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要 約

稀な常染色体劣性遺伝性疾患である家族性 LCAT

欠損症患者の遺伝子解析を行い， LCAT遺伝子の第

6エクソンに一塩基置換 (G→A)を同定した。本変

異により，患者LCATの293番目のメチオニンがイ

ソロイシンに置換しているものと考えられた。

PCR-RFLPを用いた家系調査で，本変異の有無と疾

患との聞に関連が認められ，in vitro site-directed 

m u tagenesisを用いて作成した変異体 LCATの酵素

活性は野生型の 8%に低下していた事より，本変異が

患者血衆LCAT活性低下の原因と思われた。本症の

表現型は heterogenousであり，その多様性には残存

LCAT活性のみならず異常LCATのリポ蛋白基質特

異性の変化も関与する事が示唆されている。解析症例

は臨床検査所見から部分型 LCAT欠損症と考えられ

たが，本症のー亜型である魚眼病との相違を明らかに

するため変異LCATの基質特異的エステル生成速度

を検討したところ，魚眼病患者で見られた Thr123→11e

変異を持つ組換え LCATがLDLに対するエステル化

能 (β-LCAT活性)を保持しているのに対して患者

変異LCATはβ-LCAT活性を欠いていた。従って，

本症例は典型的な古典型LCAT欠損症とは若干異な

る検査所見を呈するものの，変異LCATの基質特異

性から魚眼病とするのは否定的であり，部分型

LCAT欠損症とするのが適切と考えられた。

緒 ー-E司

レシチン コレステローノレ アシlレトランスフエラー

ゼ (LCAT，E.C.2.3.1.43)は， レシチンの C-2位の

アシル基をコレステロールの水酸基に転移し， リゾレ

シチンとコレステリルエステルを生成する反応を触媒

する酵素1)である。 LCATは，血禁中のコレステリル

エステルの大部分を生成し， リポ蛋白代謝，とりわけ

コレステロール逆転送系 (reverse cholesterol 

transport)に重要な役割を演ずるばかりでなく，赤

血球膜などの正常なリン脂質の構成の維持にも重要で

ある。この LCAT活性を先天的に欠損した，家族性

LCAT欠損症は， 1967年に Norum2.3)らによって報

告されて以来，世界各地で約40家系ほどが報告され

ている。本症は，常染色体劣性遺伝性疾患であり，臨

床的には，角膜輪，正球性正色素性貧血，蛋白尿，著

明な低HDL血症，コレステロールエステル比の低下

等を特徴とする。本症の最初の遺伝子解析としては

Taramelliら4)が，患者 DNAより， genomic DNA 

libraryを作成し， LCAT cDNAをprobeとした m

situ hybridizationにより 3つのクローンを得，その

内の 1つに対し塩基配列を検討した O その結果，

exon 4に一塩基置換 (Arg147→Trp)が存在するこ

とを報告したが allele-specific oligon ucleotide 

hybridizationによる解析では，その変異は，一方の

アリルにのみ見られるもので，予想される他の変異は

不明であった。また，家族性LCAT欠損症の特殊な

ー亜型である魚眼病の遺伝子異常も Funkeらによっ

て明らかにされているの。魚眼病では LCAT欠損症

キーワード:LCAT欠損症，魚眼病，遺伝子異常， リポ蛋白基質特異性
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と同様に著明な角膜混濁と HDLコレステロールの欠

