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Abstract: Gilbert's syndrome, mild unconjugated hyper-bilirubinemia without evidence of overt

hemolysis and/or hepatocellular necrosis or cholestasis, is a hereditary jaundice. This disease is

associated with a characteristic abnormality of bilirubin metabolism in the liver due to decreased

bilirubm UDP-glucuronosyltransferase activity.

Heterozygous mis-sense mutations and a homozygous 2-base insertion・mutation in the

promoter region (TATA element) have been independently reported as the causes of the reduction

of enzyme activity. Here we simultaneously analyzed both the coding and promoter regions of the

bilirubin UDP-glucuronosyltransferase gene (UGTl * 1) in 14 unrelated patients with Gilbert's

syndrome to ascertain which type of mutation is the major cause of the syndrome.

DNA samples were prepared from white blood cells collected from the 14 patients. The

sequences of DNA fragments amplified by PCR were determined directly by the dideoxy method.

According to the location of the mutation on the gene,山e patients were classified into one of

three groups: 1) patients with the two-base insertion mutation in the TATA element (8 cases, in

which 2 cases were not homozygotes but heterozygotes) ; 2) patients with a mis-sense mutation

of the coding region (3 cases, in which one case was homozygote); 3) patients with both the

heterozygous insertion-mutation in the TATA element and heterozygous mis-sense mutation (3

cases). Our analyses indicate that both types of mutations play an important role in the etiology
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of Gilbert's syndrome. Finally, all patients with mis-sense mutations detected in Gilbert's syn-

drome have until now been diagnosed as heterozygotes, and it has been believed that those with

homozygous mis-sense mutations suffer from Crigler-Najjar syndrome type II. We found the first

case of Gilbert's syndrome with a homozygous mis-sense mutation.

Key words: Gilbert's syndrome, bilirubin UDP-glucuronosyltransferase, mis-sense mutation, ho-

mozygote

は　じめに

体質性黄症は,黄症の原因となるような肝胆道系

疾患や過剰な溶血などがなく,慢性的に高ビリルビ

ン血症を発症する遺伝的疾患である.これらの先天

性疾患のうち,肝臓のビリルビンUDP-グルクロン

酸転移酵素1 (Bilirubin UDP-

Glucuronosyltransferase 1: B・UGT.)活性の低下

が認められ,ビリルビンが抱合されずに高ビリルビ

ン血症を来すものに, Gilbert症候群17)とCrigler-

Naiiar (CN)症候群　(I型とII型)がある.最も

重篤な高ビリルビン血症を呈するのはCNのI型

で, B-UGT,活性が完全に消失しており,中等度の

CNのII型5)でも活性が正常の10%にまで低下して

いる.一方, Gilbert症候群はより軽度で　B-UGT,

活性は正常の30%程度である8).

B-UGT,は,ヘムの代謝産物であるビリルビンを

水溶性物質として胆汁中に排惟するために,ビリル

ビンをグルクロン酸抱合する酵素である16). B-

UGT,をコードする遺伝子は1990年にはラット28,29)

で,また1991年にはヒトで25)cDNAが単離され,そ

の塩基配列が決定された.当初,ヒトでは2つの酵

素(B-UGT,とB-UGT2)がビリルビンの抱合に関与

すると報告されたが,その後, Bosmaら11)によって

B-UGT,のみがビリルビン抱合に関与していること

が確認された. B.-UGT,はUGTl遺伝子にコードさ

れている酵素タンパクの一つである. UGTl遺伝子

から発現される酵素タンパクはN端側半分がそれぞ

れ固有のエキソン1にコードされ, C端側半分は

UGTl遺伝子から発現される他のアイソザイムと

共通に使われるエキソン2から5によってコードさ

れている.また,それぞれの酵素タンパクの基質特

異性は,エキソン1によってコードされているN端

側半分のアミノ酸配列で決定されている11,25)

B-UGTj遺伝子が単離同定されたことにより,過

伝性の非抱合型高ビリルビン血症に関する遺伝子解

析が可能となった.その結果として,CNのI型とII

塾に関しては常染色体性劣性遺伝であることがすで

に確定されている2,3,9,10,20,21,26) Gilbert症候群に関

してもB-UGT,遺伝子の解析が進行しており,これ

までに2つの相達する発症機序が推測されている.

