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(54)【発明の名称】 ヒトのアルコール依存症の発症に関するリスクの診断

(57)【要約】
本発明はアルコール依存症の発症に関するリスクを有す
ることに対するヒトの感受性を診断するための方法に関
する。本発明はさらに、該症状の発症を予防するため、
アルコール依存症の発症に関するリスクを有すると診断
されたヒトへの治療方法に関する。本発明はまた、トラ
ンスジェニック動物などの動物モデルを用いた、アルコ
ール依存症の予防または治療において有用な医薬または
遺伝的な標的の研究またはスクリーニング方法に関する
。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  アルコール依存症の発症に関するリスクを有することに対す

るヒトの感受性の診断方法であって、該被験者がヒトプレプロＮＰＹのシグナル

ペプチド部分に多型を有するかどうかを測定することからなり、該多型が該プレ

プロＮＰＹのシグナルペプチド内における７位のロイシンのプロリンによる置換

からなり、該多型がアルコール依存症の発症に関するリスクを示すものである該

方法。

    【請求項２】  請求項１記載の方法であって、前記被験者におけるヒトプレ

プロＮＰＹのシグナルペプチド部分の前記多型が、該被験者由来の試料へ７位の

対立遺伝子に特異的なオリゴヌクレオチドプロ－ブを用いることによって検出さ

れ、該試料は該プレプロＮＰＹの標的ポリヌクレオチドからなる方法。

    【請求項３】  請求項１記載の方法であって、前記被験者におけるヒトプレ

プロＮＰＹのシグナルペプチド部分の前記多型が、いかなるプレプロＮＰＹ分解

産物にも結合するシグナルペプチドまたは該ＮＰＹペプチドに結合できる抗体に

接触する該被験者由来の試料を用いた免疫アッセイによって検出される方法。

    【請求項４】  請求項１、２または３記載のアルコール依存症の発症に関す

るリスクを有すると診断されたヒトの治療、アルコール依存者の進行の予防また

はアルコール依存症を軽減もしくは治療するための方法であって、変異ＮＰＹ遺

伝子の影響を中和する薬剤を有効量、該ヒトに投与することからなる方法。

    【請求項５】  請求項４記載の方法であって、前記薬剤が、ＮＰＹと特異的

ＮＰＹ受容体タンパク質との効果の調節することによって、内因性のＮＰＹの合

成、分泌または代射の調節を目的とする薬剤、またはＮＰＹ標的部位での特異的

な方法での相互作用を目的とする薬剤である方法。

    【請求項６】  請求項４記載の方法であって、該薬剤が正常または変異ＮＰ

Ｙ遺伝子の遺伝子発現を調節することを目的とする薬剤である方法。

    【請求項７】  請求項１、２または３記載のアルコール依存症の発症に関す

るリスクを有すると診断されたヒトの治療、アルコール依存者の進行の予防また

はアルコール依存症を軽減もしくは治療するための方法であって、該ヒトへ変異

ＮＰＹ配列を修復することを目的とした特異的な遺伝子治療を行なうことからな
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る方法。

