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論文審査の結果の要旨

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、これらの薬物動態関連遺伝子の発現量・活性は薬効・副作用に大きく影響

する。これまでに、医薬品の適正使用に向けた楽物動態関連遺伝子の個人差解明のために、一境

基多型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、薬物治療におけるバイオマーカーとして利用するための

エビデンスが不足している。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

楽物の個別適正使用のための事前診断は実現困難であるように恩われる。

近年、遺伝子発現を制御するメカニズムとして DNAメチル化が注目されている。遺伝子転写

開始点上流域に存在する CpG配列の集まり（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、疾息特異的な異常 DNAメチル化をパイ謁マーカーとす

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メチノレ化の知見が少なく、

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諸積が必要である。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ん差に寄与する

DNAメチノレ化領域の問定を目的に検討を行った。

ヒト正常肝臓組織を用いた DNAメチノレ化解析

ヒト肝臓に発現する薬物トランスポーター10種、代謝隣索 CYP5穫を対象に、遺伝子転写開

始点・30kbpまでの CpGislandを探索した*Ii・果、 10種の遺伝子でCpGislandの存在が機認さ
れた。 10穏の遺伝子について、ヒト正常肝臓組織における mRNA発現量と各 CpGislandのメ

チル化頻度を測定し、中日開解析を行った。その結果、ABCBIIMDRl,ABCC3/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 CpGisland

が明らかとなった。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、ぷ£C4九41I MATElに焦点を当て、 CpGislandの機能評価を行った。

SLC47Al潰伝子発現における CoGislandの機能評価

DNAメチル化が 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植の培養細

胞を DNA脱メチル化剤で処理し、 MATE!mRNA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 MATE!mRNA発現量の上昇が認められた。
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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ば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内の一部領域が転写活性上昇に重要な役割を持つことが示唆された。

転写開始点から遠く離れた CpGislandが遺伝子発現のエンハンサーとして機能するメカニズム

を明らかにするため、 chromosomeconformation capture (3C) assayによる 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。

SLC47Al遺伝子発現に対する CpGislandの寄与を評価するため、 CR1SPR/Cas9systemを用いて

CpG island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 MATE!mRNA 

発現量を測定した結果、 MATE1mRNA発現量の約40%の減少を認めた。

正常組織における個人差と DNAメチル化に着目した本研究により、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。またSLC47AJ遺伝子においては、 CpGislandとSLC47Al遺伝子領域が DNAの

ノレープ構造により相互作用することで遺伝子発現が允進するメカニズムが示された。DNAメチル

化は、ガンや1清神疾，患などの疾患を対象とした報告がほとんどであり、正常組織における DNAメ
チル化の役者lは明確ではない。本研究が明らかにした知見は、 DNAメチル化を遺伝子機能予測lの
指標として利用できる可能性を示している。この成果は、個別化医療の実現に向けた研究の進展

に寄与するものであり、博士（創薬科学）の学位に値すると認める。


