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略語表 

AC Adenylate cyclase 

ALT Alanine aminotransferase 

ASD Atrial septal defect 

AST Aspartate aminotransferase 

BA Bioavailability 

BMPR2 Bone morphogenetic protein receptor type 2  

BNP Brain natriuretic peptide  

BSA Body surface area 

C4ST-3 Chondroitin 4-sulfotransferase-3 

C6ST-1 Chondroitin 6-sulfotransferase-1 

Ca Calcium 

cAMP Cyclic adenosine monophosphate 

cGMP Cyclic guanosine monophosphate 

CHD Congenital heart disease  

CHST13 Carbohydrate sulfotransferase 13 

CHST3 Carbohydrate sulfotransferase 3 

CI Cardiac index 

COX Cyclooxygenase 

CS Chondroitin sulfate 

CTD Connective tissue disease 

CTEPH Chronic thromboembolic pulmonary hypertension  

CYP Cytochrome P450 

DS Dermatan sulfate 

eGFR Estimated glomerular filtration rate 

ERA Endothelin receptor antagonist  

ET Endothelin 

GAG Glycosaminoglycan 

GalNAc N-acetylgalactosamine 

GlcA Glucuronic acid 
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GSTA4 Glutathione S-transferase alpha 4 

GTP Guanosine triphosphate 

HPAH Heritable pulmonary arterial hypertension 

HS Heparan sulfate 

Hya Hyaluronic acid 

I/HPAH 
Idiopathic/Hereditary pulmonary arterial 

hypertension 

IPAH Idiopathic pulmonary arterial hypertension 

LHD Left heart disease 

MCTD Mixed connective tissue disease 

mPAP Mean pulmonary artery pressure 

NO Nitric oxide 

NOS Nitric oxide synthase 

PAH Pulmonary arterial hypertension 

PAPS 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate 

PCH Pulmonary capillary hemangiomatosis  

PDE-5 Phosphodiesterase type-5 

PGI2 Prostaglandin I2  

PoPH Portal pulmonary hypertension 

PPHN Persistent pulmonary hypertension of the newborn  

PVOD Pulmonary veno-occlusive disease 

PVR Pulmonary vascular resistance 

RAP Right atrial pressure 

ROC Receiver operating characteristic  

SED Spondyloepiphyseal dysplasia 

sGC Soluble guanylate cyclase 

SLC10A2 Solute carrier family 10 member 2 

SLC13A1 Solute carrier family 13 member 1 

SNP Single Nucleotide Polymorphism 

SSC Systemic sclerosis 
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TAZ/PIPC Tazobactam/Piperacillin 

UGT Uridine diphosphate glucuronosyltransferase  

ULN Upper limit of normal  

VCM Vancomycin 

WHO World health organization 
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序 論  

1. 肺高血圧症について  

肺高血圧症は、様々な原因で肺動脈圧が上昇し、種々の症状を呈す

る進行性の予後不良な疾患である。安静時の右心カテーテル検査で実

測した肺動脈圧（Pulmonary arterial pressure: PAP）の平均値（Mean 

PAP）が  25 mmHg 以上の場合に肺高血圧症と診断され、肺動脈圧が

上昇する原因疾患によって臨床的に 5 群に分類される 1（表 1）。  

臨床的に表出する自覚症状は、労作時息切れが最も特徴的で多くの

ケースで比較的早期に現れる。その他にも、易疲労感や胸痛、失神、

動悸や咳嗽、喀血などを認めることもある。病状が進行すると肝うっ

血や消化管浮腫に伴う腹部膨満感、早期の満腹感、食欲不振などの消

化器症状、下腿浮腫などの右心不全症状を示し、最終的に死に至る 1。 

治療の基本は、基礎疾患のない特発性肺動脈性肺高血圧症では肺血管

拡張薬による肺動脈圧を低下させることだが、基礎疾患の状態によっ

て行うべき治療は異なり、非常に複雑である。そのため、専門医によ

る適切な診断と治療が必須である。  

 

2. 第 1 群 肺動脈性肺高血圧症について  

肺動脈性肺高血圧症（Pulmonary arterial hypertension: PAH）は、

肺動脈そのものに主要な病変が存在する肺高血圧症の総称で、肺高血

圧症の特徴が最も典型的に具象化された疾患群であるが、その発症機

序は十分に解明されていない。PAH の病態の主体は、肺動脈内腔の狭

窄で、主として 3 つの要因により生じる。1 つ目は、血管拡張因子と

血管収縮因子の不均衡による「血管収縮」である 2。2 つ目は、血管内

皮細胞および平滑筋細胞などの過剰増殖とアポトーシス抵抗性による

「血管リモデリング」であり 3、3 つ目は、凝固系異常による病変部で

の「血栓形成」である 4。これらの要因により肺血管抵抗が上昇し、肺

動脈圧の上昇や右心不全を引き起こすと考えられている。  
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表 1 肺高血圧症の臨床分類  

 

第 1 群 肺動脈性肺高血圧症  

1.1 特発性肺動脈性肺高血圧症 (IPAH) 

1.2 遺伝性肺動脈性肺高血圧症 (HPAH) 

  1. BMPR2 変異  2. 他の遺伝子変異  

1.3 薬物・毒物誘発性肺動脈性肺高血圧症  

1.4 各種疾患に伴う肺動脈性肺高血圧症  

  1. 膠原病性  2. HIV 感染症  3. 門脈肺高血圧症  

  4. 先天性短絡性疾患  5. 住血吸虫症  

1’ 肺静脈閉塞性疾患 (PVOD)/肺毛細血管腫 (PCH) 

第 1''群  新生児遷延性肺高血圧症 (PPHN) 

第 2 群 左心疾患に伴う肺高血圧症  

2.1 左室収縮不全  2.2 左室拡張不全  2.3 弁膜疾患  

2.4 先天性  / 後天性の左心流入路  / 流出路閉塞および先天性心筋症  

第 3 群 肺疾患および /または低酸素血症に伴う肺高血圧症  

3.1 慢性閉塞性肺疾患  3.2 間質性肺疾患  

3.3 拘束性と閉塞性の混合障害を伴う他の肺疾患 3.4 睡眠呼吸障害  

3.5 肺胞低換気障害  3.6 高所における慢性曝露  3.7 発育障害  

第  4 群  慢性血栓塞栓性肺高血圧症 (CTEPH) 

第  5 群 詳細不明な多因子のメカニズムに伴う肺高血圧症  

5.1 血液疾患 : 慢性溶血性貧血 骨髄増殖性疾患 脾摘出  

5.2 全身性疾患 : サルコイドーシス 肺組織球増殖症 リンパ脈管筋腫症  

5.3 代謝性疾患 : 糖原病 ゴーシェ病 甲状腺疾患  

5.4 その他 : 腫瘍塞栓 線維性縦隔炎 慢性腎不全 区域性肺高血圧症  
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3. 肺動脈性肺高血圧症の疫学  

本 邦 に お け る 特 発 性 ／ 遺 伝 性 肺 動 脈 性 肺 高 血 圧 症  

（ Idiopathic/Heritable-PAH: I/H-PAH）患者数は増加傾向にあり、厚

生労働省特定疾患呼吸不全調査研究班による年次推移調査では、平成

27 年 3 月 31 日時点の患者数は 2,946 人であった。I/H-PAH 患者数の

年次推移を示す（図 1）  。  

 

 

 

 

 

 

図 1 特発性／遺伝性肺動脈性肺高血圧症患者数の年次推移  

難病情報センターHP<  http:/ /www.nanbyou.or.jp/entry/171>より著者作成  
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特異的 PAH 治療薬の開発以前である 1981 年から 1985 年にかけて

米国 National Institutes of Health（NIH）主導により行われた I/H-

PAH の自然予後に関する調査では、対象となった 187 例の平均生存期

間は 2.8 年、1 年生存率 68%、2 年生存率 48%、3 年生存率 34%であ

り、未治療での予後は極めて悪いことが示された（図 2）。また、その

死因としては突然死、右心不全、喀血が多いとされた 5。2006 年から

2009 年にかけて米国で行われた REVEAL 登録研究では、I/H-PAH の

1 年生存率 91％、3 年生存率 74％、5 年生存率 65％、7 年生存率 59％

であった 6（図 2）。この生命予後改善は、現在使用可能な特異的 PAH

治療薬が一部開発されたことによる影響が大きいと考えられている。  

 

また、2008 年から 2013 年に本邦で肺高血圧治療の専門施設を対象

として行われた登録研究では、5 年生存率 92%と諸外国と比較して極

めて良好な結果であった 7（図 3）。これは、特異的 PAH 治療薬が複数

開発されたことに加え、疾患の認知に伴い早期診断および早期治療介

入が可能となったこと、さらには本邦では特定疾患として医療費が公

的に補助されることにより、患者負担をそれほど考慮せず、積極的な

薬物併用療法が可能であることが大きく寄与していると考えられてい

る。   
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図 2 特異的肺高血圧症治療薬がなかった時代（1981 年 -1985 年）の

肺高血圧症自然歴と一部治療薬が使用できるようになった時代（2006

年 -2009 年）の治療介入予後  

文献追加 6 より著者作成  

 

 

 

図 3 本邦における肺高血圧症専門施設の治療予後（2008 年 -2013 年） 

文献 7 より著者作成  
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4. 肺動脈性肺高血圧の治療薬  

近年、肺高血圧症治療薬の開発は飛躍的に進歩している。肺高血圧

症の治療薬はプロスタサイクリン（PGI2）経路、一酸化窒素（NO）経

路、エンドセリン経路に介入する 3 系統の薬剤に分類することができ、

それぞれの系統について複数の製剤が上市されている。本邦で使用可

能な肺高血圧治療薬を表 2 に示す。3 系統の薬剤の作用機序を図 4 に

示す。  

 

 

 

 

 

表 2 本邦で使用可能な肺高血圧治療薬  

分類  一般名（発売年）  

PGI2 

経路  

ベラプロスト（1999 年） ベラプロスト徐放剤（2007 年）

エポプロステノール (1999 年）  

トレプロスチニル（2014 年） イロプロスト（2016 年） 

セレキシパグ（2016 年）  

NO 経路  シルデナフィル（2008 年） タダラフィル（2009 年）   

リオシグアト（2014 年）  

エンド

セリン

経路  

ボセンタン（2005 年） アンブリセンタン（2010 年）  

マシテンタン（2015 年）  
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図 4 肺血管拡張薬の作用機序  

 

 

 

5. エンドセリン受容体について  

強力な血管収縮作用を有する血管内皮細胞由来ペプチドであるエン

ドセリン（Endothelin: ET）は、PAH における肺動脈リモデリングを

進行させる一因として考えられている 8。そのため、エンドセリン受容

体拮抗薬（Endothelin receptor antagonist: ERA）は、PAH の病態に

直接介入できる治療薬として期待されている。エンドセリン受容体に

は、エンドセリン A （ETA）受容体およびエンドセリン B （ETB）受

容体の 2 つのサブタイプが存在している 9。血管系において、ETA 受

容体は血管平滑筋に発現し、血管収縮と血管平滑筋細胞の遊走・増殖

に関与する。一方、ETB 受容体は生理条件下では血管内皮に多く発現

し、一酸化窒素（NO）の産生などを通じて代償的に血管拡張反応など

を引き起こすが、PAH においては血管平滑筋での発現が増え、血管収

縮と血管平滑筋細胞の増殖に関与するようになる 10。このことは、非

選択的受容体拮抗薬も治療薬として有用であることの裏付けとなって

いる。  
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6. エンドセリン受容体拮抗薬ボセンタンについて  

 6-1 ボセンタンの特徴 

ボセンタンは ERA で最初に使用可能となった ETA・ETB 非選択的

エンドセリン受容体拮抗薬である 11。本邦では 2005 年に保険収載さ

れた。単剤治療で WHO 機能分類Ⅲ・Ⅳの中等症から重症例において

生命予後改善が実証されており 12、WHO 機能分類Ⅱの軽症例に対す

る血行動態改善効果も証明されている 13。そのため、本邦では WHO

機能分類Ⅱ -Ⅳに対する保険適用が認められており、幅広い症例で用い

られている。  

ボセンタンは薬物相互作用のため、シクロスポリン、タクロリムス

およびグリベンクラミドは併用禁忌である 14, 15。また、臨床的に併用

されることの多いホスホジエステラーゼ -5（PDE-5）阻害剤であるシ

ルデナフィルの血中濃度を低下させることが知られている 16。  

ボセンタンは PAH に加えて本邦で、「全身性強皮症における手指潰

瘍の発症抑制」に保険適用がある唯一の ERA である。  

有効成分の構造式および物理化学的性質を示す（図 5）。  
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図 5 ボセンタンの構造式  

 

