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研究成果の概要（和文）：医薬品による薬効や副作用の個人差は、医薬品成分の血中濃度や反応性代謝物生成な
ど、薬物動態の違いに起因する場合が多い。特に、肝臓に発現する薬物代謝酵素の活性や発現量の差が薬物動態
に与える影響が大きいことが知られている。本研究では、アデノシン6位メチル化 (m6A修飾) が、ヒト肝におけ
る薬物代謝酵素の発現を制御することを明らかにし、薬物代謝に起因する薬効や副作用の個人差の最小化に向け
た基礎情報を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Interindividual differences in the expression and activity of drug 
metabolizing enzymes including cytochrome P450, UDP-glucuronosyltransferase, and esterases cause 
variable therapeutic efficacy or adverse events of drugs. The present study revealed that 
methylation of adenosine at the N6 position on RNA have emerged as a novel regulator of drug 
metabolism potency.  Elucidation of the significance of  N6-methyladenosine in the regulation of 
drug metabolizing enzymes is expected to lead to a deeper understanding of interindividual 
variability in the therapeutic efficacy or adverse effects of medicines.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 薬物代謝　m6A修飾　転写後遺伝子発現制御

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬物治療において問題となる医薬品による薬効や副作用の個人差の一因として、転写後修飾の一つであるアデノ
シン6位メチル化 (m6A修飾) による、ヒト肝における薬物代謝酵素の発現制御の可能性を明らかにした。本研究
成果は個別化医療の実現に向けた有用な基盤情報となることが期待される。また、m6A修飾が転写後レベルのみ
ではなくクロマチン構造などの制御を介した様々なメカニズムによって、薬物代謝酵素の発現を調節することが
明らかになり、分子生物学的にも有用な知見を得ることができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
薬物治療において、期待される薬効や副作用には大きな個人差が認められる。それは医薬品

成分の血中濃度や反応性代謝物生成など、薬物動態の個人差に起因する場合が多い。薬物動態
を規定する薬物代謝酵素や薬物トランスポーターの発現量や機能には 50-100 倍の大きな個人差
が認められることが多く、特に肝臓に発現するシトクロム P450 (P450, CYP) などの薬物代謝
酵素の活性や発現量の差が薬物動態に与える影響が大きい。薬物代謝酵素の発現制御に関し
て、従来の研究では転写調節機構に焦点が当てられてきた。しかし、P450 分子種の中には、複
数の個人肝検体における mRNA とタンパク質発現量の間に相関が認められないものもあり、転写
後調節もまた P450 の肝臓中発現量を規定する発現制御機構と考えられる。 
 真核生物の RNA は、100
種類以上の化学修飾を受
けている。中でも頻繁に
認められるのは、アデノ
シンの N6位メチル化 (m6A
修飾) である。この塩基
修飾は、
methyltransferase-like 
(METTL) 3、METTL14 など
からなる RNA メチルトラ
ンスフェラーゼ複合体に
よって触媒され、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可逆的な塩基変化である。m6A 修飾は、
スプライシングを受ける前の pre-mRNA において、主にストップコドン周辺や 5’-非翻訳領
域、イントロン中の DRACH (D = A/G/U; R = A/G; H = A/C/U) モチーフで起こる。m6A を含む
mRNA は、YT521‐B homology (YTH) containing proteins などの種々の reader タンパクによっ
て認識されることで、スプライシング、核外移行、mRNA 安定性や翻訳効率などが変化する。
m6A の存在は 1970 年代には確認されていたが、その分子生物学的意義はこれまでほとんど明ら
かにされていなかった。近年、m6A に対する抗体を用いた RNA の免疫沈降に続く次世代シーク
エンス解析により、ヒトにおいて 50 万箇所近くのアデノシンがメチル化されていることが明ら
かになってきた。 
 
２．研究の目的 
ヒト肝臓における m6A 修飾の機能的意義を明らかにすることを目的に m6A 研究に着手し、複

数検体のヒト正常肝試料において METTL3 のタンパク質発現量に 100 倍以上の大きな個人差が存
在することが見出された。肝臓は薬物・異物代謝に重要な臓器であることから、本研究では
P450 の発現や機能の個人差に対する m6A 修飾の寄与を明らかにし、個別化医療の実現に向けた
基盤情報を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
P450 mRNA 上で認められた m6A 修飾が、その発現に影響を与えるか調べるために、薬物代謝

