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近年のヒトゲノム解析における発展は，精密で個
別化された医療の可能性を大いに高めてきた．我々
は精密医療実現のために，体外診断用医薬品の遺伝
子解析技術として，DNAマイクロアレイを新規に
開発した．本技術は，PCR法と核酸ハイブリダイゼ
ーション法を組み合わせた方法であり，目的塩基配
列のPCR法による増幅・蛍光標識と３mm角のDNA

チップ上に固定化されたDNAプローブとの特異的
ハイブリダイゼーション反応とを組み合わせた方法
を採用している．また，チップ表面をdiamond‑like

carbon層にて処理することでシグナル/ノイズ比を
向上させた．性能評価として，抗がん剤イリノテカ
ンの重篤な毒性と有意に関連し，検査対象となって
いるUGT1A1＊28及びUGT1A1＊6遺伝子多型をヒ
ト臨床検体を用いて測定した．比較として既存法の
直接シーケンシングとインベーダーアッセイを併せ
て実施した．本技術と既存法との測定一致率は
100%であった．一塩基置換であるUGT1A1＊6，
TAリピートであるUGT1A1＊28に加えて，一塩基
挿入/欠失を含む他のUGT1A多型も同時に精確な判
定が可能であった．処理時間（1.5倍以上の短縮）
や必要検体量（20分の１以下）はインベーダー法と
比べて優れていた．本技術によって，遺伝子多型や
変異を複数同時に迅速かつ正確に測定でき，臨床現
場での省力・効率や信頼性の向上が期待される．

は じ め に

UDPグ ル ク ロ ン 酸 転 移 酵 素 （ UDP‑

glucuronosyltransferase；以下UGT）は肝臓にて
発現するグルクロン酸抱合を担う代謝酵素であり，
抗がん剤として世界で幅広く投与されているイリノ
テカン塩酸塩水和物の代謝酵素としても知られてい
る１）．イリノテカン塩酸塩水和物はプロドラッグで
あり，生体内で発現するカルボキシエステラーゼに
よって加水分解され，強い抗がん作用を有する活性
代謝物（SN‑38）を生じる１−10）．このSN‑38は肝臓に
発現するUGTによってグルクロン酸抱合を受け，
抗がん作用のない非活性代謝物（SN‑38G）となり
体外へ排出される１）．SN‑38の抗がん作用は副作用
として白血球減少，好中球減少や下痢などを引き起
こすため11），イリノテカンの薬物動態を事前に予測
することはその投与量の決定において非常に重要で
ある．

UGTをコードするUGT遺伝子群には，UGT活性
や発現量に影響する遺伝子多型が多く存在する12）．
特に，２箇所の遺伝子多型（UGT1A1＊ 28，
UGT1A1＊6）については，いずれかがホモ接合型
（UGT1A1＊28（TA7/TA7）またはUGT1A1＊6

（A/A））またはこれらの複合ヘテロ接合型
（UGT1A1＊28（TA6/TA7）かつUGT1A1＊6

（G/A））である患者の場合，SN‑38からSN‑38Gへの
変換の遅延により，上記のような重篤な副作用を引
き起こす事が知られている２−９，13−16）．従って，イリ
ノテカン塩酸塩水和物の投与を予定する患者には，
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予めUGT1A1＊28ならびにUGT1A1＊6の遺伝子多
型測定により，イリノテカン塩酸塩水和物の投与量
を決定することが，臨床において推奨されている．
今回，微量のDNA試料からDNAマイクロアレイ

法を用いて，UGT1A1＊28（２塩基の繰り返し多
型）ならびにUGT1A1＊6遺伝子多型（一塩基多
型；SNP）を同時に検出する新規検査システムの有
用性について報告する．

方　　　法

１．対　象
山口大学医学部附属病院にて同意を得た健常人ボ

ランティア３名（sample A−C）及び大腸がん患
者111名を対象とし，EDTA加全血検体を採取した．
QIAamp DNA Blood Mini Kit（sample A−C；キ
アゲン株式会社，東京，日本）及びヨウ化ナトリウ
ム法（大腸がん患者251名）によって，ゲノムDNA

を抽出・精製し，DNA試料溶液を得た17，18）．

２．遺伝子多型検査
２−１．DNAマイクロアレイ法

DNAマイクロアレイ法として，ジーンシリコン
DNAチップキットUGT1A1（東洋鋼鈑株式会社，
東京，日本）を使用した17）．蛍光標識プライマーを
用いてDNA試料のUGT1A1＊ 28対象領域及び
UGT1A1＊6対象領域を増幅した17）．標識反応で得
た反応液をハイブリダイゼーション緩衝液と共に
DNAチップへの１時間のハイブリダイゼーション反
応に供した後，未反応DNAを洗浄除去した．遺伝子
検査システムBIOSHOT（東洋鋼鈑株式会社）を用
いて，DNAチップ上の各スポットにおける蛍光強度
を測定した（励起光；640nm，フィルター；660nm）．
各検出スポットにおける蛍光強度値から，
BIOSHOT組込ソフトウェアにより，UGT1A1＊28

