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略語表  

 

本論文においては以下の略語を用いた。  

 

A  aden in e  

BM I  bod y m ass  i ndex  

bp  base  p a i r  ( s )  

C  c yt os ine  

C /D ra t io  p l asma  co ncen t ra t i on  normal i zed  wi th  the  dose  ra t i o  

CYP  ind iv idua l  fo rm o f  c yt ochr ome P450  

DNA  deox yr ibonu c le i c  a c id  

dNTPs  deox yr ibonu c leos id e  5 ′ - t r i phosp ha tes  

EDTA  e th yl ened iamine te t raace t i c  a c id  

EM ex tens ive  metabo l i z e r s  

E tBr  e th id ium bromide  

FAM  6-ca rbox yf l uores ce in  

FMO  ｆ l av in -con t a in in g  monoox ygen ase  (EC.  1 .  14 .  13 .  8 )  

G  gu an ine  

G-6 -P  g lu cose - 6 -phosph a t e  

G-6 -P  D Has e  g lu cose - 6 -phosph a t e  deh yd ro genase  

HP LC  h igh -per fo rm ance  l i qu id  ch romato grap h y  

HRP  horse r ad i sh  p e rox idase  

IM  in t e rmed ia t e  met ab o l i z e r s  

kb  k i lobase  p a i r ( s )  

K m  m ichae l i s  cons t an t  

mRNA messen ge r  r i bo  nuc le i c  a c id  

NADP
+
 β -n i co t inamide  ad en ine  d inuc l eo t ide  p hospha te ,  ox id i zed  fo rm  
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NADPH  β -n i co t inamide  ad en ine  d inuc l eo t ide  p hospha te ,  r edu ced  f o rm  

NFQ  nonf luor escen t  quenche r  

P450  gene ra l  t e rm fo r  c y tochrome P450  (EC .  1 .  14 .  14 .  1 )  

PCR po l ymeras e  ch a in  r eac t ion  

PM poor  metabo l i z e r s  

REP  repe t i t i ve  sequ ence  

RFLP  res t r i c t i on  f r agmen t  l ength  po l ymorph i sm  

SDS -PAGE  sod ium dodec yl  su l fa t e  -  po l yacr yl amide  ge l  e l ec t rophor e s i s  

T  th ymine  

TBS  t r i s  bu f f e red  sa l ine  

TE  10  mM Tr i s -HCl  ( p H7 .5 ) /1  mM ED TA  

Tr i s  t r i s (h ydrox ym eth yl )aminometh ane  

UM u l t ra r ap id  metab o l i z e r s  

UV  u l t r av io l e t  

V IC  4 ,7 ,2 ′ - t r i ch lo ro -7 ′ - phen yl -6 -ca rbox yf l uores ce in  

V m a x  max imum veoc i t y  
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序    論  

 

 精神疾患患者は、近年増加傾向にあり、本邦での患者数は 300 万人を超え

るとされている 1 )。精神疾患のなかでもうつ病と統合失調症の割合は大きく、

全体の約半数を占める 1 )。これら疾患の治療には抗精神病薬や抗うつ薬が用

いられる。近年、非定型抗精神病薬や新規作用機序での抗うつ薬など新薬が

次々と上市されている  (Tab le  1 )。これら治療薬は複数同時に使用されること

が多く、入院患者においては抗精神病薬 3 剤以上投与の割合が全体の 4 割を

超えると報告されている 2 )。厚生労働省は向精神薬の減薬を推進し、平成 26

年度診療報酬改定では向精神薬の多剤投与に減算が盛り込まれた。すなわち、

1 回の処方において 3 種類以上の抗不安薬、 3 種類以上の睡眠薬、 4 種類以上

の抗うつ薬または 4 種類以上の抗精神病薬を投与した場合、精神科継続外来

支援 ･指導料は算定できず、処方せん料、処方料、薬剤料については減算し、

さらに精神科救急入院料、精神科急性期治療病棟入院料、精神科救急 ･合併症

入院料、精神療養病棟において、種類数制限のない非定型抗精神病薬加算 2

を削除した 3 )。しかしながら、本改定では諸外国で一般的となっている単剤

投与の推進までは及んでいない。日本精神神経学会は本診療報酬改定に対し

て反対の声明を発表しているように

(h t tps : / /www. j spn .o r. j p /modu les / in f o / index .php? con ten t_ id=36 )、減薬そのものに

対しても意見が対立しているのが国内の現状であり、精神疾患治療は極めて

複雑化していると指摘せざるを得ない。  
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Table  1 .  Typ ica l  an t ipsychot i cs  and  a nt idepressants  and  the  yea rs  o f  mark et ing  

approva l .  

Ant ips ycho t i c s  Approv a l  ( year )   An t idepr es san t s  Approv a l  ( year )  

R i sper idone  1996   Trazodone  1991  

Olanzap ine  2000   F luvox amine  1999  

Que t i ap in e  2000   Parox e t ine  2000  

Perosp i ron e  2000   Ser t ra l i n e  2006  

Ar ip ip razo le  2006   Mi lnac ip r an  2008  

Blonans er in  2008   Mi r t azap ine  2009  

C lozap ine  2009   Du lox e t ine  2010  

Pa l ipe r idone  2010   Esc i t a lop r am  2011  

   Ven la fax ine  2015  

 

このように精神疾患治療は複雑な一方で、公益財団法人ヒューマンサイエ

ンス振興財団の医師対象アンケートによると、統合失調症とうつ病に対する

治療薬の薬剤貢献度はそれぞれ 64 . 4 と 75 .8％と高い値であった  ( F i g .  1 )
4 )。

しかしながら、同調査における治療の満足度は 26 .0 と 46 .7％と低いままであ

り、調査対象である社会的に重要な 60 疾患のうち、統合失調症はアルツハイ

マー、膵がん、血管性認知症に次いで 4 番目に低く、うつ病も 19 番目に低い

満足度の順位であった  ( F ig .  1 )
4 )。このように、精神疾患治療は未だ不十分で

ある一方で、医薬品を活用する潜在的な治療貢献度が高い疾患領域のひとつ

に挙げることができる。  
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Fig .  1 . 治療満足度 ･薬剤貢献度  (2014 年度 )  別にみた新薬開発件数  (2015

年 5 月時点 )   

 

 

 治療満足度が上がらない原因として、薬物体内動態に個人差が生じ、薬効

が得られない、あるいは副作用域に達しているなどの困難な状況が考えられ

る。精神疾患治療薬の代謝に関わる薬物代謝酵素チトクロム P450  (P450 また

は CYP)  やフラビン含有モノオキシゲナーゼ 3  ( FMO3 )  には多くの遺伝子多

型が報告されており、体内動態に個人差を生じさせる要因となる可能性が高

い。精神疾患治療薬を代謝する代表的な P450 遺伝子多型について Tab l e  2 に

示す 5 - 1 7 )。  
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Table  2 .  Represent a t ive  P450  a l l e l e s  i n  Japanese  popu la t ion .  

P 45 0  

i s o f o r m  

1 A 2  2 D 6  3 A 4  3 A 5  

A l l e l e  * 1 C  * 1 F  * 5  * 1 0  * 2 2  * 3  

E n z yme  

a c t i v i t y  

Lo w  

r e s p o n s i b i l i t y   

( S mo k e r )  

H i g h e r  

i n d u c i b i l i t y  

( S mo k e r )  

N o n e  D e c r e a s e d  D e c r e a s e d  

( i n  v i v o )  

N o n e  

F r e q u e n c y  

( J a p a n e s e )  

2 0 %  6 0 %  5 -1 0 %  4 0 %  N o t  

r e p o r t e d  

7 5 %  

G e n o t yp i n g  P C R -R FLP  P C R -R FLP  Lo n g -  

P C R  

P C R -  

R FLP  

Ta q M a n  

a s s a y  

P C R -  

R FLP  

 

 

これら遺伝子多型のうち、CY P3A4*22 は CYP3A 基質の高暴露の報告 1 2 - 1 4 ,  1 6 )

から CYP3A 活性の低下が予想されるが、 i n  v i t ro  における  CYP3A タンパク

発現量および活性への影響は詳細に検討されていない。日本人での頻度は報

告がないため、本邦で重要な変異であるか否かは明らかでない。さらに

CY P2D6*5 は CY P2D6 遺伝子の全欠損変異であり、欧米で提唱された l o ng -PCR

法が判定に用いられるが、日本人で誤判定が報告されており 1 1 )、判定法の整

備が必要である。  

精神疾患治療薬  (Tab le  1 )  のなかでも代表的な抗精神病薬オランザピンは  

CYP1A2、CYP2D6  および FM O3 によって 1 8 )、リスペリドンは、CYP2D 6 およ

び  CYP3A4 によって 1 9 ,  2 0 )、ならびに抗うつ薬ミルタザピンは CYP1A2、

CYP2D6 および  C YP3A4 によって代謝される 2 1 )ことが知られている。これ

ら薬物酸化酵素にはそれぞれ上述の遺伝子多型  (Tab le  2 )  が存在するため、

酵素活性の個人間変動が治療薬の体内動態に影響する可能性がある。  

以上の背景から、本研究では精神疾患個別化治療の開発を目標とし、治療
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薬体内動態の個人差に影響を与える因子について主に薬物代謝酵素に着目し

て解明することを目的とした。第 I  章では日本人において重要な薬物代謝酵

素遺伝子多型の選別と判定法の確立を行った。第 I I 章から第 IV 章では個別

対象薬物の主代謝経路に関わる酵素を明らかとし、遺伝子多型等による各酵

素の活性変動が薬物代謝消失に与える影響について、ヒト由来酵素源および

臨床患者由来血液試料を用いて検討を行った。選択した研究対象薬物は、第

I I 章でリスペリドン、第 I I I 章でオランザピン、第 IV 章でミルタザピンとし、

薬物個々に詳細に解析した。調べた範囲において、リスペリドンおよびオラ

ンザピンでは薬物代謝酵素遺伝子多型を含めた単独因子の影響が認められず、

複合要因により代謝消失に影響を及ぼすことが推察された。一方、ミルタザ

ピンでは  CY P2D6 および  CY P3A5  遺伝子多型による影響に加え、併用注意

となる 3 種以上の薬物の組み合わせが示唆された。本研究により、治療薬体

内動態を規定する薬物代謝酵素の個人差の観点から精神疾患個別化治療の基

盤となる重要な知見を得たので、以下に詳述する。  
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第Ⅰ章  重要な日本人 P450 遺伝子多型の選別と判定法の確立  

 

第 1 節  緒言  

 

 CYP3A4 はヒト肝臓中で最も発現量が多く、市場に売られている医薬品の

50％以上の代謝に関与する重要な薬物代謝酵素である 2 2 ,  2 3 )。 CYP3A4 の代謝

能には 10―100 倍の個人差が報告されており、医薬品の応答性や毒性に影響

を与えている 2 2 ,  2 4 - 2 6 )。CY P3A4 の遺伝子多型は 20 以上報告されているが、そ

の多くは非常に頻度が低い  (h t tp : / /w ww.c ypa l l e l es .k i . s e / cyp 3a4 .h tm)。  

近 年 欧 米 白 人 に お い て CY P3A4 の イ ン ト ロ ン 6 領 域 の 変 異 で あ る

CY P3A4*22 が報告された 1 5 )。本変異を有する場合に C YP3A4 基質である高脂

血症治療薬シンバスタチンの効果が高いこと 1 2 )および免疫抑制剤の高暴露 1 3 ,  

1 4 ,  1 6 )が報告されていることから、 CYP3A4 酵素活性低下が指摘されている。

CY P3A4*22 はスプライシング異常によりイントロン 6 以降が欠損した不完全

な mRNA が合成される結果、酵素機能を持たない CYP 3A4 タンパクが合成さ

れるものと考えられており 2 7 )、CYP3A タンパク発現量および酵素活性に影響

を与えている可能性が示唆される。しかしながら i n  v i t ro で CY P3A4*22 変異

のタンパク発現と活性への影響は十分検討されていない。さらに日本人にお

ける CY P3A4*22 変異の発現頻度は検討されていないため、本変異が日本人の

薬物代謝能を考える上で重要な変異であるかは明らかではない。  

CYP3A 酵素活性に影響を与える酵素として CYP3A 4 の他に CYP3A 5 が挙げ

られる。 CYP3A 5 は CYP3A4 とのアミノ酸 相同性が 84％と高く 、多くの

CYP3A4 基質を代謝する 2 8 )ことから、 CY P3A5 遺伝子多型もまた CYP 3A 酵素

活性に影響を与えると考えられる。 CY P3A5*3 はスプライシング異常により

CYP3A5 の発現を著しく低下させる変異であり、野生型を超える発現頻度で

ある 2 9 ,  3 0 )。野生型 CY P3A5 の頻度は欧米白人に比べて日本人で高いため 3 1 )、

日本人の薬物代謝能を考慮する上で CY P3A5 の変異は重要である。  
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一方、CYP2D6 は抗うつ薬、オピオイド、β 遮断薬など多くの医薬品の代謝

を担う薬物代謝酵素である 3 2 )。 CY P2D6 には 100 を超える遺伝子多型が報告

されており (h t tp : / / www.c yp a l l e l es .k i . s e / c yp2d6 .h tm )、生体内において代謝能の

個人差や人種差を生じさせる大きな要因となっている。日本人では低酵素活

性の i n t e rmed ia t e  metabo l i z e r  ( IM )  の要因となる CY P2D6*10  の発現が野生型

に 匹 敵 す る 頻 度 で 報 告 さ れ て い る 1 0 ) 。 日 本 人 CY P2D6*10 の 多 く は

CY P2D6*10B であるが CY P2D6*10 から派生したその他変異も複数存在してい

る 3 3 - 3 6 )。一方で、欧米白人の CY P2D6*10 アリル頻度は 3%程度と低く 3 7 )、

CY P2D6*10 から派生する変異の頻度も非常に低いと考えられる。しかしなが

ら欧米白人においては、酵素活性が全く認められないあるいは著しく低い

poor  metab o l i z e r  ( P M)  の頻度が 5―1 0％と高く、その要因となる多型はフレー

ムシフトを起こす CY P2D6*3、スプライシング異常を起こす *4 および C Y P2D6

遺伝子の全欠損変異 *5 である 3 8 )。欧米白人に比べて日本人では PM の頻度は

低く 1％未満であり、その多くは C Y P2D6*5 によるものである 1 0 )。  

 CY P2D6*5 の判定は CY P2D6 配列によく似た偽遺伝子 CY P2D7 の存在により

困難である。判定法としてサザンブロット法 3 9 )や TaqMan プローブを用いた

方法 4 0 )が知られているが、これらは一般に複雑で時間がかかり、判定に高価

な機器や試薬を要する。 1995 年に全欠損変異特有の領域を増幅することによ

り判定を行う l on g -PCR 法が開発された 5 )。本判定法では CY P2D6*5 特異的な

3 .5  kb の PCR 産物の有無により、簡便に判定を行うことができるため、非常

に有用であった  ( F i g .  I - 1 )。しかしながら近年日本人で CY P2D6*5 をもたない

にもかかわらず、本判定法で CY P2D6*5 と誤判定されてしまうことが問題と

なっている 1 1 )。  
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Fig .  I -1 .  Diag ra ms  o f  CY P2D6*1 ,  CYP2D6*5 ,  and  pos i t i ons  o f  pr imers .  

The  t a rge t  r eg ions  o f  CY P2D6  a l l e l es  and  p r imers  ( fo rw a rd  13  and  reve rse  2 4 )  a re  

i l l u s t ra t ed .   Th e  s i z e  o f  PCR produc t  wi th  t he  respec t ive  p r imer  pa i r  i s  i nd i ca t ed .   

‘×’ i nd ica t es  t h a t  p r imers  do  no t  h yb r id i ze  o r  e ff i c i en t l y  ampl i f y  t he  

cor r espond in g  s equ ence .  

 

以上を考慮し、第Ⅰ章では CY P3A4*22 が日本人において判定すべき重要な

多型であるかの選別を行うため、CYP3A4*22 変異について CYP3A タンパク発

現量および酵素活性への影響を検討し、日本人でのアリル頻度を調べた。さ

らに日本人 CY P2D6*5 の誤判定を回避した判定法の確立を行った。  

 

 

第 2 節  実験材料および方法  

 

Ⅰ -2 -1 実験材料、試薬および使用機器  

 第一群の欧米白人ゲノム D NA および対応する肝ミクロゾームは Inou e ら

4 1 )および Shimada ら 3 5 )によって調製された全 23 検体を使用した。第二群の

ゲノム DNA は第一群の 23 検体に加え、 Inoue ら 4 1 )および Shimada ら 3 5 )によ

って調製されたゲノム DNA および熊本大学中川和子博士および大阪府立大

CYP2D6*1

2D7 REP7 2D6 REP6

13 24

CYP2D6*5

2D7 REP7/6

3.5 kb13 24
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学島田力博士より御供与頂いた肝試料より調製されたゲノム DN A 全 94 検体

を使用した。第三群の全 500 検体は Matsunaga ら  
3 4 )

 および  K i yo tan i ら 4 2 )

により CY P2D6 遺伝子型判定済みの白血球細胞由来日本人ゲノム DN A および

第二群の日本人ゲノム DNA を使用した。ゲノム DN A は全てマルコムの e- spec t

を用いた U V 280  nm より濃度を測定し、必要に応じて TE で希釈した。本研

究は昭和薬科大学研究倫理委員会において承認された。  

 肝ミクロゾームのタンパク量は b ov ine  se rum a lbum in を標準タンパクとし

て BCA Pro t e in  Assa y Ki t  (P i e r ce )  を 用 い て Model  550  Microp la t e  Reade r  

(Bio -Rad)  により測定した。  

デキストロメトルファンは Sigm a-Al dr i ch より購入した。ミダゾラムおよび

テストステロンは和光純薬より購入した。プライマーとして用いたオリゴヌ

クレオチドの合成は  S igma Genos ys に依頼した。D NA ポリメラーゼは、タカ

ラバイオの TaKaR a  LA Taq
T M および TOY OBO の KO D-P lus -を使用した。制限

酵素 Ssp  I はタカラバイオより購入し、反応には添付の緩衝液を使用した。バ

キュロウィルスを昆虫細胞に感染させ発現させた組換え CYP3A4、マウス抗

ヒト CYP3A 抗体および HRP 標識ウサギ抗マウス Ig G は、Corn in g より購入し

た。リアルタイム PCR の試薬は Appl i ed  Bios ys t ems より C_59013445 _10 を購

入し、遺伝子増幅には Appl i ed  Bios ys t ems の 7300  Rea l -Time  PCR S ys t em を使

用した。その他の試薬類は市販の特級または生化学用のものを使用した。  

 HP LC システムは、島津製 Prominence  の CBM -20 A s ys t em con t ro l l e r、S IL- 20 A 

au to  in j ec to r、 LC- 20AD pump、 CTO - 10A co lumn ov en、 DGU-20 A 5R degas se r、

SPD-20A d e tec to r および RF- 20A XS  de tec to r を使用した。PCR による遺伝子増

幅には Appl i ed  Bio s ys t ems の 2720 サーマルサイクラーを使用した。アガロー

スゲル電気泳動は ADVANCE の M upid -ex U を使用した。  

  

Ⅰ -2 -2 CY P3A5*3 の判定  

 欧米白人ゲノム DNA を用いて Adler らの方法 4 3 )を一部改変し、 CY P3A5*3

判定を行った。反応液は 1×LA PCR
T M 緩衝液、0 .2  mM dNTPs、2 .5  mM 塩化マ
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グネシウム、 0 . 4  µM プライマー 3A5 -F  、 0 .4  µM プライマー 3A5-R、 1 .0  U/µ L  

TaKaRa  LA Taq
T M

 およびゲノム D NA 20  ng を含み、滅菌精製水で全量を 25  μ L

とした。PCR 反応は 94℃で 5 分間熱変性後、94℃で 20 秒間、50℃で 4 0 秒間、

70℃で 40 秒間を 1 サイクルとして 30 サイクル、さらに 72℃で 7 分間の伸長

反応を行った。増幅させた後、 PCR 反応液 3 .0  μ L、 1× Ssp  I  緩衝液、 10  U Ssp  

I を含み、滅菌精製水で全量を 20  μ L とし、 37℃で 1 8 時間反応させた。制限

酵素処理した反応液は EtBr を含む 4 .0% (w/v )  アガロースゲルで電気泳動を

行った。 168  bp の PCR 産物が野生型アリルでは制限酵素で切断され、 148 お

よび 20  bp の断片となるのに対し、変異型アリルでは切断されないことを利

用して判定を行った。用いたプライマーの配列を Tab l e  I -1 に示す。  

 

Table  I -1 .  Sequences  o f  pr i mers  used  f or detec t ion  CY P3A5*3 .  