1つは,コード領域内におけるヘテロ接合体変異が

原因となり,酵素タンパク自体の抱合活性が減少す

る優性遺伝であるという報告4,18)である.もう1つ

は,プロモーター領域(TATAbox)にホモ接合体

の変異が生じ,酵素タンパク量が減少してビリルビ

ンの抱合活性が低下する劣性遺伝であるという報

告12)である.しかし, Gilbert症候群と確定診断され

た患者に関して,TATAboxとコード領域の変異が

同時に調べられた報告例はまだない.

われわれは血清ビリルビン値,低カロリーテスト,

胆汁のビリルビン分析,肝組織のB-UGT,活性など

からGilbert症候群と診断された14症例の患者で,

B-UGT,遺伝子(UGTl*1)のTATA boxとコー

ド債域の両方の塩基配列を解析し, Gilbert症候群患

者で主に認められる変異がどちらのタイプに属する

のか検討した.

材料と方法

DNAサンプル:血中総ビリルビン濃度が

20.5-97.4〟Mで,器質的な肝胆道系疾患や過剰な

溶血の所見がなく,臨床的にGilbert症候群である

と診断された12例の患者(25-49歳までの男女各6

例)それぞれから採血した.これをPonczら23)の方

法を部分的に変更し(血液は洗源せず直ちに溶血し,

タンパク質分解酵素(Proteinase K, Stratagene, La

Jolla)でタンパクが完全に分解されるよう37-Cの恒
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温器内に2晩放置した),ゲノムDNAを抽出した.

また,すでにAonoら4)がコード領域の解析を行い

報告した患者2例(50歳の女性でエキソン4に

Arg367Glyの変異があった症例と47歳の女性でコ

ード領域に変異が認められなかった症例)に対して,

TATA boxの追加解析を行う目的でDNAサンプ

ルを入手した.

Polymerase chain reaction (PCR)法による増

幅: UGTi*lの増幅は,得られたゲノムDNAを鋳

型にし, Aonoら4)が用いた方法を一部変更して3領

域にわけて増幅した.TATAboxからユキソン1ま

でを含む帯域とエキソン5は,それぞれに特異的な

一組のプライマーを用いて増幅した.エキソン2,

3, 4とそこに介在するイントロンを含む領域は,

エキソン2の上流とエキソン4の下流の塩基配列に

対応する一組のプライマーを用いて一括して増幅し

た.プライマーの塩基配列は, Aonoら3)とBosma

ら9)によって報告された配列を使用し(表1),それ

らのプライマーはBeckman oligo lOOOM (Beck-

man, Palo Alto)装置で合成した. TATA box領

域を増幅し解析するために用いたプライマー

UTA: 5'-GCCATATATATATATATA-3'

は, Ritterら27)によるUGTl*1の上流領域の報告

をもとにして設計した. PCRは　2.5ユニットの

Taq DNA Polymerase (GI王iCO BRL, Gaithersbur-

g). 1 MSのDNA,それぞれ0.5/^Mのプライマー,

それぞれ0.2mMのdATP, dGTP, dCTP,

dTTP, 1.5mMのMgClを含むPCR緩衝液

(GIBCO BRL)中で, MinicyclerTM PTC-150 (MJ

Research, INC., Watertown)を用いておこなった.

PCRにおけるDNAの変性は94。Cで60秒, DNAの

再結合は55-C(TATAboxとエキソン1を含む領域

の場合は39。C)で60秒間,伸長反応は72。Cで90秒間

とし,これらの3段階を30サイクル実行した.ただ

し, PCRの第1サイクルは,各反応段階を10, 7,

10分間でおこない, 30サイクル目の伸長反応は8分

間とした.

PCR産物の精製: PCR産物は, phenol: chloro-

form: isoamyl alcohol (25:24:1, v/v)溶液で抽出

し,エタノール沈澱をおこなった.これを1mM

EDTAを含む40mMトリス・酢酸緩衝液に溶解し,

1%LMPアガロース(GIBCOBRL)で作成したゲ

ルに泳動した.目的のバンドを確認して切り出した

のち,イオン交換カラム(NACSPREPAC, GIBCO

BRL)にて精製した.

