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総括

本論文では、 TDMを実施しているにも関わらず認める副作用の諸背景を明らかに

するために、 てんかん患者を対象として、 薬剤疫学的検討を行った(第I草〉。 その結果、

多くの要因を明らかにすることができた。 対象とした副作用には、 急性に発現するもの

慢性的に徐々に発現するものを併せて取り扱った。 その中で、 フェニトインを長期服用す

ることで生じることが知られている歯肉増殖に注目して、 投与した薬物の関与について検

討を加えた(第E章〉。 その結果、 薬物療法を行う場合、 あまりその存在を意識すること

のない代謝物、 しかも、 光学異性体代謝物(R-p-HPPH) の関与が示唆された。 さらに、 そ

の光学異性体代謝物の生成は遺伝的代謝多型(CYP2C19)と深く関連があることが明らかと

なり、 遺伝子診断を応用することで、 歯肉増殖を発現しやすい患者を推定する可能性につ

いて言及した(第E章〉。 副作用、 薬剤疫学、 光学異性体、 遺伝的代謝多型といったキー

ワードは、 ここ1 0年、 薬学あるいは臨床薬理学の分野で注目される新しい研究分野を指

す。 適切な薬物療法を行うに必要と考えられる情報作りにあたって、 これら考慮すべき項

目を大きく包括できた点でも、 本論文の臨床的意義は大きいと考える。

本研究では多くのことが明らかとなったが、 残る2、 3の問題点について論じてみたい。

1 )薬剤疫学的検討を行うことで、 副作用を発現しやすい要因(例えば、 処方薬物数、 併

用薬の種類、 薬物の投与量〉を明らかにすることが可能である。 本研究では、 今までデー

タソースとして利用されることのなかった血中濃度としづ情報を取り扱うことで、 得られ

た結果をTDM担当者が使いやすくすることに心がけた。 さらに、 代謝物の濃度をも取り

扱うことで、 代謝の関与を考えることが可能となり、 その後の研究の展開のきっかけとも

なった。 従来より、 副作用の発現には併用薬の関与が指摘されていた。 しかし、 具体的な

副作用防止の手段には、 多くの場合触れられていない。 本研究では、 併用した場合の同標

とする血中濃度を、 日常参考にする有効濃度より低く設定することの必要性などを具体的
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な数字を挙 げ指摘した。 現在までに報告されている多くの薬剤疫学的検討を見ると、 取り

