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論 文 内 容 要 旨

製薬企業の創薬 に要す る費用 は、1987年 の2億3000万 ドルか ら現在で は8億 ドル にまで上昇 してい る。

その一方 で、FDAに 対 す る新薬 の販売 許可 申請は ピー ク時の1996年 に131で あ ったのに対 して、2000年

には78に まで減少 している。前 臨床試 験以降で の薬物 開発 中止 が創 薬の費用 を引 き上 げてお り、その う

ち前 臨床試験 における薬物 開発障害の44%は 薬物の有害事象 に よる と報告 され ている。臨床試験実施以前

に薬物 の開発 障害の予測精度 を10%改 善で きれ ば、創薬 に要す る費用 を1薬 物 あた り1億 ドルの節減で き

るとの見込み もあ る。

公共遺伝子配列デー タベースの充実化 は、数千 か ら数万 もの遺伝子 のmRNAレ ベル を網羅的 に測定可能

なマイクロア レイ技術 の発展 を もたら した。マ イクロア レイ解析の薬物 の毒性 メカニズム解析へ の応用 は、

トキシ コゲノ ミクス と呼ばれて現在盛 んに研究 されている。 トキシコゲ ノ ミクス研 究 によって毒1生の分子

メ カニズム解明 を進め ることによ り、創薬 の早期段 階での化合物 の安全性評価 を可能 にす るバ イオマ ーカ

ーの発見
、お よび ヒ トにおける薬物の安全性評価 の精度 と効率 の向上 につ なが ることが期待 され ている。

現在公共マ イクロア レイデー タベ ースは急速 に質的、量 的な充実化が進んでいる。その一方 で、膨大 な

マイクロア レイデー タベースか ら隼物学 的に、特 に毒性学 的に有用 な情報 を抽出するためには、データベ

ースの充実化 と共 に、その効率 的な活用 のための知識ベースの充実化が必須であ る。 しか し薬物 の安全性

評価 に活用可能 なバ イオマーカーの同定お よび活用 法 といっ「た知識ベースの公 知化 は、 まだ乏 しいのが現

状 であ る。 こう した背景の も とで、本研 究 はAffymetrix社 のGeneChip⑪ を用いた肝臓 のマ イクロア レイデ

ー タベ ースの構築 とその解析 を通 し、 トキシコゲ ノミクス研究の創薬、特 に薬物の安全性評価 に貢献す る

ための知識ベ ース を構築 するこ とを目的 として行 われた。

まず 第2章 で は、phenobarbital(PB)、clofibrate(CLO)、3-methylcholanthrene、 あるい はbutylated

hydroxyanisole(BHA)を 投与 した雄性F344ラ ッ ト肝臓 における1相 系お よびII相 系薬物代 謝酵素(DME)