ならびにUGT1A1＊6の遺伝子多型判定を行った17）．

２−２．対照試験
UGT1A1プロモーター領域のTAリピートの数

（UGT1A1＊28）は，フラグメントサイズ分析とそ
れに続くダイレクトシーケンシングによって決定さ
れた19，20）．加水分解プローブを使用したTaqMan手
法を使用して，UGT1A1＊6遺伝子多型を決定した

21）．同様に，加水分解プローブを使用してUGT1A1

＊60遺伝子多型を決定した．UGT1A7（387T>Gお
よび622T>C），およびUGT1A9＊1b遺伝子多型を
決定するために，直接シーケンシング法が使用され
た．上記に加えて，インベーダーUGT1A1分子ア
ッセイ（積水メディカル，東京，日本）を実施した22）．

３．評価項目
DNAマイクロアレイ法と他法との遺伝子多型検

査結果の相関性，所要時間，DNAマイクロアレイ
法における測定試料の保存，凍結融解による影響を
検討した．凍結融解操作は−20℃での凍結と室温で
の融解を繰り返して行った．

結　　　果

１．所要時間
我々のDNAマイクロアレイ法では，蛍光標識

PCR反応に約90分，蛍光標識PCR産物のハイブリダ
イゼーションに約60分を要した（表１）．ハイブリ
ダイゼーション後，遺伝子型の測定に約15分を要し，
抽出されたゲノムDNAから遺伝子型情報を取得す
るまでの合計所要時間は合計で約165分であった．
一方，インベーダー法では，添付文書に従って抽出
されたゲノムDNAから遺伝子型情報を取得するの
に約250分を要した．

２．相関性
末梢血検体（EDTA加全血試料；N=111）を用い

て，DNAマイクロアレイ法とインベーダー法との
相関性試験を行った．インベーダーUGT1A1アッ
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表１　検査所要時間の比較

†我々のDNAマイクロアレイは，インベーダー法よりも
約1.5倍速く結果を得ることができた．本表は引用文献17

からの引用である．



セイ法での検出結果との一致率は，UGT1A1＊28

ならびにUGT1A1＊6遺伝子多型それぞれ111/111

（100.0%）と110/111（99.1%）であった（図１）．
UGT1A1＊6における１例の相違においては，DNA

マクロアレイ法での結果はサンガーシーケンス法と
一致（G/A）していた一方，インベーダー法では判
定不能であった．インベーダー法において判定不能
であったサンプルは，DNAマイクロアレイでは
0.2ng/アッセイが使用され，インベーダー法では
85ng/アッセイが使用された．残りの110サンプル
における使用DNA量は，DNAマイクロアレイの場
合は5.3−60.8ng/アッセイ（平均12.4ng/アッセイ），
インベーダー法の場合は420−4870ng/アッセイ
（平均994ng/アッセイ）であった．

３．測定試料の状態が及ぼす影響
３−１．採取血液試料の保管期間
健常人ボランティア３名から採取したEDTA加

全血試料について，一部を採血直後にゲノムDNA

試料を調製し，また，−20℃で22日間，12℃で15日
間，および32℃で８日間保管した後にもゲノム
DNA試料を調製した．これらのゲノムDNA試料を

用いてDNAマイクロアレイ法によるUGT1A1＊28

及びUGT1A1＊6遺伝子多型を測定した．試験した
全ての条件において，対照試験であるサンガーシー
ケンス法と同一の遺伝子多型が示された（表２）．

３−２．DNA試料の凍結融解
凍結融解操作０回と20回のゲノムDNA試料（３名

の健常人ボランティア由来）を用いて，DNAマイク
ロアレイ法によりUGT1A1＊28及びUGT1A1＊6遺伝
子多型を測定した結果，全ての試料において凍結融解
にかかわらず対照試験であるサンガーシーケンス法と
一致した遺伝子多型判定結果が得られた（表３）．
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表３　DNA試料の凍結融解の影響

†サンガーシーケンスによって得られた遺伝子多型とす
べて一致していた．

表２　採取血液試料の保管期間の影響

†サンガーシーケンスによって得られた遺伝子多型とす
べて一致していた．

図１　DNAマイクロアレイ法とインベーダー法との相関
性試験

X軸に示されるDNAマイクロアレイからの判別値は，引
用文献17に従って計算された．Y軸はインベーダー法から
得られた判別のlog10を示す．111症例についての相関がプ
ロットされた．UGT1A1＊6において，インベーダー法で
は１例が判別不能を示した．



