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研究成果の概要（和文）：本研究は、疾病が起因となる薬物代謝酵素cytochrome P450（CYP）の発現変動を予測するた
めに、CYP遺伝子の発現調節に関与するmicroRNA（miRNA）の探索を目的に実施された。本研究結果より、第一に、炎症
時における炎症制御の分子機構の違いによってCYP発現への影響が異なる可能性が示された。第二に、Cyp2b10遺伝子は
、炎症時におけるmRNA及びタンパク質レベルの発現傾向に不一致が認められ、複数種のmiRNAがCyp2b10 3’UTRに作用
する可能性が示唆された。今後、これらのmiRNAが疾病時におけるCyp2b10発現の予測に役立つことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Certain physiological states and diseases can alter the expression and activity 
of cytochrome P450s (CYPs), which have the potential to cause unexpected adverse effects. In this study, 
we addressed the challenge of predicting the disease-induced alterations in drug-metabolizing enzymes 
using microRNA (miRNA) as a diagnostic tool. Firstly, we demonstrated the alteration of the constitutive 
CYPs’ expression levels during inflammation varies according to the immune-stimulation pathway. 
Furthermore, we observed that the expressions of Cyp2b10 mRNA and its protein were quite different from 
those of the other CYPs in both the anaphylactic and Lipopolysaccharide-treated mice. Using a luciferase 
assay, Cyp2b10 was determined to be a direct target of mmu-miR-421-3p and others. We proposed that these 
miRNAs have an important role in Cyp2b10 gene expression regulation and might be contribute to prediction 
of alterations in drug-metabolizing enzymes.

研究分野：薬物動態学
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１．研究開始当初の背景 
 
薬物代謝酵素 cytochrome P450（CYP）は、
広範囲にわたる基質特異性を有し、薬物の代
謝を司る重要な酵素群である。その発現は、
薬物などの外来性化合物（xenobiotics）の
曝露や、性別・年齢などの生理的要因の影響
を受けることがこれまでに知られていた。し
かし昨今、ある種の疾病が CYP 発現に影響を
及ぼす可能性が指摘されている。これまでに
研究代表者は、細菌感染症モデルマウスを作
製し、病態による CYP の発現変動について検
討した結果、肝臓における多くの CYP 遺伝子
の発現抑制を明らかにした(Moriya N.et al, 
Biol. Pharm. Bull., 35:473-80, 2012.)。
この事実をヒトで考えると、感染症に罹患し
た患者では薬物代謝能が低下し、代謝・排泄
されるべき薬物が体内に滞留する結果、予期
せぬ副作用が発現することになる。事実、
1980 年にシアトルでインフルエンザが流行
した際、喘息の予防にテオフィリンを処方さ
れていた小児に痙攣等の重篤な副作用が発
生したことが知られており（Kraemer MJ.et 
al, Pediatrics, 69:476-80, 1982）、これは
インフルエンザ感染によってテオフィリン
の代謝酵素である肝臓の CYP1A2 が顕著に低
下したことが原因と考えられている。このよ
うな“疾病による薬物代謝能の変動”という
概念は、2000 年以降急速に注目を集め、細
菌感染症モデルを筆頭に様々な病態モデル
動物を用いてそのメカニズムが研究されて
いる。 

 
２．研究の目的 
 
上述の研究背景を踏まえ、研究代表者は、
疾病に罹患した患者の薬物代謝能を考慮し
た、新たな薬物処方設計法の確立を最終目的
としている。本研究課題においては、その基
盤研究として、「疾病の罹患によって薬物代
謝能がどのように変動するか？」を明らかに
することを目的としている。特に、感染症に
代表される炎症性疾患が CYP 発現へ及ぼす
影響を明らかにするために、炎症を誘起する
Lipopolysaccharide（LPS）を投与したマウ
ス、及び I型アレルギーモデルマウスを作製
し、両マウスにおける CYP 発現変動を比較
解析した。さらに、疾病による薬物代謝能の
変動を予測するために、今日新しいバイオマ
ーカーとして注目されている生体内低分子
RNA の microRNA（miRNA）に着目し、
miRNA を用いた薬物代謝酵素変動予測の可
能性を検討した。 

