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1.丸尾良浩(小児科学講座)

グルクロン酸転移酵素ファミリーの

共通エキソン変異が薬剤のグルクロン酸抱合に及ぼす影響

2.寺田智祐(薬剤部)

個の薬物療法を目指した臨床薬理学アプローチ

3.生城真一(生命科学講座客員)

シトクロームP450とUDP-グルクロン酸転移酵素発現系を用いた

迅速な薬物代謝解析の臨床応用

はじめに

服部副学長の開会の挨拶があり、臨床から27名、

基礎医学と大学院生など17名、合わせて44名の参加

のもとに研究発表会が開催された。本会は昨年11月

29日に開催された第1回の「UDP-グルクロン酸転移酵

素多型による薬剤代謝-の影響と副作用発現の予測の

研究」に続く、第2回の発表会であり、その後の1年

間の新たな研究成果が報告された。

薬剤部の寺田教授から、副作用を充分に検討して

いない新薬が、ドラッグラグ解消のために承認されて

おり、その有効性と安全性が販売後の調査に委ねられ

ている現状が報告された。今後のオーダーメイド薬物

療法実施には、基礎と臨床が協力した薬の血中濃度や

遺伝子解析による基本データの蓄積が必須であること

を、腎がんと糖尿病治療薬で得られた研究から具体的

に指摘された。小児科学講座の丸尾講師からは、グル

クロン酸転移酵素UGTlの遺伝子の共通エクソンに兄

いだ　された変異が、臨床でよ　く　使われる

acetaminophenなど、主にUGTlで抱合される薬の代謝

に及ぼす影響を調べた結果が報告された。多くの薬は

UGTlの複数のアイソフォームの共通基質になってい

ること、そして、今回見つかった共通エキソンの変異

が全アイソフォームの活性を低下させることが示され

た。個々の患者の遺伝的特性に合った治療を実現する

には、現在行われている個々のアイソフォームでの検

討ではなくて、投与する薬の代謝に関わる全アイソフ

ォームを含め網羅的に検討することの重要性が指摘さ

れた。生命科学講座の生城客員准教授は、丸尾らが日

本人に兄いだしたUGTIA5の新規遺伝子多型による変

異酵素は、薬物によっては野生型酵素の数十倍の活性

を示すことが分かり、充分に研究されていないUGTIA5

が、 UGTIA3やUGTIA4とともに薬物代謝に寄与してい
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ることを明らかにした。また、 UGT発現系を用いて、

新規に開発された尿酸生成抑制剤のフェブキソスタッ

トが、UGTIAl,1A8及びlA9により抱合を受けることを

明らかにした。両研究で、これまでに生城客員准教授

が融合研究のために作製したヒトUGT発現系が著しく

有効であることが実証された。一方、 UGT発現酵母菌

体を用い安定、かつ簡便なアシル抱合体が合成できる

ことを示し、この系は臨床での薬物濃度測定の基本と

なる標準物質作成に有用であることも報告された。

討論では本研究による特許取得の可能性と今後の

製薬会社との共同研究のあり方について質問があり、

討議が行われた。
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UDP-グルクロン酸転移酵素1型ファミリー共通エクソン変異