遺伝子 のmRNAレ ベ ルを、Affymetrix社 のRGU34AArrayに より測定 した。市販 のマイクロア レイシス テ

ムで は、DME遺 伝子 に関 して必ず しも体系 的 な名称付 けを行 ってい ない ため、各 プ ローブ に対応 す る

DME遺 伝子 を特定 す ることが難 しい こ とが ある。 この問題 点 を解 決す るた め、 プローブ設計 の基 となっ

たDNA配 列 の相 同性 を指標 に分子系統樹 を作成 し、各 プローブを対応 するDME遺 伝子 フ ァミリーにクラ

スター化 した。 またmRNAレ ベ ルのデー タ(AverageDif5erence)に 関 して作成 した ヒー トマ ップを、 デー

タの シグナル ・ノイズ比 の情報(AbsoluteCall)に 関 して作成 した ヒー トマ ップと併記す るこ とによ り、

マイクロアレイデー タの定量性 お よび質の両方 に関する情報 を視覚的 に把握 可能に した。最後 に分子系統

樹 とヒー トマ ップを組み合 わせ 、DME遺 伝子 の網羅的なmRNAレ ベル測定結果 を表 した。GeneChip⑪ プロ

ーブ設計の基 になった配列 には、mRNA配 列以外 にゲノム配列 を含 むものがあ り、 この ような配列 は分子

系統樹.ヒで本 来対応 すべ きDME遺 伝 子 ファ ミリー に分類 され なか った。 また一部 には、同一遺伝 子 ファ

ミリー に属す るにも関わ らず デー タに不一致が認め られるプロー ブ群 も存在 し、 これ らはプローブ設計 が

適切で ない もの と考 えられた。 しか しほとん どのDME遺 伝 子 のプローブは対応す る遺伝子 ファ ミリー に
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分類 されたこ とか ら、本手法が各DMEプ ロー ブに対応 す る遺伝子 の効率 的な同定 、お よびmRNAレ ベ ル

測定 に適 したプ ローブの同定 に有効 であ ることが示 され た。 さ らにマ イクロア レイのデータ とDME活 性

データには良好 な相 関が認め られた ことか ら、薬物投与後の ラッ ト肝臓DME活 性 をモニ ターす るため に、

この解析 手法が有用 であ ることが示 された。

続い て第3章 では、PBの 反復投与が ラ ッ トの血清総 コレステロール(T.CHO)濃 度 を上昇 させ る分子 メ

カニズムの解析 を目的 として、100mg/kgのPBを14日 間反復投 与 した ラッ ト肝臓 に関 して、RGU34A

Arrayに よるマ イクロア レイ解析 を行 った。 また、血清T.CHO、 血清非エス テル体脂肪酸(NEFA)、 総 ケ

トン体(TKB)お よび トリグリセ リ ド(TG)の 各濃 度 をそれぞれ測定 した。血清T.CHo濃 度 は4日 反復

投与以降14日 間反復投与後 まで、対照 と比較 して有意な増加 が観 察 された。血清NEFA濃 度は反復 投与7

日目を除いて、単 回投与後か ら14日 間反復投 与の 間で有 意 な減少が観察 され た。血清TKB濃 度 は反復 投

与7日 目で有意 な増加 が、 また血清TG濃 度 は14日 問反復 投与後 に有意 な低下がそれぞれ観察 され た。解

糖系関連遺伝子群 のmRNAレ ベルはPB投 与 に よ り減少 したのに対 し、脂質代 謝 に関わるlipoproteinIipase

のmRNAレ ベルはPB反 復投与 によ り連続 的な増加 を示 したことな どか ら、PBの 反復投与 はラ ッ ト肝臓 に

おいて解糖 系の抑制 と脂質代 謝の活性化 を もた らす こ とが示唆 された。 この仮説 を既報 のFlux-balance解

析 に対 応 させて検 証 した結果、PB反 復投与 に よるmalicenzymeのmRNAレ ベル増加 は、 この仮 説 を支持

していた。 この仮説 は同時 に、PB反 復投与が ラッ ト肝臓 において解糖系か らの代謝産物 の欠乏、お よび

acetyl-CoAの 含量増加 を もた らす ことを示 唆 した。同様 の状況 をもた らす絶食下で はケ トン体合成の充進

が認 め られるのに対 し、本試験 にお けるPB反 復投 与後の ラッ トにおいてはわずかな血清TKB濃:度 増加が

観察 されたのみであ った。 これ はPB投 与 による肝臓HMG-CoAsynthaseのmRNAレ ベル減少 が一 因であ る

と推 察 された。 この結果 はacetyl-CoAの ケ トン体生合成 による異化 の抑制 、お よびその結果 としての コ レ

ステロール生合成経路への基 質流入 の可能性 を示唆する。 また、複数 のコレステロール生合成関連遺伝子

のmRNAレ ベ ルがPB投 与 によ り増加 した。以上の結果か ら、血清 生化 学値 お よびマ イクロアレイ解析 の

結果 は、PB反 復 投与が ラ ッ ト肝臓 におい てコ レス テロール生合成 を:充進 させ 、血清T.CHo濃 度上昇 を も

た らす可能性 を示 唆す る もの と考 えられた。

次 に第4章 では、肝臓 において血清T.CHo濃 度 プロファイルに相関 してmRNAレ ベルが変動す る遺伝子

を、PBあ るいはCLOを 投与 した ラ ッ ト肝臓 マイクロァ レイデータベ ースか らSpearnlanの 相関係数 を用い

て選抜 した。その結果、UDP-glucuronosyltransferase-21、apolipoproteinA-1あ るいはATP-bindingcassette,

