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遺伝子多型解析に基づくCYP2A6の個人差に関する研究

学位論文内容の要旨

  ヒトチトク口ームP450 (CYP) 2A6はクマリン7一水酸化酵素として同定さ

れた薬物代謝酵素であり，二コチンの主要代謝酵素のひとつでもある．当研究

室の検討で，CYP2A6遺伝子をホモおよびへテロで欠損する喫煙者では，有意

に肺がんおよび大腸腫瘍のりスクが低いことを明らかにしており，最近になっ

て，CYP2A6は毒性学的に大変重要な酵素であると考えられてきている．また，

テガフール，ファドロゾールおよびバルプ口酸などの臨床で用いられる薬物の

代謝にもCYP2A6が関与していることが報告され，臨床でのCYP2A6遺伝子

多型の影響が注目されている．当研究室では，CYP2A6遺伝子の全領域を完全

に欠損する遺伝子多型(CYP2A6*4)を含むいくっかの遺伝子多型を見出した，

また，の沈vivoでのクマリン7―水酸化能の個人差とCYP2A6遺伝子多型との

関連を明らかにした．しかしながら，各遺伝子型に分類しても依然として個人

差が認められる．この原因として，未知のCYP2A6遺伝子多型が存在するこ

とが考えられる．そこで本研究では，CYP2A6酵素活性に及ぼすCYP2A6遺

伝子多型の影響を明らかにすることを目的とした・

(1) 45種類の新規CYP2A6遺伝子多型の発見

  日 本人49検体およ び欧米人28検体の肝臓試料よルゲノムDNAを調製

した．調製したゲノムDNAより，CYP2A6遺伝子の 5゚ ―上流領域―3.3 kbか

ら3’づE翻訳領域までの領域内の遺伝子多型をダイレクトシークエンス法によ

り，網羅的に探索した．この領域内に65種類の遺伝子多型が存在しており，

45種類は新規CYP2A6遺伝子多型であった．5’―．上流領域には10種類，エク

ソン領域には11種類（4種類はアミノ酸置換を伴う），イント口ン領域には

21種類，3’づE翻訳領域には4種類の遺伝子多型が存在した．また，それらの

ハプ口夕イプ構造を決定し，日本人および欧米人における頻度を解析した．ハ

プ口夕イプ解析の結果，32種類のハプ口夕イプが存在していた．特に，アミ

ノ酸置換を伴う遺伝子多型を含むアリルはヒトチトク口ームP450アリル命

名委員会によりCYP2A6*13―CYP2A6*16と命名された

(http://www.imm.ki.se／CYPa11eles／cyp2a6．htm冫．C即ひ6”門―Cけ弘6”J6のアリ

ル頻度には人種差が存在することを明らかにした．



(2)ヒト肝におけるCYP2A6の発現および酵素活性に及ぽすCYP2A6”夕の

影響

  第 I章 で CYP2A6遺 伝子 型 を 判 定 し ，CYP2A6*2，CYP2A6*7および

CYP2A6*11アリルを有していなかった日本人34検体および欧米人27検体

の肝臓試料より，全RNAおよびミク口ゾームを調製した．まず，リアルタ

イムPCR法を用いたCYP2A6 mRNAの高感度かつ特異的な定量法を確立

した．CYP2A6遺伝子型を判定したヒトの肝におけるCYP2A6 mRNA発現量

を定量したところ，C班似6゙ 〃ツ，C即2A6＊j〆タおよびCyP払6”彩汐を有す

る ヒトの 肝に おける CYP2A6mRNA発現量はC即弘6”J/”jのそれぞれ

58％，69％および21％であった．さらに，Cl′P2A6”カ′ッ，Cl′P2A6”j/゙ タお

よびC即2A6”彩りを有するヒトの肝ミクロゾームにおけるクマリン7冰酸

化酵素活性はC即ひ6”〃”Jを有するヒトの肝ミク口ゾームのそれぞれ

41％，71％および14％であった．また，クマリン7‐ホ酸化反応の速度論的

解析を行なったところ，いずれのく；yP弘6遺伝子型を有するヒトの肝ミクロ

ゾームにおいてもCYP2A6夕ンパク質量あたりのレmaX値およびクマリン

7―水酸化反応に対する緬値に差は認められなかった．以上の結果から，

く7y：P从6”夕アリルはCYP2A6の発現量を低下させることにより，酵素活性を

低下させることが明らかとなった：特に，CyP払6ツアルルとCyP弘6”ワア

リルをへテロ接合体で有する肝では著しくCYP2A6の発現量および酵素活

性が低下することも明らかとなった．

(3)新規CYP2A6遺伝子多型の機能解析

  大腸菌発現系を用いた検討で，CYP2A6.15はCYP2A6.1と比較してクマリ

ン7―水酸化反応に対するVmax値が64%であった．また，CYP2A6.16のク

マリン7-ホ酸化反応に対する脇値はCYP2A611の2．4倍であった．した

がって，CYP2A6115およびCYP2A6．16のクマリン7ー水酸化反応に対する

max／K，m値は野生型のそれぞれ60％および44％であった．CYP2A6．16に

おけるA昭203Serにより，クマリン7―水酸化反応に対するKm値の上昇が

認められた原因を明らかにするため，分子モデリングを構築しArg203Serに

よるCYP2A6の三次元構造の変化を検討した，Arg203は活性部位の外側に

存在しており，クマリンと直接相互作用できないことが示唆された．しかし

ながら，ドッキングシミュレーションの結果，Arg203SerよりPhe209の位置

が変化することにより，クマリンとの親和性が低下することを明らかにした．
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遺伝子多型解析に基づくCYP2A6の個人差に関する研究