扱われるデータの構成要素は画一的であり、 工夫に欠ける点があるように思われる。 結果

を利用する側の目的に合わせたデータを取り込み、 検討を加える必要があると考える。

薬剤疫学的検討を実施する際には、 もう1つ重要な留意点がある。 それは、 得られた結

果を検証することである。第I章では、 薬剤疫学的検討を一種のスクリーニングとして捉

えたため、 文献的な考察のみに重点を起き、 得られた結果を評価した。 しかし、 患者集団

から得られた情報を患者個々の薬物療法に反映させるためには、 第I章、 第E章で得られ

た知見を患者個々で再評価してし1く必要があろう。

2 )第E章、 第E章では、 CYP2C19の遺伝的代謝多型によりその生成が左右されるフェ

ニトインの光学異性体代謝物である(R)-p-HPPHが歯肉増殖に関与する可能性のあること

を示した。 遺伝的代謝多型は、 現在のトピックスであるが、 薬物療法に関わる情報である

以上、 その臨床的意義を伴わなければならない。 本論文でも取り上げたプロトンポンプイ

ンヒビターであるオメプラゾールは強力な酸分泌抑制作用を有し、 長期投与によりガスト

リン性の胃癌を発症させることがラットにより認められている1ヘ一方、 CYP2C19欠損者

では、 オメプラゾールの代謝が遅れ、 非欠損者に比べ、 高いオメプラゾール血中濃度とガ

ストリン濃度が報告されている川。 ヒトでの影響について薬剤疫学的検討の結果が待たれ

る。 著者が調べた範囲では、 CYP2C19の多型の臨床的意義を指摘する研究は、 前述の胃

癌と本研究の歯-肉増殖への関与の2報のみである。 CYP2C19多型の臨床的意義を明らかに

する研究が少ない理由として、 第皿章でも触れたように、 CYP2D6とは異なり、 酵素欠損

者が欧米人では少ないこと、 メフェニトインの国内使用が困難なこと、 CYP2C19の基質

薬物があまり分かっていないことなどが挙げられる。

第E章で用いた遺伝子診断法は本研究や著者らの報告1附に示したように、 信頼しうるも

のである。 今後、 ヒト肝ミクロゾームを用いたin vitro実験やTDMなどに積極的に応用

することにより、 まだ不明な副作用発現の背景要因を明らかにすることに役立つものと確

信する。
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実験の部

副作用一覧[第I章、 第E章 ]

調査した副作用の一覧を以下に示す。

Central N ervous System Disorders 

Somnolence 

Mental function impairment 

Slowness of mentation 

Headache 

Vertigo 

Diplopia and other ocular disorders 

Tremor 

Ataxia 

Skin and Connective Tissue Disorders 

Gingival hyperplasia 

Rash 

H ypertrichosis 

Digestive Tract Disorders 

Dry mouth 

Constipation 

Anorexia 

Nausea or vomiting 

Miscellaneous Disorders 

General fatigue 

Dysmenorrhea 

Weakness 

中枢神経症状

眠気

知的機能低下

集中困難

頭痛

めまい

複視・その他の視覚症状

振戦

運動失調

皮膚・結合組織症状

歯肉増殖

発疹

多毛

消化器症状

口渇

便秘

食欲不振

悪心・幅吐

その他の症状

全身倦怠

生理(月経)不順

脱力

副作用調査実施時の留意点[第I章、 第E章]

副作用調査は総て患者の定期的な受診日に行った。 従って、 調査のための来院依頼
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や採血時間の統一化はし1っさい行っていない。 また、 対象患者の選択に当たっては、 薬物

療法が調査実施1ヶ月前にさかのぼり変更されていない患者のみを対象とすることを原則

とした。 本検討での副作用調査や採血は日常の診療の範囲内で行ったが、 実施に当たって

は患者に本検討の目的、 意義を良く説明した上、 合意が得られた場合にのみ行った。

副作用調査方法[第I章、 第E章]

第I章での副作用調査は、 患者の日常生活で問題となる19項目の副作用を、 第E章

では歯肉増殖が発現した患者と副作用が発現しなかった患者を対象とし、 以下に述べる順

序で行った。

1. 診察の待時間を利用し、 副作用の種類やその発現の有無を記載した質問用紙に患者

自身あるいはその家族より解答を得る。 質問内容は簡単に理解しやすい表現で記載

することに心がけた。 待時間を利用したこの調査は、 患者自身(家族〉による副作

用の主観的評価ならびに次に示す医師による客観的評価の基礎材料とした。

2 . ì欠に、 患者の解答を基に診察時に主治医が副作用の有無の確認を行い、 患者の報告

した副作用の客観的評価を行った。 患者と医師の評価が一致した項目を副作用とし

てカウン卜した。 さらにここで確認された副作用をその程度に応じOからEまでの

4段階に層別し記録した。 層別の基準について、 0は副作用が認められない場合、

Iは患者の主観的評価のみで日常生活に支障が生じない程度の副作用、 Eは患者の

三観的評価はあるものの各種検査問(神経学的検査など)で明らかな症状が認めらな

い場合、 Eは主観的評価に加え、 明らかな症状が認められ、 薬物の減量や中止を検

討あるいは実施を必要とする場合と定義した。

てんかん分類[第I章]

てんかんの診断は、 国際てんかん分類に従い、 主治医が行った。 以下、 取り扱った

てんかん分類を示す。

英語表記

sirn ple partial seizures 

日本語訳

単純部分発作
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一般的略語

SPS 



complex partial seizures 

generalized seizures 

sccondarily generalized seizures 

myoclonic seizures 

generalized tonic clonic seizures 

複雑部分発作

全汎発作

二次性全汎化発作

ミオクロニ一発作

全汎強直間代発作

薬物血中濃度関連[第I章、 第E章、 第III章]

A.総濃度(Total concentration， TL) 