Name  Sequence  

3A5- F  

3A5-R  

5 ′ -  CAT CAG TTA GTA GAC AGA TG A -3 ′  

5 ′ -  GGT CCA AAC AGG G AA G AA A TA -3 ′  

 

 

Ⅰ -2 -3 CY P3A4*22 の判定  

 CY P3A4*22 の判定は TaqM an プローブを用いた定量 PCR 法で行った。反応

液は 1×Taq  Man  U niversa l  PCR Mas te r  Mix  No  UNG、 1×Taq  M an  Geno t yp ing  

Assa y Mix およびゲノム DN A 10  n g を含み、全量を滅菌精製水で 25  μ L とした。

60℃で 1 分間反応後、 PCR 条件として 95℃で 10 分間の熱変性後、 92℃で 15

秒間、 60℃で 1 分間を 1 サイクルとして 40 サイクル反応を行った。 D NA を

含まないコントロールに対する野生型および変異型プローブに標識された各

蛍光物質の増幅前後での相対蛍光強度を解析し、遺伝子型の判定を行った。

プローブの配列は 5 ′ -  GTG CC A G TG ATG CA G CTG  GCC  CTA C[ G/A] C  TGG 

GTG TG A TG G AG A CAC  TG A ACT - 3 ′であり、蛍光標識は野生型で V IC、 *22
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で FAM とし、クエンチャーに N FQ を使用した。  

 

Ⅰ -2 -4 薬物酸化酵素活性の測定  

 第一群の個別肝ミクロゾームを用いて、CYP2D6 および CYP3A 指標酵素活

性を求めた。  

 

a ) デキストロメトルファン酸化酵素活性  

 Uno ら 4 4 )
 の方法を一部改変し、デキストロメトルファン O -脱メチル化お

よび N -脱メチル化酵素活性を測定した。反応混液は 0 .20  m g p ro t e in /m L ヒト

肝ミクロゾーム、NADPH 生成系  (0 . 25  mM NADP
+、 2 . 5  mM G -6-P および 0 .25  

un i t /m L G -6-P DHase)、 100  mM リン酸緩衝液  (p H 7 .4 )  ならびに 400  μM  デキ

ストロメトルファンを含み、全量を 200  μ L とした。 37°C の水浴上で 15 分間

振とうして反応させ、氷冷した 60%  過塩素酸 10  μ L を添加して反応を停止さ

せた。撹拌後、 70 0  ×  g で 5 分間遠心分離し、上清を HP LC に注入した。カラ

ムは Might ys i l  RP - 18  (4 .6  mm ×  15 0  mm、 5 .0  µm;  関東化学 )を使用し、カラム

オーブンは 25℃とした。移動相には 20  mM 過塩素酸ナトリウム  (pH 2 .5 ) :アセ

トニトリル  (6 7 :33 ,v /v )  を使用し、流速は 1 .2  m L/mi n とした。測定は励起波

長 270  nm、蛍光波長 312  nm とした。デキストロメトルファン O -脱メチル化

体および N -脱メチル化体の標品で検出された HP LC ピーク面積を基に代謝物

の定量を行った。  

 

b ) ミダゾラム水酸化酵素活性  

 Kronb ach ら 4 5 )
 の方法を一部改変し、ミダゾラム 1 ′ -水酸化酵素活性を測定

した。反応混液は 0 .50  m g p ro t e i n /m L ヒト肝ミクロゾーム、 NA DP H 生成系

(0 .25  mM NA DP
+、 2 .5  mM G -6-P および 0 .25  un i t /m L G - 6-P DH ase)、 1 00  m M リ

ン酸緩衝液  (p H 7 .4 )  ならびに 1 00  μM ミダゾラムを含み、全量を 250  μ L と

した。37°C の水浴上で 15 分間振とうして反応させ、氷冷したメタノール 250  

μ L を添加して反応を停止させた。撹拌後、 700  ×  g で 5 分間遠心分離し、上



12 

 

清を HP LC に注入した。カラムは M ight ys i l  RP -18  (4 . 6  mm ×  150  mm、 5 .0  µm)

を使用し、カラムオーブンは 25  ℃とした。移動相には 10  mM リン酸カリウ

ム緩衝液  (p H7 .4 )  :メタノール :アセトニトリル  (4 3 :24 :33)  を使用し、流速は

1 .0  m L/min とした。測定波長は U V 2 20  nm とした。ミダゾラム 1 ′ -水酸化体の

標品で検出された HP LC ピーク面積を基に代謝物の定量を行った。  

 

c ) テストステロン酸化酵素活性  

 Yamazak i および Shimada  
4 6 )

 の方法を一部改変し、以下の方法によりテス

トステロン 6β -水酸化酵素活性を測定した。反応混液は 0 .25  m g p ro t e in /m L ヒ

ト肝ミクロゾーム、 NADPH 生成系  (0 .25  mM N ADP
+、 2 .5  mM G - 6-P および

0 .25  un i t /m L G -6 -P DHas e)、100  mM リン酸緩衝液  (p H 7 . 4 )  ならびに 50  μM テ

ストステロンを含み、全量を 250  μ L とした。37°C の水浴上で 10  分間振とう

して反応させ、氷上で酢酸エチル 1 . 5  m L を加えて反応停止後、3  M  塩化ナト

リウム 25  μ L を加えた。撹拌後、 70 0  ×  g で 5 分間遠心分離し、酢酸エチル層

1 .0  m L を別の試験管に移し、遠心濃縮器 CC-105 および冷却トラップ T U-055  

(トミー工業 )  を用いて濃縮乾固した。残渣を移動相 20 0  μ L に溶解させ、HP LC

に注入した。カラムは Might ys i l  RP - 18  (4 .6  mm ×  150  mm、 5 .0  µm)を使用し、

カラムオーブンは 25  ℃とした。移動相には 64  %メタノールを使用し、流速

は 1 .2  m L/min とした。測定波長は UV 240  nm とした。テストステロン 6β -水

酸化体の標品で検出された HP LC ピーク面積を基に代謝物の定量を行った。  

 

Ⅱ -2 -5 ヒト肝ミクロゾーム中の C YP3A 含量の定量  

 欧米白人個別肝ミクロゾーム中の CYP3A 含量の測定は免疫学的方法によ

り測定した。SDS -PAGE には 1 .0  mm の厚さの 7 .5 % アクリルアミドを用いて、

1 ウェルあたり 5  μg  タンパクを添加した。 SDS -PAG E 後、タンパクをアクリ

ルアミドゲルからニトロセルロース膜へ電気的  (1 00V、 2 時間 )  に転写した。

ニトロセルロース膜を 10％  ( w/v )  スキムミルクに 1 晩浸けた後、T BS で洗浄

し、2000 倍に希釈したマウス抗ヒト CYP3A 抗体に浸し、3 時間振とうさせた。
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さらに TBS で洗浄後、 5000 倍に希釈した HRP 標識ウサギ抗マウス IgG 抗体

に浸して 45 分間振とうさせ、T BS で洗浄を行った。バンドの検出は発光試薬

として EC L
T M

 Wes te rn  Blo t t i n g  Detec t ion  Reagen t s  (A mersham )  をニトロセル

ロース膜に添加し 1 分間室温で反応させ、 LAS -10 00  UV min i  (富士フィルム )  

を用いて行った。検出されたバンドの発光強度は、Mu l t i  Gau ge  (GE H ea l t hcar e）

を用いて、組換えヒト CYP3A4 に対する相対強度を解析して求めた。なお用

いた一次抗体は添付情報より CYP3 A4 と CYP3A5 を同程度の強度で認識する

ものである。  

 

Ⅰ -2 -6 CY P3A4*22 の頻度解析  

 第二群の欧米白人および日本人のゲノム DN A を用いて、Ⅰ - 2 -3 の項に述べ

た方法にしたがって判定を行い、 CY P3A4*22 の頻度解析を行った。  

 

Ⅰ -2 -7 CY P2D6* 5 の判定  

a ) 従来法による CY P2D6*5 判定  

 第三群の遺伝子型既知のゲノム D NA を用いて、プライマー 13 /24  ( F i g .  I - 1 )

による CY P2D6*5 判定を行った。反応条件は Steen ら 5 )の方法を改変し、以下

のとおりとした。  

PCR 反応液は 1×K OD-P lus -PCR 緩衝液、 1  mM 硫酸マグネシウム、 0 .2  mM 

dNTPs、1  µM プライマー 13、1  µM  プライマー 24、0 . 4  U/µ L KOD -P lus -および

ゲノム DN A 75  n g  を含み、滅菌精製水で全量を 20  µ L とした。PCR 反応は 94℃

で 1 分間の熱変性後、 98℃で 20 秒間、 68℃で 6 分間を 1 サイクルとして 30

サイクル、さらに 72℃で 10 分間の伸長反応を行った。 PCR 産物は EtBr を含

む 0 .7% ( w/v )  アガロースゲルで電気泳動し、判定を行った。用いたプライマ

ーの配列を Tab le  I -2 に示す。  
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Table  I -2 .  Sequences  o f  pr i mers  used  f or detec t ion  CY P2D6*5 .  

Name  Sequence  

13  

24  

5 ′ -  ACC  G GG CAC  CTG TAC  TCC  TC A -3 ′  

5 ′ -  GCA TG A GCT AAG GC A CCC A G A C  -3 ′  

 

 

b ) CY P2D6*5 判定法の確立  

 第三群の遺伝子型既知のゲノム D NA を用いて、誤判定を起こす遺伝子型を

特定した。反応条件は So yama ら 4 7 )の方法を改変し以下のとおりとした。  

PCR 反応液は 1×LA PCR
T M 緩衝液、2 . 5  mM 塩化マグネシウム、0 .3  mM dN TPs、

0 .1  µM プライマー 2D6-6 F、0 .1  µM プライマー REP6- R、2 .5  U  TaKaRa  LA Taq
T M

 

およびゲノム D NA 200  ng  を含み、滅菌精製水で全量を 50  µ L とした。 PCR

反応は 94℃で 1 分間の熱変性後、 98℃で 20 秒間、 7 0℃で 6 分間を 1 サイク

ルとして 25 サイクル、さらに 70℃で 6 分間の伸長反応を行った。 PC R 産物

は EtBr を含む 0 .7 % (w/v )  アガロースゲルで電気泳動し、判定を行った。用

いたプライマーの配列を Tab l e  I - 3 に示す。  

 

Table  I -3 .  Sequences  o f  pr i mers  used  f or detec t ion  CY P2D6 a l l e l es .  

Name  Sequence  

2D6-6 F  

REP6 -R  

5 ′ -  A AG G AG T GT CAG GGC CGG  A - 3 ′  

5 ′ -  CAG GC A T GA GCT A AG GC A CC C AG A C  -3 ′  

 

 

c ) CY P2D6*5 判定法の迅速化  

 第三群の遺伝子型既知のゲノム D NA を用いて、CY P2D6 遺伝子、CY P2D6*5

および CY P2D6*10D をそれぞれ特異的に検出するマルチプレックス PCR 法の

条件を検討した。  
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PCR 反応液は 1×LA PCR
T M 緩衝液、2 . 5  mM 塩化マグネシウム、0 .3  mM dN TPs、

0 .1  µM プライマー 13、 0 .1  µM プライマー 24、 1  µM  プライマー 2D6 -6 F、 1  U  

TaKaRa  LA Taq
T M

 およびゲノム D NA 80  n g  を含み、滅菌精製水で全量 2 0  µ L

とした。 PCR 反応は 94℃で 1 分間の熱変性後、 98℃で 20 秒間、 70℃で 6 分

間を 1 サイクルとして 25 サイクル、さらに 70℃で 6 分間の伸長反応を行っ

た。 PCR 産物は EtBr を含む 0 .7 % ( w/v )  アガロースゲルで電気泳動し、判定

を行った。  

 

Ⅰ -2 -8 CY P2D6 遺伝子多型の頻度解析  

 第三群のゲノム DNA を用いて、Ⅰ -2 -7 - c )の項に述べた方法にしたがって判

定を行い、 CY P2D6*5 の頻度解析を行った。  

 

 

第 3 節  結果  

 

Ⅰ -3 -1  CY P3A4*22 および CY P3A5*3 の CYP3A タンパク発現量および酵素

活性に対する影響  

 第一群のゲノム DNA を用いて、CY P3A4 *22 の判定を行った。解析結果の一

例を示す ( F i g .  I - 2 )。第一群のゲノム DNA 23 検体のうち CY P3A4*1 /*1 が 19 検

体、CY P3A4*1 /*22 が 4 検体であった。同検体で CY P3A5 遺伝子多型判定を行

ったところ、 CY P3A5*1 /*3 が 4 検体、 CY P3A5*3 /*3 が 19 検体であった。

CY P3A4*22 と CY P3A5*1 アリルを双方もつ検体は見出されなかった。  
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Fig .  I -2  Genotyp in g  o f  CY P3A4  gene  by  TaqMan genoty p ing  assay.  

Repres en ta t ive  resu l t s  b y TaqM an  geno t yp in g  as s a y us in g  human  DN A sample s .  ○ ,  

CY P3A4*1 /*1 ;  ▲ ,  CY P3A4*1 /*22 ;  an d  × ,  no  t empl a t e  co n t ro l .  

 

 

CYP3A 指標酵素活性に対し CY P3A4*22 が影響しうるか否か調べるために、

第一群の肝ミクロゾームを用いてデキストロメトルファン、ミダゾラムおよ

びテストステロン酸化酵素活性を求めた。 CYP2D6 特異的な反応であるデキ

ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン O - 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 の 平 均 値 は CY P3A4 お よ び

CY P3A5 遺伝子多型で違いは見出されなかった  ( F i g .  I - 3A )。一方、 CYP 3A 特

異的な反応であるデキストロメトルファン N -脱メチル化酵素活性、ミダゾラ

ム 1 ′ -水酸化酵素活性およびテストステロン 6β -水酸化酵素活性の平均値は

CY P3A4*1 /*1 の群に比べて CY P3A4*1 /*22 の群で有意に低値を示した  (F i gs .  

I - 3 B,  3C ,  3D )。これら CYP 3A 基質は CY P3A5 遺伝子型間で違いは認められな

かった  ( F i g .  I - 3 )。  
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Fig .  I -3 .  Ass oc i a t ion  betw een  CY P3A4  and  CY P3A5  genotypes  and 

P450 -dependent  drug  ox idat ion  act iv i t i e s  in  human  l iver microso mes .   

Dex t romethorph an  O -  ( A)  and  N -d eme th yla t ion  ( B) ,  midazo lam 1 ′ -h yd rox yl a t ion  

(C) ,  and  t es tos t e r one  6 β -h yd rox yla t i on  (D)  ac t iv i t i e s  wer e  an a l yz ed  in  l i ve r  

mic rosomal  s ample s  f rom 23  Cau cas i ans  geno t yp ed  fo r  CY P3A4  and  CY P3A5 .   

The  ho r i zon ta l  l i ne s  i nd ica t e  t he  mean  ac t iv i t i e s ,  r e spec t ive l y.   ○,  CY P3A4*1 /*1 ;  

▲, CY P3A4*1 /*22 ;  □,  CY P3A5*1 /*3 ;  and  ◇ ,  CY P3A5*3 /*3 .   *p<0 .05 ;  ** p<0 .01 ,  

s ign i f i can t l y d i ff e r en t  b y unp a i red  t - t e s t  wi th  Welch  co r r ec t ion .  

 

 次に CYP3A タンパク発現量に C Y P3A4*22 が影響しうるか否か調べるため

に、第一群の個別肝ミクロゾームの CYP3A 含量を測定した。結果、 CYP3A

含量の平均値は C Y P3A4*1 /*1 の群に比べて CY P3A4*1 /*22 の群で有意に低値

を示した  ( F i g .  I - 4 )。一方、CYP3A 含量は CY P3A5 遺伝子型間で違いは認めら

れなかった  ( F i g .  I -4 )。  

v
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g

 p
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te
in

(A)Dextromethorphan O-demethylation

(CYP2D6)

(B) Dextromethorphan N-demethylation

(CYP3A)

(C) Midazolam 1′-hydroxylation

(CYP3A)

(D) Testosterone 6β-hydroxylation

(CYP3A)

Genotype
CYP3A4 CYP3A5

*1/*1 *3/*3*1/*3*1/*22

CYP3A4 CYP3A5

*1/*1 *3/*3*1/*3*1/*22

0.4

0.2

0

0.2

0.1

6

3

0

30

15

0

0

*1/*1 *3/*3*1/*3*1/*22 *1/*1 *3/*3*1/*3*1/*22

*

**

*

n

○: 19

▲:   4

□:   4

◇: 19
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Fig .  I -4 .  Asso c ia t i on  betw een  CY P3 A4  and  CY P3A5  genotypes  and  exp ress ion  

l eve l s  o f  CY P3 A p ro t e in  in  human  l iver microso mes .  

CYP3A con ten t s  w ere  measur ed  in  l i ve r  mic rosom al  sam ples  f rom 23  Caucas i ans  

geno t yped  fo r  CY P3A4  and  CY P3A5  b y immunob lo t t i n g .   ○,  CY P3A4*1 /*1 ;  ▲,  

CY P3A4*1 /*22 ;  □,  CY P3A5*1 /*3 ;  and  ◇ ,  CY P3A5*3 /*3 .   *p<0 .05 ,  s ign i f i c an t l y  

d i ffe ren t  b y unpa i r ed  t - t e s t  wi th  Welch  co r rec t ion .  

 

 CYP3A タンパク発現量と各種指標酵素活性との間の相関関係を調べた。

CYP3A タンパク発現量はデキストロメトルファン O -脱メチル化酵素活性と

の間には相関関係が認められなかったのに対し  ( F i g .  I - 5A )、デキストロメト

ルファン N -脱メチル化酵素活性、ミダゾラム 1 ′ -水酸化酵素活性およびテスト

ステロン 6β -水酸化酵素活性との間には 有意な正の相関関係が認められた  

(F i gs .  I -5 B,  5C ,  5D )。  
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Fig .  I -5 .  C orre la t i on  betw een  P450 - dependent  drug  ox idat ion  act iv i t i e s  and 

express ion  l eve l s  o f  CYP3 A p rot e in  in  human  l iver  microso mes .  

Dex t romethorph an  O -  ( A)  and  N -d eme th yla t ion  ( B) ,  midazo lam 1 ′ -h yd rox yl a t ion  

(C) ,  and  t es tos t e r one  6 β -h yd rox yla t i on  (D)  ac t iv i t i e s  wer e  an a l yz ed  in  l i ve r  

mic rosomal  sampl es  f rom 23  Caucas i ans .   ○,  CY P3A4*1 /*1 ;  and  ▲, 

CY P3A4*1 /*22 .  

 

Ⅰ -3 -2  CY P3A4*22 の頻度解析  

 第二群の欧米白人および日本人ゲノム DNA を用いてそれぞれの人種の

CY P3A4*22 アリル頻度を求めた  (Tab le  I -4 )。欧米白人 41 検体のうち、 36 検

体が CY P3A4*1 /*1、5 検体が CY P3A4*1 /*22 であり、CYP3A4*22 ホモ接合体は

見出されなかった。本検体での欧米白人の CY P3A4*22 アリル頻度は 6 . 1％で

あった  (Tab le  I -4 )。一方、日本人 5 3 検体を判定した結果、CY P3A4*22 アリル

v
, 

n
m

o
l/

m
in

/m
g

 p
ro

te
in

(A)Dextromethorphan O-demethylation
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(C) Midazolam 1′-hydroxylation

(CYP3A)
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0.2

0
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0

0

CYP3A content, pmol/mg protein

7575 1501500 0

r = 0.51

p < 0.05

r = 0.36

p = 0.091

r = 0.55

p < 0.01

r = 0.71

p < 0.001

7575 1501500 0
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は見出されなかった  (Tab l e  I - 4 )。  

 

Table  I -4 .  CY P3A4  a l l e l e  f requenc ies  in  41  Caucas ian  and  53  Japanese  DNA 

sampl es  

3A4  a l l e l e  
Number  (%)  

Caucas i an  (n =82)  J apanese  (n=106 )  

*1  

*22  

77  (94)  

5  (6 )  

106  (100)  

0  (0 )  

 

 

Ⅰ -3 -3 CY P2D6* 5 判定法の確立  

 遺伝子型既知の日本人ゲノム D N A を用いて、プライマー 13 および 2 4  (F i g .  

I - 1 ,  Tab l e  I -2 )  を用いた従来の CY P2D6*5 判定を行い、 CY P2D6*5 と誤判定さ

れる遺伝子型を特定した。判定結果の代表例を Fi g .  I - 6 に示す。CY P2D6*1/*5

お よ び CY P2D6*5/*5 で 3 .5  kb  の PCR 産 物 が 得 ら れ  (F i gs .  I - 6B,  6C )、

CY P2D6*5 を含まない検体では増幅がみられなかった  (F i g .  I -6A )。しかし、

一部 CY P2D6 を持ち *5 を持たない検体で 3 .5  kb の PCR 産物が認められた  (F i g .  

I - 6D )。  

 

 

Fig .  I -6 .  Genot yp ing  o f  CY P2D6  gene  by  convent iona l  l ong -PCR.  

Repres en ta t ive  e l e c t rophor es i s  images  b y conv en t iona l  l ong -PCR assa y us ing  

human  DN A sam ples .  M,  s i z e  marke r ;  l ane  A,  CY P2D6*1/*1 ;  l an e  B,  

CY P2D6*1/*5 ;  l ane  C ,  CY P2D6*5/*5 ;  and  l an e  D,  CY P2D6*1/*10 .  

5

3.5 kb

M *1/*1 *1/*5 *1/*10(kb)

(A) (D)(B)

*5/*5

(C)
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 種々検討の結果、 CY P2D6*5 と誤判定されたヒト検体は CY P2D6*10 を保有

したことから、 C Y P2D6*5 判定でプライマーが認識する 反復性配列をもつ

CY P2D6*10D であると考え、これらを区別することを目的に、CY P2D6 遺伝子

多型判定法の条件を検討した。Fi g .  I -7 に用いたプライマーの認識領域を示す。 

 

 

Fig .  I -7 .  Dia gra ms  o f  CY P2D6*1 ,  CY P2D6*5 ,  and  CY P2D6*10D and  pos i t io ns  of  

pr imers .   

The  t a rge t  r eg ions  o f  CY P2D6 a l l e l es  and  p r ime rs  a r e  i l l u s t ra t ed .  The  s i z e  o f  each  

PCR produc t  wi th  t he  res pec t ive  p r i mer  pa i r  i s  i nd i ca t ed .   ‘ ×’ i nd ica t es  t ha t  

pr imers  do  no t  h ybr id i ze  o r  e f f i c i en t l y  ampl i f y t he  co r resp ond ing  s equ ence .  

 

 

 CY P2D6 遺伝子多型判定を検討した結果の代表例を Fi g .  I - 8 に示す。CY P2D6

遺伝子特異的な 4 . 7  kb の PCR 産物  (F i gs .  I -8 A,  8 B,  8 D )  および CY P2D6*10D

CYP2D6*1

2D7 REP7 2D6 REP6

4.7 kb

13

2D6-6F

24

REP6-R

CYP2D6*5

2D7 REP7/6

3.5 kb13 24

24

CYP2D6*10D

2D7 REP7 2D6 REP7/6

6.2 kb

3.5 kb13

2D6-6F

13 24

REP6-R
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特異的な 6 .2  kb の PCR 産物  (F i g .  8D)  が得られた。同条件のとき CY P2D6*5

ホモ接合体では P CR 産物が得られなかった  ( F i g .  I - 8 C)。  

 

 

Fig .  I -8 .  Genot yp ing  o f  CY P2D6  gene  by  long - PCR.  

Repres en ta t ive  e l e c t rophor es i s  images  b y lon g -PCR as sa y us in g  h uman  DNA 

samples .  M,  s i z e  marke r ;  l an e  A,  C Y P2D6*1/*1 ;  l ane  B,  CY P2D6*1/*5 ;  l ane  C ,  

CY P2D6*5/*5 ;  and  l ane  D,  CY P2D6*1/ *10D .  

 

 

 さらに本判定法を簡便に行うため、マルチプレックス PCR 法の検討を行っ

た。結果の代表例を Fi g .  I -9  に示す。 CY P2D6*5 および CY P2D6*10D で増幅

される 3 .5  kb の P CR 産物  (F i gs .  I - 9 B,  9C ,  9D)、 CY P2D6 遺伝子で増幅される

4 .7  kb の PCR 産物  (F i gs .  9A,  9 B,  9D)、ならびに CYP2D6*10D で増幅される

6 .2  kb の PCR 産物  (F i g .  9 D)  がそれぞれ特異的に確認された。  

 

5

6.2 kb

4.7 kb

M *1/*1 *1/*5 *1/*10D(kb)

(A) (D)(B)

*5/*5

(C)
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Fig .  I -9 .  Genot yp ing  o f  CY P2D6  gene  by  mul t ip l ex  PC R.  

Repres en ta t ive  e l e c t rophores i s  images  b y mul t ip l ex  PCR a ssa y us in g  hum an  DNA 

samples .  M,  s i z e  marke r ;  l an e  A,  C Y P2D6*1/*1 ;  l ane  B,  CY P2D6*1/*5 ;  l ane  C ,  

CY P2D6*5/*5 ;  and  l ane  D,  CY P2D6*1/ *10D .  

