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研究成果

I:研究目的

動脈硬化症の成因および進展に低比重リポ蛋白(LDL)などアポB含有リ

ポ蛋白が重要である。同時に、高比重リポ蛋白(HDL)の重要性も疫学調査

より認識されており、HDLコレステロールは冠動脈硬化症の負の危険因子

とされている。しかし、HDLの代謝および調節機構には不明の点が多い。

コレステリルエステル転送蛋白(CETP)は、高比重リポ蛋白(HDL)のコレス

テリルエステル(CE)をアポB含有リポ蛋白へ転送するHDL代謝に重要な蛋白

である'〉。

我々は、コレステリルエステル転送活性(CETA)欠損患者では、高HDL-コ

レステロール(C)血症が認められ2)、この疾患はCETP遺伝子のイントロン

14のスプライスドナーサイトのGよりAへの点変異によるCETP欠損症である

ことを報告した3>oCETP欠損症のホモ接合体では著しい高HDL-C血症を認

め、血清リポ蛋白は抗動脈硬化的と考えられているが、ヘテロ接合体での

異常は明かでない。CETP欠損症はわが国においてのみ発見されている疾患

である4>・わが国における高HDL-C血症におけるCETP欠損症の占める重要

性と動脈硬化症との関係は興味のあるところであるが、ヘテロ接合体の確

定診断には遺伝子診断が不可欠である。今回、我々はヘテロ接合体を診

断するためのCETP遺伝子異常のスクリーニング方法を開発し、その臨床像

を明らかにした。

Ⅱ：研究方法

(1)ヘテロ接合体のリポ蛋白代謝異常を検討するために、CETP欠損症の家

系で早朝空腹時に採血し、血漿にて超遠心法によるリポ蛋白分析を行った。

比重l.006kg/L以下(VLDL)、l.006-1.019kg/L(IDL)、1.019-1.063kg/L(LD

L)、1.063kg/L以上(HDL)に分け、脂質組成の検討をおこなった。血球成分

よりTritonX-1001ysis法でDNAを抽出し、イントロン14のスプライスド
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ナーサイトの異常を明らかにするためにその部位をpolymerasechainre

action(PCR)で増幅し直接塩基配列決定法にてヘテロ接合体、ホモ接合体

の診断を行った4>・血清CETP量の測定は抗CETPモノクロナール抗体(TP2)

を用いたRIA法でコロンビア大学のA・Tall教授の協力で測定した5)。

(2)わが国におけるCETP欠損症がすべて同一起源の遺伝子変異によるかを

検討するために、家系の異なる5例のホモ接合体でCETP遺伝子のハプロタ

イプの検討を行った。

(3)わが国におけるCETP欠損症の頻度を検討するために、血清HDL-Cが60m

g/dl以上の血縁のない109例を対象に、イントロン14の点変異の有無を検

討した。変異の検討のため、PCRを利用して新しい制限酵素切断部位を作

成する簡便なスクリーニング方法を開発した。イントロン13の部位の1

4IAプライマーとイントロン14の141B47プライマーでPCRを行い、変異

のある場合はNdel制限酵素の切断部位ができるように設計した。

141A:5'-AGCATCTGCCTTGTGGGT-3'

14IB47:5'-AAGCTCTGTCAGCCTCGGCACCCAGTTTCCCCTCCAGCC

CACACATA-3'

PCRで増幅されたDNAをNdelで切断後、3．0%NuSieve3:lagarosegelで

泳動した。

Ⅲ：結果

(1)CETP欠損症のリポ蛋白脂質の検討

CETP欠損症患者のリポ蛋白の脂質濃度測定の結果を表1に示した。ホモ

接合体のHDL中の遊離コレステロール(UC)とコレステリルエステル(CE)は

0.93mmol/Lと3.28mmol/Lでヘテロ接合体、対照群より有意に高値であった

(p<0.01)。隣脂質(PL)もヘテロ接合体、対照群より高かったが、トリグリ

セライド(TG)は逆に低下していた。ヘテロ接合体のHDL-CEは1.48mmol/Lで

家系内対照者および正常血清脂質の対照群のl.27mmol/Lと1.21mmol/Lより

僅かに高いが、有意差は認められなかった。しかし、HDL-TGは対照群より

低下していた(p<O．05)｡VLDL分画では、ホモ接合体でUC，TGとPLの増加が
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みられたが、CEの増加はみられなかった。IDL分画では、ホモ接合体でCE

の低下が認められた(p<0.05)｡

各リポ蛋白分画の脂質組成を検討した〔表2）。ホモ接合体では、VLD

LとIDLではEC/TG比の低下、HDLではEC/TG比の増加が認められた(p<0.01)。

ヘテロ接合体では、IDLのEC/TG比が家系内対照者より有意に低下していた

(p<0.01)。

血清CETP量と各リポ蛋白の脂質濃度および脂質組成比との相関関係を検

討した（表S)｡VLDL-UC,VLDL-TG,VLDL-PL,HDL-UC,HDL-CE,HDL-PLはCET

Pと有意の負の相関が(p<0.05)、IDL-CE,HDL-TGはCETPと有意の正の相関が

得られた(p<0.05)。脂質組成比とでは、IDL-EC/TG比がr=0.843(p<0.001)

