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研究成果の概要（和文）：各種 CYP やトランスポーターを効率的にジェノタイピングする

システムの構築を行った。ダイレクトシークエンス法では CYP2D6、CYP3A4 それぞれ数

箇所の評価でタイピングを行い短時間にそして精度を持って多くの遺伝子多型を判定でき

るシステムを構築した。また、新たに開発された SmartAmp 法の導入も試みたが、現在

のところ解析できる遺伝子が CYP2C9*3 のみで今後キットを増やす予定がないため、検討

課題となった。本研究期間にも新たに外科手術により肝臓組織の切除を受ける患者より同

意の得られた検体を採取した。これら検体についても新たにジェノタイピングを行い、デ

ータベースに加えた。遺伝子多型情報のフィードバックシステムに関しても外科医から患

者への説明のための各ジェノタイプにおける平易でより具体的な情報の添付の要望が寄せ

られた。 

研究成果の概要（英文）：We were constructed the genotyping system which was eff
iciently measurement of genotype for CYP and transporter. The system which wa
s able to analyze a lot of multi genotypes with accuracy in a short time was co
nstructed for CYP2D6 and CYP3A4. During this experimental period, new sampl
e was collected and done genotyping. Surgeon was request more simple informati
on of the feedback system of multi genotype. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノム計画が終了し、多くのゲノム

上での遺伝子の働きが明らかになってきた。

さらにＨａｐＭａｐ計画により人種を含め

た遺伝子の配列の違いが明かになってきつ

つある。遺伝子多型と疾患に関する研究は

ヒトゲノム配列が明らかになったあと、国

内外で急速に行われ、一定の成果が上がり

つつある。疾患の原因としての遺伝子多型

の役割は従来一つの遺伝子多型で説明がつ

くと考えられていたが、遺伝子異常の場合

を除き遺伝子多型では報告が少ない。むし

ろ複数の遺伝子多型の組み合わせで疾患の

成因を説明するほうが合理的という考え方

が広まってきた。しかしながら、複数の遺

伝子多型の組み合わせで疾患の成因として

の意義を調べた報告は抗精神病薬に関する

もの以外、多くはない。また、遺伝子多型

と薬物代謝の研究は臨床薬理学の分野では

多く行われているが、この情報を実際の臨

床での薬物療法に実用化する研究はほとん

どない。最近、マイクロアレイで SNPs の

網羅的解析を迅速に行うシステムの開発が

進められているが、大変高額で数千から数

万箇所の SNP を対象としているため無駄

な情報も多く、現実的ではない。また、そ

れぞれの遺伝子多型の疾患における意義も

明かでないために非合理的である。このた

め必要な SNPs のみを解析する迅速システ

ムの構築がテーラーメード医療の実現に向

けて急務である。さらにテーラーメード医

療の実現化が望まれる中、具体的に当該患

者を対象とした遺伝子情報のフィードバッ

クと治療への情報の利用に関する研究もほ

とんど行われていない。 

 
 

２．研究の目的 
テーラーメード医療の実用化を図るため、

遺伝子多型診断の迅速化と担当医へのフィ

ードバックシステムの構築を目的とする。

具体的には必要な薬物代謝酵素の遺伝子多

型を迅速に解析して遺伝子多型と代謝能の

関係を当該患者個人で明らかにして、術後

の抗癌薬を中心に他薬物も含めた薬物治療

をより安全に有効に行うためのシステムの

確立を目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）HepG2 培養細胞から genomic DNA
をキットにより抽出し定量した。その後、

現在遺伝子多系解析に用いているダイレク

トシークエンス法と RFLP 法および

Allele-specific PCR 法、 Hybridization 
probe 法について遺伝子多型部位での

GC％と Tm 値を基に遺伝子多型解析の至

適条件の検討を行った。ダイレクトシーク

エンス法ではプライマー設計の関係で各読

み取り位置の長さが 500bp であり、Allele 
-specific PCR 法、Hybridization probe 法

では長すぎたため、100bp 程度の長さにす

るプローブを新たに設計しなおした。 
（２）本研究について本学生命倫理委員会

で審査・承認を受けた。その後、治療のた

め本学病院にて外科手術により肝臓組織の

切除を受ける患者を対象として説明、文書

による同意を得た。同意の得られた患者よ

り切除された肝臓組織の一部を液体窒素に

より凍結後、解析まで-70 度で保存した。

本組織を上記で決定した新たなマルチジェ

ノタイピング法に用いた。キットにより肝

臓組織から genomic DNA を抽出し、定量

して検体とした。上記（１）で検討した方

法の中で迅速かつ精度が高かった方法を従



 

 

