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〔原 著〕

低 コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 血 症 例 に お け る 変 異 遺 伝 子 の 解 析

前川真人＊・須藤加代子＊＊・Dilip Chandra Dey＊・小 谷一夫＊

石川仁子＊・泉 正和＊・臼田多佳志＊＊＊・菅野剛史＊

SUMMARY

Fourteen individuals with low serum cholinesterase activity were examined by genetic analysis.
All of these were considered to be due to silent gene because their dibucaine number and fluoride
number were similar to reference values. PCR-SSCP analysis and following direct DNA sequenc-
ing analysis disclosed five missense or nonsense mutations in 11 individuals: 2 individuals with
C to T mutation at codon 24 (Thr to Met), 2 individuals with G to C mutation at codon 365

(Gly to Arg), 3 individuals with T to A mutation at codon 330 (Leu to Ile), 1 individual with
C to T mutation at codon 119 (Gln to stop) and 3 individuals with C to T mutation at codon
515 (Arg to Cys). For K variant, 3 homozygous individuals and 8 heterozygous individuals
were determined. All of 14 individuals with low serum cholinesterase activity revealed genetic
mutation in cholinesterase gene. Therefore, we should be aware of the existence of genetic mu-
tations causing hypocholinesterasemia in laboratory diagnosis.

Key words: polymerase chain reaction (PCR), single strand conformation polymorphism (SSCP),
genetic mutation, serum cholinesterase.

は じ め に

血清コリンエステラーゼ (CHE) は, わが 国では肝臓

の蛋白合成能を反映する肝機能検査として臨床検査に広

く用いられている. ま た, サ クシンなどの筋弛緩剤の代

謝に関与するため, 本酵素の遺伝性変異が麻酔時の遷延

性無呼吸をひきおこす危険性があり, 薬理遺伝病 として

認識されている. 遺伝性変異 としては, デ ィブカイン耐

性 (atypical; A), フル オ ライ ド耐性 (fluoride resis-

tant; F) サイ レント (S) 遺伝子をはじめとして, J, K,

Hな どが報告されている1). われわれは以前, CHE活

性 がほとんどゼロであるS型 ホモ接合体例の解析結果を

報告した2,3). そ の家系検索時に, CHE活 性 が正常参照

域の下限値もしくは軽度低下している個体の中に, S型

ヘテロ接合体が隠れていることを認識した. これらの中

には肝機能障害と診断されている例もあった. そ こで,

いわゆる低CHE活 性例の中にS型 ヘテロ接合体 もしく

は他の遺伝性変異が必ず存在するはずであると考え, 検

出を試みた. その際, 酵素の性状など表現型からは検出が

困難であるため, 遺伝子から解析を進めることにした.
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対象および方法

1) 聖隷健康診断センターの人間 ドック受診者の中か

らCHE活 性0.6⊿pH以 下 (正常 参照値: 0.8～1.2)

を示 した14例 を低CHE血 症 として今回の研究の対象

とした.

2) 表現型の解析 (生化学的性状)

ヨウ化ブチ リルチオコリンを基質 とした和光 純薬 の

CHE活 性測定試薬を用い, 日立736生 化 学自動分析機

で測定した. また, ヨウ化プロピオニルチオコリン (Al-

drich) を基質として4), CHE活 性 およびディブカイン

(Sigma), フ ッ化 ソーダ (関東化学) による阻害率, す

なわちディブカインナンバー (dibucaine number; DN),

フルオライドナンバー (fluoride mumber; FN) を 島 津

CL-7200生 化学自動分析機を用いて測定, 算 出した.

3) 遺伝型の解析

検査済みのEDTA採 血 の全血から高分子DNAを 調

整し, 以下われわれの実施しているフローチャー ト5)に

従い分析を進めた. CHE遺 伝 子を九 つ の断片 として

PCR増 幅 し6,7)(Table 1), いずれのDNA断 片 に変異

が存在するかを, われわれの報告した全自動電気泳動装

置ファス トシステム (ファルマシア) を用いて銀染色で

検出す る simgle stramd conformation polymorphism

(SSCP) 法 によりスクリーニングし8～10), 変異 の疑われ

た断片の塩基配列を決定した. 判明した各遺伝子変異に

ついて, 簡 易同定法を考案, 確立した. また, CHE活 性

が低下するとされる遺伝性多型, Kバ リアント (コドン

539, GCA (Ala)→ACA (Thr))11)に つ いて, CHE遺

伝子エクソン4のSSCPお よびミスマッチPCR12)で 検

討した.

