展 をも た ら し ， 反対 に ， 高 H D しC 血 症は 動脈

硬化性疾患が少な く ，
む し ろ長寿 O o n g e v it yl と関連 し

て い る とさ れ て い る
2l

． H D し C 値 は ， 肥満く特 に 内臓型

肥備鉦 喫煙 ， 男性 ， 高多価不飽和脂肪酸食 で低下す る

こ と が知 られ てい る が
3I
，
そ の成 因 に 関 し て は 不詳 の

こ と が 多い ． H D L 代謝 に関連す る蛋白 は20 種類 以上

同定さ れ て い るが ，
その大 部分の蛋白の機能に つ い て

未だ 十分に 解明され てい な い ． 現時点で H D L の 代謝

は
，
大き く 分け て次 の 3 つ の 要因 に よ り規定さ れ て い

1ip o p r ot e in

る と 考 え られ る ．

一 つ は ， そ の構 造蛋白 で ある ア ポ

A － 工
，
A － H の合成 ， 分泌量で あ り ， 次 に ，

F C を エ ステ

ル 化す る L C A T ， キ ロ ミ ク ロ ン や V L D L の 水解を司

る リ ボ蛋白リ パ ー ゼ く1i p o p r o t e in 1i p a s e ， L P Ll 活性
，

H D L の T G を水解す る 肝性リ パ
ー

ゼ くh e p a ti c lip a s e ，

H T G L 巨活性な どの 各種酵素活性の変動や そ の酵素活

性 の補因子くc o f a c t o再 と して作 用 す る各種 ア ポ蛋白の

血清濃度の変動であ り ， も うひ と つ は H D L の構成脂

質 を他の リ ボ蛋白 へ 転送 ， 交換す る 脂質転送蛋白の血

清濃度で ある と考 え られ る
4I
． 従 っ て ， H D L の 量的変

動 は
，
こ れ ら の 多く の 要素の な か で ，

I D L の ア ポ蛋白

や構成脂質 の代謝速度 を規定 す る 因子 の異常と考えら

れ る ．

脂 質転送蛋白 には ， 非極性脂質くn e u t r al 1ipid ， つ ま

り C E と T GI と P L の
一 部 を転 送す る コ レ ス テリル

エ ス テ ル 転送蛋白くch dLe s t e ryl e st e r t r a n sf e r p r ot e in ，

C E T Pl と リ ン 脂質 の み を転送 す る リ ン 脂質転送蛋白

くp h o s ph dli pid t r a n sf e r p r ot e in ， P L T Pl が 存在する
5，
．

C E T P は
， 分 子 量74 ，0 0 0 の 疎 水性糖蛋白であり

6I

，

H D L で 合成 され た C E を他の リ ボ蛋白 へ 転送 し ， 反

対 に T G の 多 い リ ボ 蛋 白 くV L D L － in t e m e di ate

d e n sit y li p o p r o t e in ， I D L I か ら T G を H D L に 転送する

役割 を有 して い る
5 I

．

先 に
，
K oi 2 u m i ら

n
は

，
C E の 転送活性の欠軌 こ基ず

く家族性高 訂 し C 血症 を報告 し た ． 本研究で は， 高

H D しC 血症の 患者 を対象 に C E T P の モ ノ ク ロ
ー

ナル

抗体 を用 い 検討 しさ ら に そ の遺伝子 を解析 し ，
C E T P

欠損症 の ホ モ 接 合体 お よ び ヘ テ ロ 接合体 の リ ボ蛋白組

成を検討 した ．

対象 お よ び方法

工 ． 対 象

高 H D し C 血症 くH D L ． C ン1 0 0 m gld 11 を少なく とも

1 名認 め る原発性高 H D し C 血症 の2 1家系 を対象とし

た ． 先 に 報 告さ れ た S Y 家系
乃

，
Y o T 家 系

8，

，
Y oS 家

系
91
の ほか

， 今回 新 た に 見い だ さ れ た18 家系 を検討し

た ． 第
一 家系は ，

K oi z u m i ら
7，
が 報告 した 石川県小松市

出身の家系で あ り ，
C E T P 活性の 著明低値 を示 した．

発端者の 両親間 に い と こ 結婚 を認 めた ． 家系内 に97歳

と87 歳の 長寿例 を認 め ，
心血 管障害例 を認 めな かっ

た ． 第 二 家系 は ， S a辻0
8－
が報 告 した岩手県出身の家系

で あ り ， 臨床 的特徴 と して家系内に 長寿例 を多数認め

ID L
，
in t e r m e d ia t e d e n sit y h p o p r o t e in i k b ， k n db a s e p ai r s i L C A T ， l e c

it h in c h olest
－

e r ol a c ylt r 孤 Sf e r a s e ニ L P L ， h p o p r o t e in 1ip a s e ニ
L P D S

，
li p o p r ot e in d efici e n t s e ru m i

L D L ， lo w

d e n s 址y lip o p r ot ein i P A G E ， p Oly a c r yla mi d e g el el e c
t r o p h o r e sis i P B S ， p h o s p h at e

－b uff ered



家族性高 m L 血症 と コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル 転送蛋白

た． 第三 家系は ， T ak e g o s hi ら
9I
が報 告 した礪井県出身

の家系で あ り ，
発端者の C E T P 活性は ，

正 常 の 約10 の

1 であ っ た ． 他 は ， 広島の 2 家系
，
東京 の 1 家系の ほ

か， 石川 ． 福井の18 家系で ある ．

工工． 方 法

1 ． 血清脂質 ，
ア ポ 蛋白の測定

14時間の絶食後 の早朝空腹時 に採血 し血祭 と血清 を

得た ． C
，
T G は

，
酵素法 で 測定 し た1 咽 ． ア ポ 蛋 白

くA
－ I

，
A － II

，
B
，
C －II

，
C －III

，
EI は免 疫比濁法 くi m m u －

n ot u tbidi m e tr y ， T I A I
121
で 測定 した ． H D L ． C は

， 沈殿

法
1ヨ

ヤ 測定 した ， H D L J H D L ，比 は
，
血 祭 3 0 JL l を

s u d a n bl a c k B で 染色 した の ち 4 －

3 0 ％の 未変性ポ リ

アク リ ル ア ミ ド ゲ ル くP A A 4 J
I
3 0

，
P h a r m a ci a

，

U P S A L A
，
S w ed e nJ で泳動 し

14l

，
1 0 n m の 粒子 サ イ ズ

で 抑 L 2 と H D L さ を分 け密度計測 し た ．

2 ． 血祭 コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル 転送蛋白の測定

ヒ ト C E T P の C 末端25 ア ミ ノ 酸 を認識 す る モ ノ ク

ロ
ー ナ ル 抗体 T P2 と C E T P の 第261 － 3 6 7 ア ミ ノ酸 を

認識す る T P6 を用 い た ．

1

当 で標識 した T P2 を用 い

てラ ジオイ ム ノ ア ツ セ イ くr a d i oi m m u n o a s s y ， 和Al 固

相法で血 襲 C E T P 量 を測 定し た
1 別 61

． 血 祭は
，

－

7 0
0

C

で凍結保存 し ， 同量 の 2 ％ T r辻o n 飽 和緩衝液 く3 ％

Tri t o n X ．1 00
，
1 ％ b o v in e s e ru m alb u m in くBS AJ ，

0 ．02 ％ N a N ，
，
1 m M e th yl e n ed i a m in e t e t r a a c e ti c a cid

くE D T Aン を 含 む p h o s ph a t e ．b u ff e r e d s al in e くP B Sl ，

E 入On 1

9 g 亡t 9 9 9 亡8 9 9 a a9 9 a9 g tg a a t C t 亡 t9 9 9 g C C a9 9 a a 9 a C 亡亡t g C t9 C C 亡9 9 a a9 8 9 C 亡

t C さtg t t C Cg t g 9 g 9 g C t 迎 8 C さt 8 C皇工生返 C 9 9 9 亡t C C a9 9 C て9 a a C9 9 亡t 亡g 9 g