CPS 

GS 

sccondarily GS 

GTCS 

pheno barbital、phenytoin、carbamazepine、 valproic acid、 primidonの血中濃度測定は

TDx (Abbott) により行った。 この測定システムは蛍光偏光免疫測定法(Fluorescence

Polarization Immunoassay， FPIA) と呼ばれている。

B.遊離形濃度(Free concentration， FL) 

本論文で言う血中濃度とは血清中に含まれる薬物量を指す。 抗てんかん薬の多くは

血清中の蛋白と結合している。 普通、ルーチンの測定は蛋白と結合している分画としてい

ない分画の合計であり、総濃度と呼ばれる。 一方、 結合していない薬物の濃度を遊離形濃

度と言い、薬理学的活性を示すのは、 この遊離形薬物とされる。 薬物が結合する蛋白は薬

物の化学的性質により異なり、 アルブミンとα1-acid-glycoproteinの2種類の蛋白がある。

前者はphenytoinやvalproic acidが、後者はαrbamazep泊cと主に結合する。 これら薬物の結合

率は薬物ごとにほぼ一定の値をとる。 従って、遊離形濃度の測定はルムチンでは行わず、

血清蛋白濃度が低い患者や蛋白濃度の変化が予想される場合に測定の意義が生じる。 臨床

的には蛋白結合率が高いこれら3薬物の遊離形濃度の測定が重要となる。 これに対し、

pheno barbitalは蛋白結合率が低く、測定は重要ではない。 このことから、本検討において

も、phenobarbitalの遊離形濃度の測定は行っていない。 遊離形濃度の測定には、総濃度と

同様にTDxを使用した。 また、遊離形薬物は限外漉過(MPS-3， Ami∞n)により得た。 採血後、

得られた血清1mlを3S00rpm，1 Omin，室温の条件で-滅、過を行い、滞、液を測定試料とした。
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c.遊隊形分画(Free fraction， FF) 

蛋白結合率は血清中の総濃度に対する遊離形濃度の占める割合(FL庁L)で表現し、

一般にこの比を遊離形分画と呼ぶ。

D.血清中5・(p-hydroxyphenyl)-5・phenylhydantoin (p-HPPH)ラセミ体濃度

血清中p-HPPH濃度の測定はSawchukとCartierらの報告した方法1お)を変更して行った。

HPLCの装置および条件を以下に示す。

装置:島津LC-3A

カラム: TSK gel ODS-80TM( 4.6mmI.D. X 15cm，5μg，Tosoh) 

検出器: UV(島津SPD-2A)

検出波長: 254nm 

流速: 1.2ml!min 

注入量: 20μl 

カラム温度:室温

移動相(M.P) : 5白nM phosphate buffer(pH6.8)-Acetonitrile(67:33) 

抽出操作を示す。

Serum 200μi 
↓+ I.S.(Methyl phenytoin) 
↓+ 0.2M CH3COOH buffer 

adjust pH 5.0 
↓+ ß -gluclonidase 500山由(O.lml)

incubation at 370C for 5hr 
↓+ phosphate buffer (pH 7.5) 1ml 
↓+ anhydrous ether 2ml 

vortex mix for 1 min 

↓ 
centrifuge at 2600rpm for 10min 

↓ 
ether phase 

↓+ phosphate buffer (pH 11.2) 0.5ml 
vortex mix for lmin 

centrifuge at 2600甲m for 10min 
↓ 

water phase 
↓+ phosphate buffer (pH 6.8) 0.5ml 
↓+ anhydrous ether 2ml 

(to be continued) 
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( continued) 

vortex mix for 1min 
↓ 

centrifuge at 260仕pm
↓ for 10min 

ether phase 
↓ 

evaporate 

residure 
↓+ M.P 80μi 

HPLC20μl 



E.血清中carbamazepine-10，11・epoxide(CBZE)濃度

血清中CBZEの測定はChelbergらの報告した方法127)を一部変更して行った。

HPLCの装置および条件を以下に示す。

装置:島津LC-3A

カラム: TSKgel O DS ・80TM (4.6mmI . D. x 15cm，5μg，Tosoh) 

