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研究成果の概要： 

 ニトログリセリン（GTN）が生体内で一酸化窒素（NO）を遊離して血管拡張をきたす

機序は不明である。近年、アルデヒド脱水素酵素２（ALDH2)が GTN から NO を遊離さ

せると報告されている。モンゴロイド系人種では遺伝的に ALDH2 の変異が一定の割合で

存在することから、GTN の効果減弱または無効の可能性が推測される。今回の研究では、

ALDH2 の変異と飲酒高感受性をアンケートにより検討し強い関連性を確認。ALDH2 遺

伝子変異(すなわち飲酒耐性)にかかわらず GTN による血管拡張反応が同様に認められ、

生体内では ALDH2 に依存する代謝経路以外の存在が示唆された。 
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１． 研究開始当初の背景 

虚血性心疾患の治療薬や血圧コント

ロールに用いられるニトログリセリン

（GTN）から、生体内で NO が遊離され

て血管拡張をきたす作用機序は不明で

ある。近年、Z.Chen らにより生体内で

アルデヒドを分解するアルデヒド脱水

素酵素２（ALDH2)が GTN から NO を

遊離させ血管拡張反応を起こす働きが

あると報告されている。もし、ALDH2
が GTN の効果を規定する主な因子であ

るならば、モンゴロイドでは、白色人種

や黒色人種にはほとんど認められない

遺伝的なALDH2の変異が一定の割合で

存在することから、GTN の効果が減弱

する群が存在し、特にホモの変異の場合

は効果が全く得られなくなる可能性も

推定される。 
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 これが事実であれば、遺伝子変異を持

つ個体、特に日本人をはじめモンゴロイ

ドの多くの人種は、一定の割合で飲酒耐

性がないばかりでなく、虚血性心疾患や

高血圧緊急症などの加療において臨床

上大きな問題が生じることになる。 
 

 
２． 研究の目的 

ALDH2 の遺伝的な変異を検出し、遺伝

子変異と GTN への反応性に関連がある

か否かを検討する。                         
(1) ALDH2 の変異を安定して検出す    

る分子生化学的な測定系を確立する。 
(2)臨床的に遺伝子の変異型を推測する

ために、飲酒への耐性と ALDH2 遺伝

子変異との関連性を検討する。 
(3)各遺伝変異型における NTG による血

管拡張反応性の差異を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)    ALDH2ALDH2ALDH2ALDH2 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの genotypegenotypegenotypegenotype のののの解析解析解析解析 
・ヒト血液の採取と保存 
 ヒト血液は、通例行われているように

EDTA入りの真空採血管を用いて肘静脈よ

り採血を行った。採血された血液は室温に

て函館 -大阪を郵送、ALDH2 遺伝子の

genotype の解析に供された。 
 
・ALDH2 遺伝子の genotype の解析 

ヒト肝がん由来 HepG2 細胞より Wizard® 
Genomic DNA Purification Kit (Promega, 
Co., Madison, WI)を用いて抽出したゲノム

DNA、または、ヒト全血を鋳型とし、各種プ

ライマーセットを用いて PCR を行った。得

られた DNA 断片は、1% アガロースゲル電

気泳動法により分離した。引き続き、目的の

DNAを Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System (Promega, Co., Madison, WI)によっ

て精製した。精製された DNA 断片を基に、

ABI BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kits (Applied Biosystems, 
Foster City, CA)によってシークエンス反応

を行い、ABI 3730xl Analyzer (96 capillary 
type)によって DNA 配列を解析した。 

PCR には DNA Polymerase として、KOD 
plus ver.2 (Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan)、
AmpDirect® (Shimadzu Co., Kyoto, Japan)、
Phusion® Blood Direct PCR Kit (New 
England Biolabs, Berverley, MA)を用いた。 

実験キットを用いた実験は、付属の説明書

に従い実施された。 
 
 

(2) 日常生活日常生活日常生活日常生活でのでのでのでの飲酒飲酒飲酒飲酒にににに対対対対してしてしてしてのののの反応反応反応反応をををを調調調調べべべべ

るるるるアンケートアンケートアンケートアンケート作成作成作成作成とととと評価評価評価評価。。。。    

アンケートの項目は、飲酒の可否（否 0，
可 1）、主観的耐性・他者からの評価・嗜好性・

気分不快・赤面、について、各 4 段階（耐性

弱０～耐性強３）、一週の飲酒日数とした。 
各項目およびその総和で飲酒耐性を評価し

た。 
 (3) ALDH2ALDH2ALDH2ALDH2 のののの遺伝子変異遺伝子変異遺伝子変異遺伝子変異とととと GTNGTNGTNGTN のののの反応性反応性反応性反応性のののの    