塩基配列決定:精製したPCR産物をジデオキシ

法によるダイレクトシークエンス3)のテンプレート

とした.塩基配列決定用のプライマーはAonoら3)

とBosmaら9)の報告と同じものを使用した.ジデオ

キシシークエンス反応は'Sequencing kit (Phar-

macia LKB,Uppsala)を用いておこない, [α-32p]

dCTP (Amersham, Buckinghamshire)を用いて標

識した.得られた塩基配列が,PCR法による遺伝子

増幅過程で生じた酵素による読み違いでないことを

確認するため,すべての症例のDNAをそれぞれ3

回ずつ別個にPCR法で増幅し,塩基配列を解析し

m

統計分析:患者の血中総ビリルビン値は, Stat

View 4.0(Abacus Concept, Berkeley)を用いて

Kruskal-Willisの検定をおこない有意差を検討し

た.

表1　B-UGT,遺伝子の増幅に用いたオリゴヌクレオチドプライマー

PCR primer Name Oligonucleotide sequence

TATA box and exon 1 UTA

EIB

Exon 2-　　　　　　　E24A

E24B

Exon 5　　　　　　　E5A

E5B

(F) 5′-GCC ATA TAT ATA TAT ATA-3′

(R　5′-GCT TGC TCA GCA TAT ATC TGG G-3′

(F) 5′-CTC TAT CTC AAA CAC GCA TGC C-3′

(R) 5′-TTT TAT CAT GAA TGC CAT GAC C-3′

(F) 5′-GAG GAT TGT TCA TAC CAC AGG-3′

(R) 5′-GCA CTC TGG GGC TGA TTA AT-3′

F :センス方向で作成したプライマー、 R :アンチセンス方向で作成したプライマー。
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0.35).

結　　　果

塩基配列決定

表2に示したダイレクトシークエンスの結果から,

変異箇所により症例を3つのグループに分けること

ができた.第1番目のグループは,コード領域にの

み変異があり, TATA boxのTAの繰り返しが6

回(A(TA)6TAA : 6/6のホモ接合体)で健常者と同

様であった(ミスセンス変異塑).第2番目のグルー

プは, TAの繰り返しが正常より1回多い変異

(A(TA)7TAA : 7/7のホモ接合体または7/6のヘテ

ロ接合体)のみがあり,コード領域の変異はなかっ

た(プロモーター変異型).第3番目のグループは,

コード領域とTATA boxの両方の領域にそれぞれ

変異が兄いだされた(混合型).

1)ミスセンス変異型: 3例の患者ではコード領域

のみに変異が兄いだされ,211番目の塩基がGから

Aに置換していた.これは, 71番目のアミノ酸が

グリシン(GGA)からアルギニン(AGA)に変化

するミスセンス変異(Gly71Arg)であった.この

3例のうち2例はヘテロ接合体で, 1例はホモ接

合体であった(図1).

2)プロモーター変異型: 8例の患者ではTAの繰

り返しが正常より一組多い変異(7/7または7/6)

が兄い出された(図2).変異が7/7のホモ接合体

であった患者は6例で,残りの2例は7/6のヘテロ

接合体であった.

3)混合型: 3例の患者にコード領域とTATAbox

の両領域にそれぞれ変異が認められ,両領域の変

異はすべての症例でヘテロ接合体であった.コー

ド領域の変異は, 2例がGly71Argとなるミスセ

ンス変異であり, 1例4)が, 1099番目の塩基がCか

らGに置換することにより367番目のアミノ酸が

アルギニン(CGT)からグリシン(GGT)に変化

するミスセンス変異(Arg367Gly)であった.

