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研究成果の概要（和文）：microRNA-145 (miR-145)が、小腸のP-糖タンパク質(P-gp)の発現・機能を制御することを明
らかにした。この成果は、miRNAによる小腸P-gpの転写後発現調節を示す世界初の報告である。さらに、miRNAは小腸上
皮細胞に発現する薬物動態制御タンパク質の発現・機能を制御することから、薬物体内動態及び薬物吸収動態の個体内
・個体間変動の要因となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that microRNA-145 (miR-145) regulates the expression and function of P-gl
ycoprotein (P-gp) in the small intestine. This result provide new insight into the post-transcriptional re
gulation of intestinal P-gp. Moreover, miRNAs regulate the expression and function of proteins regulating 
pharmacokinetics in intestinal epithelial cells.  Therefore, miRNAs could be significant factors affecting
 inter- and intra-individual variations in the pharmacokinetics and intestinal absorption of drugs.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
薬物代謝酵素・薬物トランスポータは、薬
物の体内動態、薬効、毒性を規定しており、
これらの発現変動機構の解明は、薬物療法の
適正化並びに個別化の実現に向け、その変動
要因の解明が必要とされる。これまでに遺伝
子多型による機能や発現量の変化、転写調節
機構が解明されてきた。しかしながら、タン
パク質と mRNA 発現量が乖離する報告も認め
られ、既知の変動因子のみでは説明困難な個
体差が依然存在することから、新たな調節機
構の解明が必要であった。近年、様々なタン
パ ク 質 の 転 写 後 発 現 調 節 に お け る
microRNA(miRNA)の重要性が注目されている。
また、癌をはじめとする各種疾患において
miRNA の発現変動が報告され、これら疾患の
共通因子である酸化ストレスによりmiRNAの
発現変動が認められることから、この発現変
動が薬物体内動態の個体内・個体間変動の一
因である可能性が考えられる。しかしながら、
酸化ストレスによるmiRNA発現変動と薬物代
謝酵素・薬物トランスポータ発現変動を結び
つけた研究は存在せず、薬物体内動態におけ
る役割についての情報はほとんどない。 
 
２．研究の目的 
酸化ストレス応答性miRNAによる薬物代謝
酵素・薬物トランスポータの発現調節機構と
薬物体内動態変動における役割を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
(1)酸化ストレス起因性肝虚血再灌流(I/R)
障害モデルラットの作成 
Wistar 系雄性ラット（9 週齢）を用い、
肝臓の左葉及び中葉への血流を 60 分間遮断
することにより70%部分肝虚血を行い、肝I/R 
障害モデルラットを作製した。再灌流 12 時
間後に小腸を摘出し、CYP3A 活性及び P-糖タ
ンパク質(P-gp)の mRNA 及びタンパク発現量
を評価した。 
 
(2) 肝 I/R 後における小腸の miRNA 発現量の
網羅的解析 
肝 I/R による小腸 miRNA（475 種類）の発
現変動を microarray 法で解析し、コントロ
ール(Sham 群)と比較し、発現量が 1.5 倍以上
変動がみられる miRNA を特定した。 
 
(3) MDR1 mRNA の 3'非翻訳領域(3'-UTR)に対
する miRNA の予想結合部位の検索 
Microarray解析により特定したmiRNAの中
から、in silico 法により MDR1 mRNA の 3'-UTR
を標的とする miRNA 候補を抽出した。 
 
(4) MDR1-3'-UTR に対する miRNA の機能解析 
ヒト胎児腎由来の HEK293 細胞を用い、ル
シフェラーゼ遺伝子の下流にmiRNA予想結合
部位を含むMDR1-3'-UTRを組み込んだプラス
ミド、あるいは予測結合部位を欠損させた欠

損変異体を用いてルシフェラーゼアッセイ
を行った。 
 
(5) P-gp の発現量・機能に及ぼす miRNA の役
割に関する検討 
miRNA阻害剤を培養ヒト腸上皮細胞Caco-2
細胞に導入後、P-gp/MDR1の発現量をWestern 
Blot 法 及 び RT-PCR 法 、 輸 送 活 性 を
Rhodamine123(Rho123)の細胞内蓄積量によ
り評価した。 
 