4) SSCP分 析の諸条件による遺伝子変異の検出

判明した遺伝子変異のSSCPパ ターンについて, 12.5

% homogemeous gel を用いて native, SDS含 有 (以下

SDS) のバ ッファー条件, 泳 動温度 (5°, 10°, 15°, 20℃)

を変化させ13), 種 々の条件で検討した.

結 果

今回検討した14人 の低CHE血 症例は表現型の解析

により, 3例 (case no. 1, 9, 14) を除いてDNお よび

FNが いずれも参照値内にあり, 3例 もわずかに低値で

あるにすぎずA型 ・F型 のヘテロ接合体を示すデータで

はなかった (Table 2). したがって, A型 遺伝子, F型

遺伝子の関与は否定的であり, S型 (ヘテロ接合体) も

しくはKバ リアン トなどのCHE活 性低下を示す遺伝子

の関与が疑われた.

われわれの開発したファス トシステムを用いたSSCP

法で, mative, SDSの バ ッファー条件を活用した結果,

種 々の異常パターンが検出された (Fig. 1). 今 回泳動パ

Table 1. Primer sequences used for amplification of cholinesterase gene.

a: Position +1 is the first nucleotide of codon sequence for the mature protein.
b: Locus numbers are tentatively designed for separate amplification.
c, d, e: The three primers are designed for mismatched PCR to detect previously identified point mutations.
f: The four primers are already published (reference no. 7).
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ターンに異常を示した変異のうち, エクソン2の ローカ

ス1, 3, 6は native のほ うが検出しやすいと考えられ,

エ クソン2の ローカス2, 4, エクソン4はSDS, エ クソ

ン3は native, SDSと もに同等に判 別できた. これら

SSCP分 析で異常のみられた症例の中で, 未知の互いに

同じ変異と考えられた症例1, 9, 14の ローカス6, 症

例6, 13の ローカス6 (Fig. 1D), 症例3, 8の ローカ

ス1, 2 (Fig. 1A, B) については直接塩基配列決定を行

った. また本稿では示さないが, 並行 して分析していた

S型 変異のホモ接合体で検出された遺伝子変異13)と同 じ

異常SSCPパ ターンを示した症例2の ローカス3 (Fig.

1C), 症 例4, 7, 11の エクソン3 (Fig. 1E) について

は, 簡便な同定法を作成した.

直接塩基配列決定した3種 類の変異は, それぞれ症例

3の コドン24でCか らT, 症例6の コドン365でGか

らC, 症例1の コドン330でTか らAの ミスセンス変異

であることが判明した (Fig. 2).

今 回検出された ミスセンス変異の簡便な同定法の典型

例をFig. 3に 示 した. コ ドン24のCか らG, コ ドン

119のCか らT, コ ドン365のGか らC, コ ドン515

のCか らTの4種 類の点変異については, いずれもそれ

ぞれNlaIII, MseI, TaqI, BsaAIと い う制限酵素

の認識配列に変化を及ぼす た め, PCR増 幅産物を制限

酵素処理後, アガロースゲル電気泳動をすることによっ

て同定可能であった. 一方, コ ドン330のTか らA, コ

ドン539のGか らA (Kバ リアント) へ の点変異につい

ては適当な制限酵素が市販されていないため, ミスマッ

チPCRに よって制限酵素認識部位を導入し消化後アガ

ロースゲル電気泳動により同定した.

