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［序論］

ヒト C】P3A4遺伝子発現の個人差要因の解明を目指した

エヒ。ジェネティック制御機構に基づくゲノム構造解析

薬物動態学分野 3PS12018M 江口 駿介

ヒト肝臓において cytochromeP450 3A4 (CYP3A4）は薬物代謝酵素の中で最も多くに存在する CYP分

子種であり、現在の臨床現場で用いられる薬物の半数以上の代謝に関わっている。しかし、酵素活性にお

いては数十倍もの個人差が認められている。このため、 CYP3A4の個人差要因の解明により医薬品の適正

使用に大きく貢献できることが期待される。 CYP3A4活性の個人差要因は 60-90%が遺伝的要因だと言わ

れている。しかし、その一方で CYP3A4遺伝子の遺伝子多型解析において、その多型の頻度は非常に低く

大きな個人差を説明するに至っていない。

当研究室のこれまでの検討により、ヒト肝臓においてエヒ。ジェネティック制御機構である DNAメチル

化やヒストンアセチノレ化が CYP3A4発現の個人差に深く関与していることが示されている。 CYP3A4発

現との関連が示唆されたDNAメチノレ化領域（D1爺 rentiallymethylated region, DMR）は CYP3A4遺伝子よ

り5Mb離れた CpGアイランドに位置しており、既知の CYP3A4遺伝子発現制御メカニズムでは非常に

遠位に存在する DMR領域が CYP3A4発現を制御する機構は説明できない。本研究では、エピジェネテ

ィック制御機構に基づくゲノム構造の変化に着目し、 CYP3A4遺伝子発現メカニズムの解明を行うことを

目的とした。

［方法I

HeoG2細胞における DNAメチノレ化・ヒストンアセチノレ化の CYP3A4潰伝子発現への影響の検討：ヒト肝

がん由来細胞の HepG2細胞をDNA脱メチノレ化剤である 5-aza-2'-deo江戸ytidine(5-a四－dC）、またはヒスト

ン脱アセチル化酵素阻害剤である TrichostatinA (TSA）を用いて処理した。回収した細胞の mRNAの抽

出及び逆転写をした後に、 CYP3A4およびCYP3A4発現に関与する転写因子PXR,VDR, PRMTのmRNA

発現量を quantitativereal-time PCR法により測定した。

CoGアイランドの CYP3A4転写活性への影響評価 CYP3A4発現量との聞に強い相関を認めた CpGアイ

ランド（DMR領域）とその前後の CpG領域を含むベクターをそれぞれ作成し、転写活性への影響を評価

した。各ノレシフエラーゼベクターには、 CpGアイランドとノレシフエラーゼ遺伝子との問に CYP3A4発現

とヒストンアセチノレ化に相関のあった CYP3A4転写開始点近傍約 2kbの領域が含まれている。ヒストン

アセチノレ化状態での影響を評価するため、細胞には予めアセチノレ化促進剤である TSA処理を行った。

DI¥在R領域に結合する転写因子の同定：Insilicaにより予測された転写因子9種について、 siRNAを用いた

knockdown assayを行った。実験には5-aza-dCを予め処置したHepG2細胞を用いることでDI¥底領域を脱

メチル化状態として、転写因子の knockdownの影響を検討した。 CYP3A4発現と関連の認められた転写

因子 GRα について、抗 GRα 抗体を用いた ChlP(Chromatin lmmunoprecipitation) assayと EMSA

(Electrophoresis Mobility Shift Assay）により結合を確認した。

GRaがヒストンアセチル化状態に及ぼす影響の評価・ GRα が Ciア3A4遺伝子近傍のヒストンアセチノレ化

に及ぼす影響を評価するために、抗ヒストンH3抗体を用いた ChJPassayを行ったo 細胞は 5-aza-dC処理



を行った後に、GRα あるいはネガティブコントローノレ siRNAをトランスフェ夕、ンョンしたものを用いた。

CYP3A4遺伝子周辺領域の立体構造解析 DMR領域と CYP3A4遺伝子の空間的距離を明らかにするため、

ヒト肝臓を対象に CYP3A4mRNA発現量が是正知の検体について 3C(Chromosome Conformation Cap旬出）

assayを行った。

【結果I

HeoG2細胞における DNAメチル化・

ヒストンアセチノレ化の CYP3A4遺伝

子発現への影響の検討： 5-aza-dCを用

いた DNA脱メチノレ化により、転写因

子の発現上昇を伴わずに CYP3A4遺

伝子の発現増加が認められた。また、

TSA処理によるヒストンアセチノレ化

の促進による CYP3A4遺伝子の発現

上昇は認められなかった。

CoGアイランドのCYP3A4転写活性

への影響評価レポーターアッセイ

の結果、 CYP3A4発現量と相関を認

めた CpGアイランドを含むベクタ

ーにおいてのみコントローノレと比べ
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て TSA存在下で転写活性の有意な

