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  序論

  薬物に対する反応性の個体差は、肝臓の薬物代謝能カの差に起因することが多い。薬物代

謝能カに個体差が存在する原因として、遺伝的因子による薬物代謝の個体差によるものが最

も大きな因子と考えられている。

  チアゾリジン系化合物であるSM-12502はplatelet activating factor (PAF)に対して加vivo

およびin vitroにおいて選択的な拮抗作用を有する新規薬物である。木村らによって実施さ

れたSM-12502の第I相臨床試験において、主要代謝物であるS‐酸化体の尿中排泄率より

poor metabolizer (PM)とextensive metabolizer (EM)の存在が示唆された。本研究は本薬の代謝

の個体差の原因が、SM-12502の代謝に関わる酵素の遺伝的多型にあると予想し、代謝酵素

を同定し、同定した代謝酵素の遺伝子を解析し、最終的には代謝酵素の遺伝的多型の遺伝子
診断法を開発することを目的とした。その結果、SM-12502の代謝にCYP2A6が主に関与す

ること、SM-12502の代謝におけるPMとEMの個体差の原因はCYP2A6遺伝子の欠損にあ

ること等を明らかにし、数多くの新しい知見を得た。

  第I章酵母で発現したフラビン含有モノオキシゲナーゼ(FM01)によるSM-12502の代

    謝

  SM-12502の主代謝経路がS‐酸化であることから、まずSM-12502がFMOの新しい基質

となり得るかについて、FMOの主要な分子種のーつであるFM01を発現している形質転換

酵母のミクロゾームを用いて検討した。その結果FM01はSM-12502のS‐酸化反応を触媒

することを明らかにした。さらに、蛇足ながらS．酸化反応を触媒するFM01の特性を利用

し、S．酸化体のみが経時的に培養液上清中に産出されるバイオリアクタ―としての適用が可

能であることを示した。すなわち、FM01を発現している形質転換酵母はスルフォキシド基

を 有 す る化 合 物の 大 量 生産 の 簡便 な 手 段に な り うるこ とを明ら かにした 。

  第II章ヒト肝MsによるSM-12502の代謝

  ヒト肝ミクロゾームにおいて、SM~12502のS．酸化反応に関与する酵素を検討した。ヒト

肝ミクロゾームにおいて、SM-12502のS‐酸化反応にはFMOではなくCYPが関与してい

ることを明らかにした。さらに、SM-12502のS‐酸化酵素活性はクマルンおよび抗ラット

CYP2A2抗体によりそれぞれ約80%、700/0阻害され、20検体のヒト肝ミクロゾームにおい

て各CYP分子種含量とS‐酸化酵素活性の相関係数は、CYP2A6においてのみ有意な値（r＝

0.808，pく0.0005)を示した。SM-12502のS‐酸化反応におけるCYP2A6、CYP286、FM01

のKm値および3検体のヒト肝ミクロゾームにおけるKm値から考慮すると、ヒトにおい

ては高親和性の酵素としてCYP2A6が、低親和性の酵素としてCYP286またはFM01が

SM-12502のS．酸化反応に関与していることを明らかにした。実際に臨床用量のSM-12502
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を投与した時の肝臓中濃度は、最大血中濃度の数倍と仮定した場合、数LiM～数十uMと

