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【緒言】  

 

近年、わが国における移植医療の発展はめざましく、多くの施設で臓器

移植が行われるようになった。中でも腎移植の治療成績は年々向上し、今

や定着した治療法となっている。しかし、腎移植患者の長期生存に伴い、

安定期における合併症が問題となっている。特に、内科系合併症のうち腎

移植後高血圧は約 40～60%の症例に認められる 1,2)。その原因として、血管

障害、グラフト腎実質障害、投与薬剤の副作用、水・ナトリウム貯留、自

律神経系バランス障害、内分泌・代謝障害などが報告されており、これら

の要因が互いに絡みあい複合的に高血圧が発症すると考えられている 1,3)。

血管障害では、腎動脈系の異常として、移植腎動脈の狭窄から腎血管性高

血圧が生じることがあり、約 1～23％の症例に認められる 4)。また、腎実

質内の動脈硬化もグラフト腎機能の低下に結びつき、高血圧が生じる原因

となる。移植腎機能が低下してくるとレニン -アンジオテンシン系の亢進が

みられ、治療抵抗性の高血圧が出現するようになる。そのため、このよう

な症例では多くの種類の降圧剤の投与が余儀なくされ、臨床上大きな問題

となっている。一方、腎移植後は拒絶反応の予防目的に種々の免疫抑制剤

が投与されるが、これらが移植後高血圧を誘発することがある。副腎皮質

ステロイドは水・ナトリウム貯留を引き起こし、移植後高血圧を誘発する。

カルシニューリン阻害薬  (CNI) は、直接的に腎あるいは全身血管系の収縮

を惹起すると同時に、動脈硬化を促進し動脈壁の伸展性を奪うと報告され

ている 5)。したがって、これらの薬剤の使用量が多く、血中濃度が高いほ

ど、高血圧発症率は高くなる 6)。  

このように、腎移植患者では降圧剤や免疫抑制剤等の種々の薬剤が投与

されるが、血圧管理の観点から、適切な剤数および用量を設定する必要が
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ある。一方、これらの薬剤の多くは肝代謝型であるが、腎不全患者におけ

る腎排泄型薬剤の動態変化に基づいた投与量設計の指針は多く報告されて

いるのに対し、腎不全時の肝代謝型薬剤の体内動態は、通常変化がないも

のとみなし投与量を設定することが多い。しかし、医薬品の副作用発現の

危険因子を探索した多くの研究において、腎不全が独立した危険因子とし

て報告されており 7-9)、肝代謝型薬剤であるワルファリンや、カルシウム拮

抗薬や β 遮断薬などの心血管治療薬を対象とした研究においても、同様の

結果が報告されている 7)。その原因として、腎不全時の肝代謝型薬剤の薬

物動態の変化が想定されるが、近年、腎機能障害が Cytochrome P450 (CYP) 

の一部の分子種活性を低下させることが報告されている 10-18)。腎移植によ

る腎機能の回復の程度は患者個々で異なるため、腎移植患者における薬物

代謝酵素の活性は、患者個々の腎機能に依存して大きく異なる可能性が考

えられる。そのため、それぞれにおける薬物代謝酵素の活性を評価するこ

とは、個々の腎移植患者に最適な薬物療法を行う上で重要である。  

このような背景の中、本研究では、腎移植患者における降圧薬および免

疫抑制剤等の肝代謝型薬剤の最適な投与法の確立を目的として、内因性物

質を指標とした降圧治療抵抗性および薬物代謝能の個体差の要因解析を行

った。
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【第 1 章】 腎移植患者における血漿中 mid-regional pro-adrenomedullin  

濃度を指標とした降圧治療抵抗性の評価  

第 1 節 酵素免疫測定法よる血漿中 mid-regional pro-adrenomedullin 濃度の

測定法の確立  

 

1. 序  

 Adrenomedullin (ADM) は、ヒト褐色細胞腫から同定された 52 個のアミ

ノ酸からなるペプチドであり、肺、心臓、腎臓や血管内皮細胞など循環器

系の主要臓器で産生される。ADM は内皮細胞や平滑筋細胞に存在する

calcitonin receptor-like receptor (CRLR) に結合することにより 19,20)、血管拡

張作用、腎血流量増加作用、免疫調整作用、殺菌作用などを発揮する 21-25)。

そのため、血漿中 ADM 濃度の測定は、循環器疾患、腎疾患、感染症など

の診断や重症度判定に有用であると考えられる 25-27)。しかし、ADM は血

液中での消失が非常に早く 28)、臨床適応は難しいのが実状であった。ADM

は、その前駆ペプチドである prepro-adrenomedullin (preproADM) のフラグ

メント  [(preproADM(95-146)] であるが 21)、preproADM のプロセッシング

の際に、他のフラグメントとして、proadrenomedullin N-terminal 20 peptide 

[PAMP; preproADM(22-41)]、mid-regional pro-adrenomedullin [MR-proADM; 

preproADM(45–92)] および adrenotensin [preproADM(153-185)] が産生され

る 29-31)
 (Fig. 1)。この中で、MR-proADM は、血液中で高い安定性を有し、

生成される物質量が ADM と同等であることが報告されている 30)。本節で

は、血漿中 ADM 濃度の代替指標として MR-proADM 濃度の有用性を考慮

し、遅延添加法および二抗体固相法に基づいた酵素免疫測定法よる血漿中

MR-proADM 濃度の測定法の確立を試みた。  
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Glu - Leu - Arg - Met - Ser - Ser - Ser - Tyr - Pro - Thr - Gly - Leu - Ala - Asp - Val - Lys - Ala - Gly - Pro -

Ala - Gln - Thr - Leu - Ile - Arg - Pro - Gln - Asp - Met - Lys - Gly - Ala - Ser - Arg - Ser - Pro - Glu - Asp -

Ser - Ser - Pro - Asp - Ala - Ala - Arg - Ile - Arg - Val

Mid-regional pro-adrenomedullin (MR-proADM)

1 22 41 45 92 95 146 153 185

Signal PAMP MR-proADM ADM Adrenotensin

Prepro-adrenomedullin (preproADM)

Tyr-Arg-Gln-Ser-Met-Asn-Asn-Phe-Gln-Gly-Leu-Arg-Ser-Phe-Gly-Cys-Arg-Phe-Gly-Thr-Cys-Thr-Val-Gln-

Lys-Leu-Ala-His-Gln-Ile-Tyr-Gln-Phe-Thr-Asp-Lys-Asp-Lys-Asp-Asn-Val-Ala-Pro-Arg-Ser-Lys-Ile-Ser-Pro-

Gln-Gly-Tyr-NH2

Adrenomedullin (ADM)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1  Sequence of prepro-adrenomedullin (preproADM) and structure 

of adrenomedullin (ADM) and mid-regional pro-adrenomedullin 

(MR-proADM) 
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2. 方法  

2-1. 試薬  

MR-proADM および PAMP は、Phoenix Pharmaceuticals Inc. (CA, USA) よ

り購入したものを用いた。 ADM、 ADM fragment (1–25) および ADM 

fragment (22–52) は、ペプチド研究所  (大阪 ) より購入したものを用いた。

PreproADM fragment (68–86) および  PreproADM fragment (83–94) は、合成

品  (東京薬科大学薬学部、病態生化学教室より提供 ) を使用した。

PreproADM(45–92) を 抗 原 と す る MR-proADM 抗 血 清  (T-4843) は 、

Peninsula Laboratories (California, USA) より購入したものを用いた。ヤギ

抗ウサギ IgG (55641) は、 ICN Pharmaceuticals (OH, USA) より購入したも

の を 用 い た 。 Bovine serum albumin (BSA) 、 polyoxyethylene sorbitan 

monolaurate (Tween 20)、N-(ε-maleimidocaproyloxy) (EMC)-succinimide およ

び 4-Methylumbelliferyl-β-D-galactopyranoside (MUG) は、Sigma (MO, USA) 

より購 入し たも の を用い た。 β-D-galactosidase (β-Gal) は、 Boerhinger 

Mannheim (Mannheim, Germany) より購入したものを用いた。テトラハイド

ロフランは、ナカライテスク  (京都 ) より購入したものを用いた。メタノ

ール  (HPLC グレード ) およびアセトニトリル  (HPLC グレード ) は、和光

純薬工業  (大阪 ) より購入したものを用いた。その他の試薬は、全て特級

グレードを用いた。  

 

2-2. 対象   

 6 名の健常人  (男性、25-33 歳 ) および 6 名の末期腎不全患者  (男性 5 名

女性 1 名、29-63 歳 ) を対象に、血漿中 MR-proADM 濃度を評価した。健常

人は 8、14 および 22 時に、末期腎不全患者は 8 時にそれぞれ採血を行った。

血液は、エチレンジアミン四酢酸  (EDTA)-2Na 入り真空採血管に採取し、
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採血後 30 分以内に 1500×g、4℃にて 10 分間の遠心分離を行った後に血漿

を分取し、測定時まで -40℃にて保存した。健常人は全員が本研究実施 1 ヶ

月前から医薬品を服用しておらず、全ての末期腎不全患者は週に 3 回の頻

度で血液透析を行っており、心疾患および感染症は認められなかった。本

研究は大分大学医学部附属病院臨床研究審査委員会の承認を得ており、患

者からの文書による同意取得後に実施した。  

 

2-3. 0.05 M リン酸緩衝液  (pH 7.0) の調製  

 リン酸二水素ナトリウム 2 水和物 15.6 g を正確に量り取り、超純水に溶

解して全量を 1000 mL とし、0.05 M リン酸二水素ナトリウム水溶液を調製

した。リン酸水素二ナトリウム 12 水和物 35.8 g を正確に量り取り、超純

水に溶解して全量を 1000 mL とし、0.05 M リン酸水素二ナトリウム水溶液

を調製した。これらを混合し、pH メーターを用いて、pH 7.0 の 0.05 M リ

ン酸緩衝液を調製した。  

 

2-4. 0.15 M 塩化ナトリウム水溶液の調製  

 塩化ナトリウム 87.6 g を正確に量り取り、超純水に溶解して全量を 1000 

mL とし、0.15 M 塩化ナトリウム水溶液を調製した。  

 

2-5. 1 mM 塩化マグネシウム水溶液の調製  

 塩化マグネシウム 10.2 g を正確に量り取り、超純水に溶解して全量を 100 

mL とし、1 mM 塩化マグネシウム水溶液を調製した。  

 

