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研究成果の概要： 
 臓器移植治療は、他人の肝臓や腎臓を移植することから、自己とは異なる（非自己）異
物に対する攻撃（免疫反応）を抑制する必要があります。免疫抑制剤は、移植臓器を非自
己として拒絶するのを防ぐために障害服用せねばなりません。しかし、実際に用いられて
いる免疫抑制剤の効き具合、副作用の頻度には個人差があります。本研究では、免疫抑制
剤の使用による効果、副作用の出方を左右する原因の一部を突き止めることができ、今後
の移植医療に対して大いに貢献できると考えられます。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006年度 8,500,000 2,250,000 10,750,000 

2007年度 6,200,000 1,860,000 8,060,000 

2008年度 6,200,000 1,860,000 8,060,000 

年度    

  年度    

総 計 20,900,000 5,970,000 26,870,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：境界医学・応用薬理学 
キーワード：臨床薬理学 
 
１．研究開始当初の背景 
 免疫抑制薬に分類される薬物は主として、
臓器移植後の拒絶反応抑制を目的に用いら
れている。多くの場合、様々な作用機序の免
疫抑制薬が併用されるため、腎毒性、中枢毒
性、易感染、骨粗鬆症などの危険性を併せ持
つことが問題とされる。特に臓器移植後では、
数種類の免疫抑制薬を併用するだけでなく、
術後の容態に沿って薬物の追加・変更と用量
調節が行われている。一方、免疫反応や薬物
感受性の目安となる分子生物学的指標が不
足しており、術後管理は日々の患者情報とカ

ルシニューリン阻害薬の血中濃度データに
頼らざるを得ない。また、薬物血中濃度が十
分な管理下にあっても拒絶反応や副作用を
呈する事例も散見される。従って、実施診療
において併用される複数種の免疫抑制薬併
用による効果・副作用発現の個体間・個体内
変動を分子的に解明し、見出された薬物治療
マーカーの臨床応用が望まれている。これま
で、個々の関連タンパク質が免疫抑制薬の効
果・副作用発現に関わることが示唆されてき
たが、全てを網羅・統合した例に乏しい。 
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２．研究の目的 
 本研究では、免疫抑制薬の体内動態や効
果・副作用発現に関わる分子群の臨床薬理学
的研究を進め、カルシニューリン阻害薬タク
ロリムスとステロイド薬の併用による薬物
感受性の変動機序解明を到達目標とした。 
 小腸や肝臓など薬物動態制御器官の組織
片及び肝移植後の白血球画分を試料とし、遺
伝子発現解析や多型解析を展開し、臨床症例
における拒絶反応、感染、副作用発現や移植
片廃絶などをエンドポイントに設定する。最
終的に、術後経過も考慮した多因子解析を進
め、複数種の免疫抑制薬併用による効果・副
作用発現の個体間・個体内変動を支配する分
子機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 検体の調製：生体肝移植時の胆管再建の
際に切除される小腸組織片及び移植肝生検
試料を用い、自動核酸抽出機によるゲノム
DNA や total RNA の分離調製を行う。肝移植
後 3、7、14 日目に変性剤入りの
PAX-Gene-Blood-RNA-tube（QIAGEN 社）に採
血し、採取時点での mRNA 発現プロファイル
の維持を図る。さらに、タクロリムス血中濃
度測定用の余剰血液検体から Ficoll
（Amersham 社）を用いた密度勾配遠心法によ
って白血球画分を調製し、t-ブチルメチルエ
ーテルによる液-液抽出と遠心濃縮を行い、
白血球中薬物濃度の測定に用いる。 
 
 (2) 遺伝子発現解析：total RNAを試料とし、
リアルタイム PCR 絶対検量線法で発現量の数
値定量化を行う。なお、研究の進捗状況に応
じ同意書に記載された範囲内において、随時
解析対象遺伝子を追加することとする。 
 
(3)遺伝子多型解析：ドナー並びに患者のゲ
ノム DNA を試料とし、アレル頻度が 10%以上
の多型部位を中心に解析を行い、臨床情報と
の比較解析を行いながら重要部位の抽出を
試みる。判定は、Mass-code-Tag 法、TaqMan
エンドポイント法、ダイレクト・シーケンス
法及び PCR-RFLP 法から適切な検出方法を選
択し、時間と費用の節約を図りながら解析結
果の正確性を担保する。 
 
(4)タンパク質の検出：余剰組織片を試料と
し、タンパク質レベルでの発現量についてウ
エスタンブロッティングを中心に定性的に
調べ、数値化 mRNA 発現量の妥当性について
確認する。 
 