 

 

Ⅰ -3 -4 CY P2D6 遺伝子多型の頻度解析  

 第三群の日本人ゲノム DN A 全 50 0 検体を用いて、Ⅰ -3 -4 の項で確立した方

法で CY P2D6*5 判定を行った。  

 判定の結果、アリル頻度は CY P2D6*5 が 5 .0％、 C Y P2D6*10D が 0 .5％であ

った  (Tab le  I - 5 )。  

 

Table  I -5 .  CY P2D6  a l l e l e  f requenc i es  in  500  Japanese  s ampl es .  

2D6 a l l e l e  

Number  (%)  

P roposed   

l ong -PCR 

Conven t iona l  l on g - PCR 

Normal  t ype  

*5  

*10D  

945  (94 .5 )  

50  (5 .0 )  

5  (0 .5 )  

945  (94 .5 )  

55  (5 .5 )  

5

3.5 kb

6.2 kb

4.7 kb

M *1/*1 *1/*5 *5/*5 *1/*10D(kb)

(A) (D)(B) (C)
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第 4 節  考察  

 

 本章では精神疾患治療薬の代謝に関わる酵素のうち、日本人において重要

と考えられる P45 0 遺伝子多型の選別および簡便な判定法の確立を行った。  

はじめに欧米白人で報告された CY P3A4*22 がタンパクへ影響を与え得るか

調べた。個別ヒト肝ミクロゾーム中の CYP3A 指標酵素活性は、 CY P3A4*1 /*1

の検体群に比べて CY P3A4*1 /*22 の検体群では有意に低値を示し  (F i g .  I -3 )、

同様に CYP3 A タンパク発現量も低値を示した  ( F i g .  I - 4 )。本研究で求めた

CYP3A タンパク発現量は、電気泳動により分子量を指標にふるい分けがなさ

れていると推察されるが、スプライシング異常により全長が合成されず酵素

活性を持たない C YP3A4 タンパクも合わせて検出した可能性は否定できない。

しかしながら、 C YP3A タンパク発現量と 3 つの CYP3A 酵素活性との間には

それぞれ有意な正の相関関係が認められた  (F i g .  I - 5 )  ことから、酵素活性を

もつ CYP3A タンパクのみが検出できたものと考えられる。これらのことから、

CY P3A4*22 は CYP3A タンパク発現量を低下させることで CYP3A 酵素活性を

低下させることが示唆された。本ミクロゾームは CYP2D6 酵素活性では同様

の有意差は認められなかったため  ( F i g .  I -3 A)、サンプルの偏りはないものと

考えられる。本研究で CY P3A4*22 ホモ接合体は見出されなかったが、ヘテロ

接合体の群で影響が認められており、CY P3A4*22 ホモ接合体での CYP3 A 含量

および CYP3A 酵素活性はヘテロと同等あるいはより低値を示すことが考え

られる。CY P3A5 遺伝子多型に 3 つの指標酵素活性および発現量は影響を受け

なかった  ( F i gs .  I - 3 ,  4 )。よって CY P3A4*22 変異は CY P3A 酵素活性を考慮す

るうえで CY P3A5 遺伝子多型よりも影響を与え得る可能性が示唆された。本

研究で用いた CYP 3A5 発現群の CYP3A5 発現量は極めて低値であったため 3 1 ,  

4 8 )、CYP3A 酵素活性に影響を与えなかったことが考えられる。欧米白人およ

び日本人のゲノム DNA を用いてそれぞれの人種でのアリル頻度を調べた結

果、欧米白人で 6 . 1％であり  (Tab le  I - 4 )、過去の報告値とほぼ一致した 1 3 )。

一方、日本人 53 検体を判定した結果、CY P3A4*22 アリルは見出されなかった  
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(Tab le  I - 4 )。これは日本人と同じモンゴル人種である中国人での報告  ( 0 /216)  

と一致するものである 4 9 )。よって日本人の CY P3A4*22 アリル頻度は 1％未満

であると推察された。  

 以上のことから、CY P3A4*22 変異は CYP3A タンパク発現量を低下させるこ

とにより CYP3A 酵素活性を低下させるため、 CYP3 A 酵素活性を考慮する際

には極めて重要な変異ではあるが、日本人ではその頻度が低いため、日本人

に対する実臨床での個別化治療においては、考慮するには及ばないと推察さ

れた。  

 さらに CY P2D6*5 判定法の確立を行った。CY P2D6*5 の判定は CY P2D6 配列

によく似た偽遺伝子 CY P2D7 の存在により困難であるが、欧米で開発された

l ong -PCR 法により、比較的簡便に判定が行えるようになった。しかしながら、

本判定では欧米白人では報告例の無い誤判定が日本人で起きたことで問題と

なっている。種々検討の結果、 CY P2D6 *5 と同じ反復性の配列をもつ

CY P2D6*10D が誤判定を起こしていることが考えられたため、これを区別す

る方法を調べた。結果、 CY P2D6*10D 特異的な 6 .2  k b の PCR 産物を得るプラ

イマーを添加することでこれらを区別するマルチプレックス PCR 法を確立し

た  (F i g .  I -9 )。本判定法にて頻度解析を行ったところ、アリル頻度は CY P2D6*5

が 5 .0％、 CY P2D6*10D が 0 .5％であったことから  (Tab le  I -5 )、従来法により

CY P2D6 *5 と判定されている検体の約 1 割は誤判定であることが明らかとな

った。 CY P2D6*10D の頻度は非常に低いものの、 CY P2D6*10D の 2 D6 遺伝子

の翻訳領域および近位プロモーター領域の配列は CY P2D6*10B と同一であり、

生成されるタンパクは触媒活性の低い CYP2D6.10 である。酵素活性の低下を

もたらす変異である CY P2D6*10D と、全欠損型の CY P2D6*5 との区別は重要

であると考えられる。マルチプレックス法としたことで 1 度の PCR 反応で

CY P2D6*5 と CY P2D6*10D を区別できるため、作業時間の短縮および試薬や

DNA 検体の使用量も少なく有用である。さらに野生型アリルでも 4 .7  kb の

PCR 産物が得られるため、 CY P2D6*5 ヘテロ接合体とホモ接合体の区別およ

び DNA 試料添加の内部標準による PCR 反応の確保による誤判定の軽減が可
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能となり、さらに有用性が高いと考えられる。  

 本研究の結果、C Y P3A4*22 変異は CYP3A タンパク発現量が低下することに

より、CYP3A 酵素活性を低下させるが、日本人においてはその頻度が非常に

低いと考えられるため、日本人で考慮すべき重要な変異とはならないと推察

された。さらに本章では日本人において誤判定を回避したマルチプレックス

PCR による正確で簡便な CY P2D6*5 判定法を確立した。  
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第Ⅱ章  オランザピン体内動態の個人差  

 

第 1 節  緒言  

  

オランザピンは D 2 受容体、5-HT 2 受容体、H 1 受容体などさまざまな受容体

に対して遮断作用をもつ多元受容体標的化抗精神病薬であり、統合失調症だ

け で は な く 双 極 性 障 害 に も 用 い ら れ る 5 0 ,  5 1 ) 。 オ ラ ン ザ ピ ン は 肝 臓 中 の

CYP1A2 によって N -脱メチル化体に、 FM O3 によって N -酸化体に、 CYP2D6

によって 2 -水酸化体にそれぞれ代謝されることが知られている  ( F i g .  I I - 1 )
1 8 )。

これら酵素は内的 ･外的要因により代謝能に個人差が生じることがある。  

 

 

Fig .  I I -1 .  Repor ted  metabo l i c  pathw ays  o f  o lanzap ine  med ia ted  by  P450  and 

FMO3 enzy mes .  

Olanzapine

CYP1A2

N-Demethylation

FMO3

N-Oxygenation

CYP2D6

2-Hydroxylation
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たばこに含まれる多環芳香族炭化水素によって CYP1A2 発現誘導がおこる

ことが知られている 5 2 )。この喫煙による誘導に関して、CY P1A2*1F 変異を有

すると誘導効果が上昇する一方で 8 ,  9 )、 CY P1A2*1C 変異を持つと誘導効果が

起きないために触媒活性が上がらず、非喫煙者と同等の酵素活性であると報

告されている 7 )。 CY P1A2*1C および *1F の日本人における頻度は高く、それ

ぞれ 20％および 6 0％程度である 6 )。喫煙により CYP1 A2 酵素活性が上昇する

ことでオランザピン血漿中濃度に影響を与えるという報告がなされているが

5 3 ,  5 4 )、一方で CYP1A2 酵素活性とオランザピンの消失との間に有意な相関は

認められないとする報告も存在する 5 5 )。さらに前述の遺伝子多型までを考慮

したオランザピン代謝への喫煙の影響に関する報告はなされていない。  

前章で述べたように、 CY P2D6 には遺伝的多型性が報告されているがオラ

ンザピン代謝に対する影響はないとされている 5 3 ,  5 4 )。一方、 CY P2D6 と同様

に FMO3 にも多型が存在することが報告されている 5 6 ,  5 7 )。特に日本人におい

ては Glu158 Lys、C ys197Ter、Arg2 05C ys、Val257Met、Glu3 08Gl y および A rg5 00 Ter

の 6 つの変異の頻度が比較的高い 5 6 )。 FMO3 の Glu3 0 8Gl y 変異をホモ接合体

で持つ患者はヘテロ接合体および野生型ホモ接合体の患者に比べて、血漿中

オランザピン N -酸化体濃度が有意に低くなるという報告がなされている 5 8 )。

さらにオランザピンの副作用発現は FMO3 の Glu1 58 Lys、 Val257Met および

Glu308Gl y の変異と関連性があると報告されている 5 9 )。しかしながら日本人

において FMO3 遺伝子多型がオランザピンの代謝消失に影響を与え得るかは

明らかとされていない。  

 本章ではヒト肝ミクロゾーム、組み換え酵素および日本人オランザピン投

与患者の血漿を用いて、CYP1A2、CYP2D6 および FM O3 の各酵素のオランザ

ピン代謝消失に対する寄与を求めた。さらにこれら酵素活性の変動がオラン

ザピン代謝消失に影響を与え得るかを検討した。  
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第 2 節  実験材料および方法  

 

Ⅱ -2 -1 実験材料、試薬および使用機器  

 第Ⅰ章で用いた実験材料、試薬および機器は記載を省略した。  

 ヒト肝ミクロゾームは第Ⅰ章で使用した欧米白人肝に加えて、日本人肝よ

り In oue ら 4 1 )および Shimada ら 3 5 )によって調製された全 29 検体を使用した。  

プールドヒト肝ミクロゾーム  (150 名分のヒト肝ミクロゾームを混合した

もの )  およびバキュロウイルスを昆虫細胞に感染させ発現させた組換え P450  

(CYP1A2,  2A6 ,  2 B6 ,  2C8 ,  2C9 ,  2C 19 ,  2D6 ,  2E1 ,  3A 4 および 3A5)  ならびに

FMO3 は Co rn in g より購入した。  

オランザピン、フラフィリンおよびベンジダミンは Sigma-Aldrich より購

入した。キニジンおよびフェナセチンは和光純薬より購入した。制限酵素 Dd e  

Ⅰ、Apa  Ⅰ、Hph  Ⅰ、Pvu  Ⅱおよび EcoO109  Ⅰはタカラバイオより、Bsr E  Ⅱ、

BsaA  Ⅰ、Hin f  Ⅰ、Mwo  Ⅰおよび Bss S  Ⅰは New En glan d  Bio lab s より購入し、

反応には添付の緩衝液を使用した。その他の試薬類は市販の特級または生化

学用のものを使用した。  

HP LC シ ス テ ム は 島 津 製 Prominence  の CBM -20A s ys t em con t ro l l e r 、

S IL- 20AC H T au to  in j ec to r、LC-20A D  pump、CTO- 20AC co lumn oven、DG U -20A 

3R degass e r、 SPD- 20A d e tec to r および RF-20 A XS  d e tec to r を使用した。  

 

Ⅱ -2 -2 研究対象および検体  

対象は 2013 年 10 月から 2015 年 2 月、鶴が丘ガーデンホスピタルを受診し

た 32―69 歳の男女 21 名の血液をヘパリンおよび E DTA 採血管にそれぞれ約 5  

m L ずつ供与頂いた。ヘパリン採血管で採取した血液試料は 1 晩冷蔵保存した

後、2 ,500  ×  g  で遠心分離後得られた上層の血漿を取り使用した。ゲノム DNA

は EDTA 管で採取した患者血液からⅠ -2 -1 の項に準じて調製を行った。本研

究は鶴が丘ガーデンホスピタルにおいて承認され、それぞれの被験者または

その家族に本研究の趣旨を十分に説明し、書面にて承諾を得て行われた。併
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用薬剤が P450 誘導および阻害作用を有するかどうかは、各薬剤のインタビュ

ーフォームおよび Samer らによる報告 6 0 )を参考にした。  

 

Ⅱ -2 -3 薬物酸化酵素活性の測定  

a ) オランザピン酸化酵素活性の測定  

R ing ら 1 8 )の方法を一部改変し、組換え P450 および FMO3 ならびにヒト肝

ミクロゾームによるオランザピン N -脱メチル化、 N -酸化、 2-水酸化酵素活性

および基質消失速度を算出した。反応混液は 0 .30  m g  p ro t e in /m L ヒト肝ミク

ロゾームあるいは 20  pmol /m L 組換え酵素、N ADPH 生成系  (0 .25  mM NADP
+、

2 .5  mM G -6-P および 0 .25  un i t /m L G - 6-P DH ase)、 1 00  m M リン酸緩衝液 ( p H 7 .4

または 8 .4 )ならびに 5―400  μM オランザピンを含み、全量を 250  μ L とした。

阻害実験では基質と同濃度の各 P45 0  阻害剤  (フラフィリン、キニジンおよび

ケトコナゾール )  を添加あるいは FMO3 失活のため N ADPH 非存在下で 45°C、

5 分間熱処理を行った。37°C の水浴上で 45 分間振とうして反応させ、氷冷し

たアセトニトリル 250  μ L を添加して反応を停止させた。撹拌後  700  ×  g で遠

心分離した後、上清を HP LC に注入した。カラムは Ki ne tex  XB -C18  (4 .6  mm ×  

100  mm、2 .6  µm;  Phenomen ex )  を、ガードカラムは Secu r i t yG uar d  Ul t r a  C18  (4 .6  

mm;  Phenomenex )  を使用し、カラムオーブンは 4 0° C とした。移動相には 75  

mM リン酸緩衝液  (pH7 .0 ) :メタノール  (45 :5 5、 v / v )  を使用し、流速は 0 .8  

m L/min とした。測定は  UV 238  n m とした。オランザピン N -酸化体で検出さ

れた  HP LC ピーク面積を基に代謝物生成速度を算出した。反応前後のオラン

ザピン量の差を代謝消失量とした。  

 

b ) フェナセチン酸化酵素活性の測定  

 Ueh ara ら 6 1 )の方法を一部改変し、ヒト肝ミクロゾームによるフェナセチン

N -脱エチル化酵素活性を算出した。反応混液は 0 .30  mg p ro t e in /m L ヒト肝ミ

クロゾーム、 NAD PH 生成系  (0 .25  mM NADP
+、 2 .5  mM G -6-P および 0 .25  

un i t /m L G -6 -P DHase)、 100  mM リン酸緩衝液  (p H 7 .4 )  ならびに 50  μM フェ
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ナセチンを含み、全量を 250  μ L とした。 37°C の水浴上で 10 分間振とうして

反応させ、氷冷した酢酸エチル 1 .5  m L および 3  M 塩化ナトリウム 25  μ L 加

えて反応を停止させた。1 分間ボルテックスで撹拌後  700  ×  g で遠心分離した

後、有機層 1 . 2  mL を別の試験管に移し、遠心濃縮器および冷却トラップを用

いて濃縮乾固した。移動相 200  μ L で再溶解させ、 HPLC に注入させた。カラ

ムは CAPCE LL PA CK C18  (4 .6  mm ×  150  mm、 5 .0  µm;  資生堂 )  を使用し、カ

ラムオーブンは 4 0°C とした。移動相には 32%メタノールを使用し、流速は

1 .0  m L/min とした。測定は UV 2 45  n m とした。フェナセチン O -脱エチル化体  

(アセトアミノフェン )  で検出された HP LC ピーク面積を基に O -脱エチル化酵

素活性を算出した。  

 

c ) デキストロメトルファン酸化酵素活性の測定  

 ヒト肝ミクロゾームによるデキストロメトルファン O -および N -脱メチル

化酵素活性は HP LC を用いて算出した。反応混液および反応条件はⅠ -1 - a )の

項に準じて行った。  

 

d ) ベンジダミン酸化酵素活性の測定  

 Tan i guch i -Tak izawa ら 6 2 )の方法を一部改変してヒト肝ミクロゾームによる

ベンジダミン N -酸化酵素活性を算出した。反応混液は 0 .125  m g p ro t e in /m L ヒ

ト肝ミクロゾーム、 NADPH 生成系  (0 .25  mM N ADP
+、 2 .5  mM G - 6-P および

0 .25  un i t /m L G -6-P DHase )、 100  mM リン酸緩衝液 ( pH 8 .4 )ならびに 5 0  μM ベ

ンジダミンを含み、全量を 200  μ L とした。 37°C の水浴上で 10 分間振とうし

て反応させ、氷冷したアセトニトリル 250  μ L を加えて反応を停止させた。撹

拌後  700  ×  g で遠心分離した後、上清を HP LC に注入させた。カラムは

CAPCE LL PAC K C 18  (4 .6  mm ×  150  mm、 5 .0  µm)  を使用し、カラムオーブン

は 40°C とした。移動相には 46%メタノール -37％アセトニトリル - 0 .1 %アンモ

ニア水溶液を使用し、流速は 1 .0  m L/min とした。測定は励起波長 307  nm、蛍

光波長 377  nm とした。ベンジダミン N -酸化体の標品で検出された H P LC ピ
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ーク面積を基にベンジダミン N -酸化酵素活性を算出した。  

 

Ⅱ -2 -4 患者血漿中オランザピン濃度の測定  

 患者血漿 500  μ L あたり 1  M HCl  100  μ L、 50  % 硫酸アンモニウム 5 00  μ L を

加えてよく混和した後、 10 ,000  ×  g で 15 分間遠心分離させた。上清をセント

リフリー  (M er ck  Mi l l i po re )  に入れ、2 ,500  ×  g で遠心分離してろ過させ、HP LC

に注入させた。 HPLC の条件はⅡ -2 -3 -a )  の項に準じて行った。  

 

Ⅱ -2 -5 CY P1A2 遺伝子多型の判定  

 PCR -RFLP 法を用いて CY P1A2*1C および *1F の判定を行った。  

Naka j ima ら 7 )の方法を一部改変して CY P1A2*1C の判定を行った。反応液は

1×LA PCR
T M 緩衝液、 2 .0  mM 塩化マグネシウム、 0 . 25  mM dNTPs、 0 .4  µM プ

ライマー 5 ′ - f l ank in g  R2_ F、 0 . 4  µM プライマー 5 ′ - f l an k ing  R3_R、 0 .5  U  TaKaRa  

LA Taq
T M およびゲノム DN A 50  n g を加え、滅菌精製水で全量を 25  µ L とした。

PCR 反応は 94℃で 5 分間の熱変性後、 94℃で 1 分 3 0 秒間、 56℃で 2 分間、

72℃で 2 分間を 1 サイクルとして 3 0 サイクル、さらに 72℃で 5 分間の伸長

反応を行った。増幅させた後、 PCR 産物 5 .0  μ L に 1×Buff e r  K、 1 0  U Dd e  I を

加え、滅菌精製水で全量を 20  μ L とし、 37℃で 1 時間反応させた。制限酵素

処理した反応液は EtBr を含む 2 .0 % (w/v )  アガロースゲルで電気泳動を行っ

た。596  bp  の PCR 産物が野生型アリルでは制限酵素で切断されないのに対し、

CY P1A2*1C では切断されて 132 および 464  bp の断片となることを利用して判

定を行った。用いたプライマーの配列を Tab le  I I - 1 に示す。  

 Chida ら 6 )の方法を一部改変して、 CY P1A2*1F の判定を行った。反応液は

1×LA PCR
T M 緩衝液、 1 .5  mM 塩化マグネシウム、 0 . 2  mM dN TPs、 1 .0  µM プ

ライマー hCYP 1A2 _1F_ F、1 . 0  µM プライマー hCYP 1A2 _1F_R、0 .5  U  TaKa Ra  LA 

Taq
T M およびゲノム DN A 50  n g を加え、滅菌精製水で全量を 25  µ L とした。

PCR 反応は 94℃で 5 分間の熱変性後、 94℃で 30 秒間、 58℃で 20 秒間、 72℃

で 1 分間を 1 サイクルとして 35 サイクル、さらに 7 2℃で 7 分間の伸長反応
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を行った。増幅させた後、PCR 産物 5 .0  μ L に 1×Buffe r  L、15  U Apa   I を加え、

滅菌精製水で全量を 20  μ L とし、 37℃で 1 時間反応させた。制限酵素処理し

た反応液は Et Br を含む 4 .0% (w/v )  アガロースゲルで電気泳動を行った。 242  

bp  の PCR 産物が野生型アリルでは制限酵素で切断されて 119  および 1 23  bp

の断片となるのに対し、 CY P1A2*1F では切断されないことを利用して判定を

行った。用いたプライマーの配列を Tab le  I I - 1 に示す。  

  

Table  I I -1 .  Sequences  o f  pr i mers  used  f or detec t ion  CY P1A2 .  