考えられることから、臨床用量のSM-12502をヒトに投与した場合、CYP2A6のみが

SM-12502の代謝に関与することを明らかにした。

  第III章ヒト肝試料における加vitro SM-12502代謝多型の解析

  ヒト肝試料におけるin vitro SM-12502代謝多型を解析した結果、而vitro SM-12502代謝

試験でPMと考えられたH16の検体はCYP2A6蛋白およびCYP2A6 mRNAを発現してお

らず、従来報告のなかった2.6 kbのフラグメントが欠損した新しいSacIーRFLPであること

を示し、本研究でDタイプと命名した。このSac I-2.6 kbのフラグメントはCYP2A6遺伝

子のイントロン5よルエクソン9までの領域を含んでいた。また、PCRーRFLP法より、D

タイプはC YP2A6遺伝子のエクソン8の領域を欠損していた。以上より、Dタイプは

CYP2A6遺伝子を部分的に欠損しており、そのため、CYP2A6 mRNAおよびCYP2A6蛋白

が 発 現 し な い 結 果 、 CYP2A6酵 素 活 性 を 示 さ な い こ と を 明 ら か に し た。

  第 IV章 血vivo SM~12502代謝 多 型の 原 因 とな る CYP2A6遺 伝 子欠 損 の 解析

  日本人28名のうち第I相臨床試験でPMと判定された3名の末梢血ゲノムDNAを用い

て、6.4、4.5、2.6 kbのフラグメントが欠損した新しぃSac I-RFLP（本研究でEタイプと命

名）であることを見いだし、SM-12502代謝におけるPMとEMの個体差の原因はCYP2A6

遺伝子の欠損であることを明らかにした。SacIサザンブロット分析およびPCR-RFLPを用

いてCYP2A6遺伝子欠損の新しぃ診断法を確立し、132名の日本人におけるCYP2A6遺伝

子のホモ欠損者は、4.5%であることを明らかにした。

  まとめ

  SM-12502代謝の個体差の原因を解明するため研究を進めた結果、以下の知見を得た。

  1）  SM-12502代 謝に は 、 CYP2A6が 主に 関 与してい ることが 示唆され た。

  2）  PMの 原 因 で あ る D、 Eタ イ プ は CYP2A6遺 伝 子 を 欠 損 し て い た 。

  3）励vivo SM-12502代謝におけるPMとEMの個体差の原因はCYP2A6遺伝子の欠損で

    あることを明らかにした。132名の日本人において、CYP2A6遺伝子のホモ欠損者は、

    4.5%であった。

  4）   SacIサザンブロット分析およびPCR~RFLPを用いてCYP2A6遺伝子欠損の診断法

    を確立した。

  従って、今後SM-12502の代謝能を本研究で確立したSacIサザンブロット分析および

PCR-RFLPを用いてCYP2A6遺伝子欠損をあらかじめ判定しておけば、患者の代謝能に応

じた安全で最も効率の良いSM-12502の利用（いわゆる匙加減）ができるようになるものと

期待される。また、薬物がCYP2A6により代謝されるかについて第II章で述べた方法によ

り検討し、CYP2A6により代謝されるのであれば、今回確立した方法によりCYP2A6遺伝

子欠損について診断し、薬物代謝能の個体差による副作用を未然に防ぐことができるとぃう

ー つ の 方法 論 を確 立 し た点 で も、 本 研 究は 非常に 意義があ ると思われ る。
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ヒトCYP2A6の遺伝的多型に関する研究：SM・12502をプローブとして

