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研究成果の概要（和文）：PCSK9遺伝子E32Kバリアントは家族性高コレステロール血症(FH)の原因となりうる
が、V4I バリアントはFH の病態に寄与しないことを明らかにした。培養細胞を用いた解析で、PCSK9 遺伝子
V4I・E32K バリアントは野生型に比較し、PCSK9 細胞内発現・分泌量ならびにLDLR の細胞内・膜の発現量や 
LDL の取り込みについて差は認められなかった。LDLR・PCSK9遺伝子バリアントを有する患者群ではバリアント
を認めない患者群に比較して糖尿病罹患率の低下が認められた。FH 患者ではLDLR 遺伝子バリアントに PCSK9遺
伝子 V4I/E32Kバリアントが重なると予後不良であった。

研究成果の概要（英文）：The variants in the PCSK9 gene detected in Japan were annotated in familial 
hypercholesterolemia (FH) according to ACMG guideline. The E32K variant in the PCSK9 gene can cause 
FH, but the V4I variant alone does not contribute to the pathophysiology of FH. The V4I・E32K 
variants in the PCSK9 gene showed no difference in the levels of intracellular expression and 
secretion of PCSK9, intracellular and membrane expression of LDLR and LDL uptake compared to wild 
type of PCSK9 using cultured cells. In addition, the prevalence of diabetes mellitus was lower in 
patients with variants in the LDLR and PCSK9 genes than in patients without variants in the LDLR and
 PCSK9 genes. Patients with FH with variants in the LDLR gene and V4I/E32K variant in the PCSK9 gene
 had poor prognosis compared to patients with a variant in the LDLR or PCSK9 gene.

研究分野：脂質代謝、動脈硬化、分子生物学

キーワード： 家族性高コレステロール血症　冠動脈疾患　糖尿病　PCSK9　LDLR　バリアント　遺伝子解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦のFH 遺伝子解析ではPCSK9 遺伝子V4I・E32Kバリアントが高頻度に検出される。これらのバリアントの意義
付けはFH 遺伝子解析結果の解釈に役立つ。また、PCSK9遺伝子 V4I/E32KバリアントにLDLR 遺伝子バリアントの
重なるFH患者は予後不良であることから、FH 遺伝子解析により冠動脈疾患高リスク患者を早期に発見し、早期
診断・早期の治療開始が重要である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

