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研究成果の概要： 
 気管支喘息におけるロイコトリエン受容体拮抗薬(LTRA)の効果と遺伝子多型の関連について

検討を行った。システニルロイコトリエン産生経路に関与する遺伝子についてスクリーニング

を行った結果、LTC4S 遺伝子において LTRA 投与後の呼吸機能の改善率と有意な相関を示す SNP

を遺伝子上流の領域に見出した。その遺伝子多型がどのように呼吸機能の改善率に関与してい

るかを解明するために機能的解析を行った。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,300,000 0 1,300,000 

2008 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 2,600,000 390,000 2,990,000 
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１．研究開始当初の背景 
 気管支喘息の治療薬の１つであるロイコ
トリエン受容体拮抗薬はその多彩な抗喘息
作用と安全性と経口薬であるなどの優れた
特性を持ちながら効果のある患者の割合が
低く、薬価が高いために費用対効果が劣ると
されている。 
 
２．研究の目的 
 ロイコトリエン受容体拮抗薬に対して遺
伝子多型を用いた薬理遺伝学的解析を行い、
薬剤が有効である可能性の高い患者群の予

測に必要な遺伝子多型の情報を可能な限り
数多く収集することを目的とした。複数の遺
伝子多型の情報によって、より正確な薬剤の
有効群の予測を行い、その群に積極的に投薬
することでこの薬剤の優れた特性を効率よ
く活用することが可能となれば、基礎医学的
のみならず、臨床医学的にもその意義は非常
に大きい。 
 
３．研究の方法 
 (1)連鎖不平衡地図の作成及び代表的遺伝子



多型の選出 

 国際 HapMap の Data base より日本人の遺

伝 子 多 型 の 情 報 に つ い て 、 Haploview 

(Bioinformatics 2005 21:263)を用いて連鎖

不平衡地図を作成し、Genotyping するべき代

表的遺伝子多型を選出する。 

(2)Genotypingと相関解析 

  既収集の 172 検体に関してGenotypingを

行う。TaqMan PCR法によるGenotypingを第一

選択とし、Primer&Probe setを設計できない

場合は、PCR-RFLP法やPCR-Direct sequence

法などの手法を用いる。GenotypeとFEV1改善

率について相関解析を行い、薬剤の効果に関

与する遺伝子多型を探索する。 

(3)詳細な遺伝子多型の抽出 

 GenotypeとFEV1改善率について関連の得ら

れた遺伝子多型を含む遺伝子に関して、詳細

な遺伝子多型の抽出を行う。日本人 24 人の

ゲノムDNAを用いてシークエンスを行いData 

base上に登録されていない日本人に存在す

る遺伝子多型の情報を収集し、機能解析を行

う遺伝子多型を絞り込む。 

(4)遺伝子多型の機能解析 

 ロイコトリエン受容体拮抗薬(LTRA)の呼

吸機能の改善率と相関がえられた遺伝子多

型に対して、その遺伝子多型を含む遺伝子の

発現情報や、アレル間に遺伝子発現や転写因

子の結合に関して差があるかを検討する。

(Real time PCR, Luciferase assay, EMSA 等) 

 
４．研究成果 

(1)候補遺伝子のスクリーニング  

 候補遺伝子としてシステニルロイコトリエ

ン産生経路に関与する7遺伝子(LTA4H, 

LTB4R1, LTC4S, ALOX5, ALOX5AP, GGTLA1, 

DOEO1)を選び、これらに関してデータベース

上の既知の29SNPについて Genotypingを行っ

た。その結果、LTC4SにおいてLTRA投与後の呼

吸機能の改善率と有意な相関を示すSNPを遺

伝子上流の領域に見出した。 

(2) LTC4S遺伝子からの遺伝子多型の抽出 

 有意な相関が認められたLTC4Sに関して、既

知以外の遺伝子多型の有無を明らかにするた

め、24人の気管支喘息患者のゲノムDNAを用い

て遺伝子多型の抽出を行った。その結果、11

の遺伝子多型(新規の5SNPを含む)を見出した

。(表1) 

(3) 連鎖不平衡地図の作製及び代表的遺伝子  

多型(TagSNP)の選出  

 検出した11の遺伝子多型に関してアレル頻

度を考慮して連鎖不平衡地図を作製し、

r-square=0.8を閾値として3個のTagSNPを選

出した。候補遺伝子のスクリーニングにて有

意差を認めたSNPは完全連鎖不平衡のSNPを5

個(遺伝子上流2個,Intron2個,遺伝子下流1個

)持つ事が判明した。  

表 1. 日本人におけるLTC4S遺伝子の多型とその頻度

Position Location Minor allele
frequency (%)

NCBI
dbSNP

1 -3302 C/G 5'-flanking
region 33 rs10054477

2 -2721 C/T 5'-flanking
region 17 -

3 -2525 G/A 5'-flanking
region 33 rs6871140

4 -2240 G/A 5'-flanking
region 17 -

5 -1072 G/A 5'-flanking
region 17 rs3776944

6 -444 A/C 5'-flanking
region 17 rs730012

7 10 G/A exon1
(Glu4Lys)

4 -

8 1296 C/T intron1 17 -

9 2157 T/C intron4 17 rs2306795

10 2564 A/G 3'-flanking
region 17 rs3756614

11 2765 A/T 3'-flanking
region 2 -

 

(4) LTC4Sの発現プロファイル  

 浮遊細胞、接着細胞を含めた20の細胞株に

てLTC4Sの発現情報を検討したところ、THP-1(

単球系),KU812(好塩基球系)での特異的な高

発現が認められた。(図1)  

 

図1 種々の細胞株におけるLTC4S遺伝子の
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(5)LTC4S の遺伝子多型についての機能的解

析 

 呼吸機能の改善率と相関をもつ LTC4S遺伝

子の約 2kbp 上流に存在する 2SNP に対し、各

アレルより遺伝子発現調節に差があるかを

確認するために Luciferase assay を行った。



LTC4S遺伝子を高発現している KU812(好塩基

球)において、LTC4S の遺伝子上流約 2kbp と

Luciferase 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー を

transfection する条件を Nucleofection 

(amaxa)にて設定した。さらに KU812 は TGFB1

刺激にて LTC4Sの遺伝子発現が上昇すること、

また Luciferase assay においても TGFB1 刺

激により転写活性が上昇することを見出し

た。 

(6)その他の遺伝子の関する詳細な遺伝子多

型の抽出 

 システニルロイコトリエン産生経路に関
与する遺伝子のうち LTA4H, LTB4R1, LTB4R2
に関して、12 人の気管支喘息患者のゲノム
DNA を用いて Direct Sequence を用いて遺伝
子多型の抽出を行い、Haploview を用いて連
鎖不平衡マップの作製を行った。これらの遺
伝子多型の中には、前年度に genotype を行
っているものも含まれているが、これらとは
連鎖の弱い、新たな tagSNP も多数含まれて
いた。 
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