sub-familyC,member2を 始 め、多数 のコ レステ ロールあ るいは胆汁酸 の代謝 関連遺伝子群が選抜 され た。

ア ミロイ ド前駆 タンパ ク質(APP)遺 伝 子はAffymetrix社 のRatGenomeU34Arrayに 含 まれる8,799個 の プ

ローブの うち、5番 目に高い相関 を示 した。次 に、高 コ レステロール(1%)を 含 む餌 をラッ トに33日 間

摂取 させ、血清T.CHO濃 度 の増加 と肝臓APPのmRNA増 加が観 察 され るか否 かを検討 した。 その結 果、

血清T.CHO濃 度 は対照 の4.6倍 に上昇 し、肝臓 におけ るAPP遺 伝 子のmRNAレ ベ ルは対照 の1.9倍 に増加

した。以上 の結果は、 ラ ッ ト肝臓 にお けるAPP遺 伝子 のmRNAレ ベルが血清 のT.CHOに よ り影響 を受 け

るこ と、お よびAPPが 肝臓で コレステ ロール恒常性 に関与 している可 能性 を示唆す るものである。 この結
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果 はまた、APP遺 伝 子が肝臓 コレステロール代 謝恒常性 の変動 を検 出す るためのバ イオマーカーに成 り得

る可能性 を示す。

最後 に第5章 では、雄性F344ラ ッ トに対 して4日 間、20mMのL-buthionine(S,R)一sulfoximine(BSO)を

飲水投与 した後 、肝臓 グルタチ オン含量 の測定 、お よび肝臓 に関 してRGU34Aarrayを 用 いたマイクロア

レイ解析 を行 った。グル タチオ ン含量 およびマ イクロア レイデ ータに関 してSpearmanお よびPearsonの 相

関係数 を計算 した。 この うちSpearmanの 相 関係数が統計学的 に有意 であ り(尺0.05)、 かつPearsonの 相関

係 数が一〇.8以下 の もの を選抜 した結果、69プ ローブがグル タチ オン欠乏評価 プローブ として選抜 された。

II相系 薬物代 謝酵素 誘導剤 であ るBHAを 投与 した ラッ ト肝臓 マ イクロア レイデー タと比較 した結果 、14

プ ローブがBSO特 異的 なmRNAレ ベ ル増加 を示 し、 これ らは グル タチ オ ン欠乏 の良い指標 になる と考 え

られた。Acetaminophen、PBお よびCLOを 投与 したラ ッ ト肝臓マ イクロア レイデー タについ て、 グル タチ

オ ン欠乏 関連 プローブ を用 いた主成分解析 を行 った結果 、それぞれの化合物投 与 による肝臓 グルタチ オン

含量変動 を反映す る と考 え られるmRNAレ ベルプロ ファイル を示 した。本 試験 で同定 されたプ ローブは、

肝臓 にお けるグル タチオ ン欠乏 をマイクロアレイデー タより評価す るため に有用 なマーカーであると考 え

られ た。

以上 の成果 に よ り、 ラッ ト肝臓 に関 して取得 したマ イクロア レイデータを用 いたDME遺 伝子 のmRNA

レベ ル把握の ための効率的 な解析 法 を確 立 し(第2章)、 またPB反 復投 与時の肝臓 エ ネルギー代謝 プロフ

ァイル変動 をモニ ターす るための、糖代 謝、脂 質代謝お よびケ トン体生合成パ スウェイに関す るプ ローブ

の 同定 と活用例(第3章)、 肝臓 コ レス テロール代 謝恒 常性 の変動 をモニ ターす るバ イオマ ーカー として

のAPP遺 伝子(第4章)、 肝臓 グル タチオ ン恒常 性変動 をモニ ターす るバ イオマー カー としての遺伝子群

とその活用法(第5章)を 、それぞれ確立 した。 この ような知識ベー スを蓄積 、公 知化 してい くこ とで、