暮
c c AC T T A C AC A C C A C T G C C T G A T AA C C

I
A T G C T G G CT G C C A C A GT C C T G A C C

ニニ

1 0 8 7

p H 7 ．2ン で37
q

C－1 時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し使 用 し た ． 1 5

m M N a 2 C O 3 ， 3 5 m M N a H C O ，
．
0 ． 0 2 ％ N a N み p H 9 ．6

の 緩衝液下 で30 n g の 精製 した C E T P 8堰 プ ラ ス チ ッ ク

プ レ ー

トに20
0

C
，
1 8 時間 コ ー

テ ィ ン グ し
，
3 0 伸 1 の

1 ％ B S A
，
0 ． 0 2 ％ N a N も 1 m M E D T A を含 む P B S

，

p H 7 ． 2 で6 0 分 飽和 さ せ た ．

1公
工てP 2 く1 0 0 ． 0 0 0 c p m ，

9 n C il n g I g GI 抗体 と抗原 は ， 1 ％ T ri t o n 飽和緩衝液

で希釈 し， 最終条件 を0 ．5 ％ T d t 皿 と した ． 2 0
0

C
，
9 0

分間
， 競合性免疫反応を行っ た ．

C E T P の比活性は ，
リ ボ蛋白除去血清く比重ン 1 ．2 1

gl m D で 測 定 し た ． C E T P 活 性 は ，

3
H －

C h ol e st e r Yl

Ol e a te で 標識 した H D L 3 か ら L D L へ の コ レ ス テ リ ル

エ ス テ ル の 転送くA c p m I に よ り測定 した
川

． RI A 法 で

測定 した C E T P 量 くjL gI で C E T P 活性 を除 して比活

性 を算出 した 叫 ．

ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に よ る C E T P の検 出 の た め

に
， 試料を L a e m m li の 方法

瑚
に よ っ て S D S － ポ リ ア ク

リ ル ア ミ ド電気泳動 した ． 蛋白質 を 0 ． 4 5 メイ M の こ ト

ロ セ ル ロ ー ス 膜 に転写 し た後
，

ほ
可 で 標識 した T P 2 お

よ び T P 6 く2 x l O
5
d p m l m lいこ反応 させ た

20I
．

リ ン 脂質転送活性 は
3
H －d idl e o yl ph o s ph a tid yl c h olin e

で標識 した 王1DI ． 3 か ら L D L へ の 転送能を測定す る こ

と に よ っ た
1 間

． なお す べ ての 転送清性 は15 ％転送以

内の 直線反応域で行 い ， 3 回で 測定 した ．

抗 C E T P モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体吸着 力 ラ ム は
，

E x o n l 占

二
＋十 二 十
1 2 3 4 5 d 7 8 9 1 0 1 1 1 2 13 1 4 1 5 帖

．二．．．．

川如
Fig － 1 ． L c x I al i z a ti o n of ol k o n u cl e o tid e p 血 e r s f o r p ol ym e r a S e C h a in r e a c ti o n an d th e s e q u e n c e s of 5

，

aLn d
3
，

fl an k in g r e gio n of th e h u m an C E T P g e n e ． T h e h u m an C E T P g e n e s p a n s 2 5 k b p ． P e r p e n d i c u l a r
li n e s in th e d i a g r am r e p r e S e n t 1 6 e x o n s ． S e q u e n c e s in th e u p st r e a m r e gi o n r e s e m bl in g a n S P l bi n d in g
Sit e a n d a T A T A b o x a r e sh o w n u n d e rl in e d ． A t r an S C rip ti o n in iti a ti o n sit e くホ1 i s l o c a t ed at －2 7
n u cl e otid e u p st r e am Of a t r an Sl a ti o n in iti a ti o n sit e 什 A T GI ． A v a ri an t p Ol y ad e n yl a ti o n si g n al is sh o w n
at th e di st al e n d o f e x o n 1 6 ．

S al in e 芸 P C R ， p Ol ym e r a S e Ch ai n r e a c tio n ニ P L ， p h o s p h o li pid i R L A ， r adi oi m m u n o a s s a y ニ S D S ，

S Odi u m d cd e c yl s ulf a t e ニ T G ， t ri gly c e ri d e i T ri s ， T ri s くh yd r o x ym e t h y 11 am in o m eth an e i V L D L ，
V ery lo w d e n sit y lip o p r ot e in
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C y a n o g e n b r o m id e で 活 性 化 し た S e ph a
r o s e 4 B

くP h a m l a Ci a いこ I g G を結合 させ 作成 した
20l

．

3 ． D N A 解析

い ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖反応法 くp ol ym e r a S e C h ai n