家族性高コレステロール血症 (FH) は生下時からの高 LDLコレステロール (LDL-C) 血症、

腱黄色腫、若年性冠動脈疾患を特徴とする常染色体優性遺伝性疾患である。FH の原因遺伝

子として、本邦では LDL 受容体 (LDLR) 遺伝子、LDLR を分解する PCSK9遺伝子が報告され

ている。PCSK9 遺伝子については本邦固有の E32K バリアントが病的バリアントとして報告

されている(Noguchi et al. Atherosclerosis, 2010)。我々は、国立循環器病研究センター

にて FH 患者に対し日常臨床において LDLR 及び PCSK9 遺伝子解析を実施している。その中

で、PCSK9 遺伝子 V4I バリアントと LDLR 遺伝子バリアントの両方を有する患者は、LDLR 遺

伝子バリアントのみを有する患者に比較し、LDL-C 値の上昇とともに冠動脈疾患の発症頻

度が 40%も上昇することを報告した (Ohta, Hori et al. JCL, 2016)。しかしながら、PCSK9 

遺伝子 V4I バリアントの FH の病態への寄与は明らかではない。また、本邦固有の PCSK9 

遺伝子 V4I・E32K バリアントが存在するドメインは、海外で FH の原因とされる PCSK9 遺

伝子病的バリアントの存在するドメインと大きく異なる。これらのことから、PCSK9 遺伝子

の V4I・E32K バリアントは、PCSK9 蛋白質の LDLR 分解機構が海外の病的バリアントと異

なり、FHの病態修飾因子として機能することが示唆され、LDLR 分解以外の未知の機能を有

する可能性も考えられる。 

一方 PCSK9 蛋白質は、血中では「成熟型」と「切断型」の 2種類の分子型で存在する。

「成熟型」PCSK9 は LDLR 分解活性を有するが、「切断型」PCSK9は LDLR分解活性が非常に

低い。「切断型」PCSK9 の存在意義は不明であること、血中の両分子型の簡便な分離測定法

は存在しないことから、我々は、「成熟型」と「切断型」PCSK9を分けて測定可能な ELISA 法

を開発した (Hori et al. JCEM, 2015)。また、PCSK9 の分子型の制御機構は明らかになっ

ていない。 

 

２．研究の目的 

PCSK9 遺伝子バリアントや分子型が FH 及び生活習慣病の発症・進行に及ぼす影響とそのメ

カニズムについて、さらには PCSK9の分子型の制御機構について、動物モデル、臨床検体、

培養細胞を用いて明らかにする。 

 

３．研究の方法 

1) PCSK9 遺伝子 V4I 及び E32K バリアントの in vitro 機能解析 

PCSK9遺伝子野生型、V4I、E32Kバリアントを有するプラスミドをヒト培養胎児腎細胞HEK293

ならびにヒト培養肝細胞 HepG2 に導入し、PCSK9 蛋白質の細胞外分泌量及び細胞内発現量、

LDLR の発現量をウエスタンブロットにより測定する。各細胞における脂質・糖代謝関連の

遺伝子発現について RT-PCR により検討する。また、培養液に DiI-LDL を添加し取り込み

量を測定する。 

 

2) FH 患者における PCSK9 遺伝子バリアントの意義付けと表現型の解析 

我々は全国の FH・FH疑い患者に対し、日常臨床としてサンガー法/MLPA 法を用いて LDLR・

PCSK9 遺伝子解析を実施している。当院/全国の FH 患者 801 名について、遺伝子型と臨床

データの解析により検出されたバリアントについて ACMG ガイドラインに従ってアノテー

ションを行い、遺伝子型と臨床データについて解析した。 

 



４．研究成果 

1) PCSK9 遺伝子 V4I・E32K バリアントの in vitro 機能解析 

PCSK9 遺伝子野生型、

V4I、E32Kバリアントを

有するプラスミドを作

製し、ヒト培養胎児腎細

胞 HEK293 に導入したと

ころ、PCSK9 蛋白質の細

胞内発現量・細胞外分泌

量は、野生型と比較した

ところ各バリアントに

おいて差は認められなか

った。また、ヒト培養肝細

胞 HepG2 に各プラスミドを導入した場合も PCSK9 の発現・分泌量はバリアント間で差は認

められず、LDLR の細胞内・細胞膜上の発現量や LDL の取り込みについても差は認められ

なかった（図 1）。これらのことから、PCSK9 蛋白質の V4I及び E32K 変異体は、PCSK9 野生

型と同程度に合成され細胞外に分泌され、LDLR 調節作用を有することが示唆された (Hori 

et al. in preparation)。PCSK9 遺伝子 V4I・E32K バリアントの存在する部位は、マウスで

はアミノ酸配列がヒトの配列と一致しない。PCSK9 遺伝子 E32K バリアントについては野

生型に比較して PCSK9 の細胞外分泌量の増加が認められることも報告されていることから

(Noguchi et al. Atherosclerosis, 2010)、実験条件の検討などさらなる解析が必要であ

る。また、培養肝細胞の LDLR 活性は正常であることから、LDLR 遺伝子バリアントを有す

る患者における PCSK9 遺伝子 V4I・E32K バリアントの FHの病態への寄与は不明である。

そこで、マウスモデルを用いるのではなく、患者の末梢血から iPS 細胞を樹立する技術を

確立し、LDLR 遺伝子バリアントと PCSK9 遺伝子 V4I バリアントの両方を有する家系につ

いて、iPS 細胞由来の肝細胞の機能解析のため、研究同意を取得して iPS 細胞を樹立して

いる。 

 

