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論 文 内 容 要 旨

近年,低 用量で薬効 を発現 する医薬 品が数多 く開発 され,治 療 に貢献 している一 方,副 作用 による弊害

も少 な くない。薬物療法時における副作用発現は,治 療 を妨 げ,患 者の身体 的,精 神的苦痛 を伴 うばか り

でな く,さ らなる医療 費の増大 な ど深刻 な社会問題 となってい る。副作用 を防 ぐには,科 学的 な根拠 に基

づ いた薬物療法 を推進 し,個 々の患者 に応 じた医薬 品の適正使用が重要である。 この一環 として,薬 効 や

副作用発現 に関与す る薬物代謝酵素や薬物標的分子等 の遺伝子多型が,薬 物療法 に重要 な情報 をもた らす

もの として注 目されている。現在 までにcytochromeP450(CYP)を 始め とする様 々な薬物代 謝酵素 や薬

物標 的分子のsinglenucleotidepolymorphism(SNP)が 発見 されてお り,こ れ らが原 因 となる副作用発現 や薬

物血 中濃度 の変化が報告 されている。 しか し,年 齢,肝 機能障害の有無及び薬物相互作用等,患 者の背景

に よって,遺 伝 子型か ら予想 される薬物体内動態 と実際 のそれ(表 現型)が 一致 しない こ とも報告 されて

いる。 その ため,遺 伝 子多型情報 を臨床の現場で応用 し,適 正 な薬物療法 を行 うためには,多 種の薬物代

謝酵素,薬 物標的分子 の遺伝子 多型 の情報 を同時 に迅速 かつ正確 に収集 し,さ らにそれ ら遺伝 子型 と表現

型 の相関性の検 討 を行 う必要があ る。

isoniazid(INH)は,現 在最 も汎用 されてい る抗 結核薬であ るが,副 作用発現 には個 人差が あるこ とが

知 られてい る。 この一 因 として,INHの 主要代謝酵素であるN-acetyltransferase2(NAT2)の 遺伝子多型 に

よる酵素活性の差が推 測 されている。体内でINHはFig.1の ご とく代謝 され るが,NAT2遺 伝子多型が存在

す る場合,INH及 びその代謝 産物の量的な変化が予測 される。NA72遺 伝子 の多型 は数 多 く報告 されてお

り,INHの 代 謝遅延が予想 され る頻度が高い こ とか ら,INHの 副作用 を回避す るためには,NA72遺 伝子

診断 を行い,さ らにINHの 表 現型 を併せ て評価す ることが効果的であ る。 しか し,現 在 まで に,遺 伝子 多

型 を検出す るための様 々な手法が報告 され ているが,臨 床 で運用可能 な,簡 易,迅 速かつ正確 な遺伝子 診

断 システム構築 は未 だ十分 に検討 されていない。

そこで本研究で は,個 別化 医療 を推進す るための支援 システ ムの構築 を目的 として,簡 易かつ迅速な遺

伝子診断 システムの確 立 と臨床での応用 を検討 した。
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まず,AlleleSpecificReal-TimePCR(ASReal-TimePCR)法 を構築 した。本法 は,AlleleSpecific