2-6. Assay buffer の調製  

 BSA 1.0 g および 1 mM 塩化マグネシウム水溶液 400 μL を正確に量り取
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り、0.05 M リン酸緩衝液  (pH 7.0) に溶解して全量を 100 mL とし、assay 

buffer を調製した。  

 

2-7. Coating buffer の調製  

 0.05 M リン酸緩衝液  (pH 7.0) 100 mL および 0.15 M 塩化ナトリウム水溶

液 20 mL を正確に量り取り、超純水に溶解して全量を 200 mL とし、coating 

buffer を調製した。  

 

2-8. Substrate buffer の調製  

 0.05 M リン酸緩衝液  (pH 7.0) 100 mL および 1 mM 塩化マグネシウム水

溶液 400 μL を正確に量り取り、超純水に溶解して全量を 200 mL とし、

substrate buffer を調製した。  

 

2-9. Washing buffer の調製  

 0.05 M リン酸緩衝液  (pH 7.0) 100 mL、0.15 M 塩化ナトリウム水溶液 100 

mL および Tween 20 500 μL を正確に量り取り、超純水に溶解して全量を

1000 mL とし、washing buffer を調製した。  

 

2-10. β-gal 標識 prepropADM(83-94) の調製  

 β-gal の prepropADM(83-94) への標識は、EMC-succinimide を架橋試薬と

して用いて行った 32)。prepropADM(83-94) 2mg を 0.05 M リン酸緩衝液  (pH 

7.0) 1 mL に溶解し、2 mg の EMC-succinimide を含むテトラハイドロフラン

溶液  100 μL を加え、20℃で 60 分間撹拌し、反応させた。生成した粗

EMC-prepropADM(83-94) を、Sephadex DG-25 カラム  (1.5×50 cm) に 0.05 M

リン酸緩衝液  (pH 7.0) を移動相として展開し、紫外部 220 nm の検出  
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(UV-120、島津製作所、京都 ) によって精製 EMC-prepropADM(83-94) 画分

を得た。精製 EMC-prepropADM(83-94) と β-gal 2 mg を直ちに 20℃で 60 分

間撹拌し、反応させた。生成した粗 β-gal 標識 prepropADM(83-94) を、

Sephacryl S-300 カラム  (1.5×52 cm) に 1 mM 塩化マグネシウムを含む 0.05 

M リン酸緩衝液  (pH 7.0) を移動相として展開し、紫外部 220 nm の検出に

よ っ て 精 製 β-gal 標 識 prepropADM(83-94) を 得 た 。 精 製 β-gal 標 識

prepropADM(83-94) 画分は、assay buffer で希釈して酵素標識抗原として使

用した。  

 

2-11. 固相の調製  

 結合型 /遊離型分離は、第二抗体固相化マイクロプレートを用いて行った  

(Fig. 2)。マイクロプレート  (Nunc-Immuno Module Maxisorp F8, InterMed, 

Nunc Corp, Denmark) に、coating buffer で希釈した第二抗体を添加し、4℃

で 24 時間保持し、第二抗体を非特異的にマイクロプレートに吸着させた。

Coating buffer を流去し、washing buffer で 4 回洗浄、続いて超純水で 4 回

洗浄後、assay buffer を 200 mL 添加し、4℃で 24 時間保持してイムノプレ

ートとした。  

 

2-12. 血漿サンプルの前処理  

 血漿 200 μL にメタノール 1 mL を添加し、撹拌後、遠心分離  (1500×g、4℃、

15 分間 ) した。上清を新たな試験管に分取し、溶液中のメタノールを減圧

遠心分離機  (VC-960、タイテック、埼玉 ) を用いて除去した後、凍結乾燥  

(VA-300、タイテック、埼玉 ) を行って血漿サンプルの残渣乾固体を得た。

前処理サンプルは測定まで -40℃で保存した。  
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2-13. 酵素免疫測定法の測定条件  

 本酵素免疫測定法では、抗体と非標識抗原を反応させた後に酵素標識抗

原を追加する遅延添加法を採用した  (Fig. 2)。試験管内で、試料  (血漿前処

理サンプルおよび MR-proADM 標品 ) を assay buffer 100 μL で溶解し、assay 

buffer で希釈した第一抗体抗血清  (T-4843) 100 μL を加え、4℃で 24 時間反

応 さ せ た 。 こ の 反 応 液 に 、 assay buffer で 希 釈 し た β-gal 標 識

prepropADM(83-94) 50 μL を添加して、さらに 4℃で 24 時間反応させた。

続いてイムノプレートに反応液 100 μL を添加し、4℃で 12 時間保持、反応

させた。反応液を除去後、washing buffer で 4 回洗浄し、続いて超純水で 4

回洗浄後、substrate buffer に溶解した 0.1 mM MUG 200 μL を加え、37℃で

3 時間反応させた。最後に、β-gal により生成した 4-methylumbelliferon の

蛍光強度  (励起波長 360 nm、蛍光波長 450 nm) をマイクロプレートリーダ

ー  (SH-9000、コロナ電気、茨城 ) を用いて測定した。  

Fig. 2  Diagram of enzyme immunoassay for quantifying mid -regional 

proadrenomedullin (MR-proADM) 
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2-14. 血漿サンプルの HPLC 分析  

 ヒト血漿中に存在する MR-proADM の分子形態について、高速液体クロ

マトグラフィー  (HPLC) (Alliance model e2695、Waters、 MA, USA) を用い

て検討した。カラムは、Cosmosil 5C18 (ナカライテスク、京都 ) を用いた。

0.1%トリフルオロ酢酸  (TFA) で緩衝化したカラムに、初期組成の移動相  

(0.1%TFA : CH3CN = 95 : 5, v/v%) で溶解させたヒト血漿前処理サンプルお

よび MR-proADM 標品  (10 μg) を注入した。 MR-proADM の溶出は、

0.1%TFA 存在下でアセトニトリルによる濃度勾配法  (5-55%) で行い、紫外

部 220 nm で検出した。流速は、1.0 mL/min、画分容量は 1.0 mL とした。

各画分は、減圧遠心分離機を用いて溶液中のアセトニトリルを除去した後、

凍結乾燥を行い、残差乾固体を酵素免疫測定法に供した。  

 

2-15. 統計解析  

 血漿中 MR-proADM 濃度の日内変動の比較には Tukey–Kramer の多重比

較検定を、健常人と末期腎不全患者の比較には Welch の t 検定を用いた。

統計解析には、PASW Statistics version 18 (SPSS Inc., IL, USA) を用いた。

データは平均値  ± 標準偏差で表し、有意水準は p < 0.05 とした。  
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3. 結果  

Fig. 3 に MR-proADM の標準曲線を示す。標準曲線は、MR-proADM 濃度

が 0.16-10 nmol/L の範囲内で直線性を示し、酵素標識抗原として用いた

preproADM(83-94) を除き、他の preproADM fragment と交差反応性は認め

られなかった。定量限界は 0.08 nmol/L であり、標準曲線の IC50 は 0.87 

nmol/L であった。0.2 および 2.0 nmol/L の MR-proADM を含有する血漿サ

ンプルを用いて回収率を評価した結果、それぞれ 99.4 ± 7.1 および 97.5 ± 

2.8%であった  (n = 6)。同様に、日内変動係数はそれぞれ 10.8 および 8.8%  

(n = 6)、日間変動係数はそれぞれ 3.9 および 7.8% (n = 6) であった。  

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

0.001 0.1 10 1000

E
n

z
y

m
e
 a

c
ti

v
it

y
(f

lu
o
r
e
sc

e
n

c
e
 i
n

te
n

si
ty

 %
 o

f 
m

a
x

im
u

m
)

Concentration (nmol/L)

MR-proADM (●)

PreproADM(68-86) (●)

PreproADM(83-94) ( )

Proadrenomedullin N-terminal        

20 peptide (PAMP) (■)

Adrenomedullin (ADM) (+)

ADM(1-25) (  )

ADM(22-52) (×)

 

 

HPLC 分 析 に よ る 溶 出 パ タ ー ン を Fig. 4 に 示 す 。 ヒ ト 血 漿 中 の

MR-proADM 様免疫活性の最大ピークは fraction 番号 33 で認められ、これ

は対照として同条件で注入した MR-proADM の標品の保持時間と一致した。 

Fig. 3  Displacement curves of mid-regional proadrenomedullin 

(MR-proADM) and other adrenomedullin-related peptides 
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 健常人における血漿中 MR-proADM 濃度の日内変動を Fig. 5 に示す。血

漿中 MR-proADM 濃度は、8:00、14:00、22:00 においてそれぞれ、0.19 ± 0.07、

0.20 ± 0.08、0.16 ± 0.05 nmol/L であり、有意差は認められなかった。Fig. 6

に健常人と末期腎不全患者における血漿中 MR-proADM 濃度を示す。健常

人および末期腎不全患者における血漿中 MR-proADM 濃度はそれぞれ、0.19 

± 0.07 および 1.39 ± 0.50 nmol/L であり、両群間に有意差が認められた。  

 

Synthetic MR-proADM was run separately under the same condition (indicated by the arrow)  

Fig. 4  HPLC elution profile of immunoreactive mid-regional 

proadrenomedullin (MR-proADM) in human plasma 
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Fig. 5  Circadian profiles of plasma levels of midregional 

proadrenomedullin (MR-proADM) in six healthy subjects  

Each bar indicates the mean values.   

