
◆研究助成金による研究成果報告3◆

「ステロイ ド性大腿骨頭壊死症の遺伝子分析

―チ トクローム P450を対象として一」

初めに、筆頭演者の久保のスケジュールがど

うしてもつきませんで、高橋が代わりにご報告

させていただくことをお詫び申し上げます。

ステロイ ド剤は強力な抗炎症作用・免疫抑

制作用を有し、さまざまな疾患に対して治療

目的で使用されます。しかし、ステロイド使

用により、多 くの場合、合併症が出現 します。

整形外科領域では、骨粗穆症のほかに大腿骨

頭壊死症 (以下ION)の発生が問題となりま

す。臓器移植後など、同一プロトコールでス

テロイ ドを投与 しているにもかかわらず、

IONの発生が同じ経過をたどらないことを経

験 します。これはステロイドに対する感受性

に個体差が存在する可能性を示 しています。

ステロイ ド感受性に関連する因子として、

ステロイド代謝酵素、ステロイ ドによる酵素

誘導、輸送蛋白Pグライコプロテイン、ある

いはグルココルチコロイドレセプターなどが

考えられます。これらの因子の個人差には、

その遺伝子の個々人での多型が関与している

と考えられます。

遺伝子多型の中で解析方法として、DNA
配列上の一塩基変異多型 (SNP)が注目され

てお り、種々の疾患との関連が報告されてい

ます。SNPは 1,000塩基対に lヶ 所ほど存在

し、遺伝子の発現量や機能に影響を与える可

能性があります。

本研究の目的は、10N発生に関連するSNP

を同定することにより、基礎疾患治療前、す

なわちステロイド投与前に10Nリ スク患者
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をスクリーニングする方法を確立すること、

そして、ステロイド投与量を個々人で調節す

るテーラーメイド・メディスンの開発を目指

します。

ステロイドを初めとする脂溶性薬物の代謝

は第1相、第2相反応を経て尿中に排泄されま

す。第 1相反応にはCYP450が関与します。

CYP4"には、現在までに50種類ほどの分子

種が報告されておりますが、ステロイド代謝

には、この中でも、CYP3A4と いう分子種が

中心的な役割を果たします。また、他の複数

の分子種の関与の可能性も報告されています。

まず、ステロイド代謝に中心的な役割を果

たすCYP3A4に ついての検討を行いました。

対象は当院で腎移植後ION患者26名 です。

同意を得られた患者より末梢血採血後、ゲノ

ムDNAを抽出しました。

直接塩基配列決定法を用いてCYP3A4の
プロモーターに存在するER6お よびXREM
という酵素誘導に関与する領域のSNPの存

在の有無を検討しました。また、すでに文献

的に報告されているCYP3A4° 4、 ・5、 ・6と い

う翻訳領域のSNPについて、PCR、 RFLPを

用いて検討しました。

結果ですが、ER6、 XREMの プロモーター

領域 の SNPは 確認で きませ んで した。

CYP3A4Ⅲ 6で、1例のみヘテロバリアントが

存在いたしましたが、CYP3A4拿 4、
°5につい

ては全例でSNPを 認めず、wild typeで した。
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次に、ステロイド代謝に部分的に関与する