(p. 364L)の薬剤代謝に及ぼす影響

丸尾良浩、三村由卯

滋賀医科大学小児科

Effect of a mutation in the common exon (p.P364L) of the human

UDP-glucuronosyltransferase 1 family

on drug metabolism

Yoshihihiro Maruo, Yu Mimura

Departments of Pediatrics'Shiga University of Medical Science

はじめに

UDP-グルクロン酸転移酵素ファミリーは薬剤代謝

の第2相を担う主要な酵素である。これまでに私たち

はこの酵素群の多型を発見し、薬剤代謝-の影響を明
らかにしてきた[!] UGTlサブファミリーの薬剤代謝

に影響を及ぼす遺伝子多型・変異のこれまでの研究は

UGTl　のエクソン1についてのみであった。しかし、

UGTlにおいては、共通エクソンの多型・変異が薬剤代

謝に大きな影響をおよぼすと考えられる。今回、私た

ちはUGTl共通エクソンのp.P364L変異が薬剤代謝に及
ぼす影響を検討した[2],

uDP-グルクロン酸転移酵素(UGT)ファミリーには

17のアイソフォームが存在する。これら酵素により膨

大な数の薬剤や、生体内物質の代謝・解毒が行われて
いる。タンパク構造の類似性により1型(UGTl)と2

型(UGT2)のサブファミリーに分けられる。なかでも
uGTlにはUGTIA卜UGTIAIOの九つのアイソフォームが

属する　UGTlはユニークな遺伝子構造をもち、基質特
異性を決めるエクソン1が各アイソフォームの数だけ

存在し、選択的スプライシングにより、共通エクソン

2-5とmRNAレベルでつなぎ合わせることにより生成さ

れる(図1)0
これまで私たちは、日本人における1型ファミリー

(uGTIA1-UGTIA9)の多型を発見し、薬剤代謝-の影響

を明らかにしてきた。我々の研究を含め、 UGTlの多型

の研究は各エクソン1に存在するものに限られること

が多く、共通エクソンにおける変異がUGTl全体にどの

ような影響を与えるかについての検討はほとんどされ

ていなかった。今回、私たちグループがこれまでに発

見報告してきた、 UGTl　の共通エクソン4に存在する

c. 1091C〉T:p. P3鵬展について検討し由一.ー

unruoT叫　us凹CUI HI　叫　ni i▲　　　　　　I UI ll<　I

図　　UGTlの選択的スプライシング

UGTl共通エクソンの多型解析

健康ボランイア187人の末梢血リンパ球より、 PCR

法にてUGTlの共通エクソン2-4を増幅、ダイレクトシ

ーケンス法にて塩基配列を決定した　187人中2人に

P.P364L変異を同定した。 -テロ接合体であった。こ
れより日本人におけるP.P364Lの頻度は0.0053である

ことが明らかになった　p.P364Lは遺伝子多型ではな
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かったが、比較的頻度の高い変異であることが明らか

になった。

P.P364LをもつUGTlアイソフォームの薬

剤代謝に及ぼす影響の検討

UGTl各アイソフォームの発現臓器のcDNAよりPCR

法で増幅し、 P.CR3.1にライゲ-シヨンし野生型の発

現ベクターを作成し.た。 Mutan Km kitを用いsite

directed mutagenらsis法で、各野生型uGTlの発現ベ
クターにp.P364L変異(1091C〉T)を導入した。

リボフェクション法で作成した発現ベクターを
Cos7細胞に取り込ませ、すべてのUGTlアイソフォー

ムにおいて野生型と変異型(p.P364L)を発現させた。
発現させた各UGTlにβ-estradiol、 acet-

aminophen、 propofol、 Iamotrigineなど、臨床現場で

頻用され、かつUGTlにより主として代謝・解毒される
薬剤を反応させ、高速液体クロマトグラフィ、-並びに

薄層クロマトグラフィーを用いグルクロン酸抱合され

た薬剤を測定し、代謝活性の変化を検討した。

β-estradiolはUGTIAl、 1A3、 1A7、 1A8、 1AIOで代

謝された　p.P364Lにより1Al、 1A7、 1A8、 1AIOの活

性が　26.595-42%に酵素活性が低下した。一方で1A3
においては酵素活性の低下を謬めなかった。

acetaminophenにおいては、 1Al、 lA6、 1A9にP364L
変異が存在すると　5%-50%に酵素活性が低下した。

Propofolにおいては1A7、1A8、1A9、1AIOにおいて21.9

・71.2%に酵素活性が低下した。 Lamotrigineは1A4に
のみ代謝され、野生型で認めていたUGTIA4の基質阻

害が解除された.こ　の現象はimipramine、

cyproheptadine　でも同様に基質阻害の解除が認めら
れた。

p.P364L　は健康日本人において遺伝子頻度が　0.0053

であり比較的頻度の高い変異であり、ほとんどのアイ
ソフォームで酵素活性の低下を招いた。 UGTIA　ファミ

リーは非常に多くの薬剤、内因性ホルモン、植物性フ

ラボノイドや発がん物質などを代謝しており、副作用

や疾病の発現を考えるにあたり重要な変異である。こ

の結果は共通エクソンに存在する変異の重要性をも示
している。個々の患者の遺伝的特性に合った治療を実

現化するには　UGTl共通エクソンを含めて薬剤代謝に

関わる全てのアイソフォームを総合して検討し臨床と

関連した更なる研究を行うことが必要である。

文献

[ljMaruo Y, Takahashi H, Matsui K, Sato H, Takeuohi

Y. Phase II drug metabolism and individualized

drug therapy: a focus on functional genetic

variation in UDP一glucuronosyltransferses.

Current Pharmacogenet Personal Med, 8: 146-166,

2010.