Fig. 6  Plasma mid-regional proadrenomedullin (MR-proADM) levels at 

8:00 in 6 healthy subjects and 6 patients with end-stage renal disease 
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4. 考察  

血漿中 MR-proADM 濃度の測定法として、過去に唯一、発光免疫測定法

が報告されている 33)。この方法は測定のために専用の機器が必要となるが、

本機器は本邦の薬事法で認可されていないため、輸入が困難であるのが現

状であった。そこで、本節では、簡便かつ高感度な血漿中 MR-proADM 濃

度 の 測 定 法 を 開 発 す る こ と を 目 的 に 、 酵 素 免 疫 測 定 法 よ る 血 漿 中

MR-proADM 濃度の測定法の確立を検討した。本測定法では、抗体と非標

識抗原とを反応させた後に標識抗原を追加する遅延添加法を採用すること

で、測定感度の向上を図った。抗体結合型の標識体  (bound; B 型 ) と遊離

標識体  (free; F 型 ) の分離は、第二抗体固相化マイクロプレートを用いた

二抗体固相法により行った。二抗体法は、蛋白質抗原やペプチドホルモン

の免疫測定に最適とされる B/F 分離法である。固相法の B/F 分離は、遠心

分離を必要とせず、洗浄操作のみで B/F 分離が完了するため、液相法と比

較して操作が簡便であり汎用性が高い。加えてマイクロプレートを用いる

ことにより、多数の検体を短時間で処理することが可能となった。  

本測定法の定量限界は 0.08 nmol/L であり、Morgenthaler らの報告 33)の

0.12 nmol/L に比べ高感度であった。また、preproADM(83-94) を除いた他

の preproADM fragment と交差反応性が認められなかったことから、本測定

法で使用した MR-proADM 抗血清  (T-4843) は、MR-proADM に対する高い

選択性を有するとともに、MR-proADM の C 末端側を認識すると考えられ

た。血漿サンプルの前処理法としてメタノールによる除タンパク法を採用

した結果、高い回収率が得られた。また、日内変動・日間変動はともに 10.8%

以下であり、高い再現性が認められた。  

 血漿中における MR-proADM は、抗凝固剤の種類  (EDTA、ヘパリン、ク

エン酸塩 ) に関わらず、室温で 72 時間、4℃で 14 日間、 -20℃で尐なくと
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も 1 年間安定であることが報告されている 33)。本研究では、抗凝固剤とし

て EDTA-2Na を使用し、血液サンプルは採血後 30 分以内に遠心分離を行

った後に血漿を分取し、測定時まで -40℃にて保存した。そのため、本研究

では採血後から測定完了時まで、血漿中 MR-proADM の高い安定性を確保

出来ていたと考えられる。Fig. 5 に示すとおり、血漿中 MR-proADM 濃度

に大きな日内変動は認められず、この結果は Morgenthaler らの報告 33)と一

致していた。このことから、血漿中 MR-proADM 濃度を測定する際は、採

血ポイントを固定させる必要性は尐ないことが示唆された。また、末期腎

不全患者における血漿中 MR-proADM 濃度は健常人と比較して有意に高値

であり、過去の報告 34-36)と同様の傾向が認められた。これらの結果から、

今回確立した酵素免疫測定法は、正常および病態時における血漿中

MR-proADM 濃度の評価に応用可能であることが明らかになった。  

本節で、酵素免疫測定法よる血漿中 MR-proADM 濃度の測定法を確立し

た。本測定法は、臨床での血漿中 MR-proADM 濃度の評価に有用であると

確信する。  
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第 2 節 末期腎不全患者における腎移植後の血漿中 MR-proADM 濃度の 

推移  

 

1. 序  

ADM は腎血流量増加作用を有しており、慢性腎不全の代償機構の中心的

役割を果たす 25)。血漿中 ADM 濃度は初期の慢性腎不全時から上昇してお

り 、 腎 不 全 の 進 行 の 予 測 因 子 と な る こ と が 報 告 さ れ て い る 25,34) 。

MR-proADM についても同様に、慢性腎不全患者においてその血漿中濃度

が上昇しており 34-36)、ADM の代替指標となることが考えられる。一方、

腎移植術は末期腎不全患者の腎機能を著しく改善させるが、それによる血

漿中 MR-proADM 濃度への影響については分かっていない。そこで本節で

は、腎機能の改善が血漿中 MR-proADM 濃度におよぼす影響を明らかとす

るために、末期腎不全患者における腎移植後の血漿中 MR-proADM 濃度の

経時的な変化を評価した。  
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2. 方法  

2-1. 対象  

 2011 年 1 月から 2012 年 11 月の間に、大分大学医学部附属病院腎臓外科・

泌尿器科で、腎移植術を行う末期腎不全患者を対象とした。全症例におい

て、腎移植を行う前まで、週 3 回の頻度で血液透析が行われていた。また、

免疫抑制療法として、タクロリムス、ミコフェノール酸モフェチルおよび

メチルプレドニゾロンの 3 剤併用療法が行われ、腎移植直前および移植後

4 日目に、バシリキシマブの追加投与が行われた。血漿中 MR-proADM 濃

度測定のための採血は、腎移植前および移植後 3、7、10、14、21、30、60、

90 日後の午前に行った。血液は、EDTA-2Na 入り真空採血管に採取した。

血液検体は、1500×g、4℃にて 10 分間の遠心分離を行った後に血漿を分取

し、測定時まで -40℃にて保存した。血液生化学検査は、大分大学医学部附

属病院検査部にて行った。クレアチニンクリアランスは、Cockcroft-Gault

の式 35)にて算出した。腎移植後 90 日目までに、拒絶反応または感染症が

認められた症例は解析から除外した。本研究は大分大学医学部附属病院臨

床研究審査委員会の承認を得ており、患者からの文書による同意取得後に

実施した。  

 

2-2. 血漿中 MR-proADM 濃度の測定  

 血漿中 MR-proADM 濃度の測定は、前節で確立した酵素免疫測定法にて

行った。  

 

2-3. 統計解析  

 腎移植前後の患者背景および血漿中 MR-proADM 濃度の比較には Dunnet

の多重比較検定を用いた。血漿中 MR-proADM 濃度の変動要因の探索は、
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重回帰分析にて行った。統計解析には、PASW Statistics version 18 (SPSS Inc., 

IL, USA) および R software version 2.14.2 (http://www.r-project.org) を用い

た。データは平均値  ± 標準偏差で表し、有意水準は p < 0.05 とした。  
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3. 結果  

12 名の患者が本研究への参加に同意した。そのうち 1 名の患者において

移植後に拒絶反応が認められたため、解析対象から除外した。腎移植前お

よび移植後 30、90 日における 11 名の患者背景を Table 1 に示す。収縮期血

圧、拡張期血圧および血中尿素窒素は、腎移植前と比べ、移植後 30 および

90 日に有意に低下していた。  

 

 

Characteristic
Before

transplantation

30 days after

transplantation

90 days after

transplantation

No. of patients 11 11 11

Males / females 8/3 8/3 8/3

Cause of kidney disease

  Glomerulonephritis 6

  Immunoglobulin A nephropathy 1

  Thin basement membrane disease 1

  Unknown nephritis 3

Age (year) 
45.1 ± 12.2

[24-66]

Body weight (kg)
61.0 ± 12.7

[44.7-83.1]

57.1 ± 11.8

[42.4-75.4]

57.2 ± 11.2

[43.6-73.4]

Systolic blood pressure (mmHg)
144.4 ± 14.3

[127-172]

122.4 ± 13.6
†

[96-149]

120.5 ± 10.8
†

[101-134]

Diastolic blood pressure (mmHg)
90.5 ± 11.1

[74-106]

75.6 ± 9.5
†

[63-90]

75.5 ± 7.7
†

[61-88]

Number of antihypertensive drugs
1.8 ± 1.5

[0-5]

1.3 ± 0.8

[0-3]

1.5 ± 0.9

[0-3]

White blood cell count (/μL)
6853 ± 2248

[3290-9860]

6211 ± 1829

[2810-8630]

5630 ± 1974

[2680-8820]

Hemoglobin (g/dL)
12.1 ± 1.7

[10.5-16.1]

10.6 ± 1.4

[8.5-13.9]

10.8 ± 1.7

[8.2-14.1]

C-reactive protein (mg/dL)
0.06 ± 0.05

[0.01-0.18]

0.10 ± 0.11

[0.01-0.37]

0.11 ± 0.12

[0.01-0.29]

Blood urea nitrogen (mg/dL)
48.7 ± 23.8

[26.3-100.7]

21.5 ± 4.0
†

[12.7-26.2]

23.3 ± 7.1
†

[13.3-37.5]
 

 
Data are expressed as numbers,  or mean ± S.D. [Range] .  

†p  < 0.01,  vs.  before kidney transplantat ion.  

Table 1  Characteristics of patients in the study 
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 腎移植後のクレアチニンクリアランスおよび血漿中 MR-proADM 濃度の

推移を Fig. 7 および 8 に示す。クレアチニンクリアランスは移植前と比べ、

移植後 3 日目以降に有意に上昇し、移植後 7 日目以降はおおよそ一定の値

で推移した。血漿中 MR-proADM 濃度は移植前と比べ、移植後 3 日目以降

に有意に低値を示し、移植後 7 日目以降はおおよそ一定の値で推移した。

血漿中 MR-proADM 濃度の変動要因を明らかにするために、クレアチニン

クリアランスおよび各種患者背景を対象に重回帰分析を行った結果、クレ

アチニンクリアランスが唯一有意な説明因子として抽出された  (Table 2)。 
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Data are expressed as means ± SD, n = 11.  †p  < 0.01,  vs.  before kidney transplantation  

Fig. 7  Change in creatinine clearance over time after living kidney 

transplantation 



21 

 

0.0 

0.4 

0.8 

1.2 

1.6 

2.0 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

P
la

sm
a

 M
R

-p
ro

A
D

M
-I

S
 le

v
el

 

(n
m

o
l/

L
)

Day after kidney transplantation

†

† † † † †
† †

 

 

 

 

 

 

 

   Creatinine clearance (mL/min) 0.57 < 0.0001 -0.017

Explanatory variable Partial r² p  value

Partial

regression

coefficient

 

 

 

 

 

 

 

Table 2  Multiple regression analysis of factors associated with plasma 

mid-regional proadrenomedullin (MR-proADM) level 

Data are expressed as means ± SD, n = 11. †p  < 0.01,  vs.  before kidney transplantation  

Fig. 8  Change in plasma mid-regional proadrenomedullin 

(MR-proADM) level over time after living kidney transplantation  
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4. 考察  

本節では、末期腎不全患者における腎移植後の血漿中 MR-proADM 濃度

推移を評価した。腎移植による腎機能の回復が血漿中 MR-proADM 濃度に

およぼす影響を正確に評価するために、本研究では腎機能の低下をもたら

す拒絶反応の出現を除外基準として定めた。また、血漿中 MR-proADM 濃

度は細菌感染 38-41)およびウイルス感染 42)により上昇することが報告され

ているため、感染症の発現についても同様の扱いとした。  

本研究の末期腎不全患者の腎移植前の血漿中 MR-proADM 濃度は、前節

での健常人に比べ高値であり  (1.17 ± 0.44 vs. 0.19 ± 0.07 nmol/L)、過去の報

告と同様の結果であった 34-36)。クレアチニンクリアランスは腎移植後に急

激に上昇したことから  (Fig. 7)、本研究の対象症例における腎移植術は成

功したと考えられた。腎移植後 3 日目から血漿中 MR-proADM 濃度は急激

に低下したことから、腎移植による腎機能の改善は、血漿中 MR-proADM

濃度を低下させることが初めて明らかになった。また、重回帰分析の結果  

(Table 2) から、腎移植後の血漿中 MR-proADM 濃度は、腎機能に強く依存

することが示された。腎移植後の血漿中 MR-proADM 濃度の急激な減尐に

ついて、推察される機序として、腎移植後の腎血流量増加による ADM 分

泌の低下に伴う MR-proADM 産生の低下が考えられる。また、移植腎によ

る MR-proADM の尿中排泄の促進も考えられるが、MR-proADM の体内か

らの消失機序は分かっておらず、詳細は不明である。今後、腎移植後の血

漿中 ADM 濃度および尿中 MR-proADM 濃度の推移を評価することにより、

機序の解明につながるエビデンスを構築することが望まれる。  

本節により、腎移植後の血漿中 MR-proADM 濃度の推移が明らかとなっ

た。この結果は、腎移植後の患者を対象に血漿中 MR-proADM 濃度を指標

とした研究を行う際に、有益な情報をもたらすと考えられる。  
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第 3 節 安定期腎移植患者における血漿中 mid-regional pro-adrenomedullin