    【請求項８】  プレプロ神経ペプチドＹ（プレプロＮＰＹ）をコードするヌ

クレオチド配列、または成熟ヒトＮＰＹペプチドをコードするその部分からなる

ヒトのＤＮＡ配列であって、該プレプロＮＰＹのシグナルペプチド部分の７位の

ロイシンアミノ酸がｉ）変換されていない、またはｉｉ）プロリンによって置換

されているＤＮＡ配列を有するトランスジェニック動物からなる動物モデルを用

いることにより、アルコール依存症の予防または治療において有用な、医薬また

は遺伝的な標的の研究またはスクリーニング方法。

    【請求項９】  マウスのシグナルペプチドをコードするヌクレオチド配列が

正常または変異ヒトシグナルペプチドのどちらかをコードするシグナルペプチド

配列によって置換されている以外は、正常なマウスのＮＰＹ配列をコードするヌ

クレオチド配列、または成熟マウスＮＰＹペプチドをコードするその部分からな

るＤＮＡ配列を有するトランスジェニック動物からなる動物モデルを用いた、ア

ルコール依存症の予防または治療において有用な、医薬的または遺伝的な標的の

研究またはスクリーニング方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    ［技術分野］

  本発明は、アルコール依存症の発症に関するリスクを有することに対するヒト

の感受性の診断方法に関する。本発明はさらにアルコール依存症の発症のリスク

を有すると診断されたヒトの症状の進行を妨ぐために、該ヒトのアルコール依存

症の発症を予防または治療する方法に関する。本発明はまた、トランスジェニッ

ク動物を含む動物モデルを用いることによって、アルコール依存症の予防または

治療において有用な医薬または遺伝的な標的の研究またはスクリーニング方法に

関する。

      【０００２】

    ［発明の背景］

  本発明の背景を説明するため、およびとくに、その実施に関わる付加的な詳説

を提供するための場合、本明細書中に使用される刊行物およびほかのものは、参

考文献として包含される。

      【０００３】

  神経ペプチドＹ（ＮＰＹ）は、中枢神経系内の神経モジュレーター（neuromod

ulator）としてよく特徴づけられるヘキサトリオコンタペプチド（hexatriocont

apeptide）アミドである(Gray and Morley, 1986; Lundberg et al., 1982)。Ｎ

ＰＹの最も周知の効果は、摂食の刺激(Clark et al., 1985; Levine and Morley

, 1985; Stanley and Leibowitz 1985)および、白色脂肪細胞組織におけるリポ

タンパク質リパーゼの活性化によるエネルギー貯蔵の増加である（Billington e

t al., 1991; Billington et al., 1994）。最近のげっ歯類での調査結果は、Ｎ

ＰＹはエタノール消費の潜在的調節因子でもあり得るということを示唆する（Eh

lers et al., 1998a; Ehlers et al., 1998b; Thiele et al., 1998; Cokerill,

 1998; Tecott and Heberlein, 1998）。アルコールに対する好みは脳内のＮＰ

Ｙレベルと反比例で関連しているように思われる（Thiele et al., 1998）。Ｎ

ＰＹ欠失マウスは、エタノール消費が増加するのに対し、ＮＰＹ遺伝子を過剰発

現するトランスジェニックマウスはエタノールをあまり好まず、その鎮静剤/催



(5) 特表２００３－５２７８６５

眠剤効果に対してより敏感である（Thiele et al., 1998）。ＮＰＹおよびエタ

ノールは、同様の電気生理学的な側面を有し（Ehlers et al., 1998b）、両方と

も抗不安特性を有することが知られている（Thiele et al., 1998; Heiling et 

al., 1992; Palmiter et al., 1998; Stewart et al., 1993）。さらに、ＮＰＹ

は補償効果により消費挙動に影響し得る（Ehlers et al., 1998a; Tecott and H

eberlein, 1998）。ＮＰＹは、扁桃腺および側坐核、食物、アルコールおよびあ

る種の薬物の有益な状況を仲介すると考えられる中脳辺縁（mesolimbic）ドーパ

ミン系の構造体で発現する（Tecott and Heberlein, 1998; Ault et al., 1993;

 Jewett et al., 1992）。動物モデルからの間接的証拠にもかかわらず、ヒトの

アルコール消費の調節におけるＮＰＹの役割に関する研究はまだ公表されていな

い。

      【０００４】

  ＮＰＹのシグナルペプチドにおける共通の多型の新しい発見が、最近報告され

た（Karvonen et al., 1998）。配列変異体に対するＮＰＹ遺伝子の全コード領

域のスクリーニングののち、チミジン（１１２８）からシトシン（１１２８）へ

の多型（Ｔ１１２８Ｃ）が同定され、結果、プレプロＮＰＹのシグナルペプチド

内にロイシン（７）からプロリン（７）への置換となる。ＮＰＹ内のそのプロリ

ン（７）は血清コレステロールレベルの上昇に強い関連を示した（Karvonen et 

al., 1998）。

      【０００５】

  本研究において、我々は、クオピオ虚血性心臓疾患危険因子研究（ＫＩＨＤ）

からの不特定の男性群試料において、ＮＰＹにおけるロイシン（７）からプロリ

ン（７）への多型がアルコール消費レベルに関連していることを見出した（Salo

nen, 1988; Lakka et al., 1944）。

      【０００６】

    ［発明の要約］

  第1の側面によると、本発明は、アルコール依存症の発症に関するリスクを有

することに対するヒトの感受性の診断方法であって、該被験者がヒトプレプロＮ

ＰＹのシグナルペプチド部分に多型を有するかどうかを測定することからなり、
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該多型が該プレプロＮＰＹのシグナルペプチド内における７位のロイシンのプロ