r e a c ti o n ， P C Rl と シ ー ク エ ン ス 法

高分子 D N A は ，
m O n X －1 0 0 融解変法

21I

によ り ，

E D T A － N a 2 中 に 採血 した 10 m l の 末棺血 か ら抽出 し

た ． A g e皿o n ら
22，
が 報告 した正 常 C E T P 遺伝子 のイ ン

トロ ン配列か ら 計 9 セ ッ ト の プ ラ イ マ
ー を 作成 し ，

P C R 法で D N A を増幅 し， そ れ ぞ れ の D N A 断片を サ

ブ ク ロ ー ニ ン グ した く囲 い ． す べ て の エ ク ソ ン配列 お

よび ス プ ライ シ ン グ部位 を解読す る た め ．
す べ て の プ

ライ マ
ー

を ス プ ライ ス 部位か ら50
－

1 0 0 塩 基上 流 ま た

は下流に 設定 した ． さ ら に
，
ポ リ A 部位お よ び 転写開

始部位 を含 め た 5
，

非翻訳領域 を合 わせ 検討 した ． 転

写開始点は開始 コ ド ン よ り27 塩基上 流 に あ り ， 開始 コ

ド ン より6 0塩基上 流に 位置す る プ ラ イ マ
ー く5

，
－ T A C ．

A T A T A C G G G C T C C A G G C
－3り を 用 い て ．

5
，

非 翻

訳領域 の配列 を得 た ． 高 分 子 D N A l メイ g を 鋳 型

D N A と して 50 p m ol の プ ラ イ マ
ー 1 組 と 20 0 JL M の

各 did e o x y n u cl e o tid e くd G T P ， d A T P ， d C T P ， T T Pl

と 2 ． 5 u n it s の T a q p ol ym e r a S e くP e rk in
－ E h e r － C e t ．

u s
，
N o r w al k

，
U S Al を10 m M T ri s ． H C l ， p H 8 ． 3 ， 5 0 m M

K Cl
，
1 ．5 m M M g C1 2 ， 0 ． 0 1 ％ g el at in の 緩 衝 掛 こ加 え

行 っ た．
出I

． 使用 した P C R の 条件 は ， 9 4
D

C 3 0 秒 ，
5 5

0

C l

分 ，
7 4

0

C 3 分で30 サイ クル ，
1 0 叫 1 の ミ ネ ラ ル オイ ル

くSig m a C h e m i c al C c m p a n y ， S t ． L o u i s ， U S AJ 下で 増

幅 した くM i c r 拡 y Cl e r ， E p p e n d o rf ， H a m b u r g ， G e r m a
－

n yl ． 増幅 した D N A 断片は ，
ク ロ ロ ホ ル ム で 2 回抽出

後 ，
10 m M A T P 存在下 で T 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ

ナ ー ゼ くN e w E n gl an d B i ol a b s ， B e v e rly ， U S Aナを用 い

て 5
，

末端 を リ ン 酸化 し ， 9 0
0

C で 加熱 した の ち ，
1 ％

低融点ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 泳動後 ， 目的と す る D N A 断

片 を切り だ し ， サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た 一 リ ゲ
ー

シ ョ ン は
，
S m a I 切断 し脱 リ ン 酸化 した p G E M

－ 3 Z f

t ＋J tP r o m e g a B i ot e k ， M a di s o n ， U S A 1 3 0 n g に 目的の

D N A 断片 300
－

4 0 0 n g を加 え ， T 4 D N A リ ガ
ー

ゼ

くN e w E n gl a n d Bi ol a b s ， 馳 v e rl y ， U S A J を用 い て ，
1 0

m M A T P 存在下で ， 1 5
O

C 1 2 時間反 応 させ た ． 大腸菌

は
，
H 皿 血 弧 法

制
で コ ン ビ テ ン ト化 し た D E 5 此 F

，

工Q

くB e th e sd a R e s e a r c h L a b o r a t o ri e s ， G ai th e r s b u rg ，

U S A ン を使 用 し た ． T a q ポ リ メ ラ
ー ゼ くP r o m e g a

Bi ot e kンを用 い て did e o x y n u c l e o tid e 法 で シ
ー

ク エ ン ス

を行 っ た ． シ ー

ク エ ン ス ゲル は ， 7 M 尿素 ，
6 ％ の ポ

リ アク リ ル ア ミ ドゲ ル くア ク リ ル ア ミ ドノビ ス ， 1 9 ニ

1
，
B i o ． R a d L a b o r at o ri e s

，
R i c h m o n d ， U S A l を使用 し

津

た ．

2 I 直接塩基配列決定

イ ン ト ロ ン1 4 の G
－ A 変異の 家 系内診断 お よ び他

の 高 H D し C 血 症20 家系の 診断に ダイ レ ク ト シ
ー

クエ

ン ス 法 を用 い た ． イ ン ト ロ ン12 の P l く5
，
－ C C T G A G C ，

T A T G A G A C A A A A G
－3
，

J と イ ン ト ロ ン 1 4 の P2

く5
，
－ A A A A G G T G A A A T G G G A A G C T

－ 3り で P C R を

行 い ， 約 78 0 b p の 単
一

D N A 断 片 を え た ． こ の

D N A 断片を ク ロ ロ ホ ル ム で抽 出後 2 m l の滅菌再蒸留

水を加 え， C e n t ri c o か 3 0 くA m i c o n ， r k n v e r s ， U S A l で余

分な プ ラ イ マ
ー お よ び ヌ ク レ オ チ ド を 除去 した ．

籠
P ．

y A T P くA m e r sh a m ， B u c k in gh a m s hi r e ， U K l で 5
，

末

端標識 した エ ク ソ ン 1 4 の P 3 く5
，
一 C C A G A G C T T C C ．

T G C A G T C A A －3
，

1 を用 い て ，
沌g u c h i ら の 方法ぞで

T 7 D N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ くS e q u e n a s e ， U n it e d S ta te s

B i o c h e m i c al C o r p o r ati o n くU S Bl ， Cl e v el a n d ， U S A l を用

い て ダイ レ ク トシ ー

ク エ ン シ ン グを行 っ た ．

3 1 C E T P 遺伝子 の ハ ブ ロ タイ プ解析

高分 子 D N A l O JL g を T a q I ， S t u I で それ ぞれ切断

し， 0 ． 7 ％の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で泳動 し た ． ナイ ロ ンメ

ン プ レ ン くHy b o n d N ， A m e r s h am いこ 転 写 し た 後，

E a －

3 2

Pコ d C T P くA m e r sh a m l を 用 い て ，
r a n d o m

p ri m in g 法
261

で 標識 し た C E T P c o m pl e m e n t a r y D N A

くc D N A H G e n e n t e c h h c ． ， 加 ． D ． D r a y n a よ り供引 を

用 い て ，
サ ザ ン プ ロ ッ ト

抑
を 行 っ た ． T a q 工 多型性

は
，
f u ll l e n g th c D N A く15 8 1 b pJ を用 い

28，

，
S t u I 多型

性 に は P s t トP v u II 7 3 2 b p の C D N A 断片 を用い た
2餌

．

ま た
，
エ ク ソ ン 9

－

イ ン ト ロ ン 9 の 境 界 よ り2 9 塩基

3
，

側 に存在 す る B am H 工 多塑性 は ， P C R 法を用い

て検出 した
30I

． イ ン トロ ン 8 の P 4 く5
，
－ T T G T T G A A T ．

G A G T G A A A G C C
．3り とイ ン ト ロ ン 9 の P 5 く5

，
－C A C －

C A A G T T T C C G A G T T T C C －3り で エ ク ソ ン 9 を含む

460 b p の D N A 断片 を増幅 し ， B a m H I で 消化後，

2 ． 0 ％の ア ガ ロ
ー ス ゲ ル で 泳動 しそ の D N A 断片の長

さ く390 ま た は 46 0 b p一 に よ っ て 制限酵素切断部位 の有

無 を決定 した ． 合計 4 つ の制限酵素切断多塑性を用い

て C E T P 遺伝子 の ハ プ ロ タ イ プ を決定 した ．

4 ． 統計処 理

x
2

検定 くFis h e r
，

s e x a c t t e s tl に て ハ ブ ロ タイ プ群の

観察度数の確率 を検討 した ． 血清脂質 ． ア ポ蛋白の8

っ の 変 数 に 関 し て 分散 分析 くo n e w a y a n al ysis of

v ar ia n c e ， A N O V A J を行い 4 群間の 有意差比較を行っ た l

成 績

工 ． C E T P 欠損症 の 生 化学的検討

K 。i z u m i らが 報告 した C E T P 活性 の著明低値が原



家族性高 H D L 血症 と コ レ ス テリ ル エ ス テ ル 転送蛋白

因と考 えら れ る家族性高 ヨD L
． C 血症 くS 男 衆系 を対

象 に m A 法 で 血 祭 C E T P 値 を 測 定 し た ． ヒ ト

CE T P の C 末端25 ア ミ ノ 酸 を認 識 す る モ ノ ク ロ ー

ナ

ル抗体 T P 2 を用 い た RI A 法お よ び免疫吸着 力 ラ ム で

検討した結果 ． 発端者くS Yナお よ び そ の妹くK 印 の 血簗

C E T P の 欠損が 確認 さ れ た く図 2 ト さ ら に ，
ヒ ト

C E T P の第261 －36 7 の ア ミ ノ 酸 を認識す る T P 6 モ ノ

ク ロ
ー ナ ル 抗体 を用い た ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト に お い て