濃度を指標とした降圧治療抵抗性の評価  

 

1. 序  

安定期腎移植患者において、腎移植後高血圧は約 40～60%の症例に認め

られ 1,2)、多くの患者で降圧剤による薬物療法が行われる。しかし、一部の

患者では治療抵抗性の高血圧が出現し、多くの種類の降圧剤の投与が余儀

なくされ、臨床上大きな問題となっている。一方、前述のとおり、血漿中

ADM 濃度は初期の慢性腎不全時から上昇しており、腎不全の進行の予測因

子となることが報告されている 25,34)。また、ADM は血管拡張作用を有し

ていることから 21)、高血圧の進行に密接な関係があることが推察される。

実際に、血圧が正常である健常人を対象に、その後の高血圧症の発症の有

無を追跡調査した前向き研究によると、初期の血漿中 ADM 濃度が高値で

ある場合、その後の高血圧症の発症率が有意に高くなることが報告されて

いる 43)。したがって、血漿中 ADM 濃度は、降圧治療を行う上での降圧治

療抵抗性の予知マーカーとなる可能性がある。そこで本節では、ADM の代

替 指 標 と し て MR-proADM を 用 い て 、 安 定 期 腎 移 植 患 者 の 血 漿 中

MR-proADM 濃度を測定し、降圧治療抵抗性との関連性を検討した。  
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2. 方法  

2-1. 対象  

 腎移植後 90 日以上経過しており、降圧治療により収縮期血圧および拡張

期血圧が、それぞれ 130 および 80 mmHg 以下にコントロール出来ている

安定期腎移植患者 46 名を対象とした。透析を行っている患者、心不全など

の心疾患および感染症を有する患者は除外した。大分大学医学部附属病院

腎臓外科・泌尿器科の外来受診日の午前中に採血を行った。血液は、

EDTA-2Na 入り真空採血管に採取し、1500×g、4℃にて 10 分間の遠心分離

を行った後に血漿を分取し、測定時まで -40℃にて保存した。血液生化学検

査は、大分大学医学部附属病院検査部にて行った。クレアチニンクリアラ

ンスは、Cockcroft-Gault の式 37)にて算出した。本研究は大分大学医学部附

属病院臨床研究審査委員会の承認を得ており、患者からの文書による同意

取得後に実施した。  

 

2-2. 血漿中 MR-proADM 濃度の測定  

 血漿中 MR-proADM 濃度の測定は、第 1 節で確立した酵素免疫測定法に

て行った。  

 

2-3. 降圧治療抵抗性の評価  

 本研究では、降圧治療抵抗性の指標として、Treatment Intensity Score (TIS) 

を用いた 44)。すなわち、各患者が服用するそれぞれの降圧剤の一日当たり

の投与量を、1 日最大投与量で除した値の総和を TIS とした。1 日最大投与

量は、2013 年 6 月の Monthly Prescribing Reference (http://www.empr.com) に

従った。  
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2-4. 統計解析  

 2 変量の相関性の検定には、スピアマンの順位相関係数の有意性検定を

用いた。TIS の変動要因の探索は、重回帰分析にて行った。統計解析には、

PASW Statistics version 18 (SPSS Inc., IL, USA) および R software version 

2.14.2 (http://www.r-project.org) を用いた。データは平均値  ± 標準偏差で

表し、有意水準は p < 0.05 とした。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.r-project.org/
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3. 結果  

患者背景を Table 3 に示す。37 名の患者において、腎機能障害が認めら

れた  (クレアチニンクリアランス< 60 mL/min)。降圧薬は、カルシウム拮

抗薬、アンジオテンシン変換酵素阻害薬、アンジオテンシン II 受容体拮抗

薬、β 遮断薬、ループ利尿薬が使用されており、TIS は患者間でばらつきが

認められた  (0.95 ± 0.77; range, 0-2.90)。  

 

Characteristic Value

Males / females 26/20

Age (year) 47.0 ± 13.9 [16-74]

BMI (kg/m
2
) 20.6 ± 2.3 [14.6-26.7]

Duration after kidney transplantation (day) 1405 ± 1901 [93-9516]

Systolic blood pressure (mmHg) 115.9 ± 9.0 [92-130]

Diastolic blood pressure (mmHg) 69.7 ± 7.9 [52-80]

Antihypertensive drugs

  Amlodipine 13

  Nifedipine 4

  Benidipine 2

  Manidipine 1

  Imidapril 3

  Enalapril 1

  Olmesartan 16

  Telmisartan 16

  Candesartan 2

  Losartan 2

  Valsartan 1

  Carvedilol 13

  Bisoprolol 1

  Furosemide 3

Treatment intensity score 0.95 ± 0.77 [0-2.90]

Creatinine clearance (mL/min) 45.3 ± 18.6 [10.8-80.8]

Blood urea nitrogen (mg/dL) 27.0 ± 9.8 [12.1-61.2]

C-reactive protein (mg/dL) 0.06 ± 0.09 [0.01-0.49]

White blood cell count (/μL) 6347 ± 2705 [1680-13450]
 

 

Table 3  Characteristics of patients in the study 

Data are expressed as numbers,  or mean ± S.D. [Range] .  
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Fig. 9、10 および 11 に血漿中 MR-proADM 濃度、クレアチニンクリアラ

ンスおよび TIS の関係を示す。血漿中 MR-proADM 濃度とクレアチニンク

リアランス  (Fig. 9; rs = -0.44, p = 0.0032) および TIS (Fig. 10; rs = 0.53, p = 

0.00043) の間に、有意な相関が認められた。一方、クレアチニンクリアラ

ンスと TIS の間には有意な相関は認められなかった  (Fig. 11; rs= 0.010, p = 

0.94)。TIS の変動要因を明らかにするために、血漿中 MR-proADM 濃度、

クレアチニンクリアランスおよび各種患者背景を対象に重回帰分析を行っ

た結果、血漿中 MR-proADM 濃度および BMI が有意な説明因子として抽出

された  (Table 4)。  
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Fig. 9  Correlation of creatinine clearance and plasma mid -regional 

proadrenomedullin (MR-proADM) level in stable kidney transplant 

recipients 
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Fig. 10  Correlation of treatment intensity score and plasma mid-regional 

proadrenomedullin (MR-proADM) level in stable kidney transplant 

recipients 

Fig. 11  Correlation of creatinine clearance and treatment intensity score 

in stable kidney transplant recipients  
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    Plasma MR-proADM level (nmol/L) 0.28 0.00021 1.7

    BMI (kg/m
2
) 0.13 0.0025 0.12

Explanatory variable Partial r² p  value

Partial

regression

coefficient

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 4  Multiple regression analysis of factors associated with treatment 

intensity score 

MR-proADM, mid-regional proadrenomedullin;  BMI, body mass index.  
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4. 考察  

本節では、安定期腎移植患者における血漿中 MR-proADM 濃度と、TIS

を指標とした降圧治療抵抗性との関連性を検討した。血漿中 MR-proADM

濃度は、心不全などの心疾患 45-47)や感染症 38-42)により上昇することが報告

されているが、本研究はこれらを有する患者は対象外としたため、腎不全

と高血圧の影響のみを独立して評価できたと考えられる。また、前節で腎

移植後の血漿中 MR-proADM 濃度および収縮期血圧、拡張期血圧は、移植

後 90 日目までに十分低下することが確認できたことから、本節では移植後

90 日以上経過した患者を対象とした。  

 本研究の安定期腎移植患者の血漿中 MR-proADM 濃度は、第 1 節での健

常人に比べ高値であった  (0.44 ± 0.21 v.s. 0.19 ± 0.07 nmol/L)。対象患者の

80.4%において腎機能障害が認められたことから、この原因として腎機能

障害の影響が大きいと考えられた 34-36)。血漿中 MR-proADM 濃度とクレア

チニンクリアランスの間に有意な負の相関が認められたことから  (Fig. 9)、

前節と同様に、安定期腎移植患者の血漿中 MR-proADM 濃度は、腎機能に

強く依存することが示唆された。また、血漿中 MR-proADM 濃度と TIS の

間に有意な正の相関が認められたことから  (Fig. 10)、血漿中 MR-proADM

濃度と降圧治療抵抗性の間に関連性が認められることが明らかになった。

一方、クレアチニンクリアランスと TIS の間には有意な相関が認められな

かったことから  (Fig. 11)、降圧治療抵抗性は腎機能に依存しないことが示

唆された。そして、重回帰分析の結果から  (Table 4) 、安定期腎移植患者

における血漿中 MR-proADM 濃度は、TIS が患者間で異なる要因の一つで

あることが明らかになった。すなわち、血漿中 MR-proADM 濃度の評価は、

降圧治療抵抗性の予測に有用であることが示唆された。一方、BMI も同様

に降圧治療抵抗性の有意な説明因子として抽出されたが、これは肥満が降
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圧治療抵抗性を上昇させるという Xu らの報告に一致するものであった 48)。 

 本研究にはいくつかの限界が存在する。一つは、TIS は降圧薬の治療強

度を示すパラメータであることから、降圧治療抵抗性を厳密に反映できて

いない可能性が考えられる。二つ目に、本節は血圧コントロールが良好な

安定期腎移植患者を対象にしており、対象患者の収縮期血圧および拡張期

血圧には基準値以下の範囲でばらつきが認められる。そのため、このこと

が TIS の個体差に一部起因している可能性が考えられる。また、同様の理

由から、高血圧を呈する患者に対する本研究結果の適応の可否は不明瞭で

ある。今後、更なる前向き研究の実施が望まれる。  

本節により、安定期腎移植患者における血漿中 MR-proADM 濃度と TIS

の関連性が明らかになった。このことから、血漿中 MR-proADM 濃度の評

価は、降圧治療抵抗性の予測に有益であることが示唆された。  
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【小括】  