損を呈するが，血衆のコレステロールエステル比はほ

ぼ正常であり，腎障害や貧血は生じな~)。この疾患の

最も特異な生化学的特徴は，正常血棄においてコレス

テロールエステルの生成の主要な基質である HDLや

HDLアナログであるプロテオリボソームのコレステ

ロールに対するエステル化能を欠損し，患者血衆

HDLコレステロールレベルは著明な低値を呈するに

もかかわらず，血衆中のコレステロールエステルの量

はほぼ正常である点である九これは患者血衆を 37
0

C

でインキュベー卜するとほぼ正常な速度でのコレステ

ロールエステルの生成を認めることより，患者血柴中

ではLDL上でコレステロールのエステル化が行われ

ているものと考えられているが，正常人血衆より精製

したLCATにはLDL上のコレステロールをエステル

化する活性は乏しいとの報告もあり，その詳細は不明

である。本邦でも家族性LCAT欠損症は 10家系余り

報告されているが，そのうちの一家系について，

PCR-direct seqnencing法にて，その遺伝子配列を検

討し，その機能を invitro mutagenesisによって作

成した組換え LCATを用いて検討した。対象とした

症例にはわずかに LCAT活性が残存しており，部分

型LCAT欠損症と考えられたが，魚眼病との異同を

明らかにするため，野生型，解析症例，および、魚眼病

患者で見られた遺伝子変異と同じ変異を持った

LCATcDNAを用いて組換え LCATを作成し，それ

らのリポ蛋白特異的活性を検討した。

方 法

症例

症例は，北海道出身56歳男性で，既に詳細な臨床

的，生化学的検討より，家族性LCAT欠損症と診断

されている7)。表1に症例の検査所見を示す。幼少期

より著明な角膜混濁を指摘されており，軽度の正球性

貧血を伴った。初診時には蛋白尿は見られなかったが，

最近蛋白尿が出現している。血紫HDLコレステロー

表 1 症例の血衆検査値

総コレステロール(mgjdl)

コレステロールエステル比(%)

HDLコレステロール(mgjdl)

アポ蛋白AI(mgjdl)

LCAT活性(nmoljmljh)

LCAT蛋白(μgjml)

