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研究成果の概要（和文）：家族性高コレステロール血症 (FH) において、PCSK9 V4I 変異は単独では FH の病態
を呈さないが、LDL受容体 (LDLR) 変異と重なることにより、LDLR変異単独に比し、LDL-コレステロール 
(LDL-C) 値の上昇ならびに冠動脈疾患の頻度の上昇が認められた。ヒト肝細胞を用いて、PCSK9 V4I の機能解析
を実施したところ、野生型と比較してLDL の取り込みや LDLR の発現量に差は認められなかったが、ある条件で
は、LDL の取り込みが有意に低下した。
高コレステロール血症においては、切断型PCSK9 の割合とAPOB 濃度が負に相関していた。 

研究成果の概要（英文）：In familial hypercholesterolemia, there were no significant differences in 
serum lipid levels and the prevalence of coronary artery diseases (CADs) between PCSK9 V4I carriers 
and non-carriers without LDLR mutations. In the patients carrying LDLR mutations and aged 30 years 
or more, the additional PCSK9 V4I variant is linked to a significantly increased prevalence of CADs 
in accord with the elevation of the LDL-C level. In vitro experiments, there were no differences in 
the expression of LDLR and the uptake of LDL between PCSK9 V4I-expressed cells and PCSK9 
WT-expressed cells. However, in a setting, the uptake of LDL was significantly decreased in PCSK9 
V4I-expressed cells as compared with PCSK9 WT- expressed cells. 
 In addition, there was inverse correlation between ratio of furin-cleaved PCSK9 to total PCSK9 and 
serum APOB level in patients with hypercholesterolemia. Thus, it is suggested that the rate of 
mature PCSK9 to total PCSK9 is associated with high LDL-C levels.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
家族性高コレステロール血症 (FH) は常染色
体優性遺伝性疾患であり、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。FH の原因遺伝子とし
ては、LDL 受容体 (LDLR)、ApoB が報告さ
れていたが、2003 年 Abifadel らにより第三
の原因遺伝子として proprotein convertase 
subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) が発見された
(Abifadel et al. Nat Genet, 2003)。PCSK9 は細
胞内コレステロールプールの減少により、転
写因子 SREBP2 の活性化を介して誘導され、
LDLRの分解を促進する。PCSK9遺伝子の機
能亢進型変異では、FH の病態を呈するが、
機能欠損型変異では、LDL-C の低下に加え、
冠動脈疾患の発症率が 88%も低下した 
(Cohen et al. NEJM, 2006)ことから、PCSK9を
ターゲットとした抗体医薬等のコレステロ
ール低下薬の開発が世界中で進行している。
血中 PCSK9 は、LDL-C、トリグリセリド、
血糖値等のようなメタボリックシンドロー
ムの因子と相関することも報告されている
(Baass A et al. Clin Chem, 2009)。PCSK9 は、
692 アミノ酸からなるセリンプロテアーゼで
あり、血中では、「成熟型」と細胞内の酵素 
furin によって分解された「切断型」の 2種類
が存在する「成熟型」は LDLR 分解活性を有
するが、「切断型」は LDLR 分解活性を有し
ないことが報告されているが (Benjannet S et 
al. J BC, 2006; Han B et al. JBC, 2014)、「切断
型」の存在意義については明らかになってい
ない。しかしながら、「切断型」のみを特異
的に分けて測定する方法が存在しなかった
ため、申請者らは、「成熟型」と「切断型」
を分けて測定できる ELISA 法を開発した。
申請者らは、重篤な FH 患者に適用される
LDL を除去するための LDL アフェレシス治
療において、この ELISA法を用いて、治療前
後の血清中の「成熟型」及び「切断型」PCSK9
値を測定し、約 50%除去されることを明らか
にした (Hori, et al. JCEM, 2015)。この LDL除
去メカニズムについて明らかにするために、
PCSK9 のゲル濾過クロマトグラフィー及び 
apoBの共免疫沈降を行った。その結果、血中
PCSK9 の 20% は apoB (LDL) と結合し、残
り 80% は何らかのパートナー蛋白質と結合
して存在し、LDLアフェレシスにより除去さ
れることが明らかになった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、「切断型」PCSK9 や apoB 結合
PCSK9 のような結合蛋白質を含めた PCSK9 
の形態が FH 及びメタボリックシンドローム
のような病態に及ぼす影響とそのメカニズ
ムについて明らかにすることを目的とした。
このため、スタチンの PCSK9 の形態への影

響の検討、FH 患者における 「成熟型」「切
断型」の検討を行った。次に、PCSK9 遺伝子
変異と形態について検討するための基礎デ
ータとして、PCSK9 遺伝子変異の検索、
PCSK9 変異体の機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) スタチンの PCSK9 の形態への影響の検
討  
当センターを受診した高コレステロール血
症患者 10名に対し、アトルバスタチン 5 mg 
の服用前と服用 3ヶ月後の 2回の採血で得ら
れた血清から ELISA により「成熟型」及び
「切断型」PCSK9 を測定した。また、未治
療時の TC、LDL-C、APOB、HDL-C やス
タチン投与後の変化率と PCSK9の形態との
関連について検討した。 
 