Name  Sequence  

5 ′ - f l ank in g  R2_ F  

5 ʹ - f l ank in g  R3_R  

hCYP 1A2_1F_ F  

hCYP 1A2_1F_R  

5 ʹ -GCT ACA CAT GAT CG A GCT ATA C-3 ʹ  

5 ʹ -CAG GTC  TCT TCA CTG TA A AG T TA -3 ʹ  

5 ʹ -CCC AG A AGT GGA A AC  TG A G A -3 ʹ  

5 ʹ -GGG  TTG  AG A TGG AG A CAT TC- 3 ʹ  

CY P1A2*1C と *1F をどちらも持たないアリルは *1A、双方持つ場合は *1 L とし

た  (h t tp : / /www.c yp a l l e l es .k i . s e / c yp1 a2 .h tm )。  

 

 

Ⅱ -2 -6 CY P2D6 遺伝子多型の判定  

 CY P2D6*5 の判定はⅠ -2 -7 -c )の項に準じて行った。 CY P2D6*2 および * 10 の

判定は Fuk uda ら 6 3 )の方法を一部改変して行い、C100 T および G4180C の有無

により決定した。  

 C100T の判定での反応液は 1 ×LA PCR
T M 緩衝液、2 .5  mM 塩化マグネシウム、

0 .2  mM dNTPs、0 .3  µM プライマー C 100T-F、0 .3  µM プライマー C100T-R、1  U 

TaKaRa  LA Taq
T M およびゲノム D NA 50  ng を加え、滅菌精製水で全量を 25  µ L

とした。 PCR 反応は 95℃で 10 分間の熱変性後、 95℃で 45 秒間、 61℃で 45

秒間、 72℃で 1 分間を 1 サイクルとして 35 サイクル、さらに 72℃で 1 0 分間

の伸長反応を行った。増幅させた後、PCR 産物 5 .0  μ L に 1×Hph  I  緩衝液、2 .5  
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U  Hph  I を加え、滅菌精製水で全量を 20  μ L とし、37℃で 30 分間反応させた。

制限酵素処理した反応液は Et Br を含む 4 .0% ( w/v )  アガロースゲルで電気泳

動を行った。PCR 産物が野生型アリルでは制限酵素処理により 287  bp の断片

となるのに対し、C100T アリルではさらに切断されて 187 および 100  bp の断

片となることを利用して判定を行った。用いたプライマーの配列を Tab l e  I I - 2

に示す。  

 G4180C の判定での反応液は 1 ×LA PCR
T M 緩衝液、 2 .5  mM 塩化マグネシウ

ム、0 .2  mM dNTPs、0 .3  µM プライマー 2D6-6 F、0 .3  µM  プライマー G418 0 C -R、

0 .5  U TaKaRa  LA Taq
T M  およびゲノム DNA50  n g  を加え、滅菌精製水で全量を

25  µ L とした。PCR 反応は 94℃で 5 分間の熱変性後、94℃で 30 秒間、5 6℃で

35 秒間、72℃で 1 分 30 秒間を 1 サイクルとして 30 サイクル、さらに 72℃で

10 分間の伸長反応を行った。増幅させた後、 PCR 産物 5 .0  μ L に 1× NE Buffe r  

3、 5  U BsrE  Ⅱ、 1×BSA を加え、滅菌精製水で全量を 20  μ L とし、 60℃で 1

時間反応させた。制限酵素処理した反応液は Et Br を含む 2 .0% ( w/v )  アガロ

ースゲルで電気泳動を行った。 PCR 産物が野生型アリルでは制限酵素処理に

より 1118  b p の断片となるのに対して、G4180C アリルではさらに切断されて

861 および 257  bp の断片となることを利用し判定を行った。新たに用いたプ

ライマーの配列を Tab le  I I - 2 に示す。  

 

Table  I I -2 .  Sequences  o f  pr i mers  used  f or detec t ion  CY P2D6*10 .  

Name  Sequence  

C100T-F  

C100T-R  

G4180C -R  

5 ʹ -TCG GT G TGC  TGA GA G TG T CCT-3 ʹ  

5 ʹ -TGG T TT CAC CCA CCA TCC  AT-3 ʹ  

5 ʹ -CAA GGG  TA A CTG AC A TCT GC- 3 ʹ  

G4180C のみ有する場合を CY P2D6 *2、 C100T および G4180C 双方を有する

場合を CY P2D6*10 とした  (h t tp : / /w ww.c ypa l l e l es .k i . s e / cyp 2d6 .h tm )。  
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Ⅱ -2 -7 F MO3 遺伝子多型の判定  

 FMO 3 遺 伝 子 多 型 は Shimizu ら 6 4 ) の 方 法 を 一 部 改 変 し 、 Glu15 8 Lys 、

C ys197Ter、 Arg2 0 5C ys、 Val257Met、 Glu30 8Gl y および Arg500 Ter 変異の判定

を後述する PCR-RFLP 法で行った。  

 

a ) A rg205C ys および Val257M et の判定  

 PCR 反応液は 1×LA PCR
T M 緩衝液、2 .0  mM 塩化マグネシウム、0 .2  mM dNTPs、

0 .2  µM プライマー hFMO3 ex 4S、0 .2  µM プライマー  h FMO3 ex 5AS、0 .2  µM プ

ライマー hFMO3ex 6A、0 .2  µM プライマー hFMO 3ex 6AS、0 .5  U TaKaRa  LA Taq
T M

およびゲノム D NA 25  ng を加え、滅菌精製水で全量を 25  µ L とした。 PCR 反

応は 94℃で 5 分間の熱変性後、 94℃で 30 秒間、 55℃で 30 秒間、 72℃で 45

秒間を 1 サイクルとして 30 サイクル、さらに 72℃で 2 分間の伸長反応を行

った。増幅させた後、 PCR 産物 10  μL に 1×Buffe r  M、 15  U  Pvu  Ⅱおよび 10  U 

BsaA Ⅰを加え、滅菌精製水で全量を 20  μ L とし、37℃で 17 時間反応させた。

制限酵素処理した反応液は Et Br を含む 2 .0% ( w/v )  アガロースゲルで電気泳

動を行った。 A rg2 05C ys  の判定では 699  bp の PCR 産物が野生型アリルでは

Pvu  Ⅱで切断されないのに対し、変異型アリルでは切断されて 99 および 600  

bp の断片となることを利用して判定を行った。 Val2 57Met の判定では 378  bp

の PCR 産物が野生型アリルでは Bs aA Ⅰで 13 5 および 243  bp に切断されるの

に対し、変異型アリルでは切断されないことを利用して判定を行った。用い

たプライマーの配列は Tab le  I I - 3 に示す。  

 

b ) Glu158 Lys の判定  

 PCR 反応液は 1×LA PCR
T M 緩衝液、2 .0  mM 塩化マグネシウム、0 .2  mM dNTPs、

0 .2  µM プ ライ マ ー hFM O3ex 4S、 0 . 2  µM プラ イマ ー hFMO3 ex C5AS、 0 .5  U 

TaKaRa  LA Taq
T M およびゲノム D NA 25  ng を加え、滅菌精製水で全量を 25  µ L

とした。 PCR 反応は 94℃で 5 分間の熱変性後、 94℃で 30 秒間、 55℃で 30 秒

間、 72℃で 45 秒間を 1 サイクルとして 35 サイクル、さらに 72℃で 2 分間の
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伸長反応を行った。増幅させた後、PCR 産物 10  μ L に 1 ×NE Buffe r  2、10  U  Hin f  

Ⅰを加え、滅菌精製水で全量を 20  μ L とし、 37℃で 2 時間反応させた。制限

酵素処理した反応液は EtBr を含む 2 .0% (w/v )  アガロースゲルで電気泳動を

行った。699  b p の PCR 産物が野生型アリルでは Hin f  Ⅰで切断されて 6 6、87、

153 および 217  bp の断片となるのに対し、変異型アリルでは 87、 153 および

283  bp の断片となることを利用して判定を行った。用いたプライマーの配列

は Tab le  I I - 3 に示す。  

 

c )  C ys197Ter の判定  

PCR 反応液はプライマーを h FMO3 ex 4S および hFMO 3ex 5AS に変更して、

Ⅱ -2 -6 -b )  と同じ条件で行った。増幅させた後、PCR 産物 10  μ L に 1×N E Bu ff e r  

3、 5  U  Mwo  Ⅰを加え、滅菌精製水で全量を 20  μ L とし、 37℃で 17 時間反応

させた。制限酵素処理した反応液は EtBr を含む 2 .0 % (w/v )  アガロースゲル

で電気泳動を行った。 699  bp の PCR 産物が野生型アリルでは Mwo  Ⅰで切断

されて 196 および 503  bp の断片となるのに対し、変異型アリルでは 80、 116

および 503  bp の断片となることを利用して判定を行った。  

 

d ) Glu308Gl y の判定  

 PCR 反応液はプライマーを h FMO 3ex 7S および hFM O3ex 7AS に変更して、

Ⅱ -2 -6 -b )  と同じ条件で行った。増幅させた後、PCR 産物 10  μ L に 1×Buff e r  L、

15  U  Eco O109  Ⅰを加え、滅菌精製水で全量を 20  μ L とし、 37℃で 2 時間反応

させた。制限酵素処理した反応液は EtBr を含む 2 .0 % (w/v )  アガロースゲル

で電気泳動を行った。 464  bp の PCR 産物が野生型アリルでは E coO109  Ⅰで

切断されず、変異型アリルでは切断されて 146 および 318  bp の断片となるこ

とを利用して判定を行った。用いたプライマーの配列を Tab le  I I - 3 に示す。  

 

e ) A rg500Ter の判定  

 PCR 反応液はプライマーを h FMO 3ex 9S および hFM O3ex 9AS に変更して、
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Ⅱ -2 -6 -b )  と同じ条件で行った。増幅させた後、PCR 産物 10  μ L に 1× N E Bu ff e r  

3、 5  U  Bs sS  Ⅰを加え、滅菌精製水で全量を 20  μ L とし、 37℃で 17 時間反応

させた。制限酵素処理した反応液は EtBr を含む 2 .0 % (w/v )  アガロースゲル

で電気泳動を行った。 443  bp の PCR 産物が野生型アリルでは BssS  Ⅰによっ

て切断されて 154 および 289  bp の断片となるのに対し、変異型アリルでは切

断されないことを利用して判定を行った。用いたプライマーの配列を Tab le  

I I - 3 に示す。  

 

Table  I I -3 .  Sequences  o f  pr i mers  used  f or detec t ion  FMO3 genotype .  

Name  Sequence  

hFMO3 ex 4S  

hFMO3 ex 5AS  

hFMO3 ex C5AS  

hFMO3 ex 6S  

hFMO3 ex 6AS  

hFMO3 ex 7SF  

hFMO3 ex 7AS  

hFMO3 ex 9S  

hFMO3 ex 9AS  

5 ʹ -TCA TAC  T GT ATC  TGC CAA A A C CA-3 ʹ  

5 ʹ -CCC CAC  ATT TCA TAT CAC  AC C T-3 ʹ  

5 ʹ -GTT CT T TAT A GT CCC TGC  TG T GGA GC-3 ʹ  

5 ʹ -GCT GG G GT A ATA GA T CCA TT C-3 ʹ  

5 ʹ -TGG GCT TAC  AGG ACA TTA AG G-3 ʹ  

5 ʹ -ACA A GA G GG AAA TA T TAC  AC T TCC -3 ʹ  

5 ʹ -CAA A GTT AT T  GTC  ACT GGC A TT C-3 ʹ  

5 ʹ -CTA CAC  AG A GTT TG G GTA TCC -3 ʹ  

5 ʹ -CCC TGT CTG GGT AT T GTC  A G -3 ʹ  

 

 

第 3 節  結果  

 

Ⅱ -3 -1 ヒト肝ミクロゾームによるオランザピン酸化酵素活性および代謝消

失に対する阻害剤の影響  

 オランザピン代謝消失および代謝物生成に対する各酵素の寄与を調べるた

めに、プールドヒト肝ミクロゾームを用いて、オランザピン代謝消失速度お
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よび代謝物生成速度へ及ぼす各種阻害剤の影響を検討した。終濃度 5  μM の時

のオランザピン代謝消失速度は CYP 1A2 阻害剤であるフラフィリン、CY P2D6

阻害剤であるキニジンおよび FMO3 を失活させる熱処理によってそれぞれ

28％、 33％および 25％阻害された  (F i g .  I I - 2A)。これら 3 つの失活によって

85％の阻害が認められた  ( F i g .  I I - 2A )。  

 終濃度 100  μ M の時のオランザピン N -脱メチル化酵素活性はフラフィリン

およびキニジンでそれぞれ 64％および 50％の阻害効果が認められ、両阻害剤

添加では 95％以上の強い阻害効果が認められた  (F i g .  I I -2 B)  が、熱処理では

20％程度の阻害に留まった  ( F i g .  I I - 2B)。同濃度の時、オランザピン N -酸化

酵素活性は 3 種全ての処置によって阻害効果が認められたが、フラフィリン

では 20％程度の阻害に留まった  ( F i g .  I I - 2C )。さらに複数の阻害剤によって

阻害効果は大きく変化しなかった  ( F i g .  I I - 2C)。  
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Fig .  I I -2 .  Ef f ec t s  o f  P450  inh ib i tors  and  heat  trea t ment  on  o lanza p ine 

metabo l i c  c l ea rance  and  o lanzap ine  o x idat ion  ca ta lyzed  by  poo led  human l iver 

mi cros o mes .  

Metabo l i c  c l ea ran ce  o f  o l anzap in e  ( A) ,  o l anzap in e  N - demeth yla t ion  ( B) ,  and  

o l anzap ine  N -ox yg ena t ion  (C)  a c t iv i t i e s  we re  an a l yzed  in  poo led  h uman  l i ve r  

mic rosomes .   The  con t ro l  a c t iv i t i e s  o f  metabo l i c  c l e a rance ,  N -dem eth yla t ion ,  and  

N -ox ygen a t ion  we r e  41 ,  53 ,  and  27  pm ol /min /mg p ro t e in ,  r espec t ive l y.  

Fur a f yl l i ne ,  a  CY P1A2 inh ib i to r ;  Qu in id ine ,  a  CYP2D6 inh ib i to r ;  H ea ted ,  

i nac t iva t es  FM O3.   
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Ⅱ -3 -2 ヒト肝ミクロゾームによるオランザピン代謝消失および酸化酵素活

性と P450 および FMO3 指標酵素活性との間の相関関係  

 オランザピン代謝に対する各酵素の寄与を確認するために、個別ヒト肝ミ

クロゾームを用いて、P450 および FMO3 指標酵素活性とオランザピン代謝消

失および酸化酵素活性との間の相関関係を調べた。オランザピン終濃度 5  μM

の時の代謝消失速度は CYP1A2、CYP2D6 および FMO3 指標酵素活性との間に

有意な相関関係は認められなかった  (Tab l e  I I - 4 )。  

 オランザピン終濃度 300  μM の時のオランザピン N -脱メチル化酵素活性と

有意な正の相関関係が認められたのは CYP1A2 指標酵素活性であるフェナセ

チン O -脱エチル化酵素活性  ( r =0 .8 7 ,  p<0 .001 )、 CYP 2D6 指標酵素活性である

デ キ ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン O -脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性  ( r=0 .39 ,  p<0 .05 )  お よ び

FMO3 指標酵素活性であるベンジダミン N -酸化酵素活性  ( r =0 .80 ,  p<0 .001)  

であった  (Tab le  I I - 4 )。さらに N -酸化酵素活性との間にもフェナセチン O -脱

エチル化酵素活性  ( r=0 .67 ,  p<0 .001 )、デキストロメトルファン O -脱メチル化

酵 素 活 性  ( r=0 . 51 ,  p<0 .01 )  お よ び ベ ン ジ ダ ミ ン N -酸 化 酵 素 活 性  ( r =0 .86 ,  

p<0 .001)  は有意な相関関係が認められた  (Tab le  I I - 4 )。本条件下でヒト肝ミク

ロゾームの 2-水酸化酵素活性は検出限界以下であった。  

 同肝ミクロゾームで、フェナセチン O -脱エチル化酵素活性とベンジダミン

N - 酸 化 酵 素 活 性 と の 間 に も 有 意 な 正 の 相 関 関 係 が 認 め ら れ た  ( r =0 .68 ,  

p<0 .0001)  (F i g .  I I -3A)。デキストロメトルファン O -脱メチル化酵素活性とベ

ンジダミン N -酸化酵素活性およびフェナセチン O -脱エチル化酵素活性との

間には有意な相関関係は認められなかった  ( F i gs .  I I - 3 B,  3C)。さらに C YP3A

指標酵素活性であるデキストロメトルファン N -脱メチル化酵素活性はいずれ

の酵素活性とも相関関係は認められなかった  (d a t a  no t  shown)。  



41 

Table II-4. Correlation coefficients (r) between metabolic clearance, N-demethylation activities, and N-oxygenation activities of olanzapine 

and three probe oxidation activities in liver microsomes from 29 individuals 

 

Metabolic clearance of 

olanzapine 

Olanzapine oxidations 

N-demethylation N-oxygenation 

Phenacetin O-deethylation 

(CYP1A2) 
0.23 0.87*** 0.67*** 

Dextromethorphan O-demethylation 

(CYP2D6) 
0.20 0.39* 0.51** 

Benzydamine N-oxygenation 

(FMO3) 
0.04 0.80*** 0.86*** 

 

Olanzapine (5 and 300 µM) was incubated with human liver microsomes to determine metabolic clearance and metabolite formation, respectively.  

Metabolic clearance was calculated by differences of initial and later measured olanzapine concentrations based on mg microsomal protein per 

incubation time.  ***p<0.001; **p<0.01; and *p<0.05, significant correlations by Pearson product-moment correlation. 
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Fig .  I I -3 .  Co rre l a t ions  betw een  t hree  p robe  ox ida t ion  act iv i t i e s  in  l i ver 

mi cros o mes  f ro m 2 9  ind iv idua l s .    

Each  p robe  subs t ra t e  (phenace t in ,  a  CY P1A2 p robe ;  d ex t romethorphan ,  a  CYP 2D6 

p robe ;  and  benz ydamine ,  a  FMO 3  prob e)  was  incu ba ted  wi th  hum an  l i ve r  

mic rosomes .  

 

 

Ⅱ -3 -3 組換え P4 50 および FM O3 によるオランザピン酸化酵素活性  

 10 種の組換え P 450 分子種  (CYP1 A2,  2A6 ,  2 B6 ,  2C8 ,  2C9 ,  2C19 ,  2D6 .1 ,  2E1 ,  

3A4 ,および 3 A5)  および FM O3 を用いてオランザピン代謝酵素活性を測定し

た。オランザピン N -脱メチル化酵素活性は基質終濃度 5  μM のとき、CYP1A2,  

2C19 ,  2D6 .1 および 3A4 で認められた  (Tab l e  I I - 5 )。基質終濃度 300  μM のとき

はこれらに加えて、 CYP2C8,  2C9 および 3A5 で認められた (Tab l e  I I - 5 )。オラ

ンザピン N -酸化酵素活性は基質終濃度 5  μM では主に CYP2D6.1 および FMO3

で認められたが、3 00  μM では全ての酵素で酵素活性が認められた  ( Tab le  I I -5 )。

オランザピン 2-水酸化酵素活性は基質終濃度 5  μ M では CYP2D6 のみで認め

られた  (Tab le  I I - 5 )。基質終濃度 300  μM の条件下では CYP2D6.1 に加えて、

CYP1A2,  2C9 ,  2C19 ,  3A4 お よ び 3A5 で 認 め ら れ た が 、 活 性 値 が 0 .1  

nmol /min /nmol  P450  を超えたのは C YP2D6.1 のみであった  (Tab le  I I - 5 )。  
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Table  I I -5 .  Olanzap ine  N -demeth y la t ion ,  N -oxygenat io n ,  and  2 -hydroxy la t ion  

act iv i t i e s  a t  subs t ra te  concentra t ions  o f  5  μM and  300  μM ca ta lyzed  by  ten  

reco mbinant  huma n  P450  and  reco mbinant  FMO3 enzy mes .  

Enz ymes  Olanzap ine  ox ida t i on  ac t iv i t i e s  

(nmol /min /nmol  P450  o r  FMO)  

N -Demeth yl a t ion   N -Ox ygen a t ion   2 -H ydrox yl a t ion  

5  μM  300  μM   5  μM  300  μM   5  μM  300  μM  

CYP1A2  0 .02  1 .07   <  0 .01  0 .05   <  0 .01  0 .07  

CYP2A6  <  0 .01  <  0 .01   <  0 .01  0 .01   <  0 .01  < 0 .01  

CYP2B6  <  0 .01  <  0 .01   <  0 .01  0 .12   <  0 .01  < 0 .01  

CYP2C8  <  0 .01  0 .05   <  0 .01  0 .07   <  0 .01  < 0 .01  

CYP2C9  <  0 .01  0 .05   <  0 .01  0 .05   <  0 .01  0 .04  

CYP2C19  0 .12  2 .11   0 .02  0 .52   <  0 .01  0 .02  

CYP2D6 .1  0 .13  2 .36   0 .59  6 .38   0 .06  4 .78  

CYP2E1  <  0 .01  <  0 .01   <  0 .01  0 .11   <  0 .01  < 0 .01  

CYP3A4  0 .02  0 .61   0 .05  0 .78   <  0 .01  0 .05  

CYP3A5  <  0 .01  0 .88   0 .01  0 .84   <  0 .01  0 .03  

FMO3  <  0 .01  <  0 .01   0 .34  9 .49   <  0 .01  < 0 .01  

 

 

 Ⅱ -3 -4 オランザピン酸化酵素活性の速度論的解析  

 I I -3 -1、 I I -3 -2 および I I - 3 -3 の項に述べた結果より、CYP1A2、CYP2D6 およ

び FMO3 がオランザピン代謝に寄与していると考えられたため、これら酵素

の組換え体およびプールドヒト肝ミクロゾームを用いて、オランザピン酸化

について速度論的解析を行った  (F ig .  I I - 4 )。算出されたキネティックパラメ

ータを Tab l e  I I - 6 に示す。  

 CYP1A2 のオランザピン N -脱メチル化反応の V m a x /K m 値は高く、 N -酸化反
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応は低かった  (Tab le  I I - 6 )。 2 -水酸化反応は認められたものの、パラメータ算

出には至らなかった  (F i g .  I I - 4 ,  Tab le  I I -6 )。 CYP2D6 は 3 つの反応全てで最も

低い K m 値および最も高い V m a x 値を示した  (Tab le  I I - 6 )。しかしながら変異体

である CYP2D6.10 ではその酵素活性はほとんど認められず、 N -酸化反応の

V m a x /K m 値が CYP2D6.1 の 150 分の 1 以下で認められた程度であった  ( Tab le  

I I - 6 )。FMO3 は N -酸化反応のみを触媒し、その V m a x /K m 値は CYP2D6.1 に次い

で高い値であった  (Tab l e  I I - 6 )。ヒト肝ミクロゾームでは N -脱メチル化と N -

酸化反応はほぼ同程度の触媒活性を示したが、 2-水酸化反応はほとんど認め

られなかった  (Tab le  I I - 6 )。  
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Fig .  I I -4 .  Kinet i c  ana lyses  f or o lanzap ine  ox idat ion  by  reco mbinant  P450  and 

FMO3 and  poo led  human l iver micro somes .  

N -demeth yla t ion  (◯ ) ,  N -ox ygen a t ion  (□ ) ,  and  2 -h yd ro x yl a t ion  (△ )  a c t iv i t i e s  

ca t a l yzed  b y r ecom binan t  human  P450  and  FMO3 enz ym es  and  poo led  human  l i ve r  

mic rosomes .   (A) ,  CYP1A2;  ( B) ,  CYP2D6.1  (o pen  p lo t s )  and  CYP2D6.1 0  ( c l osed  

p lo t s ) ;  (C) ,  FMO3;  and  (D ) ,  poo l ed  hu man  l i ve r  mi c rosom es .
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Table  I I -6 .  Kine t i c  para meters  f or o l anzap ine  N -demet hy la t ion ,  N -oxygen at ion ,  and  2 -hydro xy la t ion  act iv i t i e s  

ca ta lyzed  by  reco mbinant  P450s ,  reco mbinant  FMO3,  and  poo led  human l iver mi croso mes  (HLM).   