も血祭 C E T P は検 出され なか っ た ． 発端 者 の 4 人 の

子供で は ， 妻くT YI お よ び コ ン トロ ー ル の約 半量く1 ． 0

－

1 ． 4 m glD の C E T P 量 を示 した く表 い ． C E T P の 欠

損を示 した発端者の リ ン脂質 くP り 転送活性は コ ン ト

C E T P ＋

10 8 9

ロ ー ル の 約 半量で あ っ た く表 り ． こ の こ と か ら
，
血祭

中の リ ン脂 質転送活性の約半分は C E T P に 依 存 し ，

残 り半分は他 の P L 転送蛋白ま た は自動的な P L 転送

能 に よ る こ と が 示唆 され た ．

I王 ． C E T P 欠損症の お け る C E T P 遺伝子 の 検討

C E T P の 欠損が C E T P の構造遺伝子異常 に よ る か

どうか を調 べ る た め
， 発端者くS YI の高分子 D N A を

用 い て ポ リメ ラ ー

ゼ 連鎖反応法くP C RJ 法を行い ，
全 エ

ク ソ ン
，
ス プ ライ シ ン グ 部位 ， 転写開始点 を含 め た

5
，

非翻訳領域 ，
ポ リ A 部位 を含め た 3

，

非翻訳領域

の塩基配列 を決定 したく図 り ． P C R 中で の合成反応 の

誤り を除外す る ため に
， 複数の P C R 反応 に由来 し た

C o n 1 2

Fig ． 2 － W e st e rn b l o t o f th e 血 m u n o aff in it y
－ C Ol u m n ． r e t ai n e d f r a cti o n of pl a s m a ．

1 0 0 JL l pl a s m a s am pl e s c o n t a in in g l m M ph e n yh n e th yl s u U o n yl fl u o ri d e くP M S Fン
W e r e S u bj e c t e d t o th e T P 2 －i m m u n o aff in it y c ol u m n ． T h e r e t a in e d f r a c ti o n w e r e

S u bj e ct e d t o S D S － P A G E a n d b l ott e d w ith
12
可， T P 2 ． S Y a n d K H sh 。 W n 。

d e t e c td b l e C E T P b an d s くc ol u m n 2 a n d 3
，
r e S p e C ti v elyl ． Y o S くc ol u m n lJ sh o w s

a b o u t o n e － th h d o f C E T P m a s s c o m p a r e d t o th e c o n t r ol くC o n ．1 ． T h e p o siti o n of
th e 7 4 k D C E T P i s in d i c a t e d ．

T a b le l ． H D L で h ol e s t e r ol ， a p Olip o p r o t ei n A
－ I

，
H D L 2ノH D L 3 r a ti o ， C E T P a cti vi ty a n d m a s s ， a n d

p h o s p h olipid tr a n sf e r p r o t ei n a c tivi t y i n th e pl a s m a o f a C E T P d e fi ci e n t f a mi ly

阜g 9ノS e x H D L － C a p o A
－ I H D L 2ノ

くy rノM ， F l くm gノdり
C E T P C E T P P L T P

H D L 3 a C ti v ity く瑚 m a s s くm gノlン a c ti vi t y く％I
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D N A 断片か ら複数個 の サ ブク ロ
ー ン を得て 塩基配列

を検討 した 結軋 イ ン トロ ン14 の ス プ ライ ス ド ナ
ー 部

位 什 11 に G
－ ， A の点変異を発見 し， ダイ レ ク ト シ

ー

ク エ ン ス 法で そ の 点変異の存在 を確認 した く図 3 I － こ

れ は ，
ス プ ライ ス ド ナ

ー 部位 の コ ン セ ン サ ス 配列 で あ

る G T か ら A T へ の 変異 であ り ， 正 常ス プ ラ イ シ ン グ

が障害され て い る こ とが 判明 した ． C E T P が 約 半量

であ っ た発端者の 4 人 の子 供 は ， ダイ レ ク ト シ
ー ク エ

津

ン ス 法で イ ン ト ロ ン ＋ 1 部位 に G と A の 両方の バ ン ド

を有 し ， 同変異 の ヘ テ ロ 接合体 である こ と が判明した

く図 31 ． 本家 系で は発端者 を含め た 8 例 の 同胞中 に ，

3 例 と高率 に ホ モ 接合体 を認め た く図4 ト

H ． イ ン ト ロ ン1 4 の ス プ ライ シ ン グ異 常の 頻度とそ

の 表現型 に 関す る 検討

家族性高 H D し C 血症 に お ける イ ン ト ロ ン14 のス プ

ライ シ ン グド ナ ー 部位異常 に よ る C E T P 欠損 症の頻

Fi g ． 3 ． 肋 e c t s e q u e n c in g of th e in t r o n 1 4 s p
li c e d o n o r sit e ． T h e a r r o w in d i c a t e s

th e G t o A m u t a ti o n in th e h o m o zy g O u S p r O b a n d く1 ef tl ． C hild l くm id dl el i s a

h e t e r o z y g o te w ith b o th G an d A
at thi s p o siti o n ． W if e o f th e p r o b a n d t ri gh tJ

sh o w s th e G r e sid u e ， in d i c a t in g a w ild ty p e ．

P ed i gr e e o f S ．Y ．

F i g ． 4 ． P e di g r e e of th e S Y
f am n y ． A f h

TSt C O u Sin m a r ri a g e i s o b s e rv e d
b e t w e e n

p a r e n t s of S ． Y ． h t r a c in g b a c k th r e e g e n e r a t
i o n s of th e f a m u y ， t W O p e r S O n S a r e

id e n tifi e d t o h a v e h a d l o n g li v e s く87 a n d 9 7 y e a r sl ． A pl u s si g
n く＋1 d e n o t e s a

d e c e a s e d f a mi 1y m e m b e r ． N d e n o t e s a
w nd t y p e of th e in t r o n

1 4 s ph c e sit e ．
A

a st e ri s k sig n くホ1 d e n ot e s th e h o m o z y g o u s p rd b a n d in th e f am
n y ■ L i p o p r o t e in a n d

a p oli p o p r o te in 1 e v el s a r e m gJ dl ．
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度を検討 した ． 正 脂血症33 例の C E T P 値 の 95 ％信頼