 

 本章において、腎移植患者における降圧治療の適正化を目的に、血漿中

MR-proADM 濃度と降圧治療抵抗性の関連性を検討した。第 1 節で、遅延

添 加 法 お よ び 二 抗 体 固 相 法 に 基 づ い た 酵 素 免 疫 測 定 法 よ る 血 漿 中

MR-proADM 濃度の測定法を確立し、正常および病態時における血漿中

MR-proADM 濃度の評価に応用可能であることが示された。第 2 節で、末

期腎不全患者における血漿中 MR-proADM 濃度は、腎移植後に急激に低下

することが明らかになった。第 3 節で、安定期腎移植患者における血漿中

MR-proADM 濃度と TIS の関連性が明らかになった。これらの結果から、

血漿中 MR-proADM 濃度は、降圧薬の TIS の個体差を説明する一因子であ

り、血漿中 MR-proADM 濃度の評価は、降圧治療抵抗性の予測に有益であ

ることが示唆された。  
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【第 2 章】 腎移植患者における血漿中 4β-hydroxycholesterol 濃度を指標

とした CYP3A 活性の評価  

第 1 節 末期腎不全患者における腎移植後の血漿中 4β-hydroxycholesterol

濃度の推移  

 

1. 序  

 CYP は、多くの薬物の代謝に関与する薬物代謝酵素であり、中でも

CYP3A はヒト肝臓における CYP 発現量の約 3 割を占める 49)。CYP3A 活性

は個体内・個体間変動が大きいため、CYP3A で代謝される薬剤は、その効

果または副作用の発現の予測が困難である。そのため、外因性または内因

性物質を指標とした CYP3A のフェノタイピングが有用となる。外因性物

質を指標とする方法では、ミダゾラム、エリスロマイシン、アルプラゾラ

ムやニフェジピンなど、CYP3A の基質であるプローブ薬剤を用いることが

一般的である 50)。内因性物質では、尿中 6β-水酸化コルチゾール /コルチゾ

ール比 51,52)や、コルチゾールの 6β-水酸化代謝クリアランス 53,54)などが従

来 か ら 用 い ら れ て い る 。 近 年 、 内 因 性 コ レ ス テ ロ ー ル の

4β-hydroxycholesterol (4β-OHC) への代謝が CYP3A によるものであること

が発見され 55)
 (Fig. 12)、CYP3A 活性の指標としての血漿中 4β-OHC 濃度の

有用性が着目されている。CYP3A4 誘導薬 56-60)または阻害薬 59-61)服用時に、

血漿中 4β-OHC 濃度が上昇または減尐することや、CYP3A5 の機能を欠損

させる CYP3A5*3 アレルの保持が、血漿中 4β-OHC 濃度を減尐させる 62)こ

とが相次いで報告され、血漿中 4β-OHC 濃度は CYP3A 活性の新規内因性マ

ーカーとして重要視されている。また、4β-OHC の体内動態は腎機能の影

響を受けないため 63)、腎不全時の CYP3A 活性の評価において特に有用で

ある。  
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 一方、CYP3A 活性に影響を与える因子として、環境的、遺伝的および生

理的要因が多く関わっていると考えられているが 64)、未だ不明な点が多い。

近年、生理的要因として、動物 10-15)およびヒト 16-18)において、腎機能障害

が CYP3A 活性の低下をもたらすことが報告されている。しかし、腎機能

の改善が CYP3A 活性の上昇をもたらすかどうかは分かっていない。そこ

で本節では、腎機能回復の程度と CYP3A 活性との関連性を明らかにする

ために、末期腎不全患者における腎移植後の血漿中 4β-OHC 濃度の経時的

な変化を評価した。  

 

CYP3A4/5

Cholesterol 4β-hydroxycholesterol 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12  Pathway to the formation of 4β-hydroxycholesterol (4β-OHC) 
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2. 方法  

2-1. 試薬  

4β-OHCおよび4β-OHC-d7は、Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) よ

り購入したものを用いた。Tert-butyldimethylsilyl imidazole-dimethylforma- 

mideは、Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より購入したものを用いた。

その他の試薬は、全て特級グレードを用いた。  

 

2-2. 2 M ナトリウムメトキシド溶液の調製  

 ナトリウムメトキシド 1.08 g を正確に量り取り、エタノールに溶解して

全量を 10 mL とし、2 M ナトリウムメトキシド溶液を調製した。  

 

2-3. 対象  

 2011 年 1 月から 2012 年 11 月の間に、大分大学医学部附属病院腎臓外科・

泌尿器科で、腎移植術を行う末期腎不全患者を対象とした。第 1 章、第 2

節と同様、全症例において、腎移植を行う前まで、週 3 回の頻度で血液透

析が行われていた。また、免疫抑制療法として、タクロリムス、ミコフェ

ノール酸モフェチルおよびメチルプレドニゾロンの 3 剤併用療法が行われ、

腎移植直前および移植後 4 日目に、バシリキシマブの追加投与が行われた。

血漿中 4β-OHC 濃度測定のための採血は、腎移植前および移植後 3、7、10、

14、21、30、60、90、180 日後の午前に行った。血液は、EDTA-2Na 入り

真空採血管に採取した。血液検体は、1500×g、4℃にて 10 分間の遠心分離

を行った後に血漿を分取し、測定時まで -40℃にて保存した。血液生化学検

査は、大分大学医学部附属病院検査部にて行った。クレアチニンクリアラ

ンスは、Cockcroft-Gault の式 37)にて算出した。腎移植後 180 日目までに、

拒絶反応が認められた症例は解析から除外した。本研究は大分大学医学部
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倫理委員会の承認を得ており、患者からの文書による同意取得後に実施し

た。  

 

2-4. 血漿中 4β-OHC 濃度の測定  

 血漿中4β-OHC濃度の測定は、過去の報告 55,65)を一部改良したgas 

chromatography/mass spectrometry (GC/MS) 法にて行った。サンプル血漿100 

μLに内標準物質  (1000 nM 4β-OHC-d7) 20 μLを加え、さらに2 Mナトリウム

メトキシド溶液を加え、攪拌後室温で20分間放置した。その後超純水0.5 mL

と抽出溶媒としてヘキサン2 mLを加え、攪拌後1分間振とうした。遠心分

離  (1500×g、20℃、5分間 ) 後、別の試験管に有機層1.5 mLを採取し、窒素

ガスを用いて40℃にて蒸発乾固した。残渣にTert-butyldimethylsilylimida- 

zole-dimethylformamide 100 μLを加えて再溶解し、室温で12時間放置した。

その後超純水1 mLと抽出溶媒として酢酸エチル2 mLを加え、攪拌後1分間

振とうした。遠心分離  (1500×g、20℃、5分間 ) 後、別の試験管に有機層1.5 

mLを採取し、窒素ガスを用いて40℃にて蒸発乾固した。残渣にヘキサン100 

μLを加えて再溶解し、その1 μLをGC/MSに注入した。GCは7890GC (Agilent)、

オートサンプラーはHP 7693 (Agilent)、MSはHP 5975 (Agilent) を用い、カ

ラムはHP-5MS capillary column (30 m × 0.25 mm, 0.25 μm, Agilent) を用い

た。カラムオーブンの温度は、開始後1分間180℃を維持し、その後1分あた

り35℃のペースで270℃まで上昇させた。次に1分あたり20℃のペースで

310℃まで上昇させ、その後15分間310℃を維持した。キャリアガスとして

ヘリウムを用い、流速は1 mL/minとした。インターフェース温度は280℃と

した。MS測定は選択イオン検出法により行い、イオン源温度270℃、イオ

ン加電圧70 eVとした。モニターイオンとして、m/z = 573.5 (4β-OHC) およ

び580.6 (4β-OHC-d7) を用いた。クロマトグラムをFig. 13に示す。検量線は、
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ほぼ原点を通る良好な直線性が認められた  (Fig. 14)。20および200 ng/mL

の4β-OHCを含有するサンプルにおける本測定法の日内変動係数は、それぞ

れ3.8および4.2% (n = 6)、日間変動係数はそれぞれ3.4および4.7% (n = 6) で

あった。定量限界は1 ng/mLであった。  
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Fig. 13  Chromatogram of plasma sample 

Fig. 14  Standard curve of 4β-hydroxycholesterol  
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2-5. 統計解析  

腎移植前後の患者背景および血漿中 4β-OHC 濃度の比較には Dunnet の

多重比較検定を用いた。統計解析には、PASW Statistics version 18 (SPSS Inc., 

IL, USA) を用いた。データは平均値  ± 標準偏差で表し、有意水準は p < 

0.05 とした。  
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3. 結果  

14 名の患者が本研究への参加に同意した。そのうち 1 名の患者において

移植後に拒絶反応が認められたため、解析対象から除外した。腎移植前お

よび移植後 30、90 日における 13 名の患者背景を Table 5 に示す。血中尿

素窒素は、腎移植前と比べ移植後 30 および 90 日に有意に低下していた。  

 

 

Characteristic
Before

transplantation

30 days after

transplantation

90 days after

transplantation

No. of patients 13 13 13

Males / females 8/5 8/5 8/5

Cause of kidney disease

  Glomerulonephritis 6

  Immunoglobulin A nephropathy 2

  Thin basement membrane disease 1

  Unknown nephritis 4

Age (year) 
46.1 ± 11.2

[24-66]

Body weight (kg)
57.4 ± 11.8

[44.7-83.1]

54.7 ± 10.2

[40.7-71.9]

54.2 ± 10.0

[40.7-71.5]

White blood cell count (/μL)
7022 ± 2187

[3290-9860]

5688 ± 1791

[2810-8630]

5008 ± 1834

[2680-8820]

Hemoglobin (g/dL)
11.7 ± 1.8

[9.5-16.1]

10.5 ± 1.5

[8.5-13.9]

10.4 ± 1.5

[8.2-14.1]

C-reactive protein (mg/dL)
0.08 ± 0.08

[0.01-0.27]

0.10 ± 0.11

[0.01-0.37]

0.12 ± 0.11

[0.01-0.29]

ALT (IU/L)
15.9 ± 12.5

[4.6-44.6]

14.3 ± 10.8

[4.0-32.6]

13.6 ± 7.5

[6.4-29.6]

γ-GTP (IU/L)
20.8 ± 9.4

[10.3-35.4]

23.6 ± 10.1

[10.3-43.5]

25.3 ± 11.9

[10.4-43.9]

Total bilirubin (mg/dL)
0.44 ± 0.14

[0.28-0.70]

0.39 ± 0.10

[0.26-0.60]

0.45 ± 0.19

[0.17-0.74]

Blood urea nitrogen (mg/dL)
52.9 ± 17.2

[28.5-100.7]
24.3 ± 6.6**

[12.7-38.5]

23.4 ± 4.8**

[13.3-30.2]
 

 

Table 5  Characteristics of patients in the study 

ALT, alanine aminotransaminase; γ -GTP, gamma-glutamyl transpeptidiase.  

