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研究成果の概要（和文）： 
薬物代謝酵素 CYP2D6、CYP2B6 及びチオプリン S-メチルトランスフェラーゼ（TPMT）について、
遺伝子多型が酵素機能に与える影響を in vitro で検証した。その結果、CYP2D6 では 17 種類、
CYP2B6 では 26 種類、TPMT では 23 種類のバリアント型酵素発現用ベクターを作製し、COS-7 細
胞中にそれぞれを発現させることができた。野生型酵素と活性の変化を比較したところ、多く
のバリアントで機能変化が起きることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Drug metabolizing enzymes, CYP2D6, CYP2B6, and TPMT are enzymes of potential importance 
for the metabolism of clinically used drugs, and it exhibits genetic polymorphism with 
interindividual differences in metabolic activity. The aim of this study was to 
investigate the functional characterization of CYP2D6, CYP2B6, and TPMT variants. 
Functional characterization of 17 CYP2D6, 26 CYP2B6, and 23 TPMT variants revealed an 
altered enzyme activity of a number of allelic variants. 
. 
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１．研究開始当初の背景 
 薬物投与前に患者の薬物動態関連酵素遺
伝子の一塩基多型（ Single Nucleotide 
Polymorphism; SNP）解析を行い、その情報
を基に各個人に最も適した医薬品の選択や
投与量の決定を行うテーラーメイド医療が
期待されている。これまで本邦でも国家的ミ
レニアムプロジェクトにより薬物動態関連
酵素遺伝子の網羅的 SNP解析が行われている。

しかしながら、それらの SNP を有する酵素遺
伝子が実際にタンパク質として翻訳された
時、どのような影響を及ぼすかについては解
析が遅れている。それらのバリアント酵素タ
ンパク質の機能解析は煩雑な操作と専門的
知識を必要とする分野であり、本邦における
ファルマコゲノミクスを利用したテーラー
メイド医療進展のボトルネックとなってい
る。 
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 ファルマコゲノミクス研究は、医薬品適正
使用の点で、効果的な薬物療法の実施、重篤
な副作用発現回避、QOL の低下防止などに貢
献することが期待されている。現在、このよ
うな薬物動態関連酵素遺伝子の多型解析は
全世界的に推進されており、すでに米国食品
医薬品局（FDA）では一部の医薬品（イリノ
テカン及びメルカプトプリン）に関して、本
剤投与前に遺伝子診断を行い、患者の遺伝子
型情報を得ることが望ましいとする添付文
書の改訂を行っている。さらにワルファリン
では CYP2C9 と VKORC1 の SNP、タモキシフェ
ンでは CYP2D6 の SNP 解析が望ましいとする
添付文書改訂が予定されているという情報
も得られている。このような背景の下、医薬
品開発の効率化を推進するために日米欧に
おけるブリッジングスタディーが展開され
ているが、日本人を含む黄色人種と白人種や
黒人種の間には医薬品に対する感受性や体
内動態が遺伝的に異なることが明らかにな
っており、人種間を超えた国際的整合性を確
立することが非常に困難になっている。 
 特に、肝臓における代表的な薬物代謝酵素
である CYP2D6 に関しては、そのバリアント
アレルの多様性と遺伝子構造の複雑性から、
本邦のミレニアムプロジェクトでも酵素機
能解析がほとんど行われていない遺伝子で
ある。また、日本人の CYP2D6 遺伝子は白人
種と著しく多型部位や頻度が異なるため、日
本人種独自の解析が必要である。したがって、
ファルマコゲノミクスを利用したテーラー
メイド薬物療法を実現するために、このバリ
アント酵素タンパク質の酵素化学的特性を
解析することは避けて通れない。しかしなが
ら、本邦において薬物動態関連酵素の遺伝子
多型、ハプロタイプ及びタンパク質機能解析
を総合的に行っている施設（実際にノウハウ
を有している施設）は非常に少ない。申請者
らは、これまでにも日本人や白人種における
薬物動態関連酵素遺伝子多型の解析、ハイス
ループット遺伝子診断法の開発、ベッドサイ
ド遺伝子診断法の開発、あるいはテーラーメ
イド薬物療法の臨床応用研究を独創的な視
野で行っており、今回の課題に関しても、そ
れらのノウハウを生かし、国民の健康を守る
医薬品の適正使用に貢献する情報を得るこ
とができると確信する。 
 
２．研究の目的 
 薬物代謝酵素 CYP2D6 は臨床現場で使用さ
れている多くの医薬品の代謝を触媒する。現
在、この酵素遺伝子の SNP は少なくとも 100
箇所以上見つかっており、そのバリアントア
レルは 50 種以上存在する。そのうち、日本
人集団で同定されているアレルは、CYP2D6*1, 
*2, *4, *5、*10, *14, *18, *21, *36, *39, 
*44, *47, *48, *49, *50, *51, *53, *54, *55