血中総ビリルビン値

各グループの平均血中総ビリルビン値は,ミスセ

ンス変異型が34.2±19.3/^M,プロモーター変異型

が39.7±10.iJJM (7/7のホモ接合体)と43.6±11.0

〟M(7/6のヘテロ接合体),混合型が64.4±37.8/`M

であり,グループ間での有意差は認めなかった(P<

考　　　察

Gilbert症候群は,慢性的な軽度の非抱合型高ビリ

ルビン血症を家族性に発症する遺伝疾患であるが,

これまでの家族歴の調査からは遺伝形式が明らかに

されていない1,15・24)近年　B-UGT,遺伝子の塩基配

列が明らかになりGilbert症候群とCN症候群患者

における遺伝形式の相違が解析され,詳細に検討さ

れるようになった.これまでに報告されたCN症候

群患者では全例にコード領域の遺伝子変異が認めら

れている. I型患者では,ナンセンス変異や大幅な

欠矢による3,9,20・26)また,そのII型ではミスセンス変

異による劣性遺伝形式をとることが示されてい

る2,10,21)しかし, Gilbert症候群患者では全例にコー

ド領域の変異が確認されたわけではなく12)遺伝的

要因に対する分子レベルでの背景は未だ明らかにさ

れていない.

14症例のGilbert症候群患者の解析でUGTl*1

に兄い出された変異は,プロモーター変異型,ミス

センス変異型,混合型の3グループに分類された.

プロモーター変異型に分類された8症例中6例は,

TATA boxが7/7のホモ接合体であった. Bosma

ら12)は, 7/7の変異をもつプロモーターの転写効率を

培養細胞を用いたin vitroの実験系で調べ,正常の

TATA box (6/6)の効率の三分の一になっている

ことを報告している.さらに7/7のTATAboxをも

つ個体では,転写されるmRNAレベルが下がるこ

とにより酵素量が減少し,酵素活性が低下すること

を推測している.しかし,彼らが無作為に選び出し

た50名の対象でTATA boxと血清ビリルビン値を

調べたところ, 7/7の個体は16%に存在し,このグル

ープの平均ビリルビン値は13.7!∠Mを示した.彼ら

は,7!7をもつ個体の頻度が実際に存在する患者の頻

皮(5-7%)よりも高いことや平均ビリルビン値

がGilbert症候群と診断されるビリルビン値以下で

あるという根拠に基づいて,この7/7の変異だけでは

Gilbert症候群の原因として不十分であり,この変異

にその他の因子6,7,19.22)が加わることによりGilbert

症候群が発症するものと結論している.一方,われ

われの解析結果では,コード領域に変異が認められ
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図1　B-UGT,遺伝子のエキソン1でのミスセンス変異

エキソン1にある211番目の塩基がG (▽)からA (▼)に置換していた.これは71

番目のアミノ酸がグリシン(GGA)からアルギニン(AGA)となるミスセンス変異

であった.この変異は5例に兄い出された. 4例はヘテロ接合体で1例はホモ接合

体であった.
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図2　B-UGT¥遺伝子のTATA boxでの変異

正常ではTAの繰り返しが6回(A(TA)6TAA:6/6のホモ接合体)であるが,忠

者ではTとAの塩基が余分に付加され7回(A(TA)7TAA: 7/ 7のホモ接合体また

は7/6のヘテロ接合体)になっている症例があった.この変異のみを有していた

プロモーター変異型は8例(ホモ接合体6例,ヘテロ接合体2例)で,同時にコー

ド領域の変異も有していた混合型は3例(ヘテロ接合体3例)であった.

なかった8症例中の2例はTATA boxが7/6のヘ

テロ接合体であった. Bosmaら12)のデータでは, 7/

6の個体では血清ビリルビン値の上昇は観察されて

いない.したがって,プロモーター変異型の患者で

は,何らかの未知の要因からの影響を受け血清ビリ

ルビン値が上昇してくることが,われわれの解析結

果からも示唆された.

コード領域とTATA boxの両方に変異が存在す

る混合型は, 3症例に認められた. 3症例とも,両

変異に関してそれぞれがヘテロ接合体であった.そ

のうち2症例では, UGTl*1の基質特異性を決定す

るエキソン1に変異が見出された.これは, 211番目

の塩基がGからAになる突然変異で,アミノ酸では

71番目のアミノ酸がグリシンがアルギニンに置き換

えられるミスセンス変異(Gly71Arg)であった(表

2).他の1症例は, 1099番目の塩基がCからGにな

る突然変異で,アミノ酸では367番目のアルギニンが

グリシンに置き換えられるミスセンス変異(Arg367

Gly)であった.前述したように, TATAboxが7/

6の個体では血清ビリルビン値の上昇は観察されて

おらず,さらに,両ミスセンス変異で置換されたア

ミノ酸の性質がもとのものと著しく変化することか

ら,酵素活憧低下にこれらのミスセンス変異が大き

く関与している可能性が推測される.Gilbert症候群

の発生に,ミスセンス変異がどの程度に影響してい

るかを推定するために,培養細胞を用いて変異遺伝
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表2　Gilbert症候群患者におけるB-UGT,遺伝子変異

