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研究成果の概要（和文）：薬物代謝酵素 CYP2D6 において、エキソンの SNP のみでは説明で

きない酵素活性の個人差を明らかにするために、イントロン SNP の影響を解析できるアッセ

イにより、タンパク質発現量の変化を評価した。その結果、陽性コントロールとして用いた

CYP2D6*41 では、野生型 CYP2D6*1 と比較して 35％の発現低下が認められたのに対し、今

回同定した 4 種類のバリアントは野生型と同程度の発現量であった。 

 
研究成果の概要（英文）：We examined changes in the protein expression of the drug-metabolizing 

enzyme CYP2D6 by using an assay capable of analyzing the influence of intron SNPs, to determine the 

individual differences in protein activity that cannot be explained by exon SNPs alone. As a result, we 

found that while the positive control CYP2D6*41 showed a 35% decrease in protein expression 

compared to the wild-type CYP2D6*1, none of the other 4 variants differed greatly from the wild-type. 
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１．研究開始当初の背景 

薬物代謝酵素遺伝子のエキソン上に一塩基
多型（SNP）が存在する場合、コードしてい
るアミノ酸が置換され、タンパク質の構造が
一部変化することで医薬品の代謝が変化す
る。さらにその結果、医薬品の体内動態が変
化し、薬効や副作用発現に著しい個人差が現
れることが報告されている。これまでに申請
者らも薬物代謝酵素遺伝子のエキソン領域
の SNP スクリーニングを行い、日本人集団
に特徴的な新規 SNP を発見してきた。しか
し、同じ遺伝子型でも酵素タンパク質の発現
量には顕著な個人差が存在するため、エキソ
ン領域の SNP 情報のみでは薬物代謝酵素活
性の個人差すべてを説明できるわけではな
い。ヒトにおける薬物代謝酵素の中でも

CYP2D6 はタモキシフェンやアトモキセチ
ンの代謝を触媒する主要な CYP 分子種であ
る。これまでに CYP2D6 では 70 種以上の遺
伝子多型バリアントアレルが報告されてい
るが、そのほとんどがエキソン上の SNP に
よるものである。 

薬物動態学研究において、CYP 分子種の発
現制御に関するメカニズムの解明は古くか
ら興味が持たれ、多くの研究者により様々な
アプローチがなされてきた。その中で研究者
らの疑問は、「エキソンや５’調節領域上に
SNP が存在しない同じ CYP 遺伝子型でも
個々によって酵素タンパク質の発現量が著
しく異なる」という点であった。これまでに
も、遺伝子のメチル化によるエピジェネティ
ックな発現制御や核内転写因子による制御
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などの研究も行われているが、個々の CYP

タンパク質発現量を規定する決定的なメカ
ニズムは解明されていない。 

 本研究では、これまであまり注目されて
いなかったイントロン SNP にフォーカスし
て、それらの遺伝子多型によって生じる可能
性のあるスプライシングエラーやトランス
クリプション効率の変化の有無を、遺伝子の
中間産物 mRNA および最終産物である酵素
タンパク質を定量することで評価する。 

 すでに CYP2D6 遺伝子には酵素タンパク
質発現量に影響を及ぼすイントロン SNP を
含 む CYP2D6*41 が 報 告 さ れ て い る
（Toscano et al. Pharmacogenet. Genom, 

2006, Ingelman-Sundberg et al. Hum 

Genomics, 2010）。しかし、それらは白人種
に高頻度で存在するが、日本人を含むアジア
人種では極めて低頻度でしか存在しない。し
たがって、日本人種でも白人種で同定された
ようなイントロン SNP が、別の領域に存在
する可能性が高いと想像する。ただし、この
ようなメカニズムが存在するか否かを精査
するためには以下に示すようないくつかの
問題点が存在する。 

 

（１）CYP2D6 遺伝子のイントロン領域は
約 3.5kb と長く、200 人分の DNA 検体をダ
イレクトシークエンス法で解析するために
は多額の費用が必要となる。 

（２）酵素タンパク質発現量におけるイン
トロン SNP の影響を解析するには、cDNA

によるタンパク質発現系ではなく、ゲノムを
挿入した発現プラスミドによるタンパク質
発現系を構築する必要があるが、本当にその
ような系で CYP タンパク質が発現可能か判
らない。 

（３）仮にイントロン SNP が同定され、in 

vitro でのタンパク質発現系が構築できたと
しても、酵素タンパク質の発現量に影響を及
ぼす SNP が同定されるとは限らない。 

 

 申請者は、（１）の問題について、すべて
のイントロン領域をダイレクトシークエン
スするのではなく、Denaturing HPLC によ
り SNP の存在する検体のみを選別すること
で解析費用のコストダウンを図った。また、
（２）に関しては、すでに予備実験により、
CYP2D6 のエキソン-イントロンをすべて含
むゲノム領域を哺乳動物発現ベクターに挿
入し、COS-7 細胞にトランスフェクションす
ることで CYP2D6 タンパク質が発現する系
を確立している。さらに、（３）に関しては、
本補助金の特性が挑戦的萌芽研究であるこ
とから、ポジティブな結果が出るとは限らな
い本研究テーマに適していると考えた。 