91 

34 

8 

65 

7.4 

2.2 

LCAT活性は長崎・赤沼法，蛋白量はRIAによる。

ル値は 8mgjdlと著明に低下しており， Glomset-

Wright法による LCAT活性も正常者の約 12%と著

明に低下していたが，完全には欠如していなかった。

家族性LCAT欠損症の遺伝子解析

患者白血球よりプロテネース法にてゲノム DNAを

抽出し，全 6エクソンを含む 5つのフラグメン卜を

PCR法にて増幅した後，非対称PCR法にて一本鎖

DNAを調整した。 32pでエンドラベルしたインター

ナルプライマーを用いて，ジデオキシ法による直接シー

ケンシングを行った。

変異LCATcDNAの作成

変異LCATcDNAは野生型LCATcDNAを鋳型

としてKunkel法にて作成した。ヒト LCATcDNA 

の全コーディング部およびポリA付加シグナルを含む

フラグメントを， M13mp18のHindlIIjXbaIサイト

に挿入し，家族性LCAT欠損症，魚眼病患者で見ら

れた変異遺伝子と同配列のオリゴヌクレオチドを用い

てsite-directedmutagenesisを行い， Met加→Ile，

Thr123→Ileの各変異を導入した。最終的にジデオキシ

法によるシーケンシングにて変異の導入を確認した。

In vitroでの組換えLCATの発現

変異cDNAをM13より切り出し， CMVプロモー

ターと neo耐性遺伝子を持つ，真核細胞発現ベクタ-

pRcjCMVに組換えた。 CHO細胞に燐酸カルシウム

共沈澱法にてトランスフェクトし， 72時間後より

G418添加F12培養液に置換し neo耐性遺伝子発現株

を分離，さらに，各細胞株の培養液に対してウサギ抗

ヒト LCATポリクローナル抗体を用いたウエスタン

ブ、ロッティングにて安定発現株を選別した。各発現株

を10cmディシュで培養し， subconfluentに達した

ところでPBSで2回洗浄後，無血清培地に置換， 48 

時間後に培養液を回収してコレステロールエステjレ化

速度の測定に用いた。

組換え LCATのコレステロールエステル化速度の測

定

LCAT反応測定の為の基質には， LCAT活性測定

用HDLアナログであるヒトアポ蛋白A-I添加プロテ

オリポソームと， リポ蛋白基質に対するコレステロー

ルエステル化能測定の為に，健常者血柴より超遠心に

て分離したLDL，HDL分画を用いた。プロテオリポ

ソームは， モル上~でアポ A-I 1 コレステローノレ

9 フォスファチディノレコリン 54とし 3Hコレス

テロールでラベルして作成した。反応は，コレステロー

( 18) 
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ソン

LCAT 

組換え LCATのコレステロールエステル化能

野生型 LCATcDNAを導入し安定発現させた

CHO細胞を F12+10%FCS下で 10cmディシュで培

し，ほぼシートとなった所で無血清培地下， 37
0

Cで

インキュベー卜したところ，培謹上清中の LCAT

は少なくとも 72時間はほぼ直線的に増加した。

痕例変異 CMet293→11e変異)，魚眼病の

Thr123→Ile変異を持つ各cDNAをトランスブぶク卜

した CHO細胞の無血清培地置換後48時間の LCAT

分泌量には，野生型，

/レ4.5nmolC最終濃度36μM)のプロテオリボソ

ムを含む0.125mlの39mM燐酸バッファー (pH7.4)，

1 %BSA. 2.8mM EDT A. 16mM乙メルカプトエタ

ノール中に，組換え LCAT25ngを含む培養上精を

加え， 370Cで2時間インキュベ…卜して行った。

用血衆分間は， ヒト血衆アルブミンを結合したアガロー

ス担体をあらかじめ3Hコレステロールで平衡化して

おいたもので40C.24時間インキュベ…卜してラベ

ルして作成した。基質中の内因性LCAT活性は 560C

30分で不活化しておいた O 反応、は， リポ蛋白

(最終遊離コレステロール濃度.HDL: 64μM， LDL: 

300μM) を含む 0.125mlの 10mMTris-HCl (pH 

7.4)， 150mM Nacl， 1 % BSA， 2.8mM日DTA，

16mM 2-メノレカプトエタノ…ル中に，組換え LCAT

25ngを含む培養上精奇加え， 37
0

Cで6時間インキュ

ベ…卜して行、った。キャリア…としてコレステロ…ル，

コレステロールーオレイン酸エステルを，それぞれ

100μgずつ含むメタノール，クロロホルム (2: 1) 

混合液1.25mlでエステル化反応を停止させた後，

!醤クロマトグラフィーでコレステロ…ルエステルとコ

ノレを分離し，各分聞の放射活性を測定した。

コレステロールエステル化速度は単位時間あたりのエ

ステルイヒ率と某質濃度より計算した。

LCATの遺伝子解析

症例のゲノム DNAから LCAT議伝子の全 6エク

5つのフラグメントをPCR法にで増幅し，

ダイレクトシーケンスを{子ったところ，エクソン 6に

Gから Aへのー境基置換を見出した (Figure1.)。

は440アミノ酸をコードしており， シ

グナルペプチドのプロセッシングを受けて416アミノ

酸となる 9)が， この変異は成熟LCAT震白の 293番

目のアミノ酸がメチオニンからイソロイシンへと置換

されるものであった。このミスセンス変異は，新たに

制限酵素NdeIの認識配列である CATATGを構成す

るO この部イ立を合むフラグメン卜を PCR法にて増幅

し，制限酔素NdeIで処理する PCR-RFLP法により

ったところ，家系内でこの変異に対する

ホモ接合体，ヘテロ接合体が権認でき，臨床的な表現

型， HDLコレステロール値， LCAT活性と， この変

異の有無に密接な関連が認められた CFigure2，)。な

お，症例血柴中の LCAT活性は正常の約 10%程度に

低下していたが， LCAT蛋白量は正常者の約 50%と

比較的保たれていた(表 1)。

レステロ

ウサLCAT蛋白畳は Albersら8)の方法に準じて，

ギ抗ヒト LCATポリクローナル抗体を用いたラジオ

イムノアッセイにで測定した。

LCAT 

果結

Patient Norma1 

Figure 1.しCAT遺伝子エクソン 6の

変異部分の遺伝子シーケンス

正常者， LCAT欠損症患者の自血球よ

りゲノム DNAを抽出し， PCRダイレ

クトシーケンスを行った。本症例では

LCAT遺伝子の 4660番目(番号は文

献9による)の塩基がGから Aに変

していた。 Aの単一のバンドのみを

りこの変異のホモ接合体とる

判断される。
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Figure 2.本症例の家系図，血捜しCAT活性，脂質値(A)，およびPC件RFしP(日)