検出器: UV(島津SPD-2A)

検出波長:212nrn 

注入量: 15μl 

温度:室温

抽出方法を示す。

Serurn 50μl 
+ 1.S . (Me出yl carb細泣epine)

↓+ 1N NaOH 50μl 
+ tert-buthylmethylether 1ml 

vortex mix for 2min 
↓ 

centrifuge at 3000g for 10min 
↓ 

ether p hase 

↓ 
evapolate 
↓ 

residure 
↓+ M.P 50μl 

HPLC 15μl 

流速: 0.8mVrnin 

移動相(M.P) : Acetoni出le/H2 0(38 : 62) 

F.血清および尿中(R)，(S)-p-HPPH光学異性体血中濃度

HPLC条件および抽出操作は江藤らの方法山均に準じて行った。

HPLC条件を以下に示す。

システムコントローラー:島津SCL -10A
ポンプ:島津 LC-10AS (2台)
検出器: UV(島津SPD-10A) (2台)
データモジュール:島津C-R4A
カラム: Lic hroCARTHP LC-CartridgeSupers her RP-18e (E.Merck) 
カラムサイズ: 50 and 25 mmX4 mm I.D.ヲ4μm
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流速 0.8 ml/min 検出波長: 210 nm 
温度:室温 カラムスイッチ時間: 12 min 
移動相: pump A - 20 mM KH2P04 containing 16% acetonitrile 

pump B - 11.2 mM ß -CyD， 20 mM KH2P04 containing 8% methanol 

抽同操作を以下に示す。

Sample (serum or urine 500μ1 ) 

+ 200unit/600μlβ-glucro凶dase (75mM KH2P04-K2HP04， pH6.8) 

Incubation for 30 min (serum)， 6 hr (urine) at 370C 

v + 5μ1 1.S. solution (allobarbital) 

1 ml 

Extrelute column (Merk) 
standing for 10 min 

Elution (3ml of tert-buthylmethylether) 

Evaporate 

Residurc 
j +100μ1 of 50% MeOH 

HPLC20μl 

本測定方法では、 数種類の抗てんかん薬および代謝物を一斉に分析することが可能

である。 長さ25mm (カラムA)と50mm (カラムB)のODS系カラム2本を高圧流路切換

バルブ(FCV-2AH，Shimadzu)で連結したカラムスイッチングシステム'を構築した。 シス

テムの概要をFig.A -1 に示す。 最初バルブによりカラムAとカラムBが連結しており(ノく

ルブ中の実線で記載〉、Phenobarbital、 Zonisamide、 さらに(rac)-p-HPPH、(rac)ー

mcphobarbitalがカラムAより完全に溶出した時間(12分) にバノレフ、、を切り換える(ノ<;レブ中

の点線で記載)。 これにより、 カラムAは移動相Aで置換され、 カラムA内に留まってい

たphcnytoinやcarbamazepineが溶出され、検出器Aで検出される。 一方、カラムBにはβ­

CyDが添加された移動相Bが引続き流入するため、(rac)-p-HPPHおよび、(rac)-mephobarbital

の完全な光学分割が可能となり、検出器BによりPhenobarbital、Allobarbital(1.S.)、

Zonisamidcとともに検出される。 定量は、 クロマトグラムの内標物質とのピーク高さ比よ

り算出し行った。 測定はすべて三重測定で行った。
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switching valve 

