
氏 名(本 籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授 与 年 月 日

学位授 与 の要件

学 位 論 文 題 目

あが つ ま やす ゆ き

我 妻 恭 行

博 士(薬 学)

薬 第455号

平 成14年3月4日

学位 規則 第4条 第2項 該 当

薬物代謝醸 遺伝子多型の簡易迅速灘 法1こ関する

研究

論 文 審 査 委 員

(主 査)

教授 水 柿 道 直 教授 榎 本 武 美

教授 山 添 康

一203一



論 文 内 容 要 旨

ある薬物 を同 じ用量 ・用法で投与 して も,そ の薬物 に対す る効果や副作用 の現 れ方が個人 によって著 し

く異 なるこ とがある。 この ような薬物 に対 する反応性 の個人差 は,年 齢,性,環 境 疾患 な ど多 くの因子

が関与す るが,中 で も遺伝 的要 因が非常 に重要な因子 の一つであ ることが明 らかにされて きている。薬剤

反応性 に関す る遺伝 的要 因には,薬 物体内動 態 に影響す る薬物代 謝酵素 や輸送 タンパ クの欠損,薬 効発現

に直接影響 す る受容体 タンパ ク等の欠損が知 られているが,特 に,薬 物代謝酵素の遺伝的欠損 は,そ の酵

素で代 謝 される薬物 の体内消失 を低下 させ るため,そ の薬理作用や副作用の発現 に大 きな影響 をもた らす。

例 えば,チ トクロームP450(CYP)分 子種 の一つ であるCYP2D6の 酵素活性が低下 した患者 に,そ の基 質

薬物であ る降圧薬 デブ リソキンや β受容体拮抗薬 メ トプロロール を常用量 で投与す ると,過 剰 な薬効や副

作用が発現 しやす いこ とが知 られている。同様 の事例がCYP2C9,CYP2C19で も報 告 されている。また,

CYP以 外 の薬物代謝酵素 としてはチオプ リンS一 メチ ル トランスフェラーゼ(TPMT),N一 アセチル トランス

フェラーゼ2(NAT2)や アルデヒ ドデヒ ドロゲナーゼ2(ALDH2)に おいて も多数の遺伝子多型 に関す る

報告がある。個 々の患者 について,薬 物代謝酵素の遺伝子 多型情報 を事前 に把握する ことがで きれば,薬

物 を投与 する前 にそ の患者の薬 物体 内動態 を予測 し,最 適 な薬物 の選択や投 与量の調整が可能 となる。 こ

れ により治療効果の向上や副作 用発現 を防止す ることが期待 で きる。現在 まで に,遺 伝子多型 を検:出す る

ための様 々な技術が研 究室 レベルで報告 されているが,実 際に臨床 で遺伝子診断 を行 い,適 正 な薬物療法

の評価 に応用 してい る施設 は非常 に少 ない。 これ は,臨 床 で運用可能 な,簡 易,迅 速 かつ正確 な遺伝子診

断 システムが成熟 していない ことが原 因 と考 えられる。す なわち,こ れ までにPolymeraseChainReaction-

RestrictionFragmentLengthPolymorphism(PCR-RFLP),PCR-SingleStr4ndConfo叩ationPolymorphismPCR-

SSCP),Ampli飾ationRefractoryMutationSystem(ARMS)等 の遺伝 子多型検 出法が開発 されているが,こ れ

らの方法 は繋雑 な操作 を要するため判定 まで に時間 を要す る。 また,診 断の際,ゲ ル電気泳動パ ターンか

ら視覚 的判断 を要す るため,測 定者 の熟練が必要である等 の問題 を有 していた。そ こで,本 研 究で は,臨

床 で利用可能 な(特 に外 来患者 の遺伝子診断 に も応 用で きるような)薬 物代 謝酵素 の簡易,迅 速かつ正確

な遺伝子診断 システムを開発す る目的で以下 の検討 を行 った。

第1章 では,対 立遺伝子 特異的増幅法 とTaqManPCR法 を組 み合わせたAllele-Specific(AS)一TaqMan

PCR法 を開発 し,こ の方法 を用 いたC}?2(コ8n12お よびCyP2C18m1の 一塩基 多型(SingleNucleotide

Polymorphism;SNP)同 時検 出システム を確立 した。AS-TaqManPCR法 は,AS一 プライマー と2種 類の蛍光

色素 をラベ ル しなオ 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 的に起 きるDNA増 幅 を,蛍 光強度 の増大 として リアル タイムで