酵素の発現量がヒト肝細胞に近い唯一の細胞株であるヒト肝がん由来 HepaRG 細胞に m6A 修飾阻
害剤である 3-deazaadenosine (DAA) を処置した。 METTL3、METTL14、FTO、ALKBH5 もしくは
YTHDC2 の発現を siRNA の導入によってノックダウンすることで m6A 修飾の程度を変化させ、薬
物代謝酵素や転写因子の mRNA とタンパク質発現量を real time RT-PCR およびウエスタンブロ
ット解析により評価した。さらに、各薬物代謝酵素に特異的な基質を用いて酵素活性を評価
し、m6A 修飾が P450 の機能にまで影響を及ぼすか調べた。 
m6A 修飾が脂質蓄積に影響を与えるか、METTL3、METTL14、FTO もしくは ALKBH5 の発現を

siRNA の導入によってノックダウンした HepG2 細胞に遊離脂肪酸を処置し、oil red O 染色を行
った。 
ヒト肝臓組織やヒト肝由来細胞株に発現している P450 mRNA 上に m6A 修飾が認められるか、

methylated RNA immunoprecipitation 法を用いて明らかにした。すなわち、m6A に対する抗体
を用いた免疫沈降により濃縮したメチル化 RNA を用いて real time RT-PCR を行い、薬物代謝酵
素の mRNA 上で、どの領域が高くアデノシンメチル化を受けているのか解析した。 
転写阻害剤 actinomycin D を処置した後、経時的に mRNA 発現量を測定することで、薬物代謝

酵素の mRNA 安定性を評価した。 
YTHDC2 が CES2 mRNA に結合しているか、RNA 免疫沈降を行った。 



CES2 の 5’-非翻訳領域もしくはラストエクソンを含むルシフェラーゼプラスミドを用いたレ
ポーターアッセイを行った。 
CYP2B6 上流領域の H3K9me2 レベルをクロマチン免疫沈降法によって評価した。 

 
４．研究成果 
(1) m6A 修飾による薬物代謝酵素 CYP2C8 発現制御 
 m6A 修飾が P450 の発現を制御するか調べるために、HepaRG 細胞に DAA を処置して各 P450 の
mRNA 発現量を評価したところ、CYP1A2、CYP2B6 および CYP2C8 mRNA 発現量の発現増加が認めら
れた。さらに、DAA 処置による CYP2C8 タンパク質発現量ならびに CYP2C8 が触媒するアモジア
キン N-脱エチル化酵素活性の増加が認められた。m6A 修飾酵素である METTL3 のノックダウンに
より CYP2C8 mRNA ならびにタンパク質発現量の増加が、脱メチル化酵素である FTO のノックダ
ウンにより低下が認められた。以上の結果から、CYP2C8 の発現量は m6A 修飾により負に制御さ
れていることが明らかになった。 
 ヒト肝臓組織と HepaRG 細胞を用いて methylated RNA immunoprecipitation 法を行ったとこ
ろ、CYP2C8 mRNA 上の特にラストエクソンにおいて高い m6A レベルが認められた。Actinomycin 
D を用いた転写阻害実験において、METTL3 のノックダウンによって CYP2C8 mRNA 安定性の増加
が、FTO ノックダウンによって低下が認められた。また、m6A を認識し mRNA を不安定化するリ
ーダータンパク質である YTHDC2 のノックダウンによって、CYP2C8 mRNA ならびにタンパク質発
現量の増加が認められた。以上より、m6A 修飾は mRNA の不安定化を介して CYP2C8 の発現量を
負に制御することが明らかになった (Nakano et al., Biochem Pharmacol 171: 113697, 
2020)。 
 