一般名 : ボセンタン水和物 Bosentan Hydrate 

化 学 名 : 4- （ 1,1-Dimethylethyl ） -N- ［ 6- （ 2-hydroxyethoxy ） -5-    

（ 2-methoxyphenoxy ） -2- （ pyrimidin-2-yl ） pyrimidin-4-yl ］

benzenesulfonamide monohydrate 

分子式：C27H29N5O6S・H2O 

 

分子量 : 569.63 

性 状 : ボセンタン水和物は白色～やや黄色の粉末である。アセト  

ニトリル、ジクロロメタン、N,N-ジメチルホルムアミドに溶けやすく、

エタノール（99.5）にやや溶けやすく、メタノールに溶けにくく、水に

ほとんど溶けない。  

酸解離定数 : pKa = 5.1 

分配係数 : 1.7（オクタノール /水系）  
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6-2 ボセンタンの副作用 

ボセンタンによる国内臨床試験において、安全性解析対象例では 40

例中 26 例（65.0%）に副作用が認められた。主な副作用は、肝機能異

常 9 例（22.5%）、頭痛 8 例（20.0%）、倦怠感 3 例（7.5%）、筋痛 3 例

（7.5%）、貧血 2 例（5.0%）などであった 17。臨床的に患者が自覚す

る副作用は頭痛、ほてり、嘔気など軽微な場合が多いが、海外での大

規模な市販後調査では、肝機能障害が約 10％と高率で起こることが知

られている 18。また、本邦の市販後調査では、全中止例のうち 13%が

肝機能障害に起因する中止であり 17、海外の成績とほぼ同等であった。

ボセンタンによる肝機能障害は、用量依存的であり、ほとんどのケー

スで中止や減量により改善するが、治療の妨げとなる 19。肝機能障害

の発現時期は様々で予測は困難である 19。  

ボセンタンは、SLCO1B1、SLCO1B3 によって肝細胞内に取り込ま

れる。肝細胞内でボセンタンは、肝胆側膜に存在する ABCB11 や

ABCC2 などの胆汁酸の排泄に関わるトランスポーターを阻害する 20。

その結果、胆汁酸の排泄が滞り、胆汁うっ滞が起こることが肝機能障

害に一部関与すると言われているが 20、ボセンタンによる肝機能障害

の発現機序は十分に明らかにされていない。また、ボセンタンは肝臓

のチトクロム P450（CYP）3A4 および CYP2C9 で代謝され、両酵素

を誘導することが知られている 21。肝細胞でボセンタンとの関連が知

られているトランスポーターおよび代謝酵素を図 6 に示す。  

図 6 肝細胞でボセンタンとの関連が知られているトランスポーター

および代謝酵素  
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7. 臨床的な課題 

PAH というかつては非常に生命予後の不良な疾患が、積極的なスク

リーニングや薬物治療で、現在では制御可能な慢性疾患として位置づ

けられるようになってきた 7。しかし、現在の PAH 治療について全く

問題がないわけではない。著者はこれまでにも、PAH 治療薬を導入し

ても副作用を制御できずに、十分に効力のある治療を提供できるまで

に、長い期間を要する症例を数多く経験してきた。PAH 診療において

は、有効な治療の提供が遅れることは、患者の生命予後の悪化に直結

することが知られている 13, 22。  

もし、PAH 治療開始前に患者の副作用の予測が可能となれば、副作

用リスクの高い薬剤を他剤で代替するなど、患者ごとに最適な治療設

計を行える可能性がある。つまり、次に解決すべき臨床的な課題は、

患者の遺伝的背景・生理的状態・疾患の状態などを考慮して、患者個々

に最適な治療法を設定し、最大の治療効果と最小の副作用の治療目標

を達成する、いわゆる個別化医療の実現と言える。  
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第 1 章  ボセンタンによる肝機能障害発症に関わる遺伝子マーカーの  

同定と予測モデルの構築  

 

緒 言   

ボセンタンの肝機能障害は、PAH 治療においてしばしば治療の妨げ

となるため、非常に重要な副作用である 18。そのため、これまでにも

ボセンタンによる肝機能障害関連遺伝子を探索する試みがいくつか行

われている。Markova らは、56 名（白人 61％、アジア人 15％、スペ

イン人 15％、アフリカ系アメリカ人 5％）の患者を対象にした試験を

行った。標的遺伝子は、ボセンタンの代謝に関連する CYP2C9、胆汁

酸の排泄トランスポーターでボセンタンによって阻害されることが知

られている ABCC2 および ABCB11、ボセンタンの肝細胞への取り込

みに関与している SLCO1B1 および SLCO1B3 などのボセンタンとの

関連が既知の遺伝子が選択された。結果として、CYP2C9*2 遺伝子が

AST （ Aspartate aminotransferase ） お よ び ALT （ Alanine 

aminotransferase）の上昇と有意に関連しており、ボセンタンによる

肝機能障害関連遺伝子として使用できる可能性が示唆された 23。  

しかし一方で、Roustit らは、23 例の患者を対象とした試験を実施

し、Markova らと同様に CYP2C9、SLCO1B1、SLCO1B3、ABCB11

などの遺伝子の影響を確認したところ、いずれの遺伝子もボセンタン

による肝機能障害との関連は認められなかった 24。  

以上より、ボセンタンによる肝機能障害関連遺伝子は、意見の一致

をみていない。  

 

そこで著者は、日本人におけるボセンタンによる肝機能障害関連遺

伝子の探索を試みることを計画した。その遺伝子探索の手法としてマ

イクロアレイを用いることとした。その理由は 2 つある。1 つ目は、

過去の報告はボセンタンとの関連が既知の候補遺伝子を標的とした研

究であった。しかし、マイクロアレイを用いることで、従来、ボセン

タンとの関連が知られていない、もしくは調べられていない遺伝子も
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対象とし、網羅的に肝障害関連遺伝子の探索を行うことが可能となる

ためである。もう 1 つの理由は、ボセンタンによる肝機能障害関連遺

伝子の可能性が示唆されている CYP2C9*2 の遺伝子多型は、日本人に

は発現しない遺伝子多型であることが知られている 25,  26。しかしなが

ら、本邦においてもボセンタンによる肝機能障害は諸外国と同様の頻

度で発生している。そのため、日本人で網羅的遺伝子探索を行うこと

で、これまで報告されていない日本人特有のボセンタンによる肝機能

障害関連遺伝子を抽出することが可能となると考えた。  

 

ボセンタン関連肝機能障害のリスク遺伝子を同定することができれ

ば、患者に投薬を開始する前に、患者の遺伝子の特徴を調べることで

ボセンタンによる肝機能障害が発生するか否かを予測することができ

る可能性がある。そして、ボセンタン関連肝機能障害のハイリスク患

者に対しては、他の薬剤を選択することで、副作用による治療の中止・

中断や、不十分な強度の治療期間が生じるリスクも、低下させること

ができることが期待される。そこで著者は、ボセンタン関連肝機能障

害の探索に関する研究を開始することとした。  
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第 1 節  実験材料および方法  

第 1 項  対象患者の抽出  

ボセンタン関連肝機能障害のリスク遺伝子を探索するために、2006

年 8 月から 2013 年 7 月までに神戸大学医学部附属病院もしくは医療

法人社団神鋼会神鋼病院（現  社会医療法人神鋼記念会神鋼記念病院）

に通院中の肺高血圧症患者で、1 年以上ボセンタンを継続投与してお

り、定期的に血液検査を行っている患者を対象とした。  

  

肝機能障害の定義を AST もしくは ALT を施設基準値の 1.5 倍以上  

（ULN（Upper limit normal）×1.5）  とした。ボセンタン投与開始

から 1 年以内に、AST もしくは ALT の上昇を認めた患者を肝機能障

害あり群、認めなかった患者を肝機能障害なし群とし、ボセンタン投

与以外の要因による AST・ALT の上昇や、ボセンタン投与開始時にす

でに高値の症例は除外することとした。  

 

なお、本研究を遂行するにあたり、プロトコールを神戸大学医学部

附属病院および神鋼病院の倫理審査委員会に提出し、承認を得た。ま

た、すべての患者に口頭と書面による十分な説明を行い、書面による

同意を得て行った。  
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第 2 項  DMETTM puls について  

 今回の実験系では、遺伝子探索にはアフィメトリクス社の DMETTM 

puls マイクロアレイを用いた。  

 

DMETTM puls は、薬物代謝酵素やトランスポーターに関連する遺伝

子や遺伝子マーカーを 1 枚のアレイで網羅的に測定可能としている。

得られた薬剤応答性の個人情報に基づき、ファーマコゲノミクスの臨

床応用に向けた研究を促進するために作製されたマイクロアレイであ

る。  

 

その特徴として、サンプルコール率およびサンプル再現率で優れた

性能を発揮し、正確なハプロタイプ解析が実現できる。そのため、薬

理学的研究やトランスレーショナル臨床研究、全臨床研究および開発

や臨床研究など幅広く用いることが可能となる。  

 

他の技術では容易に検出できない多くの遺伝的変異を含む 231 遺伝

子上（表 1-1）の 1,936 個の薬物代謝マーカーの解析が可能となり、

FDA によって評価されているほとんどの遺伝子マーカーを搭載して

いる。231 遺伝子の内訳は、第 1 相代謝酵素 76 種、第 2 相代謝酵素

62 種、トランスポーター52 種、その他 41 種である。  
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表 1-1 DMETTM puls 搭載遺伝子  

    

ABCB1  ALD H2  CO MT  CYP4 F3  EPH X2  MAO A  RPL1 3  S LC2 2 A14  TBXAS1  

ABCB4  ALD H3 A1  CRO T  CYP4 F8  FAAH  MAO B  RXRA  S LC2 5 A27  TPMT  

ABCB7  ALD H3 A2  CYP1 A1  CYP4 F1 1  FMO 1  MAT1 A  S E R P I N A 7  S LC2 8 A1  TPS G1  

ABCB11  AO X1  CYP1 A2  CYP4 F1 2  FMO 2  METTL1  S LC5 A6  S LC2 8 A2  TYMS  

ABCC1  APO A2  CYP1 B1  CYP4Z 1  FMO 3  N AT1  S LC6 A6  S LC2 8 A3  UG T1 A1  

ABCC2  ARN T CYP2 A6  CYP7 A1  FMO 4  N AT2  S LC7 A5  S LC2 9 A1  UG T1 A3  

ABCC3  ARS A  CYP2 A7  CYP7 B1  FMO 5  NN MT  S LC7 A7  S LC2 9 A2  UG T1 A4  

ABCC4  ATP7 A  CYP2 A13  CYP8 B1  FMO 6  NQ O 1  S LC7 A8  S LCO 1 A2  UG T1 A5  

ABCC5  ATP7 B  CYP2 B6  CYP1 1 A1  G6 PD  N R1 I2  S LC1 0 A1  S LCO 1 B1  UG T1 A6  

ABCC6  CA5 P CYP2 B7  CYP1 1 B1  GS TA1  N R1 I3  S LC1 0 A2  S LCO 1 B3  UG T1 A7  

ABCC8  CBR1  CYP2 C8  CYP1 1 B2  GS TA2  N R3 C1  S LC1 3 A1  S LCO 2 B1  UG T1 A8  

ABCC9  CBR3  CYP2 C9  CYP1 7 A1  GS TA3  O RM1  S LC1 5 A1  S LCO 3 A1  UG T1 A9  

ABCG1  CD A  CYP2 C18  CYP1 9 A1  GS TA4  O RM2  S LC1 5 A2  S LCO 4 A1  UG T1 A1 0  

ABCG2  CES 2  CYP2 C19  CYP2 0 A1  GS TA5  PG AP3  S LC1 6 A1  S LCO 5 A1  UG T2 A1  

ABP1  CHS T1  CYP2 D6  CYP2 1 A2  GS TM1  PN MT S LC1 9 A1  S PG 7  UG T2 B4  

ADH 1 A  CHS T2  CYP2 E1  CYP2 4 A1  GS TM2  PO N1  S LC2 2 A1  S PN  UG T2 B7  

ADH 1 B  CHS T3  CYP2 F1  CYP2 6 A1  GS TM3  PO N2  S LC2 2 A2  SU LT1 A1  UG T2 B1 1  

ADH 1 C  CHS T4  CYP2 J2  CYP2 6 C1  GS TM4  PO N3  S LC2 2 A3  SU LT1 A2  UG T2 B1 5  

ADH 4  CHS T5  CYP2S 1  CYP2 7 A1  GS TM5  PO R  S LC2 2 A4  SU LT1 A3  UG T2 B1 7  

ADH 5  CHS T6  CYP3 A4  CYP2 7 B1  GS TO 1  PPARD  S LC2 2 A5  SU LT1 B1  UG T2 B2 8  

ADH 6  CHS T7  CYP3 A5  CYP3 9 A1  GS TP1  PPARG  S LC2 2 A6  S LU T1 C2  UG T8  

ADH 7  CHS T8  CYP3 A7  CYP4 6 A1  GS TT1  PPP1 R9 A  S LC2 2 A7  SU LT1 C4  VK O RC1  

AH R  CHS T9  CYP3 A43  CYP5 1 A1  GS TT2  PRSS 53  S LC2 2 A8  SU LT1 E1  XDH  

AK AP9  CHS T10  CYP4 A11  D CK  GS TZ1  PTG IS  S LC2 2 A11  SU LT2 A1   

ALB  CHS T11  CYP4 B1  D PYD  H MG CR  Q PRT S LC2 2 A12  SU LT2 B1   

ALD H1 A1  CHS T13  CYP4 F2  EPH X1  HN MT RALBP1  S LC2 2 A13  SU LT4 A1   
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第 3 項  DMET アレイによる網羅的遺伝子解析  