充実化 が進 む公共 トキシコゲ ノ ミクスデー タベ ースの、薬物安全性評価へ の利用価値が ます ます高 まる こ

とが期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨

マイクロア レイデー タベースか ら有用 な情報 を抽 出す るため には、デー タベ ースの充実化 と、その効率

的な活用 のための知識ベースの充実化が必須 である。 しか し薬物 の安全性評価 に活用 可能なバ イオマーカ

ーの同定 お よび活用法 といった知識 ベースの公知化 は丸 まだ乏 しい
。 こう した背景の もとで、本研 究 は、

トキシ コゲ ノ ミクス の創薬 、特 に薬 物 の安 全性 評価 の た めの知識 ベ ース構 築 を 目的 と して行 わ れた。

phenobarbital(PB)、.clofibrate(CLO)、3-methylcholanthrene、 あるい はbutylatedhydroxyanisole(BHA)を

投与 した ラッ ト肝臓 における薬物代 謝酵素(DME)のmRNAレ ベ ルを測定 した。DNA配 列 の相 同性 を指

標 に、DME遺 伝子 フ ァミリーにクラス ター化 して、mRNAレ ベルのデー タか ら作成 したヒー トマ ップ と

データの シグナル ・ノイズ比の情報か ら作成 したヒー トマ ップを組 み合 わせて、マイ クロア レイデー タの

定量 性お よび質 の両方 に関す る情報 を視覚 的 に把 握可 能 に した。得 られたマ イ クロア レイの デー タ と

DME活 性 デー タには良好 な相関が認め られ、薬物投 与後 のDME活 性 のモニ ター手法 として有用で あるこ

とが示 された。PBの 反復投与が ラ ッ トの血清総 コレス テロール(T.CHO)濃 度 を上昇 させ る機 序 を知 る

ためマ イクロア レイ解析 を行 った ところ、PBは 解糖系 の抑制 と脂質代謝 の活性化 を もた らす ことが示唆

された。PB反 復 投与 によるmalicenzymeのmRNAレ ベ ル増加 はこの仮 説 を支持 し、解糖系 か らの代謝産

物の欠乏、お よびacetyl-CoAの 含量増加 を示 唆 した。 この結果 はケ トン体生合成 による異化 の抑制 とその

結果 としての コ レステロール生合成経路へ の基 質流入 の可能性 を示唆 した。 また相関遺伝 子 としてUDP-

glucuronosyltransferase-21、apolipoproteinA-1あ るいはATP-bindingcassette、sub-familyC、member2を 始め、

多数 の コ レス テロー ルあ るいは胆 汁酸の代 謝 関連 遺伝子 群 が選抜 され た。 ア ミロイ ド前 駆 タンパ ク質

(APP)遺 伝子 はAPP遺 伝子 が肝臓 コ レス テロール代謝恒常性 の変動 を検 出するためのバ イオマー カーに

成 り得 る可能性 を示 した。 さらにラッ トにL-buthionine(S,R)一sulfoximine(BSO)を 飲水投与 して、 グルタ

チオ ン欠乏評価 プローブ を選抜 した。

以上の実験 は、 ラッ ト肝 臓 に関 して取 得 したマ イクロアレイデー タを用 いたDME遺 伝子 のmRNAレ ベ

ル把握 のための効率 的な解析 法 を確立 し トキシコゲ ノ ミクスデー タベ ースの、薬物安全性評価へ の利用価

値 方法 につい ての手法 を開発 した ものであ り、 したが って本研究 は博士論文 に十分 に値す る と判断 した。
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