Kバ リアン トについて, PCR-SSCPお よび ミスマッチ

PCRで 検 出したところ, ホモ接合体が3人, ヘテ ロ接合

体が8人, 正常が3人 という内訳であった. Kバ リアン

ト以外のミスセンスおよびナンセンス変異は計5種 類,

11症 例に見いだされた (Table 2). コ ドン24が2例,

コ ドン119が1例, コ ドン330が3例, コ ドン365が

2例, コ ドン515が3例 であった. 残 りの3例 はいずれ

もKバ リアントのヘテロ接合体, ホ モ接 合体 であった

が, それ以外の遺伝子異常は判明しなかった.

CHE遺 伝子の点変異のSSCPパ ターンは, LDHの

遺伝子異常で検討したように, native, SDSの バ ッファ

ー条件, 温度に依存し, それぞれの変異で検出の至適条

件が異なっていた (Table 3, Fig. 4). まず泳動温度は,

LDHで 検討した結果と同様, 低 温で検出率がよく, と く

に native で は, 5℃, 10℃で パターンの異常の程度が

大 きいと思われた. SDSで は検出率は10℃で 最も大き

かったが, それぞれの変異による泳動パターンの変化は

個々異なっており, 一概にいずれがよいとは決定できな

かった. 温度によって個々の移動度が逆転する現象も観

察 された (native でのR4650な ど).

考 察

CHEの 遺伝性変異 のうち, 現在までにA7), F15),

S16～18), J19), K20)の原 因遺伝子が報告されている. 本

研究の対象とした14例 の低CHE血 症 は, い ずれも

Table 2. Summary of the phenotypic and genotypic properties of the subjects.

* Other mutation means genomic mutation other than the K-variant. These mutations were suggested to

result in hypocholinesterasemia (putative silent gene).
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DN, FNが ほぼ正常であるためS型 遺伝子かJ, K, H

のよ うなCHE活 性を低下させる変異遺伝子の関与が考

えられた. また, DN, FNが わずかに低値を示した3例

(症例1, 9, 14) も基本的には同様の変異遺伝子の関与が

考えられるが, 遺伝子解析の結果, いずれも同じコドン

330の ミスセンス変異であった. すなわち, このミスセ

ンス変異は活性を低下させるだけでな く, DN, FNに も

わずかではあるが影響を与える可能性が示された. Kバ

Fig. 1. Abnormal patterns analyzed by PCR-

SSCP.

Nine fragments of the CHE gene were amplified
from total genomic DNA of 14 cases with low CHE

activity. One microliter of amplified products was
denatured, electrophoresed in 12.5% homogeneous

gel, by using native or SDS-contained buffer con-
dition, and detected by silver staining. Abnormal

bands are marked by triangles (Panel D; Since two
abnomal patterns were observed in locus 6 of exon
2, open triangle and closed triangle are used to

differentiate the two abnormal patterns. Lane num-
bers are the same as case numbers in Table 2.
0 means normal individual.

A. Locus 1 of exon 2 (native), B. Locus 2 of exon
2 (SDS), C. Locus 3 of exon 2 (native), D. Locus 6

of exon 2 (native), E. exon 3 (native), F. exon 4

(SDS).

Fig. 2. Sequencing analysis of the CHE gene.

A. Lccus 2 of exon 2 from case 3. Heterozygous
missense mutation at codon 24 (ACG to ATG;

T24M). B. Locus 6 of exon 2 from case 6. Hetero-
zygous missense mutation at codon 365 (GGA to
CGA; G365R). C. Locus 6 of exon 2 from case 1.

Heterozygous missense mutation at codon 330 (TTA
to ATA; L330I). Circles and triangles show the

mutation position. Closed triangle shows normal
sequence and open triangle shows mutant se-

quence.
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Fig. 3. Simple identification method (agarose gel electrophoresis after restriction endonuclease
digestion with or without mismatched PCR).