K i n e t i c  p a ra me t e r s  we r e  c a l c u l a t e d  f r o m a  f i t t ed  cu rve  b y n on - l inea r  r egr es s io n  ( mean  ±  SE) .  

a
 mM,  

b
 min

- 1
,  

c
 (mM min)

- 1
,  

d
 nmol  (min  mg p r o t e in )

- 1
,  and  

e  
m L (min  m g p ro t e in )

- 1
.  

 

 
N -d e me t h y l a t i o n  

 
N -o x yg e n a t i o n   2 -h yd r o x ya t i o n  

E n z yme  

K m  
a
 V m a x  

b
 

V m a x /

K m
 c

  K m  V m a x  

V m a x /

K m   K m  V m a x  

V m a x

/ K m  

1 A 2  0 . 1 6  ±  0 . 0 1  2 . 2  ±  0 . 1  1 4   0 . 2 2  ±  0 . 0 7  0 . 2 5  ±  0 . 0 4  1 . 1   -  <  0 . 0 5  -  

2 D 6 . 1  0 . 0 7 3  ±  0 . 0 0 8  3 . 7  ±  0 . 1  5 1   0 . 0 4 6  ±  0 . 0 0 3  5 . 8  ±  0 . 1  1 3 0   0 . 0 3 9  ±  0 . 0 0 4  4 . 3  ±  0 . 1  11 0  

2 D 6 . 1 0  -  <  0 . 0 5  -   0 . 2 5  ±  0 . 0 6  0 . 1 0  ±  0 . 0 1  0 . 4 0   -  <  0 . 0 5  -  

FM O 3  -  <  0 . 0 5  -   0 . 1 7  ±  0 . 0 8  1 . 6  ±  0 . 3  9 . 4   -  <  0 . 0 5  -  

H LM  0 . 0 8 3  ±  0 . 0 0 9  0 . 0 6 4  ±  0 . 0 0 3
d
 0 . 7

e
  0 . 1 6  ±  0 . 0 3  0 . 0 8 1  ±  0 . 0 0 7

d
 0 . 5 1

e
  -  <  0 . 0 1 5

d
 -  
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Ⅱ -3 -5 ヒト肝ミクロゾームによるオランザピン代謝消失および酸化酵素活

性に対する遺伝子多型の影響  

 CY P2D6 および FMO3 遺伝子多型のオランザピン酸化酵素活性および代謝

消失への影響について調べた。ナンセンス変異  (C ys1 97Ter および A rg5 00Ter )  

のいずれか 1 つを持つあるいはアミノ酸置換を伴う変異を 2 つ持つ場合を IM、

ナンセンス変異を 2 つ持つ場合を PM とし、それ以外の場合を EM とした。

ただし Glu308Gl y 変異は単独よりも Glu158 Lys 変異と同一アリル上である頻

度が高いため 5 6 )、これら 2 つを持ち他の変異を持たない場合は E M とした。

CY P2D6 遺伝子多型はオランザピン代謝消失、 N -脱メチル化酵素活性および

N -酸化酵素活性に影響を与えなかった  (F i gs .  I I -5 A,  5 C ,  5E)。 FMO3 遺伝子多

型も同様にオランザピン代謝消失および N -酸化酵素活性に影響を与えなかっ

た  (F i gs .  I I - 5 B,  5 D)。  
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Fig .  I I -5 .  Olanzap ine  metabo l i c  c l ea rance  ( A,  B) ,  N -o xygenat ion  (C,  D) ,  and 

N -demethy la t ion  (E)  ca ta lyzed  by  l i ver microso mes  f ro m 29  ind iv idua l s  

genotyped  f or th e  CY P2D6  (A ,  C ,  E)  and  FMO3 (B ,  D)  genes .  

Hor izon ta l  l i n es  i n d ica t e  t h e  mean  va l ues .  
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Ⅱ -3 -6 オランザピン投与患者血漿中薬物濃度に対する内的・外的因子の影

響  

 オランザピン投与患者のトラフ時点での血漿中薬物濃度を測定した。患者

ごとの結果を Tab l e  I I - 7 に示す。本集団の中には CY P2D6 および F MO3 で PM

に分類される遺伝子型の患者は見いだされなかった  ( Tab le  I I -7 )。さらに喫煙

者の CY P1A2 遺伝子型は、喫煙により CYP1A2 誘導応答性が十分に備わって

いると考えられるものであった  (Tab le  I I - 7 )。  

血漿中オランザピン濃度に対する内的・外的因子の影響について調べた。

本薬物では内的因子として、 CY P2D6 および F MO3 遺伝子多型ならびに性別

を、外的因子として喫煙の有無、肥満の指標とされる BM I 値および CYP2D6

併用薬数を検討した。本集団での年齢層が壮年期後半から中年期に偏ってい

ることから、年齢を区分しての検討は行わなかった。本集団で血漿中薬物濃

度を投与量で除した C/D 比に対する喫煙  ( F ig .  I I - 6A )、CY P2D6  (F i g .  I I - 6B)  お

よ び FMO3  ( F i g .  I I -6C )  遺 伝 子 多 型 の 影 響 は 認 め ら れ な か っ た 。 さ ら に

CYP2D6 阻害薬併用の有無および併用数の増加ならびに肥満  ( BM I 値 2 5 以

上 )  によるオランザピン C/D 比の上昇や性別による C/D 比の違いも認められ

なかった  (d a t a  no t  shown)。
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Table II-7. CYP1A2, CYP2D6, and FMO3 genotypes and plasma concentrations of olanzapine determined for patients. 

ID CYP1A2 CYP2D6 FMO3 D 

(mg) 

Olanzapine 

(ng/mL) 

Smoking, 

S 

CYP2D6 

inhibitor 

1 *1A/*1F 
*10/*10 

(IM) 

p.Arg205Cys/p.Val257Met 

(IM) 
15 4 - Levomepromazine 

2 *1A/*1F 
*1/*1 

(EM) 

Wild/Wild 

(EM) 
10 8 - Levomepromazine 

3 
*1C/*1F or 

*1A/*1L 

*1/*2 

(EM) 

Wild/p.Glu158Lys 

(EM) 
20 4 S 

Chlorpromazine, 

levomepromazine, 

promethazine, 

risperidone 

4 *1A/*1F 
*1/*10 

(EM) 

Wild/Wild 

(EM) 
20 4 - 

Levomepromazine, 

risperidone 

5 
*1C/*1F or 

*1A/*1L 

*1/*10 

(EM) 

Wild/Wild 

(EM) 
20 31 - 

Chlorpromazine, 

levomepromazine, 

promethazine 

6 *1F/*1F 
*1/*2 

(EM) 

Wild/Wild 

(EM) 
5 22 - - 

7 *1A/*1F 
*1/*1 

(EM) 

Wild/p.Cys197Ter 

(IM) 
20 23 - Chlorpromazine, 

8 *1A/*1F 
*1/*10 

(EM) 

Wild/Wild 

(EM) 
10 36 - 

Chlorpromazine, 

promethazine 

9 *1A/*1A 
*1/*1 

(EM) 

Wild/p.[Glu158Lys;Glu308Gly] 

(EM) 
10 24 S Fluvoxamine 

10 *1F/*1F 
*2/*10 

(EM) 

p.Arg205Cys/p.[Glu158Lys;Glu308Gly] 

(IM) 
5 34 - - 

11 
*1C/*1F or 

*1A/*1L 

*1/*5 

(IM) 

Wild/p.Val257Met 

(EM) 
20 23 S - 
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Table II-7 (Continued). CYP1A2, CYP2D6, and FMO3 genotypes and plasma concentrations of olanzapine determined for patients. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D, dose; olanzapine, plasma concentrations of olanzapine; CYP2D6 inhibitor, coadministered CYP2D6 inhibitor.

ID CYP1A2 CYP2D6 FMO3 D 

(mg) 

Olanzapine 

(ng/mL) 

Smoking, 

S 

CYP2D6 

inhibitor 

12 *1A/*1F 
*1/*10 

(EM) 

Wild/p.Val257Met 

(EM) 
20 12 - 

Chlorpromazine, 

levomepromazine, 

promethazine 

13 
*1C/*1F or 

*1A/*1L 

*1/*2 

(EM) 

Wild/p.Val257Met 

(EM) 
20 20 S 

Chlorpromazine, 

haloperidol 

14 *1A/*1F 
*1/*1 

(EM) 

Wild/p.[Glu158Lys;Glu308Gly] 

(EM) 
20 30 - 

Levomepromazine, 

promethazine,  

risperidone 

15 *1F/*1L 
*1/*10 

(EM) 

Wild/p.[Glu158Lys;Glu308Gly] 

(EM) 
2.5 4 - Levomepromazine 

16 *1A/*1F 
*1/*5 

(IM) 

Wild/p.[Glu158Lys;Glu308Gly] 

(EM) 
20 51 - - 

17 *1A/*1F 
*1/*10 

(EM) 

p.Val257Met/p.[Glu158Lys;Glu308Gly] 

(IM) 
20 76 S - 

18 *1A/*1A 
*10/*10 

(IM) 

Wild/Wild 

(EM) 
20 54 - - 

19 *1A/*1F 
*2/*2 

(EM) 

Wild/Wild 

(EM) 
20 74 - - 

20 
*1C/*1F or 

*1A/*1L 

*5/*10 

(IM) 

Wild/p.Val257Met 

(EM) 
15 19 S - 

21 *1F/*1L 
*1/*10 

(EM) 

Wild/p.Val257Met 

(EM) 
15 37 - Risperidone 
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Fig .  I I -6 .  Asso c ia t ion  o f  s moking  (A )  and  spec i f i c  CY P2D6 (B )  and  FMO 3 (C )  

genotypes  w i th  t ro ugh  p lasma concen trat ion /dose  (C/D )  ra t ios  o f  o lanzap in e  in  

21  pat i en ts .   

The  hor i zon ta l  l i ne s  i nd ica t e  t h e  mean  va lues .  

 

 

第 4 節  考察  

 

 抗精神病薬オランザピンは体重増加や傾眠、高血糖といった副作用を引き

起こすことがしられている 6 5 )。実際に服用患者の体重増加と血漿中オランザ

ピン濃度との関連性が報告されており 6 6 )、オランザピン消失の個人差は治療

効果のみならず、副作用のリスクを考える上でも非常に重要であると考えら

れる。本章では i n  v i vo と i n  v i t ro の両面からオランザピン代謝消失の個人差

について検討を行った。ヒト肝ミクロゾームによるオランザピンの代謝消失

速度は CYP1A2、CYP2D6 および FM O3 指標酵素活性との間に相関関係は認め

られなかった  (Tab le  I I - 4 )。一方、 C YP1A2 および CY P2D6 に対する阻害剤の
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ぞれ約 30％ずつ低下した  ( F i g .  I I - 2A)。これら結果よりオランザピンの代謝

消失は単独酵素に依存しておらず、複数酵素が補完し合っていることが示唆

された。  

 10 種の組換え P450 および FMO3 による各代謝経路別酵素活性を測定した

ところ、主要な CY P1A2、CYP2D6 および FM O3 以外に CYP2C19 および CYP3A

も 程 度 に 違 い は あ る が 代 謝 に 関 与 し て い た  (Tab l e  I I - 5 ) 。 し か し な が ら

CYP2C19 の肝臓中存在量は低く 6 7 )、 CYP3A 指標酵素活性とオランザピン酸

化酵素活性との間には相関関係が認められなかったことから、これらはオラ

ンザピン代謝の主要酵素ではないと考えられた。  

 それぞれのオランザピン代謝経路に対する CYP1A2、CYP2D6 および FMO3

の寄与について調べるために、オランザピン N -脱メチル化酵素活性、 N -酸化

酵素活性および 2-水酸化酵素活性と各指標酵素活性との相関および組換え体

によるこれら代謝経路の速度論的解析を行った。オランザピン N -脱メチル化

酵素活性に対する CYP1A2 および CYP2D6 の役割は、フェナセチンおよびデ

キストロメトルファンとの相関関係  (Tab l e .  I I - 4 )、フラフィリンとキニジン

による阻害  (F i g .  I I - 2 B)  ならびに組換え体による速度論的解析  ( F i g .  I I - 4A,  

4B,  Tab l e  I I -6 )  の結果から認められた。オランザピン N -脱メチル化酵素活性

と ベ ン ジ ダ ミ ン N - 酸 化 酵 素 活 性 と の 間 に 正 の 相 関 関 係 が 認 め ら れ た が  

(Tab le  I I -4 )、組換え FMO3 からはオランザピン代謝で N -酸化体のみが生成さ

れた  ( F ig .  I I -4C ,  Tab le  I I - 6 )。本研究で用いたヒト肝ミクロゾームの C YP1A2

酵素活性と FMO 3 酵素活性との間に相関関係が認められていた  ( F i g .  I I - 3 A)  

ことから、実際には FM O3 は N -脱メチル化には関与しないものと考えられた。

一方、オランザピン N -酸化酵素活性とデキストロメトルファンおよびベンジ

ダミン酸化酵素活性との間には正の相関関係が認められたこと  (Tab le .  I I - 4 )、

キニジンおよび熱処理により阻害が認められたこと  ( F i g .  I I - 2C)  ならびに組

換え CYP2D6 および FMO3 の高い触媒活性  ( F i gs .  I I - 4 B,  4C ,  Tab le  I I - 6 )  によ

り、 N -酸化には C YP2D6 および FM O3 が関与していることが示唆された。オ

ランザピン 2-水酸化反応は CYP1A2 および CYP2D6 で認められたが (Tab le  
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I I - 5 )、 CYP1 A2 の活性値は低く、キネティックパラメータ算出には至らなか

った。さらにヒト肝ミクロゾーム中でのオランザピン 2-水酸化酵素活性は低

値であった  ( F i g .  I I - 4D,  Tab le  I I - 6 )。これら結果よりオランザピン 2-水酸化反

応には CYP2D6 のみが関与しており、オランザピン代謝の主たる経路ではな

いことが示唆された。CYP3A4/5 はいずれの反応に対しても酵素活性が認めら

れたが  (Tab le  I I -5 )、個別肝ミクロゾームによる各経路の酵素活性とデキスト

ロメトルファン N -脱メチル化酵素活性との間に相関関係が認められなかった

ため、その寄与は小さいものと考えられる。以上より、ヒト肝では主たる経

路であるオランザピン N -脱メチル化反応には CYP1A 2 および CYP2D6 ならび

に N -酸化反応には CYP2D6 および FMO3 がそれぞれ寄与しており、従たる経

路である 2 -水酸化反応には CYP2 D6 が寄与していることが推察された  (F i g .  

I I - 7 )。  

 

 

Fig .  I I -7 .  Proposed  met abo l i c  pathw ays  o f  o lanzap ine  med ia ted  by  P450  and  

FMO3 enzy mes  in  the  pres ent  s tudy.  

Olanzapine

CYP1A2, CYP2D6

N-Demethylation
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N-Oxygenation

CYP2D6

2-Hydroxylation
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 In  v i vo の検討では、オランザピン C/D 比は CY P2D6 および FMO 3 遺伝子多

型の影響を受けず  (F i gs .  I I - 6 B,  6C)、 i n  v i t ro の結果と一致した。 CYP 2D6.10

のオランザピン酸化反応は極めて低値を示した  ( F i g .  I I - 4 B,  Tab le  I I - 6 )  が、個

別ヒト肝ミクロゾームでのオランザピン代謝酵素活性は CY P2D6 遺伝子多型

による影響を受けなかった  ( F i gs .  I I -5A,  5C ,  5E )  ことから、低い CYP2 D6 酵

素活性は他の酵素が補完していると考えられる。さらに血漿中オランザピン

濃度に喫煙の影響は認められなかった  (F i g .  I I - 6A)。個別ヒト肝ミクロゾーム

で 1 検体のみ CY P2D6*4/*4 が見出されたが、その他は CY P2D6 および FMO3

ともに PM の検体は見いだされなかった。CY P2D6 および FMO3 は双方とも日

本人における PM の頻度は 1％未満である 1 0 ,  5 7 )ため、どちらも PM となる患

者は 極めてまれであると考えられる。さらに UD P -グルクロン酸転移酵素  

(UGT )  1A 4 もオランザピン代謝に関与することが報告されている 6 8 )。よって

これら結果より、 P450、 FM O3 および UGT といった複数の酵素が複数の経路

でオランザピンを代謝しており、単独酵素に依存しないことが明らかとなっ

た。これら複数酵素が関与することから、薬物相互作用リスクが低いことが

推察された。さらにその他内的 ･外的因子として性別、併用薬および肥満によ

る影響も考慮するにはおよばないと考えられた。  

以 上 、 本 章 で は オ ラ ン ザ ピ ン の 代 謝 に 関 わ る 酵 素 の 詳 細 な 同 定 解 析 と

CY P2D6 および F MO3 遺伝子多型ならびに喫煙の因子がオランザピン代謝消

失に影響を与え得るか否か検討を行った。各代謝経路に複数の酵素が乗り入

れており各酵素が補完し得るため、それぞれの因子単独ではオランザピンの

代謝消失に影響を与えないことが示唆され、日本人患者においてオランザピ

ンは比較的安全に使用できることが考えられた。  
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第Ⅲ章  リスペリドン体内動態の個人差  

 

第 1 節  緒言  

 

 リスペリドンはセロトニン ･ドパミン ･アンタゴニストに分類される抗精神

病薬であり、世界中で広く使用されている 6 9 )。リスペリドンは主に C YP2D6

一部 CYP3A4 によって代謝されて活性代謝物 9-水酸化リスペリドン  (パリペ

リドン )  となる  ( F i g .  I I I - 1 )
1 9 ,  2 0 )。  

 

 

Fig .  I I I -1 .  M etabo l i c  path w ays  o f  r i sper idone  med ia t ed  by  P450  enzy mes .  

  

 

 CY P2D6 遺伝子多型は血漿中リスペリドン、パリペリドンおよびこれらの

総和  (すなわち活性体濃度 )  やリスペリドンとパリペリドンの代謝比に影響

を与えていることが報告されている 7 0 - 7 2 )。しかしながら血漿中パリペリドン

濃度およびリスペリドンとパリペリドン濃度の合計は CY P2D6 遺伝子多型に

影響を受けないという報告も存在する 7 3 - 7 7 )。一方、 CYP3A4 と同様の基質に

対して触媒活性を示す CY P3A5 の遺伝子多型との関連について、韓国人で

CYP3A5 発現群に比べて低発現群で血漿中リスペリドンおよびパリペリドン

濃度が有意に高かったという報告が存在している 7 8 )。しかしながら CY P3A5*3  

多型は  CYP2D6 IM  の群でのみリスペリドン代謝に影響を与えるとする報告

7 9 )やリスペリドンやパリペリドン濃度には影響を与えないとする報告 8 0 ,  8 1 )

CYP2D6, CYP3A4

9-Hydroxylation

Risperidone Paliperidone
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など相反するものも存在しており、CY P2D6 および CYP3A5 遺伝子多型がリス

ペリドン代謝に影響を与え得るか明らかとなっていない。さらにリスペリド

ン代謝への CYP3A 5 の寄与については i n  v i t ro において詳細に検討はなされて

いない。  

 本章ではヒト肝ミクロゾーム、組換え酵素および日本人リスペリドン投与

患者の血漿を用いて、CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型や併用薬がリスペリ

ドン代謝消失に影響を与え得るか検討した。  

 

 

第 2 節  実験材料および方法  

 

Ⅲ -2 -1 実験材料、試薬および使用機器  

 第Ⅰ章および第Ⅱ章で用いた実験材料、試薬および機器は記載を省略した。 

 速度論的解析に用いた個別ヒト肝ミクロゾームは C orn in g より購入した。

プールドおよび個別ヒト肝ミクロゾームの添付資料に記載されていた遺伝子

型、CYP2D6 および CYP3A 指標酵素活性  (ブフラロール 1 ′ -水酸化およびテス

トステロン 6β -水酸化酵素活性 ) ならびに P450 含量の値を Tab le  I I I - 1 に示す。 

 

Table  I I I -1 .   Gen otypes  and  enzy me  act iv i t i e s  o f  the  p oo led  (HLM) and  t hree  

ind iv idual  human  l iver mi croso mes  used  in  th i s  s tudy.  

