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〔原 著 〕

Slow 型 乳 酸 脱 水 素 酵 素B(H)サ ブ ユ ニ ッ ト

バ リ ア ン トの 遺 伝 子 解 析

前川真人＊・須藤加代子＊＊・藤田清貴＊＊＊・吉岡尚文†

櫻林郁之介††・李 水龍†††・菅野剛史＊

SUMMARY
A slow type of an electrophoretic variant of lactate dehydrogenase (LDH)-B(H) subunit was

analyzed for genetic mutation. DNA analysis of the variant alleles detected a base substitution,
an A to T transition at codon 320 (GAT→GTT). The mutation resulted in the replacement

of an aspartic acid by valine (D 320V), and in a change of electrophoretic charge. The change
may cause the net charge of the variant subunit resulting in an electrophoretic B subunit variant
of the slow type. The missense mutation created a new restriction site GTNAC for endonuclease
Mae III in exon 7 of the LDH-B mutant gene. Thus, we can easily detect and confirm the
missense mutation.

Key words: lactate dehydrogenase, electrophoretic variant, single strand conformation poly-
morphism, restriction enzyme digestion.

緒 言

乳酸脱水素酵素 (LDH; EC1.1.1.27) は, A(M)と

B(H)の2種 のサブユニットよりな る4量 体 であ り,

LDH-A, LDH-Bの 遺伝子は組織特異的に発現してい

る1). したがって, 両 サブユニットにより形成されるア

イソザイムの分析が損傷臓器の推定の目的で広く臨床検

査に応用されている.

ヒ トLDH-A, LDH-Bの 遺伝子はともに6個 のイン

トロンにより同様の位置で分断された7個 のタンパクを

コードするエクソンから構成されている2).

ヒ トLDHの 遺伝性変異は, 電 気泳動法により発見さ

れ報告されて きた. 最初の報告例は, 支持体電気泳動に

よるLDHア イソザイム分析の結果, 各 アイソザイムバ

ンドが幅広く泳動されることからみいだされたもので,

いわゆるB'(H')バ リアン ト, A'(M')バ リアントと呼

称されている3). 本 邦でも臨床検査室において複数例報

告されてきており, これらのバ リアントは単一のアミノ

酸の置換に基づ く表面電荷の違いによると考えられてい

る. 一方では, LDHサ ブユニットの欠損症がいずれも

本邦においてのみ報告され, われれれはそれらLD耳 遺

伝性変異の遺伝子解析を行い報告してきた4～7). A'バ リ

アント, B'バ リアントについても1症 例ずつ遺伝子解

析を行った結果, 1塩 基置換によるミスセンス変異をみ
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いだ し, 1992年 電気泳動学会春季大会に おいて報告 し

た8,9). 今 回われわれは, 秋 田でみいだされ報告された10)

Bサ ブユニ ットバ リアントの遺伝子解析の結果, 新 たな

ミスセンス変異を有することが判明したので報告す る.

症例および方法

1) 症例

24歳 男性で, 臨床診断はIgG, IgA欠 損症, 原発性

硬化性胆管炎である10).

2) 遺伝子解析

すでに報告した遺伝子変異をみい だす た めのプロ ト

コール11)に従 い行った. 全血からゲノムDNAを 調 整

し, LDH-B遺 伝子の各エクソンを はさんでPCR増

幅, single strand conformation polymorphism (SSCP)

分析 を施行した. SSCP分 析は, われ われが開発した変

法, 全 自動電気泳動装置ファス トシステム (ファルマシ

ア社) を用い, ミニゲルで泳動して銀染色で検出す る方

法で行った7). PCR増 幅産物1μ1と ホルムアミド含有

溶液を等量混合し80℃, 5分 熱処理後, 12.5% homo-

geneous gel, 8～25% gradient gel を適宜使用し, Na-

tive (0.88M L-Alanine, 0.25M Tris, pH8.8) のバ ッ

ファー条件で250Vで400Vh (voltage×hour) 泳動 し

た. 銀染色法はファルマシア社の方法に従って行 った.