 
３．研究の方法 
 
(1) LPS 投与マウスとⅠ型アレルギーモデル
マウスにおける構成的 CYP 発現変動の比
較解析 
感染症モデルマウスとして、8 週齢の

Balb/c 雄性マウスに、LPS（1mg/kg）を
腹腔内投与し、投与後 3 時間後の肝臓を
採取した。また、I 型アレルギーモデル
マウスは、8週齢のBalb/c雄性マウスに、
抗原としてオボアルブミン（OVA）を腹腔
内投与し（感作）、その 14日後に再び OVA
を静脈内投与した（惹起）。14 日目の OVA
投与で全身性アナフィラキシーショック
を誘発させ、肝臓を採取した。各々の肝
臓から total RNA を抽出し、逆転写反応
によりcDNAを作製した後、real-time PCR
法を用いて、種々の Cyp 遺伝子及びサイ
トカイン遺伝子の発現を解析した。 
 

(2) Cyp2b10 遺伝子発現調節に関与する
miRNA の探索 
初めに、miRWalk（Dweep H. et al, J 
Biomed. Inform., 44:839-47, 2011）を
用いて、Cyp2b10 3’UTR 配列に結合する
可能性のある miRNA の予測を行った。検
索条件は、Cyp2b10 遺伝子の 3’UTR を対
象とし、Minimum seed length は「7」、
p-value は「0.05」に設定した。また、
miRWalkが搭載している12の miRNA標的
遺伝子予測アルゴリズム全てで、検索を
実施した。 
検索結果から選出した12種類のmiRNA
配列を有するオリゴを、pBAsi ベクター
（タカラバイオ）にライゲーションし、
各種 miRAN 発現プラスミドを作製した。
また、マウス肝癌細胞株の Hepa1c1c7 細
胞から得られた cDNA をテンプレートに
PCR 反応を行い、Cyp2b10 3’UTR 配列を
増幅した。PCR 反応の際に用いた Forward
プライマーには、Dra I サイトを、Reverse
プライマーには Xho I サイトを含むよう
に設計し、増幅した Cyp2b10 3’UTR 配列
を pmirGLO ベクター（Promega）にライゲ
ーションし、pmirGLO/Cyp2b10 3’UTR（レ
ポーターベクター）を作製した。 
これらのコンストラクトを用いて、ル
シフェラーゼアッセイを行った。96 well 
plate に HeLa細胞を 1×104個/well の濃
度で播種して 24 時間培養した後、レポー
ターベクターと miRNA 発現ベクターを共
発現させた。遺伝子導入 48 時間後、
Dual-GLO Luciferase Assay System
（Promega）を用いて、アッセイを行った。 
 
(3) miRNA 標的遺伝子探索における効率的な
データマイニング法の開発 
現在、様々なアルゴリズムに基づいて
miRNA の標的遺伝子を予測するプログラ
ムが web 上に存在するが、これらの予測
から得られるoutcome dataは膨大になり、
疾患・病態と密に関連する miRNA を抽出
するのはしばしば困難が伴う。そこで本
項目では、自作 Excel VBA アルゴリズム
を用いた、miRNA 標的遺伝子の効率的な
データマイニング法の開発を行った。本



法の開発には、これまでに網羅的なmiRNA
発現変動が多数報告されている関節リウ
マチ（RA:Rheumatoid arhritis）に着目
し、モデル疾患として採用した。初めに、
RA患者の生体内組織等で有意に発現が変
動している miRNA の情報を文献から収集
し、それらを統合した。次に、複数の既
存 miRNA標的遺伝子予測ソフトから標的
遺伝子を予測し、得られた標的遺伝子を
基に、DAVID (Huang DW, et al, Nature 
Protoc., 4:44-57, 2009) を用いてパス
ウェイ解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) LPS 投与マウスとⅠ型アレルギーモデル
マウスにおける構成的 CYP 発現変動の比
較解析 
LPS投与マウスの肝臓において、Cyp1a2、
Cyp2c29、Cyp3a11 遺伝子の発現低下が認
められた。一方、アナフィラキシーショ
ックを誘発させた I 型アレルギーモデル
マウスの肝臓では、Cyp1a2、Cyp2c29、
Cyp3a11 遺伝子発現に変動は認められな
かった（図 1）。また、ウェスタンブロッ
ト法を用いて、両マウス肝臓におけるタ
ンパク質レベルの CYP 発現についても検
討したところ、遺伝子発現と同様の結果
が認められた（図 2）。一方で、Cyp2b10
遺伝子は、いずれのマウス肝臓において
も mRNA 発現の増加が認められたにも関
わらず、タンパク質レベルでは低下が認
められた。以上の知見より、LPS により
誘発される炎症とアナフィラキシーショ
ックによって生じる炎症では、CYP 発現
へ及ぼす影響が、その CYP 分子種によっ
て異なることが観察された。特に、
Cyp2b10 遺伝子発現は、mRNA レベルと
タンパク質レベルでの発現傾向に不一
致が認められたことから、その発現調
節に miRNA が関与することが強く疑わ
れた。 
次に、この「差」の原因を探るために、
既に CYP 遺伝子発現の抑制に関与するこ
とが示唆されている炎症性サイトカイン
の TNFα、IL-1β遺伝子発現量を測定し
た。その結果、いずれのマウス肝臓にお
いても、TNFα、IL-1βの発現が増加して
いることが認められた（図 3）。以上の結
果より、LPS による炎症が構成的 CYP 遺
伝子発現に強く影響を及ぼすことが示さ
れた。一方、I 型アレルギーモデルマウ
スでは、CYP 遺伝子発現への影響が認め
られず、従来の炎症による CYP 遺伝子発
現抑制機構をレスキューする未知の機構
が存在する可能性が示唆された。 
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図 1 LPS 投与マウスと I型アレルギーモデル肝臓に 
  おける Cyp mRNA 発現 