  申請者は前臨床試験で認められたSM-12502の動態における個体差の

原因を解明するため研究を進め、この個体差が本薬の代謝を触媒する酵素

の遺伝的な多型に由来することを初め、薬物代謝酵素の新しい遺伝的多型

と、原因遺伝子の解析して明らかにするなど新規な研究を展開した。本研

究は薬物の有効性と安全性に関する有用な概念を提供するものであり、以

下に詳述するように極めて優れた研究成果であると評価される。

1) SM-1埜鍠QZ霊壁Z盒査垂)空キシZ士ニ鬘匝髄必l三よ墨岱謝

まず、SM-12502の主代謝経路がS‐酸化反応であることから、SM-12502

がFMOの新しい基質となり得るかについて、FMOの主要な分子種のー

つであるFM01を発現している形質転換酵母のミクロゾームを用いて

検討した。その結果FM01はSM-12502のS‐酸化反応を触媒すること

を明らかにした。さらに、蛇足ながらS‐酸化反応を触媒するFM01の特

性を利用し、この形質転換酵母がS‐酸化体のみを経時的に培養液上清中

に産出するバイオリアクターとして適用できることを示した。すなわち、

FM01を発現している形質転換酵母はスルフォキシド基を有する化合物

を大量に生産する触媒として用いることができることを明らかにした。

2)竺ヒ旺-2旦！三よ墨sM-i筮鍠Q岱謝

SM-12502のS‐酸化反応を触媒する酵素を、ヒト肝ミクロゾームを用い

て検討し、SM-12502のS－酸化反応にはFMOではなくCYPが主に関与

していることを明らかにした。さらに、SM-12502のS‐酸化酵素活性は

クマリンおよぴ抗ラットCYP2A2抗体によりそれぞれ約800/0、70%阻

害され、20検体のヒト肝ミクロゾームを用いた検討から、CYP2A6とSー



酸化酵素活性の相関係数は、r＝ 0.808ゆく0.0005)であり、CYP2A6が
S M-12502のS‐酸化酵素である可能性を示した。SM12502のS‐酸化反
応における発現酵素、CYP2A6、CYP286、FM01、のKm値およびヒト
肝ミクロゾ―ムを用いた研究から得られたKm値から考慮すると、ヒト
においては高親和性の酵素としてCYP2A6が、低親和性の酵素として
CYP286またはFM01がSM-12502のS‐酸化反応に関与してしゝること
を明らかにした。臨床用量のSM-12502をヒトに投与した場合、CYP2A6
の み が SMー 12502の 代 謝 に 関 与 す る ． と 考 え ら れ た 。

3）ヒヒ肛童目！！たSM〓！筮鍠岱謝に担！士墨釜型Q厘因遺伝壬cD鰹抵
ヒト肝試料を用いてその面vitro SM12502代謝における多型を解析した
結果、面vitro SM-12502代謝試験でPMと考えられたH16の検体には
CYP2A6蛋白およびCYP2A6 mRNAが発現しておらず、従来報告のなか
った2．6kbのフラグメントが欠損した新しいSacI‐RFLPであることを
示し、本研究でD夕イプと命名した。この馳cI‐2．6kbのフラグメント
はCY．P2A6遺伝子のイントロン5よルエクソン9までの領域を含ん
でいた。また、PCR→RFLP法より、D夕イプはCW）2A6遺伝子のエクソ
ン8の領域を欠損していた。以上の結果から、D夕イプは．CH’2A6遺
伝子を部分的に欠損しており、そのため、CYP2A6mRNAおよびCYP2A6
蛋白が発現しない結果、CYP2A6酵素活性を示さないことを明らかにし
た。

4) SM-1筮鍠Q佳内動態至墨童童丞Lと竺と圭梢血童目！：を遺伝壬鰹盤
と遺伝壬診断法仝堕応田

日本人28名のうち第I相臨床試験でPMと判定された3名の末梢血
ゲノムDNAを解析し、6.4、4．5、2.6 kbのフラグメントが欠損した新し

いSac I-RFLP（E夕イプと命名）であることを見いだし、SM-12502代謝
におけるPMとEMの個体差の原因はCYP2A6遺伝子の欠損にあるこ

とを明らかにした。 SacIサザンプロット分析およびPCR-RFLPを用いて
CYP2A6遺伝子欠損の新しい診断法を確立し、132名の日本人における
CYP2A6遺伝子のホモ欠損者は、4.5%であることを明らかにした。本研
究 で CYP2A6遺 伝 子 欠 損 の 遺 伝 子 診 断 も 可 能 に し た 。

薬物代謝能の個体差による副作用を未然に防ぐことができるとぃうーつ
の方法論を確立した点でも、本研究は非常に意義があると思われる。



  以上、本研究ではSM12502をツールとしCYP2A6の遺伝的多型とそ

の遺伝子診断法の確立を成し遂げた。本論文『ヒトCYP2A6の遺伝的多

型に関する研究：S M-12502をプローブとして』に含まれる研究成果は薬

学における基礎および応用のいずれにおいても優れており、博士（薬学）

の学位を受けるに充分値するものと認めた。