 1）遺伝子の抽出  

解析対象となった 66 名の患者の全血検体より DNA 抽出を行った。

DNA の抽出には、QuickGene DNA whole blood kit S（倉敷紡績株式

会社）を用いた。  

 

まず、RNase-free water で溶解済みのキット添付の前処理酵素 30 

µL を 1.5 mL マイクロチューブの底に添加した。全血 200 µL を添加

し、直ちにキット添付の溶解液 250 µL を添加し、ピペットを用いて混

和した。  

 

2,500 rpm で 15 秒間ボルテックスミキサーで撹拌した。数秒間遠心

して回収した。  

 

56 度で 2 分間恒温保管した。  

 

特級エタノール（> 99％）を 250 µL 添加し、2,500 rpm で 15 秒間

ボルテックスミキサーで撹拌した。数秒間遠心して回収した。本操作

で溶解液完成となる。  

 

QuickGene-810（倉敷紡績株式会社）を用いて遺伝子の抽出を行っ

た。調製した溶解液の全量をカートリッジへ添加した。抽出モードは、

「DNA WHOLE BLOOD」モードを選択し、本体を起動させた。本体

停止後に、パネルが正常終了していることを確認して DNA を回収し

た。Nano Drop 2000（Thermo Fisher Scientific 社）で得られた DNA

量を確認し、60 ng/μL に調製した。  
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2）mPCR 反応  

DMETTM puls の遺伝子抽出の準備を進めた。  

Genomic Plate 1（GP1）の準備を行った。まず、60 ng/μL に調製

したサンプルと標品検体を準備した。標準検体は DMET Plus Premier 

Pack Kit （Affymetrix 社）に添付されている検体を使用した。  

 

DNA サンプルをボルテックスミキサーで撹拌し、2,000 rpm で 30

秒間遠心して回収した。調製した DNA サンプルおよび標準検体を 17 

µL ずつ 96 well プレートにセットした。96 well プレートを被覆材で

保護し、2,000 rpm で 30 秒間遠心して氷上で保管した。  

 

次に、Genomic Plate 2（GP2）の準備を行った。1×  TE Buffer, pH 

8.0（タカラバイオ社）を準備した。別の 96 well プレートに 10 µL ず

つ 1× TE Buffer を入れた。GP1 で準備したサンプルから 2 µL を GP2

に加えていった。軽くピペットを用いて混和した後に被覆材で保護し、

ボルテックスミキサーで撹拌した。2,000 rpm で 30 秒間遠心して氷冷

した。  

 

mPCR Master Mix の準備を行った。 QIAGEN Multiplex PCR 

Master Mix（QIAGEN 社）をボルテックスミキサーで撹拌し、遠心し

て氷冷した。Q-Solution（QIAGEN 社）を準備した。RNase-free water 

と  mPCR Primer Mix（QIAGEN 社）を混合し、遠心して氷冷した。

チューブに、QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 1,500 µL、mPCR 

Primer Mix 300 µL、5×Q-Solution 300 µL、RNase-free Water 600 µL

加え、ピペットを用いて混和し氷冷した。  

 

mPCR プレートの恒温保管を行った。新しい 96 well プレートに

mPCR Master Mix を 45 µL と GP2 から 5 µL を加え、軽くピペット

を用いて混和し、被覆材で保護し、ボルテックスミキサーで撹拌し、

2,000 rpm で 30 秒間遠心して回収した。サーマルサイクラーLife Pro



  

25 

 

（Bioer Technology 社）を用いて、室温下で図 1-1 の設定 mPCR を

行った。  

 

 

図 1-1 サーマルサイクラーの設定  

 

mPCR 終了後のプレートをサーマルサイクラーから取り出し、2 分

間氷冷し、2,000 rpm で 30 秒間遠心して回収した。希釈用の新しい 96 

well プレート（DP1、DP2）を準備し、混和した PCR Dilution Buffer

を 153 µL ずつ加えた。  

 

DP1 プレートには、mPCR 生成物を 5 µL ずつ加え、全量 158 µL と

し、ピペットを用いて混和した。次に DP1 生成物から 5 µL 秤取し、

DP2 プレートに加え、全量 158 µL とし、ピペットを用いて混和した。

DP2 のプレートを被覆材で保護し、氷冷した。  
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3）アニーリング  

次に Anneal Master Mix の準備を行った。DMET™ Plus Premier 

Pack に添付されている Pre-Amp Water 996 µL、Buffer A 300 µL、

Enzyme A 3.8 μL をチューブに入れ氷冷した。  

 

GP1 プレートを 2,000 rpm で 30 秒間遠心して氷冷した。Anneal 

Master Mix を 21.7 µL ずつ新しいプレートに入れ、GP1 から mPCR

生成物を 13.4 µL ずつ加え、ピペットを用いて混和し、被覆材で保護

した。  

 

作製したアニーリングパネルをボルテックスミキサーで撹拌し、

2,000 rpm で 30 秒間遠心して回収した。図 1-2 のプログラムでサーマ

ルサイクラーを設定し、起動させた。温度が 20 度に達する時にアニー

リングパネルをセットし、蓋を閉めた。最初の 95 度保持時間が終わる

時点で、サーマルサイクラーを停止させ、アニーリングパネルを取り

出し、2 分間氷冷する。アニーリングパネルを氷冷しながら、12 本の

チューブに DMET Plus Panel Kit box に添付されている DMET MIP 

Panel を等分した。アニーリングパネルに 5 µL の DMET MIP Panel

を加え、ピペットを用いて混和した。被覆材で保護してボルテックス

ミキサーで撹拌し、2,000 rpm で 30 秒間遠心して回収した。プレート

をサーマルサイクラーに戻し、再開した。サンプルを 16 時間恒温保管

した。  
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図 1-2 アニーリング工程でのサーマルサイクラーの設定  

 

 

4）増幅によるアッセイプレートの準備  

 Gap Fill Mix の準備を行った。DMET Plus Pre-Amp Kit box に添

付されている Gap Fill Mix1 および Gap Fill Mix 2 を遠心し、Gap 

Fill Mix 2 を 190 µL ずつチューブに分け、Gap Fill Mix1 を 10 µL ず

つ加え、ピペットを用いて混和した。作製した Gap Fill Mix を 14 µL

ずつチューブに分け、氷冷した。  

 

アニーリングしたプレートをサーマルサイクラーから取り出し、氷冷

して 2,000 rpm で 30 秒間遠心して回収した。サンプルに Gap Fill Mix

を 2.5 µL ずつ加え、ピペットを用いて混和した。被覆材で保護し、ボ

ルテックスミキサーで撹拌し、2,000 rpm で 30 秒間遠心して回収し

た。新しい 96 well プレートに 12 µL ずつ加え、被覆材で保護し、2,000 

rpm で 30 秒間遠心して回収した。サーマルサイクラーを図 1-3 に設

定し、起動させた。温度が 58 度に達したらプレートをセットし、反応

を開始させた。  
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図 1-3 アッセイプレート準備工程でのサーマルサイクラーの設定  

 

dNTP の準備を行った。DMET Plus Pre-Amp Kit box に添付されて

いる dNTP Mix を遠心して回収し、氷冷した。58 度を保持して 11 分

が経過した時点で、サーマルサイクラーを停止させ、アッセイプレー

トを取り出した。2 分間氷冷させ 2,000 rpm で 30 秒間遠心し、dNTP

を 5 µL ずつ加え、ピペットを用いて混和した。被覆材で保護し、2,000 

rpm で 30 秒間遠心して回収し、サーマルサイクラーに戻し、反応を

再開させた。  

 

DMET Plus Pre-Amp Kit box に添付されている Exo Mix を準備し

た。サーマルサイクラーの温度が 37 度になった時点で、サーマルサイ

クラーを停止させ、アッセイプレートを取り出し、2 分間氷冷し、2,000 

rpm で 30 秒間遠心した。サンプルに Exo Mix を 5 µL ずつ加え、ピペ

ットを用いて混和した。被覆材で保護し、ボルテックスミキサーで撹

拌し、2,000 rpm で 30 秒間遠心し、プレートをサーマルサイクラーに

戻し、再開させた。  

サーマルサイクラーが 95 度で 5 分間保持している間に、DMET Plus 

Pre-Amp Kit box に添付されている Universal Amp Mix を準備した。
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Cleavage Enzyme と TITANIUM Taq Polymerase を 取 り 外 し 、

Universal Amp Mix をボルテックスミキサーで撹拌し、遠心した。

Cleavage Enzyme と TITANIUM Taq Polymerase は遠心し、回収の

み行った。Universal Amp Mix に Cleavage Enzyme を 25 µL 加えた。

さらに、TITANIUM Taq Polymerase を 70 µL 加え、ピペットを用い

て混和した。95 度の保持時間が終わり 60 度となった時点で、サーマ

ルサイクラーを停止させ、アッセイプレートを取り出した。2 分間氷

冷し、2,000 rpm で 30 秒間遠心して回収した。サンプルに用意した

Universal Amp Mix を 30 µL ずつ加え、ピペットを用いて混和した。

被覆材で保護し、ボルテックスミキサーで撹拌し、2,000 rpm で 30 秒

間遠心し、サーマルサイクラーに戻し、反応を再開させた。  
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5）PCR Clean-up と PCR の Quality control（QC）確認  

 次に PCR Clean Up Mix の準備を行った。DMET Plus Labeling Kit 

box に添付されている PCR Clean Up Mix を氷冷し、サンプルに PCR 

Clean Up Mix 2.5 µL ずつ加え、ピペットを用いて混和した。被覆材

で保護し、ボルテックスミキサーで撹拌し、2,000 rpm で 30 秒間遠心

して回収し、サーマルサイクラーに戻し、図 1-4 に設定して起動させ

た。  

 

 

 

 

図 1-4  Clean-Up 工程でのサーマルサイクラーの設定  

 

サーマルサイクラー停止後、アッセイプレートを取り出し、 2,000 

rpm で 30 秒間遠心した。TE Buffer 8 μL と Loading Buffer 2 μL と

アッセイプレート生成物 2 µL を加え、ピペットを用いて混和した。被

覆材で保護し、十分に混和し、3％アガロースゲルに 10 µL を充填して

120 V で 20 分間電気泳動した。全てのサンプルにおいて PCR の QC

は問題ないことを確認した。  
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6）フラグメンテーションと二回目の QC 確認  

 次に、Fragmentation Master Mix の準備を行った。氷の上にセッ

トした新しいチューブに、DMET Plus Labeling Kit box に添付され

ている Fragmentation Buffer 60 μL と Post-Amp Water  536 µL を加

え、5 分間氷冷した。DMET Plus Labeling Kit box に添付されている

Fragmentation Reagent をフリーザーから取り出し、3 秒間遠心して、

すぐに氷冷し、Fragmentation Reagent 4.1 µL をチューブに加えた。

ボルテックスミキサーで撹拌し、2,000 rpm、3 秒間遠心して回収し、

すぐに氷冷した。  

 

アッセイプレートから 25 µL ずつ新しいプレートに移し、氷冷した。

Fragmentation Master Mix を 45 µL チューブにとり、10 µL ずつア

ッセイプレートに加え、ピペットを用いて混和した。被覆材で保護し、

ボルテックスミキサーで撹拌し、2,000 rpm で 30 秒間遠心して回収し

た。サーマルサイクラーにセットし、図 1-5 の設定をした。  

  

 

図 1-5 フラグメンテーションの工程でのサーマルサイクラーの設定  
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フラグメンテーション反応を終えたプレートから 10 µL ずつ新しい