区間は 1 ． 9
－

2 ■ 3 m g ハ で あ っ た 一 血 清 王廿 し C 値 が

100 m gl d l 以 上 を示 す 血 縁 の な い 高 H D L コ レ ス テ

ロ
ー ル 血症21 家系の 検討で1 5 家系に 血 紫 C E T P 値 の

低値くく1 ． 9 m g 川 を 認め た く表2 ン． さ ら に ，
こ の G一寸

A 変異の ホ モ 接合体 を 5 家系， ヘ テ ロ 接合体 を 4 家系

と国内広範囲に 同
一 の 点変異 を認め た く図5 1 ． この こ

とに よ り， C E T P の低下 は高 H D L － C 血症 の成因の 一

っ と考えら れ遺伝的素因の 果た す役割 が大 き い と考 え

られ た ．

ダイ レ ク ト シ
ー

ク エ ン ス 法に よ り 家系内診断を行 っ

た 5 家系に おい て ホ モ 接合体10 例 ，
ヘ テ ロ 接 合体2 0

一札 正 常16 例 を診断 し C E T P の 血清 リボ 蛋白濃度 に

及ぼ す影響 を検討 した く表 3l ． C E T P を完全 に 欠損 し

た ホ モ 接 合 体 は ，
T C 2 71 士3 2 m gノdl ， H D L － C

16 4 士3 9 m gl dl ， L D しC 7 7 士31 m gl dl ， ア ポ A ． I

2 1 3 士47 m gl d l ， アポ B 5 4 士1 4 m gl d l と高 E D し C 低

10 91

L D L C 血 症 を認 め ， ア ポ A － I の増加と ア ポ B の 低下

を認め た ，
ヘ テ ロ 接合体で は ，

C E T P l ． 4 士0 ． 3 m g11

と 正 常者 の 約半分 の 備 を 示 し
，
T C 1 9 5 士4 4 m gノdl ，

H D L － C 6 6 士15 m gld l ， L D L － C l l l 士4 3 m gl dl ， ア ポ

A － I 1 4 9 士4 3 m gl dl ， ア ポ B 66 士1 9 m gl d l と 軽度高

圧D L －C 血症 を認 め ， 特徴 的に f D L J 壬ID L 此 が 約2 倍

に 増加 し て い た ． H D しの m L 全体 に 対す る比 と血襲

C E T P 値 と の 間に は ， r ニ
ー

0 ． 7 9 0 と有意な 負の 相関関

係が認 め ら れ た く図 61 ． こ れ らの 結果か ら ， C E T P 傾

が H D L 2 値 を決定 す る 因子 で あ る事 が 示 唆 さ れ た ．

L D L － C 値 は血 祭 C E T P 値 に 対 して r ニ 0 ． 5 1 7 の 正 の 相

関を認 め く図 71 ， L D L の 成 熟過程 に L C A T 由来 の

C E が 重要 な役割を演 じて い る こ と が 示唆 され た ． さ

ら に
，
ホ モ 接合体例 に お い て 黄色腫や冠動脈硬化性疾

患を認 め な か っ た く図 2 ト

C E T P 欠損 の n u ll 表現型以 外の 商 H D L － C 血 症例 を

対象 に リ ボ 蛋 白除去 血 清分画く1i p o p r ot e in d efi ci e n t

T a ble 2 ． Li pid ， lip o p r ot ei n s ． a p olip o p r ot ei n s a n d C E T P l e v els i n r a m iti al h y p e r alp h alip o p r ot ei n e m i a
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S e ru m
，
L P D S一 に お け る C E T P の 比活 性を検討 した ．

比 重 d ニ 1 ． 2 1 で48 時間超遠心 を行 い L P D S に 含 ま れ

る C E T P の 活 性 お よ び蛋白量 を別 々 に 測定 し ，

C E T P 活性 を蛋白量 で 除 して比活性 と した ． 表 2 の 症

例 6くY o S l ， 症 例 7くT Al ， 症 例 10くM a M J ， 症 例

12くM l で はそ れ ぞ れ ，
対照 190 士63 c p m l JL g に 対 し

て 34
，
2 7

，
2 0

，
6 1 c p m l JL g と C E T P 比活性の 低値 を

津

示 し た ． 超遠心法で得ら れ た L P D S 分画 に は C E T P

や 脂質転送抑制蛋白 くIi pid t r a n sf e r in h ibit o r p r ot e in1

が 含 ま れ て お り
，
C E T P 比活性 の 低値 は異常 C E T P

の 存在 も しく は 抑制蛋白 の増加が 考 え られ た ． S D S ．

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル の検討で は
，
こ れ らの 症例の

C E T P の サ イ ズ は対照 に 比較 して 有意 な変動 を認め

ず， 少な くと も大き な 一 次構造や 糖鎖 の 付加の異常は

Fi g ． 5 ． I h st ri b u ti o n o f C E T P d e fi ci e n c y c a u s e d b y a s pli c in g d e f e c t of in t r o n 1 4 0f

th e C E T P g e n e ． A m o n g 21 h y p e r al p h al ip o p r o t e in e mi c f am ni e s ， n in e u n r el a t e d

f am ni e s w e r e id e n tifi e d t o h a v e a t l e a s t o n e m u t a n t an el e o f th e s a m e m u t a ti o n ．

T a ble 3 ． T h e l e v els of li pi d ， a p O lip o p r ot e in ， a n d C E T P i n fi v e E a m ili e s w ith C E T P d e fi cie n c y a nd

n o r m oli pid e mi c c o n tr oI s

N u m b e r A g e

くMノ円 b rI

T C T G H D しC L D しC a p o A I ap o B

くm g ノ瑚

C E T P H D L J
くm gノり H D し

H o m o 一

町 g Ot e く10I

H e te r o 一

三y g O t e く20I

3ノ7 男 士5 2 71 土32 1 5 0 土1 1 9 1 64 士 3 9 7 7 士31 2 13 士47 54 土1 4 0 士0 4 ． 5 士1 ．3

1 0ノ10 4 9 士20 1 95 土44 9 5 士52 66 士15 1 1 1 士43 1 49 土43 68 士1 9 1 ， 4 士0 ． 3 1 ． 5 士0 ．8

U n afl e c te d 5ハ1 亜 士22 1 8 9 土38 1 0 7 士81 53 士1 4 1 1 7 士35 1 24 土21 78 士3 5 2 ． 3 士0 ． 6 0 ． 7 士0 ．4

く1 即

C o n tr oI s 5ノ5 亜 士18 1 72 土2 3 8 7 土30 45 士10 1 0 7 土2 0 1 17 士20 8 9 士1 3 2 ． 2 士0 ． 6 0 ． 6 土0 ■4

く10I

P v aJ u e s b y A N O V A O ． 58 く0 ． 0 01 0 ．2 3 く0 ． 0 01

H o m o Y S ． h e t e ro N S く0 ． 0 01 N S く0 ． 0 0 1

H o m o v s ． u n a ff e c t e d N S く0 ． 0 01 N S く0 ． 0 0 1

H e t e r o v s ． u n afL e c te d N S N S N S O ． 0 7 5

H e t e r o v s ． c o n t r oI N S N S N S O ． 0 14

川

NS

m

蕊

01

01

01

亜

訪

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

く

く

く

05

01

． 00

N S

N S

O

O

O

く0 ．00 1 く0 ．00 1

く 0 ．0 01 く 0 ，001

く0 ．00 1 く 0 ．00 1

く0 ．0 0 1 0 ．01 7

く0 ．00 1 0 ．009

m e a n 土S ． D ． N S こ n O t Si g nific a 血 ．

菅
野

者
劇

敷
取
惚
鉄

骨

轟

憂
苛

慶
昏
野
際

嘗

換
ノ



菅
野

者
劇

敷
取
惚
鉄

骨

轟

憂
苛

慶
昏
野
際

嘗

換
ノ

－

ゴ
q

エ

＋

ゴ
凸

王

忘
J
凸

H

ト0
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C E T P レ9 ノm り

F ig ． 6 ． C o r r ela ti o n b e t w e e n th e C E T P l e v el an d

th e r a ti o o f II D L 2 t O th e s u m of H D L 2 a n d

H D L み A n e g a ti v e c o r r el a ti o n b e t w e e n th e t w o
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p ol ym O r p hi s m － A ft e r di g e s ti o n of g e n o m ic D N A

く10 JL gl wi t h T a q I ， T a q I A sit e く9 －0 0 r 7 ．5 k bl

a n d T a q l B sit e く5 ．3 0 r 4 A k bl w e r e a n aly z ed

b y S o u th e rn h yb ri d i z ati o n く0 ．7 ％ a g a r o s e g ell，

u s in g f u 11 1 e n g th C E T P c D N A a s t h e p
r ob e ． A

pl u s sig n く＋1 d e n o t e s t h e p r e s e n c e of th e

r e s t ri c ti o n sit e ， a n d a m in u s si g n 卜1 its a b s e n
．
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ない と考え られ た ．