可能性のあるCYP2D6、 CYP2C19に 関する

検討結果をお示 しいたします。

対象は、当院移植外科で腎移植を施行され

た80例で、そのうち26例がIONを 発生 した

症例です。男性 60例、女性 20例、年齢は 16

～ 62歳 で平均 38歳 でした。

末梢血よリゲノムDNAを 抽出し、Gene

チップ解析装置を使用し、ステロイ ド代謝に

部分的に関与する可能性のある CYP2D6、

CYP2C19の SNP解析を施行 しました。統計

解析には多変量解析を用いました。

CYP2D6・2の結果ですが、'1(wild type)、
Ⅲ
2、

°10Bの 3種類のアレルが出現 しました。ス

ライ ドに示 しますように、
Ⅲ
2の ホモバリアン

トで、それ以外の遺伝子型のION発生危険率

を 1と しますと、多変量解析にて、この群で

4.7の オッズレシオの上昇を認めました (図

1)。

・10Bに ついても同様の解析を施行 しまし

た。
*10Bホ モバリアントで、オッズレシオは

1.8と 上昇を認めましたが、統計学的に有意に

は至ってお りませんでした (図 2)。

CYP2C19に 関しては、ION発生のオッズ

レシオを上昇させる遺伝子型は認めませんで

した。

CYP450の 中でステロイ ド代謝に中心的な

役割を果たすCYP3A4に は、現在までに19種

類 の SNPが 報告 されてい ます。 また、

CYP3A4は個人間の酵素活性差が非常に大き

いという報告があります。さらに、CYP3A4
はグルココルチコロイドにより酵素誘導を受

けることが知られてお ります。また、Sumida

らは、ヒト肝細胞においてCYP3A4代 謝活性

とmRNA量 との間に相関があることを示 し、

酵素誘導が酵素活性の個人差の原因である可

能性を報告 しました。

ヒトCYP3A4の プロモーター領域で誘導

に関与 している領域はER6お よびXREMで
す。われわれは、これらの酵素誘導の個人差

に影響を与える可能性のある領域について

SNPの検索を施行しましたが、現在までのと

ころ、明らかなSNPを 同定することはできて

いません。

また最近、CYP3A4'4、 中
5、

+6と いう翻訳

領域のアレルが同定され、ステロイ ド代謝の

低下が報告されたので、ION患者26人 に対し

検討を加えました。CYP3A4'6で、1例のみ

ヘテロバリアントでしたが、その他は wild

typeで あり、`5、
°6に 関しては全例が wild

typeで した。これらの SNPと ION発生の関

連の可能性は低いと考えてお ります。

また、CYP2D6お よびCYP2C19に ついて、

Geneチ ップを用いて検討 しました。Gene

チップを用いることにより、一度に大量の

SNP解析が可能になります。本検討では統計

学的に有意ではありませんが、CYP2D6Ⅲ10B

および
°2ホ モバ リアントで10N発生のオッ

ズレシオ上昇を認めました。
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CYP2D6拿 10Bは 日本人を初めとする東洋人

で頻度の高いアレルで、代謝に関して中間型

の活性を持つことから、薬物代謝において非

常に重要なSNPで あるとされています。ま

た、CYP2D6中2の活′性はwild typeに 劣るこ

とが報告されています。

以上、CYP2D6'10Bお よび
*2に

よリステロ

イ ド代謝活性低下が ION発生に関与 してい

る可能性が考えられますが、現在、症例数が

少ないこともあり、今後、症例数を増やして

統計学的有意差を検討していく必要があると

考えています。

抄録にはありませんが、現在、輸送蛋自で

あるPグ ライコプロテインについて検討を進

めているので、あわせて報告させていただき

ます。

Pグ ライコプロテインはATPを エネル

ギー源として、薬物を能動的に、細胞内から

細胞外へ輸送する細胞膜蛋白として機能して

います。

基質となる薬物は多岐にわた り、抗がん

剤、シクロスポリン、FK506な どの免疫抑制

剤、高脂血症治療剤、さらにステロイドも基

質になります。

Pグ ライコプロテインは血管内皮細胞を含

め、さまざまな正常組織に発現 していること

が確認されております。

現在、予備的検討として、Pグ ライコプロ

テインをコー ドするMDRl遺伝子の SNPの

うち、比較的よく研究されているC3435Tと

いうSNPに ついて検討いたしております。

MDRlの SNPに より、Pグ ライコプロテイ

ンのフアンクションが低下した場合、そこに

ステロイドの負荷が加わると、細胞にステロ

イドが蓄積し、IONが発生するという仮説を

考えました。

方法ですが、末梢血からゲノムDNA採取

後、直接塩基配列決定法でSNPを確認してい

きます。

現在までのデータを示します。スライドは

20数例の結果ですが、現在これの、約2倍の

症例数の解析が終わっております。遺伝子多

型のうちのTを 2つ持つTTと いうホモバリ

アントのタイプでION発生がほとんど見ら

れないという結果が、現在50例行った結果で

も認めておりまして、統計学的にも明らかな

有意差を認めております。この機序に関して

は、今後また考察して報告させていただきた

いと思います (図 3)。

図 3

今後ですが、CYP2Dび 2お よび°
10B、 ホモ

バリアントの10N発生に対する統計学的有意

性の有無の確認、MDRl遺伝子のSNPに つい

ての検討、さらに、病態に直接関連する凝固

線溶遺伝子の SplPの検討を考えております。

最後に、研究助成をいただいた日本股関節

研究振興財団に厚 く御礼を申し上げます。あ

りがとうございました。

伊丹 ありがとうございました。大変専門的

で難 しいお話をいただきましたが、どなた

か、ご質問はございますか。ないようですの

で、どうもありがとうございました。
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