LCAT活性値は長崎・亦沼法による o (B)の番号は， (A)の被験者の番号と同ーである。本症例に見られた変異が

ると， 437baseのPCRフラグメントが制限酵素NdeIによって短い二本のブラグメン卜 (283，154base)に

切断される。(日)から判定される遺伝子ブぶノタイプは(A)に示した臨床的表現型と一致していた。

めなかった。また，ポリクロ…ナル抗体によるウエス

タンブロッティングでは各変異体LCATはいず、れも

その分子量に変化を認めなかった。症例で見られた

Met293→Ile変異体 (M293I)では， HDLアナログで

ある人工基質に対するコレステロールエステル化能は

野生現LCATCWT)の8%に減少していた(表2)。

M293I-LCATはLDLに対するエステル化能も著しく

していたが，魚眼病の Thr123→11e(T123I) 

体では，人工基質に対する活性は著しく低下している

ものの， LDLに対するエステルイヒ能は， WTとほぼ

同等に保たれていた。

表2.組換えしCATのエステル化漉度比

質

M2931 

T1231 

リボソ…ム HDL 

100% 100% 

8% 8% 

LDL 

100% 

5% 

1% 1% 1% 

考 察

日本人家族性LCAT欠損症症例の遺伝子解析を行

い， LCAT 遺伝子エクソン 6上に G叶 Aの1

換を見出した。 LCAT遺伝子は 440アミノ酸をコー

ドしており，プロセッシングを受けて416アミノ酸と

なる引が， この変異は成熟LCATの293番目のアミ

ノ酸がメチオニンからイソロイシンへと置換されるも

のであった。このミスセンス変異は，新たに制限酵紫

NdeIの認識配列である CATATGを構成する。この

部位を含むフラグメントを PCR法にて増幅し，制限

酵素NdeIで処理する PCR-RFLP法により家系調査

を行ったところ，家系内でこの変異に対するホモ接合

体，ヘテロ接合体が確認でき，臨床的な

日DLコレステロール{胤 LCAT活性と， こ

有無に密接な関連が認められた。本症例は，ダイレク

トシーケンスによって変異した単一のバンドのみを認

めたことより，この変異のホモ接合体と判断できたが，

PC札RFLPからも単一遺伝子変異のホモ接合体と確

された。このアミノ酸置換はチャージの変化や，ヘ

リックス構造に強く影響を与えるようなドラスティッ

クなアミノ酸置換でもなく，酵素の活性中心とされる

8er181や反応に鷺要な役割を損じているとされる Cys31

(エクソン 2)や Cys184 (エクソン 5)の近傍に変化

を来たすものでもなかった。また，活性発現に必須で

ある糖鎖の結合予測l部位とも離れており，そのプロセッ

シングに影響告与えるものとは考えられず，こ

により LCAT活性が失われるメカニズムは不明であっ

た。そこで， このアミノ酸置換が酵素活性の変化を来

どうかをさらに+食五寸するために in

vitro site-directed mutagenesisによって変異LCAT

を作成し，その酵素活性について検討した。また，

族性LCAT欠損肢は，その血中コレステロールエス

テル比等の検査値や残存する LCAT活性・蛋白;量lこ

いが見られ， heterogenousな疾患として知られて

いるO 本距例では，典型的家族性LCAT欠損症の生

化学所見よりも残存LCAT活性， HDLコレステロー

ルレベルが比較的高く，特殊なー亜型として知られる

魚眼病でしばしば見られるような比較的高度の残存コ

レステロールエステル比を示していた。そこで，魚眼

病で同定されている Thr123→11e変異体LCATも作成

し，これら変異体のリボ蛋白基質特異的エステル化能

を検討した。各LCATcDNAを噂入した CHO細胞

¥
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は無血清培地下で，少なくとも 72時間は LCAT蛋白