と正の相関が、HDL-EC/TG比がr=-0.739(p<0.001)と負の相関が認められた。

以上の結果は、CETPがHDLとIDLなどのTG-richリポ蛋白との間のCEの転送

に重要であることを示唆していると考えられる。

(2)CETP欠損症のハプロタイプの検討

このCETP欠損症はわが国でのみ発見されている代謝異常である。イント

ロン14のスプライシング異常によるCETP欠損症が同じ起源を持つ遺伝子変

異かを検討するために、CETP遺伝子のハプロタイプを4種の多型性(Taq

IA,TaqlB,BamHI,Stul)で分類した。家系の異なる5例のホモ接合体の

ハプロタイプは同じであり、同一の起源による変異と考えられた（表4）。

(3)CETP欠損症のスクリーニング

イントロン14のスプライシング異常のCETP遺伝子を方法に述べたように、

PCRで新しい制限酵素部位を作成し検討した。PCRで増幅生成したDNAの塩

基配列を図1に、泳動のパターンを図2に示した。異常の見られたDNAの

塩基配列を直接塩基配列決定法で検討したが、すべてGよりAの変異が確認

された。ホモ接合体とヘテロ接合体の鑑別は直接塩基決定法を併用して行

った。

血清HDL-C値が120mg/dl異常では、21例中8例がホモ接合体、6例がヘテ

ロ接合体で、異常遺伝子の頻度は52%であった（表ら)｡HDL-Cが100-119

mg/dlでの異常遺伝子頻度は8%、80-99mg/dlでは3%、60-79mg/dlでは1%で

あった。現在、我々は7家系13例のホモ接合体を確認している（図8）。
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Ⅳ：考察

CETPはHDLとアポB含有リポ蛋白との間で、CEとTGを相互に交換し、また、

CEのみを転送すると考えられている。CETPの活性が認められないラットな

どは高コレステロール食にても動脈硬化は発生し難く、ウサギなどのCET

P活性が高い動物では動脈硬化を起こしやすい食事で容易に動脈硬化が生

じる。これらのことよりCETPの低下は抗動脈硬化的に働くと考えられてい

る。遺伝子異常が明らかになる以前は、ヘテロ接合体の診断ができず、C

ETPが正常の半量であるヘテロ接合体のリポ蛋白がどのような変化を示し

ているかは明かでなかった。今回、我々は遺伝子診断法を確立し、へテロ

およびホモ接合体の診断を行った。

今回の検討では、ヘテロ接合体のHDLは量的には僅かのCEの増加を示す

のみであったが、脂質組成では明らかなCETP量の低下の影響が認められた。

さらに、注目すべきことはCETP量とIDLのECおよびEC/TG比との間に正の相

関が認められたことである。以前、我々はLDL-CとCETPとの正の相関関係

を示し、CETPの低下はLDL-Cの低下をもたらすことにより動脈硬化を発生

し難くしている可能性を示唆した4>･今回、LDLと同様に動脈硬化を促進

するIDL-Cの増加とCETPとの関係が示唆された。Bisgaieretal.はCETP欠

損症患者でのVLDL,LDLのCEの脂肪酸分析より、invivoでのCEの転送障害

の存在を証明し、LDLの生成過程におけるHDLよりVLDL,IDLへのCEの転送の

重要性を示唆した6)。従って、CETP欠損症ではCETPの量の程度により動脈

硬化を促進するリポ蛋白が減少し、また、動脈硬化を予防するリポ蛋白が

増加していると思われた。

上述のようにヘテロ接合体のリポ蛋白もホモ接合体と同様に抗動脈硬化

的と考えられ、ヘテロ接合体を含めたCETP欠損症のスクリーニングの重要

性が考えられる。すべての対象で塩基配列を決定するのは膨大な労力と時

間が必要であり、また、Fツトプロット法などでは条件により疑陽性、疑

陰性を生じる可能性があり、我々はPCR法により新しい制限酵素切断部位

を作成する方法を開発した。この方法では条件設定が他の方法より容易で

あり、アイソトープを使用せず短時間で結果が判定できるスクリーニング

に適した方法と考えられる。
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HDL-Cが60mg/dl以上の109例の遺伝子異常の有無の検討で、HDL-Cが120

mg/dl以上での異常遺伝子発現頻度は52%であり、100mg/dl以上では28%で

あった。血清HDL-Cが120mg/dl以上の21例中14例にこの遺伝子異常が認め

られたが、残り5例は別の原因による高HDL-C血症であった。わが国におけ

る高HDL-C血症の成因でのCETP遺伝子異常の占める割合は大であり、今後、

実際にヘテロ接合体を含めたCETP欠損症で動脈硬化症が少ないかどうかを

検討しなければならないと思われる。

V:結論

CETP欠損症ではヘテロ接合体においても血中リポ蛋白は抗動脈硬化的で

あった。CETP遺伝子異常のスクリーニング法が開発され、わが国における

高HDL-C血症の原因疾患としてのCETP欠損症の重要性が認識された。今後、

CETP欠損症で実際に動脈硬化が抑制されているかの検討が重要である。
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Table3:

CORRELATIONCOEFFICIENISBETWEENCETP,ANDLIPIDCONCENTRATIONANDMOLARRATIOINEACH

UPOPROTEINFRACrION
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Unesterifiedchol.