プレートに移した。反応後のプレートは再び被覆材で保護した。新し

いプレートの反応液に Loading Buffer を 2 µL ずつ加え、ピペットを

用いて混和した。被覆材で保護し、ボルテックスミキサーで 3 秒間撹

拌し、2,000 rpm で 30 秒間遠心して回収した。10 µL の反応液を 3%

アガロースゲルに装填し、120 V で 24 分間電気泳動した。50 bp に集

中するバンドで、断片が< 120 bp であることを確認した。  

全てのサンプルにおいてフラグメンテーション後のサンプルの QC は

問題ないことを確認した。  
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 7）ラベリング  

次に、Labeling Master Mix の準備を行った。DMET Plus Labeling 

Kit box に添付されている Post-Amp Water 24 μL、DNA Labeling 

Reagent  54 μL、5× TdT Buffer  420 μL、TdT Enzyme  102 μL を加え、

ボルテックスミキサーで撹拌し、2,000 rpm で 3 秒間遠心して氷冷し

た。  

 

45 μL の Labeling Master Mix をチューブにとり、10 μL ずつ反応

液に加えた。ピペットを用いて混和し、被覆材で保護してボルテック

スミキサーで撹拌し、2,000 rpm で 30 秒間遠心した。プレートをサー

マルサイクラーに戻し、図 1-6 に設定して起動させた。  

  

図 1-6 ラベリング工程でのサーマルサイクラーの設定  
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8）ハイブリダイゼーション  

 ハイブリダイゼーションオーブンを起動させ、49 度に設定し、35 

rpm で回転させた。DMET Plus Hyb-Stain Kit box に添付されている

Hybridization 溶剤と Oligo Control Reagent をベンチ最上部に配置

して、室温で解凍した。解凍しているのを確認して、Oligo Control 

Reagent は氷冷した。ベンチの一番上の段でアレイを開封した。10 分

間室温でアレイを温めた。200 µL のピペットチップをアレイ右上にセ

ットした。ハイブリダイゼーションマスターミックスの準備として、

50 µL の Oligo Control Reagent を直接ハイブリダイゼーション溶剤

に加えた。10 回転倒混和し、混ぜ合わせた。reagent reservoir にハイ

ブリダイゼーションマスターミックスを加え、氷冷した。次に、ハイ

ブリダイゼーション用 96 well プレートを準備し、氷冷した。サンプ

ルのプレートを 2,000 rpm で 30 秒間遠心し、氷冷した。92 µL ずつハ

イブリダイゼーションマスターミックスをハイブリダイゼーション用

プレートに入れた。そこに、サンプルを 8 µL ずつ加え、ピペットを用

いて混和した。被覆材で保護し、ボルテックスミキサーで撹拌し、2,000 

rpm で 30 秒間遠心した。サーマルサイクラーを図 1-7 に設定し、95

度になった時点で停止し、プレートをセットして起動させた。  

 

図 1-7 ハイブリダイゼーション工程でのサーマルサイクラーの設定  

 

 10 分間恒温保管を行った後に、プレートを取り出し、2 分間氷冷し

た後、2,000 rpm で 30 秒間遠心して回収した。95 µL を吸い出し、ア

レイに注入した。ハイブリダイゼーションオーブンにアレイをセット

し、49 度 35 rpm で 16 時間恒温保管した。  
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 9）アレイの読み取り  

 アレイの読み取りは、Affymetrix GeneChip® Command Console を

用いて行った。DMET Plus Hyb-Stain Kit box に添付されている Stain 

Buffer、Hold Buffer と DMET Plus Premier Pack Reagent Kit box

に添付されている Wash Solution A、Wash Solution B を準備した。  

操作はパソコン上で行い、アレイの洗浄と焼き付けおよび読み込みを

行う。1 セットの洗浄と焼き付けが完了したら、そのアレイを取り出

し、スキャナーにセットして、パソコンを操作し、読み込みを行った。

洗浄操作に 6 時間ほど、読み込み時間は 6-7 時間を要した。  

結果は、保存用のフォルダーに取り込みを行った。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

36 

 

 第 4 項  統計解析  

 DMETTM puls によって得られた患者の遺伝子情報を肝機能障害あ

り群と肝機能障害なし群に分けて統計解析手法で解析を行った。  

  

1）個体の QC・SNP の QC 

まず、個体の QC（Quality control）を確認する目的で、個体の Call 

rate を確認した。個体の Call rate とは、1,936 変異の中で遺伝型が

Call された数の割合を示している。各個体について計算し、Call rate 

が 95%未満の個体については解析対象から除外、あるいは再タイピン

グした。  

 

次に、一塩基多型（Single Nucleotide Polymorphism : SNP）の QC

を確認した。66 検体すべての遺伝子情報の中から monomorphic SNP

（多型とならない SNP、すべてホモ接合体）を除外する必要があり、

アレル頻度 0.001 以下となる遺伝子は解析から除外することとした。  

 

次に、ハーディー・ワインベルグ（HWE）平衡を確認し、HWE 法

則への適合度検定を実施した。HWE 平衡とは、  

1. 集団のサイズが充分大きい   

2. この遺伝座に関して、雌雄間の交配がランダム（任意交配）である   

3. この遺伝子座に新たな突然変異が生じない   

4. 他集団から、あるいは、他集団への移住がない   

5. この遺伝子座に関して自然選択がない、つまり、遺伝子型間で適応

度に差がない   

という仮定条件下の集団において、ある遺伝子座に対立遺伝子 A、B 

が、それぞれの頻度 p、q にて存在する時、各遺伝子型頻度が  

A/A = p2 

A/B = 2pq 

B/B = q2 

となる法則を示している。  
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解析対象遺伝子の実測の遺伝子型を A/A、A/B、B/B の 3 群に分け、

それぞれの出現頻度を算出した。次に、それぞれの出現率をパーセン

トに変換した。次に、HWE の法則から各遺伝子型の出現期待値を算出

した。一例を示す。  

 

実測遺伝子型 A/A 50 名  

実測遺伝子型 A/B 13 名  

実測遺伝子型 B/B 3 名  

 

実測遺伝子型 A/A 割合①  75.8 % 

実測遺伝子型 A/B 割合②  19.7 % 

実測遺伝子型 B/B 割合③  4.5 % 

 

実測遺伝子型 A 割合  85.6 % 

実測遺伝子型 B 割合  14.4 % 

 

上記 A/A = p2、A/B = 2pq、B/B = q2 の法則にあてはめ、各遺伝子

型の出現期待値を算出した。  

HWE の法則からの A/A 出現期待値④  73.3 % 

HWE の法則からの A/B 出現期待値⑤  24.6 % 

HWE の法則からの B/B 出現期待値⑥  2.1 % 

 

HWE 法則への適合度検定のχ 2
hwe 値は、下記となる。  

χ 2
hwe = (① -④ )2 /④ )+(② -⑤ )2 /⑤+(③ -⑥ )2 /⑥  

 

この方法で各遺伝子のχ 2
hwe 値を算出した。χ 2 分布表を参照し、 

χ 2
hwe 値 13.82 以上となる場合に、HWE 法則への適合度検定 P < 0.001

となるため、それらの遺伝子を除外した。  
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2）Jonckheere-Terpstra trend 検定  

次に、解析対象となった 670 変異を対象に、変異アレル数の比に線

形傾向（トレンド）を認めるか検証するために、Jonckheere-Terpstra 

trend 検定を行った。  

まず、遺伝子の（A/A、A/B、B/B）を（0、1、2）と数値に変換した。  

肝機能障害あり群と肝機能障害なし群に分けて、Jonckheere-Terpstra 

trend 検定を実施し、P < 0.05 を有意差ありとした。  

 

3）多重共線性の排除  

次に、Jonckheere-Terpstra trend 検定で P < 0.05 となった遺伝子

を対象に、Spearman の順位相関係数を用いて多重共線性を確認した。

多重共線性とは、説明変数間で相関が非常に高い変数を複数同時に解

析に入れて多変量解析を行うと、正しい推計に悪影響を及ぼすことが

知られている。そのため、相関係数が高い説明変数の組み合わせは、

一方を削除する必要がある。  

Spearman の順位相関係数の絶対値が 0.9 以上の組み合わせのうち、

片方を削除することとした。  

 

4）ステップワイズ選択法  

Spearman の順位相関係数を確認し、残った遺伝子を対象にステッ

プワイズ選択法（変数増加法）を行った。ステップワイズ選択法とは

ロジスティック回帰モデルを検討する際の変数選択法であり、逐次選

択法とも呼ばれる。説明変数の絞り込みを行う際に頻用される手法で

ある。  

なお、今回得られている遺伝子は、背景に差のある患者集団から得

られている。そのため、患者背景を補正する目的で、背景に有意差の

あった年齢および血清クレアチニン値を説明変数に加えて、解析を行

うこととした。  
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5）ROC 解析  

推定精度を悪化させる要因となりうる説明変数として、一方の群の

アレル頻度が 0.000 である説明変数を解析から除外した。  

次に、得られた遺伝子および年齢・クレアチニン値を用いて ROC

（Receiver Operating Characteristic）解析を行い、肝機能障害予測

モデルの作成を行った。  

ROC 曲線から  

（１）真陽性（TP: true positive 病変ありを観察して、正しく「病変

がある」と答える）  

（２）偽陰性（FN: false negative 病変ありを観察して、誤って「病変

がない」と答える）  

（３）偽陽性（FP : false positive 病変なしを観察して、誤って「病変

がある」と答える）  

（４）真陰性（TN: true negative 病変なしを観察して、正しく「病変

がない」と答える）  

上記 4 分類を分けるカットオフ値から感度、特異度を算出する。感

度、特異度は下記で算出した。  

感度  = 真陽性  /（真陽性+偽陰性）  

特異度  = 真陰性  /（偽陽性+真陰性）  

 

カットオフ値は、「感度  – （1 – 特異度）」が最大値となる組み合わ

せから算出する Youden Index を用いて算出した。  

 

これらの解析は、R（R-2.7.0）および JMP10（SAS Institute Inc）

を用いて行った。  
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第 2 節  結 果  

第 1 項 対象患者  

 対象患者は 69 名であった。肝機能障害あり群は 26 名、肝機能障害

なし群は 43 名であった。そのうち、肝機能障害あり群の 3 名を除外し

た。その理由は、1 名はボセンタン投与開始 19 日目に心筋梗塞を発症

し、AST = 4.61×ULN ALT = 0.68×ULN となった。次の 1 例は、

自己免疫性肝炎があり、投与開始時にすでに AST = 9.58×ULN ALT 

= 10.26×ULN と上昇が見られた。最後の 1 例も慢性的に肝酵素上昇

があり、ボセンタン投与開始時にすでに AST = 2.35×ULN ALT = 

2.21×ULN と上昇が見られたために、解析から除外した。  

解析対象となった患者に、肝炎ウイルス感染症や脂肪肝など病理学

的にボセンタンによる肝機能障害に影響する要因がないことを確認し

た。  

 

解析対象となった患者背景を表 1-2 に示す。患者背景では、年齢お

よび血清クレアチニン値に両群間で有意な差があった。  

ボセンタン導入後に肝機能障害が発生した時の状況とその後の対応

について表 1-3 にまとめる。肝機能障害あり群は、ボセンタン投与に

よる肝機能障害から全例回復した。AST・ALT が ULN×1.5 以下まで

回復するために要した平均期間は、26.9±20.7 日であった。その後の

ボセンタンの継続・減量・中止の区分を表 1-4 にまとめる。  
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表 1-2 患者背景  

患者背景  
肝機能障害  

あり群  

肝機能障害  

なし群  
P 値  

患者数  (n) 23 43 - 

年齢  (範囲 ) 年  
65.0 

(50-75) 

54.8 

(14-84) 
P = 0.012 * 

男性 /女性   4/19 11/32 P > 0.05 

体 表 面 積  ( 範 囲 ) 

m2 

1.48 

(1.19-1.84) 

1.57 

(1.19-2.42) 
P > 0.05 

ボセンタン投与量  

(mg)  

188.86 

(62.5-250) 

213.66 

(62.5-250) 
P > 0.05 

I/HPAH (%) 4 (17.4%) 9 (20.9%) P > 0.05 

CTD-PAH (%) 6 (26.1%) 12 (27.9%) P > 0.05 

CHD-PAH (%) 0 (0.0%) 4 (9.3%) P > 0.05 

PoPH (%) 1 (4.3%) 0 (0.0%) P > 0.05 

LHD-PH (%) 1 (4.3%) 1 (2.3%) P > 0.05 

Lung-PH (%) 2 (8.7%) 4 (9.3%) P > 0.05 

Others (%) 9 (39.1%) 13 (30.2%) P > 0.05 

mPAP (mmHg) 34.9 (12-55) 40.4 (13-78) P > 0.05 

PVR 

(dyne*sec/cm5) 

610.8 

(46-1362) 

718.3 

(34-2771) 
P > 0.05 

CI (L/min/m2) 
2.57 

(1.44-6.29) 

2.53 

(1.39-4.29) 
P > 0.05 

AST (IU/L) 23.2 (14-44) 21.2 (10-38) P > 0.05 

ALT (IU/L) 17.6 (8-30) 16.7 (8-38) P > 0.05 

BNP (pg/mL) 
167.7 

(9.11-856.87) 