(2) m6A 修飾による第 II 相薬物代謝酵素 UGT2B7 発現制御 
 主要第 II 相薬物代謝酵素である UDP-glucuronosyltransferases (UGT) の発現が m6A 修飾に
よって制御される可能性を調べるために、DAA を処置した HepaRG 細胞における UGT 各分子種の
mRNA 発現量を評価したところ、UGT2B7 において顕著な発現増加が認められた。また、METTL3 の
ノックダウンにより UGT2B7 発現量の増加が、FTO もしくは ALKBH5 のノックダウンにより低下が
認められた。このとき、UGT2B7 の発現を制御する転写因子として知られている hepatocyte 
nuclear factor 4α (HNF4α) の発現量も同様の変動を示していた。以上の結果から、m6A 修飾
は HNF4αの発現制御を介して、UGT2B7 の発現を負に制御していることが明らかになった (Ondo 
et al., Biochem Pharmacol 189: 114402, 2021)。 
 
(3) m6A 修飾による薬物・脂質代謝酵素 CES2 発現制御 
 Carboxylesterase 2 (CES2) は、薬物やトリグリセリドなどの内因性化合物を代謝する加水
分解酵素である。m6A 修飾が CES2 の発現を制御するか調べるために、m6A 修飾関連酵素をノック
ダウンした HepaRG 細胞における CES2 発現量を評価したところ、CES2 mRNA およびタンパク質発
現量は、METTL3 と METTL14 のダブルノックダウンにより増加し、FTO もしくは ALKBH5 のノック
ダウンにより低下した。このとき、CES2 が触媒する 7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-
piperidino]carbonyloxycamptothecin (CPT-11) の加水分解酵素活性も同様の変動を示したこ
とから、m6A 修飾は CES2 の発現を負に制御し、その制御は薬物代謝活性にまで影響することが
示された。このとき、METTL3 と METTL14 のダブルノックダウンによって遊離脂肪酸処置による
脂質蓄積の促進が、FTO もしくは ALKBH5 ノックダウンによる抑制が認められた。したがって、
m6A 修飾による CES2 発現制御は脂質蓄積にまで影響することが明らかになった。 
 Methylated RNA immunoprecipitation 法を行ったところ、CES2 mRNA 上の 5’-非翻訳領域と
ラストエクソンにおいて高い m6A レベルが認められた。RNA 免疫沈降法によって YTHDC2 が CES2 
mRNA に直接結合することが示された。YTHDC2 ノックダウンによって CES2 発現量の増加が認め
られた。また、CES2 の 5’-非翻訳領域もしくはラストエクソンを含むルシフェラーゼプラスミ
ドを用いたレポーターアッセイによって、YTHDC2 による CES2 の負の制御は 5’-非翻訳領域を
介したものであることが示された (Takemoto et al., Biochem Pharmacol 193: 114766, 2021)。 
  
(4) m6A 修飾による薬物代謝酵素 CYP2B6 発現制御 
 m6A 修飾が CYP2B6 の発現を制御する可能性を詳細に明らかにするために、METTL3 と METTL14
の発現をノックダウンした HepaRG 細胞における CYP2B6 発現量を評価したところ、CYP2B6 mRNA
発現量の低下ならびに CYP2B6 が触媒するブプロピオン水酸化酵素活性の低下が認められたこと
から、m6A 修飾は CYP2B6 の発現を正に制御することが明らかになった。このとき、CYP2B6 mRNA
の安定性には影響を与えなかったことから、m6A 修飾は転写後レベルで CYP2B6 の発現を制御し
ないことが示された。クロマチン免疫沈降法によって転写抑制ヒストンマーカーである H3K9me2
レベルを評価したところ、METTL3 および METTL14 のノックダウンによる CYP2B6 上流領域のクロ
マチン構造の凝集が認められた。以上より、m6A 修飾はクロマチン構造の制御を介して CYP2B6 の
発現を制御することが明らかになった (Isono et al., Biochem Pharmacol 205: 115247, 2022)。 



(5) まとめ 
 本研究を通して、m6A 修飾が薬物代謝酵素 CYP2C8、UGT2B7、CES2 および CYP2B6 の発現を制御
することを明らかにした (Nakano M et al., Drug Metab Dispos 50:624-633, 2022)。本研究
成果は個別化医療の実現に向けた有用な基盤情報となることが期待される。また、m6A 修飾は転
写後レベルのみではなくクロマチン構造などの制御を介した想定していない様々な制御メカニ
ズムによって、薬物代謝酵素の発現を制御することが明らかになったことから、分子生物学的に
も有用な知見を得ることができた。 
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