Esterifiedchol.

Triglkcrides

Phospholipids

HDL(d>1."3)

Umesterifi“choI，

陸Ierifi“Cl麺1．

TriglWrides

PhoSpholipidS

EC/rG

PL/UC

EC+TG/UC+PL

恥
郵
型

０
０
０

一
一

１
郵
砺

、
３
３

０
０
０

蛇
巧
弼
妬

４
０
５
５

●
口
●
一

０
０
０
０

一
一
一
一

唾
恥
叱
皿

０
０
０
０

唾
蝿
狸
皿

０
０
０
０

の
の
ロ
●

EC/Tc

PL/UC

EC+TG/UC+PL

郡
唖
如

●
●
●

０
０
０

－
一

皿
加
唖

●
●
●

０
０
０

皿
”
血
麹

０
０
０
０

睡
坤
翠
麺

０
０
０
０

－
一
一

EC/Tc

PL/UC

EC+TG/UC+PL

理
迦
“

０
０
０

－

皿
皿
蠅

０
０
０

罪
罪
唖
率

０
０
０
０

EC/T℃

PL/UC

EC+TG/UC+PL

９
７
２

沼
和
昭

Ｑ
Ｑ
Ｑ

一
一

”
皿
報

０
０
０

油
私
邸
芯

０
０
０
０

●
。
●
の

一
一
一

側
皿
唖
唖

●
◆
●
●

０
０
０
０

Table4:

Hapiotypesofthecholesterylestertransferprotein(CETP)gene

inCETPdeficiencyandthe、lapanesecontroIs
--ｰ一一一一一－一－-一一－一●~ｰｰ－－－－－－－－－－－－－－■■－－一一一一一一一一一－一一一一－－－ー一一一‐一－一一－一-一一‐‐一－一

Haplotype Locationofpolymorphicsites AIIelesstudied

TaqIABamHITaqIBStuICETP

Intmn2Intmn.9Intron9NDdeficienWContmIs
n = 1 0 n = 3 0

－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－ｰ－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－1■■－－－－－－－－－一一一一一一一‐一一一一

＋ ＋＋＋ 2（6.7%）

II+-++ 1014(46.7%)

III ＋ ＋ 9(30.0%)

IV-- -+-｜V‐ 5(16.7%)
－ － － － －一一ローーーーーーーーーーーーー■■‐ｰ－－－－－－－ｰ一一－－－－－－－－－－－■■’－－－－－－－－－－－－－－一一-一一-一一‐‐一一‐

Aplussigndenotesthepl､esenceofthereStI､ictionsite.and

aminussignitsabsence･ThelocationoftheStuisitewasnot

determined(ND)．ControialleleswerethoseofcontroIsfromvarious

regionsofjapan,andCETP-genealleleswerethoseoffiveprobands

ofthefivefamiliesstudied.Chi-squareanaIVsisshowedasignificant

associationbetweenhaplotypellandtheGoAmutationgenes(P=0.0068

fortwo-tailedanalysiscomputedbyFisher'sexacttest).
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Fig．1

ThesequenCs@fthe色汰@n14-intrcnl4b@undary

@ft恥睡C蘆了Pgene

normal mutant

5'......CATGTCTCgtaagtg……|3m5'...､CATGTCTCataagtg....3'sequence

amplined
sequence ...CATGTCTCGTATGTG__. .CATGTCTCATATGTG...．

…

制。＠I

Fig.2:

RapidDetectiOnMethodOfC冒了PDeficiencyDuetotheint『◎、

14SplicirigDe"ctwithMutagenicPrimerMediatedRestriction

MapModificaticn

麹
挽 識:蝿･鴬議§鱈:";.i"'.":§鰯総

■
で
ざ
征
■

蕊謹韓

#灘蕊

鱗鋳

沙
＊民01

NdeldigestionofthePCRproductsencompassingexonl4-intronl4

boundaryoftheCETPgene・AfterdigestionwithNdel,thePCRI]roductsofthe

mutantalleleonlygeneratetwofragmentsofl38bpand47bp.LanelisnotemplateDNA

intheassay．Normaisubject(lane6),heterozygote(Iane8,9,10).andhomo-

zygote(1ane2.3,4.5,7)fortheG→Amutationweredeterminedbydirectsequencing.

Rightlane(N)isthemoleCularsizemarkerofdX/HincⅡ、PCRpl･oductsofa

homozygoteforthemutation(iane5)Werenotcompletelydigested・showingdoubie

bandsofl85andl38bp.AI1othel、predictedDNAfragmentof47bpwasnotclearonl;he

a8arosegel.
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