132.0 

(5.53-527.08) 
P > 0.05 

血清クレアチニン  

(mg/dL) 

0.66 

(0.42-1.07) 

0.79 

(0.44-1.41) 
P = 0.011 * 

eGFR  

(mL/min/1.73 ㎡ ) 

76.8 

(43.6-110.3) 

71.8 

(39-157) 
P > 0.05 

WHO 機能分類   

(範囲 ) 

2.7 

(2-4) 

2.86 

(2-4) 
P > 0.05 

*：Unpaired t-test,  
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表 1-3 肝機能障害あり群の肝機能障害発生状況とその後の対応  

患者  

肝機能障
害発生時

の  
ボセンタ
ン投与量

(mg) 

AST/ALT 
ピークま
での日数

(days) 

× 
ULN 

of 
AST 

× 
ULN 

of 
ALT 

肝障害
発生後
の対応  

認容でき
たボセン
タン投与
量 (mg) 

1 250 43 1.68 2.21 中止  - 

2 250 56 12.0

3 

21.2

1 

中止  - 

3 62.5 49 4.55 7.85 中止  - 

4 125 145 7.26 3.59 中止  - 

5 250 55 3.48 3.15 減量  125 

6 250 215 2.74 4.38 継続  250 

7 250 41 4.90 3.44 減量  125 

8 62.5 26 2.26 3.09 中止  - 

9 250 49 3.68 3.44 中止  - 

10 187.5 91 15.3

2 

12.6

8 

中止  - 

11 62.5 13 1.77 1.76 中止  - 

12 250 59 1.35 1.97 減量  125 

13 187.5 25 1.77 1.94 継続  125 

14 250 51 1.90 3.15 継続  250 

15 187.5 54 2.48 1.59 継続  250 

16 187.5 116 2.74 1.65 中止  - 

17 125 135 2.48 1.71 継続  125 

18 93.75 70 10.7

4 

18.0

0 

中止  - 

19 187.5 155 1.77 2.65 継続  250 

20 250 358 7.48 4.47 継続  250 

21 125 28 2.65 2.88 継続  125 

22 250 295 1.74 1.79 継続  250 

23 250 280 1.97 2.44 継続  250 
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 表 1-4 肝機能障害発生後の対応と回復までの期間  

肝障害発生後の対応  
回復するまでの期間

（日）  
患者  

中止  21 1 

中止  42 2 

中止  20 3 

中止  12 4 

中止  7 8 

中止  21 9 

中止  10 10 

中止  14 11 

中止  66 16 

中止  29 18 

減量  35 5 

減量  28 7 

減量  26 12 

継続  6 6 

継続  7 13 

継続  14 14 

継続  49 15 

継続  14 17 

継続  93 19 

継続  14 20 

継続  21 21 

継続  42 22 

継続  27 23 
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 第 2 項 個体の QC・SNP の QC 

 DMETTM puls によって得られた患者の遺伝子情報を肝機能障害あ

り群と肝機能障害なし群に分けて統計解析手法で解析を行った。   

まず、個体の QC（Quality Control）を確認する目的で、個体の Call 

rate つまり 1,936 変異の中で遺伝型が Call された SNP 数の割合を確

認した。今回得られた遺伝子では全ての個体の Call rate が 95%以上

であり、解析対象から除外すべき個体はなかった。  

次に、SNP の QC を確認した。66 検体すべての遺伝子情報の中から

すべてホモ接合体で多型とならない SNP、つまりアレル頻度 0.001 以

下となった 1,237 変異の説明変数を除外した。  

次に、HWE 平衡を確認し、HWE 法則への適合度検定を実施した。 

まず、解析対象遺伝子の実測の遺伝子型を A/A、A/B、B/B の 3 群に

分け、それぞれの出現頻度を算出した。次に、それぞれの出現率をパ

ーセントに変換した。次に、HWE の法則から各遺伝子型の出現期待値

を算出した。  

HWE 法則への適合度検定のχ 2
hwe 値 13.82 以上、つまり HWE 法則

への適合度検定 P < 0.001 となるため、不適合の 29 変異を除外し、そ

れ以外の 670 変異を抽出した。  
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第 3 項 Jonckheere-Terpstra trend 検定  

 解析対象となった 670 変異を対象に、変異アレル数の比に線形傾向

（トレンド）を認めるか検証するために、Jonckheere-Terpstra trend 

検定を行った。  

まず、遺伝子型の（A/A、A/B、B/B）を（0、1、2）と数値に変換し

た。肝機能障害あり群と肝機能障害なし群に分けて、 Jonckheere-

Terpstra trend 検定を実施し、 P < 0.05 を有意差ありとした。

Jonckheere-Terpstra trend 検定で 16 遺伝子多型が選択された（表 1-

5）。Jonckheere-Terpstra trend 検定で選択された遺伝子を表 1-6 に、

ヒートマップを図 1-8 に示す。Jonckheere-Terpstra trend 検定の P

値を示す（表 1-7）。  

表 1-5  Jonckheere-Terpstra trend 検定で選択された遺伝子の情報  

遺伝子  Rs番号  SNP P 値  

SLC13A1 rs6962039 SLC13A1_c.*1214C>T 0.0141 

CHST3 rs4148953 CHST3_c.*4770G>A 0.0182 

CHST13 rs6783962 CHST13_c.180+1473T>G 0.0191 

CHST13 rs1873397 CHST13_c.180+2676G>C 0.0191 

ABCB4 rs8187791 ABCB4_c.696C>T(A232A) 0.0208 

GSTA4 rs7496 GSTA4_c.*429G>A 0.0328 

SLC10A2 rs188096 SLC10A2_c.511G>T(A171S) 0.0361 

POR rs2286824 POR_c.*372G>A 0.0373 

SLC10A2 rs279941 SLC10A2_c.*315G>T 0.0395 

CYP2C18 rs41291550 CYP2C18_c.204T>A(Y68X) 0.0402 

CYP2C19 rs4986893 CYP2C19*3_17948G>A(W212X)  0.0402 

ABCC2 rs3740066 ABCC2_c.3972C>T(I1324I)  0.0412 

CHST13 rs4305381 CHST13_c.98-5237A>C 0.0451 

GSTA4 rs405729 GSTA4_c.*487G>A 0.0481 

GSTA4 rs367836 GSTA4_c.*137A>C 0.0481 

PPARG rs1152003 PPARG_c.*1411G>C 0.049 
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図 1-8 Jonckheere-Terpstra trend 検定で選択された遺伝子のヒート

マップ  
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表 1-6 Jonckheere-Terpstra trend 検定で選択された遺伝子  
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表 1-7 Jonckheere-Terpstra trend 検定の P 値  
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第 4 項 多重共線性の排除  

 次に、Jonckheere-Terpstra trend 検定で P < 0.05 となった説明変

数を対象に、Spearman の順位相関係数を用いて多重共線性を確認し

た。  

Spearman の順位相関係数の絶対値が 0.9 以上となった組み合わせを

示す（表 1-8）。  

Spearman の順位相関行列を図 1-9 に示す。  

 

表 1-8 Spearman の順位相関係数  

Spearman の順位相関係数  > 0.9 の組み合わせ  係数  

CHST13_c.180+1473T>G CHST13_c.180+2676G>C 1.0000 

SLC10A2_c.511G>T(A171S) SLC10A2_c.*315G>T 0.9915 

CYP2C18_c.204T>A(Y68X) CYP2C19*3_17948G>A 

(W212X) 

1.0000 

GSTA4_c.*487G>A GSTA4_c.*137A>C 1.0000 

 

右側の説明変数をこれ以降の解析から除外した。  
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図 1-9 Spearman の順位相関行列  
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第 5 項 ステップワイズ選択法  

Spearman の順位相関係数を確認し、残った 12 遺伝子を対象にステ

ップワイズ選択法（変数増加法）を行った。  

なお、今回得られている遺伝子は、背景に差のある患者集団から得

られている。そのため、患者背景を補正する目的で、背景に有意差の

あった年齢および血清クレアチニン値を説明変数に加えて、解析を行

うこととした。  

 

ステップワイズ選択法の結果、下記の 6 遺伝子および血清クレアチ

ニン、年齢が選択された（表 1-9）。  

 

 

表 1-9 ステップワイズで選択された遺伝子  

説明変数  rs 番号  P 値  

SLC13A1 rs6962039 0.03564 

CHST3 rs4148953 0.0092 

CHST13 rs6783962 0.0076 

ABCB4 rs8187791 0.00629 

GSTA4 rs7496 0.00778 

SLC10A2 rs188096 0.02578 

血清クレアチニン値  - 0.00204 

年齢  - 0.00606 
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 第 6 項 ROC 解析・候補遺伝子の選択  

 次に、得られた 6 遺伝子および年齢・クレアチニン値を用いて ROC 

（Receiver Operating Characteristic）解析を行い、肝機能障害予測

モデルの作成を行った。感度 100%、特異度 93.0%、AUC（area under 

the curve）0.99 という結果であった。  

 

血清クレアチニン値、年齢、選択された 6 遺伝子を用いた ROC 解析

の結果を図 1-10 に示す。   

 

図 1-10 6 遺伝子と年齢・血清クレアチニンの ROC 解析  

 

本解析は、AUC > 0.900 であり、この解析から作成した予測モデル

では、オーバーフィッティング（過学習）が起こると判断した。オー

バーフィッティングとは、本解析の限られた集団で適合できるモデル

を作成することが可能であるが、新たなデータを予測する事が不可能
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なモデルが出来てしまうことを指す。そのため、変数を減少させて予

測モデルを作成する必要があると判断した。  

 

まず、一方の群でアレル頻度 0.000 の説明変数を除外することとし、

ABCB4 (rs8187791) を解析から除外した。これは、肝機能障害なし群

患者は、全員 C/C の遺伝子型であり、変異アレルが存在していなかっ

た。この説明変数は、推定精度が悪くなる原因となるため、解析から

除外した。  

2 群間における 6 つの遺伝子多型の変異アレル頻度を下記の表 1-10

に示す。  

 

表 1-10 ステップワイズで選択された遺伝子の変異アレル頻度  

 SLC13A1 CHST3 CHST13 ABCB4 GSTA4 SLC10A2 

肝機能障害  

あり群  

0.1739 0.2391 0.1522 0.0870 0.0217 0.1957 

肝機能障害  

なし群  
0.4535 0.0698 0.3837 0.0000 0.1628 0.4070 

 

 

次に、SLC13A1、CHST3、CHST13、GSTA4、SLC10A2 の 5 遺伝

子から機能的な検討を行った。  

 

SLC13A1（Solute carrier family 13 member 1）は、腎臓で硫酸塩

の恒常性に関与する頂端膜で Na-硫酸塩共輸送体のタンパク質をコー

ドする遺伝子として知られている。NAS1、NaSi-1 とも呼ばれる。NaS1

硫酸塩輸送体は、薬物の解毒のためのスルホン化反応が効果的に行わ

れるために、血中硫酸塩レベルを十分に高く保つ機能を担っている。

NaS1 機能の低下がアセトアミノフェンによる肝機能障害と関連して

いるとの報告もあり、遺伝的な機能低下は肝機能障害と関連がある可

能性も指摘されている 27。  
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SLC10A2（Solute carrier family 10 member 2）は、Na-胆汁酸共

輸送体をコードする遺伝子である。ASBT（Apical sodium-dependent 

bile acid transporter）とも呼ばれる。このトランスポーターは、回腸

末端部における胆汁酸取り込みの主な機能を担っている。胆汁酸は、

コレステロール代謝の生成物であるので、このトランスポーターはコ

レステロール恒常性に重要である。このトランスポーターの遺伝子多

型が原発性胆汁酸吸収不全や家族性高トリグリセリド血症の発症と関

連がある可能性も指摘されている 28 。  

 

GSTA4 （Glutathione S-transferase alpha 4）グルタチオン S-

transferase の細胞質および膜結合型の形状は、2 つの異なったスーパ

ーファミリーによってコード化され、これらの酵素は毒物や薬物解毒

に関与し生体防御に関与するタンパク質をコードする遺伝子である。

αクラス遺伝子は 6 番染色体の上に集団で位置しており、脂質過酸化

物の解毒機能のあるグルタチオンペルオキシダーゼ活性と関連がある。

酸化反応によって生じる物質は、パーキンソン病、アルツハイマー病、

白内障の病態形成とアテローム硬化を含む多くの変性疾患との関連が

あると指摘されている 29。  

 