リンによる置換からなり、該多型がアルコール依存症の発症に関するリスクを示

すものである方法に関する。

      【０００７】

  第２の側面によると、本発明は、アルコール依存症の発症に関するリスクを有

すると診断されたヒトの治療、アルコール依存症の進行の予防、またはアルコー

ル依存症の緩和もしくは治療するための方法であって、変異ＮＰＹ遺伝子の影響

を中和する薬剤を有効量該ヒトに投与することからなる方法に関する。

      【０００８】

  第３の側面によると、本発明は、アルコール依存症の発症に関するリスクを有

すると診断されたヒトの治療、アルコール依存症の進行の予防、またはアルコー

ル依存症の緩和もしくは治療するための方法であって、該ヒトへ変異ＮＰＹシグ

ナルペプチド配列の修復を目的とする特異的な遺伝子治療を行なうことからなる

方法に関する。

      【０００９】

  第４の側面によると、本発明は、プレプロ-神経ペプチドＹ（プレプロＮＰＹ

）をコードするヌクレオチド配列、またはヒト成熟ＮＰＹペプチドをコードする

その領域を含むヒトのＤＮＡ配列であって、該プレプロＮＰＹのシグナルペプチ

ド領域の７位のロイシンアミノ酸がｉ）置換されていない、またはii）プロリン

によって置換されたヒトのＤＮＡ配列を有するトランスジェニック動物などの動

物モデルを用いることによって、アルコール依存症の予防または治療において有

用な医薬的または遺伝的な標的の研究またはスクリーニング方法に関する。

      【００１０】

  第５の側面によると、本発明は、別の正常なマウスＮＰＹ配列をコードするヌ

クレオチド配列、またはマウスの成熟ＮＰＹペプチドをコードするその領域から

ばるＤＮＡ配列であって、マウスのシグナルペプチドをコードするヌクレオチド

配列が正常または変異したヒトのシグナルペプチドのどちらかをコードするヒト

のシグナルペプチド配列によって置きかえられたＤＮＡ配列を持つトランスジェ

ニック動物を有する動物モデルを用いることによって、アルコール依存症の予防
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または治療において有用な医薬的または遺伝的な標的の研究またはスクリーニン

グ方法に関する。

      【００１１】

    ［詳細な説明］

  神経ペプチドＹ（ＮＰＹ）は、中枢および末梢神経系に広く存在する３６アミ

ノ酸神経伝達物質である。ＮＰＹは、体のエネルギーバランスおよび心臓血管の

機能の制御といった多様な作用を有する。我々は最近、ＮＰＹのシグナルペプチ

ドにＰｒｏ７を有する被験者が、野生型（Ｌｅｕ７／Ｌｅｕ７）のシグナルペプ

チド配列を有する個々人と比較して、より高い血清コレステロールレベルおよび

アポリポタンパク質Ｂレベルを有することを証明した。神経ペプチドＹ（ＮＰＹ

）は、食物摂取の視床下部調節およびエネルギーバランスに重要な役割を果たす

。最近の動物における発見によると、ＮＰＹはアルコール消費の強力な調節因子

であるとも考えられる。我々は最近、ヒトにおいてＮＰＹ系がアルコール消費に

関連しているのかどうか研究するために、同定されたＮＰＹのシグナルペプチド

部分内のロイシン（７）からプロリン（７）への多型を用いた。被験者（Ｎ＝８

８９）は民族的に同種であり、フィンランド東部の中年男性の不特定な群の試料

である。Ｐｒｏ（７）置換を産生する遺伝子変異体は、多数の共変量に関する調

整後でさえ３４％以上も高い平均アルコール消費に対応している（ｐ＝０．０３

）。重度のドリンカー（エタノール２３０グラム以上／週）の割合もまた、この

群においてある程度高い（１３．１％対８．２％、ｐ＝０．１０）。我々の研究

は、ヒトのアルコールに対する嗜好がＮＰＹ系によって調節されやすいという最

初の証拠を提供するものである。

      【００１２】

  そのＤＮＡ配列またはその変異シグナルペプチドもしくはプレプロＮＰＹのほ

かの切断産物と関連する該ペプチドは、被験者が変異ＮＰＹ遺伝子の保因者であ

るかどうか測定するために該被験者をスクリーニングするために使用できる。

      【００１３】

  その測定は、正常および変異ＮＰＹ遺伝子の直接ＤＮＡシークエンス法、正常

ＮＰＹ配列または変異ＮＰＹ配列のどちらかを検出することができるポリメラー
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ゼ連鎖反応（ＰＣＲ法）を用いた対立遺伝子特異的増幅法などの周知の方法によ