押 ．
C E T P 欠 損症 の リ ボ蛋白像

C E T P 欠損に 基 ずく 高 H D し C 低 L D し C 血症の リ

ボ蛋白像 を未変性 ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル で 検討 した

個 8J ． ホモ 接合体 2 家系くY o T ， 江岬 と ヘ テ ロ 接合体

1 家系くY oSI の 検討 で ，
ホ モ 接合体く家系図位置I工ト

10
，
H 卜 6 ， 王ト 3 ，

王ト 4 ナで は H D L l に 相当す る大

粒子 H D L の 増加 が 認め ら れ
，
ヘ テ ロ 接合体 く工I ト 8 ，

工卜 2
，
王1 卜 21 で は正 常く工卜 別 に 対 し て H D L 2 分画の 増

加を認め た ■ ホ モ 接合体の L D L 分画 で は
， 通常認 め

られな い 大粒 子 L D L くD L 2 と L D L ．1 と 小粒 子 L D L

くL D L 41 が 増加 し ， 反 対に 健 常者 で通 常認 め ら れ る

L DL 2 や L D L 3 亜 分画 が減少 し全体と して L D L の それ

ぞれ の 亜 分画が顕在化 して幅広 い バ ン ド を呈 した ． ま

た
， 低比 活性 C E T P を示 しか つ G一寸 A 変異の ヘ テ ロ

接合体で ある Y o S くII ト 41 は ， C E T P 欠損の ホ モ 接 合

体の H DL l と 量的に 同程度の 増加 を認 め たが
，
ホ モ 接

合体で 特徴的に 認 め られ た 顕 在化し た L D L 亜 分画 の

出現は認め られ な か っ た ．

V － G － A 変異 C 瓦T P 欠損症 の C E T P 遺伝子 ハ ブ

ロ タイ プ

国内で 広範囲に 発見 され た G か ら A 変異 に 起 因す る

C E T P 欠損症 の 遺伝的背景 を C E T P 遺伝 子 の ハ プ ロ

タイ プ を決定する こ と に よ り検討し た ． T a q I ， S t u I ，

B 皿 H 工 3 種類の 制限酵素で 得 られ た合計 4 つ の 制限

酵素切断断片長多型性 くr e st ri c ti o n f r a g m e n t l e n g th

p ol ym O r p h is m ， R F L PJ を用 い て C E T P 遺伝子 の 部分

的な ハ プ ロ タ イ プ を 決定 し た 個 9 ン． 日 本人 コ ン ト

ロ
ー

ル の C E T P 遺伝 子 の ハ プ ロ タイ プ は理 論上 の 16

型く2り の う ち 4 型 の み が 観察さ れ た ． こ の 内 ， H お よ

109 5

び押 型が 高頻度であ っ た ． 出身地の 異 なる 血縁 の な い

ホ モ 接合体 G － A 変異の 5 例で ハ プ ロ タイ プ を検討

した 結軋 同 一

の ハ ブ ロ タイ プ を示 した く表 現 ． E
2

検

定で H 型 ハ プ ロ タイ プと G － － A 変異 間 に 連鎖不均衡

を認 め た くp く0 ．0 0 1ト

考 察

本研究 で は原発性高 H D しC 血症 の 成 因 に つ い て

C E T P の 生化学 ， 分子 生物学的検討 を行 っ た ． 先 に 報

告さ れ た C E T P 活性の 著明低値を示 した 1 家系 の 発

端者 の 血 祭中に は 2 種の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体で 検出さ

れ る C E T P ポ リ ペ プ チ ド は存在せず ，
n u ll 表現 塾 で あ

る と考 え られ た 一 さ ら に
，
こ の 欠損症は C E T P 遺伝子

の イ ン ト ロ ン1 4 の ス プ ラ イ ス 異常 に 起因す る こ とが 判

明 し た ． こ の ス プ ラ イ ス 異 常 は 検討 し た 原 発 性高
E D L －C 血症21 家系中9 家系 に お い て 少な く と も 1 接

合子 に 同定 さ れ 国内 に 広範囲に 認め ら れた ． C E T P 遺

伝子 の ハ ブ ロ タイ プ の 検 討 で イ ン ト ロ ン1 4 の G 一

寸 A

変異 と ハ ブ ロ タ イ プ H と の 間 に連 鎖の 不 均衡 を認め
，

これ らの C E T P 欠損症例は共通の 遺伝的背景 を有 す

る 可能性 が 示 唆 さ れ た ． 同 一 遺 伝 子 異 常 を 基 に

C E T P 欠損症 の ホ モ 接合体 ，

ヘ テ ロ 接 合体 の 診断 を

行 っ た結果
，
C E T P 欠損で は高 H D L ． C 低 L D L ， C 低

ア ポ B 血 症 で あ り臨床的に 心血 管系に 動脈硬化 を認め

な い こ と に 加 え
， 家系 内に 長寿例 を認 め る こ と か ら

C E T P 欠損 で は抗動脈硬化性 の リ ボ 蛋 白組成 に な る

と考 えら れ た ．

C E T P 欠損 の ホ モ 接合体 で は非極性脂質 の 全転送

能の 欠損 と リ ン脂質転送活性 の 約半量 へ の 低下 が 認め

ら れ た ■ そ の 結果 ，
H D L ．に 相当す る 大粒子 H D L の 著

T a b l e 4 ． H a pl ot y p e s of th e c h ol e s te r yl e s t e r t ra n sf e r p r o t ei n くC E T PI g e n e i n
C E T P d efi ci e n c y a n d th e J a p a n e s e c o n t，。I s
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増が み ら れ ，
C E の増加 と共に アポ E の 増加 が あり

