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研究成果の概要（和文）：薬の効果や副作用の個人差は、薬の体内動態に大きな役割を果たす薬物代謝酵素活性の個人
差に起因することが多い。本研究では、3’-非翻訳領域 (3’-UTR) における遺伝子変異が薬物代謝酵素の発現量を変
化させる原因について、microRNAによる発現制御に注目して解析した。ヒトCYP2E1、AKR1D1、TYMS等の3’-UTRに存在
する遺伝子変異がmiRNAの結合性を変化させていることが、酵素発現量の個人差の分子メカニズムであることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Genetic polymorphisms of drug-metabolizing enzymes are relevant to 
interindividual differences in pharmacokinetics, drug response and toxicity. Effects of SNPs in the 
coding region and 5’-UTR on enzyme activities or expression levels have been well studied, whereas SNPs 
in the 3’-UTR have been overlooked. Some SNPs in the 3’-UTR of concerned genes are associated with the 
change in the expression level. In this study, we found that human CYP2E1, AKR1D1, and TYMS are regulated 
by microRNA in the genotype-dependent manner. This is the first proof that a SNP(s) in the 3’-UTR of 
drug-metabolizing enzymes affects binding of miRNA to modulate the expression in the liver.

研究分野：薬物代謝
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１．研究開始当初の背景 
 microRNA (miRNA) は標的 mRNA の主に
3’-非翻訳領域 (3’-UTR) に結合し、翻訳を抑
制あるいは mRNA を分解することにより発
現を負に制御する因子であり、さまざまな生
命現象に関わっている。申請者は miRNA が
薬物動態をも制御することを予測し、一早く
この分野にて研究を進めてきた。 
  一塩基多型(SNP)は高頻度に認められる遺
伝子変異である。薬物代謝酵素の SNPは個々
の患者に適切な薬物治療を実現するために
考慮すべき因子であることが、UGT1A1/イリ
ノテカンや CYP2D6/タモキシフェンなどの
例として知られている。これまでの遺伝子多
型解析においては、アミノ酸変異を伴うよう
な翻訳領域における SNP や転写活性に影響
を与えるようなプロモーター領域(5’-UTR)に
おける SNPが注目され、対して 3’-UTRにお
ける SNP にはほとんど注意が払われてこな
かった。3’-UTR 上の SNP により酵素の発現
量が変化する例があっても、その原因・分子
メカニズムは解明されていない。miRNA が
3’-UTR に結合して発現制御をすることが明
らかになってきたことから、3’-UTR上の SNP
がどんな意味をもっているのか解明する必
要がある。 
 そこで、遺伝子多型を考慮しつつ、miRNA
による薬物代謝酵素の発現制御を解明する
ことが、薬物代謝能の個人差を理解するため
に必要不可欠と考え、本研究の着想に至った。 
  
２．研究の目的 
 薬の効果や副作用の個人差は、薬の体内動
態に大きな役割を果たす薬物代謝酵素活性
の個人差に起因することが多い。これまでほ
とんど解析されていない 3’-UTR における遺
伝子多型および miRNA による発現調節（転
写因子による発現制御よりも鋭敏に応答す
る）を融合させて薬物代謝酵素の発現量の個
人差を評価することで、薬物体内動態の個人
差を新たな着眼点から解明することを目的
とした。研究対象はシトクロム P450 や抗が
ん薬関連代謝酵素とした。基礎情報の積み上
げこそが、臨床応用の実現に向けて必須なも
のであり、薬物動態基礎研究から薬物治療に
有用な情報を提供することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)遺伝子判定 
 適切なプライマーや制限酵素を選択し、
PCR-RFLP法および AS-PCR法、ならびにそ
れらの組み合わせによる遺伝子判定法を樹
立した。 
 
(2)遺伝子型と酵素発現量との関係  
 複数検体のヒト肝臓組織を用いて、遺伝子
判定とウェスタンブロット分析を行い、
3’-UTR に存在する遺伝子変異によりタンパ
ク質発現量が影響を受けているか検討した。 
 

(3)ルシフェラーゼアッセイ 
 予測された miRNA 認識配列 (MRE) を含
む 3’-UTRをルシフェラーゼ遺伝子の下流に
組み込んだレポータープラスミドを作製し、
細胞に pre-miRNAと共導入することでMRE
が機能的かどうか評価した。 
 
(4)安定発現細胞株の樹立と miRNA 過剰発現 
 遺伝子型の異なる 3’-UTRを含む cDNAを
組み込んだプラスミドを細胞に導入し、安定
発現細胞株をそれぞれの遺伝子型毎に樹立
した。Pre-miRNAを導入し、mRNAまたはタ
ンパク質発現量が変動するかどうか、リアル
タイム RT-PCRまたはウェスタンブロットに
より解析した。 
 