 
H LM  HH108  HH61  HH31  

CY P2D6  geno t ype  -  *1 /*1  *4 /*4  *4 /*4  

Bufu ra lo l  1 ′ - h ydro x yl a t ion  

(pmol /min /mg p ro t e in )  
71  100  PM (<1)  PM (<1)  

Tes tos t e ro ne  6 β -h ydrox yla t ion  

(pmol /min /mg p ro t e in )  
4600  3700  2700  12000  

To ta l  P450  (pmol / mg p ro t e in )  350  310  180  710  
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リスペリドン、ケトコナゾールおよびクマリンは和光純薬より購入した。

パリペリドンは東京化成工業より購入した。  

 

Ⅲ -2 -2 研究対象および検体  

 対象は 2013 年 10 月から 2015 年 2 月、鶴が丘ガーデンホスピタルを受診し

た 24―75 歳の男女 27 名の血液をヘパリンおよび E DTA 採血管にそれぞれ約 5  

m L ずつ供与頂き、Ⅱ -2 -2 の項に準じて血漿を取り出した。本研究はそれぞれ

の被験者またはその家族に本研究の趣旨を十分に説明し、書面にて承諾を得

て行われた。  

 

Ⅲ -2 -3 薬物酸化酵素活性の測定  

a ) リスペリドン酸化酵素活性の測定  

 ヒト肝ミクロゾームおよび組換え P450 によるリスペリドン 8 -水酸化およ

び基質消失速度は HP LC を用いて測定を行い算出した。反応混液は 0 .40  mg  

p ro t e in /m L ヒト肝ミクロゾームあるいは 5  pmol /m L 組み換え P450、N AD PH 生

成系 (0 .25  mM N AD P
+、2 .5  mM G -6-P および 0 .25  un i t /m L G -6 -P DH ase )、10 0  mM

リン酸緩衝液 ( pH 7 .4 )ならびに 0 .5― 300  μM リスペリドンを含み、全量を 250 

μ L とした。阻害実験では 0 .01―10  μM 各 P450 阻害剤 (キニジンおよびケトコ

ナゾール )  を添加した。37°C の水浴上で 30 分間振とうして反応させ、氷冷し

たアセトニトリル 250  μ L を添加して反応を停止させた。撹拌後 10 ,0 00  ×  g で

遠心分離した後、上清を HP LC に注入した。カラムは Kine tex  XB -C18  (4 . 6  mm 

×  100  mm、 2 .6  µm)を、ガードカラムは Secur i t yG uar d  U l t ra  C18  ( 4 .6  mm)  を使

用し、カラムオーブンは 40°C とした。移動相には 3 0  mM リン酸緩衝液 (pH  

3 .0 ) :アセトニトリル  (80 :20、v /v )  を使用し、流速は 1 . 0  m L/min とした。測定

は UV 238  nm とした。パリペリドンで検出された HP LC ピーク面積を基に 9-

水酸化酵素活性を算出した。反応前後のリスペリドン量の差を代謝消失量と

した。  
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b) クマリン酸化酵素活性の測定  

 ヒト肝ミクロゾームによるクマリン 7-水酸化酵素活性は HP LC を用いて測

定を行い算出した。反応混液は 0 .40  mg p ro t e in /m L ヒト肝ミクロゾーム、

NADPH 生成系 (0 . 25  mM NADP
+、 2 .5  mM G -6-P および 0 .25  un i t /m L G -6-P 

DHas e)、 100  mM リン酸緩衝液  (pH  7 .4 )  ならびに 10 0  μM クマリンを含み、

全量を 250  μ L とした。 37°C の水浴上で 10 分間振とうして反応させ、氷冷し

た 60％過塩素酸 1 0  μ L で反応を停止させた。撹拌後  700  ×  g  で遠心分離し、

上清を HP LC に注入した。カラムは Might ys i l  RP -18  (4 . 6  mm  ×  150  mm、5 . 0  µm)

使用し、カラムオーブンは 25  ℃とした。移動相には 20  mM 過塩素酸ナトリ

ウム (pH2 .5 ) :アセトニトリル (55： 4 5)  を使用し、流速は 1 .2  m L/min とした。

測定波長は励起波長  338  nm、蛍光波長 458  nm とした。  

 

c ) デキストロメトルファン酸化酵素活性の測定  

 ヒト肝ミクロゾームによるデキストロメトルファン O -脱メチル化酵素活性

は HP LC を用いて測定を行い算出した。反応混液および反応条件はⅠ -2 -4 - a )

に準じて行った。  

 

d ) ミダゾラム水酸化酵素活性の測定  

 ヒト肝ミクロゾームによるミダゾラム 1 ′ -水酸化酵素活性は HP LC を用いて

測定を行い算出した。反応混液および反応条件はⅠ -2 -4 -b )の項に準じて行っ

た。  

 

Ⅲ -2 -4 患者血漿中リスペリドン濃度の測定  

 患者血漿 500  μ L あたり 1  M HCl  100  μ L、 50  % 硫酸アンモニウム 5 00  μ L を

加えてよく混和した後、10 ,000  ×  g  で 15 分間遠心分離させた。上清をセント

リフリーで 2 ,500  ×  g  で遠心分離してろ過させた。試験管 1 本あたりろ液 800  

μ L、1  M N aOH 80 0  μ L および酢酸エチル 2  m L を加えて 3 分間ボルテックスで

混和した。 700  ×  g で 1 5 分間遠心分離させた後、各上層 1 .8  m L を 1 本の試験
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管にまとめて、遠心濃縮器および冷却トラップを用いて濃縮乾固した。抽出

操作は試験管 1 本あたり 2 度ずつ行った。移動相 20 0  μL で再溶解させ、H P LC

に注入した。 HP LC の条件は -2 -3 -a )の項に準じて行った。  

 

Ⅲ -2 -5 P 450 遺伝子多型の判定  

 CY P1A2、CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型判定はⅡ -2 -5、Ⅱ -2 -6 およびⅠ

-2 -2 の項に準じて行った。  

 

 

第 3 節  結果  

 

Ⅲ -3 -1 ヒト肝ミクロゾームによるリスペリドン酸化酵素活性に対する阻害

剤の影響  

 CYP2D6 阻害剤であるキニジンおよび CYP3A 阻害剤であるケトコナゾール

を用いて、プールドヒト肝ミクロゾームによるリスペリドン 9-水酸化酵素活

性への影響を調べた。終濃度 5  μM のリスペリドンに対してはキニジンおよび

ケトコナゾールの双方で濃度依存的な阻害が認められた  (F i g .  I I I - 2A )。一方、

50  μM のリスペリドンではキニジンに比べてケトコナゾールで強い阻害作用

が認められた  (F i g .  I I I - 2 B)。  
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Fig .  I I I -2 .  Inh ib i tory  e f f ec t s  o f  qu in id ine  ( a  CY P2 D6 inh ib i tor,  ■)  and 

ketoconazo le  ( a  C YP3A inh ib i tor,  ○)  on  r i sper idone  9 - hydroxy la t ion  by  poo led  

human l iver micro somes  a t  subs tra t e  concent rat ions  o f  5  (A)  and  50  µM ( B) .  

The  con t ro l  ac t iv i t i e s  w ere  310  and  1100  pmol /min /mg  p ro t e in  a t  5  and  5 0  µM 

r i sper idon e ,  r espec t ive l y.  

 

 

Ⅲ -3 -2 ヒト肝ミクロゾームによるリスペリドン酸化酵素活性と P450 指標酵

素活性との相関関係  

 個別ヒト肝ミクロゾームの P450 指標酵素活性およびリスペリドン 9 -水酸

化酵素活性を測定し、相関関係について調べた。終濃度 5  および 50  μ M での

リスペリドン 9-水酸化酵素活性は C YP2D6 指標酵素活性であるデキストロメ
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ト ル フ ァ ン O - 脱 メ チ ル 化 酵 素 活 性 と の 間 に 正 の 相 関 関 係 が 認 め ら れ た

( r=0 .63 ,  p <0 .001 ,  F i g .  I I I - 3 B;  and  r=0 .72 ,  p<0 .001 ,  F i g .  I I I - 3E)。さらに同酵素

活性は CYP3A 指標酵素活性であるミダゾラム 1 ' -水酸化酵素活性との間にも

正の相関関係が認められた ( r =0 .52 ,  p<0 .001 ,  F ig .  I I I - 3 C;  and  r=0 .67 ,  p<0 .001 ,  

F i g .  I I I - 3 F )。一方、同酵素活性は C YP2A6 指標酵素活性であるクマリン 7-水

酸化酵素活性との間には関連は認められなかった  (F i g s .  I I I - 3A,  3 D)。  

 

 

Figure  I I I -3 .   Co rre la t ion  be tw een  r i sper idone  9 -hydroxy la t ion  act iv i t i e s  and 

three  probe  ox idat ion  act iv i t i e s  in  human  l iver mi cros o mes  f ro m 40  ind iv idua l s .   

R i sper idone  (5  an d  50  µM)  was  in cuba ted  wi th  hum an  l i ve r  mic ros omes  f rom 

ind iv idua l  donors .  

 

 

[5 µM Risperidone]

[50 µM Risperidone]

v, nmol/min/mg protein

R
is

p
e
ri

d
o

n
e

9
-h

y
d

ro
x
y
la

ti
o

n
,

p
m

o
l/

m
in

/m
g

 p
ro

te
in

(A) (B)

(D) (E)

(C)

(F)

r = 0.27

p = 0.09
r = 0.63

p < 0.001

r = 0.29

p  = 0.07

r = 0.72

p < 0.001

r = 0.52

p < 0.001

r = 0.67

p < 0.001

0
0

75

150

0

150

0

150

21 0.80.40

75 75

0 0.4 0.801 2

Coumarin

7-hydroxylation

(CYP2A6)

2.501.25

200

400 400400

200200

0 0
0

0

0

1.25 2.50

Dextromethorphan 

O-demethylation

(CYP2D6)

Midazolam 

1’-hydroxylation

(CYP3A)



 63 

Ⅲ -3 -3 組換え P4 50 によるリスペリドン酸化酵素活性  

 10 種の組換え P 450 分子種  (CYP1 A2,  2A6 ,  2 B6 ,  2C8 ,  2C9 ,  2C19 ,  2D6 .1 ,  2E1 ,  

3A4 ,および 3A5 )  を用いてリスペリドン 9-水酸化酵素活性を測定した。リス

ペリドン 9-水酸化酵素活性は基質終濃度 5  μM の条件下、CYP2C19、2 D6、3A4

および 3A5 で認められた  ( F i g .  I I I - 4 A)。基質終濃度を 5 0  μM の条件下のとき、

これらに加えて CYP2C8 の代謝酵素活性も認められたが、相対的に  CYP2C

によるリスペリドン 9-水酸化酵素活性は低値を示した  (F i g .  I I I - 4 B)。  

 

 

Fig .  I I I -4 .  Ri sper i done  9 -hydroxy la t ion  act iv i t i e s  a t  s ubs tra te  concen trat ions  

o f  5  (A)  and  50  μ M (B)  ca ta ly zed  t en  reco mbinant  P45 0  enzy mes .  
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Ⅲ -3 -4 リスペリドン酸化酵素活性の速度論的解析  

 組換え CYP2D6. 1、 CYP2D6.10  ( F i g .  I I I - 5A)、 CYP3A 4 および CYP3A5 (F i g .  

I I I - 5B)  ならびにプールドおよび個別ヒト肝ミクロゾーム  ( F i g .  I I I - 5C )  を用

いて、リスペリドン 9-水酸化酵素活性を測定し、速度論的解析を行った。キ

ネティックパラメータを Tab l e  I I I - 2 に示す。組換え C YP2D6.1 は最も低い K m

値 1 .1  μM および最も高い V m a x /K m 値 2 .1  (μM min)
- 1 であった  (Tab le  I I I - 2 )。一

方、変異型である CYP2D6.10 の V m a x /K m 値は CYP2D6.1 の 100 分の 1 以下で

あった  (Tab le  I I I - 2 )。CYP3A4 の K m 値はプールドヒト肝ミクロゾームでの K m

値と近似であった  (Tab l e  I I I - 2 )。 C YP3A5 の V m a x 値は CYP3A4 と同等であっ

たが、 K m 値は 200  μM と高く、 V m a x /K m 値は CYP3A4 の 30％程度であった。

個別ヒト肝ミクロゾームでのキネティックパラメータは CY P2D6 遺伝子多型

の影響を受けなかった  (Tab le  I I I - 2 )。  
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Fig .  I I I -5 .   Kine t i c  ana lyses  o f  r i sper idone  9 -hydroxy la t ion  ac t iv i t i e s  o f  

reco mbinant  hu ma n  P450  enzy mes  ( A,  B)  and  poo led  and  ind iv idua l  human  

l iver mi croso mes  g enotyped  f or CY P2D6  (C ) .    

In  pan e l  A ,  CYP2D 6.1  (○ )  and  CYP2D 6.10  (● )  were  us ed .   In  pan e l  B ,  CYP 3A4 

(○)  and  C YP3A5 ( ● )  were  inv es t iga t ed .   In  pan e l  C ,  r i spe r idon e  w as  incu ba ted  

wi th  poo led  ( ■)  h u man  l i ve r  mic rosom es  an d  the  fo l lowin g  ind iv idua l  h uman  l i ve r  

mic rosomes :  H H10 8  (○ ,  CY P2D6*1/*1 ) ,  HH61  (● ,  CY P2D6*4/*4 ) ,  and  HH31  (▲,  

CY P2D6*4/*4 )  wi t h  l ow and  h i gh  C Y P3A -media t ed  ac t iv i t i e s .  
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Table  I I I -2 .   Kine t i c  para meters  o f  r i sper idone  9 -hydroxy la t ion  ca t a lyzed  by  

reco mbinant  P450s  and  poo led  (HLM) and  ind iv idua l  human  l iv er  mi cros omes .  

Kine t i c  p a r amete r s  wer e  ca l cu l a t ed  f r om a  f i t t ed  cu r ve  b y n on - l inear  r eg re s s ion  

(mean  ±  SE ) .  

 

E n z y me s  

CY P2D6  

geno t ype  

            R i sp er idone  9 -h yd rox yl a t ion  

K m  

(µM)  

V m a x  

(min
- 1

)  

V m a x /K m  

(µM min)
- 1

 

CYP2D6.1  

CYP2D6.10  

CYP3A4  

CYP3A5  

H LM  

HH108  

HH61  

HH31  

-  

-  

-  

-  

Poo led  

*1 /*1  

*4 /*4  

*4 /*4  

1 .1  

6 .7  

61  

200  

62  

46  

52  

80  

±   0 .1  

±   0 .8  

±   7  

±  30  

±   7  

±  14  

±  14  

±   6  

2 .3  

0 .10  

15  

15  

1 .4  

0 .75  

0 .48  

1 .5  

±  0 .1  

±  0 .01  

±  1  

±  1  

±  0 .1  

±  0 .07  

±  0 .07  

±  0 .1  

2 .1  

0 .015  

0 .25  

0 .075  

0 .022  

0 .016  

0 .0092  

0 .018  
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Ⅲ -3 -5 ヒト肝ミクロゾームによるリスペリドン代謝消失および酸化酵素活

性に対する遺伝子多型の影響  

 個別ヒト肝ミクロゾームを用いてリスペリドン代謝酵素活性測定を行った。

基質終濃度 5  μM のとき、CYP2D6 IM (n=12 )  および P M (n=2)  群は EM ( n=26)  

群 に 比 べ て リ ス ペ リ ド ン 9- 水 酸 化 酵 素 活 性 が 有 意 に 低 値 を 示 し た  (F i g .  

I I I - 6A)。しかしながら基質終濃度を 50  μM としたとき、 2 群間の有意差は消

失した  ( F i g .  I I I - 6 C)。基質終濃度がどちらの場合でも、リスペリドン 9-水酸

化酵素活性は CY P3A5 遺伝子多型の影響を受けなかった  (F i g .  I I I - 6 B,  6D )。  

 

 

Fig .  I I I -6 .   R i sper idone  9 -hydro xy l a t ion  ac t iv i t i e s  ca ta lyzed  by  hu man l iver  

mi cros o mes  f ro m 4 0  ind iv idua l s  genotyped  f or CY P2D6  and  CY P3A5 .    

The  ho r i zon ta l  l i ne s  i nd ica t e  t h e  m ean  va lu es .   E ,  ex t ens ive  ex pr es so rs ;  P,  poor  

ex pres so rs .   *p <0 .05 ,  s ign i f i can t l y d i ffe r en t  b y un pa i red  t - t e s t  wi th  Welch  

co r r ec t ion .    
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Ⅲ -3 -6 リスペリドン投与患者血漿中薬物濃度に対する内的・外的因子の影

響  

 リスペリドン投与患者の血漿中薬物濃度および P4 5 0 遺伝子多型判定を行

った。個々の患者情報を Tab l e  I I I - 3 に示す。リスペリドンおよびパリペリド

ンの C/D 比 -時間プロットを Fi g .  I I I - 7 に示した。リスペリドンは 1 日 1 回投

与患者 12 名中 8 名で、 1 日 2 回投与患者 15 名中 10 名で検出され、その他の

検体では検出限界以下  (<1  n g/m L)  であった  ( F i gs .  I I I - 7A,  7 B)。パリペリド

ンは全ての患者で検出が可能であった  (F i gs .  I I I - 7C ,  7D)。 1 日 1 回および 2

回投与群間でリスペリドンおよびパリペリドンの C/D 比に差は認められなか

った  ( F ig .  I I I - 7 )。  
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Table III-3. CYP1A2, CYP2D6, and CYP3A5 phenotypes and plasma concentrations of risperidone and paliperidone determined for 27 

patients. 

ID CYP1A2 CYP2D6 CYP3A5 BMI Total 

dose, 

(mg)* 

D 

(mg) 

Time after 

administration 

(hr) 

Risperidone 

(ng/mL) 

Paliperidone 

(ng/mL) 

Smoking, 

S 

CYP2D6 inhibitor 

1 

*1C/*1F 

or 

*1A/*1L 

*10/*10 

(IM) 

*3/*3 

(P) 
27.7 1 1 17 <1 4 - - 

2 

*1C/*1F 

or 

*1A/*1L 

*1/*2 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
20.6 2 2 11 4 8 S - 

3 

*1C/*1F 

or 

*1A/*1L 

*1/*2 

(EM) 

*1/*3 

(E) 
23.2 2 2 2.5 3 15 - - 

4 *1A/*1A 
*1/*10 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
18.0 2 2 13.5 <1 4 - - 

5 

*1C/*1F 

or 

*1A/*1L 

*1/*10 

(EM) 

*1/*3 

(E) 
27.4 2.5 2.5 11 20 17 - Levomepromazine, 

6 

*1C/*1F 

or 

*1A/*1L 

*1/*10 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
29.6 3 3 13 2 5 - - 

7 *1L/*1L 
*1/*10 

(EM) 

*1/*1 

(E) 
20.4 3 3 12.5 1 8 S - 

8 

*1C/*1F 

or 

*1A/*1L 

*2/*10 

(EM) 

*1/*1 

(E) 
26.2 6 6 13 <1 6 - 

Chlorpromazine, 

haloperidol 

9 *1A/*1F 
*2/*10 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
22.7 7 7 11.5 2 15 S - 

10 *1A/*1A 
*2/*10 

(EM) 

*1/*3 

(E) 
29.6 8 8 13 6 12 - - 

11 *1F/*1L 
*1/*10 

(EM) 

*1/*1 

(E) 
30.3 9 9 1 11 14 - - 
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Table III-3. (Continued).  CYP1A2, CYP2D6, and CYP3A5 phenotypes and plasma concentrations of risperidone and paliperidone 

determined for 27 patients. 

ID CYP1A2 CYP2D6 CYP3A5 BMI Total 

dose, 

(mg)* 

D 

(mg) 

Time after 

administration 

(hr) 

Risperidone 

(ng/mL) 

Paliperidone 

(ng/mL) 

Smoking, 

S 

CYP2D6 inhibitor 

12 *1A/*1F 
*10/*10 

(IM) 

*3/*3 

(P) 
25.9 12 12 16.5 <1 13 S Chlorpromazine 

13 
*1C/*1F 

or *1A/*1L 

*1/*1 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
21.3 2.5* 0.5 3.5 <1 4 - - 

14 *1A/*1F 
*1/*2 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
16.9 2.5* 0.5 3 1 3 - - 

15 
*1C/*1F 

or *1A/*1L 

*1/*2 

(EM) 

*1/*3 

(E) 
22.8 5* 1 3 <1 10 - 

Chlorpromazine, 

levomepromazine, 

promethazine 

16 *1F/*1F 
*1/*10 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
23.9 3* 1 2.5 2 6 - Promethazine 

17 *1F/*1F 
*1/*1 

(EM) 

*1/*3 

(E) 
18.0 2* 1 12.5 3 3 - - 

18 *1A/*1A 
*1/*1 

(EM) 

*1/*3 

(E) 
21.4 4* 2 1.5 4 8 - - 

19 *1F/*1F 
*2/*10 

(EM) 

*1/*3 

(E) 
23.9 3* 2 2.5 3 13 - - 

20 
*1C/*1F 

or *1A/*1L 

*1/*10 

(EM) 

*1/*3 

(E) 
26.5 4* 2 4 2 6 - Levomepromazine 

21 *1A/*1F 
*1/*5 

(IM) 

*3/*3 

(P) 
24.7 4* 2 15.5 7 23 S Chlorpromazine 

22 
*1C/*1F 

or *1A/*1L 

*2/*10 

(EM) 

*1/*3 

(E) 
28.4 3* 2 16.5 4 18 S Promethazine 

23 *1F/*1F 
*10/*10 

(IM) 

*1/*1 

(E) 
21.4 7* 3 2 <1 25 - - 

24 *1A/*1F 
*1/*1 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
25.0 6* 3 10.5 <1 7 - 

Levomepromazine, 

metoclopramide, 

promethazine 
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Table III-3. (Continued).  CYP1A2, CYP2D6, and CYP3A5 phenotypes and plasma concentrations of risperidone and paliperidone 

determined for 27 patients. 

ID CYP1A2 CYP2D6 CYP3A5 BMI Total 

dose, 

(mg)* 

D 

(mg) 

Time after 

administration 

(hr) 

Risperidone 

(ng/mL) 

Paliperidone 

(ng/mL) 

Smoking, 

S 

CYP2D6 inhibitor 

25 *1L/*1L 
*1/*2 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
24.8 4* 3 16 1 20 - Chlorpromazine 

26 
*1C/*1F 

or *1A/*1L 

*1/*10 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
23.6 5* 4 14.5 3 3 S Haloperidol 

27 
*1C/*1F 

or *1A/*1L 

*1/*1 

(EM) 

*3/*3 

(P) 
32.1 9* 6 13.5 <1 4 - Levomepromazine 

E, extensive expressor; P, poor expressor; Risperidone, plasma concentration of risperidone; Paliperidone, plasma concentration of paliperidone; 

CYP2D6 inhibitor, coadministered CYP2D6 inhibitor. 

D (mg) values were used for the C/D ratio calculations in cases of twice a day administrations with total doses*.
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Fig .  I I I -7 .   P las ma concentrat ion /r i sper idone  dose  (C/ D)  ra t ios  o f  r i sper i done 

and  pa l iper idone  in  27  pat i en ts .    

Pa t i en t s  t ook  r i sp er idone  a t  d oses  i n  t h e  r an ge  o f  1 –12  m g/da y (m ean ,  4 .6  m g/ da y)  

once  o r  twice  a  d a y.  

 

 

リスペリドンの C/D 比を因子ごとに群分けして検討した。本薬物では内的

因子として、 CY P2D6 および CY P3A5  遺伝子多型ならびに性別を、外的因子

として肥満の指標とされる BM I 値、 CYP2D6 併用薬数および喫煙の有無を検

討した。本集団での年齢層が壮年期後半から中年期に偏っていることから、

年齢を区分しての検討は行わなかった。結果を Fi g .  I I I -8 に示す。本条件下で

CYP2D6 阻害薬併用数  ( F ig .  I I I - 8 A)、BM I 値  ( F i g .  I I I - 8 B)、CY P2D6 ( F i g .  I I I - 8C)  

および CY P3A5  (F ig .  I I I - 8 D)  遺伝子型に対してリスぺリドンの C/D 比に影響

は認められなかった。  
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Fig .  I I I -8 .  Ass oc ia t ion  betw een  in terna l  or ex terna l  f ac tors  and  C/D rat i os  o f  

r i sper idone  in  18  pat i en ts .   

In  p ane l  A ,  each  p l o t  i nd ica t es  t h e  nu mber  o f  CYP2D 6 in h ib i to r s  ( ○ ,  0 ;  and  △ ,  1 ) .   

In  pan e l  B ,  each  p l o t  i nd ica t es  BM I ( ○ ,  BM I<25 ;  an d  ■ ,  BM I ≥25) .   In  p ane l  C ,  

each  p lo t  i nd ica t es  t he  CY P2D6  geno t yp e  (○ ,  EM;  and  ■ ,  IM ) .   In  p ane l  D ,  each  

p lo t  i nd ica t es  t h e  CY P3A5  geno t yp e  (○ ,  ex tens ive  e x pres so rs ;  and  ■ ,  poor  

ex pres so rs ) .  

 

 

 パリペリドンの C/D 比を因子ごとに群分けした結果を Fi g .  I I I - 9 に示す。

本条件下で CYP2 D6 阻害薬併用数  (F i g .  I I I - 8A )、BM I 値  (F i g .  I I I - 8 B)、C Y P2D6 
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(F i g .  I I I - 8C)  および CY P3A5  (F ig .  I I I -8D)  遺伝子型によりパリペリドンの C/D

比は影響を受けなかった。  

 

 

Fig .  I I I -9 .  Ass oc ia t ion  betw een  in terna l  or ex terna l  f ac tors  and  C/D rat i os  o f  

pa l iper i done  in  27  pat i en ts .  