Fig. A・1 HPLC conditions of Column Switching System 

Drug free serumに標準溶液を加え抽出した場合と患者血清から抽出した際のクロマ

トグラムより、 患者血清および服用薬物による妨害ピークは認められず、 良好な分離が可

能であったO さらに、 Drug free serumに標準溶液を添加し、 phenytoinが0.6--- 10μglml、(R)、

(S)-p-HPPHがそれぞれ0.24�4.0μglmlとなるように調製した。 これらを抽出後、 HPLCで

測定し、 内標物質とのピーク高さ比から検量線を作成した。 両代謝物とも設定濃度域で良

好な直線性が得られた。

(S)-p-HPPHカ{0.24μglml、 1.2μglml、 2.4μglml、(R)-p-HPPHカ{0.06μg/ml、 0.12μ

glml、 0.24μglmlの標準溶液を用いて回収率を検討した(n=5)o p-HPPHの回収率は、 両代

謝物ともにコントロールと比較して90%以上であったO

(S)-p-HPPHが0.24μglml、 1.2μglml、 2.4μg/ml、(R)-p-HPPHが0.06μg/ml、 0.12μ

g/ml、 0.24μg/mlの標準溶液を用いて再現性を検討した(nニ5)。 同時再現性、 日差再現性と

も両代謝物の各濃度における変動係数は6%以下であったO
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分析には以下に示す試薬を用いた。

Phenytoin (PHT) 大日本製薬株式会社提供

D，L-5-( 4-hydroxyphe町1)ふphe町1hydantoin (p-HPPH) 

Aldrich Chemica1 

Allobarbita1 東京化成工業株式会社

0・cyclodextrin ( ß・CyD) 東京化成工業株式会社

Tert-buthylmethy1ether 

Acetonitrile (HPLC用)

Methano1 (HPLC用)

KH2P04 (特級)

K2HP04(特級)

。-g1ucronidase (特級)

Drug free serum (Lypocheck) 

東京化成工業株式会社

和光純薬工業株式会社

和光純薬工業株式会社

和光純薬工業株式会社

和光純薬工業株式会社

Sigma Chemical 

Bio-Rad Laboratories 

測定に使用した水はすべて蒸留水をM出心Water Purification System (Millipore社製)に

より製造した超純水を使用した。

薬物標準溶液はメタノールを溶媒とし、 Phenytoinが100μglm1、(rac)-p-HPPHが80μ

glm1の濃度になるように調製した。 これを遮光し、 冷所保存した。

内標準溶液はAl10barbitalをメタノールに溶解し、 300μglm1の濃度に調製した。 これ

を遮光し、 冷所保存した。

本定量法における検出限界は(R)-p-HPPH、(S)-p-HPPHともに10nglm1であった。

細胞実験関連[第E章]

A.p-HPPH光学異性体標準品の分離・精製

以下に示す条件で(rac)-p-HPPHを各異性体に分割し精製した。

HPLC条件

ポンプ: 島津LC-3A 検出器: UV(島津SPD-2A)

カラム: Chiralce1 OJ (250 mm X 4.6 mm I.D， 10μm， Daicel) 

温度: 室温 移動相: water-ethanol (30 : 70 v/v%) 

流速: 0.5 ml/min 検出波長: 228 nm 

absorbance : 1.28 
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標品をメタノールに溶解後、(R)-p-HPPHおよび、(S)-p-HPPHを含む各フラクション

を溶媒ごと分取した。 分取した溶媒は減圧条件下で-エバポレーターを用い除去し、 エタノ

ールを加え溶解させ遮光し、 冷所保存した。 なお、 それぞれのp-HPPH光学異性休は

HPLCにより測定を行い、 単独ピークであることを確認した。 さらに、 Poupaertらl初)と

Butl er3 1、らの 報告 に 従 っ て、 旋光度等 に よる 確認 も 笑施 し た。

B.ヒト皮膚繊維芽組織細胞増殖

1)細胞培養

細胞培養には以下に示す培養キットを使用した。

FibloPack (倉敷紡績株式会社)

正常ヒト皮膚繊維芽細胞(NHDF) 2次培養 細胞 約4x 105個

無血清繊維芽細胞増殖培地(F-GM)

-改変MCDB202(DBM) 

・組み換えヒト型繊維芽細胞増殖因子(hFGF-B)(lngJml) 

.インスリン(5μg!ml)

• Sodium bic訂bonate(14mM) 

・抗菌剤(ゲンタマイシン50μg血l、 アムホテリシンB 0 . 25μg!ml) 