Data are expressed as numbers,  or mean ± S.D. [Range] .  

**p  < 0.01,  vs.  before kidney transplantation.  
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 腎移植後のクレアチニンクリアランスおよび血漿中 4β-OHC 濃度の推移

を Fig. 15 および 16 に示す。クレアチニンクリアランスは移植前と比べ、

移植後 3 日目以降に有意に上昇し、移植後 7 日目以降はおおよそ一定の値

で推移した。血漿中 4β-OHC 濃度は移植前と比べ、移植後 90 および 180

日に有意な上昇が認められた。なお、腎移植後の血漿中 4β-OHC 濃度の上

昇の程度には、個体差が認められた  (Fig. 17)。  
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Data are expressed as means ± SD, n = 13.  †p  < 0.01,  vs.  before kidney transplantation.  

Fig. 15  Change in creatinine clearance over time in patients with 

end-stage renal disease after kidney transplantation  
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Data are expressed as means ± SD, n = 13.  *p  < 0.05,  vs.  before kidney transplantation.  

Fig. 16  Change in plasma concentration of 4β-hydroxy- cholesterol 

(4β-OHC) over time in patients with end-stage renal disease after kidney 

transplantation 

Data are expressed as means ± SD, n = 13.  *p  < 0.05,  vs.  before kidney transplantation.  

The dotted l ine shows plasma concentration of  4β -OHC in individual patients.  

Fig. 17  Change in plasma concentration of 4β-hydroxy- cholesterol 

(4β-OHC) over time in individual patients with end-stage renal disease 

after kidney transplantation 
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4. 考察  

本節では、血漿中 4β-OHC 濃度を指標として、末期腎不全患者における

腎移植後の CYP3A 活性の推移を推定した。CYP3A のフェノタイピングの

方法として、CYP3A の基質となるプローブ薬剤を用いることが一般的であ

るが、プローブ薬剤の投与はその薬剤のタンパク結合が問題となる可能性

がある。ミダゾラムを例に挙げると、健常人におけるミダゾラムの遊離形

分率は約 3.9%であるが、慢性腎不全患者では結合タンパクである血清アル

ブミン濃度が低下し、遊離形分率は約 6.5%まで上昇する 66)。その結果、

総濃度を指標としたミダゾラムの全身クリアランスが上昇する可能性が考

えられる。実際に、Nolin らは、ミダゾラムをプローブ薬剤として用いて、

健常人および末期腎不全患者の CYP3A 活性を評価した結果、両群間に差

が認められなかったことを報告している 67)。また、プローブ薬剤の投与は、

腎移植患者などの急性期症例には安全性の面から適していない。より安全

性の高い方法として、内因性コルチゾールの 6β-水酸化コルチゾールへの

代謝が CYP3A によるものであることを利用した、尿中 6β-水酸化コルチゾ

ール /コルチゾール比が従来から用いられている 51,52)。しかし、この方法は

コルチゾールの腎クリアランスの影響を受ける可能性があるため、腎不全

患者には適していない。この点を改良した方法として、近年コルチゾール

の 6β-水酸化代謝クリアランスが提唱されている 52,54)。しかし、この方法

は蓄尿を必要とするため、末期腎不全患者には適しておらず、CYP3A 活性

の経時的な変化の評価も難しい。また、コルチゾールの日内変動も問題と

なる。一方、本研究では CYP3A 活性の指標として、血漿中 4β-OHC 濃度を

用いた。4β-OHC は 7 位の水酸化により緩やかに消失するため 63)、その動

態は腎機能の影響を受けない。そのため、腎移植患者における CYP3A 活

性の評価に最も適した物質であると考えられる。  
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 腎機能障害は、薬物の腎クリアランスを低下させるだけでなく、CYP3A

を始めとした薬物代謝酵素による代謝クリアランスも低下させることが、

動物実験の結果から明らかになっている 10-15)。近年、ヒトにおいても同様

の報告がなされている。Dowling らは、エリスロマイシン呼気テストを用

いて、健常人と比較して末期腎不全患者における CYP3A 活性が約 28%低

下していることを報告している 16)。Kirwan らは、急性腎不全の重症度およ

び期間と、ミダゾラムの全身クリアランスの関連性を報告している 17,18)。

しかし、腎機能の改善が CYP3A 活性の回復をもたらすかは未だ明らかに

なっていないため、本研究が立案された。  

クレアチニンクリアランスは腎移植後に急激に上昇したことから  (Fig. 

15)、本研究の対象症例における腎移植術は成功したと考えられた。腎移植

後 90、180 日目に血漿中 4β-OHC 濃度の有意な上昇が認められたことから、

腎移植による腎機能の改善は、CYP3A 活性を回復させることが初めて示唆

された。  

 本研究にはいくつかの限界が存在する。一つは、4β-OHC の半減期が約

62 時間から 17 日間と長いため 58,63,68)、CYP3A の回復を鋭敏に反映できて

いないことが考えられる。そのため、腎移植後の CYP3A 活性の回復は、

実際はより早期に生じている可能性がある。二つ目に、免疫抑制療法に使

用されているタクロリムス、ミコフェノール酸モフェチルおよびメチルプ

レドニゾロンについては、肝 CYP3A におよぼす影響は尐ないが 69-71)、バ

シリキシマブは肝 CYP3A 活性を阻害することが報告されている 72,73)。そ

のため、腎移植直前および移植後 4 日目のバシリキシマブの投与後に、

CYP3A 活性の上昇が低減されている可能性がある点に注意が必要である。 

本節により、腎移植による腎機能の改善は、CYP3A 活性を回復させるこ

とが示唆された。また、患者間でその回復の程度に個体差が認められたこ
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とから、CYP3A 活性の回復に腎機能以外の要因も関与している可能性が考

えられた。  
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第 2 節 安定期腎移植患者における血漿中 4β-hydroxycholesterol 濃度を 

指標とした CYP3A 活性の変動要因の探索  

 

1. 序  

前節で、腎移植による腎機能の改善は、CYP3A 活性の回復をもたらすこ

とが明らかになった。しかし、患者間でその回復の程度に個体差が認めら

れたことから、CYP3A 活性の回復に腎機能以外の要因の関与が示唆された。

CYP3A 活性の個体差の遺伝的要因として、そのサブファミリーである  

CYP3A5 の酵素発現量を低下させる CYP3A5*3 (Intron 3, A6986G) 型の保持

が挙げられる 74)。また、腎機能障害時に CYP3A 活性が低下する機序とし

て、尿毒症物質の蓄積による影響が明らかになっており、特に indoxyl 

sulfate (3-INDS) および indole-3-acetic acid (3-IAA) の関与が示唆されてい

る 75-78)。したがって、本節では、CYP3A 活性の変動要因を探索すること

を目的に、安定期腎移植患者を対象として血漿中 4β-OHC 濃度を測定し、

CYP3A 活性と CYP3A5 遺伝子多型、血漿中 3-INDS、3-IAA 濃度および各

種患者背景との関連性を検討した。  
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2. 方法  

2-1. 対象  

対象は、CNI 等の免疫抑制療法を行っているが、他に CYP3A を誘導ま

たは阻害する薬剤 79)を服用していない腎移植後 90 日以上経過した安定期

腎移植患者 45 名とした。透析を行っている患者は除外した。大分大学医学

部附属病院腎臓外科・泌尿器科の外来受診日の午前中に採血を行った。血

液は、EDTA-2Na 入り真空採血管に採取し、1500×g、4℃にて 10 分間の遠

心分離を行った後に血漿を分取し、測定時まで -40℃にて保存した。血液生

化学検査は、大分大学医学部附属病院検査部にて行った。クレアチニンク

リアランスは、Cockcroft-Gault の式 37)にて算出した。本研究は大分大学医

学部倫理委員会の承認を得ており、患者からの文書による同意取得後に実

施した。  

 

2-2. 16 μM p-エチルフェノール溶液の調製  

 p-エチルフェノール 1.95 mg を正確に量り取り、エタノールに溶解して

全量を 100 mL とし、160 μM p-エチルフェノール溶液を調製した。160 μM 

p-エチルフェノール溶液 5 mL を正確に量り取り、エタノールに溶解して全

量を 50 mL とし、16 μM p-エチルフェノール溶液を調製した。  

 

2-3. 20 mM リン酸二水素ナトリウムおよび 5 mM ヨウ化テトラブチルアン

モニウム水溶液の調製  

 リン酸二水素ナトリウム 2.76 g およびヨウ化テトラブチルアンモニウム

1.85 g を正確に量り取り、超純水に溶解して全量を 1 L とし、20 mM リン

酸二水素ナトリウムおよび 5 mM ヨウ化テトラブチルアンモニウム水溶液

を調製した。  
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2-4. 血漿中 4β-OHC 濃度の測定  

血漿中 4β-OHC 濃度の測定は、前節と同様 GC/MS 法にて行った。  

 

2-5. 血漿中 3-INDS および 3-IAA 濃度の測定  

 血漿中 3-INDS および 3-IAA 濃度の測定は、Calaf らの報告 80)に従った

HPLC-蛍光検出法にて行った。サンプル血漿 100 μL に内標準物質  (16 μM 

p-エチルフェノール ) 300 μL を加え、さらに塩化ナトリウム  0.1 g を加え、

室温で 10 分間攪拌した。その後 20 mM リン酸二水素ナトリウムおよび 5 

mM ヨウ化テトラブチルアンモニウム水溶液 700 μL を加え、室温で 5 分間

攪拌した。遠心分離  (10000×g、4℃、10 分間 ) 後、上清 15 μL を HPLC に

注入した。HPLC およびオートサンプラーは Waters e2695 (Warets)、検出器

は Waters 2475 (Waters) を用い、波長は励起光 278 nm、蛍光 348 nm とした。

カラムは Merck Lichrospher 60 RP Select B (5 μm, 125 mm × 4 mm, Merk 

Chimie, Fontenay sous Bois, France) を用い、カラムオーブンの温度は 40℃

とした。移動相は 5 mM ヨウ化テトラブチルアンモニウムを含む 20 mM リ

ン酸二水素ナトリウム  : アセトニトリル  = 78 : 22 (v/v) を用い、流速は 1 

mL/min とした。クロマトグラムを Fig. 18 に示す。検量線は、ほぼ原点を

通る良好な直線性が認められた  (Fig. 19)。12.5、125 μM の 3-INDS および

1.25、12.5 μM の 3-IAA を含有するサンプルにおける本測定法の日内変動

係数は、それぞれ 5.8、4.3%および 2.7、3.2% (n = 6)、日間変動係数はそれ

ぞれ 4.8、3.7%および 3.8、2.7% (n = 6) であった。定量限界は 3-INDS およ

び 3-IAA において、それぞれ 0.1 および 0.5 μM であった。  
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2-6. CYP3A5 遺伝子多型解析  