CHST3 遺伝子および CHST13 遺伝子は、硫酸基の供与体である活

性硫酸（PAPS, 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate） からコンド

ロイチン硫酸（CS）の N-アセチルガラクトサミン ( GalNAc ）のそれ

ぞれ 6 位および 4 位に、硫酸基を転移する反応を触媒する酵素をコー

ドする遺伝子である。それらの酵素は、それぞれ C6ST-1 および C4ST-

3 と呼ばれている。CS は、グリコサミノグリカン（GAGs）の 1 つで

あり、細胞表面や細胞外マトリックスのプロテオグリカン側鎖として、

普遍的に存在している。CS 鎖の硫酸化状態は、細胞接着、細胞増殖、

形態形成、脈管形成と軸索突起形成を含む広範囲にわたるプロテオグ

リカンの生物学的機能にとって重要である 30 。  
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これら 5 つの候補遺伝子の中から、機能的に関連のある CHST3 お

よび CHST13 を選択し、予測モデルを構築することとした。  

選択した遺伝子多型の情報を表 1-11 に示す。  

 

表 1-11 予測モデルに選択した遺伝子多型  

遺伝子  マーカー  Rs 番号  Chr Chr position 

CHST3 CHST3_c.*4770G>A rs4148953 10 72013241 

CHST13 CHST13_c.180+1473T>G rs6783962 3 126256669 

 

予測モデルに採用した遺伝子多型を絞り込む過程を図 1-11 にまとめ

る。  

 

図 1-11 ボセンタン関連肝機能障害リスク遺伝子の絞り込み過程  
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 第 7 項 ボセンタンによる肝機能障害の予測モデル構築  

 次に、CHST3 (rs4148953), CHST13 (rs6783962), 年齢、血清クレ

アチニン値を用いて予測モデルの構築を行った。  

まず、これら 4 つの説明変数を用いて ROC 解析を実施した。  

その結果、感度 82.61%、特異度 86.05%、AUC 0.89、カットオフ値  

0.4942 となり、良好な予測能を有している組み合わせであった。  

 

ROC 解析の結果を示す（図 1-12）。  

図 1-12 CHST3 と CHST13 および年齢・血清クレアチニンによる

ROC 解析  
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次に、ROC 解析から算出されたパラメータ推定値を用いて予測モデ

ル式を作成した（表 1-12）。  

 

表 1-12 予測モデルのパラメータ推定値  

項  スコア  モデルの係数  P 値  

切片  3.613 3.613 - 

血 清 ク レ ア チ ニ ン  

(mg/dL) 

3.5 3.5302 0.0279 

年齢  (年 ) -0.1 -0.1020 0.0045 

CHST3 -1.7 -1.7244 0.0130 

CHST13 2.5 2.4856 0.0008 

 

 

予測モデル式  

P = 1 /｛1 + EXP [3.613 + 3.5 × 血清ｸﾚｱﾁﾆﾝ －  0.1 × 年齢  －  1.7 

× CHST3 + 2.5 × CHST13｝  

 

 

 

本 予 測 モ デ ル 式 は 、 CHST3 (rs4148953) お よ び  CHST13 

(rs6783962) の遺伝子多型を評価し、w/w = 0、w/m = 1、m/m = 2 を

予測モデルに代入し、トータルスコアを計算する。  

トータルスコアが、カットオフ値 0.4942 以上であれば、その患者は

ボセンタン導入後 1 年以内に、施設基準値の 1.5 倍以上の AST もしく

は ALT の上昇を伴う肝機能障害を起こす可能性が高いと予測する。  
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第 3 節 考 察  

ボ セ ン タ ン に よ る 肝 機 能 障 害 関 連 遺 伝 子 を 探 索 す る 目 的 で 、

DMETTM puls マイクロアレイを用いて網羅的に遺伝子探索を行った。

これまでもボセンタンによる肝機能障害を探索する研究の報告がある

が、それらは全てボセンタンとの関連が既知の候補遺伝子を標的とし

た研究であった。これらの検討の中では、ボセンタン関連肝機能障害

関連遺伝子として CYP2C9*2 遺伝子多型が報告されている 23。しかし、

ボセンタンによる肝機能障害関連遺伝子の可能性が示唆されている

CYP2C9*2 の遺伝子多型は、日本人には発現しない遺伝子多型である

ことが知られている 25,  26。そのため、日本人で遺伝子探索を行うこと

で、日本人特有のボセンタンによる肝機能障害関連遺伝子を抽出する

ことが可能となると考えた。また、マイクロアレイを用いることでボ

センタンとの関連が知られている遺伝子と、関連が知られていない数

多くの遺伝子を同時に評価し、網羅的にリスク遺伝子を評価すること

が可能となる。そのため、これまでは未知の副作用メカニズムと関連

する遺伝子が選択される可能性もあり、ボセンタンによる肝機能障害

関連遺伝子の探索として有用な手法であると考えた。  

 

今回の遺伝子探索で抽出した CHST3 および CHST13 は、いずれも

CS 鎖の硫酸基を転移する反応を触媒する酵素をコードする遺伝子で

あった。グリコサミノグリカン（GAG）糖鎖の硫酸化と肺高血圧症患

者におけるボセンタンによる肝機能障害との関連を指摘した報告は著

者が調べ得た範囲では、見られなかった。  

 

CS 鎖は、グルクロン酸（ GlcA）と N-アセチルガラクトサミン

（GalNAc）の二糖が繰り返し重合した直鎖を基本骨格にもつ糖鎖構造

を有しており、代表的な硫酸化グリコサミノグリカン糖鎖である。CS

鎖は、細胞表面や細胞外マトリックスにプロテオグリカン側鎖として

存在し、様々な細胞増殖因子や細胞外マトリックス成分と相互作用し、

細胞接着、移動、増殖、分化、形態形成といった多彩な細胞活動を制
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御している。さらに CS 鎖の硫酸化の状態は、広範囲にわたるプロテ

オグリカン生物学的機能にとって重要である 31 。  

CS 鎖の基本骨格は、生合成過程で基質特異性の異なる複数の硫酸基

転移酵素の作用により主に GlcA 残基の 2 位や GalNAc 残基の 6 位や

4 位で硫酸化修飾を受ける。その結果、生合成される CS 鎖は、特徴的

な二糖類単位（O、A、C、D、E ユニット）の組み合わせから構成され、

多様な構造を示す。（図 1-13）これらの修飾反応は、生体内で無秩序に

進行するわけではなく、各硫酸基転移酵素の競合的あるいは協調的作

用によって厳密に制御されている 32 。  

CHST3 と CHST13 は、それぞれコンドロイチン 6-O-スルホトラン

スフェラーゼ（C6ST） -1 とコンドロイチン 4-O-スルホトランスフェ

ラーゼ（C4ST） -3 をコードする。C6ST-1 および C4ST-3 は、硫酸基

の 供 与 体 で あ る 活 性 硫 酸 （ PAPS, 3'-phosphoadenosine 5'-

phosphosulfate）から CS の N-アセチルガラクトサミン（GalNAc）の

それぞれ、6 位および 4 位に硫酸基を転移する反応を触媒する酵素で

ある 31 。  

  

図 1-13 CS 鎖の構成二糖類単位硫酸化経路 文献 41 より著者作成。図中の 4S および 6S

は水酸基が硫酸基に置換されていることを示す  

 

CHST3 遺伝子変異による C6ST-1 機能異常は、進行性脊髄性病変を

伴う重篤な軟骨異形成である脊椎骨端異形成オマーンタイプ（SED: 
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Spondyloepiphyseal dysplasia omani type）との関連が知られている

31。臨床的には、著しい骨形成異常による脱臼や骨折、成長障害を来す。

疾病関連遺伝子として同定された CHST3 のミスセンス変異は、PAPS

結合部位でアルギニンがグルタミンに変異（R304Q）しており、完全

に C6ST-1 活性が消失する 33。その結果、SED 患者では、GalNAc 残

基の 6 位に硫酸基を転移する反応が起こらなくなるため、C ユニット、

D ユニットの生成が低下している 33。また、ゲノムワイドの手法を用

いた研究では、CHST3 が腰椎椎間板変性症（LDD）と関連があること

が明らかになった 34。これらのことが示す通り、C6ST-1 により GalNAc

残基の 6 位に硫酸基を転移された CS は、骨生育や維持において非常

に重要な役割を果たしている 30。このように、生体において C6ST と

C4ST の硫酸基転移は競合的に制御されており、その比率の著しい変

化は生体に大きな影響を及ぼす。これまでの報告からも C6ST-1 を過

剰発現させたトランスジェニックマウスの脳では、発達に伴う 4-O-硫

酸化 /6-O-硫酸化比率の増加が抑制され、通常成熟に伴って失われる神

経可塑性が持続することも報告されている 35。今回著者が作成した予

測モデルにおいても、CHST3 と CHST13 の変異による影響が、逆の

符号を示していることは、興味深い点である。このモデルでは、CHST3

に遺伝子変異があれば肝機能障害のリスクが低下すると考えられるが、

これまでの報告と合わせて考えると 4-O-硫酸化 /6-O-硫酸化比率が関

与している可能性もあり、より詳細な解析を行う必要があると考えら

れる。  

 

また、CS 鎖はデルマタン硫酸（DS）やヘパラン硫酸（HS）、ヒアル

ロン酸（Hya）とならび肝臓においてみられる GAG の中の 1 つである

36。ラットを用いた急性肝障害モデルによる検討では、急性肝障害を誘

発した直後から HS は減少し、CS および DS は代償的に増加すること

が知られている 36。疾病動物モデルによる検討では、CS が肝臓損傷後

の肝線維化ならびに肝細胞再生の過程において重要な役割を果たすこ

とが証明されている 37,  38。また、アルコール性肝炎患者による検討で、
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慢性アルコール性肝炎進行期においても GAG の増加が認められ、そ

の硫酸化プロファイルが変化することが報告されている 39。これらの

ことから、CHST3 および CHST13 による変異によって CS の硫酸化

プロファイルに影響を与え、それがボセンタンによる肝機能障害への

忍容性に影響している可能性があると考えられる。  

 

今 回 の 検 討 で 抽 出 さ れ た CHST3 rs4148953 お よ び CHST13 

rs6783962 は、いずれも非転写領域の SNP であり、転写されるアミノ

酸に影響するものではなかった。非転写領域の SNP が転写によって生

成される酵素にどのような影響を与えているのかは、今回の研究系に

含まれていない。今後、機能的な解明も含めたさらなる検討が必要と

考える。  

 

また、今回構築した予測モデルは、感度 82.61%、特異度 86.05%と

見積もられた。しかし、本予測モデルは限られた集団からの後ろ向き

の検証から抽出したモデルなので、真の予測精度は別の集団で検証し

た方がよいと考えている。そのため、別の患者集団に本予測モデルを

適用した時の感度、特異度を評価する必要がある。  
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第 4 節 小 括  

 ボセンタンを用いて治療されている 66 名の肺高血圧症患者から遺

伝子を抽出し、DMETTM puls マイクロアレイを用いて網羅的に 231 遺

伝子、1,936 変異の中からボセンタンによる肝機能障害関連遺伝子の

探索を行った。その結果、以下の新しい知見を得た。  

 

1. ボセンタンによる肝機能障害関連遺伝子の候補遺伝子として、

SLC13A1、CHST3、CHST13、GSTA4、SLC10A2 の 5 つの遺伝子

を抽出した。  

 

2. いずれの遺伝子も、ボセンタンの代謝や副作用との関連は知られて

いない遺伝子であった。  

 

3. 5 つの候補遺伝子の中から、機能的に関連のある CHST3 および

CHST13 を最終的に予測モデルに採用した。CHST3 と CHST13 は、

CS の GalNAc 残基のそれぞれ 6 位と 4 位に、硫酸基を転移する反

応を触媒する酵素の遺伝子であった。  

 

4. 選択した遺伝子と血清クレアチニンおよび年齢でボセンタン関連

肝機能障害に関する予測モデルを構築した。  

 

5. ボセンタンによる肝機能障害の予測モデル式は、下記であった。  

P = 1 /｛1 + EXP [3.613 + 3.5 × 血清ｸﾚｱﾁﾆﾝ －  0.1 × 年齢  －  

1.7 × CHST3 + 2.5 × CHST13｝  

 

6. 予測モデルは、感度 82.61%、特異度 86.05%と高い予測精度である

と見積もられた。  
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第 2 章  ボセンタンによる肝機能障害発症の予測モデルの妥当性検証  

 

緒 言  

 第 1 章で 66 名のボセンタン治療中の肺高血圧患者から DMETTM 

puls マイクロアレイを用いてボセンタンによる肝機能障害に関与する

遺伝子を網羅的に探索した。予測モデルは後ろ向きに遺伝子を抽出し、

限られた集団の中から遺伝子を同定したために、この予測モデルが他

の集団で通用するモデルであるかを検証する必要がある。他の集団で

検証する方法としては、下記の 3 つの方法を考慮した。  

 

①  ボセンタン導入前に、患者の遺伝子から肝機能障害のリスク評価を

行う。リスク評価の結果に関わらず、ボセンタンを投与する。その

後の肝機能障害発生状況と合わせて、ボセンタンによる肝機能障害

をどれくらいの精度で予測していたかを検証する。  

 

