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研究成果の概要（和文）：DSS誘発潰瘍性大腸炎モデルラットにおいて、免疫抑制薬であるタクロリムスの経口
吸収が増加することが明らかとなり、その機構の一部に小腸粘膜のP-糖タンパク質発現量の減少が関与する可能
性が示唆された。さらに、潰瘍性大腸炎モデルラットの小腸においてマイクロRNAの発現変動が認められた。
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、タクロリムスの体
内動態変動の個体内・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）：Our study demonstrates that oral absorption of tacrolimus (an 
immunosuppressant) was increased in dextran sodium sulfate (DSS)-induced ulcerative colitis rats, 
and this is attributable to decreased intestinal P-glycoprotein. In addition, the altered expression
 of miRNAs in the small intestine were observed in DSS-induced ulcerative colitis rats. 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 of tacrolimus.  

研究分野： 医療薬学
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１．研究開始当初の背景 
炎症性腸疾患は、原因不明の難治性疾患で

あり、患者数は増加の一途を辿っている。治
療薬のタクロリムス(TAC)は、体内動態の個
人差が大きく、その要因には薬物代謝酵素
CYP3A、薬物排泄トランスポータ P-糖タンパ
ク質(P-gp)の発現量が関与することが報告
されている。これらの発現量は遺伝子多型で
は説明できない要因が存在し、個人差の予測
を困難にしている。近年、薬物動態関連遺伝
子の発現制御におけるマイクロ RNA(miRNA)
の重要性が注目されているが、炎症性腸疾患
時の CYP3A 及び P-gp の発現変動と miRNA 発
現変動を結びつけた研究は未だ報告がなく、
miRNA の薬物体内動態や薬効発現への寄与も
不明である。 

 
２．研究の目的 
炎症性腸疾患時のTACの体内動態変動と薬

物体内動態変動におけるmiRNAの役割を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1)潰瘍性大腸炎モデルラットを用いた in 
vivo体内動態実験 
Wistar 系雄性ラット(9週齢)を用い、5%デ

キストラン硫酸ナトリウム(DSS)水溶液を 7
日間、自由飲水させ潰瘍性大腸炎モデルラッ
トを作成した。DSS 群及び Sham 群に TAC を経
口投与した後、経時的に採血を行い、全血中
TAC 濃度は、LC-TOFMS により測定した。 
 

(2)小腸及び大腸における CYP3A 活性及び
P-gp 発現量の評価 
採血終了後に小腸、大腸及び肝臓を摘出し、

P-gp 及び CYP3A mRNA 発現量は RT-PCR 法によ
り測定した。また、各臓器の粗膜画分に発現
する P-gp 発現量は Western blot 法により、
ミクロソーム中 CYP3A 活性は、テストステロ
ンの 6ß水酸化活性を測定することにより評
価した。 
 
(3) 潰瘍性大腸炎モデルラットの小腸にお
ける miRNA 発現変動の網羅的解析 
DSS ラットの小腸における miRNA 発現変動

を microarray 法により解析し、2倍以上の発
現変動が認められた miRNA を抽出した。 
 
(4)Mdr1a 3’非翻訳領域(3’-UTR)に対する
miRNA の予想結合部位の探索 
Microarray解析により特定したmiRNAの中

から、in silico 法により Mdr1a mRNA の
3’-UTRを標的とするmiRNA候補を抽出した。 
 
(5)培養細胞を用いた miRNA による P-gp の発
現調節機構に関する検討  
miRNA 阻害剤及び miRNA 前駆体を培養ヒト

腸上皮細胞 Caco-2 細胞に導入後、P-gp のタ
ンパク質発現量及び mRNA 発現量を Western 
Blot 法及び RT-PCR 法により評価した。 

４．研究成果 
(1)潰瘍性大腸炎モデルラットにおける TAC
の体内動態解析 
DSS ラットに TAC を経口投与したところ、

Sham 群に比べ、血中濃度は有意に高く(図１)、
血中濃度から算出した、血中濃度-時間曲線
下面積及び最高血中濃度はそれぞれ約2.7倍、
約 2.4 倍に有意に増加し、経口クリアランス
は約 40％まで減少していた。一方で、消失速
度定数に2群間で有意な差は認められなかっ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