 Maxwell
®

 16 DNA Purification Kits (Promega, Tokyo, Japan) を用いて DNA

の抽出を行い、一塩基多型 A6986G (CYP3A5*3) の検出を、TaqMan プロー

ブ  (C_26201809_30) を用いたリアルタイム PCR 法  (LightCycler
®

 Nano 

System (Roche Applied Science, Penzberg, Germany)) にて行った。CYP3A5*3

が検出されなかった場合は、そのアレルは CYP3A5*1 とみなした。  

 

2-7. 統計解析  

 CYP3A5 の遺伝子多型別の血漿中 4β-OHC 濃度の比較には、Tukey-Kramer

Fig. 18  Chromatogram of plasma sample 

Fig. 19  Standard curves of indoxyl sulfate (3-INDS) and indole-3-acetic 

acid (3-IAA)  
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の多重比較検定を用いた。2 変量の相関性の検定には、ピアソンの積率相

関係数の有意性検定を用いた。なお、血漿中 3-INDS および 3-IAA 濃度は

対数正規分布を示したため、相関性の検討の際は対数変換を行った。血漿

中 4β-OHC 濃度の変動要因の探索は、重回帰分析にて行った。統計解析に

は、PASW Statistics version 18 (SPSS Inc., IL, USA) および R software version 

2.14.2 (http://www.r-project.org) を用いた。データは平均値  ± 標準偏差で

表し、有意水準は p < 0.05 とした。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.r-project.org/
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3. 結果  

45 名の患者背景を Table 6 に示す。CYP3A5*3 に関して、15 名がヘテロ

接合体  (CYP3A5*1/*3)、25 名がホモ接合体  (CYP3A5*3/*3) であった。ク

レアチニンクリアランスは患者間でばらつきが見られたが、ALT、γ-GTP

および総ビリルビンは正常範囲内であった。このことから、本研究におけ

る血漿中 4β-OHC 濃度におよぼす肝機能の影響は尐ないと考えられた。

Table 7 に対象患者が服用していた薬剤を示す。すべての患者において、

CYP3A を誘導または阻害する薬剤 76)が使用されていないことが確認され

た。  

 

Characteristic Value

Males / females 26/19

Age (year) 47.0 ± 14.1 [16-74]

Body weight (kg) 56.3 ± 10.5 [40.2-79.7]

Duration after kidney transplantation (day) 1398 ± 1315 [93-6369]

Calcineurin inhibitor (cyclosporine / tacrolimus) 8/37

Trough concentration (ng/mL)

  Cyclosporine 76.4 ± 33.0 [33.5-145.6]

  Tacrolimus 5.9 ± 3.0 [1.3-13.3]

CYP3A5 polymorphism

  CYP3A5*1/*1 5

  CYP3A5*1/*3 15

  CYP3A5*3/*3 25

White blood cell count (/μL) 6112 ± 1949 [1680-10750]

Hemoglobin (g/dL) 11.9 ± 1.5 [6.8-14.2]

C-reactive protein (mg/dL) 0.05 ± 0.07 [0.01-0.37]

Total cholesterol (mg/dL) 193.9 ± 32.1 [104-280]

ALT (IU/L) 13.9 ± 6.3 [3.3-35.5]

γ-GTP (IU/L) 29.1 ± 22.9 [6.2-91.9]

Total bilirubin (mg/dL) 0.61 ± 0.19 [0.26-0.97]

Creatinine clearance (mL/min) 47.5 ± 18.4 [10.7-87.1]

Blood urea nitrogen (mg/dL) 26.3 ± 9.2 [14.4-54.9]
 

 

Table 6  Characteristics of patients in the study 

CYP, cytochrome P450; ALT, alanine aminotransaminase; γ -GTP, gamma-glutamyl transpeptidiase.  

Data are expressed as numbers,  or mean ± S.D. [Range] .  
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Medications
Number of

patients
Medications

Number of

patients

Adenosine triphosphate disodium hydrate 1 Lactomin 2

Alendronate sodium hydrate 1 Lanthanum carbonate hydrate 1

Alfacalcidol 3 Levothyroxine sodium hydrate 1

Allopurinol 32 Limaprost alfadex 3

Alogliptin benzoate 1 lornoxicam 1

Amlodipine besilate* 16 Losartan potassium 2

Aprindine hydrochloride 1 Magnesium oxide 10

Aspirin 4 Methylprednisolone* 45

Atorvastatin calcium hydrate* 12 Minodronic acid hydrate 10

Benidipine hydrochloride 2 Mizoribine 16

Benzbromarone* 2 Mycophenolate mofetil 29

Betahistine mesilate 1 Nicorandil 1

Brotizolam* 8 Nifedipine* 5

Calcitriol 2 Olmesartan medoxomil 21

Calcium lactate hydrate 2 Omeprazole* 11

Calcium polystyrene sulfonate 3 Potassium citrate 5

Candesartan cilexetil 2 Precipitated calcium carbonate 1

Carvedilol 16 Pregabalin 1

Cetraxate hydrochloride 1 Propiverine hydrochloride 1

Cyclosporine* 8 Rabeprazole sodium 19

Cilostazol* 1 Sarpogrelate hydrochloride 1

Cinacalcet hydrochloride 2 Sennoside A, B 9

Dipyridamole 1 Sevelamer hydrochloride 1

Dutasteride* 1 Silodosin* 1

Enalapril maleate 1 Sodium ferrous citrate 11

Esomeprazole magnesium hydrate* 8 Sodium polystyrene sulfonate 4

Ethyl icosapentate 23 Sulfamethoxazole/trimethoprim 17

Etizolam* 1 Tacrolimus* 37

Famotidine 1 Tamsulosin hydrochloride 2

Febuxostat 2 Telmisartan 13

Flunitrazepam 1 Teprenone 9

Furosemide 5 Troxipide 5

Fursultiamine 1 Valganciclovir hydrochloride 3

Imidapril hydrochloride 6 Voglibose 1

Irsogladine maleate 2 Zopiclone* 1
 

 

 

 

Table 7  Description of administered drugs 

* CYP3A substates  
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対象患者における血漿中 3-INDS および 3-IAA 濃度は、10.9 ± 9.4 および

2.6 ± 1.4 μM であった。Fig. 20 にクレアチニンクリアランスと血漿中

3-INDS および 3-IAA 濃度の関係を示す。クレアチニンクリアランスと血漿

中 3-INDS 濃度の間に、有意な負の相関が認められた  (Fig. 20a; r = -0.42, p 

= 0.0042)。一方、クレアチニンクリアランスと血漿中 3-IAA 濃度の間には、

有意な相関は認められなかった  (Fig. 20b; r = -0.25, p = 0.097)。  
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Fig. 20  Correlations of creatinine clearance with plasma 

concentrations of indoxyl sulfate (3-INDS) (a) and indole-3-acetic acid 

(3-IAA) (b) in  stable kidney transplant recipients  
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対象患者における血漿中 4β-OHC 濃度は、39.5 ± 11.7 ng/mL であった。

CYP3A5 の遺伝子多型別の血漿中 4β-OHC 濃度を Fig. 21 に示す。

CYP3A5*1/*1、*1/*3 および*3/*3 保有群においてそれぞれ、57.1 ± 11.2、42.1 

± 11.8 および 34.5 ± 7.3 ng/mL であり、すべての群間で有意差が認められた。

Fig. 22 に血漿中 3-INDS および 3-IAA 濃度と、血漿中 4β-OHC 濃度との関

係を示す。血漿中 3-INDS 濃度と血漿中 4β-OHC 濃度の間に、有意な負の

相関が認められた  (Fig. 22a; r = -0.35, p = 0.017)。一方、血漿中 3-IAA 濃度

と血漿中 4β-OHC 濃度の間には、有意な相関は認められなかった  (Fig. 22b; 

r = 0.11, p = 0.46)。血漿中 4β-OHC 濃度の変動要因を明らかにするために、

CYP3A5*3 アレル保持数、血漿中 3-INDS、3-IAA 濃度および各種患者背景

を対象に重回帰分析を行った結果、CYP3A5*3 アレル保持数、血漿中 3-INDS

濃度および体重が有意な説明因子として抽出された  (Table 8)。  

 

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

0

2 0

4 0

6 0

8 0

p = 0.0097

p = 0.046

p = 0.000043

P
la

sm
a
 4

β
-h

y
d

r
o
x
y
c
h

o
le

st
e
r
o
l 

c
o
n

c
e
n

tr
a
ti

o
n

 (
n

g
/m

L
)

 

 

Each bar indicates the mean values.  