  ヒトチトク口ームP450 (CYP) 2A6はクマリン7-7K酸化酵素として同定された薬物代

謝酵素であり，二コチンの主要代謝酵素のひとつでもある．当研究室の検討で，CYP2A6遺

伝子をホモおよびへテ口で欠損する喫煙者では，有意に肺がんおよび大腸腫瘍のりスクが

低いことを明らかにしており，最近になって，CYP2A6は毒性学的に大変重要な酵素で

あると考えられてきている．また，テガフール，ファド口ゾールおよびバルプ口酸などの

臨床で用いられる薬物の代謝にもCYP2A6が関与していることが報告され，臨床での

CYP2A6遺伝子多型の影響が注目されている．当研究室では，CYP2A6遺伝子の全領域を

完全に欠損する遺伝子多型(CYP2A6*4)を含むいくっかの遺伝子多型を見出した．また，

のin vivoでのクマリン7‐ホ酸化能の個人差とCYP2A6遺伝子多型との関連を明らかに

した．しかしながら，各遺伝子型に分類しても依然として個人差が認められる，この原因

として，未知のCYP2A6遺伝子多型が存在することが考えられる．そこで本研究では，

CYP2A6酵素 活性 に及 ぼす CYP2A6遺伝 子多 型の 影響を 明ら かに することを目的とし

た．

(1) 45種類の新規CI′P2A6遺伝子多型の発見

  日 本人49検体 およ び欧 米人28検体 の肝 臓試料よルゲノムDNAを調製した．調製し

たゲノムDNAより，CYP2A6遺伝子の5’一上流領域一3.3 kbから3’与仁翻訳領域までの

領域内の遺伝子多型をダイレクトシークェンス法により，網羅的に探索した．この領域内

に65種類の 遺伝子多型が存在しており，45種類は新規CYP2A6遺伝子多型であった．

5’―上流領域には10種類，エクソン領域には11種類（4種類はアミノ酸置換を伴う），

イントロン領域には21種類，3’づE翻訳領域には4種類の遺伝子多型が存在した．また，

それらのハプ口夕イプ構造を決定し，日本人および欧米人における頻度を解析した．ハプ

口夕イプ解析の結果，32種類のハプ口夕イプが存在していた．特に，アミノ酸置換を伴



う 遺 伝 子 多 型 を 含 む ア リ ル は ヒ ト チ ト ク口 ー ム P450ア リ ル 命 名 委 員会 に よ り

Cl′P2A6＊J3―C即2A6＊J6と命名された（http：／／www．imm．b．se/CYP甜leles/cyp2a6．htm）．

く7yPひ6”門―く）yP弘6”j6のアリル頻度には人種差が存在することを明らかにした．

(2)ヒト肝におけるCYP2A6の発現および酵素活性に及ぼすCYP2A6*9の影響

  第I章でCYP2A6遺伝子型を判定し，CYP2A6*2，CYP2A6*7およびCYP2A6 *11アリ
ルを有していなかった日本人34検体および欧米人27検体の肝臓試料より，全RNAお
よびミクロゾームを調製した．まず，リアルタイムPCR法を用いたCYP2A6 mRNAの
高感度かつ特異的な定量法を確立した．CYP2A6遺伝子型を判定したヒトの肝における