図 1  DSS ラットと Sham ラットにおける TAC
経口投与後の血中濃度推移 
平均値±標準偏差 (n=5), 
*:p<0.05, **:p<0.01 
 
(2) DSS ラットと Shamラットの小腸及び大腸
における CYP3A 活性及び CYP3A mRNA 発現量
の比較 
DSS ラットと Sham ラットの小腸、大腸及び

肝臓におけるCYP3A活性(図2)及びmRNA発現
量について比較を行ったところ、全ての部位
においてDSS投与による影響は認められなか
った。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2  DSSラットとShamラットにおける小腸
及び大腸における CYP3A 活性 
平均値±標準偏差 (n=5) 
 
(3) DSS ラットと Shamラットの小腸及び大腸
における P-gp 及び Mdr1a mRNA 発現量の比較 
 DSSラットとShamラットの小腸及び大腸に
おける P-gp 発現量(図３)及び Mdr1a mRNA 発



現量について比較を行ったところ、Sham ラッ
トに比べ、DSS ラットの P-gp 発現量及び
Mdr1a mRNA 発現量はすべての部位において、
顕著な低下が認められた。 

図3  DSSラットとShamラットの小腸及び大
腸の P-gp 発現量の比較 
(A),(E):小腸上部、(B),(F)：小腸中部、
(C),(G):小腸下部、(D),(H):大腸、平均値±
標準偏差 (n=5), *:p<0.05, **:p<0.01 
 
(4)DSS ラットと Sham ラットの小腸及び大腸
における核内受容体の mRNA 発現量の比較 
P-gp の転写調節には、核内受容体である

PXR 及び VDR が関与することが報告されてお
り、DSS ラットにおける P-gp の発現低下に対
する PXR及び VDRの役割について検討を行っ
た。その結果、DSS ラットにおける小腸及び
大腸の PXR 及び VDR mRNA 発現量に有意な変
動は認められなかった。 
 
以上の結果より、DSS 誘発潰瘍性大腸炎モ

デルラットにおいて、TAC の経口吸収が増加
することが明らかとなり、その機構の一部に
小腸粘膜の P-gp 発現量の減少が関与する可
能性が示唆された。さらに、DSS ラットにお
ける小腸 P-gp 発現量低下には核内受容体で
ある PXR及び VDRを介した転写調節の寄与は
少なく、別の調節因子が関与している可能性
が示唆された。 
 
(5) DSS ラットの小腸における miRNA 発現変
動の網羅的解析及び in silico解析 
DSS ラットの小腸における miRNA 発現変動

を microarray 法で解析した結果、Sham 群に
比べ、56種類のmiRNA発現量が顕著に減少し、
11種類のmiRNA発現量が顕著に増加していた。
さらに、これらの 67 種類の中から標的予想
プログラムを用い Mdr1a mRNA の 3’-UTR を

標的とする miRNA 候補を抽出した結果、発現
上昇が認められた miR-494 のみが Mdr1a mRNA 
の 3’-UTR に相補的配列を有していた。 
 

(6)Caca-2細胞を用いたP-gpの発現調節に及
ぼす miR-494 の役割に関する検討  
miR-494 の miRNA 阻害剤及び miRNA 前駆体

を Caco-2 細胞にトランスフェクション後、
P-gp のタンパク質発現量及び mRNA 発現量を
Western Blot 法及び RT-PCR 法により評価し
たが、miRNA 阻害剤及び miRNA 前駆体による
有意な変化は認められなかった。 
 
以上の結果より、DSS ラットにおける小腸

P-gp発現量低下にはmiR-494を介した発現調
節の寄与は少なく、他の間接的制御が関与す
る可能性が示唆された。本研究成果は、潰瘍
性大腸炎におけるTACの臨床使用に有用な情
報を提供するものと考えられる。今後、miRNA
発現変動と小腸 P-gp 発現変動についてさら
なる検討を進め、miRNA を指標とした個別化
薬物療法の実現に向けたエビデンス構築が
期待される。 
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