In  p an e l  A ,  each  p l o t  i nd ica t es  t he  n u mber  o f  CYP2D6 in h ib i to r s  (○ ,  0 ;  △ ,  1 ;  ■ ,  2 ;  

and  ◆ ,  3 ) .   In  pane l  B ,  e ach  p lo t  i nd ica t es  BM I (○ ,  BM I<25 ;  and  ■ ,  BM I  ≥25) .   

In  p ane l  C ,  e ach  p lo t  i nd ica t es  t he  C Y P2D6  geno t ype  ( ○ ,  EM;  and  ■ ,  IM) .   I n  

pane l  D ,  e ach  p lo t  i nd ica t es  t he  CY P3A5  gen o t yp e  ( ○ ,  ex tens ive  e x pres so rs ;  and  ■ ,  

poor  ex pres so rs ) .   

 

 さらに CY P1A2*1A/*1C および CYP1A2*1C/*1C である喫煙者は本集団では
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見いだされなかったが  (Tab le  I I I - 3 )、リスペリドンおよびパリペリドンの C/D

比は喫煙の影響を受けなかった  (F i g .  I I I - 10 )。性別によりリスペリドンおよび

パリペリドンの C/ D 比に違いは認められなかった  (da t a  no t  shown )。  

 

 

Fig .  I I I -10 .  Asso c ia t ion  betw een  smoking  behav io r  and  C/D ra t ios  of  

r i sper idone  and  pa l iper idone  in  27  pat i en ts .    

(A) ,  C /D ra t io  o f  r i spe r idon e ;  and  ( B) ,  C /D ra t io  o f  pa l ipe r idone .   ○ ,  nonsmo kers ;  

and  ■ ,  smok ers .  

 

 

第 4 節  考察  

 

 古典的な三環系抗うつ薬アミトリプチリンなどの精神疾患治療薬はその代

謝消失が P450 遺伝子多型に依存することが報告されている 8 2 )。しかしなが

らリスペリドンに関しては相反する報告が存在している。リスペリドンの主

要代謝物であるパリペリドンの血漿中濃度は P4 50 遺伝子多型に影響してい

るとされるものとされないものがそれぞれ報告されている。さらにリスペリ

ドンの血漿中濃度が仮に P450 遺伝子多型に影響されていた場合、その主代謝

物 で あ る パ リ ペ リ ド ン も 同 様 に 多 型 の 影 響 を う け る は ず で あ る 。

Yasu i - Furuk or i らは CYP2D6 が (+) - 9 -水酸化体を生成し、 ( - )体は生成せず、

CYP3A はどちらのエナンチオマーも生成することを報告している 2 0 )。しかし
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な が ら 日 本 人 にお い て 定 常 状 態に お け る こ れ ら 2 つ の エ ナ ン チオ マ ー は

CY P2D6*5 および CY P2D6*10 による影響を受けないと報告されている 7 6 )。こ

れらのことからリスペリドンおよびパリペリドンの消失は複雑であり、十分

明らかとなっていない。  

 本章では CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型の影響を含めてリスペリドン

の代謝消失に対する CYP2D6 および CYP3A5 の寄与について、i n  v i t ro および

i n  v i vo の両面から検討した。個別ヒト肝ミクロゾームを用いて測定したデキ

ストロメトルファン O -脱メチル化酵素活性およびミダゾラム 1 ′ -水酸化酵素

活 性 と の 相 関 関 係  (F i gs .  I I I - 3 B,  3C ,  3E ,  3 F)  か ら リ ス ペ リ ド ン 代 謝 に

CYP2D6 および C YP3A が関与していることが確認できた。さらにキニジンに

よる阻害実験  (F i g .  I I I - 2 )  と組換え CYP2D6 によるリスペリドン 9-水酸化反

応に対する低い K m 値と高い V m a x /K m 値  (Tab l e  I I I - 2 )  から低濃度におけるリス

ペリドン代謝は主に CYP 2D6 が担っていることが示唆された。一方、ケトコ

ナゾールによる阻害実験  ( F i g .  I I I - 2 )  および組換え CY P3A によるリスペリド

ン 9-水酸化反応の高い K m 値および V m a x 値  (Tab l e  I I I - 2 )  から、高濃度におい

ては CYP3A4/5 の寄与が大きくなることが示唆された。その他の P450 の寄与

は小さいと考えられた  ( F ig .  I I I - 4 )。  

 CYP2D6.10 の酵素活性値は低く、V m a x /K m 値は CYP2D6.1 の 100 分の 1 以下

であり  ( F i g .  I I I - 5 ,  Tab le  I I I - 2 )、リスペリドン終濃度が低いときの個別ヒト肝

ミクロゾームでの IM 群のリスペリドン 9-水酸化酵素活性が低かったこと  

(F i g .  I I I - 6A )  から、CY P2D6 遺伝子多型はリスペリドン代謝に影響を与え得る

ことが示唆された。しかしながら C Y P2D6 遺伝子型間で認められた個別ヒト

肝ミクロゾームによる代謝酵素活性の有意差はリスペリドンが高濃度では消

失した  ( F i g .  I I I - 6 C)。さらに個別ヒト肝ミクロゾームの速度論的解析の結果、

各検体で K m 値に大きな変化はなく、V m a x 値は CY P2D6 遺伝子型よりも CYP3A

酵素活性に依存していることが考えられた  (Tab l e  I I I - 2 )。これは高濃度領域

においては、個別ヒト肝ミクロゾームの低い CYP2D6 酵素活性を CYP3 A 酵素

活性の高さが補完しているものと考えられた。  
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 組換え CYP3A4 の K m 値はプールドヒト肝ミクロゾームの K m 値と同等の値

であったが、CYP3 A5 ではその 3 倍高い値であった  ( Tab le  I I I - 2 )。さらに基質

終濃度が低濃度であっても高濃度であっても、CY P3A5 遺伝子多型間で個別ヒ

ト肝ミクロゾームによるリスペリドン 9-水酸化酵素活性の値は差が認められ

なかった  ( F i gs .  I I I - 6 B,6D )。これら結果よりリスペリドン 9-水酸化反応に対

する CYP3A5 の寄与は小さく、CY P3A5 遺伝子多型はリスペリドンの代謝消失

に影響を与える因子とはならないと考えられた。  

 さらにリスペリドン投与患者での血漿中リスペリドンおよびパリペリドン

濃度に対する CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型の影響は認められなかった  

(F i gs .  I I I - 8C ,  8D,  9 C ,  9D)。このことは i n  v i t ro による結果と一致するものであ

った。  

 外的因子として CYP2D6 阻害薬併用数  (F igs .  I I I - 8 A,  9A)  や BM I (F i gs .  

I I I - 8B ,  9 B)、喫煙  (F i g .  I I I - 10 )  などとも検討を行ったが、本条件下ではいず

れも血漿中リスペリドンおよびパリペリドン濃度に影響を与えなかった。

CYP2D6 阻害薬併用数が増えると個々の薬物の阻害能に依るものの、CY P2D6

によるリスペリドン代謝酵素活性が低下するという報告があり 8 3 )、本研究で

は異なる結果がでているが、併用薬や多型のアリル頻度  (特に PM 群がいな

かった )  といった患者背景の違いが影響していることが原因の一つとして考

えられる。  

 以上、本章では CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型の内的因子と、喫煙や

併用薬といった外的因子がリスペリドン代謝消失に影響を与え得るか検討を

行った。CYP3A5 はリスペリドン代謝に対する寄与が小さく、さらに  C YP2D6

の 低 酵 素 活 性 は CYP3A4 が 補 完 し 得 る こ と が 示 唆 さ れ 、 CY P2D6 お よ び

CY P3A5 遺伝子多型はリスペリドン代謝消失に影響しないと考えられた。

CYP2D6 阻害薬数といった外的因子を含めても、リスペリドン代謝消失に影

響を与える単独因子は認められなかった。よって前章でのオランザピン同様、

リスペリドンは日本人患者において遺伝子多型や併用薬について特別な配慮

の必要がなく、比較的安全に使用できる薬剤であることが考えられた。   
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第Ⅳ章  ミルタザピン体内動態の個人差  

 

第 1 節  緒言  

 

 ミルタザピンは 2009 年に本邦で承認されたノルアドレナリン・セロトニン

作動性抗うつ薬であり、うつ病あるいはうつ状態の患者に対して使用されて

いる 8 4 )。ミルタザピンは第一世代の抗うつ薬に比べて比較的安全な薬とされ

ているが、依然として特徴的な傾眠といった副作用の頻度は高い 8 4 )。いくつ

かの症例報告を除いて 8 5 ,  8 6 )、ミルタザピンは 2 剤間での相互作用を起こしに

くいことが知られている 8 7 - 8 9 )が、これら報告では 3 剤以上の複数薬剤投与の

際の安全性を十分検討できていない。  

 ミルタザピンはヒトでは  CYP1A2、CYP2D6 および  CYP3A4 によって代謝

されて 8-水酸化体、N -脱メチル化体および N -酸化体を生成することが報告さ

れている  ( F i g .  IV-1 )
2 1 )。したがってこれら酵素活性の変動はミルタザピンの

体内動態に影響を与え得る。 CYP2D 6 の U M 患者および喫煙による酵素誘導

がされた患者ではミルタザピンのクリアランスが大きいことが報告されてい

る 9 0 ,  9 1 )。しかしながらアジア人特有の CY P2D6 遺伝子変異による影響は十分

に検討されていない。さらに CYP3A5 のミルタザピン代謝への寄与は詳細に

検討されておらず、CY P3A5 遺伝子多型によるミルタザピンの体内動態への影

響はわかっていない。  
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Fig .  IV-1 .  Metabo l i c  pathw ays  o f  mir tazap ine  med ia ted  by  P450  enzy mes .  

 

 

本章ではミルタザピンの代謝消失に影響を与えている因子についてヒト肝

ミクロゾームおよび組換え P450 ならびにミルタザピン投与患者血液試料を

用いて検討した。ミルタザピン代謝消失に CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多

型ならびに 3 種以上の併用薬が影響する可能性について明らかにしたので以

下に詳述する。  

 

 

第 2 節  実験材料および方法  

 

Ⅳ -2 -1 実験材料、試薬および使用機器  

 第Ⅰ章、第Ⅱ章および第Ⅲ章で用いた実験材料、試薬および機器は記載を

CYP2D6, CYP1A2

CYP3A4, CYP1A2

Mirtazapine

8-Hydroxylation

N-Demethylation

CYP3A4, CYP1A2

N-Oxidation



 80 

省略した。  

 個別ヒト肝ミクロゾーム 14 検体は Corn in g より購入した。本肝ミクロゾー

ムは CY P2D6 遺伝子多型および各種 P450 指標酵素活性の情報が添付されてい

る。  

ミルタザピンおよび抗うつ薬デュロキセチンは東京化成工業より購入した。 

 

Ⅳ -2 -2 研究対象および検体  

対象は 2013 年 10 月から 2014 年 10 月、千寿会三愛病院および鶴が丘ガー

デンホスピタルを受診した 26―96 歳の男女 14 名の血液をヘパリンおよび

EDTA 採血管にそれぞれ約 5  m L ずつ供与いただいた。千寿会三愛病院からの

ヘパリン採血管で採取した血液試料は直ちに遠心分離後、上層の血漿をとり

-80℃で保存した後使用した。鶴が丘ガーデンホスピタルからのヘパリン採血

管で採取した血液試料は 1 晩冷蔵保存した後、2 ,50 0  ×  g  で遠心分離後得られ

た上層の血漿を取り使用した。ヒトゲノム DN A は ED TA 管で採取した患者血

液からⅠ -2 -1 の項に準じて調製を行った。本研究は千寿会三愛病院において

承認され、それぞれの被験者またはその家族に本研究の趣旨を十分に説明し、

書面にて承諾を得て行われた。  

 

Ⅳ -2 -3 ミルタザピン代謝酵素活性の測定  

 ヒト肝ミクロゾームおよび組換え P450 によるミルタザピン 8-水酸化、 N -

脱メチル化および N -酸化酵素活性ならびに基質消失速度は HP LC により測定

して算出した。反応混液は 0 .40  m g p ro t e in /m L ヒト肝ミクロゾームあるいは

10  pmol /m L 組み換え P450、 NADPH 生成系  (0 .25  mM NADP
+、  2 .5  mM G-6-P

および 0 .25  un i t /m L G-6 -P DH ase )、 1 00  mM リン酸緩衝液  (pH 7 .4 )  ならびに

0 .5―2000  μM ミルタザピンを含み、全量を 250  μ L とした。阻害実験では 5  μM 

各 P450  阻害剤  (フェナセチン、キニジンおよびケトコナゾール )、基質と同

量のリスペリドン、デュロキセチンまたはリスペリドンとデュロキセチン双

方を添加した。 37 °C の水浴上で 15 ―60 分間振とうして反応させ、氷冷した
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アセトニトリル 2 50  μ L を添加して反応を停止させた。撹拌後 10 ,000  ×  g で遠

心分離した後、上清を HP LC に注入した。カラムは Ki ne tex  XB -C18  (4 .6  mm ×  

100  mm、 2 .6  µm)  を、ガードカラムは Secur i t yG uar d  U l t ra  C18  (4 .6  mm )  を使

用し、カラムオーブンは 40°C とした。移動相には 3 0  mM リン酸緩衝液

( p H 3 . 0 ) :アセトニトリル  ( 8 0 : 2 0、 v / v )  を使用し、流速は 1 . 0  m L / m i n とした。

測定は励起波長 2 95  nm、蛍光波長 365  nm とした。代謝物の定量は、親化合

物で検出された H P LC ピーク面積と同量として算出した。反応前後のミルタ

ザピン量の差を代謝消失量とした。  

 

Ⅳ -2 -4 患者血漿中ミルタザピン濃度の測定  

 患者血漿より I I -2 -4 の項と同様に前処理を行った。 HP LC の条件は IV-2 -3

の項に準じて行った。  

 

Ⅳ -2 -5 P 450 遺伝子型の判定  

 CY P1A2、CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型の判定はⅡ -2 -5、Ⅱ -2 - 6 および

Ⅰ -2 -2 の項に準じて行った。  

 

 

第 3 節  結果  

 

Ⅳ -3 -1 ヒト肝ミクロゾームによるミルタザピン酸化酵素活性と P450 指標酵

素活性との間の相関関係  

 市販ヒト個別肝ミクロゾームを用いて、ミルタザピン 8-水酸化酵素活性、

N -脱メチル化酵素活性および代謝消失と、各 P450 指標基質代謝酵素活性との

間の相関関係を調べた。添付資料記載の値を用い、指標酵素活性は CYP 1A2

ではフェナセチン O -脱エチル化酵素活性、CYP2D 6 ではブフラロール 1 ′ -水酸

化酵素活性、 CYP3A4/5 ではテストステロン 6β -水酸化酵素活性とした。有意

な正の相関関係が得られたのはミルタザピン 8-水酸化酵素活性とフェナセチ
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ン O -脱エチル化酵素活性  ( r =0 .53 ,  p<0 .05)  およびブフラロール 1 ′ -水酸化酵

素活性  (r=0 .91 ,  p <0 .0001)、ミルタザピン N -脱メチル化酵素活性とテストス

テロン 6β 位水酸化酵素活性  ( r =0 .8 8 ,  p<0 .0001 )  ならびにミルタザピン代謝消

失とブフラロール 1 ′ -水酸化酵素活性  ( r=0 .59 ,  p<0 .05 )  およびテストステロン

6β -水酸化酵素活性  ( r=0 .79 ,  p<0 .0 0 1)  であった  (F i g .  IV-2 )。基質終濃度が 5  

μM (臨床投与量投与時のヒト肝臓中の最大濃度程度 9 2 ,  9 3 )
)  ではヒト肝ミクロ

ゾームにおいてミルタザピン N -酸化酵素活性は検出限界以下であった。他の

組み合わせではミルタザピン代謝酵素活性と指標基質酵素活性との有意な相

関関係は得られなかった  (d a t a  no t  s hown)。  

 

 

Fig .  IV-2 .  Co rre la t ion  o f  8 -hydroxy la t ion  act iv i t i e s ,  N -d emethy la t ion  ac t iv i t i e s ,  

and  metabo l i c  c l ea rance  o f  mi rta zap ine  w i th  three  p rob e  ox idat ion  act iv i t i e s  

in  human  l iver mi croso mes  f ro m 14  i nd iv idua l s .  

Mir tazap ine  (5  µM)  was  incu ba ted  wi t h  human  l i ve r  mic r osomes .  Met abo l i c  

c l ea ran ce  was  ca l cu la t ed  b y d i ff e rences  o f  i n i t i a l  and  measured  mi r t azap in e  

concen t ra t ions  b ased  on  mg mi crosom a l  p ro t e in  pe r  i ncu ba t ion  t ime .  
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Ⅳ -3 -2 ヒト肝ミクロゾームによるミルタザピン酸化酵素活性および代謝消

失に対する P450 分子種阻害剤の影響  

CYP1A2 阻害剤である α -ナフトフラボン、 CYP2D6 阻害剤であるキニジン

および CYP3A4/5 の阻害剤であるケトコナゾールを用いて、ヒト肝ミクロゾ

ームによるミルタザピン代謝酵素活性に対する影響を調べた。ミルタザピン

8-水酸化酵素活性および N -脱メチル化酵素活性はそれぞれキニジンおよびケ

トコナゾールによって阻害された  ( F i g .  IV-3 )。ミルタザピン代謝消失はキニ

ジンとケトコナゾールの組み合わせで著しく阻害された  (F i g .  IV-3 )。ミルタ

ザピン代謝酵素活性および代謝消失に対する α -ナフトフラボンの影響はほと

んど認められなかった  ( F ig .  IV-3 )。  
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Fig .  IV-3 .  Ef f ec t s  o f  P450  inh ib i tors  (5  μM)  on  mi rta za p ine  ox idat ions  and  

metabo l i c  c l ea rance  a t  a  subs t ra t e  co ncentra t ion  o f  5  μM in  poo led  huma n 

l i ver mi croso mes .    

α -N F,  α -naph thof l avone ,  a  C YP1A2 in h ib i to r ;  QND,  qu in i d ine ,  a  CYP2D 6 

inh ib i to r ;  and  KC Z,  ke tocon azo le ,  a  C YP3A inh ib i to r.  

 

 

Ⅳ -3 -3 ヒト肝ミクロゾームによるミルタザピン代謝消失に対する併用薬の

影響  

 臨床上、ミルタザピンと併用しうる薬剤であるリスペリドンおよびデュロ

キセチンを添加し、ヒト肝ミクロゾームによるミルタザピン代謝への影響を
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ミルタザピン代謝消失はほとんど影響を受けなかった  (F i g .  IV-4 )。一方、リ

スペリドンおよびデュロキセチンを双方加えた場合、ミルタザピン代謝消失

は用量依存的に減少した  ( F i g .  IV-4 )。いずれの場合においてもリスペリドン

およびデュロキセチンの代謝消失は他剤の影響を受けなかった  (d a t a  no t  

shown)。  

  

 

Fig .  IV-4 .  Inh ib i tory  e f f ec t s  o f  r i sper idone  and  du loxet ine ,  s epara te ly  and  in  

co mbinat ion ,  on  mirtazap ine  met abo l i c  c l ea rance  in  poo led  human l iver 

mi cros o mes .    

Mi r t azap ine  (0 .5 ,  1 ,  and  5  µM)  was  in cuba ted  wi th  human  l i ve r  mic rosomes  in  t he  

p resence  o f  r i sp e r i done  and  du lox e t ine  (0 .5 ,  1 ,  and  5  µM)  a t  t he  s ame 

concen t ra t ions  as  t hose  o f  t h e  subs t r a t e .   Mi r t azap in e  me tabo l i c  c l ea r an ce  w as  

de t e rmin ed  and  ex p res sed  as  a  pe rcen t age  o f  con t ro l  (no  e ffec to r  med i c ine )  i n  t h i s  

f i gu re .   Da t a  a re  means  o f  t r i p l i ca t e  de t e rmin a t ions .  

Risperidone
Duloxetine

0 0
0 0

Mirtazapine

M
ir

a
ta

z
a
p

in
e

m
e

ta
b

o
li
c

 c
le

a
ra

n
c
e
, 

%
 o

f 
c
o

n
tr

o
l

[S or I]

0.5 μM

1 μM

5 μM

0

100

50



 86 

Ⅳ -3 -4 組換え P4 50 によるミルタザピン酸化酵素活性   

 10 種の組み換え P450 分子種  (C YP1A2,  2A6 ,  2 B6 ,  2C8 ,  2C9 ,  2C19 ,  2D 6 ,  2E1 ,  

3A4 および 3A 5)  を用いてミルタザピン酸化酵素活性を測定した。基質終濃

度 5  μM のとき、 CYP1A2,  2D6 ,  3A 4 および 3A5 でミルタザピン代謝が認めら

れ、その他の P45 0 分子種は検出限界以下であった  ( F i g .  IV-5A)。基質終濃度

を 1000  μM としたとき、 CYP1A2,  2 B6 ,  2C8 ,  2C19 ,  2 D 6 ,  3A4 および 3 A5 でミ

ルタザピン代謝が認められた  ( F i g .  IV-5B)。 8-水酸化体および N -脱メチル化

体の生成は 5  μM で認められたのに対し (F i g .  IV-5B)、 N -酸化体の生成は 5  μM

では認められなかった  ( F ig .  IV-5A)。  

 

 

Fig .  IV-5 .  Mirta za p ine  8 -hydroxy la t i on  ( so l id  bars ) ,  N -demethy la t ion  (hatched  

bars ) ,  and  N -ox ida t ion  (open  bars )  a c t iv i t i e s  a t  subs tra te  concent rat ions  o f  5  

μM (A)  and  1000  μM (B)  ca ta ly zed  b y  ten  reco mbinant  human  P450  enzy mes .  
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Ⅳ -3 -5 ミルタザピン酸化酵素活性の速度論的解析  

プールドヒト肝ミクロゾーム、組換え CYP1A2,  2D6 ,  3 A4 および 3A 5 を用

いてミルタザピン代謝の速度論的解析を行った  ( F i g .  IV-6 )。キネティックパ

ラメータを Tab le  IV-1  に示す。ミルタザピン N -脱メチル化酵素活性における

CYP3A4 および 3A 5 の K m 値はそれぞれ 0 .50 および 0 .68  mM であり、 V m a x 値

はそれぞれ 25 および 36  min
- 1 であった  (Tab le  IV-1 )。ミルタザピン 8 -水酸化

酵素活性における CYP2D6 の K m 値は低く、 0 .014  mM であった  (Tab le  IV- 1 )。

CYP2D6.10 の 8 位水酸化および N -脱メチル化反応に対する V m a x /K m 値は著し

く低値を示し、CY P2D6.1 の 20 分の 1 以下であった  (Tab le  IV-1 )。CYP1A 2 は

全ての反応において酵素活性が認められたが、いずれの反応でも V m a x /K m 値

は最大とならなかった  (Tab le  IV-1 )。  
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Fig .  IV-6 .  Kinet i c  ana lyses  f or mir ta zap ine  8 -hydroxy l a t ion  (c i rc l es ) ,  

N -demethy la t ion  ( squares ) ,  and  N - ox idat ion  ( tr iang les )  ca ta ly zed  by  poo led  

human l iver micro somes  and  reco mbi nant  human  P450  enzy mes .    
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Table IV-1. Kinetic parameters for mirtazapine 8-hydroxylation, N-demethylation, and N-oxidation catalyzed by recombinant P450s and 

pooled human liver microsomes (HLM).