CYP2A6 mRNA発現量を定量したところ，CYP2A6*1/*4，CYP2A6*1/*9および
CYP2A6*4/*9を有するヒトの肝におけるCYP2A6 mRNA発現量はCYP2A6*1/*1のそれ
ぞれ58%，69u/oおよび21%であった．さらに，CYP2A6*1/*4，CYP2A6*1/*9および
CYP2A6*4/*9を有するヒトの肝ミクロゾームにおけるクマリン7―水酸化酵素活性は
CYP2A6*1/*1を有するヒトの肝ミクロゾームのそれぞれ41%，71%および14%であっ
た．また，クマリン7一水酸化反応の速度論的解析を行なったところ，いずれのCYP2A6遺
伝子型を有するヒトの肝ミク口ゾームにおいてもCYP2A6夕ンパク質量あたりのVmax
値およびクマリン7－ホ酸化反応に対するKm値に差は認められなかった．以上の結果か
ら，・CyP払6”夕アリルはCYP2A6の発現量を低下させることにより，酵素活性を低下さ
せることが明らかとなった．特に，C班瑚6ッアリルとCyP払6”夕アリルをへテロ接合
体で有する肝では著しくCYP2A6の発現量および酵素活性が低下することも明らかとな
った，

(3)新規CYP2A6遺伝子多型の機能解析

  大腸菌発現系を用いた検討で，CYP2A6.15はCYP2A6.1と比較してクマリン7．水酸化
反応に対するVmax値が64%であった．また，CYP2A6.16のクマリン7―水酸化反応に
対 するKm値はCYP2A6.1の2.4倍であった．したがって，CYP2A6.15および
CYP2A6.16のクマリン7一水酸化反応に対するVmax/Km値は野生型のそれぞれ60％お
よび44％であった．CYP2A6．16におけるArg203Serにより，クマリン7―水酸化反応に
対する緬値の上昇が認められた原因を明らかにするため，分子モデリングを構築し
んg203SerによるCYP2A6の三次元構造の変化を検討した．Arg203は活性部位の外側に
存在しており，クマリンと直接相互作用できないことが示唆された．しかしながら，ドッ
キングシミュレーションの結果，Arg203SerよりPhe209の位置が変化することにより，
クマリンとの親和性が低下することを明らかにした．

  以上，CYP2A6酵素活性を低下させる新規遺伝子多型(CYP2A6”15およびCYP2A6”Jの
    ●
を見出した．またCYP2A6*9がCYP2A6の酵素活性の個人差の一因となることを明らか
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にした，これらの知見はCYP2A6で代謝される薬物による薬物療法の個別化を計る上で

大変重要な情報となる．本論文『遺伝子多型解析に基づくCYP2A6の個人差に関する研

究』に含まれる研究成果は今後の臨床薬学研究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）の学位を受けるに十分値するものと認めた．