３−３．蛍光標識DNA試料の凍結融解
凍結融解操作０回と５回の蛍光標識PCR産物を用

いて，DNAマイクロアレイ法によりUGT1A1＊28及

びUGT1A1＊6遺伝子多型を測定した結果，凍結融解
回数にかかわらず対照試験であるサンガーシーケン
ス法と一致した遺伝子多型判定結果を得た（表４）．

４．一塩基挿入/欠失を含む７つのUGT1A遺伝子多
型の同時検出
我々はさらに，UGT1A遺伝子におけるその他の

多型も同時に検出するDNAマイクロアレイも開発
した．一塩基置換，TA反復配列に加えて，一塩基
挿入/欠失を含む７カ所の遺伝子多型［UGT1A1＊6

（211G>A, rs4148323），UGT1A1＊27（686C>A,

rs35350960），UGT1A1＊28（TA6>TA7, rs8175347），
UGT1A1＊60（−3279T>G, rs4124874），UGT1A7

（− 57T>G, rs7586110），UGT1A7（ 387T>G,

rs17868323），UGT1A9＊1b（−118T9> T10,

rs3832043, also called UGT1A9＊22）］を対象とし，
140症例を用いて検証した．DNAマイクロアレイか
らの識別値は，全ての遺伝子多型を明瞭に判別した
（図２）．
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図２　７つのUGT1A遺伝子多型に対するDNAマイクロアレイの分離能
一塩基置換（a～e），一塩基挿入/削除（f），およびTAリピート（g）について，開発したDNAマイクロアレイを用いて解
析した．X軸に示される判別値は，引用文献17に従って計算された．各UGT1A遺伝子多型の完全な分離が示された．この
分析では133人からの試料が用いられ，UGT1A1＊6，UGT1A1＊28，UGT1A1＊27についてはそれぞれ２人，７人，４人か
らの試料が追加された．UGT1A1＊27のホモ接合体を示す資料は得られなかった．本図は引用文献17からの引用である．

表４　蛍光標識DNA試料の凍結融解の影響

†サンガーシーケンスによって得られた遺伝子多型とす
べて一致していた．



考　　　察

UTG1A1遺伝子多型の検出法には，本邦では先
発品としてインベーダー法やサンガーシークエンス
法が用いられている23）．サンガーシークエンス法は
塩基配列を読むスタンダードな検出法である．しか
しながら，操作が比較的煩雑である点や多検体解析
に不向きである点が欠点として挙げられる．インベ
ーダー法はPCR増幅を必要としない検出法であり，
スループットに優れている．しかしながら，インベ
ーダー法は比較的大量のDNA試料が必要である．
本検討のDNAマイクロアレイ法は，10ngのDNA試
料からUGT1A1＊28ならびにUGT1A1＊6遺伝子多
型を同時に精度よく検出できた．また，本検討の限
りでは測定試料の保管条件や凍結融解の影響を受け
ないことが確認された．DNAマイクロアレイ法の
試料として用いる末梢血検体は，32℃条件下（室温
30℃+2℃）であれば８日間，12℃条件下（冷蔵
10℃+2℃）であれば15日間，−20℃条件下（冷凍）
であれば22日間の保管が可能であることが認められ
た．ゲノムDNA試料は18回の凍結融解操作により
分解が見られた事例がある 24）．そこで，ゲノム
DNA試料に対して凍結融解操作を20回繰り返して
試験を行ったが，DNAマイクロアレイ法による検
出結果に影響を及ぼさなかった．同様に蛍光標識産
物における５回の凍結融解もマイクロアレイ法によ
る検出結果には影響を及ぼさなかった．さらに，イ
ンベーダー法でUGT1A1＊6多型が１件「判定不能」
であった試料においても，DNAマイクロアレイ法
ではサンガーシークエンス法と同一の遺伝子多型が
検出可能された．
現在，患者の治療方針決定において，生理学的状
態や疾患の状態等に加えて，患者自身のゲノム情報
やがん等の疾患部位に変異情報をも考慮したいわゆ
る個別化医療（precision medicine）が進められて
いる．個別化医療は，ファーマコゲノミクス（ゲノ
ム薬理学）に基づいた分子標的薬の開発が中心とな
っている．がん治療における分子標的薬は，ある特
定の分子（レセプター，シグナル伝達系等）を標的
とした抗がん剤であり，既存抗がん剤（アルキル化
剤，代謝拮抗剤等）と比較して，標的が明確であり，
がん細胞特異的に作用する．しかしながら，分子標
的薬の標的となる分子が存在しない場合には治療効