(5)薬物血中濃度測定：遠心濃縮したサンプ
ルをメタノールにて再溶解し、白血球中のタ
クロリムスやステロイド薬の濃度について
HPLC 法を用いて定量する。 

 
４．研究成果 
(1)免疫抑制薬タクロリムス治療の個人差克
服を目指した検討 
 
①体肝移植患者の小腸 MDR1 レベルとタクロ
リムス体内動態、臨床効果との比較解析：術
時小腸 MDR1 mRNA レベルは、タクロリムス初
期用量設定のための有用なバイオマーカー
であること、さらに、術時の移植肝/患者体
重比（GRWR）が初期用量の指標となることを
明確にした。また、術時の小腸 MDR1 mRNA レ
ベルの中央値で患者群を 2群に分けたところ、
High MDR1 群では Low MDR1 群の約 2 倍の頻度
で拒絶反応を発症することが判明した。さら
に、拒絶反応を示した患者群では、
Event-free 群と比較して有意に小腸 MDR1 
mRNA レベルが高いことが判明した（図 1）。
この要因として、タクロリムスの投与量に比
して血中濃度が低いこと、すなわち小腸 MDR1
がタクロリムスの吸収バリヤーとして機能
することを臨床症例において明確にした。以
降、生体肝移植術直後のタクロリムス初期用
量設定に際し、術時小腸の MDR1 mRNA 発現レ
ベルを参考にする検討を開始した。その結果、
生体肝移植術後 2週間における急性拒絶反応
の発現頻度が約 26%出会ったのに対し、以降
の 1年間では約 8%にまで低下した。このこと
には、少なくとも一部タクロリムス血中濃度
管理の円滑な推進に、術時小腸 MDR1 mRNA 発
現レベルの数値定量化ということが役立っ
ていると考えられる。 

 
 さらに、母集団薬物速度論を用いた統計的



解析の結果から、小児患者において小腸 MDR1 
mRNA レベル、肝 CYP3A5 多型が有意な影響因
子であり、術後のタクロリムス動態特性の変
化に影響を及ぼしていることが判明した。一
方、成人症例（体重が大きく、移植肝の重量
が体重に比して 1%前後と小さい）においては、
小腸 MDR1 mRNA 以外に患者小腸の CYP3A5 遺
伝子多型が影響することも見出された（図 2）。 
 
②薬物相互作用に及ぼす遺伝子多型の影
響：生体肝移植術は、10 時間を超える手術で
あり、このような surgical stress による胃
粘膜障害が問題となっていた。近年，プロト
ンポンプ阻害薬の使用により、術後の ICU 管
理における喀血などの合併症が回避される
ことが明らかとなり、ほとんどの成人症例に
おいてプロトンポンプ阻害薬が使用されて
いる。一方、オメプラゾールやランソプラゾ
ールは肝 CYP2C19 に加えて一部 CYP3A4 によ
っても代謝されることが知られており、肝臓
移植を受けた患者においては、免疫抑制剤と
の相互作用が問題となる。本年度では、ラン
ソプラゾール併用によるタクロリムスの血
中濃度上昇が疑われた症例を経験した。 
【症例報告】男性、34 歳時からの B 型肝炎・
肝硬変を原因とした末期肝不全に対し、配偶
者をドナーとした生体部分肝移植術を施行。 

術後タクロリムスとステロイド薬を中心に
コントロールされていた。また、術直後より
プロトンポンプ阻害薬オメプラゾールが静
脈内投与で開始され、6 病日目よりランソプ
ラゾール（30mg/day）の経口投与へと変更と
なった。術後のタクロリムス血中濃度の目標
域を漸減する目的で用量を減量したが、血中
濃度が下がらないという事象が認められた。 
 本症例について、遺伝子多型解析を行った
結果、移植肝，患者自身ともに CYP2C19 が機
能欠損型であること、CYP3A5 も欠損型である
ことが判明した。従って、生体肝移植患者に
おいても、CYP3A4 を介したタクロリムスとプ
ロトンポインプ阻害薬の相互作用が初めて
見出された（図 3）。 
 ここで見出された遺伝子多型、薬物相互作
用、副作用発現に関わる臨床研究を開始し、
約 200 例を目標に検討を進めた。その結果、
移植肝（ドナー）並びに小腸（患者）の CYP2C19

及び CYP3A5 の遺伝子型が、何れも機能欠損
型である場合、オメプラゾール併用によって
タクロリムスの見かけのクリアランスは 1/8
に（図 4）、ランソプラゾールの併用の場合で
は 1/2 にまで低下し、副作用発現の危険性が
上昇することが明らかになった。さらに、本
邦で開発されたラベプラゾールを用いた場
合では、殆どタクロリムスの体内動態に影響
を及ぼさないことが判明した。これらの発見
以降、京都大学における生体肝移植術後の管
理では、プロトンポンプ阻害薬については経
口投与開始誌とともにラベプラゾールを使
用することと決定した。 

  
③末梢血白血球に発現する MDR1 mRNA の役割
解明：免疫抑制剤タクロリムス、ステロイド
薬に対する感受性の個人差は、臨床的にも大
きく用量設定または目標血中濃度の設定に
対しても大きなハードルと考えられてきた。
近年、末梢血白血球にも MDR1 が発現し、異
物の解毒機構として機能しうるという報告
がいくつか見られるようになってきた。そこ
で、生体肝移植小児患者の末梢血白血球にお
ける MDR1 mRNA 並びにその他免疫関連遺伝子
の発現量の数値定量化を試み、急性拒絶反応
発現の個人差に与える影響について解析し
た。その結果、末梢血白血球における MDR1 
mRNA レベルの高い患者群においては、偶然に
もタクロリムスの目標血中濃度が高く設定
されており事、一方低くコントロールされて
いた患者の多くは急性拒絶反応を発現して

いた（図 5）。 
 次に、mdr1a/1b ノックアウトマウス由来の
白血球を用いた細胞内タクロリムス濃度と



MDR1 の有無について比較したところ、白血球
中に移行したタクロリムスを細胞膜上の
MDR1 は排除していることが強く示唆された。
従って、白血球中 MDR1 mRNA 発現レベルはタ
クロリムスの目標血中濃度設定のための有
用な分子生物学的指標であることが示唆さ
れた。 
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