(AS)一 プライマー と2種 類 の蛍光色素 をラベ ル したオ リゴヌク レオチ ドで あるTaqManプ ローブを用 いて

PCRを 行 うこ とによ り,変 異型あ るいは野生型 ア レルに対 して各 ・々特異 的に生 じるDNA増 幅 に由来す る

蛍光強度 の増 をリアル タイムで検 出 し,遺 伝子型 を決定する ものである。本法 による192人 のゲノムDNA

のMT2遺 伝 子型診断 の結果 は,従 来法 であ るPolymeraseChainReaction-RestrictionFragmentLength

Polymorphism(PCR-RFLP)法 による遺伝子診断の結果 と完全 に一致 し,本 法 の正確性が示 された。 さらに,

PCR-RFLP法 が診断 までに6～24時 間必要 であるの に対 してASReal-TimePCR法 は2時 間20分 で診 断が可

能 であった。

次 に本法 を用いて,102例 のINH(300mg/day/twiceaweek)服 用患者の投与3時 間後の血 液か ら,4種 の

NA72遺 伝子 〔NA72*4(野 生型),NA72*5(変 異型),1>A72*6(変 異型)及 びNA72*7(変 異型)〕 を分

析 し,副 作用 との相 関性 を検討 した。遺伝子型 は,野 生型の ホモ接 合体 をRA型,野 生型 と変異型 のヘ テ

ロ接合体 をIA型,変 異型のヘ テロ接合体及 びホモ接合体 をSA型 、と分類 した。患者 の診 断結果 は,RA型

が52.9%,IA型 が41.2%,SA型 が5.9%で あった。NA72遺 伝子型 と副作用 との相 関を検討 した結果,SA

型 の83.3%に 悪心 ・嘔吐,末 梢神経 障害,視 力障害,発 熱 の副作用症状 が認め られた。 これ らの症状 は

INHの 中止 また は減量 で消失 したこ とか らINH由 来の副作用 と考 え られた。 この結 果 よ り,SA型 の遺伝

子型 では,日 本人のINHの 常用量であ る300mg/dayを 投与す る と,副 作用発現 の危 険性 が高 い と考 え られ

た。今後,INH投 与前 にNA72遺 伝子多型 を診断す るこ とで,副 作 用 を未然 に回避 で きる可 能性 がある と

考 え られ た。

引 き続 き,45例 の患者 につい て,INHと その代謝産物 であるacetylisoniazid(AcINH),hydrazine(Hz)

及 びacetylhydrazine(AcHz)の 血漿 中濃度 をSeifartら の方法 を改変 したHPLC法 で測定 し,NA72遺 伝子

型 との相 関性 を検討 した。 その結 果,RA型 は,IA型 やSA型 に比べ血漿 中INH濃 度 は低 く,INHの アセ

チル化 の程度 を示すAcINHIINH比 は高値 を示 した。 また,こ れ らの3つ の遺伝子型群 にお いて,1検 体 当

た りのINH,AcINH,Hz及 びAcHzの 和は,RA型 では7.8,IA型 では8.0,SA型 では2.8と 差が認め られた。

特 に低値 であるSA型 で は,他 の代 謝産物が生成 している可能性 も示唆 された。 さらに,こ れ らの血漿 中

濃 度 と副作用 との相 関性 を検討 した結 果,AcINHIINH比 が低値で ある と副作用発 現の傾 向が認 め られ,

INHに よる副作用 回避 に も遺伝子 型 と表現型の検討 を行 うこ とが重要である と考 え られ た。 これ らの知見

は,今 後INHを 用いた薬物療法 にお ける個別化 医療の推進 に有用 な情報 を寄与する と考 える。

次 に,ASReal-TimePCR法 よ りさ らに迅 速 な遺 伝 子診 断法 を探 索 すべ く,LightCyclerを 用 い た

HybridizationProbe法 を用 いて,複 数のSNPを 同一反 応条件で検 出す る遺伝子診 断 シス テム を構 築 した。

本 法は,ま ず,フ ォワー ド,リ バ ースの2つ のプ ライマー と,そ れぞれ蛍光色素 をラベ ル したア ンカープ

ロー ブと変異検 出プローブ を用いてPCRを 行 う。PCR終 了後,40℃ 付近 まで温度 を下 げ,ゆ っ くりと温

度 を上昇 させ るこ とによ り,変 異検出プ ローブが解離 し,二 つ の蛍光色素が遊離 し,蛍 光の変 化が生 じる。

SNPが 存 在 しない場合,プ ローブの解離 は よ り高い温度で起 こるため,融 解温度(Tm)値 が変化 し,発

蛍温度 に差が生 じる。 この現象 を利用 してSNPを 検出す る。
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本 法 を用 いて,薬 物 標的分子 であ るinositolpolyphosphatel-phosphatase(INPP1),β2-adrenoceptor

(ADRB2),5-hydroxytryptamine2Areceptor(HTR2A)及 びmitochondrialDNA(mtDNA)の4種 類 の遺伝子の5