るＤＮＡ解析として、またはたとえばＰＣＲ一本鎖配置多型（ＳＳＣＰ）法また

は変性勾配ゲル電気泳動法（ＤＧＧＥ）などのさまざまな分子生物学的方法によ

る正常または変異ＮＰＹ遺伝子の間接的な検出法のいずれかによって実施され得

る。正常または変異ＮＰＹ遺伝子の測定は、とくに多くの試料の遺伝子型を特定

するために適している制限断片長多型（ＲＦＬＰ）法によってもなされ得る。

      【００１４】

  その測定は、さまざまな方法を用いて組織レベルで発現するＲＮＡを分析する

ことによって、ＲＮＡレベルで行なうこともできる。対立遺伝子特異的プローブ

は、ハイブリダイゼーション用に設計され得る。ハイブリダイゼーションは、た

とえばノーザンブロット、ＲＮａｓｅ保護アッセイまたはインサイチュハイブリ

ダイゼーション法を用いてなされ得る。正常または変異ＮＰＹ遺伝子由来のＲＮ

Ａは、組織ＲＮＡをまずｃＤＮＡに変換し、ついで対立遺伝子特異的ＰＣＲ法に

よってｃＤＮＡを増幅し、前述したゲノムＤＮＡに関して解析を行なうことによ

っても解析されることができる。

      【００１５】

  あるいはまた、その測定は、試料を、そのシグナルペプチドまたはプレプロＮ

ＰＹのほかの切断産物と関連する該ペプチドに結合できる抗体と接触させる免疫

解析としても行なうことができる。

      【００１６】

  抗体は正常または変異プレプロＮＰＹに対して、またはよりとくには正常また

はＮＰＹの変異シグナルペプチド領域に対して起こすことができる。その抗体の

産生は、ポリクローナル抗体を得るために実験動物においてインビボでなされる

ことができ、またモノクローナル抗体を得るためにインビトロで細胞株を用いて

なされることができる。

      【００１７】

  アルコール依存症の発症に関するリスクを有すると診断されたヒトは、該症状

の進行を予防するために、その変異ＮＰＹ遺伝子の影響を中和する薬剤を有効量

該ヒトに投与することによって治療されることができる。これは、変異ＮＰＹ配
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列の修復を目的とした特異的な遺伝子治療によって、または内因性ＮＰＹの合成

、放出または代謝を調節すること、またはＮＰＹの効果を調節することによって

、ＮＰＹ標的部位で、特定な方法で特異的ＮＰＹ受容体タンパク質と相互作用す

ることを目的とした薬物治療を行なうことによってなされることができる。現在

は、ＮＰＹ受容体の５つの異なるサブタイプがクローニングされ、特徴付けられ

（Ｙ１～Ｙ５受容体）、これらＮＰＹ受容体と特異的に相互作用する薬剤分子が

合成されている。前記薬物治療は、これらの命名された受容体または機序のみに

限定されるものではなく、ＮＰＹの分泌物を含む今後発見される他のＮＰＹ受容

体および関連した機序も対象とするものである。

      【００１８】

  患者におけるその変異ＮＰＹの影響は、病気に関連した変異を標的とする訂正

または相同組換えによる変異対立遺伝子の位置指定不活性化を含む、アンチセン

ス治療または遺伝子スイッチングもしくは遺伝子置換を用いることによって妨げ

ることができる。

      【００１９】

  そのアンチセンス治療は、標的メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）との直接的

な相互作用によって翻訳を妨げるように設計された方法である。これは、その機

能が破壊されるべきメッセンジャーＲＮＡとワトソン・クリック型塩基対を形成

する標的オリゴヌクレオチドを用いることによって遂行される。アンチセンスオ

リゴヌクレオチドによる遺伝子発現阻害は、アンチセンスオリゴヌクレオチドの

相補的なｍＲＮＡ配列と結合する能力およびｍＲＮＡの翻訳を阻害する能力に依

存している。遺伝子内の単一の変異塩基はオリゴヌクレオチドに基づいた戦略を

用いることによって修復することが可能である（Giles et al., 1995; Schwab e

t al., 1994; Yoon et al., 1996）。短い７または８塩基のオリゴヌクレオチド

は、充分、標的ＲＮＡのフランキング配列に大きく依存するアンチセンス活性お

よび特異性を保持する。結合は、安定な結合およびＲＮａｓｅＨ媒介切断を促進

するのに充分であるべきである。

      【００２０】

  変異ＮＰＹ遺伝子の影響は、好ましくは、変異領域：…ｃｇａ ｃｔ／ｃｇ ｇ
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ｇｇ…の配列からなる短い対立遺伝子特異的なオリゴヌクレオチドを用いること