[2]Mimura Y, Maruo Y, Ohta Y, Sato H, Takeuchi

Y.Effect of common exon Variant (p.P364L) on

drug glucuronidation by the human UDP-glucuro

nosyl transferase 1 family.　Basic Clin

Pharmacol Toxicol.
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個の薬物療法を目指した臨床薬理学的アプローチ

寺田　智祐

滋賀医科大学医学部附属病院薬剤部

Clinical Pharmacological Approaches

toward the Personalized Pharmacotherapy

Tomohiro TERADA

Department of Pharmacy, Shiga University of Medical Science Hospital

近年、がん領域を始めとする様々な疾患領域で、切

れ味は鋭いが有害事象の発現頻度も大きい新薬が続々

と上市されている。またその中には、ドラッグラグ解

消のために早期に日本で承認され、日本人のデータが

乏しい医薬品も少なくない。これら医薬品の有効性や

安全性の担保は、主に製造販売後調査や特定使用成績

調査に委ねられているのが現状であり、特にハイリス

ク医薬品については薬物間相互作用や遺伝子多型の影

響を精査するなど、実地臨床におけるエビデンス作り

が重要である。その実現のためには、 「臨床薬理学」を

基軸にした、基礎と臨床研究のシームレスな相互乗り

入れによるハイリスク医薬品の個別化薬物療法の確立、

並びに薬物血中濃度解析や遺伝子多型解析を日常診療

の一環として実践できるオーダーメイド薬物療法実施

の院内基盤整備が重要である。本研究では、腎がん治

療薬として使用されている経口分子標的抗がん剤スニ

チニプと、ビグアナイド系糖尿病治療薬であるメトホ

ルミンの成果について紹介する。

昨年度の発表会において、薬物排出ポンプ　BCRP

(Breast Cancer Resistance Protein、 ABCG2で、多様な抗

癌剤を輸送し、薬剤耐性に極めて重要と考えられる　ABCト

ランスポーター)の機能低下を引き起こす遺伝子多型によ

って、スニチニブの血中濃度が著しく上昇することを報告し

た。そこで、Bcrp遺伝子欠損動物を用いて、スニチニブ体

内動態特性を精査した。その結果、スニチニプを経口投与

した場合の濃度曲線下面積AUCは、欠損型マウスで野生

型マウスの約4倍大きかった。一方、静脈内投与ではAUC

(濃度曲線下面積)に差が認められなかった。従って、 Bcrp

の機能低下による血中濃度の上昇は、消化管における吸

収促進が大きく関与していることが判明した。また、透析施

行中の患者に、スニチニブが投与された症例を経験した。

透析日と非透析日でスニチニプの体内動態パラメータを算

出したところ、両者に有意な差は認められなかった。さらに

外来受診時に定期的に血中濃度を測定したところ、動物

実験で示されている有効血中濃度範囲を安定して維持し

ていることが分かった。スニチニブ治療を2サイクル行った後

の画像評価では、肺転移巣が部分奏効(PR)と評価された。

このように、血中濃度測定を実施するによって、透析患者に

おいてもスニチニブの治療を安全に施行できることが示され

た。

メトホルミンは腎排壮型の薬物であり、有機カチオント

ランスポータ群(側底膜の膜電位依存性有機カチオントラン

スポータ、 OCT(Organic Cation Transporter)と刷子縁膜

のH+/有機カチオントランスポータ、 MATECMultidrug And

Toxin Extrusion))によって尿細管分泌が媒介されている。

これまで　OCT　の遺伝子多型によってメトホルミンの血中濃

度が影響を受けることが報告されていたが、MATE　の影響

については不明であった。そこで、 48名の糖尿病患者

を対象にして、ファーマコゲノミクス解析を行った。

その結果、 MATEの遺伝子多型とメトホルミン経口ク

リアランスの間には、有意な相関は認められなかった。

これはMATEの遺伝子多型をホモで有する患者は少な

く、ほとんどが-テロ患者であったことが原因として

考えられた。そこで、 Matel遺伝子欠損マウスを用い

て薬物動態解析を行ったところ、欠損型では著しい血

中濃度の上昇が認められたが、 -テロ型と野生型マウ

スはほぼ同一の血中濃度プロファイルを示した。従っ

て、メトホルミンの血中濃度の個体差には、 MATEの

遺伝子多型は大きく寄与ししないことが推察された.

文献

[1】 Mizuno T, Terada T, Kamba T, Fukudo M, Katsura T,
Nakamura E, Ogawa O, Inui K: ABCG2　421OA
polymorphism and high exposure of sumtinib in a

patient with renal cell carcinoma.　Ann. Oncol.,
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シトクロムP450とUDP-グルクロン酸転移酵素発現系を

用いた迅速な薬物代謝解析の臨床応用

生城　真一

富山県立大学　工学部　生物工学科　准教授

滋賀医科大学　生命科学講座　客員准教授

Application of a co-expression system of cytochrome P450 and

UDP-glucuronosyltranseferase to rapid analysis of drug metabolism

Shinichi IKUSHIRO

Department of Biotechnology, Faculty of Engineering, Toyama Prefectural University