 

２．研究の目的 

これまでに CYP2D6 の SNP 解析は数多く
報告されてきたが、イントロン SNP に関す
るものは非常に少ない。さらに CYP2D6 の
SNP 頻度や位置には人種差が存在するため、
白人種のデータを直接外挿することはでき
ず、日本人集団独自の解析が必要になる。申
請者らはすでに Denaturing HPLC を用いた
ハイスループット SNP スクリーニング系お
よび cDNA ではなくゲノム挿入発現プラス
ミドで酵素タンパク質を発現する系を予備
実験で構築している。このような系でイント
ロン SNP の影響を評価している報告はほと
んど存在しない。本研究で得られるイントロ
ン SNP の情報をエキソンやプロモーター
SNP の情報と組み合わせて総合的な薬物代
謝酵素活性の予測系が構築できれば、個々の
薬物動態、薬効、あるいは副作用をゲノム情
報から推測することが可能となり、より安全
で効果的なテーラーメイド薬物療法へと発
展できる。 

仮に、本研究により CYP2D6 遺伝子のイ
ントロン上に特定の SNP が存在してスプラ
イシングエラーやトランスクリプション効
率の変化が起こり、CYP2D6 タンパク質の発
現量が変化することが見出されれば、これま
でに明らかではなかった薬物代謝酵素の発
現量に個人差が生じるメカニズムの一部が
解明される。このエビデンスを基に代謝効率
を予測するシステムが構築できれば、薬物治
療の最適化と安全性を国民に提供できるだ
けでなく、使いにくい薬を使いやすい薬に変
える方法にもなる。 

 特に、CYP2D6 は小児の注意欠陥／多動
性障害（AD/HD）の治療薬であるアトモキセ
チンの代謝酵素であり注目度が高い。これま
でに、CYP2D6 の代謝遅延型遺伝子多型を有
している患者では、野生型遺伝子を有してい
る場合と比較してアトモキセチンが過剰投
与となり副作用が生じる可能性が高くなる
ことが報告されている。米国ではすでに医薬
品添付文書に「CYP2D6 の遺伝子多型に応じ
て投薬量を加減するように」というファーマ
コゲノミクスに関する注意書きが記載され
ている。しかしながら、CYP2D6 活性の個人
差はエキソン領域の遺伝子多型のみでは説
明できないため、現時点での CYP2D6 遺伝
子多型診断による投与量調節の精度は非常
に低い。 

本研究では、日本人由来 DNA196 検体に
おける CYP2D6 遺伝子のイントロン SNP を
スクリーニングし、ゲノム挿入発現プラスミ
ドを用いた酵素タンパク質発現・定量系によ
り、CYP2D6 の発現量がイントロン SNP に
より影響を受けるか否かを解析した。 

 

３．研究の方法 

 CYP2D6 遺伝子上のイントロン SNP が mRNA



 

 

やタンパク質発現量に影響を及ぼすか否か
を明らかにし、薬物動態個人差の原因を解明
する足がかりとするために、本研究計画では
以下の研究項目を行った。 
 
（１）Denaturing HPLC を用いた CYP2D6 イン
トロン SNP スクリーニング 
 ヒトの主要な薬物代謝酵素である CYP2D6
は遺伝子完全欠損型の変異アレルを有する
ことが報告されているため、まず、すでに採
取してある 196 人分の日本人 DNA サンプルを
鋳型として、各サンプルについて long PCR
法を用いた遺伝子完全欠損型変異アレルの
確認を行った。次に、CYP2D6 は塩基配列のホ
モロジーが高い偽遺伝子を有しているため、
CYP2D6遺伝子を特異的に増幅する1次PCRを
行う。ここで得られる増幅産物を鋳型とし、
CYP2D6の9つのイントロン領域を特異的に増
幅するプライマーを設計し、2次 PCR 増幅し
た。得られた産物はアガロースゲル電気泳動
にてシングルバンドであることを確認した。
次にトランスゲノミクス社 Denaturing HPLC 
WAVE3500 付属の解析ソフト WAVE MAKER を用
いて解析に最適な部分変性温度を決定し、ハ
イスループット SNP 検出を行う。SNP が存在
しない場合、産物のピークは 1 本であるが、
SNP が存在する場合は部分変性温度でヘテロ
デュプレックスを形成しピークが 2～4 本形
成された。 
 
（２）CYP2D6 イントロン SNP のシークエンス
解析 
 SNP の存在が疑われたサンプルについて、
蛍光ジデオキシ法を用いたシークエンス反
応を行い、マルチキャピラリー型 DNA シーク
エンサーを用いて、その詳細な塩基配列を決
定した。 
 