によって妨げられる。これは、さまざまな長さのオリゴヌクレオチドを用いるこ

とによって遂行され得るが、全てがその変異塩基配列を認識するものではない。

プレプロＮＰＹ ｍＲＮＡの推定２次構造（スキーム１および２）によると、最

も良い標的配列は、変異の周辺の－９と＋２塩基間、すなわち３′―ａｃ ａａ

ｇ ｃｇａ ｃｔｇ ｇ－５′を標的とする配列である。この配列は標的ｍＲＮＡ

へのオリゴヌクレオチドの結合を増強することで知られる「バルブ」を含む。

      【００２１】

  非修飾のオリゴヌクレオチドを使用することは可能であるが、それらの安定性

、ヌクレアーゼ耐性、および核への浸透を増加させるために、オリゴヌクレオチ

ドのいくつかの修飾が使用され得る。主にＣ－２、Ｃ－４、Ｃ－５、およびＣ－

６部位の、比較的多くの修飾ピリミジンが合成され、ヌクレオチドへ組み込まれ

る。またプリンアナログも合成することができ、オリゴヌクレオチドへ組み込ま

れる。糖部分、ペントフラノ－ス環の２′位がメトキシ、プロポキシ、Ｏ―アル

コキシまたはメトキシエトキシ基で置換される。リン酸または糖リン酸単位を交

換するオリゴヌクレオチドの新しい骨格は、Ｃ－５プロピニルピリミジン修飾ホ

スホチオエートオリゴヌクレオチドのように作られる。５′末端および３′末端

がメチルホスホロチオエート、ホスホジエステル、またはメチルホスホネートの

ようなヌクレオチド間結合によって修飾されたキメラオリゴヌクレオチドも、使

用できる。比較的新しい技術は、立体構造的に制限されたＬＮＡ（固定された核

酸）オリゴヌクレオチドおよびペプチド核酸である。生物工学リボザイムは構造

的に様々であるが、それらの特異性はまた標的ｍＲＮＡ配列の認識に基づいてい

る。

      【００２２】

  遺伝子置換または遺伝子スイッチング技術は、その変異遺伝子配列を不活性化

し、正しい配列を導入する。これは、正常なコーディング配列を有する外来遺伝

子をトランスフェクトし、アンチセンスオリゴヌクレオチドで変異コーディング

配列を遮断することによって遂行され得る。また、変異配列を妨害せず、正しい

正常配列を導入するだけの技術も使用できる。これは、ヘテロ接合性細胞、すな
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わち１つの正常対立遺伝子と１つの変異対立遺伝子を保持する細胞において使用

することができ、それにより正常対立遺伝子を過剰発現する結果となる。ホモ接

合性変異細胞もまた治療することができ、それによりドミナントポジティブ効果

、すなわち正常対立遺伝子が変異対立遺伝子より高度に発現される結果となる。

      【００２３】

スキーム１

プレプロＮＰＹｍＲＮＡの推定二次構造。このスキームは、ジーンバンク（GenB

ank）登録番号Ｋ０１９１１に公表された全プレプロＮＰＹｍＲＮＡ配列の５′

末端（１～１３８塩基）の推定構造を示す。その二次構造は、ウィスコンシン大

学の遺伝学コンピューターグループのＭＦＯＬＤプログラムを用いることによっ

て推定された。

      【００２４】

    【外１】
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      【００２５】

スキーム２

プレプロＮＰＹｍＲＮＡの推定二次構造。このスキームは、ジーンバンク登録番

号Ｋ０１９１１に公表された全プレプロＮＰＹｍＲＮＡ配列の５′末端（１～１

３８塩基）の推定構造を示す。その二次構造は、ウィスコンシン大学の遺伝学コ
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ンピューターグループのＭＦＯＬＤプログラムを用いることによって推定された

。ＴからＣへの変異塩基は塩基番号１０６である。

      【００２６】

    【外２】

      【００２７】
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  ＮＰＹ遺伝子の機能における変異ＮＰＹ配列の影響は、トランスジェニック動

物において研究され得る。トランスジェニック動物は標的相同組換え方法を用い

ることで作製し得る。ヒトＮＰＹシグナルペプチドの正常および変異配列の双方

（またはプレプロ神経ペプチドＹ（プレプロＮＰＹ）をコードするヌクレオチド

配列からなるあらゆるＤＮＡ配列、または成体マウスまたはヒトの成熟ＮＰＹペ

プチドのアミノ酸をコードする領域であって、ｉ）該プレプロＮＰＹのシグナル

ペプチド部分の７位のロイシンアミノ酸がプロリンによって置換されたもの、ま

たはｉｉ）該プレプロＮＰＹのシグナルペプチド部分の７位のロイシンアミノ酸

が置換されていないもののどちらかである領域）は、内因性シグナルペプチド配

列を置換するために、ＮＰＹ遺伝子の配列に導入されるだろう。これらの条件下

で、プレプロＮＰＹの合成が正常または変異したヒトＮＰＹシグナルペプチド配

列のどちらかによって調節される以外は、内因性ＮＰＹ遺伝子は一方で正常に機

能する。このトランスジェニックモデルは、非常に特異的な方法でその変異ＮＰ

Ｙ遺伝子の生理学的重要性を研究するために用いることができる。それはまた、

変異ＮＰＹ遺伝子の影響を緩和するように設計される、新しい薬剤分子を研究お

よびスクリーニングするための理想的な前臨床モデルを提供することにもなるだ

ろう。

      【００２８】

  本発明は以下の実験においてより詳細に記載される。

      【００２９】

実験

材料と方法

研究被験者

  本研究群は、クオピオ虚血性心臓疾患危険因子研究（ＫＩＨＤ）の協力者、す

なわち心筋梗塞、アテローム性動脈硬化の進行、および中年男性におけるほかの

多くの健康結果に対してそれまで未確定だった危険因子を研究するために１９８

０年代に着手された疫学的研究に基づく群からなる（Salonen, 1988; Lakka et 

al., 1994）。本研究プロトコールはクオピオ大学の倫理調査委員会によって是

認され、全協力者はＫＩＨＤに参加するために書面のインフォ―ムドコンセント
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を提出した。

