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論文内容の要　旨

【目　的】

近年、薬剤の副作用発現機序として薬剤代謝酵素活性の個人差や薬剤相互作用が注目されている。

UDP－グルクロン酸転移酵素（以下UGT）は、薬剤代謝の第Ⅱ相反応を触媒する主要酵素である。

UGTは、そのアミノ酸配列の類似性からUGTlとUGT2の二つのサブファミリーに分類され、

UGTlには10種類以上のアイソフォームが存在する。UGTl遺伝子は、10個以上のエキソン1と

共通エキソン（ェキソン2、3、4、5）から成り立っており、各アイソフォームは、1個のエキ

ソン1と共通エキソンのスプライシングによって決定されている。我々は、体質性黄痘（Gilbert

症候群、Crigler－Najjar症候群）患者の遺伝子解析を行い、UGTlの共通ユキソンに存在する変

異（Y486D）を報告した。この変異を有する患者は、全てのUGTlアイソフォームが変異型とな

る。本研究では、重篤な肝障害が報告されている前立腺癌治療薬フルタミドの主代謝物2一アミノー

5－ニトロー4－トリフルオロメチルフェノールと経口糖尿病薬トログリタゾンを用いて、UGT

l遺伝子変異（Y486D）が薬剤代謝におよぼす影響とUGTlを介した薬剤相互作用について検討

した。

【方　法】

ヒト肝臓cDNAライブラリーよりPCRにてUGTIAlとUGTIA6のcDNAを増幅した。これ

らのcDNAをプラスミドベクターにクロ，ニングし、塩基配列の確認後、野生型UGTIAlおよび

UGTIA6のベクターとした。野生型ベクターにUnique Site Elimination法を用いて変異

（Y486D）を導入し、変異型ベクターとした。各々のベクタpをDEAE－デキストラン法を用いて

COS7細胞に形質導入し、野生型および変異型UGTIAl、UGTIA6を発現させた。

（1）発現させた各UGTとUDP－グルクロン酸、14C－UDP－ダルクロン酸、MgC12、トリスーマ

レイン酸、2－アミノー5－ニトロー4－トリフルオロメチルフェノールを混合し、37℃、15分

間保温後、200〟lの氷冷エタノールを加えた。

（2）発現させたUGTIA6とUDP－グルクロン酸、14C－UDP－ダルクロン酸、MgC12、トリスー

マレイン酸、1一ナフトール、トログリタゾンを混合し、37℃、15分間保温後、200〝1の水冷エ

タノールを加えた。

（1日2）の反応後、薄層クロマトグラフィ，にてダルクロン酸抱合体を分離し、Instantlmager
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にて定量した。酵素反応速度論量をコンピュータープログラムを用いて求めた。

【結　果】

2－アミノー5－ニトロー4rトリフルオロメチルフェノールは、UGTIAlとUGTIA6に

よってグルクロン酸抱合された。野生型UGTIAl、変異型UGTIAl、野生型UGTIA6、変

異型UGTIA6の最大反応速度は、各々21．5、2．6、143、1．1以下（pmol／min／mg）であった。

野生型UGTIAl、変異型UGTIAlの2－アミノー5－ニトロー4－トリフルオロメチルフェ

ノールに対するミカェリス定数は、各々337、136（〟M）であった。野生型UGTIAl、変異型

UGTIAlのUDP－ダルクロン酸に対するミカエリス定数は、各々332、449（fLM）であった。

トログリタゾンは、UGTIA6による1－ナフトールのダルクロン酸抱合反応を阻害した。阻

害型は、混合型阻害であった。50％阻害濃度と阻害定数は、各々28、20（〟M）であった。

【考　察】

UGTlの基質特異性は、ユキソン1によって決定されると考えられてきた。しかし、共通エキ

ソンの変異（Y486D）によりUGTIAlの2－アミノー5－ニトロー4－トリフルオロメチルフェ

ノールに対するミカェリス定数が変化したことおよびUDP－グルクロン酸に対するミカエリス定

数が変化しないことは、共通エキソンが基質特異性に関与している可能性を示唆する。また、共通

エキソンの変異は、各アイソフォームの酵素活性に同様の影響をおよぼすと考えられてきたが、

Y486DはUGTIAlの活性を野生型の約10％に減少させ、UGTIA6の活性を野生型の1％以下

に減少させた。これは、共通部分の変異であっても、UGTlサブファミリー全体の酵素活性にお

よぼす影響を推定することが困難であることを示唆する。以上より遺伝子変異（Y486D）を持っ患

者にフルタミドを投薬した場合、常用量であっても、その代謝が著しく遅延し、副作用発現に関与

する可能性が考えられた。

常用量使用時のトログリタゾン肝臓中濃度は、動物実験等より9．5〝Mと推定される。これは阻

害定数の半分の濃度であり、トログリタゾンのUGTIA6に対する阻害作用は、臨床上大きな問

題にはならないと考えられたが、UGTIA6の酵素活性が低下している場合、他剤との併用には

注意が必要と考えられる。

【結　語】

遺伝子組換えUGTを用いた薬剤代謝の検討は、副作用発現機序を推定するうえで有用であると

考えられた。

論文審査の結果の要旨

薬剤性肝障害の発生機序として薬剤代謝障害が注目されている。本研究は、UDP－グルクロン

酸転移酵素（UGT）の関与する薬物代謝障害を検討したものである。野生型と変異型（Y486D）

UGTIAlとUGTIA6をデキストラン法にてCOS7細胞に発現させ、フルタミドの主代謝物

FLU－3のダルクロン酸抱合を検討した。変異によりUGTIAlとUGTIA6のVma，は各野生型

の1／10、1／100に減少、UGTIAlのFLU－3に対するKmは野生型の1／2に減少した。一

方、トログリタゾンはUGTIA6活性に対し混合型阻害を示し、Kiは20〟Mであった。本研究は

UGTの変異による薬物代謝活性低下と薬剤によるUGT活性阻害の可能性を示し、薬剤性肝障害の

発生機序を考察する重要な知見を与えたもので、博士（医学）の学位論文として価値あるものと認

められる。

なお、本学位授与申請者は、平成14年2月22日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合

格と認められたものである。
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