トリプシン(0.025W/V%)厄DTA(O.Ol W /v%熔液

田PES緩衝生理食塩液

トリプシン中和液

細胞入荷後、 まず顕微鏡で細胞の状態、を観察し、 双極の繊維芽細胞の形態をした細

胞が単層でサブコン フルエントな状態であるかを確認し、 70%アルコール(エタノールま

たはイソプロパノール)でフラスコの外側を消毒した後、 フラスコを密栓したまま、 370C，

5%COz加湿状態、で‘温度が平衡になるまでインキュベ-卜した(細胞のダメージによりイン

キュベ-ト時間は5.-.....24時間とした)。 インキュベ-ト後、 無菌下で注意深くNHDFの入っ

たフラスコを聞け、 パスツールピペットを用い、 古い培地を取り除き、新鮮なF-GM 5ml 

を加えた。 微生物による汚染を防ぐ目的で、 フラスコの首の部分やキャップに付着した培

地は総て取り除いた。 フラスコのキャップをゆるめ、 370C， 5% COz加湿状態で24，.....，48時間
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インキュベートした後に継代培養を行った。

2)継代培養(NHDF分割)

NHDFを顕微鏡で観察し、 細胞が多数の有糸分裂を含むサブコンフルエントな状態

であることを確認した後、 フラスコからmedium(F-GM)を吸引除去した。 HEPES緩衝液5ml

で細胞層を洗浄し、 トリプシン厄DTA溶液2mlで、細胞層を覆い、 少量を残し、 吸引除去後、

軽くフラスコをたたき細胞をはがした。 細胞がはがれた後、 フラスコにトリプシン中和液

5mlを加え、 遠心チューブに移した。 さらに、 5mlのトリプシン中和液またはHEPES緩衝

液でフラスコをリンスし、 細胞を回収した。

220Xgで5分間遠心した後、 上清を捨て、 F-GM5mlを加え再浮遊させた。 浮遊液100μl

にトリパンブルーを加え、 よく撹祥し、 血球計算盤を用い、 細胞数を計測した。

約5000個/cm2の細胞密度で、 新しいフラスコに接種し、 24時間インキュベ-トした。 24

時間後、 培地を交換し、 顕微鏡で観察し、 細胞が少なくとも80%付着していることを確認

した。 F-GMの交換は2日毎に行った。 培養はコンフルエントな状態になるまで繰り返し、

平均で12日間を必要とした。

3) 薬物の添加

コンフルエントな状態を顕微鏡で確認後、 フラスコからはがした細胞を計測した後、

下GMを適当量加え、 各遠心チューブに均等に分注し、 220Xgで、遠心分離を行った後、 上

清を捨て、 薬物の入ったF-GMまたはF-GMのみをそれぞ、れ1.2mlず、つ各遠心チューブに加

え、 ピペットにより細胞と混和した後、 各wellに200μlずつ分注した。 各薬物は予めアン

プルに封入し、 1100C， 40分間高圧蒸気滅菌を行ったものを用い、 最終濃度として、(R)、(S)、

(rac)-p-HPPHが2、 20μglml、 PHTが2、 20μg1mlとなるように調製した。 コントロール群

は培地(medium， F-GM)のみとし、 5X 10� cell/7mm well (96 multi-well plate，Falcon)の細胞密度

で、 370C、 5%C02条件下にて培養を行った。[3H]-thymidine取り込み実験には薬物添加後8

日日の細胞を、 細胞数の計数には添加後12日目の細胞を用いた。
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4)細胞数計数

トリプシン厄DTA溶液を50μν'well加え、よく撹枠した後、トリパンブル-250μlを

加え、さらに撹枠後、血球計算盤を用い細胞数を計測した。

5)サイミジン取り込み測定

[3H]-thymidineを先に述べた方法で作成したplateに加える(1μCi!well、1μCí/ml)0 37 

。C， 5% C02条件下で24時間培養した後、トリプシン厄DTA溶液を50μl/wellを加え、 0・

sheetに移す。 一晩乾燥させた後、 。-sheetを専用の袋に入れ、シンチレーションカクテル

を加えシールする。 これをBetaplateTM120S (シンチレーションカウンタ-)を用いて解析

した。

臨床試験[第E章]