      【００３０】

  ＫＩＨＤ研究の全試料は、２つの集団に集められた２，６８２人の男性からな

る。本研究は、１９８６年から１９８９年の間の研究で登録された４２歳～、４

８歳、５４歳～、および６０歳男性の年齢層に分けられた試料（Ｎ＝１，５１６

、参加率８２．６％）である第２集団に基づいている。ＤＮＡ試料は、基準とし

て冠状動脈性心臓病ではない１，１３７人の男性から得られた。

      【００３１】

アルコール消費量の評価

  自己申告の量－頻度アンケート（Kauhanen et al., 1997a; Kauhanen et al.,

 1997b）は、アルコール服用レベルの記録のために使用した。純エタノールでの

アルコールの週平均消費量（グラム／週）は、各飲料のタイプの既知のアルコー

ル量ならびに報告された用量および飲む機会の頻度に基づいて計算された。我々

はさらに、一日の平均消費量が標準用量の３倍（３ standard doses）を越える

（＞２３０グラム  エタノール／週）服用者からなる重度の服用者の割合を計算

した。１用量は、１２ｆｌオンスボトルのビール、１２ｃｌのワイン、または４

ｃｌ量のハードリカーである。血清ガンマ－グルタミルトランスペプチダーゼ（

ＧＧＴ）および平均血球容量（ＭＣＶ）が、過剰なアルコール服用のバイオマー

カーとして基準血液試料から測定された。これらの生化学的な測定値は、いずれ

かの遺伝子型の群が事実上アルコール乱用の生化学的徴候を示すのかどうかを知

るために調べられた。

      【００３２】

  少なくとも１２ヵ月間は全く飲んでいないと話す男性を節制家（Ｎ＝１２３，

全体の１２．１％）として測定した。節制家は健康上の問題でお酒を止めていた

男性からなる混成の群であるため、彼らについては最終的な解析から除外した。

      【００３３】

共変量

  多くの社会人口学、行動および医学的性質は、以前に記載されたようにＫＩＨ

Ｄプロトコールにより評価された（Salonen, 1988; Lakka et al., 1994; Kauha
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unen et al., 1997a）。年齢、居住地域（都市／田舎）、婚姻状態、教育レベル

、現所得、喫煙時代における喫煙歴、および診断された慢性病ならびに体調（虚

血性心臓病、糖尿病、脳卒中、ガン、肝臓病、精神障害）歴およびトラウマ歴は

、アンケートにより記録され、また臨床面談により再確認された。そのデータは

、観察された関連性において混同する可能性のある効果を検討するために用いら

れた。

      【００３４】

遺伝子型分析

  プレプロＮＰＹ遺伝子型は、表現型を知らない調査員によって被験者の抹消血

液から抽出されたＤＮＡ由来の制限断片長多型（ＲＦＬＰ）分析により決定され

た。つまり、その多型は、Ｂｓｉ  ＥＩ制限部位を生じるチミジン（１１２８）

からシトシン（１１２８）への置換として現れ、以前に記載されたように（Karv

onen et al., 1998）、Ｌｅｕ７Ｐｒｏ多型に関して被験者の遺伝子型を特定す

るのに用いられた。ＰＣＲ産物はＢｓｉ  ＥＩ（ニューイングランドバイオラブ

ス社（New England Biolabs, Inc.）、ベバリー（Beverly）、ＭＡ、ＵＳＡ）に

よって消化され、消化物は２％アガロースゲルで電気泳動によって分析された。

      【００３５】

統計学的解析

  対立遺伝子型の頻度分布は、Ｘ2検定によってハーディー－ワインベルグ平衡

に対して検定された。遺伝子型群のあいだの平均週アルコール消費における統計

学的な違いは、分散解析において検討された。年齢および他の共変量は、共分散

解析に対して調整された。遺伝型群における重度のドリンカーの割合は、カイ二

乗検定を用いることで比較された。統計学的検定から得られた０．０５以下のＰ

値は、統計学的に有意であると考えられた。統計学的計算はＩＢＰ  ＲＳ／６０

００のためのＳＰＳＳソフトウェアを用いて行った（SPSS for Unix（登録商標

）、SPSS 社製、シカゴ、米国）。

      【００３６】

結果

  プレプロＮＰＹのシグナルペプチド部分におけるＬｅｕ（７）からＰｒｏ（７
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）への多型およびアルコール服用についての完全なる情報は、８８９人のアルコ