差差差差にににに関関関関するするするする研究研究研究研究    
    GTN は舌下常用量では抵抗血管を拡

張しないが、静脈系や冠動脈および末梢の

弾性血管を拡張することが知られている。

当初は GTN 投与前後での冠動脈径の変化

を MRI で測定しその効果判定をする計画

であったが、解像の点で十分な判定が出来

ないと判断された。そこで GTN 舌下投与

時に末梢の弾性血管径の変化をエコー画像

を用いて定量的に測定することで、GTN が

生体内で有効に作用しているか否かを判定

することとした。 
  測定は UNEX 社製ユネクスイーエフを用

い、上腕動脈の血管系をエコーで測定し血

管拡張の経時変化を記録した。 
   測定の手順を以下に示す。 

① 被験者は水平に臥床し右腕の上腕動脈

をエコープローブにより描出する。 
② FMD(Flow-Mediated Dilation)の測定

を行う。（内因性の NO による血管拡張

性の測定）：前腕にカフを巻き収縮期圧

＋50mmHg 以上の圧で圧迫し、５分後

に圧を開放し、血管の拡張反応を経時

的に測定。動脈の最大拡張度を計算。 
FMD(%)=（駆血解放後最大拡張径－安

静時径）／安静時径 × 100 
 

③ NMD(Nitroglycerin-mediated 
Dilation)の測定をFMD測定終了後 30
分以上開けて行う。安静 3 分間のベー

スライン血管径を測定後、GTN 舌下錠

（ニトロペン）0.1mg(3 分の 1 錠)を舌

下し、同様に血管径の変化を経時的に

測定。計算式は②と同様。 
 
FMD, NMD を各遺伝子変異タイプ（野生

型/野生型、野生型/変異型、変異型/変異型）

別に反応性の差を検討。 
  
4. 研究成果 
(1)(1)(1)(1) ALDH2ALDH2ALDH2ALDH2 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの全血全血全血全血からのからのからのからの直接的直接的直接的直接的なななな

genotypegenotypegenotypegenotype 解析解析解析解析系系系系のののの構築構築構築構築    
 
 ALDH2 の酵素活性に対して著しい影響を

与える Glu504Lys を導く一塩基多型(Single 
Nucleotide Polymorphism; SNP) の

genotype の解析方法について検討した。 
本 研 究 に お い て ALDH2 遺 伝 子 の

genotype を正確に決定することは研究の基

盤であり、極めて重要である。正確な



 

 

genotype を決定するためには、PCR Direct 
Sequencing を行う必要がある。全血から直

接的にPCRを可能にしゲノムDNAの精製ス

テップを減らすことにより、血液間のクロス

コンタミネーションのリスクを減らすため

に、下記の各種検討を行った。 

 

①ヒト肝がん細胞由来HepG2のゲノムDNA
からの DNA 増幅 

 設計したプライマーが PCR において機能

することを検出するために、ヒト肝がん細胞

由来 HepG2 細胞より得られたゲノム DNA 
100 ng を鋳型とし、KOD plus ver.2 と以下

のプライマーセットを用いて、PCR を行った

(Fig. A)。 

 

プライマーセット 1 

Forward: 5’- ccc ata acc ccc aag agt ga -3’ 
Reverse: 5’- tta ccc tct ctt gtc act tc -3’ 
Sequencing: 5’- agt agg aaa cac tga tgg cc 
-3’ 
 

プライマーセット 2 

Forward: 5’- tgg gca aca gag aaa gat tct atc 
-3’ 
Reverse: 5’- cca cca gca gac cct caa g -3’ 
Sequencing: 5’-taa ccc ata acc ccc aag a -3’ 
 

PCR プログラム 

94℃ 2 分 

94℃ 15 秒 

Tm℃ 30 秒   35 サイクル 

68℃ 1 分 

68℃ 3 分 

 

Fig. A ゲノム DNA を鋳型とした PCR 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 いずれのプライマーセットを用いた場合

でも、非特異的な増幅が見られるものの、目

的サイズの DNA 断片を得ることができた。

また、この DNA 断片を精製し、Sequencing 
primerを用いてDNA配列を得ることができ

た。以上より、設計されたプライマーセット

は、いずれも当初の想定通り機能することが

示された。 

 

②全血からの直接的な DNA 増幅と DNA 配

列の決定 

 全血からゲノム DNA を抽出し、上記の方

法によって genotype を決定する系よりも、

全血から直接的に DNA を増幅し genotype
を決定する方が、ゲノム DNA の抽出のステ

ップを省略できるため、血液試料間のクロス

コンタミネーションのリスクを減らすこと

ができる。そこで、上記のプライマーセット

を 用 い 以 下 の PCR プ ロ グ ラ ム に て 、

AmpDirect®
により全血からの直接的な増幅

を試みた。 

 

PCR プログラム 

95℃ 10 分 

94℃ 5 秒 

Tm℃ 15 秒   35 サイクル 

72℃ 1 分 

72℃ 3 分 

 

 いずれのプライマーセットを用いた場合

でも、反応容量に対して血液容量を 5–20% 
(v/v)、Tm を 50–72℃において、DNA の増幅

は極めて限定的であり、大量の primer dimer
と思われる DNA 断片が検出された。そのた

め、この試料に関して、DNA 配列の解析に

おいて特異的なシグナルを得ることができ

なかった(data not shown)。この原因の一つ

として血液の保存状態が適していない可能

性が考えられた。つまり、血液の状態によっ

て PCR の反応の進行が変わると考えられる

ので、この保存条件について検討した(Fig. 
B)。 

 