(2) FH 患者血清中の「成熟型」「切断型」 
PCSK9 の測定と血中における PCSK9 結合
タンパク質の検索 
 当センターを受診した FH患者 174名の血
清を用いて、ELISA により「成熟型」及び「切
断型」PCSK9 を測定した。また、PCSK9 が
血中で、HDL やアルブミンと結合している
か否か調べるため、ApoAI 及び アルブミン
抗体を用いて共免疫沈降を行った。 
 
(3) FH 患者における PCSK9 遺伝子変異の
検索 
PCSK9 の形態と遺伝子変異との関連を調べ
る目的で、当センターを受診した FH へテロ
接合体に対し、PCSK9 遺伝子の全コーディ
ング領域について、当センターの遺伝子検査
室にてサンガー法により遺伝子解析を実施
した。 
  
(4) PCSK9 変異体の in vitro 機能解析 
(3)で検出されたPCSK9変異体の機能解析を
行うために、各変異を有するプラスミド を
作製し、HepG2細胞に導入し、LDL の取り
込み量や LDLR発現量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) スタチンの PCSK9 の形態への影響の検
討 
 高コレステロール血症患者において、血清
LDL-C値は、スタチン投与後に約 40%低下し
たが (p<0.0001)、「成熟型」及び「切断型」
PCSK9 量は、投与前後で差は認められなか
った。また、未治療時において、血清中の成
熟型 PCSK9 と 血清 APOB、LDL-C、TC、
HDL-C、ApoAI との相関を調べたところ、各
相関係数は r=0.52 (p=0.12)、r=0.52 (p=0.12)、
r=0.53 (p=0.12)、 r=-0.27 (p=0.44)、 r=-0.27 
(p=0.46) であった。また、スタチン投与によ



る成熟型 PCSK9  変化率と LDL-C 変化率
の相関係数は、r=0.36 (p=0.31) であり、切断
型 PCSK9 変化率と LDL-C 変化率の相関係
数は、r=0.41 (p=0.24) であった。また、未治
療時の PCSK9 切断型の割合と LDL-C 値の
相関係数は r=-0.54 (p=0.1) であり、未治療時
の PCSK9 切断型の割合と APOB 値は負に
相関することが明らかになった  (r=-0.73, 
p=0.02)。このことから、PCSK9 の切断型の
割合が高いほど、APOB や LDL-C は高くな
る可能性がある。PCSK9 の分子型と LDL-C 
値との関連については、測定数を増やして検
討する必要がある。  
 
(2) FH 患者における「成熟型」「切断型」 
PCSK9 の測定結果と血中における PCSK9 
結合タンパク質の検索 
 各血清 PCSK9の平均値は、「成熟型」300
±138 mg/mL、「切断型」70±76 mg/mL で
あり、PCSK9 全体に対する切断型 PCSK9 
の割合は、平均で 20% であった。血中の 
PCSK9 結合タンパク質として、HDLに着目
し、一部の FH 患者血清を用いて、ApoA-I
の共免疫沈降を行ったが、PCSK9 との結合
は認められなかった。ApoE やアルブミンの
共免疫沈降も実施したが、免疫沈降がうまく
いかず、HDL と PCSK9 の結合の有無につ
いては、結論を出すことができなかった。 
 
(3) FH 患者における PCSK9 遺伝子変異の
検索 
 当センターを受診した血縁関係のない 
FH 患者 224名において、PCSK9 変異につ
いては、A53V 変異 (FH 患者全体の 8%)、
E32K変異 (FH患者全体の 6.3%)、V4I 変異
(FH 患者全体の 6.3%) が高頻度に検出され
た。各変異の有無により、未治療 LDL-C、
HDL-C、TG や冠動脈疾患の頻度に差は認め
られなかった。しかしながら、PCSK9 V4I 変
異と LDLR 変異の組み合わせでは、LDLR 
変異単独に比較して未治療 LDL-C 値の上昇
に加え、FHの冠動脈疾患の発症頻度が 30%
も上昇することが明らかになった。このこと
から、PCSK9 V4I 変異は、単独では FH の
病態を呈さないが、LDLR 変異と重なること
により、FH の病態を重症化させることが示
唆された。 
 
(4) PCSK9 変異体の in vitro 機能解析 
PCSK9 WT、E32K、V4I プラスミドを 
ヒト培養肝細胞 HepG2 に過剰発現させた
ところ、PCSK9 蛋白質の細胞内及び細胞
外分泌量に差は認められなかった。また、
LDLR の発現及び DiI-LDLの取り込みに
ついてフローサイトメトリーを用いて確認
したが、WT に比較して、E32K 変異体、

V4I 変異体発現細胞において差は認めら
れなかった。しかしながら、ある条件では、
WT に比較して、V4I 変異体及び E32K 
変異体発現細胞において、LDL の取り込
みが有意に低下することが明らかになった。
今後は、各 PCSK9 変異体が LDL の取り
込みに影響を与えるメカニズムについて詳
細に検討するととも、FH の病態にPCSK9
の変異が与える影響について、LDL の代
謝だけではなく、VLDL の代謝、糖尿病等
の他の生活習慣病との関連も含め、検討し
ていく予定である。 
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