Numbers in the figures are fragment length (bp). Upper alphabets of each panel mean as follows:
N, E and O are normal, heterozygote and homozygote, respectively.
A. Identification of the missense mutation from ACG to ATG at codon 24 by Nla III (recognition
site: CATG) digestion of locus 2 of the exon 2. For normal sequence (CACG), amplified locus 2
(377bp) was digested by Nla III to 242bp and 135bp. For mutant sequence (CATG), 242bp was
moreover digested to 160bp and 82bp. B. Identification of the nonsense mutation from CAA to
TAA at codon 119 by Mse I (recognition site: TTAA) digestion of locus 3 of the exon 2. Amplified
locus 3 (324bp) was digested by Mse I to 252bp and 72bp for mutant sequence (TTAA). C. Iden-
tification of the missense mutation from GGA to CGA at codon 365 by Taq I (recognition site:
TCGA) digestion of locus 6 of the exon 2. Amplified locus 6 (339bp) was digested by Taq I to 184
by and 155bp for mutant sequence (TCGA). D. Identification of the missense mutation from CGT
to TGT at codon 515 by Bsa AI (recognition site: PyACGTPu) digestion of the exon 3. Amplified
exon 3 (336bp) was digested by Bsa AI to 197bp and 139bp for normal sequence (TACGTG).
E. Identification of the missense mutation from TTA to ATA at codon 330 by Mse I digestion after
mismatched PCR. Amplified DNA by mismatched PCR (98bp) was digested by Mse I to 47bp, 27bp
and 27bp for mutant sequence (ATAA), while for normal sequence (TTAA) 47bp was moreover
digested to 26bp and 21bp. When mutant allele was present, 47bp band was remained. F. Iden-
tification of the missense mutation from GCA to ACA at codon 539 by Alu I digestion after
mismatched PCR. Amplified DNA by mismatched PCR (104bp) was digested by Alu I to 84bp and
20bp for normal sequence (AGCT), while for mutant sequence (AACT) 104bp was not digested.

Table 3. Effect of electrophoretic temperature on detection sensitivity of genetic mutations.

+: means detectable mutation.
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リア ントは多数見いだされたが, Jバ リアントはみられ

ず, H型 はまだ明らかではないため, 今 回同定された5

種 の点変異はS型 もしくはそれに準ずる遺伝子 と考え ら

れる. またわれわれは, 並行して解析を進めているS型

低CHE血 症 のホモ接合体例の中に14), 今 回同定された

5種 のうち, コ ドン365, 515, 119の3種 の点変異を見

いだしている. このうち, S型 遺伝子 としてコ ドン365

の ミスセンス変異が, 本邦の他施設からも報告されてい

る18,21). 一方, 今 回複数例に見いだされた遺伝子異常の

うち, ローカス1の コドン24の 変異, ローカス6の コ

ドン330, 365の 変異, エク ソン3の コドン515の 変異

について, そ の頻度を当院健診試料を用いてSSCP分 析

もしくは簡便同定法で検討したところ, コドン24は24

人中0人, コ ドン330, 365で は48人 中0人, コ ドン

515で は51人 中1人 のヘテロ接合体が認められた. 唯

一見いだされた1例 のヘテロ接合体のCHE活 性 は0.74

と低値であり, この遺伝子変異を有するための比較的低

活性であると考えられた. これらから今回同定した ミス

センス, およびナンセンス変異は単なる遺伝子多型では

なく, S型 遺 伝子 に属するものと考えられる. なお,

Noguiera ら16)の報告 したS型 の原因遺伝子 (フレーム

シフ トの変異) は見いだされなかった.

5種 のアミノ酸置換を起こす点変異は, その うちの4

種 が制限酵素認識配列に影響を及ぼしたため, 簡単に同

定が可能となった. コ ドン330の ミスセンス変異につい

て もミスマッチPCRに より制限酵素認識配列を導入す

ることができ, や はり簡便に同定が可能となった. これ

らの同定法によって, SSCP分 析で類似の泳動パターン

を示した症例はすべて同じ変異であると判明したので,

SSCP分 析のみで遺伝子変異の推定がおおむね可能であ

ると考え られた. そ して, 変異の確定のためにも家系検

索にも開発した簡易同定法は有用であると考えられた.