Fig. B 血液の保存状態が PCR に与える影

響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

上記のいずれの保存状態であってもプラ

イマーセット１(Fig. B)、プライマーセット 2 
(data not shown)で、全血の保存状態に依存

せず DNA の増幅を検出することができた

(Fig. B, lane 7–9)。つまり、AmpDirect®
に

より増幅効率が悪いのは、血液の保存状態に

よるものではないと考えられた。 

そこで、他の crude 試料からの PCR 反応

試薬である Phusion® Blood Direct PCR Kit
を用いて、–80℃保存の全血を鋳型に、検討



 

 

を行った(Fig. C)。 

 

Fig.C Phusion® Blood Direct PCR Kit を
用いた PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

プライマーセット 2 と Phusion® Blood 
Direct PCR Kit によって、全血を反応溶液の

15%(v/v)、DMSO を加えない条件において、

広い Tm 条件下で PCR が進行した(Fig. C, 
lane 7–9)。一方、プライマーセット 1を用い

た同試薬での PCR では、反応は進行しなか

った（Fig. D）。 

 

Fig. D 全血 15%(v/v)、DMSO(-)での PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 プライマーセット 2 にて、全血を反応溶液

の 15%(v/v)、DMSO を加えない条件におい

て得られた DNA 断片より、Fig.E のように

明確な genotyping が可能となった。 

 

Fig. E Direct Sequencing による

ALDH2 遺伝子の genotyping 
 

 

 

また、上記の全血試料を用いて、10 回以上の

同様の操作を行った結果、すべて極めて明確

かつ同一の結果を得たことから、本系が再現

性の高い系であると考えられた。 

 

 以上より、ALDH2 遺伝子の genotyping
において、極めて明確かつ再現性の高い全血

からの Direct Sequencing の系の構築に成功

した。 

 
(2) ALDH2ALDH2ALDH2ALDH2 遺伝子変異遺伝子変異遺伝子変異遺伝子変異とととと飲酒耐性飲酒耐性飲酒耐性飲酒耐性のののの検討検討検討検討 

ALDH2 の遺伝変異の分析結果は、飲酒に

対する耐性を非常によく反映していた。 
遺伝子の一方に変異型があると（ヘテロ型）、

飲酒は可能であるが、自己および他者評価で

は飲酒への耐性は正常型とホモ変異型の中

間より、むしろ飲酒耐性が弱い方へ偏ると考

えられた。 
特に赤面の有無に関しては正常型とヘテロ

変異に関して大きな差が認められた。 
            W/W     W/Mt    Mt/Mt 

n=10      n=14     n=10 
飲酒可否 1.00±0.00   1.00±0.0 0  0.30±0.50 
自己評価 1.90±0.57   0.71±0.73  0.00±0.00 
他者評価 1.60±1.07   0.36±0.84  0.00±0.00 
嗜好性  1.80±0.92   0.71±0.83  0.20±0.60 

気分不快 2.00±0.67   1.43±1.09  0.40±0.97 
赤面   2.20±0.79   0.14±0.36  0.00±0.00 
飲酒日/週 0.33±0.31   0.18±0.24  0.00±0.01 

総 計  10.83 ± 2.12 4.54 ± 2.85 0.90 ± 1.92    

（W:野生型、Mt:変異型） 
 

 
 各遺伝子群でのアンケート総点数の差 
 
 

 
各遺伝子群でのアンケート項目の平均点数 
  （縦軸はアルコール耐性の強さ） 
 



 

 

 
(3)(3)(3)(3) ALDH2ALDH2ALDH2ALDH2 遺伝子変異遺伝子変異遺伝子変異遺伝子変異とととと GTNGTNGTNGTN へのへのへのへの反応性反応性反応性反応性

のののの差異差異差異差異にににに関関関関するするするする検討検討検討検討    
 遺伝子変異にかかわらず、すべての対象で

GTN による血管拡張反応が認められ、生体

内ではその効果発現に ALDH2 のエステラー

ゼ活性によるNOの放出以外の他の経路が存

在することが強く示唆された。 
以上のことから、ALDH2 活性の高さすなわ

ち飲酒耐性の強弱により、ニトログリセリン

の治療効果に差は生じないと考えられる。 
 

       FMD(%)    NMD(%) 
W/W (n=6)  6.2±3.1  20.4±3.2 
W/Mt(n=7)   9.0±4.6  23.1±4.8  
Mt/Mt(n=8)  7.6±4.7  21.2±9.2 

（W:野生型、Mt:変異型） 
FMD、NMD いずれに関しても各群間で

有意差なし。 
 

 
     各遺伝子群での FMD と NMD (縦軸％) 
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かつ効率的な治療等の確立に関する臨床研

究－院外心停止者の救命率向上に対する自

動体外式除細動器を用いた心肺蘇生法の普

及とエビデンス確立のためのウツタイン様

式を用いた大規模研究 

厚生労働科学研究費補助金による循環器疾

患等生活習慣病対策総合研究事業： 急性心
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