検 出す るシステムである。本章では,ま ず,従 来法であるPCR-RFLP法 を用いて 日本人集団144人 の血 液

由来ゲ ノムDNAに ついてcyp2C18お よびcyp2Cヱ9の 遺伝子診断 を行 った。 その結果,cyp2C19*1,7

および*3の ア レル頻度 は各 々,61.1%,14.6%お よび24.3%で あった。 また,CyP2(コ8とCYP2C19の そ

れぞれのア レルが リンク してい ることが確認 された。つ ま り,cyp2(コ9*1は(〕yF2C18w'に,cyp2C19*3
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はcyp2C18m1に,cyp2C19*2はcyp2C18m2に 対応 してい ることが判明 した。 この結果は,少 な くとも

日本人集 団においてはCYP2C18の 遺伝子型 を診断す るこ とによ りcyp2(コ9の 遺伝子型 も間接 的に診 断で

きることを示唆す るものであった。次 にAS-TaqManPCR法 を用いたCyr2C18m1お よびm2のSNP検 出

法 の開発 を行 った。PCRの 反応条件 は両者 とも,熱 変性相:95℃ で15秒,ア ニー リングお よび伸長反応

相:60℃ で60秒,こ れ らを50サ イクル行 った。最初 にデザ イン したAS一 プライマーは野生型お よび変異

型 アレル に各 々相補 的な塩基配列 を もっ もので あったが,こ れ らを用 いてAS-TaqManPCR法 を行 う と,

どの遺伝子型 のゲ ノムDNAに 対 して も全てヘテ ロ接合体 を表す増幅パ ター ン(プ ロファイル)を 示 し,

正 しい診 断を行 うこ とがで きなか った。そ こで,AS一 プライマ ーの特異性 を向上 させ るため に,オ リゴヌ

ク レオチ ドの3'端 か ら一2位 の位 置 に人為的 に ミスマ ッチ塩基 を導入 したプライマー を作 製 した。 これ を

用 いてAS-TaqManPCR法 を行 った ところ,野 生型 ア レルホモ接合体,変 異型 アレル ホモ接合体,野 生

型/変 異型ア レルヘ テロ接合体 で,各 々想定 された通 りの特徴 的なプロフ ァイルが得 られた。AS-TaqMan

PCR法 では,遺 伝子増 幅 を蛍光 強度 の変化(△Rn値)と して検 出され るが,こ の△Rn値 に適 当 な閾値

を設定す ると,DNA増 幅の起 こ りやす さの指標 となるthresholdcycle(Ct)が 得 られ る。 この ことを利用 し

て,野 生型AS一 プライマー を用 いた ときの増幅 曲線 か ら得 られるCt値 をCtwt,変 異型AS一 プライマー を

用いた ときの増幅 曲線か ら得 られるCt値 をCtwt,変 異型AS一 プライマ ーを用 いた ときの増幅 曲線か ら得

られ るCt値 をCtmtと し,そ の差(Grwt-Ctmt)か ら遺伝 子型 を判定 した。本 章で は,△Rnの 閾値 を

CyP2C18m1で は0.009,CyP2(コ8m2で は0.200と し,Gtw-Ctmt値 が一3<で あれ ば野生型 ア レルホモi接合

体,一3～3で あれば野生型/変 異型 ア レルヘ テロ接合体,3<で あれば変異性 アレルホモ接 合体 と判 定 し

た。 これ らの判定基準 に従 い,先 にPCR-RFLP法 で遺伝 子型 を明 らかに した144人 のゲノムDNAに つい