上昇を示し、約 34倍の転写活性であ

った。前後の CpG領域を含むベクタ

ーにおいては TSAによる転写活性

の有意な変化を認めなかった

(Figure 1）。

DMR領域に結合する転写因子の同

定．転写因子予担uツールを用いて予測された 9種の転写因子に

ついて、剖RNAを用いた knockdownas田yを行った。その結果、

GRaのknockdo叩 nにより CYP3A4mRNA発現の有意な減少が認
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められた（Figure2）。また、抗GRα抗体を用いた Ch!Passayにより DMR領域への DNAメチル化依存的

な結合が確認できた（Figure3-A）。さらに、 EMSAにより DMR領域中の予測配列に GRαが結合するこ

とが示唆された（Figure3-B）。

GRα がヒストンアセチノレ化状態に及ぼす影響の評価 GRα の knockdownにより解析対象領域である

CYP3A4遺伝子転写開始点及び 2kb上流域アセチル化ヒストン H3の結合量が有意に減少した（Figure

S)o 
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CYP3A4遺伝子周辺領域の立体構造解析：DMR領域より直線的に遠ざかるにつれ、結合頻度の減少が確認

でき、約 60kb離れた領域ではそれが検出されなかったo一方、直線的には 5Mb離れた CYP3A4遺伝子

近傍ではどの領域においても interaction が検出できた。 D~在R領域と CYP3A4 遺伝子とその 2kb 上流域に

おいて近接効果を認め、 CYP3A4の発現量の高い肝臓検体では、発現量の低い検体と比べ有意に高い結合

頻度を示した（Figure4）。

【考察］

培養細胞におけるエピジェネティック

制御機構の影響を評価した結果、 5-a四一

dC濃度依存的なCYP3A4遺伝子の発現増

加が認められた。また、 CYP3A4発現に

関連する転写因子である PXR,VDR, 

PRMTの発現誘導は認められなかった。

このことから、 DNA脱メチノレ化による

CYP3A4発現上昇は、転写因子の誘導に

よるものではなく、口P3A4遺伝子自体の

脱メチル化に起因することが示唆され

た。
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Figure 4. JC assay of the human CYP3A4 gene locus 
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レポーターアッセイの結果より、 D1偲

領域を含んだレポーターベクターにおいて TSA処理による有意な転写活性の上昇を示した。この結果は、

これまでヒト肝臓において CYP3A4発現量と相関を認めた CpGアイランドの重要性を示す結果と一致す

るものであった。



DMR領域に作用する転写因子を解析したところ、 siRNAを用いたknockdownassayにより GRαの関与

が示唆された。また GRα はDNAメチル化依存的に DMR領域に結合していることが Ch!Passayにより

明らかとなった。さらに DMR領域中の GRα結合予測配列への EMSAの結果から示唆されたことから、

GRaがD1尽領域に結合し CYP3A4発現に関与する転写因子であると考えられる。

GRaが CYP3A4遺伝子近傍のヒストンアセチノレ化に及ぼす影響を評価した結果、 GRαのknockdownに

より遺伝子上流のヒストンアセチル化状態の低下が確認で、きた。このことは GRα が DMRを介して、

CYP3A4 promoterと作用して近傍のヒストンアセチル化状態を充進させることが考えられる。今後はGRα

がリクノレートする HAT(histone acetyltransferase）タンパク質の同定が GRαの機能を明らかにする上で重

要であると考えられる。

3Cassayにより DMR領域が立体的に CYP3A4遺伝子に近傍し、相互作用を行っていることが示唆され

た。さらにCYP3A4発現量の高い検体は発現量の低い検体に比べ有意に高い結合頻度を示したことから、

CYP3A4発現量の高い検体程、 DMR領域が CYP3A4遺伝子に立体的に近づいていることが考えられる。

また、ゲノムの高次構造形成に必要なタンパク質である cohesinタンパク質の結合が、 enhancerである

D1侭領域及びpromoterである CYP3A4遺伝子上流域で確認されたことから（datanot shown）、ゲノムが

ノレープ状に束ねられ両領域が近接していることが考えられる。

本研究より、 CYP3A4遺伝子発現制御には、エヒ。ジェネティック制御機構に基づくゲノム構造変化が重

要な役割を果たしていることが示された。特に、 CYP3A4遺伝子から 5Mb離れた領域にある D1尽領域

が CYP3A4遺伝子に立体的に近接することで遺伝子発現を制御しているという全く新規のメカニズムが

示された。 GRα を起点とした enhancer-promoter問の相互作用やクロマチンの構造変化を含むダイナミッ

クなゲノム構造変化が CYP3A4発現制御に大きく寄与していることが考えられる。 Figure6に本研究で

明らかとなった CY3A4遺伝子発現メカニズムを示す。今後、本研究で焦点を当てた DNAメチノレ化やヒ

ストンアセチノレ化といったエヒ・ジェネティック修飾が、ヒト肝における CYP3A4機能予測のパイオマー

カ｝となることが考えられ、 CYP3A4基質薬物における薬物治療の個別適正化の一助となることが期待

できる。
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