４．研究成果 
(1)チミジル酸合成酵素 (TYMS) 
 TYMSは 5-フルオロウラシル (5-FU) の標
的酵素である。TYMSの 3’-UTRには 6塩基
挿入の遺伝子変異型が存在し、日本人におけ
る遺伝子頻度は約 30%である。この遺伝子変
異型をもつ患者では 5-FU への応答性が悪い
ことが知られている。野生型に結合するが、
6 塩基挿入型には結合しない miRNA として
miR-14-5pを見出した。ホモ挿入型の SW480
細胞に miR-142-5pを過剰発現させたところ、
TYMS mRNA およびタンパク質発現量に有
意な変化は認められなかったが、ホモ野生型
の HeLa細胞では、TYMS mRNAおよびタン
パク質発現量の有意な増加が認められた。こ
の結果は予想に反したものであり、
miR-142-5p が TYMS の発現を抑制する何ら
かの因子に作用することで間接的な影響を
及ぼした可能性が考えられた。 
 
(2) CYP2A6 
 CYP2A6はテガフールやファドロゾールの
代謝を触媒する酵素である。CYP2A6 の
3’-UTR には偽遺伝子である CYP2A7 と一部
(57 bp)遺伝子変換された変異型 CYP2A6*1B
が存在し、日本人における遺伝子頻度は約
30%である。この変異型をもつヒトは野生型
と比べて代謝活性が高いことが知られてい
る。変換部位に結合が予測された miR-22、
miR-155、miR-328 などが CYP2A6 の発現制
御に関わっているか検討したところ、その可
能性は否定された。 
 一方、さらに下流領域に miR-126*結合領域
を見出し、この miRNAが CYP2A6の発現制
御に関わっていることをルシフェラーゼア
ッセイや発現細胞を用いた実験により明ら
かにした。ヒト肝約20検体において、CYP2A6
タンパク質発現量と miR-126*発現量との間
に有意な負の相関関係が認められたことか
ら、ヒト肝臓中の CYP2A6 が miR-126*によ
って制御されていることが示された。さらに、
CYP2A7 mRNA にも miR-126*が結合し得る
こと、および CYP2A7が miR-126*の CYP2A6
への結合に対する「おとり」として機能し、



CYP2A6発現量を変動させる要因となってい
ることを明らかにした。 
 
（3）CYP2E1 
 アセトアミノフェンやエタノールの代謝
を触媒する CYP2E1の 3’-UTRに存在する
SNPが miRNAによる認識に影響を与え、
CYP2E1発現量の個人差の原因となっている
可能性について検討した。当該 SNPの遺伝子
頻度は白人と黒人で約 80%、日本人では約
60％であり、高頻度で認められた。ヒト肝 32
検体を用いて、CYP2E1発現量と SNPとの関
係を調べたところ、SNPをホモで有する検体
ではCYP2E1 mRNAが低値傾向を示すものの、
CYP2E1蛋白質発現量は高値傾向を示し、転
写後調節の関与が示唆された。SNP領域に結
合すると推定される miRNAとして miR-570
を見出した。3’-UTRを含む CYP2E1発現系
を構築し、miR-570を過剰発現させたところ、
野生型CYP2E1タンパク質の発現が低下した
のに対し、変異型では影響を受けなかったこ
とから、miR-570は遺伝子型特異的にCYP2E1
発現を制御していることを明らかにした。 
 
(4) アルド-ケト還元酵素 AKR1D1 
 胆汁酸合成に関わる還元酵素である
AKR1D1の 3’-UTRには複数の SNPが存在し、
中でも rs1872930T>Cの SNPを有するヒトで
は肝臓中の AKR1D1発現量が高いことが示
されている。この発現量の差に miRNAが関
わっている可能性を検討した。T型と C型の
両遺伝子型について、3’-UTRを含む AKR1D1
安定発現細胞株を樹立し、miRNAを導入した
ところ、T型の細胞株でのみ AKR1D1 mRNA
発現量およびタンパク質発現量の有意な低
下が認められた。また、内因性の AKR1D1
発現量への miRNAの影響を調べるため、ホ
モ T型のヒト肺癌由来 A549細胞およびホモ
C型のヒト肝癌由来 HepG2細胞へ miRNAを
過剰発現させたところ、A549細胞でのみ
AKR1D1発現量の有意な低下が認められた。
従って、当該 miRNAは内因性の AKR1D1に
対して遺伝子型特異的に発現を抑制してい
ることを明らかにした。 
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