(6)薬物体内動態変動における miRNA の役割
に関する調査 
小腸上皮細胞に発現する薬物動態制御タ
ンパク質のmiRNAを介した発現制御に関する
論文を調査し、薬物吸収動態における miRNA
の重要性について調査した。 
 
４．研究成果 
(1)小腸 P-gp 発現量と CYP3A 活性に及ぼす肝
I/R 障害の影響 
肝 I/R 障害時に、小腸上部特異的に CYP3A
活性及び P-gp の発現量が亢進し、免疫抑制
薬シクロスポリンAの経口バイオアベイラビ
リティーの顕著な低下を惹起することを明
らかにした。また、その調節因子を検索した
ところ、小腸上部の CYP3A 活性の上昇は、内
因性胆汁酸を介した転写上昇に起因するが、
P-gp をコードする Mdr1a および Mdr1b mRNA
の発現量には肝I/R障害の影響は認められず、
小腸 P-gp 発現上昇には何らかの転写後調節
機構の関与が示唆された。 
 
(2) 肝 I/R 障害後の小腸 P-gp の発現制御機
構における miRNA の役割 
肝 I/R 後の小腸では、Sham に比べ 10 種類
の miRNA 発現量が顕著に減少し、4 種類の
miRNA 発現量の上昇が認められた（表１）。 
 
表１. 肝 I/R後の小腸上部におけるmiRNA発
現量のマイクロアレイ解析の結果 
発現減少 発現上昇 
miRNA 名 変化率 miRNA 名 変化率 
miR-145 0.23 miR-203 1.55 
miR-143 0.25 miR-138-2* 1.57 
miR-24 0.54 miR-212 1.64 
miR-26a 0.56 miR-21 1.78 
miR-93 0.58   
LET-7B 0.61   
LET-7D 0.62   
miR-16 0.63   
miR-107 0.64   
miR-23b 0.64   
Cut off 値=1.5  
 
変化が認められた miRNA の中から、in 
silico 解析を行った結果、miR-145 のみがヒ
ト、ラット MDR1-3'-UTR に相補的配列を有し
ていた（図 1）。 



図１ in silico解析によるラットMdr1a及び
ヒト MRD1 mRNA の MDR1-3'-UTR 配列に対する
miR-145 の予想結合部位 
 
MDR1-3'-UTR配列を導入したHEK293細胞を
用いてルシフェラーゼアッセイを行ったと
ころ、miR-145 を過剰発現させた場合にルシ
フェラーゼ活性が顕著に低下し（図 2A）、
miR-145 結合部位の欠損変異体ではルシフェ
ラーゼ活性の低下が認められなかった。（図
2B） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 HEK293 細胞における MDR1-3'-UTR に対
する miR-145 の機能解析 
平均値±標準誤差 (n=3), *:p<0.05, 
**:p<0.01, ***:p<0.001 vs Control 
††† : p<0.001 vs WT+ miR-145 precursor 
WT:野生型 D:変異体 
 
Caco-2細胞にmiR-145阻害剤を作用させた
ところ、P-gp 発現量は約 1.6 倍、Rho123 輸
送活性は約 2.8 倍まで上昇したが、MDR1 mRNA
発現量は不変であった。 
以上より、miR-145 は MDR1-3'-UTR に作用
し P-gp の翻訳を抑制する結果、P-gp 発現量
と機能を低下させることが明らかとなった。
（図 3）本機構は、肝 I/R 後の小腸上皮細胞
に発現する P-gp の発現・機能上昇にも深く
関与するものと考えられる。 

図 3. miR-145 による P-gp の発現制御機構 
 
(3) 薬物体内動態における miRNA の役割 
miRNA は小腸上皮細胞の構造・分化・機能
の維持に重要な役割を果たし、腸管に発現す
る様々な薬物トランスポータ・薬物代謝酵
素・タイトジャンクションの発現・機能の制
御に関与することを概説した。さらに、miRNA

は、年齢・性別・疾患により発現量が変動す
ることから、薬物動態制御タンパク質の発現
量の個体差をもたらす原因となる可能性が
あり、miRNA 発現量の変動は、薬物体内動態
の個体内・個体間変動の要因となる可能性が
示唆された。（図 4） 

 
図 4 薬物体内動態に及ぼす薬物制御蛋白質
と miRNA の関係図 
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