を分泌し続け， 48時間後の LCAT分泌量には，野生

型，及び各変異体間で有意な差を認めなかった。また，

ウエスタンプロッティングでは各変異体LCATはい

ずれもその分子量に大きな変化を認めなかった。従っ

て，家族性 LCAT欠損症患者にみられた Met293→Ile

変異，及び魚眼病の変異は，いずれも LCATの合成，

分泌，糖鎖のプロセッシングに影響を与えないものと

思われた。これらのデータは症例，及び，魚眼病患者

で，血築中に LCAT蛋白を正常者の半分程度ではあ

るが認めることと適応していた。人工基質に対するコ

レステロールエステル化能は，

Met293→Ile変異体 (M293I)では，野生型 LCAT

(WT)の8%に減少していた。これは，患者血衆で

みられたデータとほぼ合致するものであり，症例にみ

られた酵素活性欠損はこの変異によるものであること

が確認された。 LCAT蛋白の C末端のほぼ半分をコー

ドするエクソン 6の機能については明かではないが，

高次構造のわずかな変化が活性に大きな影響を与える

ことが推測された O また，魚眼病の Thr1幻→Ile

(T123I)変異体でも，著明に比活性が低下しており，

魚眼病患者血繋が， HDL類似のプロテオリボソーム

をエステル化できない事と一致していた。さらに，こ

れらの変異体のリポ蛋白基質特異性を検討するため，

健常人空腹時血衆より分離した LDLに対するエステ

ノレ化能を検討した所， M293Iでは両者に対するエス

テル化能も著明に低下していた。しかし，魚眼病の

T123Iでは， リポソームに対する活性は低下している

ものの， LDLに対するエステル化能は， WTとほぼ

同等に保たれていた。この LDLに対するエステル化

能は，魚眼病患者血衆中で、コレステロールのエステル

化がほぼ正常に行われている理由と思われ，患者血衆

中では変異LCATがLDL上で作用していることを示

唆する。 Thr123→Ile変異が， HDLに対するエステル

化能のみを選択的に欠損させるメカニズムは明らかで

はないが， YanglO)らの LCATの高次構造予測モデル

では Thr1幻が活性中心である Ser181の近傍にある可能

性を示唆しており，何らかの高次構造の変化が，その

リポ蛋白結合性に影響を与えることが想像される。

以上，本邦の LCAT欠損症患者において， LCAT 

遺伝子の第 6エクソンに Mee93→11eとなる一塩基置

換を同定した。 PCR-RFLPを用いた家系調査で，本

変異の有無と表現型との間に関連が見られ，本変異を

持つ組換え LCATは患者血策の生化学的特徴と適応

していた事より本変異が本症例における LCAT機能

異常の原因である事を示した。

( 21 ) 
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Molecular analysis of lecithin-cholesterol acyltransferase (LCAT) deficiency 

日iichiMaeda 

Divisions of Diabetes， Digestive and Kidney Diseases， Department of Clinical Molecular Medicine， 
Kobe University Graduate School of Medicine 

Abstract 

We studied the molecular basis of a Japanese patient who was clinically and biochemically 

diagnosed as a familial LCAT deficiency， a rare autosomal recessive inherited disease. 

Sequecing analysis revealed a single G to A transition within the sixth exon of LCAT gene 

resul ting in the su bsti tu tion of Met293 wi th Ile in ma ture LCA T. The familial study wi th 

PCR聞RFLP demontrated association between the mutation and the disease. Specific 

cholesterol esterification activity of the recombinant mutant LCAT with apo A-I containing 

proteoliposomes was reduced to 8% of that of wild聞typeLCAT. Thus， it is considered that 

this mutation is responsible to the reduced LCAT activity in the patient's plasma. 

Phθnotypic expression of this disease is heterogenous. This heterogeneity is caused by both 

residual enzyme activity and changes of lipoprotein-substrate specificities. To distinguish the 

patient from fish-eye disease， we compared the lipoprotein specific cholesterol esterification 

activities of the recombinant mutant LCATs. Cholesterol esterification activity with LDL 

(β心CATactivity) was maintained in Thr123→Ile mutant which causes fish-eye disease. On 

the other hand， recombinant LCAT with patient's mutation lacked β-LCAT activity. These 

results concluded that the subtype of LCAT deficiency of the patient is not fish-eye disease 

bu t partial LCA T deficiency. 

Key words: LCAT deficiency， fish-eye disease， molecular defect， lipoprotein specificity 
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