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DNAメチル化解析によるヒト肝における薬物動態関連遺伝子発現の個人差要因の解明

薬物動態学分野 3PS14010M 田中駿大

［序論］

薬物の体内動態には、腸管や肝臓、腎臓などの様々な臓器に発現する代謝酵素やトランスポータ

ーが関与しており、薬物動態関連遺伝子発現の個人差は、薬物の体内動態や応答性の個人差を生む

要因のーっとされる。これまでに、医薬品の適正使用に向けた薬物動態関連遺伝子の個人差解明の

ために、一塩基多型（SNPs）を中心とした多くの研究がなされてきた。しかし、同一遺伝子型内

においても、個体聞に無視のできない個人差が存在するなど、遺伝子型だけでは説明のできない個

人差が多く存在し、薬物治療におけるバイオマーカーとしての利用を困難なものにしている。この

問題を解決しない限り、薬物動態関連遺伝子機能を指標とした薬物の個別適正使用のための事前診

断は実現不可能であるように思われる。

近年SNPsに代わる新たなアフ。ローチとして、 DNA塩基配列の変化を伴わずに遺伝子の発現を

制御するエピジェネティクスが注目されτいる。中でもゲノムDNAのメチル化は最も研究が盛ん
に行われており、遺伝子転写開始点上流域に存在する CpG固己列の集まり（CpG island）のメチル

化は、遺伝子の発現を抑制する。すでにがんなどの疾患においては、疾患特異的な異常DNAメチ

ル化をバイオマーカーとする研究が進められている。一方で、現状では正常組織における DNAメ

チル化の知見が少なく、薬物の個別適正使用にDNAメチル化を指標として用いるためには、正常

組織における遺伝子発現の個人差に関連する情報の蓄積が必要である。以上の背景から、本研究で

は正常組織における遺伝子発現の個人差と DNAメチル化に焦点を当て、薬物動態関連遺伝子の個

人差に寄与する DNAメチル化領域の同定を目的に検討を行った。

｛方法】

ヒト正常肝臓組織を用いたDNAメチル化解析

1.薬物動態関連遺伝子転写開始点上流30kbpのCpGisland探索

肝臓に発現しているトランスポーター10種、代謝酵素CYP5種の計15種の遺伝子を解析対象とし、

CpG island searcher [http://cpgislands.usc.edu/］を用いて CpGislandの探索を行った。解析領

域は各遺伝子の転写開始点上流ー30kbpまでとした。

2.薬物動態関連遺伝子の mRNA発現量の測定

ヒト正常肝臓より totalRNAを抽出し、転写開始点上流に CpGislandが存在した遺伝子について

mRNA発現量を定量real-timePCR法で測定した。

3.薬物動態関連遺伝子における CpGislandのメチル化頻度と mRNA発現量との相関解析

ヒト正常肝臓由来genomicDNAより、メチル化 CpG結合ドメインタンパク質を用いてメチル化

DNAを濃縮した。各CpGislandにprimerを設計し、定量real-timePCR法でメチル化頻度を測



定後、各遺伝子mRNA発現量との相関解析を行った。

SLC47Al遺伝子発現における CoGislandの機能評価

1.培養細胞における DNA脱メチル化剤の影響評価

4種の培養細胞をDNA脱メチノレ化剤である 5-aza-dCを含む培地で3日間培養した後、R千PCRに

より MATElmRNA発現量の測定を行った。

2. CpG islandが遺伝子の転写活性に与える影響の評価

mRNA発現量と相関を認めたCpGislandがSLC47Al遺伝子の転写活性に与える影響を評価する

ため、 CpGislandsの配列と SLC47Al遺伝子のプロモーター領域を同時に組み込んだレポーター

ベクターを作製し、ヒト肝がん細胞HepG2細胞にtransfeet後、ノレシフエラーゼ活性を測定した。

3. SLC47Al遺伝子近傍領域におけるゲノム立体構造解析

CpG islandとSLC47A1遺伝子転写開始点との物理的近接の有無を明らかにするため、遺伝子の

立体構造解析手法である 3C(chromosome conformation capture) assayにより、 SLC47Al遺伝子

周辺領域のゲノム構造解析を行った。結合頻度の測定には定量real-timePCR法を用いた。

4. CpG island欠損細胞の作製と遺伝子発現の変動評価

SLC47Al遺伝子発現に対する CpGislandの寄与を評価するため、 CRISPR/Cas9systemを用い

てCpGislandを欠損したヒト肝がん由来細胞HepG2を作成し、欠損細胞における MATElmRNA

発現量を定量real-timePCR法により測定した。

［結果】

ヒト正常肝臓組織を用いたDNAメチル化解析

CpG islandの探索を行った 15種の遺伝子のうち、 10種の遺伝子に CpGislandが存在した。こ

れら 10種の遺伝子について mRNA発現量を測定したところ、 SLC47AlI MATElで 22.8倍、

GYP JA2 I CYP1A2は194.3倍など肝臓検体間に個人差が存在した。各CpGislandのメチル化頻

度を測定し、 mRNA発現量との相関解析を行った結果、 ABCBJI MDRl、ABCCBI MRP3、

SLC47Al /MATElの3種の遺伝子において、mRNA発現量とメチル化頻度が負の相関を示すCpG

islandが明らかとなった（Fig.1）。これら 3種のうち、 MATElmRNAの発現量の個人差に最も

ばらつきがあったため、 SLC47AlI MATElに焦点を当て、 CpGislandの機能評価を行うことと

した。

CpG island 3 （・27176～・25203bp) Fig. 1 Correlation analysis between mRNA levels and 

ヱ 100
0 

旬開 n 

巴＜ミ
注受 I ・
Q)芝 10.