SSCPの 泳動条件は, すでにLDH遺 伝 子変異でも検

討したが13), CHE遺 伝 子においても一つの泳動条件の

みで異常の有無をスクリーニ ングすることは危険である

と考えられた. native で検 出しにくい遺伝子異常, SDS

で検 出しにくい遺伝子異常がそれぞれ存在するため, 泳

動条件 として, SDSか ら一つ, native の5～15℃か ら

一つを選択するのが良いと考えられた.

低CHE血 症14例 におけるKバ リアントの頻度は,

遺伝子を有する個体 として79%, 遺伝子座位として50

%で あった. われわれが当院健康診断試料によって検討

した一般的な頻度は遺伝子を有する個体として32.9%,

遺伝子座位として17.5%で あ るので12), Kバ リアント

の頻度は低CHE血 症 として選択した群の中では有意に

高かった. また, Kバ リアントの保因者群は非保因者群

に比べ, CHE活 性が約20%低 い12). 以上 より, Kバ リ

アン トもCHE活 性低下の一因であると考えられた.

今 回遺伝子解析を施行した14例 のうち, 11例 (79%)

に ミスセンス変異, もしくはナンセンス変異が見いださ

Fig. 4. Effect of different temperature and different buffer conditions on SSCP pattern.

PCR products with each type of point mutations were subjected to SSCP analysis using 12.5%

homogeneous gel, and SDS-contained or native buffer condition The left lanes indicate ampli-
fied fragments (for example, CHE 2-1 means cholinesterase gene exon 2, locus 1). Electrophoretic

temperature was set to 5, 10, 15 or 20℃ by Phast System programming. Anode is to the right.
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れ, S型 変異による低CHE血 症 と考えられた. また,

残 りの3例 はKバ リアントの関与が証明され, それによ

る低CHE血 症 として説明可能であると考えられた. こ

の頻度はきわめて高いと考えるに価する. なぜなら, 当

ドックの検査結果か らCHE活 性 を拾い集めてみると,

1,458名 の ドック受診者のCHE活 性はほぼ正規分布を

示しているが, 0.6未 満 を示したのは19人 (1.3%) で

あった. 当然 ながらこの中には肝障害など二次的な要因

によるものも存在するが, その1.3%の うち79%が 遺

伝性変異 (S型) で あるということは, およそ100人 に

1人, S型 遺伝子のヘテロ接合体が存在するという計算

になる. これは, 欧米 の150～200人 に1人1)よ り高頻度

であり, われわれがすでに推定した欧米 と同等の頻度2)

より以上の結果であった.

結論として, 14例 の低CHE血 症例の中で, Kバ リア

ントも含めると全例にミスセンス変異の関与がみられた

ため, 遺伝性変異は低CHE血 症 の原因として重要なも

のであり, 検査データの判読にあたって, 遺伝性変異の

存在を深く認識する必要があると考えられた.

本研究の一部は, 第44回 電気泳動学会総会で報告し

た.

本研究の一部は, 科 学 研究費 (No. 05671920, No,

05454583) によ った.
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要 旨

14人 の血清コリンエステラーゼ(CHE)活 性 の低値例

の遺伝子異常について検索した. これらの症例は, DN,

FNが いずれも正常対照 とほぼ同等 であったので, サ

イレント型遺伝子を有する可能性が示唆 された. PCR-

SSCP, 塩基配列決定を行 った結果, コ ドン24のCか ら

T (Thr か ら Met) が2例, コ ドン365のGか らC

(Gly か ら Arg) が2例, コ ドン330のTか らA (Leu

か ら Ile) が3例, コ ドン119のCか らT (Gln か ら

Stop) が1例, コ ドン515のCか らT (Arg か ら Cys)

が3例 の計11例 に5種 のミスセンスもしくはナンセン

ス変異が見いだされた. またKバ リアントについてはホ

モ接合体が3人, ヘ テロ接合体が8人 見いだされた. 14

例 の低CHE血 症 例の中で, Kバ リアントも含めると全

例に遺伝性変異の関与がみられたため, 遺伝性変異は低

CHE血 症の原因として重要なものであり, 検査データ

の判読にあたって, 遺伝性変異の存在を深 く認識する必

要があると考えられた.
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