ールを服用する男性において利用された。彼らのうち７９０人（８８．９％）は

Ｌｅｕ（７）／Ｌｅｕ（７）ホモ接合の遺伝子型であり、全体の９５人（１０．

７％）はＬｅｕ（７）／Ｐｒｏ（７）へテロ接合の遺伝子型であり、４人（０．

４％）はＰｒｏ（７）／Ｐｒｏ（７）ホモ接合体であった。対立遺伝子型頻度は

、９４．２％（Ｌｅｕ）および５．８％（Ｐｒｏ）であった。１つまたは２つの

Ｐｒｏ（７）対立遺伝子を有する全ての男性はさらに解析するために集められた

。本研究群は、ハーディー－ワインベルグ平衡におけるものである（カイ2＝０

．５８５、１ｄ．ｆ．、ｐ＝０．４４）。

      【００３７】

  表Ｉは社会人口学的および行動的な背景である特徴、および２つのＮＰＹ遺伝

子型群において病気と診断された男性の割合を示す。遺伝子型間でガンマグルタ

ミルトランスペプチダーゼ（ＧＧＴ）の血清レベルまたは平均血球容量（ＭＣＶ

）において違いはなかった。ＧＧＴの平均および標準偏差はＬｅｕ（７）／Ｌｅ

ｕ（７）ホモ接合体では２９．０Ｕ／ｌ（ＳＤ２９．４）であり、Ｐｒｏ（７）

を有する群では２９．７Ｕ／ｌ（２６．０）であった（ｐ＝０．８３）。ＭＣＶ

の平均および標準偏差は、それぞれ９２．０ｆｌ（ＳＤ４．５２）および９２．

０ｆｌ（ＳＤ４．０）であった（ｐ＝０．９３）。

      【００３８】

  １週間の純エタノールグラムでのアルコール消費量を、表IIに表す。調整され

ていない平均消費量および共変量で調整された消費量は両方ともに、Ｐｒｏ（７

）を有する男性群が有意により高かった（３３パーセント）。重度のドリンカー

（１週間にエタノールで平均２３０グラム以上または１日に標準量の３倍以上飲

むと報告した男性）の割合についても、Ｐｒｏ（７）置換を有する男性群が高か

った（１３．１％対８．２％）（Ｐ＝０．１０）。

      【００３９】

    【表１】
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      【００４０】

    【表２】



(19) 特表２００３－５２７８６５

      【００４１】

考察

  我々は、神経ペプチドＹ（ＮＰＹ）のシグナルペプチド部分のＰｒｏ（７）に

よってＬｅｕ（７）が置換されている共通の多型において、変異体対立遺伝子に

対するホモ接合またはへテロ接合である中年男性の試料群において、アルコール

消費の増加を観察した。Ｐｒｏ（７）の存在は、Ｌｅｕ（７）／Ｌｅｕ（７）遺

伝子型を有するホモ接合体の被験者と比較すると、およそ３分の１（３３％）よ

り高いエタノールの平均消費量と関連していた。週にエタノールを２３０ｇ以上

服用すると報告する重度の消費者の割合もまた、Ｐｒｏ（７）変異を有する男性

においてより高かったが、この違いについては被験者が少数であるため統計的有

意性については調べなかった。

      【００４２】

  我々の研究は、ヒトにおける共通のＮＰＹ多型とアルコール服用との間の関連

性を示す最初のものである。その結果は、中枢神経系におけるＮＰＹのレベルと

アルコール嗜好との間の反比例の関係を示している多くの最近の動物での研究結
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果（Ehlers et al., 1998a; Ehlers et al., 1998b; Thiele et al., 1998; Coc

kerill, 1998; Tecott and Heberlien, 1998）と一致している。神経ペプチドが

欠如したマウスは、正常あるいはより多い神経ペプチドＹレベルを有するマウス

と比較すると、とくにアルコールを好み、エタノール効果に対して感受性が低く

（Thiele et al., 1998）、アルコールを好むラットは、扁桃腺、海馬および前

頭皮質におけるＮＰＹレベルがより低い（Ehlers et al., 1998a）。

      【００４３】

  我々の研究における対立遺伝子の頻度は、以前にフィンランド人の２つの群で

観察された頻度とよく似ている（Karvonen et al., 1998）。フィンランド人は

遺伝的にむしろホモ接合体群であることが知られているため、観察された関連性

はサンプリング時、または群の混合における階層化の誤りによるものでは到底あ

りえない。

      【００４４】

  多くの社会人口学的因子は、既知のアルコール服用の決定因子である。我々の

研究におけるＰｒｏ（７）を有する男性群および有さない男性群での社会的背景

は類似していた。その２つの群は、同年齢で同じような教育的背景を有した。Ｐ

ｒｏ（７）を有する男性には田舎の地域社会在住の者がわずかに多く、この群は

またわずかにより高い所得を有した。喫煙歴は両群において類似していた。以前

の研究結果では、この遺伝子型はより低い総コレステロールおよびＬＤＬコレス

テロール血清レベルと関連していることが示されているため、Ｌｅｕ（７）ホモ

接合体の群で虚血性心臓病歴のより高い罹患率を観察することはあまり予測され

なかった（Karvonen et al., 1998）。多重変数モデルにおけるそれらの多くの

変数すべての調整は、ＮＰＹ多型とアルコール消費量との間で観察された関連性

に影響を及ぼさなかったため、それらの変数は結果を混乱させないということを

示唆する。

      【００４５】

  アルコール服用におけるＮＰＹの影響を説明することができる生理学的にもっ

ともらしい機序がいくつかある。ＮＰＹは脳内で広く作用する抑制神経モジュレ

ーターである。ＮＰＹ受容体は、サイクリックＡＭＰの産生を抑制するヘテロ三
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量体Ｇタンパクと結合するので（Thiele et al., 1998; Lamme, 1995）、ＮＰＹ