はじめに

医薬品の薬効、副作用発現に対する遺伝的背景を把

握して、薬物動態関連酵素における遺伝子多型に基づ

いたテーラーメード医療の実現が期待されている。特

に代謝に関わるシトクロムP450(P450)、 UDP-グルクロ

ン酸転移酵素(UGT)や吸収排椎に関わるトランスポー

ターなどが薬剤-の応答性に重大な影響を持つと考え

られているが、これら酵素群は協調して機能している

ことからヒトでの代謝様式を予測するためには総合的

な理解が必要である。このような背景から、 in vitro

での薬効、副作用の予測可能な解析系の構築を目指し、

酵母をはじめとした各種発現系を用いてヒト及び実験

動物由来薬物代謝酵素遺伝子を発現させることにより

さまざまな薬物の迅速な代謝解析を可能にしてきた

[1].特に複数の薬物代謝酵素を導入した遺伝子改変酵

母による薬物代謝測定系は、新規医薬品の代謝様式解

明や代謝物調製に有用であることが示されている[2],

本報告では、現在進行中である2つの共同研究(1.
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活性克進を示すUGTIA5の新規遺伝子多型の機能解析、

2.痛風・高尿酸血妓治療薬の抱合代謝解析)について

報告する。

活性先進を示すUGTIA5の新規遺伝子多型
の機能解析

ヒトUGTIA5はUGTl遺伝子ファミリーに属する分子

種であり、 UGTl遺伝子複合体より選択的スプライシン

グにより作り出される。ヒトにおいてはUGTl分子種は

多くの薬物代謝`に関与しており、その遺伝子多型は薬

効、副作用発現に影響を及ぼすことが指摘されてきた。

近年、 UGTIA5は主に腸管に発現することが明らかにさ

れたが、アミノ酸相同性の高いUGTIA3やUGTIA4が多く

の薬物代謝に寄与しているのに対して、その機能につ

いては不明な点が多い。最近、丸尾らは日本人におけ

るUGTIA5の新規遺伝子多型を兄いだした[3],本多型は

UGTIA5前半領域に複数のアミノ酸置換を伴う変異が生

じており、本酵素の活性変動が予想された。動物細胞

を用いた変異UGTIA5遺伝子の発現系を構築してその抱



合活性の評価を行ったところ、野生型と比較しておよ

そ数十倍の活性元進を示し、 UGTIA3と同程度の野性を

有することが明らかとなった。これまでに知られてい

るハプロタイプの遺伝子型をもつ分子種との比較より、

4つのアミノ酸変異が活性克進に寄与していることが

推定された。また、UGTの立体構造予測より、これらア

ミノ酸残基は触媒ドメインのUDP-グルクロン酸結合に

関与する領域に位置すると予想される。本新規遺伝子

多型を有するUGTIA5は、その活性元進よりUGTIA3や

UGTIA4とともに薬物代謝に寄与している可能性が示唆

された。

痛風・高尿酸血症治療薬の抱合代謝解析

近年開発されたフェブキソスタット(FXS)は、非プ

リン骨格の新規尿酸生成抑制剤であり、従来の治療薬

よりも有効性、安全性、使用性の点で優れている。高

尿酸血症は多くの生活習慣病との関連性が報告されて

おり、今後FXSは生活習慣病治療薬との併用が大幅に増

加すると予想される。本剤はグルクロン酸抱合が主代

謝経路であるが、分子種の同定、薬物相互作用の有無、

薬物動態に関する情報が乏しく、きめ細やかな薬物療

法の確立のためにはこれらの情報収集が必須であるO

そこで、本研究ではFXSによる安全な痛風治療法の確立

を目的として、グルクロン酸抱合代謝に焦点をしぼっ

て解析をおこなっている。ヒト肝臓ミクロソ-ムにお

けるFXS抱合代謝物を解析したところ、カルポキシル基

がェステル型抱合をうけるアシル抱合の生成が見られ

た。ヒトUGT発現系を用いた代謝解析よりUGTIAl,1A8

及び1A9の複数の分子種により抱合化を受けることが

示された。さらに肝臓ミクロソ-ムにおけるUGTタンパ

ク発現及び活性相関よりFXS抱合にはUGTIAlの寄与が

大きいことが示唆されたD　さらにUGTIAlにおける遺伝

子多型(UGTIAl*6, 1Al*28)が及ぼすFXS代謝能の解析

をおこなう予定であるOまた、FXSのアシル抱合体はそ

の特性よりグルクロン酸が分子内転位をおこすなど不

安定であり、複数の異性体に変換される。それゆえ血

中代謝物測定に必要とされる標準品の合成が困難であ

るが、UGT発現酵母菌体を用いることにより安定にかつ

簡便にアシル抱合体を合成することが可能であり、臨

床現場での薬物濃度測定に有用な技術であると考えて

いる　4,5　ォ

今後、真の意味で基礎と臨床の融合を目指して、薬

物代謝酵素発現系を用いたヒト薬物代謝過程の分子基

盤の解明を通して、医薬品の適正使用のための情報支

援や個体差を考慮したテーラーメード医療の確立に貢

献していきたい。
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