②  ボセンタン導入前に、遺伝子を評価する群としない群の 2 群に分け

る。遺伝子を評価する群は、予測モデルのスコアがカットオフ値以

上の高リスク群は、他の ERA を選択し、カットオフ値以下の低リ

スク群は、ボセンタンを選択する。この個別化により、遺伝子を評

価しない群よりも、肝機能障害の発生を抑制することができるかの

前向き試験を実施する。  

 

③  1 年以上ボセンタンを投与している患者で、遺伝子抽出に参加して

おらずボセンタン導入時の状況を確認できる患者の遺伝子を評価

し、後ろ向き試験で予測モデルの精度を検証する。  

 

近年、肺高血圧治療領域において新薬開発が活発に進んでいる。ERA

の中でボセンタンは最初に開発された薬剤であるが、現在では ERA と

してボセンタン、アンブリセンタン、マシテンタンの 3 剤が上市され

ている。新薬による新しいエビデンスの影響で、肺高血圧患者へのボ
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センタンの新規導入は近年減少傾向にあり、前向き試験を行っても患

者のエントリーを十分確保できない可能性が高いと判断した。そのた

め、検討の結果、③の手法で予測モデルの精度を検証することとした。

また、今回のボセンタンによる肝機能障害発症の予測モデルの妥当性

検証では、検証に必要な症例数を算出し 40、必要症例数を目標に検証

を行うこととした。  
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第 1 節  実験材料および方法  

第 1 項  対象患者の抽出  

ボセンタン関連肝機能障害の予測モデルの推定精度を検証するため

に、2016 年 8 月に、社会医療法人神鋼記念会神鋼記念病院通院中の肺

高血圧症患者で、1 年間以上継続してボセンタンを投与されており、

ボセンタン導入時から、定期的に血液検査を行っている患者を対象と

した。  

 

採血時の残検体を用いて、遺伝子を抽出し、リスク遺伝子の評価を

行った。得られた遺伝子評価から予測モデルのトータルスコアと、ボ

センタン導入時から 1 年の肝機能障害の有無を合わせて評価した。  

肝機能障害の定義を AST もしくは ALT を施設基準値の 1.5 倍以上

とした。ボセンタン投与開始から 1 年以内に、AST もしくは ALT の

上昇を認めた患者を肝機能障害あり群、認めなかった患者を肝機能障

害なし群とし、ボセンタン投与以外の要因による AST・ALT の上昇や、

ボセンタン投与開始時にすでに高値の症例は除外することとした。  

 

なお、本研究を遂行するにあたり、プロトコールを神鋼記念病院の

倫理審査委員会に提出し、承認を得た。また、すべての患者に口頭と

書面による十分な説明を行い、書面による同意を得て行った。  
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第 2 項  リスク遺伝子の評価  

 患者 1～5 の CHST3 (rs4148953) および CHST13 (rs6783962) の

遺伝子多型について評価を行った。  

まず、患者の全血から遺伝子の抽出を行った。抽出には、QuickGene 

DNA whole blood kit S（倉敷紡績株式会社）を用いた。  

 

RNase-free water で溶解済みのキット添付の前処置酵素  30 µL を

1.5 mL マイクロチューブの底に添加した。これに全血 200 µL を添加

し、直ちに  キット添付の溶解液  250 µL を添加し、すぐにピペットを

用いて混和を行った。  

 

2,500 rpm で 15 秒間ボルテックスミキサーで撹拌した。数秒間遠心

して回収した。  

 

56 度で 2 分間恒温保管した。  

 

特級エタノール（> 99％）を 250 µL 添加し、2,500 rpm で 15 秒間

ボルテックスミキサーで撹拌した。数秒間遠心して回収した。  

 

QuickGene-810（倉敷紡績株式会社）を用いて遺伝子の抽出を行っ

た。調製した溶解液の全量をカートリッジへ添加した。抽出モードは、

「DNA WHOLE BLOOD」モードを選択し、本体を起動させた。  

本体停止後に、パネルが正常終了していることを確認して DNA を

回収した。Nano Drop 2000（Thermo Fisher Scientific 社）で得られ

た DNA 量を確認し、10 ng/μL に調製した。  

 

次に、測定用 Master Mix を作製した。1.5 mL マイクロチューブに

1 検体あたり Master Mix 5 µL、測定するターゲットの Assay Mix 

（primer）0.5 µL、RNase-free water 2.5 µL を加えた。リアルタイム  

PCR システム  StepOnePlus（Applied Biosystems 社）の専用チュー

ブに 1 検体あたり 8 µL ずつ分注した。10 ng/µL に調製した DNA を 2 
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µL 分注し、ピペットを用いて混和した。STEP ONE 専用チューブに

蓋をして、ボルテックスミキサーで十分に撹拌し、遠心して回収した。  

Master Mix お よ び PCR プ ラ イ マ ー CHST3 (rs4148953 ）

C__30633892_10 および CHST13 (rs6783962) C__29114539_20 は

Applid Biosystems 社から購入した。  

 

 

StepOnePlus を用いて PCR を行った。PCR の設定を示す（図 2-1）。  

 

図 2-1 PCR 設定  

 

 

第 3 項 予測モデルの妥当性検証に必要な症例数  

 今回の検証研究を行うのに必要な症例数を検証した。効果量 0.67、

有意水準 0.05、検出力 0.8 と設定した。効果量 0.67 は、第 1 章で予測

モデルを作成した 66 例のデータからχ二乗検定を行い、クラメールの

連関計数を算出し、効果量としてあてはめた。  

算出には、ソフトウェア G*power（G*Power 3.1.9.2）を用いた。  
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第 2 節  結 果  

第 1 項  対象患者  

本研究には、5 名の患者がエントリーした。対象となった 5 名の患

者の背景を示す（表 2-1）。導入時に患者が使用していた併用薬を示す

（表 2-2）。  

 

表 2-1 患者背景  

 患者 1 患者 2 患者 3 患者 4 患者 5 

年齢  (年 ) 35.0 76.1 76.4 81.8 65.6 

性別  男性  女性  女性  女性  女性  

BSA (m2) 1.99 1.81 1.30 1.29 1.51 

AST (IU/L) 16 15 17 30 17 

ALT (IU/L) 17 14 12 22 15 

BUN (mg/dL) 11.8 14.6 10 31.4 14.5 

血清クレアチニン

(mg/dL) 

0.56 0.72 0.63 1.0 0.66 

eGFR  

(mL/min/1.73 m2) 

131.9 59.3 68.6 40.6 68.2 

BNP (pg/mL) 46.2 92.9 186 571 81.2 

CI (L/min/ m2) 5.68 2.27 2.32 2.21 4.33 

PVR 

(dyne*sec/cm5) 

28.3 176 259 251 325 

mPAP (mmHg) 24 22 13 35 33 

基礎疾患  SSC MCTD 

PAH 

SSC  

指尖潰瘍  

ASD 

PAH 

SSC 

PAH 

ボセンタン導入  

1 年 後 の 投 与 量  

(mg/day) 

250 250 250 250 250 
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全ての患者で、ボセンタン導入 1 年後時点で保険適用の最高用量で

ある 250 mg まで増量されていた。  

 患者 1～4 は、ボセンタン導入後 1 年以内に施設基準値の 1.5 倍以上

の AST および ALT の上昇を認めなかった。  

 患者 5 は、ボセンタン導入 3 週間後にボセンタン 125 mg/日で投与

中に、AST（2.74×ULN）および ALT（1.94×ULN）の上昇を認めた。

ウルソデオキシコール酸を追加し、そのまま投与を継続したところ、

14 日後に AST および ALT は正常化した。  

 

 

表 2-2 ボセンタン導入時の併用薬  

患者 1 

薬品名  投与量  薬品名  投与量  

シルデナフィルクエン酸塩  60 mg ラベプラゾールナトリウム  20 mg 

トリメブチンマレイン酸塩  300 mg 酸化マグネシウム  1500 mg 

レボチロキシンナトリウム  50 µg サルポグレラート塩酸塩  300 mg 

エルデカルシトール  0.75 µg モサプリドクエン酸塩  15 mg 

ベニジピン塩酸塩  4 mg メトクロプラミド  15 mg 

プレドニゾロン  15 mg アレンドロン酸ナトリウム

水和物  

35 mg 

(週 1 回 ) 

 

 

 

患者 2 

薬品名  投与量  薬品名  投与量  

ランソプラゾール  15 mg   
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患者 3 

薬品名  投与量  薬品名  投与量  

ベラプロストナトリウム  120 µg アセトアミノフェン  1600 mg 

フロセミド  20 mg プレドニゾロン  2.5 mg 

スピロノラクトン  25 mg 乾燥硫酸鉄  105 mg 

ラベプラゾールナトリウム  10 mg   

 

患者 4 

薬品名  投与量  薬品名  投与量  

ベラプロストナトリウム  20 µg イフェンプロジル酒石酸塩  300 mg 

バゼドキシフェン酢酸塩  20 mg アルファカルシドール  0.5 µg 

ラニチジン塩酸塩  150 mg ニトレンジピン  10 mg 

セリプロロール塩酸塩  100 mg アスピリン、アルミニウム  

グリシネート配合錠  

81 mg 

 

患者 5 

薬品名  投与量  薬品名  投与量  

ベラプロストナトリウム  60 µg ランソプラゾール  15 mg 

タダラフィル  10 mg フロセミド  20 mg 

ワルファリンカリウム  3 mg スピロノラクトン  25 mg 

 

ボセンタン導入時に、ボセンタンの添付文書に設定されている併用

禁忌薬剤を使用している患者はいなかった。患者 1、3、4、5 と 5 名

中 4 名の患者で併用注意薬剤の使用が認められた。  

 

患者 1 は、シルデナフィルクエン酸塩、ベニジピン塩酸塩が併用注

意に該当した。患者 3 は、ベラプロストナトリウムが併用注意に該当

した。患者 4 は、ベラプロストナトリウム、ニトレンジピンが併用注

意に該当した。患者 5 は、ベラプロストナトリウム、ワルファリンカ

リウムが併用注意に該当した。  



  

77 

 

併用注意薬剤の理由と影響についてまとめる。  

患者 1 が使用していたシルデナフィルは、⑴ボセンタンとの併用に

より、血圧低下を助長するおそれがある。これは、両剤の薬理学的な

相加作用の影響と考えられる。⑵ボセンタンとの併用により、シルデ

ナフィルの血中濃度が低下し、ボセンタンの血中濃度が上昇する。こ

れは、ボセンタンの CYP3A4 誘導作用により、シルデナフィルの血中

濃度を低下させる。また、機序は不明であるが、シルデナフィルはボ

センタンの血中濃度を上昇させる。  

患者 1 および 4 が使用していたベニジピン塩酸塩およびニトレンジ

ピンは、いずれも Ca 拮抗薬であり、⑴  ボセンタンとの併用により、

血圧低下を助長するおそれがある。これは、両剤の薬理学的な相加作

用の影響と考えられる。⑵ボセンタンとの併用により、ボセンタンの

CYP3A4 誘導作用により、Ca 拮抗薬の血中濃度を低下させる可能性が

ある。  

患者 3、4 および 5 が使用していたベラプロストは、プロスタグラン

ジン製剤であり、ボセンタンとの併用により､  血圧低下を助長する可

能性がある。これは、両剤の薬理学的な相加作用の影響と考えられる。  

患者 5 が使用していたワーファリンカリウムは、ボセンタンとの併

用により、ワルファリンの血中濃度が低下することがある。これは、

ボセンタンの CYP2C9 および CYP3A4 誘導作用により、ワルファリ

ンの血中濃度が低下するためである。  

いずれの併用注意薬剤も、肝機能障害に直接的に影響している可能

性は低いと考えられた。  
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 第 2 項  リスク遺伝子の評価と予測モデルへの適用  

5 名の患者から得られた CHST3 および CHST13 の遺伝子型を示す  

（表 2-3）。  

 

表 2-3 リスク遺伝子の遺伝子型  

 患者 1 患者 2 患者 3 患者 4 患者 5 

CHST3 

(rs4148953) 

G/G A/G G/G G/G G/G 

CHST13 

(rs6783962) 

G/T G/T T/T G/T T/T 

 

 

次に、PCR で得られた患者の遺伝子型から各遺伝子のスコアに w/w 

= 0、w/m = 1、m/m = 2 に変換を行った。次に、血清クレアチニン値

および年齢の情報と合わせた。各スコアおよび非遺伝子説明変数の値

を示す（表 2-4）。  

 

表 2-4 リスク遺伝子のスコアと血清クレアチニンおよび年齢  

 患者 1 患者 2 患者 3 患者 4 患者 5 

CHST3 

(rs4148953) 

0 1 0 0 0 

CHST13 

(rs6783962) 