本 法にて異常のあ ったエクソン領域の塩基配列を決定

し, 変異部位を確認した. さ らに家系検索および今後似

たような表現型をとる症例に遭遇したときに備えるため

に, みいだされた変異の簡易検出法を作成した.

結 果

1) LDH-B遺 伝子の各エクソン領域の増幅産物のア

ガロースゲル電気泳動の結果, DNA断 片の長さの変化

はみられなかった. そ こでSSCP分 析 を施行したとこ

ろ, エ クソン7の1本 鎖DNAの 泳動パターンに異常

がみられ(Fig. 1), 変異 があると疑われたため, 直接塩

基配列決定を試みた. そ の結果, コ ドン320の トリプレ

ットが, GATか らGTTと 変化しており, Aか らTへ

の transversion がみいだされた(Fig. 2). この点変異

により, アスパ ラギン酸がバ リンに置換されることにな

る.

2) Aか らTヘ ミスセンス変異が生 じた ことによっ

て, 新 しく制限酵素MaeIIIの 認識配列GTNACが 出

現する. PCR増 幅したエクソン7領 域354bpに ついて

解析したところ, 正常配列を有する対立遺伝子は, Fig.

3A (実線矢印)) に示 したごとく, MaeIII消 化 により

266bpと88bpに 切断される. 一方, 本変異を有する対

立遺伝子は, 新しく生じた認識部位 (dotted arrow) で

切断され, 266bpが さらに228bpと38 bpに な る. し

たがって, MaeIII消 化後のアガロースゲル電気泳動に

より266bpと228bpの 存在をみれば, 本変異を有する

対立遺伝子の有無を確認できるはずである. 実 際本症例

はMaeIII消 化後のアガロースゲル電気泳動により266

bpの バ ンドのほかに228bpの バ ンドが出現し, コ ドン

320のAか らTへ の transversion のあ る変異遺伝子を

有するヘテロ接合体で あ る ことが確認された (Fig. 3

B).

Fig. 1. PCR-SSCP analysis of exon 7 of the
LDH-B (H) gene.

Total genomic DNAs were subjected to PCR-
SSCP analysis. One microliter of amplified prod-
ucts were denatured, electrophoresed in 12.5%
homogeneous polyacrylamide gel and native
buffer condition at 5℃, and detected by silver

staining. Abnormal bands were marked by

triangle. lane 1, the propositus; lane 2, normal

control.

Fig. 2. Direct sequencing of the amplified exon

7.

Circles or triangles show the mutation position.
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考 察

Boyer ら3)は, 1963年 健常なナイジェリア人の血清お

よび赤血球溶血液に5本 以上のアイソザ イムバ ンドの存

在を報告している. 正確には, LDH-1が5本, LDH-2

が4本, LDH-3が3本, LDH-4が2本 であった. これ

は, 正常なBサ ブユニットと異常なバ リアントBサ ブユ

ニットの組合せで生 じており, ヘテロの遺伝子異常に基

づくものと考えられた. それ以後, Bサ ブユニ ットだけ

でなく, Aサ ブユニットで も同様の報告がなされ, 現在

までに本邦を含め複数の報告例が蓄積されている. ただ

これらの症例は, イ ンドにおけるLDH-BCAL112)の よう

に4%に 達するほど多い地域やパナマにおける約15%

と多数を占めるBGUA113)を 除けばいずれも1%を 大き

く下回るくらいの頻度 にす ぎない. 本 邦においても,

藤 田ら14)の秋 田県地方におけるスク リーニングの結果は

6,047例 中4例(0.07%) (うち3例 が slow 型, 1例 が

fast 型 のいずれもBサ ブユニ ットバ リアント) で あり,

戸沢ら15)の阪神のスク リーニングの結果は46,080例 中

9例 (0.016%) (いずれもBサ ブユニ ットバ リアント)

である. 症例 ごとに各サブバ ンドの幅が違 うが, これは

アミノ酸置換の種類により表面荷電が1価 の変化 (中性

から塩基性など) か2価 の変化 (酸性から塩基性など)