であるが、これらのどのアレル由来のタンパ
ク質が酵素活性の減少（まれに増加）を引き
起こすかは未だ詳細に検討されていない。そ
こで、これらのバリアントアレルを挿入した
哺乳類細胞用タンパク質発現ベクターを構
築し、CYP2D6 の代表的な基質医薬品であるデ
キストロメトルファンを用いて、酵素機能の
評価を行う。これにより、日本人集団におい
て CYP2D6で代謝される医薬品を服用する際、
どの部分の SNPを事前に検出するべきかとい
うファルマコゲノミクス基礎情報が得られ
る。次に抗癌剤シクロフォスファミドや麻酔
薬プロポフォール等の代謝酵素であり、SNP
の存在により薬物動態が大きく変化するこ
とが予想されている CYP2B6について、CYP2D6
と同様の手法を用い、26 種のバリアントタン
パク質を作成し、機能評価する。さらに、メ
ルカプトプリンやアザチオプリンの代謝酵
素であるチオプリンメチルトランスフェラ
ーゼ（TPMT）について、同様の手法を用い、
23 数種のバリアントタンパク質を作成し、機
能評価する。 
 最終的に、これらのファルマコゲノミクス
に関するエビデンスを統合し、日本人集団に
おいて薬効予測や副作用回避に重要な遺伝
子多型を特定する。 
 
３．研究の方法 
(1) site-directed mutagenesis を用いたバ

リアント型 CYP2D6 タンパク質発現ベク
ターの構築 
 すでにヒト肝 cDNA ライブラリーを鋳
型として、全コーディング領域をカバー
した CYP2D6 cDNA の哺乳動物細胞用発現
ベクターを作製している。本研究では、
それらのクローンを用いて
site-directed mutagenesis 法により各
種 SNP を導入する。作成する予定のバリ
アント型は、これまでに日本人集団で同
定されている CYP2D6 バリアントアレル
（CYP2D6*2, *4, *10, *14, *18, *21, 
*36, *39, *44, *47, *48, *49, *50, *51, 
*53, *54, *55）17 種類とする。 

(2) サル腎由来COS-7細胞を用いたバリアン
ト型 CYP2D6 タンパク質の発現 
 100 mm のシャーレ (10 mL の培地) 
に COS-7 細胞を添加し、37℃で 24 時間
インキュベートする。CYP2D6 発現プラス
ミド及び TransFectin Lipid Reagent は
それぞれ Opti-MEM I Reduced-serum 
Medium と混合する。次にこれらの溶液を
混合後、室温で 20 分間インキュベート
し、前述の 100 mm のシャーレの液体培
地中に添加後、穏やかに振とうし、イン
キュベーターにて 37℃で 24 時間培養す
る。次に 100 mm のシャーレの培地を取
り除き、予冷した滅菌済み Phosphate 



 

 

bufferd saline (PBS) で洗浄した後、
予冷した 0.25 M Sucrose 1 mM EDTA-10 mM 
Tris HCl (pH7.4)で細胞を遠沈管に回収
し、遠心分離し、上清を取り除く。再び
0.25 M Sucrose 1 mM EDTA-10 mM Tris HCl 
(pH7.4）で再懸濁後、ホモジネートし、
マイクロチューブに移す。9,000×g、4℃
で 20 分間遠心分離後、その上清を
105,000×g、4℃で1時間遠心分離する。
得られた残渣を 10% Glycerol 1 mM 
EDTA-10 mM Tris HCl (pH7.4）で懸濁し
これをミクロソーム画分とする。CYP2D6
の固有タンパク質量は抗 CYP2D6 抗体を
用いたウェスタンブロット法で評価す
る。 

(3) デキストロメトルファンを基質とした
CYP2D6 活性測定と酵素速度論的解析 
 得られた各発現タンパク質を用いて、
CYP2D6 の基質であるデキストロメトル
ファン（DXM）を in vitro で代謝させ、
代謝物であるデキストルファンを HPLC
により定量し、酵素活性を算出する。ま
た、様々な基質濃度にて活性測定を行い、
Km 値及び Vmax 値のファルマコキネティ
ックパラメーターを算出する。 

(4) 薬物代謝酵素 CYP2B6 遺伝子多型のバリ
アント酵素機能評価 
 これまでに日本人及び他人種で同定
されている CYP2B6 バリアントアレル
（CYP2B6*1～*28）26 種類について、哺
乳動物細胞発現ベクターを用いてバリ
アントタンパク質を発現させ、酵素機能
解析を行う。方法としては、CYP2D6 の場
合と同様であるが、酵素化学的特性の解
析には、特異的基質として 7エトキシ 4
トリフルオロメチルクマリン及びプロ
ポフォールを用いる。 

(5) TPMT バリアント酵素機能評価 
 これまでに日本人及び他人種で同定
されている TPMT バリアントアレル
（TPMT*1～*23）23 種類について、哺乳
動物細胞発現ベクターを用いてバリア
ントタンパク質を発現させ、酵素機能解
析を行う。方法としては、CYP2D6 の場合
と同様であるが、酵素化学的特性の解析
には、特異的基質として TPMT に関して
はチオグアニンを用いる。 

