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研究成果の概要（和文）：RNA上のアデノシンが6位メチル化（m6A修飾）されると、それを認識するreaderタン
パク質の作用によってタンパク質発現量が変化し得る。本研究では、ヒト薬物代謝酵素のmRNAがm6A修飾される
ことで医薬品や生体内物質の体内動態が受ける影響を明らかにすることを目的とした。主な薬物代謝酵素である
CYP3A4, CYP2B6およびCES2について、それらのmRNAがm6A修飾されることで発現量が変化し、薬物代謝酵素活性
が変動することを見出した。発現変動に寄与しているm6A修飾部位を同定し、それらを認識して作用するreader
タンパクを同定すると共に、詳細な分子メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Methylation of adenosine at the N6 position (m6A modification) is one of the
 major RNA modifications in mammals and is catalyzed by METTL3-METTL14 methyltransferase complex, 
called “writer” proteins. The m6A is demethylated by fat mass and obesity-associated protein (FTO)
 or AlkB homolog 5 (ALKBH5), called “eraser” proteins. “Reader” proteins recognize the m6A to 
enhance degradation of mRNA or to modulate translation or splicing, affecting the expression. 
We found that the expression levels of CYP3A4, CYP2B6, and CES2, major drug-metabolizing enzymes, in
 human hepatoma-derived cell lines, were affected by the knockdown of m6A modification enzymes, 
resulting in the changes in drug metabolism potencies. We identified the m6A modification sites on 
CYP3A4, CYP2B6, and CES2 mRNAs that contribute to the expression changes, identified the reader 
proteins that recognize and act on them, and clarified the detailed molecular mechanisms. 

研究分野：薬物動態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床で使用されている医薬品化合物の多くは、代謝されることで薬理作用を失い、生体外へと排泄されるため、
代謝反応を担う薬物代謝酵素の発現調節機構の理解は、医薬品適正使用ならびに創薬に有益となる。本研究で
は、薬物代謝酵素をコードするmRNA上で、アデノシンがメチル化される修飾 （m6A修飾） が、当該薬物代謝酵
素の発現量を変化させ、薬物代謝能や脂質などの生体内物質の代謝能を変動する要因となっていることを明らか
にした。薬物動態の変動要因として、新たな転写後調節機構を提唱した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

RNAは転写後に様々な修飾を受けており (RNA修飾)、ヒトで高頻度に認められるのは A-to-I 
RNA編集とアデノシン 6位メチル化 (m6A修飾) である。前者では adenosine deaminase acting on 
RNA (ADAR)によってアデノシンがイノシンに変換される。イノシンはグアノシンとして認識さ
れるため、A-to-I RNA編集によりアミノ酸置換や、スプライシング異常または mRNA安定性の
変化が起こり得る。後者では methyltransferase like 3 (METTL3)とMETTL14 複合体によってアデ
ノシンの 6位がメチル化され、生じた m6Aに readerタンパク質が作用し、mRNAの安定性や翻
訳効率が変化し得る。また、m6A は、fat mass and obesity-associated protein (FTO) や AlkB homolog 
5, RNA demethylase (ALKBH5) によって脱メチル化されることで、メチル化程度がコントロール
されている。次世代シークエンス解析により、ヒト RNA で 450 万箇所が A-to-I RNA 編集を、
140万箇所が m6A修飾を受けていることが最近明らかになったが、個々の RNAが修飾を受ける
ことの生物学的・生理学的意義の解明が課題となっている。 
 
２．研究の目的 
 
薬物代謝は、医薬品有効成分の血中濃度を規定し、薬効や副作用発症を左右する重要な要因

であることから、それを担う薬物代謝酵素の発現量に個人差が生じる原因が研究され、遺伝子

多型、転写因子による調節機構、DNAメチル化などのエピジェネティクスなどで説明されてき
た。しかし、mRNAとタンパク質発現量に相関が認められない例が多く、転写後調節機構の寄
与が示唆されている。本研究では、薬物代謝酵素の発現が RNA 修飾によって制御されているこ

と、およびそのメカニズムを明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 

ヒト肝がん由来 HepG2、Huh-7または HepaRG細胞を用い、RNA修飾酵素に対する siRNAを
導入し、薬物代謝酵素の発現量や酵素活性をリアルタイム RT-PCR、ウェスタンブロットおよび
LC-MS/MSにより評価した。RNA修飾は、ダイレクトシークエンス解析または methylated RNA 
immunoprecipitation (MeRIP) 法により評価した。転写阻害剤である α-アマニチンまたはアクチノ
マイシン D を処置した条件下で経時的に mRNA を定量することで mRNA 安定性を評価した。
RNA 修飾部位を含む配列をルシフェラーゼ遺伝子の下流または上流に組み込んだプラスミドを
細胞に導入し、RNA修飾酵素ノックダウンによるルシフェラーゼ活性の変化を評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) m6A 修飾によるカルボキシルエステラーゼ 2 (CES2) の発現制御が薬物代謝および脂質代謝
に及ぼす影響 
 医薬品の加水分解反応を担う代謝酵素である CES2 の HepG2 または HepaRG 細胞における発
現量が、METTL3/METTL14 のダブルノックダウンにより有意に増加し、FTO または ALKBH5
のノックダウンにより有意に低下することを明らかにした。METTL3/METTL14のダブルノック
ダウンによる CES2 の発現量増加は、抗がん薬塩酸イリノテカンの薬効体 SN-38 への加水分解
酵素活性の増加をもたらした。CESは脂質を代謝する役割をも有しており、METTL3/14のダブ
ルノックダウンによる CES2 の発現量増加は、細胞内の脂質量を低下させることを明らかにし
た。 

m6A 修飾は、DRACH (D = A, G or U, R = A or G, H = A, C or U) モチーフのアデノシンで起こ
る。CES2 mRNA 上には 5’-非翻訳領域 (UTR) から、エクソンおよび 3’-UTRまでにおいて 65箇
所の DRACH配列が認められ、中でも 5’-UTRが高度に m6A修飾されていることが m6A抗体を