種 類のSNP検 出法 を検 討 した。その結果,す べ ての反応系 において,野 生型 ホモ接合体 と変異型 ホモ接 合

体 はそれぞれ固有のTm値 を示 し,ヘ テロ接合体で は野生型 と変異型両方の ピー クを有する二峰性 となっ

た。 この検 出結果 は,ASReal-TimePCR法 を用 いて決定 した遺伝 子型 とすべ て二致 した。 また,5種 類 の

SNPは すべ て同一の検 出条件 で測定可能であ った。本 法 とASReal-TimePCR法 との比較検 討 した ところ,

一個 人の検体 に対 して6種 類 のSNPを 検出 した場合
,ASReal-TimePCR法 で はサ ンプル調製か ら遺伝子型

の判定 まで2時 間35分 要 したのに対 し,本 法で は1時 間10分 ですべ ての操 作が終了 した。次 に一種類 の

SNPに つ いて多検体(48サ ンプル)の 遺伝 子診断 を した場合,ASReal-TimePCR法 は2時 間35分 要 した

のに対 して,本 法 は2時 間45分 を要 した。 これ らの結果か ら,一 個人 において多種類 のSNPを 検 出するに

はHybridizationProbe法 が適 してお り;一 種類のSNPを 多数の人に対 して検 出する にはASReal=TimePCR

法が適 している と考 え られた。

今回構築 した簡易迅速遺伝子多型検 出 システムは,そ の特徴 か ら臨床 の場で広 く利 用 される もの と期待

される。今後 この ような薬物反応 に関与す る遺伝子 の多型情報 を整備 し,表 現型 と併せて評価 するこ とで,

薬 剤効果 の予測,重 篤 な副作用の防止及 び医療費削減が可能 にな り,医 療の質的向上 に貢献 で きる と考 え

る。
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審 査 結 果 の 要 旨

今 日,低 用量 で高い薬理効果 を発現す る医薬品が次 々 と開発,市 販 され臨床 に提供 されている。一方,

そ の薬理効果の発現 は,遺 伝的要 因に大 きく左 右 される。 とりわけ薬物代謝酵素 に関わる遺伝 子多型は,

時 と して重篤 な副作用 を発 現する原 因 となることか ら,適 切 な薬物療法の個別化 において,そ の解析が極

め て重要 となる。本研究 は,臨 床 の場 とい う環境 か ら得 られた事実 を基 に,臨 床 により有用 な薬物代謝酵

素のsinglenucleotidepolymolphism(SNP)解 析法 の開発 を試みた ものである。

まず,抗 結核 薬isoniazid(INH)の 代 謝 に重 要 な役割 を果 すN-acetyltransferase2(NAT2)に 着 目 し,

AllelSpecific(AS)プ ライマー と2種 類 の蛍光色 素 をラベ ル したオ リゴヌ クレオチ ド(TaqManプ ローブ)

を用 いるAIIeleSpecificReal-TimePCR(ASReal-TimePCR)法 を構築 した。本法では変異型,野 生型ア レ

ル に対 してそれぞれ特 異的 に生 じるDNA増 幅 に基 づ く蛍光 強度 の変動 を検 出 し,遺 伝子型 を決定す る。

次 いで192人 のゲノムDNAを 測定 した ところ,従 来のPCR-RFLP法 に比 し,測 定時 間が極め て短 く,し か

も完全 に一致す る結果の得 られる ことが判 明 し,本 法の正確性,簡 便性,有 用性が立証 された。 そ こで,

102例 のINH服 用患者 のNAT2遺 伝子4種 を測定 し,副 作用 との相 関性 に吟味 を加 え,全 体 の5.9%・を占め

る変異型 のヘテ ロ及びホモ接合体 に副作用 の発現す るこ とを認めた。 この ことは,同 時 にHPLCに て測定

した血 中代 謝産物 の濃度 ともよ く相 関 し,本 法がINH投 与 による薬物療法 の個別化医療 に大い に役立 つこ

とが明か となった。

引 き続 き,1患 者の複数 の遺伝子 の迅速解析 を目的 と し,LightCyclerを 用 いるHybridizationProbe法 によ

るSNP解 析法 を新た に構築 した。本法で は,フ ォワー ド,リ バースの2種 の プライマー と,そ れぞれ蛍光

色 素 を ラベ ル した ア ン カー プ ロー ブ と変 異 検:出 プ ロ ー ブ を用 い る。 薬 物 標 的 分 子 で あ るinositol

polyphosphatel-phosphatase,β2-adrenoceptor,5-hydroxytryptamine2Areceptor,mitochondrialDNAの4種

類,計5種 類のSNPを 測定 した ところ,従 来報告 されている結 果 と完全 に一致 した。尚,測 定時間 はAS

Real-TimePCRの 半分 であ り,多 種類 のSNPを 同時に測定す る時,極 めて有用 であるこ とが判明 した。.

以上,本 研 究 により開発 した遺伝子多型検 出システ ムは,臨 床 の場 で広 く適用 され,個 別化 医療 に大 い

に役立つ もの と期待 され る。 よって,本 論 文は博士(医 療薬学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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