はアルコールに応答してｃＡＭＰ産生を抑制し、その結果アルコール摂取量を制

限する可能性がある。ＮＰＹの中枢神経投与は不安を減少させ、ＮＰＹが不足し

たマウスは不安を測定すると高値であった（Heilig et al., 1992; Palmiter et

 al., 1998）。アルコール嗜好の進展は、不安を減少させるＮＰＹが比較的欠損

していることに一部依存し得る。

      【００４６】

  ラットにおける慢性的なエタノール投与は、食物制限と一応同様に視床下部に

おけるＮＰＹレベルに影響を及ぼす（Ehlers et al., 1998a）。ＮＰＹは、短期

の食物摂取を強く刺激することによって、エネルギーバランスの視床下部調節に

おいて重要な役割を担う（Clark et al., 1985; Levine and Morley, 1985; Sta

nley and Leibowitz, 1985）。中枢神経投与されたＮＰＹはまた、リポタンパク

質リパーゼのｍＲＮＡの発現を増加させ、脂質貯蔵を支持する白色脂肪細胞にお

ける酵素活性を高める（Billington et al., 1991; Billington et al., 1994）

。したがって、ＮＰＹは、食物摂取およびアルコール飲用の両方の点で完了行動

に非特異的に影響し得る。しかしながら、食物摂取を調節すると思われる領域で

ある視床下部の弓状核において、ＮＰＹ導入遺伝子発現は欠如している（Thiele

 et al., 1998; Palmiter et al., 1998）。このことは、アルコール服用におけ

るＮＰＹの効果はおそらく食物およびカロリー摂取と同様な機序を通しては媒介

されないことを示す。

      【００４７】

  我々の理解のために、神経ペプチドＹと依存症との間の可能性のある関連性を

検討するただ１つの以前のヒトでの研究がある。ロイおよびその共同研究者ら（

1990）は、男性のアルコール依存症と正常な対照との間での脳脊髄液（ＣＦＳ）

のＮＰＹレベルの有意差については観察しなかった。しかしながら、アルコール

依存症は、おおむね群を占めているのではない。また、ＮＰＹのＣＦＳレベルが

、中枢神経系の生理学的に重要な位置においてこのペプチドの活性に反映するか

どうかについては明らかではない。

      【００４８】
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  プラズマＮＰＹは交感神経系の末端神経に由来し、したがって、プラズマ内の

ＮＰＹレベルは交感神経活性レベルに反映する（Lundberg et al., 1990）。有

意な正相関は、ＮＰＹレベルとコルチコトロピン放出ホルモン、ソマトスタチン

および脳脊髄液内の成長ホルモンとの間に観察されている（Roy et al.,1990）

。これらの研究と我々の研究結果に基づいて、飲用行為における可能な交感神経

系の機序についてのさらなる研究が保証される。

      【００４９】

  本発明の方法は多様な実施態様の形で具体化されることができ、本明細書中に

はその実施態様のほんの少ししか開示されていないことが理解されるだろう。ほ

かの実施態様が存在し、それが本発明の精神から逸脱しないことは、本分野の専

門家には明白であろう。したがって、記載された実施態様は説明のためのもので

あり、限定として解釈されるべきものではない。

      【００５０】
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【図面の簡単な説明】
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    【図１ａ】

  図１ａはヒトＮＰＹ遺伝子、プレプロＮＰＹペプチドおよび成熟ＮＰＹペプチ

ドの分子構造を図式的に説明したものである。

    【図１ｂ】

  図１ｂはヒトＮＰＹ遺伝子のヌクレオチド配列を示す。大文字はエキソン配列

、小文字はイントロン配列を示す。ジーンバンク登録番号をかっこ内に示す。矢

印は正常な遺伝子のチミジン（Ｔ）がシトシン（Ｃ）によって置きかえられ、突

然変異遺伝子が生じる位置を示す。エキソン２の下線の配列は２８アミノ酸のシ

グナルペプチドをコードする配列である（エキソン１は配列番号１であり、エキ

ソン２は配列番号２、エキソン３は配列番号３およびエキソン４は配列番号４で

ある）。

    【図１ｃ】

  図１ｃはヒトプレプロＮＰＹｍＲＮＡのヌクレオチド配列を示す（配列番号５

、配列番号６に示すタンパク質配列を有する）。矢印は、正常なｍＲＮＡのチミ

ジン（ｔ）がシトシン（ｃ）によって置きかえられ、変異ｍＲＮＡが生じる位置

を示す。

    【配列表】
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【図１ａ】
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【図１ｂ】

【図１ｃ】
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【国際調査報告】
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