用いたMeRIPアッセイにより示された。転写阻害剤である α-アマニチン存在下で mRNA発現量
を経時的に評価した結果、METTL3/14のダブルノックダウンは CES2 mRNAの安定性を向上さ
せることが示された。5’-UTR を組み込んだレポータープラスミドを用いたルシフェラーゼアッ
セイにおいて、reader タンパク質の 1 つである YTHDC2 のノックダウンによってルシフェラー
ゼ活性が有意に増加したことから、YTHDC2 が CES2 mRNA 5’-UTR の m6A 修飾を認識して、
CES mRNAの安定性を低下させることを明らかにした。 
 

(2) m6A修飾によるシトクロム P450 (CYP) 2B6の発現変動とそのメカニズム解明 
  CYP2B6 はシクロホスファミドやエファビレンツなどの医薬品を代謝する薬物代謝酵素であ
る。CYP2B6 mRNAには 18箇所の DRACHモチーフが認められ、5’-UTRおよび終始コドン周辺
を含む最終エクソンが高度に m6A修飾されていることを、m6A抗体を用いたMeRIPアッセイに
より明らかにした。Huh7 細胞または HepaRG 細胞における CYP2B6 発現量が METTL3 のノッ
クダウンにより有意に低下し、CYP2B6 により触媒されるブプロピオン 6 位水酸化酵素活性も
有意に低下した。CYP2B6 mRNAの安定性は METTL3をノックダウンしても変化しなかったこ
とから、CYP2B6 の発現低下は mRNA 安定性の低下に依らないことが示された。最終エクソン
を下流に組み込んだレポータープラスミドを用いたルシフェラーゼアッセイにおいて、METTL3
ノックダウンしてもレポーター活性は変動せず、最終エクソンの m6A修飾は CYP2B6の発現変
動に寄与していないと示唆された。また、5’-UTR を上流に組み込んだレポータープラスミドを
用いたルシフェラーゼアッセイでも、レポーター活性は METTL3 ノックダウンにより変動しな
かった。Readerタンパク質である YTHDC1は m6Aを認識して、ヒストン H3の 9番目リジン残
基のジメチル体 (H3K9me2) を脱メチル化する KDM3B (lysine demethylase 3B)をリクルートする
ことで転写を活性化することが知られている。そこで、METTL3ノックダウンにより、ヒストン
修飾が変化して CYP2B6の転写が影響を受けている可能性を考慮し、H3K9me2抗体を用いたク
ロマチン免疫沈降を行ったところ、CYP2B6 遺伝子の遠位ならびに近位のエンハンサー領域の
H3K9me2レベルがMETTL3/14ダブルノックダウンにより増加していることが示された。また、
当該領域のクロマチンは METTL3/14 ダブルノックダウンにより圧縮されることが FAIRE 
(formaldehyde-assisted enrichment regulatory element) アッセイにより示され、それが CYP2B6発現
低下をもたらしていることを明らかにした。 
 
(3) m6A修飾による CYP3A4の発現変動とそのメカニズム解明 

CYP3A4は臨床で使用されている医薬品の約半数を代謝する主要な薬物代謝酵素である。
HepaRG細胞における CYP3A4発現量は、METTL3/METTL14ダブルノックダウンにより有意
に増加し、ALKBH5ノックダウンでは変化しなかったものの、FTOノックダウンにより有意に
低下した。DRACHモチーフは、CYP3A4 mRNAの 5’-UTRおよびエクソンにも認められた
が、3’-UTRに豊富に認められ、3’-UTRが高度に m6A修飾されていることが、m6A抗体を用い
たMeRIPアッセイにより示された。転写阻害剤であるアクチノマイシン D存在下で CYP3A4 
mRNA発現量を経時的に評価したところ、CYP3A4 mRNAの安定性がMETTL3/METTL14のノ
ックダウンにより増加したことから、CYP3A4発現量の増加は CYP3A4 mRNA安定性の向上に
よるものであることが示された。3’-UTRを下流に組み込んだレポータープラスミドを用いたル
シフェラーゼアッセイにおいて、METTL3/METTL14ノックダウンによるレポーター活性の有
意な増加が認められたことから、3’-UTRにおける m6A修飾が発現調節に寄与していることが
示された。Readerタンパク質に対するノックダウン実験の結果、YTHDC2が CYP3A4 mRNA
の 3’-UTRにおける m6Aを認識して、CYP3A4 mRNAの分解を促進していることを明らかにし
た。 

 
以上、本研究では、RNA修飾が薬物代謝酵素の発現および酵素活性を調節する重要な転写後
調節機構であることを示し、それぞれの調節における分子メカニズムを明らかにした。 
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