7，

，

コ レ ス テ ロ
ー ル 負荷動物 で認 め ら れ る H D L 1

3り
と類似

して い た ．
ヘ テ ロ 接合体で は 軽度の H D しC の増加 と

H D L 2 分画の 増加 を認 め ，
C E T P の 低下が 高 H D L 2 血

症 を規定 する 重要な要因であ る こ とが 示 唆さ れ た ■ 非

極性脂質転送能が欠損 し た ラ ッ ト
5I
で は リ ン 脂質転送

蛋白の 活性が H D L の 代謝速度 を規定 し て
い る こ とが

示 唆 さ れ て お り
均

，
ホ モ 接 合体 で認 め ら れ る 高

H D しC 血 症の 変動く122 －2 3 9 m gld ll は残存 した リ ン 脂

質転送能の 差異に よ る可能性 が あ る ．

ヒ ト血祭の 末梢細胞か ら肝 へ の コ レ ス テ ロ
ー ル 流入

の経路はく11 コ レ ス テ ロ
ー ル の 末棉細胞か ら H D L へ の

取 り込 み ，
ほ1 H D L 上 の コ レ ス テ ロ

ー ル の エ ス テ ル

化 ，
く3I コ レ ス テ リル エ ス テ ル の ア ポ B 含有 リ ボ蛋白

へ

の転送 ，
ま た は他の 経路を介 した肝 へ の転送 か ら成 り

立つ ． こ の H D し C E の代謝経路 は未だ不詳 の こ と が

多い が ， ウサ ギ に お け る検討で以下の 3 種の 経路の存

在と そ れ ぞれ の 重要度が 示 唆 され て い る
1，

． ま ず
，
i う

C E T P を介 して H D しC E を V L D しID L
－ L D L 粒子 へ

と転送す る経路であり レ ム ナ ン ト レ セ プ タ
ー や L D L

レ セ プ タ
ー

を介 し て肝 へ 取 り 込 ま れ る ． 次 に ，
ii つ

I O L 粒子 の肝細胞内へ の取 り込 み を伴 わ なt
l C E だ

けの 選択的取り込 みくS el e c ti v e u p t a k el の 経路で あ り ，

もう
一

つ が iiり 巨大化 した H D L 粒子 が リ ボ蛋白表

面 に アポ E を取 り込 み ， これ を リ ガ ン ド と し て
レ ム ナ

ン トセ プタ
ー や L D L レ セ プ タ

ー

を介 して 肝 に 取 り込

まれ る経路 で ある ． 他 の 動物鱒 に 較 べ 相 対的 に 高

C E T P 活性 を有 す る ウサ ギ
5，
で は

，
これ らの 経路の 重

要度 はそ れ ぞれ70 ％， 2 0 ％ ，
1 0 ％ で あ る と報告さ れ て

い る
l，
．
ヒ トに お ける そ れ ぞ れ の 経路 の 重要度 は不詳

で あ るが
，
C E T P 欠損で は約110 m gノdl の f D し C E の

停滞 があ り ヒ トに おい て も 主 要な 訂 し C E の代 謝経

路は C E T P を介 した経路 で あ る と考 え ら れ る ． 本症

に お い て ア ポ E 含有 H D L の 経路や C E の 肝 へ の 直接

的取 り込 み の経路 は ，
抑 しC E の 肝 へ の逆転送路の変

更路くal t e m a ti v e p ath w a yl と し て相対的に 冗進 し て い

る も の と考 えら れ る ． 事実 ，
C E T P 欠損 で は正 常で は

認 め られ ない E D L l に 相 当す る大粒子 H D L が 増大 し

て お り ， ア ガ ロ
ー ス ゲ ル カ ラム の 検討で こ れ らの 粒子

は ア ポ蛋白 E を含有 して い る こ と が 示 さ れ て い る
7，

t

しか しな が ら ，
ア ポE 含有 H D L 粒子 が L D L レ セ プ

タ ー に 結合 す る に は リボ 蛋白表面 に 複数個 の ア ポ蛋白

E をリ ガ ン トと して必要と し
31，

，
L D L 粒子 よ り 強い レ

セ プ タ
ー 親和 度を有す るア ポ E 含有 m L 粒子 の 実数

は多くな い も の と 予想 され る ． 従 っ て ，
こ の ア ポ E を

介 した実際の C E の代謝速度 が遅 い こ と が 高 取 L l
一

津

H D L 2 血 症の 成因と 考 えら れ る ． さ ら に
，
f m D － C の エ

ス テ ル 化 に より ヨD L 3 か ら H D L 2 へ と 粒子 サイ ズが増

大す る が ，
C E T P 欠損症で は H D L l か ら H D L 2 の粒子

の 著増 に も拘わ ら ずそ の前駆体 で あ る H DL まの 増加が

認 め ら れ な か っ た ． L C A T 活性 お よJび血清 の エ ス テル

化速度 は 正常範囲であ っ た こ と よ り
7，

，
H D L 3 の選択的

な代謝経路の冗進 ま た は 基質 く遊離 コ レ ス テ ロ
ー

叫

量の 減少 に よ る H D L コ レ ス テ ロ
ー ル の エ ス テル 化の

低下な どが 考 え られ る ．

C E T P 欠損症 の L D L － C は約40 m gl d l の低下と低ア

ポ B 血 症 を 伴 っ て い た ． こ の 質 的 か つ 量 的 な低

L D しC 血症は 以下の 理 由 に よ り動脈硬化惹起性が少

な い と 考 え られ る ． り L C A T 活性 に よ り生成さ れ

た H D L － C E の ア ポ B 含有 リ ボ 蛋白 へ の 転送が C E T P

の 欠損 に よ り阻止 さ れ る た め L D L の 高 T G 低 CE 化

が 認 め ら れ る ． ii l C E T P 欠損 で認 め ら れ るID L 2 や

L D L l な どの 大粒子 L D L は L D L 2 や L D L 3 な どの 小粒

子 L D L に 較 べ 肝 へ の取 り 込 み が 速 い こ と が 予測さ

れ
1 瀾

，
こ れ ら の粒子 の異化冗進が推定 され る ． その結

果 ，
こ れ らの 大粒子 L D L は C E 含量 の 乏 しい L D L

で あ る こ と に よ り L D L レ セ プ タ
ー 活性 を増加させ低

ア ポ B 血症 を も た ら し て い る 可能性が あ る ． また
，

iiil 試験管内で C E T P 活性 をモ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体で

抑制 した場合 H D L か ら V L D L へ の ア ポ E の 移動が元

進す る
34一
こ とが 知 られ て お り ， C E T P 欠損で は レ ムナ

ン ト レ セ プタ
ー

を介 した 異化が冗進 して い る 可能性も

考 え ら れ る ．

C E T P 欠損症で は 特徴的な L D L 亜 分画 の 顔在化が

認 め ら れ ，
C E T P が L C A T 由来の C E を L D L へ 転

送す る こ と に よ り L D L の成熟過程 を司 る重要な因子

で あ る こ とが 示 唆 され る ． 試験管内で H U L とL D L に

精製 し た C E T P を添加 しイ ン キ ュ ベ
ー 卜 す る と C E

と P L が H D L よ り L D L へ 転送さ れ L D L 粒子 サイ

ズ の 増大 が 認 め ら れ る
お－

． C E T P 欠 損 症 で は こ の

L D L の 成熟過程 が障害 さ れ ， 小粒子 L D L が停滞して

い る もの と考 え られ る ． しか しな が ら ，
少なく とも3

種類の L D L 亜 分画 を有す る症例 で は単
一

ま たは二 つ

の L D L を有す る例 に 較 べ 動脈硬化性 が少な
い とする

報告が あ り
滋，

，
こ れ は ，

C E T P 欠損 に よる L D L 未成熟

と そ の 低動脈硬化性 と
一

致す る 結果 で ある ．
L D L の

多様性 く未熟齢 と その 動脈硬化惹起性 に 関し
て はさ

らに 検 討 を要す る と思 わ れ る ．

C E T P 遺伝子 のイ ン ト ロ ン1 4 の G T か ら A
T へ の

点変異 は ス プ ライ ス ド ナ
ー の 保存的配列の 異常で あり

正 常 ス プ ライ シ ン グは起 こ ら ず エ ク ソ ン14 もし
くはそ

の 上 流の い ず れ か の ス プ ラ イ ス ド ナ
ー 類 似 の 配列
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くC r y Pti c s pli c e d o n o r sit el で異 常な ス プ ライ シ ン グが