てAS-TaqManPCR法 による遺伝子診断 を行 ったところ,両 者 の診 断結果が完全 に一致 し,本 法の正確 性

が証 明 され た。 また,AS-TaqManPCR法 は唾液 由来ゲ ノムDNAで も診 断が可 能で あ った,さ らに,

PCR-RFLP法 が診断 まで に6～8時 間必要であるの に対 してAS-TaqManPCR法 は2時 間20分 で診断が可

能であ り,ま た,一 度の反応 で複数 の遺伝子多型 を診 断で きるこ とか ら,臨 床応用へ の有用性が示唆 され

た。

第2章 で は,薬 物代 謝 に重要 な役 割 を果 た し,か つ薬 物療 法上,遺 伝子 多型 が問題 となるcy:P2C9

(CYP2C9'2,"3),CYP2C19(CYP2C19'2,'3),CYP2D6(CYP2D6'4,'S,'10,'14,'18,'21),TPMT(TPMT"3C),NAT2

醐"5;*6,7)お よびALDH2(ALDH7の の遺伝子多型 を同時 に検 出で きるシステムの確立 について検:討

した。本章で は,ま ず,日 本人集団のゲノムDNAに ついて従来法であるPCR-RFLP法 あ るいはARMS法

を用い て,こ れ らのバ リア ン トア レルの検 出 を行 った。 その結果,各 々のバ リア ン トア レルの頻度 は,

CYP2C92お よび3が0お よび4.2%(n=216)で あ り,以 下,CYP2Cユ92お よび*3は26.5お よびr12.3%

(nニ151),CyP2D6*4,惚5!ユ0,准14,コ8お よび"21は0.15,5.09,36.38,0.15,Q.75お よび0.3%(n=334),

TPMブ3Cは0.8%(n=192),瓦47%;魯6お よび7は0.8,20.3%,9.9%(n=192),A五DH72は20.8%(nニ48)

であった。次 に,こ れ らのバ リア ン トア レルに対す るAS-TaqManPCR法 を用 いた遺伝子多型検 出法の開

発 を行 った。 まず,各 々の変異型 アレル を検 出す るためのAS一 プライマーお よびTaqManプ ロープを作 製
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した。第1章 と同様 に,As一 プライマーの うちのい くつか には,特 異性向上の 目的で3'端 か ら一2位の位 置

に人為 的な ミスマ ッチ塩基 を導入 した。なお,全 欠損型遺伝子多型 であ るCYP2D6*5の みは適 当な検:出系

が設計 で きなか った。PCRの 温度条件 は全 て,熱 変性相:95℃ で10秒,ア ニー リング ・伸長反応相:

60℃ で35秒,こ れを40サ イクル行 った。 これ らの反応条件で,先 に従来法 を用いて遺伝子型 を明 らか に

したゲ ノム、DNA各8検 体 につ いて,AS-TaqManPCR法 を用いて遺伝 子診断 を行 った。判定基準 は,△

Rnの 閾値 を0.2と した ときのCt値 か らCtwt-Ctmt値 を求め,第1章 と同様 に遺伝子型 を判定 した。その

結 果,AS-TaqManPCR法 の診断結果 は,従 来法 による結果 と全て一致 し,本 法の遺伝子診 断法 としての

妥当性 が立証 された。更に,判 定 までの所要時 間を1時 間40分 に短縮す るこ とがで きた。 また,本 章で

はAS-TaqManPCR法 がSNP型 遺伝子多型 の検 出のみな らず,挿 入型遺伝子多型(CyP2D6*18お よび*21)