1) 対象および選択基準

次の条件を満たす日本人の健常な成人男女を対象とした。

a) I医薬品の臨床試験の実施に関する基準」に準拠して、下記の事項について文書およ

び口頭にて説明を受けた後、 自由意志による同意が得られ、同意書に署名、押印した

者。

①試験の目的、方法

②予期される作用および副作用等

③試験への参加に同意しない場合であっても不利益を受けないこと

④試験への参加に同意した場合でも随時これを撤回できること、また同意を撤回し

ても不利益を受けないこと

⑤被検者として遵守すべき事項

⑤その他被検者の人権の保護に関し必要な事項

b) 試験実施機関である、医療法人相生会臨床薬理センターの事務局に登録されている

ボランティア会会員である者

c)健康診断(問診、医師の診察、生理学的検査、血液生化学的検査、血清学的検査、尿

検査)を試験前lヶ月以内に実施し、担当医師が被検者として適切であると判断した

者

d)主な選択基準

①年齢20-45歳
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②体重40-80 kg 

③肥満度(Broca係数): +20% 

e)次の項目に該当するものは除外した。

①薬物過敏症の既往歴のある者。

②試験の実施前2ヶ月以内に治療を受けたもの、あるいは献血をしたもの、または

4ヶ月以内に新医薬品の第一相試験に参加した者。

2) 試験の方法

a) 投与方法:朝空腹時にフェニトイン100mgを水150mlと共に服用する。 投与後、4時

間は絶食とし、その間の摂水は制限した。

b) 採血:肘静脈より10mlを真空採血管で採血する。 全血はDNAの抽出を行うまで40C

で 保存した。

c)蓄尿:投与前、投与後4時間、4-8時間、8-12時間、12-24時間、24-36時間の各時間

帯で、の蓄尿を行った。 尿量計測後、2印nlを取り、-200Cで測定まで保存した。

d)臨床観察、諸検査:身長、体重を入院時に、体温、血圧、脈拍、医師の診察、血液

生化学的検査、尿検査を投与前と投与後24、48時間目に実施した。 また、入院期間

中は、 自覚症状、他党所見および看護に関する記録を行った。

3)被検者の制限事項

a)試験の実施1週間前より担当医師の認めた薬剤以外の服用を、2日前より酒類の摂

取を試験終了時まで、いずれも禁止した。

b) 試験前日の夕食時より退院時まで飲食、喫煙等について規制した。

4)被検者の安全確保

試験の実施中、被検者の安全に対し十分な監視体制をとり、自覚症状とあわせて試験

進行の是非を確認した。 副作用が発現した被検者には適切な処置を行い、試験担当医師

が 必要と判断した場合、その時点で試験を中止することとした。

遺伝子診断関連[第E章]

EDTA-2Na入りの採血管に10mlの全血を採取し、リンパ球よりDNAを抽出キット

(Genomix， Talent， ltaly )を用い抽出した。 CYP2C19 geneの野生型(wt)と2種類の点突然変異

は、de Moraisらの報告した方法7民l(こ一部変更を加え行った。
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exon 5の変異(CYP2C19ml )の検出は、 鋳型DNA (200 ng) �こ10 X PCR buffer (10 rnM Tris. 

HCl， pH 8.3 ， 50 rnM KCl， 0.01 % gelatin)、 200μMのdNTP (dATP， dCTP， dGTP， dTTp)、 0.2μ

Mのプライマー、 1.25 unitのArnpliTaq DNA polymerase (Perkin Elmer)、 1.5 mM MgC12を加え、

全量を50μ!とし、 以下に示す条件で増幅を行った。

出itial denaturation step at 940C for 5 min 

denaturation at 940C for 1 min 
annealing at 570C for 1 min 
extension at 720C for 2 min 

final extension step at 720C for 5 min 

以上40cycles

制限酵素処理は、 PCR産物にSmaIを16 unit加え、 370C、 3時間インキュベーションする

ことで行った。

exon 4の変異(CYF2C19m2)の検出は、 鋳型DNA (200 ng)に10 X PCR buffer (67 rnM Tris. 