Fig. 21  Plasma concentrations of 4β-hydroxycholesterol (4β-OHC) in 

stable kidney transplant recipients with CYP3A5*1/*1,  *1/*3 and *3/*3 
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Fig. 22  Correlations of plasma concentrations of indoxyl sulfate 

(3-INDS) (a) and indole-3-acetic acid (3-IAA) (b) with 

4β-hydroxycholesterol (4β-OHC) in stable kidney transplant recipients  
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    Number of CYP3A5*3  allele 0.346 < 0.0001 -12.3

    Plasma concentrations of 3-INDS (μM)0.126 0.00415 -0.404

    Body weight (kg) 0.052 0.0233 -0.296

Explanatory variable Partial r² p  value

Partial

regression

coefficient

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 8  Multiple regression analysis of factors associated with plasma 

concentrations of 4β-hydroxycholesterol (4β-OHC) 

CYP, cytochrome P450; 3 -INDS, indoxyl sulfate.  
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4. 考察  

本節では、血漿中 4β-OHC 濃度を指標として、安定期腎移植患者におけ

る CYP3A 活性の変動要因を探索した。前節で腎移植後の血漿中 4β-OHC

濃度は、移植後 90 日目までに十分上昇することが確認できたことから、本

節では移植後 90 日以上経過した患者を対象とした。  

前節で、末期腎不全患者において、腎移植後により CYP3A 活性が回復

することが示唆されたが、患者間でその回復の程度に個体差が認められた。

本節では、CYP3A 活性の個体差の要因として、遺伝的要因として CYP3A5

遺伝子多型  (CYP3A5*3) に、生理的要因として腎機能障害時に蓄積する尿

毒症物質に着目した。日本人における CYP3A5 タンパクの発現頻度は、約

33%である 74)。その原因として、CYP3A5*3 アレルの影響が大きく、本ア

レルのホモ接合体  (CYP3A5*3/*3) は、CYP3A5 タンパクを全く発現しない

74)。CYP3A5 の他の一塩基多型として、CYP3A5*2、CYP3A5*4 や  CYP3A5*5

などが報告されているが、日本人におけるこれらの変異の発現頻度は非常

に尐ないため 81,82)、本研究では調査対象外とした。日本人における CYP3A4

タンパク発現量の個体差も非常に大きいが 83-85)、これを反映する CYP3A4

の 一 塩 基 多 型  (CYP3A4*1B 、 CYP3A4*4 、 CYP3A4*16 、 CYP3A4*18 、

CYP3A4*22) の発現頻度も日本人では尐ないため 86-89)、これらについても

調査対象外とした。また、ヒトにおける CYP3A のサブファミリーには、

CYP3A4 および CYP3A5 の他に、CYP3A7 や CYP3A43 が報告されている 90)。

CYP3A7 はその活性を減弱させる一塩基多型がいくつか報告されているが

91,92)、本酵素は胎児のみに発現し、成人ではほとんど発現していない 93)。

本研究の対象患者は 16 歳以上であったため、本酵素の遺伝子多型の影響は

尐ないと考えられる。また、CYP3A43 はオランザピンの全身クリアランス

を低下させる一塩基多型存在が報告されているが 94)、CYP3A 活性におよ
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ぼす影響は不明瞭である。よって、これらについても本研究では調査対象

外とした。一方、尿毒症物質の蓄積は、腎不全の進行を促すのみだけでな

く、CYP3A 活性を低下させることが報告されている 75-78)。その機序は未

だ不明瞭だが、CYP3A 遺伝子の転写過程における NF-κB の阻害作用を尿

毒症物質が増強する可能性が報告されている 78)。また、CYP3A による薬

物代謝を非競合的に直接的に阻害する可能性も示唆されている 76)。尿毒症

物質は数多く存在するが、その中でも 3-INDS および 3-IAA において、 in 

vitro での CYP3A 阻害作用が認められていることから 76)、本研究ではこれ

らを対象とした。  

本研究では、CYP3A5*3 アレルの発現頻度について、CYP3A5*1/*1 群、

CYP3A5*1/*3 群および CYP3A5*3/*3 群でそれぞれ 11.1、33.3 および 55.6%

であった  (Table 6)。この分布は、日本人における過去の報告とおおよそ一

致していた 74,95,96)。また、Diczfalusy らの報告と同様に 62)、CYP3A5*3 ア

レルの保持数が多くなるにつれ、血漿中 4β-OHC 濃度は有意に低下する傾

向が認められた  (Fig. 21)。このことから、安定期腎移植患者の CYP3A 活

性における CYP3A5 の重要性が示された。  

本研究の対象患者における血漿中 3-INDS および 3-IAA 濃度は、それぞ

れ 10.9 ± 9.4 および 2.6 ± 1.4 μM であり、Calaf らの報告における慢性腎不

全ステージ 3-5 の患者群と同様の結果であった 80)。また、Huang らの報告

と同様に 97)、クレアチニンクリアランスと血漿中 3-INDS 濃度の間に、有

意な負の相関が認められた  (Fig. 20a)。このことから、安定期腎移植患に

おける 3-INDS の蓄積は、腎機能に強く依存することが示唆された。一方、

クレアチニンクリアランスと血漿中 3-IAA 濃度の間に有意な相関は認めら

れなかったことから  (Fig. 20b)、3-IAA の蓄積に腎不全以外の要因が関わっ

ている可能性が示唆された。  
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Fig. 22a に示したとおり、血漿中 3-INDS 濃度と血漿中 4β-OHC 濃度の間

に、有意な負の相関が認められた。このことから、血漿中 3-INDS 濃度と

CYP3A 活性の間に関連性が認められることが明らかになった。3-INDS は、

in vitro の検討により、CYP3A による薬物代謝を非競合的に直接的に阻害

することが報告されており 76)、この阻害作用が血漿中 3-INDS 濃度と

CYP3A 活性の間の関連性の一因となる可能性が考えられる。一方、血漿中

3-IAA 濃度と血漿中 4β-OHC 濃度の間に有意な相関が認められなかったこ

とから  (Fig. 22b)、安定期腎移植患者における CYP3A 活性は、血漿中 3-IAA

濃度と関連を示さないことが示唆された。この原因として、3-INDS に比べ

て 3-IAA の CYP3A の代謝阻害定数が大きいこと 76)、血漿中 3-INDS 濃度

に比べて血漿中 3-IAA 濃度が低かったことなどが考えられる。そして、重

回帰分析の結果から  (Table 8) 、CYP3A5*3 アレルの保持  (partial r² = 0.346) 

および 3-INDS の蓄積  (partial r² = 0.126) は血漿中 4β-OHC 濃度を低下させ、

その個体差の約 47%を説明することが明らかとなった。すなわち、安定期

腎移植患者における CYP3A 活性の個体差は、CYP3A5 遺伝子多型と尿毒症

物質の蓄積により、部分的に説明が可能であることが示唆された。体重  

(partial r² = 0.052) も血漿中 4β-OHC 濃度の有意な説明因子として抽出され

たが、これは 4β-OHC の肝固有クリアランスを反映していると考えられた。

本研究は、血漿中 4β-OHC 濃度を指標とした CYP3A 活性と、CYP3A5 遺伝

子多型および血漿中 3-INDS 濃度の関連を証明した初めての報告である。

近年、薬物代謝酵素活性の個体間変動における遺伝的要因では説明できな

い乖離、いわゆる missing heritability が問題となっている 64)。血漿中 3-INDS

濃度は、安定期腎不全患者における CYP3A の missing heritability を説明す

る一要因になる可能性が示された。これらの結果のより詳細な臨床的意義

および有用性を明らかにするために、今後さらなる研究が求められる。  
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本節により、安定期腎移植患者における CYP3A 活性の個体差は、CYP3A5

遺伝子多型と尿毒症物質の蓄積により、部分的に説明が可能であることが

示唆された。この結果は、CYP3A の基質となる薬剤の最適な投与設計に関

する有用な知見をもたらすと確信する。  
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【小括】  

 

 本章において、腎移植患者における肝代謝型薬剤の投与量の適正化を目

的に、血漿中 4β-OHC 濃度を指標とした CYP3A 活性の個体差の要因の探索

を行った。第 1 節で、末期腎不全患者における腎移植後の血漿中 4β-OHC

濃度の経時的な変化を評価した結果、腎移植による腎機能の改善は、

CYP3A 活性を回復させることが示唆された。第 2 節で、血漿中 4β-OHC 濃

度を指標として、安定期腎移植患者における CYP3A 活性の変動要因を探

索した結果、CYP3A 活性の個体差は、CYP3A5 遺伝子多型と血漿中 3-INDS

濃度により、部分的に説明が可能であることが示唆された。これらの結果

から、腎移植患者において CYP3A の基質となる薬剤を投与する際は、こ

れらの要因を考慮する必要があることが明らかになった。  
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【総括】  

 

 本研究では、腎移植患者における降圧治療および肝代謝型薬剤の投与量

の適正化に繋がる有益な情報を構築することを目的に、内因性物質を指標

とした降圧治療抵抗性の評価および薬物代謝能の個体差の要因解析を行っ

た。第 1 章で、酵素免疫測定法よる血漿中 MR-proADM 濃度の測定法を確

立し、安定期腎移植患者における血漿中 MR-proADM 濃度と TIS の関連性

を明らかにした。第 2 章で、血漿中 4β-OHC 濃度を指標として CYP3A 活性

を評価することにより、末期腎不全患者における CYP3A 活性は、腎移植

による腎機能の改善に伴い上昇する可能性を明らかにした。また、安定期

腎移植患者における CYP3A 活性の個体差は、CYP3A5 遺伝子多型と血漿中

3-INDS 濃度により、部分的に説明が可能である可能性を明らかにした。こ

れらの結果は、降圧治療の適正化および CYP3A の基質となる薬剤の最適

な投与設計に関する有用な知見をもたらすと確信する。  
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【掲載論文】  

 

本論文は以下の論文をまとめたものである。  

1. Development and clinical application of an enzyme immunoassay for the 

determination of midregional proadrenomedullin.  

Suzuki Y., Itoh H., Katagiri F., Sato F., Sato Y., Kawasaki K., Sato Y., 

Mimata H., Takeyama M., J. Pept. Sci., 19, 59-63 (2013). 

2. Significant decrease in plasma midregional proadrenomedullin level in 

patients with end-stage renal disease after living kidney transplantation.  

Suzuki Y., Itoh H., Katagiri F., Sato F., Kawasaki K., Sato Y., Sato Y., 

Mimata H., Takeyama M., Peptides, 43, 102-104 (2013). 

3. Relationship between plasma mid-regional pro-adrenomedullin level and 

resistance to antihypertensive therapy in stable kidney transplant recipients.  

Suzuki Y., Itoh H., Katagiri F., Sato F., Kawasaki K., Sato Y., Sato Y., 

Mimata H., Takeyama M., Peptides, 48, 45-48 (2013). 

4. Significant increase in plasma 4β-hydroxycholesterol concentration in 

patients after kidney transplantation.  

Suzuki Y., Itoh H., Sato F., Kawasaki K., Sato Y., Fujioka T., Sato Y., Ohno 

K., Mimata H., Kishino S., J. Lipid Res., 54, 2568-2572 (2013). 

5. Association of Plasma Concentration of 4β-Hydroxycholesterol with 

CYP3A5 Polymorphism and Plasma Concentration of Indoxyl Sulfate in 

Stable Kidney Transplant Recipients.  

Suzuki Y., Itoh H., Fujioka T., Sato F., Kawasaki K., Sato Y., Sato Y., Ohno 

K., Mimata H., Kishino S., Drug Metab. Dispos. , 42, 105-110 (2014). 
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