の検 出 も可能であ ることが示 された。

第3章 では,遺 伝 子増幅め指標 となる蛍光物質であるTaqManプ ロープの代 わ りに,DNA二 重鎖の イ

ンターカ レーターであ るSYBR-GreenIを 用 いたAS-SYBRGreenPCR法 を開発 し,CyP2C93遺 伝子診断

のコス トダ ウンお よび操 作の簡略化 を行 った。SYBRGreenIは,二 本鎖DNA存 在下で光線 を照射す る

ことに より蛍光 を発す る色素 であ り,TaqManプ ローブ よ り安価で入手す ることがで きる。 この方法 を用

いて,c聾2C9の 遺伝子型が既知のゲ ノムDNAサ ンプルについて遺伝子診 断を行 った。 ただ し,今 回採

取 したサ ンプル中にはCYP2C9*3ホ モ接合体が検 出され なか ったため,そ の代用 として変異部位 の遺伝子

片 を切 り出 し,そ れ をプラス ミ ドに導入 した人工 的Cyr2C9ア レル(pCYP2ρ9コ,pCYP2C93)を 作成 した。

これ らにつ いてAS-SYBRGreenPCR法 で遺伝子診断 を行 った ところ,想 定 された通 りの増幅 プロファイ

ルが得 られ,CYP2C9の 遺伝子診 断が可能であ ることが示唆 された。

以上,本 研究 を要約す る と,対 立遺伝子特異 的増幅法 ・とTaqManPCR法 を組 み合わせ たAS-TaqMan

PCR法 を開発 し,こ の方法 を用 いたCyP2C18m1,加21CyP2C93,CyP2C19*2ゲ3,CyR2D6蜜4,*10,*14,静18,

乎21
,㎜ ブ3CNA"5;*6,*7お よび んLD艀2の 同時遺伝子多型検 出法 を確立 した。 また,蛍 光標識物質

としてTaqManプ ローブに比較 して安価 なSYBRGreenIを 用 いたAS-SYBRGreenPCR法 を開発 し,こ の

方法 を用 いたCyP2C9喰3ア レルの検 出法 を確立 した。AS-TaqManPCR法 お よびAS-SYBRGreenPCR法 は

操作が簡単,迅 速かつ正確 な遺伝子多型検 出法 であ り,臨 床応用への有用性 が示唆 された。
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審 査 結 果 の 要 旨

薬物反応性 の個体差の原因 と して,薬 物代謝酵素や薬物受容体 タンパ クの遺伝 的多型が重要である こと

が近年明 らか にされて きてい る。なかで も薬物代 謝酵素の遺伝子多型 は,そ の酵 素で代謝 され る薬物 の体

内消失 に影響 し,薬 理作用や副作用 の発現 に大 きな影響 をもた らす。 これ らの薬物代謝酵素の遺伝子 多型

情報 を事前 に把握す るこ とがで きれば,薬 物投与前 に患 者の薬物体内動態 を予測 し,・最適 な薬物療法の一

助 と.なる。 しか し,現 在の ところ簡易,迅 速 な遺伝子多型検 出法が 開発 されていないため,一 般の臨床施

設で は遺伝子多型診断 をルーチ ンで行 うこ とは困難であ った。そ こで本研 究では,蛍 光 プローブを用いた

リアル タイム遺伝子多型検出法 を応用 した,薬 物代 謝酵素の簡易,迅 速遺伝子多 型検 出法 の開発 と応用 に

ついて検討 し,以 下の新規知見 を報告 した。

・対 立遺伝 子特異 的増幅法 と蛍光 オ リゴヌ クレオチ ド(TaqManProbe)を 組 み合 わせ たAlleleSpecific-

TaqManPCR(AS-TaqManPCR)法 を用 いた,CYP2Cユ8m1,ア レル及びCYP2Cユ8m2ア レルの同時検出法 を

開発 した。 この方法 を用 いた診断結果が従来法 による もの と完全 に一致す ることを示 し,診 断結果 の信頼

性 を明 らか にした。また,従 来法 に比較 して診断時 間を著 しく短縮 で きるこ と,さ らに,結 果 を数値化す

ることによ り客観 的に遺伝子 診断が可能であ ることを示 した。

・薬 効 発 現 に影 響 を及 ぼ し,臨 床 上 解析 が必 要 と考 え られ るcyp2C9`cy:P2C9*2,業3♪,cyP2C19

`CYP2C192翠5り,CYP2D6(CyP2D6*4,"10,*ヱ4,*18,*2ヱ ♪,㎜T(TPMジ3(り,NAT2(NA775;*6,の お よび

ALDH264LD艀 の のAS-TaqManPCR法 を用いた遺伝子多型同時検 出 システムを確 立 した。

・蛍光 プローブ としてTaqManProbeの 代 わ りにDNA二 重鎖 のインタ「カ レーターであるSYBR-GreenI

を用 いたAS-SYBRGreenPCR法 を開発 し,CyP2C93ア レルの検:出法 を確立 した。 これ によ り診断の コス

トダウンお よび操作 の簡略化 を行 った。

場上,本 研 究は,薬 理遺伝学 的検討か ら多種薬物代謝酵素の遺伝子 多型 を簡易 ・迅速 に診断で きるシス

テムを新規 に示 した ものである。 これ らの結 果は,近 い将来,臨 床 で導入 される と考 え られ るパー ソナ ラ

イズ ドメデ ィス ンの展 開に有益 な知見 を示 した ものであ り,薬 学 において有益 な成果であ ると判 断す る。

よって,本 論文は博:士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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