HCl， pH 8.8， 17 mM (NH4)2S04， 10 rnM ß -merωptoethanol， 7 μM EDTA， 0.2 mglml bovine 

serum albumin)、 200μMのdNTP (dATP， dCTP， dGTP， d廿p)、 0.25μMのプライマ一、 2.5

uIlÎtのArnpliTaq DNA pol ymerase (Perkin Elmer)、 5 mMMgC12を加え、 全量を50μlとし、 以

下に示す条件で増幅を行った。

initial denaturation step at 940C for 1 min 

denaturation at 940C for 1 min 
annealing at 550C for 1 min 
extension at 720C for 1 min 以上30cycles

fmal extension step at 720C for 14 min 

制限酵素処理は、 PCR産物にBamHIを24 uIlÎt加え、 370C、 3時間インキュベーションす

ることで行った。

制限処理後は、 3%アガロース電気泳動に展開した。 典型的な泳動パターンをFig.A・2�こ

示す。
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Fig.A・2 Analysis of DNA in various genorype pattems for CYP2C19 gene_ Lanes 2， 3， and 4 represent the 
results of PCR amplification and digest10n with Srna I to detect CYP2C19ml，and lanes 5，6，and 
7 represent PCR amplification and digestion with Bam 1-丑to detect CYP2G 19m2_ Arrows to the 
left of the panel indicate the SIze of the molecular weight markers shown in lane M. 

統計処理

[第I章]

副作用発現群と非発現群聞の薬物の投与量および血中濃度比較には一元配置分散分

析(one way analysis of variance， ANOVA)を使用し、 多範囲検定にはLSD法(least-sigmficant-

diffcrence method)を用いた 。
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各種副作用発現に関与する要因を明らかにする目的で、判別関数分析(stepwise discrimi­

nant function analysis， DFA)を行った。 Table 4に示した要因について検討を加えた。 実際の

分析では、ある要因を加えた場合のχz値を参考とし、副作用の認められない患者群とあ

る種の副作用が発現した患者群が有意に判別されるかいなか(χ2値の改善) を評価する。

薬物の組合せの副作用発現頻度への影響はx2検定により評価した。 組合せはPB、PHT、

CBZ、VPA、アセタゾラミド、 プリミドン、ベンゾジアゼピン系薬物の中から得られる2

種類の併用ノぞターンとした。 対象患者の詳細でも述べたが、それぞれの薬物を単独に服用

する患者が少ないことから、次に述べる処理を行った。1)例えば、phenytoin 服用群と

phen ytoin +carbamazepine，服用群の発現頻度を比較する場合、前者にはcarbamazepine以外の薬

物も同時に服用している患者を、また、後者には2種類以外の薬物の服用も行っている患

者を含め検討を行った。 2) 副作用が認められない患者と発現した患者を比較する場合

後者には評価する副作用に加え、他の副作用も同時に認める患者も含めた。 以上の点を考

慮し、発現頻度について2x2分画表を作成し評価を加えた。

投与量、血中濃度、併用薬剤数についての副作用発現境界値の算出にも、 同様に発現頻

度によるど検定を使用した。 また、発現頻度の低い副作用ではYatesの補正を行った。 実

際の操作では、例えば、投与量の発現境界値を算出する場合、投与量をその最小値から最

大値まで‘小刻みに動かし、各境界値で区切られる頻度により検定を行い、有意でかつ最も

小さい値を発現境界値とした。

最後に、得られた境界値以下の値を示すにも拘らず副作用が発現した患者の背景( 患者

リスクファクターとした) を検討した。 発現境界値以下で、副作用発現群と非発現群聞の

投与量や血中濃度、 臨床検査値などをt検定により比較し、有意に異なる項目をリスクフ

アクターとした。 また、平均値の比較を行う際、両群の分散の程度が等しい場合には

Student' t-testを、異なる場合にはWelch's t-testを行った。

[第E章]

多群聞の平均値の比較で、 3群以上の比較には一元配置分散分析(one way analysis 

of variance， ANOVA)を使用し、 多範囲検定には、凶D法(least -significant -difference method)を

-72-

用いた。 また、2群聞の比較には、Wilcoxon testを使用した。

[第E章 ]

2群間の平均値の比較には、Wilcoxon testを使用した。 また、2変数の相関は

Spcannenの順位相関係数により評価を加えた。本評価法は、 通常の単純相関に比べ、 両変

数の独立性に優れていると言われる。
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