か ということに依存するであろうし, サブバンドの割合

はおもに安定性に基づ くものと推測 される. 今回報告し

た症例は, 本邦において最も多い slow 型B'バ リアン

トであり, アミノ酸がアスパ ラギン酸からバ リンと酸性

アミノ酸から中性アミノ酸とマイナス1か らゼロヘの表

面荷電の変化に基づ くものと考えられる. LDHサ ブユ

ニット分子を機能的 ドメインから大別すると, 補酵素結

合部位, 活性発現部位, サ ブユニ ット結合部位に分けら

れるが, コ ドン320の ア ミノ酸はサブユニット結合部位

の αHヘ リックスに位置しており, 3次 構造 上サブニ

ニ ットタンパクの表面近 くに配位 され る16). したがっ

て, 本例のミスセンス変異は slow 型B'バ リアントの

原因遺伝子として矛盾 しない. また, コ ドン320の アス

パラギン酸はFig. 4に 示 したように他の種, サブユニ

ットで完全に保存 されておらず, 酵素活性に必須でない

と考えられ, 既報の fast 型B'バ リアント9)のように不

安定でなく, 理論的に2項 分布に従った割合でサブバ ン

ドがみられたものと考えられる.

われわれはこれまでにLDH-A, B遺 伝子の解析の結

果, ミスセンス変異として8種 類みいだし, 報告してき

た4.6~9). この うち, 3例 が点変異のホットスポットとい

われる CpG dinucleotides17) に生 じて お り, 4例 が

transversion で あった. 本例は, CpGで はなく, trans-

version であ った. 2種 類 のミスセンス変異7)以外には,

本例も合めてすべて1例 ごと変異が異なっており, かな

り多様性を示している. しかし, 今後本例に似た slow

型のB'バ リアントの表現型をとる症例, SSCP分 析 で

同じ移動度 の異常バ ンドを示す症例, 家系検索などで

は, エクソン7のPCR増 幅産物を Mae III消化 し, ア

ガロースゲルで確認するという今回報告した簡易検出法

が使用可能であり, われわれの考えている遺伝性変異を

検出するフローチャー トに完全に適用できる.

Fig. 3. Restriction endonuclease digestion for a detection of the missense mutation. D320V.

A. Strategy of the enzyme digestion. In normal sequence the amplified exon 7 containing region

is digested with endonuclease Mae III at the site indicated by solid arrow. Since additional diges-

tion site (dotted arrow) is created in mutant sequence, 266 by fragment is further cleaved into 228
bp and 38bp. B. Agarose gel electrophoresis (1.5% NuSieve+1% regular agarose) of PCR amplified
DNA containing exon 7 with (+) or without (-) Mae III digestion. Lane 1, normal control; lane

2, the propositus; lane 3,0X 174 RF DNA/Hae III fragments.

-27-



生物物理化学 1994; 38: 28

貴重な症例の解析の機会を与えていただきました秋田

大学医学部第一内科の中島康先生, 小松眞史先生に深謝

いたします.

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.

Fig. 4. Comparison of partial amino acid sequence of vertebrate

LDH-A, LDH-B and LDH-C.

The Asp at residue 320 of the normal LDH-B subunit is shown as
bold lines and amino acids at residue 320 were surrounded with column.

Partial amino acid sequences of human LDH-B is shown at the top,

followed by those of mouse, pig, chicken LDH-B, human, mouse, pig,
dogfish LDH-A, and human, mouse LDH-C. The amino acid residues

are numbered as in X-ray diffraction studies.
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要 旨

slow 型乳酸脱水素酵素 (LDH) B(H) サブユニット

バ リアントの1症 例のDNA解 析を行 った結果, コ ド

ン320番 でAか らTへ の点変異がみいだされた. これに

よりアスパ ラギン酸からバ リンに置換され, 陰性荷電が

ひとつ消失し表面荷電がプラスに変位したサブユニット

が合成され, 結 果的に slow 型のBサ ブユニットバ リア

ントの表現型をとった と考 え られた. この変異により

Mae IIIの認識配列が形成されるため, 容易に検出 ・確

認が可能である.
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