果は期待出来ない．従って，分子標的薬の投与にお
いては，その標的分子の存在の有無を確認するため
のコンパニオン診断薬による検査が重要である25−

27）．遺伝子多型を検査対象としたコンパニオン検査
薬は，大きく「効果予測」と「副作用予測」の２つ
に分けられる．UGT1A1遺伝子検査薬は，「副作用
予測」に用いられており，その結果によって投与前
の段階で抗がん剤イリノテカンの減量投与が推奨さ
れる．一方，「効果予測」を目的とした検査薬とし
ては，大腸がん患者に実施されるRAS遺伝子検査
薬や肺がん患者に実施されるEGFR遺伝子検査薬等
が挙げられる．それぞれの検査結果に基づいて治療
効果が期待されない場合に，治療前に他治療の検討
が可能である．
本開発品は，PCR法と核酸ハイブリダイゼーショ

ン法を組み合わせた方法であり，目的塩基配列の
PCR法による増幅・蛍光標識とDNAチップ上に固
定化されたDNAプローブとの特異的ハイブリダイ
ゼーション反応とを組み合わせた方法を採用してい
る．また，チップ表面をdiamond‑like carbon層に
て処理することでシグナル/ノイズ比を向上させた
28）．そのため，インベーダー法と比べ，1/140～
1/40倍の微量なDNA量で遺伝子多型を測定できる．
さらに，UGT1A1＊28とUGT1A1＊6以外の複数の
UGT1A1遺伝子多型もイリノテカンの毒性と関連
することが知られており，それらのイリノテカン治
療前の測定は臨床的に有用である６，９，13，14，21）．そこ
で，我々はUGT1A1＊28及びUGT1A1＊6を含めた
７つの遺伝子多型に対するDNAプローブが１枚の
チップに固定化され，それら全てを同時に測定する
ことができるDNAマイクロアレイも開発した．本
開発品において特筆すべきは，一塩基置換だけでな
く，マイクロサテライトや一塩基の挿入/欠失も同
時に正確に測定できる世界初のDNAチップである．
上述のように，DNAマイクロアレイ法の特長は，
同時に多種の遺伝子変異を解析できるところにあ
る．RAS遺伝子には50種類以上29，30），EGFR遺伝子
には40種類以上の遺伝子変異が知られている31−33）．
このような多種の遺伝子変異の検査においては，
DNAマイクロアレイ法やカスタムパネルと次世代
型シーケンサーによるNGS法が有用である．
個別化医療は患者メリット（治療効果・副作用予

測）だけでなく，社会的メリット（医療費削減）も
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ある．今後，コンパニオン診断薬に加えてコンプリ
メンタリー診断薬の拡充において，簡便で正確度の
高い遺伝子検査手法の開発が望まれる．DNAマイ
クロアレイ法は他法と比較して簡便で正確度も高い
測定法であることから，遺伝子検査において有用と
考えられる．

結　　　論

本検討により，抗がん剤イリノテカン投与に先立
つUGT1A1遺伝子多型検査において，DNAマイク
ロアレイ法は現行法であるインベーダー法およびサ
ンガーシーケンス法と同等の性能が示された．また，
現行法よりもより少ない試料で同時に複数の遺伝子
多型を正確に測定出来ることから，検査時間の短縮
化による臨床現場での省力・効率や信頼性を向上
し，個別化医療に寄与すると期待される．
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Recent developments in the field of human

genomics have greatly enhanced the potential for

precision and personalized medicine. We have

developed a novel DNA microarray, using a 3‑mm

square chip coated with diamond‑like carbon to

enhance the signal‑to‑background ratio, for use as

an in vitro diagnostic tool in precision medicine.

To verify the genotyping effectiveness of this

newly developed DNA microarray we examined

UDP‑glucuronosyltransferase 1A1（UGT1A1）
polymorphisms in DNA extracted from patients

with metastatic colorectal cancer. It is established

that the polymorphisms of UGT1A1＊28 and

UGT1A1＊6 are significantly associated with

severe toxicity induced by the anti‑cancer drug

irinotecan. For each sample, the results obtained

with the novel microarray platform were

compared with those obtained using other, more

established, methods, including direct sequencing

and the Invader assay. The polymorphisms tested

included a single nucleotide substitution

（UGT1A1＊6）and a TA‑repeat polymorphism

（UGT1A1＊28），both of which were detected

simultaneously and accurately using our method.

Moreover, our method required 1.5‑fold less time

to assay and 20‑fold less sample than those

required by the Invader assay. In summary, our

newly developed DNA microarray is more

practical than established methods, and is at least

as accurate；this will increase the efficiency of

polymorphism detection prior to diagnosis and

the commencement of treatment, and can feasibly

be applied in precision medicine.
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