来構築してきたマルチジェノタイピングシ

ステムに加えて結果を比較して現在確立し

ているマルチジェノタイピングシステムの

実用化への改良を行った。また、担当医と

これら結果を提示して担当医の理解が得ら

れやすい遺伝子多型情報のフィードバック

システムのフォーマットを検討してこれを

構築した。そしてマルチジェノタイピング

の結果を患者の今後の薬物治療の方針と併

せて評価し、結果を、個人情報管理者を通

して外科医に情報提供を行った。 

 
４．研究成果 
（１）CYP2C9 や CYP2C19 に関しては従

来のダイレクトシークエンス法に比べ

Allele-specific PCR 法により迅速なジェノ

タイピングが行えるようになった。しかし

ながらAllele-specific PCR法もまれに測定

エラーがでることがあった。この原因とし

てプライマー配列の確実性、アニーリング

温度の設定、Mg2+濃度の問題、人為的エ

ラーなどが考えられる。一方ダイレクトシ

ークエンス法は直接配列を読み取るために

確実性は高かった。このため今後も確実性

を高めるためにはダイレクトシークエンス

法も合わせて行う必要がある。また、新た

に開発された SmartAmp 法の導入も試み

てみたが、現在のところ解析できる遺伝子

が CYP2C9*3 のみであるため、今後の検討

課題となった。 
（２）CYP2D6、CYP3A4 や MDR-1 につ

いては数か所の遺伝子多型を同時に評価し

なければならず、日本人で遺伝子多型が多

く報告されているこれらについては従来の

マルチジェノタイピング法が正確に多くの

遺伝子多型を判定できることから適してい

ることが明らかとなった。ダイレクトシー

クエンス法では CYP2D6 では 4 箇所、

CYP3A4では 6箇所の遺伝子多型を同時に

評価しなければならなかったが、これまで

に行ってきたハプロタイプ解析結果を見直

し、それぞれ 2 箇所の評価でタイピングで

きることが明らかとなった。従来のマルチ

ジェノタイピング法よりも短時間にそして

精度を持って多くの遺伝子多型を判定でき

ることからシステムとして適していること

が明らかとなった。これら研究の中で原疾

患 別 の ア リ ル 頻 度 を 解 析 す る と

CYP2D6*4,*5,*10 の遺伝子多型について

は肝細胞癌、胆道系腫瘍を原疾患とするも

のが転移性腫瘍よりも頻度が有意に高いこ

とが明らかとなった。また MDR-1 では

2677 番目が A の遺伝子多型は肝細胞癌、

胆道系腫瘍を原疾患とするものが転移性腫

瘍よりもアリル頻度が有意に高いこと、

3435 番目が C の遺伝子多型は肝細胞癌、

胆道系腫瘍を原疾患とするものが転移性腫

瘍よりもアリル頻度が有意に低いことが明

らかとなった。 
（３）UGT1A については各分子種が一つ

のゲノムから読み取られるために、プライ

マー設計も複数個所検討したが、結果的に

特 異 的 な 増 幅 が 困 難 で あ っ た 。

Allele-specific PCR 法では解析結果の再現

性に問題があった。そこでいったん PCR
にかけてダイレクトシークエンス法で遺伝

子多型を読み取ったほうが正確に評価でき

ることが明らかとなった。 
（４）この研究を通じて新たに外科手術に

より肝臓組織の切除を受ける患者より文書

同意の得られた検体を採取した。これら検

体についても新たにジェノタイピングを行

い、従来からデーターを蓄積してきたデー

タベースに情報を加えた。本研究では非感

染性の肝臓組織を主に用いたのでB型肝炎



 

 

やC型肝炎の患者からの組織が使用できず、

本件旧を通じて 17 例の検体の解析が可能

であった。 
（５）遺伝子多型情報のフィードバックシ

ステムに関し検討を重ねた。外科医から患

者への説明のために各ジェノタイプにおけ

る具体的な薬物動態の変化に関する情報の

添付の要望が寄せられた。このため各遺伝

子多型がどの程度薬物動態に影響を及ぼす

かを理解してもらうためにこれまでに報告

されているデーターを付記して説明を加え

るようにした。しかしながら、その結果報

告書のボリュームが増えすぎてしまい、か

えってわかりにくいとの意見が多かった。

具体的には CYP2D6*5 や CYP2D6*10 に

ついては明確な薬物動態への影響の結果が

あったので理解してもらい易かったが、

CYP3A4 や MDR-1、CYP2C9 などは遺伝

子多型の薬物動態に与える影響よりも個人

差による影響が強く、遺伝子多型の解析結

果を臨床に反映するにはさらなる検討が必

要であることが明らかとなった。 
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