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研究成果の概要（和文）：薬物代謝酵素（DME）の発現変動におけるDNAメチル化の役割を網羅解析により探索した。そ
の結果、DNAメチル化と発現量が関係するDME遺伝子が、正常肝組織において7種、肝癌細胞において5種、同定された。
またUDP-グルクロノシルトランスフェラーゼ1Aアイソザイムの組織特異的・年齢依存的なスプライシングがDNAメチル
化と関係することも明らかになった。一部のDMEでは、DNAメチル化模様の特徴から癌抑制またはハウスキーピング遺伝
子と同様の役割が推測された。網羅解析に基づくDNAメチル化模様の詳細な解析により、DME遺伝子の発現制御に関わる
DNAメチル化の多様な役割を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the biological significance of DNA methylation in the regulation of 
drug metabolizing enzyme (DME) genes by genome-wide integrative analysis. Among normal livers, 7 DME 
genes showed significant inverse correlations between DNA methylation and mRNA expression. In hepatoma 
cells, treatment with a demethylating agent resulted in upregulation of 5 DME genes, which could be 
explained by DNA methylation status. Tissue-specific and age-dependent expression of UDP-glucuronosyl 
transferase 1A splicing variants could be explained by DNA methylation status. Interestingly, some DME 
genes had unique methylation features similar to those observed in tumor-suppressor or housekeeping 
genes. Analysis of the DNA methylation landscape facilitated elucidation of the role of DNA methylation.

研究分野： 人体病理学

キーワード： 薬物代謝変動　エピジェネティクス

  ２版



1. 研究開始当初の背景 

 薬物応答性には著しい個体間変動が認めら

れる。その多くは薬物動態の変動、すなわち

吸収・分布・代謝・排泄（ADME）過程にお

ける変動が原因となる。例えばシトクロム

P450（CYP）分子種 CYP2C9、CYP2C19、

CYP2D6 が関わる薬物代謝では、遺伝子多型

により代謝能の個体差を生じる。だが

CYP3A4 のように、代謝活性の個体間変動を

遺伝子多型で説明できない分子種も存在する。 

 薬物動態の変動は個体内でも変動する。例

えば UDP-glucuronosyl transferase（UGT）

1A には 9 種のアイソザイムが存在し、年齢依

存的または組織特異的な可変スプライシング

により発現が制御される。このような個体内

の変動は遺伝子多型で説明することはできな

い。 

 我々はエピジェネティクス機構に着目し、

薬物動態の変動に関わる可能性を探索してき

た。そして大腸癌細胞において、DNA メチル

化により CYP1B1 および PXR 遺伝子の発現

が制御抑制されることを見出した（文献 1、2）。

他の研究を含めると、現在までに 50 種以上の

ADME 関連遺伝子において、エピジェネティ

クス機構による発現制御が証明されている。

だが大半の遺伝子は、癌細胞を対象に癌抑制

遺伝子を探索する過程で付随的に発見された

ものである。そのため、薬物動態の変動に焦

点をあて考察された研究はほとんどない。し

たがって、ADME 関連遺伝子の発現制御に関

わるエピジェネティクス機構の意義は、明ら

かにされていない。 

 

2. 研究の目的 

 本研究では、ヒト正常組織（肝臓、小腸、

結腸）と肝臓癌細胞を対象に、DNA メチル化

および遺伝子発現の網羅解析を行う。GEO

（Gene Expression Omnibus）に登録された

同様のデータと統合し解析することにより、

DNA メチル化により発現制御される薬物代

謝酵素（DME）遺伝子を探索する。正常組織

および癌細胞における薬物代謝酵素遺伝子の

詳 細 な DNA メ チ ル 化 の 模 様 （ DNA 

methylation landscape）を調べることにより、

個体間および個体内変動に関わる DNA メチ

ル化の意義を明らかにする。 

 

3. 研究の方法 

(1)細胞培養・薬剤処理 

 ヒト肝臓癌細胞（HepG2、HuH7、JHH1）

を 10%ウシ胎児血清含有 DMEM 培地中で、

5%CO2存在下、37℃で培養した。DNA の脱

メ チ ル 化 に は 、 0.5 ま た は 5μM の

5-aza-2’-deoxycytidine（DAC）を 72 時間、

脱アセチル化の阻害には 200 nM（HepG2、

HuH7）または 20 nM（JHH1）の Trichostatin 

A（TSA）を 24 時間、それぞれ処理した。 

(2)ゲノム DNA、total RNA の調製 

 肝臓癌細胞より、ゲノム DNA および total 

RNA を抽出した。ヒト各種組織、すなわち成

人肝臓（NLA、NL2）、胎児肝臓（NLF）、成

人小腸（NSI）、および成人結腸（NC）の DNA

および RNA は、購入したものを用いた。 

(3)DNA メチル化解析 

 各ゲノム DNA を sodium bisulfite 処理に

て非メチル化シトシンをウラシルに変換した。

HumanMethylation450 Bead Chip（イルミ

ナ社）を用いて約 48 万箇所の CpG 部位のメ

チル化レベルを解析し、β 値（0<β<1）により

評価した。このうち 55 種の CYP、62 種の第

II 相薬物代謝酵素（PIIDME）およびコント

ロールとして 6 種（ACTB、GAPDH、BMP4、
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