2) FH 患者における PCSK9 遺伝子バリアントの意義付けと表現型の解析 

当院/全国の FH 患者 801 名について、LDLR・PCSK9 遺伝子解析結果と臨床データとの解析

により検出されたバリアントについて検討したところ、92種類の LDLR 遺伝子バリアント

ならびに 4 種類の PCSK9 遺伝子バリアントが病的バリアントであることを明らかにした 

(Hori et al. Atherosclerosis, 2019)。本邦の FH 患者では、PCSK9 遺伝子 V4I・E32K バ

リアントが高頻度に検出される。PCSK9 遺伝子 E32K バリアントは日本の一般人口に比較し

て FH 患者においてアリル頻度の上昇が認められたが、PCSK9遺伝子 V4I バリアントは FH 

患者においてはアリル頻度の低下が認められた (表 1) 。また、PCSK9 遺伝子 V4I バリア

ントの有無により 

FH の病態に差は

認められなかった

ことに加え、PCSK9 

遺伝子 V4I バリ

アントを有する家
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図1 本邦固有の PCSK9 バリアントの HepG2 細胞を用いた

アッセイ 

表 1 本邦固有の PCSK9 遺伝子バリアントのアリル頻度 



系の病態解析から、PCSK9 遺伝子 V4I バリアントは単独では FH の病態に寄与しないこと

を明らかにした (Hori et al. Atherosclerosis, 2019)。さらに、20歳以上の FH 患者 724

例の中から、糖尿病と PCSK9 遺伝子 V4I・E32Kバリアントとの関連について検討した。その

結果、LDLR 遺伝子バリアントならびに PCSK9 遺伝子 V4I・E32K バリアントを認めない患者

群 (n=248)では糖尿病罹患者の割合が 19%であることに対し、PCSK9 遺伝子 E32K バリアン

トを有する患者群 (LDLR・PCSK9 バリアントを認めない患者群:n=49)では 2% (p<0.01vs 

LDLR・PCSK9バリアントを認めない患者群)、V4I バリアントを有する患者群 (n=9)では 0%

であった。LDLR 遺伝子バリアントを有する患者群 (n=412) においても糖尿病罹患者の割合

は 8.3% (p<0.0001 vs LDLR・PCSK9 バリアントを認めない患者群) であることから、LDLR

遺伝子バリアントや PCSK9遺伝子バリアントを有する患者群では LDLR・PCSK9バリアント

を認めない患者群に比較して糖尿病罹患率が低下していた。これらのことから、LDLR・PCSK9 

遺伝子バリアントを有する患者ではバリアントを認めない患者に対し、糖尿病リスクが低

いことが示唆された。また、PCSK9 遺伝子 E32K バリアントは FHの病態に寄与するが、FH

の特徴であるアキレス腱肥厚の頻度については、LDLR 遺伝子バリアント群では 77% である

ことに対し、PCSK9 遺伝子 E32K バリアント群では 44% (p<0.01 vs LDLR 遺伝子バリアント

を有する患者群) と低く、LDL-C 値の上昇も LDLR 遺伝子バリアント群に比較して軽度であ

ることから、FH と診断されにくい。しかしながら、PCSK9 遺伝子 E32K バリアントは日本人

の一般人口において冠動脈疾患リスクとなることが報告されていること (Tajima et al. 

Sci. Rep. 2018)から、FH遺伝子解析を実施し、冠動脈疾患リスクの高い患者を早期に発見

することが重要であると考えられる。また、FH 発端者 232名に対しては、LDL-C値が管理

されているにもかかわらず、LDLR 遺伝子バリアントに PCSK9 遺伝子 V4I バリアントもし

くは E32K バリアントが重なることにより予後不良となることが明らかになった (Doi, 

Hori, et al. submitted)。 
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