図 2 LPS 投与マウスと I型アレルギーモデル肝臓に 
  おける Cyp タンパク質発現 

図 3 LPS 投与マウスと I型アレルギーモデル肝臓に 
  おける TNFα、IL-1β mRNA 発現 



(2) Cyp2b10 遺伝子発現調節に関与する
miRNA の探索 
(1)の結果から、Cyp2b10 遺伝子の発現
調節には、miRNA が関与している可能性
が疑われた。そこで、Cyp2b10 3’UTR と
相互作用する miRNA を探索するために、
miRWalk を用いて、in silico で Cyp2b10
遺伝子を標的とする miRNA の探索を行っ
た。その結果、1288 個の miRNA が予測さ
れたが、その中から、Cyp2b10 3’UTR に
結合すると予測したアルゴリズム数が多
い miRNA を 12 種ピックアップした。 
次に、これらの 12 種類の miRNA 発現ベ
クターと pmirGLO/Cyp2b10 3’UTR を用い
てルシフェラーゼアッセイを行なった。
pmirGLO/Cyp2b10 と pBA を共発現させた
細胞のルシフェラーゼ活性を 100%とし、
各 miRNA を発現させた細胞は、その相対
値を示した。その結果、mmu-miR-214-3p、
mmu-miR-421-3p、mmu-miR-345-3p でルシ
フェラーゼ活性の有意な抑制が認められ
た。さらに、これら 3 種の miRNA につい
て、ベクター量を 5, 10, 20, 40, 80 ng
に設定し、用量依存的な抑制の有無を検
討した。その結果、mmu-miR-421-3p、で
用量依存的な抑制が認められた。最後に、
同 miRNA の結合部位を欠損・変異させた
pmirGLO/Cyp2b10 3’UTR を用いて、ルシ
フェラーゼアッセイを行った。その結果、
wild type で認められていた抑制（52.2%）
が、欠損・変異によって 72.3%、74.5%ま
で回復することが認められた。 
これらの知見から、mmu-miR-421-3p が
Cyp2b10 3’UTR に結合し、Cyp2b10 遺伝
子発現調節に関与することが示唆された。
ま た 、 本 研 究 で 見 出 さ れ た
mmu-miR-421-3p の発現が、疾病時におけ
る Cyp2b10 遺伝子発現の予測に役立つこ
とが期待される。今後、Cyp2b10 を発現
している細胞へ miR-421-3p を発現させ、
Cyp2b10 のタンパク質発現へ及ぼす影響
を詳細に検討する予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) miRNA 標的遺伝子探索における効率的な
データマイニング法の開発 
本項目では、疾病時などにおける網羅
的な miRNA 発現変動データを解析する際

の一助となる Excel VBA アルゴリズムを
開発した。解析に係る作業（データ収集、
標的遺伝子予測、パスウェイ解析）を
Excel VBA を用いて自動化することで、
解析に要する時間の大幅な短縮、及び人
為的なミスの防止を達成した。また、一
連の解析により、最終的に得られた有意
なパスウェイは、既に RAとの関連が報告
されているパスウェイとよく類似してお
り、本データマイニング法の妥当性が確
認されたと考えている。さらに、パスウ
ェイ解析の結果から、RA患者由来組織で
変動を示した数種類の miRNA が、RA の増
悪に関わる mTOR シグナル伝達経路や
JAK/STAT経路に関与する新たな可能性が
示唆された。 
今後、各種 CYP 誘導剤を投与したマウ
ス肝臓における miRNA 発現変動データに
対し、本項目で開発したデータマイニン
グ法を用い、マウス CYP 発現変動に関与
する、主たる miRNA の探索を行う予定で
ある。 
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図 4各種 miRNA 発現が pmirGLO/Cyp2b10 3’UTR
  によるルシフェラーゼ活性へ及ぼす影響 