生じてい る可能性がある ． しか し な が ら
，
こ の 点変異

の上流と下流 を認識 す る 2 つ の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体で

認識さ れ る ポ リペ プ チ ドが全く血祭中に 検出さ れ て い

な い ． 仮 に 異 常 ス プ ラ イ シ ン グ で 生 じ た C E T P

m R N A が 細 胞 内 で 合成 さ れ た と し て も ， 異 常

m R N A の不安定性等に よ り C E T P m R m の 著 減 が

生じてい た り
誕，

， 顕著 な 3 次構造の変化や N 結合糖鎖

の未付加な どの 翻訳後くp o s t ． tr a n sl a ti o nl の異常 に よ り

分泌異常が生 じ て い る 可能性 が十分考 え ら れ る ． 最

近
，
C E T P は肝 ． 小腸 の ほ か脂肪組織や骨格筋 で も 発

現してい る こ と が 明 ら か と な り 叩
，
C E T P 欠損 者 の

m R N A に 対す る 直接的な ア プ ロ ー チ が 可能 と な っ て

い る ． この ス プ ライ シ ン グ 異常 に よ り生 じ る C E T P

m R N A の解析は C E T P の 構造 ， 発 軋 機能の解明 に

寄与する も の と考 え られ る ．

さ ら に 低比活性 C E T P を有す る 高 H D L － C 血症の 症

例が散見さ れて お り ， 症例 6くY o S トお よ び 7 汀 封 はイ

ン トロ ン14 の ス プラ イ シ ン グ異常の ヘ テ ロ 接合体であ

る に か か わ ら ず表現型 は ホ モ 接 合体 に 相当 す る 高

H DL － C 血症 を呈 して お り ， も う 一 つ な ん ら か の 異常

が重複しく他の C E T P 遺伝子 異常と の 複合 ヘ テ ロ 接合

体くc o m p o u n d h e t e r o zy g O t el ま た は ， 他の遺 伝子異常

の重複が考 えら れる1 ， 低比 活性 C E T P を呈 して い る

可能性が 示 唆され ， 今後検討を要す る課題 で あ る ．

高頻度に 同
一

の 点変異が認め ら れ る場合 ， 異な る ハ

プロ タイ プ上 に 独立 ， 反復 して 同 一

変異 が 出現す る例

と
，
こ れ らの 点変異が共通 の遺伝的背景 に 起因す る 場

合とが あ る ． C E T P 欠損症 で は後者 と 一

致す る 結果で

あ っ た ． こ の G
－ す A 変異 は非 コ ー

ド鎖の C p G 配列に

おける C か ら T へ の変異で あ りメ チ ル 化 に よ っ て 生ず

る5 － m eth yl c yt o s in e か ら T へ の 点変異の多発部位 であ

る 可能性がある卸，． こ の C p G 配列の 変異と関係 して い

る と 考 え ら れ る 例 で h e m o p hili a A
39，

，
a d e n 。S in e

d e a m in a s e 欠損 仰 の よう に 異な る ハ ブ ロ タイ プ に 同 一

変異が認め られ る くr e c u r r e n t m u t a ti o nJ もの が 報告さ

れ てい る ．

一 方 ， p h e n ylk e t o n u ri a
4 り

，
f am ili al d ef e c tiv e

a p olip o p r ot e in B
42，

，
1i p o p r o t e in 1ip a s e 欠損症

4 3，
な ど で は

特定の点変異と同 一 ハ プ ロ タイ プと の 連鎖の 不均衡 が

報告さ れ て い る ． 部 分的 ハ プ ロ タ イ プ の 検 討 で は

C E T P 欠損は後者と 一 致 した 結果 で あ り ，
こ の 点変異

が反復して生ずる変異である と い う結果 は今 回 の 解析

で は得られ な か っ た ． わ が 国に お い て C E T P 欠損 の

よ
．
うな単 一

変異が 高頻度で認 め られ て い る疾患 と し て

ph e n ylk et o n u ri a
41，

， ad e n in e p h o s p h o ri b o s yl t r a n s f e r a
－

S e 欠損
瑚
が知 られ て い る ． さ ら に わ が 国 の ph e n ylk －
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e t o n u ri a は約1 0 万 出生に 1 例み ら れ る高頻度な遺伝性

疾患であ り
， 北 モ ン ゴル 人 くn o rth e m M o n g ol oidl を起

源 と した 創始者効果 くfo u n d e r eff e c tJ が 想定さ れ て い

る
4 リ

． C E T P 欠損に お い て も ア ジア の他民族に お け る

検討 を含め ， 多数例 で の 検討が今後必要 と考 え ら れ

る ．

C E T P 欠損症 で は臨床的 に 早発性動脈硬化 を認 め

な い が
，
H D L t C E の 代謝速度 は著明に 低下 して い る状

態 であ り m L l － I D L 2 の停滞が 認め られ る ． こ れ ら の

粒子 の末楷細胞 か ら の コ レ ス テ ロ ー ル 引出 し作用 は

H D L 3 に 較 べ 微弱で あり
，
こ れ らの粒子 の 増加 に 伴 う

い わ ゆる コ レ ス テ ロ ー ル の 引出 し作用 の 冗進 は考え に

く い ． C E T P 欠 掛こ よ り低ア ポ B ． 低L D L － C 血 症が

生 じて い る こ と か ら ヒ トで は L C A T 由来の C E が

L D L の C E 含量 の 決定 に 強く 関与 して い る こ と が 示

唆さ れ
，
さ ら に C E T P が L D L の 動脈硬化惹起性 を規

定 して い る可能性が 示 唆さ れ た ．

結 論

家族性高 H D L － C 血症の 成 因に つ い て 血祭 C E T P の

生化学． 分子 生物学的検討 を行い 以 下の 結果 を得 た ．

1 ． C E T P 括性 の著明低値 を示 した 1 家系 の発端者

の 血祭中に は 2 種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 で 検出さ れ る

C E T P ポ リ ペ プ チ ドは存在せず
，
n ull 表現型で あ る と

考え られ た ．

2 一 さ ら に
，
こ の 欠損 は C E T P 遺伝子 の イ ン ト ロ ン

14 の ス プラ イ ス 異常に 起因す る こ とが 判明 した ．

3 ． こ の ス プ ラ イ ス 異 常 は 検討 し た 原発 性高

H L D － C 血症21 家系中 9 家系に お い て 少 な く と も 1 接

合子 に 同定さ れ 国内に 広範囲か つ 高頻度 に 認 め ら れ

た ，

4 － C E T P 遺伝子 の ハ ブロ タイ プの 検討 で イ ン ト ロ

ン14 の G一一 A 変異 と ハ プ ロ タイ プ工工と の 間 に 連鎖 の

不均衡 を認 め ，
こ れ ら の C E T P 欠損症 例 は共 通 の 遺

伝的背景 を有 す る可能性が示 唆さ れ た ．

5 ■ 同
一

の 遺伝子 異常に 基き C E T P 欠損 症 の ホ モ

接合体， ヘ テ ロ 接合体 の 診断 を行い ，
それ ぞ れ の リ ボ

蛋 白像 を検討 した ■ ホ モ 接合体性 C E T P 欠損 で は高

f D L － C 低 L D L ． C 低 ア ポ B 血症 を認め た ．
ヘ テ ロ 接合

体で は H D L 2 の 増加を特徴 と し軽度の 高 H D しC 血症

を認め た ． これ らの 症例 で は 心血管系に 動脈硬化性疾

患 を認 め ず ， 家 系 内 に 長寿例 を認 め る こ と か ら

C E T P 欠損 は抗動脈硬化性 の リ ボ蛋白像 で あ る と 考

え られ た ．

6 ． 以 上 よ り
， 家族性高 H D しC 血症の 成因と し て

C E T P 欠損症 は重要な遺伝性疾患で あ る ．
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