1 1 0 1 0 

血清クレアチニン  

(mg/dL) 

0.56 0.72 0.63 1.0 0.66 

年齢  (年 ) 35.0 76.1 76.4 81.8 65.6 

 

 

 

 

 

 

 



  

79 

 

 

次に、予測モデル式にあてはめ、トータルスコアを算出した。  

 

P = 1 /｛1 + EXP [3.613 + 3.5 × 血清ｸﾚｱﾁﾆﾝ －  0.1 × 年齢  －  

1.7 × CHST3 + 2.5 × CHST13｝  

 

 

トータルスコアが、カットオフ値 0.4942 以上であれば高リスク群、

0.4942 以下であれば低リスク群と判別した。トータルスコアとリスク

判定結果を示す（表 2-5）。  

 

表 2-5 トータルスコアとリスク判定  

 患者 1 患者 2 患者 3 患者 4 患者 5 

トータルスコア   0.01099 0.7006 0.8768 0.2184 0.6800 

リスク判定  低リスク  高リスク  高リスク  低リスク  高リスク  
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 第 3 項  予測モデルの予測性能  

 5 名の患者の予測モデルの予測精度をクロス集計表でまとめる（表

2-6）。  

 

表 2-6 予測モデルと肝機能障害発生のクロス集計  

 肝障害あり  肝障害なし  

高リスク群  1 2 

低リスク群  0 2 

 

 

今回行った 5 例では予測モデルの推定精度は、下記の様に算出され

た。  

感度 : 肝機能障害ありの患者中の高リスク患者の割合 1/(1+0) = 100% 

特異度 : 肝機能障害なしの患者中の低リスク患者の割合 2/(2+2) = 50% 

 

 第 4 項  検証に必要な症例数  

G*power を用いて今回の検証研究を行うのに必要な症例数を算出

したところ、効果量 0.67、有意水準 0.05、検出力 0.8 と設定すると 18

症例と算出された。  
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第 3 節  考 察  

第 1 章で 66 例の患者から、2 つの遺伝子多型と 2 つの臨床指標（血

清クレアチニンおよび年齢）を用いることでボセンタン関連肝機能障

害の発生を予測する予測モデルを構築した。本モデルは、理論的に感

度 82.61%、特異度 86.05%と見積もられた。第 2 章の検証では、予測

モデルの推定精度を確認するために他の集団で 5 例の患者にあてはめ

てみたところ、感度 100％、特異度 50％という結果であり、理論値と

は異なる結果であった。これは、サンプルサイズが不足していたため

と考えられ、この結果から予測モデルの妥当性を判断することはでき

ない。今回の検証研究では、統計学的検証に耐え得る必要サンプルサ

イズには 18 症例必要と算出されたが、単施設では十分な患者のエント

リーを確保することが出来なかった。肺動脈性肺高血圧症が希少疾患

であること、ボセンタンの新規導入症例が減少傾向にあることを踏ま

えると、本検証を完了させるためには今後、他の施設とも協力して症

例数を追加し、検証研究を行う必要があると考えている。  

 

今回行った検証では、予測モデルの構築を行う際に併用薬の影響を

評価できていない。今回の研究を含め、多くのゲノム薬理学研究では、

医薬品相互作用を十分に評価して行っている研究は多くない。ゲノム

薬理学研究では非常に多くの遺伝子を説明変数として取り扱うために、

医薬品相互作用による影響で集団を細分化することが困難であるとい

うのも原因の 1 つと考えられる。しかし、薬物間相互作用の影響によ

り研究対象となる薬剤の副作用プロファイルが変化する可能性は大い

にある。今回のボセンタンの検証研究では、添付文書に記載されてい

る範囲の併用注意薬情報では、ボセンタンの血中濃度を変動させ、研

究結果に影響すると考えられる併用薬の使用は見られなかった。しか

し、ボセンタンとの相互作用が未知の組み合わせや、複合的な要因に

よって、ボセンタンの血中濃度の変動が起こる可能性もある。今後の

ゲノム薬理学研究では、血中濃度測定や相互作用シミュレーションと

組み合わせて検証するなど、薬物動態学的なアプローチも併せて行い、
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薬物間相互作用に関する検証も重要になるのではないかと考えている。 

今回の検証では、添付文書で規定されているボセンタンの併用禁忌

薬剤を使用している患者はいなかった。患者 1、3、4、5 と 5 名中 4

名の患者で併用注意薬剤の使用が認められた。  

患者 1 は、シルデナフィルクエン酸塩、ベニジピン塩酸塩が併用注

意に該当した。患者 3 は、ベラプロストナトリウムが併用注意に該当

した。患者 4 は、ベラプロストナトリウム、ニトレンジピンが併用注

意に該当した。患者 5 は、ベラプロストナトリウム、ワルファリンカ

リウムが併用注意に該当した。いずれの併用注意薬剤も、肝機能障害

に直接的に影響している可能性は低いと考えられた。  

しかし、添付文書に記載されている併用注意の組み合わせは、必ず

しも臨床で使用される組み合わせをカバーしているとは言えない。例

えば、最近の研究でバンコマイシン（VCM）投与患者でのピペラシリ

ン /タゾバクタム（TAZ/PIPC）併用が、急性腎障害（AKI）発症を増加

させると報告された 41。この報告では、系統的レビューとメタ解析に

より、VCM 単独、VCM とセフェピム（CFPM）またはカルバペネム

併用、VCM と TAZ/PIPC 併用の AKI リスクを比較した。15 件の論文

と 17 件の学会発表が選択され、n = 24,799 の解析結果で、全体の急

性腎障害発生率は 16.7%、うち VCM+TAZ/PIPC 併用群が 22.2%、そ

れ以外では 12.9%であった。VCM・TAZ/PIPC 併用による AKI リスク

は、VCM 単独（オッズ比 3.40）と他の群よりも高かった。重症患者（n 

= 968）での VCM・TAZ/PIPC 併用は、VCM 単独と比して AKI リス

クを大きく高めたが（オッズ比 9.62）、他の群では有意差がなかった

41。このように非常に高いレベルのエビデンスにより明らかになって

いる情報があっても、必ずしも添付文書に反映されるわけではない。

事実として、現在ゾシン®静注用（大鵬薬品工業株式会社）の添付文書

には、VCM が併用注意として記載されているが、塩酸バンコマイシン

点滴静注用®（塩野義製薬）の添付文書には、TAZ/PIPC は記載されて

いない。  
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医薬品相互作用を正確に評価する場合に、肝臓でのボセンタンの組

織濃度などを定量するためには、肝生検が必要となるなど侵襲の問題

などで困難な点が多い。しかし、最近の研究でボセンタンの薬物動態

学的パラメータを用いて、併用薬存在下やボセンタンの薬物動態に関

与する P450 および肝臓への取り込みに関与するトランスポーターを

阻害した時に、全身および肝臓での薬物濃度などの薬物動態変化をシ

ミュレーションする試みが報告されている 42。この手法を用いた研究

によると、ボセンタンは、肝臓よりもむしろ消化管で P450 を多く発

現誘導しており、その影響でタダラフィルのバイオアベイラビリティ

に影響することが示された 43。また、ボセンタンの肝細胞への取り込

みに関与する SLCOs および代謝に関与する CYP3A の影響を定量的

にシミュレーションした研究では、これまで SLCO の基質にならない

とされていたクラリスロマイシンが SLCO に影響することが示され、

クラリスロマイシンの併用によってボセンタンの肝細胞への取り込み

に影響する可能性が示された 44。しかし、現在の日本のトラクリア錠

62.5mg の添付文書にはタダラフィルおよびクラリスロマイシンは併

用注意には該当していない。  

このように、これまで関連が未知の併用薬の影響で血中濃度や組織

濃度が変動し、これにより副作用プロファイルが変化する可能性もあ

る。添付文書への記載がなくとも、併用薬の影響による副作用プロフ

ァイルの変動は非常に重要になる可能性もあるため、ゲノム薬理学研

究においても医薬品相互作用を検討することは、今後重要になると考

えられる。  

 

肺高血圧治療は、治療薬・治療法の開発や一般医療現場の治療水準

の向上により、この 20 年で大きく進歩している。それに伴い、優れた

エビデンスを有する新薬の開発で、過去の標準治療薬を淘汰する場合

もある。それでもなお、ボセンタンはこれからも臨床で必要な薬であ

ると考えられている。その理由は 2 つある。  

まず 1 つ目は、ボセンタンは ERA の中で唯一“全身性強皮症におけ
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る手指潰瘍の発症抑制”に対し保険適用を有している。そのため、全

身性強皮症の患者で、肺動脈圧上昇がなく、レイノー症状のある患者

には唯一選択可能な ERA である。全身性強皮症に伴う PAH の予後は

非常に悪いことも知られており 45、早期の ERA 投与の選択肢として

臨床でも使用されている。  

2 つ目は、ボセンタンは ERA の中で唯一、ジェネリック医薬品が上

市されている。本邦での価格であれば先発品のコストと比してジェネ

リック医薬品では、薬価ベースで 60％程度までボセンタンにかかる医

薬品コストを抑制することができる。肺高血圧症治療には特に高額な

医薬品が多く用いられるが、肺高血圧症は、「難病の患者に対する医療

等に関する法律」による指定難病であり、特定医療費支給認定の対象

となるため、治療にかかる医療費を公的負担でカバーしている。医薬

品コストとして 1 年間で一人当たり ERA は 550 万円程度、PDE-5 阻

害剤は 140 万円程度、エポプロステノールは 2,000 万円程度かかると

概算される。現在は肺高血圧症治療の医薬品を選択する際に制限はな

いが、高騰する医療費の抑制は国が抱える課題でもあり、ジェネリッ

ク医薬品の使用についても考えなければならない。これらの理由から、

ボセンタンは今後も臨床で活用される薬剤であると考えている。  

 

本研究を通じて、ボセンタンを使用する際に問題となる肝機能障害

を事前に予測し、副作用回避の実現に向けた新しい知見を得ることが

出来た。  

PAH 治療において個別化医療を推進し、患者に最適な医療を、早期

に、安全に提供する手法の 1 つとして、臨床応用可能なエビデンスの

集積が求められる。  
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第 4 節  小 括  

 66 名の肺高血圧症患者の遺伝子から構築したボセンタンによる肝

機能障害予測モデルの推定精度を別の集団で確認した。  

その結果、下記の知見を得た。  

 

1. 検証実験では 5 名の患者のエントリーがあった。4 名は肝機能障害

なくボセンタンを導入できた患者で、1 名は導入後に肝機能障害を

認めた患者であった。  

 

2. 5 名の患者の CHST3 および CHST13 の遺伝子多型を評価し、予測

モデルにあてはめてトータルスコアを算出し、肝機能障害発生状況

と合わせて感度、特異度の算出を行った。3 名が高リスク群、2 名

が低リスク群であった。  

 

3. ボセンタン導入時の肝機能障害の発生状況と合わせて評価すると、

本検証では感度 100％、特異度 50％であった。  

 

4. 本検証において予測モデルの妥当性を判断するために必要な症例

数は 18 例と算出された。  
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総 括  

  

PAH 治療薬である非選択的エンドセリン受容体拮抗薬ボセンタン

によって引き起こされる肝機能障害について、関連遺伝子を探索する

研究を行った。その結果、以下の結論を得た。  

 

 

1. 66 名の PAH 患者から遺伝子を抽出し、網羅的遺伝子探索を実施し

た。その結果、CHST3 (rs4148953) および CHST13 (rs6783962) 

の 2 つの SNPs をリスク遺伝子として同定した。これらの遺伝子

はボセンタンとの関連は知られていない遺伝子であった。  

 

2. CHST3 および CHST13 は、CS の GalNAc 残基の、それぞれ 6 位

および 4 位に硫酸基を転移する反応を触媒する酵素（C6ST-1 およ

び C4ST-3）をコードする遺伝子であった。また、CHST3 遺伝子変

異による C6ST-1 機能異常は、進行性脊髄性病変を伴う重篤な軟骨

異形成である脊椎骨端異形成オマーンタイプとの関連が知られて

いる。  

 

3. CHST3 および  CHST13 と年齢、血清クレアチニンを用いて予測

モデルを構築した。本モデルの推定予測精度は、感度 82.61%、特

異度 86.05%であった。  

 

4. 5 例の独立した集団で予測モデル推定精度について検証を行った。

その結果、感度 100%、特異度 50%と見積もられた。本検証は、今

後症例数を追加して検証していく必要がある。  

 

本研究を通じて、日本人の肺高血圧患者におけるボセンタンの肝機

能障害リスク遺伝子を同定し、予測モデルを構築した。本予測モデル

は、速やかにかつ安全に治療導入を行わなければならない肺高血圧診

療において、ERA を安全に選択するために有用な手法の 1 つになると

考えられる。  
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