Mutation site

TATA

Box

No. of Mean of serum bilirubin

Coding region patients concentration (〟M)

6/HomoGly71Arg134g

HeteroGly71Arg2±19.3

7/76

7/6n--Utati-n2(I-):;:Z≡::::

7′6:霊宝Iy71Arg2644

rg367Glyl*±37.8,

6/6: A (TA)6TAAのホモ接合体、 7/6: A(TA)7TAAのヘテロ接合体、 7/7: A (TA)7TAAのホ

モ接合体。

・Aonoら4)が報告した症例について、 TATA Boxを追加解析したデータであるo

†Hetero Gly71Argの1例のビリルビン値が97.4/^Mと高値であったため、平均値が高くなったO

ほかの2症例はそれぞれ32.5/lMと54.7/JMで、平均が43.6/∠Mと他のグループと同じ程度であ

った。

子の発現実験を行っているところである.また,梶

合型では2つの変異が同一の染色体上にのっている

のか,各々が別の染色体上に存在するのかという差

が転写効率に影響してくることが予測される.この

TATA boxの変異がヘテロ接合体のミスセンス変

異と同じDNA鎖上に存在するか否かにより,正常

遺伝子からの,または変異遺伝子からの酵素タンパ

クの発現量が異なり,酵素活性が微妙に変動するこ

とが予想される.これらの変異の組み合わせにより

ビリルビン濃度がわずかに変化するため,正常値と

異常値との境界域を移行する症例もあり,Gilbert症

候群の遺伝様式が明確にならなかったと推測される.

われわれは現在この点についても解析を始めている.

コード積域にのみ変異が認められたミスセンス型

は3症例で,すべての変異はGly71Argであった.こ

の変異はすでに2症例が報告されており4),本研究

も含めると,これまでにGilbert症候群患者で兄い

出された11例のミスセンス変異のうち, 7例(64%)

がGly71Argである.さらに興味深いことに,われわ

れの研究で初めてGly71Argの変異をホモ接合体で

もつ患者が発見されている31)これまでに, Gilbert

症候群でヘテロ接合体で兄い出されたミスセンス変

異の一部(Gly71Argを含む)は, CN症候群で発見

されたホモ接合体変異の変異と同一のものであっ

た4).さらに,ミスセンス変異の一つについては,培

養細胞系を用いた実験でGilbert症候群の原因であ

り,優性遺伝をすることが確認されている18)また,

CN症候群患者の家族に,患者(ホモ接合体)で兄い

出された変異をヘテロ接合体でもつGilbert症候群

が存在することも知られている2).これらの事実か

ら, Gilbert症候群患者においてヘテロ接合体で兄い

出されたミスセンス変異が,ホモ接合体になると

CN症候群患者になることが予想される4).しかし,

CN症候群の発症頻度は100万人に1人であり,この

値からヘテロ接合体で変異を持ち, Gilbert症候群に

なると予想される患者は,前述の仮説からは人口の

0.1%となるはずである13)先に述べたプロモーター

領域の変異と未知の原因が重なったと推定される

Gilbert症候群の患者の頻度(今回の研究からの推定

では, Gilbert症候群患者の57-79%)を考慮しても,

推定値(0.1%)と実際の患者の頻度(ヘテロ接合体

のミスセンス変異によるGilbert症候群患者はGiト

bert症候群患者全体の30%と仮定すると約1.5-2.1

%)の間には大きな差が存在する.ミスセンス変異

で認められるGilbert症候群の発症頻度と上記仮説

による理論値との間の不一致は,Gilbert症候群で兄

い出されたヘテロ接合体変異をホモ接合体変異でも

つ患者すべてがCN症候群を発症するわけではな
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く,多くはホモ接合体になってもGilbert症候群の

病態にとどまると考えると,両者が一致しないこと

を説明できる30)
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