 
４．研究成果 
(1) これまでに日本人集団で同定されてい

るCYP2D6バリアントアレル17種類につ
いて、遺伝子多型が酵素機能に与える影
響を in vitro で検証した。まず、ヒト
肝 cDNA ライブラリーを鋳型として、野
生型及びバリアント CYP2D6 発現クロー
ン(CYP2D6*2、*10、*14A、*14B、*18、
*27、*36、*39、*47、*48、*49、*50、

*51、*53、*54、*55 及び*57)を作製し
た。野生型及びバリアント CYP2D6 を
COS7 細胞で発現させ、遠心法によりミク
ロソーム画分を調製した後、抗 CYP2D6
抗体を用いたイムノブロット法により
発現タンパク質を確認した。次に得られ
た各発現タンパク質を用いて CYP2D6 の
特異的な基質である Bufuralol 及び
Dextromethorphanを in vitro代謝させ、
各バリアント酵素のキネティックパラ
メータ (Km、Vmax) を算出した。その結
果、野生型及び今回構築したすべてのバ
リアント CYP2D6 の発現が確認できた。
CYP2D6 発現量は大部分のバリアントに
おいて有意な低下が認められた。また、
酵素活性測定の結果、酵素機能が野生型
と同程度のバリアント4種類 (CYP2D6.2、
27、39 及び 48)、低下あるいは欠損する
バリアント 12 種類 (CYP2D6.10、14A、
14B、18、36、47、49、50、51、54、55
及び 57)、上昇するバリアント 1 種類 
(CYP2D6.53) を明らかとした。 

(2) これまでに日本人集団で同定されてい
るCYP2B6バリアントアレル26種類につ
いて、遺伝子多型が酵素機能に与える影
響を in vitro で検証した。まず、ヒト
肝 cDNA ライブラリーを鋳型として、野
生型（CYP2B6*1）及びバリアント CYP2B6
発現クローン(CYP2D6*2～*28（*22 を除
く）)を作製した。野生型及びバリアン
ト CYP2D6 を COS7 細胞で発現させ、遠心
法によりミクロソーム画分を調製した
後、抗 CYP2B6 抗体を用いたイムノブロ
ット法により発現タンパク質を確認し
た。次に得られた各発現タンパク質を用
いて CYP2D6 の特異的な基質である
7-ethoxy-4-trifluoromethylcoumarin
を in vitro 代謝させ、各バリアント酵
素のキネティックパラメータ (Km、Vmax、
CLint) を算出した。その結果、CYP2B6.8、
CYP2B6.11 、 CYP2B6.12 、 CYP2B6.13 、
CYP2B6.15 、 CYP2B6.18 、 CYP2B6.21 、
CYP2B6.24 及び CYP2B6.28 の酵素活性は
検出限界以下となり、野生型及びその他
のバリアントでは Michaelis-Menten の
式に従うことが示された。 

(3) これまでに同定されている TPMT バリア
ントアレル 23 種類について、遺伝子多
型が酵素機能に与える影響を in vitro
で検証した。まず、ヒト肝 cDNA ライブ
ラリーを鋳型として、野生型（TPMT*1）
及びバリアント CYP2B6 発現クローン
(TPMT*2～*24)を作製した。野生型及び
バリアント TPMT を COS-7 細胞で発現さ
せ、TPMT の特異的な基質である 6-チオ
グアニンを in vitro 代謝させ、その代
謝物を HPLC-蛍光検出器で定量し、各バ



 

 

リアント酵素のキネティックパラメー
タ (Km、Vmax、CLint) を算出した。そ
の結果、23 種類のバリアント型 TPMT 発
現用クローンを作製し、COS-7 細胞中に
TPMT タンパク質を発現させることがで
きた。野生型である TPMT*1 と発現量を
比較したところ、TPMT*2、*3A、*5、*12、
*14、*18、*22 及び*23 で有意なタンパ
ク質発現量の減少が認められた。
TPMT*3A、*3B、*5、*14、*18、*21 及び
*22 の酵素活性は検出限界以下となった。
また、野生型及びその他のバリアントで
は Michaelis-Menten の式に従うことが
示された。本研究は、6-メルカプトプリ
ン等のチオプリン系薬物の代謝酵素で
ある TPMT について、アミノ酸置換を伴
う TPMT 遺伝子多型が酵素活性に与える
影響を検証したものであり、新たに酵素
活性の低下を引き起こすバリアントア
レルも明らかにした。今回得られた基礎
的情報は、TPMT 遺伝子多型情報をチオプ
リン系薬物投与患者の選択指標として
利用するために有用なものであると考
えられ、今後、患者個々の遺伝子タイプ
を考慮した有効且つ安全な個別化薬物
療法の推進へ貢献することが期待され
る。 
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