（３）イントロン SNP を含む CYP2D6 のハプ
ロタイプ解析 
 DHPLC やシークエンス解析によって得られ
る情報は単独の SNP 情報でしかない。同一検
体から複数の SNP が検出された場合、対立遺
伝子のどちらにそれらの SNP が存在するかを
ハプロタイプ解析する必要がある。CYP2D6 に
関してはオープンリーディングフレームを
含む領域が約 5kb 程度であるため、long PCR
を行うことにより、ゲノム DNA から容易にク
ローニングが可能である。得られた PCR 産物
をクローニングベクターにライゲーション
し、大腸菌にトランスフォームした後、抗生
物質に対する耐性選択により単一クローン
を得た。複数のコロニーをピックアップし、
インサートされたそれぞれのアレルをシー
クエンス解析することにより、検出された
SNP がどちらのアレルに位置するかを確認し
た。 

 
（４）エキソン-イントロン領域を含む
CYP2D6 遺伝子の in vitro 発現系の構築 
 エキソン-イントロン領域を含む CYP２D6
遺伝子を哺乳動物発現用ベクターにサブク
ローニングし、サル腎由来 COS-7 細胞中に
CYP2D6 タンパク質を発現させた。方法として
は、CYP2D6 イントロン領域に SNP が検出され
たヒトゲノム DNA を鋳型として、約 5kb の
CYP2D6 遺伝子全長を High Fidelity DNA 
Polymerase により PCR 増幅した。得られた
PCR 産物を哺乳動物発現用ベクター
pcDNA-DEST40 に乗せ換え、CYP2D6 発現プラ
スミドとした。通常は CYP2D6 cDNA を発現プ
ラスミドにクローニングするが、今回の研究
ではイントロン領域の SNP が CYP2D6 タンパ
ク質の発現量に影響を及ぼすか否かを解析
するため遺伝子全長を挿入した。 
 
（５）CYP2D6 mRNA および CYP2D6 タンパク質
発現量の比較 
 COS-7細胞に発現させたCYP2D6タンパク質
を定量し、イントロン上 SNP の存在により発
現量が変化するか否かを精査した。COS-7 細
胞を破砕後、遠心法によりミクロソーム画分
を調製する。得られたタンパク質を SDS-PAGE
により分離後、抗 CYP2D6 抗体を用いたウェ
スタンブロットによりその発現を確認した。
すでにタンパク質当たりのモル数が判って
いる市販の CYP2D6 バキュロソームをスタン
ダードとして検量線を引き定量を行った。な
お、発現ベクターのトランスフェクション効
率の補正はβガラクトシダーゼ遺伝子を挿
入した発現ベクターを共トランスフェクシ
ョンして行った。 
 
４．研究成果 
 日本人における CYP2D6遺伝子のイントロン
の SNP 解析のため、CYP2D6 野生型（CYP2D6*1）
を有する 190 人の日本人から抽出したゲノム
DNA について、イントロン 1～8を PCR 増幅し
た。その後、DHPLC による SNP スクリーニン
グを行い、多峰性ピークが確認された検体に
ついてシークエンス解析を行った。その結果、
イントロン1において352T>Cおよび456C>T、
イントロン 2 において 1433C>T、1558G>T お
よび 1583G>C、イントロン 3において 1786C>T、
イントロン 4 において 2086G>A、2157G>T お
よび 2245C>T、イントロン 7において 3356G>A、
イントロン 8 において 3986G>A の計 12 種類
の新規 SNP を検出した。その他、27 種の既知
SNP を同定した。その後、これらの SNP スプ
ラシングサイトに影響を及ぼす可能性があ
るか否かを In Silico で予測した。その結果、
1583G>C および 1598A>G を有するアレルにお
いて、イントロン 2 のアクセプターサイトで
機能変化がおこる可能性が示唆された。また、



 

 

この SNP を含む 4種のバリアントハプロタイ
プを哺乳動物発現用ベクターにサブクロー
ニングし、サル腎由来 COS-7 細胞中に CYP2D6
タンパク質を発現させた。通常はCYP2D6 cDNA
を発現プラスミドにクローニングするが、今
回の研究ではイントロン領域のSNPがCYP2D6
タンパク質の発現量に影響を及ぼすか否か
を解析するため遺伝子全長を挿入した。
CYP2D6 タンパク質の定量に関しては、COS-7
細胞を破砕後、遠心法によりミクロソーム画
分を調製した。得られたタンパク質を
SDS-PAGE により分離後、抗 CYP2D6 抗体を用
いたウェスタンブロットによりその発現を
確認した。その結果、陽性コントロールであ
る CYP2D6*41（2988G>A）において、野生型で
ある CYP2D6*1 と比較して 35％の発現低下が
認められた。それに対して、今回、新規に同
定した 4種類のバリアント遺伝子では野生型
と同程度の発現量であった。今後は、さらに
解析数を増やすことで新規のイントロン SNP
が同定されることが予想され、今回確立した
CYP2D6 遺伝子挿入プラスミドによるタンパ
ク質発現量評価系で CYP2D6 発現量の個人差
に関わるメカニズムが明らかにされる可能
性がある。 
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