 8-Hydroxylation  N-Demethylation  N-Oxidation 

Enzyme Km 

(mM) 

Vmax 

(min
-1

) 

Vmax/Km 

(mM min)
-1

 

 Km 

(mM) 

Vmax 

(min
-1

) 

Vmax/Km 

(mM min)
-1

 

 Km 

(mM) 

Vmax 

(min
-1

) 

Vmax/Km 

(mM min)
-1

 

1A2 0.53 ± 0.06 15 ± 1 28  0.40 ± 0.04 6.1 ± 0.3 15  0.33 ± 0.07 3.8 ± 0.3 12 

2D6.1 

2D6.10 

0.014 ± 0.001 

0.009 ± 0.001 

4.2 ± 0.1 

0.10 ± 0.01 

300 

11 

 0.025 ± 0.004 

0.38 ± 0.09 

0.73 ± 0.04 

0.11 ± 0.02 

29 

0.3 

 - 

- 

< 0.05 

< 0.05 

- 

- 

3A4 0.88 ± 0.20 1.8 ± 0.2 2  0.50 ± 0.05 25 ± 1 50  0.30 ± 0.02 7.2 ± 0.2 24 

3A5 0.38 ± 0.10 1.9 ± 0.2 5  0.68 ± 0.05 36 ± 1 53  0.46 ± 0.05 5.1 ± 0.2 11 

HLM 0.21 ± 0.02 0.64 ± 0.02 3  0.75 ± 0.05 5.1 ± 0.1 7  0.57 ± 0.07 1.2 ± 0.1 2 
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Ⅳ -3 -6 ヒト肝ミクロゾームによるミルタザピン代謝酵素活性および代謝消

失に対する遺伝子多型の影響  

CY P2D6 遺伝子型既知の個別肝ミクロゾームを用いてミルタザピン代謝酵

素活性および代謝消失を測定した。CYP2D6  IM および PM の群では E M の群

に比べてミルタザピン 8-水酸化酵素活性および代謝消失が有意に低値を示し

た  (F i g .  IV-7 )。  

 

 

Fig .  IV-7 .  Mi rta za p ine  8 -hydroxy la t i on  act iv i t i e s  (A )  a nd  met abo l i c  c l earance  

(B)  ca ta lyzed  by  ind iv idua l  human  l iver mi croso mes  gen otyped  f or the  CY P2D6  

gene .    

The  hor i zon ta l  l i ne s  i nd ica t e  t h e  mean  va lues .   * ** p<0 .0 01 ;  * p<0 .05 ,  

s ign i f i can t l y d i ff e r en t  b y unp a i red  t - t e s t  wi th  Welch  co r r ec t ion .    

  

 

 Ⅳ -3 -7 ミルタザピン投与患者での血漿中薬物濃度に対する内的 ･外的因子

の影響  

 ミルタザピン投与患者より採取したトラフ時点での血液より、血漿中薬物

濃度測定ならびに CY P1A2、 CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型判定を行った。

判定結果およびその他患者背景を Tab le  IV- 2 に示す。
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Table IV-2. CYP1A2, CYP2D6, and CYP3A5 genotypes and plasma concentrations of mirtazapine determined for patients. 

 

ID CYP1A2 CYP2D6 CYP3A5 Age 

(years) 

Dose 

(mg) 

Mirtazapine 

(ng/mL) 

Smoking, 

S 

2D6 

inhibitor 

1 *1F/*1L *1/*2 (EM) *3/*3 (P) 59 15 3   

2 *1A/*1F *10/*10 (IM) *3/*3 (P) 36 15 21 S  

3 *1A/*1F *1/*10 (EM) *1/*3 (E) 50 15 4   

4 *1A/*1A *1/*10 (EM) *3/*3 (P) 91 15 3   

5 *1A/*1A *10/*10 (IM) *3/*3 (P) 84 7.5 11  Chlorpromazine 

6 *1A/*1F *10/*10 (IM) *3/*3 (P) 96 3.75 14   

7 *1A/*1A *1/*10 (EM) *3/*3 (P) 83 7.5 21   

8 *1F/*1L *5/*10 (IM) *3/*3 (P) 81 7.5 18   

9 *1A/*1A *1/*10 (EM) *1/*3 (E) 82 7.5 6   

10 *1C/*1F or *1A/*1L *2/*5 (IM) *3/*3 (P) 71 15 31  Duloxetine 

11 *1L/*1L *1/*10 (EM) *1/*1 (E) 92 15 10   

12 *1C/*1F or *1A/*1L *2/*10 (EM) *3/*3 (P) 96 3.75 6   

13 *1A/*1F *2/*10 (EM) *1/*3 (E) 26 7.5 5 S  

14 *1A/*1F *1/*1 (EM) *3/*3 (P) 81 15 12  Sertraline 
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血漿中ミルタザピン濃度に対する内的・外的因子の影響について調べた。

本薬物では内的因子として、年齢、 CY P2D6 および CYP3A5 遺伝子多型、外

的因子として CYP 2D6 併用薬の有無および喫煙の有無を検討した。本集団で

は一人の患者を除き全員が女性であったため、性別の影響は解析するには至

らなかった。  

年齢および CYP2D 6 阻害剤併用の有無によるミルタザピン C/D に対する影

響について Fi g .  IV-8 に示す。ミルタザピン C/D 比の平均値は 65 歳未満の群

に比べて、65 歳以上の群で有意に高値を示した  ( F i g .  IV-8A)。一方、CYP 2D6

阻害薬併用の有無はミルタザピン C/D 比に影響を受けなかった  ( F i g .  IV- 8B)。 

 

 

Fig .  IV-8 .  Plas ma  concent rat ions  normal i zed  w i th  the  d ose  (C/ D ra t ios )  o f  

mi rta zap ine  in  14  pat i en ts  as so c ia ted  w i th  age  (A )  and  t he  number o f  C Y P2D6 

inh ib i tors  (B) .  

The  hor i zon ta l  l i ne s  i nd ica t e  t h e  mean  va lues .   * p<0 .05 ,  s ign i f i can t l y d i ff e r en t  

b y un pa i r ed  t - t e s t  wi th  Welch  co r r ec t i on .  
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CY P2D6 および CYP3A5 遺伝子多型のミルタザピン C/ D 比に対する影響を

調べた。ミルタザピン C/D 比の平均値は CY P2D6  EM 群に比べて IM 群で有

意に高値を示した  (F i g .  IV-9 A,  p<0 . 05)。同様にミルタザピン C/D 比の平均

値は CYP3A5 発現群に比べて低発現群で高値を示した  (F i g .  IV-9 B,  p <0 . 0 5 )。

さらにこれら遺伝子多型を組み合わせた場合も同様の傾向が認められ、

CY P2D6  EM かつ CYP3A5 発現群に比べて CY P2D6  IM かつ CYP3A5 低発現群

でミルタザピン C/ D 比の平均値は有意に高値を示した  (F i g .  IV-9C,  p<0 .0 5)。

喫煙者は CY P2D6  EM かつ CYP3A5 発現群および CY P2D6  IM かつ CYP3 A5

低発現群にそれぞれ 1 検体ずつ見出され、両者とも遺伝子型は CYP1A2 の誘

導応答性が十分備わっていると考えられる CY P1A2*1A/*1F  であった  ( Tab le  

IV-2 )。  
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Fig .  IV-9 .  Plas ma  concent rat ions  normal i zed  w i th  the  d ose  (C/ D ra t ios )  o f  

mi rta zap ine  in  14  pat i en ts  as soc ia ted  w i th  spec i f i c  CYP2D6  and  CY P3A5  

genotypes  s eparat e ly  and  in  co mbinat ion .    

The  hor i zon ta l  l i ne s  i nd ica t e  t h e  mean  va lues .   C los ed  s ym bol s  i nd ica t e  t w o  

smokers .   E ,  ex t en s ive  ex pres so rs ;  P,  poor  ex pres so rs .   * p<0 .05 ,  s i gn i f i can t l y 

d i ffe ren t  b y unp a i r ed  t - t e s t  wi th  Welch  co r rec t ion  in  com par i son  wi th  CY P2D6  EM,  

CY P3A5  E ,  and  CY P2D6  EM p lus  CY P3A5  E  groups ,  a s  sh own in  Tab le  IV-2 .    

 

 

第 4 節  考察  

 

 Ande rson らおよび  Moore らの報告 9 2 ,  9 3 )により、ミルタザピン臨床投与量

投与時のヒト肝臓中ミルタザピン濃度は最大 5  μM 程度であると考えられる

9 2 ,  9 3 )。組換え P450 を用いた検討より、ミルタザピン 8-水酸化反応は低い K m

値および高い V m a x /K m 値であった CYP2D6 が主に代謝に関与し、 N -脱メチル

化反応では高い V m a x 値であった CY P3A4/5 が主に関与していることが推察さ
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CYP2D6 および C YP3A4/5 指標酵素活性との間の相関関係  ( F ig .  IV-2 )、キニ

ジンおよびケトコナゾールによる阻害  (F i g .  IV-3 )  ならびに基質終濃度が低

濃度のときの組換え P450 での酵素活性  ( F ig .  IV-5)  より、ヒト肝では CYP2D6

および CYP3A4/5 がミルタザピン代謝を主に担っていると考えられた。一方、

ミルタザピン 8 -水酸化および N -脱メチル化反応ならびにミルタザピン代謝消

失に α -ナフトフラボンの阻害効果はほとんど認められず  (F i g .  IV-3 )、個別肝

ミクロゾームによるフェナセチン O -脱エチル化反応とミルタザピン代謝との

相関関係は 8-水酸化で相関係数が 0 . 53 で正の相関関係が認められたのみであ

り  (F i g .  IV-2 )、N -脱メチル化  ( F i g .  IV-2)  および代謝消失  (da t a  no t  sho wn)  と

の間に相関関係は認められなかった。さらに組換え C YP1A2 によるミルタザ

ピン代謝はいずれの反応でも V m a x / K m 値は最大とならなかった  ( Tab l e  I V- 1 )。

以上より、CYP1A2 はミルタザピン代謝の主たる酵素ではないと考えられた。  

個別ヒト肝ミクロゾームによるミルタザピン代謝消失および 8-水酸化酵素

活性は CYP2D6 E M 群に比べて IM および PM 群で有意に低値を示したことか

ら  (F i g .  IV-7 )、日本人患者でのミルタザピン代謝の個人差にも CY P2D6*10 が

関わることが推察された。同ミクロゾームで CY P3A5 の遺伝子型の情報は得

られなかったため、 CY P3A5*3 の影響については i n  v i t ro で調べることはでき

なかったが、CY P2D6 との影響同様、CY P3A5*1 をもつ検体ではもたない検体

に比べ、ミルタザピン N -脱メチル化酵素活性およびミルタザピン代謝消失が

高値を示す可能性が考えられる。  

 ミルタザピンは R 体 S 体が等量混合されたラセミ体である。 S -ミルタザピ

ンの代謝は CYP2 D6 および CYP 1A 2 が、 R -ミルタザピンの代謝は CYP 3A4 が

担っており、血漿中 S -ミルタザピン濃度は  CY P2D6  遺伝子型の影響を受ける

ことが報告されている 9 0 ,  9 1 )。14 名の患者のミルタザピン C/D 比は CY P2D6  IM

群および CY P3A5 低発現群で有意に高値を示した ( F i g .  IV-9 )。欧米白人では

CY P3A5*1 の頻度が低いため、ミルタザピン代謝への寄与を含めて詳細な検討

がなされていなかったが、本研究によって CY P3A5 遺伝子多型もミルタザピ

ン血漿中濃度に影響しうることが初めて示された。 CY P2D6  EM かつ CY P3A5
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発現の喫煙者は同群内で平均の C/D 比であり ( F i g .  IV-9 )、 CY P2D6  IM かつ

CYP3A5 低発現である喫煙者では同群内では最も低い C/D 比を示した (F i g .  

IV-9 )。本研究で見出された喫煙者は 2 名であったが、いずれも CY P1A2*1A/*1F

の遺伝子型を有しており  (Tab le  IV-2 )、喫煙による C YP1A2 の誘導応答性は十

分に備わっていると考えられるにもかかわらず、ミルタザピン C/D 比に大き

な影響は認められなかった。喫煙者では CYP1A2 誘導を介してミルタザピン

代謝が速いとされている過去の報告 9 1 ,  9 4 )と一致しなかった原因として、喫煙

者が 2 名と少なかったことが挙げられるが、 i n  v i t ro 実験よりミルタザピン代

謝に対する CYP1 A2 の寄与が小さいことから、ミルタザピン C/D 比に対する

影響は CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型の方が大きく、本研究結果は妥当

であると考えられた。  

 ミルタザピンは一部の症例報告を除き 8 5 ,  8 6 )、他の医薬品との併用が概ね安

全であると報告されている 8 7 - 8 9 )。本研究でも CYP2 D6 阻害薬併用の有無  (併

用数は 1 剤のみ )  でミルタザピン C/ D 比に影響が認められず  ( F i g .  IV-8 B)、こ

れまでの報告と一致した。ミルタザピンはヒト P450 分子種に対して阻害作用

をほとんど示さず 9 5 )、第 I I I 章で検討を行った CYP 2D6 および CYP3A 4 によ

って代謝されるリスペリドンはミルタザピンと併用しても、薬物相互作用を

起こさないと報告されている 8 7 ,  8 9 )。さらにデュロキセチンは主に CYP1 A2 お

よび CYP2D6 によって代謝され、 C YP2D6 に対して弱く阻害作用を示す 9 6 )。

プールドヒト肝ミクロゾームを用いてミルタザピン代謝消失を測定したとこ

ろ、キニジン、ケトコナゾールおよび両方を添加した場合に阻害作用が認め

られた  ( F i g .  IV-3 )。同様にリスペリドンおよびデュロキセチンを双方添加し

た場合に阻害作用が認められた ( F i g .  IV-4 )。しかしながら本研究で、リスペリ

ドンとデュロキセチンを併用している患者が見出されなかったため、 i n  v i vo

での影響を確認することはできなかったが、ミルタザピン代謝において 2 つ

の主な代謝経路が双方阻害された場合にはミルタザピン代謝消失が遅延しう

ることが推察された。  

 患者試料を用いた検討においてミルタザピン代謝に対する年齢や性別の影
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響についての報告がいくつかなされている 9 0 ,  9 1 ,  9 7 - 9 9 )。患者血漿から得たミル

タザピン消失速度の平均値は男性が女性よりもわずかに早い  (用量調整の必

要のない程度 )  とする少数の患者群での報告があるが 9 7 )、血漿中濃度からミ

ルタザピン代謝消失は性別に影響しないとの報告も存在する 9 9 )。本研究での

性別の影響については一人の患者を除き全員が女性であったため、解析には

至らなかった。さらに年齢の影響は、投与量調整の必要のない程度で 6 5 歳以

上の患者群で有意にミルタザピン血漿中濃度が上がると少数例での報告があ

る 9 7 )。本研究では 65 歳以上の患者群が 65 歳未満の患者群に比べてミルタザ

ピン C/D 比は有意に高値を示したことから  ( F i g .  IV-8 A)、過去の報告を支持

する結果が得られた。  

以上、本研究により、ミルタザピン代謝消失は CY P2D6 および CY P3A5 遺

伝子多型ならびに 3 種以上の薬物の併用により影響を受けることが示唆され

た。ミルタザピン投与の際は遺伝子多型および併用薬を考慮することでより

安全な投与設計が可能となることが考えられた。  
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総    括  

 

 統合失調症やうつ病といった精神疾患は多くの新薬が上市される一方で、

未だ治療効果は十分ではない。治療効果が上がらない要因の一つとして、治

療薬体内動態に個人差が生じていることが挙げられる。本研究では精神疾患

個別化治療の開発を目指し、治療薬体内動態に影響を与える因子について主

に薬物代謝酵素に着目して、i n  v i t ro  および i n  v i vo  の両面から検討を行った。

すわなち、代謝酵素活性変動の各医薬品代謝消失への影響を、ヒト由来酵素

源と患者由来血液試料を用いて詳細に調べた。  

 第 I 章では分析法の検討として、日本人において重要な遺伝子多型の選別

と判定法確立を行った。遺伝子型を判定した個別ヒト肝ミクロゾームで、

CYP3A タンパク発現量および CYP 3A 指標酵素活性は CY P3A4 野生型の群に

比べて、 CY P3A4*22 ヘテロ接合体の群で有意に低値を示した。しかしながら

日本人 53 検体で CY P3A4*22 は見出されなかった。よって、 CY P3A4*22 変異

は CYP3A タンパク発現量を低下させることで CYP3 A 活性を低下させるが、

日本人においては頻度が非常に低いことから、考慮すべき重要な変異ではな

いことが推察された。他方、日本人で誤判定が報告されていた全欠損変異

CY P2D6*5 の判定法を確立した。この判定法によって誤判定の原因となった

CY P2D6*10D を完全に区別することが可能となった。さらに、マルチプレッ

クス法とすることで内部標準添加と作業工程の短縮によって、より正確で簡

便となった。確立した判定法は第 I I 章以降の遺伝子多型判定で用いたが、本

研究での使用のみならず、 CY P2D6 遺伝子多型により代謝消失に影響を受け

ることが知られている医薬品の治療や本多型の研究等に活用できるものと考

えられる。  

 第 I I 章では抗精神病薬オランザピンの体内動態に影響する因子について検

討を行った。ヒト肝ミクロゾームおよび組換え酵素によるオランザピン代謝

消失および主要代謝物生成速度ならびに指標酵素活性との相関性より、 N -脱
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メチル化反応には CYP1A2 および CYP2D6、 N -酸化酵素活性には FMO3 およ

び CYP2D6 がそれぞれ寄与していることが明らかとなった。一方、個別ヒト

肝ミクロゾームのオランザピン代謝消失および代謝物生成速度は、 CY P2D6

および FMO3 遺伝子多型によって影響されないことが示唆された。臨床検体

での検討結果からもオランザピン投与患者のトラフ時点での血漿中薬物濃度

は CY P2D6 遺伝子多型および FM O3 遺伝子多型ならびに喫煙の影響は認めら

れなかった。以上より、オランザピン代謝には 2 つの主代謝経路に複数の代

謝酵素が関与しており、単独酵素の活性変動にオランザピン代謝消失は影響

を受けないことが推察された。  

 第 I I I 章では抗精神病薬リスペリドンの体内動態に影響する因子について

検討を行った。リスペリドン 9-水酸化反応には主に C YP3A と CYP2D6 が関

与しているが、CY P3A については組換え CYP3A5 によるリスペリドン 9 -水酸

化酵素反応の V m a x /K m 値が CYP3A4 の 2 分の 1 程度であることから、CY P3A5

の代謝への寄与は CYP3A4 に比べて小さいものと示唆された。個別ヒト肝ミ

ク ロ ゾ ー ム を 用 い た リ ス ペ リ ド ン 9- 水 酸 化 反 応 は 基 質 低 濃 度 時 で の み

CY P2D6 遺伝子多型の影響が認められ、CY P3A5 遺伝子多型の影響は認められ

なかった。さらにリスペリドン投与患者の血漿中リスペリドンおよびパリペ

リドン濃度は CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型の影響は受けなかった。以

上より、リスペリドン代謝には CYP 3A5 の寄与が小さく、CYP2 D6 と CY P3A4

が補完し得ることが示唆された。よって実臨床にてリスペリドン投与の際に

は、オランザピンと同様、調べた範囲において薬物代謝酵素遺伝子多型等に

特別の配慮が必要ないことが推察された。  

 第 IV 章では抗うつ薬ミルタザピンの体内動態に影響する因子について検

討を行った。組換え酵素によるミルタザピン代謝反応の速度論的解析の結果、

これまで明らかにされていなかった CYP3A5 もミルタザピン代謝に寄与して

いることが示唆された。さらに阻害剤の影響とあわせて、 CYP1A2 について

はミルタザピン代謝における寄与が小さいと示唆された。薬物代謝酵素遺伝

子型既知の個別ヒト肝ミクロゾームによるミルタザピン代謝消失速度および
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8-水酸化酵素活性は、CYP2D6 通常活性群に比べて低活性群で有意に低値を示

した。併用薬の影響についてヒト肝ミクロゾームを用いて検討した結果、リ

スペリドンおよびデュロキセチン単独ではミルタザピン代謝消失に影響は認

められなかったが、双方添加により阻害が認められたことから、 3 薬以上の

薬物により薬物相互作用が生じる可能性が示唆された。これらの検討をもと

に臨床検体について検討した結果、トラフ時点での血漿中ミルタザピン濃度

は CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型による影響が確認されたが、喫煙の影

響は CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型に比べてわずかであった。以上より、

比較的新しい薬物とされるミルタザピンを精神疾患患者に投与する際には患

者の CY P2D6 および CY P3A5 遺伝子多型ならびに併用薬を考慮することで、

より適切な治療が可能となることが示唆された。  

 以上、本研究において代表的な 3 種精神疾患治療薬体内動態に及ぼす薬物

酵素活性変動因子の異なる影響を詳しく明らかにした。すなわち、単一酵素

の変動要因は無視しうる治療薬とそれら単一酵素の遺伝子多型を考慮すべき

向精神薬が実臨床に混在することが明らかとなった。これらの要因に関する

知見は、精神疾患治療の実臨床において適切な個別化治療の基盤となりうる

情報である。オランザピンおよびリスペリドンのように単一の代謝経路に複

数代謝酵素が関与する場合、単一酵素の活性は薬物の代謝消失に影響を及ぼ

さないことが示唆された。一方、ミルタザピンのように単一の代謝経路に単

独の酵素が寄与している場合には、その主たる酵素の遺伝子多型や併用薬に

よる活性変動は薬物の代謝消失に影響を及ぼすことが示唆された。本研究で

検討した 3 種薬物は全て、上限量の範囲内で適宜増減できることが添付文書

に記載されている 1 0 0 - 1 0 3 )。本知見を基盤情報とし、個人に合わせた正しい治

療薬の選択および適切な用量の決定により、高頻度で出現する精神疾患治療

薬の副作用リスクを軽減し、治療効果を最大限に発揮させることを通して、

今後の精神疾患個別化治療が進んでいくものと期待される。さらに、医薬品

の代謝消失に対する各酵素の寄与と酵素活性変動および併用薬の影響につい

て、分析法を含め i n  v i t ro 系で詳細に検討した本手法は、他の精神疾患治療薬
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における実臨床での患者薬物体内動態の個人差を評価する上でも有用である。

以上を総合すると、本基礎研究成果は精神疾患患者の実臨床治療満足度向上

に貢献できるものと考えられる。  
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