-~ o., I • ＋・.... 網開 I 可V

立 <C Iφ 
a> z I + + 
a::: a::: Iφ  
E 1 
0 3 6 9 

F守s＝・0.5385
P=0.047 

4’ • 
12 15 18 

Relative Methylation frequency 

methylation企・equenciesof the CpG island in Caucasian liver 

samples. 

The methylation levels of CpG islands that are located within the 

30 kbp upstream of the TSS were detected by affinity-based 

methylation analysis. mRNA levels of MATEl was negatively 

correlated with the methylation levels of CpG island. Rs: 

21 Spearman’s rank・order correlation analysis. 



SLC47Al遺伝子発現における CoGislandの機能評価

DNAメチノレ化が SLC47Al遺伝子発現に関与するかどうかを明らかにするため、4種の培養細胞

をDNA脱メチル化剤で処理し、 MATElmRNA発現量を測定した結果、 2種の細胞において DNA

脱メチル化剤により MATElmRNA発現量の上昇が認められた（Fig.2）。
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一般的に遺伝子の転写に機能する領域は、遺伝子の転写開始点近傍領域に存在するが、負の相関

を示した2か所の CpGislandはSLC47Al遺伝子転写開始点からそれぞれ約27kbpと約 5kbp 

離れた領域に存在していた。そこで、これらの CpGislandがSLC47Al遺伝子発現のエンハンサ

ーとして機能することを仮定した。 SLC47Al遺伝子転写開始点近傍領域と CpGislandを同時に

組み込んだレポーターベクターを作成し、 luciferasereporter assayを行った結果、約27kbp上流

に存在する CpGisland内の領域（－25670.～・25246bp）が転写活性上昇に重要な役割を持つこと

が示唆された（Fig.3）。
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Fig. 3 Lucifera・se activities in SLC47A1・CpG islands. 

Luciferase (Luci) reporter gene constructs were 

transiently transfected into HepG2 cells. Luciferase 

values are normalized to pGL4.70 vector and mean 

value obtained with the pGL4.10 vector as 100%. Data 

represents mean土 S.D.and. analyzed using Dunnett’s 

test.へp< 0.05: statistically di首erentfrom the control 

vector containing only SLC47Al gene promoter region. 

N.S., Not statistically significant. 

SLC47Al遺伝子転写開始点の約 27kbp離れた CpCislandが、 SLC47Al遺伝子発現の制御ナ

るメカニズムとして、 SLC47Al遺伝子と CpGislandが物理的に近接している DNAルーフ。構造を

仮定した。そこで、 CpGislandとSLC47Al遺伝子転写開始点との物理的近接の有無を明らかに

するため、遺伝子の立体構造解析手法である 3Cassayにより、 SLC47Al遺伝子周辺領域のゲノム

構造解析を行った。 SLC47Al遺伝子転写開始点近傍領域において高い結合頻度が認められたこと

から、 DNAのループ構造により、約27kbp上流の CpGislandとSLC47Al遺伝子転写開始点近

傍領域が物理的に近接していることが示唆された（Fig.4）。

SLC47Al遺伝子発現に対する CpGislandの寄与を評価するため、 CRISPR/Cas9systemを用

いて CpGislandを欠損したヒト肝がん由来細胞 HepG2を作成した。欠損細胞における MATEl

mRNA発現量を測定した結果、 MATElmRNA発現量の約40%の減少を認めた。



Fig. 4 3C assay of the SLC47Al gene locus. 

The Black vertical lines show positions of Pst I 

restriction sites and grey box show CpG island. 
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【考察］

ヒト正常肝臓組織を用いた DNAメチノレ化解析により、 ABCBlI MDRl、ABCC3I MRP3、

SLC47Al I MATElの3種の遺伝子において、mRNA発現量とメチル化頻度が負の相関を示すCpG

islandの存在が明らかとなった。この結果より、遺伝子転写開始点上流域に存在する CpGisland 

の DNAメチル化が正常組織における遺伝子発現の個人差に寄与する可能性が示唆された。特に、

ABCC3/MRP3、SLC47AlI MATElについて DNAメチノレ化に発現制御されていることを示した

報告はこれまでになく、ヒト肝臓において DNAメチル化がこれらの遺伝子の発現に関与すること

を示唆する結果が初めて得られた。

SLC47Al遺伝子においては、約 27kbp上流に位置する CpGislandの下流域と SLC47Al遺伝

子領域が DNAのルーフ。構造により相互作用することで遺伝子発現が充進するメカニズムが示さ

れた（Fig.5）。近年、 CpGislandよりも CpG配列が低密度に存在する、 CpGisland shoreと呼

ばれる領域の重要性が示唆されている 1,2）。本検討で重要であることが示唆された領域は、約 27kbp

上流に位置する CpGislandの中でも CpG配列の密度の低い領域で、あったことから、この領域が

CpG island shoreに該当し、 MATElmRNA発現の

個人差に寄与する DNAメチル化領域で、ある可能性

が考えられる。

今後は、本研究によって明らかとなった CpG

islandのDNAメチノレ化を介したSLC47Al遺伝子の

発現制御機構に基づく MATEl機能予測のためのバ

イオマーカーの確立に向けて、ヒトを対象とした臨床

試験を行い、ヒト肝における SLC47Al遺伝子の

DNAメチル化頻度と MATElの基質薬物の体内動態

との関連について明らかにする必要がある。

representative experiment. 

Fig. 5 Three-dimensional conformation at the 

SLC47Al gene locus. 
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